
(57)【要約】
本発明は、ＦＧＦ－ＣＸ、新規単離ポリペプチド、ならびにＦＧＦ－ＣＸをコード化する
ポリヌクレオチドおよびＦＧＦ－ＣＸに免疫特異的に結合する抗体、または誘導体、変異
体、またはＦＧＦ－ＣＸポリペプチドのフラグメント、ポリヌクレオチドまたは抗体を提
供する。加えて、本発明は、幅広い範囲の病態の検出および処置、ならびにたの使用にお
いて用いられるＦＧＦ－ＣＸポリペプチド、ポリヌクレオチドおよび抗体を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ａ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ；
ｂ ） 選 択 さ れ た 配 列 に お い て 特 定 さ れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％
よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２
に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 体 ；
ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 ； お よ び
ｄ ） 選 択 さ れ た 配 列 の 成 熟 型 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 ％
よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２
に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 の 成 熟 型 の 変 異 体 ； お よ び
ｅ ） ａ ） か ら ｄ ） に お い て 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ 】
該 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： ２ の 天 然 に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記
載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
変 異 体 が １ 塩 基 多 型 の 翻 訳 物 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
該 ポ リ ペ プ チ ド が 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 か つ 配 列 番 号 ： ２ に お い て 特 定 さ れ る １ ま
た は そ れ 以 上 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 変 更 さ れ て 保 存 的 置 換 を 与 え る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
ａ ） 配 列 番 号 ： ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
ｂ ） 選 択 さ れ た 配 列 に お い て 特 定 さ れ た 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％
よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で 、 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ：
２ の 変 異 体 ；
ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 ； お よ び
ｄ ） 選 択 さ れ た 配 列 の 成 熟 型 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 ％
よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２
に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 の 変 異 体 ；
ｅ ） ａ ） か ら ｄ ） に お い て 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト ； お よ び
ｆ ） ａ ） か ら ｅ ） に お い て 記 載 さ れ た 任 意 の 核 酸 分 子 の 相 補 的 配 列 （ complement）
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 配 列 を 含
む 単 離 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
核 酸 分 子 が 天 然 に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子 核 酸 の 変 異 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ６
に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
該 核 酸 分 子 が 天 然 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 変 異 体 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
核 酸 分 子 が 該 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る １ 塩 基 多 型 を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 核
酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
該 核 酸 分 子 が 、
ａ ） 配 列 番 号 ： １ に よ り 与 え ら れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
ｂ ） 配 列 番 号 ： １ に よ り 与 え ら れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 の １ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ
ド が 、 ヌ ク レ オ チ ド の ２ ０ ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で 、 選 択 さ れ た 配 列 に
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よ り 与 え ら れ る も の か ら 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 ） ａ ） に お い て 記 載 さ れ た 配 列 の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト ；
ｄ ） ｂ ） に お い て 記 載 さ れ た 配 列 の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト ； お よ び
ｅ ） 任 意 の 該 核 酸 分 子 の 相 補 的 分 子 （ complement） 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
核 酸 分 子 が 、 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー ド 配 列 に お い て 特 定 さ れ た 任 意 の ヌ ク レ
オ チ ド が 選 択 さ れ た コ ー ド 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド の ２ ０ ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い
う 条 件 で 、 選 択 さ れ た 配 列 に よ り 与 え ら れ る も の か ら 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 を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド 化 す る 単 離 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
該 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： ２ の 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 核 酸 分
子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
該 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド が 、 成 熟 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記
載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
該 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： ２ の 成 熟 型 の 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載
の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ６ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 １ ８ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； （ ｂ ） 選 択 さ れ た 配 列 に お い て 特 定
さ れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う
条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の
変 異 体 ； （ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 ； お よ び （ ｄ ） 選 択
さ れ た 配 列 の 成 熟 型 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 ％ よ り 多 く
は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与
え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 の 変 異 体 ； お よ び （ ｅ ） （ ａ ） か ら （ ｄ ） に お い て 記 載 さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 ポ
リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
該 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
該 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 ま た は ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
試 料 中 の （ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； （ ｂ ） 選 択 さ れ た 配 列 に お
い て 特 定 さ れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な
い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ
酸 配 列 の 変 異 体 ； （ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 ； お よ び （
ｄ ） 選 択 さ れ た 配 列 の 成 熟 型 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 ％
よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２
に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 の 変 異 体 ； お よ び （ ｅ ） （ ａ ） か ら （ ｄ ） に お い
て 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト 、 か ら な る 群 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 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 方 法 が ：
（ i） 試 料 を 用 意 す る こ と ；
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（ ii） 試 料 を ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
（ iii） 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る こ と 、
そ れ に よ り 、 該 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る こ と 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
試 料 中 の 請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 方 法 が ：
（ i） 試 料 を 用 意 す る こ と ；
（ ii） 試 料 を 該 核 酸 分 子 に 結 合 す る プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
（ iii） 該 核 酸 分 子 に 結 合 す る プ ロ ー ブ の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る こ と 、
そ れ に よ り 、 該 試 料 中 の 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る こ と 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； （ ｂ ） 選 択 さ れ た 配 列 に お い て 特 定
さ れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う
条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の
成 熟 型 の 変 異 体 ； （ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 ； お よ び （
ｄ ） 選 択 さ れ た 配 列 の 成 熟 型 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 ％
よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２
に よ り 与 え れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 の 変 異 体 ； お よ び （ ｅ ） （ ａ ） か ら （ ｄ ） に お い て
記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
単 離 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 作 用 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 方 法 が ：
（ i） 該 ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 物 質 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
（ ii） 該 候 補 物 質 が 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る こ と ；
こ こ で 結 合 す る 候 補 物 質 が 作 用 物 質 で あ る こ と 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
候 補 物 質 が 約 １ ５ ０ ０ Ｄ ａ 以 下 の 分 子 量 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； （ ｂ ） 選 択 さ れ た 配 列 に お い て 特 定
さ れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う
条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の
変 異 体 ； （ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 ； お よ び （ ｄ ） 選 択
さ れ た 配 列 の 成 熟 型 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 ％ よ り 多 く
は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与
え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 の 変 異 体 ； お よ び （ ｅ ） （ ａ ） か ら （ ｄ ） に お い て 記 載 さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト 、 か ら な る 群 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 活 性 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド を ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す
る の に 十 分 な 量 で 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 ２ ６ 】
病 変 の 処 置 に お い て 有 用 な 潜 在 的 治 療 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 当 該 病 変 が 、 （ ａ ）
配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； （ ｂ ） 選 択 さ れ た 配 列 に お い て 特 定 さ れ る
任 意 の ア ミ ノ 酸 が 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で
異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 体
； （ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 ； お よ び （ ｄ ） 選 択 さ れ た
配 列 の 成 熟 型 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 ％ よ り 多 く は 変 更
を 受 け な い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 の 変 異 体 ； お よ び （ ｅ ） （ ａ ） か ら （ ｄ ） に お い て 記 載 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト 、 か ら な る 群 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 異 常 発 現 、 異 常 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ま た は 異 常 生 理 的 相 互 作 用 に 関 連 し 、 方 法 が
（ i） ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し か つ ポ リ ペ プ チ ド に 基 づ く 性 質 ま た は 機 能 を 有 す る 細 胞 を 用
意 す る こ と ；
（ ii） （ i） に お い て 用 意 さ れ た 細 胞 を 試 験 物 質 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
（ iii） 試 験 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド に 基 づ く 性 質 ま た は 機 能 を 変 え る か 否 か 決 定 す る こ と ；
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そ れ に よ り 、 試 験 物 質 の 存 在 下 で 観 察 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 ま た は 機 能 の 変 化 が 、 試
験 物 質 が 潜 在 的 治 療 物 質 で あ る こ と を 示 す こ と 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
さ ら に 潜 在 的 治 療 物 質 を 該 物 質 が 治 療 物 質 で あ る こ と を 同 定 す る た め の 付 加 試 験 に 付 す る
こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
候 補 物 質 が 抗 体 で あ る か 、 ま た は 約 １ ５ ０ ０ Ｄ ａ 以 下 の 分 子 量 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
性 質 ま た は 機 能 が 細 胞 成 長 ま た は 細 胞 増 殖 を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
試 験 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 治 療 物 質 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ る 治 療 物 質 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
物 質 が 、 抗 体 で あ る か 、 ま た は 約 １ ５ ０ ０ Ｄ ａ 以 下 の 分 子 量 を 有 す る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載
の 治 療 物 質 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド と 関 連 す る 疾 患 を 処 置 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て
；
該 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 （ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； （ ｂ ） 選 択 さ れ
た 配 列 に お い て 特 定 さ れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ よ り 多 く は 変
更 を 受 け な い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 体 ； （ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 の 成 熟 型 ； お
よ び （ ｄ ） 選 択 さ れ た 配 列 の 成 熟 型 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 ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番
号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 の 成 熟 型 の 変 異 体 ； お よ び （ ｅ ） （ ａ ） か ら （ ｄ ） に お
い て 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト ； か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 該 疾 患 が 、 細 胞
ま た は 組 織 の 不 十 分 な 成 長 ま た は 役 に 立 た な い 成 長 に よ り 特 徴 付 け ら れ 、 該 方 法 が 、 該 対
象 中 の 該 ポ リ ペ プ チ ド 関 連 疾 患 を 処 置 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な 量 お よ び 持 続 時 間 で 対 象
に 該 ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 み 、 対 象 は 、 疾 患 の 傾 向 が あ る か 、 ま た は 疾 患 を 病
ん で い る と 思 わ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
該 対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
単 離 ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 発 現 、 異 常 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ま た は 異 常 生 理 的 相 互 作 用 と 関 連 す
る 疾 患 を 処 置 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 該 単 離 ポ リ ペ プ チ ド が 、 （ ａ ） 配 列 番 号 ： ２
に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； （ ｂ ） 選 択 さ れ た 配 列 に お い て 特 定 さ れ る 任 意 の ア ミ ノ
酸 が 、 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う 条 件 で 異 な る ア ミ
ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 体 ； （ ｃ ） 配
列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 ； お よ び （ ｄ ） 選 択 さ れ た 配 列 の 成 熟
型 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 ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い
と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配
列 の 成 熟 型 の 変 異 体 ； お よ び （ ｅ ） ａ ） か ら ｄ ） に お い て 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ
グ メ ン ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み ；
疾 患 は 細 胞 ま た は 組 織 の 不 十 分 な 成 長 ま た は 役 に 立 た な い 成 長 に よ り 特 徴 づ け ら れ 、 該 方
法 は 、 （ ｅ ） 配 列 番 号 ： ２ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｆ ） 選 択 さ れ た 配 列 中 に お い て 特 定 さ
れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 、 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う
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条 件 で 、 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ の 変 異 体 ； （ ｇ ） 配 列 番 号 ： ２
に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 ； お よ び （ ｈ ） 選 択 さ れ た 配 列 の 成 熟 型 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 ％ よ り 多 く は 変 更 を 受 け な い と い う 条
件 で 、 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の
成 熟 型 の 変 異 体 ； （ ｉ ） （ ｅ ） か ら （ ｈ ） に お い て 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 の フ ラ グ メ ン ト
； お よ び （ ｊ ） （ ｅ ） か ら （ ｉ ） に お い て 記 載 さ れ た 任 意 の 核 酸 分 子 の 相 補 的 分 子 （ comp
lement） 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核
酸 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 を 、 該 対 象 に お い て 該 疾 患 を 処 置 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な 量
で 、 ま た は 持 続 時 間 で 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 対 象 は 疾 患 の 傾 向 が あ る か 、 ま た は 疾
患 を 病 ん で い る と 思 わ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
該 対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 発 現 、 異 常 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ま た は 異 常 生 理 的 相 互
作 用 と 関 連 す る 疾 患 を 処 置 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 疾 患 が 細 胞 ま た は 組 織 の 過 形 成
ま た は 異 常 増 殖 に よ り 特 徴 付 け ら れ 、 該 方 法 が 該 対 象 に お け る 該 疾 患 を 処 置 ま た は 予 防 す
る の に 十 分 な 量 で 治 療 薬 を 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 対 象 が 疾 患 の 傾 向 が あ る か 、 ま た
は 疾 患 を 病 ん で い る と 思 わ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
治 療 薬 が 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 分 子 お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 抗 体 お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 ３ １ に 記 載 の 治 療 物 質 お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
治 療 物 質 が 約 １ ５ ０ ０ Ｄ ａ 以 下 の 分 子 量 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
請 求 項 ４ １ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 容 器 内 に 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 容 器 内 に 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 容 器 内 に 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 発 現 、 異 常 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ま た は 異 常 生 理 的 相 互
作 用 と 関 連 す る 疾 患 の 潜 在 活 性 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 、 該 方 法 は ：
ａ ） 疾 患 の リ ス ク の 増 大 し た 被 検 動 物 を 用 意 す る こ と 、 該 被 検 動 物 は 、 請 求 項 １ に 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド を 組 変 え 的 に 発 現 す る ；
ｂ ） 試 験 化 合 物 を 被 検 動 物 に 投 与 す る こ と ；
ｃ ） 段 階 （ ａ ） の 化 合 物 を 投 与 後 の 該 被 検 動 物 中 の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 測 定 す る こ と
； お よ び
ｄ ） 該 被 検 動 物 中 の 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 、 該 化 合 物 を 投 与 さ れ て い な い 対 照 動 物 中 の 該
ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る こ と ；
該 対 照 動 物 と 比 べ た 該 被 検 動 物 中 の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 変 化 は 、 試 験 化 合 物 が 疾 患 の
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潜 在 活 性 ま た は 素 因 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示 す 、 こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
該 被 検 動 物 が 、 試 験 タ ン パ ク 質 導 入 遺 伝 子 を 発 現 す る か 、 ま た は 野 生 型 被 検 動 物 と 比 較 し
て 増 大 し た レ ベ ル の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 該 導 入 遺 伝 子 を 発 現 す る 組 換 え 被 検 動 物 で あ
り 、 該 プ ロ モ ー タ ー は 該 導 入 遺 伝 子 の 天 然 の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー で な い 、 請 求 項 ４ ９ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
第 １ の 対 象 中 の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 化 レ ベ ル と 関 連 す る 疾 病 の 存 在 ま た は
素 因 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 方 法 は ：
ａ ） 第 １ の 哺 乳 動 物 対 象 由 来 の 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と ； お よ
び
ｂ ） 段 階 （ ａ ） の 試 料 中 の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 、 該 疾 病 を 有 さ な い 、 ま た は 素 因 を 有 さ
な い と 知 ら れ て い る 第 ２ の 哺 乳 動 物 対 象 由 来 の 対 照 試 料 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド の 量 と 比
較 す る こ と 、
対 照 試 料 と 比 較 し て 第 １ の 対 象 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル の 変 化 は 、 該 疾 病 の 存 在 ま
た は 素 因 を 示 す 、 こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
第 １ の 哺 乳 動 物 対 象 中 の 請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 分 子 の 変 化 し た レ ベ ル と 関 連 す る 疾 病 の 存
在 ま た は 素 因 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 方 法 は ：
ａ ） 第 １ の 哺 乳 動 物 対 象 由 来 の 試 料 中 の 核 酸 の 量 を 測 定 す る こ と ； お よ び
ｂ ） 段 階 （ ａ ） の 試 料 中 の 核 酸 の 量 を 、 疾 病 を 有 さ な い 、 ま た は 素 因 を 有 さ な い こ と が 知
ら れ て い る 第 ２ の 哺 乳 動 物 対 象 由 来 の 対 照 試 料 に お い て 存 在 す る 核 酸 の 量 と 比 較 す る こ と
；
対 照 試 料 と 比 較 し た と き の 第 １ の 対 象 中 の 核 酸 の レ ベ ル の 変 化 は 、 疾 病 の 存 在 ま た は 素 因
を 示 す 、 こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
哺 乳 動 物 に お け る 病 態 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 病 変 が 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の
異 常 発 現 、 異 常 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ま た は 異 常 生 理 相 互 作 用 と 関 連 し 、 方 法 が 病 態 を 緩 和 す
る の に 十 分 な 量 で 哺 乳 動 物 に ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 み 、 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番
号 ： ２ の 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 な ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た
は そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
哺 乳 動 物 の 病 態 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 病 変 が Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 発 現 、
異 常 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ま た は 異 常 生 理 的 相 互 作 用 と 関 連 し 、 病 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量
お よ び 持 続 時 間 で 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 抗 体 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
対 象 に お け る 細 胞 の 成 長 を 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 成 長 を 促 進 す る の に 作 用 す る 量 お
よ び 持 続 時 間 で 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を そ れ ら を 必 要 と す る 対 象 に 投 与 す る こ と
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
成 長 が 促 進 さ れ る べ き 細 胞 が 、 傷 の 近 く に あ る 細 胞 、 血 管 系 の 細 胞 、 血 管 新 生 に 関 与 す る
細 胞 、 赤 血 球 新 生 に 関 与 す る 細 胞 、 消 化 管 の 内 壁 に あ る 細 胞 、 お よ び 毛 包 に あ る 細 胞 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
対 象 中 の 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 成 長 が 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 と 関 連 し 、 該 対 象 中 の 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 で 対 象 に 組 成 物 を 投 与 す る
こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
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組 成 物 が Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 切 断 を 阻 害 す る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
組 成 物 が 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 抗 体 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 治 療 物 質 を 含 む 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
成 長 が 阻 害 さ れ る べ き 細 胞 が 、 形 質 転 換 細 胞 、 過 形 成 細 胞 、 腫 瘍 細 胞 、 お よ び 腫 瘍 性 細 胞
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
フ ラ グ メ ン ト が 配 列 番 号 ： ２ の 残 基 ５ ５ ～ ２ １ １ お よ び 配 列 番 号 ： ２ の 残 基 ２ ４ ～ ２ １ １
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ
ン ト 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 ： ２ の 残 基 ５ ５ ～ ２ １ １ お よ び 配 列 番 号 ： ２ の 残 基 ２ ４ ～ ２ １ １ 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 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド 化 す る 核
酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 単 離 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
核 酸 配 列 が 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ６ ３ ～ ６ ３ ３ お よ び 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ
ド ７ ０ ～ ６ ３ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 技 術 分 野 ）
本 発 明 は 、 一 般 に 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 は 、 特 に 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子
フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー に 関 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 本 発 明 の 背 景 ）
サ イ ト カ イ ン で あ る 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） グ ル ー プ は 、 成 長 、 生 存 、 ア ポ ト ー シ
ス 、 運 動 性 お よ び 分 化 の よ う な 多 種 多 様 の 細 胞 機 能 を 調 節 す る 少 な く と も ２ １ の メ ン バ ー
を 含 む 。 プ ロ ト タ イ プ メ ン バ ー が 、 酸 性 Ｆ Ｇ Ｆ （ Ｆ Ｇ Ｆ － １ ） お よ び 塩 基 性 Ｆ Ｇ Ｆ （ Ｆ Ｇ
Ｆ － ２ ） を 含 む タ ン パ ク 質 で あ る Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー は 、 ４ つ の 関 連 す る 受 容 体 チ ロ シ ン キ
ナ ー ゼ に 結 合 す る 。 こ れ ら の 分 子 は 、 細 胞 表 面 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 （ Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ
） と の 高 親 和 性 相 互 作 用 を 経 由 し て シ グ ナ ル を 伝 達 す る 。 こ れ ら の Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 は 、 組 織
培 養 に お い て 大 部 分 の 細 胞 タ イ プ で 発 現 す る 。 リ ガ ン ド 結 合 上 の Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 モ ノ マ ー の
２ 量 体 化 は 、 受 容 体 の リ ン 酸 化 を 導 く キ ナ ー ゼ ド メ イ ン の 活 性 化 に 必 要 で あ る と 報 告 さ れ
て き た 。 ４ つ の Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 の 広 範 な 発 現 パ タ ー ン を 示 す Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 １ （ Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ － １
） は 、 少 な く と も ７ つ の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 部 位 を 含 有 す る 。 多 く の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 は 、
こ れ ら の リ ン 酸 化 部 位 に 対 す る 異 な る 親 和 性 で の 結 合 に よ り 作 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
正 常 成 長 お よ び 正 常 発 生 で の 関 与 に 加 え て 、 既 知 の Ｆ Ｇ Ｆ は ま た 、 癌 を 含 む 病 態 の 発 生 に
お い て 関 係 す る と み な さ れ て き た 。 Ｆ Ｇ Ｆ は 、 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 直 接 的 に 増 強 す る こ と に
よ り 腫 瘍 の 原 因 と な り 得 る 。 例 え ば 、 同 一 細 胞 で の Ｆ Ｇ Ｆ と Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ の 共 発 現 を 介 す る オ
ー ト ク リ ン 成 長 刺 激 は 、 細 胞 の 形 質 転 換 を 導 く と 報 告 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 で あ る 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー に 対 し
て 相 同 性 を 有 す る 新 規 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 の 発 見 に 部 分 的 に 基 づ く 。 線 維 芽
細 胞 成 長 因 子 Ｃ Ｘ （ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ） と 名 付 け ら れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 本 発 明 に 含 ま
れ 、 こ れ ら の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド 化 さ れ た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ス プ ラ イ
ス バ リ ア ン ト 、 Ｓ Ｎ Ｐ 、 フ ラ グ メ ン ト 、 相 同 体 、 類 似 体 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 が 本 発 明
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に お い て 請 求 さ れ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 の 実 施 例 は 配 列 番 号 ： １ で あ り 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ
リ ペ プ チ ド の 実 施 例 は 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の ア ミ
ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ： １ の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
１ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 単 離 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態
様 に お い て は 、 単 離 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 に
お い て 、 本 発 明 は 配 列 番 号 ： ２ の 変 異 体 を 含 み 、 変 異 体 の い く つ か の ア ミ ノ 酸 残 基 に お い
て 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 の １ ％ 、 ２ ％ 、 ３ ％ 、 ５ ％ 、 １ ０ ％ ま た は １ ５
％ 未 満 が 変 更 を 受 け て い る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て は 、 単 離 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ
チ ド は 、 配 列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配
列 番 号 ： ２ に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 の 変 異 体 を 含 む 。 好 ま し く は 、 ア ミ ノ
酸 配 列 の 成 熟 型 の 変 異 体 に お い て 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 の １ ％ 、 ２ ％ 、 ３ ％ 、 ５ ％
ま た は １ ５ ％ 未 満 が 変 更 を 受 け る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 型 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 型 の 変 異 体 の フ ラ グ メ ン ト を 含 む Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の フ
ラ グ メ ン ト 、 な ら び に Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 お よ び １ 塩 基 多 型 に よ り コ ー
ド 化 さ れ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド も 、 本 発 明 に お い て 含 ま れ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ
プ チ ド の 実 施 例 は 、 配 列 番 号 ： ２ の 残 基 ５ ４ ～ ２ １ １ ま た は 配 列 番 号 ： ２ の 残 基 ２ ４ ～ ２
１ １ を 含 む フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 単 離 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 分 子 を 含 む 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 分 子 は
、 上 で 開 示 さ れ た 任 意 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 、 変 異 体 、 ま た は フ ラ グ メ ン ト 、 ま た
は か か る 核 酸 配 列 の い ず れ か に 対 す る 相 補 体 を コ ー ド 化 す る 配 列 を 含 に 得 る 。 １ つ の 実 施
態 様 に お い て 、 配 列 は 、 配 列 番 号 ： １ に お い て 開 示 さ れ た も の を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 に お
い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 は 、 配 列 番 号 ： １ に お い て 与 え ら れ る も の と 異 な る ヌ ク レ オ チ ド
が 取 り 込 ま れ 得 る 配 列 を 含 む 。 好 ま し く は 、 ヌ ク レ オ チ ド の １ ％ 、 ２ ％ 、 ３ ％ 、 ５ ％ 、 １
０ ％ 、 １ ５ ％ 、 ま た は ２ ０ ％ 未 満 が 変 更 を 受 け る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
１ つ の 実 施 態 様 に お い て 、  核 酸 は 、 配 列 番 号 ： ２ の 残 基 ５ ４ ～ ２ １ １ ま た は 配 列 番 号 ：
２ の 残 基 ２ ４ ～ ２ １ １ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド 化 す る 。 核 酸 は 、 例 え ば
、 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ６ ３ ～ ６ ３ ３ ま た は 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド ７ ０ ～
６ ３ ３ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は こ れ ら の 核 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト ま た は 相 補 体 を 含 む 。
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 を 取 り 込 む ベ ク タ ー お よ び 細 胞 は ま た 、 本 発 明 に お い て 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る 任 意 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に
結 合 す る 抗 体 も 含 む 。 様 々 な 実 施 態 様 に お け る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 抗 体 は 、 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 お よ び ／ ま た は ヒ ト 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 は 、 加 え て 、 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ 抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ 核 酸 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 抗 体 を 含 む キ ッ ト も 本 発 明 に お い て 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
い く つ か の 方 法 が 、 本 発 明 に お い て 含 ま れ る 。 例 え ば 、 試 料 中 の 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ
リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る 方 法 が 開 示 さ れ る 。 方 法 は 、 試 料 を ポ リ ペ プ チ ド に
免 疫 特 異 的 に 結 合 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合
す る 抗 体 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る こ と を 含 み 、 か か る 抗 体 が 、 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の
存 在 ま た は 量 を 示 す 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
同 様 に 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る 方 法 を 開 示
す る 。 方 法 は 、 試 料 を 核 酸 分 子 に 結 合 す る プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び 核 酸 分 子 に
結 合 す る プ ロ ー ブ の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る こ と を 含 み 、 か か る プ ロ ー ブ が 試 料 中 の Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 に よ り 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。
方 法 は 、 候 補 物 質 が Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 否 か の 決 定 を 含 む 。 候 補 物 質 の
結 合 は 、 物 質 が Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 結 合 物 質 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 は 、 病 態 の 処 置 に お い て 用 い る 潜 在 的 治 療 物 質 を 同 定 す る 方 法 も 含 む 。 病 態 は 、 例
え ば 、 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 発 現 、 異 常 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ま た は 異 常
生 理 的 相 互 作 用 と 関 係 す る 。 こ の 方 法 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 、 か つ ポ リ
ペ プ チ ド に 基 づ く 性 質 ま た は 機 能 を 有 す る 細 胞 を 用 意 す る こ と ； 用 意 し た 細 胞 を 、 候 補 物
質 を 含 む 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び 対 照 細 胞 と の 比 較 に お い て 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド
に 基 づ く 性 質 ま た は 機 能 を 変 化 さ せ る か 否 か を 決 定 す る こ と を 含 む 。 か か る 物 質 の い ず れ
か が 、 潜 在 的 治 療 物 質 と し て 同 定 さ れ る 。 さ ら に 、 治 療 物 質 は 、 こ の 方 法 で 同 定 さ れ た 任
意 の 潜 在 的 治 療 物 質 を 、 病 態 の 処 置 に お い て 用 い る 治 療 物 質 を 同 定 す る た め の 付 加 試 験 の
対 象 と す る こ と に よ り 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 性 質 ま た は 機 能 が 細 胞 成 長 ま た は 細 胞 増 殖 に 関 与 し 、 物 質
が ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 そ れ に よ り ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 化 を 調 節 す る 。 い く つ か の 実 施
態 様 に お い て は 、 候 補 物 質 は 約 １ ５ ０ ０ Ｄ ａ 以 下 の 分 子 量 を 有 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様
に お い て 、 候 補 物 質 は 抗 体 で あ る 。 本 発 明 は 、 加 え て 、 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る よ う
な 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ る 任 意 の 治 療 物 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の 別 の 重 要 な 態 様 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド と 関 連 す る 疾 患 の 処 置 ま た は 予 防
す る 方 法 に 関 与 す る 。 疾 患 は 、 細 胞 ま た は 組 織 の 不 十 分 な 成 長 ま た は 役 に 立 た な い 成 長 に
よ り 、 ま た は 細 胞 ま た は 組 織 の 過 形 成 ま た は 異 常 増 殖 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 方 法 は 、 該
対 象 の 疾 患 を 処 置 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な 量 お よ び 持 続 時 間 で の 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ
ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 、 ま た は 本 発 明 の 任 意 の 他 の 治 療 物 質 を
対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 有 意 義 な 実 施 態 様 に お い て 、 対 象 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 発 現 、 異 常 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ま た は 異 常 生 理
的 相 互 作 用 と 関 連 す る 疾 患 の 潜 在 活 性 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 も 含 む 。 方 法 は 、 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド を 組 替 え 発 現 し 、 疾 患 に 対 し て
増 加 し た リ ス ク の あ る 被 検 動 物 を 用 意 す る こ と ； 被 検 動 物 に 試 験 化 合 物 を 投 与 す る こ と ；
化 合 物 の 投 与 後 の 被 検 動 物 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 測 定 す る こ と ； お よ び 被 検 動 物 中 の
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 、 化 合 物 を 投 与 さ れ て い な い 対 照 動 物 中 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る こ と を 含 む 。 対 照 動 物 と 比 較 し て 被 検 動 物 中 の ポ リ ペ プ
チ ド の 活 性 で の 変 化 が 存 在 す る と 、 試 験 化 合 物 は 疾 患 の 潜 在 活 性 ま た は 素 因 の モ ジ ュ レ ー
タ ー で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 第 １ の 哺 乳 動 物 対 象 中 の 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ 核 酸 の 変 化 し た レ ベ ル と 関 連 す る 疾 病 の 存 在 ま た は 素 因 を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る
。 方 法 は 、 第 １ の 哺 乳 動 物 対 象 由 来 の 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル ま た は 核 酸 の 量
を 測 定 す る こ と ； 試 料 中 の そ の 量 を 、 疾 病 を 有 さ な い 、 ま た は 素 因 を 有 さ な い と 知 ら れ て
い る 第 ２ の 哺 乳 動 物 対 象 由 来 の 対 照 試 料 中 そ の 量 と 比 較 す る こ と を 含 む 。 対 照 試 料 と 比 較
し て 第 １ の 対 象 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル ま た は 核 酸 の 量 で の 変 化 は 、 疾 病 の 存 在 ま
た は 素 因 を 示 す 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 に よ り 、 哺 乳 動 物 に お い て 病 態 を 処 置 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ こ で 、 病 態 は 、 本
発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 発 現 、 異 常 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 ま た は 異 常 生 理 的 相
互 作 用 に 関 与 す る 。 方 法 は 、 哺 乳 動 物 へ 病 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 で 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド を 投 与 す る こ と を 含 む 。 こ こ で 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９
８ ％ 、 ま た は 実 に ９ ９ ％ 同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 生 物
学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 別 の 関 係 す る 方 法 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 が 、 哺 乳 類
に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 対 象 に お け る 細 胞 成 長 を 促 進 す る 方 法 を 含 む 。 方 法 は 、 細 胞
成 長 の 促 進 に 作 用 す る 量 お よ び 持 続 時 間 で 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド を 対 象 へ 投
与 す る こ と を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 対 象 は ヒ ト で あ り 、 成 長 が 促 進 さ れ る
べ き 細 胞 は 、 傷 の 近 く に あ る 細 胞 、 血 管 系 に お け る 細 胞 、 血 管 新 生 に お い て 含 ま れ る 細 胞
、 赤 血 球 新 生 に お い て 含 ま れ る 細 胞 、 消 化 管 の 内 壁 に あ る 細 胞 、 お よ び 毛 包 に あ る 細 胞 か
ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 対 象 に お け る 細 胞 成 長 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ こ
で 、 成 長 は 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と 関 係 す る 。 こ の 方 法 は 、 細 胞 成 長
を 阻 害 す る 組 成 物 を 対 象 へ 投 与 す る こ と を 含 む 。 非 常 に 重 要 な 実 施 態 様 に お い て 、 組 成 物
は 本 発 明 の 抗 体 ま た は 別 の 治 療 物 質 を 含 む 。 有 意 義 な こ と に 、 対 象 は ヒ ト で あ り 、 成 長 が
阻 害 さ れ る べ き 細 胞 は 、 形 質 転 換 細 胞 、 過 形 成 細 胞 、 腫 瘍 細 胞 、 お よ び 異 常 増 殖 細 胞 か ら
選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
な お 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 組 織 増 殖 と 関 連 す る 疾 患 を 処 置 ま た は 予 防 、 ま た は
進 行 を 妨 げ る 方 法 を 提 供 す る 。 方 法 は 、 か か る 処 置 ま た は 予 防 ま た は 進 行 の 妨 げ が 対 象 中
の 組 織 増 殖 と 関 連 す る 疾 患 を 処 置 、 予 防 、 ま た は 進 行 を 妨 げ る の に 十 分 な 量 で Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
Ｘ 核 酸 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 抗 体 を 望 む 対 象 へ の 投 与 を
含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 分 子 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 を 用 い て 診 断 、 処 置 、 予 防 ま た は 進 行 を
妨 げ ら れ る 組 織 増 殖 と 関 連 す る 疾 患 は 、 上 皮 細 胞 、 例 え ば 、 手 術 後 の 眼 球 前 部 で の 線 維 芽
細 胞 お よ び ケ ラ チ ノ サ イ ト を 含 み 得 る 。 他 の 組 織 増 殖 と 関 連 す る 疾 患 は 、 例 え ば 、 腫 瘍 、
再 狭 窄 、 乾 癬 、 デ ュ ピ ュ イ ト レ ン 拘 縮 （ Dupuytren's contracture） 、 糖 尿 病 合 併 症 、 カ
ポ ジ 肉 腫 、 お よ び 関 節 リ ウ マ チ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
別 段 の 定 義 が な け れ ば 、 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 全 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 本 発
明 が 属 す る 当 分 野 の 通 常 の 知 識 を 有 す る も の に よ り 普 通 に 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味 を 有
す る 。 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る も の と 類 似 ま た は 等 し い 方 法 お よ び 物 質 が 、 本 発 明 の
実 施 ま た は 試 験 に お い て 用 い る こ と が で き る が 、 適 当 な 方 法 お よ び 物 質 は 以 下 に 記 載 さ れ
る 。 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 全 て の 刊 行 物 、 特 許 出 願 、 特 許 、 お よ び 他 の 参 考 文 献 は 、 全 体
と し て 、 参 考 文 献 に よ り 取 り 込 ま れ る 。 矛 盾 の あ る 場 合 は 、 定 義 を 含 む 本 明 細 書 が 支 配 す
る 。 加 え て 、 物 質 、 方 法 、 お よ び 実 施 例 は 、 た だ 例 示 的 な も の で あ り 、 制 限 さ れ る こ と を
意 図 す る も の で な い 。
本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 記 載 お よ び 請 求 項 か ら 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
（ 図 面 の 簡 単 な 説 明 ）
図 １ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の ウ エ ス タ ン 分 析 を 示 す 。 ２ ９ ３ 細 胞 由 来 試 料 （ パ ネ ル Ａ ） ま た は
望 ま し い 構 築 物 で 一 過 性 に 形 質 移 入 し た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 由 来 試 料 （ パ ネ ル Ｂ ） を 、 抗 Ｖ
５ 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン 分 析 に よ り 調 べ た 。 Ｃ Ｍ は 条 件 培 地 、 Ｓ Ｅ は ス ラ ミ ン で 抽 出 し
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た 条 件 培 地 で あ る 。 分 子 量 マ ー カ ー は 左 に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
図 ２ は 、 ２ ９ ３ 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン 分 析 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
図 ３ は 、 E.coli細 胞 に お い て 発 現 さ せ た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ (配 列 番 号 ： ２ )タ ン パ ク 質 の ウ エ ス
タ ン 分 析 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
図 ４ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 特 異 的 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 試 薬 を 用 い た リ ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り
得 た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 分 析 で あ る 。 正 常 ヒ ト 組 織 試 料 由 来 の 標 準 化 Ｒ Ｎ Ａ の 結 果 を パ ネ
ル Ａ に 示 し 、 腫 瘍 細 胞 株 由 来 の 標 準 化 Ｒ Ｎ Ａ の 結 果 を パ ネ ル Ｂ に 示 す 。 手 術 で 直 接 的 に 得
た 腫 瘍 組 織 を 用 い て 得 た 結 果 を 、 パ ネ ル Ｃ お よ び パ ネ ル Ｄ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
図 ５ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 へ の 作 用 に よ り 表 さ れ る 、 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学 的 活 性 を 表 示
す る 。 細 胞 を 、 血 清 飢 餓 状 態 に お き 、 望 ま し い 因 子 と １ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｂ ｒ ｄ
Ｕ 取 込 み ア ッ セ イ に よ り 分 析 し た 。 試 料 は ３ 度 実 行 さ れ た 。 パ ネ ル Ａ は Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ マ ウ
ス 線 維 芽 細 胞 で あ る 。 パ ネ ル Ｂ は Ｃ Ｃ Ｄ － １ ０ ７ ０ ヒ ト 線 維 芽 細 胞 で あ る 。 パ ネ ル Ｃ は Ｃ
Ｃ Ｄ － １ １ ０ ６ ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
図 ６ は 、 細 胞 成 長 へ の 作 用 に よ り 表 さ れ る 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学 的 活 性 を 表 示 す る
。 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 望 ま し い 因 子 を 補 足 し た 無 血 清 培 地 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４ ８ 時
間 後 に カ ウ ン ト し た 。 試 料 は ２ 度 実 行 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
図 ７ は 、 細 胞 形 態 へ の 作 用 に よ り 表 さ れ る 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学 的 活 性 で あ る 。 Ｎ
Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ま た は 対 照 タ ン パ ク 質 と ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ２
５ 倍 の 拡 大 率 で 写 真 撮 影 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
図 ８ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 腫 瘍 化 活 性 を 表 す グ ラ フ で あ る 。 望 ま し い 構 築 物 で 安 定 的 に 形 質
移 入 し た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 胸 腺 欠 損 ヌ ー ド マ ウ ス の 皮 下 組 織 に 注 入 し 、 ２ 週 間 の 期 間
に わ た り 腫 瘍 形 成 に つ い て 調 べ た 。 ４ 匹 の 動 物 の 最 小 値 を そ れ ぞ れ の デ ー タ ポ イ ン ト に 用
い た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
図 ９ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 構 築 物 で 安 定 的 に 形 質 移 入 し た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 皮 下 組 織 へ 注 入
さ れ た 対 照 胸 腺 欠 損 ヌ ー ド マ ウ ス お よ び 胸 腺 欠 損 ヌ ー ド マ ウ ス の 写 真 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
図 １ ０ は 、 還 元 条 件 下 お よ び 非 還 元 条 件 下 で 調 整 さ れ た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 精 製 試 料 の ク ー マ
シ ー ブ ル ー 染 色 し た Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル の イ メ ー ジ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
図 １ １ は 、 ７ ８ ６ － ０ ヒ ト 腎 臓 腺 癌 細 胞 を 用 い て 実 行 し た 投 与 量 タ イ ト レ ー シ ョ ン 実 験 の
結 果 を 提 供 す る 。 こ の 実 験 に お い て 、 種 々 の 量 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ （ 図 ２ １ に お い て ２ ０ ８ ５
８ と し て 表 す ） に よ り 誘 導 さ れ た ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 取 込 み を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
図 １ ２ は 、 イ ン ビ ト ロ で の 病 巣 の 形 成 を 示 す 。 望 ま し い 構 築 物 で 形 質 移 入 し た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ
３ 細 胞 を 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ ５ ％ 子 ウ シ 血 清 中 で ２ 週 間 培 養 し 、 染 色 し て 写 真 撮 影 し た 。 ｐ Ｉ ｇ
κ － Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ 構 築 物 に よ り も た ら さ れ る 病 巣 は 、 多 数 だ が 、 密 集 に 起 因 し て 小 さ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
図 １ ３ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 受 容 体 結 合 特 異 性 を 評 価 す る 実 験 の 結 果 を 示 す 。 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３
細 胞 を 血 清 飢 餓 状 態 に お き 、 望 ま し い 成 長 因 子 （ 四 角 は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ ； 三 角 は ａ Ｆ Ｇ Ｆ
； 丸 は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ） の み 、 ま た は 望 ま し い 可 溶 性 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ と 共 に の い ず れ か で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 ア ッ セ イ に よ り 分 析 し た 。 実 験 を ３ 度 実 行 し 、 成 長 因 子 の み
を 受 け 取 っ た 細 胞 と 比 べ る Ｂ ｒ ｄ Ｕ の 取 込 で の パ ー セ ン ト Ｂ ｒ ｄ Ｕ 増 加 と し て 表 す 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】
図 １ ４ は 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｔ ２ ４ ａ － Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ Ｘ － ｄ ｅ ｌ １ ５ ４ コ ド ン を E.coli菌 株 Ｂ
Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） で 発 現 さ せ た 場 合 に 得 た ア ル ギ ニ ン 上 清 の ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル の イ メ ー ジ を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
図 １ ５ は 、 全 長 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ （ 図 中 で Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ と 表 す ） と 比 較 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 へ の 作
用 に よ り 表 す 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 切 断 型 （ 図 中 で （ ｄ １ ～ ２ ３ ） Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ に よ り 示 す
） の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 。 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 を 血 清 飢 餓 状 態 に お き 、 望 ま し
い 因 子 で １ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 ア ッ セ イ に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
こ の 発 明 は 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド 化 す る 新 規 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 配 列 の 発 見 に 部 分 的 に 基 づ く 。 本 明 細 書 に お い て 開 示
さ れ る 様 に 、 表 示 「 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 」 は 、 核 酸 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ
チ ド 、 お よ び 変 異 体 、 誘 導 体 お よ び そ れ ら の い ず れ か の フ ラ グ メ ン ト 、 な ら び に こ れ ら の
ク ラ ス の 化 合 物 の い ず れ か に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
上 述 し た 様 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 成 長 、 生 存 、 ア ポ ト ー シ ス 、 運 動 性 お よ
び 分 化 の よ う な 多 種 多 様 な 細 胞 機 能 を 制 御 す る (Szebenyi & Fallon (1999) Int. Rev. Cy
tol. 185, 45-106)。 こ れ ら の 分 子 は 、 細 胞 表 面 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 （ Ｆ Ｇ Ｆ
Ｒ ） と の 高 親 和 性 相 互 作 用 を 経 由 し て 細 胞 内 に シ グ ナ ル を 伝 達 す る 。 ４ つ の Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体
が 今 ま で に 同 定 さ れ た (Xu, X., Weinstein, M., Li, C. & Deng, C. (1999) Cell Tissue
 Res. 296, 33-43; Klint, P. & Claesson-Welsh, L. (1999) Front. Biosci. 4, 165-17
7)。 こ れ ら の Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 は 、 組 織 培 養 で の 多 く の 細 胞 タ イ プ で 発 現 す る 。 リ ガ ン ド 結 合
上 の Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 モ ノ マ ー ２ 量 体 化 は 、 受 容 体 の リ ン 酸 化 を 導 く キ ナ ー ゼ ド メ イ ン の 活 性
化 に 必 要 で あ る と 報 告 さ れ て き た 。 ４ つ の Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 の 広 範 な 発 現 パ タ ー ン を 示 す Ｆ Ｇ
Ｆ 受 容 体 １ （ Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ － １ ） は 、 少 な く と も ７ つ の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 部 位 を 含 有 す る 。 多
く の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 は 、 こ れ ら の リ ン 酸 化 部 位 に 異 な る 親 和 性 で 結 合 す る こ と に よ り 作
用 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
Ｆ Ｇ Ｆ は ま た 、 低 親 和 性 に も 関 わ ら ず 、 た い て い の 細 胞 表 面 お よ び 細 胞 外 基 質 （ Ｅ Ｃ Ｍ ）
に 存 在 す る ヘ パ ラ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン （ Ｈ Ｓ Ｐ Ｇ ） に 結 合 す る 。 Ｆ Ｇ Ｆ と Ｈ Ｓ Ｐ Ｇ と
の 相 互 作 用 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ ／ Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ 相 互 作 用 を 安 定 さ せ 、 か つ Ｆ Ｇ Ｆ を 隔 離 し て そ れ ら を 分
解 か ら 守 る た め に 働 く (Szebenyi, G. & Fallon, J. F. (1999))。 成 長 促 進 能 力 に 起 因 す
る た め 、 Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の １ メ ン バ ー で あ る Ｆ Ｇ Ｆ － ７ は 現 在 、 化 学 療 法 に よ り 誘 導 さ
れ た 粘 膜 炎 （ mucositis） の 処 置 の た め の 臨 床 試 験 中 で あ る (Danilenko, D. M. (1999) To
xicol. Pathol. 27, 64-71)。
【 ０ ０ ４ ４ 】
正 常 成 長 お よ び 正 常 発 生 に お い て 関 与 す る こ と に 加 え て 、 既 知 の Ｆ Ｇ Ｆ は ま た 、 癌 を 含 む
病 態 の 発 生 に 関 係 し て き た (Basilico, C & Moscatelli, D. (1992) Adv. Cancer Res. 59
, 115-165)。 Ｆ Ｇ Ｆ は 、 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 直 接 的 に 増 強 す る こ と に よ る 腫 瘍 の 原 因 で あ り
得 る 。 例 え ば 、 同 一 細 胞 で の Ｆ Ｇ Ｆ と Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ の 共 発 現 を 介 す る オ ー ト ク リ ン 成 長 刺 激 は
、 細 胞 の 形 質 転 換 を 導 く (Matsumoto-Yoshitomi, et al. (1997) Int. J. Cancer 71, 442
-450)。 同 じ く 、 変 異 ま た は 転 位 を 経 由 す る Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ の 常 時 活 性 化 は 、 無 調 節 の 増 殖 を 導
く (Lorenzi, et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93, 8956-8961; Li, et al. 
(1997) Oncogene 14, 1397-1406)。 さ ら に 、 い く つ か の Ｆ Ｇ Ｆ は 血 管 原 性 で あ る (Gerwins
, et al. (2000) Crit. Rev. Oncol. Hematol. 34, 185-194)。 か か る Ｆ Ｇ Ｆ は 、 腫 瘍 成
長 を 維 持 す る た め に 必 要 と さ れ る 血 液 供 給 の 発 達 を 促 進 す る こ と に よ り 腫 瘍 形 成 過 程 の 原
因 と な り 得 る 。 驚 く こ と で は な い が 、 少 な く と も １ つ の Ｆ Ｇ Ｆ が 現 在 、 癌 療 法 の 潜 在 的 標
的 と し て 研 究 中 で あ る (Gasparini (1999) Drugs 58, 17-38)。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
出 生 時 マ ウ ス お よ び 成 長 マ ウ ス の 脳 で の Ｆ Ｇ Ｆ お よ び そ れ ら の 受 容 体 の 発 現 は 調 べ ら れ て
き た 。 Ｆ Ｇ Ｆ － ４ を 除 く 全 て の Ｆ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ は 、 こ れ ら の 組 織 に
お い て 検 出 さ れ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － ３ 遺 伝 子 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ６ 遺 伝 子 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ７ 遺 伝 子 お よ び Ｆ Ｇ
Ｆ － ８ 遺 伝 子 は 、 出 生 後 の 期 間 よ り も 胚 後 期 に お い て よ り 高 い 発 現 を 示 す 。 こ の こ と は 、
こ れ ら の メ ン バ ー が 脳 発 生 の 後 期 に お い て 関 与 す る こ と を 示 す 。 対 照 的 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － １ お
よ び Ｆ Ｇ Ｆ － ５ の 発 現 は 、 出 生 後 増 加 し た 。 特 に 、 出 生 時 マ ウ ス で の Ｆ Ｇ Ｆ － ６ 発 現 が 、
胚 の 大 脳 発 生 の は あ る が 、 ５ 日 目 の 新 生 児 の 小 脳 の は な い 強 力 な シ グ ナ ル を 有 す る 中 枢 神
経 系 お よ び 骨 格 筋 に 限 ら れ る こ と が 報 告 さ れ て き た 。 Ｆ Ｇ Ｆ － ６ の 同 族 受 容 体 で あ る Ｆ Ｇ
Ｆ 受 容 体 （ Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ） ４ は 、 類 似 の 時 空 発 現 を 示 す 。 こ の こ と は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ６ お よ び Ｆ Ｇ
Ｆ － ４ が 神 経 系 の 成 熟 に お い て リ ガ ン ド 受 容 体 シ ス テ ム と し て 重 要 な 働 き を す る こ と を 示
す 。 Ozawa等 に よ る と 、 こ れ ら の 結 果 は 、 様 々 な Ｆ Ｇ Ｆ お よ び そ れ ら の 受 容 体 が 、 神 経 の
前 駆 細 胞 の 増 殖 お よ び 遊 走 、 神 経 細 胞 の 分 化 お よ び グ リ ア 細 胞 の 分 化 、 神 経 突 起 伸 長 、 お
よ び シ ナ プ ス 形 成 の よ う な 脳 の 様 々 な 発 生 過 程 の 制 御 に お い て 関 与 す る こ と を 強 く 示 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
Ｆ Ｇ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー は 、 Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ （ Ｆ Ｇ
Ｆ Ｒ Ｔ Ｋ ） フ ァ ミ リ ー お よ び Ｆ Ｇ Ｆ 受 容 体 ヘ パ ラ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン （ Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ Ｈ Ｓ
） フ ァ ミ リ ー を 含 む 。 こ れ ら の メ ン バ ー は 、 活 性 化 お よ び 特 異 的 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ シ グ ナ ル 伝 達 複
合 体 を 制 御 す る 。 こ れ ら の 制 御 活 性 化 は 、 哺 乳 動 物 の 幅 広 い レ ン ジ の 器 官 お よ び 組 織 、 お
よ び 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組 織 の 両 方 に お い て 多 様 化 さ れ る 。 制 御 さ れ た 選 択 的 メ ッ セ ン ジ
ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） ス プ ラ イ シ ン グ お よ び 変 異 体 サ ブ ド メ イ ン の 組 合 せ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ
Ｔ Ｋ モ ノ マ ー の 多 様 性 を 生 じ る 。 ２ 価 の 陽 イ オ ン は 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ Ｈ Ｓ と 協 力 し 、 キ ナ ー ゼ 活
性 の 抑 制 を 引 き 起 こ し 、 Ｆ Ｇ Ｆ に よ る Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ 複 合 体 の 適 当 な 活 性 化 を 促 進 す る 、 Ｆ Ｇ Ｆ
Ｒ Ｔ Ｋ ト ラ ン ス リ ン 酸 化 を 高 次 構 造 的 に 制 限 す る 。 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ Ｔ Ｋ に お け る 異 な る
点 変 異 が 、 全 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ 複 合 体 の Ｆ Ｇ Ｆ 依 存 性 活 性 で の 段 階 的 な 増 加 に よ る 頭 蓋 顔 面 異 常 お
よ び 骨 格 異 常 の 段 階 的 な 重 傷 を 一 般 に 引 き 起 こ す こ と は 知 ら れ て い る 。 Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー
が 重 大 な 作 用 を 発 揮 す る 他 の 過 程 は 、 肝 臓 成 長 お よ び 肝 臓 機 能 、 お よ び 前 立 腺 腫 瘍 の 進 行
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
別 の Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー で あ る グ リ ア 細 胞 活 性 化 因 子 （ Ｇ Ａ Ｆ ） は 、 ヒ ト 神 経 膠 腫
細 胞 株 の 培 養 上 清 か ら 精 製 さ れ た ヘ パ ラ ン 結 合 成 長 因 子 で あ る 。 Miyamoto et al. 1993, 
Mol Cell Biol 13(7): 4251-4259を 参 照 さ れ た い 。 Ｇ Ａ Ｆ は 、 他 の 既 知 の 成 長 因 子 の も の
と は 若 干 異 な る 活 性 の ス ペ ク ト ル を 示 し 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ と 名 付 け ら れ る 。 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － ９ ｃ
Ｄ Ｎ Ａ は 、 ２ ０ ８ ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 。 Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン
バ ー に 対 す る 配 列 類 似 性 は 、 約 ３ ０ ％ で あ る と 推 定 さ れ た 。 他 の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に お
い て 見 ら れ る ２ つ の シ ス テ イ ン 残 基 お よ び 他 の 共 通 配 列 も 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ 配 列 に お い て よ く
保 存 さ れ て い た 。 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ は 、 酸 性 Ｆ Ｇ Ｆ お よ び 塩 基 性 Ｆ Ｇ Ｆ 中 の も の の 様 な Ｎ 末 端 中
の 典 型 的 シ グ ナ ル 配 列 を 有 さ な い と 分 か っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
酸 性 Ｆ Ｇ Ｆ お よ び 塩 基 性 Ｆ Ｇ Ｆ は 、 通 常 の 方 法 で 細 胞 か ら 分 泌 さ れ な い こ と は 知 ら れ て い
る 。 し か し な が ら 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ は 、 典 型 的 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く に も か か わ ら ず ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
形 質 移 入 さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら 効 率 的 に 分 泌 さ れ る こ と が 分 か っ た 。 そ れ は 、 細 胞 培 地 に
お い て も っ ぱ ら 検 出 さ れ る こ と が で き た 。 分 泌 タ ン パ ク 質 は 、 開 始 メ チ オ ニ ン を 除 く ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 に よ り 予 測 さ れ る も の に 関 し て 、 Ｎ 末 端 で ア ミ ノ 酸 残 基 を 失 っ て い な い 。 ラ ッ ト
Ｆ Ｇ Ｆ － ９ ｃ Ｄ Ｎ Ａ も ク ロ ー ン 化 さ れ 、 構 造 分 析 は Ｆ Ｇ Ｆ － ９ 遺 伝 子 が 非 常 に 保 存 さ れ て
い る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
デ ー タ ベ ー ス 検 索 を 用 い て 、 染 色 体 ８ ｐ ２ ２ ～ ２ １ ． ３ 由 来 の ヒ ト 配 列 （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ
　 Ａ Ｂ ２ ０ ８ ５ ８ ） は ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ に 相 同 す る と 同 定 さ れ た 。 Kirikosh
i et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 274: 337-343, 2000, PMID 10913340を 参 照
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さ れ た い 。 ヒ ト 配 列 に 対 し て 設 計 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 大 腸 癌 細 胞 株 お よ び
胃 癌 細 株 由 来 の 重 複 Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し た 。 Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ の ３ つ の 予 測 エ キ ソ ン は
、 Ｆ Ｇ Ｆ コ ア ド メ イ ン を 含 有 す る 推 定 ２ １ １ ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る 。 予 測 分
子 量 は 、 ２ ３ ｋ Ｄ ａ で あ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ コ ア ド メ イ ン に お い て 強 疎 水 性 領 域 お
よ び Ｎ 末 端 に て 弱 疎 水 性 領 域 を 含 有 す る 。 Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 ま た は 潜 在 的 Ｎ グ リ コ シ ル
化 部 位 は 、 同 定 さ れ て い な い 。 Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ ９ お よ び Ｆ Ｇ Ｆ １ ６ と そ れ ぞ れ ７ １
． ６ ％ お よ び ６ ６ ． ２ ％ の 全 体 的 ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 共 有 す る 。 Kirikoshi et al. (20
00)は 、 系 統 学 的 解 析 か ら 、 Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ 、 Ｆ Ｇ Ｆ ９ 、 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ １ ６ が 哺 乳 類 Ｆ Ｇ Ｆ フ
ァ ミ リ ー 間 の サ ブ フ ァ ミ リ ー を 形 成 す る と 結 論 付 け た 。 ２ ０ の 成 人 お よ び 胎 児 組 織 、 お よ
び ８ つ の 癌 細 胞 株 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い て 、 Kirikoshi et al. (2000)は 、 ２ ．
４ ～ ｋ ｂ の Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ 転 写 物 を 大 腸 癌 細 胞 株 Ｓ Ｗ ４ ８ ０ に お い て の み 検 出 し た 。 Ｒ Ｔ － Ｐ
Ｃ Ｒ は 、 Ｓ Ｗ ４ ８ ０ 細 胞 に お い て Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ の 大 量 発 現 を 確 認 し 、 ヒ ト 胎 児 脳 、 胎 児 肝 臓
、 胎 児 腎 臓 、 お よ び 胃 癌 細 胞 株 に お い て 低 レ ベ ル の 発 現 を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
Kirikoshi et al. (2000)は 、 染 色 体 ８ ｐ ２ ２ ～ ｐ ２ １ ． ３ 領 域 は 、 ヒ ト 癌 に お い て ヘ テ
ロ 接 合 性 喪 失 頻 繁 部 位 で あ る こ と に 気 付 い た 。
本 発 明 は 、 新 規 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ な ら び に そ の 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 提 供 す る 。 こ の 遺 伝 子 の タ ン
パ ク 質 産 物 は 、 成 長 刺 激 性 お よ び 発 現 性 を 示 す 。 さ ら に 、 Ｆ Ｇ Ｆ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 過 剰 発 現 が 、
あ る 特 定 の 癌 細 胞 株 に お い て 見 つ か っ た 。 こ れ ら の 知 見 は 、 新 規 Ｆ Ｇ Ｆ が ヒ ト の 悪 性 腫 瘍
の 処 置 で 優 れ た 標 的 と し て 働 く こ と に よ り 有 用 で あ り 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 発 明 は ま た 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 成 熟 型 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 成 熟 型 の 変
異 体 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 成 熟 型 の フ ラ グ メ ン ト お よ び Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド
変 異 体 の 成 熟 型 の フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び そ れ ら ポ リ ペ プ チ ド お よ び フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド
化 す る 核 酸 を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 様 に 、 本 発 明 に お い て 開 示 さ れ た Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 「 成 熟 」 型 は 、 天 然 に 存 在 す る ポ リ ペ
プ チ ド 、 前 駆 体 型 、 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 、 実 施 例 に 限 定 さ れ な い で 、 対 応 す る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド
化 さ れ た 全 長 遺 伝 子 産 物 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 成 熟 型 は 、 本 明 細 書 に お
い て 記 載 さ れ る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に よ り コ ー ド 化 さ れ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ
プ チ ド 、 前 駆 体 、 プ ロ タ ン パ ク 質 を 含 む 。 産 物 「 成 熟 」 型 は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 産 物 が 生 じ
る 細 胞 、 ま た は 宿 主 細 胞 内 で 起 こ り 得 る １ ま た は そ れ 以 上 の 天 然 に 存 在 す る プ ロ セ ッ シ ン
グ ス テ ッ プ の 結 果 と し て 生 じ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 「 成 熟 」 型 を 導 く 、 か か る プ ロ セ ッ シ ン グ ス テ ッ プ の 実
施 例 は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 開 始 コ ド ン に よ り コ ー ド 化 さ れ た 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 性 の 切 断
を 含 む 。 従 っ て 、 残 基 １ ～ Ｎ を 有 す る （ こ こ で 、 残 基 １ は Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン で あ る ） Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ 前 駆 体 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 の
除 去 後 残 存 す る Ｎ を 介 す る 残 基 ２ を 有 す る Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン で あ る 。 ま た は 、 残 基 １ ～ Ｎ
（ こ こ で 、 残 基 １ ～ Ｍ の Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 は 切 断 さ れ て い る 。 ） を 有 す る 前 駆 体 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 か ら 生 じ る 成 熟 型 は 、 残 存 す る 残 基 Ｎ に 対 す る 残 基 Ｍ ＋ １ 由 来 の
残 基 を 有 す る 。 加 え て 、 「 成 熟 」 タ ン パ ク 質 ま た は フ ラ グ メ ン ト は 、 開 始 メ チ オ ニ ン の 除
去 ま た は シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 除 去 以 外 の 切 断 現 象 か ら 生 じ 得 る 。 本 明 細 書 に お い て さ ら に
用 い ら れ る 様 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 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 性 切 断 現 象 以 外 の 翻 訳 後 修 飾 の ス テ ッ プ か ら 生 じ 得 る 。 か か る 別 の 過 程 は 、 実 施 例
に 限 定 さ れ な い で 、 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 は 、 こ れ ら 過 程 の １ つ の み の 働 き 、 ま た は そ れ ら の い ず れ
か の 組 合 せ か ら 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 様 に 「 同 一 」 残 基 は 、 ２ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 等 し い ヌ ク レ オ
チ ド 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 が 同 一 残 基 で あ る ２ つ の 配 列 間 比 較 に お け る 、 そ れ ら の 残 基
に 対 応 す る 。 残 基 は 代 わ り に 、 ア ラ イ ン メ ン ト の ２ 配 列 間 比 較 が 、 比 較 に お い て 等 し い 位
置 に あ る 残 基 が 以 下 で 定 義 さ れ る 同 一 ア ミ ノ 酸 ま た は 保 存 ア ミ ノ 酸 の い ず れ か で あ る こ と
を 示 す と 、 「 類 似 」 ま た は 「 ポ ジ テ ィ ブ 」 と し て 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 一 部 を コ ー ド 化 す る 単 離 核
酸 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 、 こ れ ら の 核 酸 を 含 有 す る ベ ク タ ー 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 で
形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 、 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 抗 体 、 お よ び 医 薬 組 成 物 が 、 本 発 明 に お い て 含
ま れ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を 生 成 す る 方 法 、 な ら び に ス ク リ ー ニ ン グ 、 診 断 、 こ れ ら の 化 合 物
を 用 い る 状 態 を 処 置 す る 方 法 、 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 も 、 開 示 さ れ る 。 以 下 の 表 Ａ は 、 本 発 明 を 通 じ て 用 い ら れ る 配 列
記 述 子 を 表 す 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
表 Ａ
【 表 １ 】

