
(57)【要約】
本発明の種々の実施例は、細胞増殖、分化および細胞死関連ヒトタンパク質 (CGDD)および
、 CGDD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。他の実施例は
CGDD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 の （ ａ ） 乃 至 （ ｎ ） 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:1-33、 SEQ ID NO:35-43、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:48-51、 SEQ ID N
O:53-57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: NO:34、 SEQ ID NO:44、 SEQ ID NO:46-47、 SEQ ID NO:52か ら な る 群
か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、
　 （ ｃ ） SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:3、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:10-11、 SEQ ID NO:14、 SE
Q ID NO:16、 SEQ ID NO:20、 SEQ ID NO:26-27、 SEQ ID NO:32-33、 SEQ ID NO:35-36、 SEQ
 ID NO:39-41、 SEQ ID NO:43、 SEQ ID NO:48-51、 SEQ ID NO:53-54、 SEQ ID NO:57を 有 す
る 群 か ら 選 択 し た 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 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
　 （ ｄ ） SEQ ID NO： 2、 SEQ ID NO:9お よ び SEQ ID NO:38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 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
　 （ ｅ ） SEQ ID NO:19の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 93％ 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 ） （ ｂ ） SEQ ID NO:24の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 94％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
　 （ ｇ ） SEQ ID NO： 4、 SEQ ID NO:6お よ び SEQ ID NO:42か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ
酸 配 列 と 少 な く と も 95％ 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 、
　 （ ｈ ） SEQ ID NO:21、 SEQ ID NO:45か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て
少 な く と も 96％ 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:15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
　 （ ｊ ） （ ｂ ） SEQ ID NO:30の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ８ ％ が 同 一 で あ る よ う
な 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
　 （ ｋ ） SEQ ID NO:8の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 99％ 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
　 （ ｌ ） SEQ ID NO:17、 SEQ ID NO:25、 SEQ ID NO:28、 SEQ ID NO:31、 SEQ ID NO:34、 SE
Q ID NO:37、 SEQ ID NO:44、 SEQ ID NO:46、 SEQ ID NO:47、 SEQ ID NO:52、 SEQ ID NO:56
を 有 す る 群 か ら 選 択 し た 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 の ア ミ
ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、
　 （ ｍ ） SEQ ID NO： 1-57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 、 お よ び
　 （ ｎ ） SEQ ID NO:1-57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 】
下 記 の 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
　 （ ａ ） SEQ ID NO:1-33、 SEQ ID NO:35-43、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:48-51、 SEQ ID N
O:53-57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: NO:34、 SEQ ID NO:44、 SEQ ID NO:46-47、 SEQ ID NO:52か ら な る 群
か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 1に 記 載 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に 記 載 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:58-114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 】
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請 求 項 ３ に 記 載 の 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 。
【 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 含 む 遺 伝 形 質 転 換 体 。
【 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:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 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 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
以 下 の （ ａ ） 乃 至 （ ｋ ） 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:58-114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:58-77、 SEQ ID NO:79-85、 SEQ ID NO:87、 SEQ ID NO:89-94、 SEQ ID 
NO:96-114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 90％ 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:78、 SEQ ID NO:88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 92％ 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:95の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も 94％ 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 ） SEQ ID NO:86の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ９ ％ 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
　 （ ｆ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 （ ｇ ） （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 （ ｈ ） （ ｃ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 （ ｉ )（ ｄ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 （ ｊ ） （ ｅ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 （ ｋ )（ ａ ） ～ （ ｊ ） の RNA等 価 物
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 12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 含 む 単 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 12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 14
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に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 12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 ま た 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 ま た は そ の 断 片 の 有 無 を 検 出 し 、 該 標 的 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ま た 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 に 記 載 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 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 請 求 項 17に 記 載 の 組 成 物 、
　 （ ａ ） SEQ ID NO:1-33、 SEQ ID NO:35-43、 SEQ ID NO:45、 SEQ ID NO:48-51、 SEQ ID N
O:53-57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: NO:34、 SEQ ID NO:44、 SEQ ID NO:46-47、 SEQ ID NO:52か ら な る 群
か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、
【 請 求 項 １ ９ 】
機 能 的 CGDDの 発 現 低 下 に 関 連 す る 疾 患 又 は 病 状 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療
を 必 要 と す る 患 者 に 対 し て 請 求 項 17に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ に 記 載 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 に 記 載 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 20に 記 載 の 方 法 に よ っ て 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 CGDDの 発 現 低 下 に 関 連 す る 疾 患 又 は 病 状 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療
を 必 要 と す る 患 者 に 対 し て 請 求 項 21に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 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 に 記 載 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 23に 記 載 の 方 法 に よ っ て 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 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
機 能 的 CGDD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 を 要
す る 患 者 へ の 請 求 項 24に 記 載 の 組 成 物 の 投 与 を 含 む 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ に 記 載 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 に 記 載 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
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混 合 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 請 求 項 １ に 記 載 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 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 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 に 記 載 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 に 記 載 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
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 12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 12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た 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 CGDDの 発 現 に 関 連 す る 症 状 ま た は 疾 患 に 対 す る 診 断 試 験 の 方 法 で あ
っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル と 請 求 項 11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 11に 記 載 の 抗 体 で あ っ て 、
　 （ ａ ） キ メ ラ 抗 体
　 （ ｂ ） 単 鎖 抗 体
　 （ ｃ ） Fab断 片
　 （ ｄ ） F（ ab'） 2  断 片
　 （ ｅ ） ヒ ト 化 抗 体 の い ず れ か で あ る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
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請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 と 、 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
CGDDの 被 検 者 で の 発 現 に 関 連 す る 症 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 32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 32に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
CGDDの 被 検 者 で の 発 現 に 関 連 す る 症 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 34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 11に 記 載 の 抗 体 の 特 異 性 を 有 す る 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:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸
配 列 ま た 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： 1-57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 に 記 載 の 方 法 で 産 生 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 ３ ７ に 記 載 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:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸
配 列 ま た 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： 1-57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 39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 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
Fab発 現 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 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 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 前 記 抗 体 を 産 出 す る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
SEQ ID NO:157か ら 成 る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を サ ン プ ル 中 で
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:157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 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 。
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【 請 求 項 ４ ５ 】
SEQ ID NO:1-57 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:1-57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 こ と を 特 徴 と す る マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 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 46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
【 請 求 項 ４ ８ 】
或 る 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 30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 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し 、 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 ま た 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 30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 ま た 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 60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 ま た 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 48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 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最 初
の 配 列 を 有 す る 或 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 更 に 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 前 記 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の 少 な く と も １ つ
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 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ５ ７ 】
SEQ ID NO:2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
SEQ ID NO:10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ８ ２ 】
SEQ ID NO:27の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 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 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
SEQ ID NO:33の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
SEQ ID NO:34の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
SEQ ID NO:35の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ １ 】
SEQ ID NO:36の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
SEQ ID NO:37の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
SEQ ID NO:38の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
SEQ ID NO:39の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
SEQ ID NO:40の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
SEQ ID NO:41の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
SEQ ID NO:42の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
SEQ ID NO:43の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
SEQ ID NO:44の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
SEQ ID NO:45の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
SEQ ID NO:46の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
SEQ ID NO:47の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
SEQ ID NO:48の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
SEQ ID NO:49の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
SEQ ID NO:50の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
SEQ ID NO:51の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 請 求 項 １ ０ ７ 】
SEQ ID NO:52の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
SEQ ID NO:53の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
SEQ ID NO:54の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
SEQ ID NO:55の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
SEQ ID NO:56の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
SEQ ID NO:57の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
SEQ ID NO:58の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12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 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
SEQ ID NO:60の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12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 含 む 請 求 項 12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 含 む 請 求 項 12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 含 む 請 求 項 12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 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
SEQ ID NO:65の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
SEQ ID NO:66の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
SEQ ID NO:67の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
SEQ ID NO:68の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
SEQ ID NO:69の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
SEQ ID NO:70の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
SEQ ID NO:71の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
SEQ ID NO:72の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
SEQ ID NO:73の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
SEQ ID NO:74の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
SEQ ID NO:75の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
SEQ ID NO:76の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ３ ２ 】
SEQ ID NO:77の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
SEQ ID NO:78の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
SEQ ID NO:79の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
SEQ ID NO:80の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
SEQ ID NO:81の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】
SEQ ID NO:82の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
SEQ ID NO:83の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】
SEQ ID NO:84の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】
SEQ ID NO:85の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ １ 】
SEQ ID NO:86の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】
SEQ ID NO:87の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ ３ 】
SEQ ID NO:88の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】
SEQ ID NO:89の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ ５ 】
SEQ ID NO:90の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ ６ 】
SEQ ID NO:91の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ ７ 】
SEQ ID NO:92の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ ８ 】
SEQ ID NO:93の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ ９ 】
SEQ ID NO:94の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ ０ 】
SEQ ID NO:95の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ １ 】
SEQ ID NO:96の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ ２ 】
SEQ ID NO:97の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ ３ 】
SEQ ID NO:98の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ ４ 】
SEQ ID NO:99の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ ５ 】
SEQ ID NO:100の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ ６ 】
SEQ ID NO:101の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ５ ７ 】
SEQ ID NO:102の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ ８ 】
SEQ ID NO:103の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ ９ 】
SEQ ID NO:104の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ０ 】
SEQ ID NO:105の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ １ 】
SEQ ID NO:106の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ２ 】
SEQ ID NO:107の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ３ 】
SEQ ID NO:108の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ４ 】
SEQ ID NO:109の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ５ 】
SEQ ID NO:110の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ６ 】
SEQ ID NO:111の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ７ 】
SEQ ID NO:112の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ８ 】
SEQ ID NO:113の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ ９ 】
SEQ ID NO:114の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12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 、 こ れ ら の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 細 胞 成 長 、 分 化 お よ び 細 胞
死 関 連 タ ン パ ク 質 群 に 関 し 、 ま た 、 癌 な ど の 細 胞 増 殖 異 常 、 発 達 障 害 、 神 経 疾 患 、 自 己 免
疫 ／ 炎 症 疾 患 、 生 殖 障 害 、 お よ び 胎 盤 障 害 の 診 断 、 治 療 並 び に 予 防 に お け る こ れ ら の 核 酸
お よ び タ ン パ ク 質 の 利 用 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 核 酸 お よ び 細 胞 増 殖 、 分 化 お よ び 死 に
関 連 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 に 対 す る 外 因 性 化 合 物 の 作 用 の 評 価 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヒ ト の 成 長 と 発 達 と に は 、 細 胞 分 化 、 細 胞 増 殖 、 お よ び ア ポ ト ー シ ス の 、 空 間 的 お よ び
時 間 的 な 調 節 を 要 す る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス が 、 生 殖 、 老 化 、 胚 形 成 、 形 態 形 成 、 器 官 形 成
、 並 び に 組 織 の 修 復 お よ び 維 持 を 、 協 調 的 に 制 御 す る 。 細 胞 レ ベ ル で は 、 成 長 と 発 達 と の
支 配 は 、 細 胞 が 細 胞 分 裂 周 期 か ら 出 た り 入 っ た り す る 決 定 に 、 ま た 、 細 胞 の 、 最 終 分 化 状
態 へ の コ ミ ッ ト メ ン ト に よ っ て 成 さ れ る 。 こ れ ら の 決 定 は 、 細 胞 に よ っ て 、 細 胞 外 シ グ ナ
ル と 他 の 細 胞 が 受 け 取 る 環 境 か ら の 合 図 に 応 じ て 成 さ れ る 。 以 下 の 考 察 の 焦 点 は 、 細 胞 分
裂 、 胚 形 成 、 細 胞 分 化 お よ び 細 胞 増 殖 、 並 び に ア ポ ト ー シ ス の 分 子 機 序 に 置 か れ 、 ま た 、
こ れ ら 機 序 の 破 壊 に 起 因 し う る 癌 な ど の 病 態 に 置 か れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　
　 細 胞 分 裂 は 、 全 て の 生 物 が こ れ に よ っ て 成 長 し 生 殖 す る 、 基 本 的 プ ロ セ ス で あ る 。 酵 母
菌 や 細 菌 な ど の 単 細 胞 生 物 で は 、 各 細 胞 分 裂 で 生 物 の 数 が 2倍 と な る 。 多 細 胞 の 種 で は 、
消 耗 あ る い は プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 に よ り 消 失 し た 細 胞 を 置 換 す る た め に 、 ま た 新 た な 組 織 や
器 官 を 作 製 す る 細 胞 分 化 の た め に 、 多 数 回 の 細 胞 分 裂 が 必 要 と さ れ る 。 細 胞 周 期 の 進 行 は
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、 タ ン パ ク 質 複 合 体 群 の 複 雑 な 相 互 作 用 に よ っ て 支 配 さ れ る 。 こ の 調 節 は 、 成 長 因 子 や 他
の 有 糸 分 裂 促 進 因 子 (マ イ ト ジ ェ ン )な ど の 細 胞 外 信 号 と 、 DNA損 傷 ま た は 栄 養 飢 餓 な ど の
細 胞 内 合 図 と に 応 じ て 細 胞 周 期 の 進 行 を 制 御 す る タ ン パ ク 質 の 、 適 切 な 発 現 に 依 存 す る 。
細 胞 周 期 の 進 行 を 直 接 ／ 間 接 的 に 調 節 す る 分 子 は 、 サ イ ク リ ン 、 サ イ ク リ ン 依 存 性 プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼ 、 成 長 因 子 と そ の 受 容 体 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 、 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク
質 、 発 癌 遺 伝 子 産 物 、 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 等 の 複 数 の カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 細 胞 分 裂 周 期 の 詳 細 は 異 な り う る が 、 基 本 的 な プ ロ セ ス は 3つ の 主 要 な 現 象 か ら な る 。
最 初 の 現 象 で あ る 間 期 に は 、 細 胞 分 裂 の 準 備 、 DNAの 複 製 、 必 須 タ ン パ ク 質 の 作 製 が 含 ま
れ る 。 2番 目 の 現 象 で あ る 有 糸 分 裂 で は 、 核 物 質 が 分 裂 し て 細 胞 の 両 側 に 分 離 す る 。 最 終
の 現 象 で あ る 細 胞 質 分 裂 は 、 細 胞 質 の 分 配 と 分 裂 で あ る 。 細 胞 周 期 移 行 の 順 序 お よ び タ イ
ミ ン グ は 、 種 々 の チ ェ ッ ク ポ イ ン ト (検 問 点 )で 正 ま た は 負 の 調 節 回 路 に よ り プ ロ セ ス を 制
御 す る 細 胞 周 期 調 節 シ ス テ ム の 制 御 下 に あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 有 糸 分 裂 は 間 期 の 終 了 を 特 徴 付 け 、 ま た 細 胞 質 分 裂 の 開 始 で 終 了 す る 。 有 糸 分 裂 に は 4
つ の 段 階 が あ り 、 次 の 順 番 で 発 生 す る 。 前 期 、 中 期 、 後 期 、 終 期 。 前 期 に は 二 極 性 紡 錘 体
の 形 成 が 含 ま れ 、 こ れ は 微 小 管 と 、 ダ イ ニ ン な ど の 関 連 タ ン パ ク 質 か ら 構 成 さ れ て お り 、
形 成 は 極 性 分 裂 中 心 か ら 始 ま る 。 中 期 の 間 、 核 物 質 は 凝 縮 す る 。 ま た 、 核 物 質 の 、 紡 錘 体
へ の 物 理 的 な 付 着 を 助 け る 動 原 体 線 維 を 発 達 さ せ る 。 続 い て 核 物 質 は 紡 錘 体 に 沿 っ て 反 対
の 極 へ 移 動 す る が 、 そ れ は 後 期 に 起 こ る 。 終 期 に は 、 核 物 質 か ら の 紡 錘 体 と 動 原 体 線 維 の
消 滅 が 含 ま れ る 。 有 糸 分 裂 は 、 多 数 の タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 CENP-A
、 B、 C等 の セ ン ト ロ メ ア 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 動 原 体 の 形 成 お よ び ア セ ン ブ リ に お い て 構 造
的 役 割 を 果 た し て い る (Saffery, R. 他 (2000) Human Mol. Gen. 9: 175-185)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 真 核 細 胞 周 期 の M期 に 構 造 的 再 編 成 が 起 こ り 、 娘 細 胞 間 の 細 胞 成 分 の 適 切 な 分 配 を 確 保
す る 。 間 期 構 造 の 、 よ り 小 さ な サ ブ ユ ニ ッ ト へ の 分 解 は 一 般 的 で あ る 。 核 エ ン ベ ロ ー プ は
小 胞 へ 分 解 し 、 核 ラ ミ ン は 解 離 す る 。 次 に こ れ ら ラ ミ ン の リ ン 酸 化 が 起 こ り 、 リ ン 酸 化 は
終 期 ま で 維 持 さ れ る 。 終 期 に は 、 核 ラ ミ ナ 構 造 が 再 構 成 さ れ る 。 M期 リ ン 酸 化 (MPP)を コ ー
ド す る cDNA群 は U3核 小 体 低 分 子 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 (snoRNP)の 成 分 で あ り 、 こ れ ら cDNAは 、
有 糸 分 裂 が 完 了 す る と 、 核 小 体 に 再 局 在 す る (Westendorf, J.M. 他 (1998) J. Biol. Chem
. 9:437-449)。 U3 snoRNP類 は 、 RNAプ ロ セ シ ン グ 諸 イ ベ ン ト の 必 須 メ デ ィ エ ー タ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 細 胞 プ ロ セ ス （ 例 え ば 有 糸 分 裂 ） の 調 節 に 関 わ る タ ン パ ク 質 と し て は 、 Ser/Thrプ ロ テ
イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 1型 (PP-1)を 含 む 。 PP-1類 の 作 用 は 、 中 期 -後 期 移 行 に 関 わ る 、 鍵 と な
る タ ン パ ク 質 群 の 脱 リ ン 酸 化 に よ っ て 成 さ れ る 。 遺 伝 子 PP1R7は 調 節 ポ リ ペ プ チ ド sds22を
コ ー ド し 、 PP1R7は 少 な く と も 6種 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 持 つ (Ceulemans, H. 他 (1999) Eu
r. J. Biochem. 262:36-42)。 sds22は PP-1類 の 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 を 調 節 し 、 有 糸 分
裂 基 質 類 の 、 PP-1依 存 性 脱 リ ン 酸 化 を 増 進 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 細 胞 周 期 調 節 タ ン パ ク 質 類 は 、 細 胞 増 殖 と 癌 と に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 例 え ば 、 細 胞 周
期 イ ベ ン ト の 妥 当 な 実 行 と タ イ ミ ン グ と が 不 全 で あ る と 、 染 色 体 分 配 欠 損 を も た ら す こ と
が あ り 、 こ の 結 果 、 異 数 性 ま た は 倍 数 性 が 生 じ る 。 こ の ゲ ノ ム 不 安 定 性 は 、 形 質 転 換 し た
細 胞 の 特 徴 で あ る (Luca, F.C.及 び M. Winey(1998) Mol. Biol. Cell. 9:29-46)。 最 近 同
定 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る mMOB1は 酵 母 MOB1の 哺 乳 類 相 同 体 で あ り 、 MOB1は 、 有 糸 分 裂 の
完 遂 と 倍 数 関 係 の 維 持 と に 必 要 な 必 須 の 酵 母 遺 伝 子 で あ る 。 哺 乳 類 mMOB1は プ ロ テ イ ン ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 2A (PP2A)を 含 む タ ン パ ク 質 複 合 体 類 の メ ン バ ー で あ り 、 mMOB1の リ ン 酸 化 は
、 PP2Aに よ っ て 調 節 さ れ る よ う で あ る (Moreno, C.S. 他 (2001) J. Biol. Chem. 276:2425
3-24260)。 PP2Aは 、 ヒ ト 癌 の 発 症 に 関 わ る と さ れ 、 こ れ に は 肺 癌 、 結 腸 癌 、 お よ び 白 血 病
を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 細 胞 周 期 の 調 節 に は 、 連 続 し て 相 互 作 用 す る 、 多 数 の タ ン パ ク 質 が 関 わ る 。 真 核 生 物 の
細 胞 周 期 は 幾 つ か の 、 高 度 に 制 御 さ れ た イ ベ ン ト か ら な り 、 そ れ ら イ ベ ン ト の 正 確 な 秩 序
が 、 DNA複 製 と 細 胞 分 裂 と の 成 功 を 保 証 す る 。 細 胞 は 、 こ れ ら イ ベ ン ト の 秩 序 の 維 持 を 、
後 期 イ ベ ン ト を 早 期 イ ベ ン ト の 成 功 裏 の 完 了 に 依 存 さ せ る こ と に よ っ て 行 う 。 こ の 依 存 性
は 、 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト と 呼 ば れ る 細 胞 機 序 に よ っ て 補 強 さ れ る 。 更 な る 細 胞 周 期 調 節 タ ン
パ ク 質 の 例 に は 、 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ (HDAC)類 を 含 む 。 HDAC類 は 細 胞 周 期 の 調 節 に 関
与 す る 。 ま た 、 ク ロ マ チ ン 構 造 を 調 整 す る 。 ヒ ト HDAC1は で ヒ ト Hus1遺 伝 子 産 物
と 相 互 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の 産 物 の 分 裂 酵 母 （
） 相 同 体 は 、 G 2 /Mチ ェ ッ ク ポ イ ン ト 制 御 に 関 わ る と 示 唆 さ れ て い る (Cai, R.L. 他 (2000) 
J. Biol. Chem. 275:27909-27916)。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 DNA損 傷 (G 2 )と DNA複 製 (S期 )と の チ ェ ッ ク ポ イ ン ト は 、 真 核 細 胞 を G 2 /M移 行 期 に 停 止 さ
せ る 。 こ の 停 止 は 、 有 糸 分 裂 に 入 る 前 に 、 DNA修 復 ま た は DNA複 製 が 起 こ る た め の 時 間 を 提
供 す る 。 し た が っ て 、 G 2 /Mチ ェ ッ ク ポ イ ン ト は 、 DNA複 製 が 完 了 し 、 染 色 体 損 傷 が 無 い と
き に の み 、 有 糸 分 裂 が 起 こ る こ と を 保 証 す る 。 分 裂 酵 母 （ ）
の Hus1遺 伝 子 は 細 胞 周 期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト 遺 伝 子 で あ り 、 radフ ァ ミ リ ー の 遺 伝 子 (例 え ば
rad1お よ び rad9)も 同 様 で あ る (Volkmer, E. お よ び  Karnitz, L.M. (1999) J. Biol. Che
m. 274:567-570; Kostrub C.F. 他 (1998) EMBO J. 17:2055-2066)。 こ れ ら 遺 伝 子 は 有 糸
分 裂 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト に 関 わ る 。 ま た 、 DNA損 傷 ま た は 複 製 の 遮 断 の い ず れ か に よ っ て こ
れ ら の 遺 伝 子 が 誘 導 さ れ る 。 DNA損 傷 ま た は 複 製 遮 断 の 誘 発 は 、 Hus1遺 伝 子 の 機 能 の 喪 失
と 、 続 い て の 細 胞 死 と を も た ら す 。 大 多 数 の rad遺 伝 子 の ヒ ト 相 同 体 群 が 同 定 さ れ て お り
、 こ れ に は ATMと ATRと を 含 み 、 こ れ ら は rad3pの ヒ ト 相 同 体 で あ る 。 ATM遺 伝 子 で の 突 然 変
異 群 は 、 重 度 の 先 天 性 疾 患 で あ る 血 管 拡 張 性 失 調 症 と 相 関 す る (Savitsky, K. 他 (1995) S
cience 268:1749-1753） 。 ヒ ト Hus1タ ン パ ク 質 は rad9と 相 互 作 用 す る rad1タ ン パ ク 質 と の
複 合 体 の 形 で 作 用 す る こ と が 示 さ れ て お り 、 こ の こ と は 、 こ れ ら を 、 ヒ ト 細 胞 の 、 或 る DN
A損 傷 応 答 性 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 中 心 成 分 に し て い る (Volkmerお よ び  Karnitz、 前 出 )。
【 ０ ０ １ １ 】
　 細 胞 は 、 サ イ ク リ ン と 呼 ば れ る 活 性 化 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 合 成 お よ び 分 解 に よ る 調
節 に よ り 、 有 糸 分 裂 に 入 っ た り 有 糸 分 裂 か ら 出 た り す る 。 サ イ ク リ ン は 一 群 の サ イ ク リ ン
依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ (Cdk)へ 結 合 し 活 性 化 さ せ て 作 用 す る 。 Cdkは 次 に 、 有 糸 分 裂 プ
ロ セ ス に 関 与 す る 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 を リ ン 酸 化 し 活 性 化 す る 。 サ イ ク リ ン は 長 さ が 約
180ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ま た 「 サ イ ク リ ン ボ ッ ク ス 」 と 呼 ば れ る 共 有 相 同 性 の 広 い 領 域 に よ
り 特 徴 付 け ら れ る (Chapman, D.L及 び D.J. Wolgemuth (1993) Development 118:229-240)
。 さ ら に サ イ ク リ ン は 、 「 destruction box」 と 呼 ば れ る 分 子 の N末 端 領 域 で 保 存 さ れ た ９
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 こ の 配 列 は 、 ユ ビ キ チ ン が 仲 介 す る サ イ ク リ ン B分 解 を 誘 発 す る 認
識 コ ー ド と 思 わ れ る (Hunt, T. (1991) Nature 349:100-101)。 数 タ イ プ の サ イ ク リ ン が 存
在 す る (Ciechanover, A. (1994) Cell 79:13-21)。 G1期 と S期 と の 過 程 は 、 G1サ イ ク リ ン
類 と そ の 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト 群 (例 え ば Cdk2-サ イ ク リ ン A、 Cdk2-サ イ ク リ ン E、 Cdk4-サ イ ク
リ ン Dお よ び Cdk6-サ イ ク リ ン Dを 含 む )に よ っ て 進 行 さ れ る 。 G2/Mの 移 行 は 、 Cdc2サ イ ク リ
ン A、 Cdc2サ イ ク リ ン B1、 Cdc2サ イ ク リ ン B2複 合 体 等 の 、 有 糸 分 裂 CDKサ イ ク リ ン 複 合 体 の
活 性 化 に よ っ て 進 行 さ れ る (Yang, J及 び S. Kornbluth. (1999) Trends in Cell Biology 
9:207-210に 概 説 )。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 サ イ ク リ ン は 、 真 核 細 胞 と 数 種 の 細 菌 で は 、 細 胞 タ ン パ ク 質 の 分 解 の 主 な 経 路 で あ る 、
ユ ビ キ チ ン 抱 合 系 （ ubiquitin conjugation system:UCS） に よ っ て 分 解 さ れ る 。 UCSは 異
常 な タ ン パ ク 質 の 除 去 を 仲 介 す る 。 ま た 遺 伝 子 の 転 写 と 細 胞 周 期 の 進 行 等 の 細 胞 過 程 を 制
御 す る 重 要 な 調 節 タ ン パ ク 質 の 半 減 期 を 調 節 す る 。 UCSは 、 有 糸 分 裂 サ イ ク リ ン キ ナ ー ゼ
、 オ ン コ プ ロ テ イ ン (腫 瘍 性 タ ン パ ク )、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 （ p53等 ） 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質
、 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 係 す る 細 胞 表 面 受 容 体 、 転 写 調 節 因 子 、 お よ び 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は
損 傷 タ ン パ ク 質 の 分 解 に 関 与 す る （ Ciechanover, 前 出 ） 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 ユ ビ キ チ ン 抱 合 と タ ン パ ク 質 分 解 の プ ロ セ ス は ５ つ の 主 要 な ス テ ッ プ の 形 で 起 こ る (Jen
tsch, S. (1992) Annu. Rev. Genet. 26:179-207)。 第 １ 番 目 に ATP依 存 性 反 応 で 、 小 さ な
耐 熱 性 タ ン パ ク 質 で あ る ユ ビ キ チ ン (Ub)が ユ ビ キ チ ン 活 性 化 酵 素 （ E1） に よ り 活 性 化 す る
。 こ の 反 応 は Ubの C末 端 を E1内 部 シ ス テ イ ン 残 基 の チ オ ー ル 基 に 結 合 す る 。 ２ 番 目 に 、 活
性 化 し た Ubが Ub抱 合 酵 素 （ E2） の う ち の １ つ に 移 る 。 異 な る ユ ビ キ チ ン 依 存 性 タ ン パ ク 分
解 経 路 は 構 造 的 に 類 似 す る が 異 な る ユ ビ キ チ ン 抱 合 酵 素 を 利 用 し 、 こ れ ら 酵 素 は 特 定 の 分
解 シ グ ナ ル を 運 ぶ タ ン パ ク 質 に 酵 素 を 誘 導 す る 認 識 サ ブ ユ ニ ッ ト 群 と 会 合 す る 。 ３ 番 目 に
E2は 、 C末 端 グ リ シ ン に よ り ユ ビ キ チ ン -タ ン パ ク 質 リ ガ ー ゼ フ ァ ミ リ ー 、 E3の メ ン バ ー に
Ub分 子 を 移 す 。 ４ 番 目 に 、 E3は Ub分 子 を 標 的 タ ン パ ク 質 に 移 す 。 付 加 的 Ub分 子 が 標 的 タ ン
パ ク 質 に 追 加 さ れ 多 重 Ub鎖 構 造 を 形 成 す る こ と が あ る 。 ５ 番 目 に 、 ユ ビ キ チ ン 結 合 し た タ
ン パ ク 質 が 次 に 、 大 き な 多 サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 複 合 体 で あ る プ ロ テ ア ソ ー ム
に よ っ て 認 識 さ れ 分 解 さ れ る 。 そ し て 再 利 用 の た め に Ubが 放 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 活 性 化 の 前 に 、 Ubは 通 常 、 融 合 タ ン パ ク 質 （ N末 端 の ユ ビ キ チ ン と 、 C末 端 延 長 タ ン パ ク
質 (CEP)で 構 成 ） と し て 発 現 さ れ る か 、 ま た は 、 ポ リ ユ ビ キ チ ン タ ン パ ク 質 （ Ub単 量 体 群
が 同 じ 方 向 を 向 い て 一 列 （ head to tail） に 結 合 ） と し て 発 現 さ れ る 。 CEP類 は 種 々 の 調
節 タ ン パ ク 質 の 特 徴 を 持 つ 。 即 ち 大 抵 は 高 度 に 塩 基 性 で あ り 、 最 大 30%の リ ジ ン 残 基 と ア
ル ギ ニ ン 残 基 と を 含 み 、 ま た 、 核 酸 結 合 ド メ イ ン を 持 つ (Monia, B.P. 他 (1989) J. Biol.
 Chem. 264:4093-4103)。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 重 要 な 中 間 体 で あ り 、 細 胞 の 翻 訳 活 性 と
タ ン パ ク 質 分 解 活 性 と の 同 時 制 御 と 、 非 活 性 酵 素 の 、 特 異 的 細 胞 部 位 へ の 局 在 と を 仲 介 す
る よ う で あ る 。 送 達 さ れ る と 、 C末 端 加 水 分 解 酵 素 が こ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 切 断 し 、 機 能
的 Ubを 放 出 す る (Monia他 、 前 出 )。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Ub抱 合 酵 素 （ E2） は 、 種 々 の UCS経 路 に お け る 基 質 特 異 性 の た め に 重 要 で あ る 。 全 て の E
2は 、 UBCド メ イ ン と 呼 ば れ る お よ そ 16kDaの 保 存 さ れ た ド メ イ ン を 有 す る 。 UBCド メ イ ン は
全 て の E2に お い て 少 な く と も 35%の 同 一 性 が あ り 、 ユ ビ キ チ ン -酵 素 チ オ ー ル エ ス テ ル 形 成
に 必 要 な 、 中 心 に 位 置 す る シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む (Jentsch、 前 出 )。 良 く 保 存 さ れ た プ ロ
リ ン リ ッ チ エ レ メ ン ト が 、 N末 端 か ら 活 性 シ ス テ イ ン 残 基 に 位 置 す る 。 こ の 保 存 さ れ た ド
メ イ ン 以 外 の 構 造 的 変 異 を 用 い て 、 E2酵 素 を 分 類 す る 。 ク ラ ス Iの E2は 、 ほ ぼ 例 外 な く 、
保 存 UBCド メ イ ン か ら 成 る 。 ク ラ ス IIの E2に は 、 基 質 特 異 性 お よ び 細 胞 局 在 に 寄 与 す る 、
多 様 な 関 連 の な い C末 端 延 長 が あ る 。 ク ラ ス IIIの E2に は 、 酵 素 調 節 ま た は 基 質 特 異 性 に 関
与 す る と 思 わ れ る 特 有 の N末 端 延 長 が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 有 糸 分 裂 サ イ ク リ ン 特 異 的 E2 (E2-C)は 、 保 存 さ れ た UBCド メ イ ン 、 他 の E2で は 見 出 さ れ
な い 30ア ミ ノ 酸 の N末 端 延 長 、 こ の 延 長 に 隣 接 す る 7ア ミ ノ 酸 特 異 配 列 に よ り 特 徴 付 け ら れ
る 。 サ イ ク リ ン へ の E2-Cの 高 親 和 性 と 共 に こ れ ら の 特 性 は E2-Cを 、 E2の 新 し い ク ラ ス と し
て 同 定 す る (Aristarkhov, A.他 (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:4294-99)。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ユ ビ キ チ ン -タ ン パ ク 質 リ ガ ー ゼ (E3)は 、 ユ ビ キ チ ン 抱 合 プ ロ セ ス の 最 終 ス テ ッ プ で あ
る 基 質 と の ユ ビ キ チ ン の 共 有 結 合 を 触 媒 す る 。 E3は 該 プ ロ セ ス の 特 異 性 の 決 定 に 重 要 な 役
割 を 果 た す 。 現 在 の と こ ろ 同 定 さ れ て い る E3は わ ず か で あ る 。 E3リ ガ ー ゼ の １ つ の タ イ プ
は 、 HECT(E6-APの C末 端 に 相 同 的 )ド メ イ ン タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー で あ る 。 HECTフ ァ ミ リ ー
の １ つ の メ ン バ ー で あ る E6-AP (E6関 連 タ ン パ ク 質 )は 、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス (HPV) E6腫 瘍
性 タ ン パ ク 質 と 同 様 に 、 p53の ユ ビ キ チ ン 結 合 と 分 解 の た め に 必 要 で あ る (Scheffner 他 (1
993) Cell 75:495-505)。 HECTタ ン パ ク 質 の C末 端 ド メ イ ン は 、 高 度 に 保 存 さ れ た ユ ビ キ チ
ン 結 合 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 様 々 な HECTタ ン パ ク 質 の N末 端 領 域 は 多 様 で あ り 、 特 異 的
な 基 質 認 識 に 関 与 す る と 思 わ れ る (Huibregtse, J.M他 (1997) Proc.Natl Acad. Sci. USA 
94:3656-3661)。 SCF ( kp1- dc53/Cullin- ボ ッ ク ス 受 容 体 )フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、
別 の グ ル ー プ の ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ を 構 成 す る (Deshaies, R. (1999) Annu. Rev. Dev. B
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iol. 15:435-467)。 複 数 の タ ン パ ク 質 が SCF複 合 体 内 へ 動 員 さ れ る 。 こ の タ ン パ ク 質 と し
て は 、 Skp1、 cullin(カ リ ン )、 お よ び 、 或 る Fボ ッ ク ス ド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 を 含 む 。
こ の Fボ ッ ク ス 蛋 白 質 は ユ ビ キ チ ン 結 合 反 応 の た め に 基 質 に 結 合 す る 。 ま た 、 基 質 特 異 性
を 決 定 し 、 基 質 を 反 応 の た め に そ の 方 向 を 位 置 付 け る 役 割 を 果 た す 可 能 性 が あ る 。 Skp1は
Fボ ッ ク ス 蛋 白 質 と カ リ ン と の 双 方 と 相 互 作 用 す る 。 ま た 、 E2酵 素 か ら タ ン パ ク 質 基 質 へ
の ユ ビ キ チ ン の 転 移 の た め に 、 Fボ ッ ク ス 蛋 白 質 と カ リ ン と を 複 合 体 内 で 位 置 づ け る 過 程
に 関 わ る 可 能 性 が あ る 。 SCFリ ガ ー ゼ 類 の 基 質 と し て は 、 CDK活 性 の 調 節 、 転 写 の 活 性 化 、
シ グ ナ ル 伝 達 、 動 原 体 の ア セ ン ブ リ 、 お よ び DNA複 製 に 関 わ る タ ン パ ク 質 類 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Sgt1は 、 酵 母 で の 、 Skp1に お け る 突 然 変 異 に 起 因 す る 、 動 原 体 機 能 の 欠 損 を 抑 制 す る 遺
伝 子 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 同 定 さ れ た (Kitagawa, K. 他 (1999) Mol.Cell 4:21-33)。
Sgt1は 、 Skp1と 相 互 作 用 す る 。 ま た 、 SCFユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ と 会 合 す る 。 Sgt1に お け る
欠 損 は 、 細 胞 周 期 の G1期 ま た は G2期 の 何 れ か で 細 胞 の 停 止 を 引 き 起 こ す 。 或 る 酵 母 Sgt1ヌ
ル 変 異 体 は 、 ヒ ト Sgt1に よ っ て レ ス キ ュ ー さ れ 得 る 。 こ れ は 、 多 く の 種 に わ た っ て Sgt1機
能 が 保 存 さ れ て い る こ と を 示 す 。 Sgt1は 、 酵 母 で の 動 原 体 複 合 体 の ア セ ン ブ リ に 必 要 で あ
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 UCSの 異 常 な 活 性 は 、 多 数 の 疾 患 と 障 害 と に 関 連 付 け ら れ て い る 。 こ れ ら に は 例 え ば 悪
液 質 (Llovera, M. 他  (1995) Int. J. Cancer 61: 138-141)、 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 p53の
分 解 (Ciechanover, 前 出 )、 お よ び 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 見 ら れ る よ う な 神 経 変 性 (Gregor
i, L. 他  (1994) Biochem. Biophys. Res. Commun. 203: 1731-1738)を 含 む 。 ユ ビ キ チ ン
抱 合 は 抗 原 提 示 の 律 速 段 階 な の で 、 ユ ビ キ チ ン 分 解 経 路 は ま た 、 免 疫 応 答 に お い て 決 定 的
な 役 割 を 持 つ 可 能 性 が あ る (Grant E.P. 他 (1995) J. Immunol. 155: 3750-3758)。 数 種 の
細 胞 増 殖 障 害 は 、 細 胞 周 期 中 の 進 行 を 通 常 は 制 御 す る タ ン パ ク 質 複 合 体 の 変 化 に よ り 同 定
さ れ 得 る 。 或 る 初 期 治 療 ス ト ラ テ ジ ー に は 、 細 胞 周 期 調 節 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 群 の 操 作
に よ り 、 細 胞 周 期 進 行 へ の 制 御 を 再 確 立 す る こ と が 関 係 し て い る (Nigg, E.A. (1995) Bio
Essays 17:471-480)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　
　 哺 乳 類 の 胚 形 成 プ ロ セ ス に は 、 受 胎 後 の 最 初 の 数 週 間 の 発 達 を 含 む 。 こ の 期 間 に 、 胚 形
成 は 、 単 一 の 受 精 卵 か ら 、 3種 の 胚 組 織 の 形 成 へ 、 次 に 胚 へ と 進 む 。 こ の 胚 は 、 そ の 殆 ど
の 内 部 器 官 と 、 そ の 全 て の 外 的 特 徴 と を 持 つ 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 正 常 な コ ー ス の 哺 乳 類 胚 形 成 は 、 多 数 の 遺 伝 子 と 組 織 と の 、 妥 当 な 時 間 的 お よ び 空 間 的
な 調 節 に 依 存 す る 。 こ れ ら の 調 節 プ ロ セ ス は 、 マ ウ ス で 集 中 的 に 研 究 さ れ て い る 。 依 然 と
し て 理 解 の 乏 し い 或 る 必 須 プ ロ セ ス は 、 受 精 後 の 胚 ゲ ノ ム の 活 性 化 で あ る 。 マ ウ ス 卵 母 細
胞 が 成 長 す る に つ れ 、 卵 母 細 胞 は 転 写 物 を 蓄 積 す る 。 転 写 物 は 、 直 接 に タ ン パ ク 質 へ 翻 訳
さ れ る か 、 ま た は 調 節 さ れ た ポ リ ア デ ニ ル 化 に よ る 後 の 活 性 化 の た め に 貯 蔵 さ れ る か の 何
れ か で あ る 。 そ の 後 の 減 数 分 裂 型 成 熟 と 排 卵 と の 間 、 母 性 ゲ ノ ム は 転 写 的 に 不 活 性 で あ り
、 殆 ど の 母 性 転 写 物 は 、 2細 胞 期 に お け る 接 合 体 遺 伝 子 群 の 活 性 化 に 先 立 ち 、 ま た は そ れ
ら の 活 性 化 と 同 時 に 、 脱 ア デ ニ ル 化 お よ び ／ ま た は 分 解 さ れ る (Stutz, A. 他 (1998) Gene
s Dev. 12:2535-2548） 。 母 性 か ら 胚 性 へ の 移 行 に は 、 卵 母 細 胞 転 写 物 の 分 解 を 伴 う が 接
合 体 転 写 物 の 分 解 は 伴 わ ず 、 ま た 、 胚 ゲ ノ ム の 活 性 化 と 、 早 期 発 達 に 順 応 す る た め の 細 胞
周 期 進 行 の 誘 導 と を 伴 う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 MATER (Maternal Antigen That Embryos Require： 胚 が 必 要 と す る 母 性 抗 原 )は 初 め 、
卵 巣 免 疫 を 持 つ マ ウ ス に 由 来 す る 抗 体 群 の 標 的 と し て 同 定 さ れ た (Tong, Z-B.、 お よ び  Ne
lson, L.M. (1999) Endocrinology 140:3720-3726)。 MATERを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 は
卵 母 細 胞 に 限 ら れ 、 こ の 遺 伝 子 を 、 限 ら れ た 数 の 、 哺 乳 類 で の 既 知 の 母 性 効 果 遺 伝 子 の 1
つ に し て い る (Tong, Z-B. 他 (2000) Mamm.Genome 11:281-287)。 MATERタ ン パ ク 質 は 2細 胞
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か ら 先 の 胚 の 発 達 に 必 要 で あ る 。 こ れ は 、 こ の 遺 伝 子 が 非 活 性 化 さ れ た マ ウ ス で の 予 備 結
果 に 基 づ く 。 1111ア ミ ノ 酸 の MATERタ ン パ ク 質 内 に は 、 或 る 親 水 性 リ ピ ー ト 領 域 (ア ミ ノ 末
端 内 )と 、 或 る 、 14ロ イ シ ン リ ッ チ リ ピ ー ト 群 を 持 つ 領 域 (カ ル ボ キ シ ル 末 端 内 )と を 含 む
。 こ れ ら リ ピ ー ト は 、 タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 に 決 定 的 で あ る 、 ブ タ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻
害 剤 に 見 ら れ る 配 列 に 似 て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 減 数 分 裂 型 成 熟 と 排 卵 と の 際 の 母 性 転 写 物 の 分 解 は 、 排 卵 直 前 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 活
性 化 に 関 わ る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 MATERの 機 能 は 、 母 性 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に 結 合
し 、 接 合 体 転 写 物 の 分 解 を 防 ぐ こ と で あ る 可 能 性 が あ る (Tong 他 、 前 出 )。 卵 母 細 胞 発 達
と 胚 形 成 と に お け る 役 割 に 加 え 、 MATERは ま た 、 卵 巣 免 疫 の 発 生 機 序 に 関 わ る 可 能 性 が あ
る 。 理 由 は 、 MATERが 、 自 己 免 疫 性 卵 巣 炎 を 持 つ マ ウ ス に お い て 自 己 抗 体 の 標 的 で あ る か
ら で あ る (Tong お よ び Nelson、  前 出 )。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 母 性 mRNA D7は 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル で は 中 程 度 に 豊 富 な 転 写 物 で あ る 。 そ の 発 現 は 、
卵 形 成 と 早 期 胚 形 成 と で 最 高 で あ り 、 お そ ら く こ れ ら の 時 期 に 限 ら れ る 。 D7タ ン パ ク 質 は
卵 母 細 胞 に は 存 在 せ ず 、 卵 母 細 胞 成 熟 時 に 初 め て 蓄 積 し 始 め る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 D7タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 胚 の 発 生 の 初 日 に 最 高 で あ り 、 そ の 後 は 減 少 す る 。 D7タ ン パ ク 質
の 喪 失 は そ れ 自 体 、 成 熟 過 程 に 影 響 を 与 え 、 卵 割 胞 崩 壊 の 時 間 経 過 を 大 き く 遅 ら せ る 。 こ
の よ う に 、 D7は 卵 母 細 胞 成 熟 に 関 わ る 、 新 規 に 記 載 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る (Smith R.C.,
 他 (1988) Genes Dev.  2(10):1296306） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 多 く の 他 の 遺 伝 子 が 、 以 後 の 胚 形 成 の 諸 ス テ ー ジ に 関 わ る 。 受 精 後 、 卵 母 細 胞 の 誘 導 が
各 卵 管 の 遠 位 端 の 卵 管 采 に よ っ て 成 さ れ 、 卵 母 細 胞 は 卵 管 に 入 り 、 通 過 し 、 そ し て 子 宮 へ
誘 導 さ れ る 。 子 宮 内 膜 で 諸 変 化 が 起 こ り 、 受 精 卵 の 着 床 と 胚 の 発 達 と を 支 持 す る 準 備 が で
き る 。 幾 つ か の 段 階 で の 分 割 が 起 き た 後 、 今 や 約 100細 胞 を 持 つ 胚 盤 胞 と な っ た 分 割 卵 が
、 子 宮 に 入 る 。 子 宮 に 到 達 す る と 、 発 達 中 の 胚 盤 胞 は 通 常 、 子 宮 腔 に 更 に 2～ 4日 と ど ま っ
た 後 、 子 宮 内 膜 (子 宮 の 内 層 )内 に 着 床 す る 。 着 床 は 、 栄 養 膜 細 胞 の 作 用 に よ る 。 栄 養 膜 細
胞 は 、 胚 盤 胞 の 表 面 を 覆 っ て 発 達 す る 。 栄 養 膜 細 胞 は 、 タ ン パ ク 分 解 酵 素 群 を 分 泌 し 、 こ
れ ら 酵 素 が 、 内 膜 の 細 胞 を 消 化 し 液 化 す る 。 侵 入 プ ロ セ ス の 概 説 は 、 Fisher, S.J.  お よ
び C.H. Damsky (1993; Semin Cell Biol 4:183-188)並 び に Graham, C.H.  お よ び P.K. La
la (1992; Biochem Cell Biol 70:867-874)に あ る 。 着 床 が 起 き る と 、 栄 養 膜 細 胞 お よ び
他 の 下 層 細 胞 は 迅 速 に 増 殖 し 、 胎 盤 お よ び 、 妊 娠 の 種 々 の 膜 を 形 成 す る (Guyton, A.C. (1
991) Textbook of Medical Physiology, 第 8版 . W.B. Saunders Company, Philadelphia 
915-919ペ ー ジ を 参 照 )。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 胎 盤 は 、 発 達 す る 胎 児 を 保 護 し 養 う 、 必 須 の 役 割 を 持 つ 。 大 抵 の 種 で は 、 合 胞 体 栄 養 細
胞 層 が 、 胎 盤 の 外 側 の 、 胎 児 -母 体 イ ン タ ー フ ェ ー ス に 在 る 。 こ れ は 連 続 構 造 で 、 1細 胞 の
深 さ を 持 ち 、 構 成 物 で あ る 栄 養 膜 細 胞 の 融 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 合 胞 体 栄 養 細 胞 は 、 母
体 -胎 児 間 交 換 に 、 胎 児 発 生 時 の 組 織 リ モ デ リ ン グ に 、 ま た 、 発 生 時 の 胎 児 の 、 母 性 免 疫
応 答 か ら の 保 護 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す (Stoye, J.P. お よ び  Coffin, J.M. (2000) 
Nature 403:715-717)。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 syncytin(シ ン シ チ ン )と 呼 ば れ る 遺 伝 子 は 、 ヒ ト の 内 因 性 の 欠 損 性 プ ロ ウ イ ル ス の エ ン
ベ ロ ー プ 遺 伝 子 で あ る 。 syncytinは 、 高 レ ベ ル で 胎 盤 に 発 現 し 、 精 巣 で は よ り 弱 く 発 現 す
る が 、 い か な る 他 の 組 織 に も 検 出 さ れ な い (Mi, S. 他 (2000) Nature 403:785-789)。 胎 盤
内 の syncytin発 現 は 、 合 胞 体 栄 養 細 胞 に 限 定 さ れ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 類 は
し ば し ば 細 胞 融 合 イ ベ ン ト 群 の 促 進 に 関 わ る の で 、 syncytinは 、 栄 養 膜 細 胞 の 、 合 胞 体 栄
養 細 胞 層 へ の 融 合 の 調 節 に 関 わ り う る と 考 え ら れ た 。 諸 実 験 が 示 し た と こ ろ で は 、 syncyt
inは 、 細 胞 融 合 を で 仲 介 し う る 。 ま た 、 抗 syncytin抗 体 類 は 、 胎 盤 の 細 胞 性 栄 養
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細 胞 の 融 合 を 阻 害 し う る (Mi 他 , 前 出 )。 ま た 、 或 る 保 存 さ れ た 免 疫 抑 制 ド メ イ ン が 、 レ
ト ロ ウ イ ル ス の エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 群 に 存 在 し 、 syncytinの ア ミ ノ 酸 残 基 373-397に
見 ら れ る が 、 こ の ド メ イ ン は 、 発 達 す る 胚 に 対 す る 母 性 免 疫 応 答 の 防 止 に 関 わ る 可 能 性 が
あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 syncytinは ま た 、 栄 養 膜 侵 入 性 の 調 節 に 、 栄 養 膜 の 融 合 と 最 終 分 化 と を 誘 発 す る こ と に
よ っ て 関 わ る 可 能 性 が あ る (Mi、 他 、  前 出 )。 子 宮 壁 の 不 充 分 な 栄 養 膜 浸 潤 は 、 胎 盤 障 害
（ 例 え ば 子 癇 前 症 ） ま た は 妊 娠 誘 発 高 血 圧 を 伴 う 。 一 方 、 無 制 御 な 栄 養 膜 侵 入 は 、 絨 毛 癌
お よ び そ の 他 の 妊 娠 性 の 栄 養 膜 疾 患 で 観 察 さ れ る 。 こ の よ う に 、 syncytin機 能 は 、 こ れ ら
疾 患 に 関 わ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　
　 多 細 胞 生 物 は 、 各 細 胞 は 互 い に 、 そ の 遺 伝 的 資 性 に お い て 類 似 し て い る に も か か わ ら ず
、 構 造 及 び 機 能 が 著 し く 異 な る 多 様 な 細 胞 型 か ら 構 成 さ れ る 。 細 胞 分 化 の プ ロ セ ス に よ っ
て 、 細 胞 群 は 、 そ の 構 造 と 生 理 機 能 と が 異 な る よ う に な る 。 多 細 胞 生 物 の 細 胞 は 全 て 、 単
細 胞 接 合 体 の 有 糸 分 裂 に 起 因 す る 。 接 合 体 は 全 能 性 で あ る 。 即 ち 、 成 体 の 如 何 な る タ イ プ
の 細 胞 を も 生 じ る 能 力 を 持 つ 。 発 生 中 に 、 接 合 体 の 細 胞 子 孫 は そ の 全 能 性 を 失 い 、 決 定 さ
れ て 行 く 。 細 胞 の 予 定 運 命 が 樹 立 す る と 、 細 胞 は 分 化 し た と 言 わ れ る 。 こ の 細 胞 の 全 て の
子 孫 は 、 同 じ タ イ プ と な る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ヒ ト の 成 長 と 発 達 と に は 、 細 胞 増 殖 、 お よ び 調 節 さ れ た 細 胞 死 と 共 に 、 細 胞 分 化 の 空 間
的 お よ び 時 間 的 な 調 節 を 要 す る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス は 協 調 し 、 生 殖 、 老 化 、 胚 形 成 、 形 態
形 成 、 器 官 形 成 、 な ら び に 組 織 の 修 復 お よ び 維 持 を 制 御 す る 。 細 胞 分 化 に 関 わ る 諸 プ ロ セ
ス は ま た 、 病 態 （ 癌 な ど ） に も 関 与 す る 。 こ の 場 合 、 正 常 な 細 胞 分 化 を 調 節 す る 因 子 類 が
変 容 し て お り 、 癌 細 胞 を 未 分 化 ま た は 低 分 化 状 態 で 増 殖 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 分 化 の 機 序 に は 転 写 と 翻 訳 と の 細 胞 特 異 的 な 調 節 を 伴 う の で 、 異 な る 遺 伝 子 群 が 、 異 な
る 時 期 に 異 な る 細 胞 で 選 択 的 に 発 現 す る 。 遺 伝 実 験 に シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ (

