
(57)【要約】

　本発明は、ここにおいて、分泌タンパク質として、特

にc1qドメイン含有タンパク質として同定された、INSP1

61と呼ばれる新規なタンパク質、並びに疾患の診断、予

防及び治療におけるこのタンパク質及びコード遺伝子由

来の核酸配列の使用に関連する。

【選択図】　図７
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (i) 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 8及 び ／ 又 は 配 列 番 号 10に 記 載 の ア ミ
ノ 酸 配 列 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド 、
　 (ii) 生 物 学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド と し て 機 能 す る 及 び ／ 又 は 上 記 (i)の ポ リ ペ プ チ ド
と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は
　 (iii) 上 記 (i)又 は (ii)と 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ の 項 目 (iii)に 記 載 の 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 2、 配 列
番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 8、 及 び ／ 又 は 配 列 番 号 10に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 で あ
り 、 か つ C1q及 び ／ 又 は コ ラ ー ゲ ン ド メ イ ン 含 有 ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 8、 及 び ／ 又 は 配 列 番 号 10に 記 載 の ア ミ ノ
酸 配 列 又 は そ の 活 性 フ ラ グ メ ン ト と 、 50％ を 越 え る 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 60％ 、 70％ 、
80％ 、 90%、 95％ 、 98％ 又 は 99％ を 越 え る 配 列 同 一 性 を 持 つ 、 請 求 項 1か ら 2の 何 れ か 1項 に
記 載 の 、 フ ラ グ メ ン ト 又 は 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 8、 及 び ／ 又 は 配 列 番 号 10に 記 載 の ア ミ ノ
酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド と 、 有 意 な 構 造 上 の 相 同 性 を 示 す 、 請 求 項 1か ら 3の 何 れ か 1項
に 記 載 の 、 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 8、 及 び ／ 又 は 配 列 番 号 10の 配 列 の 7又 は
そ れ よ り 多 い （ 例 え ば 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 ま た は そ れ 以 上 の ） ア ミ ノ 酸 残 基 か
ら 成 る 、 請 求 項 1の 項 目 (i)の ポ リ ペ プ チ ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 請 求 項 1か ら 4の 何
れ か 1項 に 記 載 の 、 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ か ら 5の い ず れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が ヒ ス チ ジ ン タ グ を 含 む 、 請 求 項 6に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 そ の 配 列 が 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 18、 及 び ／ 又 は 配 列 番 号 20
に 記 載 さ れ て あ る 、 請 求 項 7の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 1か ら 8の い ず れ か 1項 に 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 そ の 配 列 が 配 列 番 号 22、 及 び ／ 又 は 配 列 番 号 24に 記 載 さ れ て あ る 、 請 求 項 9の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 精 製 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 13
、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 21及 び ／ 又 は 配 列 番 号 23に 記 載 の 核 酸
配 列 を 含 む 、 又 は 前 記 か ら 成 る 、 請 求 項 11に 記 載 の 精 製 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 13
、 配 列 番 号 15、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 21及 び ／ 又 は 配 列 番 号 23に 記 載 の 核 酸
配 列 か ら 成 る 、 又 は そ の 重 複 等 価 配 列 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 11又 は 12に 記
載 の 精 製 核 酸 分 子 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
　 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の 下 で 、 請 求 項 11か ら 13の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 精 製 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 11か ら 14の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 15に 記 載 の ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 し た 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 、 リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 活 性 レ ベ ル を 、 増 加 又 は 減
少 さ せ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド へ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ の 生 物 学
的 作 用 も 誘 発 す る こ と な し に 結 合 す る 、 請 求 項 19に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 天 然 の 又 は 改 変 さ れ た 基 質 、 リ ガ ン ド 、 酵 素 、 レ セ プ タ ー 又 は 構 造 的 も し く は 機 能 的 模
擬 物 質 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 疾 患 の 治 療 又 は 診 断 に お い て 使 用 す る た め の 、 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ
ペ プ チ ド 、 請 求 項 11か ら 14の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 15に 記 載 の ベ ク タ ー 、
請 求 項 16に 記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 17又 は 18に 記 載 の リ ガ ン ド 、 又 は 請 求 項 19か ら 21の 何
れ か 1項 に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 患 者 に お け る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、 前 記 患 者 由 来 の 組 織 に お い て
、 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ
ル を 評 価 す る か 、 あ る い は 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 評 価
す る 工 程 及 び 、 前 記 発 現 又 は 活 性 の レ ベ ル を 、 コ ン ト ロ ー ル の レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 を 含
み 、 前 記 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル と 相 違 す る レ ベ ル は 疾 患 の 指 標 と な る 、 前 記 疾 患 の 診 断 方 法
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 イ ン ビ ト ロ で 行 う 、 請 求 項 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 (a) 請 求 項 17又 は 18に 記 載 の リ ガ ン ド を 生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 リ ガ ン ド -ポ リ ペ プ チ ド
複 合 体 を 生 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び (b) 前 記 複 合 体 を 検 出 す る 工
程 を 含 む 、 請 求 項 23又 は 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 （ i） 前 記 患 者 由 来 の 組 織 の サ ン プ ル を 、 核 酸 プ ロ ー ブ と 、 請 求 項 11か ら 14の 何 れ か 1項
に 記 載 の 核 酸 分 子 と 前 記 プ ロ ー ブ と の 間 で の ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、
　 （ ii） 上 記 工 程 a)に お い て 使 用 し た 条 件 と 同 じ 条 件 下 で 、 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル を 前 記
プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 工 程 、
　 （ iii） 前 記 サ ン プ ル に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ
で 、 前 記 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 レ ベ ル と は 異 な る ハ イ ブ リ ッ
ド 複 合 体 レ ベ ル が 前 記 患 者 サ ン プ ル で 検 出 さ れ る こ と が 疾 患 の 指 標 と な る 、 請 求 項 23又 は
24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 （ i） 前 記 患 者 の 組 織 由 来 の 核 酸 サ ン プ ル を 核 酸 プ ラ イ マ ー と 、 請 求 項 11か ら 14の 何 れ
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か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 と 前 記 プ ラ イ マ ー と の 間 で の ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に
す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、
　 （ ii） コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル を 前 記 プ ラ イ マ ー と 、 上 記 工 程 a)に お い て 使 用 し た 条 件 と
同 じ 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、
　 （ iii） 前 記 サ ン プ ル 核 酸 を 増 幅 す る 工 程 、 及 び
　 （ iv） 患 者 及 び コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル の 両 者 に 由 来 す る 増 幅 核 酸 の レ ベ ル を 検 出 す る 工
程 を 含 み 、 こ こ で コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル に お け る の 増 幅 核 酸 レ ベ ル と は 有 意 に 異 な る 増 幅
核 酸 レ ベ ル が 前 記 患 者 サ ン プ ル で 検 出 さ れ る こ と が 疾 患 の 指 標 と な る 、 請 求 項 23又 は 24に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 （ i） 疾 患 に つ い て テ ス ト す べ き 患 者 由 来 の 組 織 を 得 る 工 程 、
　 （ ii） 請 求 項 11か ら 14の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 前 記 組 織 サ ン プ ル か ら 単 離 す る
工 程 、 及 び
　 （ iii） 前 記 疾 患 の 指 標 と し て 、 前 記 疾 患 に 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 を 前 記 核 酸 分 子 で
検 出 す る こ と に よ り 、 疾 患 に つ い て 前 記 患 者 を 診 断 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 23又 は 24に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 更 に 、 前 記 核 酸 分 子 を 増 幅 し て 、 増 幅 生 成 物 を 生 成 す る 工 程 、 及 び 前 記 増 幅 生 成 物 で 突
然 変 異 の 有 無 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 28に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 患 者 に お け る 前 記 突 然 変 異 の 有 無 が 、 前 記 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ
ー ブ と 前 記 核 酸 分 子 と を 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 接 触 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖
分 子 を 生 成 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 前 記 ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 分 子 は 、 疾 患 と 関 連 す る 突
然 変 異 に 対 応 す る 任 意 の 部 分 に お い て 、 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ 鎖 の 未 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 部 分 を 有
す る 、 前 記 工 程 ； 及 び 前 記 疾 患 関 連 突 然 変 異 の 有 無 の 指 標 と し て 、 前 記 プ ロ ー ブ 鎖 の 未 ハ
イ ブ リ ダ イ ズ 部 分 の 有 無 を 検 出 す る 工 程 に よ っ て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 28又 は 29に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 疾 患 が 、 自 己 免 疫 疾 患 、 自 己 免 疫 内 耳 疾 患 、 迷 路 炎 、 メ ニ エ ー ル 病 及 び メ ニ エ ー ル
症 候 群 、 外 リ ン パ 又 は 迷 路 フ ィ ス テ ル 、 耳 鳴 、 神 経 変 性 疾 患 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 家 族 性 痴 呆 、 炎 症 、 微 生 物 感 染 、 細 菌 感 染 、 ウ イ ル ス 感 染 （ HI
V、 HTLV又 は MuLV感 染 ） 、 寄 生 虫 感 染 、 SLE、 糸 球 体 腎 炎 、 肥 満 、 糖 尿 病 、 シ ュ ミ ッ ト 骨 端
線 軟 骨 形 成 不 全 、 角 膜 内 皮 異 栄 養 症 、 後 部 多 形 性 角 膜 異 栄 養 症 （ PPCD） 、 フ ッ ク 内 皮 角 膜
異 栄 養 症 （ FECD） 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 、 壊 血 病 、 癌 、 胃 腸 管 支 質 腫 瘍 、 骨 肉 腫 、 軟 骨 芽
細 胞 腫 、 巨 細 胞 腫 瘍 、 脊 椎 骨 端 線 形 成 不 全 日 本 人 型 （ SMD） 、 骨 形 成 不 全 、 エ ー レ ル ス -ダ
ン ロ ー 症 候 群 、 頸 部 動 脈 切 開 に 対 す る 感 受 性 、 エ ー レ ル ス -ダ ン ロ ー 症 候 群 、 大 動 脈 動 脈
瘤 、 耳 脊 椎 巨 大 骨 端 形 成 不 全 、 聴 力 消 失 （ 聾 ） 、 バ イ セ ン バ ッ ハ ー -ツ ヴ ァ イ ミ ュ ー ラ ー
症 候 群 、 関 節 炎 、 骨 若 し く は 骨 格 の 疾 患 、 晩 発 性 網 膜 変 性 （ L-ORD） 、 年 齢 性 黄 斑 変 性 （ A
MD） 及 び ／ 又 は 失 明 で あ る 、 請 求 項 23か ら 30の 何 れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 疾 患 が 、 C1qド メ イ ン 及 び ／ 又 は コ ラ ー ゲ ン ド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 が 関 与 し て い
る 疾 患 で あ る 、 請 求 項 23か ら 30の 何 れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 、 C1qド メ イ ン 及 び ／ 又 は コ ラ ー ゲ
ン ド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 11か ら 14の 何 れ か 1項 に 記 載
の 核 酸 分 子 、 請 求 項 15に 記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 16に 記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 17又 は 18に
記 載 の リ ガ ン ド 又 は 請 求 項 19か ら 21の 何 れ か 1項 に 記 載 の 化 合 物 を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
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　 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 11か ら 14の 何 れ か 1項 に 記
載 の 核 酸 分 子 を 含 む 、 ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 自 己 免 疫 内 耳 疾 患 、 迷 路 炎 、 メ ニ エ ー ル 病 及 び メ ニ エ ー ル 症 候 群 、 外 リ
ン パ 又 は 迷 路 フ ィ ス テ ル 、 耳 鳴 、 神 経 変 性 疾 患 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー
キ ン ソ ン 病 、 家 族 性 痴 呆 、 炎 症 、 微 生 物 感 染 、 細 菌 感 染 、 ウ イ ル ス 感 染 （ HIV、 HTLV又 は M
uLV感 染 ） 、 寄 生 虫 感 染 、 SLE、 糸 球 体 腎 炎 、 肥 満 、 糖 尿 病 、 シ ュ ミ ッ ト 骨 端 線 軟 骨 形 成 不
全 、 角 膜 内 皮 異 栄 養 症 、 後 部 多 形 性 角 膜 異 栄 養 症 （ PPCD） 、 フ ッ ク 内 皮 角 膜 異 栄 養 症 （ FE
CD） 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 、 壊 血 病 、 癌 、 胃 腸 管 支 質 腫 瘍 、 骨 肉 腫 、 軟 骨 芽 細 胞 腫 、 巨 細
胞 腫 瘍 、 脊 椎 骨 端 線 形 成 不 全 日 本 人 型 （ SMD） 、 骨 形 成 不 全 、 エ ー レ ル ス -ダ ン ロ ー 症 候 群
、 頸 部 動 脈 切 開 に 対 す る 感 受 性 、 エ ー レ ル ス -ダ ン ロ ー 症 候 群 、 大 動 脈 動 脈 瘤 、 耳 脊 椎 巨
大 骨 端 形 成 不 全 、 聴 力 消 失 （ 聾 ） 、 バ イ セ ン バ ッ ハ ー -ツ ヴ ァ イ ミ ュ ー ラ ー 症 候 群 、 関 節
炎 、 骨 若 し く は 骨 格 の 疾 患 、 晩 発 性 網 膜 変 性 （ L-ORD） 、 年 齢 性 黄 斑 変 性 （ AMD） 及 び ／ 又
は 失 明 の 治 療 を 目 的 と す る 医 薬 の 製 造 で 使 用 す る 、 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 11か ら 14の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 15に 記 載 の ベ ク タ ー
、 請 求 項 16に 記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 17又 は 18に 記 載 の リ ガ ン ド 、 又 は 請 求 項 19か ら 21の
何 れ か 1項 に 記 載 の 化 合 物 、 又 は 請 求 項 34に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 C1qド メ イ ン 及 び ／ 又 は コ ラ ー ゲ ン ド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 が 関 与 す る 疾 患 の 治 療 を 目
的 と す る 医 薬 の 製 造 で 使 用 す る 、 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求
項 11か ら 14の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 15に 記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 16に 記 載
の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 17又 は 18に 記 載 の リ ガ ン ド 、 請 求 項 19か ら 21の 何 れ か 1項 に 記 載 の 化
合 物 、 又 は 請 求 項 34に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 患 者 で 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 患 者 に 、 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 11か ら 14の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 15に 記 載 の ベ ク タ
ー 、 請 求 項 16に 記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 17又 は 18に 記 載 の リ ガ ン ド 、 請 求 項 19か ら 21の 何
れ か 1項 に 記 載 の 化 合 物 、 又 は 請 求 項 34に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記
疾 患 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 天 然 の 遺 伝 子 の 発 現 又 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 健 康 な 患 者 で
の 発 現 又 は 活 性 の レ ベ ル と 比 較 し た と き 、 疾 患 を も つ 患 者 で 低 く な る 疾 患 に 対 し て 前 記 患
者 に 投 与 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 ベ ク タ ー 、 リ ガ ン ド 、 化 合 物 又 は 組 成 物 が ア ゴ
ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 38に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 天 然 の 遺 伝 子 の 発 現 又 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 健 康 な 患 者 で
の 発 現 又 は 活 性 の レ ベ ル と 比 較 し た と き 、 疾 患 を も つ 患 者 で 高 く な る 疾 患 に 対 し て 前 記 患
者 に 投 与 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 ベ ク タ ー 、 リ ガ ン ド 、 化 合 物 又 は 組 成 物 が ア ン
タ ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 38に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 患 者 で 疾 患 の 治 療 措 置 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 患 者 由 来 の 組 織 に お け る 、 請
求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 活 性 レ ベ ル 、 又 は 請 求 項 11か ら
14の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 の 発 現 レ ベ ル を 、 所 定 期 間 に わ た っ て モ ニ タ ー す る 工 程
を 含 み 、 こ こ で 前 記 発 現 又 は 活 性 レ ベ ル が 、 前 記 所 定 期 間 に わ た っ て コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル
に 対 し て 変 化 す る こ と が 、 前 記 疾 患 の 後 退 を 表 す 指 標 で あ る 、 前 記 治 療 措 置 を モ ニ タ ー す
る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 疾 患 の 治 療 及 び /又 は 診 断 に お い て 有 効 な 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 1か ら
10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 11か ら 14の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子
を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 分 子 に 対 し て 結 合 親 和 性 を 有 す る と 思 わ れ る 、 1種 又 は そ
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れ 以 上 の 化 合 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び 前 記 核 酸 分 子 又 は ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合
す る 化 合 物 を 選 別 す る 工 程 を 含 む 、 前 記 有 効 な 化 合 物 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 疾 患 の 診 断 に 有 用 な キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 キ ッ ト が 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 請 求
項 11か ら 14の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む
第 一 の 容 器 ； 前 記 核 酸 分 子 の 増 幅 に 有 用 な プ ラ イ マ ー を 含 む 第 二 の 容 器 ； 及 び 該 疾 患 の 診
断 を 容 易 に す る た め に 前 記 プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と に つ い て の 指 示 を 含 む
、 前 記 診 断 に 有 用 な キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 更 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い RNAを 消 化 す る た め の 薬 剤 を 納 め た 第 三 の 容 器 を 含 む
、 請 求 項 43に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 核 酸 分 子 の ア レ イ を 含 み 、 そ の 少 な く と も 一 つ が 、 請 求 項 11か ら 14の 何 れ か 1項 に 記 載
の 核 酸 分 子 で あ る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 、 1種 又 は そ れ 以 上 の 抗 体
、 及 び 前 記 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 結 合 反 応 の 検 出 に 有 用 な 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 1か ら 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 高 め る か 、 低 下 さ せ る
か 、 又 は こ れ を 発 現 し な い よ う に 形 質 転 換 さ れ て い る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 又 は ノ ッ ク ア
ウ ト 非 -ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 47に 記 載 の 非 -ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 、 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 か つ 前
記 動 物 の 疾 患 に 及 ぼ す 前 記 化 合 物 の 作 用 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 疾 患 の 治 療 に 有 効 な 化
合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
［ 技 術 分 野 ］
　 本 発 明 は 、 こ こ に お い て 、 分 泌 タ ン パ ク 質 と し て 、 特 に c1qド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 と
し て 同 定 さ れ た 、 INSP161と 呼 ば れ る 新 規 な タ ン パ ク 質 、 並 び に 疾 患 の 診 断 、 予 防 及 び 治
療 に お け る こ の タ ン パ ク 質 及 び コ ー ド 遺 伝 子 由 来 の 核 酸 配 列 の 使 用 に 関 連 す る 。
　 こ こ に 引 用 す る 全 て の 刊 行 物 、 特 許 及 び 特 許 出 願 は 、 そ の 全 体 を こ こ に 参 考 文 献 と し て
組 み 入 れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
［ 背 景 技 術 ］
　 機 能 ゲ ノ ム 学 の 時 代 が 、 機 を 熟 し た こ と か ら 、 薬 物 発 見 の プ ロ セ ス は 、 現 在 根 本 的 な 変
革 期 に あ る 。 「 機 能 ゲ ノ ム 学 (functional genomics)」 な る 用 語 は 、 対 象 と す る タ ン パ ク
質 配 列 に 機 能 を 帰 属 さ せ る た め の バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス 手 段 を 利 用 す る 方 法 に 適 用
さ れ る 。 配 列 デ ー タ 発 生 速 度 が 、 研 究 室 の 、 こ れ ら タ ン パ ク 配 列 に 機 能 を 帰 属 さ せ る 能 力
を 、 凌 駕 し て い る こ と か ら 、 こ の よ う な 手 段 が 、 益 々 必 要 と な っ て き て い る 。
　 バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス 手 段 の 能 力 及 び 精 度 が 高 ま る に つ れ て 、 こ れ ら の 手 段 は 、
迅 速 に 、 生 化 学 的 な 特 徴 付 け に 関 す る 従 来 の 技 術 に 取 っ て 代 り つ つ あ る 。 事 実 、 本 発 明 を
同 定 す る に 際 し て 使 用 し て い る 、 最 新 の バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス 手 段 は 、 高 度 に 信 頼
す る こ と の で き る 、 結 果 を 出 す こ と を 可 能 と す る 。
　 様 々 な 機 関 及 び 工 業 的 な 組 織 体 が 、 配 列 デ ー タ を 検 討 し て い る 。 と い う の は 、 こ れ ら が
利 用 可 能 で あ り 、 し か も 多 大 な 発 見 が 、 継 続 的 に な さ れ て い る か ら で あ る 。 し か し な が ら
、 更 な る 遺 伝 子 及 び こ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド を 、 研 究 の 目 的 及 び 薬 物 発 見 の 目 的
