
(57)【要約】
　本発明の種々の実施態様はヒト分泌タンパク質（ＳＥＣＰ）、およびＳＥＣＰを同定し
コードするポリヌクレオチドを提供する。本発明の実施例はまた、発現ベクター、宿主細
胞、抗体、アゴニストおよびアンタゴニストをも提供する。本発明の別の実施態様はまた
、ＳＥＣＰの異常発現に関連する疾患を、診断、治療または予防する方法をも提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
（ ａ ） 　 SEQ ID NO:1-32（ 配 列 番 号 １ 乃 至 ３ ２ ） か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｂ ） 　 SEQ ID NO:1-6、 SEQ ID NO:10-11、 SEQ ID NO:13、 SEQ ID NO:21-23、 SEQ ID NO
:26-27及 び SEQ ID NO:31か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ が
同 一 で あ る よ う な 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｃ ） 　 SEQ ID NO:8の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ７ ％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｄ ） 　 SEQ ID NO:12、 SEQ ID NO:14、 SEQ ID NO:20及 び SEQ ID NO:29か ら な る 群 か ら 選
択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ５ ％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
ポ リ ペ プ チ ド
（ ｅ ） 　 SEQ ID NO:15の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ３ ％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｆ ） 　 SEQ ID NO:19の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ６ ％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｇ ） 　 SEQ ID NO:24-25か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ９ ％ が 同
一 で あ る よ う な 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｈ ） 　 SEQ ID NO:30の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ２ ％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｉ ） 　 SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生
物 学 的 活 性 断 片 、 及 び
（ ｊ ） 　 SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免
疫 原 性 断 片
【 請 求 項 ２ 】
　 SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 ４ に 記 載
の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 有 す る 組 換
え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 遺 伝 形 質 転 換 生 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 、 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
で 形 質 転 換 さ れ る 細 胞 を 培 養 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 　 そ の よ う に 発 現 し た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 過 程 と か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-514917 A 2005.5.26



こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 結 合 す る よ う な 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ａ ） 　 SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド
（ ｂ ） 　 SEQ ID NO:33-48、 SEQ ID NO:50-51、 SEQ ID NO:53-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た
或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ０ ％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｃ ） 　 SEQ ID NO:49の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ３ ％ が 同 一 で あ る よ
う な 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｄ ） 　 SEQ ID NO:52の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ７ ％ が 同 一 で あ る よ
う な 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｅ ） 　 （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｆ ） 　 （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｇ ） 　 （ ｃ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｈ ） 　 （ ｄ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｉ ） 　 （ ａ ） ～ （ ｈ ） の Ｒ Ｎ Ａ 等 価 物
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ
、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル
中 か ら 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 前 記 サ ン プ ル 中 の 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 を 持 つ 少 な く と も ２
０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ プ ロ ー ブ を 用 い て 前 記 サ ン プ ル を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過
程 と 、
（ ｂ ） 　 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 有 無 を 検 出 し 、 該 複 合 体 が 存 在 す る 場 合 に
は オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る 過 程 と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ が 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル
中 か ら 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 を 用 い て 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 断 片 を 増
幅 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 　 前 記 の 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 断 片 の 有 無 を 検 出 し 、 該 標 的 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 断 片 が 存 在 す る 場 合 に は オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る 過 程 を 含 む
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ７ の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 機 能 的 な Ｓ Ｅ Ｃ Ｐ の 発 現 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 や 病 態 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な
治 療 が 必 要 な 患 者 に 請 求 項 １ ７ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 治 療 方 法
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。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認 す る た め に 化 合 物 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 す ス テ ッ プ と 、
（ ｂ ） 　 前 記 サ ン プ ル に お い て ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方
法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 で 同 定 し た ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤
と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 機 能 的 な Ｓ Ｅ Ｃ Ｐ の 発 現 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 や 病 態 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な
治 療 が 必 要 な 患 者 に 請 求 項 ２ １ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 治 療 方 法
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認 す る た め に 化 合 物 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 す ス テ ッ プ と 、
（ ｂ ） 　 前 記 サ ン プ ル に お い て ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 ２ ３ の 方 法 で 同 定 し た ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と
を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 機 能 的 な Ｓ Ｅ Ｃ Ｐ の 過 剰 な 発 現 に 関 連 す る 疾 患 や 病 態 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な
治 療 が 必 要 な 患 者 に 請 求 項 ２ ４ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 治 療 方 法
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な 条 件 下 で 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合 す
る 過 程 と 、
（ ｂ ） 　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 試 験 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 請 求 項 １
の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 過 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト （ 調 節 ） す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 許 容 さ れ る 条 件 下 で 、 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド
を 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 算 定 す る 過 程 と 、
（ ｃ ） 　 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 、 試 験 化 合 物 の
不 存 在 下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る 過 程 を 含 み 、 試 験 化 合 物 の
存 在 下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 変 化 が 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 標 示 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ５ の 配 列 を 持 つ 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る の に 効 果 的 な 化 合 物 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 露 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 　 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 改 変 を 検 出 す る 過 程 と 、
（ ｃ ） 　 可 変 量 の 前 記 化 合 物 の 存 在 下 と 前 記 化 合 物 の 不 存 在 下 で 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ
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チ ド の 発 現 を 比 較 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 核 酸 を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル を 前 記 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 　 処 理 し た 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル の 核 酸 と 、 請 求 項 １ ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な
く と も ２ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 過 程 で あ っ て
、 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ゼ ー シ ョ ン が 、 前 記 プ ロ ー ブ と 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の
標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 で 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件
下 で 行 わ れ 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 請 求 項 １ ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 断 片
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 前 記 過 程 と 、
（ ｃ ） 　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 収 量 を 定 量 す る 過 程 と 、
（ ｄ ） 　 前 記 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 、 処
理 さ れ て い な い 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 と 比 較 す る 過 程
と を 含 み 、 前 記 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 の 差
が 、 前 記 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 標 示 す る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の Ｓ Ｅ Ｃ Ｐ の 発 現 に 関 連 す る 症 状 又 は 疾 患 に 対 す る 診 断 試 験 す る 方
法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル と 請 求 項 １ １ の 抗 体 と の 混 合 を 、 前 記 抗 体 が 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド に 結 合 し 、 抗 体 と ポ リ ペ プ チ ド と の 複 合 体 を 形 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で 行 う 過 程 と
、
（ ｂ ） 　 前 記 複 合 体 を 検 出 す る 過 程 と を 含 み 、 前 記 複 合 体 の 存 在 が 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ
ル 中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 と 相 関 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 １ １ の 抗 体 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 キ メ ラ 抗 体
（ ｂ ） 　 単 鎖 抗 体
（ ｃ ） 　 Ｆ ａ ｂ 断 片
（ ｄ ） 　 （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片
（ ｅ ） 　 ヒ ト 化 抗 体 の い ず れ か で あ る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 と 、 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 被 検 者 の Ｓ Ｅ Ｃ Ｐ の 発 現 に 関 連 す る 病 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ３ ２ に 記
載 の 組 成 物 の 有 効 量 を 前 記 被 検 者 に 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 抗 体 が 標 識 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 被 検 者 の Ｓ Ｅ Ｃ Ｐ の 発 現 に 関 連 す る 病 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ３ ４ に 記
載 の 組 成 物 の 有 効 量 を 前 記 被 検 者 に 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 １ １ の 抗 体 の 特 異 性 を 持 つ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 抗 体 反 応 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸
配 列 又 は そ の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 動 物 を 免 疫 化 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 　 前 記 動 物 か ら 抗 体 を 単 離 す る 過 程 と 、
（ ｃ ） 　 前 記 単 離 さ れ た 抗 体 を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ れ に よ っ て 、 SE
Q ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 す る 過 程 と を 含 む よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 ３ ６ の 方 法 で 産 生 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 ３ ７ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 好 適 な キ ャ リ ア と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て
、
（ ａ ） 　 抗 体 反 応 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸
配 列 又 は そ の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 動 物 を 免 疫 化 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 　 前 記 動 物 か ら 抗 体 産 出 細 胞 を 単 離 す る 過 程 と 、
（ ｃ ） 　 前 記 抗 体 産 出 細 胞 と 不 死 化 し た 細 胞 と を 融 合 し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 出 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る 過 程 と 、
（ ｄ ） 　 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 す る 過 程 と 、
（ ｅ ） 　 SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異
結 合 す る よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 前 記 培 養 物 か ら 単 離 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 で 産 出 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 適 切 な キ ャ リ ア と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 前 記 抗 体 を 産 出 す る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 産 出 さ れ る 、 請 求 項
１ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 サ ン プ ル 中 の SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、
前 記 抗 体 と １ サ ン プ ル と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 　 特 異 結 合 を 検 出 す る 過 程 と を 含 み 、 該 特 異 結 合 が 、 SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か
ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る こ と を 標 示 す る こ
と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る
方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 　 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、
前 記 抗 体 と １ サ ン プ ル と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 　 前 記 サ ン プ ル か ら 前 記 抗 体 を 分 離 し 、 SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 精 製 ポ リ ペ プ チ ド を 得 る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ の 少 な く と も １ つ の エ レ メ ン ト が 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
で あ る マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 有 す る 或 る サ ン プ ル の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 作 製 す る 方 法 で あ っ て
、
（ ａ ） 　 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 化 す る 過 程
（ ｂ ） 　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る の に 適 し た 条 件 下 で 請 求 項 ４ ６ の マ
イ ク ロ ア レ イ の エ レ メ ン ト と サ ン プ ル 中 の 標 識 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と を 接 触 さ せ る 過 程 と
、
（ ｃ ） 　 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 定 量 す る 過 程 を 含 む 方 法
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【 請 求 項 ４ ８ 】
　 固 体 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 に 付 着 さ れ た 種 々 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 有 す る ア レ イ で
あ っ て 、 少 な く と も １ つ の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 、 或 る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く
と も ３ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 請 求 項 １ ２ に 記
載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ３ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に
相 補 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に
相 補 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最 初
の 配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相 補 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の ア レ イ で 、 マ イ ク ロ ア レ イ で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最 初
の 配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有
す る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の ア レ イ で 、 或 る リ ン カ ー が 少 な く と も １ つ の 前 記 の ヌ ク レ オ チ ド 分
子 と 前 記 の 固 体 基 板 と を 連 結 し て い る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の ア レ イ で 、 該 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 の 各 々 が 複 数 の ヌ ク レ オ チ
ド 分 子 を 含 み 、 任 意 の 単 一 の 固 有 の 物 理 的 位 置 で の そ の 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 同 一 の
配 列 を 有 し 、 該 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 の 各 々 は 、 該 基 板 上 の 別 の 固 有 の 物 理 的 位 置 で
の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 群 の 配 列 と は 異 な る 或 る 配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 分 子 群 を 含 む こ と
を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 SEQ ID NO:2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 SEQ ID NO:3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 SEQ ID NO:4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 SEQ ID NO:5の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 SEQ ID NO:6の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 SEQ ID NO:7の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 SEQ ID NO:8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 SEQ ID NO:9の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ６ ５ 】
　 SEQ ID NO:10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 SEQ ID NO:11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 SEQ ID NO:12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 SEQ ID NO:13の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 SEQ ID NO:14の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 SEQ ID NO:15の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 SEQ ID NO:16の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 SEQ ID NO:17の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 SEQ ID NO:18の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 SEQ ID NO:19の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 SEQ ID NO:20の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 SEQ ID NO:21の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 SEQ ID NO:22の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 SEQ ID NO:23の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 SEQ ID NO:24の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 SEQ ID NO:25の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 SEQ ID NO:26の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 SEQ ID NO:27の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 SEQ ID NO:28の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 SEQ ID NO:29の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 SEQ ID NO:30の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 SEQ ID NO:31の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 SEQ ID NO:32の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 SEQ ID NO:33の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 SEQ ID NO:34の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 ９ ０ 】
　 SEQ ID NO:35の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 SEQ ID NO:36の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 SEQ ID NO:37の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 SEQ ID NO:38の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 SEQ ID NO:39の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 SEQ ID NO:40の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 SEQ ID NO:41の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 SEQ ID NO:42の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 SEQ ID NO:43の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 SEQ ID NO:44の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 SEQ ID NO:45の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 SEQ ID NO:46の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 SEQ ID NO:47の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 SEQ ID NO:48の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 SEQ ID NO:49の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 SEQ ID NO:50の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 SEQ ID NO:51の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 SEQ ID NO:52の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 SEQ ID NO:53の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 SEQ ID NO:54の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 SEQ ID NO:55の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 SEQ ID NO:56の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 SEQ ID NO:57の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 SEQ ID NO:58の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 SEQ ID NO:59の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 SEQ ID NO:60の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 SEQ ID NO:61の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 SEQ ID NO:62の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 SEQ ID NO:63の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 SEQ ID NO:64の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 の 核 酸 群 、 こ れ ら 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 分 泌 タ ン パ ク 質 、 な ら び に
、 こ れ ら の 核 酸 と タ ン パ ク 質 と を 利 用 し た 、 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 心 臓 血
管 疾 患 、 神 経 疾 患 及 び 発 達 障 害 の 診 断 、 治 療 及 び 予 防 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 該 核 酸 群
及 び 分 泌 タ ン パ ク 質 群 の 発 現 へ の 、 外 因 性 化 合 物 の 効 果 の ア セ ス メ ン ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 の 輸 送 及 び 分 泌 は 、 細 胞 機 能 の た め に 必 須 で あ る 。 タ ン パ ク 質 の 輸 送 は 、 輸
送 又 は 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 存 在 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ
る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 約 １ ０ か ら ２ ０ の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 群 か ら な り 、 新 生 タ ン パ ク 質
を リ ボ ソ ー ム か ら 小 胞 体 （ ER） の よ う な 特 定 の 膜 で 囲 ま れ た 区 画 ま で 導 く 。 ERを 標 的 と す
る タ ン パ ク 質 に は 、 分 泌 経 路 を 進 む も の と ER、 ゴ ル ジ 体 若 し く は リ ソ ソ ー ム な ど 、 分 泌 細
胞 器 官 に 残 る も の が あ る 。 分 泌 経 路 を 進 む タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 外 空 間 へ 分 泌 さ れ る か 、 又
は 原 形 質 膜 内 に 残 る 。 原 形 質 膜 内 に 保 持 さ れ る タ ン パ ク 質 は １ つ 以 上 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を
有 し 、 そ の 各 々 が 約 20の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 。 分 泌 タ ン パ ク 質 は 、 通 常 、 不 活 性
の 前 駆 体 と し て 合 成 さ れ 、 分 泌 経 路 を 移 動 す る 際 に 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ 現 象 に よ っ て 活 性
化 さ れ る 。 そ の よ う な 現 象 の 例 と し て 、 グ リ コ シ ル 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 、 及 び シ グ ナ ル ペ
プ チ ダ ー ゼ に よ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 除 去 が 挙 げ ら れ る 。 タ ン パ ク 質 の 運 搬 の 間 に 起 こ り
得 る そ の 他 の イ ベ ン ト の 例 と し て 、 新 生 タ ン パ ク 質 の シ ャ ペ ロ ン 依 存 ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン
グ 及 び フ ォ ー ル デ ィ ン グ 、 及 び 受 容 体 若 し く は 細 孔 複 合 体 と タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 が 挙 げ
ら れ る 。 ア ミ ノ 末 端 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る 分 泌 タ ン パ ク 質 の 例 は 以 下 に 述 べ る が 、 こ
れ ら に は 細 胞 間 シ グ ナ ル 伝 達 に お い て 重 要 な 役 割 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 そ の よ
う な タ ン パ ク 質 の 例 と し て 、 膜 貫 通 受 容 体 及 び 細 胞 表 面 マ ー カ ー 、 細 胞 外 基 質 分 子 、 サ イ
ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 成 長 因 子 及 び 分 化 因 子 、 酵 素 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド 、 血 管 介 在 物 質 （
vasomediators） 、 細 胞 表 面 マ ー カ ー 、 及 び 抗 原 認 識 分 子 が あ る (Alberts, B.他  (1994) 

, Garland Publishing, New York, NY, 557-560, 582-592
ペ ー ジ の 概 説 を 参 照 )。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 例 と し て は 、 免 疫 系 の 白 血 球 細 胞 上 で 同 定 さ れ る 細 胞 表 面 抗 原 が あ
る 。 こ れ ら の 抗 原 を 同 定 す る に は 、 系 統 的 な 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） ベ ー ス の 「 シ
ョ ッ ト ガ ン （ shot gun） 」 技 術 が 利 用 さ れ る 。 こ れ ら の 技 術 に よ っ て 、 数 百 種 の mAbが 、
未 知 の 細 胞 表 面 白 血 球 抗 原 類 に 対 し て 産 生 さ れ て い る 。 そ れ ら の 抗 原 は 「 分 化 の ク ラ ス タ
ー 群 」 へ と グ ル ー プ 分 け さ れ て い る 。 分 類 は 、 多 様 な 分 化 白 血 球 細 胞 型 と 未 分 化 白 血 球 細
胞 型 と で 共 通 の 、 免 疫 細 胞 化 学 的 な 局 在 パ タ ー ン に 基 づ く 。 或 る ク ラ ス タ ー 内 の 抗 原 群 は
或 る 単 一 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る と 仮 定 さ れ 、 「 分 化 ク ラ ス タ ー 」 す な わ ち 「 CD
（ cluster of differentiation） 」 名 が 指 定 さ れ て い る 。 CD抗 原 類 に よ っ て 同 定 さ れ る タ
ン パ ク 質 類 を コ ー ド す る い く つ か の 遺 伝 子 が 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 技 術 に よ っ て ク ロ ー ン
化 さ れ 、 確 証 さ れ て い る 。 CD抗 原 類 の 特 徴 は 、 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る こ と と 、 細 胞 表 面
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タ ン パ ク 質 で あ っ て 脂 肪 酸 含 有 糖 脂 質 、 例 え ば グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （
GPI） へ の 共 有 結 合 性 の 接 着 を 介 し て 原 形 質 膜 に 固 着 さ れ て い る こ と で あ る （ Barclay, A.
 N.他 (1995) , Academic Press, San Diego, CA, 17-
20ペ ー ジ の 概 説 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 基 質 タ ン パ ク 質 （ MP） は 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 と 細 胞 外 タ ン パ ク 質 で あ り 、 組 織 の 形 成 、 成
長 、 再 形 成 、 及 び 維 持 、 並 び に 、 炎 症 反 応 の 重 要 な 介 在 物 質 及 び 制 御 因 子 と し て 機 能 す る
。 MPの 発 現 及 び 均 衡 は 、 先 天 的 疾 患 、 後 成 的 疾 患 、 若 し く は 感 染 性 疾 患 の 結 果 と し て 生 じ
る 生 化 学 的 変 化 に よ っ て 乱 さ れ る こ と が あ る 。 ま た 、 MPは 、 免 疫 応 答 に お け る 白 血 球 の 遊
走 、 増 殖 、 分 化 、 及 び 活 性 化 に 影 響 を 与 え る 。 MPは 、 コ ラ ー ゲ ン 様 ド メ イ ン 、 EGF様 ド メ
イ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 、 及 び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 様 ド メ イ ン を 含 む １ つ 以 上 の ド
メ イ ン の 存 在 に よ っ て し ば し ば 特 徴 づ け ら れ る 。 加 え て 、 MPは 重 度 に グ リ コ シ ル 化 さ れ る
こ と が あ る 。 ま た 、 接 着 相 互 作 用 の 役 割 を 果 た す こ と の あ る ア ル ギ ニ ン － グ リ シ ン － ア ス
パ ラ ギ ン 酸 （ RGD） ト リ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む こ と が あ る 。 MPの 例 と し て は 、 細 胞 外 タ
ン パ ク 質 と し て 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ガ レ ク チ ン （ galectin） 、 ビ ト ロ ネ ク
チ ン 及 び そ の タ ン パ ク 質 分 解 誘 導 体 ソ マ ト メ ジ ン Bが あ り 、 ま た 細 胞 接 着 受 容 体 と し て 、
細 胞 接 着 分 子 （ CAM） 、 カ ド ヘ リ ン 、 及 び イ ン テ グ リ ン が あ る （ Ayad, S. 他 （ 1994）

, Academic Press, San Diego, CA, 2-16ペ ー ジ 、 Ruos
lahti, E.（ 1997） Kidney Int. 51: 1413-1417、 Sjaastad, M. D.及 び  Nelson, W. J.（ 1
997） BioEssays 19:47-55に 概 説 さ れ て い る ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ム チ ン は 、 非 常 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た 糖 タ ン パ ク で 、 粘 液 ゲ ル の 主 要 な 構 造 成 分 で あ る
。 ム チ ン の 生 理 学 的 機 能 は 、 細 胞 保 護 、 機 械 的 保 護 、 分 泌 液 の 粘 性 維 持 、 及 び 細 胞 認 識 で
あ る 。 Ｍ Ｕ Ｃ ６ は ヒ ト の 胃 ム チ ン で あ り 、 胆 嚢 、 膵 臓 、 精 液 小 胞 、 及 び 女 性 の 生 殖 管 に も
見 つ け ら れ る （ Toribara, N.W. 他  (1997) J. Biol. Chem. 272:16398-16403） 。 MUC6の
遺 伝 子 は ヒ ト の 11番 染 色 体 に マ ッ プ さ れ て い る (Toribara, N.W.,他  (1993) J. Biol. Che
m. 268:5879-5885)。 ヘ モ ム シ ン は 新 規 の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 表 面 ム シ ン で あ り 、 抗 菌 エ
フ ェ ク タ ー 分 子 の 誘 導 に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る (Theopold, U., 他  (1996) J. Biol. 
Chem. 217:12708-12715)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 タ フ テ リ ン 類 （ tuftelin） は 、 こ れ ま で に 同 定 さ れ た 、 異 な る ４ つ の エ ナ メ ル 基 質 タ ン
パ ク 質 の １ つ で あ る 。 他 の ３ つ の 既 知 の エ ナ メ ル 基 質 タ ン パ ク 質 は 、 ア メ ロ ゲ ニ ン 、 エ ナ
メ リ ン 及 び ア メ ロ ブ ラ ス チ ン で あ る 。 こ れ ら の 成 分 タ ン パ ク 質 か ら の エ ナ メ ル 細 胞 外 基 質
の ア セ ン ブ リ は 、 無 機 質 置 換 さ れ る た め の 基 質 成 分 の 産 生 に お い て 重 要 で あ る と 考 え ら れ
て い る  (Paine C.T.他  (1998) Connect Tissue Res.38:257267)。 タ フ テ リ ン mRNAは 、 非
ミ ネ ラ ル 化 歯 原 性 腫 瘍 で あ る ヒ ト エ ナ メ ル 上 皮 腫 に お い て 発 現 さ れ る こ と が 発 見 さ れ て い
る （ Deutsch D. (1998) Connect. Tissue Res. 39:177184） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 オ ル フ ァ ク ト メ ジ ン （ olfactomedin） 関 連 タ ン パ ク 質 群 は 、 保 存 さ れ た Ｃ 末 端 モ チ ー フ
を 有 す る 、 細 胞 外 基 質 の 分 泌 性 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ れ ら は 、 多 様 な 組 織 に 、 ま た 、 線
虫 か ら ヒ ト に い た る 広 範 囲 の 種 に わ た っ て 発 現 さ れ る 。 オ ル フ ァ ク ト メ ジ ン 関 連 タ ン パ ク
質 群 は 、 ヒ ト に お い て 少 な く と も ５ つ の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー を 持 つ 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー を 構
成 す る 。 こ の ５ つ の う ち の 一 つ で あ る TIGR/ミ オ シ リ ン (myocilin )タ ン パ ク 質 は 目 で 発 現
し 、 緑 内 障 の 病 原 と 関 連 し て い る (Kulkarni, N.H. 他  (2000) Genet. Res. 76:41-50)。 Y
okoyama 、 M. 他  (1996) に よ る 研 究 で は 、 AMYと 呼 ば れ る 135ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 は 、
神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 系 ｃ DNAラ イ ブ ラ リ の ラ ッ ト 神 経 細 胞 の オ ル フ ァ ク ト メ ジ ン 関 連 ER局 在
性 タ ン パ ク 質 に ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が 発 見 さ れ 、 こ れ は AMYの 神 経 組 織 に お
け る 役 割 が 重 要 で あ る こ と を 示 し て い る (Yokoyama, M. 他 , (1996) DNA Res. 3:311-320)
。 ラ ッ ト 脳 の cDNAラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 さ れ た 神 経 細 胞 特 異 的 オ ル フ ァ ク ト メ ジ ン 関 連 糖 タ
ン パ ク 質 は 、 オ ル フ ァ ク ト メ ジ ン と の 強 い 配 列 類 似 性 を 示 す 。 こ の 類 似 性 は 、 神 経 細 胞 と

