
(57)【要約】
ここに提供されるものは新規で有用なＧタンパク質共役型受容体であり、それは炎症性及
び生理的免疫応答について信号伝達に関与するものである。また、当該受容体の活性を調
節し得る化合物をスクリーニングするために当該受容体を使用する方法をも提供する。そ
のような化合物は、多くの炎症性及び免疫の関与する病気及び障害の治療に容易に利用し
得るものである。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 図 １ （ 配 列 番 号 １ ） の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 ん で い る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 に お い て 請 求 項 １ の 単 離 さ れ た 核 酸
分 子 に ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 又 は 請 求 項 １ の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 相
補 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 図 ２ （ 配 列 番 号 ２ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 請 求 項 １ 又 は ２
に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し 少 な く と も ３ ０ ％ の 同 一 性 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 請 求 項 ２ の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 酵 素 、 放 射 性 同 位 元 素 又 は 蛍 光 を 発 生 す る 化 学 物 質 を 含 ん で い る 、 請
求 項 ５ に 記 載 の 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 図 ２ （ 配 列 番 号 ２ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 請 求 項 ７ に 記 載 の 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 酵 素 、 放 射 性 同 位 元 素 、 又 は 蛍 光 を 発 生 す る 化 学 物 質 を 含 ん で い る 、
請 求 項 ９ に 記 載 の 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 精 製 し た ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は キ メ ラ 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 は 酵 素 、 放 射 性 同 位 元 素 又 は 蛍 光 を 発 生 す る 化 学 物 質 を 含 ん で い る 、 請
求 項 １ ３ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 発 現 調 節 因 子 と 作 動 可 能 に 会 合 し 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 ん で い る
発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 発 現 調 節 因 子 と 作 動 可 能 に 会 合 し 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 ん で い る
発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 発 現 調 節 因 子 は 構 成 的 制 御 配 列 、 細 胞 特 異 的 制 御 配 列 、 及 び 誘 導 的 制 御 配 列 か ら 構 成 さ
れ る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ 又 は １ ６ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 発 現 調 節 因 子 が プ ロ モ ー タ ー で あ る 請 求 項 １ ７ の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 プ ロ モ ー タ ー は 、 ｈ Ｃ Ｍ Ｖ の 極 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ア デ
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ノ ウ イ ル ス の 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ワ ク シ ニ ア の 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ オ ー マ の 初 期 プ ロ
モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ワ ク シ ニ
ア の 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ オ ー マ の 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ｌ ａ ｃ シ ス テ ム 、 ｔ ｒ ｐ シ ス テ
ム 、 Ｔ Ａ Ｃ シ ス テ ム 、 Ｔ Ｒ Ｃ シ ス テ ム 、 λ フ ァ ー ジ の 主 要 な オ ペ レ ー タ ー 及 び プ ロ モ ー タ
ー 領 域 、 ｆ ｄ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 調 節 領 域 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ
ー 、 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 又 は 酵 母 の α 接 合 因 子 の プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い
る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ５ 又 は １ ６ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ォ ー ム 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 宿 主 細 胞 が 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 で あ る 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 宿 主 細 胞 は 、 大 腸 菌 （ ． ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 、 バ シ ラ ス （ Bacill
us） 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス （ Streptomyces） 、 酵 母 、 Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｒ １ .１ 、 Ｂ － Ｗ 、 Ｌ － Ｍ 、
Ｃ Ｏ Ｓ １ 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 、 Ｂ Ｓ Ｃ １ 、 Ｂ Ｓ Ｃ ４ ０ 、 Ｂ Ｍ Ｔ １ ０ 又 は Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 含 む 、 請 求 項
２ １ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 以 下 の 工 程 ：
　 ａ ）  請 求 項 ２ ０ の 宿 主 細 胞 を 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 す る よ う な 条 件 下 で 培
養 す る こ と ； 及 び
　 ｂ ）  当 該 宿 主 、 当 該 培 養 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら 当 該 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 回
収 す る こ と
か ら 成 る 請 求 項 ７ の 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 潜 在 的 ア ゴ ニ ス ト を Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 発 現 し て い る 細 胞 に 接 触 さ せ る こ と 、 及 び 当 該 潜 在
的 ア ゴ ニ ス ト の 存 在 中 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 信 号 化 活 性 が 当 該 潜 在 的 ア ゴ ニ ス ト 不 在 中 の Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ の 活 性 に 比 較 し て 増 大 す る か 否 か を 測 定 す る こ と 、 か ら 成 る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の ア ゴ
ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 潜 在 的 イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト を Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 発 現 し て い る 細 胞 に 接 触 さ せ る こ と 、 及
び 当 該 潜 在 的 イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト の 存 在 中 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 活 性 が 当 該 潜 在 的 イ ン バ ー ス
ア ゴ ニ ス ト の 不 在 中 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 活 性 に 比 較 し て 減 少 す る か 否 か 、 そ し て 内 因 性 リ ガ
ン ド 又 は ア ゴ ニ ス ト の 存 在 中 で 減 少 す る か 否 か を 測 定 す る こ と 、 か ら 成 る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の
イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト を Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 発 現 し て い る 細 胞 に 接 触 さ せ る こ と 、 及 び 当 該
潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 存 在 中 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 信 号 化 活 性 が 内 因 性 リ ガ ン ド 又 は ア ゴ ニ
ス ト の 存 在 中 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 活 性 に 比 較 し て 減 少 す る か 否 か を 測 定 す る こ と 、 か ら 成 る
Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 信 号 化 活 性 又 は 伝 達 を 調 節 す る こ と が で き る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の ア ゴ ニ ス ト 、
ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト か ら 構 成 さ れ る 治 療 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 信 号 化 活 性 又 は 伝 達 を 調 節 す る こ と が で き る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の ア ゴ ニ ス ト 、
ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト を 含 む 治 療 用 組 成 物 を 治 療 を 必 要 と す る 患 者
に 投 与 す る こ と か ら 成 る 疾 病 の 治 療 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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　 本 発 明 は 、 従 来 未 知 の Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 受 容 体 で あ る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド す る 新 規
な 核 酸 分 子 、 当 該 核 酸 分 子 及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 使 用 に 一 般 的 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 受 容 体 （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） は 、 細 胞 内 信 号 伝 達 に 関 与 す る 内 在 性 膜 タ ン パ
ク 質 の 大 フ ァ ミ リ ー で あ る 。 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 神 経 伝 達 物 質 、 ホ ル モ ン 、 発 臭 剤 及 び 光 を 含 む
種 々 の 細 胞 外 信 号 に 応 答 し 、 変 換 し 、 そ し て 細 胞 内 に お け る 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 開
始 す る 。 多 く の 治 療 薬 は Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 標 的 と し て い る が 、 そ の 理 由 は こ れ ら の 受 容 体 が 、 炎
症 、 血 管 拡 張 、 心 拍 数 、 気 管 支 拡 張 、 内 分 泌 及 び 蠕 動 を 含 む 多 種 多 様 な 生 理 的 応 答 を 仲 介
し て い る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 細 胞 外 ド メ イ ン 、 ７ 回 膜 貫 通 型 ド メ イ ン 及 び 細 胞 内 ド メ イ ン に よ り 特 徴 付
け ら れ て い る 。
　 リ ガ ン ド 結 合 及 び Ｇ タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 の よ う な 当 該 受 容 体 が 演 じ る 作 用 の 幾 つ か
は 、 あ る ア ミ ノ 酸 が 決 定 的 な 位 置 に 存 在 し て い る と い う こ と と 関 係 し て い る 。 例 え ば 、 種
々 の 研 究 に よ り 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 違 が 自 然 リ ガ ン ド 或 い は 低 分 子 の ア
ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の い ず れ か に 対 す る 親 和 力 の 相 違 を 引 き 起 こ す こ と が 明 ら か
と な っ て い る 。 言 い 換 え れ ば 、 当 該 配 列 に お け る 微 少 の 相 違 が 結 合 親 和 力 及 び 活 性 の 相 違
を 引 き 起 こ す （ 例 え ば 、 Meng et al., J. Biol. Chem. (1996) 271 (50): 32016-20; Bur
d et al., J. Bio. Chem. (1998) 273 (51): 34488-95; 及 び Hurley et al., J. Neuroch
em (1999) 72 (1): 413-21参 照 ） 。 殊 に 、 幾 つ か の 研 究 に よ り 第 ３ 細 胞 内 ド メ イ ン に お け
る ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 違 が 結 果 と し て 活 性 の 相 違 と な る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 Myburg
h等 に よ り ゴ ナ ド ト ロ ピ ン （ 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン ） 放 出 ホ ル モ ン 受 容 体 の 細 胞 内 ル ー プ ３ の
ア ラ ニ ン ２ ６ １ が Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 及 び 受 容 体 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン （ 受 容 体 依 存 性 エ
ン ド サ イ ト ー シ ス ） に と っ て 極 め て 重 要 で あ る こ と が 見 い 出 さ れ て い る （ Biochem J (199
8) 331 (Part3): 893-6） 。 Wonerow等 は チ ロ ト ロ ピ ン （ 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン ） 受 容 体 に つ
い て 研 究 し 、 細 胞 内 第 ３ ル ー プ の 欠 損 が 構 造 的 受 容 体 活 性 に 影 響 す る こ と を 実 証 し て い る
（ J Bio Chem (1998) 273 (14): 7900-5)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 般 的 に 、 内 因 性 リ ガ ン ド が 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ り 、 受 容 体 の 細 胞 内 ド メ イ ン の
立 体 配 座 に 変 化 が 起 こ り 、 細 胞 内 ド メ イ ン と 細 胞 内 物 質 （ 例 え ば Ｇ タ ン パ ク 質 ） と の 間 の
共 役 を 可 能 と す る 結 果 と な る 。 Ｇ タ ン パ ク 質 に は 、 Ｇ q ， Ｇ s ， Ｇ i ， Ｇ z 及 び Ｇ o の よ う な
幾 つ か の も の が 存 在 す る （ 例 え ば 、 Dessauer et al., Clin Sci (Colch) (1996) 91 (5):
 527-37参 照 ） 。
　 Ｉ Ｃ － ３ ル ー プ は 当 該 受 容 体 の カ ル ボ キ シ 末 端 と 同 様 に Ｇ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 を す る
(Pauwels et al., Mol Neurobiol (1998) 17 (1-3): 109-135及 び Wonerow et. al., 上 述
)。 あ る 種 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は Ｇ タ ン パ ク 質 と の 関 係 が 混 然 と し て い る 。 即 ち 一 つ の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が
一 つ 以 上 の Ｇ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 を す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Kenakin, Life Scienc
e (1988) 43: 1095参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 リ ガ ン ド に よ り 活 性 化 さ れ た Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が Ｇ タ ン パ ク 質 と 共 役 す る こ と に よ り 信 号 の カ ス
ケ ー ド 経 路 が 始 ま る （ 「 信 号 伝 達 （ 信 号 増 幅 ） 」 と 呼 ば れ る ） 。 こ の よ う な 信 号 伝 達 が 最
終 的 に 細 胞 活 性 又 は 細 胞 阻 害 を 生 ず る 結 果 と な る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 「 不 活 性 」 及 び 「 活 性 」 と い う 二 つ の 異 な る 立 体 配 座 間 で 平 衡 を 保 っ て 細 胞
膜 の 中 に 存 在 し て い る 。 不 活 性 状 態 の 受 容 体 は 生 物 応 答 を 引 き 起 こ す 細 胞 内 信 号 伝 達 経 路
に 連 結 す る こ と は で き な い （ 例 外 は 、 伝 達 細 胞 に お け る 受 容 体 の 過 剰 発 現 中 に み ら れ る 。
例 え ば 、 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 立 体 配 座 を 活 性 状 態 に 調 節 す る こ と に よ り 伝 達 経 路 （ Ｇ タ ン パ ク 質 経 由 ） に 連 結 し 、 そ
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し て 生 物 応 答 を 生 ず る こ と が 可 能 と な る 。 ア ゴ ニ ス ト が 結 合 す る こ と に よ り 活 性 な 立 体 配
座 と な る こ と が 最 も あ り そ う な こ と で あ る 。 し か し な が ら 、 し ば し ば 、 い か な る ア ゴ ニ ス
ト が 存 在 し て い な い に も 拘 ら ず 、 既 に 可 成 り の 程 度 の 応 答 が あ り 、 そ の よ う な 受 容 体 は 構
成 的 活 性 と 呼 ば れ て い る （ 即 ち 、 既 に 活 性 な 立 体 配 座 に あ る か 、 リ ガ ン ド 非 依 存 性 で あ る
か 、 又 は 自 律 的 活 性 状 態 で あ る ） 。 こ の よ う な 系 に ア ゴ ニ ス ト を 添 加 し た 場 合 、 応 答 の 増
大 が 通 常 は 観 察 さ れ る 。 し か し 、 古 典 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 添 加 し た 場 合 は そ の よ う な 分 子
に よ る 結 合 は 何 ら 影 響 を 生 じ な い 。 他 方 、 あ る 種 の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 受 容 体 の 構 成 的 活 性
の 阻 害 を も た ら す こ と よ り 、 後 者 に 属 す る 薬 物 は 、 厳 密 な 解 釈 に よ れ ば ア ン タ ゴ ニ ス ト で
は な く 、 負 の 固 有 の 活 性 を 有 す る ア ゴ ニ ス ト で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ ら の 薬 物 は
イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト （ 反 作 用 薬 ） と 呼 ば れ て い る （

） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 受 容 体 に 関 す る 伝 統 的 研 究 は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び 他 の 受 容 体 エ フ ェ ク タ ー 分 子 （ 効 果
分 子 ） の 同 定 を 行 う と い う 発 見 の 前 に 先 ず 内 在 性 リ ガ ン ド が 同 定 さ れ る べ き で あ る と い う
前 提 の 下 に 着 手 さ れ て い る 。 例 え ア ン タ ゴ ニ ス ト が 先 に 発 見 さ れ る よ う な こ と が あ る と し
て も 、 教 義 上 の 応 答 は 内 在 性 リ ガ ン ド を 同 定 す る こ と で あ る （ Ｗ Ｏ  ０ ０ ／ ２ ２ １ ３ １ ）
。 し か し な が ら 、 活 性 状 態 が 検 定 ス ク リ ー ニ ン グ 目 的 に と っ て 最 も 役 立 つ こ と か ら 、 構 成
的 活 性 を 有 す る 受 容 体 、 殊 に Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 得 る こ と は 、 内 在 性 リ ガ ン ド に つ い て の 情 報 の な
い 状 況 下 に お い て は 、 ア ゴ ニ ス ト 、 部 分 ア ゴ ニ ス ト 、 イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ
ニ ス ト の 容 易 な 単 離 を 可 能 と す る も の で あ る 。 更 に 、 受 容 体 活 性 の 障 害 に 由 来 す る 病 気 に
お い て は 、 構 成 的 活 性 の 阻 害 を 生 じ る よ う な 、 或 い は よ り 特 異 的 に は 効 果 的 に 活 性 化 さ れ
た 受 容 体 の 濃 度 を 減 少 さ せ る よ う な 薬 剤 は 、 自 律 的 活 性 状 態 に お け る 受 容 体 を 用 い た 検 定
に よ り 、 更 に 容 易 に 発 見 さ れ 得 る も の と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 病 気 の 治 療 の た め に 患 者 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 受 容 体 の 場 合 、 そ の よ う な 受 容 体 の 活 性 は 、 当 該 検 定 に よ り 発 見 さ
れ た イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト に よ り 微 調 整 さ れ 得 る こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 喘 息 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 （ Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ ） 及 び 関 節 リ ウ マ チ （ Ｒ Ａ ） の よ う な 病 気 は 、 一 般
に ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 、 単 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び 好 酸 球 の 関 与 す る 炎 症 性 病 因 に よ る も の と 考
え ら れ て い る 。 今 日 の ス テ ロ イ ド 剤 に よ る 抗 炎 症 治 療 は 喘 息 に は 効 果 的 で は あ る が 、 し か
し 、 代 謝 的 及 び 内 分 泌 的 副 作 用 を 伴 う も の で あ る 。 同 様 の こ と は 、 肺 又 は 鼻 腔 粘 膜 を 通 し
て 吸 収 さ れ る 吸 入 製 剤 の 場 合 で も お そ ら く 事 実 で あ ろ う 。 Ｒ Ａ 又 は Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ に 対 す る 満 足
な 経 口 治 療 は 目 下 の と こ ろ 存 在 し な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 好 酸 球 は ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 に お け る 気 道 機 能 障 害 の 大 部 分 を 仲 介 す る 。 イ ン タ ー ロ イ
キ ン ５ （ Ｉ Ｌ － ５ ） は 好 酸 球 の 成 長 及 び 活 性 化 す る サ イ ト カ イ ン で あ る 。
　 気 道 過 剰 反 応 性 を も た ら す 組 織 好 酸 球 増 加 症 及 び 好 酸 球 仲 介 組 織 障 害 に と っ て 、 Ｉ Ｌ －
５ は 不 可 欠 で あ る と い う 研 究 が あ る （ Chang et al., J Allergy Clin Immunol (1996) 98
 (5 pt 1): 922-931， 及 び Duez et al., Am J Respir Crit Care Med (2000) 161 (1): 2
00-206） 。 Ｉ Ｌ － ５ は ア ト ピ ー 性 喘 息 に お い て 、 ア レ ル ゲ ン (例 え ば 、 家 屋 ほ こ り の ダ ニ
抗 原 )に さ ら さ れ る こ と に よ り ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 － ２ （ Ｔ ｈ ２ ） に よ っ て 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Ｒ Ａ は 冒 さ れ た 滑 膜 に お け る 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 蓄 積 の 結 果 で あ る と 信 じ ら れ て い
る 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ （ Ｉ Ｆ Ｎ γ ） は 、 種 々 の 炎 症 促 進 性 の 特 性 を 有 す る ヘ ル パ ー Ｔ 細
胞 － １ （ Ｔ ｈ １ ） 由 来 の サ イ ト カ イ ン で あ る 。 そ れ は 最 も 有 力 な マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 サ
イ ト カ イ ン で あ り 、 そ し て 、 樹 状 突 起 細 胞 様 の 表 現 型 に 寄 与 す る Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II遺 伝 子 転
写 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド （ Ｌ Ｐ Ｓ ） は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 細 胞 壁 の 構 成 成 分 で あ り 、 腫 瘍
壊 死 因 子 α （ Ｔ Ｎ Ｆ α ） 放 出 を 含 む 炎 症 性 応 答 を 引 き 出 す も の で あ る 。
　 Ｒ Ａ に お け る 静 脈 内 抗 － Ｔ Ｎ Ｆ α 治 療 の 効 能 は 臨 床 的 に 実 証 さ れ て い る 。 Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ も 、
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ま た 肺 に お け る マ ク ロ フ ァ ー ジ 蓄 積 の 結 果 で あ る と 思 わ れ て お り 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 好 中
球 化 学 誘 引 物 質 を 産 生 す る （ 例 え ば 、 Ｉ Ｌ － ８ ： de Boer et al., J Pathol (2000) 190 
(5): 619-626） 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ と 好 中 球 は 共 に カ テ プ シ ン を 放 出 し 、 肺 胞 壁 崩 壊 の 原 因
と な る 。 肺 上 皮 は 炎 症 性 細 胞 の 化 学 誘 引 物 質 及 び 他 の 炎 症 性 細 胞 活 性 化 物 質 の 重 要 な 材 料
と な り 得 る も の で あ る と 信 じ ら れ て い る （ 例 え ば 、 Thomas et al., J Virol (2000) 74 (
18): 8425-8433） ; Lamkhioued et al., Am J Respir Crit Care Med (2000) 162 (2 Pt.
 1): 723-732; 及 び Sekiya et al., J Immunol (2000) 165 (4): 2205-2213参 照 )。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が 病 気 に 関 与 し 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 活 性 を 調 節 す る こ と に よ っ て 病 気 を 治 療 す る 可 能
性 が あ る な ら ば 、 従 来 未 知 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 同 定 し 特 性 を 明 ら か に す る こ と は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性
が 関 与 す る 病 気 の 状 態 に 対 す る 治 療 の た め の 新 し い 組 成 物 及 び 方 法 の 開 発 を 提 供 す る こ と
が で き る 。 そ れ 故 、 必 要 と さ れ る も の は 、 従 来 未 知 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を コ ー ド す る 新 規 で か つ 有
用 な 核 酸 分 子 の 発 見 、 単 離 及 び 特 性 の 解 明 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 更 に 必 要 と さ れ る も の は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 し て 潜 在 的 な ア ゴ ニ ス ト や ア ン タ ゴ ニ ス ト と し
て 作 用 す る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 、 従 来 未 知 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 利 用 す る 検 定 法
で あ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は in vivoに お け る Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 を 調 節 す る た め の 治 療 薬 剤 と し
て 直 ち に 応 用 で き る も の で あ り 、 そ れ 故 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 に 関 す る 多 く の 病 気 の 治 療 に 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ こ に 引 用 す る い か な る 文 献 も 、 即 刻 応 用 で き る 「 先 行 文 献 」 と し て 可 能 な も の で あ る
と し て 採 用 し た こ と を 意 味 す る も の で は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 新 規 な 構 成 的 活 性 な ネ ズ ミ の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 、 を 同 定 し 、 及 び 発 現 の
特 性 を 解 明 し 、 並 び に 関 連 す る 病 気 の 同 定 及 び 治 療 の た め の 発 見 に 応 用 さ れ る 組 成 物 及 び
方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の よ う に 広 範 囲 に は 、 本 発 明 は 図 １ （ 配 列 番 号 １ ） の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核
酸 分 子 、 そ の バ リ ア ン ト （ 変 異 体 ） 、 そ の フ ラ グ メ ン ト （ 断 片 ） 、 又 は そ の 類 似 物 若 し く
は 誘 導 体 に 及 ぶ も の で あ る 。 本 発 明 の バ リ ア ン ト と し て は 、 対 立 遺 伝 子 バ リ ア ン ト 、 縮 重
遺 伝 子 バ リ ア ン ト 又 は 配 列 に お け る 縮 重 的 変 化 の 結 果 と し て の 対 立 遺 伝 子 バ リ ア ン ト が あ
る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 更 に 本 発 明 は 配 列 番 号 １ の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 又 は そ の バ リ ア ン ト と ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に も 及 ぶ も
の で あ る 。 尚 そ の 上 に 、 本 発 明 は 配 列 番 号 １ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 と ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に も
及 ぶ も の で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 後 述 す る 。
　 更 に 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列
を 含 ん で い る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に も 及 ぶ も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 上 述 し た 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た も の で
あ っ て も よ い 。 検 出 可 能 な 標 識 と し て こ こ で 用 い ら れ る 例 と し て は 、 酵 素 、 放 射 性 同 位 元
素 、 又 は 蛍 光 を 発 光 す る 化 学 物 質 が 含 ま れ る が 、 し か し な が ら こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 検
出 可 能 な 標 識 の 特 別 な 例 は 後 述 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 あ る 種 の ポ リ ペ プ チ ド も ま た 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 そ
の 保 存 的 バ リ ア ン ト 、 又 は そ の 類 似 体 若 し く は 誘 導 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 精 製 し た ポ リ
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ペ プ チ ド に も 及 ぶ も の で あ る 。 場 合 に よ っ て は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 検 出 可 能 に 標 識 さ
れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 加 え て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 産 生 に 使 用 さ れ た 免 疫 原 で あ る 場
合 の 抗 体 に も 及 ぶ も の で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ っ て も 又 は ポ リ ク ロ ー
ナ ル で あ っ て も よ い 。 更 に 抗 体 は 「 キ メ ラ 」 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 異 な る 種 に お け る
本 発 明 に 係 る 精 製 し た ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 じ た 抗 体 の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 含 ん で い
て も よ い 。 勿 論 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い て も よ い 。 こ こ に 用 い ら れ
て い る 検 出 可 能 な 標 識 の 特 別 な 例 は 後 述 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 更 に 配 列 番 号 １ 、 そ の バ リ ア ン ト 、 そ の 類 似 体 又 は 誘 導 体 、 或 い は 発 現 制 御 因
子 が 作 動 可 能 に 会 合 し て い る フ ラ グ メ ン ト （ 断 片 ） の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 を 含 ん で
い る 発 現 ベ ク タ ー に も 及 ぶ も の で あ る 。 尚 そ の 上 、 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー は 、 発 現 制
御 因 子 が 作 動 可 能 に 会 合 し て い る 配 列 番 号 １ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 と ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な 単 離 さ れ た 核 酸 分
子 を 含 ん で い て も よ く 、 或 い は 、 配 列 番 号 １ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 相
補 的 で あ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ こ こ で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
は 発 現 制 御 因 子 と 作 動 可 能 に 会 合 し て い る ） と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 で あ る 。 こ こ に 用 い ら れ て い る 発 現 制 御 因 子 の 特 別 な 例 は プ
ロ モ ー タ ー で あ る 。 本 発 明 に 利 用 可 能 な 特 別 な プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 ｈ Ｃ Ｍ Ｖ の 初
期 プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ワ
ク シ ニ ア の 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ オ ー マ の 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の 後 期 プ ロ モ ー
タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ワ ク シ ニ ア の 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ オ ー マ
の 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ｌ ａ ｃ シ ス テ ム 、 ｔ ｒ ｐ シ ス テ ム 、 Ｔ Ａ Ｃ シ ス テ ム 、 Ｔ Ｒ Ｃ シ ス テ
ム 、 λ フ ァ ー ジ の 主 要 な オ ペ レ ー タ ー 及 び プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 ｆ ｄ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 調
節 領 域 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ
ー 、 又 は 酵 母 α 接 合 因 子 の プ ロ モ ー タ ー を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト 又 は ト ラ ン ス フ ォ ー
ム す る こ と が で き 、 そ し て 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の バ リ ア ン ト を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド を 産 生 す る こ と が で き る 。 宿 主 細 胞 は 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 の い ず れ で も よ い 。 こ こ
で 用 い ら れ る 単 細 胞 の 特 別 な 例 と し て は 、 大 腸 菌 （ E． coli） シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomon
as） 、 バ シ ラ ス （ Bacillus） 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス （ Streptomyces） 、 酵 母 （ yeast） 、 Ｃ
Ｈ Ｏ 、 Ｒ １ .１ 、 Ｂ － Ｗ 、 Ｌ － Ｍ 、 Ｃ Ｏ Ｓ １ 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 、 Ｂ Ｓ Ｃ １ 、 Ｂ Ｓ Ｃ ４ ０ 、 Ｂ Ｍ Ｔ
１ ０ 及 び Ｓ ｆ ９ 細 胞 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 更 に 本 発 明 は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の バ リ ア ン ト 、 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含
む 精 製 し た ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 方 法 に も 及 ぶ も の で あ る 。 そ の よ う な 方 法 は 精 製 し た
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 、 本 発 明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て ト ラ ン ス フ ォ
ー ム 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 及 び 精 製 し た ポ リ ペ プ チ ド を 単
細 胞 宿 主 、 宿 主 細 胞 の 培 地 、 又 は そ の 双 方 か ら 採 集 す る こ と か ら 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は ま た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 活 性 を 調 節 す る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 す る 検 定 に も 及
ぶ も の で あ る 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は イ
ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト で あ り 得 る 。 そ れ 故 に 、 本 発 明 は 、 内 在 性 リ ガ ン ド の 存 在 下 で Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ を 発 現 す る 細 胞 に 潜 在 的 ア ゴ ニ ス ト を 接 触 さ せ る こ と 、 及 び 潜 在 的 ア ゴ ニ ス ト の 存
在 下 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 信 号 化 活 性 が 潜 在 的 ア ゴ ニ ス ト の な い 条 件 下 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 信 号
化 活 性 に 比 較 し て 増 大 す る か 否 か を 測 定 す る こ と か ら 成 る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の ア ゴ ニ ス ト を 同
定 す る 方 法 に も 及 ぶ も の で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 に も 及 ぶ も の で
あ る 。 そ の 方 法 は 潜 在 的 イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト を Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 発 現 し て い る 細 胞 に 接 触
さ せ る こ と 、 及 び 潜 在 的 イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト 及 び 内 在 性 リ ガ ン ド 又 は ア ゴ ニ ス ト の 存 在
下 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 信 号 化 活 性 が 、 内 在 性 リ ガ ン ド 又 は ア ゴ ニ ス ト は 存 在 し て い る が 潜 在
的 イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト の な い 条 件 下 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 信 号 化 活 性 に 比 較 し て 減 少 す る か
否 か を 測 定 す る こ と か ら 成 る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 勿 論 、 本 発 明 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 に も 及 ぶ も の で あ る 。 そ
の 方 法 は 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト を Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 発 現 し て い る 細 胞 に 接 触 さ せ る こ と 、 及
び 当 該 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト 存 在 下 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 信 号 化 活 性 が 、 内 在 性 リ ガ ン ド 又 は
ア ゴ ニ ス ト の 存 在 下 に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 活 性 に 比 較 し て 減 少 す る か 否 か を 測 定 す る 工
程 か ら 成 る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 そ れ 故 、 本 発 明 の 一 局 面 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 又 は そ の バ リ ア
ン ト を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 を 提 供 す る も の で あ る 。
　 本 発 明 の 一 局 面 は 、 ま た 配 列 番 号 １ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 配 列
番 号 １ に ハ イ ブ リ ッ ド す る こ と が 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 核 酸 分 子 の バ リ ア ン ト を 提 供 す
る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 更 に 本 発 明 の 一 局 面 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の バ リ ア ン ト 、 そ の フ ラ グ メ
ン ト 又 は そ の 類 似 体 若 し く は 誘 導 体 を 提 供 す る も の で あ る 。
　 更 に 本 発 明 の 一 局 面 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 、 そ の バ リ ア ン ト 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 又 は そ の 類
似 体 若 し く は 誘 導 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ そ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 発 現 制 御 因 子 に 作 動 可 能
に 会 合 し て い る ） を 含 ん で い る 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る も の で あ る 。
　 尚 更 に 、 本 発 明 は 免 疫 原 と し て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 、 そ の バ リ ア ン ト 、 そ の 類 似 体 若 し く は 誘
導 体 、 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 有 し て い る 抗 体 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 更 に そ の 上 、 本 発 明 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 を 調 節 す る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 す
る 方 法 を も 含 む も の で あ る 。 そ の よ う な 調 節 物 質 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ の ア ゴ ニ ス ト 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト で あ る か も 知 れ な い 。 尚
、 そ の 上 、 マ ウ ス に お い て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 は 、 例 え ば 種 々
の 炎 症 性 の 病 気 、 喘 息 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 （ Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ ） 、 及 び 関 節 リ ウ マ チ の よ う な 多 く
の 病 気 又 は 障 害 を 治 療 す る の に 利 用 さ れ る か も 知 れ な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 、 ま た 他 の 局 面 は 、 添 付 の 図 面 及 び 詳 細 な 説 明 を 参 照 す る こ と に よ っ
て よ り 良 く 理 解 す る こ と が で き る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
〔 詳 細 な 説 明 〕
　 上 述 の 通 り 、 本 発 明 は こ こ に お い て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ と 命 名 さ れ た 従 来 未 知 の Ｇ タ ン パ ク 質
共 役 型 受 容 体 を コ ー ド す る 従 来 未 知 の マ ウ ス 核 酸 分 子 に つ い て の 驚 異 的 で 意 外 な 発 見 に 関
す る も の で あ る 。 特 に 、 意 外 な こ と は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ は 免 疫 組 織 又 は 腎 臓 、 肝 臓 及 び 小 腸 の
よ う な 器 官 に お い て 発 現 さ れ て い る と い う 事 実 が 明 ら か と な っ た こ と で あ る 。 そ れ 故 、 Ｇ
Ａ Ｖ Ｅ １ ９ は 、 喘 息 、 関 節 リ ウ マ チ 、 Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ 等 の 種 々 の 炎 症 性 病 気 の 治 療 の た め の 医 薬
品 組 成 物 の 開 発 の 対 象 と し て 直 ち に 役 立 つ も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 を 記 載 す る た め に 詳 細 な 説 明 及 び 特 許 請 求 の 範 囲 を 通 し て 使 用 さ れ て い る 種 々 の
用 語 及 び 熟 語 は 以 下 の 通 り で あ る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ て い る 用 語 「 モ ジ ュ レ ー タ ー （ 調 節 因 子 ） 」 と は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 活 性
を 調 節 す る も の （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド 及 び 候 補 化 合 物 、 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を い う
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。 本 発 明 の モ ジ ュ レ ー タ ー （ 調 節 因 子 ） と し て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の ア ゴ ニ ス ト 、 部 分 ア ゴ
ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ て い る 用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 と は 、 受 容 体 に 結 合 し た と き に 細 胞 内 応 答 を
活 性 化 す る も の 、 又 は 膜 に 対 す る Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 を 増 大 さ せ る も の （ 例 え ば リ ガ ン ド 及 び 候 補
化 合 物 、 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を い う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ こ に 使 用 さ れ て い る 用 語 「 部 分 ア ゴ ニ ス ト 」 と は 、 受 容 体 に 結 合 し た と き に 細 胞 内 応
答 を 活 性 化 す る が 、 そ の 程 度 ／ 範 囲 が ア ゴ ニ ス ト に 比 べ て 小 さ い も の 、 又 は 膜 に 対 す る Ｇ
Ｔ Ｐ 結 合 を 増 大 さ せ る が 、 そ の 程 度 ／ 範 囲 が ア ゴ ニ ス ト に 比 べ て 小 さ い も の （ 例 え ば 、 リ
ガ ン ド 及 び 候 補 化 合 物 、 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を い う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ こ に 使 用 さ れ て い る 用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 と は 、 ア ゴ ニ ス ト が 結 合 す る 部 位 と 同 じ
部 位 の 受 容 体 に 競 合 的 に 結 合 す る も の （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド 及 び 候 補 化 合 物 、 但 し こ れ ら に
限 定 さ れ な い ） を い う 。 し か し な が ら 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 受 容 体 の 活 性 型 に よ り 開 始 さ れ
る 細 胞 内 応 答 を 活 性 化 せ ず 、 そ れ 故 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は 部 分 ア ゴ ニ ス ト に よ る 細 胞 内 応 答 を
阻 害 す る こ と が で き る 。 関 連 し た 局 面 に お い て 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は ア ゴ ニ ス ト 又 は 部 分 ア
ゴ ニ ス ト の 存 在 し な い と き の ベ ー ス ラ イ ン 細 胞 内 応 答 を 低 下 さ せ な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ こ に 使 用 さ れ て い る 用 語 「 イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト 」 と は 、 構 造 的 に 活 性 な 受 容 体 に 結
合 し 、 ベ ー ス ラ イ ン 細 胞 内 応 答 を 阻 害 す る も の （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド 及 び 候 補 化 合 物 、 但 し
こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を い う 。 ベ ー ス ラ イ ン 応 答 は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は 部 分 ア ゴ ニ ス ト が
存 在 し な い 或 い は 膜 に 対 す る Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 が 少 な い と き に 観 察 さ れ る も の で 、 受 容 体 の 活 性
型 が 正 常 の 活 性 基 準 値 以 下 の 場 合 に 開 始 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ こ に 使 用 さ れ て い る 用 語 「 候 補 化 合 物 」 と は 、 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に 適 用 可 能 な も の
（ 例 え ば 、 化 学 的 合 成 化 合 物 、 但 し こ れ に 限 定 さ れ な い ） を い う 。 或 る 実 施 例 に お い て は
、 こ の 用 語 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の ア ゴ ニ ス ト 、 部 分 ア ゴ ニ ス ト 、 イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト 又 は ア
ン タ ゴ ニ ス ト か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 化 合 物 と し て 公 知 の も の は 含 ま な い 。 こ れ ら の 化
合 物 は 伝 統 的 な 薬 物 発 見 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た も の で あ り 、 そ の 方 法 に は 、 受 容 体 に 特
異 的 な 内 因 性 リ ガ ン ド の 同 定 、 及 び ／ 又 は 受 容 体 に 対 す る 候 補 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ が
含 ま れ る が 、 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 効 果 を 評 価 す る た め に は 競 合 的 検 定 が 必 要 と さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ こ に 使 用 さ れ て い る よ う に 、 用 語 「 構 造 的 に 活 性 化 さ れ た 受 容 体 」 又 は 「 自 律 的 に 活
性 な 受 容 体 」 は 、 こ こ で は 相 互 に 代 替 可 能 な も の と し て 使 用 さ れ て お り 、 リ ガ ン ド の 存 在
し な い 条 件 下 で 活 性 化 の 対 象 と な る 受 容 体 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 構 造 的 に 活 性 化 さ れ た
受 容 体 は 内 因 性 （ 例 え ば Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ） 、 又 は 非 内 因 性 、 即 ち Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 場 合 、 組 換 え 技
術 に よ り 野 生 型 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 突 然 変 異 に よ る 構 造 的 型 を 産 生 す る よ う に 修 飾 す る こ と が で き
る （ 例 え ば EP 1071701； WO 00／ 22129； WO 00／ 22131； 及 び U.S. Pat. Nos. 6,150,393及
び 6,140,509参 照 。 こ こ に 文 献 と し て そ の ま ま の 全 部 が 含 ま れ て い る ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ こ に 使 用 さ れ て い る よ う に 、 用 語 「 構 成 的 受 容 体 活 性 化 」 と は 、 内 因 性 リ ガ ン ド 又 は
そ の 化 学 的 均 等 物 と の 受 容 体 結 合 以 外 の 方 法 に よ り 、 活 性 状 態 に お け る 受 容 体 の 安 定 化 を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ こ に 使 用 さ れ て い る よ う に 、 用 語 「 リ ガ ン ド 」 と は 、 他 の 分 子 に 結 合 す る も の を い い
、 ホ ル モ ン 又 は 神 経 伝 達 物 質 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 そ し て 更 に 受
容 体 に 対 し 立 体 的 選 択 性 を も っ て 結 合 す る も の を い う 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 こ こ に 使 用 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 又 は 核 酸 に つ い て 用 い ら れ る 用 語 「
フ ァ ミ リ ー 」 と は 、 外 観 上 共 通 の 構 成 ド メ イ ン を 有 し 、 か つ こ こ で 定 義 さ れ て い る よ う に
十 分 な ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 同 一 性 を 有 し て い る 二 つ 又 は そ れ 以 上 の タ ン パ ク
質 又 は 核 酸 分 子 を 意 味 す る 。 そ の よ う な フ ァ ミ リ ー 構 成 物 は 自 然 に 発 生 し 、 そ し て 同 種 又
は 異 種 の 双 方 か ら 由 来 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 一 つ の フ ァ ミ リ ー は 、 ヒ ト 起 源 の 第 一 タ
ン パ ク 質 及 び そ の タ ン パ ク 質 の マ ウ ス 起 源 の 相 同 体 、 同 様 に 第 二 タ ン パ ク 質 と し て ヒ ト 起
源 の 別 の タ ン パ ク 質 及 び マ ウ ス 起 源 の そ の 第 二 タ ン パ ク 質 の 相 同 体 と を 含 む こ と が で き る
。 ま た 一 つ の フ ァ ミ リ ー の 構 成 物 は 共 通 の 作 用 特 性 を 有 す る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ て い る よ う に 、 用 語 「 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 活 性 」 、 「 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 生 物 活 性
」 及 び 「 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 作 用 活 性 」 と は 、 標 準 的 技 術 に 基 づ い て  又 は  で
測 定 さ れ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 応 答 細 胞 に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核
酸 分 子 に よ っ て 影 響 を 受 け た 活 性 を 意 味 す る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 活 性 は 、 第 二 タ ン パ ク 質 の 酵
素 活 性 に 会 合 し た よ う な 直 接 的 活 性 或 い は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 と 第 二 タ ン パ ク 質 と
の 相 互 作 用 に よ り 仲 介 さ れ る 細 胞 信 号 化 活 性 の よ う な 間 接 的 活 性 で あ っ て も よ い 。 特 別 な
実 施 例 に お い て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 活 性 は 次 の 活 性 を 少 な く と も 一 つ 又 は そ れ 以 上 含 む も の で
あ る が 、 但 し 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い ： （ ｉ ） Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 信 号 化 経 路 に お い て タ ン パ ク
質 と 相 互 作 用 す る 能 力 ； （ ii） Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ リ ガ ン ド と 相 互 作 用 す る 能 力 ； 及 び （ iii）
細 胞 内 標 的 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 更 に 、 本 発 明 に 従 い 、 技 術 水 準 に お け る 通 常 の 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 及 び 組 換 え Ｄ Ｎ
Ａ 技 術 を 採 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 術 は 文 献 に お い て 完 全 に 説 明 さ れ て い る 。
例 え ば 、 Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Se
cond Edition (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
 York (以 下 「 Sambrook et al., 1989」 と い う ); DNA Cloning; A Practical Approach, 
Volumes I and II (D.N. Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait ed
. 1984); Nucleic Acid Hybridization [B.D. Hames & S.J. Higgins eds. (1985)]; Tra
nscription And Translation [B.D. Hames & S.J. Higgins, eds. (1984)]; Animal Cell
 Culture [R.I. Freshney, ed. (1986)]; Immobilized Cells And Enzymes [IRL Press, 
(1986)]; B.Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); F.M. Ausbel et
 al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (19
94)。
　 そ れ 故 、 こ こ に 表 わ さ れ て い る 限 り 、 以 下 の 用 語 は 下 記 に 呈 示 す る 定 義 を 有 す る も の で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 ベ ク タ ー 」 と は 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 又 は コ ス ミ ド の よ う な レ プ リ コ ン を い
い 、 他 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト が 連 結 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 と し て 連 結 さ れ た セ グ メ ン ト
の 複 製 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 こ こ で 、 「 レ プ リ コ ン 」 と は 、  に お け る Ｄ Ｎ
Ａ 複 製 の 自 律 的 単 位 、 即 ち 、 そ れ 自 身 の 制 御 下 に お い て 複 製 可 能 な 作 用 を 有 す る あ ら ゆ る
遺 伝 的 要 素 （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 染 色 体 、 ウ イ ル ス ） を い う 。 ベ ク タ ー の 特 殊 な 実 施 例
は 後 述 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 カ セ ッ ト 」 と は 、 特 異 的 制 限 部 位 に お い て ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ 得 る Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト
を 意 味 す る 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト は 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て お り 、 カ セ ッ ト
と 制 限 酵 素 認 識 部 位 は 、 転 写 及 び 翻 訳 に 関 し て 正 し い 読 み 取 り フ レ ー ム に な る よ う に カ セ
ッ ト が 挿 入 さ れ る こ と が 保 証 で き る よ う に 設 計 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 外 来 性 又 は 異 種 Ｄ Ｎ Ａ が 細 胞 内 部 に 取 り 入 れ ら れ た と き に 、 細 胞 は 「 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
」 さ れ た と い う 。 そ し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が 表 現 型 変 化 に 影 響 を 及 ぼ す と き
、 細 胞 は 外 因 性 又 は 異 種 Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て 「 ト ラ ン ス フ ォ ー ム 」 さ れ た と い う 。 好 ま し く は
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、 ト ラ ン ス フ ォ ー ム す る Ｄ Ｎ Ａ は 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ に 組 み 込 ま れ て （ 共 有 結 合 に よ っ て 連 結 し
） 細 胞 の ゲ ノ ム に 仕 上 げ ら れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 異 種 」 Ｄ Ｎ Ａ と は 、 細 胞 の 中 に 自 然 の 状 態 で は 存 在 し て い な い 、 又 は 細 胞 の 染 色 体 中
に 存 在 し て い な い Ｄ Ｎ Ａ を い う 。 好 ま し く は 、 異 種 Ｄ Ｎ Ａ に は 細 胞 に と っ て は 外 来 の 遺 伝
子 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 相 同 的 組 換 え 」 と は 、 ベ ク タ ー の 外 来 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 染 色 体 へ 挿 入 す る こ と を い う 。 特
に 、 ベ ク タ ー は 相 同 的 組 換 え の た め に 染 色 体 の 特 異 部 位 を 標 的 と す る 。 特 異 的 相 同 的 組 換
え の た め に は 、 ベ ク タ ー は 相 補 的 結 合 と 染 色 体 へ の ベ ク タ ー の 取 込 み の た め に 、 染 色 体 配
列 に 対 し て 相 同 関 係 の あ る 十 分 に 長 い 領 域 を 含 ん で い る 必 要 が あ る 。 相 同 関 係 の あ る 領 域
が 長 け れ ば 長 い 程 、 ま た 配 列 の 相 同 性 の 程 度 が 大 き け れ ば 大 き い 程 、 相 同 的 組 換 え の 効 率
は 増 大 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