で 同 定 し 、 か つ 特 徴 付 け す る た め の 、 絶 え 間 な い 需 要 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 製 造 し 、 ま た 分 泌 す る 細 胞 の 能 力 は 、 多 く の 生 物 学 的 な 過 程 に と っ
て 中 心 と な る も の で あ る 。 酵 素 、 成 長 因 子 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 及 び シ グ ナ ル
発 生 分 子 は 、 全 て 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る 。 こ れ は 、 分 泌 小 胞 と 細 胞 膜 と の 融 合 を 通 し て
行 わ れ る 。 全 て の 場 合 で は な い が 、 多 く の 場 合 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 小 胞 体 に 導 か れ 、
シ グ ナ ル ペ プ チ ド に よ っ て 分 泌 小 胞 に 送 ら れ る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 細 胞 質 か ら 膜 結 合
区 画 、 例 え ば 分 泌 小 胞 ま で の 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 輸 送 に 影 響 を 与 え る 、 シ ス 作 用 配 列 で あ
る 。 分 泌 小 胞 に 送 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 分 泌 さ れ る か 、 あ る い は
細 胞 膜 内 に 保 持 さ れ る 。 細 胞 膜 内 に 保 持 さ れ る 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 1又 は そ れ 以 上 の 貫 膜
ド メ イ ン を 持 つ で あ ろ う 。 細 胞 の 機 能 発 揮 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 演 じ る 、 分 泌 タ ン パ ク
質 の 例 は 、 サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (接 着 性 分 子 )、 プ ロ
テ ア ー ゼ 、 及 び 成 長 並 び に 分 化 因 子 で あ る 。 こ れ ら タ ン パ ク 質 の 特 性 に 関 す る 幾 つ か の 説
明 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】

　 c1qフ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 球 状 ト リ マ ー C-末 端 ド メ イ ン （ gC1qと し て 知 ら れ て い
る ） を 特 徴 と す る 。 結 晶 学 的 研 究 に よ っ て 、 TNF及 び マ ウ ス ACRP30の 球 状 c1qド メ イ ン は 、
近 縁 な 三 次 構 造 及 び ト リ マ ー 編 成 を 有 す る こ と が 明 ら か に な り 、 進 化 に お け る 連 関 が 示 唆
さ れ た 。 も っ と も よ く 知 ら れ て い る 前 記 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は c1q自 体 で あ り 、 c1qは 18
本 の 鎖 を 含 む ブ ー ケ 様 分 子 で あ る 。 c1qは 免 疫 複 合 体 を 認 識 す る こ と が 示 さ れ 、 古 典 的 補
体 経 路 を 活 性 化 す る こ と が 分 か っ て い る （ Kishore & Reid, 2000, Immunopharmacology 4
9:159-170） 。
　 c1qは 、 血 清 補 体 系 を 活 性 化 す る C1酵 素 複 合 体 の サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る 。 前 記 は 、 A、 Bお
よ び C鎖 （ N-末 端 の 非 ヘ リ ッ ク ス 領 域 か ら 成 る 共 通 構 造 を 共 有 す る ） を 有 す る 9ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 ダ イ マ ー 、 三 重 ヘ リ ッ ク ス （ コ ラ ー ゲ ン 性 ） 領 域 、 お よ び c1qド メ イ ン と 呼 ば れ る C
-末 端 球 状 頭 部 を 含 む （ Smith et al. Biochem. J. 1994. 301:249-256） 。 c1qお よ び TNF
の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 宿 主 の 防 御 、 炎 症 、 ア ポ ト ー シ ス 、 自 己 免 疫 、 細 胞
分 化 、 器 官 形 成 、 冬 眠 及 び イ ン ス リ ン 耐 性 肥 満 に 必 要 と さ れ る 。 5つ の 厳 密 に 保 存 さ れ た
残 基 が c1qフ ァ ミ リ ー で 同 定 さ れ た （ Kishore et al. Trends in Immunology 2004. 25(10
):551-561） 。 c1qド メ イ ン の 各 々 は 、 2つ の 5本 鎖 β シ ー ト ［ （ A'、 A、 H、 C、 F） お よ び （
B'、 B、 G、 D、 E） （ 各 々 は ア ン チ パ ラ レ ル 鎖 か ら 構 成 さ れ る ） ］ か ら 成 る 、 ゼ リ ー ロ ー ル
の 局 所 構 造 を 有 す る 10鎖 β サ ン ド イ ッ チ の 折 り た た み を 見 せ て い る 。 β 鎖 は 、 β 鎖 を 連 結
す る ル ー プ と は 対 照 的 に （ ル ー プ は 顕 著 な 変 動 性 を 示 す ） 、 種 々 の c1qド メ イ ン で 強 力 に
（ 向 き お よ び サ イ ズ と 比 較 し て ） 保 存 さ れ て い る 。 c1qド メ イ ン 内 に は 良 好 に 保 存 さ れ て
い る ド メ イ ン が 存 在 す る 。 す な わ ち 、 芳 香 族 モ チ ー フ は ド メ イ ン の 最 初 の 半 分 内 に 位 置 し
、 他 方 の 保 存 領 域 は C-末 端 の 先 端 近 く に 位 置 す る 。
　 c1qお よ び TNFフ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 は 類 似 す る 遺 伝 子 構 造 を 有 す る 。 そ れ ら の c1qま た
は THDド メ イ ン は 各 々 1つ の エ ク ソ ン 内 で コ ー ド さ れ 、 一 方 、 両 フ ァ ミ リ ー の イ ン ト ロ ン は
そ れ ぞ れ の N-末 端 の コ ラ ー ゲ ン ま た は 茎 状 部 領 域 に 限 定 さ れ る 。 ゼ リ ー ロ ー ル 構 造 は 植 物
ウ イ ル ス お よ び 哺 乳 類 の ピ コ ル ナ ウ イ ル ス （ 口 蹄 疫 ウ イ ル ス お よ び ポ リ オ ウ イ ル ス を 含 む
） の キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 と 極 め て 類 似 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 c1q含 有 タ ン パ ク 質 に は 以 下 が 含 ま れ る ：
－ 補 体 c1qの サ ブ 成 分 A、 B及 び C鎖 。 効 率 的 な C1の 活 性 化 は 、 c1qの 球 状 頭 部 と 免 疫 複 合 体
に 存 在 す る IgGま た は IgMの Fc領 域 と の 相 互 作 用 に よ り 生 じ る 。
－ 脊 椎 動 物 の 短 鎖 コ ラ ー ゲ ン VIII型 、 角 膜 内 皮 細 胞 の 基 底 膜 の 主 要 な 成 分 。 c1qド メ イ ン
を 含 む 短 い N-末 端 お よ び よ り 大 き な C-末 端 小 球 体 間 に 存 在 す る 三 重 ヘ リ ッ ク ス ド メ イ ン を
含 む 。
－ 脊 椎 動 物 の コ ラ ー ゲ ン X型 （ コ ラ ー ゲ ン VIII型 と 同 じ 構 造 を 有 す る ） 。 前 記 は 肥 厚 性 軟
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骨 細 胞 （ chondrotocyte） の 生 成 物 で あ る 。
－ ブ ル ー ギ ル 内 耳 特 異 的 構 造 タ ン パ ク 質 。 こ の 短 鎖 コ ラ ー ゲ ン は 、 平 衡 砂 膜 内 の 微 小 構 造
マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る 。
－ シ マ リ ス の 冬 眠 関 連 血 漿 タ ン パ ク 質 HP-20、 HP-25お よ び HP-27。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は
冬 眠 中 に 特 異 的 に 血 中 か ら 消 失 す る 。 前 記 タ ン パ ク 質 は N-末 端 及 び C-末 端 の c1qド メ イ ン
近 く に コ ラ ー ゲ ン 様 ド メ イ ン を 含 む 。
－ ヒ ト の プ レ セ レ ベ リ ン 、 前 記 は プ ル キ ン エ 細 胞 の シ ナ プ ス 後 構 造 内 に 位 置 し 、 お そ ら く
膜 に 結 合 し て い る 。 セ レ ベ リ ン は シ ナ プ ス の 活 動 に 必 要 と さ れ る 。
－ ラ ッ ト の プ レ セ レ ベ リ ン 様 糖 タ ン パ ク 質 、 お そ ら く は 膜 タ ン パ ク 質 。 c1qド メ イ ン は C-
末 端 の 細 胞 外 先 端 に 位 置 す る 。
－ ヒ ト 内 皮 細 胞 マ ル チ メ リ ン （ ECM） 、 血 小 板 因 子 V/VAの た め の 担 体 タ ン パ ク 質 。
－ 脊 椎 動 物 の 30kD脂 肪 細 胞 補 体 関 連 タ ン パ ク 質 （ ACRP30） （ ApM1ま た は ア ジ ポ Qと し て も
知 ら れ て い る ） 。
　 C1qは 、 古 典 的 経 路 に よ っ て 駆 動 さ れ る 先 天 的 な 免 疫 と IgGま た は IgM仲 介 後 天 的 免 疫 と
の 間 の 連 関 を 示 す （ c1qお よ び 腫 瘍 壊 死 因 子 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー は 以 下 の 文 献 で 概 説 さ れ
て い る ： Kishore et al. Trends in Immunology 2004. 25(10):551-561） 。 IgGま た は IgM
含 有 免 疫 複 合 体 は c1qド メ イ ン と 結 合 し 、 コ ラ ー ゲ ン 領 域 内 に 配 座 性 変 化 を 引 き 起 こ す 。 c
1qは 、 抗 菌 防 御 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 除 去 を 介 し て の 免 疫 寛 容 の 維 持 、 食 菌 作 用 、 レ ト ロ
ウ イ ル ス の 中 和 、 細 胞 接 着 、 並 び に 、 多 量 の リ ガ ン ド ［ 例 え ば あ る 種 の レ ト ロ ウ イ ル ス の
エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 、 β ア ミ ロ イ ド 原 線 維 、 リ ポ 多 糖 類 （ LPS） 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 由
来 の ポ リ ン 、 リ ン 脂 質 （ PL） ア ポ ト ー シ ス 細 胞 及 び い く つ か の 急 性 期 反 応 物 （ ペ ン ト ラ キ
シ ン を 含 む ） ］ の 作 用 を 介 す る 樹 状 突 起 細 胞 （ DC） 、 B細 胞 お よ び 線 維 芽 細 胞 の 調 節 に お
い て 必 要 と さ れ る （ Kishore et al.） 。 ほ と ん ど 全 て の リ ガ ン ド が ヘ テ ロ ト リ マ ー c1qド
メ イ ン （ 長 さ が 約 140残 基 ） に よ っ て 認 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 c1qド メ イ ン は 以 下 を 含 む そ の 他 の 種 々 の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る ：
－ C-反 応 性 タ ン パ ク 質 （ CRP） （ 主 要 な 急 性 期 反 応 物 ） 。 CRPは ク ロ マ チ ン と 結 合 し 、 壊 死
細 胞 由 来 の 染 色 体 性 物 質 の 除 去 に 主 要 な 役 割 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。
－ SAP、 前 記 は 補 体 の 活 性 化 を も た ら す 。
－ PTX3、 前 記 は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 上 で の 補 体 の 活 性 化 を 仲 介 す る 。
－ デ コ リ ン 、 前 記 は 組 織 中 で の 古 典 的 経 路 の 活 性 化 を 調 節 す る 。
－ 脂 質 A、 LPSお よ び ポ リ ン を 介 す る グ ラ ム 陰 性 細 菌 の タ ン パ ク 質 。 Ompk36（ 肺 炎 杆 菌 （ Kl
ebsiella pneumoniae） 由 来 ） は c1qと の 結 合 に つ い て IgGと 直 接 的 に 競 合 す る 。
－ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 （ エ ン ベ ロ ー プ を も つ も の 及 び も た な い も の ） 、 例 え ば HIV-1の エ
ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 gp41、 HTLV-1の gp21、 及 び MuLVの p15e。 c1qド メ イ ン の ウ イ ル ス と
の 結 合 は ウ イ ル ス の 中 和 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 し か し な が ら 、 c1q－ gp41相 互 作 用 は
、 ウ イ ル ス の 溶 解 の 代 わ り に 補 体 ‐ レ セ プ タ ー ‐ 保 持 細 胞 の 感 染 の 増 強 を も た ら す 。 HTLV
-1ペ プ チ ド と c1qド メ イ ン と の 間 の 相 互 作 用 は 、 合 胞 体 形 成 に 必 要 な 融 合 プ ロ セ ス に 影 響
を 与 え る 可 能 性 が あ る 。
－ ア ポ ト ー シ ス 細 胞 上 の ペ ン ト ラ キ シ ン 。 c1q欠 損 は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 除 去 の 障 害 の 結
果 と し て SLEを 引 き 起 こ し え る 。 ア ポ ト ー シ ス ケ ラ チ ノ サ イ ト の 表 面 の 小 水 胞 お よ び 末 梢
血 単 核 球 （ こ れ ら は 自 己 抗 原 を 含 ん で い る ） は SLEで 標 的 と さ れ る 。 c1qノ ッ ク ア ウ ト マ ウ
ス （ 免 疫 沈 着 物 に よ る 糸 球 体 腎 炎 を 有 す る ） で は 、 多 数 の ア ポ ト ー シ ス 体 が ま た 病 変 を も
つ 糸 球 体 に 存 在 す る 。 c1qは ま た ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 効 率 的 な 認 識 及 び 生 理 学 的 な 除 去 に
お い て オ プ ソ ニ ン と し て 機 能 す る こ と に よ っ て 自 己 免 疫 を 防 御 し 、 し た が っ て 免 疫 寛 容 の
維 持 に 必 要 と さ れ る 可 能 性 が あ る 。
－ β ア ミ ロ イ ド 及 び 家 族 性 痴 呆 ペ プ チ ド （ N-末 端 領 域 ） 。 古 典 的 経 路 の 活 性 化 は 神 経 炎 性
局 面 の 炎 症 を も た ら す 。
－ カ ル ジ オ リ ピ ン 及 び 他 の 陰 イ オ ン 性 PL、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 及 び 壊 死 細 胞 の 除 去 に お け る
可 能 な 役 割 が 示 唆 さ れ る 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 c1qサ ブ 成 分 の C-末 端 球 状 ド メ イ ン 並 び に コ ラ ー ゲ ン VIII型 及 び X型 は 、 三 重 ヘ リ ッ ク ス
の 正 確 な 折 り た た み と ア ラ イ ン メ ン ト の た め 及 び タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 認 識 事 象 の た め
に 重 要 で あ る 。 コ ラ ー ゲ ン X型 に つ い て は 、 前 記 ド メ イ ン は 、 正 確 な タ ン パ ク 質 の ア ッ セ
ン ブ リ ー の 開 始 及 び 維 持 の た め に 重 要 で あ る と い わ れ て い る （ Kwan et al. J. Cell Biol
. 1991 114:597-604） 。 ア ジ ポ ネ ク チ ン の 場 合 、 c1qド メ イ ン は 、 完 全 長 の ア ジ ポ ネ ク チ
ン よ り も は る か に 強 力 に 高 血 糖 症 お よ び 高 イ ン ス リ ン 血 症 を 緩 和 す る こ と が で き る 。 ア ジ
ポ ネ ク チ ン は 、 成 熟 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 機 能 を そ れ ら の 食 作 用 活 性 及 び LPS誘 発 TNF-α 産 生
を 阻 害 す る こ と に よ っ て 抑 制 し 、 し た が っ て 炎 症 を 消 散 さ せ え る こ と が 示 さ れ た 。 ア ジ ポ
ネ ク チ ン は ま た 、 肥 満 マ ウ ス の 筋 肉 内 及 び 肝 臓 内 の ト リ グ リ セ リ ド 含 有 量 を 減 少 さ せ る こ
と に よ っ て 肥 満 に 付 随 す る イ ン ス リ ン 耐 性 を 復 帰 さ せ る こ と が 示 さ れ た 。 ア ジ ポ ネ ク チ ン
の 減 少 は 、 肥 満 及 び ２ 型 糖 尿 病 の マ ウ ス モ デ ル に お け る イ ン ス リ ン 耐 性 の 発 生 に 関 係 し て
い る 。 成 長 板 異 常 （ “ シ ュ ミ ッ ト 骨 端 線 軟 骨 形 成 不 全 ” と 称 さ れ る ） に 付 随 す る 軽 度 の 常
染 色 体 障 害 は 、 コ ラ ー ゲ ン X型 の c1qド メ イ ン に お け る ミ ス セ ン ス 変 異 に 付 随 し て い る （ 前
記 変 異 は 疎 水 性 コ ア を 破 壊 し ト リ マ ー の ア ッ セ ン ブ リ ー を 混 乱 さ せ る ） 。 CTRP5の C1qド メ
イ ン に お け る 特 異 的 な 変 異 は 晩 発 性 網 膜 変 性 に 付 随 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 c1qフ ァ ミ リ ー は ま た 、 い く つ か の コ ラ ー ゲ ン 形 成 性 メ ン バ ー （ 例 え ば CRF、 ACRP30並 び
に コ ラ ー ゲ ン VII型 及 び X型 ） 及 び 2つ の 非 コ ラ ー ゲ ン 形 成 性 メ ン バ ー （ プ レ セ レ ベ リ ン 及
び マ ル チ メ リ ン ） を 含 む 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 種 々 の 器 官 で 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 部 分
を 形 成 す る 。 ACRP30は 、 イ ン ス リ ン に 応 答 し 脂 肪 組 織 に よ っ て 合 成 さ れ る 豊 富 な 血 清 蛋 白
質 で あ り 、 肥 満 マ ウ ス お よ び ヒ ト で ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 こ の こ と は 、 エ ネ ル ギ ー
代 謝 に お け る 役 割 を 示 唆 し て い る （ Bodmer et al. 2002. Trends in Biochem. Sci. 27(1
):19-26） 。
　 コ ラ ー ゲ ン ド メ イ ン は 、 結 合 組 織 構 造 の 形 成 に 必 要 な 一 般 的 に は 細 胞 外 構 造 タ ン パ ク 質
で あ る コ ラ ー ゲ ン で 見 出 さ れ る 。 前 記 ド メ イ ン は 、 三 重 ヘ リ ッ ク ス を 形 成 す る 20コ ピ ー の
G-X-Yリ ピ ー ト を 含 む 。 前 記 リ ピ ー ト の 最 初 の 位 置 は グ リ シ ン で あ り 、 第 二 及 び 第 三 の 位
置 は 任 意 の 残 基 で あ る が し ば し ば プ ロ リ ン 及 び ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン で あ る 。 コ ラ ー ゲ ン は
翻 訳 後 に プ ロ リ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ に よ っ て 修 飾 さ れ ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 残 基 を 形 成 す る
。 不 完 全 な ヒ ド ロ キ シ ル 化 は 壊 血 病 の 原 因 で あ る 。 コ ラ ー ゲ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の い く
つ か の メ ン バ ー は 結 合 組 織 構 造 に 必 要 で は な い が 、 同 じ 三 重 ヘ リ ッ ク ス 構 造 を 共 有 す る 。
ヒ ト 線 維 芽 細 胞 に 対 す る c1qの 抗 増 殖 性 （ G1期 有 糸 分 裂 停 止 ） 及 び 前 ア ポ ト ー シ ス 作 用 は
、 カ ル レ チ ク リ ン -CD91複 合 体 を 通 じ て 前 記 コ ラ ー ゲ ン 領 域 に よ っ て 仲 介 さ れ る 。 こ の 相
互 作 用 は 、 p38 MAPKの 活 性 化 、 NF-κ B活 性 、 並 び に マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 前 炎 症 性 サ イ
ト カ イ ン 及 び ケ モ カ イ ン の 産 生 を 高 め る 。
　 C1qド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 の 活 性 の 改 変 は し た が っ て 疾 患 の 表 現 型 を 変 化 さ せ る 手 段
を 提 供 し 、 し た が っ て 、 こ の タ イ プ の 新 規 な タ ン パ ク 質 の 同 定 は 、 そ れ ら が 上 記 で 特 定 し
た 疾 患 と 同 様 に 他 の 症 状 に つ い て も 治 療 の 開 発 に 役 割 を 果 た す か 又 は 有 用 で あ り え る の で
極 め て 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 INSP161ポ リ ペ プ チ ド は 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ り 、 特 に c1qド メ イ ン 含 有 タ ン パ
ク 質 で あ る と い う 発 見 に 基 づ く も の で あ る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 局 面 に 係 る 一 態 様 で は 、 以 下 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る ：
(i) 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 8及 び /又 は 配 列 番 号 10に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成
る ポ リ ペ プ チ ド ；
(ii) 生 物 学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド と し て 機 能 し 、 及 び ／ 又 は 上 記 (i)の ポ リ ペ プ チ ド と
共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は
(iii) 上 記 (i)又 は (ii)と 機 能 的 に 等 価 な も の と し て の ポ リ ペ プ チ ド 。
　 配 列 番 号 2に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 で は “ INSP161成 熟 ポ リ ペ プ チ ド
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” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 4に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP161-Aポ リ
ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 6に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP1
61-Bポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 8に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で
は “ INSP161-Cポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 10に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド は 以 下 で は “ c1qポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 12に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド は 以 下 で は “ ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161成 熟 ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 14
に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161-Aポ リ ペ プ チ ド
” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 16に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ ヒ ス チ ジ ン タ
グ INSP161-Bポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 18に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
は 以 下 で は “ ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161-Cポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 20に 記 載 の
配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ ヒ ス チ ジ ン タ グ c1qポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に ヒ ス チ ジ ン タ グ を 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記
ヒ ス チ ジ ン タ グ は ポ リ ペ プ チ ド の C-末 端 に 見 出 さ れ る 。 好 ま し く は 、 前 記 ヒ ス チ ジ ン タ グ
は 1－ 10の ヒ ス チ ジ ン 残 基 （ 例 え ば 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9又 は 10残 基 ） を 含 む 。 よ り
好 ま し く は 、 前 記 ヒ ス チ ジ ン タ グ は 6個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 を 含 む 。 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド
は し た が っ て 、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 18及 び ／ 又 は 配 列 番 号 20
に 記 載 の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 好 ま し く は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 12
、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 18及 び ／ 又 は 配 列 番 号 20に 記 載 の 配 列 か ら 成 る 。
　 本 出 願 人 は こ の 理 論 に 拘 束 さ れ る こ と を 望 ま な い が 、 INSP161成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 及 び ヒ
ス チ ジ ン タ グ INSP161成 熟 ポ リ ペ プ チ ド （ そ れ ぞ れ 配 列 番 号 2及 び 12） は さ ら に そ の N-末 端
に 長 さ が 37ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 む と 仮 定 す る 。
　 こ の 仮 定 シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る INSP161成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 22に 記 載 さ れ
て い る 。 こ の 仮 定 シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は
配 列 番 号 24に 記 載 さ れ て い る 。
　 配 列 番 号 22に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP161ポ リ ペ プ チ ド ” と
称 さ れ る 。 配 列 番 号 24に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ ヒ ス チ ジ ン タ グ IN
SP161ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ INSP161ポ リ ペ プ チ ド ” と い う 用 語 に は 、 INSP161成 熟 ポ リ ペ プ
チ ド 、 INSP161-Aポ リ ペ プ チ ド 、 INSP161-Bポ リ ペ プ チ ド 、 INSP161-Cポ リ ペ プ チ ド 、 c1qポ
リ ペ プ チ ド 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161-Aポ リ ペ
プ チ ド 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161-B成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161-Cポ リ ペ プ
チ ド 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ c1qポ リ ペ プ チ ド 、 INSP161ポ リ ペ プ チ ド 及 び ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP16
1ポ リ ペ プ チ ド を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 上 述 の 局 面 の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド は c1qド メ イ ン 含 有
タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は コ ラ ー ゲ ン ド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 と し て 機 能 す る 。
　 “ c1qド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 と し て 機 能 す る ” と は 、 c1qド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 フ ァ
ミ リ ー の ポ リ ペ プ チ ド 内 で 保 存 さ れ て い る 特 性 と し て 特 定 す る こ と が で き る ア ミ ノ 酸 配 列
又 は 構 造 的 特 性 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 特 に 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 内 の 特 定 の 位 置 に ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 を 可 能 に す る シ ス テ イ ン 残 基 が 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。 C1q自 体
と 同 様 に 、 INSP161ポ リ ペ プ チ ド は 免 疫 機 能 を 持 も つ こ と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は
ま た 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 部 分 と し て 機 能 し え る 。 前 記 タ ン パ ク 質 は ま た 骨 又 は 軟 骨 形 成
に お い て 機 能 し 、 さ ら に エ ネ ル ギ ー 代 謝 を 修 復 ま た は エ ネ ル ギ ー 代 謝 で 役 割 を 果 た す こ と
が で き る 。
　 “ コ ラ ー ゲ ン ド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 と し て 機 能 す る ” と は 、 コ ラ ー ゲ ン ド メ イ ン 含 有
タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の ポ リ ペ プ チ ド 内 で 保 存 さ れ て い る 特 性 と し て 特 定 す る こ と が で き
る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 構 造 的 特 性 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 特 に 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 内 の
