
(57)【要約】

本発明は、多重スルファターゼ欠損症（MSD）およびそ

の他のスルファターゼ欠損症の診断および治療のための

方法および組成物に関する。より詳細には、本発明は、

スルファターゼ上での翻訳後修飾を調節する、単離され

た分子に関する。このような調節は適正なスルファター

ゼ機能のために必須である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ a） SEQ ID NO： 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 分 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 で あ っ て 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド （ FGE） を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ；
　 （ b） 遺 伝 暗 号 の 縮 重 性 の た め に （ a） の 核 酸 分 子 と は コ ド ン 配 列 が 異 な る 核 酸 分 子 ； お
よ び
　 （ c） （ a） ま た は （ b） の 相 補 物
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 SEQ ID NO： 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 SEQ ID NO： 3記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 断 片 か ら な る 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 さ
れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 （ a） SEQ ID NO： 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 固 有 断 片 ； お よ び
　 （ b） （ a） の 相 補 物
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 固 有 断 片 が 、 少 な く と も ： 8ヌ ク レ オ チ ド 、 10ヌ ク レ オ チ ド 、 12ヌ ク レ オ チ ド 、 14ヌ ク
レ オ チ ド 、 16ヌ ク レ オ チ ド 、 18ヌ ク レ オ チ ド 、 20ヌ ク レ オ チ ド 、 22ヌ ク レ オ チ ド 、 24ヌ ク
レ オ チ ド 、 26ヌ ク レ オ チ ド 、 28ヌ ク レ オ チ ド 、 30ヌ ク レ オ チ ド 、 40ヌ ク レ オ チ ド 、 50ヌ ク
レ オ チ ド 、 75ヌ ク レ オ チ ド 、 100ヌ ク レ オ チ ド お よ び 200ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 4記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 免 疫 原 性 の あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 請 求 項 4記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 結 合 し た 請 求 項 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分
子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 結 合 し た 請 求 項 4記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ
ー 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 7記 載 の 発 現 ベ ク タ ー に よ る 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 受 け た 宿 主
細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 8記 載 の 発 現 ベ ク タ ー に よ る 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 受 け た 宿 主
細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 が Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る 、 請
求 項 1、 2、 3ま た は 4記 載 の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 2記 載 の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 11記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 SEQ ID NO： 2の ア ミ ノ 酸 1～ 374の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 12記 載 の 単
離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 が 免 疫 原 性 で あ る 、 請 求 項 1、 2、 3ま た は 4記 載
の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 ま た は 断 片 の 一 部 分 が ヒ ト 抗 体 と 結 合 す る 、 請 求 項 14記 載 の 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 1、 2、 3ま た は 4記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と
選 択 的 に 結 合 す る 、 単 離 さ れ た 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 SEQ ID NO： 2の ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 、 請 求 項 16記 載 の 単 離
さ れ た 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 抗 体 、 ま た は Fab断 片 、 F(ab)2断 片 も し く は CDR3領 域 を 含 む 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 単 離 さ れ た 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の フ ァ ミ リ ー で あ っ て
、
該 ポ リ ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ が ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 順 に
　 （ a） ア ミ ノ 末 端 サ ブ ド メ イ ン 1；
　 （ b） 少 な く と も 8つ の ト リ プ ト フ ァ ン を 含 む 120～ 140ア ミ ノ 酸 を 含 む サ ブ ド メ イ ン 2；
　 （ c） 35～ 45ア ミ ノ 酸 を 含 む カ ル ボ キ シ 末 端 サ ブ ド メ イ ン 3
を 含 み 、
サ ブ ド メ イ ン 2が 、 SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68
、 70、 72、 74、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の サ ブ ド メ イ ン 2に 対
し て 少 な く と も 約 50％ の 相 同 性 を 有 し 、 か つ
サ ブ ド メ イ ン 3が 、 SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68
、 70、 72、 74、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の サ ブ ド メ イ ン 3に 対
し て 少 な く と も 約 75％ の 相 同 性 を 有 し 、 し か も 長 さ が ほ ぼ 等 し い 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド の フ ァ ミ リ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ の サ ブ ド メ イ ン 3が 、 SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、
56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド の サ ブ ド メ イ ン 3に 対 し て 少 な く と も 約 80％ ～ 約 100％ の 相 同 性 を 有 す る 、 請 求 項 19
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 対 象 に お け る FGE発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 対 象 に お け る FGE発 現 の
レ ベ ル を 決 定 す る た め に 対 象 由 来 の 被 験 試 料 に お け る FGEの 発 現 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 被 験 試 料 に お い て 測 定 さ れ た FGE発 現 を 、 既 知 レ ベ ル の 発 現 を 含 む 対 照 に お け る FGE発 現
と 比 較 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 FGEの 発 現 が FGE mRNAの 発 現 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 FGEの 発 現 が FGEポ リ ペ プ チ ド の 発 現 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 被 験 試 料 が 組 織 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 被 験 試 料 が 生 物 性 液 体 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 FGE mRNAの 発 現 を PCRを 用 い て 測 定 す る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
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　 FGE mRNAの 発 現 を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 用 い て 測 定 す る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 FGEポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 、 FGEに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 測 定 す る 、 請 求 項
24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 FGEポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 、 FGEに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い て 測 定 す る 、 請 求
項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 FGEの 発 現 を Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 用 い て 測 定 す る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 の 調 節 に 有 用 な 作 用 因 子 （ agent） を 同 定 す る た め の 方
法 で あ っ て 、
　 （ a） Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る 分 子 を 作 用 因 子 候 補 と 接 触 さ せ る 段 階 、
　 （ b） そ の 分 子 の Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 測 定 す る 段 階 、 お よ び
　 （ c） 作 用 因 子 候 補 が そ の 分 子 の Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る か 否 か を 判
定 す る た め に 、 分 子 の 測 定 さ れ た Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 対 照 と 比 較 す る 段 階 を
含 み 、
　 分 子 が 、 SEQ ID NO： 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 、 ま た は そ の 発 現 産 物
で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 （ Multiple Sulfatase Deficiency） を 診 断 す
る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 対 象 由 来 の 生 物 試 料 を 作 用 因
子 と 接 触 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 該 作 用 因 子 が （ i） SEQ ID NO： 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 有 す る FGE核 酸 分 子 、 （ ii） （ i） の 核 酸 分 子 の 発 現 産 物 、 ま た は （ iii） （ ii） の 発 現
産 物 の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 と 特 異 的 に 結 合 す る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 結 合 し た 作 用 因 子 の 量 を 測 定 し 、 そ れ に よ っ て 該 核 酸 分 子 の 発 現 ま た は そ の 発 現
産 物 の 発 現 が 異 常 で あ る か 否 か を 判 定 す る 段 階
を 含 み 、 異 常 な 発 現 に よ っ て 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 が 診 断 さ れ る 、 方 法
。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 核 酸 分 子 ま た は そ の 発 現 産 物 の 異 常 な 発 現 を 特 徴 と す る 状 態 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 対 象 由 来 の 生 物 試 料 を 作 用 因 子 と 接 触 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 該 作 用 因 子 が 該 核 酸
分 子 、 そ の 発 現 産 物 ま た は そ の 発 現 産 物 の 断 片 と 特 異 的 に 結 合 す る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 結 合 し た 作 用 因 子 の 量 を 測 定 し 、 そ れ に よ っ て 該 核 酸 分 子 の 発 現 ま た は そ の 発 現
産 物 の 発 現 が 異 常 で あ る か 否 か を 判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 異 常 な 発 現 に よ っ て そ の 状 態 が
診 断 さ れ る 段 階
を 含 み 、 核 酸 分 子 が SEQ ID NO： 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し 、 状 態 が 多 重 ス ル フ ァ タ
ー ゼ 欠 損 症 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 核 酸 分 子 ま た は そ の 発 現 産 物 の 異 常 な 発 現 を 特 徴 と す る 、 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ
ー ゼ 欠 損 症 を 判 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 判 定 法 （ determination） と し て 、 患 者 由 来
の 試 料 を 、
　 （ i） SEQ ID NO： 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 、
　 （ ii） そ の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、
　 （ iii） そ の ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る ペ プ チ ド 、 お よ び
　 （ iv） そ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 、
　 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る パ ラ メ ー タ ー に 関 し て モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
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　 試 料 が 生 物 性 液 体 ま た は 組 織 で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 モ ニ タ リ ン グ の 段 階 が 、 試 料 を 、
　 （ a） （ i） の 核 酸 分 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 離
さ れ た 核 酸 分 子 、
　 （ b） （ ii） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は （ iii） の ペ プ チ ド と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 、 お よ び
　 （ c） （ iv） の 抗 体 と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 、
　 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 検 出 可 能 な 作 用 因 子 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 35記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 抗 体 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 核 酸 が 、 放 射 性 標 識 ま た は 酵 素 に よ っ て 標 識 さ れ
て い る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 試 料 を ペ プ チ ド に 関 し て ア ッ セ イ す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 以 下 の も の を 含 む パ ッ ケ ー ジ を 含 む キ ッ ト ：
　 請 求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 と 選 択 的 に 結 合 す る 作 用 因 子 ； お よ
び
　 作 用 因 子 と 請 求 項 1記 載 の 該 単 離 さ れ た 核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 と の 結 合 の 測 定 値 と 比
較 す る た め の 対 照 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 対 照 が 測 定 値 と 比 較 す る た め の 既 定 値 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 対 照 が 請 求 項 1記 載 の 核 酸 の 発 現 産 物 の エ ピ ト ー プ を 含 む 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ
ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ
ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル
ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSul
f-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
、 ま た は そ の ペ プ チ ド と 選 択 的 に 結 合 す る 、 第 2の 作 用 因 子 ； な ら び に
　 第 2の 作 用 因 子 と 該 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ペ プ チ ド と の 結 合 の 測 定 値 と 比 較 す る た め
の 対 照
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 対 し て 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る
作 用 因 子 を 、 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め に 有 効 な 量 で 投 与 す
る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ
ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ
ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル
ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSul
f-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5ま た は HSulf-6を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 そ の 核 酸 分 子 の
発 現 産 物 、 お よ び そ の 核 酸 分 子 の 発 現 産 物 の 断 片 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 作 用 因 子 を
同 時 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 が 、 請 求 項 1～ 8記 載 の 核 酸 分 子 、 ま
た は SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69、 71、
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73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 核 酸 で あ る 、 請 求 項 44記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 が 、 請 求 項 11～ 15、 19、 20記 載 の ペ
プ チ ド 、 ま た は SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 7
0、 72、 74、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 4
4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 が 、 請 求 項 18記 載 の FGE核 酸 分 子 、
ま た は SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69、 71
、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る FGE核 酸 分 子 、 を 発 現
す る 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 FGE核 酸 分 子 を 発 現 す る 細 胞 が 外 因 性 FGE核 酸 分 子 を 発 現 す る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 FGE核 酸 分 子 を 発 現 す る 細 胞 が 内 因 性 FGE核 酸 分 子 を 発 現 す る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 対 象 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 本 発 明 の 単 離 さ れ た FGE核 酸 分 子 ま た は そ の 発 現 産 物 を 、 対 象 に 対 し て 、 対 象 に お け る C

α -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る た め に 有 効 な 量 で 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 有 す る 対 象 を 治 療 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 対 し て 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る
作 用 因 子 を 、 対 象 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る た め に 有 効 な 量 で 投 与
す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 が 、 請 求 項 1～ 8記 載 の セ ン ス 核 酸 、
ま た は SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69、 71
、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る FGE核 酸 分 子 で あ る 、
請 求 項 52記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 が 、 請 求 項 11～ 15、 19、 20記 載 の 単
離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62
、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド
で あ る 、 請 求 項 52記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 細 胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 細 胞 を 、 細 胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る た め に 有 効 な 量 に あ る 、
請 求 項 1記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 ま た は そ の 発 現 産 物 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 以 下 の も の を 含 む 薬 学 的 組 成 物 ：
　 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 有 効 量 に あ る 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ
か 一 項 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、
59、 61、 63、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を
有 す る FGE核 酸 分 子 、 ま た は そ の 発 現 産 物 ； な ら び に
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 治 療 に 有 用 な 作 用 因 子 候 補 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て
、
　 細 胞 ま た は 組 織 に お け る 核 酸 分 子 の セ ッ ト の 発 現 を 、 作 用 因 子 候 補 の 非 存 在 下 に お い て
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、 核 酸 分 子 の セ ッ ト の 第 1の 量 の 発 現 が 許 容 さ れ る 条 件 下 で 判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 核 酸
分 子 の セ ッ ト が 、
　 　 （ a） SEQ ID NO： 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 と ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 （ FGE） を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 核 酸 分 子 、
　 　 （ b） 遺 伝 暗 号 の 縮 重 性 の た め に （ a） ま た は （ b） の 核 酸 分 子 と は コ ド ン 配 列 が 異 な
る 核 酸 分 子 、
　 　 （ c） SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69
、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 、 な ら び
に
　 　 （ d） （ a） ま た は （ b） ま た は （ c） の 相 補 物 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も
1つ の 核 酸 分 子 を 含 む 段 階 ；
　 細 胞 ま た は 組 織 を 作 用 因 子 候 補 と 接 触 さ せ る 段 階 ； な ら び に
　 核 酸 分 子 の セ ッ ト の 発 現 の 試 験 量 （ test amount） を 検 出 す る 段 階
を 含 み 、
　 作 用 因 子 候 補 の 存 在 下 で の 発 現 の 試 験 量 が 発 現 の 第 1の 量 に 比 し て 大 き い こ と に よ り 、
作 用 因 子 候 補 が 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 固 体 基 質 に 対 し て 固 定 さ れ た 、 核 酸 分 子 、 そ れ ら の 発 現 産 物 、 ま た は そ れ ら の 断 片 の セ
ッ ト か ら 本 質 的 に な る 固 相 核 酸 分 子 ア レ イ で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の 核 酸 分 子 が 、 SEQ ID NO
： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78、
イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ
タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー
ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス
ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-
2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 、 固 相 核 酸 分 子 ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 少 な く と も 1つ の 対 照 核 酸 分 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 58記 載 の 固 相 核 酸 分 子 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 核 酸 分 子 の セ ッ ト が 、 SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 6
6、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-
ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、
ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ
ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル
ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も 1つ の 核 酸 分 子 を 含 む 、 請 求 項 5
8記 載 の 固 相 核 酸 分 子 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 核 酸 分 子 の セ ッ ト が 少 な く と も 2つ の 核 酸 分 子 を 含 み 、 そ れ ぞ れ の 核 酸 分 子 が 、 SEQ ID 
NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78
、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ
ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ
ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル
ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSul
f-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 、 請 求 項 58記 載 の 固 相 核 酸 分 子 ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 細 胞 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 高 め る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る 細 胞 を 、 細 胞 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 高 め る た め に 有
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効 な 量 に あ る 、 請 求 項 1～ 8記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 ま た は SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、
47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 、 ま た は そ の 発 現 産 物 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む
方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 細 胞 が 内 因 性 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 細 胞 が 外 因 性 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 内 因 性 ス ル フ ァ タ ー ゼ が 活 性 化 さ れ る 、 請 求 項 63記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 ス ル フ ァ タ ー ゼ が 、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ
ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル
フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ
タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー
ゼ G、 HSulf1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 62～ 66の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 有 効 量 に あ る 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た
ス ル フ ァ タ ー ゼ ； お よ び
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体
を 含 む 薬 学 的 組 成 物 で あ っ て 、
　 細 胞 が 、 請 求 項 1～ 8記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 ま た は SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、
49、 51、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る
核 酸 分 子 、 ま た は そ の 発 現 産 物 を 含 む 作 用 因 子 と 接 触 さ せ ら れ て い る 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 SEQ ID NO： 2に 少 な く と も 1つ の 差 異 （ variation） を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 こ の 少
な く と も 1つ の 差 異 に ： Met1Arg； Met1Val； Ser155Pro； Cys218Tyr； Ala279Val； Arg327St
op； Cys336Arg； Arg345Cys； Arg349Trp； Arg349Trp； Arg349Gln； Ser359Stop； ま た は そ
れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 、 バ リ ア ン ト 型 FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ヒ ト FGE遺 伝
子 の 単 離 さ れ た バ リ ア ン ト 型 ア レ ル 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 SEQ ID NO： 2に 少 な く と も 1つ の 差 異 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 こ の 少 な く と も 1つ の
差 異 に ： Met1Arg； Met1Val； Ser155Pro； Cys218Tyr； Ala279Val； Arg327Stop； Cys336Arg
； Arg345Cys； Arg349Trp； Arg349Trp； Arg349Gln； Ser359Stop； ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ
せ が 含 ま れ る 、 単 離 さ れ た バ リ ア ン ト 型 ヒ ト FGEポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 請 求 項 69記 載 の バ リ ア ン ト 型 ヒ ト FGEポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 有 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 71記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 71記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 キ メ ラ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 71記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 検 出 可 能 な よ う に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 71記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 、 放 射 性 元 素 、 蛍 光 を 発 す る 化 学 物 質 、 ま た は 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 75
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記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 が 上 昇
し て い る ス ル フ ァ タ ー ゼ 産 生 細 胞 で あ っ て 、
　 （ i） 発 現 が 高 度 化 し て い る ス ル フ ァ タ ー ゼ ； お よ び
　 （ ii） 発 現 が 高 度 化 し て い る ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素
を 含 み 、
　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 が 、 ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す
る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 5％ 上 昇 し て い る 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 が 、 ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す
る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 10％ 上 昇 し て い る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 が 、 ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す
る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 20％ 上 昇 し て い る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 が 、 ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す
る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 50％ 上 昇 し て い る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 が 、 ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す
る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 100％ 上 昇 し て い る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め に ス ル フ ァ タ ー ゼ を こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る
対 象 に 対 し て 投 与 す る こ と に よ り 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 用 い て ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療
す る た め の 方 法 で あ っ て 、 そ の 改 良 点 が 、 対 象 に 対 し て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 活 性 を 上 昇
さ せ る た め に 有 効 な 量 に あ る ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 と 接 触 さ せ た ス ル フ ァ タ ー ゼ を 投
与 す る 段 階 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 ス ル フ ァ タ ー ゼ が 、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ
ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル
フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ
タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー
ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 82記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 が 、 請 求 項 1～ 8記 載 の 核 酸 分 子 、 ま た は SEQ ID NO： 1、 3、 4
、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 82記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 が 、 請 求 項 11～ 15、 19、 20記 載 の ペ プ チ ド 、 ま た は SEQ ID N
O： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 82記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 （ Multiple Sulfatase Deficiency； MSD） お よ び
そ の 他 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 診 断 お よ び 治 療 の た め の 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。 よ
り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 上 で の 翻 訳 後 修 飾 を 調 節 す る 、 単 離 さ れ た 分 子 に
関 す る 。 こ の よ う な 調 節 は 適 正 な ス ル フ ァ タ ー ゼ 機 能 の た め に 必 須 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ス ル フ ァ タ ー ゼ は 、 広 範 囲 に わ た る 配 列 相 同 性 （ Franco, B., et al., Cell, 1995, 81
: 15-25； Parenti, G., et al., Curr. Opin. Gen. Dev., 1997, 7: 386-391） 、 高 度 の
構 造 的 類 似 性 （ Bond, C.S., et al., Structure 1997, 5: 277-289； Lukatela, G., et a
l., Biochemistry, 1998, 37: 3654-64） お よ び 、 硫 酸 エ ス テ ル の 切 断 の た め に 必 須 な 特
有 の 翻 訳 後 修 飾 （ Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82: 271-278； Selmer, T., et al.
, Eur. J. Biochem., 1996, 238: 341-345） を 共 通 に 有 す る 、 高 度 に 保 存 さ れ た 遺 伝 子 フ
ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 翻 訳 後 修 飾 に は 、 Cβ で の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 （ 真 核
生 物 の 場 合 ） ま た は セ リ ン 残 基 （ あ る 種 の 原 核 生 物 の 場 合 ） の 酸 化 が 含 ま れ 、 こ れ に よ リ
、 側 鎖 の チ オ メ チ ル 基 が ア ル デ ヒ ド 基 に よ っ て 置 換 さ れ た L-Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン （ 別 名
、 FGly； 2-ア ミ ノ -3-オ キ ソ プ ロ パ ン 酸 ） が 生 じ る 。 ア ル デ ヒ ド は ス ル フ ァ タ ー ゼ の 触 媒
部 位 の 必 須 部 分 で あ り 、 ア ル デ ヒ ド 水 和 物 と し て 作 用 す る 可 能 性 が 高 い 。 双 頭 ヒ ド ロ キ シ
ル 基 の 一 方 は 硫 酸 エ ス テ ル の 切 断 過 程 で 硫 酸 基 を 受 容 し 、 共 有 結 合 性 に 硫 酸 化 さ れ た 酵 素
中 間 体 を 形 成 す る 。 も う 一 方 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 は 硫 酸 基 の そ の 後 の 除 去 お よ び ア ル デ ヒ ド
基 の 再 生 の た め に 必 要 で あ る 。 こ の 修 飾 は 、 新 生 ス ル フ ァ タ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド の 移 入 の 最
中 ま た は そ の 直 後 に 小 胞 体 で 起 こ り 、 修 飾 さ れ る シ ス テ イ ン （ ま た は セ リ ン ） 残 基 を 取 り
囲 む 短 い 線 状 配 列 に よ っ て 導 か れ る 。 こ の 高 度 に 保 存 さ れ た 配 列 は ヘ キ サ ペ プ チ ド L/V-C(
S)-X-P-S-R（ SEQ 1D NO： 32） で あ り 、 こ れ は す べ て の 真 核 生 物 ス ル フ ァ タ ー ゼ N末 端 領 域
に 存 在 し 、 残 基 Xに は ヒ ド ロ キ シ ル 基 ま た は チ オ ー ル 基 が 非 常 に 高 い 頻 度 で 存 在 す る （ Die
rks, T., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1997, 94: 11963-11968） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ヒ ト で は 現 在 ま で に 13種 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 が 同 定 さ れ て い る 。 そ れ ら は 、 基 質 特
異 性 お よ び 細 胞 内 局 在 （ リ ソ ソ ー ム 、 ゴ ル ジ お よ び ERな ど ） の 点 で さ ま ざ ま な 酵 素 を コ ー
ド す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の う ち 4種 で あ る ARSC、 ARSD、 ARSEお よ び ARSF（ そ れ ぞ れ ア リ ー
ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 D、 Eお よ び Fを コ ー ド す る ） は 、 同 一 の 染 色 体 領 域 （ Xp22.3） の 内 部
に 位 置 す る 。 そ れ ら は 高 度 の 配 列 類 似 性 を 有 す る と と も に ほ ぼ 同 一 な ゲ ノ ム 構 成 を 有 し 、
こ の こ と は そ れ ら が 進 化 の 過 程 で 最 近 起 こ っ た 重 複 イ ベ ン ト に よ っ て 生 じ た こ と を 意 味 す
る （ Franco B, et al., Cell, 1995, 81: 15-25； Meroni G, et al., Hum Mol Genet, 19
96, 5: 423-31） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ヒ ト 代 謝 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ の 重 要 性 は 、 個 々 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 欠 損 に 起 因
す る 少 な く と も 8種 類 の ヒ ト 単 一 遺 伝 子 病 が 同 定 さ れ て い る こ と に よ っ て 強 く 示 さ れ て い
る 。 こ れ ら の 疾 患 の ほ と ん ど は リ ソ ソ ー ム 貯 蔵 障 害 で あ り 、 そ の 表 現 型 上 の 結 果 は 貯 蔵 物
質 の 種 類 お よ び 組 織 分 布 に 由 来 す る 。 こ れ ら の 中 に は 、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン の 異 化 過 程
に 対 し て 作 用 す る ス ル フ ァ タ ー ゼ の 欠 損 に 起 因 す る 5種 類 の ム コ 多 糖 症 （ MPS II型 、 IIIA
型 、 IIID型 、 IVA型 お よ び VI型 ）
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発 明 の 背 景



　
　
　
　
　
　
、 な ら び に 、 中 枢 神 経 系 お よ び 末 梢 神 経 系 に お け る ス ル ホ リ ピ ド の 蓄 積 を 特 徴 と し 、 高 度
か つ 進 行 性 の 神 経 学 的 悪 化 に つ な が る 異 染 性 ロ イ コ ジ ス ト ロ フ ィ ー （ MLD） が あ る 。 さ ら
に 別 の 2種 類 の ヒ ト 疾 患 が 、 非 リ ソ ソ ー ム 性 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 欠 損 に よ っ て 起 こ る 。 こ れ
ら に は 、 ス テ ロ イ ド ス ル フ ァ タ ー ゼ （ STS/ARSC） 欠 損 に 起 因 す る 皮 膚 疾 患 で あ る X連 鎖 性
魚 鱗 癬 、 な ら び に 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E（ ARSE） 欠 損 の た め に 骨 お よ び 軟 骨 が 冒 さ
れ る 点 状 軟 骨 異 形 成 症 が 挙 げ ら れ る 。 ス ル フ ァ タ ー ゼ は 、 妊 娠 時 の ワ ル フ ァ リ ン へ の 子 宮
内 曝 露 に 起 因 す る ARSE活 性 の 阻 害 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る ワ ル フ ァ リ ン 胎 芽 病 と い っ た 薬
剤 誘 発 性 ヒ ト 奇 形 症 候 群 と も 関 連 づ け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 興 味 深 い ヒ ト 単 一 遺 伝 子 病 の 1つ で あ る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 （ MSD） で は 、 す べ て
の ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 が 同 時 に 欠 損 し て い る 。 そ の 結 果 、 こ の 重 度 の 多 系 統 疾 患 （ multis
ystemic disease） の 表 現 型 は 、 個 々 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 に 認 め ら れ る 特 徴 を 兼 ね 備
え て い る 。 MSD患 者 由 来 の 細 胞 は 、 ヒ ト ス ル フ ァ タ ー ゼ を コ ー ド す る cDNAの ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 後 に も ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 が 欠 如 し て お り 、 こ の こ と は す べ て の ス ル フ ァ タ ー ゼ
の 活 性 に と っ て 必 要 な 共 通 の 機 構 が 存 在 す る こ と を 示 唆 す る （ Rommerskirch and von Fig
ura, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1992, 89: 2561-2565） 。 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 翻 訳 後
修 飾 に 欠 陥 が あ る こ と が 1例 の MSD患 者 で 見 い だ さ れ て お り 、 こ の こ と は こ の 疾 患 が 、 シ ス
テ イ ン か ら ホ ル ミ ル グ リ シ ン へ の 変 換 機 構 と 関 連 づ け ら れ る 1つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 変
異 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る こ と を 示 唆 す る （ Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82: 271
-278） 。 生 物 学 お よ び 医 学 の 面 で 高 い 関 心 が 寄 せ ら れ て い る に も か か わ ら ず 、 こ の （ こ れ
ら の ） 遺 伝 子 の 同 定 を 目 指 し た 取 り 組 み は 、 MSD患 者 が 稀 で あ る こ と 、 お よ び そ の 結 果 と
し て 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ を 行 う の に 適 し た 家 族 症 例 が 得 ら れ な い こ と に よ っ て 阻 ま れ て い る
。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 （ MIM 272200） の 診 断 お よ び 治 療 の た め 、 な ら び
に そ の 他 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 治 療 の た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 よ り 詳 細
に は 、 本 発 明 者 ら は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 機 能 （ L-Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン ； 別 名 、 FGlyお よ
び /ま た は 2-ア ミ ノ -3-オ キ ソ プ ロ パ ン 酸 の 形 成 ） の た め に 必 須 で あ る 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 上
で 起 こ る 特 有 の 翻 訳 後 修 飾 の 原 因 と な る 酵 素 で あ る ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 （ FGE） を
コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 予 想 外 の こ と に 、 FGE遺 伝 子 の 変 異 は 、 対 象 に お け る 多 重
ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 （ MSD） の 発 症 に つ な が る こ と が 見 い だ さ れ た 。 同 じ く 予 想 外 の こ
と に 、 FGEが 、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ
ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ
ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D
、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSu
lf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6を 非 制 限 的 に 含 む ス ル フ ァ タ
ー ゼ の 活 性 を 高 め う る こ と も 見 い だ さ れ た 。 こ れ ら の 発 見 に 鑑 み る と 、 本 発 明 の 分 子 は 、
多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 お よ び そ の 他 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 診 断 お よ び 治 療 に 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 分 子 を 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 診 断 に 用 い る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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　 さ ら に 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 上 で の FGly形 成 を 調 節 す る こ と を 目 的 と し て こ れ ら の 分 子 を イ
ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 用 い る た め の 方 法 、 こ の よ う な 修 飾 と 関 連 性 の あ る 状 態 を 治 療
す る た め の 方 法 、 な ら び に 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 お よ び そ の 他 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損
症 の 治 療 の た め の 治 療 用 製 剤 の 調 製 に 有 用 な 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は し た が っ て 、 い く つ か の 局 面 に お い て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 上 で の FGly形 成 を 調 節
す る ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 、 前 記 物 の 機 能
的 改 変 物 お よ び バ リ ア ン ト 、 前 記 物 の 有 用 な 断 片 、 な ら び に そ れ ら に 関 連 し た 治 療 薬 お よ
び 診 断 薬 、 研 究 方 法 、 組 成 物 お よ び ツ ー ル を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 （ a） SEQ ID NO： 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 分 子
と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を
有 す る ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 （ FGE） ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 核 酸 分 子 、 （ b） 遺
伝 暗 号 の 縮 重 性 の た め に （ a） の 核 酸 分 子 と は コ ド ン 配 列 が 異 な る 核 酸 分 子 、 お よ び （ c）
（ a） ま た は （ b） の 相 補 物 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 が 提 供 さ れ
る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 SEQ ID NO： 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 SEQ ID NO： 3記 載 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ま た は そ の 断 片 か ら な る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 も う 1つ の 局 面 に お い て 、 （ a） SEQ ID NO： 1記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 固 有
断 片 、 お よ び （ b） （ a） の 相 補 物 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供
し 、 こ の 際 、 （ a） の 固 有 断 片 は 、 （ 1） SEQ ID NO： 4お よ び /ま た は SEQ ID NO： 4の ヌ ク
レ オ チ ド 20～ 1141と 同 一 な 配 列 、 な ら び に （ 2） （ 1） の 相 補 物 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る い ず れ の 配 列 と も 同 一 で な い 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 む こ と を 条 件 と す る 。 前
述 の 態 様 の い ず れ に お い て も 、 相 補 物 は 完 全 長 相 補 物 の こ と を 指 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 （ 1） 配 列 群 と 同 一 で な い 少 な く
と も 2つ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 、 （ 2） 配 列 群 と 同 一 で な い 少 な く と も 3つ の 連 続 し た ヌ
ク レ オ チ ド 、 （ 3） 配 列 群 と 同 一 で な い 少 な く と も 4つ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 、 （ 4） 配
列 群 と 同 一 で な い 少 な く と も 5つ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 、 （ 5） 配 列 群 と 同 一 で な い 少 な
く と も 6つ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び （ 6） 配 列 群 と 同 一 で な い 少 な く と も 7つ の 連
続 し た ヌ ク レ オ チ ド 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 断 片 は 、 少 な く と も 以 下 の も の か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る サ
イ ズ を 有 す る ： 8ヌ ク レ オ チ ド 、 10ヌ ク レ オ チ ド 、 12ヌ ク レ オ チ ド 、 14ヌ ク レ オ チ ド 、 16
ヌ ク レ オ チ ド 、 18ヌ ク レ オ チ ド 、 20ヌ ク レ オ チ ド 、 22ヌ ク レ オ チ ド 、 24ヌ ク レ オ チ ド 、 26
ヌ ク レ オ チ ド 、 28ヌ ク レ オ チ ド 、 30ヌ ク レ オ チ ド 、 40ヌ ク レ オ チ ド 、 50ヌ ク レ オ チ ド 、 75
ヌ ク レ オ チ ド 、 100ヌ ク レ オ チ ド 、 200ヌ ク レ オ チ ド 、 1000ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ れ ら の 間
の す べ て の 整 数 長 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 上 記 の 核 酸 分 子 を 含 む 、 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び こ
の よ う な 発 現 ベ ク タ ー に よ る 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 受 け た 宿 主 細 胞 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 活 性 化 さ れ た 型 の 内 因 性 FGE遺 伝 子 を 発 現 す
る 細 胞 を 提 供 す る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 内 因 性 FGE遺 伝 子 の 活 性 化 は 相 同 組 換 え を 介 し て
起 こ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 前 述 の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に
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お い て 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO： 1の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 Cα -ホ ル
ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る SEQ ID NO： 2の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ る 。 ま た
別 の 態 様 に お い て 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト ゲ ノ ム 内 部 で の 固 有 の 配 列 に 相 当 す
る の に 十 分 な 長 さ で あ っ て 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に よ っ
て 同 定 さ れ る 、 前 記 物 の 断 片 ま た は バ リ ア ン ト で あ っ て も よ く 、 こ の 際 、 断 片 は 、 SEQ ID
 NO： 4を 有 す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る い か な る 配 列 と も 同 一 で な い 連 続 し た ア ミ
ノ 酸 の 配 列 を 含 む こ と を 条 件 と す る 。 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド 分 子
の 免 疫 原 性 断 片 が 提 供 さ れ る 。 免 疫 原 性 断 片 は Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 し て も
有 し て い な く て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 の 前 述 の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド と 選 択 的 に 結 合 す る 、 単 離 さ れ た 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 離 さ れ
た 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO： 2の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 断 片 、 ま た は 本
明 細 書 の 別 の 箇 所 に 述 べ る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド の フ ァ ミ リ ー に 属 す る ポ リ ペ プ チ ド と 、 選 択 的 に 結 合 す る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し い 態
様 に お い て 、 単 離 さ れ た 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド に は 、 抗 体 お よ び 抗 体 の 断 片 （ 例 え ば 、 Fab
断 片 、 F(ab)2断 片 、 Fd断 片 、 お よ び FGEポ リ ペ プ チ ド と 選 択 的 に 結 合 す る CDR3領 域 を 含 む
抗 体 断 片 ） が 含 ま れ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は ヒ ト の も の で あ る 。 い く つ か の 態
様 に お い て 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 抗 体 は ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 血 清 で あ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 抗 体 は ヒ ト 化 さ れ て い る 。 さ ら に 別 の 態 様 に
お い て 、 抗 体 は キ メ ラ 性 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る 単 離 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド の フ ァ ミ リ ー が 提 供 さ れ る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ は 、 ア ミ ノ 末 端 か
ら カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 順 に 以 下 を 含 む ： （ a） ア ミ ノ 末 端 サ ブ ド メ イ ン 1； サ ブ ド メ イ ン 2
； 35～ 45ア ミ ノ 酸 を 含 む カ ル ボ キ シ 末 端 サ ブ ド メ イ ン 3； こ の 際 、 サ ブ ド メ イ ン 3は 、 SEQ 
ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お よ
び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の サ ブ ド メ イ ン 3に 対 し て 少 な く と も 約 75％
の 相 同 性 を 有 し 、 し か も 長 さ が ほ ぼ 等 し い 。 重 要 な 態 様 に お い て 、 サ ブ ド メ イ ン 2は 120～
140ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 さ ら に 重 要 な 態 様 に お い て 、 サ ブ ド メ イ ン 2の ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も
5％ は ト リ プ ト フ ァ ン で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 サ ブ ド メ イ ン 2は 、 SEQ ID NO： 2
、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の サ ブ ド メ イ ン 2に 対 し て 少 な く と も 約 50％ の 相 同 性
を 有 す る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 各 ポ リ ペ プ チ ド の サ ブ ド メ イ ン 3は 、 SEQ ID NO： 2、 5
、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の サ ブ ド メ イ ン 3に 対 し て 、 少 な く と も 約 80％ ～ 約 100％ の
相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 対 象 に お け る FGE発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る た め
の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 対 象 に お け る FGE発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る た め に 、 対 象
由 来 の 被 験 試 料 に お け る FGEの 発 現 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 。 あ る 種 の 態 様 に お い て は 、 被
験 試 料 に お い て 測 定 さ れ た FGE発 現 を 、 既 知 レ ベ ル の FGE発 現 を 含 む 対 照 に お け る FGE発 現
と 比 較 す る 。 発 現 は 、 FGE mRNAの 発 現 、 FGEポ リ ペ プ チ ド の 発 現 、 ま た は 本 明 細 書 の 別 の
箇 所 に 述 べ る FGE Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 と し て 定 義 さ れ る 。 発 現 の 測 定 に は さ ま
ざ ま な 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に は 、 mRNA発 現 を 測 定 す る た め
の PCRお よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 FGEポ リ ペ プ チ ド 発 現 を 測 定 す る た め の FGEモ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ま た は FGEポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 、 な ら び に FGE Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性
を 測 定 す る た め の 方 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 あ る 種 の 態 様 に お い て は 、 生 検 試 料 な ど の 被 験 試 料 お よ び 血 液 な ど の 生 物 性 液 体 を 被 験
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試 料 と し て 用 い る 。 対 象 の 被 験 試 料 に お け る FGE発 現 を 、 対 照 に お け る FGE発 現 と 比 較 す る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 分 子 の Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 の 調 節 に 有 用
な 作 用 因 子 （ agent） を 同 定 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 （ a） Cα -ホ ル ミ ル
グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る 分 子 を 作 用 因 子 候 補 と 接 触 さ せ る こ と 、 （ b） そ の 分 子 の Cα -
ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 測 定 す る こ と 、 お よ び （ c） 作 用 因 子 候 補 が そ の 分 子 の Cα -
ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る か 否 か を 判 定 す る た め に 、 分 子 の 測 定 さ れ た Cα -ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 対 照 と 比 較 す る 段 階 を 含 み 、 こ の 際 、 そ の 分 子 は 、 SEQ ID NO
： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お
よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 、 ま た は そ れ ら
の 発 現 産 物 （ 例 え ば 、 SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66
、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド ） で あ る
。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 対 照 は 、 作 用 因 子 候 補 の 非 存 在 下 で 測 定 さ れ た 、 そ の 分 子 の C

α -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の な お も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 診 断
す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 対
象 由 来 の 生 物 試 料 を 作 用 因 子 と 接 触 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 前 記 作 用 因 子 は （ i） SEQ ID NO
： 1、 3も し く は 4の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る FGE核 酸 分 子 、 （ ii） （ i） の 核 酸 分 子 の 発
現 産 物 、 ま た は （ iii） （ ii） の 発 現 産 物 の 断 片 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 と 特 異
的 に 結 合 す る 段 階 ； お よ び 、 結 合 し た 作 用 因 子 の 量 を 測 定 し 、 そ れ に よ っ て 前 記 核 酸 分 子
の 発 現 ま た は そ の 発 現 産 物 の 発 現 が 異 常 で あ る か 否 か を 判 定 す る 段 階 を 含 み 、 異 常 な 発 現
に よ っ て 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 が 診 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の な お も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 核 酸 分 子 ま た は そ の 発 現 産 物 の 異 常 な 発 現 を 特
徴 と す る 状 態 を 診 断 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 対 象 由 来 の 生 物 試 料 を 作 用
因 子 と 接 触 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 前 記 作 用 因 子 は 前 記 核 酸 分 子 、 そ の 発 現 産 物 ま た は そ の
発 現 産 物 の 断 片 と 特 異 的 に 結 合 す る 段 階 ； お よ び 、 結 合 し た 作 用 因 子 の 量 を 測 定 し 、 そ れ
に よ っ て 前 記 核 酸 分 子 の 発 現 ま た は そ の 発 現 産 物 の 発 現 が 異 常 で あ る か 否 か を 判 定 す る 段
階 で あ っ て 、 異 常 な 発 現 に よ っ て そ の 状 態 が 診 断 さ れ る 段 階 ； を 含 み 、 こ の 際 、 核 酸 分 子
は SEQ ID NO： 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し 、 状 態 は 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 核 酸 分 子 ま た は そ の 発 現 産 物 の 異 常 な 発 現 を 特 徴 と
す る 、 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 判 定 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方
法 は 、 患 者 由 来 の 試 料 を 、 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 判 定 法 （ determinat
ion） と し て 、 （ i） SEQ ID NO： 1、 3、 4の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 、 ま た は FE
Gゲ ノ ム 座 位 に 由 来 す る 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 、 （ ii） そ の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ iii） そ の ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る ペ プ チ ド 、 お よ び （ iv） そ の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る パ ラ メ ー タ
ー に 関 し て モ ニ タ リ ン グ す る 段 階 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 前 述 の 態 様
の い ず れ か に 記 載 し た 生 物 性 液 体 ま た は 組 織 で あ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 モ ニ タ リ ン
グ の 段 階 は 、 試 料 を 、 （ a） （ i） の 核 酸 分 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 （ b） （ ii） の ポ リ ペ プ チ ド ま た は （ iii） の ペ プ チ
ド と 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 、 お よ び （ c） （ iv） の 抗 体 と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ
プ チ ド 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 検 出 可 能 な 作 用 因 子 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 。 抗 体 、
ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 核 酸 は 、 放 射 性 標 識 ま た は 酵 素 に よ っ て 標 識 す る こ と が で
き る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 方 法 は さ ら に 、 試 料 を ペ プ チ ド に 関 し て ア ッ セ イ す る 段
階 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 本 キ ッ ト は 、 前 述 の 単 離 さ れ
た FGE核 酸 ま た は そ れ ら の 発 現 産 物 の い ず れ か と 選 択 的 に 結 合 す る 作 用 因 子 、 お よ び 前 記
作 用 因 子 と 前 述 の 単 離 さ れ た FGE核 酸 ま た は そ れ ら の 発 現 産 物 の い ず れ か と の 結 合 の 測 定
値 と 比 較 す る た め の 対 照 、 を 含 む パ ッ ケ ー ジ を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 対 照 は 、
測 定 値 と 比 較 す る た め の 既 定 値 で あ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 対 照 は 、 前 述 の 単 離 さ れ
た FGE核 酸 の い ず れ か の 発 現 産 物 の エ ピ ト ー プ を 含 む 。 1つ の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は さ ら
に 、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル
フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア
リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー
ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HS
ulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド 、 ま た は そ の ペ プ チ ド と 選 択 的 に 結 合 す る 第 2の 作 用 因 子 、 な ら び に 前 記 第 2の 作 用 因 子
と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ペ プ チ ド と の 結 合 の 測 定 値 と 比 較 す る た め の 対 照 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の
方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 対 し て 、 Cα -ホ ル ミ ル
グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 を 、 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療
す る た め に 有 効 な 量 で 投 与 す る 段 階 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は さ ら に 、
イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ
タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー
ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス
ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-
2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5ま た は HSulf-6を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 そ の 核 酸 分 子 の 発
現 産 物 、 お よ び そ の 核 酸 分 子 の 発 現 産 物 の 断 片 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 作 用 因 子 を 同
時 投 与 す る 段 階 を 含 む 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す
る 作 用 因 子 は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 請 求 項 18記 載 の 核 酸 分 子 、 ま た は
SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69、 71、 73、
75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 核 酸 ） で あ る 。 重 要 な 態 様 に
お い て 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド （ 例 え
ば 、 請 求 項 11～ 15、 19、 20記 載 の ペ プ チ ド 、 ま た は SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 5
4、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配
列 を 有 す る ペ プ チ ド ） で あ る 。 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 は 、 内
因 性 お よ び /ま た は 外 因 性 の FGE核 酸 分 子 を 発 現 す る 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ う る 。 重 要 な 態
様 に お い て 、 内 因 性 FGE核 酸 分 子 は 活 性 化 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 対 象 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る た
め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た FGE核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 請 求 項 1～
8記 載 の 核 酸 分 子 、 ま た は SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 6
3、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 核
酸 ） お よ び /ま た は そ の 発 現 産 物 を 、 対 象 に 対 し て 、 対 象 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン
生 成 活 性 を 高 め る た め の 有 効 な 量 で 投 与 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 有 す る 対 象 を 治 療 す る た め
の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 対 し て 、 Cα -ホ ル ミ
ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 を 、 対 象 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性
を 高 め る た め に 有 効 な 量 で 投 与 す る 段 階 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Cα -ホ ル ミ ル
グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 は 、 本 発 明 の セ ン ス 核 酸 （ 例 え ば 、 請 求 項 1～ 8記 載
の 核 酸 分 子 、 ま た は SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65
、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 核 酸 ） で
あ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 は 、 本
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発 明 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 請 求 項 11～ 15、 19、 20記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま
た は SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74
、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の な お も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 細 胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を
高 め る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 細 胞 を 、 細 胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン
生 成 活 性 を 高 め る た め の 有 効 な 量 に あ る 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 請 求 項
1～ 8記 載 の 核 酸 分 子 、 ま た は SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61
、 63、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る
核 酸 ） ま た は そ の 発 現 産 物 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 。 重 要 な 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 細
胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る た め に 内 因 性 FGE遺 伝 子 を 活 性 化 す る
段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 薬 学 的 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 本 組 成 物 は 、 多
重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 有 効 量 に あ る 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸
分 子 （ 例 え ば 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 SEQ ID NO： 1、 3
、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 80
～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る FGE核 酸 分 子 ） ま た は そ れ ら の 発 現 産 物 を 含
む 作 用 因 子 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 治 療 に 有 用 な 作 用 因 子 候 補
を 同 定 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 細 胞 ま た は 組 織 に お け る 核 酸 分 子 の セ ッ
ト の 発 現 を 、 作 用 因 子 候 補 の 非 存 在 下 に お い て 、 核 酸 分 子 の セ ッ ト の 第 1の 量 の 発 現 が 許
容 さ れ る 条 件 下 で 判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 核 酸 分 子 の セ ッ ト は （ a） SEQ ID NO： 1記 載 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 分 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し 、 か つ Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド （ FGE） を コ ー ド す
る 、 核 酸 分 子 、 （ b） 遺 伝 暗 号 の 縮 重 性 の た め に （ a） ま た は （ b） の 核 酸 分 子 と は コ ド ン
配 列 が 異 な る 核 酸 分 子 、 （ c） SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 6
1、 63、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す
る 核 酸 分 子 、 な ら び に （ d） （ a） ま た は （ b） ま た は （ c） の 相 補 物 、 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 少 な く と も 1つ の 核 酸 分 子 を 含 む 段 階 ； 細 胞 ま た は 組 織 を 作 用 因 子 候 補 と 接 触 さ せ
る 段 階 、 な ら び に 核 酸 分 子 の セ ッ ト の 発 現 の 試 験 量 （ test amount） を 検 出 す る 段 階 を 含
み 、 作 用 因 子 候 補 の 存 在 下 で の 発 現 の 試 験 量 が 発 現 の 第 1の 量 に 比 し て 大 き い こ と に よ り
、 作 用 因 子 候 補 が 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 お よ び /ま た は そ の
他 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 治 療 に 有 用 な 医 薬 品 を 調 製 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の な お も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 固 相 核 酸 分 子 ア レ イ が 提 供 さ れ る 。 本 ア レ イ は
、 固 体 基 質 に 対 し て 固 定 さ れ た 、 核 酸 分 子 、 そ れ ら の 発 現 産 物 、 ま た は そ れ ら （ 核 酸 分 子
も し く は ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の い ず れ か ） の 断 片 の セ ッ ト か ら 本 質 的 に な り 、 そ れ ぞ れ の 核
酸 分 子 は SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72
、 74、 76お よ び 78、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク
ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ
ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ
ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G
、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 固 相 ア レ イ は さ ら に 、 少 な く と
も 1つ の 対 照 核 酸 分 子 を 含 む 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 の セ ッ ト は 、 そ れ ぞ れ が S
EQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お
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よ び 78、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-
ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A
、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア
リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1
、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な
く と も 1つ 、 少 な く と も 2つ 、 少 な く と も 3つ 、 少 な く と も 4つ 、 ま た は さ ら に は 少 な く と も
5つ の 核 酸 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 対 象 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す
る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 対 し て 、 本 発
明 に 従 っ て 産 生 さ れ た ス ル フ ァ タ ー ゼ を 、 対 象 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る
た め に 有 効 な 量 で 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 し か も そ の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 は 多 重 ス ル フ ァ
タ ー ゼ 欠 損 症 で は な い 。 重 要 な 態 様 に お い て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ は 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン
生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 と 接 触 さ せ た 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い
て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 に は 、 ム コ 多 糖 症 II（ MPS II； ハ ン タ ー 症 侯 群 ） 、 ム コ 多 糖 症
IIIA（ MPS IIIA； サ ン フ ィ リ ポ 症 候 群 A） 、 ム コ 多 糖 症 VIII（ MPS VIII） 、 ム コ 多 糖 症 IVA
（ MPS IVA； モ ル キ オ 症 候 群 A） 、 ム コ 多 糖 症 VI（ MPS VI； マ ロ ト ー -ラ ミ ー 症 候 群 ） 、 異
染 性 ロ イ コ ジ ス ト ロ フ ィ ー （ MLD） 、 X連 鎖 性 劣 性 点 状 軟 骨 異 形 成 症 1、 ま た は X連 鎖 性 魚 鱗
癬 （ ス テ ロ イ ド ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 ） が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、
Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 ま た は ペ プ チ ド
で あ り う る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活
性 を 調 節 す る 作 用 因 子 は 、 同 じ 細 胞 内 で 共 発 現 さ れ る 。 ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び /ま た は C

α -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 は 、 内 因 性 ま た は 外 因 性 の い ず れ の 由
来 で も よ い 。 内 因 性 の 由 来 で あ れ ば 、 そ れ を 活 性 化 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 当 技 術 分
野 で 知 ら れ た 適 切 な 位 置 で の 、 強 力 な プ ロ モ ー タ ー お よ び /ま た は 他 の エ レ メ ン ト の 挿 入
に よ る ） 。 外 因 性 で あ れ ば 、 そ の 発 現 を 発 現 ベ ク タ ー 上 の エ レ メ ン ト に よ っ て 作 動 さ せ る
こ と 、 ま た は そ れ を 、 そ の 高 度 の 発 現 を 可 能 に す る と 考 え ら れ る 細 胞 ゲ ノ ム 内 部 の 適 切 な
場 所 （ 例 え ば 、 強 力 な プ ロ モ ー タ ー の 下 流 ） に タ ー ゲ テ ィ ン グ さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 薬 学 的 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 本 組 成 物 は 、 ス ル フ ァ
タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 有 効 量 に あ る 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 ま た は
そ の 発 現 産 物 を 含 む 作 用 因 子 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 細 胞 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 高 め る た
め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る 細 胞 を 、 細 胞 に お け る ス ル
フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 高 め る た め に 有 効 な 量 に あ る 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、
請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49
、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る FGE核 酸 分 子 ） ま た は そ の 発 現 産 物 （ 例 え ば 、 請 求 項 11～ 15、 1
9、 20記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、
62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ
ド ） と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 。 細 胞 は 内 因 性 お よ び /ま た は 外 因 性 の ス ル フ ァ タ ー ゼ を 発
現 し う る 。 重 要 な 態 様 に お い て 、 内 因 性 ス ル フ ァ タ ー ゼ は 活 性 化 さ れ て い る 。 あ る 種 の 態
様 に お い て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ は 、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア
セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア
リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー
ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス
ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び /ま た は HSulf-6で
あ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 薬 学 的 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 本 組 成 物 は 、 ス ル フ ァ
タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 有 効 量 に あ る 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ
ー ゼ 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 み 、 こ の 際 、 前 記 細 胞 は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た
核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 請 求 項 1～ 8記 載 の も の 、 ま た は SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51
、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 ） ま た は そ の 発 現 産 物 （ 例 え ば 、 SEQ ID NO： 2、 5、 46、 4
8、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る ペ プ チ ド ） を 含 む 作 用 因 子 と 接 触 さ せ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の な お も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 バ リ ア ン ト 型 FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ヒ
ト FGE遺 伝 子 の 単 離 さ れ た バ リ ア ン ト 型 ア レ ル （ variant allele） が 提 供 さ れ る 。 こ の 単
離 さ れ た バ リ ア ン ト 型 ア レ ル は 、 SEQ ID NO： 2に 少 な く と も 1つ の 差 異 （ variation） を 含
む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 こ の 際 、 こ の 少 な く と も 1つ の 差 異 に は ： Met1Arg； Met1Val； Leu
20Phe； Ser155Pro； Ala177Pro； Cys218Tyr； Arg224Trp； Asn259Ile； Pro266Leu； Ala279V
al； Arg327Stop； Cys336Arg； Arg345Cys； Ala348Pro； Arg349Gln； Arg349Trp； Arg349Trp
； Ser359Stop； ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 単 離 さ れ た バ リ ア ン ト 型 ヒ ト FGEポ リ ペ プ チ ド
が 提 供 さ れ る 。 こ の 単 離 さ れ た バ リ ア ン ト 型 ヒ ト FGEポ リ ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO： 2に 少
な く と も 1つ の 差 異 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 こ の 際 、 こ の 少 な く と も 1つ の 差 異 に は ：
Met1Arg； Met1Val； Leu20Phe； Ser155Pro； Ala177Pro； Cys218Tyr； Arg224Trp； Asn259Il
e； Pro266Leu； Ala279Val； Arg327Stop； Cys336Arg； Arg345Cys； Ala348Pro； Arg349Gln
； Arg349Trp； Arg349Trp； Ser359Stop； ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 前 述 の バ リ ア ン ト 型 ヒ ト FGEポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を 免 疫 原 と し て 有 す る 抗 体 も 提 供
さ れ る 。 こ の よ う な 抗 体 に は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 が
含 ま れ 、 こ れ ら を 検 出 可 能 な よ う に 標 識 す る こ と も で き る 。 検 出 可 能 な 標 識 に は 、 放 射 性
元 素 、 蛍 光 を 発 す る 化 学 物 質 、 ま た は 酵 素 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す
る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 が 上 昇 し て い る ス ル フ ァ タ ー ゼ 産 生 細 胞 が 提 供 さ れ る 。 本 細
胞 は （ i） 発 現 が 高 度 化 し て い る ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び （ ii） 発 現 が 高 度 化 し て い る ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 を 含 み 、 こ の 際 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に
対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 （ す な わ ち 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 活 性 ） は 、 ホ ル ミ ル グ
リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型
ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 5％ 上 昇 し て い る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 細 胞 に
よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 は 、 ホ ル ミ ル グ
リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型
ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 、 少 な く と も 10％ 、 15％ 、 20％ 、 50％ 、 100％ 、 200％ 、 500％
、 1000％ 上 昇 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 対 象 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す
る た め の 改 良 さ れ た 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 対
し て 、 対 象 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の 有 効 量 で ス ル フ ァ タ ー ゼ を 投
与 す る 段 階 を 含 み 、 こ の 際 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 活 性 を 上 昇 さ せ る た
め に 有 効 な 量 の ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 と 接 触 さ れ て い る 。 1つ の 重 要 な 態 様 に お い て
、 ス ル フ ァ タ ー ゼ は 、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ
ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル
フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ
タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー
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ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 は 、 請 求 項 1～ 8記 載 の 核 酸 分
子 、 ま た は SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69
、 71、 73、 75、 77お よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 核 酸 で あ る 。 い く
つ か の 態 様 に お い て 、 ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 は 、 請 求 項 11～ 15、 19、 20記 載 の ペ プ チ
ド 、 ま た は SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 7
2、 74、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 上 記 お よ び そ の 他 の 目 的 に つ い て は 、 本 発 明 の 詳 細 な 説 明 と 関 連 し て さ ら に 詳
細 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

