
(57)【要約】
【課題】　多細胞生物体の細胞の形成、分化および維持に関与するタンパク質を提供。
【解決手段】　システインに富む分泌性タンパク質 (Cysteine-Rich Secreted Proteins)
と称される分泌性タンパク質およびそれをコードする核酸分子、並びにそれらの使用が、
提供される。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ａ ） 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ２ ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体
を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ っ て 、 ５ ０ ～ ６ ５ ℃ に お け る ０ .２ × Ｓ
Ｓ Ｃ ， ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 下 で 配 列 番 号 ６ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 核 酸 、
　 ｂ ） ａ ） の 相 補 体 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 、 な ら び に
　 ｃ ） ｉ ） ａ ） の 核 酸 、
　 　 　 ｉ ｉ ） ｂ ） の 核 酸 、 お よ び
　 　 　 ｉ ｉ ｉ ） 配 列 番 号 ６ の 全 長 に 亙 り 、 配 列 番 号 ６ に 少 な く と も ８ ０ ％ ヌ ク レ オ チ ド 同
一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ５ ０ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な り 、 か つ 、 細 胞 の シ
グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の 増 殖 を 調 節 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 核 酸 を 含 ん で な る 組 換 え 真 核 細 胞 発 現 ベ ク タ ー 、
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を さ ら に 含 ん で な る 請
求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ の ｃ ） に 記 載 の 組 換 え 真 核 細 胞 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 ん で な る 非 ヒ ト 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
　 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 発 現 さ れ 、 か つ 、 ポ リ ペ プ チ ド が 生 産 さ れ る 条 件 下 で 請 求 項 ４ に
記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ａ ） 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ２ ４ ４ の 少 な く と も １ ５ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含
ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、
ｂ ） 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ２ ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 で
あ っ て 、 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の 増 殖 を 調 節 し 、 か つ 、 ５ ０ ～ ６ ５ ℃ に お け る ０
.２ × Ｓ Ｓ Ｃ ， ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 下 で 配 列 番 号 ６ に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ て い る 前 記 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 含 ん で な る ポ リ ペ
プ チ ド 、 お よ び
ｃ ） 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ２ ４ ４ の 全 長 に 亙 り 、 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２
０ ～ ２ ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列
含 ん で な り 、 か つ 、 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の 増 殖 を 調 節 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ２ ４ ４ を 含 ん で な る 請 求 項 ６ 記 載 の 単 離 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ａ ） サ ン プ ル と 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 を 接 触 さ せ る 工 程 、
お よ び
ｂ ） 前 記 抗 体 が サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る か 否 か を 測 定 し 、 こ う し て サ ン プ ル
中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る 工 程 、
を サ ン プ ル 中 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ ポ リ ペ プ チ ド の イ ン ビ ト ロ で の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ａ ） サ ン プ ル を 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ
イ マ ー と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
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ｂ ） 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー が サ ン プ ル 中 の 核 酸 分 子 に 結 合 す る か 否 か を 決 定
し 、 こ う し て サ ン プ ル 中 の 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 ん で な る サ ン プ ル 中 の 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 分 子 の イ ン ビ ト ロ で の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ａ ） 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 を 試
験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 前 記 試 験 化 合 物 が 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 、
を 含 ん で な る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 の イ ン ビ ト ロ で の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ａ ） ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 の 直 接 検 出 、
ｂ ） 競 争 結 合 ア ッ セ イ を 使 用 す る 結 合 の 検 出 、 お よ び
ｃ ） 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の 増 殖 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ を 使 用 す る 結 合 の 検
出 、
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 方 法 を 使 用 し て 前 記 結 合 が 測 定 さ れ る 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 の 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の
増 殖 を 調 節 す る 量 と Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ ポ リ ペ プ チ ド を 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で な る 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
－ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の ま た は 細 胞 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 の イ ン ビ ト ロ で の 調 節 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ａ ） 試 験 化 合 物 と 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
発 現 細 胞 を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の 増 殖 活 性 に 対 す る 試 験 化 合 物 の
効 果 を 決 定 し 、 こ う し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ の 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の 増 殖 活 性 を 調 節
す る 工 程 、
を 含 ん で な る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ の 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の 増 殖 活 性 を 調 節 す る 化 合 物
の イ ン ビ ト ロ で の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 分 子 お よ び 製 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る キ ャ リ ア ー を 含 ん で な る 製 薬
学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 製 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る キ ャ リ ア ー を 含 ん で な る
製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 お よ び 製 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る キ ャ
リ ア ー を 含 ん で な る 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ａ ） 配 列 番 号 ３ を 含 ん で な る 核 酸 、
　 ｂ ） 配 列 番 号 ９ の 全 長 に 亙 り 配 列 番 号 ９ と 少 な く と も ８ ５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性
を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 、
　 ｃ ） 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ ～ ２ ６ ６ の 全 長 に 亙 り 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２
１ ～ ２ ６ ６ と 少 な く と も ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 、
　 ｄ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ４ ～ ３ ５ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 核 酸 、
　 ｅ ） 配 列 番 号 １ １ ま た は 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 含 ん
で な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ っ て 、 か つ 、 前 記 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が 細
胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の 増 殖 を 調 節 す る も の で あ り 、 そ し て
（ ｉ ） 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を コ ー ド す る 前 記 核 酸 が 、
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 下 で 配 列 番 号 １ ２ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て
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（ ｉ ｉ ） 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を コ ー ド す る 前 記 核 酸 が
、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 下 で 配 列 番 号 １ ５ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、
こ こ で 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 が ５ ０ ～ ６ ５ ℃ に お け る ０ .２ × Ｓ Ｓ Ｃ ， ０ ． １ ％
Ｓ Ｄ Ｓ で あ る 、 核 酸 、
　 ｆ ） ａ ） 、 ｂ ） 、 ｃ ） 、 ｄ ） ま た は ｅ ） の 相 補 体 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る
核 酸 、 お よ び
　 ｇ ） ａ ） 、 ｂ ） 、 ｃ ） 、 ｄ ） 、 ｅ ） も し く は ｆ ） の 核 酸 、 ま た は 配 列 番 号 １ ２ も し く は
配 列 番 号 １ ５ の 全 長 に 亙 り 配 列 番 号 １ ２ も し く は 配 列 番 号 １ ５ に そ れ ぞ れ 少 な く と も ８ ０
％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有 し 、 か つ 、 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の 増 殖 を 調 節
す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、
　 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 、 有 効 成 分 と し て 含 ん で な る 癌 の 治 療 、
予 防 ま た は 診 断 用 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 １ お よ び 配 列 番 号 ３ か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 ん で な る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 ９ の 全 長 に 亙 り 配 列 番 号 ９ と 少 な く と も ８ ５ ％ ヌ ク レ
オ チ ド 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 ９ 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ３ ５ ０ 、 配 列 番
号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ２ ～ ３ ５ ０ お よ び 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ４ ～ ３ ５ ０ か ら な る
群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 製
薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ ～ ２ ６ ６ の 全 長 に 亙 り 基 配 列 番
号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ ～ ２ ６ ６ と 少 な く と も ８ ０ ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 請 求 項 １ ８
記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 ８ お よ び 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ ～ ２ ６ ６ か ら
な る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 請 求 項 ２ ３ 記 載
の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 、
ｉ ） ベ ク タ ー の 核 酸 配 列 、 お よ び ／ ま た は
ｉ ｉ ） 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、
を さ ら に 含 ん で な る 請 求 項 １ ８ の ａ ） 、 ｂ ） 、 ｃ ） 、 ｄ ） ま た は ｅ ） に 記 載 の 製 薬 学 的 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ａ ） 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 １ １ ま た は 配 列 番 号 １ ４ の 少 な く と も １ ５ の 連 続 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、
ｂ ） 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ ～ ２ ６ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ １ も し く
は 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ
っ て 、 前 記 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の 増 殖 を 調 節 し 、 か
つ 、
（ ｉ ） 前 記 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗
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浄 条 件 下 で 配 列 番 号 ９ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ て お り 、
（ ｉ ｉ ） 前 記 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 洗 浄 条 件 下 で 配 列 番 号 １ ２ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ て
お り 、 そ し て
（ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 洗 浄 条 件 下 で 配 列 番 号 １ ５ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ
て お り 、
こ こ で 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 が ５ ０ ～ ６ ５ ℃ に お け る ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ ， ０ ． １ ％
Ｓ Ｄ Ｓ で あ る 、
ポ リ ペ プ チ ド 、
ｃ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ４ ～ ３ ５ ０ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
ｄ ） 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ ～ ２ ６ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ １ も し く
は 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 長 に 亙 り 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ ～ ２ ６ ６ の ア
ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ １ も し く は 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ８ ０
％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な り 、 か つ 、 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま
た は 細 胞 の 増 殖 を 調 節 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 を 有 効 成 分 と す る 癌 の 治 療 、 予 防 ま た
は 診 断 用 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ８ の 少 な く と も １ ５ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る 請 求 項
２ ６ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ １ ま た は 配 列 番 号 １ ４ の 少 な く と も ２ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ
酸 を 含 ん で な る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ １ ま た は 配 列 番 号 １ ４ の 少 な く と も ３ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ
酸 を 含 ん で な る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ １ ま た は 配 列 番 号 １ ４ の 少 な く と も ５ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ
酸 を 含 ん で な る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ １ ま た は 配 列 番 号 １ ４ の 少 な く と も １ ０ ０ の 連 続 す る ア ミ
ノ 酸 を 含 ん で な る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ８ の 少 な く と も ２ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る 請 求 項
２ ６ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ８ の 少 な く と も ３ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る 請 求 項
２ ６ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ８ の 少 な く と も ５ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る 請 求 項
２ ６ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ８ の 少 な く と も １ ０ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る 請 求
項 ２ ６ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ８ お よ び 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ ～ ２ ６ ６
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ０ ～ ３ ５ ０ 、 配
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列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ２ ～ ３ ５ ０ 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ４ ～ ３ ５ ０ か ら な る
群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ １ ま た は １ ４ を 含 ん で な る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 製
薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 含 ん で な る 請 求 項 ２ ６ ～ ３ ８ の い ず れ か に 記 載 の 製 薬 学 的 組
成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ａ ） 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 １ １ ま た は 配 列 番 号 １ ４ の 少 な く と も １ ５ の 連 続 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
ｂ ） 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ ～ ２ ６ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ １ も し く
は 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ
っ て 、 前 記 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 ま た は 細 胞 の 増 殖 を 調 節 し 、 か
つ 、
（ ｉ ） 前 記 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗
浄 条 件 下 で 配 列 番 号 ９ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ て お り 、
（ ｉ ｉ ） 前 記 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 洗 浄 条 件 下 で 配 列 番 号 １ ２ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ て
お り 、 そ し て
（ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 洗 浄 条 件 下 で 配 列 番 号 １ ５ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ
て お り 、
こ こ で 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 が ５ ０ ～ ６ ５ ℃ に お け る ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ ， ０ ． １ ％
Ｓ Ｄ Ｓ で あ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部
分 を 、 有 効 成 分 と し て 含 ん で な る 癌 の 治 療 、 予 防 ま た は 診 断 用 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 が 、 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 １ １ ま た は 配 列 番 号 １ ４ の
連 続 す る １ ５ の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 請 求 項 ４ ０ 記 載 の
製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 が 、 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 １ １ ま た は 配 列 番 号 １ ４ の
連 続 す る ２ ０ の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 請 求 項 ４ ０ 記 載 の
製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 が 、 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 １ １ ま た は 配 列 番 号 １ ４ の
連 続 す る ３ ０ の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 請 求 項 ４ ０ 記 載 の
製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 が 、 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 １ １ ま た は 配 列 番 号 １ ４ か
ら な る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 請 求 項 ４ ０
記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 が 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ８ ５ ～ １ ３ ８ の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 が 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 残 基 ２ １ ～ ２ ６ ６ の ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
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　 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 が 、 ヒ ト の 抗 体 、 ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び そ れ ら の い ず れ か の 免 疫 学 的 活 性 部 分 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る
請 求 項 ４ ０ ～ ４ ６ の い ず れ か に 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
免 疫 学 的 活 性 部 分 で あ る 請 求 項 ４ ０ ～ ４ ６ の い ず れ か に 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 が 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト お よ び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ
メ ン ト か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 免 疫 学 的 活 性 部 分 で あ る 請 求 項 ４ ０ ～ ４ ８ の い ず れ か に 記
載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 抗 体 ま た は そ の 免 疫 学 的 活 性 部 分 が 、 検 出 可 能 な 標 識 を 含 ん で な る 請 求 項 ４ ０ ～ ４ ９ の
い ず れ か に 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 、 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 生 物 発 光 物 質 ま た は 放 射
性 物 質 で あ る 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 製 薬 学 的 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 分 泌 性 タ ン パ ク 質 は 多 細 胞 生 物 体 の 細 胞 の 形 成 、 分 化 お よ び 維 持 に お い て 不 可 欠 の 役 割
を 演 じ る 。 例 え ば 、 分 泌 性 タ ン パ ク 質 は 、 直 接 接 触 し て い な い 細 胞 の 間 の シ グ ナ リ ン グ (s
ignalling)に 関 与 す る こ と が 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 こ う し た 分 泌 さ れ る シ グ ナ リ ン
グ 分 子 は 、 胚 形 成 の 間 の 脊 椎 動 物 の 組 織 の 発 生 、 な ら び に 成 体 組 織 の 分 化 状 態 の 維 持 に お
い て と り わ け 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 発 生 す る 胚 で 隣 接 す る 細 胞 層 お よ び 組 織 の 間 で 発 生 す
る 誘 導 相 互 作 用 は 、 主 と し て 、 分 泌 さ れ る シ グ ナ リ ン グ 分 子 の 存 在 お よ び 調 節 に 依 存 す る
。 誘 導 相 互 作 用 に お い て は 、 一 細 胞 集 団 に よ り 分 泌 さ れ る 生 化 学 的 シ グ ナ ル は 、 典 型 的 に
第 二 の 細 胞 集 団 の 運 命 を 変 え る こ と に よ り 第 二 の 細 胞 集 団 の 発 生 の 運 命 に 影 響 す る 。 例 え
ば 、 Ｗ ｎ ｔ タ ン パ ク 質 は 、 今 や 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ (Drosophila)か ら マ ウ ス ま で の 範 囲 に
わ た る 生 物 体 で 、 発 生 上 重 要 な シ グ ナ リ ン グ 分 子 の 主 要 な フ ァ ミ リ ー の 一 と し て 認 識 さ れ
る 。 総 説 に つ い て は 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 シ グ ナ リ ン グ 分 子 の 主 要 な フ ァ ミ リ ー が 、 生 物 体 の 発 生 、 な ら び に 成 体 動 物 の 組 織 の 分
化 さ れ た 状 態 を 刺 激 も し く は 維 持 す る こ と の 双 方 で 演 じ る 二 重 の 役 割 を 有 す る こ と も ま た
今 や 十 分 に 認 識 さ れ る 。 さ ら に 、 シ グ ナ リ ン グ 分 子 の 主 要 な フ ァ ミ リ ー は 、 例 え ば 成 体 の
生 物 体 な ら び に 成 体 組 織 に 対 す る 損 傷 の 結 果 と し て 活 性 化 さ れ る 組 織 の 再 生 に お け る 正 常
細 胞 の 代 謝 回 転 の 間 に 、 成 熟 し た 成 体 組 織 中 の 細 胞 の 増 殖 の 制 御 に 関 係 し て い る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 カ デ ィ ガ ン (Cadigan, K.M.)と ニ ュ ッ セ (R. Nusse) (1997) Genes & Dev
elopment、 11:3286-3305を 参 照 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 で シ ス テ イ ン に 富 む 分 泌 性 タ ン パ ク 質 (Cysteine-Rich Secreted Pr
oteins)（ 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 」 も し く は 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 」 ） と 称 さ れ る 分 泌 性 タ ン パ ク 質
の 新 規 の 一 フ ァ ミ リ ー を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 発 見 を 少 な く と も 部 分 的 に 基 礎 と す る 。 本
発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 分 子 は 、 多 様 な 細 胞 過 程 の 調 節 (regulating)で の モ ジ ュ レ ー タ ー (modulat
ing agent)と し て 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質
も し く は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 な ら び に 、 Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ を コ ー ド す る 核 酸 の 検 出 の た め の プ ラ イ マ ー も し く は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
と し て 適 す る 核 酸 断 片 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
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チ ド 配 列 も し く は そ の 相 補 物 (complement)に 60％ 相 同 で あ る 。 な お 別 の 態 様 に お い て は 、
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９
８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も
し く は そ れ ら の 相 補 物 に 80％ 相 同 (ま た 、 同 一 と も い う )で あ る 。 な お 別 の 態 様 に お い て は
、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号
９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 も し く は そ れ ら の 相 補 物 に 60％ 相 同 で あ る 。 な お 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３
と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９
８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も
し く は そ れ ら の 相 補 物 （ ま た 、 相 補 体 と も い う ） に 85％ 相 同 で あ る 。 な お 別 の 態 様 に お い
て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
も し く は そ れ ら の 相 補 物 に 70％ 相 同 で あ る 。 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は そ の 相 補 物 を 有 す る 。
別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ 37を さ ら に 含 ん
で 成 る 。 な お 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ
ド 1088～ 2479を さ ら に 含 ん で 成 る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核
酸 分 子 は 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は そ の 相 補 物 を 有 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子
は 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ 125を さ ら に 含 ん で 成 る 。 な お 別 の 好 ま し い 態 様 に お い
て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ チ ド 797～ 848を さ ら に 含 ん で 成 る 。 別 の
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ
挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド
の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は そ れ ら の 相 補 物 を 有 す る 。 別 の 態 様 に お い
て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ 92を さ ら に 含 ん で 成 る 。 な お 別
の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 891～ 1529を
さ ら に 含 ん で 成 る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 配 列 番
号 ７ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 １ ２ に 示 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は そ の 相 補 物 を 有 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子
は 配 列 番 号 １ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 538～ 702を さ ら に 含 ん で 成 る 。 な お 別 の 好 ま し い 態 様 に お
い て は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す
る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し
く は 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 十 分 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 分 子 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は
、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 低 60％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分
子 は 、 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 低 60％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 。 な お 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸
分 子 は 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 低 60％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を
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コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 。 な お 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核
酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 低 75％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 。 な お 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 低 65％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 シ グ ナ ル 配 列 お よ び 最 低 １ 個 の
シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 包 含 し か つ 分 泌 さ れ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 別
の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 シ グ ナ ル 配 列 お よ び 最 低 １ 個 の シ ス
テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 好 ま し く は １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 包 含 し か つ 分 泌 さ れ る
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 な お 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 そ し て 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 関 し て と り わ け Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 を 検 出 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 を 特 色 と す る 。 例 え ば 、 一 態 様 に お い て は 、
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 （ ま た 、 緊 縮 条 件 と も い う ） 下 で 、 配 列 番 号
１ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 470～ 2479を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 、 配 列 番
号 ４ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ 475、 も し く は 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ 600に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る か 、 ま た は 、
緊 縮 条 件 下 で 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入
物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ
Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ
た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 。 別 の 態
様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 長 さ が 最 低 500ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 か つ 、 緊 縮 条 件
下 で 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ も し く は 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 ま た は そ れ ら の 相 補 物 を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 の コ ー デ ィ ン グ 鎖 に 対 し ア ン チ セ ン ス で あ る 単 離 さ
れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 を 含 ん で 成 る ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 あ る 態 様 に お
い て 、 ベ ク タ ー は 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 本 発 明 の ベ ク
タ ー を 含 有 す る 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 が 産 生 さ れ る よ
う な 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 適 す る 培 地 中 で 培 養 す る こ と に よ
る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 単 離 さ れ た も し く は 組 換 え の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ
チ ド を 特 色 と す る 。 一 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 シ グ ナ ル 配 列
お よ び 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 好 ま し く は シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 有 し か
つ 分 泌 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ 、 配
列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 十 分 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 。 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列
に 最 低 約 60％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン
パ ク 質 は 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 低 約 60％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 別 の 好 ま
し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 低 約 60％ 相 同
な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号
８ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 低 約 75％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て
は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 低 約 65％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列
番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 最 低 約 60％ 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド
配 列 も し く は そ の 相 補 物 (ま た 、 相 補 体 と も い う )を 有 す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 単
離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 色 と す る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に 最 低 約 80％ 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は そ の 相 補 物 を 有 す る 核 酸 分 子 に よ
り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 色 と す る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 配 列
番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 最 低 約 60％ 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は そ の 相 補 物 を 有
す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 色 と す る 。 本 発 明 の
別 の 態 様 は 、 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 最 低 約 85％ 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く
は そ の 相 補 物 を 有 す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 色
と す る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 配 列 番 号 １ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 最 低 約 70％ 相 同 な ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 も し く は そ の 相 補 物 を 有 す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 色 と す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト （ ま た 、 緊 縮 と も い う
） な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １
０ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は そ れ ら の 相 補 物 を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ
ン パ ク 質 を 特 色 と す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 も し く は そ の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 融 合 タ
ン パ ク 質 を 形 成 す る よ う に 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド に 操 作 可 能 に (operatively)連 結 さ れ
得 る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル も し く は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の よ う な 、 Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 色 と す る 。 加 え て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く
は そ の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 は 、 場 合 に よ っ て は 製 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 を 包 含 す る 製
薬 学 的 組 成 物 に 組 み 込 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 核 酸 分 子 、 タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド
の 存 在 が 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 で 検 出 さ れ る よ う な 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 核 酸 分 子 、 タ ン パ ク 質 も し
く は ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と が 可 能 な 作 用 物 質 と 生 物 学 的 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る こ と
に よ る 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 の 存 在 が 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 で 検 出 さ れ
る よ う な 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 の 指 標 を 検 出 す る こ と が 可 能 な 作 用 物 質 と 生 物 学 的 サ ン プ ル を 接
触 さ せ る こ と に よ る 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 の 存 在 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 細 胞 中 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 が 調 節 さ れ る よ う な 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
活 性 を 調 節 す る 作 用 物 質 と 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で 成 る 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 の 調 節 方 法
を 提 供 す る 。 一 態 様 に お い て は 、 作 用 物 質 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 を 阻 害 す る 。 別 の 態 様 に お い て
は 、 作 用 物 質 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 を 刺 激 す る 。 一 態 様 に お い て は 、 作 用 物 質 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ
ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 作 用 物 質 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子
の 転 写 も し く は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 調 節 す る こ と に よ り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 発 現 を 調 節 す
る 。 な お 別 の 態 様 に お い て は 、 作 用 物 質 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子
の コ ー デ ィ ン グ 鎖 に 対 し ア ン チ セ ン ス で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 一 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の モ ジ ュ レ ー タ ー (modulator)で あ る 作
用 物 質 を 被 験 体 に 投 与 す る こ と に よ り 、 異 常 型 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 の 発
現 も し く は 活 性 を 特 徴 と す る 障 害 を 有 す る 被 験 体 を 治 療 す る の に 使 用 さ れ る 。 一 態 様 に お
い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の モ ジ ュ レ ー タ ー は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て は 、
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の モ ジ ュ レ ー タ ー は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 で あ る 。 な お 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 疑 似 物 (peptidomimetic)も し く は 他 の 小 さ な
分 子 で あ る 。 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 異 常 型 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 の
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発 現 を 特 徴 と す る 障 害 は 、 発 生 、 分 化 も し く は 増 殖 の 障 害 （ ま た は 傷 害 ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 （ ｉ ） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 異 常 型 の 修 飾 も し く は 突 然
変 異 ； （ ii） 前 記 遺 伝 子 の 誤 っ た 調 節 (mis-regulation)； お よ び （ iii） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ
ク 質 の 異 常 型 の 翻 訳 後 修 飾 、 の 最 低 １ 個 を 特 徴 と す る 遺 伝 的 変 化 の 存 在 も し く は 非 存 在 を
同 定 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ も ま た 提 供 し 、 こ こ で 前 記 遺 伝 子 の 野 生 型 の 形 態 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
活 性 を も つ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 を 有 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 含 ん で 成 る
指 標 (indicator)組 成 物 を 提 供 す る こ と 、 指 標 組 成 物 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と 、 そ
し て 指 標 組 成 物 中 で の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 に 対 す る 試 験 化 合 物 の 影 響 を 測 定 し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ
ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る こ と 、 に よ る 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る も
し く は そ の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
＜ 発 明 の 詳 細 な 記 述 ＞
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 で Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 分 子 と 称 さ れ る 新 規 分 子 の 発 見 を
基 礎 と し 、 こ れ ら は あ る 保 存 さ れ た 構 造 お よ び 機 能 の 特 徴 を 有 す る 分 子 の 一 フ ァ ミ リ ー を
含 ん で 成 る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 分 子 を 指 す 場 合 の 「 フ ァ ミ リ ー 」 と い う 用 語
は 、 共 通 の 構 造 ド メ イ ン を 有 し か つ 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸 も し く は ヌ ク レ
オ チ ド の 配 列 の 十 分 な 同 一 性 を 有 す る ２ 種 も し く は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 分
子 を 意 味 す る こ と を 意 図 さ れ る 。 こ う し た フ ァ ミ リ ー の 構 成 員 は 天 然 に 存 在 し 得 、 そ し て
同 一 も し く は 異 な る 種 の い ず れ か か ら で あ り 得 る 。 例 え ば 、 あ る フ ァ ミ リ ー は ヒ ト 起 源 の
第 一 の タ ン パ ク 質 な ら び に ヒ ト 起 源 の 他 の 別 個 の タ ン パ ク 質 を 含 有 し 得 る か 、 も し く は 、
あ る い は 、 非 ヒ ト 起 源 の 相 同 物 を 含 有 し 得 る 。 フ ァ ミ リ ー の 構 成 員 は 共 通 の 機 能 的 特 徴 も
ま た 有 し う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ フ ァ ミ リ ー の 構 成 員 は 、 タ ン パ ク 質 も し く は 対 応 す る 核 酸
分 子 中 の 最 低 １ 個 の 「 シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 」 の 存 在 を 基 礎 と し て 同 定 さ れ る 。 本 明
細 書 で 定 義 さ れ る と こ ろ の 「 シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 」 は 、 シ ス テ イ ン 残 基 が 豊 富 で あ
る 、 す な わ ち 、 最 低 約 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19も し く
は 20個 の ア ミ ノ 酸 が シ ス テ イ ン 残 基 で あ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ ） の
一 部 分 を 指 す 。 好 ま し く は 、 「 シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 」 は 、 そ の 最 低 約 ３ ～ 20、 好 ま
し く は 約 ５ ～ 15、 も し く は よ り 好 ま し く は 約 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 10、 11、 12、 13、 14、 15、
16、 17、 18、 19も し く は 20個 の ア ミ ノ 酸 が シ ス テ イ ン 残 基 で あ る 、 約 30～ 100ア ミ ノ 酸 、
好 ま し く は 約 35～ 95ア ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は 約 40～ 90ア ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は 約 45～
85ア ミ ノ 酸 、 な お よ り 好 ま し く は 約 50～ 80ア ミ ノ 酸 、 そ し て な お よ り 好 ま し く は 約 55～ 75
、 60～ 70も し く は 65ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し い シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン は 、 配 列 番 号 ２ を 有 す る ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ 中 の シ ス
テ イ ン 残 基 と 同 一 の 相 対 的 ア ミ ノ 酸 位 置 に 配 置 さ れ た 最 低 約 10、 最 低 約 15、 16、 17、 18、
19も し く は 好 ま し く は 20個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 。 例 え ば 、 図 ６ に 示 さ れ る よ う に 、
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ は 、 配 列 番 号 ２ を 有 す る ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の シ ス テ イ ン 残 基 と 同 一 の 相 対 的
ア ミ ノ 酸 位 置 に 配 置 さ れ た 最 低 約 10個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る （ 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２
、 配 列 番 号 ５ の ｃ ｙ ｓ １ ５ １ は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ 、 配 列 番 号 ２ の ｃ ｙ ｓ ２ １ ４ と 同 一 の 相 対 的
ア ミ ノ 酸 位 置 に 配 置 さ れ ； Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ 、 配 列 番 号 ５ の ｃ ｙ ｓ １ ５ ６ は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ 、 配
列 番 号 ２ の ｃ ｙ ｓ ２ １ ９ と 同 一 の 相 対 的 ア ミ ノ 酸 位 置 に 配 置 さ れ ； そ し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ 、
配 列 番 号 ５ の ｃ ｙ ｓ １ ５ ７ は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ 、 配 列 番 号 ２ の ｃ ｙ ｓ ２ ２ ０ と 同 一 の 相 対 的 ア
ミ ノ 酸 位 置 に 配 置 さ れ る ） 。 同 様 に 、 図 ６ に 示 さ れ る と お り 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ は 、 配 列 番 号
２ を 有 す る ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の シ ス テ イ ン 残 基 と 同 一 の 相 対 的 ア ミ ノ 酸 位 置 に 配 置 さ れ た
最 低 約 10個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 。 図 ６ に ま た 示 さ れ る と お り 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ４ は 、 配
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列 番 号 ２ を 有 す る ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の シ ス テ イ ン 残 基 と 同 一 の 相 対 的 ア ミ ノ 酸 位 置 に 配 置
さ れ た 最 低 約 10個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は （ 例 え ば 、 天 然 に 存 在 す る ヒ ト 遺 伝 子 に 対 応 す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ） ヒ ト タ ン パ ク 質 で あ る 。 例 え ば 、 一 態 様 に お い
て は 、 あ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ タ ン パ ク 質 （ ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ ） は 、 10個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有
す る 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 147～ 195周 辺 を 含 有 す る 第 一 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 お
よ び 、 10個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 201～ 284周 辺 を 含 有 す る 第 二
の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 有 す る （ シ ス テ イ ン 残 基 の 位 置 は 図 ６ に 描 か れ る ） 。 別
の 態 様 に お い て は 、 あ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ （ ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ ） タ ン パ ク 質 は 、 10個 の シ ス テ
イ ン 残 基 を 有 す る 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 41～ 90周 辺 を 含 有 す る 第 一 の シ ス テ イ ン に 富 む ド
メ イ ン 、 お よ び 、 10個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 41～ 218周 辺 を 含
有 す る 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 有 す る （ シ ス テ イ ン 残 基 の 位 置 は 図 ６ に 描 か
れ る ） 。 別 の 態 様 に お い て は 、 あ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ タ ン パ ク 質 （ ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ ） は 、 10
個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 85～ 138周 辺 を 含 有 す る 第 一 の シ ス テ
イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 お よ び 、 10個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 182
～ 263周 辺 を 含 有 す る 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 有 す る （ シ ス テ イ ン 残 基 の 位
置 は 図 ６ に 描 か れ る ） 。 別 の 態 様 に お い て は 、 あ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ４ タ ン パ ク 質 （ ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ － ４ ） は 、 ８ 個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 47周 辺 を 含 有 す
る 第 一 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 お よ び 、 10個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 配 列 番 号 １
１ の ア ミ ノ 酸 96～ 176周 辺 を 含 有 す る 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 有 す る （ シ ス
テ イ ン 残 基 の 位 置 は 図 ６ に 描 か れ る ） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し い Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は １ 個 以 上 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 有 し 、 よ り 好 ま
し く は 最 低 ２ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 有 し 、 そ し て 、 従 っ て １ 個 の シ ス テ イ ン に
富 む 領 域 を 有 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 」 と い う 用 語
は 、 最 低 ２ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 包 含 し そ し て そ の ア ミ ノ 酸 の 最 低 約 10～ 30、
好 ま し く は 約 15～ 20、 そ し て よ り 好 ま し く は 約 16、 17、 18も し く は 19個 が シ ス テ イ ン 残 基
で あ る 、 約 120～ 200、 好 ま し く は 約 130～ 190、 よ り 好 ま し く は 約 140～ 180ア ミ ノ 酸 残 基 、
そ し て な お よ り 好 ま し く は 最 低 約 135～ 175ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 ド
メ イ ン を 指 す 。 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質
の Ｃ 末 端 領 域 に 配 置 さ れ る 。 例 え ば 、 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ タ ン パ ク 質 は 、 図
６ に 示 さ れ る 位 置 に 20個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 147～ 284周 辺
を 含 有 す る シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 含 有 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ タ ン パ
ク 質 は 、 図 ６ に 示 さ れ る 位 置 に 20個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 、 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 41
～ 218周 辺 を 含 有 す る シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 含 有 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
－ ３ タ ン パ ク 質 は 、 図 ６ に 示 さ れ る 位 置 に 20個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 、 配 列 番 号 ８ の
ア ミ ノ 酸 85～ 263周 辺 を 含 有 す る シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 含 有 す る 。 別 の 態 様 に お い て は
、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ４ タ ン パ ク 質 は 、 図 ６ に 示 さ れ る 位 置 に 18個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 、 配
列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 176周 辺 を 含 有 す る シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン に 加 え 、 シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は 、 第
一 お よ び 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 分 離 す る ス ペ ー サ ー 領 域 を 含 有 す る 。 本 明 細
書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 ス ペ ー サ ー 領 域 」 は 、 シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 の 第 一 と 第 二 の シ
ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン の 間 に 配 置 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 指 し 、 そ し て 、 第 一 の シ ス テ イ
ン に 富 む ド メ イ ン の Ｃ 末 端 か つ 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン の Ｎ 末 端 に 配 置 さ れ る ア
ミ ノ 酸 残 基 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る と こ ろ の 「 ス ペ ー サ ー 領 域 」 は 、 約 ５ ～ 70
ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 約 10～ 65ア ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は 約 15～ 60ア ミ ノ 酸 、 な お よ り 好
ま し く は 約 20～ 55ア ミ ノ 酸 、 そ し て な お よ り 好 ま し く は 約 25～ 50、 30～ 45も し く は 35～ 40
ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 指 す 。 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号 ２ の
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ア ミ ノ 酸 196～ 200周 辺 の ス ペ ー サ ー 領 域 を 含 有 し ； Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号 ５
の ア ミ ノ 酸 91～ 137周 辺 の ス ペ ー サ ー 領 域 を 含 有 し ； Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号
８ の ア ミ ノ 酸 139～ 181周 辺 の ス ペ ー サ ー 領 域 を 含 有 し ； そ し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ４ タ ン パ ク 質 は
配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 48～ 95周 辺 の ス ペ ー サ ー 領 域 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ
イ ン 、 好 ま し く は シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 、 お よ び シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る 。 本 明 細 書 で 使 用
さ れ る と こ ろ の 「 シ グ ナ ル 配 列 」 は 、 分 泌 性 か つ 不 可 欠 な 膜 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 に 存 在 し
か つ 多 数 の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 す る 約 20ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る ペ プ チ ド を 指 す 。 例 え
ば 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 最 低 約 14～ 28ア ミ ノ 酸 残 基 、 好 ま し く は 約 16～ 26ア ミ ノ 酸 残 基 、 よ
り 好 ま し く は 約 18～ 24ア ミ ノ 酸 残 基 、 そ し て よ り 好 ま し く は 約 20～ 22ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有
し 、 ま た 、 最 低 約 40～ 70％ 、 好 ま し く は 約 50～ 65％ 、 そ し て よ り 好 ま し く は 約 55～ 60％ の
疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例 え ば 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア
ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン も し く は プ ロ リ ン ） を 有 す る 。 当 該 技 術 分 野 で 「 シ グ
ナ ル ペ プ チ ド 」 と も ま た 称 さ れ る こ う し た 「 シ グ ナ ル 配 列 」 は 、 こ う し た 配 列 を 含 有 す る
タ ン パ ク 質 を 脂 質 二 重 層 に 向 け る よ う に は た ら く 。 例 え ば 、 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
－ １ タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 23周 辺 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 有 す る 。 別 の 態 様
に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 19周 辺 の シ グ ナ ル 配 列
を 含 有 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 １ ～
20周 辺 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 付 加 的 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ フ ァ ミ リ ー 構 成 員 を 同 定 す る の に 使 用
さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ に 対 す る 相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 配 列
デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る た め の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の Ｎ 末 端 の 独 特 の 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 使 用 し て 同 定 さ れ た 。 本 明 細 書 で 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 様 － Ｎ 」 と 称 さ れ る こ う し た タ ン
パ ク 質 が 図 ５ に 描 か れ る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 様 － Ｎ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ３ ） は 242ア
ミ ノ 酸 を 有 す る タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 １ ４ ） を コ ー ド す る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 様 － Ｎ の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 は 、 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ 74を 含 有 す る ５ ’ 非 翻 訳 領 域 、 配 列 番 号 １ ３
の ヌ ク レ オ チ ド 75～ 800を 含 有 す る コ ー デ ィ ン グ 領 域 （ 配 列 番 号 １ ５ の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ 7
26に 対 応 す る ） 、 お よ び 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 801～ 928を 含 有 す る ３ ’ 非 翻 訳 領 域
を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 一 態 様 は 、 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 好 ま し く は 最 低 １
個 の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 有 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 色 と す る 。 別 の 態 様 は 、 最 低
１ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 有 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 色 と し 、 こ こ で シ ス テ イ ン
に 富 む 領 域 は 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 包 含 す る 。 別 の 態 様 は 最 低 １ 個 の シ
ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 有 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 色 と し 、 こ こ で シ ス テ イ ン に 富 む 領
域 は 最 低 ２ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 包 含 す る 。 別 の 態 様 は 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ
ン パ ク 質 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン に 対 す る 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 95も し
く は 99％ の 相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
－ ３ も し く は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ４ ） を 特 色 と す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の な お 別 の 態 様 は 、 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 好 ま し く は 最 低 １ 個
の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 、 お よ び シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 色 と
す る 。 別 の 態 様 は 、 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 好 ま し く は 最 低 １ 個 の シ ス テ
イ ン に 富 む 領 域 、 お よ び シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 色 と し 、 こ こ
で シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は 最 低 ２ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 包 含 す る 。 別 の 態 様 は
、 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 好 ま し く は 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 、
お よ び シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 特 色 と し 、 こ こ で シ ス テ イ ン に 富
む 領 域 は 最 低 ２ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン お よ び ス ペ ー サ ー を 包 含 す る 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 分 子 は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列
番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 十 分 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と
こ ろ の 「 十 分 に 相 同 な 」 と い う 用 語 は 、 第 一 お よ び 第 二 の ア ミ ノ 酸 も し く は ヌ ク レ オ チ ド
配 列 が 共 通 の 構 造 ド メ イ ン お よ び ／ も し く は 共 通 の 機 能 的 活 性 を 共 有 す る よ う な 、 十 分 な
も し く は 最 小 限 の 数 の 、 第 二 の ア ミ ノ 酸 も し く は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 同 一 も し く は 同 等 な
（ 例 え ば 、 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 ） ア ミ ノ 酸 残 基 も し く は ヌ ク レ オ チ ド を 含 有
す る 第 一 の ア ミ ノ 酸 も し く は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 指 す 。 例 え ば 、 そ の ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸
配 列 全 体 で 最 低 約 40％ の 相 同 性 、 好 ま し く は 50％ の 相 同 性 、 よ り 好 ま し く は 60％ ～ 70％ の
相 同 性 を 有 す る 共 通 の 構 造 ド メ イ ン を 共 有 し 、 そ し て 、 最 低 １ 、 好 ま し く は ２ 、 よ り 好 ま
し く は ３ 、 そ し て な お よ り 好 ま し く は ４ 、 ５ も し く は ６ 個 の 構 造 ド メ イ ン を 含 有 す る ア ミ
ノ 酸 も し く は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 本 明 細 書 で 十 分 に 相 同 と 定 義 さ れ る 。 さ ら に 、 最 低 40
％ 、 好 ま し く は 50％ 、 よ り 好 ま し く は 60、 70も し く は 80％ の 相 同 性 を 共 有 し か つ 共 通 の 機
能 的 活 性 を 共 有 す る ア ミ ノ 酸 も し く は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 本 明 細 書 で 十 分 に 相 同 と 定 義
さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 」 、 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 生 物 学 的 活
性 」 も し く は 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 機 能 的 活 性 」 は 、 標 準 的 技 術 に よ り イ ン ビ ボ も し く は イ ン ビ ト
ロ で 測 定 さ れ る よ う な 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 応 答 性 細 胞 に 対 し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ
ド も し く は 核 酸 分 子 に よ り 発 揮 さ れ る 活 性 を 指 す 。 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 は Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ を 標 的 と す る 分 子 (CRSP-target molecule)と の 会 合 の よ う な 直 接 の 活 性 で あ る 。 本
明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 標 的 分 子 」 は 、 そ れ と Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 が 結 合 す る か も
し く は 性 質 に お い て 相 互 作 用 し て 、 そ の 結 果 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ に 媒 介 さ れ る 機 能 が 達 成 さ れ る 分 子
で あ る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 標 的 分 子 は 、 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 分 子 、 ま た は 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も
し く は ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 例 示 的 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 標 的 分 子 は 膜 結 合
タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー も し く は 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー 」 ） 、 ま た は 当 該
タ ン パ ク 質 が 可 溶 性 で あ る よ う に 変 え ら れ た （ 例 え ば 、 当 該 タ ン パ ク 質 が 膜 結 合 ド メ イ ン
を 発 現 し な い よ う に 組 換 え 的 に 産 生 さ れ た ） こ う し た タ ン パ ク 質 の 修 飾 さ れ た 形 態 で あ る
。 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 標 的 は 第 二 の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 分 子 （ 例 え ば 「 Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ の 結 合 パ ー ト ナ ー 」 も し く は 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 基 質 」 ） で あ る 。 こ う し た 例 示 的 一 態 様 に お
い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 結 合 パ ー ト ナ ー は 第 二 の 可 溶 性 の 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 も し く は 本
発 明 の 第 二 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 分 子 で あ り 得 る 。 あ る い は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 活 性 は 、 第 二 の
タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー ） と の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 に よ り 媒 介
さ れ る 細 胞 の シ グ ナ リ ン グ 活 性 の よ う な 間 接 的 活 性 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ
の 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー 」 と い う 用 語 は 、 そ れ に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 例 え ば ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ が 結 合 し 得 る タ ン パ ク 質 も し く は タ ン パ ク 質 複 合 体 を 指 す 。 レ セ プ タ ー は 細 胞 表 面 レ セ
プ タ ー 、 例 え ば 核 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー で あ り 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー は 、 当 該 技 術 分 野
で 既 知 か つ 本 明 細 書 で さ ら に 記 述 さ れ る 方 法 に よ り 単 離 さ れ 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー と
の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 は 、 細 胞 表 面 か ら 核 ま で の シ グ ナ ル の 伝 達 を も た ら し 得
る 。 伝 達 さ れ る シ グ ナ ル は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム の 増 加 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル も し
く は 他 の 分 子 の 増 加 で あ り 得 、 そ し て 、 例 え ば 特 定 の タ ン パ ク 質 の ホ ス ホ リ ル 化 、 遺 伝 子
転 写 の 調 節 、 お よ び 本 明 細 書 で 述 べ ら れ る 他 の 生 物 学 的 活 性 の い ず れ か を も た ら し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 は 以 下 の 活 性 の 最 低 １ 種 も し く は そ れ 以 上 で
あ る 。 す な わ ち 、 （ ｉ ） 第 二 の 分 子 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー 、 可 溶 性 の 形 態 の Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー 、 シ グ ナ リ ン グ タ ン パ ク 質 の ｗ ｎ ｔ フ ァ ミ リ ー の 構 成 員 の レ セ プ タ ー 、 も
し く は 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ シ グ ナ リ ン グ 分 子 の よ う な タ ン パ ク 質 ） と の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 相 互
作 用 お よ び ／ も し く は そ れ と の 結 合 ； （ ii） 膜 結 合 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー を 介 す る 細 胞 内 タ
ン パ ク 質 と の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 ； （ iii） 可 溶 性 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 と 第 二
の 可 溶 性 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 結 合 パ ー ト ナ ー （ 例 え ば 、 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 分 子 も し く は 第 二
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の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 分 子 ） と の 間 の 複 合 体 形 成 ； （ iv） 他 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 と の 相 互
作 用 （ 例 え ば 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 成 分 へ の ｗ ｎ ｔ 依 存 性 の 細 胞 接 着 の 調 節 ） ； （ ｖ ） 所
望 さ れ な い 分 子 に 結 合 し そ し て 排 除 す る こ と （ 例 え ば 解 毒 活 性 も し く は 防 御 機 能 ） ； な ら
び に ／ ま た は （ vi） 酵 素 活 性 。 な お 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 は 以 下 の
活 性 の 最 低 １ 種 も し く は そ れ 以 上 で あ る 。 す な わ ち （ １ ） イ ン ビ ト ロ も し く は イ ン ビ ボ の
い ず れ か で の 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 （ 例 え ば 、 分 泌 性 タ ン パ ク 質 の ｗ ｎ ｔ フ ァ ミ リ ー
の 構 成 員 の 活 性 の 拮 抗 作 用 、 も し く は ｗ ｎ ｔ 依 存 性 の シ グ ナ ル 伝 達 の 抑 制 ） ； （ ２ ） 細 胞
の 間 の 連 絡 の 調 節 （ 例 え ば 、 ｗ ｎ ｔ 依 存 性 の 細 胞 － 細 胞 相 互 作 用 の 調 節 ） ； （ ３ ） そ の 発
現 が Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ ） の レ セ プ タ ー へ の 結 合 に よ り 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 発
現 の 調 節 ； （ ４ ） イ ン ビ ト ロ も し く は イ ン ビ ボ の い ず れ か で の 発 生 も し く は 分 化 に 関 与 す
る 細 胞 で の 遺 伝 子 転 写 の 調 節 （ 例 え ば 細 胞 分 化 の 誘 導 ） ； （ ５ ） 発 生 も し く は 分 化 に 関 与
す る 細 胞 で の 遺 伝 子 転 写 の 調 節 で あ っ て 、 こ こ で 最 低 １ 種 の 遺 伝 子 が 分 化 特 異 的 タ ン パ ク
質 を コ ー ド し ； （ ６ ） 発 生 も し く は 分 化 に 関 与 す る 細 胞 で の 遺 伝 子 転 写 の 調 節 で あ っ て 、
こ こ で 最 低 １ 種 の 遺 伝 子 が 第 二 の 分 泌 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し ； （ ７ ） 発 生 も し く は 分 化
に 関 与 す る 細 胞 で の 遺 伝 子 転 写 の 調 節 で あ っ て 、 こ こ で 最 低 １ 種 の 遺 伝 子 が シ グ ナ ル 伝 達
分 子 を コ ー ド し ； （ ８ ） イ ン ビ ト ロ も し く は イ ン ビ ボ の い ず れ か で の 細 胞 増 殖 の 調 節 （ 例
え ば 、 細 胞 増 殖 の 誘 導 も し く は 腫 瘍 発 生 の 抑 制 の 場 合 で の よ う な 増 殖 の 阻 害 （ 例 え ば 膠 芽
腫 形 成 の 抑 制 ） ） ； （ ９ ） 成 体 お よ び 胚 双 方 の 脊 椎 動 物 で の 分 化 さ れ た 組 織 の 整 然 と し た
空 間 的 配 置 の 形 成 お よ び 維 持 （ 例 え ば 、 脊 椎 動 物 の 造 血 前 駆 細 胞 の 発 生 も し く は 維 持 の 間
の 頭 部 形 成 の 誘 導 ） ； （ １ ０ ） 細 胞 の 生 存 の 刺 激 の よ う な 細 胞 死 の 調 節 ； （ １ １ ） 細 胞 移
動 を 調 節 す る こ と ； な ら び に ／ ま た は （ １ ２ ） 免 疫 調 節 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 で 称 さ れ る と こ ろ の 「 分 化 特 異 的 タ ン パ ク 質 」 は 、 未 分 化 か ら 分 化 の 表 現 型 へ
の 細 胞 の 移 行 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 こ う し た タ ン パ ク 質 は 分 化 特 異
的 構 造 タ ン パ ク 質 も し く は 分 化 特 異 的 転 写 因 子 で あ り 得 る 。 こ う し た 分 化 特 異 的 タ ン パ ク
質 は 、 一 般 に 、 未 分 化 か ら 分 化 の 表 現 型 へ の 移 行 を な し て い る （ 例 え ば 、 胚 の 発 生 の 間 、
も し く は 成 体 動 物 で の 成 熟 組 織 の 再 生 の 間 ） 細 胞 で よ り 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ る か 、 ま た は
、 完 全 に 分 化 さ れ た も し く は 終 末 に 分 化 さ れ た 細 胞 で 、 そ れ ら の 未 分 化 の 対 照 物 (counter
part)に 比 較 し て よ り 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ る 。 ま た 、 本 明 細 書 で 称 さ れ る と こ ろ の 「 分 化
特 異 的 遺 伝 子 」 は 、 分 化 特 異 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 を 有 す る 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の タ ン パ ク 質
お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 特 色 と す る 。 好 ま し い Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン
に 富 む 領 域 お よ び Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 を 有 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ
ク 質 は 、 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 （ こ こ で シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は 最 低 １ 個 の シ
ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 ん で 成 る ） お よ び Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 を 有 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様
に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 （ こ こ で シ ス テ イ
ン に 富 む 領 域 は 最 低 ２ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 ん で 成 る ） お よ び Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性
を 有 す る 。 な お 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は シ グ ナ ル 配 列 を さ ら
に 含 ん で 成 る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 シ ス テ イ ン
に 富 む 領 域 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 、 お よ び 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列
番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 十 分 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 長 さ が お よ そ 2479ヌ ク レ オ チ ド で あ る ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 長 さ が お よ そ 35
0ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ の ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 Ｎ 末 端
シ グ ナ ル 配 列 、 お よ び ２ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 ん で 成 る １ 個 の シ ス テ イ ン に
富 む 領 域 を 含 有 す る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は 、 少 な く と も 、 例 え ば 、 配 列 番
号 ２ の ア ミ ノ 酸 147～ 284周 辺 か ら 見 出 さ れ 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は
、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 147～ 195周 辺 か ら の 第 一 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 お よ び 配
列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 201～ 284周 辺 か ら の 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 。

