
(57)【要約】

本発明は、ヒト組み換えエンドオリゴペプチダーゼＡ（

ｅｎｄｏｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ　Ａ；ｈＥＯＰ

Ａ）、ｈＥＯＰＡをコードするポリヌクレオチド（原核

生物類および、ヒトを含む真核生物類でｈＥＯＰＡを発

現させる。）；ｈＥＯＰＡのたんぱく分解活性を決定す

るための、またはペプチド類“溶解性受容体”としてま

たはシャペロンとしての活性を評価するための、合成基

質類の使用；他のたんぱく質との相互作用および複合体

形成を妨げることができる、作用物質類、競合物質類お

よび拮抗物質類として、オリゴペプチド結合活性の特異

的抗体および阻害薬の使用およびその製造方法に関する

。本発明はまた、中枢神経系の先天性、感染性および退

行性病状における診断および／または使用、および精神

医学的障害、認知障害、および行動機能障害に対し、天

然、組み換え、化学的修飾または遺伝子組み換え形態の

、そのたんぱく質の使用にも関する。本発明はまた、神

経学的病状および組織の退行変性の治療のために抗体類

およびそれらの誘導体類を含む、リガンドとＥＯＰＡと

の相互作用の阻害薬類および競合物質類の使用を提案す
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 組 み 換 え エ ン ド オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ Ａ （ Ｅ Ｏ Ｐ Ａ ） お よ び そ の た ん ぱ く 質 配 列 を コ ー ド
す る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の １ 次 構 造 の 決 定 方 法 で あ っ て 、 そ の た ん ぱ く 質 配 列 は 特 に ヒ
ト に 由 来 し 、
（ ａ ） グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ー フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽 出 法 を 用 い る か 、
ま た は 商 品 名 Ｔ ｒ ｉ ｚ ｏ ｌ （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ Ｂ Ｒ Ｌ ） の よ う な 特 定 の 試 薬 を 用 い て 、 幾 つ か の
動 物 組 織 か ら 総 Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し ；
（ ｂ ） 予 め 充 填 さ れ た オ リ ゴ － ｄ Ｔ セ ル ロ ー ス カ ラ ム ま た は サ ス ペ ン シ ョ ン 中 の 樹 脂 を 用
い 総 Ｒ Ｎ Ａ か ら メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 し ；
（ ｃ ） 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ １ ～ ２ ． ５ ％ の フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む ） 中 で の 電 気 泳 動
に よ り 、 得 ら れ た メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 質 を 分 析 し 、 次 い で エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 、 ま
た は 他 の 核 酸 色 素 で 染 色 し 、 フ ォ ト ド キ ュ メ ン テ ー シ ョ ン し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
よ り 分 析 (ノ ー ザ ン ブ ラ ッ ト 分 析 )を 行 い ；
（ ｄ ） 得 ら れ た メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 さ せ 、 相 補 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 合 成 し ；
（ ｅ ） 得 ら れ た 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 そ の “ イ ン ビ ト ロ ” 増 幅 を 可 能 と す る 、 プ ラ ス ミ ド ベ
ク タ ー 、 コ ス ミ ド ま た は フ ァ ー ジ ベ ク タ ー へ ク ロ ー ン さ せ ；
（ ｆ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 特 異 的 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 体 を 用 い る 免 疫 選 択 、 ま た は Ｅ Ｏ
Ｐ Ａ 特 異 的 活 性 の 検 出 に よ り 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 お よ び 選 択 し ；
（ ｇ ） Ｐ Ｃ Ｒ （ “ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ” ） に よ り 、 ま た は 細 菌 内 に こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む
ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 を 増 幅 さ せ る こ と に よ り 、 標 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 お よ び 単 離
し 、 次 い で ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 を 単 離 す る た め に 、 適 切 な 制 限 酵 素 類 で 消 化 さ せ る こ と か ら
な る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 （ ｃ ） 記 載 の 核 酸 色 素 が 、 “ サ イ バ ー グ リ ー ン ” （ “ Ｓ ｙ ｂ ｅ ｒ 　 Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ ” 、
Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｄ ｙ ｎ ａ ｍ ｉ ｃ ｓ ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 （ ｆ ） 記 載 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 が 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー で
形 質 転 換 さ れ た 細 菌 を 増 幅 さ せ る こ と に よ り 行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 （ ｆ ） 記 載 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 の 増 幅 が 、 総 Ｒ Ｎ Ａ ま た は メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ お
よ び 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類 を 用 い る 直 接 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 、 ま た は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ 逆 転 写
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） に よ り 行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 （ ｅ ） 記 載 の 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 同 定 お よ び 選 択 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、
ま た は 特 異 的 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 体 を 用 い る 免 疫 － 選 択 に よ り 行 な わ れ 、
（ ａ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 増 幅 さ せ 、 各 々 の ク ロ ー ン の 遺 伝 子 物 質 お よ び ／ ま た は た
ん ぱ く 質 物 質 を 毛 細 管 現 象 に よ り ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 へ 移 し ；
（ ｂ ） 放 射 線 標 識 さ れ て い る か ま た は さ れ て い な い 、 最 終 段 階 で 得 ら れ た 膜 お よ び プ ロ ー
ブ を 用 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 を 行 な う か 、 ま た は 特 異 的 抗 体 を 用 い 陽 性 ク ロ ー ン
を 同 定 し ；
（ ｃ ） 用 い ら れ た プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に 対 し 陽 性 の ク ロ ー ン を 同 定 し 、 後 ほ ど の 増 幅 の た
め に 、 単 離 さ れ た こ れ ら の ク ロ ー ン を 収 集 し 、 各 々 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 を 配 列 決 定 す る こ
と か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 適 切 な 制 限 酵 素 で 消 化 さ せ て 得 た 、 前 記 （ ｆ ） 記 載 の
約 ６ ０ ０ 塩 基 対 の 断 片 が 、 “ イ ン サ イ チ ュ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 脳 で の Ｅ Ｏ Ｐ
Ａ の 分 布 分 析 に 用 い ら れ た プ ロ ー ブ の 合 成 に 用 い ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の
方 法 。
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【 請 求 項 ７ 】
　 用 い ら れ た 制 限 酵 素 が 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｘ ｂ ａ Ｉ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 が 、 各 々 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る た め に 完
全 に 配 列 決 定 さ れ 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の １ 次 お よ び ２ 次 構 造 が ま た 分 析 さ れ ； さ ら に そ の
決 定 さ れ た 配 列 が ま た 、 特 殊 デ ー タ バ ン ク に 寄 託 さ れ た 相 同 配 列 を サ ー チ す る た め に 用 い
ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 哺 乳 動 物 に 由 来 し た 各 々 の た ん ぱ く 質 お よ び そ の 核 の １ 次 構 造 を 決 定 す る た め に 特 に 用
い ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 約 ６ ０ ０ 塩 基 対 の 断 片 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断
片 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 を 完 全 に 配 列 決 定 す る こ と に よ っ て 、 核 の １ 次 構 造 お よ び 推 定 ア ミ ノ
酸 配 列 を 決 定 す る こ と が で き 、 従 っ て こ の た ん ぱ く 質 の 配 列 の １ 次 構 造 お よ び ２ 次 構 造 を
分 析 す る こ と を 可 能 と す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 　 全 長 を 完 全 に 配 列 決 定 す る こ と に よ っ て 、 特 殊 デ ー タ バ ン ク に 寄 託 さ れ た 他 の 配 列 と
の 相 同 性 分 析 を 可 能 と す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ お よ び １ １ 記 載 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断
片 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 “ イ ン サ イ チ ュ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 脳 で の Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 分 布 分 析 に 用 い ら れ
る プ ロ ー ブ の 合 成 に 用 い ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 の 使
用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ に 従 っ て 単 離 お よ び 同 定 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い 、 特 に 細 菌 を 用 い る 、 ヒ ト 組 み
換 え Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 生 成 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 ア ン カ ー た ん ぱ く 質 類 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド 類 に 結 合 さ れ た 融 合 た ん
ぱ く 質 類 と し て 、 ま た は 組 み 換 え 分 子 と し て 生 成 さ れ る よ う に 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る 、
同 定 お よ び 単 離 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 ベ ク タ ー 内 へ イ ン フ レ ー ム （ ｉ ｎ 　 ｆ ｒ ａ ｍ ｅ ） で
サ ブ ク ロ ー ン し ；
ｂ ） 前 記 （ ａ ） 記 載 の 、 イ ン フ レ ー ム で ク ロ ー ン さ れ た Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿
入 断 片 を 含 む 、 前 記 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 構 造 体 、 即 ち 発 現 ベ ク タ ー で 宿 主 細 菌 （ Ｅ ｓ ｃ ｈ
ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 ｃ ｏ ｌ ｉ 菌 株 Ｄ Ｈ α ま た は Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） 、 ま た は そ の 類 似 菌 株 ）
を 形 質 転 換 さ せ ；
ｃ ） 前 記 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 を 、 ５ ６ ０ ～ ６ ０ ０ ｎ ｍ （ 波 長 ） で の 吸 光 度 値 が 約 ０ ． ６ に
な る ま で に 、 選 択 用 抗 生 物 質 を 含 む Ｌ Ｂ 培 地 の よ う な 適 切 な 培 地 で 、 生 育 に よ り 増 幅 さ せ
；
ｄ ） Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ (イ ソ プ ロ ピ ル － チ オ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ )の よ う な 誘 導 物 質 を 最 終 濃 度 約 ０ ．
１ ～ １ ｍ Ｍ に な る ま で 添 加 し 、 振 盪 し な が ら ３ ０ ま た は ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と
に よ っ て 標 的 た ん ぱ く 質 を 生 成 し ；
ｅ ） 遠 心 分 離 に よ り 発 現 さ れ た 標 的 た ん ぱ く 質 を 含 む 細 菌 を 収 集 し 、 そ れ を － ２ ０ ℃ で 貯
蔵 す る か ま た は す ぐ に 処 理 し 、 そ の 際 に 超 音 波 ま た は 機 械 的 な 圧 力 に よ り そ れ を 崩 壊 さ せ
、 細 菌 細 胞 質 に 存 在 す る 組 み 換 え ま た は 融 合 た ん ぱ く 質 を 放 出 し ；
ｆ ） ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 、 電 気 泳 動 ま た は 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い 融 合 た ん ぱ く
質 を 回 収 お よ び 精 製 し ；  
ｇ ） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） で の 電 気 泳 動 、 Ｕ Ｖ ／ ｖ ｉ ｓ 検 出 器 を
備 え た Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 質 量 分 析 、 お よ び ／ ま た は 天 然 お よ び ／ ま た は 合
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成 ペ プ チ ド 基 質 類 を 用 い て 酵 素 反 応 速 度 に よ り 特 異 的 活 性 を 決 定 す る 方 法 に よ り 、 組 み 換
え た ん ぱ く 質 の 純 度 お よ び 質 を 評 価 す る
こ と か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 （ ａ ） 記 載 の Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る 、 同 定 お よ び 単 離 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 、 請 求 項 １
か ら ９ 記 載 の 方 法 で 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 （ ａ ） 記 載 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、 精 製 を 促 す 、 組 み 換 え Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 、 ま た は ア
ン カ ー た ん ぱ く 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 た ん ぱ く 質 の 形 態 の Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 発 現 が 可 能
に な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 （ ｂ ） 記 載 の 宿 主 細 菌 （ Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 ｃ ｏ ｌ ｉ ） が 、 Ｄ Ｈ α 菌 株 ま た
は Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） 菌 株 ま た は そ の 類 似 菌 株 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 （ ｃ ） 記 載 の 宿 主 細 菌 （ Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 ｃ ｏ ｌ ｉ ） が 、 Ｄ Ｈ α 菌 株 ま た
は Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） 菌 株 ま た な そ の 類 似 菌 株 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 （ ｃ ） 記 載 の 培 地 が 、 選 択 用 抗 生 物 質 を 含 む Ｌ Ｂ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 （ ｄ ） 記 載 の 発 現 の 導 入 が 、 誘 導 物 質 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ （ イ ソ プ ロ プ ル － チ オ ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ ） を 添 加 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 （ ｅ ） 記 載 の 細 菌 ペ レ ッ ト の 処 理 に お い て 、 細 菌 細 胞 質 に 存 在 す る 融 合 た ん ぱ く 質
ま た は 組 み 換 え た ん ぱ く 質 を 放 出 さ せ る た め に 、 超 音 波 ま た は 機 械 的 な 圧 力 に よ り 、 細 菌
を 破 裂 さ せ ； 発 現 さ れ た た ん ぱ く 質 は ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 、 電 気 泳 動 ま た は 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ 得 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 （ ｅ ） 記 載 の 細 菌 が 、 大 腸 菌 （ Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 ｃ ｏ ｌ ｉ ） 菌 株 Ｄ Ｈ α ま
た は Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） 、 ま た な そ の 類 似 菌 株 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 が 、 こ れ ら の 各 々 の 方 法 に 対 し 、 前 も っ て 適 切 に 製 造 さ れ た 細 菌 の
電 気 泳 動 処 理 ま た は 熱 シ ョ ッ ク 処 理 に よ り 行 わ れ 得 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 融 合 た ん ぱ く 質 と し て 発 現 さ れ た 組 み 換 え た ん ぱ く 質 が 、 ポ リ － ヒ ス チ ジ ン 融 合 物 に 対
し 固 定 化 ニ ッ ケ ル を 、 ま た は Ｇ Ｓ Ｔ （ グ ル タ チ オ ン － Ｓ － 転 移 酵 素 ） と の 融 合 物 に 対 し グ
ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 を 含 む ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い 、 他 の 可 溶 性 細 菌 た ん
ぱ く 質 類 （ 不 純 物 ） か ら 分 離 さ れ 得 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 融 合 た ん ぱ く 質 と し て 発 現 さ れ た 組 み 換 え た ん ぱ く 質 が 、 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 消 化 に よ
り ア ン カ ー た ん ぱ く 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド か ら 分 離 さ れ 得 、 ア ン カ ー と 組 み 換 え た ん ぱ く