　 SEQ ID NO： 1は 、 ヒ ト FGE cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 SEQ ID NO： 2は 、 ヒ ト FGE cDNA（ SEQ ID NO： 1） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 SEQ ID NO： 3は 、 SEQ ID NO： 2の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヒ ト FGE cDNA（ す な わ ち 、
SEQ ID NO： 1の ヌ ク レ オ チ ド 20～ 1141） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 SEQ ID NO： 4は 、 GenBank Acc. No. AK075459の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 SEQ ID NO： 5は 、 GenBank Acc. No. BAC11634を 有 す る 未 命 名 の タ ン パ ク 質 産 物 で あ る
、 SEQ ID NO： 4の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 SEQ ID NO： 6は 、 ヒ ト イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ cDNA（ GenBank Acc. No. M58342）
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 SEQ ID NO： 7は 、 ヒ ト イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ cDNA（ SEQ ID NO： 6） の 翻 訳 産 物 の
予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 SEQ ID NO： 8は 、 ヒ ト ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ cDNA（ GenBank Acc. No. U30894） の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 SEQ ID NO： 9は 、 ヒ ト ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ cDNA（ SEQ ID NO： 8） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 SEQ ID NO： 10は 、 ヒ ト N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ cDNA（ GenBank Acc
. No. U06088） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 SEQ ID NO： 11は 、 ヒ ト N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ cDNA（ SEQ ID NO：
10） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 SEQ ID NO： 12は 、 ヒ ト N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ cDNA（ GenBank Acc. 
No. Z12173） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 SEQ ID NO： 13は 、 ヒ ト N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ cDNA（ SEQ ID NO： 12
） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 SEQ ID NO： 14は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A cDNA（ GenBank Acc. No. X52151） の
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ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 SEQ ID NO： 15は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A cDNA（ SEQ ID NO： 14） の 翻 訳 産 物 の
予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 SEQ ID NO： 16は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B cDNA（ GenBank Acc. No. J05225） の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 SEQ ID NO： 17は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B cDNA（ SEQ ID NO： 16） の 翻 訳 産 物 の
予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 SEQ ID NO： 18は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C cDNA（ GenBank Acc. No. J04964） の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 SEQ ID NO： 19は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C cDNA（ SEQ ED NO： 18） の 翻 訳 産 物 の
予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 SEQ ID NO： 20は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D cDNA（ GenBank Acc. No. X83572） の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 SEQ ID NO： 21は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D cDNA（ SEQ ID NO： 20） の 翻 訳 産 物 の
予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 SEQ ID NO： 22は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E cDNA（ GenBank Acc. No. X83573） の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 SEQ ID NO： 23は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E cDNA（ SEQ ID NO： 22） の 翻 訳 産 物 の
予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 SEQ ID NO： 24は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F cDNA（ GenBank Acc. No. X97868） の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 SEQ ID NO： 25は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F cDNA（ SEQ ID NO： 24） の 翻 訳 産 物 の
予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 SEQ ID NO： 26は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G cDNA（ GenBank Acc. No. BC012375）
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 SEQ ID NO： 27は 、 ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G（ SEQ ID NO： 26） の 翻 訳 産 物 の 予 想
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 SEQ ID NO： 28は 、 HSulf-1 cDNA（ GenBank Acc. No. AY101175） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で
あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 SEQ ID NO： 29は 、 HSulf-1 cDNA（ SEQ ID NO： 28） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 SEQ ID NO： 30は 、 HSulf-2 cDNA（ GenBank Acc. No. AY101176） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で
あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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　 SEQ ID NO： 31は 、 HSulf-2 cDNA（ SEQ ID NO： 30） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 SEQ ID NO： 32は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 上 に 存 在 す る 高 度 に 保 存 さ れ た ヘ キ サ ペ プ チ ド L/V-F
Gly-X-P-S-Rで あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 SEQ ID NO： 33は 、 合 成 FGly生 成 基 質 で あ る ； そ の 一 次 配 列 は ヒ ト ア リ ー ル ス ル フ ァ タ
ー ゼ Aに 由 来 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 SEQ ID NO： 34は 、 乱 雑 化 さ れ た オ リ ゴ ペ プ チ ド
　
で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 SEQ ID NO： 35は 、 Ser69オ リ ゴ ペ プ チ ド
　
で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 SEQ ID NO： 36は 、 ヒ ト FGE特 異 的 プ ラ イ マ ー 1199ncで あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 SEQ ID NO： 37は 、 ヒ ト FGE特 異 的 順 方 向 プ ラ イ マ ー 1cで あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 SEQ ID NO： 38は 、 ヒ ト FGE特 異 的 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 1182cで あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 SEQ ID NO： 39は 、 EcoRI部 位 を 含 む ヒ ト 5'-FGE特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 SEQ ID NO： 40は 、 HA特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 SEQ ID NO： 41は 、 c-myc特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 SEQ ID NO： 42は 、 RGS-His6特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 SEQ ID NO： 43は 、 ヒ ト FGE調 製 物 由 来 の ト リ プ シ ン 性 オ リ ゴ ペ プ チ ド
　
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 SEQ ID NO： 44は 、 ヒ ト FGE調 製 物 由 来 の ト リ プ シ ン 性 オ リ ゴ ペ プ チ ド
　
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 SEQ ID NO： 45は 、 ヒ ト FGE2パ ラ ロ グ （ GenBank GI： 24308053） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で
あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 SEQ ID NO： 46は 、 ヒ ト FGE2パ ラ ロ グ （ SEQ ID NO： 45） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 SEQ ID NO： 47は 、 マ ウ ス FGEパ ラ ロ グ （ GenBank GI： 26344956） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で
あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 SEQ ID NO： 48は 、 マ ウ ス FGEパ ラ ロ グ （ SEQ ID NO： 47） の の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
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【 ０ ０ ９ ２ 】
　 SEQ ID NO： 49は 、 マ ウ ス FGEオ ル ソ ロ グ （ GenlBank GI： 22122361） の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 SEQ ID NO： 50は 、 マ ウ ス FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 49） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 SEQ ID NO： 51は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 20130397） の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 SEQ ID NO： 52は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 51） の 翻 訳 産 物 の 予
想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 SEQ ID NO： 53は 、 カ （ mosquito） の FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 21289310） の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 SEQ ID NO： 54は 、 カ の FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 53） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 SEQ ID NO： 55は 、 近 縁 種 S. coelicolorの FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 21225812） の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 SEQ ID NO： 56は 、 S. coelicolorの FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 55） の 翻 訳 産 物 の 予 想
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 SEQ ID NO： 57は 、 近 縁 種 C. efficiensの FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 25028125） の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 SEQ ID NO： 58は 、 C. efficiensの FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 57） の 翻 訳 産 物 の 予 想
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 SEQ ID NO： 59は 、 N. aromaticivoransの FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 23108562） の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 SEQ ID NO： 60は 、 N. aromaticivoransの FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 59） の 翻 訳 産 物
の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 SEQ ID NO： 61は 、 M. lotiの FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 13474559） の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 SEQ ID NO： 62は 、 M. lotiの FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 61） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 SEQ ID NO： 63は 、 B. fungorumの FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 22988809） の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 SEQ ID NO： 64は 、 B. fungorumの FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 63） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 SEQ ID NO： 65は 、 S. melilotiの FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 16264068） の ヌ ク レ オ
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チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 SEQ ID NO： 66は 、 S. melilotiの FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 65） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 SEQ ID NO： 67は 、 マ イ ク ロ シ ラ 属 （ Microscilla sp.） の FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI
： 14518334） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 SEQ ID NO： 68は 、 マ イ ク ロ シ ラ 属 （ Microscilla sp.） の FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO：
67） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 SEQ ID NO： 69は 、 P. putida KT2440株 の FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 26990068） の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 SEQ ID NO： 70は 、 P. putida KT2440株 の FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 69） の 翻 訳 産 物
の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 SEQ ID NO： 71は 、 R. metalliduransの FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 22975289） の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 SEQ ID NO： 72は 、 R. metalliduransの FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 71） の 翻 訳 産 物 の
予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 SEQ ID NO： 73は 、 P. marinusの FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 23132010） の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 SEQ ID NO： 74は 、 P. marinusの FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 73） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 SEQ ID NO： 75は 、 C. crescentus CB15株 の FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI： 16125425） の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 SEQ ID NO： 76は 、 C. crescentus CB15株 の FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 75） の 翻 訳 産
物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 SEQ ID NO： 77は 、 結 核 菌 （ M. tuberculosis） Ht37Rv株 の FGEオ ル ソ ロ グ （ GenBank GI
： 15607852） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 SEQ ID NO： 78は 、 結 核 菌 Ht37Rv株 の FGEオ ル ソ ロ グ （ SEQ ID NO： 77） の 翻 訳 産 物 の 予
想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 SEQ ID NO： 79は 、 FGEオ ル ソ ロ グ お よ び パ ラ ロ グ の サ ブ ド メ イ ン 3上 に 存 在 す る 高 度 に
保 存 さ れ た ヘ プ タ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 SEQ ID NO： 80は 、 GenBank Acc. No.： CA379852を 有 す る FGEオ ル ソ ロ グ EST断 片 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 SEQ ID NO： 81は 、 GenBank Acc. No.： A1721440を 有 す る FGEオ ル ソ ロ グ EST断 片 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
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　 SEQ ID NO： 82は 、 GenBank Acc. No.： BJ505402を 有 す る FGEオ ル ソ ロ グ EST断 片 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 SEQ ID NO： 83は 、 GenBank Acc. No.： BJ054666を 有 す る FGEオ ル ソ ロ グ EST断 片 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 SEQ ID NO： 84は 、 GenBank Acc. No.： AL892419を 有 す る FGEオ ル ソ ロ グ EST断 片 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 SEQ ID NO： 85は 、 GenBank Acc. No.： CA064079を 有 す る FGEオ ル ソ ロ グ EST断 片 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 SEQ ID NO： 86は 、 GenBank Acc. No.： BF189614を 有 す る FGEオ ル ソ ロ グ EST断 片 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 SEQ ID NO： 87は 、 GenBank Acc. No.： AV609121を 有 す る FGEオ ル ソ ロ グ EST断 片 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 SEQ ID NO： 88は 、 HSulf-3 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 SEQ ID NO： 89は 、 HSulf-3 cDNA（ SEQ ID NO： 88） の の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 SEQ ID NO： 90は 、 HSulf-4 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 SEQ ID NO： 91は 、 HSulf-4 cDNA（ SEQ ID NO： 90） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 SEQ ID NO： 92は 、 HSulf-5 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 SEQ ID NO： 93は 、 HSulf-5 cDNA（ SEQ ID NO： 92） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 SEQ ID NO： 94は 、 HSulf-6 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 SEQ ID NO： 95は 、 HSulf-6 cDNA（ SEQ ID NO： 94） の 翻 訳 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 本 発 明 は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 機 能 ： す な わ ち LCα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン （ 別 名 、 FGlyお よ
び /ま た は 2-ア ミ ノ -3-オ キ ソ プ ロ パ ン 酸 ） の 形 成 の た め に 必 須 で あ る 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 上
で 起 こ る 特 有 の 翻 訳 後 修 飾 の 原 因 と な る 酵 素 で あ る ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 （ FGE） の
発 見 を 含 む 。 予 想 外 の こ と に 、 FGE遺 伝 子 の 変 異 は 、 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠
損 症 （ MSD） の 発 症 に つ な が る こ と が 見 い だ さ れ た 。 同 じ く 予 想 外 の こ と に 、 FGEが 、 イ ズ
ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー
ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス
ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ
ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 H
Sulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6、 な ら び に 米 国 仮 特 許 出 願 ・ 公 開 番 号 第 2003007
3118号 、 第 20030147875号 、 第 20030148920号 、 第 20030162279号 お よ び 第 20030166283号 （
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発 明 の 詳 細 な 説 明