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-514917 A 2005.5.26

The Leucocyte Antigen Facts Book

The 
Extracellular Matrix Facts Book



神 経 分 泌 細 胞 に お い て 、 こ れ ら の 糖 タ ン パ ク 質 が 基 質 に 関 連 し た 機 能 が あ る こ と を 示 唆 し
て い る （ Danielson, P.E.他 (1994) J. Neurosci. Res. 38:468-478） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Mac-2 結 合 タ ン パ ク 質 は 90KDaの 血 清 タ ン パ ク 質 （ 90K） で あ り 、 ヒ ト 乳 癌 細 胞 系 SK-BR-
3及 び ヒ ト 母 乳 の 両 方 か ら 単 離 さ れ た 分 泌 性 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ れ は 、 ヒ ト マ ク ロ フ
ァ ー ジ 関 連 レ ク チ ン で あ る Mac-2に 特 異 的 に 結 合 す る 。 成 熟 タ ン パ ク 質 の 構 造 に つ い て は
、 そ の 長 さ が 567ア ミ ノ 酸 で 、 18ア ミ ノ 酸 リ ー ダ ー が 、 そ の 前 に 付 い て い る 。 16の シ ス テ
イ ン 群 と 、 ７ つ の 潜 在 的 Ｎ 連 結 グ リ コ シ ル 化 部 位 と が あ る 。 最 初 の 106ア ミ ノ 酸 は 、 マ ク
ロ フ ァ ー ジ ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 の シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン に よ っ て 定 義 さ れ る 古 い タ
ン パ ク 質 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 極 め て 類 似 し た ド メ イ ン を 示 す （ Koths,K. 他 (1993) J. B
iol. Chem. 268:14245-14249） 。 90Kは エ イ ズ 患 者 の 亜 集 団 群 の 血 清 中 で 上 昇 し 、 初 代 腫
瘍 サ ン プ ル と 腫 瘍 細 胞 株 と に お い て 多 様 な レ ベ ル で 発 現 さ れ る 。 Ullrich A.他 （ 1994; J.
 Biol. Chem. 269:18401-18407） は 90Kが 複 数 の 宿 主 防 御 系 を 刺 激 し 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン
２ の 分 泌 を 誘 発 し 得 る こ と を 実 証 し た 。 こ の 免 疫 刺 激 は 発 癌 性 形 質 変 換 、 ウ イ ル ス 感 染 又
は 、 病 原 体 の 侵 入 の 結 果 で あ る こ と が 提 唱 さ れ て い る (Ullrich 他 、 前 出 )。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 セ マ フ ォ リ ン （ semaphorin） 類 は 軸 索 誘 導 分 子 の １ 大 グ ル ー プ で 少 な く と も 30種 の メ ン
バ ー が あ り 、 脊 椎 動 物 、 無 脊 椎 動 物 、 更 に は 数 種 の ウ イ ル ス で も 発 見 さ れ て い る 。 す べ て
の セ マ フ ォ リ ン は 長 さ が 約 ５ ０ ０ ア ミ ノ 酸 の セ マ （ sema） ド メ イ ン を 有 す る 。 セ マ フ ォ リ
ン 受 容 体 で あ る ニ ュ ー ロ ピ リ ン は 、 で 神 経 突 起 の 伸 展 成 長 を 促 進 す る こ と が 示 さ
れ て い る 。 ニ ュ ー ロ ピ リ ン の 細 胞 外 領 域 は CUB、 ジ ス コ イ ジ ン （ discoidin） 、 及 び MAMド
メ イ ン の ３ 種 の ド メ イ ン か ら な る 。 ニ ュ ー ロ ピ リ ン の CUBモ チ ー フ 及 び MAMモ チ ー フ は タ ン
パ ク 質 間 相 互 作 用 に お い て 幾 つ か の 役 割 を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ て お り 、 ま た セ マ ド メ イ
ン 及 び Ｃ 末 端 ド メ イ ン を 介 し て セ マ フ ォ リ ン 類 の 結 合 に 関 与 す る と 考 え ら れ る （ Raper, J
.A.（ 2000） Curr. Opin. Neurobiol. 10:88-94の 概 説 を 参 照 ） 。 プ レ キ シ ン （ plexin） 類
は 神 経 細 胞 表 面 分 子 で あ り 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 同 種 親 和 性 結 合 メ カ ニ ズ ム に よ
り 細 胞 接 着 を 媒 介 す る 。 プ レ キ シ ン 類 は 、 特 定 の 感 覚 系 の 受 容 体 や 神 経 細 胞 に お い て 発 現
す る こ と が わ か っ て い る （ Ohta, K. 他 (1995) Cell 14:1189-1199） 。 い く つ か の プ レ キ
シ ン が 、 発 生 段 階 の 神 経 系 に お い て 運 動 神 経 軸 索 や 中 枢 神 経 軸 索 の 誘 導 を 制 御 す る よ う 機
能 す る こ と を 示 す 証 拠 も あ る 。 プ レ キ シ ン は 、 そ れ 自 体 完 全 な セ マ フ ォ リ ン ド メ イ ン を 有
し て お り 、 古 典 的 セ マ フ ォ リ ン と セ マ フ ォ リ ン の 結 合 パ ー ト ナ ー の 両 方 の 祖 先 で あ り 得 る
（ Winberg, M.L.他 （ 1998） Cell 95:903-916） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ヒ ト 妊 娠 特 異 的 β １ 糖 タ ン パ ク 質 （ PSG） は 、 分 子 量 が 72KDa、 64KDa、 62KDa及 び 54KDa
の 、 密 接 に 関 連 す る 糖 タ ン パ ク 質 類 の １ フ ァ ミ リ ー で あ る 。 PSGは 、 癌 胎 児 性 抗 原 と 共 に
、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 内 の 一 つ の サ ブ フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る （ Plouzek C.
A. 及 び Chou J.Y.（ 1991） Endocrinology 129:950958） 。 PSGの 様 々 な 亜 集 団 が ヒ ト 胎 盤
の 栄 養 胚 葉 、 及 び 羊 膜 や 漿 膜 に よ っ て 産 生 さ れ る こ と が 発 見 さ れ て い る （ Plouzek C.A. 
他 （ 1993） Placenta 14:277285） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 捻 転 ジ ス ト ニ ア は 常 染 色 体 優 性 運 動 疾 患 で 、 不 随 性 筋 収 縮 か ら な る 。 こ の 疾 患 は torsin
 Aを コ ー ド す る DYT-1遺 伝 子 で の 3塩 基 対 突 然 変 異 に 関 連 す る と さ れ て い る (Ozelius, L.J.
 他  (1997) Nat. Genet. 17:40-48)。 TorsinAは 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 及 び 線 虫 で 保
存 さ れ て い る ATPaseシ ャ ペ ロ ン の Hsp100/Clpフ ァ ミ リ ー に 対 し て 著 し い 相 同 性 を 示 す 。 神
経 細 胞 過 程 に お け る DYT-1の 強 い 発 現 は シ ナ プ ス 伝 達 に お い て torsinが 関 与 し 得 る こ と を
示 し て い る (Kustedjo, K. 他  (2000) J. Biol. Chem. 275:27933-27939 及 び Konakova M.
 他  (2001) Arch. Neurol. 58:921-927)。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 自 己 分 泌 型 運 動 促 進 因 子 （ autocrine motility factor： AMF） は 腫 瘍 細 胞 の 遊 走 を 調 節
す る 運 動 性 サ イ ト カ イ ン の １ つ で あ り 、 し た が っ て 、 そ れ に 伴 う シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 同 定
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は 決 定 的 に 重 要 で あ る 。 自 己 分 泌 型 運 動 促 進 因 子 受 容 体 （ Autocrine motility factor re
ceptor： AMFR） の 発 現 は 、 胸 腺 腫 に お け る 腫 瘍 の 進 行 に 関 連 す る こ と が わ か っ て い る （ Oh
ta Y. 他  (2000) Int. J. Oncol. 17:259264） 。 AMFRは 、 分 子 量 78KDaの 細 胞 表 面 糖 タ ン
パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ホ ル モ ン は 、 血 液 循 環 に よ り 運 ば れ 、 標 的 細 胞 の 表 面 の 又 は 内 部 の 特 異 的 受 容 体 に 結 合
す る 分 泌 分 子 で あ る 。 ホ ル モ ン は 多 様 な 生 化 学 的 組 成 や 作 用 機 構 を 持 っ て い る が 、 ２ つ の
カ テ ゴ リ ー に 分 類 し 得 る 。 第 １ の カ テ ゴ リ ー は 小 さ い 親 油 性 ホ ル モ ン で 、 標 的 細 胞 の 原 形
質 膜 を 通 過 し て 拡 散 し 、 サ イ ト ゾ ル 内 受 容 体 又 は 核 内 受 容 体 に 結 合 し 、 複 合 体 を 形 成 し て
遺 伝 子 発 現 を 改 変 す る 。 こ れ ら の 分 子 と し て は 、 レ チ ノ イ ン 酸 や チ ロ キ シ ン が 、 更 に は 、
プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 エ ス ト ロ ゲ ン 、 テ ス ト ス テ ロ ン 、 コ ル チ ゾ ー ル 、 ア ル ド ス テ ロ ン な ど の
、 コ レ ス テ ロ ー ル 由 来 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン が あ る 。 第 ２ の カ テ ゴ リ ー に 含 ま れ る 親 水 性 ホ
ル モ ン は 、 原 形 質 膜 の 内 側 へ 信 号 を 伝 達 す る 細 胞 表 面 受 容 体 に 結 合 す る こ と で 機 能 す る 。
そ の よ う な ホ ル モ ン の 例 と し て は 、 ア ミ ノ 酸 の 誘 導 体 と し て カ テ コ ー ル ア ミ ン 類 （ エ ピ ネ
フ リ ン 、 ノ ル エ ピ ネ フ リ ン ） 及 び ヒ ス タ ミ ン が あ り 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン と し て グ ル カ ゴ ン
、 イ ン ス リ ン 、 ガ ス ト リ ン 、 セ ク レ チ ン 、 コ レ シ ス ト キ ニ ン 、 副 腎 皮 質 刺 激 ホ ル モ ン 、 卵
胞 刺 激 ホ ル モ ン 、 黄 体 形 成 ホ ル モ ン 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 、 及 び バ ソ プ レ ッ シ ン が あ る （
Lodish 他 （ 1995） , Scientific American Books Inc., New Yor
k, NY, 856-864ペ ー ジ な ど 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 プ ロ オ ピ オ メ ラ ノ コ ル チ ン （ POMC） は 、 脳 下 垂 体 前 葉 が 合 成 す る ホ ル モ ン で あ る コ ル チ
コ ト ロ ピ ン （ ACTH） の 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 副 腎 皮 質 の 刺 激 で 機 能 す る 。 POMCは ま
た 、 β リ ポ ト ロ ピ ン ホ ル モ ン （ β -LPH） の 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド で も あ る 。 各 ホ ル モ ン は 、
固 有 の 生 物 活 性 を 持 つ よ り 小 さ い ペ プ チ ド 群 を 含 む 。 α -メ ラ ニ ン 細 胞 刺 激 ホ ル モ ン （ α -
MSH） と 副 腎 皮 質 刺 激 ホ ル モ ン 様 中 葉 ペ プ チ ド （ corticotropin-like intermediate lobe 
peptide： CLIP） は ACTHか ら 形 成 さ れ 、 γ -リ ポ ト ロ ピ ン （ γ -LPH） と β -エ ン ド ル フ ィ ン
は β -LPHの ペ プ チ ド 成 分 で あ る が 、 β -MSHは γ -LPH中 に 含 有 さ れ る 。 POMCの エ キ ソ ン ２ 及
び ３ に お け る １ つ の 遺 伝 子 突 然 変 異 に 起 因 す る ACTH欠 乏 に よ る 副 腎 不 全 は 、 早 期 発 症 肥 満
症 、 副 腎 不 全 及 び 赤 毛 色 素 沈 着 を 特 徴 と す る 内 分 泌 性 疾 患 を 生 じ る （ Chretien, M.他 (197
9) Can. J. Biochem. 57:1111-1121; Krude, H. 他  (1998) Nat. Genet. 19:155-157; On
line Mendelian Inheritance in Man (OMIM) 176830） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 成 長 因 子 類 及 び 分 化 因 子 類 は 、 細 胞 間 伝 達 の 中 で 機 能 す る 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ る 。 い く
つ か の 因 子 の 活 動 に は 、 オ リ ゴ マ ー 形 成 が 、 又 は 膜 タ ン パ ク 質 と の 会 合 が 必 要 で あ る 。 そ
れ ら の 因 子 と そ れ ら の 受 容 体 間 の 複 雑 な 相 互 作 用 は 、 細 胞 分 裂 、 細 胞 分 化 、 細 胞 シ グ ナ ル
伝 達 及 び 細 胞 運 動 性 を 刺 激 又 は 抑 制 す る 、 細 胞 内 信 号 伝 達 経 路 の 引 き 金 と な る 。 殆 ど の 成
長 及 び 分 化 因 子 は 、 そ の 局 所 環 境 に あ る 細 胞 に 作 用 す る （ パ ラ 分 泌 シ グ ナ ル 伝 達 ） 。 成 長
因 子 類 及 び 分 化 因 子 類 に は ３ つ の 主 要 な ク ラ ス が あ る 。 第 １ の ク ラ ス に は 、 上 皮 成 長 因 子
、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 、 イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 、 及 び
血 小 板 由 来 の 成 長 因 子 な ど 、 大 き な ポ リ ペ プ チ ド 成 長 因 子 を 含 む 。 第 ２ の ク ラ ス に は 、 コ
ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ CSF） の よ う な 造 血 性 成 長 因 子 を 含 む 。 造 血 性 成 長 因 子 類 は 、 Bリ ン パ 球
、 Tリ ン パ 球 、 赤 血 球 、 血 小 板 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 好 中 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 及 び そ れ
ら の 幹 細 胞 前 駆 体 な ど 、 血 液 細 胞 の 増 殖 及 び 分 化 を 刺 激 す る 。 第 ３ の ク ラ ス に は 、 ボ ン ベ
シ ン 、 バ ソ プ レ ッ シ ン 、 オ キ シ ト シ ン 、 エ ン ド セ リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 ア ン ジ オ テ ン
シ ン II、 血 管 作 用 性 小 腸 ペ プ チ ド 、 及 び ブ ラ ジ キ ニ ン な ど 、 小 さ な ペ プ チ ド 因 子 類 を 含 み
、 こ れ ら は 増 殖 以 外 の 細 胞 機 能 を 調 節 す る ホ ル モ ン と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 成 長 因 子 及 び 分 化 因 子 は 、 in vitroで の 細 胞 の 腫 瘍 性 転 換 、 及 び in vivoで の 腫 瘍 進 行
に お い て 、 幾 つ か の 重 大 な 役 割 を 果 た す 。 腫 瘍 細 胞 に よ る 、 成 長 因 子 の 不 適 正 な 発 現 は 、
腫 瘍 の 血 管 新 生 及 び 転 移 に 寄 与 し 得 る 。 造 血 時 の 成 長 因 子 の 調 節 異 常 に よ っ て 、 貧 血 、 白
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血 病 、 及 び リ ン パ 腫 が 生 じ 得 る 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン な ど 幾 つ か の 成 長 因 子 は 、 in vitro及
び in vivoの 双 方 で 、 腫 瘍 細 胞 群 に 対 し 細 胞 毒 性 を 持 つ 。 更 に 、 幾 つ か の 成 長 因 子 及 び 成
長 因 子 受 容 体 は 、 構 造 的 に も 機 能 的 に も 腫 瘍 性 タ ン パ ク 質 類 と 関 連 す る 。 加 え て 、 成 長 因
子 は 癌 原 遺 伝 子 群 及 び 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 群 の 双 方 の 転 写 調 節 に 影 響 を 与 え る （ Pimentel, E.
 (1994) , CRC Press, Ann Arbor, MI, 1-9ペ ー ジ の 概 説 を
参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 最 初 に シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お い て 同 定 さ れ た Slitタ ン パ ク 質 は 、 中 枢 神 経 系 正 中 線 形 成
及 び お そ ら く 神 経 組 織 の 組 織 発 生 と 軸 索 の 誘 導 に お い て 重 要 で あ る 。 Itoh他 (1998；  Brai
n Res. Mol. Brain Res. 62:175-186)は 、 slit遺 伝 子 の 哺 乳 類 相 同 体 （ ヒ ト  Slit-1、 Sli
t-2、 Slit-3 及 び ラ ッ ト  Slit-1） を 同 定 し た 。 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 群 は 推 定 上 の 分
泌 タ ン パ ク 質 で あ り 、 EFG様 モ チ ー フ 及 び ロ イ シ ン リ ッ チ リ ピ ー ト を 持 つ が 、 こ れ ら は 共
に 、 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 ド メ イ ン で あ る 。 Slit-1mRNA、 Slit-2mRNA及 び Slit
-3mRNAは 、 そ れ ぞ れ 脳 、 脊 髄 、 甲 状 腺 に 発 現 さ れ る （ Itoh,. 他 、 前 出 ） 。 タ ン パ ク 質 の S
lit フ ァ ミ リ ー は 神 経 組 織 内 の glypican-1の 機 能 性 リ ガ ン ド で あ る こ と が 示 さ れ て お り 、
こ の こ と は 、 そ れ ら の 相 互 作 用 は 中 枢 神 経 系 の 組 織 発 生 時 の 特 定 の 段 階 に お い て 重 要 で あ
る こ と を 意 味 す る （ Liang, Y. 他 (1999) J. Biol. Chem. 274:17885-17892） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 神 経 ペ プ チ ド 及 び 血 管 介 在 物 質 （ NP/VM） は 、 内 因 性 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の １ 大 フ ァ ミ リ
ー を 構 成 す る 。 NP/VMフ ァ ミ リ ー に 含 ま れ る 分 子 は 、 神 経 ペ プ チ ド 及 び 神 経 ペ プ チ ド ホ ル
モ ン と し て 、 ボ ン ベ シ ン 、 神 経 ペ プ チ ド Ｙ 、 ニ ュ ー ロ テ ン シ ン 、 ニ ュ ー ロ メ デ ィ ン Ｎ 、 メ
ラ ノ コ ル チ ン 類 、 オ ピ オ イ ド 類 、 ガ ラ ニ ン 、 ソ マ ト ス タ チ ン 、 タ キ キ ニ ン 類 、 ウ ロ テ ン シ
ン II及 び 平 滑 筋 刺 激 に 関 す る 関 連 ペ プ チ ド 類 、 バ ソ プ レ ッ シ ン 、 及 び 血 管 作 用 性 小 腸 ペ プ
チ ド が あ る 。 ま た 、 循 環 系 に 運 ば れ る シ グ ナ ル 伝 達 分 子 と し て 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 、 補 体
、 カ ル シ ト ニ ン 、 エ ン ド セ リ ン 類 、 ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ル ペ プ チ ド 類 、 グ ル カ ゴ ン 、 コ レ シ
ス ト キ ニ ン 、 及 び ガ ス ト リ ン が あ る 。 NP/VMは 直 接 に シ グ ナ ル を 伝 達 し 得 る 他 、 別 の 神 経
伝 達 物 質 及 び ホ ル モ ン の 活 性 若 し く は 放 出 を モ ジ ュ レ ー ト し た り 、 ま た カ ス ケ ー ド で 触 媒
酵 素 と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 NP/VMの 効 果 は 、 ご く 短 時 間 の も の か ら 長 期 間 持 続 す
る も の ま で 幅 広 い （ Martin, C.R. 他 （ 1985） , Oxford University
 Press, New York, NY,  57-62ペ ー ジ の 概 説 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 NP/VMは 、 多 く の 神 経 障 害 及 び 心 血 管 障 害 に 関 与 す る 。 例 え ば 、 神 経 ペ プ チ ド Ｙ は 、 高
血 圧 症 、 鬱 血 心 不 全 、 情 動 障 害 、 食 欲 調 節 に 関 与 す る 。 ソ マ ト ス タ チ ン は 、 下 垂 体 前 葉 で
の 成 長 ホ ル モ ン 及 び プ ロ ラ ク チ ン の 分 泌 を 阻 害 し 、 ま た 、 腸 、 膵 臓 腺 房 細 胞 、 及 び 膵 臓 β
細 胞 内 の 分 泌 も 阻 害 す る 。 ソ マ ト ス タ チ ン レ ベ ル の 低 下 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 及 び パ ー キ
ン ソ ン 病 で 報 告 さ れ た 。 バ ソ プ レ ッ シ ン は 、 腎 臓 内 で 水 分 吸 収 及 び ナ ト リ ウ ム 吸 収 を 増 加
さ せ 、 ま た 高 濃 度 で は 、 血 管 平 滑 筋 の 収 縮 、 血 小 板 活 性 化 、 及 び 肝 臓 内 で の グ リ コ ー ゲ ン
分 解 を 刺 激 す る 。 バ ソ プ レ ッ シ ン 及 び そ の 類 似 体 は 、 尿 崩 症 の 治 療 の た め 臨 床 的 に 用 い ら
れ る 。 エ ン ド セ リ ン 及 び ア ン ジ オ テ ン シ ン は 高 血 圧 症 に 関 与 し 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン の 血 漿
レ ベ ル を 減 少 さ せ る カ プ ト プ リ ル の よ う な 薬 剤 は 、 血 圧 を 下 げ る の に 用 い ら れ る （ Watson
, S.及 び S. Arkinstall、 （ 1994） , Academi
c Press, San Diego CA, 194、 252、 284、 55、 及 び 111の 各 ペ ー ジ ） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 神 経 ペ プ チ ド は ま た 、 侵 害 受 容 （ 痛 覚 ） に も 役 割 を 幾 つ か 持 つ こ と が 示 さ れ て い る 。 血
管 作 用 性 小 腸 ペ プ チ ド は 、 慢 性 神 経 障 害 痛 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す よ う で あ る 。 オ ピ
オ イ ド 受 容 体 様 １ 受 容 体 に 対 す る 内 因 性 リ ガ ン ド で あ る ノ シ セ プ チ ン は 、 主 に 抗 侵 害 受 容
作 用 を 有 す る と 考 え ら れ 、 強 直 性 の 痛 み 若 し く は 慢 性 痛 の 、 様 々 な 動 物 モ デ ル に お い て 鎮
痛 特 性 を 有 し て い る 事 が 示 さ れ た （ Dickinson, T.及 び Fleetwood-Walker, S. M.（ 1998）
Trends Pharmacol. Sci. 19:346-348） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
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　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る 他 の タ ン パ ク 質 と し て 、 酵 素 活 性 を 持 つ 分 泌 タ ン パ ク 質 類 が
あ る 。 そ の よ う な 酵 素 活 性 と し て は 、 例 え ば 、 オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ ／ デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
活 性 、 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 、 加 水 分 解 酵 素 活 性 、 リ ア ー ゼ 活 性 、 異 性 化 酵 素 活 性 、 若
し く は リ ガ ー ゼ 活 性 が あ る 。 例 え ば 、 基 質 メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ は 細 胞 外 基 質 を 分 解 す る
分 泌 性 加 水 分 解 酵 素 で あ り 、 し た が っ て 、 腫 瘍 転 移 、 組 織 形 態 形 成 、 及 び 関 節 炎 に お い て
重 要 な 役 割 を 果 た す （ Reponen, P. 他 (1995) Dev. Dyn. 202:388396; Firestein, G.S. (
1992) Curr. Opin. Rheumatol. 4:348354; Ray, J.M. 及 び  W.G. StetlerStevenson (199
4) Eur. Respir. J. 7:20622072;  Mignatti, P. 及 び  D.B. Rifkin (1993) Physiol. Re
v. 73:161195） 。 別 の 例 は 、 脂 質 合 成 に 又 は エ ネ ル ギ ー 生 成 に 用 い る 酢 酸 を 活 性 化 す る ア
セ チ ル CoA合 成 酵 素 で あ る （ Luong, A. 他 (2000) J. Biol. Chem. 275:26458-26466） 。 ア
セ チ ル CoA合 成 酵 素 が 活 性 化 さ れ る と 、 酢 酸 と CoAか ら ア セ チ ル CoAが 形 成 さ れ る 。 ア セ チ
ル CoA合 成 酵 素 は 、 AMP結 合 ド メ イ ン シ グ ネ チ ャ と し て 同 定 さ れ る 或 る 配 列 類 似 性 領 域 を 共
有 す る 。 ア セ チ ル CoA合 成 酵 素 は 高 血 圧 と 関 連 性 が あ る こ と が 示 さ れ て い る (H. Toh (1991
) Protein Seq. Data Anal. 4:111-117; 及 び  Iwai, N. 他  (1994) Hypertension 23:375
-380)。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 多 く の 異 性 化 酵 素 は 、 タ ン パ ク 質 の 折 り た た み 、 光 伝 達 、 及 び 種 々 の タ ン パ ク 質 同 化 経
路 や 異 化 経 路 に お け る 諸 段 階 を 触 媒 す る 。 或 る ク ラ ス の 異 性 化 酵 素 は 、 ペ プ チ ジ ル － プ ロ
リ ル シ ス － ト ラ ン ス 異 性 化 酵 素 （ PPIア ー ゼ ） と し て 知 ら れ る 。 PPIア ー ゼ 類 は 、 タ ン パ ク
質 内 の 特 定 の プ ロ リ ン イ ミ ド 結 合 の 、 シ ス か ら ト ラ ン ス へ の 異 性 化 を 触 媒 す る 。 PPIア ー
ゼ の ２ つ の フ ァ ミ リ ー が 、 FK506結 合 タ ン パ ク 質 （ FKBP） と シ ク ロ フ ィ リ ン （ CyP） で あ る
。 FKBP類 が 、 共 に 強 力 な 免 疫 抑 制 薬 で あ る FK506と ラ パ マ イ シ ン と に 結 合 す る こ と に よ り
、 Ｔ 細 胞 内 の 複 数 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が 抑 制 さ れ る 。 特 に 、 FKBPの PPIア ー ゼ 活 性 は 、 FK5
06或 い は ラ パ マ イ シ ン の 結 合 に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 算 出 し た 分 子 量 に し た が っ て 名 付 け た
FKBPフ ァ ミ リ ー の ５ つ の メ ン バ ー （ FKBP12、 FKBP13、 FKBP25、 FKBP52及 び  FKBP65） が あ
り 、 そ れ ら は 、 様 々 な タ ン パ ク 質 複 合 体 に 関 連 す る 、 細 胞 の 様 々 な 領 域 に 局 在 し て い る （
Coss, M.他 (1995) J. Biol. Chem. 270:29336-29341; Schreiber, S.L. (1991) Science 
251:283-287） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 CyPの ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル 異 性 化 酵 素 活 性 は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 に つ な が る シ グ ナ ル 伝 達
経 路 の 一 部 で あ る 可 能 性 が あ る 。 CyP異 性 化 酵 素 活 性 は タ ン パ ク 質 折 り た た み 及 び タ ン パ
ク 質 輸 送 に 関 連 し て お り 、 ま た タ ン パ ク 質 複 合 体 の ア セ ン ブ リ 又 は 分 解 、 及 び タ ン パ ク 質
活 性 の 調 節 に も 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お い て CyP Nina
Aは ロ ド プ シ ン の 正 確 な 局 在 化 に 必 要 で あ り 、 哺 乳 類 の CyP（ Cyp40） は ス テ ロ イ ド 受 容 体
に 結 合 す る Hsp90/Hsc70複 合 体 の 一 部 で あ る 。 哺 乳 類 CypAは ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス １ （ HIV
-1） か ら の gagタ ン パ ク 質 と 結 合 す る が 、 こ の 相 互 作 用 は シ ク ロ ス ポ リ ン に よ っ て 抑 制 し
得 る こ と が 示 さ れ て い る 。 シ ク ロ ス ポ リ ン は 強 力 な 抗 HIV-1活 性 を 有 す る の で 、 CypAは HIV
-1の 複 製 に お い て 重 要 な 機 能 を 果 た し 得 る 。 最 後 に 、 Cyp40は 転 写 因 子 c-Mybに 結 合 し 、 こ
れ を 不 活 化 す る こ と が 示 さ れ て い る が 、 こ の 作 用 は シ ク ロ ス ポ リ ン に よ っ て 逆 転 さ れ る 。
こ の 作 用 は 、 転 写 、 形 質 転 換 及 び 分 化 の 調 節 で の Cyp類 の 関 与 を 意 味 す る （ Bergsma, D.J.
 他 （ 1991） J. Biol. Chem. 266:23204 -23214; Hunter, T.（ 1998） Cell 92: 141-143; 
 Leverson, J.D. 及 び  Ness, S.A.（ 1998） Mol. Cell. 1:203-211） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 プ ロ リ ン リ ッ チ γ -カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 （ Gla） タ ン パ ク 質 （ PRGP） 類 は 、 ビ タ ミ ン
K依 存 性 １ 回 貫 通 型 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 PRGPタ ン パ ク 質 は G
laリ ッ チ な ほ ぼ 45ア ミ ノ 酸 の 細 胞 外 ア ミ ノ 末 端 ド メ イ ン を 特 徴 と す る 。 細 胞 内 カ ル ボ キ シ
ル 末 端 領 域 に は 配 列 PPXYの １ つ 又 は ２ つ の コ ピ ー が あ り 、 こ の 配 列 PPXYは シ グ ナ ル 伝 達 、
細 胞 周 期 進 行 、 及 び タ ン パ ク 質 代 謝 回 転 の よ う な 、 細 胞 の 多 様 な 機 能 に 関 与 す る 種 々 の タ
ン パ ク 質 に 存 在 す る モ チ ー フ で あ る (Kulman, J.D.他 . (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 98:1370-1375)。 Glaを 形 成 す る グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の 翻 訳 後 修 飾 過 程 は 、 ビ タ ミ ン K依 存
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性 の カ ル ボ キ シ ル 化 で あ る 。 Glaを 含 む タ ン パ ク 質 と し て は 、 血 液 凝 固 に 関 与 す る 血 漿 タ
ン パ ク 質 類 が あ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 と は 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 、 タ ン パ ク 質 Ｃ 、 Ｓ 及 び Ｚ
、 並 び に 血 液 凝 固 第 VII因 子 、 第 IX因 子 及 び 第 X因 子 で あ る 。 オ ス テ オ カ ル シ ン （ 骨 -Glaタ
ン パ ク 質 、 BGP） 及 び マ ト リ ッ ク ス Glaタ ン パ ク 質 （ MGP） も ま た 、 Glaを 含 む （ Friedman, 
P.A.及 び C.T. Przysiecki（ 1987） Int. J. Biochem. 19:1-7、 Vermeer, C.（ 1990） Bioch
em. J. 266:625-636） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
〈 免 疫 グ ロ ブ リ ン 〉
　 抗 原 認 識 分 子 群 は 、 す べ て の 脊 椎 動 物 が 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 真 菌 及 び 寄 生 虫 に よ る 感 染
を 防 ぐ た め に 発 達 さ せ て き た 高 度 且 つ 複 雑 な 免 疫 系 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 免 疫 系
の 主 な 特 徴 は 、 「 自 己 」 分 子 と 外 来 分 子 す な わ ち 抗 原 と を 区 別 す る 能 力 で あ る 。 こ の 能 力
は 、 リ ン パ 球 、 顆 粒 球 及 び 単 球 の よ う な 白 血 球 に よ っ て 発 現 さ れ る 分 泌 タ ン パ ク 質 及 び 膜
貫 通 タ ン パ ク 質 に よ っ て 主 に 媒 介 さ れ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 多 く は 、 保 存 さ れ た 構 造
ド メ イ ン の １ つ 以 上 の リ ピ ー ト を 持 つ メ ン バ ー た る 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ig） ス ー パ ー フ ァ ミ
リ ー に 属 す る 。 こ の Igド メ イ ン は 、 Igフ ォ ー ル ド （ 折 り た た み ） と 呼 ば れ る 或 る 配 列 で の
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 接 合 さ れ て い る 、 逆 平 行 の β シ ー ト 群 か ら 構 成 さ れ て い る 。 タ
ン パ ク 質 が Igス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る た め の 基 準 は 、 １ つ 以 上 の Igド メ イ ン
を 持 ち 、 そ れ が ７ ０ ～ １ １ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ の 領 域 で あ り 、 Ig可 変 領 域 様 （ Ｖ ） ド メ
イ ン 又 は Ig定 常 領 域 様 （ Ｃ ） ド メ イ ン と 相 同 で あ る こ と で あ る 。 Igス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の
メ ン バ ー に は 抗 体 （ Ab） 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ TCR） 、 ク ラ ス I及 び IIの 主 要 組 織 適 合 性 （ MHC
） タ ン パ ク 質 、 及 び 免 疫 細 胞 特 異 的 表 面 マ ー カ ー 群 （ 例 え ば 、 「 分 化 ク ラ ス タ ー 」 抗 原 す
な わ ち CD抗 原 、 CD2、 CD3、 CD4、 CD8、 ポ リ Ig受 容 体 、 Fc受 容 体 、  神 経 細 胞 接 着 分 子 （ NCA
M） 及 び 血 小 板 由 来 成 長 因 子 受 容 体 （ PDGFR） ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Igド メ イ ン (V 及 び  C) は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 グ ロ ブ リ ン (又 は 抗 体 )フ ォ ー ル ド (折 畳
み )と 呼 ば れ る 球 状 三 次 構 造 を 与 え る 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 領 域 で あ る 。 こ の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン (又 は 抗 体 )フ ォ ー ル ド は ほ ぼ 平 行 に な っ た ２ 層 の β シ ー ト か ら な る 。 保 存 的 な シ
ス テ イ ン 残 基 が 、 ５ ５ ～ ７ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ を も つ 、 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 ル ー プ を
形 成 し 、 こ れ が こ れ ら β シ ー ト の ２ 層 を 接 続 す る 。 各 β シ ー ト は 、 ３ 又 は ４ 本 の 逆 平 行 β
ス ト ラ ン ド を 持 ち 、 各 ス ト ラ ン ド は ５ ～ １ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ で あ る 。 β ス ト ラ ン ド 群
内 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 疎 水 性 及 び 親 水 性 の 相 互 作 用 が Ｉ ｇ フ ォ ー ル ド を 安 定 さ せ る （ 疎 水 性
領 域 は ス ト ラ ン ド の 内 向 き に 面 し て い る ア ミ ノ 酸 残 基 に あ り 、 親 水 性 領 域 は 外 向 き に 面 し
て い る 部 分 の ア ミ ノ 酸 残 基 に あ る ） 。 Ｖ ド メ イ ン は Ｃ ド メ イ ン よ り 長 い ポ リ ペ プ チ ド で 構
成 さ れ 、 Igフ ォ ー ル ド 内 に 、 付 加 的 な １ 対 の β ス ト ラ ン ド を 持 つ 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Igス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 の 一 貫 し た 特 徴 は 、 あ る Igド メ イ ン の 各 配 列 が １ つ の エ キ
ソ ン に よ っ て コ ー ド さ れ る こ と で あ る 。 Igス ー パ ー フ ァ ミ リ ー は 、 細 胞 間 相 互 作 用 の 仲 介
に 関 与 す る １ つ の Igド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 進 化 し た 可 能 性 が あ る 。 そ し て ス ー
パ ー フ ァ ミ リ ー の 新 た な メ ン バ ー は 、 エ キ ソ ン 及 び 遺 伝 子 の 複 製 に よ っ て 生 じ た 。 現 代 の
Igス ー パ ー フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 は 、 異 な る 数 の Ｖ ド メ イ ン 及 び ／ 又 は Ｃ ド メ イ ン を 有 す
る 。 こ の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 進 化 上 の 別 の 特 徴 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 再 編 成 を 起 こ す 能 力 で あ る
。 こ れ は 独 自 の 機 能 で 、 フ ァ ミ リ ー の 抗 原 受 容 体 メ ン バ ー が 保 持 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Igス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 多 く は 膜 内 在 性 の 形 質 膜 タ ン パ ク 質 で あ り 、 細 胞 外
Igド メ イ ン を 持 つ 。 そ れ ら の 膜 貫 通 ド メ イ ン 及 び そ れ ら の 細 胞 質 内 尾 部 の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸
残 基 は 非 常 に 多 様 で 、 Igフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 内 又 は 既 知 の シ グ ナ ル 伝 達 を す る 構 造 と の
相 同 性 は 少 な い か 又 は 欠 い て い る 。 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 関 す る こ の 一 般 的 な 記 述 に は 例
外 が い く つ か あ る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ Ｒ の 細 胞 質 内 尾 部 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 持 つ
。 ま た 、 Thy-1は 、 胸 腺 細 胞 及 び Ｔ 細 胞 で 見 ら れ る 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質
は 細 胞 質 内 尾 部 を 持 た な い が 、 そ の 代 わ り に 原 形 質 膜 に 共 有 結 合 に よ る グ リ コ シ ル ホ ス フ
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ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 結 合 で 固 着 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Igス ー パ ー フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 の 多 く は ま た 、 こ れ ら の 分 子 の 機 能 に 必 須 の 、 Igド メ
イ ン 間 の 相 互 作 用 と い う 別 の 共 通 の 特 徴 を 持 っ て い る 。 多 量 体 タ ン パ ク 質 の Igド メ イ ン 間
の 相 互 作 用 に は 、 同 種 親 和 性 の も の と 異 種 親 和 性 （ す な わ ち 、 同 じ Igド メ イ ン 間 の 作 用 、
又 は 異 な る Igド メ イ ン 間 の 作 用 ） の も の が あ る 。 抗 体 は 多 量 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 Igド メ
イ ン 間 の 同 種 親 和 性 と 異 種 親 和 性 の 双 方 の 相 互 作 用 を 持 つ 。 重 鎖 の 定 常 領 域 の 対 が 抗 体 の
Ｆ ｃ 領 域 を 形 成 し 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 可 変 領 域 の 対 が 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 異 種
親 和 性 の 相 互 作 用 は ま た 、 異 な る 分 子 の Igド メ イ ン 間 で も 起 こ る 。 こ れ ら の 相 互 作 用 は 免
疫 系 に お け る 、 又 は 発 生 中 及 び 成 熟 し た 神 経 系 に お け る 重 要 な 細 胞 間 相 互 作 用 の た め の 細
胞 間 の 接 着 を 提 供 す る （ Abbas, A.K. 他 （ 1991）  , 
W.B. Saunders Company, Philadelphia, PA,  142-145ペ ー ジ ）
【 ０ ０ ３ ０ 】
〈 抗 体 〉
　 MHCタ ン パ ク 質 群 は 、 外 来 抗 原 に 結 合 し 、 こ れ ら を T細 胞 に 提 示 す る 細 胞 表 面 マ ー カ ー で
あ る 。 MHC分 子 は ク ラ ス I又 は IIの ど ち ら か に 分 類 さ れ る 。 ク ラ ス Iの MHC分 子 (MHC I)は ほ
と ん ど す べ て の 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ 、 ま た キ ラ ー T細 胞 に 対 す る 抗 原 の 提 示 に 関 与 す る 。
例 え ば 、 ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 は 細 胞 内 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 分 解 し 、 細 胞 表 面 の MHCI
分 子 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 断 片 を 表 現 す る 。 MHC I/抗 原 複 合 体 は 、 感 染 し た 細 胞 と そ の 中
の ウ イ ル ス を 破 壊 す る キ ラ ー T細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る 。 ク ラ ス IIMHC分 子 は B細 胞 及 び マ
ク ロ フ ァ ー ジ の よ う な 免 疫 系 の 分 化 し た 抗 原 提 示 細 胞 で 主 に 発 現 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 細
胞 外 液 か ら 外 来 タ ン パ ク 質 を 取 り 込 み 、 細 胞 表 面 に MHC II/抗 原 複 合 体 を 発 現 す る 。 こ の
複 合 体 は ヘ ル パ ー T細 胞 を 活 性 化 し 、 次 に ヘ ル パ ー T細 胞 が 、 免 疫 反 応 を 刺 激 す る サ イ ト カ
イ ン 及 び 他 の 因 子 を 分 泌 す る 。 MHC分 子 は ま た 、 臓 器 移 植 後 の 臓 器 拒 絶 反 応 に お い て 重 要
な 役 割 を 果 た す 。 拒 絶 反 応 は 、 移 植 受 容 者 の T細 胞 群 が 、 移 植 さ れ た 臓 器 の 外 来 MHC分 子 群
に 対 し 、 外 来 抗 原 に 結 合 し た 自 己 MHC分 子 群 に 対 す る の と 同 様 の 応 答 を す る 場 合 に 発 生 す
る ( Alberts, ,  1229-1246ペ ー ジ に 概 説 さ れ て い る )。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 抗 体 は Igス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 多 量 体 メ ン バ ー で あ り 、 Ｂ 細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ る か 、
又 は 、 Ｂ 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ て 血 液 循 環 に 入 る 。 抗 体 は 、 血 液 中 や 他 の 細 胞 外 液 中 で 外
来 抗 原 に 結 合 し 、 そ れ ら を 中 和 す る 。 プ ロ ト タ イ プ の 抗 体 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て
連 結 さ れ た ２ つ の 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 重 鎖 （ Ｈ 鎖 ） と ２ つ の 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 軽 鎖 （ Ｌ 鎖 ）
か ら な る 四 量 体 で あ る 。 こ の 配 列 は 、 抗 体 分 子 に 対 し て 特 徴 的 な Ｙ 型 を 形 成 す る 。 抗 体 は
Ｈ 鎖 組 成 に 基 づ い て 分 類 さ れ る 。 抗 体 の ５ つ の ク ラ ス で あ る IgA,、 IgD、 IgE、 IgG 及 び Ig
Mは 、 α 、 δ 、 ε 、 γ 及 び μ の Ｈ 鎖 型 に よ っ て 定 義 さ れ る 。 Ｌ 鎖 に は κ と λ の ２ つ の タ イ
プ が あ り 、 ど ち ら も 、 対 と し て い ず れ か の Ｈ 鎖 対 に 会 合 し 得 る 。 血 液 循 環 中 に 見 ら れ る 抗
体 の 最 も 一 般 的 な ク ラ ス で あ る IgGは 四 量 体 で あ る が 、 抗 体 の 他 の ク ラ ス の も の は 一 般 に
こ の 基 本 的 構 造 の 変 異 体 か 、 又 は 多 量 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 は 各 々 、 Ｎ 末 端 可 変 領 域 と Ｃ 末 端 定 常 領 域 を 有 す る 。 定 常 領 域 は Ｌ 鎖 の 約 １
１ ０ の ア ミ ノ 酸 と 、 Ｈ 鎖 の 約 ３ ３ ０ 又 は ４ ４ ０ の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ る 。 定 常 領 域 の ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 或 る 特 定 ク ラ ス の Ｈ 鎖 又 は Ｌ 鎖 群 の 内 で は 、 ほ ぼ 同 一 で あ る 。 可 変 領 域 は
約 １ １ ０ の ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 の 両 方 に あ る 。 し か し 、 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配
列 は 、 特 定 ク ラ ス の Ｈ 鎖 又 は Ｌ 鎖 群 の 中 で も 異 な る 。 Ｈ 鎖 又 は Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 の そ れ ぞ れ
に 、 広 範 な 配 列 多 様 性 を 持 つ ３ つ の 高 頻 度 可 変 領 域 が あ り 、 各 々 約 ５ ～ １ ０ の ア ミ ノ 酸 か
ら な る 。 抗 体 分 子 に お い て 、 Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 の 高 頻 度 可 変 領 域 は １ つ に な り 、 抗 原 認 識 部 位
を 形 成 す る （  前 出 の Alberts, B. 他 1206-1213 ペ ー ジ と  1216-1217ペ ー ジ の 概 説 を 参 照
） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 は 共 に 、 Igス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 、 反 復 し た Iｇ ド メ イ ン を 含 む
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。 例 え ば 、 典 型 的 な Ｈ 鎖 は ４ つ の Igド メ イ ン を 含 ん で お り 、 そ の う ち の ３ つ は 定 常 領 域 内
に 発 生 し 、 １ つ は 可 変 領 域 内 に 発 生 し て 抗 原 認 識 部 位 の 形 成 に 寄 与 し て い る 。 同 様 に し て
、 典 型 的 な Ｌ 鎖 は ２ つ の Igド メ イ ン を 含 み 、 そ の う ち の １ つ は 定 常 領 域 内 に 発 生 し 、 他 の
１ つ は 可 変 領 域 内 に 発 生 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 免 疫 系 は 体 内 に 入 る 外 来 分 子 を 認 識 し 、 そ れ に 応 答 す る 能 力 を 持 っ て い る 。 し た が っ て
、 免 疫 系 は す べ て の 可 能 性 の あ る 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 完 全 な 蓄 積 で 武 装 し て い な け れ ば な
ら な い 。 こ の よ う な 抗 体 の 多 様 性 は 、 可 変 領 域 と 定 常 領 域 と を コ ー ド す る 遺 伝 子 セ グ メ ン
ト 群 の 体 細 胞 性 再 配 列 に よ っ て 作 ら れ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 群 は 、 各 々 の 遺 伝 子
セ グ メ ン ト が 隣 接 す る 高 度 に 保 存 さ れ た DNA配 列 間 で 生 じ る 、 部 位 特 異 的 組 換 え に よ っ て
連 結 さ れ て い る 。 何 百 と い う 異 な っ た 遺 伝 子 セ グ メ ン ト が あ る た め 、 何 百 万 と い う 独 自 の
遺 伝 子 が 、 組 み 合 わ せ に よ り 作 成 さ れ 得 る 。 そ の 上 、 こ れ ら の セ グ メ ン ト の 不 正 確 な 連 結
と こ れ ら の セ グ メ ン ト 内 で の 異 常 に 高 頻 度 の 体 細 胞 性 突 然 変 異 が 、 多 様 な 抗 体 集 団 の 産 生
に 更 に 寄 与 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
〈 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 作 成 〉
　 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 生 物 分 析 に 用 い る 分 析 ツ ー ル で あ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ に は 複 数 の 分
子 を 有 し 、 そ れ ら は 或 る 固 体 支 持 体 の 表 面 で 空 間 的 に 分 布 し 、 そ の 表 面 と 安 定 し て 結 合 し
て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び /又 は 抗 体 の マ イ ク ロ ア レ イ が 開 発 さ れ
、 そ の 種 々 の 用 途 に は 例 え ば 遺 伝 子 配 列 決 定 、 遺 伝 子 発 現 モ ニ タ リ ン グ 、 遺 伝 子 マ ッ ピ ン
グ 、 細 菌 同 定 、 創 薬 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ が あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 特 に マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る 領 域 は 遺 伝 子 発 現 分 析 で あ る 。 ア レ イ 技 術 は 、 単 一 の 多 型
遺 伝 子 の 発 現 や 、 多 数 の 関 連 遺 伝 子 又 は 無 関 係 の 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 探 求 す る 簡
単 な 方 法 を 提 供 し 得 る 。 単 一 遺 伝 子 の 発 現 を 試 験 す る と き は 、 ア レ イ を 用 い て 或 る 特 定 遺
伝 子 又 は そ の 変 異 体 の 発 現 を 検 出 す る 。 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 試 験 す る と き は 、 ア レ イ は 次
の よ う な 遺 伝 子 を 同 定 す る プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 提 供 す る 。 即 ち ど の 遺 伝 子 が 組 織 特 異 的 か
、 毒 性 ア ッ セ イ に お い て テ ス ト さ れ る 物 質 に 影 響 さ れ る か 、 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 一
部 で あ る か 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 機 能 を 実 行 す る か 、 又 は 、 特 定 の 遺 伝 的 素 因 や 、 条 件 、 疾
患 、 又 は 障 害 に 、 特 異 的 に 関 連 す る 遺 伝 子 で あ る か の 同 定 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 腫 瘍 細 胞 群 は 、 腫 瘍 成 長 に 重 要 な 種 々 の メ デ ィ エ ー タ 、 例 え ば 成 長 因 子 、 サ イ ト カ イ ン
、 及 び プ ロ テ ア ー ゼ を 分 泌 す る 間 質 の 形 成 を 刺 激 す る 。 EGF、 TGF、 FGF、  IGF及 び エ ス ト
ロ ゲ ン な ど の 種 々 の 成 長 因 子 は 個 々 に 、 ま た 協 同 的 に 働 い て で 前 立 腺 上 皮 細 胞 の
増 殖 を 刺 激 し 、 ま た で 上 皮 細 胞 の 成 長 に 関 与 す る 。 管 及 び 小 葉 の 内 層 の 管 腔 前 立
腺 上 皮 細 胞 は 前 立 腺 癌 を 起 こ す 主 要 な 細 胞 で あ る 。 前 悪 性 上 皮 細 胞 か ら 腫 瘍 細 胞 へ の 発 展
は 、 一 部 に は 上 述 の 成 長 因 子 に よ っ て 制 御 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 II型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 又 は 免 疫 イ ン タ ー フ ェ ロ ン と も 呼 ば れ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ (IFN
-γ )は 、 G1中 期 に 或 る ブ ロ ッ ク を 確 立 す る こ と に よ っ て 正 常 ヒ ト 乳 腺 上 皮 細 胞 で の 成 長 停
止 を 誘 発 す る サ イ ト カ イ ン で あ る 。 IFN-γ は 24時 間 以 内 に cdk2、 cdk4 及 び  cdk6の キ ナ ー
ゼ 活 性 を 阻 害 す る 。 IFN-γ の 仲 介 に よ る 成 長 抑 制 に は 転 写 活 性 化 因 子 (signal transducer
s and activators of transcription： STAT)-1の 活 性 化 が 必 要 で あ り 、 ま た サ イ ク リ ン 依
存 性 キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー p21の 誘 導 が 必 要 で あ り 得 る 。 IFN-γ は お そ ら く カ ス パ ー ゼ -8
の レ ベ ル の 上 昇 に よ っ て 、 死 受 容 体 媒 介 の 、 ミ ト コ ン ド リ ア の 作 動 に よ る ア ポ ト ー シ ス に
ヒ ト 腫 瘍 細 胞 を か か り や す く す る 。 IFN-γ は 主 に T-リ ン パ 球 と ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 に よ
っ て 産 生 さ れ る 。 IFN-γ  は サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 誘 発 し 、 ク ラ ス Iと II の MHC抗 原 、 Fc受
容 体 及 び 白 血 球 接 着 分 子 の 発 現 を 上 方 制 御 す る 。 こ れ は マ ク ロ フ ァ ー ジ の エ フ ェ ク タ ー 機
能 を 変 調 し 、 ア イ ソ タ イ プ の 切 り 替 え に 影 響 を 与 え 、 B細 胞 に よ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 泌
を 増 強 す る 。 IFN-γ は ま た 、 Ｔ Ｈ 1細 胞 の 拡 大 を 増 強 し 、 TH1細 胞 の 分 化 に 必 要 で あ り 得 る
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。 IFN-γ 受 容 体 は 、 最 近 ク ロ ー ン さ れ た IL-10受 容 体 に 構 造 的 に 関 連 し て い る 。 IFN-γ 受
容 体 は 成 熟 赤 血 球 を 除 く ほ と ん ど す べ て の 細 胞 タ イ プ 上 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 腫 瘍 成 長 因 子 β (TGF-β )は 、 安 定 な 多 機 能 性 ポ リ ペ プ チ ド 成 長 因 子 で あ る 。 こ の タ ン パ
ク 質 に 特 異 的 な 受 容 体 は ほ と ん ど す べ て の 哺 乳 類 細 胞 タ イ プ に 存 在 し て い る が 、 分 子 の 作
用 は 細 胞 タ イ プ や 成 長 の 条 件 に よ っ て 異 な る 。 一 般 に 、 TGF-β は 間 葉 起 源 の 細 胞 に 刺 激 性
で あ り 、 上 皮 起 源 又 は 神 経 外 胚 葉 起 源 の 細 胞 に 抑 制 的 で あ る 。 TGF-β は ヒ ト 血 小 板 及 び 哺
乳 類 骨 に 最 も 高 い 濃 度 で 存 在 す る こ と が わ か っ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 (AD)は 進 行 性 痴 呆 で あ り 、 神 経 病 理 学 的 な 特 徴 は 、 ア ミ ロ イ ド β ペ プ
チ ド を 含 む プ ラ ー ク の 存 在 と 、 特 定 の 脳 領 域 に お け る 神 経 原 線 維 変 化 で あ る 。 更 に 、 ニ ュ
ー ロ ン と シ ナ プ ス は 失 わ れ 、 炎 症 反 応 は 小 膠 細 胞 と 星 状 細 胞 に お い て 活 性 化 す る 。 軽 度 、
中 等 度 及 び 重 症 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 症 例 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 作 成 は 機 能 喪 失 に 関 与
す る 分 子 機 構 を 明 確 に す る の に 役 立 つ で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 乳 癌 は 米 国 婦 人 の 最 も 頻 繁 に 診 断 さ れ る 癌 の タ イ プ で あ り 、 二 番 目 に 頻 度 の 高 い 癌 死 亡
の 原 因 と な っ て い る 。 乳 癌 を 発 症 し た 米 国 婦 人 の 中 、 ８ 人 に １ 人 に 生 涯 再 発 の 危 険 が あ り
、 乳 癌 と 診 断 さ れ た 婦 人 の 三 分 の 一 が そ の 疾 患 で 死 亡 し て い る 。 ホ ル モ ン 因 子 や 遺 伝 因 子
な ど 幾 つ か の 危 険 因 子 が 同 定 さ れ て い る 。 多 く の 研 究 が 乳 癌 細 胞 に 発 生 す る 遺 伝 子 異 常 の
同 定 に 重 点 を 置 い て い る 。 最 も 一 般 的 遺 伝 子 欠 損 は 複 数 の 遺 伝 子 座 に お け る ヘ テ ロ 接 合 性
の 消 失 (loss of heterozygosity： LOH)を 来 す 。 こ れ ら の 研 究 か ら 同 定 化 さ れ た 遺 伝 子 の
い く つ か は p53、 Rb、 BRCA1及 び BRCA2で あ る 。 二 番 目 に 最 も 一 般 的 な 遺 伝 的 欠 陥 は 遺 伝 子
増 幅 で あ る 。 c-myc と  c-erbB2 (Her2-neu 遺 伝 子 )は 乳 癌 で 増 幅 さ れ る 二 つ の 遺 伝 子 と し
て 同 定 さ れ 、 乳 房 腫 瘍 の 25‾30%が こ れ ら の 遺 伝 子 の ど ち ら か 一 つ の 増 幅 を 含 む ス テ ロ イ ド
及 び 成 長 因 子 経 路 、 特 に エ ス ト ロ ゲ ン 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 及 び 表 皮 成 長 因 子 (EGF)経 路 も ま
た 乳 癌 で は 変 異 さ れ る 。 前 述 の 遺 伝 子 の 各 々 が 複 数 の 下 流 の 標 的 の 転 写 調 節 に 影 響 す る た
め 、 正 常 乳 房 組 織 と 癌 性 乳 房 組 織 の 間 に 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン に お け る 種 々 の 相 違 が 存 在 す
る こ と が 期 待 さ れ る 。 下 流 標 的 の 、 癌 性 乳 房 組 織 に お け る 変 異 し た 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と
に よ り 、 乳 癌 を 生 じ る 分 子 経 路 の よ り 深 い 理 解 が 得 ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 乳 房 腫 瘍 の 組 織 学 的 及 び 分 子 的 評 価 が 示 し て い る と こ ろ で は 、 乳 癌 の 発 達 の 進 展 が 経 る
多 段 階 プ ロ セ ス に お い て 、 悪 性 前 の 乳 腺 上 皮 細 胞 は 、 腫 瘍 形 成 に 導 く 比 較 的 確 定 し た 一 連
の 事 象 を 経 験 す る 。 早 期 の 腫 瘍 発 達 イ ベ ン ト と し て 導 管 過 形 成 が あ る 。 急 速 な 新 生 物 成 長
中 の 細 胞 は 次 第 に 浸 潤 性 の 癌 に 進 行 し 、 肺 、 骨 、 そ し て 潜 在 的 に は 他 の 臓 器 へ 転 移 す る よ
う に な る 。 腫 瘍 進 行 と 悪 性 転 換 と の 過 程 に 遺 伝 因 子 、 環 境 因 子 、 成 長 因 子 、 及 び ホ ル モ ン
な ど の い く つ か の 因 子 が 関 与 す る 。 こ の 過 程 の 複 雑 さ に 基 づ い て 、 悪 性 転 換 の 過 程 を 受 け
る ヒ ト 乳 腺 上 皮 細 胞 集 団 を 研 究 し 、 特 定 進 行 段 階 と 、 表 現 型 と 分 子 と の 特 徴 を 関 連 付 け る
こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 BT20は 74歳 の 女 性 か ら 単 離 さ れ た 腫 瘍 塊 の 薄 切 片 か ら 遊 出 し た 細 胞 か ら  で 得
ら れ た 乳 癌 細 胞 株 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 BT-474は 60才 の 女 性 か ら 得 た 乳 房 の 実 質 性 で 浸 潤 性 の 管 癌 か ら 単 離 さ れ た 乳 房 腺 管 癌 細
胞 株 で あ る 。 BT-474は デ ス モ ソ ー ム 、 微 絨 毛 、 ギ ャ ッ プ 結 合 及 び 密 着 結 合 の よ う な 典 型 的
上 皮 細 胞 構 造 を 示 す 。 こ の 細 胞 株 は ま た 識 別 可 能 な 微 小 管 、 張 原 線 維 束 （ tonofibrils）
、 リ ソ ソ ー ム 及 び オ ス ミ ウ ム 親 和 性 分 泌 性 顆 粒 を も 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 BT-483は 23才 の 女 性 (乳 ガ ン の 家 族 歴 が あ り 、 月 経 の あ る 、 正 常 な 経 産 婦 )か ら 得 た 乳 頭
の 浸 潤 性 乳 管 腫 瘍 か ら 単 離 さ れ た 乳 房 腺 管 癌 細 胞 株 で あ る 。 BT-483は デ ス モ ソ ー ム 、 微 絨
毛 、 密 着 結 合 及 び ギ ャ ッ プ 結 合 の よ う な 上 皮 細 胞 構 造 の 特 徴 を 示 す 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Hs578Tは 74才 の 乳 癌 患 者 (女 性 )か ら 単 離 さ れ た 乳 房 腺 管 癌 細 胞 株 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞
は 検 出 可 能 な エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 を 発 現 し な い し 、 半 流 動 性 培 地 に お い て コ ロ ニ ー を 形 成
し な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 MCF7 は 或 る 69才 の 女 性 の 胸 水 か ら 単 離 さ れ た 非 悪 性 乳 腺 癌 細 胞 株 で あ る 。 MCF7 は 、 乳
腺 上 皮 の 特 徴 、 例 え ば 細 胞 質 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 を 介 し て エ ス ト ラ ジ オ ー ル を プ ロ セ ス す
る 能 力 、 及 び 、 培 養 で ド ー ム を 形 成 す る 能 力 な ど を 保 持 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 MCF10Aは 乳 腺 (腔 管 の 特 徴 ： luminal ductal characteristics)細 胞 株 で あ り 、 乳 腺 症 (f
ibrocystic breast disease)の 36才 の 女 性 か ら 単 離 さ れ た 。 MCF-10A は 、 細 胞 質 ケ ラ チ ン
類 、 上 皮 性 シ ア ロ ム チ ン 類 、 及 び 乳 脂 肪 小 球 （ milkfat globule） 抗 原 類 を 発 現 す る 。 こ
の 細 胞 株 は ま た コ ラ ー ゲ ン 中 で 3次 元 成 長 を 示 し 、 ま た コ ン フ ル エ ン ト な 培 養 で ド ー ム を
形 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 MDA-MB-468は 51才 の 乳 房 の 転 移 性 腺 癌 の 女 性 の 胸 水 か ら 単 離 さ れ た 乳 房 腺 癌 細 胞 株 で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 大 抵 の 腫 瘍 と 同 様 、 前 立 腺 癌 は 多 段 階 の 進 行 を 通 し て 発 達 し て 、 最 終 的 に 攻 撃 的 腫 瘍 の
表 現 型 を も た ら す 。 腫 瘍 進 行 の 初 め の 段 階 に は 、 正 常 な 内 腔 及 び /又 は 基 底 上 皮 細 胞 の 過
剰 増 殖 が 関 係 す る 。 ア ン ド ロ ゲ ン 応 答 性 細 胞 は 過 形 成 し 、 初 期 段 階 の 腫 瘍 に 発 展 す る 。 初
期 段 階 の 腫 瘍 は し ば し ば ア ン ド ロ ゲ ン に 対 し て 感 受 性 が あ り ア ン ド ロ ゲ ン 除 去 療 法 に 反 応
す る が 、 ア ン ド ロ ゲ ン 非 依 存 性 細 胞 の 集 団 は 過 形 成 集 団 か ら 発 展 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 侵
襲 性 と な り 、 ま た 骨 、 脳 、 又 は 肺 に 転 移 性 に な り 得 る 前 立 腺 腫 瘍 の よ り 進 ん だ 形 態 を 表 す
。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 PrECは 正 常 ド ナ ー か ら 単 離 さ れ た 初 代 の 前 立 腺 上 皮 細 胞 株 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 DU145は 、 広 範 囲 な 転 移 性 の 前 立 腺 癌 の 69才 男 性 の 脳 の 転 移 部 位 か ら 単 離 さ れ た 前 立 腺
癌 細 胞 株 で あ る 。 DU 145に は 検 出 可 能 な ホ ル モ ン 感 受 性 が な く 、 半 固 形 培 地 で コ ロ ニ ー を
形 成 す る 。 そ し て 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 対 し て ほ ん の 弱 陽 性 で あ り 、 細 胞 は 前 立 腺 特 異 抗
原 (PSA)に 対 し て 陰 性 で あ る
　 LNCaPは 、 転 移 性 前 立 腺 癌 の 50才 男 子 の リ ン パ 節 生 検 か ら 単 離 さ れ た 前 立 腺 癌 細 胞 株 で
あ る 。 LNCaP細 胞 は 前 立 腺 特 異 抗 原 を 発 現 し 、 前 立 腺 酸 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ を 産 生 し 、 そ
し て ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 PC-3は グ レ ー ド ４ の 前 立 腺 癌 の 62才 男 性 の 骨 の 転 移 部 位 か ら 単 離 さ れ た 前 立 腺 癌 細 胞 株
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 作 成 の 潜 在 的 応 用 は 、 卵 巣 癌 や 骨 癌 の よ う な 癌 の 診 断 、 予 後 、
及 び 治 療 の 向 上 に 特 に 関 連 し て い る 。 卵 巣 癌 は 婦 人 科 癌 の 死 亡 の 主 な 原 因 と な っ て い る 。
卵 巣 癌 の 主 な も の は 上 皮 細 胞 か ら 由 来 し て お り 、 上 皮 卵 巣 癌 の 患 者 の 70%は 疾 患 の 後 期 段
階 に あ る 。 そ の 結 果 、 こ の 疾 患 に 対 す る 長 期 的 生 存 率 は 極 め て 低 い 。 卵 巣 癌 の 早 期 マ ー カ
ー を 同 定 で き れ ば 、 生 存 率 を 大 き く 増 加 で き る で あ ろ う 。 卵 巣 癌 に つ な が る 分 子 的 現 象 は
十 分 理 解 さ れ て い な い 。 わ か っ て い る 異 常 の い く つ か に は p53の 突 然 変 異 と ミ ク ロ サ テ ラ
イ ト の 不 安 定 性 が あ る 骨 肉 腫 は 小 児 の 最 も 一 般 的 な 悪 性 骨 腫 瘍 で あ る 。 現 在 用 い る こ と の
で き る 治 療 法 で は 、 非 転 移 性 疾 患 の ほ ぼ 30～ 40%の 患 者 が 治 療 後 に 再 発 す る 。 初 期 診 断 時
に 、 ど の 患 者 が 再 発 の リ ス ク が 高 い か を 予 測 す る た め に 用 い ら れ 得 る 予 後 因 子 は 現 在 の と
こ ろ 存 在 し な い 。 非 転 移 性 骨 肉 腫 患 者 に お け る 結 果 を 予 測 で き る 、 唯 一 の 有 意 な 予 後 因 子
は 、 最 終 的 手 術 の 時 に 切 除 さ れ た 原 発 腫 瘍 の 組 織 病 理 学 的 応 答 で あ る 。

