
(57)【要約】
【課題】本発明は、メサンギウム細胞で特異的に発現される遺伝子を単離することを課題
とする。
【解決手段】本発明は、メサンギウム細胞に特異的に発現しているＤＮＡ、該ＤＮＡのコ
ードするタンパク質、該タンパク質に結合する抗体等を提供する。これらはメサンギウム
細胞特有のものであり、メサンギウム細胞の同定、メサンギウム細胞の異常の検出などに
有用である。更に、該タンパク質の機能からメサンギウム細胞の機能が明らかになり、メ
サンギウム細胞に関連する疾患の原因究明への展開が期待される。また、メサンギウム細
胞に関連する疾病の治療、診断等への応用が期待される。

【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 ま た は 配 列 番 号 ： ６ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は こ れ ら ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 付 加 、 お
よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 と
機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 む 請 求 項 １ の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列
を 含 む 請 求 項 ３ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列
を 持 つ Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ
ク 質 ま た は こ れ ら タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ３ 、 請 求 項 ４ 、 お よ び 請 求 項 ５ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む こ と を 特 徴 と す
る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ３ 、 請 求 項 ４ 、 お よ び 請 求 項 ５ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 可 能 に 保 持 す る
形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 形 質 転 換 細 胞 を 培 養 し 、 請 求 項 ３ 、 請 求 項 ４ 、 お よ び 請 求 項 ５ の い ず
れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 産 物 を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ ク
質 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択
さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 請 求 項 ９ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ０ ま た は 請 求 項 １ １ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 と 請 求 項 ２ の タ ン パ ク 質 、 ま た は
そ の 断 片 と の 免 疫 学 的 な 結 合 に 基 づ い て 請 求 項 ２ の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 測 定 す る
免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ０ ま た は 請 求 項 １ １ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 含 む 請 求 項 ２ の タ ン パ ク 質 ま た
は そ の 断 片 の 免 疫 学 的 測 定 用 試 薬 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る 請 求 項 ２ の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 測 定 し 、 正 常 試 料 か ら 得
ら れ た 測 定 値 と 比 較 す る こ と に よ っ て メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 症 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 メ グ シ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 変 化 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎
動 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 が マ ウ ス で あ る 請 求 項 １ ５ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
　 メ グ シ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ た ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で あ る 請 求 項 １ ６
の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 工 学 の 分 野 に 属 し 、 特 に 腎 細 胞 の 遺 伝 子 の 単 離 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 体 内 の 60兆 個 も の 様 々 な 細 胞 が 、 本 質 的 に 同 一 の ゲ ノ ム DNAを 有 し て い る 。 正 常 な 生 理
学 的 機 能 の た め に 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 は 、 細 胞 系 統 、 お よ び 細 胞 が 受 容 す る シ グ ナ ル
に よ り 厳 密 に 制 御 さ れ て い る 。 従 っ て 、 個 々 の 細 胞 型 で 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 を 解
明 す る こ と は 極 め て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 は 、 腎 糸 球 体 の 構 造 お よ び 機 能 の 維 持 に 中 心 的 な 役 割 を 果 た し て い る
。 そ し て 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 (mesangium cell)は 、 各 種 腎 炎 に お い て 障 害 の 標 的 と な っ て
い る 。 例 え ば 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 増 殖 、 お よ び 細 胞 外 の 糸 球 体 間 質 マ ト リ ッ ク ス の 蓄 積
は 、 慢 性 腎 炎 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 の よ う な 様 々 な 糸 球 体 疾 患 の 患 者 に 糸 球 体 硬 化 症 を も た
ら す 最 初 の 過 程 と さ れ て い る 。 従 っ て 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子
を 見 い だ し そ の 機 能 を 明 ら か に す る こ と は 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 生 物 学 的 性 質 の 解 明 、 メ
サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 関 連 す る 疾 患 の 原 因 の 究 明 、 ひ い て は 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 関 連 す る 疾
病 の 治 療 、 診 断 等 に 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の マ ー カ ー と し て は 、 ラ ッ ト で は Thy1抗 原 が 知 ら れ て い る 。 し か し こ
の 遺 伝 子 は メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 特 異 的 で は な い う え 、 ヒ ト で は メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に は 発 現 し
て い な い （ 非 特 許 文 献 １ ； Miyata T. et al., Immunology(1989); 67: 531-533、 非 特 許
文 献 ２ ；  Miyata T. et al., Immunology(1990); 69: 391-395） 。 ま た 、 メ サ ン ギ ウ ム 細
胞 は 活 性 化 さ れ る と α 平 滑 筋 ア ク チ ン を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る が 、 こ の 遺 伝 子 も メ
サ ン ギ ウ ム 細 胞 特 異 的 で は な い 。 こ の よ う に 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 遺
伝 子 に つ い て は 、 従 来 報 告 が な か っ た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Miyata T. et al., Immunology(1989); 67: 531-533
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Miyata T. et al., Immunology(1990); 69: 391-395
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 単 離 す る こ と を 課 題 と す る
。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 培 養 物 か ら mRNAを 単 離 し 、 3'側 の cD
NAラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 し た 。 そ し て 、 該 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 中 か ら ラ ン ダ ム に 多 数 の ク ロ
ー ン の 配 列 を 決 定 し 、 該 塩 基 配 列 を 、 種 々 の 臓 器 及 び 細 胞 か ら 得 ら れ た 既 知 の 3'側 の cDNA
ク ロ ー ン の 塩 基 配 列 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る
ク ロ ー ン を 選 択 し た 。 そ の う ち 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に お い て 最 も 出 現 頻 度 の 高 い １ ク ロ ー
ン を 選 択 し 、 5'RACE法 に よ っ て 完 全 長 cDNAを 単 離 し （ 発 現 産 物 を ヒ ト MEGSINと 命 名 ） 、 全
塩 基 配 列 を 決 定 し 、 該 cDNAを 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た （ ヒ ト MEGSINcDNAの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号
： 1に 、 ヒ ト MEGSINの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： 2に 示 す ） 。 そ し て 、 SwissProtデ ー
タ ベ ー ス の ア ミ ノ 酸 配 列 と ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行 い 、 MEGSINが SERPINス ー パ ー フ ァ ミ リ ー ［
R. Carrell et al., Trends Biochem. Sci. 10, 20 (1985); R. Carrell et al., Cold S
pring Harbor Symp. Quant. Biol. 52, 527 (1987); E. K. O. Kruithof et al., Blood 
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86, 4007 (1995); J. Potempa et al., J. Biol. Chem. 269,15957(1994); E. Remold-O'
Donnell. FEBS Let. 315, 105 (1993） ]に 属 す る こ と を 見 い だ し た 。 更 に 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ に よ り 組 織 分 布 を み た と こ ろ 、 MEGSINは 、 ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 内 皮 細
胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト で は 発 現 が 弱 く 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 特 異 的 に 発 現 し て い る こ と が 確 認
さ れ た 。 ま た 、 IgA腎 症 患 者 と 健 常 人 と で 腎 臓 組 織 中 の MEGSINの 発 現 量 を 比 較 し た と こ ろ
、 IgA腎 症 患 者 に お い て MEGSINが 有 意 に 発 現 量 が 多 い こ と を 見 い だ し た 。 更 に 、 抗 MEGSIN
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成 し た 。 加 え て 本 発 明 は 、 マ ウ ス と ラ ッ
ト に お け る MEGSINの ホ モ ロ グ に つ い て も 、 そ の 構 造 を 明 ら か に し た 。 マ ウ ス MEGSINと ラ ッ
ト MEGSINに つ い て は 、 そ の cDNAの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： ３ お よ び 配 列 番 号 ： ５ に 、 そ し て
推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ４ お よ び 配 列 番 号 ： ６ に 示 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 具 体 的 に は 以 下 の も の を 含 む 。
〔 １ 〕  配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 ま た は 配 列 番 号 ： ６ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸
配 列 、 ま た は こ れ ら ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 付
加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ
ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 。
〔 ２ 〕  配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 〔 １ 〕 の タ ン パ ク 質 。
〔 ３ 〕  〔 １ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
〔 ４ 〕  配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 塩
基 配 列 を 含 む 〔 ３ 〕 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
〔 ５ 〕  配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 塩
基 配 列 を 持 つ Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 〔 １ 〕 に 記 載 の タ
ン パ ク 質 ま た は こ れ ら タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
〔 ６ 〕  〔 ３ 〕 、 〔 ４ 〕 、 お よ び 〔 ５ 〕 の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む こ と を 特 徴 と す
る ベ ク タ ー 。
〔 ７ 〕  〔 ３ 〕 、 〔 ４ 〕 、 お よ び 〔 ５ 〕 の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 可 能 に 保 持 す る
形 質 転 換 細 胞 。
〔 ８ 〕  〔 ７ に 記 載 の 形 質 転 換 細 胞 を 培 養 し 、 〔 ３ 〕 、 〔 ４ 〕 、 お よ び 〔 ５ 〕 の い ず れ か
に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 産 物 を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る 、 〔 １ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 製
造 方 法 。
〔 ９ 〕  〔 １ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 。
〔 １ ０ 〕  配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 〔 ９ 〕 の 抗 体 。
〔 １ １ 〕  抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 〔 １ ０ 〕 の 抗 体 。
〔 １ ２ 〕  〔 １ ０ 〕 ま た は 〔 １ １ 〕 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 と 〔 ２ 〕 の タ ン パ ク 質 、 ま た
は そ の 断 片 と の 免 疫 学 的 な 結 合 に 基 づ い て 〔 ２ 〕 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 測 定 す る
免 疫 学 的 測 定 方 法 。
〔 １ ３ 〕  〔 １ ０ 〕 ま た は 〔 １ １ 〕 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 含 む 〔 ２ 〕 の タ ン パ ク 質 ま
た は そ の 断 片 の 免 疫 学 的 測 定 用 試 薬 。
〔 １ ４ 〕  生 体 試 料 中 に 含 ま れ る 〔 ２ 〕 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 測 定 し 、 正 常 試 料
か ら 得 ら れ た 測 定 値 と 比 較 す る こ と に よ っ て メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 症 を 検 出 す る 方 法 。
〔 １ ５ 〕  メ グ シ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 変 化 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非
ヒ ト 脊 椎 動 物 。
〔 １ ６ 〕  非 ヒ ト 脊 椎 動 物 が マ ウ ス で あ る 〔 １ ６ 〕 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物
。
〔 １ ７ 〕  メ グ シ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ た ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で あ る 〔
１ ５ 〕 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 な お 、 全 長 cDNAラ イ ブ ラ リ ー で は 、 mRNAの 部 分 分 解 ま た は 不 完 全 な 第 1鎖 合 成 の た め に
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、 同 じ 転 写 産 物 の cDNAの 5'-末 端 が 異 な る 配 列 を 有 す る こ と が 多 い 。 さ ら に 、 そ の 3'-末 端
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 poly(A)に お け る プ ラ イ マ ー 伸 長 の ず れ に よ り 、 一 般 的 な プ ラ イ
マ ー を 用 い た チ ェ ー ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 で 決 定 す る こ と が 困 難 で あ る 。 ESTデ ー タ ベ ー
ス を 構 築 す る た め に 用 い ら れ て い る ラ ン ダ ム プ ラ イ ム cDNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 新 規 な 遺 伝 子
を 見 つ け だ す の に 有 用 で あ る 。 し か し 、 2つ の 部 分 配 列 が 一 つ の 遺 伝 子 の 異 な る 部 分 を 形
成 し て い る の か 、 異 な る 転 写 産 物 を 形 成 し て い る の か が 明 ら か で な い た め 、 遺 伝 子 の 特 徴
配 列 を 得 る た め に 用 い る こ と は で き な い 。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 3'-方 向 領 域 cDNAラ イ
ブ ラ リ ー を 用 い た 。 こ の 方 法 に よ り 、 cDNAの 大 き さ を 反 映 す る ク ロ ー ニ ン グ 効 率 の 変 動 を
回 避 す る こ と が で き る 。 3'領 域 の 配 列 は 特 有 な も の で あ り 、 約 200～ 300bpの 配 列 デ ー タ は
、 遺 伝 子 の 特 徴 を 明 ら か に す る の に 充 分 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の ヒ ト MEGSINを コ ー ド す る DNAは 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 か ら mRNAを 調 製 し た 後 、 既
知 の 方 法 に よ り 二 本 鎖 cDNAに 変 換 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 mRNAの 調 製 は グ ア ニ
ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト － 塩 化 セ シ ウ ム 法 ［ Chirwin, et al. Biochemistry 18, 5294 (1
979)］ 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 存 在 下 に 界 面 活 性 剤 処 理 、 フ ェ ノ ー ル 処 理 を 行 な う 方
法 ［ Berger&Birkenmeier, Biochemistry 18, 5143 (1979)］ な ど を 用 い る こ と が で き る 。
全 RNAか ら の poly(A) + RNAの 調 製 は オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） を 結 合 し た 担 体 、 例 え ば セ フ ァ ロ ー ス 、
セ ル ロ ー ス や ラ テ ッ ク ス 粒 子 等 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 用 い て
行 な う こ と が で き る 。 上 記 の ご と く し て 得 た RNAを 鋳 型 と し て 、 3'端 に あ る poly(A)鎖 に 相
補 的 な オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） ま た は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー あ る い は MEGSINの ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 に
相 応 す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と し て 逆 転 写 酵 素 で 処 理 し 、 こ の よ う に し
て 得 ら れ た mRNAに 相 補 的 な DNA（ cDNA） か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド の mRNA鎖 を 例 え ば E. Coli R
Nase H、 E. Coli DNA polymerase I、 E. Coli DNA Ligaseで 処 理 し 、 DNA鎖 に 置 換 す る こ
と に よ り 、 二 本 鎖 cDNAを 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ヒ ト MEGSIN遺 伝 子 塩 基 配 列 を も と に 合 成 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 po
ly(A) + RNAを 鋳 形 に し て RT-PCR法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ す る こ と も 可 能 で あ る 。 ま た 、 PCRに
よ ら ず 、 ヒ ト MEGSIN遺 伝 子 塩 基 配 列 を も と に プ ロ ー ブ を 合 成 し 、 直 接 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を
ス ク リ ー ニ ン グ し 、 目 的 と す る cDNAを 得 る こ と も で き る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 は 、 こ れ ら の 方
法 に よ り 得 ら れ た 遺 伝 子 の 中 か ら 、 そ の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 確 認 す る こ と に よ り 、 選 択 す
る こ と が で き る 。 マ ウ ス と ラ ッ ト の MEGSINに つ い て も 、 同 様 の 手 法 に よ り cDNAの 取 得 が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 あ る い は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト MEGSINcDNAを 以 下 の よ う な 手 法 に よ っ て 単 離 す る こ と も 可 能
で あ る 。 す な わ ち 、 前 記 ヒ ト MEGSINcDNAよ り 他 の SERPINス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る も の
と 比 較 的 保 存 度 の 高 い 領 域 （ 197-380A.A.） 、 保 存 度 が 低 い 領 域 （ 1-196A.A.） 、 MEGSINオ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 全 長 cDNA（ 1-380A.A.） の 三 種 類 の プ ロ ー ブ を 用 い て 、 マ ウ
ス 、 ラ ッ ト の 組 織 、 培 養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 か ら mRNAを 抽 出 し cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る
こ と に よ り 、 ま た は 、 市 販 cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ フ ナ コ シ ） を 用 い る こ と に よ り コ ロ ニ ー ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。 ま た 、 同 時 に 、 前 述 プ
ロ ー ブ 作 成 と 同 様 に 比 較 的 保 存 度 の 高 い 領 域 （ 197-380A.A.） 、 保 存 度 が 低 い 領 域 （ 1-196
A.A.） で プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト の 組 織 、 培 養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 か ら 抽 出 し
た mRNAか ら RT-PCR法 を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ を 行 う こ と に よ り マ ウ ス 、 ラ ッ ト MEGSINcDNAを
取 得 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ゲ ノ ム の 取 得 に 関 し て も 市 販 ラ イ ブ ラ リ ー （ フ ナ コ シ ） を
用 い て ヒ ト の 場 合 と 同 様 の 方 法 で プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 行 う こ と に よ り 取
得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ヒ ト MEGSINゲ ノ ム は 、 ヒ ト Bリ ン パ 芽 球 か ら ゲ ノ ム を 調 製 し 、 Sau3で 部 分 的 に 切 断 し た D
NAを フ ァ ー ジ ベ ク タ ー で あ る EMBL3に 、 も し く は 、 ヒ ト X染 色 体 ラ イ ブ ラ リ ー を フ ァ ー ジ ベ
ク タ ー で あ る Charon35に 組 み 込 ん だ ゲ ノ ミ ッ ク ラ イ ブ ラ リ ー （ Blood, vol 83, No 11, 19
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94: pp3126-3131、 参 照 ） を 用 い る こ と に よ り 、 既 に 分 か っ て い る MEGSINcDNAの オ ー プ ン
リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 全 て の 領 域 （ 1143bp） ま た は cDNA部 分 を プ ラ イ マ ー と し て ヒ ト ゲ ノ
ム DNAを PCR法 を 用 い て 増 幅 す る こ と に よ り 得 ら れ た 各 エ キ ソ ン － イ ン ト ロ ン 部 分 を プ ロ ー
ブ と す る こ と に よ り プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 （ 新 細 胞 工 学 実 験 プ ロ ト コ ー ル 、
秀 潤 社 、 pp79-92、 参 照 ） を 行 い 取 得 で き る 。 ま た 、 同 時 に 調 節 領 域 に 関 し て も 、 ヒ ト 培
養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 由 来 mRNA、 も し く は ヒ ト 腎 臓 mRNA（ Clontech社 よ り 購 入 ） を 鋳 型 と し
て 、 5'RACE法 （ 5'-Full RACE Core Set（ 宝 酒 造 （ 株 ） の 方 法 に 従 う ） ） を 用 い て 5'UT領
域 の 配 列 決 定 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 は 、 例 え ば ホ ス ホ ア ミ ダ イ ド 法 ［ Mattencci, M.D. &Caruthers, M. H. 
J. Am. Chem. Soc. 103, 3185(1981)］ 、 ホ ス フ ァ イ ト ・ ト リ エ ス テ ル 法 ［ Hunkapiller, 
M. et al. Nature 310, 105 (1984)］ 等 の 核 酸 の 化 学 合 成 を 用 い る 常 法 に 従 っ て 製 造 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 な お 、 一 般 に 、 真 核 生 物 の 遺 伝 子 は ヒ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン 遺 伝 子 で 知 ら れ て い る よ う に
多 形 現 象 を 示 す こ と が 多 く 、 こ の 多 形 現 象 に よ っ て １ 個 あ る い は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 置
換 さ れ る 場 合 も あ る が 、 通 常 蛋 白 質 の 活 性 は 維 持 さ れ る 。 ま た 、 一 般 に 、 １ 個 ま た は 数 個
の ア ミ ノ 酸 配 列 の 改 変 に よ っ て 、 蛋 白 質 の 活 性 が 維 持 さ れ る 場 合 が 多 い こ と が 知 ら れ て い
る 。 従 っ て 、 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ の い ず れ か に 示 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 人 工 的 に 改 変 し た も の を 用 い て 得 ら れ た タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 は 、 該 タ ン パ ク 質 が 本 発 明 の 遺 伝 子 の 特 徴 的 な 機 能 を 有 す る 限 り 、 す べ て
本 発 明 に 含 ま れ る 。 ま た 、 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ の い ず れ か
に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 人 工 的 に 改 変 し た タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 特 徴 を
有 す る 限 り 、 す べ て 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 即 ち 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に は 、 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ の
い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は こ れ ら ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 複 数 個 の
ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 SERPINス
ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 こ こ で 、 SERPINス ー パ ー フ ァ ミ リ ー と
は 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン III、 ヘ パ リ ン コ フ ァ ク タ ー II、 α 1－ ア ン チ ト リ プ シ ン 、 α 1－ ア
ン チ キ モ ト リ プ シ ン 、 プ ロ テ イ ン Ｃ イ ン ヒ ビ タ ー 、 α 2－ プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビ タ ー 、 Ｃ １
イ ン ヒ ビ タ ー な ど 、 血 中 の 主 要 な セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー と ア ミ ノ 酸 配 列 が 相 互
に 少 な く と も ２ ０ ％ 同 一 で あ る も の を い い 、 必 ず し も セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 活 性 を 示 す
必 要 は な い 。 ［ R. Carrell et al., Trends Biochem. Sci. 10, 20 (1985); R. Carrell 
et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 52, 527 (1987); E. K. O. Kruithof 
et al., Blood 86, 4007 (1995); J. Potempa et al., J. Biol. Chem. 269,15957(1994)
; E. Remold-O'Donnell. FEBS Let. 315, 105 (1993） 参 照 ］
【 ０ ０ １ ６ 】
　 更 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に は 「 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ の
い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は こ れ ら ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 複 数 個 の
ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 若 し く は 付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、
ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト で は 発 現 が 弱 く 、 メ サ ン ギ ウ ム
細 胞 で 発 現 し て い る タ ン パ ク 質 」 が 含 ま れ る 。 あ る い は 、 「 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４
、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は こ れ ら ア ミ ノ 酸 配 列 に お
い て １ 若 し く は 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 み 、 哺 乳 類 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で 特 に 強 く 発 現 し て い る タ ン パ ク 質 」 が 含 ま れ る
。 更 に 、 「 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ
酸 配 列 、 ま た は こ れ ら ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、
付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 活 性 を 有
す る タ ン パ ク 質 」 な ど が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 類 似 体 は 、 い ず れ も 本 発 明 に よ る MEGSINを 構
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成 す る 。 し た が っ て 、 具 体 的 に 構 造 を 明 ら か に し た ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 お よ び マ ウ ス の MEGSIN
の み な ら ず 、 構 造 的 に あ る い は 機 能 的 に 同 等 な 他 の 種 の ホ モ ロ グ は 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の DNAに は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAが 含 ま れ る 。 こ れ ら の タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAは 、 cDNAの み な ら ず ゲ ノ ム DNAや 合 成 DNAで あ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 所 望 の ア ミ ノ 酸 に 対 す る コ ド ン は そ れ 自 体 公 知 で あ り 、 そ の 選 択 も 任 意 で よ く 、
例 え ば 利 用 す る 宿 主 の コ ド ン 使 用 頻 度 を 考 慮 し て 常 法 に 従 い 決 定 で き る ［ Grantham, R. e
t al. Nucleic Acids Res. 9, r43 (1981)］ 。 従 っ て 、 コ ド ン の 縮 重 を 考 慮 し て 、 DNAを
適 宜 改 変 し た も の も ま た 本 発 明 の DNAに 含 ま れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら 核 酸 配 列 の コ ド ン の 一
部 改 変 は 、 常 法 に 従 い 、 所 望 の 改 変 を コ ー ド す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ
マ ー を 利 用 し た 部 位 特 異 的 変 位 導 入 法 （ sitespecific mutagenesis） ［ Mark, D.F. et al
. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81,5662 (1984)］ 等 に 従 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 更 に 、 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ５ の い ず れ か に 記 載 の 塩 基 配 列
を 含 む DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 か つ そ の DNAに よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク
質 が 本 発 明 に よ る MEGSINに 特 徴 的 な 機 能 を 有 す る 限 り 、 そ の DNAは 本 発 明 に よ る DNAに 含 ま
れ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 特 定 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 配 列 は 、
特 定 配 列 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 と 類 似 し た 活 性 を 持 つ も の が 多 い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 変 異 体 も 含 め 本 発 明 に よ る DNAの 塩 基 配 列 は 、 公 知 の 技 術 に 基 づ い て さ ま ざ ま な 用 途 に
利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の よ う に し て ク ロ ー ン 化 さ れ た MEGSINを コ ー ド す る 遺 伝 子 は 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー DNA
に 組 み 込 む こ と に よ り 、 他 の 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 の 宿 主 を 形 質 転 換 さ せ る こ と が で き
る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー に 適 当 な プ ロ モ ー タ ー お よ び 形 質 発 現 に 係 る 配 列 を 導
入 す る こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ の 宿 主 細 胞 に お い て 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が 可 能 で あ る 。 発
現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 大 腸 菌 の 場 合 は 、 pET-3［ Studier & Moffatt, J. Mol. Biol
. 189, 113(1986)］ 等 が 、 COS細 胞 の 場 合 は pEF-BOS［ Nucleic Acids Research 18,5322 (
1990)］ 、 pSV2-gpt［ Mulligan & Berg, Proc. Natl. Acad. Sci.U.S.A. 78, 2072 (1981)
］ 等 が 、 CHO細 胞 の 場 合 は pVY1［ 国 際 公 開 第 89/03874号 公 報 ］ 等 が そ れ ぞ れ 挙 げ ら れ る 。
ま た 、 目 的 と す る 遺 伝 子 に 他 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 連 結 し て 融 合 蛋 白 質 と
し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 精 製 を 容 易 に し 、 そ の 後 目 的 蛋 白 質 を 切 り 出 す こ と も 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 発 現 系 に 用 い る 宿 主 の う ち 原 核 生 物 宿 主 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （ Esch
erichia coli） が 挙 げ ら れ る 。 ま た 真 核 生 物 の う ち 、 真 核 微 生 物 の 宿 主 細 胞 と し て は 、 例
え ば サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ ェ ー （ Saccharomyces　 cervisiae） 等 が 挙 げ ら れ 、 哺 乳 動
物 由 来 の 宿 主 細 胞 と し て は 、 例 え ば COS細 胞 、 CHO細 胞 、 BHK細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、
本 発 明 の 形 質 転 換 体 の 培 養 は 、 宿 主 細 胞 に 適 し た 培 養 条 件 を 適 宜 選 択 し て 行 な え ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 以 上 の よ う に し て 目 的 と す る MEGSINを コ ー ド す る 遺 伝 子 で 形 質 転 換 し た 形 質 転 換 体 を 培
養 し 、 産 生 さ れ た MEGSINは 、 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 か ら 分 離 し 均 一 な タ ン パ ク 質 に ま で 精 製
す る こ と が で き る 。 な お 、 本 発 明 の 目 的 蛋 白 質 で あ る MEGSINの 分 離 、 精 製 は 、 通 常 の 蛋 白
質 で 用 い ら れ る 分 離 、 精 製 方 法 を 使 用 す れ ば よ く 、 何 ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば
各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 適 宜 選 択 し 、 組 み 合 わ せ れ ば 、 MEGSINは 分 離 、 精 製 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 な お 、 上 述 の 他 、 本 発 明 の 遺 伝 子 、 該 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 、 該 ベ ク タ ー に
よ る 形 質 転 換 体 お よ び 該 遺 伝 子 を 用 い た MEGSINの 製 造 過 程 に お け る 遺 伝 子 操 作 の 処 理 手 段
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は 、 「 Molecular Cloning-A Laboratory Manual」 （ Cold Spring Harbor Laboratory, N.
Y. ） に 記 載 の 常 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ の 他 、 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ５ の い ず れ か に 記 載 の 塩 基 配
列 に 基 づ い て 、 MEGSIN遺 伝 子 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ を 設 定 す る こ と が で き る 。 あ る い
は 、 こ れ ら の 塩 基 配 列 を 含 む DNAや RNAを 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー を 設 定 す る こ と が で き
る 。 与 え ら れ た 配 列 を も と に 、 プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー を 設 定 す る こ と は 当 業 者 が 日 常 的 に
行 っ て い る こ と で あ る 。 設 定 さ れ た 塩 基 配 列 を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 化 学 合 成 に よ っ
て 得 る こ と が で き る 。 そ し て そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 適 当 な 標 識 を 付 加 す れ ば 、 さ ま ざ
ま な フ ォ ー マ ッ ト の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に 利 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は
、 PCRの よ う な 核 酸 の 合 成 反 応 に 利 用 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー に 利 用 す
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 15塩 基 、 好 適 に は 25-50塩 基 の 長 さ と す る の が 望 ま
し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 更 に 本 発 明 が 提 供 す る MEGSINの cDNA塩 基 配 列 に 基 づ い て 、 ゲ ノ ム 中 に 存 在 す る MEGSIN遺
伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 エ ン ハ ン サ ー 領 域 を 取 得 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 特 開
平 6-181767号 公 報 、 「 The Journal of Immunology(1995)155,2477-2486, Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA (1995),92,3561-3565」 等 と 同 様 の 方 法 で こ れ ら の 制 御 領 域 の 取 得 が 可 能 で
あ る 。 な お 、 本 明 細 書 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 と は 転 写 開 始 部 位 の 上 流 に 存 在 す る 遺
伝 子 の 発 現 を 制 御 す る DNA領 域 を 、 エ ン ハ ン サ ー 領 域 と は イ ン ト ロ ン ま た は 3'非 翻 訳 領 域
に 存 在 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る DNA領 域 を い う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 具 体 的 に は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 例 え ば 、 以 下 の 方 法 に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る
。
１ ） MEGSINの cDNAの ５ ’ 末 端 側 を プ ロ ー ブ と し 、 ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー よ り MEGSINの プ
ロ モ ー タ ー 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ す る 。
２ ） 制 限 酵 素 消 化 し て MEGSIN遺 伝 子 の 翻 訳 開 始 コ ド ン を 含 む そ の 上 流 部 分 （ ２ ～ ５ ｋ ｂ ｐ
） の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む DNAを 得 、 塩 基 配 列 を 決 定 す る 。 ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 か ら
調 製 し た poly(A)-RNAを 鋳 型 と し 、 MEGSIN遺 伝 子 の 5'末 端 側 cDNA配 列 よ り 選 択 し た プ ラ イ
マ ー DNAを 用 い た プ ラ イ マ ー 伸 長 法 に よ り 、 転 写 開 始 点 （ ＋ １ ） を 決 定 す る 。 塩 基 配 列 か
ら 転 写 因 子 結 合 配 列 を 検 索 し 、 プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る 可 能 性 が あ る 箇 所 を 予 想 す る 。
３ ） ２ ） で 得 た DNAか ら MEGSIN遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 を 除 い た DNA断 片 を プ ラ ス ミ ド 上 に サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ の ２ ～ ５ ｋ ｂ ｐ DNA断 片 の 下 流 に 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て の ク ロ ラ
ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル 転 位 酵 素 （ Ｃ Ａ Ｔ ） 遺 伝 子 、 あ る い は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を
連 結 し た レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る 。 同 様 に 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 可 能 性 が あ る 各
箇 所 を 含 む よ う な 形 で 、 制 限 酵 素 消 化 に よ り 、 或 い は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 5'末 端 側 及 び 3'末
端 側 を 順 次 削 っ た MEGSIN遺 伝 子 上 流 部 分 の 様 々 な 部 位 に 該 当 す る DNA断 片 を 作 成 し 、 こ れ
ら の 下 流 に 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て の Ｃ Ａ Ｔ 遺 伝 子 、 あ る い は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子
を 連 結 し た レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る 。
４ ） ３ ） で 作 製 し た レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し た 動 物 細 胞 の Ｃ Ａ Ｔ 或 い は ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 、 MEGSIN遺 伝 子 上 流 部 分 に 存 在 す る プ ロ モ ー タ ー 領 域
を 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 3' 非 コ ー ド 領 域 、 イ ン ト ロ ン 中 の エ ン ハ ン サ ー 領 域 は 、 MEGSINｃ DNAを プ ロ ー ブ
と し 、 ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー よ り ヒ ト MEGSINの ゲ ノ ム 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 上 述 の
プ ロ モ ー タ ー に 関 す る 方 法 と 同 様 に し て 、 エ ン ハ ン サ ー 活 性 を 有 す る 領 域 を 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 MEGSIN遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 し て い る 転 写 因 子 は 、 「 新 細 胞 工 学 実 験 プ ロ ト コ ー ル （ 秀 潤
社 ） 」 、 「 バ イ オ マ ニ ュ ア ル シ リ ー ズ ５ 転 写 因 子 研 究 法 （ 羊 土 社 ） 」 、 「 DNA & Cell Bio
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logy, 13, 731-742 (1994)」 に 記 載 の 方 法 等 の 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ
ム を 用 い た 方 法 、 サ ウ ス ウ エ ス タ ン 法 、 フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ 法 、 ゲ ル シ フ ト 法 、 ま た は
one-hybrid法 で 得 る こ と が で き る 。 な お 、 本 明 細 書 に お い て 、 転 写 因 子 と は MEGSIN遺 伝 子
の 転 写 を 調 節 し て い る 因 子 で 、 転 写 の 開 始 反 応 を 誘 導 す る 転 写 開 始 因 子 と 、 転 写 を 正 ま た
は 負 に 調 節 す る 転 写 調 節 因 子 を さ す 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 法 を 用 い る 場 合 は 、 前 述 の 方
法 で 得 た 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 エ ン ハ ン サ ー 領 域 を セ フ ァ ロ ー ス 或 い は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ
に 固 定 化 し た カ ラ ム に 、 核 抽 出 液 を か け 、 カ ラ ム を 洗 浄 後 、 カ ラ ム に 固 定 化 し た 配 列 と 同
様 の 配 列 を 有 す る DNAを 用 い 、 結 合 し た 転 写 因 子 を 溶 出 す る こ と に よ っ て 、 MEGSIN遺 伝 子
の 発 現 を 制 御 し て い る 転 写 因 子 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 サ ウ ス ウ エ ス タ ン 法 を 用 い る 場 合 は 、 大 腸 菌 の 発 現 ベ ク タ ー 、 例 え ば λ gt11に cD
NAを 挿 入 し 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と の 融 合 蛋 白 質 を 合 成 さ せ 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 該
融 合 蛋 白 質 を 吸 着 さ せ て 、 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 エ ン ハ ン サ ー
領 域 の DNA断 片 を プ ロ ー ブ に し 、 結 合 活 性 を も つ 融 合 蛋 白 質 を 合 成 す る フ ァ ー ジ を 選 択 す
る こ と に よ っ て 、 MEGSIN遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 し て い る 転 写 因 子 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 MEGSINを 認 識 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 抗 体 に は 、 例 え ば 、 配 列 番
号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ
ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が 含 ま れ る 。 MEGSINま た は 本 発 明 の MEGSINの 部 分 ペ プ チ ド に 対 す る
抗 体 （ 例 え ば ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） ま た は 抗 血 清 は 、 本 発 明 の MEGS
IN、 本 発 明 の MEGSINの 部 分 ペ プ チ ド 、 あ る い は 本 発 明 に よ る His-Tag-MEGSINや MBP-MEGSIN
の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て 用 い 、 自 体 公 知 の 抗 体 ま た は 抗 血 清 の 製 造 法 に 従 っ
て 製 造 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 後 述 の 方 法 に 従 っ て 製 造 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の MEGSIN、 ま た は 本 発 明 の MEGSINの 部 分 ペ プ チ ド は 、 温 血 動 物 に 対 し て 投 与 に よ
り 抗 体 産 生 が 可 能 な 部 位 に そ れ 自 体 又 は 担 体 、 希 釈 剤 と 共 に 投 与 さ れ る 。 投 与 に 際 し て 抗
体 産 生 能 を 高 め る た め 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト や 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を
投 与 し て も よ い 。 投 与 は 通 常 1～ 6週 毎 に 1回 ず つ 、 計 2～ 10回 程 度 行 わ れ る 。 用 い ら れ る 温
血 動 物 と し て は 、 例 え ば サ ル 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 モ ル モ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ
ギ 、 ニ ワ ト リ が 挙 げ ら れ る が 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 産 生 細 胞 の 作 製 に 際 し て は 、 抗 原 を 免 疫 さ れ た 温 血 動 物 、 例 え ば マ ウ ス か ら 抗 体 価
の 認 め ら れ た 個 体 を 選 択 し 最 終 免 疫 の 2～ 5日 後 に 脾 臓 ま た は リ ン パ 節 を 採 取 し 、 そ れ ら に
含 ま れ る 抗 体 産 生 細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ る こ と に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ
イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る こ と が で き る 。 抗 血 清 中 の 抗 体 価 の 測 定 は 、 例 え ば 後 記 の 標 識 化
MEGSINと 抗 血 清 と を 反 応 さ せ た 後 、 抗 体 に 結 合 し た 標 識 剤 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り な
さ れ る 。 融 合 操 作 は 既 知 の 方 法 、 例 え ば ケ ー ラ ー と ミ ル ス タ イ ン の 方 法 （ Nature, 256, 4
95 (1975)） に 従 い 実 施 で き る 。 融 合 促 進 剤 と し て は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） や セ
ン ダ イ ウ イ ル ス な ど が 挙 げ ら れ る が 、 好 ま し く は PEGが 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 骨 髄 腫 細 胞 と し て は 例 え ば X-63Ag8、 NS-1、 P3U1、 SP2/0、 AP-1な ど が 挙 げ ら れ る が 、 X-
63Ag8が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 用 い ら れ る 抗 体 産 生 細 胞 （ 脾 臓 細 胞 ） 数 と 骨 髄 腫 細 胞 数 と
の 好 ま し い 比 率 は 1： 20～ 20： 1で あ り 、 PEG（ 好 ま し く は PEG1000～ PEG6000） が 10～ 80％
程 度 の 濃 度 で 添 加 さ れ 、 20～ 40℃ 、 好 ま し く は 30～ 37℃ で 1～ 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
こ と に よ り 効 率 よ く 細 胞 融 合 を 実 施 で き る 。 抗 MEGSIN抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー
ニ ン グ に は 種 々 の 方 法 が 使 用 で き る が 、 例 え ば MEGSIN抗 原 を 直 接 又 は 担 体 と 共 に 吸 着 さ せ
た 固 相 （ 例 え ば 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ） に ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 添 加 し 、 次 に 放 射 性 物
質 や 酵 素 な ど で 標 識 し た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ 細 胞 融 合 に 用 い ら れ る 細 胞 が マ ウ ス の 場
合 、 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 が 用 い ら れ る ） ま た は プ ロ テ イ ン Aを 加 え 、 固 相 に 結 合
し た 抗 MEGSINモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 す る 方 法 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 又 は プ ロ テ イ ン
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Aを 吸 着 さ せ た 固 相 に ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 添 加 し 、 放 射 性 物 質 や 酵 素 な ど で 標 識 し
た MEGSINを 加 え 、 固 相 に 結 合 し た 抗 MEGSINモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 す る 方 法 な ど が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 抗 MEGSINモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 選 別 お よ び ク ロ ー ニ ン グ は 、 自 体 公 知 ま た は そ れ に 準 じ
る 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 通 常 HAT（ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 チ ミ ジ
ン ） を 添 加 し た 動 物 細 胞 用 培 地 で 行 わ れ る 。 選 別 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 育 種 用 培 地 と し て
は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 生 育 で き る も の な ら ば ど の よ う な 培 地 を 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 1
～ 20％ 、 好 ま し く は 10～ 20％ の 牛 胎 児 血 清 を 含 む RPMI1640培 地 （ 大 日 本 製 薬 （ 株 ） ） 、 1
～ 10％ の 牛 胎 児 血 清 を 含 む GIT培 地 （ 和 光 純 薬 工 業 （ 株 ） ） 、 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養
用 無 血 清 培 地 （ SFM-101、 日 水 製 薬 （ 株 ） ） な ど を 用 い る こ と が で き る 。 培 養 温 度 は 、 通
常 20～ 40℃ 、 好 ま し く は 約 37℃ で あ る 。 培 養 時 間 は 、 通 常 5日 ～ 3週 間 、 好 ま し く は 1週 間
～ 2週 間 で あ る 。 培 養 は 、 通 常 5％ 炭 酸 ガ ス 下 で 行 わ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 の 抗 体
価 は 、 上 記 の 抗 血 清 中 の 抗 MEGSIN抗 体 価 の 測 定 と 同 様 に し て 測 定 で き る 。 ク ロ ー ニ ン グ は
、 通 常 半 固 体 ア ッ ガ ー 法 や 限 界 希 釈 法 な ど の そ れ 自 体 公 知 の 方 法 で 行 う こ と が で き 、 ク ロ
ー ン 化 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 好 ま し く は 無 血 清 培 地 中 で 培 養 さ れ 、 至 適 量 の 抗 体 を そ
の 上 清 に 与 え る 。 目 的 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 好 ま し く は 腹 水 化 し て 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 MEGSINに 特 異 的 な エ ピ ト ー プ を 認 識 す る も の を 選
択 す る こ と に よ っ て 他 の タ ン パ ク 質 と 交 差 し な い も の と す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 そ
の タ ン パ ク 質 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 中 か ら 、 連 続 す る 少 な く と も 7以 上 の ア ミ ノ 酸 残
基 、 望 ま し く は 10-20ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 提 示 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 そ の タ
ン パ ク 質 に 固 有 の エ ピ ト ー プ を 示 す と い わ れ て い る 。 し た が っ て 、 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番
号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ の い ず れ か に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ 、 か つ 連
続 す る 少 な く と も ７ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ペ プ チ ド に よ っ て 構 成 さ れ
る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 発 明 に お け る MEGSIN特 異 的 な モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 と い え る 。 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ に 記 載 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 の 間 で 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 べ ば 、 MEGSINフ ァ ミ リ ー に 共 通 の エ ピ ト ー
プ を 選 択 す る こ と が で き る 。 あ る い は 各 配 列 に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 領 域 で あ れ ば
、 種 間 の 識 別 が 可 能 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 抗 MEGSINモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 離 精 製 は 通 常 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 離 精 製 と 同 様
に 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 離 精 製 法 に 従 っ て 行 わ れ る 。 公 知 の 精 製 法 と し て は 、 例 え ば 、 塩 析
法 、 ア ル コ ー ル 沈 殿 法 、 等 電 点 沈 殿 法 、 電 気 泳 動 法 、 イ オ ン 交 換 体 （ 例 え ば DEAE） に よ る
吸 脱 着 法 、 超 遠 心 法 、 ゲ ル 濾 過 法 、 抗 原 結 合 固 相 ま た は プ ロ テ イ ン Aま た は プ ロ テ イ ン Gな
ど の 活 性 吸 着 剤 に よ り 抗 体 の み を 採 取 し 、 結 合 を 解 離 さ せ て 抗 体 を 得 る 特 異 的 精 製 法 の よ
う な 手 法 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た MEGSINを 認 識 す る 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 並 び に ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 関 連 す る 疾 病 の 診 断 や 治 療 に 利 用 す る こ と が 可 能
で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 を 用 い て MEGSINを 測 定 す る 方 法 と し て は 、 不 溶 性 担 体 に 結 合 さ せ た
抗 体 と 標 識 化 抗 体 と に よ り MEGSINを 反 応 さ せ て 生 成 し た サ ン ド イ ッ チ 錯 体 を 検 出 す る サ ン
ド イ ッ チ 法 、 ま た 、 標 識 ヒ ト 尿 由 来 MEGSINと 検 体 中 の ヒ ト 尿 由 来 MEGSINを 抗 体 と 競 合 的 に
反 応 さ せ 、 抗 体 と 反 応 し た 標 識 抗 原 量 か ら 検 体 中 の ヒ ト 尿 由 来 MEGSINを 測 定 す る 競 合 法 を
利 用 し て 検 体 中 の ヒ ト 尿 由 来 MEGSINを 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 サ ン ド イ ッ チ 法 に よ る ヒ ト 尿 由 来 MEGSINの 測 定 に お い て は 、 ま ず 、 固 定 化 抗 体 と ヒ ト 尿
由 来 MEGSINと を 反 応 さ せ た 後 、 未 反 応 物 を 洗 浄 に よ っ て 完 全 に 除 去 し 、 標 識 化 抗 体 を 添 加
し て 固 定 化 抗 体 － ヒ ト 尿 由 来 MEGSIN標 識 化 抗 体 を 形 成 さ せ る 2ス テ ッ プ 法 若 し く は 固 定 化
抗 体 、 標 識 化 抗 体 及 び ヒ ト 尿 由 来 MEGSINを 同 時 に 混 合 す る 1ス テ ッ プ 法 な ど を 用 い る こ と
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が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 測 定 に 使 用 さ れ る 不 溶 性 担 体 は 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン
、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ポ リ ア ク リ ル 酸 エ ス テ ル 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ア セ タ ー ル
、 フ ッ 素 樹 脂 等 の 合 成 樹 脂 、 セ ル ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス 等 の 多 糖 類 、 ガ ラ ス 、 金 属 な ど が 挙
げ ら れ る 。 不 溶 性 担 体 の 形 状 と し て は 、 例 え ば ト レ イ 状 、 球 状 、 繊 維 状 、 棒 状 、 盤 状 、 容
器 状 、 セ ル 、 試 験 管 等 の 種 々 の 形 状 を 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 を 吸 着 し た 担 体 は 、 適 宜
ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 等 の 防 腐 剤 の 存 在 下 、 冷 所 に 保 存 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 抗 体 の 固 相 化 は 、 公 知 の 化 学 結 合 法 又 は 物 理 的 吸 着 法 を 用 い る こ と が で き る 。 化 学 的 結
合 法 と し て は 例 え ば グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 用 い る 方 法 、 N-ス ク シ ニ イ ミ ジ ル -4-（ N-マ レ
イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ レ ー ト 及 び N-ス ク シ ニ イ ミ ジ ル -2-マ レ イ ミ
ド ア セ テ ー ト な ど を 用 い る マ レ イ ミ ド 法 、 1-エ チ ル -3-（ 3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ
ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 な ど を 用 い る カ ル ボ ジ イ ミ ド 法 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 、 マ レ イ ミ ド ベ ン
ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ニ ミ ド エ ス テ ル 法 、 N-サ ク シ ミ ジ ル -3-（ 2-ピ リ ジ ル ジ チ オ ）
プ ロ ピ オ ン 酸 法 、 ビ ス ジ ア ゾ 化 ベ ン ジ ジ ン 法 、 ジ パ ル ミ チ ル リ ジ ン 法 が 挙 げ ら れ る 。 あ る
い は 、 先 に 被 検 出 物 質 と エ ピ ト ー プ の 異 な る 2種 類 の 抗 体 を 反 応 さ せ て 形 成 さ せ た 複 合 体
を 、 抗 体 に 対 す る 第 3の 抗 体 を 上 記 の 方 法 で 固 相 化 さ せ て お い て 捕 捉 す る こ と も 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 標 識 物 質 は 、 免 疫 学 的 測 定 法 に 使 用 す る こ と が で き る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。
具 体 的 に は 、 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 放 射 性 物 質 、 金 属 キ レ ー ト 等 を 使 用 す る こ と が
で き る 。 好 ま し い 標 識 酵 素 と し て は 、 例 え ば ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ 、 β -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ブ ド ウ 球 菌 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 デ
ル タ -5-ス テ ロ イ ド イ ソ メ ラ ー ゼ 、 α -グ リ セ ロ ー ル ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ト リ
オ ー ス ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ 、 西 洋 わ さ び パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 グ
ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － 6－
ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 お よ び ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ
等 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 蛍 光 物 質 と し て は 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ ア ネ ー ト 、 フ
ィ コ ビ リ プ ロ テ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア
ニ ン 、 お よ び オ ル ト フ タ ル ア ル デ ヒ ド 等 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 発 光 物 質 と し て は イ ソ ル
ミ ノ ー ル 、 ル シ ゲ ニ ン 、 ル ミ ノ ー ル 、 芳 香 族 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ア
ク リ ジ ニ ウ ム 塩 及 び そ の 修 飾 エ ス テ ル 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 お よ び エ ク オ リ
ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 そ し て 好 ま し い 放 射 性 物 質 と し て は 、 1 2 5 I、 1 2 7 I、 1 3 1 I、 1 4 C、 3 H、 3