　 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 図 １ （ 配 列 番 号 １ ） の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 そ の バ リ ア ン ト 、 そ の フ
ラ グ メ ン ト 又 は そ の 類 似 体 若 し く は 誘 導 体 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 及 ぶ も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 核 酸 分 子 」 と は 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ ア デ ノ シ ン 、 グ ア ノ シ ン 、 ウ リ ジ ン 又 は シ チ ジ
ン ； 「 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 」 ） 又 は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ デ オ キ シ ア デ ノ シ ン 、 デ オ キ シ グ
ア ノ シ ン 、 デ オ キ シ チ ミ ジ ン 又 は デ オ キ シ シ チ ジ ン ； 「 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 」 ） の リ ン 酸 エ ス テ ル
の ポ リ マ ー 型 、 或 い は そ れ ら の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 及 び チ オ エ ス テ ル の よ う な リ ン 酸 エ ス
テ ル 類 似 体 を い い 、 一 本 鎖 型 又 は 二 本 鎖 ヘ リ ッ ク ス の ど ち ら で あ っ て も よ い 。 ま た 二 本 鎖
Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び Ｒ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ヘ リ ッ ク ス で あ っ て も よ い 。 核 酸
分 子 、 特 に Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 用 語 は 、 こ れ ら 分 子 の 一 次 及 び 二 次 構 造 の み を い い 、
そ し て そ れ は い か な る 特 別 な 三 次 構 造 に 限 定 す る も の で は な い 。 こ の よ う に 、 こ の 用 語 は
二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 な か で も 線 状 又 は 環 状 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 （ 例 え ば 、 制 限 フ ラ グ メ ン ト ） 、 プ ラ ス
ミ ド 及 び 染 色 体 を 含 む も の で あ る 。 特 別 な 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 構 造 に つ い て 論 じ る と 、 配 列
は こ こ で は 転 写 さ れ て い な い Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に 沿 っ て ５ ′ か ら ３ ′ 方 向 へ の 配 列 （ 即 ち 、 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ に 対 し て 相 同 な 配 列 を 有 す る 鎖 ） と し て の み 与 え ら れ る 通 常 の 取 決 め に 従 っ て 記 載 さ れ
て い る 。 「 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 」 と は 、 分 子 生 物 学 的 操 作 を 受 け た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 と は 、 核 酸 の 天 然 材 料 の 中 に 存 在 し て い る 他 の 核 酸 分 子 か ら 分
離 さ れ た も の を い う 。 特 に 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 と は 、 核 酸 起 源 の 器 官 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に お
い て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド す る 核 酸 の 両 端 に 自 然 の 状 態 で 存 在 す る 配 列 （ 即 ち 、 核 酸 の ５
′ 及 び ３ ′ 末 端 に 位 置 す る 配 列 ） を 含 ま な い 。 い く つ か の 実 施 例 に お い て は 、 単 離 さ れ た
Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 核 酸 分 子 は 核 酸 起 源 の 細 胞 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に お い て 核 酸 分 子 の 両 端 に 自 然 状
態 で 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 約 ５ ｋ ｂ 、 ４ ｋ ｂ 、 ３ ｋ ｂ 、 ２ ｋ ｂ 、 １ ｋ ｂ 、 ０ .５ ｋ
ｂ 又 は ０ .１ ｋ ｂ よ り も 小 さ い も の を 含 む こ と が で き る 。 更 に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の よ う な 「
単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 は 組 換 え 技 術 で 作 成 さ れ た 場 合 は 他 の 細 胞 成 分 又 は 培 地 を 実 質 的 に
含 ん で い な い こ と 、 或 い は 化 学 合 成 で 作 成 さ れ た 場 合 は 化 学 前 駆 体 又 は 他 の 化 合 物 を 実 質
的 に 含 ん で い な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 、 例 え ば 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は そ の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の あ ら ゆ る フ ラ グ メ ン ト 若 し く は 相 補 体 、 又 は そ の 類 似 体 若 し く は 誘 導 体 は 、 標 準 的
分 子 生 物 学 技 術 及 び こ こ に 提 供 さ れ た 配 列 情 報 を 用 い て 単 離 す る こ と が で き る 。 配 列 番 号
１ の 核 酸 配 列 の 全 部 又 は 部 分 を ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と に よ り 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ
１ ９ 核 酸 分 子 は 標 準 的 ハ イ ブ リ ッ ド 及 び ク ロ ー ニ ン グ 技 術 （ 例 え ば 、 Sambrook等 の 記 載 の
よ う な ） に よ り 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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本 発 明 に 係 る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子



　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 鋳 型 と し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 そ し て 適 当
な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 標 準 的 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 技 術 に 従 っ て 、 増 幅 す る こ
と が で き る 。 そ の よ う な プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 １ か ら 得 ら れ る 情 報 及 び 通 常 の 実 験 技 術 を
用 い て 容 易 に 作 成 す る こ と が で き る 。 更 に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 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 的 合 成 技 術 、 例 え ば 自 動 化 Ｄ Ｎ Ａ シ ン テ サ イ ザ ー を 用 い て 調 製 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 発 明 は 更 に 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ
ブ リ ッ ド 条 件 下 で Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 相 補 的 な ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ ー ブ に ハ イ ブ
リ ッ ド 可 能 な 、 又 は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ッ ド 条 件 下 で 双 方 に ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な
単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 及 ぶ も の で あ る 。 特 に 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 ん で
い る 核 酸 分 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ッ ド 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な 単 離 さ れ た
核 酸 分 子 、 又 は 配 列 番 号 １ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 ん で い る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 対 し て 相 補 的
で あ る プ ロ ー ブ に も 及 ぶ も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 核 酸 分 子 の 一 本 鎖 型 を 適 当 な 温 度 及 び 溶 液 イ オ ン 強 度 （ 後 述 の Sambrook等 参 照 ） 条 件 下
で 他 の 核 酸 分 子 と ア ニ ー ル さ せ る こ と が で き る と き に 、 核 酸 分 子 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ の よ う な 他 の 核 酸 分 子 と 「 ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 」 と い う 。 温 度 及 び イ オ ン 強 度
の 条 件 が ハ イ ブ リ ッ ド の 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 相 同 な 核 酸 の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ と し て は 、 Ｔ m  ５ ５ ℃ に 相 当 す る 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 条 件 を 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、
０ .２ ５ ％ ミ ル ク 、 ホ ル ム ア ミ ド は 無 添 加 ； 又 は ３ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .５
％ Ｓ Ｄ Ｓ ） 。 高 め の Ｔ m に 相 当 す る 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 条 件 と し
て は 、 例 え ば ４ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × 又 は ６ × Ｓ Ｓ Ｃ を 用 い る こ と が で き る 。 最 も 高 い
Ｔ m に 相 当 す る 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 条 件 と し て は 、 例 え ば ５ ０ ％ ホ ル
ム ア ミ ド 、 ５ × 又 は ６ × Ｓ Ｓ Ｃ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド に は 二 つ の 核 酸 が 相 補 的 配 列 を 含 ん で い る こ と が 要 求 さ れ る が 、 ハ イ ブ リ
ッ ド の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に よ っ て は 、 塩 基 間 で の ミ ス マ ッ チ も 起 こ り 得 る 。 核 酸 の ハ イ
ブ リ ッ ド に と っ て 適 当 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 核 酸 の 長 さ 及 び 相 補 性 の 度 合 い に 依 存 し て
、 変 更 可 能 で あ る こ と は 、 技 術 常 識 と し て よ く 知 ら れ て い る 。 二 つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間
の 類 似 性 又 は 相 同 性 の 程 度 が 高 け れ ば 高 い 程 、 こ れ ら の 配 列 を 有 す る 核 酸 の ハ イ ブ リ ッ ド
の Ｔ m 値 は 高 い も の と な る 。 核 酸 の 相 対 的 安 定 度 （ よ り 高 い Ｔ m に 対 応 す る ） は 、 次 の 順 で
減 少 す る ： Ｒ Ｎ Ａ ： Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ ： Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ ： Ｄ Ｎ Ａ 。 長 さ と し て １ ０ ０ ヌ ク レ
オ チ ド 以 上 の ハ イ ブ リ ッ ド の 場 合 、 Ｔ m を 計 算 す る た め の 平 衡 定 数 は 導 き 出 さ れ て い る （
後 述 の Sambrook等 、 ９ .５ ０ － ０ .５ １ 参 照 ） 。 よ り 短 い 核 酸 即 ち オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用
い た ハ イ ブ リ ッ ド の 場 合 は 、 ミ ス マ ッ チ の 位 置 は よ り 重 要 と な り 、 そ し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 長 さ が そ の 特 異 性 を 決 定 す る こ と と な る （ 後 述 の Sambrook等 、 １ １ .７ － １ １ .８ 参
照 ） 。 ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な 核 酸 分 子 の 最 短 長 は 、 少 な く と も 約 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 更
に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ６
０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 本 発 明 の 特 別 な 実 施 例 に お い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な 核 酸 分 子 は
長 さ と し て 少 な く と も ３ ０ ０ 、 ３ ２ ５ 、 ３ ５ ０ 、 ３ ７ ５ 、 ４ ０ ０ 、 ４ ５ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ６ ０
０ 、 ６ ５ ０ 、 ７ ０ ０ 、 ８ ０ ０ 、 ９ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ 又 は １ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 そ し
て 配 列 番 号 １ 、 そ の 相 補 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 好 ま し く は コ ー ド
配 列 を 含 ん で い る 核 酸 分 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ て い る よ う に 、 用 語 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド す る 」
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Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 可 能 な 単 離 さ れ た 核 酸 分 子



と は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 少 な く と も ５ ５ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 そ し て 好 ま し く
は ７ ５ ％ 、 或 い は よ り 相 補 的 に 互 い に 典 型 的 に ハ イ ブ リ ッ ド を 維 持 す る よ う な ハ イ ブ リ ッ
ド 及 び 洗 浄 の 条 件 を 記 述 し て い る こ と を 意 味 す る 。 こ の よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件
は 、 技 術 水 準 と し て 既 知 の も の で あ り 、 「 Current Protocols in Molecular Biology」 , 
John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6に 見 い 出 す こ と が で き る 。 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な ハ イ ブ リ ッ ド 条 件 の 好 ま し い 、 但 し 限 定 的 で は な い 例 と し て は 、 ６ × 塩 化 ナ ト リ ウ
ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｓ Ｃ ） 中 、 約 ４ ５ ℃ で ハ イ ブ リ ッ ド し 、 ０ .２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .
１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 ５ ０ ～ ６ ５ ℃ で １ 回 又 は そ れ 以 上 洗 浄 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、
配 列 番 号 １ の 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド す る 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核
酸 分 子 又 は そ の 相 補 体 は 自 然 発 生 の 核 酸 分 子 に 対 応 す る を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ こ に 使
用 さ れ て い る よ う に 「 自 然 発 生 」 の 核 酸 分 子 と は 、 自 然 界 で 発 生 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
有 す る Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 意 味 す る （ 例 え ば 、 天 然 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の ） 。
当 業 者 で あ れ ば 、 当 該 条 件 は 配 列 特 異 的 変 動 性 （ 例 え ば 、 長 さ 、 Ｇ － Ｃ 含 有 率 等 ） の 観 点
か ら 変 更 す る こ と が で き る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 は 、 類 似 特 性 を 有 す る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 類 縁 分 子 の 診 断 薬 と し て 使 用 さ れ 得 る Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る こ と を 意 図 す る 。 こ の 診 断 用 フ ラ グ メ ン ト は 両 端 の
配 列 を 含 む Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 の い か な る 部 分 に 由 来 す る も の で あ っ て も よ い 。 こ の フ ラ
グ メ ン ト は 既 知 の 方 法 を 実 践 す る ラ イ ブ ラ リ ー プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 更 に 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 一 部 分 に 過 ぎ な い も の
、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る フ ラ グ メ ン ト 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ
１ ９ の 生 物 学 的 に 活 性 な 一 部 分 を コ ー ド す る フ ラ グ メ ン ト を も 含 む も の で あ る 。 例 え ば 、
そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 配 列 番 号 ２ の 約 １ か ら 約 １ ４ ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る
領 域 を 含 む こ と が で き る が 、 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ヒ ト Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ に よ り 決 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り 、 他
の 細 胞 型 、 例 え ば 他 の 組 織 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 相 同 体 及 び 他 の 動 物 由 来 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 相 同 体
の 同 定 及 び ／ 又 は ク ロ ー ニ ン グ の た め の プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー を 作 成 す る こ と が で き る
。 こ の プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー は 十 分 に 精 製 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 典 型 的 に 含 ん で い る
。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 番 号 １ の セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス 配 列 、 又 は 自 然 発 生 の
配 列 番 号 １ の 突 然 変 異 体 の 少 な く と も 約 １ ２ 、 好 ま し く は ２ ５ 、 よ り 好 ま し く は ５ ０ 、 ７
５ 、 １ ０ ０ 、 １ ２ ５ 、 １ ５ ０ 、 １ ７ ５ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ３ ５ ０ 又 は ４ ０ ０ の 連
続 し た ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
領 域 を 典 型 的 に 含 ん で い る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ く プ ロ ー ブ は 、 類 似 の
又 は 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 転 写 産 物 又 は ゲ ノ ム 配 列 を 検 定 す る の に 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ て い る よ う に 、 本 発 明 に 係 る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 の 「 フ ラ グ メ ン ト 」 又
は 「 一 部 分 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も １ ２ 、 好 ま し く は 約 ２ ５ 、 よ り 好 ま し く は 約 ５ ０
、 ７ ５ 、 １ ０ ０ 、 １ ２ ５ 、 １ ５ ０ 、 １ ７ ５ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ３ ５ ０ 又 は ４ ０ ０
の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い る こ と を 意 味 す る 。 そ れ 故 、 本 発 明 に 係 る 単 離 さ れ た
核 酸 分 子 の 「 フ ラ グ メ ン ト 」 が 単 に １ 又 は ２ 個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る と い う こ と は な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ プ チ ド の 「 フ ラ グ メ ン ト 」 又 は 「 一 部 分 」 は 、 少 な く と も
９ 個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で い る 。 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の 特
別 な 実 施 例 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 、 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に 結 合 す る エ ピ ト ー プ を 含 ん で
い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 生 物 学 的 に 活 性 な 一 部 分 」 を コ ー ド す る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｇ Ａ Ｖ

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-517398 A 2005.6.16



Ｅ １ ９ 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番 号 １ の 一 部 分 を 単 離 す る こ
と 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の コ ー ド さ れ た 一 部 分 を 発 現 す る こ と （ 例 え ば  で の
組 換 え 発 現 ） 、 及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の コ ー ド さ れ た 一 部 分 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 調 製
す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 は 更 に 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と は 相 違 し 、 そ し
て そ れ 故 に 配 列 番 号 １ に 示 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た と 同 様 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ
１ ９ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 本 発 明 は 更 に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 相 同 な 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 例 え ば 配 列 番 号
１ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 相 同 な も の に も 及 ぶ 。 長 さ が 明 示 さ れ た Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド の 中 、 少 な く と も 約 ５ ０ ％ （ 好 ま し く は 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 そ
し て 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 又 は ９ ５ ％ ） が 対 を な す と き 、 ２ 本 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列
は 「 実 質 的 に 相 同 」 又 は 「 実 質 的 に 類 似 」 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 実 質 的 に 相 同 で あ る 配 列 は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い た 配 列 デ ー タ バ ン ク 、 又 は
例 え ば 特 殊 な シ ス テ ム の た め に 定 義 さ れ た ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で の サ ザ ン ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 に お い て 使 用 可 能 な 標 準 的 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 配 列 を 比 較 す る こ と
に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 適 当 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 決 定 に つ い て は 技
術 水 準 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 後 述 す る Maniatis 等 ; 後 述 す る Ｄ Ｎ Ａ  Cloning Vols. I 
& II; 後 述 す る Nucleic Acid Hybridizationを 参 照 。
　 更 に 、 他 の 種 （ Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 相 同 体 ） 由 来 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 を 、 ヒ ト Ｇ Ａ Ｖ Ｅ
１ ９ と は 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て コ ー ド す る 核 酸 分 子 も 、 本 発 明 の 請 求 範 囲 に 属
す る こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

　 本 発 明 は 、 ま た 配 列 番 号 １ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 ん で い る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 の バ リ ア ン ト
に も 及 ぶ 。 そ の よ う な バ リ ア ン ト と は 、 縮 重 し た も の 、 対 立 遺 伝 子 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 に 係 る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 自 然 対 立 遺 伝 子 バ リ ア ン ト 及 び 相 同 体 に 対 応 す
る 核 酸 分 子 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ッ ド 条 件 下 で 標 準 的 ハ イ ブ リ ッ ド 技 術 に 従 っ
て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て マ ウ ス の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は そ の 一 部 分 を 用 い て 、
こ こ に 開 示 さ れ て い る マ ウ ス の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 核 酸 と の 同 一 性 に 基 づ い て 単 離 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ て い る 用 語 「 相 当 す る 」 と は 、 類 似 性 又 は 相 同 性 を 測 定 し た 分 子 か ら 正
確 な 位 置 が 同 一 又 は 相 違 し て い る か に 関 わ ら ず 、 類 似 す る 又 は 相 同 な 配 列 を い う も の と す
る 。 こ の よ う に 、 用 語 「 相 当 す る 」 と は 、 配 列 の 類 似 性 を い う も の で あ っ て 、 ア ミ ノ 酸 残
基 又 は ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 数 に つ い て い う も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 更 に 、 遺 伝 暗 号 に お け る コ ド ン の 縮 重 す る 特 性 に よ り 、 本 発 明 に 係 る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン
パ ク 質 は 幾 つ も の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 「 縮 重 特 性 」 と は 、 遺 伝 暗
号 に 応 じ て あ る 特 定 の ア ミ ノ 酸 を 特 定 す る 異 な っ た ３ 文 字 コ ド ン の 使 用 を 意 味 す る 。 以 下
の コ ド ン が そ れ ぞ れ の 特 定 ア ミ ノ 酸 の コ ー ド に 相 互 変 換 可 能 的 に 使 用 さ れ る こ と は 技 術 水
準 と し て 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Ｐ ｈ ｅ 又 は Ｆ ） ： Ｕ Ｕ Ｕ 又 は Ｕ Ｕ Ｃ
　 ロ イ シ ン （ Ｌ ｅ ｕ 又 は Ｌ ） ： Ｕ Ｕ Ａ 又 は Ｕ Ｕ Ｇ 又 は Ｃ Ｕ Ｕ 又 は Ｃ Ｕ Ｃ 又 は Ｃ Ｕ Ａ 又 は Ｃ
Ｕ Ｇ
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相 同 核 酸 分 子