10

(16) JP 2005-500035 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
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本 明 細 書 に お い て 話 題 に す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
Ｘ 抗 体 、 治 療 物 質 お よ び 医 薬 組 成 物 は 、 と り わ け 組 織 増 殖 関 連 疾 患 の 処 置 に お い て 有 用 で
あ る 。 こ れ ら の 組 織 増 殖 関 連 疾 患 は 、 上 皮 細 胞 、 例 え ば 、 手 術 後 の 眼 球 前 部 で の 線 維 芽 細
胞 お よ び ケ ラ チ ノ サ イ ト に 作 用 す る 疾 患 を 含 み 得 る 。 他 の 組 織 増 殖 関 連 疾 患 は 、 例 え ば 、
腫 瘍 、 再 狭 窄 、 乾 癬 、 デ ュ ピ ュ イ ト レ ン 拘 縮 、 糖 尿 病 合 併 症 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 お よ び 関 節 リ
ウ マ チ を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 に お い て 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ２ ０ Ｘ （ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ） （ 表 １ ； 配 列 番 号 ： １ を 参
照 ） と 名 付 け ら れ た 新 規 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号
： １ ） が 含 ま れ る 。 こ の コ ー ド 配 列 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に お い て 同 定 さ れ た 。 開 示
さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 ２ １ １ ア ミ ノ 酸 残 基 （ 配 列 番 号 ： ２ ） を 有 す る と 予 測 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド 化 す る ６ ３ ３ 塩 基 を 有 す る 。 表 １ お よ び 配 列 番 号 ： ２ に お い て 示 さ れ た 配
列 に 基 づ く Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 予 測 分 子 量 は 、 ２ ３ ４ ９ ８ ． ４ Ｄ ａ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
表 １
表 １ は 、 本 発 明 の 新 規 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 （ 配 列 番 号 ： １ ） お よ び 翻 訳 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） の 表 示 で あ る (Ｃ Ｇ ５ ３ １
３ ５ － ０ １ ま た は 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 Ａ Ｂ ０ ２ ０ ８ ５ ８ と し て も 言 及 さ れ る ） 。
【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ５ ９ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 配 列 を 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ 検 索 で の ク エ リ ー ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と し て 用 い て
、 関 連 核 酸 配 列 を 同 定 し た 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 成 長 因
子 ９ （ Ｆ Ｇ Ｆ － ９ ） （ ５ ４ ３ の う ち ３ ９ ２ 塩 基 同 一 、 ま た は ７ ２ ％ 同 一 ； Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ
受 託 番 号 Ｓ ８ ２ ０ ２ ３ ） お よ び グ リ ア 細 胞 活 性 化 因 子 （ Ｇ Ａ Ｐ ） を コ ー ド 化 す る ヒ ト Ｄ Ｎ
Ａ （ ５ ５ ４ の う ち ３ ８ ５ 塩 基 同 一 、 ま た は ６ ９ ％ ； Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ｅ ０ ５ ８ ２ ２
、 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ と も 称 さ れ る ） に 対 し て 高 類 似 性 を 有 す る 。 加 え て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 名 称
「 Glia-Activating Factor And Its Production」 の 日 本 国 特 許 番 号 ： Ｊ Ｐ １ ９ ９ ３ ３ ０
１ ８ ９ ３ で Naruo等 に よ り 開 示 さ れ た Ｇ Ａ Ｆ 配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ） に 対 し て 同 程 度 の 同 一
性 （ ４ ２ ４ の う ち ３ １ １ 塩 基 同 一 、 ま た は ７ ３ ％ 同 一 ） を 有 す る と 判 明 し た （ 表 ２ を 参 照
） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
表 ２
表 ２ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ 様 グ リ ア 細 胞 活 性 化 因 子 （ Ｇ Ａ Ｆ ） 配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ） を 有 す る 配
列 番 号 ： １ の 核 酸 配 列 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
ゲ ノ ム 探 索 に よ り 同 定 さ れ た オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ ） が 正 し い こ と を 示
す た め に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 用 い て 、 予 測 ゲ ノ ム ク ロ ー ン に 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 た 。 得 ら れ
た 産 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 予 測 遺 伝 子 の も の と 正 確 に 一 致 す る （ 実 施 例 １ を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
表 ３ は 、 ヒ ト 染 色 体 ８ の 伸 長 ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン ト （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 託 番 号 Ａ Ｂ ０ ２ ０ ８
５ ８ ） で あ る ３ つ の 非 連 続 セ グ メ ン ト （ そ れ ぞ れ 、 表 ３ Ａ ～ 表 ３ Ｃ の 配 列 番 号 ： ６ ～ ８ ）
を 有 す る 配 列 番 号 ： １ の 核 酸 配 列 の 相 補 鎖 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
表 ３ Ａ
【 表 ４ 】
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【 ０ ０ ６ ４ 】
表 ３ Ｂ
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
表 ３ Ｃ
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ６ 】
ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド 化 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ Ｘ （ 本
明 細 書 に お い て Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ま た は Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ Ｘ と 名 付 け る ） 、 な ら び に ヒ ト Ｆ Ｇ
Ｆ － ９ お よ び ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － １ ６ （ そ れ ぞ れ 、 ８ ０ ％ 、 ７ ０ ％ お よ び ６ ４ ％ ア ミ ノ 酸 同 一 性
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で あ る ； 表 ４ お よ び 表 ５ を 参 照 ） に 非 常 に 密 接 に 関 係 す る 。 Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ と の 高 相 同 性
に 基 づ き 、 本 発 明 の 開 示 に お い て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 は 、 そ の ヒ ト の オ ル ソ ロ グ を 表 す と 分
か り 、 本 明 細 書 に お い て Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ と 名 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
加 え て 、 Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 間 で 保 存 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 表 ４ お よ び 表 ５ と し
て 表 さ れ る ア ラ イ ン メ ン ト に よ り 示 さ れ る 様 に 、 変 化 に 対 す る 影 響 を 多 少 受 け る と 予 測 さ
れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 す な わ
ち 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ お よ び Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 、 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 相 同 体 中 に 典 型 的
保 存 領 域 の 少 な く と も １ つ の ド メ イ ン を 含 有 し 得 る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 保 存 ド メ イ ン は 、
変 異 の 影 響 を 受 け に く い で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例 え ば 、 保 存 さ れ
て い な い も の 、 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 の メ ン バ ー の う ち 半 分 の み 保 存 さ れ た も の ） は 、
活 性 に 対 し て 本 質 的 で な い か も し れ な く 、 従 っ て 変 異 の 影 響 を よ り う け や す い で あ ろ う 。
黒 、 グ レ ー お よ び 白 は 、 そ れ ぞ れ ア ラ イ ン メ ン ト で の 同 一 残 基 、 保 存 残 基 お よ び 非 保 存 残
基 を 表 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
表 ４
表 ４ ． 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： ２ ） を 有 す る ４ つ の 脊 椎 動 物 Ｆ Ｇ Ｆ
様 タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： ９ ～ １ ２ ） の Ｃ ｕ ｌ ｓ ｔ ａ ｌ Ｗ ア ラ イ ン メ ン ト
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ９ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を 、 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － ９ 、 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － １ ６ お よ び ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ （ そ れ ぞ れ 、 受 託 番 号 Ｄ １ ４ ８ ３ ８ 、 Ａ Ｂ ０ ０ ９ ３ ９ １ お よ び Ａ Ｂ ０ １ ２ ６ １ ５ ） で
ア ラ イ ン メ ン ト し た 。 Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ａ ｌ Ｗ を 、 表 ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
表 ５ ． 他 の ３ つ の Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー で の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ａ ｌ Ｗ ア ラ イ
ン メ ン ト
【 表 ８ 】
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【 ０ ０ ７ １ 】
ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － ９ （ 配 列 番 号 ： ９ ） を 有 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２
） の 最 初 の ２ ０ ８ ア ミ ノ 酸 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ ア ラ イ ン メ ン ト を 、 表 ６ に 示 す 。 グ リ ア 細 胞 活
性 化 因 子 前 駆 体 （ Ｇ Ａ Ｆ ） （ 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ９ ） に つ い て の Ｓ Ｗ Ｉ Ｓ Ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｔ 受 託
番 号 Ｐ ３ １ ３ ７ １ ； Miyamoto et al. 1993 Mol. Cell. Biol. 13:4251-4259； お よ び Naru
o et al. 1993 J. Biol. Chem. 268:2857-2864を 参 照 さ れ た い 。 ポ ジ テ ィ ブ 残 基 は 、 整 列
さ せ た と き の 比 較 配 列 の 同 一 関 連 部 位 で の 同 一 ア ミ ノ 酸 残 基 （ 「 ｜ 」 ） ま た は 保 存 ア ミ ノ
酸 残 基 （ 「 ＋ 」 ） の い ず れ か で あ る 残 基 を 含 む 。 以 下 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
表 ６ は 、 同 一 残 基 （ 「 ｜ 」 ） お よ び ポ ジ テ ィ ブ 残 基 （ 「 ＋ 」 ） を 示 す 、 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － ９ （
配 列 番 号 ： ９ ） で の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ ア ラ
イ ン メ ン ト で あ る 。
【 表 ９ 】
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【 ０ ０ ７ ３ 】
マ ウ ス Ｆ Ｇ Ｆ － ９ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） お よ び ラ ッ ト Ｆ Ｇ Ｆ － ９ （ 配 列 番 号 ： １ １ ） 配 列 を
有 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： １ か ら 翻 訳 さ れ た 配 列 番 号 ： ２ ） の 最 初 の
２ ０ ８ ア ミ ノ 酸 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｘ ア ラ イ ン メ ン ト を 、 そ れ ぞ れ 表 ７ お よ び 表 ８ に 示 す 。 マ ウ
ス Ｆ Ｇ Ｆ － ９ に つ い て 、 グ リ ア 細 胞 活 性 化 因 子 前 駆 体 （ Ｇ Ａ Ｆ ） （ 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ９
） の Ｓ Ｗ Ｉ Ｓ Ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｔ 受 託 番 号 Ｐ ５ ４ １ ３ ０ 、 Santos-Ocampo et al., 1996　 J. Biol.
 Chem. 271:1726-1731； お よ び 、 ラ ッ ト Ｆ Ｇ Ｆ － ９ に つ い て 、 グ リ ア 細 胞 活 性 化 因 子 前 駆
体 （ Ｇ Ａ Ｆ ） （ 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ９ ） （ Ｆ Ｇ Ｆ － ９ ） の Ｓ Ｗ Ｉ Ｓ Ｓ Ｐ Ｒ Ｏ Ｔ 受 託 番 号 Ｐ
３ ６ ３ ６ ４ 、 Miyamoto, 1993 Mol. Cell. Biol. 13:4251-4259を 参 照 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
表 ７ は 、 同 一 残 基 （ 「 ｜ 」 ） お よ び ポ ジ テ ィ ブ 残 基 （ 「 ＋ 」 ） を 示 す 、 マ ウ ス Ｆ Ｇ Ｆ － ９
（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） で の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｘ
ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
表 ８ は 、 同 一 残 基 （ 「 ｜ 」 ） お よ び ポ ジ テ ィ ブ 残 基 （ 「 ＋ 」 ） を 示 す 、 ラ ッ ト Ｆ Ｇ Ｆ － ９
（ 配 列 番 号 ： １ １ ） で の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｘ
ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ６ 】
表 ６ ～ ９ に お い て 棒 （ 「 ｜ 」 ） に よ り 示 さ れ た 様 に 、 全 ３ 種 の Ｆ Ｇ Ｆ － ９ 配 列 は 、 ７ ０ ％
の 全 体 的 配 列 同 一 性 に つ い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ （ 配 列 番 号 ： ２ ） と ２ ０ ８ の う ち １ ４ ７ 残 基
同 一 を 有 す る 。 加 え て 、 ２ ０ ８ の う ち １ ７ ０ 残 基 が 、 ８ １ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 残 基 の 全 体 的 パ
ー セ ン テ ー ジ に つ い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の 配 列 に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ で あ る
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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全 長 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： ２ ） を ま た 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） で の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｘ に り 整 列 さ せ た 。 表 ９ に 示 す 様 に 、 ア フ リ カ ツ
メ ガ エ ル Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ と 比 較 し て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 ２ １ １ の う ち １ ７ ０ （ ８ ０ ％ ） 同
一 残 基 、 お よ び ２ １ １ の う ち １ ８ ９ （ ８ ９ ％ ） ポ ジ テ ィ ブ 残 基 を 有 す る 。 ア フ リ カ ツ メ ガ
エ ル Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が 、 プ ロ ー ブ と し て 哺 乳 動 物 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ に 基 づ く プ ラ イ マ ー で 実 施 し
た 変 性 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 用 い る 尾 芽 ス テ ー ジ で 調 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 最 近 得 ら
れ た 。 Koga et al., 1999 Biochem Biophys Res Commun 261(3):756-765を 参 照 さ れ た い
。 Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 ２ ０ ８ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ フ
ァ ミ リ ー の モ テ ィ ー フ 特 性 を 含 有 す る 。 Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － ９ に 対 し て ７ １ ．
３ ％ 全 体 類 似 性 を 有 す る が 、 そ の ア ミ ノ 末 端 領 域 （ ３ ３ ． ３ ％ 類 似 ） に お い て Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ －
９ と 異 な る 。 こ の こ と は 、 ヒ ト を 含 む （ 上 記 参 照 ） 様 々 な 哺 乳 動 物 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ お よ び Ｆ Ｇ
Ｆ － １ ６ 配 列 に 関 し て 、 本 発 明 に お い て 開 示 さ れ る 配 列 番 号 ： ２ に つ い て 見 ら れ 類 似 性 に
似 て い る 。 表 ４ 、 ５ お よ い ｂ ７ ～ ９ を 参 照 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
表 ９ は 、 同 一 残 基 （ 「 ｜ 」 ） お よ び ポ ジ テ ィ ブ 残 基 （ 「 ＋ 」 ） を 示 す 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ
ル Ｆ Ｇ Ｆ － ９ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） で の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） の
Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｘ ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
別 の Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ 変 異 体 が 実 施 例 に お い て 記 載 の 様 に ク ロ ー ン 化 さ れ 、 同 定 さ れ た 。 Ｂ Ｌ
Ａ Ｓ Ｔ Ｎ お よ び Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ 解 析 を 、 ２ つ の 変 異 体 、 特 に Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ お よ び Ｃ
Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ に つ い て 実 施 し た 。 高 ス コ ア が 、 本 発 明 の 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ２ ０ 様
遺 伝 子 の 配 列 を 用 い る 、 日 付 ０ ６ ／ １ ２ ／ ０ １ の Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 合 成 物 （ Ｈ Ｔ Ｇ で は な い
） の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ 検 索 に よ り 決 定 さ れ た 様 に 、 一 致 す る 。 高 ス コ ア が 、 本 発 明 の 線 維 芽 細
胞 成 長 因 子 ２ ０ 様 タ ン パ ク 質 の 配 列 を 用 い る Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ 検 索 （ 日 付 ０ ６ ／ １ ２ ／ ０ １ の
非 重 複 合 成 物 に 対 す る ） に よ り 決 定 さ れ た 様 に 、 一 致 す る 。 結 果 を 、 そ れ ぞ れ 、 表 １ ０ お
よ び １ １ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
表 １ ０ ． Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ 変 異 体 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ お よ び Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ 結
果
【 表 １ ３ 】