)を 用 い て 、 発 生 お よ び 分 化 時 の パ タ ー ン 形 成 を 制 御 す る 転 写 因 子 の 、 調 節 さ れ
た カ ス ケ ー ド が 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら カ ス ケ ー ド に は 、 ホ メ オ テ ィ ッ ク 遺 伝 子 群 を 含 む
。 こ れ ら 遺 伝 子 は 、 ホ メ オ ボ ッ ク ス モ チ ー フ を 持 つ 転 写 因 子 群 を コ ー ド す る 。 ホ メ オ テ ィ
ッ ク 遺 伝 子 の 産 物 は 、 如 何 に し て こ の 昆 虫 の 成 虫 原 基 が 未 分 化 細 胞 の 塊 か ら 複 雑 な 器 官 を
持 つ 特 異 的 な 体 節 へ 発 達 す る か を 決 定 す る 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 細 胞 分 化 と 発 達 と に 関 わ
る こ と が 見 出 さ れ た 多 く の 遺 伝 子 は 、 相 同 体 を 哺 乳 類 に 有 す る 。 数 種 の ヒ ト 遺 伝 子 は 、 そ
の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 相 同 体 と 等 価 の 発 達 的 役 割 を 持 つ 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ eyes absent遺
伝 子 (eya)の ヒ ト 相 同 体 は branchio-oto-renal(鰓 弓 耳 腎 )症 候 群 の 根 底 に あ る 。 こ の 発 達
障 害 は 、 耳 と 腎 臓 と を 冒 す (Abdelhak, S. 他 (1997) Nat. Genet. 15:157-164)。 シ ョ ウ ジ
ョ ウ バ エ slit遺 伝 子 は 、 分 泌 性 の ロ イ シ ン リ ッ チ リ ピ ー ト 含 有 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
こ の タ ン パ ク 質 は 、 正 中 線 膠 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 。 ま た 、 正 常 な 神 経 発 生 に 必 要 で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 細 胞 レ ベ ル で は 、 成 長 と 発 達 と の 支 配 は 、 細 胞 が 細 胞 周 期 に 入 っ た り 出 た り す る 決 定 に
、 ま た 、 細 胞 の 、 最 終 分 化 状 態 へ の コ ミ ッ ト メ ン ト に よ っ て 成 さ れ る 。 細 胞 内 の 分 化 遺 伝
子 発 現 は 、 細 胞 外 シ グ ナ ル と そ の 他 の 環 境 合 図 へ 応 答 し て 誘 発 さ れ る 。 こ の よ う な シ グ ナ
ル と し て は 、 成 長 因 子 お よ び 他 の 分 裂 促 進 因 子 (例 え ば レ チ ノ イ ン 酸 )、 細 胞 間 接 触 お よ び
細 胞 -マ ト リ ク ス 接 触 、 並 び に 、 環 境 因 子 (例 え ば 栄 養 シ グ ナ ル 、 毒 性 物 質 、 お よ び 熱 シ ョ
ッ ク )を 含 む 。 分 化 の 役 割 を 果 た し う る 候 補 遺 伝 子 群 の 同 定 は 、 で の 細 胞 分 化 の
誘 発 時 の 、 変 容 し た 発 現 パ タ ー ン に よ っ て 成 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 細 胞 分 化 の 最 終 ス テ ッ プ の 結 果 、 特 化 が 生 じ る 。 特 化 の 特 徴 は 、 特 定 タ ン パ ク 質 の 産 生
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(例 え ば 筋 細 胞 で の 収 縮 タ ン パ ク 、 肝 細 胞 で の 血 清 タ ン パ ク 、 お よ び 、 赤 血 球 前 駆 体 で の
グ ロ ビ ン )で あ る 。 こ れ ら 特 化 タ ン パ ク の 発 現 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 細 胞 特 異 的 転 写
因 子 群 に 依 存 す る 。 例 え ば ホ メ オ ボ ッ ク ス 含 有 転 写 因 子 PAX-6は 、 脊 椎 動 物 の 早 期 の 眼 の
決 定 、 眼 組 織 の 特 異 化 、 お よ び 、 正 常 な 眼 の 発 達 に 必 須 で あ る 。 表 皮 分 化 の 場 合 、 分 化 特
異 的 遺 伝 子 群 の 誘 発 は 、 成 長 停 止 と 共 に ま た は そ の 後 の 何 れ か に 起 こ る 。 ま た 、 不 可 逆 的
な 成 長 停 止 を 制 御 す る 分 子 イ ベ ン ト 群 に 連 関 す る と 思 わ れ る 。 不 可 逆 的 な 成 長 停 止 と い う
早 期 イ ベ ン ト は 、 細 胞 が 、 皮 膚 の 基 底 層 か ら 、 最 深 部 の suprabasal layer(基 底 上 層 )へ 移
行 し 、 扁 平 上 皮 特 異 的 遺 伝 子 群 を 発 現 し 始 め る と き に 起 き る 。 こ れ ら 遺 伝 子 と し て は 、 架
橋 し た エ ン ベ ロ ー プ の 形 成 に 関 わ る 遺 伝 子 (例 え ば ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ Iお よ び III、 i
nvolucrin(イ ン ボ ル ク リ ン )、 loricin(ロ リ ク リ ン )、 お よ び 、 ス モ ー ル プ ロ リ ン リ ッ チ リ
ピ ー ト （ SPRR） タ ン パ ク 等 )を 含 む 。 SPRRタ ン パ ク 類 は 8～ 10 kDaの 分 子 量 を 持 ち 、 プ ロ リ
ン 、 グ ル タ ミ ン 、 お よ び シ ス テ イ ン が 豊 富 で あ る 。 ま た 、 類 似 し た 反 復 配 列 エ レ メ ン ト を
持 つ 。 SPRRタ ン パ ク は 、 強 い 二 次 構 造 を 持 つ 構 造 タ ン パ ク で あ る か 、 ま た は 、 金 属 結 合 タ
ン パ ク (メ タ ロ チ オ ネ イ ン な ど )で あ り う る (Jetten, A.M及 び B.L. Harvat (1997) J. Derm
atol. 24:711-725、 PRINTS Entry PR00021 PRORICH Small proline-rich protein signat
ure)。 Wnt遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 分 泌 シ グ ナ ル 分 子 は 、 真 核 細 胞 全 体 で 高 度 に 保 存 さ れ て い
る 。 Wntフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 軟 骨 テ ン プ レ ー ト (cartilage template)内 の 軟 骨 細 胞
分 化 の 調 節 に 関 わ る 。 Wnt-5a、 Wnt-5b、 お よ び Wnt-4遺 伝 子 の 発 現 は 、 ニ ワ ト リ 四 肢 の 軟
骨 形 成 領 域 で 成 さ れ る 。 Wnt-5aの 発 現 は 、 軟 骨 膜 (早 期 軟 骨 テ ン プ レ ー ト の す ぐ 周 辺 の 間
葉 細 胞 )で 成 さ れ る 。 Wnt-5a誤 発 現 は 、 ニ ワ ト リ 四 肢 で 、 軟 骨 細 胞 の 成 熟 と 、 bone collar
形 成 の 開 始 を 遅 ら せ る (Hartmann, C. お よ び  Tabin, C.J. (2000) Development 127:3141
-3159)。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 グ リ ピ カ ン (glypicans)は 細 胞 表 面 ヘ パ ラ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン の １ フ ァ ミ リ ー で あ
り 、 こ れ ら は 、 細 胞 成 長 制 御 と 分 化 と で 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 cerebroglycanは ヘ パ ラ ン
硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン で あ っ て 神 経 系 に 発 現 さ れ る 。 こ れ は 、 発 達 す る ニ ュ ー ロ ン の 運 動
性 の 挙 動 に 関 わ る (Stipp, C.S. 他 (1994) J. Cｅ ｌ l. Biol. 124:149-160） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Notchは 膠 細 胞 の 分 化 で 活 性 な 役 割 を 果 た す 。 ま た 、 神 経 突 起 の 長 さ と 構 成 と に 影 響 す
る (概 説 は 、 Frisen, J. お よ び  Lendahl, U. (2001) Bioessays 23:3-7を 参 照 )。 Notch受
容 体 シ グ ナ ル 経 路 は 、 多 細 胞 種 で の 多 く の 器 官 お よ び 組 織 の 、 形 態 形 成 と 発 達 と に 重 要 で
あ る 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ fringeタ ン パ ク 質 は 、 翅 の 成 虫 原 基 の 背 腹 境 界 で の Notchシ グ ナ
ル 伝 達 経 路 の 活 性 化 を 調 整 す る 。 哺 乳 類 fringe関 連 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー は 、 分 節 時 の 境 界
決 定 に 関 与 す る (Johnston, S.H. 他 (1997) Development 124:2245-2254)。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 最 近 、 数 種 の タ ン パ ク 質 に 、 或 る 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン が あ る こ と が わ
か り 、 こ れ は 約 60ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な り 、 LIMド メ イ ン と 呼 ば れ る (Lin-11、 Isl-1、 Mec-3
に 由 来 ) (Freyd G. 他 (1990) Nature 344:876-879; Baltz R. 他 (1992) Plant Cell 4:14
65-1466)。 LIMド メ イ ン に は 、 ７ つ の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 と 、 １ つ の ヒ ス チ ジ ン と
が あ る 。 LIMド メ イ ン は 、 2個 の 亜 鉛 イ オ ン と 結 合 す る (Michelsen J.W. 他 (1993) Proc. N
atl. Acad. Sci. U.S.A. 90:4404-4408)。 LIMは DNAと は 結 合 せ ず 、 む し ろ 、 タ ン パ ク 間 相
互 作 用 の イ ン タ ー フ ェ ー ス と し て 作 用 す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　
　 ア ポ ト ー シ ス は 遺 伝 的 に 制 御 さ れ た プ ロ セ ス で あ り 、 こ れ に よ り 、 不 要 な ま た は 欠 陥 の
あ る 細 胞 が 、 プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 を 迎 え る 。 細 胞 の 選 択 的 除 去 は 、 形 態 形 成 と 組 織 リ モ デ リ
ン グ に と っ て 、 細 胞 増 殖 お よ び 分 化 と 同 じ く 重 要 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス 不 足 の 結 果 、 過 形
成 そ の 他 の 、 増 加 し た 細 胞 増 殖 に 伴 う 障 害 を 生 じ う る 。 ア ポ ト ー シ ス は ま た 、 免 疫 応 答 の
決 定 的 要 素 で あ る 。 免 疫 細 胞 (例 え ば 細 胞 障 害 性 T細 胞 お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 )は 、
腫 瘍 細 胞 や ウ イ ル ス 感 染 細 胞 に ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 し て 、 疾 患 が 広 が る の を 防 ぐ 。 ま た 、
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自 己 分 子 と 外 来 分 子 と を 区 別 し な い 免 疫 細 胞 は 、 ア ポ ト ー シ ス で 除 去 さ れ 自 己 免 疫 応 答 を
避 け る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 、 明 確 な 形 態 変 化 を 経 る 。 ア ポ ト ー シ ス の 特 質 と し て は 、 細 胞 収 縮
、 核 と 細 胞 質 と の 凝 縮 、 お よ び 、 形 質 膜 ト ポ ロ ジ ー の 変 容 を 含 む 。 生 化 学 的 に は 、 ア ポ ト
ー シ ス 細 胞 の 特 徴 は 、 増 加 し た 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 、 染 色 体 DNAの 断 片 化 、 お よ び 、 新
規 な 細 胞 表 面 成 分 の 発 現 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ア ポ ト ー シ ス の 分 子 機 序 は 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 ア ポ ト ー シ ス の 鍵 と な る 多 く の タ ン
パ ク 調 節 因 子 お よ び エ フ ェ ク タ ー が 同 定 さ れ て い る 。 ア ポ ト ー シ ス は 一 般 に 、 細 胞 内 伝 達
さ れ 結 果 と し て 変 容 し た パ タ ー ン の 遺 伝 子 発 現 と タ ン パ ク 活 性 と を 生 じ る シ グ ナ ル に 応 じ
て 進 行 す る 。 シ グ ナ ル 分 子 (例 え ば ホ ル モ ン や サ イ ト カ イ ン )は 、 ア ポ ト ー シ ス の 刺 激 と 阻
害 と の 双 方 を 、 細 胞 表 面 受 容 体 と の 相 互 作 用 を 介 し て 行 う こ と が 知 ら れ る 。 転 写 因 子 も ま
た 、 ア ポ ト ー シ ス の 開 始 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 多 数 の 下 流 エ フ ェ ク タ ー 分 子 (特
に プ ロ テ ア ー ゼ )が 、 細 胞 成 分 の 分 解 と 、 他 の ア ポ ト ー シ ス エ フ ェ ク タ ー 群 の タ ン パ ク 分
解 活 性 化 と に 関 連 付 け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 Bcl-2フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 他 の 細 胞 質 タ ン パ ク と 同 様 、 ア ポ ト ー シ ス の 鍵 と な
る 調 節 因 子 で あ る 。 少 な く と も 15種 の Bcl-2フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー が 、 3種 の サ ブ フ ァ ミ リ ー
に 存 在 す る 。 Bcl-2タ ン パ ク は 、 哺 乳 類 細 胞 と ウ イ ル ス と で 同 定 さ れ て い る 。 ま た 、 各 々
が 、 4種 の Bcl-2相 同 性 ド メ イ ン (BH1～ BH4)の 少 な く と も 1つ を 持 つ 。 こ れ ら ド メ イ ン は 高
度 に 保 存 さ れ る 。 Bcl-2フ ァ ミ リ ー 蛋 白 に は BH1お よ び BH2ド メ イ ン が 含 ま れ 、 こ れ ら は プ
ロ サ バ イ バ ル (生 存 促 進 )サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー に 見 ら れ る が 、 Bcl-2に 最 も 似 た タ ン
パ ク 類 は 4種 す べ て の 保 存 ド メ イ ン を 持 ち 、 種 々 の 細 胞 障 害 性 の 挑 戦 に 遭 遇 し た 際 の ア ポ
ト ー シ ス の 阻 害 を 可 能 に し て い る 。 プ ロ サ バ イ バ ル サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と し て は 、
Bcl-2、 Bcl-x L 、 Bcl-w、 Mcl-1、 お よ び A1(哺 乳 類 ); NF-13(ニ ワ ト リ )、 CED-9(線 虫

)、 並 び に ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 で あ る BHRF1、 LMW5-HL、 ORF16、 KS-Bcl-2
、 お よ び E1B-19Kを 含 む 。 BH3ド メ イ ン は 、 プ ロ ア ポ ト ー シ ス サ ブ フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 の
機 能 に 必 須 で あ る 。 2種 の プ ロ ア ポ ト ー シ ス サ ブ フ ァ ミ リ ー で あ る 、 Baxと BH3と に は 各 々
、 Bax、 Bak、 お よ び Bok(別 名 Mtd)と 、 Bik、 Blk、 Hrk、 BNIP3、 Bim L 、 Bad、 Bid、 お よ び Eg
l-1( )と を 含 む 。 Baxサ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は BH1、 BH2、 お よ び BH3ド メ イ
ン を 持 ち 、 Bcl-2に か な り 良 く 似 て い る 。 一 方 、 BH3サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 9～ 16残
基 の BH3ド メ イ ン の み を 持 つ 以 外 は 如 何 な る 既 知 タ ン パ ク と も 無 関 係 で あ り 、 Bikと Blkと
の み が 配 列 類 似 性 を 共 有 す る 。 2種 の プ ロ ア ポ ト ー シ ス サ ブ フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、
プ ロ サ バ イ バ ル サ ブ フ ァ ミ リ ー 蛋 白 の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 可 能 性 が あ る 。 こ の 例 証 は 線 虫 （

に あ り 、 こ こ で は Egl-1(ア ポ ト ー シ ス に 必 要 )が 、 CED-9に 結 合 し 、 こ れ を 介
し て 作 用 す る (概 説 は Adams, J.M.お よ び S. Cory(1998) Science 281:1322-1326を 参 照 )。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 プ ロ ア ポ ト ー シ ス サ ブ フ ァ ミ リ ー 蛋 白 お よ び 抗 ア ポ ト ー シ ス サ ブ フ ァ ミ リ ー 蛋 白 の 間 の
ヘ テ ロ 二 量 体 化 は 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 サ ブ フ ァ ミ リ ー の 機 能 へ タ イ ト レ ー シ ョ ン 的 効 果 を
持 つ よ う で あ り 、 こ れ が 示 唆 す る と こ ろ で は 、 各 サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 相 対 濃 度 が
作 用 し て ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る 。 ヘ テ ロ 二 量 体 化 は プ ロ サ バ イ バ ル 蛋 白 に は 不 要 だ が 、
BH3サ ブ フ ァ ミ リ ー に は 必 須 で あ り 、 Baxサ ブ フ ァ ミ リ ー に は さ ほ ど で な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 Bcl-2タ ン パ ク は 2種 の ア イ ソ フ ォ ー ム 、 α と β と を 持 ち 、 こ れ ら は 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン
グ に よ っ て 形 成 さ れ る 。 Bcl-2は ホ モ 二 量 体 を 形 成 し 、 ま た 、 Baxお よ び Bakタ ン パ ク 、 並
び に Bcl-Xア イ ソ フ ォ ー ム で あ る Bcl-xと の ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る 。 Baxと の ヘ テ ロ 二 量
体 化 に は 無 傷 の BH1お よ び BH2ド メ イ ン を 要 す る 。 ま た こ れ は 、 プ ロ サ バ イ バ ル 活 性 に 必 要
で あ る 。 BH4ド メ イ ン も 、 プ ロ サ バ イ バ ル 活 性 に 関 わ る よ う で あ る 。 Bcl-2は ミ ト コ ン ド リ
ア の 内 膜 と 外 膜 に 局 在 し 、 ま た 核 エ ン ベ ロ ー プ と 小 胞 体 内 に も 局 在 し 、 発 現 は 種 々 の 組 織
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で 成 さ れ る 。 Bcl-2の ろ 胞 性 リ ン パ 腫 (タ イ プ II慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 )で の 関 与 が 、 染 色 体
転 座 T(14;18) (q32;q21)に 見 ら れ 、 Bcl-2の 関 与 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 領 域 に 関 わ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Bcl-xタ ン パ ク 質 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 の 主 要 な 調 節 因 子 で あ る 。 選 択 的 ス プ ラ イ シ
ン グ の 結 果 、 3種 の ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る 、 Bcl-xB、 長 い ア イ ソ フ ォ ー ム 、 お よ び 短 い ア
イ ソ フ ォ ー ム を 生 じ る 。 長 い ア イ ソ フ ォ ー ム は 細 胞 死 抑 制 作 用 を 示 し 、 短 い ア イ ソ フ ォ ー
ム は ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る 。 Bcl-xLは Baxお よ び Bakと の ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る が 、 Ba
xと の ヘ テ ロ 二 量 体 化 は 、 プ ロ サ バ イ バ ル (抗 ア ポ ト ー シ ス )活 性 に 必 要 で は な い ら し い 。 B
cl-xSは Bcl-2と の ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る 。 Bcl-xは 、 ミ ト コ ン ド リ ア 膜 と 、 核 周 囲 エ ン
ベ ロ ー プ と に 見 ら れ る 。 Bcl-xSの 高 レ ベ ル で の 発 現 は 、 発 生 中 の リ ン パ 球 そ の 他 の 、 高 速
の 代 謝 回 転 を 受 け て い る 細 胞 に 見 ら れ る 。 Bcl-xLは 、 成 人 の 脳 に 、 ま た 、 他 の 組 織 の 、 寿
命 の 長 い 有 糸 分 裂 後 細 胞 に 見 ら れ る 。 Bcl-2と 同 様 、 BH1、 BH2お よ び BH4ド メ イ ン は 、 プ ロ
サ バ イ バ ル 活 性 に 関 わ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 Bcl-wタ ン パ ク は 、 殆 ど 全 て の 骨 髄 性 細 胞 系 の 細 胞 質 に 、 ま た 多 数 の 組 織 に 見 ら れ る 。
最 高 の 発 現 レ ベ ル は 、 脳 、 結 腸 、 お よ び 唾 液 腺 に 見 ら れ る 。 Bcl-wタ ン パ ク は 、 低 レ ベ ル
で は 精 巣 、 肝 臓 、 心 臓 、 胃 、 骨 格 筋 、 お よ び 胎 盤 、 並 び に 少 数 の リ ン パ 性 細 胞 系 に お い て
発 現 さ れ る 。 Bcl-wは 、 BH1、 BH2、 お よ び BH4ド メ イ ン を 持 ち 、 こ の 全 て は 、 そ の 細 胞 生 存
促 進 活 性 に 必 要 で あ る 。 Bcl-w遺 伝 子 機 能 が 相 同 組 換 え で 破 壊 さ れ た マ ウ ス は 生 存 可 能 で
、 健 康 で 、 外 見 が 正 常 で あ り 、 成 体 雌 は 正 常 な 生 殖 機 能 を 有 し た が 、 成 体 雄 は 不 妊 性 で あ
っ た 。 こ れ ら 雄 で は 、 精 子 形 成 の 最 初 の 前 思 春 期 段 階 の 大 部 分 は 無 影 響 で 、 精 巣 は 正 常 に
発 達 し た 。 し か し 精 細 管 が 無 秩 序 で 、 多 数 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 有 し 、 成 熟 精 子 を 作 れ な
か っ た 。 こ の マ ウ ス モ デ ル は 、 数 種 の ヒ ト 男 性 不 妊 に 適 用 で き る 可 能 性 が あ り 、 こ の 示 唆
す る と こ ろ で は 、 精 巣 の プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 の 改 変 は 、 生 殖 力 の 調 整 に 有 用 で あ り 得 る (Pri
nt, C.G. 他 (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:12424-12431)。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ラ ッ ト 虚 血 脳 の 研 究 で は 、 Bcl-wが 、 非 虚 血 脳 で 正 常 な レ ベ ル （ 恒 常 的 に 低 い ） で 発 現
さ れ て い る の に 比 し て 、 虚 血 脳 で 過 剰 発 現 さ れ て い た 。 更 に 、 試 験 で Bcl-wの 作
用 機 序 を 実 験 し た と こ ろ 、 単 離 し た ラ ッ ト 脳 ミ ト コ ン ド リ ア は 、 Bcl-wも 存 在 す る と 、 組
換 え Baxま た は 高 濃 度 の カ ル シ ウ ム の 添 加 に 応 答 不 能 で あ っ た 。 正 常 な 応 答 で あ れ ば 、 チ
ト ク ロ ム cが ミ ト コ ン ド リ ア か ら 放 出 さ れ た で あ ろ う 。 ま た 、 組 換 え Bcl-wタ ン パ ク は 、 カ
ル シ ウ ム 誘 発 に よ る ミ ト コ ン ド リ ア 膜 電 位 の 喪 失 を 阻 害 す る こ と が 見 ら れ た 。 こ れ は 、 透
過 性 の 変 化 を 示 す 。 こ れ ら の 所 見 が 共 に 示 唆 す る と こ ろ で は 、 Bcl-wは 、 虚 血 性 神 経 細 胞
死 に 対 す る 神 経 保 護 作 用 を 示 し 、 こ の 保 護 を 、 ミ ト コ ン ド リ ア 死 亡 調 節 経 路 を 介 し て 達 成
す る (Yan, C. 他 (2000) J. Cereb. Blood Flow Metab. 20:620-630)。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 bfl-1遺 伝 子 は 、 Bcl-2フ ァ ミ リ ー の 更 な る メ ン バ ー で あ り 、 こ れ も ア ポ ト ー シ ス の 抑 制
因 子 で あ る 。 Bfl-1タ ン パ ク は 175ア ミ ノ 酸 を 持 ち 、 ま た 、 BH1、 BH2、 お よ び BH3保 存 ド メ
イ ン を 持 つ 。 こ れ ら ド メ イ ン は Bcl-2フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に 見 ら れ る 。 Bfl-1は ま た 、 Gln
リ ッ チ な NH2末 端 領 域 を 持 ち 、 NHド メ イ ン 1を 欠 く 。 こ れ は 他 の Bcl-2フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー
と 異 な る 。 マ ウ ス A1タ ン パ ク は 、 Bfl-1と 高 い 配 列 相 同 性 を 共 有 し 、 Bfl-1に 見 ら れ る 3種
の 保 存 ド メ イ ン を 持 つ 。 p53腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク に 誘 発 さ れ る ア ポ ト ー シ ス は 、 Bfl-1に よ っ
て 抑 制 さ れ る 。 こ れ は 、 Bcl-2、 Bcl-xL、 お よ び EBV-BHRF1の 作 用 に 似 る (D'Sa-Eipper, C.
 他 (1996) Cancer Res.56:3879-3882） 。 Bfl-1は 細 胞 内 に 見 ら れ る 。 最 高 発 現 は 、 造 血 区
画 (即 ち 血 液 、 脾 臓 、 お よ び 骨 髄 )に 見 ら れ 、 中 等 度 の 発 現 は 肺 、 小 腸 、 お よ び 精 巣 で 、 ま
た 最 少 発 現 は 他 の 組 織 に 見 ら れ る 。 Bfl-1は ま た 、 血 管 平 滑 筋 細 胞 お よ び 造 血 器 悪 性 腫 瘍 (
hematopoietic malignancies)に 見 ら れ る 。 bfl-1の 発 現 レ ベ ル と 、 胃 癌 の 発 症 と の 間 の 相
関 が 記 述 さ れ て お り 、 そ の 示 唆 す る と こ ろ で は 、 Bfl-1タ ン パ ク は 、 癌 細 胞 生 存 の 促 進 、
ま た は 癌 で 胃 癌 の 発 症 に 関 わ る 。 (Choi, S.S. 他 (1995) Oncogene 11: 1693-1698)。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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　 癌 の 特 徴 は 、 継 続 的 で 無 制 御 な 細 胞 増 殖 で あ る 。 数 種 の 癌 に は 、 正 常 な ア ポ ト ー シ ス 細
胞 死 の 抑 制 を 伴 う 。 治 療 の ス ト ラ テ ジ ー に は 、 細 胞 周 期 進 行 へ の 制 御 を 再 確 立 す る こ と や
、 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 選 択 的 に 刺 激 す る こ と を 含 み う る (Nigg, E.A. (1995) BioEssa
ys 17:471-480)。 癌 の 免 疫 防 御 と し て は 、 突 然 変 異 細 胞 で の 、 腫 瘍 抑 制 因 子 に よ る ア ポ ト
ー シ ス の 誘 発 と 、 腫 瘍 抗 原 の 、 Tリ ン パ 球 に よ る 認 識 と を 含 む 。 分 裂 促 進 ス ト レ ス へ の 応
答 は 、 し ば し ば 転 写 の レ ベ ル で 制 御 さ れ る 。 ま た 、 種 々 の 転 写 因 子 に よ っ て 調 整 さ れ る 。
例 え ば Rel/NF-κ Bフ ァ ミ リ ー の 脊 椎 動 物 転 写 因 子 は 、 放 射 線 へ の 炎 症 応 答 お よ び 免 疫 応 答
で 中 心 的 な 役 割 を 果 た す 。 NF-κ Bフ ァ ミ リ ー と し て は 、 p50、 p52、 RelA、 RelB、 cRel他 の
DNA結 合 タ ン パ ク を 含 む 。 p52タ ン パ ク は ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 し 、 転 写 因 子 c-Junを 上 方 制
御 し 、 c-Jun N末 端 キ ナ ー ゼ １ (JNK1)を 活 性 化 す る (Sun, L. 他 (1998) Gene 208:157-166)
。 大 抵 の NF-κ Bタ ン パ ク は 、 DNA結 合 ホ モ 二 量 体 ま た は ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る 。 多 く の
転 写 因 子 の 二 量 体 化 は bZIP ド メ イ ン と し て 知 ら れ て い る 保 存 さ れ た 配 列 に よ っ て 媒 介 さ
れ る 。 こ の bZIP ド メ イ ン は 塩 基 領 域 と そ の 後 の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー に よ っ て 特 徴 付 け ら れ
る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Fas/Apo-1 受 容 体 (FAS)は 腫 瘍 壊 死 因 子 (TNF)受 容 体 フ ァ ミ リ の メ ン バ ー で あ る 。 そ の リ
ガ ン ド (Fasリ ガ ン ド )と 結 合 す る と 、 膜 貫 通 型 の FASは 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 発 を 、 数 種 の 細
胞 質 タ ン パ ク を 動 員 し て 行 う 。 こ れ ら タ ン パ ク が 死 の シ グ ナ ル を 伝 達 す る 。 FAS関 連 タ ン
パ ク 因 子 1 (FAF1)と 呼 ば れ る 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 の 1つ が 、 マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た 。
ま た 、 L細 胞 で の FAF1の 発 現 が 、 FAS誘 発 ア ポ ト ー シ ス を 増 強 す る こ と が 示 さ れ た (Chu, K.
 他 (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:11894-11898)。 続 い て 、 FAS関 連 因 子 群 の 単
離 が 、 多 数 の 他 の 種 (例 え ば シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ や ウ ズ ラ )で 成 さ れ て い る (Frohlich, T. 他
(1998) J. Cell Sci.111:2353-2363） 。 Fasか ら の 死 の シ グ ナ ル の 伝 達 で 機 能 す る 別 の 細
胞 質 タ ン パ ク が Fas会 合 デ ス ド メ イ ン 蛋 白 、 略 称 FADDで あ る 。 FADDは 、 死 の シ グ ナ ル を 、 F
AS媒 介 お よ び TNFレ セ プ タ ー 媒 介 ア ポ ト ー シ ス 経 路 の 双 方 で 、 カ ス パ ー ゼ 8を 活 性 化 し て 伝
達 す る (Bang, S. 他 (2000) J. Biol. Chem. 275:36217-36222)。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 染 色 体 DNAの 断 片 化 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 特 質 の １ つ で あ る 。 DNA断 片 化 因 子 (DFF)タ ン パ
ク は 、 2種 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る 。 40-kDaの カ ス パ ー ゼ 活 性 化 ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る DFF40
/CADと 、 そ の 45-kDaの 阻 害 因 子 で あ る DFF45/ICADで あ る 。 DFF45/ICADの 2種 の マ ウ ス 相 同
体 で あ る CIDE-Aお よ び CIDE-Bが 最 近 、 報 告 さ れ て い る (Inohara, N. 他 (1998) EMBO J. 17
:2526-2533)。 哺 乳 類 細 胞 で の CIDE-Aと CIDE-Bと の 発 現 は ア ポ ト ー シ ス を 活 性 化 し 、 CIDE-
A単 独 の 発 現 は 、 DNA断 片 化 を 誘 発 し た 。 ま た 、 FAS媒 介 ア ポ ト ー シ ス は 、 CIDE-Aと CIDE-B
と に よ っ て 増 進 さ れ た 。 こ れ は 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 を 、 ア ポ ト ー シ ス を 媒 介 す る エ フ ェ ク
タ ー と し て 更 に 関 連 付 け る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 転 写 因 子 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 開 始 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 多 数 の 下 流 エ フ ェ ク タ
ー 分 子 、 特 に プ ロ テ ア ー ゼ （ 例 え ば カ ス パ ー ゼ と 呼 ば れ る シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ ） が 、
ア ポ ト ー シ ス の 開 始 段 階 と 実 行 段 階 に 関 与 し て い る 。 カ ス パ ー ゼ の 活 性 化 は 、 プ ロ サ バ イ
バ ル お よ び プ ロ ア ポ ト ー シ ス 型 Bcl-2関 連 タ ン パ ク の 競 合 作 用 に よ る (Print, C.G. 他 (199
8) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:12424-12431)。 プ ロ ア ポ ト ー シ ス 性 シ グ ナ ル は 、 タ
ン パ ク 質 分 解 カ ス パ ー ゼ カ ス ケ ー ド を 引 き 起 こ す イ ニ シ エ ー タ ー カ ス パ ー ゼ を 活 性 化 で き
、 標 的 タ ン パ ク 質 の 加 水 分 解 と 典 型 的 な ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 に 導 く 。 2つ の 活 性 部 位 残 基
、 シ ス テ イ ン と ヒ ス チ ジ ン は 、 触 媒 機 序 に 関 与 す る と 考 え ら れ て い る 。 カ ス パ ー ゼ は 最 も
特 異 的 な エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ の 1つ で 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 の 後 で 切 断 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 カ ス パ ー ゼ は 不 活 性 酵 素 前 駆 体 と し て 合 成 さ れ 、 こ の 前 駆 体 は 、 小 さ な ス ペ ー サ ー 領 域
に よ っ て 分 離 さ れ る 1つ の 大 き な （ p20） サ ブ ユ ニ ッ ト と 1つ の 小 さ な （ p10） サ ブ ユ ニ ッ ト
、 お よ び 、 可 変 N末 端 プ ロ ド メ イ ン か ら な る 。 こ の プ ロ ド メ イ ン は 、 ア ポ ト ー シ ス に 正 ま
た は 負 に 影 響 し う る 補 助 因 子 と 相 互 作 用 す る 。 活 性 化 シ グ ナ ル が 、 特 異 的 ア ス パ ラ ギ ン 酸
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残 基 （ カ ス パ ー ゼ 1の 番 号 付 け 規 則 で は D297） の 自 己 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 お よ び ス ペ ー サ
ー と プ ロ ド メ イ ン の 除 去 を 引 き 起 こ し 、 p10/p20ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 残 す 。 こ れ ら の ヘ テ ロ
ダ イ マ ー の 2つ が 、 そ の 小 サ ブ ユ ニ ッ ト を 介 し て 相 互 作 用 し 、 触 媒 的 に 活 性 な 四 量 体 を 形
成 す る 。 カ ス パ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の い く つ か の メ ン バ ー の 長 い プ ロ ド メ イ ン が 、 プ ロ カ ス パ
ー ゼ の 二 量 体 化 と 自 己 プ ロ セ シ ン グ を 促 進 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 幾 つ か の カ ス パ
ー ゼ は そ の プ ロ ド メ イ ン に 「 デ ス エ フ ェ ク タ ー ド メ イ ン 」 を 含 み 、 そ の プ ロ ド メ イ ン に よ
っ て 、 そ れ ら の カ ス パ ー ゼ が 、 他 の カ ス パ ー ゼ お よ び 、 FADDタ ン パ ク 質 会 合 細 胞 死 受 容 体
（ death receptor） と の 自 己 活 性 化 複 合 体 に 、 あ る い は TNF受 容 体 複 合 体 に 、 補 充 さ れ う
る 。 さ ら に 、 カ ス パ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の 異 な る メ ン バ ー か ら の 2つ の 二 量 体 が 会 合 し て 、 結
果 と し て 得 る 四 量 体 の 基 質 特 異 性 を 変 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） と 関 連 サ イ ト カ イ ン 類 と は 、 リ ン パ 系 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス
を 誘 発 す る (概 説 は Nagata, S. (1997) Cell 88:355-365)。 TNFの 、 そ の 受 容 体 へ の 結 合 は
、 或 る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 引 き 金 と な り 、 そ の 結 果 、 タ ン パ ク 質 分 解 的 カ ス パ ー ゼ カ ス ケ
ー ド の 活 性 化 が 生 じ る 。 こ の よ う な カ ス パ ー ゼ の 1種 で あ る ICE(イ ン タ ー ロ イ キ ン 1β 変 換
酵 素 )は シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ り 、 ICEは 、 ICE自 己 切 断 に よ っ て 産 生 さ れ る 、 2種 の
大 サ ブ ユ ニ ッ ト と 2種 の 小 サ ブ ユ ニ ッ ト と か ら な る (Dinarello, C. A. (1994) FASEB J. 8
:1314-1325)。 ICEは 、 主 に 単 球 に 発 現 す る 。 ICEは サ イ ト カ イ ン 前 駆 体 で あ る イ ン タ ー ロ
イ キ ン 1β を 活 性 型 へ 加 工 し 、 活 性 型 が 、 急 性 炎 症 お よ び 慢 性 炎 症 、 骨 吸 収 、 骨 髄 性 白 血
病 、 お よ び 他 の 病 理 プ ロ セ ス に お い て 中 心 的 役 割 を 果 た す 。 ICEと 関 連 カ ス パ ー ゼ 類 と は
、 形 質 移 入 し た 細 胞 株 内 で 過 剰 発 現 す る と 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 カ ス パ ー ゼ 補 充 ド メ イ ン (CARD)は 、 数 種 の ア ピ カ ル カ ス パ ー ゼ （ apical caspases） の
プ ロ ド メ イ ン に 見 ら れ 、 数 種 の ア ポ ト ー シ ス 調 節 分 子 、 例 え ば Apaf-2、 RAIDD、 お よ び 、
ア ポ ト ー シ ス 蛋 白 の 細 胞 性 阻 害 物 質 (IAP)で 保 存 さ れ て い る (Hofmann, K. 他 (1997) Trend
s Biochem. Sci. 22:155-157)。 ア ポ ト ー シ ス で の CARDの 調 節 的 役 割 は 、 Apaf-1等 の タ ン
パ ク 質 を カ ス パ ー ゼ 9と 会 合 さ せ る こ と で あ り う る (Li, P. 他 (1997) Cell 91:479-489)。
骨 格 筋 と 心 筋 と の 双 方 で 発 現 す る 、 CARD含 有 ア ポ ト ー シ ス 抑 制 因 子 （ ARC） を コ ー ド す る
或 る ヒ ト cDNAが 、 同 定 さ れ 特 徴 付 け ら れ て い る 。 ARCは ア ポ ト ー シ ス の 阻 害 因 子 と し て 機
能 し 、 ま た 、 カ ス パ ー ゼ と 選 択 的 に 相 互 作 用 す る (Koseki, T. 他 (1998) Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 95:5156-5160)。 こ れ ら 全 て の 相 互 作 用 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 調 整 に 明 ら か に
影 響 す る （ Chan S.L.お よ び M.P. Mattson (1999) J. Neurosci. Res. 58:167-190、 Salve
son, G.S. お よ び  V.M. Dixit (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:10964-10967に 概
説 ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ES18は 、 ア ポ ト ー シ ス の 潜 在 的 調 節 因 子 と し て 、 マ ウ ス T細 胞 で 同 定 さ れ た (Park, E.J.
 他 (1999) Nuc. Acid. Res. 27:1524-1530)。 ES18は 428ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ り 、 N末 端 プ
ロ リ ン リ ッ チ 領 域 、 1つ の 酸 性 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ ド メ イ ン 、 お よ び 、 1つ の 推 定 LXXLL核
レ セ プ タ ー 結 合 モ チ ー フ を 持 つ 。 ES18タ ン パ ク は 、 リ ン パ 節 と 胸 腺 と で 優 先 的 に 発 現 す る
。 ES18発 現 の レ ベ ル は 、 T細 胞 胸 腺 腫 S49.1で は 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ス タ ウ ロ ス ポ リ ン 、 ま
た は C2セ ラ ミ ド （ こ れ ら は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る ） で の 治 療 に 応 じ て 増 加 す る 。 ES18
は 、 T細 胞 で の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 の 刺 激 で 役 割 を 果 た す 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ラ ッ ト 腹 葉 前 立 腺 (RVP)は 、 ホ ル モ ン 調 節 型 ア ポ ト ー シ ス の 研 究 の 或 る モ デ ル 系 で あ る
。 RVP上 皮 細 胞 は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 剥 奪 に 応 答 し て ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 。 ア ポ ト ー シ ス RVP
内 で 上 方 制 御 さ れ る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA(mRNA)転 写 物 群 が 同 定 さ れ て い る (Briehl, M. M. 
お よ び  Miesfeld, R. L. (1991) Mol. Endocrinol. 5:1381-1388)。 こ の よ う な 転 写 物 の
１ つ は RVP.1を コ ー ド す る 。 ア ポ ト ー シ ス で の こ れ の 正 確 な 役 割 は 決 定 さ れ て い な い 。 RVP
.1の ヒ ト 相 同 体 で あ る hRVP1は 、 こ の ラ ッ ト タ ン パ ク 質 に 89％ 同 一 で あ る (Katahira, J. 
他 (1997) J. Biol. Chem. 272:26652-26658)。 hRVP1は 220ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ り 、 4つ の
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膜 貫 通 ド メ イ ン を 持 つ 。 hRVP1は 、 肺 、 腸 、 お よ び 肝 臓 で 高 発 現 さ れ る 。 興 味 深 い こ と に
、 hRVP1は 、 ウ ェ ル シ ュ 菌 （ ） の エ ン テ ロ ト キ シ ン (ヒ ト 等 の 動
物 で の 下 痢 の 原 因 物 質 )の 低 親 和 性 レ セ プ タ ー と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 サ イ ト カ イ ン 媒 介 ア ポ ト ー シ ス は 、 造 血 と 免 疫 応 答 と に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 骨
髄 性 細 胞 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 赤 血 球 な ど 血 球 の 幹 細 胞 前 駆 体 で あ り 、 こ れ は 、
特 異 的 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 顆 粒 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ -コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (GM-CSF)お よ び
イ ン タ ー ロ イ キ ン 3(IL-3)な ど に 応 答 し て 増 殖 す る 。 GM-CSFま た は IL-3を 剥 奪 す る と 、 骨
髄 性 細 胞 は ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 。 ネ ズ ミ requiem (req)遺 伝 子 は 、 骨 髄 性 細 胞 株 FDCP-1
で の 、 こ の ア ポ ト ー シ ス 応 答 に 必 要 な 推 定 転 写 因 子 を コ ー ド す る (Gabig, T. G. 他 (1994)
 J. Biol. Chem. 269:29515-29519)。 Reqタ ン パ ク は 371ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ り 、 1つ の 核
局 在 シ グ ナ ル 、 １ つ の 単 一 Kruppelタ イ プ Znフ ィ ン ガ ー （ a single Kruppel-type zinc fi
nger） 、 1つ の 酸 性 ド メ イ ン 、 お よ び 、 一 群 の 、 4種 の 独 特 な Znフ ィ ン ガ ー モ チ ー フ (金 属
結 合 に 関 わ る シ ス テ イ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン 残 基 が 豊 富 )を 持 つ 。 reqの 発 現 は 骨 髄 性 特 異 的
で も ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 で も な く 、 こ れ が 示 唆 す る と こ ろ で は 、 付 加 的 因 子 群 が 、 骨 髄 性
細 胞 ア ポ ト ー シ ス で の Req活 性 を 調 節 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ア ポ ト ー シ ス の 調 節 不 全 は 最 近 、 多 く の ヒ ト 疾 患 の 発 生 機 序 に お け る 有 意 な 因 子 と し て
認 識 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ア ポ ト ー シ ス 低 下 に よ っ て 生 じ た 過 剰 な 細 胞 生 存 は 、 細 胞 増 殖
と 免 疫 応 答 と に 関 す る 諸 障 害 に 寄 与 し う る 。 こ れ ら の 障 害 と し て は 、 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 、
ウ イ ル ス 感 染 、 お よ び 炎 症 を 含 む 。 一 方 、 ア ポ ト ー シ ス 増 加 に よ っ て 生 じ た 過 剰 な 細 胞 死
は 、 変 性 障 害 お よ び 免 疫 不 全 症 (例 え ば AIDS、 神 経 変 性 疾 患 、 お よ び 骨 髄 異 形 成 症 候 群 )を
も た ら し う る (Thompson, C.B. (1995) Science 267:1456-1462)。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ア ポ ト ー シ ス の 欠 陥 的 調 節 は ま た 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で の ニ ュ ー ロ ン の 喪 失 に 関 わ る 。
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 は 進 行 性 神 経 変 性 障 害 で あ り 、 特 徴 は 、 ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド を 含 有 す
る 、 老 人 斑 と 神 経 原 線 維 変 化 と の 形 成 で あ る 。 こ れ ら の 斑 は 脳 の 辺 縁 皮 質 と 連 合 皮 質 と に
見 ら れ る 。 こ れ に は 海 馬 、 側 頭 皮 質 、 帯 状 皮 質 、 扁 桃 、 基 底 核 、 お よ び 青 班 核 を 含 む 。 B
ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 し ニ ュ ー ロ ン の 死 を も た ら す シ グ ナ ル 経 路 に
関 わ る (Kajkowski, C. 他 (2001) J. Biol. Chem. 276:18748-18756)。 ア ル ツ ハ イ マ ー の
病 理 の 早 期 に は 、 生 理 変 化 が 帯 状 皮 質 で 見 ら れ る (Minoshima, S. 他 (1997) Annals of Ne
urology 42:85-94)。 進 行 し た ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 で は 、 蓄 積 す る 斑 が 、 辺 縁 領 域 の
神 経 構 造 を 損 傷 し 、 最 終 的 に 、 記 憶 プ ロ セ ス を 不 自 由 に す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 シ グ ナ ル 伝 達 は 、 そ れ に よ っ て 細 胞 が 細 胞 外 シ グ ナ ル に 応 答 す る 、 一 般 的 プ ロ セ ス で あ
る 。 形 質 膜 を 越 え て の シ グ ナ ル 伝 達 は 、 ホ ル モ ン 、 神 経 伝 達 物 質 ま た は 成 長 因 子 な ど 、 シ
グ ナ ル 分 子 が 、 細 胞 膜 受 容 体 に 結 合 す る こ と か ら 開 始 す る 。 そ の よ う に し て 活 性 化 さ れ た
受 容 体 は 細 胞 内 の 生 化 学 的 カ ス ケ ー ド を 誘 発 し 、 こ の カ ス ケ ー ド は 、 転 写 因 子 な ど 細 胞 内
標 的 分 子 の 活 性 化 で 終 了 す る 。 シ グ ナ ル 伝 達 の こ の プ ロ セ ス は 、 細 胞 増 殖 、 分 化 及 び 遺 伝
子 転 写 を 含 む 、 全 て の タ イ プ の 細 胞 機 能 を 制 御 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　
　 癌 の 特 徴 は 、 継 続 的 で 無 制 御 な 細 胞 増 殖 で あ る 。 数 種 の 癌 に は 、 正 常 な ア ポ ト ー シ ス 細
胞 死 の 抑 制 を 伴 う 。 新 形 成 プ ロ セ ス の 理 解 は 、 予 後 的 お よ び 診 断 的 重 要 性 を 持 つ 分 子 マ ー
カ ー 群 の 同 定 に よ っ て 補 助 さ れ う る 。 癌 は 、 正 常 な 細 胞 を 悪 性 細 胞 へ 転 換 し う る 腫 瘍 性 タ
ン パ ク 類 を 伴 う 。 数 種 の 腫 瘍 性 タ ン パ ク 質 は 正 常 タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 ア イ ソ フ ォ ー ム で
あ り 、 他 の 腫 瘍 性 タ ン パ ク 質 は 、 発 現 の 部 位 ま た は 量 に 関 し て 異 常 に 発 現 す る 。 正 常 な 細
胞 増 殖 は 、 成 長 因 子 が 細 胞 膜 上 の そ の 受 容 体 へ 結 合 す る こ と に よ っ て 始 ま る 。 こ の 結 果 、
シ グ ナ ル 系 が 活 性 化 し 、 こ れ が 核 調 節 因 子 を 誘 導 し 活 性 化 し て DNA転 写 を 開 始 さ せ 、 次 に
細 胞 分 裂 を 生 じ る 。 細 胞 周 期 制 御 に 影 響 す る 腫 瘍 性 タ ン パ ク の ク ラ ス と し て は 、 成 長 因 子