10

20

30

40

50

(15) JP 2006-166917 A 2006.6.29



ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 23周 辺 に シ グ ナ ル 配 列 を さ ら
に 含 有 す る 分 泌 性 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ う し た シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 予 測 は 、 例 え ば 、 コ ン
ピ ュ ー タ の ア ル ゴ リ ズ ム Ｓ Ｉ Ｇ Ｎ Ａ Ｌ Ｐ （ ヘ ン リ ッ ク (Henrik)ら  (1997) Protein Engine
ering 10:1-6） を 利 用 し て な さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 長 さ お よ そ 848ヌ ク レ オ チ ド で あ る ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 長 さ お よ そ 224ア ミ
ノ 酸 残 基 で あ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ の ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 Ｎ 末 端 シ グ ナ
ル 配 列 、 お よ び ２ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 ん で 成 る １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む 領
域 を 含 有 す る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は 、 少 な く と も 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ５ の
ア ミ ノ 酸 41～ 218周 辺 か ら 見 出 さ れ 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は 、 配 列
番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 41～ 90周 辺 か ら の 第 一 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 お よ び 配 列 番 号 ５
の ア ミ ノ 酸 138～ 218周 辺 か ら の 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 。 ヒ ト Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ － ２ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 19周 辺 に シ グ ナ ル 配 列 を さ ら に 含 有 す
る 分 泌 性 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 長 さ お よ そ 1529ヌ ク レ オ チ ド で あ る ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 長 さ お よ そ 266ア
ミ ノ 酸 残 基 で あ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ の ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 Ｎ 末 端 シ グ
ナ ル 配 列 、 お よ び ２ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 ん で 成 る １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む
領 域 を 含 有 す る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は 、 少 な く と も 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ８
の ア ミ ノ 酸 85～ 263周 辺 か ら 見 出 さ れ 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は 、 配
列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 85～ 138周 辺 か ら の 第 一 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 お よ び 配 列 番
号 ８ の ア ミ ノ 酸 182～ 263周 辺 か ら の 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 。 ヒ ト
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 20周 辺 に シ グ ナ ル 配 列 を さ ら に 含
有 す る 分 泌 性 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 長 さ お よ そ 702ヌ ク レ オ チ ド で あ る ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ４ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 長 さ お よ そ 179ア ミ
ノ 酸 残 基 で あ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ の ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 ２ 個 の シ ス テ
イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 ん で 成 る １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 含 有 す る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の シ
ス テ イ ン に 富 む 領 域 は 、 少 な く と も 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 176周 辺 か ら
見 出 さ れ 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ４ の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は 、 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 47
周 辺 か ら の 第 一 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 お よ び 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 96～ 176周
辺 か ら の 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 多 様 な 態 様 は 以 下 の 小 区 分 で さ ら に 詳 細 に 記 述 さ れ る 。 す な わ ち
Ｉ ． 単 離 さ れ た 核 酸 分 子
　 本 発 明 の 一 局 面 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は そ の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 を コ ー ド す
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 な ら び に 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る 核 酸 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ
Ａ ） を 同 定 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 使 用 に 十 分 な 核 酸 断 片 お
よ び Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 の 増 幅 も し く は 突 然 変 異 の た め の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー と し て の 使 用 の
た め の 断 片 に 関 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 核 酸 分 子 」 と い う 用 語 は 、 Ｄ Ｎ Ａ
分 子 （ 例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ も し く は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） お よ び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ 例 え ば ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） 、 な
ら び に ヌ ク レ オ チ ド 類 似 物 を 使 用 し て 生 じ ら れ る Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ の 類 似 物 を 包 含 す
る こ と を 意 図 さ れ る 。 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 で あ り 得 る が 、 し か し 好 ま し く は
二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 は 、 そ の 核 酸 の 天 然 の 供 給 源 に 存 在 す る 他 の 核 酸 分 子 か ら 分 離
さ れ る も の で あ る 。 好 ま し く は 、 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 は 、 当 該 核 酸 が 由 来 す る 生 物 体 の ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 で 当 該 核 酸 に 本 来 隣 接 す る 配 列 （ す な わ ち 当 該 核 酸 の ５ ’ お よ び ３ ’ 端 に 配
置 さ れ る 配 列 ） を 含 ま な い 。 例 え ば 、 多 様 な 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分
子 は 、 当 該 核 酸 が 由 来 す る 細 胞 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 で 当 該 核 酸 分 子 に 本 来 隣 接 す る 約 ５ kb、
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４ kb、 ３ kb、 ２ kb、 １ kb、 0.5kbも し く は 0.1kb未 満 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 し 得 る 。 さ
ら に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の よ う な 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 は 、 他 の 細 胞 性 物 質 、 も し く は 組 換
え 技 術 に よ り 生 じ ら れ る 場 合 は 培 養 培 地 を 本 質 的 に 含 み 得 な い か 、 ま た は 、 化 学 的 に 合 成
さ れ る 場 合 は 化 学 的 前 駆 体 も し く は 他 の 化 学 物 質 を 本 質 的 に 含 み 得 な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ も し く は 配 列 番 号 １
０ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ
Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス
ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ
た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ れ ら の 一 部 分 を 有 す る 核 酸 分
子 は 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 技 術 お よ び 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 配 列 情 報 を 使 用 し て 単 離 さ れ
得 る 。 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 も し く は 配 列 番 号 １ ０ の 核 酸 配 列 、 ま た は
受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の
Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 部 も し く は 部 分 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
と し て 使 用 し て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 が 、 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ク ロ ー ニ
ン グ 技 術 （ 例 え ば 、 サ ン ブ ル ッ ク (Sambrook, J.)、 フ リ ッ チ ュ (Fritsh, E.F.)と マ ニ ア テ
ィ ス (Maniatis, T.) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 第 2版 、 コ ー ル ド 　 ス プ
リ ン グ 　 ハ ー バ ー 　 ラ ボ ラ ト リ ー (Cold Spring Harbor Laboratory)、 コ ー ル ド 　 ス プ リ
ン グ 　 ハ ー バ ー 　 ラ ボ ラ ト リ ー 　 プ レ ス (Cold Spring Harbor Laboratory Press)、 ニ ュ
ー ヨ ー ク 州 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 1989に 記 述 さ れ る よ う な ） を 使 用 し て 単 離 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 も し く は 配 列 番 号 １ ０ 、 ま た は 受 託 番
号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ
挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 部 も し く は 一 部 分 を 包 含 す る 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 １ 、 配
列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 も し く は 配 列 番 号 １ ０ の 配 列 、 ま た は 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３
３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は
受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 基 礎 と し て 設 計 さ れ る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 鋳 型 と し て の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は 、 あ る い は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、
お よ び 標 準 的 な Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 技 術 に 従 っ た 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し て
増 幅 さ れ 得 る 。 そ の よ う に 増 幅 さ れ た 核 酸 が 適 切 な ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 得 、 そ
し て Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 分 析 に よ り 特 徴 づ け ら れ 得 る 。 さ ら に 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 標 準 的 合 成 技 術 に よ り 、 例 え ば 自 動 化 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 を
使 用 し て 製 造 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 配 列 番 号 １ の 配 列 は ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る
。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 （ す な わ ち ヌ ク レ オ チ
ド 38～ 1087か ら の 「 コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 ） 、 な ら び に ５ ’ 非 翻 訳 配 列 （ ヌ ク レ オ チ ド １ な
い し 37） お よ び ３ ’ 非 翻 訳 配 列 （ ヌ ク レ オ チ ド 1088な い し 2479） を 含 ん で 成 る 。 あ る い は
、 当 該 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 １ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ に 対 応 す る 、 ヌ ク
レ オ チ ド 38な い し 1087） の み を 含 み 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ を コ ー ド す る 完 全 長 の ヌ ク レ オ チ
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ド 配 列 を 含 有 す る １ 種 の プ ラ ス ミ ド が 、 1998年 ６ 月 11日 に 、 ア メ リ カ ン 　 タ イ プ 　 カ ル チ
ャ ー 　 コ レ ク シ ョ ン (American Type Culture Collection)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） 、 メ リ ー ラ ン ド 州
ロ ッ ク ヴ ィ ル 、 に 寄 託 さ れ 、 そ し て 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ を 割 り 当 て ら れ た 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １
を コ ー ド す る 完 全 長 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る １ 種 の プ ラ ス ミ ド が 、 1998年 １ 月 16日
に 、 ア メ リ カ ン 　 タ イ プ 　 カ ル チ ャ ー 　 コ レ ク シ ョ ン (American Type Culture Collectio
n)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ヴ ィ ル 、 に 寄 託 さ れ 、 そ し て 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４
を 割 り 当 て ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 配 列 番 号 ４ の 配 列 は ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す
る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 （ す な わ ち ヌ ク レ オ
チ ド 126～ 796か ら の 「 コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 ） 、 な ら び に ５ ’ 非 翻 訳 配 列 （ ヌ ク レ オ チ ド １
な い し 125） お よ び ３ ’ 非 翻 訳 配 列 （ ヌ ク レ オ チ ド 797な い し 848） を 含 ん で 成 る 。 あ る い
は 、 当 該 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ４ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ６ に 対 応 す る 、
ヌ ク レ オ チ ド 126な い し 796） の み を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 配 列 番 号 ７ の 配 列 は ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す
る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 （ す な わ ち ヌ ク レ オ
チ ド 93～ 890か ら の 「 コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 ） 、 な ら び に ５ ’ 非 翻 訳 配 列 （ ヌ ク レ オ チ ド １
な い し 92） お よ び ３ ’ 非 翻 訳 配 列 （ ヌ ク レ オ チ ド 891な い し 1529） を 含 ん で 成 る 。 あ る い
は 、 当 該 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 ７ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ９ に 対 応 す る 、 ヌ
ク レ オ チ ド 93な い し 890） の み を 含 み 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ を コ ー ド す る 完 全 長 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド が 、 1998年 １ 月 16日 に 、 ア メ リ カ ン 　 タ イ プ 　 カ ル チ ャ ー
　 コ レ ク シ ョ ン (American Type Culture Collection)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ
ク ヴ ィ ル 、 に 寄 託 さ れ 、 そ し て 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ を 割 り 当 て ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 配 列 番 号 １ ０ の 配 列 は ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ４ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対
応 す る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ４ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 （ す な わ ち ヌ ク
レ オ チ ド １ ～ 537か ら の 「 コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 ） 、 な ら び に ３ ’ 非 翻 訳 配 列 （ ヌ ク レ オ チ
ド 538な い し 702） を 含 ん で 成 る 。 あ る い は 、 当 該 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 １ ０ の コ ー デ ィ ン グ
領 域 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ２ に 対 応 す る 、 ヌ ク レ オ チ ド １ な い し 537） の み を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号
４ 、 配 列 番 号 ７ 、 も し く は 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３
４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号
９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 ま た は こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の い ず れ か の 一 部 分 の 相 補 物 で あ る 核 酸 分 子 を
含 ん で 成 る 。 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 も し く は 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ
Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス
ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に
寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ る 核 酸 分 子 は 、 配
列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 も し く は 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 ま た は 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿
入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ
ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し 十 分 に 相 補 的 で あ る も の で あ り 、 そ の 結
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果 、 そ れ は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 も し く は 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ
Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス
ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に
寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 得
、 そ れ に よ り 安 定 な 二 本 鎖 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 な お 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列
番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 も し く は 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８
６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託
番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 、 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 ま た は こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の い ず れ か の 一 部 分 に 、 最 低 約 30～ 35％ 、
好 ま し く は 約 40～ 45％ 、 よ り 好 ま し く は 約 50～ 55％ 、 な お よ り 好 ま し く は 約 60～ 65％ 、 そ
し て な お よ り 好 ま し く は 最 低 約 70～ 75％ 、 80～ 85％ 、 90～ 95％ も し く は そ れ 以 上 相 同 で あ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０ の
核 酸 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ
挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ
ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 の み 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ も し く は プ ラ
イ マ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 断 片 、 ま た は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 を コ
ー ド す る 断 片 を 含 み 得 る 。 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ か ら 決 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 は 、 他 の 細 胞 型 、 例 え ば 他 の 組 織 か ら の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 相 同 物 、 な ら び に 他 の 哺 乳 動 物 か
ら の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 相 同 物 の 同 定 お よ び ／ も し く は ク ロ ー ニ ン グ で の 使 用 の た め 設 計 さ れ る プ ロ
ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー の 発 生 を 見 込 む 。 当 該 プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー は 、 典 型 的 に は 、 本 質
的 に 精 製 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で 成 る 。 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に
は 、 緊 縮 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 受 託 番 号 ９ ８
６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託
番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 配 列 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０
、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド
の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア ン チ セ ン ス 配 列 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号
４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス
ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ
た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 天 然 に 存 在 す る 突 然
変 異 体 の 、 最 低 約 12、 好 ま し く は 約 25、 よ り 好 ま し く は 約 40、 50も し く は 75個 の 連 続 的 な
ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 領 域 を 含 ん で 成 る 。 例
示 的 一 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 配
列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 470～ 2479を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 、 も し く は 配 列 番 号 ４ の ヌ ク レ
オ チ ド １ ～ 475を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 基 礎 と す る プ ロ ー ブ が 、 同 一 の も し く は 相 同 な タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 転 写 物 も し く は ゲ ノ ム 配 列 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 配
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列 番 号 １ も し く は ３ で 表 わ さ れ る 核 酸 を 基 礎 と す る プ ラ イ マ ー が 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 相 同 物 （ 例 え
ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ 相 同 物 ） を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の
好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 相 同 物 が 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を
コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 分 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る プ ラ イ マ ー を 使 用 す
る Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 （ 例 え ば Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 同 様 に 、 主 題 の Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ 配 列 を 基 礎 と す る プ ロ ー ブ が 、 同 一 の も し く は 相 同 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 転 写 物 も
し く は ゲ ノ ム 配 列 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 当 該 プ ロ ー ブ
は 、 そ れ に 結 合 さ れ た 標 識 基 を さ ら に 含 ん で 成 り 、 例 え ば 、 標 識 基 は 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍
光 化 合 物 、 酵 素 も し く は 酵 素 補 助 因 子 で あ り 得 る 。 こ う し た プ ロ ー ブ は 、 被 験 体 か ら の 細
胞 の サ ン プ ル 中 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 検 出 す る こ と 、 も し く は ゲ ノ ム Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 が 突 然 変 異 さ れ て い る
か 欠 失 さ れ て い る か を 決 定 す る こ と に よ る よ う な 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 誤 っ て 発 現 す る
(misexpress)細 胞 も し く は 組 織 を 同 定 す る た め の 診 断 試 験 キ ッ ト の 一 部 と し て 使 用 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 」 を コ ー ド す る 核 酸 断 片 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の
生 物 学 的 活 性 （ Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 は 前 に 記 述 さ れ た ） を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 受 託 番 号 ９ ８
６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託
番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 分 を 単 離 す る こ と 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の コ ー ド さ れ た 部 分 を
発 さ せ る こ と （ 例 え ば イ ン ビ ト ロ で の 組 換 え 発 現 に よ り ） 、 そ し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の
コ ー ド さ れ た 部 分 の 活 性 を 評 価 す る こ と 、 に よ り 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配
列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ
た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に
寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２
と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 異 な り 、 そ
し て か よ う に 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿
入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ
ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る も の と 同 一 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸
分 子 は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ
Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た
プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸
配 列 の 変 化 に つ な が る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 多 形 が あ る 集 団 （ 例 え ば ヒ ト 集 団 ） 内 で 存 在 し う る こ
と が 当 業 者 に よ り 真 価 を 認 め ら れ る で あ ろ う 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 中 の こ う し た 遺 伝 的 多 形 性
は 、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 の 変 異 に よ り あ る 集 団 内 の 個 体 の 間 で 存 在 し う る 。 本 明 細 書 で 使 用
さ れ る と こ ろ の 「 遺 伝 子 」 お よ び 「 組 換 え 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、
好 ま し く は 哺 乳 動 物 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 読 取 り 枠 を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 を
指 す 。 こ う し た 天 然 の 対 立 遺 伝 子 の 変 異 は 、 典 型 的 に は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド
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配 列 中 の １ ～ ５ ％ の 変 動 を も た ら す 。 い ず れ か の お よ び 全 部 の こ う し た ヌ ク レ オ チ ド の 変
異 、 お よ び 天 然 の 対 立 遺 伝 子 の 変 異 の 結 果 で あ り か つ Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 を
変 え な い Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 中 の 生 じ る ア ミ ノ 酸 の 多 形 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る こ と が 意 図
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 さ ら に 、 他 の 種 か ら の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 そ し て 従 っ て 、 配 列 番 号 １ 、 配
列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０ の ヒ ト 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に
寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９
８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 異
な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 が 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る こ と が 意 図 さ れ る 。 例
え ば 、 マ ウ ス の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 基 礎 と
し て 同 定 さ れ た 。 マ ウ ス Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ６ ） は 349ア ミ ノ
酸 を 有 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 マ ウ ス Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の ヌ ク レ オ チ ド お
よ び ア ミ ノ 酸 の 配 列 が 図 ８ に 描 か れ る 。 マ ウ ス Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 配 列 番
号 １ ８ に よ り 表 わ さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 の 変 異 体 お よ び 相 同 物 に 対 応 す る 核 酸
分 子 は 、 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で の 標 準 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に 従
っ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ も し く は そ の 一 部 を 使 用 し て 、
本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 に 対 す る そ れ ら の 相 同 性 を 基 礎 と し て 単 離 さ れ 得
る 。 主 題 の 核 酸 の 単 離 に 適 す る 組 織 お よ び ／ も し く は ラ イ ブ ラ リ ー の 例 は 、 胸 腺 、 リ ン パ
節 お よ び 炎 症 組 織 を 包 含 す る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ タ ン パ ク 質 ） を
コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 、 例 え ば 脊 椎 動 物 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 も し く は
胚 細 胞 を 包 含 す る ヒ ト 細 胞 か ら 単 離 す る こ と に よ り 得 ら れ る こ と が で き る 。 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ が 、 そ の 後 、 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 調 製 さ れ 得 、 そ し て そ の 後 、 多 数 の 既 知 の 技 術 の い ず れ か
一 を 使 用 し て 適 す る プ ラ ス ミ ド も し く は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ 得 る 。 Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ － １ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
情 報 に 従 っ て 、 確 立 さ れ た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 技 術 を 使 用 し て も ま た ク ロ ー ニ ン グ さ れ
得 る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は そ の 類 似 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 従 っ て 、 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 長 さ が 最 低 15ヌ ク レ オ
チ ド で あ り 、 か つ 、 緊 縮 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ
Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ
ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄
託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 当 該 核 酸 は 長 さ が 最 低 30、 50、 100、 250も し
く は 500ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 」 と い う 用 語 は 、 相 互 に 最 低 60％ 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列
が 典 型 的 に 相 互 と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た ま ま で あ る 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お
よ び 洗 浄 の 条 件 を 記 述 す る こ と を 意 図 さ れ る 。 好 ま し く は 、 条 件 は 、 相 互 に 最 低 約 70％ 、
よ り 好 ま し く は 最 低 約 80％ 、 な お よ り 好 ま し く は 最 低 約 85％ も し く は 90％ 相 同 な 配 列 が 典
型 的 に 相 互 と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ れ た ま ま で あ る よ う で あ る 。 こ う し た ス ト リ ン ジ
ェ ン ト 条 件 は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 か つ 、 Current Protocols in Molecular Biology、 ジ
ョ ン ・ ワ イ リ ー ・ ア ン ド ・ サ ン ズ (John Wiley & Sons)、 ニ ュ ー ヨ ー ク (1989)、 ６ ． ３ ．
１ － ６ ． ３ ． ６ に 見 出 さ れ 得 る 。 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 好 ま し い 制 限 し な い
例 は 、 約 45℃ で ６ × 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｓ Ｃ ） 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 、 次 い で 50～ 65℃ で の 0.2× Ｓ Ｓ Ｃ 、 0.1％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で の １ 回 も し く は そ れ 以 上
の 洗 浄 で あ る 。 好 ま し く は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 配 列 番 号 １ の 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ
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ゼ ー シ ョ ン す る 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 天 然 に 存 在 す る 核 酸 分 子 に 対 応 す る 。 本
明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 天 然 に 存 在 す る 」 核 酸 分 子 は 、 天 然 に 存 在 す る （ 例 え ば 天
然 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ） ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ も し く は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 指
す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 集 団 中 に 存 在 し う る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 の 天 然 に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子 の 変 異 体 に 加 え 、 当 業 者
は 、 変 化 が 、 突 然 変 異 に よ り 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０ の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿
入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の
Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ
れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 導 入 さ れ 得 、 そ れ に よ り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ
ン パ ク 質 の 機 能 的 能 力 を 変 え る こ と な く コ ー ド さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列
の 変 化 を も た ら す こ と を さ ら に 真 価 を 認 め る で あ ろ う 。 例 え ば 、 「 非 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基
で の ア ミ ノ 酸 置 換 （ と り わ け 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 ） を も た ら す ヌ ク レ オ チ ド 置 換 が 、 配 列
番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０ の 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と
し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託
番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 で な さ れ 得 る 。 「 非 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 生 物 学 的 活 性 を 変 え る こ と な く Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の
野 生 型 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ の 配 列
） か ら 変 え ら れ 得 る 残 基 で あ る 一 方 、 「 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基 は 生 物 学 的 活 性 に 必 要 と さ れ
る 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 間 で 保 存 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例 え ば 、 シ ス
テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 内 の シ ス テ イ ン 残 基 ） は 、 変 化 に 対 し と り わ け 修 正 が き か な い こ と
が 予 測 さ れ る 。 さ ら に 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 と 、 シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 有 す る 他 の
タ ン パ ク 質 と の 間 で 保 存 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 変 化 に 対 し 修 正 可 能 で あ る よ う で な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 活 性 に 必 須 で な い ア ミ ノ 酸 残 基 の 変 化 を 含 有 す る Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 関 す る 。 こ う し た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号
２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ と ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 異 な る が 、 し
か し そ れ で も 生 物 学 的 活 性 を 保 持 す る 。 一 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で こ の タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２
、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 低 約 60％ 相 同 な ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 。 好 ま し く は 、 当 該 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 配
列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ に 最 低 約 65～ 70％ 相 同 、 よ り 好
ま し く は 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ に 最 低 75～ 80％ 相 同
、 な お よ り 好 ま し く は 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ に 最 低
約 85～ 90％ 相 同 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配
列 番 号 １ １ に 最 低 約 95％ 相 同 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ の タ ン パ ク 質 に 相 同 な Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ 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 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号
７ 、 配 列 番 号 １ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た
プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄
託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と
し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に １ 個 も し く は
そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 付 加 も し く は 欠 失 を 導 入 す る こ と に よ り 創 製 さ れ 得 、 そ
の 結 果 、 １ 個 も し く は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 付 加 も し く は 欠 失 が コ ー ド さ れ た タ ン
パ ク 質 中 に 導 入 さ れ る 。 突 然 変 異 が 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 媒 介 性 突 然 変
異 誘 発 の よ う な 標 準 的 技 術 に よ り 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０
、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ
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チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド
の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 導 入 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 が
、 １ 個 も し く は そ れ 以 上 の 予 測 さ れ た 非 必 須 ア ミ ノ 酸 残 基 で な さ れ る 。 「 保 存 的 ア ミ ノ 酸
置 換 」 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 き 換 え ら れ る も の で あ る
。 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 一 族 (family)は 当 該 技 術 分 野 で 定 義 さ れ て い る 。 こ
れ ら の 一 族 は 、 塩 基 性 側 鎖 （ 例 え ば リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） 、 酸 性 側 鎖 （ 例 え
ば ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ） 、 荷 電 し て い な い 極 性 の 側 鎖 （ 例 え ば グ リ シ ン 、 ア ス
パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン ） 、 非 極 性 側 鎖 （ 例
え ば 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ
オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ） 、 β 分 枝 状 の 側 鎖 （ 例 え ば ス レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン
） お よ び 芳 香 族 側 鎖 （ 例 え ば 、 チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ
ン ） を も つ ア ミ ノ 酸 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 中 の 予 測 さ れ る 非 必 須 ア ミ
ノ 酸 残 基 （ 例 え ば 、 シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 中 に 配 置 さ れ な い も の ） は 、 好 ま し く は 、
同 一 の 側 鎖 の 一 族 か ら の 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 き 換 え ら れ る 。 あ る い は 、 別 の 態 様 に お い
て は 、 突 然 変 異 は 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 に よ る よ う に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 全 部 も し
く は 一 部 に 沿 っ て 無 作 為 に 導 入 さ れ 得 、 そ し て 、 生 じ る 突 然 変 異 体 が 、 活 性 を 保 持 す る 突
然 変 異 体 を 同 定 す る た め に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 生 物 学 的 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 配 列
番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に
寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９
８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 突
然 変 異 誘 発 の 後 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が 組 換 え 的 に 発 現 さ れ 得 、 そ し て タ ン パ ク 質 の
活 性 が 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 突 然 変 異 体 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 、
ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル も し く は 他 の 分 子 の 増 加 に つ い て ア ッ セ イ さ れ 得 、 そ し て 、
例 え ば 特 定 の タ ン パ ク 質 の ホ ス ホ リ ル 化 、 遺 伝 子 転 写 の 調 節 、 お よ び 本 明 細 書 で 述 べ ら れ
る 他 の 生 物 学 的 活 性 の い ず れ か を も た ら し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 突 然 変 異 体 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 （ １ ） イ ン ビ ト ロ も
し く は イ ン ビ ボ の い ず れ か で 、 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る ： （ ２ ） 細 胞 間 の 連 絡 を 調
節 す る ； （ ３ ） そ の 発 現 が レ セ プ タ ー へ の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ ） の 結 合 に よ り
調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る ； （ ４ ） イ ン ビ ト ロ も し く は イ ン ビ ボ の い ず れ か で 、
発 生 も し く は 分 化 に 関 与 す る 細 胞 で の 遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る ； （ ５ ） イ ン ビ ト ロ も し く は
イ ン ビ ボ の い ず れ か で 、 細 胞 増 殖 を 調 節 す る ； （ ６ ） 脊 椎 動 物 の 分 化 し た 組 織 の 整 然 と し
た 空 間 的 配 置 を 形 成 お よ び ／ も し く は 維 持 す る ； （ ７ ） 細 胞 死 （ 例 え ば 細 胞 の 生 存 ） を 調
節 す る ； （ ８ ） 細 胞 の 移 動 を 調 節 す る ； そ し て ／ ま た は （ ９ ） 免 疫 系 の 機 能 を 調 節 す る 能
力 に つ い て も ま た ア ッ セ イ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 上 述 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 加 え 、 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 そ
れ に 対 し ア ン チ セ ン ス で あ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 「 ア ン チ セ ン ス 」 核 酸 は タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 「 セ ン ス 」 の 核 酸 に 相 補 的 、 例 え ば 、 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の コ ー デ ィ
ン グ 鎖 に 相 補 的 も し く は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 。 従
っ て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は セ ン ス 核 酸 に 水 素 結 合 し 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
コ ー デ ィ ン グ 鎖 全 体 、 も し く は そ の 一 部 分 の み に 対 し て 相 補 的 で あ り 得 る 。 一 態 様 に お い
て は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー デ ィ ン グ
鎖 の 「 コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 に 対 し ア ン チ セ ン ス で あ る 。 「 コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 と い う 用 語
は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 に 翻 訳 さ れ る コ ド ン を 含 ん で 成 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 を 指 す （ 例 え
ば 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 配 列 番 号 ３ に 対 応 し 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ の コ
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ー デ ィ ン グ 領 域 は 配 列 番 号 ６ に 対 応 し 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 配 列 番 号
９ に 対 応 し 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ４ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 配 列 番 号 １ ２ に 対 応 し 、 そ し て ヒ ト
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 様 － Ｎ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 は 配 列 番 号 １ ５ に 対 応 す る ） 。 別 の 態 様 に お い て は 、
ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー デ ィ ン グ 鎖 の 「 非
コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 に 対 し ア ン チ セ ン ス で あ る 。 「 非 コ ー デ ィ ン グ 領 域 」 と い う 用 語 は 、
ア ミ ノ 酸 に 翻 訳 さ れ な い 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 に 隣 接 す る ５ ’ お よ び ３ ’ 配 列 を 指 す （ す な
わ ち 、 ５ ’ お よ び ３ ’ 非 翻 訳 領 域 と も ま た 称 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る コ ー テ ィ ン グ 鎖 の 配 列 （ 例 え ば 配 列 番 号 ３
、 配 列 番 号 ６ 、 配 列 番 号 ９ も し く は 配 列 番 号 １ ２ ） を 考 え れ ば 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核
酸 は ワ ト ソ ン (Watson)お よ び ク リ ッ ク (Crick)の 塩 基 対 形 成 の 規 則 に 従 っ て 設 計 さ れ 得 る
。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 全 体 に 相 補 的 で あ り 得
る が 、 し か し 、 よ り 好 ま し く は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の コ ー デ ィ ン グ も し く は 非 コ ー デ ィ
ン グ 領 域 の 一 部 分 の み に 対 し て 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 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 開 始 部 位 を 取 り 囲 む 領 域 に
相 補 的 で あ り 得 る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 長 さ が 約 ５ 、 10、 15、
20、 25、 30、 35、 40、 45も し く は 50ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸
は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 手 順 を 使 用 す る 化 学 合 成 お よ び 酵 素 的 連 結 反 応 を 使 用 し て 構 築
さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 （ 例 え ば ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 天
然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 、 当 該 分 子 の 生 物 学 的 安 定 性 を 増 大 さ せ る 、 も し く は
ア ン チ セ ン ス と セ ン ス の 核 酸 と の 間 に 形 成 さ れ る 二 本 鎖 の 物 理 的 安 定 性 を 増 大 さ せ る よ う
設 計 さ れ た 、 多 様 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 化 学 的 に 合 成 さ れ 得 、 例 え ば ホ ス
ホ ロ チ オ エ ー ト 誘 導 体 お よ び ア ク リ ジ ン 置 換 ヌ ク レ オ チ ド が 使 用 さ れ 得 る 。 ア ン チ セ ン ス
核 酸 を 生 じ さ せ る の に 使 用 さ れ 得 る 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド の 例 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 ル 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 （ ｖ ） 、 ワ イ ブ ト キ ソ 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 （ ｖ ） 、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル ， ３ － （ ３ － ア ミ
ノ － ３ － Ｎ － ２ － カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル ） ウ ラ シ ル 、 （ ａ ｃ ｐ ３ ） ｗ お よ び ２ ， ６ － ジ ア ミ
ノ プ リ ン を 包 含 す る 。 あ る い は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 核 酸 が ア ン チ セ ン ス の 向 き に サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て 生 物 学 的 に 製 造 さ れ 得 る （ す な わ ち 、 挿 入 さ
れ た 核 酸 か ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ は 、 以 下 の 小 区 分 に さ ら に 記 述 さ れ る 、 目 的 の 標 的 核 酸 に
対 し ア ン チ セ ン ス の 向 き の も の で あ る こ と が で き る ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 典 型 的 に は 、 そ れ ら が Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 細 胞 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ も し く は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る か も し
く は こ れ に 結 合 し て 、 そ れ に よ り 例 え ば 転 写 お よ び ／ も し く は 翻 訳 を 阻 害 す る こ と に よ り
タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 す る よ う に 、 被 験 体 に 投 与 さ れ る か も し く は イ ン シ ト ゥ で 生 じ ら
れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 安 定 な 二 本 鎖 を 形 成 す る た め の 慣 習 的 な ヌ ク レ オ チ ド
の 相 補 性 、 も し く は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 に 結 合 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 の 場 合 に は
二 本 鎖 の 主 溝 に お け る 特 異 的 相 互 作 用 に よ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分
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子 の 投 与 経 路 の 一 例 は 組 織 部 位 で の 直 接 注 入 を 包 含 す る 。 あ る い は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分
子 は 、 選 択 さ れ た 細 胞 を 標 的 と す る よ う 修 飾 さ れ 得 、 そ し て そ の 後 全 身 的 に 投 与 さ れ 得 る
。 例 え ば 、 全 身 投 与 の た め に は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 そ れ ら が 、 例 え ば ア ン チ セ ン ス 核
酸 分 子 を 、 細 胞 表 面 の レ セ プ タ ー も し く は 抗 原 に 結 合 す る ペ プ チ ド も し く は 抗 体 に 結 合 す
る こ と に よ り 、 選 択 さ れ た 細 胞 表 面 上 で 発 現 さ れ る レ セ プ タ ー も し く は 抗 原 に 特 異 的 に 結
合 す る よ う に 修 飾 さ れ 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る ベ ク タ
ー を 使 用 し て 細 胞 に 送 達 も さ れ 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 の 十 分 な 細 胞 内 濃 度 を 達 成 す る た
め に は 、 そ の 中 で ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 が 強 い ｐ ｏ ｌ IIも し く は ｐ ｏ ｌ IIIプ ロ モ ー タ ー
の 制 御 下 に 置 か れ る ベ ク タ ー 構 築 物 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 な お 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は α － ア ノ マ ー 核 酸 分 子 で あ
る 。 α － ア ノ マ ー 核 酸 分 子 は 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ と 特 異 的 二 本 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 し 、 こ こ で
は 通 常 の β 単 位 と 反 対 に 鎖 が 相 互 に 平 行 に 走 る （ ゴ ル テ ィ エ (Gaultier)ら  (1987) Nuclei
c Acids. Res. 15:6625-6641） 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 ２ ’ － Ｏ － メ チ ル リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド （ イ ノ ウ エ (Inoue)ら  (1987) Nucleic Acids Res. 15:6131-6148） も し く は キ メ ラ
の Ｒ Ｎ Ａ -Ｄ Ｎ Ａ 類 似 物 （ イ ノ ウ エ (Inoue)ら  (1987) FEBS Lett. 215:327-330） も ま た 含
み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は リ ボ ザ イ ム で あ る 。 リ ボ ザ イ
ム は 、 そ れ に 対 し そ れ ら が 相 補 的 領 域 を 有 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の よ う な 一 本 鎖 核 酸 を 切 断 す る こ
と が 可 能 で あ る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を も つ 触 媒 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 従 っ て 、 リ ボ ザ イ
ム （ 例 え ば 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム （ ハ ゼ ル ホ フ (Haselhoff)と ゲ ル ラ ッ ハ (Gerlach)
 (1988) Nature 334:585-591に 記 述 さ れ る ） ） が 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 触 媒 的 に
切 断 し て そ れ に よ り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 阻 害 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を
コ ー ド す る 核 酸 に 対 し 特 異 性 を 有 す る リ ボ ザ イ ム は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｃ
Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ す な わ ち 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号
１ ０ 、 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 も し く は 受 託 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド の Ｄ
Ｎ Ａ 挿 入 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） を 基 礎 と し て 設 計 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 テ ト ラ ヒ メ ナ (Tet
rahymena)Ｌ １ ９ Ｉ Ｖ Ｓ の Ｒ Ｎ Ａ の 誘 導 体 が 構 築 さ れ 得 、 こ こ で は 活 性 部 位 の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の 切 断 さ れ る べ き ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で
あ る 。 例 え ば 、 チ ェ ッ ク (Cech)ら  米 国 特 許 第 ４ ， ９ ８ ７ ， ０ ７ １ 号 ； お よ び チ ェ ッ ク (Ce
ch)ら  米 国 特 許 第 ５ ， １ １ ６ ， ７ ４ ２ 号 を 参 照 。 あ る い は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 、 特 異
的 な 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 さ れ 得 る 。 例 え ば バ ー テ ル (Bartel, D.)と ス ゾ ス タ ク (Szostak, J.W.) (1993) Scien
ce 261:1411-1418を 参 照 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 あ る い は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 発 現 は 、 標 的 細 胞 中 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 転 写 を 予 防 す る 三 重
ら せ ん 構 造 を 形 成 す る よ う に 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 調 節 領 域 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ プ ロ モ ー タ ー お よ び
／ も し く は エ ン ハ ン サ ー ） に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 的 と す る こ と に よ り 阻 害 さ れ
得 る 。 一 般 に 、 ヘ レ ネ (Helene, C.) (1991) Anticancer Drug Des. 6(6):569-84； ヘ レ ネ
(Helene, C.)ら  (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660:27-36； お よ び マ ハ ー (Maher, L.J.) 
(1992) Bioassays 14(12):807-15を 参 照 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 な お 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 当 該 分 子 の 安 定 性 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン も し く は 溶 解 性 を 向 上 さ せ る よ う に 、 塩 基 部 分 、 糖 部 分 も し く は リ
ン 酸 基 幹 (backbone)で 修 飾 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 核 酸 分 子 の デ オ キ シ リ ボ ー ス リ ン 酸 基 幹 が
、 ペ プ チ ド 核 酸 (peptide nucleic acid)を 生 じ さ せ る よ う に 修 飾 さ れ 得 る （ ハ イ ラ ッ プ (H
yrup B.)ら  (1996) Bioorganic & Medicinal Chemistry 4(1):5-23を 参 照 ） 。 本 明 細 書 で
使 用 さ れ る と こ ろ の 「 ペ プ チ ド 核 酸 」 も し く は 「 Ｐ Ｎ Ａ 」 と い う 用 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ ー
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ス リ ン 酸 基 幹 が 偽 ペ プ チ ド 基 幹 に よ り 置 き 換 え ら れ そ し て ４ 個 の 天 然 の 核 塩 基 (nucleobas
e)の み が 保 持 さ れ る 核 酸 模 倣 物 (mimics)、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ 模 倣 物 を 指 す 。 Ｐ Ｎ Ａ の 中 性 の 基
幹 は 低 イ オ ン 強 度 の 条 件 下 で Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 見 込 む こ と が 示 さ れ て い る 。 Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー の 合 成 は 、 ハ イ ラ ッ プ (Hyrup B.)ら  (19
96) 上 記 ； ペ リ ー ・ オ キ ー フ (Perry-O’ Keefe)ら  PNAS 93:14670-675に 記 述 さ れ る よ う な
標 準 的 な 固 相 ペ プ チ ド 合 成 プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 の Ｐ Ｎ Ａ は 治 療 お よ び 診 断 の 応 用 に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｎ Ａ は
、 例 え ば 転 写 も し く は 翻 訳 の 停 止 を 誘 導 す る こ と ま た は 複 製 を 阻 害 す る こ と に よ る 遺 伝 子
発 現 の 配 列 特 異 的 調 節 の た め の ア ン チ セ ン ス も し く は 抗 遺 伝 子 (antigene)作 用 物 質 と し て
使 用 さ れ 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 の Ｐ Ｎ Ａ は ま た 、 遺 伝 子 中 の 単 一 の 塩 基 対 突 然 変 異 の 分
析 に お い て （ 例 え ば 、 Ｐ Ｎ Ａ に 向 け ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 制 限 (clamping)に よ り ） ； 他 の 酵 素 （ 例
え ば Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ （ ハ イ ラ ッ プ (Hyrup B.) (1996) 上 記 ） と 共 同 し て 使 用 さ れ る 場 合
は 「 人 工 的 制 限 酵 素 」 と し て ； ま た は Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 決 定 も し く は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の た め の プ ロ ー ブ も し く は プ ラ イ マ ー と し て （ ハ イ ラ ッ プ (Hyrup B.)ら  (1996) 上 記 ； ペ
リ ー ・ オ キ ー フ (Perry-O’ Keefe) 上 記 ） も 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の Ｐ Ｎ Ａ が 、 Ｐ Ｎ Ａ に 親 油 性 も し く は 他 の ヘ ル パ ー 基 を
付 加 す る こ と 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ の 形 成 、 ま た は 、 リ ポ ソ ー ム も し く は 当 該 技 術 分 野
で 既 知 の 薬 物 送 達 の 他 の 技 術 の 使 用 に よ り 、 （ 例 え ば そ れ ら の 安 定 性 も し く は 細 胞 取 り 込
み を 高 め る よ う に ） 修 飾 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ の 有 利 な 特 性 を 組 み 合 わ
せ う る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 の Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ が 生 じ ら れ 得 る 。 こ う し た キ メ ラ は 、 Ｄ
Ｎ Ａ 認 識 酵 素 （ 例 え ば Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｈ お よ び Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ） が Ｄ Ｎ Ａ 部 分 と 相 互 作 用
す る こ と を 可 能 に す る 一 方 、 Ｐ Ｎ Ａ 部 分 は 高 い 結 合 親 和 性 お よ び 特 異 性 を 提 供 す る こ と が
で き る 。 Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ は 、 塩 基 の 積 み 重 な り 、 核 塩 基 の 間 の 結 合 の 数 、 お よ び 方
向 に 関 し て 選 択 さ れ た 適 切 な 長 さ の リ ン カ ー を 使 用 し て 結 合 さ れ 得 る （ ハ イ ラ ッ プ (Hyrup
 B.) (1996) 上 記 ） 。 Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ の 合 成 は 、 ハ イ ラ ッ プ (Hyrup B.) (1996) 上
記 お よ び フ ィ ン (Finn P.J.)ら  (1996) Nucleic Acids Res. 24(17):3357-63に 記 述 さ れ る
よ う に 実 施 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 が 、 標 準 的 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト カ ッ プ リ ン グ の 化
学 を 使 用 し て 固 体 支 持 体 上 で 合 成 さ れ 得 、 そ し て 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド 類 似 物 、 例 え ば
５ ’ － （ ４ － メ ト キ シ ト リ チ ル ） ア ミ ノ － ５ ’ － デ オ キ シ チ ミ ジ ン ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト が
、 Ｐ Ｎ Ａ と Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 端 と の 間 と し て 使 用 さ れ 得 る （ マ グ (Mag, M.)ら  (1989) Nucleic
 Acid Res. 17:5973-88） 。 Ｐ Ｎ Ａ モ ノ マ ー が そ の 後 、 段 階 的 様 式 で 結 合 さ れ て 、 ５ ’ の
Ｐ Ｎ Ａ 区 分 お よ び ３ ’ の Ｄ Ｎ Ａ 区 分 を も つ キ メ ラ 分 子 を 生 じ さ せ る （ フ ィ ン (Finn P.J.)
ら  (1996) 上 記 ） 。 あ る い は 、 キ メ ラ 分 子 は 、 ５ ’ の Ｄ Ｎ Ａ 区 分 お よ び ３ ’ の Ｐ Ｎ Ａ 区 分
を も ち 合 成 さ れ 得 る （ ピ ー タ ー サ ー (Peterser, K.H.)ら  (1975) Bioorganic Med. Chem. 
Lett. 5:1119-1124） 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 イ ン ビ ボ で 宿 主 細 胞
の レ セ プ タ ー を 標 的 と す る た め の ） 、 ま た は 、 細 胞 膜 （ 例 え ば 、 レ ツ ィ ン ガ ー (Letsinger
)ら  (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. US. 86:6553-6556； ル マ ト ル (Lemaitre)ら (1987) P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 84:648-652； 1988年 12月 15日 に 刊 行 さ れ た Ｐ Ｃ Ｔ 刊 行 物 第 Ｗ
Ｏ ８ ８ ／ ０ ９ ８ １ ０ 号 を 参 照 ） も し く は 血 液 脳 関 門 （ 例 え ば 、 1988年 ４ 月 25日 に 刊 行 さ れ
た Ｐ Ｃ Ｔ 刊 行 物 第 Ｗ Ｏ ８ ９ ／ １ ０ １ ３ ４ 号 を 参 照 ） を 横 断 す る 輸 送 を 助 長 す る 作 用 物 質 の
よ う な 他 の 付 属 さ れ た 基 を 包 含 し う る 。 加 え て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン に 誘 発 さ れ る 切 断 剤 (hybridization-triggered cleavage agent)（ 例 え ば 、 ク ロ
ー ル (Krol)ら  (1988) BioTechniques 6:958-976を 参 照 ） も し く は 挿 入 剤 （ 例 え ば 、 ゾ ン (
Zon) (1988) Pharm. Res. 5:539-549を 参 照 ） を 用 い て 修 飾 さ れ 得 る 。 こ の 目 的 に は 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 別 の 分 子 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 誘 発 さ れ
る 架 橋 剤 、 輸 送 剤 、 も し く は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 誘 発 さ れ る 切 断 剤 ） に 結 合 さ れ う
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る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
II． 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体
　 本 発 明 の 一 局 面 は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び そ の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 (
ま た 、 生 物 学 的 活 性 部 分 と も い う )、 な ら び に 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 を 生 じ さ せ る た め の 免 疫 原
と し て の 使 用 に 適 す る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 (ま た 、 フ ラ グ メ ン ト と も い う )に 関 す る 。 一 態 様
に お い て は 、 天 然 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 標 準 的 タ ン パ ク 質 精 製 技 術 を 使 用 す る 適 切 な
精 製 計 画 に よ り 、 細 胞 も し く は 組 織 の 供 給 源 か ら 単 離 さ れ 得 る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 製 造 さ れ る 。 組 換 え 発 現 に 代 わ り 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 準 的 ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 使 用 し て 化 学 的 に 合 成 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 も し く は 「 精 製 さ れ た 」 タ ン パ ク 質 も し く は そ の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分
は 、 細 胞 性 物 質 、 ま た は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 が 由 来 す る 細 胞 も し く は 組 織 の 供 給 源 か ら の
他 の 汚 染 す る タ ン パ ク 質 を 本 質 的 に 含 ま な い か 、 あ る い は 、 化 学 的 に 合 成 さ れ る 場 合 は 化
学 的 前 駆 体 も し く は 他 の 化 学 物 質 を 本 質 的 に 含 ま な い 。 「 細 胞 性 物 質 を 本 質 的 に 含 ま な い
」 と い う 言 語 は 、 そ の 中 で タ ン パ ク 質 が 、 そ れ か ら そ れ が 単 離 も し く は 組 換 え 的 に 産 生 さ