10

20

30

40

50

(20) JP 2005-514917 A 2005.5.26



【 ０ ０ ５ ５ 】
　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 作 成 の 潜 在 的 応 用 は 、 ま た 疾 患 の 、 診 断 、 予 後 診 断 、 及 び 治 療
の 向 上 に も 関 わ る 。 疾 患 の 経 過 に 影 響 す る 一 つ の 因 子 、 従 っ て そ の 診 断 、 予 後 診 断 及 び 治
療 は 年 齢 で あ る 。 例 え ば 、 老 化 は 、 腫 瘍 抑 制 の 正 常 な 機 構 で あ り 、 細 胞 増 殖 を 制 限 し 、 生
物 を 癌 か ら 保 護 す る よ う に 進 化 し た 恒 常 性 を 保 つ 機 構 で あ る 。 最 も 正 常 な ヒ ト 細 胞 の 増 殖
的 寿 命 は 、 理 想 的 増 殖 条 件 に お い て さ え も 、 前 も っ て セ ッ ト さ れ た 数 の 細 胞 分 割 の 後 に 細
胞 分 裂 周 期 の 停 止 を 誘 発 す る 内 因 性 の 抑 制 的 シ グ ナ ル に よ っ て 制 限 さ れ 、 こ れ は 「 分 裂 老
化 （ replicative senescence） 」 と 呼 ば れ る プ ロ セ ス で あ る 。 分 裂 老 化 細 胞 に お い て 観 察
さ れ る 多 数 の 分 子 変 化 は 老 化 過 程 に お い て 体 細 胞 に お い て 発 生 す る 。 分 裂 老 化 の 遺 伝 研 究
に よ っ て 、 腫 瘍 抑 制 機 構 の 制 御 が 示 さ れ た 。 細 胞 老 化 及 び 他 の 腫 瘍 形 成 を 抑 制 す る 他 の 機
構 に よ っ て 伝 え ら れ る 癌 か ら の 保 護 に も か か わ ら ず 、 哺 乳 類 が 老 化 す る と 癌 が 発 生 す る こ
と は ほ と ん ど 不 可 避 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 当 分 野 に は 、 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 心 血 管 疾 患 、 神 経 疾 患 及 び 発 達 障 害
の 、 診 断 、 予 防 、 及 び 治 療 の た め の 、 核 酸 と タ ン パ ク 質 と を 含 む 新 規 組 成 の 必 要 性 が あ る
。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 実 施 態 様 は 、 総 称 し て 「 SECP」 、 個 別 に は そ れ ぞ れ 「 SECP-1」 、 「 SECP
-2」 、 「 SECP-3」 、 「 SECP-4」 、 「 SECP-5」 、 「 SECP-6」 、 「 SECP-7」 、 「 SECP-8」 、 「
SECP-9」 、 「 SECP-10」 、 「 SECP-11」 、 「 SECP-12」 、 「 SECP-13」 、 「 SECP-14」 、 「 SEC
P-15」 、 「 SECP-16」 、 「 SECP-17」 、 「 SECP-18」 、 「 SECP-19」 、 「 SECP-20」 、 「 SECP-
21」 、 「 SECP-22」 、 「 SECP-23」 、 「 SECP-24」 、 「 SECP-25」 、 「 SECP-26」 、 「 SECP-27
」 、 「 SECP -28」 、 「 SECP -29」 、 「 SECP -30」 、 「 SECP -31」 及 び 「 SECP -32」 と 呼 ぶ
精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 細 胞 外 メ ッ セ ン ジ ャ ー を 提 供 し 、 ま た こ れ ら タ ン パ ク 質 と
そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と を 用 い る 、 疾 患 と 病 状 と の 、 検 出 、 診 断 、 及 び 治
療 の 方 法 を 提 供 す る 。 幾 つ か の 実 施 態 様 は ま た 、 精 製 し た 分 泌 タ ン パ ク 質 群 、 並 び に /又
は そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 創 薬 過 程 を 促 進 す る 方 法 、 例 え ば 効 力 、
用 量 、 毒 性 、 及 び 薬 理 の 決 定 の 方 法 を 提 供 す る 。 関 連 す る 幾 つ か の 実 施 態 様 は 、 精 製 し た
分 泌 タ ン パ ク 質 群 、 並 び に /又 は そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 疾 患 と 病
状 と の 病 原 を 調 査 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 或 る 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド と 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 以 上 同
一 で あ る 或 い は 少 な く と も 約 90％ 同 一 で あ る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド と 、 (
ｃ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物
学 的 活 性 断 片 と 、 （ ｄ ） SEQ ID NO:1-32と か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 と で 構 成 さ れ る 群 か ら 選 択 さ れ た 単 離 し た ポ リ ペ プ チ ド
を 提 供 す る 。 別 の 実 施 態 様 は 、 SEQ ID NO:1-32の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 単 離 し た ポ リ ペ プ チ
ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は (ａ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持
つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な
く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 持 つ 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID N
O:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片
、 又 は (ｄ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SEQ ID NO:1-
32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク
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レ オ チ ド は SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少
な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID
 NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性
断 片 、 及 び (ｄ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ
チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド と 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 持 つ 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
別 の 実 施 態 様 は 、 こ の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 を 提 供 す る 。 更
に 別 の 実 施 態 様 は 、 こ の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ 遺 伝 形 質 転 換 生 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド と 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な
く と も ９ ０ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド と 、 (ｃ )SE
Q ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活
性 断 片 と 、 (ｄ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
の 免 疫 原 性 断 片 、 と か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 一 方 法 を 提 供 す る 。
製 造 方 法 は 、 (ａ )或 る 細 胞 を 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 こ の 細 胞 を
組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 す る 過 程 と 、 (ｂ )そ の よ う に 発 現 し た ポ リ ペ プ
チ ド を 回 収 す る 過 程 か ら な る 。 こ の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 持 つ 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少
な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID
 NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、
及 び (ｄ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の
免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 、 単 離 さ れ た 抗
体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ま た 更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｃ )(ａ )に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｄ )(ｂ )に 相 補 的 な
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び (ｅ )(ａ )～ (ｄ )の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 、 単 離 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 別 の 実 施 態 様 で 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 約
20、 30、 40、 60、 80、 又 は 100の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 サ ン プ ル 中 に 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 該 標
的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が (ａ )SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持
つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｃ )(ａ )に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｄ )(ｂ )に 相 補 的 な ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 及 び (ｅ )(ａ )～ (ｄ )の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 提 供 す
る 。 検 出 方 法 は 、 （ ａ ） サ ン プ ル 中 の 上 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 或 る 配 列 か ら
な る 少 な く と も ２ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 或 る プ ロ ー ブ を 用 い て 該 サ ン プ ル
を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 と 、 （ ｂ ） 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 有 無 を 検 出 す る
過 程 か ら な る 。 該 プ ロ ー ブ と 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 或 い は そ の 断 片 と の 間 で ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 プ ロ ー ブ は 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
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に 対 し 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 或 る 関 連 し た 実 施 態 様 で 本 法 は 、 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 の 検 出 を 含 み う る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 で 該 プ ロ ー ブ は 、 少 な く と も 約
20、 30、 40、 60、 80、 又 は 100の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ま た 更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 サ ン プ ル 中 に 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 で あ っ て
該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が (ａ )SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｃ )(ａ )に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｄ )(ｂ )に 相 補 的 な ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び (ｅ )(ａ )～ (ｄ )の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 提
供 す る 。 検 出 方 法 は 、 (ａ )ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 を 用 い て 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は
そ の 断 片 を 増 幅 す る 過 程 と 、 (ｂ )該 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 断 片 の 有 無 を
検 出 す る 過 程 か ら な る 。 或 る 関 連 し た 実 施 態 様 で 本 法 は 、 該 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 又 は そ の 断 片 の 量 の 検 出 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 或 る 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド と 薬 物 と し て 許 容 し 得 る 或 る 賦 形 剤 と か ら
な る 、 或 る 組 成 物 を 提 供 す る 。 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群
か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら
選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 及 び (ｄ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 一 実 施 様
態 で は 、 組 成 物 は SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 他
の 実 施 様 態 は 、 機 能 的 SECPの 発 現 の 低 下 又 は 異 常 発 現 に 関 連 す る 疾 患 や 症 状 の 治 療 方 法 を
提 供 し 、 そ の よ う な 治 療 の 必 要 な 患 者 に こ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少
な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID NO:
1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 及 び
(ｄ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫
原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認 す る
た め に 、 或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 (ａ )
該 ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る サ ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、 (ｂ )サ ン プ ル 中 の ア ゴ ニ ス
ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 か ら な る 。 別 の 実 施 態 様 は 、 こ の 方 法 で 同 定 し た ア ゴ ニ ス ト 化 合 物
と 許 容 さ れ る 医 薬 用 賦 形 剤 と を 有 す る 、 或 る 組 成 物 を 提 供 す る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 機
能 的 SECPの 発 現 の 低 下 を 伴 う 疾 患 や 症 状 の 治 療 を 要 す る 患 者 へ の 、 こ の 組 成 物 の 投 与 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま た 更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配
列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と
の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID
 NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、
及 び (ｄ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の
免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を
確 認 す る た め に 、 或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
は 、 (ａ )該 ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る サ ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、 (ｂ )サ ン プ ル 中 の
ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 か ら な る 。 別 の 実 施 態 様 は 、 こ の 方 法 で 同 定 し た ア ン
タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 許 容 さ れ る 医 薬 用 賦 形 剤 と を 有 す る 、 或 る 組 成 物 を 提 供 す る 。 ま た 別
の 実 施 態 様 は 、 機 能 的 SECPの 過 剰 発 現 を 伴 う 疾 患 や 症 状 の 治 療 を 要 す る 患 者 へ の 、 該 組 成
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物 の 投 与 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 (a)SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ
ペ プ チ ド 、 (b)SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な く と も 90％ 同
一 で あ る 或 い は 少 な く と も 約 90％ 同 一 で あ る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (c)S
EQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活
性 断 片 、 又 は (ｄ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 (a)ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な 条
件 下 で 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合 す る 過 程 と 、 (b)試 験 化 合 物 と の ポ リ ペ プ チ ド
の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 過 程 と
を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ
プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ
ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 及 び (ｄ )SEQ ID NO:1-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配
列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性
を モ ジ ュ レ ー ト す る 或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 は 、 (ａ )該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に と り 許 容 し 得 る 条 件 下 で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 少 な く と
も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合 す る 過 程 と 、 (ｂ )該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を こ の 試 験 化 合 物 の 存
在 下 で 算 定 す る 過 程 と 、 (ｃ )こ の 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を こ の 試
験 化 合 物 の 不 存 在 下 で の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る 過 程 か ら な り 、 こ の 試 験 化 合 物
の 存 在 下 で の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 変 化 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る
化 合 物 を 標 示 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ま た 更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 持 つ 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 効 果 に 関 し 、 或 る 化 合 物 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 一 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 (ａ )こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る サ
ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 露 す る 過 程 と 、 (ｂ )こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 改 変 を 検
出 す る 過 程 と 、 (ｃ )可 変 量 の こ の 化 合 物 の 存 在 下 で の こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 と
、 こ の 化 合 物 の 不 在 下 で の 発 現 と を 比 較 す る 過 程 と か ら な る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 試 験 化 合 物 の 毒 性 の 算 定 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に は 、 以 下 の 過 程
が あ る 。 (ａ )核 酸 群 を 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 過 程 。 (ｂ )処 理 済 み 生
体 サ ン プ ル の 核 酸 群 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 。 こ の 過 程 に は 、 次 の よ う な プ ロ ー ブ を 用
い る 。 (i)SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 (ii)SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 (iii)(i)に 相 補 的 な 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (iv)(ii)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相
補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (v)(i)～ (iv)の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ２ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る プ ロ ー ブ で あ る 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 記 プ ロ ー ブ と 生 体 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 に
特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 生 じ る 。 上 記 標 的 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 (i)SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ii)SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (iii)(i)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 (iv)(ii)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (v)(i)～ (iv)の RN
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A等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 す る 。 或 い は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 (i)～ (v)か ら
な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 を 持 つ 場 合 が あ る 。 毒 性 の 算 定 方 法 に は
更 に 、 以 下 の 過 程 が あ る 。 (ｃ )ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 定 量 す る 過 程 と 、 (
ｄ )処 理 済 み 生 体 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 、 非 処 理 の 生 体 サ ン
プ ル 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 と 比 較 す る 過 程 で あ る 。 処 理 済 み 生 体 サ ン プ
ル 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 の 差 異 が 、 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
(本 発 明 の 記 載 に つ い て )
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 及 び 方 法 に つ い て 説 明 す る が 、 そ の 前 に 、 説 明 し た 特 定 の
装 置 、 材 料 及 び 方 法 に 本 発 明 の 実 施 態 様 が 限 定 さ れ る も の で は な く 、 修 正 さ れ 得 る こ と を
理 解 さ れ た い 。 ま た 、 こ こ で 使 用 す る 専 門 用 語 は 特 定 の 実 施 態 様 を 説 明 す る 目 的 で 用 い た
も の に 過 ぎ ず 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し た も の で は な い こ と も 併 せ て 理 解 さ
れ た い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 補 足 請 求 及 び 明 細 書 中 で 用 い て い る 単 数 形 の 「 或 る 」 及 び 「 そ の （ こ の ） 」 の 表 記 は 、
文 脈 か ら 明 ら か に そ う で な い と さ れ る 場 合 を 除 い て 複 数 の も の を 指 す 場 合 も あ る こ と に 注
意 さ れ た い 。 し た が っ て 、 例 え ば 「 或 る 宿 主 細 胞 」 と 記 さ れ て い る 場 合 に は そ の よ う な 宿
主 細 胞 が 複 数 あ る こ と も あ り 、 「 或 る 抗 体 」 と 記 さ れ て い る 場 合 に は 1個 以 上 の 抗 体 、 及
び 、 当 業 者 に 公 知 の 抗 体 の 等 価 物 な ど に つ い て も 言 及 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 全 て の 技 術 用 語 及 び 科 学 用 語 は 、 特 に 定 義 さ れ て い る 場 合 を 除 き 、
当 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ て い る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 で 説 明 す る も の と 類 似
或 い は 同 等 の 任 意 の 装 置 、 材 料 及 び 方 法 を 用 い て 本 発 明 の 実 施 又 は 試 験 を 行 う こ と が で き
る が 、 こ こ で は 好 適 な 装 置 、 材 料 、 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 で 言 及 す る 全 て の 刊 行
物 は 、 刊 行 物 中 で 報 告 さ れ て い て 且 つ 本 発 明 の 種 々 の 実 施 態 様 に 関 係 し て 用 い 得 る 、 細 胞
株 、 プ ロ ト コ ル 、 試 薬 及 び ベ ク タ ー に つ い て 説 明 及 び 開 示 す る 目 的 で 引 用 し て い る も の で
あ る 。 本 明 細 書 の い か な る 開 示 内 容 も 、 本 発 明 が 先 行 技 術 の 効 力 に よ っ て こ の よ う な 開 示
に 対 し て 先 行 す る 権 利 を 与 え ら れ て い な い こ と を 認 め る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
（ 定 義 ）
　 用 語 「 SECP」 は 、 天 然 、 合 成 、 半 合 成 或 い は 組 換 え 体 な ど か ら の 、 全 て の 種 （ 特 に ウ シ
、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ネ ズ ミ 、 ウ マ 及 び ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 ） か ら 得 た 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た
SECPの ア ミ ノ 酸 配 列 を 指 す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 SECPの 生 物 学 的 活 性 を 強 化 又 は 模 倣 す る 分 子 を 指 す 。 ア ゴ ニ ス
ト と し て は 、 SECPと 直 接 に 相 互 作 用 、 或 い は SECPが 関 与 す る 生 物 学 的 経 路 の 各 成 分 に 作 用
し て SECPの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 糖 質 、 小 分 子 、 又 は 任 意 の 他 の
化 合 物 や 組 成 物 が あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 「 対 立 遺 伝 子 変 異 体 ／ 変 異 配 列 」 は 、 SECPを コ ー ド す る 、 別 の 形 態 の 遺 伝 子 で あ る 。 対
立 遺 伝 子 変 異 体 群 は 、 核 酸 配 列 に お け る 少 な く と も １ つ の 突 然 変 異 か ら 生 じ 得 る 。 ま た 、
変 容 し た mRNA群 を 生 じ 得 る 。 ま た 、 こ の 変 異 体 が 生 じ 得 る ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 又 は 機 能 は
、 変 容 す る こ と も し な い こ と も あ る 。 或 る 遺 伝 子 は 、 そ の 天 然 型 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 全
く 持 た な い 場 合 も あ り 、 １ 個 以 上 持 つ こ と も あ る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 生 じ さ せ る 通 常 の
変 異 性 変 化 は 一 般 に 、 ヌ ク レ オ チ ド の 自 然 な 欠 失 、 付 加 又 は 置 換 に よ る 。 こ れ ら 各 種 の 変
化 は 、 単 独 で 或 い は 他 の 変 化 と 共 に 、 或 る 配 列 内 で １ 回 以 上 、 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 SECPを コ ー ド す る 「 変 容 し た ／ 改 変 さ れ た 」 核 酸 配 列 と し て は 、 様 々 な ヌ ク レ オ チ ド の
欠 失 、 挿 入 、 或 い は 置 換 が あ り な が ら 、 SECPと 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は SECPの 機 能 特 性
の 少 な く と も １ つ を 備 え る ポ リ ペ プ チ ド を も た ら す 配 列 も あ る 。 こ の 定 義 に は 、 SECPを コ
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ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に と り 正 常 な 染 色 体 の 遺 伝 子 座 で は な い 位 置 で の 、 ア レ ル 変 異
配 列 群 と の 不 適 当 或 い は 予 期 し な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 み 、 ま た 、 SECPを コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 或 る 特 定 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て 容 易 に 検 出 可 能 な
或 い は 検 出 困 難 な 多 型 性 を も 含 む 。 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 も 「 変 容 す る ／ 改 変 さ れ る 」
こ と が あ り 、 ま た 、 サ イ レ ン ト 変 化 を 生 じ た 結 果 、 機 能 的 に 等 価 な SECPと な る よ う な 、 ア
ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 挿 入 又 は 置 換 を 持 ち 得 る 。 意 図 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 生 物 学 的 或 い は
免 疫 学 的 に SECPの 活 性 が 保 持 さ れ る 範 囲 で 、 残 基 の 、 極 性 、 電 荷 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 親 水
性 、 及 び ／ 又 は 両 親 媒 性 、 に つ い て の １ つ 以 上 の 類 似 性 に 基 づ い て 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 負
の 荷 電 ア ミ ノ 酸 に は ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 が あ り 、 正 の 荷 電 ア ミ ノ 酸 に は リ ジ
ン 及 び ア ル ギ ニ ン が あ り う る 。 親 水 性 値 が 近 似 し た 極 性 無 電 荷 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 と し て
は 、 ア ス パ ラ ギ ン と グ ル タ ミ ン 、 及 び セ リ ン と ト レ オ ニ ン を 含 み う る 。 親 水 性 値 が 近 似 し
た 無 電 荷 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 と し て は 、 ロ イ シ ン と イ ソ ロ イ シ ン と バ リ ン 、 グ リ シ ン と ア
ラ ニ ン 、 及 び フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と チ ロ シ ン を 含 み う る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 用 語 「 ア ミ ノ 酸 」 及 び 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 タ ン パ ク 質 配 列 、 或 い は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 を 指 し 、 天 然 分 子 又 は 合 成 分 子 を 指 し
得 る 。 こ こ で 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 天 然 の タ ン パ ク 質 分 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 指 す も の で あ り
、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 及 び 類 似 の 語 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 列 挙 し た タ ン パ ク 質 分 子 に 関 連 す
る 完 全 な 本 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 限 定 し よ う と す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 「 増 幅 」 は 、 或 る 核 酸 配 列 の 付 加 的 複 製 物 を 作 製 す る 行 為 に 関 す る 。 増 幅 に は 、 当 該 分
野 で 公 知 の 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)技 術 又 は 他 の 核 酸 増 幅 技 術 を 用 い う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 SECPの 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 或 い は 減 弱 す る 分 子 を 指 す 。 ア
ン タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 SECPと 直 接 相 互 作 用 す る こ と 、 或 い は SECPが 関 与 す る 生 物 学 的 経
路 の 各 成 分 に 作 用 す る こ と に よ っ て SECPの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 、 抗 体 な ど の タ ン パ ク
質 、 anticalin、 核 酸 、 糖 質 、 小 分 子 、 又 は 任 意 の 他 の 化 合 物 や 組 成 物 が あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 「 抗 体 」 の 語 は 、 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る こ と が で き る 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 や そ
の 断 片 、 例 え ば Fab,、 F(ab')2 及 び Fv断 片 を 指 す 。 SECPポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 は 、
免 疫 抗 原 と し て 、 無 傷 の ポ リ ペ プ チ ド 群 を 用 い て 、 又 は 、 当 該 の 小 ペ プ チ ド 群 を 持 つ 断 片
群 を 用 い て 作 製 可 能 で あ る 。 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ な ど の 動 物 を 免 疫 化 す る た め に 用 い
る ポ リ ペ プ チ ド 又 は オ リ ゴ ペ プ チ ド の 由 来 は 、 RNAの 翻 訳 の 場 合 や 、 又 は 化 学 合 成 が あ り
得 る 。 ま た 、 そ れ ら は 所 望 に よ り 、 担 体 タ ン パ ク 質 に 抱 合 し 得 る 。 通 常 用 い ら れ る 担 体 で
あ っ て ペ プ チ ド と 化 学 結 合 す る 担 体 の 例 は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 、 及
び 、 ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） な ど が あ る 。 結 合 し た こ の ペ プ チ ド は 、 前 記 動 物
を 免 疫 化 す る た め に 用 い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 「 抗 原 決 定 基 」 の 語 は 、 特 定 の 抗 体 と 接 触 す る 、 分 子 の 領 域 （ 即 ち エ ピ ト ー プ ） を 指 す
。 タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 断 片 を 用 い て 宿 主 動 物 を 免 疫 化 す る 場 合 、 該 タ ン パ ク 質 の 多
数 の 領 域 が 、 抗 原 決 定 基 （ タ ン パ ク 質 の 特 定 の 領 域 又 は ３ 次 元 構 造 ） に 特 異 結 合 す る 抗 体
の 産 生 を 誘 発 し 得 る 。 抗 原 決 定 基 は 、 或 る 抗 体 へ の 結 合 に つ い て 、 無 傷 の 抗 原 （ す な わ ち
免 疫 応 答 を 引 き 出 す た め に 用 い ら れ る 免 疫 原 ） と 競 合 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 用 語 「 ア プ タ マ ー 」 は 、 特 定 の 分 子 標 的 に 結 合 す る 核 酸 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 指 す
。 ア プ タ マ ー は で の 進 化 プ ロ セ ス に 由 来 す る （ 例 え ば 、 SELEX（ Systematic Evol
ution of Ligands by EXponential Enrichmentの 略 、 試 験 管 内 選 択 法 ） 、 米 国 特 許 第 5,27
0,163号 に 記 述 ） 。 こ れ は 、 大 規 模 な コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ 群 か ら 標 的 特 異 的 ア プ
タ マ ー 配 列 を 選 択 す る プ ロ セ ス で あ る 。 ア プ タ マ ー の 組 成 は 二 本 鎖 又 は 一 本 鎖 で あ り 、 デ
オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 又 は 他 の ヌ ク レ オ チ ド
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様 分 子 を 含 み 得 る 。 ア プ タ マ ー の 各 ヌ ク レ オ チ ド 成 分 は 修 飾 さ れ た 糖 基 を 持 つ こ と が あ り
（ 例 え ば 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 2'-OH基 は 2'-F又 は 2'-NH 2 に よ っ て 置 換 さ れ 得 る ） 、 こ れ
は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ へ の 抵 抗 性 又 は 血 中 で の よ り 長 い 寿 命 な ど 、 所 望 の 特 性 を 向 上 し 得 る 。
ア プ タ マ ー を 他 の 分 子 (例 え ば 高 分 子 量 キ ャ リ ア )と 抱 合 さ せ る こ と に よ り 、 循 環 系 か ら の
こ の ア プ タ マ ー の ク リ ア ラ ン ス を 遅 ら せ 得 る 。 ア プ タ マ ー は 、 た と え ば 架 橋 剤 の 光 活 性 化
に よ っ て 各 々 の 同 族 リ ガ ン ド と 特 異 的 に 架 橋 さ せ う る （ Brody, E.N.及 び L. Gold (2000) 
J. Biotechnol. 74:5-13） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 「 intramer」 の 用 語 は で 発 現 さ れ る ア プ タ マ ー を 意 味 す る 例 え ば 、 ワ ク シ ニ ア
ウ イ ル ス に 基 づ く 或 る RNA発 現 系 を 用 い て 、 白 血 球 の 細 胞 質 内 で 特 定 の RNAア プ タ マ ー 類 が
高 レ ベ ル に 発 現 さ れ て い る （ Blind, M.他 (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:3606-3
610） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 「 ス ピ ー ゲ ル マ ー （ spiegelmer） 」 の 語 は Ｌ -Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｌ -Ｒ Ｎ Ａ そ の 他 の 左 旋 性 ヌ ク レ
オ チ ド 誘 導 体 又 は ヌ ク レ オ チ ド 様 分 子 を 含 む ア プ タ マ ー を 指 す 。 左 旋 性 ヌ ク レ オ チ ド 群 を
持 つ ア プ タ マ ー 類 は 、 右 旋 性 ヌ ク レ オ チ ド 群 を 持 つ 基 質 に 通 常 は 作 用 す る 、 天 然 酵 素 類 に
よ る 分 解 に 耐 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 用 語 「 ア ン チ セ ン ス 」 は 、 或 る 特 定 の 核 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 「 セ ン ス 」
（ コ ー デ ィ ン グ ） 鎖 と の 塩 基 対 を 形 成 し 得 る 任 意 の 組 成 物 を 指 す 。 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 と
し て は 、 DNAや 、 RNAや 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） や 、 修 飾 さ れ た 主 鎖 結 合 た と え ば ホ ス ホ ロ
チ オ 酸 、 メ チ ル ホ ス ホ ン 酸 又 は ベ ン ジ ル ホ ス ホ ン 酸 な ど を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や 、
修 飾 さ れ た 糖 基 た と え ば 2'-メ ト キ シ エ チ ル 糖 又 は 2'-メ ト キ シ エ ト キ シ 糖 な ど を 有 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や 、 或 い は 修 飾 さ れ た 塩 基 た と え ば 5-メ チ ル シ ト シ ン 、 2'-デ オ キ シ ウ
ラ シ ル 又 は 7-デ ア ザ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン な ど を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が あ り 得 る
。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 化 学 合 成 又 は 転 写 な ど 、 任 意 の 方 法 で 製 造 す る こ と が で き る 。 相
補 的 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 細 胞 に 導 入 さ れ る と 、 細 胞 が 産 生 し た 天 然 核 酸 配 列 と の 塩 基 対
を 形 成 し 二 重 鎖 を 形 成 し て 転 写 又 は 翻 訳 を 妨 害 す る 。 「 負 」 又 は 「 マ イ ナ ス 」 と い う 表 現
は 、 あ る 参 考 DNA分 子 の ア ン チ セ ン ス 鎖 を 意 味 し 、 「 正 」 又 は 「 プ ラ ス 」 と い う 表 現 は 、
あ る 参 考 DNA分 子 の セ ン ス 鎖 を 意 味 し う る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 「 生 物 学 的 に 活 性 」 の 語 は 、 天 然 分 子 の 構 造 的 機 能 、 調 節 機 能 又 は 生 化 学 的 機 能 を 有 す
る タ ン パ ク 質 を 指 す 。 同 様 に 、 「 免 疫 学 的 に 活 性 」 又 は 「 免 疫 原 性 」 は 、 天 然 、 組 換 え 体
、 又 は 合 成 の SECP又 は そ れ ら の 任 意 の オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 適 当 な 動 物 或 い は 細 胞 の 特 定 の
免 疫 応 答 を 誘 発 し て 特 定 の 抗 体 と 結 合 す る 能 力 を 指 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 「 相 補 (的 )」 又 は 「 相 補 性 」 の 語 は 、 塩 基 対 形 成 に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 2つ の 一 本
鎖 核 酸 の 間 の 関 係 を 指 す 。 例 え ば 、 配 列 「 5'A-G-T3'」 は 、 相 補 配 列 「 3'T-C-A5'」 と 対 を
形 成 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 「 ～ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む （ 持 つ ） 組 成 物 」 又 は 「 ～ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む （ 持 つ
） 組 成 物 」 は 、 所 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド を 持 つ 、 任 意 の 組 成 物
を 指 す 。 こ の 組 成 物 に は 、 乾 燥 製 剤 又 は 水 溶 液 が 含 ま れ 得 る 。 SECPを コ ー ド 又 は SECPの 断
片 群 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 有 す る 組 成 物 類 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ
ー ブ と し て 使 用 し 得 る 。 こ れ ら プ ロ ー ブ は 、 凍 結 乾 燥 形 態 で 貯 蔵 で き 、 ま た 、 糖 質 な ど の
安 定 化 剤 と 結 合 さ せ 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て は 、 塩 (例 え ば NaCl)、 界 面 活
性 剤 (例 え ば ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ； SDS)及 び 他 の 成 分 (例 え ば デ ン ハ ー ト 液 、 粉 乳 、 サ
ケ 精 子 DNAな ど )を 有 す る 水 溶 液 中 に 、 プ ロ ー ブ を 分 散 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 「 コ ン セ ン サ ス 配 列 」 は 、 不 要 な 塩 基 を 分 離 す る た め に DNA配 列 の 解 析 を 繰 り 返 し 行 い
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、 XL-PCRキ ッ ト （ PE Biosystems,Foster City CA） を 用 い て ５ '及 び ／ 又 は ３ 'の 方 向 に 伸
長 さ れ 、 再 度 シ ー ク エ ン シ ン グ さ れ た 核 酸 配 列 、 又 は GELVIEW 断 片 ア セ ン ブ リ シ ス テ ム （
Accelrys, Burlington MA） 又 は Phrap (University of Washington, Seattle WA)等 の 断
片 ア セ ン ブ リ 用 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て １ つ 或 い は そ れ 以 上 の オ ー バ ー ラ ッ プ
す る cDNAや EST、 又 は ゲ ノ ム DNA断 片 か ら ア セ ン ブ リ さ れ た 核 酸 配 列 を 指 す 。 伸 長 及 び ア セ
ン ブ リ の 両 方 を 行 っ て コ ン セ ン サ ス 配 列 を 作 製 す る 配 列 も あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 「 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 置 換 が な さ れ た 時 に 元 の タ ン パ ク 質 の 特 性 を 殆 ど 損 な わ
な い と 予 測 さ れ る よ う な 置 換 、 即 ち タ ン パ ク 質 の 構 造 と 特 に 機 能 が 保 存 さ れ 、 そ の よ う な
置 換 に よ る 大 き な 変 化 が な い 置 換 を 指 す 。 下 表 は 、 タ ン パ ク 質 中 で 元 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 可
能 で 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 と 認 め ら れ る ア ミ ノ 酸 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 で は 通 常 、 (a)置 換 領 域 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の バ ッ ク ボ ー ン 構 造 、
例 え ば β シ ー ト や α 螺 旋 構 造 、 (b)置 換 部 位 に お け る 分 子 の 電 荷 又 は 疎 水 性 、 及 び ／ 又 は (
c)側 鎖 の 大 部 分 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 「 欠 失 」 は 、 結 果 的 に １ 個 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 又 は ヌ ク レ オ チ ド が 失 わ れ て な
く な る よ う な ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る 変 化 を 指 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 「 誘 導 体 」 の 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学 修 飾 を 指 す 。 例 え ば 、 ア
ル キ ル 基 、 ア シ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 又 は ア ミ ノ 基 に よ る 水 素 の 置 換 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 化 学 修 飾 に 含 ま れ 得 る 。 誘 導 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 天 然 分 子 の 生 物 学 的 又 は 免 疫 学
的 機 能 を 少 な く と も １ つ は 保 持 し て い る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 誘 導 体 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 次 の よ う な プ ロ セ ス に よ っ て 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 す な わ ち 、 グ リ コ シ ル
化 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 （ pegylation） 、 或 い は 任 意 の 同 様 な プ ロ セ ス で あ っ て 、
誘 導 元 の ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ の 生 物 学 的 若 し く は 免 疫 学 的 機 能 を 保 持 す る プ ロ
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セ ス で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 「 検 出 可 能 な 標 識 」 は 、 測 定 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る こ と が で き 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
又 は ポ リ ペ プ チ ド に 共 有 結 合 又 は 非 共 有 結 合 す る よ う な レ ポ ー タ ー 分 子 又 は 酵 素 を 指 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 「 差 次 的 発 現 」 は 少 な く と も 2つ の 異 な っ た サ ン プ ル を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 め ら れ
る 、 増 加 （ 上 方 調 節 ） 、 或 い は 減 少 （ 下 方 調 節 ） 、 又 は 遺 伝 子 発 現 又 は タ ン パ ク 発 現 の 欠
損 を 指 す 。 こ の よ う な 比 較 は 例 え ば 、 処 理 済 サ ン プ ル と 不 処 理 サ ン プ ル 、 又 は 病 態 サ ン プ
ル と 健 常 サ ン プ ル と の 間 で 行 わ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 「 エ キ ソ ン シ ャ フ リ ン グ 」 は 、 異 な る コ ー ド 領 域 （ エ キ ソ ン ） の 組 換 え を 意 味 す る 。 或
る エ キ ソ ン は 、 コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の １ つ の 構 造 的 又 は 機 能 的 ド メ イ ン を 意 味 し 得 る た
め 、 安 定 し た 下 部 構 造 群 の 新 た な 組 み 合 わ せ に よ っ て 新 規 の タ ン パ ク 質 群 を ア セ ン ブ リ す
る こ と が 可 能 で あ り 、 新 た な タ ン パ ク 質 機 能 の 進 化 を 促 進 で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 用 語 「 断 片 」 は 、 SECPの 又 は SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 固 有 の 部 分 で あ っ て
、 そ の 親 配 列 （ parent sequence） と 配 列 は 同 一 で あ り 得 る が 親 配 列 よ り 長 さ が 短 い も の
を 指 す 。 或 る 断 片 は 、 最 長 で 定 義 さ れ た 配 列 の 全 長 か ら １ ヌ ク レ オ チ ド ／ ア ミ ノ 酸 残 基 を
差 し 引 い た 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 或 る 断 片 は 、 約 5～ 約 1000の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 又
は ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 し 得 る 。 プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 抗 原 、 治 療 用 分 子 と し て 、 或 い は そ
の 他 の 目 的 の た め に 用 い ら れ る 断 片 は 、 少 な く と も 5、 10、 15、 16、 20、 25、 30、 40、 50
、 60、 75、 100、 150、 250若 し く は 500の 、 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 或 い は ア ミ ノ 酸 残 基 の 長
さ で あ り 得 る 。 断 片 は 、 或 る 分 子 の 特 定 領 域 か ら 優 先 的 に 選 択 し 得 る 。 例 え ば 、 或 る ポ リ
ペ プ チ ド 断 片 は 、 定 義 さ れ た 或 る 配 列 内 に 見 ら れ る よ う な 或 る ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の ２ ５
０ 又 は ５ ０ ０ ア ミ ノ 酸 （ 又 は 最 初 の ２ ５ ％ 又 は ５ ０ ％ ） か ら 選 択 し た 、 或 る 長 さ の 連 続 し
た ア ミ ノ 酸 を 持 ち 得 る 。 こ れ ら の 長 さ は 明 ら か に 例 と し て 挙 げ て い る も の で あ り 、 本 発 明
の 実 施 態 様 で は 、 配 列 表 、 表 及 び 図 面 を 含 む 本 明 細 書 が 支 持 す る 任 意 の 長 さ で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 SEQ ID NO:33-64の 断 片 は 、 例 え ば 、 こ の 断 片 を 得 た ゲ ノ ム 内 の 他 の 配 列 と は 異 な る 、 S
EQ ID NO:33-64を 特 異 的 に 同 定 す る 固 有 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 を 持 ち う る 。 SEQ 
ID NO:33-64の 或 る 断 片 を 本 発 明 の 方 法 の １ つ 以 上 の 実 施 態 様 、 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 及 び 増 幅 技 術 に 、 又 は SEQ ID NO:33-64を 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 区 別 す る 類 似
の 方 法 に 用 い 得 る 。 SEQ ID NO:33-64の 断 片 の 正 確 な 長 さ 及 び 断 片 に 対 応 す る SEQ ID NO:3
3-64の 領 域 は 、 断 片 に 対 す る 意 図 し た 目 的 に 基 づ き 当 業 者 が 慣 例 的 に 決 定 す る こ と が 可 能
で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 SEQ ID NO:1-32の 或 る 断 片 は 、 SEQ ID NO:33-64の 或 る 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 SEQ
 ID NO:1-32の 或 る 断 片 は 、 SEQ ID NO:1-32を 特 異 的 に 同 定 す る 固 有 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 領
域 を 持 ち 得 る 。 例 え ば SEQ ID NO:1-32の 或 る 断 片 を 、 SEQ ID NO:1-32を 特 異 的 に 認 識 す る
抗 体 の 開 発 に お け る 免 疫 原 性 ペ プ チ ド と し て 用 い 得 る 。 SEQ ID NO:1-32の 或 る 断 片 の 正 確
な 長 さ は 、 ま た 、 こ の 断 片 が 対 応 す る SEQ ID NO:1-32の 領 域 は 、 そ の 断 片 に 意 図 す る 目 的
に 基 づ き 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 、 又 は 当 分 野 で 既 知 の １ つ 以 上 の 分 析 法 で 判 定 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 「 完 全 長 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 、 少 な く と も １ つ の 翻 訳 開 始 コ ド ン （ 例 え ば メ チ オ ニ
ン ） と 、 そ れ に 続 く １ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 及 び 翻 訳 終 止 コ ド ン を 有 す る 配 列 で
あ る 。 或 る 「 完 全 長 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 或 る 「 完 全 長 」 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー
ド す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 「 相 同 性 」 の 語 は 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列
の 配 列 類 似 性 、 選 択 性 、 又 は 配 列 同 一 性 を 意 味 す る 。
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【 ０ １ ０ ６ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 適 用 さ れ る 「 一 致 率 」 又 は 「 ～ ％ 同 一 」 の 語 は 、 標 準 化 さ れ た
ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 少 な く と も ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
間 で 一 致 す る 同 一 残 基 の 割 合 を 意 味 す る 。 標 準 化 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 2配 列 間 の ア ラ イ ン メ
ン ト を 最 適 化 す る た め 、 標 準 化 さ れ た 再 現 性 の あ る 方 法 で 比 較 対 象 の 2配 列 内 に ギ ャ ッ プ
群 を 挿 入 し 得 る の で 、 2つ の 配 列 を よ り 有 意 に 比 較 で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 (同 一 性 )を 判 定 す る に は 、 当 分 野 で 既 知 の 、 又 は 本 明
細 書 に 記 載 の 、 １ つ 以 上 の コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム 又 は プ ロ グ ラ ム を 用 い 得 る 。 例 え ば
一 致 率 を 判 定 す る に は 、 MEGALIGN version 3.12e配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム に 組 込 ま
れ て い る よ う な CLUSTAL Vア ル ゴ リ ズ ム の 、 デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ 群 を 用 い 得 る 。 こ の
プ ロ グ ラ ム は 、 LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ (一 組 の 分 子 生 物 学 的 分 析 プ ロ グ ラ ム )(
DNASTAR, Madison WI)の 一 部 で あ る 。 CLUSTAL Vは 、 Higgins, D.G.及 び P.M. Sharp (1989
; CABIOS 5:151-153)、 並 び に Higgins, D.G.他 (1992; CABIOS 8:189-191)に 記 載 が あ る 。
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ２ つ １ 組 で ア ラ イ ン メ ン ト す る 際 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ は 、 Kt
uple=2、 gap penalty=5、 window=4、 「 diagonals saved」 =4と 設 定 す る 。 デ フ ォ ル ト と し
て 「 重 み づ け さ れ た 」 残 基 の 重 み づ け 表 を 選 択 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 或 い は 、 米 国 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー (NCBI)の Basic Local Alignment Se
arch Tool(BLAST)が 、 一 般 的 に 用 い ら れ 且 つ 入 手 自 由 な 用 い 得 る 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 一
式 を 提 供 し て い る (Altschul, S.F.他 （ 1990） J. Mol. Biol. 215:403-410） 。 BLASTア ル
ゴ リ ズ ム は 幾 つ か の 情 報 源 か ら 入 手 可 能 で あ り 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ベ セ ス ダ に あ る NCBI及 び
イ ン タ ー ネ ッ ト （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） か ら も 入 手 可 能 で あ る 。 BLAST
ソ フ ト ウ ェ ア 一 式 に は 様 々 な 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム が 含 ま れ て お り 、 既 知 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 種 々 の デ ー タ ベ ー ス か ら 得 た 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ア ラ イ ン メ ン ト す る 「
blastn」 も そ の １ つ で あ る 。 そ の 他 に も 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ペ ア ワ イ ズ で 直 接 比
較 す る た め に 用 い る 「 BLAST 2 Sequences」 と 称 さ れ る ツ ー ル も 利 用 可 能 で あ る 。 「 BLAST
 2 Sequences」 は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.htmlに ア ク セ ス し て 、 対 話
形 式 で 利 用 が で き る 。 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル は 、 blastn 及 び  blastp（ 以 下 に 記
載 ） の 両 方 に 用 い る こ と が で き る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 一 般 的 に は 、 ギ ャ ッ プ (gap)な ど
の パ ラ メ ー タ を デ フ ォ ル ト 設 定 に セ ッ ト し て 用 い る 。 例 え ば 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
比 較 す る に は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2
.0.12（ 2000年 4月 21日 ） を 用 い て blastnを 実 行 し 得 る 。 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ の 設 定 例 を
以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 Matrix: BLOSUM62
　 Reward for match: 1
　 Penalty for mismatch: -2
　 Open Gap: 5 and Extension Gap: 2 penalties
　 Gap x drop-off: 50
　 Expect: 10
　 Word Size: 11
　 Filter: on
【 ０ １ １ ０ 】
　 一 致 率 は 、 あ る 定 義 さ れ た 配 列 の 全 長 （ 例 え ば 特 定 の SEQ IDナ ン バ ー で 定 義 さ れ た 配 列
） に つ い て 測 定 し 得 る 。 或 い は 、 よ り 短 い 長 さ 、 例 え ば 、 定 義 さ れ た 、 よ り 大 き な 配 列 か
ら 得 ら れ た 断 片 （ 例 え ば 少 な く と も 20、 30、 40、 50、 70、 100又 は 200の 連 続 し た ヌ ク レ オ
チ ド の 断 片 ） の 長 さ に つ い て 一 致 率 を 測 定 し て も よ い 。 こ こ に 挙 げ た 長 さ は 単 な る 例 示 的
な も の に 過 ぎ ず 、 表 、 図 及 び 配 列 表 を 含 め た 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 配 列 が 支 持 す る 任 意 の
断 片 長 を 用 い て 、 一 致 率 を 測 定 し 得 る 或 る 長 さ を 説 明 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。
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【 ０ １ １ １ 】
　 高 度 の 同 一 性 を 示 さ な い 核 酸 配 列 が 、 そ れ に も か か わ ら ず 遺 伝 暗 号 の 縮 重 が 原 因 で 、 類
似 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 場 合 が あ る 。 こ の 縮 重 を 利 用 し て 核 酸 配 列 内 で 変 化 を 生 じ
さ せ て 、 全 て の 核 酸 配 列 が 実 質 上 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る よ う な 多 数 の 核 酸 配 列 を
生 成 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 用 い ら れ る 用 語 「 一 致 率 」 又 は 「 一 致 性 ％ 」 と は 、 標 準 化 さ れ た ア
ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 一 致 す る 同 じ
残 基 の 百 分 率 の こ と で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 は 公 知 で あ る 。 保 存
的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 考 慮 す る ア ラ イ ン メ ン ト 方 法 も あ る 。 既 に 詳 述 し た こ の よ う な 保 存 的 置
換 は 通 常 、 置 換 部 位 の 電 荷 及 び 疎 水 性 を 保 存 す る の で 、 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 を （ し た が っ
て 機 能 も ） 保 存 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 用 い ら れ る 用 語 「 類 似 率 」 又 は 「 類 似 性 ％ 」 と
は 、 標 準 化 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配
列 間 の 同 じ 残 基 の 一 致 及 び 保 存 的 置 換 を 含 む 残 基 の 一 致 率 を 意 味 す る 。 一 方 、 保 存 的 置 換
は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 の 計 算 に は 含 ま れ な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 は 、 MEGALIGN version 3.12e配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ
ム に 組 込 ま れ て い る よ う な CLUSTAL Vア ル ゴ リ ズ ム の デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ を 用 い て 決
定 で き る （ 既 に 説 明 し た の で そ れ を 参 照 さ れ た い ） 。 CLUSTAL Vを 用 い て ポ リ ペ プ チ ド 配
列 を ペ ア ワ イ ズ ア ラ イ ン メ ン ト す る 際 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ は 、 Ktuple=1、 gap penalt
y=3、 window=5、 「 diagonals saved」 =5と 設 定 さ れ る 。 PAM250マ ト リ ク ス が 、 デ フ ォ ル ト
の 残 基 重 み 付 け 表 と し て 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 或 い は 、 NCBI BLASTソ フ ト ウ ェ ア 一 式 を 用 い 得 る 。 例 え ば 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を
ペ ア ワ イ ズ で 比 較 す る 場 合 、 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.12（ 2000年 4月 21
日 ） の blastpを デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し て 用 い 得 る 。 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ の 設 定
例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 Matrix: BLOSUM62
　 Open Gap: 11 and Extension Gap: 1 penalties
　 Gap x drop-off: 50
　 Expect: 10
　 Word Size: 3
　 Filter: on
【 ０ １ １ ６ 】
　 一 致 率 は 、 あ る 定 義 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 全 長 （ 例 え ば 特 定 の SEQ IDナ ン バ ー で 定
義 さ れ た 配 列 ） に つ い て 測 定 し 得 る 。 或 い は 、 よ り 短 い 長 さ 、 例 え ば 、 定 義 さ れ た 、 よ り
大 き な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら 得 た 断 片 （ 例 え ば 少 な く と も 15、 20、 30、 40、 50、 70、 又 は
150の 連 続 し た 残 基 の 断 片 ） の 長 さ に つ い て 一 致 率 を 測 定 し う る 。 こ こ に 挙 げ た 長 さ は 単
な る 例 示 的 な も の に 過 ぎ ず 、 表 、 図 及 び 配 列 表 を 含 め た 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 配 列 が 支 持
す る 任 意 の 断 片 長 を 用 い て 、 一 致 率 を 測 定 し 得 る 或 る 長 さ を 説 明 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た
い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 「 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 」 は 、 約 ６ kb（ キ ロ ベ ー ス ） ～ １ ０ Mbの サ イ ズ の DNA配 列 を 含
み 得 る 、 染 色 体 の 複 製 、 分 離 及 び 維 持 に 必 要 な 全 て の 要 素 を 含 む 直 鎖 状 の 微 小 染 色 体 で あ
る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 用 語 「 ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 も と の 結 合 能 力 を 保 持 し つ つ よ り ヒ ト の 抗 体 に 似 せ る た め に 、
非 抗 原 結 合 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 え ら れ た 抗 体 分 子 を 指 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
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　 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と は 、 所 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 あ る 一 本
鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が あ る 相 補 的 な 一 本 鎖 と 塩 基 対 を 形 成 す る ア ニ ー リ ン グ の プ ロ セ ス で
あ る 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 2つ の 核 酸 配 列 が 高 い 相 補 性 を 共 有 す る こ と の
指 標 で あ る 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 許 容 さ れ る ア ニ ー リ ン グ 条 件 下 で 形
成 さ れ 、 １ 回 以 上 の 「 洗 浄 」 ス テ ッ プ 後 も ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た ま ま で あ る 。 洗 浄 ス テ ッ
プ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ セ ス の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 決 定 す る 際 に 特 に 重 要 で
あ り 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で は 、 非 特 異 結 合 （ す な わ ち 完 全 に は 一 致 し な い 核 酸
鎖 対 間 の 結 合 ） が 減 少 す る 。 核 酸 配 列 の ア ニ ー リ ン グ に 関 す る 許 容 条 件 は 、 当 業 者 が 慣 例
的 に 決 定 で き る 。 ア ニ ー ル 条 件 は ど の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 で も 一 定 で あ り 得 る が
、 洗 浄 条 件 は 、 所 望 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、 し た が っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 異 性 を
得 る よ う に 、 実 験 ご と に 変 更 し 得 る 。 ア ニ ー リ ン グ が 許 容 さ れ る 条 件 は 、 例 え ば 、 温 度 が
６ ８ ℃ で 、 約 ６ × SSC、 約 １ ％ （ w/v） の SDS、 並 び に 約 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の せ ん 断 し て 変
性 し た サ ケ 精 子 DNAが 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 一 般 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 或 る 程 度 、 洗 浄 ス テ ッ プ を 実
行 す る 温 度 を 基 準 に し て 表 す こ と が で き る 。 こ の よ う な 洗 浄 温 度 は 通 常 、 所 定 の イ オ ン 強
度 及 び pHに お け る 特 定 の 配 列 の 融 点 （ Tm） よ り 約 ５ ～ ２ ０ ℃ 低 く な る よ う に 選 択 す る 。 こ
の Tmは 、 所 定 の イ オ ン 強 度 及 び pHの 条 件 下 で 、 完 全 一 致 プ ロ ー ブ に 標 的 配 列 の ５ ０ ％ が ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る 。 Tmを 計 算 す る 式 及 び 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は
よ く 知 ら れ て お り 、 Sambrook, J. 及 び  D.W. Russell（ 2001、  :

, 第 ３ 版 , 1-3巻 , Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor NY, 
9章 ） 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は
、 約 ０ ． ２ x SSC及 び 約 0.１ ％ の SDSの 存 在 下 で 、 約 ６ ８ ℃ で １ 時 間 の 洗 浄 過 程 を 含 む 。 別
法 で は 、 約 ６ ５ ℃ 、 ６ ０ ℃ 、 ５ ５ ℃ 、 又 は ４ ２ ℃ の 温 度 で 行 う 。 SSC濃 度 は 、 約 ０ .１ ％ の
SDS存 在 下 で 、 約 ０ .１ ～ ２ × SSCの 範 囲 で 変 更 し 得 る 。 通 常 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を 用 い て
非 特 異 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 阻 止 す る 。 こ の よ う な ブ ロ ッ キ ン グ 剤 に は 、 例 え ば 、 約
１ ０ ０ ～ ２ ０ ０ μ g/mlの 、 せ ん 断 し た 変 性 サ ケ 精 子 DNAが あ る 。 特 定 条 件 下 で 、 例 え ば RNA
と DNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 有 機 溶 剤 、 例 え ば 約 ３ ５ ～ ５ ０ ％ v/vの 濃 度 の ホ ル
ム ア ミ ド を 用 い る こ と も で き る 。 洗 浄 条 件 の 有 用 な バ リ エ ー シ ョ ン は 、 当 業 者 に は 自 明 で
あ ろ う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 特 に 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で は 、 ヌ ク レ オ チ
ド 間 の 進 化 的 な 類 似 性 を 示 唆 し 得 る 。 進 化 的 類 似 性 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 群 、 及 び ヌ ク レ オ チ
ド が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド 群 に つ い て 、 或 る 同 様 の 役 割 を 強 く 示 唆 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 」 は 、 相 補 的 な 塩 基 間 の 水 素 結 合 の 形 成 に よ っ て
形 成 さ れ た 、 ２ つ の 核 酸 配 列 の 複 合 体 を 指 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、 溶 解 状
態 で 形 成 し 得 る (C 0 t又 は R 0 t解 析 な ど )。 或 い は 、 一 方 の 核 酸 が 溶 解 状 態 で 存 在 し 、 も う 一
方 の 核 酸 が 固 体 支 持 体 (例 え ば 紙 、 膜 、 フ ィ ル タ ー 、 チ ッ プ 、 ピ ン 又 は ガ ラ ス ス ラ イ ド 、
或 い は 他 の 適 切 な 基 板 で あ っ て 細 胞 若 し く は そ の 核 酸 が 固 定 さ れ る 基 板 )に 固 定 さ れ て い
る よ う な ２ つ の 核 酸 間 に 形 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 用 語 「 挿 入 」 或 い は 「 付 加 」 は 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 或 い は ヌ ク レ オ チ ド が そ れ ぞ
れ 追 加 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 或 い は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 化 を 指 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 「 免 疫 応 答 」 は 、 炎 症 、 外 傷 、 免 疫 異 常 症 、 伝 染 性 疾 患 又 は 遺 伝 性 疾 患 に 関 連 す る 症 状
を 指 し 得 る 。 こ れ ら の 症 状 は 、 細 胞 及 び 全 身 の 防 御 系 に 作 用 し 得 る 種 々 の 因 子 、 例 え ば サ
イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 そ の 他 の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
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　 「 免 疫 原 性 断 片 」 は 、 生 物 （ 例 え ば 哺 乳 類 ） に 導 入 す る と 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ し 得 る 、
SECPの ポ リ ペ プ チ ド 断 片 又 は オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 を 指 す 。 用 語 「 免 疫 原 性 断 片 」 は ま た 、
本 明 細 書 で 開 示 す る 又 は 当 分 野 で 周 知 の あ ら ゆ る 抗 体 生 産 方 法 に 有 用 な 、 SECPの 任 意 の ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 又 は オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 を も 指 す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 用 語 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 は 、 基 板 上 の 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 又
は そ の 他 の 化 合 物 の 構 成 を 指 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 用 語 「 エ レ メ ン ト 」 又 は 「 ア レ イ エ レ メ ン ト 」 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 固 有 の 指 定 さ れ
た 位 置 を 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 又 は そ の 他 の 化 合 物 を 指 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 用 語 「 モ ジ ュ レ ー ト 」 又 は 「 活 性 を 調 節 」 は 、 SECPの 活 性 を 変 化 さ せ る こ と を 指 す 。 例
え ば 、 モ ジ ュ レ ー ト に よ っ て 、 SECPの タ ン パ ク 質 活 性 の 増 減 が 、 或 い は 、 結 合 特 性 又 は そ
の 他 の 、 生 物 学 的 特 性 、 機 能 的 特 性 或 い は 免 疫 学 的 特 性 の 変 化 が 生 じ 得 る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 「 核 酸 」 及 び 「 核 酸 配 列 」 の 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 又 は こ れ ら の 断 片 を 指 す 。 「 核 酸 」 及 び 「 核 酸 配 列 」 の 語 は ま た 、 ゲ ノ ム 起 源 又 は 合
成 起 源 の DNA又 は RNAで あ っ て 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 で あ る か 或 い は セ ン ス 鎖 又 は ア ン チ セ ン ス
鎖 を 意 味 し 得 る よ う な DNA又 は RNAや 、 ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)や 、 任 意 の DNA様 又 は RNA様 物 質
を 指 す こ と も あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 「 機 能 的 に 連 結 し た 」 は 、 第 １ の 核 酸 配 列 と 第 ２ の 核 酸 配 列 が 機 能 的 な 関 係 に あ る 状 態
を 指 す 。 例 え ば 、 或 る プ ロ モ ー タ ー が 或 る コ ー ド 配 列 の 転 写 又 は 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 場 合
に は 、 そ の プ ロ モ ー タ ー は そ の コ ー ド 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し て い る 。 機 能 的 に 連 結 し た DN
A配 列 群 は 非 常 に 近 接 す る か 連 続 的 に 隣 接 す る こ と が あ り 、 ま た 、 2つ の タ ン パ ク 質 コ ー ド
領 域 を 結 合 す る た め に 必 要 な 場 合 は 同 一 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 「 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） 」 は 、 末 端 が リ ジ ン で 終 わ る ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド の バ ッ ク
ボ ー ン に 結 合 し た 、 少 な く と も 約 ５ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ア
ン チ セ ン ス 分 子 又 は 抗 遺 伝 子 剤 を 指 す 。 末 端 の リ ジ ン は 、 こ の 組 成 に 溶 解 性 を 与 え る 。 PN
Aは 、 相 補 的 一 本 鎖 DNA又 は RNAに 優 先 的 に 結 合 し て 転 写 の 伸 長 を 停 止 さ せ る 。 ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル 化 す る こ と に よ り 、 細 胞 に お け る PNAの 寿 命 を 延 長 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 SECPの 「 翻 訳 後 修 飾 」 と し て は 、 脂 質 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ア セ チ ル 化 、 ラ セ
ミ 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 、 及 び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 修 飾 を 含 み 得 る 。 こ れ ら の プ ロ
セ ス は 、 合 成 的 或 い は 生 化 学 的 に 生 じ 得 る 。 生 化 学 的 修 飾 は 、 SECPの 酵 素 環 境 に 依 存 し 、
細 胞 の 種 類 に よ っ て 異 な る こ と と な る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 同 一 核 酸 、 対 立 遺 伝 子 核 酸 、 又 は 関 連 核 酸 の 検 出 に 用 い る 、 SECPや
そ れ ら の 相 補 配 列 、 又 は そ れ ら の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 を 指 す 。 プ ロ ー ブ は 、 単 離 さ れ た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 検 出 可 能 な 標 識 又 は レ ポ ー タ ー 分 子
に 接 着 し た 配 列 で あ る 。 典 型 的 な 標 識 に は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 リ ガ ン ド 、 化 学 発 光 剤 、 及
び 酵 素 が あ る 。 「 プ ラ イ マ ー 」 は 、 短 い 核 酸 、 通 常 は DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 相
補 的 塩 基 対 を 形 成 す る こ と で 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ア ニ ー リ ン グ さ れ 得 る 。 プ ラ イ マ ー
は 次 に 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 に よ り 、 標 的 DNA鎖 に 沿 っ て 伸 長 さ れ 得 る 。 プ ラ イ マ ー 対 は
、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ る 、 核 酸 の 増 幅 (及 び 同 定 )に 用 い 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 に 用 い る プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー は 通 常 、 既 知 の 配 列 の 、 少 な く と も 15の 連 続 し
た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 。 特 異 性 を 高 め る た め 、 長 め の プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー 、 例 え
ば 開 示 し た 核 酸 配 列 の 少 な く と も ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ８ ０ 、 ９
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０ 、 １ ０ ０ 又 は 少 な く と も １ ５ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら な る よ う な プ ロ ー ブ 及 び プ
ラ イ マ ー も 用 い 得 る 。 こ れ よ り も か な り 長 い プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー も あ る 。 表 、 図 面 及
び 配 列 表 を 含 む 本 明 細 書 が 支 持 す る 、 任 意 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド を 用 い 得 る も の と 理 解 さ
れ た い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー の 調 製 及 び 使 用 方 法 に つ い て は 、 Sambrook, J. 及 び  D.W. Rus
sell (2001; , 第 3版 , 1-3巻 , Cold Spring Har
bor Press, Cold Spring Harbor NY） 、 Ausubel, F.M. 他 (1999; 

, 第 4版 , John Wiley & Sons, New York NY),及 び Innis, M.他 （ 1990; 
, Academic Press, San Diego CA

） な ど の 参 照 文 献 に 記 載 が あ る 。 PCRプ ラ イ マ ー 対 を 既 知 の 配 列 か ら 得 る に は 、 例 え ば 、
そ の た め の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば Primer（ Version 0.5, 1991, Whitehead Ins
titute for Biomedical Research, Cambridge MA） を 用 い 得 る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 プ ラ イ マ ー と し て 用 い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 は 、 そ の よ う な 目 的 の た め に 本 技 術
分 野 で 既 知 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 行 う 。 例 え ば OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア は 、 最 大 で 各 １
０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の PCRプ ラ イ マ ー 対 の 選 択 に 有 用 で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 、 最
大 ５ ,０ ０ ０ ま で の 大 き め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 最 大 ３ ２ キ ロ ベ ー ス の イ ン プ ッ ト
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 得 た 配 列 を 分 析 す る の に も 有 用 で あ る 。 類 似 の プ ラ イ マ ー 選 択
プ ロ グ ラ ム に は 、 拡 張 能 力 の た め の 追 加 機 能 が 組 込 ま れ て い る 。 例 え ば 、 PrimOUプ ラ イ マ
ー 選 択 プ ロ グ ラ ム (テ キ サ ス 州 ダ ラ ス に あ る テ キ サ ス 大 学 南 西 部 医 療 セ ン タ ー の ゲ ノ ム セ
ン タ ー か ら 一 般 向 け に 入 手 可 能 )は 、 メ ガ ベ ー ス 配 列 か ら 特 定 の プ ラ イ マ ー を 選 択 す る こ
と が 可 能 で あ り 、 し た が っ て ゲ ノ ム 全 体 の 範 囲 で プ ラ イ マ ー を 設 計 す る の に 有 用 で あ る 。
Primer3プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム （ Whitehead Institute/MIT Center for Genome Resea
rch（ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ ） よ り 入 手 可 能 ） に よ っ て 、 ユ ー ザ ー は 、 プ ラ イ
マ ー 結 合 部 位 と し て 避 け た い 配 列 を 指 定 で き る 「 非 プ ラ イ ミ ン グ ラ イ ブ ラ リ （ mispriming
 libｒ ary） 」 を 入 力 で き る 。 Primer3は 特 に 、 マ イ ク ロ ア レ イ の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 選 択 に 有 用 で あ る (後 二 者 の プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム の ソ ー ス コ ー ド は 、 そ れ ぞ れ
の 情 報 源 か ら 得 て ユ ー ザ ー 固 有 の ニ ー ズ を 満 た す よ う に 修 正 し 得 る )。 PrimerGenプ ロ グ ラ
ム （ 英 国 ケ ン ブ リ ッ ジ 市 の 英 国 ヒ ト ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ プ ロ ジ ェ ク ト -リ ソ ー ス セ ン タ ー か
ら 一 般 向 け に 入 手 可 能 ） は 、 多 数 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、
そ れ に よ っ て 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 核 酸 配 列 の 最 大 保 存 領 域 又 は 最 小 保 存 領 域 の い ず れ
か と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な プ ラ イ マ ー の 選 択 を 可 能 に す る 。 従 っ て 、 こ の プ ロ グ ラ ム
は 、 独 自 の も の で あ れ 保 存 さ れ た も の で あ れ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断
片 と の 同 定 に 有 用 で あ る 。 上 記 選 択 方 法 の い ず れ か に よ っ て 同 定 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に お い て 、 例 え ば PCR又 は シ
ー ク エ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー と し て 、 マ イ ク ロ ア レ イ エ レ メ ン ト と し て 、 或 い は 核 酸 の サ ン
プ ル に お い て 完 全 又 は 部 分 的 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る 特 異 プ ロ ー ブ と し て 有 用
で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 方 法 は 、 上 記 の 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に お け る 「 組 換 え 核 酸 」 は 天 然 の 配 列 で は な く 、 ２ つ 以 上 の 配 列 の 離 れ た セ グ
メ ン ト を 人 工 的 に 組 み 合 わ せ た 核 酸 で あ る 。 こ の 人 為 的 組 み 合 わ せ は し ば し ば 化 学 合 成 に
よ っ て 達 成 す る が 、 よ り 一 般 的 に は 核 酸 の 単 離 セ グ メ ン ト の 人 為 的 操 作 に よ っ て 、 例 え ば
Sambrookと Russellの 文 献 (前 出 )に 記 載 さ れ て い る よ う な 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ っ て 達 成
す る 。 組 換 え 核 酸 の 語 は 、 単 に 核 酸 の 一 部 が 付 加 、 置 換 又 は 欠 失 に よ り 改 変 さ れ た 核 酸 も
含 む 。 し ば し ば 組 換 え 核 酸 に は 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し た 核 酸 配 列 が 含 ま れ
る 。 こ の よ う な 組 換 え 核 酸 は 、 例 え ば あ る 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 さ れ る ベ ク タ ー
の 一 部 と 成 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 或 い は こ の よ う な 組 換 え 核 酸 は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 一 部 と 成 す こ と が で き 、 ベ ク タ ー
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は 例 え ば ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 基 づ く も の で あ り 得 る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 哺 乳 類 に 接
種 さ れ 、 そ の 組 換 え 核 酸 が 発 現 さ れ て 、 そ の 哺 乳 類 内 で 防 御 免 疫 応 答 を 誘 導 す る よ う に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 「 調 節 因 子 」 は 、 通 常 は 遺 伝 子 の 非 翻 訳 領 域 に 由 来 す る 核 酸 配 列 で あ り 、 エ ン ハ ン サ ー
、 プ ロ モ ー タ ー 、 イ ン ト ロ ン 及 び ５ '及 び ３ 'の 非 翻 訳 領 域 （ UTR） を 含 む 。 調 節 エ レ メ ン
ト は 、 転 写 、 翻 訳 又 は RNA安 定 性 を 制 御 す る 宿 主 タ ン パ ク 質 又 は ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 と 相
互 作 用 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 は 、 核 酸 、 ア ミ ノ 酸 又 は 抗 体 の 標 識 に 用 い ら れ る 化 学 的 又 は 生 化 学
的 な 部 分 で あ る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 に は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、 色 原 体
、 基 質 、 補 助 因 子 、 阻 害 因 子 、 磁 気 粒 子 及 び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 成 分 が あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 DNA分 子 に 対 す る 「 RNA等 価 物 」 は 、 基 準 と な る DNA分 子 と 同 じ 直 鎖 の 核 酸 配 列 か ら 構 成
さ れ る が 、 全 て の 窒 素 性 塩 基 の チ ミ ン が ウ ラ シ ル で 置 換 さ れ 、 糖 鎖 の バ ッ ク ボ ー ン が デ オ
キ シ リ ボ ー ス で は な く リ ボ ー ス か ら な る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 用 語 「 サ ン プ ル 」 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ て い る 。 SECPを コ ー ド す る 核 酸 若 し
く は そ の 断 片 、 又 は SECP自 体 を 含 む 疑 い の あ る サ ン プ ル は 、 体 液 や 、 細 胞 、 染 色 体 、 細 胞
小 器 官 又 は 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 膜 か ら の 抽 出 物 や 、 細 胞 や 、 溶 解 し て い る か 基 板 に 結 合 し
て い る ゲ ノ ム DNA、 RNA又 は cDNAや 、 組 織 や 、 組 織 プ リ ン ト 等 か ら 構 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 用 語 「 特 異 的 結 合 」 及 び 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 は 、 タ ン パ ク 質 若 し く は ペ プ チ ド と 、 ア
ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 小 分 子 、 若 し く は 任 意 の 天 然 若 し く は 合 成 の 結 合 組 成
物 と の 間 の 相 互 作 用 を 指 す 。 こ の 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 の 特 定 の 構 造 (例 え ば 抗 原 決 定
基 す な わ ち エ ピ ト ー プ )で あ っ て 結 合 分 子 が 認 識 す る 構 造 の 有 無 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 抗
体 が エ ピ ト ー プ 「 Ａ 」 に 対 し て 特 異 的 で あ る 場 合 、 遊 離 し た 標 識 Ａ 及 び そ の 抗 体 を 含 む 反
応 に お い て 、 エ ピ ト ー プ Ａ （ つ ま り 遊 離 し た 、 標 識 さ れ て い な い Ａ ） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
の 存 在 が 、 抗 体 に 結 合 す る 標 識 さ れ た Ａ の 量 を 低 減 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 用 語 「 実 質 的 に 精 製 さ れ た 」 は 、 自 然 の 環 境 か ら 取 り 除 か れ て か ら 、 単 離 或 い は 分 離 さ
れ た 核 酸 配 列 或 い は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 自 然 に 結 合 し て い る 組 成 物 が 少 な く と も 約 ６
０ ％ 除 去 さ れ た も の で あ り 、 好 ま し く は 約 ７ ５ ％ 以 上 の 除 去 、 最 も 好 ま し く は 約 ９ ０ ％ 以
上 除 去 さ れ た も の を 指 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 「 置 換 」 と は 、 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド を そ れ ぞ れ 別 の ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク
レ オ チ ド に 置 き 換 え る こ と で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 用 語 「 基 板 」 は 、 任 意 の 好 適 な 固 体 或 い は 半 固 体 の 支 持 物 を 指 し 、 膜 及 び フ ィ ル タ ー 、
チ ッ プ 、 ス ラ イ ド 、 ウ エ ハ 、 フ ァ イ バ ー 、 磁 気 又 は 非 磁 気 ビ ー ズ 、 ゲ ル 、 チ ュ ー ブ 、 プ レ
ー ト 、 ポ リ マ ー 、 微 小 粒 子 、 毛 細 管 が 含 ま れ る 。 基 板 は 、 ウ ェ ル 、 溝 、 ピ ン 、 チ ャ ネ ル 、
孔 な ど 、 様 々 な 表 面 形 態 を 有 す る こ と が で き 、 基 板 表 面 に は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や ポ リ ペ プ
チ ド が 結 合 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 「 転 写 イ メ ー ジ (transcript image)」 又 は 「 発 現 プ ロ フ ァ イ ル （ プ ロ フ ィ ー ル ） 」 は 、
所 定 条 件 下 で の 所 定 時 間 に お け る 特 定 の 細 胞 の 種 類 又 は 組 織 に よ る 集 合 的 遺 伝 子 発 現 の パ
タ ー ン を 指 す 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 「 形 質 転 換 (transformation)」 と は 、 外 来 DNAが 受 容 細 胞 に 導 入 さ れ る プ ロ セ ス の こ と
で あ る 。 形 質 転 換 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 に 従 っ て 自 然 条 件 又 は 人 工 条 件 下 で 生
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じ 得 る も の で あ り 、 外 来 性 の 核 酸 配 列 を 原 核 宿 主 細 胞 又 は 真 核 宿 主 細 胞 に 挿 入 す る 、 任 意
の 既 知 の 方 法 を 基 に し 得 る 。 形 質 転 換 の 方 法 は 、 形 質 転 換 す る 宿 主 細 胞 の 種 類 に よ っ て 選
択 す る 。 限 定 す る も の で は な い が 形 質 転 換 方 法 に は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 或 い は ウ イ ル ス
感 染 、 電 気 穿 孔 法 （ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ） 、 熱 シ ョ ッ ク 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 及 び 微 粒
子 銃 を 用 い る 方 法 が あ る 。 「 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 」 に は 、 導 入 さ れ た DNAが 自 律 的 に 複 製
す る プ ラ ス ミ ド と し て 或 い は 宿 主 染 色 体 の 一 部 と し て 複 製 可 能 で あ る 安 定 的 に 形 質 転 換 さ
れ た 細 胞 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 限 ら れ た 時 間 に 一 過 的 に 導 入 DNA若 し く は 導 入 RNAを 発 現 す
る 細 胞 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 こ こ で 用 い る 「 遺 伝 形 質 転 換 生 物 体 (transgenic organism)」 と は 任 意 の 生 物 体 で あ り
、 限 定 す る も の で は な い が 動 植 物 を 含 み 、 生 物 体 の １ 個 以 上 の 細 胞 が 、 ヒ ト の 関 与 に よ っ
て 、 例 え ば 本 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク (transgenic)技 術 に よ っ て
導 入 さ れ た 異 種 核 酸 を 有 す る 。 核 酸 の 細 胞 へ の 導 入 は 、 直 接 又 は 間 接 的 に 、 細 胞 の 前 駆 物
質 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 計 画 的 な 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 、 例 え ば 微 量 注 射 法 に よ っ て 或
い は 組 換 え ウ イ ル ス で の 感 染 に よ っ て 行 う 。 別 の 実 施 態 様 で 核 酸 の 導 入 は 、 組 換 え ウ イ ル
ス ベ ク タ ー 、 例 え ば レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 感 染 さ せ て 成 し 得 る  (Lois, C. 他 (2002) 
Science 295:868-872)。 遺 伝 子 操 作 の 語 は 、 古 典 的 な 交 雑 育 種 或 い は 体 外 受 精 を 指 す も の
で は な く 、 組 換 え DNA分 子 の 導 入 を 指 す 。 本 発 明 に 基 づ い て 企 図 さ れ る 遺 伝 形 質 転 換 生 物
に は 、 細 菌 、 藍 藻 、 真 菌 、 及 び 動 植 物 が あ る 。 本 発 明 の 単 離 さ れ た DNAは 、 本 技 術 分 野 で
知 ら れ て い る 方 法 、 例 え ば 感 染 、 形 質 移 入 、 形 質 転 換 又 は ト ラ ン ス 接 合 に よ っ て 宿 主 に 導
入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の DNAを こ の よ う な 生 物 体 に 移 入 す る 技 術 は よ く 知 ら れ て お
り 、 前 出 の Sambrook と Russell(前 出 )な ど の 文 献 で 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 特 定 の 核 酸 配 列 の 「 変 異 体 」 は 、 核 酸 配 列 １ 本 全 部 の 長 さ に 対 し て 特 定 の 核 酸 配 列 と 少
な く と も ４ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 核 酸 配 列 で あ る と 定 義 す る 。  そ の 際 、 デ フ ォ ル ト パ ラ
メ ー タ に 設 定 し た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.9（ 1999年 5月 7日 ） を 用 い て
blastnを 実 行 す る 。 こ の よ う な 核 酸 対 は 、 所 定 の 長 さ に 対 し て 、 例 え ば 少 な く と も ５ ０ ％
、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％
、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 示 し 得 る 。 或 る 変 異 体 は
、 例 え ば 「 対 立 遺 伝 子 」 変 異 体 （ 前 述 ） 、 「 ス プ ラ イ ス 」 変 異 体 、 「 種 」 変 異 体 又 は 「 多
型 性 」 変 異 体 と し て 記 載 し 得 る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 参 照 分 子 と の 顕 著 な 同 一 性 を 有 し 得
る が 、 mRNAプ ロ セ シ ン グ 中 の エ キ ソ ン 群 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 通 常 、 よ り 多 数
又 は よ り 少 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と に な る 。 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 追 加 機 能 ド
メ イ ン 群 を 有 す る か 、 或 い は 参 照 分 子 に は 存 在 す る ド メ イ ン 群 が 欠 落 し て い る こ と が あ る
。 種 変 異 体 は 、 種 に よ っ て 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 結 果 的 に 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド
は 通 常 、 相 互 に 有 意 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 持 つ 。 多 型 変 異 体 は 、 或 る 種 の 個 体 間 に お け る 、
或 る 特 定 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 で の 変 異 で あ る 。 多 型 変 異 配 列 は ま た 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の １ つ の ヌ ク レ オ チ ド が 異 な る 「 １ 塩 基 多 型 性 」 （ SNP） も 含 み 得 る 。 SNP
の 存 在 は 、 例 え ば 特 定 の 集 団 、 病 態 又 は 病 態 性 向 を 示 し 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 「 変 異 体 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の １ 本 の 長 さ 全 体 で 特 定 の
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も 40％ の 配 列 相 同 性 又 は 配 列 類 似 性 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 と し て 定 義 さ れ る 。 定 義 づ け に は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し た 「 BLAST 2 
Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.9（ 1999年 5月 7日 ） を 用 い て blastpを 実 行 す る 。 こ の よ う
な ポ リ ペ プ チ ド 対 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 一 方 の 所 定 の 長 さ に 対 し て 、 例 え ば 少 な く と も
５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、
９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 又 は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 又 は 配 列 類 似 性 を 示
し 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
（ 発 明 ）
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　 本 発 明 の 様 々 な 実 施 様 態 は 、 新 規 の ヒ ト 分 泌 タ ン パ ク 質 （ SECP） 及 び 、 SECPを コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ く 。 ま た 、 こ れ ら の 組 成 物 を 利 用 し た 、 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己 免
疫 ／ 炎 症 性 障 害 、 心 血 管 障 害 、 神 経 系 疾 患 、 及 び 発 達 障 害 の 、 診 断 、 治 療 、 又 は 予 防 を 含
む 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 及 び ポ リ ペ プ チ ド 実 施 態 様 の 命 名 の
概 略 で あ る 。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び そ の 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ つ の Incyteプ ロ ジ
ェ ク ト 識 別 番 号 (Incyteプ ロ ジ ェ ク ト ID)に 相 関 す る 。 各 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 識 別 番 号 （ ポ リ ペ プ チ ド SEQ ID NO:） と Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ
ペ プ チ ド ID） に よ っ て 表 示 し た 。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 識 別
番 号 （ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド SEQ ID NO:） と Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン セ ン サ ス 配 列 番 号 （
Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド ID） に よ っ て 表 示 し た 。 列 ６ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と に 対 応 す る 物 理 的 完 全 長 ク ロ ー ン 群 の Incyte ID番 号 を 示 す 。 完 全
長 ク ロ ー ン は 、 列 ３ に 示 す ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も 95%の 配 列 同 一 性 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 表 ２ は 、 GenBankタ ン パ ク 質 (genpept)デ ー タ ベ ー ス と PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス と に 対 す る
BLAST分 析 で 同 定 し た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 群 に 相 同 な 配 列 群 を 示 す 。 列 １ 及 び 列 ２ は
そ れ ぞ れ 、 本 発 明 の 各 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ ポ リ ペ プ チ ド  S
EQ ID NO:） と 、 そ れ に 対 応 す る Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ ペ プ チ ド ID）
を 示 す 。 列 3は 、 最 も 近 い GenBank相 同 体 の GenBank識 別 番 号 (GenBank ID NO:)と 、 最 も 近
い PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 相 同 体 の PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 識 別 番 号 (PROTEOME ID NO:)と を
示 す 。 列 ４ は 、 各 ポ リ ペ プ チ ド と そ の 相 同 体 １ つ 以 上 と の 間 の 一 致 に 関 す る 確 率 ス コ ア を
示 す 。 列 ５ は GenBank及 び PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス の 相 同 体 の 注 釈 を 示 し 、 更 に 該 当 箇 所 に
は 関 連 す る 引 用 文 献 も 示 す 。 こ れ ら す べ て は 特 に こ の 参 照 に よ り 開 示 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 表 ３ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 多 様 な 構 造 的 特 徴 を 示 す 。 列 １ 及 び 列 ２ は そ れ ぞ れ 、
本 発 明 の 各 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ SEQ ID NO:） と 、 そ れ に 対
応 す る Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ ペ プ チ ド ID） を 示 す 。 列 ３ は 、 各 ポ リ ペ
プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 数 を 示 す 。 列 ４ は 潜 在 的 リ ン 酸 化 部 位 を 示 し 、 列 ５ は 潜 在 的 グ リ コ
シ ル 化 部 位 を 示 す が 、 こ れ は GCG配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の MOTIFSプ ロ グ ラ ム (Ac
celrys, Burlington MA)に よ っ て 決 定 さ れ た 。 列 ６ は 、 シ グ ネ チ ャ 配 列 、 ド メ イ ン 、 及 び
モ チ ー フ を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 こ れ に は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 位 置 （ 「 signal_pep
tide」 及 び ／ 又 は 「 signal_cleavage」 と し て 示 す ） を 含 む 。 列 ７ は タ ン パ ク 質 の 構 造 ／
機 能 の 分 析 の た め の 分 析 方 法 を 示 し 、 該 当 箇 所 に は 更 に 、 分 析 方 法 に 用 い た 検 索 可 能 な デ
ー タ ベ ー ス を 示 す 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 表 ２ 及 び ３ は 共 に 、 本 発 明 の 各 々 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 を 要 約 し て お り 、 そ れ ら 特 性 が
、 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 確 立 し て い る 。 例
え ば 、 SEQ ID NO:1は ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 1型 ド メ イ ン 分 子 で あ る 、 マ ウ ス の R-spondin (G
enBank ID g4519541)と 88％ の 同 一 性 を 有 す る こ と が Basic Local Alignment Search Tool
 (BLAST)に よ っ て 示 さ れ た （ 表 ２ 参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 3.8e-132で あ り 、 こ れ は 観
察 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID N
O:1は ま た 、 １ つ の ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン タ イ プ 1ド メ イ ン を も 有 す る が 、  こ れ は 、 隠 れ マ
ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン の PFAMデ ー タ
ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た （ 表 ３ 参 照 ） 。 P値 は 7.5e-3
で あ る 。 SPSCANと HMMER分 析 か ら の デ ー タ は SEQ ID NO:1が 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ る さ ら に 確
証 的 証 拠 を 提 供 す る 。 ま た 他 の 例 と し て 、 SEQ ID NO:8は 、 残 基 M1か ら 残 基 K147ま で 、 マ
ウ ス PNG (ホ ス ホ リ パ ー ゼ C β  3 隣 接 遺 伝 子 ) (GenBank ID g1478205)と ９ ６ ％ 同 一 で あ
る こ と が Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)に よ っ て 示 さ れ た （ 表 ２ 参 照 ） 。 B
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LAST確 率 ス コ ア は 8.4e-73で あ り 、 こ れ は 観 測 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 偶 然 に 得 る 確 率
を 示 す 。 SEQ ID NO:8は ま た 、 １ つ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ C隣 接 ド メ イ ン を 含 む こ と が 、 BLAST_
PRODOM分 析 に よ っ て 確 認 さ れ た 。 SPSCANと HMMER解 析 か ら の デ ー タ は 、 SEQ ID NO： 8が 分
泌 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 す 更 に 確 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。 別 の 実 施 例 に お い て SEQ ID
 NO:20は 、 残 基 M1か ら 残 基 K222ま で が 、 ヒ ト ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 転 写 物 4(GenBank ID g
14424787)に 対 し て 94％ 同 一 で あ る と 、 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)で 判
定 さ れ た （ 表 ２ 参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 1.6e-119で あ り 、 こ れ は 観 察 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:20は 、 細 胞 接 着
に 関 与 す る RGDモ チ ー フ を 持 つ 細 胞 外 タ ン パ ク 質 で あ り 、 リ ン パ 球 に よ っ て 発 現 さ れ 、 ま
た 分 裂 促 進 因 子 活 性 化 T細 胞 と IL-2で 処 理 さ れ た NK細 胞 に お い て 上 方 制 御 さ れ る こ と が 、 P
ROTEOMEデ ー タ ベ ー ス を 用 い た BLAST分 析 に よ っ て 確 認 さ れ た （ 表 ３ 参 照 ） 。 PRODOMデ ー タ
ベ ー ス の BLAST解 析 か ら の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:20が ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 タ ン パ ク 質 で
あ る 、 さ ら に 実 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。 別 の 例 に お い て 、 SEQ ID NO:28 は ヒ ト  my050 タ
ン パ ク 質  (GenBank ID g12002046)と 残 基 M1か ら C121に か け て 99%の 同 一 性 を 有 す る こ と が
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)に よ っ て 決 定 さ れ た （ 表 ２ 参 照 ） 。 BLAST確
率 ス コ ア は 1.4e-65で あ り 、 こ れ は 観 察 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に
得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:28は ま た 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を も 含 む こ と が SPSC
ANに よ っ て 確 認 さ れ た 。 別 の 例 に お い て SEQ ID NO:32は 、 残 基 M1か ら 残 基 R832ま で 、 ヒ ト
の ロ イ シ ン リ ッ チ 神 経 細 胞 タ ン パ ク 質 (GenBank ID g3135309)に 対 し て 99％ が 同 一 で あ る
と 、 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)で 判 定 さ れ た （ 表 ２ 参 照 ） 。 BLAST確 率
ス コ ア は 0で あ り 、 こ れ は 観 察 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る
確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:32は ま た 、 カ ル ポ ニ ン ド メ イ ン 含 有 ロ イ シ ン リ ッ チ 神 経 細
胞 タ ン パ ク 質 で あ る タ ン パ ク 質 と 相 同 性 を 有 す る こ と が PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス を 使 っ た BL
AST解 析 に よ っ て 示 さ れ た 。 SEQ ID NO:32は ま た 、 １ つ の ロ イ シ ン リ ッ チ リ ピ ー ト ド メ イ
ン を 有 す る こ と が 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ
リ ー ド メ イ ン の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た （
表 ３ 参 照 ） 。 BLIMPS、 BLAST, TMHMMER 及 び SPSCAN解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:32 が
分 泌 ロ イ シ ン リ ッ チ 神 経 細 胞 タ ン パ ク 質 で あ る と い う 、 さ ら に 確 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
SEQ ID NO:2-7、 SEQ ID NO:9-19、 SEQ ID NO:21-27、 及 び SEQ ID NO:29-31に つ い て は 、
同 様 の 方 法 で 分 析 し 、 注 釈 を 付 け た 。 SEQ ID NO:１ － 32の 解 析 の た め の ア ル ゴ リ ズ ム 及 び
パ ラ メ ー タ は 表 ７ に 記 述 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 表 ４ に 示 す よ う に 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 は 、 cDNA配 列 又 は ゲ ノ ム DNA由 来
の コ ー ド (エ キ ソ ン )配 列 を 用 い て 、 或 い は こ れ ら ２ 種 類 の 配 列 を 任 意 に 組 み 合 わ せ て ア セ
ン ブ リ し た 。 列 １ は 本 発 明 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 識 別 番 号
（ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド SEQ ID NO） 及 び 対 応 す る Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン セ ン サ ス 配 列
番 号 （ Incyte ID） 、 及 び 塩 基 対 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ を 示 し て い る 。 列 ２ は
、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 の ア セ ン ブ リ に 使 わ れ た ｃ DNA配 列 及 び ／ 又 は ゲ ノ ム
配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 開 始 位 置 （ 5'） と 停 止 位 置 （ 3'） 、 及 び SEQ ID NO:33-64 を 同 定 す る
か 、 又 は SEQ ID NO:33-64と 、 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 区 別 す る 技 術 (例 え ば 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 又 は 増 幅 技 術 )に 有 用 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 の ヌ ク レ オ
チ ド 開 始 位 置 (5')と 終 了 位 置 (3')を 示 す 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 表 ４ の 列 ２ に 記 載 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 特 に 例 え ば 組 織 特 異 的 cDNAラ イ ブ ラ リ
群 や プ ー ル し た cDNAラ イ ブ ラ リ 群 に 由 来 す る Incyte cDNA群 を 指 す 場 合 も あ る 。 或 い は 列
２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ア セ ン ブ リ に 寄 与 し た Ge
nBank cDNA又 は ESTを 指 す 場 合 も あ る 。 さ ら に 、 列 2の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 ENSEMBL
（ The Sanger Centre、 英 国 ケ ン ブ リ ッ ジ ） デ ー タ ベ ー ス か ら 由 来 し た 配 列 （ 即 ち 「 ENST
」 命 名 を 含 む 配 列 ） を 同 定 し 得 る 。 或 い は 、 列 2で 記 述 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 N
CBI RefSeq Nucleotide Sequence Records デ ー タ ベ ー ス か ら 由 来 す る 場 合 も あ り （ 即 ち
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「 NM」 又 は 「 NT」 の 命 名 を 含 む 配 列 ） 、 ま た NCBI RefSeq Protein Sequence Recordsか ら
由 来 す る 場 合 も あ る （ 即 ち 「 NP」 の 命 名 を 含 む 配 列 ） 。 又 は 列 2の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片
は 、 「 エ キ ソ ン ス テ ィ ッ チ ン グ （ exon-stitching） 」 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 結 び 合 わ せ た cD
NA及 び Genscan予 想 エ キ ソ ン の 両 方 の ア セ ン ブ リ 体 を 意 味 す る 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 FL_XX
XXXX_N 1 _N 2 _YYYYY_N 3 _N 4  と 同 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ル ゴ リ ズ ム が 適 用 さ れ る
配 列 の ク ラ ス タ ー の 識 別 番 号 が XXXXXXで あ り 、 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 生 成 さ れ る 予 測 の 番 号
が YYYYY で あ り 、 （ も し 存 在 す れ ば ） N 1 , 2 , 3 . . が 解 析 中 に 手 動 で 編 集 さ れ た 可 能 性 の あ る
特 定 の エ キ ソ ン で あ る よ う な 「 縫 合 さ れ た (stitched)」 配 列 で あ る ( 参 照 )。 又 は
、 列 2の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ （ exon-stretching） 」 ア ル ゴ
リ ズ ム に よ り 結 び 合 わ せ た エ キ ソ ン の ア セ ン ブ リ 体 を 指 す 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 FLXXXXXX
_gAAAAA_gBBBBB_1_Nと し て 同 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 「 ス ト レ ッ チ さ れ た 」 配
列 で あ る 。 XXXXXXは Incyteプ ロ ジ ェ ク ト 識 別 番 号 、 gAAAAAは 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ 」
ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し た ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 の GenBank識 別 番 号 、 gBBBBBは 一 番 近 い GenBankタ
ン パ ク 質 相 同 体 の GenBank識 別 番 号 又 は NCBI RefSeq 識 別 番 号 で あ り 、 Nは 特 定 の エ キ ソ ン
を 指 す （ を 参 照 ） 。 あ る RefSeq配 列 が 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ 」 ア ル ゴ リ ズ ム
の た め の タ ン パ ク 質 相 同 体 と し て 使 用 さ れ た 場 合 で は 、 RefSeq識 別 子 （ 「 NM」 、 「 NP」 、
又 は 「 NT」 に よ っ て 表 さ れ る ） が 、 GenBank識 別 子 （ 即 ち 、 gBBBBB） の 代 わ り に 使 用 さ れ
る 場 合 も あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 或 い は 、 接 頭 コ ー ド は 、 手 動 で 編 集 さ れ た 構 成 配 列 、 ゲ ノ ム DNA配 列 か ら 予 測 さ れ た 構
成 配 列 、 又 は 組 み 合 わ さ れ た 配 列 解 析 方 法 に 由 来 す る 構 成 配 列 を 同 定 す る 。 次 の 表 は 、 構
成 配 列 の 接 頭 コ ー ド と 、 接 頭 コ ー ド に 対 応 す る 配 列 分 析 方 法 の 例 を 列 記 す る （