10

20

30

40

50

(24) JP 2005-521382 A 2005.7.21

Clostridium perfringens

癌



、 成 長 因 子 受 容 体 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 因 子 、 核 内 転 写 因 子 、 お よ び 、 細 胞 周 期 制 御 タ ン
パ ク 質 を 含 む 。 数 種 の 癌 特 異 的 遺 伝 マ ー カ ー (例 え ば 腫 瘍 抗 原 お よ び 腫 瘍 抑 制 因 子 )も 同 定
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　
　 腫 瘍 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 発 癌 遺 伝 子 と 呼 ば れ 、 こ れ ら は 、 細 胞 成 長 お よ
び 発 達 を 通 常 は 制 御 す る 遺 伝 子 に 由 来 す る 。 多 く の 発 癌 遺 伝 子 が 同 定 さ れ 特 徴 付 け ら れ て
い る 。 発 癌 遺 伝 子 と し て は 、 成 長 因 子 (sis等 )、 erbA、 erbB、 neu、 ros等 の 受 容 体 、 src、
yes、 fps、 abl、 met等 の 細 胞 内 レ セ プ タ ー 、 mos、 raf等 の タ ン パ ク 質 セ リ ン /ト レ オ ニ ン
キ ナ ー ゼ 、 jun、 fos、 myc、 N-myc、 myb、 ski、 relな ど の 核 転 写 因 子 、 RB、 p53等 の 細 胞 周
期 制 御 タ ン パ ク 質 、 mdm2、 Cip1、 p16、 サ イ ク リ ン D、 ras、 set、 can、 sec、 gag R10等 の
突 然 変 異 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ウ イ ル ス 発 癌 遺 伝 子 は 、 ヒ ト 細 胞 が 数 種 の ウ イ ル ス に 感 染 す る と ヒ ト ゲ ノ ム に 組 込 ま れ
る 。 ウ イ ル ス 発 癌 遺 伝 子 の 例 と し て は 、 v-src、 v-abl、 お よ び v-fpsを 含 む 。 正 常 遺 伝 子
の 、 発 癌 遺 伝 子 へ の 転 換 は ま た 、 染 色 体 転 座 に よ っ て も 起 こ り う る 。 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染
色 体 は 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 と 、 或 る サ ブ セ ッ ト の 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 と の 特 徴 で あ り
、 こ れ は 、 9番 染 色 体 と 22番 染 色 体 と の 間 の 相 互 転 座 の 結 果 で あ る 。 こ の 転 座 は 、 プ ロ ト
オ ン コ ジ ー ン c-ablの 或 る 切 り 詰 め ら れ た 部 分 を 、 22番 染 色 体 の ブ レ ー ク ポ イ ン ト （ 切 断
点 ） ク ラ ス タ ー 領 域 (bcr)へ 移 動 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド c-abl-bcr遺 伝 子 が コ ー ド す る キ メ
ラ タ ン パ ク 質 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 持 つ 。 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 で は 、 こ の キ メ ラ 蛋 白
が 持 つ 分 子 量 は 210 kdで あ り 、 急 性 白 血 病 で は 、 よ り 活 性 な 180 kdの チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が
形 成 さ れ る (Robbins, S.L. 他 (1994) , W.B. Saunders Co.
, Philadelphia PA)。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 Rasス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 低 分 子 量 GTPア ー ゼ は 、 広 範 な 細 胞 シ グ ナ ル 経 路 の 調 節 に 関 わ
る 。 Rasフ ァ ミ リ ー 蛋 白 は 膜 結 合 タ ン パ ク で あ り 、 分 子 ス イ ッ チ と し て 作 用 し 、 GTPと GDP
と に 結 合 し 、 GTPを GDPへ 加 水 分 解 す る 。 活 性 な GTP結 合 状 態 で は 、 Rasフ ァ ミ リ ー 蛋 白 は 種
々 の 細 胞 標 的 と 相 互 作 用 し 、 下 流 シ グ ナ ル 経 路 を 活 性 化 す る 。 例 え ば Rasサ ブ フ ァ ミ リ ー
の メ ン バ ー は 、 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (RTK)か ら 、 一 連 の セ リ ン /ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ へ
の シ グ ナ ル 伝 達 に 必 須 で あ る 。 セ リ ン /ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ は 細 胞 成 長 お よ び 分 化 を 制 御
す る 。 活 性 化 し た Ras遺 伝 子 は 初 め に ヒ ト の 癌 で 見 出 さ れ 、 続 い て の 研 究 は 、 細 胞 が 成 長
を 続 け る か 、 最 終 分 化 に 至 る か の 決 定 に Ras機 能 が 重 要 で あ る こ と を 確 認 し た （ Barbacid,
 M. (1987) Annu. Rev. Biochem. 56:779-827、 Treisman, R. (1994) Curr. Opin. Genet
. Dev. 4:96-98） 。 突 然 変 異 Rasタ ン パ ク （ GTPに 結 合 す る が 加 水 分 解 し な い Ras） は 恒 久
的 に 活 性 化 さ れ て お り 、 継 続 的 細 胞 増 殖 ま た は 癌 を 起 こ す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Rasフ ァ ミ リ ー タ ン パ ク の 活 性 化 の 触 媒 は グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交 換 因 子 (GEF)が 行 い 、
GEFは 、 結 合 し た GDPの 解 離 と 、 そ の 後 の GTPの 結 合 と を 触 媒 す る 。 最 近 発 見 さ れ た RalGEF
様 タ ン パ ク で あ る RGL3は 、 Rasと 近 縁 タ ン パ ク Ritの 双 方 と 相 互 作 用 す る 。 構 成 的 に 活 性 な
Ritは 、 Ras同 様 、 癌 原 性 転 換 を 誘 発 し う る が 、 Ritは 大 抵 の 既 知 Rasエ フ ェ ク タ ー 蛋 白 と 相
互 作 用 し な い の で 、 新 規 な 細 胞 標 的 が 、 Rit転 換 活 性 に 関 わ る 可 能 性 が あ る 。 RGL3は Rasと
Ritの 双 方 と 相 互 作 用 す る の で 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 の 下 流 エ フ ェ ク タ ー と し て 作 用 す る 可
能 性 が あ る (Shao, H.お よ び D.A. Andres(2000) J. Biol. Chem. 275:26914-26924)。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　
　 腫 瘍 抗 原 は 細 胞 表 面 分 子 で あ り 、 腫 瘍 細 胞 で は 非 腫 瘍 組 織 と 異 な る 発 現 を す る 。 腫 瘍 抗
原 は 、 腫 瘍 細 胞 を 免 疫 的 に 正 常 細 胞 と 異 な る も の と し 、 ヒ ト の 癌 で の 潜 在 的 診 断 材 料 で あ
る 。 数 種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 癌 細 胞 と 特 異 的 に 反 応 す る こ と が 同 定 さ れ た (例 え ば T
細 胞 急 性 リ ン パ 芽 球 白 血 病 お よ び 神 経 芽 腫 )(Minegishi, M.  他 (1989) Leukemia Res.13:
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43-51; Takagi 他 (1995) Int. J. Cancer 61:706-715)。 ま た 、 HER2遺 伝 子 の 、 乳 腺 腫 瘍
で の 高 レ ベ ル 発 現 の 発 見 は 、 治 療 処 置 の 開 発 に つ な が っ た (Liu , E. 他  (1992) Oncogene
 7: 1027-1032、 Kern, J.A. (1993) Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 9:448-454） 。 腫
瘍 抗 原 は 細 胞 表 面 に 見 ら れ 、 特 徴 は 、 膜 タ ン パ ク ま た は 糖 タ ン パ ク で あ る こ と で あ る 。 例
え ば MAGE遺 伝 子 は 、 自 家 細 胞 溶 解 性 Tリ ン パ 球 に よ っ て メ ラ ノ ー マ 細 胞 表 面 で 認 識 さ れ る
、 腫 瘍 抗 原 フ ァ ミ リ ー を コ ー ド す る 。 単 離 さ れ た １ 2種 の ヒ ト MAGE遺 伝 子 の 内 、 半 分 は 、
種 々 の 組 織 学 タ イ プ の 腫 瘍 で 差 次 的 に 発 現 さ れ る (De Plaen , E. 他 (1994) Immunogeneti
cs 40:360-369)。 し か し 、 12種 の MAGE遺 伝 子 の い ず れ も が 、 健 常 組 織 で は 精 巣 と 胎 盤 と 以
外 で は 発 現 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　
　 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 一 般 的 定 義 は 、 遺 伝 エ レ メ ン ト で あ っ て そ の 喪 失 ま た は 不 活 化 が 、 細
胞 増 殖 の 調 節 解 除 と 、 癌 の 発 生 機 序 と 進 行 と に 寄 与 す る 要 素 で あ る 。 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 正
常 な 機 能 は 、 ス ト レ ス に 応 じ て 細 胞 成 長 を 制 御 ま た は 阻 害 し 、 細 胞 の 増 殖 寿 命 を 限 定 す る
こ と で あ る 。 数 種 の 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 が 同 定 さ れ て お り 、 こ れ に は 網 膜 芽 腫 (Rb)タ ン パ ク 、
p53、 並 び に 乳 癌 1お よ び 2タ ン パ ク (BRCA1お よ び BRCA2)を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 。 こ れ
ら 遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 、 数 種 の 癌 の 発 症 へ の 、 後 天 性 お よ び 先 天 性 の 遺 伝 素 因 と 関 連 す る
。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 p53の 、 癌 の 発 生 機 序 に お け る 役 割 は 、 広 範 に 研 究 さ れ て い る (概 説 は Aggarwal, M. L. 
他 (1998) J. Biol. Chem. 273:1-4、 Levine, A. (1997) Cell 88:323-331)。 全 て の ヒ ト
癌 の 約 50％ は 、 p53遺 伝 子 の 突 然 変 異 を 含 む 。 こ れ ら 突 然 変 異 の 結 果 、 機 能 的 p53の 不 在 や
、 よ り 多 く は 、 過 剰 発 現 さ れ る 欠 損 型 の p53を 生 じ る 。 p53は 転 写 因 子 で あ り 、 DNA結 合 に
必 要 な 中 心 コ ア ド メ イ ン を 持 つ 。 p53で の 大 抵 の 癌 関 連 突 然 変 異 は 、 こ の ド メ イ ン に 局 在
す る 。 正 常 な 増 殖 細 胞 で は 、 p53は 発 現 が 低 レ ベ ル で あ り 、 迅 速 に 分 解 さ れ る 。 p53の 発 現
と 活 性 と の 誘 発 は 、 DNA損 傷 、 頓 座 有 糸 分 裂 、 そ の 他 の ス ト レ ス 性 の 刺 激 に 応 じ て 起 こ る
。 こ れ ら の 場 合 、 p53は ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 さ せ 又 は 、 ス ト レ ス が 除 去 さ れ る ま で 細 胞 成
長 を 停 止 さ せ る 。 p53活 性 の 下 流 エ フ ェ ク タ ー は 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 タ ン パ ク お よ び 細
胞 周 期 調 節 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Rb） 、 発 癌 遺 伝 子 産 物 、 サ イ ク リ ン 、 お よ び 細 胞 周 期 依 存
キ ナ ー ゼ な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 転 移 抑 制 遺 伝 子 で あ る KAI1（ CD82） は 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 p53に 近 縁 で あ る と の 報 告 が あ
る 。 KAI1は 、 そ の 発 現 の 低 下 時 に 、 ヒ ト 前 立 腺 癌 の 進 行 、 ま た 、 お そ ら く 肺 癌 と 乳 癌 と の
進 行 に 関 わ る 。 KAI1は 、 構 造 的 に 特 有 な 、 白 血 球 表 面 糖 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ
ー を コ ー ド す る 。 こ の フ ァ ミ リ ー は 、 膜 ４ 回 貫 通 型 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ま た は 膜 貫 通 4
ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー (TM4SF)と し て 知 ら れ る 。 理 由 は 、 こ の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 、 形
質 膜 を 4回 貫 通 す る か ら で あ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー は 、 内 在 性 膜 タ ン パ ク か ら な る 。 こ れ ら
は N末 端 膜 ア ン カ ー ド メ イ ン を 持 ち 、 こ の 機 能 は 、 膜 ア ン カ ー と し て 、 ま た 、 タ ン パ ク 生
合 成 時 の 移 行 シ グ ナ ル と し て の も の で あ る 。 N末 端 膜 ア ン カ ー ド メ イ ン は 、 生 合 成 時 に 切
断 さ れ な い 。 TM4SFタ ン パ ク は 、 3つ の 更 な る 膜 貫 通 領 域 群 、 7個 以 上 の 保 存 シ ス テ イ ン 残
基 を 持 ち 、 同 様 の サ イ ズ で あ り (218～ 284残 基 )、 全 て が 、 大 き な 細 胞 外 親 水 性 ド メ イ ン （
3つ の 潜 在 的 Nグ リ コ シ ル 化 部 位 を 持 つ ） を 有 す る 。 プ ロ モ ー タ ー 領 域 に は 種 々 の 転 写 因 子
の 、 多 く の 推 定 結 合 モ チ ー フ を 持 ち 、 5つ の AP2部 位 と 、 ９ つ の SpI部 位 を 含 む 。 KAI1と 7種
の 他 の TM4SFメ ン バ ー と の 遺 伝 子 構 造 比 較 が 示 す と こ ろ で は 、 予 測 さ れ た タ ン パ ク の 種 々
の 構 造 ド メ イ ン に 関 連 し た ス プ ラ イ ス 部 位 が 保 存 さ れ て い る 。 こ れ が 示 唆 す る と こ ろ で は
、 こ れ ら 遺 伝 子 は 進 化 的 に 近 縁 で 、 遺 伝 子 重 複 お よ び 分 岐 進 化 で 生 じ た (Levy, S. 他 (199
1) J. Biol. Chem. 266:14597-14602、 Dong, J.T. 他  (1995) Science 268:884-886、 Don
g, J.T. 他  (1997) Genomics 41:25-32)。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ロ イ シ ン リ ッ チ 遺 伝 子 グ リ オ ー マ 不 活 化 (LGI1)タ ン パ ク は 、 受 容 体 お よ び 接 着 タ ン パ ク
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と し て 機 能 す る 多 数 の 膜 貫 通 お よ び 細 胞 外 タ ン パ ク と の 相 同 性 を 共 有 す る 。 LGI1は 或 る LR
R(ロ イ シ ン リ ッ チ リ ピ ー ト 含 有 )遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 10q24に マ ッ プ す る 。 LGI1は
4つ の LRR(シ ス テ イ ン リ ッ チ 領 域 に 隣 接 )と 、 1つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン と を 持 つ (Somerville, 
R.P. 他 (2000) Mamm.Genome 11:622-627)。 LGI1発 現 は 、 主 に 神 経 組 織 、 特 に 脳 で 見 ら れ
る 。 腫 瘍 抑 制 作 用 の 喪 失 は 、 LGI1タ ン パ ク の 不 活 化 で 見 ら れ 、 こ れ は 、 悪 性 グ リ オ ー マ の
、 低 か ら 高 グ レ ー ド の 腫 瘍 の 移 行 時 に 起 こ る 。 LGI1発 現 の 、 低 グ レ ー ド 脳 腫 瘍 で の 低 下 と
、 悪 性 グ リ オ ー マ で の 発 現 の 顕 著 な 低 下 ま た は 不 在 と が 示 唆 す る と こ ろ で は 、 LGI1は 、 グ
リ ア 腫 瘍 進 行 の 診 断 に 用 い 得 る (Chernova, O.B., 他 (1998) Oncogene 17: 2873-2881)。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ST13腫 瘍 抑 制 因 子 の 同 定 は 、 正 常 な 粘 膜 組 織 の cDNAと 、 結 腸 直 腸 癌 組 織 の mRNAと の 間 の
サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 、 結 腸 直 腸 癌 に 関 す る 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ
で 成 さ れ た (Cao, J. 他 (1997) J. Cancer Res. Clin. Oncol. 123:447-451)。 ST13は 、 ヒ
ト 結 腸 直 腸 癌 で 下 方 制 御 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 von Hippel-Lindau (フ ォ ン ・ ヒ ッ ペ ル ・ リ ン ド ウ 、 VHL)腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 突 然 変 異 は
、 網 膜 お よ び 中 枢 神 経 系 の 血 管 芽 腫 、 明 細 胞 腎 癌 、 お よ び 褐 色 細 胞 腫 に 関 わ る (Hoffman, 
M. 他 (2001) Hum. Mol. Genet. 10:1019-1027、 Kamada, M. (2001) Cancer Res. 61:4184
-4189)。 腫 瘍 進 行 は 、 VHL遺 伝 子 の 欠 損 ま た は 不 活 化 に 関 連 付 け ら れ る 。 VHLは 、 ト ラ ン ス
フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 α 、 GLUT-1グ ル コ ー ス 輸 送 体 、 お よ び 血 管 内 皮 成 長 因 子 の 発 現 を 調
節 す る 。 VHLタ ン パ ク は 、 elongin B、 elongin C、 Cul2お よ び Rbx1と 会 合 し て 複 合 体 を 形
成 し 、 転 写 ア ク チ ベ ー タ ー で あ る 低 酸 素 誘 導 因 子 (HIF)を 調 節 す る 。 HIFは 血 管 新 生 に 関 わ
る 遺 伝 子 （ 例 え ば 血 管 内 皮 成 長 因 子 と 血 小 板 由 来 成 長 因 子 B） を 誘 導 す る 。 HIFの 制 御 の 喪
失 は VHLの 欠 損 に 起 因 し 、 そ の 結 果 、 血 管 新 生 ペ プ チ ド の 過 剰 な 産 生 を 生 じ る 。 VHLは 、 血
管 新 生 の 阻 害 、 細 胞 周 期 制 御 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン マ ト リ ッ ク ス ア セ ン ブ リ 、 細 胞 接 着 、 並
び に タ ン パ ク 分 解 に お い て 役 割 を 果 た し う る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 多 く の 癌 の 一 般 的 特 徴 で あ り 、 し ば し ば 、 腫 瘍 の 発 生 機 序
と 進 行 と の 決 定 的 ス テ ッ プ に 影 響 す る よ う で あ る 。 従 っ て Chang, F. 他 (1995; J. Clin. 
Oncol. 13:1009-1022)が 示 唆 す る と こ ろ で は 、 こ の 遺 伝 子 ま た は 、 発 現 す る タ ン パ ク の 抗
体 を 用 い て 、 1)癌 の リ ス ク の 高 い 患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 2)従 来 の 方 法 で 成 さ れ る 診 断 の
補 助 、 お よ び 3)個 々 の 癌 患 者 の 予 後 の 評 価 が 可 能 で あ る 。 ま た 、 Hamada, K 他 (1996; Can
cer Res.56:3047-3054)は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 介 し て の 、 子 宮 頚 癌 細 胞 へ の p53の
導 入 を 、 子 宮 頚 癌 の 実 験 的 治 療 と し て 試 験 中 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 PRド メ イ ン 遺 伝 子 は 最 近 、 ヒ ト 腫 瘍 化 で 役 割 を 果 た す こ と が 認 識 さ れ た 。 PRド メ イ ン 遺
伝 子 は 通 常 、 2つ の タ ン パ ク 質 産 物 、 つ ま り 、 PRド メ イ ン を 持 つ PRプ ラ ス 産 物 と PRド メ イ
ン を 持 た な い PRマ イ ナ ス 産 物 を 産 生 す る 。 癌 細 胞 で は 、 PRプ ラ ス は 破 壊 ま た は 過 剰 発 現 さ
れ 、 PRマ イ ナ ス は 存 在 ま た は 過 剰 発 現 す る 。 こ れ ら 2種 の タ ン パ ク 質 の 量 の 不 均 衡 は 、 悪
性 腫 瘍 の 重 要 な 一 因 の 様 で あ る (Jiang, G.L.お よ び  S. Huang(2000) Histol. Histopatho
l. 15:109-117)。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ヒ ト に お け る 多 く の 腫 瘍 疾 患 は 、 不 適 切 な 遺 伝 子 転 写 に よ っ て 起 こ り 得 る 。 悪 性 の 細 胞
成 長 は 、 腫 瘍 促 進 遺 伝 子 の 過 剰 な 発 現 又 は 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 不 十 分 な 発 現 に よ っ て 起 こ
り 得 る （ Cleary, M. L. (1992) Cancer Surv. 15:89-104） 。 染 色 体 転 座 に よ っ て も 、 或
る 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 を 別 の 無 関 係 遺 伝 子 の 調 節 領 域 と 融 合 さ せ る 、 キ メ ラ 座 （ chimeric
 loci） が 生 成 さ れ 得 る 。 或 る 重 要 な ク ラ ス の 転 写 調 節 因 子 が 、 Znフ ィ ン ガ ー 蛋 白 で あ る
。 Znフ ィ ン ガ ー モ チ ー フ は 亜 鉛 イ オ ン に 結 合 す る 。 こ の モ チ ー フ は 一 般 に 、 周 期 的 に 配 置
さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 と ヒ ス チ ジ ン 残 基 か ら な る 約 ３ ０ ア ミ ノ 酸 の タ ン デ ム リ ピ ー ト 群 を
持 つ 。 こ の 配 列 パ タ ー ン の 例 と し て は 、 C2H2タ イ プ 、 C4タ イ プ お よ び C3HC4タ イ プ (「 RING
」 フ ィ ン ガ ー )の Znフ ィ ン ガ ー 群 、 並 び に PHDド メ イ ン が 挙 げ ら れ る (Lewin, B. (1990) 
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, Oxford University Press, New York, NY, and Cell Press, Cambridge, MA, 55
4-570ペ ー ジ 、 Aasland, R., 他 .(1995) Trends Biochem. Sci. 20:56-59)。 臨 床 的 に 関 連
す る Znフ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 一 つ が WT1で あ る が 、 こ れ は ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 を 持 つ 子 供 に
お い て 不 活 性 化 さ れ て い る 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 で あ る 。 大 細 胞 リ ン パ 腫 で 重 要 な 役 割 を 果
た す オ ン コ ジ ー ン bcl-6も Znフ ィ ン ガ ー 蛋 白 質 で あ る (Papavassiliou, A.G. (1995) N. En
gl. J. Med. 332:45-47)。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　
　 癌 (別 称 は 新 形 成 )の 特 徴 は 、 継 続 的 で 無 制 御 な 細 胞 増 殖 で あ る 。 癌 は 三 つ の カ テ ゴ リ ー
、 つ ま り 、 癌 、 肉 腫 お よ び 白 血 病 に 分 け ら れ る 。 癌 腫 は 柔 ら か い 上 皮 細 胞 の 悪 性 成 長 で あ
り 、 周 辺 組 織 を 浸 潤 し 、 転 移 性 腫 瘍 を 生 じ う る 。 肉 腫 は 、 上 皮 起 源 の も の や 、 結 合 組 織 に
起 因 す る も の が あ る 。 白 血 病 は 造 血 組 織 の 進 行 性 悪 性 疾 患 で あ り 、 特 徴 は 、 白 血 球 と そ の
前 駆 体 と の 増 殖 で あ り 、 骨 髄 性 (顆 粒 球 ま た は 単 球 に 由 来 )或 い は リ ン パ 球 性 (リ ン パ 球 に
由 来 )に 分 類 さ れ う る 。 腫 瘍 化 と は 、 腫 瘍 の 発 端 か ら の 成 長 の 進 行 を 指 す 。 悪 性 細 胞 は 、
起 源 の 組 織 内 の 正 常 な 細 胞 に 極 め て 類 似 の も の や 、 未 分 化 (低 分 化 )な も の が あ る 。 腫 瘍 細
胞 は 、 核 が 無 い か 、 １ 個 の 大 き な 多 形 核 を 持 ち う る 。 未 分 化 細 胞 は 、 無 秩 序 な 塊 に 成 長 し
う る 。 塊 は 血 管 化 が 乏 し く 、 そ の 結 果 、 大 き な 領 域 が 虚 血 壊 死 と な っ て い る 。 分 化 し た 新
生 物 性 細 胞 は 、 起 源 の 組 織 と 同 じ タ ン パ ク 質 を 分 泌 し う る 。 癌 は 成 長 し 、 周 辺 組 織 に 浸 潤
し 、 侵 襲 し 、 破 壊 す る 。 こ れ は 、 体 腔 ま た は 体 表 へ の 直 接 播 種 に よ っ て 、 リ ン パ 性 転 移 に
よ っ て 、 ま た は 血 行 性 転 移 に よ っ て 成 さ れ る 。 癌 は 、 主 要 な 公 衆 保 健 の 関 心 事 で あ り 続 け
て お り 、 現 行 の 予 防 策 と 治 療 と は 、 大 半 の 患 者 の 要 求 を 満 た し て い な い 。 腫 瘍 化 の 新 形 成
プ ロ セ ス の 理 解 は 、 予 後 的 お よ び 診 断 的 重 要 性 を 持 つ 分 子 マ ー カ ー 群 の 同 定 に よ っ て 補 助
さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 癌 治 療 の 現 行 の 形 態 と し て は 、 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 を 含 む (Morisaki, T. 他 (2000) Antic
ancer Res.3363-3373、 Geoerger, B. 他 (2001) Cancer Res.61:1527-1532） 。 細 胞 シ グ ナ
リ ン グ に 関 わ る タ ン パ ク 質 の 同 定 は 、 ま た 特 に 、 免 疫 抑 制 剤 の 受 容 体 と し て 作 用 す る タ ン
パ ク 質 の 同 定 は 、 抗 腫 瘍 剤 の 開 発 を 促 進 し う る 。 例 え ば イ ム ノ フ ィ リ ン は 、 原 核 生 物 と 真
核 生 物 と の 双 方 に 見 ら れ る 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 の 1フ ァ ミ リ ー で あ り 、 免 疫 抑 制 剤 に 、
異 な る 程 度 の 特 異 性 で 結 合 す る 。 こ の よ う な immunophilicタ ン パ ク 質 の 1グ ル ー プ が 、 ペ
プ チ ジ ル -プ ロ リ ル シ ス － ト ラ ン ス 異 性 化 酵 素 (EC 5.2.1.8)フ ァ ミ リ ー （ PPIア ー ゼ 、 rota
mase） で あ る 。 初 め に ブ タ 腎 臓 皮 質 か ら 単 離 さ れ た こ れ ら 酵 素 は 、 タ ン パ ク 折 り 畳 み の 加
速 を 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 内 の プ ロ リ ン イ ミ ド ペ プ チ ド 結 合 の シ ス -ト ラ ン ス 異 性 化 を 触 媒 す
る こ と に よ っ て 行 う (Fischer, G. お よ び  Schmid, F.X. (1990) Biochemistry 29: 2205-
2212)。 イ ム ノ フ ィ リ ン フ ァ ミ リ ー に は 、 シ ク ロ フ ィ リ ン （ 例 え ば ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル 異
性 化 酵 素 A、 即 ち PPIA） と FK結 合 タ ン パ ク (即 ち FKBP)と の サ ブ フ ァ ミ リ ー を 含 む 。 シ ク ロ
フ ィ リ ン は 多 機 能 レ セ プ タ ー 蛋 白 で あ り 、 こ れ は 、 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 (例 え ば シ ク ロ ス ポ
リ ン が 媒 介 す る 伝 達 )に 関 わ る 。 各 フ ァ ミ リ ー の PPIア ー ゼ ド メ イ ン は 、 種 の 間 で 高 度 に 保
存 さ れ る 。 構 造 的 に は 異 な る が 、 こ れ ら 多 機 能 レ セ プ タ ー 蛋 白 は 、 多 数 の シ グ ナ ル 伝 達 系
路 に 関 わ る 。 ま た 、 折 り 畳 み イ ベ ン ト と 輸 送 イ ベ ン ト と に 関 連 付 け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 イ ム ノ フ ィ リ ン タ ン パ ク 質 で あ る シ ク ロ フ ィ リ ン は 、 免 疫 抑 制 剤 で あ る シ ク ロ ス ポ リ ン
Aと 結 合 す る 。 FKBPは 別 の イ ム ノ フ ィ リ ン で あ り 、 FK506(ま た は ラ パ マ イ シ ン )と 結 合 す る
。 ラ パ マ イ シ ン は 免 疫 抑 制 剤 で あ り 、 細 胞 を 成 長 の G 1 期 で 停 止 さ せ 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発
す る 。 シ ク ロ フ ィ リ ン 同 様 、 こ の マ ク ロ ラ イ ド 抗 生 物 質 (放 線 菌 (
)に よ っ て 産 生 さ れ る )の 作 用 は 、 遍 在 性 で 主 に サ イ ト ゾ ル 性 の イ ム ノ フ ィ リ ン 受 容 体

に 結 合 し て 成 さ れ る 。 こ れ ら イ ム ノ フ ィ リ ン ／ 免 疫 抑 制 剤 複 合 体 (例 え ば シ ク ロ フ ィ リ ン A
／ シ ク ロ ス ポ リ ン A(CypA/CsA)、 お よ び FKBP12/FK506)は 、 そ の 治 療 成 績 の 達 成 を 、 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ で あ る カ ル シ ニ ュ ー リ ン (カ ル シ ウ ム ／ カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 キ ナ ー
ゼ で あ り 、 T細 胞 活 性 化 に 関 与 )を 阻 害 し て 行 う (Hamilton, G.S. お よ び  Steiner, J.P. (

10

20

30

40

50

(28) JP 2005-521382 A 2005.7.21

nes IV

腫 瘍 応 答 タ ン パ ク 質

Streptomyces tsukubaen
sis



1998) J. Med. Chem. 41: 5119-5143)。 ネ ズ ミ fkbp51遺 伝 子 の 豊 富 な 発 現 は 、 免 疫 組 織 (
例 え ば 胸 腺 お よ び Tリ ン パ 球 )に 見 ら れ る (Baughman, G. 他 (1995) Molec. Cell. Biol. 15
: 4395-4402)。 FKBP12/ラ パ マ イ シ ン 指 示 型 免 疫 抑 制 は 、 TOR(酵 母 )ま た は FRAP(FKBP12-ラ
パ マ イ シ ン 会 合 タ ン パ ク 、 哺 乳 類 細 胞 内 )に 結 合 し て 起 き る 。 こ れ ら は ラ パ マ イ シ ン の キ
ナ ー ゼ 標 的 で あ り 、 正 常 な 細 胞 成 長 パ タ ー ン の 維 持 に 必 須 で あ る 。 機 能 障 害 性 の あ る TOR
シ グ ナ リ ル 伝 達 は 、 種 々 の ヒ ト 疾 患 (癌 な ど )に 関 連 付 け ら れ て い る (Metcalfe, S.M. 他 (1
997) Oncogene 15:1635-1642; Emami, S. 他 (2001) FASEB J. 15:351-361)。 ま た 、 自 己
免 疫 に も 関 連 付 け ら れ て い る (Damoiseaux, J.G. 他 (1996) Transplantation 62:994-1001
)。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 数 種 の シ ク ロ フ ィ リ ン イ ソ 酵 素 が 同 定 さ れ て い る 。 例 え ば シ ク ロ フ ィ リ ン B、 シ ク ロ フ
ィ リ ン C、 ミ ト コ ン ド リ ア の マ ト リ ク ス シ ク ロ フ ィ リ ン 、 細 菌 の サ イ ト ゾ ル お よ び ペ リ プ
ラ ズ ム PPIア ー ゼ 、 並 び に 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 シ ク ロ フ ィ リ ン 関 連 タ ン パ ク (シ ク ロ フ
ィ リ ン 型 PPIア ー ゼ ド メ イ ン を 持 ち 、 推 定 上 の 腫 瘍 認 識 複 合 体 で あ り 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (
NK)細 胞 の 機 能 に 関 与 )を 含 む 。 こ れ ら 細 胞 は 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 や 癌 化 細 胞 を 溶 解 す る こ
と に よ り 、 生 得 的 な 細 胞 免 疫 応 答 に 関 与 す る 。 NK細 胞 の 特 異 的 標 的 細 胞 は 、 主 要 組 織 適 合
複 合 体 (MHC)ク ラ ス I遺 伝 子 の 発 現 を 喪 失 (腫 瘍 化 時 に 一 般 的 に 発 生 )し た 細 胞 で あ り 、 こ の
標 的 化 に よ っ て 、 細 胞 に 腫 瘍 成 長 減 弱 の 可 能 性 を 与 え る 。 150-kDaの 分 子 の 同 定 が 、 ヒ ト N
K細 胞 の 表 面 で 成 さ れ て い る 。 こ の 分 子 が 持 つ 或 る ド メ イ ン は 、 シ ク ロ フ ィ リ ン /ペ プ チ ジ
ル -プ ロ リ ル シ ス -ト ラ ン ス 異 性 化 酵 素 に 高 度 に 相 同 で あ る 。 こ の シ ク ロ フ ィ リ ン 型 タ ン パ
ク は 、 推 定 上 の 腫 瘍 認 識 複 合 体 で あ る NK腫 瘍 認 識 配 列 (NK-TR： NK tumor recognition seq
uence )の 成 分 で あ り う る (Anderson, S.K. 他 (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:54
2-546)。 NKTR腫 瘍 認 識 配 列 は 、 腫 瘍 細 胞 と 、 大 顆 粒 リ ン パ 球 （ LGL） と の 間 の 認 識 を 媒 介
す る 。 LGLは 白 血 球 の 亜 集 団 で あ り 、 活 性 化 し た 細 胞 障 害 性 T細 胞 と ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞
と か ら な り 、 腫 瘍 標 的 を 破 壊 で き る 。 NKTR遺 伝 子 の タ ン パ ク 産 物 は LGLの 表 面 に 見 ら れ 、
腫 瘍 標 的 へ の 結 合 を 促 進 す る 。 最 近 、 マ ウ ス Nktr遺 伝 子 と プ ロ モ ー タ ー 領 域 と が 、 9番 染
色 体 に 位 置 づ け ら れ た 。 こ の 遺 伝 子 は 、 NK細 胞 特 異 的 150-kDaタ ン パ ク 質 (NK-TR)を コ ー ド
す る 。 こ れ は 、 シ ク ロ フ ィ リ ン 他 の 腫 瘍 応 答 タ ン パ ク 質 に 相 同 で あ る (Simons-Evelyn, M.
他 (1997) Genomics 40:94-100)。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 腫 瘍 化 組 織 と 相 互 作 用 す る 他 の タ ン パ ク と し て は 、 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 腫 瘍 壊 死 因 子
(TNF)を 含 む 。 TNFフ ァ ミ リ ー の サ イ ト カ イ ン の 産 生 は リ ン パ 球 と マ ク ロ フ ァ ー ジ と が 行 い
、 TNFは 、 癌 化 し た （ 腫 瘍 ） 内 皮 細 胞 の 溶 解 を 生 じ う る 。 内 皮 タ ン パ ク 1(Edp1)が 、 TNFα
に よ っ て 内 皮 細 胞 で 転 写 的 に 活 性 化 さ れ る ヒ ト 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ て い る 。 ま た 、 TNF
α 誘 導 可 能 Edp1遺 伝 子 が 、 マ ウ ス で 同 定 さ れ て い る (Swift, S. 他 (1998) Biochim. Bioph
ys. Acta 1442: 394-398)。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 生 体 分 析 で 用 い ら れ る 分 析 ツ － ル で あ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 複 数 の
分 子 を 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 、 そ し て /あ る い は 抗 体 の マ イ ク ロ ア レ イ
が 開 発 さ れ て お り 、 そ の 種 々 の 用 途 に は 遺 伝 子 シ ー ク エ ン シ ン グ 、 遺 伝 子 発 現 の モ ニ タ リ
ン グ 、 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ 、 細 菌 同 定 、 薬 剤 発 見 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ が あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 特 に マ イ ク ロ ア レ イ の 使 用 と し て 見 出 さ れ た 1つ の 分 野 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 ま た 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
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、 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 ８ ３ 】
　
　 180,000例 を 超 え る 新 規 発 症 の 乳 癌 が 毎 年 診 断 さ れ て お り 、 乳 癌 に よ る 死 亡 率 は 45～ 54
歳 の 女 性 の 全 死 亡 の 10%に 近 い (Gish, K. (1999) AWIS Magazine 28:7-10)。 た だ し 、 限 局
性 乳 癌 の 早 期 診 断 に 基 づ く 生 存 率 は 極 め て 高 い (97％ )。 こ れ に 対 し て 、 病 期 が 進 行 し 腫 瘍
が 乳 房 外 に 進 展 し た 場 合 は 22％ で あ る 。 現 在 の 臨 床 乳 癌 検 診 の 手 法 は 感 度 と 特 異 性 と を 欠
い て お り 、 乳 癌 の 包 括 的 な 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 開 発 す る 努 力 が な さ れ て い る 。 こ の
プ ロ フ ァ イ ル を 従 来 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 と と も に 用 い れ ば 、 乳 癌 の 診 断 と 予 後 診 断 と を 向
上 し 得 る （ Perou, C.M. 他 (2000) Nature 406:747-752)。 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 。 BT474は
、 60才 の 女 性 の 乳 房 の 充 実 性 の 浸 潤 性 管 癌 か ら 単 離 し た 乳 房 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 、 密 着 結 合 （ tight junction） 等 の 典 型 的 な 上 皮
細 胞 構 造 を 示 す 。 こ の 細 胞 株 に は 、 識 別 し 得 る 微 小 管 、 張 原 繊 維 、 リ ソ ソ ー ム 、 オ ス ミ ン
酸 親 性 分 泌 顆 粒 も あ る 。 BT483は 、 家 族 歴 に 乳 癌 が あ る 、 正 常 に 生 理 中 の 23才 の 経 産 の 女
性 の 乳 頭 状 浸 潤 性 管 腫 瘍 か ら 単 離 し た 乳 房 管 癌 細 胞 株 で あ る 。 BT-483は 、 デ ス モ ソ ー ム 、
微 絨 毛 、 密 着 結 合 （ tight junction） 、 ギ ャ ッ プ 結 合 等 の 特 徴 的 な 上 皮 細 胞 構 造 を 示 す 。
HS578Tは 、 乳 癌 の 74才 の 女 性 か ら 単 離 し た 乳 房 管 癌 細 胞 株 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は い か な
る 検 出 し 得 る エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 を 発 現 し な い 。 ま た 半 固 形 培 地 で コ ロ ニ ー を 形 成 し な い
。 MCF7は 、 69才 の 女 性 の 胸 水 か ら 単 離 し た 非 悪 性 乳 腺 癌 細 胞 株 で あ る 。 MCF7は 、 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 処 理 す る 能 力 や 培 養 で ド ー ム を 形 成 す る 能
力 等 の 乳 腺 上 皮 の 特 徴 を 保 持 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 HMECは 或 る 正 常 な 提 供 者 か ら 単 離 し た 初 代 乳 腺 上 皮 細 胞 株 で あ る 。 MCF-10Aは 乳 腺 (管 腔
の 特 徴 ： luminal ductal characteristics)細 胞 株 で あ り 、 或 る 36才 の 乳 腺 症 疾 患 (fibroc
ystic breast disease)の 女 性 か ら 単 離 さ れ た 。 MCF-10Aは 、 細 胞 質 ケ ラ チ ン 、 上 皮 シ ア ロ
ム チ ン 、 乳 脂 肪 小 球 抗 原 を 発 現 す る 。 こ の 細 胞 株 は コ ラ ー ゲ ン で ３ 次 元 成 長 を 示 し 、 コ ン
フ ル エ ン ト な 培 養 で ド ー ム を 形 成 す る 。 MDA-MB-468は 、 乳 房 が 転 移 性 腺 癌 で あ る 51才 の 女
性 の 胸 水 か ら 単 離 さ れ た 乳 腺 癌 細 胞 株 で あ る 。 MCF7は 、 69才 の 女 性 の 胸 水 か ら 単 離 し た 非
悪 性 乳 腺 癌 細 胞 株 で あ る 。 MCF7は 、 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 処 理 す る 能 力 や 培 養 で ド ー ム を 形 成 す る 能 力 等 の 乳 腺 上 皮 の 特 徴 を 保 持 し て い る 。 T-47
Dは 54才 の 浸 潤 性 乳 管 癌 の 女 性 か ら 得 た 胸 水 か ら 単 離 し た 乳 癌 細 胞 株 で あ る 。 Sk-BR-3は 、
43才 の 女 性 の 悪 性 胸 水 か ら 単 離 さ れ た 乳 腺 癌 細 胞 株 で あ る 。 こ れ は ヌ ー ド マ ウ ス に 注 入 し
た 場 合 、 不 十 分 に 分 化 さ れ た 腺 癌 を 形 成 す る 。 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 。 MDA-mb-231は 、 51
才 の 女 性 の 胸 水 か ら 単 離 さ れ た 乳 癌 細 胞 株 で あ る 。 こ れ は ヌ ー ド マ ウ ス お よ び ALS処 理 BLA
B/ｃ マ ウ ス に お い て 低 分 化 腺 癌 を 形 成 す る 。 ま た Wnt3癌 遺 伝 子 、 EGFお よ び TGF-α を も 発
現 す る 。 MDA-mb-435Sは 、 乳 房 の 転 移 性 乳 管 腺 癌 の 31才 女 性 の 胸 水 か ら R. Cailleauに よ っ
て 1976年 に 単 離 さ れ た 親 株 細 胞 (435)か ら 進 化 し た 紡 錘 状 株 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 2種 の 遺 伝 子 、 BRCA1と BRCA2と の 突 然 変 異 が 女 性 乳 癌 の 大 き な 素 因 と な る こ と が 知 ら れ
て お り 、 こ の 変 異 は 親 か ら 子 へ 受 け 渡 さ れ る よ う で あ る (前 出 Gish)。 し か し 、 こ の タ イ プ
の 遺 伝 性 乳 癌 は わ ず か に 乳 癌 の 約 5％ ～ 9％ で あ り 、 大 多 数 の 乳 癌 の 原 因 は 非 遺 伝 性 突 然 変
異 で あ り 、 乳 腺 上 皮 細 胞 で の 変 異 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 上 皮 成 長 因 子 (EGF)と そ の 受 容 体 で あ る EGFRと の 発 現 と 、 ヒ ト 乳 癌 と の 関 係 は 、 特 に 良
く 研 究 さ れ て い る (Khazaie, K. 他 (1993) Cancer and Metastasis Rev. 12:255-274と そ
の 中 の 参 照 文 献 に 、 こ の 分 野 が 概 説 さ れ て い る ） 。 EGFRの 過 剰 発 現 、 特 に エ ス ト ロ ゲ ン 受
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容 体 の 下 方 制 御 と 結 び つ い た 発 現 は 、 乳 癌 患 者 の 不 良 な 予 後 の マ ー カ ー で あ る 。 ま た 、 乳
腺 腫 瘍 転 移 に お け る EGFR発 現 は 、 し ば し ば 原 発 腫 瘍 に 比 し て 上 昇 す る の で 、 EGFRが 腫 瘍 の
進 行 と 転 移 と に 関 わ る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ を 支 持 す る 証 拠 が 蓄 積 さ れ て い る 。 そ れ
は EGFが 、 転 移 の 潜 在 能 に 関 す る 細 胞 機 能 に 対 す る 効 果 を 持 つ と い う 証 拠 で あ る 。 こ の 機
能 と は 例 え ば 、 細 胞 運 動 性 、 走 化 性 、 分 泌 、 お よ び 分 化 で あ る 。 erbB受 容 体 フ ァ ミ リ ー （
EGFRは そ の １ つ で あ る ） の 他 の メ ン バ ー の 発 現 の 変 化 も 、 乳 癌 に 関 わ る と さ れ て い る 。 er
bB受 容 体 （ 例 え ば HER-2/neu, HER-3お よ び HER-4） お よ び そ れ ら の リ ガ ン ド の 乳 癌 に お け
る 豊 富 さ は 乳 癌 の 発 生 機 序 に お け る そ れ ら の 機 能 的 重 要 性 を 示 し て お り 、 し た が っ て 乳 癌
治 療 の 標 的 を 提 供 し う る (Bacus, S. S. 他 (1994) Am. J. Clin. Pathol. 102:S13-S24)。
別 の 既 知 の 乳 癌 マ ー カ ー と し て は 、 或 る ヒ ト の 分 泌 型 frizzledタ ン パ ク 質 の  mRNA（ 乳 腺
腫 瘍 で は 下 方 調 節 さ れ る ） 、 マ ト リ ク ス G1aタ ン パ ク 質 (ヒ ト 乳 癌 細 胞 で 過 剰 発 現 )、 Drg1
す な わ ち RTP(こ の 遺 伝 子 の 発 現 は 結 腸 腫 瘍 、 乳 腺 腫 瘍 、 前 立 腺 腫 瘍 で 低 下 )、 maspin（ こ
の 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 は 浸 潤 性 乳 癌 で 下 方 調 節 ） 、 お よ び CaN19（ S100蛋 白 フ ァ ミ リ ー の メ ン
バ ー で あ り 、 こ の フ ァ ミ リ ー は 全 て 、 乳 癌 細 胞 で は 正 常 乳 腺 上 皮 細 胞 に 比 し て 下 方 調 節 さ
れ る ） を 含 む (Zhou, Z. 他 (1998) Int. J. Cancer 78:95-99; Chen, L. 他 (1990) Oncoge
ne 5:1391-1395; Ulrix, W. 他  (1999) FEBS Lett 455:23-26; Sager, R. 他 (1996) Curr
. Top. Microbiol. Immunol. 213:51-64;お よ び Lee, S. W. 他 (1992) Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 89:2504-2508)。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 種 々 の 病 期 の ヒ ト 乳 癌 の 乳 腺 上 皮 細 胞 に 由 来 す る 細 胞 株 は 、 悪 性 転 換 と 腫 瘍 進 行 と の プ
ロ セ ス を 研 究 す る の に 有 用 な モ デ ル を 提 供 す る 。 そ の 理 由 は 、 こ れ ら の 細 胞 株 が 、 そ の 親
腫 瘍 の 多 く の 特 性 を 、 長 い 培 養 期 間 に わ た り 保 持 す る こ と が 示 さ れ て い る か ら で あ る (Wis
tuba, I.I. 他 (1998) Clin. Cancer Res.4:2931-2938） 。 こ う し た モ デ ル が 特 に 有 用 な の
は 、 ヒ ト 乳 腺 上 皮 細 胞 の 表 現 型 と 分 子 と の 特 徴 を 、 悪 性 転 換 の 種 々 の 病 期 で 比 較 す る 場 合
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　
　 結 腸 直 腸 癌 は 米 国 の 癌 死 亡 で 二 番 目 に 高 い 。 結 腸 癌 は 、 全 症 例 の ９ ０ ％ が 55才 以 上 に 発
症 し て い る た め 老 化 に 関 連 し て い る 。 広 く 受 け 入 れ ら れ て い る 仮 説 は 、 い く つ か の 起 因 す
る 遺 伝 子 突 然 変 異 が 長 年 に わ た る 罹 患 に よ り 蓄 積 さ れ る こ と で あ る 。 結 腸 直 腸 癌 に お け る
遺 伝 子 的 変 化 の 本 質 を 理 解 す る た め に 、 遺 伝 性 疾 患 を 重 視 し た 多 く の 研 究 が な さ れ て い る
。 最 初 に 知 ら れ た 遺 伝 性 疾 患 で あ る 、 家 族 性 大 腸 ポ リ ポ ー シ ス (FAP)は 腺 腫 性 ポ リ ー プ 症 C
oli遺 伝 子 (APC)に お け る 突 然 変 異 に よ っ て 生 じ 、 そ の タ ン パ ク 質 の 切 断 形 態 ま た は 不 活 性
形 態 を 生 じ る 。 こ の 癌 抑 制 遺 伝 子 は 染 色 体 の ５ ｑ に マ ッ プ さ れ て い る 。 二 番 目 に よ く 知 ら
れ て い る 遺 伝 性 疾 患 は 遺 伝 性 非 ポ リ ー プ 症 結 腸 直 腸 癌 (HNPCC)で 、 こ れ は ミ ス マ ッ チ の 修
復 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 に よ っ て 生 じ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 遺 伝 性 大 腸 癌 の 発 症 率 は 低 く 、 大 部 分 の 結 腸 直 腸 癌 は 散 発 的 で あ る が 、 遺 伝 性 疾 患 の 研
究 か ら 理 解 さ れ る こ と が 一 般 に 適 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 APCに お け る 体 細 胞 の 突 然 変 異 は
無 差 別 の 結 腸 腫 瘍 の 少 な く と も 80%に 発 生 す る 。 APCの 変 異 は 、 疾 患 に お け る 開 始 事 象 で あ
る と 見 な さ れ る 。 続 い て 他 の 変 異 が 発 生 す る 。 約 50%の 結 腸 直 腸 癌 は ras癌 遺 伝 子 に お け る
活 性 化 突 然 変 異 を 有 す る が 、 85％ は p53に お け る 不 活 性 化 突 然 変 異 を 有 す る 。 こ れ ら の 遺
伝 子 に お け る 変 更 は 、 結 腸 癌 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 変 化 に つ な が る 。 こ れ ら の 突 然 変 異 の
下 流 の 標 的 と 、 こ れ ら が 癌 の 発 症 と 進 行 に お い て 果 た す 役 割 に つ い て は あ ま り 理 解 さ れ て
い な い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　
　 肺 癌 は 、 米 国 男 性 の 癌 死 の 主 因 で あ り 、 女 性 の 癌 死 の 第 2の 原 因 で あ る 。 肺 癌 症 例 の 大
部 分 は 喫 煙 に 起 因 す る と 考 え ら れ て お り 、 第 三 世 界 に お け る タ バ コ 消 費 の 増 加 か ら 肺 癌 の
蔓 延 が 予 想 さ れ て い る 。 気 管 支 上 皮 を タ バ コ の 煙 に 曝 露 す る と 組 織 形 態 が 変 化 す る よ う で
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あ り 、 そ れ が 癌 の 前 兆 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 肺 癌 は 、 4つ の 組 織 病 理 的 に 異 な る 群 に
分 け ら れ る 。 3群 （ 扁 平 上 皮 癌 、 腺 癌 、 大 細 胞 癌 ） は 、 非 小 細 胞 肺 癌 (NSCLC)に 分 類 さ れ る
。 第 4群 の 癌 は 、 小 細 胞 肺 癌 (SCLC)と い う 。 NSCLCを 合 わ せ る と 全 症 例 の 約 70％ に な り 、 SC
LCは 約 18％ で あ る 。 肺 癌 の 発 生 と 進 行 に 関 す る 分 子 生 物 学 お よ び 細 胞 生 物 学 的 理 解 は 不 完
全 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 3番 染 色 体 で の 欠 失 は 肺 癌 に 一 般 的 で あ り 、 こ の 領 域 に 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 存 在 を 示 す と
思 わ れ る 。 K-rasの 活 性 化 突 然 変 異 は 肺 癌 で 一 般 的 に 見 ら れ 、 こ の 疾 患 の 1つ の マ ウ ス モ デ
ル の 基 礎 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　
　 卵 巣 癌 は 、 婦 人 科 癌 死 の 主 因 で あ 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 。 結 果 と し て 、 こ の 疾 患 の 長 期 生 存 率 は
と て も 低 い 。 卵 巣 癌 の 早 期 マ ー カ 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 正 常 卵 巣 を 卵 巣 腫 瘍 と 比 較 す る と 遺
伝 子 発 現 パ タ ー ン が 異 な っ て い る と 考 え ら れ る た め 、 こ れ ら の 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 の
試 験 に よ っ て 卵 巣 癌 の マ ー カ ー の 可 能 性 が あ る も の を 同 定 す る こ と は 、 こ の 疾 患 の 特 に 診
断 、 予 後 、 お よ び 治 療 の 向 上 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　
　 最 も 一 般 的 な タ イ プ の 骨 癌 は 骨 肉 腫 で あ り 、 こ れ は 成 長 す る 骨 の 新 し い 組 織 で 発 達 す る
。 軟 骨 肉 腫 は 、 軟 骨 組 織 で 発 生 す る 。 別 の 形 態 の 骨 癌 で あ る ユ ー イ ン グ 肉 腫 は 、 骨 髄 中 の
未 成 熟 な 神 経 組 織 で 始 ま る 。 骨 肉 腫 と ユ ー イ ン グ 肉 腫 は 子 供 や 青 年 で よ り 頻 繁 に 発 生 す る
傾 向 が あ り 、 軟 骨 肉 腫 は 成 人 で よ り 多 く 発 生 す る 。 現 在 、 軟 部 組 織 肉 腫 と 診 断 さ れ る 新 た
な 患 者 の 50%以 上 が そ れ に よ り 死 亡 す る 。 通 常 、 手 術 が 主 要 な 治 療 で あ る (CancerNet http
://imsdd.meb.unibonn.de/cancernet/600626.html)。 骨 肉 腫 は 最 も 一 般 的 な 子 供 の 悪 性 の
骨 腫 瘍 で あ る 。 現 在 利 用 可 能 な 治 療 法 で は 、 約 30～ 40％ の 非 転 移 性 疾 患 の 患 者 が 治 療 後 再
発 す る 。 現 在 、 再 発 の 危 険 性 が 高 い 患 者 を 予 知 す る た め に 初 診 時 に 使 用 さ れ る 予 後 因 子 が
存 在 し な い 。 非 転 移 性 骨 肉 腫 の 患 者 の 結 果 を 予 知 す る 唯 一 の 有 意 義 な 予 後 因 子 は 、 最 終 的
な 手 術 時 に 切 除 さ れ た 原 発 腫 瘍 の 組 織 病 理 学 的 反 応 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　
　 C3A細 胞 株 は 、 成 長 で の 、 強 力 な 接 触 阻 害 に 関 し て 選 択 さ れ た 、 肝 腫 瘍 の 15才 男 子 か ら
単 離 し た HepG2肝 臓 癌 細 胞 株 の ク ロ ー ン 誘 導 体 で あ る 。 ク ロ ー ン 集 団 の 使 用 は 、 細 胞 の 再
現 性 を 強 化 す る 。 C3A細 胞 は 、 イ ン シ ュ リ ン 受 容 体 と イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 II受 容 体 を
発 現 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　
　 タ ン ジ ー ル 病 （ Ｔ Ｄ ） は 、 扁 桃 腺 、 リ ン パ 節 、 肝 臓 、 脾 臓 、 胸 腺 、 腸 等 多 く の 組 織 で の
循 環 Ｈ Ｄ Ｌ の ほ ぼ 欠 落 と コ レ ス テ ロ ー ル ・ エ ス テ ル の 蓄 積 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 遺 伝 病
で あ る 。 低 レ ベ ル の HDLは 早 期 の 冠 動 脈 疾 患 の 明 確 な 予 測 因 子 を 示 し 、 ホ モ 接 合 性 Ｔ Ｄ は
対 照 と 比 較 し て 4～ 6倍 の 心 疾 患 で の 増 加 と 相 関 す る 。 Ｈ Ｄ Ｌ の 心 臓 を 保 護 す る 活 性 の 主 要
な 部 分 は 、 コ レ ス テ ロ ー ル の 逆 輸 送 、 組 織 マ ク ロ フ ァ ー ジ 等 の 周 辺 の 細 胞 か ら 血 漿 リ ポ 蛋
白 を 介 す る 肝 臓 へ の コ レ ス テ ロ ー ル の 流 れ に お け る そ の 役 割 に 起 因 す る 。 HDLタ ン パ ク 質
で あ る ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 A-Iは 、 余 分 な コ レ ス テ ロ ー ル と リ ン 脂 質 を 除 去 す る よ う 細 胞
表 面 と 相 互 作 用 し て 、 こ の 過 程 に お い て 主 要 な 役 割 を 果 た す 。 こ の 経 路 は Ｔ Ｄ に お い て 重
大 な 障 害 が あ り 、 ATP結 合 カ セ ッ ト 輸 送 体 の フ ァ ミ リ － の 1メ ン バ － で あ る ABC1輸 送 体 に そ
の 欠 陥 は あ る が 、 こ の ABC1輸 送 体 は 膜 を 横 切 っ て 多 様 な 基 質 を 輸 送 す る た め に ATP加 水 分
解 を 利 用 す る 。
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【 ０ ０ ９ ６ 】
　
　 ジ ャ ー カ ッ ト は 、 外 的 刺 激 な し に 活 性 的 に 成 長 す る 急 性 T細 胞 白 血 病 細 胞 株 で あ る 。 ジ
ャ ー カ ッ ト は 、 ヒ ト の T細 胞 で の シ グ ナ ル 伝 達 を 研 究 す る た め に 広 く 使 用 さ れ て い る 。 ホ
ル ボ ー ル ミ リ ス チ ン 酸 ア セ テ ー ト （ PMA） は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C依 存 性 経 路 の 広 範 な 活
性 化 因 子 で あ る 。 イ オ ノ マ イ シ ン は カ ル シ ウ ム が 細 胞 に 入 れ る よ う に す る カ ル シ ウ ム イ オ
ノ フ ォ ア で あ り 、 従 っ て 細 胞 質 ゾ ル の カ ル シ ウ ム 濃 度 を 増 加 す る 。 PMAと イ オ ノ マ イ シ ン
の 併 用 に よ っ て 、 環 境 と 相 互 作 用 す る 哺 乳 類 細 胞 に よ っ て 使 用 さ れ る 主 要 シ グ ナ ル 伝 達 経
路 の う ち の ２ つ が 活 性 化 さ れ る 。 T細 胞 で は 、 PMAと イ オ ノ マ イ シ ン の 併 用 が 、 最 適 な B細
胞 活 性 化 中 に 誘 発 さ れ る 二 次 的 シ グ ナ ル 伝 達 イ ベ ン ト を 模 倣 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　
　 ス テ ロ イ ド は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 胆 汁 酸 、 ビ タ ミ ン D、 ホ ル モ ン 等 の 脂 質 可 溶 性 分 子 の
１ ク ラ ス で あ り 、 シ ク ロ ペ ン タ ヒ ド ロ フ ェ ナ ン ト レ ン （ cyclopentanoperhydrophenanthre
ne） に 基 づ く 共 通 な 4リ ン グ 構 造 を 共 有 し 、 広 範 囲 な 機 能 を 実 施 す る 。 例 え ば 、 コ レ ス テ
ロ ー ル は 膜 流 動 性 を 制 御 す る 細 胞 膜 の 1成 分 で あ る 。 そ れ は 脂 質 を 可 溶 化 し て 、 消 化 中 に
小 腸 で 吸 収 を 促 進 す る 胆 汁 酸 の 前 駆 体 で も あ る 。 ビ タ ミ ン Dは 小 腸 に お け る カ ル シ ウ ム の
吸 収 を 調 節 し 、 血 漿 に お け る カ ル シ ウ ム の 濃 度 を 制 御 す る 。 副 腎 皮 質 、 卵 巣 、 精 巣 に よ っ
て 生 成 さ れ る ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン に は 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 電 解 質 コ ル チ コ イ ド 、 ア ン
ド ロ ゲ ン 、 エ ス ト ロ ゲ ン が 含 ま れ る 。 そ れ ら は 核 内 の 特 定 の 遺 伝 子 の 転 写 を 調 節 す る 細 胞
内 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ り 、 多 様 な 生 体 プ ロ セ ス を 制 御 す る 。 例 え ば グ ル コ コ ル チ コ
イ ド は 、 肝 臓 に お け る 糖 新 生 の 調 節 に よ り 血 糖 濃 度 、 脂 肪 組 織 の リ ポ リ シ ス の 促 進 に よ り
脂 肪 酸 の 血 中 濃 度 を 上 昇 さ せ 、 中 枢 神 経 内 の カ テ コ ー ル ア ミ ン へ の 感 度 を 調 節 し 、 炎 症 を
減 少 す る 。 グ ル コ コ ル チ コ イ ド は 、 薬 理 量 で 投 与 す る と 炎 症 お よ び 免 疫 応 答 を 防 止 ま た は
抑 制 す る 。 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド の 抗 炎 症 作 用 は 、 リ ポ コ ル チ ン と 総 称 さ れ る ホ ス ホ リ パ ー
ゼ A2抑 制 タ ン パ ク 質 に 関 係 す る と 考 え ら れ る 。 逆 に リ ポ コ ル チ ン は 、 前 駆 体 分 子 ア ラ キ ド
ン 酸 の 放 出 を 阻 害 す る こ と に よ り プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 、 ロ イ コ ト リ エ ン 等 炎 症 の 強 力 な 媒
介 物 の 生 合 成 を 制 御 す る 。 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン は 、 避 妊 法 、 ま た 怪 我 や 関 節 炎 、 喘 息 、 自
己 免 疫 障 害 等 の 疾 患 で の 抗 炎 症 治 療 に お い て 広 範 囲 に 利 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 デ キ サ メ タ ゾ ン (DEX)は 、 抗 炎 症 剤 ま た は 免 疫 抑 制 剤 と し て 使 用 さ れ る 合 成 グ ル コ コ ル
チ コ イ ド で あ る 。 中 枢 神 経 系 に 到 達 す る 強 い 能 力 の た め に 、 DEXは 脳 浮 腫 を 制 御 す る た め
に 通 常 選 択 さ れ る 療 法 で あ る 。 6_-メ チ ル -17-ヒ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン と し て も 知 ら れ
る メ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン (MAH)は 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン よ り も 約 15倍 も 大 き な 薬 理 学 的 作
用 を 有 す る 合 成 プ ロ ゲ ス チ ン で あ る 。 MAHは 通 常 、 腎 臓 癌 と 子 宮 内 膜 癌 、 無 月 経 、 異 常 子
宮 出 血 お よ び 、 ホ ル モ ン 失 調 と 関 連 す る 子 宮 内 膜 症 の 治 療 の た め に 使 用 さ れ る 。 ベ ク ロ メ
タ ゾ ン は 、 ス テ ロ イ ド 性 喘 息 の 治 療 、 ア レ ル ギ ー 性 ま た は 非 ア レ ル ギ ー 性 (血 管 運 動 )鼻 炎
に 伴 う 症 状 の 軽 減 、 外 科 切 除 後 の 再 発 鼻 ポ リ ー プ の 予 防 に 使 わ れ る 合 成 グ ル コ コ ル チ コ イ
ド で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　
　 脂 肪 組 織 の 主 要 な 機 能 は 、 脂 肪 を 摂 食 時 に 貯 蔵 し 空 腹 時 に 放 出 す る 能 力 で あ る 。 白 色 脂
肪 組 織 は 空 腹 の 際 の 主 な エ ネ ル ギ ー 貯 蔵 で あ り 、 そ の 貯 蔵 エ ネ ル ギ ー は エ ネ ル ギ ー 欠 乏 時
に 動 員 さ れ る 。 脂 肪 組 織 は イ ン ス リ ン の 主 要 な 標 的 組 織 の 一 つ で あ り 、 脂 肪 生 成 と イ ン ス
リ ン 耐 性 は 、 イ ン ス リ ン 非 依 存 型 真 性 糖 尿 病 (NIDDM)で あ る II型 糖 尿 病 に 関 連 す る 。 細 胞
学 的 に 前 脂 肪 細 胞 か ら の 成 熟 脂 肪 細 胞 へ の 変 換 は 核 の 周 り へ の 脂 肪 小 滴 の 堆 積 を 特 徴 と す
る 。  で の 転 換 プ ロ セ ス は 、 イ ン シ ュ リ ン 感 度 を 改 善 し 、 血 清 グ ル コ ー ス と 血 圧 を
減 少 す る チ ア ゾ リ ジ ン ジ オ ン （ thiazolidinediones)と 他 の PPARγ ア ゴ ニ ス ト に よ り 誘 発
さ れ 得 る (Adams 他 . (1997) J. Clin. Invest. 100:3149-3153)。
【 ０ １ ０ ０ 】
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　 NIDDMは 、 過 敏 性 の 急 性 期 免 疫 応 答 を 有 す る 個 人 が 正 常 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 や 修 復 を 行
う こ と が 出 来 な く な っ た 結 果 生 じ 得 る こ と を Pickup と Crook (1998; Diabetologia 41:12
41-8) が 示 唆 し て い る 。 こ の プ ロ セ ス に お け る 段 階 は 、 長 期 的 な 生 活 様 式 、 環 境 と 高 度 な
相 関 が あ り 、 1） イ ン シ ュ リ ン と サ イ ト カ イ ン 産 生 の 高 い グ ル コ ー ス 刺 激 、 2） 脂 肪 細 胞 分
化 中 の 組 織 再 構 築 時 の 様 々 な サ イ ト カ イ ン の 影 響 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 経 路 へ の 作 用 、 3）
サ イ ト カ イ ン が 継 続 し て 生 成 さ れ 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 成 分 （ ECM） が リ サ イ ク ル さ れ ず
、 ホ メ オ ス タ シ ス が 適 時 に 回 復 さ れ な い 時 の 組 織 損 傷 の 発 生 、 が 含 ま れ る 。 多 く の サ イ ト
カ イ ン お よ び そ れ ら が 相 互 作 用 す る 受 容 体 が こ の 過 程 に 関 連 し て い る と 考 え ら れ て い る 。
こ れ ら の サ イ ト カ イ ン に は 腫 瘍 壊 死 因 子 、 結 合 組 織 成 長 因 子 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長
因 子 β 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-13お よ び そ の 受 容 体 が 含 ま れ る 。 腫 瘍 壊 死 因 子 は 、 そ の
イ ン ス リ ン 受 容 体 の イ ン ス リ ン 刺 激 性 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 阻 害 す る こ と に よ っ て イ ン ス リ
ン 耐 性 に 寄 与 す る 。 こ れ は 次 に 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 が 正 常 な シ グ ナ ル 伝 達 過 程 に 関 与 す る
の を 妨 げ る (Skolnik お よ び Marcusohn (1996) Cytokine Growth Factor Rev 7:161-173; 
Hotamisligil (1999) J Intern med 245:621-625)。 結 合 組 織 成 長 因 子 は 、 mesenglialマ
ト リ ッ ク ス の 集 積 を 仲 介 す る (Murphy 他 . (2000) J Biol Chem 274:5830-5834)。 ト ラ ン
ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β は 腎 臓 の mesenglial 基 質 の 構 築 を 媒 介 し 、 重 要 な 細 胞 内 カ ル
シ ウ ム チ ャ ネ ル で あ る イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 受 容 体 と 相 互 作 用 し て 血 管 機 能 に 作 用 す る (S
harma お よ び  McGowan (2000) Cytokine Growth Factor Rev 11:115-123） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 IL-13お よ び IL-4は 多 く の 重 複 す る 生 物 学 的 性 質 を 共 有 す る 免 疫 調 節 サ イ ト カ イ ン で あ
る 。 両 者 は B細 胞 の 成 長 を 促 進 し (McKenzie 他  (1993) Proc Natl Acad Sci 90:3735-3739
)、 生 殖 細 胞 系 Cε 転 写 物 の 発 現 を 誘 発 し 、 そ し て 未 刺 激 の Ｂ 細 胞 を IgEお よ び IgG4の 合 成
へ 転 換 さ せ る (Punnomen 他 . (1993) Proc Natl Acad Sci 90:3730-3734)。 同 様 に 、 異 な
る ア イ ソ フ ォ ー ム の IL-13お よ び IL-4受 容 体 は 相 互 作 用 し て 、 4タ イ プ の IL-13受 容 体 複 合
物 を 形 成 す る 。 或 る 場 合 に は 、 IL-13は IL-4受 容 体 -α 鎖 （ Ｒ α ） と IL-13Rα か ら 成 る 受 容
体 複 合 物 を 利 用 す る 。 IL-13の シ グ ナ ル 伝 達 に お け る 各 々 の 鎖 の 特 定 の 役 割 り は 不 明 で あ
る が 、 IL-13Rα 1 で 形 質 移 入 さ れ た Ba/F3 細 胞 は IL-13に 対 し て 分 裂 促 進 的 応 答 を 示 す が
、 マ ウ ス の IL-13Rα 2 で 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 は 分 裂 促 進 的 応 答 を 示 さ な い 。 さ ら に 、 可 溶
性 IL-13Rα 2/Fc融 合 タ ン パ ク 質 は IL-13へ の 分 裂 促 進 応 答 を 阻 害 す る (Donaldson 他 . (199
8) J Immunol 161:2317-2324)。 こ れ は 、 IL-13Rα 2 が IL-13の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 阻 害
因 子 と し て 、 あ る い は 、 デ コ イ 受 容 体 と し て 働 き 得 る こ と を 示 唆 す る 。 し か し 、 結 腸 癌 細
胞 系 で は 、 受 容 体 複 合 体 は イ ン ス リ ン 受 容 体 基 質 -1の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 と 関 連 す る 増 殖 抑
制 を 示 し た 。 1)受 容 体 複 合 体 の ど の ア イ ソ フ ォ ー ム が 細 胞 増 殖 を 促 進 し 、 ど の ア イ ソ フ ォ
ー ム が 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る か 、 ま た 2)こ れ が 細 胞 タ イ プ や 、 組 織 タ イ プ に よ っ て 変 化 す る
か ど う か を 確 立 す る た め に 、 さ ら に 研 究 を 進 め る 必 要 が あ る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ほ と ん ど の 脂 肪 細 胞 の 研 究 は マ ウ ス 細 胞 株 を 用 い て 行 わ れ て い る 。 し か し 、 最 近 は 、 マ
ウ ス の 前 脂 肪 細 胞 分 化 を 刺 激 す る 培 養 条 件 は ヒ ト 前 脂 肪 細 胞 を 誘 発 す る 条 件 と 異 な る こ と
が 示 さ れ て い る 。 既 に 知 ら れ て い る こ れ ら の 種 属 間 の 遺 伝 的 相 違 に 加 え て 、 2倍 体 の ヒ ト
初 代 細 胞 は 異 数 体 の マ ウ ス 細 胞 と は 異 な っ た 応 答 を す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　
　 前 立 腺 癌 は 多 段 階 の 進 行 を 通 じ て 発 達 し 、 最 終 的 に 攻 撃 的 な 腫 瘍 表 現 型 を 生 じ る 。 腫 瘍
進 行 の 初 期 段 階 に は 、 正 常 な 管 腔 細 胞 お よ び /ま た 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 が 過 形 成 集 団 か ら 発 展 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 浸 襲 性 と な り 、 ま
た 骨 、 脳 、 ま た は 肺 に 転 移 す る 可 能 性 が あ る 前 立 腺 腫 瘍 の よ り 進 ん だ 形 態 を 表 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
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前 立 腺 癌