れ る 細 胞 の 細 胞 性 成 分 か ら 分 離 さ れ る 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 包 含 す る 。 一 態 様
に お い て は 、 「 細 胞 性 物 質 を 本 質 的 に 含 ま な い 」 と い う 言 語 は 、 約 30％ （ 乾 燥 重 量 ） 未 満
の 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 （ 「 汚 染 す る タ ン パ ク 質 」 と も ま た 本 明 細 書 で 称 さ れ る ） 、 よ り
好 ま し く は 約 20％ 未 満 の 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 な お よ り 好 ま し く は 約 10％ 未 満 の 非 Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 ５ ％ 未 満 の 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 有 す る Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 包 含 す る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は そ の 生 物 学 的 に 活 性 の
部 分 が 組 換 え 的 に 生 じ ら れ る 場 合 、 そ れ は ま た 、 好 ま し く は 、 培 養 培 地 を 本 質 的 に 含 ま な
い 、 す な わ ち 、 培 養 培 地 は 、 タ ン パ ク 質 調 製 物 の 体 積 の 約 20％ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 10
％ 未 満 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 ５ ％ 未 満 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 「 化 学 的 前 駆 体 も し く は 他 の 化 学 物 質 を 本 質 的 に 含 ま な い 」 と い う 言 語 は 、 そ の 中 で タ
ン パ ク 質 が タ ン パ ク 質 の 合 成 に 関 与 す る 化 学 的 前 駆 体 も し く は 他 の 化 学 物 質 か ら 分 離 さ れ
る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 包 含 す る 。 一 態 様 に お い て は 、 「 化 学 的 前 駆 体 も し く は
他 の 化 学 物 質 を 本 質 的 に 含 ま な い 」 と い う 言 語 は 、 約 30％ （ 乾 燥 重 量 ） 未 満 の 化 学 的 前 駆
体 も し く は 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 化 学 物 質 、 よ り 好 ま し く は 約 20％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 も し く は 非 Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ 化 学 物 質 、 な お よ り 好 ま し く は 約 10％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 も し く は 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 化 学
物 質 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 ５ ％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 も し く は 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 化 学 物 質 を 有
す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に
十 分 に 相 同 も し く は こ れ 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番
号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る ペ プ チ ド を 包 含 し 、 こ れ
ら は 完 全 長 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 よ り 少 な い ア ミ ノ 酸 を 包 含 し 、 か つ Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質
の 最 低 １ 種 の 活 性 を 表 わ す 。 典 型 的 に は 、 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質
の 最 低 １ 種 の 活 性 を も つ １ 個 の ド メ イ ン も し く は モ チ ー フ を 含 ん で 成 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ
ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 は 、 例 え ば 、 長 さ が 10、 25、 50、 100も し く は そ れ 以 上 の ア
ミ ノ 酸 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 は 最 低 １ 個 の シ ス テ イ
ン に 富 む 領 域 を 含 ん で 成 る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性
の 部 分 は 最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 は
最 低 １ 個 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン を 包 含 す る 。 な お 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ
ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 は 最 低 １ 個 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 ん で 成 る 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 代 替 の 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 は シ グ ナ ル 配 列
を 欠 く Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 好 ま し い 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 は 上 で 同 定 さ れ た 構 造 ド
メ イ ン の 最 低 １ 個 を 含 有 し う る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の よ り
好 ま し い 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 は 、 上 で 同 定 さ れ た 構 造 ド メ イ ン の 最 低 ２ 個 を 含 有 し う る
。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の な お よ り 好 ま し い 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 は 上 で 同 定 さ れ た 構 造 ド
メ イ ン の 最 低 ３ 個 を 含 有 し う る 。 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の と り わ け 好 ま し い 生 物 学
的 に 活 性 の 部 分 は 上 で 同 定 さ れ た 構 造 ド メ イ ン の 最 低 ４ 個 を 含 有 し う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 さ ら に 、 そ の 中 で 当 該 タ ン パ ク 質 の 他 の 領 域 が 欠 失 さ れ る 他 の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 が
組 換 え 技 術 に よ り 製 造 さ れ 得 、 そ し て 天 然 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 の １ 種 も し
く は そ れ 以 上 に つ い て 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 、 も し く は 配 列 番 号 ２ に 最 低 約 55％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に
お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ５ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 も し く は 配 列 番
号 ５ に 最 低 約 35％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 も し く は 配 列 番 号 ８ に 最 低 約 85％ 相
同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 配 列
番 号 １ １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 も し く は 配 列 番 号 １ １ に 最 低 約 35％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る 。 な お 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番
号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 最 低 約
30～ 35％ 、 好 ま し く は 約 40～ 45％ 、 よ り 好 ま し く は 約 50～ 55％ 、 な お よ り 好 ま し く は 約 60
～ 65％ 、 そ し て な お よ り 好 ま し く は 最 低 約 70～ 75％ 、 80～ 85％ 、 90～ 95％ も し く は そ れ 以
上 相 同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も
し く は 配 列 番 号 １ １ に 本 質 的 に 相 同 で あ り 、 そ し て 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号
５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ の タ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 を 保 持 す る が 、 し か し そ
れ で も 上 の 小 区 分 Ｉ で 詳 細 に 記 述 さ れ た と お り 、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 の 変 異 も し く は 突 然 変
異 誘 発 の た め 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な る 。 従 っ て 、 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク
質 は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 低
約 60％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 り 、 そ し て 、 好 ま し く は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ２ 、 配
列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 を 保 持 す
る タ ン パ ク 質 で あ る 。 好 ま し く は 、 当 該 タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番
号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ に 最 低 約 70％ 相 同 、 よ り 好 ま し く は 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、
配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ に 最 低 約 80％ 相 同 、 な お よ り 好 ま し く は 配 列 番 号 ２ 、 配
列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ に 最 低 約 90％ 相 同 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 配
列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ に 最 低 約 95％ も し く は そ れ 以 上
相 同 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ２ 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は ２ 種 の 核 酸 の 相 同 性 の パ ー セ ン ト を 決 定 す る た め に は 、 配
列 が 、 至 適 の 比 較 の 目 的 上 整 列 さ れ る （ 例 え ば 、 ギ ャ ッ プ が 、 第 二 の ア ミ ノ 酸 も し く は 核
酸 の 配 列 と の 至 適 の 整 列 の た め に 第 一 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 も し く は 核 酸 の 配 列 に 導 入 さ れ 得
る ） 。 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 も し く は ヌ ク レ オ チ ド 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 も し く は ヌ ク レ オ
チ ド が そ の 後 比 較 さ れ る 。 第 一 の 配 列 中 の あ る 位 置 が 第 二 の 配 列 中 の 対 応 す る 位 置 と 同 一
の ア ミ ノ 酸 残 基 も し く は ヌ ク レ オ チ ド に よ り 占 有 さ れ る 場 合 に は 、 そ れ ら の 分 子 は そ の 位
置 で 相 同 で あ る （ す な わ ち 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の ア ミ ノ 酸 も し く は 核 酸 の 「 相
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同 性 」 は 、 ア ミ ノ 酸 も し く は 核 酸 の 「 同 一 性 」 に 同 等 で あ る ） 。 ２ 種 の 配 列 の 間 の 相 同 性
の パ ー セ ン ト は 、 そ れ ら の 配 列 に よ り 共 有 さ れ る 同 一 の 位 置 の 数 の 関 数 で あ る （ す な わ ち
、 相 同 性 ％ ＝ 同 一 の 位 置 の 数 ／ 位 置 の 総 数 × 100） 。 ２ 種 の 配 列 の 間 の 相 同 性 の パ ー セ ン
ト の 決 定 は 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 成 し 遂 げ ら れ 得 る 。 ２ 種 の 配 列 の 比 較 に 利 用 さ
れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 好 ま し い 、 制 限 し な い 一 例 は 、 カ ー リ ン (Karlin)と ア ル チ ュ ー
ル (Altschul) (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-77で の よ う に 改 変 さ れ る 、
カ ー リ ン (Karlin)と ア ル チ ュ ー ル (Altschul) (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:22
64-68の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 こ う し た ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ア ル チ ュ ー ル (Altschul)ら  (199
0) J. Mol. Biol. 215:403-10の Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ お よ び Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム に 組 み 込 ま
れ る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ヌ ク レ オ チ ド 検 索 が 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 に 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 得 る た め に 、 点 数 (score)＝ 100、 語 長 ＝ 12の Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 実 施
さ れ 得 る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ タ ン パ ク 質 検 索 は 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 分 子 に 相 同 な ア ミ
ノ 酸 配 列 を 得 る た め に 、 点 数 ＝ 50、 語 長 ＝ ３ の Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 実 施 さ れ
得 る 。 比 較 の 目 的 上 ギ ャ ッ プ を つ け ら れ た (gapped)整 列 を 得 る た め に は 、 ギ ャ ッ プ を つ け
ら れ た Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ が 、 ア ル チ ュ ー ル (Altschul)ら 、 (1997) Nucleic Acids Research 25(1
7):3389-3402に 記 述 さ れ る よ う に 利 用 さ れ 得 る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ お よ び ギ ャ ッ プ を つ け ら れ た
Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 場 合 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム （ 例 え ば Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ お よ
び Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ） の デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ が 使 用 さ れ 得 る 。 http://www.ncbi.nlm.nih.
gov を 参 照 。 配 列 の 比 較 に 利 用 さ れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 別 の 好 ま し い 制 限 し な い 例 は
、 マ イ ヤ ー ス (Myers)と ミ ラ ー (Miller)、 Ｃ Ａ Ｂ Ｏ Ｉ Ｓ (1989)の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 こ
う し た ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Ｇ Ｃ Ｇ 配 列 整 列 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 （ バ ー ジ ョ ン ２ ． ０ ） に 組 み 込 ま れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る た め に Ａ Ｌ Ｉ
Ｇ Ｎ プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 場 合 、 Ｐ Ａ Ｍ １ ２ ０ 重 量 残 基 表 (weight residue table)、 12と
い う ギ ャ ッ プ 長 罰 点 (penalty)お よ び ４ と い う ギ ャ ッ プ 罰 点 が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の キ メ ラ も し く は 融 合 タ ン パ ク 質 も ま た 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ
れ る と こ ろ の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 「 キ メ ラ タ ン パ ク 質 」 も し く は 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 は 、 非 Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ ポ リ ペ プ チ ド に 有 効 に 結 合 さ れ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 。 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ポ リ
ペ プ チ ド 」 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 一 方 、 「 非 Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 に 本 質 的 に 相 同 で な い タ ン パ ク 質 、 例 え ば
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 と 異 な り か つ 同 一 も し く は 異 な る 生 物 体 由 来 で あ 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 指 す 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 内 で は 、 Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ ポ リ ペ プ チ ド は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 全 部 も し く は 一 部 分 に 対 応 し 得 る 。 好 ま し い 一 態
様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 最 低 １ 個 の 生 物 学 的 に 活
性 の 部 分 を 含 ん で 成 る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 は Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ タ ン パ ク 質 の 最 低 ２ 個 の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分 を 含 ん で 成 る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い
て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 最 低 ３ 個 の 生 物 学 的 に 活 性 の 部 分
を 含 ん で 成 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 内 で は 、 「 操 作 可 能 に 結 合 さ れ る 」 と い う 用 語 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド が 相 互 に 対 し 同 じ 読 み 枠 で 融 合 さ れ る こ と
を 示 す こ と を 意 図 さ れ る 。 非 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 も し
く は Ｃ 末 端 に 融 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 例 え ば 、 一 態 様 に お い て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は Ｇ Ｓ Ｔ － Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り
、 こ こ で は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 が Ｇ Ｓ Ｔ 配 列 の Ｃ 末 端 に 融 合 さ れ る 。 こ う し た 融 合 タ ン パ ク 質 は
組 換 え Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 精 製 を 助 長 し 得 る 。 　 別 の 態 様 に お い て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 そ の Ｎ
末 端 に 異 種 シ グ ナ ル 配 列 を 含 有 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 で あ る 。 例 え ば 、 天 然 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
の シ グ ナ ル 配 列 （ す な わ ち 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ な い し 23周 辺 ） が 除 去 さ れ 得 、 そ し
て 別 の タ ン パ ク 質 か ら の シ グ ナ ル 配 列 で 置 き 換 え ら れ 得 る 。 あ る 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 哺 乳 動
物 宿 主 細 胞 ） に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 発 現 お よ び ／ も し く は 分 泌 が 異 種 シ グ ナ ル 配 列 の 使
用 に よ り 増 大 さ れ 得 る 。
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【 ０ ０ ８ ８ 】
　 な お 別 の 態 様 に お い て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質
で あ り 、 こ こ で は 主 と し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 を 含 ん で 成 る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 が
、 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 一 構 成 員 由 来 の 配 列 に 融 合 さ れ る 。 可 溶 性 の 誘
導 体 も ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 （ Ｆ ｃ ） 領 域 に 融 合 さ れ た 細 胞 表 面 糖 タ ン パ ク 質 の 細
胞 外 ド メ イ ン か ら 成 る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 細 胞 表 面 糖 タ ン パ ク 質
か ら 作 成 さ れ て い る （ 例 え ば 、 ケ イ ポ ン (Capon, D.J.)ら  (1989) Nature 337:525-531な
ら び に ケ イ ポ ン (Capon) 米 国 特 許 第 ５ ， １ １ ６ ， ９ ６ ４ お よ び ５ ， ４ ２ ８ ， １ ３ ０ 号 ［ Ｃ
Ｄ ４ － Ｉ ｇ Ｇ １ 構 築 物 ］ ； リ ン ズ レ イ (Linsley, P.S.)ら  (1991) J. Exp. Med. 173:721-
730［ Ｃ Ｄ ２ ８ － Ｉ ｇ Ｇ １ 構 築 物 お よ び Ｂ ７ － １ － Ｉ ｇ Ｇ １ 構 築 物 ］ ； な ら び に リ ン ズ レ
イ (Linsley, P.S.)ら  (1991) J. Exp. Med. 174:561-569お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ３ ４ ，
１ ３ １ 号 ［ Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ － Ｉ ｇ Ｇ １ ］ を 参 照 ） 。 こ う し た 融 合 タ ン パ ク 質 は レ セ プ タ ー － リ
ガ ン ド の 相 互 作 用 を 調 節 す る の に 有 用 と 判 明 し て い る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 （ Ｆ ｃ ） 領
域 に 融 合 さ れ た 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー の 細 胞 外 ド メ イ ン か ら 成 る 、 腫 瘍 壊 死 因 子 レ セ プ タ ー
（ Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ ） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 可 溶 性 の 誘 導 体 が
作 成 さ れ て い る （ 例 え ば 、 モ ア ラ ン ド (Moreland)ら  (1997) N. Engl. J. Med. 337(3):14
1-147； フ ァ ン ・ デ ル ・ ポ ル (van der Poll)ら  (1997) Blood 89(10):3727-3734； お よ び
ア ン マ ン (Ammann)ら  (1997) J. Clin. Invest. 99(7):1699-1703を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 製 薬 学 的 組 成 物 中 に 組 み 込 ま れ 得
、 そ し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ リ ガ ン ド と 細 胞 の 表 面 上 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー と の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害
し て そ れ に よ り イ ン ビ ボ で Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 媒 介 性 の シ グ ナ ル 伝 達 を 抑 制 す る よ う に 被 験 体 に 投 与
さ れ 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ コ グ ネ イ ト レ セ プ タ ー
の 生 物 学 的 利 用 性 に 影 響 を 及 ぼ す の に 使 用 さ れ 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ リ ガ ン ド ／ Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 相 互
作 用 の 阻 害 は 、 分 化 も し く は 増 殖 性 障 害 の 治 療 、 な ら び に 発 生 応 答 、 細 胞 接 着 お よ び ／ も
し く は 細 胞 の 運 命 を 調 節 （ 例 え ば 促 進 も し く は 阻 害 ） す る こ と の 双 方 に 治 療 上 有 用 で あ り
う る 。 さ ら に 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 被 験 体 に お い て 抗
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 を 産 生 さ せ る た め の 免 疫 原 と し て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ リ ガ ン ド を 精 製 す る た め 、 そ し
て ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ リ ガ ン ド と の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 分 子 を
同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の キ メ ラ も し く は 融 合 タ ン パ ク 質 は 標 準 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ
Ａ 技 術 に よ り 製 造 さ れ る 。 例 え ば 、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 、
慣 習 的 技 術 に 従 っ て 、 例 え ば 、 平 滑 末 端 に さ れ た も し く は 付 着 末 端 に さ れ た 末 端 を ラ イ ゲ
ー シ ョ ン に 使 用 す る こ と 、 適 切 な 末 端 を 提 供 す る た め の 制 限 酵 素 消 化 、 適 切 な よ う に 付 着
末 端 を 埋 め る こ と (filling-in)、 所 望 さ れ な い 結 合 を 避 け る た め の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 処 理 、 お よ び 酵 素 的 連 結 に よ り 、 同 じ 読 み 枠 で 一 緒 に 連 結 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て は
、 融 合 遺 伝 子 は 自 動 化 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 を 包 含 す る 慣 習 的 技 術 に よ り 合 成 さ れ 得 る 。 あ る い は
、 遺 伝 子 断 片 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 が 、 そ の 後 ア ニ ー リ ン グ さ れ 得 そ し て キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 を 生 じ
さ せ る よ う に 再 増 幅 さ れ 得 る ２ 個 の 連 続 す る 遺 伝 子 断 片 の 間 に 相 補 的 突 出 (overhang)を 生
じ さ せ る ア ン カ ー プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 実 施 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Current Protocols in M
olecular Biology、 ア ウ ス ベ ル (Ausubel)ら 編 、 ジ ョ ン ・ ワ イ リ ー ・ ア ン ド ・ サ ン ズ (John
 Wiley & Sons): 1992を 参 照 ） 。 さ ら に 、 融 合 部 分 （ 例 え ば Ｇ Ｓ Ｔ ポ リ ペ プ チ ド ） を 既 に
コ ー ド す る 多 く の 発 現 ベ ク タ ー が 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る 核 酸 は
、 融 合 部 分 が Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 に 同 じ 読 み 枠 で 結 合 さ れ る よ う に こ う し た 発 現 ベ ク タ ー
中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ア ゴ ニ ス ト （ 模 倣 物 (mimetics)） も し く は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ア ン タ ゴ ニ
ス ト の い ず れ か と し て 機 能 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 に も 関 す る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ
ク 質 の 変 異 体 は 、 突 然 変 異 誘 発 、 例 え ば 別 個 の 点 突 然 変 異 も し く は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の
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短 縮 (truncation)に よ り 生 じ ら れ 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の ア ゴ ニ ス ト は 、 天 然 に 存 在
す る 形 態 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 の 同 一 物 も し く は サ ブ セ ッ ト (subset)を 本
質 的 に 保 持 し 得 る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク
質 を 包 含 す る 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 下 流 も し く は 上 流 の 構 成 員 に 競 争 的 に 結 合
す る こ と に よ り 、 天 然 に 存 在 す る 形 態 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 活 性 の １ 種 も し く は そ れ 以
上 を 阻 害 し 得 る 。 従 っ て 、 特 異 的 な 生 物 学 的 影 響 が 、 制 限 さ れ た 機 能 の あ る 変 異 体 で の 処
理 に よ り 導 き 出 さ れ 得 る 。 一 態 様 に お い て は 、 天 然 に 存 在 す る 形 態 の タ ン パ ク 質 の 生 物 学
的 活 性 の サ ブ セ ッ ト を 有 す る 変 異 体 で の 被 験 体 の 処 理 は 、 被 験 体 に お い て 、 天 然 に 存 在 す
る 形 態 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 で の 処 理 に 関 し て よ り 少 な い 副 作 用 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 一 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ア ゴ ニ ス ト （ 模 倣 物 ） も し く は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ア ン タ ゴ ニ ス ト の
い ず れ か と し て 機 能 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異
体 、 例 え ば 短 縮 突 然 変 異 体 の 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の ア ゴ ニ ス ト
も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ 得 る 。 一 態
様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 変 異 体 の 多 彩 な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 核 酸 レ ベ ル で の 組 み 合 わ せ 突 然
変 異 誘 発 に よ り 生 じ ら れ 、 そ し て 多 彩 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り コ ー ド さ れ る 。 Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ 変 異 体 の 多 彩 な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 潜 在 的 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 の 縮 重 し た 組 が 別 個 の
ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 も し く は 、 あ る い は 、 そ の 中 に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 の 組 を 含 有 す る 一 組 の
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 (phage display)の た め ） と し
て 発 現 可 能 で あ る よ う に 、 遺 伝 子 配 列 中 に 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 酵 素 的 に 連
結 す る こ と に よ り 生 じ ら れ 得 る 。 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 潜 在 的 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 変 異
体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 じ さ せ る の に 使 用 さ れ 得 る 多 様 な 方 法 が 存 在 す る 。 縮 重 遺 伝 子 配 列
の 化 学 合 成 が 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 で 実 施 さ れ 得 、 そ し て 合 成 遺 伝 子 が そ の 後 、 適 切 な 発 現 ベ
ク タ ー に 連 結 さ れ 得 る 。 遺 伝 子 の 縮 重 し た 組 の 使 用 は 、 潜 在 的 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 の 所 望 の 組 を
コ ー ド す る 配 列 の 全 部 の １ 混 合 物 で の 供 給 を 見 込 む 。 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 方 法
は 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る （ 例 え ば 、 ナ ラ ン グ (Narang, S.A.) (1983) Tetrahedron 39
:3； イ タ ク ラ (Itakura)ら  (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323； イ タ ク ラ (Itakura)ら  (
1984) Science 198:1056； ア イ ク (Ike)ら  (1983) Nucleic Acid Res. 11:477を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 加 え て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 断 片 の ラ イ ブ ラ リ ー が 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン
パ ク 質 の 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び そ の 後 の 選 択 の た め に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 断 片 の 多 彩 な 集 団
を 生 じ さ せ る の に 使 用 さ れ 得 る 。 一 態 様 に お い て は 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 断 片 の ラ イ ブ ラ リ
ー が 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 を 、 切 れ 目 形 成 (nicking)が １ 分 子
あ た り 約 １ 回 の み 起 こ る 条 件 下 に て ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 す る こ と 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 さ
せ る こ と 、 Ｄ Ｎ Ａ を 復 元 さ せ て 異 な る 切 れ 目 を 入 れ ら れ た (nicked)産 物 か ら の セ ン ス ／ ア
ン チ セ ン ス の 対 を 包 含 し 得 る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 形 成 さ せ る こ と 、 一 本 鎖 部 分 を Ｓ １ ヌ ク レ ア
ー ゼ で の 処 理 に よ り 再 形 成 さ れ た 二 本 鎖 か ら 除 去 す る こ と 、 そ し て 生 じ る 断 片 の ラ イ ブ ラ
リ ー を 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 す る こ と に よ り 生 じ ら れ 得 る 。 こ の 方 法 に よ り 、 発 現 ラ イ ブ ラ
リ ー が 生 じ ら れ 得 、 こ れ は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 お よ び 多 様 な 大 き さ の 内
部 断 片 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 点 突 然 変 異 も し く は 短 縮 に よ り 作 成 さ れ た 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー の 遺 伝 子 産 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る た め 、 お よ び 選 択 さ れ た 特 性 を 有 す る 遺 伝 子 産 物 に つ い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の い く つ か の 技 術 が 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 こ う し
た 技 術 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 組 み 合 わ せ 突 然 変 異 誘 発 に よ り 生 じ ら れ た 遺 伝 子 ラ イ ブ
ラ リ ー の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ に 適 応 可 能 で あ る 。 高 ス ル ー プ ッ ト 分 析 に 敏 感 に 反 応 す る
、 大 き な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 最 も 幅 広 く 使 用 さ れ る 技 術 は 、 典
型 的 に は 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と 、 ベ
ク タ ー の 生 じ る ラ イ ブ ラ リ ー で 適 切 な 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と 、 そ し て 所 望 の 活 性 の 検 出
が そ の 産 物 が 検 出 さ れ た 遺 伝 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー の 単 離 を 助 長 す る 条 件 下 で 組 み 合 わ
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せ 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と を 包 含 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 機 能 的 突 然 変 異 体 の 頻 度 を 高 め る
新 し い 技 術 、 Recrusive 集 団 突 然 変 異 誘 発 (recrusive ensemble mutagenesis)（ Ｒ Ｅ Ｍ ）
が 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 変 異 体 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ と 共 同 し て 使 用 さ れ 得 る
（ ア ー キ ン (Arkin)と ユ ル ヴ ァ ン (Yourvan) (1992) PNAS 89:7811-7815； デ ル グ レ イ ヴ (De
lgrave)ら  (1993) Protein Engineering 6(3):327-331） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 一 態 様 に お い て 、 細 胞 を 基 礎 と す る ア ッ セ イ が 多 彩 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー を 分 析 す る
の に 活 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー が 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 依 存 性 の 様 式 で 特
定 の リ ガ ン ド に 普 通 に 応 答 す る 細 胞 系 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 得 る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン さ れ た 細 胞 は そ の 後 、 リ ガ ン ド と 接 触 さ れ 、 そ し て 、 リ ガ ン ド に よ る シ グ ナ ル 伝 達
に 対 す る 突 然 変 異 体 の 発 現 の 影 響 が 、 例 え ば 多 数 の 免 疫 細 胞 応 答 の い ず れ か を 測 定 す る こ
と に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ が そ の 後 、 阻 害 、 も し く は 、 あ る い は 、 リ ガ ン
ド 誘 導 の 強 化 に 成 功 す る (score)細 胞 か ら 回 収 さ れ 得 、 そ し て 個 々 の ク ロ ー ン が さ ら に 特
徴 づ け ら れ 得 る 。 　 単 離 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 一 部 も し く は 断 片 が 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 の た め の 標 準 的 技 術 を 使 用 し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を 結 合
す る 抗 体 を 生 じ さ せ る た め の 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 完 全 長 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 が
使 用 さ れ 得 る か 、 も し く は 、 あ る い は 、 本 発 明 は 免 疫 源 と し て の 使 用 の た め の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の
抗 原 性 ペ プ チ ド 断 片 を 提 供 す る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ５
、 配 列 番 号 ８ も し く は 配 列 番 号 １ １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 最 低 ８ ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん
で 成 り 、 ま た 、 当 該 ペ プ チ ド に 対 し 生 じ ら れ た 抗 体 が Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ と 特 異 的 免 疫 複 合 体 を 形 成
す る よ う な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 抗 原 決 定 基 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 最 低
10ア ミ ノ 酸 残 基 、 よ り 好 ま し く は 最 低 15ア ミ ノ 酸 残 基 、 な お よ り 好 ま し く は 最 低 20ア ミ ノ
酸 残 基 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 最 低 30ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 抗 原 性 ペ プ チ ド に よ り 包 含 さ れ る 好 ま し い 抗 原 決 定 基 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 表 面 に 配 置 さ れ る
こ の タ ン パ ク 質 の 領 域 、 例 え ば 親 水 性 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 免 疫 原 は 、 典 型 的 に は 、 適 す る 被 験 体 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス も し く
は 他 の 哺 乳 動 物 ） を 当 該 免 疫 原 で 免 疫 す る こ と に よ り 抗 体 を 調 製 す る の に 使 用 さ れ る 。 適
切 な 免 疫 原 性 調 製 物 は 、 例 え ば 、 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 化 学
的 に 合 成 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し 得 る 。 当 該 調 製 物 は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 も
し く は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の よ う な ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は 類 似 の 免 疫 刺 激 剤 を さ ら に 包 含
し 得 る 。 免 疫 原 性 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 調 製 物 で の 適 す る 被 験 体 の 免 疫 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
抗 体 応 答 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 別 の 局 面 は 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 に 関 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の
「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 す な わ ち Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
の よ う な 抗 原 を 特 異 的 に 結 合 す る （ こ れ と 免 疫 反 応 す る (immunoreact)） 抗 原 結 合 部 位 を
含 有 す る 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 の 部 分 を 指 す 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 の 部
分 の 例 は Ｆ （ ａ ｂ ） お よ び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 を 包 含 し 、 こ れ ら は 抗 体 を ペ プ シ ン の よ う
な 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ り 生 じ ら れ 得 る 。 本 発 明 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル
お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 」 も し く は 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 」 と い う 用 語 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 特 定 の 抗 原 決 定
基 と 免 疫 反 応 す る こ と が 可 能 な 抗 原 結 合 部 位 の た だ １ 種 を 含 有 す る 抗 体 分 子 の 集 団 を 指 す
。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 は 、 従 っ て 、 典 型 的 に は 、 そ れ が 免 疫 反 応 す る 特 定 の Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ タ ン パ ク 質 に 対 す る 単 一 の 結 合 親 和 性 を 表 わ す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 は 、 適 す る 被 験 体 を Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 免 疫 原 で 免 疫 す る こ と に よ
り 上 述 さ れ た と お り 調 製 さ れ 得 る 。 免 疫 さ れ た 被 験 体 に お け る 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 の 力 価 は 、
固 定 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を 使 用 す る 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） で の よ う な 標 準 的 技 術 に よ
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り 時 間 に わ た っ て 監 視 さ れ 得 る 。 所 望 の 場 合 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ に 対 し 向 け ら れ る 抗 体 分 子 が そ
の 哺 乳 動 物 か ら （ 例 え ば 血 液 か ら ） 単 離 さ れ 得 、 そ し て Ｉ ｇ Ｇ 画 分 を 得 る た め の プ ロ テ イ
ン Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 公 知 の 技 術 に よ り さ ら に 精 製 さ れ 得 る 。 免 疫 後 適 切 な 時
点 で 、 例 え ば 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 の 力 価 が 最 高 で あ る 場 合 に 、 抗 体 産 生 細 胞 が 被 験 体 か ら 得 ら
れ る こ と が で き 、 そ し て 、 コ ー ラ ー (Kohler)と ミ ル シ ュ テ イ ン (Milstein) (1975) Nature
 256:495-497に よ り 元 は 記 述 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ ブ ラ ウ ン (Brown)ら  (1981) J. 
Immunol. 127:539-46； ブ ラ ウ ン (Brown)ら  (1980） J. Biol. Chem. 255:4980-83； イ ェ (Y
eh)ら  (1976) PNAS 76:2927-31； お よ び イ ェ (Yeh)ら  (1982) Int. J. Cancer 29:269-75
も ま た 参 照 ） 、 よ り 最 近 の ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ コ ズ ボ ル (Kozbor)ら  (1983) 
Immunol Today 4:72） 、 Ｅ Ｂ Ｖ ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ コ ー ル (Cole)ら (1985)、 Monoclonal
 Antibodies and Cancer Therapy、 ア ラ ン ・ Ｒ ・ リ ス ・ イ ン ク (Alan R. Liss, Inc.)、 pp
.77-96） も し く は ト リ オ ー マ (trioma)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 使 用 さ れ 得 る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 す る た め の 技 術
は 公 知 で あ る （ 一 般 に 、 ケ ネ ス (R.H. Kenneth)、 Monoclonal Antibodies: A New Dimensi
on In Biological Analyses中 、 プ レ ナ ム ・ パ ブ リ ッ シ ン グ ・ コ ー プ (Plenum Publishing 
Corp.)、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ニ ュ ー ヨ ー ク (1980)； ラ ー ナ ー (E.A. Lerner)(1981) Yale J. Bi
ol. Med.、 54:387-402； ゲ フ タ ー (M.L. Gefter)ら  (1977) Somatic Cell Genet. 3:231-3
6を 参 照 ） 。 簡 潔 に は 、 不 死 細 胞 系 （ 典 型 的 に は 骨 髄 腫 ） が 、 上 述 さ れ た と お り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
免 疫 原 で 免 疫 さ れ た 哺 乳 動 物 か ら の リ ン パ 球 （ 典 型 的 に は 脾 細 胞 ） に 融 合 さ れ 、 そ し て 生
じ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 上 清 が 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を 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 た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 リ ン パ 球 お よ び 不 死 化 さ れ た 細 胞 系 を 融 合 す る た め に 使 用 さ れ る 多 く の 公 知 の プ ロ ト コ
ル の い ず れ か が 、 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 じ さ せ る と い う 目 的 上 適 用 さ れ 得 る
（ 例 え ば 、 ガ ル フ レ (G. Galfre)ら  (1977) Nature 266:55052： ゲ フ タ ー (Gefter)ら  Soma
tic Cell Genet.、 上 記 に 引 用 さ れ た ； ラ ー ナ ー (Lerner)、 Yale J. Biol. Med.、 上 記 に
引 用 さ れ た ； ケ ネ ス (Kenneth)、 Monoclonal Antibodies、 上 記 に 引 用 さ れ た 、 を 参 照 ） 。
さ ら に 、 当 業 者 は 、 ま た 有 用 で あ る こ と が で き る こ う し た 方 法 の 多 く の 変 法 が 存 在 す る こ
と を 真 価 を 認 め る で あ ろ う 。 典 型 的 に は 、 不 死 細 胞 系 （ 例 え ば 骨 髄 腫 細 胞 系 ） は リ ン パ 球
と 同 一 の 哺 乳 動 物 種 由 来 で あ る 。 例 え ば 、 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 調
製 物 で 免 疫 さ れ た マ ウ ス か ら の リ ン パ 球 を 不 死 化 さ れ た マ ウ ス 細 胞 系 と 融 合 す る こ と に よ
り 作 成 さ れ 得 る 。 好 ま し い 不 死 細 胞 系 は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ
ン を 含 有 す る 培 養 培 地 （ 「 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 」 ） に 感 受 性 で あ る マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 系 で あ る 。 多
数 の 骨 髄 腫 細 胞 系 の い ず れ か 、 例 え ば Ｐ ３ － Ｎ Ｓ １ ／ １ － Ａ ｇ ４ － １ 、 Ｐ ３ － ｘ ６ ３ － Ａ
ｇ ８ ． ６ ５ ３ も し く は Ｓ ｐ ２ ／ Ｏ － Ａ ｇ １ ４ 骨 髄 腫 系 統 が 、 標 準 的 技 術 に 従 っ て 融 合 パ ー
ト ナ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 骨 髄 腫 系 統 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 の マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 が 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 「 Ｐ Ｅ Ｇ 」 ） を 使
用 し て マ ウ ス 脾 細 胞 に 融 合 さ れ る 。 こ の 融 合 か ら 生 じ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が そ の 後 、 Ｈ
Ａ Ｔ 培 地 を 使 用 し て 選 択 さ れ る 。 こ れ は 融 合 さ れ な い 、 お よ び 非 生 産 的 に 融 合 さ れ た 骨 髄
腫 細 胞 を 殺 す （ 融 合 さ れ な い 脾 細 胞 は 、 そ れ ら は 形 質 転 換 さ れ な い た め 数 日 後 に 死 ぬ ） 。
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 例 え ば 標 準 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を 結 合 す る 抗 体 に つ い て ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 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 わ り に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 は 、 組 換 え の 組 み 合 わ せ 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 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ で ス ク リ ー ニ ン グ し て そ れ に よ り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を 結
合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 を 単 離 す る こ と に よ り 、 同 定 か つ 単 離 さ れ 得
る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 生 じ さ せ そ し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ
ト は 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 フ ァ ル マ シ ア (Pharmacia)の 組 換 え フ ァ ー ジ 抗 体
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系 (Recombinant Phage Antibody System)、 カ タ ロ グ 番 号 ２ ７ － ９ ４ ０ ０ － ０ １ ； お よ び
ス ト ラ タ ジ ー ン (Stratagene)の サ ー フ ザ ッ プ ［ SurfZAP］ （ 商 標 ） フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
キ ッ ト (Phage Display Kit)、 カ タ ロ グ 番 号 ２ ４ ０ ６ １ ２ ） 。 加 え て 、 抗 体 デ ィ ス プ レ イ
ラ イ ブ ラ リ ー の 発 生 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ で の 使 用 に と り わ け 敏 感 に 反 応 す る 方 法 お よ び
試 薬 の 例 は 、 例 え ば 、 ラ ド ナ ー (Ladner)ら  米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ３ ， ４ ０ ９ 号 ； カ ン グ (Ka
ng)ら  Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 刊 行 物 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ８ ６ １ ９ 号 ； ド ワ ー (Dower)ら  Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 刊 行 物
第 Ｗ Ｏ ９ １ ／ １ ７ ２ ７ １ 号 ； ウ ィ ン タ ー (Winter)ら  Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 特 許 刊 行 物 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／
２ ０ ７ ９ １ 号 ； マ ー ク ラ ン ド (Markland)ら  Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 刊 行 物 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ５ ６ ７ ９ 号
； ブ ラ イ ト リ ン ク (Breitling)ら  Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 刊 行 物 Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ １ ２ ８ ８ ； マ キ ャ フ ァ ー
テ ィ (McCafferty)ら  Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 刊 行 物 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ １ ０ ４ ７ 号 ； ガ ラ ー ド (Garrard)ら
 Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 刊 行 物 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ９ ６ ９ ０ 号 ； ラ ド ナ ー (Ladner)ら  Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 刊 行 物 第
Ｗ Ｏ ９ ０ ／ ０ ２ ８ ０ ９ 号 ； フ ー フ ス (Fuchs)ら  (1991) Bio/Technology 9:1370-1372； ヘ
イ (Hay)ら  (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85； ヒ ュ ー ズ (Huse)ら  (1989) Scien
ce 246:1275-1281； グ リ フ ィ ス (Griffiths)ら  (1993)EMBO J 12:725-734； ホ ー キ ン ス (Ha
wkins)ら  (1992) J. Mol. Biol. 226:889-896； ク ラ ー ク ソ ン (Clarkson)ら  (1991) Natur
e 352:624-628； グ ラ ム (Gram)ら  (1992) PNAS 89:3576-3580； ガ ラ ド (Garrad)ら  (1991) 
Bio/Technology 9:1373-1377； ホ ー ゲ ン ボ ー ム (Hoogenboom)ら  (1991) Nuc. Acid Res. 1
9:4133-4137； バ ル バ ス (Barbas)ら  (1991) PNAS 88:7978-7982； お よ び マ キ ャ フ ァ ー テ ィ
(McCafferty)ら  Nature (1990) 348:552-554に 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 加 え て 、 標 準 的 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 使 用 し て 作 成 さ れ 得 る 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 双 方 の 部
分 を 含 ん で 成 る キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の よ う な 組 換 え 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 は
本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 こ う し た キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 技 術 分
野 で 既 知 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 、 例 え ば 、 ロ ビ ン ソ ン (Robinson)ら  国 際 出 願 番 号 Ｐ
Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ８ ６ ／ ０ ２ ２ ６ ９ ： ア キ ラ (Akira)ら  欧 州 特 許 出 願 １ ８ ４ ， １ ８ ７ ； タ ニ グ チ
(Taniguchi, M.)、 欧 州 特 許 出 願 １ ７ １ ， ４ ９ ６ ； モ リ ソ ン (Morrison)ら  欧 州 特 許 出 願 １
７ ３ ， ４ ９ ４ ； ノ イ バ ー ガ ー (Neuberger)ら  Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 刊 行 物 第 Ｗ Ｏ ８ ６ ／ ０ １ ５ ３ ３ 号
； キ ャ ビ リ ー (Cabilly)ら  米 国 特 許 第 ４ ， ８ １ ６ ， ５ ６ ７ 号 ； キ ャ ビ リ ー (Cabilly)ら  欧
州 特 許 出 願 １ ２ ５ ， ０ ２ ３ ； ベ タ ー (Better)ら  (1988) Science 240:1041-1043； リ ウ (Li
u)ら  (1987) PNAS 84:3439-3443； リ ウ (Liu)ら  (1987) J. Immunol. 139:3521-3526； サ
ン (Sun)ら  (1987) PNAS 84:214-218； ニ シ ム ラ (Nishimura)ら  (1987) Canc. Res. 47:999
-1005； ウ ッ ド (Wood)ら  (1985) Nature 314:446-449； な ら び に シ ョ ー (Shaw)ら  (1988) J
. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559； モ リ ソ ン (Morrison, S.L.) (1985) Science 229:1
202-1207； オ イ (Oi)ら  (1986) BioTechniques 4:214； ウ ィ ン タ ー (Winter) 米 国 特 許 第 ５
， ２ ２ ５ ， ５ ３ ９ 号 ； ジ ョ ー ン ズ (Jones)ら  (1986) Nature 321:552-525； フ ェ ル ヘ イ ヤ
ン (Verhoeyan)ら  (1988) Science 239:1534； お よ び バ イ ド ラ ー (Beidler)ら  (1988) J. I
mmunol. 141:4053-4060に 記 述 さ れ る 方 法 を 使 用 し て 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 （ 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
も し く は 免 疫 沈 降 法 の よ う な 標 準 的 技 術 に よ り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を 単 離 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 抗
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 は 、 細 胞 か ら の 天 然 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ お よ び 宿 主 細 胞 で 発 現 さ れ る 組 換 え 的 に 産 生
さ れ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 精 製 を 助 長 し 得 る 。 さ ら に 、 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の
発 現 の 存 在 量 (abundance)お よ び パ タ ー ン を 評 価 す る た め に 、 （ 例 え ば 細 胞 ラ イ セ ー ト も
し く は 細 胞 上 清 中 の ） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体
は 、 例 え ば 、 例 え ば 所 定 の 治 療 計 画 の 有 効 性 を 決 定 す る た め の 臨 床 的 試 験 処 置 の 一 部 と し
て 組 織 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 監 視 す る の に 診 断 的 に 使 用 さ れ 得 る 。 検 出 は 抗 体 を 検 出 可
能 な 基 質 に 結 合 す る (coupling)（ す な わ ち 物 理 的 に 結 合 す る (linking)） こ と に よ り 助 長
さ れ 得 る 。 検 出 可 能 な 基 質 の 例 は 、 多 様 な 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 生 物
発 光 物 質 お よ び 放 射 活 性 物 質 を 包 含 す る 。 適 す る 酵 素 の 例 は 、 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ も し く は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ を
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包 含 し ； 適 す る 補 欠 分 子 族 複 合 体 の 例 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン
／ ビ オ チ ン を 包 含 し ； 適 す る 蛍 光 物 質 の 例 は 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル
オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ
ン 、 ダ ン シ ル ク ロ リ ド も し く は フ ィ コ エ リ ト リ ン を 包 含 し ； 発 光 物 質 の 一 例 は ル ミ ノ ー ル
を 包 含 し ； 生 物 発 光 物 質 の 例 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン お よ び エ ク オ リ ン を 包 含
し 、 そ し て 適 す る 放 射 活 性 物 質 の 例 は １ ２ ５ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 ３ ５ Ｓ も し く は ３ Ｈ を 包 含 す
る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
III． 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ （ も し く は そ の 一 部 分 ） を コ ー ド す る 核 酸 を 含 有 す る ベ
ク タ ー 、 好 ま し く は 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 ベ ク タ ー 」
と い う 用 語 は 、 そ れ が 結 合 さ れ て い る 別 の 核 酸 を 輸 送 す る こ と が 可 能 な 核 酸 分 子 を 指 す 。
１ 個 の 型 の ベ ク タ ー が 「 プ ラ ス ミ ド 」 で あ り 、 こ れ は 付 加 的 Ｄ Ｎ Ａ 区 分 が 連 結 さ れ 得 る 環
状 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の ル ー プ を 指 す 。 別 の 型 の ベ ク タ ー は ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ り 、 こ こ で は
付 加 的 Ｄ Ｎ Ａ 区 分 が ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 連 結 さ れ 得 る 。 あ る ベ ク タ ー は 、 そ れ ら が 導 入 さ
れ る 宿 主 細 胞 中 で 自 律 的 複 製 が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 細 菌 の 複 製 開 始 点 を 有 す る 細 菌 ベ ク
タ ー お よ び エ ピ ソ ー ム 哺 乳 動 物 ベ ク タ ー ） 。 他 の ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 非 エ ピ ソ ー ム 哺 乳 動
物 ベ ク タ ー ） は 、 宿 主 細 胞 へ の 導 入 に 際 し て 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 組 込 ま れ 、 そ し て そ れ
に よ り 宿 主 ゲ ノ ム と 一 緒 に 複 製 さ れ る 。 さ ら に 、 あ る ベ ク タ ー は 、 そ れ ら が 操 作 可 能 に 結
合 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 を 指 図 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ う し た ベ ク タ ー は 本 明 細 書 で 「 発
現 ベ ク タ ー 」 と 称 さ れ る 。 一 般 に 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に お い て 役 に 立 つ 発 現 ベ ク タ ー は し
ば し ば プ ラ ス ミ ド の 形 態 に あ る 。 本 明 細 に お い て は 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 お よ び 「 ベ ク タ ー 」
は 、 プ ラ ス ミ ド が 最 も 普 遍 的 に 使 用 さ れ る 形 態 の ベ ク タ ー で あ る た め 、 交 換 可 能 に 使 用 さ
れ 得 る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 同 等 の 機 能 を 供 給 す る 、 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 お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ） の よ う な 発 現 ベ ク タ
ー の こ う し た 他 の 形 態 を 包 含 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 で の 本 発 明 の 核 酸 の 発 現 に 適 し た 形 態 で 当 該
核 酸 を 含 ん で 成 り 、 こ れ は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 発 現 さ れ る べ き 核 酸 配 列 に 有 効 に 結
合 さ れ る 、 発 現 に 使 用 さ れ る べ き 宿 主 細 胞 を 基 礎 と し て 選 択 さ れ た １ 種 も し く は そ れ 以 上
の 調 節 配 列 を 包 含 す る こ と を 意 味 す る 。 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 内 で は 、 「 操 作 可 能 に (opera
bly)結 合 さ れ る 」 は 、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 見 込 む 様
式 で （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 ／ 翻 訳 系 で 、 も し く は ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 場
合 は 宿 主 細 胞 中 で ） 調 節 配 列 （ １ 種 も し く は 複 数 ） に 結 合 さ れ る こ と を 意 味 す る こ と を 意
図 さ れ る 。 「 調 節 配 列 」 と い う 用 語 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び 他 の 発 現 制 御
要 素 （ 例 え ば ポ リ ア デ ニ ル 酸 化 シ グ ナ ル ） を 包 含 す る こ と を 意 図 さ れ る 。 こ う し た 調 節 配
列 は 、 例 え ば 、 ゲ デ ル (Goeddel)； Gene Expression Technology: Methods in Enzymology
 185、 ア カ デ ミ ッ ク 　 プ レ ス (Academic Press)、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ (1990)に
記 述 さ れ る 。 調 節 配 列 は 、 多 く の 型 の 宿 主 細 胞 中 で ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 成 的 発 現 を 指 図
す る も の 、 お よ び 、 あ る 宿 主 細 胞 中 で の み ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 指 図 す る も の （ 例 え
ば 組 織 特 異 的 調 節 配 列 ） を 包 含 す る 。 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 は 、 形 質 転 換 さ れ る べ き 宿 主 細
胞 の 選 択 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル な ど の よ う な 因 子 に 依 存 し 得 る こ と が 当 業 者
に よ り 真 価 を 認 め ら れ る で あ ろ う 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る よ う
な 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド を 包 含 す る タ ン パ ク 質 も し く
は ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 突 然 変 異 体 の 形 態 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 、 融 合 タ ン パ ク
質 、 な ど ） を そ れ に よ り 産 生 す る た め に 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 原 核 生 物 も し く は 真 核 生 物 の 細 胞 で の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 発 現
の た め 設 計 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ は 、 大 腸 菌 (E. coli)の よ う な 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細
胞 （ バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て ） 、 酵 母 細 胞 も し く は 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 発
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現 さ れ 得 る 。 適 す る 宿 主 細 胞 は 、 ゲ デ ル (Goeddel)、 Gene Expression Technology: Metho
ds in Enzymology 185、 ア カ デ ミ ッ ク 　 プ レ ス (Academic Press)、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン
デ ィ エ ゴ (1990)に お い て さ ら に 論 考 さ れ る 。 あ る い は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 例 え ば Ｔ
７ プ ロ モ ー タ ー 調 節 配 列 お よ び Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て イ ン ビ ト ロ で 転 写 お よ び 翻 訳
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 原 核 生 物 で の タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 最 も し ば し ば 、 融 合 も し く は 非 融 合 タ ン パ ク 質 の い
ず れ か の 発 現 を 指 図 す る 構 成 も し く は 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る ベ ク タ ー を 用 い
て 大 腸 菌 (E. coli)中 で 実 施 さ れ る 。 融 合 ベ ク タ ー は 、 そ の 中 で コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質
に 、 通 常 は 組 換 え タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 多 数 の ア ミ ノ 酸 を 付 加 す る 。 こ う し た 融 合 ベ
ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 ３ つ の 目 的 に か な う 。 す な わ ち １ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増
大 さ せ る こ と ； ２ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 溶 解 性 を 増 大 さ せ る こ と ； そ し て ３ ） ア フ ィ ニ テ
ィ ー 精 製 で 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 で 補 助 す る こ と 。
し ば し ば 、 融 合 発 現 ベ ク タ ー に お い て は 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 の 切 断 部 位 が 融 合 部 分 お よ び
組 換 え タ ン パ ク 質 の 接 合 部 に 導 入 さ れ て 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 後 の 融 合 部 分 か ら の 組 換 え
タ ン パ ク 質 の 分 離 を 可 能 に す る 。 こ う し た 酵 素 、 お よ び そ れ ら の コ グ ネ イ ト 認 識 配 列 は 、
第 Ｘ ａ 因 子 、 ト ロ ン ビ ン お よ び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ を 包 含 す る 。 典 型 的 な 融 合 発 現 ベ ク タ ー
は 、 標 的 組 換 え タ ン パ ク 質 に そ れ ぞ れ グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） 、
マ ル ト ー ス Ｅ 結 合 タ ン パ ク 質 も し く は プ ロ テ イ ン Ａ を 融 合 す る 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ （ フ ァ ル マ シ ア
　 バ イ オ テ ッ ク 　 イ ン ク (Pharmacia Biotech Inc.)； ス ミ ス (Smith, D.B.)と ジ ョ ン ソ ン (
Johnson, K.S.) (1988) Gene 67:31-40） 、 ｐ Ｍ Ａ Ｌ （ ニ ュ ー 　 イ ン グ ラ ン ド 　 バ イ オ ラ
ブ ス (New England Biolabs)、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ビ バ リ ー ） お よ び ｐ Ｒ Ｉ Ｔ ５ （ フ ァ ル
マ シ ア (Pharmacia)、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ ） を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 精 製 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 と し て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 の ア ッ セ イ で 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ リ ガ ン
ド 結 合 で （ 例 え ば 、 詳 細 に 下 述 さ れ る 直 接 ア ッ セ イ も し く は 競 争 的 ア ッ セ イ ） 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 生 じ さ せ る た め に 利 用 さ れ 得 る 。 好 ま し い 一 態 様 に お い て は
、 本 発 明 の レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー で 発 現 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 融 合 物 (fusion)は 、 照 射 さ
れ た レ シ ピ エ ン ト に そ の 後 移 植 さ れ る 骨 髄 細 胞 を 感 染 さ せ る の に 利 用 さ れ 得 る 。 被 験 体 レ
シ ピ エ ン ト の 病 理 が そ の 後 、 十 分 な 時 間 が 過 ぎ た （ 例 え ば ６ 週 間 ） 後 に 検 査 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 適 す る 誘 導 可 能 な 非 融 合 大 腸 菌 (E. coli)発 現 ベ ク タ ー の 例 は 、 ｐ Ｔ ｒ ｃ （ ア マ ン (Aman
n)ら 、 (1988) Gene 69:301-315） お よ び ｐ Ｅ Ｔ 　 １ １ ｄ （ シ ュ ト ゥ デ ィ エ ー ル (Studier)
ら 、 Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185、 ア カ デ ミ ッ ク 　 プ レ ス (
Academic Press)、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ (1990) 60-89） を 包 含 す る 。 ｐ Ｔ ｒ ｃ
ベ ク タ ー か ら の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド の ｔ ｒ ｐ － ｌ ａ ｃ 融 合 プ ロ モ ー タ ー か
ら の 宿 主 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 転 写 を 頼 る 。 ｐ Ｅ Ｔ 　 １ １ ｄ ベ ク タ ー か ら の 標 的 遺 伝 子 の
発 現 は 、 共 発 現 さ れ る ウ イ ル ス の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Ｔ ７ 　 ｇ ｎ １ ） に よ り 媒 介 さ れ る
Ｔ ７ 　 ｇ ｎ １ ０ － ｌ ａ ｃ 融 合 プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 を 頼 る 。 こ の ウ イ ル ス の ポ リ メ ラ ー
ゼ は 、 ｌ ａ ｃ Ｕ Ｖ 　 ５ プ ロ モ ー タ ー の 転 写 制 御 下 に Ｔ ７ 　 ｇ ｎ １ 遺 伝 子 を も つ 内 在 性 λ プ
ロ フ ァ ー ジ か ら 宿 主 株 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） も し く は Ｈ Ｍ Ｓ １ ７ ４ （ Ｄ Ｅ ３ ） に よ り 供 給 さ
れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 大 腸 菌 (E. coli)で の 組 換 え タ ン パ ク 質 発 現 を 最 大 に す る 一 戦 略 は 、 そ の 組 換 え タ ン パ
ク 質 を タ ン パ ク 質 分 解 的 に 切 断 す る 損 な わ れ た 能 力 を も つ 宿 主 細 菌 中 で タ ン パ ク 質 を 発 現
す る こ と で あ る （ ゴ ッ テ ス マ ン (Gottesman, S.)、 Gene Expression Technology: Methods
 in Enzymology 185、 ア カ デ ミ ッ ク 　 プ レ ス (Academic Press)、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ
ィ エ ゴ  (1990) 119-128） 。 別 の 戦 略 は 、 各 ア ミ ノ 酸 の 個 々 の コ ド ン が 大 腸 菌 (E. coli)中
で 優 先 的 に 利 用 さ れ る も の で あ る よ う に 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ る べ き 核 酸 の 核 酸 配 列
を 変 え る こ と で あ る （ ワ ダ (Wada)ら 、 (1992) Nucleic Acids Res. 20:2111-2118） 。 本 発