2 P、 あ る い は 3 5 S等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 前 記 標 識 物 質 を 抗 体 に 結 合 す る 手 法 は 公 知 で あ る 。 具 体 的 に は 、 直 接 標 識 と 間 接 標 識 が
利 用 で き る 。 直 接 標 識 と し て は 、 架 橋 剤 に よ っ て 抗 体 、 あ る い は 抗 体 断 片 と 標 識 と を 化 学
的 に 共 有 結 合 す る 方 法 が 一 般 的 で あ る 。 架 橋 剤 と し て は 、 N,N'-オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ マ レ
イ ミ ド 、 4-（ N-マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン 酸 ・ N-ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 6-マ
レ イ ミ ド ヘ キ サ ン 酸 ・ N-ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 4,4'-ジ チ オ ピ リ ジ ン 、 そ の 他 公 知 の
架 橋 剤 を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 架 橋 剤 と 酵 素 お よ び 抗 体 と の 反 応 は 、 そ れ ぞ れ
の 架 橋 剤 の 性 質 に 応 じ て 既 知 の 方 法 に 従 っ て 行 え ば よ い 。 こ の 他 、 抗 体 に ビ オ チ ン 、 ジ ニ
ト ロ フ ェ ニ ル 、 ピ リ ド キ サ ー ル 又 は フ ル オ レ サ ミ ン の よ う な 低 分 子 ハ プ テ ン を 結 合 さ せ て
お き 、 こ れ を 認 識 す る 結 合 成 分 に よ っ て 間 接 的 に 標 識 す る 方 法 を 採 用 す る こ と も で き る 。
ビ オ チ ン に 対 し て は ア ビ ジ ン や ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が 認 識 リ ガ ン ド と し て 利 用 さ れ る 。 一
方 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ピ リ ド キ サ ー ル 又 は フ ル オ レ サ ミ ン に つ い て は 、 こ れ ら の ハ プ テ
ン を 認 識 す る 抗 体 が 標 識 さ れ る 。 抗 体 を 標 識 す る 場 合 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 標
識 化 酵 素 と し て 用 い る こ と が で き る 。 本 酵 素 は 多 く の 基 質 と 反 応 す る こ と が で き 、 過 ヨ ウ
素 酸 法 に よ っ て 容 易 に 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る の で 有 利 で あ る 。 ま た 、 抗 体 と し て
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は 場 合 に よ っ て は 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば Fab'、 Fab、 F（ ab'） 2 を 用 い る 。 ま た 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に か か わ ら ず 同 様 の 処 理 に よ り 酵 素 標 識 体 を 得 る
こ と が で き る 。 上 記 架 橋 剤 を 用 い て 得 ら れ る 酵 素 標 識 体 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 等 の 公 知 の 方 法 に て 精 製 す れ ば 更 に 感 度 の 高 い 免 疫 測 定 系 が 可 能 と な る 。 精 製 し た 酵
素 標 識 化 抗 体 は 、 防 腐 剤 と し て チ メ ロ サ ー ル (Thimerosal)等 を 、 そ し て 安 定 剤 と し て グ リ
セ リ ン 等 を 加 え て 保 存 す る 。 標 識 抗 体 は 、 凍 結 乾 燥 し て 冷 暗 所 に 保 存 す る こ と に よ り 、 よ
り 長 期 に わ た っ て 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 標 識 化 剤 が 酵 素 で あ る 場 合 に は 、 そ の 活 性 を 測 定 す る た め に 基 質 、 必 要 に よ り 発 色 剤 が
用 い ら れ る 。 酵 素 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 用 い る 場 合 に は 、 基 質 溶 液 と し て H 2 O 2 を 用 い
、 発 色 剤 と し て 2,2'-ア ジ ノ -ジ -[3-エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ン ス ル ホ ン 酸 ]ア ン モ ニ ウ ム 塩
（ ABTS） 、 5-ア ミ ノ サ リ チ ル 酸 、 オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 、 4-ア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン 、 3,
3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン 等 を 使 用 す る こ と が で き る 。 酵 素 に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ
タ ー ゼ を 用 い る 場 合 は 、 基 質 と し て オ ル ト ニ ト ロ フ ェ ニ ル フ ォ ス フ ェ ー ト 、 パ ラ ニ ト ロ フ
ェ ニ ル リ ン 酸 等 を 使 用 す る こ と が で き る 。 酵 素 に β -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 用 い る 場 合 は
基 質 と し て フ ル オ レ セ イ ン -ジ -（ β -D-ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド ） 、 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ニ
ル -β -D-ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 等 を 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 ま た 、 前 述 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 あ る い は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 標 識 し て 、 あ る い は 固 相 化 し て MEGSINの 免
疫 学 的 測 定 用 試 薬 と し た も の 、 更 に は こ の 試 薬 に 標 識 検 出 用 の 指 示 薬 や 対 照 試 料 等 を キ ッ
ト 化 し た の も の を も 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に お け る MEGSINの 測 定 対 象 は 、 血 漿 、 血 清 、 血 液 、 尿 、 組 織 液 、 あ る い は 脳 脊 髄
液 等 の 体 液 等 、 MEGSIN、 あ る い は MEGSINの 前 駆 体 や 断 片 を 含 む 生 体 試 料 で あ れ ば 限 定 さ れ
な い 。 こ れ ら の 生 体 試 料 の 中 で も 特 に 尿 に お い て は 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 増 殖 や 活 性 化 に
伴 っ て 高 い 頻 度 で MEGSINが 検 出 さ れ る よ う に な る 。 し た が っ て 、 尿 中 MEGSINの 測 定 は 、 Ig
A腎 症 な ど の メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 症 の マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 加 え て 本 発 明 は 、 MEGSIN遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 変 化 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 脊 椎 動
物 に 関 す る 。 こ こ で MEGSIN遺 伝 子 と は 、 MEGSINを コ ー ド す る cDNA、 ゲ ノ ム DNAあ る い は 合
成 DNAを 含 む 。 ま た 、 遺 伝 子 の 発 現 に は 、 転 写 と 翻 訳 の い ず れ の ス テ ッ プ も 含 ま れ る 。 本
発 明 に よ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 MEGSINの 機 能 あ る い は 発 現 調 節 の 研 究 、 ヒ ト の メ
サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 関 連 す る 疾 患 の メ カ ニ ズ ム の 解 明 、 医 薬 品 の ス ク リ ー ニ ン グ ・ 安 全 性 に
用 い る 疾 患 モ デ ル 動 物 の 開 発 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 MEGSIN遺 伝 子 の 発 現 を 正 常 に 調 節 し て い る い く つ か の 重 要 な 部 位 （
エ ン ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 イ ン ト ロ ン 等 ） の 一 部 に 欠 失 、 置 換 、 挿 入 な ど の 変 異 を 起
こ さ せ る こ と に よ り 、 本 来 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 人 工 的 に 上 昇 ま た は 下 降 す る
よ う に 修 飾 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 修 飾 は 、 MEGSIN遺 伝 子 の 転 写 の 調 節 で あ る 。 一
方 、 エ キ ソ ン の 一 部 を 欠 損 さ せ た り 、 翻 訳 領 域 へ の 点 突 然 変 異 の 導 入 に よ り 終 止 コ ド ン へ
置 換 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 を 修 飾 す る こ と も で き る 。 こ の 変 異 の 導 入 は 、
公 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と は 狭 義 に は 遺 伝 子 組 換 え に よ り 、 外 来 遺 伝 子 が 生 殖 細 胞 に 人
為 的 に 導 入 さ れ た 動 物 の こ と を い い 、 広 義 に は ア ン チ セ ン ス RNAを 用 い て 特 定 の 遺 伝 子 の
機 能 を 抑 え た ア ン チ セ ン ス ・ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 や 、 胚 性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） を 用 い て
特 定 の 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト さ せ た 動 物 、 点 突 然 変 異 DNAを 導 入 し た 動 物 を 含 み 、 個 体 発
生 の 初 期 に 外 来 遺 伝 子 が 安 定 し て 染 色 体 に 導 入 さ れ 、 そ の 子 孫 に 遺 伝 形 質 と し て 伝 達 さ れ
得 る 動 物 の こ と を い う 。 本 明 細 書 中 で い う ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と は ヒ ト 以 外 の す べ て
の 脊 椎 動 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 方 法 は 、 遺 伝 子 と 卵 を 混 合 さ せ て リ ン 酸 カ ル シ ウ ム で 処
理 す る 方 法 や 、 位 相 差 顕 微 鏡 下 で 前 核 期 卵 の 核 に 、 微 小 ピ ペ ッ ト で 遺 伝 子 を 直 接 導 入 す る
方 法 （ マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 米 国 特 許 第 4873191号 ） 、 胚 性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） を
使 用 す る 方 法 な ど が あ る 。 そ の 他 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に 遺 伝 子 を 挿 入 し 、 卵 に 感 染
さ せ る 方 法 、 ま た 、 精 子 を 介 し て 遺 伝 子 を 卵 に 導 入 す る 精 子 ベ ク タ ー 法 等 が 開 発 さ れ て い
る 。 精 子 ベ ク タ ー 法 と は 、 精 子 に 外 来 遺 伝 子 を 付 着 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 等 の 方
法 で 精 子 細 胞 内 に 取 り 込 ま せ た 後 に 、 卵 子 に 受 精 さ せ る こ と に よ り 、 外 来 遺 伝 子 を 導 入 す
る 遺 伝 子 組 換 え 法 で あ る （ M. Lavitranoet ら Cell, 57, 717, 1989） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 あ る い は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ P1の cre/loxPリ コ ン ビ ナ ー ゼ 系 や Saccharomyces 　 cerevi
siaeの FLPリ コ ン ビ ナ ー ゼ 系 等 の in vivoに お い て 部 位 特 異 的 遺 伝 子 組 み 換 え を 用 い る こ と
も で き る 。 ま た 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス を 使 用 し て 、 非 ヒ ト 動 物 へ 目 的 タ ン パ ク 質 の ト ラ ン ス ジ
ー ン を 導 入 す る 方 法 も 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 に よ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 作 製 方 法 は 、 例 え ば 以 下 に
示 す よ う に し て 行 わ れ る 。 ま ず 、 発 現 制 御 に 関 わ る プ ロ モ ー タ ー 、 特 定 の タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 、 ポ リ Aシ グ ナ ル か ら 基 本 的 に 構 成 さ れ る ト ラ ン ス ジ ー ン が 必 要 で あ る 。
プ ロ モ ー タ ー 活 性 に よ り 特 定 分 子 の 発 現 様 式 や 発 現 量 が 左 右 さ れ 、 ま た 、 導 入 ト ラ ン ス ジ
ー ン の コ ピ ー 数 や 染 色 体 上 の 導 入 部 位 に よ り 作 製 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 系 統 間
で 異 な る た め 、 各 系 統 間 で 発 現 様 式 ・ 発 現 量 を 確 認 す る 。 非 翻 訳 領 域 や ス プ ラ イ シ ン グ に
よ り 発 現 量 が 変 化 す る こ と が 判 明 し て い る た め 、 予 め ポ リ Aシ グ ナ ル の 前 に ス プ ラ イ シ ン
グ さ れ る イ ン ト ロ ン 配 列 を 導 入 し て も よ い 。 受 精 卵 に 導 入 す る 遺 伝 子 は で き る だ け 純 度 の
高 い も の を 使 用 す る こ と が 重 要 で あ る 。 使 用 す る 動 物 と し て は 、 受 精 卵 採 取 用 マ ウ ス （ 5
～ 6週 齢 ） 、 交 配 用 雄 マ ウ ス 、 偽 妊 娠 雌 マ ウ ス 、 輸 精 管 結 紮 雄 マ ウ ス 等 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 効 率 よ く 受 精 卵 を 得 る た め に 、 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 等 に よ り 排 卵 を 誘 発 し て も よ い 。 受 精 卵
を 回 収 し 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 に て 卵 の 雄 性 前 核 に イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ピ ペ ッ ト 中
の 遺 伝 子 を 注 入 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
注 入 し た 卵 を 輸 卵 管 に 戻 す た め の 動 物 （ 偽 妊 娠 雌 マ ウ ス 等 ） を 用 意 し 、 一 匹 に 対 し て 約 10
～ 15個 を 移 植 す る 。 そ の 後 、 誕 生 し た マ ウ ス に ト ラ ン ス ジ ー ン が 導 入 さ れ て い る か 否 か 、
尾 の 先 端 部 か ら ゲ ノ ム DNAを 抽 出 し 、 サ ザ ン 法 あ る い は PCR法 に よ り ト ラ ン ス ジ ー ン を 検 出
す る か 、 あ る い は 相 同 組 み 換 え が 起 こ っ た と き の み に 活 性 化 す る マ ー カ ー 遺 伝 子 を 挿 入 し
た ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ニ ン グ 法 に よ り 選 択 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ト ラ ン ス ジ ー ン の 発
現 を 確 認 す る た め 、 ノ ザ ン 法 も し く は RT-PCR法 に よ り ト ラ ン ス ジ ー ン 由 来 転 写 産 物 を 検 出
す る 。 ま た は 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 に よ っ て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に
よ る 検 出 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 マ ウ ス MEGSIN遺 伝 子 の 機 能 が 失 わ れ る よ う に 処 理 さ れ
た も の で あ る 。  ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス と は 相 同 組 換 え 技 術 で 任 意 の 遺 伝 子 を 破 壊 し 、 機 能
を 欠 損 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を い う 。 胚 性 幹 細 胞 を 用 い て 相 同 組 換 え を 行 い 、
一 方 の 対 立 遺 伝 子 を 改 変 ・ 破 壊 し た 胚 性 幹 細 胞 を 選 別 し 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 作 製 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 受 精 卵 の 胚 盤 胞 や 8細 胞 期 胚 に 遺 伝 子 を 操 作 し た 胚 性 幹 細 胞 を 注
入 し て 、 胚 性 幹 細 胞 由 来 の 細 胞 と 胚 由 来 の 細 胞 が 混 ざ っ た キ メ ラ マ ウ ス を 得 る 。 こ の キ メ
ラ マ ウ ス （ キ メ ラ と は 、 2個 以 上 の 受 精 卵 に 基 づ い た 体 細 胞 で 形 成 さ れ る 単 一 個 体 を い う
） と 正 常 マ ウ ス を 交 配 す る と 、 一 方 の 対 立 遺 伝 子 の 全 て が 改 変 ・ 破 壊 さ れ た ヘ テ ロ 接 合 体
マ ウ ス を 作 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ヘ テ ロ 接 合 体 マ ウ ス 同 士 を 交 配 す る こ と で 、 ホ
モ 接 合 体 マ ウ ス が 作 製 で き る 。 本 発 明 に よ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 こ れ ら へ テ ロ 接
合 体 と 、 ホ モ 接 合 体 の い ず れ を も 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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　 相 同 組 換 え と は 、 遺 伝 子 組 換 え 機 構 で 塩 基 配 列 が 同 じ 、 ま た は 非 常 に 類 似 し て い る 2つ
の 遺 伝 子 間 で 起 こ る 組 換 え の こ と を い う 。 相 同 組 換 え を 起 こ し た 細 胞 の 選 別 に は PCRを 使
用 す る こ と が で き る 。  挿 入 遺 伝 子 の 一 部 と 挿 入 が 期 待 さ れ る 領 域 の 一 部 を プ ラ イ マ ー と
し て 使 っ た PCR反 応 を 行 い 、 増 幅 産 物 が で き た 細 胞 で 相 同 組 換 え を 起 こ し て い る こ と が 判