子 宮 内 膜 癌



　 子 宮 内 膜 癌 は 最 も 一 般 的 な 婦 人 科 癌 で あ る 。 子 宮 内 膜 癌 の 約 90％ は 起 源 が 上 皮 で あ り 、
こ れ ら の 癌 の 90%が 子 宮 内 膜 腺 癌 に 分 類 さ れ る 。 エ ス ト ロ ゲ ン は 、 子 宮 内 膜 組 織 に お い て
腫 瘍 プ ロ モ ー タ と し て 作 用 す る と 思 わ れ る 。 証 拠 は p53と Ki-rasが 子 宮 内 膜 癌 で 突 然 変 異
し て い る こ と を 示 唆 す る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 突 然 変 異 は 症 例 の 少 な い 割 合 で 発 生 し
、 疾 患 の 開 始 事 象 で あ る よ う に は 思 わ れ な い 。 さ ら に 、 ほ と ん ど の 染 色 体 は 子 宮 内 膜 癌 に
お い て 対 立 遺 伝 子 欠 損 の 領 域 を 含 み 、 多 く の 遺 伝 子 が こ の 疾 患 で 影 響 を 受 け 得 る こ と を 示
唆 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　
　 ヒ ト 臍 静 脈 内 皮 細 胞 (HUVEC)は ヒ ト 臍 静 脈 の 内 皮 か ら 由 来 す る 初 代 細 胞 株 で あ る 。 HUVEC
 は ヒ ト 内 皮 細 胞 の で の 機 能 的 生 物 学 を 研 究 す る た め に 使 わ れ て い る 。 血 管 緊 張
制 御 、 凝 固 お よ び 血 栓 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 お よ び 炎 症 な ど の 生 理 学 的 、 病 態 生 理
学 的 過 程 に お い て 血 管 内 皮 の 活 性 化 が 観 察 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 腫 瘍 壊 死 因 子 α （ TNF-α ） は 、 多 面 作 用 を も つ サ イ ト カ イ ン で あ り 、 複 数 の シ グ ナ ル 伝
達 経 路 の 活 性 化 に よ り 炎 症 応 答 の 仲 介 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た す 。 TNF-α は 、 活 性 化
し た リ ン パ 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び 他 の 白 血 球 細 胞 に よ り 生 成 さ れ 、 内 皮 細 胞 を 活 性
化 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 PMAは プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ (PKC)の ア ゴ ニ ス ト で あ る 。 PKCは 、 カ ル シ ウ ム 活 性 化 の リ
ン 脂 質 依 存 性 セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン 特 異 的 キ ナ ー ゼ で あ り 、 活 性 化 さ れ る と 広 範 囲 な 二
次 標 的 を リ ン 酸 化 す る 。 TNF-α は 、 サ イ ト ソ ル か ら 膜 へ の PKCの 移 動 を 引 き 起 こ し 、 膜 で P
KCは 多 様 な 標 的 を リ ン 酸 化 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1β （ IL-1β ） は 急 性 炎 症 反 応 と 関 連 す る サ イ ト カ イ ン で あ り 、 発 熱
誘 導 、 代 謝 調 節 、 骨 リ モ デ リ ン グ 等 の プ ロ セ ス に お い て 役 割 を 果 た す 。 免 疫 系 の 細 胞 （ 単
球 、 樹 状 細 胞 、 Ｎ Ｋ 細 胞 、 血 小 板 、 好 中 球 ） お よ び 体 細 胞 （ 骨 芽 細 胞 、 ニ ュ ー ロ ン 、 シ ュ
ワ ン 細 胞 、 希 突 起 膠 細 胞 、 副 腎 皮 質 細 胞 ） の 両 者 が 、 IL-1β を 生 成 す る こ と が で き る 。 IL
-1β は 、 単 球 で の 自 ら の 産 生 、 内 皮 細 胞 に お い て 接 着 分 子 と ケ モ カ イ ン の 産 生 を 、 ま た IL
-12と 共 に NK細 胞 に よ っ て イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ (IFN-γ )の 生 成 を 誘 発 す る こ と が で き る 。 I
L-1は 単 鎖 の 前 駆 体 分 子 と し て 産 生 さ れ 、 そ の 機 能 を 獲 得 す る た め に 特 殊 な プ ロ テ ア ー ゼ
で あ る IL-1変 換 酵 素 (ICE)に よ っ て 切 断 さ れ る 必 要 が あ る 。 イ ン タ ー ロ イ キ ン 10(IL-10)は
CD4+ T 細 胞 ク ロ ー ン と い く つ か の CD8+ T 細 胞 ク ロ ー ン に よ っ て 産 生 さ れ る 。 ヒ ト Ｂ 細 胞
、 EBV形 質 転 換 リ ン パ 芽 球 腫 細 胞 系 お よ び 単 球 も ま た 活 性 化 さ れ る と IL-10を 産 生 し 得 る 。
IL-10は 種 々 の 細 胞 タ イ プ に 免 疫 刺 激 的 作 用 か 、 ま た は 免 疫 抑 制 的 作 用 の ど ち ら か の 作 用
を 及 ぼ す 多 面 的 サ イ ト カ イ ン で あ る 。 IL-10は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 機 能 の 強 力 な 免 疫 抑 制 薬
で あ る 。 で 、 IL-10は 、 数 あ る 他 の 効 果 の 中 で ク ラ ス IIMHC発 現 を 下 方 制 御 す る こ
と に よ り 、 単 球 の ア ク セ サ リ ー 機 能 と 抗 原 提 示 能 力 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 よ っ て 、 IL
-10は 、 ヒ ト Th0-、 Th1-、 Th2-様 T細 胞 の 他 に も 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 依 存 性 の 、 マ ウ ス T
h1ク ロ ー ン の 抗 原 特 異 的 増 殖 を 阻 害 す る 。 IL-10は ま た 、 ヒ ト PBMNC お よ び  NKに よ る 単 球
/マ ク ロ フ ァ ー ジ 依 存 性 、 抗 原 刺 激 性 サ イ ト カ イ ン 生 合 成 (特 に IFN-g)を も 阻 害 す る こ と が
で き る 。 さ ら に 、 IL-10 は 、 単 球 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 お よ び そ の 結 果 生 じ る 細 胞
毒 性 作 用 の 強 力 な イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 こ れ は TNF-α 、 IL-1、 IL-6お よ び  IL-10な ど の 多
く の サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 抑 制 し 、 ま た 活 性 化 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る ス ー パ ー オ キ
シ ド ア ニ オ ン 、 活 性 酸 素 反 応 中 間 体 お よ び 活 性 窒 素 反 応 中 間 体 の 合 成 を 抑 制 す る こ と が で
き る 。 IL-10 は 免 疫 刺 激 性 サ イ ト カ イ ン と し て B細 胞 に 作 用 し て 、 B細 胞 の 生 存 度 、 細 胞 増
殖 、 Ig分 泌 お よ び ク ラ ス IIMHCの 発 現 を 亢 進 し 得 る 。 Bリ ン パ 球 の 他 に 、 IL-10 は ま た 、 細
胞 毒 性 T細 胞 発 生 の エ ン ハ ン サ ー で あ る と と も に 、 胸 腺 細 胞 お よ び 肥 満 細 胞 の 増 殖 共 刺 激
物 質 で も あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
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マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 の 生 物 薬 理 学 的 ツ ー ル

in vitro

in vitro



　 チ ア ゾ リ ジ ン ジ オ ン ま た は ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 活 性 化 受 容 体 γ （ PPARγ ） ア ゴ ニ
ス ト は 、 II型 糖 尿 病 を 患 う 患 者 の イ ン シ ュ リ ン 感 度 を 改 善 し 、 血 清 グ ル コ ー ス と 血 圧 を 減
少 す る 抗 糖 尿 病 薬 の 新 規 の ク ラ ス で あ る 。 こ れ ら の 薬 剤 は オ ー フ ァ ン 核 受 容 体 に 結 合 し 、
活 性 化 し 、 こ れ ら の 中 の い く つ か は ヒ ト 脂 肪 細 胞 分 化 を 誘 発 し 得 る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 癌 な ど の 細 胞 増 殖 異 常 、 発 生 ま た は 発 達 障 害 、 神 経 疾 患 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 疾 患 、 生 殖
器 疾 患 、 お よ び 胎 盤 の 障 害 の 診 断 ・ 治 療 ・ 予 防 の た め に 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 を 含 め た 新
規 の 組 成 物 が 必 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 実 施 様 態 は 、 総 称 し て 「 CGDD」 、 個 別 に は そ れ ぞ れ 「 CGDD-1」 「 CGDD-2
」 、 「 CGDD-3」 、 「 CGDD-4」 、 「 CGDD-5」 、 「 CGDD-6」 、 「 CGDD-7」 、 「 CGDD-8」 、 「 CG
DD-9」 、 「 CGDD-10」 、 「 CGDD-11」 、 「 CGDD-12」 、 「 CGDD-13」 、 「 CGDD-14」 、 「 CGDD-
15」 、 「 CGDD-16」 、 「 CGDD-17」 、 「 CGDD-18」 、 「 CGDD-19」 、 「 CGDD-20」 、 「 CGDD-21
」 、 「 CGDD-22」 、 「 CGDD-23」 、 「 CGDD-24」 、 「 CGDD-25」 、 「 CGDD-26」 、 「 CGDD-27」
、 「 CGDD-28」 、 「 CGDD-29」 、 「 CGDD-30」 、 「 CGDD-31」 、 「 CGDD-32」 、 「 CGDD-33」 、
「 CGDD-34」 、 「 CGDD-35」 、 「 CGDD-36」 、 「 CGDD-37」 、 「 CGDD-38」 、 「 CGDD-39」 、 「
CGDD-40」 、 「 CGDD-41」 、 「 CGDD-42」 、 「 CGDD-43」 、 「 CGDD-44」 、 「 CGDD-45」 、 「 CG
DD-46」 、 「 CGDD-47」 、 「 CGDD-48」 、 「 CGDD-49」 、 「 CGDD-50」 、 「 CGDD-51」 、 「 CGDD
-52」 、 「 CGDD-53」 、 「 CGDD-54」 、 「 CGDD-55」 、 「 CGDD-56」 、 「 CGDD-57」 と 呼 ぶ 細 胞
の 成 長 、 分 化 、 細 胞 死 と 関 連 す る タ ン パ ク 質 で あ る 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る と
と も に 、 疾 患 と 医 学 的 状 況 の 検 出 、 診 断 、 治 療 の た め の こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 利 用 す る 、
及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ － ド す る 方 法 を 提 供 す る 。 実 施 例 は ま た 、 効 力 、 用 量 、 毒 性 お
よ び 薬 理 の 決 定 な ど の 薬 物 開 発 過 程 に 利 用 す る た め に 、 細 胞 成 長 、 分 化 お よ び 細 胞 死 に 関
連 す る 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は そ れ ら の コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 利 用
す る 方 法 を も 提 供 す る 。 関 連 す る 実 施 例 に よ っ て 、 疾 患 お よ び 病 態 の 調 査 お よ び 病 原 性 を
調 べ る た め に 精 製 さ れ た 、 細 胞 成 長 、 分 化 お よ び 細 胞 死 関 連 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 利 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 或 る 実 施 様 態 は 、 (a)SEQ ID NO:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド と 、 (b)SEQ ID NO:1-57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 あ る い は 少 な く と も 約 90％ 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と
、 (c)SEQ ID NO:1-57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:1-57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 様 態 は 、 SEQ ID NO:1-57の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 し た ポ リ ペ プ チ
ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は (ａ )SEQ ID NO:1-57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:1-57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:1-57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
、 ま た は (ｄ )SEQ ID NO:1-57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:
1-57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 レ オ チ ド は SEQ ID NO:58-114か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 更 に 別 の 実 施 様 態 は 、 (a)SEQ ID NO:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
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ポ リ ペ プ チ ド 、 (b)SEQ ID NO:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90
％ 同 一 で あ る あ る い は 少 な く と も 約 90％ 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド 、 (c)SEQ ID NO:1-57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 、 ま た は （ ｄ ） SEQ ID NO:1-57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 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 含 む 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
提 供 す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 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 。 し か し 別 の 実 施 様 態 は 、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 遺 伝 形 質 転 換 生 物
体 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 別 の 実 施 様 態 は 、 (a)SEQ ID NO:1-57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:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ 同
一 で あ る あ る い は 少 な く と も 約 90％ 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
(c)SEQ ID NO:1-57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 、 ま た は （ ｄ ） SEQ ID NO:1-57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 し た ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 を 提
供 す る 。 製 造 方 法 は 、 (a)組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 を ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 す る 過 程 と 、 (b)そ の よ う に 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 受
容 す る 過 程 と を 有 し 、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 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 結 合 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 更 に 別 の 実 施 様 態 は 、 (a)SEQ ID NO:1-57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:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90
％ 同 一 で あ る あ る い は 少 な く と も 約 90％ 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド 、 (c)SEQ ID NO:1-57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 、 ま た は (ｄ )SEQ ID NO:1-57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 構 成 さ れ る 群 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結
合 す る よ う な 単 離 さ れ た 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ま た 更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:58-114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:58-114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 、 お よ 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 様 態 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 少 な く と も
20、 30、 40、 60、 80、 あ る い は 100の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ま た 別 の 実 施 様 態 は 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
こ こ で 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 (ａ )SEQ ID NO： 58-114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： 58-114か ら な る 群 か ら 選 択 し
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る あ る い は 少 な く と も 約 90％ 同 一 で あ
る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｃ )(ａ )の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｄ )(ｂ )の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び (ｅ )(ａ )～ (ｄ )の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 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 20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 を 含 む 。 該 プ ロ ー ブ と 該 標 的
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る 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 に 対 し 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 。 関 連 す る 或 る 実 施 様 態 で は 、 方 法 に は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 検 出 す る
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こ と が 含 ま れ 得 る 。 別 の 実 施 様 態 で は 、 プ ロ ー ブ は 少 な く と も 約 20、 30、 40、 60、 80、 あ
る い は 100の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 更 に ま た 別 の 実 施 様 態 は 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 こ こ で 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 (ａ )SEQ ID NO： 58-114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： 58-114か ら な る 群 か ら 選
択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る あ る い は 少 な く と も 約 90％ 同 一
で あ る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｃ )(ａ )の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｄ )(ｂ )の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 お よ び (ｅ )(ａ )～ (ｄ )の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 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 ま た は そ の 断 片 を 増 幅 す る 過 程 と
、 (b)増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の 存 在 ・ 不 存 在 を 検 出 す る 過 程 を 含
む 。 関 連 す る 或 る 実 施 様 態 で は 、 検 出 方 法 に は 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の
断 片 の 量 を 検 出 す る こ と が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 別 の 実 施 様 態 は 、 有 効 量 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 成 分 を
提 供 す る 。 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 (a)SEQ ID NO:1-57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:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と
少 な く と も 90％ 同 一 で あ る あ る い は 少 な く と も 約 90％ 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド 、 (c)SEQ ID NO:1-57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 、 ま た は (ｄ )SEQ ID NO:1-57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 れ か ら 選 択 さ れ る 。 一 実 施 態 様
で は 、 こ の 組 成 物 は SEQ ID NO:1-57か ら な る 一 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 得 る
。 別 の 実 施 様 態 は 、 機 能 的 CGDDの 発 現 の 低 下 や 異 常 に 関 連 し た 疾 患 や 症 状 の 治 療 方 法 や 、
そ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に こ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ま た 別 の 実 施 様 態 は 、 (a)SEQ ID NO:1-57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:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90
％ 同 一 で あ る あ る い は 少 な く と も 約 90％ 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド 、 (c)SEQ ID NO:1-57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 、 ま た は (ｄ )SEQ ID NO:1-57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 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 含 む 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 様 態 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 を 含 む 、 或 る 組 成 物 を 提 供 す る 。 更 な る
別 の 実 施 様 態 で は 、 本 発 明 は 、 機 能 的 CGDDの 発 現 の 低 下 を 伴 う 疾 患 や 症 状 の 治 療 を す る 方
法 や そ の よ う な 治 療 を 必 と 要 す る 患 者 へ の こ の 組 成 物 の 投 与 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 さ ら に ま た 別 の 実 施 様 態 は 、 (a)SEQ ID NO:1-57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:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く
と も 90％ 同 一 で あ る あ る い は 少 な く と も 約 90％ 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド 、 (c)SEQ ID NO:1-57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 、 ま た は (ｄ )SEQ ID NO:1-57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 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 含 む 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 様 態 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 を 含 む 、 或 る 組 成 物
を 提 供 す る 。 更 に 他 の 実 施 例 は 、 機 能 的 CGDDの 過 剰 発 現 に 関 連 し た 疾 患 や 症 状 の 治 療 方 法
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を 提 供 し 、 ま た 、 そ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に こ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と が 含 ま れ
る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 別 の 実 施 様 態 は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-57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:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90
％ の 同 一 性 あ る い は 少 な く と も 約 90％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-57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 、 ま た は （ ｄ ） SEQ ID NO:1-57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 を 含 む 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 さ せ 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 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 １ ２ ４ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 (a)SEQ ID NO:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 (b)SEQ ID NO:1-57か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も 90％ ま た は 少 な く と も 約 90％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド 、 (ｃ )SEQ ID NO:1-57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 、 お よ び (ｄ )SEQ ID NO:1-57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 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 を 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 １ ２ ５ 】
　 更 に 別 の 実 施 様 態 は 、 SEQ ID NO:58-114か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 効 果 に つ き 、 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 含 む 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 １ ２ ６ 】
　 別 の 実 施 様 態 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 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 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:58-114か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 (ii)SEQ ID NO:58-114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 90％ の 同 一 で あ る あ る い は 少 な く と も 約 90％ 同 一 で あ る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (iii)(i)に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 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 20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:58-114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:58-114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 ％ ま た 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
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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 RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 す る 。 あ る 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 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ １ ２ ７ 】
　 （ 本 発 明 の 記 載 に つ い て ）
　 タ ン パ ク 質 、 核 酸 お よ 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 、 機
器 、 材 料 お よ び 方 法 に 本 発 明 の 実 施 様 態 が 限 定 さ れ る も の で は な く 、 変 更 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 様 態 を 説 明 す る 目 的 で 用 い た
も の で あ り 、 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 １ ２ ８ 】
　 補 足 請 求 お よ び 明 細 書 中 で 用 い て い る 単 数 形 の 「 或 る 」 お よ 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
、 お よ 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 １ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 全 て の 技 術 用 語 お よ 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 あ る い は 同 等 の 任 意 の 装 置 、 材 料 お よ び 方 法 を 用 い て 本 発 明 の 実 施 ま た 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 実 施 様 態 に 関 係 し て 用 い 得 る 、 細
胞 株 、 プ ロ ト コ ル 、 試 薬 お よ び ベ ク タ ー に つ い て 説 明 お よ 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 １ ３ ０ 】
　 （ 定 義 ）
　 用 語 「 CGDD」 は 、 天 然 、 合 成 、 半 合 成 或 い は 組 換 え 体 な ど 全 て の 種 （ 特 に ウ シ 、 ヒ ツ ジ
、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 ウ マ 及 び ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 ） か ら 得 ら れ る 実 質 的 に 精 製 さ れ た CGDDの
ア ミ ノ 酸 配 列 を 指 す 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 CGDDの 生 物 学 的 活 性 を 強 化 、 或 い は 模 倣 す る 分 子 を 指 す 。 ア ゴ
ニ ス ト の 例 と し て 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 糖 質 、 小 分 子 そ の 他 の 任 意 の 化 合 物 や 組 成 物 を 挙
げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら は CGDDと 直 接 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 或 い は CGDDが 関 与
す る 生 物 学 的 経 路 の 構 成 成 分 に 作 用 す る こ と に よ っ て 、 CGDDの 活 性 を 調 節 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 「 対 立 遺 伝 子 変 異 体 」 は 、 CGDDを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 、 別 の 形 態 で あ る 。 対 立 遺 伝 子 変
異 体 は 、 核 酸 配 列 に お け る 少 な く と も １ つ の 突 然 変 異 か ら 作 製 し 得 る 。 ま た 、 変 容 し た mR
NAま た は ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 し 得 る 。 そ の 構 造 ま た 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 突 然 変 異 性 変 化 は 一 般 に 、 ヌ
ク レ オ チ ド の 自 然 な 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 に 帰 す る も の で あ る 。 こ れ ら 各 変 化 は 、 単 独 或
い は 他 の 変 化 と 共 に 、 所 定 の 配 列 内 で 1回 若 し く は 数 回 生 じ 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
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　 CGDD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 、 あ る い は 置 換 が あ り な が ら 、 CGDDと 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は CGDD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 、 CGDD
を コ 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 、 対 立 遺
伝 子 変 異 体 群 へ 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 、 CGDD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 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 CGDDと な る よ う な
、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 挿 入 ま た 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 CGDD 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 ／ ま た 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 に 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 に は ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 が あ り 、 正 に 帯
電 し た ア ミ ノ 酸 に は リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン が あ る 。 親 水 性 値 が 近 似 し た 非 荷 電 極 性 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 、 お よ び セ リ ン と ト レ オ ニ ン を 含 み
う る 。 親 水 性 値 が 近 似 し た 非 荷 電 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 、 お よ び フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と チ ロ シ ン を 含 み う る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 用 語 「 ア ミ ノ 酸 」 お よ 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 、 あ る い は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 を 指 し 、 天 然 分 子 ま た 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 １ ３ ５ 】
　 「 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 は 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ PCR） 技 術 ま た は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 他 の 核 酸 増 幅 技 術 を 用 い て
実 行 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 CGDDの 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 あ る い は 減 弱 す る 分 子 を 指 す 。
ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 CGDD と 直 接 相 互 作 用 す る こ と 、 あ る い は CGDD 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 CGDD 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 、 ま た は 任 意 の 他 の 化 合 物 や 組 成 物 が あ り
得 る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 「 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 。 CGDDポ リ ペ プ チ ド 群 と 結 合 す る 抗 体 類
の 作 製 に は 、 免 疫 抗 原 と し て 、 無 傷 ポ リ ペ プ チ ド 群 を 用 い る こ と が で き 、 ま た は 、 当 該 の
小 ペ プ チ ド 群 を 有 す る 断 片 群 を 用 い 得 る 。 動 物 （ マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 等 ） を 免 疫 化 す
る た め に 用 い る ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 、 ま た は 化 学 合 成 に
よ っ て 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド に 由 来 し 得 る も の で 、 所 望 に よ り キ ャ
リ ア タ ン パ ク 質 に 抱 合 す る こ と も 可 能 で あ る 。 通 常 用 い ら れ る キ ャ リ ア で あ っ て ペ プ チ ド
と 化 学 結 合 す る も の 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） 等 が あ る 。 結 合 そ の 結 合 ペ プ チ ド は 、 動 物 を 免 疫 化 す る た め に 用 い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 「 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 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 用 い て 宿 主 動 物 を 免 疫 化 す る 場 合 、 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 ま た 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 、 抗 体 へ の 結 合 に お い て 無 損 傷 抗 原 （ 即 ち 免 疫 応 答
を 誘 発 す る た め に 用 い ら れ る 免 疫 原 ） と 競 合 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 用 語 「 ア プ タ マ ー 」 は 、 特 定 の 分 子 標 的 に 結 合 す る 核 酸 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 指
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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 5,270
,163号 に 記 述 )。 こ れ は 、 大 規 模 な 組 合 せ 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 構 成 は 二 本 鎖 ま た 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 ま た は 他 の ヌ ク レ オ チ ド 様 分 子 を
含 み 得 る 。 ア プ タ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 構 成 要 素 は 修 飾 さ れ た 糖 基 (例 え ば 、 リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド の 2'-OH 基 が 2'-F ま た は  2'-NH 2 で 置 換 さ れ て い る )を 有 す る こ と が 可 能 で 、 こ れ ら
の 糖 基 は 、 例 え ば 、 ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性 あ る い は 血 中 で の よ り 長 い 寿 命 な ど 、 望 む
性 質 を 改 善 し う る 。 循 環 系 か ら ア プ タ マ ー が 除 去 さ れ る 速 度 を 遅 く す る た め に 、 ア プ タ マ
ー を 高 分 子 量 キ ャ リ ア ー 等 の 分 子 に 抱 合 さ せ る こ と が で き 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 リ ガ ン ド と 特 異 的 に 架 橋 さ せ る こ と が で き る （ Brody, E.N
. お よ び  L. Gold  (2000) J. Biotechnol. 74:5-13） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 「 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 １ ４ １ 】
　 「 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 ま た 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 を
含 む ア プ タ マ ー は 、 右 旋 性 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 基 質 に 通 常 作 用 す る 天 然 の 酵 素 に よ る 分
解 に 耐 性 が あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 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 バ ッ ク ボ ー ン 連 結 た と え ば
ホ ス ホ ロ チ オ 酸 、 メ チ ル ホ ス ホ ン 酸 ま た 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 ま た 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 、 あ る 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 ま た 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 ま た 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 ま た は 翻 訳 を 妨 害 す る 。 「 負 」 ま た 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 」 ま た 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 １ ４ ３ 】
　 「 生 物 学 的 に 活 性 」 の 語 は 、 天 然 分 子 の 構 造 的 機 能 、 調 節 機 能 ま た は 生 化 学 的 機 能 を 有
す る タ ン パ ク 質 を 指 す 。 同 様 に 、 用 語 「 免 疫 学 的 に 活 性 」 ま た は 「 免 疫 原 性 」 は 、 天 然 、
組 換 え 、 ま た は 合 成 CGDD、 ま た 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 内 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 １ ４ ４ 】
　 「 相 補 (的 )」 ま た 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 １ ４ ５ 】
　 「 ～ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む （ 持 つ ） 組 成 物 」 ま た 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 ま た は 水 溶 液 が 含 ま れ 得 る 。 CGDDを コ ー ド 、 若 し く
は CGDDの 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ 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
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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 そ の 他 の 構 成 要 素 （ 例 え ば デ ン
ハ ー ト 液 、 粉 乳 、 サ ケ の 精 子 の DNA等 ） を 含 む 水 溶 液 中 に プ ロ ー ブ を 分 散 さ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 「 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
、 XL-PCRキ ッ ト （ Applied Biosystems,Foster City CA） を 用 い て ５ '及 び ／ ま た 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 、 ま た は GELVIEW 断 片 ア セ ン ブ リ
シ ス テ ム （ Accelrys, Burlington MA） 、 あ る い は Phrap (University of Washington, Se
attle 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 重 複 す る cDNAや EST、 ま た 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 １ ４ ７ 】
　 「 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 ア ミ ノ 酸 置 換 と 認 め ら れ る ア ミ ノ 酸 を 示 し て い る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ８ 】
　 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 ま た は 疎 水 性 、 及 び ／ ま
た は (c)側 鎖 の 大 部 分 を 保 持 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 「 欠 失 」 は 、 結 果 的 に １ 個 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド が 失 わ れ て
な く な る よ う な ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る 変 化 を 指 す 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 「 誘 導 体 」 の 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た 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 ま た は ア ミ ノ 基 に よ る 水 素 の 置 換 は 、 ポ リ ヌ ク レ
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オ チ ド の 化 学 修 飾 に 含 ま れ 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 天 然 分 子 の 生 物 学 的 ま た 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 。 ポ リ ペ プ チ ド
誘 導 体 は 、 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 起 源 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 セ ス に よ っ て 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 「 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
ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 す る よ う な レ ポ ー タ ー 分 子 ま た は 酵 素 を
指 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 「 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 ） 、 あ る い は 減 少 （ 下 方 調 節 ） 、 ま た は 遺 伝 子 発 現 ま た 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 、 ま た 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 ５ ３ 】
　 「 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 。 1
つ の エ キ ソ ン は コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 1つ の 構 造 的 ま た は 機 能 的 ド メ イ ン を 代 表 し 得
る た め 、 安 定 し た サ ブ ス ト ラ ク チ ャ ー 群 の 新 た な 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 新 し い タ ン パ ク 質
が ア セ ン ブ リ さ れ る こ と が 可 能 で あ り 、 新 し い タ ン パ ク 質 機 能 の 進 化 を 促 進 で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 「 断 片 」 は 、 CGDD の 又 は CGDD を コ ー ド す る 或 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 う る が 親 配 列 よ り 長 さ が 短 い も
の を 指 す 。 或 る 断 片 は 、 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 よ り も 短 い 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 ま た 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 ５ ０ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 或 い は ア
ミ ノ 酸 残 基 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 ま た は ５ ０ ０ ア ミ ノ 酸 （ ま た は 最 初 の ２ ５ ％ ま た 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 お よ 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 ５ ５ 】
　 SEQ ID NO:58-114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 、
SEQ ID NO:58-114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 。 SE
Q ID NO:58-114の あ る 断 片 は 、 本 発 明 の 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン や 増 幅 技 術 の １
つ 以 上 の 実 施 様 態 、 ま た は SEQ ID NO:58-114を 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 区 別 す る 類 似 の
方 法 に 有 用 で あ る 。 SEQ ID NO:58-114の 断 片 の 正 確 な 長 さ 及 び 断 片 に 対 応 す る SEQ ID NO:
58-114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 ５ ６ 】
　 SEQ ID NO:1-57の 断 片 は SEQ ID NO:58-114の 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。 SEQ ID N
O： :1-57の 断 片 は SEQ ID NO:1-57を 特 異 的 に 同 定 す る 固 有 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 領 域 を 含 む 。
例 え ば 、 SEQ ID NO:1-57の 断 片 は 、 SEQ ID NO:1-57を 特 異 認 識 す る 抗 体 を 産 出 す る た め の
免 疫 原 性 ペ プ チ ド と し て 有 用 で あ る 。 SEQ ID NO:1-57の 断 片 お よ び 断 片 に 対 応 す る SEQ ID
 NO:1-57の 領 域 の 正 確 な 長 さ は 、 断 片 に 対 す る 意 図 し た 目 的 に 基 づ き 、 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ て い る 、 あ る い は 当 分 野 で 知 ら れ て い る １ つ 以 上 の 分 析 方 法 を 用 い て 当 業 者 が 慣 例 的 に
決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
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　 「 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 お よ 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 ５ ８ 】
　 「 相 同 性 」 の 語 は 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配
列 の 配 列 類 似 性 、 二 者 択 一 性 、 ま た は 配 列 同 一 性 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 適 用 さ れ る 「 一 致 率 」 ま た 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 ６ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 は 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る あ る い は 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ て い る １ つ 以 上 の コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム ま た は プ ロ グ ラ ム を 用 い て 決 定 し 得 る 。 例
え ば 、 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 。 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 )(D
NASTAR, Madison WI)の 一 部 で あ る 。 CLUSTAL Vは 、 Higgins, D.G.お よ び P.M. Sharp (198
9; 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 、
Ktuple=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 ６ １ 】
　 あ る 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 
Search Tool(BLAST)が 、 一 般 的 に 用 い ら れ 、 且 つ 、 無 料 で 利 用 可 能 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お よ 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 及 び 他 の パ ラ メ ー タ を デ フ ォ ル ト 設 定 に 設 定 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 ６ ２ 】
　 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
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【 ０ １ ６ ３ 】
　 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ま た 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 お よ び 配 列 リ ス ト 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 ６ ４ 】
　 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 子 コ ー ド 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 ６ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 用 い ら れ る 用 語 「 一 致 率 」 ま た は 「 ～ ％ 同 一 」 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
一 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 お よ 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 」 ま た は 「 ～ ％ 類
似 」 と は 、 一 致 す る 同 一 残 基 と 保 存 的 置 換 を 含 む 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 残 基 の 百 分 率 の こ と で あ 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 ６ ６ 】
　 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 pena
lty=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 ６ ７ 】
　 或 い は 、 NCBI BLASTソ フ ト ウ ェ ア 一 式 を 用 い て も よ い 。 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 ６ ８ 】
　 Matrix: BLOSUM62
　 Open Gap: 11 and Extension Gap: 1 penalties
　 Gap x drop-off: 50
　 Expect: 10
　 Word Size: 3
　 Filter: on
【 ０ １ ６ ９ 】
　 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 ら れ た 断 片 （ 例 え ば 少 な く と も 15、 20、 30、 40、 50、 70、
ま た 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 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 お よ び 配 列 リ ス ト 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 ７ ０ 】
　 「 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 ７ １ 】
　 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 ７ ２ 】
　 「 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 対 す る 許 容 条 件 は 、 当 業 者 が 慣 例
的 に 決 定 で き る 。 許 容 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 う る が 、
洗 浄 条 件 は 所 望 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 得 る よ う に 、 従 っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 異
性 も 得 る よ う に 実 験 に よ っ て 変 更 す る こ と が で き る 。 ア ニ ー リ ン グ が 許 容 さ れ る 条 件 は 、
例 え ば 、 温 度 が 68℃ で 、 約 6× SSC、 約 1％ （ w/v） の SDS、 並 び に 約 100μ 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 ７ ３ 】
　 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 下 で 、 完 全 に 一 致 す る 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 お よ 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.お よ び D.W. Russell (2001; 

, 第 3版 , 1-3巻 , Cold Spring Harbor NYに 記 載 さ れ て お り 、 特 に 9
章 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 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 0.2x SSC及 び 約 0.1％ の SDSの 存 在 の 下 、 約 ６ ８ ℃ で １ 時 間 の 洗 浄 過 程 を 含 む 。 別 法 で
は 、 約 65℃ 、 60℃ 、 55℃ 、 ま た は 42℃ 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 化 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 35～ 50％ 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 、 お よ 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 ７ ５ 】
　 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ま た は R 0 t解 析 な ど )。 あ る 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 、 チ ッ プ 、 ピ ン ま た は ガ ラ ス ス ラ イ
ド 、 あ る 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 ７ ６ 】
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　 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 ７ ７ 】
　 「 免 疫 応 答 」 は 、 炎 症 、 外 傷 、 免 疫 異 常 症 、 伝 染 性 疾 患 ま た 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 ７ ８ 】
　 用 語 「 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 、 CGDDの ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た 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 ま た は 当 分 野 で 周 知 の あ ら ゆ る 抗 体 生 産 方 法 に 有 用 な 、 CGDDの
任 意 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 を も 指 す 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 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 ま
た は そ の 他 の 化 合 物 の 構 成 を 指 す 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 用 語 「 エ レ メ ン ト 」 ま た 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 ま た は そ の 他 の 化 合 物 を 指 す
。
【 ０ １ ８ １ 】
　 用 語 「 モ ジ ュ レ ー ト 」 ま た は 「 活 性 を 調 節 」 は 、 CGDD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 、 CGDDの タ ン パ ク 質 活 性 の 増 減 が 、 あ る い は 、 結 合 特 性 ま
た は そ の 他 の 、 生 物 学 的 特 性 、 機 能 的 特 性 あ る い は 免 疫 学 的 特 性 の 変 化 が 生 じ 得 る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 「 核 酸 」 お よ 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 ま た は こ れ ら の 断 片 を 指 す 。 「 核 酸 」 お よ び 「 核 酸 配 列 」 の 語 は ま た 、 ゲ ノ ム 起 源
ま た は 合 成 起 源 の DNAま た は RNAで あ っ て 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ る か あ る い は セ ン ス 鎖 ま
た は ア ン チ セ ン ス 鎖 を 表 し 得 る よ う な DNAま た は RNAや 、 ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)や 、 任 意 の DNA
様 ま た は RNA様 物 質 を 指 す こ と も あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 「 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 ま た 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
DNA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 ８ ４ 】
　 「 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 ま た 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 。
PNAは 、 相 補 的 一 本 鎖 DNAま た は RNAに 優 先 的 に 結 合 し て 転 写 の 伸 長 を 停 止 す る も の で あ り
、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 し て 細 胞 に お け る PNAの 寿 命 を 延 長 し 得 る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 CGDDの 「 翻 訳 後 修 飾 」 に 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 性 切 断 及 び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 修 飾 を 含 ま れ 得 る 。 こ れ ら の プ ロ セ
ス は 、 合 成 或 い は 生 化 学 的 に 生 じ 得 る 。 生 化 学 的 修 飾 は 、 CGDD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 ８ ６ 】
　 「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 同 一 核 酸 、 対 立 遺 伝 子 核 酸 、 ま た は 関 連 核 酸 の 検 出 に 用 い る 、 CGDD
や そ れ ら の 相 補 配 列 、 ま た 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 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 検 出 可 能 な 標 識 ま た は レ ポ ー
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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 ア イ ソ ト ー プ 、 リ ガ ン ド 、 化
学 発 光 試 薬 お よ 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 っ て 標 的 DNA鎖 に 沿 っ て 伸 長 し 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 (お よ び 同 定 )に 用
い 得 る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 に 用 い る よ う な 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 を 含 ん で い る 。 特 異 性 を 高 め る た め 、 長 め の プ ロ ー ブ お よ 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 ０ 、 １ ０ ０ ま た 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 お よ 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 お よ び プ ラ イ マ ー も
あ る 。 表 、 図 面 お よ び 配 列 リ ス ト 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 ８ ８ 】
　 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.お よ び D.W. Rus
sell (2001; , 第 3版 , 1-3巻 , Cold Spring Ha
rbor Press, Cold Spring Harbor NY)、 Ausubel, F.M. 他 (1999; 

, 第 ４ 版 , John Wiley & Sons, New York NY)、 及 び  Innis, M. 他 （ 199
0; , 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 は 、 そ の 目 的 の た め の コ ン ピ ュ ー タ
プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば Primer（ Version 0.5, 1991, Whitehead Institute for Biomedical 
Research, Cambridge MA） を 用 い る な ど し て 既 知 の 配 列 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 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 よ く 知 ら れ て い る 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 、
各 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま で 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
お よ 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 ３ ２ キ ロ ベ ー ス ま で 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 、 Prim
OU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 Ge
nome Research（ 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 )。 PrimerG
en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 ま た 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 、 固 有 で あ っ て 保 存 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 断
片 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 お
よ 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ま た 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 、 あ る い は 核 酸 の
サ ン プ ル に お い て 完 全 ま た 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
。
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【 ０ １ ９ ０ 】
　 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 合 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 Samb
rookお よ び 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 ま た 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 ９ １ 】
　 あ る 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 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 ９ ２ 】
　 「 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 ま た は RNA安 定 性 を 制 御 す る 宿 主 タ ン パ ク 質 ま た は ウ イ ル ス タ ン パ ク 質
と 相 互 作 用 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 は 、 核 酸 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 抗 体 の 標 識 に 用 い ら れ る 化 学 的 ま た 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 、 発
色 剤 、 基 質 、 補 助 因 子 、 阻 害 因 子 、 磁 気 粒 子 お よ び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 成 分 が あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 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 ９ ５ 】
　 用 語 「 サ ン プ ル 」 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ て い る 。 CGDD、 CGDDを コ ー ド す る 核
酸 群 、 ま た は そ の 断 片 群 を 含 む と 推 定 さ れ る サ ン プ ル と し て は 、 体 液 と 、 細 胞 や 細 胞 か ら
単 離 し た 染 色 体 や 細 胞 内 小 器 官 （ オ ル ガ ネ ラ ） や 膜 か ら の 抽 出 物 と 、 細 胞 と 、 溶 液 中 に 存
在 す る ま た は 基 板 に 固 定 さ れ た ゲ ノ ム DNA、 RNA、 cDNAと 、 組 織 と 、 組 織 プ リ ン ト な ど が あ
り 得 る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 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 即 ち エ ピ ト ー プ ） で あ っ て 結 合 分 子 が 認 識 す る も の が 存 在 す る か 否 か に 依 存 し て い 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 ９ ７ 】
　 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 ９ ８ 】
　 「 置 換 」 と は 、 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を そ れ ぞ れ 別 の ア ミ ノ 酸 ま た は
ヌ ク レ オ チ ド に 置 き 換 え る こ と で あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
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　 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 ま た 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 ２ ０ ０ 】
　 「 転 写 イ メ ー ジ (transcript image)」 ま た 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 ま た は 組 織 に よ る 集 合 的 遺 伝 子 発 現
の パ タ ー ン を 指 す 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 「 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 、 本 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 に 従 っ て 自 然 条 件 ま た は 人 工
条 件 下 で 生 じ 得 る も の で あ り 、 外 来 性 の 核 酸 配 列 を 原 核 宿 主 細 胞 ま た 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 あ
る 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 お よ 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 DN
A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 ２ ０ ２ 】
　 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 ま た 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 あ る い は 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 予 期 さ れ る 遺 伝 形
質 転 換 生 物 体 に は 、 バ ク テ リ ア 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア 、 真 菌 お よ 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 ま
た 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お よ び Russellな ど の 文 献 で 提 供
さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 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 bl
astn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 ％ ま た は そ れ 以 上 の 相 同 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 ま た 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 か な り の 相 同 性 を 有 し 得 る
が 、 mRNAプ ロ セ ッ シ ン グ 中 の エ キ ソ ン の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 通 常 、 よ り 多 く ま
た 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 、 あ る 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 か な り の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有 す る 。 多 型 性 変 異 体 は 、 所 与 の 種 の 個 体 間
で 特 定 の 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 異 な る 。 多 型 変 異 配 列 は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
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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 状 ま た は 病 状 性 向 を 示 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 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 ま た 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 ％ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 ま た は 配 列 類 似
性 を 示 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 （ 発 明 ）
　 本 発 明 の 様 々 な 実 施 様 態 は 、 新 規 の ヒ ト の 細 胞 増 殖 、 分 化 お よ び 細 胞 死 関 連 タ ン パ ク 質
（ CGDD） 群 と 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 お よ び 、 こ れ ら の 組 成 を 、 癌 な ど 細
胞 増 殖 異 常 、 発 達 障 害 、 神 経 疾 患 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 生 殖 障 害 、 お よ び 胎 盤 障 害 の 診
断 、 治 療 並 び に 予 防 に 利 用 す る 方 法 に 基 づ く 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 実 施 様 態 の 命 名 の 概 略 で
あ る 。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ 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 （ Incy
te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 お よ び ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に 相 当 す る 物 理 的 な 完 全 長 ク ロ ー ン の Incyte ID 番 号 を 示 す 。 完 全 長 の ク ロ
ー ン は 列 ３ に 示 す ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 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 お よ 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
 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 、 GenBankの 最 も 近 い 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:
)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と 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 を 引 用 す る こ と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 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 お よ 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 お よ び 列 ５ は そ れ ぞ れ 、 GCG配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ
ア パ ッ ケ ー ジ の MOTIFSプ ロ グ ラ ム (Accelrys, Burlington MA)に よ っ て 決 定 さ れ た 、 リ ン
酸 化 お よ び グ リ コ シ ル 化 の 可 能 性 の あ る 部 位 を 示 す 。 列 ６ は 、 シ グ ネ チ ャ 配 列 、 ド メ イ ン
、 お よ び モ チ ー フ を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 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 利 用 し た 検 索 可 能 な デ ー タ ベ ー ス
を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 表 ２ お よ 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
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が 、 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 成 長 、 分 化 お よ び 細 胞 死 関 連 タ ン パ ク 質
で あ る こ と を 確 立 し て い る 。 例 え ば 、 SEQ ID NO:3は ヒ ト の Ｂ 悪 性 リ ン パ 腫 の 短 か い ア イ
ソ フ ォ ー ム (Genbank ID g12751141)と I428残 基 か ら I184残 基 ま で 36％ 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 8e-39で あ り 、 こ れ は 観 測 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:3は ま た 、 １ つ の Appr-“ 1"-pプ ロ セ シ ン グ 酵 素 フ
ァ ミ リ － ド メ イ ン と 1つ の WWEド メ イ ン を 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 ） 。 MOTIFS解 析 お よ び 追 加 の BLAST解 析 よ
り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:3が Ｂ 悪 性 リ ン パ 腫 （ B aggressive lymphoma） の 短 か い ア イ ソ
フ ォ ー ム で あ る こ と を 更 に 確 証 す る 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 別 の 例 で SEQ ID NO:6は 、 M1残 基 か ら K199残 基 ま で 、 ヒ ト の BCL7A(GenBank ID g929615)
と の 95％ 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 1.2e-96で あ り 、 こ れ は 観 測 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 。 MOTIFS解 析 お よ び 他 の BLAST
解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:6が カ ル デ ス モ ン に 対 し て 相 同 的 な 1つ の 遺 伝 子 で あ る BC
L7Aで あ る こ と を 更 に 確 証 す る 証 拠 を 提 供 す る （ 表 3参 照 ） 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ま た 他 の 例 と し て 、 SEQ ID NO:9は ヒ ト の 前 立 腺 癌 腫 瘍 抗 原 (GenBank ID g1932712)と L8
残 基 か ら W158残 基 ま で 95％ 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 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 1.5e-73で あ り 、 こ れ は 観 測 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:9は 細 胞
小 器 官 ま た は 細 胞 内 領 域 に 局 在 し て お り 、 ガ ラ ク ト シ ド 結 合 機 能 を 有 す る 。 ま た ガ レ ク チ
ン 遺 伝 子 フ ァ ミ リ － の 1メ ン バ － で あ る こ と が 、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス を 使 っ た BLAST解 析
に よ っ て 示 さ れ た 。 SEQ ID NO:9は ま た １ つ の ガ ラ ク ト シ ド 結 合 レ ク チ ン ド メ イ ン を 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 ） 。 BLIMPS、 MOTIFS、 及 び PROFILESCAN解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:9が ガ ラ ク ト
シ ド 結 合 レ ク チ ン で あ る 、 さ ら に 確 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 別 の 例 で SEQ ID NO:17は 、 E19残 基 か ら K139残 基 ま で が 、 ヒ ト ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 転
写 物 4(GenBank ID g14424787)と の 100％ 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 1.2e-72で あ り 、
こ れ は 観 測 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:17は 細 胞 外 領 域 に 局 在 化 し 、 細 胞 接 着 機 能 を 有 し 、 ま た １ つ の RGDモ チ ー フ で
あ る こ と が 、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス を 使 っ た BLAST解 析 に よ っ て 示 さ れ た 。 BLAST-PRODOM
お よ び MOTIFS解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:17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 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 別 の 例 に お い て 、 SEQ ID NO:23は ヒ ト RTN2-A(GenBank ID g3435086)に 対 し て M1残 基 か
ら T281残 基 ま で 97%、 V272残 基 か ら E472残 基 ま で 100%、 の 同 一 性 を 有 す る こ と が Basic Loc
al Alignment Search Tool (BLAST)に よ っ て 決 定 さ れ た （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は
3e-248で あ り 、 こ れ は 観 測 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 。 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス を 使 っ た BLAST解 析 に よ っ て 示 さ れ た よ う に 、 SEQ I
D NO:23は 小 胞 体 と 関 連 の あ る タ ン パ ク 質 の reticulonフ ァ ミ リ － の 1メ ン バ － で あ る Retic
ulon 2(PROTEOME ID 342756|RTN2)に 対 し て 相 同 的 で あ り 、 SEQ ID NO:23は ま た 神 経 内 分
泌 分 泌 事 象 に 関 与 し 得 る ラ ッ ト の 神 経 内 分 泌 特 異 的 タ ン パ ク 質 (PROTEOME ID 331592|Rn.1
1075)に 対 し て も 相 同 的 で あ る 。 SEQ ID NO:23は ま た 、 １ つ の Reticulonド メ イ ン を 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
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イ ン 群 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 ） 。 MOTIFS、 お よ び 付 加 的 BLAST解 析 か ら 得 ら れ た デ ー タ に よ っ て 、 SEQ ID NO:23が タ
ン パ ク 質 の reticulonフ ァ ミ リ ー の 1メ ン バ ー で あ る さ ら に 実 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 ま た 他 の 例 と し て 、 SEQ ID NO:30は ヒ ト の 乳 癌 抗 原 NY-BR-1(GenBank ID g13469729)と R
55残 基 か ら A273残 基 ま で 51％ 同 一 で あ る こ と が Basic Local Alignment Search Tool (BLA
ST)に よ っ て 示 さ れ た （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 1.4e-62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:30は 、
ア ン キ リ ン (Ank)リ ピ ー ト を 含 む 或 る タ ン パ ク 質 で あ り 、 タ ン パ ク 間 相 互 作 用 を 媒 介 し 得
る 。 こ れ は 、 BLAST解 析 に PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス を 用 い て 判 定 さ れ た 。 SEQ ID NO:30は ま
た 、 １ つ の Ankリ ピ ー ト ド メ イ ン を 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 ） 。 BLIMPS解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:3
0が Ankリ ピ ー ト を 含 む ヒ ト の 乳 癌 抗 原 NY-BR-1で あ る 、 更 な る 実 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 別 の 例 で SEQ ID NO:32は 、 マ ウ ス の clusterin(GenBank ID g192597)に 対 し て 、 M2残 基
か ら F206残 基 ま で 76％ 、 S194残 基 か ら R413残 基 ま で 76%の 同 一 性 を 有 す る こ と が Basic Loc
al Alignment Search Tool (BLAST)に よ っ て 示 さ れ た （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 2.
3e-173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 さ ら に clusterin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 BLAST解 析 に よ っ て 示 さ れ た 。 SEQ ID NO:32は ま た 、 １
つ の clusterinド メ イ ン を 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 群 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、 MOTIFS、 及 び PROFILESCAN解 析 よ り の デ ー タ
は 、 SEQ ID NO:32が 糖 タ ン パ ク 質 clusterinの 構 造 的 特 徴 を 共 有 す る 、 さ ら に 実 証 的 な 証
拠 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 別 の 例 に お い て 、 SEQ ID NO:44は ヒ ト TRPM-2遺 伝 子 産 物 (GenBank ID g292843)に 対 し て
SEQ ID NO:44の M1残 基 か ら V226残 基 (g292843の 残 基 M1-V226)ま で 100%、 SEQ ID NO:44の H2
27残 基 か ら E413残 基 (g292843の 残 基 H263-E449)ま で 100%、 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 1.5 e-222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:44は さ ら に clusterinと 相 同 性 を 有 す る こ と が PROTEOM
Eデ ー タ ベ ー ス を 使 っ た BLAST解 析 に よ っ て 示 さ れ た 。 SEQ ID NO:44は ま た 、 １ つ の cluste
rinド メ イ ン を 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 群 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、 MOTIFS、 BLAST及 び PROFILESCAN解 析 よ り の デ ー タ は 、 S
EQ ID NO:44 が clusterinで あ る 、 さ ら に 実 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 別 の 例 で SEQ ID NO:55は 、 M1残 基 か ら M20残 基 お よ び V19残 基 か ら K168残 基 ま で が 、 ヒ ト
の ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 転 写 物 4(GenBank ID g14424787、 そ れ ぞ れ 残 基 M1-M20と 残 基 V85-K234
)と の 100％ 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 5.6e-89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:55は 細 胞 外 お よ び
ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 転 写 物 で あ る こ と が 、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス を 使 っ た BLAST解 析 に
よ っ て 示 さ れ た 。 追 加 的 BLASTお よ び MOTIFS解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:55が ナ チ ュ
ラ ル キ ラ ー 細 胞 転 写 物 4で あ る 、 さ ら に 実 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 SEQ ID NO:1-2、 SEQ ID DNO:4-5、 SEQ ID NO:7-8、 SEQ ID NO:10-16、 SEQ ID NO:18-22
、 SEQ ID NO:24-29、 SEQ ID NO:31、 SEQ ID NO:33-43、 SEQ ID NO:45-54、 SEQ ID NO:56-
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57は 、 同 じ 方 法 で 解 析 さ れ 注 釈 さ れ た 。 SEQ ID NO:1-57の 解 析 の た め の ア ル ゴ リ ズ ム 及 び
パ ラ メ ー タ が 表 ７ で 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 表 ４ に 示 す よ う に 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 具 体 例 は 、 cDNA配 列 ま た は ゲ ノ ム DNA由
来 の コ ー ド （ エ キ ソ ン ） 配 列 を 用 い て 、 あ る 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） お よ 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） 、 お よ 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 用 い た cDNA配 列 お よ び ／ ま
た は ゲ ノ ム 配 列 の 開 始 ヌ ク レ オ チ ド （ ５ '） 位 置 お よ び 終 了 ヌ ク レ オ チ ド （ ３ '） 位 置 、 ま
た 、 例 え ば SEQ ID NO:58-114を 同 定 す る た め 、 或 い は SEQ ID NO:58-114と 、 関 連 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 群 と を 区 別 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 ま た は 増 幅 技 術 に 有 用 な
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 の 開 始 ヌ ク レ オ チ ド （ ５ '） 位 置 お よ び 終 了 ヌ ク レ オ チ ド （ ３ '）
位 置 を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 表 ４ の 列 ２ で 記 述 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 具 体 的 に は た と え ば 組 織 特 異 的 な ｃ
DNAラ イ ブ ラ リ ま た は プ ー ル さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る Incyte cDNAを 指 す 場 合 が あ
る 。 或 い は 列 ２ に 記 載 し た 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 GenBank cDNAま た 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 、 NCBI RefSeq Nucleotide Sequence Records デ ー タ ベ ー ス か ら 由 来 す る 場
合 も あ り （ 即 ち 「 NM」 ま た は 「 NT」 の 命 名 を 含 む 配 列 ） 、 ま た NCBI RefSeq Protein Sequ
ence Recordsか ら 由 来 す る 場 合 も あ る （ 即 ち 「 NP」 の 命 名 を 含 む 配 列 ） 。 ま た 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 cDNA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_XXXXXX_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 )。 ま た 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 、 gBB
BBBは 一 番 近 い GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 の GenBank識 別 番 号 ま た 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 、 RefS
eq識 別 子 （ 「 NM」 、 「 NP」 、 ま た 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 ２ ２ １ 】
　 あ る い は 、 接 頭 コ ー ド は 手 作 業 で 編 集 さ れ た か 、 ゲ ノ ム DNA配 列 か ら 予 測 さ れ た か 、 ま
た は 配 列 解 析 方 法 の 組 み 合 わ せ か ら 由 来 し て い 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 同 じ 配 列 の 分 析 方 法 の 例 を 列 記 す る (