を 参 照 ） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ １ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 最 終 コ ン セ ン サ ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 す る た め に 、 表 ４ に 示
す よ う な 配 列 の 適 用 範 囲 と 重 複 す る Incyte cDNA適 用 範 囲 が 得 ら れ た が 、 該 当 す る Incyte 
cDNA識 別 番 号 は 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 表 ５ は 、 Incyte cDNA配 列 を 用 い て ア セ ン ブ リ さ れ た 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の た め の
代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ を 示 し て い る 。 代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ と は Incyte cDNAラ イ ブ
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ラ リ で あ り 、 こ れ は 、 最 も 頻 繁 に は Incyte cDNA配 列 群 に よ っ て 代 表 さ れ る が 、 こ れ ら 配
列 は 、 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ア セ ン ブ リ 及 び 確 認 す る た め に 用 い ら れ た 。 cDNAラ イ ブ ラ
リ を 作 製 す る た め に 用 い た 組 織 及 び ベ ク タ ー を 表 ５ に 示 し 、 表 ６ で 説 明 し て い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 SECPの 変 異 体 も 含 む 。 SECPの 変 異 体 の 種 々 の 実 施 例 は 、 SECPア ミ ノ 酸 配
列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 80％ 、 少 な く と も 約 90％ 、 或 い は 、 少 な く と も 約 95％ の ア ミ ノ
酸 配 列 同 一 性 を 有 し 、 SECPの 機 能 的 又 は 構 造 的 特 徴 を 少 な く と も １ つ 含 み 得 る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 種 々 の 実 施 態 様 は ま た 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 特 定 の 実 施 例 に お
い て 、 本 発 明 は 、 SECPを コ ー ド す る SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 し た 配 列 を 含 む
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 配 列 表 に 示 し た SEQ ID NO:33-64の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
は 、 窒 素 系 塩 基 の チ ミ ン が ウ ラ シ ル に 置 換 さ れ 、 糖 鎖 の バ ッ ク ボ ー ン が デ オ キ シ リ ボ ー ス
で は な く リ ボ ー ス か ら な る 等 価 RNA配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 群 を 含 む 。 詳 細 に は 、 こ の
よ う な 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 、 少 な く と も
約 70％ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 、 或 い は 少 な く と も 約 85％ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
同 一 性 、 更 に は 少 な く と も 約 95％ も の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 持 つ こ と と な る 。 本
発 明 の 或 る 実 施 態 様 で は 、 SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 と 少 な く
と も 約 70％ 、 或 い は 少 な く と も 約 85％ 、 又 は 少 な く と も 約 95％ も の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
同 一 性 を 有 す る よ う な SEQ ID NO:33-64か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 変 異 配 列 を 含 む 。 上 記 の 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 は 、 SECPの 機 能
的 若 し く は 構 造 的 特 徴 を 少 な く と も １ つ 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 得 る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 さ ら に 、 或 い は 別 法 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 体 は 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る 。 或 る ス プ ラ イ ス 変 異 体 は SECPを コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド と の 顕 著 な 配 列 同 一 性 を 持 つ 部 分 (複 数 )を 有 し 得 る が 、 mRNAプ ロ セ ッ シ ン グ
中 の エ キ ソ ン 群 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 生 ず る 、 配 列 の 数 ブ ロ ッ ク の 付 加 又 は 欠
失 に よ り 、 通 常 、 よ り 多 数 又 は よ り 少 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と に な る 。 或 る ス
プ ラ イ ス 変 異 体 に は 、 約 70％ 未 満 、 又 は 約 60％ 未 満 、 或 い は 約 50％ 未 満 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 同 一 性 が 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 で 全 長 に 渡 っ て 見 ら れ る が 、
こ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 幾 つ か の 部 分 に は 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 各 部 と
の 、 少 な く と も 約 70％ 、 或 い は 少 な く と も 約 85％ 、 又 は 少 な く と も 約 95％ 、 な お 又 は 100
％ の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と と な る 。 例 え ば 、 SEQ ID NO:36 の 配 列
を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び SEQ ID NO:37の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 互 い に ス プ ラ
イ ス 変 異 体 で あ り 、 ま た SEQ ID NO:55 の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と SEQ ID NO:59の
配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 互 い に ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る 。 上 記 の ス プ ラ イ ス 変 異 体
は 何 れ も 、 SECPの 機 能 的 或 い は 構 造 的 特 徴 の 少 な く と も １ つ を 有 す る 或 る ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド し 得 る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り 作 り 出 さ れ 得 る SECPを コ ー ド す る 種 々 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
は 、 自 然 発 生 す る 任 意 の 既 知 の 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 最 小 の 類 似 性 し か 有 し な
い も の も 含 ま れ る こ と を 、 当 業 者 は 理 解 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 本 発 明 に は 、 可 能 コ ド
ン 選 択 に 基 づ く 組 み 合 わ せ の 選 択 に よ っ て 産 出 し 得 る あ ら ゆ る 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の バ リ エ ー シ ョ ン を 企 図 す る 。 こ れ ら の 組 み 合 わ せ は 、 天 然 の SECPの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に 適 用 さ れ る 標 準 的 な ト リ プ レ ッ ト 遺 伝 暗 号 を 基 に 作 ら れ 、 全 て の そ の よ う な 変 異 が
明 確 に 開 示 さ れ て い る と み な す 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 SECPと そ の 変 異 体 と を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 に 、 好 適 に 選 択 さ れ た ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 天 然 SECPの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ る が 、 非 天
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然 コ ド ン 群 を 含 め る な ど の 実 質 的 に 異 な る コ ド ン 使 用 を 有 す る SECP或 い は そ の 誘 導 体 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 り 出 す こ と は 、 有 益 で あ り 得 る 。 宿 主 が 特 定 コ ド ン を 利 用
す る 頻 度 に 基 づ き 、 特 定 の 真 核 宿 主 又 は 原 核 宿 主 に 発 生 す る ペ プ チ ド の 発 現 率 を 高 め る よ
う コ ド ン を 選 択 し 得 る 。 コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 え な い で 、 SECP及 び そ の 誘 導 体 を
コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 実 質 的 に 変 更 す る 他 の 理 由 は 、 天 然 の 配 列 か ら 作 ら れ る 転
写 物 よ り 例 え ば 長 い 半 減 期 な ど 好 ま し い 特 性 を 備 え る RNA転 写 物 を 作 る こ と に あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 に は ま た 、 SECP と そ の 誘 導 体 と を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 又 は そ れ ら
の 断 片 の 、 完 全 に 合 成 化 学 に よ る 作 製 も 含 む 。 作 製 後 、 当 分 野 で 周 知 の 試 薬 を 用 い て 、 こ
の 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 任 意 の 様 々 な 入 手 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー 及 び 細 胞 系 中 に 挿 入 し 得
る 。 更 に 、 合 成 化 学 を 用 い て SECP又 は そ の 任 意 の 断 片 を コ ー ド す る 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 突 然 変 異 を 誘 導 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 実 施 態 様 に は 、 種 々 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 請 求 項 に 記 載 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 特 に 、 SEQ ID NO:33-64に 示 す 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び そ れ ら の 断
片 群 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 が 含 ま れ る (Wahl, G.M.及 び S.L. Berger
 (1987) Methods Enzymol.152:399-407、 Kimmel, A.R.(1987)Methods Enzymol.152:507-5
11） 。   ア ニ ー リ ン グ 及 び 洗 浄 条 件 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 、 「 定 義 」 に
記 載 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ の 方 法 は 当 分 野 で は 周 知 で あ り 、 本 発 明 の い ず れ の 実 施 態 様 に も
、 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 方 法 を 用 い 得 る 。 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 方 法 に は 酵 素 を 用 い 得 る 。
例 え ば DNAポ リ メ ラ ー ゼ １ の ク レ ノ ウ 断 片 、 SEQUENASE（ US Biochemical, Cleveland OH）
、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Applied Biosystems） 、 熱 安 定 性 T7ポ リ メ ラ ー ゼ （ Amersham Biosci
ences, Piscataway NJ） を 用 い 得 る 。 或 い は 、 例 え ば ELONGASE増 幅 シ ス テ ム （ Invitrogen
, Carlsbad CA） に お い て 見 ら れ る よ う に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ と 校 正 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ と を
併 用 し 得 る 。 好 適 に は 、 MICROLAB2200液 体 転 移 シ ス テ ム （ Hamilton, Reno, NV） 、 PTC200
サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research, Watertown MA） 及 び ABI CATALYST 800サ ー マ ル サ イ
ク ラ ー （ Applied Biosystems） な ど の 装 置 を 用 い て 配 列 の 準 備 を 自 動 化 す る 。 次 に 、 ABI 
373 或 い は  377 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Applied Biosystems） 、 MEGABACE 1000 
DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Amersham Biosciences） 又 は 当 分 野 で 周 知 の 他 の 方 法 を
用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 う 。 結 果 と し て 得 ら れ た 配 列 を 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 種
々 の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 分 析 す る (Ausubel 他 、 前 出 、 第 7章 ; Meyers, R.A. (1995) 

, Wiley VCH, New York NY、 856-853ペ ー ジ )。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 当 分 野 で 周 知 の 、 PCR法 を ベ ー ス に し た 種 々 の 方 法 と 、 部 分 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 利
用 し て 、 SECPを コ ー ド す る 核 酸 を 伸 長 し 、 プ ロ モ ー タ ー や 調 節 エ レ メ ン ト な ど 、 上 流 に あ
る 配 列 を 検 出 し 得 る 。 例 え ば 、 使 用 し 得 る 方 法 の １ つ で あ る 制 限 部 位 PCR法 は 、 ユ ニ バ ー
サ ル プ ラ イ マ ー 及 び ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 内 の ゲ ノ ム DNA
か ら 未 知 の 配 列 を 増 幅 す る 方 法 で あ る （ Sarkar, G. (1993) PCR Methods Applic 2:318-3
22） 。 別 の 方 法 に イ ン バ ー ス PCR法 が あ り 、 こ れ は 多 岐 の 方 向 に 伸 長 す る プ ラ イ マ ー 群 を
用 い て 、 環 状 化 し た 鋳 型 か ら 未 知 の 配 列 を 増 幅 す る 方 法 で あ る 。 鋳 型 は 、 或 る 既 知 の ゲ ノ
ム 遺 伝 子 座 及 び そ の 周 辺 の 配 列 群 か ら な る 制 限 酵 素 断 片 群 か ら 得 る (Triglia, T.他 (1988)
 Nucleic Acids Res.16:8186)。   第 ３ の 方 法 と し て キ ャ プ チ ャ PCR法 が あ り 、 こ れ に は ヒ
ト 及 び 酵 母 人 工 染 色 体 DNAの 既 知 の 配 列 群 に 隣 接 す る DNA断 片 群 を PCR増 幅 す る 方 法 を 含 む (
Lagerstrom, M.他 (1991) PCR Methods Applic.1:111119)。   こ の 方 法 で は 、 PCRを 行 う 前
に 、 複 数 の 制 限 酵 素 の 消 化 及 び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 用 い 、 未 知 の 配 列 領 域 内 に 組 換 え 二
本 鎖 配 列 を 挿 入 し 得 る 。 未 知 の 配 列 群 を 検 索 す る た め に 用 い 得 る 、 他 の 複 数 の 方 法 も 当 分
野 で 既 知 で あ る （ 例 え ば Parker, J.D.他 (1991) Nucleic Acids Res.19:30553060） 。
【 ０ １ ７ ３ 】
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　 更 に 、 PCR、 ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー 類 、 及 び PROMOTERFINDERラ イ ブ ラ リ 類 （ Clontech, P
alo Alto CA） を 用 い て 、 ゲ ノ ム DNAを ウ ォ ー キ ン グ し 得 る 。 こ の 手 順 は 、 ラ イ ブ ラ リ 類 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 が な く 、 イ ン ト ロ ン ／ エ キ ソ ン 接 合 部 の 発 見 に 有 用 で あ る 。 全 て
の PCRベ ー ス の 方 法 で は 、 市 販 ソ フ ト ウ ェ ア 、 例 え ば OLIGO 4.06プ ラ イ マ ー 分 析 ソ フ ト ウ
ェ ア （ National Biosciences, Plymouth MN） 或 い は 別 の 好 適 な プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 長
さ が 約 ２ ２ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 有 率 が 約 ５ ０ ％ 以 上 で 、 温 度 約 ６ ８ ℃ ～ ７ ２ ℃ で 鋳
型 に 対 し て ア ニ ー リ ン グ す る よ う に 、 プ ラ イ マ ー 群 を 設 計 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 完 全 長 cDNA群 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 は 、 よ り 大 き な cDNA群 を 含 む よ う に サ イ ズ 選 択 さ
れ た ラ イ ブ ラ リ 群 を 用 い る の が 好 ま し い 。 更 に ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー の ラ イ ブ ラ リ は 遺 伝 子
群 の 5'領 域 を 有 す る 配 列 群 を し ば し ば 含 ん で お り 、 オ リ ゴ d(T)ラ イ ブ ラ リ が 完 全 長 cDNAを
作 製 で き な い 状 況 に 対 し て 好 適 で あ る 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ 群 は 、 5'非 転 写 調 節 領 域 へ の 、
配 列 の 伸 長 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 市 販 の キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 シ ス テ ム 群 を 用 い て 、 シ ー ク エ ン シ ン グ 又 は PCR産 物 の サ
イ ズ を 分 析 し 、 又 は そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 し 得 る 。 具 体 的 に は 、 キ ャ ピ ラ リ ー シ ー
ク エ ン シ ン グ は 、 電 気 泳 動 分 離 の た め の 流 動 性 ポ リ マ ー と 、 ４ つ の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 特
異 的 な 、 レ ー ザ ー で 刺 激 さ れ る 蛍 光 色 素 と 、 発 光 さ れ た 波 長 の 検 出 に 利 用 す る CCDカ メ ラ
と を 有 し 得 る 。 出 力 ／ 光 の 強 度 は 、 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア （ Applied Biosystems社 の GENOTY
PER、 SEQUENCE NAVIGATOR等 ） を 用 い て 電 気 信 号 に 変 換 し 得 る 。 サ ン プ ル の ロ ー ド か ら コ
ン ピ ュ ー タ 分 析 及 び 電 子 デ ー タ 表 示 ま で の 全 プ ロ セ ス が コ ン ピ ュ ー タ 制 御 可 能 で あ る 。 キ
ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 は 、 特 定 の サ ン プ ル に 少 量 し か 存 在 し な い よ う な DNA小 断 片 の シ ー
ク エ ン シ ン グ に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 断 片 を 組 換 え DN
A分 子 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 適 切 な 宿 主 細 胞 内 に SECP、 そ の 断 片 又 は 機 能 的 等 価 物 を 発 現
さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 遺 伝 暗 号 固 有 の 縮 重 に よ り 、 実 質 的 に 同 じ 或 い は 機 能 的 に 等 価
の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 産 生 し 、 こ れ ら の 配 列 を SECPの 発 現
に 利 用 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 種 々 の 目 的 で 、 SECPを コ ー ド す る 配 列 群 を 改 変 す る た め に 、 当 分 野 で 一 般 的 に 既 知 の 複
数 の 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 組 換 え る こ と が で き る 。 こ の 組 換 え の
多 様 な 目 的 に は 、 遺 伝 子 産 物 の ク ロ ー ン 化 の 、 或 い は プ ロ セ ッ シ ン グ 及 び ／ 又 は 発 現 の モ
デ ィ フ ィ ケ ー シ ョ ン が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 遺 伝 子 断 片 と 合 成
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 、 ラ ン ダ ム な 断 片 化 及 び PCR再 ア セ ン ブ リ に よ る DNAシ ャ ッ フ リ ン
グ を 用 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 組 換 え 得 る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 介 し た 部 位 特
異 的 変 異 導 入 を 利 用 し て 、 新 規 な 制 限 部 位 の 作 製 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 改 変 、 コ ド ン
選 択 性 の 変 更 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 生 成 な ど を 起 こ す 突 然 変 異 を 導 入 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 MOLECULARBREEDING（ Maxygen Inc., Santa Clara CA, 米 国
特 許 第 5,837,458号 、 Chang, C.-C.他 (1999) Nat. Biotechnol. 17:793-797; Christians,
 F.C. 他 (1999) Nat. Biotechnol. 17:259-264; Crameri, A. 他 (1996) Nat. Biotechnol
. 14:315-319） な ど の DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 技 術 の 対 象 と な り 得 る 。 こ れ に よ り 、 生 物 活 性
又 は 酵 素 活 性 、 或 い は 他 の 分 子 や 化 合 物 と 結 合 す る 能 力 な ど 、 SECPの 生 物 学 的 特 性 を 改 変
或 い は 改 良 し 得 る 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 PCRを 介 す る 遺 伝 子 断 片 組 換 え を 用 い て 遺 伝 子
変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る プ ロ セ ス で あ る 。 ラ イ ブ ラ リ は そ の 後 、 所 望 の 特 性 を 持 つ
遺 伝 子 変 異 体 群 を 同 定 す る 、 選 択 又 は ス ク リ ー ニ ン グ の 手 順 を 経 る 。 続 い て 、 こ れ ら 好 適
な 変 異 体 を プ ー ル し 、 更 に 反 復 し て DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 及 び 選 択 ／ ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い
得 る 。 従 っ て 、 「 人 工 的 な 」 育 種 及 び 急 速 な 分 子 の 進 化 に よ っ て 遺 伝 的 多 様 性 が 生 み 出 さ
れ る 。 例 え ば 、 ラ ン ダ ム な 点 突 然 変 異 を 持 つ 単 一 の 遺 伝 子 の 断 片 を 組 換 え て 、 ス ク リ ー ニ
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ン グ し 、 そ の 後 所 望 の 特 性 が 最 適 化 さ れ る ま で シ ャ ッ フ リ ン グ し 得 る 。 或 い は 、 所 定 の 遺
伝 子 の 断 片 群 を 同 種 又 は 異 種 の い ず れ か か ら 得 た 同 一 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 相 同 遺 伝 子 の 断
片 と 組 換 え て 、 自 然 に 生 じ る 複 数 遺 伝 子 の 遺 伝 的 多 様 性 を 、 定 方 向 の 、 制 御 可 能 な 方 法 で
最 大 化 で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 分 野 で 周 知 の １ つ 以
上 の 化 学 的 方 法 を 用 い て 、 全 体 或 い は 一 部 が 合 成 可 能 で あ る (Caruthers, M.H. 他 . (1980
) Nucleic Acids Symp. Ser. 7:215-223; Horn, T.他 (1980) Nucleic Acids Symp. Ser. 
7:225-232)。 或 い は 、 SECP 自 体 又 は そ の 断 片 を 当 分 野 で 既 知 の 化 学 的 方 法 を 用 い て 合 成
し 得 る 。 例 え ば 、 種 々 の 液 相 又 は 固 相 技 術 を 用 い て ペ プ チ ド 合 成 を 行 う こ と が で き る （ Cr
eighton, T. (1984) , WH Freeman, Ne
w York NY55-60ペ ー ジ ; Roberge, J.Y.他 (1995) Science 269:202-204） 。 自 動 合 成 は ABI
 431Aペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ （ Applied Biosystems） を 用 い て 達 成 し 得 る 。 更 に SECPの ア
ミ ノ 酸 配 列 又 は 任 意 の そ の 一 部 は 、 直 接 的 な 合 成 の 際 の 変 更 、 及 び ／ 又 は 他 の タ ン パ ク 質
の 配 列 又 は 任 意 の そ の 一 部 か ら の 配 列 と の 組 み 合 わ せ に よ り 、 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 こ の ペ プ チ ド は 分 取 用 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 実 質 的 に 精 製 し 得 る (Chiez, R.M.
及 び F.Z. Regnier (1990) Methods Enzymol. 182:392-421)。 こ の 合 成 ペ プ チ ド の 組 成 は
、 ア ミ ノ 酸 分 析 又 は シ ー ク エ ン シ ン グ で 確 認 で き る (前 出 Creighton, 28-53ペ ー ジ )。
【 ０ １ ８ １ 】
　 生 物 学 的 に 活 性 な SECPを 発 現 さ せ る た め に 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ
の 誘 導 体 を 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 得 る 。 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー と は 、 好 適 な 宿 主 に 挿
入 さ れ た コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 及 び 翻 訳 の 制 御 に 必 要 な エ レ メ ン ト 群 を 持 つ ベ ク タ ー で
あ る 。 必 要 な エ レ メ ン ト と し て は 、 ベ ク タ ー 内 及 び SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
お け る 調 節 配 列 （ 例 え ば エ ン ハ ン サ ー 、 構 成 型 及 び 発 現 誘 導 型 の プ ロ モ ー タ ー 、 ５ '及 び
３ 'の 非 翻 訳 領 域 な ど ） が 含 ま れ る 。 必 要 な エ レ メ ン ト 群 は 、 強 度 及 び 特 異 性 が 様 々 で あ
る 。 特 定 の 開 始 シ グ ナ ル に よ っ て 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の よ り 効 果 的 な 翻
訳 を 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 開 始 シ グ ナ ル の 例 に は 、 ATG開 始 コ ド ン と 、 コ ザ ッ ク 配
列 な ど 近 傍 の 配 列 と が 含 ま れ る 。 SECP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び そ の 開 始
コ ド ン 、 上 流 の 調 節 配 列 が 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た 場 合 は 、 更 な る 転 写 調 節 シ グ
ナ ル や 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル は 必 要 な く な る で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 コ ー ド 配 列 或 い は そ の
断 片 の み が 挿 入 さ れ る 場 合 は 、 イ ン フ レ ー ム ATG開 始 コ ド ン な ど 外 来 性 の 翻 訳 制 御 シ グ ナ
ル が 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る よ う に す べ き で あ る 。 外 来 性 の 翻 訳 エ レ メ ン ト 及 び 開 始 コ ド
ン は 、 様 々 な 天 然 物 及 び 合 成 物 を 起 源 と し 得 る 。 用 い ら れ る 特 定 の 宿 主 細 胞 系 に 好 適 な エ
ン ハ ン サ ー を 含 め る こ と で 発 現 の 効 率 を 高 め る こ と が 可 能 で あ る (Scharf, D.他 (1994) Re
sults Probl.Cell Differ.   20:125162)。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 適 な 転 写 及 び 翻
訳 調 節 エ レ メ ン ト を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、

組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 、 及 び 遺 伝 子 組 換 え 技 術 が 含 ま れ る (Sambrook
及 び Russell, 前 出 , 1-4、 8章 、 Ausubel 他 , 前 出 , 1, 3, 15章 )。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 を 利 用 し て 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 保 持 及
び 発 現 が で き る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 に は 、 組 換 え
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 又 は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 細 菌 や
、 酵 母 菌 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 酵 母 菌 な ど の 微 生 物 や 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （
例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ） に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 系 や 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば カ リ
フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス ： CaMV又 は タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス ： TMV） 又 は 細 菌 発 現 ベ ク
タ ー （ 例 え ば Ti又 は pBR322プ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 さ せ た 植 物 細 胞 系 、 動 物 細 胞 系 等 が あ
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る (Sambrook及 び Russell,前 出 、 Ausubel 他 、 前 出 、 Van Heeke, G. 及 び  S.M. Schuster 
(1989) J. Biol. Chem. 264:55035509; Engelhard, E.K. 他 (1994) Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 91:3224-3227、 Sandig, V.他 (1996) Hum.Gene Ther.7:1937-1945、 Takamatsu, N
. (1987) EMBO J. 6:307-311;『 マ グ ロ ー ヒ ル 科 学 技 術 年 鑑 』 (

) (1992) McGraw Hill, New York NY, 191-196ペ ー ジ 、 Loga
n, J.及 び T. Shenk (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659、 Harrington, J.
J. 他 (1997) Nat. Genet. 15:157-355)。 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス 又 は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー 、 又 は 種 々 の 細 菌 性 プ ラ ス ミ ド 由 来 の
発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 器 官 、 組 織 又 は 細 胞 集 団 へ 送 達 す る こ と
が で き る (Di Nicola, M.他 (1998) Cancer Gen. Ther. 5:350-356; Yu, M.他 (1993) Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 90:6340-6344; Buller, R.M.他 (1985) Nature 317:813-815; McG
regor, D.P.他 (1994) Mol. Immunol. 31:219-226; Verma, I.M.及 び N. Somia (1997) Nat
ure 389:239-242)。 本 発 明 は 使 用 す る 宿 主 細 胞 に よ っ て 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 細 菌 系 で は 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 目 的 に 応 じ て 多 数 の ク ロ ー ニ ン
グ ベ ク タ ー 及 び 発 現 ベ ク タ ー を 選 択 し 得 る 。 例 え ば SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
慣 例 的 な ク ロ ー ニ ン グ 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 増 殖 に は 、 PBLUESCRIPT(Stratagene, La Jol
la CA)又 は PSPORT１ プ ラ ス ミ ド (Invitrogen)な ど の 多 機 能 の 大 腸 菌 ベ ク タ ー を 用 い る こ と
が で き る 。 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ベ ク タ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に ラ
イ ゲ ー シ ョ ン す る と lacＺ 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ 、 組 換 え 分 子 を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 の 同
定 の た め の 比 色 ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 可 能 と な る 。 更 に こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 ク ロ ー ニ ン グ
さ れ た 配 列 に お け る 転 写 、 ジ デ オ キ シ の シ ー ク エ ン シ ン グ 、 ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ に
よ る 一 本 鎖 の レ ス キ ュ ー 、 入 れ 子 欠 失 の 生 成 に も 有 用 で あ ろ う （ Van Heeke, G. 及 び  S.M
. Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509） 。 抗 体 の 産 生 な ど の た め に 多 量 の SE
CPが 必 要 な 場 合 は 、 SECPの 発 現 を 高 レ ベ ル で 誘 導 す る ベ ク タ ー が 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 強
力 な 誘 導 SP6バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー 又 は 誘 導 T7バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ
ー を 持 つ ベ ク タ ー が 使 用 で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 酵 母 の 発 現 系 を 使 用 し て SECPを 産 出 し 得 る 。 α 因 子 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 PGHプ
ロ モ ー タ ー 等 の 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー 又 は 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る 多 数 の ベ ク タ ー が 、
出 芽 酵 母 菌 （ ）  又 は ピ キ ア 酵 母 （ ） に 使 用 可
能 で あ る 。 更 に 、 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 、 分 泌 か 細 胞 内 で の 保 持
か の ど ち ら か を 指 示 す る も の で あ り 、 安 定 し た 増 殖 の た め に 宿 主 ゲ ノ ム の 中 に 外 来 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 群 を 組 み 込 む こ と を 可 能 に す る (Ausubel他 、 前 出 ; Bitter, G.A.他 (1987)
 Methods Enzymol.153:516-544; Scorer, C.A.他 (1994) Bio/Technology 12:181-184)。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 植 物 系 を 使 用 し て SECPを 発 現 す る こ と も 可 能 で あ る 。 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 転 写 は 、 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 単 独 或 い は TMV由 来 の オ メ ガ リ ー ダ ー 配 列 と
組 み 合 せ て 用 い ら れ る よ う な CaMV由 来 の 35S及 び 19Sプ ロ モ ー タ ー に よ っ て 促 進 さ れ る （ Ta
kamatsu, N. (1987) EMBO J. 6:307-311） 。 或 い は 、 RUBISCOの 小 サ ブ ユ ニ ッ ト な ど の 植
物 プ ロ モ ー タ ー 、 又 は 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー を 用 い 得 る (Coruzzi, G.他 (1984) EMBO J.
 3:1671-1680; Broglie, R.他 (1984) Science 224:838-843; Winter, J.他 (1991) Result
s Probl.Cell Differ.  17:85105） 。   こ れ ら の 作 成 物 を 、 植 物 細 胞 に 、 直 接 DNA形 質 転
換 又 は 病 原 体 を 媒 介 し た 形 質 移 入 で 導 入 で き る （ 『 マ グ ロ ー ヒ ル 科 学 技 術 年 鑑 』 (

)(1992) McGraw Hill, New York NY,191-
196ペ ー ジ ） 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 哺 乳 類 細 胞 に お い て は 、 多 数 の ウ イ ル ス ベ ー ス の 発 現 系 を 利 用 し 得 る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス
が 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ る 場 合 、 後 発 プ ロ モ ー タ ー 及 び ３ 連 リ ー ダ ー 配 列 か ら な る
ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 物 ／ 翻 訳 複 合 体 に SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 連 結 し 得 る 。
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ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 の Ｅ １ 又 は Ｅ ３ 領 域 へ の 挿 入 す る こ と に よ り 、 感 染 し た 宿
主 細 胞 に SECPを 発 現 す る 生 ウ イ ル ス を 得 る こ と が 可 能 で あ る （ Logan, J.及 び Shenk, T.（
1984） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659） 。 更 に 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ RSV）
エ ン ハ ン サ ー な ど の 転 写 エ ン ハ ン サ ー を 用 い て 、 哺 乳 類 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を 増 大 さ せ
得 る 。 SV40又 は EBVを ベ ー ス に し た ベ ク タ ー を 用 い て タ ン パ ク 質 を 高 レ ベ ル で 発 現 さ せ る
こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 ま た 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 類 を 用 い て 、 或 る プ ラ ス ミ ド に 含 ま れ 得 る 断 片 や プ ラ ス
ミ ド か ら 発 現 し 得 る 断 片 よ り 大 き な DNA断 片 群 を 送 達 し 得 る 。 治 療 の た め に 約 ６ kb～ １ ０ M
bの HACsが 作 製 さ れ 、 従 来 の 送 達 方 法 （ リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー 、 又 は
ベ シ ク ル ） で 送 達 さ れ て い る (Harrington, J.J.他 (1997) Nat. Genet. 15:157-355)。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 哺 乳 動 物 系 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 に わ た る 産 生 の た め に は 、 株 化 細 胞 に お け る SECP
の 安 定 し た 発 現 が 望 ま し い 。 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 株 化 細 胞 に 形 質 転 換 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー は 、 ウ イ
ル ス 起 源 の 複 製 要 素 及 び ／ 又 は 内 因 性 の 発 現 要 素 や 、 同 じ ベ ク タ ー 上 に 或 い は 別 の ベ ク タ
ー 上 に 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 み 得 る 。 ベ ク タ ー の 導 入 後 、 選 択 培 地 に 移 す 前 に 強 化 培 地
で 約 １ ～ ２ 日 間 、 細 胞 を 増 殖 さ せ 得 る 。 選 択 可 能 マ ー カ ー の 目 的 は 選 択 剤 へ の 抵 抗 性 を 与
え る こ と で あ り 、 選 択 可 能 マ ー カ ー の 存 在 に よ り 、 導 入 し た 配 列 の 発 現 に 成 功 す る よ う な
細 胞 の 成 長 及 び 回 収 が 可 能 と な る 。 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン は 、 そ の
細 胞 型 に 適 し た 組 織 培 養 技 術 を 用 い て 増 殖 で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 任 意 の 数 の 選 択 系 を 用 い て 、 形 質 転 換 細 胞 株 を 回 収 で き る 。 限 定 す る も の で は な い が こ
の よ う な 選 択 系 に は 、 tk－ 細 胞 の た め に 用 い ら れ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の チ ミ ジ ン キ ナ
ー ゼ 遺 伝 子 と 、 apr－ 細 胞 の た め に 用 い ら れ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ア デ ニ ン ホ ス ホ リ
ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が あ る (Wigler, M.他 (1977) Cell 11:223-232; Lowy, I
. 他 (1980) Cell 22:817-823)。 ま た 、 選 択 の 基 礎 と し て 代 謝 拮 抗 物 質 、 抗 生 物 質 或 い は
除 草 剤 へ の 耐 性 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば dhfrは メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を 与
え 、 neoは ア ミ ノ グ リ コ シ ド で あ る ネ オ マ イ シ ン 及 び G-418に 対 す る 耐 性 を 与 え 、 alsは ク
ロ ル ス ル フ ロ ン に 対 す る 耐 性 を 、 patは ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
に 対 す る 耐 性 を 各 々 与 え る (Wigler, M. 他 (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:3567-
3570; Colbere-Garapin, F.他 (1981) J. Mol. Biol. 150:1-14)。 更 な る 選 択 可 能 な 遺 伝
子 、 例 え ば trpBと hisDと が 記 載 さ れ 、 こ れ ら は 代 謝 物 に つ い て の 細 胞 要 求 を 変 容 さ せ る （
Hartman, S.C.及 び R.C. Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8047-8051）
。 可 視 マ ー カ ー 、 例 え ば ア ン ト シ ア ニ ン 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP； Clontech） 、 β グ
ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 及 び そ の 基 質 β グ ル ク ロ ニ ド 、 又 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 及 び そ の 基 質 ル シ フ ェ
リ ン 等 を 用 い て も よ い 。 こ れ ら の マ ー カ ー を 用 い て 、 形 質 転 換 体 を 同 定 す る だ け で な く 、
特 定 の ベ ク タ ー 系 に 起 因 し う る 一 過 性 或 い は 安 定 し た タ ン パ ク 質 発 現 を 定 量 す る こ と も 可
能 で あ る （ Rhodes, C.A. (1995) Methods Mol. Biol. 55:121-131） 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 有 無 に よ っ て 当 該 の 遺 伝 子 の 存 在 が 示 唆 さ れ て も 、 そ の 遺 伝 子 の
存 在 及 び 発 現 の 確 認 が 必 要 な 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 SECPを コ ー ド す る 配 列 が マ ー カ ー 遺 伝
子 配 列 の 中 に 挿 入 さ れ た 場 合 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 形 質 転 換 さ れ た
細 胞 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 機 能 の 欠 落 に よ り 同 定 可 能 で あ る 。 又 は 、 １ つ の プ ロ モ ー タ ー の
制 御 下 で マ ー カ ー 遺 伝 子 が SECPを コ ー ド す る 配 列 と タ ン デ ム に 配 置 す る こ と も 可 能 で あ る
。 誘 導 又 は 選 択 に 応 答 し た マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 通 常 、 タ ン デ ム 遺 伝 子 の 発 現 も 示 す 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 一 般 に 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 ち 、 SECPを 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業
者 に 周 知 の 種 々 の 方 法 を 用 い て 同 定 で き る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 DNA－ DNA或 い は DNA－ RNA
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン や 、 PCR法 、 核 酸 或 い は タ ン パ ク 質 の 検 出 及 び ／ 又 は 数 量 化 の た
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め の 膜 系 、 溶 液 ベ ー ス 、 或 い は チ ッ プ ベ ー ス の 技 術 を 含 む タ ン パ ク 質 生 物 学 的 試 験 法 又 は
免 疫 学 的 ア ッ セ イ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て SECPの 発 現 の 検 出 及
び 計 測 を 行 う た め の 免 疫 学 的 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 こ の よ う な 技 術 の 例 と し て は
、 酵 素 に 結 合 し た 免 疫 吸 着 剤 検 定 法 （ ELISA） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 、 フ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー （ FACS） な ど が 挙 げ ら れ る 。 SECP上 の ２ つ の 非 干 渉 エ ピ ト ー プ に 反 応 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 ２ 部 位 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ベ ー ス イ ム ノ ア ッ セ イ （ two-site, 
monoclonal-based immunoassay） が 好 ま し い が 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ も 用 い る こ と も で き る
。 こ れ ら の ア ッ セ イ 及 び 他 の ア ッ セ イ は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る (Hampton, R.他 (1990) 

, APS Press, St. Paul MN, Sect.IV; Coligan,
 J.E.他 (1997) , Greene Pub.Associates and Wiley-I
nterscience, New York NY; Pound, J.D. (1998) , Humana Pr
ess, Totowa NJ)。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 多 岐 に わ た る 標 識 方 法 及 び 抱 合 技 術 が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 様 々 な 核 酸 ア ッ セ イ 及 び
ア ミ ノ 酸 ア ッ セ イ に こ れ ら の 技 術 を 用 い 得 る 。 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 連
す る 配 列 を 検 出 す る た め の 、 標 識 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 或 い は PCRプ ロ
ー ブ を 生 成 す る 方 法 に は 、 オ リ ゴ 標 識 化 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 末 端 標 識 化 、 又 は
標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る PCR増 幅 が 含 ま れ る 。 別 法 と し て 、 SECPを コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 群 、 又 は そ の 任 意 の 断 片 群 を 、 mRNAプ ロ ー ブ を 生 成 す る た め の ベ ク タ ー に
ク ロ ー ニ ン グ で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 当 分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 市 販 も さ れ
て お り 、 T7、 T3又 は SP6な ど の 好 適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ 及 び 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 加 え
て 、 で RNAプ ロ ー ブ の 合 成 に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 例 え ば Amers
ham Biosciences、 Promega（ Madison WI） 、 U.S. Biochemicalな ど の 種 々 の 市 販 キ ッ ト を
用 い て 実 行 で き る 。 検 出 を 容 易 に す る た め に 用 い 得 る 好 適 な レ ポ ー タ ー 分 子 或 い は 標 識 に
は 、 基 質 、 補 助 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 磁 気 粒 子 の ほ か 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学
発 光 剤 、 色 原 体 な ど が あ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を 、 細 胞 培 地 で の 該 タ ン パ
ク 質 の 発 現 と 回 収 と に 好 適 な 条 件 下 で 培 養 し う る 。 形 質 転 換 細 胞 か ら 製 造 さ れ た タ ン パ ク
質 が 分 泌 さ れ る か 細 胞 内 に 留 ま る か は 、 使 用 さ れ る 配 列 、 ベ ク タ ー 、 或 い は そ の 両 者 に 依
存 す る 。 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 、 原 核 細 胞 膜 及 び 真 核
細 胞 膜 を 透 過 し て の SECPの 分 泌 を 誘 導 す る シ グ ナ ル 配 列 を 含 む よ う に 設 計 で き る こ と は 、
当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 更 に 、 宿 主 細 胞 株 の 選 択 は 、 挿 入 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力
、 又 は 発 現 し た タ ン パ ク 質 を 所 望 の 形 に 処 理 す る 能 力 に よ っ て 行 い 得 る 。 限 定 す る も の で
は な い が こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 に は 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル
化 、 リ ン 酸 化 、 脂 質 化 及 び ア シ ル 化 が あ る 。 タ ン パ ク 質 の 「 プ レ プ ロ 」 又 は 「 プ ロ 」 形 を
切 断 す る 翻 訳 後 の プ ロ セ シ ン グ を 利 用 し て 、 タ ン パ ク 質 の 標 的 へ の 誘 導 、 折 り た た み 及 び
／ 又 は 活 性 を 特 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 翻 訳 後 の 活 性 の た め の 、 特 定 の 細 胞 機 構 及 び 特
徴 的 な 機 序 を 持 つ 、 種 々 の 宿 主 細 胞 （ 例 え ば CHO、 HeLa、 MDCK、 HEK293、 WI38な ど ） は 、 A
merican Type Culture Collection（ ATCC, Manassas, VA） か ら 入 手 可 能 で あ り 、 外 来 タ
ン パ ク 質 の 正 し い 修 飾 及 び プ ロ セ シ ン グ を 確 実 に す る よ う に 選 択 し 得 る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 SECPを コ ー ド す る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 組 換 え の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 上 記 し た 任 意 の 宿 主 系 の 融 合 タ ン パ ク 質
の 翻 訳 と な る 異 種 配 列 に 連 結 さ せ 得 る 。 例 え ば 、 市 販 の 抗 体 に よ っ て 認 識 で き る 異 種 部 分
を 含 む キ メ ラ SECPタ ン パ ク 質 が 、 SECP活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー に 対 す る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ の
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ス ク リ ー ニ ン グ を 促 進 し 得 る 。 異 種 タ ン パ ク 質 部 分 及 び 異 種 ペ プ チ ド 部 分 は ま た 、 市 販 さ
れ て い る 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 促 進 し 得 る 。 限 定 さ れ る も
の で は な い が こ の よ う な 部 分 に は 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 、 マ ル ト
ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP） 、 チ オ レ ド キ シ ン （ Trx） 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ペ プ チ ド （ CB
P） 、 6-His、 FLAG、 c-myc、 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） が あ る 。 GSTは 固 定 化 グ ル タ チ オ ン 上 で 、
MBPは マ ル ト ー ス 上 で 、 Trxは フ ェ ニ ル ア ル シ ン オ キ シ ド 上 で 、 CBPは カ ル モ ジ ュ リ ン 上 で
、 そ し て 6-Hisは 金 属 キ レ ー ト 樹 脂 上 で 、 同 族 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 に す る 。 FLA
G、 c-myc及 び 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） は 、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ タ グ を 特 異 的 に 認 識 す る 市 販 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 免 疫 親 和 性 精 製
を 可 能 に す る 。 ま た 、 SECPを コ ー ド す る 配 列 と 異 種 タ ン パ ク 質 配 列 と の 間 に あ る タ ン パ ク
質 分 解 切 断 部 位 を 融 合 タ ン パ ク 質 が 含 む よ う に 遺 伝 子 操 作 す る と 、 SECPが 精 製 の 後 に 異 種
部 分 か ら 切 断 さ れ 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 精 製 方 法 は 、 前 出 の Ausubel他 (前 出 、
10及 び 16章 )に 記 載 が あ る 。 市 販 さ れ て い る 種 々 の キ ッ ト を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現
及 び 精 製 を 促 進 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 TNTウ サ ギ 網 状 赤 血 球 可 溶 化 液 又 は コ ム ギ 胚 芽 抽 出 系 (Promega)を 用
い て で 、 放 射 能 標 識 し た SECPの 合 成 が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 系 は 、 T7、 T3又 は SP
6プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 し た タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 群 の 、 転 写 と 翻 訳 と を 共 役 さ せ
る 。 翻 訳 は 、 例 え ば 3 5 Sメ チ オ ニ ン の よ う な 放 射 能 標 識 し た ア ミ ノ 酸 前 駆 体 の 存 在 下 で 起
こ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 SECPに 特 異 的 に 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 SECP、 SECPの 断 片 、 或 い
は SECPの 変 異 体 を 用 い る こ と は 可 能 で あ る 。 １ つ 以 上 の 試 験 化 合 物 を 用 い て 、 SECPへ の 特
異 的 な 結 合 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 種 々 の 実 施 態 様 で 、 1、 2、 3、 4、 5
、 10、 20、 50、 100、 又 は 200個 の 試 験 化 合 物 を SECPへ の 特 異 結 合 に つ き ス ク リ ー ニ ン グ で
き る 。 試 験 化 合 物 の 例 と し て 、 抗 体 、 ア ン テ ィ カ リ ン (anticalins)、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば リ ガ ン ド や 受 容 体 ） 、 又 は 小 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 関 連 の 実 施 態 様 で 、 SECP変 異 体 を 用 い て 試 験 化 合 物 た と え ば 抗 体 の 、 SECPへ の 結 合 や 、
SECP変 異 体 へ 、 又 は 組 み 合 わ せ た SECP及 び /又 は １ つ 以 上 の SECP変 異 体 へ の 結 合 を ス ク リ
ー ニ ン グ で き る 。 あ る 実 施 様 態 に お い て は 、 SEQ ID NO:1-32の 配 列 の 正 確 な 配 列 を 有 す る
SECPで は な く 、 SECPの 変 異 体 に 結 合 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に SECPの 変 異 体 を 用 い る
こ と が で き る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う た め に 使 う SECP変 異 体 は SECPに 約 50%か
ら 約 99%の 範 囲 で 配 列 同 一 性 を 有 し 得 る 。 ま た 、 種 々 の 実 施 例 で 60%、 70%、 75%、 80%、 85%
、 90%,及 び 95%の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 或 る 実 施 態 様 で SECPへ の 特 異 結 合 ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 SECPの 天 然 リ
ガ ン ド に 密 接 に 関 連 す る 場 合 が あ り 、 例 え ば リ ガ ン ド や そ の 断 片 で あ り 、 又 は 天 然 基 質 や
、 構 造 的 又 は 機 能 的 な 擬 態 物 質 （ mimetic） 、 或 い は 自 然 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る  (Coligan
, J.E. 他 (1991)  1(2):5章 )。 別 の 実 施 態 様 で は 、 こ
う し て 同 定 し た 化 合 物 は 、 受 容 体 SECPの 天 然 リ ガ ン ド で あ り う る (Howard, A.D.他 (2001) 
Trends Pharmacol.Sci.22:132-140; Wise, A. 他 (2002) Drug Discovery Today 7:235-24
6)。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で SECPへ の 特 異 結 合 ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 し た 化 合 物 は 、 SECPが 結 合 す る
天 然 受 容 体 に 、 或 い は 少 な く と も 該 受 容 体 の 或 る 断 片 に 、 又 は 例 え ば リ ガ ン ド 結 合 部 位 や
結 合 ポ ケ ッ ト の 全 体 又 は 一 部 を 含 む 該 受 容 体 の 或 る 断 片 に 、 密 接 に 関 連 し 得 る 。 例 え ば 該
化 合 物 は 、 シ グ ナ ル を 伝 播 可 能 な SECP受 容 体 の 場 合 や 、 シ グ ナ ル を 伝 播 で き な い SECPお と
り 受 容 体 の 場 合 が あ る (Ashkenazi, A.及 び V.M. Divit (1999) Curr. Opin. Cell Biol. 1
1:255-260、 Mantovani, A. 他 (2001) Trends Immunol. 22:328-336)。 該 化 合 物 は 既 知 の
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技 術 を 用 い て 合 理 的 に 設 計 で き る 。 こ う し た 技 術 の 例 と し て は 、 化 合 物 エ タ ネ ル セ プ ト （
etanercept） (ENBREL; Amgen Inc., Thousand Oaks CA)作 製 に 用 い た 技 術 を 含 む 。 エ タ ネ
ル セ プ ト は 、 ヒ ト の リ ウ マ チ 様 関 節 炎 の 治 療 に 有 効 で あ る 。 エ タ ネ ル セ プ ト は 遺 伝 子 操 作
さ れ た p75腫 瘍 壊 死 因 子 (TNF)受 容 体 ダ イ マ ー で あ り 、 ヒ ト IgG 1  の Fc部 分 に 連 結 さ れ て い
る (Taylor, P.C. 他 (2001) Curr. Opin. Immunol. 13:611-616)。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 １ つ の 実 施 様 態 で は 、 類 似 或 い は 異 な る 特 異 性 を 有 す る 2つ 以 上 の 抗 体 が SECP、 SECPの
断 片 、 或 い は SECPの 変 異 体 へ の 特 異 的 結 合 の た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 こ う し て ス
ク リ ー ニ ン グ し た 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 選 択 し 、 SECPの 特 定 の 断 片 又 は 変 異 体 を 同 定 で き る
。 １ つ の 実 施 態 様 で 、 SECPの 特 定 の 断 片 又 は 変 異 体 を 優 先 的 に 同 定 で き る 結 合 特 異 性 を 持
つ 抗 体 を 選 択 で き る 。 別 の 実 施 様 態 で は 、 或 る 抗 体 が 、 そ の 結 合 特 異 性 に よ り SECPの 増 加
し た 、 減 少 し た 、 或 い は 異 常 な 生 成 を 有 す る 特 定 の 疾 患 或 い は 症 状 の 選 択 的 な 診 断 を 可 能
に す る よ う に 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 で 、 anticalinを 、 SECP又 は そ の 断 片 或 い は 変 異 体 へ の 特 異 結 合 に つ き
ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 anticalinは リ ポ カ リ ン 足 場 に 基 づ い て 作 成 さ れ た リ ガ ン ド 結 合
タ ン パ ク 質 で あ る (Weiss, G.A. 及 び  H.B. Lowman (2000) Chem. Biol. 7:R177-R184、 Sk
erra, A. (2001) J. Biotechnol. 74:257-275)。 リ ポ カ リ ン 類 の タ ン パ ク 構 造 に は ８ 本 鎖
逆 平 行 β ス ト ラ ン ド を 持 つ 或 る β バ レ ル を 含 む こ と が あ り 、 こ の バ レ ル は そ の 開 放 端 で 4
つ の ル ー プ を 支 持 す る 。 こ れ ら の ル ー プ は リ ポ カ リ ン の 天 然 リ ガ ン ド 結 合 部 位 を 形 成 し 、
こ の 部 位 は  で ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て 再 度 人 工 操 作 し て 、 新 規 な 結 合 特 異 性 を 与
え る こ と が で き る 。 こ の ア ミ ノ 酸 置 換 は 当 分 野 で 既 知 の 方 法 又 は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を
用 い て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 保 存 的 置 換 (例 え ば 、 結 合 特 異 性 を 変 え な い よ う な 置 換 )
、 或 い は 、 結 合 特 異 性 を 少 し 、 中 等 度 、 又 は 大 き く 変 え る よ う な 置 換 を 行 う こ と も で き る
。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 SECPに 特 異 的 に 結 合 、 刺 激 、 或 い は 阻 害 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ
に は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 と し て 、 或 い は 細 胞 膜 上 で SECPを 発 現 す る 、 好 適 な 細 胞 群 の 作 製 が
含 ま れ る 。 好 適 な 細 胞 に は 、 哺 乳 動 物 、 酵 母 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 又 は 大 腸 菌 か ら の 細 胞
が 含 ま れ る 。 SECPを 発 現 す る 細 胞 又 は SECPを 含 有 す る 細 胞 膜 断 片 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ
て 、 SECP又 は 化 合 物 の い ず れ か の 結 合 、 刺 激 又 は 阻 害 を 分 析 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 或 る ア ッ セ イ で は 単 に 試 験 化 合 物 が ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る の を 試 験 で き 、 結 合 を 、 フ
ル オ ロ フ ォ ア 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 抱 合 体 又 は 他 の 検 出 可 能 な 標 識 に よ り 検 出 す る 。 例 え
ば 、 こ の ア ッ セ イ は 、 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 を 、 溶 液 中 の 或 い は 固 体 支 持 物 に 固 定
さ れ た SECPと 混 合 さ せ る ス テ ッ プ と 、 SECPと こ の 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含
み 得 る 。 別 法 で 該 ア ッ セ イ は 、 標 識 さ れ た 競 合 物 の 存 在 下 で の 試 験 化 合 物 の 結 合 の 検 出 又
は 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 更 に こ の ア ッ セ イ は 、 無 細 胞 再 構 成 標 本 、 化 学 ラ イ ブ ラ リ 、
又 は 、 天 然 物 の 混 合 物 を 用 い て 実 施 で き 、 試 験 化 合 物 （ 群 ） は 、 溶 液 中 で 遊 離 さ せ る か 固
体 支 持 体 に 固 定 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 ア ッ セ イ を 用 い て 、 或 る 化 合 物 が 、 そ の 天 然 リ ガ ン ド に 結 合 す る 能 力 、 及 び /又 は 、 そ
の 天 然 リ ガ ン ド の 、 そ の 天 然 受 容 体 へ の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 評 価 し う る 。 こ う し た ア ッ
セ イ の 例 と し て は 、 米 国 特 許 第 5,914,236号 及 び 第 6,372,724号 に 記 載 さ れ た よ う な 放 射 ラ
ベ ル ア ッ セ イ を 含 む 。 関 連 し た 実 施 態 様 で は 、 １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 或 る ポ リ ペ プ チ
ド 化 合 物 (受 容 体 な ど )に 導 入 さ れ 、 そ の 天 然 リ ガ ン ド に 結 合 す る 能 力 を 向 上 又 は 改 変 し う
る (Matthews, D.J. 及 び  J.A. Wells. (1994) Chem. Biol. 1:25-30)。 別 の 関 連 し た 実 施
態 様 で は 、 １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 或 る ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 (リ ガ ン ド な ど )に 導 入 さ れ
、 そ の 天 然 受 容 体 に 結 合 す る 能 力 を 向 上 又 は 改 変 し う る (Cunningham, B.C.及 び J.A. Well
s (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:3407-3411; Lowman, H.B.他 (1991) J. Biol. 
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Chem. 266:10982-10988)。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 SECP或 い は そ の 断 片 又 は 変 異 体 を 用 い て 、 SECPの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ し う る 。 こ の よ う な 化 合 物 と し て は 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 部 分 的 ア
ゴ ニ ス ト 又 は 逆 ア ゴ ニ ス ト な ど が 含 ま れ 得 る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 SECPの 活 性 が 許 容 さ れ
る 条 件 下 で ア ッ セ イ を 実 施 し 、 そ の ア ッ セ イ で は 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 を SECPと 混
合 し 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で SECPの 活 性 を 試 験 化 合 物 不 在 下 で の SECPの 活 性 と 比 較 す る 。
試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の SECPの 活 性 の 変 化 は 、 SECPの 活 性 を 調 整 す る 化 合 物 の 存 在 を 示 唆
す る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 試 験 化 合 物 を SECPの 活 性 に 適 し た 条 件 下 で SECPを 含 む