明 す る 。 ま た 、 胚 幹 細 胞 で 発 現 し て い る 遺 伝 子 に 相 同 組 み 換 え を 起 こ さ せ る 場 合 に は 、 導
入 遺 伝 子 に ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 結 合 さ せ て お き 、 導 入 後 に 細 胞 を ネ オ マ イ シ ン 耐 性
に さ せ る こ と に よ り 選 択 す る こ と が で き る 等 、 公 知 の 方 法 お よ び そ れ ら の 変 法 を 用 い て 容
易 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 以 下 本 発 明 を 実 施 例 と し て 更 に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 該 実 施 例 に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ［ 実 施 例 1］ ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 初 代 培 養
　 58才 の 男 性 か ら 摘 出 し た 正 常 な ヒ ト 腎 臓 か ら 、 ヒ ト 糸 球 体 腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を 単 離
し た 。 腎 皮 質 を 、 無 菌 条 件 下 で 分 離 し 、 細 分 化 し 、 い く つ か の 篩 を 通 過 さ せ た 。 用 い る 篩
は 、 段 階 的 に 孔 径 を 小 さ く し て い っ た 。 75～ 200mmの 孔 径 の 篩 に 捕 捉 さ れ た 糸 球 体 を 、 洗
浄 し 、 100μ g/mlの コ ラ ゲ ナ ー ゼ （ Washington Biochemical社 製 ） と 共 に 37℃ で 20分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 糸 球 体 を 、 25mM Hepes、 10％  Nu-serum（ Collaborative Bio
medical Products社 , Bedford, MA） お よ び 抗 生 物 質 （ 10mg/mlの ペ ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ ト
マ イ シ ン 、 お よ び フ ン ギ ゾ ン ） を 含 む 培 地 199（ Gibco BRL社 , Gaithersburg, MD） に 再 懸
濁 さ せ 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 3継 代 目 に 、 メ サ ン ギ ウ ム 細
胞 を 、 典 型 的 な 形 態 学 的 特 徴 、 ト リ プ シ ン 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン お よ び D-バ リ ン に 対 す る 耐
性 、 ア ク チ ン （ Zymed Laboratories社 , San Francisco, CA） 、 抗 VLA(very late antigen
)-1,3,5（ Immunotech） の 免 疫 染 色 に 対 し て 陽 性 を 示 す こ と 、 な ら び に 第 VIII因 子 （ Dako
社 , CA） の 免 疫 染 色 に 陰 性 を 示 す こ と な ど の 一 連 の 基 準 に よ り 同 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ［ 実 施 例 2］ 　 ヒ ト 培 養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 か ら の mRNAの 単 離
　 6継 代 目 に 、 グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ GTC） 法 を 用 い て 、 全 RNAを ヒ ト メ サ ン ギ
ウ ム 細 胞 か ら 単 離 し た 。 即 ち 、 実 施 例 １ の 細 胞 の 血 清 を 含 む 培 養 液 中 の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞
コ ン フ ル エ ン ト 培 養 物 を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） で 洗 浄 し 、 5.5mM GTC溶 液 中 で 溶 解
さ せ た 。 DNAは 18ゲ ー ジ の 針 を 通 過 さ せ る こ と に よ り 除 去 し た 。 核 お よ び そ の 他 の 細 胞 破
片 は 5,000× gで 90秒 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 沈 殿 さ せ た 。 上 清 を セ シ ウ ム ト リ フ ル オ ロ
ア セ テ ー ト （ CsTFA） 層 に 注 意 深 く 載 せ 、 15℃ 、 125,000× gで 24時 間 遠 心 分 離 し た 。 RNAペ
レ ッ ト を TEバ ッ フ ァ ー に 溶 解 さ せ た 。 オ リ ゴ dTセ ル ロ ー ス カ ラ ム （ フ ァ ル マ シ ア 社 ） に よ
り 、 poly(A) + RNAを 分 離 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ［ 実 施 例 3］ 3'方 向 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 構 築
　 poly(A) + RNAを 鋳 型 と し て 、 pUC19を 基 礎 と す る ベ ク タ ー プ ラ イ マ ー [Norrander J.,et a
l.,Gene,26,101-106(1983)]を 用 い た cDNA合 成 を 行 っ た 。 こ の ベ ク タ ー プ ラ イ マ ー DNAは 、
HincII末 端 、 お よ び Tテ ー ル を も つ PstI末 端 を 有 し 、 MboI部 位 （ GATC） で ダ ム ・ メ チ ル 化
（ dam-methylated） さ れ て い た 。 第 2鎖 の 合 成 の 後 、 cDNA配 列 、 お よ び ベ ク タ ー の lacZ遺
伝 子 内 の 単 一 BamHI部 位 を 、 そ れ ぞ れ MboIお よ び BamHIで 切 断 し 、 次 に 、 低 DNA濃 度 で 環 状
化 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 の う ち の 一 部 を 大 腸 菌 に 形 質 転
換 し た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を ラ ン ダ ム に 選 択 し 、 簡 単 に 加 熱 す る こ と に よ り 個 別 に 溶 解
さ せ た 。 cDNA挿 入 配 列 を 、 pUC19ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に 隣 接 す る プ ラ イ マ ー （ 5'-TGTAAAAC
GACGGCCAGT-3'/配 列 番 号 ： ７ お よ び 5'-ACCATGATTACGCCAAGCTTG-3'/配 列 番 号 ： ８ ） を 用 い
た ペ ア ー ド PCRに よ り 増 幅 さ せ た 。 得 ら れ た 短 い 二 本 鎖 DNAを 、 サ イ ク ル 配 列 決 定 反 応 に 用
い 、 自 動 配 列 決 定 機 で 解 析 し た 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ［ 実 施 例 4］ メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 の 単 離
　 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め 、 本 発 明 者 ら は 、 大 規
模 な DNA配 列 決 定 お よ び コ ン ピ ュ ー タ に よ る デ ー タ 処 理 を 行 っ た 。 こ の こ と に よ り 、 様 々
な 異 な る 細 胞 お よ び 臓 器 に お け る 転 写 産 物 を 同 時 に 比 較 す る こ と が で き た （ Y. Yasuda et
 al., submitted; K. Matsubara et al., Gene. 135, 265 (1993); K. Okubo et al., Na
t. Gen. 2, 173 (1992)） 。 ヒ ト 培 養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 3'方 向 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 大 規
模 DNA配 列 決 定 を 行 い 、 ラ ン ダ ム に 選 択 し た 1836個 の ク ロ ー ン の 部 分 配 列 を 決 定 し た 。 ク
ロ ー ン の 配 列 相 同 性 を 、 相 互 に 比 較 し 、 さ ら に FASTAプ ロ グ ラ ム を 用 い て DNAデ ー タ バ ン ク
GenBankと 比 較 し た 。 様 々 な 臓 器 お よ び 細 胞 か ら の mRNAを ド ッ ト ブ ロ ッ ト 解 析 す る こ と に
よ り 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る ク ロ ー ン が 選 択 さ れ た 。 そ の 結 果 、 本 発
明 者 ら の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ ー に の み 検 出 さ れ る ク ロ ー ン の う ち 、 最 も 多 く
存 在 す る 一 つ の ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 こ の ク ロ ー ン は 、 全 mRNAの う ち の 0.3％ を 含 ん で い
た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ［ 実 施 例 5］ 5'Race法 に よ る 完 全 鎖 長 の ク ロ ー ニ ン グ
　 「 5'-Full RACE Core Set」 （ 宝 酒 造 （ 株 ） 製 ） を 用 い て 、 下 記 の 実 験 を 行 っ た 。 0.5ml
マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に ヒ ト 培 養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 か ら 調 製 し た poly(A) + RNA（ 0.5μ g/μ l） 4
.Oμ l、  10× RTバ ッ フ ァ ー l.5μ l、 RNaseイ ン ヒ ビ タ ー （ 40U/μ l） 0.5μ l、  AMV Reverse
 Transcriptase XL（ 5U/μ l） 1μ l、 5'未 端 リ ン 酸 化 RTプ ラ イ マ ー （ 5'‐ pTCAGAGAGGTCATT
C/配 列 番 号 ： ９ 、 200pmol/μ l） 1μ lを 加 え 、 RNaseFree dH 2 0 7μ lで 全 量 を 15μ lと し た
。 こ の 反 応 液 を 「 Takara PCR Thermal Cycler」 （ 宝 酒 造 （ 株 ） 製 ） に セ ッ ト し 、 30℃ 10
分 、 50℃ 60分 、 80℃ 2分 、 4℃ 10分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 第 1鎖 cDNAを 得 た 。
　 反 応 液 か ら 15μ lを 5× ハ イ ブ リ ッ ド RNA変 性 バ ッ フ ァ ー 15μ l、 H 2 0 45μ lを 含 む 0.5mlマ
イ ク ロ チ ュ ー ブ 中 に 加 え た 。 RNaseH lμ lを 加 え 、 30℃ で 1時 間 反 応 を 行 っ た 。 反 応 終 了 後
、 エ タ ノ ー ル 150μ lを 加 え ‐ 70℃ で 30分 冷 却 後 、 遠 心 し 、 上 清 を 除 去 し 、 沈 殿 物 を 集 め た
。
　 得 ら れ た 沈 殿 物 に 5× RNA（ ssDNA） ラ イ ゲ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 8μ l、 40％  PEG #600 20
μ l、 H 2 0 12μ lを 加 え 、 よ く 混 ぜ 、 T4リ ガ ー ゼ を lμ l加 え て 16℃ で 15時 間 反 応 し 、 環 化 一
本 鎖 cDNAを 得 た 。
　 得 ら れ た 環 化 一 本 鎖 cDNAを TEバ ッ フ ァ ー で 10倍 希 釈 し た も の を 鋳 型 と し 、 一 次 PCRを お
こ な っ た 。 反 応 条 件 は 、 10× LA PCRバ ッ フ ァ ー II（ Mg 2 + plus） 5μ l、 dNTP混 合 物 （ 2.5mM
） 8μ l、 一 次 PCR S1プ ラ イ マ ー （ 5'-TCATTGATGGGTCCTCAA/配 列 番 号 ： １ ０ 、 20pmol/μ l)0
.5μ I、 一 次 PCR A1プ ラ イ マ ー （ 5'-AGATTCTTGAGCTCAGAT/配 列 番 号 ： １ １ 、 20pmol/μ l） 0
.5μ l、 TaKaRa LA TaqTM（ 5U/μ l） 0.5μ l、 減 菌 水 で 全 量 を 50μ lと し た 。 「 Takara PCR 
Thermal Cycler」 に セ ッ ト し 、 94℃ 3分 加 熱 後 、 94℃ 30秒 、 60℃ 30秒 、 72℃ 2分 を 25サ イ ク
ル 反 応 さ せ た 。
　 一 次 PCR反 応 溶 液 か ら 1μ lを 鋳 型 と し 、 10× LA PCR TMバ ッ フ ァ ー ll（ Mg 2 + plus） 5μ l、
dNTP混 合 物 （ 2.5mM） 8μ l、 二 次 PCR S2プ ラ イ マ ー （ 5'-AATGGTGGCATAAACATG/配 列 番 号 ：
１ ２ 、 20pmol/μ l） 0.5μ l、 二 次 PCR A2プ ラ イ マ ー （ 5'-ACAGACAAATTGAACTTC/配 列 番 号 ：
１ ３ 、 20pmol/μ l） 0.5μ l、 TaKaRa LA TaqTM（ 5U/μ l） 0.5μ l、 減 菌 水 で 全 量 を 50μ lと
し た 。 「 Takara PCR Thermal Cycler」 に セ ッ ト し 、 94℃ 30秒 、 60℃ 30秒 、 72℃ 2分 で 30サ
イ ク ル 反 応 さ せ た 。
　 0.75％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 で バ ン ド が 得 ら れ て い る こ と を 確 認 し 、 反 応 溶 液 中 か
ら lμ lを 「 0riginal TA Cloning Kit」 （ Invitrogen社 ） を 用 い て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、
得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 「 pCR-942-5.3」 と し た 。 挿 入 さ れ た 遺 伝 子 断 片 の 塩 基 配 列 を ジ デ
オ キ シ タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 に よ り 決 定 し た 。
　 得 ら れ た 塩 基 配 列 は 、 遺 伝 子 産 物 の N末 部 分 を コ ー ド す る 約 600ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 5'非
翻 訳 領 域 と し て 約 400ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い た 。 予 想 さ れ る 開 始 コ ド ン ATGの 位 置 が 、 コ
ン セ ン サ ス 配 列 と 一 致 し 、 最 長 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ 「 the first ATG rule
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」 を 満 足 す る ） を 与 え た 。 MEGSIN cDNAの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： 1に 、 MEGSINの 推 定 ア ミ ノ
酸 配 列 を 配 列 番 号 ： 2に 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ［ 実 施 例 6］ 蛋 白 質 の 発 現
　 翻 訳 領 域 を 含 む 遺 伝 子 を 得 る た め に 、 ヒ ト 培 養 メ サ ン ギ ウ ム 組 胞 poly(A) + RNA（ 0.5μ g/
μ l） 1.Oμ lを 鋳 型 と し 、 翻 訳 領 域 を コ ー ド す る よ う に 設 計 し た プ ラ イ マ ー 、 す な わ ち 、
開 始 コ ド ン を 含 み 5'端 に 制 限 酵 素 EcoRI認 識 配 列 を 加 え た プ ラ イ マ ー （ 5'-GAATTCATGGCCTC
CCTTGCTGCAGCAAA/配 列 番 号 ： １ ４ ） 及 び ス ト ッ プ コ ド ン と Sall認 識 配 列 を 加 え た プ ラ イ マ
ー （ 5'-GTCGACTTATCAAGGGCAAGAAACTTTGCC/配 列 番 号 ： １ ５ ） で PCR反 応 を お こ な っ た 。 反
応 条 件 は 、 10× Ex Taqバ ッ フ ァ ー 5μ l、 dNTP混 合 物 （ 2.5mM） 8μ l、 PCRプ ラ イ マ ー （ 5'-G
TCGACTTATCAAGGGCAAGAAACTTTGCC、 20pmo1/μ l） 0.5μ l、 一 次 PCR Alプ ラ イ マ ー （ 5'‐ GAA
TTCCATGGCCTCCCTTGCTGCAGCAAA、 20pmol/μ l） 0.5μ l、 TaKaRa Ex TaqTM（ 10U/μ l） 0.5μ
l、 滅 菌 水 で 全 量 を 50μ lと し た 。 「 Takara PCR Thermal Cycler」 に セ ッ ト し 、 94℃ 1分 、
60℃ 2分 、 72℃ 2分 を 30サ イ ク ル 反 応 さ せ た 。 0.75％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 で バ ン ド が
得 ら れ て い る こ と を 確 認 し 、 反 応 溶 夜 中 か ら lμ lを 「 0rginal TA Cloning Kit」 （ lnvitr
ogen社 ） を 用 い て サ ブ ク ロ ー 二 ン グ し 、 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を pCR-942CD-11/2と し た 。 pC
R-942CD-11/2で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 JM109を 通 商 産 業 省 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究
所 に 国 際 寄 託 し た （ 受 託 番 号 FERM BP-6518） 。 こ の プ ラ ス ミ ド を EcoRIと SalIで 切 断 し 、
挿 入 遺 伝 子 を 、 EcoRIと SalIで 切 断 し た マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 融 合 蛋 白 質 発 現 用 ベ ク タ ー
、 pMAL-c（ New England Biolab社 ） と 、 T4リ ガ ー ゼ を 用 い 結 合 し 、 大 腸 菌 XL1-Blueを 形 質
転 換 し た 。 18時 後 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 株 を 3mlの LB培 養 液 に 植 え 、 18時 間 培 養 後 、 ミ ニ プ
レ 法 に よ リ プ ラ ス ミ ド を 抽 出 し 、 制 限 酵 素 で 確 認 し 、 発 現 ベ ク タ ー 、 pMAL-MEGSINを 得 た
。 pMAL-MEGSINで 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 XL1-Blueを 通 商 産 業 省 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術
研 究 所 に 国 際 寄 託 し た （ 受 託 番 号 FERM BP-6517） 。
　 pCR-942CD-11/2で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 JM109の 国 際 寄 託 ：
　 (a)寄 託 機 関 の 名 称 ・ あ て 名
　 　 　 　 名 称 ： 通 商 産 業 省 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所
　 　 　 　 あ て 名 ： 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 ３ 号 （ 郵 便 番 号 305-0046）
　 (b)寄 託 日 （ 原 寄 託 日 ） 　 平 成 ９ 年 ９ 月 ２ ２ 日
　 (c)受 託 番 号 　 生 命 研 条 寄 第 6518号 （ FERM BP-6518）
　 　 pMAL-MEGSINで 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 XL1-Blueの 国 際 寄 託 ：
　 (a)寄 託 機 関 の 名 称 ・ あ て 名
　 　 　 　 名 称 ： 通 商 産 業 省 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所
　 　 　 　 あ て 名 ： 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 ３ 号 （ 郵 便 番 号 305-0046）
　 (b)寄 託 日 （ 原 寄 託 日 ） 　 平 成 ９ 年 ９ 月 ２ ２ 日
　 (c)受 託 番 号 　 生 命 研 条 寄 第 6517号 （ FERM BP-6517）