10

20

30

40

50

(36) JP 2006-166917 A 2006.6.29



明 の 核 酸 配 列 の こ う し た 変 化 は 標 準 的 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 技 術 に よ り 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 ベ ク タ ー は 酵 母 の 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 酵 母 Ｓ ． セ
レ ビ シ エ (S. cerevisiae)で の 発 現 の た め の ベ ク タ ー の 例 は 、 ｐ Ｙ ｅ ｐ Ｓ ｅ ｃ １ （ バ ル ダ
リ (Baldari)ら 、 (1987) Embo J. 6:229-234） 、 ｐ Ｍ Ｆ ａ （ ク ル ジ ャ ン (Kurjan)と ヘ ル ス
コ ヴ ィ ッ ツ (Herskowitz)、 (1982) Cell 30:933-943） 、 ｐ Ｊ Ｒ Ｙ ８ ８ （ シ ュ ル ツ (Schultz
)ら 、 (1987) Gene 54:113-123） 、 ｐ Ｙ Ｅ Ｓ ２ （ イ ン ヴ ィ ト ロ ジ ェ ン 　 コ ー ポ レ ー シ ョ ン (
Invitrogen Corporation)、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ） 、 お よ び ｐ ｉ ｃ Ｚ （ イ ン ヴ
ィ ト ロ ジ ェ ン 　 コ ー プ (Invitrogen Corp.)、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ） を 包 含 す る
。
【 ０ １ １ ２ 】
　 あ る い は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て 昆 虫 細 胞 で 発 現 さ れ
得 る 。 培 養 さ れ た 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば Ｓ ｆ ９ 細 胞 ） 中 で の タ ン パ ク 質 の 発 現 に 利 用 可 能 な バ
キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ｐ Ａ ｃ 系 統 （ ス ミ ス (Smith)ら  (1983) Mol. Cell Biol. 3:2
156-2165） お よ び ｐ Ｖ Ｌ 系 統 （ ル ク ロ ウ (Lucklow)と サ マ ー ズ (Summers) (1989) Virology
 170:31-39） を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 な お 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 核 酸 は 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て 哺 乳 動 物 細
胞 で 発 現 さ れ る 。 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー の 例 は 、 ｐ Ｃ Ｄ Ｍ ８ （ シ ー ド (Seed, B.) (1987) 
Nature 329:840） お よ び ｐ Ｍ Ｔ ２ Ｐ Ｃ （ カ ウ フ マ ン (Kaufman)ら  (1987) EMBO J. 6:187-1
95） を 包 含 す る 。 哺 乳 動 物 細 胞 で 使 用 さ れ る 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー の 制 御 機 能 は 、 し ば し ば
、 ウ イ ル ス の 調 節 要 素 に よ り 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 普 遍 的 に 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 お よ び Ｓ Ｖ ４ ０ 由 来 で あ る 。 原 核
生 物 お よ び 真 核 生 物 双 方 の 細 胞 の た め の 他 の 適 す る 発 現 系 に つ い て は 、 サ ン ブ ル ッ ク (Sam
brook, J.)、 フ リ ッ チ ュ (Fritsh, E.F.)と マ ニ ア テ ィ ス (Maniatis, T.)、 Molecular Clon
ing: A Laboratory Manual. 第 ２ 版 、 コ ー ル ド 　 ス プ リ ン グ 　 ハ ー バ ー 　 ラ ボ ラ ト リ ー (C
old Spring harbor Laboratory)、 コ ー ル ド   ス プ リ ン グ 　 ハ ー バ ー 　 ラ ボ ラ ト リ ー 　 プ
レ ス (Cold Spring harbor Laboratory Press)、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 コ ー ル ド 　 ス プ リ ン グ 　
ハ ー バ ー 、 1989の 第 16お よ び 17章 を 参 照 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 組 換 え 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー は 、 優 先 的 に 特 定 の 細 胞 型 で の 核 酸
の 発 現 を 指 図 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 組 織 特 異 的 調 節 要 素 が 核 酸 を 発 現 す る の に
使 用 さ れ る ） 。 組 織 特 異 的 調 節 要 素 は 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 適 す る 組 織 特 異 的 プ ロ
モ ー タ ー の 制 限 し な い 例 は 、 ア ル ブ ミ ン プ ロ モ ー タ ー （ 肝 特 異 的 ； ピ ン カ ー ト (Pinkert)
ら  (1987) Genes Dev. 1:268-277） 、 リ ン パ 系 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ カ レ ー ム (Calame)と
イ ー ト ン (Eaton) (1988) Adv. Immunol. 43:235-275） 、 と り わ け Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー （ ウ
ィ ノ ー ト (Winoto)と ボ ル テ ィ モ ア (Baltimore) (1989) EMBO J. 8:729-733） お よ び 免 疫 グ
ロ ブ リ ン （ バ ネ リ (Banerji)ら  (1983) Cell 33:729-740； ク ィ ー ン (Queen)と ボ ル テ ィ モ
ア (Baltimore) (1983) Cell 33:741-748） の プ ロ モ ー タ ー 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 プ ロ モ ー タ
ー （ 例 え ば 神 経 細 糸 プ ロ モ ー タ ー ； バ ー ン (Byrne)と ラ ド ル (Ruddle) (1989) PNAS 86:547
3-5477） 、 膵 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ エ ド ル ン ド (Edlund)ら  (1985) Science 230:912-916
） 、 お よ び 乳 腺 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 乳 清 プ ロ モ ー タ ー ； 米 国 特 許 第 ４ ， ８ ７ ３ ，
３ １ ６ 号 お よ び 欧 州 出 願 刊 行 物 第 ２ ６ ４ ， １ ６ ６ 号 ） を 包 含 す る 。 発 生 的 に 調 節 さ れ る プ
ロ モ ー タ ー 、 例 え ば マ ウ ス ｈ ｏ ｘ プ ロ モ ー タ ー （ ケ ッ セ ル (kessel)と グ ラ ス (Gruss) (199
0) Science 249:374-379） お よ び α フ ェ ト プ ロ テ イ ン プ ロ モ ー タ ー （ カ ン ペ ス (Campes)と
テ ィ ル フ マ ン (Tilghman) (1989) Genes Dev. 3:537-546） も ま た 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に ア ン チ セ ン ス の 向 き で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 本 発 明
の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 ん で 成 る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し ア ン チ セ ン ス で あ る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 発 現 （ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 転 写 に よ る
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） を 見 込 む 様 式 で 調 節 配 列 に 有 効 に 結 合 さ れ る 。 多 様 な 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 指 図 す る 、 ア ン チ セ ン ス の 向 き で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 核 酸 に 有 効 に
結 合 さ れ る 調 節 配 列 が 選 ば れ 得 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ の 構 成 的 な 組 織 特 異 的 も し
く は 細 胞 型 特 異 的 発 現 を 指 図 す る ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー お よ び /も し く は エ ン ハ ン サ ー
ま た は 調 節 配 列 が 選 ば れ 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 発 現 ベ ク タ ー は 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー
ジ ミ ド も し く は 弱 毒 化 ウ イ ル ス の 形 態 に あ り 得 、 そ れ ら の 中 で ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 高 効 率
調 節 領 域 の 制 御 下 に 産 生 さ れ 、 そ の 活 性 は ベ ク タ ー が 導 入 さ れ る 細 胞 型 に よ り 決 定 さ れ 得
る 。 ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 を 使 用 す る 遺 伝 子 発 現 の 調 節 の 論 考 に つ い て は 、 ヴ ァ イ ン ト ラ ウ
プ (Weintraub, H.)ら 、 Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis、 Rev
iews- Trends in Genetics、 Vol.1(1) 1986を 参 照 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 宿 主 細 胞 に 関 す る 。 「 宿
主 細 胞 」 お よ び 「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 と い う 用 語 は 本 明 細 書 で 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。 こ う
し た 用 語 は 特 定 の 被 験 体 細 胞 の み な ら ず し か し こ う し た 細 胞 の 子 孫 も し く は 潜 在 的 な 子 孫
を 指 す こ と が 理 解 さ れ る 。 あ る 改 変 (modification)が 、 突 然 変 異 も し く は 環 境 の 影 響 の い
ず れ か の た め に 、 続 く 世 代 で 起 こ り う る た め 、 こ う し た 子 孫 は 、 実 際 の と こ ろ 、 親 細 胞 と
同 一 で な く て も よ い が 、 し か し 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 用 語 の 範 囲 内 に な お 包 含 さ
れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 宿 主 細 胞 は い ず れ か の 原 核 生 物 も し く は 真 核 生 物 細 胞 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ
ン パ ク 質 は 、 大 腸 菌 (E. coli)の よ う な 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 も し く は （ チ ャ イ ニ ー
ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） も し く は Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 の よ う な ） 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 発 現 さ
れ 得 る 。 他 の 適 す る 宿 主 細 胞 は 当 業 者 に 既 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ は 、 慣 習 的 な 形 質 転 換 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 を 介 し て 原 核
生 物 も し く は 真 核 生 物 細 胞 中 に 導 入 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 形 質 転 換
」 お よ び 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム も し く は 塩 化 カ ル シ
ウ ム 共 沈 殿 法 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 媒 介 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク チ ン も
し く は 電 気 穿 孔 法 を 包 含 す る 、 宿 主 細 胞 中 に 外 来 核 酸 （ 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ ） を 導 入 す る た め の
多 様 な 当 該 技 術 で 認 識 さ れ た (art-recognized)技 術 を 指 す こ と が 意 図 さ れ る 。 宿 主 細 胞 を
形 質 転 換 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る の に 適 す る 方 法 は 、 サ ン ブ ル ッ ク (Sambrook,
 J.)ら （ Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 第 ２ 版 、 コ ー ル ド 　 ス プ リ ン グ 　 ハ
ー バ ー 　 ラ ボ ラ ト リ ー (Cold Spring harbor Laboratory)、 コ ー ル ド   ス プ リ ン グ 　 ハ ー
バ ー 　 ラ ボ ラ ト リ ー 　 プ レ ス (Cold Spring harbor Laboratory Press)、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州
コ ー ル ド 　 ス プ リ ン グ 　 ハ ー バ ー 、 1989） お よ び 他 の 実 験 室 マ ニ ュ ア ル に 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 の 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に は 、 使 用 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー お よ
び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 に 依 存 し て 、 細 胞 の 小 画 分 の み が 外 来 Ｄ Ｎ Ａ を そ れ ら の ゲ ノ
ム 中 に 組 込 み う る こ と が 既 知 で あ る 。 こ れ ら の 組 込 み 体 (integrants)を 同 定 か つ 選 択 す る
た め に 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー （ 例 え ば 抗 生 物 質 に 対 す る 抵 抗 性 ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、
一 般 に 、 目 的 の 遺 伝 子 と 一 緒 に 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ る 。 好 ま し い 選 択 可 能 な マ ー カ ー は
、 Ｇ ４ １ ８ 、 ヒ グ ロ マ イ シ ン お よ び メ ト ト レ キ セ ー ト の よ う な 薬 物 に 対 す る 抵 抗 性 を 与 え
る も の を 包 含 す る 。 選 択 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸 が 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る も の
と 同 一 の ベ ク タ ー 上 で 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ 得 る か 、 も し く は 、 別 個 の ベ ク タ ー 上 で 導 入
さ れ 得 る 。 導 入 さ れ た 核 酸 で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 が 薬 物 選 択 に よ り 同
定 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ 細 胞 は 生 存 す る こ と が で き
る 一 方 、 他 の 細 胞 は 死 ぬ ） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 培 養 物 中 の 原 核 生 物 も し く は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 の よ う な 本 発 明 の 宿 主 細 胞 が Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
タ ン パ ク 質 を 産 生 （ す な わ ち 発 現 ） す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 さ ら に 、
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本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 使 用 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 産 生 方 法 を 提 供 す る 。 一 態 様 に お い て
、 当 該 方 法 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 が 産 生 さ れ る の に 適 す る 培 地 中 で （ Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド
す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ て い る ） 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成
る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 当 該 方 法 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を 培 地 も し く は 宿 主 細 胞 か ら 単 離 す る こ と
を さ ら に 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は ま た 、 非 ヒ ト の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 じ さ せ る の に も 使 用 さ
れ 得 る 。 例 え ば 、 一 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る 配 列 が
導 入 さ れ て い る 受 精 卵 も し く は 胚 幹 細 胞 で あ る 。 こ う し た 宿 主 細 胞 は 、 そ の 後 、 外 因 性 の
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 が そ れ ら の ゲ ノ ム 中 に 導 入 さ れ た 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 も し く は
内 因 性 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 が 変 え ら れ た 相 同 的 組 換 え 動 物 を 創 製 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 こ う
し た 動 物 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 機 能 お よ び ／ も し く は 活 性 を 研 究 す る 、 な ら び に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 の
モ ジ ュ レ ー タ ー (moculator)を 同 定 お よ び ／ も し く は 評 価 す る の に 有 用 で あ る 。 本 明 細 書
で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 は 、 非 ヒ ト の 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動
物 、 よ り 好 ま し く は ラ ッ ト も し く は マ ウ ス の よ う な げ っ 歯 類 で あ り 、 こ こ で そ の 動 物 の 細
胞 の １ 個 も し く は そ れ 以 上 が ト ラ ン ス ジ ー ン （ ま た 、 導 入 遺 伝 子 と も い う ） を 包 含 す る 。
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 他 の 例 は 、 非 ヒ ト の 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ニ ワ
ト リ 、 両 生 類 の 動 物 な ど を 包 含 す る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 そ れ か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 が 発 生 す る 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 組 込 ま れ か つ 成 熟 動 物 の ゲ ノ ム 中 に 留 ま っ て そ れ に よ り ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の １ 種 も し く は そ れ 以 上 の 細 胞 型 も し く は 組 織 中 で の コ ー ド さ れ た
遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 指 図 す る 外 因 性 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 相 同
的 組 換 え 動 物 」 は 、 非 ヒ ト の 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は マ ウ ス で あ り 、
こ こ で は 内 因 性 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 が 内 因 性 遺 伝 子 と 動 物 の 細 胞 、 例 え ば 動 物 の 発 生 前 の 動
物 の 胚 細 胞 中 に 導 入 さ れ た 外 因 性 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と の 間 の 相 同 的 組 替 え に よ り 変 え ら れ て い る
。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 例 え ば 微 小 注 入 法 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 に よ り 受
精 卵 の 雄 性 前 核 に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る 核 酸 を 導 入 す る こ と 、 そ し て 卵 細 胞 を 偽 妊 娠 雌 性
里 親 動 物 中 で 発 生 さ せ る こ と に よ り 創 製 さ れ 得 る 。 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ７
も し く は 配 列 番 号 １ ０ の ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 ト ラ ン ス ジ ー ン と し て 非 ヒ ト の
動 物 の ゲ ノ ム 中 に 導 入 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 マ ウ ス Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の よ う な ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
遺 伝 子 の 非 ヒ ト の 相 同 物 が 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
基 礎 と し て （ 上 の 小 区 分 Ｉ に さ ら に 記 述 さ れ る ） 単 離 さ れ 得 、 そ し て ト ラ ン ス ジ ー ン と し
て 使 用 さ れ 得 る 。 イ ン ト ロ ン 配 列 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 酸 化 シ グ ナ ル も ま た 、 ト ラ ン ス ジ ー
ン の 発 現 効 率 を 増 大 さ せ る た め に ト ラ ン ス ジ ー ン に 包 含 さ れ 得 る 。 組 織 特 異 的 調 節 配 列 （
１ 種 も し く は 複 数 ） が 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 特 定 の 細 胞 に 向 か わ せ る よ う に Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ ト ラ ン ス ジ ー ン に 操 作 可 能 に 結 合 さ れ 得 る 。 胚 の 操 作 お よ び 微 小 注 入 法 を 介 す る 、 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 と り わ け マ ウ ス の よ う な 動 物 を 生 じ さ せ る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 で
慣 習 的 に な っ て お り 、 そ し て 、 例 え ば 、 双 方 と も レ ダ ー (Leder)ら に よ る 米 国 特 許 第 ４ ，
７ ３ ６ ， ８ ６ ６ お よ び ４ ， ８ ７ ０ ， ０ ０ ９ 号 、 ワ グ ナ ー (Wagner)ら に よ る 米 国 特 許 第 ４ ，
８ ７ ３ ， １ ９ １ 号 、 な ら び に ホ ー ガ ン (Hogan, B.)、 Manipulating the Mouse Embryo、 （
コ ー ル ド   ス プ リ ン グ 　 ハ ー バ ー 　 ラ ボ ラ ト リ ー 　 プ レ ス (Cold Spring harbor Laborato
ry Press)、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 コ ー ル ド 　 ス プ リ ン グ 　 ハ ー バ ー 、 1986） に 記 述 さ れ る 。 類
似 の 方 法 が 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 産 生 に 使 用 さ れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 創 始
体 (founder)動 物 が 、 そ の ゲ ノ ム 中 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ト ラ ン ス ジ ー ン の 存 在 、 お よ び ／ ま た は そ
の 動 物 の 組 織 も し く は 細 胞 中 で の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 基 礎 と し て 同 定 さ れ 得 る 。
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 創 始 体 動 物 が そ の 後 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 運 搬 す る 付 加 的 動 物 を 繁 殖
さ せ る の に 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン を 運 搬 す る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 他 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 運 搬 す る 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に さ
ら に 繁 殖 さ れ 得 る 。
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【 ０ １ ２ ３ 】
　 相 同 的 組 換 え 動 物 を 創 製 す る た め に 、 そ れ に よ り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 を 変 え る 、 例 え ば 機 能
的 に 妨 害 す る よ う に 欠 失 、 付 加 も し く は 置 換 が 導 入 さ れ て い る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 最 低 一 部
分 を 含 有 す る ベ ク タ ー が 調 製 さ れ る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 は ヒ ト 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ３
、 配 列 番 号 ６ 、 配 列 番 号 ９ も し く は 配 列 番 号 １ ２ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） で あ り 得 る が 、 し か し 、 よ
り 好 ま し く は 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 非 ヒ ト の 相 同 物 で あ る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ６ の マ
ウ ス Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 が 、 マ ウ ス ゲ ノ ム 中 の 内 因 性 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 を 変 え る の に 適 す る 相 同
的 組 換 え ベ ク タ ー を 構 築 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 好 ま し い 一 態 様 に お い て は 、 当 該 ベ ク タ
ー は 、 相 同 的 組 換 え に 際 し て 内 因 性 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 が 機 能 的 に 妨 害 さ れ る （ す な わ ち も
は や 機 能 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し な い ； 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 ベ ク タ ー と も ま た 称 さ れ る ） よ
う に 設 計 さ れ る 。 あ る い は 、 当 該 ベ ク タ ー は 、 相 同 的 組 換 え に 際 し て 、 内 因 性 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
遺 伝 子 が 突 然 変 異 さ れ る か も し く は 別 の 方 法 で 変 え ら れ る が し か し な お 機 能 的 タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る （ 例 え ば 、 上 流 の 調 節 領 域 が 、 そ れ に よ り 内 因 性 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 発
現 を 変 え る よ う に 変 え ら れ 得 る ） よ う に 設 計 さ れ 得 る 。 相 同 的 組 換 え ベ ク タ ー に お い て は
、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 変 え ら れ た 部 分 が 、 ベ ク タ ー に よ り 運 搬 さ れ る 外 因 性 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝
子 と 胚 幹 細 胞 中 の 内 因 性 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 と の 間 で 相 同 的 組 換 え が 起 こ る こ と を 見 込 む よ
う に 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 付 加 的 核 酸 に よ り そ の ５ ’ お よ び ３ ’ 端 で 隣 接 さ れ る 。 付 加 的 な
隣 接 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 は 、 内 因 性 遺 伝 子 と の 成 功 す る 相 同 的 組 換 え に 十 分 な 長 さ の も の で
あ る 。 典 型 的 に は 、 数 キ ロ 塩 基 対 の 隣 接 す る Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ’ お よ び ３ ’ 双 方 の 端 で ） が ベ ク
タ ー に 包 含 さ れ る （ 相 同 的 組 換 え ベ ク タ ー の 記 述 に つ い て は 、 例 え ば 、 ト ー マ ス (Thomas,
 K.R.)と カ ペ ッ キ (Capecchi, M.R.) (1987) Cell 51:503を 参 照 ） 。 当 該 ベ ク タ ー は 、 胚
幹 細 胞 系 に （ 例 え ば 電 気 穿 孔 法 に よ り ） 導 入 さ れ 、 そ し て 、 導 入 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 が
内 因 性 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 で 相 同 的 に 組 換 え ら れ た 細 胞 が 選 択 さ れ る （ 例 え ば 、 リ (Li, E.)
ら  (1992) Cell 69:915を 参 照 ） 。 選 択 さ れ た 細 胞 が 、 そ の 後 、 動 物 （ 例 え ば マ ウ ス ） の
胚 盤 胞 に 注 入 さ れ て 集 合 胚 キ メ ラ を 形 成 す る （ 例 え ば 、 Teratocarcinomas and Embryonic
 Stem Cells: A Practical Approach、 ロ バ ー ト ソ ン (E.J. Robertson)編 、 （ Ｉ Ｒ Ｌ 、 オ
ッ ク ス フ ォ ー ド 、 1987） pp.113-152中 の ブ ラ ッ ド レ イ (Bradley, A.)を 参 照 ） 。 キ メ ラ 胚
が そ の 後 、 適 す る 偽 妊 娠 雌 性 里 親 動 物 に 体 内 埋 植 さ れ 得 、 そ し て 胚 が 分 娩 日 に も た ら さ れ
得 る 。 そ れ ら の 生 殖 細 胞 中 に 相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を も つ 子 孫 が 、 動 物 を 繁 殖 さ せ
る の に 使 用 さ れ 得 、 そ の 中 で 、 動 物 の 全 細 胞 が ト ラ ン ス ジ ー ン の 生 殖 細 胞 系 列 の 伝 達 に よ
り 相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 。 相 同 的 組 換 え ベ ク タ ー お よ び 相 同 的 組 換 え 動
物 の 構 築 方 法 は 、 ブ ラ ッ ド レ イ (Bradley, A.) (1991) Current Opinion in Biotechnolog
y 2:823-829お よ び Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 刊 行 物 番 号 ： ル モ レ (Le Mouellec)ら に よ る Ｗ Ｏ ９ ０ ／ １ １
３ ５ ４ ； ス マ イ ジ ー ズ (Smithies)ら に よ る Ｗ Ｏ ９ １ ／ ０ １ １ ４ ０ ； ジ ル ス ト ラ (Zijlstra)
ら に よ る Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ９ ６ ８ ； お よ び バ ー ン ズ (Berns)ら に よ る Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ ４ １ ６ ９ に
さ ら に 記 述 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 非 ヒ ト の 動 物 が 生 じ ら れ 得 、 こ れ は ト ラ ン
ス ジ ー ン の 調 節 さ れ た 発 現 を 見 込 む 選 択 さ れ た 系 を 含 有 す る 。 こ う し た 系 の 一 例 は 、 バ ク
テ リ オ フ ァ ー ジ Ｐ １ の ｃ ｒ ｅ ／ ｌ ｏ ｘ Ｐ 組 換 え 酵 素 系 で あ る 。 ｃ ｒ ｅ ／ ｌ ｏ ｘ Ｐ 組 換 え 酵
素 系 の 記 述 に つ い て は 、 例 え ば 、 ラ ク ソ (Lakso)ら  (1992) PNAS 89:6232-6236を 参 照 。 組
換 え 酵 素 系 の 別 の 例 は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 　 セ レ ビ シ エ (Saccharomyces cerevisiae)の Ｆ Ｌ
Ｐ 組 換 え 酵 素 系 で あ る （ オ ゴ ー マ ン (O’ Gorman)ら  (1991) Science 251:1351-1355） 。 ｃ
ｒ ｅ ／ ｌ ｏ ｘ Ｐ 組 換 え 酵 素 系 が ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 を 調 節 す る の に 使 用 さ れ る 場 合 は 、
Ｃ ｒ ｅ 組 換 え 酵 素 お よ び 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の 双 方 を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 有
す る 動 物 が 必 要 と さ れ る 。 こ う し た 動 物 は 、 例 え ば 、 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 有 す る 一 方 お よ び 組 換 え 酵 素 を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 有 す る
他 方 の ２ 匹 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 交 配 す る こ と に よ る 、 「 二 重 」 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 の 構 築 に よ り 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
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　 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 非 ヒ ト の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の ク ロ ー ン も ま た 、 ヴ ィ ル ム ー
ト (Wilmut, I.)ら  (1997) Nature 385:810-813に 記 述 さ れ る 方 法 に 従 っ て 生 じ ら れ 得 る 。
簡 潔 に は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の 細 胞 、 例 え ば 体 細 胞 が 単 離 さ れ 得 、 そ し て 、 成
長 周 期 を 出 か つ Ｇ ０ 期 に 入 る よ う 誘 導 さ れ 得 る 。 休 止 細 胞 が そ の 後 、 例 え ば 電 気 的 パ ル ス
の 使 用 に よ り 、 そ の 休 止 細 胞 が 単 離 さ れ る 同 一 の 種 の 動 物 か ら の 除 核 さ れ た 卵 細 胞 に 融 合
さ れ 得 る 。 再 構 築 さ れ た 卵 細 胞 が そ の 後 、 そ れ が 桑 実 胚 も し く は 未 分 化 胚 芽 細 胞 に 発 生 す
る よ う に 培 養 さ れ 、 そ し て そ の 後 、 偽 妊 娠 雌 性 里 親 動 物 に 移 さ れ る 。 こ の 雌 性 里 親 動 物 か
ら 生 ま れ た 子 孫 が 、 細 胞 、 例 え ば 体 細 胞 が 単 離 さ れ る 動 物 の あ る ク ロ ー ン と な る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
IV． 製 薬 学 的 組 成 物
　 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 （ 本 明 細 書 で 「
有 効 成 分 」 と も ま た 称 さ れ る ） は 、 投 与 に 適 す る 製 薬 学 的 組 成 物 に 組 み 込 ま れ 得 る 。 こ う
し た 組 成 物 は 、 典 型 的 に は 、 核 酸 分 子 、 タ ン パ ク 質 も し く は 抗 体 、 お よ び 製 薬 学 的 に 許 容
で き る 担 体 を 含 ん で 成 る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 製 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 （
ま た キ ャ リ ア ー と も い う ） 」 と い う 言 語 は 、 製 薬 学 的 投 与 と 適 合 性 の 、 い ず れ か の お よ び
全 部 の 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 張 剤 お よ び 吸 収 遅 延 剤 な
ど を 包 含 す る こ と を 意 図 さ れ る 。 製 薬 学 的 に 活 性 の 物 質 の た め の こ う し た 媒 体 お よ び 作 用
物 質 の 使 用 は 当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 い ず れ か の 慣 習 的 媒 体 も し く は 作 用 物 質 が 当 該
有 効 成 分 と 不 適 合 性 で あ る 範 囲 を 除 い て 、 当 該 組 成 物 に お け る そ の 使 用 が 企 図 さ れ る 。 補
足 の 有 効 成 分 も ま た 当 該 組 成 物 に 組 み 込 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 製 薬 学 的 組 成 物 は そ の 意 図 さ れ る 投 与 経 路 に 適 合 性 で あ る よ う 処 方 さ れ る 。 投
与 経 路 の 例 は 、 非 経 口 、 例 え ば 静 脈 内 、 皮 内 、 皮 下 、 経 口 （ 例 え ば 吸 入 ） 、 経 皮 （ 局 所 ）
、 経 粘 膜 、 お よ び 直 腸 投 与 を 包 含 す る 。 非 経 口 、 皮 内 も し く は 皮 下 適 用 に 使 用 さ れ る 溶 液
も し く は 懸 濁 液 は 、 以 下 の 成 分 、 す な わ ち 注 射 用 水 、 生 理 的 食 塩 水 溶 液 、 固 定 油 、 ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル も し く は 他 の 合 成 溶 媒 の よ う な 滅
菌 希 釈 剤 ； ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル も し く は メ チ ル パ ラ ベ ン の よ う な 抗 菌 剤 ； ア ス コ ル ビ ン 酸
も し く は 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム の よ う な 抗 酸 化 剤 ； エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 の よ う な キ レ
ー ト 剤 ； 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 も し く は リ ン 酸 塩 の よ う な 緩 衝 剤 お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム も し
く は ブ ド ウ 糖 の よ う な 張 性 (tonicity)の 調 節 の た め の 作 用 物 質 を 包 含 し 得 る 。 ｐ Ｈ が 、 塩
酸 も し く は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム の よ う な 酸 も し く は 塩 基 で 調 節 さ れ 得 る 。 非 経 口 製 剤 は 、 ガ
ラ ス も し く は プ ラ ス チ ッ ク か ら 作 成 さ れ る ア ン プ ル 、 使 い 捨 て シ リ ン ジ ま た は 複 数 用 量 の
バ イ ア ル 中 に 封 入 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 注 入 可 能 な 使 用 に 適 す る 製 薬 学 的 組 成 物 は 、 滅 菌 の 注 入 可 能 な 溶 液 も し く は 分 散 液 の 即
座 の 調 製 の た め の 滅 菌 の 水 性 溶 液 （ 水 溶 性 の 場 合 ） も し く は 分 散 液 お よ び 滅 菌 粉 末 を 包 含
す る 。 静 脈 内 投 与 に つ い て は 、 適 す る 担 体 は 、 生 理 学 的 生 理 的 食 塩 水 、 静 菌 性 水 、 ク レ モ
フ ォ ア ［ Cremophore］ Ｅ Ｌ （ 商 標 ） （ Ｂ Ａ Ｓ Ｆ 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 パ ー シ ッ パ ニ ー ） も
し く は リ ン 酸 緩 衝 生 理 的 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） を 包 含 す る 。 全 部 の 場 合 で 、 組 成 物 は 滅 菌 で な
く て は な ら ず 、 ま た 、 容 易 な 注 射 可 能 性 (syringability)が 存 在 す る 程 度 ま で 流 動 性 で あ
る べ き で あ る 。 そ れ は 製 造 お よ び 貯 蔵 の 条 件 下 で 安 定 で な く て は な ら ず 、 ま た 、 細 菌 お よ
び 真 菌 の よ う な 微 生 物 の 汚 染 作 用 に 対 し 保 存 さ れ な け れ ば な ら な い 。 担 体 は 、 例 え ば 、 水
、 エ タ ノ ー ル 、 多 価 ア ル コ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ び 液 体
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 な ら び に そ れ ら の 適 す る 混 合 物 を 含 有 す る 溶 媒 も し く は
分 散 媒 で あ り 得 る 。 適 正 な 流 動 性 が 、 例 え ば 、 レ シ チ ン の よ う な コ ー テ ィ ン グ の 使 用 、 分
散 液 の 場 合 に は 必 要 と さ れ る 粒 子 径 の 維 持 、 お よ び 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ り 維 持 さ れ 得 る
。 微 生 物 の 作 用 の 予 防 は 、 多 様 な 抗 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ
ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル な ど に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 多 く の 場
合 、 等 張 剤 、 例 え ば 糖 類 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル の よ う な 多 価 ア ル コ ー ル 、 塩 化 ナ
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ト リ ウ ム を 組 成 物 中 に 包 含 す る こ と が 好 ま し い こ と が で き る 。 注 入 可 能 な 組 成 物 の 持 続 性
の 吸 収 は 、 吸 収 を 遅 延 さ せ る 作 用 物 質 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ
チ ン を 組 成 物 中 に 包 含 す る こ と に よ り も た ら さ れ 得 る 。 　 滅 菌 の 注 入 可 能 な 溶 液 は 、 必 要
と さ れ る 量 の 有 効 成 分 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 抗 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 ） を 、 必 要
と さ れ る よ う に 、 上 に 列 挙 さ れ た 材 料 の １ 種 も し く は 組 み 合 わ せ を 含 む 適 切 な 溶 媒 中 に 組
み 込 む こ と 、 次 い で 濾 過 滅 菌 に よ り 製 造 さ れ 得 る 。 一 般 に 、 分 散 液 は 、 有 効 成 分 を 、 基 本
的 分 散 媒 お よ び 上 に 列 挙 さ れ た も の か ら の 必 要 と さ れ る 他 の 材 料 を 含 有 す る 滅 菌 ベ ヒ ク ル
中 に 組 み 込 む こ と に よ り 製 造 さ れ る 。 滅 菌 の 注 入 可 能 な 溶 液 の 調 製 の た め の 滅 菌 粉 末 の 場
合 は 、 好 ま し い 製 造 方 法 は 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 で あ り 、 こ れ は 、 前 に 滅 菌 濾 過 さ れ た
そ の 溶 液 か ら の い ず れ か の 付 加 的 な 所 望 の 材 料 を 含 む 有 効 成 分 の 粉 末 を 生 じ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 経 口 組 成 物 は 、 一 般 に 、 不 活 性 希 釈 剤 も し く は 可 食 担 体 を 包 含 す る 。 そ れ ら は ゼ ラ チ ン
カ プ セ ル 中 に 封 入 さ れ 得 る か 、 も し く は 錠 剤 に 圧 縮 さ れ 得 る 。 経 口 の 治 療 的 投 与 の 目 的 上
、 有 効 成 分 は 賦 形 剤 と と も に 組 み 込 ま れ 得 、 そ し て 錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 も し く は カ プ セ ル 剤
の 形 態 で 使 用 さ れ 得 る 。 経 口 組 成 物 は 口 内 洗 浄 剤 と し て の 使 用 の た め に 液 体 担 体 を 使 用 し
て も ま た 製 造 さ れ 得 、 こ こ で は 液 体 担 体 中 の 化 合 物 が 経 口 で 適 用 さ れ 、 そ し て シ ュ ー っ と
音 を た て ら れ (swished)か つ 吐 き 出 さ れ も し く は 飲 み 込 ま れ る 。 製 薬 学 的 に 適 合 性 の 結 合
剤 お よ び ／ も し く は 補 助 物 質 が 組 成 物 の 一 部 と し て 包 含 さ れ 得 る 。 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル
剤 、 ト ロ ー チ 剤 な ど は 、 以 下 の 材 料 も し く は 類 似 の 性 質 の 化 合 物 の い ず れ か を 含 有 し 得 る
。 す な わ ち 、 微 晶 質 セ ル ロ ー ス 、 ト ラ ガ カ ン ト ガ ム も し く は ゼ ラ チ ン の よ う な 結 合 剤 ； デ
ン プ ン も し く は 乳 糖 の よ う な 賦 形 剤 、 ア ル ギ ン 酸 、 プ リ モ ゲ ル (Primogel)も し く は ト ウ モ
ロ コ シ デ ン プ ン の よ う な 崩 壊 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム も し く は ス テ ロ テ ス (Sterote
s)の よ う な 滑 沢 剤 ； コ ロ イ ド 状 二 酸 化 ケ イ 素 の よ う な 滑 り 剤 (glidant)； シ ョ 糖 も し く は
サ ッ カ リ ン の よ う な 甘 味 料 ； ま た は ハ ッ カ 、 サ リ チ ル 酸 メ チ ル も し く は オ レ ン ジ 調 味 料 の
よ う な 調 味 料 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 の た め に は 、 当 該 組 成 物 は 、 適 す る 噴 射 剤 、 例 え ば 二 酸 化 炭 素 の よ う な
気 体 を 含 有 す る 加 圧 容 器 も し く は 分 注 器 、 ま た は 噴 霧 器 か ら の エ ア ゾ ル ス プ レ ー の 形 態 で
送 達 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 全 身 性 投 与 は ま た 経 粘 膜 も し く は 経 皮 の 手 段 に も よ り 得 る 。 経 粘 膜 も し く は 経 皮 投 与 の
た め に は 、 浸 透 さ れ る べ き 障 壁 に 適 切 な 浸 透 剤 が 製 剤 中 で 使 用 さ れ る 。 こ う し た 浸 透 剤 は
一 般 に 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 そ し て 、 例 え ば 、 経 粘 膜 投 与 の た め に は 、 洗 剤 、 胆 汁
酸 塩 お よ び フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 を 包 含 す る 。 経 粘 膜 投 与 は 鼻 ス プ レ ー も し く は 坐 薬 の 使 用 に
よ り 成 し 遂 げ ら れ 得 る 。 経 皮 投 与 の た め に は 、 有 効 成 分 は 、 当 該 技 術 分 野 で 一 般 に 既 知 の
と お り 、 軟 膏 剤 (ointment)、 軟 膏 剤 (salve)、 ゲ ル も し く は ク リ ー ム に 処 方 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 化 合 物 は 、 直 腸 送 達 の た め の 坐 薬 （ 例 え ば 、 カ カ オ バ タ ー お よ び 他 の グ リ セ リ ド の よ う
な 慣 習 的 坐 薬 基 材 を 含 む ） も し く は 保 持 浣 腸 (retention enemas)の 形 態 で も ま た 製 造 さ れ
得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 一 態 様 に お い て は 、 有 効 成 分 は 、 埋 込 物 お よ び 微 小 被 包 化 送 達 系 を 包 含 す る 制 御 放 出 製
剤 の よ う に 、 化 合 物 を 身 体 か ら の 迅 速 な 排 除 に 対 し 保 護 す る こ と が で き る 担 体 と と も に 製
造 さ れ る 。 エ チ レ ン ビ ニ ル ア セ テ ー ト 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ
リ オ ル ト エ ス テ ル お よ び ポ リ 乳 酸 の よ う な 生 物 分 解 性 の 生 物 適 合 性 ポ リ マ ー が 使 用 さ れ 得
る 。 こ う し た 製 剤 の 製 造 方 法 は 当 業 者 に 明 ら か で あ る こ と が で き る 。 材 料 は ま た 、 ア ル ザ
　 コ ー ポ レ ー シ ョ ン (Alza Corporation)お よ び ノ ヴ ァ 　 フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ズ 　 イ ン
ク (Nova Pharmaceuticals, Inc,)か ら 商 業 的 に 得 ら れ る こ と も で き る 。 リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液
（ ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 感 染 し た 細 胞 に 標 的 を 向 け ら れ た リ ポ ソ ー
ム を 包 含 す る ） も ま た 製 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ ら は 、 例 え ば
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米 国 特 許 第 ４ ， ５ ２ ２ ， ８ １ １ 号 に 記 述 さ れ る よ う な 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に 従 っ て 製 造
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 経 口 も し く は 非 経 口 組 成 物 を 、 投 与 の 容 易 さ お よ び 投 薬 量 の 均 一 性 の た め に 投 薬 単 位 形
態 で 処 方 す る こ と が と り わ け 有 利 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 投 薬 単 位 形 態 は
、 治 療 さ れ る べ き 被 験 体 の た め の 単 位 投 薬 量 と し て 適 し た 物 理 的 に 別 個 の 単 位 を 指 し ； 各
単 位 は 必 要 と さ れ る 製 薬 学 的 担 体 と 共 同 し て 所 望 の 治 療 効 果 を 生 じ さ せ る よ う 算 出 さ れ た
、 予 め 決 め ら れ た 量 の 有 効 成 分 を 含 有 す る 。 本 発 明 の 投 薬 単 位 形 態 に つ い て の 明 細 は 、 有
効 成 分 の 独 特 の 特 徴 お よ び 達 成 さ れ る べ き 特 定 の 治 療 効 果 、 な ら び に 個 人 の 治 療 の た め に
こ う し た 有 効 成 分 の 配 合 (compounding)の 当 該 技 術 分 野 に 固 有 の 制 限 に よ り 指 図 さ れ 、 ま
た 、 こ れ ら に 直 接 依 存 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 こ う し た 化 合 物 の 毒 性 お よ び 治 療 の 有 効 性 は 、 例 え ば Ｌ Ｄ 50（ 集 団 の 50％ に 対 し 致 死 的
な 用 量 ） お よ び Ｅ Ｄ 50（ 集 団 の 50％ で 治 療 上 有 効 な 用 量 ） を 決 定 す る た め の 細 胞 培 養 物 も
し く は 実 験 動 物 で の 標 準 的 製 薬 学 処 置 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 毒 性 効 果 と 治 療 効 果 と の 間 の
用 量 比 が 治 療 指 数 で あ り 、 そ し て そ れ は 比 Ｌ Ｄ 50／ Ｅ Ｄ 50と し て 表 わ さ れ 得 る 。 大 き な 治
療 師 数 を 表 わ す 化 合 物 が 好 ま し い 。 毒 性 の 副 作 用 を 表 わ す 化 合 物 が 使 用 さ れ う る 一 方 、 注
意 が 、 感 染 し て い な い 細 胞 に 対 す る 潜 在 的 損 傷 を 最 小 限 に し 、 そ し て そ れ に よ り 副 作 用 を
低 減 す る た め に 、 こ う し た 化 合 物 を 冒 さ れ て い る 組 織 の 部 位 に 標 的 を 向 け る 送 達 系 を 設 計
す る よ う に 、 払 わ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 細 胞 培 養 物 ア ッ セ イ お よ び 動 物 研 究 か ら 得 ら れ る デ ー タ が 、 ヒ ト で の 使 用 の た め の 投 薬
量 の 範 囲 を 系 統 立 て て 計 画 す る (formulate)こ と に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 こ う し た 化 合 物
の 投 薬 量 は 、 好 ま し く は 、 毒 性 が ほ と ん ど も し く は 全 く な い Ｅ Ｄ 50を 包 含 す る 循 環 濃 度 の
範 囲 内 に 存 す る 。 投 薬 量 は 、 使 用 さ れ る 投 薬 形 態 お よ び 利 用 さ れ る 投 与 経 路 に 依 存 し て こ
の 範 囲 内 で 変 動 し て よ い 。 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る い か な る 化 合 物 に つ い て も 、 治 療 上
有 効 な 用 量 が 細 胞 培 養 物 ア ッ セ イ か ら 最 初 に 推 定 さ れ 得 る 。 あ る 用 量 が 、 細 胞 培 養 物 で 決
定 さ れ る よ う な Ｉ Ｃ 50（ す な わ ち 、 症 状 の 最 大 の 半 分 の 阻 害 を 達 成 す る 試 験 化 合 物 の 濃 度
） を 包 含 す る 循 環 血 漿 濃 度 範 囲 を 達 成 す る よ う に 、 動 物 モ デ ル で 系 統 立 て て 計 画 さ れ う る
。 こ う し た 情 報 が ヒ ト で の 有 用 な 用 量 を よ り 正 確 に 決 定 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 血 漿 中 濃
度 は 、 例 え ば 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 測 定 さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ 得 、 そ し て 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー と し て 使 用 さ れ
得 る 。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 静 脈 内 注 入 、 局 所 投 与 （ 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ２ ８ ， ４
７ ０ 号 を 参 照 ） も し く は 定 位 注 入 （ 例 え ば 、 チ ェ ン (Chen)ら  (1994) PNAS 91:3054-3057
を 参 照 ） に よ り 被 験 体 に 送 達 さ れ 得 る 。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー の 製 薬 学 的 製 剤 は 、 許 容 で き
る 希 釈 剤 中 に 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 包 含 し 得 る か 、 も し く は 、 そ の 中 に 遺 伝 子 送 達 ベ ヒ ク
ル が 埋 込 ま れ る 遅 延 放 出 マ ト リ ッ ク ス を 含 み 得 る 。 あ る い は 、 完 全 な 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー
が 組 換 え 細 胞 か ら 無 傷 で 生 じ ら れ 得 る 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 場 合 は 、 製 薬 学
的 製 剤 は 遺 伝 子 送 達 系 を 産 生 す る １ 個 も し く は そ れ 以 上 の 細 胞 を 包 含 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 当 該 製 薬 学 的 組 成 物 は 、 投 与 の た め の 説 明 書 と 一 緒 に な っ て 容 器 、 包 み (pack)も し く は
分 注 器 に 包 含 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 本 発 明 の 分 子 （ 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 す る 核 酸 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 相 同 体 及
び 抗 体 ） を 以 下 の 方 法 の １ つ 又 は そ れ よ り 多 く で 用 い る こ と が で き る ： ａ ） ス ク リ ー ニ ン
グ ア ッ セ イ ； ｂ ） 予 報 医 学 （ ｐ ｒ ｅ ｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 ｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ ） （ 例 え ば 診 断 ア
ッ セ イ 、 予 後 ア ッ セ イ 、 臨 床 試 験 の 監 視 及 び 薬 理 遺 伝 学 ） ； な ら び に ｃ ） 処 置 の 方 法 （ 例
え ば 治 療 的 及 び 予 防 的 ） 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 通 り 、 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 は 以 下
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Ｖ ． 本 発 明 の 使 用 及 び 方 法