こ れ ら の 内 容 は 本 明 細 書 に 明 示 的 に 組 み 入 れ ら れ る ） に 記 載 さ れ た ス ル フ ァ タ ー ゼ を 非 制
限 的 に 含 む ス ル フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 高 め う る こ と も 見 い だ さ れ た 。 こ れ ら の 発 見 に 鑑 み る
と 、 本 発 明 の 分 子 は 、 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 お よ び そ の 他 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の
診 断 お よ び 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 診 断 に 用 い る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 さ ら に 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 上 で の FGly形 成 を 調 節 す る こ と を 目 的 と し て こ れ ら の 分 子 を イ
ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 用 い る た め の 方 法 、 こ の よ う な 修 飾 と 関 連 性 の あ る 状 態 を 治 療
す る た め の 方 法 、 な ら び に 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 お よ び そ の 他 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損
症 の 治 療 の た め の 治 療 用 製 剤 の 調 製 に お い て 有 用 な 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 は し た が っ て 、 い く つ か の 局 面 に お い て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 上 で の FGly形 成 を 調 節
す る ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 、 前 記 物 の 機 能
的 改 変 物 お よ び バ リ ア ン ト 、 前 記 物 の 有 用 な 断 片 、 な ら び に そ れ ら に 関 連 し た 治 療 薬 お よ
び 診 断 薬 、 研 究 方 法 、 組 成 物 お よ び ツ ー ル を 含 む 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 「 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 」 と は 、 基 質 上 に FGlyを 形 成 さ せ る 、 ま た は そ の 形 成
を 増 強 す る 、 分 子 の 能 力 の こ と の こ と を 指 す 。 基 質 は 、 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 に 述 べ た よ
う な ス ル フ ァ タ ー ゼ で あ っ て も よ く 、 ま た は 合 成 オ リ ゴ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い （ 例 え ば
、 SEQ ID NO： 33お よ び 実 施 例 を 参 照 ） 。 基 質 は 、 SEQ ID NO： 32の 保 存 さ れ た ヘ キ サ ペ プ
チ ド ［ L/V-C(S)-X-P-S-R］ を 含 む こ と が 好 ま し い 。 FGly形 成 を ア ッ セ イ す る た め の 方 法 は
、 当 技 術 分 野 （ 例 え ば 、 Dierks, T., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1997,
 94: 11963-11968を 参 照 ） お よ び 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 （ 例 え ば 、 実 施 例 を 参 照 ） に お い
て 記 載 さ れ て い る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 分 子 」 に は 、 「 核 酸 」 お よ び 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 の
両 方 が 含 ま れ る 。 FGE分 子 は 、 イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ の 両 方 で 、 FGlyを 形 成 さ せ る こ
と 、 ま た は 形 成 を 増 強 /増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 「 増 強 （ ま た は 増 加 ） さ せ る こ と 」 と は 、 本 明 細 書 で
用 い る 場 合 、 一 般 に 、 FGEお よ び /ま た は そ の コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 亢 進 の こ と
を 指 す 。 発 現 亢 進 と は 、 本 発 明 の 核 酸 の い ず れ か （ 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 に 述 べ た よ う な
FGE核 酸 ） の 複 製 、 転 写 お よ び /ま た は 翻 訳 を 増 加 さ せ る こ と （ す な わ ち 、 検 出 可 能 な 程 度
ま で ） を 指 す が 、 そ の 理 由 は 、 こ れ ら の 任 意 の も の の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 、 そ の 遺
伝 子 （ 核 酸 ） に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 濃 縮 /量 の 増 加 を も た ら す た め で あ る
。 ま た 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 増 強 （ ま た は 増 加 ） さ せ る こ と は 、 例 え ば 、 対
照 と 比 較 し て FGE分 子 の t1/2（ 半 減 期 ） の 延 長 ま た は 安 定 化 を も た ら す 、 FGEの 分 解 （ 例 え
ば 、 ユ ビ キ チ ン 化 の 増 加 を 介 す る ） 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン な ど の こ と も 指 す 。 ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は 発 現 低 下 と は 、 遺 伝 子 お よ び /ま た は そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 低 下 の こ と を 指 す 。 遺 伝 子 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ ウ
ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 対 照 と 比 較 し た 、 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 FGE） の mRNAの レ ベ ル 、 ま た
は そ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル の 上 昇 ま た は
低 下 を 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た 任 意 の 適 し た 手 段 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン ま た は 抗 体 検 出 法 な ど を 用 い て 検 出 す る こ と に よ っ て 直 接 判 定 す る こ と が で き る
。 ま た 、 FGE遺 伝 子 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 、 Cα
-ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 の 変 化 を 検 出 す る こ と に よ っ て 間 接 的 に 判 定 す る こ と も で き
る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 「 発 現 」 と は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 核 酸 お よ び /ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 、 な ら
び に ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 活 性 （ 例 え ば 、 分 子 の Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 ） の こ と を
指 す 。
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【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 FGEを コ ー ド す る cDNAの ク ロ ー ニ ン グ を 含 む 。 本 発 明 に よ る FGE
は 、 SEQ ID NO： 1の 核 酸 分 子 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 で あ り 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生
成 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 ヒ ト FGE cDNAの 配 列 は SEQ ID NO： 1と し て 提
示 さ れ て お り 、 こ の cDNAに よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 産 物 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
は SEQ ID NO： 2と し て 提 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 対 象 は 哺 乳 動 物 ま た は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 で あ る 。 す べ て の 態 様 に
お い て 、 ヒ ト FGEお よ び ヒ ト 対 象 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 は し た が っ て 、 1つ の 局 面 に お い て 、 単 離 さ れ た FGEポ リ ペ プ チ ド 、 こ の ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る cDNA、 前 記 物 の 機 能 的 改 変 物 お よ び バ リ ア ン ト 、 前 記 物 の 有 用 な 断 片 、
な ら び に そ れ ら に 関 連 し た 診 断 薬 お よ び 治 療 薬 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 核 酸 に 関 し て 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は ： （ i） 例 え ば ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ で 増 幅 さ れ た ； （ ii） ク ロ ー ニ ン グ に よ
り 組 換 え 的 に 作 製 さ れ た ； （ iii） 切 断 お よ び ゲ ル 分 離 な ど に よ っ て 精 製 さ れ た ； ま た は
（ iv） 例 え ば 化 学 合 成 に よ っ て 合 成 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 単 離 さ れ た 核 酸 と は 、 当 技 術
分 野 で 周 知 の 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 容 易 に 操 作 さ れ る も の の こ と で あ る 。 し た が っ て 、 5
'お よ び 3'制 限 部 位 が 既 知 で あ る 、 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） プ ラ イ マ ー 配 列 が
開 示 さ れ て い る 、 ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 単 離 さ れ て い る と 判 断 さ れ
る が 、 そ の 天 然 の 宿 主 内 に そ の 天 然 の 状 態 で 存 在 す る 核 酸 配 列 は そ う で な い 。 単 離 さ れ た
核 酸 は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ て い て も よ い が 、 そ う で あ る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 ク ロ ー ニ ン
グ ベ ク タ ー ま た は 発 現 ベ ク タ ー の 内 部 に 単 離 さ れ て い る 核 酸 は 、 そ れ が 存 在 す る 細 胞 内 の
物 質 の ご く わ ず か な 割 合 を 占 め る に 過 ぎ な い と 思 わ れ る た め 、 純 粋 で は な い 。 し か し 、 こ
の よ う な 核 酸 は 、 そ れ が 当 業 者 に 知 ら れ た 標 準 的 な 技 法 に よ っ て 容 易 に 操 作 さ れ る た め 、
本 明 細 書 で こ の 用 語 を 用 い る 場 合 、 単 離 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 そ れ が 、
本 発 明 の 目 的 の い ず れ か に 対 し て 操 作 ま た は 利 用 し う る よ う な 十 分 に 純 粋 な 形 態 で 、 そ の
天 然 の 環 境 か ら 分 離 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 単 離 さ れ た と は 、 （ i） 抗
体 の 産 生 お よ び /ま た は 単 離 の た め 、 （ ii） ア ッ セ イ に お け る 試 薬 と し て 、 （ iii） シ ー ク
エ ン シ ン グ の た め 、 （ iv） 治 療 薬 と し て 、 な ど に 用 い ら れ る よ う に 十 分 に 純 粋 で あ る こ と
を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に は 以 下 の も の が 含 ま れ る ： （ a） SEQ ID NO： 1の 核 酸 か ら な る 分
子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性
を 有 す る FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 核 酸 分 子 、 （ b） Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性
を 有 す る 各 々 の FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 （ a） の 欠 失 物 、 付 加 物 お よ び 置 換 物 、 （
c） 遺 伝 暗 号 の 縮 重 性 の た め に （ a） ま た は （ b） の 核 酸 分 子 と は コ ド ン 配 列 が 異 な る 核 酸
分 子 、 な ら び に （ d） （ a） 、 （ b） ま た は （ c） の 相 補 物 。 「 相 補 物 」 に は 、 本 明 細 書 で 用
い る 場 合 、 （ a） 、 （ b） ま た は （ c） の 「 完 全 長 相 補 鎖 ま た は 100％ 相 補 鎖 」 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 同 じ く 有 す る 、 本 発 明 の FGE核 酸 の ホ モ ロ グ お よ び ア
レ ル も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 ホ モ ロ グ に は 、 本 明 細 書 で 述 べ る 場 合 、 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所
に 特 定 さ れ て い る 分 子 （ 例 え ば 、 SEQ ID NO： 4、 5、 45～ 78お よ び 80～ 87） 、 す な わ ち オ
ル ソ ロ グ お よ び パ ラ ロ グ が 含 ま れ る 。 そ れ 以 外 の ホ モ ロ グ は 、 本 発 明 の 教 示 に 従 っ て 、 さ
ら に は 従 来 の 技 法 に よ り 、 同 定 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 の FGEホ モ ロ グ は す べ
て 、 共 通 の Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る た め 、 本 発 明 の す べ て の 局 面 に お い て
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、 そ れ ら を ヒ ト FGE分 子 と 互 換 的 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 か つ SEQ ID NO： 1の
コ ー ド 領 域 か ら な る 核 酸 分 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な 核
酸 配 列 で あ る 。 1つ の 重 要 な 態 様 に お い て 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 」 と い う 用 語 は
、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た パ ラ メ ー タ ー の こ と を 指 す 。 核 酸 を
用 い る 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 低 イ オ ン 強 度 、 お よ び DNAハ イ ブ リ ッ ド 複
合 体 の 融 解 温 度 （ Tｍ ） を わ ず か に 下 回 る 温 度 （ 典 型 的 に は 、 ハ イ ブ リ ッ ド の Tｍ よ り も 約
3℃ 低 い ） と い う 条 件 下 に お い て 、 一 般 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト で あ る と 言 わ れ る 。 ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー が 高 い ほ ど 、 プ ロ ー ブ 配 列 と 標 的 と の 間 の 相 関 が よ り 特 異 的 に な る 。 核 酸 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用 い ら れ る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、
こ の 種 の 方 法 を ま と め た 参 考 文 献 、 例 え ば 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Mole
cular Cloning： A Laboratory Manual） 」 、 J. Sainbrook, et al., eds., Second Editi
on, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989、 ま
た は 「 分 子 生 物 学 に お け る 最 新 プ ロ ト コ ー ル （ Current Protocols in Molecular Biology
） 」 、 F.M. Ausubel, et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., New Yorkに 記 載 さ れ て
い る 。 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 の 一 例 は 、 65℃ の 、 6× SSC中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の も う 1つ の 例 は 、 65℃ の 、 3.5× SSC、 0.02％  Fico
ll、 0.02％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 0.02％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 2.5mM NaH2PO４ ［ pH7］
、 0.5％  SDS、 2mM EDTAか ら な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン で あ る （ SSCは 0.15M塩 化 ナ ト リ ウ ム /0.15Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7で あ る ； SDSは
ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で あ る ； EDTAは エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 で あ る ） 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 後 に 、 DNAを 移 行 さ せ た 膜 を 2× SSCに て 室 温 で 洗 浄 し 、 そ の 後 に 0.1× SSC/0.
1× SDSに て 最 高 68℃ ま で の 温 度 で 洗 浄 す る 。 さ ら に も う 1つ の 例 で は 、 水 性 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 用 い る 代 わ り に 、 ホ ル ム ア ミ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 用 い る 。
す な わ ち 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 、 例 え ば 、 50％ ホ ル ム ア ミ
ド  溶 液 お よ び 42℃ を 用 い る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 用 い る こ と が で き 、 同 程 度
の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー が 得 ら れ る と 考 え ら れ る 、 他 の 条 件 、 試 薬 な ど も あ る 。 当 業 者 は こ
の よ う な 条 件 を よ く 知 っ て い る と 考 え ら れ る た め 、 本 明 細 書 で は そ れ ら を 提 示 し な い 。 し
か し 、 当 業 者 が 、 本 発 明 の FGE核 酸 の ホ モ ロ グ お よ び ア レ ル の 明 確 な 同 定 が 可 能 と な る よ
う な 様 式 で 条 件 を 操 作 し う る こ と は 理 解 さ れ て い る で あ ろ う 。 当 業 者 は ま た 、 こ の よ う な
分 子 の 発 現 の た め に 細 胞 お よ び ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 上 で 、 そ れ ら を ル ー チ
ン 的 に 単 離 し 、 そ の 後 に 該 当 す る 核 酸 分 子 の 単 離 お よ び シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 う た め の 方
法 も 周 知 し て い る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 一 般 に 、 ホ モ ロ グ お よ び ア レ ル は 、 SEQ ID NO： 1お よ び SEQ ID NO： 2に 対 し て 、 典 型 的
に は 、 そ れ ぞ れ 少 な く と も 40％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 お よ び /ま た は 少 な く と も 50％ の ア
ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る と 考 え ら れ 、 場 合 に よ っ て は 、 少 な く と も 50％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一
性 お よ び /ま た は 少 な く と も 65％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る と 考 え ら れ 、 さ ら に 別 の 場 合
に は 、 少 な く と も 60％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 お よ び /ま た は 少 な く と も 75％ の ア ミ ノ 酸 同
一 性 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 別 の 場 合 に は 、 ホ モ ロ グ お よ び ア レ ル は 、 SEQ ID NO
： lお よ び SEQ ID NO： 2に 対 し て 、 典 型 的 に は そ れ ぞ れ 、 少 な く と も 90％ 、 95％ も し く は
さ ら に は 99％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 、 お よ び /ま た は 少 な く と も 95％ 、 98％ ま た は さ ら に
は 99％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 相 同 性 は 、 NCBI（ Bethesda, Maryland）
に よ っ て 開 発 さ れ た 、 さ ま ざ ま な 公 開 ソ フ ト ウ エ ア ツ ー ル に よ っ て 算 出 す る こ と が で き る
。 ツ ー ル の 例 に は 、 Altschul SF, et al.,の ヒ ュ ー リ ス テ ィ ッ ク ア ル ゴ リ ズ ム （ J Mol Bi
ol, 1990, 215: 403-410） が 含 ま れ 、 こ れ は BLASTと し て も 知 ら れ る 。 ペ ア ワ イ ズ ア ラ イ
ン メ ン ト お よ び ClustalWア ラ イ ン メ ン ト （ BLOSUM30行 列 の 設 定 ） な ら び に Kyte-Doolittle
の ヒ ド ロ パ シ ー 分 析 を 、 公 開 さ れ て い る も の （ EMIBL, Heidelberg, Germany） お よ び 商 用
の も の （ 例 え ば 、 Oxford Molecular Group/enetics Computer Group, Madison, WIの MacV
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ector配 列 解 析 ソ フ ト ウ エ ア ） を 用 い て 行 う こ と も で き る 。 前 述 の 核 酸 の Watson-Crick相
補 物 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 FGEの ホ モ ロ グ お よ び ア レ ル と い っ た FGE関 連 遺 伝 子 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て は 、 前 述
の 条 件 を 放 射 性 プ ロ ー ブ と と も に 用 い て 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 行 う こ と が で き る 。 DNAを
最 終 的 に 移 行 さ せ た 膜 を 洗 浄 し た 後 に 、 放 射 性 シ グ ナ ル を 検 出 す る た め に 、 膜 を X線 フ ィ
ル ム ま た は ホ ス ホ イ メ ー ジ ャ ー プ レ ー ト （ phosphoimager plate） に 向 け て 配 置 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 完 全 長 ヒ ト FGE cDNAク ロ ー ン に 関 す る 本 明 細 書 中 の 開 示 が 与 え ら れ れ ば 、 ヒ ト FGE遺 伝
子 に 対 応 す る マ ウ ス cDNAク ロ ー ン と い っ た そ の 他 の 哺 乳 動 物 配 列 を 、 標 準 的 な コ ロ ニ ー ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 用 い て 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 天 然 の 物 質 に 存 在 す る も の に 代 わ る コ ド ン を 含 む 縮 重 核 酸 も 含 む 。 例 え
ば 、 セ リ ン 残 基 は 、 コ ド ン TCA、 AGT、 TCC、 TCG、 TCTお よ び AGCに よ っ て コ ー ド さ れ る 。 し
た が っ て 、 セ リ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド ト リ プ レ ッ ト の 任 意 の も の を 、 イ ン ビ ト ロ ま
た は イ ン ビ ボ で 、 伸 長 中 の FGEポ リ ペ プ チ ド に セ リ ン 残 基 が 組 み 入 れ ら れ る よ う に タ ン パ
ク 質 合 成 装 置 を 導 く た め に 用 い う る こ と は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る と 考 え ら れ る 。 同 様
に 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ト リ プ レ ッ ト に は 、 以 下 の も の が 非
制 限 的 に 含 ま れ る ： CCA、 CCC、 CCGお よ び CCT（ プ ロ リ ン の コ ド ン ） ； CGA、 CGC、 CGG、 CGT
、 AGAお よ び AGG（ ア ル ギ ニ ン の コ ド ン ） ； ACA、 ACC、 ACGお よ び ACT（ ト レ オ ニ ン の コ ド ン
） ； AACお よ び AAT（ ア ス パ ラ ギ ン の コ ド ン ） ； な ら び に ATA、 ATCお よ び ATT（ イ ソ ロ イ シ
ン の コ ド ン ） 。 そ の 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 も 、 同 様 に 多 数 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド
さ れ う る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 コ ド ン 配 列 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め に 、 生 物 的 に 単 離 さ
れ た 核 酸 と は コ ド ン 配 列 が 異 な る 縮 重 核 酸 も 含 む 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 SEQ ID NO： 1ま た は SEQ ID NO： 3の 単 離 さ れ た 固 有 断 片 、 ま た は そ れ ら
の 相 補 物 も 提 供 す る 。 固 有 断 片 と は 、 よ り 大 規 模 な 核 酸 の 「 特 徴 的 目 印 （ signature） 」
で あ る も の の こ と で あ る 。 例 え ば 、 固 有 断 片 は 、 そ の 厳 密 な 配 列 が 、 以 上 に 定 義 し た FGE
核 酸 （ お よ び ヒ ト ア レ ル ） 以 外 に は 、 ヒ ト ゲ ノ ム 内 部 の 分 子 に 見 い だ さ れ な い こ と を 保 証
す る の に 十 分 な 長 さ で あ る 。 当 業 者 は 、 ル ー チ ン の 範 囲 を 超 え な い 手 順 を 用 い て 、 断 片 が
ヒ ト ゲ ノ ム 内 部 に 固 有 で あ る か 否 か を 判 定 す る こ と が で き る 。 し か し 、 SEQ ID NO： 4、 お
よ び /ま た は 本 出 願 の 提 出 日 の 時 点 で す で に 公 開 さ れ て い る そ の 他 の 配 列 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 完 全 に 構 成 さ れ る 断 片 は 、 固 有 断 片 か ら 除 外 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 前 述 の GenBank寄 託 物 に 記 載 さ れ た 配 列 か ら 完 全 に 構 成 さ れ る 断 片 は 、 本 発 明 の 配 列 に
固 有 の ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ を も 含 ま な い も の で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る 固 有 断
片 は 、 GenBank寄 託 物 ま た は そ れ ら の 断 片 に お け る も の の 正 確 な 配 列 以 外 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 ま な け れ ば な ら な い 。 違 い が GenBank配 列 に 対 す る 付 加 、 欠 失 も し く は 置 換 で あ
っ て も よ く 、 ま た は そ れ が GenBank配 列 と は 全 く 別 個 の 配 列 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 固 有 断 片 は 、 こ の よ う な 核 酸 を 同 定 す る た め の サ ザ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ お よ び ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ に お け る プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き 、 ま た は PCRを 用 い る も の な
ど の 増 幅 ア ッ セ イ に 用 い る こ と も で き る 。 当 業 者 に は 知 ら れ て い る よ う に 、 サ ザ ン ブ ロ ッ
ト 法 お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 な ど の あ る 種 の 用 途 に は 、 200, 250、 300ヌ ク レ オ チ ド ま
た は そ れ 以 上 と い っ た 長 い プ ロ ー ブ が 好 ま し い が 、 PCRな ど の 用 途 に は よ り 短 い 断 片 が 好
ま し い と 考 え ら れ る 。 ま た 、 固 有 断 片 を 、 実 施 例 の 項 に 示 さ れ て い る よ う に 、 抗 体 の 産 生
も し く は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 結 合 の 判 定 の た め 、 ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ の 構 成 要 素 の 作 製
の た め に 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 目 的 で 用 い る こ と も で き る 。 同 じ く 、 固 有 断 片 を 、
例 え ば 抗 体 の 調 製 、 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 治 療 応 用 に お い て 有 用 な 、 FGEポ リ ペ プ チ ド の
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非 融 合 断 片 を 作 製 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 固 有 断 片 を さ ら に 、 FGE核 酸 お よ び ポ
リ ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ の 発 現 を 抑 制 す る た め の ア ン チ セ ン ス 分 子 と し て 用 い る こ と も で き
る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 当 業 者 に 認 識 さ れ て い る よ う に 、 固 有 断 片 の サ イ ズ は 、 そ の 遺 伝 暗 号 の 保 存 性 に 依 存 す
る と 考 え ら れ る 。 す な わ ち 、 SEQ ID NO： 1ま た は SEQ ID NO： 3の い く つ か の 領 域 お よ び 相
補 物 は 、 固 有 で あ る た め に 比 較 的 長 い セ グ メ ン ト を 要 す る と 考 え ら れ る が 、 一 方 、 ま た 別
の も の は 、 短 い セ グ メ ン ト 、 典 型 的 に は 12～ 32ヌ ク レ オ チ ド 長 （ 例 え ば 、 12、 13、 14、 15
、 16、 17、 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、 26、 27、 28、 29、 30、 31お よ び 32塩 基 ） し
か 要 し な い か 、 ま た は 開 示 さ れ た 配 列 の 最 大 で 全 長 に 至 る よ り 多 く を 必 要 と す る と 考 え ら
れ る 。 上 述 し た よ う に 、 本 開 示 は 、 各 配 列 に 関 す る 第 1ヌ ク レ オ チ ド 、 第 2ヌ ク レ オ チ ド な
ど （ 末 端 の 手 前 の 8ヌ ク レ オ チ ド ま で の ） で 始 ま っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド 番 号 8、 9、 10な ど 以
後 の 任 意 の 箇 所 （ 最 後 の ヌ ク レ オ チ ド ま で の ） で 終 わ る 、 各 配 列 の そ れ ぞ れ お よ び す べ て
の 断 片 を 含 む こ と を 意 図 し て い る （ た だ し 、 配 列 が 上 記 の よ う に 固 有 で あ る こ と を 条 件 と
す る ） 。 長 さ が 20ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ 以 上 で あ る 、 ヌ ク レ オ チ ド 1に 始 ま っ て ヌ ク レ
オ チ ド 1180で 終 わ る SEQ ID NO： 1、 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 1で 始 ま っ て ヌ ク レ オ チ ド 1122で
終 わ る SEQ ID NO： 3、 ま た は そ れ ら の 相 補 物 の 領 域 の 事 実 上 あ ら ゆ る セ グ メ ン ト が 固 有 で
あ る と 考 え ら れ る 。 当 業 者 は 、 固 有 断 片 が 目 的 の 配 列 を 断 片 の ヒ ト ゲ ノ ム 中 の 他 の 配 列 と
選 択 的 に 区 別 す る 能 力 に 一 般 に 基 づ く 、 こ の 種 の 配 列 を 選 択 す る た め の 方 法 に 非 常 に 習 熟
し て お り 、 こ れ は 一 般 的 に は 既 知 の デ ー タ ベ ー ス 上 に あ る も の に 対 す る も の で 十 分 で あ る
が 、 イ ン ビ ト ロ の 確 認 用 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び シ ー ク エ ン シ ン グ 分 析 を 行 う こ と
も で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 上 述 し た よ う に 、 本 発 明 は 、 FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 選 択 的 に 結 合 し
て 、 FGE活 性 を 低 下 さ せ る 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 ま た は 「 ア ン チ セ ン ス 」
と い う 用 語 は 、 特 定 の 遺 伝 子 を 含 む DNAま た は そ の 遺 伝 子 の mRNA転 写 物 と 生 理 的 条 件 下 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ っ て そ の 遺 伝 子 の 転 写 お よ び /ま た は そ の mRNAの 翻 訳 を 阻 害
す る 、 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は 修 飾 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て
述 べ て い る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 標 的 遺 伝 子 ま た は 転 写 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に よ っ て 標 的 遺 伝 子 の 転 写 ま た は 翻 訳 を 妨 げ る よ う に 設 計 さ れ る 。 当 業 者 は 、 ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 厳 密 な 長 さ お よ び そ の 標 的 に 対 す る 相 補 性 の 程 度 は 、 標 的 の 配 列
お よ び そ の 配 列 を 構 成 す る 特 定 の 塩 基 を 含 め 、 選 択 し た 個 々 の 標 的 に 依 存 す る と 考 え ら れ
る こ と を 認 識 し て い る で あ ろ う 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 生 理 的 条 件 下 で 標
的 と 選 択 的 に 結 合 す る よ う に 、 す な わ ち 生 理 的 条 件 下 で 標 的 細 胞 中 の 任 意 の 他 の 配 列 よ り
も 標 的 配 列 に 対 し て 実 質 的 に よ り 高 度 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 、 構 築 お よ び 配 列 化 す
る こ と が 好 ま し い 。 SEQ ID NO： 1に 基 づ き 、 ま た は 対 立 遺 伝 子 的 も し く は 相 同 な ゲ ノ ム 配
列 お よ び /ま た は cDNA配 列 に 基 づ き 、 当 業 者 は 、 本 発 明 に 従 っ て 用 い る た め に 、 さ ま ざ ま
な 適 し た ア ン チ セ ン ス 分 子 の 任 意 の も の を 容 易 に 選 択 し て 合 成 す る こ と が で き る 。 阻 害 の
た め の 十 分 な 選 択 性 お よ び 効 力 を 有 す る た め に は 、 こ の よ う な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 標 的 に 対 し て 相 補 的 で あ る 少 な く と も 10個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 15個 の
連 続 し た 塩 基 を 含 む べ き で あ る が 、 場 合 に よ っ て は 、 7塩 基 長 と い う 短 さ の 修 飾 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 首 尾 良 く 用 い ら れ て い る （ Wagner e
t al., Nat. Med, 1995, 1(11): 1116-1118； Nat. Biotech., 1996, 14: 840-844） 。 最
も 好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 20～ 30塩 基 の 相 補 配 列 を 含 む 。 遺 伝 子
ま た は mRNA転 写 物 の 任 意 の 領 域 に 対 し て ア ン チ セ ン ス 性 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 選 択
し て よ い が 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 翻 訳 開 始 部 位
、 転 写 開 始 部 位 ま た は プ ロ モ ー タ ー 部 位 と い っ た N末 端 部 位 ま た は 5'上 流 部 位 に 対 応 す る
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。 さ ら に 、 3'非 翻 訳 領 域 を ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 標 的 と す る こ と も で き
る 。 mRNAス プ ラ イ シ ン グ 部 位 に 対 す る タ ー ゲ テ ィ ン グ も 当 技 術 分 野 で 用 い ら れ て い る が 、
選 択 的 mRNAス プ ラ イ シ ン グ が 起 こ る な ら ば 好 ま し さ が 落 ち る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 ア ン
チ セ ン ス は 、 mRNA二 次 構 造 が 想 定 さ れ な い 部 位 （ 例 え ば 、 Sainio et al., Cell Mol. Neu
robiol. 14(5): 439-457, 1994を 参 照 ） お よ び タ ン パ ク 質 が 結 合 し な い と 想 定 さ れ る 部 位
を 標 的 と す る こ と が 好 ま し い 。 な お 、 SEQ ID No： 1は cDNA配 列 を 開 示 し て い る も の の 、 当
業 者 は こ の 配 列 に 対 応 す る ゲ ノ ム DNAを 容 易 に 導 き 出 す こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発
明 は ま た 、 SEQ ID NO： 1に 対 応 す る ゲ ノ ム DNAに 対 し て 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド も 提 供 す る 。 同 様 に 、 対 立 遺 伝 子 的 ま た は 相 同 な FGE cDNAお よ び ゲ ノ ム DNAに 対
す る ア ン チ セ ン ス も 、 必 要 以 上 の 実 験 手 順 を 用 い ず に 実 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 一 連 の 本 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 「 天 然 の 」 デ オ
キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ か ら 構 成 さ れ
て い て も よ い 。 す な わ ち 、 一 方 の 天 然 ヌ ク レ オ チ ド の 5'末 端 お よ び も う 一 方 の 天 然 ヌ ク レ
オ チ ド の 3'末 端 を 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 を 介 し て 、 天 然 の 系 と 同 じ よ う
に 共 有 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 技 術 分 野 で 認 知 さ れ
て い る 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き 、 こ れ は 手 作 業 で 、 ま た は 自 動 合 成 装 置 に よ っ て
行 う こ と が で き る 。 そ れ ら を ベ ク タ ー に よ っ て 組 換 え 的 に 作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 し か し 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 「 修 飾
」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 含 ま れ う る 。 す な わ ち 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 そ れ ら が 標 的 と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の を 妨 げ ず に 、 そ れ ら の 安 定 性 も し く は 標 的 指 向 性 を 高 め る 、 ま た は
別 の 様 式 で そ れ ら の 治 療 的 有 効 性 を 高 め る よ う な 、 さ ま ざ ま な や り 方 で 修 飾 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 （ 1） そ の ヌ ク レ
オ チ ド の 少 な く と も 2つ が 、 合 成 的 な ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 （ す な わ ち 、 一 方 の ヌ ク レ オ チ
ド の 5'末 端 と も う 一 方 の ヌ ク レ オ チ ド の 3'末 端 と の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 以 外 の 結 合 ） を
介 し て 共 有 結 合 し て い る 、 お よ び /ま た は （ 2） 核 酸 に 通 常 付 随 し な い 化 学 基 が オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド に 対 し て 共 有 結 合 し て い る 、 と い う オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て 述 べ て い る 。 好
ま し い 合 成 的 な ヌ ク レ オ シ ド 間 結 合 に は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、
ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 リ ン 酸 エ ス テ ル 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ノ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ
イ ト 、 カ ル バ メ ー ト 、 カ ー ボ ネ ー ト 、 リ ン 酸 ト リ エ ス テ ル 、 ア セ ト ア ミ ダ イ ト 、 カ ル ボ キ
シ メ チ ル エ ス テ ル お よ び ペ プ チ ド が あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 「 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 に は 、 共 有 結 合 性 に 修 飾 さ れ た 塩 基 お よ び /ま
た は 糖 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 含 ま れ る 。 例 え ば 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 、
3'位 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 お よ び 5'位 の リ ン 酸 基 以 外 の 低 分 子 量 有 機 基 と 共 有 結 合 し た 糖 骨 格
を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 こ の た め 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 2'-O-
ア ル キ ル 化 リ ボ ー ス 基 が 含 ま れ う る 。 さ ら に 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 リ ボ ー ス の 代
わ り に ア ラ ビ ノ ー ス な ど の 糖 を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 は し た が っ て 、 FGEポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ っ て 生 理 的 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ る 修 飾 ア
ン チ セ ン ス 分 子 を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 含 む 医 薬 製 剤 も 想 定 し て い る 。 ア ン
チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 薬 学 的 組 成 物 の 一 部 と し て 投 与 し て も よ い 。 こ の よ う な
薬 学 的 組 成 物 に は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た 任 意 の 標
準 的 な 生 理 的 お よ び /ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 組 み 合 わ せ た も の が 含 ま れ う る 。
組 成 物 は 、 無 菌 で あ り 、 か つ 、 患 者 に 対 す る 投 与 に 適 し た 重 量 ま た は 容 積 の 単 位 中 に ア ン
チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 治 療 的 有 効 量 を 含 む べ き で あ る 。 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 」
と は 、 有 効 成 分 の 生 物 活 性 の 有 効 性 を 妨 げ な い 非 毒 性 材 料 の こ と を 指 す 。 「 生 理 的 に 許 容
さ れ る 」 と は 、 細 胞 、 細 胞 培 養 物 、 組 織 ま た は 生 物 体 と い っ た 生 体 系 と の 適 合 性 が あ る 非
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毒 性 材 料 の こ と を 指 す 。 担 体 の 特 性 は 投 与 の 経 路 に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。 生 理 的 お よ び
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 に は 、 希 釈 剤 、 充 填 剤 、 塩 、 緩 衝 剤 、 安 定 化 剤 、 可 溶 化 剤 、 お よ
び 当 技 術 分 野 で 周 知 の そ の 他 の 材 料 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 細 胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る た め の 方 法 も 含 む
。 重 要 な 態 様 に お い て 、 こ れ は ベ ク タ ー （ 「 発 現 ベ ク タ ー 」 お よ び /ま た は 「 タ ー ゲ テ ィ
ン グ ベ ク タ ー 」 ） の 使 用 に よ っ て 実 現 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 「 ベ ク タ ー 」 は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 異 な る 環 境 間 で の 輸 送 の た め 、 ま た は 宿 主 細
胞 に お け る 発 現 の た め に 、 制 限 お よ び 連 結 に よ っ て そ の 内 部 に 所 望 の 配 列 を 挿 入 し う る さ
ま ざ ま な 核 酸 の う ち 任 意 の も の で よ い 。 ベ ク タ ー は 一 般 に DNAか ら 構 成 さ れ る が 、 RNAベ ク
タ ー も 入 手 可 能 で あ る 。 ベ ク タ ー に は 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド お よ び ウ イ ル ス ゲ ノ ム
が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と は 宿 主 細 胞 内 で の 複 製 が 可 能 な も の の こ
と で あ り 、 こ れ は さ ら に 、 新 た な 組 換 え ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 内 で 複 製 す る 能 力 を 保 つ よ う
に 、 ベ ク タ ー を 決 定 可 能 な 様 式 で 切 断 し 、 そ こ に 所 望 の DNA配 列 を 連 結 す る こ と が 可 能 な
、 1つ ま た は 複 数 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 制 限 部 位 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 プ ラ ス ミ ド の
場 合 に は 、 所 望 の 配 列 の 複 製 は 宿 主 菌 に お け る プ ラ ス ミ ド の コ ピ ー 数 の 増 加 に 伴 っ て 何 度
も 起 こ る こ と も あ り 、 ま た は 宿 主 が 有 糸 分 裂 に よ っ て 複 製 す る 前 に 宿 主 当 た り 1回 し か 起
こ ら な い こ と も あ る 。 フ ァ ー ジ の 場 合 に は 、 複 製 が 溶 解 期 に は 能 動 的 に 起 こ り 、 ま た は 溶
原 化 期 に は 受 動 的 に 起 こ る と 考 え ら れ る 。 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と は 、 調 節 配 列 と 機 能 的 に 結
合 さ せ 、 RNA転 写 物 と し て 発 現 さ れ る よ う に 、 制 限 お よ び 連 結 に よ っ て そ の 内 部 に 所 望 の D
NA配 列 （ 例 え ば 、 SEQ ID NO： 3の FGE cDNA） を 挿 入 し う る も の の こ と で あ る 。 ベ ク タ ー は
さ ら に 、 ベ ク タ ー に よ る 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 受 け た 細 胞 ま た は 受 け て
い な い 細 胞 の 同 定 に 用 い る の に 適 し た 、 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー 配 列 を 含 ん で も よ い 。
マ ー カ ー に は 、 例 え ば 、 抗 生 物 質 ま た は 他 の 化 合 物 に 対 す る 耐 性 ま た は 感 受 性 の い ず れ か
を 上 昇 ま た は 低 下 さ せ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た 標 準 的 な
ア ッ セ イ に よ っ て 活 性 を 検 出 し う る 酵 素 （ 例 え ば 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 受
け た 細 胞 、 宿 主 、 コ ロ ニ ー ま た は プ ラ ー ク の 表 現 型 に 視 覚 的 な 影 響 を 及 ぼ す 遺 伝 子 （ 例 え
ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 「 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 」 と は 、 例 え ば 、 調 節 配 列 を 、 内 因 性 遺 伝 子 の 内 部 （ 例 え ば
、 エ ク ソ ン お よ び /ま た は イ ン ト ロ ン の 内 部 ） 、 内 因 性 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 内 部 ま
た は 内 因 性 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 上 流 に 挿 入 す る た め に 用 い ら れ る 、 標 的 指 向 性 の
あ る 構 築 物 /配 列 を 一 般 に 含 む も の の こ と で あ る 。 も う 1つ の 例 に お い て 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ
ベ ク タ ー は 、 目 的 の 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 SEQ ID NO： 1の cDNAに よ っ て コ ー ド さ れ る も の ） 、
お よ び 、 そ の 遺 伝 子 を ゲ ノ ム 中 の 好 ま し い 場 所 （ 例 え ば 、 転 写 活 性 の あ る 場 所 、 例 え ば 関
連 の な い 遺 伝 子 の 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 ） に タ ー ゲ テ ィ ン グ さ せ る た め に 必 要 な そ の
他 の 配 列 を 含 み う る 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 お よ び ベ ク タ ー の 構 築 は 、 米 国 特 許 第 5,641,
670号 お よ び 第 6,270,989号 に 詳 細 に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 明 示
的 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 異 種 DNAま た は RNAに よ る 形 質 転 換 が 可 能 で あ っ て 、 培 養 下 で 増 殖 お よ び 維 持 す る こ と が
可 能 な 、 事 実 上 あ ら ゆ る 細 胞 （ 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 ） を 、 本 発 明 の 実 施 に 用 い る こ と
が で き る 。 そ の 例 に は 、 大 腸 菌 な ど の 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 お よ び ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス
タ ー 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 霊 長 動 物 な ど の 哺 乳 動 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 そ れ ら は 初 代 細 胞 株 ま た は
二 次 細 胞 株 （ 培 養 下 で の 平 均 集 団 倍 加 回 数 が 有 限 で あ り 、 不 死 化 し て い な い ） で も よ く 、
不 死 化 細 胞 株 （ 見 か け 上 、 培 養 下 で の 寿 命 が 無 限 で あ る ） で も よ い 。 初 代 細 胞 お よ び 二 次
細 胞 に は 、 例 え ば 、 線 維 芽 細 胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 上 皮 細 胞 （ 例 え ば 、 乳 腺 上 皮 細 胞 、 腸
上 皮 細 胞 ） 、 内 皮 細 胞 、 グ リ ア 細 胞 、 神 経 細 胞 、 血 液 の 構 成 要 素 （ 例 え ば 、 リ ン パ 球 、 骨
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髄 細 胞 ） 、 筋 細 胞 、 お よ び こ れ ら の 体 細 胞 種 の 前 駆 細 胞 （ 胚 性 幹 細 胞 を 含 む ） が 含 ま れ る
。 細 胞 を 遺 伝 子 治 療 に 用 い る 場 合 に は 、 初 代 細 胞 を 、 操 作 し た 細 胞 が 投 与 さ れ る 個 体 か ら
入 手 す る こ と が 好 ま し い 。 し か し 、 初 代 細 胞 を 、 同 じ 種 の ド ナ ー （ レ シ ピ エ ン ト 以 外 ） か
ら 入 手 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の DNA構 築 物 お よ び 方 法 に 用 い う る 不 死 化 ヒ ト 細 胞 株 の
例 に は 、 以 下 の も の が 非 制 限 的 に 含 ま れ る ： HT-1080細 胞 （ ATCC CCL 121） 、 HeLa細 胞 お
よ び HeLa細 胞 の 派 生 物 （ ATCC CCL 2、 2.1お よ び 2.2） 、 MCF-7乳 癌 細 胞 （ ATCC BTH 22） 、
K-562白 血 病 細 胞 （ ATCC CCL 243） 、 KB癌 細 胞 （ ATCC CCL 17） 、 2780AD卵 巣 癌 細 胞 （ Van 
der Buck, A. M. et al., Cancer Res, 48: 5927-5932 (1988)、 Raji細 胞 （ ATCC CCL 86
） 、 WiDr結 腸 腺 癌 細 胞 （ ATCC CCL 218） 、 SW620結 腸 腺 癌 細 胞 （ ATCC CCL 227） 、 Jurkat
細 胞 （ ATCC TIB 152） 、 Namalwa細 胞 （ ATCC CRL1432） 、 HL-60細 胞 （ ATCC CCL 240） 、 Da
udi細 胞 （ ATCC CCL 213） 、 RPMI 8226細 胞 （ ATCC CCL 155） 、 U937細 胞 （ ATCC CRL 1593
） 、 Bowes黒 色 腫 細 胞 （ ATCC CRL 9607） 、 WI-38VA13亜 系 統 2R4細 胞 （ ATCC CLL 75.1） お
よ び MOLT-4細 胞 （ ATCC CRL 1582） 、 CHO細 胞 お よ び COS細 胞 、 な ら び に ヒ ト 細 胞 と 別 の 種
の 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 作 製 さ れ た ヘ テ ロ ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 。 WI-38（ ATCC CCL 75） お
よ び MRC-5（ ATCC CCL 171） な ど の 二 次 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 株 を 用 い る こ と も で き る 。 本 発 明
の 方 法 の 実 施 に 用 い う る 細 胞 の タ イ プ に 関 す る そ れ 以 上 の 詳 細 は 、 米 国 特 許 第 5,641,670
号 お よ び 第 6,270,989号 に 記 載 さ れ て い る 。 細 胞 の 代 わ り に 無 細 胞 転 写 系 を 用 い る こ と も
で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 細 胞 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る よ う な 、 FGEタ ン パ ク 質 ま た は そ の 機 能 的
断 片 の 発 現 を も た ら す 条 件 下 で 維 持 さ れ る 。 記 載 し た 方 法 を 用 い て 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質
を 、 細 胞 可 溶 化 物 ま た は 細 胞 上 清 か ら 精 製 し て も よ い 。 本 方 法 に 従 っ て 作 製 さ れ た タ ン パ
ク 質 は 、 薬 学 的 に 有 用 な 製 剤 と し て 調 製 し 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る よ う な 従 来 の 薬 学
的 経 路 （ 例 え ば 、 経 口 的 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 鼻 腔 内 、 気 管 内 ま た は 皮 下 ） に よ り 、 ヒ ト ま
た は 非 ヒ ト 動 物 に 対 し て 送 達 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 に 述 べ る よ う に 、
組 換 え 細 胞 は 不 死 化 さ れ た 初 代 細 胞 ま た は 二 次 細 胞 で あ っ て よ く 、 こ れ は 好 ま し く は ヒ ト
の も の で あ る 。 生 産 さ れ た 非 ヒ ト FGEが 治 療 的 に 有 用 で あ る よ う な タ ン パ ク 質 生 産 の 目 的
に と っ て 非 ヒ ト 細 胞 が 有 利 で あ る 場 合 に は 、 他 の 種 由 来 の 細 胞 が 望 ま し い と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 コ ー ド 配 列 お よ び 調 節 配 列 は 、 そ れ ら が 、 コ ー ド 配 列 の 発 現 ま
た は 転 写 が 調 節 配 列 の 影 響 ま た は 制 御 の 下 に 置 か れ る よ う に 共 有 結 合 し て い る 場 合 に は 、
「 機 能 的 に 」 結 合 し て い る と 言 わ れ る 。 コ ー ド 配 列 が 機 能 的 タ ン パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ る こ
と が 望 ま し い 場 合 に は 、 2つ の DNA配 列 は 、 5'調 節 配 列 に お け る プ ロ モ ー タ ー の 誘 導 が コ ー
ド 配 列 の 転 写 を も た ら す な ら ば 、 お よ び 、 2つ の DNA配 列 化 の 結 合 の 性 質 が （ 1） フ レ ー ム
シ フ ト 変 異 の 導 入 を 引 き 起 こ さ な い 、 （ 2） プ ロ モ ー タ ー 領 域 が コ ー ド 配 列 の 転 写 を 指 令
す る 能 力 を 妨 げ な い 、 か つ （ 3） 対 応 す る RNA転 写 物 が タ ン パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ る 能 力 を 妨
げ な い な ら ば 、 機 能 的 に 結 合 し て い る と 言 わ れ る 。 し た が っ て 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 プ
ロ モ ー タ ー 領 域 が 、 結 果 的 に 生 じ る 転 写 物 が 所 望 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド へ と 翻
訳 さ れ る よ う に DNA配 列 の 転 写 を 生 じ さ せ る こ と が で き る な ら ば 、 コ ー ド 配 列 と 機 能 的 に
結 合 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 遺 伝 子 発 現 の た め に 必 要 と さ れ る 調 節 配 列 の 厳 密 な 性 質 は 、 種 ま た は 細 胞 種 に よ っ て 異
な る と 考 え ら れ る が 、 一 般 的 に は 、 必 要 に 応 じ て 、 そ れ ぞ れ 転 写 お よ び 翻 訳 の 開 始 に か か
わ る 5'非 転 写 配 列 お よ び 5'非 翻 訳 配 列 （ 例 え ば 、 TATAボ ッ ク ス 、 キ ャ ッ ピ ン グ 配 列 、 CAAT
配 列 な ど ） を 含 む で あ ろ う 。 詳 細 に は 、 こ の よ う な 5'非 転 写 調 節 配 列 は 、 機 能 的 に 結 合 し
た 遺 伝 子 の 転 写 制 御 の た め の プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む と 考 え ら れ
る 。 調 節 配 列 は ま た 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 ま た は 上 流 活 性 化 配 列 も 必 要 に 応 じ て 含 む と 考 え
ら れ る 。 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 選 択 的 に は 、 5'リ ー ダ ー 配 列 ま た は シ グ ナ ル 配 列 を 含 ん で
も よ い 。 適 切 な ベ ク タ ー の 選 択 お よ び 設 計 は 、 当 業 者 の 能 力 お よ び 裁 量 の 範 囲 に 含 ま れ る
。
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【 ０ １ ７ ５ 】
　 発 現 の た め に 必 要 な 要 素 の す べ て を 含 む 発 現 ベ ク タ ー が 販 売 さ れ て お り 、 当 業 者 に 知 ら
れ て い る 。 例 え ば 、 Sambrook et al., 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Molecular
 Cloning： A Laboratory Manual） 」 、 Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory
 Press, 1989を 参 照 さ れ た い 。 細 胞 は 、 FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 異 種 DNA（ RNA） ま
た は そ の 断 片 も し く は バ リ ア ン ト を 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、 遺 伝 的 に 操 作 さ れ る 。 そ
の よ う な 異 種 DNA（ RNA） は 、 宿 主 細 胞 に お け る 異 種 DNAの 発 現 を 可 能 に す る 転 写 エ レ メ ン
ト の 機 能 的 制 御 下 に 置 か れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る mRNA発 現 の た め に 好 ま し い 系 は 、 G418耐 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 な ど
の 選 択 マ ー カ ー （ 安 定 的 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 受 け た 細 胞 系 の 選 択 を 容 易 に す る ） お
よ び ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） エ ン ハ ン サ ー -プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 、 pRc/CMV
（ Invitrogen, Carlsbad, CAよ り 入 手 可 能 ） な ど の も の で あ る 。 加 え て 、 霊 長 動 物 お よ び
イ ヌ の 細 胞 系 に お け る 発 現 の た め に 適 し た も の に pCEP4ベ ク タ ー （ Invitrogen, Carlsbad,
 CA） が あ り 、 こ れ は プ ラ ス ミ ド の マ ル チ コ ピ ー 型 染 色 体 外 エ レ メ ン ト と し て の 維 持 を 容
易 に す る エ プ ス タ イ ン バ ー ウ イ ル ス （ EBV） の 複 製 起 点 を 含 む 。 ま た 別 の 発 現 ベ ク タ ー に
は pEF-BOSプ ラ ス ミ ド が あ り 、 こ れ は イ ン ビ ト ロ で の 転 写 を 効 率 的 に 誘 発 す る ポ リ ペ プ チ
ド 伸 長 因 子 1α の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 Mishizuma and Nagata（ Nuc. 
Acids Res. 18: 5322, 1990） に よ っ て 記 載 さ れ て お り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 に お
け る そ の 使 用 は 、 例 え ば 、 Demoulin（ Mol. Cell. Biol. 16: 4710-4716, 1996） に よ っ て
開 示 さ れ て い る 。 さ ら に も う 1つ の 好 ま し い 発 現 ベ ク タ ー に は 、 E1タ ン パ ク 質 お よ び E3タ
ン パ ク 質 を 欠 損 し て い る 、 Stratford-Perricaudetに よ っ て 記 載 さ れ た ア デ ノ ウ イ ル ス が
あ る （ J. Clin. Invest. 90: 626-630, 1992） 。 P1Aに 対 す る 免 疫 処 置 の た め の マ ウ ス へ
の 皮 内 注 射 に お け る 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の Adeno.P1A組 換 え 体 と し て の 使 用 は 、 Warnier et 
al.,に よ っ て 開 示 さ れ て い る （ Int. J. Cancer, 67: 303-310, 1996） 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 当 業 者 が 所 望 の 発 現 ベ ク タ ー ま た は ベ ク タ ー を 調 製 す る こ と を 可 能 に す
る 、 い わ ゆ る 発 現 キ ッ ト も 包 含 す る 。 こ の よ う な 発 現 キ ッ ト は 、 以 前 に 考 察 し た コ ー ド 配
列 の そ れ ぞ れ の 少 な く と も 別 個 な 部 分 を 含 む 。 前 述 し た 配 列 （ こ れ ら は 必 要 で あ る ） が 含
ま れ る 限 り 、 必 要 に 応 じ て 、 他 の 構 成 要 素 を 加 え て も よ い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 が 、 上 記 の FGE cDNA配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 、 原 核 細 胞 （ 例 え ば 、 大 腸
菌 ） ま た は 真 核 細 胞 （ 例 え ば 、 CHO細 胞 、 COS細 胞 、 酵 母 発 現 シ ス テ ム 、 お よ び 昆 虫 細 胞 に
お け る 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ） で あ る 宿 主 細 胞 お よ び 細 胞 株 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す
る 目 的 に 用 い る こ と を 包 含 す る こ と も 認 識 さ れ て い る と 考 え ら れ る 。 特 に 有 用 な も の は 、
ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 霊 長 動 物 な ど の 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 。 そ れ ら は
非 常 に さ ま ざ ま な 種 類 の 組 織 か ら の も の で あ っ て よ く 、 こ れ に は 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 に
述 べ た よ う な 初 代 細 胞 お よ び 不 死 化 細 胞 株 が 含 ま れ る 。 具 体 的 な 例 に は 、 HT-1080細 胞 、 C
HO細 胞 、 樹 状 細 胞 、 U293細 胞 、 末 梢 血 白 血 球 、 骨 髄 幹 細 胞 、 胚 性 幹 細 胞 お よ び 昆 虫 細 胞 が
含 ま れ る 。 本 発 明 は ま た 、 細 胞 お よ び 動 物 に お け る FGE遺 伝 子 「 ノ ッ ク ア ウ ト 体 」 の 構 築
も 可 能 に し 、 FGE活 性 の あ る 特 定 の 面 を 検 討 す る た め の 材 料 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 述 の FGE核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 SEQ ID NO： 2の ポ リ ペ プ チ ド お よ
び そ の 固 有 断 片 を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド （ タ ン パ ク 質 全 体 お よ び 部 分 的 タ ン パ ク
質 を 含 む ） も 提 供 す る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 単 独 で ま た は 融 合 タ ン パ ク
質 の 部 分 と し て 、 抗 体 の 産 生 の た め 、 イ ム ノ ア ッ セ イ の 成 分 と し て 、 等 に 有 用 で あ る 。 ポ
リ ペ プ チ ド は 組 織 ま た は 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト を 含 む 生 物 試 料 か ら 単 離 す る こ と が で き る ほ か
、 発 現 系 に 適 し た 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 そ の 発 現 ベ ク タ ー を 発 現 系 に 導 入 し て 、 組 換 え
的 に 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と に よ り 、 種 々 の 原 核 生 物 お よ び 真 核 生 物 発 現 系
に お い て 組 換 え 的 に 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 ま た 、 抗 原 性 ペ プ チ ド （ 免 疫 認 識 の た め に
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細 胞 の 表 面 に MHC分 子 に よ っ て 提 示 さ れ る も の な ど ） を 含 む 、 短 い ポ リ ペ プ チ ド を 、 十 分
に 確 立 さ れ た ペ プ チ ド 合 成 法 を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 FGEポ リ ペ プ チ ド の 固 有 断 片 は 、 一 般 に 、 核 酸 に 関 連 し て 上 述 し た 固 有 断 片 の 特 徴 お よ
び 特 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 FGEポ リ ペ プ チ ド の 固 有 断 片 は 、 一 般 に 、 核 酸 に 関 連 し て 上 述 し た 固 有 断 片 の 特 徴 お よ
び 特 性 を 有 す る 。 当 業 者 に は 認 識 さ れ て い る よ う に 、 固 有 断 片 の サ イ ズ は 、 断 片 が 保 存 さ
れ た タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の 一 部 分 を 構 成 す る か 否 か と い っ た 要 因 に 依 存 す る と 考 え ら れ る
。 こ の た め 、 SEQ ID NO： 2の い く つ か の 領 域 は 、 固 有 で あ る た め に 比 較 的 長 い セ グ メ ン ト
を 要 す る と 考 え ら れ る が 、 一 方 、 ま た 別 の も の は 、 短 い セ グ メ ン ト 、 典 型 的 に は 5～ 12ア
ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11お よ び 12ア ミ ノ 酸 長 ） 、 ま た は 、 完 全 長 で あ る 2
87ア ミ ノ 酸 長 ま で の 各 整 数 を 含 む 、 よ り 多 く を 必 要 と す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 固 有 断 片 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 的 な 機 能 的 能 力 を 保 っ て い る 断 片 で あ
る こ と が 好 ま し い 。 ポ リ ペ プ チ ド の 固 有 断 片 に お い て 保 た れ う る 機 能 的 能 力 に は 、 抗 体 と
の 相 互 作 用 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 断 片 と の 相 互 作 用 、 他 の 分 子 と の 相 互 作 用
な ど が 含 ま れ る 。 重 要 な 活 性 の 一 つ は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 特 徴 的 目 印 と し て
作 用 す る 能 力 で あ る 。 当 業 者 は 、 固 有 断 片 が 目 的 の 配 列 を 非 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー と 選 択 的
に 区 別 す る 能 力 に 一 般 に 基 づ い て 、 固 有 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 択 す る た め の 方 法 に 非 常 に 習
熟 し て い る 。 一 般 的 に は 、 断 片 の 配 列 を 既 知 の デ ー タ ベ ー ス 上 に あ る も の と 比 較 す る こ と
で 十 分 で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の FGEポ リ ペ プ チ ド の バ リ ア ン ト を 含 む 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 FGEポ
リ ペ プ チ ド の 「 バ リ ア ン ト 」 と は 、 FGEポ リ ペ プ チ ド の 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 1つ ま た
は 複 数 の 改 変 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の こ と で あ る 。 FGEポ リ ペ プ チ ド の バ リ ア ン ト を 作 り 出
す 改 変 は 一 般 に 、 FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に 対 し て 行 わ れ 、 こ れ に は 、 1） FGE
ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 低 下 も し く は 消 失 さ せ る た め ； 2） 発 現 系 に お け る タ ン パ ク 質 の 安
定 性 も し く は タ ン パ ク 質 -リ ガ ン ド 結 合 の 安 定 性 と い っ た FGEポ リ ペ プ チ ド の 性 質 を 強 化 す
る た め ； 3） 抗 原 性 エ ピ ト ー プ の 付 加 も し く は 検 出 可 能 部 分 の 付 加 な ど の よ う に 、 FGEポ リ
ペ プ チ ド に 新 規 な 活 性 も し く は 性 質 を 付 与 す る た め ； ま た は 4） FGEポ リ ペ プ チ ド 受 容 体 も
し く は そ の 他 の 分 子 に 対 し て 同 等 ま た は よ り 良 い 結 合 性 を 得 る た め の 、 欠 失 、 点 変 異 、 切
断 、 ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び ア ミ ノ 酸 ま た は 非 ア ミ ノ 酸 部 分 の 付 加 が 含 ま れ る 。 ま た は 、 切 断
、 リ ン カ ー 分 子 の 付 加 、 ビ オ チ ン な ど の 検 出 可 能 部 分 の 付 加 、 脂 肪 酸 の 付 加 な ど に よ り 、
改 変 を ポ リ ペ プ チ ド に 直 接 加 え る こ と も で き る 。 改 変 物 に は 、 FGEア ミ ノ 酸 配 列 の 全 体 ま
た は 部 分 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 も 含 ま れ る 。 当 業 者 は 、 タ ン パ ク 質 配 列 の 変 化 が タ ン パ ク
質 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 及 ぼ す 影 響 を 予 測 す る た め の 方 法 を 周 知 し て い る と 考 え ら れ 、 こ
の た め 、 既 知 の 方 法 に 従 っ て バ リ ア ン ト 型 FGEポ リ ペ プ チ ド を 「 設 計 す る 」 こ と が で き る
。 こ の よ う な 方 法 の 一 例 は 、 Dahiyat and Mayoに よ っ て Science 278： 8287, 1997に 記 載
さ れ て お り 、 こ れ に よ れ ば タ ン パ ク 質 を デ ノ ボ 合 成 す る こ と が で き る 。 本 方 法 は 、 既 知 の
タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 一 部 分 の み を 変 化 さ せ る た め に 適 用 す る こ と が
で き る 。 Dahiyat and Mayoの コ ン ピ ュ ー タ 計 算 法 を 適 用 す る こ と に よ り 、 FGEポ リ ペ プ チ
ド の 個 々 の バ リ ア ン ト を 提 示 し 、 そ の バ リ ア ン ト が 所 望 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 保 っ て い
る か 否 か を 判 定 す る た め に 検 討 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 バ リ ア ン ト に は 、 そ の 生 理 的 活 性 に は 関 係 し な い ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 を 変 化 さ せ る た め
に 特 に 改 変 さ れ た FGEポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ う る 。 例 え ば 、 望 ま し く な い ジ ス ル フ ィ ド 結
合 を 防 ぐ た め に 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 置 換 ま た は 除 去 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 発 現 系 に
お け る プ ロ テ ア ー ゼ に よ る タ ン パ ク 質 分 解 を な く す こ と に よ っ て FGEポ リ ペ プ チ ド の 発 現
を 増 強 す る た め に 、 あ る 種 の ア ミ ノ 酸 を 変 更 す る こ と も で き る （ 例 え ば 、 KEX2プ ロ テ ア ー
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ゼ 活 性 が 存 在 す る 酵 母 発 現 系 に お け る 二 塩 基 ア ミ ノ 酸 残 基 ） 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 変 異 は 、 コ ー ド 配 列 の ア ミ ノ 酸 リ ー デ ィ ン グ フ レ
ー ム を 保 た せ る こ と が 好 ま し く 、 バ リ ア ン ト 型 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に と っ て 有 害 な 恐 れ の
あ る 、 ヘ ア ピ ン ま た は ル ー プ な ど の 二 次 構 造 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 可 能 性 の 高 い 領 域 を 核
酸 中 に 作 り 出 さ な い こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 変 異 は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 を 選 択 す る こ と に よ り 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 中
の 選 択 さ れ た 部 位 の ラ ン ダ ム 変 異 誘 発 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 続 い て 、 バ リ ア ン ト
型 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ 、 ど の 変 異 が バ リ ア ン ト 型 ポ リ ペ プ チ ド に 所 望 の 性 質 を 付 与 す
る か を 判 定 す る た め に 、 1つ ま た は 複 数 の 活 性 に 関 し て 検 査 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ
酸 配 列 は 変 化 さ せ な い が 、 特 定 の 宿 主 に お け る 翻 訳 の た め に 好 ま し い コ ド ン が 得 ら れ る よ
う な 、 ま た は mRNAの 構 造 を 変 化 さ せ る よ う な 、 さ ら な る 変 異 を 、 例 え ば 安 定 性 お よ び /も
し く は 発 現 を 高 め る た め に 、 バ リ ア ン ト （ ま た は 非 バ リ ア ン ト 型 FGEポ リ ペ プ チ ド ） に 加
え る こ と が で き る 。 例 え ば 大 腸 菌 、 哺 乳 動 物 細 胞 な ど に お け る 核 酸 の 翻 訳 の た め に 好 ま し
い コ ド ン は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 高 め る た め に 、 さ ら に 他 の 変 異
を FGE遺 伝 子 ま た は cDNAク ロ ー ン の 非 コ ー ド 配 列 に 加 え る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 当 業 者 は 、 前 述 の ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 に 等 価 な バ リ ア ン ト 、 す わ な ち FGEポ リ ペ プ チ
ド の 機 能 的 能 力 を 保 っ て い る バ リ ア ン ト を 得 る た め に 、 FGEポ リ ペ プ チ ド に 保 存 的 ア ミ ノ
酸 置 換 を 加 え る こ と が で き る こ と を 理 解 し て い る と 考 え ら れ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、
「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 三 次 構 造 お よ び /ま た は 活 性 を 著 し く は 変
化 さ せ な い ア ミ ノ 酸 置 換 の こ と を 指 す 。 バ リ ア ン ト は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 改 変 す る た め
の 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き 、 こ れ に は 、 こ の 種 の 方 法 を ま と め
た 参 考 文 献 、 例 え ば 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning： A Lab
oratory Manual） 」 、 J. Sambrook, et al., eds., Second Edition, Cold Spring Harbo
r Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989、 ま た は 「 分 子 生 物 学 に お け
る 最 新 プ ロ ト コ ー ル （ Current Protocols in Molecular Biology） 」 、 F.M. Ausubel, et
 al., eds., John Wiley & Sons, Inc., New Yorkに 記 載 さ れ た も の が 含 ま れ る 。 FGEポ リ
ペ プ チ ド の 機 能 的 に 等 価 な バ リ ア ン ト の 例 に は 、 SEQ D NO： 2の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 物 が
含 ま れ る 。 ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 置 換 に は 、 以 下 の グ ル ー プ 内 部 の ア ミ ノ 酸 間 の 置 換 が 含 ま れ
る ： （ a） M、 I、 L、 V； （ b） F、 Y、 W； （ c） K、 R、 H； （ d） A、 G； （ e） S、 T； （ f） Q、 N
； お よ び （ g） E、 D。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 し た が っ て 、 FGEポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 に 等 価 な バ リ ア ン ト 、 す な わ ち 天 然 の FGEポ リ ペ
プ チ ド の 機 能 を 保 っ て い る FGEポ リ ペ プ チ ド の バ リ ア ン ト は 、 本 発 明 に よ っ て 想 定 さ れ て
い る 。 FGEポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 に 等 価 な バ リ ア ン ト を 得 る た め の FGEポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お け る 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 一 般 に 、 FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 （ S
EQ ID NO： 1、 3） の 改 変 に よ っ て 行 わ れ る 。 こ の よ う な 置 換 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た さ ま ざ
ま な 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 置 換 を 、 PCRに よ り 導 か れ る 変 異
、 Kunkelの 方 法 に よ る 部 位 指 定 変 異 誘 発 法 （ Kunkel, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 82:
 488-492, 1985） ま た は FGEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 化 学 合 成 に よ っ て 行 う こ
と が で き る 。 FGEポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 に 等 価 な 断 片 の 活 性 は 、 改 変 型 FGEポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 遺 伝 子 を 細 菌 発 現 ベ ク タ ー ま た は 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、
そ の ベ ク タ ー を 適 し た 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 、 改 変 型 FGEポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ 、 本 明 細
書 に 開 示 し た よ う な FGEポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 能 力 （ 例 え ば 、 Cホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性
な ど ） に 関 し て 検 査 す る こ と に よ っ て 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 し た 本 発 明 に は さ ま ざ ま な 用 途 が あ り 、 そ の い く つ か を 本 明 細 書 の 別 の
箇 所 に 述 べ ら れ て い る 。 第 1に 、 本 発 明 は FGEポ リ ペ プ チ ド の 単 離 を 可 能 に す る 。 当 業 者 に
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周 知 の さ ま ざ ま な 方 法 を 、 単 離 さ れ た FGE分 子 を 入 手 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
ポ リ ペ プ チ ド を 、 天 然 に ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る 細 胞 か ら 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 手 段 ま た
は 免 疫 学 的 認 識 に よ っ て 精 製 し て も よ い 。 ま た は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 を 引 き 起 こ す た め
に 発 現 ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 し て も よ い 。 ま た 別 の 方 法 で は 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
の 産 生 を 引 き 起 こ す た め に 、 mRNA転 写 物 を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ま た は 別 の 様 式 で 細
胞 に 導 入 し て も よ い 。 網 状 赤 血 球 溶 解 液 系 な ど の 無 細 胞 抽 出 物 に お け る FGE mRNAの 翻 訳 を
、 FGEポ リ ペ プ チ ド の 生 産 の た め に 用 い て も よ い 。 当 業 者 は ま た 、 FGEポ リ ペ プ チ ド を 単 離
す る た め の 既 知 の 方 法 に 従 っ て も よ い 。 こ れ ら に は 、 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 HPLC、
サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び イ ム ノ ア フ ィ ニ テ
ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 FGEポ リ ペ プ チ ド 由 来 の 「 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ
ブ 」 ポ リ ペ プ チ ド も 提 供 す る 。 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ポ リ ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 の 不 活
性 型 バ リ ア ン ト で あ り 、 細 胞 機 構 と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 活 性 型 タ ン パ ク 質 を 細 胞
機 構 と の 相 互 作 用 か ら 排 除 し 、 ま た は 活 性 型 タ ン パ ク 質 と 競 合 し 、 そ れ に よ っ て 活 性 型 タ
ン パ ク 質 の 影 響 を 低 下 さ せ る 。 例 え ば 、 リ ガ ン ド と 結 合 す る が リ ガ ン ド と の 結 合 に 応 じ て
シ グ ナ ル を 伝 達 す る こ と は し な い ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 受 容 体 は 、 リ ガ ン ド 発 現 の 生 物 学
的 影 響 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 同 じ く 、 標 的 タ ン パ ク 質 と は 正 常 に 相 互 作 用 す る が 標
的 タ ン パ ク 質 を リ ン 酸 化 し な い 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 性 で 触 媒 活 性 の な い キ ナ ー ゼ は 、
細 胞 シ グ ナ ル に 応 答 し た 標 的 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 同 様 に 、
遺 伝 子 の 制 御 領 域 内 の プ ロ モ ー タ ー 部 位 と 結 合 す る が 遺 伝 子 転 写 を 増 加 さ せ な い ド ミ ナ ン
ト ネ ガ テ ィ ブ 転 写 因 子 は 、 転 写 を 増 加 さ せ ず に プ ロ モ ー タ ー 結 合 部 位 を 占 有 す る こ と に よ
り 、 正 常 な 転 写 因 子 の 影 響 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 細 胞 内 で の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 最 終 的 な 結 果 は 、 活 性 型 タ ン パ
ク 質 の 機 能 の 低 下 で あ る 。 当 業 者 は 、 タ ン パ ク 質 の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ バ リ ア ン ト の 可
能 性 を 評 価 し 、 標 準 的 な 変 異 誘 発 法 を 用 い て 、 1つ ま た は 複 数 の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ バ
リ ア ン ト 型 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,580,723号 お よ
び Sambrook et al.,「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning： A Labor
atory Manual） 」 、 Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989を 参
照 さ れ た い 。 当 業 者 は 続 い て 、 変 異 誘 発 ポ リ ペ プ チ ド の 集 団 を 、 選 択 し た 活 性 の 低 下 お よ
び /ま た は こ の 種 の 活 性 の 保 持 に 関 し て 検 査 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の ド ミ ナ ン ト
ネ ガ テ ィ ブ バ リ ア ン ト の 作 製 お よ び 検 査 の た め の 他 の 同 様 な 方 法 は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ
る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 FGE cDNAの 単 離 に よ り 、 当 業 者 が 、 FGEの 異 常 な 発 現 を 特 徴 と す る 障 害 を 診 断 す る こ と
も 可 能 に な る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 FGE遺 伝 子 お よ び /ま た は そ れ に 由 来 す る FGEポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 を 判 定 す る 段 階 を 含 む 。 前 者 の 状 況 で は 、 こ の よ う な 判 定 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 、 ま た は 以 下 に 例 示 す る よ う な 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い て ア ッ セ
イ す る 段 階 を 含 む 、 任 意 の 標 準 的 な 核 酸 判 定 ア ッ セ イ に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 後 者 の
状 況 で は 、 こ の よ う な 判 定 は 、 例 え ば 分 泌 さ れ た FGEタ ン パ ク 質 と 結 合 す る 抗 体 を 用 い る
、 任 意 の 標 準 的 な 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 っ て 診 断 し う
る 好 ま し い 障 害 の 一 つ は 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 で あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 FGEポ リ ペ プ チ ド と 選 択 的 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る 、 単 離 さ れ た ペ プ チ
ド 結 合 因 子 も 含 み 、 こ れ は 例 え ば 、 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 （ 「 結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド 」 ） で
あ り う る 。 抗 体 に は 、 従 来 の 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 が 含 ま れ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 SEQ ID NO： 4の 核 酸 に よ っ て
コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 結 合 因 子 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 含 ま な い 。
【 ０ １ ９ ４ 】
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　 重 要 な こ と と し て 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の よ う に 、 抗 体 と そ の エ ピ ト ー プ と の 結 合 に 関 与
す る の は 、 抗 体 分 子 の ご く わ ず か な 部 分 で あ る パ ラ ト ー プ の み で あ る （ 概 論 に つ い て は 、
Clark、 W.R. (1986) 「 今 日 の 免 疫 学 の 実 験 的 基 盤 （ The Experimental Foundations of M
odern Immunology） 」 、 Wiley & Sons, Inc., New York； Roitt, I. (1991) 「 エ ッ セ ン
シ ャ ル 免 疫 学 （ Essential Immunology） 」 、 7th Ed., Blackwell Scientific Publicatio
ns, Oxfordを 参 照 の こ と ） 。 例 え ば 、 pFc'領 域 お よ び Fc領 域 は 、 補 体 カ ス ケ ー ド の エ フ ェ
ク タ ー で あ る が 、 抗 原 結 合 に は 関 与 し な い 。 pFc'領 域 を 酵 素 的 に 切 断 除 去 し た 抗 体 、 ま た
は pFc'領 域 を 伴 わ ず に 作 製 さ れ た 抗 体 は 、 F(ab')2断 片 と 呼 ば れ 、 完 全 な 抗 体 の 両 方 の 抗
原 結 合 部 位 を 保 持 し て い る 。 同 様 に 、 Fc領 域 が 酵 素 的 に 切 断 除 去 さ れ た 抗 体 、 Fc領 域 を 伴
わ ず に 作 製 さ れ た 抗 体 は 、 Fab断 片 と 呼 ば れ 、 完 全 な 抗 体 分 子 の 抗 原 結 合 部 位 の 一 方 を 保
っ て い る 。 さ ら に 詳 細 に は 、 Fab断 片 は 、 抗 体 軽 鎖 と Fdと 呼 ば れ る 抗 体 重 鎖 の 一 部 分 が 共
有 結 合 し た も の か ら な る 。 Fd断 片 は 抗 体 特 異 性 の 主 要 な 決 定 因 子 で あ り （ 単 一 の Fd断 片 を
、 抗 体 特 異 性 を 変 化 さ せ ず に 最 大 10種 類 の 軽 鎖 と 結 合 さ せ る こ と が で き る ） 、 Fd断 片 は 単
独 で エ ピ ト ー プ 結 合 能 力 を 保 持 し て い る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 抗 体 の 抗 原 結 合 部 分 の 内 部 に は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の よ う に 、 抗 原 の エ ピ ト ー プ と 直 接
相 互 作 用 す る 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） お よ び パ ラ ト ー プ の 三 次 構 造 を 維 持 す る フ レ ー ム ワ
ー ク 領 域 （ FR） が 存 在 す る （ 概 論 に つ い て は 、 Clark, 1986； Roitt, 1991を 参 照 さ れ た い
） 。 重 鎖 Fd断 片 お よ び IgG免 疫 グ ロ ブ リ ン の 軽 鎖 の い ず れ に も 、 4つ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域
（ FR1～ FR4） が 存 在 し 、 そ れ ぞ れ は 3つ の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR1～ CDR3） に よ っ て 隔 て ら
れ て い る 。 CDR、 特 に CDR3領 域 、 よ り 詳 細 に は 重 鎖 CDR3が 、 抗 体 特 異 性 を 主 に 担 っ て い る
。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 哺 乳 動 物 抗 体 の 非 CDR領 域 を 、 元 の 抗 体 の エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 保 ち な が ら 、 同 種 ま た は
異 種 特 異 的 抗 体 の 同 様 の 領 域 に よ っ て 置 き 換 え ら れ る こ と は 現 在 で は 十 分 に 確 立 さ れ て い
る 。 こ れ は 、 非 ヒ ト CDRを ヒ ト FR領 域 お よ び /ま た は Fc/pFc'領 域 と 共 有 結 合 さ せ て 機 能 的
抗 体 を 作 製 す る 「 ヒ ト 化 」 抗 体 の 開 発 お よ び 利 用 に お い て 最 も 明 ら か に 示 さ れ て い る 。 例
え ば 、 米 国 特 許 第 4,816,567号 、 第 5,225,539号 、 第 5,585,089号 、 第 5,693,762号 お よ び 第
5,859,205号 を 参 照 さ れ た い 。 こ の よ う に し て 、 例 え ば 、 PCT国 際 公 報 WO 92/04381号 は 、
マ ウ ス FR領 域 の 少 な く と も 一 部 分 が ヒ ト 由 来 の FR領 域 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 化 マ ウ ス RS
V抗 体 の 作 製 お よ び 利 用 を 開 示 し て い る 。 抗 原 結 合 能 力 を 有 す る 完 全 な 抗 体 の 断 片 を 含 む
、 こ の 種 の 抗 体 は 、 し ば し ば 「 キ メ ラ 」 抗 体 と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 し た が っ て 、 当 業 者 に は 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 は ま た 、 F(ab')2断 片 、 Fab断 片 、 Fv断
片 お よ び Fd断 片 ； Fc領 域 お よ び /ま た は FR領 域 お よ び /ま た は CDR1領 域 お よ び /ま た は CDR2
領 域 お よ び /ま た は 軽 鎖 CDR3領 域 が 相 同 な ヒ ト 配 列 ま た は 非 ヒ ト 配 列 に よ っ て 置 換 さ れ た
キ メ ラ 抗 体 ； FR領 域 お よ び /ま た は CDR1領 域 お よ び /ま た は CDR2領 域 お よ び /ま た は 軽 鎖 CDR
3領 域 が 相 同 な ヒ ト 配 列 ま た は 非 ヒ ト 配 列 に よ っ て 置 換 さ れ た キ メ ラ F(ab')2断 片 抗 体 ； FR
領 域 お よ び /ま た は CDR1領 域 お よ び /ま た は CDR2領 域 お よ び /ま た は 軽 鎖 CDR3領 域 が 相 同 な
ヒ ト 配 列 ま た は 非 ヒ ト 配 列 に よ っ て 置 換 さ れ た キ メ ラ Fab断 片 抗 体 ； な ら び に 、 FR領 域 お
よ び /ま た は CDR1領 域 お よ び /ま た は CDR2領 域 が 相 同 な ヒ ト 配 列 ま た は 非 ヒ ト 配 列 に よ っ て
置 換 さ れ た キ メ ラ Fd断 片 抗 体 も 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 い わ ゆ る 一 本 鎖 抗 体 も 含 む 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 FGEポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る さ ま ざ ま な サ イ ズ お よ び
タ イ プ の ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に FGEポ リ ペ プ チ ド と そ れ ら の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 複 合 体
を 含 む 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 技 術 以 外 の 源 に 由 来 し て も よ い 。 例 え ば 、 こ の よ う
な ポ リ ペ プ チ ド 結 合 因 子 を 、 溶 液 中 に 、 固 定 化 さ れ た 形 態 で 、 細 菌 鞭 毛 ペ プ チ ド デ ィ ス プ
レ イ ラ イ ブ ラ リ ー と し て 、 ま た は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー と し て 容 易 に 調 製 し
う る 、 縮 重 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー と し て 得 る こ と が で き る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ
ー を 、 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド か ら 合 成 す る こ と も で き る 。 ラ イ ブ ラ リ
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ー は さ ら に 、 ペ プ チ ド お よ び 非 ペ プ チ ド 性 合 成 部 分 か ら 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ は 、 本 発 明 に よ る 有 用 な 結 合 性 ペ プ チ ド の 同 定 に 特 に 有 効 な 可 能
性 が あ る 。 手 短 に 述 べ る と 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 m13、 fdま た は λ フ ァ ー ジ
） を 調 製 し 、 4～ 約 80ア ミ ノ 酸 残 基 の 挿 入 物 を 従 来 の 手 順 を 用 い て 提 示 さ せ る 。 挿 入 物 は
例 え ば 、 完 全 な 縮 重 ア レ イ で も 偏 り の あ る ア レ イ で も よ い 。 続 い て 、 FGEポ リ ペ プ チ ド ま
た は FGEと 結 合 パ ー ト ナ ー と の 複 合 体 と 結 合 す る 挿 入 物 を 保 有 す る フ ァ ー ジ を 選 択 す る 。
こ の プ ロ セ ス を 、 FGEポ リ ペ プ チ ド ま た は 複 合 体 と 結 合 す る フ ァ ー ジ の 複 数 回 の 再 選 択 に
よ っ て 繰 り 返 す こ と が で き る 。 複 数 回 の 繰 り 返 し に よ り 、 特 定 の 配 列 を 有 す る フ ァ ー ジ の
濃 縮 が も た ら さ れ る 。 DNA配 列 解 析 を 行 う こ と で 、 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 同 定
す る こ と が で き る 。 FGEポ リ ペ プ チ ド ま た は 複 合 体 と 結 合 す る 最 小 の 線 状 部 分 を 決 定 す る
。 こ の 最 小 線 状 部 分 に 加 え て そ の 上 流 ま た は 下 流 に あ る 1つ ま た は 複 数 の 別 の 縮 重 性 残 基
を 含 む 挿 入 物 を 含 む 、 偏 り の あ る ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る 手 順 を 繰 り 返 す こ と が で き る 。 FG
Eポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る た め に 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ
ー ニ ン グ 法 を 用 い る こ と も で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の FGEポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の
断 片 、 ま た は FGEと 結 合 パ ー ト ナ ー と の 複 合 体 を 、 本 発 明 の FGEポ リ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド 結
合 パ ー ト ナ ー を 同 定 お よ び 選 択 す る 目 的 で 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む ペ
プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 分 子 は 、 記 述 し
た よ う に 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の た め 、 精 製 プ ロ ト コ ー ル の た め 、 FGEの 機 能 を 直 接
妨 げ る た め 、 お よ び 当 業 者 に は 明 ら か と 考 え ら れ る 他 の 目 的 の た め に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 FGEポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を 、 そ れ ら の 天 然 の 結 合 パ ー ト ナ ー を 単 離 す る た め に
用 い る こ と も で き る 。 結 合 パ ー ト ナ ー の 単 離 は 、 周 知 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
例 え ば 、 単 離 さ れ た FGEポ リ ペ プ チ ド を 基 質 と 結 合 さ せ 、 続 い て 、 FGE結 合 パ ー ト ナ ー を 含
む と 疑 わ れ る 溶 液 を 基 質 に 対 し て 適 用 す る と よ い 。 FGEポ リ ペ プ チ ド の 結 合 パ ー ト ナ ー が
溶 液 中 に 存 在 す る な ら ば 、 そ れ は 基 質 に 結 合 さ せ た FGEポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る と 考 え ら
れ る 。 続 い て 、 結 合 パ ー ト ナ ー を 単 離 す る と よ い 。 FGEの 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る 他 の タ ン
パ ク 質 も 、 必 要 以 上 の 実 験 を 行 わ ず に 同 様 の 方 法 に よ っ て 単 離 し う る 。 好 ま し い 結 合 パ ー
ト ナ ー の 一 つ は ス ル フ ァ タ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 対 象 に お け る FGE発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る た め の 方 法 も 提 供 す る 。 こ れ
は ま ず 、 対 象 か ら 被 験 試 料 を 入 手 す る こ と に よ っ て 実 施 し う る 。 被 験 試 料 は 組 織 ま た は 生
物 性 液 体 で あ り う る 。 組 織 に は 、 脳 、 心 臓 、 血 清 、 乳 房 、 結 腸 、 膀 胱 、 子 宮 、 前 立 腺 、 胃
、 精 巣 、 卵 巣 、 膵 臓 、 下 垂 体 、 副 腎 、 甲 状 腺 、 唾 液 腺 、 乳 腺 、 腎 臓 、 肝 臓 、 腸 、 脾 臓 、 胸
腺 、 血 管 、 骨 髄 、 気 管 お よ び 肺 が 含 ま れ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 被 験 試 料 は 心 臓 お よ
び 血 管 組 織 に 由 来 し 、 生 物 性 液 体 に は 血 液 、 唾 液 お よ び 尿 が 含 ま れ る 。 こ の 種 の 試 料 の 入
手 に は 侵 襲 的 手 法 お よ び 非 侵 襲 的 手 法 の い ず れ を 用 い る こ と も で き 、 こ れ ら は 当 技 術 分 野
で 十 分 に 記 載 さ れ て い る 。 分 子 レ ベ ル で は 、 PCR法 お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 の 両 方 を 、
本 明 細 書 に 記 載 し た 本 発 明 の 産 物 お よ び 当 業 者 に 周 知 の プ ロ ト コ ー ル （ こ れ ら は こ の よ う
な 方 法 を ま と め た 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る ） を 用 い て FGE mRNAの レ ベ ル を 判 定 す る た め
に 用 い る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で は 、 FGE発 現 を 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 性 ま た は モ
ノ ク ロ ー ナ ル 性 の 抗 FGE血 清 と 標 準 的 な 免 疫 学 的 ア ッ セ イ の 組 み 合 わ せ に よ っ て 判 定 す る
こ と が で き る 。 好 ま し い 方 法 は 、 被 験 試 料 の FGE発 現 の 測 定 レ ベ ル を 対 照 と 比 較 す る も の
と 考 え ら れ る 。 対 照 は 、 既 知 の 量 の 核 酸 プ ロ ー ブ 、 FGEエ ピ ト ー プ （ FGE発 現 産 物 な ど ） 、
ま た は FGE発 現 が 対 照 レ ベ ル ま た は 「 正 常 」 レ ベ ル で あ る 対 象 の 同 様 の 被 験 試 料 が 含 ま れ
う る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 FGEポ リ ペ プ チ ド は 組 換 え 的 に 作 製 す る こ と が 好 ま し い が 、 こ の 種 の ポ リ ペ プ チ ド を 生
物 性 抽 出 物 か ら 単 離 す る こ と も で き る 。 組 換 え 的 に 作 製 さ れ る FGEポ リ ペ プ チ ド に は 、 FGE

10

20

30

40

50

(38) JP 2006-517412 A 2006.7.27



タ ン パ ク 質 と 別 の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 、 配 列 特 異 的 核 酸
結 合 （ GAL4な ど ） を 付 与 も し く は 強 化 し う る 、 ア ッ セ イ 条 件 下 で の FGEポ リ ペ プ チ ド の 安
定 性 を 高 め る 、 ま た は 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど の 検 出 可 能 部 分 を 付 与 す る こ と が で き る ポ
リ ペ プ チ ド と の 融 合 物 を 含 む キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 FGEポ リ ペ プ チ ド ま た は 断 片
と 融 合 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 免 疫 学 的 認 識 ま た は 蛍 光 標 識 に よ っ て 、 融 合 タ ン パ
ク 質 を 容 易 に 検 出 す る た め の 手 段 と も な り う る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 製 に も 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い
る 場 合 、 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 」 に は 、 生 殖 系 列 細 胞 お よ び /ま た は 体 細 胞 に 1
つ ま た は 複 数 の 外 因 性 核 酸 分 子 が 組 み 入 れ ら れ て い る 非 ヒ ト 動 物 が 含 ま れ る 。 し た が っ て
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に は 、 相 同 組 換 え に よ る ホ モ 接 合 性 ま た は ヘ テ ロ 接 合 性 の 遺 伝
子 破 壊 を 有 す る 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 、 エ ピ ソ ー ム 性 ま た は 染 色 体 性 に 組 み 入 れ ら れ た 発
現 ベ ク タ ー を 有 す る 動 物 な ど が 含 ま れ る 。 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る
よ う に 、 胚 性 幹 細 胞 を 用 い る 相 同 組 換 え に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 組 換 え は 、 例 え
ば 、 cre/loxシ ス テ ム ま た は 当 業 者 に 知 ら れ た 他 の リ コ ン ビ ナ ー ゼ 系 を 用 い る こ と に よ っ
て 容 易 に な る こ と が あ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て は 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 系 は そ れ 自 体 が 条 件
的 に 、 例 え ば あ る 種 の 組 織 ま た は 細 胞 種 に お い て 、 あ る 種 の 胚 ま た は 後 胚 発 生 段 階 で 発 現
さ れ 、 こ れ は 発 現 を 上 昇 ま た は 低 下 さ せ る 化 合 物 の 添 加 な ど に よ っ て 誘 導 さ れ る 。 一 般 に
、 こ の よ う な 系 に お い て 用 い ら れ る 条 件 的 発 現 ベ ク タ ー は 、 所 望 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン （
例 え ば 、 時 間 的 ま た は 空 間 的 に ） を 付 与 す る 種 々 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い て い る 。 FGEの 発
現 を 調 節 的 ま た は 条 件 的 な 様 式 で 上 昇 さ せ る た め に 、 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー を FGE核 酸 分 子
と 機 能 的 に 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 FGE活 性 ま た は 発 現 に 対 す る ト ラ ン ス 作 用 性 の 負 の
調 節 因 子 を 、 上 記 の 条 件 的 プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 こ の よ う な
ト ラ ン ス 作 用 性 調 節 因 子 に は 、 ア ン チ セ ン ス FGE核 酸 分 子 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ FGE分 子
を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 FGE核 酸 に 対 し て 特 異 的 な リ ボ ザ イ ム 分 子 な ど が 含 ま れ る 。 こ れ
ら の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 FGE発 現 の 上 昇 ま た は 低 下 を 特 徴 と す る 状 態 に 対
す る 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 の 生 化 学 的 ま た は 生 理 学 的 な 影 響 を 調 べ る た め の 実 験 に 有 用 で あ
る 。 そ の 他 の 用 途 は 当 業 者 に 明 ら か で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 遺 伝 子 治 療 も 想 定 し て い る 。 エ ク ス ビ ボ 遺 伝 子 治 療 を 実 施 す る た め の 手
順 は 米 国 特 許 5,399,346号 お よ び そ の 特 許 の 包 袋 記 録 に 含 め ら れ た 提 出 物 に 記 載 さ れ て お
り 、 こ れ ら は す べ て 、 公 開 さ れ て い る 文 書 で あ る 。 一 般 に こ れ は 、 欠 陥 の あ る 遺 伝 子 コ ピ
ー を 含 む 対 象 の 細 胞 に 遺 伝 子 の 機 能 的 コ ピ ー を イ ン ビ ト ロ で 導 入 し 、 遺 伝 的 に 操 作 さ れ た
細 胞 を 対 象 に 戻 す こ と を 含 む 。 遺 伝 子 の 機 能 的 コ ピ ー は 、 遺 伝 子 操 作 細 胞 に お け る 遺 伝 子
の 発 現 を 可 能 に す る 調 節 エ レ メ ン ト の 機 能 的 制 御 下 に お か れ る 。 さ ま ざ ま な ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 法 お よ び 形 質 導 入 法 が 、 な ら び に 適 し た 発 現 ベ ク タ ー が 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 そ
の い く つ か は PCT出 願 WO95/00654号 に 記 載 さ れ て い る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス お よ び 標 的 指 向 性 リ ポ ソ ー ム な ど の ベ ク タ ー を 用 い る イ ン ビ ボ 遺 伝 子
治 療 も 、 本 発 明 に よ れ ば 想 定 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 FGEま た は FGE断 片 に 依 存 的 な 細 胞 機 能 の レ ベ ル で 作 用 す る 作 用 因 子 ま
た は 作 用 因 子 の リ ー ド 化 合 物 を 同 定 す る 、 効 率 的 な 方 法 も 提 供 す る 。 特 に 、 こ の よ う な 機
能 に は 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 断 片 と の 相 互 作 用 が 含 ま れ る 。 一 般 に 、 こ れ ら の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 は 、 FGE活 性 （ Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 な ど ） を 妨 げ る 化 合 物 に 関 し
て ア ッ セ イ す る 段 階 を 含 む が 、 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い て 、 FGE Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン
生 成 活 性 を 高 め る 化 合 物 を ア ッ セ イ す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 化 合 物 の 自 動
化 さ れ た ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 目 標 と な る 指 標 に
は 、 FGEに よ っ て 調 節 さ れ る 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 な ど の 細 胞 プ ロ セ ス が 含 ま
れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