特 定 の 位 置 に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 を 可 能 に す る シ ス テ イ ン 残 基 が 存 在 す る こ と を 意 味
す る 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 INSP161は 、 内 耳 特 異 的 構 造 タ ン パ ク 質 （ SwissProt Acc. Code:COLE_LEPMA; Davis et 
al. 1995. Science 267:1031-1034） 、 魚 類 の 平 衡 砂 中 の オ ト リ ン -1（ SwissProt Acc. Co
de:OTO1_ONCKE; Murayama et al. 2002. Eur. J. Biochem 269:688-696） 、 ヒ ト ア ル フ ァ
１ 及 び ア ル フ ァ ２ （ VIII） 鎖 （ COL8A1, SwissProt Acc. Code:CA18_HUMAN及 び COL8A2, Sw
issProt Acc. Code:CA28_HUMAN; Muragaki et al. 1991. Eur. J. Biochem 197:615-622;
 Ota et al. 2004. Nat. Genet. 36:40-45） 、 コ ラ ー ゲ ン ア ル フ ァ １ （ X） 鎖 前 駆 体 （ COL
10A1, SwissProt Acc. Code: CA1A_HUMAN; Thomas et al. 1991. Biochem. J. 280:617-6
23） 、 ア ジ ポ ネ ク チ ン （ SwissProt Acc. Code:APM1_HUMAN） 、 補 体 c1q腫 瘍 壊 死 因 子 関 連
タ ン パ ク 質 ３ （ CORS26; SwissProt Acc. Code:CQT3_HUMAN） 、 補 体 c1q腫 瘍 因 子 関 連 タ ン
パ ク 質 ５ （ UNQ303; SwissProt Acc. Code: CQT5_HUMAN） 、 及 び ヒ ト ミ ト コ ン ド リ ア 熱 タ
ン パ ク 質 （ WO03/087768） と 構 造 的 （ 図 ７ ） 及 び ア ミ ノ 酸 レ ベ ル （ 図 １ ） の 両 方 で 関 連 を
有 す る こ と が 示 さ れ た 。
　 内 耳 特 異 的 構 造 タ ン パ ク 質 は 、 お そ ら く 嚢 状 上 皮 の 外 側 周 縁 に 存 在 す る 特 殊 化 さ れ た 分
泌 性 支 持 細 胞 の 平 衡 砂 膜 内 の 微 小 構 造 マ ト リ ッ ク ス を 形 成 す る 。 オ ト リ ン -1は 平 衡 砂 の 内
部 構 造 の 部 分 で あ る 可 能 性 が あ り 、 そ こ で オ ト リ ン -1は 核 形 成 部 位 を 提 供 し 石 灰 化 を 促 進
す る こ と が で き る （ 石 灰 化 は 選 択 的 に 球 形 嚢 で 発 現 し 、 平 衡 砂 、 平 衡 砂 膜 の ゼ ラ チ ン 層 及
び 移 行 上 皮 の 一 部 分 に 局 在 す る ） 。 COL8A1及 び COL8A2は 、 角 膜 内 皮 細 胞 の デ ス メ 膜 （ 基 底
膜 ） の 主 要 成 分 で 、 ホ モ ト リ マ ー 又 は ヘ テ ロ ト リ マ ー 結 合 物 （ マ ウ ス の 肺 及 び 乳 房 腫 瘍 で
の 組 織 発 現 物 ） を 一 緒 に 形 成 す る 。 COL8A2の ミ ス セ ン ス 変 異 は 角 膜 内 皮 異 栄 養 症 の 2つ の
形 態 を 生 じ る （ Biswas et al. 2001. Hum. Mol. Genet. 10:2415-2423） 。 COL8A2の 欠 損
は 後 部 多 形 角 膜 異 栄 養 症 （ posterior polymorphous corneal dystrophy; PPCD） の 原 因 で
あ る 。 PPCDは 、 通 常 は 成 人 の 様 々 な 程 度 の 視 覚 障 害 を も た ら す 緩 徐 に 進 行 す る 角 膜 内 皮 の
遺 伝 性 障 害 で あ る 。 PPCDは 通 常 は 常 染 色 体 の 優 性 形 質 と し て 遺 伝 す る 。 COL8A2の 欠 損 は ま
た フ ッ ク （ Fuchs） 角 膜 内 皮 変 性 （ FECD） の 原 因 で あ る 。 FECDは 、 先 進 国 の も っ と も 一 般
的 な 原 発 性 角 膜 内 皮 異 常 で あ る 。 痛 み を 伴 う 視 力 低 下 の 症 状 は 角 膜 代 償 機 能 不 全 か ら 生 じ
る 。 徴 候 は 40歳 台 か ら 先 で 存 在 し え る 。 典 型 的 に は 、 デ ス メ 膜 か ら 生 じ る 中 心 を も つ （ fo
cal） 疣 贅 様 滴 が 角 膜 中 心 で 発 生 す る 。 デ ス メ 膜 は 、 異 常 な コ ラ ー ゲ ン 性 沈 着 物 に よ っ て
肥 厚 す る 。 FECDは 通 常 は 散 発 性 で あ る が 、 常 染 色 体 優 性 遺 伝 を 示 す 、 家 族 性 の 高 い 浸 透 度
を も つ 形 態 も ま た 認 め ら れ て い る 。 さ ら に ま た VIII型 コ ラ ー ゲ ン の 発 現 上 昇 が ア ポ E-欠 損
マ ウ ス の ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 斑 で 見 出 さ れ 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 に お け る COL8A鎖 の 役 割
が 示 唆 さ れ て い る （ Yasuda et al. 2001 Ann N Y Acad Sci. 947:312-5） 。 COL8A1の 過 剰
発 現 が 胃 腸 管 の 支 質 腫 瘍 で 検 出 さ れ た （ Gut et al. 2004 53(2):235-40） 。 X型 コ ラ ー ゲ
ン （ ホ モ ト リ マ ー サ ブ ユ ニ ッ ト ） は 肥 大 性 軟 骨 細 胞 の 生 成 物 で あ り 、 ヒ ア リ ン 軟 骨 の 仮 定
的 鉱 化 帯 に 分 布 し て い た 。 COL10A1の 欠 損 は シ ュ ミ ッ ト 骨 端 線 軟 骨 形 成 不 全 （ SMCD） の 原
因 で あ る （ Wallis et al. 1994. Am. J. Hum. Genet. 54:169-178） 。 SMCDは 、 骨 骨 格 の
優 性 遺 伝 疾 患 で あ る 。 前 記 表 現 型 の 重 要 な 特 徴 は 軽 度 の 短 身 長 、 コ ア ク ス バ ラ （ coax var
a） 及 び 左 右 に ゆ れ る 歩 行 で あ る 。 X線 撮 影 法 で は 通 常 、 肋 骨 部 の 硬 化 症 、 骨 端 線 の 発 赤 拡
大 及 び 広 く 不 規 則 な 成 長 板 （ 特 に 膝 ） が 示 さ れ る 。 COL10A1の 欠 損 は ま た 、 脊 椎 骨 端 線 形
成 不 全 日 本 人 型 （ SMD） の 原 因 で あ る 。 SMDは 、 脊 椎 椎 体 及 び 管 状 骨 の 骨 端 線 の 修 飾 を 特 徴
と す る 、 不 均 一 な 一 群 の 遺 伝 性 骨 格 形 成 不 全 を 含 む 。 ア ジ ポ ネ ク チ ン （ ACDC遺 伝 子 ） は 、
造 血 作 用 及 び 免 疫 系 に お け る 重 要 な 負 の 調 節 物 質 で あ る 。 前 記 は そ の 阻 害 性 機 能 に よ り 炎
症 性 反 応 を 終 了 さ せ る 際 に 必 要 か も し れ な い 。 前 記 は 、 cAMP依 存 経 路 を 介 し て 内 皮 の NF-
カ ッ パ -Bシ グ ナ リ ン グ を 内 皮 接 着 分 子 の TNF-ア ル フ ァ 誘 導 発 現 と 同 様 に 阻 害 す る 。 ア ジ ポ
ネ ク チ ン は 脂 肪 代 謝 及 び イ ン ス リ ン 感 受 性 の 制 御 に 必 要 と さ れ る 。 前 記 は も っ ぱ ら 脂 肪 細
胞 に よ っ て 合 成 さ れ 、 血 漿 中 に 分 泌 さ れ る 。 ACDCの 欠 損 は ア ジ ポ ネ ク チ ン 欠 乏 症 の 原 因 で
あ る 。 そ の 結 果 は 非 常 に 低 濃 度 の 血 中 ア ジ ポ ネ ク チ ン で あ る 。 ア ジ ポ ネ ク チ ン の 血 中 レ ベ
ル の 低 下 は 肥 満 イ ン ス リ ン 耐 性 及 び ２ 型 糖 尿 病 を 伴 う 。 CORS-26は 、 関 節 炎 、 骨 若 し く は
骨 格 の 疾 患 、 骨 肉 種 、 軟 骨 芽 細 胞 腫 及 び 巨 細 胞 腫 瘍 に 密 接 に 関 連 す る 可 能 性 が あ る （ Scha
ffler et al. 2003 Biochim Biophys Acta. 1628(1):64-70； Biochim Biophys Acta 2003
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 1630(2-3):123-9） 。 補 体 c1q腫 瘍 壊 死 因 子 関 連 タ ン パ ク 質 ５ の c1qド メ イ ン に お け る 変 異
は 晩 発 性 網 膜 変 性 （ L-ORD） 、 年 齢 性 黄 斑 変 性 （ AMD） 及 び ／ 又 は 失 明 を も た ら す （ Haywar
d et al. 2003 Hum Mol Genet. 12(20):2657-67） 。 WO03/087768は 、 ミ ト コ ン ド リ ア 機 能
の 変 化 に 付 随 す る 疾 患 の 処 置 に お い て 治 療 的 介 入 と し て 用 い る こ と が で き る ミ ト コ ン ド リ
ア 標 的 （ ヒ ト ミ ト コ ン ド リ ア 熱 タ ン パ ク 質 を 含 む ） に つ い て 考 察 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 第 二 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 局 面 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
、 精 製 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 好 ま し く は 、 こ の 精 製 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 1(INSP161成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る )、 配 列 番 号 3(INSP161-Aポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 5(INSP161-Bポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 7(INSP161-Cポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 9(C1q
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 11(ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る )、 配 列 番 号 13(ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161-Aポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号
15(ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161-Bポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 17(ヒ ス チ ジ ン タ グ IN
SP161-Cポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 19(ヒ ス チ ジ ン タ グ C1qポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る )、 配 列 番 号 21（ INSP161ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 及 び ／ 又 は 配 列 番 号 23（ ヒ ス
チ ジ ン INSP161ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） に 記 載 の 核 酸 配 列 を 含 む も の で あ る か 、 あ る
い は こ れ ら 配 列 の 何 れ か 一 つ の 重 複 等 価 配 列 （ redundant equivalent） 又 は そ の フ ラ グ メ
ン ト で あ る 。
　 本 発 明 は 、 更 に 配 列 番 号 1(INSP161成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 3(INSP16
1-Aポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 5(INSP161-Bポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列
番 号 7(INSP161-Cポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 9(C1qポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )
、 配 列 番 号 11(ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 13(ヒ ス
チ ジ ン タ グ INSP161-Aポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 15(ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161-B
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 17(ヒ ス チ ジ ン タ グ INSP161-Cポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る )、 配 列 番 号 19(ヒ ス チ ジ ン タ グ C1qポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 21（ INSP
161ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 及 び ／ 又 は 配 列 番 号 23（ ヒ ス チ ジ ン INSP161ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ） に 記 載 の 核 酸 配 列 か ら 成 る 精 製 核 酸 分 子 、 又 は こ れ ら 配 列 の 何 れ か 一 つ の
重 複 等 価 配 列 （ redundant equivalent） 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 第 三 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の 下 で 、 上 記 本 発 明 の 第
二 の 局 面 の 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 、 精 製 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 第 四 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 の 局 面 の 核 酸 分 子 を 含 む 、
発 現 ベ ク タ ー 等 の ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
　 第 五 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 第 四 の 局 面 の ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換
し た 、 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。
　 第 六 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の c1qド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク
質 と 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 提 供 す る 。
　 第 七 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
天 然 遺 伝 子 の 発 現 を 変 更 す る 、 又 は 上 記 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節
す る の に 効 果 的 な 化 合 物 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の 第 七 の 局 面 に 従 う 化 合 物 は 、 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性
レ ベ ル を 、 増 大 (作 動 )又 は 低 下 (相 殺 )す る こ と が で き る 。 重 要 な こ と は 、 INSP161ポ リ ペ
プ チ ド の 機 能 の 同 定 が 、 疾 患 の 治 療 及 び /又 は 診 断 に お い て 効 果 的 な 化 合 物 の 同 定 を 可 能
と す る 、 ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 設 計 を 可 能 と す る こ と で あ る 。 本 発 明 の 第 六 及 び 第 七 の 局 面
に よ る リ ガ ン ド 及 び 化 合 物 は 、 こ の よ う な 方 法 を 利 用 し て 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
方 法 を 、 本 発 明 の 特 徴 と し て こ こ に 含 め る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 第 八 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 c1qド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 が 関 与 し て い る 疾 患 の 治
療 又 は 診 断 に お い て 使 用 す る た め の 、 上 記 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記
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本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 の 局 面 の 核 酸 分 子 、 又 は 上 記 本 発 明 の 第 四 の 局 面 の ベ ク タ ー 、 又 は
上 記 本 発 明 の 第 五 の 局 面 の 宿 主 細 胞 、 又 は 上 記 本 発 明 の 第 六 の 局 面 の リ ガ ン ド 、 又 は 上 記
本 発 明 の 第 七 の 局 面 の 化 合 物 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 疾 患 に は 以 下 が 含 ま れ え る ： 細 胞 増
殖 性 疾 患 、 自 己 免 疫 /炎 症 性 疾 患 、 遺 伝 的 疾 患 、 発 育 障 害 、 神 経 系 疾 患 、 代 謝 障 害 、 感 染
及 び 他 の 病 的 状 態 ； 特 に 免 疫 疾 患 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 変 形 性 関 節
症 、 乾 癬 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 及 び 多 発 性 硬 化 症 、 炎 症 性 疾 患 、 例 え ば ア レ ル ギ ー 、 鼻 炎 、
結 膜 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 膵 炎 、 消
化 系 炎 症 、 敗 血 症 、 内 毒 素 シ ョ ッ ク 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 悪 液 質 、 筋 肉 痛 、 強 直 性 脊 椎 炎
、 重 症 筋 無 力 症 、 ウ イ ル ス 感 染 後 疲 労 症 候 群 、 肺 疾 患 、 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 喘 息 、 慢 性 閉 塞
性 肺 疾 患 、 気 道 炎 症 、 創 傷 治 癒 、 子 宮 内 膜 症 、 皮 膚 疾 患 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 新 形 成 疾 患 （
例 え ば メ ラ ノ ー マ 、 肉 腫 、 腎 腫 瘍 、 大 腸 腫 瘍 ） 、 血 液 疾 患 、 骨 髄 増 殖 性 疾 患 、 ホ ジ キ ン 病
、 骨 粗 し ょ う 症 、 肥 満 、 糖 尿 病 、 痛 風 、 心 脈 管 疾 患 、 再 灌 流 障 害 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 、
虚 血 性 心 疾 患 、 心 不 全 、 卒 中 、 肝 疾 患 、 エ イ ズ 、 エ イ ズ 関 連 合 併 症 、 神 経 疾 患 、 男 性 不 妊
症 、 老 化 及 び 感 染 （ ア メ ー バ ー 感 染 、 細 菌 感 染 及 び ウ イ ル ス 感 染 を 含 む ） 、 骨 若 し く は 軟
骨 形 成 又 は 維 持 に 関 連 す る 疾 患 、 遺 伝 性 疾 患 及 び 他 の 病 的 状 態 。 好 ま し く は 、 前 記 疾 患 は
以 下 か ら 選 択 さ れ る ： 自 己 免 疫 疾 患 、 自 己 免 疫 内 耳 疾 患 、 迷 路 炎 、 メ ニ エ ー ル 病 及 び メ ニ
エ ー ル 症 候 群 、 外 リ ン パ 又 は 迷 路 フ ィ ス テ ル 、 耳 鳴 、 神 経 変 性 疾 患 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 家 族 性 痴 呆 、 炎 症 、 微 生 物 疾 患 、 細 菌 性 疾 患 、 ウ イ ル ス
性 疾 患 （ HIV、 HTLV又 は MuLV感 染 ） 、 SLE、 糸 球 体 腎 炎 、 肥 満 、 糖 尿 病 、 シ ュ ミ ッ ト 骨 端 線
軟 骨 形 成 不 全 、 角 膜 内 皮 異 栄 養 症 、 後 部 多 形 性 角 膜 異 栄 養 症 （ PPCD） 、 フ ッ ク 内 皮 角 膜 異
栄 養 症 （ FECD） 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 、 壊 血 病 、 癌 、 胃 腸 管 支 質 腫 瘍 、 骨 肉 腫 、 軟 骨 芽 細
胞 腫 、 巨 細 胞 腫 瘍 、 脊 椎 骨 端 線 形 成 不 全 日 本 人 型 （ SMD） 、 骨 形 成 不 全 、 エ ー レ ル ス -ダ ン
ロ ー 症 候 群 、 頸 部 動 脈 切 開 に 対 す る 感 受 性 、 エ ー レ ル ス -ダ ン ロ ー 症 候 群 、 大 動 脈 動 脈 瘤
、 耳 脊 椎 巨 大 骨 端 形 成 不 全 （ otospondylomegaepiphyseal dysplasia） 、 聴 力 消 失 （ 聾 ）
、 バ イ セ ン バ ッ ハ ー -ツ ヴ ァ イ ミ ュ ー ラ ー （ Weissenbacher-Zweymuller） 症 候 群 、 関 節 炎
、 骨 若 し く は 骨 格 の 疾 患 、 晩 発 性 網 膜 変 性 （ L-ORD） 、 年 齢 性 黄 斑 変 性 （ AMD） 及 び ／ 又 は
失 明 。 こ れ ら の 分 子 は ま た 、 ま た こ の よ う な 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お い て も
使 用 で き る 。 こ れ ら の 分 子 は ま た 、 避 妊 で 又 は 不 妊 を 含 む 生 殖 器 疾 患 の 治 療 に 用 い る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 第 九 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者 に お け る 疾 患 の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と に あ り 、
該 方 法 は 、 該 患 者 由 来 の 組 織 内 の 、 本 発 明 の 上 記 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
、 天 然 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る か 、 あ る い は 本 発 明 の 上 記 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ
ド の 活 性 を 評 価 す る 工 程 、 及 び 該 発 現 又 は 活 性 の レ ベ ル を 、 コ ン ト ロ ー ル の レ ベ ル と 比 較
す る 工 程 を 含 み 、 こ の 方 法 に お い て は 、 該 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル と 異 な る レ ベ ル が 、 疾 患 の
指 標 と な る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 好 ま し く は イ ン ビ ト ロ で 行 わ れ る 。 同 様 な 方 法 を 、 患 者
内 の 疾 患 の 治 療 処 置 を 追 跡 す る た め に 使 用 で き 、 こ こ で は 、 所 定 期 間 （ period of time）
に 渡 り 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 分 子 の 発 現 レ ベ ル 又 は 活 性 レ ベ ル の 、 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル
に 向 か う 変 化 が 、 該 疾 患 の 退 行 を 示 す 。
　 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 好 ま し い 方 法 は 、 (a) 本 発 明 の 第
六 局 面 の リ ガ ン ド と 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と を 、 リ ガ ン ド -ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 （ complex）
を 生 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び (b) 該 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 と を 含
む 。
　 当 業 者 は 、 本 発 明 の 第 九 局 面 に 従 う 、 多 数 の 異 な る 方 法 、 例 え ば 短 い プ ロ ー ブ と 核 酸 と
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 点 突 然 変 異 分 析 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 、 及 び 抗
体 を 使 用 し て 、 異 常 タ ン パ ク レ ベ ル を 検 出 す る 方 法 等 が 存 在 す る こ と に 気 付 く で あ ろ う 。
短 期 又 は 長 期 に 渡 り 、 同 様 な 方 法 を 利 用 し て 、 患 者 内 の 追 跡 す べ き 疾 患 を 治 療 処 置 す る こ
と も 可 能 で あ る 。 本 発 明 は 、 ま た 疾 患 を 診 断 す る た め に 、 こ れ ら 方 法 に お い て 有 用 な キ ッ
ト を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 第 十 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 局 面 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 、 c1qド メ
イ ン 含 有 と し て の 使 用 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 、 c1qド メ イ ン 含 有 タ ン パ
ク 質 と し て の 適 当 な 使 用 法 は 、 受 胎 の コ ン ト ロ ー ル 及 び 卵 胞 発 育 の た め の 使 用 、 レ セ プ タ
ー /リ ガ ン ド 対 の 一 部 と し て の 使 用 、 及 び 上 に 与 え ら れ た リ ス ト か ら 選 択 さ れ る 、 生 理 的
又 は 病 理 学 的 状 態 に 関 す る 診 断 マ ー カ ー と し て の 使 用 を 包 含 す る 。
　 第 11の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 薬 理 組 成 物 を 提 供 す る も の で あ り 、 こ の 組 成 物 は 、 本 発
明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 局 面 の 核 酸 分 子 、 又 は 本 発 明
の 第 四 局 面 の ベ ク タ ー 、 又 は 本 発 明 の 第 五 局 面 の 宿 主 細 胞 、 又 は 本 発 明 の 第 六 局 面 の リ ガ
ン ド 、 又 は 本 発 明 の 第 七 局 面 の 化 合 物 を 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 共 に 含 有 す る 。
　 第 12の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 疾 患 を 診 断 又 は 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お い て 使
用 す る た め の 、 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 局 面 の 核
酸 分 子 、 又 は 本 発 明 の 第 四 局 面 の ベ ク タ ー 、 又 は 本 発 明 の 第 五 局 面 の 宿 主 細 胞 、 又 は 本 発
明 の 第 六 局 面 の リ ガ ン ド 、 又 は 本 発 明 の 第 七 局 面 の 化 合 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 13の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者 に お け る 疾 患 の 治 療 法 を 提 供 す る も の で あ り 、 該
方 法 は 、 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 局 面 の 核 酸 分 子
、 又 は 本 発 明 の 第 四 局 面 の ベ ク タ ー 、 又 は 本 発 明 の 第 五 局 面 の 宿 主 細 胞 、 又 は 本 発 明 の 第
六 局 面 の リ ガ ン ド 、 又 は 本 発 明 の 第 七 局 面 の 化 合 物 を 、 患 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 。
　 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 遺 伝 子 の 発 現 、 又 は 本 発 明 の 第 一
の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 健 康 な 患 者 に お け る 該 発 現 又 は 活 性 の レ ベ ル と 比 較 し た
場 合 に 、 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 に お い て よ り 低 い よ う な 疾 患 に つ い て は 、 該 患 者 に 投 与 さ れ
る 該 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 リ ガ ン ド 又 は 化 合 物 は 、 ア ゴ ニ ス ト と な る は ず で あ る 。 逆
に 、 該 天 然 遺 伝 子 の 発 現 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 健 康 な 患 者 に お け る 該 発 現 又 は 活
性 の レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 に 、 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 に お い て よ り 高 い よ う な 疾 患 に つ い て
は 、 該 患 者 に 投 与 さ れ る 該 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 リ ガ ン ド 又 は 化 合 物 は 、 ア ン タ ゴ ニ
ス ト と な る は ず で あ る 。 こ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト の 例 は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 リ ボ
ザ イ ム 及 び リ ガ ン ド 、 例 え ば 抗 体 を 包 含 す る 。
　 第 14の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 よ り 高 い 又 は
よ り 低 い レ ベ ル で 発 現 し 、 又 は こ れ を 発 現 し な い よ う に 形 質 転 換 さ れ て い る 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 又 は ノ ッ ク ア ウ ト 非 -ヒ ト 動 物 を 提 供 す る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
は 、 疾 患 研 究 用 の 極 め て 有 用 な モ デ ル で あ り 、 ま た こ の よ う な 疾 患 の 治 療 又 は 診 断 に お い
て 有 効 な 、 化 合 物 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 管 理 体 制 に お い て 使 用 す る こ と も 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 を 利 用 す る の に 使 用 で き る 標 準 的 な 技 術 及 び 手 順 の 概 要 を 、 以 下 に 与 え る 。 本 発
明 が 、 記 載 さ れ る こ れ ら 特 定 の 方 法 論 、 プ ロ ト コ ー ル 、 細 胞 系 、 ベ ク タ ー 及 び 試 薬 に 限 定
さ れ る も の で は な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。 ま た 、 こ こ で 使 用 す る 用 語 は 、 特 定 の 態 様