を 参 照 )。
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【 ０ ２ ２ ２ 】
　 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 ２ ２ ３ 】
　 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
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 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ア セ ン ブ リ お よ 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 お よ び ベ ク タ ー を 表 ５ に 示 し 、 表 ６ で 説 明 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 本 発 明 に は CGDD変 異 体 も 含 ま れ る 。 CGDDの 変 異 体 の 様 々 な 実 施 様 態 は 、 CGDDの 機 能 的 或
い は 構 造 的 特 徴 の 少 な く と も 一 つ を 有 す る こ と が 可 能 で 、 か つ CGDDア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て
少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 或 い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 更 に は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 種 々 の 実 施 態 様 も ま た 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を も 含 む 。 特 定 の 実 施 態 様
に お い て 、 本 発 明 は 、 CGDDを コ ー ド す る 、 SEQ ID NO:58-114か ら な る 一 群 か ら 選 択 さ れ た
１ 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 配 列 表 に 示 し た SEQ ID NO:58-114の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 等 価 RNA配 列 を 含 む が 、 窒 素 塩 基 チ ミ ン の 出 現 は ウ ラ シ ル に 置 換 さ れ
、 糖 の バ ッ ク ボ ー ン は デ オ キ シ リ ボ ー ス で は な く リ ボ ー ス か ら 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 を 含 む 。 詳 細 に は 、 こ の よ
う な 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 、 少 な
く と も 約 ７ ０ ％ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 同 一 性 、 更 に は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 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:58-114か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 70％ 、 或 い は 少 な く と も 約 85％ 、 ま た は 少 な く と も 約 95％ も の
一 致 率 を 有 す る よ う な SEQ ID NO:58-114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 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 、 CGDDの 機 能 的 若

10

20

30

40

50

(56) JP 2005-521382 A 2005.7.21



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 ２ ２ ７ 】
　 更 に 或 い は 別 法 で は 、 本 発 明 の 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 体 は 、 CGDD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 CGDD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 ま た は
欠 失 に よ り 、 通 常 、 よ り 多 数 ま た 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 、 ま た は 約 60％ 未 満 、 あ る い は 約 50％ 未 満 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 が 、 CGDD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 、 CGDD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％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 85％ 、 ま た は 少 な く と も 約 95％ 、
な お ま た 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:73の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ ID NO:110の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SE
Q ID NO:111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 、 SEQ ID NO
:74の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ ID NO:112の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ 
ID NO:113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 、 SEQ ID NO:8
7の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ ID NO:99の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ ID 
NO:114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 、 SEQ ID NO:69の
配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ ID NO:70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 、 SEQ ID NO:71の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ ID NO:72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 、 SEQ ID NO:90の 配 列 を 含 む ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ ID NO:91の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ ID NO:101の 配 列 を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ ID NO:102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 、 SEQ ID NO:94の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ ID NO:104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 、 SEQ ID NO:95の 配 列 を 含 む ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 SEQ ID NO:96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 、 CGDD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 ２ ２ ８ 】
　 CGDDを コ ー ド す る 種 々 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ っ て 作 り 出 さ れ 、
中 に は 、 既 知 の い か な る 天 然 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 と も 最 小 の 類 似 性 し か 有 し
な い 配 列 も あ る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。 し た が っ て 本 発 明 に は 、 可 能 コ ド ン 選
択 に 基 づ く 組 合 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 網 羅 し 得 る 。 天 然 CGDD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 、 こ れ ら の 組 合 せ が 成 さ れ る 。 こ の よ う な 全 て の 変 異 は 明 確 に 開 示
さ れ て い る と 考 慮 さ れ た い 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 CGDD 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 CGDD 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 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 CGDD 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 い て 、 特 定 の 真 核 宿 主 ま た は 原 核 宿 主 に 発 生 す る ペ プ チ ド の 発 現 率
を 高 め る よ う に コ ド ン を 選 択 し 得 る 。 コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 せ ず に 、 CGDDお よ
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 改 変 す る 別 の 理 由 に は 、 天 然 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 も あ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 本 発 明 に は ま た 、 CGDD と そ の 誘 導 体 と を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 ま た 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
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得 る 。 更 に 、 合 成 化 学 を 用 い て CGDD ま た 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 ２ ３ １ 】
　 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:58-114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お よ び S.L. Berge
r (1987) Methods Enzymol.152:399-407、 Kimmel, A.R.(1987)Methods Enzymol.152:507-
511） 。 ア ニ ー リ ン グ お よ 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 ２ ３ ２ 】
　 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ の 方 法 は 当 分 野 で は 公 知 で あ り 、 本 発 明 の い ず れ の 実 施 例 も DNAシ
ー ク エ ン シ ン グ 方 法 を 用 い て 実 施 可 能 で あ 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, Clevelan
d OH） 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Applied Biosystems） 、 熱 安 定 性 T7ポ リ メ ラ ー ゼ （ Amersham 
Biosciences, Piscataway NJ） を 用 い 得 る 。 あ る い は 、 例 え ば ELONGASE増 幅 シ ス テ ム （ In
vitrogen, 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） お よ 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） 、 MEGABA
CE 1000 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Amersham Biosciences） ま た は 当 分 野 で よ く 知
ら れ て い る 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 , 7章 、 Mey
ers, R.A. (1995) , Wiley VCH, New York NY, 85
6-853ペ ー ジ ） 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 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 、 CGDD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 お よ 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 DN
Aか ら の 未 知 の 配 列 を 増 幅 す る 方 法 で あ る (Sarkar, G. (1993) PCR Methods Applic.2:318
-322)。 別 の 方 法 に イ ン バ ー ス PCR法 が あ り 、 こ れ は 広 範 な 方 向 に 伸 長 さ せ た プ ラ イ マ ー 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 お よ 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 は ヒ ト
及 び 酵 母 菌 人 工 染 色 体 DNAの 既 知 の 配 列 に 隣 接 す る DNA断 片 を PCR増 幅 す る 方 法 に 関 与 し て
い る (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 て 未 知 の 配 列 領 域 内 に 組 換 え
二 本 鎖 配 列 を 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ 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 (Parker, J.D 他 (1991) Nucleic Acids Res.19:30553060
） 。 更 に 、 PCR、 ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー 及 び PromoterFinderラ イ ブ ラ リ （ Clontech, Palo 
Alto CA） を 用 い て ゲ ノ ム DNAを ウ ォ ー キ ン グ す る こ と が で き 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 22～ 30ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 有 率 が 約 50％ 以 上 で 、 温 度 約 68℃ ～ 72℃ 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 ２ ３ 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
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伝 子 群 の 5'領 域 を 有 す る 配 列 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 ２ ３ ５ 】
　 市 販 の キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 シ ス テ ム を 用 い て 、 シ ー ク エ ン シ ン グ ま た は PCR産 物 の サ
イ ズ を 分 析 し 、 ま た は そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 す る こ と が で き 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 に よ る 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 に 特 異 的 で あ る よ う な 、 レ ー ザ 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 （ A
pplied Biosystems社 の GENOTYPER、 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 ２ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 を 、 CG
DD、 そ の 断 片 ま た は 機 能 的 等 価 物 を 適 切 な 宿 主 細 胞 内 に 発 現 さ せ る 組 換 え DNA分 子 に ク ロ
ー ニ ン グ し 得 る 。 遺 伝 暗 号 に 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
ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 作 ら れ 、 こ れ ら の 配 列 を CGDDの 発 現 に
利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 種 々 の 目 的 で 、 CGDD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 、 あ る い は プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び ／ ま た 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
及 び 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ ン ダ ム な フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン 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 み 換 え る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え
ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 介 し た 部 位 特 異 的 変 異 誘 導 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 変 更 、 コ ド ン 優 先 の 変 更 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 生 成 等 を 起 こ す
突 然 変 異 を 導 入 し 得 る 。
【 ０ ２ ３ 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. Biotechno
l. 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
ま た は 酵 素 活 性 、 あ る い は 他 の 分 子 や 化 合 物 と 結 合 す る 能 力 な ど 、 CGDDの 生 物 学 的 特 性 を
改 変 あ る い は 改 良 し 得 る 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 遺 伝 子 断 片 の PCRを 介 す る 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 ま た 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 お よ 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 ポ イ ン ト 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 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 与 の 遺 伝 子 を 同 種 ま た 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 と 組 み 換 え 、 そ れ に よ っ て 天 然 に 存 在 す る 複 数 の 遺 伝 子 の 遺 伝 多 様 性 を 、 管 理 さ れ
制 御 可 能 な 方 法 で 、 最 大 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 分 野 で 周 知 の 化 学 的 方
法 を 用 い て 、 全 体 或 い は 一 部 を 合 成 可 能 で あ る (例 え ば 、 Caruthers. M.H.他 (1980) Nucle
ic Acids Symp. Ser. 7:215-223、 Horn, T.他 (1980) Nucleic Acids Symp. Ser. 7:225-2
32)。 あ る い は 、 CGDD 自 体 ま た 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
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る 。 例 え ば 、 種 々 の 液 相 ま た は 固 相 技 術 を 用 い て ペ プ チ ド 合 成 を 行 う こ と が で き る （ Crei
ghton, T. (1984) , WH Freeman, New 
York NY55-60ペ ー ジ ; Roberge, J.Y.他 (1995) Science 269:202-204） 。 自 動 合 成 は ABI 4
31Aペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ （ Applied Biosystems） を 用 い て 達 成 し 得 る 。 CGDDの ア ミ ノ 酸
配 列 、 ま た は 任 意 の そ の 一 部 は 更 に 、 直 接 合 成 の 際 に 改 変 す る こ と に よ り 、 及 び ／ ま た は
他 の タ ン パ ク 質 か ら の 配 列 群 ま た は 任 意 の そ の 一 部 と 組 合 せ る こ と に よ り 、 変 異 体 ポ リ ペ
プ チ ド を 作 製 、 ま た は 、 或 る 天 然 ポ リ ペ プ チ ド の １ 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 し 得
る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 ペ プ チ ド は 、 分 離 用 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 実 質 上 精 製 可 能 で あ る （ Chie
z, R.M.及 び  F.Z. Regnier (1990) Methods Enzymol. 182:392-421） 。 合 成 ペ プ チ ド の 組
成 は 、 ア ミ ノ 酸 分 析 ま た は シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る （ 前 出 の Crei
ghton, 28-53ペ ー ジ ） 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 生 物 学 的 に 活 性 な CGDDを 発 現 さ せ る た め に 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た 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 お よ 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 お よ び CGDD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 お よ び 発 現 誘 導 型 の プ ロ モ ー タ ー 、
５ 'お よ 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 お よ び 特 異 性
が 様 々 で あ る 。 特 異 的 な 開 始 シ グ ナ ル 類 を 用 い て 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群
の 、 よ り 効 率 的 な 翻 訳 を 達 成 す る こ と も で き 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 。 CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 、 お よ び そ の 開 始 コ ド ン や 、 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 制 御 シ グ ナ ル や 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル は 必 要 な い こ と も あ る 。 し か し な が ら 、 コ
ー ド 配 列 あ る い は そ の 断 片 の み が 挿 入 さ れ た 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 (S
charf, D.他 (1994) Results Probl.Cell Differ. 20:125162） 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 好 適 な 転 写
お よ び 翻 訳 制 御 エ レ メ ン ト と を 持 つ 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し 得 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お よ
び Russell, 前 出 , 1-4、 8章 、 Ausubel 他 , 前 出 , 1、 3、 15章 )。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 を 利 用 し て 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 保 持 及
び 発 現 が 可 能 で あ 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 ま た 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ま た は タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス ： TMV） ま た は 細
菌 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば Tiま た 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 る (Sambrookお よ び Russell,前 出 、 Ausubel 他 、 前 出 、 Van Heeke, G. お よ
び  S.M. Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:55035509、 Engelhard, E.K. 他 (1994) Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3224-3227、 Sandig, V.他 (1996) Hum.Gene Ther.7:1937-1
945、 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, 19
1-196ペ ー ジ 、 Logan, J.お よ び T. Shenk (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3
659、 Harrington, J.J. 他 (1997) Nat. Genet. 15:157-355)。 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ
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イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー 、 ま た 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 ま た
は 細 胞 集 団 へ 送 達 す る こ と が で き る (Di Nicola, M.他 (1998) Cancer Gen. Ther. 5:350-3
56; Yu, M.他 (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6340-6344; Buller, R.M.他 (1985)
 Nature 317:813-815; McGregor, D.P.他 (1994) Mol. Immunol. 31:219-226; Verma, I.M
.お よ び N. Somia (1997) Nature 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 ２ ４ ４ 】
　 細 菌 系 で は 、 多 数 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 及 び 発 現 ベ ク タ ー を 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 群 の 使 用 目 的 に 応 じ て 選 択 で き る 。 例 え ば CGDD 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 Jolla CA)ま た 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 。 CGDD  を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を こ の 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 持 つ 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 状 態 の 欠 失 の 生 成 に も 有 用 で あ ろ う （ Va
n Heeke, G. お よ び  S.M. Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509 ） 。 CGDDが
多 量 に 、 例 え ば 抗 体 の 産 生 な ど に 必 要 な 場 合 は 、 CGDDの 発 現 を ハ イ レ ベ ル で 誘 導 す る ベ ク
タ ー が 使 用 で き 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 ま た は 誘 導 T
7バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー が 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 CGDDの 産 生 に は 酵 母 の 発 現 系 を 使 用 で き 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 型 或 い は 誘 導 型 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 多 数 の ベ ク タ ー が 、 出 芽 酵 母 菌
（ ）  ま た 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) Met
hods Enzymol.153:516-544; Scorer, C.A.他 (1994) Bio/Technology 12:181-184)。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 CGDDの 発 現 に は 植 物 系 も 用 い 得 る 。 CGDD 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 で あ る い は TMV由 来 の オ メ ガ リ ー ダ ー 配 列 と 組 み 合 わ せ
て 用 い ら れ る よ う な CaMV由 来 の 35Sお よ び 19Sプ ロ モ ー タ ー に よ っ て 促 進 し 得 る （ Takamats
u, N.（ 1987） EMBO J 6:307-311） 。 あ る い は 、 RUBISCO の 小 サ ブ ユ ニ ッ ト な ど の 植 物 プ
ロ モ ー タ ー 、 ま た 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; お よ び  Winter, J.他 (1991) 
Results Probl.Cell Differ.  17:85105） 。 こ れ ら の 構 成 物 は 、 直 接 DNA形 質 転 換 ま た は
病 原 体 を 媒 介 と す る 形 質 移 入 に よ っ て 、 植 物 細 胞 内 に 導 入 可 能 で あ る （ 『 マ グ ロ ー ヒ ル 科
学 技 術 年 鑑 』 ( ) (1992) McGraw H
ill New York NY, 191-196ペ ー ジ ） 。
【 ０ ２ ４ 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 CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 連 結 し 得 る
。 ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 非 必 須 の Ｅ １ ま た は Ｅ ３ 領 域 へ の 挿 入 に よ り 、 宿 主 細 胞 に CGDD を
発 現 す る 感 染 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. 81:3655-3659） 。 更 に 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ RSV） エ ン ハ ン サ ー 等 の
転 写 エ ン ハ ン サ ー を 用 い て 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を 増 大 さ せ 得 る 。 SV40ま た 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 ２ ４ ８ 】
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　 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の 断 片 群 を 送 達 し 得 る 。 治 療 の た め に 約 ６ kb～ １
０ Mb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 、 ま
た は ベ シ ク ル ） で 送 達 さ れ て い る (Harrington, J.J.他 (1997) Nat. Genet. 15:157-355)
。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 CGDDの 、 細 胞 株 に お け る 安 定 し た 発 現 は 、 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 望 ま し い 。 例 え ば 、 CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 株 に 形 質
転 換 す る た め に 、 発 現 ベ ク タ ー 類 と 、 同 じ ベ ク タ ー 上 の 或 い は 別 の ベ ク タ ー 上 の 選 択 可 能
マ ー カ ー 遺 伝 子 と を 用 い 得 る 。 用 い る 発 現 ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 起 源 の 複 製 要 素 、 お よ び
／ ま た は 内 因 性 の 発 現 要 素 を 持 ち 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 を う ま く 発 現 す る よ う な
細 胞 の 成 長 お よ 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 ２ ５ 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 あ る 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 お よ 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 77:3
5673570、 Colbere-Garapin, F.他 (1981) J. Mol. Biol. 150:1-14)。 こ の 他 の 選 択 可 能 な
遺 伝 子 、 例 え ば 、 代 謝 の た め の 細 胞 の 必 要 条 件 を 変 え る trpB及 び hisDは 、 文 献 に 記 載 さ れ
て い る （ Hartman, S.C.及 び  R.C. Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:804
7-8051） 。 可 視 マ ー カ ー 類 、 例 え ば ア ン ト シ ア ニ ン や 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP； Clont
ech） 、 β グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ お よ び そ の 基 質 で あ る β グ ル ク ロ ニ ド 、 ま た は ル シ フ ェ ラ ー
ゼ お よ び そ の 基 質 で あ る ル シ フ ェ リ ン を 用 い 得 る 。 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 ２ ５ １ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 有 無 に よ っ て 目 的 の 遺 伝 子 の 存 在 が 示 唆 さ れ て も 、 そ の 遺 伝 子 の
存 在 お よ び 発 現 の 確 認 が 必 要 な 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 CGDD を コ ー ド す る 配 列 が 或 る マ ー
カ ー 遺 伝 子 配 列 の 中 に 挿 入 さ れ た 場 合 、 CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 有 す る
形 質 転 換 さ れ た 細 胞 群 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 機 能 の 欠 落 に よ り 特 定 で き る 。 ま た は 、 CGDDを
コ ー ド す る １ 配 列 と タ ン デ ム に 、 或 る マ ー カ ー 遺 伝 子 を 、 単 一 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 配
置 す る こ と も で き る 。 誘 導 ま た 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 ２ ５ ２ 】
　 一 般 に 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 且 つ CGDDを 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当
業 者 に よ く 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 を 用 い て 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 す る も の で
は な い が 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 に は 、 DNA-DNA或 い は DNA-RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン と 、 PCR増 幅 と が あ り 、 ま た 、 核 酸 配 列 或 い は タ ン パ ク 質 配 列 の 検 出 、 定 量 、 或 い は
そ の 両 方 を 行 う た 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
の 生 物 学 的 検 定 法 ま た は 免 疫 学 的 検 定 法 も あ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
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　 CGDDの 発 現 の 検 出 及 び 計 測 の た め の 、 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の ど ち ら か を 用 い る 免 疫 学 的 な 方 法 は 、 当 分 野 で 既 知 で あ る 。 こ の よ う な 技 法 の 例
に 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） 、 蛍 光
活 性 化 細 胞 選 別 （ FACS、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ） な ど が あ る 。 CGDD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 群 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 試 験 を 用
い る こ と も で き る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ お よ び 他 の ア ッ セ イ は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る (Hampt
on, R.他 (1990) , APS Press, St. Paul MN,
 Sect.IV、 Coligan, J.E.他 (1997) , Greene Pub.Asso
ciates and Wiley-Interscience, New York NY;  Pound, J.D. (1998) 

, Humana Press, Totowa NJ)。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 多 岐 に わ た る 標 識 方 法 及 び 抱 合 方 法 が 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 様 々 な 核 酸 ア ッ セ イ お
よ び ア ミ ノ 酸 ア ッ セ イ に こ れ ら の 方 法 を 用 い 得 る 。 CGDD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 、 エ ン ド ラ ベ リ
ン グ （ 末 端 標 識 化 )、 ま た 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 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 、 ま た 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ま た は SP6な ど の 好 適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ
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 Amersham Biosciences、 Promega（ Madison WI） 、 U.S. Bioc
hemical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 あ る 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 、 発 色 剤 な ど が あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 CGDD 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 、 あ る い は そ の 両 者
に 依 存 す る 。 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ 発 現 ベ ク タ ー は 、 原 核 細 胞 膜 ま た
は 真 核 細 胞 膜 を 通 し て の CGDDの 分 泌 を 誘 導 す る シ グ ナ ル 配 列 群 を 持 つ よ う に 設 計 で き る こ
と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ２ ５ 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
、 ま た 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 お よ び ア シ ル 化 が あ る 。 タ ン パ ク 質 の 「 プ レ プ ロ 」 ま た 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 ／ ま た 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 装
置 お よ 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 、 American 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 お よ び プ ロ セ シ ン グ を 確 実 に す る よ う に 選 択 し 得 る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 CGDD を コ ー ド す る 、 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 ま た は 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 或 る 異 種 配 列 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 上
記 し た 任 意 の 宿 主 系 内 で 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 生 じ 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 CGDDタ ン パ ク 質 は 、 CGDDの 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー に 対 す
る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ を 促 進 し 得 る 。 ま た 、 異 種 タ ン パ ク 質 部 分 お よ び
異 種 ペ プ チ ド 部 分 も 、 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
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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 （ CBP） 、 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 。 FLAG、 c-mycお よ び 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） は 、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ
標 識 を 特 異 的 に 認 識 す る 市 販 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ 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 、 CGDDを コ ー ド す る 配 列 と 異 種 タ ン
パ ク 質 配 列 と の 間 に 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 部 位 を 融 合 タ ン パ ク 質 が 持 つ よ う に 遺 伝 子 操 作
す る と 、 CGDDが 、 精 製 後 に 異 種 部 分 か ら 切 断 さ れ 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製
方 法 は 、 前 出 の Ausubel他 (前 出 、 10お よ 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 お よ び 精 製 を 促 進 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 TNTウ サ ギ 網 状 赤 血 球 可 溶 化 液 ま た は コ ム ギ 胚 芽 抽 出 系 (Promega)を
用 い て で 、 放 射 標 識 CGDD を 合 成 し う る 。 こ れ ら の 系 は 、 T7、 T3ま た は SP6プ ロ モ
ー タ ー と 機 能 的 に 連 結 し た タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 転 写 及 び 翻 訳 を カ ッ プ ル 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 ２ ５ ９ 】
　 本 発 明 の CGDDま た は そ の 断 片 を 用 い て 、 CGDDに 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と が で き る 。 1つ 以 上 の 試 験 化 合 物 を CGDDへ の 特 異 的 な 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。 種 々 の 実 施 例 に お い て 、 CGDDに 対 す る 特 異 結 合 に つ い て 、 1、 2、 3、 4
、 5、 10、 20、 50、 100ま た は 200の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ン す る こ と が 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 ） 、 ま た は 小 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 関 連 す る 実 施 例 に お い て 、 CGDD、 CGDDの 変 異 体 、 あ る い は CGDDお よ び ／ ま た は １ つ 以 上
の CGDD変 異 体 と の あ る 組 み 合 わ せ へ の 試 験 化 合 物 （ 抗 体 等 ） の 結 合 /を ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め に 、 CGDD 変 異 体 を 用 い る こ と が で き る 。 あ る 実 施 例 に お い て は 、 SEQ ID NO:1-57
の 配 列 の 正 確 な 配 列 を 有 す る CGDDで は な く 、 CGDDの 変 異 体 に 結 合 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ
ン グ に CGDD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
CGDD変 異 体 は CGDD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%お よ び 95%の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 或 る 実 施 態 様 で CGDDへ の 特 異 結 合 ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 GCREC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 、 ま た は 天 然 基
質 や 、 構 造 的 ま た は 機 能 的 な 擬 態 物 質 （ mimetic） 、 あ る 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 CGDD  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 To
day 7:235-246)。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で CGDD へ の 特 異 結 合 ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 し た 化 合 物 は 、 CGDD 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 、 ま た は 例 え ば リ ガ ン ド 結 合 部
位 や 結 合 ポ ケ ッ ト の 全 体 ま た 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 CGDD受 容 体 の 場 合 や 、 シ グ ナ ル を 伝 播 で き な い CG
DDお と り 受 容 体 の 場 合 が あ る (Ashkenazi, A.お よ び V.M. Divit (1999) Curr. Opin. Cell
 Biol.11:255-260、 Mantovani, A. 他 (2001) Trends Immunol. 22:328-336)。 該 化 合 物 は
既 知 の 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
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れ て い る (Taylor, P.C. 他 (2001) Curr. Opin. Immunol. 13:611-616)。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 一 実 施 例 に お い て は 、 類 似 ま た は 異 な る 特 異 性 を 有 す る 2つ 以 上 の 抗 体 の CGDD、 CGDDの
断 片 、 ま た は CGDDの 変 異 体 へ の 特 異 的 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 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 、 CGDDの 特 定 の 断 片 ま た は 変 異 体 を 同 定 で き る
。 １ つ の 実 施 態 様 で 、 CGDDの 特 定 の 断 片 ま た 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 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 CGDD産 生 の 増 加 、 減 少 あ る い は そ の 他
の 異 常 産 生 を 伴 う 特 定 疾 患 ま た は 状 態 を 優 先 的 に 診 断 で き る よ う に 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 選
ぶ こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 で 、 anticalinを 、 CGDDま た は そ の 断 片 あ る 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
、 Skerra, A. (2001) J. Biotechnol. 74:257-275)。 リ ポ カ リ ン の タ ン パ ク 質 構 造 に は 、
８ つ の 逆 平 行 ベ ー タ ス ト ラ ン ド を 持 つ β バ レ ル が 含 ま れ 得 り 、 そ れ ら の ス ト ラ ン ド は バ レ
ル の 開 放 末 端 に 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 ま た 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 )、 あ る い は 、 結 合 特 異 性 を 少 し 、 中 等 度 、 ま た は 大 き く 変 え る よ う
な 置 換 を 行 う こ と も で き る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 CGDD に 特 異 的 に 結 合 、 刺 激 、 あ る 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 、 あ る い は 細 胞 膜 上 で CGDD 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 、 ま た は 大 腸 菌
か ら の 細 胞 が 含 ま れ 得 る 。 CGDDを 発 現 す る 細 胞 、 ま た は CGDDを 含 有 す る 細 胞 膜 断 片 を 試 験
化 合 物 と 接 触 さ せ て 、 結 合 や 、 CGDDま た は 該 化 合 物 の 何 れ か の 、 刺 激 ま た は 活 性 の 阻 害 を
分 析 す る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 あ る ア ッ セ イ は 、 単 に 試 験 化 合 物 を ポ リ ペ プ チ ド に 実 験 的 に 結 合 さ せ 、 結 合 を 、 蛍 光 色
素 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 抱 合 体 ま た は そ の 他 の 検 出 可 能 な 標 識 に よ り 検 出 す る こ と が で き
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 、 あ る い は 固 体
支 持 物 に 固 定 さ れ た CGDDと 混 合 す る ス テ ッ プ と 、 CGDD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 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 お
よ び 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
、 ま た は 、 天 然 産 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 ６ 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 、 お よ び /ま た 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 お よ 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 ま た は
改 変 し う る (Matthews, D.J. お よ び  J.A. Wells. (1994) Chem. Biol. 1:25-30)。 も う 一
つ の 関 連 す る 実 施 様 態 に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 （ た と え ば リ ガ ン ド ） に 1つ 以 上
の ア ミ ノ 酸 置 換 を 行 う こ と に よ り 、 天 然 受 容 体 へ の 結 合 能 力 を 改 善 ま た は 改 変 す る こ と が
で き る (Cunningham, B.C.お よ び J.A. Wells (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:340
7-3411; Lowman, H.B. 他  (1991) J. Biol. Chem. 266:10982-10988)。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 CGDDま た は そ の 断 片 、 あ る い は CGDDの 変 異 体 を 用 い て 、 CGDDの 活 性 を 変 調 す る 化 合 物 を
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ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 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 ま た は 逆 ア ゴ ニ ス ト な ど が 含 ま れ 得 る 。 一 実 施 態 様 で は 、 CGDDが
少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合 さ れ る 、 CGDD活 性 が 許 容 さ れ る 諸 条 件 下 で 或 る ア ッ セ
イ を 実 施 し 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の CGDDの 活 性 を 試 験 化 合 物 不 在 下 で の CGDDの 活 性 と 比
較 す る 。 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の CGDDの 活 性 の 変 化 は 、 CGDDの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化
合 物 の 存 在 を 示 唆 す る 。 別 法 で は 、 試 験 化 合 物 を 、 CGDDの 活 性 に 適 し た 条 件 下 で 、 CGDDを
有 す る 系 す な わ ち 無 細 胞 系 と 混 合 し て ア ッ セ イ を 実 施 す る 。 CGDDの 活 性 を 調 節 す
る 試 験 化 合 物 は 、 こ れ ら ア ッ セ イ の 何 れ に お い て も 間 接 的 に 調 節 す る 場 合 が あ り 、 そ の 際
は 試 験 化 合 物 と 直 接 接 触 す る 必 要 が な い 。 少 な く と も １ つ 、 ま た 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 ６ ９ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 CGDDま た 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 、 胚
性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） に お け る 相 同 組 換 え を 用 い て 動 物 モ デ ル 系 内 で 「 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 （ 米 国 特 許 第 5,175,383号 及 び 第 5,767,337号 等 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） Scien
ce 244:1288-1292） な ど の マ ー カ ー 遺 伝 子 で 破 壊 し た 、 目 的 の 遺 伝 子 を 持 つ ベ ク タ ー で 形
質 転 換 さ れ 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 ま た 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、 Wa
gner, 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 に 導 入 し 、 得 ら れ る キ メ ラ 子 孫 の 遺 伝 形 質 を 特 定 し 、 こ れ ら
を 交 配 さ せ て ヘ テ ロ 接 合 性 系 ま た 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 性 薬 物 で 検 査 さ れ う る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 類 は ま た 、 で 、 ヒ ト 胚 盤 胞 由 来 の ES細 胞 に
お い て 操 作 し 得 る 。 ヒ ト ES細 胞 は 、 内 胚 葉 、 中 胚 葉 お よ 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 お よ び 心 筋 細 胞 に 分 化 す る （ Thomson, J.A.他 (1998) Science 282:11
45-1147） 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 CGDD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 ） ま た は 遺 伝 子 組 換 え 動 物 （ マ ウ ス ま た は ラ ッ ト ） を 作 製 す る こ と も 可
能 で あ る 。 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 或 る 領 域 を 、 ノ ッ ク イ ン 技 術 を 用 い て 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 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 ま た 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 。 ま た は 、 CGDDを 例
え ば 乳 汁 内 に 分 泌 す る な ど 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 ７ ２ 】
　 （ 治 療 ）
　 CGDDの 領 域 群 と 細 胞 成 長 、 分 化 お よ び 細 胞 死 関 連 タ ン パ ク 質 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 お よ び 構 造 的 類 似 性 が 存 在 す る 。 さ ら に 、 CGDD を 発
現 す る 組 織 の 例 が 、 表 ６ お よ び 実 施 例 11に も 見 ら れ る 。 こ の よ う に 、 CGDDは 、 癌 な ど の 細
胞 増 殖 異 常 、 発 達 障 害 、 神 経 疾 患 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 生 殖 障 害 、 お よ び 胎 盤 障 害 で 役
割 を 果 た す と 考 え ら れ る 。 CGDDの 発 現 若 し く は 活 性 の 増 大 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て
は 、 CGDDの 発 現 ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る こ と が 望 ま し い 。 CGDDの 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に
関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 CGDDの 発 現 ま た は 活 性 を 亢 進 さ せ る こ と が 望 ま し い 。
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【 ０ ２ ７ ３ 】
　 従 っ て 一 実 施 態 様 に お い て 、 CGDDの 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は
予 防 の た め に 、 被 験 者 に CGDDま た は そ の 断 片 や 誘 導 体 を 投 与 し 得 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 、 発 達 障 害 、 神 経 疾 患 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 生
殖 障 害 、 胎 盤 障 害 が 含 ま れ 、 細 胞 増 殖 異 常 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 、 お よ 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 、 お よ び 子 宮 の 癌 が 含 ま れ る 。
発 達 障 害 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- M
agenis 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 お よ 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） お よ 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 。 神 経 疾 患
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 お よ び そ の 他 の 錐 体 外 路 障 害 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 お よ 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 お よ び 他 の 脱 髄 疾 患 、 細 菌 性 お よ 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 お よ 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 、 お
よ 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 お よ 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
お よ 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 疾 患 、 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 お よ び 多 発 性 筋 炎 と 、 遺
伝 性 、 代 謝 性 、 内 分 泌 性 、 お よ 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） 、 お よ び 家 族 性 前 頭 側 頭 型 痴 呆 と が 含 ま れ る 。 自
己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 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 症 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 ま た 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 強 皮 症 、 血 小
板 減 少 性 紫 斑 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ぶ ど う 膜 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 、 お よ び 外 傷 が 含 ま れ る 。 生 殖 障 害 に は 、 プ ロ ラ ク チ ン 産 生 の 障 害 、 不 妊 （ 例 え ば
卵 管 疾 患 、 排 卵 不 良 、 子 宮 内 膜 症 、 性 周 期 の 途 絶 、 月 経 周 期 の 途 絶 、 多 嚢 胞 性 卵 巣 症 候 群
、 卵 巣 過 剰 刺 激 症 候 群 、 子 宮 内 膜 腫 瘍 や 卵 巣 腫 瘍 、 子 宮 筋 腫 、 自 己 免 疫 疾 患 、 異 所 性 妊 娠
、 奇 形 発 生 、 乳 癌 、 乳 房 線 維 嚢 胞 病 、 乳 漏 症 、 精 子 形 成 の 途 絶 、 異 常 精 子 生 理 、 精 巣 癌 、
前 立 腺 癌 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 前 立 腺 炎 、 ペ ー ロ ニ ー 病 、 イ ン ポ テ ン ス 、 男 性 乳 癌 、 女 性 化
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乳 房 、 高 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 性 腺 機 能 低 下 症 、 低 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 性 腺 機 能 低 下 症 、 仮 性 半 陰 陽
、 無 精 子 症 、 早 発 卵 巣 不 全 、 ア ク ロ シ ン 欠 損 症 、 晩 発 思 春 期 、 逆 行 性 射 精 、 無 射 精 、 血 管
芽 腫 、 嚢 胞 ・ ク ロ ム 親 和 細 胞 腫 （ cystsphaeochromocytomas） 、 傍 神 経 節 腫 、 精 巣 上 体 の
嚢 胞 腺 腫 、 お よ び 内 リ ン パ 嚢 腫 瘍 ） を 含 む 。 胎 盤 障 害 に は 、 子 癇 前 症 、 絨 毛 癌 、 胎 盤 早 期
剥 離 、 前 置 胎 盤 、 胎 盤 梗 塞 や maternal floor infarction、 癒 着 胎 盤 、 侵 入 胎 盤 (increate
)お よ び 穿 通 胎 盤 、 絨 毛 膜 外 性 胎 盤 （ extrachorial placentas） 、 絨 毛 血 管 腫 （ chorangio
ma） 、 絨 毛 血 管 分 布 過 多 （ chorangiosis） 、 慢 性 絨 毛 炎 （ chronic villitis） 、 胎 盤 絨 毛
浮 腫 （ placental villous endema） 、 終 末 絨 毛 広 範 性 線 維 症 （ widespread fibrosis of t
he terminal villi） 、 絨 毛 間 腔 血 栓 (intervillous thrombi)、 出 血 性 血 管 炎 、 新 生 児 溶
血 性 疾 患 （ 胎 児 赤 芽 球 症 ） 、 非 免 疫 性 胎 児 水 腫 を 含 む 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む 、 CGDDの 発 現 ま た
は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 CGDDま た は そ の 断 片 や 誘 導 体 を
発 現 し 得 る ベ ク タ ー を 被 験 者 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む 、 CGDDの 発 現
ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た CGDDを
有 す る 組 成 物 を 好 適 な 医 薬 用 キ ャ リ ア と 共 に 被 験 者 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む 、 CGDDの 発 現
ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 CGDDの 活 性 を 調 節 す る ア ゴ
ニ ス ト を 被 験 者 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 CGDDの 発 現 ま た は 活 性 の 増 大 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の
た め に 、 被 験 者 に CGDDの ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 し 得 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 癌 な ど 細 胞 増 殖 異 常 、 発 達 障 害 、 神 経 疾 患 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症
の 疾 患 、 生 殖 障 害 、 お よ び 胎 盤 障 害 が 含 ま れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 CGDD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 る い は CGDDを 発 現 す る 細 胞 ま た は 組 織 に 薬 剤 を 運
ぶ タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 機 構 或 い は 送 達 機 構 と し て 間 接 的 に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 CGDD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 被 験 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 、 CGDDの 発 現 ま た は 活
性 の 増 大 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 相 補 的 配 列
、 ま た は ベ ク タ ー は 他 の 適 切 な 治 療 剤 と 併 用 し て 投 与 し 得 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 合 せ る こ と に よ り 、 上
記 し た 種 々 の 疾 患 の 治 療 ま た 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 医 薬 効 果 を あ げ 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 ８ ０ 】
　 CGDDの ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 当 分 野 で 一 般 に 既 知 の 方 法 を 用 い て 製 造 し 得 る 。 具 体 的 に は
、 精 製 CGDDを 用 い て 抗 体 を 作 る か 、 治 療 薬 の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 CGDDと 特
異 結 合 す る も の を 同 定 し 得 る 。 CGDDへ の 抗 体 も 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 産 生 さ れ 得
る 。 限 定 す る も の で は な い が 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 抗 体 、 Fab断 片 、 お よ び Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ に よ っ て 作 ら れ た 断
片 が 含 ま れ 得 る 。 或 る 実 施 様 態 で は 、 中 和 抗 体 （ す な わ ち 二 量 体 の 形 成 を 阻 害 す る 抗 体 ）
は 治 療 用 に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 一 本 鎖 抗 体 （ 例 え ば ラ ク ダ ま た 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-
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302)。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 CGDD、 若 し く は 免 疫 原 性 の 特 性 を 備 え る そ の 任 意 の 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド の 注 入 に
よ っ て 、 抗 体 の 産 生 の た め に 、 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 な ど を 含 む 種 々 の 宿 主 が 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 ） お よ び コ リ ネ
バ ク テ リ ウ ム ‐ パ ル バ ム （ ） が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 CGDDに 対 す る 抗 体 を 誘 導 す る た め に 用 い る オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 断 片 は 、 少
な く と も 約 ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ も の が 好 ま し く 、 一 般 的 に は 約 １
０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら な る も の と な る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た 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 。
CGDDア ミ ノ 酸 類 の 短 い ス ト レ ッ チ 群 は 、 KLHな ど 他 の タ ン パ ク 質 の 配 列 と 融 合 さ れ 、 こ の
キ メ ラ 分 子 に 対 す る 抗 体 群 が 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 CGDD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 群 を 産
生 す る 、 任 意 の 技 術 を 用 い て 作 製 で き 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 、 お よ 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. Immunol. Me
thods 81:31-42、 Cote, R.J.他  (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-2030、 Col
e, S.P.他 (1984) Mol.Cell Biol. 62:109-120） 。
【 ０ ２ ８ 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 お よ 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. 
USA 81:6851-6855、 Neuberger, M.S. 他  (1984) Nature 312:604-608; Takeda, S.他 (198
5) Nature 314:452-454)。 ま た は 、 CGDD特 異 的 一 本 鎖 抗 体 を 、 当 分 野 で 既 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 生 成 し 得 る 。 関 連 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 合 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 ８ 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 ま た 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
 86:3833-3837、 Winter, G.他 (1991) Nature 349:293-299)。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 CGDDに 対 す る 特 異 結 合 部 位 を 持 つ 抗 体 断 片 を も 産 生 し 得 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 。 あ る 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 ８ 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 ま た
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は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 何 れ か を 用 い る 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 ま た は 競 合 結 合 試 験 に 対 す る
数 々 の プ ロ ト コ ル は 、 本 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 こ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ は 通 常
、 CGDDと そ の 特 異 抗 体 と の 間 の 複 合 体 形 成 の 計 測 を 含 む 。 2つ の 非 干 渉 性 CGDDエ ピ ト ー プ
に 対 し て 反 応 性 を 持 つ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 群 を 用 い る 、 2部 位 モ ノ ク ロ ー ナ ル ベ ー ス の イ
ム ノ ア ッ セ イ が 一 般 に 利 用 さ れ る が 、 競 合 結 合 試 験 も 利 用 で き る (Pound、 前 出 )。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 CGDDに 対 す る 抗 体 の 親 和 性 を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 と 共 に Scatchard分 析 な ど の
様 々 な 方 法 を 用 い て 算 定 す る 。 CGDD抗 体 複 合 体 の モ ル 濃 度 を 平 衡 状 態 の 下 で 遊 離 抗 体 と 遊
離 抗 原 の モ ル 濃 度 で 除 し て 得 ら れ る 結 合 定 数 Kaが 親 和 性 を 表 す 。 CGDDエ ピ ト ー プ 多 数 に 対
し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 類 は 親 和 性 が 不 均 一 で あ り 、 或 る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 剤 に 関 し
て 判 定 し た Kaは 、 CGDDに 対 す る 抗 体 群 の 平 均 の 親 和 性 ま た は 結 合 活 性 を 表 す 。 特 定 CGDDエ
ピ ト ー プ に 対 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 単 一 特 異 的 で あ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 或 る 製
剤 に つ い て 判 定 し た Kaは 、 親 和 性 の 真 の 測 定 値 を 表 す 。 CGDD-抗 体 複 合 体 が 激 し い 操 作 に
耐 え な け れ ば な ら な い イ ム ノ ア ッ セ イ に は 、 Ka値 が １ ０ ９ ～ １ ０ １ ２ Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の 高 親 和
性 抗 体 製 剤 を 用 い る の が 好 ま し い 。 Ka値 が 10６ ～ 10７ L/molの 低 親 和 性 抗 体 医 薬 は 、 CGDD
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 （ immunopurification） 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.お よ び Cryer, A. (1991) 
, John Wiley & Sons, New York NY)。