10

20

30

40

50

(39) JP 2006-517412 A 2006.7.27



　 標 識 下 イ ン ビ ト ロ タ ン パ ク 質 -リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ
、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ま た は ス リ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ な ど の 細
胞 系 ア ッ セ イ 、 発 現 ア ッ セ イ な ど を 含 む 、 候 補 と な る （ 薬 理 学 的 ） 作 用 因 子 に 関 す る さ ま
ざ ま な ア ッ セ イ が 得 ら れ て い る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 核 酸 は 、 例 え ば 、 コ ン ビ ナ ト リ
ア ル ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る こ と が で き る 。 こ の 種 の
ア ッ セ イ の た め に 便 利 な 試 薬 、 例 え ば GAL4融 合 タ ン パ ク 質 は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 。
細 胞 系 ア ッ セ イ の 一 例 は 、 細 胞 に 対 し て 、 FGEポ リ ペ プ チ ド を GAL4 DNA結 合 ド メ イ ン と 融
合 さ せ た も の を コ ー ド す る 核 酸 、 お よ び 遺 伝 子 発 現 調 節 領 域 （ 1つ ま た は 複 数 の GAL4結 合
部 位 な ど ） と 機 能 的 に 結 合 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す
る 段 階 を 含 む 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 の 活 性 化 は 、 FGEお よ び レ ポ ー タ ー 融 合 ポ リ ペ プ
チ ド が 結 合 し て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 が 可 能 に な っ た 場 合 に 起 こ る 。 続 い て 、 FGEポ リ
ペ プ チ ド に よ り 媒 介 さ れ る 細 胞 機 能 を 調 節 す る 作 用 因 子 を 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 変
化 に よ っ て 検 出 す る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 変 化 を 判 定 す る た め の 方 法 は 当 技 術 分 野
で 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 本 方 法 に お い て 用 い ら れ る FGE断 片 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 核 酸 に よ っ て 産 生 さ れ
な い 場 合 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と し て ア ッ セ イ 混 合 物 に 添 加 さ れ る 。 FGEポ リ ペ プ チ
ド は 組 換 え 的 に 作 製 す る こ と が 好 ま し い が 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 生 物 性 抽 出 物 か ら
単 離 す る こ と も で き る 。 組 換 え 的 に 作 製 さ れ る FGEポ リ ペ プ チ ド に は 、 FGEタ ン パ ク 質 と 別
の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 、 配 列 特 異 的 核 酸 結 合 （ GAL4な ど
） を 付 与 も し く は 強 化 し う る 、 ア ッ セ イ 条 件 下 で の FGEポ リ ペ プ チ ド の 安 定 性 を 高 め る 、
ま た は 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 も し く は Flagエ ピ ト ー プ な ど の 検 出 可 能 部 分 を 付 与 す る こ と が
で き る ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 物 を 含 む キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 ア ッ セ イ 混 合 物 は 、 FGEと 相 互 作 用 し う る 天 然 の 細 胞 内 FGE結 合 性 標 的 か ら 構 成 さ れ る 。
天 然 の FGE結 合 性 標 的 を 用 い う る 場 合 に は 、 そ れ を 、 FGE結 合 性 標 的 の 部 分 （ 例 え ば 、 ペ プ
チ ド ― 例 え ば 、 SEQ ID NO： 33の ペ プ チ ド ― ま た は 核 酸 断 片 ） ま た は 類 似 体 （ す な わ ち 、
ア ッ セ イ の 目 的 と す る 天 然 の 結 合 性 標 的 の FGE結 合 特 性 を 模 倣 す る 作 用 因 子 ） と し て 用 い
る こ と が 、 そ の 部 分 ま た は 類 似 体 が FGE断 片 に 対 し て ア ッ セ イ で 測 定 可 能 な 結 合 親 和 性 お
よ び 結 合 活 性 を 付 与 す る 限 り 、 多 く の 場 合 に は 好 ま し い 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ア ッ セ イ 混 合 物 は 作 用 因 子 候 補 も 含 む 。 一 般 的 に は 、 種 々 の 濃 度 に 対 す る 異 な る 応 答 を
得 る た め に 、 複 数 の ア ッ セ イ 混 合 物 を 種 々 の 作 用 因 子 濃 度 で 並 行 的 に 処 理 す る 。 一 般 的 に
は 、 こ れ ら の 濃 度 の う ち 1つ は 、 作 用 因 子 が ゼ ロ 濃 度 で あ る 、 ま た は 作 用 因 子 が ア ッ セ イ
検 出 限 界 未 満 の 濃 度 で あ る 、 陰 性 対 照 と し て の 役 割 を 果 た す 。 作 用 因 子 候 補 は さ ま ざ ま な
化 学 的 ク ラ ス を 包 含 す る が 、 一 般 的 に は そ れ ら は 有 機 化 合 物 で あ る 。 好 ま し く は 、 作 用 因
子 候 補 は 低 分 子 量 の 有 機 化 合 物 で あ り 、 す な わ ち 、 分 子 量 が 50よ り は 大 き い が 約 2500よ り
は 小 さ い 、 好 ま し く は 約 1000よ り は 小 さ い 、 よ り 好 ま し く は 約 500よ り も 小 さ い 。 作 用 因
子 候 補 は 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び /ま た は 核 酸 と の 構 造 的 な 相 互 作 用 の た め に 必 要 な 化 学 官
能 基 を 含 み 、 こ れ に は 一 般 に 少 な く と も 1つ の ア ミ ン 基 、 カ ル ボ ニ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基
ま た は カ ル ボ キ シ 基 、 好 ま し く は 化 学 官 能 基 の う ち 少 な く と も 2つ 、 よ り 好 ま し く は 化 学
官 能 基 の う ち 少 な く と も 3つ が 含 ま れ る 。 作 用 因 子 候 補 に は 、 環 状 炭 素 ま た は 複 素 環 構 造
お よ び /ま た は 芳 香 族 ま た は 多 環 芳 香 族 構 造 が 、 以 上 に 特 定 し た 官 能 基 の 1つ ま た は 複 数 に
よ っ て 置 換 さ れ た も の が 含 ま れ う る 。 作 用 因 子 候 補 は ま た 、 ペ プ チ ド 、 糖 類 、 脂 肪 酸 、 ス
テ ロ ー ル 、 イ ソ プ レ ノ イ ド 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 上 記 の も の の 誘 導 体 ま た は 構 造 的 類 似
体 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ な ど を 含 む 生 体 分 子 で も あ り う る 。 作 用 因 子 が 核 酸 で あ る
場 合 に は 、 作 用 因 子 は 通 常 は DNA分 子 ま た は RNA分 子 で あ る が 、 本 明 細 書 中 に 規 定 し た 修 飾
核 酸 も 想 定 し て い る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 作 用 因 子 候 補 は 、 合 成 化 合 物 ま た は 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 、 多 岐 に わ た る 源
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か ら 得 ら れ る 。 例 え ば 、 多 岐 に わ た る 有 機 化 合 物 お よ び 生 体 分 子 の ラ ン ダ ム 的 お よ び 定 方
向 的 （ directed） な 合 成 の た め に 、 無 作 為 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ
チ ド の 発 現 を 含 む 、 数 多 く の 手 段 を 用 い る こ と が で き る 。 ま た は 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 お よ
び 動 物 抽 出 物 の 形 態 に あ る 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー が 入 手 可 能 で あ り 、 ま た は 容 易 に 作
製 し う る 。 さ ら に 、 天 然 の 、 ま た は 合 成 的 に 作 製 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 化 合 物 を 、 従
来 の 化 学 的 、 物 理 的 お よ び 生 化 学 的 手 段 に よ っ て 容 易 に 修 飾 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、
既 知 の （ 薬 理 学 的 ） 作 用 因 子 に 対 し て 、 ア シ ル 化 、 ア ル キ ル 化 、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ ド 化 な
ど の 定 方 向 性 ま た は ラ ン ダ ム な 化 学 修 飾 を 行 っ て 、 構 造 的 類 似 体 を 作 製 す る こ と も で き る
。
【 ０ ２ １ １ 】
　 さ ま ざ ま な 他 の 試 薬 を 混 合 物 中 に 含 め る こ と も で き る 。 こ れ ら に は 、 最 適 な タ ン パ ク 質
-タ ン パ ク 質 結 合 お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 -核 酸 結 合 を 促 す た め に 用 い ら れ る 、 塩 、 緩 衝
剤 、 中 性 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン ） 、 界 面 活 性 剤 な ど の 試 薬 が 含 ま れ る 。 こ の よ
う な 試 薬 を 、 反 応 成 分 の 非 特 異 的 ま た は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 的 な 相 互 作 用 を 低 下 さ せ る た め
に 用 い て も よ い 。 ア ッ セ イ の 効 率 を 改 善 す る プ ロ テ ア ー ゼ 、 阻 害 薬 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 薬
、 抗 菌 薬 な ど の 他 の 試 薬 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 前 述 の ア ッ セ イ 材 料 の 混 合 物 を 、 FGEポ リ ペ プ チ ド が 、 細 胞 の 結 合 標 的 、 そ の 一 部 分 ま
た は そ の 類 似 体 と 特 異 的 に 結 合 す る よ う な 条 件 下 で 、 た だ し 作 用 因 子 候 補 の 存 在 下 に お い
て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 成 分 の 添 加 の 順 序 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 時 間 、 お よ び ア ッ セ イ の そ の 他 の パ ラ メ ー タ ー は 容 易 に 決 定 し う る 。 こ の よ う な 実 験 は
、 ア ッ セ イ の 基 本 的 な 組 成 で は な く 、 ア ッ セ イ パ ラ メ ー タ ー を 最 適 化 す る こ と を 単 に 含 む
の み で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 は 一 般 的 に は 4℃ ～ 40℃ で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 時 間 は 、 迅 速 な ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 容 易 に す る た め に は 最 小 限 に 抑 え る
こ と が 好 ま し く 、 こ れ は 一 般 的 に は 0.1～ 10時 間 で あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 FGEポ リ ペ プ チ ド と 1つ ま た は 複 数 の 結 合 標 的 と の 間 の 特 異 的
結 合 の 有 無 を 、 使 用 者 が 利 用 し う る 任 意 の 簡 便 な 方 法 に よ っ て 検 出 す る 。 無 細 胞 性 結 合 ア
ッ セ イ の 場 合 に は 、 結 合 し た 成 分 を 非 結 合 成 分 か ら 分 離 す る 分 離 の 段 階 が し ば し ば 用 い ら
れ る 。 分 離 の 段 階 は さ ま ざ ま な や り 方 で 行 う こ と が で き る 。 簡 便 に は 、 成 分 の う ち 少 な く
と も 1つ を 、 結 合 し な か っ た 成 分 を 容 易 に 分 離 し う る よ う な 固 体 基 質 上 に 固 定 化 す る 。 固
体 基 質 は さ ま ざ ま な 材 料 で で き た も の で よ く 、 し か も さ ま ざ ま な 形 状 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト 、 マ イ ク ロ ビ ー ズ 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 、 樹 脂 粒 子 な ど で あ っ て よ い 。
基 質 は 信 号 対 雑 音 比 が 最 大 に な る よ う に 選 択 す る こ と が 好 ま し く 、 こ れ は 主 と し て バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド の 結 合 が 最 小 限 に な る よ う に 、 さ ら に は 分 離 の 容 易 性 お よ び 費 用 の 点 か ら 選 択
さ れ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 分 離 は 例 え ば 、 ビ ー ズ ま た は デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク を 貯 留 槽 か ら 取 り 出 し 、 マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル な ど の 貯 留 槽 を 空 に す る か 希 釈 し 、 ビ ー ズ 、 粒 子 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー カ ラ ム ま た は フ ィ ル タ ー を 洗 浄 液 ま た は 溶 媒 に よ っ て す す ぎ 洗 い す る こ と に よ っ て 行 わ
れ る 。 分 離 の 段 階 は 、 多 数 回 の す す ぎ 洗 い ま た は 洗 浄 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 固
体 基 質 が マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ る 場 合 に は 、 塩 、 緩 衝 剤 、 界 面 活 性 剤 、 非 特 異 的
タ ン パ ク 質 と い っ た 特 異 的 結 合 に か か わ ら な い イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 の 成 分 を 一 般 に
含 む 洗 浄 液 で 、 ウ ェ ル を 数 回 洗 浄 す る こ と が 考 え ら れ る 。 固 体 基 質 が 磁 性 ビ ー ズ で あ る 場
合 に は 、 ビ ー ズ を 洗 浄 液 で 1回 ま た は 複 数 回 洗 浄 し 、 磁 石 を 用 い て 単 離 す る こ と が 考 え ら
れ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 検 出 は 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ま た は ス リ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ な ど の 細 胞 系 ア ッ
セ イ の た め の 任 意 の 簡 便 な 手 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 標 的 分 子 と 相 互 作 用 す る FGE
ポ リ ペ プ チ ド の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 転 写 ア ッ セ イ に よ っ て 生 じ た 転 写 物 は 一 般 に 、 直 接 的 ま
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た は 間 接 的 に 検 出 可 能 な 産 物 、 例 え ば 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性
な ど を コ ー ド す る と 考 え ら れ る 。 無 細 胞 性 結 合 ア ッ セ イ の 場 合 、 成 分 の 1つ は 通 常 、 検 出
可 能 な 標 識 を 含 む 、 ま た は そ れ と 結 合 し て い る 。 直 接 的 な 検 出 （ 例 え ば 、 放 射 能 、 発 光 、
光 学 濃 度 ま た は 電 子 密 度 な ど ） ま た は 間 接 的 な 検 出 （ 例 え ば 、 FLAGエ ピ ト ー プ な ど の エ ピ
ト ー プ タ グ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 タ グ 、 等 ） が 得 ら れ る 、 非 常 に さ ま
ざ ま な 標 識 を 用 い る こ と が で き る 。 標 識 は FGE結 合 パ ー ト ナ ー と 結 合 さ せ て も よ く 、 ま た
は 結 合 パ ー ト ナ ー の 構 造 に 組 み 込 ん で も よ い 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 標 識 の 検 出 に は さ ま ざ ま な 方 法 を 用 い る こ と が で き 、 こ れ は 標 識 の 性 質 お よ び そ の 他 の
ア ッ セ イ 成 分 に よ っ て 決 ま る 。 例 え ば 、 標 識 を 固 体 基 質 に 結 合 し た 状 態 で 検 出 す る こ と も
、 固 体 基 質 か ら 分 離 し た 後 に 検 出 す る こ と も で き る 。 標 識 は 光 学 濃 度 ま た は 電 子 密 度 、 放
射 線 、 非 放 射 性 エ ネ ル ギ ー 移 動 な ど に よ っ て 直 接 的 に 検 出 し て も よ く 、 抗 体 結 合 物 、 ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 結 合 物 な ど に よ っ て 間 接 的 に 検 出 し て も よ い 。 標 識 を 検 出 す る
た め の 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 FGE特 異 的 結 合 因 子 、 こ の よ う な 因 子 を 同 定 お よ び 作 製 す る 方 法 、 な ら び に
診 断 、 治 療 法 お よ び 医 薬 品 開 発 に お け る そ れ ら の 利 用 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 FGE特 異 的 な
薬 物 は 種 々 の 診 断 的 お よ び 治 療 的 な 用 途 に 有 用 で あ り 、 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 な ど に
お け る よ う に 疾 患 ま た は 疾 患 の 予 後 が FGE結 合 特 性 の 変 化 と 関 連 性 が あ る 場 合 に は 特 に そ
う で あ る 。 新 規 な FGE特 異 的 結 合 因 子 に は 、 FGE特 異 的 抗 体 、 細 胞 表 面 受 容 体 、 な ら び に ツ
ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ な ど の ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ た そ の 他 の 神 経 細 胞 内 お
よ び 細 胞 外 結 合 因 子 、 な ら び に 化 学 物 質 ラ イ ブ ラ リ ー な ど の ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 さ れ た
非 天 然 型 の 細 胞 内 お よ び 細 胞 外 結 合 因 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 一 般 に 、 FGEと 特 異 的 分 子 と の 結 合 の 特 異 性 は 、 結 合 平 衡 定 数 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 FGE
ポ リ ペ プ チ ド と 選 択 的 に 結 合 し う る 標 的 は 、 好 ま し く は 結 合 平 衡 定 数 が 少 な く と も 約 107M
-1、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 108M-1で あ り 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 109M-1で あ
る 。 非 常 に さ ま ざ ま な 細 胞 系 ア ッ セ イ お よ び 無 細 胞 ア ッ セ イ を 、 FGE特 異 的 結 合 を 示 す た
め に 用 い る こ と が で き る 。 細 胞 系 ア ッ セ イ に は 、 FGEに よ り 媒 介 さ れ る 転 写 を 抑 制 ま た は
増 加 さ せ る ア ッ セ イ で あ る 、 ワ ン ハ イ ブ リ ッ ド 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド お よ び ス リ ー ハ イ ブ リ
ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ が 含 ま れ る 。 無 細 胞 ア ッ セ イ に は 、 FGE-タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 イ
ム ノ ア ッ セ イ な ど が 含 ま れ る 。 FGEポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 作 用 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ の
た め に 有 用 な そ の 他 の ア ッ セ イ に は 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 （ FRET） お よ び 電 気 泳 動 移
動 度 シ フ ト 分 析 （ EMSA） が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 の 分 子 の Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 の 調
節 に 有 用 な 作 用 因 子 （ agent） を 同 定 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 （ a） Cα -
ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 有 す る 分 子 を 作 用 因 子 候 補 と 接 触 さ せ る 段 階 、 （ b） そ の 分
子 の Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 測 定 す る 段 階 、 お よ び （ c） 作 用 因 子 候 補 が そ の 分
子 の Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る か 否 か を 判 定 す る た め に 、 分 子 の 測 定 さ れ
た Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 対 照 と 比 較 す る 段 階 を 含 み 、 こ の 際 、 そ の 分 子 は 本 発
明 の FGE核 酸 分 子 ま た は そ の 発 現 産 物 で あ る 。 「 接 触 さ せ る 」 と は 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ
ン 生 成 活 性 を 有 す る 分 子 を 作 用 因 子 候 補 と 直 接 的 お よ び 間 接 的 に 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。
「 間 接 的 に 」 接 触 さ せ る こ と と は 、 作 用 因 子 候 補 が そ の 作 用 を 、 第 3の 作 用 因 子 （ 例 え ば
、 メ ッ セ ン ジ ャ ー 分 子 、 受 容 体 な ど ） を 介 し て 、 分 子 の Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 に
及 ぼ す こ と を 意 味 す る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 対 照 は 、 作 用 因 子 候 補 の 非 存 在 下 で 測 定
さ れ た 分 子 の Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 で あ る 。 ア ッ セ イ 方 法 お よ び 作 用 因 子 候 補 は
、 FGEに 関 連 し た 前 述 の 態 様 に お い て 上 述 し た 通 り で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 本 発 明 の な お も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 核 酸 分 子 、 そ の 発 現 産 物 、 ま た は そ の 発 現 産 物
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の 断 片 の 異 常 な 発 現 を 特 徴 と す る 状 態 を 診 断 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 対
象 か ら 単 離 し た 生 物 試 料 を 核 酸 分 子 と 特 異 的 に 結 合 す る 作 用 因 子 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ
び 、 そ の 障 害 の 決 定 法 と し て 作 用 因 子 と 核 酸 分 子 ま た は 発 現 産 物 と の 相 互 作 用 を 判 定 す る
段 階 を 含 み 、 こ の 際 、 そ の 核 酸 分 子 は 本 発 明 に よ る FGE分 子 で あ る 。 そ の 障 害 は 多 重 ス ル
フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 で あ る 。 FGE分 子 の 異 常 な 発 現 を 引 き 起 こ す FGE遺 伝 子 に お け る 変 異 は 、
SEQ ID NO： 2に 対 し て 以 下 の ア ミ ノ 酸 変 化 を も た ら す ： Met1Arg； Met1Val； Leu20Phe； Se
r155Pro； Ala177Pro； Cys218Tyr； Arg224Trp； Asn259Ile； Pro266Leu； Ala279Val； Arg32
7Stop； Cys336Arg； Arg345Cys； Ala348Pro； Arg349Gln； Arg349Trp； Arg349Trp； Ser359S
top； ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 分 子 が 核 酸 分 子 で あ る 場 合 に は 、 こ の よ う な 判 定 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 ま た は 以
下 に 例 示 す る よ う な 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い て ア ッ セ イ す る 段 階 を 含
む 、 任 意 の 標 準 的 な 核 酸 判 定 ア ッ セ イ に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 分 子 が 核 酸 分 子 の 発 現
産 物 で あ る 場 合 に は 、 こ の よ う な 判 定 は 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 産 物 の い ず れ か と 結
合 す る 抗 体 を 用 い る 、 任 意 の 標 準 的 な 免 疫 学 的 ア ッ セ イ に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 「 異 常 な 発 現 」 と は 、 対 照 （ す な わ ち 、 健 常 ま た は 「 正 常 」 な 対 象 に お け る 同 じ 分 子 の
発 現 ） と の 比 較 に よ る 、 FGE分 子 （ 核 酸 お よ び /ま た は ポ リ ペ プ チ ド ） の 発 現 低 下 （ 低 発 現
） ま た は 発 現 亢 進 （ 過 剰 発 現 ） の こ と を 指 す 。 「 健 常 対 象 」 と は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合
、 標 準 的 な 医 学 的 基 準 に 従 っ て 、 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 有 し て い な い 、 ま た は そ れ
を 発 症 す る リ ス ク の な い 対 象 の こ と を 指 す 。 健 常 対 象 は ま た 、 そ れ 以 外 の 様 式 で も 疾 患 の
症 状 を 呈 さ な い 。 言 い 換 え れ ば 、 こ の よ う な 対 象 は 、 医 療 の 専 門 家 に よ っ て 調 べ ら れ た 場
合 に 、 健 康 で あ っ て 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 症 状 を 有 し な い も の と し て 特 徴 づ け ら れ
る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら に は 、 い く つ か の 組 織 に お け る 酸 性 ム コ 多 糖 の 量 の 増 加 、 軽 度 の
ム コ 多 糖 沈 着 、 急 速 な 神 経 学 的 悪 化 、 尿 中 の ム コ 多 糖 お よ び ス ル フ ァ チ ド の 過 剰 な 存 在 、
脳 脊 髄 液 タ ン パ ク 質 の 増 加 、 な ら び に 末 梢 神 経 に お け る ミ エ リ ン の 異 染 性 変 性 と い っ た 、
異 染 性 ロ イ コ ジ ス ト ロ フ ィ ー お よ び ム コ 多 糖 症 の 特 徴 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 ま た は 本 発 明 の 発 現 産 物 の レ ベ ル を 測 定 す る た め に 用 い う
る と 考 え ら れ る 、 新 規 な キ ッ ト も 提 供 す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 前 述 の 単 離 さ れ た FGE核 酸 の い ず れ か ま た は そ の 発 現 産
物 と 選 択 的 に 結 合 す る 作 用 因 子 、 お よ び 、 前 記 作 用 因 子 と 前 述 の 単 離 さ れ た FGE核 酸 ま た
は そ れ ら の 発 現 産 物 の い ず れ か と の 結 合 の 測 定 値 と 比 較 す る た め の 対 照 、 を 含 む パ ッ ケ ー
ジ を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 対 照 は 、 測 定 値 と 比 較 す る た め の 既 定 値 で あ る 。 あ
る 種 の 態 様 に お い て 、 対 照 は 、 前 述 の 単 離 さ れ た FGE核 酸 の い ず れ か の 発 現 産 物 の エ ピ ト
ー プ を 含 む 。 1つ の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は さ ら に 、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル
フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-
ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ
ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ
ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ
び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ペ プ チ ド と 選 択 的 に 結 合 す
る 第 2の 作 用 因 子 、 な ら び に 前 記 第 2の 作 用 因 子 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ペ プ チ ド と
の 結 合 の 測 定 値 と 比 較 す る た め の 対 照 を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 核 酸 検 出 の 場 合 に は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー の 対 を 含 め る こ と
が で き る 。 好 ま し い キ ッ ト は 、 既 知 量 の 核 酸 プ ロ ー ブ な ど の 対 照 、 エ ピ ト ー プ （ イ ズ ロ ン
酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、
N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ
ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ
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ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf
-3、 HSulf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6、 発 現 産 物 な ど ） ま た は 抗 エ ピ ト ー プ 抗 体 の ほ か 、
指 示 書 ま た は 他 の 印 刷 物 を 含 む と 考 え ら れ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 印 刷 物 は 、 ア ッ セ
イ の 成 績 に 基 づ き 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 状 態 を 発 症 す る リ ス ク を 特 徴 づ け る こ と が で
き る 。 試 薬 は 容 器 内 に パ ッ ケ ー ジ 化 す る こ と 、 お よ び /ま た は ウ ェ ル 表 面 に 規 定 量 を コ ー
テ ィ ン グ す る こ と が で き 、 キ ッ ト は 標 識 さ れ た 免 疫 試 薬 （ 標 識 さ れ た 抗 IgG抗 体 な ど ） の
よ う な 標 準 的 な 材 料 を 含 ん で も よ い 。 1つ の キ ッ ト は 、 FGEタ ン パ ク 質 を コ ー テ ィ ン グ し た
ポ リ ス チ レ ン 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を パ ッ ケ ー ジ 化 し た も の 、 お よ び 標 識 さ れ た 抗
ヒ ト IgG抗 体 を 含 む 容 器 で あ る 。 プ レ ー ト の ウ ェ ル を 、 例 え ば 生 物 性 液 体 と 接 触 さ せ 、 洗
浄 し た 上 で 抗 IgG抗 体 と 接 触 さ せ る 。 続 い て 標 識 を 検 出 す る 。 本 発 明 の 特 徴 を 具 現 化 し た
キ ッ ト が 、 数 字 11に よ っ て 全 体 的 に 指 定 さ れ 、 図 25に 示 さ れ て い る 。 キ ッ ト 11は 、 以 下 の
主 な 構 成 要 素 か ら 構 成 さ れ る ： パ ッ ケ ー ジ 15、 本 発 明 の 作 用 因 子 17、 対 照 作 用 因 子 19お よ
び 指 示 書 21。 パ ッ ケ ー ジ 15は 、 本 発 明 の 作 用 因 子 17を 含 む バ イ ア ル （ ま た は 多 数 の バ イ ア
ル ） 、 対 照 作 用 因 子 19を 含 む バ イ ア ル （ ま た は 多 数 の バ イ ア ル ） お よ び 指 示 書 21を 保 持 す
る た め の ボ ッ ク ス 様 構 造 で あ る 。 当 業 者 は 、 個 別 の 必 要 性 に 適 す る よ う に パ ッ ケ ー ジ 15を
容 易 に 改 変 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 対 象 に お け る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の 方 法 も 含 む 。
本 方 法 は 、 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 対 し て 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を
調 節 す る 作 用 因 子 を 、 対 象 に お け る Cホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る の に 有 効 な 量 で
投 与 す る 段 階 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は さ ら に 、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ
タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ
ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア
リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー
ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、
HSulf-5お よ び HSulf-6を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 そ の 核 酸 分 子 の 発 現 産 物 、 お よ び /ま た は
そ の 核 酸 分 子 の 発 現 産 物 の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 作 用 因 子 を 同 時 投
与 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 「 発 現 を 調 節 す る 作 用 因 子 」 は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 当
技 術 分 野 で 知 ら れ て お り 、 セ ン ス 核 酸 お よ び ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 核
酸 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 な ど の こ と を 指 す 。 分 子 の 発 現 を 調 節 す る （ お よ び 本 明 細
書 に 記 載 す る よ う に 、 そ の 活 性 を 調 節 す る ） 任 意 の 作 用 因 子 が 、 本 発 明 に よ れ ば 有 用 で あ
る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 は 、 本 発
明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 SEQ ID NO： 3の 核 酸 ） で あ る 。 重 要 な 態 様 に お い て 、
Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 作 用 因 子 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 SEQ 
ID NO： 2の ペ プ チ ド ） で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性
を 調 節 す る 作 用 因 子 は 、 本 発 明 の セ ン ス 核 酸 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 対 象 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る た
め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た FGE核 酸 分 子 、 お よ び /ま た は そ の
発 現 産 物 を 、 対 象 に 対 し て 、 対 象 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る た め の
有 効 な 量 で 投 与 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 本 発 明 の な お も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 細 胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を
高 め る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 細 胞 を 、 細 胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン
生 成 活 性 を 高 め る た め の 有 効 な 量 に あ る 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 SEQ ID
 NO： 1の 核 酸 ） ま た は そ の 発 現 産 物 （ 例 え ば 、 SEQ ID NO： 2の ペ プ チ ド ） と 接 触 さ せ る 段
階 を 含 む 。 重 要 な 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 細 胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性
を 高 め る た め に 内 因 性 FGE遺 伝 子 を 活 性 化 す る 段 階 を 含 む 。
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【 ０ ２ ３ ０ 】
　 前 述 の 態 様 の い ず れ に お い て も 、 核 酸 は 、 HT-1080細 胞 な ど の 真 核 細 胞 の 内 部 で の 核 酸
分 子 の 発 現 を 導 く 遺 伝 子 発 現 配 列 と 機 能 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 「 遺 伝 子 発 現 配 列
」 と は 、 そ れ と 機 能 的 に 結 合 し た 核 酸 の 効 率 的 な 転 写 お よ び 翻 訳 を 可 能 に す る 、 プ ロ モ ー
タ ー 配 列 ま た は プ ロ モ ー タ ー -エ ン ハ ン サ ー の 組 み 合 わ せ な ど の 任 意 の 調 節 性 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の こ と で あ る 。 遺 伝 子 発 現 配 列 は 、 例 え ば 、 構 成 性 プ ロ モ ー タ ー ま た は 誘 導 性 プ ロ
モ ー タ ー な ど の 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー ま た は ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー で あ っ て よ い 。 構 成 性
哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー に は 、 以 下 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ が 非 制 限 的 に 含 ま れ る ： ヒ ポ キ サ
ン チ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ HPTR） 、 ア デ ノ シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン
酸 キ ナ ー ゼ 、 α -ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー お よ び そ の 他 の 構 成 性 プ ロ モ ー タ ー 。 真 核 細 胞 で
構 成 的 に 機 能 す る ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー の 例 に は 、 例 え ば 、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス 、 パ ピ ロ ー
マ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免 疫 不 全 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ
ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス か ら の プ ロ モ ー タ ー 、 モ ロ ニ ー 白 血 病 ウ イ ル ス お よ び 他 の レ
ト ロ ウ イ ル ス の 長 い 末 端 反 復 配 列 （ LTR） 、 な ら び に 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の チ ミ ジ ン キ
ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 そ の 他 の 構 成 性 プ ロ モ ー タ ー も 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 ま
た 、 本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 配 列 と し て 有 用 な プ ロ モ ー タ ー に は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー も 含 ま れ
る 。 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 物 質 の 存 在 下 で 活 性 化 さ れ る 。 例 え ば 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン
プ ロ モ ー タ ー は 、 あ る 種 の 金 属 イ オ ン の 存 在 下 で 転 写 お よ び 翻 訳 を 高 め る よ う に 活 性 化 さ
れ る 。 他 の 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー も 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 一 般 に 、 遺 伝 子 発 現 配 列 は 、 必 要 に 応 じ て 、 そ れ ぞ れ 転 写 お よ び 翻 訳 の 開 始 に か か わ る
5'非 転 写 配 列 お よ び 5'非 翻 訳 配 列 （ 例 え ば 、 TATAボ ッ ク ス 、 キ ャ ッ ピ ン グ 配 列 、 CAAT配 列
な ど ） を 含 む で あ ろ う 。 詳 細 に は 、 こ の よ う な 5'非 転 写 調 節 配 列 は 、 機 能 的 に 結 合 し た 遺
伝 子 の 転 写 制 御 の た め の プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む と 考 え ら れ る 。
遺 伝 子 発 現 配 列 は ま た 、 選 択 的 に は 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 ま た は 上 流 活 性 化 配 列 も 必 要 に 応
じ て 含 む と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 任 意 の FGE核 酸 分 子 は 、 特 定 の 細 胞 系 列 の 細 胞 、 例 え ば ニ ュ ー ロ ン に お け る 核
酸 分 子 の 発 現 を 可 能 に す る 遺 伝 子 発 現 配 列 と 機 能 的 に 結 合 し て い る こ と が 好 ま し い 。 ニ ュ
ー ロ ン な ど の 細 胞 に お け る 核 酸 分 子 の 発 現 を 可 能 に す る 配 列 は 、 こ の よ う な 細 胞 種 に お い
て 選 択 的 に 活 性 が あ り 、 そ れ に よ っ て こ れ ら の 細 胞 に お け る 核 酸 分 子 の 発 現 を 引 き 起 こ す
も の で あ る 。 例 え ば 、 シ ナ プ シ ン -1プ ロ モ ー タ ー は 、 ニ ュ ー ロ ン に お い て 本 発 明 の 前 述 の
核 酸 分 子 の 任 意 の も の を 発 現 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る ； 例 え ば フ ォ ン ビ ル ブ ラ ン
ト 因 子 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー は 、 血 管 内 皮 細 胞 に お い て 核 酸 分 子 を 発 現 さ せ る た め に 用 い う
る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の 任 意 の 好 ま し い 細 胞 に お い て 核 酸 分 子 を 発 現 さ せ う る 代 替 的 な プ
ロ モ ー タ ー を 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 核 酸 配 列 お よ び 遺 伝 子 発 現 配 列 は 、 そ れ ら が 、 核 酸 コ ー ド 配 列 （ 例 え ば 、 FGEの 場 合 に
は 、 SEQ ID NO： 3） の 転 写 お よ び /ま た は 翻 訳 が 、 遺 伝 子 発 現 配 列 の 影 響 下 ま た は 制 御 下
に 置 か れ る よ う に 共 有 結 合 し て い る 場 合 に は 、 「 機 能 的 に 」 結 合 し て い る と 言 わ れ る 。 核
酸 配 列 が 機 能 的 タ ン パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ る こ と が 望 ま し い 場 合 に は 、 2つ の DNA配 列 は 、 5'
調 節 配 列 に お け る プ ロ モ ー タ ー の 誘 導 が 核 酸 配 列 の 転 写 を も た ら す な ら ば 、 お よ び 、 2つ
の DNA配 列 間 の 結 合 の 性 質 が （ 1） フ レ ー ム シ フ ト 変 異 の 導 入 を 引 き 起 こ さ な い 、 （ 2） プ
ロ モ ー タ ー 領 域 が 核 酸 配 列 の 転 写 を 指 令 す る 能 力 を 妨 げ な い 、 か つ （ 3） 対 応 す る RNA転 写
物 が タ ン パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ る 能 力 を 妨 げ な い な ら ば 、 機 能 的 に 結 合 し て い る と 言 わ れ る
。 し た が っ て 、 遺 伝 発 現 配 列 は 、 そ の 遺 伝 子 発 現 配 列 が 、 結 果 的 に 生 じ る 転 写 物 が 所 望 の
タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド へ と 翻 訳 さ れ る よ う に DNA配 列 の 転 写 を 生 じ さ せ る こ と が
で き る な ら ば 、 核 酸 配 列 と 機 能 的 に 結 合 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 分 子 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 細 胞 種 に 対 し て 、 単 独 で ま た は ベ ク タ ー に 付 随 さ せ
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て 送 達 す る こ と が で き る （ ベ ク タ ー に 関 す る 上 記 の 考 察 も 参 照 さ れ た い ） 。 最 も 広 義 に お
い て （ お よ び 本 明 細 書 の 別 の 箇 所 で の 発 現 お よ び タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 説 明 と 一 致 し
て ） 、 「 ベ ク タ ー 」 と は 、 （ 1） 標 的 細 胞 に 対 す る 分 子 の 送 達 、 お よ び /ま た は （ 2） 標 的
細 胞 に よ る 分 子 の 取 り 込 み 、 を 容 易 に す る 任 意 の 媒 体 の こ と で あ る 。 送 達 ベ ク タ ー は 、 ベ
ク タ ー の 非 存 在 下 で 起 こ る 分 解 の 程 度 よ り も 低 い 程 度 の 分 解 で 、 分 子 を 標 的 細 胞 に 輸 送 す
る 。 選 択 的 に は 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ リ ガ ン ド の コ グ ネ イ ト 受 容 体 を 表 面 に 発 現 す る 細 胞 に 対
し て ベ ク タ ー を 選 択 的 に 送 達 す る た め に 、 「 タ ー ゲ テ ィ ン グ リ ガ ン ド 」 を ベ ク タ ー に 結 合
さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 ベ ク タ ー （ 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 を 含 む ） を 、 ニ
ュ ー ロ ン に 対 し て 選 択 的 に 送 達 す る こ と が で き る 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ の た め の 方 法 に は 、 Pr
iestに 対 す る 米 国 特 許 5,391,723号 に 記 載 さ れ た も の な ど の 結 合 物 が 含 ま れ る 。 よ く 知 ら
れ た タ ー ゲ テ ィ ン グ 媒 体 の も う 1つ の 例 は 、 リ ポ ソ ー ム で あ る 。 リ ポ ソ ー ム は Gibco BRLか
ら 販 売 さ れ て い る 。 標 的 指 向 性 リ ポ ソ ー ム の 作 製 に 関 し て は さ ま ざ ま な 方 法 が 公 表 さ れ て
い る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 に お い て 有 用 な ベ ク タ ー に は 、 以 下 の も の が 非 制 限 的 に 含 ま れ る ： 本 発
明 の 核 酸 配 列 の 挿 入 ま た は 組 み 入 れ 、 お よ び 本 発 明 の 核 酸 配 列 と 結 合 さ せ う る 核 酸 断 片 （
例 え ば 、 エ ン ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ ー ） の 付 加 に よ っ て 操 作 さ れ た 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー
ジ ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス ま た は 細 菌 源 に 由 来 す る そ の 他 の 媒 体 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は
好 ま し い 種 類 の ベ ク タ ー で あ り 、 こ れ に は 以 下 の ウ イ ル ス に 由 来 す る 核 酸 配 列 が 非 制 限 的
に 含 ま れ る ： ア デ ノ ウ イ ル ス ； ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ； レ ト ロ ウ イ ル ス 、 例 え ば モ ロ ニ ー マ
ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス ； ハ ー ヴ ェ イ マ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス ； マ ウ ス 乳 腺 腫 瘍 ウ イ ル ス ； ラ ウ ス
肉 腫 ウ イ ル ス ； SV40型 ウ イ ル ス ； ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス ； エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス ； パ
ピ ロ ー マ ウ イ ル ス ； ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ； ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ； ポ リ オ ウ イ ル ス ； お よ び RN
Aウ イ ル ス 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス 。 命 名 さ れ て は い な い が 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 他
の ベ ク タ ー を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 あ る 種 の 用 途 に 対 し て 特 に 好 ま し い ウ イ ル ス に 、 二 本 鎖 DNAウ イ ル ス の 1つ で あ る ア デ ノ
随 伴 ウ イ ル ス が あ る 。 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス は 、 広 範 囲 に わ た る 細 胞 種 お よ び 種 を 感 染 さ せ
る こ と が で き 、 複 製 能 が 欠 損 す る よ う に 操 作 す る こ と が で き る 。 こ れ に は 、 熱 安 定 性 お よ
び 脂 質 溶 媒 安 定 性 、 造 血 細 胞 を 含 む 多 様 な 系 列 の 細 胞 に お け る 形 質 導 入 頻 度 の 高 さ 、 お よ
び 重 複 感 染 阻 止 が み ら れ な い た め 多 数 回 の 一 連 の 形 質 導 入 が 可 能 で あ る こ と と い っ た さ ら
な る 利 点 が あ る 。 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 細 胞 DNAに 部 位 特 異 的 な 様 式 で 組 み 込 ま れ
、 そ れ に よ っ て 挿 入 性 変 異 誘 発 の 可 能 性 お よ び 挿 入 遺 伝 子 発 現 の ば ら つ き を 最 小 限 に 抑 え
る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 さ ら に 、 野 生 型 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 感 染 は 、 選 択 圧 が 存 在 し な
く て も 組 織 培 養 下 で 100継 代 以 上 に わ た っ て 追 跡 さ れ て お り 、 こ の こ と は 、 ア デ ノ 随 伴 ウ
イ ル ス ゲ ノ ム の 組 み 込 み が 比 較 的 安 定 な イ ベ ン ト で あ る こ と を 意 味 す る 。 ま た 、 ア デ ノ 随
伴 ウ イ ル ス は 染 色 体 外 様 式 で も 機 能 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 一 般 に 、 そ の 他 の 好 ま し い ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 必 須 で な い 遺 伝 子 が 目 的 の 遺 伝 子 に よ
っ て 置 き 換 え ら れ た 細 胞 変 性 作 用 の な い 真 核 生 物 ウ イ ル ス を ベ ー ス と し て い る 。 細 胞 変 性
作 用 の な い ウ イ ル ス に は レ ト ロ ウ イ ル ス が 含 ま れ 、 そ の ラ イ フ サ イ ク ル は 、 ゲ ノ ム ウ イ ル
ス RNAの DNAへ の 逆 転 写 に 引 き 続 い て プ ロ ウ イ ル ス が 宿 主 細 胞 DNAに 組 み 込 ま れ る 。 ア デ ノ
ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス は ヒ ト 遺 伝 子 治 療 の 試 験 に 対 し て 承 認 さ れ て い る 。 一 般 に
、 レ ト ロ ウ イ ル ス は 複 製 能 欠 損 性 で あ り （ す な わ ち 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 合 成 を 導 く こ と
は で き る が 感 染 性 粒 子 を 製 造 す る こ と は で き な い ） 。 こ の よ う な 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た レ ト
ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー は 、 遺 伝 子 イ ン ビ ボ で の 遺 伝 子 の 高 効 率 形 質 導 入 に 対 し て 汎 用 性
が あ る 。 複 製 能 欠 損 レ ト ロ ウ イ ル ス を 作 製 す る た め の 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル （ 外 因 性 遺 伝
物 質 の プ ラ ス ミ ド へ の 組 み 入 れ 、 プ ラ ス ミ ド に よ る パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 の ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 に よ る 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス の 産 生 、 組 織 培 養 液 か ら の
ウ イ ル ス 粒 子 の 収 集 、 お よ び ウ イ ル ス 粒 子 に よ る 標 的 細 胞 の 感 染 を 含 む ） は 、 Kriegler, 
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M.,「 遺 伝 子 導 入 お よ び 発 現 、 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Gene Transfer and Expression, Laborat
ory Manual） 」 、 W.H. Freeman C.O., New York (1990)お よ び Murry, E.J. Ed.「 分 子 生
物 学 に お け る 方 法 （ Methods in Molecular Biology） 」 、 vol. 7, Humana Press, Inc., 
Cliffton, New Jersey (1991)に 提 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 も う 1つ の 好 ま し い レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 Nabel, E.G, et al., Science,1990, 2
49: 1285-1288に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー
で あ る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 中 膜 を 含 む 、 動 脈 壁 の 三 層 の す べ て に 対 す る 遺 伝 子 の 送 達
に 有 効 で あ っ た こ と が 報 告 さ れ て い る 。 他 の 好 ま し い ベ ク タ ー は 、 Flugelman, et al., C
irculation, 1992, 85: 1110-1117に 開 示 さ れ て い る 。 本 発 明 の 分 子 を 送 達 す る た め に 有
用 な そ の ほ か の ベ ク タ ー は 、 Mulligan、 et. alに よ る 米 国 特 許 第 5,674,722号 に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 前 述 の ベ ク タ ー に 加 え て 、 ニ ュ ー ロ ン 、 肝 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 お よ び /ま た は 血 管 内 皮 細
胞 な ど の 細 胞 に 対 し て 本 発 明 の 分 子 を 送 達 す る た め に 、 な ら び に そ れ ら に よ る 取 り 込 み を
容 易 に す る た め に 、 そ の 他 の 送 達 方 法 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 本 発 明 の こ の よ う な 好 ま し い 送 達 方 法 の 1つ は 、 コ ロ イ ド 分 散 系 で あ る 。 コ ロ イ ド 分 散
系 に は 、 水 中 油 型 エ マ ル シ ョ ン 、 ミ セ ル 、 複 合 ミ セ ル お よ び リ ポ ソ ー ム を 含 む 脂 質 ベ ー ス
の 系 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い コ ロ イ ド 系 は リ ポ ソ ー ム で あ る 。 リ ポ ソ ー ム は イ ン ビ
ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で の 送 達 ベ ク タ ー と し て 有 用 な 人 工 的 膜 小 胞 で あ る 。 サ イ ズ が 0.2～ 4
.0μ mで あ る 大 型 単 ラ メ ラ 小 胞 （ LUV） は 大 型 の 高 分 子 を 封 入 し う る こ と が 示 さ れ て い る 。
RNA、 DNAお よ び 完 全 な ビ リ オ ン を 内 部 の 水 相 中 に 封 入 し 、 生 物 活 性 の あ る 形 態 で 細 胞 に 対
し て 送 達 す る こ と が で き る （ Fraley, et al., Trends Biochem. Sci., 1981, 6： 77） 。
リ ポ ソ ー ム が 効 率 的 な 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー で あ る た め に は 、 以 下 の 特 性 の 1つ ま た は 複 数
が 存 在 す べ き で あ る ： （ 1） 目 的 の 遺 伝 子 を 、 生 物 活 性 を 保 ち な が ら 高 い 効 率 で 封 入 す る
こ と ； （ 2） 非 標 的 細 胞 と 比 較 し て 、 標 的 細 胞 に 対 し て 選 好 的 お よ び 実 質 的 に 結 合 す る こ
と ； （ 3） 小 胞 の 水 性 含 有 物 を 標 的 細 胞 の 細 胞 質 に 高 い 効 率 で 送 達 す る こ と ； お よ び （ 4）
遺 伝 情 報 の 正 確 か つ 効 果 的 な 発 現 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 リ ポ ソ ー ム は 、 リ ポ ソ ー ム を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 糖 、 糖 脂 質 ま た は タ ン パ ク 質 な ど の
特 異 的 リ ガ ン ド と 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 心 筋 ま た は 血 管 細 胞 壁 な ど の 特 定 の 組 織 に 標 的
と し て 向 か わ せ る こ と が で き る 。 血 管 壁 に 対 す る リ ポ ソ ー ム の タ ー ゲ テ ィ ン グ の た め に 有
用 な 可 能 性 の あ る リ ガ ン ド に は 、 日 本 血 球 凝 集 ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 外 被 タ ン パ ク 質 が 非 制
限 的 に 含 ま れ る 。 さ ら に 、 ベ ク タ ー を 、 核 酸 を 宿 主 細 胞 の 核 に 導 く と 考 え ら れ る 核 タ ー ゲ
テ ィ ン グ ペ プ チ ド と 結 合 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 リ ポ ソ ー ム は 、 Gibco BRLか ら 、 例 え ば 、 LIPOFECTIN（ 商 標 ） お よ び LIPOFECTACE（ 商 標
） と し て 販 売 さ れ て お り 、 こ れ ら は 塩 化 N-[1-(2,3ジ オ レ イ ル オ キ シ )-プ ロ ピ ル ]-N,N,N-
ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ DOTMA） お よ び 臭 化 ジ メ チ ル ジ オ ク タ デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム （ DDA
B)な ど の 陽 イ オ ン 性 脂 質 か ら で き て い る 。 リ ポ ソ ー ム を 作 製 す る た め の 方 法 は 当 技 術 分 野
で 周 知 で あ り 、 多 く の 刊 行 物 に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 Gregoriadis, G. Trends in Biot
echnology, V.3, p.235-241 (1985)に よ る リ ポ ソ ー ム に 関 す る 総 説 も あ る 。 核 酸 を 含 む 高
分 子 の 細 胞 内 送 達 の た め の 新 規 リ ポ ソ ー ム も 、 PCT国 際 出 願 PCT/US96/07572号 （ 公 報 番 号 W
O 96/40060号 、 標 題 「 高 分 子 の 細 胞 内 送 達 （ Intracellular Delivery of Macromolecules
） 」 ） に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 1つ の 特 定 の 態 様 に お い て 、 好 ま し い 媒 体 は 、 哺 乳 動 物 レ シ ピ エ ン ト へ の 移 植 に 適 し た
生 体 適 合 性 の あ る 微 粒 子 ま た は イ ン プ ラ ン ト で あ る 。 本 方 法 に 従 っ て 有 用 な 生 体 内 崩 壊 性
イ ン プ ラ ン ト の 例 は 、 PCT国 際 出 願 PCT/US/03307号 （ 公 報 番 号 WO 95/24929号 、 標 題 「 ポ リ
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マ ー 性 遺 伝 子 送 達 シ ス テ ム （ Polymeric Gene Delivery system） 」 、 1994年 3月 15日 に 提
出 さ れ た 米 国 特 許 出 願 番 号 213,668号 に 対 す る 優 先 権 を 請 求 し て い る ） に 記 載 さ れ て い る
。 PCT/US/0307号 は 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 外 因 性 遺 伝 子 を 含 め る た め の 、
生 体 適 合 性 の あ る 、 好 ま し く は 生 体 分 解 性 の あ る マ イ ク ロ カ プ セ ル を 記 載 し て い る 。 こ の
ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス は 、 患 者 に お け る 外 因 性 遺 伝 子 の 持 続 的 放 出 を 実 現 す る た め に 用 い
ら れ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の 核 酸 を 、 PCT/US/03307号 に 開 示 さ れ た 、 生 体
適 合 性 の あ る 、 好 ま し く は 生 体 分 解 性 の あ る ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス 中 に 封 入 ま た は 分 散 さ
せ る 。 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス は 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア （ 核 酸 が 固 体 マ イ ク ロ カ プ セ ル の 全 体 に
わ た っ て 分 散 さ れ て い る ） ま た は マ イ ク ロ カ プ セ ル （ 核 酸 が ポ リ マ ー 性 外 殻 の 内 部 に 蓄 え
ら れ て い る ） な ど の 微 粒 子 の 形 態 に あ る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 の 核 酸 を 含 め る た め の マ
イ ク ロ カ プ セ ル の そ の 他 の 形 態 に は 、 フ ィ ル ム 、 コ ー テ ィ ン グ 、 ゲ ル 、 イ ン プ ラ ン ト お よ
び ス テ ン ト が 含 ま れ る 。 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス の サ イ ズ お よ び 組 成 は 、 基 質 デ バ イ ス が 移
植 さ れ る 組 織 中 で 好 都 合 な 放 出 動 態 が 得 ら れ る よ う に 選 択 さ れ る 。 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス
デ バ イ ス の サ イ ズ は さ ら に 、 用 い よ う と す る 送 達 方 法 （ こ れ は 組 織 中 へ の 注 射 、 ま た は 鼻
腔 内 お よ び /も し く は 肺 領 域 内 へ の エ ア ロ ゾ ル に よ る 懸 濁 液 の 投 与 が 典 型 的 で あ る ） に 応
じ て 選 択 さ れ る 。 デ バ イ ス が 血 管 表 面 に 投 与 さ れ た 場 合 の 導 入 の 有 効 性 を さ ら に 高 め る た
め に 、 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス 組 成 物 を 、 好 都 合 な 分 解 速 度 を 有 す る よ う に 、 か つ 生 体 接 着
性 の あ る 材 料 で で き て い る よ う に 選 択 す る こ と も で き る 。 マ ト リ ッ ク ス 組 成 物 を 、 分 解 せ
ず 、 長 期 間 に わ た っ て 拡 散 に よ る 放 出 を 行 う よ う に 選 択 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 生 体 非 分 解 性 お よ び 生 体 分 解 性 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス は い ず れ も 、 本 発 明 の 核 酸 を 対 象
に 送 達 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 生 体 分 解 性 マ ト リ ッ ク ス の 方 が 好 ま し い 。 こ の よ
う な ポ リ マ ー は 、 天 然 ポ リ マ ー で も 合 成 ポ リ マ ー で も よ い 。 合 成 ポ リ マ ー の 方 が 好 ま し い
。 ポ リ マ ー は 、 放 出 が 得 ら れ る こ と が 望 ま し い 期 間 に 基 づ い て 選 択 さ れ 、 こ れ は 一 般 的 に
は 数 時 間 か ら 1年 ま た は そ れ 以 上 ま で の 程 度 で あ る 。 一 般 的 に は 、 数 時 間 か ら 3カ 月 な い し
12カ 月 ま で の 範 囲 の 期 間 に わ た る 放 出 が 最 も 望 ま し い 。 ポ リ マ ー は 選 択 的 に は 、 そ の 水 中
重 量 の 最 大 約 90％ が 吸 収 さ れ る ヒ ド ロ ゲ ル の 形 態 に あ り 、 さ ら に 選 択 的 に は 、 多 価 イ オ ン
ま た は そ の 他 の ポ リ マ ー と 架 橋 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 生 体 内 崩 壊 性 イ ン プ ラ ン ト を 用 い て 拡 散 に よ っ て 送 達 さ れ 、
ま た は よ り 好 ま し く は 、 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス の 分 解 に よ っ て 送 達 さ れ る 。 生 体 分 解 性 送
達 シ ス テ ム を 形 成 す る た め に 用 い う る 合 成 ポ リ マ ー の 例 に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ： ポ
リ ア ミ ド 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ ア ル キ レ ン 、 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ ア ル キ
レ ン オ キ シ ド 、 ポ リ ア ル キ レ ン テ レ フ タ レ ー ト 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル エ ー
テ ル 、 ポ リ ビ ニ ル エ ス テ ル 、 ポ リ ビ ニ ル ハ ロ ゲ ン 化 物 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ポ リ グ リ
コ リ ド 、 ポ リ シ ロ キ サ ン 、 ポ リ ウ レ タ ン お よ び こ れ ら の 共 重 合 体 、 、 ア ル キ ル セ ル ロ ー ス
、 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス エ ー テ ル 、 セ ル ロ ー ス エ ス テ ル 、 ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス 、 ア ク リ ル 酸 エ ス テ ル お よ び メ タ ク リ ル 酸 エ ス テ ル の 重 合 体 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス
、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ
ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル
、 セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト ブ チ レ ー ト 、 セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト フ タ レ ー ト 、 カ ル ボ キ シ ル エ
チ ル セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス ト リ ア セ テ ー ト 、 セ ル ロ ー ス ス ル フ ェ ー ト ナ ト リ ウ ム 塩 、 ポ
リ （ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ ブ チ ル メ タ ク リ レ
ー ト ） 、 ポ リ （ イ ソ ブ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ ヘ キ シ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （
イ ソ デ シ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ ラ ウ リ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ フ ェ ニ ル メ タ ク
リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ メ チ ル ア ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （
イ ソ ブ チ ル ア ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ オ ク タ デ シ ル ア ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ
ロ ピ レ ン 、 ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） 、 ポ リ （ エ チ レ ン オ キ シ ド ） 、 ポ リ （ エ チ レ ン テ
レ フ タ レ ー ト ） 、 ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） 、 ポ リ ビ ニ ル ア セ テ ー ト 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、
ポ リ ス チ レ ン お よ び ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 。
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【 ０ ２ ４ ６ 】
　 生 体 非 分 解 性 ポ リ マ ー の 例 に は 、 エ チ レ ン ビ ニ ル ア セ テ ー ト 、 ポ リ ア ク リ ル 酸 （ ポ リ メ
タ ク リ ル 酸 ） 、 ポ リ ア ミ ド 、 そ れ ら の 共 重 合 体 お よ び 混 合 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 生 体 分 解 性 ポ リ マ ー の 例 に は 、 乳 酸 お よ び グ リ コ ー ル 酸 の 重 合 体 、 重 合 無 水 物 （ polyan
hydride） 、 ポ リ （ オ ル ト ） エ ス テ ル 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ （ 酪 酸 ） 、 ポ リ （ 吉 草 酸 ） お
よ び ラ ク チ ド -カ プ ロ ラ ク ト ン 共 重 合 体 な ど の 合 成 ポ リ マ ー 、 な ら び に ア ル ジ ネ ー ト お よ
び そ の 他 の 多 糖 類 （ デ キ ス ト ラ ン お よ び セ ル ロ ー ス を 含 む ） 、 そ れ ら の 化 学 誘 導 体 （ 化 学
基 、 例 え ば ア ル キ ル 、 ア ル キ レ ン の 置 換 物 、 付 加 物 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 物 、 酸 化 物 、 お よ び
当 業 者 に よ っ て ル ー チ ン 的 に 作 ら れ て い る そ の 他 の 修 飾 物 ） 、 ア ル ブ ミ ン お よ び そ の 他 の
親 水 性 タ ン パ ク 質 、 ゼ イ ン お よ び そ の 他 の プ ロ ア ミ ン お よ び 疎 水 性 タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の
共 重 合 体 お よ び 混 合 物 な ど の 天 然 の ポ リ マ ー が 含 ま れ る 。 一 般 に 、 こ れ ら の 材 料 は 、 イ ン
ビ ボ で の 酵 素 的 加 水 分 解 ま た は 水 へ の 曝 露 の い ず れ か に よ り 、 表 面 崩 壊 ま た は 内 部 崩 壊 に
よ っ て 分 解 す る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 特 に 関 心 が 持 た れ る 生 体 接 着 性 ポ リ マ ー に は 、 H.S. Sawhney, C.P. Pathak and LA. Hu
bellに よ っ て Macromolecules, 1993, 26、 581-587（ そ の 教 示 内 容 は 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
ら れ る ） に 記 載 さ れ た 生 体 内 崩 壊 性 ヒ ド ロ ゲ ル 、 ポ リ ヒ ア ル ロ ン 酸 、 カ ゼ イ ン 、 ゼ ラ チ ン
、 グ ル チ ン 、 重 合 無 水 物 、 ポ リ ア ク リ ル 酸 、 ア ル ジ ネ ー ト 、 キ ト サ ン 、 ポ リ （ メ チ ル メ タ
ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ ブ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （
イ ソ ブ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ ヘ キ シ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ イ ソ デ シ ル メ タ
ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ ラ ウ リ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ フ ェ ニ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ
リ （ メ チ ル ア ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ イ ソ ブ チ ル ア ク
リ レ ー ト ） お よ び ポ リ （ オ ク タ デ シ ル ア ク リ レ ー ト ） が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は
、 医 薬 品 と し て 用 い る た め の 本 発 明 の 上 記 の 分 子 の 組 成 物 、 そ の 医 薬 品 を 調 製 す る た め の
方 法 、 お よ び イ ン ビ ボ で の 医 薬 品 の 持 続 的 放 出 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 凝 縮 剤 （ compaction agent） を 、 本 発 明 の ベ ク タ ー と 併 用 す る こ と も で き る 。 「 凝 縮 剤
」 と は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 核 酸 の 負 の 電 荷 を 中 和 し 、 そ れ に よ っ て 核 酸 の 細 粒 へ の
凝 縮 を 可 能 に す る ヒ ス ト ン な ど の 作 用 因 子 の こ と を 指 す 。 核 酸 の 凝 縮 に よ り 、 標 的 細 胞 に
よ る 核 酸 の 取 り 込 み が 容 易 に な る 。 凝 縮 剤 は 単 独 で 用 い る こ と 、 す な わ ち 、 本 発 明 の 単 離
さ れ た 核 酸 を 細 胞 に よ っ て よ り 効 率 的 に 取 り 込 ま れ る 形 態 で 送 達 す る た め に 用 い る こ と も
で き る が 、 上 記 の ベ ク タ ー の 1つ ま た は 複 数 と 併 用 す る こ と が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 標 的 細 胞 に よ る 本 発 明 の 核 酸 の 取 り 込 み を 容 易 に す る た め に 用 い う る 組 成 物 の そ の 他 の
例 に は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム お よ び 細 胞 内 輸 送 の そ の 他 の 化 学 メ デ ィ エ ー タ ー 、 マ イ ク ロ イ
ン ジ ェ ク シ ョ ン 用 組 成 物 、 お よ び エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 高 め る た め の 方 法 を 含 む 。 こ の よ う な 方
法 は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る 細 胞 を 、 細 胞 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 高 め る た め
の 有 効 な 量 に あ る 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記
載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 SEQ ID NO： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、
63、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お よ び 8087か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る FGE
核 酸 分 子 ） ま た は そ の 発 現 産 物 （ 例 え ば 、 請 求 項 11～ 15、 19、 20記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま
た は SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74
、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド ） と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む
。 ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 「 高 め る こ と 」 と は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の
特 異 的 基 質 に 対 す る 親 和 性 お よ び /ま た は そ の 変 換 が 高 ま る こ と を 指 し 、 こ れ は 一 般 的 に
は ス ル フ ァ タ ー ゼ 分 子 上 で の FGly形 成 の 増 加 の 結 果 で あ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 は
、 野 生 型 細 胞 よ り も 高 い レ ベ ル で ス ル フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る 。 「 細 胞 に お け る ス ル フ ァ タ
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ー ゼ 活 性 を 高 め る こ と 」 は ま た 、 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 高 め る
こ と も 指 す 。 細 胞 は 内 因 性 お よ び /ま た は 外 因 性 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 発 現 し う る 。 FGE分 子 の
前 記 接 触 は ま た 、 細 胞 の 内 因 性 FGE遺 伝 子 を 活 性 化 す る こ と も 指 す 。 重 要 な 態 様 に お い て
、 内 因 性 ス ル フ ァ タ ー ゼ は 活 性 化 さ れ て い る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ は
、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ
ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ
ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル
ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSul
f-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5、 お よ び /ま た は HSulf-6で あ る 。 あ る 種 の 態 様 に お い て
、 細 胞 は 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 薬 学 的 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 薬 学 的 組 成 物 が 提 供 さ
れ る 。 本 組 成 物 は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 有 効 量 に あ る 、 細 胞 に
よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 み 、 こ の 際 、 前 記
細 胞 は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 請 求 項 1～ 8記 載 の も の 、 ま た は SEQ ID N
O： 1、 3、 4、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67、 69、 71、 73、 75、 77お
よ び 80～ 87か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 ） ま た は そ の 発 現 産 物 （ 例 え
ば 、 SEQ ID NO： 2、 5、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74
、 76お よ び 78か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド ） を 含 む 作 用 因 子 と 接 触 さ せ ら れ て い る
。 重 要 な 態 様 に お い て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ は 正 常 /対 照 細 胞 よ り も 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ る
。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ
ー ゼ の 比 が 上 昇 し て い る ス ル フ ァ タ ー ゼ 産 生 細 胞 も 含 む 。 本 細 胞 は （ i） 対 照 と 比 べ て 活
性 が 高 度 化 し て い る ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び （ ii） 対 照 と 比 べ て 活 性 が 高 度 化 し て い る ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 を 含 み 、 こ の 際 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に
対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 は 、 ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ
て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 5
％ 上 昇 し て い る 。 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 過 剰 発 現 は 内 因 性 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 低 下 さ せ る
可 能 性 が あ る こ と が 当 技 術 分 野 で は 知 ら れ て い る （ Anson et al., Biochem. J., 1993, 2
94: 657-662） 。 さ ら に 、 組 換 え ス ル フ ァ タ ー ゼ の う ち 活 性 が あ る も の は 一 部 分 に 過 ぎ な
い 。 本 発 明 者 ら は 、 予 想 外 の こ と に 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 発 現 /活 性 が 高 度 化 し て い る 細 胞
に お け る FGEの 発 現 /活 性 の 上 昇 が 、 よ り 活 性 の 高 い ス ル フ ァ タ ー ゼ の 産 生 を も た ら す こ と
を 見 い だ し た 。 ス ル フ ァ タ ー ゼ 分 子 上 の FGlyの 存 在 は ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 と 関 連 性 が あ る
た め 、 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 に 述 べ る よ う に 、 MALDI-TOF質 量 分 析 法 を 用 い て ス ル フ ァ タ
ー ゼ 細 胞 産 物 上 の FGlyの 存 在 を 判 定 す る こ と に よ り 、 「 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ 」 を 定 量 化
す る こ と が で き る 。 続 い て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 比 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 診 断 お よ び 治 療 の た め の 方 法 も 提 供 す る 。 こ の
よ う な 障 害 に は 、 ム コ 多 糖 症 II（ MPS II； ハ ン タ ー 症 侯 群 ） 、 ム コ 多 糖 症 IIIA（ MPS IIIA
； サ ン フ ィ リ ポ 症 候 群 A） 、 ム コ 多 糖 症 VIII（ MPS VIII） 、 ム コ 多 糖 症 IVA（ MPS IVA； モ
ル キ オ 症 候 群 A） 、 ム コ 多 糖 症 VI（ MPS VI； マ ロ ト ー -ラ ミ ー 症 候 群 ） 、 異 染 性 ロ イ コ ジ ス
ト ロ フ ィ ー （ MLD） 、 X連 鎖 性 劣 性 点 状 軟 骨 異 形 成 症 1、 ま た は X連 鎖 性 魚 鱗 癬 （ ス テ ロ イ ド
ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 ） が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 前 述 し た 状 態 の 任 意 の も の の 即 時 （ acute） 治 療 お よ び 予 防 的 治 療 の
両 方 に 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 即 時 治 療 と は 、 特 定 の 状 態 を 有 す る 対 象 の 治
療 の こ と を 指 す 。 予 防 的 治 療 と は 、 そ の 状 態 に な る リ ス ク は あ る が 、 現 時 点 で は そ の 状 態
の 症 状 を 有 し な い か 経 験 し て い な い 対 象 の 治 療 の こ と を 指 す 。
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【 ０ ２ ５ ６ 】
　 そ の 最 も 広 義 に お い て 、 「 治 療 」 ま た は 「 治 療 す る こ と 」 と い う 用 語 は 、 即 時 治 療 お よ
び 予 防 的 治 療 の 両 方 を 指 す 。 治 療 を 必 要 と す る 対 象 が 、 あ る 状 態 を 経 験 し て い る （ ま た は
特 定 の 状 態 を 有 す る ま た は 有 し つ つ あ る ） 場 合 に は 、 そ の 状 態 を 治 療 す る こ と と は 、 そ の
状 態 、 ま た は そ の 状 態 に よ っ て 生 じ る 1つ も し く は 複 数 の 症 状 を 、 改 善 、 軽 減 ま た は 消 失
さ せ る こ と を 指 す 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 状 態 を 治 療 す る こ と と は 、 そ の 状
態 に 付 随 す る 特 定 の 症 状 ま た は 症 状 の 特 定 の サ ブ セ ッ ト を 改 善 、 軽 減 ま た は 消 失 さ せ る こ
と を 指 す 。 治 療 を 必 要 と す る 対 象 が 、 あ る 状 態 に な る リ ス ク を 有 す る 場 合 に は 、 対 象 を 治
療 す る こ と と は 、 対 象 が そ の 状 態 に な る リ ス ク を 低 下 さ せ る こ と を 指 す 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 の 投 与 の 様 式 お よ び 投 与 量 は 、 治 療 し よ う と す る 状 態 の 具 体 的 な 段 階 、
治 療 し よ う と す る 対 象 の 年 齢 お よ び 身 体 的 状 態 、 治 療 期 間 、 同 時 併 用 療 法 の 性 質 （ あ れ ば
） 、 具 体 的 な 投 与 経 路 、 な ら び に 医 療 専 門 家 の 知 識 お よ び 専 門 技 術 の 範 囲 に あ る 同 様 の 要
因 に よ っ て 異 な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に 、 本 発 明 の 作 用 因 子 は 、 前 述 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 任 意
の も の を 治 療 す る た め の 有 効 量 で 投 与 さ れ る 。 一 般 に 、 有 効 量 と は 、 対 象 の 所 望 の 組 織 に
お け る 有 益 な 変 化 を 引 き 起 こ す 何 ら か の 量 の こ と で あ る 。 有 効 量 は 、 症 状 の 、 ま た は 全 体
と し て の 状 態 の 、 軽 減 、 改 善 も し く は 消 失 と い っ た 、 特 定 の 状 態 の 好 都 合 な 表 現 型 変 化 を
引 き 起 こ す の に 十 分 な 量 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 一 般 に 有 効 量 と は 、 単 独 で 、 ま た は さ ら な る 投 薬 と と も に 、 所 望 の 応 答 を 生 じ さ せ る よ
う な 医 薬 製 剤 の 量 の こ と で あ る 。 こ れ に は 状 態 の 進 行 を 一 時 的 に 緩 徐 化 さ せ る こ と の み も
含 ま れ る が 、 よ り 好 ま し く は 、 こ れ に は 状 態 の 進 行 を 永 続 的 に 停 止 さ せ る こ と 、 ま た は 状
態 の 発 現 を 遅 ら せ る こ と 、 ま た は 状 態 が 起 こ る こ と を 予 防 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ れ は ル
ー チ ン 的 な 方 法 に よ っ て モ ニ タ リ ン グ が 可 能 で あ る 。 一 般 に 、 有 効 化 合 物 の 投 与 量 は 、 1
日 当 た り 約 0.01mg/kg～ 1日 当 た り 1000mg/kgで あ る と 考 え ら れ る 。 50μ g～ 500mg/kgの 範 囲
の 投 与 量 が 適 切 で あ る と 考 え ら れ 、 こ れ が 経 口 的 に 、 1日 当 た り 1回 ま た は 複 数 回 投 与 さ れ
る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 こ の よ う な 量 は 、 当 然 な が ら 、 治 療 し よ う と す る 具 体 的 な 状 態 、 状 態 の 重 症 度 、 年 齢 、
身 体 的 状 態 、 体 格 お よ び 体 重 を 含 む 個 々 の 患 者 の パ ラ メ ー タ ー 、 治 療 期 間 、 同 時 併 用 療 法
の 性 質 （ あ れ ば ） 、 具 体 的 な 投 与 経 路 、 な ら び に 医 療 専 門 家 の 知 識 お よ び 専 門 技 術 の 範 囲
に あ る 同 様 の 要 因 に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。 静 脈 内 投 与 な ど の あ る 種 の 投 与 形 態 で は 投 与
量 が 少 な く な る と 考 え ら れ る 。 対 象 に お け る 応 答 が 、 適 用 さ れ た 初 期 用 量 で は 不 十 分 で あ
る 場 合 に は 、 患 者 の 忍 容 性 が 許 容 す る 範 囲 で 、 よ り 高 い 用 量 （ ま た は 、 よ り 限 局 的 な 異 な
る 送 達 経 路 に よ る 、 実 効 上 で の よ り 高 い 用 量 ） を 用 い て も よ い 。 化 合 物 の 適 切 な 全 身 レ ベ
ル を 達 成 す る た め に は 、 1日 当 た り で の 多 回 投 与 が 想 定 さ れ る 。 一 般 的 に は 、 最 大 量 、 す
な わ ち 確 か な 医 学 的 判 断 に 従 っ た 最 も 高 い 安 全 量 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 し か し 、 当 業
者 に は 、 患 者 が 医 学 的 理 由 、 心 理 的 理 由 ま た は 事 実 上 あ ら ゆ る 他 の 理 由 か ら 、 よ り 低 い 用
量 ま た は 耐 容 量 を 要 求 す る 可 能 性 が あ る こ と が 理 解 さ れ て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 本 発 明 の 作 用 因 子 を 、 選 択 的 に は 、 医 薬 製 剤 を 作 る た め に 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 配
合 し て も よ い 。 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 と は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 ヒ ト へ の 投 与
に 適 し た 、 適 合 性 の あ る 1つ ま た は 複 数 の 固 体 性 ま た は 液 体 性 の 充 填 剤 、 希 釈 剤 ま た は 封
入 物 質 の こ と を 意 味 す る 。 「 担 体 」 と い う 用 語 は 、 適 用 を 容 易 に す る た め に 有 効 成 分 と 配
合 さ れ る 、 天 然 性 ま た は 合 成 性 の 有 機 成 分 ま た は 無 機 成 分 の こ と を 表 す 。 薬 学 的 組 成 物 の
成 分 を 、 所 望 の 薬 学 的 有 効 性 を 大 き く 低 下 さ せ る と 考 え ら れ る 相 互 作 用 が 起 こ ら な い よ う
な 様 式 で 、 本 発 明 の 分 子 と 互 い に 混 合 す る こ と も で き る 。 い く つ か の 局 面 に お い て 、 医 薬
製 剤 は 、 本 発 明 の 作 用 因 子 を 、 障 害 を 治 療 す る た め に 有 効 な 量 と し て 含 む 。
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【 ０ ２ ６ ２ 】
　 医 薬 製 剤 が 、 以 下 の も の を 含 む 、 適 し た 緩 衝 剤 を 含 ん で も よ い ： 酢 酸 （ 塩 と と も に あ る
） ； ク エ ン 酸 （ 塩 と と も に あ る ） ； ホ ウ 酸 （ 塩 と と も に あ る ） ； ま た は リ ン 酸 （ 塩 と と も
に あ る ） 。 ま た 、 薬 学 的 組 成 物 は 、 選 択 的 に は 、 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； ク ロ ロ ブ
タ ノ ー ル ； パ ラ ベ ン 類 ま た は チ メ ロ サ ー ル な ど の 適 し た 保 存 料 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 さ ま ざ ま な 投 与 経 路 を 利 用 す る こ と が で き る 。 選 択 さ れ る 具 体 的 な 様 式 は 、 当 然 な が ら
、 選 択 さ れ る 具 体 的 な 薬 剤 、 治 療 し よ う と す る 状 態 の 重 症 度 、 お よ び 治 療 効 果 の た め に 必
要 な 投 与 量 に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 一 般 的 に 言 っ て 、 医 学 的 に 許 容 さ
れ る 任 意 の 投 与 様 式 、 す な わ ち 臨 床 的 に 許 容 さ れ な い 有 害 作 用 を 引 き 起 こ さ ず に 有 効 化 合
物 の 有 効 レ ベ ル が 得 ら れ る よ う な 任 意 の 様 式 を 用 い て 実 施 し う る 。 こ の よ う な 投 与 様 式 に
は 、 経 口 的 、 直 腸 内 、 局 所 的 、 鼻 腔 内 、 皮 内 、 経 皮 的 ま た は 非 経 口 的 な 経 路 が 含 ま れ る 。
「 非 経 口 的 」 と い う 用 語 に は 、 皮 下 、 静 脈 内 、 大 網 内 、 筋 肉 内 ま た は 注 入 が 含 ま れ る 。 静
脈 内 ま た は 筋 肉 内 経 路 は 長 期 的 な 治 療 法 お よ び 予 防 に は 特 に 適 し て は い な い 。 一 例 と し て
、 片 頭 痛 を 有 す る 対 象 の 急 性 期 治 療 の た め の 薬 学 的 組 成 物 は 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 粉 剤 、
坐 薬 、 注 射 剤 お よ び 鼻 噴 霧 薬 を 含 む 、 さ ま ざ ま な 様 式 で 、 さ ま ざ ま な 投 与 様 式 の た め に 製
剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 医 薬 製 剤 は 、 単 位 投 薬 式 剤 形 （ unit dosage form） と し て 便 利 な 形 で 提 供 す る こ と が で
き 、 薬 学 の 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 方 法 の 任 意 の も の に よ っ て 調 製 し う る 。 い ず れ の 方 法 も
、 有 効 作 用 因 子 を 、 1つ ま た は 複 数 の 補 助 的 な 成 分 か ら 構 成 さ れ る 担 体 と 一 緒 に 合 わ せ る
段 階 を 含 む 。 一 般 に 、 組 成 物 は 、 有 効 化 合 物 を 、 液 体 担 体 、 微 細 化 さ れ た 固 体 担 体 ま た は
そ の 両 方 と 均 一 か つ 密 接 に 合 わ せ た 上 で 、 必 要 に 応 じ て 生 成 物 を 成 形 す る こ と に よ っ て 調
製 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 経 口 投 与 用 に 適 し た 組 成 物 は 、 そ れ ぞ れ が 規 定 量 の 有 効 化 合 物 を 含 む 、 カ プ セ ル 剤 、 錠
剤 、 ロ ゼ ン ジ 剤 な ど の 離 散 的 な 単 位 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 組 成 物 に は 、
水 性 液 体 ま た は 非 水 性 液 体 中 に あ る 懸 濁 剤 、 例 え ば シ ロ ッ プ 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 ま た は 乳 剤
が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 非 経 口 的 投 与 用 に 適 し た 組 成 物 は 、 本 発 明 の 作 用 因 子 の 無 菌 水 性 製 剤 を 含 む こ と が 好 都
合 で あ り 、 こ れ は レ シ ピ エ ン ト の 血 液 に 対 し て 等 張 で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の 水 性 製 剤
は 、 適 し た 分 散 剤 ま た は 湿 潤 剤 お よ び 懸 濁 化 剤 を 用 い る 既 知 の 方 法 に 従 っ て 製 剤 化 す る こ
と が で き る 。 無 菌 性 の 注 射 用 製 剤 は 、 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 無 毒 性 の 希 釈 剤 ま た は 溶 媒 中
に あ る 無 菌 性 の 注 射 液 ま た は 懸 濁 剤 、 例 え ば 1,3-ブ タ ン ジ オ ー ル 中 に あ る 溶 液 で あ っ て も
よ い 。 用 い う る 許 容 さ れ る 媒 体 お よ び 溶 媒 に は 、 水 、 リ ン ゲ ル 液 お よ び 等 張 塩 化 ナ ト リ ウ
ム 溶 液 が あ る 。 さ ら に 、 無 菌 性 の 不 揮 発 性 油 は 、 従 来 よ り 溶 媒 ま た は 懸 濁 媒 体 と し て 用 い
ら れ て い る 。 こ の 目 的 に は 、 合 成 モ ノ グ リ セ リ ド ま た は ジ グ リ セ リ ド を 含 む 、 任 意 の 低 刺
激 性 不 揮 発 性 油 を 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 オ レ イ ン 酸 な ど の 脂 肪 酸 を 注 射 剤 の 調 製
に 用 い る こ と も で き る 。 経 口 的 、 皮 下 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 な ど の 投 与 用 に 適 し た 製 剤 は 、 「
レ ミ ン ト ン 薬 学 （ Remington's Pharmaceutical Sciences） 」 、 Mack Publishing Co., Ea
ston, PAに 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 に よ れ ば 、 細 胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る た
め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 細 胞 を 、 細 胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性
を 高 め る た め の 有 効 な 量 に あ る 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 SEQ ID NO： 1の
核 酸 ） ま た は そ の 発 現 産 物 （ 例 え ば 、 SEQ ID NO： 2の ペ プ チ ド ） と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む
。 重 要 な 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 細 胞 に お け る Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 高 め る
た め に 内 因 性 FGE遺 伝 子 を 活 性 化 す る 段 階 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 接 触 は 、 本
発 明 の 分 子 が 細 胞 内 に 入 る こ と を 可 能 に す る 条 件 下 で 行 わ れ る 。
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【 ０ ２ ６ ８ 】
　 本 発 明 に よ る 、 細 胞 内 に 分 子 が 「 入 る こ と を 可 能 に す る 」 と い う 用 語 は 、 分 子 の 性 質 に
応 じ て 、 以 下 の 意 味 を 有 す る 。 単 離 さ れ た 核 酸 の 場 合 に は 、 こ れ は 核 酸 が 細 胞 膜 を 通 っ て
細 胞 核 内 に 入 る こ と の 記 述 を 意 味 し て お り 、 そ れ に 続 い て 「 核 酸 導 入 遺 伝 子 」 は 、 細 胞 機
構 を 利 用 し て 、 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 さ せ る こ と が で き る
。 「 核 酸 導 入 遺 伝 子 」 と は 、 随 伴 す る ベ ク タ ー の 有 無 に か か わ ら ず 、 本 発 明 の 核 酸 の す べ
て を 記 述 す る こ と を 意 味 し て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 に は 、 こ れ は ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞
膜 を 通 っ て 細 胞 の 細 胞 質 に 入 る こ と 、 お よ び 必 要 に 応 じ て 、 ポ リ ペ プ チ ド を 機 能 的 に （ 例
え ば 、 活 性 型 へ と ） 改 変 す る 細 胞 質 機 構 を 利 用 す る こ と を 記 述 す る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 を 細 胞 に 導 入 す る た め に は さ ま ざ ま な 技 法 を 用 い る こ と が で き 、 こ れ は 核
酸 を イ ン ビ ト ロ で 導 入 す る か イ ン ビ ボ の 宿 主 内 で 導 入 す る か に 依 存 す る 。 こ の よ う な 技 法
に は 、 核 酸 -CaPO４ 沈 降 物 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEABと 会 合 さ せ た 核 酸 の ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 、 目 的 の 核 酸 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム
を 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン な ど が 含 ま れ る 。 あ る 種 の 用 途 に 関 し て は 、 核 酸 を 特 定 の
細 胞 に 対 し て タ ー ゲ テ ィ ン グ さ せ る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 場 合 に は 、 本 発 明 の 核 酸
を 細 胞 内 に 送 達 す る た め に 用 い ら れ る 媒 体 （ 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は 他 の ウ イ ル ス
； リ ポ ソ ー ム ） に 対 し て タ ー ゲ テ ィ ン グ 分 子 を 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 的 細
胞 上 の 表 面 膜 タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 、 ま た は 標 的 細 胞 上 の 受 容 体 に 対 す る リ ガ
ン ド な ど の 分 子 を 、 核 酸 送 達 用 媒 体 と 結 合 さ せ る こ と 、 ま た は そ の 内 部 に 組 み 入 れ る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 核 酸 を 送 達 す る た め に リ ポ ソ ー ム を 用 い る 場 合 に は 、 エ ン ド
サ イ ト ー シ ス に 関 係 す る 表 面 膜 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ の た
め 、 お よ び /ま た は 取 り 込 み を 容 易 に す る た め に 、 リ ポ ソ ー ム に 組 み 入 れ て も よ い 。 こ の
よ う な タ ン パ ク 質 に は 、 特 定 の 細 胞 種 に 対 す る 向 性 の あ る キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 断 片 、 細 胞 周 期 に お い て 内 部 取 り 込 み を 受 け る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 細 胞 内 局 在 部
を 標 的 と す る タ ン パ ク 質 、 お よ び 細 胞 内 半 減 期 を 延 長 さ せ る タ ン パ ク 質 な ど が 含 ま れ る 。
当 業 者 に 知 ら れ て い る よ う に 、 ポ リ マ ー 性 送 達 シ ス テ ム を 細 胞 へ の 核 酸 の 送 達 の た め に 用
い る こ と も 成 功 し て い る 。 こ の よ う な シ ス テ ム は 、 核 酸 の 経 口 的 送 達 す ら 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 そ の 他 の 送 達 シ ス テ ム に は 、 時 間 放 出 型 、 遅 延 放 出 ま た は 持 続 的 放 出 型 の 送 達 シ ス テ ム
が 含 ま れ る 。 こ の よ う な シ ス テ ム に よ り 、 本 発 明 の 作 用 因 子 の 反 復 投 与 を 省 く こ と が 可 能
と な り 、 対 象 お よ び 医 師 の 利 便 性 を 高 め る こ と が で き る 。 多 く の 種 類 の 放 出 送 達 シ ス テ ム
が 利 用 可 能 で あ り 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 こ れ ら に は 、 ポ リ （ ラ ク チ ド -グ リ コ リ ド ）
、 コ ポ リ オ キ サ レ ー ト 、 ポ リ カ プ ロ ラ ク ト ン 、 ポ リ エ ス テ ル ア ミ ド 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル
、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 お よ び 重 合 無 水 物 な ど の ポ リ マ ー を 基 に し た シ ス テ ム が 含 ま れ る 。
薬 剤 を 含 む 前 述 の ポ リ マ ー の マ イ ク ロ カ プ セ ル は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,075,109号 に 記
載 さ れ て い る 。 送 達 シ ス テ ム に は 非 ポ リ マ ー 性 シ ス テ ム も 含 ま れ 、 こ れ に は 以 下 の も の が
あ る ： ス テ ロ ー ル （ レ ス テ ロ ー ル 、 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル な ど ） お よ び 脂 肪 酸 ま た は 中
性 脂 肪 （ モ ノ グ リ セ リ ド 、 ジ グ リ セ リ ド お よ び ト リ グ リ セ リ ド な ど ） を 含 む 脂 質 ； ヒ ド ロ
ゲ ル 放 出 シ ス テ ム ； シ ラ ス テ ィ ッ ク （ sylastic） シ ス テ ム ； ペ プ チ ド を 基 に し た シ ス テ ム
； ワ ッ ク ス コ ー テ ィ ン ； 従 来 の 結 合 剤 お よ び 添 加 剤 を 用 い た 圧 縮 錠 剤 ； 部 分 的 に 融 合 し た
イ ン プ ラ ン ト ； そ の 他 。 具 体 的 な 例 に は 、 以 下 の も の が 非 制 限 的 に 含 ま れ る ： （ a） 本 発
明 の 作 用 因 子 が 、 米 国 特 許 第 4,452,775号 、 第 4,675,189号 お よ び 第 5,736,152号 に 記 載 さ
れ た も の の よ う な マ ト リ ッ ク ス 内 部 の 形 態 に 含 ま れ て い る 崩 壊 性 シ ス テ ム 、 な ら び に （ b
） 有 効 成 分 が 、 米 国 特 許 第 3,854,480号 、 第 5,133,974号 お よ び 第 5,407,686号 に 記 載 さ れ
た も の な ど の ポ リ マ ー か ら 制 御 さ れ た 速 度 で 透 過 す る 拡 散 シ ス テ ム 。 さ ら に 、 ポ ン プ を 用
い る ハ ー ド ウ エ ア 送 達 シ ス テ ム を 用 い る こ と も で き る （ そ の い く つ か は 移 植 用 に 適 合 化 さ
れ て い る ） 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 長 期 的 な 持 続 放 出 性 イ ン プ ラ ン ト の 使 用 が 望 ま し い こ と も あ る 。 長 期 的 放 出 と は 、 本 明
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細 書 で 用 い る 場 合 、 イ ン プ ラ ン ト が 、 治 療 レ ベ ル の 有 効 成 分 を 少 な く と も 30日 間 、 好 ま し
く は 60日 間 に わ た っ て 送 達 す る よ う に 構 築 お よ び 配 置 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 長 期 的
な 持 続 放 出 性 イ ン プ ラ ン ト は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 こ れ に は 上 記 の 放 出 シ ス テ ム の い く つ
か が 含 ま れ る 。 具 体 的 な 例 に は 、 米 国 特 許 第 4,748,024号 お よ び カ ナ ダ 特 許 第 1330939号 に
記 載 さ れ た 長 期 的 持 続 放 出 性 イ ン プ ラ ン ト が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 有 効 量 で 投 与 さ れ た 場 合 に 本 発 明 の 分 子 と 協 同 的 、 相 加 的 ま た は 相 乗 的
に 作 用 し て （ i） Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 を 調 節 す る 、 か つ （ ii） 本 発 明 の 分 子 の C