の 活 性 ： 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル も し く は 他 の 分 子 の 増 加 の １ つ
又 は そ れ よ り 多 く を 有 し て お り 、 例 え ば 特 定 の タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 、 遺 伝 子 転 写 の モ ジ
ュ レ ー シ ョ ン （ ま た は 調 節 ） 及 び 本 明 細 書 に 示 す 他 の 生 物 学 的 活 性 の い ず れ か を 生 ず る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 は 以 下 の 活 性 ： （ ｉ ） 第 ２ の 分 子 、 （ 例 え ば タ
ン パ ク 質 、 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ ） レ セ プ タ ー 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー の 可
溶 性 形 態 、 シ グ ナ リ ン グ タ ン パ ク 質 の ｗ ｎ ｔ 群 の メ ン バ ー に 関 す る レ セ プ タ ー 又 は 非 － Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ シ グ ナ リ ン グ 分 子 ） と の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 及 び ／ 又 は そ れ ら へ の 結 合
； （ ｉ ｉ ） 膜 － 結 合 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー を 介 す る 分 子 内 タ ン パ ク 質 と の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク
質 の 相 互 作 用 ； （ ｉ ｉ ｉ ） 可 溶 性 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 と 第 ２ の 可 溶 性 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 結 合 パ ー ト
ナ ー （ 例 え ば 非 － Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 分 子 又 は 第 ２ の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 分 子 ） の 間 の 錯
体 形 成 ； （ ｉ ｖ ） 他 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 （ 例 え ば 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 成 分 へ
の ｗ ｎ ｔ － 依 存 性 細 胞 接 着 の 調 節 ） ； （ ｖ ） 望 ま し く な い 分 子 へ の 結 合 及 び そ の 除 去 （ 例
え ば 解 毒 活 性 又 は 防 御 機 能 ） ； な ら び に ／ あ る い は （ ｖ ｉ ） 酵 素 活 性 の 少 な く と も １ つ 又
は そ れ よ り 多 く で あ り 、 か く し て 例 え ば （ １ ） 試 験 管 内 も し く は 生 体 内 に お け る 細 胞 シ グ
ナ ル の 導 入 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン （ 例 え ば 分 泌 タ ン パ ク 質 の ｗ ｎ ｔ 群 の メ ン バ ー の 活 性 の 拮
抗 作 用 あ る い は ｗ ｎ ｔ － 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 の 抑 制 ） ； （ ２ ） 細 胞 間 の 伝 達 （ ｃ ｏ ｍ ｍ ｕ
ｎ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） の 調 節 （ 例 え ば ｗ ｎ ｔ － 依 存 性 細 胞 － 細 胞 相 互 作 用 の 調 節 ） ； （ ３ ）
そ の 発 現 が Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ ） の レ セ プ タ ー へ の 結 合 に よ り モ ジ ュ レ ー シ ョ
ン さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 の 調 節 ； （ ４ ） 試 験 管 内 又 は 生 体 内 に お け る 発 育 も し く は 分 化 に 含
ま れ る 細 胞 中 の 遺 伝 子 転 写 の 調 節 （ 例 え ば 細 胞 分 化 の 誘 導 ） ； （ ５ ） 少 な く と も １ つ の 遺
伝 子 が 分 化 － 特 異 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 場 合 の 発 育 も し く は 分 化 に 含 ま れ る 細 胞
中 の 遺 伝 子 転 写 の 調 節 ； （ ６ ） 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 が 第 ２ の 分 泌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
し て い る 場 合 の 発 育 も し く は 分 化 に 含 ま れ る 細 胞 中 の 遺 伝 子 転 写 の 調 節 ； （ ７ ） 少 な く と
も １ つ の 遺 伝 子 が シ グ ナ ル 伝 達 分 子 を コ ー ド し て い る 場 合 の 発 育 も し く は 分 化 に 含 ま れ る
細 胞 中 の 遺 伝 子 転 写 の 調 節 ； （ ８ ） 試 験 管 内 も し く は 生 体 内 に お け る 細 胞 増 殖 の 調 節 （ 例
え ば 細 胞 増 殖 の 誘 導 又 は 腫 瘍 発 生 の 抑 制 （ 例 え ば 神 経 膠 芽 腫 形 成 の 抑 制 ） の 場 合 の よ う な
増 殖 の 阻 害 ） ； （ ９ ） 成 人 及 び 胚 の 両 方 の 脊 椎 動 物 に お け る 分 化 組 織 の 規 定 さ れ た 空 間 配
置 の 形 成 及 び 保 持 （ 例 え ば 脊 椎 動 物 の 発 育 の 間 の 頭 形 成 の 誘 導 あ る い は 造 血 前 駆 細 胞 （ ｈ
ｅ ｍ ａ ｔ ｏ ｐ ｏ ｉ ｅ ｔ ｉ ｃ 　 ｐ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ ｉ ｔ ｏ ｒ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） の 保 持 ） ； （ １ ０ ） 細
胞 死 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン 、 例 え ば 細 胞 生 存 の 刺 激 ； （ １ １ ） 細 胞 移 動 の 調 節 ； な ら び に ／
あ る い は （ １ ２ ） 免 疫 モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 従 っ て 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 は 、 前 記 の 活 性 （ す な わ ち 前 節 に お け る 活 性 （ ｉ ） ～ （
ｖ ｉ ） 及 び （ １ ） ～ （ １ ２ ） ） の い ず れ か が 示 さ れ て い る 疾 患 及 び ／ 又 は 状 態 の 診 断 、 予
後 及 び ／ 又 は 処 置 の た め に 本 発 明 の 分 子 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 又 は
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー ） が 用 い ら れ る 使 用 法 （ 例 え ば 診 断 ア ッ セ イ 、 予 後 ア ッ セ イ 又 は
処 置 の 予 防 的 ／ 治 療 的 方 法 ） を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 本 発 明 は 例 え ば 前 記 の 活 性 の
い ず れ か に よ り 病 理 学 的 に 乱 さ れ て い る 患 者 、 好 ま し く は ヒ ト の 患 者 の 診 断 、 予 後 及 び ／
又 は 処 置 の た め に 本 発 明 の 分 子 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 又 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
モ ジ ュ レ ー タ ー ） が 用 い ら れ る 使 用 法 （ 例 え ば 診 断 ア ッ セ イ 、 予 後 ア ッ セ イ 又 は 処 置 の 予
防 的 ／ 治 療 的 方 法 ） を 含 む 。 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 使 用 法 （ 例 え ば 診 断 ア ッ セ イ 、 予
後 ア ッ セ イ 又 は 処 置 の 予 防 的 ／ 治 療 的 方 法 ） は 、 診 断 、 予 後 及 び ／ 又 は 治 療 的 処 置 の た め
に 本 発 明 の 分 子 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 又 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー
） を 患 者 、 好 ま し く は ヒ ト の 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 使 用 法 （
例 え ば 診 断 ア ッ セ イ 、 予 後 ア ッ セ イ 又 は 処 置 の 予 防 的 ／ 治 療 的 方 法 ） は 、 本 発 明 の 分 子 （
例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 又 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー ） を ヒ ト の 患 者 に
投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ４ ２ 】
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　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 、 例 え ば 下 記 に さ ら に 記 載 す る 通 り 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 発
現 さ せ る た め （ 例 え ば 遺 伝 子 療 法 用 途 に お い て 宿 主 細 胞 中 で 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 介 し
て ） 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ 例 え ば 生 物 試 料 中 の ） 又 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 改
変 の 検 出 の た め な ら び に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る た め の 本 発 明 の 単 離 さ れ た
核 酸 分 子 の 使 用 に 関 し て い る 。 さ ら に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る 薬 物 又 は 化 合
物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め な ら び に 不 十 分 も し く は 過 剰 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 生 産 あ
る い は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 野 生 型 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 活 性 が 低 下 し て い る か 又 は 異 常 で あ る Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ タ ン パ ク 質 形 態 の 生 産 を 特 徴 と す る 障 害 （ 例 え ば 発 育 障 害 も し く は 増 殖 性 疾 患 、 例 え ば
ガ ン な ら び に 異 常 な 細 胞 分 化 及 び ／ 又 は 生 存 、 異 常 な 細 胞 外 構 造 又 は 防 御 機 構 に お け る 異
常 を 特 徴 と す る 疾 患 、 状 態 も し く は 障 害 ） の 処 置 の た め に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 用 い る こ
と が で き る 。 さ ら に 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 検 出 及 び 単 離 の た め 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の
生 物 利 用 能 の 調 節 の た め な ら び に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン の た め に 本 発 明 の 抗 －
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ ） な ど の タ ン パ ク 質
の 活 性 に 適 用 さ れ る 「 異 常 な 活 性 」 と い う 用 語 は 、 野 生 型 も し く は 本 来 の タ ン パ ク 質 の 活
性 と 異 な る か あ る い は 健 康 な 被 験 者 に お け る タ ン パ ク 質 の 活 性 と 異 な る 活 性 を 言 う 。 タ ン
パ ク 質 の 活 性 は 、 そ の 本 来 の 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 活 性 よ り そ れ が 強 い た め に 異 常 と な り
得 る 。 別 の 場 合 、 活 性 は そ れ が そ の 本 来 の 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 活 性 に 対 し て そ れ よ り 弱
い か 又 は 不 在 で あ る 故 に 異 常 と な り 得 る 。 異 常 な 活 性 は 活 性 に お け る 変 化 で も あ り 得 る 。
例 え ば 異 常 な タ ン パ ク 質 は そ の 本 来 の 対 応 す る タ ン パ ク 質 に 対 し て 異 な る タ ン パ ク 質 と 相
互 作 用 し 得 る 。 細 胞 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 又 は 不 足 発 現 （ ｕ ｎ ｄ ｅ ｒ
ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ） の 故 に 異 常 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ ） 活 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
Ａ ． ：
　 本 発 明 は モ ジ ュ レ ー タ ー 、 す な わ ち Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る か あ る い は 例 え ば Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 又 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 に 刺 激 も し く は 阻 害 効 果 を 有 す る 候 補 も し く は 試 験 化 合 物 又
は 薬 剤 （ 例 え ば ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 疑 似 物 （ ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｏ ｍ ｉ ｍ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ ） 、 小 分 子
又 は 他 の 薬 物 ） を 同 定 す る た め の 方 法 （ 本 明 細 書 に お い て 「 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 」 と
も 呼 ば れ る ） を 提 供 す る 。 モ ジ ュ レ ー タ ー に は 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ア ゴ ニ ス ト 及 び ／ 又 は Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 含 ま れ 得 る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 場 合 、 「 ア ゴ ニ ス ト 」 と い う 用
語 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ ） 生 物 活 性 を 模 す る か 又 は 上 方 調 節 す る （ ｕ ｐ ｒ ｅ ｇ
ｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｓ ） （ 例 え ば 増 強 も し く は 補 足 す る ） 薬 剤 を 言 う も の と す る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ア ゴ ニ
ス ト は 、 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ レ セ プ タ ー と の 相 互 作 用 に よ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー か ら の シ
グ ナ ル の 伝 達 な ど の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 模 す る 化 合 物 で あ る こ と が で き る 。
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ア ゴ ニ ス ト は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 上 方 調 節 す る 化 合 物 で あ る こ と も で き る 。
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ア ゴ ニ ス ト は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー の 下 流 に 位 置 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 又 は 活 性
を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン し 、 そ れ に よ り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー へ の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 結 合 の 効 果 を 模 す
る か 又 は 強 化 す る 化 合 物 で あ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 場 合 、 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ ） 生
物 活 性 を 阻 害 す る か 減 少 さ せ る か 又 は 抑 制 す る 薬 剤 を 言 う も の と す る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 か ら の シ グ ナ リ ン グ を 減 少 さ せ る 化 合 物 、 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ 又 は Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ － １ レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と が で き る 化 合 物 で あ る こ と が で き る 。 好 ま し い Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ ア ン タ ゴ ニ ス ト は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 と 他 の 分 子 、 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー の 間 の
相 互 作 用 を 阻 害 す る 。 別 の 場 合 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ア ン タ ゴ ニ ス ト は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 を 下 方
調 節 す る （ ｄ ｏ ｗ ｎ ｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｓ ） 化 合 物 で あ る こ と が で き る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ア ン タ ゴ
ニ ス ト は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー の 下 流 に 位 置 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 も し く は 活 性 を モ ジ ュ レ
ー シ ョ ン し 、 そ れ に よ り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー へ の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 結 合 の 効 果 と 拮 抗 す る 化 合 物
で あ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド も し く は
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そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 一 部 に 結 合 す る か 又 は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る 候 補 も し く
は 試 験 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本
発 明 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー に 結 合 す る か 又 は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る 候 補 も し く
は 試 験 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 本 発 明 の 試 験 化 合 物 は ： 生
物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー ； 空 間 的 に ア ド レ ス 可 能 な 平 行 固 相 も し く は 溶 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー ； デ
コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン が 必 要 な 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； 「 一 ビ ー ズ 一 化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ ー 法
（ ｏ ｎ ｅ － ｂ ｅ ａ ｄ 　 ｏ ｎ ｅ － ｃ ｏ ｍ ｐ ｏ ｕ ｎ ｄ 　 ｌ ｉ ｂ ｒ ａ ｒ ｙ 　 ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ） ； な
ら び に ア フ ィ ニ フ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 を 用 い る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 を 含 む 当 該 技 術
分 野 に お い て 既 知 の 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー 法 に お け る 多 数 の 方 法 の い ず れ を 用 い て も 得
る こ と が で き る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 法 は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ に 限 ら れ る が 、 他 の ４ つ
の 方 法 は ペ プ チ ド 、 非 － ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー 又 は 化 合 物 の 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー に 適 用 可 能
で あ る （ Ｌ ａ ｍ ， Ｋ ． Ｓ ． （ １ ９ ９ ７ ） 　 Ａ ｎ ｔ ｉ ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 Ｄ ｒ ｕ ｇ 　 Ｄ ｅ ｓ ． １
２ ： １ ４ ５ ） 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 の た め の 方 法 の 例 は 文 献 中 で 、 例 え ば ： Ｄ ｅ 　 Ｗ ｉ ｔ ｔ 　 ｅ ｔ
　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ３ ） 　 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ ． Ｓ ． Ａ ． ９ ０ ： ６
９ ０ ９ ； Ｅ ｒ ｂ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ４ ） 　 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｅ ．
Ｕ Ｓ Ａ 　 ９ １ ： １ １ ４ ２ ２ ； Ｚ ｕ ｃ ｋ ｅ ｒ ｍ ａ ｎ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ４ ） ， Ｊ ． Ｍ
ｅ ｄ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ３ ７ ： ２ ６ ７ ８ ； Ｃ ｈ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ３ ） 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ
　 ２ ６ １ ： １ ３ ０ ３ ； Ｃ ａ ｒ ｒ ｅ ｌ ｌ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ４ ） 　 Ａ ｎ ｇ ｅ ｗ ． Ｃ ｈ ｅ
ｍ ． Ｉ ｎ ｔ ． Ｅ ｄ ． Ｅ ｎ ｇ ｌ ． ３ ３ ： ２ ０ ５ ９ ； Ｃ ａ ｒ ｅ ｌ ｌ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ４
） 　 Ａ ｎ ｇ ｅ ｗ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｉ ｎ ｔ ． Ｅ ｄ ． Ｅ ｎ ｇ ｌ ． ３ ３ ： ２ ０ ６ １ ； 及 び Ｇ ａ ｌ ｌ ｏ
ｐ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ４ ） 　 Ｊ ． Ｍ ｅ ｄ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ３ ７ ： １ ２ ３ ３ に 見 い だ す こ と
が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー は 溶 液 中 で （ 例 え ば Ｈ ｏ ｕ ｇ ｈ ｔ ｅ ｎ （ １ ９ ９ ２ ） 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ
ｃ ｈ ｎ ｏ ｑ ｕ ｅ ｓ 　 １ ３ ： ４ １ ２ － ４ ２ １ ） あ る い は ビ ー ズ 上 で （ Ｌ ａ ｍ （ １ ９ ９ １ ） 　
Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ３ ５ ４ ： ８ ２ － ８ ４ ） 、 チ ッ プ 上 で （ Ｆ ｏ ｄ ｏ ｒ （ １ ９ ９ ３ ） 　 Ｎ ａ ｔ ｕ
ｒ ｅ 　 ３ ６ ４ ： ５ ５ ５ － ５ ５ ６ ） 、 バ ク テ リ ア 上 で （ Ｌ ａ ｄ ｎ ｅ ｒ 　 Ｕ Ｓ Ｐ 　 ５ ， ２ ２ ３
， ４ ０ ９ ） 、 胞 子 上 で （ Ｌ ａ ｄ ｎ ｅ ｒ 　 Ｕ Ｓ Ｐ 　 ’ ４ ０ ９ ） 、 プ ラ ス ミ ド 上 で （ Ｃ ｕ ｌ ｌ
　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ２ ） 　 Ｐ ｒ ｏ ｃ 　 Ｎ ａ ｔ ｌ 　 Ａ ｃ ａ ｄ 　 Ｓ ｃ ｉ 　 Ｕ Ｓ Ａ 　 ８ ９ ：
１ ８ ６ ５ － １ ８ ６ ９ ） 又 は フ ァ ー ジ 上 で （ Ｓ ｃ ｏ ｔ ｔ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｓ ｍ ｉ ｔ ｈ （ １ ９ ９ ０ ）
　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ２ ４ ９ ： ３ ８ ６ － ３ ９ ０ ） ； （ Ｄ ｅ ｖ ｌ ｉ ｎ （ １ ９ ９ ０ ） 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ
ｎ ｃ ｅ 　 ２ ４ ９ ： ４ ０ ４ － ４ ０ ６ ） ； （ Ｃ ｗ ｉ ｒ ｌ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ０ ） 　 Ｐ ｒ
ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． ８ ７ ： ６ ３ ７ ８ － ６ ３ ８ ２ ） ； （ Ｆ ｅ ｌ ｉ ｃ ｉ （ １
９ ９ １ ） 　 Ｊ ． Ｍ ｏ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． ２ ２ ２ ： ３ ０ １ － ３ １ ０ ） ； （ Ｌ ａ ｄ ｎ ｅ ｒ 　 同 上 ）
与 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 の 場 合 、 ア ッ セ イ は 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ で あ り 、 そ の ア ッ セ イ に お い
て は 細 胞 表 面 上 で Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
レ セ プ タ ー に 結 合 す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る 。 細 胞 は 例 え ば 哺 乳 類 起 源 の も の あ る
い は 酵 母 細 胞 で あ る こ と が で き る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー に 結 合 す る 試 験 化 合 物 の 能 力 の 決
定 は 、 例 え ば 複 合 体 中 に お け る 標 識 化 合 物 の 検 出 に よ り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー へ の 試 験 化 合
物 の 結 合 を 決 定 す る こ と が で き る よ う に 試 験 化 合 物 を 放 射 性 同 位 体 も し く は 酵 素 標 識 と 結
合 さ せ る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 試 験 化 合 物 を 直 接 的 も し く は 間 接 的 に １

２ ５ Ｉ 、 ３ ５ Ｓ 、 １ ４ Ｃ 又 は ３ Ｈ で 標 識 し 、 放 射 線 放 射 の 直 接 カ ウ ン テ ィ ン グ 又 は シ ン チ
レ ー シ ョ ン カ ウ ン テ ィ ン グ に よ り 放 射 性 同 位 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 別 の 場 合 、 試 験
化 合 物 を 例 え ば ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ (西 洋 ワ サ ビ )ペ ル オ 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 を 用 い て 酵 素 的 に 標 識 し 、 適 し た 基 質 の 産 物 へ の 転 換 の 決 定 に よ
り 酵 素 標 識 を 検 出 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ４ ９ 】
　 相 互 作 用 物 質 の い ず れ も 標 識 す る こ と な く Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 試 験 化 合
物 の 能 力 を 決 定 す る こ と も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 試 験 化 合 物 又 は レ セ プ タ ー の い
ず れ も 標 識 せ ず に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー と の 試 験 化 合 物 の 相 互 作 用 を 検 出 す る た め に マ イ ク
ロ フ ィ シ オ メ ー タ ー （ ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ ｉ ｏ ｍ ｅ ｔ ｅ ｒ ） を 用 い る こ と が で き る 。 Ｍ ｃ
Ｃ ｏ ｎ ｎ ｅ ｌ ｌ ， Ｈ ． Ｍ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ２ ） 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ２ ５ ７ ： １ ９ ０
６ － １ ９ １ ２ 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 場 合 、 「 マ イ ク ロ フ ィ シ オ メ ー タ ー 」 （ 例 え ば Ｃ ｙ
ｔ ｏ ｓ ｅ ｎ ｓ ｏ ｒ Ｔ Ｍ ） は 、 光 － ア ド レ ス 可 能 な 電 位 差 計 型 セ ン サ ー （ Ｌ Ａ Ｐ Ｓ ） を 用 い
て 細 胞 が そ の 環 境 を 酸 性 化 す る 速 度 を 測 定 す る 分 析 機 器 で あ る 。 こ の 酸 性 化 速 度 の 変 化 を
リ ガ ン ド と レ セ プ タ ー の 間 の 相 互 作 用 の 指 標 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て ア ッ セ イ は 、 細 胞 表 面 上 で Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細
胞 を Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 又 は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 一 部 と 接 触 さ せ て ア ッ セ イ 混 合 物 を 形
成 し 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 試 験
化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ で Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 試 験 化 合
物 の 能 力 の 決 定 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 又 は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 一 部 が レ セ プ タ ー に 結 合 す る 能 力
と 比 較 し て 優 先 的 に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー に 結 合 す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含
む 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て ア ッ セ イ は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 を 発 現 す る 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接
触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 の 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る （ 例 え ば 刺 激 す る か 又 は 阻 害 す
る ） 試 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ で あ る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的
分 子 の 活 性 を モ ジ レ ー シ ョ ン す る 試 験 化 合 物 の 能 力 の 決 定 は 、 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 に
結 合 す る か 又 は そ れ と 相 互 作 用 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 能 力 の 決 定 に よ り 行 う こ と が で
き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 に 結 合 す る か 又 は そ れ と 相 互 作 用 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 能 力 の 決
定 は 、 直 接 結 合 の 決 定 に 関 し て 上 記 で 記 載 し た 方 法 の １ つ に よ り 行 う こ と が で き る 。 好 ま
し い 実 施 態 様 に お い て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 に 結 合 す る か 又 は そ れ と 相 互 作 用 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
タ ン パ ク 質 の 能 力 の 決 定 は 、 標 的 分 子 の 活 性 の 決 定 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 標 的
の 細 胞 性 第 ２ メ ッ セ ン ジ ャ ー （ す な わ ち 細 胞 内 Ｃ ａ ２ ＋ 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 Ｉ Ｐ ３

な ど ） の 誘 導 の 検 出 、 適 し た 基 質 へ の 標 的 の 触 媒 的 ／ 酵 素 的 活 性 の 検 出 、 リ ポ ー タ ー 遺 伝
子 （ 検 出 可 能 な マ ー カ ー 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 に 操 作 可 能 的 に 結 合 し
て い る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 応 答 性 調 節 要 素 を 含 む ） の 誘 導 の 検 出 あ る い は 細 胞 応 答 、 例 え ば 発 育 、
分 化 又 は 増 殖 の 速 度 の 検 出 に よ り 標 的 分 子 の 活 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 生 物 学
的 に 活 性 な そ の 一 部 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 生 物 学 的 に 活
性 な そ の 一 部 に 結 合 す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る 無 細 胞 ア ッ セ イ で あ る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ
ン パ ク 質 へ の 試 験 化 合 物 の 結 合 は 上 記 の 通 り に 直 接 的 も し く は 間 接 的 に 決 定 す る こ と が で
き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 ア ッ セ イ は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 生 物 学 的 に 活
性 な そ の 一 部 を Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ に 結 合 す る 既 知 の 化 合 物 と 接 触 さ せ て ア ッ セ イ 混 合 物 を 形 成 し 、
ア ッ セ イ 混 合 物 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 試 験 化 合 物
の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 試 験 化 合 物 の 能 力 の 決
定 は 、 既 知 の 化 合 物 と 比 較 し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ も し く は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 一 部 に 優 先 的 に 結
合 す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 他 の 実 施 態 様 の 場 合 、 ア ッ セ イ は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の
一 部 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 生 物 学 的 な 活 性 な そ の 一 部 の
活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン （ 例 え ば 刺 激 も し く は 阻 害 ） す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る 無
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細 胞 ア ッ セ イ で あ る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 活 性 を モ ジ レ ー シ ョ ン す る 試 験 化 合 物 の 能 力
の 決 定 は 、 例 え ば 直 接 結 合 の 決 定 に 関 し て 上 記 で 記 載 し た 方 法 の １ つ に よ り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的
分 子 に 結 合 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 能 力 を 決 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ 標 的 分 子 に 結 合 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 能 力 の 決 定 は 、 実 時 間 生 物 分 子 相 互 作 用 分
析 （ Ｂ ｉ ｏ ｍ ｏ ｌ ｏ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ ） （ Ｂ Ｉ Ａ
） な ど の 方 法 を 用 い て も 行 う こ と が で き る 。 Ｓ ｊ ｏ ｌ ａ ｎ ｄ ｅ ｒ ， Ｓ ． ａ ｎ ｄ 　 Ｕ ｒ ｂ ａ
ｎ ｉ ｃ ｚ ｋ ｙ ， Ｃ ． （ １ ９ ９ １ ） 　 Ａ ｎ ａ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ６ ３ ： ２ ３ ３ ８ － ２ ３ ４ ５ 及 び
Ｓ ｚ ａ ｂ ｏ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ５ ） 　 Ｃ ｕ ｒ ｒ ． Ｏ ｐ ｉ ｎ ． Ｓ ｔ ｒ ｕ ｃ ｔ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ
． ５ ： ６ ９ ９ － ７ ０ ５ 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 場 合 、 「 Ｂ Ｉ Ａ 」 は 相 互 作 用 物 質 （ 例 え ば
Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ Ｔ Ｍ ） の い ず れ も 標 識 せ ず に 実 時 間 で 生 物 特 異 的 相 互 作 用 を 研 究 す る た め
の 方 法 で あ る 。 光 学 現 象 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ Ｓ Ｐ Ｒ ） に お け る 変 化 を 生 物 分 子 の 間 の 実
時 間 反 応 の 指 標 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る 試 験 化 合 物 の
能 力 の 決 定 を 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 が Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 の 活 性 を さ ら に モ ジ ュ レ ー シ ョ ン
す る 能 力 の 決 定 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 前 に 記 載 し た 通 り 、 適 し た 基 質 へ の 標 的
分 子 の 触 媒 的 ／ 酵 素 的 活 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 無 細 胞 ア ッ セ イ は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 生 物 学 的
に 活 性 な そ の 一 部 を Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 既 知 の 化 合 物 と 接 触 さ せ て ア ッ セ イ 混
合 物 を 形 成 し 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用
す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 試 験 化
合 物 の 能 力 の 決 定 は 優 先 的 に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 に 結 合 す る か も し く は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ
ー シ ョ ン す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 化 合 物 及 び 天 然 抽 出 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 調 べ る 多 く の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ グ ラ ム に
お い て 、 与 え ら れ た 時 間 内 に 調 査 さ れ る 化 合 物 の 数 を 最 大 に す る た め に 高 処 理 量 ア ッ セ イ
が 望 ま し い 。 精 製 も し く は 半 － 精 製 タ ン パ ク 質 を 用 い て 誘 導 す る こ と が で き る も の の よ う
な 無 細 胞 系 で 行 わ れ る ア ッ セ イ は 、 試 験 化 合 物 に よ り 媒 介 さ れ る 分 子 標 的 に お け る 改 変 の
迅 速 な 出 現 及 び 比 較 的 容 易 な 検 出 を 可 能 に す る よ う に そ れ を 作 る こ と が で き る 点 で 、 多 く
の 場 合 に 「 一 次 」 ス ク リ ー ニ ン グ と し て 好 ま し い 。 さ ら に 試 験 管 内 の 系 に お い て は 試 験 化
合 物 の 細 胞 毒 性 及 び ／ 又 は 生 物 利 用 性 の 影 響 を 一 般 に 無 視 す る こ と が で き 、 そ の 代 わ り に
ア ッ セ イ は 上 流 も し く は 下 流 要 素 と の 結 合 親 和 性 の 改 変 に 現 れ 得 る 分 子 標 的 へ の 薬 物 の 影
響 に 主 に 集 中 し て い る 。 従 っ て 本 発 明 の 代 表 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 場 合 、 問 題 の 化
合 物 を Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ ） タ ン パ ク 質 も し く は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ －
１ ） 結 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば レ セ プ タ ー と 接 触 さ せ る 。 レ セ プ タ ー は 可 溶 性 で あ る か 又 は
レ セ プ タ ー は 細 胞 表 面 上 に 存 在 し て い る こ と が で き る 。 化 合 物 と Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し
く は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 結 合 パ ー ト ナ ー の 混 合 物 に 次 い で そ れ ぞ れ Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 結 合 パ ー ト ナ ー も し く は
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 組 成 物 を 加 え る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 と Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 結 合 パ ー
ト ナ ー の 複 合 体 の 検 出 及 び 定 量 は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ と 結 合 パ ー ト ナ ー の 間 の 複 合 体 形 成 の 阻 害 （
も し く は 増 強 ） に お け る 化 合 物 の 効 力 の 決 定 の た め の 手 段 と な る 。 化 合 物 の 効 力 は 種 々 の
濃 度 の 試 験 化 合 物 を 用 い て 得 る デ ー タ か ら 用 量 応 答 曲 線 を 作 成 す る こ と に よ り 評 価 す る こ
と が で き る 。 さ ら に 比 較 の た め の ベ ー ス ラ イ ン を 与 え る た め に 標 準 ア ッ セ イ を 行 う こ と も
で き る 。 標 準 ア ッ セ イ で は 、 単 離 さ れ て 精 製 さ れ た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 結 合 パ ー ト
ナ ー を Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 結 合 パ ー ト ナ ー 又 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 組 成 物 に 加 え 、 複 合
体 の 生 成 を 試 験 化 合 物 の 不 在 下 で 定 量 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 無 細 胞 ア ッ セ イ を 、 可 溶 性 及 び ／ 又 は 膜 － 結 合 形 態 の 単 離 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 又 は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 一 部 あ る い は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 ） の 両 方 の
使 用 に 従 わ せ る こ と が で き る 。 膜 － 結 合 形 態 の 単 離 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子
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も し く は レ セ プ タ ー ） が 用 い ら れ る 無 細 胞 ア ッ セ イ の 場 合 、 膜 － 結 合 形 態 の 単 離 タ ン パ ク
質 が 溶 液 中 に 保 持 さ れ る よ う に 可 溶 化 剤 を 用 い る の が 望 ま し い こ と が あ り 得 る 。 そ の よ う
な 可 溶 化 剤 の 例 に は 非 － イ オ ン 性 洗 剤 、 例 え ば 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 Ｒ Ｘ － １ ０ ０ 、 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｒ Ｘ － １ １ ４ 、 Ｔ ｈ
ｅ ｓ ｉ ｔ Ｒ 、 イ ソ ト リ デ シ 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 ニ オ ］ － １ － プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト （ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ ） 、 ３ － ［ （
３ － コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル ） ジ メ チ ル ア ミ ニ オ ］ － ２ － ヒ ド ロ キ シ － １ － プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー
ト （ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ Ｏ ） 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 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 上 記 の 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 の １ つ よ り 多 い 実 施 態 様 に お い て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 又 は そ の 標 的 分
子 の い ず れ か を 固 定 化 し 、 タ ン パ ク 質 の １ つ も し く は 両 方 の 非 複 合 化 形 態 か ら の 複 合 化 形
態 の 分 離 を 容 易 に し 、 ア ッ セ イ の 自 動 化 に 適 応 さ せ る の が 望 ま し い こ と が あ り 得 る 。 Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 へ の 試 験 化 合 物 の 結 合 又 は 候 補 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 在 下 に お け る 標 的 分
子 と の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 は 、 反 応 物 を 含 有 す る た め に 適 し た い ず れ の 容 器 中
で も 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な 容 器 の 例 に は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ
ｔ ｉ ｔ ｒ ｅ 　 ｐ ｌ ａ ｔ ｅ ｓ ） 、 試 験 管 及 び 微 量 遠 心 管 が 含 ま れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 の 場 合
、 タ ン パ ク 質 の １ つ も し く は 両 方 が マ ト リ ッ ク ス に 結 合 す る こ と を 可 能 に す る ド メ イ ン が
加 わ っ て い る 融 合 タ ン パ ク 質 を 与 え る こ と が で き る 。 例 え ば グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ ／ Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 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 セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ ， Ｓ
ｔ ． Ｌ ｏ ｕ ｉ ｓ ， Ｍ Ｏ ） 又 は グ ル タ チ オ ン 誘 導 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 吸 着 さ せ 、
そ れ を 次 い で 試 験 化 合 物 あ る い は 試 験 化 合 物 と 非 － 吸 着 標 的 タ ン パ ク 質 も し く は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
タ ン パ ク 質 と 合 わ せ 、 混 合 物 を 複 合 体 生 成 に 誘 導 性 の 条 件 下 で （ 例 え ば 塩 及 び ｐ Ｈ に 関 す
る 生 理 的 条 件 で ） イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と が で き る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 き 、 ビ
ー ズ 又 は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル を 洗 浄 し て 非 結 合 成 分 、 ビ ー ズ の 場 合 は 固 定 化
マ ト リ ッ ク ス を 除 去 し 、 例 え ば 上 記 の 通 り に 直 接 的 も し く は 間 接 的 に 複 合 体 を 決 定 す る 。
別 の 場 合 、 複 合 体 を マ ト リ ッ ク ス か ら 分 離 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 結 合 又 は 活 性 の レ ベ ル を 、 標 準
的 方 法 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。 　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て マ ト
リ ッ ク ス 上 に タ ン パ ク 質 を 固 定 化 す る た め の 他 の 方 法 を 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 又 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 の い ず れ か を ビ オ チ ン と ス ト レ プ タ ビ ジ ン の 複 合 を
用 い て 固 定 化 す る こ と が で き る 。 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 （ 例 え ば ビ オ チ ニ ル 化
キ ッ ト 、 Ｐ ｉ ｅ ｒ ｃ ｅ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ ｓ ， Ｒ ｏ ｃ ｋ ｆ ｏ ｒ ｄ ， Ｉ Ｌ ） を 用 い て ビ オ チ
ン － Ｎ Ｈ Ｓ （ Ｎ － ヒ ド ロ キ シ － ス ク シ ン イ ミ ド ） か ら ビ オ チ ニ ル 化 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も
し く は 標 的 分 子 を 調 製 し 、 ス ト レ プ タ ビ ジ ン － コ ー テ ッ ド ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト （ Ｐ ｉ ｅ ｒ
ｃ ｅ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ ） の ウ ェ ル に お い て 固 定 化 す る こ と が で き る 。 別 の 場 合 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
タ ン パ ク 質 も し く は 標 的 分 子 と 反 応 性 で あ る が Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の そ の 標 的 分 子 へ の 結
合 を 妨 げ な い 抗 体 を プ レ ー ト の ウ ェ ル に 誘 導 化 し 、 非 結 合 標 的 も し く は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク
質 を 抗 体 複 合 に よ り ウ ェ ル 中 に 捕 獲 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ｓ Ｔ － 固 定 化 複 合 体 に 関 し て 上
記 で 記 載 し た 方 法 の 他 に 、 そ の よ う な 複 合 体 の 検 出 の た め の 方 法 に は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク
質 も し く は 標 的 分 子 と 反 応 性 の 抗 体 を 用 い る 複 合 体 の 免 疫 検 出 な ら び に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク
質 も し く は 標 的 分 子 に 関 連 す る 酵 素 活 性 の 検 出 に 頼 る 酵 素 － 結 合 ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 他 の 実 施 態 様 の 場 合 、 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 細 胞 中 に お け る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ 又 は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 決 定 す る 方 法 で Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 。 候
補 化 合 物 の 存 在 下 に お け る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 候 補
化 合 物 の 不 在 下 に お け る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル と 比 較 す
る 。 次 い で こ の 比 較 に 基 づ い て 候 補 化 合 物 を Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 同 定 す
る こ と が で き る 。 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は タ ン パ ク 質 の 発 現 が 候 補 化 合 物 の 不