本 発 明 に 係 る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 の バ リ ア ン ト



　 イ ソ ロ イ シ ン （ Ｉ ｌ ｅ 又 は Ｉ ） ： Ａ Ｕ Ｕ 又 は Ａ Ｕ Ｃ 又 は Ａ Ｕ Ａ
　 メ チ オ ニ ン （ Ｍ ｅ ｔ 又 は Ｍ ） ： Ａ Ｕ Ｇ
　 バ リ ン （ Ｖ ａ ｌ 又 は Ｖ ） ： Ｇ Ｕ Ｕ 又 は Ｇ Ｕ Ｃ 又 は Ｇ Ｕ Ａ 又 は Ｇ Ｕ Ｇ
　 セ リ ン （ Ｓ ｅ ｒ 又 は Ｓ ） ： Ｕ Ｃ Ｕ 又 は Ｕ Ｃ Ｃ 又 は Ｕ Ｃ Ａ 又 は Ｕ Ｃ Ｇ 又 は Ａ Ｇ Ｕ 又 は Ａ Ｇ
Ｃ
　 プ ロ リ ン （ Ｐ ｒ ｏ 又 は Ｐ ） ： Ｃ Ｃ Ｕ 又 は Ｃ Ｃ Ｃ 又 は Ｃ Ｃ Ａ 又 は Ｃ Ｃ Ｇ
　 ト レ オ ニ ン （ Ｔ ｈ ｒ 又 は Ｔ ） ： Ａ Ｃ Ｕ 又 は Ａ Ｃ Ｃ 又 は Ａ Ｃ Ａ 又 は Ａ Ｃ Ｇ
　 ア ラ ニ ン （ Ａ ｌ ａ 又 は Ａ ） ： Ｇ Ｃ Ｕ 又 は Ｇ Ｃ Ｇ 又 は Ｇ Ｃ Ａ 又 は Ｇ Ｃ Ｇ
　 チ ロ シ ン （ Ｔ ｙ ｒ 又 は Ｙ ） ： Ｕ Ａ Ｕ 又 は Ｕ Ａ Ｃ
　 ヒ ス チ ジ ン （ Ｈ ｉ ｓ 又 は Ｈ ） ： Ｃ Ａ Ｕ 又 は Ｃ Ａ Ｃ
　 グ ル タ ミ ン （ Ｇ ｌ ｎ 又 は Ｑ ） ： Ｃ Ａ Ａ 又 は Ｃ Ａ Ｇ
　 ア ス パ ラ ギ ン （ Ａ ｓ ｎ 又 は Ｎ ） ： Ａ Ａ Ｕ 又 は Ａ Ａ Ｃ
　 リ シ ン （ Ｌ ｙ ｓ 又 は Ｋ ） ： Ａ Ａ Ａ 又 は Ａ Ａ Ｇ
　 ア ス パ ラ キ ン 酸 （ Ａ ｓ ｐ 又 は Ｄ ） ： Ｇ Ａ Ｕ 又 は Ｇ Ａ Ｃ
　 グ ル タ ミ ン 酸 （ Ｇ ｌ ｕ 又 は Ｅ ） ： Ｇ Ａ Ａ 又 は Ｇ Ａ Ｇ
　 シ ス テ イ ン （ Ｃ ｙ ｓ 又 は Ｃ ） ： Ｕ Ｇ Ｕ 又 は Ｕ Ｇ Ｃ
　 ア ル ギ ニ ン （ Ａ ｒ ｇ 又 は Ｒ ） ： Ｃ Ｇ Ｕ 又 は Ｃ Ｇ Ｃ 又 は Ｃ Ｇ Ａ 又 は Ｃ Ｇ Ｇ 又 は Ａ Ｇ Ａ 又 は
Ａ Ｇ Ｇ
　 グ リ シ ン （ Ｇ ｌ ｙ 又 は Ｇ ） ： Ｇ Ｇ Ｕ 又 は Ｇ Ｇ Ｃ 又 は Ｇ Ｇ Ａ 又 は Ｇ Ｇ Ｇ
　 ト リ プ ト フ ァ ン （ Ｔ ｒ ｐ 又 は Ｗ ） ： Ｕ Ｇ Ｇ
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 終 止 コ ド ン 　 Ｕ Ａ Ａ （ オ ー カ ー ） 、 又 は Ｕ Ａ Ｇ （ ア ン バ ー ） 又 は Ｕ Ｇ Ａ （ オ パ ー ル ）
　 上 記 に 特 定 さ れ て い る コ ド ン は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 対 す る も の で あ る 。 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ コ ド ン
は Ｕ を Ｔ に 置 き 換 え た も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 配 列 番 号 １ に 見 ら れ る マ ウ ス の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
の ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 化 を も た ら す Ｄ Ｎ Ａ 配 列 多 型 が 一 つ の 集 団 の 中 に 存 在 す る か も 知 れ な
い と い う こ と は 当 業 者 に 理 解 さ れ る も の と 思 わ れ る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 に お け る そ の よ
う な 遺 伝 的 多 型 は 、 自 然 対 立 遺 伝 子 変 異 に よ り 一 つ の 集 団 の 個 々 の 中 に も 存 在 す る か も 知
れ な い 。 対 立 遺 伝 子 と は 同 一 遺 伝 子 座 に お い て 選 択 的 に 起 こ る 遺 伝 子 群 の 一 つ を い う 。 こ
こ で 使 用 さ れ て い る 用 語 「 遺 伝 子 」 及 び 「 組 換 え 遺 伝 子 」 と は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質
、 好 ま し く は 哺 乳 類 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 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
（ 読 取 り 枠 ） を 含 ん で い る 核 酸 分 子 を い う 。 こ こ で 使 用 さ れ て い る 熟 語 「 対 立 遺 伝 子 バ リ
ア ン ト 」 と は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 座 で 起 こ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 選 択 的 対 立 遺 伝 子 は 多 数 の 異 な っ た 個 体 中 の 興
味 あ る 遺 伝 子 の 配 列 分 析 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 そ れ は 種 々 の 個 体 に お け る 同 一
遺 伝 子 座 を 同 定 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い て 容 易 に 行 う こ と が で
き る 。 い か な る 、 そ し て 全 て の そ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 変 異 及 び そ の 結 果 と し て の ア ミ ノ
酸 多 型 、 並 び に 、 自 然 対 立 遺 伝 子 変 異 の 結 果 に よ る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 変 異 で 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
の 機 能 的 活 性 を 変 更 し な い も の も 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 更 に 、 本 発 明 に 係 る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 の バ リ ア ン ト は 、 通 常 の 実 験 技 術 、 例 え ば 位 置
指 定 突 然 変 異 誘 発 を 用 い た 技 術 水 準 の 一 つ に よ っ て 容 易 に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 は 、 ま た ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 即 ち 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る セ ン ス 核 酸 に 対 し
て 相 補 的 、 例 え ば 、 二 重 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の コ ー ド 鎖 に 対 し て 相 補 的 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 対
し て 相 補 的 で あ る 分 子 に も 及 ぶ も の で あ る 。 そ れ 故 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は セ ン ス 核 酸 と 水 素
結 合 で 結 合 す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 全 部 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ コ ー ド 鎖 又 は そ の
一 部 分 の み 、 例 え ば タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 （ 即 ち 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ） の 全
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部 又 は 一 部 分 に 対 し て 相 補 的 で あ る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー ド 鎖 の 非 コ ー ド 領 域 に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ り 得 る 。 非 コ ー ド
領 域 （ 「 ５ ′ 及 び ３ ′ 非 翻 訳 領 域 」 ） は 、 コ ー ド 領 域 に 隣 接 す る ５ ′ 及 び ３ ′ 配 列 で あ り
、 そ し て ア ミ ノ 酸 へ 翻 訳 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ こ に 開 示 さ れ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド す る コ ー ド 鎖 配 列 （ 例 え ば 配 列 番 号 １ ） に つ い
て 、 本 発 明 に 係 る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 ワ ト ソ ン － ク リ ッ ク 型 塩 基 対 の 規 則 に 従 っ て デ ザ
イ ン す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 全 コ ー ド 領 域
に 対 し て 相 補 的 で あ り 得 る が 、 し か し よ り 好 ま し く は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の コ ー ド
鎖 又 は 非 コ ー ド 鎖 の 一 部 分 に 対 し て の み 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 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 開 始 部 位 周 辺
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 、 約 ５ 、 １
０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ３ ５ 、 ４ ０ 、 ４ ５ 又 は ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。 本
発 明 に 係 る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 技 術 水 準 と し て 公 知 の 工 程 を 用 い て 、 化 学 合 成 及 び 酵 素
的 連 結 反 応 に よ り 構 成 す る こ と が で き 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 の ヌ ク レ オ チ ド 、 或 い は 、 生 物 活 性 を 増 大 さ せ る た め
に 、 又 は ア ン チ セ ン ス と セ ン ス 核 酸 間 に 形 成 さ れ る 二 重 構 造 の 物 理 的 安 定 度 を 高 め る た め
に 、 例 え ば ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 誘 導 体 、 ホ ス ホ ネ ー ト 誘 導 体 及 び ア ク リ ジ ン 置 換 ヌ ク レ オ
チ ド を 用 い て 化 学 的 に 修 飾 し た 種 々 の ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 作 成 に 使 用 で き る 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド の 例 と し て は 、
　 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 ヒ ド ロ キ シ
メ チ ル ） ウ ラ シ ル 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル － 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 キ ュ ー オ シ
ン 、 イ ノ シ ン 、 Ｎ 6 － イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 １ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 １ － メ チ ル イ ノ シ
ン 、 ２ ,２ － ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 ２ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 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
キ ュ ー 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 、 ワ イ ブ ト シ ン 、
プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 キ ュ ー 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 、 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 、 及 び ２ ,６ － ジ ア ミ ノ プ リ ン
が 挙 げ ら れ る 。
　 或 い は ま た 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 核 酸 が ア ン チ セ ン ス 配 向 （ 即 ち 、 挿 入 さ れ た 核 酸 か
ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ は 、 興 味 あ る 標 的 核 酸 に 対 し て ア ン チ セ ン ス 配 向 に あ る ） に サ ブ ク ロ
ー ン さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 生 物 学 的 に 作 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 に 係 る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 典 型 的 に は 対 象 物 に 投 与 さ れ 又 は そ の 場 で （  
） 発 生 さ せ 、 そ の 結 果 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 細 胞 質 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ／ 又

は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ッ ド し 又 は 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 、 転 写 及 び ／ 又 は 翻 訳 を 阻 害
す る こ と に よ っ て 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 す る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 慣 用 的
な ヌ ク レ オ チ ド 相 補 性 に よ っ て 安 定 な 二 重 構 造 を 形 成 し 、 或 い は 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ 二 重 構 造
に 結 合 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 の 場 合 は 、 二 重 ら せ ん の 主 要 溝 中 で 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の
制 御 領 域 に 対 す る 特 異 的 相 互 作 用 に よ り 、 安 定 な 二 重 構 造 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 の 投 与 経 路 の 一 例 と し て は 、 組 織 部 位 へ の 直 接 注 入

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-517398 A 2005.6.16

in sit
u



が 挙 げ ら れ る 。 或 い は ま た 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 選 択 し た 細 胞 を 標 的 と す る よ う に 修
飾 し 、 そ し て 全 身 性 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 全 身 性 投 与 の た め に は 、 例 え ば 細 胞
表 面 の 受 容 体 又 は 抗 原 に 結 合 す る ペ プ チ ド 又 は 抗 体 に ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 が 連 結 す る こ
と に よ り 選 択 し た 細 胞 表 面 で 発 現 し た 受 容 体 又 は 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る よ う に ア ン チ セ
ン ス 分 子 を 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は ま た 、 こ こ に 記 載 し た ベ ク タ ー を 用 い て 細 胞 中 へ 配 達 す る こ と
が で き 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 は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸
分 子 を 、 強 力 な ｐ ｏ ｌ  II又 は ｐ ｏ ｌ  IIIプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で ベ ク タ ー 中 に 配 置 す る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 に 係 る ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 α － ア ノ マ ー 型 核 酸 分 子 で あ る こ と が で き る 。
α － ア ノ マ ー 型 核 酸 分 子 は 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ と 特 異 的 な 二 本 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 し 、 そ こ で
は 鎖 は 互 い に 平 行 に 走 っ て い る （ Gaultier et al., Nucleic Acids Res (1987) 15: 6625
-6641） 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は ま た メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ Inoue et al., Nucleic
 Acids Res (1987) 15: 6131-6148） 、 又 は キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 類 似 体 （ Inoue et al.,
 FEBS Lett (1987) 215: 327-330） を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 本 発 明 は ま た リ ボ ザ イ ム （ Ｒ Ｎ Ａ 酵 素 ） に も 及 ぶ 。 リ ボ ザ イ ム と は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
活 性 を も っ た 触 媒 性 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ り 、 リ ボ ザ イ ム に ハ イ ブ リ ッ ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の よ う な
一 本 鎖 の 核 酸 を 切 断 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 リ ボ ザ イ ム は （ 例 え ば 、 ハ ン マ ー ヘ
ッ ド リ ボ ザ イ ム （ Haselhoff et al., Nature (1988) 334: 585-591に 記 載 ） 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １
９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 触 媒 的 に 切 断 す る の に 用 い る こ と が で き 、 そ し て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ
Ｎ Ａ の 翻 訳 を 阻 止 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド す る 核 酸 に 特 異 性 を 有 す る リ
ボ ザ イ ム は 、 こ こ に 開 示 さ れ て い る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、
配 列 番 号 １ ） に 基 づ い て デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 テ ト ラ ヒ メ ナ （ Tetrahymen
a） Ｌ － １ ９  Ｉ Ｖ Ｓ  Ｒ Ｎ Ａ の 誘 導 体 を 、 そ の 活 性 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １
９ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ 切 断 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 で あ る よ う に 構 成
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 U.S. Patent Nos. 4,987,071及 び 5,116,742参 照 ） 。 或 い は
ま た 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 特 異 的 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 触 媒 的 Ｒ Ｎ Ａ を Ｒ
Ｎ Ａ 分 子 の プ ー ル か ら 選 択 す る の に 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば Bartel et al., Scien
ce (1993) 261: 1411～ 1418参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 本 発 明 は ま た 三 重 ら せ ん 構 造 を 形 成 す る 核 酸 分 子 に も 及 ぶ 。 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝
子 発 現 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 制 御 領 域 （ 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ プ ロ モ ー タ ー 及 び ／ 又 は エ ン
ハ ン サ ー ） に 相 補 的 な 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て 阻 止 さ れ 、 標 的 細 胞 に お け る Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ 遺 伝 子 の 転 写 を 阻 止 す る 三 重 ら せ ん 構 造 を 形 成 す る （ 概 論 と し て 、 Helene, Antica
ncer Drug Des (1991) 6 (6) : 569; Helene Ann NY Acad Sci (1992) 660: 27; 及 び Mah
er, Bioassays (1992) 14 (12): 807参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 特 別 な 実 施 例 と し て は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 分 子 の 安 定 度 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
又 は 溶 解 度 を 改 善 す る た め に 、 塩 基 残 基 、 糖 残 基 又 は リ ン 酸 骨 格 を 修 飾 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 核 酸 の デ オ キ シ リ ボ ー ス  リ ン 酸 骨 格 を 修 飾 し て 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ Hyrup et al
., Bioorgamic & Medicinal Chemistry (1996) 4: 5） が 生 じ る よ う に す る こ と が で き る
。 こ こ に 使 用 さ れ て い る よ う に 、 用 語 「 ペ プ チ ド 核 酸 」 又 は 「 Ｐ Ｎ Ａ 」 と は 、 核 酸 模 倣 品
（ mimics） を 意 味 し 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 模 倣 品 の 場 合 、 デ オ キ シ リ ボ ー ス の リ ン 酸 骨 格 が 偽
ペ プ チ ド 骨 格 に よ っ て 置 換 さ れ て い て 、 四 つ の 天 然 型 ヌ ク レ オ 塩 基 の み が 維 持 さ れ て い る
も の を い う 。 こ の Ｐ Ｎ Ａ の 中 性 骨 格 は 、 低 イ オ ン 強 度 条 件 下 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ
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に 対 し て 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 許 容 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 Ｐ Ｎ Ａ オ
リ ゴ マ ー の 合 成 は 、 後 述 す る Hyrup et al., (1996); Perry-O'Keefe et al., Proc Natl 
Acad Sci USA (1996) 93: 14670に 記 載 さ れ て い る 標 準 的 固 相 ペ プ チ ド 合 成 プ ロ ト コ ー ル
を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の Ｐ Ｎ Ａ は 、 ま た 治 療 的 又 は 診 断 的 応 用 に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 Ｐ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 転 写 阻 止 又 は 翻 訳 阻 止 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 或 い は 複 製 を 阻 害 す る
こ と に よ り 、 遺 伝 子 発 現 の 配 列 特 異 的 調 節 の た め の ア ン チ セ ン ス 又 は ア ン チ 遺 伝 子 試 薬 と
し て 使 用 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の Ｐ Ｎ Ａ も ま た 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 Ｐ Ｎ Ａ を 遺 伝 子 に お け る 単 一 塩 基 対 突 然 変 異 の 分 析 に 用 い る こ と が で き 、 例 え ば Ｐ Ｎ Ａ
指 向 Ｐ Ｃ Ｒ ク ラ ン プ 法 で 、 他 の 酵 素 、 例 え ば Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ （ 後 述 の Hyrup et al. (19
96)） と の 組 合 せ で 用 い る 場 合 は 人 工 的 制 限 酵 素 と し て 、 或 い は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 法 及 び ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お け る プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る （ 後 述 の
Hyrup et al. (1996); 後 述 の Perry- O'Keefe et al. (1996)） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 他 の 実 施 例 に お い て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の Ｐ Ｎ Ａ は 例 え ば 安 定 度 、 特 異 性 又 は 細 胞 内 取 込 み
を 高 め る た め に 修 飾 す る こ と が で き る が 、 そ れ は 親 油 性 又 は そ の 他 の 有 用 な 基 を Ｐ Ｎ Ａ に
結 合 さ せ る こ と に よ り 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ の 形 成 に よ り 、 或 い は 既 存 の リ ポ ゾ ー ム 又
は ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー の 他 の 技 術 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ の 合
成 は 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 行 う こ と が で き る （ 後 述 の Hyrup et al. (19
96), Finn et al., Nucleic Acids Res (1996) 24 (17): 3357-63, Mag et al., Nucleic
 Acids Res (1989) 17: 5973; 及 び Peterser et al., Bioorganic Med Chem Lett (1975)
 5: 1119） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 更 に 、 本 発 明 は 図 ２ （ 配 列 番 号 ２ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の バ リ ア ン ト 、 そ の フ ラ グ メ ン
ト 、 又 は そ の 類 似 体 若 し く は 誘 導 体 を 含 ん で い る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に も 及 ぶ 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 配 列 番 号 ２ と は 異 な る 配 列 、 例 え ば そ の バ リ ア ン ト を 有 す る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 へ 、 一 つ 又 は そ れ 以
上 の ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 付 加 又 は 欠 失 を 導 入 し 、 そ の 結 果 一 つ 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置
換 、 付 加 又 は 欠 失 を コ ー ド す べ き タ ン パ ク 質 へ 導 入 す る こ と に よ っ て 作 成 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 特 別 な 実 施 例 に お い て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 体 は 、 （ １ ） Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １
９ 信 号 化 経 路 に お け る タ ン パ ク 質 と タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 生 ず る 能 力 、 （ ２
） Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ リ ガ ン ド と 結 合 す る 能 力 、 又 は （ ３ ） 細 胞 内 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能
力 を 検 定 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
　 更 に 他 の 実 施 例 に お い て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 突 然 変 異 体 は 細 胞 増 殖 又 は 細 胞 分 化 を 調 節 す
る 能 力 を 検 定 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 生 （ naitive） の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 は 、 標 準 的 タ ン パ ク 質 精 製 技 術 を 用 い た 適 当
な 精 製 操 作 に よ っ て 細 胞 又 は 組 織 材 料 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 或 い は ま た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １
９ タ ン パ ク 質 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 容 易 に 産 生 す る こ と が で き る 。 尚 、 本 発 明 に 係
る 他 の 方 策 と し て は 、 標 準 的 な ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 用 い て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は ポ
リ ペ プ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 又 は 「 精 製 さ れ た 」 タ ン パ ク 質 、 又 は そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は
、 細 胞 内 物 質 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 起 源 の 細 胞 又 は 組 織 源 に 由 来 す る 汚 染 タ ン パ ク
質 を 実 質 的 に 含 ん で お ら ず 、 或 い は 化 学 合 成 の 場 合 は 、 合 成 前 駆 物 質 又 は 他 の 化 学 物 質 を
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実 質 的 に 含 ん で い な い 。 こ こ で 熟 語 「 細 胞 内 物 質 を 実 質 的 に 含 ん で い な い 」 に は 、 タ ン パ
ク 質 が 単 離 さ れ た 又 は 組 換 え 技 術 で 産 生 さ れ た 細 胞 の 細 胞 成 分 を 含 ま な い Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ
ン パ ク 質 の 調 製 を 含 む も の で あ る 。 こ の よ う に 細 胞 内 物 質 を 実 質 的 に 含 ん で い な い Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 は 、 非 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ タ ン パ ク 質 （ こ こ で は 「 汚 染 さ れ て い る タ ン パ ク 質 」 と
も い う 。 ） の 約 ３ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 １ ０ ％ 又 は ５ ％ 以 下 、 或 い は そ れ 以 下 （ 乾 燥 重 と し て ）
を 有 す る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 調 製 を も 含 む 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 が 組 換 え 技 術 で 産 生 さ れ た 場 合
は 、 好 ま し く は 培 地 を 実 質 的 に 含 ん で い な い こ と 、 即 ち タ ン パ ク 質 調 製 物 の 容 積 の 約 ２ ０
％ 、 １ ０ ％ 又 は ５ ％ 以 下 、 或 い は そ れ 以 下 の 培 地 を 含 む に 過 ぎ な い こ と を 意 味 す る 。 Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 が 化 学 合 成 で 作 成 さ れ た 場 合 は 、 好 ま し く は 合 成 前 駆 体 又 は 他 の 化 学
物 質 を 実 質 的 に 含 ん で い な い こ と 、 即 ち 、 タ ン パ ク 質 合 成 に 関 与 し た 合 成 前 駆 体 又 は 他 の
化 学 物 質 か ら 分 離 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 そ れ 故 、 そ の よ う な Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク
質 の 調 製 品 は 約 ３ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 １ ０ ％ 又 は ５ ％ 以 下 、 或 い は そ れ 以 下 （ 乾 燥 重 量 と し て
） の 合 成 前 駆 体 又 は 非 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 化 学 物 質 を 含 む に 過 ぎ な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 又 は フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ
ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ に 表 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 ） に 対 し 十 分
に 同 一 性 の あ る 又 は そ れ 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド を 含 ん で い て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
タ ン パ ク 質 の 全 長 よ り も 少 な い ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 か つ Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 少 な く と
も 一 つ の 活 性 を 表 し て い る 。 典 型 的 に は 、 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ
ク 質 の 少 な く と も 一 つ の 活 性 に 対 す る ド メ イ ン 又 は モ チ ー フ を 含 ん で い る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 長 さ と し て 例 え ば １ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 又 は
そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 特 定 の 生 物 学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ
チ ド は 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 同 定 さ れ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 構 造 ド メ イ ン を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 更 に 、 他 の 生 物 学 的 に 活 性 な Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 部 分 で 、 そ の 中 で 他 の タ ン パ ク
質 領 域 が 欠 失 し て い る も の は 、 組 換 え 技 術 で 調 製 す る こ と が で き 、 ま た 生 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
タ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 の 一 つ 又 は そ れ 以 上 を 評 価 す る こ と が で き る 。
　 他 の 有 用 な Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ と 実 質 的 に 同 一 な も の で あ り 、 自 然
の 対 立 遺 伝 子 変 異 又 は 突 然 変 異 に よ り ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 違 が あ っ て も 、 配 列 番 号 ２ の 有 す
る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 は 維 持 し て い る 。 例 え ば 、 そ の よ う な Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １
９ タ ン パ ク 質 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ こ に 記 載 さ れ た 生 物 学 的 活 性 の 少 な く と も 一 つ を 有
し て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 そ れ 故 、 有 用 な Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 と は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な
く と も 約 ４ ５ ％ 、 好 ま し く は ５ ５ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ９ ％ 又 は １ ０
０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ 、 配 列 番 号 ２ の 有 す る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン
パ ク 質 の 機 能 的 活 性 を 維 持 し て い る タ ン パ ク 質 で あ る 。 特 別 な 実 施 例 に お い て は 、 Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ の 有 す る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 を 維 持 し
て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 二 つ の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 二 つ の 核 酸 配 列 の 同 一 性 百 分 率 を 決 定 す る た め に 、 配 列 を 最 適
比 較 の 目 的 に 合 う よ う に 一 列 に 並 べ る 必 要 が あ る （ 例 え ば 、 第 二 ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 配 列 と
最 適 な 並 び を 得 る た め に 第 一 ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 の 配 列 に ギ ャ ッ プ を 導 入 す る こ と が で き る
） 。 次 に ア ミ ノ 酸 配 置 又 は 核 酸 配 置 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 又 は ヌ ク レ オ チ ド を 比 較 す る
。 第 二 配 列 の 配 置 に 対 応 し て 、 第 一 配 列 の 配 置 が 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 又 は ヌ ク レ オ チ ド で 占
め ら れ た と き 、 そ の 分 子 は そ の 配 置 に お い て 同 一 性 で あ る と 考 え ら れ る 。 二 つ の 配 列 の 同
一 性 百 分 率 は 配 列 に よ っ て 占 め ら れ る 同 一 性 を 有 す る 配 置 の 数 の 関 数 で あ る （ 即 ち 、 同 一
性 百 分 率 ＝ 同 一 性 を 有 す る 配 置 の 数 ／ 配 置 の 合 計 数 （ 例 え ば 、 重 複 し て い る 配 置 ） × １ ０