又 は 無 細 胞 再 構 成 系 と 結 合 さ せ て ア ッ セ イ を 実 施 す る 。 こ れ ら ア ッ セ イ の い ず れ か に
お い て 、 SECPの 活 性 を 調 整 す る 試 験 化 合 物 は 間 接 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ り 、 試 験 化
合 物 と 直 接 接 触 す る 必 要 が な い 。 少 な く と も １ つ 、 又 は 複 数 の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 胚 性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） に お け る 相 同 組 み 換 え を 用 い て 動 物 モ デ ル 系
内 で 、 SECP又 は そ の 哺 乳 動 物 相 同 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 す
る 。 こ の よ う な 技 術 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 ヒ ト 疾 患 動 物 モ デ ル の 作 製 に 有 用
で あ る (例 え ば 米 国 特 許 第 5,175,383号 及 び 第 5,767,337号 を 参 照 )。 例 え ば 129/SvJ細 胞 系
な ど の マ ウ ス ES細 胞 は 初 期 の マ ウ ス 胚 に 由 来 し 、 培 地 で 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 こ の ES
細 胞 は 、 ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (neo: Capecchi, M.R.(1989)Scie
nce 244:1288-1292)な ど の マ ー カ ー 遺 伝 子 で 破 壊 し た 、 当 該 の 遺 伝 子 を 持 つ ベ ク タ ー で 形
質 転 換 す る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 相 同 組 換 え に よ り 、 宿 主 ゲ ノ ム の 対 応 す る 領 域 に 組 込 ま れ
る 。 或 い は 、 Cre-loxP系 を 用 い て 相 同 組 換 え を 行 い 、 組 織 特 異 的 又 は 発 生 段 階 特 異 的 に 目
的 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト す る (Marth, J.D. (1996) Clin. Invest. 97:1999-2002、 Wagner
, K.U.他 (1997) Nucleic Acids Res.25:4323-4330)。   形 質 転 換 し た ES細 胞 を 同 定 し 、 例
え ば C57BL/6マ ウ ス 株 な ど か ら 採 取 し た マ ウ ス 細 胞 胚 盤 胞 に 微 量 注 入 す る 。 こ れ ら の 胚 盤
胞 を 偽 妊 娠 メ ス に 外 科 的 移 植 し 、 得 ら れ る キ メ ラ 子 孫 の 遺 伝 子 型 を 決 定 し 、 こ れ ら を 交 配
さ せ て ヘ テ ロ 接 合 性 系 又 は ホ モ 接 合 性 系 を 作 製 す る 。 こ の よ う に し て 作 製 し た 遺 伝 子 組 換
え 動 物 は 、 潜 在 的 な 治 療 薬 や 毒 物 で 検 査 さ れ う る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を で ヒ ト 胚 盤 胞 由 来 の ES細 胞 に お い て 操 作
す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト ES細 胞 は 、 内 胚 葉 、 中 胚 葉 及 び 外 胚 葉 の 細 胞 タ イ プ を 含 む 、
少 な く と も ８ つ の 別 々 の 細 胞 系 統 に 分 化 す る 可 能 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 細 胞 系 統 は 、 例 え
ば 神 経 細 胞 、 造 血 系 統 及 び 心 筋 細 胞 に 分 化 す る （ Thomson, J.A.他 (1998) Science 282:11
45-1147） 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 ヒ ト 疾 患 を モ デ ル と し た 「 ノ ッ ク イ ン 」
ヒ ト 化 動 物 （ ブ タ ） 又 は 遺 伝 子 組 み 換 え 動 物 （ マ ウ ス 又 は ラ ッ ト ） を 作 製 す る こ と が 可 能
で あ る 。 ノ ッ ク イ ン 技 術 を 用 い て 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の あ る 領 域 を 動 物
ES細 胞 に 注 入 し 、 注 入 し た 配 列 を 動 物 細 胞 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま せ る 。 形 質 転 換 細 胞 を 胞 胚 に
注 入 し 、 胞 胚 を 上 記 の よ う に 移 植 す る 。 遺 伝 子 組 換 え 子 孫 又 は 近 交 系 に つ い て 試 験 し 、 潜
在 的 医 薬 品 を 用 い て 処 理 し 、 ヒ ト の 疾 患 の 治 療 に 関 す る 情 報 を 得 る 。 別 法 で は 、 例 え ば SE
CPを 乳 汁 内 に 分 泌 す る な ど SECPを 過 剰 に 発 現 す る 哺 乳 動 物 近 交 系 は 、 便 利 な タ ン パ ク 質 源
と な り 得 る （ Janne, J. 他  (1998) Biotechnol. Annu. Rev. 4:55-74） 。
【 ０ ２ １ ２ 】
（ 治 療 ）
　 SECPの い く つ か の 領 域 と 分 泌 タ ン パ ク 質 群 と の 間 に は 、 例 え ば 配 列 及 び モ チ ー フ の 文 脈
に お け る 、 化 学 的 及 び 構 造 的 類 似 性 が 存 在 す る 。 ま た SECPを 発 現 す る 組 織 の 数 例 は 、 表 ６
と を 見 ら れ た い 。 従 っ て 、 SECPは 、 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 疾 患 、 心 血
管 障 害 、 神 経 障 害 、 及 び 発 達 障 害 に お い て 、 或 る 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る 。 SECPの 発 現
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若 し く は 活 性 の 増 大 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 SECPの 発 現 又 は 活 性 を 低 下 さ せ る
こ と が 望 ま し い 。 ま た 、 SECPの 発 現 又 は 活 性 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 SE
CPの 発 現 又 は 活 性 を 増 大 さ せ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 し た が っ て 、 一 実 施 態 様 に お い て 、 SECPの 発 現 又 は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 又
は 予 防 の た め に 、 患 者 に SECP又 は そ の 断 片 や 誘 導 体 を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 す
る も の で は な い が 、 こ の よ う な 疾 患 に は 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 心 血 管 障 害
、 神 経 障 害 、 及 び 発 達 障 害 が 含 ま れ 、 細 胞 増 殖 異 常 の 中 に は 日 光 角 化 症 、 動 脈 硬 化 、 ア テ
ロ ー ム 硬 化 、 滑 液 包 炎 、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合 性 結 合 組 織 病 （ MCTD） 、 骨 髄 線 維 症 、 発 作 性 夜
間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 、 真 性 多 血 症 、 乾 癬 、 原 発 性 血 小 板 血 症 、 並 び に 、 腺 癌 、 白 血 病 、 リ
ン パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄 腫 、 肉 腫 、 及 び 奇 形 癌 な ど 癌 、 具 体 的 に は 、 副 腎 、 膀 胱 、 骨 、 骨 髄
、 脳 、 乳 房 、 頚 部 、 胆 嚢 、 神 経 節 、 消 化 管 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 膵 臓 、
副 甲 状 腺 、 陰 茎 、 前 立 腺 、 唾 液 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、 精 巣 、 胸 腺 、 甲 状 腺 、 及 び 子 宮 の 癌 が 含
ま れ 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 の 疾 患 の 中 に は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） 、 ア ジ ソ ン 病 （
慢 性 原 発 性 副 腎 機 能 不 全 ） 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 ア レ ル ギ ー 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 ア ミ ロ イ
ド 症 、 貧 血 、 喘 息 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎
、 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分 泌 カ ン ジ ダ 性 外 胚 葉 ジ ス ト ロ フ ィ ー （ APECED） 、 気 管 支 炎 、 胆 嚢
炎 、 接 触 皮 膚 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 糖 尿 病 、 肺 気 腫 、 リ ン パ 球
傷 害 因 子 性 偶 発 性 リ ン パ 球 減 少 症 、 新 生 児 溶 血 性 疾 患 （ 胎 児 赤 芽 球 症 ） 、 結 節 性 紅 斑 、 萎
縮 性 胃 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 痛 風 、 グ レ ー ブ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、
過 好 酸 球 増 加 症 、 過 敏 性 腸 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 心 筋 又 は 心 膜 炎 症 、 骨
関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 、 膵 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 乾 癬 、 ラ イ タ ー 症 候 群 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、
強 皮 症 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 全 身
性 硬 化 症 、 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ウ ェ ル ナ ー 症 候 群 、 癌 合 併 症 、 血 液 透 析
、 体 外 循 環 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 、 寄 生 虫 感 染 症 、 原 虫 感 染 症 、 蠕
虫 感 染 症 、 外 傷 が 含 ま れ 、 心 血 管 障 害 の 中 に は 、 鬱 血 性 心 不 全 、 虚 血 性 心 疾 患 、 狭 心 症 、
心 筋 梗 塞 、 高 血 圧 性 心 疾 患 、 変 性 弁 膜 性 心 疾 患 、 石 灰 化 大 動 脈 弁 狭 窄 症 、 先 天 性 ２ 尖 大 動
脈 弁 、 僧 帽 弁 輪 部 石 灰 化 （ mitral annular calcification） 、 僧 帽 弁 逸 脱 、 リ ウ マ チ 熱 、
リ ウ マ チ 性 心 疾 患 、 感 染 性 心 内 膜 炎 、 非 細 菌 性 血 栓 性 心 内 膜 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス
の 心 内 膜 炎 、 カ ル チ ノ イ ド 心 疾 患 、 心 筋 症 、 心 筋 炎 、 心 膜 炎 、 腫 瘍 性 心 疾 患 、 先 天 性 心 臓
疾 患 、 心 移 植 の 合 併 症 、 動 静 脈 瘻 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 、 高 血 圧 、 脈 管 炎 、 レ イ ノ ー 病 、 動 脈
瘤 、 動 脈 解 離 、 静 脈 瘤 、 血 栓 静 脈 炎 及 び 静 脈 血 栓 、 血 管 系 腫 瘍 、 血 栓 溶 解 の 合 併 症 、 バ ル
ー ン 血 管 形 成 術 、 血 管 置 換 術 （ vascular replacement） 、 冠 動 脈 バ イ パ ス 移 植 術 が 含 ま れ
、 神 経 障 害 の 中 に は 、 癲 癇 、 虚 血 性 脳 血 管 障 害 、 脳 卒 中 、 脳 腫 瘍 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ピ
ッ ク 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 痴 呆 、 パ ー キ ン ソ ン 病 及 び そ の 他 の 錐 体 外 路 障 害 、 筋 萎 縮 性 側
索 硬 化 及 び そ の 他 の 運 動 ニ ュ ー ロ ン 障 害 、 進 行 性 神 経 性 筋 萎 縮 症 、 網 膜 色 素 変 性 症 （ 色 素
性 網 膜 炎 ） 、 遺 伝 性 運 動 失 調 、 多 発 性 硬 化 症 及 び 他 の 脱 髄 疾 患 、 細 菌 性 及 び ウ イ ル ス 性 髄
膜 炎 、 脳 膿 瘍 、 硬 膜 下 膿 瘍 、 硬 膜 外 膿 瘍 、 化 膿 性 頭 蓋 内 血 栓 性 静 脈 炎 、 脊 髄 炎 及 び 神 経 根
炎 、 ウ イ ル ス 性 中 枢 神 経 系 疾 患 と 、 プ リ オ ン 病 （ ク ー ル ー 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ‐ ヤ コ ブ 病
、 及 び Gerstmann-Straussler-Scheinker症 候 群 を 含 む ） 、 致 死 性 家 族 性 不 眠 症 、 神 経 系 性
栄 養 病 及 び 代 謝 病 、 神 経 線 維 腫 症 、 結 節 硬 化 症 、 小 脳 網 膜 血 管 腫 症 （ cerebelloretinal h
emangioblastomatosis） 、 脳 ３ 叉 神 経 血 管 症 候 群 、 ダ ウ ン 症 を 含 む 中 枢 神 経 系 性 精 神 遅 滞
及 び 他 の 発 達 障 害 、 脳 性 麻 痺 、 神 経 骨 格 異 常 症 、 自 律 神 経 系 障 害 、 脳 神 経 障 害 、 脊 髄 疾 患
、 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 他 の 神 経 筋 障 害 、 末 梢 神 経 疾 患 、 皮 膚 筋 炎 及 び 多 発 性 筋 炎 と 、 遺 伝 性
、 代 謝 性 、 内 分 泌 性 、 及 び 中 毒 性 ミ オ パ シ ー と 、 重 症 筋 無 力 症 、 周 期 性 四 肢 麻 痺 、 精 神 障
害 （ 気 分 性 、 不 安 性 の 障 害 、 統 合 失 調 症 ／ 分 裂 病 ） 、 季 節 性 感 情 障 害 （ SAD） 、 静 座 不 能
、 健 忘 症 、 緊 張 病 、 糖 尿 病 性 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 遅 発 性 ジ ス キ ネ ジ ア 、 ジ ス ト ニ ー 、 パ ラ ノ
イ ド 精 神 病 、 帯 状 疱 疹 後 神 経 痛 、 ト ゥ ー レ ッ ト 病 、 進 行 性 核 上 麻 痺 、 大 脳 皮 質 基 底 核 変 性
（ corticobasal degeneration） 、 及 び 家 族 性 前 頭 側 頭 型 痴 呆 と が 含 ま れ 、 ま た 発 達 障 害
も 含 ま れ 、 そ の 中 に は 尿 細 管 性 ア シ ド ー シ ス 、 貧 血 、 ク ッ シ ン グ 症 候 群 、 軟 骨 形 成 不 全 性
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小 人 症 、 デ ュ シ ェ ン ヌ ／ ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 癲 癇 、 性 腺 形 成 異 常 、 WAGR症 候 群
（ ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 無 虹 彩 症 、 尿 生 殖 器 異 常 、 精 神 遅 滞 ） 、 ス ミ ス ‐ マ ジ ェ ニ ス 症 候 群 （
Smith- Magenis syndrome） 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 、 遺 伝 性 粘 膜 上 皮 異 形 成 、 遺 伝 性 角 皮 症
や 、 シ ャ ル コ ー マ リ ー ツ ー ス 病 及 び 神 経 線 維 腫 症 な ど の 遺 伝 性 神 経 病 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症
、 水 頭 症 や 、 Syndenham舞 踏 病 （ Syndenham's chorea） 及 び 脳 性 小 児 麻 痺 な ど の 発 作 障 害
、 二 分 脊 椎 、 無 脳 症 、 頭 蓋 脊 椎 披 裂 、 先 天 性 緑 内 障 、 白 内 障 、 感 音 難 聴 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 SECP又 は そ の 断 片 や 誘 導 体 を 発 現 し 得 る ベ ク タ ー を 患 者 に 投 与 し て
、 上 記 し だ け に 限 ら れ る も の で は な い が 疾 患 を 含 む SECPの 発 現 又 は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た
疾 患 を 治 療 又 は 予 防 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た SECPを 含 む 組 成 物 を 好 適 な 医 薬 用 キ ャ リ
ア と 共 に 患 者 に 投 与 し て 、 限 定 す る も の で は な い が 上 記 し た 疾 患 を 含 む SECPの 発 現 又 は 活
性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 を 治 療 又 は 予 防 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 更 に 別 の 実 施 例 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む SECPの 発 現 又 は
活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 又 は 予 防 の た め に 、 SECPの 活 性 を 調 節 す る ア ゴ ニ ス ト を
患 者 に 投 与 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 更 な る 実 施 例 で は 、 SECPの 発 現 又 は 活 性 の 増 大 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 又 は 予 防 の た め に
、 患 者 に SECPの ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 す る も の で は な い が 、
こ の よ う な 疾 患 の 例 に は 、 上 記 し た 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 心 血 管 疾 患 、 神
経 系 疾 患 、 及 び 発 達 異 常 が 含 ま れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 SECPと 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 直
接 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 、 或 い は SECPを 発 現 す る 細 胞 又 は 組 織 に 薬 剤 を 運 ぶ 標 的 化 機 構 、
或 い は 送 達 機 構 と し て 間 接 的 に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む SECPの 発 現 又 は 活 性
の 増 大 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 又 は 予 防 の た め に 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相
補 配 列 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 患 者 に 投 与 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 任 意 の タ ン パ ク 質 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 相 補 配 列
、 又 は ベ ク タ ー 実 施 態 様 を 、 別 の 適 切 な 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ て 投 与 で き る 。 併 用 療 法 で 用
い る 好 適 な 治 療 薬 は 、 当 業 者 が 従 来 の 医 薬 原 理 に 従 っ て 選 択 し 得 る 。 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ
る こ と に よ り 、 上 記 し た 種 々 の 疾 患 の 治 療 又 は 予 防 に 相 乗 効 果 を も た ら し 得 る 。 こ の 方 法
に よ り 、 少 量 の 各 薬 物 で 治 療 効 力 を 得 る こ と が 可 能 と な り 、 そ れ に よ っ て 副 作 用 の 可 能 性
を 低 減 し 得 る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 SECPの ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 当 分 野 で 一 般 的 な 方 法 を 用 い て 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。
詳 し く は 、 精 製 さ れ た SECPを 用 い て 抗 体 を 作 っ た り 、 治 療 薬 の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン
グ し て SECPと 特 異 的 に 結 合 す る も の の 同 定 が 可 能 で あ る 。 SECPに 対 す る 抗 体 も 、 当 分 野 で
一 般 的 な 方 法 を 用 い て 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 、 Fab断 片 、 及 び Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ に よ
っ て 作 ら れ た 断 片 が 含 ま れ る 。 但 し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 一 実 施 態 様 で は
、 中 和 抗 体 (す な わ ち 、 二 量 体 形 成 を 阻 害 す る 抗 体 )は 治 療 的 に 使 用 さ れ 得 る 。 一 本 鎖 抗 体
（ 例 え ば ラ ク ダ 又 は ラ マ に 由 来 す る ） は 強 力 な 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー で あ り 得 る 。 ま た ペ プ チ
ド 擬 態 物 質 の 設 計 及 び 免 疫 吸 着 剤 と バ イ オ セ ン サ ー の 開 発 に 用 途 を 有 し 得 る (Muyldermans
, S. (2001) J. Biotechnol. 74:277-302)。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 抗 体 の 産 生 の た め に は 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ク ダ 、 ヒ ト コ ブ ラ ク ダ 、 ラ
マ 、 ヒ ト 及 び そ の 他 の も の を 含 む 種 々 の 宿 主 が 、 SECP又 は 任 意 の 断 片 、 又 は 免 疫 原 性 の 特
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性 を 備 え る そ の オ リ ゴ ペ プ チ ド の 注 入 に よ っ て 免 疫 化 さ れ 得 る 。 宿 主 の 種 に 応 じ て 、 種 々
の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 免 疫 応 答 を 高 め る こ と も で き る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ
う な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の ミ ネ ラ ル
ゲ ル ア ジ ュ バ ン ト と 、 リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、
油 性 乳 剤 、 ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ど の 界 面 活 性 剤 と
が あ る 。 ヒ ト に 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト の 中 で は 、 BCG(カ ル メ ッ ト ‐ ゲ ラ ン 杆 菌 )及 び コ
リ ネ バ ク テ リ ウ ム ‐ パ ル バ ム ( )が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 SECPに 対 す る 抗 体 を 誘 発 す る た め に 用 い ら れ る オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 又 は 断 片 は
、 少 な く と も 約 ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 一 般 的 に は 約 １ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら な る も
の が 好 ま し い 。 こ れ ら の オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 又 は 断 片 は ま た 、 天 然 の タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 と 実 質 的 に 同 一 で あ る こ と が 望 ま し い 。 SECPの ア ミ ノ 酸 群 の 短 い 区 間
を 、 Ｋ Ｌ Ｈ な ど の 別 の タ ン パ ク 質 の 配 列 と 融 合 し 、 キ メ ラ 分 子 に 対 す る 抗 体 を 産 生 し 得 る
。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 SECPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 地 内 の 連 続 し た 細 胞 株 に よ っ て 、 抗 体 分 子 を 産
生 す る 任 意 の 技 術 を 用 い て 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う
な 技 術 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 及 び EBV-ハ イ ブ リ ド
ー マ 技 術 が あ る (Kohler, G.他 (1975) Nature 256:495-497; Kozbor, D.他 (1985) J. Immu
nol. Methods 81:31-42; Cote, R.J.他  (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-20
30;  Cole, S.P.他 (1984) Mol.Cell Biol. 62:109-120)。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 更 に 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 作 製 の た め に 開 発 さ れ た 技 術 、 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 に マ ウ ス
抗 体 遺 伝 子 を ス プ ラ イ シ ン グ す る な ど の 技 術 が 、 好 適 な 抗 原 特 異 性 及 び 生 物 学 的 活 性 を 有
す る 分 子 を 得 る た め に 用 い ら れ る (Morrison, S.L. 他 (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 81:6851-6855、 Neuberger, M.S. 他 (1984) Nature 312:604-608; Takeda, S.他 (1985) 
Nature 314:452-454)。 別 法 で は 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 一 本 鎖 抗 体 の 産 生 の た
め の 記 載 さ れ た 技 術 を 適 用 し て 、 SECP特 異 的 一 本 鎖 抗 体 を 生 成 す る 。 関 連 し た 特 異 性 を 有
す る が イ デ ィ オ タ イ プ 組 成 が 異 な る よ う な 抗 体 を 、 ラ ン ダ ム な 組 み 合 わ せ の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ラ イ ブ ラ リ か ら チ ェ ー ン シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 産 生 す る こ と も で き る （ Burton D.R. 
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10134-10137） 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 抗 体 の 産 生 は 、 リ ン パ 球 集 団 に お け る 産 生 の 誘 導 に よ っ て 、 或 い は 文 献 に 開 示
さ れ て い る よ う に 非 常 に 特 異 的 な 結 合 試 薬 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ラ イ ブ ラ リ 又 は パ ネ ル の ス
ク リ ー ニ ン グ に よ っ て も 行 い 得 る (Orlandi, R. 他 (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8
6:3833-3837; Winter, G.他 (1991) Nature 349:293-299)。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 SECPに 対 す る 特 異 的 な 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 も 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 限 定 す る も の
で は な い が 、 こ の よ う な 断 片 に は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 作 製 さ れ る F（ ab'）

2  断 片 と 、 F（ ab'） 2  断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る Fab断
片 と が あ る 。 或 い は 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 所 望 の 特 異 性 を 持 つ
モ ノ ク ロ ー ナ ル Fab断 片 を 迅 速 且 つ 容 易 に 同 定 す る こ と が 可 能 と な る (Huse, W.D.他 (1989)
 Science 246:1275-1281)。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 種 々 の 免 疫 学 的 検 定 （ イ ム ノ ア ッ セ イ ） を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 所 望
の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 同 定 し 得 る 。 確 立 さ れ た 特 異 性 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 何 れ か を 用 い る 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 、 又 は 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 の た
め の 数 々 の プ ロ ト コ ル が 、 当 分 野 で は 周 知 で あ る 。 通 常 こ の よ う な 免 疫 測 定 法 に は 、 SECP
と そ の 特 異 性 抗 体 と の 間 の 複 合 体 の 計 測 が 含 ま れ る 。 二 つ の 非 干 渉 性 SECPエ ピ ト ー プ に 対
し て 反 応 性 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 、 ２ 部 位 モ ノ ク ロ ー ナ ル ベ ー ス の イ ム ノ ア ッ セ
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イ が 一 般 に 利 用 さ れ る が 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ も 利 用 す る こ と が で き る (Pound、 前 出 )。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 放 射 免 疫 測 定 法 技 術 と 共 に Scatchard分 析 な ど の 様 々 な 方 法 を 用 い て 、 SECPに 対 す る 抗
体 の 親 和 性 を 評 価 す る 。 親 和 性 を 結 合 定 数 Kaで 表 す が 、 こ の Kaは 、 平 衡 状 態 の 下 で SECP抗
体 複 合 体 の モ ル 濃 度 を 遊 離 抗 体 と 遊 離 抗 原 の モ ル 濃 度 で 除 し て 得 ら れ る 値 で あ る 。 多 数 の
SECPエ ピ ト ー プ に 対 し て 親 和 性 が 不 均 一 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 試 薬 の Kaは 、 SECPに 対 す る
抗 体 の 平 均 親 和 性 又 は 結 合 活 性 を 表 す 。 特 定 の SECPエ ピ ト ー プ に 単 一 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 試 薬 の Kaは 、 親 和 性 の 真 の 測 定 値 を 表 す 。 Ka値 が １ ０ ９ ～ １ ０ １ ２ liter／ ｍ ｏ
ｌ の 高 親 和 性 抗 体 試 薬 は 、 SECP抗 体 複 合 体 が 過 酷 な 処 理 に 耐 え な け れ ば な ら な い イ ム ノ ア
ッ セ イ に 用 い る の が 好 ま し い 。 Ka値 が １ ０ ６ ～ １ ０ ７ liter／ ｍ ｏ ｌ の 低 親 和 性 抗 体 試 薬
は 、 SECPが 抗 体 か ら 最 終 的 に 活 性 化 状 態 で 解 離 す る 必 要 が あ る 免 疫 精 製 及 び 類 似 の 処 理 に
用 い る の が 好 ま し い (Catty, D. (1988) . 
IRL Press, Washington, DC; Liddell, J. E. 及 び  Cryer, A. (1991) 

, John Wiley & Sons, New York NY)。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 剤 の 抗 体 価 及 び 結 合 活 性 を 更 に 評 価 し て 、 後 に 使 う 或 る 適 用 例 に
対 す る こ の よ う な 製 剤 の 品 質 及 び 適 合 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 少 な く と も １
～ ２ ｍ ｇ /ｍ ｌ の 特 異 的 な 抗 体 、 好 ま し く は ５ ～ １ ０ ｍ ｇ /ｍ ｌ の 特 異 的 な 抗 体 を 含 む ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 試 薬 は 一 般 に 、 SECP抗 体 複 合 体 を 沈 殿 さ せ な け れ ば な ら な い 処 理 に 用 い ら
れ る 。 抗 体 の 特 異 性 、 抗 体 価 、 及 び 結 合 力 の 評 価 手 順 、 並 び に 、 様 々 な 適 用 例 に お け る 抗
体 の 品 質 と 使 用 に 対 す る 指 針 に つ い て は 、 一 般 に 入 手 可 能 で あ る (Catty, 前 出 ; Coligan
他 、 前 出 )。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ の 任 意 の 断 片 や
相 補 配 列 を 、 治 療 目 的 で 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 SECPを コ ー ド す る 遺
伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 や 調 節 領 域 に 相 補 的 な 配 列 や ア ン チ セ ン ス 分 子 （ DNA、 RNA、 PNA
、 又 は 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド ） を 設 計 し て 遺 伝 子 発 現 を 変 更 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 技
術 は 当 分 野 で は 周 知 で あ り 、 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 大 き な 断 片
が 、 SECPを コ ー ド す る 配 列 の 制 御 領 域 か ら 、 又 は コ ー ド 領 域 に 沿 っ た さ ま ざ ま な 位 置 か ら
設 計 可 能 で あ る （ Agrawal, S., 編 集  (1996) , Humana Press., 
Totawa NJ） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 治 療 に 用 い る 場 合 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 を 適 切 な 標 的 細 胞 に 導 入 す る の に 好 適 な 、 任 意 の
遺 伝 子 送 達 系 を 用 い る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 転 写 時 に 標 的 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 細 胞 配 列 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な 配 列 を 作 製 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド の 形 で 、 細
胞 内 に 送 達 し 得 る (Slater, J.E.他 (1998) J. Allergy Clin. Immunol. 102:469-475; Sca
nlon, K.J.他 (1995) 9:1288-1296)。 ア ン チ セ ン ス 配 列 は ま た 、 細 胞 内 に 、 ウ イ ル ス ベ ク
タ ー 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス 及 び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス の ベ ク タ ー を 用 い て 導 入 し う る (Mille
r, A.D. (1990) Blood 76:271; Ausubel他 、 前 出 ; Uckert, W.及 び W. Walther (1994) Ph
armacol. Ther. 63:323-347)。 そ の 他 の 遺 伝 子 送 達 機 構 に は 、 リ ポ ソ ー ム 系 、 人 工 的 な ウ
イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 及 び 当 分 野 で 公 知 の そ の 他 の シ ス テ ム が 含 ま れ る （ Rossi, J.J. (199
5) Br. Med. Bull. 51:217-225; Boado, R.J.他 (1998) J. Pharm. Sci. 87(11):1308-131
5、 Morris, M.C.他 (1997) Nucleic Acids Res. 25:2730-2736） 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 体 細 胞 若 し く は 生 殖
細 胞 の 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 遺 伝 子 治 療 に よ り 、 （ i） 遺 伝 子 欠 損 症 を
治 療 し （ 例 え ば Ｘ 染 色 体 連 鎖 遺 伝 （ Cavazzana-Calvo, M.他 (2000) Science 288:669-672
） に よ り 特 徴 付 け ら れ る 重 症 複 合 型 免 疫 不 全 (SCID)-X1病 の 場 合 ） 、 先 天 性 ア デ ノ シ ン デ
ア ミ ナ ー ゼ （ ADA） 欠 損 症 に 関 連 す る 重 症 複 合 型 免 疫 不 全 症 候 群 （ Blaese, R.M. 他 (1995)
 Science 270:475-480; Bordignon, C.他 (1995) Science 270:470-475） 、 嚢 胞 性 繊 維 症
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（ Zabner, J.他 (1993) Cell 75:207-216; Crystal, R.G.他 (1995) Hum.Gene Therapy 6:6
43-666; Crystal, R.G.他 (1995) Hum.Gene Therapy 6:667-703） 、 サ ラ セ ミ ア （ thalassa
mia） 、 家 族 性 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 や 、 第 ８ 因 子 若 し く は 第 ９ 因 子 欠 損 に 起 因 す る 血 友
病 （ Crystal, R.G. (1995) Science 270:404-410、 Verma, I.M. 及 び  N. Somia (1997) N
ature 389:239-242） 、 （ ii） 条 件 的 致 死 性 遺 伝 子 産 物 を 発 現 さ せ （ 例 え ば 無 秩 序 な 細 胞
増 殖 に 起 因 す る 癌 の 場 合 ） 、 （ iii） 細 胞 内 の 寄 生 体 、 例 え ば ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV)
（ Baltimore, D. (1988) Nature 335:395-396、 Poeschla, E.他 (1996) Proc. Natl. Acad
. Sci. USA. 93:11395-11399） な ど ヒ ト レ ト ロ ウ イ ル ス 、 B型 若 し く は C型 肝 炎 ウ イ ル ス （
HBV、 HCV） 、 及 び 等 の 寄 生 真 菌 、 並 び
に 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 及 び ク ル ー ズ ト リ パ ノ ソ ー マ 等 の 寄 生 原 虫 に 対 す る 保 護 作 用 を 与 え
る タ ン パ ク 質 を 発 現 で き る 。 SECPの 発 現 若 し く は 調 節 に 必 要 な 遺 伝 子 の 欠 損 が 疾 患 を 引 き
起 こ す 場 合 、 導 入 し た 細 胞 の 好 適 な 集 団 か ら SECPを 発 現 さ せ て 、 遺 伝 子 欠 損 に よ っ て 起 こ
る 症 状 の 発 現 を 緩 和 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 例 で は 、 SECPの 欠 損 に よ る 疾 患 や 異 常 症 は 、 SECPを コ ー ド す る 哺 乳
動 物 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し て 、 こ れ ら の ベ ク タ ー を 機 械 的 手 段 に よ っ て SECP欠 損 細 胞 に 導
入 す る こ と に よ っ て 治 療 す る 。 或 い は の 細 胞 に 用 い る 機 械 的 導 入 技 術 に
は 、 (i)個 々 の 細 胞 内 へ の 直 接 的 な DNA微 量 注 射 法 、 (ii)遺 伝 子 銃 、 (iii)リ ポ ソ ー ム を 介
し た 形 質 移 入 、 (iv)受 容 体 を 介 し た 遺 伝 子 導 入 、 及 び (v)DNAト ラ ン ス ポ ゾ ン の 使 用 が あ る
(Morgan, R.A. 及 び  W.F. Anderson(1993)Annu. Rev. Biochem. 62:191-217、 Ivics, Z.(
1997)Cell 91:501-510; Boulay, J-L. 及 び H. Recipon(1998)Curr. Opin. Biotechnol. 9
:445-450)。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 SECP の 発 現 に 効 果 的 で あ る 発 現 ベ ク タ ー に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 PCDNA 3.1、
EPITAG、 PRCCMV2、 PREP、 PVAX, PCR2-TOPOTA ベ ク タ ー  (Invitrogen, Carlsbad CA)、 PCM
VSCRIPT、 PCMV-TAG、 PEGSH/PERV (Stratagene, La Jolla CA)及 び PTETOFF、 PTETON、  PTR
E2、 PTRE2LUC、 PTKHYG(Clontech, Palo Alto CA)が 含 ま れ る 。 SECPを 発 現 さ せ る た め に 、
（ i） 恒 常 的 に 活 性 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） 、 ラ ウ ス 肉 腫
ウ イ ル ス （ RSV） 、 SV40ウ イ ル ス 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） 、 若 し く は β － ア ク チ ン 遺 伝
子 等 ） 、 (ii)誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 市 販 さ れ て い る T-REXプ ラ ス ミ ド （ Invitroge
n） に 含 ま れ て い る 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー （ Gossen, M. 及 び  H. Bujard
 (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:5547-5551; Gossen, M. 他  (1995) Science
 268:1766-1769; Rossi, F.M.V. 及 び  H.M. Blau (1998) Curr. Opin. Biotechnol. 9:45
1-456） ） 、 エ ク ジ ソ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 市 販 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド PVGRXR及 び PIND
に 含 ま れ て い る ： Invitrogen） 、 FK506／ ラ パ マ イ シ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 又 は RU486／
ミ フ ェ プ リ ス ト ー ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ Rossi, F.M.V. 及 び  H.M. Blau, 前 出 ） 、 又 は
（ iii） 正 常 な 個 体 に 由 来 す る SECPを コ ー ド す る 内 因 性 遺 伝 子 の 天 然 の プ ロ モ ー タ ー 若 し
く は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 市 販 の リ ポ ソ ー ム 形 質 転 換 キ ッ ト （ 例 え ば Invitrogen社 の PerFect Lipid Transfection
 Kit） を 用 い れ ば 、 当 業 者 は 実 験 の 各 パ ラ メ ー タ を 最 適 化 す る 努 力 を さ ほ ど 要 さ ず 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 群 を 、 培 養 中 の 標 的 細 胞 群 に 送 達 し 得 る 。 別 法 で は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （
Graham. F.L. 及 び  A.J. Eb（ 1973） Virology 52:456-467） 若 し く は 電 気 穿 孔 法 （ Neuman
n, E. 他  (1982) EMBO J. 1:841-845） を 用 い て 形 質 転 換 を 行 う 。 初 代 培 養 細 胞 に DNAを 導
入 す る た め に は 、 こ れ ら 標 準 化 さ れ た 哺 乳 類 形 質 移 入 プ ロ ト コ ル の 修 正 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 SECPの 発 現 に 関 連 す る 遺 伝 子 欠 損 に よ っ て 起 こ る 疾 患 や 異 常
症 は 、 （ i） レ ト ロ ウ イ ル ス 末 端 反 復 配 列 （ LTR） プ ロ モ ー タ ー 若 し く は 独 立 し た プ ロ モ ー
タ ー の コ ン ト ロ ー ル 下 で SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 （ ii） 好 適 な RNAパ ッ ケ
ー ジ ン グ シ グ ナ ル と 、 （ iii） 追 加 の レ ト ロ ウ イ ル ス ・ シ ス 作 用 性 RNA配 列 及 び 効 率 的 な ベ
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ク タ ー の 増 殖 に 必 要 な コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 伴 う Rev応 答 性 エ レ メ ン ト （ RRE） と か ら な る レ
ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 作 製 し て 治 療 す る こ と が で き る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え
ば PFB及 び PFBNEO） は Stratagene社 か ら 市 販 さ れ て お り 、 刊 行 デ ー タ （ Riviere, I. 他 （ 1
995） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:6733-6737） に 基 づ く 。 上 記 デ ー タ は 参 照 に よ り 開
示 に 含 ま れ る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 好 適 な ベ ク タ ー 産 生 細 胞 株 （ VPCL） に お い て 増 殖 さ れ る
。 VPCLは 、 各 標 的 細 胞 上 の 受 容 体 へ の 向 性 を 持 つ エ ン ベ ロ ー プ 遺 伝 子 を 、 又 は VSVgな ど 汎
親 和 性 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る （ Armentano, D. 他 (1987) J. Virol. 61:1647
-1650; Bender, M.A.他  (1987) J. Virol. 61:1639-1646; Adam, M.A. 及 び  A.D. Miller
 (1988) J. Virol. 62:3802-3806; Dull, T.他 (1998) J. Virol. 72:8463-8471; Zuffere
y, R.他  (1998) J. Virol. 72:9873-9880） 。 Riggに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,910,434号 （
「 Method for obtaining retrovirus packaging cell lines producing high transducin
g efficiency retroviral supernatant」 ） に お い て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 細
胞 株 を 得 る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て お り 、 引 用 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 類 の 繁 殖 や 、 細 胞 集 団 （ 例 え ば CD4 + Ｔ 細 胞 群 ） の 形 質 導 入 、 及 び
形 質 導 入 し た 細 胞 群 の 患 者 へ の 戻 し は 、 遺 伝 子 治 療 分 野 で は 当 業 者 に 周 知 の 手 法 で あ り 、
多 数 の 文 献 に 記 載 が あ る （ Ranga, U.他 (1997) J. Virol. 71:7020-7029; Bauer, G.他  (1
997) Blood 89:2259-2267; Bonyhadi, M.L. (1997) J. Virol. 71:4707-4716; Ranga, U.
他 (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:1201-1206; Su, L. (1997) Blood 89:2283-22
90） 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 或 る 実 施 態 様 で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 系 遺 伝 子 治 療 の 送 達 系 を 用 い て 、 SECPの 発 現 に 関 連
す る １ 或 い は 複 数 の 遺 伝 子 異 常 を 有 す る 細 胞 に SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 送 達
す る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス 系 ベ ク タ ー 類 の 作 製 及 び パ ッ ケ ー ジ ン グ に つ い て は 、 当 業 者 に 周 知
で あ る 。 複 製 欠 損 型 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 類 は 、 種 々 の 免 疫 調 節 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 群 を 、 無 損 傷 の 膵 島 内 に 導 入 す る 目 的 で 多 様 に 利 用 し 得 る こ と が 証 明 さ れ た （ Cs
ete, M.E.他 (1995) Transplantation 27:263-268） 。 使 用 で き る 可 能 性 の あ る ア デ ノ ウ イ
ル ス ベ ク タ ー は 、 Armentanoに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,707,618号 （ 「 Adenovirus vectors
 for gene therapy」 ） に 記 載 さ れ て お り 、 引 用 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る
。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 類 に つ い て は 、 Antinozzi, P.A. 他 (1999; Annu. Rev. Nutr. 
19:511-544)並 び に Verma, I.M.及 び N. Somia (1997; Nature 18:389:239-242)を 参 照 さ れ
た い 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 ヘ ル ペ ス 系 遺 伝 子 治 療 の 送 達 系 を 用 い て 、 SECPの 発 現 に 関 連 す る １
つ 以 上 の 遺 伝 子 異 常 を 有 す る 標 的 細 胞 に 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 送 達 す る
。 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ Ｈ Ｓ Ｖ ） 系 の ベ ク タ ー は 、 Ｈ Ｓ Ｖ 親 和 性 の 中 枢 神 経 細 胞 に SECP
を 導 入 す る 際 に 特 に 有 用 で あ り 得 る 。 ヘ ル ペ ス 系 ベ ク タ ー 類 の 作 製 及 び パ ッ ケ ー ジ ン グ は
、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 或 る 複 製 適 格 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ HSV） １ 型 系 の ベ ク タ ー
が 、 或 る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 、 霊 長 類 の 眼 へ の 送 達 に 用 い ら れ て い る （ Liu, X. 他 (1999)
 Exp.Eye Res.169:385395） 。 HSV-1ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 作 製 に つ い て も 、 DeLucaに 付 与 さ
れ た 米 国 特 許 第 5,804,413号 （ 「 Herpes simplex virus strains for gene transfer」 ）
に 開 示 さ れ て お り 、 該 特 許 の 引 用 を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 米 国 特 許 第 5,804,413
号 に は 、 ヒ ト 遺 伝 子 治 療 を 含 む 目 的 の た め に 好 適 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お い て 細 胞 に
導 入 さ れ る 少 な く と も １ つ の 外 在 性 遺 伝 子 を 有 す る ゲ ノ ム を 含 む 組 換 え HSV d92の 使 用 に
つ い て の 記 載 が あ る 。 上 記 特 許 は ま た 、 ICP4、 ICP27及 び ICP22を 欠 失 し た 組 換 え HSV系 統
の 作 製 及 び 使 用 に つ い て 開 示 し て い る 。 HSVベ ク タ ー 類 に つ い て は 、 Goins, W.F. 他 (1999
; J. Virol. 73:519-532)及 び  Xu, H.他 (1994; Dev. Biol. 163:152-161)。 ク ロ ー ン 化 し
た ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 配 列 群 の 操 作 、 大 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ゲ ノ ム （ large herpesvirus geno
mes） の 様 々 な セ グ メ ン ト を 持 つ 複 数 の プ ラ ス ミ ド を 形 質 移 入 し た 後 の 組 換 え ウ イ ル ス の
産 生 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 成 長 及 び 増 殖 、 並 び に 細 胞 群 へ の ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 感 染 は 、
当 業 者 に 公 知 の 技 術 で あ る 。
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【 ０ ２ ３ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 α ウ イ ル ス （ 正 の 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス ） ベ ク タ ー を 用 い て SECPを コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 細 胞 に 送 達 す る 。 プ ロ ト タ イ プ の α ウ イ ル ス で あ る セ ム
リ キ 森 林 熱 ウ イ ル ス （ Semliki Forest Virus, SFV） の 生 物 学 的 研 究 が 広 範 に 行 わ れ て お
り 、 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー 類 は SFVゲ ノ ム に 基 づ く （ Garoff, H. 及 び  K.-J. Li (1998) Cun
. Opin. Biotech. 9:464-469） 。 α ウ イ ル ス RNAの 複 製 中 に 、 ウ イ ル ス の カ プ シ ド タ ン パ
ク 質 群 を 通 常 は コ ー ド す る 、 サ ブ ゲ ノ ム RNAが 産 生 さ れ る 。 こ の サ ブ ゲ ノ ム RNAは 完 全 長 ゲ
ノ ム RNAよ り も 高 レ ベ ル に 複 製 す る の で 、 酵 素 活 性 （ 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ 及 び ポ リ メ ラ ー
ゼ ） を 持 つ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 比 べ て カ プ シ ド タ ン パ ク 質 群 が 過 剰 産 生 さ れ る 。 同 様 に
、 α ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 、 キ ャ プ シ ッ ド を コ ー ド す る 領 域 の 代 わ り に SECPの コ ー ド 配 列 を 導
入 す る こ と に よ っ て 、 ベ ク タ ー 導 入 細 胞 に お い て 多 数 の SECPを コ ー ド す る RNAが 産 生 さ れ
、 高 い レ ベ ル で SECPが 合 成 さ れ る 。 通 常 、 α ウ イ ル ス の 感 染 は 、 数 日 以 内 の 細 胞 溶 解 を 伴
う 。 一 方 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス （ SIN） の 或 る 変 異 体 を 有 す る ハ ム ス タ ー 正 常 腎 臓 細 胞 （ B
HK-21） 群 が 持 続 的 な 感 染 を 確 立 す る 能 力 は 、 α ウ イ ル ス 類 の 溶 解 複 製 を 、 遺 伝 子 治 療 に
応 用 し 得 る よ う に 好 適 に 改 変 可 能 で あ る こ と を 示 唆 す る （ Dryga, S.A.他 (1997) Virology
 228:74-83） 。 様 々 な 宿 主 に α ウ イ ル ス を 導 入 で き る こ と か ら 、 様 々 な タ イ プ の 細 胞 に SE
CPを 導 入 す る こ と で き る 。 或 る 集 団 に お け る 或 る サ ブ セ ッ ト の 細 胞 群 の 特 異 的 形 質 導 入 は
、 形 質 導 入 前 に 細 胞 の 選 別 を 必 要 と し 得 る 。 α ウ イ ル ス の 感 染 性 cDNAク ロ ー ン の 操 作 方 法
、 α ウ イ ル ス の cDNA及 び RNAの 形 質 移 入 方 法 及 び α ウ イ ル ス の 感 染 方 法 は 、 当 業 者 に 公 知
で あ る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 転 写 開 始 部 位 （ transcription initiation site） 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て
遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 位 置 は 、 例 え ば ス タ ー ト 部 位 (start site)
か ら 数 え て 約 － １ ０ と 約 ＋ １ ０ の 間 で あ る 。 同 様 に 、 三 重 ら せ ん 塩 基 対 の 形 成 方 法 を 用 い
て 阻 害 が 可 能 と な る 。 三 重 ら せ ん 対 合 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 又 は 制 御 分 子 と 結 合 で
き る よ う に 十 分 に 開 こ う と す る 、 二 重 ら せ ん の 能 力 を 阻 害 す る の で 有 用 で あ る 。 三 重 鎖 DN
Aを 用 い る 最 近 の 治 療 の 進 歩 に つ い て は 文 献 に 記 載 が あ る (Gee, J.E.他 (1994) in Huber, 
B.E. 及 び  B.I. Carr, , Futura Publishing, Mt
. Kisco NY, 163-177ペ ー ジ )。 相 補 配 列 又 は ア ン チ セ ン ス 分 子 も ま た 、 転 写 物 が リ ボ ソ ー
ム に 結 合 す る の を 阻 止 す る こ と に よ っ て mRNAの 翻 訳 を 妨 害 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 酵 素 的 RNA分 子 で あ り 、 RNAの 特 異 的 切 断 を 触 媒 す る た め に リ ボ ザ イ ム を 用
い る こ と も で き る 。 リ ボ ザ イ ム 作 用 の 機 序 は 、 相 補 的 標 的 RNAへ の リ ボ ザ イ ム 分 子 の 配 列
特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 そ の 後 に 起 こ る ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切 断 に 関 与 し て い る 。
例 え ば 、 操 作 さ れ た ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム 分 子 は 、 SECPを コ ー ド す る RNA分 子 の ヌ
ク レ オ チ ド 鎖 切 断 を 、 特 異 的 且 つ 効 果 的 に 触 媒 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 任 意 の 潜 在 的 RNA標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 GUA、 GUU、 GUC配 列 を 含 め た リ
ボ ザ イ ム 切 断 部 位 に つ い て 標 的 分 子 を ス キ ャ ン す る こ と に よ っ て 先 ず 同 定 さ れ る 。 一 度 同
定 さ れ る と 、 切 断 部 位 を 持 つ 標 的 遺 伝 子 の 領 域 に 対 応 す る １ ５ ～ ２ ０ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の
短 い RNA配 列 が 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 機 能 不 全 に す る よ う な ２ 次 構 造 の 特 徴 を も っ
て い な い か を 評 価 す る こ と が 可 能 に な る 。 候 補 標 的 の 適 合 性 の 評 価 も 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
プ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ を 用 い て 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 群 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン へ の 到 達 性 を テ ス ト す る こ と に よ っ て 行 い 得 る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 相 補 リ ボ 核 酸 分 子 及 び リ ボ ザ イ ム は 、 核 酸 分 子 合 成 の た め の 当 分 野 で 既 知 の 任 意 の 方 法
を 用 い て 作 製 し 得 る 。 作 製 方 法 に は 、 固 相 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 合 成 な ど 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る 方 法 が あ る 。 或 い は 、 RNA分 子 は 、 SECPを コ ー ド す る DNA分 子 の