を 説 明 す る 目 的 に お い て の み 使 用 す る も の で あ り 、 こ の 用 語 に よ っ て 本 発 明 が 何 等 限 定 さ
れ る も の で は な い と 、 理 解 す べ き で あ る 。 本 発 明 の 内 容 は 、 添 付 し た 特 許 請 求 の 範 囲 に よ
っ て の み 限 定 さ れ る も の で あ る 。
　 本 明 細 書 に お い て は 、 ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 に 対 し て 標 準 的 な 略 号 を 用 い る 。
　 本 発 明 の 実 施 で は 、 特 に 断 ら な い 限 り 、 当 業 者 の 実 務 範 囲 に あ る 、 分 子 生 物 学 、 微 生 物
学 、 組 換 え DNA技 術 及 び 免 疫 学 の 公 知 の 技 術 を 使 用 す る 。
　 こ の よ う な 技 術 は 、 文 献 に お い て 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 参 照 す る の に 特 に 適 し た テ キ
ス ト の 例 は 、 以 下 に 列 挙 す る 通 り で あ る ： サ ム ブ ロ ッ ク モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ ； ア ラ
ボ ラ ト リ ー マ ニ ュ ア ル (Sambrook Molecular Cloning; A Laboratory Manual),第 二 版 (198
9)； DNAク ロ ー ニ ン グ (DNA Cloning), vols. I & II (D.N. Glover編 , 1985); オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 合 成 (Oligonucleotide Synthesis)(M.J. Gait編 , 1984); 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン (Nucleic Acid Hybridization)(B.D. Hames & S.J. Higgins編 , 1984); 転 写 及
び 翻 訳 (Transcription and Translation)(B.D. Hames & S.J. Higgins編 , 1984); 動 物 細
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胞 培 養 (Animal Cell Culture)(R.I. Freshney編 , 1986); 固 定 化 細 胞 及 び 酵 素 (Immobiliz
ed Cells and Enzymes)(IRLプ レ ス , 1986); B. Perbal, 分 子 ク ロ ー ニ ン グ に 関 す る 実 務
ガ イ ド (A Practical Guide to Molecular Cloning)(1984); 酵 素 学 に お け る 方 法 (the Met
hods in Enzymology)シ リ ー ズ (ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 社 ),特 に vols. 154 & 155; 哺 乳 動 物
細 胞 に 関 す る 遺 伝 子 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー (Gene Transfer Vectors for Mammalian Cel
ls)(J.H. Miller & M.P. Calos編 , 1987,コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ラ ボ ラ ト リ ー );細
胞 及 び 分 子 生 物 学 に お け る 免 疫 化 学 的 方 法 (Immunochemical Methods in Cell and Molecu
lar Biology)(Mayer & Walker編 , 1987,ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 、 ロ ン ド ン ); Scopes, (1987
),タ ン パ ク 質 の 精 製 ： 原 理 と 実 際 (Protein Purification: Principles and Practice)(ス
プ リ ン ガ ー フ ェ ア ラ グ (Springer Verlag), N.Y.);及 び 実 験 的 免 疫 学 の 手 引 き (Handbook o
f Experimental Immunology), vols. I-IV (D.M. Weir & C.C. Blackwell編 , 1986)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 ペ プ チ ド 結 合 、 又 は 修 飾 ペ プ チ ド 結 合 、 即
ち ペ プ チ ド ア イ ソ ス タ ー に よ っ て 相 互 に 結 合 し た 、 2又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 任 意
の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を 含 む 。 こ の 用 語 は 、 単 鎖 (ペ プ チ ド 及 び オ リ ゴ ペ プ チ ド )及 び
よ り 長 い 連 鎖 (タ ン パ ク 質 )両 者 に 関 連 す る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 成 熟 タ ン パ ク 質 状 態 で あ り 得 、 ま た プ レ -、 プ ロ -又 は プ レ プ
ロ -タ ン パ ク で あ り 得 、 該 プ レ -、 プ ロ -又 は プ レ プ ロ -タ ン パ ク の 開 裂 に よ り 活 性 化 し て 、
活 性 な 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 該
プ レ -、 プ ロ -又 は プ レ プ ロ -配 列 は 、 リ ー ダ ー 又 は 分 泌 配 列 で あ り 得 、 ま た 該 成 熟 ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 の 精 製 の 目 的 で 使 用 さ れ る 配 列 で あ り 得 る 。
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 融 合 タ ン パ ク の 一 部 を 形 成 し 得 る 。 例 え ば 、 分 泌
又 は リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ -配 列 、 精 製 に お い て 役 立 つ 配 列 、 又 は 例 え ば 組 換 え 体 の 製 造 中
に 、 よ り 高 い タ ン パ ク の 安 定 性 を 付 与 す る 配 列 を 含 む こ と が で き る 、 1又 は そ れ 以 上 の 追
加 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と が 、 し ば し ば 有 利 で あ る 。 あ る い は ま た 、 も し く は 付 随 的 に
、 該 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の 化 合 物 、 例 え ば 該 ポ リ ペ プ チ ド の 半 減 期 を 長 く す る 化 合 物
(例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル )と 融 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 20種 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 以 外 の ア ミ ノ 酸 、 即 ち 翻 訳
後 の プ ロ セ シ ン グ 等 の 自 然 の 過 程 に よ り 、 あ る い は 当 分 野 に お い て 周 知 の 化 学 的 変 性 技 術
に よ っ て 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に お い て 通 常 存
在 し 得 る 、 該 公 知 の 修 飾 と し て は 、 グ リ コ シ ル 化 、 脂 質 の 付 着 、 硫 酸 化 、 グ ル タ ミ ン 酸 残
基 等 の γ -カ ル ボ キ シ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 及 び ADP-リ ボ シ ル 化 が あ る 。 他 の 可 能 な 修 飾
は ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 フ ラ ビ ン の 共 有 結 合 に よ る 付 着 、 ヘ ム 部 分 の 共 有 結
合 に よ る 付 着 、 ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 結 合 に よ る 付 着 、 脂 質 誘 導 体
の 共 有 結 合 に よ る 付 着 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 共 有 結 合 に よ る 付 着 、 架 橋 、 環 化
、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 、 脱 メ チ ル 化 、 共 有 結 合 性 の 架 橋 の 形 成 、 シ ス テ イ ン の 形 成 、
ピ ロ グ ル タ メ ー ト の 形 成 、 ホ ル ミ ル 化 、 GPIア ン カ ー 形 成 、 ヨ ウ 素 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス
ト イ ル 化 、 酸 化 、 タ ン パ ク 分 解 プ ロ セ シ ン グ 、 ホ ス ホ リ ル 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ
レ ノ イ ル 化 (selenoylation)、 ア ル ギ ニ ル 化 等 の 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る ア ミ ノ 酸 の tRNA媒
介 付 加 、 及 び ユ ビ キ チ ン 化 を 包 含 す る 。
　 修 飾 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 骨 格 、 そ の ア ミ ノ 酸 側 鎖 、 及 び そ の ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末
端 を 含 む 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の ど の 部 分 で も 起 こ り 得 る 。 事 実 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 又 は
カ ル ボ キ シ ル 末 端 、 又 は こ れ ら 両 者 に お け る 、 共 有 結 合 に よ る 遮 断 は 、 天 然 に 産 す る ポ リ
ペ プ チ ド 及 び 合 成 ポ リ ペ プ チ ド に お い て 共 通 で あ り 、 ま た こ の よ う な 修 飾 は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド に お い て も 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に お い て 起 こ る こ れ ら 修 飾 は 、 し ば し ば 該 ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 し た 方 法 の
関 数 で あ る 。 組 換 え に よ り 製 造 し た ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 、 そ の 大 部 分 に お け る 該 修 飾 の
性 質 及 び 程 度 は 、 特 定 の 宿 主 細 胞 の 翻 訳 後 の 修 飾 能 力 及 び 問 題 と す る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
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ノ 酸 配 列 中 に 存 在 す る 修 飾 シ グ ナ ル に よ っ て 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化
パ タ ー ン は 、 異 な る 型 の 宿 主 細 胞 間 で 変 化 す る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 任 意 の 適 当 な 方 法 で 製 造 で き る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は
、 単 離 さ れ た 天 然 に 産 す る ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 細 胞 培 養 物 か ら 精 製 さ れ た も の )、 組 換
え 技 術 に よ り 製 造 し た ポ リ ペ プ チ ド (融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む )、 合 成 に よ り 製 造 し た ポ リ ペ
プ チ ド 又 は こ れ ら 方 法 の 組 合 せ に よ り 製 造 し た ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
　 本 発 明 の 第 一 局 面 に よ る 、 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 INSP161ポ リ ペ プ チ ド と 相
同 性 の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 2種 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 一 方 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列
が 、 そ の 他 方 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 に 対 し て 十 分 に 高 い 同 一 性 又 は 類 似 性 の 度 合 い を 持 つ
場 合 に 、 こ こ で 使 用 す る 用 語 の 意 味 と し て の 、 「 相 同 」 で あ る と い わ れ る 。 「 同 一 性 」 と
は 、 整 列 さ れ た 配 列 中 の 、 任 意 の 特 定 位 置 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 こ れ ら 配 列 間
で 同 一 で あ る こ と を 示 す 。 「 類 似 性 」 と は 、 整 列 さ れ た 配 列 中 の 、 任 意 の 特 定 位 置 に お い
て 、 そ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 こ れ ら 配 列 間 で 類 似 型 の も の で あ る こ と を 示 す 。 同 一 性 又 は 類
似 性 の 度 合 い は 、 容 易 に 計 算 で き る (計 算 機 に よ る 分 子 生 物 学 (Computational Molecular 
Biology), A.M. Lesk編 , Oxford University Press, NY, 1988; バ イ オ コ ン ピ ュ ー テ ィ ン
グ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ッ ク ス 及 び ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ツ (Biocomputing Informatics and Geno
me Projects), D.W. Smith編 , ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス , NY, 1993; 配 列 デ ー タ の コ ン ピ ュ ー
タ 解 析 (Computer Analysis of Sequence Data), Part I, A.M. Griffin & H.G. Griffin
編 , フ マ ナ プ レ ス , NJ, 1994; 分 子 生 物 学 に お け る 配 列 分 析 (Sequence Analysis in Mole
cular Biology), von Heinje, G., ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス , 1987; 及 び 配 列 分 析 、 プ ラ イ マ
ー ((Sequence Analysis Primer), M. Gribskov & J. Devereux編 , M Stockton Press, Ne
w York)。 こ こ で 使 用 す る パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 BLASTヴ ァ ー ジ ョ ン 2.1.3を 用 い 、 NCBI（ N
ational Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/） に よ
っ て 特 に 定 め ら れ た 規 定 値 パ ラ メ ー タ を 用 い て 決 定 さ れ る よ う な も の で あ る ［ ブ ロ ッ サ ム
（ Blosum） 62マ ト リ ッ ク ス ； ギ ャ ッ プ オ ー プ ン ペ ナ ル テ ィ ー ＝ 11、 及 び ギ ャ ッ プ エ ク ス テ
ン シ ョ ン ぺ ナ ル テ ィ ー ＝ １ ］ 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 相 同 ポ リ ペ プ チ ド は 、 従 っ て 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド の 、 天 然 産 の 生 物 学 的 変 異 体 (例 え
ば 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 誘 導 し た 種 内 の 、 対 立 変 異 体 又 は 地 理 的 変 異 体 )及 び 突 然 変 異 体 (例
え ば 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 挿 入 又 は 欠 失 を 含 む 突 然 変 異 体 )を 包 含 す る 。 こ の よ う な 突 然 変 異
体 は 、 1以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 保 存 性 又 は 非 -保 存 性 の ア ミ ノ 酸 残 基 (好 ま し く は 、 保 存
性 ア ミ ノ 酸 残 基 )で 置 換 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き 、 ま た こ の よ う な 置 換
ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 遺 伝 コ ー ド に よ っ て コ ー ド さ れ る も の で あ っ て も 、 コ ー ド さ れ な い も の
あ っ て も よ い 。 典 型 的 な こ の 種 の 置 換 は 、 Ala、 Val、 Leu及 び Ile間 で 、 Serと Thrと の 間 で
、 酸 性 残 基 Aspと Gluと の 間 で 、 Asnと Glnと の 間 で 、 塩 基 性 残 基 Lysと Argと の 間 で 、 あ る い
は 芳 香 族 性 残 基 Pheと Tyrと の 間 で 起 こ る 。 特 に 好 ま し い も の は 、 幾 つ か の 、 即 ち 5と 10、 1
と 5、 1と 3、 1と 2又 は 1の み の ア ミ ノ 酸 が 、 任 意 の 組 合 せ で 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ て い る
変 異 体 で あ る 。 と り わ け 好 ま し い も の は 、 沈 黙 置 換 、 付 加 及 び 欠 失 で あ り 、 こ れ ら は 該 タ
ン パ ク 質 の 特 性 及 び 活 性 を 変 更 し な い 。 同 様 に 、 こ の 点 に 関 し て 特 に 好 ま し い も の は 、 保
存 性 の 置 換 で あ る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 体 は 、 ま た 1又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 置
換 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
　 典 型 的 に は 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド 間 の 30％ を 越 え る 同 一 性 は 、 機 能 的 に 等 価 な も の を 示
す も の と 考 え ら れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 第 一 局 面 の 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は 、
80％ を 越 え る 、 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド と の 、 又 は そ の 活 性 フ ラ グ メ ン ト と の 配 列 同 一 性
を 持 つ 。 よ り 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 夫 々 85％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ 又 は 99％ を 越 え
る 程 度 の 同 一 性 を 持 つ 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 ま た 1又 は そ れ 以 上 の 構 造 的 な 整
列 技 術 を 利 用 し て 同 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も 良 い 。 例 え ば 、 バ イ オ ペ ン ジ ウ ム (B
iopendium T M )検 索 デ ー タ ベ ー ス を 生 成 す る の に 使 用 す る 研 究 手 段 の 一 局 面 を 構 成 す る 、 イ
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ン フ ァ ー マ チ カ ゲ ノ ム ス レ ッ ダ ー (Inpharmatica Genome Threader)技 術 を 用 い て (PCT出 願
WO 01/69507を 参 照 の こ と )、 現 時 点 に お い て 未 知 の 機 能 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る こ
と が で き る 。 該 未 知 の 機 能 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド は 、 該 INSP093及 び INSP094ポ リ ペ プ チ ド と
比 較 し て 低 い 配 列 同 一 性 を 持 つ が 、 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と の 、 有 意 な 構 造 上 の 相
同 性 を 持 つ こ と に よ っ て 、 c1qド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 で あ る と 予 想 さ れ て い る 。 「 有 意
な 構 造 上 の 相 同 性 」 と は 、 イ ン フ ァ ー マ チ カ ゲ ノ ム ス レ ッ ダ ー が 、 2種 の タ ン パ ク 質 に つ
い て 、 10％ 及 び そ れ 以 上 の 確 実 性 に て 、 構 造 上 の 相 同 性 を 分 け 合 っ て い る も の と 予 測 し た
こ と を 意 味 す る 。
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ま た 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト も し
く は 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 に 等 価 な フ ラ グ メ ン ト を 含 む が 、 こ れ ら の フ ラ グ メ
ン ト は 、 c1qド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 で あ る か 、 あ る い は 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド と 共 通 の
抗 原 決 定 基 を 持 つ こ と を 条 件 と す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 フ ラ グ メ ン ト 」 と は 、 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 機 能 的 等
価 物 の 一 種 の 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て で は な い が 、 そ の 一 部 と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 こ れ ら フ ラ グ メ ン ト は 、 少 な く と も n個 の 、 該 配 列 由 来 の 連 続 す
る ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 ま た 特 定 の 配 列 に 依 存 し て 、 こ の nは 、 好 ま し く は 7又 は そ れ 以 上 (例
え ば 、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20又 は そ れ 以 上 )で あ る 。 小 さ な フ ラ グ メ ン ト が 、 抗 原 決
定 基 を 形 成 し 得 る 。
　 完 全 な 長 さ の 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト は 、 夫 々 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド 配
列 内 の 2又 は 3個 の 隣 接 す る エ キ ソ ン 配 列 の 組 合 せ か ら な る も の で あ り 得 る 。 例 え ば 、 こ の
よ う な 組 合 せ は 、 エ キ ソ ン １ 及 び エ キ ソ ン ２ 、 エ キ ソ ン ２ 及 び ３ 、 又 は エ キ ソ ン １ 及 び ３
な ど を 含 む 。 こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 本 発 明 の 範 囲 に 含 め ら れ る 。
　 こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 「 そ れ 自 体 独 立 し た (free-standing)」 も の で あ り 得 、 即
ち 他 の ア ミ ノ 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 で も 、 こ れ と 融 合 さ れ た も の で も な く 、 あ る い は
こ れ ら は 、 よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド 内 に 含 ま れ 、 そ の 一 部 又 は 領 域 を 構 成 す る も の で あ っ
て も 良 い 。 よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド 内 に 含 ま れ る 場 合 、 本 発 明 の フ ラ グ メ ン ト は 、 最 も 好
ま し く は 単 一 の 連 続 す る 領 域 を 構 成 す る 。 例 え ば 、 幾 つ か の 好 ま し い 態 様 は 、 ア ミ ノ 末 端
に 対 し て 融 合 し た プ レ -及 び /又 は プ ロ -ポ リ ペ プ チ ド 領 域 を 持 つ フ ラ グ メ ン ト 及 び /又 は 該
フ ラ グ メ ン ト の カ ル ボ キ シ 末 端 に 対 し て 融 合 し た 追 加 の 領 域 を 持 つ フ ラ グ メ ン ト に 関 連 す
る 。 し か し 、 幾 つ か の フ ラ グ メ ン ト は 、 単 一 の 大 き な ポ リ ペ プ チ ド 内 に 含 ま れ る も の で あ
り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト (少 な く と も 一 つ の 抗 原 決 定 基 を
含 む )は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 免 疫 特 異 的 で あ る 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 等 の リ ガ ン ド を 生 成 す る の に 利 用 で き る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 す る ク ロ ー ン の 単 離 又 は 同 定 の た め に 、 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に よ る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 の 目 的 で 使 用 で き る 。 こ れ ら 抗 体 は 、 ま た 当 業 者 に は 明 ら か
な 如 く 、 他 に も 用 途 が あ る が 、 特 に 診 断 又 は 治 療 用 助 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
　 上 記 用 語 「 免 疫 特 異 的 (immunospecific)」 と は 、 こ れ ら の 抗 体 が 、 公 知 の 他 の 関 連 す る
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー よ り も 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 実 質 的 に
大 き な ア フ ィ ニ テ ィ ー を 持 つ こ と を 意 味 す る 。 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 抗 体 」 と は 、 完 全 な
分 子 並 び に そ の フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は Fab、 F(ab')2及 び Fvを 意 味 し 、 こ れ ら は 問 題 と す
る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 本 発 明 の 第 一 局 面 の
ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 。
　 「 実 質 的 に 大 き な ア フ ィ ニ テ ィ ー 」 な る 用 語 に よ っ て 、 我 々 は 、 既 知 の 分 泌 さ れ た タ ン
パ ク 質 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー と 比 較 し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ
ー に 、 測 定 可 能 な 増 加 が 見 ら れ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 ま し く は 、 こ の ア フ ィ ニ テ ィ ー は 、 既 知 の 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 、 例 え ば c1qド メ イ
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ン 含 有 タ ン パ ク 質 よ り も 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も 1.5倍 、 2倍 、 5倍
、 10倍 、 100倍 、 10 3 -倍 、 10 4 -倍 、 10 5 -倍 、 10 6 -倍 又 は そ れ 以 上 で あ る 。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 望 ま し い 場 合 に は 、 選 択 さ れ た 哺 乳 動 物 、 例 え ば マ ウ ス 、 ウ サ ギ
、 ヤ ギ 又 は ウ マ を 、 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド に よ り 、 免 疫 感 作 す る こ と が で き る
。 該 動 物 を 免 疫 感 作 す る の に 使 用 す る 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 誘 導 す
る こ と が で き 、 あ る い は 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 望 ま し く は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は
、 担 体 タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド を 化 学 的 に 結 合 で
き る 、 通 常 使 用 さ れ る 担 体 は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン 及 び キ ー ホ ー ル リ ン
ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン を 含 む 。 次 い で 、 こ の 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 動 物 の 免 疫 感 作 の
た め に 使 用 す る 。 こ の 免 疫 化 し た 動 物 由 来 の 血 清 を 集 め 、 公 知 の 手 順 、 例 え ば イ ム ノ ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 処 理 す る 。
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 、 当 業 者 は 容 易 に 製 造
で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る た め の 一 般 的 な 方
法 は 周 知 で あ る (例 え ば 、 Kohler, G. & Milstein, C., Nature, 1975, 256:495-497; Koz
bor等 , Immunology Today, 1983, 4:72; Cole等 , モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 癌 治 療 (Monocl
onal Antibodies and Cancer Therapy), pp. 77-96, Alan R. Liss, Inc. (1985)を 参 照
の こ と )。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 製 造 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の パ ネ ル を 、 様