10

20

30

40

50

(19) JP 2005-517398 A 2005.6.16



０ ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 二 つ の 配 列 は 同 じ 長 さ で あ る 。 二 つ の 配 列 間 の 同 一 性 百 分
率 の 決 定 は 、 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 二 つ の 配 列 の 比 較 に 用 い ら
れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 特 定 の 例 と し て 次 の も の が あ る が 、 但 し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 Karlin等 の ア ル ゴ リ ズ ム 、 Proc Natl Acad Sci USA (1990) 87: 2264、 及 び Karlin 
等 の 改 変 ア ル ゴ リ ズ ム -、 Proc Natl Acad Sci USA (1993) 90: 5873-5877。 そ の よ う な ア
ル ゴ リ ズ ム は Altschul等 の Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム に 組 込 ま れ て い る （
Altschul et al., J Mol Bio (1990) 215: 403） 。 本 発 明 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 核 酸 分 子 に 相 同
な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 求 め る た め に は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ヌ ク レ オ チ ド サ ー チ を 、 Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ
プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 例 え ば ス コ ア ＝ １ ０ ０ 、 ワ ー ド レ ン グ ス ＝ １ ２ に セ ッ ト し て 操 作 す
る こ と が で き る 。 本 発 明 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 分 子 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 求 め る た
め に は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ テ イ ン サ ー チ を 、 Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 ス コ ア ＝ ５
０ 、 ワ ー ド レ ン グ ス ＝ ３ に セ ッ ト し て 操 作 す る こ と が で き る 。 比 較 目 的 の た め の ギ ャ ッ プ
の 並 び を 求 め る た め に は 、 Gapped Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ を Altschul等 の 記 載 通 り に 操 作 す る こ と が
で き る （ Altschul et al., Nucleic Acids Res (1997) 25: 3389） 。 或 い は ま た 、 Ｐ Ｓ Ｉ
－ Ｂ ｌ ａ ｓ ｔ は 、 ２ 分 子 間 の か す か な 相 互 作 用 を 探 索 す る た め に 反 復 探 索 と し て 操 作 す る
こ と が で き る （ 上 記 の Altschul et al. (1997)） 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 、 Gapped Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び
Ｐ Ｓ Ｉ － Ｂ ｌ ａ ｓ ｔ プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る と き は 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム の デ フ ォ ル ト パ
ラ メ タ ー ズ （ 例 え ば 、 Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ） を 用 い る こ と が で き る （  http://
www.ncbi.nlm.nih.gov.参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 配 列 比 較 に 使 用 さ れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 他 の 特 別 な 例 と し て は 、 Myers等 の ア ル ゴ
リ ズ ム （ Mayers et al., CABIOS (1988) 4: 11～ 17） が あ る が 、 但 し 、 こ れ に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。 そ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム は Ｇ Ｃ Ｇ 配 列 並 び ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の 一 部
で あ る Ａ Ｌ Ｉ Ｇ Ｎ プ ロ グ ラ ム （ ヴ ァ ー ジ ョ ン ２ .０ ） に 組 み 込 ま れ て い る 。 ア ミ ノ 酸 配 列
の 比 較 に Ａ Ｌ Ｉ Ｇ Ｎ プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る と き は 、 Ｐ Ａ Ｍ １ ２ ０ 重 量 残 基 表 、 ギ ャ ッ プ 長
さ ペ ナ ル テ ィ １ ２ 及 び ギ ャ ッ プ 長 さ ペ ナ ル テ ィ ４ を 用 い る こ と が で き る 。
　 ２ 本 の 配 列 間 の 同 一 性 百 分 率 は 、 ギ ャ ッ プ が あ る か な い か に 関 わ ら ず 、 上 記 に 記 載 し た
も の と 同 様 の 技 術 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。 同 一 性 百 分 率 を 計 算 す る に 当 っ て は 、
エ グ ザ ク ト マ ッ チ （ 正 確 に 対 を な す も の ） の み を 計 算 に 入 れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 は 更 に ま た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ キ メ ラ 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 に も 及 ぶ も の で あ る 。 こ こ で
使 用 さ れ て い る よ う に 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 「 キ メ ラ タ ン パ ク 質 」 又 は 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 は 、
非 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド に 作 動 可 能 に 連 結 し た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の
で あ る 。 「 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 「 非 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク
質 と 本 質 的 に は 同 一 で は な い タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 同 種 又 は 異 種 の 生 物 か ら 由 来 し 、 Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 と は 異 な 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
を い う 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ
１ ９ タ ン パ ク 質 の 全 て 又 は 一 部 と 対 応 で き る も の で あ り 、 好 ま し く は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン
パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 少 な く と も 一 つ と 対 応 で き る も の で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 し て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ
ン パ ク 質 の 全 て 又 は 一 部 と 対 応 す る こ と が で き る も の で あ り 、 好 ま し く は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 少 な く と も 一 つ と 対 応 で き る も の で あ る 。 融 合 タ ン
パ ク 質 に 関 し て は 、 用 語 「 作 動 可 能 に 連 結 」 と は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 非 Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド が 互 い に 枠 内 で 融 合 し て い る こ と を 意 味 す る 。 非 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ポ リ ペ
プ チ ド は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ － 末 端 又 は Ｃ － 末 端 に 融 合 す る こ と が で き る 。 一
つ の 有 用 な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 配 列 が グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
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ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） の Ｃ － 末 端 へ 融 合 し た Ｇ Ｓ Ｔ － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ で あ る 。 そ の よ う な 融 合 タ ン パ
ク 質 は 、 組 換 え Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 精 製 を 容 易 に す る も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 係 る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 全 部 又 は 一 部
分 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 一 メ ン バ ー 由 来 の 配 列 に 融 合 し た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １
９ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 に も 及 ぶ 。 本 発 明 に 係 る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ － 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 表 面 に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ リ ガ ン ド と Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質
間 の 相 互 作 用 を 阻 害 し 、 そ れ に よ っ て  に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ － 仲 介 信 号 変 換 を 抑
制 す る た め に 、 医 薬 品 組 成 物 中 に 混 合 し て 被 検 者 に 投 薬 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
－ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ と 同 種 （ コ グ ネ イ ト ） な リ ガ ン ド の 利 用
可 能 な 量 に 作 用 す る よ う に 使 用 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ リ ガ ン ド － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
相 互 作 用 の 阻 害 は 、 増 殖 及 び 分 化 の 障 害 の 治 療 及 び 細 胞 生 存 の 調 節 （ 例 え ば 、 促 進 又 は 阻
止 ） の 双 方 に と っ て 治 療 的 に 有 用 で あ る 。 更 に 本 発 明 に 係 る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ － 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 被 検 体 に お け る 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 産 生 の 免 疫 原 と し て 、 Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ リ ガ ン ド の 精 製 に 、 及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ と Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 を 阻 止
す る 分 子 同 定 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 特 別 な 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 係 る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ キ メ ラ 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 標
準 的 な 組 換 え 技 術 に よ り 作 成 す る こ と が で き 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 、 通 常 の 技 術 、 例 え ば 連 結 の た め に 平 滑 末 端 又 は 付 着 末 端 の
使 用 、 適 切 な 末 端 を 提 供 す る た め の 制 限 酵 素 に よ る 消 化 、 適 切 と な る よ う に 付 着 末 端 の 埋
め 込 み 、 不 適 切 な 結 合 を 回 避 す る た め の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 、 及 び 酵 素 に よ る
連 結 反 応 に 従 っ て 枠 内 に お い て 連 結 さ せ る こ と が で き る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 融 合
遺 伝 子 は 、 自 動 化 Ｄ Ｎ Ａ シ ン テ サ イ ザ ー を 含 む 通 常 の 技 術 に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 或 い は ま た 、 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 二 本 の 共 役 す る 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト
間 に 、 相 補 的 な 突 き 出 し を 作 り 、 続 い て ア ニ ー ル し て 、 そ し て 再 増 幅 す る こ と に よ り キ メ
ラ 遺 伝 子 配 列 を 作 成 さ せ る ア ン カ ー プ ラ イ マ ー を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る （ 例 え ば 上
述 の Ausubel et al.参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 更 に 、 融 合 対 象 物 を 既 に コ ー ド し て い る 多 く の 発 現 ベ ク タ ー が 市 場 で 入 手 可 能 で あ る （
例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ ポ リ ペ プ チ ド ） 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ コ ー ド さ れ た 核 酸 は そ の よ う な 発 現 ベ ク タ
ー へ ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き 、 融 合 対 象 物 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 に 対 し て 枠 内 に お
い て 連 結 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 上 記 に 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 は 更 に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の バ リ ア ン ト に も 及 ぶ も
の で あ る 。 例 え ば 、 突 然 変 異 は 位 置 指 定 突 然 変 異 誘 発 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 介 在 突 然 変 異 誘 発 の よ う
な 標 準 的 技 術 を 用 い て 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 へ 導 入 す る こ と が で き る 。 更 に 保 存 性 の
ア ミ ノ 酸 置 換 は 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 予 想 さ れ る 非 不 可 欠 な ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て 作 成 す る
こ と が で き る 。 「 保 存 性 の ア ミ ノ 酸 置 換 」 と は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ
酸 残 基 で 置 き 換 え ら れ た も の を い う 。 例 え ば 、 一 つ 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 類 似 極 性 を
有 す る ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て 、 機 能 的 均 等 と し て 作 用 す る た め 、 そ の 結 果 サ イ レ ン ト 変 異
（ 沈 黙 変 異 ） と な る 。 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ア ミ ノ 酸 置 換 は
、 そ の ア ミ ノ 酸 が 属 す る ク ラ ス の 他 の ア ミ ノ 酸 か ら 選 択 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 非 極
性 （ 疎 水 性 ） ア ミ ノ 酸 は 、 ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 及 び メ チ オ ニ ン を 含 ん で い る 。 芳 香 族 環 構 造 を 含 む ア ミ ノ
酸 に は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 及 び チ ロ シ ン が あ る 。 極 性 中 性 ア ミ ノ 酸 は 、
グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 及 び グ ル タ ミ ン を
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含 む 。 陽 性 荷 電 （ 塩 基 性 ） ア ミ ノ 酸 は 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン を 含 む 。 陰 性
荷 電 （ 酸 性 ） ア ミ ノ 酸 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 を 含 む 。 そ の よ う な 変 換 は ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 又 は 等 電 点 に よ り 測 定 さ れ る 外 見 上 の 分 子 量 に 影 響 を 与 え
る も の と は 思 わ れ な い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 特 に 好 ま し い 置 換 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。
　 － 　 Ａ ｒ ｇ を Ｌ ｙ ｓ で 置 換 、 又 は そ の 逆 で 、 陽 性 荷 電 は 維 持 さ れ て い る ；
　 － 　 Ａ ｓ ｐ を Ｇ ｌ ｕ で 置 換 、 又 は そ の 逆 で 、 陰 性 荷 電 は 維 持 さ れ て い る ；
　 － 　 Ｔ ｈ ｒ を Ｓ ｅ ｒ で 置 換 、 遊 離 － Ｏ Ｈ は 維 持 さ れ て い る ； 及 び
　 － 　 Ａ ｓ ｎ を Ｇ ｌ ｎ で 置 換 、 遊 離 Ｎ Ｈ 2 は 維 持 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 尚 、 ア ミ ノ 酸 置 換 は 特 に 好 ま し い 特 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る た め に も 導 入 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 Ｃ ｙ ｓ は も う 一 つ の Ｃ ｙ ｓ と ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 形 成 す る 可 能 性 の
あ る 部 位 に 導 入 す る こ と が で き る 。 Ｈ ｉ ｓ は 特 に 「 触 媒 」 部 位 に 導 入 す る こ と が で き る （
即 ち 、 Ｈ ｉ ｓ は 酸 と し て も 塩 基 と し て も 作 用 す る こ と が で き 、 そ し て 生 物 化 学 的 触 媒 と し
て 最 も 良 く 用 い ら れ て い る ア ミ ノ 酸 で あ る ） 。 Ｐ ｒ ｏ は 特 に そ の 平 面 的 構 造 故 に タ ン パ ク
質 構 造 に お け る β － タ ー ン を 誘 発 さ せ る た め に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 突 然 変 異 も ま た 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ コ ー ド 配 列 の 全 体 又 は 一 部 分 に 沿 っ て 、 例 え ば 飽 和 （ sa
turation） 突 然 変 異 誘 発 に よ り ラ ン ダ ム に 誘 発 さ せ る こ と が で き 、 発 生 し た 突 然 変 異 体 は
Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 生 物 学 的 活 性 に つ い て 、 そ の 活 性 を 維 持 し て い る 突 然 変 異 体 を 同 定 す る た め
に 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 突 然 変 異 誘 発 に 続 い て 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質
は 組 換 え 技 術 に よ っ て 発 現 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る バ リ ア ン ト は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ア ゴ ニ ス ト （ 擬 態 （ mimetic） の ） 又 は Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の バ リ ア ン
ト は 、 突 然 変 異 、 即 ち Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 個 別 の 点 突 然 変 異 又 は 短 縮 化 （ truncati
on） に よ っ て 、 発 生 さ せ る こ と も で き る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の ア ゴ ニ ス ト は 、 自 然
発 生 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 と 同 一 の 又 は サ ブ セ ッ ト を 実 質 的 に 維 持 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ
ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 内 信 号 化 カ ス ケ ー ド の 下 流 方 向 又 は 上 流 方 向 経 路 に 競 合 的 に 結 合 す る
こ と が で き 、 そ し て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 自 然 発 生 型 の 活 性 の 一 つ 又 は そ れ 以 上 を 阻
害 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 特 異 的 な 生 物 学 的 効 果 は 、 制 限 さ れ た 機 能 を 有 す
る バ リ ア ン ト を 処 理 す る こ と に よ っ て 引 き 出 す こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の
自 然 発 生 型 の 生 物 学 的 活 性 の サ ブ セ ッ ト を 有 す る バ リ ア ン ト に よ る 被 検 体 へ の 処 置 は 、 Ｇ
Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 自 然 発 生 型 に よ る 処 置 に 比 較 し て よ り 少 な い 副 作 用 を 被 検 体 に 与
え る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ア ゴ ニ ス ト （ 擬 態 の ） 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ア ン タ ゴ ニ ス ト の い ず れ か の 作 用
を 有 す る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の バ リ ア ン ト は 、 突 然 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ コ ン ビ ナ
ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 に 対 す
る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 短 縮 化 （ truncation） 突 然 変 異 体 に よ っ て 同 定 す る こ と が で
き る 。 在 る 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ バ リ ア ン ト の 多 彩 な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 核 酸
レ ベ ル に お け る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 生 じ さ せ る こ と が で き 、 そ し て 多
彩 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て コ ー ド す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ バ リ ア ン ト の 多
彩 な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物 を 潜 在 的 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 配 列
の 縮 重 セ ッ ト を そ れ ぞ れ の ポ リ ペ プ チ ド に 、 或 い は ま た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 配 列 の セ ッ ト を そ こ
に 含 ん で い る よ り 大 き な 融 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ） の セ ッ ト と し
て 発 現 し て い る 遺 伝 子 配 列 に 酵 素 的 に 連 結 し て 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
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　 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 潜 在 的 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ バ リ ア ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成
す る の に 用 い ら れ る 方 法 に は 、 種 々 の も の が あ る 。 縮 重 遺 伝 子 配 列 の 化 学 合 成 は 、 自 動 化
Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 中 で 合 成 し 、 そ の 後 合 成 さ れ た 遺 伝 子 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 さ せ る こ
と に よ っ て 作 成 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 の 縮 重 セ ッ ト を 用 い る こ と に よ り 、 潜 在 的 Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ 配 列 の 望 ま し い セ ッ ト を コ ー ド す る 配 列 の 全 て を 、 一 つ の 混 合 物 と し て 準 備 す る
こ と が で き る 。 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 法 は 技 術 水 準 と し て 既 知 で あ る （ 例 え ば 、
Narang, Tetrahedron (1983) 39: 3; Itakura et al., Ann Rev Biochem (1984) 53: 323
; Itakura et al., Science (1984) 198: 1056; Ike et al., Nucleic Acid Res (1983) 
11: 477参 照 ） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 加 え て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 の フ ラ グ メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の バ リ ア ン ト の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び そ の 後 の 選 択 に 用 い る た め 、 Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ フ ラ グ メ ン ト の 雑 多 な 集 団 を 発 生 さ せ る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態
様 に お い て は 、 配 列 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド し て い る ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ コ ー ド
配 列 の 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト を ニ ッ ク （ 切 れ 目 ） が 分 子 当 た り 約 １ 個 起 こ る よ う な 条
件 下 で ヌ ク レ ア ー ゼ を 処 理 し 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 し た 後 、 異 な る ニ ッ ク 処 理 物 か ら の セ
ン ス ／ ア ン チ セ ン ス 対 を 含 む 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 形 成 す る よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ を 再 生 し 、 Ｓ １ ヌ ク
レ ア ー ゼ 処 理 に よ り 再 生 し た 二 重 体 か ら 一 本 鎖 部 分 を 除 去 し て 得 ら れ る フ ラ グ メ ン ト ラ イ
ブ ラ リ ー を 発 現 ベ ク タ ー へ 連 結 さ せ る こ と に よ っ て 作 成 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に よ
り 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 種 々 の 大 き さ の Ｎ － 末 端 及 び 細 胞 内
フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 点 突 然 変 異 又 は 短 縮 化 （ truncation） に よ っ て 作 ら れ た コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー
の 遺 伝 子 産 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 選 択 さ れ た 特 性 を 有 す る 遺 伝 子 産 物 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 幾 つ か の 技 術 は 技 術 水 準 と し て 既 知 で あ る 。 そ の よ う な
技 術 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル 突 然 変 異 誘 発 に よ り 作 成 さ れ た 遺 伝 子
ラ イ ブ ラ リ ー の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 す る こ と が で き る 。 巨 大 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ
ー の ス ク リ ー ニ ン グ の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 分 析 に 使 用 可 能 な も の と し て 最 も 広 く 用 い ら れ て
い る 技 術 は 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と 、 そ
の ラ イ ブ ラ リ ー を 有 す る ベ ク タ ー を 適 当 な 細 胞 へ ト ラ ン ス フ ォ ー ム す る こ と 、 及 び 、 求 め
て い る 活 性 の 検 出 方 法 が （ そ の 生 産 物 を 検 出 す べ き ） 遺 伝 子 を コ ー ド し て い る ベ ク タ ー の
単 離 を 容 易 に す る 条 件 下 に お け る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 遺 伝 子 の 発 現 を 典 型 的 に 含 ん で い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 リ カ ー シ ブ ア ン サ ン ブ ル （ recursive ensemble） 突 然 変 異 誘 発 （ Ｒ Ｅ Ｍ ） 、 ラ イ ブ ラ リ
ー に お い て 機 能 的 突 然 変 異 の 頻 度 を 高 め る 技 術 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ バ リ ア ン ト を 同 定 す る ス
ク リ ー ニ ン グ 検 定 と 組 み 合 せ て 使 用 す る こ と が で き る （ Arkin et al., Proc Natl Acad S
ci USA (1992) 89: 7811-7815; Delgrave et al., Protein Engineering (1993) 6 (3): 
327-331） 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 更 に 、 本 発 明 は 、 化 学 的 修 飾 に よ り 作 成 さ れ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 誘 導 体 又 は 類 似 体 を 含 む
。 本 発 明 に 係 る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 は 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 化 学 成 分 を 当 該 タ ン パ ク 質
成 分 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 誘 導 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】

： 誘 導 化 に 適 す る 化 学 成 分 は 水 溶 性 ポ リ マ ー の 中 か ら 選 択 す る こ
と が で き る が 、 そ れ は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 類 似 体 又 は 誘 導 体 が 生 理 的 環 境 の よ う な 水 溶 性 環 境 に
お い て 沈 殿 し な い た め で あ る 。 場 合 に よ っ て は 、 ポ リ マ ー は 薬 剤 と し て も 許 容 さ れ る 。 当
業 者 は 、 有 望 な ポ リ マ ー を 、 ポ リ マ ー ／ 成 分 の 結 合 が 薬 剤 と し て 使 用 さ れ る か 否 か 、 そ し
て も し そ う で あ れ ば 望 ま し い 投 与 量 、 循 環 時 間 、 タ ン パ ク 質 分 解 耐 性 、 及 び そ の 他 を 考 慮
し て 選 択 す る こ と が で き る 。
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Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 類 似 体 及 び 誘 導 体

誘 導 化 の た め の 化 学 成 分



【 ０ １ １ ８ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に つ い て の こ れ ら の 要 件 は 、 こ こ に 提 示 さ れ た 検 定 法 を 用 い る こ と に よ っ
て 確 認 す る こ と が で き る 。 こ こ で 利 用 さ れ る 水 溶 性 ポ リ マ ー の 例 と し て は 、 ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル ／ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル の コ ポ リ マ ー 、 カ ル ボ キ シ メ チ
ル セ ル ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ポ リ － １
,３ － ジ オ キ ソ ラ ン 、 ポ リ － １ ,３ ,６ － ト リ オ キ サ ン 、 エ チ レ ン ／ 無 水 マ レ イ ン 酸 コ ポ リ
マ ー 、 ポ リ ア ミ ノ 酸 （ ホ モ ポ リ マ ー 又 は ラ ン ダ ム コ ポ リ マ ー の い ず れ で も よ い ） 、 デ キ ス
ト ラ ン 、 ポ リ （ ｎ － ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ） ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル
ホ モ ポ リ マ ー 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン オ キ シ ド ／ エ チ レ ン オ キ シ ド コ ポ リ マ ー 、 ポ リ オ キ シ エ チ
レ ン の 多 価 ア ル コ ー ル 等 が 挙 げ ら れ る が 、 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル プ ロ ピ オ ン ア ル デ ヒ ド は 、 そ の 水 中 で の 安 定 度 に よ り 、 工 業 的 生 産 に お
い て 有 利 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ポ リ マ ー は い か な る 分 子 量 で も よ く 、 ま た 分 枝 鎖 又 は 直 鎖 の い ず れ で も よ い 。 ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル の 場 合 は 、 取 扱 い 及 び 生 産 の 容 易 さ か ら 好 ま し い 分 子 量 は 約 ２ ｋ Ｄ ａ ～ １
０ ０ ｋ Ｄ ａ の 範 囲 で あ る （ 用 語 「 約 」 と は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 合 成 に お い て 、 或 る
分 子 は 記 載 さ れ た 分 子 量 よ り も 大 き く 、 ま た 或 る 分 子 は そ れ よ り も 小 さ い こ と を 意 味 す る
） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 他 の 大 き さ の も の は 、 所 望 さ れ る 薬 剤 の 局 面 に 依 存 し て 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば
、 所 望 す る 放 出 維 持 時 間 、 効 能 が あ る 場 合 は そ の 生 物 活 性 、 取 扱 い 易 さ 、 免 疫 原 性 の 程 度
又 は そ の 欠 損 、 及 び そ の 他 の 治 療 タ ン パ ク 質 又 は そ の 類 似 体 に 対 す る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル の 既 知 の 効 果 ） 。
　 多 数 の ポ リ マ ー 分 子 が Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 結 合 す る た め 、 当 業 者 で あ れ ば 作 用 に 対 す る 影 響
を 確 認 す る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 或 る 分 子 は モ ノ 誘 導 体 で あ り 、 ま た 或 る 分 子 は ジ －
、 ト リ － 、 テ ト ラ － 誘 導 体 、 又 は 同 一 若 し く は 異 な る 化 学 残 基 の 組 合 せ に よ る 誘 導 体 で あ
る （ 例 え ば 、 異 な る 分 子 量 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な ポ リ マ ー ） 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
分 子 に 対 す る ポ リ マ ー 分 子 の 比 率 は 、 反 応 混 合 物 の 濃 度 に よ っ て 異 な る 。 一 般 的 に は 、 最
適 比 率 （ 過 剰 な 無 反 応 成 分 及 び ポ リ マ ー が 存 在 し な い と い う 意 味 で の 反 応 効 率 の 用 語 と し
て ） は 、 誘 導 化 の 所 望 す る 程 度 （ 例 え ば 、 モ ノ 、 ジ － 、 ト リ － 等 ） 、 選 択 し た ポ リ マ ー の
分 子 量 、 ポ リ マ ー が 分 枝 鎖 か 直 鎖 か 、 及 び 反 応 条 件 の よ う な 要 因 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 （ 又 は 他 の 化 学 成 分 ） は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 機 能 又 は 抗 原 ド
メ イ ン へ の 影 響 を 考 慮 し て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 結 合 す べ き で あ る 。 幾 つ か の 結 合 方 法 が 当 業 者
に と っ て 可 能 で あ り 、 例 え ば Ｅ Ｐ  ０  ４ ０ １  ３ ８ ４ 中 に 文 献 と し て 記 載 さ れ て い る も の
（ Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ へ の Ｐ Ｅ Ｇ カ ッ プ リ ン グ ） 、 及 び Malik et al., 1992, Exp. Hematol. 20: 
1028-1035（ 塩 化 ト レ シ ル （ tresyl chloride） を 用 い た Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の ぺ ジ レ ー シ ョ ン が
報 告 さ れ て い る ） を 参 照 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル は 、 遊 離 ア
ミ ノ 酸 又 は カ ル ボ キ シ 基 の よ う な 活 性 基 に よ り 、 ア ミ ノ 酸 残 基 に 共 有 結 合 で 結 合 す る こ と
が で き る 。 こ こ で 活 性 基 と は 、 活 性 化 し た ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 が 結 合 し 得 る も の
の こ と で あ る 。 遊 離 ア ミ ノ 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 リ シ ン 残 基 及 び Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 残
基 を 含 み 、 ま た 遊 離 カ ル ボ キ シ 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 、 グ ル タ
ミ ン 酸 残 基 、 及 び Ｃ 末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 （ － Ｓ Ｈ 基 ） も ま た ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 を 結 合 す る 活 性 基 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 治 療 目 的 と し て
は 、 Ｎ 末 端 又 は リ シ ン 基 に お け る 結 合 の よ う な ア ミ ノ 基 に お け る 結 合 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 特 異 的 に は Ｎ 末 端 が 化 学 的 修 飾 を 受 け た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ が 望 ま し い 。 本 組 成 物 の 説 明 の よ
う に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て 、 種 々 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 か ら （ 分 子 量
、 分 枝 鎖 等 に よ り ） 、 反 応 混 合 物 に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 分 子 に 対 す る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 分 子 の 比 率 、 実 施 す べ き ペ ジ レ ー シ ョ ン 反 応 の 型 、 及 び 選 択 的 Ｎ 末 端 ぺ ジ ル 化 タ ン パ
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ク 質 を 得 る 方 法 を 選 択 す る こ と が で き る 。 Ｎ 末 端 ペ ジ ル 化 調 製 を 得 る 方 法 （ 即 ち 、 必 要 な
場 合 は 、 こ の 分 子 を 他 の モ ノ ペ ジ ル 化 分 子 か ら 分 離 ） は 、 ペ ジ ル 化 タ ン パ ク 質 分 子 の 集 団
か ら Ｎ 末 端 ペ ジ ル 化 分 子 を 精 製 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 選 択 的 Ｎ 末 端 化 学 修
飾 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 誘 導 化 に 可 能 な 第 一 ア ミ ノ 基 の 相 違 （ リ シ ン 対 Ｎ 末 端 ） の 特 異 的 反 応
性 を 活 用 す る 還 元 的 ア ル キ ル 化 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 適 当 な 反 応 条 件 下 に お い て 、
カ ル ボ ニ ル 基 を 含 ん で い る ポ リ マ ー に よ る Ｎ 末 端 に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 実 質 的 に 選 択 的
誘 導 化 を 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ シ ン 残 基 の ε － ア ミ ノ 基 と Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の Ｎ
末 端 残 基 の α － ア ミ ノ 基 と の 間 の ｐ Ｋ ａ 相 違 を 利 用 で き る よ う な ｐ Ｈ に お い て 反 応 を 行 う
こ と に よ り Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 選 択 的 Ｎ 末 端 ペ ジ ル 化 を 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な 選 択 的
誘 導 化 に よ り 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 対 す る 水 溶 性 ポ リ マ ー の 結 合 は 調 節 さ れ る ： ポ リ マ ー と の
接 合 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の Ｎ 末 端 に お い て 優 勢 的 に 起 こ り 、 リ シ ン 側 鎖 の ア ミ ノ 基 の よ う な 他
の 活 性 基 の 修 飾 は ほ と ん ど 起 こ ら な い 。 還 元 的 ア ル キ ル 化 を 用 い た 場 合 、 水 溶 性 ポ リ マ ー
は 上 記 の タ イ プ に 該 当 し 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に カ ッ プ リ ン グ す る た め に は 一 つ の 活 性 な ア ル デ
ヒ ド を 持 た な け れ ば な ら な い 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル プ ロ ピ オ ン ア ル デ ヒ ド は 一 つ の 活
性 な ア ル デ ヒ ド を 含 ん で い る か ら 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】

　 単 離 さ れ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 若 し く は 小 部 分 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 の 標 準 的 技 術 を 用 い て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 結 合 す る 抗 体
を 製 造 す る た め の 免 疫 原 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ こ で 用 い る 用 語 「 抗 体 」 と は 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 、 即 ち Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
又 は そ の フ ラ グ メ ン ト の よ う な 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 部 位 を 含 ん で い る 分 子 を
い う 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に は 結 合 す る が 、 し か し な
が ら 例 え ば Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 自 然 に 含 ん で い る 生 物 学 的 標 品 中 の 他 の 分 子 に は 実 質 的 に は 結
合 し な い 分 子 を い う 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 の 例 と し て は 、 抗 体 に
例 え ば ペ プ シ ン の よ う な 酵 素 を 処 理 し て 得 ら れ る Ｆ ( a b ) 及 び Ｆ ( a b ′ ) 2 フ ラ グ メ ン ト が 挙
げ ら れ る 。 本 発 明 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 、 そ の バ リ ア ン ト 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 又 は そ の 類 似 体 若
し く は 誘 導 体 を 免 疫 原 と し て 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び キ メ ラ 抗 体 を 提
供 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 完 全 長 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と が で き 、 ま た 代 わ り に 本 発 明 は 免 疫 原 と
し て 用 い る た め に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 抗 原 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る も の で あ る 。 Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ の 抗 原 ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ２ に 提 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も ８ 個 （ 好 ま
し く は １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 又 は そ れ 以 上 ） の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、 か つ Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
と 特 異 な 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る ペ プ チ ド に 対 し て 抗 体 を 生 じ さ せ る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の エ ピ ト
ー プ を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 免 疫 原 は 典 型 的 に は 、 当 該 免 疫 原 を 適 当 な 動 物 （ 例 え ば 、 兎 、 山 羊 、 マ ウ
ス 又 は そ の 他 の 哺 乳 類 ） に 免 疫 感 作 さ せ て 抗 体 を 調 製 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 適
当 な 免 疫 原 調 製 物 に は 例 え ば 組 換 え 技 術 で 発 現 さ せ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は 化 学 的
に 合 成 し た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の で も よ い 。
　 調 製 は 更 に 完 全 若 し く は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ド の よ う な ア ジ ュ バ ン ド 又 は 同 様
の 免 疫 促 進 物 質 を 含 む こ と が で き る 。 適 当 な 動 物 に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 免 疫 原 調 製 物 を 用 い て 免
疫 感 作 す る こ と に よ り ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 応 答 が 誘 発 さ れ る 。
　 本 発 明 に 係 る 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は キ メ ラ 抗 体 で あ る
。 こ こ で 使 用 さ れ て い る 用 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 又 は 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 」
と は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 特 異 的 な エ ピ ト ー プ と 免 疫 反 応 す る こ と が で き る 一 種 類 の 抗 原 結 合
部 位 を 含 ん で い る 抗 体 分 子 の 集 団 を い う 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 は 、 こ の よ う に 典 型
的 に は 特 異 な Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 エ ピ ト ー プ に 対 し 単 一 の 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ を 提 示 す
る 。
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Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 、 そ の バ リ ア ン ト 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 又 は そ の 類 似 体 若 し く は 誘 導 体



【 ０ １ ２ ６ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 は 、 上 記 の 記 載 の 如 く 、 適 当 な 動 物 を Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １
９ 免 疫 原 を 用 い て 免 疫 感 作 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 免 疫 感 作 し た 動 物 に お
け る 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 の 力 価 は 、 固 定 化 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ
セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の よ う な 標 準 的 技 術 に よ り 経 時 的 に 測 定 す る こ と が で き る 。 必 要 な 場
合 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 対 す る 抗 体 分 子 は 、 哺 乳 類 （ 例 え ば 、 血 液 か ら ） か ら 単 離 す る こ と
が で き 、 更 に Ｉ ｇ Ｇ 画 分 を 得 る た め に は タ ン パ ク 質 Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 既 知 の
技 術 に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。 免 疫 感 作 後 の 適 当 な 時 間 に 、 例 え ば 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
抗 体 力 価 が 最 高 に 達 し た 時 、 抗 体 産 生 細 胞 を 被 検 体 か ら 採 集 し 、 そ し て Kohler等 に よ り 最
初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術  (Kohler et al., Nature (1975) 256: 495-497)、 ヒ
ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kohler et al., Immunol Today (1983) 4: 72） 、 Ｅ Ｂ Ｖ
ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, (1985
), Alan R. Liss, Inc., pp. 77～ 96） 又 は ト リ オ ー マ 技 術 の よ う な 標 準 的 技 術 に よ り モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 す る 技 術 は
よ く 知 ら れ て い る （ 概 説 と し て Current Protocols in Immunology (1994) Coligan et al
., eds., John Wiley & Sons, Inc., New York, NY参 照 ） 。 簡 単 に 言 え ば 、 不 死 化 細 胞 系
（ 典 型 的 に は ミ エ ロ ー マ ） を 上 記 の 記 載 の 如 く Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 免 疫 原 で 免 疫 し た 哺 乳 類 由 来
の リ ン パ 球 （ 典 型 的 に は 脾 臓 細 胞 ） に 融 合 し 、 そ し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 液 の
上 澄 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ
ブ リ ド ー マ を 同 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 リ ン パ 球 と 不 死 化 細 胞 系 の 融 合 に 用 い ら れ る 多 く の 既 知 の プ ロ ト コ ー ル の い か な る も の
も 、 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る 目 的 に 利 用 す る こ と が で き る （ 例 え
ば 、 Current Protocols in Immunology, 上 記 ； Galfre et al., Nature (1977) 266: 550
-552; Kenneth, in Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses,
 Plenum Publishing Corp., New York, N.Y. (1980); 及 び Lerner, Yale J Biol Med (19
81) 54: 387-402参 照 ） 。 更 に 、 当 業 者 で あ れ ば 、 そ の よ う な 方 法 に は 多 く の 変 法 が あ り
、 そ れ ら も ま た 有 用 な も の で あ る と 理 解 す る で あ ろ う 。 典 型 的 に は 不 死 化 細 胞 系 （ 例 え ば
、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 ） は 、 リ ン パ 球 と 同 種 の 哺 乳 類 に 由 来 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 マ ウ
ス ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 本 発 明 の 免 疫 原 調 製 で 免 疫 し た マ ウ ス 由 来 の リ ン パ 球 を 、 不 死 化 マ
ウ ス 細 胞 系 、 例 え ば 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン （ Ｈ Ａ Ｔ 培 地 ） を 含
ん で い る 培 地 に 対 し て 感 受 性 で あ る ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 と を 融 合 し て 作 成 す る こ と が で き る
。
　 多 く の ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 の い か な る も の も 、 （ 例 え ば 、 Ｐ ３ － Ｎ Ｓ １ ／ １ － Ａ ｇ ４ － １
、 Ｐ ３ － ｘ ６ ３ － Ａ ｇ ８ .６ ５ ３ 又 は Ｓ ｐ ２ ／ Ｏ － Ａ ｇ １ ４ ミ エ ロ ー マ 系 ） 標 準 的 技 術 に
従 っ て 融 合 の 相 手 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ミ エ ロ ー マ 系 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入
手 可 能 で あ る 。 典 型 的 に は 、 Ｈ Ａ Ｔ － 感 受 性 ネ ズ ミ ミ エ ロ ー マ 細 胞 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） を 用 い て ネ ズ ミ 脾 臓 細 胞 と 融 合 さ せ る 。 融 合 に よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 は 、 非 融 合 又 は 非 生 産 的 融 合 の 細 胞 を 死 滅 さ せ る Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を 用 い て 選 択 す る こ と
が で き る （ ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ な い た め 、 非 融 合 ス プ レ ノ サ イ ト は 数 回 後 に 死 滅 す る ）
。 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 結
合 す る 抗 体 を 含 ん で い る ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 の 上 澄 の ス ク リ ー ニ ン グ （ 例 え ば 、 標 準 的 Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ） を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 代 り に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 －
Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 単
離 す る た め に 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ と の 組 換 え コ ン ビ ナ ト リ ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー （
例 え ば 、 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同
定 し 及 び 単 離 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 及 び ス ク リ ー
ニ ン グ の キ ッ ト は 市 場 に て 入 手 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 the Pharmacia Recombinant Phage 
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Antibody System, Catalog No. 27-9400-01;及 び the Stratagene「 SURFZAP」 Phage Displ
ay Kit, Catalog No. 240612） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 加 え て 、 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 及 び ス ク リ ー ニ ン グ に 特 に 使 用 す る こ と
が で き る 方 法 及 び 試 薬 の 例 と し て は 、 例 え ば 、 U.S. Patent No. 5,223,409; PCT Publica
tion No. WO 92／ 18619; PCT Publication No. WO 91／ 17271; PCT Publication No. WO 
92／ 20791; PCT Publication No. WO 92／ 15679; PCT Publication No. WO 93／ 01288; P
CT Publication No. WO 92／ 01047; PCT Publication No. WO 92／ 09690; PCT Publicati
on No. WO 90／ 02809; Fuchs et al., Bio／ Technology (1991) 9: 1370～ 1372; Hay et 
al., Hum Antibody Hybridomas (1992) 3: 81～ 85; Huse et al., Science (1989) 246; 
1275～ 1281; 及 び Griffiths et al., EMBO J (1993) 25 (12): 725～ 734が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 尚 更 に 、 組 換 え 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 は 、 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び キ メ ラ 抗 体 を 含 め
て 、 標 準 的 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て 作 成 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 技 術 水
準 と し て 既 知 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 、 例 え ば PCT Publication No. WO 87／ 02671; Europe P
atent Application No. 184,187; Europe Patent Application No. 171,496; Europe Pat
ent Application No. 173,494; PCT Publication No. WO 86／ 01533; U.S. Patent No. 4
,816,567; Europe Patent Application No. 125,023; Better et al., Science (1988) 2
40: 1041～ 1043; Liu et al., Proc Natl Acad Sci USA (1987) 84: 3439～ 3443; Lin et
 al., J Immunol (1987) 139: 3521～ 3526; Sun et al., Proc Natl Acad Sci USA (1987
) 84: 214-218; Nishimura et al., Canc Res (1987) 47: 999～ 1005; Wood et al., Nat
ure (1985) 314: 446～ 449; Shaw et al., J Natl Cancer Inst (1988) 80: 1553～ 1559;
: Morrison, Science (1985) 229: 1202～ 1207; Oi et al., Bio／ Techniques (1986) 4:
 214; U.S. Patent No. 5,225,539; Jones et al., Nature (1986) 321: 552～ 525; Verh
oeyan et al., Science (1988) 239: 1534; 及 び Beidler et al., J Immunol (1988) 141
: 4053～ 4060に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 （ 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 又 は 免 疫 沈 降 法 の よ う な 標 準 的 技 術 に よ り Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 単 離 す る の に 使 用 す る こ
と が で き る 。 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 は 、 細 胞 か ら の 自 然 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 及 び 組 換 え 技 術 で 作
成 し た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 発 現 し た 宿 主 細 胞 か ら の 精 製 を 容 易 に す る こ と が で き る 。
　 更 に 、 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 発 現 の 数 及 び パ タ ー ン を 評
価 す る た め に 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 細 胞 溶 解 物 又 は 細 胞 上 澄 画 分 中 の ） を
検 出 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 は 、 臨 床 的 検 査 手 順 の 一 部 と し
て 、 例 え ば 、 与 え ら れ た 治 療 法 の 効 果 を 判 定 す る た め に 、 組 織 に お け る タ ン パ ク 質 レ ベ ル
を モ ニ タ ー す る 診 断 に 使 用 す る こ と が で き る 。 検 出 は 、 抗 体 を 後 述 す る 検 出 可 能 な 物 質 （
標 識 ） と カ ッ プ リ ン グ す る こ と に よ っ て 容 易 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】

　 場 合 に よ っ て は 、 本 発 明 に 係 る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ プ チ ド 及 び 本
発 明 に 係 る 抗 体 、 並 び に そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で き る 。 適
当 な 標 識 と し て は 、 酵 素 、 蛍 光 体 （ 例 え ば 、 蛍 光 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 フ ィ
コ エ リ ト リ ン （ Ｐ Ｅ ） 、 テ キ サ ス レ ッ ド （ Ｔ Ｒ ） 、 ロ ダ ミ ン 、 遊 離 又 は キ レ ー ト ラ ン タ ニ
ド 系 塩 、 特 に Ｅ ｕ 3 + 等 の 蛍 光 体 ） 、 発 色 団 、 放 射 性 同 位 元 素 、 キ レ ー ト 剤 、 染 料 、 金 コ ロ
イ ド 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン ） 、 生 物 発 光 体 、 及 び 化 学 発 光 試 薬
を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 対 照 マ ー カ ー を 採 用 す る と き は 、 同 一 の 又 は 相 違 す る 標 識 を 受 容 体 及 び 対 照 マ ー カ ー に
使 用 す る こ と が で き る 。 同 位 元 素 3 Ｈ 、 1 4 Ｃ 、 3 2 Ｐ 、 3 5 Ｓ 、 3 6 Ｃ ｌ 、 5 1 Ｃ ｒ 、 5 7 Ｃ ｏ 、 5 8