【 ０ ２ ８ ９ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 剤 の 抗 体 価 お よ 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 試 薬 の 品 質 お よ び 適 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 製 剤 は 一 般 に 、 CGDD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 、 結 合 活 性 、 様 々 な 適 用 例 に お け る 抗 体 の 品 質 や 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 ９ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 GCRECを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 任 意 の
断 片 や 相 補 配 列 を 、 治 療 目 的 で 使 用 で き る 。 あ る 態 様 で は 、 CGDD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、 ま た は
修 飾 し た オ リ ゴ 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 ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 大
き な 断 片 が 、 CGDD を コ ー ド す る 配 列 の 制 御 領 域 、 ま た 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 Inc., Totawa NJ 等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ９ 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、 Sc
anlon, K.J. 他 (1995) 9:1288-1296） 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 は ま た 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス
や ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 細 胞 内 に 導 入 す る こ と も で
き る （ Miller, A.D. (1990) Blood 76:271、 前 出 の Ausubel、 Uckert, W. 及 び  W. Walthe
r (1994) Pharmacol. 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 お よ び 当 分 野 で 公 知 の そ の 他 の シ ス テ ム が 含 ま れ る （ Ro
ssi, J.J. (1995) Br. Med. Bull. 51:217-225; Boado, R.J.他 (1998) J. Pharm. Sci. 8
7(11):1308-1315、 Morris, M.C.他 (1997) Nucleic Acids Res. 25:2730-2736） 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 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
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を 治 療 し （ 例 え ば Ｘ 染 色 体 連 鎖 遺 伝 （ Cavazzana-Calvo, M.他 (2000) Science 288:669-67
2） 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
（ 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. お よ び  N. Somia (1997)
 Nature 389:239-242） 、 （ ii） 条 件 的 致 死 性 遺 伝 子 産 物 を 発 現 さ せ （ 例 え ば 制 御 不 能 な
細 胞 増 殖 に 起 因 す る 癌 の 場 合 ） 、 （ iii） 細 胞 内 の 寄 生 生 物 、 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. Nat
l. 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） 、 お よ び 等 の 寄 生
真 菌 、 並 び に 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 お よ び ク ル ー ズ ト リ パ ノ ソ ー マ 等 の 寄 生 原 虫 に 対 す る 防
御 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 で き る 。 CGDD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 CGDD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 ９ ３ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 例 で は 、 CGDDの 欠 損 に よ る 疾 患 や 障 害 を 、 CGDD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 CGDD欠 損 細 胞 に 導 入
す る こ と に よ っ て 治 療 す る 。 あ る 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 、 お よ び (v)DNAト ラ ン ス ポ ゾ ン の 使 用 が あ
る (Morgan, R.A. お よ び  W.F. Anderson(1993)Annu. Rev. Biochem. 62:191-217、 Ivics,
 Z.(1997)Cell 91:501-510、 Boulay,J-L.お よ び H. Recipon(1998)Curr. Opin. Biotechno
l. 9:445-450)。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 CGDDの 発 現 に 有 効 で あ り 得 る 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て 、 限 定 す る も の で は な い が pcDNA 
3.1、 EpiTag、 pRcCMV2、 pREP、 pVAX、 pCRII-TOPOTAベ ク タ ー （ Invitrogen, Carlsbad CA
） 、 pCMV-Script、 pCMV-Tag、 PEGSH/PERV（ Stratagene, La Jolla CA） お よ び PTET-OFF、
PTET-ON、 PTRE2、 PTRE2-LUC、 PTK-HYG（ Clontech, Palo Alto CA） が 挙 げ ら れ る 。 CGDDを
発 現 さ せ る た め に 、 （ i） 構 成 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 の 遺 伝 子 な ど か ら の プ ロ モ ー タ ー ） 、 (ii)誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、
テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー （ Gossen, M.お よ び H. Bujard (1992) Proc. Natl.
 Acad. Sci. U.S.A. 89:5547-5551、 Gossen, M. 他  (1995) Science 268:1766-1769、 Ros
si, F.M.V.及 び H.M. Blau (1998) Curr. Opin. Biotechnol. 9:451-456)、 T-REXプ ラ ス ミ
ド （ Invitrogen） 中 に 市 販 さ れ て い る ） 、 エ ク ジ ソ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ プ ラ ス ミ ド PV
GRXRお よ び PIND（ Invitrogen） 中 に 市 販 さ れ て い る ） 、 FK506／ ラ パ マ イ シ ン 誘 導 性 プ ロ
モ ー タ ー 、 ま た は RU486／ ミ フ ェ プ リ ス ト ー ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ Rossi, F.M.V. お よ
び  H.M. Blau, 前 出 ） 、 ま た は （ iii） 正 常 な 個 体 に 由 来 す る 、 CGDDを コ ー ド す る 内 因 性
遺 伝 子 の 天 然 プ ロ モ ー タ ー 若 し く は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い 得 る 。
【 ０ ２ ９ 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 経 験 に そ れ ほ ど 頼 ら な い で も ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 培 養 中 の 標
的 細 胞 に 導 入 す る こ と が 可 能 に な る 。 別 法 で は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ Graham. F.L. お
よ び  A.J. Eb（ 1973） Virology 52:456-467） 若 し く は 電 気 穿 孔 法 （ Neumann, E. 他 (1982
) EMBO J. 1:841-845)。 初 代 培 養 細 胞 に DNAを 導 入 す る た め に は 、 標 準 化 さ れ た 哺 乳 類 の
形 質 移 入 プ ロ ト コ ル の 修 正 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
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　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 CGDDの 発 現 に 関 連 す る 遺 伝 子 欠 損 に よ っ て 起 こ る 疾 患 や 障
害 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 調 節 の 下 で CGDD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 ク タ ー
の 増 殖 に 必 要 な コ ー ド 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お よ
び PFBNEO） は Stratagene社 か ら 市 販 さ れ て お り 、 刊 行 デ ー タ （ Riviere, I. 他 （ 1995） Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 92:6733-6737） に 基 づ く 。 上 記 デ ー タ を 引 用 す る こ と を 以 て
本 明 細 書 の 一 部 と す 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 親 和 性 を 持 つ エ ン ベ ロ ー プ 遺 伝 子 を 、 ま た
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. Vi
rol. 61:1647-1650; Bender, M.A.他  (1987) J. Virol. 61:1639-1646; Adam, M.A. お よ
び  A.D. Miller (1988) J. Virol. 62:3802-3806; Dull, T.他  (1998) J. Virol. 72:846
3-8471; Zufferey, 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 transducing 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 、 お よ 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  (1997) 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 89:2283-2290)。
【 ０ ２ ９ 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 、 CGDD 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 CGDD 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 お よ 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 （ Csete, 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 v
ectors 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. お よ び  N. Somia (1997; Nature 18:389:239-
242） 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 別 法 で は 、 ヘ ル ペ ス 系 遺 伝 子 治 療 の 送 達 系 を 用 い て 、 CGDD  の 発 現 に 関 し て １ 以 上 の 遺
伝 子 異 常 を 持 つ 標 的 細 胞 に 、 CGDD  を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 類 を 送 達 す る 。 CGDDを
単 純 疱 疹 ウ イ ル ス （ HSV） が 向 性 を 持 つ 中 枢 神 経 細 胞 に 導 入 す る に は 、 HSV系 ベ ク タ ー の 利
用 が 特 に 有 用 た り 得 る 。 ヘ ル ペ ス 系 ベ ク タ ー 類 の 作 製 お よ 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 R
es.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
. 73:519532)、 Xu, H. 他 (1994; Dev. Biol. 163:152161)。 ク ロ ー ン 化 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
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配 列 の 操 作 、 巨 大 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 異 な っ た セ グ メ ン ト 群 を 含 む 多 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 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 細 胞 へ の 感 染 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 別 法 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 CGDD 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 は SFVゲ ノ ム に 基 づ い て い る （ Garoff, H. 及 び  K.-J. Li (1998) Cun. Op
in. Biotech. 9:464-469） 。 α ウ イ ル ス RNAの 複 製 中 に 、 通 常 は ウ イ ル ス の カ プ シ ド タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る サ ブ ゲ ノ ム RNAが 作 り 出 さ れ る 。 こ の サ ブ ゲ ノ ム RNAは 、 完 全 長 の ゲ ノ
ム RNAよ り 高 い レ ベ ル に 複 製 さ れ る た め 、 酵 素 活 性 （ 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ 及 び ポ リ メ ラ ー
ゼ ） を 有 す る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 比 べ て カ プ シ ド タ ン パ ク 質 が 過 剰 産 生 さ れ る 。 同 様 に
、 CGDDを コ ー ド す る 配 列 を α ウ イ ル ス ゲ ノ ム の カ プ シ ド を コ ー ド す る 領 域 に 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 CGDDを コ ー ド す る RNAが 産 生 さ れ 、 高 レ ベ ル
で CGDD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 （ BHK-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)
。 CGDDの 、 様 々 な タ イ プ の 細 胞 へ の 導 入 を 、 α ウ イ ル ス の 広 い 宿 主 域 が 可 能 に す 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 処 置 方 法 、 α ウ イ ル ス の cDNAお よ び RNA
の 形 質 移 入 方 法 お よ び α ウ イ ル ス の 感 染 方 法 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ３ ０ 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 塩 基 対 形 成 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 ま た は 調 節 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 た め 有 用 で あ る 。
三 重 ら せ ん DNA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. お よ び  B.I. Carr, , Futura 
Publishing, Mt. Kisco NY, 163-177ペ ー ジ ） 。 相 補 配 列 ま た 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 阻 止 す る よ う に
設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ 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 メ カ ニ ズ ム 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 内 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 、 CGDD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 ３ ０ ２ 】
　 任 意 の 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 対 し 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 RN
A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 保 護 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 ア ク セ ス 可
能 性 を テ ス ト す る こ と に よ っ て 行 い 得 る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 相 補 リ ボ 核 酸 分 子 及 び リ ボ ザ イ ム は 、 核 酸 分 子 の 合 成 の た め に 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
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レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る 方 法 が あ る 。 或 い は 、 CGDDを コ ー ド す る DNA分 子 の
お よ び 転 写 に よ っ て RNA分 子 を 作 成 し 得 る 。 こ の よ う な DNA配 列 は 、 T7や SP6な ど の
好 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 よ う な こ れ ら cDNA産 物 を 、 細
胞 株 、 細 胞 ま た は 組 織 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 細 胞 内 の 安 定 性 を 高 め 、 半 減 期 を 長 く す る た め に 、 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 、 あ る 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 ま た 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 P
NA群 の 産 出 に お け る も の で あ る が 、 こ れ ら 全 て の 分 子 に 拡 大 す る こ と が 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 、 お よ び ウ リ ジ ン に ア セ チ ル － 、 メ チ ル － 、 チ オ － お よ び 同 様 の 修 飾 を
し た も の 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 加 え る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 本 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 は
、 当 分 野 で 知 ら れ て い る RNA干 渉 (RNAi)ま た は 転 写 後 遺 伝 子 抑 制 (PTGS)方 法 を 用 い て 変 更
、 阻 害 、 低 下 、 ま た は 抑 制 し 得 る 。 RNAiは 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
、 遺 伝 子 抑 制 の 転 写 後 モ -ド で あ る 。 こ れ は 効 果 的 に ノ ッ ク ア ウ ト ま た は 標 的 細 胞 の 発 現
を 実 質 的 に 低 下 す る 。 PTGSも ま た DNAあ る い は DNA断 片 の 使 用 に よ り 達 成 さ れ る 。 RNAiの 方
法 は Fire, A. 他 .(1998; Nature 391:806-811)お よ び Gura, T. (2000; Nature 404:804-8
08)に よ っ て 記 述 さ れ て い る 。 PTGSも ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 ま た は 当 分 野 で 既 知 で あ る 遺
伝 子 送 達 そ し て /ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー 送 達 方 法 を 用 い て DNAの 相 補 的 な セ グ メ ン ト を 選
択 さ れ た 組 織 に 導 入 す る こ と に よ っ て 開 始 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 RNAiは 、 siRNAと し て も 知 ら れ る 低 分 子 干 渉 RNAの 使 用 に よ り 哺 乳 動 物 細 胞 に 導 入 し 得 る
。 SiRNAは dsRNA（ 通 常 は 長 さ が 約 21か ら 23ヌ ク レ オ チ ド で あ る ） の 短 い セ グ メ ン ト で あ り
、 で 内 在 性 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 作 用 に よ り 導 入 さ れ た dsRNAの 分 解 か ら 生 じ る 。 Si
RNAは 哺 乳 動 物 の RNAi効 果 の メ デ ィ エ ー タ ー の よ う に 思 わ れ る 。 最 も 効 果 的 な siRNAは 、 2
ヌ ク レ オ チ ド 3'オ ー バ ー ハ ン グ の 21ヌ ク レ オ チ ド dsRNAで あ る と 思 わ れ る 。 哺 乳 動 物 細 胞
へ の RNAiの 導 入 の た め の siRNAの 利 用 は 、 Elbashir, S.M. 他 . (2001; Nature 411:494-49
8)に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 SiRNAは dsRNAの 標 的 細 胞 へ の 導 入 に よ り 間 接 的 に 生 成 さ れ る か 、 あ る い は 哺 乳 類 の 形 質
移 入 方 法 と 本 明 細 書 で 記 述 さ れ て い る ま た は 当 分 野 で 既 知 の 医 薬 品 （ リ ポ ソ ー ム を 介 し た
形 質 移 入 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 方 法 、 ま た は 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 送 達 /導 入 方 法 等 ） に よ
り 直 接 的 に 生 成 さ れ 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)、 お よ 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
質 そ し て /ま た 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 と 干 渉 し 得 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ま た 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 さ れ た SiRNAは 、 当 分 野 で 既 知 の 化 学 的 合 成 方 法 ま た は 市 販 の 方 法 と SILENCER si
RNA作 成 キ ッ ト (Ambion, Austin TX)等 の キ ッ ト を 用 い て 転 写 に よ っ て 生 成 さ れ 得
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る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 別 の 実 施 様 態 で は 、 長 期 の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ お よ び /ま た 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 は 、 操 作 し て 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 (Brummelkamp, T.R. 他 . (2002) Science 296:550-
553、 Paddison, P.J. 他 . (2002) Genes Dev. 16:948-958等 を 参 照 )。 こ れ ら の ま た 関 連
す る 実 施 様 態 で は 、 shRNAは 当 分 野 で 既 知 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 標 的 細 胞 に 送 達 さ れ 得
る 。 siRNAの 送 達 の た め の 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー の 一 例 は 、 PSILENCER1.0-U6 (circular)プ
ラ ス ミ ド (Ambion)で あ る 。 一 旦 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 ３ ０ ９ 】
　 様 々 な 実 施 様 態 で 、 RNAiま た は PTGS方 法 に よ り 標 的 に さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 mR
NAそ し て /ま た は タ ン パ ク 質 分 析 の た め の ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 標 的 遺 伝 子 の mRN
Aの 発 現 レ ベ ル は 、 例 え ば NORTHERNMAX-GLYキ ッ ト (Ambion)を 用 い た ノ ー ザ ン 分 析 法 、 マ イ
ク ロ ア レ イ 法 、 PCR法 、 リ ア ル タ イ ム PCR法 、 そ し て 当 分 野 で 既 知 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の
他 の RNA/ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 標 的 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ
た タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル は 、 当 分 野 で 既 知 の 標 準 技 術 を 用 い る ウ ェ ス タ ン 分 析 に よ り 測
定 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 改 変 に 有 効 な 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
方 法 が 、 本 発 明 の 更 な る 実 施 態 様 に 含 ま れ る 。 限 定 す る も の で は な い が 特 異 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 発 現 の 改 変 に 効 果 的 な 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 、 転 写 因 子 そ の 他 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 的 実 体 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 ま た は エ ン ハ ン サ 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 、 CGDDの 発 現 ま た は 活 性
の 増 加 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は CGDD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 、 CGDDの 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 の
治 療 に お い て は CGDD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 ３ １ １ 】
　 多 様 な 実 施 様 態 に お い て 、 特 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 改 変 に お け る 有 効 性 に つ い て 、
少 な く と も 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 は 、 当 分 野 で 通 常
知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現
を 変 異 さ せ る 場 合 と 、 既 存 の 、 市 販 の ま た は 私 的 な 、 天 然 ま た は 非 天 然 の 化 合 物 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 ／ ま た 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 合 せ 的 に ま た は 無 作 為 に 生 成 し た 化 合 物 の ラ イ
ブ ラ リ か ら 選 択 す る 場 合 に 有 効 で あ る こ と が 知 ら れ て い る よ う な 化 合 物 の 化 学 修 飾 が あ る
。 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ サ ン プ ル を 、 こ の よ う に し て 得 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 、 あ る
い は  無 細 胞 系 す な わ ち 再 構 成 生 化 学 系 が あ り 得 る 。 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 発 現 の 改 変 は 、 当 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 で ア ッ セ イ す る 。 通 常 、 或 る 特 定 ヌ
ク レ オ チ ド の 発 現 を 検 出 す る に は CGDD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 持 つ プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 量 を 定 量 し 、 そ れ に よ っ て １ つ 以 上 の 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ る 及 び 曝 露 さ れ な い ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 比 較 に 対 す る 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 し て い る 。 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 （ ）
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遺 伝 子 発 現 系 （ Atkins, D. 他 (1999) 米 国 特 許 第 5,932,435号 、 Arndt, G.M. 他 (2000) Nu
cleic Acids Res.28:E15） ま た は HeLa細 胞 等 の ヒ ト 細 胞 株 （ Clarke, M.L. 他 (2000) Bioc
hem. Biophys. Res. Commun. 268:8-13） 。 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 ） の
組 合 せ 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 ３ １ ２ 】
　 ベ ク タ ー を 細 胞 ま た 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 、 ま た は リ ボ 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 (1997) Nat. Biotechnol. 15:462-466） 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 上 記 の 治 療 方 法 は い ず 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 て 治 療 が 必 要 な 全 て の 被 験 体 に 適 用 で き る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 本 発 明 の 或 る 更 な る 実 施 態 様 は 、 薬 物 と し て 許 容 で き る 或 る 賦 形 剤 と 共 に 製 剤 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 お よ 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 。 CGDD、 CGDDの 抗 体 、 擬 態 物 質 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は イ ン ヒ
ビ タ ー な ど が 、 こ の よ う な 組 成 物 を 構 成 し う る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 多 様 な 実 施 様 態 に お い て 、 医 薬 品 成 分 等 の 本 明 細 書 で 記 載 さ れ て い る 組 成 物 は 、 任 意 の
数 の 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が 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 、 骨 髄 内 、 ク モ 膜 下 腔 内 、 心 室 内 、 肺 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、
腸 内 、 局 所 、 舌 下 ま た は 直 腸 が あ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 肺 か ら 投 与 す る 組 成 物 は 、 液 状 ま た 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 お よ 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 向 上 し た こ と に よ り 、 イ ン ス リ ン な ど の 薬 物 を 実 質 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 す る こ と が 可 能 で あ り 、 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 ３ １ 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 ３ １ ８ 】
　 CGDDを 有 す る 、 ま た は そ の 断 片 群 を 有 す る 高 分 子 群 を 直 接 、 細 胞 内 に 送 達 す べ く 、 特 殊
な 種 々 の 形 状 の 組 成 物 群 が 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 不 透 過 性 高 分 子 を 含 む 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 。 ま た は 、 CGDDま た は そ の 断
片 を 、 HIV Tat-1タ ン パ ク 質 の 陽 イ オ ン 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
） 。
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【 ０ ３ １ ９ 】
　 任 意 の 化 合 物 に 対 し て 、 細 胞 培 養 ア ッ セ イ 、 例 え ば 新 生 物 性 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 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ ま た は ブ タ 等 に お い て 、 先 ず
治 療 有 効 投 与 量 を 推 定 す る こ と が で き る 。 動 物 モ デ ル は ま た 、 好 適 な 濃 度 範 囲 お よ 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 お よ び 投 与 経 路 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 治 療 有 効 量 は 例 え ば CGDDや そ の 断 片 、 CGDDの 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、
イ ン ヒ ビ タ ー な ど 、 症 状 や 容 態 を 回 復 さ せ る 活 性 処 方 成 分 の 量 を 指 す 。 治 療 有 効 性 及 び 毒
性 は 、 細 胞 培 養 ま た は 動 物 実 験 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 ） ま た は LD 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ の 致 死 量 ） を 測 定 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 投 与 量 の 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 あ る 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 投 与 形 態 、 患 者 の 感 受 性
お よ び 投 与 の 経 路 に よ っ て こ の 範 囲 内 で 変 わ る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 正 確 な 投 与 量 は 、 治 療 が 必 要 な 被 験 者 に 関 す る 要 素 を 考 慮 し て 、 現 場 の 医 者 が 決 定 す る
こ と に な る 。 充 分 な レ ベ ル の 活 性 成 分 を 与 え 、 あ る い は 所 望 の 効 果 を 維 持 す べ く 、 用 法 お
よ び 用 量 を 調 整 す る 。 被 験 者 に 関 す る 要 素 と し て は 、 疾 患 の 重 症 度 、 患 者 の 全 身 の 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 。 作 用 期 間 が 長 い 組 成 物 は 、 特 定 の 製 剤 の 半 減 期 及
び ク リ ア ラ ン ス 率 に よ っ て ３ ～ ４ 日 毎 に １ 度 、 １ 週 間 に １ 度 、 或 い は ２ 週 間 に １ 度 の 間 隔
で 投 与 し 得 る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 通 常 の 投 与 量 は 、 投 与 の 経 路 に も よ る が 約 0.1～ 100.000μ gで あ り 、 合 計 で 約 1gま で と
す る 。 特 定 の 投 与 量 お よ 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 、 現 場 の
医 者 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 ま た 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 ま た 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 ３ ２ ３ 】
　 （ 診 断 ）
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 CGDDに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 、 CGDDの 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ
る 障 害 の 診 断 に 、 ま た は 、 CGDDや そ の ア ゴ ニ ス ト ま た 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 得 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 。 CGDDの 診 断 ア ッ セ イ に は
、 抗 体 及 び 標 識 を 用 い て 、 ヒ ト の 体 液 に お い て 、 或 い は 細 胞 や 組 織 の 抽 出 物 に お い て 、 CG
DDを 検 出 す る 方 法 が 含 ま れ る 。 こ の 抗 体 は 修 飾 さ れ た も の も 、 さ れ て い な い も の も 可 能 で
あ り 、 レ ポ ー タ ー 分 子 と の 共 有 結 合 ま た 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 ３ ２ ４ 】
　 CGDDを 測 定 す る た め の 様 々 な プ ロ ト コ ル 、 例 え ば ELISA、 RIA、 FACS等 が 当 分 野 で は 周 知
で あ り 、 変 容 し た 、 あ る い は 異 常 な レ ベ ル の CGDDの 発 現 を 診 断 す る た め の 基 盤 を 提 供 す る
。 正 常 或 い は 標 準 的 CGDD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 体 か ら 採 取 し た 体 液 ま た は 細 胞 抽 出 物 と CGDDに 対 す る 抗 体 と を 混 合
す る こ と に よ っ て 確 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 。 CGDDの 、 被 験 体 、 対 照 お よ び 、 生 検 組 織 か ら の 疾 患 サ ン プ ル で の 発 現 量 を 、 標 準 値 と
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比 較 す 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 ３ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 CGDD 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 る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 相 補 的 RNA
及 び DNA分 子 、 そ し て PNAが 含 ま れ る 。 CGDDの 発 現 が 疾 患 と 相 関 し 得 る 生 検 組 織 に お け る 遺
伝 子 発 現 を 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 検 出 し 定 量 し 得 る 。 CGDDの 存 在 の 有 無 、
更 に は 過 剰 な 発 現 を こ の 診 断 ア ッ セ イ を 用 い て 判 定 し 、 治 療 時 の CGDDレ ベ ル の 調 節 を 監 視
す る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 一 態 様 で は 、 CGDD ま た 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 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 、 CGDD を コ ー ド す る 核 酸 配 列
の 同 定 に 用 い う る 。 CGDDを コ ー ド す る 天 然 配 列 の み を プ ロ ー ブ が 同 定 す る か 、 ま た は 対 立
遺 伝 子 変 異 体 や 関 連 配 列 を 同 定 す る か は 、 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 、 ま た 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 と い う 、 そ の プ ロ ー ブ の 特 異 性 と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ま た
は 増 幅 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー と に よ っ て 決 ま る こ と に な る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 CGDDを コ ー ド す る 任 意 の 配 列 と の 少 な く と も ５ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を も プ ロ ー ブ 類 は 持 ち
得 る 他 、 関 連 す る 配 列 群 の 検 出 に 利 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー
ブ に は 、 DNAあ る い は RNAが 可 能 で あ り 、 SEQ ID NO:58-114の 配 列 や 、 CGDD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 ３ ２ ８ 】
　 CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 作
製 方 法 と し て は 、 CGDD ま た は CGDD 誘 導 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 mRNAプ
ロ ー ブ 作 製 用 ベ ク タ ー 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 業 者 に 知 ら れ て お り 、 市 販 さ れ て お り 、 好 適 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 及 び 好 適
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 集 団 に よ っ
て 標 識 さ れ 得 る 。 レ ポ ー タ ー 集 団 の 例 と し て は 、 3 2 Pま た 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 ３ ２ ９ 】
　 CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 CGDD 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 、 発 達 障
害 、 神 経 疾 患 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 生 殖 障 害 、 胎 盤 障 害 が 含 ま れ 、 細 胞 増 殖 異 常 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 、 お よ 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 、 お よ び 子 宮 の 癌 が 含 ま れ る 。 発 達 障 害 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 お よ 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）
お よ 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 。 神 経 疾 患 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 お よ び そ の 他 の
錐 体 外 路 障 害 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 お よ び そ の 他 の 運 動 ニ ュ ー ロ ン 障 害 、 進 行 性 神 経 性 筋 萎

10

20

30

40

50

(78) JP 2005-521382 A 2005.7.21

in vitro



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 お よ び 他 の 脱 髄
疾 患 、 細 菌 性 お よ 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 お よ 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 、 お よ 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 お よ 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 お よ 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 疾 患 、 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 お よ び 多 発 性 筋 炎 と 、 遺 伝 性 、 代 謝 性 、 内 分 泌 性 、 お よ 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） 、 お よ び
家 族 性 前 頭 側 頭 型 痴 呆 と が 含 ま れ る 。 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 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 症 外 胚 葉 ジ ス ト ロ フ ィ ー （ APEC
ED） 、 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 ま た 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 強 皮 症 、 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ぶ ど う 膜 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 、 お よ び 外 傷 が 含 ま れ る 。 生 殖 障 害 に は 、
プ ロ ラ ク チ ン 産 生 の 障 害 、 不 妊 （ 例 え ば 卵 管 疾 患 、 排 卵 不 良 、 子 宮 内 膜 症 、 性 周 期 の 途 絶
、 月 経 周 期 の 途 絶 、 多 嚢 胞 性 卵 巣 症 候 群 、 卵 巣 過 剰 刺 激 症 候 群 、 子 宮 内 膜 腫 瘍 や 卵 巣 腫 瘍
、 子 宮 筋 腫 、 自 己 免 疫 疾 患 、 異 所 性 妊 娠 、 奇 形 発 生 、 乳 癌 、 乳 房 線 維 嚢 胞 病 、 乳 漏 症 、 精
子 形 成 の 途 絶 、 異 常 精 子 生 理 、 精 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 前 立 腺 炎 、 ペ ー ロ ニ
ー 病 、 イ ン ポ テ ン ス 、 男 性 乳 癌 、 女 性 化 乳 房 、 高 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 性 腺 機 能 低 下 症 、 低 ゴ ナ
ド ト ロ ピ ン 性 腺 機 能 低 下 症 、 仮 性 半 陰 陽 、 無 精 子 症 、 早 発 卵 巣 不 全 、 ア ク ロ シ ン 欠 損 症 、
晩 発 思 春 期 、 逆 行 性 射 精 、 無 射 精 、 血 管 芽 腫 、 嚢 胞 ・ ク ロ ム 親 和 細 胞 腫 （ cystsphaeochro
mocytomas） 、 傍 神 経 節 腫 、 精 巣 上 体 の 嚢 胞 腺 腫 、 お よ び 内 リ ン パ 嚢 腫 瘍 ） を 含 む 。 胎 盤
障 害 に は 、 子 癇 前 症 、 絨 毛 癌 、 胎 盤 早 期 剥 離 、 前 置 胎 盤 、 胎 盤 梗 塞 や maternal floor inf
arction、 癒 着 胎 盤 、 侵 入 胎 盤 (increate)お よ び 穿 通 胎 盤 、 絨 毛 膜 外 性 胎 盤 （ extrachoria
l placentas） 、 絨 毛 血 管 腫 （ chorangioma） 、 絨 毛 血 管 分 布 過 多 （ chorangiosis） 、 慢 性
絨 毛 炎 （ chronic villitis） 、 胎 盤 絨 毛 浮 腫 （ placental villous endema） 、 終 末 絨 毛 広
範 性 線 維 症 （ widespread fibrosis of the terminal villi） 、 絨 毛 間 腔 血 栓 (intervillo
us thrombi)、 出 血 性 血 管 炎 、 新 生 児 溶 血 性 疾 患 （ 胎 児 赤 芽 球 症 ） 、 非 免 疫 性 胎 児 水 腫 を
含 む 。 CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 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 、 PCR法 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク （ dipstick） 、 ピ ン （ pin
） 、 お よ び マ ル チ フ ォ ー マ ッ ト の ELISA式 ア ッ セ イ 、 お よ び 、 変 容 し た CGDD 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 マ イ ク ロ ア レ イ に 使 用 可 能 で あ る 。
こ の よ う な 定 性 方 法 ま た は 定 量 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 或 る 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 関 連 す る 疾 患 、 特 に
前 記 し た こ れ ら を 検 出 す る ア ッ セ イ に お い て 有 用 で あ り 得 る 。 CGDD を コ ー ド す る 配 列 に
相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 準 的 な 方 法 で 標 識 化 さ れ 、 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
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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 の サ ン プ ル の シ グ ナ ル の 量 が 対 照 サ ン プ ル に 比 較 し て 著 し く
変 化 し て い る 場 合 は 、 そ の サ ン プ ル 内 の CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 の レ ベ ル
変 化 の 存 在 に よ り 、 関 連 す る 疾 患 の 存 在 が 明 ら か に な る 。 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 、 あ る 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 ３ ３ １ 】
　 CGDDの 発 現 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 の 基 準 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 あ る い は 増 幅 に 好 適 な 条
件 の 下 、 動 物 あ る い は ヒ ト の い ず れ か の 正 常 な 被 験 体 か ら 抽 出 さ れ た 体 液 あ る い は 細 胞 と
CGDDを コ ー ド す る 配 列 あ る い は そ の 断 片 と を 混 合 す 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 験 者 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 ３ ３ ２ 】
　 疾 患 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 。 連 続 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 ３ ３ ３ 】
　 癌 に 関 し て は 、 個 体 か ら の 生 体 組 織 に お け る 異 常 な 量 の 転 写 物 （ 過 少 発 現 ま た 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 的 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 方 法 ま た 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 ま た は 更 な る 進 行 を 防 止 す る こ と
が 可 能 と な る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 CGDDを コ ー ド す る 配 列 群 か ら 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 群 の 更 な る 診 断 的 利 用 に は 、
PCRの 利 用 を 含 み 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 、 あ る い は で 産 出 し 得 る 。 オ リ ゴ マ ー は CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 断 片 や 、 CGDD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 好 適
に は 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 Ｄ Ｎ Ａ 或 い は Ｒ Ｎ Ａ 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 ３ ３ ５ 】
　 或 る 特 定 態 様 で 、 CGDD 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 ま
た 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 す る も の で は な い
が Ｓ Ｎ Ｐ の 検 出 方 法 に は 、 Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ （ single-stranded conformation polymorphism） 及
び 蛍 光 Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ （ ｆ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） が あ る 。 SSCPで は 、 CGDD 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 と ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ PCR） を 用 い DNA
を 増 幅 す る 。 こ の DNAは 例 え ば 、 病 変 組 織 ま た 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 に よ っ て 、 一 本 鎖 形 状 の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の ２ 次 及 び ３ 次 構 造 に
差 異 が 生 じ る 。 こ の 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 。 ｆ
Ｓ Ｃ Ｃ Ｐ 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 silico SNP, isSNP） と 呼 ば れ る 配 列 デ ー タ ベ ー ス 分 析 法 は 、
一 般 的 な 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
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 、 Ｄ Ｎ Ａ の 実 験 室 で の 調 製 に 、 ま た 統 計 モ デ ル 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ク ロ マ ト グ ラ ム の 自 動 分
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析 を 用 い た シ ー ク エ ン シ ン グ の エ ラ ー に 起 因 す る 配 列 の 変 異 を フ ィ ル タ 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 ３ ３ 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の 一 般 的
Ｓ Ｎ Ｐ が 非 イ ン ス リ ン 依 存 型 真 性 糖 尿 病 と 関 連 が あ る 。 SNPは ま た 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 鎌 状
赤 血 球 貧 血 、 慢 性 肉 芽 腫 性 疾 病 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 の 変 異 体 （ MBL2） は 、 嚢 胞 性 線 維 症 の 肺 で の 有 害
な 転 帰 と 相 関 す る こ と が わ か っ て い る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は ま た 、 生 命 を 脅 か す 毒 性 等 の 薬 剤 へ の 患
者 の 反 応 に 影 響 す る 遺 伝 変 異 体 の 同 定 と い う 薬 理 ゲ ノ ミ ッ ク ス に お い て も 有 用 性 が あ る 。
例 え ば 、 N-ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に お け る 変 異 は 抗 結 核 剤 、 イ ソ ニ ア ジ ド に 応 答 し
た 末 梢 神 経 障 害 の 発 生 率 が 高 く な る が 、 ALOX5 遺 伝 子 の コ ア プ ロ モ ー タ の 変 異 は ５ -リ ポ
キ シ ゲ ナ ー ゼ 経 路 を 標 的 と す る 抗 喘 息 薬 で の 治 療 に 対 す る 臨 床 的 反 応 を 減 少 す る 。 異 な っ
た 集 団 で の SNPの 分 布 に つ い て の 分 析 は 遺 伝 的 浮 動 、 突 然 変 異 、 組 み 換 え お よ び 選 択 の 研
究 に 有 用 で あ る と 共 に 、 集 団 の 起 源 と 移 動 の 調 査 に も 有 用 で あ る (Taylor, J.G. 他 (2001)
 Trends Mol. Med. 7:507-512、 Kwok, P.-Y.お よ び Z. Gu (1999) Mol. Med. Today 5:538
-543、 Nowotny, P. 他 (2001) Curr. Opin. Neurobiol. 11:637-641)。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 CGDD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 ま た は ビ オ チ ン 標 識 、 対 照 核 酸 の 共 増 幅 （ coamplification） 、 お よ 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、 Dupla
a, C.他 (1993) Anal. Biochem. 212:229-236)。 目 的 の オ リ ゴ マ ー が 種 々 の 希 釈 液 中 に 存
在 し 、 分 光 光 度 法 ま た 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 の サ ン プ ル の 定 量 速 度 を 加 速 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 更 に 別 の 実 施 様 態 で は 、 本 明 細 書 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 ま た 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 。 大 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 お よ 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 ／ 後 退 を モ ニ タ ー し 、 疾 病 治 療 に お け る 薬
物 の 活 性 を 開 発 お よ 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 ィ ー 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 ３ ３ ９ 】
　 CGDDや そ の 断 片 群 、 CGDDに 特 異 的 な 抗 体 類 を 、 別 の 実 施 態 様 で は 、 或 る マ イ ク ロ ア レ イ
上 の エ レ メ ン ト 群 と し て 用 い 得 る 。 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 上 記 の よ う な タ ン パ ク 質 －
タ ン パ ク 質 相 互 作 用 、 薬 物 － 標 的 相 互 作 用 お よ び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を モ ニ タ ー ま た
は 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 或 る 実 施 態 様 は 、 或 る 組 織 ま た 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 ま た 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 お よ び 相 対 存 在 量 を 定 量 す る こ と に よ り 分 析 し 得 る （ Seilhame
r 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 ま た は 細 胞 タ イ プ の 転 写 物
ま た は 逆 転 写 物 全 体 に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た 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 。 或 る 実 施 例 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま

10

20

30

40

50

(81) JP 2005-521382 A 2005.7.21



た は そ の 相 補 体 が マ イ ク ロ ア レ イ 上 の エ レ メ ン ト の サ ブ セ ッ ト を 複 数 含 む 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 し 得 る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 転 写 イ メ ー ジ は 、 組 織 、 細 胞 株 、 生 検 ま た は そ 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 ま た は 生 検 サ ン プ ル の 場 合 に は in viv
o、 細 胞 株 の 場 合 に は in vitroで の 遺 伝 子 発 現 を 反 映 す る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の プ ロ フ ィ ー ル を 作 製 す る 転 写 イ メ ー ジ は ま た 、 工 業
的 ま た は 天 然 の 環 境 化 合 物 の 毒 性 試 験 の み な ら ず 、 モ デ ル 系 及 び 薬 剤 の 前 臨 床 評
価 と 併 せ て 使 用 し 得 る 。 全 て の 化 合 物 は 、 作 用 お よ 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 ま た 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. 24:15
3-159; Steiner, S.お よ 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 ま た は シ グ ネ チ ャ は 、 多
数 の 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 フ ァ ミ リ か ら の 発 現 情 報 を 含 ん で い る 場 合 に 、 最 も 有 用 且 つ 正 確
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 は 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 。 毒 性 シ グ ネ チ ャ の 要 素 へ の 遺 伝 子 機 能 を 割 り 当 て る こ と は 毒 性 機
構 の 解 明 に 役 立 つ が 、 毒 性 の 予 測 に つ な が る シ グ ネ チ ャ の 統 計 的 な 一 致 に は 遺 伝 子 機 能 の
知 識 は 必 要 で は な い （ 例 え ば ２ ０ ０ ０ 年 ２ 月 ２ ９ 日 に 米 国 国 立 環 境 健 康 科 学 研 究 所 （ Nati
onal Institute of Environmental Health Sciences） よ り 2000年 2月 29日 に 発 行 さ れ た Pr
ess Release 00-02を 参 照 さ れ た い 。 こ れ に つ い て は http://www.niehs.nih.gov/oc/news/
toxchip.htmで 入 手 可 能 で あ る ） 。 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 ３ ４ ３ 】
　 或 る 実 施 例 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 す る 。 処 理 し た 生 物 学 的 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 、 未 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 ３ ４ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 群 を 用 い て 或 る 組 織 ま た は 細 胞
タ イ プ の プ ロ テ オ ー ム を 分 析 す る こ と に 関 す る 。 プ ロ テ オ ー ム の 語 は 、 特 定 の 組 織 ま た 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 お よ び 相 対 存 在 量 を 定
量 す る こ と に よ り 分 析 し 得 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 ま た は 細 胞 タ イ プ の ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 お よ び 分 析 す る こ と に よ り 作 成 し 得 る
。 或 る 実 施 例 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 の Steiner お よ び  Anderson） 。 タ ン パ
ク 質 は 、 通 常 は ク ー マ シ ー ブ ル ー 、 あ る い は 銀 染 色 液 ま た 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 ま た は 治 療 薬 で 処 理 ま た は 未 処 理 の い ず れ か の 生
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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 ま た 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 、 目 的 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 ３ ４ ５ 】
　 CGDD特 異 抗 体 で CGDD発 現 レ ベ ル を 定 量 す る こ と に よ っ て も プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ァ イ ル
を 作 成 し 得 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. B
iochem. 270:103-111、 Mendoze, L.G.他 (1999) Biotechniques 27:778-788)。 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 ま た 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 ３ ４ 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
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. お よ 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 ３ ４ ７ 】
　 別 の 実 施 様 態 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 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 示 す 。 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 ３ ４ ８ 】
　 別 の 実 施 様 態 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 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 示 す 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 本 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 で 調 製 し 、 使 用 し 、 分 析 す る (例 え ば Brenn
an, 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 、 Shalo
n, D.他 （ 1995） PCT出 願 第 WO95/35505号 、 Heller, R.A. 他 (1997) Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 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  

, Oxford University Press, Londoに 記 載 さ れ て い る )。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 CGDDを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 用 い て 、 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 天 然 の ゲ ノ ム 配 列 を
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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 ま た 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 ま た は 人 工 形 成 の 染 色 体
、 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産 物 、 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、 Tra
sk, B.J. (1991) Trends Genet.7:149-154)。 一 度 マ ッ ピ ン グ す る と 、 核 酸 配 列 を 用 い て
、 例 え ば 病 状 の 遺 伝 と 特 定 の 染 色 体 領 域 や ま た は 制 限 酵 素 断 片 長 多 型 （ RFLP） の 遺 伝 と が
相 関 す る よ う な 遺 伝 子 連 鎖 地 図 を 作 成 可 能 で あ る （ Lander, E.S. 及 び  D. Botstein (198
6) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:7353-7357） 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 蛍 光 原 位 置 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 (FISH)は 、 他 の 物 理 的 お よ び 遺 伝 的 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 あ る い は Online Mendelian Inheritance in Man（ OMIM） の ウ ェ ブ サ イ
ト に 見 る こ と が で き る 。 CGDDを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 物 理 地 図 上 の 位 置 と 、 特 定 の 疾 患 と の
相 関 性 、 あ る い は 特 定 の 疾 患 に 対 す る 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 ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン グ の 作 業 を 促 進 し 得 る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 確 定 し た 染 色 体 マ ー カ ー を 用 い た 連 鎖 分 析 等 の 物 理 的 マ ッ ピ ン グ 技 術 及 び 染 色 体 標 本 原
位 置 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 、 ま た は そ の 他 の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 疾 患 遺 伝 子 を 探 す 研 究 者 に と っ て 価 値 が
あ る 。 疾 患 ま た は 症 候 群 に 関 与 す る 遺 伝 子 が 、 血 管 拡 張 性 失 調 症 の 11q22-23領 域 等 、 特 定
の 遺 伝 子 領 域 へ の 遺 伝 的 結 合 に よ っ て 大 ま か に 位 置 決 め が な 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 あ る い は 調 節 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 有 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 ３ ５ ３ 】
　 CGDD、 そ の 触 媒 作 用 断 片 あ る い は 免 疫 原 性 断 片 ま た は そ の オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 本 発 明 の
別 の 実 施 態 様 で は 、 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
類 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い 得 る 。 薬 剤 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 物 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 。
CGDDと 試 験 す る 薬 剤 と の 結 合 に よ る 複 合 体 の 形 成 を 測 定 し 得 る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 別 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 目 的 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 。 CGDDや そ の 断 片 と 反 応 し て か ら 試 験 用 化 合 物 を 洗 浄 す る 。 結 合 CGDDを 次 に 当 分
野 で 周 知 の 方 法 で 検 出 す る 。 精 製 CGDDは ま た 、 上 記 し た 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に 用 い る
プ レ ー ト 上 に 直 接 コ ー テ ィ ン グ 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 物 に 固 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 CGDDと 特 異 結 合 可 能 な 中 和 抗 体 が CGDDと の 結 合 に つ い て 試 験 化 合 物 と 競 合 す る 、 競 合 的
薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 別 の 実 施 態 様 で 用 い う る 。 CGDDと １ つ 以 上 の 抗 原 決 定 基 を
共 有 す る ど の ペ プ チ ド の 存 在 を も 、 こ の 方 法 で 抗 体 を 用 い て 検 出 で き る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
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　 CGDDを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 別 の 実 施 例 で は 、 将 来 に 開 発 さ れ る 分 子 生 物 学
技 術 で あ り 、 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 す る 新 技 術 に 用 い 得 る 。
【 ０ ３ ５ 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 ３ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 開 示 し た 全 て の 特 許 、 特 許 出 願 及 び 刊 行 物 、 特 に 米 国 特 許 第 60/326,3
89、 第 60/328,186、 第 60/329,690、 第 60/348,165、 第 60/350,219、 第 60/344,518、 第 60/3
32,375、 第 60/336,908、 第 60/327,380、 第 60/345,384、 第 60/340,747、 第 60/345,143は 、
言 及 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す 。
【 実 施 例 】
【 ０ ３ ５ 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
)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 溶 液 に 溶 解 し 、 他 の 組 織 は ホ モ ジ ナ イ ズ し て フ ェ ノ ー ル に ま た 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 単 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 方 法 を
用 い て 、 溶 解 物 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 沈 殿 さ せ た 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 RNAの 純 度 を 高 め る た め 、 RNAの フ ェ ノ ー ル に よ る 抽 出 及 び 沈 殿 を 必 要 な 回 数 繰 り 返 し た
。 場 合 に よ っ て は 、 Ｄ Ｎ A分 解 酵 素 で Ｒ Ｎ Ａ 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）
ま た は OLIGOTEX 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 ６ １ 】
　 場 合 に よ っ て は Stratagene社 へ の RNA提 供 を 行 い 、 対 応 す る cDNAラ イ ブ ラ リ を Stratagen
e社 が 作 製 す る こ と も あ っ た 。 そ う で な い 場 合 は 、 UNIZAPベ ク タ ー シ ス テ ム （ Stratagene
） ま た は SUPERSCRIPTプ ラ ス ミ ド シ ス テ ム （ Invitrogen） を 用 い て 本 技 術 分 野 で 公 知 の 推
奨 さ れ る 方 法 ま た 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 の Ausu
bel、 他 、 5章 ） 。 逆 転 写 は 、 オ リ ゴ d（ T） ま た 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 反 応 さ せ 、 好 適 な 制 限 酵 素 ま た 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） は
、 SEPHACRYL S1000、 SEPHAROSE CL2Bま た は SEPHAROSE CL4Bカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ Ame
rsham Biosciences） 、 あ る い は 分 取 用 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 用 い て 行 っ 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 さ れ た 。
好 適 な プ ラ ス ミ ド は 、 例 え ば PBLUESCRIPTプ ラ ス ミ ド （ Stratagene） 、 PSPORT1プ ラ ス ミ ド
（ Invitrogen, Carlsbad CA） 、 PCDNA2.1プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen） 、 PBK-CMVプ ラ ス ミ ド
（ Stratagene） 、 PCR2－ TOPOTAプ ラ ス ミ ド （ Invitrogen） 、 PCMV-ICISプ ラ ス ミ ド （ Strat
agene） 、 pIGEN（ Incyte Genomics, Palo Alto CA） 、 pRARE (Incyte Genomics)、 ま た は
plNCY（ Incyte Genomics） 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 で あ る 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド は 、 Strata
gene社 の XL1-Blue、 XL1-BIueMRFま た は SOLR、 あ る い は Invitrogen社 の DH5α 、 DH10Bま た
は ElectroMAX DH10Bな ど 適 格 な 大 腸 菌 細 胞 に 形 質 転 換 し た 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 2　 cDNAク ロ ー ン の 単 離
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　 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 、 実 施 例 の よ う に し て 得 た プ ラ ス ミ ド を 宿 主 細 胞 か ら 回 収 し た 。 プ ラ ス ミ ド
を 精 製 す る 方 法 は 、 Magicま た は WIZARD Minipreps DNA精 製 シ ス テ ム （ Promega） 、 AGTC M
iniprep精 製 キ ッ ト （ Edge Biosystems, Gaithersburg MD） 、 QIAGEN社 の QIAWELL 8 Plasm
id、 QIAWELL 8 Plus Plasmidお よ び QIAWELL 8 Ultra Plasmid 精 製 シ ス テ ム 、 R.E.A.L. P
rep 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 し な い で 4℃ で 保 管 し た
。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 別 法 で は 、 高 処 理 フ ォ ー マ ッ ト に お い て 直 接 結 合 Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い て 宿 主 細 胞 溶 解 物 か ら
プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し た （ Rao, V.B. (1994) Anal. Biochem. 216:1-14） 。 宿 主 細 胞
の 溶 解 お よ 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 処 理 し 、 そ
れ を ３ ８ ４ 穴 プ レ ー ト 内 で 保 管 し 、 増 幅 し た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 濃 度 を PICOGREEN色 素 （ M
olecular Probes, Eugene OR） 及 び FLUOROSKAN２ 蛍 光 ス キ ャ ナ （ Labsystems Oy, Helsink
i, Finland） を 用 い て 蛍 光 分 析 的 に 定 量 し た 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 3　 シ ー ク エ ン シ ン グ 及 び 分 析
　 に 記 載 し た よ う に プ ラ ス ミ ド か ら 回 収 し た Ｉ ｎ ｃ ｙ ｔ ｅ  cDNAを 、 以 下 に 示 す
よ う に シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン ス 反 応 は 、 標 準 的 方 法 あ る い は 高 処 理 装
置 、 例 え ば ABI CATALYST 800 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Applied Biosystems） ま た 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 Scien
tific） ま た は MICROLAB 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 、 ま た は ABIシ ー ク エ ン シ
ン グ キ ッ ト 、 例 え ば ABI PRISM BIGDYE Terminator cycle sequencing ready reaction ki
t（ Applied Biosystems） の 試 薬 を 用 い て 準 備 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の シ ー ク エ ン ス 反 応 の 電 気
泳 動 的 分 離 及 び 標 識 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 に は 、 MEGABACE 1000 DNAシ ー ク エ ン シ
ン グ シ ス テ ム （ Applied Biosystems） か 、 標 準 ABIプ ロ ト コ ル 及 び 塩 基 呼 び 出 し (base cal
ling)ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い る ABI PRISM 373ま た 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 。 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 内 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 標 準 的 方 法 （ 前 出 の Ausubel,  7章 ） を 用 い て 決
定 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 幾 つ か を 選 択 し て 、 に 記 載 し た 方 法 で 配 列 を 伸 長 さ せ た
。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 Incyteの ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 由 来 す る 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 す る こ と に よ っ て 有 効 性 を 確 認 し た 。 そ の
際 、 BLAST、 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ 及 び 隣 接 ジ ヌ ク レ オ チ ド 頻 度 分 析 に 基 づ く ア ル ゴ リ ズ ム
及 び プ ロ グ ラ ム を 用 い た 。 次 に 、 Incyte cDNA配 列 ま た 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 ( )お よ び