及 び 転 写 に よ っ て 産 出 し 得 る 。 こ の よ う な DNA配 列 は 、 T7や SP6な ど の 好
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適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 多 様 な ベ ク タ ー 内 に 取 り 込 む こ と が 可 能 で あ
る 。 或 い は 、 相 補 的 RNAを 構 成 的 或 い は 誘 導 的 に 合 成 す る こ れ ら の cDNA構 築 物 を 、 細 胞 株
、 細 胞 又 は 組 織 内 に 導 入 で き る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 細 胞 内 の 安 定 性 を 高 め 半 減 期 を 延 ば す た め RNA分 子 を 修 飾 し 得 る 。 限 定 す る も の で は な
い が 可 能 な 修 飾 と し て は 、 分 子 の ５ '末 端 、 ３ '末 端 、 或 い は そ の 両 方 に お い て 隣 接 配 列 群
を 追 加 す る こ と や 、 分 子 の 主 鎖 内 に お い て ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 結 合 で は な く ホ ス ホ ロ チ
オ エ ー ト 又 は 2' O-メ チ ル を 使 用 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ の 概 念 は 、 本 来 は PNA群 の 産 出 に
お け る も の で あ る が 、 こ れ ら 全 て の 分 子 に 拡 張 で き る 。 そ の た め に は 、 内 因 性 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ に よ っ て 容 易 に は 認 識 さ れ な い 、 ア デ ニ ン 、 シ チ ジ ン 、 グ ア ニ ン 、 チ ミ ン 、 及 び
ウ リ ジ ン の ア セ チ ル － 、 メ チ ル － 、 チ オ － 及 び 同 様 の 修 飾 型 や 、 非 従 来 型 塩 基 、 例 え ば イ
ノ シ ン 、 ク エ オ シ ン （ queosine） 、 ワ イ ブ ト シ ン （ wybutosine） を 含 め る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 発 明 の 別 の 実 施 様 態 で は 、 本 発 明 の １ つ 以 上 の 選 択 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 、
当 分 野 で 知 ら れ て い る RNA干 渉 (RNAi)又 は 転 写 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ (PTGS)方 法 を 用 い
て 変 更 、 阻 害 、 低 下 、 又 は 抑 制 し 得 る 。 RNAiは 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 転 写 後 モ ー ド で
あ り 、 標 的 細 胞 に 導 入 さ れ た 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ (dsRNA)が 相 同 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 dsRNAに 相 補 的
な 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 ） の 発 現 を 特 異 的 に 抑 制 す る 。 こ れ は 効 果 的 に 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を
ノ ッ ク ア ウ ト す る か 、 実 質 的 に 低 下 さ せ る 。 PTGSは ま た 、 DNA或 い は DNA断 片 の 使 用 に よ っ
て も 達 成 さ れ 得 る 。 RNAi法 の 記 載 は Fire, A.他 (1998; Nature 391:806-811)及 び Gura, T.
 (2000; Nature 404:804-808)が あ る 。 PTGSを 開 始 す る に は ま た 、 選 択 し た 組 織 に DNAの 相
補 セ グ メ ン ト を 導 入 し て 行 う こ と が で き 、 こ れ に は 本 願 記 載 の 、 又 は 当 該 分 野 で 既 知 の 、
遺 伝 子 送 達 及 び /又 は ウ イ ル ス ベ ク タ ー 送 達 法 を 用 い る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 RNAiを 哺 乳 類 細 胞 内 で 誘 導 す る に は 、 低 分 子 干 渉 (small interfering)RNA、 略 称 siRNA
の 利 用 で 可 能 と な る 。 siRNAは dsRNAの 短 い セ グ メ ン ト (通 常 、 約 21～ 23ヌ ク レ オ チ ド 長 )で
あ り 、  で 、 導 入 し た dsRNAが 内 因 性 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 作 用 で 切 断 さ れ て 生 じ る
。 siRNAは 、 哺 乳 類 で の RNAi効 果 の メ デ ィ エ ー タ で あ る と 思 わ れ る 。 最 も 有 効 な siRNAは 、
21ヌ ク レ オ チ ド dsRNAで 2ヌ ク レ オ チ ド の 3'オ ー バ ー ハ ン グ を 持 つ RNAの よ う で あ る 。 siRNA
を 用 い た RNAiの 哺 乳 類 細 胞 で の 誘 導 は 、 Elbashir, S.M.他 (2001; Nature 411:494-498)に
記 載 が あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 siRNAを 産 生 す る に は 、 直 接 に dsRNAを 標 的 細 胞 に 導 入 す る か 、 間 接 的 に 、 本 願 記 載 又 は
当 該 分 野 で 既 知 の 哺 乳 類 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 及 び 媒 介 物 (例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム を 介 し
た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 法 、 又 は 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 送 達 /導 入 法 )
で 可 能 で あ る 。 好 適 な siRNAを 選 ぶ に は 、 AUG開 始 コ ド ン か ら 下 流 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 に
つ い て 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 転 写 物 (例 え ば mRNA)を 検 討 し 、 各 ヌ ク レ オ チ ド と 3'側 の 隣
接 す る 19～ 23ヌ ク レ オ チ ド の 出 現 を 潜 在 的 siRNA標 的 部 位 と し て 記 録 し て 可 能 で あ り 、 21
ヌ ク レ オ チ ド 長 を 持 つ 配 列 が 好 ま し い 。 標 的 siRNA部 位 と し て 避 け る べ き 領 域 と し て は 、 5
'と 3'の 非 翻 訳 領 域 (UTR)、 及 び 開 始 コ ド ン に 近 い 領 域 (75塩 基 以 内 )が あ り 、 理 由 は 、 こ れ
ら は 調 節 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 が 、 よ り 豊 富 な た め で あ る 。 UTR結 合 タ ン パ ク 及 び /又 は 翻 訳
開 始 複 合 体 は 、 siRNPエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 の 結 合 に 干 渉 し う る 。 siRNAの た め に 選 択
し た 標 的 部 位 は 次 に 、 適 切 な ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス (例 え ば ヒ ト 等 の も の )と 比 較 で き 、 こ れ
に は BLAST又 は 他 の 、 当 該 分 野 で 既 知 の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 。 標 的 配 列 の 内 、
他 の コ ー ド 配 列 へ の 有 意 な 相 同 性 を 持 つ 配 列 は 、 考 慮 か ら 除 外 で き る 。 選 択 し た siRNAを
産 生 す る に は 、 当 該 分 野 で 既 知 の 化 学 合 成 法 で 、 又 は 転 写 に 市 販 の 方 法 と キ ッ ト
、 例 え ば SILENCER siRNA作 製 キ ッ ト (Ambion, Austin TX)を 用 い て 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で 、 長 期 の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 及 び /又 は RNAi効 果 を 、 選 択 し た 組 織 で
誘 導 で き 、 こ れ に は siRNAを 持 続 的 に 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る 。 こ れ を 達 成 す る に
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は 、 操 作 し て (短 い )ヘ ア ピ ン RNA (shRNA)を 発 現 す る よ う に し た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い 、 こ
れ に は 当 該 分 野 で 既 知 の 方 法 を 用 い る (例 え ば Brummelkamp, T.R.他 (2002) Science 296:5
50-553; 及 び Paddison, P.J.他 (2002) Genes Dev. 16:948-958参 照 )。 こ れ ら 及 び 関 連 の
実 施 態 様 で shRNAを 標 的 細 胞 に 送 達 す る に は 、 当 該 分 野 で 既 知 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い 得 る
。 siRNAの 送 達 に 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー の 一 例 は PSILENCER1.0-U6 (circular)プ ラ ス ミ ド (Am
bion)で あ る 。 標 的 組 織 に 送 達 さ れ る と 、 shRNAは  で プ ロ セ ス さ れ て siRNA様 分 子
と な り 、 こ れ は 遺 伝 子 特 異 的 サ イ レ ン シ ン グ を 行 え る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 種 々 の 実 施 態 様 で 、 RNAi又 は PTGS法 が 標 的 に す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 判 定 は 、 mRNA及
び /又 は タ ン パ ク 質 解 析 用 の ア ッ セ イ で 行 え る 。 或 る 標 的 遺 伝 子 の mRNAの 発 現 レ ベ ル 判 定
は 、 ノ ー ザ ン 解 析 法 に 例 え ば NORTHERNMAX-GLYキ ッ ト (Ambion)を 用 い て 、 ま た マ イ ク ロ ア
レ イ 法 で 、 PCR法 で 、 リ ア ル タ イ ム PCR法 で 、 ま た 他 の 、 当 該 分 野 で 既 知 又 は 本 願 記 載 の RN
A/ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア ッ セ イ で 行 え る 。 標 的 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル
の 判 定 は 、 ウ ェ ス タ ン 解 析 に 当 該 分 野 で 既 知 の 標 準 技 術 を 用 い て 行 え る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 例 は 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 変 化 に 有 効 な 化
合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 含 む 。 限 定 す る も の で は な い が 特 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
発 現 改 変 を 起 こ す の に 有 効 で あ り 得 る 化 合 物 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 三 重 ら せ ん 形 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や 、 転 写 因 子 な ど の ポ リ ペ プ チ ド
転 写 制 御 因 子 、 及 び 、 特 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 互 作 用 し 得 る 非 高 分 子 化 学 物 質 が あ
る 。 有 効 な 化 合 物 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー 又 は プ ロ モ ー タ ー の い ず れ か
と し て 作 用 す る こ と に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 を 改 変 し 得 る 。 従 っ て 、 SECPの 発 現 又 は
活 性 の 増 加 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現
を 特 異 的 に 阻 害 す る 化 合 物 が 治 療 上 有 用 で あ り 、 SECPの 発 現 又 は 活 性 の 低 下 に 関 連 す る 疾
患 の 治 療 に お い て は 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 特 異 的 に 促 進 す る 化 合
物 が 治 療 上 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 種 々 の 実 施 態 様 で 、 或 る 特 定 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 際 の 有 効 性 に つ い て 、
１ つ 以 上 の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。 試 験 化 合 物 を 得 る に は 、 当 分 野 で 公 知 の
任 意 の 方 法 を 用 い 得 る 。 取 得 方 法 と し て は 、 以 下 の 場 合 に 有 効 な 既 知 化 合 物 の 化 学 修 飾 が
あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 場 合 と 、 既 存 の 、 市 販 の 又 は 私 的 な 、 天 然 又 は
非 天 然 の 化 学 物 質 の ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 す る 場 合 と 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学 的 及 び
／ 又 は 構 造 的 特 性 に 基 づ く 化 合 物 を 合 理 的 に デ ザ イ ン す る 場 合 と 、 組 み 合 わ せ 的 に 又 は 無
作 為 に 生 成 し た 化 学 物 質 の ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 す る 場 合 と で あ る 。 SECPを コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル は 、 こ の よ う に し て 得 ら れ た 試 験 化 合 物 の 少 な く と も １ つ に
曝 露 す る 。 サ ン プ ル は 例 え ば 、 無 傷 細 胞 、 透 過 化 処 理 し た 細 胞 、 或 い は  無 細 胞
系 す な わ ち 再 構 成 生 化 学 系 が あ り 得 る 。 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に お け
る 変 化 は 、 当 分 野 で 通 常 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 で ア ッ セ イ す る 。 通 常 、 SECPを コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 特 異 ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 検 出 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
量 を 定 量 す る こ と に よ り 、 １ つ 以 上 の 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ る 、 又 は 曝 露 さ れ な い ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 発 現 の 比 較 の た め の 基 礎 を 形 成 し 得 る 。 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 発 現 に お け る 変 化 の 検 出 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 際 に 試 験 化 合 物
が 有 効 で あ る こ と を 示 す 。 或 る 特 定 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 改 変 発 現 に 有 効 な 化 合 物 の た め の
ス ク リ ー ニ ン グ を 実 行 で き 、 例 え ば 分 裂 酵 母 （ ） 遺 伝 子 発 現
系 （ Atkins, D. 他 (1999) 米 国 特 許 第 5,932,435号 、 Arndt, G.M. 他 (2000) Nucleic Acid
s Res.28:E15） 又 は HeLa細 胞 等 の ヒ ト 細 胞 株 （ Clarke, M.L. 他 (2000) Biochem. Biophys
. Res. Commun. 268:8-13） を 用 い て 行 い 得 る 。 本 発 明 の 或 る 特 定 の 実 施 態 様 は 、 或 る 特
定 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 活 性 に つ い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ デ オ
キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 修 飾 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
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） の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 過 程 に 関 す る （ Bruice, T.W. 他 (
1997) 米 国 特 許 第 5,686,242号 、 Bruice, T.W.他 (2000) 米 国 特 許 第 6,022,691号 ） 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 ベ ク タ ー を 細 胞 又 は 組 織 に 導 入 す る 多 数 の 方 法 が 利 用 可 能 で あ り 、 、
及 び の 使 用 に 対 し て 同 程 度 に 適 し て い る 。 治 療 の 場 合 、 ベ ク タ ー を 、 患 者
か ら 採 取 し た 幹 細 胞 内 に 導 入 し 、 ク ロ ー ニ ン グ 増 殖 し て 同 患 者 に 自 家 移 植 で 戻 す こ と が で
き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ る 、 又 は リ ポ ソ ー ム 注 入 や ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー
に よ る 送 達 は 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る （ Goldman, C.K.他 (19
97) Nat. Biotechnol. 15:462-466） 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 上 記 の 治 療 方 法 は ど れ も 例 え ば 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ウ サ ギ 、 サ ル な ど の
哺 乳 類 を 含 め 、 そ う し た 治 療 が 必 要 な 任 意 の 被 験 体 に 適 用 で き る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 或 る 更 な る 実 施 態 様 は 、 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る 或 る 賦 形 剤 と 共 に 処 方 さ れ る 或 る
活 性 成 分 を 一 般 に 有 す る 、 或 る 組 成 物 の 投 与 に 関 す る 。 賦 形 剤 に は 例 え ば 、 糖 、 で ん ぷ ん
、 セ ル ロ ー ス 、 ゴ ム 及 び タ ン パ ク 質 が あ る 。 様 々 な 剤 型 が 広 く 知 ら れ て お り 、 詳 細 は

（ Maack Publishing, Easton PA） の 最 新 版 に 記 載 さ れ
て い る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 SECP、 SECPの 抗 体 、 擬 態 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、
又 は SECPの イ ン ヒ ビ タ ー な ど か ら な る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 種 々 の 実 施 態 様 で 、 本 願 に 記 載 の 組 成 物 た と え ば 医 薬 組 成 物 は 、 任 意 の 数 の 経 路 に よ っ
て 投 与 で き 、 限 定 す る も の で は な い が 経 路 に は 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 髄 内 、
髄 腔 内 、 心 室 内 、 肺 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、 腸 内 、 局 所 、 舌 下 又 は 直 腸 法 が あ る
。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 肺 か ら 投 与 す る 組 成 物 は 、 液 状 又 は 乾 燥 粉 末 状 で 調 製 し 得 る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 通 常
、 患 者 が 吸 入 す る 直 前 に エ ア ロ ゾ ル 化 す る 。 小 分 子 （ 例 え ば 伝 統 的 な 低 分 子 量 有 機 薬 ） の
場 合 に は 、 速 効 製 剤 の エ ア ロ ゾ ル 送 達 は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 高 分 子 （ 例 え ば よ り 大 き な
ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 ） の 場 合 に は 、 当 該 分 野 に お い て 肺 の 肺 胞 領 域 を 介 し て の 肺 送 達
が 最 近 発 達 し た こ と に よ り 、 イ ン ス リ ン な ど の 薬 物 を 実 用 的 に 血 液 循 環 へ 輸 送 す る こ と を
可 能 に し た （ Patton, J.S. 他 , 米 国 特 許 第 5,997,848号 な ど を 参 照 ） 。 肺 送 達 は 、 針 注 射
な し に 投 与 で き 、 有 毒 な 可 能 性 の あ る 浸 透 エ ン ハ ン サ ー の 必 要 性 を な く す 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た 組 成 物 に は 、 所 定 の 目 的 を 達 成 す る た め に 必 要 な だ け の 量 の 活
性 成 分 を 含 有 す る 組 成 物 が 含 ま れ る 。 有 効 投 与 量 の 決 定 は 、 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 で 行 う
。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 SECP又 は そ の 断 片 を 含 む 高 分 子 を 直 接 細 胞 内 に 送 達 す る べ く 、 特 殊 な 形 態 に 組 成 物 が 調
製 さ れ る の が 好 ま し い 。 例 え ば 、 細 胞 不 透 過 性 高 分 子 を 有 す る リ ポ ソ ー ム 製 剤 は 、 そ の 高
分 子 の 細 胞 融 合 と 細 胞 内 送 達 と を 促 進 し 得 る 。 別 法 で は 、 SECP又 は そ の 断 片 を HIV Tat-1
タ ン パ ク 質 の 陽 イ オ ン 性 N末 端 部 に 結 合 す る こ と も で き る 。 こ の よ う に し て 生 成 さ れ た 融
合 タ ン パ ク 質 類 は 、 或 る マ ウ ス モ デ ル 系 の 、 脳 を 含 む 全 て の 組 織 の 細 胞 群 に 形 質 導 入 す る
こ と が わ か っ て い る （ Schwarze, S.R. 他 (1999) Science 285:1569-1572） 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 任 意 の 化 合 物 に 対 し て 、 先 ず 細 胞 培 養 ア ッ セ イ 例 え ば 新 生 物 細 胞 の 細 胞 培 養 ア ッ セ イ に
お い て 、 或 い は 動 物 モ デ ル 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 サ ル 又 は ブ タ 等 に お い
て 、 治 療 有 効 用 量 を 推 定 で き る 。 動 物 モ デ ル は ま た 、 好 適 な 濃 度 範 囲 及 び 投 与 経 路 を 決 定
す る た め に も 用 い 得 る 。 こ の よ う な 情 報 を 用 い て 、 次 に ヒ ト に 対 す る 有 益 な 投 与 量 及 び 投
与 経 路 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
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　 治 療 有 効 量 は 、 症 状 や 容 態 を 回 復 さ せ る 活 性 処 方 成 分 （ 例 え ば 、 SECP又 は そ の 断 片 、 SE
CPの 抗 体 、 SECPの ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ ン ヒ ビ タ ー な ど ） 量 を 意 味 す る 。 治
療 有 効 性 及 び 毒 性 は 、 細 胞 培 養 又 は 実 験 動 物 に お け る 標 準 的 な 薬 剤 手 法 に よ っ て 、 例 え ば
ED 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ の 治 療 有 効 量 ） 又 は LD 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ の 致 死 量 ） の 統 計 を 計 算 す る
な ど し て 決 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 効 果 の 、 治 療 効 果 に 対 す る 用 量 比 が 治 療 指 数 で あ り
、 LD 5 0 /ED 5 0 比 と し て 表 す こ と が で き る 。 高 い 治 療 指 数 を 示 す よ う な 組 成 物 が 望 ま し い 。
細 胞 培 養 ア ッ セ イ と 動 物 実 験 と か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に 用 い る 投 与 量 の 範 囲 の 策 定
に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 組 成 物 に 含 ま れ る 投 与 量 は 、 毒 性 を 殆 ど 或 い は 全 く 持 た ず 、 ED

5 0 を 含 む よ う な 血 中 濃 度 の 範 囲 に あ る こ と が 好 ま し い 。 投 与 量 は 、 用 い ら れ る 剤 形 、 患 者
の 感 受 性 及 び 投 与 の 経 路 に よ っ て こ の 範 囲 内 で 変 わ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 正 確 な 投 与 量 は 、 治 療 が 必 要 な 被 検 者 に 関 す る 要 素 を 考 慮 し て 、 実 務 医 が 決 定 す る こ と
に な る 。 充 分 な レ ベ ル の 活 性 成 分 を 与 え 、 或 い は 所 望 の 効 果 を 維 持 す べ く 、 用 法 及 び 用 量
を 調 整 す る 。 被 検 者 に 関 す る 要 素 と し て は 、 病 態 の 重 症 度 、 被 検 者 の 全 身 健 康 状 態 、 患 者
の 年 齢 、 体 重 及 び 性 別 (ジ ェ ン ダ ー )、 投 与 の 時 間 及 び 頻 度 、 併 用 薬 、 反 応 感 受 性 及 び 治 療
に 対 す る 応 答 等 を 考 慮 し う る 。 長 時 間 作 用 性 の 組 成 物 は 、 特 定 の 製 剤 の 半 減 期 及 び ク リ ア
ラ ン ス 速 度 に よ っ て ３ ～ ４ 日 毎 に １ 度 、 毎 週 、 或 い は 隔 週 の 間 隔 で 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 通 常 の 投 与 量 は 、 投 与 経 路 に も よ る が 約 0.1～ 100,000μ gで 、 合 計 で 約 1gま で と す る 。
特 定 の 投 与 量 及 び 送 達 方 法 に 関 す る ガ イ ダ ン ス は 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 当 該 分 野 の 実 務
医 は 通 常 そ れ を 利 用 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 処 方 で は 、 タ ン パ ク 質
又 は そ れ ら の イ ン ヒ ビ タ ー 類 と は 異 な る 処 方 を 利 用 す る こ と に な る 。 同 様 に 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 送 達 は 、 特 定 の 細 胞 、 症 状 、 部 位 な ど に 特 異 的 な も の と な る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
（ 診 断 ）
　 別 の 実 施 例 で は 、 SECPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 、 SECPの 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る
疾 患 の 診 断 、 又 は SECPや SECPの ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ ン ヒ ビ タ ー で 治 療 を 受
け て い る 患 者 を モ ニ タ ー す る た め の ア ッ セ イ に 用 い ら れ る 。 診 断 目 的 に 有 用 な 抗 体 は 、 上
記 の 治 療 の 箇 所 で 記 載 し た 方 法 と 同 じ 方 法 で 作 成 さ れ る 。 SECPの 診 断 ア ッ セ イ に は 、 抗 体
及 び 標 識 を 用 い て ヒ ト の 体 液 或 い は 細 胞 や 組 織 か ら 採 取 さ れ た も の か ら SECPを 検 出 す る 方
法 が 含 ま れ る 。 こ の 抗 体 は 、 修 飾 し て 、 又 は 修 飾 せ ず に 使 用 さ れ る 。 ま た 、 レ ポ ー タ ー 分
子 と の 共 有 結 合 又 は 非 共 有 結 合 で 標 識 化 で き る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 と し て は 広 く さ ま ざ ま な
種 類 が 本 分 野 で 知 ら れ て お り 、 ま た 使 用 可 能 で あ る が 、 そ の う ち の い く つ か は 上 記 で 説 明
さ れ て い る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 SECPを 測 定 す る た め の ELISA， RIA， 及 び FACSを 含 む 種 々 の プ ロ ト コ ル は 、 当 分 野 で は 周
知 で あ り 、 変 わ っ た 或 い は 異 常 な レ ベ ル の SECPの 発 現 を 診 断 す る 元 と な る も の を 提 供 す る
。 正 常 或 い は 標 準 的 な SECPの 発 現 の 値 は 、 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 正 常 な 哺 乳 動
物 、 例 え ば ヒ ト な ど の 被 験 者 か ら 採 取 し た 体 液 又 は 細 胞 と SECPに 対 す る 抗 体 と を 混 合 さ せ
る こ と に よ っ て 決 定 す る 。 標 準 複 合 体 形 成 量 は 、 種 々 の 方 法 、 例 え ば 測 光 法 で 定 量 で き る
。 被 験 者 、 対 照 、 及 び 疾 患 生 検 組 織 か ら の 各 サ ン プ ル の SECPの 発 現 の 量 が 基 準 値 と 比 較 さ
れ る 。 標 準 値 と 被 験 体 と の 偏 差 が 、 疾 患 を 診 断 す る パ ラ メ ー タ を 確 定 す る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 SECP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 診 断 目 的 で 用 い
得 る 。 用 い 得 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 相 補 的 RNA及 び DNA分 子 、 そ
し て PNAが 含 ま れ る 。 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 疾 患 と 相 関 し 得 る SECPを 発 現 す る
生 検 組 織 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し 定 量 す る 。 こ の 診 断 ア ッ セ イ を 用 い て 、 SECPの 存
在 の 有 無 、 更 に 過 剰 な 発 現 を 調 べ 、 治 療 中 の SECP値 の 調 節 を 監 視 す る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 或 る 実 施 形 態 で は 、 SECP又 は 近 縁 の 分 子 を コ ー ド す る 、 ゲ ノ ム 配 列 な ど ポ リ ヌ ク レ オ チ
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ド を 検 出 可 能 な PCRプ ロ ー ブ 類 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 SECPを コ ー ド す る 核 酸 配
列 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ が 高 度 に 特 異 的 な 領 域 （ 例 え ば ５ '調
節 領 域 ） か ら 作 ら れ て い る か 、 或 い は や や 特 異 性 の 低 い 領 域 （ 例 え ば 保 存 さ れ た モ チ ー フ
） か ら 作 ら れ て い る か に か か わ ら ず 、 そ の プ ロ ー ブ の 特 異 性 と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
或 い は 増 幅 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト に よ っ て 、 そ の プ ロ ー ブ が SECPを コ ー ド す る 自 然 界 の 配 列
の み を 同 定 す る か ど う か 、 或 い は 対 立 遺 伝 子 や 関 連 配 列 コ ー ド す る 自 然 界 の 配 列 の み を 同
定 す る か ど う か が 決 ま る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 プ ロ ー ブ は ま た 、 関 連 す る 配 列 の 検 出 に 利 用 さ れ 、 SECPを コ ー ド す る 任 意 の 配 列 と 少 な
く と も ５ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 し 得 る 。 目 的 の 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
に は 、 DNA或 い は RNAが 可 能 で あ り 、 SEQ ID NO:33-64の 配 列 、 或 い は SECP遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 イ ン ト ロ ン を 含 む ゲ ノ ム 配 列 に 由 来 し 得 る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 に 対 し て 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー
ブ 群 の 作 製 手 段 と し て は 、 SECP又 は SECP誘 導 体 群 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 、 mR
NAプ ロ ー ブ 群 の 作 製 の た め の ベ ク タ ー 類 に ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 を 含 む 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー
ブ 作 製 の た め の ベ ク タ ー は 当 該 分 野 で 既 知 で あ り 、 市 販 さ れ て お り 、 適 切 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ 及 び 適 切 な 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 加 え る こ と に よ っ て 、 で Ｒ Ｎ Ａ プ ロ
ー ブ を 合 成 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 種 々 の レ ポ ー
タ ー 基 に よ っ て 標 識 さ れ 得 る 。 レ ポ ー タ ー 基 の 例 と し て は 、 3 2 P又 は 3 5 S等 の 放 射 性 核 種 、
或 い は ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 結 合 系 を 介 し て プ ロ ー ブ に 結 合 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
等 の 酵 素 標 識 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 SECPの 発 現 に 関 連 す る 疾 患 を 診 断 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 す る も の で は な い が 、 こ の よ う な 疾 患 に は 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己
免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 心 血 管 障 害 、 神 経 障 害 、 及 び 発 達 障 害 が 含 ま れ 、 細 胞 増 殖 異 常 の 中 に は
日 光 角 化 症 、 動 脈 硬 化 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 、 滑 液 包 炎 、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合 性 結 合 組 織 病 （ MC
TD） 、 骨 髄 線 維 症 、 発 作 性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 、 真 性 多 血 症 、 乾 癬 、 原 発 性 血 小 板 血 症
、 並 び に 、 腺 癌 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄 腫 、 肉 腫 、 及 び 奇 形 癌 な ど 癌 、 具 体 的
に は 、 副 腎 、 膀 胱 、 骨 、 骨 髄 、 脳 、 乳 房 、 頚 部 、 胆 嚢 、 神 経 節 、 消 化 管 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝
臓 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 膵 臓 、 副 甲 状 腺 、 陰 茎 、 前 立 腺 、 唾 液 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、 精 巣 、 胸 腺
、 甲 状 腺 、 及 び 子 宮 の 癌 が 含 ま れ 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 の 疾 患 の 中 に は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症
候 群 （ AIDS） 、 ア ジ ソ ン 病 （ 慢 性 原 発 性 副 腎 機 能 不 全 ） 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 ア レ ル ギ
ー 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 貧 血 、 喘 息 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 自 己 免 疫 性 溶 血
性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分 泌 カ ン ジ ダ 性 外 胚 葉 ジ ス ト ロ フ ィ ー
（ APECED） 、 気 管 支 炎 、 胆 嚢 炎 、 接 触 皮 膚 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 皮 膚 筋 炎
、 糖 尿 病 、 肺 気 腫 、 リ ン パ 球 傷 害 因 子 性 偶 発 性 リ ン パ 球 減 少 症 、 新 生 児 溶 血 性 疾 患 （ 胎 児
赤 芽 球 症 ） 、 結 節 性 紅 斑 、 萎 縮 性 胃 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 痛 風 、 グ
レ ー ブ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 過 好 酸 球 増 加 症 、 過 敏 性 腸 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無
力 症 、 心 筋 又 は 心 膜 炎 症 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 、 膵 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 乾 癬 、 ラ イ タ ー
症 候 群 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 強 皮 症 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 、 全
身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 全 身 性 硬 化 症 、 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ウ ェ ル ナ ー
症 候 群 、 癌 合 併 症 、 血 液 透 析 、 体 外 循 環 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 、 寄
生 虫 感 染 症 、 原 虫 感 染 症 、 蠕 虫 感 染 症 、 外 傷 が 含 ま れ 、 心 血 管 障 害 の 中 に は 、 鬱 血 性 心 不
全 、 虚 血 性 心 疾 患 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 、 高 血 圧 性 心 疾 患 、 変 性 弁 膜 性 心 疾 患 、 石 灰 化 大 動
脈 弁 狭 窄 症 、 先 天 性 ２ 尖 大 動 脈 弁 、 僧 帽 弁 輪 部 石 灰 化 （ mitral annular calcification）
、 僧 帽 弁 逸 脱 、 リ ウ マ チ 熱 、 リ ウ マ チ 性 心 疾 患 、 感 染 性 心 内 膜 炎 、 非 細 菌 性 血 栓 性 心 内 膜
炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の 心 内 膜 炎 、 カ ル チ ノ イ ド 心 疾 患 、 心 筋 症 、 心 筋 炎 、 心 膜 炎
、 腫 瘍 性 心 疾 患 、 先 天 性 心 臓 疾 患 、 心 移 植 の 合 併 症 、 動 静 脈 瘻 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 、 高 血 圧
、 脈 管 炎 、 レ イ ノ ー 病 、 動 脈 瘤 、 動 脈 解 離 、 静 脈 瘤 、 血 栓 静 脈 炎 及 び 静 脈 血 栓 、 血 管 系 腫
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瘍 、 血 栓 溶 解 の 合 併 症 、 バ ル ー ン 血 管 形 成 術 、 血 管 置 換 術 （ vascular replacement） 、 冠
動 脈 バ イ パ ス 移 植 術 が 含 ま れ 、 神 経 障 害 の 中 に は 、 癲 癇 、 虚 血 性 脳 血 管 障 害 、 脳 卒 中 、 脳
腫 瘍 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ピ ッ ク 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 痴 呆 、 パ ー キ ン ソ ン 病 及 び そ の 他
の 錐 体 外 路 障 害 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 及 び そ の 他 の 運 動 ニ ュ ー ロ ン 障 害 、 進 行 性 神 経 性 筋 萎
縮 症 、 網 膜 色 素 変 性 症 （ 色 素 性 網 膜 炎 ） 、 遺 伝 性 運 動 失 調 、 多 発 性 硬 化 症 及 び 他 の 脱 髄 疾
患 、 細 菌 性 及 び ウ イ ル ス 性 髄 膜 炎 、 脳 膿 瘍 、 硬 膜 下 膿 瘍 、 硬 膜 外 膿 瘍 、 化 膿 性 頭 蓋 内 血 栓
性 静 脈 炎 、 脊 髄 炎 及 び 神 経 根 炎 、 ウ イ ル ス 性 中 枢 神 経 系 疾 患 と 、 プ リ オ ン 病 （ ク ー ル ー 、
ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ‐ ヤ コ ブ 病 、 及 び Gerstmann-Straussler-Scheinker症 候 群 を 含 む ） 、 致
死 性 家 族 性 不 眠 症 、 神 経 系 性 栄 養 病 及 び 代 謝 病 、 神 経 線 維 腫 症 、 結 節 硬 化 症 、 小 脳 網 膜 血
管 腫 症 （ cerebelloretinal hemangioblastomatosis） 、 脳 ３ 叉 神 経 血 管 症 候 群 、 ダ ウ ン 症
を 含 む 中 枢 神 経 系 性 精 神 遅 滞 及 び 他 の 発 達 障 害 、 脳 性 麻 痺 、 神 経 骨 格 異 常 症 、 自 律 神 経 系
障 害 、 脳 神 経 障 害 、 脊 髄 疾 患 、 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 他 の 神 経 筋 障 害 、 末 梢 神 経 疾 患 、 皮 膚 筋
炎 及 び 多 発 性 筋 炎 と 、 遺 伝 性 、 代 謝 性 、 内 分 泌 性 、 及 び 中 毒 性 ミ オ パ シ ー と 、 重 症 筋 無 力
症 、 周 期 性 四 肢 麻 痺 、 精 神 障 害 （ 気 分 性 、 不 安 性 の 障 害 、 統 合 失 調 症 ／ 分 裂 病 ） 、 季 節 性
感 情 障 害 （ SAD） 、 静 座 不 能 、 健 忘 症 、 緊 張 病 、 糖 尿 病 性 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 遅 発 性 ジ ス キ
ネ ジ ア 、 ジ ス ト ニ ー 、 パ ラ ノ イ ド 精 神 病 、 帯 状 疱 疹 後 神 経 痛 、 ト ゥ ー レ ッ ト 病 、 進 行 性 核
上 麻 痺 、 大 脳 皮 質 基 底 核 変 性 （ corticobasal degeneration） 、 及 び 家 族 性 前 頭 側 頭 型 痴
呆 と が 含 ま れ 、 ま た 発 達 障 害 も 含 ま れ 、 そ の 中 に は 尿 細 管 性 ア シ ド ー シ ス 、 貧 血 、 ク ッ シ
ン グ 症 候 群 、 軟 骨 形 成 不 全 性 小 人 症 、 デ ュ シ ェ ン ヌ ／ ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 癲 癇
、 性 腺 形 成 異 常 、 WAGR症 候 群 （ ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 無 虹 彩 症 、 尿 生 殖 器 異 常 、 精 神 遅 滞 ） 、
ス ミ ス ‐ マ ジ ェ ニ ス 症 候 群 （ Smith- Magenis syndrome） 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 、 遺 伝 性 粘
膜 上 皮 異 形 成 、 遺 伝 性 角 皮 症 や 、 シ ャ ル コ ー マ リ ー ツ ー ス 病 及 び 神 経 線 維 腫 症 な ど の 遺 伝
性 神 経 病 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 水 頭 症 や 、 Syndenham舞 踏 病 （ Syndenham's chorea） 及 び
脳 性 小 児 麻 痺 な ど の 発 作 障 害 、 二 分 脊 椎 、 無 脳 症 、 頭 蓋 脊 椎 披 裂 、 先 天 性 緑 内 障 、 白 内 障
、 感 音 難 聴 が 含 ま れ る 。 SECP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 変 容 し た SECP 発 現
を 検 出 す る た め に 患 者 か ら 採 取 し た 体 液 或 い は 組 織 を 利 用 す る 、 サ ザ ー ン 法 や ノ ー ザ ン 法
、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 或 い は そ の 他 の 膜 系 の 技 術 や 、 PCR法 や 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク （ dip
stick） 、 ピ ン （ pin） 、 及 び マ ル チ フ ォ ー マ ッ ト の ELISA式 ア ッ セ イ 、 及 び マ イ ク ロ ア レ
イ に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 定 性 方 法 又 は 定 量 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ
る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 或 る 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 SECPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 群 を 、 関 連 す る 障 害 、 特 に 上
記 し た 障 害 を 検 出 す る ア ッ セ イ 類 に 用 い 得 る 。 SECPを コ ー ド す る 配 列 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 、 標 準 的 な 方 法 で 標 識 化 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 に 好 適 な 条
件 の 下 、 患 者 か ら 採 取 し た 体 液 或 い は 組 織 の サ ン プ ル に 加 え る こ と が で き る 。 好 適 な イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 が 経 過 し た ら サ ン プ ル を 洗 浄 し 、 シ グ ナ ル を 定 量 し て 標 準 値 と 比 較 す
る 。 患 者 サ ン プ ル 中 の シ グ ナ ル の 量 が 、 対 照 サ ン プ ル と 較 べ て 著 し く 変 化 し て い る 場 合 は
、 該 サ ン プ ル 内 の 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル 変 化 の 存 在 が 、 関 連 す る
疾 患 の 存 在 を 示 す 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 動 物 実 験 、 臨 床 試 験 に お け る 特 定 の 治 療 効 果
を 評 価 す る た め 、 或 い は 個 々 の 患 者 の 治 療 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 SECPの 発 現 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 の 基 準 と な る も の を 提 供 す る た め に 、 発 現 の 正 常 す な
わ ち 標 準 的 な プ ロ フ ァ イ ル が 確 立 さ れ る 。 こ れ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 或 い は 増 幅 に
好 適 な 条 件 下 で 、 動 物 或 い は ヒ ト の 何 れ か の 正 常 な 被 験 者 か ら 抽 出 さ れ た 体 液 或 い は 細 胞
と 、 SECPを コ ー ド す る 配 列 或 い は そ の 断 片 と を 結 合 さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 実 質
的 に 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 既 知 量 で 用 い て 行 っ た 実 験 か ら 得 た 値 を 正 常 な 被 検 体
か ら 得 た 値 と 比 較 す る こ と に よ り 、 標 準 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 定 量 す る こ と が で き る
。 こ の よ う に し て 得 た 標 準 値 は 、 疾 患 の 徴 候 を 示 す 患 者 か ら 得 た サ ン プ ル か ら 得 た 値 と 比
較 す る こ と が で き る 。 標 準 値 か ら の 偏 差 を 用 い て 疾 患 の 存 在 を 確 定 す る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
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　 障 害 の 存 在 が 確 定 さ れ て 治 療 プ ロ ト コ ル が 開 始 さ れ る と 、 患 者 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 な 被
検 者 に 観 察 さ れ る レ ベ ル に 近 づ き 始 め た か ど う か を 測 定 す る た め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン ア ッ セ イ を 定 期 的 に 繰 り 返 し 得 る 。 経 時 的 な ア ッ セ イ か ら 得 ら れ た 結 果 を 用 い て 、 数 日
か ら 数 ヶ 月 の 期 間 に わ た る 治 療 の 効 果 を 示 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 癌 に 関 し て は 、 個 体 か ら の 生 検 組 織 に お け る 異 常 な 量 の 転 写 物 （ 過 少 発 現 又 は 過 剰 発 現
） の 存 在 は 、 疾 患 の 発 生 素 質 を 示 し た り 、 実 際 に 臨 床 症 状 が 現 れ る 前 に 疾 患 を 検 出 す る 方
法 を 提 供 し 得 る 。 こ の 種 の よ り 明 確 な 診 断 に よ り 、 医 療 の 専 門 家 が 予 防 処 置 又 は 積 極 的 な
治 療 法 を 早 く か ら 利 用 し 、 そ れ に よ っ て 癌 の 発 生 又 は 更 な る 進 行 を 防 止 す る こ と が 可 能 と
な る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 SECPを コ ー ド す る 配 列 か ら 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の さ ら な る 診 断 へ の 利 用 に は
、 PCRの 利 用 が 含 ま れ 得 る 。 こ れ ら の オ リ ゴ マ ー は 、 化 学 的 に 合 成 す る か 、 酵 素 に よ り 生
産 す る か 、 或 い は で 産 出 し 得 る 。 オ リ ゴ マ ー は 、 好 ま し く は SECPを コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 、 或 い は SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 断 片 を 含 み 、 最 適 な 条 件 下 で 、 特 定 の 遺 伝 子 や 条 件 を 識 別 す る た め に 利 用 さ れ る
。 ま た 、 オ リ ゴ マ ー は 、 や や 緩 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 近 縁 の DNA或 い は RNA配 列
の 検 出 、 定 量 、 或 い は そ の 両 方 の た め 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 或 る 特 定 態 様 で 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 に 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー 類 を 用 い 一 塩 基 多 型 (SNP)を 検 出 し 得 る 。 SNPは 、 多 く の 場 合 に ヒ ト の 先 天 性 又 は
後 天 性 遺 伝 病 の 原 因 と な る よ う な 置 換 、 挿 入 及 び 欠 失 で あ る 。 限 定 は さ れ な い が SNPの 検
出 法 は 、 SSCP（ single-stranded conformation polymorphism:一 本 鎖 高 次 構 造 多 型 ） と 蛍
光 SSCP（ fSSCP） が あ る 。 SSCPで は 、 SSCPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） で DNAを 増 幅 す る 。 こ の
DNAは 例 え ば 、 患 部 組 織 又 は 正 常 組 織 、 生 検 サ ン プ ル 、 体 液 な ど に 由 来 し 得 る 。 Ｄ Ｎ Ａ 内
の Ｓ Ｎ Ｐ は 、 一 本 鎖 形 状 の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の ２ 次 及 び ３ 次 構 造 に 差 異 を 生 じ さ せ る 。 差 異 は
非 変 性 ゲ ル 中 で の ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 用 い て 検 出 可 能 で あ る 。 fSSCPで は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー を 蛍 光 性 に 標 識 す る 。 そ れ に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ 機 な ど の 高 処
理 機 器 で ア ン プ リ マ ー （ amplimer） の 検 出 が 可 能 に な る 。 更 に 、 イ ン シ リ コ SNP（ in sili
co SNP, isSNP） と 呼 ば れ る 配 列 デ ー タ ベ ー ス 分 析 法 は 、 共 通 の コ ン セ ン サ ス 配 列 へ ア セ
ン ブ リ さ れ る よ う な 個 々 の オ ー バ ー ラ ッ プ す る DNA断 片 群 の 配 列 を 比 較 す る こ と に よ り 、
多 型 性 を 同 定 し 得 る 。 こ れ ら の コ ン ピ ュ ー タ ベ ー ス の 方 法 は 、 DNAの 実 験 室 で の 調 製 に 、
又 は 統 計 モ デ ル と DNA配 列 ク ロ マ ト グ ラ ム の 自 動 分 析 と を 用 い た シ ー ク エ ン シ ン グ の エ ラ
ー に 起 因 す る 配 列 変 異 を 、 フ ィ ル タ ー リ ン グ し て 除 去 す る 。 別 の 態 様 で は 、 例 え ば 高 処 理
MASSARRAYシ ス テ ム （ Sequenom, Inc., San Diego CA） を 用 い た 質 量 分 析 に よ り SNPを 検 出
し 、 特 徴 付 け る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 SNPを 利 用 し て 、 ヒ ト 疾 患 の 遺 伝 的 基 礎 を 研 究 し う る 。 例 え ば 少 な く と も 16種 の 一 般 的 S
NPが 、 イ ン ス リ ン 非 依 存 型 糖 尿 病 と 関 連 し て い る 。 SNPは ま た 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 鎌 状 赤 血
球 貧 血 、 慢 性 肉 芽 腫 症 等 の 単 一 遺 伝 子 病 の 転 帰 の 違 い を 研 究 す る た め に 有 用 で あ る 。 例 え
ば 、 マ ン ノ ー ス 結 合 レ ク チ ン で あ る MBL2に お け る 変 異 体 群 は 、 嚢 胞 性 線 維 症 に お け る 有 害
な 肺 の 転 帰 と の 相 関 が 示 さ れ て い る 。 SNPは ま た 、 薬 理 ゲ ノ ム 学 に お い て も 有 用 性 を 持 つ
。 薬 理 ゲ ノ ム 学 は 、 患 者 の 薬 物 へ の 応 答 （ 例 え ば 命 を 脅 か す 毒 性 ） に 影 響 す る 遺 伝 的 変 異
体 の 同 定 を 行 う 。 例 え ば Nア セ チ ル 転 移 酵 素 に お け る 或 る 変 異 は 、 抗 結 核 薬 で あ る イ ソ ニ
ア ジ ド に 応 答 し て の 末 梢 ニ ュ ー ロ パ シ ー の 高 い 発 症 率 と 関 連 す る 。 一 方 、 ALOX5遺 伝 子 の
コ ア プ ロ モ ー タ に お け る 或 る 変 異 の 結 果 、 5-リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ 経 路 を 標 的 と す る 或 る 抗 喘
息 薬 で の 治 療 に 対 す る 臨 床 応 答 が 低 下 す る 。 異 な る 集 団 群 に お け る SNPの 分 布 の 分 析 は 、
遺 伝 的 浮 動 、 突 然 変 異 、 遺 伝 子 組 換 え 、 遺 伝 子 選 択 の 調 査 に 有 用 で あ り 、 集 団 の 起 源 と そ
の 移 動 と の 追 跡 に も 有 用 で あ る (Taylor, J.G.他 (2001) Trends Mol. Med. 7:507-512、 Kw
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ok, P.-Y.及 び Z. Gu (1999) Mol. Med. Today 5:538-543、 Nowotny, P. 他 (2001) Curr. 
Opin. Neurobiol. 11:637-641)。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 SECPの 発 現 を 定 量 す る た め に 用 い 得 る 別 の 方 法 の 例 と し て は 、 ヌ ク レ オ チ ド 群 の 放 射 標
識 又 は ビ オ チ ン 標 識 、 対 照 核 酸 の 共 増 幅 （ coamplification） 、 及 び 、 標 準 曲 線 か ら 得 た
結 果 の 補 間 も あ る (Melby, P.C 他 (1993) J. Immunol. Methods 159:235-244、 Duplaa, C.
他 (1993) Anal. Biochem. 212:229-236)。 当 該 の オ リ ゴ マ ー 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 種 々
の 希 釈 度 で 存 在 し 、 分 光 応 答 又 は 比 色 反 応 に よ っ て 定 量 が 迅 速 に な る よ う な 高 処 理 フ ォ ー
マ ッ ト の ア ッ セ イ を 行 う こ と に よ っ て 、 複 数 サ ン プ ル の 定 量 速 度 を 加 速 で き る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 願 に 記 載 し た 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 又 は よ り 長 い 断 片 を 、 或 る マ イ ク ロ ア レ イ に お け る エ レ メ ン ト 群 と し て 用 い る こ
と が で き る 。 多 数 の 遺 伝 子 の 相 対 発 現 レ ベ ル を 同 時 に モ ニ タ ー す る 転 写 イ メ ー ジ ン グ 技 術
に マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ に つ い て は 、 以 下 に 記 載 す る 。 マ イ ク
ロ ア レ イ は ま た 、 遺 伝 変 異 体 、 突 然 変 異 及 び 多 型 性 の 同 定 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 情
報 を 用 い る こ と で 、 遺 伝 子 機 能 を 決 定 し 、 疾 患 の 遺 伝 的 根 拠 を 理 解 し 、 疾 患 を 診 断 し 、 遺
伝 子 発 現 の 機 能 と し て の 疾 病 の 進 行 ／ 退 行 を モ ニ タ ー し 、 疾 病 治 療 に お け る 薬 物 の 活 性 を
開 発 及 び モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 特 に 、 患 者 に と っ て 最 も ふ さ わ し く 、 有 効 な 治 療 法
を 選 択 す る た め に 、 こ の 情 報 を 用 い て 患 者 の 薬 理 ゲ ノ ム プ ロ フ ァ イ ル を 開 発 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 患 者 の 薬 理 ゲ ノ ム プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ き 、 患 者 に 対 し て 高 度 に 効 果 的 で 副
作 用 の 最 も 少 な い 治 療 薬 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 SECP、 SECPの 断 片 、 SECPに 特 異 的 な 抗 体 を マ イ ク ロ ア レ イ 上 の エ レ メ
ン ト と し て 用 い る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 上 記 の よ う な タ ン パ ク 質 間 相
互 作 用 、 薬 物 － 標 的 相 互 作 用 及 び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を モ ニ タ ー 又 は 測 定 で き る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 或 る 実 施 態 様 は 、 或 る 組 織 又 は 細 胞 タ イ プ の 転 写 イ メ ー ジ を 作 製 す る 、 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 使 用 に 関 連 す る 。 転 写 イ メ ー ジ は 、 特 定 の 組 織 又 は 細 胞 タ イ プ に よ る 、 遺 伝
子 発 現 の 包 括 的 パ タ ー ン を 表 す 。 包 括 的 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 所 与 の 条 件 下 で 所 与 の 時
間 に 発 現 し た 遺 伝 子 の 数 及 び 相 対 存 在 量 を 定 量 す る こ と に よ り 分 析 し 得 る （ Seilhamer 他
の 米 国 特 許 第 5,840,484号  「 Comparative Gene Transcript Analysis」 は 特 に 引 用 す る こ
と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す ） 。 従 っ て 、 特 定 の 組 織 又 は 細 胞 タ イ プ の 転 写 物 又 は 逆
転 写 物 全 体 に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 相 補 体 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り
、 転 写 イ メ ー ジ を 生 成 し 得 る 。 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ れ ら の
相 補 体 が １ マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 複 数 エ レ メ ン ト の １ サ ブ セ ッ ト を 持 つ よ う な 高 処 理 フ ォ ー
マ ッ ト で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 発 生 さ せ る 。 結 果 と し て 得 ら れ る 転 写 イ メ ー ジ は 、 遺
伝 子 活 性 の プ ロ フ ァ イ ル を 提 供 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 転 写 イ メ ー ジ は 、 組 織 、 細 胞 株 、 生 検 、 又 は 他 の 生 体 サ ン プ ル か ら 単 離 し た 転 写 物 を 用
い て 作 製 し 得 る 。 転 写 イ メ ー ジ は し た が っ て 、 組 織 又 は 生 検 サ ン プ ル の 場 合 に は
、 細 胞 株 の 場 合 に は で の 遺 伝 子 発 現 を 反 映 す る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の プ ロ フ ァ イ ル を 作 製 す る 転 写 イ メ ー ジ は ま た 、

モ デ ル 系 及 び 医 薬 品 の 前 臨 床 評 価 に 、 或 い は 工 業 的 又 は 天 然 の 環 境 化 合 物 の 毒 性 試 験
に 関 連 し て 使 用 し 得 る 。 全 て の 化 合 物 は 、 作 用 及 び 毒 性 の メ カ ニ ズ ム を 標 示 し 、 し ば し ば
分 子 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 又 は 毒 性 シ グ ネ チ ャ (toxicant signatures)と 称 さ れ る 、 特 徴 的
な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 惹 起 す る （ Nuwaysir, E.F. 他 (1999) Mol. Carcinog. 24:153-15
9; Steiner, S.及 び N.L. Anderson (2000) Toxicol. Lett. 112-113:467-471） 。 試 験 化
合 物 が 、 既 知 の 毒 性 を 有 す る 化 合 物 の シ グ ネ チ ャ と 同 様 の シ グ ネ チ ャ を 有 す る 場 合 に は 、
毒 性 特 性 を 共 有 し て い る 可 能 性 が あ る 。 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 又 は シ グ ネ チ ャ は 、 多 数 の 遺
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伝 子 及 び 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー か ら の 発 現 情 報 を 含 ん で い る 場 合 に 、 最 も 有 用 且 つ 精 緻 で あ る
。 理 想 的 に は 、 ゲ ノ ム 全 域 に わ た る 発 現 の 測 定 が 、 最 高 品 質 の シ グ ネ チ ャ を 提 供 す る 。 た
と え 発 現 が 任 意 の 試 験 さ れ た 化 合 物 に よ っ て 変 容 し な い 遺 伝 子 が あ っ た と し て も 、 そ れ ら
の 発 現 レ ベ ル を 残 り の 発 現 デ ー タ を ノ ー マ ラ イ ズ す る た め に 使 用 で き る た め 、 そ れ ら の 遺
伝 子 も 重 要 で あ る 。 ノ ー マ ラ イ ズ 手 順 は 、 種 々 の 化 合 物 で 処 理 し た 後 の 発 現 デ ー タ の 比 較
に 有 用 で あ る 。 或 る 毒 性 シ グ ネ チ ャ の エ レ メ ン ト 群 に 遺 伝 子 機 能 を 割 り 当 て る こ と は 毒 性
機 序 の 解 釈 に 役 立 つ が 、 毒 性 の 予 測 に つ な が る 、 シ グ ネ チ ャ 群 の 統 計 的 マ ッ チ ン グ に は 、
遺 伝 子 機 能 の 知 識 は 必 要 で な い (例 え ば National Institute of Environmental Health Sc
iencesの Press Release 00-02、 2000年 2月 29日 , http://www.niehs.nih.gov/oc/news/tox
chip.htm参 照 )。 し た が っ て 、 毒 性 シ グ ネ チ ャ を 用 い る 中 毒 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ の 際 に 、
全 て の 発 現 し た 遺 伝 子 配 列 を 含 め る こ と は 、 重 要 且 つ 望 ま し い 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 或 る 実 施 態 様 で は 、 核 酸 を 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に よ り 、 こ
の 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 し う る 。 処 理 し た 生 体 サ ン プ ル 中 で 発 現 し た 核 酸 は 、 本 発 明 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 な １ つ 以 上 の プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ っ て 本 発
明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 転 写 物 レ ベ ル を 定 量 し 得 る 。 処 理 し た 生 体 サ ン プ ル 中 の
転 写 レ ベ ル を 、 無 処 理 生 体 サ ン プ ル 中 の レ ベ ル と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の 転 写 物 レ ベ ル の
差 は 、 処 理 さ れ た サ ン プ ル 中 で 試 験 化 合 物 が 引 き 起 こ す 毒 性 反 応 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 本 発 明 で 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド 群 を 用 い た 、 或 る 組 織 又 は 細 胞 タ イ プ
の プ ロ テ オ ー ム の 分 析 に 関 す る 。 プ ロ テ オ ー ム の 語 は 、 特 定 の 組 織 又 は 細 胞 タ イ プ で の タ
ン パ ク 質 発 現 の 包 括 的 パ タ ー ン を 指 す 。 プ ロ テ オ ー ム の 各 タ ン パ ク 質 成 分 は 、 個 々 に 更 な
る 分 析 に か け る こ と が で き る 。 プ ロ テ オ ー ム 発 現 パ タ ー ン す な わ ち プ ロ フ ァ イ ル は 、 所 与
の 条 件 下 で 所 与 の 時 間 に 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 数 及 び 相 対 存 在 量 を 定 量 す る こ と に よ り 分
析 す る 。 し た が っ て 、 或 る 細 胞 の プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ァ イ ル は 、 特 定 の 組 織 又 は 細 胞 タ
イ プ の ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 及 び 分 析 す る こ と に よ り 作 成 し 得 る 。 或 る 実 施 態 様 で は 、 １ 次
元 等 電 点 電 気 泳 動 に よ り サ ン プ ル か ら タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 ２ 次 元 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム ス ラ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 子 量 に 応 じ て 分 離 す る よ う な ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 、
分 離 が 達 成 さ れ る （ 前 出 Steiner及 び Anderson） 。 タ ン パ ク 質 は 、 通 常 は ク ー マ シ ー ブ ル
ー 、 或 い は 銀 染 色 液 又 は 蛍 光 染 色 液 な ど の 物 質 を 用 い て ゲ ル を 染 色 す る こ と に よ り 、 分 散
し た 、 独 自 の 位 置 に あ る 点 と し て ゲ ル 中 で 可 視 化 さ れ る 。 各 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 光 学 密
度 は 、 通 常 、 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 比 例 す る 。 異 な る サ ン プ ル 、 例 え ば 試 験 化
合 物 又 は 治 療 薬 で 処 理 又 は 未 処 理 の い ず れ か の 生 体 サ ン プ ル か ら の 、 同 等 に 位 置 し た タ ン
パ ク 質 ス ポ ッ ト の 光 学 密 度 を 比 較 し 、 処 理 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト 密 度 の 変 化 を 同
定 す る 。 ス ポ ッ ト 内 の タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 化 学 的 又 は 酵 素 的 切 断 と そ れ に 続 く 質 量 分 析
を 用 い る 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 部 分 的 に シ ー ク エ ン シ ン グ す る 。 或 る ス ポ ッ ト 内 の タ ン パ
ク 質 の 同 一 性 は 、 そ の 部 分 配 列 を 、 好 適 に は 少 な く と も ５ 個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、
当 該 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 決 定 し 得 る 。 場 合 に よ っ て は 、 決 定 的 な タ
ン パ ク 質 同 定 の た め の 更 な る 配 列 デ ー タ が 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ァ イ ル は 、 SECPに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て SECP発 現 レ ベ ル を 定 量 す
る こ と に よ っ て も 作 成 可 能 で あ る 。 或 る 実 施 態 様 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の エ レ メ ン ト と
し て こ れ ら 抗 体 を 用 い 、 マ イ ク ロ ア レ イ を サ ン プ ル に 曝 し て 各 ア レ イ エ レ メ ン ト へ の タ ン
パ ク 質 結 合 レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル を 定 量 す る （ Lueking, A
. 他 (1999) Anal. Biochem. 270:103-111、 Mendoze, L.G.他 (1999) Biotechniques 27:77
8-788） 。 検 出 は 当 分 野 で 既 知 の 様 々 な 方 法 で 行 う こ と が で き 、 例 え ば 、 チ オ ー ル 反 応 性
又 は ア ミ ノ 反 応 性 蛍 光 化 合 物 と サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 を 反 応 さ せ 、 各 ア レ イ エ レ メ ン ト
に お け る 蛍 光 結 合 の 量 を 検 出 し 得 る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 プ ロ テ オ ー ム レ ベ ル で の 毒 性 シ グ ネ チ ャ も 中 毒 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ り 、 転 写
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レ ベ ル で の 毒 性 シ グ ネ チ ャ と 並 行 に 分 析 す る べ き で あ る 。 い く つ か の 組 織 の い く つ か の タ
ン パ ク 質 に つ い て は 、 転 写 物 の 存 在 量 と タ ン パ ク 質 の 存 在 量 と の 相 関 が 乏 し い の で （ Ande
rson, N.L. 及 び  J. Seilhamer（ 1997） Electrophoresis 18:533-537） 、 転 写 イ メ ー ジ に
は そ れ 程 影 響 し な い が プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ァ イ ル を 改 変 す る よ う な 化 合 物 の 分 析 に お い
て 、 プ ロ テ オ ー ム 毒 性 シ グ ネ チ ャ は 有 用 た り 得 る 。 更 に 、 体 液 中 の 転 写 物 の 分 析 は mRNAの
急 速 な 分 解 の た め に 困 難 な の で 、 プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ァ イ ル 作 成 は こ の よ う な 場 合 に よ
り 信 頼 で き 、 情 報 価 値 が あ り 得 る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に
よ り 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 処 理 さ れ た 生 体 サ ン プ ル 中 で 発 現 し た タ ン パ ク 質 は 、
各 タ ン パ ク 質 の 量 を 定 量 し 得 る よ う に 分 離 す る 。 各 タ ン パ ク 質 の 量 を 、 未 処 理 生 物 学 的 サ
ン プ ル 中 の 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 量 と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 の 量 の 差 は 、 処
理 サ ン プ ル 中 の 試 験 化 合 物 に 対 す る 毒 性 反 応 を 標 示 す る 。 個 々 の タ ン パ ク 質 は 、 個 々 の タ
ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 残 基 を シ ー ク エ ン シ ン グ し 、 こ れ ら 部 分 配 列 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
と 比 較 す る こ と に よ り 同 定 す る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に
よ り 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 生 体 サ ン プ ル か ら 得 た タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 抗 体 に よ り 認 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の
量 を 定 量 す る 。 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 量 を 、 未 処 理 生 物 学 的 サ ン
プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 量 と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 の 量 の 差 は 、 処 理 サ ン プ ル
中 の 試 験 化 合 物 に 対 す る 毒 性 反 応 を 標 示 す る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 本 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 で 調 製 、 使 用 し 、 分 析 し う る （ Brennan, T
.M. 他 （ 1995） 米 国 特 許 第 5,474,796号 、 Schena, M. 他 （ 1996） Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 93:10614-10619、 Baldeschweiler 他 （ 1995） PCT出 願 第 WO95/251116号 、 Shalon, D.
他 （ 1995） PCT出 願 第 WO95/35505号 、 Heller, R.A. 他 (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 94:2150-2155; Heller, M.J.他 (1997) 米 国 特 許 第 5,605,662号 ） 。 様 々 な タ イ プ の マ イ
ク ロ ア レ イ が 公 知 で あ り 、 詳 細 に つ い て は 、 Schena, M 編 集 (1999; 