α -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 が 関 与 し て い る 状 態 の い ず れ か （ 例 え ば 、 MSDを 含 む ス ル フ
ァ タ ー ゼ 欠 損 症 ） を 治 療 す る 、 本 発 明 の FGE分 子 以 外 の 作 用 因 子 の 投 与 を 含 み 、 い く つ か
の 態 様 に お い て は そ の 同 時 投 与 を 含 む 。 本 発 明 の 分 子 以 外 の 作 用 因 子 に は 、 イ ズ ロ ン 酸 2-
ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア
セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ
ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E
、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 H
Sulf-4、 HSulf-5ま た は HSulf-6（ そ れ ら の 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び /ま た は 断 片
） お よ び /ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 「 同 時 投 与 す る こ と 」 と は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 2種 ま た は そ れ 以 上 の 本 発 明 の 化
合 物 （ 例 え ば 、 FGE核 酸 お よ び /ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に 、 例 え ば 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ
欠 損 症 の 治 療 に 有 益 な こ と が 知 ら れ て い る 作 用 因 子 ― 例 え ば 、 MPSIIの 治 療 に お け る イ ズ
ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ ― ） を 、 単 一 の 組 成 物 中 に あ る 混 合 物 と し て 同 時 に 投 与 す る こ と
、 ま た は 化 合 物 が 相 加 的 効 果 、 さ ら に は 相 乗 的 効 果 を 発 揮 す る よ う に 十 分 に 近 接 し た 時 間
内 で 逐 次 的 に 投 与 す る こ と を 指 す 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 固 相 核 酸 分 子 ア レ イ も 含 む 。 本 ア レ イ は 、 固 体 基 質 に 対 し て 固 定 さ れ た
、 核 酸 分 子 、 そ れ ら の 発 現 産 物 、 ま た は そ れ ら （ 核 酸 分 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の い ず
れ か ） の 断 片 の セ ッ ト か ら 本 質 的 に な り 、 そ れ ぞ れ の 核 酸 分 子 は 、 FGE、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス
ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ
チ ル グ ル コ サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー
ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、
ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSu
lf-4、 HSulf-5お よ び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 固 相
ア レ イ は さ ら に 、 少 な く と も 1つ の 対 照 核 酸 分 子 を 含 む 。 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 核 酸 分
子 の セ ッ ト は 、 少 な く と も 1つ 、 少 な く と も 2つ 、 少 な く と も 3つ 、 少 な く と も 4つ 、 ま た は
さ ら に は 少 な く と も 5つ の 核 酸 分 子 を 含 み 、 そ れ ぞ れ は FGE、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ
、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ
ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル
ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル
フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-
5お よ び HSulf-6か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 の セ ッ ト は
、 最 大 で 100種 類 の 異 な る 核 酸 分 子 を 含 む 。 重 要 な 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 の セ ッ ト は 、
最 大 で 10種 類 の 異 な る 核 酸 分 子 を 含 む 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 の 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 、 核 酸 発
現 の パ タ ー ン の 評 価 お よ び 核 酸 発 現 の 同 定 の た め に 利 用 す る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 は 、 DN
Aチ ッ プ 技 術 、 遺 伝 子 チ ッ プ 技 術 お よ び 固 相 核 酸 ア レ イ 技 術 を 含 む 別 の 名 称 で も 知 ら れ 、
当 業 者 に 周 知 で あ り 、 同 定 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ （ 例 え ば 、 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 に 記 載 さ
れ た 分 子 、 例 え ば 、 FGE、 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ス ル フ ァ ミ ダ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル
ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 ア リ ー
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ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C、 ア リ ー ル ス
ル フ ァ タ ー ゼ D、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ E、 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ F、 ア リ ー ル ス ル フ
ァ タ ー ゼ G、 HSulf-1、 HSulf-2、 HSulf-3、 HSulf-4、 HSulf-5、 お よ び /ま た は HSulf-6） の
ア レ イ を 固 定 さ れ た 基 質 上 に 入 手 す る こ と 、 標 的 分 子 を レ ポ ー タ ー 分 子 （ 例 え ば 、 放 射 性
タ グ 、 化 学 発 光 タ グ ま た は 蛍 光 タ グ 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン 、 Cye3-dUTPま た は Cye5-dUTP
な ど ） に よ っ て 標 識 す る 段 階 、 標 的 核 酸 を プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 段 階 、 な ら び に
標 的 -プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 評 価 す る 段 階 を 含 む 。 標 的 配 列 と 完 全 に 合 致
す る 核 酸 配 列 を 備 え た プ ロ ー ブ は 、 一 般 に 、 合 致 性 が 完 全 で な い プ ロ ー ブ よ り も 強 い レ ポ
ー タ ー 分 子 シ グ ナ ル の 検 出 を も た ら す と 考 え ら れ る 。 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 に 利 用 さ れ
る 多 く の 成 分 お よ び 技 法 が 「 チ ッ プ 法 の 予 測 （ The Chipping Forecast） 」 、 Nature Gene
tics, Vol.21, Jan 1999に 提 示 さ れ て い る （ そ の 全 内 容 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
ら れ る ） 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 マ イ ク ロ ア レ イ 基 質 に は 、 ガ ラ ス 、 シ リ カ 、 ア ル ミ ノ ケ イ 酸 、 ホ ウ ケ
イ 酸 、 ア ル ミ ナ お よ び 酸 化 ニ ッ ケ ル な ど の 金 属 酸 化 物 、 種 々 の 粘 土 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま
た は ナ イ ロ ン が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 す べ て の 態 様 に お い て 、 ガ ラ ス 基 質 が 好 ま し い 。 本
発 明 に よ れ ば 、 プ ロ ー ブ は 、 DNA、 ゲ ノ ム DNA、 cDNAお よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 非 制 限 的
に 含 む 群 か ら 選 択 さ れ 、 こ れ は 天 然 性 で も 合 成 性 で も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
は 20-mer～ 25-merオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と が 好 ま し く 、 DNA/cDNAプ ロ ー ブ は 500～ 5
000塩 基 長 で あ る こ と が 好 ま し い が 、 他 の 長 さ を 用 い る こ と も で き る 。 適 切 な プ ロ ー ブ 長
は 、 当 業 者 に よ り 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た 手 順 に 従 っ て 決 定 さ れ う る 。 1つ の 態 様 に お い
て 、 好 ま し い プ ロ ー ブ は 、 SEQ ID NO： 1、 3、 4、 6、 8、 10、 お よ び /ま た は 12と し て 示 さ
れ た 核 酸 分 子 の 2つ ま た は そ れ 以 上 の セ ッ ト で あ る 。 当 業 者 に 知 ら れ た ゲ ル 濾 過 ま た は 沈
降 な ど の 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 、 混 入 物 を 除 去 す る た め に プ ロ ー ブ を 精 製 し て も よ い 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 1つ の 態 様 に お い て は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 基 質 に 対 し て 、 基 質 上 で の プ ロ ー ブ の 合 成 を 強
化 す る た め に 化 合 物 を コ ー テ ィ ン グ し て も よ い 。 こ の よ う な 化 合 物 に は 、 オ リ ゴ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 基 質 上 の カ ッ プ リ ン グ 因
子 ま た は カ ッ プ リ ン グ 基 を 用 い て 、 第 1の ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 基 質
に 対 し て 共 有 結 合 さ せ る 。 こ れ ら の 因 子 ま た は 基 に は 、 ア ミ ノ 基 、 ヒ ド ロ キ シ 基 、 臭 素 基
お よ び カ ル ボ キ シ 基 が 非 制 限 的 に 含 ま れ う る 。 こ れ ら の 反 応 性 基 は 、 一 価 位 置 が 鎖 結 合 に
よ っ て 占 有 さ れ 、 残 り が 反 応 性 基 と 結 合 す る よ う に 、 ア ル キ レ ン ま た は フ ェ ニ レ ン 二 価 遊
離 基 な ど の ヒ ド ロ カ ル ビ ル 遊 離 基 を 介 し て 基 質 と 結 合 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の ヒ
ド ロ カ ル ビ ル 基 は 、 最 大 で 約 10個 の 炭 素 原 子 、 好 ま し く は 最 大 で 約 6個 の 炭 素 原 子 を 含 む
こ と が で き る 。 主 鎖 内 に 2～ 4個 の 炭 素 原 子 を 含 む ア ル キ レ ン 遊 離 基 が 通 常 好 ま し い 。 こ の
プ ロ セ ス の 上 記 お よ び そ の ほ か の 詳 細 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,458,066号 に 開 示 さ れ て
い る （ こ れ は そ の 全 体 が 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る ） 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ は 、 光 指 定 に よ る 化 学 合 成 、 光 化 学 的 脱 保 護 、 ま た は ヌ
ク レ オ チ ド 前 駆 体 の 基 質 へ の 送 達 後 の プ ロ ー ブ 作 製 と い っ た 方 法 を 用 い て 、 基 質 上 に 規 定
の グ リ ッ ド パ タ ー ン で 直 接 合 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 基 質 に 、 プ ロ ー ブ の 基 質 に 対 す る 結 合 性 を 高 め る 化 合 物 を コ
ー テ ィ ン グ す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 化 合 物 に は 、 ポ リ リ ジ ン 、 ア ミ ノ シ ラ ン 、 ア ミ
ノ 反 応 性 シ ラ ン （ Chipping Forecast, 1999） ま た は ク ロ ム （ Gwynne and Page, 2000） が
非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 こ の 態 様 で は 、 プ ロ ー ブ を 基 質 に 対 し て 密 着 印 刷 様 式 で 、 ま た は イ
ン ク ジ ェ ッ ト 式 ま た は 圧 電 式 送 達 な ど の 非 密 着 印 刷 様 式 で 塗 布 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ 制
御 式 ロ ボ ッ ト を 利 用 し て 、 あ ら か じ め 合 成 し た プ ロ ー ブ を 基 質 に 対 し て 正 確 な 規 定 容 積 お
よ び グ リ ッ ド パ タ ー ン で 塗 布 す る 。 UV照 射 を 非 制 限 的 に 含 む 方 法 を 用 い て 、 プ ロ ー ブ を 基
質 と 共 有 結 合 さ せ て も よ い 。 も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 プ ロ ー ブ を 熱 に よ り 基 質 と 結 合
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さ せ る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 標 的 は 、 DNA、 ゲ ノ ム DNA、 cDNA、 RNA、 mRNAを 非 制 限 的 に 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 で
あ り 、 こ れ ら は 天 然 性 で も 合 成 性 で も よ い 。 す べ て の 態 様 に お い て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損
症 を 発 症 す る こ と ま た は 有 す る こ と が 疑 わ れ る 対 象 由 来 の 核 酸 分 子 が 好 ま し い 。 本 発 明 の
あ る 種 の 態 様 に お い て は 、 1つ ま た は 複 数 の 対 照 核 酸 分 子 を 基 質 と 結 合 さ せ る 。 対 照 核 酸
分 子 は 、 核 酸 の 質 お よ び 結 合 特 性 ； 試 薬 の 質 お よ び 有 効 性 ； ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 成
果 ； な ら び に 分 析 閾 値 お よ び そ の 成 果 を 非 制 限 的 に 含 む 要 因 の 決 定 を 可 能 に す る も の が 好
ま し い 。 対 照 核 酸 に は 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 な ど の 遺 伝 子 ま た は そ れ ら の 断 片 の 発 現
産 物 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 疾 患 マ ー カ ー の セ ッ ト を 選 択 す る た め に は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 発
現 の マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ っ て 生 じ た 発 現 デ ー タ を 解 析 し 、 患 者 の 種 々 の カ テ ゴ リ ー （
患 者 の 各 カ テ ゴ リ ー は 異 な る ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 障 害 で あ る ） に お け る ど の 遺 伝 子 が
有 意 差 を 伴 っ て 発 現 さ れ る か を 判 定 す る こ と が 好 ま し い 。 遺 伝 子 発 現 の 有 意 性 は Permaxコ
ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 判 定 す る こ と が で き る が 、 発 現 の 有 意 差 を 区 別 し う る 任
意 の 標 準 的 な 統 計 学 パ ッ ケ ー ジ を 用 い て よ い 。 Permaxは 、 デ ー タ の 大 規 模 ア レ イ に 対 し て
並 べ 替 え 2標 本 t検 定 を 遂 行 す る 。 高 次 元 ベ ク ト ル の 観 測 に 関 し て は 、 Permaxソ フ ト ウ エ ア
は そ れ ぞ れ の 属 性 に 対 し て t統 計 値 を 算 出 し 、 属 性 全 体 の 最 大 お よ び 最 小 の 並 べ 替 え 分 布
を 用 い て 有 意 性 を 評 価 す る 。 そ の 主 な 用 途 は 、 二 群 間 （ 例 え ば 、 対 照 健 常 対 象 お よ び 特 定
の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 有 す る 対 象 ） で 最 も 差 の あ る 属 性 （ 遺 伝 子 ） を 決 定 し 、 t統 計
値 お よ び そ れ ら の 有 意 水 準 を 用 い て 「 最 大 の 差 」 を 計 測 す る こ と で あ る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 発 現 に 関 連 の あ る 核 酸 分 子 の 発 現 を 、 例 え ば 、 SEQ ID NO： 1お
よ び /ま た は 3に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 判 定 す る こ と に よ り 、 SEQ ID N
O： 2の 発 現 を 判 定 す る た め の タ ン パ ク 質 測 定 法 を 用 い て 判 定 す る こ と も で き る 。 タ ン パ ク
質 を 特 異 的 お よ び 定 量 的 に 測 定 す る 好 ま し い 方 法 に は 、 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 法
（ SELDI； 例 え ば 、 Ciphergen Protein Chip System） な ど の 質 量 分 析 に 基 づ く 方 法 、 質 量
分 析 に 基 づ か な い 方 法 、 お よ び 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 な ど の 免 疫 組 織 化 学 に 基 づ く 方 法 が 含
ま れ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 SELDI法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 手 順 に よ り 、 微 視 的 な 量 の タ ン パ ク 質 を 蒸 発 さ せ て 個 々
の タ ン パ ク 質 の 「 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 」 を 作 成 し 、 そ れ に よ っ て 単 一 試 料 中 の 多 く の タ ン
パ ク 質 の 存 在 量 の 同 時 測 定 を 可 能 に す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 SELDIに 基 づ く ア ッ
セ イ を 利 用 し て 、 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 な ら び に こ の 種 の 状 態 の 諸 段 階 を 特 徴 づ け る
こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な ア ッ セ イ に は 好 ま し く は 以 下 の 例 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 RN
Aマ イ ク ロ ア レ イ に よ っ て 発 見 さ れ た 遺 伝 子 産 物 は 、 SELDIタ ン パ ク 質 デ ィ ス ク に 対 す る 特
異 的 （ 抗 体 を 介 し た ） 捕 捉 （ 例 え ば 、 選 択 的 SELDI） に よ っ て 選 択 的 に 測 定 す る こ と が で
き る 。 タ ン パ ク 質 ス ク リ ー ニ ン グ （ 例 え ば 、 二 次 元 ゲ ル ） に よ っ て 発 見 さ れ た 遺 伝 子 産 物
は 、 SEQ ID NO： 1、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 24、 26お よ び /ま た は 28か ら の
目 的 の 特 定 マ ー カ ー を 描 出 す る よ う に 最 適 化 さ れ た 「 全 タ ン パ ク 質 SELDI」 に よ っ て 分 離
す る こ と が で き る 。 SEQ ID NO： 1、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 24、 26お よ び /
ま た は 28か ら の 多 数 の マ ー カ ー の SELDI測 定 に よ る 特 定 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 予 測 モ
デ ル を 、 SELDI戦 略 の た め に 利 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 と 関 連 の あ る 核 酸 の 発 現 を 判 定 す る た め の 前 述 の 任 意 の マ イ ク ロ
ア レ イ 方 法 の 使 用 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た ル ー チ ン 的 な 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き 、 タ ン
パ ク 質 測 定 法 に よ っ て 判 定 さ れ た 発 現 を 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 患 者 に 対 す る 治 療 戦 略
を 選 択 す る た め に 、 予 後 判 定 法 と し て 用 い ら れ る 規 定 レ ベ ル の マ ー カ ー と 相 関 づ け る こ と
も で き る 。
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【 ０ ２ ８ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ
ー ゼ の 比 （ す な わ ち 、 比 活 性 ） が 上 昇 し て い る ス ル フ ァ タ ー ゼ 産 生 細 胞 も 含 む 。 本 細 胞 は
（ i） 発 現 が 高 度 化 し て い る ス ル フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び （ ii） 発 現 が 高 度 化 し て い る ホ ル ミ
ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 を 含 み 、 こ の 際 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す
る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 （ す な わ ち 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 活 性 ） は 、 ホ ル ミ ル グ リ シ
ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル
フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 5％ 上 昇 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 「 発 現 が 高 度 化 し て い る ス ル フ ァ タ ー ゼ 」 と は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 一 般 的 に は 、
ス ル フ ァ タ ー ゼ お よ び /ま た は そ の コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 対 照 と 比 較 し て 亢
進 し て い る こ と を 指 す 。 発 現 亢 進 と は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 核 酸 の い ず れ か （ 本 明 細 書 中 の 別
の 箇 所 に 述 べ た よ う な ス ル フ ァ タ ー ゼ 核 酸 ） の 複 製 、 転 写 お よ び /ま た は 翻 訳 を 増 加 さ せ
る こ と （ す な わ ち 、 検 出 可 能 な 程 度 ま で ） を 指 す が 、 そ の 理 由 は 、 こ れ ら の プ ロ セ ス の い
ず れ か の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 、 そ の 遺 伝 子 （ 核 酸 ） に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド の 濃 縮 /量 の 増 加 を も た ら す た め で あ る 。 こ れ は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ cDNAお よ び /ま た は
ス ル フ ァ タ ー ゼ 座 位 を 含 む ゲ ノ ム DNAに よ る 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 内 因 性 ス ル フ
ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 座 位 の 上 流 に 、 例 え ば 強 力 な プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト を 相 同 組 換
え を 用 い て 配 置 す る こ と に よ っ て 内 因 性 ス ル フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 を 活 性 化 す る こ と （ 例 え ば
、 米 国 特 許 第 第 5,733,761号 、 第 6,270,989号 お よ び 第 6,565,844号 に 詳 細 に 記 載 さ れ た 遺
伝 子 活 性 化 技 術 を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら は す べ て 参 照 と し て 本 明 細 書 に 明 示 的 に 組 み 入 れ
ら れ る ） な ど の よ う な 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た さ ま ざ ま な 方 法 （ 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 に
も 述 べ て い る ） を 用 い て 実 現 す る こ と が で き る 。 一 般 的 な 対 照 は 、 ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド を
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 同 一 の 細 胞 で あ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 増 強
（ ま た は 増 加 ） さ せ る こ と は 、 例 え ば 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 分 解 （ 例 え ば 、 ユ ビ キ チ ン 化 の
増 加 を 介 す る ） 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 防 止 ま た は 阻 害 し 、 そ の 結 果 、 例 え ば 、 対 照
と 比 較 し て FGE分 子 の t１ / ２ （ 半 減 期 ） の 延 長 ま た は 安 定 化 を も た ら す こ と も 指 す 。 ダ ウ
ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は 発 現 低 下 と は 、 遺 伝 子 お よ び /ま た は そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 低 下 の こ と を 指 す 。 遺 伝 子 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 対 照 と 比 較 し た 、 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 FGE） の mRNAの レ ベ ル 、 ま
た は そ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル の 上 昇 ま た
は 低 下 を 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た 任 意 の 適 し た 手 段 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン ま た は 抗 体 検 出 法 な ど を 用 い て 検 出 す る こ と に よ っ て 直 接 判 定 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 FGE遺 伝 子 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 、 C

α -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 活 性 の 変 化 を 検 出 す る こ と に よ っ て 間 接 的 に 判 定 す る こ と も で
き る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 同 様 に 、 「 発 現 が 高 度 化 し て い る ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 」 と は 、 本 明 細 書 で 用 い る
場 合 、 一 般 的 に は 、 本 発 明 の FGE核 酸 お よ び /ま た は そ の コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
が 対 照 と 比 較 し て 亢 進 し て い る こ と を 指 す 。 発 現 亢 進 と は 、 本 発 明 の FGE核 酸 （ 本 明 細 書
中 の 別 の 箇 所 に 述 べ た よ う な も の ） の 複 製 、 転 写 お よ び /ま た は 翻 訳 を 増 加 さ せ る こ と （
す な わ ち 、 検 出 可 能 な 程 度 ま で ） を 指 す が 、 そ の 理 由 は 、 こ れ ら の プ ロ セ ス の い ず れ か の
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 、 そ の 遺 伝 子 （ 核 酸 ） に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 濃
縮 /量 の 増 加 を も た ら す た め で あ る 。 こ れ は 、 上 記 （ ス ル フ ァ タ ー ゼ に 関 す る ） お よ び 本
明 細 書 中 の 別 の 箇 所 に 述 べ た 方 法 を 用 い て 実 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 あ る 種 の 態 様 に お い て 、 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス
ル フ ァ タ ー ゼ の 比 は 、 ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス
ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 、 少 な く と も 10％ 、 15％ 、 20
％ 、 50％ 、 100％ 、 200％ 、 500％ 、 1000％ 上 昇 し て い る 。
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【 ０ ２ ８ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 対 象 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の 改 良 さ れ た 方 法
を 含 む 。 本 方 法 は 、 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 対 し て 、 対 象 に お け る ス ル フ ァ タ
ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め の 有 効 量 で ス ル フ ァ タ ー ゼ を 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 こ の 際 、 ス
ル フ ァ タ ー ゼ は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 活 性 を 上 昇 さ せ る た め に 有 効 な 量 の ホ ル ミ ル グ リ シ
ン 生 成 酵 素 と 接 触 さ れ て い る 。 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 に 述 べ た よ う に 、 「 比 活 性 」 と は 、
産 生 さ れ た ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 の こ と を 指 す 。 「 接 触
さ れ た 」 と は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 に 述 べ た よ う に ス ル フ ァ タ
ー ゼ を 翻 訳 後 修 飾 す る FGEの こ と を 指 す 。 FGEお よ び ス ル フ ァ タ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸 を 1
つ の 細 胞 内 で 共 発 現 さ せ れ ば 、 ま た は 単 離 さ れ た FGEポ リ ペ プ チ ド を 単 離 さ れ た ス ル フ ァ
タ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド と イ ン ビ ボ も し く は イ ン ビ ト ロ で 接 触 さ せ さ え す れ ば 、 FGEを ス ル フ
ァ タ ー ゼ と 接 触 さ せ て そ れ を 修 飾 さ せ る こ と が 可 能 で あ る こ と は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ
る と 考 え ら れ る 。 対 象 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を 治 療 す る た め に 、 単 離 さ れ た FGE
ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 さ れ た ス ル フ ァ タ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド と と も に 対 象 に 対 し て 同 時 投 与 す
る こ と が た と え 可 能 で も 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 対 象 に 投 与 す る 前 に 、 FGEと ス ル フ ァ タ ー ゼ
と の 接 触 を イ ン ビ ト ロ で 行 っ て お く こ と が 好 ま し い 。 こ の 改 良 さ れ た 治 療 方 法 は 、 ス ル フ
ァ タ ー ゼ の 比 活 性 が よ り 高 い た め 、 投 与 す る 必 要 の あ る ス ル フ ァ タ ー ゼ の 量 お よ び /ま た
は 頻 度 が よ り 少 な く て 済 む と い う 理 由 で 、 対 象 に と っ て 有 益 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ っ て さ ら に 詳 細 に 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る
。 し か し 、 こ れ ら の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 態 様 を 単 に 例 示 す る こ と の み を 意 図 し て お り 、 本
発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の と み な さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ ２ ９ １ 】

多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 は ヒ ト Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 （ FGE） を コ ー ド す る 遺
伝 子 に お け る 変 異 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る