か ら の 配 列 群 を 持 つ PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 群 (Incyte Genomics, Palo Alto
 CA)、 お よ 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、 お よ び TIGRFAM (Haft, D.H. 他 (2001) Nucleic Acids Res.29:41-4
3)、 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 (
1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:5857-5864; Letunic, I. 他 (2002) Nucleic Acid
s Res.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 。 Eddy, S.R. (1996) Cuff. Opin. Struct. Biol. 6:361-365等 を
参 照 ） 。 問 合 せ は 、 BLAST、 FASTA、 BLIMPS、 お よ び HMMERに 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行
っ た 。 Incyte cDNA配 列 は 、 完 全 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 産 出 す る よ う に ア セ ン ブ リ
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し た 。 あ る 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 、 ま た は Genscan予 測 コ ー ド 配 列 群 （ を 参 照 ） を 用 い 、 I
ncyte 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 。 あ る
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お よ び Prosite等 の デ ー タ ベ ー ス や 、 PFAM、 INCY、 お よ 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 HM
M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） お よ 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 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ
ン メ ン ト は 、 ア ラ イ ン メ ン ト し た 配 列 間 の 一 致 率 も 計 算 す る 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 み 込 ま れ て い る よ う な CLUSTALア ル ゴ リ ズ ム に
よ っ て 指 定 さ れ る デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い て 作 製 す る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 Incyte ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び 完 全 長 配 列 の 分 析 及 び ア セ ン ブ リ に 利 用 し た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム
及 び ア ル ゴ リ ズ ム の 概 略 と 、 適 用 可 能 な 説 明 、 参 照 文 献 、 閾 値 パ ラ メ ー タ を 表 7に 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 は 全 体 を 引 用 を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部
と な す 。 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 、 ま た は 確 率 値 が 低 い ほ ど
、 ２ 配 列 間 の 相 同 性 が 高 く な る ） 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ 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:58-114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 ６ ８ 】
　 4　 ゲ ノ ム DNAか ら の コ ー ド 配 列 の 同 定 及 び 編 集
　 推 定 の 細 胞 成 長 、 分 化 お よ び 細 胞 死 関 連 タ ン パ ク 質 は 、 先 ず 公 共 の ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ
ー ス （ 例 え ば gbpriや gbhtg） に 対 し Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム を 実 行 し て 同 定 し た 。 G
enscanは 、 様 々 な 生 物 か ら の ゲ ノ ム DNA配 列 を 分 析 す る 汎 用 遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム で あ る
（ Burge, C. 及 び  S. Karlin (1997) J. Mol. Biol. 268:78-94、 Burge, C. 及 び  S. Kar
lin (1998) Curr. Opin. Struct. Biol. 8:346-354） 。 プ ロ グ ラ ム は 予 測 エ キ ソ ン を 連 結
し 、 メ チ オ ニ ン か ら 停 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 お よ 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予 測 cDNA配 列
の 内 、 ど の 配 列 が 細 胞 成 長 、 分 化 お よ び 細 胞 死 関 連 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る か を 判 定 す る
た め に 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 、 PFAMモ デ ル 群 に 対 し 細 胞 成 長 、 分 化 お よ び 細 胞 死
関 連 タ ン パ ク 質 に つ い て 問 合 せ て 分 析 し た 。 潜 在 的 な 細 胞 成 長 、 分 化 お よ び 細 胞 死 関 連 タ
ン パ ク 質 は ま た 、 既 に 細 胞 成 長 、 分 化 お よ び 細 胞 死 関 連 タ ン パ ク 質 と し て ア ノ テ ー シ ョ ン
が 付 け ら れ た Incyte cDNA配 列 に 対 す る 相 同 性 を 基 に 同 定 さ れ た 。 こ う し て 選 択 さ れ た Gen
scan予 測 配 列 は 、 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 ま た 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ま た は 公 共 c
DNAカ バ レ ッ ジ （ coverage） の 発 見 に も 用 い ら れ 、 し た が っ て 転 写 の 証 拠 を 提 供 し た 。 Inc
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yte 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 ま
た は 確 認 し た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 に 記 載 し た ア セ ン ブ リ プ ロ セ ス
を 用 い て 、 Incyte cDNA配 列 お よ び ／ ま た 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 し た 、 ま た は 非 編 集 の Ge
nscan予 測 コ ー ド 配 列 に 完 全 に 由 来 す る 。
【 ０ ３ ６ 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
　
　 部 分 cDNA配 列 は 、 に 記 載 の Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム に よ り 予 測 さ れ た エ
キ ソ ン を 用 い て 伸 長 さ せ た 。 に 記 載 さ れ た よ う に ア セ ン ブ リ さ れ た 部 分 cDNAは 、
ゲ ノ ム DNAに マ ッ ピ ン グ し 、 関 連 す る cDNA及 び １ つ 以 上 の ゲ ノ ム 配 列 か ら 予 測 さ れ た Gensc
anエ キ ソ ン を 含 む ク ラ ス タ に 分 解 し た 。 cDNA及 び ゲ ノ ム 情 報 を 統 合 す る べ く グ ラ フ 理 論 及
び 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ に 基 づ く ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 各 ク ラ ス タ を 分 析 し 、 引 き 続 い て 確
認 、 編 集 ま た は 伸 長 し て 完 全 長 配 列 を 産 出 す る よ う な 潜 在 的 ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 生 成 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 、 １ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と
２ つ の ゲ ノ ム 配 列 上 に 或 る 区 間 が 存 在 す る 場 合 、 こ の ３ つ の 区 間 は 全 て 等 し い と 考 え ら れ
た 。 こ の プ ロ セ ス は 、 無 関 係 で あ る が 連 続 し た ゲ ノ ム 配 列 を cDNA配 列 に よ り 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
わ 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 お よ び 変 異 配 列 を 作
製 す る 。 １ 種 類 の 親 配 列 に 沿 っ て 発 生 し た 区 間 間 の 連 鎖 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ
ム 配 列 － ゲ ノ ム 配 列 ） は 、 親 の 種 類 を 変 え る 連 鎖 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ － ゲ ノ ム 配 列 ） に 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お よ 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 に は 、 追 加 cDNA配 列 を 用 い る か ゲ ノ ム DNAの
検 査 に よ り 配 列 を 更 に 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　
　 部 分 DNA配 列 は 、 BLAST分 析 に 基 づ く ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 完 全 長 ま で 伸 長 さ れ た 。 先 ず 、
BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 GenBankの 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 、 哺 乳 動 物 、 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 し た よ う に ア セ ン ブ リ
さ れ 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 、 Incyte cDNA配 列 ま た は に 記 載 の GenScanエ キ ソ ン 予 測 配 列 の い ず れ か と
比 較 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ る 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 （ HSP） を 用 い て キ メ ラ タ ン
パ ク 質 を 産 出 し 、 翻 訳 し た 配 列 を GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 上 に マ ッ ピ ン グ し た 。 元 の Gen
Bankタ ン パ ク 質 相 同 体 に 対 し 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 内 で は 挿 入 ま た は 欠 失 が 起 こ り 得 る 。 Ge
nBankタ ン パ ク 質 相 同 体 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た 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 DN
A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 含 ん で い る か 否 か を 判 定 し た 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 ６ 　 CGDD 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:58-114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:58-114 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 お よ 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
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、 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 ７ ２ 】
　 地 図 上 の 位 置 は 、 ヒ ト 染 色 体 の 範 囲 ま た 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 中 の DNAの １ メ ガ ベ ー ス （ Mb） に ほ ぼ 等 し い 。 も っ と 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 よ っ て 広 範 囲 に 変 化 す る ） 。 cM距 離 は 、 各 ク ラ
ス タ 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.n
cbi.nlm.nih.gpv/genemap/） な ど の 一 般 個 人 が 入 手 可 能 な ヒ ト 遺 伝 子 マ ッ プ お よ 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 ７ ３ 】
　 7　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の 分 析
　 ノ ー ザ ン 分 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 用 技 術 で あ り
、 特 定 の 細 胞 種 或 い は 組 織 か ら の RNAが 結 合 さ れ て い 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お よ び Russell,前 出 , 7章 、 Ausubel 他 、 前
出 , 4章 )。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 BLASTを 適 用 す る 類 似 の コ ン ピ ュ ー タ 技 術 を 用 い て 、 GenBankや LifeSeq（ Incyte Genomi
cs） 等 の デ ー タ ベ ー ス に お い て 同 一 ま た 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 あ る 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 す
る こ と が で き る 。 検 索 の 基 準 は 積 ス コ ア で あ り 、 次 式 で 定 義 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
【 ０ ３ ７ 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 ７ ７ 】
　 或 い は 、 CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 そ れ ら が 由 来 す る 組 織 源 に つ い 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 c
DNA配 列 群 を 用 い て ア セ ン ブ リ さ れ 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 芽 構 造 、 内 分 泌 系 、 外 分 泌
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腺 、 女 性 生 殖 器 、 男 性 生 殖 器 、 生 殖 細 胞 、 血 液 お よ 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 ま た 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 即 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 。 CGDDを コ ー ド す る cDNAの 疾 患 特 異 的 な 発 現 を 、 得 ら れ
る パ ー セ ン テ ー ジ が 反 映 す る 。 cDNA配 列 群 お よ び cDNAラ イ ブ ラ リ ／ 組 織 の 情 報 は 、 LIFESE
Q GOLDデ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics, Palo Alto CA） か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 ８ 　 CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長
　 完 全 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 、 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 を 用 い て 該 断 片 を 伸 長 さ せ て 生 成 し た 。 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 は 、 長 さ が 約 ２ ２ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 有 率 が 約 ５ ０ ％ 以 上
と な り 、 約 ６ ８ ～ ７ ２ ℃ の 温 度 で 標 的 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る よ う に 、 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 て 、 cDNAか ら 設 計 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 の 伸 長
は 全 て 回 避 し た 。
【 ０ ３ ７ 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 ま た
は 望 ま し い 場 合 に は 、 付 加 的 プ ラ イ マ ー あ る い は プ ラ イ マ ー の ネ ス テ ッ ド セ ッ ト を 設 計 し
た 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 高 忠 実 度 の 増 幅 が 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 利 用 し た Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ っ て 得 ら れ
た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 PTC-200 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research, Inc.） を 用 い て 96ウ ェ ル プ
レ ー ト 内 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 (Stratage
ne)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℃ で 3分 間 、 ス テ ッ プ 2： 94℃ で 15秒 間 、 ス テ ッ プ 3： 60℃ で 1分 間 、 ス テ ッ
プ 4： 68℃ で 2分 間 、 ス テ ッ プ 5： ス テ ッ プ 2、 3お よ び 4を 20回 繰 り 返 す 、 ス テ ッ プ 6： 68℃
で 5分 間 、 ス テ ッ プ 7： 4℃ で 保 存 。 別 法 で は 、 プ ラ イ マ ー 対 で あ る T7と SK+と 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℃ で 3分 間 、 ス テ ッ プ 2： 94℃ で 15秒 間 、 ス
テ ッ プ 3： 57℃ で 1分 間 、 ス テ ッ プ 4： 68℃ で 2分 間 、 ス テ ッ プ 5： ス テ ッ プ 2、 3お よ び 4を 20
回 繰 り 返 す 、 ス テ ッ プ 6： 68℃ で 5分 間 、 ス テ ッ プ 7： 4℃ で 保 存 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 各 ウ ェ ル の DNA濃 度 は 、 １ X 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 て DNAが 試 薬 と 結 合
で き る よ う に し て 測 定 す る 。 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 ８ ２ 】
　 伸 長 し た ヌ ク レ オ チ ド は 、 脱 塩 お よ び 濃 縮 し て ３ ８ ４ 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 、 音 波 処 理 ま た 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
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い て pUC 18ベ ク タ ー （ Amersham Biosciences） に 再 連 結 し 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Strat
agene） で 処 理 し て 制 限 部 位 の オ ー バ ー ハ ン グ 部 分 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 抗 生 物 質 含 有 培 地 上 で 選 択 し 、 そ れ ぞ れ の コ ロ ニ ー を 採 取 し 、 LB/2
Xカ ル ベ ニ シ リ ン 培 養 液 中 の 384ウ ェ ル プ レ ー ト 群 に 37℃ で 一 晩 培 養 し た 。
【 ０ ３ ８ 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℃ で 3分 間 、 ス テ
ッ プ 2： 94℃ で 15秒 間 、 ス テ ッ プ 3： 60℃ で 1分 間 、 ス テ ッ プ 4： 72℃ で 2分 間 、 ス テ ッ プ 5：
ス テ ッ プ 2、 3お よ び 4を 29回 繰 り 返 す 、 ス テ ッ プ 6： 72℃ で 5分 間 、 ス テ ッ プ 7： 4℃ で 保 存
。 上 記 し た よ う に PICOGREEN試 薬 (Molecular Probes)で DNAを 定 量 化 し た 。 DNAの 回 収 率 が
低 い サ ン プ ル は 、 上 記 と 同 一 の 条 件 を 用 い て 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 ト ラ ン ス フ ァ ー  シ ー ク エ ン シ ン
グ プ ラ イ マ ー 、 及 び DYENAMIC DIRECT kit（ Amersham Biosciences） ま た は ABI PRISM BIG
DYE タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル  シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 キ ッ ト （ Terminator cycle sequenci
ng ready reaction kit） （ Applied Biosystems） を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。
【 ０ ３ ８ 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 。 あ る 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 ８ ５ 】
　 ９ 　 CGDD を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お け る １ 塩 基 多 型 性 の 同 定
　 一 塩 基 多 型 性 （ SNP） と し て 知 ら れ る 一 般 的 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 変 異 体 は 、 LIFESEQデ ー タ ベ ー
ス (Incyte Genomics)を 用 い て SEQ ID NO:58-114に お い て 同 定 さ れ た 。 に 記 述 さ
れ て い る よ う に 、 同 じ 遺 伝 子 か ら の 配 列 を 共 に ク ラ ス タ ー に し て ア セ ン ブ リ し 、 こ れ に よ
っ て 遺 伝 子 内 の す べ て の 配 列 変 異 体 の 同 定 が で き た 。 一 連 の フ ィ ル タ 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 お よ 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 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 、 ま た 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 ま た は 偽 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー 化 に 起 因 す る エ ラ ー 、 ま た 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 ま た 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 ８ ６ 】
　 異 な る 4つ の ヒ ト 集 団 の Ｓ Ｎ Ｐ 部 位 に お け る 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 分 析 す る た め に 、 高 処 理 M
ASSARRAYシ ス テ ム (Sequenom, Inc.)を 用 い る 質 量 分 析 に よ っ て 、 更 な る 特 徴 付 け の た め に
い く つ か の Ｓ Ｎ Ｐ が 選 択 さ れ た 。 白 人 母 集 団 は 、 ユ タ 州 の 83人 、 フ ラ ン ス 人 4人 、 ベ ネ ズ
エ ラ ３ 人 お よ び ア ー ミ ッ シ ュ 派 ２ 人 を 含 む 92人 (男 性 46人 、 女 性 46人 )で 構 成 さ れ た 。 ア フ
リ カ 人 母 集 団 は す べ て ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 で あ る 194人 ( 男 性 97人 、  女 性 97人 )か ら な
る 。 ヒ ス パ ニ ッ ク 母 集 団 は す べ て メ キ シ コ 系 ヒ ス パ ニ ッ ク の 324人 ( 男 性 162人 、  女 性 162
人 )か ら な る 。 ア ジ ア 人 母 集 団 は 126人 (男 性 64人 、 女 性 62人 )か ら な り 、 親 の 内 訳 は 中 国 人
43%、 日 本 人 31%、 コ リ ア ン 13%、 ベ ト ナ ム 人 5%お よ び そ の 他 の ア ジ ア 人 8%と 報 告 さ れ て い
る 。 対 立 形 質 の 発 生 頻 度 は 最 初 に 白 人 母 集 団 に お い て 分 析 し 、 い く つ か の 例 に お い て 、 こ
の 母 集 団 で 対 立 形 質 分 散 を 示 さ な か っ た SNPは 他 の 三 つ の 母 集 団 に お い て さ ら に 検 査 し な
か っ た 。
【 ０ ３ ８ 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
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　 SEQ ID NO:58-114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、
mRNA、 ま た 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 Bioscien
ces)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 化 合 さ せ る こ と に よ り 標 識 す る 。 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 S
EPHADEX 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、 Xba1ま た は Pvu II（ DuPo
nt 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 含 む ア リ コ ッ ト を 用 い る 。
【 ０ ３ ８ 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 、 40℃ で 16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 お よ 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 ま た 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 ８ ９ 】
　 11　 マ イ ク ロ ア レ イ
　 マ イ ク ロ ア レ イ の 表 面 上 で ア レ イ エ レ メ ン ト の 結 合 ま た は 合 成 は 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ
、 ピ エ ゾ 式 印 刷 （ イ ン ク ジ ェ ッ ト 印 刷 、 前 出 の Baldeschweiler他 等 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 も の を 用 い て 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る
。 上 記 各 技 術 に お い て 基 板 は 、 均 一 且 つ 無 孔 の 固 体 と す る べ き で あ る （ Schena ,M., ed. 
(1999) , Oxford University Press, Londoに 記
載 さ れ て い る )。 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
お よ び シ リ コ ン ウ ェ ハ が あ る 。 あ る い は 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た 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 ま た 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 お よ 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; Marshal
l, A. お よ び  J. Hodgson (1998) Nat. Biotechnol. 16:27-31を 参 照 )。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 完 全 長 cDNA、 発 現 配 列 タ グ （ EST） 、 ま た は そ の 断 片 ま た 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 ま た は オ リ ゴ マ ー を
、 LASERGENE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 。 あ る い は 、 レ ー ザ ー 脱 離 お よ 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 お よ び 使 用 に つ い て 、 以 下 に 詳 述 す
る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　
　 全 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 逆 転 写 す る
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た め 、 MMLV逆 転 写 酵 素 を 用 い 、 ま た 、 0.05pg/μ lの オ リ ゴ (dT)プ ラ イ マ ー （ 21mer） 、 1×
第 一 鎖 バ ッ フ ァ 、 0.03unit/μ lの RNア ー ゼ 阻 害 因 子 、 500μ Mの dATP、 500μ Mの dGTP、 500
μ Mの dTTP、 40μ Mの dCTP、 40μ Mの dCTP-Cy3（ BDS） ま た は dCTP-Cy5（ Amersham Bioscienc
es） を 用 い 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 25ｍ ｌ の 容 量 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 in vitro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 .５ mlの ０ .５ M水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で 処
理 し 、 ８ ５ ℃ で ２ ０ 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 を 精 製 す る た め 、 ２ つ の 連 続 す る CHROMA SPIN 30ゲ ル 濾 過 ス ピ ン カ ラ ム (CLONTECH, Pal
o 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） 、 ６ ０ mlの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び ３ ０ ０ mlの １ ０ ０ ％ エ タ
ノ ー ル を 用 い る 。 サ ン プ ル は 次 に 、 SpeedVAC（ Savant Instruments Inc., Holbrook NY）
を 用 い て 乾 燥 し て 仕 上 げ 、 １ ４ μ l ５ × SSC／ ０ .２ ％  SDS中 で 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　
　 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 ｃ Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト を 持 つ ベ ク タ ー 含 有 細 菌 細 胞 か ら 増 幅 す る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 cDNA
イ ン サ ー ト に 隣 接 す る ベ ク タ ー 配 列 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い る 。 30サ イ ク ル の PCRで 1
～ 2ngの 初 期 量 か ら 5μ 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 ９ 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
微 鏡 ス ラ イ ド グ ラ ス （ Corning） は 、 ０ .１ ％ の SDSお よ び ア セ ト ン 中 で 超 音 波 洗 浄 し 、 処
理 の 間 お よ 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 Scientific 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 、 ９ ５ ％ エ タ ノ ー ル 中 で ０ .０ ５ ％ 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 、 １ １ ０ ℃ の オ ー ブ ン で 硬 化
さ せ る 。
【 ０ ３ ９ 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 ap
paratus） 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 prin
ting element） に 充 填 す る 。 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 ９ ５ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ に は 、 STRATALINKER Ｕ Ｖ 架 橋 剤 （ Stratagene） を 用 い て Ｕ Ｖ 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 。 リ
ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水  (PBS)（ Tropix, Inc., Bedford MA） 中 の ０ .２ ％ カ ゼ イ ン 中 に お い
て ６ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 マ イ ク ロ ア レ イ を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 前 に 行 っ た よ う に ０ .２ ％ S
DS及 び 蒸 留 水 で 洗 浄 す る こ と に よ り 、 非 特 異 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
　
　 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ま た 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 、 ６ ５ ℃ ま で ５ 分 間 加 熱 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ 表 面 上 で 等 分
し て １ .８ cm 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 ェ ン バ ー に 移 す 。 チ ェ ン バ ー の コ ー ナ ー に 140μ lの 5× SSCを 加 え る こ と に
よ り 、 チ ェ ン バ ー 内 部 を 湿 度 100％ に 保 持 す る 。 ア レ イ を 含 む 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 4
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5℃ で 10分 間 洗 浄 し 、 第 ２ 洗 浄 緩 衝 液 中 （ 0.1× SSC） に お い て 各 々 45℃ で 10分 間 、 3度 洗 浄
し て 乾 燥 さ せ る 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　
　 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 含 む 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 ９ 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 離 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 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 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 蛍 光 色 素 か ら の ス ペ ク ト ル を 同 時 に 記 録 し 得 る が 、 レ ー ザ
源 に お い て 好 適 な フ ィ ル タ ー を 用 い て 、 蛍 光 色 素 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 ９ ９ 】
　 ス キ ャ ン の 感 度 は 通 常 、 既 知 濃 度 の サ ン プ ル 混 合 体 に 添 加 さ れ る cDNA対 照 種 に よ り 生 成
さ れ る シ グ ナ ル 強 度 を 用 い て 較 正 す る 。 ア レ イ 上 の 特 定 の 位 置 に は 相 補 的 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 ズ す る 種 の 重 量 比 1： 100,000に 相
関 さ せ る 。 異 な る 源 泉 （ 例 え ば 試 験 さ れ る 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 蛍 光 色 素 で 標 識 し 、 他 と 異 な っ て 発 現 し た 遺 伝 子 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 、 そ の 較 正 を 、 較 正 す る cDNAの サ ン プ ル を ２ つ の 蛍
光 色 素 で 標 識 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 体 に 各 々 等 量 を 加 え る こ と に よ っ て 行 う 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 光 電 子 増 倍 管 の 出 力 は 、 IBMコ ン パ チ ブ ル PCコ ン ピ ュ ー タ に イ ン ス ト ー ル さ れ 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, Inc., Norwood M
A） を 用 い て デ ィ ジ タ ル 化 さ れ 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 お よ 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 な り に 起 因 す る ） を 補 正 さ れ る 。
【 ０ ４ ０ 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 は 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 、 GE
MTOOLS遺 伝 子 発 現 分 析 プ ロ グ ラ ム （ Incyte Genomics） で あ る 。 発 現 が 少 な く と も 約 2倍 変
化 し た ア レ イ エ レ メ ン ト 、 SB比 が 少 な く と も 約 2.5で あ る も の 、 お よ び エ レ メ ン ト ス ポ ッ
ト サ イ ズ が 少 な く と も 約 ４ ０ ％ で あ る も の は 差 次 的 に 発 現 し て い る と み な さ れ た 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
　
　 例 え ば SEQ ID NO:64 は 、 非 腫 瘍 組 織 ま た は 細 胞 株 に 対 し て 腫 瘍 組 織 で 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 。 SEQ ID NO:64の 発 現 は 、 ヒ ト の 乳 腺 上 皮 細 胞
株 と の 比 較 の 前 に 24時 間 、 成 長 因 子 と 栄 養 物 が 存 在 す る 最 適 な 成 長 条 件 で 培 養 さ れ る 時 、
あ る い は 成 長 因 子 と ホ ル モ ン を 含 ま な い 基 礎 培 地 で 培 養 さ れ る 時 、 腫 瘍 進 行 と 悪 性 転 換 の
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異 な る 段 階 で 提 供 者 か ら 採 取 し た 乳 房 腫 瘍 細 胞 株 で 少 な く と も 2分 の １ に 減 少 し た 。 し た
が っ て 、 SEQ ID NO:64 は 乳 癌 の 診 断 ア ッ セ イ に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 正 常 乳 房 細 胞 株 を 、 次 の よ う に し て 得 る 。 初 代 乳 腺 細 胞 の 単 離 を 、 線 維 嚢 胞 性 乳 房 疾 患
(fibrocystic breast disease)の ド ナ ー か ら 行 う 。 ま た は 、 初 代 乳 腺 上 皮 細 胞 の 単 離 を 、
正 常 ド ナ ー か ら 行 う 。 腫 瘍 性 乳 房 細 胞 株 を 、 次 の よ う に し て 得 る 。 乳 癌 細 胞 は 、 或 る 腫 瘍
か ら 遊 出 し た 細 胞 か ら で 得 ら れ る 。 或 い は 、 乳 房 腫 瘍 細 胞 は 複 数 の 提 供 者 の 侵 襲
性 腫 瘍 か ら 単 離 さ れ た 。 さ ら に 、 非 悪 性 ま た は 悪 性 初 代 乳 腺 癌 細 胞 を 複 数 の ド ナ ー の 胸 水
か ら 単 離 し た 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 SEQ ID NO:64の 発 現 は ま た 、 同 じ 提 供 者 の 正 常 な 組 織 と マ ッ チ し た ヒ ト の 結 腸 腺 癌 組 織
に お い て 少 な く と も 2分 の １ に 減 少 し た 。 結 腸 腺 癌 組 織 は 、 腫 瘍 周 囲 の リ ン パ 節 へ 転 移 し
て い た 、 上 行 結 腸 か ら の 中 高 分 化 (moderately well-differentiated)腺 癌 を 患 う 83才 の 男
性 か ら 単 離 し た 。 正 常 な 結 腸 組 織 は 、 同 じ 提 供 者 の 、 肉 眼 で 見 る 限 り 腫 瘍 を 伴 わ な い 結 腸
組 織 （ プ ー ル さ れ た 正 常 組 織 ） か ら 単 離 さ れ た 。 し た が っ て 、 SEQ ID NO:64 は 結 腸 癌 の
診 断 ア ッ セ イ に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
　 SEQ ID NO:64の 発 現 は ま た 、 同 じ 提 供 者 の 正 常 な 組 織 と マ ッ チ し た 時 、 肺 腺 癌 に お い て
少 な く と も 2.8分 の １ に 減 少 し た 。 腫 瘍 性 肺 組 織 は 、 中 分 化 腺 癌 を 患 う 60才 （ 性 別 不 明 ）
の 提 供 者 の 右 肺 か ら 単 離 し た 。 正 常 な 肺 組 織 は 、 同 じ 提 供 者 の 右 肺 の 、 肉 眼 で 見 る 限 り 腫
瘍 を 伴 わ な い 組 織 か ら 単 離 さ れ た 。 し た が っ て 、 SEQ ID NO:64は 肺 腺 癌 の 診 断 ア ッ セ イ に
お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 SEQ ID NO:64の 発 現 は ま た 、 同 じ 提 供 者 の 正 常 な 組 織 と マ ッ チ し た 時 、 卵 巣 腺 癌 に お い
て 少 な く と も 2.9分 の １ に 減 少 し た 。 腫 瘍 性 卵 巣 組 織 は 79才 女 性 の 卵 巣 腺 癌 か ら 取 得 し た
。 正 常 な 卵 巣 組 織 は 、 同 じ 提 供 者 の 卵 巣 か ら 取 得 し た 。 し た が っ て 、 SEQ ID NO:64は 卵 巣
腺 癌 の 診 断 ア ッ セ イ に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　 マ ッ チ す る 正 常 お よ び 発 癌 性 結 腸 、 肺 、 卵 巣 組 織 サ ン プ ル が Huntsman Cancer Institut
e, (Salt Lake City, UT)に よ っ て 提 供 さ れ た 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
　 SEQ ID NO:66の 発 現 は 、 乳 房 腫 瘍 組 織 で は 差 次 的 発 現 を 示 し た が 、 こ れ は 様 々 な 実 験 プ
ロ ト コ ル を 用 い て 行 わ れ た 。 乳 房 腫 瘍 の 組 織 学 的 お よ び 分 子 的 評 価 が 示 す 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 、 前 悪 性 の 乳 腺 上 皮 細 胞 は 、 腫 瘍 形 成 に つ
な が る 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 影 響 し う る 幾 つ か の
因 子 と し て は 、 遺 伝 因 子 、 環 境 因 子 、 成 長 因 子 、 及 び ホ ル モ ン が あ る 。 こ の 過 程 の 複 雑 さ
に よ り 、 悪 性 転 換 の 過 程 中 の ヒ ト 乳 腺 上 皮 細 胞 集 団 を 研 究 し 、 進 行 の 特 定 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 。 或 る １ 組 の 実 験 に お い て 、 ヒ ト の 乳 房 腫
瘍 細 胞 株 の 非 悪 性 乳 房 上 皮 細 胞 株 (MCF-10A)に 対 す る 評 価 の た め に 、 相 互 比 較 研 究 計 画 を
用 い た 。 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル が 、 非 悪 性 MCF-10Aと 5つ の 乳 癌 株 群 の 比 較 に よ り 試 験 さ
れ た 。 す べ て の 細 胞 は RNA収 集 前 に 無 血 清 H14デ ィ フ ァ イ ン ド 培 地 で 70%～ 80%の コ ン フ ル エ
ン ス に ま で 増 殖 し た 。 非 悪 性 細 胞 株 と 比 較 す る と 、 発 現 に お い て 試 験 さ れ た 5つ の 乳 房 腫
瘍 細 胞 株 の う ち ４ つ が 少 な く と も 2分 の １ の 減 少 を 示 し た 。 MCF7(乳 腺 癌 )、 T47D(乳 房 管 癌
)、 SKBr3(乳 腺 癌 、 ヌ ー ド マ ウ ス で 発 癌 性 で も あ っ た )、 BT20(乳 腺 癌 、 ヌ ー ド マ ウ ス で 発
癌 性 で も あ っ た )の す べ て が 発 現 の 減 少 を 示 し た 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
　 BT20乳 腺 癌 細 胞 株 が 関 係 す る 別 の 実 験 で は 、 Matrigelマ ト リ ク ス で 一 つ の 細 胞 懸 濁 （ si
ngle cell suspensions） を 埋 め 込 む こ と に よ っ て 細 胞 を 増 殖 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ は コ ロ ニ ー が
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適 度 の 大 き さ に な っ た 時 に 収 集 し た 。 正 常 組 織 の ホ メ オ ス タ シ ス は 上 皮 細 胞 と そ の 微 小 環
境 と の 間 の 動 的 な 相 互 作 用 に よ っ て 維 持 さ れ て い る 。 組 織 が 癌 化 し て く る と 、 癌 細 胞 、 支
質 や 内 皮 の よ う な 隣 接 す る 正 常 細 胞 と そ れ ら の 微 小 環 境 の 間 で 相 反 的 相 互 作 用 が 生 じ る 。
微 小 環 境 は 不 溶 性 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス (ECM)と し て 定 義 さ れ 、 線 維 芽 細 胞 、 脂 肪 細 胞 、 脈
管 構 造 、 お よ び 常 在 免 疫 細 胞 か ら な る 支 質 、 お よ び サ イ ト カ イ ン と 成 長 因 子 の 通 常 の 環 境
で あ る 。 上 皮 実 質 は 基 底 膜 に よ っ て 物 理 的 に 支 質 と 別 れ て お り 、 基 底 膜 は 、 高 度 に 組 織 化
さ れ た 、 特 殊 な ECMで あ り 、 そ の 成 分 は 支 質 ECMと は 異 な り 、 上 皮 細 胞 が 付 着 す る 。 上 皮 細
胞 と そ の 微 小 環 境 と の 間 の 複 雑 な 相 互 作 用 が 正 常 な 、 均 衡 の 取 れ た ホ メ オ ス タ シ ス の 維 持
に 重 要 で あ る 。 こ の 均 衡 が 破 壊 さ れ る と 、 悪 性 か つ 転 移 性 動 態 を 促 進 し 得 る よ う な 異 常 細
胞 増 殖 、 接 着 、 機 能 お よ び 遊 走 が 誘 発 さ れ 得 る 。 SEQ ID NO:66の 発 現 は 、 Matrigelマ ト リ
ク ス に 曝 露 さ れ た 時 少 な く と も 2倍 、 有 意 に 過 剰 発 現 し た 。
【 ０ ４ １ ０ 】
　 肺 癌 は 、 4つ の 組 織 病 理 的 に 異 な る 群 に 分 け ら れ る 。 3群 （ 扁 平 上 皮 癌 、 腺 癌 、 大 細 胞 癌
） は 、 非 小 細 胞 肺 癌 (NSCLC)に 分 類 さ れ る 。 第 4群 の 癌 は 、 小 細 胞 肺 癌 (SCLC)と い う 。 NSCL
Cを 全 部 合 わ せ る と 全 症 例 中 の 約 70％ に な り 、 SCLCは 約 18％ で あ る 。 肺 癌 の 発 生 と 進 行 に
関 す る 分 子 生 物 学 お よ び 細 胞 生 物 学 的 理 解 は 不 完 全 で あ る 。 疾 患 の 発 生 と 進 行 に 伴 う 遺 伝
子 発 現 パ タ ー ン の 解 析 は こ の 疾 患 の 生 物 学 的 基 盤 に 対 す る 洞 察 を 生 み 出 す だ ろ う 。 3組 の
比 較 実 験 に お い て 、 正 常 な 肺 組 織 が 同 じ 提 供 者 の 肺 腫 瘍 組 織 と 比 較 さ れ た 。 3つ の 実 験 す
べ て に お い て 、 SEQ ID NO:67の 発 現 は 、 正 常 な 肺 組 織 に 比 べ る と 肺 腫 瘍 組 織 に お い て 少 な
く と も 2倍 の 有 意 な 過 剰 発 現 を 示 し た 。
【 ０ ４ １ １ 】
　 こ れ ら の 実 験 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 を 用 い て SEQ ID NO:66と SEQ ID NO:67が 有 意 な 差
次 的 発 現 パ タ -ン を 示 す こ と を 示 唆 す る 。 さ ら に 細 胞 成 長 、 細 胞 分 化 、 お よ び 細 胞 死 と 関
連 す る タ ン パ ク 質 が 関 係 す る 様 々 な 病 状 や 疾 患 に お い て 有 用 な 診 断 マ ー カ ー と し て 、 ま た
は 潜 在 的 治 療 標 的 と し て SEQ ID NO:66と SEQ ID NO:67の 有 用 性 を 確 立 す る 。
【 ０ ４ １ ２ 】
　 SEQ ID NO:74は 、 正 常 な 結 腸 組 織 と 比 較 し て ヒ ト の 腫 瘍 性 結 腸 組 織 に お い て 差 次 的 に 発
現 さ れ た 。 結 腸 直 腸 癌 の う ち 約 90％ が 55才 以 上 の 個 人 に 発 生 す る 。 広 範 囲 に 受 け 入 れ ら れ
て い る 仮 説 は 、 個 人 が 疾 患 を 発 達 さ せ る 前 に 、 あ る 期 間 に わ た っ て 複 数 の 突 然 変 異 が 累 積
す る 必 要 が あ る 、 と い う こ と で あ る 。 家 族 性 大 腸 腺 腫 症 (FAP)等 の 遺 伝 性 症 候 群 は 、 タ ン
パ ク 質 の 短 縮 型 ま た は 不 活 性 な 形 態 に つ な が る よ う な 大 腸 腺 腫 様 ポ リ ポ ー シ ス 遺 伝 子 （ AP
C） の 変 異 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 。 こ の 癌 抑 制 遺 伝 子 は 染 色 体 ５ ｑ に マ ッ プ さ れ て い る 。
二 番 目 に よ く 知 ら れ て い る 遺 伝 性 疾 患 は 遺 伝 性 非 ポ リ ー プ 症 結 腸 直 腸 癌 (HNPCC)で 、 こ れ
は ミ ス マ ッ チ の 修 復 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 に よ っ て 生 じ る 。 遺 伝 性 結 腸 癌 症 候 群 は 人 口
の わ ず か な 割 合 で し か 発 生 し な い が 、 ほ と ん ど の 結 腸 直 腸 癌 は 散 発 的 で あ る と 見 な さ れ る
。 例 え ば 、 APCの 体 細 胞 変 異 は 散 発 性 の 結 腸 腫 瘍 の 少 な く と も 80%で 発 生 す る 。 APCの 変 異
は 、 疾 患 に お け る 開 始 事 象 で あ る と 見 な さ れ る 。 続 い て 他 の 変 異 が 発 生 す る 。 約 50%の 結
腸 直 腸 癌 は ras癌 遺 伝 子 に お け る 活 性 化 突 然 変 異 を 有 す る が 、 85％ は p53に お け る 不 活 性 化
突 然 変 異 を 有 す る 。 こ れ ら す べ て の 遺 伝 子 に お け る 変 更 は 、 結 腸 癌 に お け る 遺 伝 子 発 現 の
変 化 に つ な が る 。 こ れ ら の 突 然 変 異 の 下 流 の 標 的 と 、 こ れ ら が 癌 の 発 症 と 進 行 に お い て 果
た す 役 割 に つ い て は あ ま り 理 解 さ れ て い な い 。
【 ０ ４ １ ３ 】
　 SEQ ID NO:74の 発 現 は 、 24才 の 提 供 者 由 来 の ポ リ ー プ 含 有 結 腸 組 織 に お い て 正 常 な 結 腸
組 織 に 比 べ る と 、 少 な く と も 2分 の １ ま で の 有 意 な 発 現 の 減 少 を 示 し た 。 別 の 実 験 群 に お
い て 、 SEQ ID NO:74の 発 現 は 、 正 常 な 結 腸 組 織 に 比 べ る と 結 腸 腫 瘍 組 織 に お い て 少 な く と
も 2分 の １ ま で の 有 意 な 発 現 の 低 下 を 示 し た 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 様 々 な タ イ プ の 肺 腫 瘍 組 織 （ 扁 平 上 皮 細 胞 癌 ） が 同 じ 提 供 者 の 腫 瘍 を 伴 わ な い 正 常 な 肺
組 織 と 比 較 さ れ た 幾 つ か の 対 比 較 実 験 に お い て 、 SEQ ID NO:74は 差 次 的 発 現 を 示 し た 。 す
べ て の 場 合 、 SEQ ID NO:74の 発 現 は 、 肺 腫 瘍 組 織 に お い て 少 な く と も 2分 の １ ま で の 有 意
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な 発 現 の 低 下 を 示 し た 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　 こ れ ら の 実 験 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 を 用 い て SEQ ID NO:74が 有 意 な 差 次 的 発 現 パ タ -
ン を 示 す こ と を 示 唆 す る 。 さ ら に 癌 を 含 む 細 胞 成 長 、 細 胞 分 化 、 お よ び 細 胞 死 と 関 連 す る
タ ン パ ク 質 が 関 係 す る 様 々 な 病 状 や 疾 患 に お い て 有 用 な 診 断 マ ー カ ー と し て 、 ま た は 潜 在
的 治 療 標 的 と し て SEQ ID NO:74の 有 用 性 を 確 立 す る 。
【 ０ ４ １ ６ 】
　 た と え ば 、 SEQ ID NO:75は 正 常 な 肺 組 織 に 対 し て 肺 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で 差 次 的 発 現 を 示 す
こ と が マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ っ て 実 証 さ れ た 。 SEQ ID NO:75の 発 現 は 、 肺 扁 平 上 皮 細 胞
癌 に お い て 、 同 じ 提 供 者 の 肉 眼 的 に 無 併 発 の 正 常 肺 組 織 と 比 べ て 少 な く と も 2分 の １ に 減
少 し た 。 し た が っ て SEQ ID NO:75は 、 肺 癌 の 病 期 分 類 用 診 断 マ ー カ ー と し て 、 ま た は 潜 在
的 治 療 標 的 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ １ ７ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 SEQ ID NO:75と SEQ ID NO:79は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 が 実 証 す る よ う
に 、 初 代 乳 房 上 皮 細 胞 に 比 較 し て 或 る 乳 癌 細 胞 株 に お い て 差 次 的 発 現 を 示 し た 。 乳 癌 細 胞
株 に は 、 69才 の 女 性 の 胸 水 か ら 由 来 さ れ た 乳 房 腺 癌 細 胞 株 で あ る MCF7； 乳 房 の 浸 潤 性 腺 管
癌 に か か っ た 54才 の 女 性 の 胸 水 か ら 由 来 さ れ た 乳 癌 細 胞 株 で あ る T－ 47D； 43才 の 女 性 の 悪
性 胸 水 か ら 単 離 し た 乳 腺 癌 細 胞 株 で あ る Sk-BR-3； 転 移 性 乳 癌 を 患 う 51才 の 女 性 の 胸 水 か
ら 得 ら れ た 転 移 性 乳 房 腫 瘍 細 胞 株 で あ る MDA-mb-231； 31才 の 転 移 性 乳 管 腺 癌 の 女 性 の 胸 水
か ら 単 離 し た 細 胞 株 か ら 進 化 し た 紡 錘 状 の 細 胞 株 で あ る MDA-mb-435Sが 含 ま れ る 。 初 代 乳
腺 上 皮 細 胞 株 HMECは 、 正 常 な ヒ ト 乳 腺 組 織 に 由 来 す る (Clonetics, San Diego, CA)。 全 て
の 培 養 細 胞 は 供 給 業 者 の 推 奨 事 項 に 従 っ て ケ ミ カ リ ー ・ デ ィ フ ァ イ ン ド 培 地 で 繁 殖 さ せ 、
70～ 80％ コ ン フ ル エ ン ト ま で 成 長 さ せ て か ら RNA単 離 を 行 っ た 。 マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 が 示
し た と こ ろ で は 、 SEQ ID NO:75の 発 現 が 、 初 代 乳 腺 上 皮 細 胞 に 対 し て T-47Dお よ び Sk-BR-3
乳 癌 株 で 少 な く と も 2倍 増 加 し て い た 。 ま た SEQ ID NO:79の 発 現 が 、 初 代 乳 腺 上 皮 細 胞 に
対 し て Sk-BR-3乳 癌 株 で 少 な く と も 2倍 増 加 し て い た 。 し た が っ て SEQ ID NO:75は 、 乳 癌 の
診 断 マ ー カ ー と し て 、 ま た は 潜 在 的 治 療 標 的 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ １ ８ 】
　 例 え ば 、 マ ッ チ し た 正 常 な お よ び 肺 腫 瘍 組 織 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が 比 較 さ れ た 。 SEQ 
ID NO:83は 、 研 究 さ れ た 6人 の 提 供 者 の う ち 6例 に お い て 少 な く と も ２ 分 の １ に 下 方 制 御 さ
れ た こ と が わ か っ た 。 肺 癌 の 発 生 と 進 行 に 伴 う 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 解 析 は こ の 病 気 の 生
物 学 的 基 盤 に 対 す る す ば ら し い 洞 察 を 生 み 出 す だ ろ う し 、 ま た 診 断 と 治 療 の 改 善 に も つ な
が る だ ろ う 。 SEQ ID NO:26を コ ー ド す る SEQ ID NO:83は 、 こ れ ら の 診 断 と 治 療 に 用 い 得 る
。
【 ０ ４ １ ９ 】
　 別 の 例 で は 、 マ ッ チ し た 正 常 な お よ び 乳 房 腫 瘍 組 織 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン が 比 較 さ れ た
。 SEQ ID NO:83は 、 調 査 さ れ た 1人 の 提 供 者 に お い て 少 な く と も ２ 分 の １ に 下 方 制 御 さ れ
た こ と が 理 解 さ れ た 。 乳 癌 の 発 生 と 進 行 に 伴 う 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 解 析 は こ の 病 気 の 生
物 学 的 基 盤 に 対 す る す ば ら し い 洞 察 を 生 み 出 す だ ろ う し 、 ま た 診 断 と 治 療 の 改 善 に も つ な
が る だ ろ う 。 SEQ ID NO:26を コ ー ド す る SEQ ID NO:83は 、 こ れ ら の 診 断 と 治 療 に 用 い 得 る
。
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 SEQ ID NO:88は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 が 実 証 す る よ う に 正 常 な S状 結 腸 細 胞 に 対 し て S状 結
腸 腫 瘍 組 織 に お い て 発 現 の 増 加 を 示 し た 。 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 48才 の 女 性 か ら の
正 常 な S状 結 腸 組 織 と 転 移 性 胃 肉 腫 （ 間 質 腫 瘍 ） に 由 来 す る S状 結 腸 腫 瘍 を 比 較 す る こ と に
よ り 得 ら れ た (Huntsman Cancer Institute, Salt Lake City, UT)。 し た が っ て SEQ ID NO
:88は 、 S状 結 腸 癌 と 他 の 細 胞 増 殖 異 常 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ と 診 断 ア ッ セ イ と で 有 用 で あ る
。
【 ０ ４ ２ １ 】
　 例 え ば 、 SEQ ID NO:89、 SEQ ID NO:91、 SEQ ID NO:92は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ っ て 実
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証 さ れ る よ う に 、 非 悪 性 乳 腺 上 皮 細 胞 に 対 し て 乳 癌 細 胞 で 発 現 の 増 加 を 示 し た 。 非 悪 性 乳
腺 上 皮 細 胞 株 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル が 、 腫 瘍 進 行 の 様 々 な 段 階 で 種 々 の 乳 癌 株 群 の 遺
伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 さ れ た 。 SEQ ID NO:89お よ び SEQ ID NO:92の た め に 比 較 さ れ
た 細 胞 株 に は 、 a） 36才 の 乳 腺 症 疾 患 (fibrocystic breast disease)の 女 性 か ら 単 離 さ れ
た 乳 腺 細 胞 株 で あ る MCF-10A、 b)69才 の 女 性 の 胸 水 か ら 由 来 さ れ た 非 悪 性 乳 癌 細 胞 株 で あ
る MCF7、 ｃ ） 乳 房 の 浸 潤 性 腺 管 癌 に か か っ た 54才 の 女 性 の 胸 水 か ら 由 来 さ れ た 乳 癌 細 胞 株
で あ る T－ 47D、 ｄ ） 43才 の 女 性 の 悪 性 胸 水 か ら 単 離 し た 乳 腺 癌 細 胞 株 で あ る Sk-BR-3、 e)7
4才 の 女 性 か ら 単 離 さ れ た 腫 瘍 塊 か ら で 単 離 し た 乳 腺 癌 細 胞 株 で あ る BT-20、 f)5
１ 才 の 女 性 の 胸 水 か ら 単 離 さ れ た 乳 房 腫 瘍 細 胞 株 で あ る MDA-mb-231、 g） 31才 の 転 移 性 乳
管 腺 癌 の 女 性 の 胸 水 か ら 単 離 し た 親 株 細 胞 (435)か ら 進 化 し た 紡 錘 状 の 細 胞 株 で あ る MDA-m
b-435S、 が 含 ま れ る 。 SEQ ID NO:91の た め に 比 較 さ れ た 細 胞 株 に は 、 a)74才 の 女 性 か ら 単
離 し た 腫 瘍 塊 の 薄 切 片 か ら で 遊 出 し た 細 胞 に 由 来 す る 乳 癌 細 胞 株 で あ る BT-20、 b
)60才 の 女 性 の 乳 房 の 充 実 性 の 浸 潤 性 管 癌 か ら 単 離 し た 乳 房 管 癌 細 胞 株 で あ る BT-474、 ｃ
） 家 族 歴 が 乳 癌 で あ る 、 正 常 に 生 理 中 の 23才 の 経 産 の 女 性 の 乳 頭 状 浸 潤 性 管 腫 瘍 か ら 単 離
し た 乳 房 管 癌 細 胞 株 で あ る BT483、 ｄ ） 乳 癌 の 74才 の 女 性 か ら 単 離 し た 乳 房 管 癌 細 胞 株 で
あ る Hs 578T、 e)69才 女 性 の 胸 水 か ら 単 離 さ れ た 非 悪 性 乳 房 腺 癌 細 胞 株 で あ る MCF7、 ｆ ） 3
6才 の 乳 腺 症 疾 患 の 女 性 か ら 単 離 さ れ た 乳 腺 (管 腔 の 特 徴 ： luminal ductal characteristi
cs)細 胞 株 で あ る MCF-10A、 g)乳 房 が 転 移 性 腺 癌 で あ る 51才 の 女 性 の 胸 水 か ら 単 離 さ れ た 乳
腺 癌 細 胞 株 で あ る MDA-MB-468、 ｈ ） 初 代 乳 房 上 皮 細 胞 株 で 正 常 な 提 供 者 か ら 単 離 し た HMEC
、 が 含 ま れ る 。 し た が っ て SEQ ID NO:89、 SEQ ID NO:91、 SEQ ID NO:92は 、 乳 癌 と 他 の 細
胞 増 殖 異 常 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ と 診 断 ア ッ セ イ と で 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 別 の 例 で SEQ ID NO:91は 、 正 常 な 繊 維 芽 細 胞 に 対 し て タ ン ジ ー ル 病 で 影 響 さ れ た 繊 維 芽
細 胞 で 発 現 の 増 加 を 示 し 、 こ れ は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 で 判 定 し た 。 正 常 な 繊 維 芽 細 胞 と タ
ン ジ ー ル 病 に 由 来 す る 繊 維 芽 細 胞 が 比 較 さ れ た 。 さ ら に 、 両 タ イ プ の 細 胞 が コ レ ス テ ロ ー
ル の 存 在 下 で 培 養 さ れ 、 コ レ ス テ ロ ー ル の 不 存 在 下 で 培 養 さ れ た 同 じ 細 胞 タ イ プ と 比 較 さ
れ た 。 正 常 な 被 験 者 お よ び ホ モ 接 合 型 の タ ン ジ ア ー 病 を 患 う ２ 人 の 患 者 の 両 者 か ら 皮 膚 外
植 体 か ら 、 ヒ ト の 繊 維 芽 細 胞 が 得 ら れ た 。 細 胞 株 は 、 ヒ ト の 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 16遺 伝 子 E6お
よ び E7そ し て ネ オ マ イ シ ン 耐 性 選 択 マ ー カ ー の 形 質 移 入 に よ っ て 不 死 化 さ れ た 。 TD由 来 細
胞 は 、 ア ポ A-Iが 仲 介 す る ト リ チ ウ ム 化 さ れ た コ レ ス テ ロ ー ル の 流 出 の ア ッ セ イ で 欠 陥 （ d
eficient） で あ る 。 し た が っ て SEQ ID NO:91は 、 タ ン ジ ー ル 病 お よ び 他 の 自 己 免 疫 と 炎 症
障 害 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ と 診 断 ア ッ セ イ と で 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　 SEQ ID NO:89、 SEQ ID NO:91、 SEQ ID NO:97は 、 正 常 な 骨 芽 細 胞 に 対 し て 骨 肉 腫 で 影 響
さ れ た 骨 芽 細 胞 で 発 現 の 増 加 を 示 し 、 こ れ は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 で 判 定 し た 。 正 常 な ヒ ト
骨 芽 細 胞 （ 初 代 培 養 、 NHOst 5488)由 来 の メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAは 、 生 検 標 本 、 骨 肉 腫 組 織 、
ま た は 初 代 培 養 あ る い は 転 移 性 組 織 か ら の mRNAと 比 較 さ れ た 。 単 一 細 胞 懸 濁 液 中 （ single
 cell suspension） の 約 2.0x10 6の 細 胞 が 、 T75フ ラ ス コ に ２ 回 ま た は ３ 回 植 付 け ら れ た
。 細 胞 株 は 平 均 6～ ８ 日 毎 に 比 率 1:6～ 8で 継 代 培 養 さ れ た 。 し た が っ て SEQ ID NO:89、 SEQ
 ID NO:91、 SEQ ID NO:97は 、 骨 肉 腫 と 他 の 細 胞 増 殖 異 常 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ と 診 断 ア ッ
セ イ と で 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 例 え ば SEQ ID NO:94は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 の 判 定 で 、 未 処 理 の ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 に 対 し
活 性 化 し た ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 で 発 現 の 低 下 を 示 し た 。 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 は 、 ヒ ト の Ｔ 細 胞
の シ グ ナ ル 伝 達 の た め に モ デ ル と し て 使 用 さ れ る 。 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 は 、 PMA(5nM-1μ M)
と イ オ ノ マ イ シ ン (50ng/ml～ 10μ /ml)の 段 階 的 な 投 与 の 組 み 合 わ せ で 処 理 さ れ た 。 PMAと
イ オ ノ マ イ シ ン で の 処 理 は 、 最 適 な Ｂ 細 胞 活 性 化 中 の 二 次 シ グ ナ ル 伝 達 を 擬 態 す る 。 細 胞
は 、 １ 時 間 の 時 点 で 回 収 さ れ た 。 処 理 さ れ た 細 胞 は 、 刺 激 不 在 下 で 培 養 で 維 持 さ れ た 未 処
理 の ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 と 比 較 さ れ た 。 し た が っ て SEQ ID NO:94は 、 自 己 免 疫 お よ び 炎 症 障
害 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ と 診 断 ア ッ セ イ と で 有 用 で あ る 。
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【 ０ ４ ２ ５ 】
　 SEQ ID NO:96は 、 ス テ ロ イ ド で 処 理 さ れ た C3A細 胞 に お い て 、 未 処 理 の C3A細 胞 と 比 べ て
発 現 の 増 加 を 示 し た こ と が 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ り 決 定 さ れ た 。 ヒ ト C3A肝 臓 細 胞 株
は 、 成 長 で の 、 強 力 な 接 触 阻 害 に 関 し て 選 択 さ れ た HepG2/C3（ 肝 臓 腫 瘍 を 患 う 15歳 の 男 子
か ら 単 離 し た 肝 臓 癌 細 胞 株 ） の ク ロ ー ン 誘 導 体 で あ る 。 ク ロ ー ン 集 団 の 使 用 は 、 細 胞 の 再
現 性 を 強 化 す る 。 C3A細 胞 は 、 培 養 中 の 主 要 な ヒ ト 肝 細 胞 の 多 く の 特 徴 を 有 す る 。 す な わ
ち 、 i)イ ン シ ュ リ ン 受 容 体 と イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 II受 容 体 の 発 現 、 ii)α フ ェ ト プ ロ
テ イ ン と 比 較 し た 血 清 ア ル ブ ミ ン の 高 率 分 泌 、 iii)ア ン モ ニ ア の 尿 素 と グ ル タ ミ ン へ の 変
換 、 iv)芳 香 ア ミ ノ 酸 の 代 謝 、 v)グ ル コ ー ス と イ ン シ ュ リ ン の 無 い 培 地 で の 増 殖 、 で あ る
。 C3A細 胞 株 は 、 成 熟 し た ヒ ト 肝 臓 の  モ デ ル と し て 今 や 十 分 に 確 立 さ れ て い る (Mi
ckelson 他 (1995) Hepatology 22:866-875; Nagendra 他 (1997) Am. J. Physiol. 272:G4
08-G416)。 １ つ の 実 験 で は 、 コ ン フ ル エ ン ト 前 期 の C3A細 胞 は 、 1μ M、 10μ M、 100μ Mの 各
濃 度 で 、 1、 3、 6時 間 の 間 、 デ キ サ メ タ ゾ ン で 処 理 さ れ た 。 ２ つ 目 の 実 験 で は 、 コ ン フ ル
エ ン ト 前 期 の C3A細 胞 は 、 1μ M、 10μ M、 100μ Mの 各 濃 度 で 、 1、 3、 6時 間 の 間 、 メ ド ロ キ
シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン (MAH)で 処 理 さ れ た 。 3つ 目 の 実 験 で は 、 コ ン フ ル エ ン ト 前 期 の C3A細 胞
は 、 1μ M、 10μ M、 100μ Mの 各 濃 度 で 、 1、 3、 6時 間 の 間 、 ベ ク ロ メ タ ゾ ン で 処 理 さ れ た 。
処 理 し た 細 胞 を 、 無 処 理 の 、 早 期 コ ン フ ル エ ン ト な (early confluent) C3A細 胞 群 と 比 較
し た 。 し た が っ て SEQ ID NO:96は 、 自 己 免 疫 お よ び 炎 症 障 害 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ と 診 断 ア
ッ セ イ と で 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 別 の 実 施 例 で 、 SEQ ID NO:101と SEQ ID NO:102は 乳 癌 と 関 連 す る 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 。 非 悪 性 乳 腺 上 皮 細 胞 HEMECと MCF10Aの 遺 伝 子 発 現 プ
ロ フ ァ イ ル が 、 腫 瘍 進 行 の 様 々 な 段 階 の 乳 癌 株 群 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 さ れ た
。 比 較 し た 細 胞 株 は 次 の と お り で あ る 。 a） 乳 房 の 浸 潤 性 腺 管 癌 に か か っ た 54才 の 女 性 の
胸 水 か ら 由 来 さ れ た 乳 癌 細 胞 株 で あ る T－ 47D、 b)43才 の 女 性 の 悪 性 胸 水 か ら 単 離 し た 乳 腺
癌 細 胞 株 で あ る Sk-BR-3、 c） 転 移 性 乳 癌 の 51歳 の 女 性 の 胸 水 に 由 来 し た 転 移 性 乳 房 腫 瘍 細
胞 株 で あ る MDA-mb-435Sと MDA-mb-231、 d)74才 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 単 離 し た 乳 腺 癌 細 胞 株 で あ る BT-20、 e） 69才 の 女 性 の 胸 水 か
ら 由 来 さ れ た 非 悪 性 乳 癌 細 胞 株 で あ る MCF7、 f） 36才 の 乳 腺 症 疾 患 (fibrocystic breast d
isease)の 女 性 か ら 単 離 さ れ た 乳 腺 (管 腔 の 特 徴 ： luminal ductal characteristics)細 胞
株 で あ る MCF-10A、 g） 家 族 歴 が 乳 癌 で あ る 、 正 常 に 生 理 中 の 23才 の 経 産 の 女 性 の 乳 頭 状 浸
潤 性 管 腫 瘍 か ら 単 離 し た 乳 房 管 癌 細 胞 株 で あ る BT483、 h） 乳 癌 の 74才 の 女 性 か ら 単 離 し た
乳 房 管 癌 細 胞 株 で あ る Hs578T、 j） 初 代 乳 房 上 皮 細 胞 株 で 正 常 な 提 供 者 か ら 単 離 し た HMEC
で あ る 。 SEQ ID NO:101と SEQ ID NO:102の 発 現 は 、 非 癌 性 の HMECま た は MCF10A細 胞 株 と 比
較 し て 、 乳 癌 細 胞 株 T-47D、 SK-BR3、 MCF7、 BT483、 Hs578Tに お い て 少 な く と も 2倍 高 か っ
た 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 SEQ ID NO:101、 SEQ ID NO:102は 肺 癌 と 関 連 す る 差 次 的 発 現 を 示 し た 。 SEQ ID
 NO:101、 SEQ ID NO:102の 発 現 を 肺 腺 癌 を 患 う 患 者 か ら 得 ら れ た 正 常 お よ び 癌 組 織 サ ン プ
ル に つ い て 比 較 し た 。 SEQ ID NO:101と SEQ ID NO:102の 発 現 は 、 癌 性 肺 組 織 に お い て 同 じ
提 供 者 の マ ッ チ す る 微 視 的 に 正 常 な 組 織 と 比 較 し て 少 な く と も ２ 分 の １ の 減 少 を 示 し て い
る こ と が マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 で 明 ら か に な っ た 。 SEQ ID NO:101、 SEQ ID NO:102は ま た 結
腸 ポ リ ー プ と 関 連 す る 差 次 的 発 現 も 示 し た 。 SEQ ID NO:101と SEQ ID NO:102の 発 現 は 、 正
常 お よ び ポ リ ー プ 組 織 で 比 較 さ れ た 。 SEQ ID NO:101と SEQ ID NO:102の 発 現 は 、 大 腸 ポ リ
ー プ に お い て 同 じ 提 供 者 の マ ッ チ す る 微 視 的 に 正 常 な 組 織 と 比 較 し て 少 な く と も ２ 分 の １
の 減 少 を 示 し て い る こ と が マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 で 明 ら か に な っ た 。 し た が っ て 、 SEQ ID N
O:101と SEQ ID NO:102は 、 乳 癌 、 肺 癌 、 大 腸 ポ リ ー プ を 含 む 細 胞 増 殖 性 障 害 の 疾 病 段 階 決
定 お よ び 診 断 ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
　 SEQ ID NO:101と SEQ ID NO:102は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 の 判 定 で 、 未 処 理 の ヒ ト 臍 帯 静 脈
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内 皮 細 胞 (HUVEC)に 対 し て 、 腫 瘍 壊 死 因 子 α (TNF-α )に 曝 露 し た HUVECで 発 現 の 低 下 を 示 し
た 。 HUVECは 85%の コ ン フ ル エ ン ス ま で 増 殖 さ せ た 。 次 い で 0.33、 0.66、 1、 4、 8、 24、 48
、 72時 間 、 TNF-α で 処 理 し た 。 こ れ ら の TNF-α で 処 理 し た 細 胞 は 、 85%の コ ン フ ル エ ン ス
で 回 収 し た 未 処 理 の HUVEC(0時 間 )と 比 較 し た 。 こ の よ う に SEQ ID NO:101と SEQ ID NO:102
を 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 の 疾 患 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ と 診 断 ア ッ セ イ と に 用 い 得 る 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 SEQ ID NO:104は 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 家 族 性 ポ リ ポ ー シ ス 症 候 群 (FAP)
、 結 腸 腺 癌 等 の 細 胞 増 殖 異 常 と 関 連 し て 発 現 の 低 下 を 示 し た 。 乳 癌 細 胞 株 MCF7、 T-47D、 S
k-BR-3、 BT-20、 MDA-mb-435Sで の SEQ ID NO:104の 発 現 は 、 HMEC細 胞 と 比 較 さ れ た 。 SEQ I
D NO:104は 、 す べ て の 試 験 さ れ た 癌 細 胞 株 に お い て HMEC細 胞 株 と 比 較 し て 少 な く と も ２ 分
の １ の 発 現 の 低 下 を 示 し た 。 SEQ ID NO:104は 、 非 悪 性 MCF-10A細 胞 株 と 比 較 し て MDA-mb-2
31、 MCF7、 BT-20、 Sk-BR-3、 T-47D乳 癌 細 胞 株 で 少 な く と も ２ 分 の １ の 発 現 の 低 下 を 示 し
た 。 さ ら に 、 SEQ ID NO:104の 発 現 を 乳 房 小 葉 癌 を 患 う 患 者 か ら 得 ら れ た 正 常 お よ び 癌 組
織 サ ン プ ル に つ い て 比 較 し た 。 SEQ ID NO:104の 発 現 は 、 癌 性 乳 房 組 織 に お い て 同 じ 提 供
者 の マ ッ チ す る 微 視 的 に 正 常 な 組 織 と 比 較 し て 少 な く と も ２ 分 の １ の 減 少 を 示 し て い る こ
と が マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 で 明 ら か に な っ た 。 し た が っ て 、 SEQ ID NO:104 は 乳 癌 の 診 断 ア
ッ セ イ お よ び 疾 病 段 階 決 定 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
　 さ ら に 、 前 立 腺 癌 株 CA-HPV-10、 LNCaP、 PC-3、 DU 145、 MDAPCa2b中 の SEQ ID NO:104の
遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 、 非 腫 瘍 形 成 性 の 前 立 腺 上 皮 PrECま た は PZ-HPV-7細 胞 株 と 比 較
さ れ た 。 PZ-HPV-7は 、 前 立 腺 の 周 辺 領 域 の 正 常 な 組 織 か ら 培 養 さ れ た 上 皮 細 胞 に 由 来 す る
。 CA-HPV-10は 、 Gleason グ レ ー ド 4/4の 前 立 腺 癌 の 63歳 男 性 か ら の 細 胞 群 に 由 来 す る 。 Ｄ
U-145は 広 範 囲 な 転 移 性 前 立 腺 癌 の 69才 男 性 の 脳 内 転 移 部 位 か ら 単 離 し た 前 立 腺 癌 細 胞 株
で あ る 。 LNCaPは 、 転 移 性 前 立 腺 癌 を 有 す る 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 。 PC-3は 、 グ レ ー ド ４ の 前 立 腺 癌 の 62才 男 性 の 骨 内 転 位 部 位 か ら 単 離 さ
れ た 前 立 腺 癌 細 胞 株 で あ る 。 MDAPCa2bは 前 立 腺 癌 細 胞 株 で あ り 、 或 る 63才 の 男 性 の 骨 中 の
転 移 部 位 か ら 単 離 さ れ た 。 SEQ ID NO:104は 、 PrECま た は PZ-HPV-7細 胞 株 と 比 較 し て MDAPC
a2bと LNCaP細 胞 株 に お い て 少 な く と も ２ 分 の １ の 発 現 低 下 を 示 し た 。 し た が っ て 、 SEQ ID
 NO:104 は 前 立 腺 癌 の 診 断 ア ッ セ イ お よ び 疾 病 段 階 決 定 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ３ １ 】
　 さ ら に 、 正 常 な 結 腸 組 織 に お け る SEQ ID NO:104の 遺 伝 子 発 現 が 、 FAPお よ び 結 腸 腺 癌 と
診 断 さ れ た 23才 の 提 供 者 に 由 来 す る ２ つ の 大 腸 ポ リ ー プ に 対 し て 比 較 さ れ た (Huntsman Ca
ncer Institute, Salt Lake City, UT)。 SEQ ID NO:104の 発 現 は 、 大 腸 ポ リ ー プ 組 織 に お
い て 同 じ 提 供 者 の マ ッ チ す る 微 視 的 に 正 常 な 組 織 と 比 較 し て 少 な く と も ２ 分 の １ の 減 少 を
示 し て い る こ と が マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 で 明 ら か に な っ た 。 こ の よ う に SEQ ID NO:104を 、
前 立 腺 癌 お よ び 大 腸 ポ リ ー プ の 治 療 モ ニ タ リ ン グ と 診 断 ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 SEQ ID NO:104の 発 現 は 、 未 処 理 の 前 脂 肪 細 胞 に 対 し て 分 化 因 子 に 曝
露 さ れ た 前 脂 肪 細 胞 に お い て 減 少 を 示 し て い る こ と が マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 で 明 ら か に な っ
た 。 ヒ ト の 前 脂 肪 細 胞 が ヒ ト の イ ン シ ュ リ ン と PPAR-γ ア ゴ ニ ス ト で ３ 日 間 処 理 さ れ 、 次
い で イ ン シ ュ リ ン で 更 な る 処 理 が な さ れ た 。 分 化 し た 脂 肪 細 胞 が 誘 発 剤 の 入 っ て い な い 培
養 液 中 に あ る 未 処 理 の 前 脂 肪 細 胞 と 比 較 さ れ た 。 よ っ て 、 SEQ ID NO:104は 、 脂 肪 細 胞 分
化 と 関 連 す る 疾 患 （ 肥 満 症 、 II型 糖 尿 病 、 リ ポ ジ ス ト ロ フ ィ 、 高 イ ン シ ュ リ ン 血 症 を 含 む
） の 治 療 モ ニ タ リ ン グ と 診 断 ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ３ 】
　 別 の 実 施 例 で 、 SEQ ID NO:107は 乳 癌 と 関 連 す る 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 。 SEQ ID NO:107は 、 HMEC細 胞 株 と 比 較 し て MDA-mb-231、 Sk-BR-3、 T-
47D乳 癌 細 胞 株 で 少 な く と も ２ 倍 の 発 現 の 上 昇 を 示 し た 。 し た が っ て 、 SEQ ID NO:107 は
乳 癌 の 診 断 ア ッ セ イ お よ び 疾 病 段 階 決 定 に お い て 有 用 で あ る 。 　 　 　 　 　 　 　
　 別 の 実 施 例 で 、 SEQ ID NO:108は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ る 判 定 で 、 正 常 な 組 織 に 対
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し て 癌 に よ っ て 影 響 さ れ た 組 織 に お い て 少 な く と も 2分 の １ の 発 現 低 下 を 示 す 。 研 究 さ れ
た 癌 に は 、 肺 腺 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 卵 巣 癌 が 含 ま れ る 。 1つ の 実 験 に お い て 、 右 肺 の 中 分 化
腺 癌 を 60才 の 提 供 者 の 肉 眼 で 見 る 限 り 腫 瘍 を 伴 わ な い 肺 組 織 と 比 較 し た (Huntsman Cancer
 Institute)。 2番 目 の 実 験 に お い て 、 子 宮 内 膜 癌 （ 腺 癌 ） が 同 じ 提 供 者 で あ る 72才 の 女 性
由 来 の 肉 眼 で 見 る 限 り 癌 を 伴 わ な い 子 宮 内 膜 組 織 と 比 較 さ れ た (Huntsman Cancer Institu
te)。 同 じ 提 供 者 か ら の 頚 部 組 織 が 子 宮 内 膜 と 比 較 さ れ た 。 3番 目 の 実 験 に お い て 、 79才 の
女 性 提 供 者 に 由 来 す る 正 常 な 卵 巣 組 織 が 、 同 一 の 提 供 者 に 由 来 す る 卵 巣 腫 瘍 と 比 較 さ れ た
。 し た が っ て SEQ ID NO:108は 、 肺 腺 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 卵 巣 腫 瘍 、 お よ び 他 の 細 胞 増 殖 異
常 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ と 診 断 ア ッ セ イ に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
　 SEQ ID NO:113の 発 現 は 、 ヒ ト の 肺 腫 瘍 組 織 に お い て 同 じ 提 供 者 か ら の 正 常 な 肺 組 織 と
比 較 し て 、 幾 つ か の 対 比 較 実 験 で 差 次 的 発 現 を 示 し た こ と が わ か っ た 。 SEQ ID NO:113は
、 試 験 さ れ た す べ て の 対 に お い て 正 常 な 肺 組 織 と 比 較 し て 肺 腫 瘍 組 織 に お い て 少 な く と も
2分 の １ の 発 現 の 低 下 を 示 し た 。 SEQ ID NO:113は 血 管 組 織 に お い て 差 次 的 発 現 を 示 し た 。
こ れ ら の 実 験 は 、 SEQ ID NO:113が 有 意 な 差 次 的 発 現 パ タ -ン を 示 す こ と を 示 唆 す る が 、 こ
れ は マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 を 用 い て 行 わ れ た 。 さ ら に 肺 癌 と 血 管 組 織 が 関 係 す る 様 々 な 病 状
や 疾 患 に お い て 有 用 と な り 得 る 診 断 マ ー カ ー と し て 、 ま た は 潜 在 的 治 療 標 的 と し て SEQ ID
 NO:113の 有 用 性 を 確 立 す る 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
　 １ ２ 　 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 CGDD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 CGDDの 発 現
を 検 出 、 低 減 ま た 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 あ る 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 。 CGDDの コ ー デ ィ ン グ 配 列 と Oligo4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Bios
ciences） と 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 デ ィ ン グ 配 列 に 結 合 す る の を 防 止 す る 。 CGDDを コ ー ド す る 転 写 物 に リ ボ ソ ー ム が
結 合 す る の を 阻 害 す る よ う 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る と 、 翻 訳 を 阻 害 す る 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
　 １ ３ 　 CGDDの 発 現
　 CGDDの 発 現 お よ 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 。 CGDDを 細 菌 内 で 発 現 さ せ る に は 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 と 、 cDNAの 転 写 レ ベ ル を 高
め る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー と を 持 つ 、 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ま た は T7
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ 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 。 CGDDを 抗 生 物 質 耐 性 細 菌 に 発 現 さ せ る に は 、 イ ソ プ ロ ピ ル β
－ Dチ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (IPTG)で 誘 発 す る 。 CGDDの 真 核 細 胞 で の 発 現 は 、 昆 虫 細 胞 株
ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 株 に 、 一 般 に バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と し て 知 ら れ る Autographica califor
nica核 多 角 体 病 ウ イ ル ス (AcMNPV)の 組 換 え 型 を 感 染 さ せ て 行 う 。 CGDDを コ ー ド す る cDNAと
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 非 必 須 ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 を 置 換 す る に は 、 相 同 組 換 え を 行 う か 、 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 を 行 う 。 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 Spodoptera frugiperda（ Sf9） 昆 虫 細 胞 へ
の 感 染 に 用 い ら れ る が 、 ヒ ト 肝 細 胞 の 感 染 に も 用 い ら れ 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) P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3224-3227、 Sandig, V.他  (1996) Hum.Gene Ther. 7:193
7-1945） 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
　 CGDDは 殆 ど の 発 現 系 で 、 例 え ば グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)、 ま た は FLAG
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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 を 、 迅 速 に 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 お よ 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
（ Amersham Biosciences） 。 CGDDか ら 、 精 製 後 に GST部 分 を 、 特 異 的 に 操 作 し た 諸 部 位 に
お い て タ ン パ ク 分 解 的 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 お よ 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 （ QIAGEN） 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製 の 方 法 は 、 Ausubel他 (前
出 、 10お よ び 16章 )に 記 載 が あ る 。 こ れ ら の 方 法 で 精 製 し た CGDDを 直 接 用 い て 以 下 の
17お よ び 18の ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ４ ３ ８ 】
　 １ ４ 　 機 能 的 ア ッ セ イ
　 CGDD機 能 は 、 CGDDを コ ー ド す る 配 列 群 の 、 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 系 に お い て 生 理 的 に 高 め ら
れ た レ ベ ル で の 発 現 に よ っ て 算 定 す る 。 cDNAを 、 cDNAを 高 い レ ベ ル で 発 現 さ せ る 強 い プ ロ
モ ー タ ー を 持 つ 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー に 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（ Invitrogen, Carlsbad  CA） お よ 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 あ る 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 ま た 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
、 cDNAの 組 換 え ベ ク タ ー か ら の 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ま た 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 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 、 G
FPま た は CD64-GFPを 発 現 す る 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 を 同 定 し 、 そ 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,
 New York NY)に 記 述 が あ る 。
【 ０ ４ ３ ９ 】
　 CGDDの 遺 伝 子 発 現 へ の 影 響 は 、 CGDDを コ ー ド す る 配 列 と 、 CD64ま た は CD64-GFPの ど ち ら
か と 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
ま た 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 移 入 さ れ た 細 胞 と 形 質 移 入 さ れ な い 細 胞 と は 、 ヒ ト
IgGか CD64に 対 す る 抗 体 の ど ち ら か で 被 覆 さ れ た 磁 気 ビ ー ズ を 用 い て 効 率 よ く 分 離 で き る (
DYNAL, Lake Success NY)。 mRNAは 、 こ れ ら 細 胞 か ら 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 精 製 で き る
。 CGDDと 目 的 の 他 の 遺 伝 子 群 と 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 で き る 。
【 ０ ４ ４ ０ 】
　 １ ５ 　 CGDDに 特 異 的 な 抗 体 の 作 製
　 CGDDの 実 質 的 精 製 を 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ PAGE； 例 え ば Harrington, 
M.G. (1990) Methods Enzymol.182:488-495を 参 照 ） ま た は 他 の 精 製 技 術 で 行 い 、 こ れ 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 。
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【 ０ ４ ４ １ 】
　 或 い は 、 レ ー ザ GENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い て CGDD 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 ） 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
　 通 常 は 、 長 さ 約 １ ５ 残 基 の オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 FMOC 化 学 法 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） を 用 い た 反 応 に よ っ て KLH（ Sigma-Aldrich, St. L
ouis MO） に 結 合 さ せ て 、 免 疫 原 性 を 高 め る （ 前 出 の 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 お よ び 抗 CGDD活 性 を 検 査 す る に は 例 え ば 、 ペ プ チ ド ま た は CGDDを 基
板 に 結 合 し 、 1％ BSA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 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgGと 反 応 さ せ る 。
【 ０ ４ ４ ３ 】
　 １ ６ 　 特 異 的 抗 体 を 用 い る 天 然 CGDDの 精 製
　 天 然 CGDDや 組 換 え CGDDを CGDD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 し た SEPHA
ROSE（ Amersham Biosciences） の よ う な 活 性 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 レ ジ ン と 抗 CGDD 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 ４ ４ ４ 】
　 CGDDを 含 む 培 養 液 を イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 し 、 CGDDを 優 先 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 CGDDと の 結 合 を 切 る よ う な 条 件 で （ 例 え ば 、 或 る pH２ ～
３ の バ ッ フ ァ ー 、 あ る い は 高 濃 度 の 、 例 え ば 尿 素 ま た は チ オ シ ア ン 酸 イ オ ン な ど の カ オ ト
ロ ー プ で ） 溶 出 さ せ CGDDを 収 集 す る 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
　 １ ７ 　 CGDDと 相 互 作 用 す る 分 子 の 同 定
　 CGDDま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 断 片 を 、 1 2 5 I ボ ル ト ン ハ ン タ ー 試 薬 で 標 識 す る （ Bol
ton A.E.及 び W.M. Hunter (1973) Biochem. J. 133:529） 。 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ
ェ ル に 予 め 配 列 し て お い た 候 補 の 分 子 群 を 、 標 識 CGDDと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し て
、 標 識 さ れ た CGDD複 合 体 を 有 す る 全 て の ウ ェ ル を ア ッ セ イ す る 。 CGDD濃 度 を 様 々 に 変 え て
得 た デ ー タ で CGDDの 数 量 、 候 補 分 子 と の 親 和 性 お よ び 会 合 に つ い て の 値 を 計 算 す る 。
【 ０ ４ ４ ６ 】
　 別 法 で は 、 CGDD と 相 互 作 用 す る 分 子 を 、 Fields, S.及 び O. Song(1989, Nature 340:24
5-246)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 ４ ４ ７ 】
　 CGDDは ま た 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 型 の 酵 母 2ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 使 用 す る PATHCALLING
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 よ っ て コ
ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 間 の 全 て の 相 互 作 用 を 判 定 で き る （ Nandabalan, K. 他 (2000) 米 国
特 許 第 6,057,101号 ） 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
　 １ ８ 　 CGDD 活 性 の 実 証
　 CGDD活 性 を 実 証 す る た め に 、 最 終 分 化 や 細 胞 周 期 進 行 の 誘 導 の 測 定 を 、 CGDDが 哺 乳 動 物
細 胞 培 養 系 に お い て 生 理 的 に 高 ま っ た レ ベ ル で 発 現 す る 際 に 行 う 。 cDNAを 高 い レ ベ ル で 発
現 さ せ る 強 い プ ロ モ ー タ ー を 持 つ 哺 乳 類 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（ Life Technologies, Gaithersburg, MD） お よ び P
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CR 3.1（ Invitrogen, Carlsbad, CA） 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 あ る 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 、 好 適 に は 内 皮 由 来 ま た 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 、 cDNAの 組 換 え ベ ク タ ー か ら の 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, Palo Alto, CA
)、 CD64ま た は CD64-GFP融 合 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 で き る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 細 胞
周 期 進 行 か 最 終 分 化 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 DN
A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 顆 粒 性 の 変 化 、 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 取 込 量 の 低 下 に よ っ て 計 測 さ れ
る DNA合 成 の 上 方 ま た は 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 お よ
び 細 胞 内 に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現 の 変 容 、 お よ 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 が あ る 。 フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー 法 に つ い て は 、 Ormerod, M.G.（ 1994） , Oxford, New Yor
k NYに 記 述 が あ る 。
【 ０ ４ ４ ９ 】
　 CGDD 活 性 の ア ッ セ イ は 或 い は 、 ア ン チ セ ン ス CGDD RNAを 過 剰 発 現 す る 正 常 な
ヒ ト 線 維 芽 細 胞 の 形 質 転 換 を 測 定 す る (Garkavtsev, I. お よ び  Riabowol, K. (1997) Mol
.Cell Biol.17:2014-2019） 。 CGDDを コ ー ド す る cDNAを pLNCXレ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 ア ン チ セ ン ス CGDD RNAの 発 現 を 可 能 に す る 。 結 果 と し て 得 た 構 成 物 を
、 狭 宿 主 性 (ecotropic)BOSC23ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 に 形 質 移 入 す る 。 BOSC23培
養 上 澄 み が 含 む ウ イ ル ス を 用 い て 、 ア ン ホ ト ロ ピ ッ ク CAK8ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株
を 感 染 さ せ る 。 CAK8培 養 上 澄 み が 含 む ウ イ ル ス を 用 い て 、 正 常 な ヒ ト 線 維 芽 細 胞 (Hs68)を
感 染 さ せ る 。 感 染 細 胞 を 次 の 形 質 転 換 細 胞 の 定 量 化 で き る 特 徴 的 性 質 に つ い て 評 価 す る 。
す な わ ち 、 免 疫 不 全 マ ウ ス に 注 入 さ れ た 場 合 の 接 触 阻 害 の 喪 失 に 関 連 す る 培 養 中 の 高 密 度
増 殖 、 懸 濁 液 中 ま た は 軟 寒 天 で の 増 殖 、 コ ロ ニ ー ま た は 集 塊 の 形 成 、 血 清 必 要 条 件 の 低 下
、 お よ び 腫 瘍 誘 発 能 に つ い て 評 価 す る 。 CGDDの 活 性 は 、 Hs68細 胞 の 形 質 転 換 の 程 度 に 比 例
す る 。
【 ０ ４ ５ ０ 】
　 CGDDの 発 現 は 或 い は 、 哺 乳 動 物 細 胞 株 で 、 CGDDを コ ー ド す る 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー で 細
胞 を 形 質 転 換 さ せ て 成 し 得 る 。 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー は 市 販 さ れ て お り 、 こ れ ら ベ ク タ ー
を 細 胞 に 導 入 す る 技 術 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 CGDDの 細 胞 局 在 を ア ッ セ イ す る に は 、 細 胞
の 分 画 を Jiang H. P. 他  (1992; Proc. Natl. Acad. Sci. 89: 7856-7860)の 記 載 の よ う
に 行 う 。 簡 潔 に は 、 低 速 遠 心 法 で ペ レ ッ ト 化 し た 細 胞 の 再 懸 濁 を 、 バ ッ フ ァ 中 (10 mM TRI
S-HCl、 pH 7.4/ 10 mM NaCl/ 3 mM MgCl2 / 5 mM EDTAに 10 μ g/mlア プ ロ チ ニ ン 、 10 μ g/
mlロ イ ペ プ チ ン 、 10 μ g/mlペ プ ス タ チ ン A、 0.2 mMフ ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル 含 有
)で 行 い 、 ホ モ ジ ナ イ ズ す る 。 ホ モ ジ ェ ネ ー ト の 遠 心 分 離 を 600× ｇ で 5分 間 お こ な う 。 そ
の 上 澄 み を 100,000× gで 60分 間 、 超 遠 心 し て 、 粒 子 画 分 と サ イ ト ゾ ル 画 分 の 分 離 を 行 う 。
核 画 分 を 得 る た め 、 600× gペ レ ッ ト の 、 蔗 糖 溶 液 で の 再 懸 濁 (0.25 M蔗 糖 / 10 mM TRIS-HC
l, pH 7.4/ 2 mM MgCl2 )を 行 い 、 再 遠 心 を 600× gで 行 う 。 各 画 分 か ら の 等 量 の タ ン パ ク 質
を SDS/10%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に か け 、 膜 に ブ ロ ッ ト す る 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
を 行 い 、 こ れ に は CGDD抗 血 清 を 用 い る 。 、 核 画 分 で の 対 応 す る バ ン ド の 強 度 を 他 の 画 分 の
強 度 に 比 較 し て 、 CGDDの 局 在 性 を 査 定 す る 。 別 法 で は 、 細 胞 画 分 で の CGDDの 存 在 を 、 CGDD
に 特 異 的 な 蛍 光 抗 体 を 用 い て 、 蛍 光 顕 微 鏡 で 検 査 す る 。
【 ０ ４ ５ １ 】
　 さ ら に 、 CGDD活 性 は 、 結 合 ア ッ セ イ で 、 そ の 関 連 す る Rasス ー パ ー フ ァ ミ リ ー
タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 と し て 実 証 さ れ 得 る 。 候 補 Rasス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 蛋 白 は
グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ 、 グ ル タ チ
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オ ン -Sepharose上 で の ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 さ れ る 。 100 mM NaC
l、 2 mM EDTA、 5 mM MgCl 2 、 0.2 mM DTT、 100 μ M AMP-PNP、 お よ び 10 μ M GDPを 含 む 20
ｍ M Trisバ ッ フ ァ ー (pH 8.0)、 30℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 、 GDPで Rasス ー パ ー
フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 を 負 荷 す る 。 CGDDは バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 で FLAG融 合 タ ン パ ク 質 と し
て 発 現 さ れ る 。 CGDD-FLAG融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む こ れ ら の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 細 胞 の 抽 出 物
は 、 GSTビ ー ズ で プ レ ク リ ア し 、 次 に GST-Rasス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 融 合 タ ン パ ク 質 と イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 形 成 さ れ た 複 合 体 は 、 グ ル タ チ オ ン -Sepharoseに よ っ て 沈 殿 さ せ 、 SD
Sポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 す る 。 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 は ニ ト ロ セ ル ロ ー
ス 膜 に ブ ロ ッ ト さ れ 、 市 販 の 抗 FLAG抗 体 で プ ロ ー ブ さ れ る 。 CGDD活 性 は 、 複 合 体 中 に 検 出
さ れ る CGDD-FLAG融 合 タ ン パ ク 質 の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ４ ５ ２ 】
　 ま た は 、 Liお よ び Cohen (Li, L. お よ び  S.N. Cohen  (1995) Cell 85:319-329)が 実 証
し た よ う に 、 遺 伝 子 の 5'端 へ の ア ン チ セ ン ス 配 列 を 設 計 し 、 こ の 配 列 を 転 写 す る ベ ク タ ー
で NIH 3T3細 胞 に 形 質 移 入 し て 、 CGDDの 腫 瘍 化 抑 制 能 の 測 定 を 成 し う る 。 内 因 性 遺 伝 子 を
抑 制 す る と 、 形 質 転 換 し た 線 維 芽 細 胞 は 、 ヌ ー ド マ ウ ス に 導 入 す れ ば 転 移 性 腫 瘍 を 形 成 で
き る 細 胞 塊 を 産 生 し う る 。
【 ０ ４ ５ ３ 】
　 CGDD活 性 の ア ッ セ イ は 或 い は 、 注 入 CGDDの 、 母 性 転 写 物 の 分 解 へ の 効 果 を 測 定 す る 。 Sw
issア ル ビ ノ マ ウ ス か ら の 卵 母 細 胞 の 収 集 、 注 入 、 培 養 の 手 順 は 、 Stutz　 他 (前 出 )に 記 載
が あ る 。 母 性 RNAの 分 解 の 、 対 照 卵 母 細 胞 に 比 し て の 低 下 が 、 CGDD活 性 を 示 す 。 CGDD活 性
の 測 定 は 或 い は 、 精 製 CGDDが RNAア ー ゼ に 結 合 す る 能 力 と し て 、 に 記 載 の ア ッ
セ イ で 測 定 す る よ う に 成 さ れ る 。
【 ０ ４ ５ ４ 】
　 別 法 で は 、 CGDD活 性 の ア ッ セ イ は 、 CGDD発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 移 入 し た COS細 胞 に お け
る シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 、 2成 分 融 合 (two-component fusion)ア ッ セ イ (前 出 Miに 記 載 )で 測
定 す る 。 こ の ア ッ セ イ が 利 用 す る 事 実 は 、 ヒ ト の イ ン タ ー ロ イ キ ン 12 (IL-12)が ヘ テ ロ ダ
イ マ ー で あ り 、 そ の 構 成 サ ブ ユ ニ ッ ト の 分 子 量 が 35 kD (p35) と 40 kD (p40)で あ る こ と
で あ る 。 p35の 遺 伝 子 を 持 つ 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 移 入 し た COS細 胞 を 、 p40と CGDDと の 遺
伝 子 を 持 つ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 同 時 移 入 し た COS細 胞 と 混 ぜ る 。 IL-12活 性 の 、 結 果 と し て 得
た 馴 化 培 地 で の レ ベ ル が 、 こ の ア ッ セ イ の CGDD活 性 に 相 当 す る 。 合 胞 体 形 成 は ま た 、 光 顕
で 測 定 し う る (Mi 他 、 前 出 )。
【 ０ ４ ５ ５ 】
　 CGDD活 性 の 別 の ア ッ セ イ は 、 ス イ ス マ ウ ス 3T3細 胞 に お け る 新 規 開 始 DNA合 成 の 量 と し て
細 胞 増 殖 を 測 定 す る 。 CGDDを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む プ ラ ス ミ ド を 当 分 野 で 公
知 の 方 法 を 用 い て 、 静 止 状 態 の 3T3培 養 細 胞 に 移 入 す る 。 一 過 性 に 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 は
次 に 、 [ 3 H]チ ミ ジ ン ま た は 放 射 性 DNA前 駆 体 ([α 3 2 P]ATP等 )の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ
れ る 。 適 用 可 能 な 場 合 に は 、 様 々 な 量 の CGDDリ ガ ン ド が 、 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 に 加 え ら れ
る 。 酸 に よ っ て 沈 殿 さ れ 得 る DNAへ の [ 3 H]チ ミ ジ ン の 取 込 は 適 切 な 時 間 間 隔 で 測 定 さ れ 、
そ の 取 込 量 は 新 規 に 合 成 さ れ た DNAの 量 と CGDD活 性 に 正 比 例 す る 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
　 CGDD活 性 を 、 或 い は サ イ ク リ ン -ユ ビ キ チ ン ラ イ ゲ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に よ り 測 定 す る (To
wnsley, F.M. 他 (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:2362-2367)。 反 応 液 は 10μ lの
容 量 中 に 、 40 mMの Tris.HCl (pH 7.6)、 5 mMの Mg Cl 2 、 0.5 mMの ATP、 10 mMの ホ ス ホ ク レ
ア チ ン 、 50 μ gの ク レ ア チ ン ・ ホ ス ホ キ ナ ー ゼ /ml、 1 mg還 元 カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン /ml、 50 μ M ユ ビ キ チ ン 、 1 μ Mの ユ ビ キ チ ン ア ル デ ヒ ド 、 1～ 2 pmol 1 2 5 I-
標 識 化 サ イ ク リ ン B、 1 pmol E1、 1 μ Mの オ カ ダ 酸 、 M期 分 画 1Aの タ ン パ ク 質 10 μ g (活 性
E3-Cを 含 み 本 質 的 に E2-Cを 含 ま な い )と 可 変 量 CGDDを 含 む 。 反 応 液 を 18℃ で 60分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 次 に SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 法 に よ り サ ン プ ル を 分 離 す
る 。 形 成 さ れ た 1 2 5 I-サ イ ク リ ン -ユ ビ キ チ ン の 量 を PHOSPHORIMAGER分 析 で 定 量 す る 。 サ イ
ク リ ン -ユ ビ キ チ ン 形 成 の 量 は 反 応 物 中 の CGDDの 活 性 に 比 例 す る 。
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【 ０ ４ ５ ７ 】
　 CGDD活 性 の ア ッ セ イ は 或 い は 、 放 射 標 識 ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば [α 3 2 P]ATPを 用 い 、 放 射
ラ ベ ル の 、 DNA合 成 時 の DNAへ の 取 込 か 、 ア ポ ト ー シ ス に 伴 う DNAの 断 片 化 を 測 定 す る 。 CGD
Dを コ ー ド す る cDNAを 持 つ プ ラ ス ミ ド で 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 哺 乳 動 物 細 胞 に 形
質 移 入 す る 。 次 に 細 胞 の イ ン キ ュ ベ ー ト を 、 放 射 標 識 ヌ ク レ オ チ ド と 共 に 、 種 々 の 時 間 長
で 行 う 。 染 色 体 DNAを 収 集 し 、 放 射 能 の 検 出 に シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い る 。 放
射 ラ ベ ル の 、 染 色 体 DNAへ の 取 込 は 、 細 胞 周 期 の 刺 激 の 程 度 に 比 例 す る 。 CGDDの ア ポ ト ー
シ ス 促 進 を 判 定 す る に は 、 染 色 体 DNAを 上 記 の よ う に 収 集 し 、 分 析 に ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 で 行 う 。 DNA断 片 化 は 定 量 の た め 非 移 入 対 照 細
胞 と 比 較 し 、 こ れ が CGDDの ア ポ ト ー シ ス 活 性 に 比 例 す る 。
【 ０ ４ ５ ８ 】
　 或 い は CGDDの シ ク ロ フ ィ リ ン 活 性 の 測 定 に は 、 キ モ ト リ プ シ ン 共 役 ア ッ セ イ を 用 い 、 シ
ス ～ ト ラ ン ス 相 互 転 換 の 速 度 を 測 定 す る (Fischer, G. 他 . (1984) Biomed. Biochim. Act
a 43:1101-1111)。 キ モ ト リ プ シ ン を 用 い て Xaa-Proペ プ チ ド 結 合 で の ト ラ ン ス 基 質 切 断 活
性 を 推 計 す る 。 こ こ で シ ス ～ ト ラ ン ス 異 性 化 の 速 度 定 数 を 得 る に は 、 緩 徐 相 で の 基 質 水 解
の 速 度 定 数 を 測 定 す る 。 サ ン プ ル の イ ン キ ュ ベ ー ト を 免 疫 抑 制 剤 CsAか FK506の 有 無 の 中 で
行 い 、 反 応 開 始 に は キ モ ト リ プ シ ン を 添 加 し 、 蛍 光 反 応 を 測 定 す る 。 酵 素 的 速 度 定 数 を 求
め る 式 は  k a p p  = k H 2 0  + k e n z で あ り 、 こ こ で は 一 次 速 度 式 が 示 さ れ 、 1単 位 の PPIase活 性
の 定 義 は  k e n z  (s