Ｃ ｏ 、 5 9 Ｆ ｅ 、 9 0 Ｙ 、 1 2 5 Ｉ 、 1 3 1 Ｉ 及 び 1 8 6 Ｒ ｅ の よ う な 放 射 性 活 性 標 識 を 使 用 す る 場 合
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は 、 既 知 で 現 在 使 用 可 能 な 計 測 方 法 を 利 用 す る こ と が で き る 。 標 識 が 酵 素 の 場 合 は 、 検 出
は 、 現 在 使 用 さ れ て い る 技 術 水 準 と し て 既 知 の 比 色 分 析 、 分 光 分 析 、 蛍 光 分 光 分 析 、 電 流
測 定 又 は 気 体 定 量 法 の い か な る も の に よ っ て で も 遂 行 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 直 接 標 識 は 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る こ と が で き る 標 識 の 一 つ の 例 で あ る 。 直 接 標 識 と
は 、 自 然 の 状 態 に お い て 、 肉 眼 で 又 は 光 学 フ ィ ル タ ー 及 び ／ 又 は 例 え ば 蛍 光 を 発 生 さ せ る
紫 外 線 の よ う な 利 用 促 進 の 助 け を 得 て 容 易 に 目 視 す る こ と の で き る も の と 定 義 さ れ る 。 本
発 明 に 従 っ て 使 用 す る こ と が で き る 有 色 標 識 の 例 に は 、 金 属 ゾ ル 粒 子 が あ り 、 例 え ば Leuv
ering (U.S. Patent 4,313,734)の 記 載 の よ う な 金 ゾ ル 粒 子 、  Gribnau等 (U.S. Patent 4,
373,932) 及 び May 等  (WO 88／ 08534)の 記 載 の よ う な 染 料 ゾ ル 粒 子 、 May(上 述 )、 Snyder 
(EP-A 0 280 559 及 び 0 281 327)記 載 の よ う な 染 色 ラ テ ッ ク ス 、 又 は Campbell 等  (U.S. 
Patent 4,703,017)記 載 の よ う な リ ポ ソ ー ム に カ プ セ ル 化 さ れ た 染 料 が 挙 げ ら れ る 。 他 の
直 接 標 識 と し て は 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 、 蛍 光 体 、 又 は 発 光 体 が あ る 。 こ れ ら 直 接 標 識 の
方 法 に 加 え て 、 酵 素 を 含 む 間 接 標 識 も 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る こ と が で き る 。 エ ン ザ イ ム
イ ム ノ ア ッ セ イ の 種 々 の タ イ プ は 技 術 水 準 と し て よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 グ ル コ ー ス － ６ － ホ ス フ ェ イ
ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ が あ り 、 こ れ ら 及 び そ の 他 の も
の は 、 Eva Engvall 著 , Enzyme Immunoassay ELISA and EMIT in Methods in Enzymology
, 70. 419～ 439, 1980 及 び  U.S. Patent 4,857,453に お い て 詳 細 に 議 論 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 他 の 標 識 に は 、 磁 気 ビ ー ズ 、 又 は 磁 気 共 鳴 イ メ ー ジ ン グ 標 識 が 含 ま
れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 3 2 Ｐ で 標 識 す る た め に 、 リ ン 酸 化 部 位 が 本 発 明 に 係 る 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 又 は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 上 に 作 成 さ れ て い る が 、
そ れ ら は 、 Foxwell等 に 対 し て １ ９ ９ ５ 年 １ ０ 月 １ ７ 日 に 発 行 さ れ た European Patent No.
 0372707又 は U.S. Patent No. 5,459,240に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ こ に 例 証 し た よ う に 、 抗 体 を 含 め た タ ン パ ク 質 は 代 謝 標 識 に よ っ て 標 識 す る こ と が で
き る 。 代 謝 標 識 は 、 ［ 3 5 Ｓ ］ － メ チ オ ニ ン 又 は ［ 3 2 Ｐ ］ － オ ル ト リ ン 酸 の よ う な 代 謝 標 識
物 を 補 足 し た 培 地 の 存 在 下 で タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 の  イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中
に 行 わ れ る 。 ［ 3 5 Ｓ ］ － メ チ オ ニ ン を 用 い た 代 謝 （ 又 は 生 合 成 ） 標 識 に 加 え て 、 本 発 明 は
更 に ［ 1 4 Ｃ ］ － ア ミ ノ 酸 及 び ［ 3 Ｈ ］ － ア ミ ノ 酸 （ 不 安 定 で な い 部 位 に ト リ チ ウ ム を 置 換
し た も の ） を 用 い た 標 識 を も 考 慮 に 入 れ て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 本 発 明 の も う 一 つ の 局 面 は 、 ベ ク タ ー 、 特 に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ （ 又 は そ の 部 分 ） を コ ー ド す
る 核 酸 を 含 ん で い る 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る も の で あ る 。 上 記 に 説 明 し た よ う に 、 ベ ク タ ー
の 一 つ の タ イ プ は 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 で あ り 、 そ れ は 他 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 連 結 す る こ と が で き
る 環 状 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ル ー プ の こ と を い う 。 あ る ベ ク タ ー は 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 細 菌 性 複 製 起
点 を 有 す る 細 菌 ベ ク タ ー 及 び エ ピ ソ ー ム 哺 乳 類 ベ ク タ ー ） の 中 で 自 律 的 複 製 が 可 能 で あ る
。 他 の ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 非 エ ピ ソ ー ム 哺 乳 類 ベ ク タ ー ） は 、 宿 主 細 胞 の 中 へ 取 り 入 れ ら
れ て 、 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 中 へ 組 み 込 ま れ 、 そ の 結 果 宿 主 ゲ ノ ム に 沿 っ て 複 製 さ れ る 。 尚 、
発 現 ベ ク タ ー は 、 作 動 可 能 に 連 結 し た 遺 伝 子 の 発 現 を 支 配 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 組
換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に お い て 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 多 く の 場 合 プ ラ ス ミ ド （ ベ ク タ ー ）
型 で 用 い ら れ る 。 し か し な が ら 本 発 明 は 、 同 様 の 機 能 を 果 た す ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば
、 複 製 欠 損 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 及 び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ） の よ う な 発 現 ベ ク
タ ー の 他 の 型 を も 含 む こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 で の 核 酸 発 現 に 適 す る 型 の 本 発 明 に 係 る 核 酸
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分 子 を 含 ん で い る 。 そ れ は 、 本 発 明 に 係 る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 発 現 に 使 用 さ れ る 宿 主
細 胞 を 基 礎 と し て 選 択 さ れ た 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 制 御 配 列 を 含 ん で お り 、 そ し て そ れ は 発
現 す べ き 核 酸 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 「 作 動 可 能 に 連 結 し て い
る 」 と は 、 興 味 あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 許 容 す る 態 様 （ 例 え
ば 、  転 写 ／ 翻 訳 系 に お い て 、 又 は ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 へ 取 り 込 ま れ た と き は 宿
主 細 胞 中 に お い て ） で 制 御 配 列 に 連 結 し て い る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 用 語 「 制 御 配 列 」 と は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 他 の 発 現 制 御 因 子 （ 例 え ば 、
ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン シ グ ナ ル ） を 含 む こ と を 意 味 す る 。 そ の よ う な 制 御 配 列 は 、 例 え ば
Goeddel著 Gene Expression Technology: Methods in Enzymology Vol. 185, Academic Pr
ess, San Diego, CA (1990)に 記 載 さ れ て い る 。 制 御 配 列 は 宿 主 細 胞 の 多 く の タ イ プ に お
け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 直 接 構 成 的 発 現 を 含 む （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 制 御 配 列 ） 。 当 業 者
で あ れ ば 、 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 は 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ム す る 宿 主 細 胞 の 選 択 、 所 望 す る タ ン
パ ク 質 発 現 の 程 度 等 の 要 因 に 依 存 す る も の で あ る こ と を 理 解 で き る も の と 思 わ れ る 。 本 発
明 に 係 る 発 現 ベ ク タ ー は 、 こ こ に 記 載 さ れ た 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 又 は ペ
プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 突 然 変 異 体 、 融 合 タ ン パ ク 質
等 ） を 産 生 す る た め に 、 宿 主 細 胞 中 へ 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 に 係 る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 、 例 え ば 大 腸 菌 （  
） 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 用 い て ） 、 酵 母 細 胞 又
は 哺 乳 類 細 胞 中 で 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 発 現 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 適 当 な 宿 主 細
胞 に つ い て は 前 述 の Goeddelに お い て 更 に 議 論 す る 。 或 い は ま た 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は
、 例 え ば Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー 及 び ／ 又 は Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ の よ う な フ ァ ー ジ 制 御 因 子 及 び タ
ン パ ク 質 を 用 い て 、  で 転 写 及 び 翻 訳 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 真 核 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質 発 現 は 、 融 合 又 は 非 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 支 配 す る 構 成
的 又 は 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る ベ ク タ ー を 用 い て 、 最 も 頻 繁 に は 大 腸 菌 （  
） 中 で 行 わ れ る 。 融 合 ベ ク タ ー は 多 く の ア ミ ノ 酸 を そ こ で コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 、 通

常 は 組 換 え タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 へ 付 加 す る 。 そ の よ う な 融 合 ベ ク タ ー は 典 型 的 に は 三
つ の 目 的 ： １ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 加 さ せ る た め ； ２ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 溶 解
度 を 増 大 さ せ る た め 、 及 び ３ ） ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に お い て リ ガ ン ド と し て 作 用 す る こ と に
よ り 組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製 を 補 助 す る た め に 、 役 割 を 果 た す 。 し ば し ば 融 合 発 現 ベ ク タ
ー に お い て は 、 タ ン パ ク 質 分 解 の 切 断 部 位 を 融 合 の 接 合 部 に 導 入 し 、 融 合 体 か ら 組 換 え タ
ン パ ク 質 の 分 離 を 可 能 と し 、 続 い て 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 と す る 。 そ の よ う な 酵 素
及 び 同 種 の （ cognate） 識 別 配 列 は 、 Ｘ ａ 因 子 、 ト ロ ン ビ ン 及 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 pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith et al., Gene (198
8) 67: 31～ 40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) 及 び pRITS (Pharmacia, Pi
scataway, NJ)を 含 み 、 そ れ ら は グ ル タ チ オ ン － ５ － 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 又 は プ ロ テ イ ン Ａ を そ れ ぞ れ 標 的 組 換 え タ ン パ ク 質 へ 融 合 さ せ
る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 適 当 な 誘 導 的 非 融 合 大 腸 菌 （  ） 発 現 ベ ク タ ー は 、 pTrc (Amann et al., Gene (1
988) 69: 301～ 315) 及 び pET lld (Studier et al., Gene Expression Technology: Meth
ods in Enzymology, Academic Press, San Diego, California (1990) 185: 60～ 89)を 含
ん で い る 。 ｐ Ｔ ｒ ｃ ベ ク タ ー 由 来 の 標 的 遺 伝 子 発 現 は ハ イ ブ リ ッ ド ｔ ｒ ｐ － ｌ ａ ｃ 融 合 プ
ロ モ ー タ ー か ら の 宿 主 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 転 写 に 依 存 し て い る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 大 腸 菌 （  ） に お け る 組 換 え タ ン パ ク 質 発 現 を 最 適 化 す る 一 つ の 方 策 は 、 組 換 え
タ ン パ ク 質 を タ ン パ ク 質 分 解 に よ っ て 切 断 す る 能 力 を 欠 損 し た 宿 主 に お い て タ ン パ ク 質 を
発 現 さ せ る こ と で あ る （ Gottesman, Gene Expression Technology: Methods in Enzymoly
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gy, Academic Press, San Diego, California (1990) 185: 119～ 128） 。 他 の も う 一 つ の
方 策 は 、 発 現 ベ ク タ ー へ 挿 入 さ れ る べ き 核 酸 分 子 の 核 酸 配 列 を 変 更 し て 、 各 ア ミ ノ 酸 に 対
す る 個 々 の コ ド ン が 大 腸 菌 （  ） に お い て 好 適 に 使 用 さ れ る よ う に す る こ と で あ る
（ Wada et al., Nucleic Acids Res (1992) 20: 2111～ 2118） 。 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 の
そ の よ う な 変 更 は 、 標 準 的 な Ｄ Ｎ Ａ 合 成 技 術 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 発 現 ベ ク タ ー は 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 パ ン 酵
母 （  ） の よ う な 酵 母 に お け る 発 現 用 の ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 pYepSecl (B
aldari et al., EMBO J (1987) 6: 229～ 234)、 pMFa (Kurjan et al., Cell (1982) 30: 
933～ 943)、 pJRY88 (Schultz et al., Gene (1987) 54: 113～ 123)、 pYES2 (Invitrogen 
Corporation, San Diego, CA) 及 び  pPicZ (Invitrogen Corp, San Diego, CA)が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 或 い は ま た 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 昆 虫 細 胞 に お い て
も 発 現 す る こ と が で き る 。 培 養 昆 虫 細 胞 に お い て タ ン パ ク 質 発 現 に 使 用 可 能 な バ キ ュ ロ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー に は 、 pAc系 (Smith et al., Mol Cell Biol (1983) 3: 2156～ 2165) 及 び
 pVL 系  (Lucklow et al., Virology (1989) 170: 31～ 39)が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 尚 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 係 る 核 酸 は 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 哺 乳 類 細 胞
中 で も 発 現 さ れ る 。 こ こ で 利 用 さ れ て い る 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 pCDM8 (Nat
ure (1987) 329: 840参 照 )及 び pMT2PC (Kaufman et al., EMBO J (1987) 6: 187～ 195)が
挙 げ ら れ る が 、 但 し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 哺 乳 類 細 胞 中 で 使 用 す る 場 合 は 、 発 現 ベ ク
タ ー の 制 御 機 能 が し ば し ば ウ イ ル ス 制 御 因 子 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 よ く 使 用 さ 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 及 び シ ミ ア ン ウ
イ ル ス ４ ０ 由 来 の も の で あ る 。 原 核 細 胞 及 び 真 核 細 胞 の 双 方 に 対 す る 他 の 適 当 な 発 現 系 に
つ い て は 、 上 記 の Sambrook等 の 文 献 第 １ ６ 及 び １ ７ 章 を 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 他 の も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 に 係 る 組 換 え 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー は 、 好 適 に
は 或 る 特 殊 な 細 胞 型 （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 制 限 因 子 が 核 酸 の 発 現 に 使 用 さ れ て い る も の ）
に お い て 、 核 酸 の 発 現 を 支 配 す る こ と が で き る 。 組 織 特 異 的 制 御 因 子 は 技 術 水 準 と し て 既
知 の も の で あ る 。 適 当 な 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 例 示 列 挙 と し て は 、 ア ル ブ ミ ン プ ロ モ
ー タ ー （ 肝 臓 特 異 性 ； Pinkert et al., Genes Dev (1987) 1: 268～ 277） 、 リ ン パ 球 特 異
的 プ ロ モ ー タ ー  (Calame et al., Adv Immunol (1988) 43: 235～ 275)、 特 に Ｔ 細 胞 受 容
体 の プ ロ モ ー タ ー  (Winoto et al., EMBO J (1989) 8: 729～ 733) 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン  (
Banerji et al., Cell (1983) 33: 729～ 740; Queen et al., Cell (1983) 33: 741～ 748
)、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー  (例 え ば 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト プ ロ モ ー タ ー ; Byrne
 et al., Proc Natl Acad Sci USA (1989) 86: 5473～ 5477)、 膵 臓 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー  (
Edlund et al., Science (1985) 230: 912～ 916) 及 び 乳 腺 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー  (例 え ば
、 乳 清 プ ロ モ ー タ ー ; U.S. Patent No. 4,873,316 及 び  Europe Application No. 264,16
6) を 挙 げ る こ と が で き る 。 発 生 制 御 プ ロ モ ー タ ー も ま た 含 ま れ 、 例 え ば マ ウ ス ホ ッ ク ス
プ ロ モ ー タ ー  (Kessel et al., Science (1990) 249: 374～ 379) 及 び α － フ ェ ト プ ロ テ
イ ン プ ロ モ ー タ ー (Campes et al., Genes Dev (1989) 3: 537～ 546)が あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 更 に 発 現 ベ ク タ ー 中 に ア ン チ セ ン ス 配 位 に ク ロ ー ン し た 本 発 明 に 係 る Ｄ Ｎ Ａ 分
子 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 即 ち 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て ア ン チ
セ ン ス で あ る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 発 現 （ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 転 写 に よ り ） を 許 容 す る 態 様 で 、 Ｄ Ｎ Ａ 分
子 が 制 御 配 列 に 操 作 可 能 に 連 結 し て い る 。 ア ン チ セ ン ス 配 位 に ク ロ ー ン し た 核 酸 に 作 動 可
能 に 連 結 さ れ た 制 御 配 列 は 、 種 々 の 細 胞 型 に お い て ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 連 続 的 発 現
を 支 配 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー 及 び ／ 又 は エ
ン ハ ン サ ー 又 は 制 御 配 列 は 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ の 構 成 的 組 織 特 異 的 又 は 細 胞 型 特 異 的 発
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現 を 支 配 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。
　 ア ン チ セ ン ス 発 現 ベ ク タ ー は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 高 効 率 制 御 領 域 の 調 節 の 下 に 産 生 さ
れ る 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 又 は 弱 毒 化 ウ イ ル ス の 型 を し て い て 、 そ の 活 性 は
ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 細 胞 型 に よ っ て 判 定 す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 を 用 い
た 遺 伝 子 発 現 の 制 御 に つ い て の 議 論 は 、 Weintraub等 の 文 献 （ Reviews-Trends in Genetic
s, Vol 1 (1) 1986） を 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の も う 一 つ の 局 面 は 、 本 発 明 に 係 る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 宿 主 細
胞 に 関 す る も の で あ る 。 用 語 「 宿 主 細 胞 」 及 び 「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 は 、 こ こ で は 相 互 に 変
換 可 能 に 用 い ら れ て い る 。 そ の よ う な 用 語 は 単 に 特 別 な 対 象 細 胞 を 意 味 す る の で は な く 、
ま た そ の よ う な 細 胞 の 子 孫 又 は そ の 潜 在 的 子 孫 を も 意 味 す る も の で あ る 。 突 然 変 異 又 は 環
境 の 影 響 の い ず れ か に よ り 継 代 培 養 中 に は い く つ か の 変 化 が 起 こ り 得 る か ら 、 そ の よ う な
子 孫 は 実 際 に は 親 細 胞 と は 同 一 で は な い か も 知 れ な い が 、 し か し な が ら 尚 こ こ で 使 用 さ れ
る 用 語 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 宿 主 細 胞 は い か な る 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン
パ ク 質 は 大 腸 菌 （  ） の よ う な 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 又 は 哺 乳 類 細 胞 （ 例 え ば
チ ャ ィ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 、 ２ ９ ３ 細 胞 又 は Ｃ Ｏ Ｓ 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 と っ て は 既 知 の も の で あ る 。 ベ ク タ ー Ｄ Ｎ
Ａ は 通 常 の ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 を 用 い て 原 核 細 胞 又
は 真 核 細 胞 中 へ 導 入 す る こ と が で き る 。 こ こ で 使 用 さ れ て い る 用 語 「 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー
シ ョ ン 」 及 び 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 は 、 外 来 の 核 酸 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ） を 宿 主 細 胞 中
へ 導 入 す る た め の 技 法 と し て 認 知 さ れ た 各 種 の 技 術 を 意 味 し 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 又 は 塩 化
カ ル シ ウ ム 共 沈 殿 、 形 質 導 入 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 介 在 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ
フ ェ ク シ ョ ン 、 又 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 哺 乳 類 細 胞 の 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に は 、 使 用 す る 発 現 ベ ク タ ー 及 び ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 に も よ る が 、 細 胞 の ほ ん の 少 数 の も の の み が 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ を ゲ ノ ム
中 へ 組 み 込 む に 過 ぎ な い こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の 組 込 み 体 を 同 定 し 及 び 選 択 す る た め に
は 、 選 択 マ ー カ ー （ 例 え ば 、 抗 生 物 質 に 耐 性 を 与 え る ） を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 を 一 般 に
興 味 あ る 遺 伝 子 と 共 に 宿 主 細 胞 中 へ 取 り 込 ま せ る 。 好 適 な 選 択 マ ー カ ー と し て は 、 Ｇ ４ １
８ 、 ヒ グ ロ マ イ シ ン 及 び メ ト ト レ キ サ ー ト の よ う な 薬 剤 耐 性 を 付 与 す る も の が あ る 。 選 択
的 マ ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド し て い る 同 一 ベ ク タ ー を 用 い て 、
又 は 他 の ベ ク タ ー を 用 い て 、 宿 主 細 胞 へ 導 入 す る こ と が で き る 。 導 入 さ れ た 核 酸 に よ り 安
定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 、 薬 剤 選 択 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、
選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 取 り 込 ん だ 細 胞 は 生 存 す る が 、 他 の 細 胞 に 死 滅 す る ） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 培 養 さ れ て い る 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 の よ う な 本 発 明 に 係 る 宿 主 細 胞 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
タ ン パ ク 質 を 産 生 （ 即 ち 、 発 現 ） す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ れ 故 、 本 発 明 は 、 本
発 明 に 係 る 宿 主 細 胞 を 用 い た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 方 法 を も 提 供 す る も の で
あ る 。 或 る 実 施 態 様 に お い て は 、 そ の 方 法 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ る よ う
な 安 定 培 地 中 で 本 発 明 に 係 る 宿 主 細 胞 （ Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が
既 に 導 入 さ れ て い る も の ） を 培 養 す る こ と を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 そ の 方 法 は
、 培 地 又 は 宿 主 細 胞 か ら Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 単 離 す る こ と を 更 に 含 む も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 他 の も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ は 、 修 飾 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ
ク ロ ー ン し た 他 の タ ン パ ク 質 の 組 換 え 発 現 の た め の 誘 導 的 発 現 系 を 含 ん で い る 。 例 え ば 、
突 然 変 異 を 起 こ し た Ｇ タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 酵 母 細 胞 、 Ｙ ２ 副 腎 皮
質 細 胞 及 び -cyc S49, U.S. Pat. Nos. 6,168,927B1, 5,739,029 及 び  5,482,835; Mitche
ll et al., Proc Natl Acad Sci USA (1992) 89 (19): 8933～ 37 及 び  Katada et al., J
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 Biol Chem (1984) 259 (6): 3586～ 95参 照 ） は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ が 宿 主 細 胞 中 で 機 能 的 に
発 現 し て い る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含 ん で い る ベ ク タ ー 第 一 発 現 ベ ク
タ ー で 形 質 導 入 さ れ る 。 例 え 、 発 現 さ れ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ が 構 成 的 活 性 で あ っ て も 、 突 然 変
異 体 は 信 号 伝 達 を 許 容 す る も の で は な い ； 即 ち 、 下 流 カ ス ケ ー ド 方 向 の Ｇ タ ン パ ク 質 の 活
性 化 は 起 こ ら な い （ 例 え ば 、 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ の 活 性 化 は 起 こ ら な い ） 。 そ れ 故 に 、
第 二 発 現 ベ ク タ ー が Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 含 有 宿 主 細 胞 の 形 質 導 入 に 使 用 さ れ る 。 第 二 ベ ク タ ー は
宿 主 細 胞 の Ｇ タ ン パ ク 質 突 然 変 異 に 対 し て 相 補 的 な 構 造 遺 伝 子 （ 即 ち 、 機 能 的 な 哺 乳 類 又
は 酵 母 Ｇ s 、 Ｇ i 、 Ｇ o 、 又 は Ｇ q 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｔ  Publication No. WO 97／ 48820; U.S. Pa
t. Nos. 6,168,927 B1, 5,739,029及 び 5,482,835参 照 ） を 、 誘 導 系 に よ っ て 発 現 さ せ る べ
き 興 味 あ る 遺 伝 子 に 加 え て 含 ん で い る 。
　 第 二 ベ ク タ ー の 相 補 的 構 造 遺 伝 子 は 誘 導 的 で あ り 、 即 ち 、 外 因 性 的 に 添 加 さ れ た 成 分 の
調 節 下 に お い て  (例 え ば 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 、 低 分 子 等 、 上 述 の Sambrook et 
al., 参 照 )、 相 補 的 構 造 遺 伝 子 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 す る 。 イ
ン デ ュ ー サ ー （ 誘 導 物 質 ） に 加 え て 、 相 補 的 構 造 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は
機 能 的 に 発 現 し 、 構 成 的 活 性 な Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ は 複 合 体 を 形 成 し 、 そ し て 適 当 な 下 流 経 路 の
活 性 化 を 導 く （ 例 え ば 、 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー の 形 成 ） 。 二 次 ベ ク タ ー を 含 ん で い る 興 味 あ
る 遺 伝 子 は 、 適 当 な 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー （ 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ 、 Ａ Ｐ １ 因 子 ） に よ っ て 活 性
化 さ れ た 作 動 可 能 に 連 結 し て い る プ ロ モ ー タ ー を 有 し て い る 。 こ の よ う に 、 二 次 メ ッ セ ン
ジ ャ ー が 蓄 積 す る に つ れ て 、 興 味 あ る 遺 伝 子 か ら 上 流 の プ ロ モ ー タ ー は 当 該 遺 伝 子 産 物 を
発 現 す る よ う に 活 性 化 さ れ る 。 誘 導 物 質 が な い と き は 、 興 味 あ る 遺 伝 子 の 発 現 は 、 ス イ ッ
チ オ フ と な る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 特 別 な 実 施 態 様 に お い て は 、 誘 発 的 発 現 系 の 宿 主 細 胞 と し て は Ｓ ４ ９ （ ｃ ｙ ｃ - ） 細 胞
が あ る が 、 但 し 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 Ｇ タ ン パ ク 質 突 然 変 異 を 含 む よ う に 意 図 し た 細 胞
系 は 、 適 当 な 突 然 変 異 は 人 工 的 に 作 成 ／ 構 成 す る こ と が で き る 。 （ U.S. Pat. Nos. 6,168
,927B1, 5,739,029及 び 5,482,835, 酵 母 細 胞 系 、 参 照 ） 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 関 連 し た 局 面 と し て 、 配 列 番 号 ２ に お い て 説 明 し た よ う に タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る
配 列 を 含 ん で い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 作 動 可 能 に 連 結 し た ベ ク タ ー に よ り 細 胞 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ る 。 そ の よ う な 系 を 含 ん で い る 一 次 及 び 二 次 ベ ク タ ー と し て は 、 pCDM8 (Seed, Natur
e (1987) 329: 840) 及 び  pMT2PC (Kaufman et al., EMBO J (1987) 6: 187～ 195)、 pYep
Secl (Baldari et al., EMBO J (1987) 6: 229～ 234)、 pMFa (Kurjan et al., Cell (198
2) 30: 933-943、 pJRY88 (Schultz et al., Gene (1987) 54: 113～ 123)、 pYES2 (Invitr
ogen Corporation, San Diego, CA) 及 び  pPicZ (Invitrogen Corp, San Diego, CA)が 挙
げ ら れ る が 、 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ま た 関 連 し た 局 面 と し て 、 宿 主 細 胞 は そ の よ う な 適 当 な 方 法 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 結 果 と し て 、 機 能 的 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る （
例 え ば 、 上 述 の Sambrook et al., 及 び Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Lab
oratory Manual, Stockton Press, New York, NY, 1990） 。 そ の よ う な 「 機 能 的 タ ン パ ク
質 」 に は 、 発 現 後 に Ｇ タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 す る が 、 そ こ で は Ｇ タ ン パ ク 質 が 二 次 メ
ッ セ ン ジ ャ ー 形 成 を 制 御 し て い る よ う な タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る が 、 但 し 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。 こ こ で 利 用 さ れ る 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 他 の 方 法 と し て は 、 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ 電 気 穿 孔 ） 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン （ 微 量
注 入 ） 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン （ 形 質 導 入 ） 、 セ ル フ ュ ー ジ ョ ン （ 細 胞 融 合 ） 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ デ
キ ス ト ラ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン （ リ ソ ソ ー ム 融 合 ） 、 遺 伝 子 ガ
ン の 使 用 、 又 は Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー ト ラ ン ス ポ ー タ ー （ 例 え ば 、 Wu et al., 1992, J. Biol. 
Chem. 267: 963～ 967; Wu and Wu, 1988, J. Biol. Chem. 263: 14621～ 14624; Hartmut 
et al., Canadian Patent Application No. 2,012,311, filed March 15, 1990参 照 ） が
挙 げ ら れ る が 、 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
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【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 プ ロ モ ー タ ー の 多 彩 な 利 用 法 が あ る 。 実 際 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 は 、 技 術 水 準 と し て 既 知 の い か な る プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー 因 子 に よ っ て で
も 制 御 さ れ 得 る が 、 し か し な が ら こ れ ら の 制 御 因 子 は 発 現 の た め に 選 択 さ れ た 宿 主 中 で 機
能 的 で な け れ ば な ら な い 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 発 現 を 調 節 す る の に 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー に は
、 Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー 領 域 （ Benoist and Chambon, 1981, Nature 290: 304～ 310
） 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス の ３ ′ 末 端 の 長 い リ ピ ー ト 配 列 中 に 含 ま れ て い る プ ロ モ ー タ ー （
Yamamoto et al., 1980, Cell 22: 787～ 797） 、 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー
（ Wagner et al., 1981, Proc. Natle. Acad. Sci. U.S.A. 78: 1441～ 1445） 、 メ タ ロ チ
オ ネ イ ン 遺 伝 子 の 制 御 配 列 （ Brinster et al., 1982, Nature 296: 39～ 42） 、 β － ラ ク
タ マ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の よ う な 原 核 細 胞 の 発 現 ベ ク タ ー （ Villa-Kamaroff, et al., 1978
, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75: 3727～ 3731） 又 は プ ロ モ ー タ ー  (DeBoer,
 et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 80: 21～ 25)が 含 ま れ る が 、 但 し 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。 尚 、 以 下 の 文 献 を も 参 照 す る こ と が で き る 。 「 Useful proteins from
 recombinant bacteria」 in Scientific American, 1980, 242: 74～ 94; Ｇ ａ ｌ ４ プ ロ モ
ー タ ー の よ う な 酵 母 又 は 他 の 菌 類 由 来 の プ ロ モ ー タ ー 因 子 、 Ａ Ｄ Ｃ （ ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ
ゲ ナ ー ゼ ） プ ロ モ ー タ ー 、 Ｐ Ｇ Ｋ （ ホ ス ホ グ リ セ ロ ー ル キ ナ ー ゼ ） プ ロ モ ー タ ー 、 ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー ; 組 織 特 異 性 を 有 し 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 使 用 さ れ
る 動 物 転 写 調 節 領 域 : 膵 小 胞 体 細 胞 中 で 活 性 な エ ラ ス タ ー ゼ Ｉ 遺 伝 子 調 節 領 域 （ Swift et
 al., 1984, Cell 38: 639～ 646; Ormitz et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Qua
nt. Biol. 50: 399～ 409; MacDonald, 1987, Hepatology 7: 425～ 515） ; 膵 臓 β 細 胞 中
で 活 性 な イ ン ス リ ン 遺 伝 子 調 節 領 域  (Hanahan, 1985, Nature 315: 115～ 122), リ ン パ 球
で 活 性 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 調 節 領 域  (Grosschedl et al., 1984, Cell 38: 647～ 658
; Adames et al., 1985, Nature 318: 533～ 538; Alexander et al., 1987, Mol, Cell. 
Biol. 7: 1436-1444)、 精 巣 、 乳 房 、 リ ン パ 球 及 び マ ス ト 細 胞 中 で 活 性 な マ ウ ス 乳 癌 ウ イ
ル ス 制 御 領 域 （ Leder et al., 1986, Cell 45: 485～ 495） 、 肝 臓 で 活 性 な ア ル ブ ミ ン 遺
伝 子 制 御 領 域 （ Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1: 268～ 276） 、 肝 臓 で 活 性 な
α － フ ェ ト プ ロ テ イ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 （ Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5: 1
639～ 1648; Hammer et al., 1987, Science 235: 53～ 58） 、 肝 臓 で 活 性 な α １ － ア ン チ
ト リ プ シ ン 遺 伝 子 調 節 領 域 （ Kelsey et al., 1987, Genes and Devil. 1: 161～ 171） 、
骨 髄 細 胞 で 活 性 な β － グ ロ ビ ン 遺 伝 子 調 節 領 域 （ Mogram et al., 1985, Nature 315: 338
～ 340; Kollias et al., 1986, Cell 46: 89～ 94） 、 脳 の 乏 突 起 膠 細 胞 で 活 性 な ミ エ リ ン
塩 基 性 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 調 節 領 域 （ Readhead et al., 1987, Cell 48: 703～ 712） 、 骨 格
筋 で 活 性 な ミ オ シ ン 軽 鎖 － ２ 遺 伝 子 調 節 領 域 （ Sani, 1985, Nature 314: 283～ 286） 、 及
び 視 床 下 部 で 活 性 な 性 腺 刺 激 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 放 出 ホ ル モ ン 遺 伝 子 調 節 領 域 （ Mason et al.
, 1986, Science 234: 1372～ 1378） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 を 含 ん で い る 発 現 ベ ク タ ー は 四 つ の 一 般 的 ア プ ロ ー チ に よ っ て 同
定 す る こ と が で き る ： （ ａ ） 所 望 す る プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 又 は 特 異 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅
、 （ ｂ ） 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 （ ｃ ） 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 機 能 の 存 在 又 は 不 存 在
、 （ ｄ ） 挿 入 さ れ た 配 列 の 発 現 。 最 初 の ア プ ロ ー チ で は 、 核 酸 は 増 幅 産 物 の 検 出 に 供 給 す
る た め に Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 す る こ と が で き る 。 ２ 番 目 の ア プ ロ ー チ で は 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入
さ れ た 外 来 遺 伝 子 の 存 在 は 、 挿 入 さ れ た マ ー カ ー 遺 伝 子 に 相 同 な 配 列 を 含 ん で い る プ ロ ー
ブ を 用 い た 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 ３ 番 目 の ア プ ロ
ー チ で は 、 組 換 え ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 は 、 ベ ク タ ー に 外 来 遺 伝 子 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 生
じ た 或 る 「 選 択 マ ー カ ー 」 遺 伝 子 機 能 （ 例 え ば 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 、 チ ミ ジ ン キ
ナ ー ゼ 活 性 、 抗 生 物 質 耐 性 、 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 表 現 型 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で の 封
入 体 （ occlusion body） の 形 成 等 ） の 存 在 又 は 欠 損 に 基 づ い て 同 定 及 び 選 択 す る こ と が で
き る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 も し Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 そ の バ リ ア ン ト 、 又 は そ の
類 似 体 若 し く は 誘 導 体 を コ ー ド し て い る 核 酸 が ベ ク タ ー の 「 選 択 マ ー カ ー 」 遺 伝 子 配 列 の
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中 に 挿 入 さ れ た 場 合 、 そ の 挿 入 物 を 含 ん で い る 組 換 え 体 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 機 能 の 欠 損
に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 ４ 番 目 の ア プ ロ ー チ で は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 発 現 し
た タ ン パ ク 質 は 機 能 的 に 活 性 な 立 体 配 座 で あ る と い う 条 件 で 、 組 換 え 体 に よ っ て 発 現 さ れ
た 遺 伝 子 産 物 の 活 性 、 生 化 学 的 又 は 免 疫 学 的 特 性 を 検 定 す る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 発 現 に は 、 種 々 の 宿 主 ／ 発 現 ベ ク タ ー 組 合 せ を 採 用 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 染 色 体 、 非 染 色 体 及 び 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の セ グ メ ン
ト （ 分 節 ） か ら 構 成 さ れ て い る 。 適 当 な ベ ク タ ー と し て は 、 Ｓ V４ ０ の 誘 導 体 、 及 び 細 菌
プ ラ ス ミ ド で 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （  ） プ ラ ス ミ ド ｃ ｏ ｌ  Ｅ １ 、 ｐ Ｃ Ｒ １ 、 ｐ Ｂ Ｒ ３
２ ２ 、 ｐ Ｍ ａ ｌ － Ｃ ２ 、 ｐ Ｅ Ｔ 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ （ Smith et al., 1988,G ene 67: 31-40） 、 ｐ
Ｍ Ｂ ９ 及 び そ れ ら の 誘 導 体 、 Ｒ Ｐ ４ の よ う な プ ラ ス ミ ド ； フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ Ｓ 、 例 え ば λ フ
ァ ー ジ の 種 々 の 誘 導 体 、 例 え ば 、 Ｎ Ｍ ９ ８ ９ 、 及 び 他 の フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ 、 例 え ば Ｍ １ ３ 、
及 び 一 本 鎖 繊 維 状 フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ ； ２ μ プ ラ ス ミ ド 又 は そ の 誘 導 体 の よ う な 酵 母 プ ラ ス ミ
ド ； 昆 虫 又 は 哺 乳 類 細 胞 で 有 用 な ベ ク タ ー の よ う な 真 核 細 胞 で 有 用 な ベ ク タ ー ； フ ァ ー ジ
Ｄ Ｎ Ａ と 組 合 せ る た め に 修 飾 さ れ た プ ラ ス ミ ド の よ う な プ ラ ス ミ ド と フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の 組
合 せ か ら 誘 導 さ れ た ベ ク タ ー 、 又 は 他 の 発 現 調 節 配 列 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 に お い て は 、 非 融 合 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー と し て は
、 ｐ Ｖ Ｌ ９ ４ １ （ BamHIク ロ ー ニ ン グ 部 位 ； Summers） 、 ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ３ （ BamHI, SmaＩ , 
XbaＩ , EcoRI, NotＩ , XmaIII, BglII, 及 び PstＩ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 ; Invitrogen） 、 ｐ
Ｖ Ｌ １ ３ ９ ２ （ BglII, PstＩ , NotＩ , XmaIII, EcoRI, XbaＩ , SmaＩ , 及 び BamHIク ロ ー
ニ ン グ 部 位 ; Summers and Invitrogen） 、 及 び ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ Ｂ ａ ｃ III（ BamHI, BglII, Pst
Ｉ , NcoＩ , 及 び HindIIIク ロ ー ニ ン グ 部 位 、 青 色 ／ 白 色 組 換 え ス ク リ ー ニ ン グ 可 ; Invitr
ogen） 、 並 び に 融 合 ト ラ ン ス ベ ク タ ー と し て は 、 ｐ Ａ ｃ ７ ０ ０ （ BamHI及 び KpnＩ ク ロ ー ニ
ン グ 部 位 、 こ こ で BamHI認 識 部 位 は 開 始 コ ド ン に よ り 開 始 す る ; Summers） 、 ｐ Ａ ｃ ７ ０ １
及 び ｐ Ａ ｃ ７ ０ ２ （ 読 取 り 枠 以 外 は pAc700に 同 じ ） 、 ｐ Ａ ｃ ３ ６ ０ （ ポ リ ヘ ド リ ン 開 始 コ
ド ン の 下 流 ３ ６ 塩 基 対 の BamHIク ロ ー ニ ン グ 部 位 ; Invitrogen (195)） 、 及 び pBlueBacHis
A、 B、 C（ ３ 種 の 異 な る 読 取 り 枠 、 BamHI, BglII, PstＩ , NcoＩ , 及 び HindIIIク ロ ー ニ ン
グ 部 位 、 Ｐ ｒ ｏ Ｂ ｏ ｎ ｄ 精 製 の た め の Ｎ 末 端 ペ プ チ ド 、 及 び プ ラ ー ク の 青 色 ／ 白 色 組 換 え
ス ク リ ー ニ ン グ ; Invitrogen(220)） を 使 用 す る こ と が で き る が 、 但 し 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ 得 る 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー に は 、 シ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ （ Ｄ
Ｈ Ｆ Ｒ ） の よ う な 誘 発 的 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 ｐ Ｅ Ｄ （ ク ロ ー ン さ れ た 遺 伝 子 及 び Ｄ Ｈ
Ｆ Ｒ 双 方 を 発 現 す る ベ ク タ ー に よ る PstＩ ， SalＩ ， SbaＩ ， SmaＩ ， 及 び EcoRIク ロ ー ニ ン
グ 部 位 ; Kaufman, Current Protocols in Molecular Biology, 16.12 (1991)） の よ う な
Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 発 現 ベ ク タ ー 、 又 は Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ／ メ ト ト レ キ サ ー ト 共 役 増 幅 ベ ク タ ー の い か な る 発
現 ベ ク タ ー を も 含 む 。 或 い は ま た 、 ｐ Ｅ Ｅ １ ４ （ HindIII, XbaＩ , SmaＩ , SbaＩ , EcoＩ ,
 及 び BclＩ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 で 、 そ こ で は ベ ク タ ー が グ ル タ ミ ン シ ン タ ー ゼ 及 び ク ロ ー ン
さ れ た 遺 伝 子 を 発 現 し て い る ; Celltech） の よ う な グ ル タ ミ ン シ ン テ タ ー ゼ ／ メ チ オ ニ ン
ス ル ホ キ シ ミ ン 共 役 増 幅 ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。
　 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル ス （ Ｅ Ｂ Ｖ ） の 調 節 下 の エ ピ ソ ー
ム 発 現 を 支 配 す る ベ ク タ ー 、 例 え ば ｐ Ｒ Ｅ Ｐ ４ （ BamHI, SfiＩ , XhoＩ , NotＩ , NheＩ , H
indIII, NheＩ , PvuII， 及 び KpnＩ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 , 構 成 的 RSV－ LTRプ ロ モ ー タ ー , ハ
イ グ ロ マ イ シ ン 選 択 マ ー カ ー ; Invitrogen） 、 ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ （ BamHI, SfiＩ , XhoＩ , NotＩ
, NheＩ , HindIII, NheＩ , PvuII,及 び KpnＩ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 , 構 成 的 hCMV極 初 期 遺 伝 子
, ハ イ グ ロ マ イ シ ン 選 択 マ ー カ ー ; Invitrogen） 、 ｐ Ｍ Ｅ Ｐ ４ （ KpnＩ , PvuＩ , NheＩ , H
indIII, NotＩ , XhoＩ , SfiＩ , BamHIク ロ ー ニ ン グ 部 位 , 誘 発 的 メ タ ロ チ オ ネ イ ン Iia遺
伝 子 プ ロ モ ー タ ー , ハ イ グ ロ マ イ シ ン 選 択 マ ー カ ー ; Invitrogen） 、 ｐ Ｒ Ｅ Ｐ ８ （ BamHI,
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 XhoＩ , NotＩ , HindIII, NheＩ , 及 び KpnＩ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 , RSV-LTRプ ロ モ ー タ ー , 
ヒ ス チ ジ ノ ー ル 選 択 マ ー カ ー ; Invitrogen） 、 ｐ Ｒ Ｅ Ｐ ９ （ KpnＩ , NheＩ , HindIII, Not
Ｉ , XhoＩ , SfiＩ ， 及 び BamHIク ロ ー ニ ン グ 部 位 , RSV－ LTRプ ロ モ ー タ ー , G４ １ ８ 選 択 マ
ー カ ー ; Invitrogen） 、 及 び ｐ Ｅ Ｂ Ｖ Ｈ ｉ ｓ （ RSV-LTRプ ロ モ ー タ ー ， ハ イ グ ロ マ イ シ ン
選 択 マ ー カ ー , ProBond 樹 脂 で 精 製 さ れ エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ で 開 裂 さ れ る Ｎ 末 端 ペ プ チ ド ; 
Invitrogen） が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 選 択 的 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー に は 、 ｐ Ｒ ｃ ／ Ｃ Ｍ Ｖ （ HindIII,
 BstXI, NotＩ , SbaＩ , 及 び ApaＩ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 , G418選 択 ; Invitrogen)、 ｐ Ｒ ｃ ／
Ｒ Ｓ Ｖ （ HindIII, SpeＩ , BstXI, NotＩ , XbaＩ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 , G418選 択 ; Invitroge
n)、  及 び そ の 他 の も の が 含 ま れ る 。 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 哺 乳
類 発 現 ベ ク タ ー （ 上 記 の Kaufman, 1991参 照 ） に は 、 ｐ Ｓ Ｃ １ １ (SmaＩ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 ,
 TK-及 び β -gel選 択 )、 ｐ Ｍ Ｊ ６ ０ １ （ SalＩ , SmaＩ , AflＩ , NarＩ , BspMII, BamHI, Ap
aＩ , NheＩ , SacII, KpnＩ , 及 び HindIIIク ロ ー ニ ン グ 部 位 ; TK-及 び β -gel選 択 )、 及 び p
TKgptF1S（ EcoRI, PstＩ , SalＩ , AccＩ , HindII, SbaＩ , BamHI, 及 び Hpaク ロ ー ニ ン グ
部 位 , TK又 は XPRT選 択 ） が 含 ま れ る が 、 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 酵 母 発 現 系 も 、 本 発 明 に 基 づ い て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 そ の バ リ ア ン ト 、 或 い は
そ の 類 似 体 又 は 誘 導 体 を 発 現 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 非 融 合 pYE32ベ
ク タ ー （ XbaＩ , SphＩ , ShoＩ , NotＩ , GstXI, EcoRI, BstXI, BamHI, SacＩ , KpnＩ 及 び
HindIIIク ロ ー ニ ン グ 部 位 ; Invitrogen)又 は 融 合 pYESHisA、 B、 C（ XbaＩ , SphＩ , ShoＩ ,
 NotＩ , BstXI, EcoRI, BamHI, SacＩ , KpnＩ , 及 び HindIIIク ロ ー ニ ン グ 部 位 , ProBond 
樹 脂 で 精 製 さ れ エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ で 開 裂 さ れ る Ｎ 末 端 ペ プ チ ド ; Invitrogen） の 二 つ を 挙
げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら は 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 一 旦 或 る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 同 定 さ れ て 単 離 さ れ れ ば 、 技 術 水 準 と し て 既 知 の 数 種 の 方
法 を 増 殖 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 旦 適 当 な 宿 主 系 及 び 増 殖 条 件 が 確 立 さ れ れ ば
、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 増 殖 し て 定 量 的 に 調 製 す る こ と が で き る 。 上 記 に 説 明 し た よ う に
、 使 用 す る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー は 、 以 下 の ベ ク タ ー 又 は そ れ ら の 誘 導 体 を 含 む が 、
但 し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス の よ う な ヒ ト 又 は
動 物 ウ イ ル ス ； バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の よ う な 昆 虫 ウ イ ル ス ； 酵 母 ベ ク タ ー ； バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ラ ム ダ ） 、 並 び に プ ラ ス ミ ド 及 び コ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー を 挙 げ
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 加 え て 、 宿 主 細 胞 株 は 、 挿 入 さ れ た 配 列 の 発 現 を 調 整 し 、 或 い は 所 望 す る 特 別 な 様 態 に
遺 伝 子 産 物 を 修 飾 し 及 び プ ロ セ ス す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 異 な る 宿 主 細 胞 は 、
タ ン パ ク 質 の 翻 訳 及 び 翻 訳 後 の プ ロ セ ス 及 び 修 飾 （ 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 、 開 裂 （ 例 え ば
、 シ グ ナ ル 配 列 の )） の た め の 特 性 及 び 特 異 的 機 構 を 有 し て い る 。 適 当 な 細 胞 系 又 は 宿 主
シ ス テ ム は 発 現 さ れ た 外 来 タ ン パ ク 質 の 所 望 す る 修 飾 及 び プ ロ セ ス を 確 か な も の と す る よ
う に 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 菌 シ ス テ ム に お け る 発 現 は 、 非 グ リ コ シ ル 化 の コ
ア タ ン パ ク 質 産 物 を 産 生 す る よ う に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】