10

20

30

40

50

(49) JP 2006-166917 A 2006.6.29



在 下 よ り そ の 存 在 下 に お い て 多 い 場 合 （ 統 計 的 に 有 意 に 多 い ） 、 候 補 化 合 物 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　
ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は タ ン パ ク 質 発 現 の 刺 激 剤 と し て 同 定 さ れ る 。 代 わ っ て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ も し く は タ ン パ ク 質 の 発 現 が 候 補 化 合 物 の 不 在 下 よ り そ の 存 在 下 に お い て 少 な い 場 合 （
統 計 的 に 有 意 に 少 な い ） 、 候 補 化 合 物 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は タ ン パ ク 質 発 現 の 阻
害 剤 と し て 同 定 さ れ る 。 細 胞 中 に お け る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は タ ン パ ク 質 発 現 の レ
ベ ル は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は タ ン パ ク 質 の 検 出 に 関 し て 本 明 細 書 で 記 載 す る 方 法
に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に お い て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ に 結 合 す る か 又 は そ れ と 相 互 作 用 し （ 「 Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ － 結 合 タ ン パ ク 質 」 又 は 「 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ｂ ｐ 」 ） 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン
す る 他 の タ ン パ ク 質 の 同 定 の た め に ２ － ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ 又 は ３ － ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ
セ イ （ 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ８ ３ ， ３ １ ７ 号 ； Ｚ ｅ ｒ ｖ ｏ ｓ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ３
） 　 Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 ７ ２ ： ２ ２ ３ － ２ ３ ２ ； Ｍ ａ ｄ ｕ ｒ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ３ ） 　 Ｊ ．
Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ６ ８ ： １ ２ ０ ４ ６ － １ ２ ０ ５ ４ ； Ｂ ａ ｒ ｔ ｅ ｌ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （
１ ９ ９ ３ ） 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｉ ｑ ｕ ｅ ｓ 　 １ ４ ： ９ ２ ０ － ９ ２ ４ ； Ｉ ｗ ａ ｂ ｕ ｃ ｈ ｉ 　
ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ３ ） 　 Ｏ ｎ ｃ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ 　 ８ ： １ ６ ９ ３ － １ ６ ９ ６ ； 及 び Ｂ ｒ ｅ ｎ
ｔ 　 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ １ ０ ３ ０ ０ を 参 照 さ れ た い ） に お い て 「 ベ イ ト タ ン パ ク 質 （ ｂ ａ ｉ ｔ 　 ｐ
ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ ） 」 と し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ － 結 合 タ ン パ ク 質 は お そ ら く 、 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 媒 介 シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 下 流 要 素 と し
て 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 に よ る シ グ ナ ル の 伝 達 に も 含 ま れ る 。 別 の 場 合 そ の よ う な Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ － 結 合 タ ン パ ク 質 は お そ ら く 非 － Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 細 胞 に 伴 う 細 胞 － 表 面 分 子 で あ り 、 こ の
場 合 そ の よ う な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 結 合 タ ン パ ク 質 は シ グ ナ ル 伝 達 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ２ － ハ イ ブ リ ッ ド 系 は ほ と ん ど の 転 写 因 子 の モ ジ ュ ー ル 性 に 基 づ い て お り 、 そ れ は 分 離
可 能 な Ｄ Ｎ Ａ － 結 合 及 び 活 性 化 ド メ イ ン か ら 成 る 。 簡 単 に 記 載 す る と 、 ア ッ セ イ は ２ 種 の
Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 利 用 す る 。 １ つ の 構 築 物 に お い て は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 が 既 知 の 転 写 因 子 （ 例 え ば Ｇ Ａ Ｌ － ４ ） の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に
融 合 し て い る 。 他 の 構 築 物 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 未 同 定 タ ン パ ク
質 （ 「 え さ （ ｐ ｒ ｅ ｙ ） 」 又 は 「 試 料 」 ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 既 知 の 転 写 因 子 の 活
性 化 ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 融 合 し て い る 。 「 ベ イ ト 」 及 び 「 え さ 」 タ ン パ ク 質 が
生 体 内 で 相 互 作 用 し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 依 存 性 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 場 合 、 転 写 因 子 の
Ｄ Ｎ Ａ － 結 合 及 び 活 性 化 ド メ イ ン は 密 接 状 態 と さ れ る 。 こ の 近 接 は 転 写 因 子 に 応 答 性 の 転
写 調 節 部 位 に 操 作 可 能 的 に 結 合 し て い る リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば Ｌ ａ ｃ Ｚ ） の 転 写 を 可
能 に す る 。 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し 、 機 能 性 転 写 因 子 を 含 有 す る 細 胞 コ ロ ニ ー を
単 離 し 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た
遺 伝 子 を 得 る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ る 新 規 な 薬 剤 な ら び に こ
れ ら の ア ッ セ イ の 使 用 に よ り そ の よ う な 薬 剤 を 製 造 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 従 っ て １ つ
の 実 施 態 様 の 場 合 、 本 発 明 は 前 記 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ （ 例 え ば 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ
イ 又 は 無 細 胞 ア ッ セ イ ） の い ず れ か １ つ と い う 段 階 を 含 む 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 化
合 物 又 は 薬 剤 を 含 む 。 例 え ば １ つ の 実 施 態 様 の 場 合 、 本 発 明 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 を 発 現 す
る 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 に 結 合 す る か 又 は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ
ー シ ョ ン す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 化 合 物
も し く は 薬 剤 を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 本 発 明 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 を 発 現 す る 細 胞 を
Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 一 部 と 接 触 さ せ て ア ッ セ イ 混 合 物 を 形
成 し 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 と 相 互 作 用 す る か も し
く は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り
得 る こ と が で き る 化 合 物 も し く は 薬 剤 を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 の 場 合 、 本 発 明 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ
ン パ ク 質 も し く は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 一 部 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク
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質 も し く は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 一 部 に 結 合 す る か 又 は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン （ 例
え ば 刺 激 も し く は 阻 害 ） す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 得 る こ と
が で き る 化 合 物 も し く は 薬 剤 を 含 む 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 本 発 明 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン
パ ク 質 も し く は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 一 部 を Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 既 知 の 化 合 物
と 接 触 さ せ て ア ッ セ イ 混 合 物 を 形 成 し 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る か 又 は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を
決 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 化 合 物 も し く は 薬 剤 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 従 っ て 本 明 細 書 に 記 載 す る 通 り に 同 定 さ れ る 薬 剤 を 適 し た 動 物 モ デ ル に お い て さ ら に 使
用 す る こ と は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 す る 通 り に 同 定 さ れ る 薬 剤
（ Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ モ ジ ュ レ ー シ ョ ン 剤 、 ア ン チ セ ン ス Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 分 子 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 特 異 的 抗 体
又 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 結 合 パ ー ト ナ ー ） を 動 物 モ デ ル で 用 い 、 そ の よ う な 薬 剤 を 用 い る 処 置 の 効
力 、 毒 性 又 は 副 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る 。 別 の 場 合 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 通 り に 同 定
さ れ る 薬 剤 を 動 物 モ デ ル で 用 い 、 そ の よ う な 薬 剤 の 作 用 の 機 構 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 診 断 、 予 後 及 び 処 置 の た め の 上 記 の ス ク リ ー ニ ン
グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ る 新 規 な 薬 剤 の 使 用 に も 関 す る 。 従 っ て 本 明 細 書 に 記 載 す る よ
う な 診 断 、 予 後 又 は 処 置 に お い て 用 い る た め の 薬 物 も し く は 製 薬 学 的 組 成 物 の 設 計 、 調 製
、 合 成 、 製 造 及 び ／ 又 は 生 産 に お け る そ の よ う な 薬 剤 の 使 用 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 例
え ば １ つ の 実 施 態 様 の 場 合 、 本 発 明 は 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の １ つ に よ り 得 る こ
と が で き る 化 合 物 の 構 造 及 び ／ 又 は 性 質 を 参 考 に す る こ と に よ り 薬 物 又 は 製 薬 学 的 組 成 物
を 合 成 も し く は 生 産 す る 方 法 を 含 む 。 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 を 発 現 す る 細 胞 を 試 験 化 合
物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 標 的 分 子 に 結 合 す る か 又 は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る 試 験
化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る 方 法 に よ り 得 ら れ る 化 合 物 の 構 造 及 び ／ 又 は 性 質 に 基 づ い て 薬 物
も し く は 製 薬 学 的 組 成 物 を 合 成 す る こ と が で き る 。 他 の 代 表 的 実 施 例 の 場 合 、 本 発 明 は Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 一 部 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
タ ン パ ク 質 も し く は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 一 部 に 結 合 す る か 又 は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ
ョ ン （ 例 え ば 刺 激 も し く は 阻 害 ） す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る 方 法 に よ り 得 る こ と が
で き る 化 合 物 の 構 造 及 び ／ 又 は 性 質 に 基 づ い て 薬 物 も し く は 製 薬 学 的 組 成 物 を 合 成 又 は 生
産 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ６ 】
Ｂ ．
　 本 明 細 書 で 同 定 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 一 部 も し く は 断 片 （ 及 び 対 応 す る 完 全 な 遺 伝 子 配
列 ） を 多 数 の 方 法 に お い て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 試 薬 と し て 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば こ れ
ら の 配 列 を ： （ ｉ ） 染 色 体 上 で そ の そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 を マ ッ ピ ン グ し ； か く し て 遺 伝 病 に
関 連 す る 遺 伝 子 領 域 の 位 置 決 定 を す る ； （ ｉ ｉ ） 小 さ い 生 物 試 料 か ら 個 体 を 同 定 す る （ 組
織 型 ） ； な ら び に （ ｉ ｉ ｉ ） 生 物 試 料 の 法 的 同 定 を 助 け る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ
れ ら の 用 途 を 下 記 の 小 区 分 で 記 載 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】

　 遺 伝 子 の 配 列 （ も し く は 配 列 の 一 部 ） が 単 離 さ れ た ら 、 こ の 配 列 を 用 い て 染 色 体 上 で 遺
伝 子 の 位 置 を マ ッ ピ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 染 色 体 マ ッ ピ ン グ と 呼 ば れ る 。 従
っ て 本 明 細 書 に 記 載 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 も し く は 断 片 を 用 い 、 染 色 体 上
で Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 位 置 を マ ッ ピ ン グ す る こ と が で き る 。 染 色 体 へ の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 の マ ッ
ピ ン グ は こ れ ら の 配 列 の 疾 患 に 関 連 す る 遺 伝 子 と の 関 連 付 け に お け る 重 要 な 第 １ 段 階 で あ
る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 簡 単 に 記 載 す る と 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 好 ま し く は 長 さ
が １ ５ ～ ２ ５ ｂ ｐ ） を 調 製 す る こ と に よ り 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 を 染 色 体 に マ ッ ピ ン グ す る こ
と が で き る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 の コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 を 用 い 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 の １ つ の エ キ ソ
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ン よ り 長 く に 及 ん で 増 幅 法 を 複 雑 に し な い プ ラ イ マ ー を 予 測 す る こ と が で き る 。 次 い で こ
れ ら の プ ラ イ マ ー を そ れ ぞ れ の ヒ ト 染 色 体 を 含 有 す る 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の Ｐ Ｃ Ｒ ス ク リ
ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 に 対 応 す る ヒ ト 遺 伝 子 を 含 有 す る ハ イ ブ リ
ッ ド の み が 増 幅 さ れ た 断 片 を 与 え る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド は 種 々 の 哺 乳 類 か ら の 体 細 胞 （ 例 え ば ヒ ト 及 び マ ウ ス 細 胞 ） を 融 合
さ せ る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 ヒ ト 及 び マ ウ ス 細 胞 の ハ イ ブ リ ッ ド を 生 育 さ せ 、 分 裂 さ せ
る と 、 そ れ ら は 徐 々 に ヒ ト 染 色 体 を 無 作 為 な 順 序 で 失 う が 、 マ ウ ス 染 色 体 を 保 持 す る 。 特
定 の 酵 素 が な い た め に マ ウ ス 細 胞 が 生 育 で き な い が ヒ ト 細 胞 が 生 育 で き る 媒 体 を 用 い る こ
と に よ り 、 必 要 な 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 有 す る １ つ の ヒ ト 染 色 体 は 保 持 さ れ る で あ
ろ う 。 種 々 の 媒 体 を 用 い る こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 系 の パ ネ ル を 確 立 す る こ と が で
き る 。 パ ネ ル に お け る そ れ ぞ れ の 細 胞 系 は １ つ の ヒ ト 染 色 体 又 は 少 数 の ヒ ト 染 色 体 及 び 完
全 な １ 組 の マ ウ ス 染 色 体 を 含 有 し 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 特 定 の ヒ ト 染 色 体 へ の 容 易 な マ ッ
ピ ン グ を 可 能 に す る 。 （ Ｄ ’ Ｅ ｕ ｓ ｔ ａ ｃ ｈ ｉ ｏ 　 Ｐ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ３ ） 　 Ｓ ｃ
ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ２ ２ ０ ： ９ ０ ９ － ９ ２ ４ ） 。 ヒ ト 染 色 体 の 断 片 の み を 含 有 す る 体 細 胞 ハ イ ブ
リ ッ ド も 転 座 及 び 欠 失 を 有 す る ヒ ト 染 色 体 を 用 い る こ と に よ り 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の Ｐ Ｃ Ｒ マ ッ ピ ン グ は 特 定 の 配 列 を 特 定 の 染 色 体 に 指 定 す る た め の
迅 速 な 方 法 で あ る 。 １ つ の 熱 サ イ ク ラ ー を 用 い て １ 日 当 た り ３ つ 又 は そ れ よ り 多 く の 配 列
を 指 定 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 設 計 に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 用 い 、 特 定 の 染 色 体 か ら の 断 片 の パ ネ ル を 用 い て 細 分 位 置 決 定 （ ｓ ｕ ｂ ｌ ｏ ｃ ａ ｌ
ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） を 行 う こ と が で き る 。 ９ ｏ 、 １ ｐ 又 は １ ｖ 配 列 を そ の 染 色 体 に マ ッ ピ ン
グ す る た め に 同 様 に 用 い る こ と が で き る 他 の マ ッ ピ ン グ 戦 略 に は そ の 場 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
（ Ｆ ａ ｎ ， Ｙ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ０ ） 　 Ｐ Ｎ Ａ Ｓ ， ８ ７ ： ６ ２ ２ ３ － ２ ７ に 記 載 ） 、
標 識 さ れ フ ロ ー ソ ー テ ィ ン グ さ れ た 染 色 体 を 用 い る 予 備 － ス ク リ ー ニ ン グ な ら び に 染 色 体
特 異 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る 予 備 － 選 択 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 さ ら に 中 期 染 色 体 ス プ レ ッ ド （ ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ｏ ｓ ｏ ｍ ａ ｌ 　 ｓ ｐ ｒ ｅ ａ ｄ ） へ の Ｄ Ｎ Ａ 配
列 の 蛍 光 そ の 場 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） を 用 い 、 １ 段 階 で 正 確 な 染 色 体 位 置 を 与 え
る こ と が で き る 。 染 色 体 ス プ レ ッ ド は 、 細 胞 分 裂 紡 錘 体 を 崩 壊 さ せ る コ ル セ ミ ド な ど の 化
学 品 に よ り そ の 分 裂 が 中 期 で 妨 害 さ れ た 細 胞 を 用 い て 作 る こ と が で き る 。 染 色 体 を ト リ プ
シ ン を 用 い て 短 時 間 処 理 し 、 次 い で Ｇ ｉ ｅ ｍ ｓ ａ で 染 色 す る こ と が で き る 。 そ れ ぞ れ の 染
色 体 上 に 明 及 び 暗 バ ン ド の パ タ ー ン が 現 れ 、 染 色 体 を そ れ ぞ れ 同 定 す る こ と が で き る 。 Ｆ
Ｉ Ｓ Ｈ 法 は ５ ０ ０ も し く は ６ ０ ０ 塩 基 の よ う な 短 い Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で 用 い る こ と が で き る 。 し
か し な が ら １ ， ０ ０ ０ 塩 基 よ り 大 き い ク ロ ー ン は 、 簡 単 な 検 出 の た め の 十 分 な シ グ ナ ル 強
度 で 独 特 の 染 色 体 位 置 に 結 合 す る 可 能 性 が よ り 高 い 。 好 ま し く は １ ， ０ ０ ０ 塩 基 そ し て も
っ と 好 ま し く は ２ ， ０ ０ ０ 塩 基 が 合 理 的 な 時 間 で 良 い 結 果 を 得 る た め に 十 分 で あ ろ う 。 こ
の 方 法 の 精 査 の た め に 、 Ｖ ｅ ｒ ｍ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ 　 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ｏ ｓ ｏ ｍ ｅ
ｓ ： Ａ 　 Ｍ ａ ｎ ｕ ａ ｌ 　 ｏ ｆ 　 Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｉ ｑ ｕ ｅ ｓ （ Ｐ ｅ ｒ ｇ ａ ｍ ｏ ｎ 　
Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， Ｎ ｅ ｗ 　 Ｙ ｏ ｒ ｋ 　 １ ９ ８ ８ ） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 染 色 体 マ ッ ピ ン グ の た め の 試 薬 を 個 別 に 用 い て １ つ の 染 色 体 又 は そ の 染 色 体 の 上 の １ つ
の 部 位 を マ ー ク す る こ と が で き る か あ る い は 複 数 の 部 位 及 び ／ 又 は 複 数 の 染 色 体 の マ ー キ
ン グ の た め に 試 薬 の パ ネ ル を 用 い る こ と が で き る 。 実 際 に は 遺 伝 子 の 非 コ ー ド 領 域 に 対 応
す る 試 薬 が マ ッ ピ ン グ 目 的 に 好 ま し い 。 コ ー ド 配 列 は 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー 内 で 保 存 さ れ る 傾
向 が よ り 高 く 、 か く し て 染 色 体 マ ッ ピ ン グ の 間 の 交 差 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 機 会 が 増 加 す る
。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 配 列 が 正 確 な 染 色 体 位 置 に マ ッ ピ ン グ さ れ た ら 、 染 色 体 上 に お け る 配 列 の 物 理 的 位 置 を
遺 伝 地 図 デ ー タ と 関 連 付 け る こ と が で き る 。 （ そ の よ う な デ ー タ は 例 え ば Ｖ ． Ｍ ｃ Ｋ ｕ ｓ
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ｉ ｃ ｋ ， Ｍ ｅ ｎ ｄ ｅ ｌ ｉ ａ ｎ 　 Ｉ ｎ ｈ ｅ ｒ ｉ ｔ ａ ｎ ｃ ｅ 　 ｉ ｎ 　 Ｍ ａ ｎ ， ａ ｖ ａ ｉ ｌ ａ ｂ
ｌ ｅ 　 ｏ ｎ － ｌ ｉ ｎ ｅ 　 ｔ ｈ ｒ ｏ ｕ ｇ ｈ 　 Ｊ ｏ ｈ ｎ ｓ 　 Ｈ ｏ ｐ ｋ ｉ ｎ ｓ 　 Ｕ ｎ ｉ ｖ ｅ ｒ ｓ
ｉ ｔ ｙ 　 Ｗ ｅ ｌ ｃ ｈ 　 Ｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ｌ ｉ ｂ ｒ ａ ｒ ｙ に お い て 見 い だ さ れ る ） 。 同 じ 染
色 体 領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ る 遺 伝 子 と 疾 患 の 間 の 関 係 を 、 次 い で 例 え ば Ｅ ｇ ｅ ｌ ａ ｎ ｄ ，
Ｊ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ７ ） 　 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ， ３ ２ ５ ： ７ ８ ３ － ７ ８ ７ に 記 載 さ れ て い
る 結 合 分 析 （ 物 理 的 に 隣 接 す る 遺 伝 子 の 共 － 遺 伝 （ ｃ ｏ － ｉ ｎ ｈ ｅ ｒ ｉ ｔ ａ ｎ ｃ ｅ ） ） を
介 し て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 さ ら に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 に 関 連 す る 疾 患 に 冒 さ れ て い る 個 体 と 冒 さ れ て い な い 個 体 の 間 の
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に お け る 差 を 決 定 す る こ と が で き る 。 冒 さ れ て い る 個 体 の い く ら か 又 は す べ て
に お い て 突 然 変 異 が 観 察 さ れ 、 冒 さ れ て い な い 個 体 に お い て 観 察 さ れ な い 場 合 、 お そ ら く
突 然 変 異 は 特 定 の 疾 患 の 原 因 で あ ろ う 。 冒 さ れ て い る 個 体 と 冒 さ れ て い な い 個 体 の 比 較 は
一 般 に 、 最 初 に 染 色 体 ス プ レ ッ ド か ら 見 え る か あ る い は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ く Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い
て 検 出 す る こ と が で き る 染 色 体 に お け る 構 造 的 改 変 、 例 え ば 欠 失 又 は 転 座 を 探 す こ と を 含
む 。 最 後 に い く つ か の 個 体 か ら の 遺 伝 子 の 完 全 な 配 列 決 定 を 行 い 、 突 然 変 異 の 存 在 を 確 証
し 、 突 然 変 異 を 多 型 性 か ら 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】

　 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 を 用 い て 小 さ い 生 物 試 料 か ら 個 体 を 同 定 す る こ と も で き る 。 例 え
ば 合 衆 国 陸 軍 は 、 そ の 隊 員 の 識 別 の た め に 制 限 断 片 長 多 型 性 （ Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ ） を 用 い る こ と を
考 慮 中 で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 個 体 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を １ つ も し く は そ れ よ り 多 い 制 限 酵 素
で 消 化 し 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 上 で 精 査 し て 同 定 の た め の 独 特 の バ ン ド を 得 る 。 こ の 方 法 は 、
失 わ れ る か 、 切 り 替 え ら れ る か あ る い は 盗 ま れ て 明 確 な 同 定 を 困 難 に し 得 る 「 ド ッ グ タ グ
（ Ｄ ｏ ｇ 　 Ｔ ａ ｇ ｓ ） 」 と い う 現 在 の 制 限 に 苦 し め ら れ る こ と は な い 。 本 発 明 の 配 列 は Ｒ
Ｆ Ｌ Ｐ の た め の 追 加 の Ｄ Ｎ Ａ マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る （ 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ７ ２ ， ０ ５ ７
号 に 記 載 ） 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 配 列 を 用 い 、 個 体 の ゲ ノ ム の 選 ば れ た 部 分 の 実 際 の 塩 基 毎 の Ｄ Ｎ Ａ 配
列 を 決 定 す る 別 の 方 法 を 与 え る こ と が で き る 。 か く し て 本 明 細 書 に 記 載 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 用 い 、 配 列 の ５ ’ 及 び ３ ’ 末 端 か ら ２ つ の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 調 製 す る こ
と が で き る 。 次 い で こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 用 い て 個 体 の Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し 、 続 い て そ れ を 配
列 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 こ の 方 法 で 調 製 さ れ る 個 体 か ら の 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の パ ネ ル は 独 特 の 個 体 同 定 を 提 供
す る こ と が で き 、 そ れ は 各 個 体 が 対 立 遺 伝 子 の 相 違 の 故 に そ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 独 特 の
組 を 有 す る か ら で あ る 。 本 発 明 の 配 列 を 用 い て 個 体 か ら 及 び 組 織 か ら そ の よ う な 同 定 配 列
を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ヒ ト ゲ ノ ム の 一 部 を 独 特 に 示
し て い る 。 対 立 遺 伝 子 の 変 異 は こ れ ら の 配 列 の コ ー ド 領 域 に お い て あ る 程 度 そ し て 非 コ ー
ド 領 域 に お い て も っ と 大 き い 程 度 ま で 存 在 す る 。 個 々 の ヒ ト の 間 の 対 立 遺 伝 子 の 変 異 は ５
０ ０ 塩 基 毎 に 大 体 １ つ の 頻 度 で 存 在 す る と 推 定 さ れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 配 列 の そ れ ぞ
れ を あ る 程 度 ま で 標 準 と し て 用 い る こ と が で き 、 そ れ に 対 し て 個 体 か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 の
目 的 で 比 較 す る こ と が で き る 。 非 コ ー ド 領 域 で は よ り 多 数 の 多 型 性 が 存 在 す る の で 、 個 体
の 区 別 に 必 要 な 配 列 が よ り 少 な い 。 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ７ 又 は 配 列
番 号 ： １ ０ の 非 コ ー ド 配 列 は 、 そ れ ぞ れ １ ０ ０ 塩 基 の 増 幅 さ れ た 非 コ ー ド 配 列 を 与 え る お
そ ら く １ ０ ～ １ ， ０ ０ ０ 個 の プ ラ イ マ ー の パ ネ ル を 用 い て 個 体 の 明 確 な 同 定 を 楽 に 与 え る
こ と が で き る 。 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ６ 、 配 列 番 号 ： ９ 又 は 配 列 番 号 ： １ ２ 中 の も の
の よ う な 推 定 コ ー ド 配 列 を 用 い る 場 合 、 個 体 の 明 確 な 同 定 の た め に も っ と 適 し た プ ラ イ マ
ー の 数 は ５ ０ ０ ～ ２ ， ０ ０ ０ で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 個 体 の た め の 独 特 の 同 定 デ ー タ ベ ー ス の 作 成 に 本 明 細 書 に 記 載 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ヌ ク レ オ チ
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２ ． 組 織 型



ド 配 列 か ら の 試 薬 の パ ネ ル を 用 い る と 、 後 に そ の 個 体 か ら の 組 織 の 同 定 に こ れ ら の 同 じ 試
薬 を 用 い る こ と が で き る 。 独 特 の 同 定 デ ー タ ベ ー ス を 用 い 、 生 存 し て い る か 又 は 死 亡 し た
個 体 の 明 確 な 同 定 を 非 常 に 小 さ い 組 織 試 料 か ら 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ に 基 づ く 同 定 法 を 法 生 物 学 に お い て 用 い る こ と も で き る 。 法 生 物 学 は 、 犯 罪 の 現
場 で 発 見 さ れ る 生 物 学 的 証 拠 の 遺 伝 子 型 を 例 え ば 犯 罪 の 犯 人 を 明 確 に 識 別 す る た め の 手 段
と し て 用 い る 科 学 分 野 で あ る 。 そ の よ う な 識 別 を 行 う た め に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い 、 犯 罪 の 現
場 で 発 見 さ れ る 毛 髪 又 は 皮 膚 を 例 と す る 組 織 あ る い は 血 液 、 唾 液 又 は 精 液 を 例 と す る 体 液
な ど の 非 常 に 小 さ い 生 物 学 的 試 料 か ら 採 取 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 次
い で 増 幅 さ れ た 配 列 を 標 準 と 比 較 し 、 そ れ に よ り 生 物 学 的 試 料 の 源 の 同 定 を 可 能 に す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 配 列 を 用 い て ヒ ト ゲ ノ ム 中 の 特 定 の 遺 伝 子 座 を 標 的 と す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 試
薬 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 得 る こ と が で き 、 そ れ は 例 え ば も う １ つ の 「 同 定 マ ー カ ー
」 （ す な わ ち 特 定 の 個 体 に 独 特 の も う １ つ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ） を 与 え る こ と に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ に
基 づ く 法 的 同 定 の 信 頼 性 を 増 す こ と が で き る 。 上 記 の 通 り 、 実 際 の 塩 基 配 列 情 報 を 、 制 限
酵 素 に よ り 生 成 す る 断 片 に よ っ て 形 成 さ れ る パ タ ー ン の 正 確 な 代 用 物 と し て 同 定 の た め に
用 い る こ と が で き る 。 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ７ 又 は 配 列 番 号 ： １ ０ の
非 コ ー ド 領 域 を 標 的 と す る 配 列 は こ の 使 用 に 特 に 適 し て お り 、 そ れ は 非 コ ー ド 領 域 に は よ
り 多 数 の 多 型 性 が 存 在 し 、 こ の 方 法 を 用 い て 個 体 を 区 別 す る の を よ り 容 易 に す る か ら で あ
る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 試 薬 の 例 に は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は そ の 一 部 、 例 え ば 少 な
く と も ２ ０ 塩 基 、 好 ま し く は 少 な く と も ３ ０ 塩 基 の 長 さ を 有 す る 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号
： ４ 、 配 列 番 号 ： ７ 又 は 配 列 番 号 ： １ ０ の 非 コ ー ド 領 域 か ら 誘 導 さ れ る 断 片 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 、 脳 組 織 を 例 と す る 特 定 の 組 織
を 同 定 す る た め の 例 え ば イ ン サ イ チ ュ ー ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 用 い る こ と が で き る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 試 薬 、 例 え ば 標 識 さ れ た も し く は 標 識 可 能 な プ ロ ー ブ を 得 る た め に 用 い
る こ と が で き る 。 こ れ は 未 知 の 起 源 の 組 織 と 共 に 法 病 理 学 者 が 存 在 す る 場 合 に 非 常 に 有 用
で あ り 得 る 。 そ の よ う な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ プ ロ ー ブ の パ ネ ル を 用 い 、 種 に よ っ て 及 び ／ 又 は 臓 器 型
に よ っ て 組 織 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 類 似 の や り 方 で こ れ ら の 試 薬 、 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ プ ラ イ マ ー も し く は プ ロ ー ブ を 用 い 、 組
織 培 養 物 を 汚 染 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る （ す な わ ち 培 養 物 中 に お け る 異
な る 型 の 細 胞 の 混 合 物 の 存 在 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ ） 。
【 ０ １ ８ ３ 】

：
　 本 発 明 は 、 予 後 （ 予 報 ） 目 的 に 診 断 ア ッ セ イ 、 予 後 ア ッ セ イ 及 び 臨 床 試 験 の 監 視 を 用 い
、 そ れ に よ り 個 体 を 予 防 的 に 処 置 す る 予 報 医 学 の 分 野 に も 関 す る 。 従 っ て 本 発 明 の １ つ の
側 面 は 生 物 試 料 の 範 囲 内 で （ 例 え ば 血 液 、 血 清 、 細 胞 、 組 織 ） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 及 び ／
又 は 核 酸 発 現 な ら び に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性 を 決 定 し 、 そ れ に よ り 個 体 が 異 常 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 も し
く は 活 性 、 例 え ば 神 経 変 性 病 も し く は ガ ン を 生 ず る 異 常 な 細 胞 増 殖 、 分 化 及 び ／ 又 は 生 存
と 関 連 す る 疾 患 も し く は 障 害 に 冒 さ れ て い る か 否 か あ る い は 障 害 が 現 れ る 危 険 状 態 に あ る
か 否 か を 決 定 す る た め の 診 断 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 個 体 が Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 核 酸 発 現
も し く は 活 性 と 関 連 す る 障 害 が 現 れ る 危 険 状 態 に あ る か 否 か を 決 定 す る た め の 予 後 （ 又 は
予 報 ） ア ッ セ イ も 提 供 す る 。 例 え ば 生 物 試 料 に お い て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 中 の 突 然 変 異 を 検 定
す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ を 予 後 も し く は 予 報 目 的 に 用 い 、 そ れ に よ り Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 核 酸 発 現 も し く は 活 性 を 特 徴 と す る か あ る い は そ れ と 関 連 す る 障 害 の 開
始 の 前 に 個 体 を 予 防 的 に 処 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
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３ ． 法 生 物 学 （ ｆ ｏ ｒ ｅ ｎ ｓ ｉ ｃ 　 ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ） に お け る 部 分 的 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 の 使 用