質 と の 間 に 共 通 認 識 配 列 が 前 も っ て 挿 入 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 用 い ら れ る プ ロ テ ア ー ゼ が 、 ト ロ ン ビ ン 、 因 子 Ｘ お よ び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ７ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 が 、 Ｌ ｉ ｓ １ 遺 伝 子 と 同 じ ク ロ モ ソ ー ム （ １ ７ ｐ １ ３ ． ３ ） で 、 ｐ ５ ３
位 置 （ 約 ０ ． ７ ｃ Ｍ 距 離 ） に 比 較 的 に 近 接 し た ク ロ モ ソ ー ム １ ７ ｐ １ ２ ． ９ に 位 置 し 、 約
４ ０ ｋ ｂ を 含 み 、 ９ エ キ ソ ン お よ び １ ０ イ ン ト ロ ン か ら な り ； 転 写 調 節 因 子 に 対 す る 複 数
の 認 識 部 位 が 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 で 見 ら れ る 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 の １ 次 構 造 の 決 定 方
法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Ａ Ｐ １ ， ｃ Ｍ ｙ ｂ ， Ｓ Ｐ １ ， ｎ Ｍ ｙ ｃ ， ｃ Ｍ ｙ ｃ の よ う な 転 写 調 節 因 子 に 対 す る 推 定 結
合 部 位 が 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 の 上 流 領 域 で 同 定 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 の 全 配 列 が 、 特 殊 デ ー タ バ ン ク で ア ク セ ス 可 能 な ヒ ト ゲ ノ ム 全 配 列
の 分 析 に よ り 決 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 の 完 全 な １ 次 構 造 が 、 請 求 項 １ か ら ９ 記 載 の 方 法 に よ り 決 定 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ７ か ら ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 Ｌ ｉ ｓ １ 遺 伝 子 と 同 じ ク ロ モ ソ ー ム （ １ ７ ｐ １ ３ ． ３ ） で 、 ｐ ５ ３ 位 置 （ 約 ０ ． ７ ｃ Ｍ
距 離 ） に 比 較 的 に 近 接 し た ク ロ モ ソ ー ム １ ７ ｐ １ ２ ． ９ に 位 置 し 、 約 ４ ０ ｋ ｂ を 含 み 、 ９
エ キ ソ ン お よ び １ ０ イ ン ト ロ ン か ら な り ； 転 写 調 節 因 子 に 対 す る 複 数 の 認 識 部 位 が 遺 伝 子
の プ ロ モ ー タ ー 領 域 で 見 ら れ る ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 転 写 調 節 因 子 が 、 Ａ Ｐ １ ， ｃ Ｍ ｙ ｂ ， Ｓ Ｐ １ ， ｎ Ｍ ｙ ｃ ， ｃ Ｍ ｙ ｃ で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の １ 次 構 造 に 係 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ お よ び ３ ２ 記 載 の 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 単 離 、 精 製 お よ び 決 定 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） １ ： ３ の 割 合 ［ 重 量 ： 体 積 ］ で ０ ． ２ ５ Ｍ の ｄ ｅ 　 ｓ ａ ｃ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ を 含 む １ ０ ｍ
Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） バ ッ フ ァ 中 に 新 し い 組 織 を 均 質 化 し ；
（ ｂ ） そ の サ ン プ ル に 対 し ， ２ ５ ， ０ ０ ０ ｘ ｇ で １ ５ 分 、 そ し て １ ０ ０ ， ０ ０ ０ ｘ ｇ で １
時 間 超 遠 心 分 離 を 行 い ；
（ ｃ ） 変 性 条 件 で ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） に よ り サ イ ト ゾ
ル 分 画 （ 上 清 ） を 分 析 し 、 Ｂ ｒ ａ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ ま た は Ｌ ａ ｅ ｍ ｍ ｌ ｉ の 方 法 に よ り た ん ぱ く
質 を 定 量 し 、 特 異 的 抗 体 を 用 い ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 い ；
（ ｄ ） 流 速 ０ ． ２ ５ ｍ ｌ ／ 分 の 、 ０ ． ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ２ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ
（ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） バ ッ フ ァ を 用 い る 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー シ ス テ ム （ Ａ ｋ ｔ ａ － Ａ ｍ ｅ ｒ
ｓ ｈ ａ ｍ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ ） と 結 合 さ れ て い る Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｏ ｓ ｅ カ ラ ム を 用 い 、
ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り サ イ ト ゾ ル 分 画 を 分 別 し ；
（ ｅ ） 前 記 バ ッ フ ァ 中 に 溶 解 さ れ た 標 準 た ん ぱ く 質 を 用 い 予 め 目 盛 り を 決 め た カ ラ ム に 基
づ き 、 相 対 的 分 子 量 を 決 定 し ；
（ ｆ ） 消 光 蛍 光 ペ プ チ ド 類 、 ま た は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ シ ス テ ム 類 お よ び 天 然 ペ プ チ ド 基 質 類 を 用 い
て 、 そ の 特 異 的 酵 素 活 性 を 蛍 光 定 量 法 に よ り 決 定 す る こ と に よ っ て 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を 含 む 分
画 を 同 定 し ；
（ ｇ ） ０ ． ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ２ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） バ ッ フ ァ を
用 い る Ｕ Ｖ 検 出 器 に 結 合 さ れ て い る Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ シ ス テ ム を 用 い て 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を 精 製 し 、 純
粋 な Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 相 応 す る ピ ー ク を 手 動 に 収 集 し 、 前 記 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ は 凍 結 乾 燥 に よ り 濃 縮 さ れ
、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 析 さ れ る こ と か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 （ ａ ） で 均 質 化 さ れ る 新 し い 組 織 が 、 脳 に 由 来 し た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請
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求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
前 記 （ ｇ ） で 見 ら れ た 純 粋 な 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 相 応 す る Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の ピ ー ク が 、 約 ４ ０ ｋ Ｄ ａ
の 単 一 の バ ン ド を 示 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 精 製 が 、 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 体 の Ｎ － 末 端 の 共 有 結 合 に 対 し 、 予 め 活 性 化 さ
れ た Ｃ Ｈ セ フ ァ ロ ー ス ４ ｂ 樹 枝 を 用 い て 製 造 さ れ た 免 疫 親 和 性 カ ラ ム 類 に よ り 行 わ れ 得 る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 純 粋 な 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む 、 ５ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ
Ｈ ８ ． ０ ） バ ッ フ ァ 中 の ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｉ を 用 い て 、 そ の 活 性 形 態 で 輸 出 さ れ 得 る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の １ 次 配 列 が 、 質 量 分 析 法 に よ り 決 定 さ れ 得 、 こ こ で デ ー タ は 先 ず 割 合 （ ｍ ／
ｚ ） を ス キ ャ ン す る こ と に よ り 、 ４ 重 線 （ ｑ ｕ ａ ｄ ｒ ｕ ｐ ｏ ｌ ｏ ） （ Ｅ Ｓ － Ｍ Ｓ ） か ら 得
ら れ 得 、 配 列 決 定 は 、 第 １ の ４ 重 線 で 特 性 決 定 さ れ た プ ロ ト ン 化 イ オ ン を 持 つ ペ プ チ ド 類
を 選 択 す る こ と に よ り 、 第 ２ の ４ 重 線 （ Ｅ Ｓ － Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ） を 用 い て 行 わ れ 得 、 次 い で 衝
突 誘 導 解 離 （ Ｃ Ｉ Ｄ ） に よ り 断 片 化 が 行 わ れ 得 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 質 量 分 析 計 （ Ｅ Ｓ － Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ） が 、 陽 イ オ ン 化 モ ー ド で 作 動 し 、 デ ー タ 収 集 用 ソ フ ト
ウ ェ ア を 用 い 、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン ソ ー ス を 備 え て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３
４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 配 列 決 定 が 、 質 量 分 析 計 （ Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ） に 結 合 さ れ た Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ シ ス テ ム に よ
り 行 わ れ 得 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 た ん ぱ く 質 の ア ミ ノ 末 端 が 、 エ ド マ ン 分 解 法 に よ り 配 列 決 定 さ れ 得 る か 、 ま た は ア ミ ノ
酸 組 成 分 析 か ら 推 定 さ れ 得 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 １ 次 配 列 が 、 質 量 分 析 法 に よ り 決 定 さ れ 得 、 こ こ で デ ー タ は 先 ず 割 合 （ ｍ ／ ｚ ） を ス キ
ャ ン す る こ と に よ り 、 ４ 重 線 （ Ｅ Ｓ － Ｍ Ｓ ） か ら 得 ら れ 得 、 配 列 決 定 は 、 第 １ の ４ 重 線 で
特 性 決 定 さ れ た プ ロ ト ン 化 イ オ ン を 持 つ ペ プ チ ド 類 を 選 択 す る こ と に よ り 、 第 ２ の ４ 重 線
（ Ｅ Ｓ － Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ） を 用 い て 行 わ れ 得 、 次 い で 衝 突 誘 導 解 離 （ Ｃ Ｉ Ｄ ） に よ り 断 片 化 が
行 わ れ 得 る こ と を 特 徴 と す る 、 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 純 粋 な 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 相 応 す る Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ピ ー ク が 、 約 ４ ０ ｋ Ｄ の 単 一 バ ン ド を 示 す こ と
を 特 徴 と す る 、 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を 含 む 分 画 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 多 ク ロ ー ン 性 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 体 類 の 生 成 方 法 で あ っ て 、 そ の 抗 体 は 特 に マ ウ ス で 生 成 さ
れ た 抗 － ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 類 で あ り 、
　 （ ａ ） 動 物 の 脳 に 由 来 し た 精 製 さ れ た 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ で 免 疫 化 す る こ と に よ り 、 ま た は 細
菌 で 生 成 さ れ る 活 性 組 み 換 え た ん ぱ く 質 を 用 い る こ と に よ り 、 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 類 を 生 成
し ；
　 （ ｂ ） ７ ～ ８ 週 齢 の 、 体 重 １ ８ ～ ２ ２ ｇ の Ｂ ａ ｌ ｂ － Ｃ ま た は Ｈ ｉ ｇ ｈ Ｉ Ｉ Ｉ マ ウ ス を
免 疫 化 し ；
　 （ ｃ ） ４ 回 の 免 疫 化 そ れ ぞ れ に お い て 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ［ Ａ ｌ （ Ｏ Ｈ ） ３ ］ ま た
は 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト 上 に 吸 収 さ れ た 形 態 の 、 精 製 さ れ た た ん ぱ く 質 ２ μ ｇ ま
た は 組 み 換 え た ん ぱ く 質 ３ μ ｇ を 毎 週 ま た は 毎 月 の 間 隔 で 皮 内 注 射 し ；
　 （ ｄ ） 最 後 の 免 疫 化 が 終 わ っ て か ら １ 週 間 ま た は １ ヶ 月 後 、 血 液 サ ン プ ル を 収 集 し 、 血
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精 は － ２ ０ ℃ で 保 存 さ れ 得 ；
　 （ ｅ ） 適 切 な 抗 原 を 用 い 、 抗 血 精 の 力 価 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り
評 価 し ；
（ ｅ ） 基 質 と し て 天 然 ペ プ チ ド ブ ラ ジ キ ニ ン ま た は 蛍 光 基 質 Ａ ｂ ｚ － Ｇ Ｆ Ａ Ｐ Ｆ Ｒ Ｑ － Ｅ
Ｄ Ｄ ｎ ｐ を 用 い （ そ の 分 割 は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ お よ び ／ ま た は 蛍 光 定 量 法 に よ り モ ニ タ ー さ れ る ）
抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 血 清 を 評 価 し 、 抗 － 血 清 の 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 遮 断 能 力 を 検 証 す
る こ と か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 対 す る 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 の 生 成 が 、 マ ウ ス で 生 成 さ れ た 抗 － ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に
対 し 特 異 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 ４ ５ お よ び ４ ６ 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 多 ク ロ
ー ン 性 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 天 然 ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は 合 成 蛍 光 基 質 類 を 用 い る 反 応 速 度 分 析 が 行 わ れ る こ と を 特
徴 と す る 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 生 化 学 的 特 性 お よ び た ん ぱ く 分 解 特 性 の 決 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 天 然 お よ び 組 み 換 え た ん ぱ く 質 の 両 方 が 、 正 確 に 同 じ 酵 素 的 お よ び 生 化 学 的 特 性 を 示 す
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 チ オ ル に よ り 活 性 化 さ れ 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 不 感 性 で 、 約 ４ ０ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を
示 し 、 ７ ０ ｋ Ｄ ａ よ り 高 い 分 子 量 の 複 合 体 類 を 生 成 す る 他 の サ イ ト ゾ ル た ん ぱ く 質 類 と 結
合 さ れ た 状 態 で 見 ら れ る 、 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ８ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ お よ び 各 々 の 組 み 換 え た ん ぱ く 質 が 、 ７ ～ １ ３ ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド 類
を 選 択 的 に 加 水 分 解 す る こ と が で き 、 両 方 と も ５ ． ２ ２ ～ ５ ． ５ ０ の 等 電 点 を 有 す る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 天 然 お よ び 組 み 換 え た ん ぱ く 質 の 両 方 が 、 ブ ラ ジ キ ニ ン の Ｐ ｈ ｅ ５ － Ｓ ｅ ｒ ６ ボ ン ド お
よ び ニ ュ ー ロ テ ン シ ン の Ａ ｒ ｇ ８ － Ａ ｒ ｇ ９ ボ ン ド を 特 異 的 に 加 水 分 解 し 、 そ れ ら の 配 列
に エ ン ケ フ ァ リ ン 類 を 含 む 幾 つ か の オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド 類 か ら ［ Ｍ ｅ ｔ ５ ］ － ま た は ［ Ｌ
ｅ ｕ ５ ］ － エ ン ケ フ ァ リ ン 類 を 放 出 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 基 質 類 が 、 幾 つ か の 神 経 ペ プ チ ド 類 又 は こ れ ら の 誘 導 体 類 で あ り 、 分 割 可 能
な ペ プ チ ド ボ ン ド を 予 測 す る た め に 基 質 と 酵 素 と の 相 互 作 用 の サ ブ サ イ ト を 決 定 す る こ と
は で き な い と い う こ と を 示 し 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の た ん ぱ く 分 解 作 用 の た め の 基 質 の 大 き さ と 立 体
配 置 と の 厳 密 な 関 連 性 が 証 明 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 還 元 剤 ジ チ オ ト レ イ ト ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） に よ り 活 性 化 さ れ 、 か つ チ オ ル 化 合 物
類 の よ う な シ ス テ イ ニ ル プ ロ テ ア ー ゼ の 古 典 的 阻 害 薬 に よ り 阻 害 さ れ る た め 、 チ オ ル － 依
存 的 酵 素 で あ る 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 阻 害 薬 類 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 チ オ ル 化 合 物 類 が ｐ － ク ロ ロ ー メ ル ク リ 案 臭 香 酸 塩 （ Ｐ Ｃ Ｍ Ｂ ） お よ び ５ ’ － ジ チ オ ー
ビ ス － （ ２ － ニ ト ロ 案 息 香 酸 塩 ） （ Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ４ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 チ オ ル － 反 応 性 基 ［ Ｎ ｐ ｙ ｓ ］ （ Ｓ － （ ３ － ニ ト ロ － ２ － ピ リ ジ ン － ス ル フ ェ ニ ル ） で
標 識 さ れ た 、 ジ ノ ル フ ィ ン の 誘 導 体 類 の よ う な 、 こ の 酵 素 基 質 の 模 倣 化 合 物 を 用 い て 、 部
位 特 異 的 阻 害 薬 と 非 可 逆 的 に 反 応 す る 、 触 媒 部 位 に 近 接 し た 重 要 な シ ス テ イ ン 残 基 の 存 在
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を 同 定 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ４ お よ び ５ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 酵 素 の 反 応 性 Ｓ Ｈ 基 が 、 部 位 特 異 的 阻 害 薬 に 存 在 す る チ オ ル 反 応 性 基 ［ Ｎ ｐ ｙ ｓ ］ （ Ｓ
－ （ ３ － ニ ト ロ － ２ － ピ リ ジ ン － ス ル フ ェ ニ ル ） と 非 可 逆 的 に 反 応 す る こ と は 、 こ の 酵 素
が シ ス テ イ ニ ル プ ロ テ ア ー ゼ で あ る こ と を 示 唆 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ４ お よ び ５
５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ に 不 感 性 で 、 か つ チ オ ル に よ り 活 性 化 さ れ た エ ン ド オ リ ゴ ペ プ チ