10

20

30

40

(24) JP 2005-500035 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
表 １ １ ． Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ 変 異 体 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ お よ び Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ 結
果
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
表 １ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 、 小 胞 体 の 膜 お よ び ミ ク ロ ボ デ ィ ー （ ペ ル オ
キ シ ソ ー ム ） の 膜 を 介 す る 局 在 化 に つ い て 高 確 率 を 有 す る よ う に プ ロ グ ラ ム Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｔ に
よ り 予 測 す る 。 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ お よ び Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を
、 小 胞 体 （ 膜 ） に 存 在 す る 確 率 ０ ． ８ ５ ０ ０ を 有 す る よ う に 、 Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ に よ り 予 測 す る
。 こ れ に 代 わ る 実 施 態 様 に お い て 、 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ お よ び Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 確 率 ０ ． ７ ９ ０ ０ で 細 胞 膜 、 確 率 ０ ． ７ ４ ７ ８ で ミ ク ロ ボ デ ィ ー （
ペ ル オ キ シ ソ ー ム ） 、 ま た は 確 率 ０ ． １ ０ ０ で ミ ト コ ン ド リ ア の 内 膜 に 位 置 す る 。 Ｃ Ｇ ５
３ １ ３ ５ － ０ ２ お よ び Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 、 ア ミ ノ 酸 残 基 ６ ２ ～
７ ８ （ ６ ０ ～ ８ １ ） の 間 の 膜 貫 通 型 ド メ イ ン で あ る ～ ６ ． ４ ２ の 可 能 性 を 有 す る よ う に 、
ソ フ ト ウ エ ア プ ロ グ ラ ム Ｉ Ｎ Ｔ Ｅ Ｇ Ｒ Ａ Ｌ に よ り 予 測 さ れ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド
は 、 タ イ プ Ｉ Ｉ (Ｎ ｃ ｔ ｙ 　 Ｃ ｅ ｘ ｏ )膜 タ ン パ ク 質 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
加 え て 、 そ れ は 予 測 さ れ た 既 知 の 切 断 シ グ ナ ル 配 列 を Ｎ 末 端 で 有 さ な い が 、 タ ン パ ク 質 の
疎 水 性 親 水 性 指 標 プ ロ ッ ト は 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｇ － Ｃ Ｘ が 約 ９ ０ ～ 約 １ １ ５ の ア ミ ノ 酸 位 置 （ 配 列
番 号 ： １ ３ ） で 卓 越 し た 疎 水 性 セ グ メ ン ト を 有 す る こ と を 示 す 。 こ の 単 一 疎 水 性 領 域 は 、
Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー に お い て 局 在 化 シ グ ナ ル と し て 知 ら れ て い る 。 そ れ ゆ え
に 、 配 列 番 号 ： １ ３ の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 小 胞 体 、 ゴ ル ジ 膜 ま た は 細 胞 膜 の
よ う な 、 様 々 な 細 胞 の 膜 を 介 す る 分 泌 を 可 能 と す る 局 在 化 シ グ ナ ル と し て 有 用 で あ る 。 Ｃ
Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ お よ び Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ 変 異 体 タ ン パ ク 質 の 疎 水 性 親 水 性 指 標 プ
ロ ッ ト は 、 ２ つ の 卓 越 し た 疎 水 性 セ グ メ ン ト が 約 ２ ３ ～ 約 ６ ０ の ア ミ ノ 酸 位 置 お よ び 約 ８
２ ～ 末 端 の ア ミ ノ 酸 位 置 に 属 す る こ と を 示 す 。 様 々 な 実 施 態 様 に お い て 、 疎 水 性 セ グ メ ン
ト は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ／ Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ 様 タ ン パ ク 質 特 異 的 抗 体 に 対 す る 抗 原 性 お よ び 標 的 で
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あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 そ の 最 も 近 い ヒ ト フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー （ 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ お よ び Ｆ Ｇ
Ｆ － １ ６ ） の い く つ か に つ い て 丁 度 見 ら れ る 様 に 、 Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ (Nakai, K & Kanehisa, M.
 (1992) Genomics 14, 897-911)お よ び Ｓ Ｉ Ｇ Ｎ Ａ Ｌ Ｐ （ Nielsen, et al. (1997) Protei
n Eng. 10, 1-6） コ ン ピ ュ ー タ ー ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 予 測 さ れ る 様 に 古 典 的 ア ミ ノ 末 端 シ
グ ナ ル 配 列 を 失 っ て い る 。 に も か か わ ら ず 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ お よ び Ｆ Ｇ Ｆ － １ ６ の 両 方 が 、 分
泌 さ れ る （ Matsumoto-Yoshitomi, et al.　 (1997) Int. J. Cancer 71, 442-450; Miyake
, et al. (1998) Biochem. Biophys. Res. Comm. 243, 148-152;　 Miyakawa, et al.　 (1
999) J. Biol. Chem. 274, 29352-29357;　 Revest et al. (2000) J Biol. Chem. 275, 8
083-8090） 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ も 分 泌 さ れ る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 全 長 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン
パ ク 質 を コ ー ド 化 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 ｐ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ と 名 付 け ら れ た 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー に
サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 ヒ ト 胚 腎 臓 ２ ９ ３ 細 胞 が こ の ベ ク タ ー で 形 質 移 入 さ れ る と 発 現 さ れ
る タ ン パ ク 質 は 、 培 養 上 清 に お い て 見 つ か り 、 ～ ２ ７ ｋ Ｄ ａ の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 見 か
け 上 の 分 子 量 で （ 図 １ 、 実 施 例 ７ ） 、 Ｃ 末 端 Ｖ ５ エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 に よ り 検 出 さ れ
る バ ン ド を 表 す 。 発 現 タ ン パ ク 質 の 別 の 部 分 は 、 ヘ パ ラ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン （ Ｈ Ｓ Ｐ
Ｇ ） と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 物 質 で の 処 理 に よ り ２ ９ ３ 細 胞 の 隔 離 か ら 放 出 さ れ る 。 こ の
方 法 に よ り 放 出 さ れ た タ ン パ ク 質 は ま た 、 同 様 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト パ タ ー ン を 表 す （ 図
１ ） 。 同 様 に 、 タ ン パ ク 質 が 対 応 す る Ｉ ｇ κ シ グ ナ ル 配 列 を 取 り 込 む 組 換 え プ ラ ス ミ ド 由
来 の Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 に お い て 発 現 す る と 、 バ ン ド は 、 約 ３ ４ ｋ Ｄ ａ の 見 か け 上 の 分 子 量
を 有 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 検 出 さ れ る （ 図 ２ 、 実 施 例 ５ ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を 含 む い く つ か の 多 種 多 様 な Ｆ Ｇ Ｆ 様 タ ン パ ク 質 に つ い て の Ｃ ｌ ｕ
ｓ ｔ ａ ｌ Ｗ 多 型 タ ン パ ク 質 ア ラ イ ン メ ン ト （ Thompson, et al. (1994) Nucleic Acids Re
s. 22, 4673-4680） は 、 図 ４ お よ び 図 ５ に お い て 見 ら れ る 。 ３ つ の 哺 乳 動 物 の タ ン パ ク 質
（ 配 列 番 号 ： ９ ～ １ １ ） は 、 そ れ ぞ れ 非 常 に 似 て い る が 、 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク
質 （ 配 列 番 号 ： ２ ） と か な り 異 な る 。 ま た 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ お よ び 配
列 番 号 ： ２ の 配 列 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ の そ れ よ り 、 そ れ ぞ れ 非 常 に 似 て い る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ 分 泌
に お い て 関 係 す る 内 部 疎 水 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 Miyakawa, et al. (1999) J. Biol. Chem.
 274, 29352-29357を 参 照 ） は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ９ 配 列 の 残 基 ９ ５ ～ １ ２ ０ を 補 う 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
Ｘ の 疎 水 性 親 水 性 指 標 プ ロ ッ ト を 測 定 す る ソ フ ト ウ エ ア は 、 当 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て
お り 、 例 え ば 、 Kyte Doolittle、 お よ び 以 下 に さ ら に 記 載 す る た の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ お よ び ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル Ｆ Ｇ Ｆ － ９ の 発 現 は 、 そ れ ぞ れ 異 な る 。 Ｘ Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ２ 倍 体 細 胞 、 胞 胚 ス テ ー ジ の 胚 お よ び 胞 胚 ス テ ー ジ 後 の 胚 に お い て
、 お よ び 大 人 の 胃 お よ び 精 巣 に お い て 特 異 的 に 発 現 す る ； Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － ９ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 卵
お よ び 多 く の 大 人 組 織 に お い て 母 系 性 に 発 現 す る 。 上 述 の Koga et alを 参 照 。 原 腸 形 成 で
の Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 正 し い 発 現 は 、 Xenopus laevisnの 正 常 頭 構 造 の 形 成 に 必 要 え あ る こ
と は 明 ら か で あ る 。 Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 初 期 胚 に お い て 発 現 し た ら 、 原 腸 形 成 が 異
常 で あ り 、 前 構 造 の 発 生 が 抑 制 さ れ た も の で あ る 。 上 述 の Koga et alを 参 照 。 か か る 胚 に
お い て 、 精 巣 で の Ｘ ｂ ｒ ａ 転 写 発 現 は 、 原 腸 形 成 に お い て 抑 制 さ れ 、 こ の こ と は Ｘ ｂ ｒ ａ
遺 伝 子 の 発 現 が Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ エ フ ェ ク タ ー を 調 節 す る こ と を 示 す 。 上 述 の Koga et al.,
を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
増 殖 組 織 （ 例 え ば 、 卵 、 精 巣 、 胃 、 お よ び 母 カ エ ル の 多 型 組 織 を 含 む ） で の 関 連 Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ
－ ９ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 パ タ ー ン は 、 機 能 器 官 の 生 成 を 正 常 に 行 う 組 織 の 維 持 で の Ｘ Ｆ Ｇ
Ｆ － ２ ０ の 役 割 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 正 常 小 脳 、 な ら び に 肺 、 胃 お よ び 大 腸 の 腺 癌 を 含 む い く つ か の ヒ
ト 腫 瘍 細 胞 株 に お い て 発 現 す る が 、 対 応 す る 正 常 組 織 に お い て 発 現 し な い こ と を 、 実 施 例
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８ に お い て 示 す 。 正 常 肺 、 胃 お よ び 大 腸 で の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 発 現 を 欠 く こ と 、 お よ び こ れ ら
の 組 織 由 来 の 腫 瘍 細 胞 株 で の そ の 存 在 は 、 こ れ ら の 癌 細 胞 株 が 適 当 で な い 種 類 の Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ を 明 ら か に 過 剰 発 現 す る こ と を 示 す 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が 位 置 す る 染 色 体 領 域 は 、 結 腸 直
腸 、 肺 お よ び 胃 腺 癌 に お い て 普 通 に 変 化 す る （ Emi, et al. (1992) Cancer Res. 52, 536
8-5372; Baffa, et al. (2000) Clin. Cancer Res. 6, 1372-1377） 。 こ れ ら の 細 胞 中 の
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 促 進 オ ー ト ク リ ン 成 長 ル ー プ の 構 築 が 、 そ れ ら の 腫 瘍 化 変 換 の 開 始 お よ び ／
ま た は 引 き 続 く 増 殖 の 原 因 と な る こ と は 可 能 で あ る 。 こ の シ ナ リ オ は 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞
で の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 促 進 オ ー ト ク リ ン ル ー プ の 生 成 が 腫 瘍 化 潜 在 性 を 活 性 化 す る と い う 発 見
に よ り 支 持 さ れ る （ 実 施 例 １ １ を 参 照 ） 。 腫 瘍 細 胞 に よ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 分 泌 は ス ト ロ ー マ
細 胞 上 の パ ラ ク リ ン 作 用 を 経 由 す る イ ン ビ ボ で の 成 長 を 刺 激 す る こ と も 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 で の 異 種 性 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 は 、 そ れ ら の 形 質 転 換 お よ び 腫 瘍 形 成 を
誘 導 す る こ と が 分 か る （ 実 施 例 １ １ 参 照 ） 。 こ れ ら の 作 用 は 、 天 然 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ （ 構 築
物 ｐ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ） お よ び ア ミ ノ 末 端 の 異 種 性 Ｉ ｇ κ シ グ ナ ル 配 列 （ 構 築 物 ｐ Ｉ ｇ κ － Ｆ
Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ） で 発 現 さ せ た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 両 方 に よ り 仲 介 さ れ る 。 し か し な が ら 、 よ り 高
い イ ン ビ ト ロ で の 形 質 転 換 能 力 （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） お よ び イ ン ビ ボ で の 腫 瘍 形 成
（ 図 ８ ） に よ り 証 明 さ れ る 様 に 、 ｐ Ｉ ｇ κ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が ｐ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ よ り 、 発 癌 遺
伝 子 的 に よ り 高 く 活 性 で あ る こ と は 気 付 か れ な け れ ば な ら な い 。 ｐ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ に 比 べ ｐ
Ｉ ｇ κ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 優 れ た 発 癌 能 は 、 ｐ Ｉ ｇ κ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞
に お い て ｐ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ よ り 有 意 に 多 い 分 泌 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 事 実 に 起
因 す る よ う で あ る （ 図 １ Ｂ ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 様 に 、 他 の Ｆ Ｇ Ｆ は 、 異 所 性 発 現 に 従 い 、 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と が わ か
っ た 。 か つ 、 あ る 場 合 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ シ グ ナ ル 伝 達 の 遮 断 が 、 細 胞 の 形 質 転 換 を
抑 制 す る こ と が 分 か っ た （ Matsumoto-Yoshitomi, et al. (1997) Int. J. Cancer 71, 44
2-450; Li, et al. (1994) Mol. Cell. Biol. 14, 7660-7669を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
本 明 細 書 に お い て 記 載 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 、 な ら び に 関 連 Ｆ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 に つ い て
見 ら れ る エ フ ェ ク タ ー と の 類 似 性 に 基 づ き 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が ヒ ト 悪 性 腫 瘍 に お い て 重 要 な
働 き を す る と 信 じ ら れ て い る 。 こ れ ら の 理 由 の た め 、 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ る Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 お よ び 抗 体 は 、 こ れ ら の 組 成 物 の 存 在 ま た は 量 を 診 断 す る 方 法
、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 関 連 病 態 に 関 係 す る 治 療 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 同 定 、 お よ び 様 々 な
種 類 の 悪 性 腫 瘍 の 処 置 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸
本 発 明 の 核 酸 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 様 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 化 物
を 含 む 。 こ れ ら の 間 で 、 核 酸 は 、 配 列 が 表 １ お よ び 配 列 番 号 ： １ に お い て 提 供 さ れ る 核 酸
、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 は 、 ゲ ノ ム Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る こ と が で き る 。 加 え て 、
本 発 明 は 配 列 番 号 ： １ の 突 然 変 異 体 ま た は 変 異 体 核 酸 、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 含
み 、 任 意 の 塩 基 が 、 表 １ に お い て 示 さ れ る 対 応 す る 塩 基 か ら 変 更 さ れ 得 る 一 方 で 、 そ の Ｆ
Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 様 活 性 お よ び 生 理 機 能 を 維 持 す る タ ン パ ク 質 を 依 然 と し て コ ー ド 化 す る 。 本 発
明 は 、 フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 、 類 似 体 お よ び そ れ ら の 相 同 体 を 含 む 、 配 列 番 号 ： １ の 核 酸
の 相 補 的 配 列 を さ ら に 含 む 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 部 分 の 相 補 鎖 の 実 施 例 を 、 表 ３ に お い て 示 す
。 本 発 明 は 、 加 え て 、 構 造 が 化 学 的 修 飾 を 含 む 核 酸 ま た は 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は そ れ
ら の 相 補 的 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を
コ ー ド 化 す る 単 離 核 酸 分 子 に 関 す る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ コ ー ド 化 核 酸 （ 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ
ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） を 同 定 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 用 い る の に 十 分 な 核
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酸 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 増 幅 の た め の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） プ ラ イ マ ー と し て
用 い ら れ る フ ラ グ メ ン ト ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 分 子 の 変 異 体 も 含 ま れ る 。 本 明 細 書 い お
い て 用 い る 用 語 「 核 酸 分 子 」 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 ま た は
Ｒ Ｎ Ａ の 類 似 体 、 お よ び 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト お よ び そ れ ら の 相 同 体 を 含 む こ と を 意 図 す
る 。 核 酸 分 子 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ り 得 る が 、 好 ま し く は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
「 プ ロ ー ブ 」 は 、 可 変 長 の 核 酸 配 列 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ０ ヌ ク レ オ チ ド （ ｎ ｔ ）
、 １ ０ ０ ｎ ｔ 、 ま た は 例 え ば 、 使 用 に 依 存 す る 約 ６ ， ０ ０ ０ ｎ ｔ と 同 数 の 核 酸 配 列 に つ い
て 言 及 す る 。 プ ロ ー ブ は 、 同 一 、 類 似 、 ま た は 相 補 的 核 酸 配 列 の 検 出 に お い て 使 用 さ れ る
。 天 然 供 給 源 ま た は 組 換 え 供 給 源 か ら 普 通 に 得 ら れ る よ り 長 い プ ロ ー ブ は 、 オ リ ゴ マ ー よ
り 非 常 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ず っ と ゆ っ く り ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 プ ロ ー ブ は 、
一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ る こ と が で き 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 膜 ベ ー ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン テ ク
ノ ロ ジ ー 、 ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 様 テ ク ノ ロ ジ ー に お い て 特 異 性 を 有 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
「 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 も の で あ
る 。 単 離 核 酸 分 子 の 実 施 例 は 、 制 限 さ れ る こ と な く 、 ベ ク タ ー に 含 有 さ れ る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ
分 子 、 異 種 性 宿 主 細 胞 中 で 維 持 さ れ る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 部 分 的 ま た は 実 質 的 に 精 製 さ れ
た 核 酸 分 子 、 お よ び 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 。 好 ま し く は 、 「 単 離 」 核 酸
は 、 核 酸 が も た ら さ れ る 生 物 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 の 天 然 の 隣 接 核 酸 （ す な わ ち 、 核 酸 の ５ ’
末 端 お よ び ３ ’ 末 端 に 位 置 す る 配 列 ） で あ る 遊 離 配 列 で あ る 。 例 え ば 、 様 々 な 実 施 態 様 に
お い て 、 単 離 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 分 子 は 、 核 酸 が も た ら さ れ る 細 胞 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 の 天 然
の 隣 接 核 酸 分 子 で あ る 約 ５ ０ ｋ ｂ 、 ２ ５ ｋ ｂ 、 ５ ｋ ｂ 、 ４ ｋ ｂ 、 ３ ｋ ｂ 、 ２ ｋ ｂ 、 １ ｋ ｂ
、 ０ ． ５ ｋ ｂ ま た は ０ ． １ ｋ ｂ 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 で き る 。 さ ら に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
分 子 の よ う な 「 単 離 」 核 酸 分 子 は 、 組 換 え 技 術 に よ り 産 生 さ れ た 場 合 の 他 の 細 胞 の 物 質 ま
た は 培 養 上 清 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ た 場 合 の 化 学 物 質 前 駆 体 ま た は 他 の 化 学 物 質 の 実
質 的 な 遊 離 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
本 発 明 の 核 酸 分 子 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ 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 い ず れ か の 相 補 的 配 列 は 、 標 準 分 子 生 物 学 的 技 術 お よ び 本 明 細 書
に お い て 提 供 さ れ る 配 列 情 報 を 用 い て 単 離 さ れ 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と
し て 配 列 番 号 ： １ の 核 酸 配 列 の 全 て ま た は 一 部 を 用 い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 配 列 は 、 標 準
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 使 用 し て 単 離 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Samb
rook et al., eds., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2 n d  Ed., Cold Spring H
arbor 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 ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 の 核 酸 は 、 鋳 型 お よ び 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 、 代 わ り に ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 、 標 準 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 技 術 に よ り 増 幅 さ れ 得 る 。 増 幅 さ
れ た 核 酸 は 、 適 切 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析 に よ り 特 徴 付 け ら れ る こ
と が で き る 。 さ ら に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
標 準 合 成 技 術 、 例 え ば 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 に よ り 準 備 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い る 様 に 、 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が Ｐ
Ｃ Ｒ 反 応 に 用 い ら れ る た め に 十 分 な 数 の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 を 有 す る 連 鎖 ヌ ク レ オ チ ド の シ
リ ー ズ に 言 及 す る 。 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 く か 、 ま た は そ れ か ら デ ザ イ ン さ れ 、 特 定 の 細 胞 ま た は 組 織 中 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 、 確 認 、 ま た は 明 ら か に す る た め に 用 い ら れ る 。 オ リ
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ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 長 さ 約 １ ０ ｎ ｔ 、 ５ ０ ｎ ｔ 、 ま た は １ ０ ０ ｎ ｔ 、 好 ま し く は 長 さ 約 １
５ ｎ ｔ か ら ３ ０ ｎ ｔ を 有 す る 核 酸 配 列 の 一 部 を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 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 ： １ の 少 な く と も ６ 連 続 ヌ
ク レ オ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 相 補 的 配 列 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 単 離 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： １ に お い て 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 相 補 的 配 列 で あ る 核 酸 分 子 を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 単 離 核
酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： １ に お い て 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 的 配 列 で あ る 核 酸 分 子
、 ま た は こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 を 含 む 。 配 列 番 号 ： １ に お い て 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ほ と ん ど ミ ス
マ ッ チ な し で ま た は 全 く ミ ス マ ッ チ な し で 水 素 結 合 し 、 そ れ に よ り 安 定 二 本 鎖 を 形 成 す る
配 列 番 号 ： １ に お い て 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 十 分 に 相 補 的 な も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
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型 塩 基 対 ま た は Hoogsteen型 塩 基 対 に 言 及 し 、 用 語 「 結 合 」 は 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ
ド ま た は 化 合 物 ま た は 関 連 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ 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 結 合 、 非 イ オ ン 結 合 、 フ ァ ン デ
ル ワ ー ル ス 結 合 、 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 非 直 接 的 の
い ず れ か で あ り 得 る 。 非 直 接 的 相 互 作 用 は 、 別 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 の 作 用 を 介 し
た も の で あ る か 、 ま た は そ れ に 起 因 し た も の で あ る 。 直 接 的 結 合 は 、 別 の ポ リ ペ プ チ ド ま
た は 化 合 物 の 作 用 を 介 し て は 生 じ な い か 、 ま た は そ れ に 起 因 し な い 相 互 作 用 に 言 及 す る が
、 そ れ よ り む し ろ 他 の 実 質 的 な 化 学 中 間 体 な し で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
さ ら に 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： １ の 核 酸 配 列 の 一 部 の み 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ ま
た は プ ラ イ マ ー と し て 用 い ら れ 得 る フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学 的 に 活 性
な 部 分 を コ ー ド 化 す る フ ラ グ メ ン ト を 含 み 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る フ ラ グ メ ン
ト は 、 核 酸 の 少 な く と も ６ （ 隣 接 ） 核 酸 ま た は 少 な く と も ４ （ 隣 接 ） ア ミ ノ 酸 の 配 列 と し
て 、 そ れ ぞ れ 核 酸 の 場 合 の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ま た は ア ミ ノ 酸 の 場 合 の エ ピ
ト ー プ の 特 異 的 認 識 を 可 能 と す る の に 十 分 な 長 さ を 定 義 し 、 多 く て も 全 長 配 列 よ り 短 い 部
分 で あ る 。 フ ラ グ メ ン ト は 、 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 任 意 の 隣 接 部 分 の 選 択 に 由 来 す る
。 誘 導 体 は 、 直 接 的 、 修 飾 、 部 分 的 な 置 換 の い ず れ か に よ り 天 然 の 化 合 物 か ら 形 成 さ れ た
核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 類 似 体 は 、 天 然 の 化 合 物 に 類 似 だ が 同 一 で な い 構 造
を 有 す る が 、 あ る 成 分 ま た は 側 鎖 に 関 し て そ れ と 異 な る 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ
る 。 類 似 体 は 、 合 成 で あ る か 、 ま た は 異 な る 進 化 起 源 由 来 で あ り 得 る し 、 か つ 野 生 型 と 比
較 し 類 似 ま た は 逆 の 代 謝 活 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
誘 導 体 お よ び 類 似 体 は 、 誘 導 体 ま た は 類 似 体 が 以 下 に 記 載 す る 様 に 修 飾 核 酸 ま た は ア ミ ノ
酸 を 含 有 す る 場 合 、 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 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 様 々 な 実 施 態 様 に お い て 、 同 一 サ イ ズ の 核 酸
ま た は ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ま た
は ９ ９ ％ と 同 一 性 （ 好 ま し く は ８ ０ ～ ９ ９ ％ の 同 一 性 を 有 す る ） に よ り 、 ま た は ア ラ イ ン
メ ン ト が 当 分 野 に お い て 既 知 の コ ン ピ ュ ー タ ー 相 同 プ ロ グ ラ ム に よ り な さ れ る 整 列 配 列 に
比 較 し た 場 合 、 本 発 明 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 に 実 質 的 に 相 同 な 領 域 を 含 む 分 子 、 ま た は
厳 密 、 中 厳 密 、 ま た は 低 厳 密 条 件 下 で 上 述 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る 配 列 の 相 補 的 配 列
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 が あ る そ の コ ー ド 化 核 酸 を 含 む 。 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 。 例 示 的 プ ロ グ ラ ム （ Wisconsin Sequence Analysis Package, V
ersion 8 for UNIX, Genetics Computer Group, University Research Park, Madison, W
I） は 、 Smith－ Watermanの ア ル ゴ リ ズ ム （ Adv. Appl. Math., 1981, 2: 482-489、 こ こ で
全 体 を 参 考 文 献 に よ り 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る ） を 使 用 す る デ フ ォ ル ト 設 定 を 用 い る Ｇ ａ
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ｐ プ ロ グ ラ ム で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
「 相 同 核 酸 配 列 」 ま た は 「 相 同 ア ミ ノ 酸 配 列 」 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 は 、 上 述 し た 様 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 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 配 列 に 言 及 す
る 。 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 コ ー ド 化 す る 。 ア イ ソ フ ォ ー ム は 、 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン
グ の 結 果 と し て 同 一 生 物 の 異 な る 組 織 に お い て 発 現 し 得 る 。 ま た は 、 ア イ ソ フ ォ ー ム は 、
異 な る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ 得 る 。 本 発 明 に お い て 、 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 限 定
さ れ る こ と な く 、 哺 乳 動 物 、 従 っ て 例 え ば 、 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 得 る ヒ ト 以 外 の 種 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 制 限 さ れ る こ と な く 、 本 明
細 書 に お い て 設 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 天 然 に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子 バ リ エ ー シ ョ ン お
よ び 変 異 を 含 む 。 し か し な が ら 、 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質
を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 。 相 同 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ の 保 存 的 ア
ミ ノ 酸 置 換 （ 以 下 を 参 照 ） 、 な ら び に Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化
す る そ れ ら の 核 酸 配 列 を 含 む 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 は 、 以 下 に 記 載 さ
れ る 。 相 同 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド 化 し
な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ か ら 決 定 さ れ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 相 同 体 、 な ら び に 他 の 哺 乳 動 物 由 来 の Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ 相 同 体 の 同 定 お よ び ／ ま た は ク ロ ー ニ ン グ に お い て 使 用 す る た め に デ ザ イ ン さ れ る
プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー の 生 成 を 可 能 と 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 ： １ 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 ま た は そ れ 以 上 の 連 続 セ ン ス 鎖 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； ま た は 配 列 番 号 ： １ の ア ン チ セ ン
ス 鎖 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； ま た は 配 列 番 号 ： １ の 天 然 に 存 在 す る 突 然 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 の 領 域 を 典 型 的 に 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ く プ ロ ー ブ を 用 い て 、 転 写 物 、 ま た は 同 一 タ ン
パ ク 質 ま た は 相 同 タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る ゲ ノ ム 配 列 を 検 出 で き る 。 様 々 な 実 施 態 様 に
お い て 、 プ ロ ー ブ は 、 そ れ ら に 結 合 す る 標 識 群 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 化 合 物 、
酵 素 、 ま た は 酵 素 補 助 因 子 で あ り 得 る ラ ベ ル 群 を さ ら に 含 む 。 か か る プ ロ ー ブ を 、 対 象 由
来 の 細 胞 試 料 中 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ コ ー ド 化 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 ま た は ゲ ノ ム Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 を 突 然 変 異 し た か
、 ま た は 欠 損 す る か 否 か を 決 定 す る こ と に よ り 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を 異 所 性 発 現 す
る 細 胞 ま た は 組 織 の 同 定 の た め の 診 断 試 験 キ ッ ト の 一 部 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
「 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 用 量 依 存 性 で あ る ま
た は 依 存 性 で な い 特 定 の 生 物 学 的 ア ッ セ イ に お い て 測 定 さ れ る 様 に 、 成 熟 型 を 含 む 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 類 似 だ が 同 一 で あ る 必 要 の な い 活 性 を 表 す ポ リ ペ プ チ ド に 言 及 す
る 。 「 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 」 を コ ー ド 化 す る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学 的 活 性 （ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 な 活 性 は 、 以 下 に 記 載 す る
） を 有 す る 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の コ ー ド 化 部 分 を 発 現 す る （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ で
の 組 換 え 発 現 に よ り ） 、 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の コ ー ド 化 部 分 の 活 性 を 評 価 す る ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド 化 す る 配 列 番 号 ： １ の 一 部 を 単 離 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る こ と が で き る 。 例
え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を コ ー ド 化 す る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 、 Ａ Ｔ Ｐ
結 合 ド メ イ ン を 任 意 で 含 む こ と が で き る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学
的 に 活 性 な 部 分 を コ ー ド 化 す る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 領 域 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
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Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 変 異 体
本 発 明 は 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に 起 因 す る 図 １ に お い て 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 異 な
る 核 酸 分 子 を さ ら に 包 含 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 核 酸 は 、 配 列 番 号 ： １ に お い て 示 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド 化 さ れ る も の の 様 に 同 一 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド
化 す る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 単 離 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： ２ に お い て 示 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
配 列 番 号 ： １ に お い て 示 さ れ る ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
Ｘ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 を 導 く Ｄ Ｎ Ａ 配 列 多 型 は 、 集 団 内 （ 例 え ば 、 ヒ ト 集 団 ） に 存 在 し
得 る こ と は 、 当 業 者 に よ り 認 識 さ れ る で あ ろ う 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の か か る 遺 伝 子 多 型
は 、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 の バ リ エ ー シ ョ ン に 起 因 し て 集 団 内 の 個 体 間 で 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク
質 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ
レ ー ム を 含 む 核 酸 分 子 に 言 及 す る 。 か か る 天 然 の 対 立 遺 伝 子 の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 典 型 的
に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の １ ～ ５ ％ バ リ エ ー シ ョ ン と な り 得 る 。 か か
る ヌ ク レ オ チ ド バ リ エ ー シ ョ ン の い ず れ か お よ び 全 て は 、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 バ リ エ ー シ ョ
ン の 結 果 物 で あ り 、 か つ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 機 能 活 性 を 変 化 さ せ な い Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 中 の 結 果 と
し て 生 じ る ア ミ ノ 酸 多 型 性 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る こ と を 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
さ ら に 、 他 の 種 由 来 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ た ん ぱ く 質 を コ ー ド 化 す る 核 酸 分 子 、 お よ び ゆ え に 配
列 番 号 ： １ の ヒ ト 配 列 と 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る
こ と を 意 図 さ れ る 。 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 に 対 応 す る 核 酸 分 子 お よ び 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 相 同 体 は 、 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ る ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 に 対 す る 相
同 性 に 基 づ き 、 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 の 標 準 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術
に よ る 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 れ ら の 一 部 を 用
い て 単 離 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 可 溶 性 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 膜 結 合 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
Ｘ に 対 す る 相 同 性 に 基 づ き 単 離 さ れ 得 る 。 同 じ く 、 膜 結 合 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、
可 溶 性 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ に 対 す る 相 同 性 に 基 づ き 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ０ 】
ま た は 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 単 離 核 酸 分 子 は 、 少 な く と も 長 さ ６ ヌ ク レ オ チ
ド で あ り 、 配 列 番 号 ： １ 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 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 少 な く と も 長 さ １ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、
２ ５ ０ 、 ５ ０ ０ ま た は ７ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 単 離
核 酸 分 子 は 、 コ ー ド 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 様 に 、 用 語
「 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 は 、 互 い に 少 な く と も ６ ０ ％ 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド
配 列 が 、 典 型 的 に 互 い 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 お よ び 洗
浄 の 条 件 を 記 載 す る こ と を 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
相 同 体 （ す な わ ち 、 ヒ ト 以 外 の 種 由 来 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る 核 酸 ） ま
た は 他 の 関 連 配 列 （ 例 え ば 、 パ ラ ロ グ ） は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ク ロ ー ニ
ン グ の 当 分 野 に お い て よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い る プ ロ ー ブ と し て 、 特 定 の ヒ ト 配 列 の 全 部
ま た は 一 部 と の 低 厳 密 、 中 程 度 厳 密 、 ま た は 高 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 得 ら
れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 様 に 、 語 句 「 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 そ の 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 に 言 及 す る 。 厳 密 な 条 件 は 、 配 列 依 存 性 で あ り 、 違
っ た 状 況 で 異 な る も の で あ る 。 長 い 配 列 は 、 短 い 配 列 よ り 高 い 温 度 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 。 一 般 的 に 、 厳 密 な 条 件 は 、 定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 お よ び ｐ Ｈ で 特 異 的 な 配 列 の
温 熱 性 融 解 温 度 （ Ｔ ｍ ） よ り 約 ５ 度 低 く な る よ う に 選 択 さ れ る 。 Ｔ ｍ は 、 標 的 配 列 に 相 補
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的 な プ ロ ー ブ の ５ ０ ％ が 、 平 衡 状 態 で 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る （ 定 義 さ
れ た イ オ ン 強 度 、 ｐ Ｈ お よ び 核 酸 濃 度 の 下 ） 。 標 的 配 列 は 、 一 般 に 過 剰 に 存 在 す る の で 、
Ｔ ｍ に お い て 、 プ ロ ー ブ の ５ ０ ％ が 平 衡 状 態 で 占 め ら れ る 。 典 型 的 に 、 厳 密 な 条 件 は 、 塩
濃 度 が 約 １ ． ０ Ｍ の ナ ト リ ウ ム イ オ ン 未 満 で あ り 、 典 型 的 に は ｐ Ｈ ７ ． ０ ～ ８ ． ３ で 約 ０
． ０ １ ～ １ ． ０ Ｍ の ナ ト リ ウ ム イ オ ン （ ま た は 他 の 塩 ） 、 お よ び 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 ） の た め に 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 の た め に 少 な
く と も 約 ６ ０ ℃ で あ る 。 厳 密 な 条 件 は 、 ホ ル ム ア ミ ド の 様 な 不 安 定 試 薬 の 添 加 で も 成 し 遂
げ ら れ 得 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
上 述 し た よ う な 厳 密 な 条 件 は 、 当 業 者 に と っ て 既 知 で あ り 、 Current Protocols in Molec
ular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.16.3.6に お い て 見 ら れ る 。 好 ま し
く は 、 条 件 は 、 互 い に 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ ま
た は ９ ９ ％ 相 同 で あ る 配 列 が 、 典 型 的 に 互 い に 結 合 し た ま ま で あ る 様 な 条 件 で あ る 。 厳 密
な 条 件 の 非 制 限 の 実 施 例 は 、 ６ ５ ℃ で 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 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 高 塩 バ ッ フ ァ ー 中 で の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン で あ る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ５ ０ ℃ で ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ．
０ １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 中 で の １ 回 ま た は そ れ 以 上 の 洗 浄 が 続 く 。 配 列 番 号 ： １ 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 用 い ら れ る 様 に 、 「 天 然 に 存 在 す る 」 核 酸 分 子 は 、 天 然 に お い て 生 じ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 天 然 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る ） を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 ま た
は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 言 及 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
相 同 体 （ す な わ ち 、 ヒ ト 以 外 の 種 由 来 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る 核 酸 ） ま
た は 他 の 関 連 配 列 （ 例 え ば 、 パ ラ ロ グ ） は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ク ロ ー ニ
ン グ の 当 分 野 に お い て よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い る プ ロ ー ブ と し て 、 特 定 の ヒ ト 配 列 の 全 部
ま た は 一 部 と の 低 厳 密 、 中 程 度 厳 密 、 高 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
第 ２ の 実 施 態 様 に お い て 、 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 、 ま た は フ ラ
グ メ ン ト 、 そ れ ら の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 に 中 程 度 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と
が 可 能 で あ る 核 酸 配 列 が 提 供 さ れ る 。 中 程 度 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 非 制 限
の 実 施 例 は 、 ５ ５ ℃ で ６ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ × デ ン ハ ー ト 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 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で あ り 、 ３ ７ ℃ で １ × Ｓ Ｓ Ｃ
、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で の １ 回 ま た は そ れ 以 上 の 洗 浄 が 続 く 。 用 い ら れ 得 る 中 程 度 厳 密 な 他
の 条 件 は 、 当 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Ausubel et al. (eds.), 1993, C
urrent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY, and Kriegler, 1990
, Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NYを 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ １ １ ６ 】
第 ３ の 実 施 態 様 に お い て 、 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 、 ま た は フ ラ
グ メ ン ト 、 そ れ ら の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 に 低 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る
核 酸 が 提 供 さ れ る 。 低 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 非 制 限 の 実 施 例 は 、 ４ ０ ℃ で
３ ５ ％ ホ 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 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、 １ ０ ％ （ wt/vol） デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 、 ５ ０ ℃ 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 で の １ 回 ま た は そ れ 以 上 の 洗 浄 が 続 く 。 用 い ら れ 得 る 低
厳 密 な 他 の 条 件 は 、 当 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 異 種 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に 用 い ら れ る 様 に ） 。 例 え ば 、 Ausubel et al. (eds.), 1993, Current Protocols
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 in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY、 お よ び Kriegler, 1990, Gene Transfe
r and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY; Shilo and Weinberg, 1
981, Proc Natl Acad Sci USA 78: 67896792を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ７ 】
保 存 的 変 異 体
集 団 中 に 存 在 し 得 る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 配 列 の 天 然 に 生 じ る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 に 加 え て 、 当 業 者
は 、 変 更 が 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド 内 へ の 変 異 に よ り 誘 導 さ れ 得 る こ と 、 そ れ に よ り
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 能 力 を 変 え る こ と な く コ ー ド 化 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 を 導 き 得 る こ と を さ ら に 理 解 す る 。 例 え ば 、 「 非 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残
基 で の ア ミ ノ 酸 置 換 を 導 く ヌ ク レ オ チ ド 置 換 は 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 に お い て 起 こ り 得 る
。 「 非 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 「 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 生 物 学 的 活 性 を 必 要 と す る の に
、 生 物 学 的 活 性 を 変 え る こ と な く Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 野 生 型 配 列 か ら 変 更 さ れ 得 る 残 基 で あ る
。 例 え ば 、 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 間 で 保 存 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 変 更 に 特 に
従 わ な い も の で あ る と 予 測 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 活 性 に 必 須 で な い ア ミ ノ 酸 残 基 で の 変 化 を 含 有 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ
ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る 核 酸 分 子 に 関 す る 。 か か る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号
： ２ 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 異 な り 、 生 物 学 的 活 性 は 依 然 保 持 し て い る 。 １ つ の 実 施
態 様 に お い て 、 単 離 核 酸 分 子 は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 該
タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 相 同 で あ る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 。 好 ま し く は 、 核 酸 に よ り コ ー ド 化 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ２ に
少 な く と も 約 ８ ０ ％ 相 同 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ： ２ に 少 な く と も 約 ９ ０ ％
、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ 相 同 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
配 列 番 号 ： ２ の タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 相 同 体 を コ ー ド 化 す る 単 離 核
酸 分 子 は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 付 加 ま た は 欠 損 が コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 に 誘
導 さ れ る 様 な １ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 へ
の 付 加 ま た は 欠 損 を 導 入 す る こ と に よ り 生 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
変 異 は 、 部 位 指 向 変 異 誘 発 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 仲 介 変 異 誘 発 の よ う な 標 準 技 術 に よ り 配 列 番 号 ：
１ に 導 入 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 予 測 非 必 須
ア ミ ノ 酸 残 基 で も た ら さ れ る 。 「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 の 側 鎖 を
有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 で 取 っ て 代 わ ら れ る も の で あ る 。 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の
フ ァ ミ リ ー は 、 当 分 野 に お い て 定 義 さ れ て き た 。 あ る ア ミ ノ 酸 は 、 １ よ り 多 い 分 類 特 性 を
伴 う 側 鎖 を 有 す る 。 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー は 、 塩 基 性 側 鎖 （ 例 え ば 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、
ヒ ス チ ジ ン ） 、 酸 性 側 鎖 （ 例 え ば 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ） 、 無 電 荷 の 極 性 側 鎖
（ 例 え ば 、 グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ
プ ト フ ァ ン 、 シ ス テ イ ン ） 、 非 極 性 側 鎖 （ 例 え ば 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ
イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ） 、 β 分
枝 側 鎖 （ 例 え ば 、 ス レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ） お よ び 芳 香 族 側 鎖 （ 例 え ば 、 チ ロ
シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） を 有 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 従 っ
て 、 成 長 因 子 中 の 予 測 非 必 須 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 同 一 の 側 鎖 フ ァ ミ リ ー か ら 別 の ア ミ ノ 酸 残
基 で 取 っ て 代 わ る 。 ま た は 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 変 異 は 、 飽 和 変 異 誘 発 に よ る よ う な
成 長 因 子 コ ー ド 化 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 に 沿 っ て 、 ラ ン ダ ム に 導 入 さ れ 、 結 果 と し て 生 じ
る 変 異 は 、 成 長 因 子 の 生 物 学 的 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 活 性 を 保 持 す る 変 異 を 同 定 す
る こ と が で き る 。 配 列 番 号 ： １ お よ び ３ の 変 異 誘 発 に 続 く コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 を 、 当 分 野
に お い て 既 知 の 任 意 の 組 換 え 技 術 に よ り 発 現 さ せ る こ と が で き 、 か つ タ ン パ ク 質 の 活 性 は
決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ １ 】
別 の 重 要 な 実 施 態 様 に お い て 、 変 異 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 （ １ ） タ ン パ ク 質 を 形 成
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す る 能 力 ： タ ン パ ク 質 が 他 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 に 活 性 な 部 分 と 相 互 作 用 す る 、 （ ２ ） 変 異 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 と Ｆ
Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 受 容 体 と の 複 合 体 形 成 ； （ ３ ） 変 異 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 が 細 胞 内 標 的 タ ン
パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 に 結 合 す る 能 力 ； （ 例 え ば 、 ア ビ ジ ン タ ン パ
ク 質 ） ； ま た は （ ４ ） 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 に つ い て ア
ッ セ イ さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
ア ン チ セ ン ス
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 分 子 、 ま た は フ ラ グ メ ン ト
、 そ れ ら の 類 似 体 ま た は 誘 導 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ る か 、 ま た は 相 補 的 配 列 で あ る
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 化 す
る 「 セ ン ス 」 核 酸 に 相 補 的 配 列 、 例 え ば 、 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の コ ー ド 鎖 に 相 補 的 配 列 、 ま た
は ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な 配 列 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 ア ン チ
セ ン ス 核 酸 分 子 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 ヌ ク レ
オ チ ド ま た は 全 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ コ ー ド 鎖 、 ま た は そ れ ら 部 分 の み に 対 す る 相 補 的 配 列 を 含 む
も の を 提 供 す る 。 配 列 番 号 ： ２ の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 化 す る 核 酸 分 子 、 ま た は 配 列 番 号 ： １ の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 配 列 に
相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 さ ら に 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
１ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の コ ー ド 鎖 の 「 コ ー ド 領 域 」 に 対 す る ア ン チ セ ン ス で あ る 。 用 語 「 コ ー ド 領 域
」 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 に 翻 訳 さ れ る コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 （ 例 え ば 、 配 列 番
号 ： ２ に 対 応 す る ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 ） に 言 及 す る 。 別 の 実 施 態 様
に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ
ー ド 鎖 の 「 非 コ ー ド 領 域 」 に 対 す る ア ン チ セ ン ス で あ る 。 用 語 「 非 コ ー ド 領 域 」 は 、 ア ミ
ノ 酸 に 翻 訳 さ れ な い コ ー ド 領 域 に 隣 接 す る ５ ’ お よ び ３ ’ 配 列 （ す な わ ち 、 ５ ’ お よ び ３
’ 非 翻 訳 領 域 に も 言 及 す る ） に 言 及 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ ） を コ ー ド 化 す る コ ー
ド 鎖 配 列 を 与 え ら れ 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 Watson and Crick型 塩 基 対 ま た は Ho
ogsteen型 塩 基 対 の ル ー ル に よ り デ ザ イ ン さ れ 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 全 コ ー ド 領 域 に 相 補 的 で あ り 得 る が 、 さ ら に 好 ま し く は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の コ ー ド 領 域 ま た は 非 コ ー ド 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 翻 訳 開 始 部 位 を 囲 む 領 域 に 対 し て 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 は 、 当 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 を 用 い
る 化 学 合 成 ま た は 酵 素 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 使 用 し て 構 築 さ れ 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 生 じ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は 分 子 の 生 物 学 的 安 定 性 を 増 大 す る た め に デ ザ イ ン さ れ た ま た は ア ン チ セ ン ス と セ ン ス
核 酸 間 で 形 成 さ れ る 二 本 鎖 の 物 理 的 安 定 性 を 増 大 す る た め に 様 々 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ
ド を 用 い て 化 学 的 に 合 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ ネ ー ト 誘 導 体 お よ び ヌ ク レ オ チ
ド を 置 換 さ れ た ア ク リ ジ ン が 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 生 成 す る た め に 用 い ら れ 得 る 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド の 実 施 例 は 以 下 を 含 む
： 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 水 酸 化 メ チ