　 本 発 明 に 係 る 宿 主 細 胞 は 、 ま た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 成 す る た め に も 使 用 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 或 る 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ コ ー
ド 配 列 が 導 入 さ れ た 受 精 卵 母 細 胞 又 は 胚 幹 細 胞 で あ り 、 そ の よ う な 宿 主 細 胞 は 外 因 性 Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ 配 列 が ゲ ノ ム 中 へ 導 入 さ れ て い る ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 又 は 内 因
性 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 配 列 が 変 異 し た 相 同 組 換 え 動 物 を 創 り 出 す た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
そ の よ う な 動 物 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 機 能 及 び ／ 又 は 活 性 を 研 究 す る の に 、 並 び に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ
１ ９ 活 性 の 修 飾 因 子 の 同 定 及 び ／ 又 は 評 価 の た め に 有 用 で あ る 。 こ こ で 使 用 さ れ て い る 「
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 と は 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 で 、 そ の 中 で 、 一 つ
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又 は そ れ 以 上 の 動 物 細 胞 が 導 入 遺 伝 子 を 含 ん で い る こ と を い う 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
の 例 に は 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 、 羊 、 犬 、 牛 、 山 羊 、 鶏 、 ラ ッ ト 、 両 生 類 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ て い る 用 語 「 導 入 遺 伝 子 」 と は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 成 長 し 、 生
体 と な っ て も ゲ ノ ム 中 に 維 持 さ れ て い る 細 胞 の ゲ ノ ム 中 へ 取 り 込 ま れ た 外 因 性 Ｄ Ｎ Ａ を 意
味 す る 。 導 入 遺 伝 子 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 細 胞 型 又 は 組 織 中
の コ ー ド さ れ た 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 支 配 す る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ て い る 「 相 同 組 換 え 動 物 」 と は 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 で
、 そ の 中 で は 内 因 性 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 が 相 同 組 換 え に よ っ て 変 異 し て い る も の を い う 。
そ し て そ れ は 、 内 因 性 遺 伝 子 及 び 動 物 細 胞 （ 例 え ば 、 成 体 動 物 へ と 分 化 す る 以 前 の 動 物 の
胚 細 胞 ） 中 へ 導 入 さ れ た 外 因 性 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 間 に お い て 行 わ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 に 係 る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 上 記 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 方 法 の 一 つ を 用
い て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 受 精 卵 母 細 胞 の 雄 性 前 核 中 へ 導 入 す る こ と に
よ っ て 創 出 す る こ と が で き る 。 そ し て 卵 母 細 胞 は 偽 妊 娠 の 雌 の 養 親 中 で 成 長 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 例 え ば 配 列 番 号 1の も の を ヒ ト 以 外 の 動 物 の
ゲ ノ ム 中 へ 導 入 遺 伝 子 と し て 導 入 す る こ と が で き る 。
　 イ ン ト ロ ン 配 列 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 信 号 も ま た 導 入 遺 伝 子 発 現 の 効 率 を 高 め る た め に 、
導 入 遺 伝 子 の 中 に 含 ま せ る こ と が で き る 。 組 織 特 異 的 制 御 配 列 は 、 特 別 な 細 胞 中 で Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 発 現 を 支 配 す る た め に 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 導 入 遺 伝 子 へ 作 動 可 能 に 連 結 す る
こ と が で き る 。 胚 操 作 及 び 微 量 注 入 （ マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ） に よ り ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 を 発 生 さ せ る 方 法 は 技 術 常 識 で あ り 、 例 え ば 、 U.S. Patent Nos. 4,736,866、 及
び 4,870,009、 及 び 4,873,191に 記 載 さ れ て い る 、 類 似 す る 他 の 方 法 も 、 動 物 の 組 織 又 は 細
胞 中 に お け る ゲ ノ ム 中 の 導 入 遺 伝 子 及 び ／ 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 に よ り 他 の
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 成 に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ し て 初 代 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 は 、 当 該 導 入 遺 伝 子 を 持 っ て い る 別 の 動 物 を 繁 殖 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る
。 尚 そ の 上 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 持 っ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
は 、 他 の 導 入 遺 伝 子 を 持 つ 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 成 す る た め に 交 配 す る こ と も
で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 相 同 組 換 え 動 物 を 創 出 す る た め に 、 ベ ク タ ー は 、 例 え ば Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 を 機 能 的 に
変 異 さ せ る た め に 欠 損 、 付 加 又 は 置 換 を 導 入 し た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部 を
含 ん で い る よ う に 調 製 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 に お い て は 、 ベ ク タ ー は 、 相 同 組 換 え 上 で 、
内 因 性 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 が 機 能 的 に 乱 さ れ た （ 即 ち 、 機 能 的 タ ン パ ク 質 を も は や コ ー ド
で き な い ； 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 ベ ク タ ー と も 呼 ば れ る ） よ う に 設 計 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 或 い は ま た 、 ベ ク タ ー を 、 相 同 組 換 え 体 中 で 、 内 因 性 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 が 突 然 変 異 し
、 又 は 他 の 変 異 を し て い る が 機 能 的 タ ン パ ク 質 を 依 然 と し て コ ー ド し て い る よ う に 設 計 す
る こ と も で き る （ 例 え ば 、 上 流 の 制 御 領 域 が 変 異 し 、 そ の 結 果 内 因 性 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ
ク 質 の 発 現 が 変 異 す る ） 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 相 同 組 換 え ベ ク タ ー に お い て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 の 変 異 を 受 け た 部 分 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ
１ ９ 遺 伝 子 の 付 加 的 核 酸 配 列 に よ っ て ５ ′ 及 び ３ ′ 末 端 に お い て 縁 取 ら れ て お り 、 ベ ク タ
ー に よ り 運 び 込 ま れ た 外 因 性 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 と 胚 幹 細 胞 中 の 内 因 性 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝
子 の 間 に 起 こ る 相 同 組 換 え を 許 容 す る 。 こ の 付 加 的 な Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の フ ラ ン キ ン グ 核 酸 配
列 は 、 内 因 性 遺 伝 子 と 良 好 な 相 同 組 換 え の た め に 十 分 な 長 さ で あ る 。 典 型 的 に は 、 数 キ ロ
塩 基 の フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ′ 及 び ３ ′ 末 端 の 双 方 に ） が ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ て い る （
例 え ば 、 相 同 組 換 え ベ ク タ ー の 記 載 に つ い て は Thomas et al., Cell (1987) 51: 503参 照
） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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　 ベ ク タ ー を 胚 幹 細 胞 系 （ 例 え ば 、 電 気 穿 孔 に よ り ） に 導 入 し 、 導 入 さ れ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
遺 伝 子 が 内 因 性 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 と 相 同 的 に 組 換 え し た 細 胞 を 選 択 す る （ 例 え ば 、 Li e
t al., Cell (1992) 69: 915） 。 そ し て 選 択 し た 細 胞 を 動 物 の 胚 盤 胞 中 へ 注 入 す る と 、 集
合 キ メ ラ が 形 成 さ れ る （ 例 え ば 、 Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells
: A Practical Approach, Robertson, ed., IRL, Oxford, (1987) pp. 113～ 152参 照 ） 。
そ の 後 キ メ ラ 胚 は 適 当 な 偽 妊 娠 の 雌 の 養 親 に 移 植 し 、 そ し て 胚 を 生 産 に 至 ら し め る 。 胚 細
胞 に 相 互 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 有 し て い る 子 孫 は 動 物 の 育 種 に 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 動 物 の
全 て の 細 胞 は 、 導 入 遺 伝 子 の 生 殖 細 胞 透 過 に よ っ て 相 同 的 に 組 み 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん
で い る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 相 同 組 換 え ベ ク タ ー 及 び 相 同 組 換 え 動 物 を 作 成 す る 方 法 に つ い て は 、 更 に 、 Bradley, C
urrent Opinion in Bio／ Technology (1991) 2: 823～ 829及 び PCT Publication Nos. WO 
90／ 11354、 WO 91／ 01140、 WO 92／ 0968及 び WO 93／ 04169に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 他 の も う 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 導 入 遺 伝 子 の 発
現 を 制 御 で き る よ う な 選 択 的 シ ス テ ム を 含 む よ う に 作 成 す る こ と が で き 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 レ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ
ム で あ る 。 こ の ｃ ｒ ｅ ／ ｌ ｏ ｘ Ｐ レ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム の 記 載 に つ い て は 、 例 え ば Laks
o et al., Proc Natl Acad Sci USA (1992) 89: 6232～ 6236を 参 照 す る こ と が で き る 。 レ
コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム の も う 一 つ の 例 と し て は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス セ レ ビ シ ェ （ S. cerevis
ie） の Ｆ Ｌ Ｐ レ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム が あ る （ O'Gorrnan et al., Science (1991) 251: 
1351～ 1355） 。 も し 、 ｃ ｒ ｅ ／ ｌ ｏ ｘ Ｐ レ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム を 導 入 遺 伝 子 の 発 現 制 御
に 使 用 す る 場 合 は 、 ｃ ｒ ｅ レ コ ン ビ ナ ー ゼ と 選 択 し た タ ン パ ク 質 の 双 方 を コ ー ド す る 導 入
遺 伝 子 を 含 ん で い る 動 物 が 必 要 と な る 。 そ の よ う な 動 物 は 「 二 重 」 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 の 作 成 に よ っ て 供 給 さ れ 得 る が 、 そ れ は 、 例 え ば 、 一 方 は 選 択 し た タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 導 入 遺 伝 子 を 含 み 、 他 方 は レ コ ン ビ ナ ー ゼ を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 含 ん で い る ２ 匹
の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 交 配 さ せ る こ と に よ り 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 こ こ で 記 載 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., Nat
ure (1997) 385: 810～ 813及 び PCT Publication Nos. WO 97／ 07668及 び WO 97／ 07669に
記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て も 作 成 す る こ と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 例 え ば ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 体 細 胞 を 単 離 し 、 そ し て 成 長 周 期 を 脱 し て Ｇ o 期 へ 入 る よ う に 誘 導
す る 。 そ の 後 静 止 期 の 細 胞 を 、 例 え ば 電 気 パ ル ス を 用 い て 、 当 該 静 止 期 の 細 胞 が 単 離 さ れ
た も の と 同 種 の 動 物 か ら の 除 核 卵 母 細 胞 に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 そ し て 再 構 成 し た 卵
母 細 胞 を 培 養 し 、 桑 実 胚 又 は 胚 盤 胞 に ま で 成 長 さ せ 、 そ の 後 偽 妊 娠 の 雌 の 養 親 に 移 植 す る
。 そ の 雌 の 養 親 動 物 か ら 生 ま れ た 子 供 は 、 例 え ば 単 離 さ れ た 体 細 胞 由 来 の 動 物 の ク ロ ー ン
で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】

　 本 発 明 に 係 る 核 酸 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 相 同 体 、 抗 体 及 び そ れ ら の フ ラ グ メ ン
ト は 以 下 の 方 法 の 一 つ 又 は そ れ 以 上 に 使 用 す る こ と が で き る ： ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 ；
ｂ ） 探 知 検 定 法 （ 例 え ば 、 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 、 組 織 類 別 、 法 生 物 学 ） ； ｃ ） 予 測 医 学 （ 例
え ば 、 診 断 検 定 、 予 後 検 定 、 臨 床 試 験 の モ ニ タ リ ン グ 及 び 薬 理 ゲ ノ ム ） ： 及 び ｄ ） 治 療 法
（ 例 え ば 、 治 療 及 び 予 防 ） 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 は 他 の 細 胞 内 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用
し 、 そ れ 故 （ ｉ ） 細 胞 増 殖 の 制 御 ； （ ii） 細 胞 分 化 の 制 御 ； 及 び （ iii） 細 胞 生 存 の 制 御
に 使 用 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 に 係 る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 発 現 （ 例 え ば 、 遺 伝 子
治 療 の 応 用 で は 宿 主 細 胞 中 で の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 経 由 し て ） の た め Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 （ 例 え ば 、 生 物 学 標 品 中 の ） 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 的 傷 害 の
検 出 の た め 、 及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 活 性 の 調 節 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 付 言 す る に 、
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Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 活 性 又 は 発 現 を 調 節 す る 薬 剤 又 は 化 合 物 の ス ク リ
ー ニ ン グ に も 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 薬 剤 又 は 化 合 物 は 、 関 節 リ ウ マ チ 、 Ｃ Ｏ
Ｐ Ｄ （ 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 ） 等 の よ う な 炎 症 性 の 病 気 の 治 療 に 容 易 に 利 用 す る こ と が で き る
。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 野 生 型 タ ン パ ク 質 に 比 べ て 低 下 し た 又 は 異 常 な 活 性 を 示 す Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ
ン パ ク 質 産 生 の ス ク リ ー ニ ン グ も 本 発 明 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 加 え て 、 本 発 明 に 係
る 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 検 出 及 び 単 離 に も 、 ま た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ
１ ９ 活 性 の 調 節 に も 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 更 に 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 に よ っ
て 同 定 さ れ た 新 規 薬 剤 及 び こ こ に 記 載 し た よ う な 治 療 と し て の そ の 使 用 に も 及 ぶ も の で あ
る 。
【 ０ １ ７ ７ 】