ダ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ４ お よ び ５ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 チ メ ッ ト オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ （ Ｔ Ｏ Ｐ ） に 特 異 的 な ｃ Ｆ Ｐ か ら 合 成 さ れ た
誘 導 体 で あ る 、 Ｊ Ａ ２ （ Ｎ － ［ １ （ Ｒ ， Ｓ ） － カ ル ボ キ シ － ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ ル ］ － Ａ
－ α － ア ミ ノ 酪 酸 -Ｙ － ｐ － ア ミ ノ 案 臭 香 酸 塩 ） お よ び ｃ Ｆ Ｐ （ Ｎ － ［ １ （ Ｒ ， Ｓ ） － カ
ル ボ キ シ － ３ － フ ェ ニ ル プ ロ ピ ル ］ の よ う な 金 属 プ ロ テ ア － ゼ 阻 害 薬 類 に よ り 阻 害 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ４ お よ び ５ ５ 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 両 方 の 化 合 物 （ Ｊ Ａ ２ お よ び ｃ Ｆ Ｐ ） が ま た 、 類 似 の Ｋ ｉ （ ～ １ ７ ｎ Ｍ ） を も っ て 、 Ｅ
Ｏ Ｐ Ａ の 触 媒 活 性 を 阻 害 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ４ お よ び ５ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 に 基 づ き 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ４ か ら ６ ０ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 チ オ ル に よ り 活 性 化 さ れ 、 か つ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ に 不 感 性 で 、 約 ４ ０ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 示 し 、 ７
０ ｋ Ｄ ａ よ り 高 い 分 子 量 の 複 合 体 類 を 生 成 す る 他 の サ イ ト ゾ ル た ん ぱ く 質 類 と 結 合 さ れ た
形 態 で 見 ら れ る 、 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ で あ る こ と 特 徴 と す る 組 み 換 え た ん ぱ く 質 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 ７ ～ １ ３ ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド 類 を 選 択 的 に 加 水 分 解 す る こ と が で き 、 そ れ ら の 両 方
が ５ ． ２ ２ ～ ５ ． ５ ０ の 等 電 点 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ２ 記 載 の た ん ぱ く 質 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 ブ ラ ジ キ ニ ン の Ｐ ｈ ｅ ５ － Ｓ ｅ ｒ ６ ボ ン ド お よ び ニ ュ ー ロ テ ン シ ン の Ａ ｒ ｇ ８ － Ａ ｒ ｇ
９ ボ ン ド を 特 異 的 に 加 水 分 解 し 、 ま た 配 列 中 に エ ン ケ フ ァ リ ン 類 を 含 む 幾 つ か の オ ピ オ イ
ド ペ プ チ ド 類 か ら ［ Ｍ ｅ ｔ ５ ］ － ま た は ［ Ｌ ｅ ｕ ５ ］ － エ ン ケ フ ァ リ ン 類 を 放 出 す る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ２ お よ び ６ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 還 元 剤 ジ チ オ ト レ イ ト ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） に よ り 活 性 化 さ れ 、 か つ チ オ ル 化 合 物 類 の よ う な シ
ス テ イ ニ ル プ ロ テ ア ー ゼ の 古 典 的 阻 害 薬 に よ り 阻 害 さ れ る た め 、 チ オ ル － 依 存 的 酵 素 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ２ か ら ６ ４ 記 載 の た ん ぱ く 質 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 触 媒 部 位 に 近 接 し た 重 要 な シ ス テ イ ン 残 基 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ２ か ら ６ ５
記 載 の た ん ぱ く 質 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 体 類 が 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 触 媒 活 性 の 特 異 的 な 阻 害 薬 類 （ 他 の ペ プ チ ダ ー ゼ 類 、
と り わ け Ｔ Ｏ Ｐ お よ び Ｎ Ｌ を 阻 害 し な い ） で あ り 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 類 お よ び た ん ぱ く 質 類
と の 相 互 作 用 過 程 を 妨 げ る 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 対 す る 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 類 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 、 マ ウ ス で 生 成 さ れ た 抗 － ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ６ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 特 異 的 た ん ぱ く 分 解 活 性 、 免 疫 組 織 化 学 、 “ イ ン サ イ チ ュ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お
よ び ／ ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 定 量 す る こ と に よ り Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 分 布 を 決 定 し 得 る 、 Ｅ Ｏ
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Ｐ Ａ に 対 す る 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 、 マ ウ ス で 生 成 さ れ た 抗 － ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 特 異 的 た ん ぱ く 質 活 性 を 定 量 す る こ と に よ り 分 析 さ れ る 複 数 の 組 織 の う ち 、 腎 臓 サ イ ト
ゾ ル が Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 最 低 の オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 を 示 す 一 方 ； チ メ ッ ト オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー
ゼ （ Ｔ Ｏ Ｐ ） が 、 基 質 Ａ ｂ ｚ － Ｇ Ｆ Ａ Ｐ Ｆ Ｒ Ｑ － Ｅ Ｄ Ｄ ｎ ｐ が 用 い ら れ る 際 に 、 そ の 組 織
の 総 オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 の ６ ０ ％ を 担 当 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 分 析 さ れ る 組 織 類 が 、 脳 、 精 巣 、 心 臓 、 骨 髄 、 肝 臓 、 肺 、 骨 格 筋 お よ び 腎 臓 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ お よ び Ｔ Ｏ Ｐ （ チ メ ッ ト オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ ） 活 性 が 、 脳 と 腎 臓 を 除 い て 、 通
常 、 分 析 さ れ る 組 織 の サ イ ト ゾ ル 中 に 均 質 に 分 布 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ９
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 レ ッ ト 脳 の サ イ ト ゾ ル に 優 先 的 に 分 布 し 、 総 オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 の ６
０ ％ を 占 め る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 チ メ ッ ト オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ （ Ｔ Ｏ Ｐ ） 活 性 が 、 レ ッ ト 脳 の サ イ ト ゾ ル で 検 出 さ れ な い
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を 除 い て 、 こ の サ イ ト ゾ ル の 活 性 の ２ ０ ％ が 、 Ｎ Ｌ の 活 性 に 起 因 し 、 そ の 他 の
２ ０ ％ が 、 基 質 を 加 水 分 解 す る 、 他 の 非 同 定 サ イ ト ゾ ル 酵 素 類 の 作 用 に 起 因 す る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 分 布 が ま た 、 “ イ ン サ イ チ ュ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 に よ り 決 定 さ れ
、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 脳 で よ り 強 く 発 現 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 発 現 が 、 脳 で よ り 強 く 、 従 っ て 皮 質 、 海 馬 、 小 脳 お よ び マ イ ル ネ ト （ Ｍ ｅ ｙ
ｎ ｅ ｒ ｔ ） の 基 底 核 の 複 数 の 層 で よ り 高 い 発 現 レ ベ ル を 示 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ９
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 組 織 お よ び 細 胞 分 布 に 関 す る 免 疫 組 織 学 的 研 究 で 、 オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド 類 お よ び そ れ ら
の 前 駆 体 と Ｅ Ｏ Ｐ Ａ と の 共 存 が 、 中 枢 神 経 系 で 、 ［ Ｌ ｅ ｕ ５ ］ － エ ン ケ フ ァ リ ン が 豊 か な
脊 椎 動 物 の 網 膜 の 神 経 細 胞 の 軸 索 お よ び 細 胞 体 で 同 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ９
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 他 の ペ プ チ ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 代 謝 酵 素 類 と 類 似 し た 形 態 で 、 細 胞 外 空 間 へ
分 泌 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 新 生 児 レ ッ ト 類 ま た は 胚 芽 類 の 脳 薄 片 を 用 い る “ イ ン サ イ チ ュ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 研 究 で 、 約 ５ 日 か ら １ ０ 日 で 、 主 に 新 生 児 胚 芽 の 皮 質 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る メ ッ セ ン
ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 レ ベ ル の 増 加 が 表 れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 胚 発 生 時 に 中 枢 神 経 系 の 形 成 過 程 で 重 大 な 役 割 を 果 た す こ と を 特 徴 と す る
、 中 枢 神 経 系 の 先 天 性 、 感 染 性 お よ び 退 行 性 疾 病 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
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　 同 定 さ れ た Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 “ 高 次 コ イ ル ” ド メ イ ン の 高 度 に 進 化 さ れ た 保 存 を 示 し 、 ヒ ト
、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス お よ び レ ッ ト の よ う な 別 個 の 動 物 で 発 現 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
８ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 同 定 さ れ た Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 異 な る 複 数 の 動 物 で 発 現 さ れ 、 ま た Ｎ ｕ ｄ ｅ － Ｌ ま た は Ｎ ｕ ｄ
ｅ ２ と し て 命 名 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の “ 高 次 コ イ ル ” ド メ イ ン が 、 ら せ ん 構 造 を 表 し 、 核 お よ び 神 経 細 胞 の 移 動 に
係 り 、 並 び に 胚 発 生 時 に 起 こ る 細 胞 移 動 過 程 で 重 要 な 機 能 を 果 た す こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ８ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 相 同 で 、 レ ッ ト か ら 単 離 さ れ た た ん ぱ く 質 （ Ｎ ｕ ｄ ｅ ２ ， Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 　
Ａ ｃ ｃ ． 　 Ｎ ｏ ． Ｎ Ｍ ＿ １ ３ ３ ３ ２ ０ ） 、 お よ び Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 相 同 で 、 マ ウ ス か ら 単 離 さ れ
た た ん ぱ く 質 （ Ｎ ｕ ｄ ｅ － Ｌ ， Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ａ ｃ ｃ ． 　 Ｎ ｏ ． Ａ Ｆ ３ ２ ３ ９ １ ８ ） が
ま た 、 ヒ ト 、 ウ サ ギ お よ び レ ッ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 特 異 的 阻 害 薬 に よ り た ん ぱ く 分 解 活 性 を 遮 断
す る 以 外 に 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 特 性 を 決 定 す る た め に 用 い ら れ る 基 質 に 対 し オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ
活 性 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 培 養 細 胞 類 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 役 割 お よ び 分 布 の 決 定 方 法 で あ っ て 、 細 胞 培 養 物 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の
役 割 の 検 出 お よ び 決 定 が 分 析 に よ り 行 わ れ 、 こ の 分 析 は 、 レ チ ノ イ ン 酸 で 処 理 し た 後 ８ 日
目 に 、 軸 索 突 起 が 形 成 さ れ る 際 に 、 分 化 細 胞 お よ び 肺 性 小 体 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の メ ッ セ ン ジ ャ ー
Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 増 加 を 同 定 し 、 か つ 分 化 プ ロ セ ス の ト リ ガ ー リ ン グ の 調 節 因 子 を 同 定 す る た
め に 、 か つ “ イ ン ビ ト ロ ” 分 化 の モ デ ル と し て 、 マ ウ ス の 胚 性 癌 腫 に 由 来 し た 全 能 性 ｐ １
９ 細 胞 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 発 現 が 、 神 経 細 胞 の 分 化 プ ロ セ ス で た ん ぱ く 質 お よ び 遺 伝 子 レ ベ ル で 調 節 さ れ
得 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ た ん ぱ く 分 解 活 性 が 、 レ ッ ト 腫 瘍 （ 移 植 可 能 な レ ッ ト ク ロ ム 親 和 性 細 胞 腫 ） に
由 来 し た Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 類 の サ イ ト ゾ ル で 主 に 見 ら れ 、 そ の オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 が 、 Ｆ
Ｇ Ｆ ま た は レ チ ノ イ ン 酸 の よ う な 化 合 物 類 で 処 理 す る こ と に よ り お よ び ／ ま た は ｃ Ａ Ｍ Ｐ
に よ り 調 節 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 Ｐ １ ２ 細 胞 を Ｆ Ｇ Ｆ で 処 理 す る と 、 こ れ ら の 細 胞 は 神 経 細 胞 の 表 現 型 へ 分 化 し 、 軸 索 の
ア ウ ッ ト グ ロ ー ス の 形 成 お よ び 核 周 囲 （ ｐ ｅ ｒ ｉ ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｕ ｓ ） の サ イ ト ゾ ル か ら 軸 索
突 起 端 へ Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 局 在 部 の 移 動 が 表 れ 、 そ れ は 細 胞 間 接 続 部 形 成 お よ び 細 胞 伸 長 プ ロ セ ス
に お け る Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 役 割 を 示 唆 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 Ｍ Ｈ Ｃ Ｉ と 結 合 さ れ て い る エ ピ ト ッ プ 類 の 大 き さ が 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 結 合 し や す い 阻 害 薬 類
／ ペ プ チ ド 基 質 類 に 必 要 と さ れ る 大 き さ （ 例 え ば 、 ７ ～ １ ３ ア ミ ノ 酸 残 基 ） と 類 似 し て い
る こ と を 特 徴 と す る 、 免 疫 学 的 プ ロ セ ス で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 役 割 の 決 定 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 エ ピ ト ッ プ 類 が 、 こ の 酵 素 の 競 合 的 阻 害 薬 類 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｏ Ｐ Ａ と 他 の 細 胞 性 た ん
ぱ く 質 と の 結 合 を 調 節 す る リ ガ ン ド 類 と し て 行 動 し ； Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が ま た 免 疫 系 の 細 胞 、 と り
わ け 大 食 細 胞 類 お よ び リ ン パ 球 類 で 見 ら れ る た め 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 親 和 性 を 示 す 、 オ ピ オ イ ド
ペ プ チ ド 類 お よ び 他 の 生 理 活 性 ペ プ チ ド 類 が 中 枢 神 経 系 お よ び 免 疫 系 で 同 様 に 作 用 し 得 る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 神 経 組 織 で Ｍ Ｈ Ｃ Ｉ の 発 現 が 、 感 染 性 お よ び 退 行 性 プ ロ セ ス 、 お よ び 中 枢 神 経 系 の 可 塑
性 に 係 り ； ペ プ チ ダ ー ゼ お よ び シ ャ ペ ロ ン 活 性 の 制 御 ま た は Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の ペ プ チ ド 受 容 性 活
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性 の 制 御 が 、 直 接 に Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 特 異 的 リ ガ ン ド 類 （ 基 質 類 、 阻 害 薬 類 お よ び 調 節 物 質 類 ）
に 係 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｓ ） の 先 天 性 、 感 染 性 お よ び 退 行 性 疾 病 の 診 断 、 予 防 ま た は 治 療 法 の
開 発 方 法 で あ っ て 、 そ れ ら の 病 状 の 予 防 お よ び 治 療 の た め の 診 断 方 法 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ ま た は そ
の 断 片 類 の 配 列 を 用 い る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 請 求 項 ６ １ 記 載 の Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 同 定 法 に 基 づ く 、 請 求 項 ９ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 神 経 学 的 、 精 神 医 学 的 、 お よ び 行 動 病 状 の 治 療 、 お よ び 組 織 退 行 の プ ロ セ ス の た め の 阻
害 薬 類 、 競 合 物 質 類 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 類 の 使 用 方 法 で あ っ て 、 こ れ ら の 疾 病 の 予 防 お
よ び 治 療 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 特 異 的 リ ガ ン ド 類 が 用 い ら れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 請 求 項 ５ ４ お よ び ５ ５ 記 載 の 阻 害 薬 類 の 同 定 法 に 基 づ く 、 請 求 項 ９ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 神 経 学 的 、 精 神 医 学 的 、 お よ び 行 動 病 状 の 治 療 、 お よ び 組 織 退 行 の プ ロ セ ス の た め の 阻