ル ） ウ ラ シ ル 、 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
メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ル エ ク 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
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， 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 、 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 、 β － Ｄ － マ ン ノ シ ル エ ク オ
シ ン 、 ５ ’ － メ ト キ シ カ ル ボ キ シ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ 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 ヨ シ
ン 、 プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 ク エ オ シ ン 、 ２ － チ オ シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル
、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ４ － 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 （ 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 。 ま た は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 核 酸 が ア ン チ セ ン ス の 向 き で
サ ブ ク ロ ー ン さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 生 物 学 的 に 生 成 さ れ 得 る （ す な わ ち 、 挿 入 核 酸
か ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ は 、 該 標 的 核 酸 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 向 き の も の で あ り 、 以 下 の 節
に お い て さ ら に 記 載 さ れ る ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 細 胞 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を コ ー ド 化 す
る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 ま た は 結 合 し 、 そ れ に よ り タ ン パ ク 質 の 発 現 を
阻 害 、 例 え ば 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 を 阻 害 す る こ と に よ り 対 象 に 典 型 的 に 投 与 さ れ る か
、 ま た は 組 織 内 で 生 成 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 安 定 二 本 鎖 を 形 成 す る た め の
通 常 の ヌ ク レ オ チ ド 相 補 的 配 列 に よ る も の で あ り 、 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 分 子 の 場 合 に お い て 、 二 本 鎖 ヘ リ ッ ク ス 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 の 投 与 経 路 の 実 施 例 は 、 組 織 部 位 で
の 直 接 注 入 を 含 む 。 ま た は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 選 択 さ れ た 細 胞 を 標 的 と す る た め
に 修 飾 さ れ 、 次 に 全 身 性 に 投 与 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 全 身 性 投 与 の た め 、 ア ン チ セ ン ス 分 子
は 、 選 択 さ れ た 細 胞 表 面 上 で 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 、 細 胞 表 面 の 受 容 体 ま た は 抗 原 に 結 合 す る ペ プ チ ド ま た は 抗 体 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 核
酸 分 子 に 結 合 す る こ と に よ り 修 飾 さ れ 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は ま た 、 本 明 細 書 に 記
載 す る ベ ク タ ー を 用 い る 細 胞 に 送 達 さ れ 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 の 十 分 な 細 胞 内 濃 度 を 達
成 す る た め に 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 が 、 強 力 な ｐ ｏ ｌ 　 Ｉ Ｉ ま た は ｐ ｏ ｌ 　 Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ
モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 か れ る ベ ク タ ー 構 築 物 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 α － ア ノ マ ー 核 酸 分 子 で あ
る 。 α － ア ノ マ ー 核 酸 分 子 は 、 普 通 の β － ユ ニ ッ ト と 反 対 で 、 鎖 が 互 い に 平 行 に 走 る 相 補
的 Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 特 異 的 な 二 本 鎖 を 形 成 す る (Gaultier et al. (1987) Nucl
eic Acids Res 15: 66256641)。 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  (Inoue et al. (1987) Nucleic Acids Res 15: 61316148)ま た は キ メ ラ Ｒ Ｎ
Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 類 似 体 (Inoue et al. (1987) FEBS Lett 215: 327330)を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
リ ボ ザ イ ム お よ び Ｐ Ｎ Ａ 部 分
か か る 修 飾 は 、 実 施 例 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 修 飾 塩 基 、 お よ び 糖 リ ン 酸 主 鎖 が 修 飾 さ れ
る か ま た は 誘 導 さ れ る 核 酸 を 含 む 。 こ れ ら の 修 飾 は 、 例 え ば 、 対 象 で の 治 療 応 用 に お い て
核 酸 に 結 合 す る ア ン チ セ ン ス と し て 用 い ら れ 得 る よ う に 、 修 飾 さ れ た 核 酸 の 化 学 的 安 定 性
を 増 大 す る た め に 少 な く と も 一 部 実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 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 、 相 補 的 領 域 を 有 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 様 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 性 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 従 っ て 、 リ ボ ザ イ ム は （ 例 え ば 、 ハ ン マ ー
ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム （ Haselhoff and Gerlach (1988) Nature 334:585591に お い て 記 載 さ れ
る ） を 用 い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 触 媒 的 に 切 断 し 、 そ れ に よ り Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ コ ー ド 化 核 酸 に 対 す る 特 異 性 を 有
す る リ ボ ザ イ ム は 、 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ Ｄ Ｎ Ａ （ す な わ ち 、 配 列 番
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号 ： １ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て デ ザ イ ン さ れ 得 る 。 例 え ば 、 テ ト ラ ヒ メ ナ Ｌ － １
９ Ｉ Ｖ Ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 誘 導 体 は 、 活 性 化 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ コ ー ド 化
ｍ Ｒ Ｎ Ａ に お い て 切 断 さ れ る べ き ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 配 列 で あ も の に 構 築 さ れ 得 る
。 例 え ば 、 Cech等 の 米 国 特 許 番 号 ４ ， ９ ８ ７ ， ０ ７ １ ； お よ び Cech等 の 米 国 特 許 番 号 ５ ，
１ １ ６ ， ７ ４ ２ を 参 照 さ れ た い 。 ま た は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の
プ ー ル か ら 特 異 的 な リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 有 す る 触 媒 性 Ｒ Ｎ Ａ を 選 択 す る こ と が で き る 。 Ba
rtel et　 al., (1993) Science 261:14111418を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
代 わ り に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 発 現 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 制 御 領 域 （ 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 に よ り 阻 害 さ れ て 、 標 的 細 胞 中 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の 転 写 を 妨 げ る ３ 重 ヘ リ ッ ク ス 構
造 を 形 成 し 得 る 。 Helene. (1991) Anticancer Drug Des. 6: 56984; Helene. et al. (19
92) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660:2736； お よ び Maher (1992) Bioassays 14: 80715を 一 般
に 参 照 。
【 ０ １ ３ １ 】
様 々 な 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 核 酸 は 、 塩 基 部 分 、 糖 部 分 ま た は リ ン 酸 主 鎖 で
修 飾 さ れ 、 例 え ば 、 分 子 の 安 定 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ま た は 可 溶 性 を 改 善 さ れ 得
る 。 例 え ば 、 核 酸 の デ オ キ シ リ ボ ー ス リ ン 酸 主 鎖 は 、 修 飾 さ れ て 、 ペ プ チ ド 核 酸 を 生 成 し
得 る （ Hyrup et al. (1996) Bioorg Med Chem 4: 523を 参 照 ） 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら
れ る 様 に 、 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 主 鎖 が 擬
ペ プ チ ド 主 鎖 に よ り 取 っ て 代 わ ら れ 、 ４ つ の 元 々 の 核 酸 塩 基 の み 保 持 す る 核 酸 ミ メ テ ィ ク
ス 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ミ メ テ ィ ク ス に 言 及 す る 。 Ｐ Ｎ Ａ の 天 然 の 主 鎖 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 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 と す る と 見 ら れ て
き た 。 Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー の 合 成 は 、 Hyrup et al. (1996) above; PerryO'Keefe et al. (
1996) PNAS 93: 14670675に 記 載 さ れ る 様 に 、 標 準 固 相 ペ プ チ ド 合 成 プ ロ ト コ ー ル を 用 い
て 実 行 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の Ｐ Ｎ Ａ は 、 治 療 応 用 お よ び 診 断 応 用 に お い て 用 い ら れ 得 る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｎ
Ａ は 、 遺 伝 子 発 現 の 配 列 特 異 的 調 節 の た め ア ン チ セ ン ス ま た は 抗 原 物 質 と し て 、 転 写 ま た
は 翻 訳 の 抑 止 を 誘 導 、 ま た は 複 製 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 用 い ら れ 得 る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の
Ｐ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 の 単 一 塩 基 対 変 異 の 解 析 に お い て 、 例 え ば 、 Ｐ Ｎ Ａ 指 向 性 Ｐ Ｃ
Ｒ ｃ ｌ ａ ｍ ｐ ｉ ｎ ｇ 法 よ り ； 他 の 酵 素 と の 組 合 せ に お い て 用 い ら れ る 場 合 の 人 工 制 限 酵 素
、 例 え ば 、 Ｓ Ｉ ヌ ク レ ア ー ゼ （ 上 述 の Hyrup B. (1996)） と し て ； ま た は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定
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 （ 上 述 の Hyrup et al. (1996
)； 上 述 の Perry－ O'Keefe (1996)） と し て も 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の Ｐ Ｎ Ａ は 、 親 油 性 ま た は Ｐ Ｎ Ａ に 対 す る 他 の ヘ ル
パ ー 群 と 関 連 す る こ と に よ り 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ の 形 成 に よ り 、 ま た は 当 分 野 に お い
て 既 知 の 薬 輸 送 の リ ボ ソ ー ム ま た は 他 の 技 術 の 使 用 に よ り 例 え ば 、 安 定 性 ま た は 細 胞 の 取
り 込 み を 増 強 す る た め に 修 飾 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ は
、 Ｐ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ の 有 利 な 特 性 を 組 合 せ 得 る も の を 生 成 さ れ 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 す る こ と を 可 能 と す る 一 方 で 、 Ｐ Ｎ Ａ 部 分 は 高 結 合 親 和 性 お よ び 特 異 性 を 提 供 す る 。
Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ は 、 塩 基 ス タ ッ キ ン グ 、 核 酸 塩 基 間 の 多 く の 結 合 、 お よ び 向 き の 点
で 選 択 さ れ る 適 当 な 長 さ の リ ン カ ー を 用 い て 結 び つ き 得 る （ 上 述 の Hyrup (1996)） 。 Ｐ Ｎ
Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ の 合 成 は 、 上 述 の Hyrup (1996)お よ び Finn et al. (1996) Nucl Acids 
Res 24: 335763に 記 載 さ れ る 様 に 実 行 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は 、 標 準 ホ
ス ホ ラ ミ ダ イ ト カ ッ プ リ ン グ 化 学 反 応 、 お よ び モ デ ィ フ ァ イ さ れ た ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 、
例 え ば 、 Ｐ Ｎ Ａ と Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 と の 間 で 用 い ら れ 得 る 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 用 い て 固 体 支 持 上 で 合 成 さ れ 得
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る （ Mag et al. (1989) Nucl Acid Res 17: 597388） 。 Ｐ Ｎ Ａ モ ノ マ ー は 次 に 、 段 階 的 な
方 法 で カ ッ プ リ ン グ さ れ 、 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 産 生 す る （ 上 述 の Finn et al. (1996)） ま た は 、 キ メ ラ 分 子 は 、 ５ ’ Ｄ Ｎ Ａ セ
グ メ ン ト お よ び ３ ’ Ｐ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト と 共 に 合 成 さ れ 得 る 。 Petersen et al. (1975) Bio
org Med Chem Lett 5: 111911124を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
他 の 実 施 態 様 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ プ チ ド の 様 な 他 の 添 加 群 （ 例 え ば 、 イ
ン ビ ボ に お い て 宿 主 細 胞 受 容 体 を 標 的 と す る ） 、 ま た は 細 胞 膜 を 介 す る 輸 送 を 促 進 す る 物
質 （ 例 え ば 、 Letsinger et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:65536556; L
emaitre et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 84:648652; Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号 Ｗ ０ ８ ８ ／
０ ９ ８ １ ０ を 参 照 ） 、 ま た は 血 管 脳 関 門 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号 Ｗ ０ ８ ９ ／ １ ０ １ ３ ４
を 参 照 ） を 含 み 得 る 。 加 え て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 切 断 を 引 き 起 こ す ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 試 薬 （ 例 え ば 、 Krol et al., 1988, BioTechniques 6:958976を 参 照 ） ま た は 介
在 試 薬 （ 例 え ば 、 Zon, 1988, Pharm. Res. 5:539549を 参 照 ） で モ デ ィ フ ァ イ さ れ 得 る 。
最 後 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 別 の 分 子 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ク ロ ス リ ン ク を 引 き 起 こ
す ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 、 輸 送 物 質 、 切 断 を 引 き 起 こ す ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試
薬 等 と 共 役 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド
本 発 明 の 新 規 タ ン パ ク 質 は 、 表 １ （ 配 列 番 号 ： ２ ） に お い て 提 供 さ れ る 配 列 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
Ｘ 様 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 表 １ に お い て 示 さ れ る 対 応 す る 残 基 か ら 任 意 の 残
基 が 変 更 さ れ 得 る 一 方 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 様 活 性 化 お よ び 生 理 学 的 機 能 を 維 持 す る タ ン パ ク 質
、 ま た は そ れ ら の 機 能 的 な フ ラ グ メ ン ト を 依 然 コ ー ド 化 す る 突 然 変 異 体 ま た は 変 異 体 タ ン
パ ク 質 を 含 む 。 突 然 変 異 体 ま た は 変 異 体 タ ン パ ク 質 に お い て 、 残 基 の ２ ０ ％ 以 下 ま た は そ
れ よ り 多 く が 、 そ の よ う に 変 更 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
一 般 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 様 機 能 を 維 持 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 様 変 異 体 は 、 配 列 の 特 定 の 位 置 の 残
基 が 、 他 の ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ た 任 意 の 変 異 体 を 含 み 、 お よ び 別 の 残 基 ま た は 該 タ ン
パ ク 質 の ２ 残 基 間 の 残 基 を 挿 入 す る 可 能 性 、 な ら び に 該 配 列 由 来 の １ ま た は そ れ 以 上 の 残
基 を 欠 く 可 能 性 を さ ら に 含 む 。 任 意 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 挿 入 、 ま た は 欠 損 が 本 発 明 に よ り 包
含 さ れ る 。 好 ま し い 場 合 に お い て 、 置 換 は 上 で 定 義 さ れ た よ う に 保 存 的 置 換 で あ る 。 さ ら
に 、 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る こ と な く 、 表 １ ２ の 以 下 の 位 置 （ 配 列 番 号 ： ２ に お い て 提 供
さ れ る 番 号 付 け を 用 い る ） が 、 突 然 変 異 体 ま た は 変 異 体 タ ン パ ク 質 が １ ま た は そ れ 以 上 の
指 示 さ れ た 置 換 の １ つ を 含 み 得 る よ う に 指 示 さ れ た 様 に 置 換 さ れ 得 る 。 示 さ れ た 置 換 は 、
与 え ら れ た 位 置 で お こ り 得 る 可 能 な 置 換 の 範 囲 を 制 限 し な い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
表 １ ２
【 表 １ ５ 】
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【 ０ １ ３ ８ 】
表 １ ２ の 続 き
【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 単 離 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 、 お よ び そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な
部 分 、 ま た は 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 そ れ ら の 類 似 体 ま た は 相 同 体 に 関 す る 。 抗 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ 抗 体 を 生 じ る 免 疫 原 と し て の 使 用 に 適 し た ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト も さ ら に 提 供 さ
れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 天 然 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 標 準 タ ン パ ク 質 精 製
技 術 を 用 い る 適 当 な 精 製 ス キ ー ム に よ り 細 胞 ま た は 組 織 供 給 源 か ら 単 離 さ れ る こ と が で き
る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 産 生 さ
れ る 。 組 換 え 発 現 の 代 わ り に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 準 ペ プ
チ ド 合 成 技 術 を 用 い て 化 学 的 に 合 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
「 単 離 」 ま た は 「 精 製 」 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 細 胞 の 物 質
ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 が も た ら さ れ る 細 胞 ま た は 組 織 供 給 源 由 来 の タ ン パ ク 質 の
混 入 が 実 質 的 に な い 、 ま た は 化 学 的 前 駆 体 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ る 場 合 の 他 の 化 学 物 質
が 実 質 的 に な い 。 用 語 「 細 胞 の 物 質 が 実 質 的 に な い 」 は 、 タ ン パ ク 質 は 単 離 ま た は 組 替 え
的 に 産 生 さ れ る も の 由 来 の 細 胞 の 細 胞 成 分 か ら 分 離 さ れ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 標 本
を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 用 語 「 細 胞 の 物 質 が 実 質 的 に な い 」 は 、 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
Ｘ タ ン パ ク 質 （ 「 混 入 す る タ ン パ ク 質 」 と し て 本 明 細 書 に お い て も 言 及 さ れ る ） の 約 ３ ０
％ （ 乾 燥 重 量 に よ る ） 未 満 、 よ り 好 ま し く は 、 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 薬 ２ ０ ％ 未 満
、 さ ら に 好 ま し く は 、 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 約 １ ０ ％ 未 満 、 そ し て さ ら に 好 ま し く
は 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 約 ５ ％ 未 満 を 有 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 標 本 を 含 む
。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 が 組 変 え 的 に 産 生 さ れ る
場 合 、 好 ま し く は 培 養 上 清 が 実 質 的 に な い 、 す な わ ち 、 培 養 液 が 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 タ ン パ ク 質 標 本 の 用 量 の 約 ５ ％ 未 満 を 意
味 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
用 語 「 化 学 的 前 駆 体 ま た は 他 の 化 学 物 質 が 実 質 的 に な い 」 は 、 タ ン パ ク 質 が 化 学 的 前 駆 体
ま た は タ ン パ ク 質 の 合 成 に お い て 関 与 す る 他 の 化 学 物 質 か ら 分 離 さ れ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン
パ ク 質 の 標 本 を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 用 語 「 化 学 的 前 駆 体 ま た は 他 の 化 学 物 質
が 実 質 的 に な い 」 は 、 化 学 的 前 駆 体 ま た は 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 化 学 物 質 の 約 ３ ０ ％ （ 乾 燥 重 量
に よ る ） 未 満 、 さ ら に 好 ま し く は 、 化 学 的 前 駆 体 ま た は 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 化 学 物 質 の 約 ２ ０
％ 未 満 、 な お さ ら に 好 ま し く は 、 化 学 的 前 駆 体 ま た は 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 化 学 物 質 の 約 １ ０ ％
未 満 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 化 学 的 前 駆 体 ま た は 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 化 学 物 質 の 約 ５ ％ 未 満
を 有 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 標 本 を 含 む 。
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【 ０ １ ４ ２ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸
配 列 に 十 分 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 、 例 え ば 、 全 長 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 よ り 少 な い ア ミ ノ 酸 を 含 む 配 列 番
号 ： ２ に お い て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド を 含 み 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の
少 な く と も １ つ の 活 性 を 表 す 。 典 型 的 に 、 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 少 な く と も １ つ の Ｆ
Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 活 性 を 有 す る ド メ イ ン ま た は モ テ ィ ー フ を 含 む 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ
ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 例 え ば 、 長 さ １ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ ま た は そ れ
以 上 の ア ミ ノ 酸 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク
質 間 で 実 質 的 に 保 存 さ れ た 上 で 同 定 さ れ た ド メ イ ン の 少 な く と も １ つ を 含 有 し 得 る 。 さ ら
に 、 タ ン パ ク 質 の 他 の 領 域 を 欠 い て い る 他 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 組 換 え 技 術 に よ り
調 製 さ れ 、 か つ 天 然 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の １ ま た は そ れ 以 上 の 機 能 的 活 性 化 を 評 価
し 得 る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
１ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ２ に お い れ 示 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ２
に 実 質 的 に 相 同 で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ の タ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 化 を 保 持 し 、 以 下 に 詳 細
に 記 載 す る 様 に 、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 バ リ エ ー シ ョ ン ま た は 変 異 誘 発 に 起 因 す る ア ミ ノ 酸 配
列 に お い て 依 然 異 な る 。 他 の 実 施 態 様 に よ る と 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ：
２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な く と も ４ ５ ％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ 配 列 番 号 ： ２ の Ｆ
Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 を 保 持 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て
、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な く と も 約 ４ ５ ％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配
列 、 さ ら に 好 ま し く は 、 約 ５ ５ 、 ６ ５ 、 ７ ０ 、 ７ ５ 、 ８ ０ 、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ 、 ９ ８ さ ら
に ９ ９ ％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 し 、 か つ 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 を 有 す る 対 応 ポ リ ペ プ チ
ド の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 を 保 持 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
２ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 間 の 相 同 性 の 測 定
２ つ の ア ミ ノ 酸 ま た は ２ つ の 核 酸 の パ ー セ ン ト 相 同 性 を 測 定 す る た め に 、 配 列 を 最 適 な 比
較 目 的 の た め 整 列 さ せ る （ 例 え ば 、 ギ ャ ッ プ が 配 列 間 の 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト の た め 比 較
さ れ た 配 列 の い ず れ か に お い て 導 入 さ れ 得 る ） 。 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 ま た は ヌ ク レ オ チ
ド 位 置 で の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド は 、 次 に 比 較 さ れ る 。 第 １ の 配 列 の 位 置 が 、
第 ２ の 配 列 の 対 応 す る 位 置 の 同 一 の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド に よ り 占 め ら れ て い
る 場 合 、 分 子 は そ の 位 置 で 相 同 で あ る （ す な わ ち 、 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 様 に 、 ア
ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 「 相 同 性 」 は 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 「 同 一 」 と 等 し い 。 ）
【 ０ １ ４ ６ 】
核 酸 配 列 相 同 性 は 、 ２ 配 列 間 の 同 一 性 の 程 度 と し て 測 定 さ れ 得 る 。 相 同 性 は 、 Ｇ Ｃ Ｇ プ ロ
グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ に お い て 提 供 さ れ る Ｇ Ａ Ｐ ソ フ ト ウ ェ ア の よ う な 、 当 分 野 に お い て 既 知
の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 測 定 さ れ 得 る 。 Needleman and Wunsch 1970 J Mol 
Biol 48: 443-453を 参 照 さ れ た い 。 核 酸 配 列 比 較 の 以 下 の 設 定 ： ５ ． ０ の Ｇ Ａ Ｐ 生 成 ペ ナ
ル テ ィ ー お よ び ０ ． ３ の Ｇ Ａ Ｐ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ ー を 伴 な う Ｇ Ｃ Ｇ 　 Ｇ Ａ Ｐ ソ フ ト ウ エ ア を
用 い て 、 上 で 言 及 さ れ た 類 似 核 酸 配 列 の コ ー ド 領 域 は 、 配 列 番 号 ： １ に お い て 示 さ れ る 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 表 す 。
【 ０ １ ４ ７ 】
用 語 「 配 列 同 一 性 」 は 、 ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 比 較 の 特 定
領 域 に わ た っ て 残 基 毎 に 同 一 で あ る 程 度 に 言 及 す る 。 用 語 「 配 列 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ
」 は 、 比 較 の 領 域 に わ た っ て 、 ２ つ の 最 適 整 列 配 列 を 比 較 す る こ と 、 一 致 位 置 の 数 を も た
ら す た め に 両 配 列 に お い て 生 じ る 同 一 核 酸 塩 基 （ 例 え ば 、 核 酸 の 場 合 、 Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ 、 Ｇ 、
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Ｕ ま た は Ｉ ） の あ る 位 置 の 数 を 測 定 す る こ と 、 比 較 の 領 域 中 の 位 置 の 合 計 数 （ す な わ ち 、
ウ ィ ン ド ウ サ イ ズ ） に よ り 一 致 位 置 の 数 を 割 る こ と 、 お よ び 配 列 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ
を も た ら す た め に 、 結 果 を １ ０ ０ 倍 す る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら
れ る 様 に 、 用 語 「 実 質 的 同 一 性 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 徴 を 示 す 。 こ こ で 、 該 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 比 較 領 域 に わ た っ て 参 考 配 列 と 比 較 し て 、 少 な く と も ８ ０ ％ 配 列 同 一
性 、 好 ま し く は 、 少 な く と も ８ ５ ％ 同 一 性 、 お よ び し ば し ば ９ ０ ～ ９ ５ ％ 配 列 同 一 性 、 さ
ら に 一 般 的 に は 少 な く て も ９ ９ ％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 。 用 語 「 ポ ジ テ ィ ヴ 残 基
の パ ー セ ン テ ー ジ 」 は 、 比 較 の 領 域 に わ た っ て ２ つ の 最 適 化 整 列 配 列 を 比 較 す る こ と 、 上
で 定 義 さ れ た 様 に 同 一 お よ び 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 一 致 位 置 の 数 を も た ら す た め に 両 配 列
間 で 生 じ る 位 置 の 数 を 測 定 す る こ と 、 比 較 の 領 域 の 位 置 の 合 計 数 （ す な わ ち 、 ウ イ ン ド ウ
サ イ ズ ） に よ り 一 致 位 置 の 数 を 割 る こ と 、 お よ び ポ ジ テ ィ ブ 残 基 の パ ー セ ン テ ー ジ を も た
ら す た め に 、 結 果 を １ ０ ０ 倍 す る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
キ メ ラ タ ン パ ク 質 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質
本 発 明 は ま た 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 用 い ら れ る 様 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 「 キ メ ラ タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 融 合 タ ン パ ク 質
」 は 、 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド に 作 用 可 能 に 結 合 し た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド を 含
む 。 「 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド に 言 及 し 、 「 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 に 実
質 的 に 相 同 で な い タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 と 異 な り 、 か つ 同 一 生 物
ま た は 異 な る 生 物 か ら も た ら さ れ る 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 に 言 及 す る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 融 合 タ ン パ ク 質 内 で 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 全 部 ま た は 一 部 に 対 応 し 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も １ つ の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部
分 を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も ２ つ の Ｆ
Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 含 む 。 融 合 タ ン パ ク 質 内 で 、 用 語 「 作 用
可 能 に 結 合 す る 」 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド が 互
い に イ ン フ レ ー ム で 融 合 さ れ る こ と を 示 す こ と を 意 図 す る 。 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド
は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ４ ９ 】
例 え ば 、 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 第 ２ の タ ン パ ク 質 の
細 胞 外 ド メ イ ン に 作 用 可 能 に 結 合 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 か か る 融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ （ か か る ア ッ セ
イ は 、 以 下 で 詳 細 に 記 載 さ れ る ） に お い て さ ら に 利 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 配 列 が Ｇ Ｓ Ｔ の Ｃ 末 端 に 融 合 す
る （ す な わ ち 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） Ｇ Ｓ Ｔ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 融 合 タ ン パ ク
質 で あ る 。 か か る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 精 製 を 促 進 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ５ １ 】
さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｎ 末 端 に あ る 異 種 性 シ グ ナ ル 配 列 を 含
有 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 で あ る 。 例 え ば 、 天 然 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ シ グ ナ ル 配 列 （ す な
わ ち 、 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ２ ０ ） が 、 取 り 除 か れ 、 別 の タ ン パ ク 質 由 来 の シ グ ナ
ル 配 列 で 取 っ て 代 わ ら れ 得 る 。 あ る 宿 主 細 胞 に お い て （ 例 え ば 、 哺 乳 動 物 細 胞 ） 、 Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ の 発 現 ま た は ／ お よ び 分 泌 は 、 異 種 性 シ グ ナ ル 配 列 の 使 用 を 介 し て 増 加 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の ド メ イ ン を 含 む Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ 配 列 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー か ら も た ら さ れ る 配 列 に 融
合 さ れ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 免 疫
グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 医 薬 組 成 物 に 取 り 込 ま れ 、 対 象 に 投 与 さ れ 、 細 胞 表 面 上 の
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Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ リ ガ ン ド と Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 仲 介 シ グ ナ ル 伝 達 を 抑 制 で き る 。 制 限 さ れ な い 実 施 例 に お い て 、 本
発 明 の 考 え ら れ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ リ ガ ン ド は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 受 容 体 で あ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 免
疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 同 族 リ ガ ン ド の 生 物 学 的 利 用 能 に 作
用 さ せ る こ と が で き る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ リ ガ ン ド ／ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 相 互 作 用 の 阻 害 は 、 増 殖 性
疾 患 お よ び 分 化 性 疾 患 の 両 方 の 処 置 、 な ら び に 細 胞 生 存 の 調 節 （ 例 え ば 、 促 進 ま た は 阻 害
） の た め に 治 療 的 に 有 用 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合
タ ン パ ク 質 を 免 疫 原 と し て 用 い て 、 対 象 に お い て 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 抗 体 を 産 生 し 、 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ リ ガ ン ド を 精 製 し 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ リ ガ ン ド と の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 分
子 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 標 準 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術
に よ り 産 生 さ れ 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
は 、 例 え ば 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン の た め の 平 滑 末 端 ま た は ね じ れ （ stagger） 末 端 、 適 当 な 末
端 を 提 供 す る た め の 制 限 酵 素 切 断 、 適 当 な 粘 着 末 端 の 充 填 、 望 ま な い 結 合 を 避 け る た め の
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 、 お よ び 酵 素 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 用 い る こ と に よ り 、 従 来 技
術 に 従 い イ ン フ レ ー ム で 互 い に 結 合 す る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 融 合 遺 伝 子 は 、 自 動 Ｄ
Ｎ Ａ 合 成 機 を 含 む 従 来 技 術 に よ り 合 成 さ れ 得 る 。 ま た は 、 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の Ｐ Ｃ Ｒ 増
幅 は 、 引 き 続 い て ア ニ ー リ ン グ し 、 再 増 幅 さ れ 、 キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 を 精 製 し 得 る ２ つ の 連
続 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト 間 の 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
実 行 さ れ う る （ 例 え ば 、  Ausubel et al. (eds.) Current Protocols in Molecular Biol
ogy, John Wiley & Sons, 1992を 参 照 ） 。 さ ら に 、 多 く の 発 現 ベ ク タ ー は 、 融 合 部 分 を 既
に コ ー ド 化 す る 市 販 さ れ る も の （ 例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ ポ リ ペ プ チ ド ） で あ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ コ
ー ド 化 核 酸 は 、 融 合 部 分 が Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 に イ ン フ レ ー ム で 結 合 す る よ う に 発 現
ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 作 用 物 質 お よ び 拮 抗 物 質
本 発 明 は ま た 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 作 用 物 質 （ ミ メ テ ィ ク ス ） ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 拮 抗 物 質 の い
ず れ か と し て 機 能 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 に 関 す る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク
質 の 変 異 体 は 、 変 異 誘 発 、 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 別 々 の 点 変 異 ま た は 切 断 に
よ り 生 成 さ れ 得 る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 作 用 物 質 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 天 然 に 存 在 す
る 型 の 生 物 学 的 に 活 性 な 同 一 物 ま た は サ ブ セ ッ ト を 実 質 的 に 保 持 し 得 る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ
ン パ ク 質 の 拮 抗 物 質 は 、 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 の シ グ ナ ル カ ス ケ イ
ド の 下 流 ま た は 上 流 の メ ン バ ー に 競 合 的 に 結 合 す る こ と に よ り 、 １ ま た は そ れ 以 上 の Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 天 然 に 生 じ る 形 の 活 性 化 を 阻 害 し 得 る 。 従 っ て 、 特 異 的 な 生 物 学 的
作 用 は 、 機 能 を 制 限 さ れ た 変 異 体 と の 処 理 に よ り 誘 発 さ れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て
、 タ ン パ ク 質 の 天 然 に 生 じ る 形 の 生 物 学 的 に 活 性 な サ ブ セ ッ ト を 有 す る 変 異 体 と の 対 象 の
処 理 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 天 然 に 生 じ る 形 と の 処 置 と 関 係 す る 対 象 に お い て よ り
少 な い 副 作 用 を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 作 用 物 質 （ ミ メ テ ィ ク ス ） と し て ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 拮 抗 物 質 の い ず れ か と
し て 作 用 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 は 、 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 作
用 物 質 ま た は 拮 抗 物 質 の 活 性 に つ い て Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 切 断 突 然 変 異 体 の 組 合 せ
ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 変 異 体 の 多 彩 ア な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 核 酸 レ ベ ル の 組 合 せ 変 異 誘 発 に よ り 生 成
さ れ 、 多 彩 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り コ ー ド 化 さ れ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 変 異 体 の 多 彩 な ラ
イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 潜 在 的 な Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 配 列 の 変 性 セ ッ ト が 、 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド
と し て 、 ま た は 代 わ り に Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 配 列 の セ ッ ト を 含 有 す る よ り 大 き な 融 合 タ ン パ ク 質
の セ ッ ト （ 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ） と し て 発 現 可 能 で あ る 様 な 遺 伝 子 配 列 に 合 成
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 酵 素 的 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 産 生 さ れ 得 る 。 変
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性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の 潜 在 的 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 産 生 す る た
め に 用 い ら れ 得 る 様 々 な 方 法 が あ る 。 変 性 遺 伝 子 配 列 の 化 学 的 合 成 を 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機
に お い て 実 行 す る こ と が で き 、 合 成 遺 伝 子 は 次 に 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 結 合 さ せ ら れ る
。 遺 伝 子 の 変 性 セ ッ ト の 使 用 は 、 潜 在 的 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 配 列 の 望 ま れ る セ ッ ト を コ ー ド 化 す
る 配 列 の 全 部 で あ る 混 合 物 の １ つ に お い て 供 給 を 可 能 と す る 。 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
合 成 す る 方 法 は 、 当 分 野 に お い て 既 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 1
98:1056; Ike et al. (1983) Nucl Acid Res 11:477を 参 照 ） 。
【 ０ １ ５ ６ 】
ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー
加 え て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ コ ー ド 配 列 の フ ラ グ メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ
タ ン パ ク 質 の 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 続 く 選 択 の た め の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 多 彩 な 群 を
産 生 し 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 コ ー ド 配 列 フ ラ グ メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ニ ッ
キ ン グ が １ 分 子 あ た り 約 １ 回 の み 生 じ る 条 件 下 で ヌ ク レ ア ー ゼ を 有 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ コ ー
ド 配 列 の 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト の 処 理 、 ニ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 変 性 、 異 な る ニ ッ ク 産 物 由 来
の セ ン ス ／ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー を 含 み 得 る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 形 成 す る た め の Ｄ Ｎ Ａ の 再
生 、 Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ と の 処 理 に よ り ニ 本 鎖 の 再 形 成 か ら 一 本 鎖 部 分 を 取 り 除 く こ と 、 お
よ び 結 果 と し て 生 じ る フ ラ グ メ ン ト ラ イ ブ ラ リ ー の 発 現 ベ ク タ ー へ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ
り 生 成 さ れ う る 。 こ の 方 法 に よ り 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｎ 末 端 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン
パ ク 質 の 様 々 な サ イ ズ の 内 部 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド 化 す る も の が も た ら さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
点 変 異 ま た は 切 断 に よ り 作 ら れ た 組 合 せ ラ イ ブ ラ リ ー の 遺 伝 子 産 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と 、 お よ び 選 択 さ れ た 性 質 を 有 す る 遺 伝 子 産 物 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン
グ す る い く つ か の 技 術 は 、 当 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 か か る 技 術 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン
パ ク 質 の 組 合 せ 変 異 誘 発 に よ り 生 成 さ れ る 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ に
適 し て い る 。 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー へ の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の ク ロ ー ン 化 、 結 果 と し て
生 じ る ベ ク タ ー ラ イ ブ ラ リ ー と の 適 当 な 細 胞 の 形 質 移 入 、 お よ び 望 ま れ る 活 性 の 検 出 が 産
物 が 検 出 さ れ る 遺 伝 子 を コ ー ド 化 す る ベ ク タ ー の 単 離 を 促 進 す る 条 件 下 で の 組 合 せ 遺 伝 子
の 発 現 を 典 型 的 に 含 む 大 き な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 高 処 理 量 分 析 に 従
っ た 技 術 が 、 最 も 広 く 用 い ら れ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 機 能 的 変 異 の 頻 度 を 増 大 す る 新 た な 技
術 で あ る 再 帰 全 変 異 誘 発 （ Ｒ Ｅ Ｍ ） が 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 変 異 体 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ
ン グ ア ッ セ イ と の 組 合 せ に お い て 用 い ら れ 得 る (Arkin and Yourvan (1992) PNAS 89:7811
7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6:327331)。
【 ０ １ ５ ８ 】
抗 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 抗 体
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ 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 、 す な わ ち 、 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る （ 免 疫 反 応 す
る ） 抗 原 結 合 部 位 を 含 有 す る 分 子 に 言 及 す る 。 か か る 抗 体 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ 、 一 本 鎖 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ お よ び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２
フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 。 一 般 に 、 ヒ ト か ら 得 ら れ る 抗 体 分
子 は 、 分 子 に 存 在 す る 天 然 の 重 鎖 に よ り 別 の も の と 異 な る 任 意 の ク ラ ス の Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ
、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ お よ び Ｉ ｇ Ｄ に 関 す る 。 あ る ク ラ ス は 、 同 様 に 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ 等 の
サ ブ ク ラ ス を 有 す る 。 さ ら に 、 ヒ ト に お い て 、 軽 鎖 は 、 κ 鎖 ま た は λ 鎖 で あ り 得 る 。 抗 体
に 対 す る 本 明 細 書 に お け る 参 考 文 献 は 、 ヒ ト 抗 体 種 の か か る ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス お よ び タ
イ プ の 全 て に 対 す る 参 考 文 献 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ９ 】
抗 原 、 ま た は そ れ ら の 一 部 ま た は フ ラ グ メ ン ト と し て 機 能 す る こ と を 意 図 さ れ る 単 離 タ ン
パ ク 質 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 標 本 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 標 本 の 標 準 技 術 を 用 い る 、
抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 成 す る た め の 免 疫 原 と し て 用 い ら れ 得 る 。 全 長 タ ン
パ ク 質 を 用 い る こ と が で き る か 、 ま た は 、 本 発 明 は 免 疫 原 と し て の 使 用 の た め 抗 原 性 ペ プ
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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 に お い て 示
さ れ る 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 ア ミ ノ 酸 残 を
含 み 、 全 長 タ ン パ ク 質 ま た は エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 任 意 の フ ラ グ メ ン ト と の 特 異 的 免 疫 複
合 体 を 形 成 す る ペ プ チ ド に 対 し て 生 じ る 抗 体 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 ア ミ ノ 酸 残 基 、 ま た は 少 な く と も １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 、 ま た
は 少 な く と も ２ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 、 ま た は 少 な く と も ３ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 抗 原 性 ペ プ
チ ド に よ り 包 含 さ れ る 好 ま し い エ ピ ト ー プ は 、 そ の 表 面 に 位 置 す る タ ン パ ク 質 の 領 域 ； 普
通 は 、 親 水 性 領 域 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
本 発 明 の あ る 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に よ り 包 含 さ れ る 少 な く と も １ つ の エ ピ
ト ー プ が 、 タ ン パ ク 質 の 表 面 に 位 置 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 領 域 、 例 え ば 親 水 性 領 域 で あ る 。
ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 配 列 の 疎 水 性 分 析 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 領 域 が 特
定 の 親 水 性 領 域 で あ り 、 そ れ ゆ え 、 抗 体 産 物 の 標 的 化 に 有 用 で あ る 表 面 残 基 を コ ー ド 化 す
る こ と を 示 す 。 抗 体 産 物 の 標 的 化 を 意 味 す る 様 に 、 親 水 性 領 域 お よ び 親 水 性 を 示 す 疎 水 性
親 水 性 指 標 プ ロ ッ ト は 、 例 え ば 、 フ ー リ エ 形 質 転 換 あ り で ま た は な し の い ず れ か で の Kyte
 Doolittle法 ま た は Hopp Woods法 を 含 む 、 当 分 野 に お い て よ く 知 ら れ た 任 意 の 方 法 に よ り
生 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Hopp and Woods, 1981, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 78: 3824-3
828； Kyte and Doolittle 1982, J. Mol. Biol. 157: 105-142を 参 照 さ れ た い 。 そ れ ぞ れ
、 全 体 と し て 参 考 文 献 に よ り 本 明 細 書 に お い て 取 り 込 ま れ る 。 抗 原 性 タ ン パ ク 質 、 ま た は
誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 そ れ ら の 類 似 体 ま た は 相 同 体 内 の １ ま た は そ れ 以 上 の ド メ イ ン に
特 異 的 な 抗 体 も 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ま た は 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 、 そ れ ら の 相 同 体 ま た は オ ル
ソ ロ グ は 、 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 で の 、 免 疫 原 と し
て 利 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
当 分 野 内 に お い て 既 知 の 様 々 な 方 法 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 、 フ
ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 、 ま た は そ れ ら の 相 同 体 ま た は オ ル ソ ロ グ に 対 し て 指 示 さ れ る ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に 用 い ら れ 得 る （ 例 え ば 、 Antibodies: A 
Laboratory Manual, Harlow E, and Lane D, 1988, Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss, Cold Spring Harbor, NYを 参 照 。 参 考 文 献 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 。 こ れ ら
の 抗 体 の い く つ か を 、 以 下 に 論 じ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
１ ． ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 の た め に 、 様 々 な 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 ） が 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 天 然 タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の 合 成 変 異 体 、 ま た
は 上 述 の 誘 導 体 を 伴 う １ 回 ま た は そ れ 以 上 の 注 入 に よ り 免 疫 さ れ 得 る 。 適 当 な 免 疫 原 性 標
本 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 表 す 化 学 的 に
合 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 組 換 え 的 に 発 現 さ せ た 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る こ
と が で き る 。 さ ら に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 さ れ た 哺 乳 動 物 で の 免 疫 原 で あ る
と 知 ら れ た 第 ２ の タ ン パ ク 質 に 複 合 さ れ 得 る 。 か か る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 実 施 例 は 、 制
限 さ れ る こ と な く 、 キ ー ホ ー ル カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ 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 イ ン ヒ ビ タ ー を 含 む 。 標 本 は 、 ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 含 む
こ と が で き る 。 免 疫 学 的 反 応 を 増 大 さ せ る た め に 用 い ら れ る 様 々 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 制 限
さ れ る こ と な く 、 フ ロ イ ン ト （ 完 全 お よ び 不 完 全 ） 、 ミ ネ ラ ル ジ ェ ル （ 例 え ば 、 水 酸 化 ア
ル ミ ニ ウ ム ） 、 表 面 活 性 物 質 （ 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 ェ ノ ー ル 等 ） 、 Bacille Calmette-G
uerinお よ び Corynebacterium parvum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 。 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
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） を 挙 げ 得 る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
免 疫 原 性 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 に 対 し て 指 示 さ れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 分 子 は 、 哺 乳 動
物 （ 例 え ば 、 血 液 か ら ） 単 離 さ れ 、 免 疫 血 清 の Ｉ ｇ Ｇ 分 画 を 第 １ に 提 供 す る タ ン パ ク 質 Ａ
ま た は タ ン パ ク 質 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 よ く 知 ら れ た 技
術 に よ り さ ら に 精 製 さ れ 得 る 。 引 き 続 い て 、 ま た は 代 わ り に 、 探 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
標 的 で あ る 特 異 的 抗 原 、 ま た は そ れ ら の エ ピ ト ー プ は 、 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
よ り 免 疫 特 異 的 抗 体 を 精 製 す る た め の カ ラ ム 上 に 固 定 さ れ 得 る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 精 製 は
、 例 え ば 、 D. Wilkinson (The Scientist, published by The Scientist, Inc., Philade
lphia PA, Vol. 14, No. 8 (April 17, 2000), pp. 25-28)に よ り 考 察 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
２ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
本 明 細 書 に お い て 用 い 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 の あ る 軽 鎖 遺 伝 子 産 物 お よ び 特 徴 の あ る 重 鎖 遺 伝 子 産 物 か ら な る 抗
体 分 子 の １ 分 子 種 の み を 含 有 す る 抗 体 分 子 群 に 言 及 す る 。 特 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 相
補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） は 、 全 て の 分 子 群 に お い て 同 一 で あ る 。 従 っ て 、 Ｍ Ａ ｂ は 、 そ れ
ら に 特 徴 の あ る 結 合 親 和 性 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 抗 原 の 特 定 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 反 応 が 可
能 な 抗 原 結 合 部 位 を 含 有 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler and Milstein, Nature, 256:495 (1975)に よ り 記 載 さ れ
る 様 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い て 調 製 さ れ 得 る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に お い て 、 マ ウ ス 、
ハ ム ス タ ー 、 ま た は 他 の 適 当 な 宿 主 動 物 は 、 免 疫 試 薬 で 典 型 的 に 免 疫 さ れ 、 免 疫 試 薬 に 特
異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る か 、 ま た は 産 生 可 能 で あ る リ ン パ 球 を 促 進 す る 。 ま た は 、
リ ン パ 球 は 、 イ ン ビ ト ロ で 免 疫 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
免 疫 試 薬 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 抗 原 、 そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト ま た は そ れ ら の 融 合 タ
ン パ ク 質 を 典 型 的 に 含 む 。 ヒ ト 起 源 の 細 胞 が 望 ま れ る な ら 用 い ら れ 一 般 に 、 末 梢 血 液 リ ン
パ 球 が 用 い ら れ 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 起 源 が 望 ま れ る な ら 、 脾 細 胞 ま た は リ ン パ 節 が 用 い ら れ
る 。 リ ン パ 球 は 、 そ こ で ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 適 当 な 融 合 試 薬 を 用 い た 不 死 化
細 胞 株 と 融 合 さ れ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る 。 例 え ば 、 Goding, Monoclonal Antib
odies: Principles and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103を 参 照 さ れ た い
。 不 死 化 細 胞 株 は 、 普 通 は 、 哺 乳 類 細 胞 特 定 の 場 合 げ っ 歯 類 、 ウ シ お よ び ヒ ト 機 嫌 の 骨 髄
腫 に 形 質 移 入 さ れ る 。 普 通 は 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 が 用 い ら れ る 。 ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 非 融 合 細 胞 不 死 化 細 胞 の 成 長 ま た は 生 存 を 阻 害 す る １ ま た は
そ れ 以 上 の 物 質 を 含 有 す る 適 当 な 培 養 液 に お い て 培 養 さ れ 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 場 合 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 液 は 、 物 質 が Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 欠 乏 細 胞 の 成 長 を 妨 げ る ヒ
ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン （ 「 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 」 ） を 典 型 的 に 含 む 。
【 ０ １ ６ ８ 】
好 ま し い 不 死 化 細 胞 株 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 に よ る 抗 体 の 安 定 し
た 高 発 現 レ ベ ル を サ ポ ー ト す る も の で あ り 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 の よ う な 培 地 に 感 受 性 が る 。 さ ら
に 好 ま し く い 不 死 化 細 胞 株 は 、 例 え ば 、 the Salk Institute Cell Distribution Center,
 San Diego, California and the American Type Culture Collection, Manassas, Virgi
niaか ら 得 ら れ る 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 で あ る 。 ヒ ト 骨 髄 腫 細 胞 株 お よ び マ ウ ス － ヒ ト ヘ
テ ロ 骨 髄 腫 細 胞 株 は 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 物 に つ い て も 記 載 さ れ る 。 例 え ば 、 Ko
zbor: J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al.: Monoclonal Antibody Producti
on Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63
を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 培 養 さ れ る 培 養 液 は 、 そ の と き 抗 原 に 対 し て 指 示 す る モ ノ ク ロ ー ナ