FGEに 関 す る イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ
　 FGEの 活 性 の 観 測 に 関 し て は 、 N-ア セ チ ル 化 お よ び C-ア ミ ド 化 を 行 っ た 23merペ プ チ ド
　
　
を 基 質 と し て 用 い た 。 11位 の シ ス テ イ ン 残 基 の FGlyへ の 変 換 は MALDI-TOF質 量 分 析 法 に よ
り 観 測 し た 。 30％ ア セ ト ニ ト リ ル お よ び 0.1％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ TFA） 中 に P23の 6μ M原
液 を 調 製 し た 。 標 準 的 条 件 下 で は 、 6molの P23を 最 大 10μ lの 酵 素 と と と も に 、 67mM NaCl
、 15μ M CaCl２ 、 2mM DTTお よ び 0.33mg/mlウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む 50mM Tris/HCl、 pH 
9.0中 に て （ 最 終 容 積 30μ lと し て ） 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 酵 素 反 応 を 停 止 さ せ る た
め に は 、 10％ TFAを 1.5μ l添 加 し た 。 続 い て P23を ZipTip C18（ Millipore） に 結 合 さ せ 、 0
.1％ TFAで 洗 浄 し 、 3μ lの 50％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 0.1％ TFAに よ り 溶 出 さ せ た 。 溶 出 液 0.5μ
lを 0.5μ lの マ ト リ ッ ク ス 溶 液 （ 5mg/ml a-シ ア ノ -4-ヒ ド ロ キ シ -ケ イ 皮 酸 （ Bruker Dalto
nics, Billerica, MA） 、 50％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 0.1％ TFA中 ） と 、 ス テ ン レ ス 鋼 タ ー ゲ ッ
ト 上 で 混 合 し た 。 MALDI-TOF質 量 分 析 は 、 Reflex III（ Bruker Daltonics） に よ り 、 リ フ
レ ク ト ロ ン モ ー ド お よ び 脱 離 /イ オ ン 化 閾 値 を わ ず か に 上 回 る レ ー ザ ー エ ネ ル ギ ー を 用 い
て 行 っ た 。 ス ペ ク ト ル は す べ て 、 タ ー ゲ ッ ト 上 の 数 個 の ス ポ ッ ト か ら の 200～ 300シ ョ ッ ト
の 平 均 で あ る 。 質 量 軸 は 分 子 質 量 が 1000～ 3000 Daの 範 囲 の ペ プ チ ド を 外 部 標 準 と し て 用
い て 補 正 し た 。 P23の モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク MH＋ は 2526.28で あ り 、 FGly含 有 生 成 物 の そ れ は
2508.29で あ る 。 活 性 （ 生 成 物 の pmol数 /h） は 、 生 成 物 の ピ ー ク 高 を P23お よ び 生 成 物 の ピ
ー ク 高 の 合 計 に よ っ て 除 算 す る こ と に 基 づ い て 算 出 し た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
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実 施 例
実 施 例 1：

実 験 手 順
材 料 お よ び 方 法



ウ シ 精 巣 か ら の FGEの 精 製
　 ウ シ 精 巣 を 地 域 の 屠 畜 場 か ら 入 手 し 、 氷 上 に 最 長 20h置 い た 。 実 質 か ら 結 合 組 織 を 除 去
し 、 ワ ー リ ン グ ブ レ ン ダ ー を 用 い て 3回 の 電 動 処 理 （ motor pottering） に よ り ホ モ ジ ネ ー
ト 化 し た 。 入 手 し た ホ モ ジ ネ ー ト の 細 胞 分 画 に よ る 粗 ミ ク ロ ソ ー ム （ RM） の 調 製 は 、 記 載
さ れ た 内 容 （ Meyer et al., J. Biol. Chem., 2000, 275: 14550-14557） に 以 下 の 変 更 を
加 え た 上 で 行 っ た 。 4℃ で の 各 20分 間 の 分 画 遠 心 処 理 を 、 500g（ JA10遠 心 器 ） 、 3000g（ JA
10） お よ び 10000g（ JA20） の 3回 行 っ た 。 最 終 上 清 か ら RM膜 を 沈 降 さ せ （ 125000g、 Ti45遠
心 器 、 45分 間 、 4℃ ） 、 電 動 処 理 に よ っ て ホ モ ジ ネ ー ト 化 し た 上 で 、 シ ョ 糖 ク ッ シ ョ ン 上
に 重 層 さ せ た （ 50mM Hepes、 pH 7.6、 50mM KAc、 6mM MgAc2、 1mM EDTA、 1.3Mシ ョ 糖 、 5mM
 β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） 。 Ti45遠 心 器 に よ る 45000rpm、 4℃ の 210分 間 の 遠 心 処 理 に よ
っ て ペ レ ッ ト か ら RMを 回 収 し た 。 1kgの 精 巣 組 織 か ら 通 常 、 Walter and Blobel（ Methods 
Enzymol., 1983, 96: 84-93） に よ る 定 義 で 100000～ 150000当 量 の RMが 得 ら れ た 。 レ チ ク
ロ プ ラ ス ム （ reticuloplasm） す な わ ち RMの 管 腔 内 容 物 は 、 記 載 の 通 り に （ Fey et al., J
. Biol. Chem., 2001, 276: 47021-47028） 、 低 濃 度 の deoxy Big Chapで の 分 画 抽 出 に よ
っ て 入 手 し た 。 FGEの 精 製 に 関 し て は 、 95mlの レ チ ク ロ プ ラ ス ム を 20mM Tris/HCl、 pH 8.0
、 2.5mM DTTに 対 し て 4℃ で 20h透 析 し た 上 で 、 125000g、 1hの 遠 心 沈 降 処 理 を 行 っ た 。 透 明
化 し た レ チ ク ロ プ ラ ス ム の 32mlア リ コ ー ト を MonoQ HR10/10カ ラ ム （ Amersham Bioscience
s, Piscataway, NJ） に 室 温 で ロ ー デ ィ ン グ し 、 洗 浄 し た 上 で 、 0～ 0.75M NaCl（ Tris緩 衝
液 80ml中 ） の 直 線 的 勾 配 に よ り 2ml/minで 溶 出 さ せ た 。 50～ 165mM NaClで 溶 出 し た FGE活 性
を 含 む 画 分 を 3回 の 処 理 で プ ー ル し （ 42ml） 、 0.5M KCl、 1mM MgCl２ 、 1mM MnCl２ 、 1mM C
aCl２ お よ び 2.5mM DTTを 含 む 50mM Hepes緩 衝 液 、 pH 7.4に よ り 洗 浄 し た コ ン カ ナ バ リ ン A-
Sepharose（ Amersham Biosciences） 2mlと 混 合 し た 。 4℃ で 16hイ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、
コ ン カ ナ バ リ ン A-Sepharoseを カ ラ ム に 集 め 、 同 じ Hepes緩 衝 液 6mlに よ り 洗 浄 し た 。 結 合
し た 物 質 を 、 カ ラ ム を 0.5M a-メ チ ル マ ン ノ シ ド （ 50mM Hepes、 pH 7.4、 2.5mM DTF中 ） 6m
lと と も に 室 温 で 1hイ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 溶 出 さ せ た 。 同 じ 溶 出 液 4mlを 用 い て
溶 出 を 再 度 行 っ た 。 コ ン カ ナ バ リ ン A-Sepharoseか ら の 溶 出 液 を 併 せ た も の （ 10ml） を 、 0
.5M Tris/HCl、 pH9.0で pH 8.0に 調 整 し 、 乱 雑 化 ペ プ チ ド
　
10mgに よ り 誘 導 体 化 し た Affigel 10（ Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA） 2mlと 混 合
し て 、 バ ッ フ ァ ー A（ 50mM Hepes、 pH 8.0、 0.15M酢 酸 カ リ ウ ム 、 0.125Mシ ョ 糖 、 1mM MgCl

２ お よ び 2.5mM DTTを 含 む ） に よ り 洗 浄 し た 。 4℃ で 3hイ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 こ の ア フ
ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス （ affinity matrix） を カ ラ ム に 集 め た 。 4mlの バ ッ フ ァ ー Aに よ
る 流 出 液 お よ び 洗 浄 画 分 を 収 集 し 、 ま と め た 上 で 、 Ser69ペ プ チ ド
　
10mgに よ る 置 換 処 理 を 行 っ た 2mlの Affigel 10と 混 合 し 、 バ ッ フ ァ ー Aで 洗 浄 し た 。 4℃ で
一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス を カ ラ ム に 集 め 、 バ ッ フ ァ ー
B（ 2M NaClお よ び 20種 の タ ン パ ク 質 生 成 性 ア ミ ノ 酸 各 50mg/mlの 混 合 物 を 含 む バ ッ フ ァ ー A
） 6mlに よ り 3回 洗 浄 し た 。 結 合 し た 物 質 を 、 25mMの Ser69ペ プ チ ド を 含 む 6mlの バ ッ フ ァ ー
Bと と も に Affigelを 90minず つ 2回 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ
ッ ク ス か ら 溶 出 さ せ た 。 溶 出 液 の ア リ コ ー ト に 対 し て 1mg/mlウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に よ る 置
換 処 理 を 行 い 、 バ ッ フ ァ ー Aに 対 し て 透 析 さ せ た 上 で 活 性 に 関 し て 分 析 し た 。 活 性 の 残 り
の 部 分 （ 11.8ml） は 、 Vivaspin 500濃 縮 装 置 （ Vivascience AG, Hannover, Germany） で
濃 縮 し 、 95℃ で Laemmli SDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 中 に 溶 解 さ せ た 。 出 発 材 料 お よ び ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 段 階 後 に 入 手 し た 調 製 物 の ポ リ ペ プ チ ド 組 成 を 、 SDSPAGB（ 15％ ア ク リ ル ア
ミ ド 、 0.16％ ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド ） に よ り 観 測 し 、 SYPRO Ruby（ Bio-Rad Laboratories）
で 染 色 し た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
質 量 分 析 法 に よ る FGEの 同 定
　 ペ プ チ ド 質 量 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 分 析 に 関 し て は 、 精 製 ポ リ ペ プ チ ド を ゲ ル 中 で ト リ プ
シ ン 消 化 し （ Shevchenko et al., Anal. Chem., 1996, 68: 850-855） 、 C18ZipTipで 脱 塩
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処 理 を 行 っ た 上 で 、 ジ ヒ ド ロ 安 息 香 酸 を マ ト リ ッ ク ス と し て 、 ト リ プ シ ン 由 来 の 2種 類 の
自 己 溶 解 性 ペ プ チ ド （ m/z 842.51お よ び 2211.10） を 内 部 標 準 と し て 用 い る MALDI-TOF質 量
分 析 法 に よ り 分 析 し た 。 タ ン デ ム 質 量 分 析 に 関 し て は 、 選 択 し た ペ プ チ ド を MALDI-TOFポ
ス ト ソ ー ス 分 解 質 量 分 析 法 に よ り 分 析 し た 。 そ れ ら に 対 応 す る 二 重 荷 電 イ オ ン を 単 離 し 、
オ フ ラ イ ン 式 nano-ESIイ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 法 （ EsquireLC, Bruker Daltonics） に よ
り 断 片 化 し た 。 こ れ ら の 質 量 分 析 デ ー タ を 、 NCBInrタ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス お よ び NCBI E
STヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス に お け る タ ン パ ク 質 同 定 の た め に Mascot検 索 ア ル ゴ リ ズ ム に
よ り 用 い た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス
　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び 切 断 部 位 は 、 EMBOSS（ Rice et al., Trends in Genetics, 200
0, 16: 276-277） に 組 み 込 ま れ て い る von Heijneの 方 法 （ von Heijne, Nucleic Acids Re
s., 1986, 14: 4683-90） に よ り 記 載 し た 。 N-グ リ コ シ ル 化 部 位 は Brunakの ア ル ゴ リ ズ ム
（ Gupta and Brunak, Pac. Symp. Biocomput., 2002, 310-22） を 用 い て 予 想 し た 。 機 能
的 ド メ イ ン は 、 PFAM-Hidden-Markov-Model（ バ ー ジ ョ ン 7.8） （ Sonnhammer et al., Nucl
eic Acids Res., 1998, 26: 320-322） を 検 索 す る こ と に よ り 検 出 し た 。 FGEホ モ ロ グ の 検
索 の た め に は 、 National Center for Biotechnology Informationの デ ー タ ベ ー ス （ Wheel
er et al., Nucleic Acids Res., 2002, 20: 13-16） に 対 し て 、 BLAST（ Altschul et al.
, Nucleic Acids Res., 1997, 25: 3389-3402） を 用 い て ク エ リ ー 処 理 を 行 っ た 。 配 列 類
似 性 は 、 EMBOSSに よ る 標 準 的 な ツ ー ル を 用 い て 算 出 し た 。 ゲ ノ ム 座 位 の 構 成 お よ び シ ン テ
ニ ー は NCBIの ヒ ト ゲ ノ ム お よ び マ ウ ス ゲ ノ ム の リ ソ ー ス 、 な ら び に 同 じ く NCBI（ Bethesda
、 MD） の Human-Mouse Homology Mapを 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
ヒ ト FGE cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
　 RNEASY（ 商 標 ） Miniキ ッ ト （ Qiagen, Inc., Valencia, CA） を 用 い て ヒ ト 線 維 芽 細 胞 か
ら 調 製 し た 全 RNAを 、 OMNISCRIPT RT（ 商 標 ） キ ッ ト （ Qiagen, Inc., Valencia, CA） 、 お
よ び オ リ ゴ （ dT） プ ラ イ マ ー ま た は FGE特 異 的 プ ラ イ マ ー
　
の い ず れ か を 用 い て 逆 転 写 さ せ た 。 第 一 鎖 cDNAを 、 順 方 向 プ ラ イ マ ー
　
、 お よ び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー と し て
　
　
の い ず れ か を 用 い る PCRを 用 い て 増 幅 し た 。 こ れ ら の PCR産 物 を pCR4-TOPO（ 商 標 ） ベ ク タ
ー （ Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA） 中 に 直 接 ク ロ ー ニ ン グ し た 。 種 々 の 個 体 か
ら 独 立 し た RT反 応 お よ び PCR反 応 に よ っ て 入 手 し た 多 数 の ク ロ ー ン 化 PCR産 物 の シ ー ク エ ン
シ ン グ に よ り 、 FGE cDNAの コ ー ド 配 列 を 決 定 し た （ SEQ ID NO： 1お よ び 3） 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
変 異 検 出 、 ゲ ノ ム シ ー ク エ ン シ ン グ 、 部 位 指 定 変 異 誘 発 お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 本 研 究 に 用 い た 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル は 、 本 質 的 に は 、 Lubke et al.（ Nat. Gen., 200
1, 28: 73-76） お よ び Hansske et al.（ J. Clin. Invest., 2002, 109: 725-733） に 記 載
さ れ た も の と 同 じ で あ る 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 、 全 コ ー ド 領 域 を カ バ ー す る cDNAプ ロ ー ブ
、 お よ び RNAロ ー デ ィ ン グ に 関 す る 対 照 と し て の ア ク チ ン cDNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ せ た 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
細 胞 株 お よ び 細 胞 培 養
　 MSD患 者 1～ 6由 来 の 線 維 芽 細 胞 を 、 そ れ ぞ れ 、
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か ら 入 手 し た 。 ヒ ト 皮 膚 線 維 芽 細 胞 で あ る HT-1080細 胞 、 BHK21細 胞 お よ び CHO細 胞 は 、 10
％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 中 に て 5％ CO2下 、 37℃ で 維 持 し た 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 間 接 免 疫 蛍 光 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び FGE活 性 の 検 出
　 Pfuポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene, La Jolla, CA） お よ び 以 下 の プ ラ イ マ ー ：
　
　
　
　
　
　
　
を 用 い る add-on PCRを 用 い る こ と に よ り 、 FGE cDNAに 対 し て 、 5' EcoRl部 位 、 お よ び 3' H
Aタ グ 配 列 、 c-Mycタ グ 配 列 ま た は RGS-His6タ グ 配 列 の い ず れ か （ そ の 後 方 に 終 止 コ ド ン お
よ び HindIII部 位 ） を 付 与 し た 。 そ の 結 果 得 ら れ た PCR産 物 を EcoRI/HindIII断 片 と し て pMP
SVEH（ Artelt et al., Gene, 1988, 68: 213-219） 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら れ た プ ラ
ス ミ ド を 、 EFFECTENE（ 商 標 ） （ Qiagen） を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 と し て 用 い て 、 カ
バ ー グ ラ ス 上 で 増 殖 さ せ た HT-1080細 胞 、 BHK21細 胞 お よ び CHO細 胞 に 対 し て 一 過 性 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 48h後 に 細 胞 を 、 HA（ Berkeley Antibody Com
pany, Richmond, CA） 、 c-Myc（ Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA） ま
た は RGS-His（ Qiagen） に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル IgG1抗 体 を 一 次 抗 体 と し て 用 い て 、 以 前
の 記 載 の 通 り に 間 接 免 疫 蛍 光 法 に よ り 分 析 し た （ Lubke et al., Nat. Gen., 2001, 28: 7
3-76； Hansske et al., J. Clin. Invest., 2002, 109: 725-733） 。 小 胞 体 マ ー カ ー タ ン
パ ク 質 タ ン パ ク 質 で あ る ジ ス ル フ ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ （ PDI） は 、 サ ブ タ イ プ の 異 な る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ IgG2A, Stressgen Biotech., Victoria BC, Canada） を 用 い て 検 出 し た
。 こ れ ら の 一 次 抗 体 を 、 そ れ ぞ れ CY2ま た は CY3を 結 合 さ せ た ア イ ソ タ イ プ 特 異 的 ヤ ギ 二 次
抗 体 （ Molecular Probes, Inc., Eugene, OR） を 用 い て 検 出 し た 。 免 疫 蛍 光 画 像 は Leica 
TCS Sp2 AOBSレ ー ザ ー 走 査 顕 微 鏡 を 用 い て 得 た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 関 し て は 、 同
じ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び 二 次 抗 体 と し て の HRP結 合 抗 マ ウ ス IgGを 用 い た 。 FGE活 性
の 決 定 に 関 し て は 、 ト リ プ シ ン 処 理 し た 細 胞 を 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 薬 の 混 合 物 （ 208μ M
 4-(2-ア ミ ノ エ チ ル )ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド 塩 酸 塩 、 0.16μ Mア プ ロ チ ニ ン 、 4.2
μ Mロ イ ペ プ チ ン 、 7.2μ Mベ ス タ チ ン 、 3μ Mペ プ ス タ チ ン A、 2.8μ M E-64） を 含 む リ ン 酸
緩 衝 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 2.5mM DTT、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 薬 お よ び 1％  Triton X-100を 含 む 1
0mM Tris、 pH 8.0中 に 溶 解 し た 後 、 125,000gで の 1hの 遠 心 処 理 に よ り 透 明 化 し た 。 上 清 を
、 上 記 の 条 件 を 用 い る MonoQ PC 1.6/5カ ラ ム で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け た 。 50～ 200m
M NaClで 溶 出 し た 画 分 を プ ー ル し 、 凍 結 乾 燥 さ せ 、 元 の プ ー ル 容 積 の 10分 の 1に 再 構 成 し
た 後 に 、 FGE活 性 を ペ プ チ ド P23を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス 形 質 導 入
　 目 的 の cDNAを 、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス を 基 に し た ベ ク タ ー で あ る pLPCXお よ び p
LNCX2（ BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA） 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 同 種 指 向 性 F
NX-Eco細 胞 （ ATCC, Manassas, VA） の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 な ら び に 両 種 指 向 性 RETROP
ACK（ 商 標 ） PT67細 胞 （ BD Biosciences Clontech） お よ び ヒ ト 線 維 芽 細 胞 の 形 質 導 入 は 、
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記 載 の 通 り に 行 っ た
　
　
　
。 い く つ か の 実 験 に 関 し て は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 決 定 の 前 に 、 pLPCX形 質 導 入 PT67細
胞 を ピ ュ ー ロ マ イ シ ン に よ り 選 択 し た 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
ス ル フ ァ タ ー ゼ ア ッ セ イ
　 ASA、 STSお よ び GalNAc6Sの 活 性 は 、
　
　
　
　
に 記 載 さ れ た よ う に し て 決 定 し た 。
【 ０ ３ ０ １ 】

FGE活 性 に 関 す る 迅 速 ペ プ チ ド ベ ー ス ア ッ セ イ
　 本 発 明 者 ら は 、 ミ ク ロ ソ ー ム 抽 出 物 中 の FGE活 性 を 、 イ ン ビ ト ロ 合 成 し た [35S]ASA断 片
を 基 質 と し て 用 い て 決 定 す る た め の ア ッ セ イ を 開 発 し た 。 こ の 断 片 を 、 リ ボ ソ ー ム と 会 合
し た 新 生 鎖 複 合 体 と し て の ア ッ セ イ 混 合 物 に 添 加 し た 。 生 成 物 の 定 量 に は 、 ト リ プ シ ン 消
化 、 RP-HPLCに よ る ペ プ チ ド の 分 離 、 な ら び に ヒ ド ラ ゾ ン に 対 す る 化 学 的 誘 導 体 化 、 RP-HP
LC分 離 お よ び 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 の 組 み 合 わ せ に よ る 、 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 含 む
[35S]標 識 FGlyの 同 定 お よ び 定 量 が 含 ま れ て い た （ Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 2
76: 47021-47028） 。 精 製 中 の 酵 素 活 性 の モ ニ タ リ ン グ の た め に は 、 こ の 複 雑 な 手 順 を 変
更 す る 必 要 が あ っ た 。 ASA残 基 65-80に 対 応 し 、 FGly形 成 の た め に 必 要 な 配 列 モ チ ー フ を 含
む 合 成 16merペ プ チ ド は 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ で FGE活 性 を 阻 害 し た 。 こ の こ と か ら 、 ASA6
5-80な ど の ペ プ チ ド が FGEに 対 す る 基 質 と し て 作 用 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 本 発 明 者 ら は
、 ASA残 基 60-80に 対 応 し 、 さ ら に N-ア セ チ ル 化 メ チ オ ニ ン お よ び C-ア ミ ド 化 セ リ ン 残 基 が
そ れ ぞ れ N末 端 お よ び C末 端 を 保 護 す る た め に 加 え ら れ て い る 23merペ プ チ ド P23（ SEQ ID N
O： 33） を 合 成 し た 。 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 （ MALDI-TOF）
質 量 分 析 法 に よ り 、 シ ス テ イ ン お よ び FGly含 有 型 P23の 同 定 お よ び 定 量 が 可 能 で あ っ た 。 P
23の 11位 に FGly残 基 が 存 在 す る こ と は 、 MALDI-TOFポ ス ト ソ ー ス 分 解 質 量 分 析 法 （ Peng et
 al., J. Mass Spec., 2003, 38: 80-86を 参 照 ） に よ っ て 確 認 さ れ た 。 P23と ウ シ 膵 臓 ま
た は ウ シ 精 巣 の ミ ク ロ ソ ー ム 由 来 の 抽 出 物 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 ペ プ チ ド の 最
大 95％ が FGly含 有 誘 導 体 に 変 換 さ れ た （ 図 1） 。 標 準 的 条 件 下 で は 、 消 費 さ れ た 基 質 が 50
％ 未 満 で あ っ て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 が 24hを 超 え な い 限 り 、 反 応 は 酵 素 お よ び イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 に 比 例 し た 。 P23に 関 す る kmは 13nMで あ っ た 。 還 元 型 お よ び 酸 化 型 の グ
ル タ チ オ ン 、 Ca２ ＋ な ら び に pHの 影 響 は 、 リ ボ ソ ー ム 会 合 新 生 鎖 複 合 体 を 基 質 と し て 用 い
た ア ッ セ イ で 認 め ら れ た も の と 同 程 度 で あ っ た （ Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 27
6: 47021-47028） 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
FGEの 精 製
　 FGEの 精 製 の た め に は 、 ウ シ 精 巣 ミ ク ロ ソ ー ム の 可 溶 性 画 分 （ レ チ ク ロ プ ラ ス ム ） を 出
発 材 料 と し て 用 い た 。 FGEの 比 活 性 は 、 ウ シ 膵 臓 ミ ク ロ ソ ー ム 由 来 の レ チ ク ロ プ ラ ス ム の 1
0～ 20倍 の 高 さ で あ っ た （ Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 276: 47021-47028） 。 FGE
の 精 製 は 、 4種 類 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 段 階 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 行 っ た 。 最 初 の 2つ の 段
階 は 、 MonoQ陰 イ オ ン 交 換 体 お よ び コ ン カ ナ バ リ ン A-Sepharose上 で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
と し た 。 pH 8で FGE活 性 は MonoQと 結 合 し 、 こ れ を 50～ 165mM NaClで 溶 出 さ せ た と こ ろ 回 収
率 は 60～ 90％ で あ っ た 。 こ の 画 分 を コ ン カ ナ バ リ ン A-Sepharoseと 混 合 す る と FGEが 結 合 し
た 。 出 発 時 活 性 の 30～ 40％ を 0.5M a-メ チ ル マ ン ノ シ ド に よ っ て 溶 出 さ せ る こ と が で き た
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。 後 半 の 2つ の 精 製 段 階 は 、 l6merペ プ チ ド に よ り 誘 導 体 化 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク
ス 上 で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と し た 。 第 1の ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス は 、 FGly形 成 の
た め に 必 須 な 残 基 Cys69、 Pro71お よ び Arg73を 乱 雑 化 し た ASA65-80ペ プ チ ド の バ リ ア ン ト
（ 乱 雑 化 ペ プ チ ド
　
） に よ り 置 換 し た Affigel 10と し た 。 こ の ペ プ チ ド は イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 系 に 10mM濃 度 で
添 加 し た 場 合 に は FGE活 性 を 阻 害 せ ず 、 Affigel 10に 固 定 化 し た 場 合 に は FGE活 性 を 保 持 し
な か っ た 。 乱 雑 化 ペ プ チ ド の ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 上 で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
り 、 小 胞 体 の シ ャ ペ ロ ン を 含 め 、 ペ プ チ ド 結 合 タ ン パ ク 質 は 除 外 さ れ た 。 第 2の ア フ ィ ニ
テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス は 、 Cys69が セ リ ン に よ り 置 換 さ れ た ASA65-80ペ プ チ ド の バ リ ア ン ト
（ Ser69ペ プ チ ド
　
　
） に よ り 置 換 し た Affigel 10と し た 。 こ の Ser69ペ プ チ ド の ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス
は FGEと 効 率 的 に 結 合 し た 。 FGE活 性 は 2M KSCNま た は 25mM 5er69ペ プ チ ド に よ っ て 回 収 率 2
0～ 40％ で 溶 出 さ せ る こ と が で き た 。 活 性 決 定 の 前 に は KSCNま た は Ser69ペ プ チ ド を 透 析 に
よ っ て 除 去 し な け れ ば な ら な か っ た 。 活 性 型 FGEの 溶 出 に は Cys69の セ リ ン に よ る 置 換 が 必
須 で あ っ た 。 野 生 型 ASA65-80ペ プ チ ド に よ り 置 換 し た Affigel 10は FGEを 効 率 的 に 結 合 さ
せ た 。 し か し 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 （ KSCN、 MgCl２ ） 、 ペ プ チ ド （ ASA65-80ま た は Ser69ペ
プ チ ド ） ま た は 低 pHも し く は 高 pHの 緩 衝 液 を 用 い た 溶 出 液 中 に は 、 ほ ぼ 全 く 活 性 が 回 収 さ
れ な か っ た 。 図 2に は 、 出 発 材 料 、 お よ び 4種 類 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 段 階 に よ る 典 型 的 な
精 製 後 の 活 性 画 分 の ポ リ ペ プ チ ド パ タ ー ン を 示 し て い る 。 最 終 画 分 中 に は 、 出 発 時 の FGE
活 性 の 5％ お よ び 出 発 時 の タ ン パ ク 質 の 0.0006％ が 回 収 さ れ た （ 8333倍 の 精 製 ） 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
精 製 さ れ た 39.5kDaお よ び 41.5kDaの ポ リ ペ プ チ ド は 単 一 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る
　 精 製 し た FGE調 製 物 中 の 39.5kDaお よ び 41.5kDaの ポ リ ペ プ チ ド を ペ プ チ ド 質 量 フ ィ ン ガ
ー プ リ ン ト 分 析 に か け た 。 MALDI-TOF質 量 分 析 法 に よ っ て 得 ら れ た 、 2種 類 の ポ リ ペ プ チ ド
の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド の 質 量 ス ペ ク ト ル は 大 き く 重 複 し て お り 、 こ の こ と は こ の 2種 類 の
タ ン パ ク 質 が 同 一 遺 伝 子 か ら 生 じ た こ と を 示 唆 す る 。 両 方 の ポ リ ペ プ チ ド の ト リ プ シ ン ペ
プ チ ド 中 に は 、 量 の 多 い 2種 類 の ペ プ チ ド で あ る
　
　
　
　
に 2つ の メ チ オ ニ ン 酸 化 が 加 わ っ た も の ） が 見 い だ さ れ 、 こ れ ら は GenBank Acc. No. AK07
5459の cDNAに よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ SEQ ID NO： 4） と 合 致 し た 。 こ の 2種 類 の
ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 MALDI-TOFポ ス ト ソ ー ス 分 解 ス ペ ク ト ル に よ り 、 お よ び オ フ
ラ イ ン 式 ナ ノ エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 （ ESI） イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 法 を 用 い る MS/
MS分 析 に よ っ て 確 か め た 。 FGEの C末 端 部 分 を カ バ ー す る ヒ ト cDNAの ウ シ オ ル ソ ロ グ の EST
配 列 、 お よ び 両 方 の ペ プ チ ド の 配 列 の マ ッ チ ン グ に よ り 、 ウ シ FGEに 関 す る さ ら な る 配 列
情 報 が 得 ら れ た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
FGEの 進 化 上 の 保 存 お よ び ド メ イ ン 構 造
　 ヒ ト FGEの 遺 伝 子 は （ SEQ ID NO： 1お よ び /ま た は 3） の cDNAに よ っ て コ ー ド さ れ 、 染 色
体 3p26に 位 置 す る 。 こ れ は 約 105kbの 範 囲 に 及 び 、 そ の コ ー ド 配 列 は 9個 の エ ク ソ ン に わ た
っ て 分 布 し て い る 。 ヒ ト FGE遺 伝 子 の 3つ の オ ル ソ ロ グ が 、 マ ウ ス （ 87％ の 同 一 性 ） 、 キ イ
ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila melanogaster） （ 48％ の 同 一 性 ） お よ び ハ マ ダ ラ カ （ A
nopheles gambiae） （ 47％ の 同 一 性 ） で 見 い だ さ れ た 。 オ ル ソ ロ ガ ス EST配 列 は 、 ウ シ 、
ブ タ 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル （ Xenopus laevis） 、 ニ シ ツ メ ガ エ ル （ Silurana tropicalis
） 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 、 サ ケ お よ び そ の 他 の 魚 類 を 含 む さ ら に 8つ の 種 で 見 い だ さ れ た （
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詳 細 に つ い て は 実 施 例 2を 参 照 さ れ た い ） 。 ヒ ト 遺 伝 子 と マ ウ ス 遺 伝 子 と の 間 で エ ク ソ ン -
イ ン ト ロ ン 構 造 は 保 存 さ れ て お り 、 染 色 体 6E2上 の マ ウ ス 遺 伝 子 は ヒ ト 染 色 体 3p26と 相 同
な 領 域 に 位 置 す る 。 S.セ レ ビ シ エ （ S. cerevisiae） お よ び C.エ レ ガ ン ス （ C. elegans）
の ゲ ノ ム に は FGEホ モ ロ グ が 存 在 し な い 。 原 核 生 物 で は ヒ ト FGEの 12種 類 の ホ モ ロ グ が 見 い
だ さ れ た 。 ヒ ト FGEの cDNAは 、 374残 基 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る と 予 想 さ れ る （ 図 3お よ
び SEQ ID NO： 2） 。 こ の タ ン パ ク 質 は 33残 基 の 切 断 可 能 な シ グ ナ ル 配 列 を 含 み （ こ れ は FG
Eが 小 胞 体 内 に 移 行 す る こ と を 示 す ） 、 Asn141に 単 一 の N-グ リ コ シ ル 化 部 位 を 含 む 。 FGEと
コ ン カ ナ バ リ ン Aが 結 合 す る こ と は 、 こ の N-グ リ コ シ ル 化 部 位 が 用 い ら れ る こ と を 示 唆 す
る 。 FGEの 残 基 87～ 367は 、 PFAMタ ン パ ク 質 モ チ ー フ デ ー タ ベ ー ス 中 に 機 能 不 明 の ド メ イ ン
（ PFAM： DUF323） と し て 挙 げ ら れ て い る 。 ヒ ト FGEと 、 デ ー タ ベ ー ス 中 に 同 定 さ れ た そ の
真 核 生 物 オ ル ソ ロ グ と の 配 列 比 較 解 析 に よ り 、 こ の ド メ イ ン が 3つ の 異 な る サ ブ ド メ イ ン
か ら 構 成 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 N末 端 サ ブ ド メ イ ン （ ヒ ト FGEに お け る 残 基 91～ 154） は 、 既 知 の 4種 類 の 真 核 生 物 FGEオ
ル ソ ロ グ の 内 部 で 46％ の 配 列 同 一 性 お よ び 79％ の 類 似 性 を 有 す る 。 ヒ ト FGEで は 、 こ の ド
メ イ ン は Asn141に N-グ リ コ シ ル 化 部 位 を 有 し 、 こ れ は 他 の オ ル ソ ロ グ で 保 存 さ れ て い る 。
FGEの 中 央 部 （ ヒ ト FGEに お け る 残 基 179～ 308） は 、 ト リ プ ト フ ァ ン リ ッ チ な サ ブ ド メ イ ン
（ 129残 基 中 に 12個 の ト リ プ ト フ ァ ン ） に よ っ て 代 表 さ れ る 。 こ の サ ブ ド メ イ ン の 内 部 で
の 真 核 生 物 オ ル ソ ロ グ の 同 一 性 は 57％ で あ り 、 類 似 性 は 82％ で あ る 。 C末 端 サ ブ ド メ イ ン
（ ヒ ト FGEに お け る 残 基 327～ 366） は 、 FGEフ ァ ミ リ ー 内 で 最 も 高 度 に 保 存 さ れ て い る 配 列
で あ る 。 ヒ ト C末 端 サ ブ ド メ イ ン と 真 核 生 物 オ ル ソ ロ グ （ 3つ の 完 全 長 配 列 お よ び 8つ の EST
） と の 配 列 同 一 性 は 85％ で あ り 、 類 似 性 は 97％ で あ る 。 サ ブ ド メ イ ン 3の 40残 基 の 内 部 で
は 4つ の シ ス テ イ ン 残 基 が 完 全 に 保 存 さ れ て い る 。 こ れ ら の シ ス テ イ ン の う ち 3つ は 原 核 生
物 FGEオ ル ソ ロ グ で も 保 存 さ れ て い る 。 FGEフ ァ ミ リ ー の 12種 類 の 原 核 生 物 メ ン バ ー （ 詳 細
に つ い て は 実 施 例 2を 参 照 の こ と ） は 、 真 核 生 物 FGEと 共 通 の サ ブ ド メ イ ン 構 造 を 有 す る 。
3つ の サ ブ ド メ イ ン 間 の 境 界 は 、 種 々 の 長 さ の 非 保 存 的 配 列 が サ ブ ド メ イ ン を 互 い に 隔 て
て い る た め 、 原 核 FGEフ ァ ミ リ ー で は よ り 明 確 で あ る 。 ヒ ト お よ び マ ウ ス の ゲ ノ ム は FGEの
2種 類 の 近 縁 ホ モ ロ グ を コ ー ド す る （ ヒ ト で は SEQ ID NO： 43お よ び 44、 GenBank Acc. No.
 NM_015411、 マ ウ ス で は SEQ ID NO： 45お よ び 46、 GenBank Acc. No. AK076022） 。 こ の 2
つ の パ ラ ロ グ の 同 一 性 は 86％ で あ る 。 そ れ ら の 遺 伝 子 は 相 同 な 染 色 体 領 域 に 位 置 す る （ ヒ
ト で は 7q11、 マ ウ ス で は 5G1） 。 い ず れ の パ ラ ロ グ も FGEオ ル ソ ロ グ と 共 通 の サ ブ ド メ イ ン
構 造 を 有 し 、 ヒ ト FGEと の 同 一 性 は 35％ で あ り 、 類 似 性 は 47％ で あ る 。 こ の 2つ の ホ モ ロ グ
の 同 一 性 が 100％ で あ る 、 第 3の サ ブ ド メ イ ン で は 、 シ ス テ イ ン を 含 む サ ブ ド メ イ ン 3の ウ
ン デ カ マ ー 配 列 が 欠 失 し て い る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
発 現 、 細 胞 内 局 在 お よ び 分 子 形 態
　 2.1kbの 単 一 の 転 写 物 が 、 検 出 可 能 な by皮 膚 線 維 芽 細 胞 か ら の 全 RNA、 な ら び に 心 臓 、 脳
、 胎 盤 、 肺 、 肝 臓 、 骨 格 筋 、 腎 臓 お よ び 膵 臓 か ら の ポ リ A＋  RNAの ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
に よ っ て 検 出 可 能 で あ る 。 β -ア ク チ ン RNAに 比 べ て 存 在 量 に は 一 桁 の ば ら つ き が あ り 、 膵
臓 お よ び 腎 臓 で 最 も 多 く 、 脳 で 最 も 少 な い 。 ヒ ト FGE、 ま た は HAタ グ 、 Mycタ グ も し く は Hi
s6タ グ に よ っ て C末 端 が 延 長 さ れ た FGE誘 導 体 の cDNAを 安 定 的 ま た は 一 過 性 に 発 現 す る 種 々
の 真 核 細 胞 株 を 、 FGE活 性 お よ び FGEの 細 胞 内 局 在 に 関 し て ア ッ セ イ し た 。 タ グ 標 識 FGEお
よ び 非 標 識 FGE一 過 性 発 現 に よ り 、 FGE活 性 は 1.6～ 3.9倍 に 上 昇 し た 。 PT67細 胞 に お け る FG
Eの 安 定 的 発 現 は FGEの 活 性 を 約 100倍 に 上 昇 さ せ た 。 BHK 21細 胞 、 CRO細 胞 お よ び HT1080細
胞 に お い て 間 接 免 疫 蛍 光 法 に よ り タ グ 標 識 型 FGEを 検 出 し た と こ ろ 、 種 々 の タ グ 標 識 型 FGE
と 、 小 胞 体 の 内 腔 タ ン パ ク 質 で あ る プ ロ テ イ ン ジ ス ル フ ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ と の 共 存 が 示 さ
れ た 。 タ グ 標 識 型 FGEを コ ー ド す る cDNAを 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た BHK 21細 胞 か ら
の 抽 出 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 見 か け 上 の サ イ ズ が 42～ 44kDaで あ る 単 一 の
免 疫 反 応 性 バ ン ド が 示 さ れ た 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
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MSDに お い て FGE遺 伝 子 は 変 異 を 有 す る
　 MSDは 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ に お け る FGly残 基 の 生 成 に 欠 損 が あ る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ
れ る （ Schmidt, B.、 et al., Cell, 1995, 82: 271-278） 。 こ の た め 、 FGE遺 伝 子 は MSDの
候 補 遺 伝 子 で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 7例 の MSD患 者 の FGEを コ ー ド す る cDNAの 増 幅 お よ び シ
ー ク エ ン シ ン グ を 行 っ て 10種 類 の 変 異 を 同 定 し 、 こ れ を ゲ ノ ム DNAの シ ー ク エ ン シ ン グ に
よ っ て 確 か め た （ 表 1） 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
（ 表 １ ） MSD患 者 に お け る 変 異
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
*患 者 1は 、 Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82: 271-278、 お よ び Rommerskirch and v
on Figura, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1992, 89: 2561-2565に お け る MSD患 者 Mo.で
あ る 。
**患 者 6は 、 Burk et al., J. Pediatr., 1984, 104: 574-578に よ り 報 告 さ れ た MSD患 者 で
あ る 。
他 の 患 者 は 未 発 表 の 症 例 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 第 1の 患 者 は 、 セ リ ン 359の コ ド ン を 終 止 コ ド ン に 変 換 す る 1076C＞ A置 換 （ S359X） に 関
し て ヘ テ ロ 接 合 性 で あ り 、 こ の 変 異 は エ ク ソ ン 3に よ っ て コ ー ド さ れ 、 タ ン パ ク 質 の 第 1ド
メ イ ン お よ び 第 2ド メ イ ン を 隔 て て い る 25残 基 149-173の 除 去 を 引 き 起 こ す 。 ゲ ノ ム シ ー ク
エ ン シ ン グ に よ り 、 イ ン ト ロ ン 3の ス プ ラ イ ス ド ナ ー 部 位 を 破 壊 す る 第 3イ ン ト ロ ン の ヌ ク
レ オ チ ド +5-8の 欠 失 （ IVS3+5-8 del） が 判 明 し た 。 第 2の 患 者 は 、 エ ク ソ ン 3の 消 失 を 引 き
起 こ す 変 異 （ IVS3+5-8 del） お よ び ア ル ギ ニ ン 327の コ ド ン を 終 止 コ ド ン に 変 換 す る 979C
＞ T置 換 （ R327X） に 関 し て ヘ テ ロ 接 合 性 で あ っ た 。 979C＞ Tア レ ル に よ っ て コ ー ド さ れ る
短 縮 型 FGEは サ ブ ド メ イ ン 3の 大 部 分 を 失 っ て い る 。 第 3の 患 者 は 、 サ ブ ド メ イ ン 3中 の 保 存
的 な ア ル ギ ニ ン 349を ト リ プ ト フ ァ ン に 置 き 換 え る 1045C＞ T置 換 （ R349W） に 関 し て ホ モ 接
合 性 で あ っ た 。 第 4の 患 者 は 、 PGEド メ イ ン 内 の 保 存 的 な 残 基 を 置 換 す る 2つ の ミ ス セ ン ス
変 異 ： ア ル ギ ニ ン 349を グ ル タ ミ ン に 置 き 換 え る 1046＞ T置 換 （ R349Q） お よ び シ ス テ イ ン 3
36を ア ル ギ ニ ン に 置 き 換 え る 1006T＞ C置 換 （ C336R） に 関 し て ヘ テ ロ 接 合 性 で あ っ た 。 第 5
の 患 者 は 、 保 存 的 な ア ラ ニ ン 279を バ リ ン に 置 き 換 え る 836C＞ T置 換 （ A279V） に 関 し て ヘ
テ ロ 接 合 性 で あ っ た 。 第 2の 変 異 は 、 プ ロ リ ン 81以 後 の 配 列 を 変 化 さ せ て 残 基 139の 後 の 翻
訳 停 止 を 引 き 起 こ す 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 （ 243delC） で あ る 。 第 6の 患 者 は 、 残 基 220以
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後 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 化 さ せ 、 残 基 266の 後 に 終 止 コ ド ン を 導 入 す る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド の
欠 失 （ 66ldelG） に 関 し て ヘ テ ロ 接 合 性 で あ っ た 。 第 2の 変 異 は 、 残 基 281-318を コ ー ド す
る エ ク ソ ン 7の イ ン フ レ ー ム 欠 失 を 引 き 起 こ す 、 イ ン ト ロ ン 6の ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ ー 部
位 の 変 異 （ IVS6-1G＞ A） で あ る 。 第 7の 患 者 に は 、 第 3患 者 に お け る も の と 同 じ 1045C＞ T置
換 が 見 い だ さ れ た 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 対 照 お よ び MSD患 者 か ら の 18種 の FGEア レ ル の
コ ー ド 領 域 に 2種 類 の 多 型 を 見 い だ し た 。 22％ は セ リ ン 63を ア ス パ ラ ギ ン に 置 き 換 え る 188
G＞ A置 換 （ S63N） を 保 有 し 、 28％ は サ イ レ ン ト 性 1116C＞ T置 換 を 保 有 し て い た 。
【 ０ ３ １ ０ 】
野 生 型 お よ び 変 異 型 FGE cDNAに よ る MSD線 維 芽 細 胞 へ の 形 質 導 入
　 FGEの 欠 損 症 が MSDに お い て 合 成 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ の 不 活 性 の 原 因 で あ る こ と を 確 か
め る た め に 、 本 発 明 者 ら は レ ト ロ ウ イ ル ス 遺 伝 子 導 入 を 利 用 し て 、 FGE cDNAを MSD線 維 芽
細 胞 で 発 現 さ せ た 。 対 照 と し て 、 cDNA挿 入 物 を 含 ま な い レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 形
質 導 入 も 行 っ た 。 こ の 代 謝 的 欠 陥 の 補 完 に 関 す る モ ニ タ リ ン グ の た め に 、 選 択 の 前 ま た は
後 に 形 質 導 入 線 維 芽 細 胞 に お け る ASA、 ス テ ロ イ ド ス ル フ ァ タ ー ゼ （ STS） お よ び N-ア セ チ
ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ （ GalNAc6S） の 活 性 を 測 定 し た 。 野 生 型 FGEの 形 質 導
入 は 、 こ の 3種 の ス ル フ ァ タ ー ゼ の 触 媒 活 性 を 2種 類 の MSD細 胞 株 （ 表 2） で 部 分 的 に 回 復 さ
せ 、 第 3の MSD細 胞 株 で は STSを 回 復 さ せ た 。 ASAお よ び GalNAc6Sに 関 し て は 、 線 維 芽 細 胞 の
選 択 後 の 回 復 が 正 常 活 性 の 20～ 50％ と 部 分 的 に 過 ぎ な か っ た こ と に 注 意 す べ き で あ る 。 ST
Sに 関 し て は 活 性 は 選 択 後 の 対 照 線 維 芽 細 胞 の 程 度 ま で 回 復 し た こ と が わ か っ た 。 選 択 に
よ り 、 ASAお よ び STSの 活 性 は 50～ 80％ 上 昇 し た が 、 こ れ は 線 維 芽 細 胞 の 15～ 50％ が 形 質 導
入 を 受 け る と い う 以 前 の 観 察 所 見 に 一 致 す る （ Lubke et al., Nat. Gen., 2001, 28: 73-
76） 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の み を 形 質 導 入 し た MSD線 維 芽 細 胞 に お け る ス ル フ ァ タ ー
ゼ 活 性 （ 表 2） は 、 非 形 質 導 入 MSD線 維 芽 細 胞 と 同 程 度 で あ っ た （ 提 示 せ ず ） 。 IVS3+5-8de
l変 異 を 有 す る FGE cDNAの 形 質 導 入 は ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 回 復 さ せ る こ と が で き な か っ
た （ 表 2） 。
【 ０ ３ １ １ 】
（ 表 ２ ） 野 生 型 ま た は 変 異 型 FGE cDNAの 形 質 導 入 に よ る MSD線 維 芽 細 胞 の 補 完
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1 こ れ ら の 値 は ASA（ mU/mg細 胞 タ ン パ ク 質 ） 、 STS（ μ U/mg細 胞 タ ン パ ク 質 ） 、 GalNAc6S（
μ U/mg細 胞 タ ン パ ク 質 ） と 3-ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ （ U/mg細 胞 タ ン パ ク 質 ） と の 比 を 示 し て
い る 。 対 照 線 維 芽 細 胞 に 関 し て は 、 6～ 11種 の 細 胞 株 の 平 均 お よ び 偏 差 を 示 し て い る 。 指
示 さ れ た 場 合 、 並 行 し て 形 質 導 入 を 行 っ た 2つ の 培 養 物 の 範 囲 を MSD線 維 芽 細 胞 に 関 し て 示
し て い る 。
○ MSD線 維 芽 細 胞 の 番 号 は 表 1中 の 患 者 の そ れ に 対 応 す る 。
+ 選 択 前 の 活 性 決 定
++ 選 択 後 の 活 性 決 定
n.d.： 測 定 せ ず
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【 ０ ３ １ ２ 】

FGEは 小 胞 体 の 高 度 に 保 存 さ れ た 糖 タ ン パ ク 質 で あ る
　 ウ シ 精 巣 か ら の FGEの 精 製 に よ り 、 同 じ 遺 伝 子 か ら 生 じ る 39.5kDaお よ び 41.5kDaの 2つ の
ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ た 。 3種 類 の 異 な る タ グ 標 識 を 施 し た 型 の FGEが 3種 類 の 真 核 細 胞 株
で 単 一 形 態 と し て 発 現 さ れ た こ と か ら 、 ウ シ 精 巣 か ら 精 製 し た FGE調 製 物 中 に 観 察 さ れ た 2
つ の 形 態 の う ち 一 方 は 、 精 製 中 に 限 定 的 タ ン パ ク 分 解 に よ っ て 生 じ た 可 能 性 が 示 唆 さ れ た
。 ASA65-80ペ プ チ ド 中 の Cys69が セ リ ン に よ っ て 置 換 さ れ る こ と が 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る FGEの 精 製 の た め に は 不 可 欠 で あ っ た 。 FGEは 、 小 胞 の 膜 を 通 過 し て
の 移 行 を 媒 介 す る 切 断 可 能 な シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る 。 成 熟 型 タ ン パ ク 質 の 大 部 分 （ 340残
基 中 の 275残 基 ） は 特 有 の ド メ イ ン を 規 定 し 、 こ の 3つ の サ ブ ド メ イ ン の ホ モ ロ グ は 機 能 が
判 明 し て い る タ ン パ ク 質 に は 存 在 し な い た め 、 こ れ は 3つ の サ ブ ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ る
可 能 性 が 高 い （ 実 施 例 2参 照 ） 。 新 た に 合 成 さ れ た ス ル フ ァ タ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド 中 の 線 状 F
Gly修 飾 モ チ ー フ の 認 識 （ Dierks et at、 EMBO J., 1999, 18: 2084-2091） が 、 1つ の FGE
サ ブ ド メ イ ン の 機 能 で あ る 可 能 性 が あ る 。 触 媒 ド メ イ ン は い く つ か の 様 式 で FGly形 成 を 触
媒 す る 可 能 性 が あ る 。 FGEは シ ス テ イ ン の チ オ ー ル 基 か ら 電 子 を 引 き 出 し 、 そ れ を 受 容 体
に 伝 達 す る こ と が 提 唱 さ れ て い る 。 そ の 結 果 生 じ た チ オ ア ル デ ヒ ド は 自 然 に 加 水 分 解 さ れ
て FGlyお よ び H2Sに な る と 考 え ら れ る （ Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82: 271-278
） 。 ま た は 、 FGEが 、 FADH2な ど の 電 子 供 与 体 の 助 け を 借 り て O2の 一 方 の 原 子 シ ス テ イ ン に
導 入 し 、 も う 一 方 を H2Oに 導 入 す る 混 合 機 能 型 オ キ シ ダ ー ゼ （ モ ノ オ キ シ ダ ー ゼ ） と し て
作 用 す る 可 能 性 も あ る 。 そ の 結 果 生 じ る シ ス テ イ ン の チ オ ア ル デ ヒ ド 水 和 物 誘 導 体 は FGly
お よ び H2Sと 自 然 に 反 応 す る と 考 え ら れ る 。 部 分 精 製 し た FGE調 製 物 を 用 い た 予 備 的 な 実 験
に よ り 、 FGly形 成 が 分 子 酸 素 に 絶 対 的 に 依 存 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ の こ と は 、 FGEが 混
合 機 能 型 オ キ シ ダ ー ゼ と し て 作 用 す る こ と を 示 唆 す る と 考 え ら れ る 。 サ ブ ド メ イ ン 3が 特
に 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 そ こ に 完 全 に 保 存 さ れ た 3つ の シ ス テ イ ン 残 基 が 存 在 す る こ と
か ら み て 、 こ の サ ブ ド メ イ ン は 触 媒 部 位 で あ る 可 能 性 の 高 い 候 補 で あ る 。 FGlyモ チ ー フ の
認 識 お よ び 電 子 受 容 体 ま た は 電 子 供 与 体 の 結 合 を 媒 介 す る 構 造 的 要 素 が FGEの ド メ イ ン 構
造 と 相 関 す る か 否 か を 調 べ る こ と は 興 味 深 い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 組 換 え FGEは 小 胞 体 内 に 局 在 し 、 こ れ は そ の 作 用 部 位 と し て 提 唱 さ れ て い る 部 位 と 一 致
す る 。 FGly残 基 は 、 新 た に 合 成 さ れ た ス ル フ ァ タ ー ゼ に お い て 、 小 胞 体 へ の 移 行 中 ま た は
そ の 直 後 に 生 成 さ れ る （ Dierks et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1997, 94: 11
963-11968； Dierks et al.、 FEBS Lett., 1998, 423: 61-65） 。 FGEそ れ 自 体 は KDEL型 の E
R滞 留 シ グ ナ ル を 含 ま な い 。 こ の た め 、 小 胞 体 内 へ の 滞 留 は 他 の ERタ ン パ ク 質 と の 相 互 作
用 に よ っ て 媒 介 さ れ る と 思 わ れ る 。 移 行 /N-グ リ コ シ ル 化 機 構 の 構 成 要 素 は 、 こ の よ う な
相 互 作 用 パ ー ト ナ ー の 注 目 さ れ る 候 補 で あ る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
FGEに お け る 変 異 は MSDの 原 因 と な る
　 本 発 明 者 ら は 、 FGEを コ ー ド す る 遺 伝 子 に お け る 変 異 が MSDの 原 因 と な る こ と を 示 し た 。
FGEは 他 の 成 分 と も 相 互 作 用 す る 可 能 性 が あ り 、 後 者 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 欠 陥 も 同 じ く M
SDの 原 因 に な る と 考 え ら れ る 。 7例 の MSD患 者 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 実 際 に FGE遺 伝 子 に
お け る 10種 類 の 変 異 を 見 い だ し た 。 い ず れ の 変 異 も 、 サ ブ ド メ イ ン 3（ 3種 類 の 変 異 ） ま た
は サ ブ ド メ イ ン 2（ 1種 類 の 変 異 ） に お け る 高 度 に 保 存 さ れ た 残 基 の 置 換 、 種 々 の 長 さ の C
末 端 短 縮 （ 4種 類 の 変 異 ） ま た は 大 規 模 な イ ン フ レ ー ム 欠 失 （ 2種 類 の 変 異 ） に よ り 、 FGE
タ ン パ ク 質 に 重 大 な 影 響 を 及 ぼ し た 。 2種 類 の MSD細 胞 株 お よ び MSD変 異 の 1つ に 関 し て は 、
野 生 型 FGE cDNAの 形 質 導 入 （ 変 異 型 FGE cDNAで は な く ） に よ り 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 が 部
分 的 に 回 復 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ の こ と は 、 FGE遺 伝 子 が 変 異 の 部 位 で あ り 、 こ の 変 異
に 疾 患 の 原 因 と な る 性 質 が あ る こ と を 明 確 に 示 し て い る 。 MSDは 臨 床 的 に も 生 化 学 的 に も
不 均 一 で あ る 。 出 生 時 に 発 現 し て 水 頭 症 を 発 症 す る 稀 な 新 生 児 型 、 乳 児 異 染 性 ロ イ コ ジ ス
ト ロ フ ィ ー と 最 初 の う ち は 似 て い る が そ の 後 に 魚 鱗 癬 お よ び ム コ 多 糖 症 に 似 た 特 徴 を 生 じ
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る 一 般 的 な 型 、 な ら び に 、 ム コ 多 糖 症 の 臨 床 的 特 徴 を 主 と す る 、 よ り 頻 度 の 低 い 軽 症 型 が
識 別 さ れ て い る 。 生 化 学 的 に は 、 こ れ は ス ル フ ァ タ ー ゼ の 残 存 活 性 が 検 出 さ れ る こ と が 特
徴 で あ り 、 ほ と ん ど の 場 合 、 こ れ は 培 養 皮 膚 線 維 芽 細 胞 で は 対 照 の 10％ 未 満 で あ る （ Burc
h et al., Clin. Genet., 1986, 30: 409-15； Basner et al., Pediatr. Res., 1979, 13
: 1316-1318） 。 し か し 、 い く つ か の MSD細 胞 株 で は 、 特 定 の ス ル フ ァ タ ー ゼ の 活 性 が 正 常
範 囲 に 達 し て い る （ Yutaka et al., Clin. Genet., 1981, 20: 296-303） 。 さ ら に 、 残 存
活 性 は 細 胞 培 養 条 件 お よ び 未 知 の 要 因 に 依 存 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 生 化 学 的 に は 、
MSDは 2つ の 群 に 分 類 さ れ る 。 第 I群 で は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 残 存 活 性 は 、 ASBの そ れ を 含 め
て 15％ 未 満 で あ る 。 第 II群 で は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 残 存 活 性 は よ り 高 度 で あ り 、 特 に ASB
の そ れ は 対 照 の 50～ 100％ に 達 す る 場 合 も あ る 。 今 回 報 告 し た 患 者 は 、 生 化 学 的 表 現 型 に
関 し て 、 第 II群 に 分 類 さ れ た 患 者 5（ ASB活 性 が 対 照 範 囲 に あ る ） を 除 き 、 全 例 が 第 I群 に
分 類 さ れ た 。 臨 床 基 準 に 基 づ く と 、 患 者 1お よ び 6は 新 生 児 型 症 例 で あ り 、 患 者 2～ 4お よ び
7は 一 般 的 な 型 で あ り 、 患 者 5は ム コ 多 糖 症 様 の 型 の MSDで あ る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 こ の 表 現 型 の 不 均 一 性 は 、 MSD患 者 に お け る 変 異 の 違 い が FGEの 残 存 活 性 の 違 い に 関 係 し
て い る 可 能 性 を 示 唆 す る 。 FGE IVS3+5-8delを 安 定 的 に 発 現 す る PT67細 胞 に 関 す る 予 備 的
な デ ー タ か ら は 、 エ ク ソ ン 3の イ ン フ レ ー ム 欠 失 が FGE活 性 を 完 全 に 消 失 さ せ る こ と が 示 さ
れ て い る 。 MSDに お け る 変 異 、 変 異 型 FGEの 生 化 学 的 特 徴 、 お よ び 最 近 開 発 さ れ た 高 感 度 の
質 量 分 析 法 （ Peng et al., J. Mass Spec., 2003, 38: 80-86） を 用 い た ス ル フ ァ タ ー ゼ
に お け る FGlyの 残 存 量 の 特 徴 づ け に よ り 、  MSDに お け る 遺 伝 子 型 -表 現 型 相 関 に 関 す る さ
ら に 詳 細 な 理 解 が 得 ら れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】