　 pMAL-MEGSINで 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 XL1－ Blueを 100μ g/mlに な る よ う に ア ン ピ シ リ ン を
加 え た 10mlの LB培 地 で 37℃ 、 18時 間 振 と う 培 養 し 、 こ の 培 養 液 を 1lの Rich増 地 （ 1l中 に 10
gト リ プ ト ン 、 5g酵 母 抽 出 物 、 5g NaCl、 2gグ ル コ ー ス を 含 み ア ン ピ シ リ ン を 100μ g/mlに
な る よ う に 加 え た も の ） に 加 え 37℃ で 振 と う 培 養 し た 。 濁 度 計 に て 約 0.4OD（ A600） に な
っ た と こ ろ で 0.1M IPTG（ isopropyl-β -D-thiogalactoside 1.41gを 水 50mlに 溶 解 し た も
の ） 3mlを 加 え 、 続 け て 37℃ で 振 と う 培 養 し た 。 2時 間 後 、 遠 心 操 作 （ 4000g× 20分 ） に よ
り 菌 体 を 集 め 、 50mlの 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 10mM Na 2 HP0 4 、 30mM NaCl、 0.25％  Tween20, pH7
.0） を 加 え た 。 よ く 懸 濁 し 、 － 80℃ で 18時 間 凍 結 後 、 ソ ニ ケ ー シ ョ ン （ BRANSON社 ： SONIF
IER250） し 、 菌 体 を 粉 砕 し た 。 O.5Mに な る よ う に NaClを 加 え 、 遠 心 操 作 （ 10000g× 30分 ）
に よ り 上 清 を 集 め た 。 上 清 に 200mlの 0.25％  Tween20／ カ ラ ム バ ッ フ ァ ー を 加 え 、 あ ら か
じ め 0.25％  Tween20／ カ ラ ム バ ッ フ ァ ー （ 0.25％  Tween20、 10mM リ ン 酸 、 0.5M NaCl, pH
7.2） で 平 衡 化 し た ア ミ ロ ー ス 樹 脂 30mlを 充 墳 し た カ ラ ム に ロ ー ド し た 。 1ml/分 の 流 速 で
、 100mlの 0.25％  Tween20／ カ ラ ム バ ッ フ ァ ー 、 次 に 150mlの カ ラ ム バ ッ フ ァ ー で 洗 っ た 後
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、 マ ル ト ー ス を 10mMに な る よ う に 加 え た カ ラ ム バ ッ フ ァ ー 、 50mlで ア ミ ロ ー ス 樹 脂 に 結 合
し た 融 合 蛋 白 質 を 溶 出 し た 。 こ れ を 限 外 濾 過 器 （ Amicon stirred-cell concentrator） で
約 1mg/mlま で 濃 縮 し た 。
　 融 合 し て い る マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 は 以 下 の 方 法 で 酵 素 に よ り 切 断 除 去 で き る 。 蛋 白 質
溶 液 を 透 析 チ ュ ー ブ （ 分 画 分 子 量  3,500） に 入 れ フ ァ ク タ ー Xaバ ッ フ ァ ー （ 20mM Tris・ C
l、 100mM NaCl、 2mM CaCl 2 、 1mM ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム ） に 対 し て 透 析 す る 。 透 析 し た 溶 液 20
0μ l（ 1mg/ml） に 10μ lの フ ァ ク タ ー Xa（ 200μ g/ml） を 加 え 、 24時 間 、 室 温 で 反 応 す る こ
と に よ り 、 マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 と 目 的 と す る 蛋 白 質 と の 結 合 部 位 を 特 異 的 に 切 断 す る 。
切 断 後 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど で 精 製
を お こ な う こ と に よ り 目 的 と す る 蛋 白 質 が 得 ら れ る 。