10

20

30

40

50

(45) JP 2005-500035 A 2005.1.6



ル 抗 体 の 存 在 を ア ッ セ イ さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 産 生 さ れ た モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 、 免 疫 沈 降 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 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の よ う な イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ る
。 か か る 技 術 お よ び ア ッ セ イ は 、 当 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合
親 和 性 は 、 例 え ば 、 Munson and Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)の Scatchard 
analysisに よ り 測 定 さ れ 得 る 。 そ れ は 、 高 い 程 度 の 特 異 性 お よ び 標 的 抗 原 の 高 結 合 親 和 性
を 有 す る 抗 体 を 同 定 す る た め の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 治 療 的 増 幅 に お い て 特 に 重 要 な 目 的
で あ り 。
【 ０ １ ７ ０ 】
望 ま し い ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 同 定 さ れ た 後 、 ク ロ ー ン は 、 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー
ン 化 さ れ 、 標 準 方 法 （ Goding,1986） に よ り 成 長 す る 。 こ の 目 的 に 適 当 な 培 地 は 、 例 え ば
、 ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 お よ び Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 を 含 む 。 ま た は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
は 、 哺 乳 動 物 の 腹 水 の 様 に イ ン ビ ボ に お い て 成 長 し 得 る 。
【 ０ １ ７ １ 】
サ ブ ク ロ ー ン に よ り 分 泌 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 単 離 さ れ る か 、 ま た は 例 え ば 、 タ
ン パ ク 質 Ａ セ フ ァ ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア バ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 道 、
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 通 常 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 に よ
り 、 培 地 ま た は 腹 水 液 か ら 精 製 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 米 国 特 許 番 号 ４ ， ８ １ ６ ， ５ ６ ７ に お い て 記 載 さ れ る 様 な 組
換 え Ｄ Ｎ Ａ 方 法 に よ り 作 ら れ る こ と が き る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド 化 す る
Ｄ Ｎ Ａ は 、 迅 速 に 単 離 さ れ 、 通 常 の 方 法 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 お と び 軽 鎖 を コ ー ド
化 す る 遺 伝 子 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 用 い る こ
と に よ り ） を 用 い て 配 列 決 定 さ れ 得 る 。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 か か る Ｄ Ｎ Ａ の
好 ま し い 供 給 源 と し て 働 く 。 一 旦 単 離 さ れ る と 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 サ ル Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー
ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 別 に 産 生 し な い 骨
髄 腫 細 胞 の よ う な 宿 主 細 胞 に 形 質 移 入 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー 内 に 位 置 し 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に
お い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 合 成 を 得 ら れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 相 同 マ ウ ス 配 列 の 場 所
に あ る ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン の 配 列 を コ ー ド す る 置 換 （ 米 国 特 許 番 号 ４ ， ８ １
６ ， ５ ６ ７ ； Morrison, Nature 368, 812-13 (1994)） に よ り 、 ま た は 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン
ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ー ド 配 列 に 共 有 結 合 性 結
合 す る こ と に よ り モ デ ィ フ ァ イ さ れ 得 る 。 か か る 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発
明 の 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン の た め に 置 換 さ れ 得 る し 、 ま た は キ メ ラ 二 価 抗 体 を 生 成 す る た め
の 本 発 明 の 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 ド メ イ ン の た め に 置 換 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
３ ． ヒ ト 化 抗 体
本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 し て 指 示 す る 抗 体 は 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は ヒ ト 抗
体 を 含 む 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 投 与 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 す る ヒ ト に よ る 免 疫 応 答 を 生
じ さ せ る こ と な く ヒ ト へ の 投 与 に 適 し て い る 。 抗 体 の ヒ ト 化 型 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
配 列 を 主 に 含 み 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 の 最 小 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 他 の 抗 体 の 抗 原 結 合 配 列 ） で あ る 。 ヒ ト 化 は 、 Winter and co-workers (J
ones 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 従 い 、 ヒ ト 交 代 の
対 応 す る 配 列 の げ っ 歯 類 Ｃ Ｄ Ｒ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を 置 換 す る こ と に よ り 実 行 さ れ 得 る （ 米
国 特 許 番 号 ５ ， ２ ２ ５ ， ５ ３ ９ も 参 照 ） 。 時 に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ フ レ ー ム ワ
ー ク 残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ り 置 き か え ら れ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗
体 に お い て 、 ま た は 移 動 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ ま た は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 の ど ち ら に お い て も 見 ら
れ な い 残 基 も 含 む 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 可 変 ド メ イ ン の 少 な く と も １ つ の 全 体 、 お よ
び 典 型 的 な ２ つ の 可 変 ド メ イ ン を 実 質 的 に 含 む 。 こ こ で 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 対 応 す
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る Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の 全 て 、 ま た は 実 質 的 に 全 て 、 お よ び フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 全 て 、 ま た は 実
質 的 に 全 て は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 共 通 配 列 の 領 域 で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 好 ま し く は 、
少 な く と も 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 （ Ｆ ｃ ） の 一 部 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 一 部 を 典 型 的
に 含 む (Jones et al., 1986; Riechmann et al., 1988; and Presta, Curr. Op. Struct.
 Biol., 2:593-596 (1992))。
【 ０ １ ７ ４ 】
４ ． ヒ ト 抗 体
完 全 に ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 遺 伝 子 か ら 生 じ る Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 両 方 の 全 配 列 の
抗 体 分 子 に 基 本 的 に 関 与 す る 。 か か る 抗 体 は 、 本 明 細 書 に お い て 「 ヒ ト 抗 体 」 ま た は 「 完
全 に ヒ ト 抗 体 」 と 名 付 け ら れ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 に 対 し て 指 示 す る ヒ ト モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は 、 trioma技 術 ； ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kozbor, et al., 1983 Imm
unol Today 4: 72を 参 照 ） お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め の Ｅ Ｂ Ｖ ハ イ ブ
リ ド ー マ 技 術 （ Cole, et al., 1985 In: Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, A
lan R. Liss, Inc., pp. 7796を 参 照 ） に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 本 発 明 の 実 施 に お い て 利 用 さ れ 得 る し 、 ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い る こ と に よ り 、 ま た
は イ ン ビ ト ロ で の Ｅ Ｂ ウ イ ル ス と の ヒ ト Ｂ 細 胞 の 形 質 移 入 に よ り 産 生 さ れ 得 る （ Cole, et
 al., 1985 In: Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp.
 7796を 参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
加 え て 、 ヒ ト 交 代 は ま た 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 別 の 技 術 を 用 い て 産
生 さ れ 得 る （ Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., 
J. Mol. Biol., 222:581 (1991)） 。 同 様 に 、 ヒ ト 抗 体 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 例
え ば 部 分 的 に 不 活 性 化 さ れ た ま た は 完 全 に 不 活 性 化 さ れ た 内 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 で
あ る マ ウ ス に ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 を 導 入 す る こ と に よ り 作 ら れ る こ と が で き る 。
挑 戦 に よ り 、 ヒ ト 抗 体 産 物 は 、 遺 伝 子 再 配 列 、 構 築 、 抗 体 レ パ ー ト リ ー を 含 む 全 観 点 に お
い て ヒ ト に お い て 見 ら れ る も の は よ く 似 て い る こ と を 観 察 さ れ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 例
え ば 、 米 国 特 許 番 号 ５ ， ５ ４ ５ ， ８ ０ ７ ； ５ ， ５ ４ ５ ， ８ ０ ６ ； ５ ， ５ ６ ９ ， ８ ２ ５ ； ５
， ６ ２ ５ ， １ ２ ６ ； ５ ， ６ ３ ３ ， ４ ２ ５ ； ５ ， ６ ６ １ ， ０ １ ６ 、 お よ び Marks et al. (Bi
o/Technology 10, 779-783 (1992))； Lonberg et al. (Nature 368 856-859 (1994))； Mo
rrison ( Nature 368, 812-13 (1994))； Fishwild et al,( Nature Biotechnology 14, 8
45-51 (1996))； Neuberger (Nature Biotechnology 14, 826 (1996))； お よ び Lonberg an
d Huszar (Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995))に お い て 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 に 特 別 に 結 合 す る ヒ ト 抗 体 は 、 抗 原 に よ り 、 挑 戦 に 対 す る 応 答 で
の 動 物 の 内 在 性 抗 体 よ り む し ろ 完 全 に ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る た め に モ デ ィ フ ァ イ さ れ る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 用 い て 別 に 産 生 さ れ 得 る （ 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ２ ６ ０ ２ 参
照 ） 。 非 ヒ ト 宿 主 で の 重 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド 化 す る 内 在
性 遺 伝 子 は 、 能 力 を 奪 わ れ 、 宿 主 の ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ る ヒ ト 重 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 軽
鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 座 を 活 性 化 す る 。 ヒ ト 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 要 求 さ
れ る ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 含 有 す る 酵 母 人 工 染 色 体 を 用 い て 組 み 込 ま れ る 。 全 て の 望 ま
れ る 修 飾 を 提 供 す る 動 物 は 、 修 飾 の 全 相 補 的 配 列 よ り 少 な い 相 補 的 配 列 を 含 有 す る ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 仲 介 す る 交 配 に よ り 子 孫 と し て 得 ら れ る 。 か か る 非 ヒ ト 動 物 の 好 ま し
い 実 施 態 様 は 、 マ ウ ス お よ び 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 に お い て 開 示 さ れ る 様 に XenomouseTMと 名 付 け ら れ る 。 こ の 動 物 は 、 完 全 に ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る Ｂ 細 胞 を 産 生 す る 。 抗 体 は 、 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 本
、 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の よ う な 動 物 由 来 の 不 死 化 Ｂ 細 胞
由 来 の 標 本 と し て 該 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 免 疫 グ ロ ブ リ ン で の 免 疫 の 後 の 動 物 か ら 直 接 的 に 得 ら れ
る こ と が で き る 。 加 え て 、 ヒ ト 可 変 領 域 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 は
、 回 復 さ せ 、 直 接 的 に 抗 体 を 得 る た め に 発 現 さ せ る か 、 ま た は 例 え ば 、 一 本 鎖 Ｆ ｖ 分 子 の
よ う な 抗 体 の 類 似 体 を 得 る た め に さ ら に モ デ ィ フ ァ イ さ れ 得 る 。
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【 ０ １ ７ ７ 】
マ ウ ス と し て 例 示 さ れ 、 内 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 発 現 を 欠 く 非 ヒ ト 宿 主 を 産 生 す る 方
法 の 実 施 例 は 、 米 国 特 許 番 号 ５ ， ９ ３ ９ ， ５ ９ ８ に お い て 開 示 さ れ る 。 そ れ は 、 遺 伝 子 座
の 転 座 お よ び 転 座 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 遺 伝 子 座 の 転 写 物 の 形 成 を 防 ぐ た め に 胚 性 幹 細 胞 で
の 少 な く と も １ つ の 内 在 性 重 鎖 遺 伝 子 座 由 来 の Ｊ セ グ メ ン ト を 欠 く こ と を 含 む 方 法 に よ り
得 ら れ る こ と が で き 、 欠 損 は 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 を 含 有 す る ベ ク
タ ー を 標 的 と す る こ と ； お よ び 体 細 胞 お よ び 生 殖 細 胞 が 胚 性 幹 細 胞 か ら 選 択 可 能 な マ ー カ
ー を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 を 含 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 賛 成 す る こ と に よ り 作 用
さ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
ヒ ト 抗 体 の よ う な 、 該 抗 体 を 産 生 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 番 号 ５ ， ９ １ ６ ， ７ ７ １ に お い て
開 示 さ れ る 。 そ れ は 、 重 鎖 を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 培
養 で の １ つ の 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 内 へ 導 入 す る こ と 、 軽 鎖 を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 別 の 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 へ 導 入 す る こ と 、 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ
細 胞 を 形 成 す る た め に ２ つ の 細 胞 を 融 合 さ せ る こ と を 含 む 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 重 鎖
お よ び 軽 鎖 を 含 有 す る 交 代 を 発 現 す る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
こ の 産 物 の さ ら な る 改 良 に お い て 、 免 疫 原 の 臨 床 的 に 関 連 す る エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 方 法
、 お よ び 高 親 和 性 で 関 連 す る エ ピ ト ー プ に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 選 択 す る 相 関 連 す
る 方 法 は 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ５ ３ ０ ４ ９ に お い て 開 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
５ ． Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト お よ び 一 本 鎖 抗 体
本 発 明 に よ る と 、 技 術 は 、 本 発 明 の 抗 原 性 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 一 本
鎖 抗 体 の 産 物 に 適 応 さ せ 得 る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 番 号 ４ ， ９ ４ ６ ， ７ ７ ８ を 参 照 ） 。 加 え
て 、 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 ま た は そ れ ら の 相 同 体 に た
い す る 望 ま れ る 特 別 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の 迅 速 で 効 果 的 な 同 定
を 可 能 と す る Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 Huse, et al., 1989 Science 246: 1275
1281を 参 照 ） の 構 造 に 適 応 さ れ 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 は 、 制 限 さ れ る こ と な く 、 ： （ i） 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 切 断 に よ り 産 生
さ れ 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
ブ リ ッ ジ を 還 元 す る こ と に よ り 生 成 さ れ る Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト ； （ iii） パ パ イ ン で の 抗
体 分 子 の 処 理 に よ り 生 成 さ れ る Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト お よ び 還 元 剤 お よ び （ iv） Ｆ ｖ フ ラ グ
メ ン ト を 含 む 当 分 野 に お い て 既 知 の 技 術 に よ り 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ １ 】
６ ． 二 重 特 異 性 抗 体
二 重 特 異 性 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ り 、 好 ま し く は 少 な く と も ２ つ の 異 な る 抗 原 へ の
結 合 特 異 性 を 有 す る ヒ ト ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 当 該 場 合 に お い て 、 結 合 特 異 性 の １ つ
は 、 本 発 明 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 に よ る も の で あ る 。 第 ２ の 結 合 標 的 は 、 別 の 抗 原 で あ り 、
有 利 に は 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 ２ 】
二 重 特 異 性 抗 体 を 作 る 方 法 は 、 当 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 伝 統 的 に 、 二 重 特 異 性 抗 体 の
組 換 え 産 物 は 、 ２ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 ／ 軽 鎖 ペ ア ー の 共 発 現 に 基 づ き 、 ２ つ の 重 鎖 は
、 異 な る 特 異 性 を 有 す る (Milstein and Cuello, Nature, 305:537-539 (1983))。
免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の ラ ン ダ ム な 分 類 の た め 、 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ （ ク ア
ド ロ ー マ ） は 、 １ つ の み が 正 し い 二 重 特 異 性 構 造 の １ ０ の 異 な る 抗 体 分 子 の 潜 在 的 な 混 合
物 を 産 生 す る 。 正 し い 分 子 の 精 製 は 普 通 、 ア フ ィ に テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス テ ッ プ に
よ り 成 し 遂 げ ら れ る 。 類 似 の 方 法 が 、 １ ９ ９ ３ 年 ５ 月 １ ３ 日 に 公 開 さ れ た Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ ８
８ ２ ９ 、 お よ び Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991)に お い て 開 示 さ れ る
。
【 ０ １ ８ ３ 】
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望 ま れ る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 可 変 ド メ イ ン （ 抗 体 抗 原 結 合 部 位 ） は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
定 常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 融 合 は 、 少 な く と も ヒ ン ジ 領 域 、 Ｃ Ｈ ２
領 域 、 お よ び Ｃ Ｈ ３ 領 域 の 一 部 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン と 共 に あ る 。 好 ま
し く は 、 少 な く と も 融 合 の １ つ に お い て 存 在 す る 軽 鎖 結 合 を 必 要 と す る 部 位 を 含 有 す る 第
１ の 重 鎖 定 常 領 域 （ Ｃ Ｈ １ ） を 有 す る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 を コ ー ド 化 す る Ｄ Ｎ Ａ は
、 望 ま れ る な ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 は 、 別 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ 、 適 当 な 宿 主 生 物
に 同 時 形 質 移 入 さ れ る 。 二 重 特 異 性 抗 体 の 生 成 の さ ら ん る 詳 細 の た め 、 例 え ば 、 Suresh e
t al., Methods in Enzymology, 121:210 (1986)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ２ ７ ０ １ １ に お い て 記 載 さ れ る 別 の ア プ ロ ー チ に よ る と 、 抗 体 分 子 ペ ア ー 間 の
干 渉 は 、 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 回 復 さ せ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 最 大 パ ー セ ン テ ー ジ に 設 計 さ れ
得 る 。 好 ま し い 干 渉 は 、 抗 体 定 常 ド メ イ ン の Ｃ Ｈ ３ 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。 最 後 に
、 第 １ の 抗 体 分 子 の 干 渉 由 来 の １ ま た は そ れ 以 上 の 小 さ な ア ミ ノ 酸 側 鎖 は 、 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 と っ て 代 わ ら れ る 。 大 き な 側 鎖 と 同 一 ま
た は 類 似 の 側 鎖 の 代 償 性 「 穴 」 は 、 よ り 小 さ な も の で の 大 き な ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 取 っ て 代 わ
る こ と に よ り 第 ２ の 抗 体 分 子 の 干 渉 で 生 成 さ れ る 。 こ の こ と は 、 ホ モ ダ イ マ ー の よ う な 他
の 望 ま れ て い な い 末 端 産 物 の ヘ テ ロ ダ イ マ ー 分 野 を 増 大 す る メ カ ニ ズ ム を 提 供 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
二 重 特 異 性 抗 体 は 、 全 長 抗 体 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 さ れ 得 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 お い て 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 化 学 的 な 連 鎖 を 用 い て 調 製 さ
れ 得 る 。 Brennan et al., Science 229:81 (1985)は 、 無 処 理 抗 体 が 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ
ラ グ メ ン ト を 生 成 す る た め に タ ン パ ク 質 分 解 性 に 切 断 さ れ 得 る 方 法 を 記 載 す る 。 こ れ ら の
フ ラ グ メ ン ト は 、 ジ チ オ ー ル 複 合 体 試 薬 ナ ト リ ウ ム 亜 ヒ 酸 塩 存 在 下 に お い て 近 接 ジ チ オ ー
ル を 安 定 化 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 防 ぐ た め に 置 換 さ れ る 。 生 成 さ れ た Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ
グ メ ン ト は 、 チ オ ニ ト ロ ベ ン ゾ エ イ ト （ thionitrobenzoate） （ Ｔ Ｎ Ｂ ） 誘 導 体 に そ こ の
と き 変 換 さ れ る 。 Ｆ ａ ｂ ’ － Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の １ つ は 、 そ の と き Ｆ ａ ｂ ’ － チ オ ー ル に メ ル
カ プ ト エ チ ル ア ミ ン と の 置 換 に よ り 再 変 換 さ れ 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る た め に 他 の Ｆ
ａ ｂ ’ － Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の 等 モ ル 量 と 混 合 さ れ る 。 産 生 さ れ た 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 酵 素 の 選
択 的 固 定 化 の た め の 試 薬 と し て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
加 え て 、 Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト は 、 E.coliか ら 直 接 的 に 回 復 さ れ 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成
す る た め に 化 学 的 に カ ッ プ リ ン グ さ れ 得 る 。 Shalaby et al., J. Exp. Med. 175:217225 
(1992)は 、 完 全 に ヒ ト 化 二 重 特 異 性 抗 体 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 分 子 産 物 を 記 載 す る 。 そ れ ぞ れ の
Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト は 、 E.coliか ら 別 々 に 分 泌 さ れ 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る た め に
イ ン ビ ト ロ で の 直 接 化 学 カ ッ プ リ ン グ の 対 象 と さ れ た 。 従 っ て 、 形 成 さ れ た 二 重 特 異 性 抗
体 は 、 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 、 な ら び に ヒ ト 乳 癌
標 的 に 対 す る ヒ ト 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 の 細 胞 溶 解 性 活 性 の ト リ ガ ー に 結 合 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
組 換 え 細 胞 培 養 に 直 接 由 来 す る 二 重 特 異 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 り 、 単 離 す る た め の 様 々
な 技 術 は 、 ま た 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 用 い て
産 生 さ れ 得 る 。 Kostelny et al., J. Immunol. 148(5):15471553 (1992)を 参 照 。 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 ペ プ チ ド は 、 遺 伝 子 融 合 に よ
り ２ つ の 異 な る 抗 体 の Ｆ ａ ｂ ’ 部 分 に 結 合 さ せ た 。 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー を 、 モ ノ マ ー を 形 成
す る た め に ヒ ン ジ 領 域 で 還 元 し 、 抗 体 へ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る た め に 再 び 酸 化 し た 。 Ho
llinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:64446448 (1993)に よ り 記 載 さ れ る 「
ダ イ ア ボ ー イ 」 技 術 は 、 二 重 特 異 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 る 選 択 的 メ カ ニ ズ ム を 提 供 し た
。 フ ラ グ メ ン ト は 、 同 一 鎖 の ２ つ の ド メ イ ン 間 の 対 形 成 を 可 能 と す る に は 短 い リ ン カ ー に
よ り 軽 鎖 可 変 領 域 （ Ｖ Ｌ ） に 結 合 す る 重 鎖 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｈ ） を 含 む 。 代 わ り に 、 １ つ
の フ ラ グ メ ン ト の Ｖ Ｈ ド メ イ ン お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン は 、 別 の フ ラ グ メ ン ト の 相 補 的 な Ｖ Ｌ
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ド メ イ ン お よ び Ｖ Ｈ ド メ イ ン を 有 す る 対 に 強 制 さ れ 、 そ れ に よ り 、 ２ つ の 後 援 結 合 部 位 を
形 成 す る 。 一 本 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ Ｆ ｖ ） ダ イ マ ー の 使 用 に よ る 二 重 特 異 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作
る 別 の ス ト ラ テ ジ ー も 、 報 告 さ れ て い る 。 Gruber et al., J. Immunol. 152:5368 (1994)
を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
２ よ り 多 い 結 合 価 を 有 す る 抗 体 が 熟 慮 さ れ る 。 例 え ば 、 三 重 特 異 性 抗 体 が 、 調 製 さ れ 得 る
。 Tutt et al., J. Immunol. 147:60 (1991)を 参 照 。
【 ０ １ ８ ９ 】
例 示 的 に 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 少 な く と も １ つ が 本 発 明 の タ ン パ ク 質 抗 原 に 起 源 を 有 す る 、
２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と が で き る 。 ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 抗 － 抗 原
性 ア ー ム は 、 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 ） 、 Ｆ
ｃ ｙ Ｒ Ｉ （ Ｃ Ｄ ６ ４ ） 、 Ｆ ｃ ｙ Ｒ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ ３ ２ ） お よ び Ｆ ｃ ｙ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ １ ６ ） の
よ う な 特 定 の 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に た い す る 細 胞 の 防 御 メ カ ニ ズ ム に 力 を お く た め に 白 血
球 上 の 引 き 金 を 引 く 分 子 に 結 合 す る ア ー ム と 結 合 さ れ る こ と が で き る 。 二 重 特 異 性 抗 体 を
用 い て 、 細 胞 障 害 性 試 薬 を 特 定 の 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に 直 接 作 用 さ せ る こ と が で き る 。 こ
れ ら の 抗 体 は 、 抗 原 結 合 ア ー ム お よ び 細 胞 障 害 性 試 薬 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 剤 を 結 合 す る ア ー ム を 有 す る 。 当 該 別
の 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 本 明 細 所 に お い て 記 載 さ れ る タ ン パ ク 質 抗 原 に 結 合 し 、 組 織 因 子 （
Ｔ Ｆ ） に さ ら に 結 合 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
ヘ テ ロ 結 合 抗 体
ヘ テ ロ 結 合 抗 体 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 ヘ テ ロ 結 合 抗 体 は 、 ２ つ の 共 有 結 合 性 に
結 合 し た 抗 体 か ら 構 成 さ れ る 。 か か る 抗 体 は 、 例 え ば 、 望 ま れ る 細 胞 に 対 し て 免 疫 系 細 胞
を 標 的 す る た め （ 米 国 特 許 番 号 ４ ， ６ ７ ６ ， ９ ８ ０ ） 、 お よ び Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の 処 置 の た め に
（ 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 ） 提 案 さ れ る 。 抗 体
が 、 ク ロ ス リ ン ク す る 試 薬 を 含 む そ れ ら を 含 む 、 合 成 タ ン パ ク 質 化 学 反 応 に お い て 既 知 の
方 法 を 用 い て 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 免 疫 毒 素 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 用 い て 、 チ オ
エ ー テ ル 結 合 の 形 成 に よ り 構 築 さ れ 得 る 。 こ の 目 的 の た め の 適 切 な 試 薬 の 実 施 例 は 、 イ ミ
ノ チ オ レ ー ト お よ び メ チ ル － ４ － メ ル カ プ ト ブ チ リ ミ デ イ ト お よ び 例 え ば 、 米 国 特 許 番 号
４ ， ６ ７ ６ ， ９ ８ ０ に 開 示 さ れ る も の を 含 む 。
【 ０ １ ９ １ 】
エ フ ェ ク タ ー 機 能 操 作
例 え ば 、 癌 処 置 に お け る 抗 体 の 有 効 性 を 増 強 す る た め に 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 に 関 す る 本 発
明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 抗 体 を モ デ ィ フ ァ イ こ と は 望 ま し い 。 例 え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 （ ｓ ） は
、 Ｆ ｃ 領 域 に 挿 入 さ れ 、 そ れ に よ り 、 こ の 領 域 で の 内 部 鎖 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 を 可 能
と す る 。 従 っ て 、 生 成 さ れ た ホ モ ダ イ マ ー 抗 体 は 、 改 善 し た イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン 能 力
お よ び ／ ま た は 増 大 し た 相 補 的 配 列 仲 介 の 細 胞 死 滅 お よ び 抗 体 依 存 の 細 胞 傷 害 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ
） を 有 す る こ と が で き る 。 Caron et al., J. Exp Med., 176: 1191-1195 (1992)お よ び Sh
opes, J. Immunol., 148: 2918-2922 (1992)を 参 照 さ れ た い 。 増 強 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る ホ
モ ダ イ マ ー 抗 体 は ま た 、 Wolff et al. Cancer Research, 53: 2560-2565 (1993)に お い て
記 載 さ れ る 様 に ヘ テ ロ 二 重 特 異 性 ク ロ ス リ ン カ ー を 用 い て 調 製 さ れ 得 る 。 ま た は 、 抗 体 は
、 二 重 Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る も の を 操 作 さ れ 、 そ れ に よ り 、 増 強 し た 相 補 的 な 分 解 お よ び Ａ Ｄ
Ｃ Ｃ 能 力 を 有 す る こ と が で き る 。 Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design, 3: 219-
230 (1989)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
９ ． 免 疫 複 合 体
本 発 明 は 、 化 学 療 法 物 質 、 毒 （ 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 、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト ） 、 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 （ す な わ ち 、 放 射 性 複 合
体 ） の 様 な 細 胞 傷 害 性 物 質 に 結 合 し た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 抗 体 を 含 む 免 疫 複 合 体 に 関 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
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そ の よ う な 免 疫 複 合 体 の 生 成 に 有 用 な 化 学 療 法 物 質 を 上 述 し た 。 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阻 害 剤 、 ク ル シ ン 、 ク ロ チ ン 、 sapaonaria 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 ４ 】
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., Sc
ience, 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 剤 で あ る 。 Ｗ
Ｏ ９ ４ ／ １ １ ０ ２ ６ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
も う 一 つ の 実 施 態 様 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 ６ 】
１ ０ ． 免 疫 リ ポ ソ ー ム
本 明 細 書 の お い て 開 示 さ れ る 抗 体 は ま た 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム と し て 処 方 さ れ 得 る 。 抗 体 を 含
有 す る 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)； お よ び 米 国 特 許 番 号 ４
， ４ ８ ５ ， ０ ４ ５ お よ び ４ ， ５ ４ ４ ， ５ ４ ５ に 記 載 さ れ る よ う な 、 当 分 野 に お い て 既 知 の
方 法 に よ り 調 製 さ れ る 。 増 大 し た 循 環 時 間 を 有 す る リ ポ ソ ー ム は 、 米 国 特 許 番 号 ５ ， ０ １
３ ， ５ ５ ６ に お い て 開 示 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
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 １ ９ ８ 】
１ 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
本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 に 対 し て 指 向 し た 抗 体 を 、 タ ン パ ク 質 の 局 在 お よ び ／ ま
た は 定 量 （ 例 え ば 、 適 切 な 生 理 的 試 料 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 測 定 に お け る 使 用 、 診 断 法
に お け る 使 用 、 タ ン パ ク 質 の イ メ ー ジ ン グ に お け る 使 用 等 ） に 関 す る 当 分 野 内 に お い て 公
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知 の 方 法 で 使 用 し 得 る 。 あ る 一 定 の 実 施 態 様 で は 、 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 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 有 す る 抗 体 を 、 薬 理 学 的 に
活 性 な 化 合 物 と し て 利 用 す る （ 下 記 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ９ ９ 】
本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 、 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 、 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る た め に
使 用 し 得 る 。 そ の よ う な 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 抗 原 の 精 製 を 容 易 に し 得 る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 抗 体 を 使 用 し て 、 抗 原
タ ン パ ク 質 の 存 在 量 ま た は パ タ ー ン を 評 価 す る た め に 抗 原 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 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ０ 】
１ ２ ． 抗 体 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 化 抗 体 を 含 む 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ 抗 体 は 、 治 療 物 質 と し て 用 い ら れ 得 る 。 か か る 物 質 は 、 一 般 に 、 対 象 の 疾 病 ま た は
病 態 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め に 使 用 さ れ る 。 抗 体 調 合 物 、 好 ま し く は 標 的 抗 原 に 対 す る
高 特 異 性 お よ び 高 親 和 性 を 有 す る 抗 体 調 合 物 は 、 対 象 に 投 与 さ れ 、 標 的 と の 結 合 に 起 因 す
る 作 用 を 一 般 に 有 す る 。 か か る 作 用 は 、 ２ 種 の う ち の １ つ で あ り 、 与 え ら れ る 抗 体 分 子 と
当 該 標 的 抗 原 と の 相 互 作 用 の 特 異 的 性 質 に 依 存 す る 。 第 １ の 場 合 、 抗 体 の 投 与 は 、 標 的 が
本 来 結 合 す る 内 在 性 リ ガ ン ド と の 標 的 の 結 合 を 抑 制 ま た は 阻 害 し 得 る 。 こ の 場 合 、 抗 体 は
標 的 に 結 合 し 、 リ ガ ン ド が エ フ ェ ク タ ー 分 子 と し て 働 く 、 天 然 に 存 在 す る リ ガ ン ド の 結 合
部 位 を 覆 う 。 従 っ て 、 受 容 体 は 、 リ ガ ン ド が 責 任 を 負 う シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 仲 介 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
ま た は 、 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 で あ る 長 所 に よ る 生
理 的 結 果 を 誘 発 す る も の で あ り 得 る 。 こ の 場 合 の 標 的 に お い て 、 疾 病 ま た は 病 態 に お い て
存 在 し な い か 、 ま た は 不 完 全 で あ り 得 る 内 在 性 リ ガ ン ド を 有 す る 受 容 体 は 、 代 わ り の エ フ
ェ ク タ ー リ ガ ン ド と し て 抗 体 を 結 合 し 、 受 容 体 に 基 づ く シ グ ナ ル 伝 達 事 象 を 開 始 す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
本 発 明 の 抗 体 の 治 療 的 に 有 効 な 量 は 、 一 般 に 治 療 目 的 を 達 成 す る の に 必 要 と さ れ る 量 に 関
与 す る 。 上 述 の よ う に 、 こ の こ と は 抗 体 と そ の 標 的 抗 原 と の 結 合 相 互 作 用 で あ り 得 、 あ る
場 合 に お い て は 標 的 の 機 能 と の 干 渉 、 そ し て 他 の 場 合 に お い て は 生 理 的 応 答 を 促 進 し 得 る
。 投 与 に 必 要 な 量 は 、 そ の 特 異 的 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 結 合 親 和 性 に さ ら に 依 存 し 、 投 与 さ
れ る 抗 体 が 投 与 さ れ る 他 の 対 象 に お い て 遊 離 の 量 か ら 使 い 果 た さ れ る 速 度 に も 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 、 体 重 あ た り 約 ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ～ 約 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ で あ り 得 る 。 通 常 の 投
与 回 数 は 、 例 え ば 、 １ 日 ２ 回 か ら １ 週 間 に １ 回 の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
１ ３ ． 抗 体 の 医 薬 組 成 物
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本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 な ら び に 本 明 細 書 に お い
て 開 示 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ る 他 の 分 子 は 、 医 薬 組 成 物 の 形 で 様
々 な 疾 患 を 処 置 す る た め に 投 与 さ れ 得 る 。 か か る 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 、 Remington : The Science And Practice O
f Pharmacy 19th ed. (Alfonso R. Gennaro, et al., editors) Mack Pub. Co., Easton,
 Pa. : 1995; Drug Absorption Enhancement : Concepts, Possibilities, Limitations,
 And Trends,　 Harwood Academic Publishers, Langhorne, Pa.,　 1994; お よ び  Peptide
 And Protein Drug Delivery (Advances In Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991, M. D
ekker,　 New Yorkに お い て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
抗 原 性 タ ン パ ク 質 が 細 胞 内 に あ り 、 か つ 全 抗 体 が 阻 害 剤 と し て 用 い ら れ る と 、 内 部 移 行 抗
体 が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 リ ポ ソ ー ム を 用 い て 、 抗 体 、 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 細
胞 内 に 輸 送 す る こ と が で き る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 用 い ら れ る 場 合 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 結
合 ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 最 小 の 阻 害 剤 フ ラ グ メ ン ト が 好 ま し い 。 例 え ば 、 抗 体 の 可
変 領 域 配 列 に 基 づ い て 、 ペ プ チ ド 分 子 が 標 的 タ ン パ ク 質 配 列 を 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る よ
う に デ ザ イ ン さ れ 得 る 。 か か る ペ プ チ ド は 、 化 学 的 に 合 成 さ れ る か 、 お よ び ／ ま た は 、 組
換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 産 生 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Marasco et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893 (1993)を 参 照 さ れ た い 。 本 明 細 書 に お け る 製 剤 は 、 処 置
さ れ る 特 定 の 徴 候 に 必 要 で あ る １ よ り 多 い 活 性 化 化 合 物 、 好 ま し く は 、 互 い に 逆 に 作 用 し
な い 相 補 的 活 性 を 有 す る も の を 含 有 で き る 。 代 わ り に 、 ま た は 加 え て 、 組 成 物 は 、 例 え ば
細 胞 障 害 性 物 質 、 サ イ ト カ イ ン 、 化 学 療 法 剤 、 ま た は 成 長 阻 害 物 質 の よ う な 機 能 を 増 強 す
る 物 質 を 含 む こ と が で き る 。 か か る 分 子 は 、 意 図 さ れ る 目 的 の た め に 作 用 す る 量 の 組 合 せ
に お い て 適 切 に 存 在 す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
活 性 成 分 は ま た 、 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 さ れ る マ イ
ク ロ カ プ セ ル 、 例 え ば 、 ハ イ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 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 ル 酸 塩 ） マ イ ク ロ カ プ セ ル に よ り 、 そ れ ぞ れ 、 コ ロ イ ド 薬
輸 送 シ ス テ ム （ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 微 粒 子 、 ミ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子
、 お よ び ナ ノ カ プ セ ル ） 、 ま た は マ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 中 に 封 入 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
イ ン ビ ボ 投 与 に 用 い ら れ る べ き 製 剤 は 無 菌 で な け れ ば な ら な い 。 こ の こ と は 、 無 菌 ろ 過 膜
を 介 す る ろ 過 に よ り 容 易 に 成 し 遂 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞
本 発 明 に 別 の 態 様 は 、 ベ ク タ ー 、 好 ま し く は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 、 誘 導 体 、 フ ラ グ
メ ン ト 、 類 似 体 、 ま た は そ れ ら の 相 同 体 を コ ー ド 化 す る 核 酸 を 含 有 す る 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 」 は 、 そ れ が 結 合 し た 別 の 核 酸 を 輸 送
す る 能 力 の あ る 核 酸 分 子 に 言 及 す る 。 ベ ク タ ー の １ つ の タ イ プ は 、 別 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト
が 結 合 さ れ 得 る 環 状 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ル ー プ に 言 及 す る 「 プ ラ ス ミ ド 」 で あ る 。 ベ ク タ ー の 別
の タ イ プ は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ り 、 別 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 結 合
さ れ 得 る 。 あ る ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 細 菌 の 複 製 開 始 点 を 有 す る 細 菌 ベ ク タ ー お よ び エ ピ ゾ
ー ム の 哺 乳 類 ベ ク タ ー ） は 、 そ ら ら が 導 入 さ れ る 宿 主 細 胞 に お い て 自 立 増 殖 で き る 。 他 の
ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 非 エ ピ ゾ ー ム 哺 乳 類 ベ ク タ ー ） は 、 宿 主 細 胞 へ の 導 入 に お い て 宿 主 細
胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ 、 そ れ に よ り 、 宿 主 ゲ ノ ム と 共 に 複 製 さ れ る 。 さ ら に 、 あ る ベ ク
タ ー は 、 作 用 可 能 に 結 合 す る ゲ ノ ム の 発 現 に 指 示 す る こ と が で き る 。 か か る ベ ク タ ー は 、
本 明 細 書 に お い て 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と し て 言 及 さ れ 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 で あ る 。 本 発 明 の 明 細 書 に お い て 、 「
プ ラ ス ミ ド 」 お よ び 「 ベ ク タ ー 」 は 、 プ ラ ス ミ ド は ベ ク タ ー の 最 も 普 通 に 用 い ら れ る 形 で
あ る の で 、 交 互 に 用 い ら れ る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 等 し い 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

10

20

30

40

50

(53) JP 2005-500035 A 2005.1.6



デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ） の よ う な 、 発 現 ベ ク タ ー の 他 の 形 を 含 む こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 に お け る 核 酸 発 現 に 適 当 な 形 で 本 発 明 の 核 酸 を
含 み 、 こ の こ と は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 発 現 の た め に 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 に 基 づ き 選
択 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の 制 御 配 列 、 発 現 さ れ る べ き 核 酸 配 列 に 作 用 可 能 に 結 合 す る こ
と を 意 味 す る 。 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 内 で 、 「 作 用 可 能 に 結 合 す る 」 は 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 が 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 可 能 と す る 哺 乳 動 物 に お い て （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ の 転
写 シ ス テ ム ／ 翻 訳 シ ス テ ム に お い て 、 ま た は ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 宿 主 細 胞 に
お い て ） 制 御 配 列 に 結 合 す る こ と を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 用 語 「 制 御 配 列 」 は 、 プ ロ
モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び 他 の 発 現 調 節 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ
ル ） を 含 む こ と を 意 図 す る 。 か か る 制 御 配 列 は 、 例 え ば 、 Goeddel; Gene Expression Tec
hnology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990)に お
い て 記 載 さ れ る 。 制 御 配 列 は 、 宿 主 細 胞 の 多 く の タ イ プ で の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 成 的 発
現 に 指 示 す る も の 、 お よ び あ る 宿 主 細 胞 で の ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 指 示 す る も の （ 例 え ば
、 組 織 特 異 的 制 御 配 列 ） を 含 む 。 発 現 ベ ク タ ー の デ ザ イ ン が 形 質 転 換 さ れ る べ き 宿 主 細 胞
の 選 択 、 望 ま れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル 等 の よ う な 因 子 に 依 存 し 得 る こ と は 、 当 業 者
に よ り 理 解 さ れ る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ 、 そ れ に よ り 、 本 明 細
書 に お い て 記 載 さ れ る 核 酸 に よ り コ ー ド 化 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 融 合 ペ プ チ ド を 含
む 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 成 熟
型 、 融 合 タ ン パ ク 質 等 ） を 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 に お け る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 の
た め に デ ザ イ ン さ れ る 得 る 。 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 E.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 す る ） 、 酵 母 細 胞 、 ま た は 哺 乳 類 細 胞 に お い て
発 現 さ れ 得 る 。 適 当 な 宿 主 細 胞 は 、 Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in 
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990)に お い て さ ら に 記 載 さ れ る
。 ま た は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 、 例 え ば 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー 制 御
配 列 お よ び Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 、 転 写 お よ び 翻 訳 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
真 核 細 胞 で の タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 融 合 ま た は 非 融 合 タ ン パ ク 質 の い ず れ か の 発 現 に 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 有 す る E.coliに お い て 、 し ば
し ば 実 行 さ れ る 。 融 合 ベ ク タ ー は 、 多 く の ア ミ ノ 酸 を 、 そ れ ら に コ ー ド 化 さ れ る タ ン パ ク
質 、 普 通 は 組 換 え タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 加 え る 。 か か る 融 合 ベ ク タ ー は 、 ３ つ の 目 的
： （ １ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 加 す る た め ； （ ２ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 溶 解 性 を 増
加 す る た め ； お よ び （ ３ ） ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 で の 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 溶 解 性 を 増 加 す る た め に 、 典 型 的 に 役 立 つ 。 し ば し ば 、 融 合 発 現 ベ ク タ
ー に お い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 の 切 断 部 位 が 、 融 合 部 分 と 組 換 え タ ン パ ク 質 と の 結 合 で 導
入 さ れ 、 融 合 部 分 か ら の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 分 離 、 引 き 続 い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を
可 能 と す る 。 か か る 酵 素 、 お よ び そ れ ら の 同 族 認 識 配 列 は 、 Ｘ ａ 因 子 、 ト ロ ン ビ ン お よ び
エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ を 含 む 。 典 型 的 な 融 合 発 現 ベ ク タ ー 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 タ ン パ ク 質 Ａ を そ れ ぞ れ 標 的 組 換
え タ ン パ ク 質 に 融 合 す る ｐ Ｇ Ｅ Ｃ （ Pharmacia Biotech Inc; Smith and Johnson (1988) 
Gene 67:3140） 、 ｐ Ｍ Ａ Ｌ （ New England Biolabs, Beverly, Mass.） お よ び ｐ Ｒ Ｉ Ｔ ５
（ Pharmacia, Piscataway, N.J.） を 含 む 。
【 ０ ２ １ １ 】
適 当 な 誘 導 性 非 融 合 E.coli発 現 ベ ク タ ー の 実 施 例 は 、 ｐ Ｔ ｒ ｃ （ Amrann et al., (1988) 
Gene 69:301315） お よ び ｐ Ｅ Ｔ １ １ ｄ （ Studier et al., Gene Expression Technology: 
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 6089） を 含 む
。
【 ０ ２ １ ２ 】
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E.coliで の 組 換 え タ ン パ ク 質 発 現 を 最 大 に す る １ つ の ス ト ラ テ ジ ー は 、 組 換 え タ ン パ ク 質
を タ ン パ ク 質 分 解 性 に 切 断 す る 障 害 性 能 力 を 有 す る 宿 主 細 菌 で の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ
と で あ る 。 Gottesman, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Acad
emic Press, San Diego, Calif. (1990) 119128を 参 照 さ れ た い 。 別 の ス ト ラ テ ジ ー は 、
そ れ そ れ の ア ミ ノ 酸 の 個 々 の コ ド ン が E.coliで 優 先 的 に 利 用 さ れ る も の で あ る よ う に 、 発
現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る べ き 核 酸 の 核 酸 配 列 を 変 え る こ と で あ る (Wada et al., (1992) N
ucleic Acids Res. 20:21112118)。 本 発 明 の 核 酸 配 列 の か か る 変 化 は 、 標 準 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 技
術 に よ り 実 行 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 発 現 ベ ク タ ー は 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 酵 母 S. c
erivisaeで の 発 現 の た め の ベ ク タ ー の 実 施 例 は 、 pYepSec1（ Baldari, et al., (1987) EM
BO J 6:229234） 、 ｐ Ｍ Ｆ ａ （ Kurjan and Herskowitz, (1982) Cell 30:933943） 、 ｐ Ｊ
Ｒ Ｙ ８ ８ （ Schultz et al., (1987) Gene 54:113123） 、 ｐ Ｙ Ｅ Ｓ ２ （ Invitrogen Corpor
ation, San Diego, Calif.） 、 お よ び ｐ ｉ ｃ Ｚ （ InVitrogen Corp, San Diego, Calif.）
を 含 む 。
【 ０ ２ １ ４ 】
代 わ り に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る 昆 虫 細 胞 に お い て 発
現 さ れ 得 る 。 培 養 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば 、 Ｓ Ｆ ９ 細 胞 ） 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 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 170:3139） を 含 む
。
【 ０ ２ １ ５ 】
な お 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る 哺 乳 類 細 胞 に
お い て 発 現 す る 。 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 実 施 例 は 、 ｐ Ｃ Ｄ Ｍ ８ （ (1987) Nature 329:840
を 参 照 ） お よ び ｐ Ｍ Ｔ ２ Ｐ Ｃ （ Kaufman et al. (1987) EMBO J 6:187195） を 含 む 。 哺 乳
類 細 胞 に お い て 用 い ら れ る と 、 発 現 ベ ク タ ー の 調 節 機 能 は 、 ウ イ ル ス 制 御 エ レ メ ン ト に よ
り し ば し ば 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 普 通 に 用 い ら れ 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 由 来 で あ る 。 原 核 細 胞 お
よ び 真 核 細 胞 の 両 方 に 適 当 な 他 の 発 現 シ ス テ ム に つ い て は 、 例 え ば 、 Chapters 16 and 17
 of Sambrook et　 al.,　 Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2nd ed., Cold Spr
ing Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
N.Y., 1989を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ １ ６ 】
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 組 換 え 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー は 、 特 定 の 細 胞 タ イ プ に お い て 核 酸 の
発 現 を 優 先 的 に 指 示 す る 能 力 が あ る （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 制 御 エ レ メ ン ト を 用 い て 、 核 酸
を 発 現 す る ） 。 組 織 特 異 的 制 御 エ レ メ ン ト は 、 当 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 適 当 な 組 織 特
異 的 プ ロ モ ー タ ー の 制 限 さ れ な い 実 施 例 は 、 ア ル ブ ミ ン プ ロ モ ー タ ー （ 肝 臓 特 異 的 ； Pink
ert et al. (1987) Genes Dev 1:268277） 、 リ ン パ 系 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ Calame and E
aton (1988) Adv Immunol 43:235275） 、 特 に Ｔ 細 胞 受 容 体 の プ ロ モ ー タ ー （ Winoto and 
Baltimore (1989) EMBO J 8:729733） お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン の プ ロ モ ー タ ー （ Banerji et
 al. (1983) Cell 33:729740; Queen and Baltimore (1983) Cell 33:741748） 、 神 経 細
胞 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) PNAS 86:54735477） 、 膵 臓 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ Edlund et al. (1985) Science
 230:912916） 、 お よ び 乳 腺 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 乳 清 プ ロ モ ー タ ー ； 米 国 特 許
番 号 ４ ， ８ ７ ３ ， ３ １ ６ お よ び ヨ ー ロ ッ パ 出 願 公 開 番 号 ２ ６ ４ ， １ ６ ６ ） を 含 む 。 発 生 的
に 制 御 さ れ る プ ロ モ ー タ ー は 、 例 え ば 、 マ ウ ス ｈ ｏ ｘ プ ロ モ ー タ ー （ Kessel and Gruss (
1990) Science 249:374379） お よ び α － フ ェ ト タ ン パ ク 質 プ ロ モ ー タ ー （ Campes and Til
ghman (1989) Genes Dev 3:537546） を 包 含 す る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
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
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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 、 脳 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 、 Weintraub, et 
al., 「 Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis」  Reviews-Trends i
n Genetics, Vol. 1(1) 1986を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ １ ８ 】
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 １ ９ 】
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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ０ 】
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 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 LAB
ORATORY MANUAL. 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Labor
atory 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 １ 】
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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ２ 】
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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 生 産 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 一 つ の 実 施 態 様 で
は 、 そ の 方 法 は 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 (そ の 中 に Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 組 換
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え 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る )を 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 態 様 で は 、 そ の 方 法 は 、 培 地 ま た は 宿 主 細 胞 か ら
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 む 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 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 態 様 で は 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 そ の 中 に Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 機 能 お よ び ／ ま た は 活 性 の 研 究
に な ら び に Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ４ 】
本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ： １ の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の よ う
な ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の 非 ヒ ト 相 同 体 を 、 ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 分 野 に お い て 従 来 的 と な っ て き て お り 、 例 え ば 、 米 国 特 許 番 号 ４ ,
７ ３ ６ ,８ ６ ６ ; ４ ,８ ７ ０ ,０ ０ ９ ; お よ び ４ ,８ ７ ３ ,１ ９ １ ;な ら び に Hogan, 1986. In:
 MANIPULATING THE MOUSE EMBRYO, Cold Spring Harbor Laboratory 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 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 ２ ５ 】
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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 を 変 化 さ せ る 例 え ば 機 能 的 に 破 壊 す る あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 は 、 ヒ ト 遺 伝 子
（ 例 え ば 配 列 番 号 ： １ ） で あ り 得 る が 、 さ ら に 好 ま し く は ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の 非 ヒ
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ト 相 同 体 で あ る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ の ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 態 様 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 ２ ６ 】
こ れ に 代 え て 、 ベ ク タ ー は 、 相 同 組 換 え に よ り 内 在 性 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の 変 更 し た タ ン パ ク 質 は 、 Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 お よ び 胚 性 幹 細 胞 中 の 内 在 性 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 を 内 在 性 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ） 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
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, (19
91). 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 ２ ８ 】
も う 一 つ の 実 施 態 様 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). PNAS 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). Scien
ce 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 ２ ９ 】
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., 
(1997). Nature 385: 810-813. In brief, a cell, e.g., a somatic cell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
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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 ０ 】
医 薬 組 成 物
本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 分 子 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 、 抗 － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Reming
ton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 、 ビ 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 脂
肪 油 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 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 １ 】
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 （ 吸 入 ） 、 経 皮 の （ 局 所
） 、 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 、 脂 肪 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ
ー ル ま た は 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 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 ２ 】
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 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 。