々 な 特 性 、 例 え ば イ ソ タ イ プ 、 エ ピ ト ー プ 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 等 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 こ れ ら に 対 し て 導 か れ た 、 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド
の 精 製 に お い て 、 特 に 有 用 で あ る 。 あ る い は ま た 、 対 象 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 、 例 え ば 当 分 野 に お い て 公 知 の PCR技 術 に よ っ て 単
離 し 、 ま た 適 当 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 か つ そ こ で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 非 -
ヒ ト 可 変 部 が 、 ヒ ト 定 常 部 と 結 合 も し く は 融 合 す る キ メ ラ 抗 体 (例 え ば 、 Liu等 , Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA, 1987, 84:3439)も 、 有 用 で あ り 得 る 。
　 こ の 抗 体 は 、 例 え ば ヒ ト 化 に よ っ て 、 個 体 内 で 、 低 免 疫 原 性 の も の と な る よ う に 変 性 す
る こ と が で き る (以 下 の 文 献 を 参 照 の こ と ： Jones等 , Nature, 1986, 321:522; Verhoeyen
等 , Science, 1988, 239:1534; Kabat等 , J. Immunol., 1991, 147:1709; Queen等 , Proc
. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86:10029; Gorman等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 19
91, 88:34181;及 び Hodgson等 , Bio/Technology, 1991, 9:421)。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 ヒ
ト 化 抗 体 」 と は 、 非 -ヒ ト ド ナ ー 抗 体 の 重 鎖 及 び /又 は 軽 鎖 の 可 変 部 ド メ イ ン に お け る CDR
ア ミ ノ 酸 及 び 選 択 さ れ た 他 の ア ミ ノ 酸 が 、 ヒ ト 抗 体 に お け る 等 価 な ア ミ ノ 酸 の 代 わ り に 置
換 さ れ て い る 、 抗 体 分 子 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 こ の ヒ ト 化 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 体 と 厳 密 に 類 似
す る が 、 該 ド ナ ー 抗 体 の 結 合 能 を 持 つ 。
　 更 に ま た 、 該 抗 体 は 、 「 二 重 特 異 性 」 抗 体 で あ り 得 、 こ れ は 2つ の 異 な る 抗 体 結 合 ド メ
イ ン を 持 つ 抗 体 で あ り 、 各 ド メ イ ン は 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 は 、 関 連 す る 抗 体 の 存 在 に つ き ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 、 ヒ ト
由 来 の リ ン パ 細 胞 の 、 PCR増 幅 さ れ た V-遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー か ら 、 あ る い は ナ イ ー ブ (na
ive)ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 活 性 を 持 つ 、 抗 体 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の 選 別 の た め に 利 用 で き る (McCafferty, J.等 , Nature, 1990, 348:552-554; Ma
rk, J.等 , Biotechnology, 1992, 10:779-783)。 こ れ ら 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー は 、 ま た 連
鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て も 改 善 で き る (Clackson, T.等 , Nature, 1991, 352:624-628)
。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ れ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ れ 、 上 記 技 術 に よ り 生 成 さ れ た 抗 体 は 、 イ
ム ノ ア ッ セ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)又 は 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ (ELIS
A)に お け る 試 薬 と し て 使 用 で き る 点 で 、 付 随 的 な 有 用 性 を 持 つ 。 こ れ ら 用 途 に お い て 、 こ
れ ら 抗 体 は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 性 分 子 又 は 酵 素 等 の 、 分 析 に よ り 検 出 可 能 な 試 薬 で 標
識 す る こ と が で き る 。

10

20

30

40

50

(18) JP 2007-509606 A 2007.4.19



　 本 発 明 の 第 二 及 び 第 三 局 面 の 好 ま し い 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6
、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 16、 配 列 番 号 18、 配 列 番
号 20、 配 列 番 号 22及 び 配 列 番 号 24に 記 載 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 及 び 機 能 的 に 等 価 な ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ る 。 こ れ ら の 核 酸 分 子 は 、 こ こ に 記 載 す る 方 法 並 び に 用
途 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 好 ま し く は 少 な く と も n個 の 、
こ こ に 記 載 す る 該 配 列 由 来 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ こ で 特 定 の 配 列 に 依 存 し て
、 こ の nは 、 10又 は そ れ 以 上 (例 え ば 、 12、 14、 15、 18、 20、 25、 30、 35、 40又 は そ れ 以 上
)で あ る 。
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 ま た 上 記 の 核 酸 分 子 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 (例 え ば 、 ア ン チ セ ン
ス 又 は プ ロ ー ビ ン グ の た め の )を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 mRNA等 の RNA、 例 え ば cDNA、 合 成 DNA又 は ゲ ノ ム DNA等 を 包 含 す る D
NAの 形 状 を 持 つ こ と が で き る 。 こ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 ク ロ ー ニ ン グ 、 化 学 的 な 合 成 技 術
、 又 は こ れ ら の 組 合 せ に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 固 相 ホ ス ホ
ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 合 成 等 の 技 術 を 用 い て 、 ゲ ノ ム 又 は cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 あ る い は 生
物 か ら の 分 離 に よ っ て 、 製 造 す る こ と が で き る 。 RNA分 子 は 、 一 般 に DNA配 列 の イ ン ビ ボ 又
は イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ っ て 、 生 成 し 得 る 。
　 こ れ ら の 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 何 れ で あ っ て も 良 い 。 一 本 鎖 DNAは 、 セ ン ス ス ト
ラ ン ド と し て も 知 ら れ る 、 コ ー ド ス ト ラ ン ド で あ り 得 、 あ る い は ア ン チ セ ン ス ス ト ラ ン ド
と し て も 知 ら れ る 、 非 -コ ー ド ス ト ラ ン ド で あ っ て も 良 い 。
　 用 語 「 核 酸 分 子 」 と は 、 ま た DNA及 び RNAの 類 似 体 、 例 え ば 修 飾 さ れ た 骨 格 を 持 つ も の 及
び ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)を 含 む 。 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 PNA」 と は 、 好 ま し く は リ ジ ン で 終 端
す る 、 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド 骨 格 と 結 合 し た 、 少 な く と も 5個 の ヌ ク レ オ チ ド に 相
当 す る 長 さ を 持 つ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 又 は ア ン チ -ジ ー ヌ (an
ti-gene)剤 を 意 味 す る 。 該 末 端 リ ジ ン は 、 こ の 構 造 に 溶 解 性 を 付 与 す る 。 PNAは 、 ペ ギ レ
ー ト 化 (pegylated)し て 、 細 胞 内 で の そ の 寿 命 を 延 長 す る こ と が で き 、 こ こ で 該 PNAは 、 相
補 性 の 一 本 鎖 DNA及 び RNAと 優 先 的 に 結 合 し か つ 転 写 物 の 伸 長 を 停 止 す る こ と が で き る (Nie
lsen, P.E.等 , Anticancer Drug Des., 1993, 8:53-63)。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 こ こ に 記 載 す る 核 酸 分 子 の 1種 又 は そ
れ 以 上 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ れ ら の 分 子 は 、 ま た 遺 伝 的 コ ー ド 縮 重 の 結 果 と し て 、 ポ リ ペ プ チ ド ： 配 列 番 号 2、 配
列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 16、
配 列 番 号 18、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 22又 は 配 列 番 号 24を コ ー ド す る 、 異 な っ た 配 列 を 持 つ
こ と が で き る 。 こ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 該 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 自 体 に 対 す る コ ー ド 配 列 ； 該
成 熟 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る コ ー ド 配 列 及 び 追 加 の コ ー ド 配 列 、 例 え ば プ ロ -、 プ レ -又 は プ
レ プ ロ -ポ リ ペ プ チ ド 配 列 等 の リ ー ダ ー 又 は 分 泌 配 列 を コ ー ド す る も の ； 上 記 追 加 の コ ー
ド 配 列 と の 組 合 せ で 又 は 単 独 で 、 転 写 (終 止 シ グ ナ ル を 含 む )、 リ ボ ソ ー ム 結 合 及 び mRNAの
安 定 性 に お い て あ る 役 割 を 演 じ る 、 転 写 さ れ た 、 非 -翻 訳 配 列 等 の 、 非 -コ ー ド 5'及 び 3'配
列 を 包 含 す る 、 更 な る 追 加 の 、 非 -コ ー ド 配 列 を 含 む 、 該 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る コ ー
ド 配 列 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の 核 酸 分 子 は 、 ま た 付 随 的 な 官 能 性
を も た ら す も の 等 の 、 追 加 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 、 付 随 的 な 配 列 を 含 む こ と も で き る 。
　 本 発 明 の 第 二 及 び 第 三 局 面 の 核 酸 分 子 は 、 ま た 該 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 又 は そ の
機 能 的 な 等 価 物 及 び 本 発 明 の 第 一 局 面 の フ ラ グ メ ン ト を も コ ー ド し 得 る 。 こ の よ う な 核 酸
分 子 は 、 天 然 に 産 す る 変 異 型 、 例 え ば 天 然 に 産 す る ア レ リ ッ ク 変 異 型 で あ り 得 、 あ る い は
該 分 子 は 、 天 然 に 産 す る こ と が 知 ら れ て い な い 変 異 型 で あ り 得 る 。 該 核 酸 分 子 の 天 然 産 以
外 の こ の よ う な 変 異 型 は 、 突 然 変 異 誘 発 技 術 、 例 え ば 核 酸 分 子 、 細 胞 又 は 器 官 に 適 用 さ れ
る も の を 含 む こ れ ら 技 術 に よ り 、 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の 点 に 関 連 し て 、 変 異 型 と し て は 、 特 に ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 に よ っ て 、
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上 記 核 酸 分 子 と は 異 な る 変 異 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 は 、 1又
は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 該 変 異 体 は 、 コ ー ド 、 非 -コ ー ド 領 域 又 は 両 者 に お い
て 変 更 す る こ と が で き る 。 コ ー ド 領 域 に お け る 変 更 は 、 保 存 性 又 は 非 -保 存 性 ア ミ ノ 酸 の
置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 を 発 生 す る 可 能 性 が あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 該 遺 伝 子 生 成 物 (ポ リ ペ プ チ ド )の ク ロ ー ニ ン グ 、 プ ロ セ ッ
シ ン グ 、 及 び /又 は 発 現 を 含 む 様 々 な 理 由 で 、 当 業 者 に お い て 一 般 的 に 公 知 の 方 法 を 用 い
て 、 操 作 す る こ と が で き る 。 ラ ン ダ ム フ ラ グ メ ン ト 化 及 び 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト 及 び 合 成 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の PCR再 集 合 (PCR reassembly)に よ る DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 該 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 操 作 す る た め に 使 用 で き る 技 術 と し て 含 ま れ る 。 サ イ ト 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を
利 用 し て 、 新 た な 制 限 サ イ ト の 挿 入 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 、 コ ド ン の 優 先 性 の 変
更 、 切 片 変 異 型 の 生 成 、 突 然 変 異 の 導 入 等 を 可 能 と す る 。
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 異 種 配 列 と 結 合 し 、 融 合 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 結 合 核 酸 分 子 を 得 る こ と を 可 能 と す る 。 こ の よ う な 結 合 核 酸 分 子
は 、 本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 の 局 面 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 阻 害 剤 に
関 す る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 こ の よ う な 結 合 核 酸 分 子 を 用
い て 、 市 販 品 と し て 入 手 で き る 抗 体 に よ り 認 識 で き る 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る の に 有
用 で あ り 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 と 、 異 種 タ ン パ ク 質
の 配 列 と の 間 に 位 置 す る 開 裂 サ イ ト を 含 む よ う に 操 作 し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 異 種 タ
ン パ ク 質 か ら 開 裂 し 、 か つ こ れ か ら 精 製 し 得 る よ う に す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 ま た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 、 部 分 的 に 相
補 的 で あ り 、 ま た そ の 結 果 と し て 該 コ ー ド 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る (ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン )、 ア ン チ セ ン ス 分 子 を 含 む 。 こ の よ う な ア ン チ セ ン ス 分 子 、 例 え ば オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、
タ ー ゲ ッ ト 核 酸 を 識 別 し 、 特 異 的 に こ れ と 結 合 し 、 か つ そ の 転 写 を 阻 止 す る よ う に 設 計 す
る こ と が で き る (例 え ば 、 Cohen, J.S. Trends in Pharm. Sci., 1989, 10:435; Okano, J
. Neurochem. 1991, 56:560; O'Connor, J. Neurochem. 1991, 56:560; Lee等 , Nucleic 
Acids Res. 1979, 6:3073; Cooney等 , Science, 1988, 241:456; Dervan等 , Science, 19
91, 251:1360を 参 照 の こ と )。 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と は 、 2つ の 核
酸 分 子 の 、 水 素 結 合 に よ る 相 互 の 結 合 を 意 味 す る 。 典 型 的 に は 、 1個 の 分 子 が 固 体 担 体 に
固 定 さ れ 、 ま た 他 方 の 分 子 は 溶 液 中 で 遊 離 状 態 に あ る 。 次 い で 、 こ れ ら 2つ の 分 子 を 、 水
素 結 合 に と っ て 好 ま し い 条 件 下 で 、 相 互 に 接 触 状 態 に 置 く こ と が で き る 。 こ の 結 合 に 影 響
を 及 ぼ す 因 子 は 、 溶 媒 の 型 及 び 体 積 、 反 応 温 度 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 時 間 、 撹 拌 、
該 液 相 中 の 分 子 の 、 該 固 体 担 体 へ の 非 -特 異 的 な 結 合 を 遮 断 す る 試 薬 (デ ン ハ ー ト 試 薬 又 は
BLOTTO)； 該 分 子 の 濃 度 、 分 子 の 結 合 速 度 を 高 め る た め の 試 薬 (デ キ ス ト ラ ン サ ル フ ェ ー ト
又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル )、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 条 件 の ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー を 包 含 す る (Sambrook等 の [上 記 文 献 ]を 参 照 の こ と )。
　 タ ー ゲ ッ ト 分 子 と 完 全 に 相 補 的 な 分 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 阻 害 は 、 当 分 野 に お
い て 公 知 で あ る 如 く 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 利 用 し て 検 討 す る こ と が で き る
(例 え ば 、 Sambrook等 の [上 記 文 献 ]を 参 照 の こ と )。 従 っ て 、 実 質 的 に 相 同 な 分 子 は 、 Wahl
, G.M. & S.L. Berger (Methods Enzymol. 1987, 152:399-407)及 び Kimmel, A.R. (Metho
ds Enzymol. 1987, 152:507-511)に お い て 教 示 さ れ て い る よ う に 、 様 々 な ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー 条 件 下 で 、 タ ー ゲ ッ ト 分 子 と 完 全 に 相 補 的 な 分 子 の 結 合 と 競 合 し 、 か つ 阻 害 す る で あ
ろ う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 と は 、 非 常 に 似 通 っ て い る 分 子 同 士 の 結 合 を 、 異 な る 分 子 間 の
結 合 よ り も 好 ま し い も の と す る 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お け る 条 件 を 意 味 す る 。
高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 50％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 5XSSC(150m
Mの NaCl、 15mMの ク エ ン 酸 3ナ ト リ ウ ム )、 50mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.6)、 5xデ ン ハ ー
ト 溶 液 、 10％ デ キ ス ト ラ ン サ ル フ ェ ー ト 、 及 び 20μ g/mlの 変 性 、 剪 断 サ ケ 精 液 DNAを 含 む
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溶 液 中 で 、 42℃ に て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 該 フ ィ ル タ ー を 約 65℃ に て 0.1X SSCで
洗 浄 す る も の と し て 定 義 さ れ る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 反 応 を 35℃ に て 行 う こ と を 含 む (Sambrook等 の [上 記 文 献 ]を 参 照 の こ と )。 好 ま し く は
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 使 用 す る こ れ ら 条 件 は 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な
条 件 で あ る 。
　 本 発 明 の こ の 局 面 の 好 ま し い 態 様 は 、 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に
対 し て 、 同 一 性 が 、 全 長 に 渡 り 少 な く と も 70％ で あ る 核 酸 分 子 、 及 び こ の よ う な 核 酸 分 子
に 対 し て 実 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 で あ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の こ の 局 面 に よ る 核 酸 分
子 は 、 こ の よ う な コ ー ド 配 列 に 対 し て 、 同 一 性 が 、 全 長 に 渡 り 少 な く と も 80％ で あ る 領 域
を 含 み 、 あ る い は 該 コ ー ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な 核 酸 分 子 で あ る 。 こ の 点 に 関 連 し て 、 該
コ ー ド 配 列 に 対 し て 、 同 一 性 が 、 全 長 に 渡 り 少 な く と も 90％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 95％
、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 98％ 、 99％ 又 は そ れ 以 上 で あ る 核 酸 分 子 が 、 特 に 好 ま し い 。
こ の 点 に 関 連 し て 好 ま し い 態 様 は 、 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 の 生 物 学 的 機 能 又 は 活
性 を 実 質 的 に 維 持 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 検 出 す る た め の 方 法 を も 提 供 す る も の で あ り 、 こ の
方 法 は 、 以 下 に 列 挙 す る 諸 工 程 を 含 む ： (a) 本 発 明 に よ る 核 酸 プ ロ ー ブ と 、 生 物 学 的 サ ン
プ ル と を 、 デ ュ プ レ ッ ク ス を 形 成 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 接 触 さ せ る 工 程
、 及 び (b) 形 成 さ れ る あ ら ゆ る こ の よ う な デ ュ プ レ ッ ク ス を 検 出 す る 工 程 。
　 以 下 に お い て 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る こ と の で き る ア ッ セ イ と の 関 連 で 、 付 随 的 に 論
じ る よ う に 、 上 記 の よ う な 核 酸 分 子 は 、 RNA、 cDNA又 は ゲ ノ ム DNAに 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 用 の プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て 、 該 INSP161ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 完 全 な 長 さ
の cDNA及 び ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 し 、 ま た こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 対 し て
高 い 配 列 類 似 性 を 持 つ 、 相 同 又 は オ ー ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 の cDNA及 び ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 す
る こ と が で き る 。
　 こ の 点 に 関 連 し て 、 当 分 野 に お い て 公 知 の 、 特 に 以 下 の 技 術 を 利 用 す る こ と が で き 、 ま
た こ れ ら を 例 示 の 目 的 で 以 下 に 論 じ る 。 DNAの 配 列 決 定 法 及 び 分 析 法 は 周 知 で あ り 、 ま た
当 分 野 に お い て 一 般 的 に 利 用 で き 、 実 際 に 、 こ こ で 論 じ る 本 発 明 の 多 く の 態 様 を 実 施 す る
の に 利 用 で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 酵 素 、 例 え ば DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ウ フ ラ グ メ
ン ト 、 シ ー ケ ナ ー ゼ (Sequenase; OH、 ク リ ー ブ ラ ン ド の USバ イ オ ケ ミ カ ル 社 (US Biochemi
cal Corp.))、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ (パ ー キ ン エ ル マ ー (Perkin Elmer))、 熱 安 定 性 T7ポ リ メ ラ
ー ゼ (IL、 シ カ ゴ の ア マ ー シ ャ ム (Amersham))、 又 は ポ リ メ ラ ー ゼ と プ ル ー フ リ ー デ ィ ン グ
エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 例 え ば ギ ブ コ /BRL(MD、 ガ イ ザ ー ス バ ー グ )に よ り 市 販 さ れ て い る 、
ELONGASE増 幅 シ ス テ ム (Amplification System)に お い て 見 出 さ れ る も の と の 組 合 せ を 使 用
す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 配 列 決 定 法 は 、 ハ ミ ル ト ン ミ ク ロ ラ ブ (Hamilton Micro 
Lab) 2200 (NV、 レ ノ の ハ ミ ル ト ン 社 )、 ペ ル チ ェ サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (Peltier Thermal C
ycler)(PTC200; MA、 ウ ォ ー タ ー タ ウ ン の MJリ サ ー チ (MJ Research)社 )及 び ABIキ ャ タ リ ス
ト (Catalyst)及 び 373及 び 377DNAシ ー ケ ン サ (Sequencers;パ ー キ ン エ ル マ ー )等 の 装 置 を 使
用 し て 、 自 動 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 該 INSP093ポ リ ペ プ チ ド と 等 価 な 機 能 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 単 離
す る た め の 一 つ の 方 法 は 、 当 分 野 に お い て 認 識 さ れ て い る 標 準 的 な 手 順 を 用 い て 、 天 然 又
は 人 工 的 に 設 計 し た プ ロ ー ブ を 用 い て 、 ゲ ノ ム 又 は cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 精 査 す る こ と で あ
る (例 え ば 、 ア ウ ス ベ ル (Ausubel)等 (編 )の 「 カ レ ン ト プ ロ ト コ ー ル イ ン モ レ キ ュ ラ ー バ イ
オ ロ ジ ー (Current Protocols in Molecular Biology)」 , Greene Publishing Associatio
n & John Wiley Interscience, NY, 1989, 1992を 参 照 の こ と )。 適 当 な コ ー ド 遺 伝 子 (配
列 番 号 1、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 13、 配
列 番 号 15、 配 列 番 号 17、 配 列 番 号 19、 配 列 番 号 21及 び 配 列 番 号 23)由 来 の 核 酸 配 列 に 相 当
す る 、 あ る い は こ れ に 対 し て 相 補 的 な 、 少 な く と も 15個 の 、 好 ま し く は 少 な く と も 30個 の
、 及 び よ り 好 ま し く は 少 な く と も 50個 の 、 連 続 す る 塩 基 を 含 む プ ロ ー ブ が 、 特 に 有 用 な プ
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ロ ー ブ で あ る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 分 析 に よ り 検 出 可 能 な 試 薬 で 標 識 し て 、 そ の 同 定
を 簡 略 化 す る こ と が で き る 。 有 用 な 試 薬 は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 性 染 料 及 び 検 出 可 能 な
生 成 物 の 形 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の プ
ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ り 、 当 業 者 は 、 ヒ ト 、 哺 乳 動 物 又 は 他 の 動 物 源 由 来 の 、 対 象 と
す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 ゲ ノ ム DNA、 cDNA又 は RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 相 補 的 な コ