Ｃ ． 予 報 （ Ｐ ｒ ｅ ｄ ｉ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ） 医 学



　 本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 臨 床 試 験 に お け る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 発 現 も し く は 活 性 へ の 薬 剤 （ 例 え ば
薬 物 、 化 合 物 ） の 影 響 の 監 視 に 関 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 こ れ ら の 薬 剤 及 び 他 の 薬 剤 を 下 記 の 部 分 で さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
１ ．
　 生 物 試 料 中 に お け る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 又 は 核 酸 の 存 在 又 は 不 在 を 検 出 す る た め の 代 表
的 方 法 は 、 被 験 者 か ら 生 物 試 料 を 得 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 又 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 核 酸 （ 例 え ば ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） を 検 出 す る こ と が で き る 化 合 物 又 は 薬 剤 と
生 物 試 料 を 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 又 は 核 酸 の 存 在 を 生 物 試 料 中 で 検 出 す る こ と を
含 む 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 の た め の 好 ま し い 薬 剤 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ と が で き る 標 識 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ で
あ る 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 例 え ば 全 長 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 、 例 え ば 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配
列 番 号 ： ７ 、 配 列 番 号 ： １ ０ の 核 酸 、 受 け 入 れ 番 号 ９ ８ ６ ３ ４ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ
た プ ラ ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 片 、 受 け 入 れ 番 号 ９ ８ ６ ３ ３ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ
ス ミ ド の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 片 、 受 け 入 れ 番 号 ９ ８ ４ ５ ２ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド
の Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 片 あ る い は そ れ ら の 一 部 、 例 え ば 長 さ が 少 な く と も １ ５ 、 ３ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０
０ 、 ２ ５ ０ も し く は ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 緊 縮 条 件 下 で Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く
は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る の に 十 分 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ
と が で き る 。 本 発 明 の 診 断 ア ッ セ イ に お い て 用 い る の に 適 し た 他 の プ ロ ー ブ は 本 明 細 書 に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の 好 ま し い 薬 剤 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と
が で き る 抗 体 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 標 識 を 有 す る 抗 体 で あ る 。 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル あ
る い は も っ と 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ る 。 無 損 傷 の 抗 体 又 は そ の 断 片 （ 例 え ば Ｆ ａ
ｂ も し く は Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ ） を 用 い る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ 又 は 抗 体 に 関 し て 「 標 識 さ
れ た 」 と い う 用 語 は 、 検 出 可 能 な 物 質 を プ ロ ー ブ 又 は 抗 体 に 結 合 さ せ る （ す な わ ち 物 理 的
に 連 結 さ せ る ） こ と に よ る プ ロ ー ブ 又 は 抗 体 の 直 接 的 標 識 な ら び に 直 接 的 に 標 識 さ れ た 他
の 試 薬 と の 反 応 性 に よ る プ ロ ー ブ 又 は 抗 体 の 間 接 的 標 識 を 包 含 す る も の と す る 。 間 接 的 標
識 の 例 に は 、 蛍 光 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 を 用 い る 一 次 抗 体 の 検 出 な ら び に 蛍 光 標 識 さ れ た ス
ト レ プ タ ビ ジ ン を 用 い て 検 出 さ れ 得 る よ う に Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を ビ オ チ ン で 末 端 － 標 識 す る
こ と が 含 ま れ る 。 「 生 物 試 料 」 と い う 用 語 は 被 験 者 か ら 単 離 さ れ た 組 織 、 細 胞 及 び 生 物 学
的 液 体 な ら び に 被 験 者 内 に 存 在 す る 組 織 、 細 胞 及 び 液 体 を 含 む も の と す る 。 す な わ ち 本 発
明 の 検 出 法 を 試 験 管 内 な ら び に 生 体 内 に お い て 生 物 試 料 中 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 タ ン パ
ク 質 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 検 出 の た め の 試 験 管 内 法 に は ノ ザ ン ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び そ の 場 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 含
ま れ る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の 試 験 管 内 法 に は 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア
ッ セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ｓ ） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 沈 降 及 び 免 疫 蛍 光 法 が 含 ま れ る 。 Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 の た め の 試 験 管 内 法 に は サ ザ ン ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 含 ま れ る 。
さ ら に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の 生 体 内 法 に は 標 識 さ れ た 抗 － Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 抗 体 を 被
験 者 内 に 導 入 す る こ と を 含 む 。 例 え ば 抗 体 を 放 射 性 マ ー カ ー で 標 識 す る こ と が で き 、 被 験
者 内 に お け る そ の 存 在 及 び 位 置 を 標 準 的 画 像 形 成 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 の 場 合 、 生 物 試 料 は 被 験 者 か ら の タ ン パ ク 質 分 子 を 含 有 す る 。 別 の 場 合
、 生 物 試 料 は 被 験 者 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 又 は 被 験 者 か ら の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 有 し て い
る こ と が で き る 。 好 ま し い 生 物 試 料 は 被 験 者 か ら 通 常 の 手 段 に よ り 単 離 さ れ る 血 清 試 料 で
あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 他 の 実 施 態 様 の 場 合 、 方 法 は さ ら に 標 準 被 験 者 か ら 標 準 生 物 試 料 を 得 、 標 準 試 料 を Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と が で き る 化 合 物 も し く は
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薬 剤 と 接 触 さ せ 、 生 物 試 料 中 に お い て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ の 存 在 を 検 出 し 、 標 準 試 料 中 に お け る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ の 存 在 を 試 験 試 料 中 に お け る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の
存 在 と 比 較 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 本 発 明 は 生 物 試 料 中 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 存 在 の 検 出 の た め の キ ッ ト も 包 含 す る 。 例 え ば キ ッ ト
は 生 物 試 料 中 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く 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 薬 剤 ； 試 料 中 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 量 を 決 定 す る た め の 手 段 ； な ら び に 試 料 中 の Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ の 量 を 標 準 と 比 較 す る た め の 手 段 を 含 ん で い る こ と が で き る 。 化 合 物 又 は 薬 剤 を 適 し た
容 器 中 に 包 装 す る こ と が で き る 。 キ ッ ト は さ ら に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 の 検 出
に キ ッ ト を 用 い る た め の 指 示 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
２ ．
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 診 断 法 を さ ら に 、 異 常 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 も し く は 活 性 と 関 連 す る 疾 患
も し く は 障 害 を 現 す 危 険 を 有 す る か そ の 危 険 状 態 に あ る 被 験 者 を 識 別 す る た め に 用 い る こ
と が で き る 。 例 え ば 先 の 診 断 ア ッ セ イ 又 は 後 の ア ッ セ イ な ど の 本 明 細 書 に 記 載 す る ア ッ セ
イ を 用 い 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 、 核 酸 発 現 又 は 活 性 と 関 連 す る 障 害 、 例 え ば 増 殖 性 障 害 、
分 化 も し く は 発 育 障 害 、 造 血 障 害 な ら び に 異 常 な 細 胞 生 存 、 異 常 な 細 胞 外 構 造 又 は 防 御 機
構 に お け る 異 常 を 特 徴 と す る 疾 患 、 状 態 も し く は 障 害 を 現 す 危 険 を 有 す る か 又 は そ の 危 険
状 態 に あ る 被 験 者 を 識 別 す る こ と が で き る 。 別 の 場 合 、 予 後 ア ッ セ イ を 用 い 、 分 化 も し く
は 増 殖 疾 患 （ 例 え ば ガ ン ） を 現 す 危 険 を 有 す る か 又 は そ の 危 険 状 態 に あ る 被 験 者 を 識 別 す
る こ と が で き る 。 か く し て 本 発 明 は 異 常 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 も し く は 活 性 と 関 連 す る 疾 患 も し
く は 障 害 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 で は 被 験 者 か ら 試 験 試 料 を 得 、 Ｃ Ｒ Ｓ
Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 （ 例 え ば ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） を 検 出 し 、 こ こ で Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 の 存 在 は 異 常 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 も し く は 活 性 と 関 連 す る 疾 患 も し く
は 障 害 を 現 す 危 険 を 有 す る か も し く は そ の 危 険 状 態 に あ る 被 験 者 の 場 合 の 兆 候 で あ る 。 本
明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 試 験 試 料 」 は 問 題 の 被 験 者 か ら 得 ら れ る 生 物 試 料 を 言 う 。 例 え ば
試 験 試 料 は 生 物 学 的 液 体 （ 例 え ば 血 清 ） 、 細 胞 試 料 又 は 組 織 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 さ ら に 本 明 細 書 に 記 載 す る 予 後 ア ッ セ イ を 用 い 、 異 常 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 も し く は 活 性 と 関
連 す る 疾 患 も し く は 障 害 の 処 置 の た め に 薬 剤 （ 例 え ば ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ペ プ
チ ド 疑 似 物 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 小 分 子 又 は 他 の 候 補 薬 物 ） を 患 者 に 投 与 で き
る か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば そ の よ う な 方 法 を 用 い 、 増 殖 障 害 、 分 化 も し く
は 発 育 障 害 、 造 血 障 害 な ど の 障 害 な ら び に 異 常 な 細 胞 製 造 、 異 常 な 細 胞 外 構 造 も し く は 防
御 機 構 に お け る 異 常 を 特 徴 と す る 障 害 の た め の 薬 剤 を 用 い て 患 者 を 有 効 に 処 置 で き る か 否
か を 決 定 す る こ と が で き る 。 別 の 場 合 、 そ の よ う な 方 法 を 用 い 、 分 化 も し く は 増 殖 性 疾 患
（ 例 え ば ガ ン ） の た め の 薬 剤 を 用 い て 患 者 を 有 効 に 処 置 で き る か 否 か を 決 定 す る こ と が で
き る 。 か く し て 本 発 明 は 異 常 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 も し く は 活 性 と 関 連 す る 障 害 の た め の 薬 剤 を
用 い て 患 者 を 有 効 に 処 置 で き る か 否 か を 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 で は 、 試
験 試 料 を 得 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 発 現 も し く は 活 性 を 検 出 す る （ 例 え ば こ こ
で 多 量 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 発 現 又 は 活 性 は 、 異 常 な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 発 現 も し く は
活 性 と 関 連 す る 障 害 の 処 置 の た め の 薬 剤 を 投 与 で き る 患 者 の 場 合 の 兆 候 で あ る ） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 用 い 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 改 変 を 検 出 し 、 そ れ に よ り 改 変 さ
れ た 遺 伝 子 を 有 す る 被 験 者 が 異 常 な 発 育 、 異 常 な 細 胞 分 化 、 異 常 な 細 胞 増 殖 又 は 異 常 な 造
血 応 答 を 特 徴 と す る 障 害 の 危 険 状 態 に あ る か 否 か を 決 定 す る こ と も で き る 。 好 ま し い 実 施
態 様 の 場 合 、 該 方 法 は 、 改 変 の 少 な く と も １ つ が Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝
子 の 統 合 性 （ ｉ ｎ ｔ ｅ ｇ ｒ ｉ ｔ ｙ ） 又 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 誤 － 発 現 に 影 響 す る こ と を 特 徴
と す る 遺 伝 子 改 変 の 存 在 も し く は 不 在 を 被 験 者 か ら の 細 胞 の 試 料 中 で 検 出 す る こ と を 含 む
。 例 え ば １ ） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 か ら の １ つ も し く は そ れ よ り 多 い ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 ； ２ ）
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Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 へ の １ つ も し く は そ れ よ り 多 い ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 ； ３ ） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子
の １ つ も し く は そ れ よ り 多 い ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 ４ ） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 染 色 体 転 位 ； ５
） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の レ ベ ル の 改 変 、 ６ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の メ
チ ル 化 パ タ ー ン な ど の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 異 常 な 修 飾 、 ７ ） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の メ ッ セ ン ジ ャ
ー Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 非 － 野 生 型 ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン の 存 在 、 ８ ） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － タ ン パ ク 質
の 非 － 野 生 型 レ ベ ル 、 ９ ） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 損 失 な ら び に １ ０ ） Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － タ
ン パ ク 質 の 不 適 切 な 翻 訳 後 修 飾 の 少 な く と も １ つ の 存 在 を 突 き 止 め る こ と に よ り そ の よ う
な 遺 伝 子 改 変 を 検 出 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 通 り 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 の 改 変
を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 多 数 の ア ッ セ イ 法 が あ
る 。 好 ま し い 生 物 試 料 は 通 常 の 手 段 で 被 験 者 か ら 単 離 さ れ る 組 織 も し く は 血 清 試 料 で あ る
。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 改 変 の 検 出 は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） （ 例 え ば
米 国 特 許 第 ４ ， ６ ８ ３ ， １ ９ ５ 及 び ４ ， ６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 を 参 照 さ れ た い ） 、 例 え ば ア ン
カ ー Ｐ Ｃ Ｒ も し く は Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 　 Ｐ Ｃ Ｒ に お い て あ る い は 別 の 場 合 、 連 結 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ
） （ 例 え ば Ｌ ａ ｎ ｄ ｅ ｇ ｒ ａ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ８ ） 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ２ ４ １ ：
１ ０ ７ ７ － １ ０ ８ ０ ； 及 び Ｎ ａ ｋ ａ ｚ ａ ｗ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ４ ） 　 Ｐ Ｎ Ａ Ｓ 　 ９
１ ： ３ ６ ０ － ３ ６ ４ を 参 照 さ れ た い ） に お い て プ ロ ー ブ ／ ブ ラ イ マ ー を 用 い る こ と を 含 み
、 そ の 後 者 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 遺 伝 子 に お け る 点 突 然 変 異 の 検 出 に 特 に 有 用 で あ り 得 る （ Ａ ｂ ｒ
ａ ｖ ａ ｙ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ５ ） 　 Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ ． ２ ３ ：
６ ７ ５ － ６ ８ ２ を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の 方 法 は 患 者 か ら 細 胞 の 試 料 を 集 め 、 試 料 の 細 胞 か
ら 核 酸 （ 例 え ば ゲ ノ ム 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は 両 方 ） を 単 離 し 、 核 酸 試 料 を Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 に
特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る １ 種 も し く は そ れ よ り 多 い プ ラ イ マ ー と 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 遺 伝
子 （ 存 在 す る な ら ） の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 増 幅 が 起 こ る よ う な 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 増 幅
産 物 の 存 在 も し く は 不 在 を 検 出 す る か あ る い は 増 幅 産 物 の サ イ ズ を 検 出 し て 長 さ を 標 準 試
料 と 比 較 す る 段 階 を 含 む こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 及 び ／ 又 は Ｌ Ｃ Ｒ は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る
突 然 変 異 検 出 に 用 い ら れ る 方 法 の い ず れ か と 組 み 合 わ さ れ た 予 備 的 増 幅 段 階 と し て 用 い る
の が 望 ま し い こ と が あ り 得 る と 予 測 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 別 の 増 幅 法 に は ： 自 立 配 列 複 製 （ ｓ ｅ ｌ ｆ 　 ｓ ｕ ｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｅ ｄ 　 ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ 　
ｒ ｅ ｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） （ Ｇ ｕ ａ ｔ ｅ ｌ ｌ ｉ ， Ｊ ． Ｃ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ９ ０ ， Ｐ ｒ
ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ 　 ８ ７ ： １ ８ ７ ４ － １ ８ ７ ８ ） 、 転 写 増 幅 シ
ス テ ム （ Ｋ ｗ ｏ ｈ ， Ｄ ． Ｙ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ８ ９ ， Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ．
Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ 　 ８ ６ ： １ １ ７ ３ － １ １ ７ ７ ） 、 Ｑ － ベ ー タ レ プ リ カ ー ゼ （ Ｌ ｉ ｚ ａ ｒ ｄ
ｉ ， Ｐ ． Ｍ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， １ ９ ８ ８ ， Ｂ ｉ ｏ ／ Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 ６ ： １ １ ９ ７ ）
あ る い は 他 の い ず れ か の 核 酸 増 幅 法 が 含 ま れ 、 当 該 技 術 分 野 に お け る 熟 練 者 に 周 知 の 方 法
を 用 い る 増 幅 分 子 の 検 出 が 続 く 。 こ れ ら の 検 出 案 は 核 酸 分 子 が 非 常 に 少 数 で 存 在 す る 場 合
に そ の よ う な 分 子 の 検 出 の た め に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 試 料 細 胞 か ら の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 中 の 突 然 変 異 を 制 限 酵 素 切 断 パ
タ ー ン に お け る 改 変 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 試 料 及 び 標 準 Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、
増 幅 し （ 場 合 に よ り ） 、 １ つ も し く は そ れ よ り 多 い 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し 、 ゲ
ル 電 気 泳 動 に よ り 断 片 長 サ イ ズ を 決 定 し 、 比 較 す る 。 試 料 及 び 標 準 Ｄ Ｎ Ａ の 間 の 断 片 長 サ
イ ズ の 相 違 は 試 料 Ｄ Ｎ Ａ 中 の 突 然 変 異 を 示 す 。 さ ら に 配 列 特 異 的 リ ボ ザ イ ム （ 例 え ば 米 国
特 許 第 ５ ， ４ ９ ８ ， ５ ３ １ 号 を 参 照 さ れ た い ） の 使 用 を 用 い 、 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 の 出 現
も し く は 喪 失 に よ る 特 異 的 突 然 変 異 の 存 在 を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 他 の 実 施 態 様 の 場 合 、 試 料 核 酸 及 び 標 準 核 酸 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ を 数 百 も し く は
数 千 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 有 す る 高 密 度 ア レ ー （ ｈ ｉ ｇ ｈ 　 ｄ ｅ ｎ ｓ ｉ ｔ ｙ
　 ａ ｒ ｒ ａ ｙ ｓ ） に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と に よ り Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 中 の 遺 伝 子 突 然 変 異 を 同
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定 す る こ と が で き る （ Ｃ ｒ ｏ ｎ ｉ ｎ ， Ｍ ． Ｔ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ６ ） 　 Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ 　
Ｍ ｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ７ ： ２ ４ ４ － ２ ５ ５ ； Ｋ ｏ ｚ ａ ｌ ， Ｍ ． Ｊ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ６
） 　 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 Ｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ 　 ２ ： ７ ５ ３ － ７ ５ ９ ） 。 例 え ば Ｃ ｒ ｏ ｎ ｉ ｎ ， Ｍ
． Ｔ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． 同 上 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 光 － 発 生 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ （ ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ
－ ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｔ ｅ ｄ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ ） を 含 有 す る ２ 次 元 ア レ ー に お い て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
中 の 遺 伝 子 突 然 変 異 を 同 定 す る こ と が で き る 。 簡 単 に 記 載 す る と 、 第 １ の プ ロ ー ブ の ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 ア レ ー を 用 い て 試 料 及 び 標 準 中 の 長 い Ｄ Ｎ Ａ （ ｌ ｏ ｎ ｇ 　 ｓ ｔ ｒ ｅ ｔ ｃ ｈ ｅ
ｓ 　 ｏ ｆ 　 Ｄ Ｎ Ａ ） を 通 し て 走 査 し 、 連 続 的 に 重 な る プ ロ ー ブ の 直 線 状 の ア レ ー を 形 成 す
る こ と に よ り 配 列 間 の 塩 基 の 変 化 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 段 階 は 点 突 然 変 異 の 同 定
を 可 能 に す る 。 こ の 段 階 に 第 ２ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 ア レ ー が 続 き 、 そ れ は 検 出 さ れ る す べ て
の 変 異 型 も し く は 突 然 変 異 に 相 補 的 な も っ と 小 さ い 特 別 な プ ロ ー ブ ア レ ー を 用 い る こ と に
よ り 特 異 的 な 突 然 変 異 の 特 性 化 を 可 能 に す る 。 そ れ ぞ れ の 突 然 変 異 ア レ ー は 平 行 プ ロ ー ブ
セ ッ ト か ら 成 り 、 １ つ は 野 生 型 遺 伝 子 に 相 補 的 で あ り 、 他 は 突 然 変 異 遺 伝 子 に 相 補 的 で あ
る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 多 様 な 配 列 決 定 反 応 の い ず れ か
を 用 い て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 を 直 接 配 列 決 定 し 、 試 料 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の 配 列 を 対 応 す る 野 生 型 （ 標
準 ） 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 突 然 変 異 を 検 出 す る こ と が で き る 。 配 列 決 定 反 応 の 例 に は
Ｍ ａ ｘ ｉ ｍ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｇ ｉ ｌ ｂ ｅ ｒ ｔ （ （ １ ９ ７ ７ 　 Ｐ Ｎ Ａ Ｓ 　 ７ ４ ： ５ ６ ０ ） 又 は Ｓ ａ
ｎ ｇ ｅ ｒ （ （ １ ９ ７ ７ ） 　 Ｐ Ｎ Ａ Ｓ 　 ７ ４ ： ５ ４ ６ ３ ） に よ り 開 発 さ れ た 方 法 に 基 づ く も
の が 含 ま れ る 。 診 断 ア ッ セ イ を 行 う 場 合 、 質 量 分 析 に よ る 配 列 決 定 （ 例 え ば Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公
開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ ９ ４ ／ １ ６ １ ０ １ ； Ｃ ｏ ｈ ｅ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ６ ） 　 Ａ ｄ ｖ ． Ｃ ｈ
ｒ ｏ ｍ ａ ｔ ｏ ｇ ｒ ． ３ ６ ： １ ２ ７ － １ ６ ２ ； 及 び Ｇ ｒ ｉ ｆ ｆ ｉ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９
３ ） 　 Ａ ｐ ｐ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ． ３ ８ ： １ ４ ７ － １ ５ ９ を 参 照
さ れ た い ） を 含 む 多 様 な 自 動 化 配 列 決 定 法 （ （ １ ９ ９ ５ ） 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｑ ｕ ｅ ｓ
　 １ ９ ： ４ ４ ８ ） の い ず れ か を 用 い る こ と が で き る こ と も 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 中 の 突 然 変 異 の 検 出 の た め の 他 の 方 法 に は 、 切 断 剤 か ら の 保 護 を 用 い て
Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス 中 の 誤 対 合 塩 基 を 検 出 す る 方 法
が 含 ま れ る （ Ｍ ｙ ｅ ｒ ｓ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ５ ） 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ２ ３ ０ ： １ ２ ４
２ ） 。 一 般 に 当 該 技 術 分 野 の 「 誤 対 合 切 断 」 の 方 法 は 、 野 生 型 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 を 含 有 す る （
標 識 さ れ た ） Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ を 組 織 試 料 か ら 得 ら れ る 突 然 変 異 の 可 能 性 の あ る Ｒ Ｎ Ａ 又
は Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と に よ り 形 成 さ れ る ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス を 得 る こ
と で 始 ま る 。 標 準 及 び 試 料 の 鎖 の 間 の 塩 基 対 誤 対 合 の 故 に 存 在 す る よ う な デ ュ プ レ ッ ク ス
の 一 本 鎖 領 域 を 切 断 す る 薬 剤 で 二 本 鎖 デ ュ プ レ ッ ク ス を 処 理 す る 。 例 え ば Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ
デ ュ プ レ ッ ク ス を Ｒ Ｎ ア ー ゼ で 処 理 し 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド を Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ
で 処 理 し て 誤 対 合 領 域 を 酵 素 的 に 消 化 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 態 様 の 場 合 、 誤 対 合 領
域 を 消 化 す る た め に Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス の い ず れ か を ヒ ド
ロ キ シ ル ア ミ ン も し く は 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム 及 び ピ ペ リ ジ ン で 処 理 す る こ と が で き る 。 誤 対
合 領 域 の 消 化 の 後 、 得 ら れ る 材 料 を 次 い で 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で サ イ ズ に よ り
分 離 し 、 突 然 変 異 の 部 位 を 決 定 す る 。 例 え ば Ｃ ｏ ｔ ｔ ｏ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ８ ） Ｐ
ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ 　 Ａ ｃ ａ ｄ 　 Ｓ ｃ ｉ 　 Ｕ Ｓ Ａ 　 ８ ５ ： ４ ３ ９ ７ ； Ｓ ａ ｌ ｅ ｅ ｂ ａ 　 ｅ ｔ
　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ２ ） 　 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｏ ｌ ． ２ １ ７ ： ２ ８ ６ － ２ ９ ５ を 参
照 さ れ た い 。 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 標 準 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 の た め に 標 識 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 誤 対 合 切 断 反 応 は 、 細 胞 の 試 料 か ら 得 ら れ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 　 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ｓ 中 の 点 突 然 変 異 を 検 出 し 、 マ ッ ピ ン グ す る た め に 限 定 さ れ た 系 に お い て 二 本 鎖 Ｄ
Ｎ Ａ 中 の 誤 対 合 塩 基 対 を 認 識 す る １ 種 も し く は そ れ よ り 多 い タ ン パ ク 質 （ い わ ゆ る 「 Ｄ Ｎ
Ａ 誤 対 合 修 復 」 酵 素 ） を 用 い る 。 例 え ば Ｅ ． コ リ （ Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ ） の ｍ ｕ ｔ Ｙ 酵 素 は Ｇ ／
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Ａ 誤 対 合 に お い て Ａ を 切 断 し 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 か ら の チ ミ ジ ン Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ は Ｇ ／
Ｔ 誤 対 合 に お い て Ｔ を 切 断 す る （ Ｈ ｓ ｕ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ４ ） 　 Ｃ ａ ｒ ｃ ｉ ｎ ｏ ｇ
ｅ ｎ ｅ ｓ ｉ ｓ 　 １ ５ ： １ ６ ５ ７ － １ ６ ６ ２ ） 。 代 表 的 実 施 態 様 に 従 う と 、 野 生 型 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
配 列 な ど の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 配 列 に 基 づ く プ ロ ー ブ を 試 験 細 胞 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ も し く は 他 の Ｄ Ｎ Ａ
産 物 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。 デ ュ プ レ ッ ク ス を Ｄ Ｎ Ａ 誤 対 合 修 復 酵 素 で 処 理 し 、 切 断
産 物 を 、 も し あ れ ば 、 電 気 泳 動 案 な ど か ら 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ，
４ ５ ９ ， ０ ３ ９ 号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 中 の 突 然 変 異 を 同 定 す る た め に 電 気 泳 動 移 動 度 に お け
る 改 変 が 用 い ら れ る 。 例 え ば 突 然 変 異 核 酸 及 び 野 生 型 核 酸 の 間 の 電 気 泳 動 移 動 度 の 差 を 検
出 す る た め に 一 本 鎖 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 多 型 性 （ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） を 用 い る こ と が で き る 。 （ Ｏ ｒ
ｉ ｔ ａ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ９ ） 　 Ｐ ｒ ｏ ｃ 　 Ｎ ａ ｌ ｔ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ 　 Ｕ Ｓ Ａ ：
８ ６ ： ２ ７ ６ ６ 、 Ｃ ｏ ｔ ｔ ｏ ｎ （ １ ９ ９ ３ ） 　 Ｍ ｕ ｔ ａ ｎ ｔ 　 Ｒ ｅ ｓ 　 ２ ８ ５ ： １ ２ ５ －
１ ４ ４ ； 及 び Ｈ ａ ｙ ａ ｓ ｈ ｉ （ １ ９ ９ ２ ） 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ． Ａ ｎ ａ ｌ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ 　 Ａ ｐ ｐ ｌ
　 ９ ： ７ ３ － ７ ９ も 参 照 さ れ た い ） 。 試 料 及 び 標 準 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 核 酸 の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 変
性 さ せ 、 復 元 さ せ る 。 一 本 鎖 核 酸 の 二 次 構 造 は 配 列 に 従 っ て 変 わ り 、 結 果 と し て 生 ず る 電
気 泳 動 移 動 度 に お け る 改 変 は １ つ の 塩 基 変 化 の 検 出 さ え 可 能 に す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 標 識 す
る こ と が で き る か あ る い は 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ で 検 出 す る こ と が で き る 。 二 次 構 造 が 配 列
の 変 化 に も っ と 敏 感 な Ｒ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ で は な く ） を 用 い る こ と に よ り 、 ア ッ セ イ の 感 度 を
増 強 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 本 方 法 は ヘ テ ロ デ ュ プ ッ ク ス 分 析 を 用
い 、 電 気 泳 動 移 動 度 に お け る 変 化 に 基 づ い て 二 本 鎖 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス 分 子 を 分 離 す る
（ Ｋ ｅ ｅ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ １ ） 　 Ｔ ｒ ｅ ｎ ｄ ｓ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ 　 ７ ： ５ ） 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 変 性 剤 の 勾 配 を 含 む ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 中 に お け る 突
然 変 異 断 片 又 は 野 生 型 断 片 の 移 動 を 変 性 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ ） を 用 い て 検 定 す る
（ Ｍ ｙ ｅ ｒ ｓ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ５ ） 　 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ３ １ ３ ： ４ ９ ５ ） 。 分 析 法 と
し て Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ を 用 い る 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ が 完 全 に 変 性 し な い こ と を 保 証 す る た め に 、 例 え ば 約
４ ０ ｂ ｐ の 高 － 融 点 高 Ｇ Ｃ 含 有 Ｄ Ｎ Ａ の Ｇ Ｃ ク ラ ン プ を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 付 加 す る こ と に よ っ
て Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 標 準 Ｄ Ｎ Ａ 及 び 試 料 Ｄ Ｎ Ａ の 移 動 度 に お
け る 差 を 同 定 す る た め に 変 性 勾 配 の 代 わ り に 温 度 勾 配 を 用 い る （ Ｒ ｏ ｓ ｅ ｎ ｂ ａ ｕ ｍ 　 ａ
ｎ ｄ 　 Ｒ ｅ ｉ ｓ ｓ ｎ ｅ ｒ （ １ ９ ８ ７ ） 　 Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ 　 ２ ６ ５ ： １ ２ ７ ５ ３
） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 点 突 然 変 異 の 検 出 の た め の 他 の 方 法 の 例 に は 選 択 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 、 選 択 的 増 幅 又 は 選 択 的 プ ラ イ マ ー 伸 長 が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 ら れ る わ け で は な い 。
例 え ば 既 知 の 突 然 変 異 が 中 心 に 置 か れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 調 製 し 、 次 い で
完 全 な 対 合 が 見 い だ さ れ る 場 合 の み に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 許 す 条 件 下 で 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と が で き る （ Ｓ ａ ｉ ｋ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ６ ） 　 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ
ｅ 　 ３ ２ ４ ： １ ６ ３ ） ； Ｓ ａ ｉ ｋ ｉ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ９ ） 　 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ 　
Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ 　 Ｕ Ｓ Ａ 　 ８ ６ ： ６ ２ ３ ０ ） 。 そ の よ う な 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 膜 に 付 着 し 、 標 識 さ れ た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ
と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る と 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 又 は 複 数 の 異 な る 突 然 変 異 に ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 別 の 場 合 、 選 択 的 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 依 存 す る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 増 幅 法 を 本 発 明 と 組 み 合 わ せ
て 用 い る こ と が で き る 。 特 異 的 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー と し て 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 分 子 の 中 心 に （ 増 幅 が 分 画 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 （ ｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌ 　 ｈ ｙ
ｂ ｒ ｉ ｄ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） に 依 存 す る よ う に ） （ Ｇ ｉ ｂ ｂ ｓ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ８ ９ ）
　 Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ ． １ ７ ： ２ ４ ３ ７ － ２ ４ ４ ８ ） あ る い は 適 し た 条
件 下 で 誤 対 合 が 避 け ら れ 得 る か 又 は ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 が 低 下 す る １ つ の プ ラ イ マ ー の ３ ’
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末 端 に （ Ｐ ｒ ｏ ｓ ｓ ｎ ｅ ｒ （ １ ９ ９ ３ ） 　 Ｔ ｉ ｂ ｔ ｅ ｃ ｈ 　 １ １ ： ２ ３ ８ ） 問 題 の 突 然 変
異 を 保 有 し て い る こ と が で き る 。 さ ら に 切 断 に 基 づ く 検 出 を 生 ぜ し め る た め に 突 然 変 異 の
領 域 に 新 規 な 制 限 部 位 を 導 入 す る の が 望 ま し い こ と が あ り 得 る （ Ｇ ａ ｓ ｐ ａ ｒ ｉ ｎ ｉ 　 ｅ
ｔ 　 ａ ｌ ． （ １ ９ ９ ２ ） 　 Ｍ ｏ ｌ ． Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ ｓ 　 ６ ： １ ） 。 あ る 実 施 態 様 で
は 増 幅 の た め の Ｔ ａ ｑ リ ガ ー ゼ を 用 い て 増 幅 を 行 う こ と も で き る こ と が 予 測 さ れ る （ Ｂ ａ
ｒ ａ ｎ ｙ （ １ ９ ９ １ ） 　 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ 　 Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ 　 Ｕ Ｓ Ａ 　 ８ ８ ： １ ８ ９
） 。 そ の よ う な 場 合 、 ５ ’ 配 列 の ３ ’ 末 端 に 完 全 な 対 合 が あ る 場 合 の み に 連 結 が 起 こ り 、
増 幅 の 存 在 も し く は 不 在 を 探 す こ と に よ り 特 定 の 部 位 に お け る 既 知 の 突 然 変 異 の 存 在 を 検
出 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 す る 少 な く と も １ つ の プ ロ ー ブ 核 酸 又 は 抗 体 試 薬 を 含 む 予 備 包 装
診 断 キ ッ ト を 用 い る こ と に よ り 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 を 行 う こ と が で き 、 キ ッ ト を 例 え
ば Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 遺 伝 子 を 含 む 疾 患 も し く は 病 気 の 症 状 又 は 家 族 歴 を 示 す 患 者 を 診 断 す る た め の
臨 床 的 状 況 で 簡 便 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 さ ら に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ を 発 現 す る い ず れ の 細 胞 型 も し く は 組 織 も 本 明 細 書 に 記 載 す る 予 後 ア ッ
セ イ に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
３ ．
　 薬 剤 （ 例 え ば 薬 物 、 化 合 物 ） が 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ の 発 現 ま た は 活 性 に 及 ぼ す 影 響 （ 例 え ば 細 胞
性 シ グ ナ ル 伝 達 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン 、 発 生 ま た は 分 化 に 関 与 す る 遺 伝 子 転 写 の 調 節 、 細 胞
増 殖 の 調 節 ） の 監 視 は 、 基 本 的 な 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 応 用 で き る だ け で な く 臨 床 試 験 に
も 応 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 遺 伝 子 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 上 げ 、 ま た
は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト （ upregulate） す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 し た ス
ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 決 定 さ れ た 薬 剤 の 効 力 は 、 減 少 し た Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 遺 伝 子 発 現 、 タ
ン パ ク 質 レ ベ ル 、 ま た は ダ ウ ン レ ギ レ ー ト さ れ た (downregulated)Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 を 現 す 個
体 の 臨 床 試 験 で 監 視 す る こ と が で き る 。 あ る い は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 遺 伝 子 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル
を 減 少 さ せ 、 ま た は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 を ダ ウ ン レ ギ レ ー ト さ せ る た め に 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ
セ イ に よ り 決 定 さ れ た 薬 剤 の 効 果 は 、 上 昇 し た Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 遺 伝 子 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル 、
ま た は ア ッ プ レ ギ レ ー ト さ れ た Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 を 現 す 個 体 の 臨 床 試 験 で 監 視 す る こ と が で き
る 。 そ の よ う な 臨 床 試 験 で は 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ の 発 現 ま た は 活 性 、 そ し て 好 ま し く は 例 え ば 増 殖
性 障 害 に 関 与 し て き た 他 の 遺 伝 子 が 「 読 み 取 り 」 ま た は 特 定 の 細 胞 の 表 現 型 の マ ー カ ー と
し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 例 え ば 限 定 す る わ け で は な い が 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 （ 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 す る ス ク リ ー ニ
ン グ ア ッ セ イ で 同 定 さ れ た ） を モ ジ ュ レ ー ト す る 薬 剤 （ 例 え ば 化 合 物 、 薬 物 ま た は 低 分 子
） を 用 い た 処 理 に よ り 細 胞 中 で モ ジ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 （ Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ を 含 む ） を 同 定 す る
こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 薬 剤 が 例 え ば 臨 床 試 験 に お い て 増 殖 性 障 害 、 発 育 ま た は 分 化
的 障 害 、 造 血 性 障 害 な ら び に 異 常 な 細 胞 分 化 お よ び ／ ま た は 生 存 、 異 常 な 細 胞 外 構 造 、 あ
る い は 防 御 機 構 に お け る 異 常 性 を 特 徴 と す る 障 害 に 及 ぼ す 影 響 を 研 究 す る た め に 、 細 胞 を
単 離 し 、 そ し て Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 そ し て Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ お よ び 増 殖 性 障 害 、 発 育 ま た は 分 化 的 障
害 、 造 血 性 障 害 な ら び に 異 常 な 細 胞 分 化 お よ び ／ ま た は 生 存 、 異 常 な 細 胞 外 構 造 あ る い は
防 御 機 構 に お け る 異 常 性 を 特 徴 と す る 障 害 に そ れ ぞ れ 関 与 す る 他 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 分
析 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル （ す な わ ち 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン ） は 、 本 明 細 書
に 記 載 す る よ う に ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ま た は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 あ る い は 生 産 さ れ た タ ン パ
ク 質 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な １ つ の 方 法 に よ り 、 ま た は Ｃ Ｒ
Ｐ Ｓ の 活 性 も し く は 他 の 遺 伝 子 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う に 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 薬 剤 に 対 す る 細 胞 の 生 理 的 応 答 を 示 す マ ー カ ー と し て 役 立
ち 得 る 。 し た が っ て こ の 応 答 状 態 は 薬 剤 を 用 い た 個 々 の 処 置 前 、 お よ び 最 中 の 様 々 な 時 点
で 測 定 で き る 。
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【 ０ ２ ０ ９ 】
　 好 適 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 薬 剤 （ 例 え ば ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ペ プ チ ド 疑 似 物
、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 低 分 子 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
に よ り 同 定 さ れ る 薬 物 候 補 ） を 用 い た 個 体 の 処 置 の 効 果 を 監 視 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方
法 は （ i） 薬 剤 投 与 前 の 個 体 か ら 投 与 前 の 試 料 を 得 ； （ ii） 投 与 前 の 試 料 中 の Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ タ
ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル を 検 出 し ； （ iii） 個 体 か ら １ 種 以
上 の 投 与 後 の 試 料 を 得 ； （ iv） 投 与 後 の 試 料 中 の Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル を 検 出 し ； （ v） 投 与 前 の 試 料 中 の Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ タ ン パ ク
質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル を 、 投 与 後 の 試 料 （ １ 種 ま た は
複 数 ） 中 の Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と 比 較 し ； そ し て （ vi） こ
れ に 従 い 個 体 へ の 薬 剤 の 投 与 を 変 え る 工 程 を 含 ん で 成 る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ の 発 現 ま た は
活 性 を 検 出 レ ベ ル よ り 高 い レ ベ ル に 上 げ る た め に 、 す な わ ち 薬 剤 の 効 果 を 上 げ る た め に は
薬 剤 の 投 与 の 増 加 が 望 ま し い か も し れ な い 。 あ る い は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ の 発 現 ま た は 活 性 を 検 出 レ
ベ ル よ り 低 い レ ベ ル に 下 げ る た め に 、 す な わ ち 薬 剤 の 効 果 を 下 げ る た め に は 薬 剤 の 投 与 の
減 少 が 望 ま し い か も し れ な い 。 そ の よ う な 態 様 に 従 い 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 発 現 ま た は 活 性 は 観 察 で
き る 表 現 型 の 応 答 が 無 い 場 合 で さ え も 薬 剤 効 果 の 指 標 と し て 使 用 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
Ｃ ．
　 本 発 明 は 異 常 な Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 す る 障 害 の 危 険 に あ る か （ も し く は 疑 わ
れ る ） 、 ま た は 障 害 を 有 す る 個 体 の 予 防 的 お よ び 治 療 的 処 置 法 の 両 方 を 提 供 す る 。 予 防 的
お よ び 治 療 的 処 置 の 両 方 に 関 し て 、 そ の よ う な 処 置 は 薬 理 遺 伝 学 の 分 野 か ら 得 た 知 識 に 基
づ き 特 別 に 調 整 ま た は 改 質 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 薬 理 遺 伝 学 」 と は 、 遺 伝 子 シ
ー ク エ ン シ ン グ 、 統 計 遺 伝 学 お よ び 遺 伝 子 発 現 分 析 の よ う な 遺 伝 子 技 術 を 臨 床 的 開 発 お よ
び 市 場 の 薬 剤 へ 応 用 す る こ と を 言 う 。 よ り 詳 細 に は 、 こ の 用 語 は ど の よ う に 患 者 の 遺 伝 子
が 薬 剤 に 対 す る 彼 ま た は 彼 女 の 応 答 を 定 め る か （ 例 え ば 、 患 者 の 「 薬 物 応 答 表 現 型 」 ま た
は 「 薬 物 応 答 遺 伝 型 」 ） の 研 究 を 称 す る 。 す な わ ち 本 発 明 の 別 の 観 点 で は 、 個 体 の 薬 物 応
答 遺 伝 型 に 従 い 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 分 子 ま た は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ モ ジ ュ レ ー タ ー の い ず れ か を 用 い た
個 体 の 予 防 的 ま た は 治 療 的 処 置 の 調 整 法 を 提 供 す る 。 薬 理 遺 伝 学 に よ り 、 臨 床 医 ま た は 内
科 医 は 治 療 か ら 最 高 の 利 益 を 得 る 患 者 に 対 し て 予 防 的 ま た は 治 療 的 処 置 を 目 的 と し 、 そ し
て 毒 性 の 薬 物 に 関 連 す る 副 作 用 を 経 験 す る だ ろ う 患 者 の 処 置 の 回 避 が 可 能 と な る 。
【 ０ ２ １ １ 】
１ ．
　 １ つ の 観 点 で は 、 本 発 明 は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 発 現 ま た は 少 な く と も １ 種 の Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 を モ ジ ュ
レ ー ト す る 薬 剤 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ り 、 異 常 な Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 す る
疾 患 ま た は 症 状 の 個 体 を 保 護 す る 方 法 を 提 供 す る 。 異 常 な Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 発 現 ま た は 活 性 に よ り
引 き 起 こ さ れ 、 ま た は そ れ が 一 因 と な る 疾 患 の 危 険 に あ る 個 体 は 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載
の 診 断 的 ま た は 予 後 ア ッ セ イ （ ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ ） に よ り 同 定 す る こ と が で き る
。 予 防 的 薬 剤 の 投 与 は 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ の 異 常 性 に 特 徴 的 な 症 状 が 現 れ る 前 に 行 う こ と が で き る
の で 、 疾 患 ま た は 障 害 を 予 防 し 、 ま た は そ の 進 行 を 遅 ら せ る 。 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ の 異 常 性 の 種 類 に
依 存 し て 、 例 え ば Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ ア ゴ ニ ス ト ま た は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ ア ゴ ニ ス ト 薬 剤 を 個 体 の 処 置 に 使 用
す る こ と が で き る 。 適 当 な 薬 剤 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 基 づ き 決
定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 予 防 的 方 法 は 、 さ ら に 以 下 の サ ブ セ ク シ ョ ン で 検 討 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
２ ．
　 本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 治 療 目 的 に Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 発 現 ま た は 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 方 法 に 関
す る 。 本 発 明 の モ ジ ュ ラ ト リ ー 法 は 、 細 胞 を 細 胞 に 付 随 す る Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ タ ン パ ク 質 活 性 の １
種 以 上 の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で 成 る 。 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ タ ン パ ク
質 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 薬 剤 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 、 天
然 に 存 在 す る Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ タ ン パ ク 質 の 標 的 分 子 、 ペ プ チ ド 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ ペ プ チ ド 疑 似 物 ま た は
他 の 低 分 子 の よ う な 薬 剤 で あ る こ と が で き る 。 １ つ の 態 様 で は 、 薬 剤 は １ 種 以 上 の Ｃ Ｒ Ｐ
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Ｓ タ ン パ ク 質 活 性 を 刺 激 す る 。 そ の よ う な 刺 激 剤 の 例 に は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ タ ン パ ク 質 お よ び 細 胞
に 導 入 さ れ た Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 む 。 別 の 態 様 で は 、 薬 剤 は １ 種 以 上 の Ｃ
Ｒ Ｐ Ｓ タ ン パ ク 質 活 性 を 阻 害 す る 。 そ の よ う な 阻 害 剤 の 例 に は 、 ア ン チ セ ン ス Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 核
酸 分 子 お よ び 抗 -Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 抗 体 を 含 む 。 こ れ ら の モ ジ ュ ラ ト リ ー 法 は 、 イ ン ビ ト ロ （ 例 え
ば 細 胞 を 薬 剤 と 培 養 す る こ と に よ る ） ま た は イ ン ビ ボ （ 例 え ば 薬 剤 を 個 体 に 投 与 す る こ と
に よ る ） で 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う に 本 発 明 は 異 常 な Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸
分 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 特 徴 と す る 疾 患 お よ び 障 害 に 冒 さ れ た 個 体 の 処 置 法 を 提 供 す る 。
１ つ の 態 様 で は 、 こ の 方 法 に は １ 薬 剤 （ 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
に よ り 同 定 さ れ た 薬 剤 ） ま た は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 発 現 ま た は 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト （ 例 え ば ア ッ プ レ
ギ レ ー ト も し く は ダ ウ ン レ ギ レ ー ト ） す る 複 数 の 薬 剤 の 組 み 合 わ せ の 投 与 が 関 与 す る 。 別
の 態 様 で は 、 こ の 方 法 に は 治 療 と し て 下 が っ た 、 ま た は 異 常 な Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 発 現 ま た は 活 性 を
補 償 す る た め に Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 分 子 を 投 与 す る こ と が 関 与 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 の 刺 激 は 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ が 異 常 に ダ ウ ン レ ギ レ ー ト さ れ た 、 お よ び ／ ま た は 上
昇 し た Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 が 有 利 な 効 果 を 有 す る よ う な 状 況 に 望 ま し い 。 同 様 に 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 活 性
の 阻 害 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ が 異 常 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 、 お よ び ／ ま た は 減 少 し た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
活 性 が 有 利 な 効 果 を 有 す る よ う な 状 況 に 望 ま し い 。 そ の よ う な 状 況 の １ 例 は 、 個 体 が 異 常
な 発 育 ま た は 細 胞 分 化 を 特 徴 と す る 障 害 を 有 す る 場 合 で あ る 。 そ の よ う な 状 況 の 別 の 例 は
個 体 が 増 殖 性 の 疾 患 （ 例 え ば 癌 ） ま た は 異 常 な 造 血 反 応 を 特 徴 と す る 障 害 を 有 す る 場 合 で
あ る 。 そ の よ う な 状 況 の さ ら に 別 の 例 は 、 個 体 中 で 組 織 再 生 を 行 う こ と が 望 ま れ る 場 合 で
あ る （ 例 え ば 個 体 が 脳 ま た は 脊 髄 損 傷 を 受 け 、 そ し て 調 節 さ れ た 様 式 で 神 経 組 織 の 再 生 が
望 ま れ る 場 合 ） 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 し た が っ て １ 態 様 で は 、 疾 患 は 異 常 な 細 胞 増 殖 、 分 化 お よ び ／ ま た は 生 存 を 特 徴 と す る
疾 患 で あ る 。 例 え ば 過 剰 ま た は 欠 陥 増 殖 性 （ hyper- or hypoproliferative)疾 患 で あ り 得
る 。 ま た 本 発 明 は 異 常 な Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ -１ 活 性 )が 特 徴 で は な い 個 体 中 の
異 常 な 細 胞 増 殖 、 分 化 お よ び ／ ま た は 生 存 を 特 徴 と す る 疾 患 の 処 置 法 も 提 供 す る 。 実 際 に
、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ は 細 胞 の 増 殖 的 状 態 （ す な わ ち 細 胞 の 増 殖 、 分 化 そ し て ま た は 生 存 状 態 ） を モ
ジ ュ レ ー ト す る こ と が で き る と 思 わ れ る の で 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ は 異 常 な Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 以 外 の 欠 陥
か ら 生 じ る 細 胞 の 異 常 な 増 殖 状 態 で あ る 疾 患 を 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ -１ ） 治 療 物 質 を 用 い て 処 置 で き る 過 増 殖 性 疾 患 に は 、 種 々
の 形 態 の 癌 ま た は 白 血 病 お よ び 線 維 増 殖 性 障 害 の よ う な 新 形 成 お よ び 過 形 成 障 害 を 含 む 。
本 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 治 療 物 質 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ -１ 治 療 物 質 ） を 用 い て 処 置 ま た は 予 防 す る こ と が
で き る 他 の 過 増 殖 性 障 害 は 、 悪 性 症 状 、 前 悪 性 症 状 お よ び 良 性 症 状 を 含 む 。 処 置 ま た は 予
防 す べ き 症 状 は 、 上 皮 組 織 に 生 じ る 腫 瘍 の よ う な 充 実 性 腫 瘍 で あ り 得 る 。 し た が っ て そ の
よ う な 癌 の 処 置 は 、 個 体 に Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ と Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ レ セ プ タ ー と の 相 互 作 用 を 下 げ る Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ
治 療 物 質 を 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 。 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ タ ン パ ク 質 で 処 置 ま た は 予 防 で き る 他 の
癌 に は 、 肉 腫 お よ び 癌 腫 、 例 え ば 肺 癌 、 結 腸 、 前 立 腺 、 乳 房 、 卵 巣 、 食 道 の 癌 、 肺 癌 、 黒
色 腫 、 精 上 皮 腫 お よ び 鱗 状 の 腺 癌 を 含 む 。 さ ら に 本 発 明 の 範 囲 内 の 充 実 性 腫 瘍 は 、 医 学 書
に 見 い だ さ れ る 腫 瘍 を 含 む 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 処 置 ま た は 予 防 す る 症 状 は 、 慢 性 ま た は 急 性 の い ず れ か の 白 血 病 の よ う な 可 溶 性 腫 瘍 で
あ る こ と が で き 、 慢 性 ま た は 急 性 の 骨 髄 性 白 血 病 、 慢 性 ま た は 急 性 の リ ン パ 性 白 血 病 、 前
骨 髄 球 白 血 病 、 単 球 性 白 血 病 、 骨 髄 単 球 白 血 病 お よ び 赤 白 血 病 を 含 む 。 さ ら に 本 発 明 の Ｃ
Ｒ Ｐ Ｓ 治 療 物 質 を 用 い て 処 置 で き る 他 の 増 殖 性 障 害 に は 、 重 鎖 疾 患 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 リ ン
パ 腫 例 え ば ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 お よ び 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 お よ び ヴ ァ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク
ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 を 含 む 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 充 実 性 ま た は 可 溶 性 腫 瘍 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 症 状 は 、 異 常 な 細 胞 増 殖 が 抑 制 ま た は
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減 少 す る よ う に 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 治 療 物 質 を 局 所 的 ま た は 全 身 的 の い ず れ か で 投 与 す る こ と に よ
り 処 置 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 化 合 物 の 投 与 法 を さ ら に 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 腫 瘍 の 形 成 お よ び ／ ま た は 発 育 を 防 止 す る た め の 方 法 も 提 供 す る 。 例 え ば
腫 瘍 の 発 生 に は 前 － 新 形 成 性 損 傷 、 例 え ば 細 胞 学 的 手 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 例 え
ば 過 形 成 、 化 生 お よ び 異 形 成 の よ う な 特 別 な 損 傷 の 存 在 が 先 立 つ 。 そ の よ う な 損 傷 は 例 え
ば 上 皮 組 織 に 見 い だ す こ と が で き る 。 こ の よ う に 本 発 明 は そ の よ う な 損 傷 が 新 生 物 損 傷 に
進 行 す る こ と を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 前 新 生 物 性 損 傷 を 有 す る 個 体 に 前 新 生
物 性 損 傷 が 新 生 物 性 損 傷 へ 進 行 す る の を 抑 制 す る た め に 十 分 な 量 の Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ -１ 治 療 物 質
を 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 ま た 本 発 明 は 細 胞 の 増 殖 が 望 ま れ る 疾 患 ま た は 症 状 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 も
提 供 す る 。 例 え ば Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 治 療 物 質 は 、 外 科 医 術 後 の よ う な 組 織 修 復 ま た は 創 傷 治 癒 を 刺
激 し 、 あ る い は 火 傷 か ら の 組 織 治 癒 を 刺 激 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 細 胞 の 増 殖
が 望 ま れ る 他 の 疾 患 は 欠 陥 増 殖 性 疾 患 、 例 え ば 特 定 の 細 胞 の 異 常 に 低 い 増 殖 を 特 徴 と す る
疾 患 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 異 常 な 細 胞 分 化 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 症 状 を 処 置 ま た
は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 し た が っ て 本 発 明 は 過 剰 な 増 殖 を 伴 う 、 ま た は 伴 わ な く て も
よ い 正 常 な 細 胞 分 化 の 抑 制 を 特 徴 と す る 症 状 に お い て 、 細 胞 性 の 分 化 を 刺 激 す る 方 法 を 提
供 す る 。 あ る い は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 治 療 物 質 は 特 別 な 細 胞 の 分 化 を 抑 制 す る た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 好 適 な 態 様 で は 、 異 常 に 増 殖 お よ び ／ ま た は 分 化 し て い る 細 胞 は 神 経 系 に 存 在 す る 細 胞
で あ る 。 神 経 系 中 で の Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ の 役 割 は 、 ヒ ト の Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ － １ が ヒ ト の 胎 児 脳 で 発 現 す る
と い う 事 実 か ら 少 な く と も 一 部 が 提 案 さ れ て い る 。 し た が っ て 本 発 明 は 中 枢 ま た は 末 梢 神
経 系 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 症 状 を 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 以 下 の 任 意
の 細 胞 の 異 常 な 増 殖 、 分 化 ま た は 生 存 に 関 連 す る 神 経 系 の 損 傷 を 処 置 す る た め の 方 法 を 提
供 す る ： ニ ュ ー ロ ン 、 シ ュ ワ ン 細 胞 、 グ リ ア 細 胞 お よ び 神 経 細 胞 の 他 の 種 類 。 神 経 系 の 障
害 に は 限 定 す る わ け で は な い が 、 脊 髄 損 傷 、 脳 損 傷 、 外 科 医 術 に 付 随 す る 損 傷 、 虚 血 損 傷
、 悪 性 損 傷 、 感 染 性 損 傷 、 変 性 損 傷 （ パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ハ ン チ ン グ ト
ン 舞 踏 病 、 筋 委 縮 性 側 索 硬 化 症 ） 、 脱 髄 疾 患 （ 多 発 性 硬 化 症 、 ヒ ト 免 疫 不 全 付 随 ミ エ ロ パ
シ ー 、 横 行 ミ エ ロ パ シ ー 、 進 行 性 多 病 巣 性 白 質 脳 障 害 、 タ ン パ ク 質 ミ エ リ ン 溶 解 ） 、 運 動
ニ ュ ー ロ ン 損 傷 、 進 行 性 脊 髄 性 筋 委 縮 症 、 進 行 性 球 麻 痺 、 原 発 性 側 索 硬 化 症 、 小 児 お よ び
若 年 性 筋 委 縮 症 、 子 供 の 進 行 性 球 麻 痺 （ Fazio-Londe症 候 群 )、 ポ リ オ お よ び 遺 伝 性 運 動 感
覚 ニ ュ ー ロ ン 障 害 （ Charcot-Marie-Tooth 病 )を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 別 の 態 様 で は 本 発 明 は イ ン ビ ト ロ で 細 胞 お よ び 組 織 の 生 存 を 強 化 し 、 か つ ／ ま た は 増 殖
お よ び ／ ま た は 分 化 を 刺 激 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 適 な 態 様 で は 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 治 療 物 質 が 組
織 の 再 生 お よ び ／ ま た は 修 復 を 促 進 す る た め に 使 用 さ れ る （ 例 え ば 神 経 損 傷 の 処 置 ） 。 例
え ば 個 体 か ら 組 織 を 得 、 そ し て 組 織 細 胞 が 刺 激 さ れ て 増 殖 お よ び ／ ま た は 分 化 す る よ う に
イ ン ビ ト ロ で Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 治 療 物 質 の 存 在 下 に て 成 長 さ せ る 。 次 に 組 織 は 個 体 に 再 度 投 与 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 異 常 な Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 お よ び ／ ま た は 異 常 な 細 胞 増 殖 、 分 化 お よ び ／ ま た は 生 存 が 関 与 す
る 疾 患 の 症 状 を 改 善 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 方 法 の 中 で は 、 例 え ば 上 記 の ア ン チ セ ン ス 、
リ ボ ザ イ ム お よ び 三 重 ヘ リ ッ ク ス 分 子 が あ る 。 適 当 な 化 合 物 の 例 に は 、 上 記 に 詳 細 に 記 載
し た ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ア ゴ ニ ス ト ま た は 相 同 体 を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 さ ら に 別 の Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 治 療 物 質 は 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ レ セ プ タ ー に 結 合 で き る Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ ペ プ チ ド を
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含 ん で 成 る 第 １ ペ プ チ ド 、 お よ び 細 胞 障 害 性 で あ る 第 ２ ペ プ チ ド か ら 成 る 。 そ の よ う な 治
療 物 質 は 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ の レ セ プ タ ー を 発 現 ま た は 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 を 特 異 的 に 標 的 と し
、 そ し て 溶 解 す る た め に 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
３ ．
　 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 分 子 、 な ら び に 薬 剤 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
に よ り 同 定 さ れ る Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 （ 例 え ば Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 遺 伝 子 発 現 ） に 刺 激 ま た は 阻 害 効 果 を 有
す る モ ジ ュ レ ー タ ー を 、 異 常 な Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 活 性 に 関 連 す る 障 害 （ 例 え ば 増 殖 性 ま た は 発 生 障
害 ） を 処 置 （ 予 防 的 ま た は 治 療 的 ） す る た め に 個 体 に 投 与 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な
処 置 と 組 み 合 わ せ て 、 薬 理 遺 伝 学 （ す な わ ち 個 体 の 遺 伝 型 と 個 体 の 外 来 化 合 物 ま た は 薬 剤
に 対 す る 反 応 と の 間 の 関 連 の 研 究 ） を 考 察 す る こ と が で き る 。 治 療 物 質 の 代 謝 に お け る 差
異 は 、 用 量 と 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 剤 の 血 中 濃 度 と の 間 の 関 係 が 変 わ る こ と に よ り 重 篤 な 毒
性 ま た は 治 療 的 失 敗 に つ な が り 得 る 。 す な わ ち 内 科 医 ま た は 臨 床 医 は 、 Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 分 子 ま た
は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ モ ジ ュ レ ー タ ー を 投 与 す る べ き か ど う か の 決 定 に お い て 、 な ら び に Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ 分
子 ま た は Ｃ Ｒ Ｐ Ｓ モ ジ ュ レ ー タ ー を 用 い た 用 量 お よ び ／ ま た は 治 療 的 処 方 の 調 整 に お い て
、 関 連 す る 薬 理 学 的 研 究 か ら 得 た 知 識 の 適 用 を 考 慮 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 薬 理 遺 伝 学 は 、 影 響 を 受 け る 人 々 を 対 象 と し て 、 変 わ っ た 薬 剤 の 傾 向 お よ び 異 常 な 作 用
に よ る 薬 剤 に 対 す る 応 答 に お け る 臨 床 的 に 重 要 な 遺 伝 的 変 動 を 扱 う 。 例 え ば Eichelbaum,M
., ,1996,23(10-11):983-985お よ び Linder,M.W., .1
997,43(2):254-266を 参 照 に さ れ た い 。 一 般 的 に ２ 種 類 の 薬 理 遺 伝 学 的 状 態 を 区 別 す る こ
と が で き る 。 身 体 に 作 用 す る 薬 剤 の 様 式 を 変 化 さ せ る 唯 一 の 因 子 と し て 伝 達 さ れ る 遺 伝 状
態 （ 変 わ っ た 薬 剤 作 用 ） 、 ま た は 薬 剤 に 作 用 す る 身 体 の 様 式 を 変 化 さ せ る 唯 一 の 因 子 と し
て 伝 達 さ れ る 遺 伝 状 態 （ 変 わ っ た 薬 剤 代 謝 ） 。 こ れ ら の 薬 理 遺 伝 学 的 状 態 は 、 稀 な 遺 伝 的
欠 失 と し て 、 ま た は 自 然 に 起 こ る 多 型 の い ず れ か と し て 起 こ り 得 る 。 例 え ば グ ル コ ー ス -6
-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 不 全 症 （ G6PD） は 、 主 な 臨 床 的 合 併 症 が 酸 化 薬 剤 （ 抗 マ ラ リ ア
薬 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 、 鎮 痛 剤 、 ニ ト ロ フ ラ ン ） の 消 化 お よ び ソ ラ マ メ 摂 取 後 の 溶 血 反 応 で
あ る 共 通 し た 遺 伝 的 酵 素 病 で あ る 。 「 ゲ ノ ム － ワ イ ド ア ソ シ エ ー シ ョ ン （ genome-wide as
sociation） 」 と し て 知 ら れ る 薬 剤 応 答 を 予 知 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の １ つ の 薬 理 遺
伝 学 的 方 法 は 、 主 に 既 に 知 ら れ て い る 遺 伝 子 － 関 連 マ ー カ ー （ 例 え ば 「 ヒ ト の ゲ ノ ム 上 に
60,000～ 100,000の 多 型 性 ま た は 可 変 性 部 位 か ら 成 る 「 二 対 立 (bi-allelic)」 遺 伝 子 マ ー
カ ー 地 図 、 そ れ ぞ れ が ２ つ の 変 異 体 を 有 す る ） か ら 成 る ヒ ト ゲ ノ ム の 高 解 像 地 図 に 依 存 す
る 。 そ の よ う な 高 解 像 遺 伝 子 地 図 は 、 観 察 さ れ る 特 定 の 薬 剤 応 答 ま た は 副 作 用 に 関 連 す る
マ ー カ ー を 同 定 す る た め に フ ェ イ ズ II／ III薬 剤 試 験 に 参 加 し た 患 者 の 統 計 的 に 有 意 な 数
の そ れ ぞ れ の ゲ ノ ム 地 図 と 比 較 す る こ と が で き る 。 あ る い は そ の よ う な 高 解 像 地 図 は 、 ヒ
ト ゲ ノ ム 中 の 数 千 万 の 既 知 の 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド 多 型 （ single nucleotide polymorphism
s:SNPs)の 組 み 合 わ せ か ら 作 成 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る よ う に 、 “ Ｓ Ｎ Ｐ
” は 、 広 げ た Ｄ Ｎ Ａ 中 の １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 に 起 こ る 共 通 の 変 化 で あ る 。 例 え ば Ｓ Ｎ
Ｐ は Ｄ Ｎ Ａ の 1000塩 基 毎 に １ 回 生 じ 得 る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 疾 患 プ ロ セ ス に 関 与 す る か も し れ な い
が 、 ほ と ん ど の 場 合 疾 患 に は 関 連 し て い な い 。 そ の よ う な Ｓ Ｎ Ｐ の 発 生 に 基 づ く 遺 伝 子 地
図 を 仮 定 す る と 、 個 体 は そ れ ら の 個 々 の ゲ ノ ム に 特 定 の Ｓ Ｎ Ｐ ｓ パ タ ー ン に 依 存 す る 遺 伝
子 カ テ ゴ リ ー に 分 類 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 様 式 で は 、 そ の よ う な 遺 伝 的 に 類 似 す
る 個 体 間 で 共 通 す る で あ ろ う 形 質 を 考 慮 し て 、 処 置 処 方 を 遺 伝 的 に 類 似 す る 個 体 群 に 調 整
す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 あ る い は 「 候 補 遺 伝 子 法 」 と い う 方 法 を 、 薬 剤 応 答 を 予 知 す る 遺 伝 子 の 同 定 に 利 用 す る
こ と が で き る 。 こ の 方 法 に 従 い 、 薬 剤 標 的 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 知 れ れ ば （ 例 え ば 、 本 発
明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 ま た は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ レ セ プ タ ー ） 、 そ の 遺 伝 子 の す べ て に 共 通 す る 変
異 体 を か な り 容 易 に 群 中 で 同 定 す る こ と が で き 、 そ し て 他 に 対 し て 遺 伝 子 の １ 変 更 を 有 す
る こ と が 特 定 の 薬 剤 応 答 に 関 連 す る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ ２ ８ 】
　 説 明 的 な 態 様 と し て 、 薬 剤 を 代 謝 す る 酵 素 の 活 性 は 薬 剤 作 用 の 強 さ お よ び 期 間 の 両 方 の
主 要 決 定 因 子 で あ る 。 薬 剤 を 代 謝 す る 酵 素 （ 例 え ば N-ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 2(NAT2
)お よ び チ ト ク ロ ー ム P450酵 素 CYP2D6お よ び CYP2C19)の 遺 伝 的 多 型 の 発 見 は 、 標 準 的 か つ
安 全 な 薬 剤 用 量 を 摂 取 し た 後 に 、 な ぜ 幾 人 か の 患 者 に は 期 待 さ れ た 薬 剤 効 果 が 得 ら れ ず 、
ま た は 悪 化 し た 薬 剤 応 答 お よ び 重 篤 な 毒 性 が 示 さ れ る の か と い う 説 明 を 提 供 し た 。 こ れ ら
の 多 型 は 群 中 ２ つ の 表 現 型 、 エ ク ス テ ン シ ブ  メ タ ボ イ ラ イ ザ ー (extensive metabolizer:
EM)お よ び プ ー ア  メ タ ボ イ ラ イ ザ ー (poor metabolizer:PM)で 表 さ れ た 。 Ｐ Ｍ の 普 及 率 は
様 々 な 群 間 で 異 な る 。 例 え ば CYP2D6を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 高 度 に 多 型 性 で あ り 、 そ し て Ｐ
Ｍ に 幾 つ か の 突 然 変 異 が 同 定 さ れ 、 こ れ は す べ て 機 能 的 CYP2D6の 不 在 を 導 く 。 CYP2D6お よ
び CYP2C19の プ ー ア  メ タ ボ イ ラ イ ザ ー は 、 標 準 的 な 用 量 を 受 容 し た 時 に 大 変 し ば し ば 悪 化
し た 薬 剤 応 答 お よ び 副 作 用 が 経 験 さ れ た 。 も し 代 謝 物 質 が 活 性 な 治 療 的 部 分 で あ れ ば 、 Ｐ
Ｍ は CYP2D6が 形 成 す る 代 謝 物 質 で あ る モ ル ホ リ ン に よ り 媒 介 さ れ る コ デ イ ン の 鎮 痛 効 果 が
証 明 す る よ う な 治 療 的 応 答 を 表 わ さ な い 。 最 近 、 超 高 速 代 謝 の 分 子 学 的 基 礎 に よ り CYP2D6
遺 伝 子 増 幅 に よ る も の と 同 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 あ る い は 「 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 」 と い う 方 法 を 利 用 し て 薬 剤 応 答 を 予 知 す る 遺
伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 薬 剤 （ 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 分 子 ま た は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ モ ジ
ュ レ ー タ ー ） を 投 与 し た 動 物 の 遺 伝 子 発 現 は 、 毒 性 に 関 連 す る 遺 伝 子 経 路 が 通 っ た か 否 か
の 指 標 を 与 え る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 上 記 の １ 種 以 上 の 薬 理 遺 伝 学 的 手 法 か ら 作 成 さ れ る 情 報 を 、 個 体 の 予 防 的 ま た は 治 療 的
処 置 の た め の 適 切 な 用 量 お よ び 処 置 処 方 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 知
識 は 、 用 量 お よ び 薬 剤 選 択 に 応 用 さ れ る 時 、 悪 い 反 応 ま た は 治 療 的 失 敗 を 避 け る こ と が で
き 、 し た が っ て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 分 子 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 例 示 的 な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に
よ り 同 定 さ れ る モ ジ ュ レ ー タ ー の よ う な Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー を 用 い て 個 体 を 処 置 す る
時 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 効 力 を 増 強 さ せ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 本 発 明 は 限 定 す る こ と を 意 図 し て い な い 以 下 の 実 施 例 に よ り さ ら に 具 体 的 に 説 明 さ れ る
。 本 出 願 を 通 し て 引 用 し た す べ て の 技 術 文 献 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 公 報 の 内 容 は 、 引 用 に
よ り 本 明 細 書 に 編 入 す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
＜ 実 施 例 １ ＞ ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 お よ び 特 性 決 定
　 こ の 実 施 例 で は 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ （ 「 CRISPY-1」 ま た は 「 TANGO59」 と も 呼 ば れ る ） を
コ ー ド す る 遺 伝 子 の 単 離 お よ び 特 性 決 定 を 記 載 す る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】