, Oxford University Press, London)。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は ま た 、 SECPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 用 い て 、 天 然 の ゲ ノ ム 配 列
を マ ッ ピ ン グ す る の に 有 用 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 コ ー ド 配 列 又 は 非 コ ー ド 配 列 の い ず れ か を 用 い る こ と が で き 、 或 る 例 で は 、 コ ー ド 配
列 よ り 非 コ ー ド 配 列 の 方 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 多 重 遺 伝 子 族 の メ ン バ ー 内 で の コ ー ド 配 列
の 保 存 に よ り 、 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 中 に 望 ま し く な い ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 生 じ
る 可 能 性 が あ る 。 核 酸 配 列 は 、 特 定 の 染 色 体 、 染 色 体 の 特 定 領 域 又 は 人 工 染 色 体 構 成 、 例
え ば ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ YAC） 、 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） 、 細 菌 P1
構 成 、 或 い は 単 一 染 色 体 cDNAラ イ ブ ラ リ に 対 し て マ ッ ピ ン グ さ れ る (Harrington, J.J.他 (
1997) Nat. Genet. 15:345-355; Price, C.M. (1993) Blood Rev. 7:127-134; Trask, B.
J. (1991) Trends Genet.7:149-154)。 一 度 マ ッ ピ ン グ す る と 、 核 酸 配 列 群 を 用 い て 、 例
え ば 或 る 病 状 の 遺 伝 を 特 定 染 色 体 領 域 の 遺 伝 と 又 は 制 限 酵 素 断 片 長 多 型 (RFLP)と 相 関 さ せ
る よ う な 遺 伝 子 連 鎖 地 図 を 開 発 し 得 る (Lander, E.S.及 び D. Botstein (1986) Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 83:7353-7357)。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 蛍 光 切 片 上 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 (FISH)は 、 他 の 物 理 地 図 及 び 遺 伝 地 図 デ ー タ と 相 関 し 得 る
(Heinz-Ulrich他 (1995) in Meyers前 出 965-968ペ ー ジ )。 遺 伝 地 図 デ ー タ の 例 は 、 種 々 の
科 学 雑 誌 或 い は Online Mendelian Inheritance in Man（ OMIM） の ウ ェ ブ サ イ ト に 見 ら れ
る 。 物 理 的 な 染 色 体 地 図 上 の SECPを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 位 置 と 、 特 定 の 疾 患 又 は 特 定 の 疾
患 の 素 因 と の 相 関 性 は 、 こ の 疾 患 と 関 連 す る DNAの 領 域 の 決 定 に 役 立 ち 得 る た め 、 ポ ジ シ
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ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン グ の 作 業 を 促 進 し 得 る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 確 定 し た 染 色 体 マ ー カ ー 類 を 用 い た 連 鎖 解 析 な ど の 物 理 的 マ ッ ピ ン グ 技 術 、 及 び 染 色 体
標 本 の 切 片 上 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 を 用 い て 、 遺 伝 地 図 を 拡 張 す る こ と が で き る 。 例 え ば マ
ウ ス な ど 別 の 哺 乳 類 の 染 色 体 上 に 遺 伝 子 を 配 置 す る こ と に よ り 、 正 確 な 染 色 体 上 の 遺 伝 子
座 が 未 知 で も 、 関 連 す る マ ー カ ー 類 を し ば し ば 明 ら か に し 得 る 。 こ の 情 報 は 、 ポ ジ シ ョ ナ
ル ク ロ ー ニ ン グ な ど の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 疾 患 遺 伝 子 を 探 る 研 究 者 に と っ て 価 値 が あ
る 。 い っ た ん 疾 患 又 は 症 候 群 に 関 与 す る 遺 伝 子 （ 群 ） が 、 血 管 拡 張 性 失 調 症 の 11q22-23領
域 な ど 、 特 定 の ゲ ノ ム 領 域 へ 遺 伝 連 鎖 に よ っ て 大 マ ー カ ー に 限 局 さ れ る と 、 該 領 域 に マ ッ
プ さ れ る 任 意 の 配 列 は 、 更 な る 調 査 の た め の 関 連 遺 伝 子 或 い は 制 御 遺 伝 子 を 提 示 し て い る
可 能 性 が あ る (Gatti, R.A.他 (1988) Nature 336:577-580)。 転 座 、 反 転 な ど に 起 因 す る 、
健 常 者 、 保 因 者 、 罹 病 者 の 三 者 間 に お け る 染 色 体 位 置 の 相 違 を 検 出 す る 場 合 に も 、 本 発 明
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い 得 る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 SECP、 そ の 触 媒 作 用 断 片 或 い は 免 疫 原 断 片 又 は そ の オ リ ゴ ペ
プ チ ド を 、 種 々 の 任 意 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に お け る 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー
ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る 断 片 は 、 溶 液 中 に 遊 離 し て い
る か 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ る か 、 細 胞 表 面 上 に 保 持 さ れ る か 、 細 胞 内 に 位 置 し う る 。 SE
CPと 検 査 す る 薬 剤 と の 結 合 に よ る 複 合 体 の 形 成 を 測 定 し て も よ い 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 別 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 は 、 当 該 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 好 適 な 結 合 親 和 性 を 有 す る
化 合 物 を 高 い 処 理 能 力 で ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い ら れ る (Geysen他 （ 1984） PCT出 願
WO84/03564)。 こ の 方 法 に お い て は 、 多 数 の 様 々 な 低 分 子 の 試 験 用 化 合 物 を 固 体 基 板 上 で
合 成 す る 。 試 験 用 化 合 物 は 、 SECP、 或 い は そ の 断 片 と 反 応 し て か ら 洗 浄 さ れ る 。 次 に 、 本
技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 で 、 結 合 し た SECPを 検 出 す る 。 精 製 し た SECPは ま た 、 上
記 し た 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に お い て 用 い る プ レ ー ト 上 で 直 接 コ ー テ ィ ン グ す る こ と
も で き る 。 別 法 で は 、 非 中 和 抗 体 を 用 い て ペ プ チ ド を 捕 捉 し 、 ペ プ チ ド を 固 体 支 持 体 に 固
定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 SECPと 特 異 結 合 可 能 な 中 和 抗 体 が SECPと の 結 合 に つ い て 試 験 用 化 合 物
と 競 合 す る 、 競 合 的 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て
、 SECPと １ つ 以 上 の 抗 原 決 定 因 子 を 共 有 す る ど の ペ プ チ ド の 存 在 を も 、 抗 体 を 使 っ て 検 出
で き る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 将 来 に 開 発 さ れ る 分 子 生 物 学 技 術 が 、 現 在 知 ら れ て い る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 特 性 （ 限 定 は さ れ な い が 、 ト リ プ レ ッ ト 遺 伝 コ ー ド 、 特 異 的 な 塩 基 対 相 互 作 用 等 を
含 む ） に 依 存 し て い る な ら ば 、 SECPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ の 新 技 術 に 用 い 得
る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 更 に 詳 細 説 明 を し な く と も 、 当 業 者 で あ れ ば 以 上 の 説 明 を 以 っ て 本 発 明 を 最 大 限 に 利 用
で き る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 こ れ 以 下 に 記 載 す る 実 施 例 は 単 な る 例 示 目 的 に す ぎ ず 、 い
か よ う に も 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 前 述 し た 、 及 び 以 下 に 記 載 す る 全 て の 特 許 出 願 、 特 許 、 刊 行 物 、 米 国 特 許 出 願 第 60/326
,945号 、 同 第 60/343,718号 、 同 第 60/343,980号 、 及 び 同 第 60/332,426号 も 含 め て 、 言 及 す
る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ９ ９ 】
〈 １ 　 cDNAラ イ ブ ラ リ の 作 製 〉
　 Incyte cDNA群 の 由 来 は 、 LIFESEQ GOLDデ ー タ ベ ー ス  (Incyte Genomics, Palo Alto CA
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)に 記 載 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ 群 で あ る 。 幾 つ か の 組 織 は ホ モ ジ ナ イ ズ し て グ ア ニ ジ ニ ウ
ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト に 溶 解 し 、 他 の 組 織 は ホ モ ジ ナ イ ズ し て フ ェ ノ ー ル に 又 は 変 性 剤 群
の 好 適 な 混 合 液 に 溶 解 し た 。 混 合 液 の １ 例 で あ る TRIZOL（ Invitrogen） は 、 フ ェ ノ ー ル と
グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト と の 一 相 溶 液 で あ る 。 結 果 と し て 得 た 溶 解 物 は 、 塩 化 セ シ
ウ ム の ク ッ シ ョ ン 液 の 上 に 重 層 し て 遠 心 分 離 す る か 、 ク ロ ロ フ ォ ル ム で 抽 出 し た 。 イ ソ プ
ロ パ ノ ー ル か 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム と エ タ ノ ー ル か 、 い ず れ か 一 方 、 或 い は 別 の 慣 例 的 方 法 で
、 溶 解 物 か ら RNAを 沈 殿 さ せ た 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 RNAの 純 度 を 高 め る た め 、 フ ェ ノ ー ル に よ る RNAの 抽 出 及 び 沈 殿 を 、 必 要 な 回 数 繰 り 返 し
た 。 場 合 に よ っ て は 、 DNア ー ゼ で RNAを 処 理 し た 。 殆 ど の ラ イ ブ ラ リ で は 、 オ リ ゴ d（ T）
連 結 常 磁 性 粒 子 （ Promega） 、 OLIGOTEXラ テ ッ ク ス 粒 子 （ QIAGEN, Chatsworth CA） 又 は OL
IGOTEX mRNA精 製 キ ッ ト （ QIAGEN） を 用 い て 、 ポ リ （ A） +RNAを 単 離 し た 。 別 法 で は 、 別 の
RNA単 離 キ ッ ト 、 例 え ば POLY（ A） PURE mRNA精 製 キ ッ ト （ Ambion, Austin TX） を 用 い て 、
組 織 溶 解 物 か ら RNAを 直 接 単 離 し た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 場 合 に よ っ て は Stratagene社 に RNAを 提 供 し 、 同 社 が 、 対 応 す る cDNAラ イ ブ ラ リ 群 を 作
製 し た 。 そ う で な い 場 合 は 、 UNIZAPベ ク タ ー シ ス テ ム （ Stratagene） 又 は SUPERSCRIPTプ
ラ ス ミ ド シ ス テ ム （ Invitrogen） を 用 い て 本 技 術 分 野 で 既 知 の 推 奨 方 法 又 は 類 似 の 方 法 で
cDNAを 合 成 し 、 cDNAラ イ ブ ラ リ を 作 製 し た （ 前 出 Ausubel他 、 5章 ） 。 逆 転 写 は 、 オ リ ゴ d
（ T） 又 は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 用 い て 開 始 し た 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー を
二 本 鎖 cDNAに 連 結 し 、 好 適 な 制 限 酵 素 又 は 酵 素 群 で cDNAを 消 化 し た 。 殆 ど の ラ イ ブ ラ リ に
対 し cDNAの サ イ ズ 選 択 （ 300～ 1000bp） に は 、 SEPHACRYL S1000、 SEPHAROSE CL2B又 は SEPH
AROSE CL4Bカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ Amersham Biosciences） 、 或 い は 分 取 用 ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 用 い た 。 cDNAは 好 適 な プ ラ ス ミ ド の ポ リ リ ン カ ー の 、 適 合 す る 制 限 酵 素
部 位 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 好 適 な プ ラ ス ミ ド は 、 例 え ば PBLUESCRIPTプ ラ ス ミ ド （ Strat
agene） 、 PSPORT1プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen） PCDNA2.1プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen） 、 PBK-CM
Vプ ラ ス ミ ド （ Stratagene） 、 PCR2－ TOPOTAプ ラ ス ミ ド （ Invitrogen） 、 PCMV-ICISプ ラ ス
ミ ド （ Stratagene） 、 pIGEN（ Incyte Genomics, Palo Alto CA） 、 pRARE(Incyte Genomic
s)、 又 は plNCY（ Incyte Genomics） 、 又 は こ れ ら の 誘 導 体 で あ る 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド は 、
Stratagene社 の XL1-Blue、 XL1-BIueMRF又 は SOLR、 或 い は Invitrogen社 の DH5α 、 DH10B又
は ElectroMAX DH10Bな ど 適 格 な 大 腸 菌 細 胞 に 形 質 転 換 し た 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
〈 ２ 　 cDNAク ロ ー ン の 単 離 〉
　 の よ う に し て 得 た プ ラ ス ミ ド の 、 宿 主 細 胞 か ら の 回 収 は 、 UNIZAPベ ク タ ー シ ス
テ ム （ Stratagene） を 用 い た 切 除 に よ っ て 、 或 い は 細 胞 溶 解 に よ っ て 行 っ た 。 プ
ラ ス ミ ド を 精 製 す る 方 法 は 、 Magic又 は WIZARD Minipreps DNA精 製 シ ス テ ム （ Promega） 、
AGTC Miniprep精 製 キ ッ ト （ Edge Biosystems, Gaithersburg MD） 、 QIAGEN社 の QIAWELL 8
 Plasmid、 QIAWELL 8 Plus Plasmid及 び QIAWELL 8 Ultra Plasmid 精 製 シ ス テ ム 、 R.E.A.
L. Prep 96プ ラ ス ミ ド 精 製 キ ッ ト の 中 か ら 少 な く と も １ つ を 用 い た 。 プ ラ ス ミ ド は 、 沈 殿
さ せ た 後 、 0.1mlの 蒸 留 水 に 再 懸 濁 し て 、 凍 結 乾 燥 し て 或 い は 凍 結 乾 燥 せ ず に ４ ℃ で 保 管
し た 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 別 法 で は ハ イ ス ル ー プ ッ ト フ ォ ー マ ッ ト で 直 接 結 合 PCRを 用 い 、 宿 主 細 胞 溶 解 物 か ら プ
ラ ス ミ ド DNAを 増 幅 し た (Rao, V.B.(1994)Anal. Biochem. 216:1-14)。 宿 主 細 胞 の 溶 解 及
び 熱 サ イ ク リ ン グ 過 程 は 、 単 一 反 応 混 合 液 中 で 行 っ た 。 サ ン プ ル を プ ロ セ ス し て 384穴 プ
レ ー ト 内 で 保 管 し 、 増 幅 し た プ ラ ス ミ ド DNAの 濃 度 を PICOGREEN色 素 （ Molecular Probes, 
Eugene OR） 及 び FLUOROSKAN II蛍 光 ス キ ャ ナ （ Labsystems Oy, Helsinki, Finland） を 用
い て 蛍 光 分 析 的 に 定 量 し た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
〈 ３ 　 シ ー ク エ ン シ ン グ 及 び 分 析 〉
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実 施 例 １
in vivo



　 に 記 載 し た よ う に プ ラ ス ミ ド 中 に 回 収 し た Incyte cDNAを 、 以 下 に 示 す よ う に
シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 シ ー ク エ ン ス 反 応 は 、 標 準 的 方 法 或 い は 高 処 理 装 置 、 例 え ば ABI 
CATALYST 800 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Applied Biosystems） 又 は PTC-200 サ ー マ ル サ イ ク
ラ ー （ MJ Research） を 、 HYDRAマ イ ク ロ デ ィ ス ペ ン サ ー （ Robbins Scientific） 又 は MICR
OLAB 2200（ Hamilton） 液 体 転 移 シ ス テ ム と 併 用 し て 処 理 し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン ス 反 応
は 、 Amersham Biosciences社 が 提 供 す る 試 薬 、 又 は ABIシ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト 、 例 え ば A
BI PRISM BIGDYE Terminator cycle sequencing ready reaction kit（ Applied Biosyste
ms） の 試 薬 を 用 い て 準 備 し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン ス 反 応 の 電 気 泳 動 的 分 離 と 、 標 識 し た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 と に は 、 MEGABACE 1000 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Amersham 
Biosciences） か 、 標 準 ABIプ ロ ト コ ル と ベ ー ス コ ー リ ン グ ソ フ ト ウ ェ ア と を 用 い る ABI PR
ISM 373又 は 377シ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Applied Biosystems） か 、 或 い は そ の 他 の 本
技 術 分 野 で 既 知 の 配 列 解 析 シ ス テ ム を 用 い た 。 cDNA配 列 内 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 標
準 的 方 法 （ 前 出 Ausubel他 、 7章 ） を 用 い て 同 定 し た 。 い く つ か の cDNA配 列 を 選 択 し 、

に 開 示 す る 技 術 で 配 列 を 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 Incyte cDNAに 由 来 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ベ ク タ ー 、 リ ン カ ー 及 び ポ リ (A)配 列 を
除 去 し 、 あ い ま い な 塩 基 を マ ス ク し て 検 証 し た 。 そ の 際 、 BLASTと 、 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ
と 、 隣 接 ジ ヌ ク レ オ チ ド 分 析 (dinucleotide nearest neighbor analysis)と に 基 づ く 、 ア
ル ゴ リ ズ ム と プ ロ グ ラ ム と を 用 い た 。 次 に 、 Incyte cDNA配 列 又 は そ れ ら の 翻 訳 の 問 い 合
わ せ を 、 以 下 の デ ー タ ベ ー ス 群 に 対 し て 行 っ た 。 す な わ ち 、 選 抜 し た 公 共 の デ ー タ ベ ー ス
群 (例 え ば GenBankの 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 、 哺 乳 類 、 脊 椎 動 物 、 真 核 生 物 の デ ー タ ベ ー ス と 、
BLOCKS、 PRINTS、 DOMO、 PRODOM)と 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 線 虫 (
)、 出 芽 酵 母 ( )、 分 裂 酵 母 ( )及 び

か ら の 配 列 群 を 持 つ PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 群 (Incyte Genomics, Palo A
lto CA)、 及 び 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル (HMM)ベ ー ス の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー デ ー タ ベ ー ス 群
、 例 え ば PFAM、 INCY、 及 び TIGRFAM (Haft, D.H. 他 (2001) Nucleic Acids Res.29:41-43)
、 並 び に HMMベ ー ス の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン デ ー タ ベ ー ス た と え ば SMART(Schultz. J.他 (199
8) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:5857-5864; Letunic, I. 他 (2002) Nucleic Acids R
es.30:242-244)。   （ HMMは 、 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の コ ン セ ン サ ス １ 次 構 造 を 分 析 す る 確 率
的 ア プ ロ ー チ で あ る 。 例 え ば 、 Eddy, S.R. (1996) Curr. Opin. Struct. Biol. 6:361-36
5を 参 照 ） 。 問 合 せ は 、 BLAST、 FASTA、 BLIMPS、 及 び HMMERに 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行
っ た 。 Incyte cDNA配 列 を ア セ ン ブ リ し 、 完 全 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 産 出 し た 。 或
い は 、 GenBank cDNA群 、 GenBank EST群 、 ス テ ィ ッ チ さ れ た 配 列 群 、 ス ト レ ッ チ さ れ た 配
列 群 、 又 は Genscan予 測 コ ー ド 配 列 群 （ を 参 照 ） を 用 い 、 Incyte cDNAの ア
セ ン ブ リ 体 群 を 完 全 長 ま で 伸 長 さ せ た 。 Phredと Phrapと Consedと に 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用
い て ア セ ン ブ リ し 、 GenMarkと BLASTと FASTAと に 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 cDNAの ア セ
ン ブ リ 体 を 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 完 全 長 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 翻 訳 し 、 対 応 す る 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 得 た 。 或 い は 、 或 る ポ リ ペ
プ チ ド は 、 完 全 長 翻 訳 ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の メ チ オ ニ ン 残 基 で 開 始 し 得 る 。 完 全 長 ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 群 の 続 い て の 分 析 と し て の 問 い 合 わ せ を 、 GenBankタ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス 群
（ genpept） 、 SwissProt、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 群 、 BLOCKS、 PRINTS、 DOMO、 PRODOM及 び
Prosite等 の デ ー タ ベ ー ス や 、 PFAM、 INCY、 及 び TIGRFAM等 の 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM）
ベ ー ス の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー デ ー タ ベ ー ス 群 、 並 び に SMART等 の HMMベ ー ス の タ ン パ ク 質
ド メ イ ン デ ー タ ベ ー ス 群 に 対 し 行 っ た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 MACDNASIS 
PROソ フ ト ウ ェ ア （ MiraiBio, Alameda CA） 及 び LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用
い て 分 析 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ペ プ チ ド と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 MEGALIGNマ
ル チ シ ー ク エ ン ス ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム （ DNASTAR） に 組 込 ま れ た CLUSTALア ル ゴ リ ズ
ム が 指 定 す る 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い て 作 製 す る 。 こ れ は 、 ア ラ イ ン メ ン ト し た 配
列 間 の 一 致 率 も 計 算 す る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
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実 施 例 ２

実 施
例 ８

Caenorhabditis elega
ns Saccharomyces cerevisiae Schizosaccharomyces pombe
Candida albicans

実 施 例 ４ 及 び ５



　 表 ７ は 、 Incyte cDNAと 完 全 長 配 列 と の 分 析 と ア セ ン ブ リ と に 用 い た ツ ー ル と プ ロ グ ラ
ム と ア ル ゴ リ ズ ム と の 概 略 と 、 適 用 可 能 な 説 明 、 参 照 文 献 、 閾 値 パ ラ メ ー タ を 示 す 。 用 い
た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム 及 び ア ル ゴ リ ズ ム を 表 ７ の 列 １ に 、 そ れ ら の 簡 単 な 説 明 を 列 ２ に 示
す 。 列 ３ は 好 適 な 参 照 文 献 で あ り 、 全 て の 文 献 の 全 体 が 、 こ の 参 照 に よ り 開 示 に 含 ま れ る
。 適 用 可 能 な 場 合 に は 、 列 ４ は ２ つ の 配 列 が 一 致 す る 強 さ を 評 価 す る た め に 用 い た ス コ ア
、 確 率 値 そ の 他 の パ ラ メ ー タ を 示 す （ ス コ ア が 高 い ほ ど 、 又 は 確 率 値 が 低 い ほ ど 、 ２ 配 列
間 の 相 同 性 が 高 く な る ） 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の ア セ ン ブ リ 及 び 分 析 に 用 い る 上 記
の プ ロ グ ラ ム は 、 SEQ ID NO:33-64の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 の 同 定 に も 利 用 で き る 。  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 増 幅 技 術 に 有 用 で あ る 約 ２ ０ ～ 約 ４ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 断
片 を 表 ４ の 列 2に 示 し た 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
〈 ４ 　 ゲ ノ ム DNAか ら の コ ー ド 配 列 の 同 定 及 び 編 集 〉
　 推 定 上 の 分 泌 タ ン パ ク 質 は 、 公 共 の ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 gbpriや gbhtg）
に お い て Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム を 実 行 し て 初 め に 同 定 さ れ た 。 Genscanは 汎 用 遺 伝
子 同 定 プ ロ グ ラ ム で あ り 、 様 々 な 生 物 か ら の ゲ ノ ム DNA配 列 を 分 析 す る （ Burge, C. 及 び  
S. Karlin（ 1997） J. Mol. Biol. 268:78-94、 Burge, C. 及 び  S. Karlin（ 1998） Curr. 
Opin. Struct. Biol. 8:346-354） 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 予 測 さ れ た エ キ ソ ン 群 を 連 結 し 、
メ チ オ ニ ン か ら 終 止 コ ド ン に 及 ぶ 、 ア セ ン ブ リ さ れ た cDNA配 列 を 形 成 す る 。 Genscanの 出
力 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の FASTAデ ー タ ベ ー ス で あ る 。 Genscanが 一
度 に 分 析 す る 配 列 の 最 大 範 囲 は 、 ３ ０ kbに 設 定 し た 。 こ れ ら の Genscan推 定 cDNA配 列 の 内
、 ど の 配 列 が 分 泌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る か を 決 定 す る た め に 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド を PFAMモ デ ル に お い て 分 泌 タ ン パ ク 質 に つ い て 問 合 せ て 分 析 し た 。 潜 在 的 な 分 泌 タ ン パ
ク 質 も ま た 、 分 泌 タ ン パ ク 質 と し て 注 釈 を 付 け た イ ン サ イ ト cDNA配 列 に 対 す る 相 同 性 を 基
に 同 定 し た 。 こ れ ら 選 択 し た Genscan予 測 配 列 を 、 次 に BLAST分 析 に よ り 、 公 共 デ ー タ ベ ー
ス genpept及 び gbpriと 比 較 し た 。 必 要 で あ れ ば 、 genpeptか ら の ト ッ プ BLASTヒ ッ ト と 比 較
す る こ と に よ り Genscan予 測 配 列 を 編 集 し 、 余 分 な 又 は 省 略 さ れ た エ キ ソ ン な ど 、 Genscan
が 予 測 し た 配 列 に お け る エ ラ ー を 補 正 し た 。 BLAST分 析 は ま た 、 Genscan予 測 配 列 の 、 い か
な る Incyte cDNA又 は 公 共 cDNA適 用 範 囲 の 発 見 に も 用 い ら れ 、 し た が っ て 転 写 の 証 拠 を 提
供 し た 。 Incyte cDNAカ バ レ ッ ジ が 利 用 で き た 場 合 に は 、 こ の 情 報 を 用 い て Genscan予 測 配
列 を 補 正 又 は 確 認 し た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 に 記 載 の ア セ ン ブ リ プ
ロ セ ス を 用 い 、 Incyte cDNA配 列 及 び ／ 又 は 公 共 cDNA配 列 で Genscan予 測 コ ー ド 配 列 を ア セ
ン ブ リ し て 得 た 。 或 い は 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 編 集 後 又 は 非 編 集 の Genscan
予 測 コ ー ド 配 列 に 、 完 全 に 由 来 す る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
〈 ５ 　 ｃ DNA配 列 デ ー タ を 使 っ た ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ の ア セ ン ブ リ 〉
《 ス テ ィ ッ チ 配 列 （ Stitched Sequence） 》
　 部 分 cDNA配 列 群 を 伸 長 さ せ る た め 、 に 記 載 の Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム が
予 測 し た エ キ ソ ン 群 を 用 い た 。 に 記 載 し た よ う に ア セ ン ブ リ し た 部 分 cDNA群 を 、
ゲ ノ ム DNAに マ ッ ピ ン グ し 、 ま た 、 関 連 す る cDNA群 と 、 １ つ 以 上 の ゲ ノ ム 配 列 か ら Genscan
予 測 さ れ た エ キ ソ ン 群 と を 有 す る ク ラ ス タ ー 群 に 分 解 し た 。 cDNAと ゲ ノ ム と の 情 報 を 統 合
す べ く 、 グ ラ フ 理 論 及 び 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ に 基 づ く 或 る ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 各 ク ラ ス
タ ー を 分 析 し 、 潜 在 的 ス プ ラ イ ス 変 異 体 群 を 生 成 し た 。 配 列 群 を 続 い て 確 認 、 編 集 又 は 伸
長 し 、 完 全 長 配 列 を 創 出 し た 。 区 間 の 全 長 が 、 ２ つ 以 上 の 配 列 に 在 る よ う な 配 列 区 間 群 を
ク ラ ス タ ー 内 で 同 定 し 、 そ の よ う に 同 定 さ れ た 区 間 群 は 、 推 移 性 に よ り 、 等 し い と 考 え た
。 例 え ば 、 或 る 区 間 が 、 １ つ の cDNAと ２ つ の ゲ ノ ム 配 列 と に 在 る 場 合 、 ３ つ の 区 間 は 全 て
等 し い と 考 え た 。 こ の プ ロ セ ス に よ り 、 無 関 係 だ が 連 続 し た ゲ ノ ム 配 列 群 を 、 cDNA配 列 で
結 び 合 わ せ て 架 橋 し 得 る 。 こ の よ う に し て 同 定 さ れ た 区 間 を 、 親 配 列 （ parent sequence
） に 沿 っ て 現 れ る 順 に ス テ ッ チ ア ル ゴ リ ズ ム で 縫 い 合 わ せ 、 可 能 な 最 も 長 い 配 列 及 び 変 異
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配 列 を 作 製 す る 。 １ 種 類 の 親 配 列 に 沿 っ て 続 く 区 間 間 の 連 鎖 （ cDNA－ cDNA又 は ゲ ノ ム 配 列
－ ゲ ノ ム 配 列 ） は 、 親 の 種 類 を 変 え る 連 鎖 （ cDNA－ ゲ ノ ム 配 列 ） よ り 優 先 し た 。 結 果 と し
て 得 た ス テ ィ ッ チ 配 列 群 を 翻 訳 し 、 BLAST分 析 で 公 共 デ ー タ ベ ー ス genpept及 び gbpriと 比
較 し た 。 Genscanが 予 測 し た 不 正 確 な エ キ ソ ン 群 は 、 genpeptか ら の ト ッ プ BLASTヒ ッ ト と
の 比 較 に よ り 補 正 し た 。 必 要 な 場 合 、 追 加 cDNA配 列 群 を 用 い る か ゲ ノ ム DNAの 検 査 に よ り
、 配 列 群 を 更 に 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ３ １ ０ 】
《 ス ト レ ッ チ 配 列 （ Stretched Sequence） 》
　 部 分 DNA配 列 群 を 、 BLAST分 析 に 基 づ く １ ア ル ゴ リ ズ ム で 完 全 長 ま で 伸 長 し た 。 先 ず 、 BL
ASTプ ロ グ ラ ム を 用 い 、 GenBankの 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 、 哺 乳 類 、 脊 椎 動 物 及 び 真 核 生 物 の デ
ー タ ベ ー ス な ど の 公 共 デ ー タ ベ ー ス に 対 し 、 に 記 載 の よ う に ア セ ン ブ リ し た 部 分
cDNAを 問 い 合 わ せ た 。 次 に 、 最 も 近 い GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 を 、 BLAST分 析 に よ り 、 In
cyte cDNA配 列 又 は に 記 載 の GenScanエ キ ソ ン 予 測 配 列 の い ず れ か と 比 較 し た 。 得
ら れ た 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 （ HSP） を 用 い て キ メ ラ 蛋 白 質 を 産 出 し 、 翻 訳 し た 配
列 を GenBank蛋 白 質 相 同 体 上 に マ ッ ピ ン グ し た 。 元 の GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 に 対 し 、 キ
メ ラ タ ン パ ク 質 内 で は 挿 入 又 は 欠 失 が 起 こ り 得 る 。 GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 、 キ メ ラ タ
ン パ ク 質 又 は そ の 両 方 を プ ロ ー ブ と し て 用 い 、 公 共 の ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス か ら 相 同 ゲ
ノ ム 配 列 を 検 索 し た 。 こ の よ う に し て 、 部 分 的 な DNA配 列 を 、 相 同 ゲ ノ ム 配 列 の 付 加 に よ
り ス ト レ ッ チ す な わ ち 伸 長 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ る ス ト レ ッ チ 配 列 を 検 査 し 、 完 全 遺 伝
子 を 有 す る か 否 か を 判 定 し た 。
【 ０ ３ １ １ 】
〈 ６ 　 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 〉
　 SEQ ID NO:33-64を ア セ ン ブ リ す る た め に 用 い た 配 列 を 、 BLAST及 び Smith-Watermanア ル
ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 Incyte LIFESEQデ ー タ ベ ー ス 及 び 公 共 の ド メ イ ン デ ー タ ベ ー ス の 配 列
と 比 較 し た 。 SEQ ID NO:33-64 と 一 致 す る こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス の 配 列 を 、 Phrapな ど の
ア セ ン ブ リ ア ル ゴ リ ズ ム （ 表 ７ ） を 使 用 し て 、 連 続 及 び オ ー バ ー ラ ッ プ し た 配 列 の ク ラ ス
タ ー に ア セ ン ブ リ し た 。 ス タ ン フ ォ ー ド ・ ヒ ト ゲ ノ ム セ ン タ ー （ SHGC） 、 ホ ワ イ ト ヘ ッ ド
・ ゲ ノ ム 研 究 所 （ WIGR） 、 Genethonな ど の 公 的 な 情 報 源 か ら 入 手 可 能 な 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ
ド 及 び 遺 伝 地 図 デ ー タ を 用 い て 、 い ず れ か の ク ラ ス タ ー 化 さ れ た 配 列 が 既 に マ ッ ピ ン グ さ
れ て い る か を 判 定 し た 。 マ ッ ピ ン グ さ れ た 配 列 が 或 る ク ラ ス タ ー に 含 ま れ て い る 場 合 、 そ
の ク ラ ス タ ー の 全 配 列 が 、 個 々 の 配 列 番 号 と 共 に 、 地 図 上 の 位 置 に 割 り 当 て ら れ た 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 地 図 上 の 位 置 は 、 ヒ ト 染 色 体 の 範 囲 又 は 区 間 と し て 表 さ れ る 。 セ ン チ モ ル ガ ン 単 位 で の
或 る 区 間 の 地 図 上 の 位 置 は 、 染 色 体 の 短 腕 （ p-arm） の 末 端 に 対 し て 測 定 す る （ セ ン チ モ
ル ガ ン （ cM） は 、 染 色 体 マ ー カ ー 間 の 組 換 え 頻 度 に 基 づ く 計 測 単 位 で あ る 。 平 均 し て 、 １
cMは 、 ヒ ト DNAの １ メ ガ ベ ー ス （ Mb） に ほ ぼ 等 し い 。 尤 も 、 こ の 値 は 、 組 換 え の ホ ッ ト ス
ポ ッ ト 及 び コ ー ル ド ス ポ ッ ト に 起 因 し て 広 範 囲 に 変 化 す る ） 。 cM距 離 は 、 各 ク ラ ス タ ー 内
に 配 列 が 含 ま れ る 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド マ ー カ ー 類 に 対 し て 境 界 を 提 供 す る Genethonに よ っ
て マ ッ ピ ン グ さ れ た 遺 伝 マ ー カ ー 群 に 基 づ く 。 NCBI「 GeneMap'99」 （ http://www.ncbi.nl
m.nih.gpv/genemap/） な ど の 一 般 個 人 が 入 手 可 能 な ヒ ト 遺 伝 子 マ ッ プ 及 び そ の 他 の 情 報 源
を 用 い て 、 既 に 同 定 さ れ て い る 疾 患 遺 伝 子 群 が 、 上 記 し た 区 間 内 若 し く は 近 傍 に 位 置 す る
か を 決 定 で き る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
〈 ７ 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の 分 析 〉
　 ノ ー ザ ン 解 析 は 遺 伝 子 の 転 写 物 の 存 在 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 実 験 技 術 で あ り 、 特
定 の 細 胞 種 又 は 組 織 か ら の RNAが 結 合 し て い る 或 る 膜 へ の 、 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 伴 う (Sambrook及 び Russell 、 前 出 、 7章 、 Ausubel他 、 前 出
、 4章 )。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 類 似 の 、 BLASTを 応 用 し た コ ン ピ ュ ー タ 技 術 を 用 い て 、 GenBankや LIFESEQ（ Incyte Geno
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mics） な ど の デ ー タ ベ ー ス に お い て 、 同 一 又 は 関 連 分 子 を 検 索 し た 。 ノ ー ザ ン 分 析 は 、 多
数 の 膜 系 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン よ り も 非 常 に 速 い 。 更 に 、 任 意 の 特 定 の 一 致 を 厳 密 な 或
い は 相 同 的 な も の と し て 分 類 す る か 否 か を 決 定 す る た め 、 コ ン ピ ュ ー タ 検 索 の 感 度 を 修 正
で き る 。 検 索 の 基 準 は 積 ス コ ア で あ り 、 次 式 で 定 義 す る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
【 ０ ３ １ ６ 】
　 積 ス コ ア は 、 ２ つ の 配 列 間 の 類 似 度 と 、 配 列 が 一 致 す る 長 さ と の 両 方 を 考 慮 し て い る 。
積 ス コ ア は 、 0～ 100の ノ ー マ ラ イ ズ さ れ た 値 で あ り 、 次 の よ う に し て 求 め る 。 BLASTス コ
ア に ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 一 致 率 を 乗 じ 、 そ の 積 を 2つ の 配 列 の 短 い 方 の 長 さ の 5倍 で 除 す る
。 BLASTス コ ア を 計 算 す る に は 、 或 る 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 （ HSP） 内 の 一 致 す る 各
塩 基 に ＋ ５ の ス コ ア を 割 り 当 て 、 各 不 一 致 塩 基 に － ４ を 割 り 当 て る 。 ２ つ の 配 列 は 、 ２ 以
上 の HSPを 共 有 し 得 る （ ギ ャ ッ プ に よ り 隔 離 さ れ る ） 。 ２ 以 上 の HSPが あ る 場 合 に は 、 最 高
BLASTス コ ア の セ グ メ ン ト 対 を 用 い て 積 ス コ ア を 計 算 す る 。 積 ス コ ア は 、 断 片 的 オ ー バ ー
ラ ッ プ と BLASTア ラ イ ン メ ン ト の 質 と の バ ラ ン ス を 表 す 。 例 え ば 積 ス コ ア １ ０ ０ は 、 比 較
し た ２ つ の 配 列 の 短 い 方 の 長 さ 全 体 に わ た っ て １ ０ ０ ％ 一 致 す る 場 合 の み 得 ら れ る 。 積 ス
コ ア ７ ０ は 、 一 端 が １ ０ ０ ％ 一 致 し 、 ７ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か 、 他 端 が ８ ８ ％ 一
致 し 、 １ ０ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か の い ず れ か の 場 合 に 得 ら れ る 。 積 ス コ ア ５ ０ は
、 一 端 が １ ０ ０ ％ 一 致 し 、 ５ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か 、 ７ ９ ％ 一 致 し 、 １ ０ ０ ％ オ
ー バ ー ラ ッ プ し て い る か の い ず れ か の 場 合 に 得 ら れ る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 或 い は 、 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 由 来 す る 組 織 に 対 し て 分 析 す る 。 例 え
ば 幾 つ か の 完 全 長 配 列 は 、 少 な く と も 一 部 は 、 オ ー バ ー ラ ッ プ す る Incyte cDNA配 列 群 を
用 い て ア セ ン ブ リ す る ( を 参 照 )。 各 cDNA配 列 は 、 ヒ ト 組 織 か ら 作 製 さ れ た cDNAラ
イ ブ ラ リ に 由 来 す る 。 各 ヒ ト 組 織 は 、 以 下 の 臓 器 ／ 組 織 カ テ ゴ リ ー の １ つ に 分 類 さ れ る 。
す な わ ち 心 血 管 系 、 結 合 組 織 、 消 化 器 系 、 胎 児 構 造 、 内 分 泌 系 、 外 分 泌 腺 、 女 性 生 殖 器 、
男 性 生 殖 器 、 生 殖 細 胞 、 血 液 及 び 免 疫 系 、 肝 、 筋 骨 格 系 、 神 経 系 、 膵 臓 、 呼 吸 器 系 、 感 覚
器 、 皮 膚 、 顎 口 腔 系 、 非 分 類 性 ／ 混 合 性 又 は 尿 路 で あ る 。 各 カ テ ゴ リ ー の ラ イ ブ ラ リ 数 を
数 え て 、 全 カ テ ゴ リ ー の 総 ラ イ ブ ラ リ 数 で 除 す る 。 同 様 に 、 各 ヒ ト 組 織 は 、 以 下 の 疾 患 ／
条 件 カ テ ゴ リ ー 、 す な わ ち 癌 、 細 胞 株 、 発 達 、 炎 症 、 神 経 性 、 外 傷 、 心 血 管 、 プ ー ル 、 そ
の 他 の １ つ に 分 類 さ れ る 。 各 カ テ ゴ リ ー の ラ イ ブ ラ リ 数 を 数 え て 、 全 カ テ ゴ リ ー の 総 ラ イ
ブ ラ リ 数 で 除 す る 。 得 ら れ る パ ー セ ン テ ー ジ は 、 SECPを コ ー ド す る cDNAの 組 織 特 異 的 及 び
疾 患 特 異 的 な 発 現 を 反 映 す る 。 cDNA配 列 及 び cDNAラ イ ブ ラ リ ／ 組 織 の 情 報 は 、 LIFESEQ GO
LD デ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics, Palo Alto CA） か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
〈 ８ 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る SECPの 伸 長 〉
　 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 完 全 長 分 子 の 適 切 な 断 片 か ら 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー 群 を 用 い て 該 断 片 を 伸 長 さ せ 産 生 す る 。 或 る プ ラ イ マ ー は 既 知 の 断 片 の ５ '伸
長 を 開 始 す る べ く 合 成 し 、 別 の プ ラ イ マ ー は 既 知 の 断 片 の ３ '伸 長 を 開 始 す る べ く 合 成 し
た 。 開 始 プ ラ イ マ ー 群 の 設 計 に は OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences） 或 い
は 別 の 適 切 な プ ロ グ ラ ム を 用 い 、 長 さ が 約 22～ 30ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 有 率 が 約 50％ 以 上 と
な っ て 約 68～ 約 72℃ の 温 度 で 標 的 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る よ う に し た 。 ヘ ア ピ ン 構 造 及 び
プ ラ イ マ ー － プ ラ イ マ ー 二 量 体 を 生 ず る よ う な ヌ ク レ オ チ ド 群 の 伸 長 は 、 全 て 回 避 し た 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 選 択 し た ヒ ト cDNAラ イ ブ ラ リ 群 を 用 い 、 配 列 を 伸 長 し た 。 ２ 段 階 以 上 の 伸 長 が 必 要 又 は
望 ま し い 場 合 に は 、 付 加 的 プ ラ イ マ ー 或 い は プ ラ イ マ ー の ネ ス テ ッ ド セ ッ ト を 設 計 し た 。
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【 ０ ３ ２ ０ 】
　 高 忠 実 度 の 増 幅 を 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で の PCRで 得 た 。 PCRは PTC-200サ ー マ ル サ イ ク ラ
ー (MJ Research, Inc.)で の 96穴 プ レ ー ト で 行 っ た 。 反 応 混 合 液 は 、 鋳 型 DNA及 び 200nmol
の 各 プ ラ イ マ ー を 有 す る 。 ま た 、 Mg２ + と (NH 4 ) 2 SO 4 と 2－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む 反
応 バ ッ フ ァ ー 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Amersham Biosciences)、 ELONGASE酵 素 (Invitrogen
)、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Stratagene)を 含 む 。 プ ラ イ マ ー の 組 、 PCI Aと PCI Bに 対 し て 以
下 の パ ラ メ ー タ で 増 幅 を 行 っ た 。 ス テ ッ プ 1: 94℃ , 3分 、 ス テ ッ プ  2: 94℃ , 15 秒 、 ス
テ ッ プ  3: 60℃ , 1 分 、 ス テ ッ プ  4: 68℃ , 2 分 、 ス テ ッ プ  5: ス テ ッ プ 2、 3及 び  4を 20
回 反 復 す る 。 ス テ ッ プ 6: 68℃ 、  5 分 、 ス テ ッ プ 7:  4℃ で 保 存 す る 。 別 法 で は 、 プ ラ イ
マ ー の 組 、 T7と SK+に 対 し て 以 下 の パ ラ メ ー タ で 増 幅 を 行 っ た 。 ス テ ッ プ 1: 94℃ , 3分 、
ス テ ッ プ  2: 94℃ , 15 秒 、 ス テ ッ プ  3: 57℃ , 1 分 、 ス テ ッ プ  4: 68℃ , 2 分 、 ス テ ッ
プ  5: ス テ ッ プ 2、 3及 び  4を 20回 反 復 す る 。 ス テ ッ プ 6: 68℃ 、  5 分 、 ス テ ッ プ 7: 4℃ で
保 存 す る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 各 ウ ェ ル の DNA濃 度 は 、 １ × TE及 び 0.5μ lの 希 釈 し て い な い PCR産 物 に 溶 解 し た 100μ lの
PICOGREEN定 量 試 薬 (0.25％ (v/v) PICOGREEN; Molecular Probes, Eugene OR)を 不 透 明 な
蛍 光 光 度 計 プ レ ー ト (Corning Costar, Acton MA)の 各 ウ ェ ル に 分 配 し 、 DNAが 試 薬 と 結 合
で き る よ う に し て 判 定 し た 。 サ ン プ ル の 蛍 光 を 計 測 し て DNAの 濃 度 を 定 量 す べ く 、 プ レ ー
ト を Fluoroskan  II （ Labsystems Oy, Helsinki, Finland） で ス キ ャ ン し た 。 反 応 混 合
物 の ア リ コ ッ ト ５ ～ １ ０ μ lを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 法 に よ っ て 解 析 し 、 ど の
反 応 が 配 列 の 伸 長 に 成 功 し た か を 判 定 し た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 伸 長 し た ヌ ク レ オ チ ド は 、 脱 塩 及 び 濃 縮 し て 384穴 プ レ ー ト に 移 し 、 CviJIコ レ ラ ウ イ ル
ス エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ Molecular Biology Research, Madison WI） を 用 い て 消 化 し て 音
波 処 理 又 は せ ん 断 し 、 pUC 18ベ ク タ ー （ Amersham Biosciences） へ の 再 連 結 を 行 っ た 。 シ
ョ ッ ト ガ ン ・ シ ー ク エ ン シ ン グ の た め に 、 消 化 し た ヌ ク レ オ チ ド を 低 濃 度 （ 0.6～ 0.8％ ）
の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 断 片 を 切 除 し 、 寒 天 を Agar ACE（ Promega） で 消 化 し た 。
伸 長 し た ク ロ ー ン を T4リ ガ ー ゼ （ New England Biolabs, Beverly MA） を 用 い て pUC 18ベ
ク タ ー （ Amersham Biosciences） に 再 連 結 し 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene） で 処
理 し て 制 限 部 位 オ ー バ ー ハ ン グ を 満 た し 、 大 腸 菌 細 胞 に 形 質 移 入 し た 。 形 質 移 入 し た 細 胞
を 選 択 し て 抗 生 物 質 を 有 す る 培 地 に 移 し 、 そ れ ぞ れ の コ ロ ニ ー を 切 り と っ て LB/2xカ ル ベ
ニ シ リ ン 培 養 液 の 384穴 プ レ ー ト に ３ ７ ℃ で 一 晩 培 養 し た 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 細 胞 を 溶 解 し て 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Amersham Biosciences)及 び Pfu DNAポ リ メ ラ ー
ゼ (Stratagene)を 用 い て 以 下 の 手 順 で DNAを PCR増 幅 し た 。 ス テ ッ プ 1: 94℃ , 3分 、  ス テ
ッ プ  2: 94℃ , 15 秒 、 ス テ ッ プ  3: 60℃ , 1 分 、 ス テ ッ プ  4: 72℃ , 2 分 、  ス テ ッ プ  5
: ス テ ッ プ 2、 3及 び  4を 29回 反 復 す る 。 ス テ ッ プ 6: 72℃ 、  5 分 、 ス テ ッ プ 7: 4℃ で 保 存
す る 。 上 記 の よ う に PICOGREEN試 薬 (Molecular Probes)で DNAを 定 量 し た 。 DNA回 収 率 が 低
い サ ン プ ル は 、 上 記 同 一 条 件 で 再 増 幅 し た 。 サ ン プ ル は 20％ ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ １ ：
２ ,v/v） で 希 釈 し 、 DYENAMICエ ネ ル ギ ー 移 動 シ ー ク エ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー 、 及 び DYENAMIC
 DIRECT kit（ Amersham Biosciences） 又 は ABI PRISM BIGDYEタ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル シ
ー ク エ ン シ ン グ レ デ ィ 反 応 キ ッ ト （ Terminator cycle sequencing ready reaction kit）
（ Applied Biosystems） を 用 い て シ ー ク エ ン ス し た 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 同 様 に 、 上 記 手 順 を 用 い て 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 証 し た 。 或 い は 、 完 全 長 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 用 い 、 上 記 手 順 で 、 そ の よ う な 伸 長 の た め に 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類
と 、 或 る 適 切 な ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ と を 用 い て ５ '調 節 配 列 を 得 た 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
〈 ９ 　 SECPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 塩 基 多 型 の 同 定 〉
　 １ 塩 基 多 型 （ SNP） と し て 知 ら れ る 一 般 的 な DNA配 列 変 異 体 が 、 SEQ ID NO:33-64に お い
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て 、 LIFESEQデ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics） を 用 い て 同 定 さ れ た 。 同 じ 遺 伝 子 か ら の 配
列 群 は 共 に ク ラ ス タ ー 化 さ れ 、 に 述 べ た よ う に ア セ ン ブ リ さ れ て 、 そ の 遺 伝 子 に
お け る 全 て の 配 列 変 異 体 の 同 定 を 可 能 に し た 。 一 連 の フ ィ ル タ ー か ら な る ア ル ゴ リ ズ ム を
使 っ て 、 SNPを 他 の 配 列 変 異 体 か ら 区 別 し た 。 前 段 フ ィ ル タ ー は 、 最 小 限 Phredク オ リ テ ィ
ス コ ア 15を 要 求 す る こ と に よ り 大 多 数 の ベ ー ス コ ー ル の エ ラ ー を 除 去 し 、 ま た 、 配 列 ア ラ
イ メ ン ト エ ラ ー や 、 ベ ク タ ー 配 列 、 キ メ ラ 及 び ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 不 適 当 な ト リ ミ ン グ に
よ り 生 じ る エ ラ ー を 取 り 除 い た 。 染 色 体 の 高 度 解 析 の 自 動 化 手 順 に よ り 、 推 定 SNPの 近 傍
に お け る オ リ ジ ナ ル の ク ロ マ ト グ ラ ム フ ァ イ ル が 解 析 さ れ た 。 ク ロ ー ン エ ラ ー フ ィ ル タ ー
は 統 計 的 に 生 み 出 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 逆 転 写 酵 素 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 又 は 体 細 胞
突 然 変 異 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る エ ラ ー の よ う な 、 実 験 処 理 時 に 導 入 さ れ る エ ラ ー を 識 別
し た 。 ク ラ ス タ ー エ ラ ー フ ィ ル タ ー は 、 統 計 的 に 生 み 出 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 近
縁 の 相 同 体 又 は 偽 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー 化 に 起 因 す る エ ラ ー 、 又 は 非 ヒ ト 配 列 に よ る コ ン タ
ミ ネ ー シ ョ ン に よ り 生 じ た エ ラ ー を 同 定 し た 。 最 後 の フ ィ ル タ ー 群 に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 又 は T細 胞 受 容 体 に 存 在 す る 重 複 (duplicates)と SNPが 除 去 さ れ た 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 幾 つ か の SNPは 、 更 な る 特 徴 付 け の 為 に 選 択 さ れ た 。 選 択 は 高 処 理 MASSARRAYシ ス テ ム （
Sequenom, Inc.） を 用 い た 質 量 分 析 に よ っ て 行 い 、 ４ 群 の 異 な る ヒ ト 集 団 に お け る SNP部
位 で の 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 分 析 し た 。 白 人 集 団 は 92個 体 （ 46名 の 男 子 、 46名 の 女 子 ） か ら な
り 、 83名 は ユ タ 出 身 、 4名 は フ ラ ン ス 人 、 3名 は ベ ネ ズ エ ラ 人 、 2名 は ア ー ミ ッ シ ュ の 人 々
で あ る 。 ア フ リ カ 集 団 は 194個 体 （ 97名 の 男 子 、 97名 の 女 子 ） か ら な り 、 全 員 が ア フ リ カ
系 ア メ リ カ 人 で あ る 。 ヒ ス パ ニ ッ ク 集 団 は 324個 体 （ 162名 の 男 子 、 162名 の 女 子 ） か ら な
り 、 全 員 が メ キ シ コ の ヒ ス パ ニ ッ ク で あ る 。 ア ジ ア 集 団 は 126個 体 （ 64名 の 男 子 、 62名 の
女 子 ） か ら な り 、 報 告 さ れ た 親 の 内 訳 は 43％ が 中 国 人 、 31％ が 日 本 人 、 13％ が コ リ ア ン 、
5％ が ベ ト ナ ム 人 、 8％ が 他 の ア ジ ア 人 で あ る 。 対 立 遺 伝 子 頻 度 の 分 析 は 先 ず 白 人 集 団 に お
い て な さ れ 、 幾 つ か の 場 合 、 SNPの 内 、 対 立 遺 伝 子 変 異 を こ の 集 団 に お い て 示 さ な か っ た S
NPは 、 更 に 他 の ３ 集 団 に お い て テ ス ト さ れ る こ と は 無 か っ た 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
〈 １ ０ 　 個 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 標 識 化 及 び 使 用 〉
　 SEQ ID NO:33-64か ら 導 き 出 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い て 、 cDNA、 m
RNA、 又 は ゲ ノ ム DNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 約 20塩 基 対 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標
識 に つ い て 特 に 記 載 す る が 、 よ り 大 き な ヌ ク レ オ チ ド 断 片 に 対 し て も 本 質 的 に 同 一 の 手 順
が 用 い ら れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア (National Biosciences)
等 の 最 新 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 設 計 し 、 各 オ リ ゴ マ ー ５ ０ pmolと 、 [γ - 3 2 P]ア デ ノ シ ン ３
リ ン 酸 (Amersham Biosciences)２ ５ ０ μ Ciと 、 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ (DuPont NEN,
 Boston MA)と を 混 合 す る こ と に よ り 標 識 す る 。 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SEPHADE
X G-25超 細 繊 分 子 サ イ ズ 排 除 デ キ ス ト ラ ン  ビ ー ズ カ ラ ム （ Amersham Biosciences） を 用
い て 実 質 的 に 精 製 す る 。 Ase I、 Bgl II、 Eco RI、 Pst I、 Xba I又 は Pvu II（ DuPont NEN
） の い ず れ か １ つ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 さ れ た ヒ ト ゲ ノ ム DNAの 、 典 型 的 な 膜 ベ ー
ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 に お い て 、 毎 分 １ ０ 7 カ ウ ン ト の 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を
有 す る ア リ コ ッ ト を 用 い る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 各 消 化 物 か ら 得 た DNAは 、 ０ .７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 し て ナ イ ロ ン 膜 （ Nytran Plu
s, Schleicher & Schuell, Durham NH） に 移 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ４ ０ ℃ で １
６ 時 間 行 う 。 非 特 異 的 シ グ ナ ル 群 を 除 去 す る た め 、 最 大 で 例 え ば ０ .１ × ク エ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 食 塩 水 及 び ０ .５ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の 条 件 下 で 、 ブ ロ ッ ト 群 を 室 温 で 順 次 洗
浄 す る 。 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 又 は そ れ に 代 わ る イ メ ー ジ ン グ 手 段 を 用 い て ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン を 視 覚 化 し 、 比 較 す る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
〈 １ １ 　 マ イ ク ロ ア レ イ 〉
　 或 る マ イ ク ロ ア レ イ 上 で の ア レ イ エ レ メ ン ト 群 の 連 接 又 は 合 成 は 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ
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、 ピ エ ゾ 式 印 刷 （ イ ン ク ジ ェ ッ ト 印 刷 、 前 出 の Baldeschweiler他 な ど を 参 照 ） 、 機 械 的 マ
イ ク ロ ス ポ ッ テ ィ ン グ 技 術 及 び こ れ ら か ら 派 生 し た 技 術 を 用 い て 達 成 し 得 る 。 上 記 各 技 術
に お い て 基 板 は 、 均 一 な 、 無 孔 の 表 面 を 持 つ 固 体 と す べ き で あ る (Schena, M., 編 集  (199
9) , Oxford University Press, London)。 推 奨
す る 基 板 に は 、 シ リ コ ン 、 シ リ カ 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 、 ガ ラ ス チ ッ プ 及 び シ リ コ ン ウ ェ ハ が
あ る 。 或 い は 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 又 は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 に 類 似 し た 手 順 を 利 用 し 、 熱 的
、 紫 外 線 的 、 化 学 的 又 は 機 械 的 結 合 手 順 を 用 い て 基 板 の 表 面 に エ レ メ ン ト を 配 置 及 び 結 合
さ せ て も よ い 。 通 常 の ア レ イ は 、 利 用 可 能 な 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 と 機 械 と を 用 い て 作 製
で き 、 任 意 の 適 正 数 の エ レ メ ン ト を 有 し 得 る (Schena, M. 他 (1995) Science 270:467-470
; Shalon, D.他 (1996) Genome Res.6:639-645; Marshall, A. 及 び  J. Hodgson (1998) N
at. Biotechnol. 16:27-31)。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 完 全 長 cDNA、 発 現 配 列 タ グ （ EST） 、 又 は そ の 断 片 又 は オ リ ゴ マ ー が 、 マ イ ク ロ ア レ イ
の エ レ メ ン ト と 成 り 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 好 適 な 断 片 又 は オ リ ゴ マ ー を 、 LASE
RGENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） な ど 本 技 術 分 野 で 公 知 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 選 択 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 ア レ イ エ レ メ ン ト 群 を 、 生 体 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 。 生 体 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 検 出 を 容 易 に す る た め に 蛍 光 標 識
な ど の 分 子 タ グ に 抱 合 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 生 体 サ ン プ ル か ら の ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 し 、 蛍 光 ス キ ャ ナ を 用 い て 各 ア レ イ エ レ メ ン ト で
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 。 或 い は 、 レ ー ザ ー 脱 離 及 び 質 量 ス ペ ク ト ロ メ ト リ
を 用 い て も ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 し 得 る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 或 る エ レ メ ン ト に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 相 補 性 の 度 合 と 相 対 存 在 度 と を 算 定 し 得 る 。
一 実 施 態 様 に お け る マ イ ク ロ ア レ イ の 調 製 及 び 使 用 に つ い て 、 以 下 に 詳 述 す る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
《 組 織 又 は 細 胞 サ ン プ ル の 調 製 》
　 総 RNAを 組 織 サ ン プ ル か ら 単 離 す る た め グ ア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト 法 を 用 い 、 ポ リ (
A) + RNA精 製 に オ リ ゴ (dT)セ ル ロ ー ス 法 を 用 い る 。 各 ポ リ (A) + RNAサ ン プ ル を 、 MMLV逆 転 写
酵 素 、 0.05pg/μ lの オ リ ゴ (dT)プ ラ イ マ ー （ 21mer） 、 １ × 第 一 鎖 合 成 バ ッ フ ァ ー 、 0.03u
nit/μ lの RNア ー ゼ 阻 害 因 子 、 500μ Mの dATP、 500μ Mの dGTP、 500μ Mの dTTP、 40μ Mの dCTP
、 40μ Mの dCTP-Cy3（ BDS） 又 は dCTP-Cy5（ Amersham Biosciences） を 用 い て 逆 転 写 す る 。
逆 転 写 反 応 は 、 GEMBRIGHTキ ッ ト （ Incyte Genomics） を 用 い 、 200ngの ポ リ （ A） + RNAを 含
有 す る 体 積 25ｍ ｌ で 行 う 。 特 異 的 対 照 ポ リ (A) + RNAは 、 非 コ ー ド 酵 母 ゲ ノ ム DNAか ら