ピ ー を 単 離 し 、 か つ こ の よ う な 源 を 、 関 連 す る 配 列 、 例 え ば 該 群 (family)、 タ イ プ 及 び /
又 は サ ブ タ イ プ の 付 随 的 な 構 成 員 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 多 く の 場 合 に お い て 、 単 離 cDNA配 列 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 が 、 通 常 は 5'
末 端 に お い て 、 短 く 切 断 さ れ る 点 に お い て 、 不 完 全 で あ る 。 幾 つ か の 方 法 を 利 用 し て 、 完
全 な 長 さ の cDNAを 得 、 も し く は 短 い cDNAを 伸 長 す る 。 部 分 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 使 用 し
、 か つ 当 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 方 法 を 利 用 し て 、 こ の よ う な 配 列 を 伸 長 し て 、 上 流 側
の 配 列 、 例 え ば プ ロ モ ー タ 及 び 調 節 要 素 を 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 使 用 可 能 な 方
法 の 一 つ は 、 cDNA末 端 の 迅 速 な 増 幅 (Rapid Amplification of cDNA Ends)方 法 に 基 く も の
で あ る (RACE； 例 え ば Frohman等 , PNAS USA 1988, 85:8998-9002を 参 照 )。 例 え ば 、 マ ラ ソ
ン (Marathon T M )技 術 (ク ロ ン テ ッ ク ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 (Clontech Laboratories Inc.))に よ
っ て 代 表 さ れ る 、 こ の 技 術 の 最 近 の 改 良 は 、 よ り 長 い cDNAに 関 す る 探 索 を 、 大 幅 に 簡 略 化
し た 。 「 制 限 -サ イ ト 」 PCRと 呼 ば れ る 、 幾 分 異 な る 技 術 は 、 既 知 の 遺 伝 子 座 と 隣 接 す る 未
知 の 核 酸 配 列 を 探 し 出 す た め に 、 普 遍 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る (Sarkar, G., PCR Methods A
pplic., 1993, 2:318-322)。 ま た 、 逆 PCRを 利 用 し て 、 既 知 領 域 に 基 い て 、 多 様 型 プ ラ イ
マ ー を 用 い て 、 配 列 を 増 幅 し 、 あ る い は 伸 長 す る こ と が で き る (Triglia, T.等 , Nucleic 
Acids Res., 1988, 16:8186)。 使 用 で き る も う 一 つ の 方 法 は 、 捕 獲 PCRで あ り 、 こ の 方 法
は ヒ ト 及 び 酵 母 の 人 工 染 色 体 DNAに お け る 既 知 の 配 列 に 隣 接 す る DNAフ ラ グ メ ン ト の PCR増
幅 を 含 む (Lagerstrom, M.等 , PCR Methods Applic., 1991, 1:111-119)。 未 知 の 配 列 を 捜
し 出 す た め に 使 用 で き る も う 一 つ の 方 法 は 、 Parkar, J.D.等 の 方 法 (Nucleic Acids Res.,
 1991, 19:3055-3060)で あ る 。 更 に 、 PCR、 ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー 、 及 び プ ロ モ ー タ フ ァ
イ ン ダ (PromoterFinder T M )ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 、 ゲ ノ ム DNAを 探 す こ と が で き る (CA, 
パ ロ ア ル ト の ク ロ ン テ ッ ク (Clontech)社 )。 こ の 方 法 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 必 要 性 を 排 除 し 、 ま た イ ン ト ロ ン /エ キ ソ ン 結 合 を 見 出 す 上 で 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 完 全 な 長 さ の cDNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る に 際 し て 、 よ り 大 き な cDNAを 含 め る よ う に 、 サ
イ ズ -選 別 さ れ て い る ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 遺 伝 子 の 5'領 域 を
含 む 配 列 を よ り 多 く 含 む 点 に お い て 、 無 秩 序 に 感 作 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー が 好 ま し い 。 無 秩
序 に 感 作 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 は 、 オ リ ゴ d(T)ラ イ ブ ラ リ ー が 、 完 全 な 長 さ の cDNAを
生 成 し な い 状 況 に 対 し て 、 特 に 好 ま し い 可 能 性 が あ る 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 、 5'非 -転
写 調 節 領 域 に 、 配 列 を 伸 長 す る た め に 有 用 で あ り 得 る 。
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 染 色 体 を 局 在 化 す る た め に 使 用 で き る
。 こ の 技 術 に お い て 、 核 酸 分 子 を 、 特 に 目 標 と し 、 ま た 個 々 の ヒ ト 染 色 体 上 の 特 定 の 位 置
で 、 こ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る 染 色 体 と 関 連 す る 配 列 の マ ッ
ピ ン グ は 、 遺 伝 子 関 連 疾 患 と 、 こ れ ら 配 列 と の 確 証 的 関 連 付 け に お い て 重 要 な 段 階 で あ る
。 一 度 、 配 列 が 、 正 確 な 染 色 体 位 置 に 関 し て マ ッ ピ ン グ (位 置 決 定 )さ れ る と 、 該 染 色 体 上
の 該 配 列 の 物 理 的 な 位 置 は 、 遺 伝 子 マ ッ プ デ ー タ と 関 連 付 け す る こ と が で き る 。 こ の よ う
な デ ー タ は 、 例 え ば V. McKusick, ヒ ト に お け る メ ン デ ル 遺 伝 (Mendelian Inheritance in
 Man)(ジ ョ ー ン ズ ホ プ キ ン ス 大 学 ウ エ ル チ メ デ ィ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー (Johns Hopkins Unive
rsity Welch Medical Library)を 通 し て オ ン ラ イ ン で 入 手 可 能 で あ る )に 見 ら れ る 。 次 い
で 、 同 一 の 染 色 体 領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る 遺 伝 子 と 疾 患 と の 関 連 性 を 、 結 合 分 析 (物
理 的 に 隣 接 す る 遺 伝 子 の 同 時 遺 伝 )に よ っ て 同 定 す る 。 こ れ は 、 位 置 ク ロ ー ニ ン グ 又 は 他
の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 、 疾 患 遺 伝 子 を 探 索 す る 研 究 者 に 、 価 値 あ る 情 報 を 提 供 す る 。
一 旦 、 該 疾 患 又 は 症 候 群 が 、 特 定 の ゲ ノ ム 領 域 に 対 す る 遺 伝 的 結 合 に よ っ て 、 大 雑 把 に 局
在 化 さ れ れ ば 、 該 当 領 域 に 関 す る あ ら ゆ る 配 列 マ ッ ピ ン グ が 、 更 な る 検 討 の た め の 、 関 連
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又 は 調 節 遺 伝 子 を 表 す 可 能 性 が あ る 。 該 核 酸 分 子 は 、 ま た 正 常 な 、 キ ャ リ ヤ と し て の 又 は
罹 患 し た 個 体 に お け る 、 転 位 、 逆 位 等 に よ る 、 染 色 体 位 置 に お け る 差 異 の 検 出 の た め に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 ま た 組 織 の 局 在 化 に と っ て も 価 値 が あ る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 ま
た 組 織 内 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 パ タ ー ン を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 検 出 に よ
り 、 決 定 す る こ と を 可 能 と す る 。 こ れ ら 技 術 は 、 そ の 場 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術
及 び ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 技 術 、 例 え ば PCR技 術 を 包 含 す る 。 こ れ ら の 研 究 に よ り 得 ら れ る 結
果 は 、 該 生 物 に お け る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 機 能 の 指 標 を 与 え る 。 更 に 、 mRNAの 正 常 な
発 現 パ タ ー ン と 、 突 然 変 異 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る mRNAに よ る 発 現 パ タ ー ン と の 比 較
研 究 は 、 疾 患 に お け る 突 然 変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 役 割 に 関 す る 有 益 な 見 識 を 与 え る 。 こ の よ
う な 不 適 当 な 発 現 は 、 時 間 的 、 空 間 的 又 は 定 量 的 特 性 を 持 つ も の で あ る 。
　 遺 伝 子 の ス ラ イ シ ン グ 法 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 内 在 的 発 現 を
ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と も 可 能 で あ る 。 RNA干 渉 (RNAi)(Elbashir, SM等 , Nature
, 2001, 411:494-498)は 、 利 用 す る こ と の で き る 、 配 列 特 異 的 な 転 写 後 の 遺 伝 子 サ イ レ ン
ト 化 法 (gene silencing)の 一 つ で あ る 。 短 い dsRNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 イ ン ビ ト ロ で
合 成 し 、 か つ 細 胞 内 に 導 入 す る 。 こ れ ら dsRNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 、 配 列 特 異 的 結 合 は
、 タ ー ゲ ッ ト mRNAの 分 解 を 開 始 さ せ 、 タ ー ゲ ッ ト タ ン パ ク 発 現 を 減 少 又 は 削 除 す る 。
　 上 で 評 価 し た 遺 伝 子 サ イ レ ン ト 化 法 の 有 効 性 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 測 定 (例 え ば 、 ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る )を 通 し て 、 ま た TaqManを 基 本 と す る 方 法 を 利 用 し て 、 R
NAレ ベ ル で 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 み 、 ま た ク ロ ー ニ ン グ 又 は 発 現 ベ ク タ ー で
あ り 得 る 。 本 発 明 の ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 又 は 形 質 導 入 す る
こ と の で き る 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 何 れ で あ っ て も 良 い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 宿 主 細 胞 内 に 含 ま れ る ベ ク タ ー 中 の コ ー ド 核 酸 分 子 の 発 現 に
よ り 、 組 換 え 体 と し て 作 る こ と が で き る 。 こ の よ う な 発 現 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、
ま た そ の 多 く は 、 Sambrook等 [上 記 文 献 ]及 び Fernandez & Hoeffler(1998, 編 ,「 遺 伝 子 発
現 系 。 発 現 技 術 に 関 す る 特 徴 を 利 用 (Gene expression systems. Using nature for the a
rt of expression)」 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 、 サ ン ジ エ ゴ 、 ロ ン ド ン 、 ボ ス ト ン 、 NY、 シ ド
ニ ー 、 東 京 、 ト ロ ン ト ） に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。
　 一 般 に 、 所 定 の 宿 主 内 で ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る た め に は 、 核 酸 分 子 を 維 持 し 、 増 殖 さ
せ 又 は 発 現 さ せ る の に 適 し た 、 任 意 の 系 又 は ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 適 当
な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 様 々 な 周 知 か つ ル ー チ ン 技 術 、 例 え ば Sambrook等 [上 記 文 献 ]に 記
載 さ れ て い る 技 術 の 何 れ か に よ っ て 、 発 現 系 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 該 コ ー ド
遺 伝 子 は 、 制 御 要 素 、 例 え ば プ ロ モ ー タ 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 系 (バ ク テ リ ア 発 現 の 場 合 )及 び
場 合 に よ っ て は オ ペ レ ー タ の 制 御 下 に 置 い て 、 該 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 該 DNA
配 列 を 、 該 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 内 の RNAに 転 写 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 適 当 な 発 現 系 の 例 は 、 例 え ば 染 色 体 、 エ ピ ソ ー ム 及 び ウ イ ル ス 由 来 の 系 、 例 え ば バ ク テ
リ ア プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 、 酵 母 エ ピ ソ ー ム 、 挿 入 要 素 、 酵
母 染 色 体 要 素 、 ウ イ ル ス 、 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 パ ポ ー バ ウ イ ル ス 、 例 え ば SV40、 ワ
ク チ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 及 び レ ト ロ ウ イ
ル ス 由 来 の ベ ク タ ー 又 は こ れ ら の 組 合 せ 、 例 え ば コ ス ミ ド 及 び フ ァ ー ジ ミ ド を 含 む 、 プ ラ
ス ミ ド 及 び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 遺 伝 子 要 素 由 来 の も の を 包 含 す る 。 ヒ ト の 人 工 的 な 染 色 体
(HACs)も 、 プ ラ ス ミ ド 内 に 含 ま れ 、 か つ 発 現 し 得 る も の よ り も 大 き な DNAフ ラ グ メ ン ト を
放 出 す る の に 使 用 で き る 。 ベ ク タ ー pCR4-TOPO、 pCR4-TOPO-INSP161、 pEAK12d、 pDEST12.2
、 pDONR221、 pENTR_-INSP161-6HIS、 pEAK12d_INSP161-6HIS、 pDEST12.2_INSP161-6HISが
、 INSP161に 関 連 す る 本 発 明 の 局 面 に 従 っ て 使 用 す る の に 適 し た ベ ク タ ー の 、 好 ま し い 例
で あ る 。
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　 特 に 適 し た 発 現 系 は 、 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 又 は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ
ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た バ ク テ リ ア 等 の 微 生 物 ； 酵 母 発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た
酵 母 ； ウ イ ル ス (例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス )発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 昆 虫 細 胞
系 ； ウ イ ル ス (例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 CaMV； タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス
、 TMV)発 現 ベ ク タ ー 又 は バ ク テ リ ア 発 現 ウ イ ル ス (例 え ば 、 Ti又 は pBR322プ ラ ス ミ ド )に よ
り 形 質 転 換 さ れ た 植 物 細 胞 系 ； 又 は 動 物 細 胞 系 を 包 含 す る 。 ま た 、 細 胞 を 含 ま な い 翻 訳 系
を 使 用 し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 、 宿 主 細 胞 へ の 導 入 は 、 多 く の 標 準 的 な
実 験 室 マ ニ ュ ア ル 例 え ば Davis等 の 分 子 生 物 学 に お け る 基 本 的 な 方 法 (Basic Methods in M
olecular Biology)(1986)及 び Sambrook等 [上 記 文 献 ]に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ り 、 行 う
こ と が で き る 。 特 に 適 し た 方 法 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAE-デ キ
ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン
、 カ チ オ ン 性 脂 質 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 形 質 導 入 、 ス ク
レ イ プ ロ ー デ ィ ン グ (scrape loading)、 弾 道 導 入 又 は 感 染 を 包 含 す る (例 え ば 、 Sambrook
等 , 1989 [上 記 文 献 ]; Ausubel等 , 1991 [上 記 文 献 ]; Spector, Goldman & Leinwald, 19
98を 参 照 の こ と )。 真 核 生 物 細 胞 に お い て 、 発 現 系 は 、 該 系 の 必 要 に 応 じ て 、 一 時 的 (例 え
ば 、 エ ピ ソ ー ム 性 )又 は 永 続 的 (染 色 体 へ の 組 込 み )の 何 れ か で あ り 得 る 。
　 該 コ ー ド 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 小 胞 体 の 内 腔 、 細 胞 質 空 間 又 は 細 胞 外 環 境 に 、 該 翻 訳 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド を 分 泌 す る た め に 望 ま し い 、 コ ン ト ロ ー ル 配 列 を コ ー ド す る 配 列 、 例 え ば
シ グ ナ ル ペ プ チ ド 又 は リ ー ダ ー 配 列 を 含 ん で も 、 含 ま な く て も 良 い 。 こ れ ら シ グ ナ ル は 、
該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 内 在 性 で あ り 得 、 あ る い は こ れ ら は 、 異 種 シ グ ナ ル で あ り 得 る 。
リ ー ダ ー 配 列 は 、 翻 訳 後 の プ ロ セ ッ シ ン グ に お い て 、 バ ク テ リ ア 宿 主 に よ り 除 去 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 コ ン ト ロ ー ル 配 列 に 加 え て 、 該 宿 主 細 胞 の 成 長 と 相 対 的 に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 調
節 す る こ と を 可 能 と す る 、 調 節 配 列 を 付 加 す る こ と が 望 ま し い 可 能 性 が あ る 。 調 節 配 列 の
例 は 、 調 節 化 合 物 の 存 在 を 含 む 化 学 的 又 は 物 理 的 な 刺 激 、 又 は 様 々 な 温 度 又 は 代 謝 条 件 に
応 答 し て 、 遺 伝 子 発 現 の 増 減 を 引 起 す も の で あ る 。 調 節 配 列 は 、 該 ベ ク タ ー の 非 -翻 訳 領
域 の も の 、 例 え ば エ ン ハ ン サ 、 プ ロ モ ー タ 及 び 5'及 び 3'未 翻 訳 領 域 で あ る 。 こ れ ら は 、 宿
主 細 胞 タ ン パ ク と 相 互 作 用 し て 、 転 写 及 び 翻 訳 を 行 う 。 こ の よ う な 調 節 配 列 の 長 さ 及 び 特
異 性 は 、 変 動 し 得 る 。 使 用 し た ベ ク タ ー 系 及 び 宿 主 に 依 存 し て 、 構 成 的 及 び 誘 導 性 プ ロ モ
ー タ を 含 む 、 任 意 の 数 の 適 当 な 転 写 及 び 翻 訳 要 素 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 バ ク テ
リ ア 系 内 で ク ロ ー ニ ン グ す る 場 合 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ 、 例 え ば Bluescriptフ ァ ー ジ ミ ド (C
A、 ラ ジ ョ ラ の ス ト ラ タ ジ ー ヌ (Stratagene))又 は pSportl T M プ ラ ス ミ ド (ギ ブ コ BRL)等 の ハ
イ ブ リ ッ ド lacZプ ロ モ ー タ 等 を 使 用 す る こ と が で き る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ポ リ ヘ ド リ ン プ
ロ モ ー タ を 、 昆 虫 細 胞 内 で 使 用 す る こ と が で き る 。 植 物 細 胞 ゲ ノ ム 由 来 (例 え ば 、 熱 シ ョ
ッ ク 、 RUBISCO及 び 貯 蔵 タ ン パ ク 遺 伝 子 )又 は 植 物 ウ イ ル ス (例 え ば 、 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ
又 は リ ー ダ ー 配 列 )由 来 の プ ロ モ ー タ 又 は エ ン ハ ン サ を 、 こ の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す
る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 系 に お い て は 、 哺 乳 動 物 遺 伝 子 又 は 哺 乳 動 物 ウ イ ル ス 由 来
の プ ロ モ ー タ が 好 ま し い 。 該 配 列 の 複 数 の コ ピ ー を 含 む 細 胞 系 を 生 成 す る 必 要 が あ る 場 合
に は 、 SV40又 は EBVに 基 く ベ ク タ ー を 、 適 当 な 選 別 マ ー カ ー と 共 に 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー を 、 適 当 な 核 酸 コ ー ド 配 列 が 、 適 当 な 調 節 配 列 を 含 む ベ ク タ ー 内 に 位 置 す
る よ う に 構 築 す る 。 こ こ で 、 該 調 節 配 列 に 対 す る 、 該 コ ー ド 配 列 は 、 こ の コ ー ド 配 列 が 、
該 調 節 配 列 の 「 制 御 」 の 下 で 転 写 さ れ る よ う に 、 配 置 さ れ 、 か つ 配 向 さ れ て い る 。 即 ち 、
該 コ ン ト ロ ー ル 配 列 に お い て 該 DNA分 子 と 結 合 し て い る RNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 該 コ ー ド 配 列
を 転 写 す る 。 幾 つ か の 場 合 に お い て 、 該 配 列 を 修 飾 し て 、 こ れ を 、 適 当 な 配 向 で 、 該 コ ン
ト ロ ー ル 配 列 に 結 合 で き る こ と が 必 要 で あ る 。 即 ち 、 該 読 み 取 り 枠 を 維 持 す る こ と が 必 要
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で あ り 得 る 。
　 該 コ ン ト ロ ー ル 配 列 又 は 他 の 調 節 配 列 を 、 ベ ク タ ー 内 に 挿 入 す る 前 に 、 該 核 酸 コ ー ド 配
列 と 連 結 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 該 コ ー ド 配 列 は 、 既 に 該 コ ン ト ロ ー ル 配 列 及
び 適 当 な 制 限 サ イ ト を 含 ん で い る 発 現 ベ ク タ ー に 、 直 接 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
　 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 、 長 期 に 渡 り 、 高 収 率 で 生 産 す る た め に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し
い 。 例 え ば 、 対 象 と す る 該 ポ リ ペ プ チ ド を 安 定 に 発 現 す る 細 胞 系 は 、 ウ イ ル ス 起 源 の 複 製
及 び /又 は 内 在 性 の 発 現 要 素 及 び 選 別 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 、 同 一 の 又 は 別 々 の ベ ク タ
ー 内 に 含 む こ と の で き る 、 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 該 ベ ク タ ー
の 導 入 に 続 い て 、 細 胞 を 選 別 培 地 で の 培 養 に 切 り 替 え る 前 に 、 こ れ ら を 1-2日 間 に 渡 り 、
栄 養 強 化 培 地 で 育 成 す る こ と が で き る 。 選 別 可 能 な マ ー カ ー を 用 い る 目 的 は 、 選 別 に 対 す
る 抵 抗 性 を 付 与 す る こ と に あ り 、 そ の 存 在 は 、 該 導 入 さ れ た 配 列 を 首 尾 よ く 発 現 す る 細 胞
の 育 成 及 び 回 収 を 可 能 と す る 。 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン を 、 こ の 種 の 細
胞 に と っ て 適 当 な 、 組 織 培 養 技 術 を 用 い て 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 発 現 用 の 宿 主 と し て 利 用 で き る 哺 乳 動 物 細 胞 系 は 、 当 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 ア メ リ
カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン (American Type Culture Collection; ATCC)か ら 入 手
で き る 、 多 く の 不 死 化 細 胞 系 を 包 含 し 、 例 え ば チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)、 HeLa
、 ベ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 臓 (BHK)、 サ ル の 腎 臓 (COS)、 C127、 3T3、 BHK、 HEK 293、 ボ ウ エ (Bo
wes)黒 色 腫 、 及 び ヒ ト 肝 細 胞 癌 腫 (例 え ば 、 Hep G2)細 胞 及 び 多 く の 他 の 細 胞 系 を 含 む が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 に お い て 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス /昆 虫 細 胞 発 現 系 用 の 物 質 は 、 市 販 品
と し て 、 特 に CA、 サ ン ジ エ ゴ の イ ン ビ ト ロ ゲ ン (Invitrogen)社 か ら 、 キ ッ ト (マ ッ ク ス バ
ッ ク (MaxBac)キ ッ ト )と し て 入 手 で き る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 一 般 に 当 業 者 に は 公 知 で あ り
、 Summers & Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No.1555 (1987)
に 十 分 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 系 に お い て 使 用 す る の に 特 に 適 し た 宿 主 細 胞 は 、 昆 虫 細 胞
、 例 え ば ド ロ ソ フ ィ ラ (Drosophila) S2及 び ス ポ ド プ テ ラ (Spodoptera) Sf9細 胞 で あ る 。
　 当 分 野 に お い て 公 知 の 、 多 く の 植 物 細 胞 培 養 物 及 び 全 植 物 遺 伝 子 発 現 系 が あ る 。 適 当 な
植 物 細 胞 遺 伝 子 発 現 系 の 例 は 、 米 国 特 許 第 5,693,506号 、 同 第 5,659,122号 及 び 同 第 5,608,
143号 に 記 載 さ れ て い る も の を 包 含 す る 。 植 物 細 胞 培 養 物 中 の 遺 伝 子 発 現 系 の 更 な る 例 は
、 Zenk, Phytochemistry, 1991, 30:3861-3863に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 特 に 、 プ ロ ト プ ラ ス ト を 単 離 し 、 か つ 培 養 し て 全 再 生 植 物 を 与 え る こ と の で き る 、 全 て
の 植 物 を 使 用 す る こ と が で き 、 従 っ て 全 植 物 を 回 収 す る こ と が で き 、 こ れ は 該 伝 達 さ れ た
遺 伝 子 を 含 む 。 実 際 に 、 全 て の 植 物 は 、 培 養 細 胞 又 は 組 織 か ら 再 生 す る こ と が で き る 。 サ
ト ウ キ ビ 、 サ ト ウ ダ イ コ ン 、 綿 、 果 実 及 び 他 の 樹 木 、 マ メ 科 植 物 及 び 野 菜 の 主 な 種 の 全 て
を 含 む が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。
　 特 に 好 ま し い バ ク テ リ ア 宿 主 細 胞 の 例 は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス (streptococci)、 ス タ フ
ィ ロ コ ッ カ ス (staphylococci)、 E.コ リ (E. coli)、 ス ト レ プ ト ミ セ ス (Streptomyces)、 及
び バ チ ル ス ズ ブ チ リ ス (Bacillus subtilis)細 胞 を 包 含 す る 。
　 真 菌 発 現 用 に 特 に 適 し た 宿 主 細 胞 の 例 は 、 酵 母 細 胞 (例 え ば 、 S.セ レ ビ シ ア エ (S. cerev
isiae))及 び ア ス ペ ル ギ ル ス (Aspergillus)細 胞 を 含 む 。
　 形 質 転 換 細 胞 系 を 回 収 す る の に 使 用 で き る 、 多 数 の 選 別 系 が 、 当 分 野 に お い て 公 知 で あ
る 。 そ の 例 は 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (Wigler, M.等 , Cell, 1977, 11:223-
32)及 び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Lowy, I.等 , Cell, 1980, 22:817-2
3)遺 伝 子 を 含 み 、 こ れ ら は 夫 々 、 tk - 又 は aprt± 細 胞 に お い て 使 用 で き る 。 ま た 、 代 謝 拮
抗 物 質 、 抗 生 物 質 又 は 除 草 剤 耐 性 を 、 選 別 用 の 基 礎 と し て 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば メ
ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ (DHFR)(Wigler, M.