　 　 ← MBP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 目 的 と す る タ ン パ ク 質 →
----CTCGGGATCGAGGGAGGATTTCAGAATTCATGGCC----
----LeuGlyIleGluGlyArgIleSerGluPheMetAla----
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ↑
　 　 　 　 　 　 　 フ ァ ク タ ー Xa認 識 部 位
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ［ 実 施 例 7］ メ サ ン ギ ウ ム 特 異 的 遺 伝 子 の 機 能 解 析 （ 1）
　 SwissProtデ ー タ ベ ー ス で FASTAプ ロ グ ラ ム に よ り ア ミ ノ 酸 ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行 っ た と こ
ろ 、 こ の 遺 伝 子 産 物 が 、 SERPIN（ セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー ） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー
［ R. Carrell et al., Trends Biochem. Sci. 10, 20 (1985); R. Carrell et al., Cold
 Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 52, 527 (1987); E. K. O. Kruithof et al., Bloo
d 86, 4007 (1995); J. Potempa et al., J. Biol. Chem. 269,15957(1994); E. Remold-
O'Donnell. FEBS Let. 315, 105 (1993） ］ に 属 す る タ ン パ ク 質 と 相 同 性 が 高 い こ と が 明
ら か に な っ た 。 SERPINス ー パ ー フ ァ ミ リ ー と は 、 構 造 的 に 関 連 し て い る タ ン パ ク 質 群 で あ
り 、 一 般 的 に 細 胞 外 の 不 可 逆 的 な セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー と し て 機 能 す る 。 扁 平
上 皮 細 胞 癌 抗 原 1（ SCCA1） が 、 メ サ ン ギ ウ ム 特 異 的 遺 伝 子 と 最 も 高 い 相 同 性 （ 41.2％ 同 一
） を 示 し 、 そ れ に SERPINス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 他 の タ ン パ ク 質 、 SCCA2（ 40.6％ ） 、 白 血
球 エ ス テ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー （ 37.5％ ） 、 お よ び プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ ン ヒ
ビ タ ー 2（ PAI-2） （ 35.2％ ） が 続 い た 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 こ の 遺 伝 子 を MEGSIN
（ mesangial cell-specific gene with a homology to serpin） と 名 付 け た 。
　 MEGSINの ア ミ ノ 酸 配 列 を モ チ ー フ 検 索 し た （ 図 １ ） 。 ま ず 、 COOH末 端 に SERPINの 特 徴 が
存 在 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 ま た 、 4つ の 推 定 N-グ リ コ シ ル 化 部 位 が 存 在 し た 。 明 ら
か な NH 2 末 端 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 は 、 見 出 さ れ な か っ た が 、 α ヘ リ ッ ク ス A（ ア ミ ノ 酸 1
～ 16） お よ び α ヘ リ ッ ク ス B（ ア ミ ノ 酸 27～ 44） に 、 2つ の 疎 水 性 領 域 が 存 在 し た 。 こ れ ら
は 、 SERPINの 転 移 に 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る （ G. von Heijne et al., J. Biol.
 Chem. 266, 15240 (1991); D. Belin. Thromb. Haemost. 70, 144 (1993); D. Belin et
 al., EMBO J. 15, 468 (1996)） 。 い く つ か の SERPINは 、 α ヘ リ ッ ク ス Aお よ び B中 の 非 分
解 性 内 部 シ グ ナ ル 配 列 に よ り 、 分 泌 さ れ る か ま た は 細 胞 質 に 存 在 す る 二 次 元 的 な 分 子 （ du
alistic molecule） と し て 存 在 す る と 考 え ら れ て い る （ R. D. Ye et al., J. Biol. Chem
. 263, 4869 (1988); A. Wohlwend et al., J. Immunol. 139, 1278 (1987); A. Wohlwen
d et al., J. Exp. Med. 165, 320 (1987); C. Genton et al., J. Cell Biol. 104, 705
 (1987); P. Mlkus et al., Eur. J. Biochem. 218, 1071 (1993)） 。 SERPINス ー パ ー フ
ァ ミ リ ー の 他 の タ ン パ ク 質 と 比 較 す る こ と に よ り 、 ア ミ ノ 酸 334～ 352が 反 応 部 位 ル ー プ （
reactive site loop/RSL） （ P16-P5'） （ P. C. Hopkins et al., Science. 265, 1893 (1
994); K. Aertgeerts et al., Nature Struct. Biol. 2, 891 (1995); P. A. Patston et
 al., FEBS Let. 383, 87 (1996); H. T. Wright. BioEssays. 18, 453 (1996)） に 相 当
す る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 ２ ） 。 い く つ か の SERPINは 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 で は な く 、 ホ ル
モ ン の 輸 送 ま た は 血 圧 制 御 の よ う な 機 能 を 有 す る が 、 MEGSINが プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 を 行 う こ
と を 示 す 3つ の 証 拠 が 存 在 す る 。 ま ず 一 つ と し て 、 MEGSINの RSLの Peven残 基 は 、 電 荷 を も
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た ず 、 小 さ く 、 非 極 性 で あ る が 、 こ れ は 阻 害 SERPINの 特 徴 で あ る 。 第 2に 、 阻 害 SERPINは
、 ヒ ン ジ 領 域 と 呼 ば れ る RSLの NH 2 末 端 領 域 （ P12-P9） に 「 Ala-Ala(Thr)-Ala-Ala」 な る 配
列 を 有 す る 。 MEGSINの RSLの P12-P9は 、 「 ATAA」 で あ る 。 MEGSINの RSLの P17-P8配 列 （ EGTE
ATAAT） は 、 実 際 、 阻 害 SERPINの コ ン セ ン サ ス 配 列 （ EGTEAAAAT） と 一 致 す る 。 第 3と し て
、 RSLの NH 2 末 端 側 の 直 前 に は β シ ー ト 領 域 が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ は 、 プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 に 必 須 で あ り 、 適 当 な コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 変 化 を 達 成 す る た め ヒ ン ジ 領 域
の ア ミ ノ 酸 の 大 き さ と 電 荷 を 制 限 し て い る 。 MEGSINに は 、 こ の β シ ー ト 領 域 が 保 存 さ れ て
い る 。
　 RSL（ P1お よ び P1'） 内 の 推 定 さ れ る 切 断 さ れ や す い 結 合 に 隣 接 す る 残 基 は 、 Lys-Glnで
あ り 、 基 質 特 異 性 を 決 定 す る た め に 重 要 で あ る と 考 え ら れ る （ T. E. Creighton et al., 
J. Mol. Biol. 194, 11 (1987); P. Gettins et al., BioEssays. 15, 461 (1993); P. E
. Stein et al., Struct. Biol.2, 96 (1995)） 。 こ の 部 位 に 関 連 し た 配 列 を 有 し て い る
他 の 阻 害 SERPINは 知 ら れ て い な い 。 Kunitz型 ウ シ 塩 基 性 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の よ う
な SERPINは 、 P1に Lysを 有 し て お り 、 ト リ プ シ ン を 強 力 に 阻 害 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 M
EGSINの 標 的 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は 、 し た が っ て 、 リ ジ ン 切 断 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る と 考 え
ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ［ 実 施 例 8］ MEGSINの 機 能 解 析 （ 2） － 組 織 分 布
　 MEGSINの ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 は 、 以 下 の よ う に し て 行 っ た 。 RNAを ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム
培 養 細 胞 か ら 単 離 し た 。 培 養 細 胞 の poly(A) + RNA（ 5μ g） を 、 2.2Mホ ル ム ア ミ ド を 含 む 1％
ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー へ 転 写 し た 。 フ ィ ル タ ー を Rapid 
Hyb溶 液 （ Amersham社 , Arlington Heights, IL） 中 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ブ ロ ッ ト は
、 60℃ で 、 0.1× SSPE/0.1％ SDSと い う 最 終 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で 洗 浄 し た 。
　 ヒ ト の 複 数 の 組 織 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ヒ ト の 癌 細 胞 系 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト は Clontech
（ Palo Alto, CA） か ら 購 入 し た 。 ヒ ト の 複 数 の 組 織 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に は 、 心 臓 、 脳
、 胎 盤 、 肺 、 肝 臓 、 骨 格 筋 、 腎 臓 、 お よ び 膵 臓 の 2μ gの poly(A) + RNAが 含 ま れ る 。 ヒ ト の
癌 細 胞 系 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に は 、 前 骨 髄 球 白 血 病 HL-60、 HeLa細 胞 S3、 慢 性 骨 髄 性 白 血
病 K-562、 リ ン パ 芽 球 白 血 病 MOLT-4、 Burkittリ ン パ 腫 Raji、 大 腸 腺 癌 SW480、 肺 癌 A549、
お よ び 黒 色 腫 G361由 来 の 2μ gの poly(A) + RNAが 含 ま れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び
洗 浄 は 上 記 と 同 様 に し て 行 っ た 。
　 MEGSINcDNAプ ロ ー ブ を 用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で 、 メ サ ン ギ ウ ム 培 養 細 胞 に 単 一 の
転 写 産 物 が 検 出 さ れ た 。 他 の 臓 器 ま た は 細 胞 系 に は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 ３ ） 。 MEGSIN転
写 産 物 は 、 ヒ ト 腎 臓 由 来 の poly(A) + RNAに は 検 出 さ れ な か っ た 。 そ の 原 因 の 一 つ は 、 腎 臓
に は 内 皮 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 お よ び 他 の 様 々 な 細 胞 が 存 在 し 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 数 が 少 な
い た め と 考 え ら れ る 。
　 実 際 、 MEGSIN転 写 産 物 は 、 腎 臓 組 織 か ら RT-PCRに よ り 増 幅 さ れ た 。 RT-PCRは 、 ヒ ト 培 養
細 胞 か ら 単 離 し た 全 RNAを 鋳 型 と し て 、 「 T-Primed-First-Strandkit」 （ フ ァ ル マ シ ア バ
イ オ テ ク （ 株 ） ） を 用 い て 行 っ た 。 PCR増 幅 は 、 「 DNA Thermal Cycler」 （ Perkin Elmer 
Cetus） に よ り 、 94℃ 1分 、 60℃ 2分 、 72℃ 2分 を 、 25サ イ ク ル 行 っ た 。 セ ン ス プ ラ イ マ ー と
し て 「 5'-ATGATCTCAGCATTGTGAATG-3'/配 列 番 号 ： １ ６ 」 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て
「 5'-ACTGAGGGAGTTGCTTTTCTAC-3'/配 列 番 号 ： １ ７ 」 を 用 い た 。 増 幅 さ れ た 断 片 の 予 想 サ
イ ズ は 、 773bpで あ っ た 。 異 な る 試 料 間 の RNAレ ベ ル を 比 較 す る こ と が で き る よ う に 、 β －
ア ク チ ン を 内 部 RNAコ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 PCR産 物 は 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳
動 に よ り 分 離 し た 。 MEGSIN転 写 産 物 は 、 ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 上 皮 細
胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト か ら は 、 RT-PCRに よ り 増 幅 さ れ な か っ た （ 図 ４ ） 。
　 ま た 、 メ サ ン ギ ウ ム 培 養 細 胞 は 、 活 性 化 お よ び ／ ま た は 増 殖 す る 時 に 、 特 徴 的 な 新 た な
表 現 形 質 を 獲 得 す る こ と が 知 ら れ て い る （ R. J. Johnson et al., J. Am. Soc. Nephrol.
 2 (10 Suppl), S190 (1992); J. Floege et al., Kidney Int. 45, 360 (1994)） 。 し た
が っ て 、 MEGSINの 発 現 は 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 が 活 性 化 お よ び ／ ま た は 増 殖 し た 時 に の み ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 検 出 可 能 な レ ベ ル に ま で 増 強 さ れ る の か も し れ な い 。 ヒ ト 腎 組
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織 の in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 （ 下 記 ） は 、 こ の 仮 説 と 一 致 し て い た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ［ 実 施 例 9］ 　 MEGSINの 機 能 解 析 （ 3） － IgA腎 症 患 者 と 健 常 人 の 発 現 量 対 比
　 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 18人 の IgA腎 症 （ IgA-N） 患 者 お よ び 3人 の 健 常
人 の 腎 臓 か ら 得 ら れ た ヒ ト 腎 組 織 で 、 MEGSIN mRNA発 現 を 評 価 し た 。 in situハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン は 、 以 前 に 示 し た 方 法 に よ り 行 っ た （ Kidney Int. 52, 111 (1997)） 。 ヒ ト ME
GSIN cDNAの 391～ 428位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を プ ロ ー ブ と し て 用 い た 。 IgA-N患 者 を 、 メ サ
ン ギ ウ ム の 増 殖 が 主 要 で 糸 球 体 硬 化 症 は 少 な い グ ル ー プ （ 増 殖 期 、 n＝ 9） 、 糸 球 体 の 30％
以 上 が 硬 化 し て い る グ ル ー プ （ 硬 化 期 、 n＝ 9） の 2つ の グ ル ー プ に 分 け た 。 MEGSIN mRNAは
、 健 常 者 で も IgA-Nで も 、 糸 球 体 に の み 検 出 さ れ た （ 図 ５ A） 。 糸 球 体 内 で 、 MEGSIN転 写 産
物 は メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 局 在 化 し て い た （ 図 ５ Bお よ び 図 ５ C） 。 シ グ ナ ル の 特 異 性 を 評 価
す る た め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に RNaseで 組 織 を 前 処 理 す る と 、 MEGSINプ ロ ー ブ
で 検 出 さ れ る シ グ ナ ル の 大 部 分 が 除 去 さ れ た 。 ま た 、 100倍 過 剰 の 同 種 ま た は 無 関 係 の 未
標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 競 合 実 験 を 行 っ た と こ ろ 、 MEGSINシ グ ナ ル は 、 同 種 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 競 合 剤 で 消 失 し た が 、 非 同 種 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で は 消 失 し な か っ た 。 MEGSIN m
RNA発 現 を 定 量 化 す る た め 、 少 な く と も 10個 の ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ た 糸 球 体 中 の 核 全 て 、
お よ び 周 囲 に 陽 性 細 胞 質 を 有 す る 核 （ 脈 管 極 の 切 断 面 ） を 盲 検 的 に 数 え 、 結 果 を 全 核 の 陽
性 細 胞 の パ ー セ ン ト と し て 表 し た 。 Mann-Whitney U検 定 を 統 計 比 較 に 用 い た 。 増 殖 期 の Ig
A-Nに お け る MEGSIN陽 性 細 胞 は 、 健 常 人 の 腎 臓 よ り も 有 意 に 多 か っ た 。 こ れ ら の 知 見 は 、
本 発 明 者 ら の 、 MEGSINの 発 現 が メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 が 活 性 化 お よ び ／ ま た は 増 殖 し た と き に
増 強 さ れ る と い う 仮 説 を 立 証 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ［ 実 施 例 10］ 　 抗 MEGSIN抗 体 の 製 造
　 （ 1） MEGSINの 合 成 ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 他 の セ ル ピ ン フ ァ ミ リ ー と の 相 同 性 が 低 く 、 か つ 親 水 性 を 有 す る 領 域 を 利 用 し 、 MEGSIN
に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 し た 。 MEGSIN蛋 白 質 の N末 端 か ら 342～ 356番 目 の ペ プ
チ ド の N未 端 に シ ス テ イ ン を 含 有 す る ペ プ チ ド 「 H 2 N-C-S-N-I-V-E-K-Q-L-P-Q-S-T-L-F-R-C
00H/配 列 番 号 ： １ ８ 」 を 固 相 ペ プ チ ド 法 に よ り 合 成 し 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
り 精 製 し 、 MBS（ m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ ル ス ク シ ニ ミ ド エ ス テ ル ） を 用 い
て キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） に 結 合 さ せ た 。 ウ サ ギ 1匹 を フ ロ イ ン ド 完 全
ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し た KLH結 合 ペ プ チ ド （ 200μ g/匹 ） で 皮 内 免 疫 し た 。 初 回 免 疫 化 後 、
2週 間 後 、 4週 間 後 、 6週 間 後 に ウ サ ギ に フ ロ イ ン ド 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し た KLH結 合
ペ プ チ ド （ 200μ gペ プ チ ド /匹 ） を ブ ー ス タ ー と し て 追 加 免 疫 し た 。 44日 後 、 59日 後 、 64
日 後 、 採 血 で 得 た 血 清 が 合 成 ペ プ チ ド と 反 応 す る か 確 認 す る た め 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELIS
A） に よ り 評 価 し た 。 合 成 ペ プ チ ド を 1μ g/ウ ェ ル で 96穴 マ イ ク ロ ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に 被 覆
し 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 そ し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で ブ ロ ッ ク し た 。 種 々 の 希 釈 度 で 血 清
試 料 に つ い て 抗 体 の 反 応 性 を 二 次 抗 体 と し て HRP-結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG、 基 質 と し て 0-フ
ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を 用 い て 測 定 し た 。 吸 光 度 の 測 定 は 反 応 を 停 止 し た 後 に 492nmの 波 長 で
行 っ た 。 そ の 結 果 、 44日 後 、 59日 後 、 64日 後 に 、 そ れ ぞ れ 抗 体 価 が 6,800倍 、 20,500倍 、 2
5,400倍 に 上 昇 し て い る こ と を 確 認 し た 。 得 ら れ た 抗 体 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り MEGSI
N融 合 蛋 白 質 と 反 応 す る こ と を 確 認 し 、 MEGSIN蛋 白 質 に 特 異 的 で あ る こ と を 証 明 し た 。 ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 は 図 ６ (anti peptide 342-356)に 示 し た 。
（ 2） MEGSINの 合 成 ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 (1)と 同 様 に 他 の セ ル ピ ン フ ァ ミ リ ー と の 相 同 性 が 低 く 、 か つ 親 水 性 を 有 す る 領 域 を 利
用 し 、 MEGSINに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 し た 。 MEGSIN蛋 白 質 の N末 端 か ら 16～ 30
番 目 の ペ プ チ ド の N末 端 に シ ス テ イ ン を 含 有 す る ペ プ チ ド (1)「 H 2 N-C-F-R-E-M-D-D-N-Q-G-
N-G-N-V-F-F-COOH/配 列 番 号 ： １ ９ 」 、 72～ 86番 目 の ペ プ チ ド の N末 端 に シ ス テ イ ン を 含 有
す る ペ プ チ ド (2)「 H 2 N-C-S-Q-S-G-L-Q-S-Q-L-K-R-V-F-S-D-COOH/配 列 番 号 ： ２ 0」 、 お よ
び N末 端 か ら 339～ 354番 目 の ペ プ チ ド の C末 端 に シ ス テ イ ン を 含 有 す る ペ プ チ ド (3)「 H 2 N-A
-T-G-S-N-I-V-E-K-Q-L-P-Q-S-T-L-C-COOH/配 列 番 号 ： ２ １ 」 を 固 相 ペ プ チ ド 法 に よ り 合 成
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し た 。 こ れ ら の ペ プ チ ド を EMCS（ N-(6-Maleimidocaproyloxy)succinimide、 同 仁 化 学 研 究
所 製 ） を 用 い て ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン （ Sigma製 ） と 結 合 さ せ 、 0.85%NaCl溶 液 で 透 析 後 、
ア ジ ュ バ ン ト と 充 分 混 和 し て 乳 化 し 、 ウ サ ギ 皮 下 に 投 与 し た 。
　 初 回 免 疫 （ 20μ g/羽 ） の 3週 間 後 に 2回 目 の 免 疫 （ 50μ g/羽 ） を 行 い 、 以 後 2週 間 毎 に 4回
免 疫 （ 50、 50、 100、 200μ g/羽 ） し た 。 ア ジ ュ バ ン ト は 初 回 免 疫 の み フ ロ イ ン ド 完 全 ア ジ
ュ バ ン ト （ Difco製 ） を 、 2回 目 以 降 は フ ロ イ ン ド 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Difco製 ） を 用 い
た 。 41日 後 及 び 55日 後 に 、 採 血 で 得 た 血 清 の 抗 体 価 を 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA） に よ り 評
価 し た 。
　 す な わ ち 、 抗 原 50ng/ウ エ ル を 固 相 化 し た 96穴 プ レ － ト に 連 続 的 に 希 釈 し た 抗 血 清 を 各
ウ エ ル に 100μ l加 え て 一 次 反 応 を 行 い 、 洗 浄 後 、 二 次 反 応 と し て HRP結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG
（ 免 疫 化 学 研 究 所 製 ） を 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 基 質 と し て オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ 和
光 純 薬 製 ） を 用 い て 発 色 さ せ 、 吸 光 度 492nmで 測 定 し た （ 日 本 モ レ キ ュ ラ ー デ バ イ ス 製 SPE
CTRAmax250） 。
　 そ の 結 果 、 追 加 免 疫 の 55日 後 の 抗 体 価 は 、 ペ プ チ ド (A)で 6400倍 、 ペ プ チ ド (B)で 51200
倍 に 上 昇 し た 。 ま た 、 ペ プ チ ド (C)の 41日 後 の 抗 体 価 は 102400倍 、 55日 後 の 抗 体 価 204800
倍 に 上 昇 し て い る こ と を 確 認 し た 。 ま た 、 得 ら れ た 各 抗 体 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ
り MBP-MEGSIN融 合 蛋 白 質 と 反 応 す る こ と を 確 認 し 、 MEGSIN蛋 白 質 に 特 異 性 を 有 す る こ と を
証 明 し た 。 こ の と き の 結 果 を 図 ６ (peptide 2;72-86,peptide 3;339-354)に 示 す 。 MBP-MEG
SIN融 合 タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 反 応 が 観 察 さ れ た 。
（ 3） MBP-MEGSINに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 実 施 例 6で 得 ら れ た 濃 縮 融 合 蛋 白 質 MBP-MEGSIN（ 10mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.5M NaCl、 1
0mM マ ル ト ー ス ） を 等 量 の フ ロ イ ン ド 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し 、 充 分 乳 化 し た 。 こ の 乳
液 0.5mlを 、 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド ホ ワ イ ト ウ サ ギ （ 雌 、 約 4000g） の 皮 下 に 投 与 し た （ 20μ g/