　 内 因 性 リ ガ ン ド の 存 在 下 に お け る Ｇ タ ン パ ク 質 の 活 性 化 は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 受 容 体 複 合 体
を 形 成 し 、 そ し て Ｇ Ｔ Ｐ が Ｇ タ ン パ ク 質 へ 結 合 す る よ う に 導 く 。 Ｇ タ ン パ ク 質 の Ｇ Ｔ Ｐ ア
ー ゼ ド メ イ ン は 徐 々 に Ｇ Ｔ Ｐ を Ｇ Ｄ Ｐ へ と 加 水 分 解 し 、 通 常 の 条 件 に お い て は 、 受 容 体 は
不 活 性 化 さ れ る 。 し か し な が ら 、 構 成 的 に 活 性 化 さ れ た 受 容 体 は Ｇ Ｔ Ｐ を Ｇ Ｄ Ｐ へ 加 水 分
解 し 続 け る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｇ タ ン パ ク 質 に よ る 加 水 分 解 を 受 け な い 基 質 、 ［ 3 5 Ｓ ］ Ｇ Ｔ Ｐ γ Ｓ は 、 構 成 的 に 活 性 化
さ れ た 受 容 体 を 発 現 す る 膜 へ の 結 合 の 増 強 を モ ニ タ ー す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 Tr
aynorと Nahorskiは 、 ［ 3 5 Ｓ ］ Ｇ Ｔ Ｐ γ Ｓ を 、 リ ガ ン ド の 存 在 下 及 び 不 在 下 に お い て 、 Ｇ
タ ン パ ク 質 が 膜 に 結 合 す る の を モ ニ タ ー す る の に 使 用 で き る こ と を 報 告 し て い る （ Trayno
r et al., Mol Pharmacol (1995) 47 (4): 848～ 54） 。 そ の よ う な 検 定 シ ス テ ム の 好 ま し
い 使 用 は 、 候 補 化 合 物 の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ で あ り 、 そ の 理 由 は 、 受 容 体 に 結 合 す る 特 殊
な Ｇ タ ン パ ク 質 を 考 慮 す る こ と な し に 、 全 て の Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 受 容 体 に 対 し て そ の シ
ス テ ム は 一 般 的 に 利 用 で き る か ら で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ｇ s 2 0 は 酵 素 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ を 刺 激 す る が 、 Ｇ i 及 び Ｇ o は そ の 酵 素 を 阻 害 す る 。
技 術 常 識 と し て 、 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ は Ａ Ｔ Ｐ を ｃ Ａ Ｍ Ｐ に 変 換 す る の を 触 媒 す る こ と
は よ く 知 ら れ て い る ； そ れ 故 Ｇ s タ ン パ ク 質 と 共 役 す る 構 成 的 に 活 性 化 さ れ た Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は
、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 増 大 し た 細 胞 内 レ ベ ル と 関 係 し て い る 。 或 い は ま た 、 Ｇ i （ 又 は Ｇ o ） タ ン パ
ク 質 と 共 役 す る か も 知 れ な い 構 成 的 に 活 性 化 さ れ た Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 低 下 し た 細 胞
内 レ ベ ル と 関 係 し て い る 。 「 Indirect Mechanism of Synaptic Transmission」 , Chpt. 8
, from Neuron to Brain (3r d Ed.), Nichols et al. Sinauer Associates, Inc., 1992参
照 。 そ れ 故 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ を 検 出 す る 測 定 法 は 、 候 補 化 合 物 が 受 容 体 に 対 し て イ ン バ ー ス ア ゴ
ニ ス ト で あ る か 否 か を 決 定 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 技 術 常 識 と し て 知 ら れ て い る
多 く の ア プ ロ ー チ が ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 測 定 に 利 用 す る こ と が で き る 。 或 る 実 施 態 様 に お い て は 、
抗 － ｃ Ａ Ｍ Ｐ 抗 体 が Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ － 基 本 フ ォ ー マ ッ ト 中 で 使 用 さ れ る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、
全 細 胞 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー レ ポ ー タ ー シ ス テ ム 検 定 法 が 考 慮 さ れ る （ PCT Publication No
. WO 00／ 22131参 照 ） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 関 連 し た 局 面 に お い て 、 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ は 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 又
は 転 写 因 子 （ Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ ） を 刺 激 し 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 因 子 と 呼 ば れ る 特 異 な 部 位 で プ ロ モ ー タ
ー に 結 合 さ せ て 、 遺 伝 子 の 発 現 方 向 に 向 わ せ る こ と に よ っ て 、 遺 伝 子 発 現 を 促 進 す る 。 こ
の よ う に し て 、 レ ポ ー タ ー シ ス テ ム は 多 重 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 因 子 を 含 ん で い る プ ロ モ ー タ ー が
例 え ば β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 又 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ の よ う な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 前 方 に な る
よ う に 構 成 す る こ と が で き る 。 尚 、 構 成 的 に 活 性 化 さ れ た Ｇ s － 連 結 受 容 体 が ｃ Ａ Ｍ Ｐ の
蓄 積 を 起 こ す に つ れ て 、 遺 伝 子 及 び レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 を 活 性 化 す る 。 そ し て β
－ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 又 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ の よ う な レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 は 、 標 準 的 生 化 学
的 検 定 法 に よ り 検 出 さ れ る （ PCT Publication No. WO 00／ 22131） 。
【 ０ １ ８ １ 】
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　 Ｇ o 及 び Ｇ q の よ う な 他 の Ｇ タ ン パ ク 質 は 、 酵 素 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ の 活 性 化 に 関 係 し 、 次
い で リ ン 脂 質 、 Ｐ Ｉ Ｐ ２ を 加 水 分 解 し て 、 ２ 種 の 細 胞 内 メ ッ セ ン ジ ャ ー : ジ ア セ チ ル グ リ
セ ロ ー ル （ Ｄ Ａ Ｇ ） 及 び イ ノ シ ト ー ル １ ,４ ,５ － ト リ ホ ス フ ェ ー ト （ Ｉ Ｐ ３ ） を 放 出 す る
。 Ｉ Ｐ ３ の 蓄 積 増 大 は Ｇ q － 会 合 受 容 体 及 び Ｇ o － 会 合 受 容 体 （ PCT Publication No. WO 0
0／ 22131） の 活 性 化 に 関 係 し て い る 。 Ｉ Ｐ ３ 蓄 積 を 検 出 す る 検 定 法 は 候 補 化 合 物 が Ｇ q －
会 合 受 容 体 又 は Ｇ o － 会 合 受 容 体 に 対 す る イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト で あ る か 否 か を 判 定 す る
の に 使 用 す る こ と が で き る 。 Ｇ q － 会 合 受 容 体 は Ｇ q 依 存 性 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ が Ａ Ｐ １ 因 子
を 含 ん で い る 遺 伝 子 の 活 性 化 を 起 こ す か 否 か を 測 定 す る Ａ Ｐ １ レ ポ ー タ ー 検 定 法 を 用 い て
も 判 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 活 性 化 さ れ た Ｇ q － 会 合 受 容 体 は 、 イ ン バ ー
ス ア ゴ ニ ス ト が 当 該 発 現 を 低 下 さ せ る の に 対 し 、 当 該 遺 伝 子 の 発 現 を 増 加 さ せ る こ と が 実
証 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 修 飾 因 子 即 ち Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 又 は 例 え ば Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 発 現 又 は Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ 活 性 を 促 進 又 は 阻 害 す る 候 補 化 合 物 、 テ ス ト 化 合 物 又 は 薬 剤 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド
、 ペ プ チ ド 模 倣 物 （ mimetics） 、 低 分 子 、 又 は そ の 他 の 薬 剤 等 ） を 同 定 す る 方 法 （ こ こ で
は 「 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 」 と い う ） も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 或 る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら
の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 膜 結 合 型 に 結 合 す る か 又 は そ の 活 性 を 修 飾 す る 候 補 化 合 物 又 は
テ ス ト 化 合 物 の 検 定 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の テ ス ト 化 合 物 は 、 技 術 常 識 と し て 知 ら れ て い
る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 法 に お け る 数 多 く の い か な る ア プ ロ ー チ を も 用 い て 入 手
す る こ と が で き る が 、 ラ イ ブ ラ リ ー に は 、 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー ； 空 間 的 に 記 憶 可 能 な 並
列 ラ イ ブ ラ リ ー （ 固 相 又 は 液 相 ） ； デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン を 必 要 と す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー
法 ; 「 一 ビ ー ズ 一 化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ; ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 を 用 い
た 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 が あ 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 が 、 他 の ４ つ の ア プ ロ ー チ は 、 ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー 又 は 化 合
物 の 低 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー （ Lam, Anticancer Drug Des (1997) 12: 145） に 対 し て も 利 用
可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 法 の 例 は 、 技 術 常 識 と し て 例 え ば DeWitt et al., Proc Natl A
cad Sci USA (1993) 90: 6909; Erb et al., Proc Natl Acad Sci USA (1994) 91: 11422
; Zuckermann et al., J Med Chem (1994) 37: 2678; Cho et al., Science (1993) 261:
 1303; Carrell et al., Angew Chem Int Ed Engl (1994) 33: 2059; Carell et al., An
gew Chem Int Ed Engl (1994) 33: 2061; 及 び  Gallop et al., J Med Chem (1994) 37: 
1233の 文 献 中 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 溶 液 （ 例 え ば 、 Houghten Bio／ Techniques (1992) 13: 41２
～ 421） 又 は ビ ー ズ  (Lam, Nature (1991) 354: 8２ ～ 84), チ ッ プ ス  (Fodor, Nature (19
93) 364: 555～ 556), 細 菌  (U.S. Patent No. 5,223,409), 胞 子  (U.S. Patent Nos. 5,5
71,698; 5,403,484; 及 び  5,223,409), プ ラ ス ミ ド  (Cull et al., Proc Natl Acad Sci 
USA (1992) 89: 1865～ 1869) 又 は フ ァ ー ジ  (Scott et al., Science (1990) 249: 386～
390; Devlin, Science (1990) 249: 404～ 406; Cwirla et al., Proc Natl Acad Sci USA
 (1990) 87: 6378～ 6382; 及 び  Felici, J Mol Biol (1991) 222: 301～ 310)中 で 存 在 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 特 別 な 実 施 態 様 に お い て 、 検 定 法 は 細 胞 を 基 礎 と し た 検 定 法 で あ り 、 そ こ で は
細 胞 表 面 に お い て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 膜 結 合 型 を
発 現 し て い る 細 胞 が テ ス ト 化 合 物 と 接 触 し 、 そ し て テ ス ト 化 合 物 が Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク
質 に 結 合 す る 能 力 が 測 定 さ れ る 。 細 胞 は 例 え ば 酵 母 細 胞 又 は 哺 乳 類 起 源 の 細 胞 で あ っ て も
よ い 。 テ ス ト 化 合 物 が Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 の 測 定 は 、 例 え ば 、 放 射 性
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同 位 元 素 又 は 酵 素 標 識 を 有 す る テ ス ト 化 合 物 と の 共 役 に よ っ て 行 う こ と が で き 、 テ ス ト 化
合 物 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 と の 結 合 は 複 合 体 に お け
る 標 識 化 さ れ た 化 合 物 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 テ ス ト 化
合 物 は 1 2 5 Ｉ 、 3 5 Ｓ 、 1 4 Ｃ 又 は 3 Ｈ で 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に 標 識 す る こ と が で き 、 そ し て 放
射 性 同 位 元 素 は 放 射 能 放 出 の 直 接 計 測 又 は シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 に よ り 検 出 す る こ と が で
き る 。 或 い は ま た 、 テ ス ト 化 合 物 は 、 例 え ば 西 洋 ワ サ ビ ペ ロ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 又 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 等 で 酵 素 的 に 標 識 す る こ と も で き 、 そ し て 酵 素 標 識 は 適 当 な
基 質 の 生 成 物 へ の 変 換 を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
　 特 別 な 実 施 態 様 に お い て 、 検 定 法 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性
な 部 分 の 膜 結 合 型 を 発 現 し て い る 細 胞 表 面 に 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 結 合 し て 検 定 混 合 物 を 形 成
す る 既 知 の 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と 、 そ の 検 定 混 合 物 を テ ス ト 化 合 物 に 接 触 さ せ る こ と 、
及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る こ と か ら 成 り
、 こ こ に お い て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 す る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 の 測 定 は 、
Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 に 結 合 す る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 を 既 知 化 合 物
の も の と 比 較 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 検 定 法 は 、 細 胞 を 基 礎 と し た 検 定 法 （ cell-based assay） で
あ り 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 膜 結 合 型 を 発 現 し て い る
細 胞 表 面 に 、 テ ス ト 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と 、 及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は そ の 生 物
学 的 に 活 性 な 部 分 の 活 性 を 調 節 す る （ 例 え ば 、 刺 激 す る 又 は 阻 害 す る ） テ ス ト 化 合 物 の 能
力 を 測 定 す る こ と か ら 成 る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 活 性 を 調 節 す
る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 測 定 は 、 例 え ば Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １
９ 標 的 分 子 と 相 互 作 用 す る 能 力 を 測 定 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 こ こ で 使 用 さ
れ て い る 「 標 的 分 子 」 と は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 が 実 際 に 結 合 す る か 又 は 相 互 作 用 す
る 分 子 を い い 、 例 え ば Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 表 面 上 の 分 子 、 二 次 細
胞 の 表 面 上 の 分 子 、 細 胞 外 液 中 の 分 子 、 細 胞 膜 の 内 側 表 面 に 会 合 し て い る 分 子 、 又 は 細 胞
質 分 子 を い う 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 標 的 分 子 は 、 非 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 分 子 で あ っ て も よ く 、 或 い は 本
発 明 に 係 る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 或 る 実 施 態 様 で は
、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 標 的 分 子 は 、 細 胞 外 信 号 （ 例 え ば 、 化 合 物 を 膜 結 合 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 分 子 に 結
合 さ せ る こ と に よ っ て 生 じ る 信 号 ） を 細 胞 膜 透 過 の 及 び 細 胞 内 へ の 伝 達 を 容 易 と す る 信 号
伝 達 経 路 の 構 成 物 で あ る 。 標 的 は 、 例 え ば 触 媒 活 性 を 有 す る 二 次 細 胞 内 タ ン パ ク 質 又 は Ｇ
Ａ Ｖ Ｅ １ ９ と の 下 流 信 号 分 子 と の 会 合 を 容 易 に す る タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 標 的 分 子 と 結 合 又 は 相 互 作 用 す る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 能 力 測 定 は 、
直 接 的 結 合 を 測 定 す る 上 記 記 載 方 法 の 一 つ を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 特 別 な 実 施 態 様 に
お い て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 標 的 分 子 と 結 合 又 は 相 互 作 用 す る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 能 力
測 定 は 、 標 的 分 子 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 的 分 子 の 活
性 は 、 標 的 の 細 胞 内 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー （ 例 え ば 、 細 胞 内 Ｃ a 2 + 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル
、 Ｉ Ｐ ３ 等 ） の 誘 導 の 測 定 、 適 当 な 基 質 に 対 す る 標 的 の 触 媒 ／ 酵 素 活 性 の 測 定 、 レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 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 作
動 可 能 に 連 結 し て い る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 応 答 制 御 因 子 ） の 誘 導 の 測 定 、 又 は 細 胞 内 応 答 、 例 え
ば 細 胞 分 化 又 は 細 胞 増 殖 、 の 検 出 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 本 発 明 は 、 更 に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 に テ ス ト 化 合 物
を 接 触 さ せ る こ と 、 及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は そ の 生 物 学 的 活 性 な 部 分 に 対 す る テ
ス ト 化 合 物 の 結 合 能 力 の 測 定 か ら 成 る 無 細 胞 系 検 定 法 に も 及 ぶ も の で あ る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
タ ン パ ク 質 と テ ス ト 化 合 物 の 結 合 は 上 記 記 載 の 通 り 、 直 接 的 に も 又 は 間 接 的 に も 測 定 す る
こ と が で き る 。 好 適 な 実 施 態 様 に お い て は 、 検 定 法 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は そ の
生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 に 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ に 結 合 し て 検 定 混 合 物 を 形 成 す る 既 知 の 化 合 物 を
接 触 さ せ る こ と 、 そ の 検 定 混 合 物 を テ ス ト 化 合 物 に 接 触 さ せ る こ と 、 及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ
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ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ に お い て Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 に 結 合 す る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 を 既 知 化 合 物 の も の
と 比 較 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る 他 の 無 細 胞 系 検 定 法 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性
な 部 分 に テ ス ト 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と 、 及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は そ の 生 物 学 的
に 活 性 な 部 分 の 活 性 を 調 節 す る （ 例 え ば 、 刺 激 す る 又 は 阻 害 す る ） テ ス ト 化 合 物 の 能 力 を
測 定 す る こ と か ら 成 る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 活 性 を 調 節 す る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 は 、 例 え ば Ｇ
Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 標 的 分 子 に 対 す る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 結 合 能 力 を 直 接 結 合 を 測 定 す る 上
記 記 載 の 方 法 の 一 つ を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ
１ ９ の 活 性 を 調 節 す る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 測 定 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 標 的 分 子 を 更 に 調 節 す る
Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 能 力 を 測 定 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 適 当
な 基 質 を 用 い た と き の 標 的 分 子 の 触 媒 ／ 酵 素 活 性 を 上 記 記 載 の よ う に し て 測 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 尚 、 本 発 明 に 係 る 他 の 無 細 胞 系 検 定 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は そ の 生 物 学 的 活 性
部 分 に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ と 結 合 し て 検 定 混 合 物 を 作 成 す る 既 知 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と 、 そ の
検 定 混 合 物 を テ ス ト 化 合 物 に 接 触 さ せ る こ と 、 及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す
る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る こ と か ら 成 る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る
テ ス ト 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る 工 程 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 が Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 標 的 分 子
と 好 適 に 結 合 又 は 調 節 す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 受 容 体 は 、 必 ず し も リ ガ ン ド 結 合 を 阻 害 し な い が 、 し か し Ｇ タ ン パ ク 質 結 合 、 そ し て お
そ ら く 活 性 化 を 引 き 起 こ す 受 容 体 凝 集 、 二 量 体 化 又 は ク ラ ス タ ー 化 を 可 能 と す る 受 容 体 に
お け る 構 造 的 変 化 を 引 き 起 こ す 非 リ ガ ン ド 分 子 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 例 え ば 、 抗 体 は 細
胞 表 面 に さ ら さ れ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 種 々 の 部 分 に お い て 発 生 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
抗 体 は 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル 、 又 は 細 胞 内 Ｃ ａ 2 + レ ベ ル の モ ニ タ ー の よ う な 標 準 的 検 定 法 に よ
っ て 判 定 さ れ る よ う に 、 Ｇ タ ン パ ク 質 の カ ス ケ ー ド を 経 由 し て 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が で
き る 。 分 子 マ ッ ピ ン グ 及 び 特 に エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ が 関 与 し て い る 故 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が よ り 好 適 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ た 完 全 な 受 容 体 及 び
細 胞 表 面 で 形 成 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る ペ プ チ ド の 双 方 に 対 し て 誘 導 さ れ る 。 Geysen e
t al., U.S. Pat. No. 5,998,577の 方 法 は 関 連 す る ペ プ チ ド の 大 多 数 を 採 集 す る の に 使 用
す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て い る 抗 体 は 、 補 体 結 合 反 応
の よ う な Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 活 性 化 に と っ て 異 質 な 活 性 を 最 小 限 に す る た め に 修 飾 す る こ と が で
き る 。 こ の よ う に 、 抗 体 分 子 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 活 性 化 以 外 の 活 性 を 最 小 限 と す る 又 は 除 去 す
る た め に 短 縮 化 （ truncated） 又 は 変 異 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 或 る 種 の 抗 体 は 、
抗 原 結 合 部 分 の み が 必 要 と さ れ る 。 こ の よ う な 場 合 は 抗 体 の Ｆ c 部 分 は 除 去 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 発 現 し て い る 細 胞 は 抗 体 に さ ら さ れ る こ と に よ っ て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 活 性
化 す る よ う に な る 。 活 性 化 さ れ た 細 胞 は 次 に 種 々 の 分 子 に さ ら さ れ る こ と に よ り ど の 分 子
が 受 容 体 活 性 を 調 節 す る の か を 同 定 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 高 い 活 性 化 レ ベ ル 或 い は 低
い 活 性 化 レ ベ ル で あ る こ と が 分 か る 。 こ れ ら の ゴ ー ル に 達 成 し た 分 子 は 、 次 に 非 活 性 化 細
胞 に 対 す る 効 果 を 観 察 す る た め に 、 抗 体 な し で Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を 発 現 し て い る 細 胞 上 で 試 験
に か け る こ と が で き る 。 標 的 分 子 は 、 次 に 既 知 の 技 術 を 用 い て 改 変 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 代 謝 の 関 係 す
る 障 害 の 治 療 候 補 薬 と し て テ ス ト さ れ 、 そ し て 修 飾 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 に 係 る 無 細 胞 系 検 定 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 可 溶 型 及 び 膜 結 合 型 の 双 方 の 型 と し て 使
用 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 膜 結 合 型 か ら 成 る 無 細 胞 系 検 定 の 場 合 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １
９ の 膜 結 合 型 を 溶 液 中 に 保 持 し て お く た め に 可 溶 化 試 薬 を 使 用 す る こ と が 望 ま し い 。 そ の
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よ う な 可 溶 化 試 薬 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  Ｘ － １ ０ ０ 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｏ Ｎ  Ｘ － １ １ ４ 、 Ｔ Ｈ Ｅ Ｓ Ｉ Ｔ 、 イ ソ ト リ
デ シ ル ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー テ ル ） n 、 ３ － ［ （ ３ － コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル ） ジ メ チ
ル ア ミ ノ ］ － １ － プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト （ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ ） 、 又 は Ｎ － ド デ シ ル ＝ Ｎ ,Ｎ － ジ
メ チ ル － ３ － ア ン モ ニ オ － １ － プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト の よ う な 非 イ オ ン 表 面 活 性 剤 が 含 ま
れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 本 発 明 に 係 る 上 記 の 検 定 法 の 一 つ 以 上 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 又 は そ の 標 的
分 子 の い ず れ か を 固 定 化 す る こ と に よ っ て 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 一 つ 又 は 双 方 の 非 複 合 体 か
ら 複 合 体 を 分 離 す る こ と を 容 易 に し 、 ま た 当 該 検 定 の 自 動 化 に 対 応 で き る よ う に す る こ と
が 望 ま し い 。 候 補 化 合 物 の 存 在 又 は 不 在 下 に お け る 、 テ ス ト 化 合 物 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ と の 結
合 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ と 標 的 分 子 と の 相 互 作 用 は 、 反 応 混 合 物 を 収 容 す る の に 適 当 な い か な
る 容 器 中 に お い て も 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な 容 器 に は 、 ミ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、
試 験 管 、 及 び 微 小 遠 心 管 が 含 ま れ る 。 或 る 実 施 態 様 に お い て は 、 マ ト リ ッ ク ス に 一 つ 又 は
両 方 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る ド メ イ ン を 付 加 す る の た め に 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ
と も で き る 。 例 え ば 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ／ Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 融 合 タ ン パ
ク 質 又 は グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ／ 標 的 融 合 タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン Ｓ
Ｅ Ｐ Ｈ Ａ Ｒ Ｏ Ｓ Ｅ ビ ー ズ （ Sigma Chemical, St. Louis, MO） に 吸 着 さ せ る こ と が で き る
。
　 或 い は ま た 、 グ ル タ チ オ ン － 誘 導 化 ミ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を テ ス ト 化 合 物 と 結 合 さ せ
る こ と も で き る 。 そ の 後 、 非 吸 着 標 識 的 タ ン パ ク 質 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の い ず れ
か と 上 記 混 合 物 と を 、 複 合 体 形 成 を 促 す 条 件 下 （ 例 え ば 、 塩 及 び ｐ Ｈ の 生 理 的 条 件 下 ） で
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 ビ ー ズ 又 は ミ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 穴 を 洗 浄 し
て 非 結 合 成 分 を 全 て 除 去 し 、 そ し て 複 合 体 を 形 成 し た も の を 直 接 的 又 は 間 接 的 に 測 定 す る
。 或 い は ま た 、 複 合 体 を マ ト リ ッ ク ス か ら 解 離 さ せ 、 そ し て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 結 合 又 は 活 性 レ
ベ ル を 標 準 的 技 術 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 マ ト リ ッ ク ス 上 に お け る タ ン パ ク 質 固 定 の 他 の 技 術 は 、 本 発 明 に 係 る ス ク リ ー ニ ン グ 検
定 に お い て も 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 又 は そ の 標 的 分 子 の い ず れ か
を ビ オ チ ン と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と の 抱 合 化 を 利 用 し て 固 定 化 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ
ン 結 合 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 又 は 標 的 分 子 は 、 技 術 常 識 と し て 良 く 知 ら れ て い る 技 術 を 用 い て （
例 え ば biotinylation kit, Pierce Chemicals, Rockford, IL） ビ オ チ ン － Ｎ Ｈ Ｓ （ Ｎ －
ヒ ド ロ キ シ － ス ク シ ニ ミ ド ） か ら 調 製 す る こ と が で き 、 そ し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー
ト し た ９ ６ 穴 プ レ ー ト （ Pierce Chemicals） の 各 穴 に 固 定 す る こ と が で き る 。 或 い は ま た
、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 又 は 標 的 分 子 と 反 応 す る が 、 し か し Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 標 的 分 子 へ
の 結 合 に は 干 渉 し な い 抗 体 を プ レ ー ト の 各 穴 に 対 し 誘 導 化 す る こ と が で き る 。 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン に つ れ て 、 非 結 合 標 的 分 子 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ は 抗 体 抱 合 に よ り 各 穴 の 中 に 捕 え ら
れ る 。 そ の よ う な 複 合 体 の 検 出 法 に は Ｇ Ｓ Ｔ － 固 定 複 合 体 に つ い て 上 記 に 記 載 し た も の に
加 え て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 又 は 標 的 分 子 と 活 性 な 抗 体 を 使 用 し た 複 合 体 の 免 疫 検 出 法 、 並 び に
、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 又 は 標 的 分 子 と 会 合 し た 酵 素 活 性 の 検 出 に 依 存 し た 固 相 酵 素 検 定 法 が あ る
。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 発 現 の 修 飾 因 子 は 、 候 補 化 合 物 が 接 触 し た 細 胞 に
お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で
き る 。 候 補 化 合 物 の 存 在 下 に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 又 は タ ン パ ク 質 の レ ベ
ル を 候 補 化 合 物 の 不 在 下 に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 又 は タ ン パ ク 質 の レ ベ ル
と 比 較 す る 。 候 補 化 合 物 は 、 そ の 比 較 に 基 づ い て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 発 現 の 修 飾 因 子 と し て 同 定
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 又 は タ ン パ ク 質 が 候 補 化 合 物 の
不 在 の と き に 比 べ て 存 在 下 の 方 が よ り 大 き け れ ば （ 統 計 的 に は 有 意 義 に よ り 大 き い こ と ）
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、 候 補 化 合 物 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は タ ン パ ク 質 発 現 の 賦 活 物 質 又 は ア ゴ ニ ス ト
で あ る と 同 定 さ れ る 。 或 い は ま た 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 又 は タ ン パ ク 質 が 候 補
化 合 物 の 不 在 の と き に 比 べ て 存 在 下 の 方 が よ り 少 な い （ 統 計 的 に は 有 意 義 に よ り 少 な い こ
と ） 場 合 は 、 候 補 化 合 物 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は タ ン パ ク 質 発 現 の 阻 害 物 質 又 は
ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る と 同 定 さ れ る 。 も し Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 活 性 が リ ガ ン ド 又 は ア ゴ ニ ス ト 存
在 下 で 減 少 す る か 、 或 い は 構 成 的 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ が ベ ー ス ラ イ ン よ り も 低 け れ ば 、 候 補 化 合
物 は イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト で あ る と 同 定 さ れ る 。 細 胞 中 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は タ
ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は タ ン パ ク 質 検 出 の た め に こ こ で 記
載 さ れ て い る 方 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 局 面 に お い て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 は 二 本 ハ イ ブ リ ッ ド 検 定 又 は 三 本
ハ イ ブ リ ッ ド 検 定 （ 例 え ば 、 U.S. Patent No. 5,283,317; Zervos et al., Cell (1993) 
72: 223～ 232; Madura et al., J Biol Chem. (1993) 268: 12046～ 12054; Bartel et al
., Bio／ Techniques (1993) 14: 920～ 924; Iwabuchi et al., Oncogene (1993) 8: 1693
～ 1696; 及 び  PCT Publication No. WO 94／ 10300） に お い て 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ と 結 合 す る
（ 「 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ － 結 合 タ ン パ ク 質 」 又 は 「 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ － ｂ ｐ 」 ） 又 は 相 互 作 用 す る 、
及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 活 性 を 調 節 す る 他 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 「 ベ イ ト プ ロ テ イ ン （
餌 タ ン パ ク 質 ） 」 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ － 結 合 タ ン パ ク
質 は 、 ま た 例 え ば Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 経 路 の 上 流 又 は 下 流 因 子 の よ う な Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質
に よ る 信 号 の 伝 播 に 関 与 し て い る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 が 純 品 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 大 量 生 産 を 可 能 と す る こ と よ り 、 機 能 を 発 揮 す る と 思 わ
れ る 領 域 の 立 体 配 座 の 物 理 的 特 性 を 合 理 的 な ド ラ ッ グ デ ザ イ ン （ 医 薬 設 計 ） に よ り 確 か め
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 分 子 の Ｉ Ｃ ３ 領 域 及 び Ｅ Ｃ ド メ イ ン は 特 に 興 味 の あ る 領 域 で あ
る 。 一 旦 、 そ の 領 域 の 形 及 び イ オ ン 配 置 が 見 分 け ら れ れ ば 、 こ れ ら の 領 域 と 相 互 作 用 す る
候 補 化 合 物 は 形 造 ら れ て 、 そ し て 完 全 な 細 胞 、 動 物 又 は 患 者 で テ ス ト さ れ る 。 そ の よ う な
３ － Ｄ 構 造 情 報 を 引 き 出 す こ と を 可 能 と す る 方 法 に は 、 Ｘ 線 結 晶 回 折 、 Ｎ Ｍ Ｒ 分 光 法 （ 核
磁 気 共 鳴 分 析 ） 、 モ レ キ ュ ラ ー モ デ リ ン グ （ 分 子 設 計 ） 等 が 含 ま れ る 。 ３ － Ｄ 構 造 は ま た
既 知 の 薬 剤 が 作 用 す る 部 位 が 存 在 す る 他 の 既 知 の タ ン パ ク 質 に お け る 類 似 な 立 体 配 座 部 位
の 同 定 へ と 導 く こ と が で き る 。 こ れ ら の 薬 剤 又 は そ れ ら の 誘 導 体 は 関 節 リ ウ マ チ 又 は Ｃ Ｏ
Ｐ Ｄ （ 慢 性 閉 塞 肺 疾 患 ） 等 の 炎 症 性 病 気 又 は 障 害 の 治 療 に お け る 使 用 が 見 い 出 さ れ る も の
と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 は 更 に 上 記 に 記 載 し た ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 に よ っ て 同 定 さ れ る 新 規 な 薬 剤 及 び そ
れ ら の こ こ に 記 載 し た よ う な 治 療 の た め の 使 用 に も 及 ぶ も の で あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】

Ａ ． 探 知 検 定 法
　 本 発 明 に 係 る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 部 分 又 は フ ラ グ メ ン ト は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 試 薬 と し て 種 々
の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 当 該 配 列 は （ ｉ ） 染 色 体 上 の 各 遺 伝 子 の
マ ッ プ 作 成 及 び 遺 伝 病 と 関 係 し た 遺 伝 領 域 の 場 所 捜 索 ； （ ii） 微 小 な 生 物 標 品 か ら の 個 人
の 同 定 （ テ ィ ッ シ ュ タ イ ピ ン グ ） ； （ iii） 生 物 標 品 の 法 医 学 的 同 定 の 補 助 手 段 と し て 使
用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 利 用 に つ い て は 以 下 に 詳 述 し て あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
１ ． 染 色 体 マ ッ ピ ン グ
　 一 旦 、 遺 伝 子 の 配 列 （ 又 は 配 列 の 一 部 ） が 単 離 さ れ れ ば 、 そ の 配 列 は 染 色 体 上 の Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ 遺 伝 子 の 配 置 を マ ッ プ す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ れ 故 、 こ こ に 記 載 し た Ｇ
Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 核 酸 分 子 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 ゲ ノ ム 中 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 配 置 を マ ッ プ す
る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 ゲ ノ ム に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 配 列 の 配 置 の マ ッ ピ ン グ は 遺
伝 子 が 関 係 す る 病 気 と 配 列 と の 因 果 関 係 を 示 す 上 で 重 要 な 一 歩 で あ る 。
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【 ０ ２ ０ ３ 】
　 簡 単 に 言 え ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 配 列 か ら Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 好 ま
し く は １ ５ ～ ２ ５ ｂ ｐ の 長 さ ） を 調 製 す る こ と に よ っ て ゲ ノ ム 中 に マ ッ プ す る こ と が で き
る 。 そ の プ ラ イ マ ー は 、 個 々 の マ ウ ス 染 色 体 を 含 ん で い る 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の Ｐ Ｃ Ｒ ス
ク リ ー ニ ン グ に 使 用 さ れ る 。 そ し て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 配 列 に 対 応 す る マ ウ ス 遺 伝 子 を 含 ん で い
る ハ イ ブ リ ッ ド の み が 増 幅 さ れ た フ ラ グ メ ン ト を 作 成 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 特 別 な 方 法 と し て は 、 マ ウ ス 染 色 体 を 変 性 し 、 そ の 後 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １
９  Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と を
含 む が 、 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 配 列 決 定 は 、 マ ウ ス 染 色 体 中 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 位 置 を 明 ら か
と す る 。 そ の よ う な  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 は Fan et al., Proc Natl Acad 
Sci USA (1990) 87: 6223～ 27に 記 載 さ れ て い る が そ の 中 に は 標 識 さ れ た フ ロ ー ソ ー ト さ
れ た （ flow-sorted） 染 色 体 に よ る プ レ ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 染 色 体 特 異 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る プ レ セ レ ク シ ョ ン も 含 ま れ て い る 。 細 胞 分 裂 中
期 の 染 色 体 分 散 に 対 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） も ま
た 一 段 階 で 正 確 な 染 色 体 配 置 を 提 供 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 染 色 体 分 散 は 、 有 糸
分 裂 の 紡 錘 体 形 成 を 阻 害 す る 化 合 物 、 例 え ば コ ル セ ミ ド に よ り 細 胞 分 裂 が 中 期 で 阻 止 さ れ
て い る 細 胞 を 用 い て 作 成 す る こ と が で き る 。 染 色 体 は ト リ プ シ ン を 短 時 間 処 理 し 次 い で ギ
ム ザ （ Giemsa） で 染 色 さ れ る 。 明 暗 バ ン ド パ タ ー ン が 各 染 色 体 上 に 展 開 し 、 そ の 結 果 染 色
体 は 個 別 に 同 定 す る こ と が で き る 。 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 法 は 、 ５ ０ ０ か ら ６ ０ ０ 塩 基 数 以 下 の 短 い Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 に つ い て も 行 う こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 １ ,０ ０ ０ 塩 基 よ り も 長 い ク ロ ー
ン は 独 特 な 染 色 体 配 位 に 結 合 す る 高 い 可 能 性 が あ り 、 そ の 信 号 強 度 も 簡 単 な 検 出 法 に と っ
て 十 分 な も の で あ る 。 好 ま し く は １ ,０ ０ ０ 塩 基 及 び よ り 好 ま し く は ２ ,０ ０ ０ 塩 基 が 、 無
理 の な い 時 間 で 良 好 な 結 果 を 得 る た め に 必 要 で あ る 。 こ の 技 術 を 概 観 す る に は 、 Verma et
 al. ( Human Chromo somes: A Manual of Basic Techni-ques (Pergamon Press, New Yo
rk, 1988))が 参 照 さ れ る 。 染 色 体 マ ッ ピ ン グ は 、 イ ン ・ シ リ コ （ ） で 推 論 す る
こ と が で き る も の で あ り 、 そ し て ロ ッ ド ス コ ア 法 （ ） 又 は 単 に 近 接 法 （ proxim
ity） の よ う な 統 計 的 考 察 を 活 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 用 の 試 薬 は 、 染 色 体 上 の 単 一 部 位 を 突 き と め る た め に 個 々 に 使 用 す る
こ と が で き る 。 更 に ま た 、 試 薬 の パ ネ ル は 多 重 部 位 及 び ／ 又 は 多 重 染 色 体 を マ ー ク す る の
に 使 用 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 が 並 ん で い る 領 域 に 対 応 す る 試 薬 は 、 実 際
に マ ッ ピ ン グ の 目 的 に 好 適 で あ る 。 コ ー ド 配 列 は 、 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー 内 に 保 存 さ れ て い る
も の と 思 わ れ 、 そ れ 故 に 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 中 の 交 差 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 機 会 を 増 大
さ せ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 一 旦 配 列 が 正 確 な 染 色 体 配 位 に 対 し て マ ッ プ さ れ た と き は 、 染 色 体 に お け る 配 列 の 物 理
的 配 位 は 、 遺 伝 的 マ ッ プ デ ー タ と 相 関 し て い る も の で あ る 。 同 一 染 色 体 領 域 に マ ッ プ さ れ
た 遺 伝 子 と 病 気 と の 相 関 関 係 は 、 そ れ 故 例 え ば Egeland et al., Nature (1987) 325: 783
～ 787に 記 載 さ れ て い る 連 結 分 析 （ 物 理 的 に 隣 接 し て い る 遺 伝 子 の 共 同 遺 伝 ） に よ り 同 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 尚 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 関 与 す る 病 気 に 患 っ て い る 動 物 と 患 っ て い な い 動 物 間 に お け る Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 の 相 違 も 検 出 す る こ と が で き る 。 も し 、 あ る 突 然 変 異 が 病 気 に 患 っ て い る 幾 つ か の
又 は 全 て の 動 物 に お い て 観 察 さ れ る が 、 し か し 患 っ て い な い 動 物 で は 観 察 さ れ な け れ ば 、
そ の 突 然 変 異 は そ の 特 別 な 病 気 の 原 因 と な る も の と 思 わ れ る 。 病 気 に 患 っ て い る 動 物 と 患
っ て い な い 動 物 と の 比 較 は 、 通 常 第 一 に 染 色 体 中 の 構 造 的 変 化 を 探 す こ と で あ り 、 そ れ は
、 例 え ば 染 色 体 分 散 か ら 目 視 で き る 又 は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ く Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 検 出 で き る 欠
損 又 は 転 移 で あ る 。 最 後 に 、 幾 つ か の 動 物 か ら の 遺 伝 子 の 完 全 配 列 を 行 う こ と に よ っ て 突
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然 変 異 の 存 在 及 び 突 然 変 異 を 多 型 か ら 区 別 で き る こ と を 確 認 す る こ と で あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
１ ． 診 断 的 検 定 法
　 生 物 標 品 中 に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 存 在 又 は 不 在 を 検 出 す る 模 範 的 な 方 法 は 、 テ ス ト 動
物 か ら 生 物 標 品 を 入 手 す る こ と 、 及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 核 酸 （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） を 検 出 す る こ と が で き て 、 そ
の 結 果 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 存 在 を 生 物 標 品 中 で 検 出 す る こ と が で き る 化 合 物 又 は 試 薬 に 生 物 標
品 を 接 触 さ せ る こ と か ら 成 る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る た め
の 好 ま し い 試 薬 と し て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る こ と が で き る 標 識 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ が あ る 。 こ の 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 配 列 番 号 １
の 核 酸 の よ う な 全 長 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 核 酸 又 は そ の 部 分 、 例 え ば 少 な く と も １ ５ 、 ３ ０ 、 ５ ０
、 １ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 又 は ５ ０ ０ 或 い は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 長 さ に お い て 有 す る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド で 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 特 別 な 試 薬 は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る
こ と が で き る 抗 体 で あ り 、 好 ま し く は 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 抗 体 で あ る 。 抗 体 は ポ リ ク
ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ 或 い は よ り 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ る 。 完 全 な 抗 体 又 は そ の フ ラ
グ メ ン ト （ 例 え ば Ｆ a b 又 は Ｆ ( a b ′ ) 2 ） を 使 用 す る こ と が で き る 。
　 用 語 「 生 物 標 品 」 と は 、 被 検 体 か ら 単 離 さ れ た 組 織 、 細 胞 及 び 細 胞 液 を い う が 、 ま た 、
被 検 体 中 に 存 在 し て い る 組 織 、 細 胞 及 び 細 胞 液 を も 含 む 。 即 ち 、 本 発 明 に 係 る 検 出 方 法 は
生 物 標 品 中 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 を イ ン ・ ビ ボ
（ ） の み な ら ず イ ン ・ ビ ト ロ （  ） に お い て も 使 用 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る イ ン ・ ビ ト ロ 法 に は ノ ー ザ ン （ Northern） ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び イ ン ・ シ ト ウ （  ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。
Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る イ ン ・ ビ ト ロ 法 に は サ ザ ン （ Southern） ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。 更 に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る イ ン ・ ビ ボ 法 に は 、 標
識 さ れ た 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 の 動 物 体 内 へ の 導 入 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 抗 体 が 放 射 性 マ
ー カ ー で 標 識 さ れ 、 動 物 体 内 に お け る そ の 存 在 及 び 位 置 が 標 準 的 イ メ ー ジ ン グ 法 に よ り 検
出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 生 物 標 品 は テ ス ト 動 物 由 来 の タ ン パ ク 質 分 子 を 含 ん で い る 。 或
い は ま た 生 物 標 品 は テ ス ト 動 物 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 又 は テ ス ト 動 物 由 来 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 分
子 を 含 ん で い る 。 こ こ で 利 用 さ れ て い る 特 殊 な 生 物 標 品 は 動 物 体 内 か ら 常 法 に よ っ て 単 離
し た 末 梢 血 の 白 血 球 標 品 で あ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 当 該 方 法 は 更 に 対 照 動 物 か ら 生 物 標 品 を 入 手 す る こ と 、 Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と が で き て 、 そ の 結 果 Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 及 び 量 を 生 物 標 品 中 で 検 出 す る こ
と が で き る 化 合 物 又 は 試 薬 に 生 物 標 品 を 接 触 さ せ る こ と 、 及 び 対 照 標 品 中 に お け る Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 及 び 量 を テ ス ト 標 品 中 に お け る Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 及 び 量 と 比 較 し て 、 そ の 化 合 物 が
Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る か 否 か を 決 定 す る こ と か ら 成 る 。
【 ０ ２ １ ２ 】