等 , Proc. Natl. Acad. Sci., 1980, 77:3567-70)； ア ミ ノ グ リ コ シ ド ネ オ マ イ シ ン 及 び G
-418に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 、 npt(Colbere-Garapin, F.等 , J. Mol. Biol., 1981, 150:
1-14)； 及 び 夫 々 ク ロ ル ス ル フ ロ ン (Chlorsulfuron)及 び ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン (phosphinotr
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icin)ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 対 す る 耐 性 を 付 与 す る als又 は patで あ る 。 更 な る 選 別
可 能 な 遺 伝 子 が 記 載 さ れ て お り 、 そ の 例 は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 有 無 は 、 対 象 と す る 遺 伝 子 も 存 在 し 、 そ の 存 在 及 び 発 現 を 、 確 認
す る 必 要 が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 例 え ば 、 関 連 す る 配 列 が 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 配 列 内 に
挿 入 さ れ て い る 場 合 、 こ の 適 当 な 配 列 を 含 む 形 質 転 換 細 胞 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 機 能 が 無 い
こ と に よ っ て 同 定 で き る 。 あ る い は ま た 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 、 単 一 の プ ロ モ ー タ の 制 御 の
下 で 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 と 、 縦 列 状 態 で 配 置 す る こ と が で き る 。 誘
導 又 は 選 別 に 応 答 す る 、 こ の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 通 常 該 縦 列 遺 伝 子 の 発 現 を も 示 す
。
　 あ る い は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 ま た 該 ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に は 公 知 の 様 々 な 手 順 で 同 定 で き る 。 こ れ ら の 手 順 は 、
DNA-DNA又 は DNA-RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び タ ン パ ク 質 バ イ オ ア ッ セ イ 、 例 え ば 蛍
光 活 性 化 細 胞 選 別 (FACS)、 又 は イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 (例 え ば 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト
ア ッ セ イ [ELISA]及 び ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ [RIA])を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 こ れ
ら は 、 膜 、 溶 液 又 は チ ッ プ を 基 本 と す る 、 核 酸 又 は タ ン パ ク 質 の 検 出 及 び /又 は 定 量 用 の
技 術 を 包 含 す る (Hampton, R.等 , 血 清 学 的 方 法 (Serological Methods), 研 究 室 用 マ ニ ュ
ア ル (a Laboratory Manual), APS Press, MN、 セ ン ト ポ ー ル 及 び Maddox, D.E.等 , J. Exp
. Med., 1983, 158:1211-1216を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 広 範 囲 に 渡 る 標 識 及 び 複 合 化 技 術 が 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 ま た 様 々 な 核 酸 及 び ア ミ ノ
酸 ア ッ セ イ に お い て 利 用 で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 関 連 す る
配 列 を 検 出 す る た め の 、 標 識 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は PCRプ ロ ー ブ を 製 造 す る
た め の 手 段 は 、 オ リ ゴ 標 識 化 (oligolabelling)、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 末 端 標 識 、
又 は 標 識 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る PCR増 幅 を 包 含 す る 。 あ る い は ま た 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 は 、 mRNAプ ロ ー ブ を 製 造 す る た め に 、 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー
ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 当 業 者 に お い て 公 知 で あ り 、 市 販 品 と し
て 入 手 可 能 で あ り 、 ま た イ ン ビ ト ロ に て 、 適 当 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば T7、 T3、 又 は S
P6及 び 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 添 加 に よ り 、 RNAプ ロ ー ブ を 合 成 す る た め に 利 用 で き る
。 こ れ ら の 手 順 は 、 様 々 な 市 販 品 と し て 入 手 で き る キ ッ ト (フ ァ ル マ ー シ ア ＆ ア ッ プ ジ ョ
ン (MI、 カ ラ マ ゾ ー )； プ ロ メ ガ (WI、 マ デ ィ ソ ン )； 及 び U.S.バ イ オ ケ ミ カ ル 社 (U.S. Bioc
hemical Corp.)（ ク リ ー ブ ラ ン ド 、 OH)を 用 い て 、 実 施 す る こ と が で き る 。
　 欠 失 を 容 易 に す る た め に 使 用 で き る 、 適 当 な リ ポ ー タ 分 子 又 は ラ ベ ル は 、 放 射 性 核 種 、
酵 素 及 び 蛍 光 性 物 質 、 化 学 発 光 物 質 又 は 色 素 原 物 質 並 び に 基 質 、 補 助 因 子 、 阻 害 剤 、 磁 性
粒 子 等 を 含 む 。
　 本 発 明 に よ る 核 酸 分 子 は 、 ま た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に 齧 歯 目 の 動 物 を 創 造 す る
の に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 本 発 明 の 更 な る 局 面
を 構 成 す る 。 こ れ は 、 体 細 胞 の 変 性 に よ り 、 あ る い は 生 殖 系 列 療 法 （ germ line therapy
） に よ っ て 局 所 的 に 行 っ て 、 遺 伝 性 の 修 飾 を 組 込 む こ と が で き る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の モ ジ ュ レ ー タ と し て 効 果 的 な 薬 物 分 子 に 対 す る
、 動 物 モ デ ル の 生 成 に お い て 、 特 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 又 は エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 酸 抽 出 、 ア ニ オ ン 又 は カ チ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 及 び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 周 知 の 方 法 に よ っ て 、 組 換 え 細 胞 培
養 物 か ら 回 収 し 、 か つ 精 製 す る こ と が で き る 。 精 製 の た め に は 、 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー が 特 に 有 用 で あ る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 そ の 単 離 及 び /又 は 生 成 中 に 変 性 す る 場 合
に は 、 そ の 活 性 な 立 体 配 座 を 再 生 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 再 生 用 の 周 知 の 技 術 を 利 用 す る
こ と が で き る 。
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　 ま た 、 特 殊 な ベ ク タ ー 構 造 を 使 用 し て 、 所 望 の 如 く 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 配 列 と 、 可 溶 性 の タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る で あ ろ う 、 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 結 合 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 簡 略 化 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 精 製 を 簡 略 化 す る ド メ イ ン の 例 は 、 金 属 キ レ ー ト 化 ペ プ チ ド 、 例 え
ば 固 定 化 金 属 上 で の 精 製 を 可 能 と す る ヒ ス チ ジ ン -ト リ プ ト フ ァ ン モ ジ ュ ー ル 、 固 定 化 免
疫 グ ロ ブ リ ン 上 で の 精 製 を 可 能 と す る プ ロ テ イ ン Aド メ イ ン 、 及 び FLAGS/ア フ ィ ニ テ ィ ー
精 製 シ ス テ ム (WA、 シ ア ト ル の イ ム ネ ッ ク ス 社 (Immunex Corp.))に お い て 使 用 さ れ る ド メ
イ ン を 包 含 す る 。 開 裂 可 能 な リ ン カ ー 配 列 、 例 え ば フ ァ ク タ XA又 は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ (CA
、 サ ン ジ エ ゴ の イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 )に 対 し て 特 異 的 な も の の 、 該 精 製 ド メ イ ン と 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド と の 間 へ の 挿 入 は 、 精 製 を 容 易 化 す る 目 的 で 利 用 で き る 。 こ の よ う な 発 現 ベ
ク タ ー の 一 つ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 準 備 す る 。
該 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 チ オ レ ド キ シ ン 又 は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 開 裂 サ イ ト よ り も 先 行 す る 、
幾 つ か の ヒ ス チ ジ ン 残 基 と 融 合 し て い る 。 こ れ ら の ヒ ス チ ジ ン 残 基 は 、 IMAC(Porath, J.
等 , Prot. Exp. Purif., 1992, 3:263-281に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 固 定 化 金 属 イ オ ン ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )に よ る 精 製 を 簡 略 化 す る が 、 チ オ レ ド キ シ ン 又 は エ ン
テ ロ キ ナ ー ゼ 開 裂 サ イ ト は 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 該 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め の 手 段
を 与 え る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る ベ ク タ ー に 関 す る 議 論 は 、 Kroll, D.J.等 (DNA Cell
 Biol., 1993, 12:441-453)に よ っ て 与 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド を 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 目 的 で 発 現 さ せ る 場 合 に
は 、 一 般 に 、 こ れ を 発 現 す る 宿 主 細 胞 の 表 面 に お い て 製 造 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の 点 に
関 連 し て 、 該 宿 主 細 胞 は 、 例 え ば 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 別 (FACS)又 は イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー 技
術 を 用 い て 、 該 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 使 用 す る 前 に 収 穫 す る こ と が で き る 。 該 ポ リ ペ
プ チ ド が 該 培 地 中 に 分 泌 さ れ る 場 合 、 該 培 地 を 回 収 し て 、 発 現 さ れ た 該 ポ リ ペ プ チ ド を 回
収 し 、 か つ 精 製 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 で 製 造 さ れ る 場 合 、 該 ポ リ ペ プ
チ ド を 回 収 す る に 先 立 っ て 、 ま ず 該 細 胞 を 溶 解 す る 必 要 が あ る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 様 々 な 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の 何 れ か に お い て 、 化 合 物 の
ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 化 合 物 は 、
該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル 又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル を 、 活 性 化 (活 発 化 )又 は 阻
害 (拮 抗 、 相 殺 )す る こ と が で き 、 ま た 本 発 明 の 更 な る 局 面 を 構 成 す る 。 好 ま し い 化 合 物 は
、 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 天 然 遺 伝 子 の 発 現 を 変 更 し 、 あ る い は
本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る の に 有 効 で あ る 。
　 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 は 、 例 え ば 細 胞 、 細 胞 を 含 ま な い 処 方 物 、 化 学 ラ
イ ブ ラ リ ー 又 は 天 然 生 成 物 の 混 合 物 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ゴ ニ ス ト 又 は
ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 天 然 又 は 変 性 基 質 、 リ ガ ン ド 、 酵 素 、 レ セ プ タ ー 、 又 は 構 造 的 又 は 機
能 的 擬 似 物 質 で あ り 得 る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に 関 す る 適 当 な 概 説 に 関 し て は
、 Coligan等 , Current Protocols in Immunology, 1991, 1(2):第 5章 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 高 い 可 能 性 で 良 好 な ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る と 考 え ら れ る 化 合 物 は 、 結 合 し た 際 に 、 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 な 効 果 を 誘 発 す る こ と な し に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 分
子 で あ る 。 有 力 な ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 小 さ な 有 機 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し て 、 そ の 活 性 を 阻 害 し 、 も し く は 消 滅 さ せ る 抗 体 を 包 含 す る
。 こ の よ う に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 細 胞 結 合 分 子 と の 結 合 を 、 阻 害 す る こ と が で き 、
結 果 的 に 該 ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 生 物 学 的 活 性 が 阻 止 さ れ る 。
　 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に お い て 使 用 さ れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 溶 液 中 で
遊 離 状 態 と し 、 固 体 担 体 に 固 定 し 、 細 胞 表 面 上 に 担 持 さ せ 、 又 は 細 胞 内 に 配 置 さ せ る こ と
が で き る 。 一 般 に 、 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 手 順 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 適 当 な
細 胞 又 は 細 胞 膜 の 使 用 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 結 合 、 又 は 機 能 的 応 答 の 刺 激 又 は 阻 害
を 観 察 す る た め の テ ス ト 化 合 物 と 接 触 さ れ る 。 該 テ ス ト 化 合 物 と 接 触 状 態 に あ る 、 該 細 胞
の 該 機 能 的 な 応 答 を 、 次 に 該 テ ス ト 化 合 物 と 接 触 し て い な い コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と を 比 較 す
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る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 適 当 な 検 出 系 を 用 い て 、 該 テ ス ト 化 合 物 が 、 該 ポ リ ペ プ チ ド
の 活 性 化 に よ る 、 シ グ ナ ル の 発 生 を 結 果 す る か 否 か を 評 価 す る こ と を 可 能 と す る 。 活 性 化
の 阻 害 剤 は 、 一 般 に 既 知 の ア ゴ ニ ス ト の 存 在 下 で 検 定 さ れ 、 ま た 該 テ ス ト 化 合 物 の 存 在 下
に お け る 、 該 ア ゴ ニ ス ト に よ っ て 活 性 化 に 及 ぼ さ れ る 効 果 が 、 観 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ こ に 記 載 し た ア ッ セ イ タ イ プ に お い て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 さ せ る 方 法 は 当 業 者
に は 公 知 で あ ろ う 。 具 体 的 な 例 は 、 GAL4 DNA結 合 ド メ イ ン と 融 合 さ れ て い る 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド （ ま た は 標 的 と の 結 合 に 必 要 な フ ラ グ メ ン ト ） を 発 現 す る 構 築 物 を 細 胞 に 、 レ ポ
ー タ ー プ ラ ス ミ ド と 一 緒 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と で あ る （ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド
の 例 は pFR-Luc（ Stratagene Europe, Amsterdam, The Netherlands） で あ る ） 。 こ の 特 定
の プ ラ ス ミ ド は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る GAL4結 合 部 位 が 縦 並 び に 5つ 繰
り 返 さ れ て あ る 合 成 プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る 。 潜 在 的 標 的 又 は リ ガ ン ド が 細 胞 に 添 加 さ
れ る と き 、 前 記 は GAL4-ポ リ ペ プ チ ド 融 合 物 と 結 合 し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 転 写 を 誘
発 す る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 レ ベ ル は 、 化 学 発 光 読 み 取 り 装 置 を 用 い そ の 活 性 に よ っ て モ
ニ タ ー す る こ と が で き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Lehman et al. JBC 270： 12953, 
1995; Pawar et al. JBC, 277:39243, 2002） 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め の 、 更 に 好 ま し
い 方 法 は 、 以 下 の 諸 工 程 を 含 む ：
(a)標 識 又 は 非 標 識 化 合 物 を 任 意 の 固 相 （ 例 え ば ビ ー ズ 、 プ レ ー ト 、 マ ト リ ッ ク ス 支 持 体
、 チ ッ プ ） に 固 定 し た 該 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ 、 標 識 又 は 化 合 物 そ れ 自 体 の 存 在 を 測 定
す る こ と に よ っ て 化 合 物 を 検 出 す る 工 程 、 又 は
(b) 該 ポ リ ペ プ チ ド を そ の 表 面 上 に 発 現 す る 細 胞 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 を 可 能 と す
る 条 件 の 下 で 、 ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 、 こ こ で 該 ポ リ ペ プ チ ド は
、 こ れ に 対 す る あ る 化 合 物 の 結 合 に 応 答 し て 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 す る こ と の で き
る 、 第 二 の 成 分 と 結 合 し て い る ； 及 び
(c) 該 化 合 物 と 該 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 に よ り 発 生 す る シ グ ナ ル の レ ベ ル を 、 該 化 合
物 が 存 在 し な い 場 合 の シ グ ナ ル レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ り 、 該 化 合 物 が 該 ポ リ ペ プ チ ド
と 結 合 し 、 か つ 活 性 化 又 は 阻 害 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 。
　 例 え ば 、 ペ プ チ ド の コ ア ク チ ベ ー タ ー の 存 在 下 で 該 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し た リ ガ ン ド の
FRET検 出 の よ う な 方 法 （ Norris et al. Science 285： 744, 1999） を 用 い る こ と も 可 能 で
あ ろ う 。
　 更 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 上 記 し た 一 般 的 な 方 法 は 、 標 識 さ れ た 又 は 標 識 さ れ て い な
い 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る リ ガ ン ド の 存 在 下 で 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定
す る 工 程 を 更 に 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め の 、 別 の 態 様 は
、 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 該 ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 を 可 能 と す る 条 件 の 下 で 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 、 表 面 に 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド を 持 つ 細 胞 、 又 は こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 細 胞 膜 と 、 リ ガ ン ド と
の 結 合 の 阻 害 を 測 定 す る 工 程 、 及 び 該 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し た リ ガ ン ド の 量 を 測 定 す る 工
程 。 リ ガ ン ド 結 合 量 を 低 下 す る こ と の で き る 化 合 物 は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で
あ る と 考 え ら れ る 。 好 ま し く は 、 リ ガ ン ド は 標 識 さ れ て い る 。
　 よ り 具 体 的 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 方 法 は 、 以 下 の 諸 工 程 を 含 む ：
(a) 標 識 し た リ ガ ン ド と 、 任 意 の 固 形 支 持 体 若 し く は 細 胞 表 面 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、
又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 細 胞 膜 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
(b) 該 固 形 支 持 体 、 該 全 細 胞 又 は 該 細 胞 膜 上 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し た 、 標 識 リ ガ ン ド の
量 を 測 定 す る 工 程 ；
(c) 標 識 さ れ た リ ガ ン ド と 、 上 記 工 程 (a)の 該 固 形 支 持 体 、 該 全 細 胞 又 は 該 細 胞 膜 上 の 固
定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と の 混 合 物 に 、 候 補 化 合 物 を 添 加 し 、 か つ 得 ら れ る 混 合 物 を 平 衡 状
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態 に す る 工 程 ；
(d) 該 工 程 (c)の 完 了 後 、 該 固 定 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 全 細 胞 又 は 該 細 胞 膜 と 結 合 し た 標 識 リ
ガ ン ド の 量 を 測 定 す る 工 程 ； 及 び
(e) 上 記 工 程 (b)及 び (d)に お い て 結 合 し た 、 該 標 識 リ ガ ン ド に お け る 差 異 を 比 較 す る 工 程
。 結 果 的 に 、 該 工 程 (d)に お け る 結 合 量 に 減 少 を 生 じ た 該 化 合 物 が 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン
タ ゴ ニ ス ト で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 ア ッ セ イ に お い て 、 用 量 依 存 型 の 様 式 で 、 多 様 な 生 理 学 的 及 び
病 理 学 的 プ ロ セ ス を 調 節 す る こ と が 見 出 さ れ え る 。 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 「 機
能 的 な 等 価 物 」 は 、 上 記 ア ッ セ イ に お い て 、 用 量 依 存 型 の 様 式 で 、 同 じ 調 節 活 性 の 何 れ か
を 呈 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 用 量 依 存 型 の 活 性 の 程 度 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の も
の と 同 一 で あ る 必 要 は な い が 、 好 ま し く は 、 該 「 機 能 的 な 等 価 物 」 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド と 比 較 し た 場 合 に 、 所 定 の 活 性 に 関 す る ア ッ セ イ に お い て 、 実 質 的 に 同 様 な 用 量 依 存
性 を 示 す で あ ろ う 。
　 上 記 態 様 の 幾 つ か に お い て 、 簡 単 な 結 合 ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と が で き 、 こ こ で 該 ポ リ
ペ プ チ ド を 担 持 す る 表 面 に 対 す る テ ス ト 化 合 物 の 結 合 性 は 、 該 テ ス ト 化 合 物 に 直 接 又 は 間
接 的 に 結 合 し た 標 識 に よ っ て 、 あ る い は 標 識 さ れ た 競 合 物 質 と の 競 合 を 含 む ア ッ セ イ に お
い て 検 出 さ れ る 。 他 の 態 様 で は 、 競 合 的 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 利 用 す る こ と が で
き 、 こ こ で は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 で き る 中 和 抗 体 が 、 結 合 に 関 し て 、 テ ス ト 化 合 物 と
特 異 的 に 競 合 す る 。 こ の よ う に 、 該 抗 体 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 な 結 合 ア フ ィ
ニ テ ィ ー を 持 つ 、 任 意 の 化 合 物 の 存 在 を 検 出 す る の に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 細 胞 内 で の 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 製 造 に 及 ぼ す 、 添 加 し た テ ス ト 化
合 物 の 効 果 を 検 出 す る よ う に 、 ア ッ セ イ を 設 計 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 当 分 野 に お い て 公 知 の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 、
分 泌 さ れ た 又 は 細 胞 -結 合 レ ベ ル を 測 定 す る よ う に 、 ELISAを 構 成 す る こ と が で き 、 ま た こ
れ を 、 適 当 に 操 作 さ れ た 細 胞 又 は 組 織 に よ る 、 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 を 阻 害 又 は 増 強 す る こ
と の で き る 化 合 物 を 探 索 す る た め に 使 用 で き る 。 次 い で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と 該 テ ス ト す べ
き 化 合 物 と の 間 の 結 合 複 合 体 の 形 成 を 、 測 定 す る こ と が で き る 。
　 さ ら に ま た 本 発 明 に 含 ま れ る ア ッ セ イ 方 法 は 、 過 剰 発 現 ま た は 除 去 ア ッ セ イ で 本 発 明 の
遺 伝 子 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 必 要 と す る も の で あ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 こ れ ら 遺 伝 子
/ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 内 レ ベ ル の 操 作 及 び 該 操 作 さ れ た 細 胞 の 生 理 学 に 対 す る こ の 操 作 事