匹 ） 。 1回 目 免 疫 後 、 フ ロ イ ン ド 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し た MBP-MEGSINで 、 3週 間 後 （
50μ g/匹 ） 、 5週 間 後 （ 50μ g/匹 ） 、 7週 間 後 （ 50μ g/匹 ） 、 9週 間 後 （ 100μ g/匹 ） 、 11週
間 後 （ 200μ g/匹 ） に 追 加 免 疫 し た 。 3回 目 の 免 疫 後 、 1週 間 後 に 試 験 採 血 を 行 い 、 抗 体 価
を 測 定 し た 結 果 、 204800倍 に 上 昇 し て い る こ と を 確 認 し た 。 抗 体 価 の 測 定 は 、 抗 原 50ng/
ウ ェ ル を 固 相 化 し た 96穴 プ レ ー ト を 用 い た EIAに よ っ て 行 っ た 。 連 続 的 に 希 釈 し た 抗 血 清
を 各 ウ ェ ル に 100μ lづ つ 加 え て 一 次 反 応 を 行 い 、 上 清 除 去 、 洗 浄 後 、 抗 ウ サ ギ IgG Fab'-H
RP（ IBL、 日 本 ） を 反 応 さ せ 、 洗 浄 後 、 OPD（ Sigma, USA） で 発 色 し て 測 定 し た 。 ま た 、 得
ら れ た 抗 血 清 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 MBP-MEGSINと 特 異 的 に 反 応 す る こ と を 確 認
し た 。
（ 4） MBP-MEGSINに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 実 施 例 6で 得 ら れ た 濃 縮 融 合 蛋 白 質 MBP-MEGSIN（ 10mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.5M NaCl、 1
0mM マ ル ト ー ス ） を 等 量 の フ ロ イ ン ド 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し 、 充 分 乳 化 し た 。 こ の 乳
液 を 、 3匹 の 7週 齢 の Balb/cマ ウ ス に 27Gの 注 射 針 に て 皮 下 、 皮 内 注 射 し 、 そ の 後 7日 毎 に フ
ロ イ ン ド 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 4回 免 疫 を 行 っ た （ 1回 目 ： 20μ g/匹 、 2～ 4回 ： 10μ
g/匹 ） 。 4回 免 疫 後 、 尾 静 脈 よ り 少 量 採 血 し 、 抗 体 価 を 測 定 し た 。 抗 体 価 の 測 定 は 、 抗 原 5
0ng/ウ ェ ル を 固 相 化 し た イ ム ノ プ レ ー ト を 用 い た EIAに よ っ て 行 っ た 。 次 に 、 マ ウ ス の 脾
臓 細 胞 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 X-63 Ag8と PEGを 用 い た 常 法 に よ り 細 胞 融 合 し た 。 そ の 後 、 免
疫 原 、 MBP、 BSAな ど を 固 定 化 し た 96穴 プ レ ー ト を 用 い た EIAに よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ を 行
い 、 免 疫 原 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
［ 実 施 例 11］ MEGSINに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
（ １ ） His-Tag-MEGSINに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
（ a） His-Tag-MEGSINの 発 現
　 翻 訳 領 域 を 含 む 遺 伝 子 を 得 る た め に 、 ヒ ト 培 養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 か ら ISOGEN （ Nippon 
Gene製 ） を 用 い て total RNAを 採 取 し 、 逆 転 写 酵 素 と し て Super Script II （ GIBCO製 ） を
用 い て cDNAを 作 成 し た 。 こ の cDNAの 一 部 を 鋳 型 と し 、 翻 訳 領 域 を コ ー ド す る よ う に 設 計 し
た プ ラ イ マ ー 、 す な わ ち 開 始 コ ド ン を 含 み 5'側 末 端 に 制 限 酵 素 BamHIの 認 識 配 列 を 加 え た
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プ ラ イ マ ー EX-MEG1-2 （ 5'-ATCGGATCCATGGCCTCCCTTGCTGCAGCAAATGCAGA-3'/配 列 番 号 ： ２
２ ） 、 並 び に ス ト ッ プ コ ド ン 及 び HindIIIの 認 識 配 列 を 加 え た プ ラ イ マ ー EX-MEG2-2 （ 5'-
ATAAGCTTTCATCAAGGGCAAGAAACTTTGCCACTGAATAAG-3'/配 列 番 号 ： ２ ３ ） を 調 製 し た 。 こ れ ら
の プ ラ イ マ ー を 用 い 、 LA Taq（ TaKaRa社 ） に よ り PCR反 応 を 行 っ た 。
　 反 応 条 件 は 、 10x LA Taqバ ッ フ ァ ー 2.5μ l、 dNTP混 合 物 （ 2.5mM） 4μ l、 25mM 塩 化 マ グ
ネ シ ウ ム 2.5μ l、 20μ M の PCRプ ラ イ マ ー  EX-MEG1-2及 び EX-MEG2-2 各 1μ l、 LA Taq 2.5u
nits、 cDNA並 び に 滅 菌 水 を 加 え て 全 量 を 25μ lと し た 。
　 各 試 薬 を Gene Amp PCR System 9700（ Applied Biosystems製 ） に セ ッ ト し 、 96℃ 3分 間
の 加 熱 後 、 96℃ 1分 間 、 60℃ 30秒 間 、 72℃ 2分 間 の 設 定 で 35サ イ ク ル 反 応 さ せ た 。
　 反 応 終 了 後 PCR産 物 を 採 取 し 、 制 限 酵 素 BamHI（ 宝 酒 造 製 ） 及 び HindIII（ 宝 酒 造 製 ） で
処 理 し た 後 、 Ligation kit ver.I (宝 酒 造 製 )を 用 い て pUC18に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ
の プ ラ ス ミ ド を 少 量 培 養 し た 後 、 Wizard plus miniprep DNA purification system（ Prom
ega製 ） を 用 い て 採 取 し て 遺 伝 子 配 列 を 確 認 し 、 再 度 BamHI及 び HindIIIで 制 限 酵 素 処 理 に
付 し 、 蛋 白 発 現 用 ベ ク タ ー で あ る ptrcHisA（ Invitrogen製 ） の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト
に 、 Ligation kit ver.Iを 用 い て 挿 入 し 、 ptrcHisA-MEGSINを 得 た 。
　 作 製 し た プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 JM109に 形 質 転 換 し 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た
LB寒 天 培 地 に 植 菌 し て ア ン ピ シ リ ン 耐 性 株 を 選 択 し 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し
た 20mlの LB培 養 液 に 植 え 37℃ で 一 晩 振 盪 培 養 し た 後 、 更 に 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添
加 し た 20Lの LB培 養 液 に 接 種 し て 37℃ で 3か ら 4時 間 振 盪 培 養 し た 。 吸 光 度 が 約 0.5OD（ A600
） に な っ た と こ ろ （ 島 津 製 作 所 、 BIOSPEC-1600） で IPTG （ isopropyl-beta-D-thiogalact
oside： 宝 酒 造 製 ） を 最 終 濃 度 が 1mMに な る よ う に 加 え 、 続 け て 37℃ で 3時 間 振 盪 培 養 し た
。 遠 心 操 作 に よ り 菌 体 を 回 収 し 、 PBSで 洗 浄 後 、 Ni-NTA Spin Kits（ QIAGEN製 ） を 用 い て
発 現 蛋 白 を 回 収 し た 。 詳 細 は 以 下 の 通 り で あ る 。
　 ま ず 検 体 を Buffer A（ 6M GuHCl, 0.1M Na-phosphate, 0.01M Tris-HCl, pH 8.0） 50ml
に 懸 濁 し 、 室 温 に て 1時 間 撹 拌 後 、 10000g、 15分 、 4℃ の 条 件 で 遠 心 し て 上 清 を 採 取 し た 。
こ の 上 清 に 、 予 め Buffer Aで 平 衡 化 し た Ni-NTA 8mlを 加 え 、 室 温 で 1時 間 撹 拌 し 、 カ ラ ム
に 移 し た 。 カ ラ ム を 80mlの Buffer Aで 洗 浄 後 、 BufferB （ 8M Urea, 0.1M Na-phosphate, 
0.01M Tris-HCl,pH 8.0） 20mlで 洗 浄 し 、 BufferC（ 8M Urea, 0.1M Na-phosphate, 0.01M 
Tris-HCl, pH 6.3） 20mlで 溶 出 し た 。 以 上 の 方 法 で 発 現 蛋 白 を 回 収 し た 後 、 溶 出 画 分 を SD
S-PAGEで 確 認 し 、 陽 性 画 分 を SDS-PAGEで 分 離 、 CBB染 色 後 、 目 的 の バ ン ド を 切 り 出 し た 。
切 り 出 し た バ ン ド を Protein extraction bufferに 浸 し 蛋 白 を 溶 出 さ せ た 。
（ b） His-Tag-MEGSINに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 MEGSIN融 合 蛋 白 質 を 等 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し 、 充 分 に 乳 化 し た 。 こ
の 乳 化 液 を 3匹 の 7週 齢 の Balb/cマ ウ ス に 27Gの 注 射 針 に て 皮 下 及 び 皮 内 注 射 し 、 そ の 後 7日
毎 に フ ロ イ ン ド 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ド を 用 い て 4回 免 疫 を 行 っ た 。 抗 原 量 は 1回 目 ： 20μ g/匹
、 2～ 4回 目 ： 10μ g/匹 と し た 。 4回 免 疫 後 、 尾 静 脈 よ り 少 量 採 血 し 、 抗 体 価 を 測 定 し た 。
抗 体 価 は 、 抗 原 50ng/ウ エ ル を 固 相 化 し た 96穴 プ レ ー ト を 用 い た 酵 素 免 疫 測 定 法  (ELISA) 
に よ り 評 価 し た 。 　 次 に マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 X-63 Ag8と PEGを 用 い 、 常
法 に よ り 細 胞 融 合 し た 。 そ の 後 、 His-Tag-MEGSIN、 ヒ ス チ ジ ン 、 BSAな ど を 固 相 化 し た 96
穴 プ レ ー ト を 用 い た 酵 素 免 疫 測 定 法  (ELISA)や ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り ス ク リ ー ニ ン
グ し 、 免 疫 原 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ － ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
［ 実 施 例 12］ ELISAに よ る 尿 中 MEGSINの 測 定
　 IgA腎 症 患 者 か ら 尿 を 採 取 し 、 遠 心 後 、 上 清 を 遠 心 式 限 外 濾 過 膜 （ ミ リ ポ ア 製 ウ ル ト ラ
フ リ ー ： 分 画 分 子 量 5000） を 用 い て 濃 縮 し た 。 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 メ グ シ ン 抗 体 （ Ig
G画 分 ） を コ ー ト し た 96穴 ELISA用 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 、 段 階 希 釈 し た MBP-MEGSIN又 は 濃
縮 し た 尿 を 50μ l分 注 し 、 4℃ で 一 夜 放 置 し た 。 PBS（ -） で 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 大 日
本 製 薬 ） を 加 え て ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 0.05%（ w/v） Tween 20含 有 PBS（ -） （ Tween-PBS
） で 洗 浄 し 、 ビ オ チ ン 標 識 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 メ グ シ ン 抗 体 を 加 え 、 室 温 で 1時 間 放
置 し た 。 Tween-PBSで 洗 浄 し た 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 溶 液 （ Amers
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ham製 ） を 各 ウ ェ ル に 100ml/wellず つ 加 え た 。 Tween-PBSで 洗 浄 後 、 オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア
ミ ン 発 色 基 質 溶 液 （ 和 光 純 薬 製 ） を 100ml/wellず つ 加 え た 。 室 温 、 暗 所 で 10～ 30分 間 反 応
さ せ た 後 、 2M硫 酸 を 50ml/wellず つ 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （
日 本 モ レ キ ュ ラ ー デ バ イ ス 製 、 SPECTRAmax250） で 吸 光 度 （ 492nm） を 測 定 し 、 標 準 液 の 検
量 線 か ら 尿 中 の メ グ シ ン 濃 度 を 求 め た 。 結 果 を 図 ７ に 示 し た 。 IgA腎 症 の 患 者 尿 で は MEGSI
Nが 検 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
［ 実 施 例 13］ ラ ッ ト MEGSIN cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
（ 1） degenerate PCRに よ る cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
　 ISOGEN（ Nippon Gene製 ） お よ び oligotexを 用 い 、 14継 代 目 の ラ ッ ト 培 養 メ サ ン ギ ウ ム
細 胞 か ら mRNAを 抽 出 し た 。 こ の mRNAを 逆 転 写 酵 素 SuperScript II（ GIBCO製 ） を 逆 転 写 反
応 に 付 し 、 得 ら れ た cDNAを 鋳 型 と し た 。 ヒ ト MEGSINの cDNAを 元 に 、 degenerateプ ラ イ マ ー
FY： GTGAATGCTGTGTACTTAAAGGCAANTGN/配 列 番 号 ： ２ ４ （ 172VNAVYFKGK180に 相 当 ） 、 お よ
び R21： AANAGRAANGGRTCNGC/配 列 番 号 ： ２ ５ （ Rは 、 Aま た は G： 357ADHPFLF363に 相 当 ） を
作 製 し 、 DNA Thermal Cycler（ Perkin Elmer Cetus製 ） を 用 い 、 94℃ 45秒 （ 変 性 ） 、 50℃
45秒 間 （ ア ニ ー リ ン グ ） 、 72℃ 2分 （ 増 幅 ） 、 35サ イ ク ル の 条 件 で PCRを 行 っ た 。
　 予 想 さ れ る 大 き さ （ 576bp） に 近 い PCR産 物 を pCRIIベ ク タ ー （ Clonetech製 ） に 組 み 込 み
、 DNAオ ー ト シ ー ケ ン サ ー を 用 い た ダ イ デ オ キ シ 法 に よ り 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。
　 次 に ラ ッ ト MEGSINの 5'領 域 を 得 る た め に 、 ラ ッ ト MEGSINの ク ロ ー ン 断 片 か ら 遺 伝 子 特 異
的 プ ラ イ マ ー を 調 製 し 、 再 度 degenerate PCRを 行 っ た 。
　 ま ず 、 ヒ ト MEGSINを コ ー ド す る 配 列 の N-末 端 に 対 応 す る degenerateプ ラ イ マ ー RM-Cterm
C1： ATGGCNTCNGCNGCNGCNGCNAAYGC/配 列 番 号 ： ２ ６ (Yは Tま た は C） 、 並 び に ラ ッ ト MEGSIN
特 異 的 reverseプ ラ イ マ ー で あ る RM-MR-A2： CGACCTCCAGAGGCAATTCCAGAGAGATCAGCCCTGG/配
列 番 号 ： ２ ７ お よ び RM-MR-A1： GTCTTCCAAGCCTACAGATTTCAAGTGGCTCCTC/配 列 番 号 ： ２ ８ を
作 製 し た 。 RM-CtermC1お よ び RM-MR-A2を 用 い て 、 94℃ 45秒 、 55℃ 45秒 、 72℃ １ 分 、 45サ イ
ク ル の 条 件 で PCRを 行 っ た 。 次 に 得 ら れ た PCR産 物 を 鋳 型 と し て 、 RM-CtermC1お よ び RM-MR-
A2を 用 い て 、 94℃ 45秒 、 55℃ 45秒 、 72℃ １ 分 、 25サ イ ク ル の 条 件 で nested PCRを 行 っ た 。
さ ら に 増 幅 を 促 進 す る た め に 、 同 一 の プ ラ イ マ ー を 用 い 、 94℃ 30秒 、 55℃ 30秒 、 72℃ 40秒
、 25サ イ ク ル の 条 件 で PCRを 繰 り 返 し た 。
　 得 ら れ た PCR産 物 を pGEM-T-easyベ ク タ ー (Promega製 )に 組 み 込 ん だ 。 DNA自 動 配 列 決 定 機
を 用 い た ダ イ デ オ キ シ 法 に よ り 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。
（ 2） 5'-RACE法 お よ び 3'-RACE法 に よ る cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
　 MEGSINの 開 始 コ ド ン お よ び 終 止 コ ド ン の 部 位 に mutationの 入 っ て い な い オ ー プ ン リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム を 完 全 に 含 む 配 列 を 決 定 し 、 全 長 の 配 列 を 確 定 す る た め に 、 Marathon cDN
A amplification kit（ Clontech製 ） を 用 い 、 上 記 で 得 ら れ た 配 列 を 基 に デ ザ イ ン さ れ た
プ ラ イ マ ー を 使 っ て 、 5'-RACEお よ び 3'-RACE法 を 行 っ た 。 5'-RACEに は 、 2種 の 遺 伝 子 特 異
的 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー RM-PRO1： GCTCAGGGCAGTGAAGATGCTCAGGGAAGA/配 列 番 号 ： ２ ９ お
よ び RM-PRO2： CTGACGTGCACAGTCACCTCGAGCACC/配 列 番 号 ： ３ ０ を 用 い た 。 一 方 、 3'-RACEに
は 、 遺 伝 子 特 異 的 セ ン ス プ ラ イ マ ー RM-MR-S3： GAGGTCTCAGAAGAAGGCACTGAGGCAACTGCTGCC/
配 列 番 号 ： ３ １ を 使 用 し た 。 こ う し て 得 ら れ た 配 列 に 基 づ い て 、 最 終 的 に 配 列 番 号 ： ３ に
示 す 1229bpか ら な る ラ ッ ト MEGSINの cDNA全 長 の 塩 基 配 列 を ほ ぼ 決 定 し た 。
　 ラ ッ ト MEGSINの オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む ク ロ ー ン を 得 る た め に 、 上 記 で 得
ら れ た 配 列 か ら デ ザ イ ン さ れ た 2種 の 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー RM-5'UTR-FS2： CTCTATAGGAG
ACACTTGG/配 列 番 号 ： ３ ２ （ セ ン ス プ ラ イ マ ー ） お よ び 3'-UTR-A1： GAAACAAATCAAAGCAAAC/
配 列 番 号 ： ３ ３ （ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ） を 使 用 し た 。 94℃ 45秒 （ 変 性 ） 、 50℃ で 45秒
（ ア ニ ー リ ン グ ） 、 72℃ １ 分 30秒 （ 増 幅 ） 、 35サ イ ク ル の 条 件 で PCRを 実 施 し た 。 予 想 さ
れ る 大 き さ （ 約 1300bp） の PCR産 物 を pCRIIベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 、 ラ ッ ト MEGSINの オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む ク ロ ー ン を 単 離 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
［ 実 施 例 14］ マ ウ ス MEGSIN cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
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（ 1） PCRに よ る cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
　 ISOGEN（ Nippon Gene製 ） を 用 い 、 9継 代 目 の マ ウ ス 培 養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 か ら 10μ gの
ト ー タ ル RNAを 抽 出 し た 。 こ の RNAか ら 20pmolの オ リ ゴ （ dT） プ ラ イ マ ー （ Pharmacia製 ）
お よ び 200ユ ニ ッ ト の 逆 転 写 酵 素 SuperScript II（ GIBCO製 ） を 用 い て 、 42℃ 50分 、 70℃ 15
分 の 条 件 で 逆 転 写 反 応 に 付 し 、 first strand cDNAを 合 成 し た 。
　 ヒ ト お よ び ラ ッ ト の MEGSINの 塩 基 配 列 を 元 に 、 degenerateプ ラ イ マ ー MF-1： 5'-GAAATTG
AAARCAARCTGASYTTYCAGAAT-3'/配 列 番 号 ： ３ ４ （ Rは Aま た は G、 Sは Cま た は G、 Yは Cま た は T
） 、 MF-2： 5'-CTGASYTTYCAGAATCTAATGGAMTGGAC-3'/配 列 番 号 ： ３ ５ （ Sは Cま た は G、 Yは C
ま た は T、 Mは Aま た は C） 、 お よ び MR-4： 5'-GGAYTSAGGRAGTWGCTTTTCWACRATRTT-3'/配 列 番
号 ： ３ ６ （ Sは Cま た は G、 Yは Cま た は T、 Mは Aま た は C、 Wは Aま た は T） を 作 成 し た 。
　 MF-1お よ び MR-4を 用 い て 、 94℃ 1分 （ 変 性 ） 、 60℃ 1分 （ ア ニ ー リ ン グ ） 、 72℃ 30秒 （ 増
幅 ） 、 30サ イ ク ル の 条 件 で PCRを 行 っ た 。 次 に 得 ら れ た PCR産 物 を 鋳 型 と し て 、 MF-2お よ び
MR-4を 用 い て 同 様 の 条 件 で 、 nested PCRを 行 い 、 300bpの cDNA断 片 を 得 た 。
（ 2） RACE法 に よ る 3'-領 域 の 伸 長
　 上 記 (1） で 得 ら れ た 配 列 を 元 に 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る MMF3： 5'-GAGGTCTCAGA
GGAGGGCACTGAAGCCACTGCTGCC-3'/配 列 番 号 ： ３ ７ 、 お よ び MMF4： 5'-CCAGTGCAGATCTCTCTGGA
ATTGCCTCTGGAGGTCGTC-3'/配 列 番 号 ： ３ ８ を 作 製 し た 。
　 1.57μ gの poly(A) + mRNAを 用 い 、 Marathon cDNA Amplification Kit（ CLONTECH製 ） を 使
用 し 、 RACE法 に よ る 3'-領 域 の 伸 長 を 行 い （ PCR： MMF4お よ び AP-1、 nested PCR： MMF3お よ
び AP-2） 、 新 た に 127bpの cDNA断 片 を 得 た 。
（ 3） 5'-領 域 の 伸 長
　 20μ gの ト ー タ ル RNAお よ び 逆 転 写 酵 素 SuperScript II（ GIBCO製 ） を 用 い て 、 firststra
nd cDNAを 合 成 し た 。 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー で あ る MMR6： 5'-GCCTGTTACTGTATAGGAAACCAA
ACCG-3'/配 列 番 号 ： ３ ９ 、 お よ び ラ ッ ト MEGSINの 塩 基 配 列 を 元 に し た degenerateプ ラ イ マ
ー DG-RMF1： 5'-ATGGCYTCCCTYGCTGCWGCRAATGCAGARTTTKGC-3'/配 列 番 号 ： ４ ０ （ Yは Cま た は
T、 Wは Aま た は T、 Rは Aま た は G、 Kは Gま た は T） を 用 い て PCRを 行 い 、 新 た に 5'-領 域 の 720b
pの cDNA断 片 を 得 、 合 計 1147bp（ 配 列 番 号 ： ５ ） の cDNAの 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 得 ら れ た c
DNA塩 基 配 列 に 基 づ く 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ） を ラ ッ ト の そ れ （ 配 列 番 号 ： ４
） と 比 較 す る と 、 マ ウ ス の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る N末 端 部 分 が ラ ッ ト の 13以 降 に 一 致 し て
い る 。 こ の こ と か ら 、 マ ウ ス の cDNAは 更 に 5'側 に 翻 訳 開 始 点 を 持 つ も の と 推 測 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
［ 実 施 例 15］ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製
（ 1） pUC-MEGSINの 作 製
　 ヒ ト 培 養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 か ら AGPC法 に よ り mRNAを 抽 出 し た 。 こ れ を 鋳 型 と し 、 セ ン ス
プ ラ イ マ ー 5'Bam-MEG： 5'-ATCGGATCCATGGCCTCCCTTGCT-3'/配 列 番 号 ： ４ １ （ BamHI切 断 部
位 を 含 む 。 ） 、 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー 3'Hind-MEG： 5'-ATAAGCTTTCATCATCAAGGGCAAG
-3'/配 列 番 号 ： ４ ２ （ HindIII切 断 部 位 を 含 む 。 ） を 用 い RT-PCR法 を 行 い 、 MEGSINの オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 完 全 長 を 増 幅 し た 。
　 得 ら れ た PCR産 物 は を BamHI及 び HindIIIで 切 断 後 、 BamHI及 び HindIIIに よ り 切 断 処 理 さ
れ た pUC18（ 宝 酒 造 製 ） と ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 、 MEGSINの 全 長 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ
ー ム が 挿 入 さ れ た pUC18（ pUC-MEGSIN） を 作 製 し た 。 な お 、 pUC18に 挿 入 さ れ た MEGSINの 塩
基 配 列 は 、 デ オ キ シ タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 に よ り 確 認 し た 。
（ 2） 遺 伝 子 の 構 築
　 ヒ ト MEGSIN cDNAの 開 始 コ ド ン 上 流 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 5'-GCC GCC） を 付 加 す る た
め 、 以 下 の 条 件 で PCRを 行 い 、 211bpの DNAを 合 成 し た 。
　 す な わ ち 、 （ 1） で 得 ら れ た pUC-MEGSINを 鋳 型 と し 、 セ ン ス プ ラ イ マ ー B44F： 5'-ATGGAT
CCGCCGCCATGGCCTCCCTTGCTGCAGCAAATGCAGAG-3'/配 列 番 号 ： ４ ３ （ BamHI切 断 部 位 を 含 む 。
） 、 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー H30-R： 5'-TATCCTGAGGCAGTGTTAACAAGCAAC-3'/配 列 番 号
： ４ ４ （ HpaI切 断 部 位 を 含 む 。 ） の セ ッ ト を 用 い 、 TaKaRa Ex.Taq.（ 宝 酒 造 製 ） を 用 い て
、 PCRを 行 っ た 。 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 脱 塩 し た 後 、 BamHI及 び HapIを 用 い て 切 断 部 位 を 作