害 薬 類 、 競 合 物 質 類 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 類 の 使 用 方 法 で あ っ て 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の た ん ぱ く 分
解 、 シ ャ ペ ロ ン お よ び ／ ま た は 溶 解 性 受 容 体 活 性 を 妨 げ る 、 阻 害 薬 類 、 抗 体 類 お よ び 競 合
物 質 類 化 合 物 が 、 そ れ ら の 疾 病 の 診 断 、 予 防 お よ び 治 療 に 用 い ら れ 得 る こ と を 特 徴 と す る
方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 請 求 項 ５ ４ お よ び ５ ５ 記 載 の 阻 害 薬 類 の 同 定 方 法 、 お よ び 請 求 項 ９ ４ 記 載 の 先 天 性 、 感
染 性 お よ び 退 行 性 疾 病 の 診 断 、 予 防 ま た は 治 療 法 の 開 発 方 法 に 基 づ く 、 請 求 項 ９ ８ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 神 経 学 的 疾 病 の 治 療 、 お よ び 組 織 退 行 プ ロ セ ス の た め の 阻 害 薬 類 、 競 合 物 質 類 お よ び そ
れ ら の 誘 導 体 類 の 使 用 方 法 で あ っ て 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 阻 害 薬 類 の 開 発 が 、 一 般 の 化 合 物 類 ま た は
天 然 毒 素 類 に 基 づ く 構 造 モ デ ル を 用 い て 行 わ れ 得 る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 動 物 毒 素 で 特 異 的 に 見 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 請 求 項 ５ ４ お よ び ５ ５ 記 載 の Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 阻 害 薬 類 の 同 定 方 法 、 お よ び 請 求 項 ９ ４ 記 載 の 先
天 性 、 感 染 性 お よ び 退 行 性 疾 病 の 診 断 、 予 防 ま た は 治 療 法 の 開 発 方 法 に 基 づ く 、 請 求 項 １
０ ０ お よ び １ ０ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 神 経 学 的 疾 病 の 治 療 、 お よ び 組 織 退 行 の プ ロ セ ス の た め の 阻 害 薬 類 、 競 合 物 質 類 お よ び
そ れ ら の 誘 導 体 類 の 使 用 方 法 で あ っ て 、 こ れ ら の 化 合 物 が 、 こ れ ら の 疾 病 の 診 断 、 予 防 お
よ び ／ ま た は 治 療 に 用 い ら れ る 以 外 に 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に よ る 神 経 ペ プ チ ド 類 の 不 活 性 化 ま た は
生 体 内 変 化 の プ ロ セ ス を 妨 げ る 薬 物 類 ま た は 製 剤 類 中 に 用 い ら れ 得 る こ と を 特 徴 と す る 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 請 求 項 ５ ４ お よ び ５ ５ 記 載 の 阻 害 薬 類 の 同 定 方 法 、 お よ び 請 求 項 ９ ４ 記 載 の 先 天 性 、 感
染 性 お よ び 退 行 性 疾 病 の 診 断 、 予 防 ま た は 治 療 法 の 開 発 方 法 に 基 づ く 、 請 求 項 １ ０ ３ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 神 経 学 的 疾 病 の 治 療 、 お よ び 組 織 退 行 の プ ロ セ ス の た め の 阻 害 薬 類 、 競 合 物 質 類 お よ び
そ れ ら の 誘 導 体 類 の 使 用 方 法 で あ っ て 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 活 性 部 位 か ら 他 の ペ プ チ ド 類 を 転 座 さ せ
る ペ プ チ ド 阻 害 薬 類 が 用 い ら れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 請 求 項 ５ ４ お よ び ５ ５ 記 載 の 阻 害 薬 類 の 同 定 方 法 、 お よ び 請 求 項 ９ ４ 記 載 の 先 天 性 、 感
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染 性 お よ び 退 行 性 疾 病 の 診 断 、 予 防 ま た は 治 療 法 の 開 発 方 法 に 基 づ く 、 請 求 項 １ ０ ５ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 神 経 学 的 疾 病 の 治 療 、 お よ び 組 織 退 行 の プ ロ セ ス の た め の 阻 害 薬 類 、 競 合 物 質 類 お よ び
そ れ ら の 誘 導 体 類 の 使 用 方 法 で あ っ て 、 リ ン フ ォ プ ロ リ フ ェ レ ー シ ョ ン （ ｌ ｉ ｎ ｆ ｏ ｐ ｒ
ｏ ｌ ｉ ｆ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） の プ ロ セ ス 、 ま た は Ｍ Ｈ Ｃ Ｉ が 中 枢 神 経 系 の 感 染 性 、 退 行 性 お
よ び 可 塑 性 な ど に 関 与 し 得 る 任 意 の 他 の 役 割 を 妨 げ る 阻 害 薬 類 を 用 い る こ と に よ り 、 Ｅ Ｏ
Ｐ Ａ の た ん ぱ く 分 解 ／ シ ャ ペ ロ ン 活 性 を 調 節 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 特 徴 と す る 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 請 求 項 ５ ４ お よ び ５ ５ 記 載 の 阻 害 薬 類 の 同 定 方 法 、 お よ び 請 求 項 ９ ４ 記 載 の 先 天 性 、 感
染 性 お よ び 退 行 性 疾 病 の 診 断 、 予 防 ま た は 治 療 法 の 開 発 方 法 に 基 づ く 、 請 求 項 １ ０ ７ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 中 枢 神 経 系 の 先 天 性 、 感 染 性 お よ び 退 行 性 疾 病 の 診 断 お よ び ／ ま た は 治 療 の た め の 、 そ
の 病 状 の 進 行 を 予 防 お よ び モ ニ タ ー す る た め の 、 免 疫 化 学 的 お よ び ／ ま た は 酵 素 的 診 断 方
法 で あ っ て 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の た ん ぱ く 分 解 活 性 お よ び Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 他 の 分 子 特 性 と の 相 互 作 用 が
、 阻 害 薬 類 お よ び ／ ま た は 基 質 類 に よ り 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 類 を 含 め て 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に
結 合 す る 他 の 分 子 類 に よ り 調 節 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 が 、 天 然 お よ び 合 成 ペ プ チ ド 基 質 類 を 用 い る 反 応 速 度 分 析
に よ り 決 定 さ れ 得 る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 神 経 学 的 、 精 神 医 学 的 お よ び 神 経 退 行 性 病 状 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 核 お よ び
神 経 細 胞 の 移 動 プ ロ セ ス お よ び 胚 発 生 時 に 起 こ る 中 枢 神 経 系 の 形 成 に 係 る こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 免 疫 組 織 化 学 に よ る Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 組 織 お よ び 細 胞 で の 分 布 が 、 中 枢 神 経 系 で 、 よ り 詳 し く
は 神 経 細 胞 の 軸 索 お よ び 細 胞 体 で 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ と オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド 類 お よ び そ れ ら の 前 駆
体 類 と の 共 存 を 示 す こ と を 特 徴 と す 請 求 項 １ １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 分 布 が 、 “ イ ン サ イ チ ュ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 に よ り 決 定 さ れ 、 従 っ
て 脳 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の よ り 高 い 発 現 が 見 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ １ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 組 み 換 え エ ン ド オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ Ａ （ ｅ ｎ ｄ ｏ ｏ ｌ ｉ ｇ ｏ ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ
ｄ ａ ｓ ｅ 　 Ａ ； ｈ Ｅ Ｏ Ｐ Ａ ） 、 ｈ Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 原 核 生 物 類 お
よ び 、 ヒ ト を 含 む 真 核 生 物 類 で ｈ Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を 発 現 さ せ る 。 ） ； ｈ Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の た ん ぱ く 分 解
活 性 を 決 定 す る た め の 、 ま た は ペ プ チ ド 類 “ 溶 解 性 受 容 体 ” と し て ま た は シ ャ ペ ロ ン と し
て の 活 性 を 評 価 す る た め の 、 合 成 基 質 類 の 使 用 ； 多 た ん ぱ く 質 （ ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ
ｎ ） 複 合 体 類 の 形 成 お よ び 他 の た ん ぱ く 質 と の 相 互 作 用 に 影 響 を 与 え ら れ る 、 作 用 物 質 類
、 競 合 物 質 類 お よ び 拮 抗 物 質 類 と し て 作 用 で き る オ リ ゴ ペ プ チ ド － リ ガ ン ド 活 性 の 特 異 的
抗 体 お よ び 阻 害 薬 の 使 用 お よ び そ の 製 造 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 中 枢 神 経 系 の 先 天
性 、 感 染 性 お よ び 退 行 性 病 状 に お け る 診 断 お よ び ／ ま た は 使 用 、 お よ び 精 神 医 学 的 障 害 、
認 知 障 害 、 お よ び 行 動 機 能 障 害 に 対 し 、 天 然 、 組 み 換 え 、 化 学 的 修 飾 ま た は 遺 伝 子 組 み 換
え 形 態 の 、 そ の た ん ぱ く 質 の 使 用 に も 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 神 経 学 的 病 状 お よ び 組 織 の
退 行 変 性 の 治 療 の た め に 抗 体 類 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 類 を 含 む 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 対 す る リ ガ ン
ド の 相 互 作 用 の 阻 害 薬 類 お よ び 競 合 物 質 類 の 使 用 を 提 案 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 は 中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｓ ） で 発 現 さ れ る た ん ぱ く 質 に 関 す る 。 本 発
明 に よ れ ば 、 そ の た ん ぱ く 質 は 、 ペ プ チ ド 類 基 質 に 対 し た ん ぱ く 分 解 活 性 を 呈 し 、 そ れ ら
と 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 類 お よ び ／ ま た は 細 胞 内 た ん ぱ く 質 類 と の 相 互 作 用 を 可 能 に す る た ん
ぱ く 質 の 構 造 を 示 し 、 神 経 細 胞 移 動 、 神 経 突 起 生 成 、 介 在 ニ ュ ー ロ ン 性 情 報 伝 達 (例 え ば
、 シ ナ プ ス 形 成 の た め の 情 報 伝 達 )、 抗 原 提 示 お よ び 生 体 内 変 化 お よ び ／ ま た は 生 理 活 性
ペ プ チ ド の 保 護 (シ ャ ペ ロ ン 活 性 )ま た は 生 理 活 性 ペ プ チ ド 類 の 調 節 た ん ぱ く 質 相 互 作 用 （
“ 溶 解 性 受 容 体 ” 活 性 ） の よ う な 重 要 な 生 理 学 的 作 用 を 決 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 こ の よ う な た ん ぱ く 質 を コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ
Ｎ Ａ の １ 次 構 造 、 お よ び ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の た ん ぱ く 質 配 列 の １ 次 構 造 を 決 定 す る 特 定 の 方 法
を 提 案 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 は Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 の １ 次 構 造 、 並 び に そ の 転 写 お よ び 発 現 を 制 御 す る 調
節 因 子 の １ 次 構 造 を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 主 な 特 異 性 は 、 基 質 加 水 分 解 (た ん ぱ く 分 解 活 性 )お よ び 活 性 中 心 で
ペ プ チ ド 類 と の 相 互 作 用 (シ ャ ペ ロ ン ま た は “ 溶 解 性 受 容 体 ” － 様 活 性 )に 係 り 、 活 性 複 合
体 類 の 形 成 に 影 響 を 与 え 、 中 枢 神 経 系 の 細 胞 性 プ ロ セ ス で 作 用 す る こ と が で き 、 活 性 生 成
物 の 製 造 を 可 能 と す る と い う こ と が 明 ら か に な っ た 。 そ れ は ま た 、 合 成 ま た は 天 然 特 異 的
阻 害 薬 類 の 生 成 お よ び ／ ま た は 使 用 (そ れ は 試 験 管 内 、 生 体 外 、 ま た は 生 体 内 で 用 い ら れ
る 。 )に 関 連 し 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 生 理 学 的 ま た は 病 理 学 的 役 割 に 影 響 を 与 え る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 触 媒 活 性 を 阻 害 し 、 か つ 組 織 お よ び 生 物 学 的 体 液 で
Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る 特 異 的 抗 体 を 作 製 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 更 な る 別 の 目 的 は 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 各 々 の 組 み 換 え
た ん ぱ く 質 、 ま た は そ れ に 対 し て 生 成 さ れ た 抗 体 を 用 い 、 ヒ ト お よ び 動 物 の 別 個 の 組 織 、
器 官 お よ び 体 液 で こ の た ん ぱ く 質 の 分 布 様 式 を 決 定 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 他 の 目 的 と し て 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 組 織 ま た は 細 胞 で ； 全 能 性 細 胞 (幹 細 胞 )お よ び 神 経 細
胞 で 、 分 化 過 程 、 軸 索 の 形 成 過 程 、 ま た は シ ナ プ ス 性 結 合 の 形 成 過 程 で ； お よ び （ 特 に 、
神 経 組 織 お よ び 平 滑 筋 の ） 退 行 性 病 理 学 的 過 程 ま た は そ れ の 修 復 過 程 で 、 こ の た ん ぱ く 質
の 発 現 お よ び 分 泌 を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 幾 つ か の 目 的 は 後 述 す る 分 化 過 程 に よ り 得 ら れ 、 ま た 特 性 決 定 さ れ た 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ １ ０ 】
ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ 社 （ Ｌ ａ 　 Ｊ ｏ ｌ ｌ ａ ， Ｕ
Ｓ Ａ ） か ら 購 入 し た ヒ ト 脳 皮 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。 ウ サ ギ Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ
ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 由 来 し た 放 射 活 性 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に よ り 前 記 単 離 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ス ク リ ー ニ ン グ し た 後 、 同 定 し 、 そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び そ
れ に 相 応 す る た ん ぱ く 質 を Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ バ ン ク へ そ れ ぞ れ Ａ ｃ ｃ ． Ｎ ｏ ． Ａ Ｆ ０
１ ５ ０ ３ ７ お よ び Ａ Ａ Ｂ ９ ９ ９ ０ ５ と し て 寄 託 し た 。 本 発 明 者 ら に よ る 文 献 （ Ｈ ａ ｙ ａ ｓ
ｈ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０ ０ ０ ） 参 照 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ お よ び そ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析
長 さ 約 ２ ． ２ ｋ ｂ の 前 記 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 が 完 全 に 決 定 さ れ 、 そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び た ん ぱ く
質 の 配 列 は Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ へ そ れ ぞ れ Ａ ｃ ｃ ． Ｎ ｏ ． Ａ Ｆ ２ １ ７ ７ ９ ８ お よ び Ａ Ａ Ｆ ２ ４
５ １ ６ と し て 寄 託 さ れ た 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 哺 乳 動 物 の Ｅ Ｏ Ｐ Ａ お よ び そ れ に 相 応 す る た ん ぱ く 質 配 列 を コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー
Ｒ Ｎ Ａ の １ 次 構 造 を 決 定 す る た め に 、
（ ａ ） グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ニ ド － フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽 出 法 を 用 い る か 、 ま
た は 商 品 名 Ｔ ｒ ｉ ｚ ｏ ｌ （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ Ｂ Ｒ Ｌ ） を 用 い て 、 幾 つ か の 動 物 組 織 か ら 総 Ｒ Ｎ Ａ
を 単 離 し ；
（ ｂ ） 予 め 充 填 さ れ た オ リ ゴ ー ｄ Ｔ セ ル ロ ー ス カ ラ ム ま た は サ ス ペ ン シ ョ ン 中 の 樹 脂 を 用
い 、 総 Ｒ Ｎ Ａ か ら メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 し ；
（ ｃ ） 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ １ ～ ２ ． ５ ％ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む 。 ） 中 で 電 気 泳 動 に
よ り 、 前 記 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 質 を 分 析 し 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 、 ま た は “ Ｓ ｙ ｂ
ｅ ｒ 　 Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ ” （ Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｄ ｙ ｎ ａ ｍ ｉ ｃ ｓ ） の よ う な 他 の 核 酸 色 素 で
染 色 し 、 フ ォ ト ド キ ュ メ ン テ ー シ ョ ン （ ｐ ｈ ｏ ｔ ｏ ｄ ｏ ｃ ｕ ｍ ｅ ｎ ｔ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） し 、 特
定 の プ ロ ー ブ (ノ ー ザ ン ブ ラ ッ ト )と の ハ イ ブ リ ッ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 分 析 を 行 い ；
（ ｄ ） メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 さ せ 、 そ れ に 相 応 す る 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ こ れ は プ ラ
ス ミ ド ベ ク タ ー 、 コ ス ミ ド ま た は フ ァ ー ジ ベ ク タ ー ヘ ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 “ イ ン ビ ト ロ ”
増 幅 さ れ る 。 ） を 生 成 さ せ ；
（ ｅ ） Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 特 異 的 活 性 の 検 出 に よ り 、 ま た は 特 異 的 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 体 を 用 い る 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 免 疫 選 択 に よ り 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 を 同 定 お