- 1 )で あ る 。
【 ０ ４ ５ ９ 】
　 あ る い は 、 CGDDの シ ク ロ フ ィ リ ン 活 性 は 免 疫 抑 制 剤 シ ク ロ ス ポ リ ン に 対 す る 立 体 特 異 的
結 合 の 親 和 性 を 測 定 す る 定 量 的 イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て モ ニ タ ー さ れ る (Quesniaux, V.F.
 他 (1987) Eur. J. Immunol. 17: 1359-1365)。 こ の ア ッ セ イ で は 、 シ ク ロ フ ィ リ ン -シ ク
ロ ス ポ リ ン 複 合 体 を 固 相 に コ ー ト し 、 結 合 の 検 出 に 、 抗 シ ク ロ フ ィ リ ン ウ サ ギ 抗 血 清 を 抗
グ ロ ブ リ ン -酵 素 抱 合 体 で 増 強 し て 用 い る 。
【 ０ ４ ６ ０ 】
　 或 い は CGDDの 活 性 は 、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 質 量 分 析 を 用 い た 気 相 で 、 FKBPと 免
疫 抑 制 剤 と の 非 共 有 結 合 の 測 定 の 為 に 開 発 さ れ た 或 る 結 合 ア ッ セ イ に よ り モ ニ タ ー さ れ る
(Trepanier, D.J., 他 (1999) Ther. Drug Monit.21:274-280） 。 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ
ン 化 で イ オ ン を 発 生 す る に は 、 強 い 電 場 の 存 在 下 で 、 高 電 荷 の 液 滴 の 極 細 ス プ レ ー を 発 生
さ せ る 。 液 滴 の サ イ ズ が 小 さ い ほ ど 、 表 面 の 電 荷 密 度 が 高 い 。 イ オ ン は 静 電 気 的 に 質 量 分
析 器 に 誘 導 さ れ 、 こ こ で 反 対 電 荷 の イ オ ン の 発 生 が 、 空 間 的 に 分 離 し た ソ ー ス で 成 さ れ た
後 、 毛 細 管 注 入 口 へ 掃 引 さ れ 、 こ こ で イ オ ン 流 が 合 流 さ れ 、 反 応 が 起 き る 。 結 合 と 無 結 合
の CGDD/免 疫 抑 制 剤 複 合 体 の 荷 電 状 態 を 比 較 し て 、 相 対 結 合 親 和 性 を 確 立 で き 、 in vitro
の 結 合 お よ び 免 疫 抑 制 作 用 と 相 関 さ せ う る 。
【 ０ ４ ６ １ 】
　 当 業 者 に は 、 本 発 明 の 要 旨 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 し な い 範 囲 で の 、 本 発 明 の 記 載 し た 組 成
物 、 方 法 お よ び シ ス テ ム の 種 々 の 修 正 お よ び 変 更 の 手 段 は 自 明 で あ ろ う 。 本 発 明 が 新 規 で
あ り 、 有 用 な タ ン パ ク 質 お よ び そ の コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る こ と は 高 く 評
価 さ れ る で あ ろ う 。 ま た 、 こ れ ら は 薬 物 発 見 お よ び 疾 患 お よ び 症 状 の 検 出 、 診 断 お よ び 治
療 に こ れ ら の 組 成 物 を 使 用 す る 方 法 に 用 い ら れ 得 る 。 本 発 明 に つ い て 説 明 す る に あ た り 幾
つ か の 実 施 例 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
例 に 不 当 に 制 限 さ れ る べ き で は な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 ま た 、 本 発 明 を こ の よ う な 実 施
態 様 の 説 明 に よ っ て 、 開 示 し た 形 態 だ け に 網 羅 さ れ る か 、 あ る い は 、 制 限 さ れ る も の と 見
な さ れ る べ き で も な い 。 さ ら に 、 一 実 施 態 様 の 要 素 は 他 の 実 施 態 様 の 一 つ 以 上 の 要 素 と 容
易 に 組 み 合 わ さ れ 得 る 。 こ の よ う な 組 合 わ せ に よ っ て 本 発 明 の 範 囲 内 で 多 数 の 実 施 態 様 が
形 成 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 範 囲 は 下 記 の 請 求 項 お よ び そ れ に 相 当 す る も の に よ っ て 定 義 す る
こ と を 意 図 す る も の で あ る 。
【 ０ ４ ６ ２ 】
　 (表 の 簡 単 な 説 明 )
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　 表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 実 施 様 態 の 命 名 の 概 略 で
あ る 。
【 ０ ４ ６ ３ 】
　 表 ２ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 実 施 例 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 。 各 ポ リ ペ プ チ ド と そ の GenBank相 同 体 が 一 致 す る 確 率 ス コ ア も 併 せ て
示 す 。
【 ０ ４ ６ ４ 】
　 表 ３ は 、 予 測 さ れ る モ チ ー フ 及 び ド メ イ ン を 含 む 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 実 施 様 態 の 構 造
的 特 徴 を 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に 用 い る た め の 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 ４ ６ ５ 】
　 表 ４ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 様 態 を ア セ ン ブ リ す る た め に 用 い た cDNAや ゲ ノ ム DNA断
片 を 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 し た 断 片 と 共 に 示 す 。
【 ０ ４ ６ ６ 】
　 表 ５ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 様 態 の 代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ を 示 す 。
【 ０ ４ ６ ７ 】
　 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 ４ ６ ８ 】
　 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 、 引 用 文 献 及 び 閾 値 パ ラ メ ー タ と 共 に 示 す 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
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【 表 １ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ７ ０ 】
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【 表 １ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ７ １ 】

10

20

30

(109) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 １ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ７ ２ 】

10

20

30

(110) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 １ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ７ ３ 】

10

20

30

(111) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 １ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ７ ４ 】

10

20

30

(112) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ７ ５ 】

10

20

30

(113) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ７ ６ 】

10

20

30

(114) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ７ ７ 】

10

20

30

(115) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ７ ８ 】

10

20

30

(116) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ７ ９ 】

10

20

30

(117) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ８ ０ 】

10

20

30

(118) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ８ １ 】

10

20

30

(119) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ８ ２ 】

10

20

30

(120) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ４ ８ ３ 】

10

20

30

(121) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ８ ４ 】

10

20

30

(122) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ８ ５ 】

10

20

30

(123) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ８ ６ 】

10

20

30

(124) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ８ ７ 】

10

20

30

(125) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ８ ８ 】

10

20

30

(126) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ８ ９ 】

10

20

30

(127) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ０ 】

10

20

30

(128) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ １ 】

10

20

30

(129) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ２ 】

10

20

30

(130) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ３ 】

10

20

30

(131) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ４ 】

10

20

30

(132) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ５ 】

10

20

30

(133) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ６ 】

10

20

30

(134) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ７ 】

10

20

30

(135) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ８ 】

10

20

30

(136) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ９ 】

10

20

30

(137) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ２ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ０ 】

10

20

30

(138) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ １ 】

10

20

30

(139) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ２ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ２ 】

10

20

30

(140) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ３ 】

10

20

30

(141) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ２ － ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ４ 】

10

20

30

(142) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ５ 】

10

20

30

(143) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ６ 】

10

20

30

(144) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ７ 】

10

20

30

(145) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ８ 】

10

20

30

(146) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ ９ 】

10

20

30

(147) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ０ 】

10

20

30

(148) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ １ 】

10

20

30

(149) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ２ 】

10

20

30

(150) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ３ 】

10

20

30

(151) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ４ 】

10

20

30

(152) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ５ 】

10

20

30

(153) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ６ 】

10

20

30

(154) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ７ 】

10

20

30

(155) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ５ １ ８ 】

10

20

30

(156) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ １ ９ 】

10

20

30

(157) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ ０ 】

10

20

30

(158) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ １ 】

10

20

30

(159) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ ２ 】

10

20

30

(160) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ ３ 】

10

20

30

(161) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ ４ 】

10

20

30

(162) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ ５ 】

10

20

30

(163) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ ６ 】

10

20

30

(164) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ ７ 】

10

20

30

(165) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ ８ 】

10

20

30

(166) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ２ ９ 】

10

20

30

(167) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ２ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ３ ０ 】

10

20

30

(168) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ３ １ 】

10

20

30

(169) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ２ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ３ ２ 】

10

20

30

(170) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ３ － ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ３ ３ 】

10

20

30

(171) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ３ ４ 】

10

20

30

(172) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ３ ５ 】

10

20

30

(173) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ３ ６ 】

10

20

30

(174) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ３ ７ 】

10

20

30

(175) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ３ ８ 】

10

20

30

(176) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ３ ９ 】

10

20

30

(177) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ０ 】

10

20

30

(178) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ １ 】

10

20

30

(179) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ２ 】

10

20

30

(180) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ３ 】

10

20

30

(181) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ４ 】

10

20

30

(182) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ５ 】

10

20

30

(183) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ６ 】

10

20

30

(184) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ７ 】

10

20

30

(185) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ８ 】

10

20

30

(186) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ４ ９ 】

10

20

30

(187) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ０ 】

10

20

30

(188) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ １ 】

10

20

30

(189) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ２ 】

10

20

30

(190) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ３ 】

10

20

30

(191) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ４ 】

10

20

30

(192) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ５ 】

10

20

30

(193) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ６ 】

10

20

30

(194) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ７ 】

10

20

30

(195) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ８ 】

10

20

30

(196) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ２ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ５ ９ 】

10

20

30

(197) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ４ － ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ ０ 】

10

20

30

(198) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ５ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ １ 】

10

20

(199) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ５ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ ２ 】

10

20

(200) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ６ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ ３ 】

10

20

30

(201) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ６ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ ４ 】

10

20

30

(202) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ６ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ ５ 】

10

20

30

(203) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ６ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ ６ 】

10

20

30

(204) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ６ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ ７ 】

10

20

30

(205) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ６ － ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ５ ６ ８ 】

10

20

30

(206) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ６ － ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ６ ９ 】

10

20

30

(207) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ６ － ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ７ ０ 】

10

20

30

(208) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ６ － ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ７ １ 】

10

20

30

(209) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ６ － １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ７ ２ 】

10

20

30

(210) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ７ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ７ ３ 】

10

20

30

40

(211) JP 2005-521382 A 2005.7.21



【 表 ７ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 配 列 表 】

10

20

30

40

(212) JP 2005-521382 A 2005.7.21

2005521382000001.app



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(213) JP 2005-521382 A 2005.7.21



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(214) JP 2005-521382 A 2005.7.21



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(215) JP 2005-521382 A 2005.7.21



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(216) JP 2005-521382 A 2005.7.21



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｐ   1/18                         Ａ６１Ｐ   3/00    　　　　          ４Ｂ０６５
   Ａ６１Ｐ   3/00                         Ａ６１Ｐ   3/10    　　　　          ４Ｃ０８４
   Ａ６１Ｐ   3/10                         Ａ６１Ｐ   5/00    　　　　          ４Ｈ０４５
   Ａ６１Ｐ   5/00                         Ａ６１Ｐ   5/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   5/06                         Ａ６１Ｐ   5/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   5/14                         Ａ６１Ｐ   5/40    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   5/40                         Ａ６１Ｐ   7/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/00                         Ａ６１Ｐ   7/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/04                         Ａ６１Ｐ   7/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/06                         Ａ６１Ｐ   7/08    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/08                         Ａ６１Ｐ   9/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/00                         Ａ６１Ｐ   9/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/10                         Ａ６１Ｐ   9/10    １０１　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  11/00                         Ａ６１Ｐ  11/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  11/06                         Ａ６１Ｐ  11/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  13/08                         Ａ６１Ｐ  13/08    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  15/00                         Ａ６１Ｐ  15/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  15/08                         Ａ６１Ｐ  15/08    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  15/10                         Ａ６１Ｐ  15/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/00                         Ａ６１Ｐ  17/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/02                         Ａ６１Ｐ  17/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/06                         Ａ６１Ｐ  17/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/02                         Ａ６１Ｐ  19/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/06                         Ａ６１Ｐ  19/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/10                         Ａ６１Ｐ  19/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  21/00                         Ａ６１Ｐ  21/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  21/04                         Ａ６１Ｐ  21/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/00                         Ａ６１Ｐ  25/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/02                         Ａ６１Ｐ  25/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/08                         Ａ６１Ｐ  25/02    １０３　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/14                         Ａ６１Ｐ  25/08    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/16                         Ａ６１Ｐ  25/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/18                         Ａ６１Ｐ  25/16    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/20                         Ａ６１Ｐ  25/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/22                         Ａ６１Ｐ  25/20    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/28                         Ａ６１Ｐ  25/22    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  27/02                         Ａ６１Ｐ  25/28    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  27/06                         Ａ６１Ｐ  27/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  27/12                         Ａ６１Ｐ  27/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  27/16                         Ａ６１Ｐ  27/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  29/00                         Ａ６１Ｐ  27/16    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/00                         Ａ６１Ｐ  29/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/04                         Ａ６１Ｐ  29/00    １０１　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/10                         Ａ６１Ｐ  31/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/12                         Ａ６１Ｐ  31/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/18                         Ａ６１Ｐ  31/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  33/00                         Ａ６１Ｐ  31/12    　　　　          　　　　　

(217) JP 2005-521382 A 2005.7.21



   Ａ６１Ｐ  33/02                         Ａ６１Ｐ  31/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00                         Ａ６１Ｐ  33/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/02                         Ａ６１Ｐ  33/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/04                         Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/06                         Ａ６１Ｐ  37/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/08                         Ａ６１Ｐ  37/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  39/02                         Ａ６１Ｐ  37/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00                         Ａ６１Ｐ  37/08    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  14/47                         Ａ６１Ｐ  39/02    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  16/18                         Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　          　　　　　
   Ｃ１２Ｍ   1/00                         Ｃ０７Ｋ  14/47    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/15                         Ｃ０７Ｋ  16/18    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/19                         Ｃ１２Ｍ   1/00    　　　Ａ          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21                         Ｃ１２Ｎ   1/15    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10                         Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/02                         Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/02                         Ｃ１２Ｐ  21/02    　　　Ｃ          　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/08                         Ｃ１２Ｐ  21/08    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/68                         Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/15                         Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/50                         Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53                         Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  37/00                         Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｍ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  37/00    １０２　          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ｃ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ｆ          　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｋ  37/02    　　　　          　　　　　

(31)優先権主張番号  60/329,690
(32)優先日　　　　  平成13年10月12日(2001.10.12)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/348,165
(32)優先日　　　　  平成13年10月26日(2001.10.26)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/345,384
(32)優先日　　　　  平成13年10月26日(2001.10.26)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/350,219
(32)優先日　　　　  平成13年11月2日(2001.11.2)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/344,518
(32)優先日　　　　  平成13年11月9日(2001.11.9)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/345,143
(32)優先日　　　　  平成13年11月9日(2001.11.9)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/332,375
(32)優先日　　　　  平成13年11月16日(2001.11.16)
(33)優先権主張国　  米国(US)

(218) JP 2005-521382 A 2005.7.21



(31)優先権主張番号  60/336,908
(32)優先日　　　　  平成13年12月3日(2001.12.3)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/340,747
(32)優先日　　　　  平成13年12月7日(2001.12.7)
(33)優先権主張国　  米国(US)

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,CH,CY,DE,DK,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,
TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,ES,FI,GB,GD,GE,
GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NO,NZ,OM,PH,P
L,PT,RO,RU,SD,SE,SG,SI,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  ボーグン、マライア・アール
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４５７７・サンレアンドロ・サンティアゴロード　１４２４４
(72)発明者  ベチャ、シャニア・ディー
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４５４６・カストロバレー・＃１１７・ゲイリードライブ　２
            １０６２
(72)発明者  ボロースキー、マーク・エル
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４０６１・レッドウッドシティ・オーチャードアベニュー　１
            ２２
(72)発明者  チョーラ、ナリンダー・ケイ
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４５８７・ユニオンシティ・＃７１２・ユニオンスクエア　３
            ３
(72)発明者  エリオット、ビッキー・エス
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９５１２１・サンノゼ・ポルトンプレイスウェイ　３７７０
(72)発明者  エマーリング、ブルック・エム
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４３０３・パロアルト・＃７１・ウッドランドアベニュー　１
            ７３５
(72)発明者  ガンディー、アミーナ・アール
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４１１８・サンフランシスコ・フィフスアベニュー　７０５
(72)発明者  ギーツェン、キンバリー・ジェイ
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９５１２３・サンノゼ・ロスウエコスドライブ　６９１
(72)発明者  ゴーバッド、アン・イー
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４５５０・リバモア・マリーコモン　３６９
(72)発明者  グリフィン、ジェニファー・エイ
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４５５５・フレモント・メローウェイ　３３６９１
(72)発明者  ハファリア、エープリル・ジェイ・エイ
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９５０５４・サンタクララ・コーレデプリマベーラ　２２２７
(72)発明者  アイソン、クレイグ・エイチ
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９５１１８・サンノゼ・ウェザーズフィールドウェイ　１２４２
(72)発明者  ケーブル、エイミー・イー
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４１０９・サンフランシスコ・＃４・ポークストリート　２３
            ４５
(72)発明者  カラフス、ダニエル・ピー
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４１２１・サンフランシスコ・トゥエンティフィフスアベニュ
            ー　５５１
(72)発明者  レーア－メイソン、パトリシア・エム
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９５０１４・モーガンヒル・クラークレーン　３６０
(72)発明者  リュ、デュング・アイナ・エム

(219) JP 2005-521382 A 2005.7.21



            アメリカ合衆国カリフォルニア州９５１２３・サンノゼ・コイドライブ　２３３
(72)発明者  マーキス、ジョセフ・ピー
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９５１３５・サンノゼ・レイジーレーン　４４２８
(72)発明者  ニュエン、ダニエル・ビー
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９５１１１・サンノゼ・アルニカコート　４９２２
(72)発明者  ランクマール、ジャヤラクシミ
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４５５５・フレモント・メイバードサークル　３４３５９
(72)発明者  リチャードソン、トマス・ダブリュ
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４０６２・レッドウッドシティ・＃１０７・キャニオンロード
            　６１６
(72)発明者  カレス、ステファニー・ケイ
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４０６２・レッドウッドシティ・ハイランドアベニュー　３５
            ３１
(72)発明者  スウォーナカール、アニータ
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４１２２・サンフランシスコ・＃５ディー・ロックスリーアベ
            ニュー　８
(72)発明者  タング、ワイ・トム
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９５１１８・サンノゼ・ランウィックコート　４２３０
(72)発明者  トラン、ユエン・ケイ
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９５１３３・サンノゼ・メイブリースクエア　２６３８
(72)発明者  ワレン、ブリジット・エイ
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４０２４・エンシニタス・＃ビー１０３・サウスエルカミーノ
            レアル　１８１０
(72)発明者  スー、ユーミング
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４０４０・マウンテンビュー・ウォルナットドライブ　１７３
            ９
(72)発明者  ヤオ、モニーク・ジー
            アメリカ合衆国インディアナ州４６０３３・カーメル・ウッドゲートドライブ　１１８９
(72)発明者  ユエ、ヒュイビン
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９５０１４・クーペルティーノ・サウスステリングロード　１１
            ７０
(72)発明者  ユエ、ヘンリー
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９４０８７・サニーベイル・ルイスアベニュー　８２６
Ｆターム(参考) 2G045 AA34  AA35  CB01  DA13  DA14  FB02  FB03 
　　　　 　　  4B024 AA01  AA11  BA44  BA80  CA04  CA09  CA11  GA11  HA12 
　　　　 　　  4B029 AA23  BB20  CC03 
　　　　 　　  4B063 QA18  QA19  QQ42  QQ52  QR08  QR55  QR62  QR82  QS25  QS34 
　　　　 　　        QS39 
　　　　 　　  4B064 AG27  CA10  CA19  CA20  CC24  DA01  DA13 
　　　　 　　  4B065 AA93Y AB01  AC14  BA02  CA24  CA25  CA44  CA46 
　　　　 　　  4C084 AA01  AA02  AA06  AA07  AA17  BA01  BA08  BA22  BA23  CA18 
　　　　 　　        DC50  NA14  ZA01  ZA02  ZA05  ZA06  ZA15  ZA16  ZA18  ZA20 
　　　　 　　        ZA24  ZA33  ZA34  ZA36  ZA45  ZA51  ZA53  ZA55  ZA59  ZA66 
　　　　 　　        ZA75  ZA81  ZA89  ZA94  ZA96  ZA97  ZB05  ZB09  ZB11  ZB13 
　　　　 　　        ZB26  ZB27  ZB33  ZB35  ZB37  ZB38  ZC03  ZC04  ZC06  ZC08 
　　　　 　　        ZC21  ZC31  ZC35  ZC37  ZC54  ZC55 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  CA40  DA76  DA86  EA20  EA50 
　　　　 　　        FA72  FA74 

(220) JP 2005-521382 A 2005.7.21



专利名称(译) 细胞生长，分化和细胞死亡相关的蛋白质

公开(公告)号 JP2005521382A 公开(公告)日 2005-07-21

申请号 JP2003530835 申请日 2002-09-26

[标]申请(专利权)人(译) 洞察Genomics公司

申请(专利权)人(译) 洞察基因组公司

[标]发明人 アジムザイヤルダ
ボーグンマライアアール
ベチャシャニアディー
ボロースキーマークエル
チョーラナリンダーケイ
エリオットビッキーエス
エマーリングブルックエム
ガンディーアミーナアール
ギーツェンキンバリージェイ
ゴーバッドアンイー
グリフィンジェニファーエイ
ハファリアエープリルジェイエイ
アイソンクレイグエイチ
ケーブルエイミーイー
カラフスダニエルピー
レーアメイソンパトリシアエム
リュデュングアイナエム
マーキスジョセフピー
ニュエンダニエルビー
ランクマールジャヤラクシミ
リチャードソントマスダブリュ
カレスステファニーケイ
スウォーナカールアニータ
タングワイトム
トランユエンケイ
ワレンブリジットエイ
スーユーミング
ヤオモニークジー
ユエヒュイビン
ユエヘンリー

发明人 アジムザイ、ヤルダ
ボーグン、マライア·アール
ベチャ、シャニア·ディー
ボロースキー、マーク·エル
チョーラ、ナリンダー·ケイ
エリオット、ビッキー·エス
エマーリング、ブルック·エム
ガンディー、アミーナ·アール
ギーツェン、キンバリー·ジェイ
ゴーバッド、アン·イー
グリフィン、ジェニファー·エイ
ハファリア、エープリル·ジェイ·エイ
アイソン、クレイグ·エイチ
ケーブル、エイミー·イー

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/f5931d36-0ec2-4ee5-a2e1-d741b9fec513


カラフス、ダニエル·ピー
レーア-メイソン、パトリシア·エム
リュ、デュング·アイナ·エム
マーキス、ジョセフ·ピー
ニュエン、ダニエル·ビー
ランクマール、ジャヤラクシミ
リチャードソン、トマス·ダブリュ
カレス、ステファニー·ケイ
スウォーナカール、アニータ
タング、ワイ·トム
トラン、ユエン·ケイ
ワレン、ブリジット·エイ
スー、ユーミング
ヤオ、モニーク·ジー
ユエ、ヒュイビン
ユエ、ヘンリー

IPC分类号 G01N33/50 A01K67/00 A61K38/00 A61K38/17 A61K39/00 A61K39/395 A61K45/00 A61P1/04 A61P1
/16 A61P1/18 A61P3/00 A61P3/10 A61P5/00 A61P5/06 A61P5/14 A61P5/40 A61P7/00 A61P7/04 
A61P7/06 A61P7/08 A61P9/00 A61P9/10 A61P11/00 A61P11/06 A61P13/08 A61P15/00 A61P15/08 
A61P15/10 A61P17/00 A61P17/02 A61P17/06 A61P19/02 A61P19/06 A61P19/10 A61P21/00 A61P21
/04 A61P25/00 A61P25/02 A61P25/08 A61P25/14 A61P25/16 A61P25/18 A61P25/20 A61P25/22 
A61P25/28 A61P27/02 A61P27/06 A61P27/12 A61P27/16 A61P29/00 A61P31/00 A61P31/04 A61P31
/10 A61P31/12 A61P31/18 A61P33/00 A61P33/02 A61P35/00 A61P37/02 A61P37/04 A61P37/06 
A61P37/08 A61P39/02 A61P43/00 C07K1/00 C07K14/47 C07K14/475 C07K16/18 C12M1/00 C12N 
C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 C12N15/02 C12N15/09 C12N15/12 C12N15/18 C12P21/02 
C12P21/08 C12Q1/00 C12Q1/68 G01N33/15 G01N33/53 G01N37/00

CPC分类号 A61P1/04 A61P1/16 A61P1/18 A61P3/00 A61P3/10 A61P5/00 A61P5/06 A61P5/14 A61P5/40 A61P7
/00 A61P7/04 A61P7/06 A61P7/08 A61P9/00 A61P9/10 A61P11/00 A61P11/06 A61P13/08 A61P15/00 
A61P15/08 A61P15/10 A61P17/00 A61P17/02 A61P17/06 A61P19/02 A61P19/06 A61P19/10 A61P21
/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P25/02 A61P25/08 A61P25/14 A61P25/16 A61P25/18 A61P25/20 
A61P25/22 A61P25/28 A61P27/02 A61P27/06 A61P27/12 A61P27/16 A61P29/00 A61P31/00 A61P31
/04 A61P31/10 A61P31/12 A61P31/18 A61P33/00 A61P33/02 A61P35/00 A61P37/02 A61P37/04 
A61P37/06 A61P37/08 A61P39/02 A61P43/00 A01K67/00 A61K38/00 A61K38/17 A61K39/00 A61K45
/00 C07K16/18 C12Q1/6886 C12Q2600/158 C07K1/00 C07K14/47 C07K14/475 C12N1/00 C12N5/10 
C12P21/02 C12Q1/00 G01N33/5011 G01N33/5014 G01N33/574 G01N33/6893 G01N33/6896 
G01N2500/04 G01N2500/10 G01N2500/20 G01N2800/2821 G01N2800/7028 G01N33/50 G01N33/53

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A A61K45/00 A61P1/04 A61P1/16 A61P1/18 A61P3/00 A61P3/10 A61P5/00 A61P5
/06 A61P5/14 A61P5/40 A61P7/00 A61P7/04 A61P7/06 A61P7/08 A61P9/00 A61P9/10 A61P9/10.101 
A61P11/00 A61P11/06 A61P13/08 A61P15/00 A61P15/08 A61P15/10 A61P17/00 A61P17/02 A61P17
/06 A61P19/02 A61P19/06 A61P19/10 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P25/02 A61P25/02.103 
A61P25/08 A61P25/14 A61P25/16 A61P25/18 A61P25/20 A61P25/22 A61P25/28 A61P27/02 A61P27
/06 A61P27/12 A61P27/16 A61P29/00 A61P29/00.101 A61P31/00 A61P31/04 A61P31/10 A61P31/12 
A61P31/18 A61P33/00 A61P33/02 A61P35/00 A61P37/02 A61P37/04 A61P37/06 A61P37/08 A61P39
/02 A61P43/00.111 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.D G01N33/53.M G01N37/00.102 
C12N5/00.A C12N15/00.C C12N15/00.F A61K37/02

F-TERM分类号 2G045/AA34 2G045/AA35 2G045/CB01 2G045/DA13 2G045/DA14 2G045/FB02 2G045/FB03 4B024
/AA01 4B024/AA11 4B024/BA44 4B024/BA80 4B024/CA04 4B024/CA09 4B024/CA11 4B024/GA11 
4B024/HA12 4B029/AA23 4B029/BB20 4B029/CC03 4B063/QA18 4B063/QA19 4B063/QQ42 4B063
/QQ52 4B063/QR08 4B063/QR55 4B063/QR62 4B063/QR82 4B063/QS25 4B063/QS34 4B063/QS39 
4B064/AG27 4B064/CA10 4B064/CA19 4B064/CA20 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064/DA13 4B065
/AA93Y 4B065/AB01 4B065/AC14 4B065/BA02 4B065/CA24 4B065/CA25 4B065/CA44 4B065/CA46 
4C084/AA01 4C084/AA02 4C084/AA06 4C084/AA07 4C084/AA17 4C084/BA01 4C084/BA08 4C084
/BA22 4C084/BA23 4C084/CA18 4C084/DC50 4C084/NA14 4C084/ZA01 4C084/ZA02 4C084/ZA05 



4C084/ZA06 4C084/ZA15 4C084/ZA16 4C084/ZA18 4C084/ZA20 4C084/ZA24 4C084/ZA33 4C084
/ZA34 4C084/ZA36 4C084/ZA45 4C084/ZA51 4C084/ZA53 4C084/ZA55 4C084/ZA59 4C084/ZA66 
4C084/ZA75 4C084/ZA81 4C084/ZA89 4C084/ZA94 4C084/ZA96 4C084/ZA97 4C084/ZB05 4C084
/ZB09 4C084/ZB11 4C084/ZB13 4C084/ZB26 4C084/ZB27 4C084/ZB33 4C084/ZB35 4C084/ZB37 
4C084/ZB38 4C084/ZC03 4C084/ZC04 4C084/ZC06 4C084/ZC08 4C084/ZC21 4C084/ZC31 4C084
/ZC35 4C084/ZC37 4C084/ZC54 4C084/ZC55 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 
4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA76 4H045/DA86 4H045/EA20 4H045/EA50 4H045/FA72 4H045
/FA74

优先权 60/326389 2001-09-28 US
60/328186 2001-10-05 US
60/327380 2001-10-05 US
60/329690 2001-10-12 US
60/348165 2001-10-26 US
60/345384 2001-10-26 US
60/350219 2001-11-02 US
60/344518 2001-11-09 US
60/345143 2001-11-09 US
60/332375 2001-11-16 US
60/336908 2001-12-03 US
60/340747 2001-12-07 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明的各种实施方案提供了细胞增殖，分化和细胞死亡相关的人蛋白
（CGDD）和鉴定和编码CGDD的多核苷酸。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。另一个实施方案还提供
了用于诊断，治疗或预防与CGDD的异常表达相关的疾病的方法。

https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/027583842/publication/JP2005521382A?q=JP2005521382A