　 本 発 明 は 少 な く と も 一 部 は 本 明 細 書 で シ ス テ イ ン リ ッ チ 分 泌 タ ン パ ク 質 -１ （ Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -
１ ） と 呼 ぶ 分 泌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヒ ト 遺 伝 子 の 知 見 に 基 づ く 。 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は シ グ
ナ ル シ ー ク エ ン ス ト ラ ッ プ 法 （ Signal Sequence Trap method)を 使 用 し て 単 離 し た 。 こ の
手 法 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の よ う な 分 子 が 、 分 泌 さ れ 、 そ し て 膜 に 結 合 す る 特 定 の タ ン パ ク 質 を 細 胞
分 泌 装 置 を 通 る よ う に 向 け る ア ミ ノ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る と い う 事 実 を 利 用 す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 簡 単 に 説 明 す る と 、 ヒ ト 胎 児 脳 組 織 (ク ロ ー ン テ ッ ク :Clontech、 パ ロ 、 ア ル ト 、 カ リ フ
ォ ル ニ ア 州 ） か ら 調 製 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し て ラ ン ダ ム に プ ラ イ マ ー を 付 け た ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー を 、 Stratagene-ZAP-cDNA Synthesis(商 標 )キ ッ ト (カ タ ロ グ #20041)を 使 用
す る こ と に よ り 作 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 分 泌 シ グ ナ ル を 欠 く 胎 盤 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 隣 接 す る 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー  pTrapに 連 結 し た 。 こ の プ ラ ス ミ
ド を E.コ リ ( )で 形 質 転 換 し 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ は Wizard(商 標 )DNA精 製 キ ッ ト (プ ロ メ ガ
:Promega） を 使 用 し て 調 製 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ を COS-7細 胞 に lipofectamine(商 標 )(ギ ブ コ － ビ
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ー ア ー ル エ ル ： Gibco-BRL)を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 48時 間 の イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ
ン 後 、 COS細 胞 上 清 は Phospha-Light(商 標 )キ ッ ト (ト ロ ピ ッ ク 社 ： Tropix Inc.カ タ ロ グ #B
P300)を 使 用 し て ワ ラ ッ ク (Wallac)マ イ ク ロ -ベ ー タ シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に つ い て ア ッ セ イ し た 。 COS細 胞 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 分 泌 ア ッ セ イ
で 陽 性 と 評 価 さ れ た 個 々 の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 、 標 準 的 な 手 順 を 使 用 し て Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ
ン シ ン グ に よ り さ ら に 分 析 し た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 上 記 方 法 に よ り 単 離 さ れ た 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し て 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ を コ ー ド す る 完
全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ン 化 し た 。 完 全 長 の ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ -１ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 図 １ に 示 し 、 そ し て 配 列 番 号 １ で 説 明 す る 。 こ の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ
れ る 完 全 長 タ ン パ ク 質 は 約 350ア ミ ノ 酸 を 含 ん で 成 り 、 そ し て 図 １ に 示 し 、 そ し て 配 列 番
号 ２ に 説 明 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 配 列 番 号 １ の コ ー デ ィ ン グ 部 分 （ 読 み 取 り 枠 ） を
、 配 列 番 号 ３ に 説 明 す る 。 ク ロ ー ン jthKb075a10の Ｄ Ｎ Ａ を 、 ATCCに 寄 託 番 号 98634と し て
寄 託 し た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】

　 配 列 番 号 ２ に 説 明 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ の 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル の
決 定 は 、 配 列 番 号 ２ の 約 ア ミ ノ 酸 １ か ら 約 ア ミ ノ 酸 23ま で の 疎 水 性 領 域 の 存 在 を 示 し た 。
シ グ ナ ル ペ プ チ ド 予 想 プ ロ グ ラ ム を 使 用 し た ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 ２ の さ ら な る 分 析 で は 、 配
列 番 号 ２ の 約 ア ミ ノ 酸 １ か ら 約 ア ミ ノ 酸 19、 21ま た は 23ま で の シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 存 在 が
予 想 さ れ た 。  し た が っ て 、 成 熟 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ の 約 ア ミ ノ 酸 20、
22ま た は 24か ら 約 ア ミ ノ 酸 350に 亙 る 327、 329ま た は 331ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ が
シ グ ナ ル  シ ー ク エ ン ス  ト ラ ッ プ  シ ス テ ム を 使 用 し て 同 定 さ れ た と い う 事 実 に 加 え て 、
シ グ ナ ル 配 列 の 存 在 は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ が 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、
そ の よ う な シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び シ グ ナ ル ペ プ チ ド 開 裂 部 位 の 予 想 は 、 例 え ば コ ン ピ ュ
ー タ ー 計 算 式 SIGNALP(Henrikら 、 (1997)、  10:1-6)を 利 用 し て 作 成
す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 さ ら に ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 細 菌 細 胞 中 で C-末 端 FLAGタ グ を 用 い て
発 現 さ せ る 時 、 こ の FLAGダ ク を 付 け た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ タ ン パ ク 質 生 成 物 が 細 胞 性 媒 質 中 に 分
泌 さ れ る こ と が 見 い だ さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 図 １ に 表 す ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 調 査 で は 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ は 特 に シ ス テ イ ン 残 基 が 豊 富 で
あ る こ と を 示 す 。 図 １ に 示 す よ う に 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 147と ア ミ ノ 酸
284と の 間 に 位 置 す る 20個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 こ れ ら の シ ス テ イ ン 残 基 は お そ ら く 1
0個 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の BLAST調 査 (Altschulら 、 (1990)、 J.M
Ol.Biol.215:403)で 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ が GeneBank寄 託 番 号 D26311を 有 す る 未 知 の 機 能 の タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る ニ ワ ト リ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に か な り 類 似 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ の ｃ
Ｄ Ｎ Ａ は ニ ワ ト リ の 水 晶 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ 、 そ し て 水 晶 体 繊 維 お よ び
水 晶 体 上 皮 で 発 現 す る こ と が 示 さ れ た が 、 神 経 性 角 膜 ま た は 肝 臓 細 胞 中 で の 発 現 は 示 さ れ
な か っ た （ Sawadaら 、 (1996)， Int.J.Dev.Biol.40:531)。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ お よ び ニ ワ ト リ タ
ン パ ク 質 は 56％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 お よ び 72％ の ア ミ ノ 酸 配 列 類 似 性 を 有 す る 。 ニ ワ ト リ タ
ン パ ク 質 と ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ と の 間 の ア ミ ノ 酸 配 列 類 似 性 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 147と
284の 間 に 位 置 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン で 特 に 高 い 。 特 に こ の 領 域 は
位 置 す る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ の 20シ ス テ イ ン 残 基 は 、 ニ ワ ト リ タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る （ 図 ３ を
参 照 に さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ 形 成 の サ プ レ ッ サ ー の 調 査 で 最 近 同 定 さ れ た ２ つ の 遺 伝 子 （ Ligon
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ら 、 1997 Oncogene  1075-1081)も 、 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -１ に 対 す る 有 意 な 相 同 性 を 示 す 。 こ れ
ら の 遺 伝 子 、 Ｒ Ｉ Ｇ (Regulated In Glioblastoma)お よ び Ｒ Ｉ Ｇ -様 7-1(そ れ ぞ れ GeneBank
寄 託 番 号 U32331お よ び AF034208)は 、 腫 瘍 形 成 を 促 進 す る 染 色 体 10に 欠 失 を 有 す る グ リ オ
ブ ラ ス ト ー マ 細 胞 系 中 に 正 常 な 染 色 体 10を 導 入 す る こ と に よ り 調 節 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 関 す る
分 別 ス ク リ ー ニ ン グ (differential screen)で 同 定 さ れ た 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ と Ｒ Ｉ Ｇ 遺 伝 子 配
列 間 の 関 係 を ま と め た 該 略 図 を 図 ９ に 与 え る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ 、 Ｒ Ｉ Ｇ お よ び Ｒ Ｉ Ｇ -様 7-1
間 で 示 し た 同 一 領 域 は 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － 1 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ３ 'Ｕ Ｔ Ｒ の 領 域 を 含 ん で 成 る 。 こ
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 記 載 し た 分 画 ス ク リ ー ニ ン グ で 最 初 に 単 離 し 、 そ し て 引 き 続 き 完 全 長 Ｒ Ｉ Ｇ
お よ び Ｒ Ｉ Ｇ -様 7-1メ ッ セ ー ジ を 記 載 の よ う に 単 離 す る た め に 使 用 し た 。 Ｒ Ｉ Ｇ -様 7-1は
、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ に 対 し て 高 度 に 相 同 的 (Lipman-Personタ ン パ ク 質 整 列 プ ロ グ ラ ム 、 Ktuple2
； Gap Penalty:4、 Gap Length Penalty:12を 使 用 し て 決 定 し た 時 96.8％ の 類 似 性 ； お よ び
Wilbur Lipman DNA整 列 プ ロ グ ラ ム Ktuple:3;Gap Penalty:3、 Window:20を 使 用 し て 64.7％
の 類 似 性 )で あ る が 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は N-末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く の で 、 分 泌 タ
ン パ ク 質 で あ る と は 予 想 さ れ な い 。 完 全 長 Ｒ Ｉ Ｇ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ に 対 し て 最 初
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 領 域 で の み 相 同 性 を 表 す 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ を ヒ ト グ リ オ ブ
ラ ス ト ー マ と 関 連 さ せ 、 そ し て Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ が 腫 瘍 形 成 表 現 型 の 抑 制 に 重 要 で あ り 得 る こ
と を 示 唆 し て い る 。 グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ に お け る 役 割 は 、 ヒ ト の 脳 組 織 中 で 観 察 さ れ た 高
レ ベ ル の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 と 一 致 す る 。 さ ら に Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ 、 Ｒ Ｉ Ｇ お よ び Ｒ Ｉ Ｇ
－ 様 遺 伝 子 の 染 色 体 11(11p15.1)の 領 域 へ の 同 時 配 置 (co-localization)は 、 ヒ ト の 悪 性 星
状 細 胞 腫 の 発 生 を 意 味 し （ Ligonら 、 1997 Oncogene  1075-1081)、 さ ら に こ れ ら の 遺 伝
子 の 腫 瘍 形 成 に お け る 役 割 を 示 す 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ タ ン パ ク 質 は 、 メ タ ロ チ オ ネ ン 、 特 に シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 に 類 似 す
る 幾 つ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】

　 こ の 実 施 例 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 決 定 し た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１  
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 組 織 分 布 を 記 載 す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 種 々 の Ｒ Ｎ Ａ 試 料 を 用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 標 準 的 条 件 下 で
行 い 、 そ し て 緊 縮 条 件 下 、 す な わ ち 65℃ の 0.2× SSCで 洗 浄 し た 。 各 試 料 に つ い て 、 プ ロ ー
ブ は 約 2.5kbの 単 一 Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 種 々 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 試 料 へ の プ ロ ー ブ の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 は 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 胎 児 の 脳 、 肺 、 肝 臓 お よ び 腎 臓 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 含 有 す る ク ロ ー ン テ ッ ク  胎 児 多 組
織 ノ ー ザ ン （ Clontech Fetal Multiple Tissue Northern： Ｍ Ｔ Ｎ ） ブ ロ ッ ト （ ク ロ ー ン
テ ッ ク 、 ラ ジ ョ ラ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ）  の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 胎 児 の 脳 、 肺 に
お い て 高 レ べ ル の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 を 、 そ し て 胎 児 の 腎 臓 に お い て わ ず か に 低
レ ベ ル の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 を 示 し た 。 し か し 胎 児 の 肝 臓 で は 有 意 な レ ベ ル の Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ -１  ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 見 い だ さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 成 人 の 心 臓 、 脳 、 胎 盤 、 肺 、 肝 臓 、 骨 格 筋 、 腎 臓 お よ び 膵 臓 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 含 有 す
る ク ロ ー ン テ ッ ク の ヒ ト 多 組 織 ノ ー ザ ン （ Clontech human Multiple Tissue Northern：
Ｍ Ｔ Ｎ ） ブ ロ ッ ト （ ク ロ ー ン テ ッ ク 、 ラ ジ ョ ラ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） の ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１
プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 心 臓 で 高 レ ベ ル の 、 脳 で わ ず か に 低 レ ベ ル の
、 そ し て 胎 盤 お よ び 肺 で か な り 低 レ ベ ル の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 が 示 め さ れ た 。 幾
つ か の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１  ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 成 人 の 骨 格 筋 で も 見 い だ さ れ た 。 し か し 有 意 な レ ベ ル の Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ -１  ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 成 人 の 肝 臓 、 腎 臓 ま た は 膵 臓 で 観 察 さ れ な か っ た 。 興 味 深 い こ と に
は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ と 相 同 性 の ニ ワ ト リ 遺 伝 子 が 、 い ず れ の 肝 臓 で も 検 出 可 能 な レ ベ ル で 発 現
し な か っ た (Sawadaら 、 (1996) Int.J.Dev.Biol.40:531)。
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【 ０ ２ ４ ６ 】
　 さ ら に 成 人 の 脊 髄 に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 含 有 す る ク ロ ー ン テ ッ ク の ヒ ト 多 組 織 ノ ー ザ ン （
Clontech human Multiple Tissue Northern： Ｍ Ｔ Ｎ ） ブ ロ ッ ト （ ク ロ ー ン テ ッ ク 、 ラ ジ
ョ ラ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 成 人 の 脊 髄 か ら 単 離 し た ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 中 に 高 レ ベ ル の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ 発 現 が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 そ の 場 （ In situ)で の 分 析 で は 、 さ ら に 組 織 切 片 を Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ た 時 に 以 下 の 発 現 パ タ ー ン が 明 ら か に な っ た 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１  ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 14.5日 の
マ ウ ス 胚 の 心 臓 、 肺 、 大 動 脈 、 目 （ 角 膜 お よ び 水 晶 体 ） お よ び 脳 （ 皮 質 ） で 発 現 し た 。 Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ -１  ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 出 生 後 1.5日 の マ ウ ス 組 織 中 、 心 臓 、 肺 、 目 （ 角 膜 お よ び 水 晶 体 ）
、 脳 （ 皮 質 ） お よ び 軟 骨 （ 足 、 気 管 、 咽 頭 、 頭 、 胸 骨 お よ び 脊 柱 ） で 発 現 し た 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
-１  ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 成 体 の マ ウ ス 組 織 中 、 脳 （ 皮 質 、 海 馬 、 脳 幹 ） 、 心 臓 （ 心 房 の み ） 、 目 （
角 膜 お よ び 水 晶 体 外 層 ） で 発 現 し た 。   こ の よ う に 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ は 組 織 特 異 的 様 式 で 発
現 し 、 最 も 強 い 発 現 は 脳 、 心 臓 お よ び 脊 髄 で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】

構 築 物
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ の ２ 形 態 に 関 す る 発 現 構 築 物 は 、 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー pMET-stopを 使 用 し
て 調 製 し た 。 形 態 － １ は 、 完 全 な 350aaの Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 組 み
込 ん だ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で 成 り （ Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ flag.long)、 そ し て 形 態 － ２ は 最 後 の 18ア ミ
ノ 酸 を 除 く 全 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 ん で 成 っ た (Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ flag.
short)。 FLAG エ ピ ト ー プ (DYKDDDDK)を コ ー ド す る Ｃ -末 端 配 列 は 、 検 出 お よ び 精 製 の 容 易
さ の た め に 両 方 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ 形 態 に 加 え た 。 Ｃ Ｒ Ｓ  Ｐ -１ flag ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 完 全 長 Ｃ Ｒ
Ｓ Ｐ -１  ｃ Ｄ Ｎ A鋳 型 か ら Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 生 成 し 、 そ し て EcoRＩ お よ び SalＩ 制 限 部 位 を 使 用
し て ｐ Ｍ Ｅ Ｔ -stopに 連 結 し た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
試 験 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン － 小 規 模 発 現
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１  flag.longお よ び Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１  flag.shortの 発 現 構 築 物 は 、 70～ 80％ コ ン
フ ル エ ン ト な 細 胞 の ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル あ た り 10μ lの リ ポ フ ェ ク タ ミ ン (ギ ブ コ /
ビ ー ア ー ル エ ル )お よ び 2μ gの DNAを 使 用 し て 293T細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 37℃ で ５
時 間 後 、 細 胞 に １ mlの 20％ FCS/DMEMを 供 給 し た 。 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 後
、 細 胞 を １ mlの OptiMEMで 37℃ に て 48時 間 コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ し た 。 上 清 お よ び 細 胞 ペ レ
ッ ト の 試 料 を 沸 騰 し て い る SDS-PAGEゲ ル バ ッ フ ァ ー に 可 溶 化 し 、 ４ ～ 20％  SDS-PAGEゲ ル
で 泳 動 し 、 ナ イ ロ ン 膜 に 移 し 、 そ し て 抗 -FLAGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ ２ で 釣 り 上 げ た 。 上
清 お よ び ペ レ ッ ト 試 料 の 両 方 か ら の 試 料 は 、 HRP結 合 第 ２ 抗 体 お よ び ECL検 出 試 薬 を 使 用 し
て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー フ ィ ル ム 上 で 40～ 65kDaの 分 子 量 範 囲 内 で 有 意 な 免 疫 反 応 を 示
し た 。 す な わ ち 試 験 し た 両 方 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ 形 態 が 293Ｔ 細 胞 か ら 分 泌 さ れ 、 こ れ に よ り Ｃ
Ｒ Ｓ Ｐ -１ タ ン パ ク 質 が 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 実 験 的 に 確 認 さ れ た 。 試 験 し た 両 形
態 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ の 分 子 量 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 予 想 さ れ る 分 子 量 よ り 大 き く 、 293Ｔ 細 胞
に よ り 分 泌 さ れ る Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ タ ン パ ク 質 が グ リ コ シ ル 化 さ れ 得 る こ と を 示 唆 し て い る こ
と に 注 目 す べ き で あ る 。 こ れ は Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ タ ン パ ク 質 中 の N-連 結 グ リ コ シ ル 化 の た め の
４ つ の 可 能 な 部 位 の 存 在 と 合 致 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
大 規 模 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ タ ン パ ク 質 生 産
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１  flag.longタ ン パ ク 質 発 現 を ス ケ ー ル ア ッ プ す る た め に 、 70～ 80％ コ ン フ
ル エ ン ト な 293Ｔ 細 胞 の 30× 150mMプ レ ー ト を 、 27μ gの Ｄ Ｎ Ａ 、 100μ lの リ ポ フ ェ ク タ ミ
ン を 用 い て 18mlの OptiMEM中 で 37℃ に て ５ 時 間 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 18mlの 10％ FCS/DEM
EMを 各 プ レ ー ト に 加 え 、 そ し て 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン の 開 始 か ら 24時 間 後 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 上 清 を 吸 引 し 、 そ し て 35mlの OptiMEMを
各 プ レ ー ト に 加 え 、 そ し て プ レ ー ト を 37℃ に て 72時 間 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 コ ン デ
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ィ シ ョ ニ ン グ し た 培 地 を 回 収 し 、 4000rpmで 30分 間 、 ４ ℃ で 遠 心 し 、 そ し て 0.45ミ ク ロ ン
の フ ィ ル タ ー ユ ニ ッ ト を 通 し て 濾 過 し た 。 1100mlを 、 pH7.4の PBSバ ッ フ ァ ー で 毎 分 2.0ml
の 流 速 で 前 平 衡 化 し た 1.6× 10cmの 抗 -FLAG M2ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム に 通 し た 。 200mlの PBS 
pH7.4バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 後 、 結 合 し た 物 質 を 200mM グ リ シ ン pH3.0バ ッ フ ァ ー の 段 階 で
溶 出 し 、 そ し て 0.5mlの 画 分 を 集 め た 。 溶 出 時 、 有 意 な タ ン パ ク 質 ピ ー ク が 280nmの 吸 収 に
よ り 検 出 さ れ た 。 コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ し た 培 地 、 素 通 り お よ び 溶 出 画 分 に 対 応 す る 試 料 は
、 上 記 の よ う に ク マ ー シ ー ブ ル ー お よ び 銀 染 色 し た SDS-PAGEに よ り 、 お よ び ウ エ ス タ ー ブ
ロ ッ ト 分 析 に よ り 分 析 し た 。 コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ し た 培 地 お よ び 溶 出 画 分 で は 40～ 65kDa
の 分 子 量 範 囲 内 に 有 意 な 免 疫 活 性 を 検 出 し た が 、 素 通 り 画 分 で は 検 出 さ れ な か っ た こ と は
、 分 泌 し た Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１  flag.longタ ン パ ク 質 が ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム に 特 異 的 に 結 合 し 、
そ し て 記 載 し た 条 件 に よ り 効 果 的 に 溶 出 し た こ と を 示 し て い る 。 SDS-PAGEゲ ル の ク マ ー シ
ー ブ ル ー 染 色 で は 、 主 要 な 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク 質 が 、 結 合 そ し て 溶 出 し た タ ン パ ク 質 ピ ー
ク 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の 90％ よ り 多 く か ら 成 る こ と を 示 唆 し た 。 溶 出 し た タ ン パ ク 質
の ピ ー ク 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー に 対 し て 透 析 し 、 約 １ mg/mlの 濃 度
の ４ ml容 量 の 組 換 え Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ flag.long タ ン パ ク 質 を 生 じ た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
＜ 実 施 例 ２ ＞ ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -２ 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -３ お よ び Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -４  ｃ Ｄ Ｎ Ａ

　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ に 関 連 す る 新 規 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 TABLASTN（ WashUversion,2.
0、 BLOSUM62サ ー チ マ ト リ ッ ク ス ） を 使 用 し て ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ ア ミ ノ 酸 配 列 を 個 人 お よ び
dbESTの デ ー タ ベ ー ス を 調 査 す る た め に 使 用 し た 。 こ の 調 査 か ら 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ に 対 し
て 有 意 な 相 同 性 を 表 す ４ 種 の 別 個 の 部 分 タ ン パ ク 質 配 列 が 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 配 列 は 新
規 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ ｓ の 部 分 配 列 と 命 名 し た ； hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -２ 、 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -３ 、 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -４ お よ
び hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -様 -n。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -２ 部 分 タ ン パ ク 質 配 列 は 、 寄 託 番 号 AA565546を 持 つ １ つ の dbESTク ロ ー ン に
由 来 し た 。 こ の ク ロ ー ン は 続 い て IMAGEコ レ ク シ ョ ン か ら 得 ら れ 、 そ し て 完 全 に 配 列 決 定
し て 図 ２ に 表 す 全 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -２ 配 列 を 定 め た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -３ 部 分 タ ン パ ク 質 配 列 は 、 配 列 確 認 コ ー ド jthKb075a10を 持 つ jthKb075a10ク
ロ ー ン に 由 来 し た 。 こ の ク ロ ー ン を さ ら に 配 列 決 定 し 、 そ し て こ の 配 列 情 報 を ア ッ セ ン ブ
リ ー プ ロ グ ラ ム Phrap(P.Green,U.ワ シ ン ト ン )を 使 用 し た dbESTか ら の さ ら な る 配 列 と 組 み
合 わ せ て 図 ３ に 表 す 全 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -３ 配 列 を 定 め た 。 ク ロ ー ン jthKb075a10に 関 す る Ｄ Ｎ Ａ
は 、 ATCCに 寄 託 番 号 98633号 で 寄 託 し た 。 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -３ に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 使 用 し た 様
々 な 組 織 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -３  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 が 胎 盤 に 限 定 さ れ て い
る こ と が 明 ら か と な っ た 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -３  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 未 だ に 他 の 正 常 な 成 人 ヒ ト 組 織 中
に は 示 さ れ て い な い 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -３ の マ ウ ス お よ び キ セ ノ プ ス （ ） の 相 同 物 が 、 分 泌 さ れ た シ グ ナ ル 発
信 分 子 を コ ー ド す る と 提 案 さ れ た dkk-1（ 「 dickkopf」 、 独 国 、 モ ヅ ヒ タ キ )と 呼 ば れ て 最
近 記 載 さ れ た （ Nature, ,357-368） 。 dkk-1は 、 初 期 の キ セ ノ プ ス （ ） 発 生 中 に
頭 を 形 成 す る 有 力 な イ ン デ ュ ー サ ー と し て 記 載 さ れ 、 そ の 作 用 メ カ ニ ズ ム は 分 泌 さ れ た 因
子 の フ ァ ミ リ ー の 阻 害 に 明 ら か に 関 与 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -３ と dkk-1と の 間 の 相 同 性 を 仮 定 す る と 、 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -３ は 初 期 の ヒ ト の 胚 発 生
中 に 深 い 頭 － 誘 導 す る 活 性 を 表 す か も し れ な い 。 さ ら に dkk-1の 作 用 メ カ ニ ズ ム は 、 分 泌
し た タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー の 員 の 拮 抗 作 用 に 関 与 す る 。 タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 は
、 特 定 の 悪 性 腫 瘍 と 関 連 し て き た 。 例 え ば MMTVの プ ロ ウ イ ル ス 性 挿 入 に よ る 発 現 の
活 性 化 は 、 マ ウ ス に 乳 癌 を 引 き 起 こ す (Cadiganお よ び Nusse、 Gene and Dev.1997  3286
-3305)。 し た が っ て 少 な く と も Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -３ お よ び 可 能 性 の あ る 他 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ フ ァ ミ リ ー
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員 が 、 癌 に お け る シ グ ナ ル 発 信 の 抑 制 に も 役 割 を 果 た す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -４ 部 分 タ ン パ ク 質 配 列 は 、 寄 託 番 号 W55979を 持 つ １ つ の dbESTク ロ ー ン に 由
来 し た 。 こ の ク ロ ー ン は 続 い て IMAGEコ レ ク シ ョ ン か ら 得 ら れ 、 そ し て 完 全 に 配 列 決 定 し
て 図 ４ に 示 す hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -４ 配 列 を 定 め た 。 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -４ に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 使 用 し た 様
々 な 組 織 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で は 、 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -４  ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 幾 つ か の 成 人 ヒ ト 組 織 中
で 発 現 し た こ と が 明 ら か と な っ た 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -４  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 心 臓 、 脳 、 胎 盤 、 肺 お よ
び 骨 格 筋 で 最 高 で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 h-Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -様 -n 部 分 タ ン パ ク 質 配 列 は 、 寄 託 番 号 AA397836を 持 つ １ つ の dbESTク ロ ー
ン に 由 来 し た 。 こ の ク ロ ー ン は 続 い て IMAGEコ レ ク シ ョ ン か ら 得 ら れ 、 そ し て 完 全 に 配 列
決 定 し て 図 ５ に 示 す 全 hＣ Ｒ Ｓ Ｐ -様 -n配 列 を 定 め た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】

　 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -１ 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -２ 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -３ お よ び ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ -４ の ア ミ ノ
酸 配 列 の 整 列 を 図 ６ に 示 す 。 ヒ ト の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ フ ァ ミ リ ー 員 の 間 で 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基
を 箱 で 囲 む 。 20個 の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 を ア ス テ リ ス ク に よ り 示 す 。 シ ス テ イ ン に
富 む ド メ イ ン は 、 CRD-1お よ び CRD-2と し て 示 す 。 本 発 明 の 完 全 長 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 ド メ
イ ン 構 造 を 図 ７ に 示 す 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ フ ァ ミ リ ー 員 間 の ア ミ ノ 酸 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 相 同 性 は
、 表 １ お よ び ２ の 通 り で あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 の パ ー セ ン ト 相 同 性 は 、 PAM120重 量 残 基 表 、 12の ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ ィ お よ び
4の ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を 使 用 し て 、 ALIGNプ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 決 定 し た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド パ ー セ ン ト 相 同 性 は 、 Wilbur Lipman DNA 整 列 プ ロ グ ラ ム 、 Ktuple;3、 ギ
ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー :３ ； ウ ィ ン ド ウ :2.0を 使 用 し て 決 定 し た 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ６ ３ 】
【 図 １ 】 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 を 描 く 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
は 配 列 番 号 １ の 核 酸 １ な い し 2479に 対 応 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ な
い し 350に 対 応 す る 。
【 図 ２ 】 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 描 く 。 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 配 列 番 号 ４ の 核 酸 １ な い し 848に 対 応 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ５ の ア ミ ノ 酸
１ な い し 224に 対 応 す る 。
【 図 ３ 】 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 描 く 。 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 配 列 番 号 ７ の 核 酸 １ な い し 1529に 対 応 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸
１ な い し 266に 対 応 す る 。
【 図 ４ 】 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ４ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 描 く 。 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 配 列 番 号 １ ０ の 核 酸 １ な い し 702に 対 応 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 １ １ の ア ミ
ノ 酸 １ な い し 179に 対 応 す る 。
【 図 ５ 】 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ 様 － Ｎ (CRSP-like-N)の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 描
く 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 １ ３ の 核 酸 １ な い し 928に 対 応 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 配
列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 １ な い し 242に 対 応 す る 。
【 図 ６ 】 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ２ 、 ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － ３ お よ び ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ －
４ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 な ら び に こ れ ら の 配 列 の 整 列 か ら も た ら さ れ る コ ン セ ン サ ス 配 列 を 描
く 。 こ の 図 は 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 間 の 関 係 を 詳 述 す る 。
【 図 ７ 】 本 発 明 の Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ タ ン パ ク 質 間 の 関 係 を 描 く 図 解 で あ る 。 こ の 図 は ヒ ト Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ
の 生 物 学 的 お よ び 機 能 的 ド メ イ ン を 描 く 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 塗 り つ ぶ さ れ た 四 角 に よ り
示 さ れ る 。 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ の シ ス テ イ ン に 富 む 領 域 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン は Ｃ Ｒ Ｄ － １ お
よ び Ｃ Ｒ Ｄ － ２ と し て 描 か れ る 。
【 図 ８ 】 マ ウ ス Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 描 く 。 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 は 配 列 番 号 １ ６ の 核 酸 １ な い し 928に 対 応 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 １ ７ の ア
ミ ノ 酸 １ な い し 349に 対 応 す る 。
【 図 ９ 】 Ｃ Ｒ Ｓ Ｐ － １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 Ｒ Ｉ Ｇ お よ び Ｒ Ｉ Ｇ 様 ７ － １ (RIG-like 7-
1)の も の （ そ れ ぞ れ 受 託 番 号 Ｕ ３ ２ ３ ３ １ お よ び Ａ Ｆ ０ ３ ４ ２ ０ ８ ） と の 間 の 関 係 を 描 く
図 解 で あ る 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ Ａ 】
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【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】 【 図 ９ 】
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【 配 列 表 】
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