よ び 選 択 し ；
（ ｆ ） Ｐ Ｃ Ｒ （ “ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ” ） に よ り 、 ま た は 細 菌 内 で こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む
ベ ク タ ー を 増 幅 さ せ る こ と に よ り 、 そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 を 増 幅 お よ び 単 離 さ せ 、 次 い で
ベ ク タ ー か ら こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 放 出 さ せ る 制 限 酵 素 で 消 化 さ せ ；
（ ｇ ） ま た は 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー ま た は 総 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類 を 用 い
る 、 直 接 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ － 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） に よ り 、 選 択 さ れ た
ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 さ せ ；
（ ｈ ） そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 完 全 に 配 列 決 定 さ れ 、 特 異 的 ソ フ ト ウ ェ ア お よ び デ ー タ バ ン ク を 用
い る 相 同 性 分 析 を 含 め 、 １ 次 お よ び ２ 次 構 造 を 分 析 し 、 各 々 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す
る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 組 み 換 え Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 発 現
組 み 換 え Ｅ Ｏ Ｐ Ａ は 、 例 え ば 培 養 物 中 の 真 核 細 胞 、 細 菌 、 イ ー ス ト 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス な
ど の よ う な 非 相 同 的 系 を 用 い て 発 現 さ れ 得 る 。 細 菌 内 で の 組 み 換 え Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 生 成 は 、 ベ
ク タ ー の 転 写 開 示 信 号 （ 開 示 メ チ オ ニ ン を 含 む 。 ） が 用 い ら れ る よ う に 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー
ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を イ ン フ レ ー ム で （ ｉ ｎ 　 ｆ ｒ ａ ｍ ｅ ） 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば 、 ｐ Ｐ ｒ ｏ
Ｅ ｘ － Ｈ Ｔ ｃ )内 へ サ ブ ク ロ ー ン し た 後 行 わ れ た 。 大 腸 菌 （ Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 ｃ
ｏ ｌ ｉ ） は 、 電 気 泳 動 ま た は “ 熱 シ ョ ッ ク ” 処 理 を 行 う こ と に よ っ て 、 そ の 構 造 体 に よ り
形 質 移 入 ま た は 形 質 転 換 さ れ 、 か つ 各 々 の 組 み 換 え た ん ぱ く 質 の 発 現 は Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ (イ ソ プ
ロ ピ ル － チ オ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ )の 添 加 に よ り 誘 導 さ れ た 。 発 現 さ れ た た ん ぱ く 質 は 、
ア ン カ ー た ん ぱ く 質 ま た は ポ リ ー ヒ ス チ ジ ン 配 列 標 識 (標 的 た ん ぱ く 質 の 同 定 お よ び 精 製
プ ロ セ ス を 助 け る 。 )を 有 す る 、 組 み 変 え ま た は 融 合 た ん ぱ く 質 と し て 生 成 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 前 記 の よ う に 得 ら れ た 組 み 換 え た ん ぱ く 質 は 、 脳 に 存 在 す る 天 然 た ん ぱ く 質 で 見 ら れ る
も の と 等 し い 生 化 学 的 お よ び 免 疫 学 的 特 徴 を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 組 み 換 え Ｅ Ｏ Ｐ Ａ (特 に 、 細 菌 内 で の )の 生 成 は 、
（ ａ ） ア ン カ ー た ん ぱ く 質 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド 配 列 標 識 を 有 す る 融 合 た ん ぱ く 質 と し て
、 ま た は 組 み 換 え 分 子 と し て Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 生 成 さ れ る よ う に 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る 、 単 離
さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー 内 へ イ ン フ レ ー ム で ク ロ ー ン し ；
（ ｂ ） 組 み 換 え ま た は 融 合 た ん ぱ く 質 を 生 成 す る た め に 、 発 現 ベ ク タ ー 内 に イ ン フ レ ー ム
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で ク ロ ー ン さ れ た Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 を 含 む 、 前 記 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ
ー 構 造 体 で 宿 主 細 菌 （ Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 ｃ ｏ ｌ ｉ 菌 株 Ｄ Ｈ ５ α 、 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ
３ ） な ど ） を 形 質 転 換 さ せ （ こ こ で 、 形 質 転 換 は 、 こ れ ら の 方 法 に 対 し そ れ ぞ れ 適 切 な プ
ロ ト コ ー ル を 用 い 、 前 も っ て 用 意 さ れ た 細 菌 の 熱 シ ョ ッ ク 処 理 ま た は 電 気 泳 動 処 理 に よ り
行 わ れ 得 る 。 ） ；
（ ｃ ） 前 記 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 を 、 ５ ６ ０ ～ ６ ０ ０ ｎ ｍ （ 波 長 ） で の 吸 光 度 値 が 約 ０ ． ６
に な る ま で に 、 適 切 な 培 地 （ 通 常 、 選 沢 用 の 適 切 な 抗 生 物 質 を 含 む Ｌ Ｂ 培 地 を 用 い る 。 ）
中 の 生 育 に よ り 増 幅 さ せ (そ の 際 に 、 標 的 た ん ぱ く 質 の 生 成 は 、 発 現 誘 導 化 合 物 、 例 え ば
Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ (イ ソ プ ロ ピ ル － チ オ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ )を 、 最 終 濃 度 ０ ． ５ ～ １ ｍ Ｍ に な る ま で
添 加 し 、 振 盪 機 内 で ３ ０ ～ ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ る 。 )；
（ ｅ ） た ん ぱ く 質 が 融 合 た ん ぱ く 質 と し て 得 ら れ る 場 合 に 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 融 合 物 に 対 し
固 定 ニ ッ ケ ル 、 ま た は Ｇ Ｓ Ｔ （ グ ル タ チ オ ン ー Ｓ － 転 移 酵 素 ） と の 融 合 物 に 対 し グ ル タ チ
オ ン － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 を 含 む 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い 、 他 の 可 溶 性 細 菌 た ん ぱ く
質 （ 不 純 物 ） か ら 前 記 た ん ぱ く 質 を 分 離 し ； 次 い で 特 異 的 な プ ロ テ ア ー ゼ (例 え ば 、 ト ロ
ン ビ ン 、 因 子 Ｘ ， エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ な ど )と の 消 化 （ そ の 消 化 部 位 は 、 ア ン カ ー た ん ぱ く
質 と 選 択 さ れ る 組 み 換 え た ん ぱ く 質 と の 間 に 導 入 さ れ る 。 ） を 介 し て ア ン カ ー た ん ぱ く 質
ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 除 去 し 、 組 み 換 え た ん ぱ く 質 を 得 ；
（ ｆ ） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ Ｓ Ｄ Ｓ ／ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） で の 電 気 泳 動 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
、 質 量 分 析 法 、 お よ び 天 然 お よ び 合 成 ペ プ チ ド 基 質 を 用 い て 、 酵 素 反 応 速 度 に よ り 特 異 活
性 を 決 定 す る 方 法 に よ り 、 組 み 換 え た ん ぱ く 質 の 純 度 お よ び 質 を 評 価 す る こ と か ら な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 遺 伝 子 配 列 の 決 定
Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ヒ ト 遺 伝 子 の 全 配 列 は 、 公 開 さ れ て い る デ ー タ ベ ー ス に 完 全 に ア ク
セ ス 可 能 な ヒ ト ゲ ノ ム の 配 列 分 析 に よ り 決 定 さ れ た 。 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 は ９ エ キ ソ ン お よ び
１ ０ イ ン ト ロ ン か ら な り 、 約 ４ ０ ｋ ｂ の 長 さ を 有 す る 。 こ の 遺 伝 子 は 、 ｐ ５ ３ 遺 伝 子 （ 約
０ ． ７ ｃ Ｍ に よ り 単 離 さ れ る 。 ） の 位 置 に 比 較 的 に 近 接 し た ク ロ モ ソ ー ム １ ７ ｐ １ ２ ． ９
に 位 置 し 、 か つ 遺 伝 子 Ｌ Ｉ Ｓ １ が 位 置 し た ク ロ モ ソ ー ム １ ７ （ １ ７ ｐ １ ３ ． ３ ） と 同 じ ア
ー ム （ ａ ｒ ｍ ） 上 に 位 置 す る 。 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 の 上 流 領 域 (プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 )で 、 幾
つ か の 転 写 調 節 因 子 の 結 合 部 位 、 例 え ば Ａ Ｐ １ ， ｃ Ｍ ｙ ｂ ， Ｓ Ｐ １ ， ｎ Ｍ ｙ ｃ ， ｃ Ｍ ｙ ｃ
な ど が 見 ら れ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 分 析
ウ サ ギ Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 分 析 し て 、 こ の 酵 素 の 発 現 を 調
節 す る 幾 つ か の 主 転 写 因 子 を 同 定 し た 。 得 ら れ た 構 造 物 に 対 し 測 定 さ れ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ
活 性 に 基 づ き 、 位 置 － ７ ２ ５ ～ 位 置 － ６ ４ ８ の 領 域 は 、 グ リ オ ー マ (Ｃ ６ 細 胞 株 )で Ｅ Ｏ Ｐ
Ａ の 発 現 を 強 く 抑 制 す る 転 写 因 子 に よ り 認 識 さ れ る （ 原 型 が ん 遺 伝 子 ｃ － ｍ ｙ ｂ の 生 成 物
に よ り 認 識 さ れ 得 る ） 一 つ 以 上 の 部 位 を 有 す る 。 Ｔ ｈ ｉ ｅ ｌ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ８ ８
参 照 。 さ ら に 、 こ の 研 究 は 、 ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 が そ の 上 流 領 域 、 即 ち 位 置 － ９ ８ ０ ～ 位
置 － ３ １ ０ で こ の 遺 伝 子 を 陽 性 的 に 調 節 す る 認 識 部 位 を 有 し て い る の を 示 す 。 Ｃ ６ 細 胞 株
だ け を 用 い て 実 施 し た 本 研 究 の 以 外 に 、 得 ら れ た 結 果 は 、 ヒ ト お よ び ウ サ ギ の 両 方 の Ｅ Ｏ
Ｐ Ａ 遺 伝 子 は 、 上 流 領 域 に 対 し 低 い 類 似 性 を 示 す に も か か わ ら ず 、 グ リ オ ー マ （ こ こ で 、
酵 素 触 媒 活 性 測 定 結 果 、 低 い Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 様 ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 が 観 察 さ れ た 。 ） で 陰 性 的 に 調
節 さ れ る こ と が 分 か っ た 。 一 方 、 分 析 さ れ た Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 断 片 は
、 研 究 の 対 象 に な っ た 細 胞 株 、 例 え ば Ｃ ６ 細 胞 で こ の 遺 伝 子 発 現 の 活 性 化 因 子 と し て 作 用
す る 転 写 因 子 に 対 す る 認 識 部 位 を 含 ん で い る よ う に 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ｍ ｙ ｂ 遺 伝 子 部 類 は 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 に か か わ る 遺 伝 子 の 転 写 を 調 節 す る が ん 遺 伝
子 類 と し て 記 載 さ れ て い る 。 Ｎ ｅ ｓ ｓ （ １ ９ ９ ９ ） 参 照 。 こ の 部 類 は 三 つ の 別 個 の 遺 伝 子
、 即 ち Ａ － ｍ ｙ ｂ ， Ｂ － ｍ ｙ ｂ お よ び ｃ － ｍ ｙ ｂ か ら な る 。 Ｎ ｏ ｍ ｕ ｒ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ．
， １ ９ ８ ８ ； Ｏ ｈ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ９ 参 照 。 ｃ － ｍ ｙ ｂ の 良 く 知 ら れ て い る 特 性 の
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う ち 、 そ れ が 、 骨 髄 性 細 胞 お よ び 赤 血 球 細 胞 の 分 化 を 阻 害 し 、 従 っ て 遮 断 さ れ た 未 熟 細 胞
の 連 続 的 な 分 化 を 可 能 と す る 生 存 因 子 （ ｓ ｕ ｒ ｖ ｉ ｖ ｅ 　 ｆ ａ ｃ ｔ ｏ ｒ ） で あ る こ と は 注
目 す べ き で あ る 。 Ｗ ｅ ｓ ｔ ｏ ｎ ， 　 １ ９ ９ ８ 参 照 。 数 多 く の グ ル ー プ は 、 ｃ － ｍ ｙ ｂ 遺 伝
子 と 、 幾 つ か の 腫 瘍 細 胞 株 と の 関 係 、 お よ び 神 経 細 胞 の 正 常 的 な 作 用 と の 関 係 を 提 案 し て
き た 。 Ｗ ｅ ｌ ｔ ｅ ｒ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ０ お よ び Ｇ ｏ ｚ ｅ ｓ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ８
７ 参 照 。 し か し な が ら 、 ｃ － ｍ ｙ ｂ 遺 伝 子 の 生 理 学 的 な 作 用 は ま だ 解 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 抗 － 触 媒 活 性 を 持 つ 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 体 の 生 成 お よ び 類 似 の 作 用 を 持 つ た ん ぱ く 質 を 識 別
す る 能 力
　 免 疫 化 の た め に 、 細 菌 、 と り わ け 大 腸 菌 で 発 現 さ れ た 活 性 の 組 み 換 え Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 、 ま た は
精 製 さ れ た 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を 用 い 、 レ ッ ト 、 マ ウ ス お よ び ウ サ ギ で 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 を 生 成
さ せ た 。 ７ ～ ８ 週 齢 の 、 体 重 １ ８ ～ ２ ２ ｇ の オ ス の Ｂ ａ ｌ ｂ － Ｃ マ ウ ス を 、 精 製 さ れ た 天
然 ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 、 ま た は 触 媒 活 性 の 組 み 換 え 酵 素 で 免 疫 化 し た 。 ４ 回 の 免 疫 化 そ れ ぞ れ に
お い て 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ［ Ａ ｌ （ Ｏ Ｈ ） ３ ］ 上 に 吸 収 さ れ た 形 態 の 、 精 製 さ れ た た
ん ぱ く 質 ２ μ ｇ ま た は 組 み 換 え た ん ぱ く 質 ３ μ ｇ を 毎 週 皮 内 へ 注 射 し た 。 最 後 の 免 疫 化 が
終 わ っ て か ら １ 週 間 後 、 血 液 サ ン プ ル を 収 集 し 、 血 精 を － ２ ０ ℃ で 保 存 し た 。 適 切 な 抗 原
を 用 い 抗 血 精 力 価 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 評 価 し た 。 得 ら れ た 血 清 の 抗 － 触 媒 活 性 は 、 消 光 蛍
光 （ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｈ ｅ ｄ 　 ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｃ ｅ ） ペ プ チ ド 類 基 質 を 用 い て Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ま
た は 蛍 光 分 析 法 に よ り 評 価 し た 。 抗 血 清 は 、 使 用 す る 前 に 、 混 入 さ れ て い る 任 意 の ペ プ チ
ダ ー ゼ 活 性 を 除 去 す る た め に 、 ５ ５ ℃ で ５ 分 間 予 熱 し た 。 抗 体 の 使 用 を 標 準 化 す る テ ス ト
の 結 果 か ら 、 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 体 を 組 み 換 え Ｅ Ｏ Ｐ Ａ と 共 に ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト す る と 最 大 阻 害 効 率 に 達 し 、 か つ 他 の 組 織 オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 例 え ば チ メ ッ ト オ リ ゴ
ペ プ チ ダ ー ゼ （ Ｔ Ｏ Ｐ ） お よ び 神 経 溶 解 素 （ Ｎ Ｌ ） と の イ ン キ ュ ウ ベ ー ト の 際 は い か な る
阻 害 活 性 も 示 さ な か っ た た め 、 こ の 阻 害 は 特 異 的 で あ る こ と が 分 か っ た 。 こ の 抗 体 を 用 い
る と 、 ま た 動 物 お よ び 細 胞 株 に 存 在 し て い る 、 機 能 的 に は 類 似 し て い る が 相 同 で は な い 酵
素 類 （ 例 え ば 、 Ｔ Ｏ Ｐ お よ び Ｎ Ｌ ） か ら Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 活 性 を 識 別 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 生 化 学 的 特 徴 お よ び た ん ぱ く 分 解 特 性
９ ～ １ ３ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 、 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 ニ ュ ー ロ テ ン シ ン お よ び オ ピ オ イ ド ペ プ
チ ド 類 の よ う な 天 然 ペ プ チ ド 基 質 類 を 用 い る 反 応 速 度 分 析 は 、 我 々 の 研 究 室 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を
発 見 お よ び 特 性 決 定 す る の に 欠 く こ と の で き な い も の で あ っ た 。 論 文 （ Ｃ ａ ｍ ｅ ｒ ｇ ｏ 　
ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ４ ） の 抄 録 参 照 。 １ ９ ９ ０ 年 以 後 、 我 々 は 、 こ の 酵 素 の 特 性 を 標 準
化 し 、 費 用 を 単 純 化 し か つ 減 少 さ せ 、 も っ と 信 頼 で き る Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 反 応 速 度 特 性 を 明 か す
た め に 、 消 光 蛍 光 （ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｈ ｅ ｄ 　 ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｃ ｅ ） を 有 す る 天 然 基 質 に
由 来 し た ペ プ チ ド 基 質 類 の 開 発 に 取 り 組 ん で き た 。 Ｊ ｕ ｌ ｉ ａ ｎ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９
９ ０ 参 照 。 用 い ら れ た 、 消 光 蛍 光 （ ｑ ｆ ） を 持 つ こ の ペ プ チ ド 基 質 類 は 、 ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 末 端 に ラ ジ カ ル Ａ ｂ ｚ （ オ ル ト － ア ミ ノ 安 息 香 酸 ） を 、 ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に
Ｅ Ｄ Ｄ ｎ ｐ 、 [Ｎ － （ ２ ， ４ － ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ） エ チ レ ン ジ ア ミ ン ]を 有 す る 。 こ れ ら の
ペ プ チ ド 類 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 次 の よ う な 一 文 字 の 略 語 と し て 示 さ れ る 。