10

20

30

40

50

(59) JP 2005-500035 A 2005.1.6



【 ０ ２ ３ ３ 】
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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ４ 】
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 ３ ５ 】
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 ３ ６ 】
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 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 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 ３ ７ 】
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 ３ ８ 】
一 つ の 実 施 態 様 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 Corpo
ration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 番 号 ４ ,５ ２ ２ ,８ １ １ に 記 載 の よ う に 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に 従 い 調 製
し 得 る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
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
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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 に よ り 指 示 さ れ か つ 直 接 に 依 存 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
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 輸 送 し て 、 例 え ば 米 国 特 許 番 号 ５ ， ７ ０ ３ ， ０ ５ ５ に 記 載 さ
れ る よ う に 多 く の 経 路 の い ず れ か に よ る 対 象 と さ れ 得 る 。 従 っ て 、 輸 送 は ま た 、 例 え ば 、
静 脈 注 射 、 局 所 投 与 に よ り （ 米 国 特 許 番 号 ５ ,３ ２ ８ ,４ ７ ０ を 参 照 ） ま た は 走 触 性 注 射 （
例 え ば 、 Chen, et al., (1994). PNAS USA 91: 3054-3057を 参 照 ） を 含 む 。 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 １ 】
本 発 明 の 使 用 お よ び 方 法
本 明 細 書 の お い て 記 載 さ れ る 核 酸 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 相 同 体 、 お よ び 抗 体 は 、
以 下 の 方 法 の １ つ ま た は そ れ 以 上 に お い て 用 い ら れ 得 る ： （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
； （ ｂ ） 検 出 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 、 組 織 タ イ ピ ン グ 、 法 医 学 的 生 物 学 ）
、 （ ｃ ） 予 測 医 療 （ 例 え ば 、 診 断 ア ッ セ イ 、 予 測 ア ッ セ イ 、 臨 床 試 験 の モ ニ タ リ ン グ 、 お
よ び 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス ） ； お よ び （ ｄ ） 処 置 方 法 （ 例 え ば 、 治 療 的 お よ び 予 防 的 ） 。 本 明 細
書 に お い て 記 載 さ れ る よ う に 、 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質
は Ａ Ｔ Ｐ に 結 合 す る 能 力 を 有 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 )、 Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ (例 え ば 、 生 物 学 的 試 料 中 の )ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 中 の 遺 伝 的 欠 損
を 検 出 し 、 そ し て Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン
パ ク 質 を 用 い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 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 、 例 え ば 、 増 殖 性 疾 患 ま た は 分 化 性 疾 患 の よ う な Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク
質 の 不 十 分 な ま た は 過 剰 な 生 産 、 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 型 の 生 産 を 特 徴 と す る 疾 患 を 処 置 し 得
る 。 加 え て 、 本 発 明 の 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 抗 体 を 使 用 し て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を 検 出 し
か つ 単 離 し 、 そ し て Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 活 性 を 調 整 し 得 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 ３ 】
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
本 発 明 は 、 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 即 ち 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る か 、 ま た は 、 例 え
ば Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 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 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
一 つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 膜 結 合 型 の あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 の 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
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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 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 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 ５ 】
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: 1
1422、 Zuckermann, et al., (1994). J. Med. Chem. 37: 2678、 Cho, et al., (1993). S
cience 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 分 野 に 見 出 し 得 る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
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
). Nature 364: 555-556)、 バ ク テ リ ア (Ladner, 米 国 特 許 番 号 ５ ,２ ２ ３ ,４ ０ ９ )、 胞 子  
(Ladner, 米 国 特 許 番 号 ５ ,２ ３ ３ ,４ ０ ９ )、 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
). Science 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)で 提 供 し 得 る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
あ る 実 施 態 様 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 Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 態 様 で は 、 ア ッ セ
イ は 、 膜 結 合 型 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ４ ８ 】
も う 一 つ の 実 施 態 様 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 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 が あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 標 的 分 子 と 結 合 す る か ま た は 相
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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 に あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 標 的 分 子 は 、 非 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 分 子 ま た は 本 発 明 の あ る Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ 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 態 様 で は 、 あ る Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ の 標 的 分 子 は 、 細 胞 外 の シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 膜 結 合 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ と の 会 合 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を 、 あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 態 様 で は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 が あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ０ 】
な お も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ は 無 細 胞 ア ッ セ イ で あ っ て 、 あ る Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 態 様 で は 、 ア ッ
セ イ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 １ 】
な お も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 ア ッ セ イ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 が あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 態 様 で は 、 試 験 化 合 物 が Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 活 性 を
調 節 す る 能 力 を 測 定 す る こ と は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 が さ ら に あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ２ 】
な お も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 無 細 胞 ア ッ セ イ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生
物 学 的 に 活 性 な 部 分 を Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 を 測 定 す る こ と は 、 Ｆ Ｇ Ｆ －
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Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 が あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ３ 】
本 発 明 の 無 細 胞 ア ッ セ イ は 、 可 溶 性 型 ま た は 膜 結 合 型 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ４ 】
本 発 明 の 上 記 の ア ッ セ イ 法 の 二 つ 以 上 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 態 様 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 － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ５ ５ 】
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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 分 野 内 で 周 知 の 技 術 （ 例 え ば 、 ビ オ チ ニ ル 化 キ ッ ト 、 Pierce Chemicals,
 Rockford, 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 標 的 分 子 と 反 応 性 で あ る が 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 標 的 分 子 と 反 応 す る 抗 体 を 用 い る 複 合 体 の 免 疫 検 出 、 な ら び に Ｆ
Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ５ ６ 】
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も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ５ ７ 】
本 発 明 の な お も う 一 つ の 態 様 で は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 番 号 5,283,317、 Zervos, et al., 1993. C
ell 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: 169
3-1696、 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ と 結 合 ま た は 相 互 作 用 を し て Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 活 性 を 調 整 す る 他
の タ ン パ ク 質 (「 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 結 合 タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ － ｂ ｐ 」 )を 同 定 し
得 る 。 そ の よ う な Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 結 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 経 路 の 上 流
ま た は 下 流 の 要 素 と し て Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 に よ る シ グ ナ ル の 増 幅 に 関 与 す る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ５ ９ 】
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 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。
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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 番 号 ５ ,２ ７ ２ ,０ ５ ７ 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 ６ １ 】
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 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ 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 ６ ２ 】
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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ６ ３ 】
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 。 上 述 し た 様 に 配 列 番 号 ： １ の 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 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 ６ ４ 】
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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 お よ び ／
ま た は 核 酸 の 発 現 な ら び に Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。 本 発 明 は ま た 、 個 体 が Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 、 核 酸 の 発 現 ま た は 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 ６ ５ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 個 体 に お け る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ６ ６ 】
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 Ｆ Ｇ Ｆ
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－ Ｃ 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 ６ ７ 】
診 断 ア ッ セ イ
線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 Ｆ Ｇ Ｆ － １ な い し Ｆ Ｇ Ｆ － ９ は 、 特 定 の 成 長 因 子 受 容 体 を 輸 送 す る 細
胞 に お い て 細 胞 増 殖 を 一 般 に 促 進 す る 。 Ｆ Ｇ Ｆ 成 長 促 進 の 実 施 例 は 、 手 術 後 の 眼 球 前 部 で
の 線 維 芽 細 胞 お よ び ケ ラ チ ノ サ イ ト の よ う な 上 皮 細 胞 を 含 む 。 細 胞 の 増 殖 が 機 能 す る 他 の
条 件 は 、 腫 瘍 、 再 狭 窄 、 乾 癬 、 デ ュ ピ ュ イ ト レ ン 拘 縮 、 糖 尿 病 合 併 症 、 カ ポ ジ 肉 腫 お よ び
関 節 リ ウ マ チ を 含 む 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 試 料 ま た は 組 織 中 の 対 応 す る 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 受 容 体 Ｃ Ｘ （ Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ
Ｃ Ｘ ） を 検 出 す る 本 発 明 の 方 法 に お い て 用 い ら れ る 。 方 法 は 、 細 胞 ま た は 組 織 を Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ と 接 触 さ せ る こ と 、 受 容 体 － リ ガ ン ド 対 の 形 成 を 可 能 と し 、 任 意 の Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ Ｃ Ｘ ： Ｆ
Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 対 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を 含 有 す る 組 成 物 を 用 い て 、 例 え ば 、
軟 骨 ま た は 骨 修 復 を 刺 激 す る た め に 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ Ｃ Ｘ 活 性 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ 拮 抗 物 質 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 結 合 試 薬 （ 例 え ば 、 抗 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 抗 体 ） を 含 有 す
る 組 成 物 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 過 剰 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ Ｃ Ｘ の 過 剰 活 性 、 特 に 多 数 ま た は 唯 一 の
遺 伝 性 外 骨 腫 症 、 外 反 母 趾 変 形 、 軟 骨 形 成 不 全 、 滑 膜 骨 軟 骨 腫 症 お よ び endochondromasに
よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 を 処 置 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
グ リ ア 細 胞 活 性 化 因 子 （ Ｇ Ａ Ｆ ） お よ び Ｇ Ａ Ｆ を コ ー ド 化 す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 グ リ ア 細 胞 の 成
長 を 特 異 的 に 促 進 す る た め に 働 く 。 Ｇ Ａ Ｆ が グ リ ア 細 胞 の 活 性 化 を 調 節 す る た め に 利 用 さ
れ 得 る グ リ ア 関 連 疾 患 の い く つ か の 実 施 例 は 、 大 脳 傷 害 、 大 脳 浮 腫 、 老 年 痴 呆 、 ア ル ツ ハ
イ マ ー 病 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 等 で あ る 。 同 様 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 グ リ ア 細 胞 関 連 疾 患 の
診 断 ま た は 処 置 に お い て 用 い ら れ 得 る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の グ リ ア 細 胞 調 節 活 性 は 、 神 経 保 護
様 活 性 と し て で あ り 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 神 経 保 護 試 薬 と し て 用 い ら れ 得 る 。 グ リ ア 活 性 化
因 子 と し て 元 々 同 定 さ れ た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の Ｆ Ｇ Ｆ － ９ に 対 す る 近 接 す る 相 同 性 に 起 因 し 、
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 配 列 が グ リ ア 活 性 化 因 子 で あ る こ と を 推 定 で き る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 そ れ ゆ
え 、 グ リ ア 細 胞 の 成 長 を 刺 激 す る た め に 用 い ら れ 、 大 脳 傷 害 の 治 癒 を 促 進 す る か 、 ま た は
大 脳 浮 腫 、 老 年 痴 呆 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ま た は 糖 尿 病 性 神 経 障 害 を 処 置 す る た め に 用 い
ら れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は ま た 、 用 い て 、 線 維 芽 細 胞 （ 火 傷 、 傷 、 潰 瘍 の 治 癒 を 加 速 す る た め に ） 、
巨 核 球 （ 血 小 板 の 数 を 増 加 す る た め の ） 、 造 血 細 胞 、 免 疫 シ ス テ ム 細 胞 、 お よ び 血 管 の 平
滑 筋 細 胞 を 刺 激 し 得 る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は ま た 、 骨 形 成 促 進 活 性 を 有 す る と 予 測 さ れ 、 か つ
骨 折 お よ び 骨 粗 鬆 症 の 両 方 の 処 置 に 用 い ら れ 得 る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸
部 分 の ア ッ セ イ は 、 大 脳 腫 瘍 の 診 断 で 用 い ら れ 得 る し 、 抗 体 も か か る 腫 瘍 の 処 置 の た め に
用 い ら れ 得 る 。 そ れ は ま た 、 培 養 細 胞 の 成 長 を 促 進 す る 物 質 と し て 用 い ら れ 得 る 。 処 置 さ
れ る 疾 患 の タ イ プ ま た は 重 症 度 に 非 常 に 依 存 す る が 、 予 測 投 与 量 は 、 １ 日 当 た り 、 １ ｎ ｇ
～ ０ ． １ ｍ ｇ ／ 体 重 で あ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド は 、 血 小 板 増 加 物 質 、 骨 形 成 促 進
物 質 と し て 、 ま た は 大 脳 疾 病 ま た は 肝 硬 変 の よ う な 肝 障 害 の た め に 用 い ら れ 得 る 。 そ れ ら
は ま た 、 抗 癌 剤 と 一 緒 に 用 い ら れ る と 癌 を 処 置 し 得 る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た
は フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 、 ま た は そ れ ら の 類 似 体 に 対 し て 指 示 す る 抗 体 を 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ
ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 検 出 ま た は 決 定 す る た め 、 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ ペ プ チ
ド を 精 製 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 細 胞 成 長 活 性 を 中 和 も す る こ れ ら の 抗
体 は 、 抗 癌 剤 と し て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
全 部 で は な い が 、 当 分 野 に お い て 既 知 の 相 同 タ ン パ ク 質 は 、 密 接 に 関 係 し 、 ま た は 同 一 の
機 能 を 有 す る 。 例 え ば 、 Lewin, "Chapter 21: Structural Genes Belong to Families" I
n: Genes II, 1985, John Wiley and Sons, Inc., New Yorkを 参 照 さ れ た い 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
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Ｘ ポ リ ペ プ チ ド は 、 高 増 殖 性 組 織 （ 例 え ば 、 上 述 の Koga et al.,を 参 照 ） で 特 異 的 に 発 現
す る べ き と 明 ら か に 見 ら れ る ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル Ｘ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 に 非 常 に 似 て
い る 。 そ れ ゆ え 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は ま た 高 増 殖 性 組 織 で の 細 胞 活 性 を 調 節 す る こ と は 推 定 さ
れ る 。 従 っ て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 か か る 成 長 が 抑 制 ま た は 阻 害 さ れ た 病 態 に 打 ち 勝 つ た め
に 増 殖 性 疾 患 の 診 断 、 お よ び 細 胞 お よ び 組 織 の 成 長 の 刺 激 に お い て 特 に 有 用 で あ り 得 る 。
配 列 番 号 ： １ の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 の 任 意 の 位 置 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 用 い ら
れ て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 様 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し 得 る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 に
免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 刺 激 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 か か る 抗 体 は 、 試 料 中
の タ ン パ ク 質 の 発 生 を 検 出 す る た め の 免 疫 診 断 的 方 法 で 用 い ら れ 得 る 。 本 発 明 の タ ン パ ク
質 は 、 か か る 成 長 が 好 ま し い も の で あ る 条 件 下 で 、 細 胞 成 長 お よ び 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る た
め に 用 い ら れ 得 る 。 実 施 例 は 、 例 え ば 、 血 管 新 生 お よ び 血 小 板 形 成 、 消 化 管 の 内 壁 、 お よ
び 毛 包 へ の 化 学 療 法 剤 の 反 対 の 毒 性 副 作 用 で あ る 。 そ れ ら は ま た 、 例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 を 含 む 神 経 性 疾 患 で の 新 た な 細 胞 成 長 を 刺 激 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 ま た は 、 拮 抗
作 用 的 な 処 置 は 、 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 様 タ ン パ ク 質 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が タ ン
パ ク 質 の 特 異 的 な 成 長 誘 導 作 用 を 抑 制 す る の で 投 与 さ れ 得 る 。 か か る 抗 体 は 、 例 え ば 、 様
々 な 腫 瘍 お よ び 良 性 過 形 成 を 含 む 増 殖 性 疾 患 の 処 置 に お い て 有 用 で あ り 得 る
【 ０ ２ ７ ２ 】
生 物 学 的 試 料 中 に お け る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た
は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 用 の 薬 剤 は
、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 上 述 の よ う に 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ の 核 酸 の よ う な 全
長 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ７ ３ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 検 出 用 の 薬 剤 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 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 。
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【 ０ ２ ７ ４ 】
一 つ の 実 施 態 様 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 ７ ５ 】
も う 一 つ の 実 施 態 様 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ７ ６ 】
本 発 明 は ま た 、 生 物 学 的 試 料 中 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 量 を 測 定 す る 手 段 ； お よ び 試 料 中
の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ７ ７ 】
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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 例 え ば 、 過 形 成 、 腫 瘍 、 再 狭 窄 、 乾 癬 、 デ ピ ュ イ ト レ ン 拘 縮 、 糖 尿 病 性 合 併 症
、 ま た は 関 節 リ ウ マ チ 等 の よ う な 増 殖 性 疾 患 ま た は 分 化 性 疾 患 ； お よ び 大 脳 障 害 、 糖 尿 病
性 神 経 障 害 、 大 脳 浮 腫 、 老 年 痴 呆 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 等 の よ う な グ リ ア 細 胞 関 連 疾 患 で の
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 存 在 は
、 異 常 な Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ７ ８ 】
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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 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 増 殖 性 疾 患 、 分 化 性 疾 患 、 グ リ ア 細 胞 関 連 疾 患 な ど の よ う な 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 を 検 出 す る 異 常 な Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 存 在 は 、 異 常 な Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ７ ９ 】
本 発 明 の 方 法 を ま た 使 用 し て あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 中 の 遺 伝 的 損 傷 を 検 出 し 、 そ れ に よ
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り 損 傷 の あ る 遺 伝 子 を 有 す る 対 象 が 増 殖 性 疾 患 、 分 化 性 疾 患 、 グ リ ア 細 胞 関 連 疾 患 な ど の
リ ス ク 、 ま た は 病 む リ ス ク に あ る か 否 か を 決 定 し 得 る 。 種 々 の 実 施 態 様 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 （ １ ） あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ； （
２ ） あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ； （ ３ ） あ る
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 （ ４ ） あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
Ｘ 遺 伝 子 の 染 色 体 再 編 成 、 （ ５ ） あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 レ ベ ル の 変 化
、 （ ６ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 パ タ ー ン の よ う な あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の 異 常 修 飾 、
（ ７ ） あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 （ ８ ） あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 非 野 生 型 レ ベ ル 、 （ ９ ） あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝
子 の 対 立 遺 伝 子 欠 失 、 お よ び （ １ ０ ） あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ
遺 伝 子 の 損 傷 を 検 出 す る た め に 使 用 し 得 る 当 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 ０ 】
特 定 の 実 施 態 様 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 番 号 ４ ,６ ８ ３ ,１ ９ ５ お よ び ４ ,６ ８ ３ ,２
０ ２ 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 、 Landegr
an, et al., (1988). Science 241: 1077-1080、 お よ び Nakazawa, et al., (1994). PNAS
. 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 Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 １ 】
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, (1988). 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 ８ ２ 】
さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 試 料 細 胞 由 来 の あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 番 号 ５ ,４ ９ ３ ,５ ３ １ 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 ８ ３ 】
他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 中 の 遺 伝 的 突 然 変 異 は 、 試 料 お よ び 対 照 の 核 酸 、 例 え ば
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、 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 a
l., (1996). Human Mutation 7: 244-255、 Kozal, et al., (1996). Nat. Med. 2: 753-7
59を 参 照 さ れ た い 。 例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ８ ４ 】
な お も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 当 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 を 直 接 に シ ー ク エ ン シ ン グ し て 、 試 料 の Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ 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). PNAS. USA 74: 560ま た は
Sanger, (1977). PNAS. 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 ; Co
hen, 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 ８ ５ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 分 野 の 技 術 は 、 野 生 型 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 た 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 態 様 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. Natl. Acad. Sci. USA 85: 4397、 Saleeba, et al., (1992). Methods Enzymol.
 217: 286-295を 参 照 さ れ た い 。 一 つ の 実 施 態 様 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 ８ ６ 】
な お も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 ミ ス マ ッ チ 切 断 反 応 は 、 細 胞 の 試 料 よ り 得 ら れ た Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ 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 態 様 に よ れ ば 、 あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 配 列 、 例 え ば 、 野
生 型 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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
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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 番 号 ５ ,４ ５ ９ ,０ ３ ９ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
他 の 実 施 態 様 で は 、 電 気 泳 動 上 の 移 動 度 の 変 化 を 用 い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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: 12
5-144、 Hayashi, 1992. Genet. Anal. Tech. Appl. 9: 73-79を 参 照 さ れ た い 。 試 料 お よ
び 対 照 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 た 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 態 様 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 ８ ８ 】
な お も う 一 つ の 実 施 態 様 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 態 様 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 ８ ９ 】
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 ０ 】
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 、
Prossner, (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 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 Probes 
6: 1を 参 照 さ れ た い 。 特 定 の 実 施 態 様 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. Sc
i. 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 １ 】
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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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ２ ９ ２ 】
さ ら に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ２ ９ ３ 】
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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 活 性 (例
え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 異 常 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 活 性 よ 関 連 す る 疾 患 （ 例 え ば 、 神 経 性 疾 患 、 癌 関
連 疾 患 、 ま た は 妊 娠 性 疾 患 ） を （ 予 防 的 に ま た は 治 療 的 に ） 処 置 す る こ と が で き る 。 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 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 活 性 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 の 発 現 、 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
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 ２ ９ ４ 】
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 ２ ９ ５ 】
例 示 的 実 施 態 様 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 Ｐ ４ ５ ０ 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 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 し た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
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従 っ て 、 個 体 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 活 性 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 の 発 現 、 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ 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 ２ ９ ７ 】
臨 床 作 用 の モ ニ タ リ ン グ
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 発 現 、 タ ン
パ ク 質 レ ベ ル を 増 加 し 、 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル 、 ま た は 下 方 制 御 さ れ た Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子
発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 減 少 し 、 ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル 、 ま た は 上 方 制 御 し
た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 、 お よ び 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 ま た は 神 経 障 害 性 疾 患
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 ２ ９ ８ 】
例 え ば 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ２ ９ ９ 】
一 つ の 実 施 態 様 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 、 核 酸 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 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
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 を 検 出 し た よ り 低 レ ベ ル に 減
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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 ０ 】
処 置 方 法
本 発 明 は 、 異 常 な Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。
【 ０ ３ ０ １ 】
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)Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ポ リ 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) Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 ； (iii) Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ； (iv)ア ン チ セ ン ス 核 酸 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 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
) Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 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 ０ ２ 】
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 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 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 ０ ３ 】
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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 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 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 ０ ４ 】
一 つ の 態 様 で は 、 異 常 な Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 発 現 ま た は 少 な く と も あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 活 性 を 調 整
す る 薬 剤 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ り 、 本 発 明 は 、 異 常 な Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 異 常 の タ イ プ に 依 存 し て 、 例 え ば 、 あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ア ゴ
ニ ス ト ま た は Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ０ ５ 】
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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る
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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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 態 様 で は 、 薬 剤 は 一 つ ま
た は そ れ 以 上 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 お よ び 細 胞 中 に 導 入 し た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を コ ー ド す る
核 酸 分 子 を 挙 げ 得 る 。 も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 薬 剤 は 一 つ ま た は そ れ 以 上 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ
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 Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ 核 酸 分 子 お よ び 抗 － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 態 様 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 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ 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 態 様 で は 、 そ の 方 法 は 減 少 ま た は 異 常 な Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 を 補 償 す る た め の 治 療 と し て あ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ 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 ０ ６ 】
実 施 例
実 施 例 １ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の 同 定
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 を 、 ク エ リ ー と し て ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を 有 す る Ｇ ｅ ｎ
ｂ ａ ｎ ｋ ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ Koga, et al. (1999) Biochem. Biophys. Res. Comm. 2
61, 756-765； 受 託 番 号 Ａ Ｂ ０ １ ２ ６ １ ５ ） の 検 索 で あ る 、 Ｔ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ （ Altschul, e
t al. (1990) J. Mol. Biol. 215, 403-410） に 従 い 、 同 定 し た 。 こ の 検 索 に よ り 、 染 色
体 ８ 上 の 高 相 同 性 の 遺 伝 子 座 （ 受 託 番 号 Ａ Ｂ ０ ２ ０ ８ ５ ８ ） を 同 定 し た 。 イ ン ト ロ ン ／ エ
キ ソ ン 境 界 を 、 既 知 の Ｆ Ｇ Ｆ 由 来 の 相 同 体 と 共 に 、 標 準 コ ン セ ン サ ス ス プ ラ イ ス パ ラ メ ー
タ ー (Mount (1996) Science 271, 1690-1692)を 用 い て 推 定 し た 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 開 始 コ ド
ン は 、 Ａ Ｂ ０ ２ ０ ８ ５ ８ 配 列 の １ ６ ２ １ ４ ｂ ｐ に 位 置 し 、 こ の エ キ ソ ン の 残 存 ３ ’ 部 分 は
、 １ ５ ９ ３ ０ ｂ ｐ に 続 く 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の ５ ’ Ｕ Ｔ Ｒ は 、 公 開 Ｅ Ｓ Ｔ （ 受 託 番 号 Ａ Ａ ２ ３
２ ７ ２ ９ 、 Ａ Ａ ２ ３ ６ ５ ２ ２ 、 Ａ Ｉ ２ ７ ２ ８ ７ ６ お よ び Ａ Ｉ ２ ７ ２ ８ ７ ８ ） を 用 い て 別 の
６ ０ ６ ｂ ｐ に よ り 、 開 始 コ ド ン の 上 流 に 伸 長 し た 。 遺 伝 子 座 Ａ Ｂ ０ ２ ０ ８ ５ ８ に 関 す る 様
に Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の 残 存 構 造 は 、 以 下 に の 通 り で あ る ： イ ン ト ロ ン １ （ １ ５ ９ ２ ９ ～
９ ９ ４ ２ ｂ ｐ ） ； エ キ ソ ン ２ （ ９ ９ ４ １ ～ ９ ８ ３ ８ ｂ ｐ ） ； エ キ ソ ン ３ （ ７ ４ ９ ９ ｂ ｐ で
開 始 し 、 表 １ ３ に お い て 示 す 様 に 続 く ； ３ ’ 非 翻 訳 領 域 の 構 造 が ま だ 決 定 さ れ て い な い ）
。 表 １ ３ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ） 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 （
配 列 番 号 ： ２ ） 配 列 を 含 む Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 の 解 析 で あ る 。 開 始 コ ド ン お よ び 停 止 コ ド
ン は 、 は っ き り し て お り 、 ５ ’ Ｕ Ｔ Ｒ に 備 わ る イ ン フ レ ー ム の 停 止 コ ド ン に 下 線 を 引 い て
あ る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
表 １ ３
【 表 １ ７ 】
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【 ０ ３ ０ ８ 】
上 述 の 段 落 の 方 法 に よ り 発 見 し た 遺 伝 子 は 、 ３ つ の エ キ ソ ン お よ び ２ つ の イ ン ト ロ ン を 含
む （ 表 １ ３ ） 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 開 始 メ チ オ ニ ン の １ １ ７ ｂ ｐ 上 流 の イ ン フ レ ー ム の 停 止 コ
ド ン を 有 す る ２ １ １ ア ミ ノ 酸 残 基 の Ｏ Ｒ Ｆ を 予 測 す る 。 探 し 出 さ れ た 遺 伝 子 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ
セ グ メ ン ト は 、 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド 解 析 に よ り 確 認 さ れ た 位 置 で あ る 染 色 体 ８ ｐ ２ １ ． ３
～ ｐ ２ ２ に 位 置 す る （ 実 施 例 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
Ｇ － Ｘ － ［ Ｌ Ｉ ］ － Ｘ － ［ Ｓ Ｔ Ａ Ｇ Ｐ ］ － Ｘ （ ６ ， ７ ） － ［ Ｄ Ｅ ］ － Ｃ － Ｘ － ［ Ｆ Ｌ Ｍ ］
－ Ｘ － Ｅ － Ｘ （ ６ ） － Ｙ で あ る 、 Ｆ Ｇ Ｆ の 特 別 の モ テ ィ ー フ を 、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ 検 索 (Buc
her & Bairoch (1994) Ismb. 2, 53-61)に よ り 同 定 し 、 二 重 下 線 を 引 い た ア ミ ノ 酸 残 基 １
２ ５ ～ １ ４ ８ 間 に 位 置 し 、 イ ン ト ロ ン ／ エ キ ソ ン の 境 界 は 、 矢 印 で 表 す 。 イ ン ト ロ ン １ お
よ び ２ は 、 そ れ ぞ れ ５ ９ ８ ８ ｂ ｐ お よ び ２ ３ ３ ８ ｂ ｐ の 長 さ で あ る 。 ５ ’ Ｕ Ｔ Ｒ 配 列 は 、
公 開 Ｅ Ｓ Ｔ に 由 来 し 、 全 体 と し て は 示 し て い な い 。
【 ０ ３ １ ０ 】
実 施 例 ２ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド マ ッ ピ ン グ
ヒ ト 染 色 体 マ ー カ ー を 用 い る 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド マ ッ ピ ン グ を 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ に つ い て 行
っ た 。 用 い た 方 法 は 、 Steen, RG et al. (A High-Density Integrated Genetic Linkage 
and Radiation Hybrid Map of the Laboratory Rat, Genome Research 1999 (Published 
Online on May 21, 1999)Vol. 9, AP1-AP8, 1999)に 記 載 さ れ る も の と 類 似 で あ る 。 無 作
為 放 射 線 誘 導 ヒ ト 染 色 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る ９ ３ 細 胞 ク ロ ー ン の パ ネ ル を 特 徴 的 な 方
法 で 検 索 し た ク ロ ー ン を 同 定 す る た め に デ ザ イ ン さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て ９ ６ ウ
ェ ル プ レ ー ト 中 で ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 同 定 し た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 、 染 色 体 ８ ｐ ２ １ ． ３ ～ ｐ ２ ２ へ の マ ッ ピ ン グ と し て 注
釈 を つ け た 。 こ の 結 果 を 、 マ ー カ ー Ａ Ｆ Ｍ １ ７ ７ Ｘ Ｂ １ ０ に オ ー バ ー ラ ッ プ す し 、 か つ マ
ー カ ー Ｗ Ｉ － ５ １ ０ ４ 由 来 の １ ． ６ ｃ Ｒ お よ び マ ー カ ー Ｗ Ｉ － ９ ２ ６ ２ 由 来 の ３ ． ２ ｃ Ｒ
で あ る 遺 伝 子 座 に あ る 染 色 体 ８ に 位 置 す る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 見 に よ る 本 解 析 に よ り 、 絞 り
込 ん だ 。
【 ０ ３ １ １ 】
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実 施 例 ３ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る 配 列 の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 表 し 、 全 長 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ を コ ー ド す る 、 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 の た め に デ ザ イ ン し た 。 順 方 向
プ ラ イ マ ー は 、 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 制 限 部 位 （ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ ） お よ び 一 致 コ ザ ッ ク 配 列 （ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ
Ｃ ） を 含 む 。 逆 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 さ ら な る サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 目 的 の た め の イ ン フ レ ー ム
の Ｘ ｈ ｏ Ｉ 制 限 部 位 を 含 有 す る 。 順 方 向 お よ び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー の 両 方 は 、 ５ ’ ク ラ ン プ
配 列 （ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ ） を 含 有 す る 。 プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 以 下 で あ る ：
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 　 順 方 向 ： ５ ’ － Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ 　 Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ 　 Ａ Ｔ Ｇ 　 Ｇ Ｃ
Ｔ 　 Ｃ Ｃ Ｃ 　 Ｔ Ｔ Ａ 　 Ｇ Ｃ Ｃ 　 Ｇ Ａ Ａ 　 Ｇ Ｔ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ３ ）
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 　 逆 方 向 ： ５ ’ － Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ 　 Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ 　 Ａ Ｇ Ｔ 　 Ｇ Ｔ Ａ 　 Ｃ Ａ Ｔ 　
Ｃ Ａ Ｇ 　 Ｔ Ａ Ｇ 　 Ｇ Ｔ Ｃ 　 Ｃ Ｔ Ｔ 　 Ｇ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ４ ）
【 ０ ３ １ ２ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 、 ５ ０ μ ｌ の 用 量 中 の 全 部 で ５ ｎ ｇ の ヒ ト 前 立 腺 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 、 そ れ ぞ れ １
μ Ｍ の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 順 方 向 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ５ μ ｍ ｏ ｌ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ
（ Clontech Laboratories, Palo Alto CA） お よ び １ μ ｌ の ５ ０ × Advantage-HF2ポ リ メ ラ
ー ゼ （ Clontech Laboratories） を 用 い て 実 施 し た 。 以 下 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 条 件 を 用 い た ：
ａ ） 　 ９ ６ ℃ 　 ３ 分
ｂ ） 　 ９ ６ ℃ 　 ３ ０ 秒 　 変 性
ｃ ） 　 ７ ０ ℃ 　 ３ ０ 秒 　 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ 　 こ の 温 度 を １ ℃ ／ サ イ ク ル に よ り 徐 々
に 下 げ た 。
ｄ ） 　 ７ ２ ℃ 　 １ 分 　 伸 長
ス テ ッ プ （ ｂ ） ～ （ ｄ ） を １ ０ 回 繰 り 返 す
ｅ ） 　 ９ ６ ℃ 　 ３ ０ 秒 　 変 性
ｆ ） 　 ６ ０ ℃ 　 ３ ０ 秒 　 ア ニ ー リ ン グ
ｇ ） 　 ７ ２ ℃ 　 １ 分 　 伸 長
ス テ ッ プ （ ｅ ） ～ （ ｇ ） を ２ ５ 回 繰 り 返 す
ｈ ） 　 ７ ２ ℃ 　 ５ 分 　 最 終 伸 長
【 ０ ３ １ ３ 】
約 ６ ４ ０ ｂ ｐ の 予 測 し た 配 列 を 有 す る シ ン グ ル Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 電 気 泳 動
後 単 離 し 、 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ ベ ク タ ー （ Invitrogen, Carlsbad, CA） に 結 合 さ せ た 。 ク ロ ー ン
化 し た イ ン サ ー ト を 、 ベ ク タ ー に 特 異 的 な Ｍ １ ３ 順 方 向 （ ～ ４ ０ ） Ｍ １ ３ 逆 方 向 プ ラ イ マ
ー を 用 い て 配 列 決 定 し 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 上 流 Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 と 下 流 Ｘ ｈ
ｏ Ｉ 部 位 と の 間 に 直 接 挿 入 さ れ た 表 １ の 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） に １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る こ と
を 確 認 し た 。 ク ロ ー ン 化 配 列 は 、 予 測 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 全 長 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 を 構 成 す る 。 ク ロ ー ン を Ｔ Ａ － Ａ Ｂ ０ ２ ０ ８ ５ － Ｓ ２ ７ ４ － Ｆ １ ９
と 呼 ぶ 。
【 ０ ３ １ ４ 】
実 施 例 ４ ． 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ／ Ｓ ｅ ｃ の 調 製
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ｐ Ｓ ｅ ｃ － Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ 　 順 方 向 （ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ 　 Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ
Ｇ 　 Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ 　 Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ 　 Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｃ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） お よ び ｐ Ｓ ｅ
ｃ － Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ 　 逆 方 向 （ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ 　 Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ 　 Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ 　 Ｃ Ｇ Ｇ
Ｇ Ｔ 　 Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ａ 　 Ｃ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ） を 、 Ｖ ５ お よ び Ｈ ｉ ｓ ６ を 含 む ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ．
１ － Ｖ ５ Ｈ ｉ ｓ （ Invitrogen, Carlsbad, CA） 発 現 ベ ク タ ー 由 来 の フ ラ グ メ ン ト を 増 幅 す
る た め に デ ザ イ ン し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｘ ｈ ｏ Ｉ お よ び Ａ ｐ ａ Ｉ で 切 断 し 、 Ｉ ｇ κ リ ー ダ
ー 配 列 に あ る （ Invitrogen, Carlsbad CA） Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ａ ｐ ａ Ｉ 切 断 ｐ Ｓ ｅ ｃ Ｔ ａ ｇ ２ 　
Ｂ ベ ク タ ー 　 に 結 合 さ せ た 。 イ ン フ レ ー ム の Ｉ ｇ κ リ ー ダ ー お よ び Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ ６ を 含 む
結 果 と し て 得 た ベ ク タ ー ｐ Ｓ ｅ ｃ Ｖ ５ Ｈ ｉ ｓ の 正 し い 構 造 を 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 に よ り 確 認
し た 。 ベ ク タ ー ｐ Ｓ ｅ ｃ Ｖ ５ Ｈ ｉ ｓ を 、 正 し い フ レ ー ム 中 の 上 記 エ レ メ ン ト を 保 持 す る フ
ラ グ メ ン ト を 提 供 す る た め に Ｐ ｍ ｅ Ｉ お よ び Ｎ ｈ ｅ Ｉ で 切 断 し た 。 Ｐ ｍ ｅ Ｉ － Ｎ ｈ ｅ Ｉ フ
ラ グ メ ン ト を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ／ ク レ ノ ー お よ び Ｎ ｈ ｅ Ｉ 処 理 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ （ Invitrogen
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, Carlsbad, CA） に 結 合 し た 。 結 果 と し て 得 た ベ ク タ ー を ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ／ Ｓ ｅ ｃ と 名 付 け 、
ベ ク タ ー は 、 イ ン フ レ ー ム の Ｉ ｇ κ リ ー ダ ー 、 該 ク ロ ー ン の 挿 入 部 位 、 お よ び Ｐ Ｃ Ｍ Ｖ お
よ び ／ ま た は Ｐ Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の Ｖ ５ エ ピ ト ー プ ６ × Ｈ ｉ ｓ を 含 ん で い る 。 ｐ
Ｃ Ｅ Ｐ ４ ／ Ｓ ｅ ｃ は 、 任 意 の タ ン パ ク 質 を Ｉ ｇ κ 鎖 シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 続 く 多 型 ク ロ ー ニ
ン グ 部 位 に 融 合 さ れ る こ と に よ り 異 種 性 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 分 泌 を 可 能 と す る 発 現 ベ
ク タ ー で あ る 。 発 現 タ ン パ ク 質 の 検 出 お よ び 精 製 は 、 Ｃ 末 端 に あ る Ｖ ５ エ ピ ト ー プ 標 識 （
Invitrogen, Carlsbad, CA） お よ び ６ × Ｈ ｉ ｓ 標 識 の 存 在 に よ り 助 け ら れ る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
実 施 例 ５ ． ヒ ト 胚 腎 臓 （ Ｈ Ｅ Ｋ ） ２ ９ ３ 細 胞 で の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 配 列 を 含 有 す る Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ － Ｘ ｈ ｏ Ｉ フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｔ Ａ － Ａ Ｂ ０ ２ ０ ８
５ － Ｓ ２ ７ ４ － Ｆ １ ９ （ 実 施 例 ３ ） か ら 単 離 し 、 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ／ Ｓ ｅ ｃ － Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ を 生 成 す る た め に Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｘ ｈ ｏ Ｉ 切 断 ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ／ Ｓ ｅ ｃ に サ ブ ク ロ ー ン
化 し た 。 ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ／ Ｓ ｅ ｃ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ベ ク タ ー を 、 製 造 元 （ Gibco/BRL/Life Techn
ologies, Rockville, MD） の 指 示 に 従 い 、 LipofectaminePlus試 薬 を 用 い て ２ ９ ３ 細 胞 に
形 質 移 入 し た 。 細 胞 ペ レ ッ ト お よ び 上 清 を 、 形 質 移 入 後 ７ ２ 時 間 で 回 収 し 、 抗 Ｖ ５ 抗 体 で
の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト （ 還 元 条 件 ） に よ り Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 発 現 を 調 べ た 。 図 ２ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ を 、 ２ ９ ３ 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ た 約 ３ ４ ｋ Ｄ Ａ タ ン パ ク 質 で あ る 見 か け 上 の 分 子 量 （
Ｍ ｒ ） を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ １ ６ 】
実 施 例 ６ ． E.coliで の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現
ベ ク タ ー ｐ Ｒ Ｓ Ｅ Ｔ Ａ （ InVitrogen Inc., Carlsbad, C） を 、 Ｘ ｈ ｏ Ｉ お よ び Ｎ ｃ ｏ Ｉ 制
限 酵 素 で 切 断 し た 。 配 列 ５ ’ 　 Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ 　 ３ ’ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ）
お よ び ５ ’ 　 Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ 　 ３ ’ （ 配 列 番 号 ： １ ７ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド リ ン カ ー を 、 ３ ７ ℃ で ア ニ ー リ ン グ し 、 Ｘ ｈ ｏ Ｉ － Ｎ ｃ ｏ Ｉ で 処 理 し た ｐ Ｒ Ｓ Ｅ Ｔ Ａ
に 結 合 さ せ た 。 結 果 と し て 得 た ベ ク タ ー を 、 制 限 分 析 お よ び 配 列 決 定 に よ り 確 認 し 、 ｐ Ｅ
Ｔ Ｍ Ｙ と 名 付 け た 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を コ ー ド 化 す る 配 列 の Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ － Ｘ ｈ ｏ Ｉ フ ラ グ メ ン
ト （ 実 施 例 ３ 参 照 ） を 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ お よ び Ｘ ｈ ｏ Ｉ 制 限 酵 素 で 切 断 さ れ た ベ ク タ ー ぺ Ｔ Ｍ
Ｙ に 結 合 さ せ た 。 発 現 ベ ク タ ー を 、 ｐ Ｅ Ｔ Ｍ Ｙ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ と 名 付 け る 。 こ の ベ ク タ ー
に お い て 、 ｈ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を 、 Ｎ 末 端 の ６ × Ｈ ｉ ｓ 標 識 お と び Ｔ ７ エ ピ ト ー プ に 融 合 さ せ
た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｔ Ｍ Ｙ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を 、 そ こ で E.coli発 現 宿 主 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ 、
ｐ Ｌ Ｙ ｓ ） （ Novagen, Madison, WI） に 形 質 移 入 し 、 タ ン パ ク 質 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 を 製
造 元 の 指 示 に よ り 誘 導 し た 。 誘 導 後 、 全 細 胞 を 回 収 し 、 タ ン パ ク 質 を 抗 Ｈ ｉ ｓ Ｇ ｌ ｙ 抗 体
（ Invitrogen, Carlsbad, CA） を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 し た 。 図 ３ は 、 Ｆ
Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を Ｍ ｒ 約 ３ ２ ｋ Ｄ ａ と し て 発 現 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ １ ７ 】
実 施 例 ７ ． ク ロ ー ン 化 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 な う 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 お よ び 伴
な わ な い 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の 発 現 の 比 較
ａ ） シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 な わ な い 発 現
本 発 明 の 詳 細 な 説 明 で 言 及 し た 様 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 古 典 的 な ア ミ ノ 末 端 シ グ ナ ル 配 列
を 明 ら か に 欠 い て い る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が 、 哺 乳 類 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る か 否 か を 決 定 す る た
め に 、 全 長 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ － Ｘ ｈ ｏ Ｉ フ ラ グ メ ン ト と
し て 得 た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｔ Ａ － Ａ Ｂ ０ ２ ０ ８ ５ － Ｓ ２ ７ ４ － Ｆ １ ９ （ 実 施 例 ３ ） か ら Ｂ ａ ｍ
Ｈ Ｉ ／ Ｘ ｈ ｏ Ｉ 切 断 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ （ Invitrogen） に サ ブ ク ロ ー ン し た 。 こ れ は 、 ｐ Ｆ
Ｇ Ｅ － Ｃ Ｘ と 名 付 け ら れ た 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 こ の 構 造 は 、 同 定 お よ び 精 製
の そ れ ぞ れ に お い て 確 認 さ れ る た め に タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ 末 端 に Ｖ ５ エ ピ ト ー プ 標 識
お よ び ポ リ ヒ ス チ ジ ン 標 識 を 取 り 込 み 、 約 ２ ７ ｋ Ｄ ａ の ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る は ず で あ
る 。 ２ ９ ３ ヒ ト 胚 腎 臓 細 胞 へ の 一 過 性 の 形 質 移 入 の 後 、 培 養 上 清 を 形 質 移 入 後 ４ ８ 時 間 で
回 収 し た 。
【 ０ ３ １ ８ 】
培 養 上 清 へ の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 分 泌 に 加 え て 、 細 胞 ペ レ ッ ト ／ Ｅ Ｃ Ｍ と 関 連 す る こ と も 分 か
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っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 Ｆ Ｇ Ｆ は 、 細 胞 表 面 お よ び 細 胞 外 基 質 （ Ｅ Ｃ Ｍ ） ヘ パ リ
ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン （ Ｈ Ｓ Ｐ Ｇ ） に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る の で 、 本 発 明 者 は 、
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を こ の 方 法 で 解 離 す る こ と が 可 能 か を 調 べ た 。 最 後 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ で 形 質
移 入 し た 細 胞 を 成 長 因 子 と Ｈ Ｓ Ｐ Ｇ と の 低 親 和 性 の 相 互 作 用 を 分 断 す る こ と が 知 ら れ て い
る 化 合 物 で あ る 、 １ ０ ０ Ｍ の 　 ス ラ ミ ン を 含 有 す る ０ ． ５ ｍ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で の ３ ０ 分 間 、
４ ℃ で の 処 理 に よ り 抽 出 し た (La Rocca, R.V., Stein, C.A. & Myers, C.E. (1990) Canc
er Cells 2, 106-115)。 ス ラ ミ ン で 抽 出 し た 培 養 上 清 を 、 次 に 回 収 し 、 遠 心 分 離 （ ５ 分 ；
２ ０ ０ × ｇ ） に よ り 明 ら か に し た 。
【 ０ ３ １ ９ 】
培 養 上 清 お よ び ス ラ ミ ン 抽 出 物 を 次 に 、 同 量 の ２ × ゲ ル ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー と 混 合 し
た 。 試 料 を 、 １ ０ 分 間 沸 騰 さ せ 、 還 元 条 件 下 で ４ ～ ２ ０ ％ の 勾 グ ラ ジ エ ン ト ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル （ Novex, Dan Diego, CA） 上 で の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス フ ィ ル タ ー （ Novex） に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 ウ エ ス タ ン 分 析 を 、 Ｈ Ｒ Ｐ 結 合 抗 Ｖ
５ 抗 体 （ Invitrogen） お よ び Ｅ Ｃ Ｌ 検 出 シ ス テ ム （ Amersham Pharmacia Biotech, Piscat
away, NJ） を 用 い る 標 準 方 法 に よ り 実 施 し た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
予 測 Ｍ ｒ を 有 す る １ つ の バ ン ド を 、 ｐ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ で 形 質 移 入 し た ２ ９ ３ 細 胞 由 来 の 培 養
上 清 で 同 定 し た （ 図 １ Ａ 、 レ ー ン １ ） 。 対 照 ベ ク タ ー で 形 質 移 入 し た 細 胞 由 来 の 培 養 上 清
は 、 抗 体 と 反 応 し な か っ た （ 図 １ Ａ 、 レ ー ン ５ ） 。 ス ラ ミ ン 処 置 の 後 、 有 意 な 量 の Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ が 、 細 胞 表 面 ／ Ｅ Ｃ Ｍ か ら 実 際 に 放 出 さ れ 得 る こ と が わ か っ た 。 こ の こ と は 、 Ｈ Ｓ
Ｐ Ｇ が こ の タ ン パ ク 質 の 隔 離 に お い て 働 き そ う で あ る こ と を 示 す （ 図 １ Ａ 、 レ ー ン ２ ） 。
こ れ ら の 結 果 は 、 Ｈ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が 古 典 的 な シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 な わ ず 分 泌 さ れ 得 る こ と
を 示 す 。
【 ０ ３ ２ １ 】
組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 、 細 胞 増 殖 、 細 胞 表 面 受 容 体 へ の Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ の 高 親 和 性 結 合 を 経 由 し て 仲 介 さ れ 、 お よ び Ｈ Ｓ Ｐ Ｇ と の 低 親 和 性 相 互 作 用 を 経 由 し
て 調 節 さ れ る べ き 作 用 を 刺 激 す る 。 ス ラ ミ ン 抽 出 物 の デ ー タ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が 細 胞 表 面
お よ び ／ ま た は Ｅ Ｃ Ｍ に 存 在 す る Ｈ Ｓ Ｐ Ｇ に 結 合 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
ｂ ） シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 な う 発 現
タ ン パ ク 質 分 泌 を 増 強 す る ゴ ー ル で 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｉ ｇ κ 遺 伝 子 由 来 の 切 断 可
能 な ア ミ ノ 末 端 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 と 共 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 さ せ た 、 構 造 （ ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ／
Ｓ ｅ ｃ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ） を 生 成 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 は ま た 、 ｐ Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ に つ い て 上 述 し た よ う に カ ル ボ キ シ 末 端 の Ｖ ５ お よ び ポ リ ヒ ス チ ジ ン 標 識 を 含 有 し て
い た 。 ２ ９ ３ 細 胞 へ の 形 質 移 入 に 続 き 、 約 ３ １ ｋ Ｄ ａ の 予 測 Ｍ ｒ を 有 す る タ ン パ ク 質 産 物
を 得 た 。 ス ラ ミ ン が 有 意 な 量 の 解 離 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を 放 出 す る こ と が 再 び 分 か っ
た （ 図 １ Ａ 、 レ ー ン ３ お よ び ４ ） 。 予 測 し た 様 に 、 ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ／ Ｓ ｅ ｃ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は
、 ｐ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ よ り 可 溶 性 の 高 い Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 を 生 成 し た 。
２ ９ ３ 細 胞 に つ い て 上 述 し た も の と 同 様 の 結 果 を 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 で も 得 た （ 図 １ Ｂ ）
。
【 ０ ３ ２ ３ 】
実 施 例 ８ ． Ｐ Ｃ Ｒ に よ る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 の リ ア ル タ イ ム 定 量 的 発 現 解 析
様 々 な ク ロ ー ン の 定 量 的 発 現 を 、 ４ １ の 正 常 試 料 お よ び ５ ５ の 腫 瘍 試 料 （ 多 く の 場 合 、 図
４ の パ ネ ル Ａ お よ び Ｂ に お い て 表 す 試 料 が 、 表 １ ４ に お い て 同 定 さ れ た も の で あ る 。 ） に
お い て 、 Perkin-Elmer Biosystems ABI PRISM［ 登 録 商 標 ］ ７ ７ ０ ０ 配 列 検 出 シ ス テ ム で
実 施 す る リ ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｔ Ａ Ｑ Ｍ Ａ Ｎ ［ 登 録 商 標 ］ 分 析 ） に よ り 評 価 し た 。
表 １ ４ に お い て 、 以 下 の 略 語 を 用 い た ：
ｃ ａ ． ＝ 癌 腫
＊ ＝ 転 移 か ら 確 立 さ れ た
s cell var＝ 小 細 胞 変 異 体
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non-s＝ non-sm＝ 非 小 細 胞
squam＝ 扁 平 上 皮
pl. eff＝ pl effusion＝ 胸 膜 浸 出 液
glio＝ 神 経 膠 腫
astro＝ 星 細 胞 腫 、 お よ び
neuro＝ 神 経 芽 細 胞 腫
【 ０ ３ ２ ４ 】
第 １ に 、 ９ ６ Ｒ Ｎ Ａ 試 料 を β ア ク チ ン お よ び グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 三 リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 （ Ｇ
Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） に 対 し て 標 準 化 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ （ ～ ５ ０ ｎ ｇ 　 ト ー タ ル ま た は ～ １ ｎ ｇ 　 ｐ ｏ ｌ
ｙ Ａ ＋ ） を 、 Ｔ Ａ Ｑ Ｍ Ａ Ｎ ［ 登 録 商 標 ］ 逆 転 写 試 薬 キ ッ ト （ PE Biosystems, Foster City
, CA； カ タ ロ グ 番 号 Ｎ ８ ０ ８ － ０ ２ ３ ４ ） お よ び 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に よ る ラ ン ダ ム ６
量 体 化 を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 転 換 し た 。 反 応 を 、 ２ ０ μ ｌ で 実 行 し 、 ３ ０ 分 間 、 ４ ８ ℃ で イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ５ μ ｌ ） を 次 に 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に よ り 、 β ア ク チ
ン お よ び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 　 Ｔ Ａ Ｑ Ｍ Ａ Ｎ ［ 登 録 商 標 ］ ア ッ セ イ 試 薬 （ PE Biosystems； そ れ ぞ
れ 、 カ タ ロ グ 番 号 ４ ３ １ ０ ８ ８ １ Ｅ お よ び ４ ３ １ ０ ８ ８ ４ Ｅ ） お よ び Ｔ Ａ Ｑ Ｍ Ａ Ｎ ［ 登 録
商 標 ］ universal PCR Master Mix(PE Biosystems； カ タ ロ グ 番 号 ４ ３ ０ ４ ４ ４ ７ )を 用 い
る Ｔ Ａ Ｑ Ｍ Ａ Ｎ ［ 登 録 商 標 ］ 反 応 の た め の 分 離 プ レ ー ト に 移 し た 。 反 応 を 、 以 下 の パ ラ メ
ー タ ー を 用 い て ２ ５ μ ｌ で 実 施 し た ： ５ ０ ℃ で ２ 分 ； ９ ５ ℃ で １ ０ 分 ； ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 ／
６ ０ ℃ で １ 分 （ ４ ０ サ イ ク ル ） 。 結 果 を 、 ｌ ｏ ｇ ス ケ ー ル を 用 い る Ｃ Ｔ 値 （ 与 え ら れ た 試
料 が 蛍 光 の 閾 値 を 横 切 る サ イ ク ル ） と し て 、 与 え ら れ た 試 料 と Δ Ｃ Ｔ の 値 に 対 し て ２ と し
て 表 さ れ る 最 も 低 い Ｃ Ｔ 値 を 有 す る 試 料 と の Ｒ Ｎ Ａ 濃 度 の 差 で 記 録 し た 。 パ ー セ ン ト 比 較
発 現 を 、 次 に こ の Ｒ Ｎ Ａ の 差 の 逆 数 を 求 め 、 か つ １ ０ ０ 倍 す る こ と に よ り 得 ら れ た 。 β －
ア ク チ ン お よ び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に つ い て 得 ら れ た 平 均 Ｃ Ｔ 値 を 用 い て 、 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 を 標 準 化 し
た 。 最 も 高 い Ｃ Ｔ 値 を 生 成 す る Ｒ Ｎ Ａ 試 料 は 、 さ ら な る 希 釈 を 必 要 と し な い 一 方 で 、 他 の
全 部 の 試 料 を β － ア ク チ ン ／ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 平 均 Ｃ Ｔ 値 に よ り こ の 試 料 と 比 べ て 希 釈 し た 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
標 準 化 Ｒ Ｎ Ａ （ μ ｌ ） を ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 し て One Step RT-PCR Master Mix Reagent（ PE B
iosystems； カ タ ロ グ 番 号 ４ ３ ０ ９ １ ６ ９ ） お よ び 製 造 元 の 指 示 に よ り 遺 伝 子 特 異 的 な プ
ラ イ マ ー を を 用 い る Ｔ Ａ Ｑ Ｍ Ａ Ｎ ［ 登 録 商 標 ］ を 経 由 し て 分 析 し た 。 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ
イ マ ー を 、 Perkin Elmer Biosystemの プ ラ イ マ ー 発 現 ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ （ version 
I for Apple Computer's Macintosh Power PC） に よ り 、 ク ロ ー ン １ ０ ３ ２ ６ ２ ３ ０ ． ０
． ３ ８ の 配 列 を 入 力 と し て 用 い て 互 い の ア ッ セ イ の た め デ ザ イ ン し た 。 デ フ ォ ル ト 設 定 を
反 応 条 件 の た め に 用 い て 、 以 下 の パ ラ メ ー タ ー を プ ラ イ マ ー 選 択 の 前 に 設 定 し た ： プ ラ イ
マ ー 条 件 ＝ ２ ５ ０ ｎ Ｍ 、 プ ラ イ マ ー メ ル テ ィ ン グ 温 度 （ Ｔ ｍ ） 範 囲 ＝ ５ ８ ℃ ～ ６ ０ ℃ 、 プ
ラ イ マ ー 最 適 Ｔ ｍ ＝ ５ ９ ℃ 、 最 大 プ ラ イ マ ー 温 度 差 ＝ ２ ℃ 、 プ ロ ー ブ が ５ ’ Ｇ を 有 さ な い
、 プ ロ ー ブ Ｔ ｍ が プ ラ イ マ ー の Ｔ ｍ よ り １ ０ ℃ 高 く な け れ ば な ら な い 、 増 幅 サ イ ズ が ７ ５
ｂ ｐ ～ １ ０ ０ ｂ ｐ で あ る 。 選 択 し た プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー （ 以 下 を 参 照 ） を Synthege
n （ Houston, TX, USA） に よ り 合 成 し た 。 プ ロ ー ブ を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 二 重 精 製 し て 、 未 結
合 の ダ イ を 取 り 除 き 、 質 量 分 析 法 に よ り 評 価 し て 、 プ ロ ー ブ の ５ ’ 末 端 お よ び ３ ’ 末 端 、
そ れ ぞ れ に 対 す る 受 容 体 と ク エ ン チ ャ ー ダ イ と の カ ッ プ リ ン グ を 示 し た 。 そ れ ら の 最 終 濃
度 は 、 順 方 向 プ ラ イ マ ー お よ び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー が そ れ ぞ れ ９ ０ ０ ｎ Ｍ 、 お よ び プ ロ ー ブ
が ２ ０ ０ ｎ Ｍ で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
Ｐ Ｃ Ｒ の た め 、 そ れ ぞ れ の 組 織 お よ び 細 胞 株 由 来 の 標 準 化 Ｒ Ｎ Ａ を ９ ６ 穴 Ｐ Ｃ Ｒ プ レ ー ト
（ Perkin Elmer Biosystems） の 各 ウ エ ル に ス ポ ッ ト し た 。 ２ つ の プ ロ ー ブ （ １ つ は Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ に 特 異 的 で あ り 、 ２ つ め は 内 部 標 準 と し て 機 能 す る 遺 伝 子 特 異 的 プ ロ ー ブ ） を 含
む Ｐ Ｃ Ｒ カ ク テ ル を PE Biosystems 7700の １ × Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ ［ 登 録 商 標 ］ PCR Master Mix
を 用 い て 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ （ １ ： １ ： １ ： ２ の 割 合 の ｄ Ａ 、 Ｇ 、 Ｃ 、 Ｕ
） 、 ０ ． ２ ５ Ｕ ／ ｍ ｌ 　 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ Ｔ ａ ｑ 　 Ｇ ｏ ｌ ｄ ［ 登 録 商 標 ］ （ PE Biosystems） 、
お よ び ０ ． ４ Ｕ ／ μ ｌ 　 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ イ ン ヒ ビ タ ー 、 お よ び ０ ． ２ ５ Ｕ ／ μ ｌ 　 逆 転 写 酵 素