ヒ ト FGE遺 伝 子 は 、 原 核 生 物 か ら 真 核 生 物 ま で 保 存 さ れ て い る 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 修 飾 す
る 新 た な 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー を 規 定 す る
バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス
　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び 切 断 部 位 は 、 EMBOSS（ Rice et al., Trends in Genetics, 200
0, 16: 276-277） に 組 み 込 ま れ て い る von Heijneの 方 法 （ von Heijne, Nucleic Acids Re
s., 1986, 14: 4683-90） 、 お よ び Nielsen et al.の 方 法 （ Protein Engineering, 1997, 
10: 1-6） に よ り 記 載 し た 。 N-グ リ コ シ ル 化 部 位 は Brunakの ア ル ゴ リ ズ ム （ Gupta and Bru
nak, Pac. Symp. Biocomput., 2002, 310-22） を 用 い て 予 想 し た 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 機 能 的 ド メ イ ン は 、 PFAM-Hidden-Markov-Model（ バ ー ジ ョ ン 7.8） （ Sonnhammer et al.
, Nucleic Acids Res., 1998, 26: 320-322） を 検 索 す る こ と に よ り 検 出 し た 。 PFAM DUF3
23シ ー ド か ら の 配 列 は 、 TrEMBL（ Bairoch, A. and Apweiler, R., Nucleic Acids Res., 
2000, 28: 45-48） か ら 入 手 し た 。 マ ル チ プ ル ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 系 統 樹 の 構 築 は 、 Clu
stal W（ Thompson, J., et al., Nucleic Acids Res., 1994, 22: 4673-4680） を 用 い て
行 っ た 。 系 統 樹 の 計 算 に 関 し て は 、 ギ ャ ッ プ 位 置 を 除 外 し 、 多 数 の 置 換 に つ い て 補 正 し た
。 有 意 な 結 果 を 得 る た め に 系 統 樹 の ブ ー ト ス ト ラ ッ ピ ン グ を 行 っ た 。 系 統 樹 の 描 出 に は Nj
plot（ Perriere, G. and Gouy, M., Biochimie, 1996, 78: 364-369） を 用 い た 。 ア ラ イ
ン メ ン ト は 、 EMBOSSに よ る pret-typlotコ マ ン ド を 用 い て プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 FGEホ モ ロ グ の 検 索 の た め に は 、 National Center for Biotechnology Informationの デ
ー タ ベ ー ス NR、 NTお よ び EST（ Wheeler et al., Nucleic Acids Res., 2002, 20: 13-16）
に 対 し て 、 BLAST（ Altschul et al., Nucleic Acids Res., 1997, 25: 3389-3402） を 用
い て ク エ リ ー 処 理 を 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 配 列 に 関 し て は 、 NRデ ー タ ベ ー ス の 現 行 バ ー ジ ョ
ン に 対 し て 反 復 収 束 Psi-Blastを 期 待 値 カ ッ ト オ フ 値 10 - 4 0 お よ び デ フ ォ ー ル ト の パ ラ メ ー
タ ー で 用 い て 検 索 を 行 っ た 。 収 束 に は 5回 の 反 復 で 達 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て は
、 Psi-TBlastnを 用 い て 検 索 を 行 っ た ： こ れ に は NRお よ び ヒ ト FGEの タ ン パ ク 質 配 列 を 入 力
と し て 用 い 、 hFGEの ス コ ア マ ト リ ッ ク ス を 反 復 収 束 Psi-Blastを 用 い て 作 成 し た 。 こ の マ
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ト リ ッ ク ス を 、 ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス NTお よ び ESTの ク エ リ ー 処 理 の た め に blastall
に 対 す る 入 力 と し て 用 い た 。 い ず れ の 段 階 に 関 し て も 、 期 待 値 カ ッ ト オ フ 値 に は 10 - 2 0 を
用 い た 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 二 次 構 造 の 予 測 は 、 Psipred（ Jones, D., J Mol Biol., 1999, 292: 1950-2
02； McGuffin, L., et al., Bioinformatics, 2000, 16: 404-405） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 サ ブ ド メ イ ン の 類 似 性 ス コ ア は 、 EMBOSSに よ る consア ル ゴ リ ズ ム を デ フ ォ ー ル ト の パ ラ
メ ー タ ー で 用 い て の ア ラ イ ン メ ン ト か ら 算 出 し た 。 メ タ ア ラ イ ン メ ン ト は 、 FGEフ ァ ミ リ
ー サ ブ グ ル ー プ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 整 列 化 す る こ と に よ っ て 作 成 し た 。 ゲ ノ ム 座 位 の 構
成 お よ び シ ン テ ニ ー は 、 NCBI（ Bethesda, MD） の NCBIヒ ト ゲ ノ ム お よ び マ ウ ス ゲ ノ ム リ ソ
ー ス 、 な ら び に Softberry（ Mount Kisco, NY） の Human-Mouse-Rat Syntenyを 用 い て 決 定
し た 。 細 菌 ゲ ノ ム 配 列 は NCBI-FTP-サ ー バ か ら ダ ウ ン ロ ー ド し た 。 ゲ ノ ム loci of細 菌 FGE
遺 伝 子 の ゲ ノ ム 座 位 の 概 観 を 得 る た め に は 、 NCBIの 微 生 物 ゲ ノ ム 注 釈 （ annotation） を 用
い た 。
【 ０ ３ ２ １ 】

ヒ ト FGEお よ び 関 連 タ ン パ ク 質 の 基 本 的 特 徴 お よ び モ チ ー フ
　 ヒ ト FGE遺 伝 子 （ SEQ ID NO： 1、 3） は 、 374残 基 を 有 す る と 予 想 さ れ る FGEタ ン パ ク 質 （
SEQ ID NO： 2） を コ ー ド す る 。 残 基 22～ 33に 切 断 性 シ グ ナ ル （ Heijneス コ ア 15.29） が あ
り 、 残 基 17～ 29の ヒ ド ロ パ シ ー ス コ ア （ Kyte, J. and Doolittle, R., J Mol Biol., 198
2, 157: 105-132） が 1.7～ 3.3で あ る こ と は 、 33個 の N末 端 残 基 が ER移 行 後 に 切 断 さ れ る こ
と を 意 味 す る 。 し か し 、 Nielsen et al.の ア ル ゴ リ ズ ム （ Protein Engineering, 1997, 1
0: 1-6） を 用 い た と こ ろ 、 シ グ ナ ル 配 列 の 切 断 は 残 基 34の 後 で 起 こ る こ と が 予 想 さ れ た 。
こ の タ ン パ ク 質 は Asn 141に N-グ リ コ シ ル 化 部 位 と 考 え ら れ る 部 位 を 1つ 有 す る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 モ チ ー フ デ ー タ ベ ー ス PFAM（ Sonnhammer et al., Nucleic Acids Res., 199
8, 26: 320-322） に 対 す る FGEタ ン パ ク 質 配 列 を 用 い た 検 索 に よ り 、 ヒ ト FGEの 残 基 87～ 36
7を 、 7:9*10 - 1 1 4 と い う 高 度 に 有 意 な 期 待 値 で 、 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン DUF323と し て 分 類 し
う る こ と が 判 明 し た （ 「 機 能 不 明 の ド メ イ ン 」 、 PF03781） 。 DUF323を 規 定 す る PFAMシ ー
ド は 25種 の タ ン パ ク 質 配 列 か ら な り 、 そ の 大 半 は シ ー ク エ ン シ ン グ デ ー タ に 由 来 す る 仮 想
的 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ヒ ト FGEと DUF323と の 関 連 性 を 分 析 す る た め に 、 FGEと DUF323シ ー ド
の 配 列 と の マ ル チ プ ル ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 。 こ れ に 基 づ き 、 系 統 樹 を 構 築 し て ブ ー ト
ス ト ラ ッ ピ ン グ を 行 っ た 。 仮 想 的 配 列 の う ち 4つ （ TrEMBL-ID Q9CK12、 Q9I761、 O94632お
よ び Q9Y405） は シ ー ド の 他 の メ ン バ ー と 非 常 に 大 き な 相 違 が あ り 、 ブ ー ト ス ト ラ ッ ピ ン グ
を 適 切 に 行 う 妨 げ と な っ た た め 、 そ れ ら は セ ッ ト か ら 除 外 し な け れ ば な ら な か っ た 。 図 2
は 、 ヒ ト FGEと 残 り の 21種 の DUF323シ ー ド タ ン パ ク 質 と の 間 の 関 係 を 示 し た ブ ー ト ス ト ラ
ッ ピ ン グ 後 の 系 統 樹 を 示 し て い る 。 こ の 系 統 樹 を 用 い る こ と で 、 シ ー ド の メ ン バ ー を 、 ヒ
ト FGEと 近 縁 関 係 に あ る ホ モ ロ グ お よ び よ り 関 連 性 の 低 い 遺 伝 子 と い う 2つ の カ テ ゴ リ ー に
細 分 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 一 番 上 の 7つ の タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト FGEに 対 す る 系 統 学 的 距 離 （ phylogenetic distance
） が 0.41～ 0.73で あ る 。 こ れ ら は 単 一 の ド メ イ ン で あ る DUF323の み を 含 む 。 こ の 群 に お け
る 相 同 性 は 全 ア ミ ノ 酸 配 列 の 範 囲 に わ た り 、 そ の 大 部 分 は DUF323ド メ イ ン か ら な る 。 DUF3
23ド メ イ ン は こ の ホ モ ロ グ 群 で は 高 度 に 保 存 さ れ て い る が 、 シ ー ド の 他 の 15種 の タ ン パ ク
質 の ヒ ト FGEと の 関 連 性 は そ れ よ り も 低 い （ 系 統 学 的 距 離 が 1.14～ 1.93） 。 そ れ ら の DUF32
3ド メ イ ン は 、 第 1群 の 高 度 に 保 存 さ れ た DUF323ド メ イ ン と は か な り 大 き な 違 い が あ る （ 「
「 FGEの サ ブ ド メ イ ン お よ び FGE遺 伝 子 に お け る 変 異 」 の 項 を 参 照 さ れ た い ） 。 こ れ ら の 15
タ ン パ ク 質 の ほ と ん ど は 仮 想 的 で あ り 、 そ の う ち 6つ は さ ら に 検 討 が 進 ん で い る 。 そ れ ら
の う ち 、 ト ラ コ ー マ ク ラ ミ ジ ア （ C. trachomatis） 由 来 の セ リ ン /ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ （ T
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rEMBL： O84147） は 、 DUF323に 加 え て 他 の ド メ イ ン 、 す な わ ち ATP結 合 ド メ イ ン お よ び キ ナ
ー ゼ ド メ イ ン を 含 む 。 R.ス フ ェ ロ イ デ ス （ R. sphaeroides） 由 来 の 配 列 （ TrEMBL： Q9ALV8
） お よ び シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 属 由 来 の 配 列 （ TrEMBL： O52577） は タ ン パ ク 質 N
irVを コ ー ド し 、 そ の 遺 伝 子 は 銅 含 有 亜 硝 酸 レ ダ ク タ ー ゼ nirKと と も に 転 写 さ れ る （ Jam, 
R. and Shapleigh, J., Microbiology, 2001, 147: 2505-2515） 。 CarC（ TrEMBL： Q9XB56
） は 、 E.カ ロ ト ボ ラ （ E. carotovora） か ら の β -ラ ク タ ム 系 抗 生 物 質 の 合 成 に 関 与 す る オ
キ シ ダ ー ゼ で あ る （ McGowan, S., et al., Mol Microbiol., 1996, 22: 415-426； Khalee
li N, T. C.お よ び Busby RW, Biochemistry, 2000, 39: 8666-8673） 。 XylR（ TrEMBL： O3
1397） お よ び BH0900（ TrEMBL： Q9KEF2） は 、 バ シ ラ ス 科 お よ び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 科 に お け
る ペ ン ト ー ス 利 用 の 調 節 に 関 与 す る エ ン ハ ン サ ー 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る （ Rodionov, D., 
et al., FEMS Microbiol Lett., 2001, 205: 305-314） 。 FGEと DUF323と の 比 較 に よ り 、 F
GEフ ァ ミ リ ー を 機 能 の 異 な る 別 種 の DUF323含 有 ホ モ ロ グ と 識 別 す る 相 同 性 閾 値 が 確 立 さ れ
た 。 後 者 に は 、 セ リ ン /ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ お よ び Xyl（ 転 写 エ ン ハ ン サ ー の 一 つ ） な ら び
に FGE（ FGly生 成 酵 素 の 一 つ ） お よ び CarC（ オ キ シ ダ ー ゼ の 一 つ ） が 含 ま れ る 。 本 明 細 書
の 別 の 箇 所 で 考 察 し て い る よ う に 、 FGEは そ の シ ス テ イ ン 修 飾 機 能 を オ キ シ ダ ー ゼ と し て
発 揮 す る 可 能 性 が あ り 、 こ の こ と は FGEお よ び DUF323シ ー ド の 非 FGE性 メ ン バ ー は 共 通 の オ
キ シ ダ ー ゼ 機 能 を 有 す る 可 能 性 を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
FGEの ホ モ ロ グ
　 DUF323シ ー ド の 中 に ヒ ト FGEの 近 縁 ホ モ ロ グ が 存 在 し た こ と か ら 、 本 発 明 者 ら は NCBIの N
Rデ ー タ ベ ー ス 中 の ヒ ト FGEの ホ モ ロ グ を 検 索 す る こ と に し た （ Wheeler et al., Nucleic 
Acids Res., 2002, 20: 13-16） 。 検 索 の 閾 値 は 、 DUF323シ ー ド に 存 在 す る 6種 の ホ モ ロ グ
お よ び そ の 他 の 近 縁 ホ モ ロ グ が 、 他 の シ ー ド メ ン バ ー を 検 出 す る こ と な く 得 ら れ る よ う に
選 択 し た 。 こ の 検 索 に よ り 、 真 核 生 物 に お け る 3種 の FGEオ ル ソ ロ グ 、 原 核 生 物 に お け る 12
種 の オ ル ソ ロ グ 、 な ら び に ヒ ト お よ び マ ウ ス に お け る 2種 の パ ラ ロ グ が 同 定 さ れ た （ 表 3）
。
【 ０ ３ ２ ５ 】
（ 表 ３ ） 真 核 生 物 お よ び 原 核 生 物 に お け る FGE遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー
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GI― GenBankタ ン パ ク 質 識 別 名
NA― 核 酸
AA― ア ミ ノ 酸
E1― 真 核 生 物 オ ル ソ ロ グ
E2― 真 核 生 物 パ ラ ロ グ
P1― 近 縁 性 の あ る 原 核 生 物 オ ル ソ ロ グ
P2― そ の 他 の 原 核 生 物 オ ル ソ ロ グ
f-GenBankで の 予 測 に 誤 り が あ っ た タ ン パ ク 質 配 列
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 マ ウ ス 配 列 GI 22122361は 、 GenBankで は 284aaの タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が 予 想 さ
れ た が 、 cDNA配 列  NM 145937は 372残 基 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ の 予 測 の 誤 り は 、
マ ウ ス FGE遺 伝 子 の 第 1エ ク ソ ン を 省 い た こ と に 理 由 が あ る 。 NRデ ー タ ベ ー ス 中 に 見 い だ さ
れ た す べ て の 配 列 は 高 等 真 核 生 物 ま た は 原 核 生 物 に 由 来 す る 。 FGE-ホ モ ロ グ は 古 細 菌 に も
植 物 に も 検 出 さ れ な か っ た 。 さ ら に 閾 値 を 下 げ た 検 索 で も 、 C.エ レ ガ ン ス お よ び S.セ レ ビ
シ エ の 完 全 シ ー ク エ ン シ ン グ が な さ れ た ゲ ノ ム 、 な ら び に 関 連 し た ORFデ ー タ ベ ー ス 中 に
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は ホ モ ロ グ は 見 い だ さ れ な か っ た 。 NTお よ び ESTヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス の 真 核 生 物 配
列 に お け る 検 索 で は 、 NRデ ー タ ベ ー ス に リ ス ト 化 さ れ て い な い 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 高 度
の 保 存 性 を 示 す 3'末 端 cDNA配 列 断 片 を 有 す る さ ら に 8種 の FGEオ ル ソ ロ ガ ス ESTが 同 定 さ れ
た 。 こ れ ら の 配 列 は mRNAの 完 全 な コ ー ド 部 分 を 含 ん で お ら ず 、 い ず れ も 高 等 真 核 生 物 に 由
来 す る （ 表 4） 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
（ 表 ４ ） 真 核 生 物 に お け る FGEオ ル ソ ロ グ EST断 片
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
GB― GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ； NA― 核 酸
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 NRデ ー タ ベ ー ス か ら の コ ー ド 配 列 の マ ル チ プ ル ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 系 統 樹 の 構 築 （ Cl
ustalWを 使 用 ） に よ り 、 ホ モ ロ グ の 以 下 の 4つ の サ ブ グ ル ー プ を 規 定 す る こ と が 可 能 と な
っ た ： 真 核 生 物 オ ル ソ ロ グ （ ヒ ト 、 マ ウ ス 、 カ お よ び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ FGE、 真 核 生 物 パ
ラ ロ グ （ ヒ ト お よ び マ ウ ス FGEパ ラ ロ グ ） 、 FGEと 近 縁 性 の あ る 原 核 生 物 オ ル ソ ロ グ （ ス ト
レ プ ト ミ セ ス お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ） 、 な ら び に そ の 他 の 原 核 生 物 オ ル ソ ロ グ （ コ ー
ロ バ ク タ ー 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム 、 プ ロ ク ロ ロ コ ッ カ ス 、 メ ソ リ ゾ ビ ウ
ム 、 シ ノ リ ゾ ビ ウ ム 、 ノ ボ ス フ ィ ン ゴ ビ ウ ム 、 ラ ル ス ト ニ ア 、 バ ー コ ル デ リ ア お よ び マ イ
ク ロ シ ラ ） 。 真 核 生 物 オ ル ソ ロ グ は 、 ヒ ト FGEに 対 し て 、 87％ （ マ ウ ス ） 、 48％ （ シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ ） お よ び 47％ （ ハ マ ダ ラ カ ） の 全 体 的 同 一 性 を 示 す 。 FGEオ ル ソ ロ グ は 原 核 生
物 お よ び 高 等 真 核 生 物 に 認 め ら れ る も の の 、 系 統 学 的 に S.セ レ ビ シ エ と キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ
ウ バ エ と の 間 に 位 置 す る 下 等 真 核 生 物 の 完 全 シ ー ク エ ン シ ン グ が な さ れ た ゲ ノ ム 中 に は そ
れ ら は 認 め ら れ な か っ た 。 さ ら に 、 FGEホ モ ロ グ は 、 大 腸 菌 お よ び フ グ の 完 全 シ ー ク エ ン
シ ン グ が な さ れ た ゲ ノ ム 中 に も 存 在 し な い 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 で 考 察 し た よ う に 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス で 見 い だ さ れ た FGEパ ラ ロ
グ は わ ず か な FGly生 成 活 性 を 有 し て い て 、 そ れ が MSD患 者 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ の 残 存
活 性 の 原 因 と な っ て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
FGEの サ ブ ド メ イ ン
　 FGE遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー は 、 高 度 に 保 存 さ れ た 3つ の 部 分 /ド メ イ ン を 有 す る （ 本 明 細 書 中
の 別 の 箇 所 に 述 べ た 通 り ） 。 前 者 を 隔 て て い る 非 保 存 的 な 2つ の 配 列 に 加 え て 、 そ れ ら は N
末 端 お よ び C末 端 に 非 保 存 的 な 延 長 部 を 有 す る 。 保 存 さ れ た 3つ の 部 分 は 、 さ ま ざ ま な 長 さ
の 非 保 存 的 な 部 分 が 間 に あ る こ と か ら 、 DUF323ド メ イ ン の サ ブ ド メ イ ン に 相 当 す る と 考 え
ら れ る 。 サ ブ ド メ イ ン 1お よ び 2を 隔 て る 部 分 の 長 さ は 22～ 29残 基 で あ り 、 サ ブ ド メ イ ン 2
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お よ び 3を 隔 て る も の は 7～ 38ア ミ ノ 酸 で あ る 。 N末 端 お よ び C末 端 の 非 保 存 的 な 部 分 の 長 さ
に は さ ら に 大 き な ば ら つ き が あ る （ N末 端 ： 0～ 90AA、 C末 端 ： 0～ 28AA） 。 ラ ル ス ト ニ ア ・
メ タ リ デ ュ ラ ン ス （ Raistonia metallidurans） 由 来 の FGE遺 伝 子 の 配 列 は 第 1の サ ブ ド メ
イ ン を 欠 い て い る た め 、 お そ ら く 不 完 全 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 DUF323の サ ブ ド メ イ ン の 規 定 に 関 す る 妥 当 性 を 検 証 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は ヒ ト FGE
タ ン パ ク 質 の 二 次 構 造 予 測 を Psipredを 用 い て 行 っ た 。 疎 水 性 ERシ グ ナ ル （ 残 基 1～ 33） は
ヘ リ ッ ク ス 構 造 を 含 む こ と が 予 想 さ れ 、 こ の こ と か ら von-Heijneア ル ゴ リ ズ ム の シ グ ナ ル
予 測 性 が 確 か め ら れ た 。 N末 端 の 非 保 存 的 な 領 域 （ aa 34～ 89） お よ び サ ブ ド メ イ ン 2と 3と
の 間 の ス ペ ー サ ー 領 域 （ aa 308～ 327） は ら コ イ ル 区 域 を 含 む 。 サ ブ ド メ イ ン 1お よ び 2を
隔 て る 領 域 は コ イ ル を 含 む 。 aa 65/66に あ る α -ヘ リ ッ ク ス の 予 測 信 頼 性 は 低 く 、 こ れ は
お そ ら く 予 測 ア ー チ フ ァ ク ト と 考 え ら れ る 。 サ ブ ド メ イ ン 境 界 は コ イ ル 間 に 位 置 し 、 α -
ヘ リ ッ ク ス お よ び β -ス ト ラ ン ド の い ず れ も 分 断 し な い 。 第 1サ ブ ド メ イ ン は 数 個 の β -ス
ト ラ ン ド お よ び 1つ の α -ヘ リ ッ ク ス か ら 構 成 さ れ 、 第 2サ ブ ド メ イ ン は 2つ の β -ス ト ラ ン
ド お よ び 4つ の α -ヘ リ ッ ク ス を 含 む 。 第 3サ ブ ド メ イ ン は 、 サ ブ ド メ イ ン の 最 初 お よ び 最
後 で シ ー ト に 隣 接 し て い る 1つ の α -ヘ リ ッ ク ス 領 域 を 有 す る 。 以 上 を ま と め る と 、 こ の 二
次 構 造 は 、 サ ブ ド メ イ ン 境 界 が コ イ ル 内 部 に 位 置 し 、 サ ブ ド メ イ ン が 構 造 的 エ レ メ ン ト α
-ヘ リ ッ ク ス お よ び β -ス ト ラ ン ド 含 む と い う 点 で 、 提 唱 さ れ て い る サ ブ ド メ イ ン 構 造 と 合
致 す る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 サ ブ ド メ イ ン は い ず れ も 、 デ ー タ ベ ー ス に リ ス ト 化 さ れ た 配 列 中 に 、 単 離 さ れ た モ ジ ュ
ー ル と し て 存 在 す る わ け で は な い こ と に 注 意 す べ き で あ る 。 FGEフ ァ ミ リ ー の 4つ の サ ブ グ
ル ー プ の そ れ ぞ れ の 内 部 で は 、 サ ブ ド メ イ ン は 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 第 3サ ブ ド メ イ ン
が 最 も 高 い 相 同 性 を 示 す （ 表 5） 。 こ の サ ブ ド メ イ ン は ま た 、 サ ブ グ ル ー プ 間 で も 最 も 強
い 相 同 性 を 示 す 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
（ 表 ５ ） FGEフ ァ ミ リ ー サ ブ ド メ イ ン の 相 同 性 （ ％ 類 似 性 ）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
E1― 真 核 生 物 オ ル ソ ロ グ ； E2― 真 核 生 物 パ ラ ロ グ
P1― 近 縁 性 の あ る 原 核 生 物 オ ル ソ ロ グ ； P2― そ の 他 の 原 核 生 物 オ ル ソ ロ グ
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 FGEフ ァ ミ リ ー の 第 1の サ ブ ド メ イ ン は 、 サ ブ グ ル ー プ 間 で 最 も 弱 い 相 同 性 を 示 す 。 真 核
生 物 オ ル ソ ロ グ で は 、 そ れ は N-グ リ コ シ ル 化 部 位 を 有 す る ： こ れ は ヒ ト で は 残 基 Asn 141
に 、 マ ウ ス で は Asn 139に 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ で は Asn 120に あ る 。 ア ノ フ ェ レ ス で は 、 キ
イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Asn 120と 相 同 な 残 基 130に ア ス パ ラ ギ ン は 存 在 し な い 。 し か し 、 2
つ の ヌ ク レ オ チ ド の 変 化 に よ り 、 ア ノ フ ェ レ ス で は Asn 130に N-グ リ コ シ ル 化 部 位 が 生 じ
る 可 能 性 が あ る 。 こ の た め 、 残 基 130を 包 含 す る 配 列 の 再 シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 う 必 要 が
あ る 。 第 2サ ブ ド メ イ ン は ト リ プ ト フ ァ ン リ ッ チ で あ り 、 ヒ ト FGEで は 129残 基 中 に 12個 の T
rpが あ る 。 こ れ ら の ト リ プ ト フ ァ ン の う ち 10個 が FGEフ ァ ミ リ ー 内 で 保 存 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 サ ブ ド メ イ ン 3の 高 度 の 保 存 性 ： 真 核 生 物 オ ル ソ ロ グ 間 で の サ ブ ド メ イ ン 3の 類 似 性 は 10
0％ 、 同 一 性 は 90％ で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 の 機 能 に と っ て の 第 3サ ブ ド メ イ ン の 重 要 性 は
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、 MSD患 者 に お け る 疾 患 の 原 因 と な る 変 異 の 多 発 地 点 で あ る と い う 観 察 所 見 に よ っ て 強 く
示 さ れ て い る 。 実 施 例 1に 記 し た 6例 の MSD患 者 で 同 定 さ れ た 9種 の 変 異 の う ち 7種 は 、 サ ブ
ド メ イ ン 3の 40残 基 を コ ー ド す る 配 列 中 に 位 置 す る 。 こ れ ら の 残 基 は シ ス テ イ ン 4個 を 含 み
、 そ の う ち 3個 は 原 核 生 物 お よ び 真 核 生 物 の オ ル ソ ロ グ 間 で 保 存 さ れ て い る 。 2つ の 真 核 生
物 パ ラ ロ グ は 、 FGEフ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー と の 相 同 性 が 最 も 低 く 、 例 え ば 、 そ れ ら は
サ ブ ド メ イ ン 3の 保 存 的 な 3つ の シ ス テ イ ン の う ち 2つ を 含 ま な い 。 オ ル ソ ロ グ お よ び パ ラ
ロ グ の サ ブ ド メ イ ン 3配 列 の 間 で 保 存 さ れ て い る 特 徴 は 、 最 初 の RVXXGG(A)Sモ チ ー フ （ SEQ
 ID NO： 79） 、 3つ の ア ル ギ ニ ン を 含 む ヘ プ タ マ ー （ サ ブ ド メ イ ン コ ン セ ン サ ス 配 列 の 残
基 19～ 25） お よ び 末 端 GFRモ チ ー フ で あ る 。 FGEの 近 縁 ホ モ ロ グ で な い 15種 の シ ー ド 配 列 の
DUF323ド メ イ ン の 比 較 に よ り 、 著 し い 配 列 の 違 い が 示 さ れ て い る ： こ れ ら の 15種 の シ ー ド
配 列 は 第 1お よ び 第 2サ ブ ド メ イ ン で は 保 存 性 が 低 い が 、 全 体 的 な サ ブ ド メ イ ン 構 造 は 同 じ
く 認 め ら れ る 。 FGEフ ァ ミ リ ー 内 で 最 も 高 度 に 保 存 さ れ て い る サ ブ ド メ イ ン 3は よ り 短 く 、
原 核 生 物 FGEフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー （ 類 似 性 が 約 60％ ） に 比 し て 真 核 生 物 サ ブ ド メ イ ン 3に 対
す る 相 同 性 が 有 意 に 低 い （ 類 似 性 が 約 20％ ） 。 す な わ ち 、 こ れ ら は サ ブ ド メ イ ン 3の 保 存
的 な シ ス テ イ ン 残 基 を す べ て 欠 い て い る 。 保 存 さ れ て い る 特 徴 は 、 最 初 の RVXXGG(A)Sモ チ
ー フ （ SEQ ID NO： 79） お よ び 末 端 GFRモ チ ー フ の み で あ る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
ヒ ト お よ び マ ウ ス の FGE遺 伝 子 ゲ ノ ム 構 成
　 ヒ ト FGE遺 伝 子 は 染 色 体 3p26に 位 置 す る 。 こ れ は 翻 訳 配 列 に 関 し て 105kbお よ び 9つ の エ
ク ソ ン を 包 含 す る 。 マ ウ ス FGE遺 伝 子 は 長 さ 80Kbで あ り 、 染 色 体 6E2に 位 置 す る 。 マ ウ ス FG
E遺 伝 子 の 9つ の エ ク ソ ン は ヒ ト の エ ク ソ ン と ほ ぼ 同 じ サ イ ズ で あ る （ 図 3） 。 ヒ ト 遺 伝 子
と マ ウ ス 遺 伝 子 と の 間 の 主 な 違 い は 、 エ ク ソ ン 9中 の 3'-UTRの 保 存 性 の 低 さ お よ び エ ク ソ
ン 9の 長 さ で あ り 、 マ ウ ス 遺 伝 子 の 方 が 461bp長 い 。 マ ウ ス 染 色 体 6の セ グ メ ン ト 6E2は ヒ ト
染 色 体 セ グ メ ン ト 3p26に 対 す る 相 同 性 が 高 い 。 ヒ ト お よ び マ ウ ス の FGE座 位 は と も に テ ロ
メ ア 側 で 、 LMCD1、 KIAA0212、 ITPR1、 AXCAMお よ び IL5RAを コ ー ド す る 遺 伝 子 と 隣 接 し て い
る 。 動 原 体 の 側 に は 、 い ず れ の FGE座 位 も CAV3お よ び OXTRの 座 位 が 隣 接 し て い る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
原 核 生 物 FGE遺 伝 子 の ゲ ノ ム 構 成
　 原 核 生 物 に お い て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ は 、 活 性 中 心 で FGlyに 変 換 さ れ る 残 基 に 応 じ て シ ス
テ イ ン 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ ま た は セ リ ン 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の い ず れ か に 分 類 さ れ る （ Miech,
 C., et al., J Biol Chem., 1998, 273: 4835-4837； Dierks, T., et al., J Biol Chem
 ., 1998, 273: 25560-25564） 。 肺 炎 杆 菌 、 大 腸 菌 お よ び ペ ス ト 菌 で は 、 セ リ ン 型 ス ル フ
ァ タ ー ゼ は 、 鉄 -イ オ ウ ク ラ ス タ ー モ チ ー フ を 含 む 細 胞 質 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 セ リ ン
残 基 か ら の FGlyの 生 成 に 不 可 欠 な 、 AtsBと の オ ペ ロ ン の 部 分 で あ る （ Marquordt, C., et 
al., J Biol Chem., 2003, 278: 2212-2218； Szameit, C., et al., J Biol Chem., 1999
, 274: 15375-15381） 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 こ の た め 、 原 核 生 物 FGE遺 伝 子 が 、 FGEの 基 質 で あ る シ ス テ イ ン 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ に 近 接
し て 位 置 す る か 否 か を 検 討 す る こ と は 興 味 深 い 。 表 3に 示 し た 原 核 生 物 FGE遺 伝 子 の う ち 、
7種 は 完 全 シ ー ク エ ン シ ン グ が な さ れ た ゲ ノ ム で あ り 、 FGE座 位 の 近 隣 分 析 が 可 能 で あ る 。
実 際 、 こ の 7種 の ゲ ノ ム の う ち 4種 （ C. efficiens： PD 25028125、 P. putida： PD 2699006
8、 C. crescentus： PD 16125425お よ び M. tuberculosis： PD 15607852） で は 、 シ ス テ イ
ン 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ が 、 FGEお よ び ス ル フ ァ タ ー ゼ の 同 時 転 写 に 適 合 す る よ う に FGEに 直 接
隣 接 し て 見 い だ さ れ た 。 そ れ ら の う ち 2つ （ C. efficiensお よ び P. putida） で は 、 FGEお
よ び ス ル フ ァ タ ー ゼ が 重 複 し た ORFも 有 し て お り 、 こ の こ と は そ れ ら の 同 時 発 現 を 強 く 示
し て い る 。 さ ら に 、 4種 の 原 核 生 物 に お け る FGEお よ び ス ル フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 中 で
の 近 接 は 、 細 菌 FGEが 機 能 的 オ ル ソ ロ グ で あ る と い う 仮 説 の さ ら な る 証 拠 と な る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 残 る 3種 類 の 生 物 は シ ス テ イ ン 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 含 む が （ S. coelicolor： PD 2441392
7、 M. loti： PD 13476324、 S. meliloti： PID 16262963、 16263377、 15964702） 、 こ れ ら
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の 生 物 で は FGEの 近 隣 の 遺 伝 子 は 標 準 的 な ス ル フ ァ タ ー ゼ の 特 徴 的 目 印 を 含 ま ず （ Dierks,
 T., et al., J Biol Chem., 1998, 273: 25560-25564） 、 そ れ ら の 機 能 を 示 す よ う な ド
メ イ ン も 含 ま な い 。 こ の た め 、 こ れ ら の 生 物 に お い て 、 FGEお よ び シ ス テ イ ン 型 ス ル フ ァ
タ ー ゼ の 発 現 は ト ラ ン ス 的 に 調 節 さ れ て い る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
結 論
　 そ の 欠 陥 が 常 染 色 体 劣 性 伝 達 性 リ ソ ソ ー ム 貯 蔵 疾 患 で あ る 多 重 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の
原 因 と な る ヒ ト FGEの 同 定 に よ り 、 原 核 生 物 お よ び 真 核 生 物 か ら の FGEオ ル ソ ロ グ 、 な ら び
に マ ウ ス お よ び ヒ ト に お け る FGEパ ラ ロ グ を 含 む 、 新 た な 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 定 義 が 可 能
に な る 。 FGEは 、 大 腸 菌 、 S.セ レ ビ シ エ 、 C.エ レ ガ ン ス お よ び フ グ の 完 全 シ ー ク エ ン シ ン
グ が な さ れ た ゲ ノ ム 中 に は 認 め ら れ な い 。 さ ら に 、 原 核 生 物 と 高 等 真 核 生 物 と の 間 に は 系
統 学 的 な ギ ャ ッ プ が あ り 、 系 統 学 的 に 原 核 生 物 と キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ と の 間 に 位 置 す
る 種 に は FGEが 存 在 し な い 。 し か し 、 こ れ ら の 下 等 真 核 生 物 の い く つ か 、 例 え ば C.エ レ ガ
ン ス は シ ス テ イ ン 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 を 有 す る 。 こ の こ と は 、 シ ス テ イ ン 型 ス ル フ ァ
タ ー ゼ に 対 し て 作 用 す る 第 2の FGly生 成 系 が 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。 こ の 仮 定 は 、 FGEを
持 た な い 大 腸 菌 が シ ス テ イ ン 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ 中 に FGlyを 生 成 し う る と い う 観 察 所 見 に よ
っ て 裏 づ け ら れ て い る （ Dierks, T., et al., J Biol Chem., 1998, 273: 25560-25564）
。
【 ０ ３ ４ １ 】

FGE発 現 は ス ル フ ァ タ ー ゼ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 株 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 有 意 に 上
昇 さ せ る
　 本 発 明 者 ら は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 発 現 /過 剰 発 現 す る 細 胞 に 対 す る FGEの 影 響 を 検 討 し た
い と 考 え た 。 こ れ を 目 的 と し て 、 ヒ ト ス ル フ ァ タ ー ゼ で あ る イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ
（ I2S） ま た は N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ （ GALNS） を 発 現 す る HT-1080
細 胞 に 対 し て 、 FGE発 現 構 築 物 pXMG.l.3（ 表 7お よ び 図 4） ま た は 対 照 プ ラ ス ミ ド pXMG.1.2
（ FGEが 機 能 的 FGEを 産 生 で き な い ア ン チ セ ン ス の 向 き に あ る 、 表 7） の い ず れ か を 2件 ず つ
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 24時 間 後 の 培 地 交 換 か ら 24、 48お よ び 72
時 間 後 に 培 地 試 料 を 収 集 し た 。 培 地 の 試 料 を 、 活 性 ア ッ セ イ に よ り そ れ ぞ れ の ス ル フ ァ タ
ー ゼ 活 性 に 関 し て 、 さ ら に イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ ま た は N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン
6-ス ル フ ァ タ ー ゼ の い ず れ か に 対 し て 特 異 的 な ELISAに よ り 評 価 し た 全 ス ル フ ァ タ ー ゼ タ
ン パ ク 質 レ ベ ル に 関 し て 検 査 し た 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
（ 表 ６ ） ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 基 質 と し て 用 い た ス ル フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る ト ラ ン ス フ
ェ ク ト 細 胞 株
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ３ 】
（ 表 ７ ） イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ お よ び N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ
を 発 現 す る HT-1080細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 用 い た FGEお よ び 対 照 プ ラ ス ミ ド
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*  ＞ は 5'か ら 3'へ の 向 き を 表 す
【 ０ ３ ４ ４ 】

イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ お よ び N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ を 産 生 す
る HT-1080細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 そ れ ぞ れ の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の た め に 、 HT-1080細 胞 を 収 集 し て 9～ 12× 10６ 個 を
得 た 。 2種 類 の プ ラ ス ミ ド （ 被 験 物 （ FGE） お よ び 対 照 ） を 2件 ず つ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
； こ の 場 合 、 対 照 プ ラ ス ミ ド に は 、 CMVプ ロ モ ー タ ー に 対 し て 逆 向 き に ク ロ ー ニ ン グ し た F
GE cDNAを 含 め た 。 細 胞 を 約 1000RPMで 5分 間 遠 心 し た 。 細 胞 を 1× PBS中 に 16× 10６ 個 /mLと
し て 懸 濁 さ せ た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 用 キ ュ ベ ッ ト の 底 部 に プ ラ ス ミ ド DNA 100μ gを
添 加 し 、 細 胞 浮 遊 液 750μ Lを （ 12× 10６ 個 ） を キ ュ ベ ッ ト 内 の DNA溶 液 に 添 加 し た 。 細 胞
お よ び DNAを 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 ト ラ ン ス フ ァ ー ピ ペ ッ ト で 、 泡 が 生 じ な い よ う に 注 意 し な
が ら 穏 や か に 混 合 し た 。 細 胞 に 対 す る エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 処 理 は 450V、 250μ F（ BioR
ad Gene Pulser） で 行 っ た 。 時 定 数 を 記 録 し た 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 っ た 細 胞 を 10～ 30分 間 静 置 し た 。 続 い て DMEM/10％ 子 ウ シ
血 清 1.25mLを 各 キ ュ ベ ッ ト に 添 加 し 、 混 合 し た 上 で 、 す べ て の 細 胞 を 20mLの DMBM/10を 含
む 新 た な T75フ ラ ス コ に 移 し た 。 24時 間 後 に フ ラ ス コ に 再 び 20mLの DMEM/10を 補 給 し 、 死 細
胞 を 除 去 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 48～ 72時 間 後 に 培 地 試 料 を 収 集 し 、 2つ ず つ の T
75フ ラ ス コ か ら 細 胞 を 採 取 し た 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
培 地 の 調 製
1L DMEM/10（ 23mlの 2mM Lグ ル タ ミ ン 、 1l5mLの 子 ウ シ 血 清 を 含 む ）
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は メ ト ト レ キ サ ー ト （ MTX） を 含 ま な い 培 地 中 で 行 っ た 。 2
4時 間 後 に 細 胞 に 適 量 の MTX（ 36F＝ 1.0μ M MTX、 30C6＝ 0.1M MTX） を 含 む 培 地 を 補 給 し た
。 培 地 を 収 集 し 、 再 補 給 か ら 24、 48お よ び 72時 間 後 に 細 胞 を 採 取 し た 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
活 性 ア ッ セ イ

　 NAP5脱 塩 カ ラ ム （ Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden） を 透 析 バ ッ フ ァ
ー （ 5mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 5mM tris、 pH 7.0） に よ り 平 衡 化 し た 。 I2Sを 含 む 試 料 を カ ラ ム
に 適 用 し 、 支 持 体 に 入 り 込 ま せ た 。 試 料 を 1mLの 透 析 バ ッ フ ァ ー に よ り 溶 出 さ せ た 。 脱 塩
さ れ た 試 料 を 、 反 応 バ ッ フ ァ ー （ 5mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.5mg/L BSA、 0.1％ Triton X-100
、 pH 4.5） 中 に I2Sが 約 100ng/mLと な る よ う に さ ら に 希 釈 し た 。 各 I2S試 料 10μ Lを 96ウ ェ
ル Fluormetric プ レ ー ト （ Perkin Elmer, Norwalk, CT） の 最 上 段 に 添 加 し 、 37℃ で 15分
間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 基 質 は 、 4-メ チ ル -ウ ン ベ リ フ ェ リ ル 硫 酸 （ Fluka, Buchs, S
witzerland） を 基 質 バ ッ フ ァ ー （ 5mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.5mg/mL BSA、 pH 4.5） 中 に 最 終
濃 度 1.5mg/mLで 溶 解 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 I2S試 料 を 含 む 各 ウ ェ ル に 基 質 100μ L
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を 添 加 し 、 プ レ ー ト を 暗 所 に て 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後
に 190μ Lの 停 止 バ ッ フ ァ ー （ 332.5mMグ リ シ ン 、 207.5mM炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 10.7） を 、
試 料 を 含 む 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン （ 4-MUF, Sigma, St. Louis,
 MO） の 標 準 原 液 を 、 生 成 物 標 準 物 質 と し て 試 薬 級 の 水 に よ り 最 終 濃 度 1μ Mと し て 調 製 し
た 。 150μ Lの 1M 4-MUF標 準 原 液 お よ び 150μ Lの 停 止 バ ッ フ ァ ー を 、 プ レ ー ト 内 の 最 上 段 ウ
ェ ル の 1つ に 添 加 し た 。 150μ Lの 停 止 バ ッ フ ァ ー を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 残 り の す べ て の
ウ ェ ル に 添 加 し た 。 二 倍 系 列 希 釈 を プ レ ー ト の 各 列 の 最 上 段 か ら 最 下 段 ま で 作 製 し た 。 プ
レ ー ト の 読 み 取 り は 、 Fusion Universal Microプ レ ー ト  Analyzer（ Packard, Meriden, C
T） に よ り 、 励 起 フ ィ ル タ ー 波 長 330nmお よ び 発 光 フ ィ ル タ ー 波 長 440nmで 行 っ た 。 4-MUF標
準 原 液 の μ モ ル 数 と 蛍 光 と の 関 係 を 示 し た 標 準 曲 線 を 作 成 し 、 未 知 の 試 料 に つ い て は 蛍 光
を こ の 曲 線 か ら 外 挿 し た 。 結 果 は Unit/mLと し て 報 告 さ れ て お り 、 こ の 際 、 活 性 1単 位 は 37
℃ で 1分 間 に 生 成 さ れ た 4-MUFの 1μ モ ル に 等 し か っ た 。
【 ０ ３ ４ ９ 】

　 GALNS活 性 ア ッ セ イ に は 、 蛍 光 基 質 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル -3-D-ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド
-6-ス ル フ ェ ー ト （ Toronto Research Chemicals Inc., カ タ ロ グ 番 号 M33448） を 利 用 す る
。 本 ア ッ セ イ は 2つ の 段 階 で 構 成 さ れ る 。 第 1の 段 階 で は 、 反 応 バ ッ フ ァ ー （ 0.1M酢 酸 ナ ト
リ ウ ム 、 0.1M塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 4.3） 中 に 調 製 し た 1.3mM基 質 75μ Lを 、 培 地 /タ ン パ ク
質 試 料 ま た は そ の 対 応 す る 希 釈 物 10μ Lと と も に 37℃ で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 は
、 GALNS活 性 を 阻 害 す る 2Mリ ン 酸 二 水 素 ナ ト リ ウ ム を 5μ L添 加 す る こ と に よ っ て 停 止 さ せ
た 。 コ ウ ジ 菌 由 来 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 約 500U（ Sigma, カ タ ロ グ 番 号 G5160） を 添 加 し
た 後 に 、 基 質 の 蛍 光 部 分 を 放 出 さ せ る た め に 反 応 混 合 物 を 37℃ で さ ら に 1時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 第 2の 反 応 は 停 止 溶 液 （ 1％ グ リ シ ン 、 1％ 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 10.7） 910μ Lの
添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 そ の 結 果 得 ら れ た 混 合 物 の 蛍 光 を 、 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン
（ ナ ト リ ウ ム 塩 、 Sigma, カ タ ロ グ 番 号 M1508） を 参 照 標 準 物 質 と し て 用 い て 測 定 波 長 359n
mお よ び 参 照 波 長 445nmで 測 定 し た 。 活 性 1単 位 は 、 1時 間 当 た り に 放 出 さ れ る 4-メ チ ル ウ ン
ベ リ フ ェ ロ ン の nmole数 に 相 当 す る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ （ ELISA）

　 96ウ ェ ル 平 底 プ レ ー ト に 、 50nM炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 9.6で 10μ g/mLに 希 釈 し た マ ウ ス モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 I2S抗 体 を 37℃ で 1時 間 か け て コ ー テ ィ ン グ し た 。 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
I2S抗 体 は 、 Maine Biotechnology Services, Inc.（ Portland, ME） と の 契 約 に よ り 、 精
製 し た 組 換 え 産 生 完 全 長 ヒ ト I2Sポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 標 準 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ 作 製 技
術 を 用 い て 開 発 さ せ た 。 プ レ ー ト を 0.1％  Tween-20を 含 む 1× PBSで 3回 洗 浄 し 、 2％  BSAを
含 む 37℃ の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 に 1時 間 お い て ブ ロ ッ ク し た 。 2％  BSAを 含 む 洗 浄 バ ッ フ ァ ー
を 試 料 お よ び 標 準 物 質 の 希 釈 に 用 い た 。 I2S標 準 物 質 は 希 釈 し て 100ng/mL～ 1.56ng/mLで 用
い た 。 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー を 除 去 し た 後 に 、 試 料 お よ び 標 準 物 質 を プ レ ー ト に 適 用 し
、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 検 出 抗 体 で あ る 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 マ
ウ ス 抗 I2S抗 体 は 、 2％  BSAを 含 む 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 に 0.15μ g/mLに 希 釈 し た 。 プ レ ー ト を
3回 洗 浄 し 、 検 出 抗 体 を プ レ ー ト に 添 加 し て 、 そ れ を 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
プ レ ー ト を 現 像 す る た め に 、 TMB基 質 （ Bio-Rad, Hercules, CA） を 調 製 し た 。 プ レ ー ト を
3回 洗 浄 し 、 基 質 100μ Lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し て 、 そ れ を 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 反 応 を 2N硫 酸 （ 100μ L/ウ ェ ル ） を 用 い て 停 止 さ せ 、 プ レ ー ト を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト リ ー ダ ー に よ り 、 655nmを 参 照 波 長 と し て 用 い て 450nmで 読 み 取 っ た 。
【 ０ ３ ５ １ 】

　 2種 類 の マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 GALNS抗 体 を GALNS ELISAの 基 盤 と し た 。 マ ウ ス モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 GALNS抗 体 は ま た 、 Maine Biotechnology Services, Inc.（ Portland, ME） と
の 契 約 に よ り 、 精 製 し た 組 換 え 産 生 完 全 長 ヒ ト GALNSポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 標 準 的 な ハ イ
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N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ （ GALNS）

イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ （ I2S）

N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ （ GALNS）



ブ リ ド ー マ 作 製 技 術 を 用 い て も 開 発 さ せ た 。 GALNSの 捕 捉 の た め の 第 1の 抗 体 は 、 コ ー テ ィ
ン グ バ ッ フ ァ ー （ 50mM炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 9.6） 中 で の F96 MaxiSorp Nunc-Immuno Plate
（ Nalge Nunc, カ タ ロ グ 番 号 442404） の コ ー テ ィ ン グ に 用 い た 。 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し て 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 後 に 、 プ レ ー ト を ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ PBS、 0.0
5％  Tween-20、 2％  BSA） に よ り 37℃ で 1時 間 か け て ブ ロ ッ ク し た 。 続 い て 、 実 験 試 料 お よ
び 対 照 試 料 を GALNS標 準 物 質 と と も に プ レ ー ト に ロ ー デ ィ ン グ し 、 37℃ で さ ら に 1時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー に よ る 洗 浄 後 に 、 HRPと 結 合 さ せ た 第 2の 検 出 抗 体 を ブ ロ
ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー に 適 用 し 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 再 び 洗 浄 し
た 後 に 、 Bio-Rad TMB基 質 試 薬 を 添 加 し 、 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続 い て 反 応 を 停 止
さ せ る た め に 2N硫 酸 を 添 加 し 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 450nm波 長 で 用 い て そ の 結 果 を 分 光 学
的 に 評 価 し た 。
【 ０ ３ ５ ２ 】

ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 に 対 す る FGEの 影 響

　 対 照 レ ベ ル に 比 し て 総 GALNS活 性 の 約 50倍 の 上 昇 が 観 察 さ れ た （ 図 5） 。 こ の レ ベ ル の 活
性 上 昇 は 3つ の 培 地 サ ン プ リ ン グ 時 点 の す べ て で 観 察 さ れ た 。 さ ら に 、 GALNS活 性 は 時 間 経
過 に 対 し て 直 線 的 に 蓄 積 し 、 24～ 48時 間 の 間 に 4倍 に 上 昇 し 、 48～ 72時 間 の 間 に 2倍 に 上 昇
し た 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
.