10

20

30

40

50

(23) JP 2007-176950 A 2007.7.12



製 し 、 191bpの DNA断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 回 収 し た 。
　 pUC-MEGSINよ り BamHI及 び HapIを 用 い て pUC18を 含 む 3.5kbの 断 片 を 得 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル
電 気 泳 動 に よ り 精 製 し 回 収 し た 。 こ れ に 上 記 の 191bpの DNA断 片 と を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ
と に よ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 付 加 し た ヒ ト MEGSIN cDNAを 含 む 組 換 え プ ラ ス ミ ド 、 す
な わ ち pUC-New MEGSINを 作 製 し 、 大 腸 菌 JM109に 形 質 転 換 し ク ロ ー ニ ン グ し た 。 そ し て 、 p
UC-New MEGSINよ り BamHI及 び HindIIIを 用 い て 1.2kbの 断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ
り 回 収 し た 。 こ の 断 片 の 末 端 を TaKaRa Blunting Kit（ 宝 酒 造 製 ） を 用 い て 平 滑 化 し た 。
　 pBsCAG-2（ pCAGGSか ら SalI及 び PstIを 用 い て 断 片 を 得 、 pBluescript II SK-の SalI及 び
PstI切 断 部 位 に 導 入 し た も の ） を EcoRIに よ り 切 断 し て 直 鎖 に し た 後 、 TaKaRaBlunting Ki
t（ 宝 酒 造 製 ） を 用 い て 末 端 を 平 滑 化 し 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ （ 宝 酒 造 製 ） に よ り
脱 リ ン 酸 化 処 理 を 行 っ た 。 こ の プ ラ ス ミ ド に 上 記 の 1.2kbの 断 片 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 組
換 え プ ラ ス ミ ド を 作 製 し 、 大 腸 菌 JM109に 形 質 転 換 し ク ロ ー ニ ン グ し た 。 挿 入 さ れ た ヒ ト M
EGSIN cDNAの 方 向 性 が chicken beta-actin promoterと 同 じ ク ロ ー ン を シ ー ク エ ン シ ン グ
に よ り 選 抜 し 、 こ の 組 換 え プ ラ ス ミ ド を pBsCAG-2/MEGSINと し た 。
　 pBsCAG-2/MEGSINよ り SalI及 び NotIを 用 い て 3.4kbの DNA断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動
に よ り 回 収 し た 。
（ 3） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製
（ 2） で 調 製 し た DNA（ 3.4kb） の 2pl（ 2000コ ピ ー ） を マ ウ ス （ B6C3F1× C57/BL） の 受 精 卵
の 前 核 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し 、 以 下 に 示 す サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り
ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
　 QIAGEN TISSUE KITを 用 い 、 マ ウ ス の 尾 か ら ゲ ノ ム DNAを 調 製 し た 。  2μ gの ゲ ノ ム DNAを
PstIに よ り 完 全 消 化 し 、 0.8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し た 後 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ
レ ン に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 1100bpの DNA断 片 （ pUC-MEGSINよ り PstI及 び HindIIIを 用 い て
切 り 出 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 回 収 し た も の ） を Random Primer DNALabeling kit Ver.2（
宝 酒 造 製 ） に よ り 調 製 し た [32P]-dCTPラ ベ ル の プ ロ ー ブ を 用 い て 68℃ で 2時 間 の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
　 メ ン ブ レ ン は 最 終 的 に 0.2× SSC/0.1%SDSに ま で 洗 浄 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に 供 し
た 。 1700bpの 特 異 的 な バ ン ド の 出 現 に よ り 挿 入 DNA断 片 の 有 無 、 及 び コ ピ ー 数 を 判 定 し た
。 複 数 の 挿 入 DNA断 片 が タ ン デ ム に 存 在 す る 場 合 の 方 向 性 は 、 2μ gの ゲ ノ ム DNAを EcoRVに
よ り 完 全 消 化 し 、 以 下 同 様 の 操 作 を 行 う こ と に よ り 決 定 し た 。
　 得 ら れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ F0） は 正 常 の マ ウ ス と 交 配 に 供 さ れ た 。 誕 生 し た
マ ウ ス を 上 述 の 方 法 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ F1）
を 得 た 。 次 に 同 じ ヘ テ ロ 変 異 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ F1） 同 士 を 交 配 す る こ
と に よ り F2マ ウ ス を 得 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り ホ モ 変 異 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス （ F2） を 得 た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 に よ り 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る DNA、 該 DNAの コ ー ド す る タ ン
パ ク 質 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 等 が 提 供 さ れ た 。 こ れ ら は メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 特 有 の
も の で あ り 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 同 定 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 異 常 の 検 出 な ど に 有 用 で あ る
。 更 に 、 該 タ ン パ ク 質 の 機 能 か ら メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 機 能 が 明 ら か に な り 、 メ サ ン ギ ウ ム
細 胞 に 関 連 す る 疾 患 の 原 因 究 明 へ の 展 開 が 期 待 さ れ る 。 ま た 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 関 連 す
る 疾 病 の 治 療 、 診 断 等 へ の 応 用 が 期 待 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 メ グ シ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 ア ン ダ ー ラ イ ン 部 は 「 SERPIN
」 シ グ ニ チ ャ ー を 示 す 。 四 角 で 囲 ま れ た 部 分 は RSL（ reactive center loop） を 示 し 、 矢
印 は 予 想 さ れ る 反 応 部 位 を 示 す 。 ま た 、 ２ つ の 予 想 さ れ る 疎 水 性 領 域 を そ れ ぞ れ 点 線 で 示
す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は MEGSINと 、 セ ル ピ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る 他 の タ ン パ ク 質 と の ア ミ
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ノ 酸 配 列 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。 （ Ａ ） 一 致 す る 領 域 は 、 棒 に よ り 示 し た 。 棒 の 隙 間 は 、
ア ラ イ ン メ ン ト を 最 適 化 す る た め に 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列 に 隙 間 を 挿 入 し た 領 域 を 表 し 、 棒
を 横 切 る 線 は 、 問 題 の 配 列 と 比 較 し て デ ー タ ベ ー ス 配 列 に 残 基 を 挿 入 し た 領 域 を 表 す 。 こ
れ ら の 配 列 は 、 「 the protein scoring matrix pam 250」 に 従 い 整 列 さ せ た 。 ス コ ア を 棒
の 右 に 示 す （ 最 大 可 能 ス コ ア は 1820で あ る ） 。 （ Ｂ ） は 、 SERPINの RSLの 比 較 を 示 す 図 で
あ る 。 RSLの P17-P5'（ Schecherと Bergerの 番 号 付 け に よ る ） を 整 列 さ せ た 。 非 極 性 残 基 は
太 字 で 示 す 。 「 SCC1」 は 扁 平 上 皮 細 胞 癌 抗 原 1（ SCCA1） を 、 「 ILEU」 は エ ラ ス タ ー ゼ イ ン
ヒ ビ タ ー を 、 「 PAI-2」 は プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 阻 害 剤 -2（ PAI-2） を 、 「 ova」 は
オ ボ ア ル ブ ミ ン を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は MEGSIN転 写 産 物 の 検 出 を 示 す ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 写 真 で あ る 。 各 レ ー ン は 次
の 通 り 。 レ ー ン 1： メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 、 レ ー ン 2： 前 骨 髄 球 白 血 病 HL-60、 レ ー ン 3： Hela細
胞 S3、 レ ー ン 4： 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 K-562、 レ ー ン 5： リ ン パ 芽 球 白 血 病 MOLT-4、 レ ー ン 6：
Burkittリ ン パ 腫 Raji、 レ ー ン 7： 大 腸 腺 癌 SW480、 レ ー ン 8： 肺 癌 A549、 レ ー ン 9： 黒 色 腫 G
361。 実 験 は 、 以 下 の よ う に 行 っ た 。 心 臓 、 脳 、 胎 盤 、 肺 、 肝 臓 、 骨 格 筋 、 腎 臓 、 お よ び
膵 臓 由 来 の 2μ gの ポ リ (A) + RNAを 含 む 、 ヒ ト マ ル テ ィ プ ル ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト （ ク ロ ン テ ッ
ク 社 、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 、 前 骨 髄 球 白 血 病 HL-60、 Hela細 胞 S3、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 K
-562、 リ ン パ 芽 球 白 血 病 MOLT-4、 バ ー キ ッ ト (Burkitt)リ ン パ 腫 Raji、 結 腸 直 腸 腺 癌 SW480
、 肺 癌 A549、 お よ び 黒 色 腫 G361由 来 の 2μ gの ポ リ (A) + RNAを 含 む ヒ ト 癌 細 胞 系 ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト （ ク ロ ン テ ッ ク 社 、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 用 い た 。 RNAを ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 培
養 細 胞 か ら 単 離 し 、 ポ リ (A) + RNA(2μ g)を 2.2M ホ ル ム ア ミ ド 含 有 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 分
離 し 、 上 記 ブ ロ ッ ト 用 フ ィ ル タ ー に 転 写 し た 。 そ の フ ィ ル タ ー を 「 Rapid Hyb solution（
ア マ シ ャ ム 社 ） 」 中 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 フ ィ ル タ ー を 、 0.1× SSPE／ 0.1%の 最 終 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー に な る よ う 、 60℃ で 洗 浄 し た 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 RT-PCR実 験 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。 各 レ ー ン は 次 の 通 り 。 レ ー ン 1：
メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 、 レ ー ン 2： 平 滑 筋 細 胞 、 レ ー ン 3： 繊 維 芽 細 胞 、 レ ー ン 4： 内 皮 細 胞 、
レ ー ン 5： 腎 臓 上 皮 細 胞 、 レ ー ン 6： ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 レ ー ン 7： 単 球 、 レ ー ン 8： 多 形 核 白
血 球 （ 上 の 写 真 ） 。 全 RNAを 、 ヒ ト 培 養 細 胞 か ら 単 離 し 「 T-Primed-First-Strand」 キ ッ ト
（ フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク （ 株 ） ） を 用 い て 逆 転 写 し た 。 PCR増 幅 は 、 DNA サ ー マ ル サ イ
ク ラ ー (パ ー キ ン エ ル マ ー 社 )を 用 い て 、 25回 実 施 し た 。 各 サ イ ク ル は 、 メ グ シ ン の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ： セ ン ス 、 5'-ATGATCTCAGCATTGTGAATG-3'お よ び ア ン チ セ ン ス 、 5
'-ACTGAGGGAGTTGCTTTTCTAC-3'を 用 い て 、 94℃ で 1分 間 の 変 性 、 60℃ で 2分 間 の ア ニ ー ル 化
、 お よ び 72℃ で 2分 間 の 伸 長 を 含 む 。 予 期 さ れ る 増 幅 断 片 サ イ ズ は 773bpで あ っ た 。 異 な る
試 料 間 の RNAレ ベ ル を 比 較 す る た め に 、 RNA内 部 対 照 と し て β ア ク チ ン を 用 い た （ 下 の 写 真
） 。 PCR産 物 は 、 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル に お け る 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 健 常 者 お よ び IgA腎 症 患 者 の 糸 球 体 内 の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に お け る MEGSI
Nの 発 現 を 示 す in situハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 写 真 で あ る 。 （ Ａ ） は IgA-N患 者 の 二 つ の
糸 球 体 の 写 真 （ 40倍 ） で あ る 。 細 尿 管 及 び 間 質 領 域 に は MEGSINシ グ ナ ル は 観 察 さ れ な か っ
た 。 （ Ｂ ） は 倍 率 80倍 の 写 真 で あ る 。 IgA-N患 者 の 糸 球 体 間 質 領 域 に MEGSINシ グ ナ ル が 観
察 さ れ る 。 （ Ｃ ） は 倍 率 200倍 の 写 真 で あ る 。 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 は MEGSIN陽 性 で あ る が 、
内 皮 細 胞 、 ボ ー マ ン 嚢 細 胞 は MEGSIN陰 性 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 本 発 明 に よ る MEGSIN特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 法 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。 レ ー ン １ ： MBP、 レ ー ン ： ２ MBP-MEGSIN融 合 タ ン パ ク 質
、 レ ー ン ３ ： MBP-PAI II融 合 タ ン パ ク 質 、 レ ー ン ４ ： PAI-I、 お よ び レ ー ン ５ ： ア ル ブ ミ
ン 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 尿 試 料 中 の MEGSINを ELISAに よ っ て 測 定 し た 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
縦 軸 は 492nmに お け る 吸 光 度 を 、 横 軸 は 尿 試 料 の 希 釈 倍 数 を 示 す 。 正 常 人 で は MEGSINが 検
出 さ れ な い の に 対 し て 、 IgA腎 症 患 者 の 尿 （ ― ● ― 、 ― ■ ― 、 ― ▲ ― ） に は MEGSINが 検 出
さ れ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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ヒ ト か ら 採 取 さ れ た 尿 試 料 を 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 の エ
ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 尿 試 料 中 に 含 ま れ る 配 列 番 号 ：
２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 の 検 出 方 法 。

抗 体 が 固 相 に 結 合 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 を 含 む
、 尿 試 料 中 の 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 検 出 用 試 薬 。

抗 体 が 固 相 に 結 合 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ に 記 載 の 試 薬 。



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          　　　　　
                        Ａ０１ＫＡ０１ＫＡ０１ＫＡ０１ＫＡ０１ＫＡ０１ＫＡ０１ＫＡ０１Ｋ  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)  67/027    (2006.01)           Ａ０１Ｋ  67/027   　　　　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/08     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ  21/08    　　　　          　　　　　

Ｆターム(参考) 4B024 AA01  AA11  BA44  BA80  CA04  CA05  CA06  CA09  CA11  DA02 
　　　　 　　        DA06  EA04  FA02  FA10  GA05  GA11  GA18  GA19  GA27  HA03 
　　　　 　　        HA08  HA14 
　　　　 　　  4B064 AG01  AG27  CA02  CA10  CA19  CA20  CC24  CE12  DA01  DA13 
　　　　 　　  4B065 AA26X AA93Y AB01  AC14  BA02  BA25  CA24  CA44  CA46 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  CA40  DA76  DA86  EA20  EA50 
　　　　 　　        FA72  FA74  GA26 

(28) JP 2007-176950 A 2007.7.12



专利名称(译) Megsin蛋白质

公开(公告)号 JP2007176950A 公开(公告)日 2007-07-12

申请号 JP2007043827 申请日 2007-02-23

[标]申请(专利权)人(译) 宫田敏男
黑川清
学校法人东海大学

申请(专利权)人(译) 宫田俊夫
黑川清
学校法人东海大学

[标]发明人 宮田敏男

发明人 宮田 敏男

IPC分类号 C07K14/47 C12N15/09 C07K16/18 C12P21/02 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 A01K67/027 
G01N33/53 C12P21/08

FI分类号 C07K14/47 C12N15/00.ZNA.A C07K16/18 C12P21/02.C C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/00.A 
A01K67/027 G01N33/53.D C12P21/08 C12N15/00.A C12N15/00.AZN.A C12N5/00.101 C12N5/10

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/BA44 4B024/BA80 4B024/CA04 4B024/CA05 4B024/CA06 4B024
/CA09 4B024/CA11 4B024/DA02 4B024/DA06 4B024/EA04 4B024/FA02 4B024/FA10 4B024/GA05 
4B024/GA11 4B024/GA18 4B024/GA19 4B024/GA27 4B024/HA03 4B024/HA08 4B024/HA14 4B064
/AG01 4B064/AG27 4B064/CA02 4B064/CA10 4B064/CA19 4B064/CA20 4B064/CC24 4B064/CE12 
4B064/DA01 4B064/DA13 4B065/AA26X 4B065/AA93Y 4B065/AB01 4B065/AC14 4B065/BA02 4B065
/BA25 4B065/CA24 4B065/CA44 4B065/CA46 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 
4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA76 4H045/DA86 4H045/EA20 4H045/EA50 4H045/FA72 4H045
/FA74 4H045/GA26

代理人(译) 清水初衷

优先权 1997275302 1997-09-22 JP

其他公开文献 JP4106390B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：分离在肾小球系膜细胞中特异性表达的基因。 解决方
案：本发明提供在肾小球膜细胞中特异性表达的DNA，由DNA编码的蛋
白质，与蛋白质结合的抗体等。这些是肾小球膜细胞特有的，可用于鉴
定肾小球膜细胞，检测肾小球膜细胞的异常等。此外，从蛋白质的功能
阐明了肾小球膜细胞的功能，并且有望发展成与肾小球膜细胞相关疾病
的原因研究。还期望将其应用于与肾小球膜细胞相关的疾病的治疗，诊
断等。 【选择图】无

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/8244e983-5df6-4a2c-a8c3-7e4f25cf262c
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/038302456/publication/JP2007176950A?q=JP2007176950A