10

20

30

40

50

(81) JP 2005-500035 A 2005.1.6



で 設 定 し た 。 逆 転 写 を 、 ４ ８ ℃ で ３ ０ 分 間 の あ と 、 以 下 の よ う な ： ９ ５ ℃ １ ０ 分 、 次 に ９
５ ℃ １ ５ 秒 、 ６ ０ ℃ １ 分 の ４ ０ サ イ ク ル の 増 幅 ／ Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル に よ り 実 施 し た 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
表 １ ４ ． Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 発 現 解 析 に お い て 用 い た 組 織 試 料
【 表 １ ８ 】
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表 １ ４ の 続 き
【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ９ 】
本 発 明 に お い て 開 示 さ れ る 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ２ ０ 様 遺 伝 子 は 、 少 な く と も 以 下 の 組 織 に
お い て 発 現 す る ： 哺 乳 動 物 組 織 、 大 腸 、 肺 、 脳 、 肝 臓 、 腎 臓 、 お よ び 胃 。 発 現 情 報 は 、 Ｃ
ｕ ｒ ａ Ｇ ｅ ｎ 　 Ａ Ｃ Ｃ 番 号 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ の 配 列 の 誘 導 に お い て 含 ま れ る 配 列 の 組
織 供 給 源 由 来 で あ っ た 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
以 下 の プ ラ イ マ ー お お び プ ロ ー ブ を デ ザ イ ン し た 。 そ れ ぞ れ 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ に 特 異 的 で あ
る た め に 、 非 常 に 相 同 で あ る ヒ ト Ｆ Ｇ Ｆ － ９ お よ び Ｆ Ｇ Ｆ － １ ６ 遺 伝 子 の 対 応 す る 領 域 の
３ つ の ミ ス マ ッ チ の 最 小 値 を 有 す る 。 セ ッ ト Ａ ｇ ８ １ ｂ は 、 表 １ の 塩 基 ２ ７ ０ ～ 塩 基 ３ ４
３ （ 配 列 番 号 ： １ ） 由 来 の 領 域 を 覆 う 。 そ れ は 他 の 既 知 の Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー を 決
し て 検 出 し な い 。 利 用 し た プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ は ：
Ａ ｇ ８ １ ｂ （ Ｆ ） ： ５ ’ － Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ － ３ ’ （ 配 列 番 号
： １ ８ ） ；
Ａ ｇ ８ １ ｂ （ Ｒ ） ： ５ ’ － Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ － ３ ’
（ 配 列 番 号 ： １ ９ ） ； お よ び
Ａ ｇ ８ １ ｂ （ Ｐ ） ： ５ ’ － Ｆ Ａ Ｍ － Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ
Ａ Ａ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） で あ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
代 表 的 な 実 験 結 果 を 図 ４ 、 パ ネ ル Ａ お よ び Ｂ に お い て 示 す 。 発 現 を 、 最 も 高 い レ ベ ル の 発
現 を 示 す 試 料 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て プ ロ ッ ト す る 。 ４ 回 の 反 復 実 施 を 行 い 、 様 々 な 斜 線
で あ ら わ し た 。 調 べ た ３ ９ の ヒ ト 正 常 組 織 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 脳 、 特 に 小 脳 に お
い て 最 も 高 発 現 す る こ と が 分 か っ た （ 図 ４ 、 パ ネ ル Ａ お よ び Ｂ ） 。 中 枢 神 経 系 の 他 の 組 織
は 、 ず っ と 低 い レ ベ ル の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を 発 現 し た 。 調 べ た ５ ４ の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 の う ち 、 Ｆ
Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 肺 癌 腫 細 胞 株 （ Ｌ Ｘ － １ ） 、 大 腸 癌 腫 細 胞 株 （ Ｓ Ｗ － ４ ８ ０ ） 、 大 腸 癌 細
胞 株 お よ び 転 移 （ Ｓ Ｗ ４ ８ ０ ） お よ び 胃 癌 腫 細 胞 株 （ Ｎ Ｃ Ｉ － Ｎ ８ ７ ； 図 ４ 、 パ ネ ル Ａ お
よ び Ｂ を 参 照 ） に お い て 、 最 も 高 発 現 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
別 の リ ア ル タ イ ム 発 現 分 析 を 、 手 術 に お い て 得 た 腫 瘍 組 織 の 広 範 な パ ネ ル で 行 っ た 。 こ れ
ら の 組 織 は 、 実 際 の 腫 瘍 本 体 か ら 得 ら れ た 部 分 、 ら び に 「 正 常 隣 接 組 織 （ Ｎ Ａ Ｔ ） 」 と 名
付 け ら れ た 部 分 を 含 む 、 典 型 的 に 既 に 炎 症 し て お り 異 形 性 の 組 織 学 的 な 証 拠 を 示 す 。 Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ に 特 異 的 で あ る よ う に 選 択 さ れ た プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ の セ ッ ト （ Ａ ｇ ８ １ ） を
、 か か る 外 科 手 術 の 組 織 試 料 で の Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 実 験 に お い て 用 い た 。 ２ 度 の 反 復 実 施 を 行
っ た ：
Ａ ｇ ８ １ （ Ｆ ） ： ５ ’ － Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｔ － ３ ’ （ 配 列 番 号
： ２ １ ） ；
Ａ ｇ ８ １ （ Ｒ ） ： ５ ’ － Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｇ － ３ ’ （ 配
列 番 号 ： ２ ２ ） ； お よ び
Ａ ｇ ８ １ （ Ｐ ） ： Ｔ Ｅ Ｔ － ５ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ
Ｇ Ａ Ａ － ３ ’ － Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ （ 配 列 番 号 ： ２ ３ ）
【 ０ ３ ３ ３ 】
セ ッ ト Ａ ｇ ８ １ は 、 表 １ の 塩 基 ４ ７ ７ ～ 塩 基 ５ ５ ４ （ 配 列 番 号 ： １ ） 由 来 の 領 域 を 覆 う 。
複 製 を 。 図 ４ 、 パ ネ ル Ｃ お よ び Ｄ に お い て グ レ ー お よ び 黒 の 斜 線 と し て 示 す 。 結 果 は 、 腫
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瘍 と そ れ ら の 形 質 異 常 Ｎ Ａ Ｔ 試 料 の 多 く の 対 応 ペ ア ー に つ い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 Ｎ Ａ Ｔ
に お い て 高 発 現 す る が 、 腫 瘍 に お い て は 発 現 し な い こ と ； さ ら に 特 異 的 に は 、 腫 瘍 に 隣 接
す る 実 質 細 胞 に お い て は 発 現 す る こ と を 劇 的 に 示 す 。 こ の 対 応 パ タ ー ン が 生 じ る 実 施 例 は
、 卵 巣 癌 、 子 宮 癌 、 肺 癌 、 前 立 腺 癌 お よ び 肝 臓 癌 を 含 む 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
そ れ に よ り 制 限 さ れ る こ と な く 、 図 ４ に お け る 結 果 、 パ ネ ル Ｃ お よ び パ ネ ル Ｄ か ら 、 Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ が 腫 瘍 上 皮 お よ び ／ ま た は 宿 主 組 織 中 の 他 の 成 分 （ 内 皮 細 胞 、 胃 線 維 芽 細 胞 、 非
浸 潤 上 リ ン パ 球 、 お よ び 類 似 の 細 胞 タ イ プ ） の パ ラ ク リ ン 刺 激 に よ る 腫 瘍 進 行 の 原 因 と な
り 得 る こ と が わ か る 。 同 じ く 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 オ ー ト ク ラ イ ン 方 法 で の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 合
成 ま た は 分 泌 す る 宿 主 組 織 中 の 成 分 を 刺 激 す る た め に 機 能 し う る 。 こ れ ら の 宿 主 成 分 細 胞
は 、 腫 瘍 成 分 で 引 き 続 い て ふ る ま う 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 高 発 現 特 徴 は 、 腫 瘍 進 行 の 予 測 す る 働 き ま た は 促 進 す る 働 き を す る 非 対 応
正 常 組 織 に 関 係 す る 。 そ れ ゆ え 、 多 く の 標 的 ア プ ロ ー チ （ 制 限 さ れ な い 例 と し て 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 同 族 受 容 体 と の Ｆ Ｇ Ｆ －
Ｃ Ｘ の 相 互 作 用 を 中 和 す る ペ プ チ ド 、 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 未 同 定 受 容 体 を 調 節 す る 小 薬
を 含 む 。 ） の い ず れ か を 用 い る Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 治 療 標 的 を 予 測 し 、 標 的 は 疾 病 の 進 行 へ の
ポ ジ テ ィ ブ な 治 療 の 影 響 を 有 す る 。 同 じ く 、 腫 瘍 進 行 で の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 活 性 を 調 節
す る よ う な 物 質 の 使 用 を 予 測 し 、 通 常 の 化 学 療 法 お よ び 放 射 線 療 法 に シ ナ ジ ー を 与 え る か
、 ま た は 増 強 さ せ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 治 療 標 的 が 適 用 さ れ る 特 異 的 な 疾 病 の 同 一 性 は 、 大
腸 、 前 立 腺 、 胚 、 腎 臓 、 子 宮 、 乳 房 、 膀 胱 、 卵 巣 の 腺 癌 を 含 む
【 ０ ３ ３ ６ 】
実 施 例 ９ ． 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ に よ る ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 取 込 刺 激
２ ９ ３ Ｅ Ｂ Ｎ Ａ 細 胞 （ Invitrogen） を 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル （ Life Technologies, Gai
thersburg, MD） に よ り 、 Lipofectamine 2000を 用 い て 形 質 移 入 し た 。 細 胞 を 、 形 質 移 入
後 の ５ 時 間 、 １ ０ ％ 子 ウ シ 血 清 （ FBS; Life Technologies） で 補 っ た 。 Ｂ ｒ ｄ Ｕ お よ び 成
長 ア ッ セ イ （ 実 施 例 １ ０ ） の タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め に 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 形 質 移 入 後 １
８ 時 間 、 ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ DMEM; Life Technologies） を 与 え た 。 ４ ８ 時 間
後 、 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 単 層 を ０ ． ５ ｍ ｌ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 １ ０ ０ μ Ｍ ス ラ ミ ン （ Sigma, St. L
ouis, MO） で 、 ３ ０ 分 、 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ ミ ン 抽 出 培 養 上 清 を 、 次 に 取 り
除 き 、 遠 心 分 離 （ ５ 分 ； ２ ０ ０ ０ × ｇ ） に よ り 明 ら か に し て 、 製 造 元 の 指 示 に よ り 、 カ ル
ボ キ シ 末 端 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 標 識 を 利 用 す る Ｔ Ａ Ｌ Ｏ Ｎ メ タ ル ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー （ Clontech, Palo Alto, CA） の 対 象 と し た 。 保 留 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 イ ミ ダ ゾ ー
ル で の カ ラ ム 洗 浄 に よ り 放 出 さ せ た 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 既 知 の 濃 度 の Ｖ ５ 標 識 タ ン パ ク 質 で 作 成 さ れ た 標 準 曲 線
を 用 い る ウ エ ス タ ン 分 析 に よ り 推 定 し た 。 ウ エ ス タ ン 分 析 の た め 、 培 養 上 清 を 形 質 移 入 後
４ ８ 時 間 で 回 収 し 、 細 胞 単 層 を 、 １ ０ ０ μ Ｍ の ス ラ ミ ン を 含 有 す る ０ ． ５ ｍ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ
で 、 ３ ０ 分 間 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ ミ ン 含 有 培 養 上 清 を 次 に 回 収 し た 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
対 照 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め に 、 ２ ９ ３ － Ｅ Ｂ Ｎ Ａ 細 胞 を 、 ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ プ ラ ス ミ ド （ In
vitrogen） で 形 質 移 入 し 、 上 で ア ウ ト ラ イ ン を 記 載 し た 精 製 方 法 の 対 象 と し た 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 誘 導 す る 能 力 に つ い て ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン （ Ｂ
ｒ ｄ Ｕ ） 取 込 ア ッ セ イ に お い て 試 験 し た 。 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ － １ ６
５ ８ 、 American Type Culture Collection, Manassas, VA） 、 Ｃ Ｃ Ｄ － １ ０ ７ ０ ｓ ｋ 細 胞
（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ － ２ ０ ９ １ ） ま た は Ｍ Ｇ － ６ ３ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ － １ ４ ２
７ ） を 、 ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト に て １ ０ ０ ％ の 密 集 度 ま で 培 養 し 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 洗 浄 し 、 Ｄ Ｍ
Ｅ Ｍ 中 で ２ ４ 時 間 （ Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ ） ま た は ４ ８ 時 間 （ Ｃ Ｃ Ｄ － １ ０ ７ ０ ｓ ｋ お よ び Ｍ Ｇ －
６ ３ ） 血 清 飢 餓 状 態 に し た 。 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ま た は 対 照 タ ン パ ク 質 を 、 次 に 細 胞 に １
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８ 時 間 添 加 し た 。 Ｂ ｒ ｄ Ｕ ア ッ セ イ を 、 製 造 元 （ Roche Molecular Biochemicals, Indian
apolis, IN） の 説 明 に よ り 、 ５ 時 間 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 時 間 を 用 い て 実 施 し た 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 に お い て ～ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 最 大 半 分 の 濃
度 で 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 誘 導 す る こ と が 分 か っ た （ 図 ５ の パ ネ ル Ａ ） 。 対 照 的 に 、 対 照 ベ ク タ
ー で 形 質 移 入 し た 細 胞 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 誘 導 し な か っ た 。 Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ が 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 に よ り 決 定 さ れ た 様 に 、 Ｃ Ｃ Ｄ － １ ０ ７ ０ ｓ ｋ 正 常 ヒ ト 皮 膚 線 維
芽 細 胞 （ 図 ５ 、 パ ネ ル Ｂ ） 、 Ｃ Ｃ Ｄ － １ １ ０ ６ ケ ラ チ ノ サ イ ト （ 図 ５ 、 パ ネ ル Ｃ ） 、 Ｍ Ｇ
－ ６ ３ 骨 肉 腫 細 胞 （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 、 お よ び 乳 房 上 皮 細 胞 を 含 む 様 々 な ヒ ト 細 胞
株 で の 比 較 可 能 な 投 与 レ ベ ル で 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 誘 導 す る こ と も 分 か っ た 。
【 ０ ３ ４ １ 】
実 施 例 １ ０ ． 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ に よ る 細 胞 増 殖 の 誘 導
組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が 細 胞 増 殖 を 誘 導 す る か を 決 定 す る た め 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を ６ ウ ェ
ル プ レ ー ト 中 で ５ ０ ％ の 密 集 度 ま で 培 養 し 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 洗 浄 し 、 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ま た
は 対 照 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を ４ ８ 時 間 与 え 、 次 に カ ウ ン ト し た 。 細 胞 数 を 、 細
胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 Beckman Coulter Z1シ リ ー ズ の カ ウ ン タ ー （ Beckman Coulter, F
ullerton, CA） で カ ウ ン ト す る こ と に よ り 決 定 し た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ
が 、 対 照 タ ン パ ク 質 と 比 べ 細 胞 数 で 約 ３ 倍 の 増 加 を 誘 導 す る こ と が 分 か っ た （ 図 ６ ） 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
増 殖 で の 形 態 的 変 化 を 測 定 す る た め に 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ ２ ％ 子 ウ シ 血 清 中
の 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ま た は 対 照 タ ン パ ク 質 で 処 理 し 、 Zeiss Axiovert 100顕 微 鏡 （ Carl
 Zeiss, Inc., Thornwood, NY） で 写 真 撮 影 し た 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
よ り 高 い 細 胞 密 度 （ 図 ６ ） に い た る こ と に 加 え て 、 実 施 例 ９ で 記 載 し た 様 に 調 製 し た Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ の 存 在 下 で 培 養 し た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 は 、 接 触 阻 害 の 減 少 を 示 す 、 成 長 の 整 理 さ
れ て い な い パ タ ー ン を 表 し た （ 図 ７ ） 。 さ ら に 、 個 々 の 細 胞 は 、 細 長 く か つ 屈 折 し て い る
こ と が 分 か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が 成 長 因 子 と し て ふ る ま う こ と を 示 し 、
組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ が Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 の 形 態 的 な 形 質 転 換 を 仲 介 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
実 施 例 １ １ ． ヌ ー ド マ ウ ス で の 異 所 性 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ で 形 質 移 入 さ れ た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 に
よ る 腫 瘍 形 成
Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル （ Life Technologies） に よ り 、 Lipofectami
ne Plusを 用 い て 、 ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ／ Ｓ ｅ ｃ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ま た は 対 照 ベ ク タ ー で 形 質 移 入 し
た 。 細 胞 に 形 質 移 入 後 ５ 時 間 で 、 １ ０ ％ 子 ウ シ 血 清 （ CS; Life Technologies） を 添 加 し
た 。 ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ／ Ｓ ｅ ｃ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ で 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 は 、 形 質 移 入 後 ４ ８ 時 間 ま
で に 形 態 的 に 形 質 転 換 さ れ 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 含 有 成 長 培 地 中 で の セ レ ク シ ョ ン の ２ 週 間
後 で も 残 っ て い る こ と が わ か っ た 。 対 照 的 に 、 対 照 ベ ク タ ー え 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 は 、 正
常 な 形 態 を 保 持 し て い た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 従 っ て 、 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 は 、 例
え ば 、 実 施 例 １ ０ に お い て 報 告 し た 実 験 に 基 づ い て 予 測 さ れ る 様 に ふ る ま う 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
異 所 性 腫 瘍 の 誘 導 を 研 究 す る た め に 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 様 々 な 実 験 ベ ク タ ー お よ び 対
照 ベ ク タ ー で 形 質 移 入 し た 。 形 質 移 入 後 ２ 日 で 、 細 胞 を 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ ５ ％ Ｃ Ｓ （ ｐ Ｆ Ｇ Ｆ
－ Ｃ Ｘ で 形 質 移 入 し た 細 胞 用 ） ま た は ５ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ハ イ グ ロ マ イ シ ン Ｂ を 添 加 し た
Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ １ ０ ％ Ｃ Ｓ （ ｐ Ｓ Ｅ Ｐ ４ ／ Ｓ ｅ ｃ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ で 形 質 移 入 し た 細 胞 ） の い ず
れ か に 置 い た 。 培 養 ２ 週 間 後 、 半 分 密 集 し た 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ １ ０ ％
で 中 和 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し て カ ウ ン ト し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の １ ０ ０ 万 個 の 細 胞 を 、 メ ス 胸 腺 欠
損 ヌ ー ド マ ウ ス （ Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME） の 側 方 皮 下 組 織 に 注 入 し た 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 発 現 プ ラ ス ミ ド （ ｐ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ お よ び ｐ Ｉ ｇ κ ― Ｆ
Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ） ま た は そ れ ら の 適 当 な 対 照 ベ ク タ ー で 形 質 移 入 し た 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 発 現 ベ ク
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タ ー の い ず れ か で 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 を 、 形 質 移 入 後 ４ ８ 時 間 ま で に 形 態 学 的 に 形 質 転 換
し （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 、 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ に さ ら さ れ た 後 に 生 成 さ れ た も の と 類
似 の フ ェ ノ タ イ プ を 有 す る こ と が 分 か っ た （ 図 ６ ） 。 対 照 的 に 、 対 照 ベ ク タ ー で 形 質 移 入
さ れ た 細 胞 は 、 正 常 な 形 態 を 保 持 し て い た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 異 所 性 発 現 が イ ン ビ ボ に お い て Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 の 腫 瘍 形 成 を 誘 導 す る か
を 決 定 す る た め に 、 安 定 な 形 質 移 入 体 を 生 成 し 、 ヌ ー ド マ ウ ス の 皮 下 に 注 入 し た 。 １ １ 日
ま で に 、 ｐ Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ま た は ｐ Ｉ ｇ κ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の い ず れ か で 形 質 移 入 し た 細 胞 で
注 入 し た 全 て の 動 物 が 、 １ ４ 日 ま で に 急 激 な 腫 瘍 サ イ ズ の 増 大 を 有 し 、 一 方 で 、 対 照 細 胞
で 注 入 さ れ た 動 物 の い ず れ も が 　 ２ 週 間 ま で に 腫 瘍 を 発 生 し な か っ た （ 図 ８ ） 。 対 照 処 理
を 受 け た あ る マ ウ ス お よ び Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ベ ク タ ー で 形 質 移 入 し た 細 胞 を 受 け た 別 の マ ウ ス
の 写 真 を 、 図 ９ に 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 遺 伝 子 を 有 す る ベ ク タ ー と の 形 質
移 入 に よ り 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 が 、 イ ン ビ ボ で の 腫 瘍 発 生 お よ び 腫 瘍 成 長 を 促 進 す る こ と
を 示 す 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
実 施 例 １ ２ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 実 施 例 ６ に お い て 記 載 さ れ る 様 に 、 本 来 発 現 す る 。 タ ン パ ク 質 を 、 Ｎ ｉ
２ ＋ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 精 製 し 、 還 元 条 件 と 非 還 元 条 件 下 の Ｓ Ｄ
Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ の 対 象 と し 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー を 用 い て 染 色 し た 。 結 果 を 、 図 １ ０ に お い て
示 す 。 そ れ は 、 両 方 の 条 件 下 で 見 ら れ 、 タ ン パ ク 質 は 、 約 ２ ９ ～ ３ ０ ｋ Ｄ ａ の 見 か け 上 の
分 子 量 と 共 に 移 動 す る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
実 施 例 １ ３ ． 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ に よ る ブ ロ モ で オ キ シ ウ リ ジ ン 取 込 刺 激
Ｂ ｒ ｄ Ｕ の 取 込 に つ い て の 用 量 反 応 実 験 を 、 ヒ ト 腎 臓 癌 腫 細 胞 （ 786-0; American Type C
ulture Collection, Manassas, VA） を 用 い て 行 っ た 。 結 果 を 図 １ １ に お い て 示 す 。 Ｆ Ｇ
Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 「 ２ ０ ８ ５ ８ 」 と 名 付 け ら れ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 約 ２ ． ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ で あ
る 半 分 作 用 す る 用 量 で 対 照 よ り は ４ 倍 よ り 多 く 、 腎 臓 癌 腫 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る こ と が 分
か る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
実 施 例 １ ４ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ で 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 で の イ ン ビ ト ロ で の 病 巣 形 成
培 養 に お け る 異 所 性 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 発 現 の 細 胞 成 長 へ の 作 用 を 評 価 す る た め に 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ
３ 細 胞 を 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 発 現 プ ラ ス ミ ド （ 図 １ ２ に お い て ｐ Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ お よ び ｐ Ｉ ｇ κ
－ κ － Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ － ２ ０ と し て 同 定 し た 。 実 施 例 ７ を 参 照 ） ま た は 対 照 ベ ク タ ー で 形 質
移 入 し た 。 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル （ Life Technologies） に よ り 、 L
ipofectamine-Plusを 用 い て 形 質 移 入 し た 。 細 胞 を 、 形 質 転 換 後 ５ 時 間 で １ ０ ％ 子 ウ シ 血
清 （ CS; Life Technologies） で 補 足 し た 。 形 質 移 入 後 ２ 日 で 、 細 胞 を 、 ９ ０ ｍ ｍ デ ィ ッ
シ ュ に 移 し 、 子 ウ シ 血 清 を プ ラ ス し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で ２ 週 間 培 養 し た 。 細 胞 を 、 次 に ０ ． ２ ％
ク リ ス タ ル ヴ ァ イ オ レ ッ ト ／ ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル 溶 液 で 染 色 し 、 写 真 撮 影 し た 。 ９ ０ ｍ ｍ デ
ィ ッ シ ュ そ れ ぞ れ は 、 １ ． ５ μ ｇ の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ で 形 質 移 入 さ れ た ３ ５ ｍ ｍ デ ィ ッ シ
ュ 由 来 の 細 胞 の 半 分 を 表 す 。
【 ０ ３ ５ １ 】
２ つ の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 発 現 ベ ク タ ー い ず れ か で 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 は 、 形 質 移 入 後 約 ２ 週 間
で 形 態 的 に 形 質 導 入 さ れ た 細 胞 の 病 巣 を 生 成 す る が 、 一 方 で 対 照 ベ ク タ ー で 形 質 移 入 さ れ
た 細 胞 は 正 常 形 態 を 維 持 し て い る こ と が わ か っ た （ 図 １ ２ ） 。 ｐ Ｉ ｇ κ － Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ 構
造 は 、 密 集 に 起 因 し 、 見 ら れ る イ メ ー ジ に お い て 小 さ い 病 巣 の 形 成 に お い て 、 ｐ Ｆ Ｇ Ｆ －
２ ０ 構 造 よ り 有 意 に よ り 効 率 的 で あ る よ う に 改 善 し た （ 図 １ ２ 参 照 ） 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
実 施 例 １ ５ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 受 容 体 結 合 特 異 性
線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） は 、 形 態 形 成 、 細 胞 の 分 化 、 血 管 形 成 、 組 織 リ モ デ リ ン グ
、 炎 症 、 腫 瘍 形 成 を 含 む 様 々 な 機 能 に お い て 重 要 な 働 き を す る 。 Ｆ Ｇ Ｆ は 、 普 通 の ３ 次 構
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造 を 有 す る 保 存 １ ２ ０ ア ミ ノ 酸 Ｆ Ｇ Ｆ コ ア ド メ イ ン を 含 有 す る 。 Ｆ Ｇ Ｆ シ グ ナ ル 伝 達 を 、
一 般 に 膜 貫 通 型 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 の 活 性 化 に よ り 生 じ る と 予 測 す る 。 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ １ な
い し Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ４ で あ る 、 ４ つ の 受 容 体 を 同 定 し 、 活 性 化 受 容 体 変 異 ま た は 不 活 性 化 受 容 体
変 異 を 、 マ ウ ス お よ び ハ ム ス タ ー の 両 方 で こ れ ら の 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト に つ い て 記 載 し た
。
【 ０ ３ ５ ３ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 受 容 体 結 合 特 異 性 を 測 定 す る た め に 、 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ に よ り Ｎ Ｉ Ｈ ３
Ｔ ３ 細 胞 で の Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の 誘 導 へ の 可 溶 性 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 受 容 体 （ Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ） の 作 用 を 調 べ
た 。 ４ つ の 受 容 体 を 、 今 日 ま で に 同 定 し た (Klint P and Claesson-Welsh L. Front. Bios
ci., 4: 165-177, 1999;　 Xu X, et al. Cell Tissue Res., 296: 33-43, 1999)。 Ｆ Ｇ Ｆ
Ｒ １ β （ IIIc） 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ２ α （ IIIb） 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ２ β （ IIIb） 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ２ α （ IIIc）
、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ３ α （ IIIc） お よ び Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ４ の 可 溶 性 受 容 体 を 利 用 し た 。 こ れ ら Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ の
そ れ ぞ れ の 可 溶 性 型 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学 的 活 性 化 を 特 異 的 に 阻 害 で き る こ と が 分 か
っ た （ 図 １ ３ を 参 照 ） 。 完 全 阻 害 ま た は ほ ぼ 完 全 な 阻 害 を 、 可 溶 性 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ２ α （ IIIb）
、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ２ β （ IIIb） 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ２ α （ IIIc） 、 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ３ α （ IIIc） で 得 た が
、 一 方 で 、 部 分 的 な 阻 害 を 、 可 溶 性 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ １ β （ IIIc） お よ び Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ４ で 成 し 遂 げ た
。 可 溶 性 受 容 体 物 質 の い ず れ も が 、 そ れ に よ り 、 そ れ ら の 特 異 性 を 示 す 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ
に よ る Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の 誘 導 で の 妨 害 を し な か っ た 。 そ れ ぞ れ の 可 溶 性 受 容 体 物 質 の 完 全 性 を
、 分 析 下 で ず べ て の Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ と 相 互 作 用 す る と 知 ら れ て い る 因 子 で あ る ａ Ｆ Ｇ Ｆ （ 酸 性 Ｆ
Ｇ Ｆ ） に よ る Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の 誘 導 を 阻 害 す る 能 力 を 示 す こ と に よ り 示 し た 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
実 施 例 １ ６ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の Ｎ 末 端 欠 損 型 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現
プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｔ ２ ４ ａ － Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ Ｘ － ｄ ｅ ｌ １ ５ ４ コ ド ン を 宿 す E.colli菌 株 Ｂ Ｌ ２
１ （ Ｄ Ｅ ３ ） （ Invitrogen） を 、 Ｌ Ｂ 培 地 中 で 、 ３ ７ ℃ で 成 長 さ せ た 。 こ の プ ラ ス ミ ド は
、 位 置 ５ ５ で 宿 す Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の Ｃ 末 端 部 分 を コ ー ド 化 す る 。 細 胞 の 密 集 度 が ０ ． ６ Ｏ Ｄ
に 達 し た と き に 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 最 終 濃 度 １ ｍ Ｍ に な る よ う に 加 え た 。 誘 導 培 養 液 を 、 次 に 追
加 の ４ 時 間 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 、 ３ ０ ０ ０ × ｇ 、 １ ５ 分 間 、 ４ ℃ で の
遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ に 縣 濁 し 、 次 に マ イ ク ロ 流 動 化 （ microfluidizer） を 介 し
て ２ つ の 層 で 分 離 し た 。 可 溶 性 タ ン パ ク 質 お よ び 非 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 分 離 す る た め に 、
溶 解 物 を 、 １ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ 、 ２ ０ 分 間 、 ４ ℃ で 遠 心 分 離 の 対 象 と し た 。 非 溶 解 性 分 画 （
ペ レ ッ ト ） を 、 １ Ｍ 　 Ｌ ア ル ギ ニ ン を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ で 抽 出 し た 。 残 存 非 可 溶 性 物 質 を 、
次 に 遠 心 分 離 に よ り 除 去 し 、 ア ル ギ ニ ン 抽 出 の 可 溶 性 分 画 を 、 ０ ． ２ μ 低 タ ン パ ク 質 結 合
膜 を 介 し て フ ィ ル タ ー 処 理 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 析 し た 。 結 果 を 、 産 物 が 約 ２ ０
ｋ Ｄ ａ の 見 か け 上 の 分 子 量 （ 矢 印 参 照 ） を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を 示 す 図 １ ４ に
示 す 。 発 現 ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 配 列 決 定 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 残 基 ５ ５ ～ ６ ９ （ 表 １ 、 配
列 番 号 ： ２ ） に １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る 配 列 Ａ Ｑ Ｌ Ａ Ｈ Ｌ Ｈ Ｇ Ｉ Ｌ Ｒ Ｒ Ｒ Ｑ Ｌ を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
実 施 例 １ ７ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 切 断 型 に 対 す る 応 答 で の Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 へ の ブ ロ モ デ オ キ
シ ウ リ ジ ン 取 込 刺 激
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 残 基 ２ ４ ～ ２ １ １ （ （ ｄ １ ～ ２ ３ ） Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ ； 表 １ お よ び 配 列 番 号 ：
２ ） を 発 現 す る ベ ク タ ー を 調 製 し た 。 こ の 切 断 型 を 取 り 込 む ベ ク タ ー を 用 い て 得 た 条 件 培
地 で 処 理 し た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 に よ る Ｂ ｒ ｄ Ｕ の 取 込 を 、 全 長 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を コ ー ド 化 す
る ベ ク タ ー を 用 い て 条 件 培 地 で の 処 置 へ の 応 答 で の 取 込 と 比 較 し た 。 こ の 実 験 を 実 施 例 ９
に お い て 記 載 し た 様 に 行 っ た 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
結 果 を 、 図 １ ５ に お い て 示 す 。 （ ｄ １ ～ ２ ３ ） Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 最 も 低 濃 度 １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ
ｌ で 試 験 し た 場 合 に 高 活 性 を 維 持 す る 。 こ の 濃 度 で 、 全 長 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 活 性 は 、 非 常 に
低 下 し 、 対 照 の レ ベ ル に 接 近 す る 。 （ ｄ １ ～ ２ ３ ） Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ は 、 全 長 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ よ
り 少 な く と も ５ 倍 の 活 性 化 で あ り 得 る こ と を 推 定 す る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
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実 施 例 １ ８ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 変 異 体 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現
線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ２ ０ 様 タ ン パ ク 質 の 変 異 体 を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 受 託
番 号 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ と 関 連 し 、 同 定 さ れ た 。 受 託 番 号 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ の 配 列
は 、 配 列 の コ ン ピ ュ ー タ ー で の 予 測 に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 実 験 室 で の ク ロ ー ニ ン
グ に よ り も た ら さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 全 長 ま た は 配 列 の 一 部 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 覆
う ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を ク ロ ー ン 化 し た 。 コ ン ピ ュ ー タ で の 予 測 は 、 Ｃ ｕ ｒ ａ Ｇ ｅ ｎ 専
売 配 列 デ ー タ ベ ー ス ま た は 公 開 ヒ ト 配 列 デ ー タ ベ ー ス に お い て 利 用 可 能 な 配 列 に 基 づ き 、
全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 ま た は そ れ ら の い く つ か の 部 分 の い ず れ か を 提 供 し た 。 実 験 室 の ク ロ ー
ニ ン グ を 、 以 下 に 要 約 す る １ ま た は そ れ 以 上 の 方 法 を 用 い て 実 行 し た 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
SeqCalling［ 登 録 商 標 ］ 技 術 ： ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 多 様 な 組 織 タ イ プ 、 正 常 お よ び 疾 病 状 態 、 病
態 、 お よ び 異 な る ド ナ ー 由 来 の 発 生 状 態 を 表 す 様 々 な ヒ ト 試 料 か ら も た ら さ れ た 。 試 料 を
、 全 体 と し て 、 一 次 細 胞 ま た は 一 次 細 胞 ま た は 細 胞 株 を 培 養 し た 組 織 と し て 得 た 。 細 胞 お
よ び 細 胞 株 を 、 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る 生 物 学 的 物 質 ま た は 化 学 的 物 質 、 例 え ば 、 成 長 因 子
、 ケ モ カ イ ン 、 ま た は ス テ ロ イ ド で 処 理 し た 。 従 っ て 、 も た ら さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｃ ｕ ｒ ａ
Ｇ ｅ ｎ の 専 売 SeqCalling技 術 を 用 い て 配 列 決 定 し た 。 配 列 ト レ ー ス を 手 動 で 評 価 し 、 適 切
な 場 合 、 訂 正 の た め 編 集 し た 。 時 と し て ヒ ト 公 開 配 列 を 含 む 、 全 試 料 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列
を 、 互 い の ア セ ン ブ リ ー の た め の 共 通 配 列 を 生 む た め の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク プ ロ グ
ラ ム を 用 い て 、 一 緒 に 集 め た 。 そ れ ぞ れ の ア セ ン ブ リ ー を 、 Ｃ ｕ ｒ ａ Ｇ ｅ ｎ コ ー ポ レ ー シ
ョ ン の デ ー タ ベ ー ス に 含 む 。 配 列 を 、 互 い の 成 分 と の 同 一 性 の 伸 展 が 少 な く と も ５ ０ ｂ ｐ
を 超 え る ９ ５ ％ で あ る 場 合 、 ア セ ン ブ リ ー の た め の 成 分 と し て 含 ん だ 。 そ れ ぞ れ の ア セ ン
ブ リ ー は 、 遺 伝 子 ま た は そ れ ら の 部 分 を 表 し 、 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム １ 塩 基 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ）
、 挿 入 、 欠 損 お よ び 他 の 配 列 変 異 体 の よ う な 、 変 異 体 の 情 報 を 含 む 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
エ キ ソ ン 結 合 ： Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ 配 列 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 プ ラ イ マ ー ： ５ ’ －
Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ） お よ び ５ ’
－ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ２
７ ） を 用 い る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り ク ロ ー ン 化 し た 。 プ ラ イ マ ー を 、 本
発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ／ タ ン パ ク 質 配 列 の 全 長 ま た は あ る 部 分 （ １ ま た は そ れ 以 上 の エ キ ソ ン ）
の コ ン ピ ュ ー タ ー で の 予 測 に 基 づ い て デ ザ イ ン し た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 以 下
の 組 織 由 来 の 発 現 ヒ ト 配 列 を 含 有 す る プ ー ル か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し た ： 副 腎 、 骨 髄 、 脳 －
扁 桃 体 、 脳 － 小 脳 、 脳 － 海 馬 、 脳 － 黒 質 、 脳 － 視 床 、 脳 － 全 体 、 胎 児 の 脳 、 胎 児 の 腎 臓 、
胎 児 の 肝 臓 、 胎 児 の 肺 、 心 臓 、 腎 臓 、 リ ン パ 腫 － Ｒ ａ ｊ ｉ 、 乳 腺 、 膵 臓 、 下 垂 体 、 胎 盤 、
前 立 腺 、 唾 液 腺 、 骨 格 筋 、 小 腸 、 脊 髄 、 脾 臓 、 胃 、 精 巣 、 甲 状 腺 、 気 管 お よ び 子 宮 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
多 数 の ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し 、 時 と し て 公 開 ヒ ト 配 列 を 含 む こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 、 互
い の ア セ ン ブ リ ー の た め 共 通 配 列 を 生 む た め の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク プ ロ グ ラ ム を 用
い て 一 緒 に 集 め た 。 そ れ ぞ れ の ア セ ン ブ リ ー は 、 Ｃ ｕ ｒ ａ Ｇ ｅ ｎ の デ ー タ ベ ー ス に 含 ま れ
る 。 配 列 を 、 互 い の 成 分 と の 同 一 性 の 伸 展 が 、 少 な く と も ５ ０ ｂ ｐ を 超 え る ９ ５ ％ で あ る
場 合 、 ア セ ン ブ リ ー の 成 分 と し て 含 ま れ る 。 互 い の ア セ ン ブ リ ー は 、 そ れ ら の 遺 伝 子 ま た
は タ ン パ ク 質 を 表 し 、 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム １ 塩 基 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） 、 挿 入 、 欠 損 お よ び 他 の
配 列 変 異 体 の よ う な 変 異 体 の 情 報 を 含 む 。
【 ０ ３ ６ １ 】
物 理 的 ク ロ ー ン ： 全 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 覆 う 、 エ キ ソ ン 結 合 に よ り も た ら さ
れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 ク ロ ー ン １ ３ ７ ６ ２ ７ ： ： １ ６ ０ ０ ８ ３ ８ ７ ４ ． Ａ ９ を 提 供 す る た め
に Invitrogenの ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
新 規 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ２ ０ 様 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び タ ン パ ク 質 配 列 を 、 エ キ ソ ン 結
合 に よ り 得 た 。 Ｃ ｕ ｒ ａ Ｇ ｅ ｎ 受 託 番 号 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ と し て 本 明 細 書 に お い て 報
告 す る 。
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【 ０ ３ ６ ３ 】
新 規 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ２ ０ 様 タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： ２ ９ ） を コ ー ド 化 す る ５ ４ ０ ヌ ク
レ オ チ ド （ Ｃ ｕ ｒ ａ Ｇ ｅ ｎ 受 託 番 号 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ と 名 付 け ら れ た ） の 新 規 核 酸 （
配 列 番 号 ： ２ ８ ） を 、 表 １ ５ に 示 す 。 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 、 ヌ ク レ オ チ ド １
～ ３ で 始 ま り 、 ヌ ク レ オ チ ド ５ ３ ８ ～ ５ ４ ０ で 終 わ る こ と を 同 定 し た 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド
は 、 新 規 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ２ ０ 様 タ ン パ ク 質 を 表 す 。 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の
開 始 コ ド ン お よ び 停 止 コ ド ン は 、 太 字 で 強 調 す る 。 推 定 の 非 翻 訳 領 域 （ 下 線 ） は 、 も し あ
れ ば 、 開 始 コ ド ン か ら 上 流 お よ び 終 止 コ ド ン か ら 下 流 で 見 つ か る 。 １ ７ ９ ア ミ ノ 酸 残 基 を
有 す る コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 を 、 表 １ ６ に お い て １ 文 字 コ ー ド を 用 い て 表 す 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
表 １ ５ ． 本 発 明 の 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ２ ０ 様 タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ 配 列 番 号 ： ２ ８ ）
【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ６ ５ 】
表 １ ６ ． 上 記 の 表 １ ５ に お い て 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド 化 さ れ る タ ン パ ク
質 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ９ ）
【 表 ２ １ 】
　
　
　
　
【 ０ ３ ６ ６ 】
配 列 デ ー タ ベ ー ス 検 索 に お い て 、 例 え ば 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 が 、 Homo sapiens（ Ｆ Ｇ Ｆ －
２ ０ の Homo sapiens mRNA,完 全 コ ー ド 領 域 ） 由 来 の ｇ ｂ ： Ｇ Ｅ Ｎ Ｂ Ａ Ｎ Ｋ 　 Ｉ Ｄ ： Ａ Ｂ ０
４ ４ ２ ７ ７ ｜ ａ ｃ ｃ ： Ａ Ｂ ０ ４ ４ ２ ７ ７ ． １ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 同 一 な ５ ０ ６ の う ち ４ ９ ５ 塩 基 （
９ ７ ％ ） を 有 す る こ と が わ か っ た （ 表 １ ０ ） 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 Homo sapiens（ ヒ ト ） 由 来 の ２ １ １ ア ミ ノ 酸 残 基 ｐ ｔ ｎ ｒ ： Ｓ Ｗ Ｉ Ｓ Ｓ Ｎ Ｅ Ｗ － Ａ Ｃ Ｃ
： Ｑ ９ Ｎ Ｐ ９ ５ タ ン パ ク 質 （ 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ２ ０ （ Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ ） ） に 同 一 な １ ６ ２
の う ち １ ６ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 （ ９ ８ ％ ） を 有 し 、 類 似 の １ ６ ２ の う ち １ ６ ０ の ア ミ ノ 酸 残
基 （ ９ ８ ％ ） を 有 す る こ と が 分 か っ た （ 表 １ ０ ） 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
多 様 な 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 関 連 タ ン パ ク
質 配 列 と 比 較 し た ClustalW解 析 に お い て 第 １ の 線 で 示 す 、 表 １ ７ に 示 す 。 こ の 配 列 が 、 位
置 ２ ０ ～ ５ １ で 示 さ れ た 様 に 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 の ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム を 表 す こ と に 注 意
さ れ た い 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
表 １ ７ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ タ ン パ ク 質 と 関 連 す る タ ン パ ク 質 の ClustalWア ラ イ ン メ ン
ト
【 表 ２ ２ 】
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【 ０ ３ ６ ９ 】
表 １ ７ に お い て 示 す ア ラ イ ン メ ン ト に お い て 、 黒 で 輪 郭 を 描 か れ た ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 配 列
（ す な わ ち 、 構 造 的 性 質 ま た は 機 能 的 性 質 を 保 つ こ と を 必 要 と さ れ 得 る 残 基 ） 間 で 完 全 に
保 存 さ れ た 残 基 を 示 し ； グ レ ー の 背 景 を 伴 う ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 タ ン パ ク 質 構 造 ま た は 機 能
が 変 わ ら な い （ 例 え ば 、 群 Ｌ 、 Ｖ 、 Ｉ お よ び Ｍ を 類 似 で あ る と み な さ れ る ） 同 程 度 の 物 理
的 性 質 お よ び ／ ま た は 化 学 的 性 質 を 有 す る 配 列 間 で 互 い に 類 似 で あ る ； お よ び 白 の 背 景 を
伴 う ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 配 列 間 で 保 存 さ れ な い か 、 あ る い は 類 似 で な い 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 開 示 す る タ ン パ ク 質 中 の 同 定 可 能 な ド メ イ ン の 存 在 を 、 Ｐ ｆ ａ ｍ 、 Ｐ Ｒ
Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ 、 Ｐ ｒ ｏ Ｄ ｏ ｍ 、 Ｂ ｌ ｏ ｃ ｋ ま た は Ｐ ｒ ｉ ｎ ｔ の よ う な ド メ イ ン デ ー タ ベ ー ス
に 対 す る 検 索 に よ り 決 定 し 、 プ ロ リ ン 間 の ド メ イ ン 受 託 番 号 に よ り 同 定 し た 。 有 意 な 一 致
を 、 表 １ ８ に お い て 要 約 す る 様 に 、 Ｉ Ｐ Ｒ ０ ０ ２ ２ ０ ９ ； （ Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ ＿ Ｆ Ｇ Ｆ ） ド メ イ ン
に 対 し て 見 た 。
【 ０ ３ ７ １ 】
表 １ ８ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ２ の ド メ イ ン 解 析
【 表 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ７ ２ 】
Ｉ Ｐ Ｒ ０ ０ ２ ２ ０ ９ ； （ Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ ＿ Ｆ Ｇ Ｆ ） ヘ パ リ ン 結 合 成 長 因 子 Ｉ お よ び Ｉ Ｉ （ Ｈ Ｂ Ｇ
Ｆ ） （ 中 胚 葉 起 源 ま た は 神 経 外 胚 葉 起 源 の 広 範 な バ ラ エ テ ィ ー に 富 む 細 胞 の 成 長 ま た は 刺
激 を 促 進 す る 構 造 上 関 連 す る マ イ ト ジ ェ ン で あ る 酸 性 お よ び 塩 基 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （
Ｆ Ｇ Ｆ ） と し て も 知 ら れ る 。 例 え ば 、 Burgess & Maciag, 1989参 照 。 ） Annu. Rev. Bioch
em. 58: 575-606; Thomas 1988 Trends Biochem. Sci. 13: 327-328を 参 照 。 こ れ ら の ２
つ の タ ン パ ク 質 は 、 成 長 因 子 フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ タ ン パ ク 質 、 Ｋ ｕ ｎ
ｉ ｔ ｚ タ イ プ ダ イ ズ ト リ プ シ ン 阻 害 剤 （ Ｓ Ｔ Ｉ ） お よ び ヒ ス タ ク ト フ ィ リ ン （ histactoph
ilin） も 含 有 す る ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 腫 瘍 形 成 に 属 す る 。
全 て が 非 常 に 小 さ な 構 造 を 有 す る が 、 Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン １ フ ァ ミ リ ー は 配
列 類 似 性 （ 約 ２ ５ ％ ） を 共 有 す る け れ ど 、 Ｓ Ｔ Ｉ に 対 し て 全 く 示 さ な い 。 例 え ば 、 Burges
s & Maciag, 1989) Annu. Rev. Biochem. 58: 575-606; Thomas 1988 Trends Biochem. S