　 絶 対 値 で の 大 き さ は 落 ち る も の の 、 総 I2S活 性 に 関 し て も 同 様 の 影 響 が 観 察 さ れ 、 対 照
レ ベ ル に 比 し て 総 I2S活 性 の 約 5倍 の 上 昇 が 観 察 さ れ た 。 こ の レ ベ ル の 活 性 上 昇 は 実 験 期 間
を 通 じ て 持 続 し た 。 GALNSで 認 め ら れ た 結 果 と 同 様 に 、 I2S活 性 は 時 間 経 過 に 対 し て 直 線 的
に 培 地 中 に 蓄 積 し た （ 24～ 48時 間 の 間 に 2.3倍 、 48～ 72時 間 の 間 に 1.8倍 ） 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
ス ル フ ァ タ ー ゼ 比 活 性 に 対 す る FGEの 影 響

　 36F細 胞 に お け る FGEの 発 現 は 、 GALNSの 見 か け 上 の 比 活 性 （ ELISAに よ り 評 価 し た 酵 素 全
体 に 対 す る 酵 素 活 性 の 比 ） を 対 照 レ ベ ル に 比 し て 40～ 60倍 に 上 昇 さ せ た （ 図 6） 。 比 活 性
の 上 昇 は 試 験 中 の 3つ の 時 点 に わ た っ て 持 続 し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 蓄 積 で 3日 間 に
わ た り 上 昇 す る よ う に 思 わ れ た 。
【 ０ ３ ５ ５ 】

　 同 様 の 影 響 は I2Sで も 認 め ら れ 、 対 照 値 （ 0.5～ 0.7U/mg） に 比 し て 比 活 性 の 6～ 7倍 の 上
昇 （ 3～ 5U/mg） が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 GALNS（ 図 7） お よ び I2Sの い ず れ に 関 し て も 、 ELISA値 は FGEの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に
よ る 有 意 な 影 響 を 受 け な か っ た 。 こ の こ と は FGEの 発 現 が ス ル フ ァ タ ー ゼ 産 生 に か か わ る
翻 訳 経 路 お よ び 分 泌 経 路 を 妨 げ な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 以 上 を ま と め る と 、 双 方 の ス ル フ ァ タ ー ゼ に 関 す る こ れ ら の 結 果 は す べ て 、 FGE発 現 が
、 GALNSお よ び I2Sを 過 剰 発 現 す る 細 胞 株 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ 比 活 性 を 劇 的 に 高 め る こ
と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
FGE（ SUNF1） お よ び そ の 他 の ス ル フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 の 共 発 現
　 正 常 細 胞 に お け る そ の ほ か の ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 に 対 す る FGE（ SUMF1） の 影 響 を 調 べ る
た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 ARSA（ SEQ ID NO： 14） 、 ARSC（ SEQ ID NO： 18） お よ び ARSE（ SE
Q 1D NO： 22） の cDNAを 、 FGE（ SUMF1） cDNAの コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 存 在 下 ま た は 非
存 在 下 で 、 種 々 の 細 胞 株 に お い て 過 剰 発 現 さ せ 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。 Cos-7
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細 胞 に お け る ス ル フ ァ タ ー ゼ cDNAの 過 剰 発 現 は ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 中 程 度 の 上 昇 を も た
ら し た が 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 お よ び FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 の 両 方 を 共 発 現 さ せ た 場 合 に
は 顕 著 な 相 乗 的 上 昇 （ 20～ 50倍 ） が 観 察 さ れ た 。 程 度 は 落 ち る も の の 、 同 様 の 影 響 は 別 の
3種 類 の 細 胞 株 HepG2、 LE293お よ び U2OSで も 観 察 さ れ た 。 多 重 類 の ス ル フ ァ タ ー ゼ cDNAの
同 時 過 剰 発 現 は 、 単 一 の ス ル フ ァ タ ー ゼ の 過 剰 発 現 に 比 較 し て 個 々 の 各 ス ル フ ァ タ ー ゼ 活
性 の 上 昇 幅 の 減 少 を も た ら し 、 こ の こ と は 修 飾 機 構 に 関 し て 異 な る ス ル フ ァ タ ー ゼ 同 士 の
競 合 が 存 在 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 進 化 過 程 に お け る FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 の 機 能 的 保 存 に つ い て 検 討 す る た め に 、 本 発 明 者
ら は ARSA、 ARSCお よ び ARSEの cDNAを 、 MSD cDNAの コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 存 在 下 ま た は
非 存 在 下 で 、 種 々 の 細 胞 株 に お い て 過 剰 発 現 さ せ 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。 マ ウ
ス お よ び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 は 3種 類 の ヒ ト ス ル フ ァ タ ー ゼ の す べ て
に 対 す る 活 性 が あ り 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ FGE（ SUMF1） の 効 率 が 最 も 低 か っ た 。 こ れ ら の デ
ー タ は 進 化 過 程 に お け る FGE（ SUMF1） の 高 度 の 機 能 的 保 存 を 示 し て お り 、 こ れ は 細 胞 機 能
お よ び 生 存 に 対 す る 大 き な 生 物 学 的 意 義 が あ る こ と を 意 味 す る 。 程 度 は は る か に 落 ち る も
の の 、 FGE2（ SUMF2） 遺 伝 子 を 用 い る こ と に よ っ て も 一 致 し て 同 様 の 影 響 が 観 察 さ れ 、 こ
の こ と か ら こ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 も ス ル フ ァ タ ー ゼ 修 飾 活 性 を 有 す
る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 FGE（ SUMF1） に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質
が ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 律 速 因 子 で あ る こ と を 示 し て お り 、 こ の 所 見 は 酵 素 補 充 療 法 に 用
い る た め の 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 大 規 模 生 産 に と っ て 重 要 な 意 味 を 持 つ 。
【 ０ ３ ６ ０ 】

マ イ ク ロ セ ル を 介 し た 染 色 体 導 入 法 を 用 い た 機 能 的 補 完 に よ る 、 MSDで 変 異 し て い る 遺 伝
子 の 同 定
　 マ イ ク ロ セ ル を 介 し た 染 色 体 導 入 法 を 用 い る 、 機 能 的 補 完 に よ る 別 の 実 験 に お い て 、 本
発 明 者 ら は 、 MSDで 変 異 し て い る 遺 伝 子 が FGEで あ る こ と を 確 か め た 。 本 発 明 者 ら の 知 見 は
、 遠 い 関 係 に あ る 諸 生 物 に お け る タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー 全 体 に 影 響 を 及 ぼ す 新 規 な 生 物
機 構 に 対 し て さ ら な る 洞 察 を 与 え る も の で あ る 。 稀 な 遺 伝 病 の 分 子 的 基 盤 を 明 ら か に し た
こ と に 加 え て 、 本 発 明 者 ら の デ ー タ は さ ら に 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 活 性 に 対 す る FGE遺 伝 子
産 物 の 強 力 な 増 強 作 用 も 裏 づ け て い る 。 後 者 の 知 見 に は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 に よ っ て
引 き 起 こ さ れ る 少 な く と も 8種 の ヒ ト 疾 患 の 治 療 に 対 す る 直 接 的 な 臨 床 的 意 義 が あ る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
MSDに 関 す る 遺 伝 子 は 染 色 体 3p26に マ ッ ピ ン グ さ れ る
　 MSDで 変 異 し て い る 遺 伝 子 の 染 色 体 位 置 を 特 定 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は マ イ ク ロ セ ル
介 し た 染 色 体 導 入 法 を 用 い る 機 能 的 補 完 に よ り 、 欠 陥 の あ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 酵 素 を レ ス キ
ュ ー す る こ と を 試 み た 。 優 性 選 択 マ ー カ ー HyTKに よ る 標 識 が な さ れ た 個 々 の 正 常 ヒ ト 染 色
体 を 有 す る 一 群 の ヒ ト /マ ウ ス ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 株 を 、 ド ナ ー ヒ ト 染 色 体 の 源 と し て 用 い
、 MSD患 者 由 来 の 不 死 化 細 胞 株 と 融 合 さ せ た 。 22対 の ヒ ト 常 染 色 体 す べ て を 個 別 に 患 者 細
胞 株 に 導 入 し 、 ハ イ ブ リ ッ ド を ハ イ グ ロ マ イ シ ン に よ り 選 択 し た 。 22通 り の 導 入 実 験 の そ
れ ぞ れ に お い て 、 約 25個 の 生 存 コ ロ ニ ー を 摘 出 し た 。 こ れ ら を 別 々 に 増 殖 さ せ 、 以 後 の 酵
素 検 査 の た め に 採 取 し た 。 ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ A（ ARSA） （ SEQ ID NO： 15） 、 ア リ ー
ル ス ル フ ァ タ ー ゼ B（ ARSB） （ SEQ ID NO： 17） お よ び ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ C（ ARSC）
（ SEQ ID NO： 19） の 活 性 を 、 約 440個 の ク ロ ー ン （ 20× 22） の そ れ ぞ れ に つ い て 検 査 し た
。 こ の 分 析 に よ り 、 染 色 体 3の 導 入 に 由 来 す る い く つ か の ク ロ ー ン の ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性
が 他 の す べ て の ク ロ ー ン よ り も 有 意 に 高 い こ と が 明 ら か に 示 さ れ た 。 染 色 体 3の 導 入 に よ
る 個 々 の 各 ク ロ ー ン の 活 性 を 分 析 し た と こ ろ 、 著 し い ば ら つ き が 観 察 さ れ た 。 各 ク ロ ー ン
が ド ナ ー 細 胞 株 由 来 の 完 全 な ヒ ト 染 色 体 3を 有 す る か 否 か を 検 証 す る た め に 、 本 発 明 者 ら
は 、 染 色 体 の 全 長 に わ た っ て 均 一 に 分 布 し 、 ド ナ ー 細 胞 株 と 患 者 細 胞 株 と の 間 で 異 な る ア
レ ル を 有 す る こ と に 基 づ い て あ ら か じ め 選 択 さ れ た 23種 の 染 色 体 3多 型 遺 伝 子 マ ー カ ー の
一 群 を 用 い た 。 こ れ に よ り 、 ド ナ ー 染 色 体 の 存 在 に つ い て 検 討 す る こ と 、 お よ び 偶 発 的 な

10

20

30

40

50

(79) JP 2006-517412 A 2006.7.27

実 施 例 4：



染 色 体 切 断 に 起 因 す る 特 定 領 域 の 喪 失 を 同 定 す る こ と が 可 能 に な っ た 。 高 い 酵 素 活 性 を 有
す る 各 ク ロ ー ン は ド ナ ー 細 胞 株 由 来 の 染 色 体 3の 全 体 を 保 っ て い た が 、 活 性 の 低 い ク ロ ー
ン は 、 ド ナ ー 細 胞 株 由 来 の 染 色 体 3ア レ ル の 欠 如 に 基 づ き 、 こ の 染 色 体 全 体 を 喪 失 し て い
る よ う に 思 わ れ た 。 後 者 の ク ロ ー ン は お そ ら く 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む ド ナ ー 染 色 体 の
わ ず か な 領 域 を 保 っ て お り 、 こ の た め に ハ イ グ ロ マ イ シ ン 含 有 培 地 に お け る 生 存 が 可 能 に
な っ た と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 正 常 な ヒ ト 染 色 体 3が 、 MSD患 者 細 胞 株 で 観 察 さ
れ た 欠 陥 を 補 完 し う る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 補 完 活 性 の 原 因 と な る 遺 伝 子 を 含 む 具 体 的 な 染 色 体 領 域 を 決 定 す る た め に 、 本 発 明 者 ら
は 、 染 色 体 の 種 々 の 部 分 を 喪 失 し て い る こ と が 判 明 し て い る Neo標 識 染 色 体 3ハ イ ブ リ ッ ド
体 を 用 い た 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 HyTK標 識 ヒ ト 染 色 体 3の 照 射 マ イ ク ロ セ ル を 介 し た
染 色 体 導 入 法 も 行 っ た 。 115種 の 染 色 体 3照 射 ハ イ ブ リ ッ ド 体 を ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 に 関 し
て 検 査 し 、 染 色 体 の 全 長 に わ た る 31種 の 多 型 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー の 一 群 を 用 い て
遺 伝 子 型 を 判 定 し た 。 高 い 酵 素 活 性 を 示 す ク ロ ー ン は す べ て 、 染 色 体 3p26を 保 っ て い る よ
う に 思 わ れ た 。 こ の 領 域 か ら の 別 の マ ー カ ー を 用 い た よ り 分 解 能 の 高 い 分 析 に よ り 、 補 完
遺 伝 子 の 推 定 位 置 は マ ー カ ー D3S3630と D3S2397と の 間 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
MSDで 変 異 し て い る 遺 伝 子 の 同 定
　 本 発 明 者 ら は 、 3p26ゲ ノ ム 領 域 か ら の 遺 伝 子 を 、 MSD患 者 に お け る 変 異 に 関 し て 調 べ た
。 各 エ ク ソ ン を ス プ ラ イ ス 部 位 を 含 め て PCR増 幅 し 、 直 接 シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 分 析
し た 。 変 異 分 析 は 、 血 縁 関 係 に な い 12例 の 罹 患 個 体 に 対 し て 行 っ た ； 5例 は 以 前 に 記 載 さ
れ た MSD患 者 で あ り 、 7例 は ま だ 発 表 さ れ て い な い 症 例 で あ る 。 本 発 明 者 ら の MSDコ ホ ー ト
か ら 、 い く つ か の 変 異 が 、 機 能 不 明 の 遺 伝 子 に 対 応 す る 発 現 配 列 タ グ （ EST） AK075459（ S
EQ ID NO： 4、 5） に 同 定 さ れ 、 こ れ が MSDに 関 与 す る 遺 伝 子 で あ る こ と が 強 く 示 唆 さ れ た
。 い ず れ の 変 異 も 100例 の 対 照 個 体 に は 存 在 し な い こ と が 判 明 し 、 配 列 多 型 の 存 在 の 可 能
性 は 否 定 さ れ た 。 逆 転 写 を 行 っ た 患 者 RNA、 特 に ゲ ノ ム DNA分 析 に よ っ て ス プ ラ イ ス 部 位 の
内 部 ま た は 近 傍 に ス プ ラ イ シ ン グ に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 の あ る 変 異 の 存 在 が 判 明 し た 症 例
の も の に 対 し て 、 さ ら に 確 認 の た め の 変 異 分 析 を 行 っ た 。 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 ナ ン セ ン
ス 変 異 、 ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 お よ び ミ ス セ ン ス 変 異 も 同 定 さ れ 、 こ の こ と は 本 疾 患 が 、 劣
性 疾 患 に 関 し て 予 想 さ れ る よ う な 機 能 喪 失 機 序 に よ っ て 起 こ る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ は 、
ほ ぼ す べ て の ミ ス セ ン ス 変 異 が 、 進 化 を 通 じ て 高 度 に 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 （ 下 記 参 照 ） に
影 響 を 及 ぼ す と い う 観 察 所 見 と も 一 致 す る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
（ 表 ８ ） 同 定 さ れ た そ の ほ か の MSD変 異
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【 ０ ３ ６ ５ 】
　 変 異 は 検 討 し た そ れ ぞ れ の MSD患 者 で 同 定 さ れ 、 こ の た め 、 遺 伝 子 座 の 不 均 一 性 の 可 能
性 は 除 外 さ れ た 。 同 定 さ れ た 変 異 の タ イ プ と 報 告 さ れ た 表 現 型 の 重 症 度 と の 間 に 明 ら か な
相 関 は 認 め ら れ ず 、 こ の こ と か ら 臨 床 的 差 異 は 対 立 遺 伝 子 の 不 均 一 性 に は 起 因 し な い こ と
が 示 唆 さ れ た 。 3つ の ケ ー ス で 、 異 な る 患 者 （ 表 6中 の 症 例 1お よ び 4、 症 例 6お よ び 9、 な ら
び に 症 例 11お よ び 12） が 同 一 の 変 異 を 有 す る こ と が 見 い だ さ れ た 。 こ れ ら の 患 者 の う ち 2
例 （ 症 例 11お よ び 12） は シ チ リ ア 島 の 同 じ 町 の 出 身 で あ り 、 こ の こ と は フ ァ ウ ン ダ ー 効 果
の 存 在 を 示 唆 す る が 、 こ れ は ハ プ ロ タ イ プ 分 析 に よ っ て 実 際 に 確 か め ら れ た 。 驚 い た こ と
に 、 ほ と ん ど の 患 者 は 複 数 の 異 な る 対 立 遺 伝 子 変 異 を 有 す る 複 合 型 ヘ テ ロ 接 合 体 で あ り 、
ホ モ 接 合 体 は わ ず か に 過 ぎ な い こ と が 判 明 し た 。 こ の こ と は 、 血 族 婚 で な い こ と が 親 に よ
っ て 報 告 さ れ て い る こ と に 合 致 す る が 、 MSDの よ う な 極 め て 稀 な 劣 性 疾 患 に 関 し て は 幾 分
予 想 外 の 所 見 で あ っ た 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
FGE遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質
　 ヒ ト FGE（ 本 明 細 書 で は SUMF1と も 互 換 的 に 用 い ら れ る ） cDNA（ SEQ ID NO： 1） の コ ン セ
ン サ ス cDNA配 列 を 、 い く つ か の 発 現 配 列 タ グ （ EST） ク ロ ー ン か ら 、 お よ び 一 部 は 、 対 応
す る ゲ ノ ム 配 列 か ら ア セ ン ブ ル し た 。 こ の 遺 伝 子 は 9つ の エ ク ソ ン を 含 み 、 約 105kbの 範 囲
に 及 ぶ （ 実 施 例 1参 照 ） 。 配 列 比 較 に よ り 、 本 発 明 者 ら が FGE2（ 本 明 細 書 で は SUMF2と も 互
換 的 に 用 い ら れ る ） と 命 名 し た FGE遺 伝 子 の パ ラ ロ グ （ SEQ ID NO： 45、 46） が ヒ ト 染 色 体
7に 位 置 す る こ と も 同 定 さ れ た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
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ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 機 能 的 補 完
　 FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 に 変 異 が あ る こ と を 本 発 明 者 が 同 定 し た 2例 の MSD患 者 （ 表 8中 の 症
例 1お よ び 12） か ら の 線 維 芽 細 胞 （ 細 胞 株 BA426お よ び BA920） に 対 し て 、 野 生 型 お よ び 2種
類 の 変 異 型 の FGE（ SUMF1） cDNA（ R327Xお よ び Δ ex3） を 含 む HSVウ イ ル ス を 感 染 さ せ た 。 A
RSA、 ARSBお よ び ARSCの 活 性 を 感 染 72hr後 に 調 べ た 。 野 生 型 FGE（ SUMF1） cDNAの 発 現 は こ
の 3種 類 す べ て の 活 性 の 機 能 的 補 完 を も た ら し た が 、 変 異 型 FGE（ SUMF1） cDNAで は こ れ は
生 じ な か っ た （ 表 9） 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 FGE（ SUMF1） が MSD遺 伝 子 で あ る と い う 確 定 的
な 証 拠 を 与 え る と と も に 、 患 者 で 見 い だ さ れ た 変 異 の 機 能 的 関 与 も 証 明 し て い る 。 こ れ ら
の 疾 患 関 連 変 異 は ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 を も た ら し 、 こ の こ と は FGE（ SUMF1） が ス ル フ ァ
タ ー ゼ 活 性 の 必 須 因 子 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
（ 表 ９ ） ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 機 能 的 補 完
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 1 ） 酵 素 活 性 は す べ て 、 遊 離 し た 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン の nmole数 /タ ン パ ク 質 1mg・
3hrと し て 表 し て い る 。 MSD細 胞 株 BA426お よ び BA920に 対 し て 、 HSVア ン プ リ コ ン を 単 独 で
、 ま た は 変 異 型 も し く は 野 生 型 の SUMF1 cDNAを 有 す る 構 築 物 と と も に 感 染 さ せ た 。 野 生 型
SUMF1遺 伝 子 を 感 染 さ せ た 線 維 芽 細 胞 に お け る 個 々 の ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 上 昇
を ベ ク タ ー の み を 感 染 さ せ た 細 胞 の も の と 比 較 し て 、 括 弧 内 に 示 し て い る 。 感 染 し て い な
い 対 照 線 維 芽 細 胞 で 測 定 し た 活 性 も 示 し て い る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
MSDの 分 子 的 基 盤
　 こ の 疾 患 遺 伝 子 は 患 者 細 胞 株 に お け る 酵 素 欠 損 症 を 補 完 し う る は ず で あ る と い う 仮 説 に
基 づ き 、 本 発 明 者 ら は 、 MSD患 者 由 来 の 不 死 化 細 胞 株 に 対 し て 、 マ イ ク ロ セ ル を 介 し た 染
色 体 導 入 法 を 行 っ た 。 こ の 手 法 は 、 予 想 さ れ る 機 能 を 細 胞 株 で 評 価 し う る （ 例 え ば 、 酵 素
活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 、 ま た は 形 態 的 特 徴 を 検 出 す る こ と に よ り ） と 考 え ら れ る 遺 伝
子 の 同 定 に 首 尾 良 く 用 い ら れ て い る 。 酵 素 活 性 の 確 率 的 変 動 の 問 題 に 対 処 す る た め に 、 本
発 明 者 ら は 、 補 完 ア ッ セ イ で 3種 類 の 異 な る ス ル フ ァ タ ー ゼ （ ARSA、 ARSBお よ び ARSC） の
活 性 を 測 定 し た 。 染 色 体 導 入 の 結 果 、 補 完 遺 伝 子 は 染 色 体 3に マ ッ ピ ン グ さ れ る こ と が 明
ら か に 示 さ れ た 。 染 色 体 3に 関 す る 照 射 ハ イ ブ リ ッ ド 体 を 作 製 す る こ と に よ り 、 領 域 内 マ
ッ ピ ン グ が 得 ら れ た 。 個 々 の ハ イ ブ リ ッ ド ク ロ ー ン の 特 徴 を 、 ド ナ ー 細 胞 株 と レ シ ピ エ ン
ト 細 胞 株 と の 間 で ア レ ル の 違 い を 示 す 31種 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー の 型 判 定 に よ っ
て ゲ ノ ム レ ベ ル で 、 さ ら に ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 検 査 す る こ と に よ っ て 機 能 的 レ ベ ル で 評
価 し た 。 130種 の こ う し た ハ イ ブ リ ッ ド 体 の 分 析 に よ り 、 補 完 領 域 は 染 色 体 3p26に 対 し て
マ ッ ピ ン グ さ れ た 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
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　 重 要 な 意 味 を 持 つ ゲ ノ ム 領 域 が ひ と た び 同 定 さ れ る と 、 FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 も 患 者 DNA
の 変 異 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ た 。 変 異 は 検 討 し た す べ て の 患 者 で 見 い だ さ れ 、 こ れ に よ っ
て MSDに は 単 一 の 遺 伝 子 が 関 与 す る こ と が 示 さ れ た 。 見 い だ さ れ た 変 異 に は さ ま ざ ま な タ
イ プ が あ り 、 そ の 大 半 （ 例 え ば 、 ス プ ラ イ ス 部 位 、 開 始 部 位 、 ナ ン セ ン ス 、 フ レ ー ム シ フ
ト ） は 、 劣 性 疾 患 に 関 し て 予 想 さ れ る よ う に 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 機 能 喪 失 を 引 き
起 こ す こ と が 推 定 さ れ る 。 ほ と ん ど の ミ ス セ ン ス 変 異 は 、 進 化 の 過 程 で 高 度 に 保 存 さ れ て
き た ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る コ ド ン に 影 響 し 、 こ の こ と も こ れ ら の 変 異 が 機 能 喪 失 を 引 き 起 こ
す こ と を 示 唆 す る 。 変 異 の タ イ プ と 表 現 型 の 重 症 度 と の 間 に は 相 関 が 得 ら れ ず 、 こ の こ と
は 後 者 が こ れ と は 関 係 の な い 要 因 に 起 因 す る こ と を 示 し て い る 。 稀 な 遺 伝 病 に 関 し て は 予
想 外 の こ と に 、 多 く の 患 者 は 2種 類 の 変 異 を 有 す る 複 合 型 ヘ テ ロ 接 合 体 で あ る こ と が 判 明
し た 。 し か し 、 シ チ リ ア 島 の 小 さ な 町 か ら 得 ら れ た 1つ の 変 異 に 関 し て は フ ァ ウ ン ダ ー 効
果 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ３ ７ １ 】
FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 の 機 能
　 2種 類 の 患 者 細 胞 株 に お い て 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ た 外 因 性 FGE（ SUMF1） cDN
Aの 発 現 に よ り 4種 類 の 異 な る ス ル フ ァ タ ー ゼ の 酵 素 欠 損 症 が レ ス キ ュ ー さ れ た こ と に よ っ
て 、 「 補 完 因 子 」 と し て の FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 の 実 体 が 明 確 に 示 さ れ た 。 い ず れ の 場 合 に
も 、 エ ン プ テ ィ ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 対 照 患 者 細 胞 株 と 比 較 し て 、 検 討 し た す
べ て の ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 に 関 し て 、 部 分 的 で は あ る も の の 一 貫 し た 回 復 が 認 め ら れ た 。
平 均 す る と 、 酵 素 活 性 の 上 昇 は 1.7～ 4.9倍 の 範 囲 で あ り 、 正 常 細 胞 株 で 観 察 さ れ た レ ベ ル
の 約 半 分 に 達 し た 。 酵 素 活 性 は 、 各 実 験 に 用 い た ウ イ ル ス 粒 子 の 数 、 お よ び マ ー カ ー タ ン
パ ク 質 （ GFP） 分 析 に よ っ て 調 べ た 感 染 効 率 と 相 関 す る 。 同 じ 実 験 に 、 患 者 で 発 見 さ れ た
変 異 の う ち 2つ で あ る R327Xお よ び Δ ex3を 有 す る FGE（ SUMF1） cDNAを 含 む ベ ク タ ー を 用 い
た と こ ろ 、 酵 素 活 性 の 有 意 な 上 昇 は 認 め ら れ ず 、 こ の こ と か ら こ れ ら の 変 異 の 機 能 的 関 与
が 示 さ れ た 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 中 の 別 の 箇 所 に 述 べ た よ う に 、 Schmidt et al.は 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ が 、 ほ と ん
ど の ス ル フ ァ タ ー ゼ の 活 性 部 位 で あ る こ と が 判 明 し て い る 高 度 に 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン の
Cα -ホ ル ミ ル グ リ シ ン へ の 翻 訳 後 修 飾 を 受 け る こ と を 最 初 に 発 見 し た 。 彼 ら は ま た 、 MSD
で は こ の 修 飾 に 欠 陥 が あ る こ と も 示 し た （ Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82: 271-2
78） 。 本 発 明 者 ら の 変 異 デ ー タ お よ び 機 能 デ ー タ は 、 FGE（ SUMF1） が こ の 修 飾 の 原 因 と な
る と い う 有 力 な 証 拠 を 与 え る も の で あ る 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 は 、 分 析 し た 、 細 菌 か ら ヒ ト ま で に 至 る 遠 い 関 係 に あ る す べ て の 種
に わ た っ て 極 め て 高 度 の 配 列 保 存 性 を 示 す 。 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 の シ
ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ホ モ ロ グ が 、 過 剰 発 現 さ れ た ヒ ト ス ル フ ァ タ ー ゼ を 活 性 化 し う る と い う 証
拠 を 示 し て お り 、 こ の こ と は 遠 い 関 係 に あ る 複 数 の 種 の FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 に 認 め ら れ る
高 い レ ベ ル の 配 列 類 似 性 が 顕 著 な 機 能 的 保 存 性 と 相 関 す る こ と を 実 証 し て い る 。 目 立 っ た
一 つ の 例 外 は 、 FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 も ス ル フ ァ タ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 も 持 た な い よ う
に 思 わ れ る 酵 母 で あ り 、 こ の こ と は ス ル フ ァ タ ー ゼ の 機 能 が こ の 生 物 に は 必 要 で な い こ と
を 示 す と と も に 、 FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 お よ び ス ル フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 の 進 化 に 関 し て 互 恵 的
な 影 響 が 存 在 す る 可 能 性 を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 ヒ ト を 含 め 、 分 析 し た す べ て の 脊 椎 動 物 の ゲ ノ ム 中 に は 、 2種 類 の 相
同 遺 伝 子 、 FGE（ SUMF1） お よ び FGE2（ SUMF2） が 存 在 し て い る 。 系 統 樹 か ら 見 て と れ る よ
う に 、 FGE2（ SUMF2） 遺 伝 子 は FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 と は 独 立 に 進 化 し た よ う に 思 わ れ る 。
本 発 明 者 の ア ッ セ イ で は 、 FGE2（ SUMF2） 遺 伝 子 も ス ル フ ァ タ ー ゼ を 活 性 化 し う る が 、 FGE
（ SUMF1） 遺 伝 子 と 比 べ て そ の 効 率 は は る か に 低 い 。 こ れ は MSD患 者 に 認 め ら れ る 残 存 ス ル
フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 原 因 で あ る と 思 わ れ 、 完 全 な ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 は 致 死 的 で あ る 可 能
性 を 示 唆 し て い る 。 現 時 点 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 FGE2（ SUMF2） 遺 伝 子 が さ ら に 別 の 未 知
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の 機 能 を 有 す る 可 能 性 を 否 定 す る こ と は で き な い 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 に 起 因 す る 疾 患 の 治 療 法 に 対 す る 影 響
　 FGE（ SUMF1） cDNAを 、 ARSA、 ARSCま た は ARSEの cDNAの い ず れ か と と も に 過 剰 発 現 す る 細
胞 で は 、 単 一 の ス ル フ ァ タ ー ゼ の み を 過 剰 発 現 す る 細 胞 と 比 較 し て 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性
の 最 大 50倍 も の 大 き な 上 昇 が 観 察 さ れ た 。 す べ て の 細 胞 株 で 有 意 な 相 乗 効 果 が 認 め ら れ 、
こ の こ と は FGE（ SUMF1） が ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 律 速 因 子 で あ る こ と を 示 し て い る 。 し か
し 、 異 な る ス ル フ ァ タ ー ゼ 間 に は 差 異 が 認 め ら れ 、 こ れ は お そ ら く 、 FGE（ SUMF1） に よ っ
て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と 種 々 の ス ル フ ァ タ ー ゼ と の 親 和 性 が 異 な る た め と 考 え ら れ る
。 内 因 性 ホ ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の レ ベ ル が 異 な る と 思 わ れ る 異 な る 細 胞 株 間 で も 差 異
が 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の 観 察 所 見 と 一 致 し て 、 本 発 明 者 ら は 、 MSD遺 伝 子 の 発 現 が 組 織 間
で 異 な り 、 腎 臓 お よ び 肝 臓 で 有 意 に 高 レ ベ ル で あ る こ と を 見 い だ し た 。 こ の こ と は 、 FGE
（ SUMF1） 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル が 低 い 組 織 で は 外 因 性 に 到 達 し た ス ル フ ァ タ ー ゼ タ ン パ ク 質
を 有 効 に 修 飾 す る 能 力 が 低 い 可 能 性 が あ る た め 、 重 要 な 意 味 を 持 つ （ 下 記 参 照 ） 。 こ れ ら
の デ ー タ を 総 合 す る と 、 FGE（ SUMF1） 遺 伝 子 の 機 能 は 、 各 々 の ス ル フ ァ タ ー ゼ が 、 そ れ ぞ
れ の 構 造 的 ス ル フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 の mRNAレ ベ ル を 担 当 す る 個 別 の 機 構 お よ び す べ て の ス ル
フ ァ タ ー ゼ に 共 通 す る 共 通 機 構 の 両 方 に よ っ て 制 御 さ れ る と い う 二 重 調 節 シ ス テ ム を 実 現
す る よ う に 進 化 し て き た こ と が 示 唆 さ れ る 。 さ ら に 、 FGE2（ SUMF2） は ス ル フ ァ タ ー ゼ 修
飾 に 対 し て 部 分 的 な 冗 長 性 を 与 え る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 酵 素 補 充 療 法 に 利 用 す る た め の 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 大 量 生 産 に
と っ て 重 大 な 意 味 を 持 つ 。 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 の 動 物 モ デ ル 、 例 え ば ム コ 多 糖 症 VIの ネ
コ モ デ ル に 対 す る 酵 素 補 充 試 験 が 報 告 さ れ て お り 、 い く つ か の 症 状 の 予 防 お よ び 治 癒 に 有
効 な こ と が 実 証 さ れ て い る 。 ヒ ト で の 治 療 試 験 は 現 在 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 に 起 因 す る
2種 類 の 先 天 的 疾 患 で あ る MPSII（ ハ ン タ ー 症 候 群 ） お よ び MPSVI（ マ ロ ト ー -ラ ミ ー 症 候 群
） に 対 し て 実 施 中 で あ り 、 間 も な く 多 数 の 患 者 へ と 拡 大 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】

モ ル キ オ 病 MPS IVAに 対 す る 、 FGE活 性 化 GALNSを 用 い た 酵 素 補 充 療 法
　 モ ル キ オ 病 患 者 の 骨 格 系 病 態 の 主 な 原 因 は 、 リ ソ ソ ー ム ス ル フ ァ タ ー ゼ GALNSの 欠 損 に
起 因 す る 、 骨 端 円 板 （ 骨 端 線 ） 軟 骨 細 胞 に お け る 硫 酸 ケ ラ タ ン （ KS） の 蓄 積 で あ る 。 イ ン
ビ ボ 調 査 試 験 の 主 な 目 的 は 、 静 脈 内 （ IV） 投 与 し た FGE活 性 化 GALNSが 、 正 常 マ ウ ス に お け
る 骨 端 線 の 軟 骨 細 胞 お よ び そ の 他 の 適 し た 細 胞 種 に 浸 透 す る か 否 か を 明 ら か に す る こ と で
あ っ た 。 骨 格 異 常 は 全 体 的 に み ら れ な い も の の 、 反 復 投 与 し た FGE活 性 化 GALNSの イ ン ビ ボ
で の 生 化 学 的 活 性 を 示 す 目 的 で 、 GALNS欠 損 マ ウ ス モ デ ル （ モ ル キ オ ノ ッ ク イ ン ― MKI、 S.
 Tomatsu, St. Louis University, MO） も 用 い た 。 マ ウ ス モ デ ル に 骨 格 系 病 態 が み ら れ な
い こ と は 、 齧 歯 動 物 で は 骨 格 KSが 大 き く 減 少 し て い る か 存 在 し な い こ と を 反 映 し て い る （
Venn G, & Mason RM., Biochem J., 1985, 228: 443-450） 。 し か し 、 こ れ ら の マ ウ ス は
、 種 々 の 臓 器 お よ ぼ び 組 織 に お い て 、 GAGの 検 出 可 能 な 蓄 積 お よ び そ の 他 の 細 胞 異 常 を 示
し た 。 こ の た め 、 こ れ ら の 試 験 の 全 体 的 な 目 的 は 、 FGEに よ り 活 性 化 さ れ た GALNSが 骨 端 線
に 浸 透 す る か 否 か （ 生 体 内 分 布 試 験 ） 、 お よ び 機 能 的 GALNS酵 素 活 性 が 罹 患 組 織 に お け る
蓄 積 GAGの 除 去 に 向 け ら れ る か 否 か （ 薬 物 動 態 試 験 ） を 示 す こ と で あ っ た 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 こ れ ら の 試 験 の 結 果 か ら 、 IV注 射 し た FGE活 性 化 GALNSが 、 他 の 組 織 と 比 較 し て 相 対 的 に
低 レ ベ ル で は あ る も の の 、 骨 端 線 の 軟 骨 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ た こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 、
MKIマ ウ ス に お け る 16週 間 に わ た る FGE活 性 化 GALNSの 注 射 に よ り 、 蓄 積 し た GAGが 有 効 に 消
失 し 、 リ ソ ソ ー ム バ イ オ マ ー カ ー の 染 色 は 検 討 し た す べ て の 軟 部 組 織 で 低 下 し た 。 以 上 を
総 合 す る と 、 こ れ ら の 実 験 は 、 GALNSが 骨 端 線 軟 骨 細 胞 に 送 達 さ れ る こ と 、 お よ び 多 数 の
組 織 に お け る GAG除 去 に 関 す る 生 化 学 活 性 を 示 す こ と に 成 功 し た 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
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実 施 例 5：



生 体 内 分 布 試 験
　 4週 齡 ICR（ 正 常 ） マ ウ ス に 5mg/kg FGE活 性 化 GALNSの 単 回 IV注 射 を 行 っ た 。 注 射 の 2時 間
後 に 肝 臓 、 大 腿 （ 骨 ） 、 心 臓 、 腎 臓 お よ び 脾 臓 を 採 取 し 、 組 織 学 的 検 査 用 に 調 製 し た 。 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト GALNS抗 体 を 、 注 射 し た GALNSの 種 々 の 組 織 中 で の 存 在 を 示 す た め に 用
い た 。 媒 体 対 照 と の 比 較 に よ り 、 検 討 し た す べ て の 組 織 で GALNSが 検 出 さ れ た 。 さ ら に 、
西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ レ ポ ー タ ー 系 を 用 い た と こ ろ 、 GALNSは 、 骨 を 例 外 と し て 、
検 討 し た す べ て の 組 織 で 容 易 に 観 察 さ れ た 。 骨 端 線 に お け る GALNS取 り 込 み を 示 す た め に
は 、 よ り 感 度 の 高 い フ ル オ レ セ イ ン -イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） レ ポ ー タ ー 系 を 用 い る
必 要 が あ り 、 こ の こ と は GALNSは 骨 端 線 に 浸 透 す る も の の 、 骨 端 線 軟 骨 細 胞 に よ る 利 用 能
は 軟 部 組 織 の 細 胞 よ り も 低 い こ と を 意 味 す る 。 よ り 高 感 度 の 蛍 光 検 出 法 が 必 要 で は あ る も
の の 、 媒 体 対 照 と の 比 較 に よ り 、 骨 の 骨 端 線 軟 骨 細 胞 へ の GALNS送 達 は 検 討 し た す べ て の
骨 端 線 切 片 で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
MKIマ ウ ス に お け る 薬 物 動 態 試 験
　 4週 齡 の MKIマ ウ ス ま た は 野 生 型 マ ウ ス に 対 し て 、 20週 齢 に な る ま で IV注 射 （ 各 群 n＝ 8）
を 毎 週 行 っ た 。 毎 週 の そ れ ぞ れ の 注 射 は 、 2mg/kgの FGE活 性 化 GALNSま た は 媒 体 対 照 （ 野 生
型 マ ウ ス に 対 し て は こ れ は 注 射 し な か っ た ） の い ず れ か ら な っ た 。 20週 齢 に な っ た 時 点 で
す べ て の マ ウ ス を 組 織 学 的 検 査 の た め に 屠 殺 し 、 以 下 の 方 法 を 用 い て 染 色 し た ： 細 胞 形 態
に 関 し て は ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ ジ ン 、 GAGの 検 出 用 に は ア ル シ ア ン ブ ル ー 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 検 討 し た す べ て の 軟 部 組 織 （ 肝 臓 、 心 臓 、 腎 臓 お よ び 脾 臓 ） で の ア ル シ ア ン ブ ル ー 染 色
の 低 下 ま た は 消 失 に よ り 、 蓄 積 し た GAGの 除 去 が 示 さ れ た 。 こ れ は GALNSを 注 射 し た マ ウ ス
の み で 観 察 さ れ た 。 MKIマ ウ ス に お け る 骨 端 線 は 、 正 常 な 骨 格 形 態 に よ っ て 示 さ れ る よ う
に 正 常 に 機 能 し た が 、 よ り 軽 微 な 細 胞 異 常 が 観 察 さ れ た （ 明 ら か な 病 的 作 用 を 伴 わ な い 軟
骨 細 胞 の 空 胞 化 を 含 む ） 。 骨 端 線 の 肥 大 帯 域 お よ び 増 殖 帯 域 に お け る 空 胞 化 し た 軟 骨 細 胞
は GALNS投 与 に よ る 影 響 を 受 け な か っ た 。 こ れ は 、 GALNS注 射 マ ウ ス で 空 胞 化 の 減 少 が 認 め
ら れ た 、 骨 端 線 の 石 灰 化 帯 域 に お け る 軟 骨 細 胞 と は 対 照 的 で あ っ た 。 MKIマ ウ ス の 骨 端 線
に お け る 軟 骨 細 胞 の 空 胞 化 お よ び 非 KS性 GAGと 推 定 さ れ る も の の 蓄 積 は 、 マ ウ ス の 骨 端 線
に は KSが 存 在 し な い こ と が 知 ら れ て い る た め 、 一 般 的 に 言 っ て 思 い が け な い 予 想 外 の こ と
で あ っ た 。 こ れ ら の 特 別 な 観 察 所 見 は 、 こ の ノ ッ ク イ ン マ ウ ス に は 高 レ ベ ル の 変 異 型 GALN
Sが 存 在 す る と い う 事 実 を 反 映 し て い る 可 能 性 が 高 い （ 残 存 性 の 変 異 型 GALNSが 存 在 せ ず 、
骨 端 線 軟 骨 細 胞 の 空 胞 化 お よ び GAG蓄 積 も み ら れ な い ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス と は 対 照 的 で あ
る ― Tomatsu S. et al., Human Molecular Genetics, 2003, 12: 3349-3358） 。 骨 端 線 に
お け る 空 胞 化 現 象 は 、 変 異 型 GALNSを 発 現 す る 細 胞 サ ブ セ ッ ト に 対 す る 二 次 的 影 響 を 示 す
可 能 性 も あ る 。 し か し 、 16週 間 に わ た る 酵 素 注 射 か ら は 、 多 組 織 へ の FGE活 性 化 GALNSの 送
達 お よ び イ ン ビ ボ 酵 素 活 性 の 有 力 な 証 拠 が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】

図 1： ウ シ 精 巣 ミ ク ロ ソ ー ム か ら の 可 溶 性 抽 出 物 の 非 存 在 下 （ A） ま た は 存 在 下 （ B） に お
け る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の P23の MALDI-TOF質 量 ス ペ ク ト ル
　 6pmolの P23を 、 1μ lの ミ ク ロ ソ ー ム 抽 出 物 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に お い て 、 標 準 的 な
条 件 下 で 37℃ で 10mimイ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 試 料 は 実 験 手 順 の 項 に 記 載 し た よ う に MALDI-T
OF質 量 分 析 用 に 調 製 し た 。 P23（ 2526.28） お よ び そ の FGly誘 導 体 （ 2508.29） の モ ノ ア イ
ソ ト ピ ッ ク 質 量 MH＋ を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
図 2： ヒ ト FGEお よ び PFAM-DUF323シ ー ド の 21種 の タ ン パ ク 質 の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ て 得
ら れ た 系 統 樹
　 枝 に 付 し た 数 字 は 系 統 学 的 距 離 を 示 す 。 タ ン パ ク 質 は TrEMBL ID番 号 お よ び 種 の 名 称 に
よ っ て 命 名 し た 。 hFGE― ヒ ト FGE。 右 上 方 ： 系 統 学 的 距 離 の 縮 尺 。 星 印 は 遺 伝 子 が さ ら に
調 査 さ れ て い る こ と を 示 す 。 最 上 方 の 7つ の 遺 伝 子 は FGE遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 一 部 で あ る 。
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【 ０ ３ ８ ４ 】
図 3： ヒ ト お よ び マ ウ ス の FGE遺 伝 子 座 の 構 成
　 エ ク ソ ン は ボ ッ ク ス お よ び 淡 色 の ボ ッ ク ス （ マ ウ ス 座 位 ） と し て 縮 尺 を 保 っ て 示 さ れ て
い る 。 右 下 方 に あ る バ ー は 縮 尺 を 示 す 。 エ ク ソ ン 間 の 線 は イ ン ト ロ ン を 示 す （ 縮 尺 通 り で
は な い ） 。 イ ン ト ロ ン の 線 の 上 に あ る 数 字 は 、 イ ン ト ロ ン の サ イ ズ を キ ロ ベ ー ス 単 位 で 示
し て い る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
図 4： FGE発 現 プ ラ ス ミ ド pXMG.1.3の マ ッ プ を 示 し た 概 略 図
【 ０ ３ ８ ６ 】
図 5： FGE発 現 プ ラ ス ミ ド を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 36F細 胞 に お け る N-ア セ チ ル ガ
ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 示 し た 棒 グ ラ フ
　 細 胞 に 対 し て 、 FGE cDNAを 逆 向 き に 有 す る 対 照 プ ラ ス ミ ド pXMG.1.2、 ま た は ま た は FGE
発 現 プ ラ ス ミ ド pXMG.1.3を 、 メ ト ト レ キ サ ー ト （ MTX） を 含 ま な い 培 地 中 で ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 24時 間 後 に 細 胞 に 1.0μ M MTXを 含 む 培 地 を 再 補 給 し た 。 培 地 を 収 集 し 、 再 補 給
か ら 24、 48お よ び 72時 間 後 に 細 胞 を 採 取 し た 。 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー
ゼ 活 性 は 活 性 ア ッ セ イ に よ り 決 定 し た 。 示 し た 各 値 は 、 2回 ず つ の 別 個 の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン の 平 均 と 、 エ ラ ー バ ー に よ っ て 示 し た 標 準 偏 差 で あ る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
図 6： FGE発 現 プ ラ ス ミ ド を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 36F細 胞 に お け る N-ア セ チ ル ガ
ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 比 活 性 を 示 し た 棒 グ ラ フ
　 細 胞 に 対 し て 、 FGE cDNAを 逆 向 き に 有 す る 対 照 プ ラ ス ミ ド pXMG.1.2、 ま た は ま た は FGE
発 現 プ ラ ス ミ ド pXMG.1.3を 、 メ ト ト レ キ サ ー ト （ MTX） を 含 ま な い 培 地 中 で ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 24時 間 後 に 細 胞 に 1.0μ M MTXを 含 む 培 地 を 再 補 給 し た 。 培 地 を 収 集 し 、 再 補 給
か ら 24、 48お よ び 72時 間 後 に 細 胞 を 採 取 し た 。 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー
ゼ 比 活 性 は 活 性 ア ッ セ イ お よ び ELISAに よ っ て 決 定 し 、 ELISA反 応 性 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ
ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 1mg当 た り の N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 比
と し て 表 し て い る 。 示 し た 各 値 は 2回 ず つ の 別 個 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 平 均 で あ る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
図 7： FGE発 現 プ ラ ス ミ ド を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 36F細 胞 に お け る N-ア セ チ ル ガ
ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 産 生 を 示 し た 棒 グ ラ フ
　 細 胞 に 対 し て 、 FGE cDNAを 逆 向 き に 有 す る 対 照 プ ラ ス ミ ド pXMG.1.2、 ま た は ま た は FGE
発 現 プ ラ ス ミ ド pXMG.1.3を 、 メ ト ト レ キ サ ー ト （ MTX） を 含 ま な い 培 地 中 で ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 24時 間 後 に 細 胞 に 1.0μ M MTXを 含 む 培 地 を 再 補 給 し た 。 培 地 を 収 集 し 、 再 補 給
か ら 24、 48お よ び 72時 間 後 に 細 胞 を 採 取 し た 。 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー
ゼ 総 タ ン パ ク 質 量 は ELISAに よ り 決 定 し た 。 示 し た 各 値 は 、 2回 ず つ の 別 個 の ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン の 平 均 と 、 エ ラ ー バ ー に よ っ て 示 し た 標 準 偏 差 で あ る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
図 8： FGE発 現 プ ラ ス ミ ド を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 30C6細 胞 に お け る イ ズ ロ ン 酸 2-
ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 示 し た グ ラ フ
　 細 胞 に 対 し て 、 FGE cDNAを 逆 向 き に 有 す る 対 照 プ ラ ス ミ ド pXMG.1.2、 ま た は ま た は FGE
発 現 プ ラ ス ミ ド pXMG.1.3を 、 メ ト ト レ キ サ ー ト （ MTX） を 含 ま な い 培 地 中 で ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 24時 間 後 に 細 胞 に 1.0μ M MTXを 含 む 培 地 を 再 補 給 し た 。 培 地 を 収 集 し 、 再 補 給
か ら 24、 48お よ び 72時 間 後 に 細 胞 を 採 取 し た 。 イ ズ ロ ン 酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 は 活 性 ア
ッ セ イ に よ り 決 定 し た 。 示 し た 各 値 は 2回 ず つ の 別 個 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 平 均 で あ
る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
図 9： 本 発 明 の 特 徴 を 具 現 化 し た キ ッ ト を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　 本 明 細 書 中 に 開 示 し た す べ て の 参 考 文 献 は 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
ら れ る 。 特 許 請 求 の 範 囲 は 以 下 に 提 示 さ れ 、 そ の 後 に 配 列 表 が 続 い て い る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ９ ２ 】
【 図 １ 】 ウ シ 精 巣 ミ ク ロ ソ ー ム か ら の 可 溶 性 抽 出 物 の 非 存 在 下 （ A） ま た は 存 在 下 （ B） に
お け る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の P23を 図 式 化 し た MALDI-TOF質 量 ス ペ ク ト ル 。
【 図 ２ 】 ヒ ト FGEお よ び PFAM-DUF323シ ー ド の 21種 の タ ン パ ク 質 の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ て
得 ら れ た 系 統 樹 。
【 図 ３ 】 ヒ ト お よ び マ ウ ス の FGE遺 伝 子 座 の 構 成 。 エ ク ソ ン は ボ ッ ク ス お よ び 淡 色 の ボ ッ
ク ス （ マ ウ ス 座 位 ） と し て 縮 尺 を 保 っ て 示 さ れ て い る 。 イ ン ト ロ ン の 線 の 上 に あ る 数 字 は
、 イ ン ト ロ ン の サ イ ズ を キ ロ ベ ー ス 単 位 で 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 FGE発 現 プ ラ ス ミ ド pXMG. 1.3の マ ッ プ を 示 し た 概 略 図 。
【 図 ５ 】 FGE発 現 プ ラ ス ミ ド を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 36F細 胞 に お け る N-ア セ チ ル
ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 示 し た 棒 グ ラ フ 。
【 図 ６ 】 FGE発 現 プ ラ ス ミ ド を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 36F細 胞 に お け る N-ア セ チ ル
ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 比 活 性 を 示 し た 棒 グ ラ フ 。
【 図 ７ 】 FGE発 現 プ ラ ス ミ ド を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 36F細 胞 に お け る N-ア セ チ ル
ガ ラ ク ト サ ミ ン 6-ス ル フ ァ タ ー ゼ 産 生 を 示 し た 棒 グ ラ フ 。
【 図 ８ 】 FGE発 現 プ ラ ス ミ ド を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 30C6細 胞 に お け る イ ズ ロ ン
酸 2-ス ル フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 示 し た グ ラ フ 。
【 図 ９ 】 本 発 明 の 特 徴 を 具 現 化 し た キ ッ ト を 示 し て い る 。
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 10月 12日 (2005.10.12)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ７ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 が 、 ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す
る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 10％ 上 昇 し て い る 、 請 求 項 77記 載 の 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ７ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 が 、 ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す
る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 20％ 上 昇 し て い る 、 請 求 項 77記 載 の 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ８ ０
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【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 が 、 ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す
る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 50％ 上 昇 し て い る 、 請 求 項 77記 載 の 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 ８ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 ８ １ 】
　 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 が 、 ホ
ル ミ ル グ リ シ ン 生 成 酵 素 の 非 存 在 下 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ス ル フ ァ タ ー ゼ 全 体 に 対 す
る 活 性 型 ス ル フ ァ タ ー ゼ の 比 よ り も 少 な く と も 100％ 上 昇 し て い る 、 請 求 項 77記 載 の
。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明涉及用于诊断和治疗多种硫酸酯酶缺乏症（MSD）以及其他硫酸
酯酶缺乏症的方法和组合物。更具体地，本发明涉及调节硫酸酯酶的翻
译后修饰的分离的分子。这些修饰对于适当的硫酸酯酶功能是必需的。
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