転 写 に よ り 合 成 す る 。 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 各 反 応 サ ン プ ル （ １ つ は Cy3
、 も う １ つ は Cy5標 識 ） は 、 2.5mlの 0.5M水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で 処 理 、 85℃ で 20分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 反 応 を 停 止 さ せ て RNAを 分 解 さ せ る 。 サ ン プ ル 精 製 に は 、 ２ つ の 連 続 す る CHROM
A SPIN 30ゲ ル 濾 過 ス ピ ン カ ラ ム （ Clontech, Palo Alto CA） を 用 い る 。 混 合 後 、 ２ つ の
反 応 サ ン プ ル を エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ る た め 、 １ mlの グ リ コ ー ゲ ン （ １ mg/ml） 、 60mlの 酢
酸 ナ ト リ ウ ム 、 及 び 300mlの 100％ エ タ ノ ー ル を 用 い る 。 サ ン プ ル は 次 に 、 SpeedVAC（ Sava
nt Instruments Inc., Holbrook NY） を 用 い て 乾 燥 し て 仕 上 げ 、 １ ４ μ lの ５ × SSC／ ０ .
２ ％ SDS中 で 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
《 マ イ ク ロ ア レ イ の 調 製 》
　 本 発 明 の 配 列 を 用 い て 、 ア レ イ エ レ メ ン ト を 作 製 す る 。 各 ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 ク ロ ー
ン 化 し た cDNAイ ン サ ー ト 群 と 、 ベ ク タ ー 群 と を 含 有 す る 細 菌 細 胞 群 か ら 増 幅 す る 。 PCR増
幅 は 、 cDNAイ ン サ ー ト に 隣 接 す る ベ ク タ ー 配 列 群 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー 類 を 用 い る 。 ３ ０
サ イ ク ル の PCRで １ ～ ２ ngの 初 期 量 か ら ５ μ gよ り 大 き い 最 終 量 ま で ア レ イ エ レ メ ン ト を 増
幅 す る 。 増 幅 し た ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 SEPHACRYL-400（ Amersham Biosciences） を 用 い
て 精 製 す る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 精 製 し た ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 ポ リ マ ー コ ー ト さ れ た ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 固 定 す る 。 顕
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微 鏡 ス ラ イ ド グ ラ ス （ Corning） は 、 0.1％ の SDS及 び ア セ ト ン 中 で 超 音 波 洗 浄 し 、 処 理 の
間 及 び 処 理 後 に 充 分 に 蒸 留 水 で 洗 浄 す る 。 ス ラ イ ド グ ラ ス は 、 ４ ％ フ ッ 化 水 素 酸 （ VWR Sc
ientific Products Corporation（ VWR） , West Chester PA） 中 で エ ッ チ ン グ し 、 充 分 に
蒸 留 水 中 で 洗 浄 し 、 95％ エ タ ノ ー ル 中 で 0.05％ ア ミ ノ プ ロ ピ ル シ ラ ン （ Sigma） を 用 い て
コ ー テ ィ ン グ す る 。 コ ー テ ィ ン グ し た ス ラ イ ド は 、 110℃ の オ ー ブ ン で 硬 化 さ せ る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 米 国 特 許 第 5,807,522号 に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 、 コ ー テ ィ ン グ し た ガ ラ ス 基 板
に ア レ イ エ レ メ ン ト を 付 加 す る 。  こ の 特 許 に 引 用 す る こ と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す
る 。 平 均 濃 度 １ ０ ０ ng/μ lの ア レ イ エ レ メ ン ト DNA１ μ lを 、 高 速 ロ ボ ッ ト 装 置 （ robotic 
apparatus） に よ り 、 開 放 型 キ ャ ピ ラ リ ー プ リ ン テ ィ ン グ エ レ メ ン ト （ open capillary pr
inting element） に 充 填 す る 。 該 装 置 は こ こ で 、 ス ラ イ ド 毎 に 約 ５ nlの ア レ イ エ レ メ ン ト
サ ン プ ル を 置 く 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ に 、 STRATALINKER UVク ロ ス リ ン ク 機 （ Stratagene） を 用 い て UV架 橋 す
る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 室 温 に お い て ０ .２ ％ SDSで １ 度 洗 浄 し 、 蒸 留 水 で ３ 度 洗 浄 す る 。
非 特 異 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る た め 、 マ イ ク ロ ア レ イ の イ ン キ ュ ベ ー ト を リ ン 酸 緩 衝 食 塩
水 （ PBS） （ Tropix, Inc., Bedford MA） 中 に ０ .２ ％ カ ゼ イ ン 、 ６ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 行 っ た
後 、 前 記 の よ う に ０ .２ ％ SDS及 び 蒸 留 水 で 洗 浄 す る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
《 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 》
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に 用 い る ９ μ lの サ ン プ ル 混 合 体 に は 、 Cy3又 は Cy5で 標 識
し た cDNA合 成 産 物 群 の 各 ０ .２ μ gを 、 ５ × SSC,０ .２ ％ SDSハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液
中 に 含 む 。 サ ン プ ル 混 合 体 は 、 65℃ ま で ５ 分 間 加 熱 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ 表 面 上 へ 等 分 し て
1.8cm 2 の カ バ ー ガ ラ ス で 覆 う 。 ア レ イ は 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド よ り 僅 か に 大 き い 空 洞 を 有 す る
防 水 チ ャ ン バ ー に 移 す 。 チ ェ ン バ ー 内 を 湿 度 100％ に 保 つ た め 、 140μ lの 5× SSCを チ ェ ン
バ ー の １ コ ー ナ ー に 加 え る 。 ア レ イ を 入 れ た チ ェ ン バ ー は 、 60℃ で 約 6.5時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。 ア レ イ は 、 第 １ 洗 浄 緩 衝 液 中 （ １ × SSC,0.1％ SDS） に お い て 45℃ で 10分 間 洗 浄
し 、 第 ２ 洗 浄 緩 衝 液 中 （ 0.1× SSC） に お い て 45℃ で 10分 間 ず つ ３ 回 洗 浄 し て 乾 燥 さ せ る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
《 検 出 》
　 レ ポ ー タ ー 標 識 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 す る に は 、 Ｃ ｙ 3の 励 起 の た
め に ４ ８ ８ nm、 Ｃ ｙ 5の 励 起 の た め に ６ ３ ２ nmで ス ペ ク ト ル 線 を 発 生 し 得 る Innova70混 合
ガ ス 10Ｗ レ ー ザ ー （ Coherent, Inc., Santa Clara CA） を 備 え た 顕 微 鏡 を 用 い る 。 励 起 レ
ー ザ ー 光 の 焦 点 を ア レ イ 上 に 置 く た め 、 ２ ０ × 顕 微 鏡 対 物 レ ン ズ （ Nikon, Inc., Melvill
e NY） を 用 い る 。 ア レ イ を 有 す る ス ラ イ ド を 、 顕 微 鏡 の 、 コ ン ピ ュ ー タ 制 御 の X-Yス テ ー
ジ に 置 き 、 対 物 レ ン ズ を 通 し て ラ ス タ ー ス キ ャ ン す る 。 本 実 施 例 で 用 い る １ .８ cm× １ .８
cmの ア レ イ は 、 解 像 度 ２ ０ μ mで ス キ ャ ン す る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 ２ 回 の 異 な る ス キ ャ ン で 、 混 合 ガ ス マ ル チ ラ イ ン レ ー ザ は ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ ア を 連 続
的 に 励 起 す る 。 発 光 さ れ た 光 は 波 長 に 基 づ き 分 割 さ れ 、 ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ ア に 対 応 す る
２ つ の 光 電 子 増 倍 管 検 出 器 （ PMT R1477, Hamamatsu Photonics Systems, Bridgewater NJ
） に 送 ら れ る 。 好 適 な フ ィ ル タ ー 群 を ア レ イ と 光 電 子 増 倍 管 と の 間 に 設 置 し て 、 シ グ ナ ル
を フ ィ ル タ ー す る 。 用 い る フ ル オ ロ フ ォ ア の 最 大 発 光 の 波 長 は 、 Cy3で は ５ ６ ５ nm、 Cy5で
は ６ ５ ０ nmで あ る 。 装 置 は 両 方 の フ ル オ ロ フ ォ ア か ら の ス ペ ク ト ル を 同 時 に 記 録 し 得 る が
、 レ ー ザ ー 源 に お い て 好 適 な フ ィ ル タ ー を 用 い て 、 フ ル オ ロ フ ォ ア １ つ に つ き １ 度 ス キ ャ
ン し 、 各 ア レ イ を 通 常 ２ 度 ス キ ャ ン す る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 通 常 、 各 ス キ ャ ン の 感 度 を 較 正 す る た め 、 cDNA対 照 種 を 或 る 既 知 濃 度 で サ ン プ ル 混 合 体
に 添 加 し 、 対 照 種 が 発 生 す る シ グ ナ ル 強 度 を 用 い る 。 ア レ イ 上 の 或 る 特 定 の 位 置 に は 或 る
相 補 DNA配 列 が 含 ま れ 、 そ の 位 置 に お け る シ グ ナ ル の 強 度 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 種 の
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重 量 比 1： 100,000と 相 関 さ せ る 。 異 な る 源 泉 （ 例 え ば 代 表 的 な 試 験 細 胞 及 び 対 照 細 胞 な ど
） か ら の ２ つ の サ ン プ ル を 、 各 々 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 し 、 異 な る 発 現 を す る 遺 伝
子 群 を 同 定 す る た め に 単 一 の ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 に は 、 較 正 す る cDNAの サ ン
プ ル を ２ 種 の フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 液 に 各 々 等 量 を 加 え
る こ と に よ っ て 較 正 を 行 う 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 電 子 増 倍 管 の 出 力 を デ ィ ジ タ ル 化 す る た め 、 IBMコ ン パ チ ブ ル PCコ ン ピ ュ ー タ に イ ン ス
ト ー ル し た 12ビ ッ ト RTI-835Hア ナ ロ グ デ ィ ジ タ ル （ A/D） 変 換 ボ ー ド （ Analog Devices, I
nc., Norwood MA） を 用 い る 。 デ ィ ジ タ ル 化 し た デ ー タ は 、 青 色 （ 低 シ グ ナ ル ） か ら 赤 色
（ 高 シ グ ナ ル ） ま で の 擬 似 カ ラ ー ス ケ ー ル へ の リ ニ ア 20色 変 換 を 用 い て 、 シ グ ナ ル 強 度 が
マ ッ ピ ン グ さ れ た イ メ ー ジ と し て 表 示 さ れ る 。 デ ー タ は 、 定 量 的 に も 分 析 さ れ る 。 ２ つ の
異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア を 同 時 に 励 起 及 び 測 定 す る 場 合 に は 、 各 フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ
ク ト ル を 用 い て 、 デ ー タ は 先 ず フ ル オ ロ フ ォ ア 間 の 光 学 的 ク ロ ス ト ー ク （ 発 光 ス ペ ク ト ル
の 重 り に 起 因 す る ） を 補 正 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 グ リ ッ ド が 蛍 光 シ グ ナ ル イ メ ー ジ 上 に 重 ね ら れ 、 そ れ に よ っ て 各 ス ポ ッ ト か ら の シ グ ナ
ル は グ リ ッ ド の 各 エ レ メ ン ト に 集 め ら れ る 。 各 エ レ メ ン ト 内 の 蛍 光 シ グ ナ ル が 次 に 統 合 さ
れ 、 シ グ ナ ル の 平 均 強 度 に 応 じ た 数 値 が 得 ら れ る 。 シ グ ナ ル 分 析 に 用 い る ソ フ ト ウ ェ ア は
、 GEMTOOLS遺 伝 子 発 現 分 析 プ ロ グ ラ ム （ Incyte Genomics） で あ る 。 発 現 の 変 化 が 少 な く
と も ほ ぼ ２ 倍 、 シ グ ナ ル と バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 割 合 が 少 な く と も 2.5、 及 び 少 な く と も 40%
の エ レ メ ン ト の ス ポ ッ ト サ イ ズ を 示 す ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 差 次 的 発 現 を 示 す と さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
《 発 現 》
　 例 え ば 、 SEQ ID NO:47の 発 現 は 他 の 脳 組 織 に 比 べ る と 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 し て い
る 後 方 帯 状 脳 組 織 に お い て 増 加 し て い る 。 61才 の 正 常 女 性 の 脳 か ら の 特 定 の 切 開 脳 領 域 を
、 軽 度 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 し て い る 脳 と 、 ま た 、 二 人 の 正 常 男 性 の 脳 の 切 開 領 域 と
比 較 し た 。 軽 度 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 は 認 定 さ れ た 神 経 病 理 学 者 に よ っ て 確 立 さ れ 、
脳 全 体 に わ た る 複 数 区 分 の 顕 微 鏡 的 検 査 に 基 づ い て い る 。 し た が っ て SEQ ID NO:47は ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 と 治 療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 他 の 実 施 例 で は 、 SEQ ID NO:48の 発 現 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ で 処 理 し た 乳 管 癌 細 胞
で 、 未 処 理 の 細 胞 に 比 べ て 減 少 し て い る 。 T-47D乳 癌 細 胞 株 は 、 浸 潤 性 乳 管 癌 を 持 つ 或 る 5
4才 の 女 性 か ら 得 た 胸 水 か ら 単 離 さ れ た 。 T-47D細 胞 は 200 ng/mlの イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ で
1、 4、  8、  24、 48時 間 、 及 び 3日 間 処 理 し た 。 こ れ ら の 処 理 さ れ た 細 胞 を 未 処 理 の 細 胞 と
比 較 し た 。 し た が っ て 、 SEQ ID NO:48は 乳 管 細 胞 の 癌 の 診 断 及 び 治 療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 他 の 実 施 例 に お い て 、 乳 癌 に 関 与 す る 分 子 的 現 象 を 理 解 す る た め に 、 正 常 乳 房 組 織 と 癌
性 乳 房 組 織 の 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を 比 較 し た 。 43才 の 女 性 ド ナ ー か ら の 乳 房 葉 癌 組 織 で
の SEQ ID NO: 53は 、 同 じ ド ナ ー の 肉 眼 的 に 見 て 関 与 し な い 正 常 乳 房 組 織 と 比 べ て 、 少 な
く と も 2分 の 一 に 下 方 制 御 さ れ て い る こ と が わ か っ た 。 そ れ 故 、 SEQ ID NO:53は 乳 癌 の 検
出 試 験 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 別 の 例 で SEQ ID NO:62は 正 常 骨 芽 細 胞 に 対 し て 骨 肉 腫 に 罹 患 し た 骨 芽 細 胞 に お い て 差 次
的 発 現 を 示 し 、 こ れ は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 で 判 定 し た 。 正 常 ヒ ト 骨 芽 細 胞 (初 代 培 養 、 NHO
st 5488)か ら の mRNAを 生 検 検 体 、 骨 肉 腫 組 織 、 初 代 培 養 組 織 、 又 は 転 移 組 織 か ら の ｍ RNA
と 比 較 し た 。 一 つ の 細 胞 懸 濁 液 中 の 約 2.0x10 6 個 の 細 胞 を T75フ ラ ス コ に 植 え 付 け 、 同 じ
も の を 二 個 な い し 三 個 用 意 し た 。 細 胞 株 は 1:6～ 8の 比 で 平 均 6～ 8日 毎 に 継 代 培 養 し た 。 SE
Q ID NO:62の 発 現 は 正 常 骨 芽 細 胞 に 比 べ て 、 検 査 し た 腫 瘍 組 織 の 16の 中 14に お い て 少 な く
と も 三 分 の 一 に 減 少 し た 。 し た が っ て SEQ ID NO:62は 、 骨 肉 腫 の モ ニ タ リ ン グ 、 治 療 及 び
診 断 ア ッ セ イ に お い て 有 用 で あ る 。
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【 ０ ３ ４ ６ 】
　 他 の 実 施 例 で は 、 SEQ ID NO:62の 発 現 は 、 79才  (女 性 )の 卵 巣 腺 癌 患 者 ド ナ ー の 正 常 組
織 に 比 べ て 、 同 ド ナ ー の 卵 巣 腫 瘍 で は 少 な く と も ２ 分 の １ に 減 少 し た 。 マ ッ チ さ せ た 正 常
及 び 腫 瘍 形 成 性 の 卵 巣 組 織 サ ン プ ル は 、 Huntsman Cancer Institute, (ハ ン ツ マ ン 癌 研 究
所 、 Salt Lake City, UT)に よ っ て 提 供 さ れ て い る 。 従 っ て SEQ ID NO:62は 、 卵 巣 癌 の 診
断 ア ッ セ イ 及 び 病 期 分 類 ア ッ セ イ に 、 ま た 卵 巣 治 療 に お け る 潜 在 的 生 体 マ ー カ ー 及 び 治 療
薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 他 の 実 施 例 に お い て 、 SEQ ID NO:62は 非 老 化 前 駆 細 胞 （ non-senescent progenitor） の
PrEC細 胞  (継 代 3)に 対 し て 、 老 化 (継 代 8)及 び 前 老 化 (継 代 7)で は 差 次 的 発 現 を 示 し た 。 正
常 ド ナ ー か ら 単 離 さ れ た 初 代 前 立 腺 上 皮 細 胞 は 、 至 適 成 長 培 養 液 中 70-80%コ ン フ ル エ ン ス
ま で 成 長 さ せ 、 収 集 し た 。 SEQ ID NO:62の 発 現 は 非 老 化 細 胞 に 比 べ て 、 老 化 細 胞 及 び 前 老
化 細 胞 に お い て 少 な く と も ４ 倍 増 加 し た 。 し た が っ て SEQ ID NO:62は 、 癌 の 診 断 マ ー カ ー
と し て 、 又 は 潜 在 的 治 療 標 的 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
〈 １ ２ 　 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 〉
　 SECPを コ ー ド す る 配 列 或 い は そ の 任 意 の 一 部 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 は 、 天 然 の SECPの 発
現 を 検 出 、 低 下 、 又 は 阻 害 す る た め に 用 い ら れ る 。 約 15～ 30塩 基 対 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 使 用 に つ い て 記 す が 、 こ れ よ り 小 さ な 或 い は 大 き な 配 列 の 断 片 の 場 合 で も 、 本 質 的
に 同 じ 手 順 を 用 い る 。 Oligo4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences） 及 び SECPの コ ー
デ ィ ン グ 配 列 を 用 い て 、 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る 。 転 写 を 阻 害 す る た め に は
、 最 も 独 特 な 5'配 列 か ら 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し 、 こ れ を 用 い て 、 プ ロ モ ー タ
ー が コ ー ド 配 列 に 結 合 す る の を 防 止 す る 。 翻 訳 を 阻 害 す る た め に は 、 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 設 計 し て 、 リ ボ ソ ー ム が SECPを コ ー ド す る 転 写 物 に 結 合 す る の を 阻 害 す る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
〈 １ ３ 　 SECPの 発 現 〉
　 SECPの 発 現 及 び 精 製 は 、 細 菌 若 し く は ウ イ ル ス を 基 に し た 発 現 系 を 用 い て 行 う こ と が で
き る 。 細 菌 で SECPが 発 現 す る た め に 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 及 び cDNAの 転 写 レ ベ ル を 高 め る
誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 好 適 な ベ ク タ ー に cDNAを サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 こ の よ う な
プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 lacオ ペ レ ー タ ー 調 節 エ レ メ ン ト と 併 用 す る T5又 は T7バ ク テ リ オ
フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー 、 及 び trp-lac（ tac） ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 す る も の で は な い 。 組 換 え ベ ク タ ー を 、 BL21（ DE3） な ど の 好 適 な 細 菌 宿 主 に
形 質 転 換 す る 。 抗 生 物 質 耐 性 を も つ 細 菌 が 、 イ ソ プ ロ ピ ル β － Dチ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (
IPTG)で 誘 発 さ れ る と SECPを 発 現 す る 。 真 核 細 胞 で の SECPの 発 現 は 、 昆 虫 細 胞 株 又 は 哺 乳
動 物 細 胞 株 に 一 般 に バ キ ュ ロ ウ イ ス ル ス と し て 知 ら れ て い る 核
多 角 体 病 ウ イ ル ス (AcMNPV)の 組 換 え 型 を 感 染 さ せ て 行 う 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 非 必 須 の 多
角 体 遺 伝 子 を 、 相 同 組 換 え 或 い は 転 移 プ ラ ス ミ ド の 媒 介 を 伴 う 細 菌 の 媒 介 に よ る 遺 伝 子 転
移 の ど ち ら か に よ っ て 、 SECPを コ ー ド す る cDNAと 置 換 す る 。 ウ イ ル ス の 感 染 力 は 維 持 さ れ
、 強 力 な ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 高 レ ベ ル の cDNA転 写 が 行 わ れ る 。 組 換 え バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス は 、 多 く の 場 合 は 夜 蛾 の １ 種 （ Sf9） 昆 虫 細 胞 へ の 感
染 に 用 い る が 、 ヒ ト 肝 細 胞 へ の 感 染 に 用 い る こ と も あ る 。 後 者 の 感 染 の 場 合 は 、 バ キ ュ ロ
ウ イ ル ス へ の 更 な る 遺 伝 的 修 飾 が 必 要 に な る (Engelhard, E.K 他 、 (1994) Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 91:3224-3227、 Sandig, V.他 (1996) Hum.Gene Ther. 7:1937-1945)。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 殆 ど の 発 現 系 で は 、 SECPが 、 例 え ば グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)、 又 は FLA
Gや 6-Hisな ど の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ 標 識 で 合 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 と な る た め 、 未 精 製
の 細 胞 溶 解 物 か ら の 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 の 親 和 性 ベ ー ス の 精 製 が 素 早 く １ 回 で 行 う こ と
が で き る 。 GSTは 日 本 住 血 吸 虫 か ら の 26kDaの 酵 素 で あ り 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 及 び 抗 原 性 を
維 持 し た 状 態 で 、 固 定 化 し た グ ル タ チ オ ン 上 で の 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 と す る （ Am
ersham Biosciences） 。 精 製 の 後 、 GST部 分 を 特 定 の 操 作 部 位 で SECPか ら タ ン パ ク 分 解 的
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に 切 断 で き る 。 FLAGは 8ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ り 、 市 販 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 FLAG抗 体 （ Eastman Kodak） を 用 い た 免 疫 親 和 性 精 製 を 可 能 に す る 。 6ヒ
ス チ ジ ン 残 基 が 連 続 し て 伸 長 し た 6-Hisは 、 金 属 キ レ ー ト 樹 脂 上 で の 精 製 を 可 能 に す る （ Q
IAGEN） 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 精 製 の 方 法 は 、 Ausubel他 (前 出 、 10及 び 16章 )に 記 載 が あ
る 。 こ れ ら の 方 法 で 精 製 し た SECP を 直 接 用 い て 以 下 の １ ７ 、 １ ８ 、 及 び １ ９ の ア
ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
〈 １ ４ 　 機 能 的 ア ッ セ イ 〉
　 SECP機 能 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 系 に お い て 生 理 学 的 に 高 め ら れ た レ ベ ル で の SECPを コ ー
ド す る 配 列 の 発 現 に よ っ て 評 価 す る 。 cDNAを 高 い レ ベ ル で 発 現 す る 強 い プ ロ モ ー タ ー を 含
む 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に cDNAを サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 選 択 さ れ る ベ ク タ ー と し て は 、
PCMV SPORTプ ラ ス ミ ド （ Invitrogen, Carlsbad CA） 及 び PCR 3.1プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen
） が あ り 、 ど ち ら も サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 持 つ 。 リ ポ ソ ー ム 製 剤 或 い は 電
気 穿 孔 法 を 用 い て 、 5～ 10μ gの 組 換 え ベ ク タ ー を ヒ ト 細 胞 株 、 例 え ば 内 皮 由 来 又 は 造 血 由
来 の 細 胞 株 に 、 一 過 的 に 形 質 移 入 す る 。 更 に 、 標 識 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 1
～ 2μ gの プ ラ ス ミ ド を 同 時 に 形 質 移 入 す る 。 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ り 、 形 質 移 入 細 胞
と 非 形 質 移 入 細 胞 を 区 別 す る 手 段 が 与 え ら れ る 。 ま た 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ っ て 、
組 換 え ベ ク タ ー か ら の cDNA発 現 を 正 確 に 予 想 で き る 。 標 識 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 緑 色 蛍 光
タ ン パ ク 質 （ GFP;Clontech） 、 CD64又 は CD64-GFP融 合 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 で き る 。 自 動 化
さ れ た 、 レ ー ザ ー 光 学 に 基 づ く 技 術 で あ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FCM） を 用 い て 、 GFP又
は CD64-GFPを 発 現 す る 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 を 同 定 し 、 そ れ ら の 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 状 態 や
他 の 細 胞 特 性 を 評 価 す る 。 FCMは 、 細 胞 死 に 先 行 す る か 或 い は 同 時 に 発 生 す る 現 象 を 診 断
す る 蛍 光 分 子 の 取 込 を 検 出 し て 計 量 す る 。 こ の よ う な 現 象 と し て 挙 げ ら れ る の は 、 ヨ ウ 化
プ ロ ピ ジ ウ ム に よ る DNA染 色 に よ っ て 計 測 さ れ る 核 DNA含 量 の 変 化 、 前 方 散 乱 光 と 90° 側 方
散 乱 光 に よ っ て 計 測 さ れ る 細 胞 サ イ ズ と 粒 度 の 変 化 、 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 取 込 量 の
低 下 に よ っ て 計 測 さ れ る DNA合 成 の 下 方 調 節 、 特 異 抗 体 と の 反 応 性 に よ っ て 計 測 さ れ る 細
胞 表 面 及 び 細 胞 内 に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現 の 変 容 、 及 び フ ル オ レ セ イ ン 抱 合 し た ア ネ キ
シ ン Ｖ タ ン パ ク 質 の 細 胞 表 面 へ の 結 合 に よ っ て 計 測 さ れ る 原 形 質 膜 組 成 の 変 容 と が あ る 。
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に つ い て は 、 Ormerod, M.G. (1994; , Oxford, N
ew York NY)に 記 述 が あ る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 遺 伝 子 発 現 に お け る SECPの 影 響 は 、 SECPを コ ー ド す る 配 列 と CD64又 は CD64-GFPの ど ち ら
か が 形 質 移 入 さ れ た 高 度 に 精 製 さ れ た 細 胞 集 団 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。 CD64又 は
CD64-GFPは 、 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 表 面 で 発 現 し 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン G（ IgG） の 保 存 さ れ
た 複 数 の 領 域 に 結 合 す る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 と 形 質 転 換 さ れ な い 細 胞 と は 、 ヒ ト IgGか C
D64に 対 す る 抗 体 の ど ち ら か で 被 覆 さ れ た 磁 気 ビ ー ド を 用 い て 分 離 す る こ と が で き る (DYNA
L. Lake Success. NY)。  mRNAは 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 で 細 胞 か ら 精 製 す る こ と が で き る
。 SECP及 び 目 的 の 他 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る mRNAの 発 現 は 、 ノ ー ザ ン 分 析 や マ イ ク ロ ア レ イ
技 術 で 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
〈 １ ５ 　 SECPに 特 異 的 な 抗 体 の 作 製 〉
　 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ PAGE； Harrington, M.G. (1990) Methods Enzymo
l. 182:488-495を 参 照 ） 又 は 他 の 精 製 技 術 を 用 い て 実 質 上 精 製 さ れ た SECPを 用 い て 、 標 準
的 な プ ロ ト コ ル で 動 物 （ 例 え ば ウ サ ギ 、 マ ウ ス な ど ） を 免 疫 化 し て 抗 体 を 作 り 出 す 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 或 い は 、 レ ー ザ ー GENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い て SECPア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 し 、
免 疫 原 性 の 高 い 領 域 を 決 定 す る 。 そ し て 対 応 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 し 、 こ の オ リ ゴ ペ
プ チ ド を 用 い て 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 で 抗 体 を 生 成 す る 。 例 え ば C末 端 付 近 或 い
は 隣 接 す る 親 水 性 領 域 等 の 、 適 切 な エ ピ ト ー プ の 選 択 に つ い て は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る （
前 出 の Ausubel, 他  11章 ） 。
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【 ０ ３ ５ ５ 】
　 通 常 は 、 長 さ 約 15残 基 の オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 FMOCケ ミ ス ト リ を 用 い る ABI 431Aペ プ チ ド
シ ン セ サ イ ザ （ Applied Biosystems） を 用 い て 合 成 し 、 N-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド
ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ MBS） と の 反 応 に よ っ て KLH（ Sigma-Aldrich, St. Louis
 MO） に 結 合 さ せ て 、 免 疫 原 性 を 高 め る （ 前 出 Ausubel他 ） 。 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト
に お い て 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド -KLH複 合 体 を 用 い て ウ サ ギ を 免 疫 化 す る 。 得 ら れ た 抗 血 清 の 抗
ペ プ チ ド 活 性 及 び 抗 SECP活 性 を 検 査 す る に は 、 ペ プ チ ド 又 は SECPを 基 板 に 結 合 し 、 １ ％ BS
Aを 用 い て ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 し 、 ウ サ ギ 抗 血 清 と 反 応 さ せ て 洗 浄 し 、 さ ら に 放 射 性 ヨ ウ 素
標 識 さ れ た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgGと 反 応 さ せ る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
〈 １ ６ 　 特 異 的 抗 体 を 用 い る 天 然 SECPの 精 製 〉
　 天 然 SECP或 い は 組 換 え SECPを 、 SECPに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ に よ り 実 質 的 に 精 製 す る 。 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 CNBr-活 性 化 SEP
HAROSE（ Amersham Biosciences） の よ う な 活 性 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 レ ジ ン と 抗 SECP抗
体 と を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 形 成 す る 。 結 合 後 に 、 製 造 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て こ の
レ ジ ン を ブ ロ ッ ク し 、 洗 浄 す る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 SECPを 含 む 培 養 液 を イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 し 、 SECPを 選 択 的 に 吸 着 で き る 条
件 で （ 例 え ば 、 界 面 活 性 剤 の 存 在 下 に お い て 高 イ オ ン 強 度 の バ ッ フ ァ ー で ） そ の カ ラ ム を
洗 浄 す る 。 そ の カ ラ ム を 、 抗 体 と SECPと の 結 合 を 切 る よ う な 条 件 で （ 例 え ば 、 ｐ Ｈ ２ ～ ３
の バ ッ フ ァ ー 、 或 い は 高 濃 度 の 尿 素 又 は チ オ シ ア ン 酸 塩 イ オ ン の よ う な カ オ ト ロ ピ ッ ク イ
オ ン で ） 溶 出 さ せ 、 SECPを 回 収 す る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
〈 １ ７ 　 SECPと 相 互 作 用 す る 分 子 の 同 定 〉
　 SECP又 は そ の 生 物 活 性 断 片 を 、 1 2 5 Iボ ル ト ン ハ ン タ ー 試 薬 で 標 識 す る （ Bolton A.E.及
び W.M. Hunter (1973) Biochem. J. 133:529） 。 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に 予 め 配 列 し て お
い た 候 補 分 子 を 、 標 識 し た SECPと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し て 、 標 識 し た SECP複 合 体
を 有 す る 全 て の ウ ェ ル を ア ッ セ イ す る 。 様 々 な SECP濃 度 で 得 ら れ た デ ー タ を 用 い て 、 候 補
分 子 と 結 合 し た SECPの 数 量 及 び 親 和 性 、 会 合 に つ い て の 値 を 計 算 す る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 別 法 で は 、 SECPと 相 互 作 用 す る 分 子 を 、 Fields, S.及 び O. Song(1989, Nature 340:245
-246)に 記 載 の 酵 母 ２ － ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム や MATCHMAKERシ ス テ ム (Clontech)な ど の ２
－ ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に 基 づ い た 市 販 の キ ッ ト を 用 い て 分 析 す る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 SECPは 又 は イ ス ル ー プ ッ ト な 方 法 で 酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 使 用 す る PATHCALLIN
Gプ ロ セ ス （ CuraGen Corp., New Haven CT） に 用 い て 、 遺 伝 子 の ２ 大 ラ イ ブ ラ リ に コ ー ド
さ れ る 遺 伝 子 間 の 全 て の 相 互 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る （ Nandabalan, K. 他 (2000) 米
国 特 許 第 6,057,101号 ） 。
【 ０ ３ ６ １ 】
〈 １ ８ 　 SECP活 性 の 実 証 〉
　 SECPの 成 長 刺 激 活 性 若 し く は 成 長 阻 害 活 性 の ア ッ セ イ で は 、 ス イ ス マ ウ ス 3T3細 胞 に お
け る DNA合 成 の 量 を 測 定 す る （ McKay, Ｉ . 及 び  Leigh, I., 編 集 （ 1993） Growth Factors
 : A Practical Approach, Oxford University Press, New York, NY） 。 こ の ア ッ セ イ に
お い て は 、 SECPの 量 の 変 更 が 、 放 射 性 DNA前 駆 物 質 で あ る ［ 3 H］ チ ミ ジ ン の 存 在 中 で 静 止
状 態 3T3培 養 細 胞 へ と 加 え ら れ る 。 こ の ア ッ セ イ の た め の SECPを 得 る 手 段 は 、 組 換 え で も
良 く 、 生 化 学 的 な 調 製 よ り 得 て も 良 い 。 酸 不 溶 性 DNAへ の ［ 3 H］ チ ミ ジ ン の 取 込 を 適 切 な
時 間 間 隔 で 測 定 し 、 取 込 量 は 、 新 規 に 合 成 さ れ た DNAの 量 に 正 比 例 す る 。 少 な く と も １ ０
０ 倍 の SECP濃 度 範 囲 に わ た る 線 形 の 用 量 ‐ 応 答 曲 線 は 、 成 長 の 調 節 活 性 を 示 す 。 ミ リ リ ッ
ト ル あ た り の 活 性 の 一 つ の ユ ニ ッ ト は 、 ５ ０ ％ の 応 答 レ ベ ル を 提 供 す る SECPの 濃 度 と し て
定 義 さ れ る 。  こ こ で 、 １ ０ ０ ％ の 応 答 レ ベ ル は 、 酸 － 沈 殿 可 能 DNAへ の ［ 3 H］ チ ミ ジ ン の
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最 大 の 混 合 を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 別 法 で は 、 SECP活 性 の た め の ア ッ セ イ で 、 培 養 細 胞 中 の 神 経 伝 達 の 刺 激 若 し く は 抑 制 を
測 定 す る 。 培 養 CHO繊 維 芽 細 胞 を SECPに 曝 す 。 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ る SECP取 込 後 に 、
こ れ ら の 細 胞 を 新 鮮 培 養 液 で 洗 浄 し 、 細 胞 全 膜 電 位 を 固 定 し た ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 筋 細 胞
を 操 作 し て 、 SECPを 含 ま な い 媒 質 中 で 前 記 の 繊 維 芽 細 胞 の １ つ と 接 触 さ せ る 。 膜 電 流 を 、
こ の 筋 細 胞 か ら 記 録 す る 。 対 照 値 に 対 し 増 加 若 し く は 減 少 し た 電 流 は 、 SECPの 神 経 修 飾 性
効 果 を 示 し て い る （ Morimoto, T.他 （ 1995）  (1995) Neuron 15:689696） 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 別 法 で は 、 SECP活 性 の ア ッ セ イ で 、 分 泌 性 の 膜 で 囲 ま れ た 細 胞 小 器 官 に お け る SECPの 量
を 測 定 す る 。 上 述 し た よ う に 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 を 採 取 し 、 溶 解 す る 。 ラ イ セ ー ト は 、 当
業 者 に 既 知 の 、 シ ョ 糖 密 度 勾 配 超 遠 心 法 な ど の 方 法 で 分 画 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 ゴ ル
ジ 体 、 ER、 小 膜 結 合 小 胞 、 及 び そ の 他 の 分 泌 細 胞 小 器 官 の よ う な 、 細 胞 内 要 素 の 隔 離 を 可
能 と す る 。 分 割 さ れ た 細 胞 ラ イ セ ー ト 及 び 全 体 の 細 胞 ラ イ セ ー ト よ り の 免 疫 沈 降 は 、 SECP
特 定 抗 体 を 用 い て 実 行 さ れ 、 ま た 免 疫 沈 降 サ ン プ ル は SDS-PAGE及 び 免 疫 ブ ロ ッ ト 技 術 を 用
い て 解 析 さ れ る 。 分 画 し た 細 胞 ラ イ セ ー ト と 全 細 胞 ラ イ セ ー ト は SECP特 異 的 抗 体 群 を 用 い
て 免 疫 沈 降 を 行 い 、 免 疫 沈 降 し た サ ン プ ル を SDS-PAGEと 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 で 分 析 す る 。 全 細
胞 ラ イ セ ー ト 中 の SECPに 対 す る 分 泌 性 細 胞 小 器 官 中 の SECP濃 度 は 、 分 泌 経 路 を 通 る SECPの
量 に 比 例 す る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 別 法 で は 、 AMP結 合 活 性 の 測 定 を 、 SECPと 3 2 P標 識 し た AMPと を 混 合 さ せ て 行 う 。 こ の 反
応 溶 液 を ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 反 応 は ト リ ク ロ ロ 酢 酸 の 添 加 で 終 了 さ せ る 。 酸 抽 出
物 を 中 和 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に か け て 非 結 合 標 識 を 除 去 す る 。 ゲ ル 内 に 留 ま る 放 射 活 性 が 、
SECPの 活 性 に 比 例 す る 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
〈 １ ９ 　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 活 性 の 実 証 〉
　 SECP活 性 の 或 る ア ッ セ イ で は 、 SECPが 血 清 か ら の 抗 原 類 を 認 識 し 沈 殿 さ せ る 能 力 を 測 定
す る 。 こ の 活 性 の 測 定 は 、 定 量 沈 降 反 応 で 成 し 得 る （ Golub, E. S. 他 （ 1987） Immunolog
y: A Synthesis, Sinauer Associates, Sunderland, MA, 113-115ペ ー ジ ） 。 SECPを 、 当
分 野 で 既 知 の 方 法 で 同 位 体 標 識 す る 。 一 定 量 の 標 識 SECPに 種 々 の 血 清 濃 度 を 加 え る 。 SECP
-抗 原 複 合 体 を 溶 液 か ら 沈 殿 さ せ 、 遠 心 分 離 で 収 集 す る 。 沈 殿 性 SECP-抗 原 複 合 体 の 量 は 、
沈 殿 物 中 に 検 出 さ れ る 放 射 性 同 位 元 素 の 量 に 比 例 す る 。 沈 殿 性 SECP-抗 原 複 合 体 の 量 を 、
血 清 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト す る 。 多 様 な 血 清 中 濃 度 に 対 し て の 特 徴 的 沈 降 素 曲 線 が 得 ら れ
、 沈 殿 性 SECP-抗 原 複 合 体 の 量 は 、 初 め 血 清 中 濃 度 の 増 加 に 比 例 し て 増 加 し 、 当 量 点 を 頂
点 と し 、 そ の 後 は 血 清 中 濃 度 の 増 加 に 比 例 し て 減 少 す る 。 こ の よ う に 、 沈 澱 性 SECP-抗 原
複 合 体 の 量 は 、 抗 原 の 制 限 量 と 過 剰 量 の 両 方 に 対 す る 感 受 性 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る SECP
活 性 の 測 定 量 で あ る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 別 法 と し て 、 SECP活 性 の 或 る ア ッ セ イ は 、 細 胞 表 面 に お け る SECPの 発 現 を 測 定 す る 。 SE
CPを コ ー ド す る cDNAを 、 非 白 血 球 細 胞 株 に 形 質 移 入 す る 。 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 は 、 ビ オ チ
ン で 標 識 す る （ de la Fuente, M.A. 他 (1997) Blood 90:2398-2405） 。 SECP特 異 的 抗 体 群
を 用 い て 免 疫 沈 降 を 行 い 、 免 疫 沈 降 し た サ ン プ ル を SDS-PAGEと 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 で 分 析 す る
。 標 識 し た 免 疫 沈 降 剤 と 未 標 識 免 疫 沈 降 剤 の 比 は 、 細 胞 表 面 に 発 現 し た SECPの 量 に 比 例 す
る 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 別 法 で 、 SECP活 性 の 或 る ア ッ セ イ は 、 SECPの 過 剰 発 現 が 誘 発 す る 、 細 胞 凝 集 の 量 を 測 定
す る 。 こ の ア ッ セ イ に お い て は 、 NIH3T3な ど の 培 養 細 胞 に SECPを コ ー ド す る cDNAで 形 質 移
入 す る 。 こ の cDNAは 、 或 る 強 力 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 或 る 適 切 な 哺 乳 類 発 現 ベ ク
タ ー 内 に 含 ま れ る よ う に す る 。 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ CLONTECH） な ど の 蛍 光 標 識 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る cDNAと の 共 形 質 移 入 を 行 う と 、 安 定 な 形 質 移 入 体 を 同 定 す る の に 役 立 つ 。
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形 質 移 入 さ れ た 細 胞 と 形 質 移 入 さ れ な い 細 胞 で 細 胞 の 凝 集 （ 塊 化 ） 量 を 比 較 す る 。 細 胞 の
凝 集 量 が 、 SECPの 活 性 の 直 接 の 測 定 値 と な る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 当 業 者 に は 、 本 発 明 の 範 囲 及 び 趣 旨 か ら 逸 脱 し な い 限 り の 、 記 載 し た 本 発 明 の 、 組 成 物
、 方 法 及 び シ ス テ ム の 、 種 々 の 修 正 及 び 変 更 に つ い て は 自 明 で あ ろ う 。 本 発 明 が 、 新 規 か
つ 有 用 な タ ン パ ク 質 群 及 び そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 提 供 し 、 こ れ ら を 創
薬 過 程 に 利 用 し う る こ と 、 ま た 本 発 明 が 、 こ れ ら の 組 成 を 用 い た 、 疾 患 と 病 態 と の 検 出 、
診 断 、 及 び 治 療 の 方 法 を 提 供 す る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 本 発 明 に つ い て 説 明 す る に あ た り
幾 つ か の 実 施 態 様 に 関 連 し て 説 明 を 行 っ た が 、 本 発 明 の 請 求 の 範 囲 が 、 そ の よ う な 特 定 の
実 施 態 様 に 不 当 に 制 限 さ れ る べ き で は な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 こ の よ う な 実 施 態 様 の 記
載 は 完 全 で あ る と 考 慮 さ れ る べ き で な く 、 ま た 本 発 明 を 開 示 し た と お り の 形 態 に 限 定 す る
も の で も な い 。 更 に 、 １ つ の 実 施 態 様 の 要 素 は 、 他 の １ つ 以 上 の 実 施 態 様 の 要 素 と 容 易 に
組 み 換 え 得 る 。 こ の よ う な 組 み 合 わ せ に よ り 、 本 発 明 の 範 囲 に あ る 多 数 の 実 施 態 様 を 形 成
し 得 る 。 本 発 明 の 範 囲 は 、 添 付 し た 請 求 の 範 囲 及 び そ れ ら の 等 価 物 に よ っ て 規 定 さ れ る よ
う 意 図 さ れ る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
（ 表 の 簡 単 な 説 明 ）
　 表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 及 び ポ リ ペ プ チ ド 実 施 態 様 の 命 名
の 概 略 で あ る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 表 ２ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 実 施 態 様 の GenBank識 別 番 号 と 、 最 も 近 い GenBank相 同 体
の 注 釈 (annotation)と 、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 識 別 番 号 と 、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 相 同 体
群 の 注 釈 と を 示 す 。 ま た 、 各 ポ リ ペ プ チ ド と そ の 相 同 体 （ １ つ 以 上 ） が 一 致 す る 確 率 ス コ
ア も 併 せ て 示 す 。
表 ３ は 、 予 測 さ れ る モ チ ー フ 及 び ド メ イ ン な ど 、 ポ リ ペ プ チ ド 実 施 態 様 の 構 造 的 特 徴 を 、
ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に 用 い た 方 法 、 ア ル ゴ リ ズ ム 及 び 検 索 可 能 な デ ー タ ベ ー ス と 共 に 示 す
。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 表 ４ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 を ア セ ン ブ リ す る た め に 用 い た cDNAや ゲ ノ ム DNA断
片 を 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 さ れ た 断 片 と 共 に 示 す 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 表 ５ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 の 代 表 的 cDNAラ イ ブ ラ リ を 示 す 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 表 ６ は 、 表 ５ に 示 し た cDNAラ イ ブ ラ リ の 作 製 に 用 い た 組 織 及 び ベ ク タ ー を 説 明 す る 付 表
で あ る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 表 ７ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に 用 い た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム 、 ア ル ゴ
リ ズ ム を 、 適 用 可 能 な 説 明 、 参 照 文 献 及 び 閾 値 パ ラ メ ー タ と 共 に 示 す 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
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エリオットビッキーエス
フォーサイスイアンジェイ
ベチャシャニアディー
ヤオモニークジー
エマーリングブルックエム
グリフィンジェニファーエイ
ラルプリーティジー
ゼバージャディアンイェガネー
ボーグンマライアアール
リーアーンスティーンエイ
リーソーユーン
ランクマールジャヤラクシミ
ゴーバッドアンイー
ケーブルエイミーイー
リュデュングアイナエム
ボロースキーマークエル

发明人 ユエ、ヘンリー
ワレン、ブリジット·エイ
レーア-メイソン、パトリシア·エム
トラン、ユエン·ケイ
ダガン、ブレンダン·エム
サンガベル、カビサ
ヤング、ジュンミング
スー、ユーミング
タング、トム·ワイ
チョーラ、ナリンダー·ケイ
エリオット、ビッキー·エス
フォーサイス、イアン·ジェイ
ベチャ、シャニア·ディー
ヤオ、モニーク·ジー
エマーリング、ブルック·エム
グリフィン、ジェニファー·エイ
ラル、プリーティ·ジー
ゼバージャディアン、イェガネー

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/ce8deecc-514d-423f-a39f-321356656a87


ボーグン、マライア·アール
リー、アーンスティーン·エイ
リー、ソー·ユーン
ランクマール、ジャヤラクシミ
ゴーバッド、アン·イー
ケーブル、エイミー·イー
リュ、デュング·アイナ·エム
ボロースキー、マーク·エル

IPC分类号 A01K67/027 A61K38/00 A61K45/00 A61P1/00 A61P1/04 A61P1/16 A61P1/18 A61P3/10 A61P5/00 
A61P7/00 A61P7/02 A61P7/04 A61P7/06 A61P9/04 A61P9/08 A61P9/10 A61P9/12 A61P11/00 A61P11
/06 A61P13/12 A61P17/00 A61P17/02 A61P19/00 A61P19/02 A61P19/06 A61P19/10 A61P21/04 
A61P25/00 A61P25/02 A61P25/08 A61P25/14 A61P25/16 A61P25/18 A61P25/20 A61P25/28 A61P29
/00 A61P31/04 A61P31/10 A61P31/12 A61P31/18 A61P33/00 A61P35/00 A61P37/02 A61P37/08 
C07K14/47 C07K16/18 C12M1/00 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 C12N9/64 C12N15/02 
C12N15/09 C12N15/12 C12P21/02 C12P21/08 C12Q1/68 G01N33/15 G01N33/50 G01N33/53 G01N33
/566 G01N37/00

CPC分类号 A01K2217/05 A61P1/00 A61P1/04 A61P1/16 A61P1/18 A61P3/10 A61P5/00 A61P7/00 A61P7/02 
A61P7/04 A61P7/06 A61P9/04 A61P9/08 A61P9/10 A61P9/12 A61P11/00 A61P11/06 A61P13/12 
A61P17/00 A61P17/02 A61P19/00 A61P19/02 A61P19/06 A61P19/10 A61P21/04 A61P25/00 A61P25
/02 A61P25/08 A61P25/14 A61P25/16 A61P25/18 A61P25/20 A61P25/28 A61P29/00 A61P31/04 
A61P31/10 A61P31/12 A61P31/18 A61P33/00 A61P35/00 A61P37/02 A61P37/08 C07K14/47 C12N9
/6421

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A A01K67/027 A61K45/00 A61P1/00 A61P1/04 A61P1/16 A61P1/18 A61P3/10 A61P5
/00 A61P7/00 A61P7/02 A61P7/04 A61P7/06 A61P9/04 A61P9/08 A61P9/10 A61P9/10.101 A61P9/10.
103 A61P9/12 A61P11/00 A61P11/06 A61P13/12 A61P17/00 A61P17/02 A61P19/00 A61P19/02 
A61P19/06 A61P19/10 A61P21/04 A61P25/02 A61P25/02.103 A61P25/08 A61P25/14 A61P25/16 
A61P25/18 A61P25/20 A61P25/28 A61P29/00.101 A61P31/04 A61P31/10 A61P31/12 A61P31/18 
A61P33/00 A61P35/00 A61P37/02 A61P37/08 C07K14/47 C07K16/18 C12M1/00.A C12N1/15 C12N1
/19 C12N1/21 C12P21/02.C C12P21/08 C12Q1/68.A G01N33/15.Z G01N33/50.Z G01N33/53.M 
G01N33/566 G01N37/00.102 A61K37/02 C12N15/00.C C12N15/00.F C12N5/00.A

F-TERM分类号 2G045/AA34 2G045/AA35 2G045/CB01 2G045/DA13 2G045/DA36 2G045/FB02 2G045/FB03 4B024
/AA01 4B024/AA11 4B024/AA19 4B024/BA80 4B024/CA04 4B024/CA09 4B024/DA02 4B024/DA05 
4B024/DA06 4B024/DA11 4B024/DA12 4B024/EA04 4B024/GA05 4B024/GA11 4B024/HA12 4B029
/AA07 4B029/AA23 4B029/BB20 4B029/CC03 4B029/FA15 4B063/QA01 4B063/QA18 4B063/QA19 
4B063/QQ08 4B063/QQ43 4B063/QQ53 4B063/QR08 4B063/QR42 4B063/QR56 4B063/QS25 4B063
/QS34 4B063/QS39 4B063/QX02 4B064/AG01 4B064/AG27 4B064/CA02 4B064/CA05 4B064/CA06 
4B064/CA10 4B064/CA19 4B064/CA20 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064/DA13 4B065/AA01X 4B065
/AA57X 4B065/AA72X 4B065/AA90X 4B065/AA93Y 4B065/AB01 4B065/BA02 4B065/CA24 4B065
/CA44 4B065/CA46 4C084/AA02 4C084/AA03 4C084/AA06 4C084/AA07 4C084/AA17 4C084/BA01 
4C084/BA02 4C084/BA20 4C084/BA22 4C084/BA23 4C084/BA44 4C084/CA53 4C084/NA14 4C084
/ZA022 4C084/ZA082 4C084/ZA152 4C084/ZA162 4C084/ZA202 4C084/ZA222 4C084/ZA232 4C084
/ZA242 4C084/ZA362 4C084/ZA372 4C084/ZA392 4C084/ZA402 4C084/ZA422 4C084/ZA452 4C084
/ZA512 4C084/ZA532 4C084/ZA542 4C084/ZA552 4C084/ZA592 4C084/ZA622 4C084/ZA662 4C084
/ZA682 4C084/ZA752 4C084/ZA812 4C084/ZA892 4C084/ZA942 4C084/ZA962 4C084/ZA972 4C084
/ZB072 4C084/ZB112 4C084/ZB132 4C084/ZB152 4C084/ZB262 4C084/ZB312 4C084/ZB332 4C084
/ZB352 4C084/ZB372 4C084/ZC352 4C084/ZC412 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045
/AA30 4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA75 4H045/DA76 4H045/EA20 4H045/EA50 4H045/FA72 
4H045/FA74

优先权 60/326945 2001-10-03 US
60/343718 2001-10-19 US
60/343980 2001-11-02 US
60/332426 2001-11-16 US



外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明的各种实施方案提供了鉴定和编码SECP的人分泌蛋白（SECP）
和多核苷酸。 本发明的实施方案还提供表达载体，宿主细胞，抗体，激
动剂和拮抗剂。 其他实施方案提供了用于诊断，治疗或预防与SECP异
常表达有关的疾病的方法。

https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/027502347/publication/JP2005514917A?q=JP2005514917A