10

20

30

40

50

(91) JP 2005-500035 A 2005.1.6



ci. 13: 327-328; Heath et al.　 1995 Curr. Biol. 5: 500-507; Matthews et al. 1991
 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88: 3441-3445; Murzin 1992 J. Mol. Biol. 223: 531
-543; Gimenez-Gallego et al. 1985 Science 230: 1385-1388; Copeland et al. 1996 P
roc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 9850-9857;お よ び Ayres et al. 1994 Virology 202:
 586-605を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ は 、 細 胞 の 分 化 お よ び 成 長 調 節 に 関 連 す る 多 く の 分 化 過 程 に お い て 含 ま れ る 。 例
え ば 、 Burgess & Maciag, 1989) Annu. Rev. Biochem. 58: 575-606を 参 照 さ れ た い 。 Ｈ
Ｂ Ｇ Ｆ １ お よ び Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ ２ は 、 類 似 の 作 用 を 有 す る ： そ れ ら は 、 胚 形 成 で の 中 胚 葉 形 成 を
誘 導 し 、 傷 修 復 、 血 管 新 生 、 神 経 細 胞 の 伸 長 を 仲 介 す る ； そ れ ら は ま た 、 線 維 芽 細 胞 、 内
皮 細 胞 、 お よ び ア ス ト ロ グ リ ア 細 胞 の 増 殖 お よ び 遊 走 を 誘 導 す る 。 Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ ３ （ ｉ ｎ ｔ －
２ ） お よ び Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ ４ （ ｈ ｓ ｔ ／ ｋ ｓ ） は 、 そ れ ぞ れ 胃 癌 お よ び カ ポ ジ 肉 腫 由 来 の 既 知 の
癌 遺 伝 子 で あ る 。 Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ お よ び Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ ６ は ま た 、 癌 遺 伝 子 産 物 で あ る 。 ケ ラ チ ノ サ イ
イ ト 成 長 因 子 で あ る 、 Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ ７ は 、 正 常 上 皮 細 胞 増 殖 の 主 要 な パ ラ ク リ ン エ フ ェ ク タ ー
で あ る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
こ れ ら の 成 長 因 子 は 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 え お 導 く 、 そ れ ら の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 上
の ２ 量 体 化 を 引 き 起 こ す 。 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 の ４ つ の 既 知 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 が
現 在 存 在 す る 。 こ れ ら の 受 容 体 は 、 こ の フ ァ ミ リ ー の い く つ か の 異 な る メ ン バ ー に そ れ ぞ
れ 結 合 す る 。 例 え ば 、 Heath et al.　 1995 Curr. Biol. 5: 500-507を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ １ お よ び Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ ２ の 結 晶 構 造 を 溶 解 し た 。 例 え ば 、 Matthews et al. 1991 Pro
c. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88: 3441-3445を 参 照 さ れ た い 。 Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ １ お よ び Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ
２ は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ お よ び Ｋ ｕ ｎ ｉ ｔ ｚ タ イ プ ダ イ ズ ト リ プ シ ン 阻 害 剤 両 方 の よ う
な 同 一 の １ ２ 本 鎖 β シ ー ト 構 造 を 有 す る 例 え ば 、 Murzin 1992 J. Mol. Biol. 223: 531-5
43を 参 照 さ れ た い 。 Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ １ お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン １ は 、 類 似 で あ る と 分 か り 、 類 似
の 構 造 を 有 す る こ と を 予 測 し た 。 例 え ば 、 Gimenez-Gallego et al. 1985 Science 230: 1
385-1388を 参 照 さ れ た い 。 β シ ー ト を 、 抗 類 似 β バ レ ル を 形 成 す る ６ 本 鎖 で あ る 中 心 軸 の
ま わ り の ３ つ の 類 似 葉 に ア レ ン ジ す る 。 Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ １ の い く つ か の 領 域 は 、 受 容 体 結 合 、 明
白 に 、 β 構 造 １ な い し ３ 、 お よ び 鎖 ８ と ９ と の 間 の ル ー プ に お い て 関 係 す る 。 鎖 １ ０ と １
１ と の 間 の ル ー プ は 、 ヘ パ リ ン 結 合 に お い て 関 係 す る と 考 え る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
こ の こ と は 、 本 発 明 の 配 列 が Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ １ 様 お よ び Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ ２ 様 ド メ イ ン を 含 有 す る と 知 ら
れ て い る 他 の タ ン パ ク 質 の 配 列 と 類 似 す る 性 質 、 か つ こ れ ら の ド メ イ ン の 性 質 に 類 似 す る
性 質 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
本 発 明 の 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 は 、 様 々 な 疾 病 お よ び 疾 患 の 診 断 お よ び ／ ま た は 処 置 で の
応 用 を 有 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ： ヒ ル シ ュ ス プ ル ン グ 病 、 ク ロ ー ン 病 、 虫 垂
炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 憩 室 疾 患 、 全 身 性 エ リ ト マ ト ー デ ス 、 自 己 免 疫 疾 患 、 喘 息 、 肺 気 腫 、
強 皮 症 、 ア レ ル ギ ー 、 Ａ Ｒ Ｄ Ｓ 、 フ ォ ン ヒ ッ ペ ル リ ン ド ウ （ Von Hippel-Lindau） （ Ｖ Ｈ
Ｌ ） 症 候 群 、 肝 硬 変 、 移 植 、 高 カ ル シ ウ ム 血 症 、 潰 瘍 、 心 筋 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症
、 高 血 圧 症 、 先 天 性 心 臓 欠 陥 、 大 動 脈 弁 狭 窄 、 心 房 中 隔 欠 損 症 （ Ａ Ｓ Ｄ ） 、 房 室 （ Ａ － Ｖ
） チ ャ ネ ル 欠 損 症 、 動 脈 管 開 存 症 、 肺 動 脈 弁 狭 窄 、 大 動 脈 弁 下 部 狭 窄 、 心 室 中 隔 欠 損 症 （
Ｖ Ｓ Ｄ ） 、 弁 疾 患 、 結 節 性 硬 化 症 、 強 皮 症 、 糖 尿 病 、 自 己 免 疫 疾 患 、 腎 動 脈 狭 窄 、 間 質 性
腎 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 多 発 性 嚢 胞 腎 、 全 身 性 エ リ ト マ ト ー デ ス 、 尿 細 管 性 ア シ ド ー シ ス 、 Ｉ
ｇ Ａ 腎 症 、 高 カ ル シ ウ ム 血 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 脳 梗 塞 、 結 節 硬 化 、 高 カ ル シ ウ ム 血 症
、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 舞 踏 病 、 脳 性 麻 痺 、 て ん か ん 、 レ ッ シ ュ － ナ イ ハ ン 症 候
群 、 多 発 性 硬 化 症 、 毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失 調 症 、 白 質 萎 縮 症 、 行 動 障 害 、 依 存 症 、 不 安 、
痛 み 、 神 経 変 性 、 な ら び に 他 の 疾 病 、 疾 患 、 状 態 を 病 む 患 者 の 処 置 に 効 力 を 有 す る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
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実 施 例 １ ９ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 変 異 体 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現
受 託 番 号 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ に 言 及 し た 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ２ ０ 様 タ ン パ ク 質 （ 配 列 番
号 ： ３ １ ） の 変 異 体 を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 表 １ ９ お よ び ２ ０ に 示 す 様 に 同
定 し た 。 SeqCallingア セ ン ブ リ ー 配 列 を 、 Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ の Ｓ Ｎ Ｐ 変 異 体 お よ び ／ ま た は Ｆ Ｇ
Ｆ ２ ０ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 対 し て 類 似 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に
つ い て の Ｃ ｕ ｒ ａ ｇ ｅ ｎ コ ー ポ レ ー シ ョ ン ヒ ト SeqCalling［ 登 録 商 標 ］ デ ー タ ベ ー ス の 検
索 に よ り ま ず 同 定 し た 。 １ ま た は そ れ 以 上 の SeqCallingア セ ン ブ リ ー １ ７ ４ ２ ０ ３ ２ ９ ９
を 、 適 当 な 類 似 性 を 有 す る と し て 同 定 し た 。 上 に 示 し た 表 １ １ を 参 照 さ れ た い 。 選 択 さ れ
た ア セ ン ブ リ ー を 、 さ ら に 解 析 し て 、 新 規 全 長 タ ン パ ク 質 な ら び に 新 規 ス プ ラ イ ス フ ォ ー
ム を コ ー ド 化 す る 任 意 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 同 定 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ た
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ 様 遺 伝 子 の 新 規 Ｓ Ｎ Ｐ 変 異 体 の タ ン パ ク 質 配 列 を 、 Ｃ ｕ ｒ ａ
Ｇ ｅ ｎ 受 託 番 号 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ と し て 本 明 細 書 に お い て 報 告 す る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
表 １ ９ ． 本 発 明 の Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ 様 タ ン パ ク 質 （ 受 託 番 号 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ ） の Ｓ Ｎ Ｐ 変
異 体 を コ ー ド 化 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ０ ）
【 表 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ８ ０ 】
表 ２ ０ ． 表 １ ９ に お い て 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド 化 さ れ る タ ン パ ク 質 配 列
（ 配 列 番 号 ： ３ １ ）
【 表 ２ ５ 】
　
　
　
　
【 ０ ３ ８ １ 】
多 型 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 、 関 連 タ ン パ ク 質 配 列 を 有 す る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 比 較 す る
ClustalW解 析 で の 第 １ の ラ イ ン に 示 す 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 伴 う 表 ２ １ に 示 す 。 こ の 配 列
が Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ の 位 置 ５ ３ に お い て 示 さ れ た 様 に Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ の Ｓ Ｎ Ｐ を 表 す こ と
に 注 意 さ れ た い 。 別 の Ｓ Ｎ Ｐ を 、 以 下 の 実 施 例 ２ １ に お い て 記 載 す る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
表 ２ １ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ タ ン パ ク 質 と 関 連 す る タ ン パ ク 質 の ClustalWア ラ イ ン メ ン
ト
【 表 ２ ６ 】
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【 ０ ３ ８ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ る タ ン パ ク 質 の 同 定 可 能 な ド メ イ ン の 存 在 を 、 Ｐ ｆ ａ ｍ 、 Ｐ Ｒ
Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ 、 Ｐ ｒ ｏ Ｄ ｏ ｍ 、 Ｂ ｌ ｏ ｃ ｋ ま た は Ｐ ｒ ｉ ｎ ｔ の よ う な ド メ イ ン デ ー タ ベ ー ス
に 対 す る 検 索 に よ り 決 定 し 、 次 に プ ロ リ ン 間 の ド メ イ ン 受 託 番 号 に よ り 同 定 し た 。 有 意 義
な ド メ イ ン を 表 ２ ２ に 要 約 す る 。 プ ロ リ ン 間 Ｉ Ｐ Ｒ ０ ０ ２ ２ ０ ９ Ｆ Ｇ Ｆ ド メ イ ン を 上 述 す
る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
表 ２ ２ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ６ の ド メ イ ン 解 析
【 表 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ８ ５ 】
実 施 例 ２ ０ ． 最 適 化 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を 含 む Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 変 異 体 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 特 徴
別 の Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 変 異 体 を 、 上 述 の よ う に ク ロ ー ン 化 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ
チ ド を 表 ２ ３ ～ ２ ９ に お い て 示 す 。 コ ド ン 最 適 化 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ を 表 ２ ５ に 示 す 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
表 ２ ３ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ３ の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 コ ン セ ン サ ス Ｄ
Ｎ Ａ 配 列
【 表 ２ ８ 】
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【 ０ ３ ８ ７ 】
表 ２ ４ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ： コ ン セ ン サ ス Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 ：
【 表 ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ８ ８ 】
表 ２ ５ ． ク ロ ー ン ア セ ン ブ リ ー 、 Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ Ｘ 、 コ ド ン 最 適 化 、 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ５
の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列
【 表 ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ８ ９ 】
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表 ２ ６ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ７ の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列
【 表 ３ １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ０ 】
表 ２ ７ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ ｐ ｅ ｐ ２ 、 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ８ の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ
チ ド 配 列
【 表 ３ ２ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ １ 】
表 ２ ８ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ ｐ ｅ ｐ 、 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ９ の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ
ド 配 列
【 表 ３ ３ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ２ 】
表 ２ ９ ． Ｆ Ｇ Ｆ － ２ ０ 、 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ ｐ ｅ ｐ 、 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － １ ０ の ヌ ク レ オ チ ド お
よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列
【 表 ３ ４ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ３ 】
Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 変 異 体 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ １ な い し Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ８ （ そ れ ぞ れ 、 ｖ －
０ １ な い し ｖ － ０ ４ と し て 標 識 し た ） の ClustalWア ラ イ ン メ ン ト を 表 ３ ０ に 示 す 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
表 ３ ０ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ １ 変 異 体 か ら Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ８ 変 異 体 の ClustalW多 様 性
ア ラ イ ン メ ン ト
【 表 ３ ５ 】
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【 ０ ３ ９ ５ 】
コ ド ン 最 適 化 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 核 酸 （ 配 列 番 号 ： ３ ７ ８ ） お よ び ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： ３
８ ） 配 列 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ ア ラ イ ン メ ン ト お よ び Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 し た 。
結 果 を 表 ３ １ に 示 す 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
表 ３ １ ． 配 列 番 号 ： ３ ７ お よ び ３ ８ の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 解 析
【 表 ３ ６ 】
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【 ０ ３ ９ ７ 】
実 施 例 ２ １ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 　 Ｓ Ｎ Ｐ 変 異 体 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現
SeqCalling［ 登 録 商 標 ］ 技 術 ： ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 多 様 な 組 織 タ イ プ 、 正 常 お よ び 疾 病 状 態 、 病
態 、 お よ び 異 な る ド ナ ー 由 来 の 発 生 状 態 を 表 す 様 々 な ヒ ト 試 料 か ら も た ら さ れ た 。 試 料 を
、 全 体 組 織 、 細 胞 株 、 一 次 細 胞 ま た は 一 次 細 胞 お よ び 細 胞 株 を 培 養 し た 組 織 と し て 得 た 。
細 胞 お よ び 細 胞 株 を 、 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る 生 物 学 的 物 質 ま た は 化 学 的 物 質 、 例 え ば 、 成
長 因 子 、 ケ モ カ イ ン 、 ス テ ロ イ ド で 処 理 し た 。 そ れ ゆ え に も た ら さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 次 に
、 Ｃ ｕ ｒ ａ Ｇ ｅ ｎ 専 売 の SeqCalling技 術 を 用 い て 配 列 決 定 し た 。 配 列 ト レ ー ス を 、 手 動 で
評 価 し 、 適 切 な 場 合 、 訂 正 の た め 編 集 し た 。 全 試 料 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 そ れ 自 体 、 Se
qCallingア セ ン ブ リ ー の Ｃ ｕ ｒ ａ ｇ ｅ ｎ の ヒ ト SeqCallingデ ー タ ベ ー ス を 生 成 す る た め の
バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク プ ロ グ ラ ム を 用 い る 公 開 Ｅ Ｓ Ｔ で 集 め た 。 そ れ ぞ れ の ア セ ン ブ
リ ー は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の ヒ ト 試 料 か ら も た ら さ れ た １ ま た は そ れ 以 上 の 重 複 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
配 列 を 含 有 す る 。 フ ラ グ メ ン ト お よ び Ｅ Ｓ Ｔ を 、 ア セ ン ブ リ ー の 別 の 成 分 と の 同 一 性 の 伸
展 が 、 少 な く と も ５ ０ ｂ ｐ を 超 え る ９ ５ ％ で あ る と 、 ア セ ン ブ リ ー の 成 分 と し て 含 ま れ る
。 そ れ ぞ れ の ア セ ン ブ リ ー は 、 ス プ ラ イ ス フ ォ ー ム お よ び ／ ま た は １ 塩 基 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ）
お よ び そ れ ら の 組 合 せ の よ う な 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は そ の 変 異 体 を あ ら わ す こ と が で き る
。
【 ０ ３ ９ ８ 】
ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に お い て 同 定 さ れ た 様 々 な 配 列 は 、 こ の 発 明 に 含 ま れ る 。 変 異 体 配 列 は
、 １ 塩 基 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） を 含 む こ と が で き る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 時 に は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と し て Ｓ Ｎ Ｐ
起 源 を 含 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 意 味 す る 「 ｃ Ｓ Ｎ Ｐ 」 と し て 言 及 す る こ と が で き る 。 Ｓ
Ｎ Ｐ を 様 々 な 方 法 で 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 多 型 部 位 で の 別 の も の
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へ の １ ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 に 起 因 し 得 る 。 か か る 置 換 は 、 ト ラ ン ジ シ ョ ン ま た は ト ラ ン ス
バ ー ジ ョ ン の い ず れ か で あ り 得 る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は ま た 、 参 考 対 立 遺 伝 子 と 関 係 す る ヌ ク レ オ チ
ド の 欠 損 ま た は ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 か ら 生 じ 得 る 。 こ の 場 合 、 多 型 部 位 は 、 あ る 対 立 遺 伝
子 は 、 別 の 対 立 遺 伝 子 中 の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て 、 ギ ャ ッ プ を 生 む 部 位 で あ る 。 遺
伝 子 内 で 生 じ る Ｓ Ｎ Ｐ は 、 Ｓ Ｎ Ｐ の 位 置 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 変 化 に
お い て 結 果 と し て 起 こ り 得 る 。 し か し な が ら 、 Ｓ Ｎ Ｐ は ま た 、 Ｓ Ｎ Ｐ を 含 む コ ド ン が 遺 伝
子 コ ー ド の 重 複 性 の 結 果 と し て 同 一 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド 化 す る 場 合 、 サ イ レ ン ト で あ り 得 る
。 遺 伝 子 領 域 の 外 側 、 ま た は 遺 伝 子 内 の イ ン ト ロ ン 中 で 生 じ る Ｓ Ｎ Ｐ は 、 タ ン パ ク 質 の 任
意 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 で 変 化 を 生 じ な い が 、 発 現 パ タ ー ン の 変 化 制 御 、 例 え ば 、 時 間 的 な 発
現 で の 変 化 、 生 理 的 応 答 制 御 、 細 胞 タ イ プ 発 現 制 御 、 発 現 の 強 度 、 転 写 さ れ た メ ッ セ ン ジ
ャ ー の 安 定 性 に お い て 生 じ る 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
新 規 Ｓ Ｎ Ｐ 同 定 方 法 ： Ｓ Ｎ Ｐ は 、 Ｃ ｕ ｒ ａ Ｇ ｅ ｎ 専 売 特 許 の Ｓ Ｎ Ｐ Ｔ ｏ ｏ ｌ ア ル ゴ リ ズ ム
で の Deep SNP Mining（ Ｄ Ｓ Ｍ ） に よ り 同 定 さ れ た 。 Ｓ Ｎ Ｐ Ｔ ｏ ｏ ｌ は 、 以 下 の 基 準 で の
ア セ ン ブ リ ー で の バ リ エ ー シ ョ ン を 同 定 す る ： そ れ ぞ れ ア セ ン ブ リ ー 位 置 に 対 し て 、 ア ラ
イ ン メ ン ト の 両 末 端 上 の １ ０ 塩 基 対 内 で 解 析 さ れ な い ； ウ イ ン ド ウ サ イ ズ （ 一 見 の 塩 基 数
） が １ ０ で あ る ； ウ イ ン ド ウ で の ミ ス マ ッ チ の 許 さ れ る 数 は ２ で あ る ； 最 小 の Ｓ Ｎ Ｐ 塩 基
の 質 （ Ｐ Ｈ Ｒ Ｅ Ｄ ス コ ア ） は ２ ３ で あ る ； ス コ ア Ｓ Ｎ Ｐ に 対 す る 変 化 の 最 小 数 は ２ で あ る
。 Ｓ Ｎ Ｐ Ｔ ｏ ｏ ｌ は 、 ア セ ン ブ リ ー を 解 析 し 、 ア セ ン ブ リ ー で の 個 々 の 変 異 体 配 列 と 関 連
す る Ｓ Ｎ Ｐ 位 置 、 与 え ら れ た 位 置 で の ア セ ン ブ リ ー の 深 さ 、 推 定 ア セ ン ブ リ ー 対 立 遺 伝 子
頻 度 、 Ｓ Ｎ Ｐ 配 列 変 異 体 、 お よ び ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル 供 給 源 を 表 す 。 配 列 ト レ ー ス を 選 択
し 、 手 動 で の 確 認 の た め 図 す る 。 内 臓 の フ レ ー ム 検 索 ソ フ ト ウ エ ア は 、 ア ミ ノ 酸 変 更 Ｓ Ｎ
Ｐ の 同 時 同 定 を 可 能 と す る 。 イ ン ト ロ ン ／ エ キ ソ ン 境 界 に 接 す る Ｓ Ｎ Ｐ を 、 Ｓ Ｎ Ｐ コ ン セ
ン サ ス を Ｃ ｕ ｒ ａ Ｔ ｏ ｏ ｌ に 入 力 す る こ と お よ び 該 Ｃ Ｇ Ｕ Ｉ Ｄ タ ン パ ク 質 配 列 に 対 す る １
× １ Ｔ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ を を 実 施 す る こ と に よ り 二 重 チ ェ ッ ク し た 。 包 括 的 な Ｓ Ｎ Ｐ デ ー タ 解
析 を 次 に SNPCallingデ ー タ ベ ー ス に 出 力 し た 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
新 規 Ｓ Ｎ Ｐ 確 認 方 法 ： Ｓ Ｎ Ｐ を 、 Pyrosequencingと し て 知 ら れ る 有 効 な 方 法 を 利 用 し て 確
認 す る 。 Pyrosequencingの 詳 細 な プ ロ ト コ ー ル は 、 Alderborn et al.. (2000). Genome R
esearch. 10, Issue 8, Augustに お い て 見 る こ と が で き る 。 Ｓ Ｎ Ｐ 結 果 を 、 表 ３ ２ に 示 す
。
【 ０ ４ ０ １ 】
表 ３ ２ ． 図 １ に お い て 記 載 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 体
【 表 ３ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ０ ２ 】
実 施 例 ２ ２ ． Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 変 異 体 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
Ａ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の 残 基 １ ～ １ ７ ９ の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
残 基 １ ～ １ ７ ９ 由 来 の Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の 全 長 型 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｐ Ｃ Ｒ に
よ る 「 イ ン フ レ ー ム 」 ク ロ ー ニ ン グ の 標 的 と し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 鋳 型 は 、 以 前 に 同 定 さ れ た プ ラ
ス ミ ド に 基 づ く 。
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【 ０ ４ ０ ３ 】
以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 標 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ク ロ ー ン 化 し た ：
Ｆ １ 　 ５ ’ － Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ
Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ５ ５ ）
Ｒ １ 　 ５ ’ － Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ 　 Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ
Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ５ ６ ）
【 ０ ４ ０ ４ 】
下 流 の ク ロ ー ニ ン グ 目 的 の た め 、 順 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 イ ン フ レ ー ム の Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 制 限 部
位 を 含 み 、 逆 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 イ ン フ レ ー ム の Ｓ ａ ｌ Ｉ 制 限 部 位 を 含 有 す る 。
２ 度 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 、 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の イ ン サ ー ト を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド の 全 量 １
～ ５ ｎ ｇ を 用 い て セ ッ ト ア ッ プ し た 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
反 応 混 合 液 は 、 ５ ０ μ ｌ 反 応 用 量 中 の 、 ２ μ ｌ の そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー （ 元 々 の 濃 度 ： ５
ｐ ｍ ｏ ｌ ／ μ ｌ ） 、 １ μ ｌ の １ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ Clontech Laboratories, Palo Alto C
A） お よ び １ μ ｌ の ５ ０ × Advantage-HF２ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Clontech Laboratories） を 含 有
し て い た 。 以 下 の 反 応 条 件 を 用 い た ：
Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 １ ：
ａ ） 　 ９ ６ ℃ 　 ３ 分
ｂ ） 　 ９ ６ ℃ 　 ３ ０ 秒 　 第 ２ の 変 性
ｃ ） 　 ６ ０ ℃ 　 ３ ０ 秒 　 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ
ｄ ） 　 ７ ２ ℃ 　 ６ 分 　 伸 長
ス テ ッ プ ｂ ～ ｄ を １ ５ 回 繰 り 返 す
ｅ ） 　 ９ ６ ℃ 　 １ ５ 秒 　 変 性
ｆ ） 　 ６ ０ ℃ 　 ３ ０ 秒 　 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ
ｇ ） 　 ７ ２ ℃ 　 ６ 分 　 伸 長
ス テ ッ プ ｅ ～ ｇ を ２ ９ 回 繰 り 返 す
ｅ ） 　 ７ ２ ℃ 　 １ ０ 分 　 最 終 伸 長
Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 ２ ：
ａ ） 　 ９ ６ ℃ 　 ３ 分
ｂ ） 　 ９ ６ ℃ 　 １ ５ 秒 　 第 ２ の 変 性
ｃ ） 　 ７ ６ ℃ 　 ３ ０ 秒 　 サ イ ク ル 当 た り １ ℃ 温 度 を 下 げ る
ｄ ） 　 ７ ２ ℃ 　 ４ 分 　 伸 長
ス テ ッ プ ｂ ～ ｄ を ３ ４ 回 繰 り 返 す
【 ０ ４ ０ ６ 】
増 幅 産 物 を 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り 検 出 し た 。 フ ラ グ メ ン ト を ゲ ル 精 製 し 、 製 造 元 の
指 示 に 従 い 、 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ 　 Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ベ ク タ ー （ Invitrogen, Carlsbad, CA） に 結 合 さ せ
た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 当 た り １ ２ ク ロ ー ン を ピ ッ ク ア ッ プ し 、 配 列 決 定 し た 。 イ ン サ ー ト を 、 ベ
ク タ ー 特 異 的 Ｍ １ ３ 順 方 向 プ ラ イ マ ー お よ び Ｍ １ ３ 逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し
た 。
Ｓ Ｆ １ ： Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ （ 配 列 番 号 ： ５ ７ ）
Ｓ Ｆ ２ ： Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ （ 配 列 番 号 ： ５ ８ ）
Ｓ Ｒ １ ： Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ （ 配 列 番 号 ： ５ ９ ）
Ｓ Ｒ ２ ： Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ （ 配 列 番 号 ： ６ ０ ）
【 ０ ４ ０ ７ 】
イ ン サ ー ト ア セ ン ブ リ ー ２ ５ ０ ０ ５ ９ ５ ９ ６ が 、 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の 標 的 配 列 の 残 基
１ と 残 基 １ ７ ９ の 間 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド 化 す る こ と が 分 か っ た 。 表
３ ３ ～ ３ ６ を 参 照 さ れ た い 。 ク ロ ー ン イ ン サ ー ト は 、 元 々 の 配 列 に 対 し て １ ０ ０ ％ 同 一 で
あ る 。 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ で の ア ラ イ ン メ ン ト を 、 表 ３ ７ の ClustalWに 示 す 。 ア セ ン ブ
リ ー の 最 初 の ３ ア ミ ノ 酸 残 基 お よ び 最 後 の ３ ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の 目 的 の
プ ラ イ マ ー に 加 え ら れ た 制 限 酵 素 部 位 由 来 で あ る 。 白 ま た は グ レ ー の 背 景 を 有 す る 異 な る
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ア ミ ノ 酸 に 注 意 し 、 欠 損 ／ 挿 入 ア ミ ノ 酸 を 、 そ の 位 置 で コ ー ド し な い 配 列 の 破 線 に よ り 検
出 で き る 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
表 ３ ３ ． ク ロ ー ン 配 列
【 表 ３ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ０ ９ 】
表 ３ ４ ． ク ロ ー ン 配 列
【 表 ３ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ １ ０ 】
表 ３ ５ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の ビ ュ ー Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析
【 表 ４ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ １ １ 】
表 ３ ６ ． ２ ５ ０ ０ ５ ９ ５ ９ ６ の ビ ュ ー Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析
【 表 ４ １ 】
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【 ０ ４ １ ２ 】
表 ３ ７ ． ク ロ ー ン 配 列 の ClustalW
【 表 ４ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ １ ３ 】
Ｂ ， Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ （ ３ １ ～ １ ６ ２ ａ ａ ）
残 基 ３ １ ～ １ ６ ２ 由 来 の Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の ド メ イ ン を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｐ Ｃ
Ｒ に よ る 「 イ ン フ レ ー ム 」 ク ロ ー ニ ン グ の 標 的 と し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 鋳 型 は 、 以 前 に 同 定 さ れ た
プ ラ ス ミ ド に 基 づ く 。
【 ０ ４ １ ４ 】
以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 標 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ク ロ ー ン 化 し た ：
Ｆ ２ 　 ５ ’ － Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ
Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ６ ３ ） ：
Ｆ ２ 　 ５ ’ － Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ
Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ６ ３ ） ：
Ｒ ２ 　 ５ ’ － Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ 　 Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ
Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ６ ４ ）
【 ０ ４ １ ５ 】
下 流 の ク ロ ー ニ ン グ 目 的 の た め 、 順 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 イ ン フ レ ー ム の Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 制 限 部
位 を 含 み 、 逆 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 イ ン フ レ ー ム の Ｓ ａ ｌ Ｉ 制 限 部 位 を 含 有 す る 。
Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 、 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の イ ン サ ー ト を 含 有 す る 全 部 で １ ～ ５ ｎ ｇ の プ ラ ス
ミ ド を 用 い て セ ッ ト ア ッ プ し た 。
【 ０ ４ １ ６ 】
反 応 混 合 液 は 、 ５ ０ μ ｌ の 反 応 液 中 に 、 ２ μ ｌ の そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー （ 元 々 の 濃 度 ： ５
ｐ ｍ ｏ ｌ ／ μ ｌ ） 、 １ μ ｌ の １ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ Clontech Laboratories, Palo Alto C
A） お よ び １ μ ｌ の ５ ０ × Advantage-HF２ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Clontech Laboratories） を 含 有
す る 。 用 い た 反 応 条 件 は 、 実 施 例 ２ ２ Ａ に お い て 、 上 で 提 供 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(102) JP 2005-500035 A 2005.1.6



【 ０ ４ １ ７ 】
増 幅 産 物 を 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り 検 出 し た 。 フ ラ グ メ ン ト を ゲ ル 精 製 し 、 製 造 元 の
指 示 に 従 い 、 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ 　 Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ベ ク タ ー （ Invitrogen, Carlsbad, CA） に 結 合 さ せ
た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 当 た り １ ２ ク ロ ー ン を ピ ッ ク ア ッ プ し 、 配 列 決 定 し た 。 イ ン サ ー ト を 、 ベ
ク タ ー 特 異 的 Ｍ １ ３ 順 方 向 プ ラ イ マ ー お よ び Ｍ １ ３ 逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し
た 。
【 ０ ４ １ ８ 】
イ ン サ ー ト ア セ ン ブ リ ー ２ ５ ０ ０ ５ ９ ６ ２ ９ が 、 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の 標 的 配 列 の 残 基
３ １ と １ ６ ２ と の 間 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド 化 す る こ と が 分 か っ た 。 ク
ロ ー ン 化 イ ン サ ー ト は 、 元 々 の 配 列 と １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る 。 表 ３ ８ ～ ４ ２ を 参 照 さ れ た い
。 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ で の ア ラ イ ン メ ン ト を 、 表 ４ ２ の ClustalWに お い て 示 す 。 ア セ ン
ブ リ ー の 最 初 の ３ ア ミ ノ 酸 残 基 お よ び 最 後 の ３ ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の 目 的
の た め の プ ラ イ マ ー に 加 え ら れ た 制 限 酵 素 部 位 由 来 で あ る 。 白 ま た は グ レ ー の 背 景 を 有 す
る 異 な る ア ミ ノ 酸 に 注 意 し 、 欠 損 ／ 挿 入 ア ミ ノ 酸 を 、 そ の 位 置 で コ ー ド し な い 配 列 中 の 破
線 に よ り 検 出 で き る 。
【 ０ ４ １ ９ 】
表 ３ ８ ． ク ロ ー ン 配 列
【 表 ４ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ ０ 】
表 ３ ９ ． ク ロ ー ン 配 列
【 表 ４ ４ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ １ 】
表 ４ ０ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の ビ ュ ー Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析
【 表 ４ ５ 】
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【 ０ ４ ２ ２ 】
表 ４ １ ． ２ ５ ０ ０ ５ ９ ６ ２ ９ の ビ ュ ー Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析
【 表 ４ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ ３ 】
表 ４ ２ ． ClustalWア ラ イ ン メ ン ト
【 表 ４ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ ４ 】
Ｃ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ （ ３ １ ～ １ ７ ９ ａ ａ ）
残 基 ３ １ ～ １ ７ ９ 由 来 の Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の 成 熟 型 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｐ Ｃ Ｒ
に よ り 「 イ ン フ レ ー ム 」 の 標 的 と し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 鋳 型 は 、 以 前 に 同 定 さ れ た プ ラ ス ミ ド に 基
づ く 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 標 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ク ロ ー ン 化 し た ：
Ｆ ２ 　 ５ ’ － Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ
Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ６ ３ ）
Ｒ １ 　 ５ ’ － Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ 　 Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ
Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ － ３ ’ （ 配 列 番 号 ： ５ ６ ）
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【 ０ ４ ２ ６ 】
下 流 ク ロ ー ニ ン グ 目 的 の た め 、 順 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 イ ン フ レ ー ム の Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 制 限 部 位
を 含 み 、 逆 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 イ ン フ レ ー ム の Ｓ ａ ｌ Ｉ 制 限 部 位 を 含 有 す る 。
２ 度 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 、 Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の イ ン サ ー ト を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド の 全 量 １
～ ５ ｎ ｇ を 用 い て セ ッ ト ア ッ プ し た 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
反 応 混 合 液 は 、 ５ ０ μ ｌ 反 応 量 中 で 、 ２ μ ｌ の そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー （ 元 々 の 濃 度 ： ５ ｐ
ｍ ｏ ｌ ／ μ ｌ ） 、 １ μ ｌ の １ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ Clontech Laboratories, Palo Alto CA
） お よ び １ μ ｌ の ５ ０ × Advantage-HF２ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Clontech Laboratories） を 含 有
す る 。 用 い た 反 応 条 件 は 、 実 施 例 ２ ２ Ａ に お い て 上 で 提 供 さ れ た 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
増 幅 産 物 を 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 検 出 し た 。 フ ラ グ メ ン ト を 、 ゲ ル 精 製 し 、 製
造 元 の 指 示 に 従 い 、 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ 　 Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ベ ク タ ー （ Invitrogen, Carlsbad, CA） に 結
合 さ せ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 当 た り １ ２ ク ロ ー ン を ピ ッ ク ア ッ プ し 、 配 列 決 定 し た 。 イ ン サ ー ト
を 、 ベ ク タ ー 特 異 的 な Ｍ １ ３ 順 方 向 プ ラ イ マ ー お よ び Ｍ １ ３ プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定
し た 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
イ ン サ ー ト ア セ ン ブ リ ー ２ ５ ０ ０ ５ ９ ６ ６ ９ が 、 標 的 配 列 の Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の 残 基
３ １ と １ ７ ９ 間 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド 化 す る こ と が 分 か っ た 。 ク ロ ー
ン イ ン サ ー ト は 、 元 々 の 配 列 と １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る 。 表 ４ ３ ～ ４ ６ を 参 照 さ れ た い 。 Ｃ Ｇ
５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ で の ア ラ イ ン メ ン ト を 、 表 ４ ７ で の ClustalWに 示 す 。 ア セ ン ブ リ ー の 最
初 の ３ ア ミ ノ 酸 残 基 お よ び 最 後 の ３ ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の 目 的 の た め の プ
ラ イ マ ー に 加 え ら れ た 制 限 酵 素 部 位 由 来 で あ る 。 白 ま た は グ レ ー の 背 景 を 有 す る 異 な る ア
ミ ノ 酸 に 注 意 し 、 欠 損 ／ 挿 入 ア ミ ノ 酸 を 、 そ の 位 置 で コ ー ド し な い 配 列 中 の 破 線 に よ り 検
出 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
表 ４ ３ ． ク ロ ー ン 配 列
【 表 ４ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ １ 】
表 ４ ４ ． ク ロ ー ン 配 列
【 表 ４ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ２ 】
表 ４ ５ ． Ｃ Ｇ ５ ３ １ ３ ５ － ０ ４ の ビ ュ ー Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析
【 表 ５ ０ 】
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【 ０ ４ ３ ３ 】
表 ４ ６ ． ２ ５ ０ ０ ５ ９ ６ ６ ９ の ビ ュ ー Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析
【 表 ５ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ４ 】
表 ４ ７ ． ClustalWア ラ イ ン メ ン ト
【 表 ５ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ５ 】
（ 相 当 発 明 ）
本 発 明 の 特 別 な 実 施 例 の 上 述 の 詳 細 な 記 載 か ら 、 特 定 の 新 規 組 成 物 お よ び 記 載 し た 核 酸 、
ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 検 出 お よ び 処 置 を 含 む 方 法 が 明 ら か で あ る 。 こ れ ら の 特 定 の 実 施 態
様 は 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ た が 、 こ の こ と は 例 示 の み を 目 的 と す る 実 施 例 に よ り な さ
れ 、 以 下 の 添 付 請 求 項 の 範 囲 に 関 し て 制 限 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。 特 に 、 様 々
な 置 換 、 変 更 、 お よ び 修 飾 が 、 請 求 項 に よ り 定 義 さ れ る よ う に 本 発 明 の 要 旨 を 逸 脱 し な い
で 当 業 者 に と っ て 日 課 と し て 行 わ れ 得 る こ と は 、 本 発 明 者 に よ り 意 図 さ れ る 。 実 際 、 本 明
細 書 に お い て 記 載 し た も の に 加 え て 、 本 発 明 の 様 々 な 修 飾 が 、 上 述 の 記 載 お よ び 添 付 の 図
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か ら 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ る 。 か か る 修 飾 は 、 添 付 請 求 項 の 範 囲 内 に あ る こ と を 意 図
す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ４ ３ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の ウ エ ス タ ン 分 析 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ２ ９ ３ 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン 分 析
を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 E.coli細 胞 に お い て 発 現 さ せ た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ (配 列 番 号 ： ２ )タ ン パ ク 質
の ウ エ ス タ ン 分 析 を 示 す 。
【 図 ４ － Ａ 】 図 ４ － Ａ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 特 異 的 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 試 薬 を 用 い た リ ア ル タ イ ム 定
量 的 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 分 析 で あ る 。 正 常 ヒ ト 組 織 試 料 由 来 の 標 準 化 Ｒ
Ｎ Ａ の 結 果 を パ ネ ル Ａ に 示 す 。
【 図 ４ － Ｂ 】 図 ４ － Ｂ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 特 異 的 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 試 薬 を 用 い た リ ア ル タ イ ム 定
量 的 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 分 析 で あ る 。 腫 瘍 細 胞 株 由 来 の 標 準 化 Ｒ Ｎ Ａ の
結 果 を パ ネ ル Ｂ に 示 す 。
【 図 ４ － Ｃ 】 図 ４ － Ｃ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 特 異 的 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 試 薬 を 用 い た リ ア ル タ イ ム 定
量 的 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 分 析 で あ る 。 手 術 で 直 接 的 に 得 た 腫 瘍 組 織 を 用
い て 得 た 結 果 を 、 パ ネ ル Ｃ に 示 す 。
【 図 ４ － Ｄ 】 図 ４ － Ｄ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 特 異 的 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 試 薬 を 用 い た リ ア ル タ イ ム 定
量 的 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 発 現 分 析 で あ る 。 手 術 で 直 接 的 に 得 た 腫 瘍 組 織 を 用
い て 得 た 結 果 を 、 パ ネ ル Ｄ に 示 す 。
【 図 ５ － Ａ 】 図 ５ － Ａ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 へ の 作 用 に よ り 表 さ れ る 、 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生
物 学 的 活 性 を 表 示 す る 。
【 図 ５ － Ｂ 】 図 ５ － Ｂ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 へ の 作 用 に よ り 表 さ れ る 、 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生
物 学 的 活 性 を 表 示 す る 。
【 図 ５ － Ｃ 】 図 ５ － Ｃ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 へ の 作 用 に よ り 表 さ れ る 、 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生
物 学 的 活 性 を 表 示 す る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 細 胞 成 長 へ の 作 用 に よ り 表 さ れ る 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学 的 活 性 を
表 示 す る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 細 胞 形 態 へ の 作 用 に よ り 表 さ れ る 組 換 え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 生 物 学 的 活 性 で
あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 腫 瘍 化 活 性 を 表 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ 構 築 物 で 安 定 的 に 形 質 移 入 し た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 皮 下 組
織 へ 注 入 さ れ た 対 照 胸 腺 欠 損 ヌ ー ド マ ウ ス お よ び 胸 腺 欠 損 ヌ ー ド マ ウ ス の 写 真 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 還 元 条 件 下 お よ び 非 還 元 条 件 下 で 調 整 さ れ た Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 精 製 試
料 の ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 し た Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル の イ メ ー ジ で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 ７ ８ ６ － ０ ヒ ト 腎 臓 腺 癌 細 胞 を 用 い て 実 行 し た 投 与 量 タ イ ト レ ー シ
ョ ン 実 験 の 結 果 を 提 供 す る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 イ ン ビ ト ロ で の 病 巣 の 形 成 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 受 容 体 結 合 特 異 性 を 評 価 す る 実 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｔ ２ ４ ａ － Ｆ Ｇ Ｆ ２ ０ Ｘ － ｄ ｅ ｌ １ ５ ４ コ ド ン を E.
coli菌 株 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） で 発 現 さ せ た 場 合 に 得 た ア ル ギ ニ ン 上 清 の ク ー マ シ ー ブ ル ー
染 色 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル の イ メ ー ジ を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 全 長 Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ と 比 較 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 へ の 作 用 に よ り 表 す 組 換
え Ｆ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｘ の 切 断 型 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ４ － Ａ 】

【 図 ４ － Ｂ 】 【 図 ４ － Ｃ 】
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【 図 ４ － Ｄ 】 【 図 ５ － Ａ 】

【 図 ５ － Ｂ 】

【 図 ５ － Ｃ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ５ 】
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摘要(译)

本发明提供了FGF-CX，一种新的分离的多肽，以及编码FGF-CX的多核
苷酸和与FGF-CX或FGF-CX多肽，多核苷酸或多肽的任何衍生物，变
体，突变体或片段免疫特异性结合的抗体。 抗体。 本发明另外提供了其
中FGF-CX多肽，多核苷酸和抗体用于检测和治疗多种病理状态以及其他
用途的方法。