Ｇ － グ リ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ － ア ス パ ラ ギ ン
Ａ － ア ラ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｑ － グ ル タ ミ ン
Ｐ － プ ロ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｄ － ア ス パ ラ ギ ン 酸
Ｖ － バ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｅ － グ ル タ ミ ン 酸
Ｉ － イ ソ ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｋ － リ シ ン
Ｌ － ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｒ － ア ル ギ ニ ン
Ｓ － セ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｆ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
Ｔ － ト レ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ － ヒ ス チ ジ ン
Ｗ － ト リ プ ト フ ァ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｙ － チ ロ シ ン
【 ０ ０ ２ １ 】
　 現 在 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 活 性 を 決 定 す る た め に 選 択 さ れ る ペ プ チ ド は Ａ ｂ ｚ － Ｇ Ｆ Ａ Ｐ Ｆ Ｒ Ｑ －
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Ｅ Ｄ Ｄ ｎ ｐ で あ る 。 こ の よ う な 天 然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 特 性 決 定 方 法 を 組 み 換 え 酵 素 に 適 用 し 、 天
然 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に よ り 得 ら れ た 結 果 を 完 璧 に 再 現 し た 。 Ｈ ａ ｙ ａ ｓ ｈ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０
０ ０ 参 照 。 こ の 酵 素 分 析 法 は 、 消 光 蛍 光 （ こ れ は 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 、 Ｔ Ｏ Ｐ お よ び Ｎ Ｌ の よ う な
幾 つ か の 組 織 オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ の 特 性 を 決 定 す る の に 用 い ら れ る 。 ） を 持 つ 、 幾 つ か の
ペ プ チ ド 基 質 類 を テ ス ト す る の に 幅 広 く 使 用 さ れ て き た 。 Ｏ ｌ ｉ ｖ ｅ ｉ ｒ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ
． ， ２ ０ ０ １ 参 照 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 天 然 た ん ぱ く 質 お よ び そ の 組 み 換 え 形 態 は ７ ～ １ ３ ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド 類 を 選 択 的
に 加 水 分 解 し 、 そ れ ら の 等 電 点 は ５ ． ２ ２ ～ ５ ． ５ ５ で あ る 。 ｒ ｅ ｖ ｉ ｅ ｗ ｅ ｄ 　 ｂ ｙ 　
Ｍ ｅ ｄ ｅ ｉ ｒ ｏ ｓ ， １ ９ ９ ２ 参 照 。 こ の 酵 素 は ブ ラ ジ キ ニ ン の Ｐ ｈ ｅ ５ － Ｓ ｅ ｒ ６ ボ ン ド
を 特 異 的 に 加 水 分 解 し （ Ｃ ａ ｍ ｅ ｒ ｇ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ７ ３ ） 、 そ し て 神 経 溶 解 素
の Ａ ｒ ｇ ８ － Ａ ｒ ｇ ９ ボ ン ド を 特 異 的 に 加 水 分 解 し （ Ｃ ａ ｍ ｅ ｒ ｇ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １
９ ８ ３ ） 、 配 列 中 に エ ン ケ フ ァ リ ン を 含 む 、 幾 つ か の オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド 類 か ら ［ Ｍ ｅ ｔ
５ ］ － ま た は ［ Ｌ ｅ ｕ ５ ］ － エ ン ケ フ ァ リ ン を 放 出 す る 。 （ Ｃ ａ ｍ ａ ｒ ｇ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ
． ， １ ９ ８ ５ ； １ ９ ８ ７ ） 参 照 。 よ っ て 、 こ れ ら の 生 理 活 性 ペ プ チ ド 類 が 生 体 内 変 化 に 関
与 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ は 、 チ オ ル に よ り 活 性 化 さ れ 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ に 不 感 性 の 、 約 ４ ０ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を
示 す エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ で あ り 、 他 の サ イ ト ゾ ル た ん ぱ く 質 と 結 合 し 、 よ り 大 き い 分 子 量
を 持 つ 複 合 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の 最 後 の 特 性 は 、 動 物 組 織 の サ イ ト ゾ ル 、 と り
わ け レ ッ ト 脳 の サ イ ト ゾ ル に 対 し 、 分 子 量 が 知 ら れ て い る 標 準 物 質 を 用 い 目 盛 り を 決 め た
Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｏ ｓ ｅ １ ２ カ ラ ム （ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ） を 用 い て 、 ゲ
ル ろ 過 さ せ る こ と に よ り 検 証 さ れ た 。 流 出 液 中 に 存 在 す る た ん ぱ く 質 は 、 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗
体 を 用 い 、 酵 素 活 性 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 測 定 す る こ と に よ っ て
モ ニ タ ー さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 阻 害 薬
当 分 野 に 技 術 に よ れ ば 、 反 応 速 度 分 析 の 結 果 か ら 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ は 、 還 元 剤 ジ チ オ ト レ イ ト ー
ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） に よ り 活 性 化 さ れ 、 ま た シ ス テ イ ニ ル プ ロ テ ア ー ゼ の 古 典 的 阻 害 薬 で あ る 、
５ ’ － ジ チ オ － ビ ス － （ ２ － ニ ト ロ 案 息 香 酸 塩 ） （ Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ ） お よ び ｐ － ク ロ ロ メ ル ク リ
案 息 香 酸 塩 （ Ｐ Ｃ Ｍ Ｂ ） の よ う な チ オ ル 試 薬 に よ り 阻 害 さ れ る た め 、 チ オ ル に よ り 活 性 化
さ れ る 酵 素 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 Ｏ ｌ ｉ ｖ ｅ ｉ ｒ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ７ ６ ； Ｃ
ａ ｍ ａ ｒ ｇ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ８ ３ ； Ｈ ａ ｙ ａ ｓ ｈ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ６ 　 ａ
ｎ ｄ 　 ２ ０ ０ ０ 参 照 。 後 で 、 チ オ ル － 反 応 性 基 Ｎ ｐ ｙ ｓ （ Ｓ － （ ３ － ニ ト ロ － ２ － ピ リ ジ
ン ス ル フ ェ ニ ル ） で 標 識 さ れ た 酵 素 基 質 類 （ ダ イ ノ ル フ ィ ン の 誘 導 体 類 ） の 模 倣 化 合 物 類
を 用 い て 、 触 媒 部 位 に 近 接 し た 、 重 要 な シ ス テ イ ン 残 基 の 存 在 が 確 認 さ れ た 。 Ｇ ｏ ｍ ｅ ｓ
　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ３ ； Ｈ ｙ ａ ｙ ｓ ｈ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ６ 参 照 。 こ の Ｅ Ｏ Ｐ
Ａ の 重 要 な シ ス テ イ ン 残 基 は 部 位 特 異 的 阻 害 薬 と 非 可 逆 的 に 反 応 し た た め 、 こ の 酵 素 が シ
ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る と い う 仮 説 が 実 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 従 っ て 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ は 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ に 不 感 性 で 、 チ オ ル 依 存 性 を 有 す る エ ン ド オ リ ゴ ペ プ チ
ダ ー ゼ で あ る 。 し か し 、 そ れ は 、 金 属 プ ロ テ ア ー ゼ 、 例 え ば Ｊ Ａ ２ を 阻 害 す る よ う に 特 別
に 設 計 さ れ た 化 合 物 類 に よ り 阻 害 さ れ 得 る が （ Ｓ ｈ ｒ ｉ ｍ ｐ ｔ ｏ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０
０ ０ ） 、 Ｊ ｉ ｒ ａ ｃ ｅ ｋ ら に よ り 合 成 さ れ た ホ ス フ ィ ン 酸 塩 ペ プ チ ド 阻 害 薬 に よ り 阻 害 さ
れ な い （ １ ９ ９ ５ ） 。 こ の Ｊ Ａ ２ 阻 害 薬 は 、 Ｔ Ｏ Ｐ に 特 異 的 な 阻 害 薬 で あ る ｃ Ｆ Ｐ の 構 造
を 変 更 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た が 、 そ の 後 す ぐ に 両 方 の 化 合 物 が 約 １ ７ ｎ Ｍ の 類 似 し た
Ｋ ｉ を も っ て 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 活 性 を 阻 害 す る と い う こ と が 本 発 明 者 ら に よ っ て 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｊ Ａ ２ お よ び 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 体 に よ る エ ン ド オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ の 阻 害
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
*Ｓ ｈ ｒ ｉ ｍ ｐ ｔ ｏ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０ ０ ０
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 レ ッ ト 組 織 で の Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 分 布
別 個 の レ ッ ト 組 織 お よ び 細 胞 で の Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 発 現 は 、 生 化 学 的 お よ び 免 疫 学 的 方 法 、 ま た
特 異 的 触 媒 活 性 の 評 価 ／ 数 量 化 、 免 疫 組 織 化 学 、 “ イ ン サ イ チ ュ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン お よ び ノ ー ダ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 意 味 す る 分 子 生 物 学 的 技 法 を 用 い て 分 析 さ れ た 。 こ れ ら
の 分 析 を 用 い る と 、 脳 で の Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 高 い 発 現 度 を 検 証 し 、 皮 質 、 海 馬 、 小 脳 お よ び マ イ
ル ネ ト （ Ｍ ｅ ｙ ｎ ｅ ｒ ｔ ） の 基 底 核 の 幾 つ か の 層 で 主 に 強 い ハ イ ブ リ ダ ー ゼ ー シ ョ ン 信 号
を 示 す こ と が で き た 。 よ っ て 、 こ れ ら の 部 位 で 特 異 的 な メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 レ ベ
ル が よ り 高 い と い う こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 免 疫 組 織 化 学 に よ る 組 織 お よ び 細 胞 分 布 研 究 の 結 果 か ら 、 中 枢 神 経 系 、 お よ び
既 に 知 ら れ て い る よ う に ［ Ｌ ｅ ｕ ５ ］ － エ ン ケ フ ァ リ ン が 豊 か な 、 脊 椎 動 物 の 網 膜 の 神 経
細 胞 の 軸 索 お よ び 細 胞 体 で オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド 類 お よ び そ れ ら の 前 駆 体 類 と Ｅ Ｏ Ｐ Ａ と の
共 存 が 証 明 さ れ た 。 Ｏ ｌ ｉ ｖ ｅ ｉ ｒ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ０ ； Ｐ ａ ｉ ｋ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ
． ， １ ９ ９ ２ ； Ｆ ｅ ｒ ｒ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ １ ； Ｈ ａ ｙ ａ ｓ ｈ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ，
２ ０ ０ ０ 参 照 。 ま た Ｅ Ｏ Ｐ Ａ が 、 他 の ペ プ チ ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 代 謝 酵 素 の よ う に 、 細 胞 外
空 間 へ 分 泌 さ れ る と い う 証 拠 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 た ん ぱ く 分 解 活 性 を 測 る 分 析 の 対 象 と な っ た 組 織 （ 脳 、 精 巣 、 心 臓 、 骨 髄 、 肝 臓 、 肺 、
骨 格 筋 、 お よ び 腎 臓 ） の う ち 、 我 々 は 腎 臓 の サ イ ト ゾ ル が 最 も 低 い Ｅ Ｏ Ｐ Ａ お よ び 神 経 溶
解 素 活 性 レ ベ ル を 示 す と い う こ と に 注 目 し た 。 一 方 、 チ メ ッ ト （ ｔ ｈ ｉ ｍ ｅ ｔ ） オ リ ゴ ペ
プ チ ダ ー ゼ （ Ｔ Ｏ Ｐ ） は こ の 組 織 で の 総 活 性 の ３ ２ ％ を 構 成 し 、 基 質 Ａ ｂ ｚ － Ｇ Ｆ Ａ Ｐ Ｆ
Ｒ Ｑ － Ｅ Ｄ Ｄ ｎ ｐ が 用 い ら れ た 場 合 に 、 こ の 酵 素 は 偏 在 的 分 布 を 示 し た 。 一 般 的 に 、 Ｅ Ｏ
Ｐ Ａ お よ び チ メ ッ ト オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ の 酵 素 活 性 は 、 脳 と 腎 臓 の サ イ ト ゾ ル を 除 い た ほ
と ん ど の 組 織 の サ イ ト ゾ ル で 均 一 に 分 布 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ は 脳 の サ イ ト ゾ ル で 優 先 的 に 見 ら れ る が 、 そ れ は こ の 組 織 で 観 察 さ れ た 総 オ リ
ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 の ６ ０ ％ に 達 す る 。 チ メ ッ ト オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ の 活 性 は こ の サ イ ト
ゾ ル で 検 出 さ れ な か っ た が 、 こ の サ イ ト ゾ ル で 観 察 さ れ た 活 性 の ２ ０ ％ は 神 経 溶 解 素 に 起
因 し 、 ま た ２ ０ ％ は こ の 基 質 を 加 水 分 解 す る 他 の サ イ ト ゾ ル 酵 素 の 活 性 に 起 因 し た も の で
あ っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 上 の よ う に 同 定 さ れ た 特 性 を よ り よ く 証 明 す る た め に （ 本 発 明 の 目 的 で も あ る 。 ） 、
前 記 の 表 は 、 サ イ ト ゾ ル の エ ン ド オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ に よ る 蛍 光 基 質 Ａ ｂ ｚ － Ｇ Ｆ Ａ Ｐ Ｆ
Ｒ Ｑ － Ｅ Ｄ Ｄ ｎ ｐ の 加 水 分 解 の 百 分 率 と し て 、 抗 － Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 抗 血 清 の 特 異 的 活 性 に よ り 決
定 さ れ た Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 分 布 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 、 こ れ は 、 図 １ に も 、 基 質 Ａ ｂ ｚ － Ｇ Ｆ Ａ Ｐ Ｆ Ｒ Ｑ － Ｅ Ｄ Ｄ ｎ ｐ に 対 す る エ ン ド
オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ の 活 性 の 百 分 率 と し て 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 図 ２ は 、 “ イ ン サ イ チ ュ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対 す る Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 分 布 研 究 で 、 用 い
ら れ た プ ロ ー ブ の 作 製 に 用 い ら れ る 断 片 が 分 離 さ れ る ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ
の 全 配 列 を 図 解 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 サ イ ト ゾ ル の エ ン ド オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ に よ る 、 蛍 光 基 質 Ａ ｂ ｚ － Ｇ Ｆ Ａ Ｐ Ｆ Ｒ Ｑ － Ｅ
Ｄ Ｄ ｎ ｐ の 加 水 分 解 の 百 分 率
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
*Ｔ Ｏ Ｐ お よ び Ｎ Ｌ の 酵 素 活 性 は 、 Ｔ Ｏ Ｐ お よ び Ｎ Ｌ に そ れ ぞ れ 特 異 的 な ホ ス フ ィ ン 酸 塩
阻 害 薬 、 Ｚ － （ Ｌ ， Ｄ ） － Ｆ － ψ － （ Ｐ Ｏ ２ Ｃ Ｈ ２ ） － （ Ｌ ， Ｄ ） － Ａ － Ｒ － Ｍ お よ び Ｐ
－ Ｆ － ψ － （ Ｐ Ｏ ２ Ｃ Ｈ ２ ） － Ｌ － Ｐ － Ｎ Ｈ ２ に よ る サ イ ト ゾ ル ペ プ チ ダ ー ゼ の 阻 害 の 百
分 率 か ら 推 定 さ れ た 。 Ｊ ｉ ｒ ａ ｃ ｅ ｋ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ５ 参 照 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 神 経 細 胞 お よ び 黒 色 腫 に お け る Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 発 現
多 能 性 幹 細 胞 か ら “ イ ン ビ ト ロ ” 神 経 細 胞 の 分 化 は 、 胚 発 生 の 初 期 段 階 に 関 与 す る 分 子 メ
カ ニ ズ ム の 基 本 研 究 に 対 す る モ デ ル と し て 広 く 受 け 入 れ ら れ て き た 。 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 機 能 お よ
び 発 現 に 関 す る 研 究 に は 、 “ イ ン ビ ト ロ ” 神 経 細 胞 の 分 化 過 程 に 対 す る モ デ ル と し て 、 マ
ウ ス の 胚 性 癌 腫 に 由 来 し た Ｂ １ ９ 細 胞 株 が 用 い ら れ て き た 。 胚 盤 胞 の 中 央 層 に 由 来 し た 胚
性 幹 細 胞 は 、 遺 伝 子 発 現 の 調 節 を 研 究 す る の に 用 い ら れ て き た 。 こ れ ら は ま た 、 神 経 細 胞
退 行 に 対 す る 治 療 剤 と し て 、 お よ び パ ー キ ン ソ ン 病 の 治 療 に 用 い ら れ る ド ー パ ミ ン 作 用 性
移 植 片 に 対 し 、 可 能 性 の あ る 候 補 薬 物 で あ る 。 胚 性 癌 腫 細 胞 は 、 通 常 、 胚 の 組 織 の 新 生 物
か ら 得 ら れ 、 培 養 物 で 容 易 に 操 作 さ れ る 。 こ れ ら は 幹 細 胞 の よ う に 行 動 し 、 エ ピ ブ ラ ス ト
（ ｅ ｐ ｉ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ） の 内 層 で 見 ら れ る 細 胞 と 類 似 し た 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 示 し 、 ま た
培 養 物 で 、 典 型 的 な 内 皮 性 、 中 胚 葉 性 ま た は 外 胚 葉 性 細 胞 を 作 り 出 す こ と が で き る 。 Ｍ ａ
ｒ ｔ ｉ ｎ 　 １ ９ ８ ０ 参 照 。 マ ウ ス の 胚 性 癌 腫 に 由 来 し た 全 能 性 Ｐ １ ９ 細 胞 （ Ｍ ｃ Ｂ ｕ ｒ ｎ
ｅ ｙ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ８ ２ ） は 分 化 モ デ ル と し て 、 ま た 別 個 の 分 化 経 路 に 対 し 非 可 逆
的 な コ ミ ッ ト メ ン ト （ ｃ ｏ ｍ ｍ ｉ ｔ ｍ ｅ ｎ ｔ ） に 必 要 な 因 子 を 同 定 す る た め の 研 究 に お い
て 用 い ら れ た 。 非 分 化 Ｐ １ ９ 細 胞 は 高 い 増 殖 速 度 を 特 徴 と し 、 高 密 度 の 付 着 細 胞 ま た は サ
ス ペ ン シ ョ ン 中 の 細 胞 を 持 つ 両 方 の 培 養 物 は 分 化 過 程 を 誘 導 す る 。 こ の 過 程 は ま た 化 学 的
因 子 、 た と え ば レ チ ノ イ ン 酸 ま た は Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に よ り ト リ ガ ー さ れ 得 る 。 例 え ば 、 １ ０ － ７