　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 活 性 を 調 節 す る こ と が で き る 化 合 物 の い か な る 検 定 法 も 高 生 産 性 ス ク リ
ー ニ ン グ に 適 用 で き る 。 高 生 産 性 ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム は 市 場 に お い て 入 手 可 能 で あ る
（ 例 え ば 、 Zymark Corp., HopKinton, MA; Air Technical Industries, Mentor, OH; Bec
kman Instruments, Inc., Fullerton, CA; Precision Systems, Inc., Natick, MＡ 等 参
照 ） 。 こ れ ら の シ ス テ ム は 、 標 品 及 び 試 薬 の ヒ ペ ッ ト で の 採 取 、 液 体 分 与 、 時 間 設 定 イ ン
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キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 検 定 に 適 合 す る 検 出 器 に お け る ミ ク ロ プ レ ー ト の 最 終 読 取 り を 含 む 全 工
程 が 典 型 的 に 自 動 化 さ れ て い る 。 こ れ ら の 組 合 せ 可 能 な シ ス テ ム は ハ イ ス ル ー プ ッ ト 及 び
迅 速 な 測 定 開 始 を 可 能 と し 、 ま た 高 度 な 適 応 性 及 び 受 注 生 産 を 可 能 と す る 。 そ の よ う な シ
ス テ ム の 製 造 会 社 は 種 々 の 高 生 産 性 の 詳 細 な プ ロ ト コ ー ル を 提 供 し て い る 。 例 え ば 、 Zyma
rk Corp.は 遺 伝 子 転 写 、 リ ガ ン ド 結 合 、 そ の 他 の 調 節 を 検 出 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ シ
ス テ ム に つ い て 記 載 し て い る 技 術 報 告 書 を 提 供 し て い る 。
【 ０ ２ １ ３ 】

　 本 発 明 は ま た 生 物 標 品 （ テ ス ト サ ン プ ル ） に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 存 在 を 検 出 す る た め
の キ ッ ト に も 及 ぶ も の で あ る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 あ る 特 定 の 化 合 物 が Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の
発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る か 否 か を 判 定 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 当 該 キ ッ ト
は 生 物 標 品 中 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と が で き る 標 識 さ れ た
化 合 物 又 は 試 薬 、 及 び そ の 標 品 中 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 量 を 測 定 す る 方 法 （ 例 え ば 抗 － Ｇ Ａ Ｖ
Ｅ １ ９ 抗 体 又 は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 、 例 え ば 配 列 番 号 １ を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ） と か ら 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 抗 体 を 基 礎 と す る キ ッ ト の 場 合 は 、 当 該 キ ッ ト は 、 例 え ば （ １ ） Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク
質 に 結 合 す る 一 次 抗 体 （ 例 え ば 、 固 相 支 持 体 に 結 合 し た ） ； 及 び 場 合 に よ っ て は （ ２ ） 二
次 抗 体 で 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は 一 次 抗 体 に 結 合 し 且 つ 検 出 可 能 な 試 薬 に 共 役 し て
い る 異 な る 抗 体 か ら 構 成 さ れ て い る 。 も し 二 次 抗 体 が 存 在 し な い と き は 、 一 次 抗 体 を 検 出
可 能 に 標 識 す る か 、 又 は 一 次 抗 体 に 結 合 す る 他 の 分 子 を 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で き る
。 い ず れ に せ よ 、 標 識 さ れ て 結 合 す る も の は 、 技 術 常 識 と し て 知 ら れ て い る よ う に 、 検 出
可 能 な レ ポ ー タ ー 分 子 と し て の 役 割 を 有 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 基 礎 と す る キ ッ ト の 場 合 は 、 本 発 明 に 係 る キ ッ ト は 、 例 え ば ： （
１ ） Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド す る 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は （ ２ ） Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 核 酸 分 子 を 増 幅 す る た め に 有 用 な
一 対 の プ ラ イ マ ー か ら 構 成 す る こ と が で き る 。 当 該 キ ッ ト は 更 に 例 え ば 緩 衝 剤 、 保 存 剤 又
は タ ン パ ク 質 安 定 剤 を 含 む こ と が で き る 。 当 該 キ ッ ト は ま た 検 出 可 能 な 試 薬 （ 例 え ば 、 酵
素 又 は 基 質 ） を 検 出 す る た め に 必 要 な 成 分 を 含 む こ と が で き る 。 更 に そ の 上 、 当 該 キ ッ ト
は ま た 検 定 し そ し て テ ス ト サ ン プ ル と 比 較 す る た め に 対 照 サ ン プ ル 又 は 対 照 サ ン プ ル シ リ
ー ズ を も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
２ ． 薬 理 ゲ ノ ム 学
　 こ こ に 説 明 し た よ う に 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 発 現 は 活 性 化 さ れ た 又 は 炎 症 状 態 に 関 係 す る 細 胞
内 に お い て 調 節 さ れ る 。 炎 症 と 関 係 し た 障 害 に は 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 状 態 、 大 腸 炎 、 ク ロ
ー ン 病 、 浮 腫 状 態 、 接 触 過 敏 症 、 ア レ ル ギ ー 、 関 節 炎 の 他 の 形 態 、 髄 膜 炎 及 び そ の 他 の 状
態 が 含 ま れ 、 そ こ で は 免 疫 シ ス テ ム が 腫 脹 及 び 同 様 な 状 態 に な っ て い る 部 位 に お い て 血 管
拡 張 、 熱 感 、 集 合 細 胞 、 液 体 及 び 同 様 の 物 に よ る 発 作 に 対 し て 反 応 す る 。 こ の よ う に 、 こ
こ に 記 載 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 に よ っ て 同 定 さ れ た よ う に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 活 性 （ 例 え
ば 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 遺 伝 子 発 現 ） に 刺 激 的 又 は 阻 害 的 効 果 を 有 す る 試 薬 又 は 調 節 因 子 は 、 障
害 （ 例 え ば 、 喘 息 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 又 は 関 節 リ ウ マ チ の 関 与 す る 炎 症 ） に 対 す る 処 置 （
予 防 的 又 は 治 療 的 ） と し て 個 々 に 投 薬 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 処 置 と の 結 び つ き に
お い て 、 個 体 の 薬 理 ゲ ノ ム 学 （ 即 ち 、 個 体 の ゲ ノ ム タ イ プ と 外 来 性 化 合 物 又 は 薬 剤 に 対 す
る 個 体 の 応 答 間 の 相 関 関 係 の 研 究 ） が 考 慮 さ れ る 。 治 療 剤 の 代 謝 に お け る 相 違 が 、 投 薬 量
と 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 剤 の 血 液 濃 度 間 の 相 関 関 係 の 変 更 に よ り 重 症 な 副 作 用 或 い は 治 療 不
全 を 導 く こ と と な り 得 る 。 こ の よ う に 、 個 体 の 薬 理 ゲ ノ ム 学 は 、 個 人 の ゲ ノ ム タ イ プ を 考
慮 し て 、 予 防 的 又 は 治 療 的 処 置 の た め の 効 果 的 な 試 薬 （ 例 え ば 、 薬 剤 ） の 選 択 を 可 能 と す
る も の で あ る 。 そ の よ う な 薬 理 ゲ ノ ム 学 は 、 更 に 適 当 な 投 薬 量 及 び 治 療 法 を 決 定 す る の に
も 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ １ ７ 】
　 薬 理 ゲ ノ ム 学 は 、 罹 患 者 に お け る 薬 物 処 理 の 変 異 及 び 異 常 作 用 に よ る 薬 物 応 答 の 臨 床 上
重 要 な 遺 伝 的 変 異 に つ い て も 取 り 扱 う 。 例 え ば 、 Linder, Clin Chem (1997) 43 (2): 254
～ 266参 照 。 一 般 的 に 、 薬 理 ゲ ノ ム 学 の 条 件 に は 、 二 つ の タ イ プ を 区 別 す る こ と が で き る
。 薬 剤 が 身 体 に 対 し て 作 用 す る 仕 方 を 変 動 す る 単 一 の 因 子 と し て 継 代 さ れ る 遺 伝 的 条 件 は
「 薬 剤 作 用 変 異 」 と 呼 ば れ る 。 身 体 が 薬 剤 に 対 し て 作 用 す る 仕 方 を 変 動 す る 単 一 の 因 子 と
し て 継 代 さ れ る 遺 伝 的 条 件 は 「 薬 剤 代 謝 変 異 」 と 呼 ば れ る 。 薬 理 ゲ ノ ム 学 の 条 件 は 希 少 な
欠 損 又 は 多 型 の い ず れ か と し て 発 生 す る る 。 例 え ば 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 脱 水 素 酵 素
欠 損 症 （ Ｇ ６ Ｐ Ｄ ） は 、 よ く 知 ら れ た 遺 伝 的 酵 素 病 で あ る が 、 そ こ に お け る 主 要 な 臨 床 上
の 合 併 症 は 、 酸 化 剤 （ 抗 マ ラ リ ア 薬 、 サ ル フ ァ 剤 、 鎮 痛 剤 又 は ニ ト ロ フ ラ ン 剤 ） の 摂 取 及
び ソ ラ マ メ （ fava beans） の 食 餌 後 の 赤 血 球 溶 血 で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 説 明 的 状 態 と し て は 、 薬 物 代 謝 酵 素 の 活 性 は 、 薬 物 作 用 の 強 度 及 び 時 間 双 方 の 主 要 な 決
定 事 項 で あ る 。 薬 物 代 謝 酵 素 （ 例 え ば 、 Ｎ － ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ２ （ Ｎ Ａ Ｔ ２ ）
及 び シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ 及 び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ １ ９ ） の 遺 伝 的 多 型 の 発 見 は
、 何 故 あ る 患 者 は 薬 物 の 標 準 的 そ し て 安 全 投 与 量 を 摂 取 後 に 期 待 通 り の 効 果 又 は 過 大 な 薬
物 応 答 及 び 重 症 な 毒 性 を 受 け な い の か と い う 疑 問 に 対 す る 説 明 を 与 え て い る 。 多 型 は 個 体
に お け る 二 種 の 表 現 型 、 強 力 な 代 謝 体 （ Ｅ Ｍ ） 及 び 微 力 な 代 謝 体 （ Ｐ Ｍ ） で 表 現 さ れ る 。
Ｐ Ｍ の 罹 患 率 は 異 な る 個 体 間 に お い て 相 違 し て い 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 で あ り 、 そ し て 数 種 の 突 然 変 異 が Ｐ Ｍ 中 で 同 定 さ れ て お り 、 そ の 全 て
が 機 能 的 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ の 欠 如 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ 及 び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ １
９ の 微 力 な 代 謝 体 は 標 準 的 な 投 与 量 を 摂 取 し た と き に 、 過 大 な 薬 物 応 答 及 び 副 作 用 を 極 め
て 頻 繁 に 経 験 す る 。 も し も 代 謝 物 が 活 性 な 治 療 剤 で あ る な ら ば 、 Ｐ Ｍ は 治 療 応 答 を 示 さ な
い こ と と な る が 、 そ れ は Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ に よ り 生 成 し た 代 謝 物 、 モ ル ヒ ネ に よ っ て 仲 介 さ れ
る コ デ イ ン の 鎮 痛 効 果 に つ い て 実 証 さ れ て い る 。 他 の 極 端 な 例 は 、 い わ ゆ る 超 特 急 代 謝 体
で あ り 、 そ れ は 標 準 的 投 与 量 に 対 し て 全 く 応 答 し な い 。 最 近 、 超 特 急 代 謝 の 分 子 基 礎 が Ｃ
Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ 遺 伝 子 増 幅 に よ る も の で あ る こ と が 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 個 体 中 の Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 相 同 体 の 活 性 又 は GAVE１ ９ 核 酸 の 相 同 体 で あ る Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 の 発 現 は 、 個 体 の 治 療 的 又 は 予 防 的 処 置 に と っ て 適 当 な 試 薬 を 選 択 す る た め に 決 定
す る こ と が で き る 。 加 え て 、 薬 理 ゲ ノ ム 科 学 の 研 究 は 、 個 体 の 薬 物 応 答 表 現 型 を 同 定 す る
た め に 薬 物 代 謝 酵 素 を コ ー ド し て い る 多 型 対 立 遺 伝 子 の ゲ ノ ム タ イ ピ ン グ （ 遺 伝 型 分 類 ）
に 利 用 す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。 投 薬 量 決 定 又 は 薬 物 選 択 に 利 用 さ れ た と き の 知
見 は 、 副 作 用 又 は 治 療 不 全 を 回 避 す る こ と が で き 、 そ し て そ れ 故 に こ こ で 記 載 し た 模 範 的
な ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 の 一 つ を 用 い て 同 定 さ れ た 分 子 の よ う な 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 分 子 を 被
検 体 に 処 置 す る と き は 、 治 療 的 又 は 予 防 的 効 果 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
Ｄ ．
　 上 記 に 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 は マ ウ ス に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 発 現 を 調 節 す る 薬 剤 又
は 試 薬 を 同 定 す る た め の 検 定 法 に 及 ぶ も の で あ る 。
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 発 現 の 側 面 、 即 ち 、 正 常 の 脾 臓 に お け る 高 度 な 発 現 に よ り 、 コ ラ ー ゲ ン
誘 発 関 節 炎 （ Ｃ Ｉ Ａ ） の Ｒ Ａ マ ウ ス 脾 臓 に お け る 発 現 レ ベ ル は 正 常 な 脾 臓 に 比 べ て ２ 倍 増
加 し 、 ま た 、 Ｃ Ｉ Ａ  Ｒ Ａ マ ウ ス の 肺 に お い て は 正 常 な 肺 に 比 べ て ５ 倍 以 上 も 発 現 レ ベ ル
が 上 昇 し た こ と よ り 、 そ の よ う な 薬 剤 又 は 試 薬 は 、 炎 症 性 障 害 （ 例 え ば 喘 息 ） 、 慢 性 閉 塞
性 肺 疾 患 及 び 関 節 リ ウ マ チ 等 の よ う な 病 気 又 は 障 害 の 処 置 に 容 易 に 利 用 さ れ 得 る も の で あ
る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
１ ．
　 或 る 局 面 に お い て 本 発 明 は 被 検 体 に Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 発 現 又 は 少 な く と も Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 活 性
の 一 つ を 調 節 す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ り 、 上 記 記 載 の よ う な 病 気 又 は 症 状 を 予 防 す る
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た め の 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 そ の よ う な 処 置 か ら 得 ら れ る 利 益 を 受 け る も の は 、 例
え ば 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 診 断 又 は 予 後 判 定 の い か な る 又 は そ の 組 合 せ に よ っ て 同 定
す る こ と が で き る 。 予 防 薬 の 投 与 は 、 病 気 又 は 障 害 の 予 防 或 い は 進 行 を 遅 ら せ る た め に は
、 そ の よ う な 病 気 又 は 障 害 の 症 状 が 顕 在 化 す る 前 に 行 う こ と に よ っ て で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
２ ．
　 炎 症 性 病 気 の 処 置 に 用 い ら れ る 試 薬 、 即 ち マ ウ ス に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 活
性 を 調 節 す る こ と が で き る も の は 、 核 酸 又 は タ ン パ ク 質 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 自 然
発 生 の 同 種 の リ ガ ン ド 、 ペ プ チ ド 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ ペ プ チ ド 様 又 は 他 の 低 分 子 の よ う な も の
で 、 こ こ に 記 載 さ れ て い る よ う な 試 薬 で あ る 。 或 る 実 施 態 様 に お い て は 、 当 該 試 薬 は Ｇ Ａ
Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 生 物 学 的 活 性 を 刺 激 す る 。 そ の よ う な 刺 激 剤 の
例 と し て は 、 細 胞 中 に 取 り 込 ま れ た Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 及 び Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ を コ ー ド す
る 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 の 一 つ 又 は そ れ 以
上 の 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 す る 試 薬 が あ る 。 そ の よ う な 阻 害 剤 の 例 と し て は 、 ア ン チ セ ン ス
Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 核 酸 分 子 及 び 抗 － Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 抗 体 が あ る 。 変 形 的 な 方 法 は 、 イ ン ・  ビ ト
ロ （  ） （ 例 え ば 、 細 胞 を 試 薬 と 共 に 培 養 す る こ と に よ り ） 或 い は イ ン ・ ビ ボ （
 ） （ 例 え ば 、 試 薬 を 被 検 体 に 投 与 す る こ と に よ り ） に 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う
な も の と し て 、 本 発 明 は 試 薬 （ 例 え ば 、 こ こ に 記 載 さ れ て い る ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 で 同
定 さ れ た 試 薬 ） 又 は マ ウ ス に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る （ 例 え ば 上 流
制 御 又 は 下 流 制 御 ） 試 薬 の 混 合 剤 を 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 ん で い る 上 記 記 載 の よ う な 病
気 又 は 障 害 に 苦 し ん で い る 個 体 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 他 の 態 様 と し て は
、 当 該 方 法 を 治 療 と し て Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ タ ン パ ク 質 又 は 核 酸 分 子 を 投 与 す る こ と に 関 与 す る
も の で あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 に 限 定 列 挙 と し て で は な く 掲 げ ら れ て い る 本 発 明 の 模 範 例 に よ っ て 、 よ
り よ く 理 解 さ れ る も の と 思 わ れ る 。 以 下 の 例 は 本 発 明 の 好 適 な 実 施 態 様 を よ り 完 全 に 説 明
す る た め に 提 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る こ と を 意 味 す る も の で
は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） の 多 く は 、 市 場 に お け る 今 日 の 治 療 薬 の 約 ５ ０ ％
が 標 的 と し て い る も の で あ る 。 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は ペ プ チ ド 、 神 経 伝 達 物 質 、 ホ ル モ ン 、 成 長 因 子
、 ア ミ ン 類 、 脂 質 、 脂 肪 酸 、 発 臭 剤 及 び 光 を 含 む 広 範 囲 の リ ガ ン ド に よ っ て 活 性 化 さ れ る
。 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 作 用 の 不 安 定 は 多 く の 病 理 学 的 条 件 を も た ら す 。 正 常 な 脾 臓 に お い て 高 度 に 発
現 す る ヒ ト Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ８ の オ ー ソ ロ グ （ ortholog） で あ る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ は 、 正 常 な 脾 臓 に
比 べ て ２ 倍 も 増 加 し た 発 現 レ ベ ル を コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎 （ Ｃ Ｉ Ａ ） の Ｒ Ａ マ ウ ス 脾 臓 中
で 示 し 、 ま た 正 常 な 肺 に 比 べ て ５ 倍 以 上 も 上 昇 し た 発 現 レ ベ ル を Ｃ Ｉ Ａ の Ｒ Ａ マ ウ ス 肺 で
示 し た 。 こ の よ う に 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ は 、 炎 症 性 障 害 （ 例 え ば 、 喘 息 ） 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患
及 び 関 節 リ ウ マ チ 等 の 病 気 又 は 障 害 治 療 に 用 い る 薬 剤 又 は 試 薬 を 標 的 と す る 新 規 な 医 薬 品
を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 同 定 及 び ク ロ ー ニ ン グ は 、 ま た デ ・ オ ー フ ァ ニ ン グ （ de-orphaning） 工
程 に よ り 、 内 因 性 リ ガ ン ド を 見 付 け る 機 会 を 提 供 す る も の で あ る 。 デ ・ オ ー フ ァ ニ ン グ に
よ り 同 定 し た 自 然 リ ガ ン ド 又 は 代 用 リ ガ ン ド は 、 受 容 体 の 信 号 伝 達 を 活 性 又 は 阻 止 し 、 そ
れ 故 に 細 胞 内 生 理 又 は 細 胞 機 能 を 変 化 さ せ る 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 道 具 を 提 供
す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】

： マ ウ ス の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス に 重 ね 合 せ た
ヒ ト Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ８  Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 用 い て も 、 マ ウ ス 相 同 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 明 ら か に で き な か っ
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た 。 そ こ で 、 コ ー ド 領 域 を 含 ん で い る ヒ ト Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ８  Ｄ Ｎ Ａ を Research Geneticsの マ
ウ ス ゲ ノ ム Ｂ Ａ Ｃ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ン す る た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。 ヒ ト Ｇ
Ａ Ｖ Ｅ １ ８ 配 列 に 従 っ て 設 計 し た 多 重 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を ポ ジ テ ィ ブ マ ウ ス Ｂ Ａ Ｃ を 配 列
す る た め に 使 用 し た 。 唯 一 の プ ラ イ マ ー 、 ５ ′ Ｇ Ｇ Ｃ  Ｔ Ｔ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｃ  Ｃ Ａ Ａ  Ａ Ｇ Ａ  Ｃ
Ａ Ａ  Ａ Ｇ ３ ′ (配 列 番 号 ３ )が マ ウ ス Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９  Ｄ Ｎ Ａ 配 列 デ ー タ を 与 え た 。 そ こ で 、
多 重 マ ウ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 プ ラ イ マ ー を マ ウ ス Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ コ ー ド 領 域 の 配 列 を 決 定 す る た め
の プ ラ イ マ ー ウ ォ ー キ ン グ （ primer walking） 用 に 設 計 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】

： 各 種 の 組 織 及 び 器 官 か ら の マ ウ ス 全 Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 は
、 Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ  Ｂ Ｌ Ｒ の ト リ ゾ ー ル （ Trizol） 試 薬 を 用 い 、 製 造 使 用 説 明 書 に 基 づ い て 行
っ た 。 全 Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ａ Ｂ Ｉ の Multiscribe Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ キ ッ ト を 用 い て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換
し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】

： Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 反 応 は マ ウ ス 組 織 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 二 連 で 行 い 、 そ し て
Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 を 内 部 対 照 と し て 使 用 し た 。 そ の 後 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ の 結 果 を 、 相 対 的 発 現
と し て 計 算 し た 。 相 対 的 発 現 は （ 2 ^ (0-ddCt)） * 1000で 、 こ こ で ｄ ｄ Ｃ Ｔ は （ Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １
９ 平 均 値 Ｃ ｔ ｓ － Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 平 均 値 Ｃ ｔ ｓ ） － （ Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 平 均 値 Ｎ Ｔ Ｃ  Ｃ ｔ ｓ － Ｇ
Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 平 均 値 Ｎ Ｔ Ｃ  Ｃ ｔ ｓ ） で あ る 。 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ は 、 Operon Technologies
に よ り 、 注 文 製 で 合 成 し た 。 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ プ ラ イ マ ー 配 列 １ は ： ５ ′ Ｃ Ｔ Ｇ  Ｔ Ｔ Ｃ  Ｔ Ｔ
Ｇ  Ｃ Ｔ Ｇ  Ｇ Ｔ Ｇ  Ａ Ａ Ａ  Ａ Ｔ Ｇ  Ａ Ａ ３ ′ (配 列 番 号 ４ ） 及 び 配 列 ２ は 、 ５ ′ Ｃ Ｃ Ａ  Ｔ
Ｇ Ａ  Ａ Ｃ Ｃ  Ａ Ｃ Ｃ  Ａ Ｃ Ｇ  Ａ Ｇ Ｇ  Ｔ Ｔ ３ ′ (配 列 番 号 ５ ） で あ る 。 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ プ ロ ー
ブ 配 列 は ５ ′ (Ｆ ａ ｍ ） － Ｔ Ｃ Ａ  Ｃ Ｇ Ｔ  Ｔ Ｃ Ａ  Ｇ Ｔ Ｇ  Ａ Ｃ Ｃ  Ａ Ｃ Ｃ  Ａ Ｔ Ｇ  Ｇ Ｃ Ｔ  
Ｇ － （ Ｔ ｅ ｔ ） ３ ′ (配 列 番 号 ６ ） で あ る 。 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 反 応 は ９ ６ 穴 プ レ ー ト MicroAmp
光 学 チ ュ ー ブ （ Ｐ Ｅ ） 中 で 行 な っ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】

　 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 Ｃ Ｉ Ａ （ コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎 ） Ｒ Ａ モ デ ル の 関 節
に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 発 現 レ ベ ル が 、 正 常 な 対 照 サ ン プ ル か ら Ｒ Ａ グ レ ー ド ４ に 至 る ま
で 、 徐 々 に 増 加 し て い る こ と を 示 し て い る 。 関 節 に お け る Ｒ Ａ グ レ ー ド が 高 け れ ば 高 い ほ
ど 、 よ り 高 い Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 発 現 の 相 関 関 係 を 示 し て い る 。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ は ま た 正 常 な 対 照
肺 及 び 脾 臓 に 比 べ て 、 Ｃ Ｉ Ａ  Ｒ Ａ 肺 及 び 脾 臓 に お け る 発 現 レ ベ ル を 顕 著 に 増 大 し て い る
こ と も 示 し て い る 。 多 発 性 硬 化 症 の マ ウ ス Ｅ Ａ Ｅ （ 実 験 的 ア レ ル ギ ー 脳 脊 髄 炎 ） モ デ ル に
お い て は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ は 前 臨 床 期 中 の 脳 に お け る 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 、 Ｅ Ａ Ｅ ピ ー ク
期 中 の 脳 に お け る 発 現 レ ベ ル を 増 大 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

10

20

30

(49) JP 2005-517398 A 2005.6.16

マ ウ ス 病 気 モ デ ル 及 び Ｒ Ｎ Ａ の 単 離

Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 分 析

結 果 の 説 明



【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ １ 】
　 発 現 プ ロ フ ィ ー ル デ ー タ は ま た 図 ３ に グ ラ フ と し て 表 示 し て い る 。 こ れ ら 全 て の デ ー タ
は Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ が 炎 症 関 連 疾 患 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る こ と を 指 摘 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】

　 ヒ ト Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ８ と オ ー ソ ロ グ で あ る 新 規 な マ ウ ス Ｇ 共 役 型 受 容 体 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ が 同 定
さ れ そ し て ク ロ ー ン さ れ た 。 当 該 Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 コ ー ド 領 域 及 び そ れ か ら 推 論 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 が 特 定 さ れ た 。 当 該 受 容 体 の 組 織 分 布 は 、 正 常 な 対 照 マ ウ ス 及 び コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関
節 炎 （ Ｃ Ｉ Ａ ） マ ウ ス に お い て 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ ） 分 析 法 に よ っ て 分 析 し た
。 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ８ （ ヒ ト オ ー ソ ロ グ ） と の 類 似 性 を 示
し 、 ま た 関 節 リ ウ マ チ の よ う な 炎 症 性 病 気 に お け る そ の 重 要 な 役 割 が 指 摘 さ れ た 。 そ れ 故
、 こ こ に 記 載 さ れ た 種 々 の 検 定 法 を 用 い る こ と に よ り 、 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ は 喘 息 、 Ｒ Ａ （ 関 節
リ ウ マ チ ） 、 Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ （ 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 ） の よ う な 炎 症 性 病 気 に 対 す る 新 し い 医 薬 品 標
的 を 提 供 す る 。 尚 、 本 発 明 に 係 る 検 定 法 に よ り 見 い 出 さ れ た マ ウ ス に お け る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９
の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 及 び 試 薬 は 、 そ の よ う な 病 気 の 治 療 に 容 易 に 利 用
し 得 る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 本 発 明 は こ こ に 記 載 さ れ て い る 特 別 な 実 施 態 様 に よ っ て 、 そ の 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で
は な い 。 実 際 こ こ に 記 載 さ れ て い る も の に 加 え て 、 本 発 明 の 数 々 の 変 形 が 前 述 の 記 載 か ら
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ま た 随 伴 す る 図 面 か ら 、 当 業 者 に と っ て 明 白 な も の と な る で あ ろ う 。 そ の よ う な 変 形 は 追
加 さ れ た 請 求 の 範 囲 に 属 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 更 に 、 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 与 え ら れ た 全 て の 塩 基 サ イ ズ 又 は ア ミ ノ 酸 サ イ ズ
、 及 び 全 て の 分 子 量 又 は 分 子 質 量 値 は 、 概 数 で あ り か つ 説 明 の た め に 提 示 さ れ た も の で あ
る と 理 解 す べ き で あ る 。
　 種 々 の 文 献 が こ こ に お い て 引 用 さ れ て い る が 、 そ れ ら は 引 用 文 献 と し て そ っ く り そ の ま
ま の 状 態 で 開 示 し て あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ５ 】
【 図 １ 】 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ （ 配 列 番 号 １ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。
【 図 ２ 】 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ （ 配 列 番 号 ２ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 図 ３ Ａ 】 Ｍ Ｐ Ｄ １ .１ .２ に よ る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 。
【 図 ３ Ｂ 】 Ｍ Ｐ Ｄ １ .１ .２ に よ る Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 。
【 図 ４ 】 Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ９ （ 配 列 番 号 ２ ） と ヒ ト オ ー ソ ロ グ Ｇ Ａ Ｖ Ｅ １ ８ （ 配 列 番 号 ７ ） と の
ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 。
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