Ｍ の レ チ ノ イ ン 酸 の 存 在 下 で 、 Ｐ １ ９ 細 胞 は 神 経 外 胚 葉 細 胞 へ 分 化 す る こ と が 知 ら れ て い
る 。 （ Ｊ ｏ ｎ ｅ ｓ － Ｖ ｉ ｌ ｌ ｅ ｎ ｅ ｕ ｖ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ８ ２ ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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　 付 着 を 防 ぐ た め の プ ロ ト コ ー ル で 、 細 胞 凝 集 体 は サ ス ペ ン シ ョ ン 中 に ５ 日 間 維 持 さ れ 、
次 の よ う な 細 胞 タ イ プ を 形 成 し た ： ７ 日 目 に 神 経 細 胞 が 現 れ 、 １ ０ 日 目 に 星 状 細 胞 お よ び
グ リ ア 細 胞 が 見 ら れ た 。 従 っ て 、 天 然 で の 変 化 お よ び 化 学 的 誘 導 物 質 の 濃 度 で の 変 化 は 、
Ｐ １ ９ 細 胞 を 、 平 滑 筋 細 胞 、 骨 格 筋 細 胞 、 神 経 細 胞 ま た は 星 状 細 胞 を 形 成 さ せ る 多 重 の 分
化 経 路 へ 誘 導 す る こ と が で き る 。 Ｅ ｄ ｗ ａ ｒ ｄ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｍ ｃ Ｂ ｕ ｒ ｎ ｅ ｙ ， １ ９ ８ ３ 参
照 。 本 発 明 者 ら に よ り 行 わ れ た 研 究 で 、 軸 索 突 起 の 形 成 が 観 察 さ れ る 際 に 、 レ チ ノ イ ン 酸
で 処 理 し た 後 約 ８ 日 目 に 、 胚 性 小 体 お よ び 神 経 細 胞 分 化 細 胞 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ
Ｎ Ａ の 発 現 が 増 加 さ れ た 。 こ の 研 究 の 目 的 は 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 生 理 学 的 役 割 と 、 神 経 細 胞 の 分
化 過 程 で 遺 伝 子 お よ び た ん ぱ く 質 の 調 節 の メ カ ニ ズ ム を 明 か す こ と に あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 株 は 、 神 経 細 胞 の 表 現 型 へ 誘 導 す る 、 神 経 成 長 因 子 （ Ｎ Ｇ Ｆ ） に 可 逆 的 に
反 応 し 、 可 塑 物 （ ｐ ｌ ａ ｓ ｔ ｉ ｃ ） に 対 す る 付 着 性 が 劣 る レ ッ ト 腫 瘍 （ 移 植 可 能 な レ ッ ト
ク ロ ム 親 和 性 細 胞 腫 ） に 由 来 し 、 成 長 し 小 さ な ク ラ ス タ ー を 形 成 す る 傾 向 が あ る 。 Ｇ ｒ ｅ
ｅ ｎ ｅ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ７ ６ 参 照 。 標 準 条 件 下 で 培 養 物 中 に 維 持 さ れ る と 、 こ れ ら の
細 胞 は ， 生 物 学 的 お よ び 形 態 学 的 特 徴 に お い て 、 胎 児 副 腎 の ク ロ ム 親 和 性 細 胞 に 類 似 す る
。 こ れ ら は 二 つ の 方 法 で 分 化 し 得 る ： １ ） グ ル コ コ ル チ コ イ ド 類 に 応 答 し て ク ロ ム 親 和 性
様 細 胞 へ 、 お よ び ２ ） Ｎ Ｇ Ｆ ま た は 繊 維 亜 細 胞 成 長 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） の よ う な 神 経 栄 養 性 因
子 に 応 答 し て 交 感 神 経 細 胞 へ 。 さ ら に 、 こ れ ら の 細 胞 は 幾 つ か の 生 理 活 性 ペ プ チ ド 類 、 例
え ば エ ン ケ フ ァ リ ン 類 、 ダ イ ノ ル フ ィ ン （ ｄ ｙ ｎ ｏ ｒ ｐ ｈ ｉ ｎ ） 類 お よ び ニ ュ ー ロ テ ン シ
ン 類 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ れ ら の 特 徴 に よ り 、 こ の 細 胞 株 は 神 経 ペ プ チ ド 類 の 生 体 内 変 化 に 関 与 す る 酵 素 の 研 究
の た め の 実 験 的 モ デ ル と し て 適 し て い る 。 以 前 、 我 々 は 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の た ん ぱ く 分 解 活 性 は
こ れ ら の 細 胞 の サ イ ト ゾ ル に 存 在 し 、 こ の 活 性 は ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 添 加 に 応 答 し て 調 整 さ れ る が
、 Ｆ Ｇ Ｆ 処 理 に は 応 答 し な い と い う こ と を 証 明 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 一 方 、 こ れ ら の 細 胞 を Ｆ Ｇ Ｆ で 処 理 す る と 、 神 経 細 胞 表 現 型 へ 分 化 さ せ る こ と が で き 、
並 び に 軸 索 の 伸 長 が 観 察 さ れ 得 る 。 そ の 後 、 こ れ ら の 細 胞 に 存 在 す る Ｅ Ｏ Ｐ Ａ は 神 経 細 胞
の 末 端 へ 移 動 す る が 、 こ れ は 細 胞 伸 長 部 の 形 成 、 ま た は 他 の 細 胞 と の 接 続 部 の 形 成 に お い
て 、 こ の 酵 素 の 潜 在 的 な 役 割 を 示 唆 す る 。 こ れ ら の 細 胞 に お い て こ の た ん ぱ く 質 の 実 際 の
役 割 を 明 か す た め の 努 力 が な さ れ て き た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 生 理 学 的 役 割 を 研 究 す る た め の 新 た な 生 物 学 的 モ デ ル を 考 案 す る た め に 、 神
経 細 胞 へ の 幹 細 胞 の 分 化 過 程 を 標 準 化 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ ） は 、  胚 盤 胞 の 内 部 細 胞 集 団 に 由 来 し た 未 分 化 細 胞 で あ り 、 か つ 多
能 性 を 有 す る も の と し て 知 ら れ て い る 。 Ｅ ｖ ａ ｎ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｋ ａ ｕ ｆ ｍ ａ ｎ ， 　 １ ９ ８
１ ； Ｍ ａ ｒ ｔ ｉ ｎ ， １ ９ ８ １ 参 照 。 多 能 性 は 、 生 物 体 内 で 正 常 の 発 達 を 回 復 す る こ と を 可
能 に す る Ｅ Ｓ 細 胞 の 注 目 す べ き 能 力 で あ り 、 ま た 生 殖 系 を 含 む 別 個 の 組 織 を 生 成 す る こ と
を 可 能 に す る 。 特 定 条 件 下 で 培 養 す る と 、 幹 細 胞 は 、 数 回 の 細 胞 分 割 が 起 こ る 間 に 、 数 多
く の 継 代 を 経 て も 、 未 分 化 形 態 で 維 持 さ れ 得 る 。 一 方 、 こ れ ら の 細 胞 が 導 入 さ れ 、 “ イ ン
ビ ト ロ ” 分 化 プ ロ グ ラ ム を 開 示 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 サ ス ペ ン シ ョ ン 中 に 培 養 さ れ
る 際 に 、 幹 細 胞 は 、 胚 様 体 （ 移 植 前 胚 児 に 類 似 す る 。 ） と 呼 ば れ る 分 化 細 胞 の 凝 集 体 を 自
発 的 に 形 成 す る 。 形 態 学 的 、 免 疫 組 織 学 的 、 お よ び 分 子 分 析 を 行 な っ た 結 果 、 幾 つ か の 、
別 個 の 胚 性 細 胞 株 は 胚 様 体 、 例 え ば 造 血 細 胞 、 神 経 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 筋 細 胞 で 見 ら れ
る 。 こ れ ら の 幹 細 胞 の 特 性 は 、 初 期 胚 芽 発 達 に 対 す る “ イ ン ビ ト ロ ” モ デ ル と し て こ れ ら
の 細 胞 を 使 用 す る 動 機 付 け と な り 、 こ の 故 に 、 例 え ば 次 の よ う な 重 要 な 問 題 に 答 え る た め
の 強 力 な ツ ー ル で も あ る ： 胚 発 生 時 に 神 経 細 胞 に お け る 核 移 動 の 過 程 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 実 際 の
役 割 は 何 か 、 お よ び こ の 過 程 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 触 媒 活 性 の 重 要 性 は 何 か 、 お よ び 未 分 化 細 胞 お
よ び 神 経 細 胞 の 前 駆 体 細 胞 お よ び 成 熟 し た 神 経 細 胞 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ は ど の よ う な 細 胞 内 分 布 を
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有 す る の か 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 未 分 化 胚 性 幹 細 胞 （ Ｕ Ｓ Ｐ － １ 細 胞 株 ） を 次 の よ う な 培 地 で 培 養 し た ： １ ５ ％ ウ シ 胎 児
血 清 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び ２ ｍ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ
ン 、 １ ％ の 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 １ ０ － ４ Ｍ の モ ノ チ オ グ リ セ ロ ー ル 、 お よ び Ｌ Ｉ Ｆ （ 白 血 病
阻 害 因 子 ） を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ 最 終 濃 度 １ 、 ０ ０ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ ） 。 未 分 化 幹 細 胞 の 培 養
物 を 全 て 、 前 も っ て 照 射 さ れ た マ ウ ス の 繊 維 亜 細 胞 （ Ｎ ｅ ｏ 　 Ｍ ｅ ｆ ２ ） の １ 次 培 養 物 上
で 維 持 さ せ た 。 胚 様 体 （ こ こ で 、 ７ ５ ０ 細 胞 は ペ ト リ 皿 上 で ２ ０ μ ｌ の 培 地 ド ロ ッ プ 中 に
、 ３ ７ ℃ で 4日 間 、 ５ ％ 炭 素 ガ ス 下 に 維 持 さ れ た 。 ） が 形 成 さ れ た 後 に 、 分 化 が 行 な わ れ
る 。 （ こ の 期 間 に 、 細 胞 は 胚 様 体 と 知 ら れ て い る 細 胞 凝 集 体 を 形 成 す る 。 ） 胚 様 体 が 形 成
さ れ た 後 、 細 胞 を 、 前 記 培 地 を 含 有 し 、 Ｌ Ｉ Ｆ を 含 有 し な い 、 ０ ． １ ～ ０ ． ５ μ Ｍ の レ チ
ノ イ ン 酸 （ 神 経 細 胞 分 化 の 誘 導 す る た め の 試 薬 と し て 用 い ら れ る 。 ） を 含 む 、 新 た な 皿 へ
移 し た 。 次 い で 、 こ の 培 養 物 を ４ 日 間 分 化 誘 導 物 質 と 共 に 維 持 さ せ た 。 そ の 時 点 で 、 上 記
誘 導 物 質 を 除 去 し 、 細 胞 培 養 物 を 、 ０ ． ２ ２ ％ ゲ ラ チ ン で 予 め 処 理 し た 新 た な 皿 （ グ ラ ス
ス ラ イ ド を 含 む 。 ） へ 移 し 、 こ こ で 細 胞 を 、 前 記 し た よ う な 条 件 下 で 、 神 経 細 胞 用 の 基 礎
培 地 （ ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｂ ａ ｓ ａ ｌ 　 ｍ ｅ ｄ ｉ ｕ ｎ ） （ ウ シ 胎 児 血 清 を 低 濃 度 で 含 む 、 神 経 細 胞
培 養 の た め の 特 別 な 培 地 ） を 用 い ４ 日 間 さ ら に 培 養 し た 。 神 経 細 胞 用 の 基 礎 培 地 で 細 胞 を
維 持 さ せ る こ と に よ っ て 、 神 経 細 胞 の 前 駆 体 細 胞 お よ び 成 熟 し た 神 経 細 胞 を 選 択 し た 。 幹
細 胞 の 分 化 が 終 了 し た ら 、 共 焦 点 顕 微 鏡 を 用 い 分 化 さ れ た 細 胞 を 数 え 、 か つ 撮 影 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 神 経 細 胞 へ 分 化 し た 細 胞 集 団 は 、 前 述 し た プ ロ ト コ ー ル に 従 い 得 ら れ 、 こ れ ら の 神 経 細
胞 の 分 化 お よ び 成 熟 プ ロ セ ス で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 触 媒 活 性 阻 害 の 影 響 を 調 べ る た め に 、 そ の 神 経 細
胞 を 阻 害 薬 Ｊ Ａ ２ で 処 理 し た 後 分 析 を 行 っ た 。 神 経 細 胞 の 前 駆 体 細 胞 を こ の 阻 害 薬 で 処 理
す る と 、 軸 索 突 起 の 形 成 が 阻 害 さ れ 、 従 っ て 細 胞 の 異 常 分 化 が 誘 導 さ れ た 。 そ れ に よ っ て
特 徴 付 け が 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 胚 発 生 時 中 枢 神 経 系 の 形 成 に お け る Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 役 割
Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 非 － た ん ぱ く 分 解 作 用 の 今 の 観 点 は 、 そ れ が “ 高 次 コ イ ル ” 構 造 、 例 え ば 、 Ｌ
ｉ ｓ １ お よ び Ｄ ｉ ｓ ｃ ｌ を 持 つ 構 造 を 通 じ て 他 の サ イ ト ゾ ル た ん ぱ く 質 類 と 相 互 作 用 す る
と い う こ と で あ る 。 Ｌ ｉ ｓ １ は 、 広 く 反 復 さ れ る モ チ ー フ を 有 す る Ｗ Ｄ － ４ ０ た ん ぱ く 質
部 類 に 属 し （ Ｎ ｅ ｅ ｒ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ４ 参 照 ） 、 幾 つ か の 細 胞 機 能 を 一 緒 に 遂 行
す る 機 能 性 仕 組 み を 維 持 す る 細 胞 内 た ん ぱ く 質 と し て 作 用 す る 。 Ｈ ａ ｔ ａ ｋ ｅ ｙ ａ ｍ ａ 　
ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ９ ； Ｋ ｉ ｔ ａ ｇ ａ ｗ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ９ ； Ｓ ｉ ｄ ｏ ｗ 　 ｅ
ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ９ 参 照  。 Ｌ ｉ ｓ １ お よ び Ｄ ｉ ｓ ｃ １ と Ｅ Ｏ Ｐ Ａ と の 相 互 作 用 は 胚 発
生 時 に 中 枢 神 経 系 の 形 成 お よ び 生 体 機 能 ， 例 え ば 細 胞 内 輸 送 、 神 経 突 起 生 成 、 核 の 運 動 性
お よ び 神 経 組 織 の 可 塑 性 に お い て 欠 く こ と の で き な い も の で あ る 。 相 互 作 用 異 常 は 滑 脳 症
お よ び Ｍ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ － Ｄ ｉ ｅ ｃ ｋ ｅ ｒ 症 候 群 の よ う な 神 経 学 的 疾 病 を 引 き 起 こ す 。 Ｒ ｅ ｉ
ｎ ｅ ｒ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ３ ； Ｃ ａ ｒ ｄ ｏ ｓ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０ ０ ２ 参 照 。 最 近
、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 関 与 を 示 す 他 の 病 状 と し て 報 告 さ れ た の は 精 神 分 裂 症 で あ る 。 精 神 分 裂 病 患
者 は Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 結 合 し な い 、 切 断 型 ま た は 突 然 変 異 型 Ｄ ｉ ｓ ｃ １ を 生 成 し 、 こ の よ う な 異
常 は こ の 疾 病 の ト リ ガ ー に 関 連 し て い る よ う に 思 わ れ る 。 Ｏ ｚ ｅ ｋ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２
０ ０ ３ ； Ｔ ａ ｙ ｌ ｏ ｒ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０ ０ ３ 参 照 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 新 生 児 レ ッ ト ま た は 胚 の 脳 薄 片 を 用 い る “ イ ン サ イ チ ュ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 研 究
で 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 レ ベ ル の 増 加 が 、 主 に 新 生 児 の 、 ５ ～ １ ０ 日 齢
の 胚 の 皮 質 で 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら に 、 発 明 者 ら は 別 個 の 動 物 、 た と え ば ヒ ト 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス お よ び レ ッ ト （ こ こ で
、 同 一 の た ん ぱ く 質 が ま た Ｎ ｕ ｄ ｅ － Ｌ ま た は Ｎ ｕ ｄ ｅ － 様 ま た は Ｎ ｕ ｄ ｅ ２ と 呼 ば れ る
。 ） で 発 現 さ れ る Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の “ 高 次 コ イ ル ” ド メ イ ン の 高 度 に 進 化 さ れ た 保 存 部 （ ｈ ｉ ｇ
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ｈ 　 ｅ ｖ ｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｒ ｙ 　 ｃ ｏ ｎ ｓ ｅ ｒ ｖ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） を 同 定 お よ び 証 明 し た 。 Ｎ
ｉ ｅ ｔ ｈ ａ ｍ ｍ ｅ ｒ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０ ０ ０ ； Ｓ ａ ｓ ａ ｋ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０ ０ ０
； Ｓ ｗ ｅ ｅ ｎ ｅ ｙ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０ ０ １ 参 照 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ら せ ん 状 構 造 ， お よ び 他 の た ん ぱ く 質 と 相 互 作 用 で き る 能 力 は ， 核 移 動 お よ び 神 経 細 胞
移 動 と 関 係 が あ り 、 そ れ は 胚 発 生 時 に 主 に 生 じ る 細 胞 移 動 プ ロ セ ス で こ の 構 造 の 重 大 な 作
用 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 我 々 の 結 果 か ら 、 レ ッ ト か ら 単 離 さ れ た Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 相 同 の た ん ぱ く 質  （ Ｎ ｕ ｄ ｅ ２ ，
Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ａ ｃ ｃ ． Ｎ ｏ ． Ｎ Ｍ _１ ３ ３ ３ ２ ０ ） お よ び マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た Ｅ Ｏ
Ｐ Ａ に 相 同 な た ん ぱ く 質 （ Ｎ ｕ ｄ ｅ － Ｌ ， Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ａ ｃ ｃ ． Ｎ ｏ ． Ａ Ｆ ３ ２ ３ ９
１ ８ ） は ま た ， Ｅ Ｏ Ｐ Ａ に 対 し 既 に 用 い ら れ た ペ プ チ ド 基 質 類 が 用 い ら れ る 場 合 、 Ｅ Ｏ Ｐ
Ａ 特 異 的 阻 害 薬 に よ り た ん ぱ く 分 解 活 性 を 遮 断 す る こ と に 加 え て 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 様 ペ プ チ ダ ー
ゼ 活 性 を 示 す こ と が 分 か っ た 。 こ れ ら の た ん ぱ く 質 は 、 高 度 に 保 存 さ れ た Ｎ － 末 端 ド メ イ
ン を 示 し 、 “ 高 次 コ イ ル ” 構 造 の 存 在 お よ び よ り 多 様 な Ｃ － 末 端 ド メ イ ン
を 特 徴 と し 、 進 化 的 ス ケ ー ル で 、 例 え ば ア ス ペ ル ギ ル ス の よ う に 離 れ た 生 物 で す ら 保 存 さ
れ た 配 列 の 断 片 を 示 す 、 新 た な た ん ぱ く 質 部 類 を 構 成 す る よ う に 思 わ れ る 。 ［ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ
ｎ ｋ 　 Ａ ｃ ｃ ． Ｎ ｏ ． Ａ Ｆ ０ １ ５ ０ ３ ７ ］ （ Ｓ ｗ ｅ ｅ ｎ ｅ ｙ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０ ０ １ ；
Ｋ ｉ ｔ ａ ｇ ａ ｗ ａ 　 ｅ 　 ｃ ｏ ｌ ｓ ． ， ２ ０ ０ ０ ）
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 組 織 特 異 的 発 現 は 、 レ ポ ー タ ー た ん ぱ く 質 、 Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ
ｒ ｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｔ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ） の 発 現 を 調 節 す る ウ サ ギ Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を 用 い る 分 析 を 通 じ て カ エ ル 胚 で 見 ら れ た 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の る 転 写 に お け る 第
一 の 徴 候 は ス テ ー ジ １ ３ ～ １ ５ の 胚 で 見 ら れ 、 か つ 胚 が そ れ 以 上 維 持 さ れ な い 約 ス テ ー ジ
４ ０ ま で 続 く こ と が で き た 。 こ の 実 験 で 、 研 究 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 転 写 因 子 は
、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 す る 特 定 の 配 列 と 相 互 作 用 し 、 標 的 た ん ぱ く 質 が 主 に 発 現 さ れ
る べ き 発 達 ス テ ー ジ お よ び 組 織 を 指 示 す る レ ポ ー タ ー た ん ぱ く 質 の 発 現 を ト リ ガ ー す る 。
従 っ て 、 こ れ ら の 研 究 で 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ は 神 経 胚 形 成 時 に 神 経 細 胞 チ ュ ー ブ を 形 成 す る 最 初 の
段 階 で 、 並 び に 神 経 細 胞 の 外 胚 葉 お よ び 小 脳 で 主 に 発 現 さ れ た 。 後 ほ ど 、 胚 の 尾 部 を 形 成
す る 、 骨 格 筋 細 胞 の 特 定 の 標 識 が ま た 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 は ま た 、 白 皮 症 の ツ メ ガ エ ル （ Ｘ ｅ ｎ ｏ ｐ ｕ ｓ 　 ｌ ａ ｅ ｖ ｉ ｓ ） の 胚 を 用
い て 行 わ れ た 、 総 量 “ イ ン サ イ チ ュ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 に よ り 確 認 さ れ た 。 こ
こ で 、 約 ス テ ー ジ １ ９ の 胚 の 背 面 部 位 の 前 側 ― 後 側 軸 に 沿 っ て 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 相 同 性 メ ッ セ ン
ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 を 確 認 し た 。 こ の よ う な 染 色 部 位 は 神 経 細 胞 組 織 、 よ り 正 確 的 に は 、
脊 髄 に 向 か っ て 広 が り か つ 神 経 冠 を 含 む 菱 脳 お よ び 前 脳 を 含 む の が 明 ら か で あ る 。 さ ら に
、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 遺 伝 子 の 同 型 接 合 性 の 有 害 な 突 然 変 異 が 生 育 不 可 能 で あ る こ と を 考 え て 、 “ イ
ン ビ ト ロ ” で 転 写 さ れ た 特 定 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 注 射 す る こ と に よ っ て Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を
ツ メ ガ エ ル で 超 発 現 さ せ る 分 析 が 行 わ れ た 。 そ の 結 果 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 過 剰 発 現 は 神 経 系 の 正
常 の 形 成 を 妨 げ る の が 証 明 さ れ た 。 よ り 小 さ く か つ 置 き 違 え ら れ た 目 、 お よ び 動 物 の 脳 の
深 刻 な 奇 形 が 観 察 さ れ た 。 そ れ ら は 注 射 さ れ た 側 上 で の 異 常 ラ ミ ネ ー シ ョ ン を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 抗 原 提 示 プ ロ セ ス で の Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 役 割
オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド 類 は ま た 免 疫 調 節 薬 で あ る こ と が 既 に 知 ら れ て お り （ Ｂ ｌ ａ ｌ ｏ ｃ ｋ
， １ ９ ８ ９ ） 、 免 疫 系 の 細 胞 で Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 存 在 を 考 え る と 、 免 疫 系 で こ の 酵 素 に 対 す る 役
割 を 提 案 す る こ と が で き る 。 Ｐ ａ ｉ ｋ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ２ 参 照 。 Ｍ Ｈ Ｃ Ｉ に よ り 提
示 さ れ た 抗 原 の 大 き さ が 、 こ れ ら の エ ン ド オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ と 結 合 す る の に 必 要 と さ れ
る ペ プ チ ド 類 の 大 き さ （ ７ ～ １ ３ ア ミ ノ 酸 残 基 ） と 一 致 す る と い う 、 こ れ ら の デ ー タ お よ
び 観 察 に 基 づ き （ Ｅ ｎ ｇ ｅ ｌ ｈ ａ ｒ ｄ 、 １ ９ ９ ４ ） 、 本 発 明 者 ら は 、 自 己 お よ び 非 自 己 の
選 択 プ ロ セ ス に 関 与 す る 可 能 性 を 調 べ る こ と に し た 。 Ｍ Ｈ Ｃ Ｉ 抗 原 提 示 プ ロ セ ス で の チ メ

10

20

30

40

50

(22) JP 2006-524983 A 2006.11.9



ッ ト オ リ ゴ ペ プ チ ド ダ ー ゼ の 関 与 は 本 発 明 者 ら に よ り 既 に 明 ら か に な っ て い た 。 そ の 理 由
は Ｍ Ｈ Ｃ Ｉ に よ り 提 示 さ れ る エ ピ ト ッ プ 類 は ７ ～ １ ３ ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ
ド 類 で あ り 、 そ れ ら は ま た こ の 酵 素 に 対 す る 競 合 的 阻 害 薬 で あ る か ら で あ る 。 “ イ ン ビ ト
ロ ” で 組 み 換 え Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を 用 い た 場 合 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ と Ｔ Ｏ Ｐ と の 特 異 性 に お い て 微 妙 な 差 は
あ る も の の 、 類 似 な 結 果 が 再 現 さ れ た 。 我 々 は 、 抗 原 提 示 細 胞 で オ リ ゴ ペ プ チ ダ ー ゼ 阻 害
薬 の 追 加 後 リ ン フ ォ プ ロ リ フ ェ レ ー シ ョ ン （ ｌ ｉ ｎ ｆ ｏ ｐ ｒ ｏ ｌ ｉ ｆ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） レ
ベ ル の 低 下 は 主 に Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 阻 害 に 起 因 し 、 そ れ は こ の 酵 素 が Ｍ Ｈ Ｃ Ｉ 抗 原 提 示 系 経 路 に
関 与 し 得 る の を 示 唆 す る と い う こ と を 見 出 し た 。 神 経 組 織 で の Ｍ Ｈ Ｃ Ｉ の 発 現 は 感 染 性 お
よ び 退 行 性 プ ロ セ ス 、 お よ び 中 枢 神 経 系 の 可 塑 性 に 関 連 す る た め 、 こ の ペ プ チ ダ ー ゼ の 調
節 ま た は Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の シ ャ ペ ロ ン 活 性 は 、 Ｅ Ｏ Ｐ Ａ の 特 定 の 阻 害 薬 に よ り 影 響 を 受 け る の が
明 ら か で あ る 、 こ れ ら の プ ロ セ ス と の 関 連 性 を 説 明 す る こ と が で き る 。 Ｐ ｉ ｅ ｈ ｌ 　 ａ ｎ
ｄ 　 Ｌ ｉ ｄ ｍ ａ ｎ ， ２ ０ ０ １ ； Ｈ ｕ ｈ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， ２ ０ ０ ０ 参 照 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
[参 考 文 献 ]
Blalock, J.E. (1989) A molecular basis for bi-directional communication between 
the immune and neuroendocrine systems. Physiol. Rev. 69, 1 - 32.
Camargo, A.C., Caldo, H., and Emson, P.C. (1983) Degradation of neurotensin by r
abbit brain endo-oligopeptidase A and endo-oligopeptidase B (proline-endopeptida
se). Biochern. Biophys. Res. Commun. 116, 1151 - 1159.
Camargo, A.C., Caldo, H., and Reis, M.L. (1979) Susceptibility of a peptide deri
ved from bradykinin to hydrolysis by brain endo-oligopeptidases and pancreatic p
roteinases. J. Biol. Chem. 254, 5304-5307.
Camargo, A.C., Gomes, M.D., Reichl, A..P., Ferro, E.S., Jacchieri, S., Hirata, I
.Y., and Juliano, L. (1997) Structural features that make oligopeptides suscepti
ble substrates for hydrolysis by recombinant thimet oligopeptidase. Biochern. J.
 324, 517 - 522.
Camargo, A.C., Gomes, M.D., Toffoletto, O., Ribeiro, M.J., Ferro, E.S., Fernande
s, B.L., Suzuki, K.., Sasaki, Y., and Juliano, L. (1994) Structural requirements
 of bioactive peptides for interaction with endopeptidase 22.19. Neuropeptides 2
6, 281 - 287.
Camargo, A.C., Oliveira, E.B., Toffoletto, O., Metters, K.M., and Rossier, J. (1
987) Brain endo-oligopeptidase A, a putative enkephalin converting enzyme. J. Ne
urochem. 48, 1258 - 1263.
Camargo, A.C., Ribeiro, M.J., and Schwartz, W.N. (1985) Conversion and inactivat
ion of opioid peptides by rabbit brain endo-oligopeptidase A. Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 130, 932 - 938.
Camargo, A.C., Shapanka, R., and Greene, L.J. (1973) Preparation, assay, and par
tial characterization of a neutral endopeptidase from rabbit brain. Biochemistry
 12, 1838 - 1844.
Cardoso, C., Leventer, R.J., Dowling, J.J., Ward, H.L., Chung, J., Petras, K.S.,
 Roseberry, J.A., Weiss, A. M., Das, S., Martin, C.L., Pilz, D.T., Dobyns, W.B.,
 and Ledbetter, D.H. (2002) Clinical and molecular basis of classical lissenceph
aly: Mutations in the LISI gene (PAFAH1B1) . Hum Mutat.19, 4-15.
Dauch, P., Vincent, J. P., and Checler, F. (1991) Specific inhibition of endopep
tidase 24.16 by dipeptides. Eur. J. Biochem. 202, 269 - 276.
Edwards, M.K.S, and McBurney, M.W. (1983) The concentration of retinoic acid det
ermines the differentiated cell types formed by a teratocarcinoma cell line. Dev
. Biol. 98, 187 - 191.
Engelhard, V.H. (1994) Structure of peptides associated with MHC class I molecul
es. Curr. Opin. Immunol. 6, 13-23.

10

20

30

40

50

(23) JP 2006-524983 A 2006.11.9



Evans, M., and Kaufman, M. (1981) Establishment in culture of pluripotetial cell
s from mouse embryos. Nature 292, 154 - 156. 
Ferro, E.S., Hamassaki, D.E., Camargo, A.C., and Britto, L.R. (1991) Endo-oligop
eptidase A, a putative enkephalin-generating enzyme, in the vertebrate
retina. J. Neurochem. 57, 1643 - 1649.
Ferro, E.S., Tambourgi, D.V., Gobersztejn, F., Gomes, M.D., Sucupira, N., Armeli
n, M.C., Kipnis, T.L., and Camargo, A.C. (1993) Secretion of a neuropeptide-meta
bolizing enzyme similar to endopeptidase 22.19 by 5 glioma C6 cells. Biochem. Bi
ophys. Res. Commun. 191, 275 - 281.
Gornes, M.D., Juliano, L., Ferro, E.S., Matsueda, R., and Camarcio, A.C. (1993) 
Dynorphin-derived peptides reveal the presence of a critical cysteine for the ac
tivity of brain endo-oligopeptidase A. Biochem. Biophys. Res. Commun. 197, 501 -
 507.
Gozes, I., Nakai, H., Byers,M., Avidor, R., Weinstein, Y., Shani, Y., and Shows,
 T.B. (1987) Sequential expression in the nervous system of c-myb and VIP genes,
 located in human chromossomal region 6q24. Somat. Cell Mol. Genet. 13, 305 - 31
3.
Greene, L.A., and Tischler, A.S. (1976) Establishment of a noradrenergic clonal 
line of rat adrenal pheochromocytoma cells which respond to nerve growth factor.
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73, 2424 - 2428.
Hatakeyama, S., Kitagawa, M., Nakayama, K., Shirane, M., Matsumoto, M., Hattori,
 Higashi, H., Nakano, H., Okumura, K., Onoe, K., Good, R.A., and Nakayama, K.I.
(1999) Ubiquitin-dependent degradation of 1kBα  is mediated by a ubiquitin ligas
e Skpl/Cull/F-box protein FWD1. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 3859 - 3863. 
Hayashi, M.A.F., Portaro, F.C.V., Tambourgi, D.V., Sucupira, M., Yamane, T., Fer
nandes, B.L., Ferro, E.S., Rebouqas, N.A., and Camargo, A.C.M. (2000) Molecular 
and immunochemical evidences demonstrate that endooligopeptidase A is the predom
inant cytosolic oligopeptidase of rabbit brain. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2
69, 7-13.
Hayashi, M.A.F., Games, M.D., Reboucas, N., Fernandes, B. L., Ferro, E.S., and C
amargo, A.C.M. (1996) Species specificity of thimet oligopeptidase (EC 3.4.24.15
).
Biol. Chem. Hoppe-Seyler 377, 283-291.
Hayashi, M.A., Pires, R.S., Reboucas, N.A., Britto, L.R., and Camargo, A.C. (200
1) Expression of endo-oligopeptidase A in the rat central nervous system: a non-
radioactive in situ hybridization study. Brain Res. Mol. Brain Res. 89, 86 - 93.
Huh, G.S., Boulanger, L.M., Du, H., Riquelme, P.A., Brotz, T.M., and Shatz, C.J.
 (2000) Functional requirement for class I MHC in CNS development and plasticity
. Science 290, 2155 - 2159.
Jacchieri, S.G., Gomes, M.D., Juliano, L., and Camargo, A.C. (1998) A comparativ
e conformational analysis of thimet oligopeptidase (EC 3.4.24.15) substrates. J.
 Pept. Res. 51, 452 - 429.
Jiracek, J., Yiotakis, A., Vincent, B., Lecoq, A., Nicolaou, A., Checler, F., an
d Dive, V. (1995) Development of highly potent and selective phosphinic peptide 
inhibitors of zinc endopeptidase 24-15 using combinatorial chemistry. J. Biol. C
hem. 270, 21701 -21706.
Jones-Villeneuve, E.M.V., McBurney, M.W., Rogers, K.A., and Kalnins, V.1. (1982)
 Retinoic acid induces embryonal carcinoma cells to differentiate into neurons a
nd glial cells. J. Cell Biol. 94, 253 - 262.
Juliano, L., Chagas, J.R., Hirata, I.Y., Carmona, E., Sucupira, M., Oliveira, E.

10

20

30

40

50

(24) JP 2006-524983 A 2006.11.9



S., Oliveira, E.B., and Camargo, A.C.M. (1990) A selective assay for endo-oligop
eptidase A based on the cleavage of fluorogenic substrate structurally related t
o enkephalin. Biochem. Biophys. Res. Commun. 173, 647 - 653.
Kitagawa, M., Hatakeyama, S., Shirane, M., Matsuraoto, M., Noriko, I., Hattori, 
K., Nakmichi, I., Kikuchi, A., Nakayama, K.I., and Nakayama, K. (1999) An F-box 
protein, FWD1, mediates ubiquitin-dependent proteolysis of β -catenin. EMBO J. 1
8, 2401 - 2410. 
Kitagawa, M., Umezu, M., Aoki, J., Koizumi, H., Arai, H., and Inoue, K. (2000) D
irect association of Lis1, the lissencephaly gene product, with a mammalian homo
logue of a fungal nuclear distribution protein, rNUDE. FEBS Letts. 479, 57 - 62.
Martin, G.R. (1980) Teratocarcinomas and mammalian entbryogenesis. Science 209, 
768 - 776.
McBurney, M.W., Jones-Villeneuve, E.M.V., Edwards, M.K.S., and Anderson, P.J. (1
982) Control of muscle and neuronal differentiation in a cultured embryonal carc
inoma cell line. Nature 299, 165 - 167.
Medeiros, N.S., Iazigi, N., Camargo, A.C., and Oliveira, E.B. (1992) Distributio
n and properties of endo-oligopeptidases. A and B in the human neuroendocrine sy
stem. J. Endocrinol. 135, 579 - 588.
Neer, E., Schmidt, C., Nambudripad, R., and Smith, T. (1994) The ancient regulat
ory-protein family of WD-repeat proteins. Nature 371, 297 - 300.
Ness, S.A. (1999) Myb binding proteins: regulators and cohorts in transformation
. Oncogene 18, 3039 - 3046.
Niethammer, M., Smith, D.S., Ayala, R., Peng, J., Ko, J., Lee, M.S., Morabito, M
., and Tsai, L.H. (2000) NUDEL is a novel Cdk5 substrate that associates with LI
S1 and cytoplasmic dynein. Neuron 28, 697 - 711.
Nomura, N., Takahashi, N., Matsui, N., Ishii, S., Date, T., Sasamoto, R., and Is
hizaki, R. (1988) Isolation human cDNA clones of myb related genes, A-myb and B-
myb. Nucleic Acids Res. 16, 11075 - 11089.
Oh, I.H., and Reddy, E.P. (1999) The myb gene family in cell growth, differentia
tion and apoptosis. Oncogene 18, 3017 - 3033.
Oliveira, E.B., Martins, A.R.., and Camargo, A.C. (1976) Isolation of brain endo
peptidases: influence of size and sequence of substrates structurally related to
 bradykinin. Biochemistry 15, 1967 - 1974.
Oliveira, E.S., Leite, P.E., Spillantini, M.G., Camargo, A.C., and Hunt, S.P. (1
990) Localization of endo-oligopeptidase (BC 3.4.22.19) in the rat nervous tissu
e. J. Neurochem. 55, 1114 - 1121.
Oliveira, V., Campos, M., Melo, R.L., Ferro, E.S., Camargo, A.C., Juliano, M.A.,
 and Juliano, L. (2001) Substrate specificity characterization of recombinant me
tallo oligo-peptidases thimet oligopeptidase and neurolysin.
Biochemistry 40, 4417 - 4425. Ozeki, Y., Tomoda, T., Kleiderlein, J., Kamiya, A.
, Bord, L., Fujii, K., Okawa, M., Yamada, N., Hatten, M.E.,Snyder, S.H., Ross, C
.A., and Sawa, A. (2003) Disrupted-in-Schizophrenia-1 (DISC-i): mutant truncatio
n prevents binding to NudE-like (NUDEL) and inhibits neurite outgrowth. Proc Nat
l Acad Sci USA. 100, 289 - 294.
Paik, S.H., Betti, F., Camargo, A.C., and Oliveira, E.S. (1992) Presence of endo
-oligopeptidase (BC 3.4.22.19), a putative neuropeptide-metabolizing endopeptida
se in cells of the immune system. J. Neuroimmunol. 38, 35 -44.
Piehi, F., and Lidman, O. (2001) Neuroinflammation in the rat--CNS cells and the
ir role in the regulation of immune reactions. Imrnunol. Rev. 184, 212 - 225. 
Portaro, F.C., Gomes, M.D., Cabrera, A., Fernandes, B.L., Silva, C.L., Ferro, E.

10

20

30

40

50

(25) JP 2006-524983 A 2006.11.9



S., Juliano, L., and Camargo, A.C. (1999) Thimet oligopeptidase and the stabilit
y of MHC class I epitopes in macrophage cytosol. Biochern. Biophys. Res. Commun.
 255, 596 - 601.
Portaro, F.C., Hayashi, M.A., Silva, C.L., and Camargo, A.C. (2001) Free ATP inh
ibits thimet oligopeptidase (BC 3.4.24.15) activity, induces autophosphorylation
 in vitro, and controls oligopeptide degradation in macrophage. Eur. J. Biochem.
 268, 887 - 894.
Reiner, O., Carrozzo, R., Shen, Y., Wehnert, M., Faustinella, F., Dobyns, W.B., 
Caskey, C.T., and Ledbetter, D.H. (1993) Isolation of a Miller-Dieker lissenceph
aly gene containing G protein β -subunit－ like repeats. Nature 364, 717 - 721.
Rogister, B., Ben-Hur, T., and Dubois-Dalcq, M. (1999). From neural stem cells t
o myelinating oligodendrocytes. Mol. Cell. Neurosci. 14, 287 - 300. 
Sasaki, S., Shionoya, A., Ishida, M., Gambello, M. J., Yingling, J, Wynshaw-Bori
s, A., and Hirotsune, S.(2000) A LISl/NTJDBL/cytoplasmic dynein heavy chain comp
lex in the developing and adult nervous system. Neuron 28, 681-696. 
Shrimpton, C.N., Abbenante, G., Lew, R.A., and Smith, I. (2000) Development and 
characterization of novel potent and stable inhibitors of endopeptidase EC 25 3.
4.24.15. Biochem. J. 345, 351 - 356.
Sidow, A., Bulotsk, M.S., Kerrebrock, A.W., Birren, B., Altshuler, D., Jaenisch,
 R., Johnson, K.R., and Lander, E.S. (1999) A novel member of the F-bos/WD4O gen
e family, encoding dactylin, is disrupted in the mouse dactylaplasia mutant. Nat
ure Gen. 23, 104 - 107.
Silva, C.L., Portaro, F.C., Bonato, V.L., Camargo, A.C., and Ferro, E.S. (1999) 
Thimet oligopeptidase (EC 3.4.24.15), a novel protein on the route of MHC class 
I antigen presentation. Biochem. Biophys. Res. Commun. 255, 591 - 595. 
Sondek, J., Bohm, A., Lambright, D.G., Hamm, H.E., and Sigler, P.B. (1996) Cryst
al structure of a G-protein beta gamma dimer at 2.1 A resolution. Nature 379, 36
9- 374.
Sweeney, K.J., Clark, G.D., Prokscha, A., Dobyns, W.B., and Eichele, G. (2000) L
issencephaly associated mutations suggest a requirement of the PAFAHib heterotri
meric complex in brain development. Mech. Dev. 92, 263- 271.
Sweeney, K.J., Prokscha, A., and Eichele, G. (2001) NudE-L, a novel Lis1-interac
ting protein, belongs to a family of vertabrate coiled-coil proteins. Mech. Dev.
 101, 21 - 33.
Taylor, M.S., Devon, R.S., Nillar, J.K., and Porteous, D.J. (2003) Evolutionary 
constraints on the Disrupted in Schizophrenia locus. Genomics 81, 67-77.
Thiele, C.J., Cohen, P.A., and Israel, M.A. (1988) Regulation of c-myb expressio
n neuroblastoma cells during retinoic acid-induced differentiation. Mol. Cell Bi
ol. 8, 1677 - 1683. 
Vincent, B., Beaudet, A., Dauch, P., Vincent, J.P., and Checler, F. (1996) Disti
nct properties of neuronal and astrocytic endopeptidase 3.4.24.16: a study on di
fferentiation, subcellular distribution and secretion processes. J. Neuroscience
 15, 5049 - 5059.
Welter, C., Henn, W., Theisinger, B., Fischer, H., Zang, K.D., and Blin, N. (199
0) The cellular myb oncogene is amplified, rearranged and activated in human 
glioblastoma cell lines. Cancer Lett. 52, 57 - 62. 
Weston, K. (1998) Myb proteins in life, death and differentiation. Curr. Opin. G
enet. Dev. 8, 76 - 81.
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ３ 】

10

20

30

40

50

(26) JP 2006-524983 A 2006.11.9



【 図 １ 】 図 １ は 、 基 質 Ａ ｂ ｚ － Ｇ Ｆ Ａ Ｐ Ｆ Ｒ Ｑ － Ｅ Ｄ Ｄ ｎ ｐ に 対 す る エ ン ド オ リ ゴ ペ プ チ
ダ ー ゼ の 活 性 を 百 分 率 と し て 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 “ イ ン サ イ チ ュ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対 す る Ｅ Ｏ Ｐ Ａ 分 布 研 究 で
、 用 い ら れ た プ ロ ー ブ の 製 作 に 用 い ら れ る 断 片 が 分 離 さ れ る ヒ ト Ｅ Ｏ Ｐ Ａ を コ ー ド す る ｃ
Ｄ Ｎ Ａ の 全 配 列 を 図 解 す る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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