象 の 影 響 の 判 定 を 必 要 と す る 。 例 え ば こ の よ う な 実 験 は 、 特 定 の 遺 伝 子 /ポ リ ペ プ チ ド が
関 与 す る シ グ ナ リ ン グ 及 び 代 謝 経 路 の 詳 細 を 明 ら か に し 、 さ ら に 研 究 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド
が 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 に 関 す る 情 報 を も た ら し 、 さ ら に 関 連 す る 遺 伝 子 及 び
タ ン パ ク 質 を 調 節 す る 方 法 に つ い て の 手 が か り を 提 供 す る 。
　 使 用 可 能 な も う 一 つ の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 は 、 対 象 と す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 適
当 な 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 持 つ 化 合 物 の 高 い ス ク リ ー ニ ン グ 能 力 を 与 え る (国 際 特 許 出 願 W
O 84/03564を 参 照 )。 こ の 方 法 で は 、 多 数 の 異 な る 小 さ な テ ス ト 化 合 物 を 、 固 体 基 質 上 に
合 成 し 、 次 い で こ れ ら を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 さ せ 、 洗 浄 す る こ と が で き る 。 該 ポ
リ ペ プ チ ド を 固 定 化 す る 一 つ の 方 法 は 、 非 -中 性 抗 体 を 用 い る こ と で あ る 。 次 い で 、 結 合
し た ポ リ ペ プ チ ド を 、 当 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た
、 生 成 し た ポ リ ペ プ チ ド を 、 プ レ ー ト 上 に 直 接 被 覆 し て 、 上 記 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術
で 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 分 野 に お い て 公 知 の 、 標 準 的 な レ セ プ タ ー 結 合 技 術 を 用 い
て 、 膜 -結 合 し た 又 は 可 溶 性 レ セ プ タ ー を 同 定 す る た め に 使 用 で き 、 該 結 合 技 術 は 、 例 え
ば リ ガ ン ド 結 合 及 び 架 橋 ア ッ セ イ で あ り 、 そ こ で は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 放 射 性 同 位 元 素
で 標 識 さ れ て お り 、 あ る い は そ の 検 出 又 は 生 成 を 簡 単 化 す る 、 ペ プ チ ド 配 列 と 融 合 さ れ て
お り 、 ま た 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 推 定 上 の レ セ プ タ ー の 源 (例 え ば 、 細 胞 、 細 胞 膜 、 細 胞 上
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澄 み 、 組 織 抽 出 物 、 又 は 体 液 )と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 こ の 結 合 の 効 力 は 、 生 物 物
理 的 な 技 術 、 例 え ば 表 面 プ ラ ス モ ン レ ゾ ナ ン ス 及 び ス ペ ク ト ル 分 析 を 用 い て 測 定 で き る 。
結 合 ア ッ セ イ は 、 該 レ セ プ タ ー の 精 製 及 び ク ロ ー ニ ン グ の た め に 利 用 で き る が 、 該 ポ リ ペ
プ チ ド と そ の レ セ プ タ ー と の 結 合 と 競 合 す る 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ
ニ ス ト を 同 定 す る こ と も で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 標 準 的 な 方 法
は 、 当 分 野 に お い て 十 分 に 理 解 さ れ て い る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 上 記 の よ う な ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー 、 基
質 、 酵 素 を 同 定 す る 方 法 に お い て 有 用 な 、 ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト を も 含 む 。
　 本 発 明 は 、 こ れ ら の ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー 、 基 質 及 び 酵
素 、 並 び に 上 記 方 法 に よ っ て 発 見 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 又 は 抗 原 性 を 変 調 す
る 他 の 化 合 物 を も 包 含 す る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 リ ガ ン ド 又 は 化 合 物 を 、 適 当 な 製 薬 上 の
担 体 と 共 に 含 む 薬 理 組 成 物 を も 提 供 す る 。 こ れ ら 組 成 物 は 、 治 療 薬 又 は 診 断 用 の 試 薬 と し
て 、 ワ ク チ ン と し て 、 又 は 以 下 に お い て 詳 細 に 概 説 す る よ う に 、 他 の 免 疫 原 性 組 成 物 と し
て 適 し た も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 に よ れ ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 リ ガ ン ド 又 は 化 合 物 [X]を 含
む 組 成 物 は 、 こ の 組 成 物 の 全 量 [X+Y] (こ こ で 、 Yは 不 純 物 で あ る )に 対 し て 少 な く と も 85
質 量 ％ が Xで あ る 場 合 に は 、 不 純 物 (Y)を 「 実 質 的 に 含 ま な い 」 も の で あ る 。 好 ま し く は 、
Xは 該 組 成 物 全 重 量 [X+Y]の 少 な く と も 約 90質 量 ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 95％ 、 98
％ 、 又 は 99質 量 ％ で あ り さ え す る 。
　 こ れ ら 薬 理 組 成 物 は 、 好 ま し く は 治 療 上 有 効 な 量 の 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子
、 リ ガ ン ド 又 は 化 合 物 を 含 む べ き で あ る 。 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 治 療 上 有 効 な 量 」 と は 、
標 的 と す る 疾 患 又 は 状 態 を 治 療 し 、 改 善 し 又 は 予 防 す る に 要 す る 、 あ る い は 検 出 可 能 な 治
療 又 は 予 防 効 果 を 示 す の に 要 す る 治 療 薬 の 量 を 意 味 す る 。 任 意 の 化 合 物 に 対 し て 、 治 療 上
有 効 な 用 量 は 、 初 め に 例 え ば 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 培 養 ア ッ セ イ 、 通 常 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 又
は ブ タ で あ る 動 物 モ デ ル に お い て 見 積 も る こ と が で き る 。 該 動 物 モ デ ル は 、 ま た 適 当 な 濃
度 範 囲 又 は 投 与 経 路 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 次 い で 、 こ の よ う な 情
報 を 使 用 し て 、 ヒ ト に お け る 有 用 な 用 量 及 び 投 与 経 路 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ヒ ト を 対 象 と す る 際 の 、 正 確 な 有 効 量 は 、 疾 患 状 態 の 重 篤 度 、 該 対 象 の 一 般 的 な 健 康 状
態 、 該 対 象 の 年 齢 、 体 重 及 び 性 別 、 食 事 、 投 与 時 間 と そ の 頻 度 、 薬 物 の 組 合 せ 、 反 応 に 対
す る 敏 感 性 及 び 治 療 に 対 す る 寛 容 度 /応 答 性 に 依 存 す る で あ ろ う 。 こ の 量 は 、 ル ー チ ン 実
験 に よ り 決 定 す る こ と が で き 、 ま た 臨 床 医 の 判 断 の 範 囲 内 に あ る 。 一 般 に 、 有 効 投 与 量 は
、 0.01mg/kg～ 50mg/kgな る 範 囲 、 好 ま し く は 0.05mg/kg～ 10mg/kgな る 範 囲 内 に あ る 。 組 成
物 は 、 個 別 に 患 者 に 投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は 他 の 薬 剤 、 薬 物 又 は ホ ル モ ン と の 組 合
せ で 投 与 す る こ と が で き る 。
　 薬 理 組 成 物 は 、 ま た 治 療 薬 の 投 与 の た め に 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む こ と も で き る
。 こ の よ う な 担 体 は 、 抗 体 及 び 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 遺 伝 子 及 び 他 の 治 療 薬 、 例 え ば リ ポ ソ
ー ム を 含 む が 、 該 担 体 そ れ 自 体 は 、 該 組 成 物 を 受 容 れ る 個 体 に と っ て 有 害 な 抗 体 の 製 造 を
誘 発 す る こ と が 無 く 、 し か も 不 当 に 毒 性 を 示 す こ と な し に 投 与 で き る も の で あ る こ と を 条
件 と す る 。 適 当 な 担 体 は 、 大 き な 、 徐 々 に 代 謝 さ れ る 巨 大 分 子 、 例 え ば タ ン パ ク 質 、 多 糖
類 、 ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 ポ リ マ ー ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 コ ポ リ マ ー 及 び 不 活 化 さ
れ た ウ イ ル ス 粒 子 で あ り 得 る 。
　 こ こ で は 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 塩 、 例 え ば 塩 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 リ ン 酸 塩 、 硫 酸 塩 等 の
無 機 酸 の 塩 ； 及 び 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 マ ロ ン 酸 塩 、 安 息 香 酸 塩 等 の 有 機 酸 と の 塩 を
使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 に 関 す る 十 分 な 議 論 は 、 レ ミ ン ト ン の
製 薬 科 学 (Remington's Pharmaceutical Sciences)(Mack Pub. Co. N.J. 1991)に お い て 入
手 で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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　 治 療 組 成 物 に お け る 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 は 、 更 に 水 、 塩 水 、 グ リ セ ロ ー ル 及 び エ タ ノ
ー ル 等 の 液 体 を 含 む こ と も で き る 。 更 に 、 湿 潤 剤 又 は 乳 化 剤 、 pH緩 衝 物 質 等 の 補 助 的 物 質
も 、 こ の よ う な 組 成 物 に 存 在 し 得 る 。 こ の よ う な 担 体 は 、 該 薬 理 組 成 物 を 、 患 者 に 摂 取 さ
せ る た め に 、 錠 剤 、 ピ ル 、 糖 衣 剤 、 カ プ セ ル 、 液 剤 、 ゲ ル 、 シ ロ ッ プ 、 ス ラ リ ー 剤 、 懸 濁
剤 と し て 処 方 す る こ と を 可 能 と す る 。
　 一 旦 処 方 し た 後 に は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 対 象 に 直 接 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 す べ
き 対 象 は 、 動 物 で あ り 得 、 特 に ヒ ト を 治 療 の 対 象 と す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 で 使 用 す る 該 薬 理 組 成 物 は 、 あ ら ゆ る 数 の 経 路 で 、 例 え ば 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内
、 動 脈 内 、 延 髄 内 、 鞘 内 、 心 室 内 、 経 皮 (ト ラ ン ス デ ル マ ル (transdermal)又 は ト ラ ン ス ク
タ ニ ア ス (transcutaneous))(例 え ば 、 WO98/20734を 参 照 )、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 内 、 経 小 腸
、 局 所 、 舌 下 、 膣 内 、 又 は 直 腸 内 投 与 手 段 を 含 む (こ れ ら に 限 定 さ れ な い )経 路 で 投 与 で き
る 。 遺 伝 子 銃 又 は ハ イ ポ ス プ レ イ を 使 用 し て 、 本 発 明 の 薬 理 組 成 物 を 投 与 す る こ と も で き
る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら 治 療 組 成 物 は 、 注 射 可 能 な 、 溶 液 又 は 懸 濁 液 と し て 、 注 射 前 に 液
状 ビ ヒ ク ル の 溶 液 又 は 懸 濁 液 と す る の に 適 し た 、 固 体 形 状 で 調 製 で き る 。
　 こ の 組 成 物 の 直 接 的 な 放 出 は 、 一 般 に 注 射 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 又 は 筋 肉 内 投 与 に よ
っ て 達 成 さ れ 、 あ る い は 組 織 の 間 隙 空 間 に 放 出 さ れ る 。 こ れ ら 組 成 物 は 、 ま た 病 巣 に 投 与
す る こ と も 可 能 で あ る 。 投 薬 に よ る 治 療 は 、 単 一 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル 又 は 多 重 投 与 ス ケ ジ ュ
ー ル で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 特 定 の 疾 患 状 態 に お い て 顕 著 で あ る 場 合 、 幾 つ か の 方
法 を 利 用 で き る 。 そ の 一 つ の 方 法 は 、 上 記 の よ う に 、 対 象 に 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 共
に 、 阻 害 性 化 合 物 (ア ン タ ゴ ニ ス ト )を 投 与 す る こ と を 含 む が 、 そ の 量 は 、 例 え ば リ ガ ン ド
、 基 質 、 酵 素 、 レ セ プ タ ー の 結 合 を 遮 断 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 第 二 の シ グ ナ ル を 阻
害 す る こ と に よ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 阻 害 し 、 結 果 的 に こ の 異 常 な 状 態 を 軽 減 す
る の に 有 効 な も の で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 体 で あ る 。 最 も 好
ま し く は 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 前 に 記 載 し た よ う に 、 そ の 免 疫 原 性 を 最 小 化 す る た め に 、
キ メ ラ 及 び /又 は ヒ ト 化 さ れ た も の で あ る 。
　 も う 一 つ の 方 法 に お い て 、 問 題 と す る 、 リ ガ ン ド 、 基 質 、 酵 素 、 レ セ プ タ ー に 対 す る 結
合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 維 持 す る 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 型 を 投 与 す る こ と が で き る 。 典 型
的 に は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 関 連 す る 部 分 を 保 持 し て い る フ ラ グ メ ン ト と し て 投 与 す る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 別 の 方 法 に お い て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 は 、 発 現 遮 断 技 術 、 例 え
ば 内 部 で 生 成 さ れ る 又 は 外 部 か ら 投 与 さ れ た 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 (上 記 の よ う な )の 使
用 に よ り 阻 害 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 発 現 の 変 更 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝
子 の 調 節 領 域 (シ グ ナ ル 配 列 、 プ ロ モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ 及 び イ ン ト ロ ン )又 は コ ン ト ロ ー ル
5'に 対 す る 、 相 補 配 列 又 は ア ン チ セ ン ス 分 子 (DNA、 RNA又 は PNA)を 設 計 す る こ と に よ っ て
得 る こ と が で き る 。 同 様 に 、 阻 害 は 、 「 ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 」 塩 基 対 形 成 法 を 利 用 し て 達
成 で き る 。 ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 対 形 成 法 は 、 こ の 対 形 成 が 、 ダ ブ ル ヘ リ ッ ク ス の 、 ポ リ メ
ラ ー ゼ 、 転 写 フ ァ ク タ 又 は 調 節 分 子 の 結 合 を 受 容 れ る 十 分 な 能 力 を 阻 害 す る こ と か ら 、 有
用 で あ る 。 ト リ プ レ ッ ク ス DNAを 用 い る 最 近 の 治 療 に お け る 進 歩 は 、 文 献 に 記 載 さ れ て い
る （ Gee, J.E.等 (1994) In: Huber, B.E. & B.I. Carr, 分 子 的 及 び 免 疫 学 的 研 究 法 (Mole
cular and Immunologic Approaches),フ ツ ラ (Futura)出 版 社 NY、 Mt.キ ス コ )。 該 相 補 配 列
及 び ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 ま た 転 写 生 成 物 の 、 リ ボ ソ ー ム に 対 す る 結 合 を 阻 害 す る こ と に
よ り 、 mRNAの 翻 訳 を 遮 断 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は こ れ を イ ン ビ ボ で の 発 現 に よ り そ の 場 で 生 成 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 更 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 そ の コ ー ド mRNA配 列 に 対 し て 特 異 的 な リ ボ ザ イ
ム を 用 い る こ と に よ り 阻 害 し 得 る 。 リ ボ ザ イ ム は 、 触 媒 的 に 活 性 な RNAで あ り 、 こ れ は 天
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然 又 は 合 成 何 れ で あ っ て も 良 い (例 え ば 、 Usman, N.等 , Curr. Opin. Struct. Biol., 199
6, 6(4):527-33を 参 照 の こ と )。 合 成 リ ボ ザ イ ム は 、 選 択 さ れ た 位 置 で mRNAを 特 異 的 に 開
裂 す る よ う に 設 計 し て 、 該 mRNAの 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 を 阻 害 す る こ と が で き る 。
リ ボ ザ イ ム は 、 通 常 RNA分 子 に お い て 見 ら れ る よ う に 、 天 然 リ ボ ー ス ホ ス フ ェ ー ト 骨 格 及
び 天 然 塩 基 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ま た 、 こ の リ ボ ザ イ ム は 、 非 -天
然 型 骨 格 、 例 え ば 2'-O-メ チ ル RNAを 用 い て 合 成 し 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 分 解 か ら 保 護
す る こ と が で き 、 ま た 修 飾 し た 塩 基 を 含 む こ と が で き る 。
　 RNA分 子 を 変 性 し て 、 細 胞 内 安 定 性 を 高 め 、 か つ 半 減 期 を 延 長 す る こ と が 可 能 で あ る 。
可 能 な 変 性 は 、 該 分 子 の 5'及 び /又 は 3'末 端 に お け る フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 付 加 、 又 は 該 分
子 骨 格 内 で の 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 で は な く 、 寧 ろ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 又 は 2'-O-メ チ
ル の 使 用 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の 概 念 は 、 PNAの 製 造 に お い て 固 有 の も の
で あ り 、 非 -伝 統 的 塩 基 、 例 え ば イ ノ シ ン 、 キ ュ ー オ シ ン （ queosine） 及 び ブ ト シ ン 並 び
に ア セ チ ル -、 メ チ ル -、 チ オ -及 び 同 様 に 修 飾 さ れ た 形 状 に あ る ア デ ニ ン 、 シ チ ジ ン 、 グ
ア ニ ン 、 チ ミ ン 及 び /又 は ウ リ ジ ン を 含 め る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 分 子 全 て に 拡 張 で き
る 。 上 記 塩 基 は 、 内 在 性 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 、 容 易 に 認 識 さ れ る も の で は な い
。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 過 少 発 現 及 び そ の 活 性 と 関 連 し た 、 異 常 な 状 態 を 処 置 す
る た め に 、 幾 つ か の 方 法 を 利 用 す る こ と が で き る 。 そ の 一 つ は 、 対 象 に 、 治 療 的 に 有 効 な
量 の 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 活 性 化 す る 化 合 物 、 即 ち 上 記 し た ア ゴ ニ ス ト を 投 与 し て 、 該 異 常
な 状 態 を 軽 減 す る 工 程 を 含 む 。 あ る い は 、 適 当 な 製 薬 担 体 と 組 み 合 わ せ た 、 治 療 的 量 の 該
ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 関 連 す る 生 理 的 な バ ラ ン ス を 回 復 さ せ る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 遺 伝 子 療 法 を 利 用 し て 、 該 対 象 内 に お け る 関 連 細 胞 に よ る 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 内 的 生 産
を 行 う こ と が で き る 。 欠 陥 遺 伝 子 を 、 修 正 さ れ た 治 療 用 の 遺 伝 子 で 置 換 す る こ と に よ っ て
、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 不 適 当 な 生 産 性 を 、 永 続 的 に 処 置 す る 目 的 で 、 遺 伝 子 療 法 を 利 用 す る
。
　 本 発 明 の 遺 伝 子 療 法 は 、 イ ン ビ ボ 又 は エ ク ス ビ ボ (ex vivo)に て 実 施 で き る 。 エ ク ス ビ
ボ 遺 伝 子 療 法 は 、 患 者 細 胞 の 単 離 及 び 精 製 、 治 療 遺 伝 子 の 導 入 及 び 遺 伝 的 に 変 更 し た 細 胞
の 患 者 へ の 再 度 の 導 入 を 必 要 と す る 。 逆 に 、 イ ン ビ ボ 遺 伝 子 療 法 は 、 患 者 細 胞 の 単 離 及 び
精 製 を 必 要 と し な い 。
　 該 治 療 用 遺 伝 子 は 、 典 型 的 に 患 者 に 投 与 す る た め に 「 包 装 さ れ る 」 。 遺 伝 子 放 出 ビ ヒ ク
ル は 、 非 -ウ イ ル ス 性 の ビ ヒ ク ル 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム 、 又 は 複 製 能 力 に 乏 し い ウ イ ル ス 、
例 え ば Berkner, K.L., Curr. Top. Microbiol. Immunol., 1992, 158:39-66に 記 載 さ れ て
い る よ う な ア デ ノ ウ イ ル ス 、 又 は Muzyczka, N., Curr. Top. Microbiol. Immunol., 1992
, 158:97-129及 び 米 国 特 許 第 5,252,479号 に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 ア デ ノ -関 連 ウ イ ル ス
(AAV)ベ ク タ ー で あ り 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 、 複
製 能 力 に 乏 し い レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 内 で 発 現 す る よ う に 操 作 す る こ と が で き る 。 次 い
で 、 こ の 発 現 構 築 物 を 単 離 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る RNAを 含 む 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で 、 形 質 導 入 し た パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 内 に 導 入 す る 。 結 果 的 に 、 該 パ
ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 は 、 今 や 、 対 象 と す る 遺 伝 子 を 含 む 感 染 ウ イ ル ス 粒 子 を 製 造 す る 。 こ れ
ら の 産 生 細 胞 は 、 イ ン ビ ボ で 細 胞 を 操 作 し 、 か つ イ ン ビ ボ で 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 行 う
た め に 、 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る (遺 伝 子 療 法 及 び 他 の 分 子 遺 伝 学 的 治 療 法 (Gene The
rapy and other Molecular Genetic-based Therapeutic Approaches),第 20章 (及 び そ こ に
引 用 さ れ て い る 文 献 )、 ヒ ュ ー マ ン モ レ キ ュ ラ ー ジ ェ ネ チ ッ ク ス (Human Molecular Geneti
cs)(1996), T. Strachan & A.P. Read, BIOS サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク (Scientific)出 版 社 )
。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 他 の 方 法 は 、 該 治 療 用 の 遺 伝 子 が 、 直 接 血 流 中 又 は 筋 肉 組 織 内 に 注 射 さ れ る 、 「 裸 の DN
A」 の 投 与 で あ る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 分 子 が 、 疾 患 の 原 因 薬 剤 と な っ て い る 状 況 下 で は 、 本 発
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明 は 、 こ れ ら を ワ ク チ ン に お い て 使 用 し て 、 該 疾 患 原 因 薬 剤 に 対 す る 抗 体 を 生 成 す る 方 法
を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 予 防 的 (即 ち 、 感 染 防 止 )又 は 治 療 的 (即 ち 、 感 染 後 の 疾 患 の 治 療 )
何 れ で あ っ て も 良 い 。 こ の よ う な ワ ク チ ン は 、 免 疫 感 作 抗 原 、 免 疫 原 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ
ン パ ク 質 又 は 核 酸 を 、 通 常 上 記 の よ う な 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 共 に 含 有 し 、 該 担 体 は 、
そ れ 自 体 、 こ の 組 成 物 を 受 容 れ る 個 人 に 対 し て 有 害 な 抗 体 の 生 産 を 誘 発 し な い 、 任 意 の 担
体 を 包 含 す る 。 更 に 、 こ れ ら の 担 体 は 、 免 疫 刺 激 剤 (ア ジ ュ バ ン ト )と し て 機 能 す る こ と も
で き る 。 そ の 上 、 該 抗 原 又 は 免 疫 原 は 、 バ ク テ リ ア ト キ ソ イ ド 、 例 え ば ジ フ テ リ ア 、 狂 犬
病 、 コ レ ラ 、 H.ピ ロ リ 及 び 他 の 病 原 体 由 来 の ト キ ソ イ ド と 複 合 化 す る こ と も 可 能 で あ る 。
　 ポ リ ペ プ チ ド は 胃 に お い て 分 解 さ れ る 恐 れ が あ る の で 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ワ ク チ ン は
、 好 ま し く は 腸 管 外 (例 え ば 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 又 は 皮 内 注 射 )投 与 さ れ る 。 腸 管 外
投 与 に 適 し た 処 方 物 は 、 水 性 及 び 非 水 性 滅 菌 注 射 溶 液 を 含 み 、 こ れ ら は 酸 化 防 止 剤 、 バ ッ
フ ァ ー 、 静 菌 剤 、 レ シ ピ エ ン ト の 血 液 に 対 し て 該 処 方 物 を 等 張 性 に す る 溶 質 を 含 む こ と が
で き 、 ま た 水 性 及 び 非 水 性 滅 菌 懸 濁 液 を も 含 み 、 こ れ ら は 懸 濁 剤 又 は 増 粘 剤 を 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 処 方 物 は 、 単 位 投 与 容 器 内 又 は 多 重 投 与 容 器 内 で 調 製 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 封 止 さ れ た ア ン プ ル 及 び バ イ ア ル を 、 凍 結 乾 燥 さ れ た 状 態 で 保 存 す る こ と が
で き 、 こ れ ら は 、 使 用 の 直 前 に 無 菌 液 状 担 体 の 添 加 の み を 必 要 と す る 。 投 与 量 は 、 該 ワ ク
チ ン の 特 異 的 な 活 性 に 依 存 し 、 ま た 容 易 に ル ー チ ン 実 験 に よ り 決 定 で き る 。
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 の 遺 伝 子 的 放 出 も 、 国 際 特 許 出 願 WO98/55607
に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 効 果 的 で あ る 。
　 ジ ェ ッ ト 注 入 (jet injection)と 呼 ば れ る 技 術 (例 え ば 、 www.powderject.comを 参 照 の こ
と )も 、 ワ ク チ ン 組 成 物 の 処 方 に お い て 有 用 で あ る 。
　 予 防 接 種 に 関 す る 多 く の 適 当 な 方 法 及 び ワ ク チ ン 放 出 系 が 、 国 際 特 許 出 願 WO00・ 29428
に 記 載 さ れ て い る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 本 発 明 に よ る 核 酸 分 子 の 、 診 断 用 試 薬 と し て の 使 用 に も 関 連 す る 。 機 能
不 全 と 関 連 す る 本 発 明 の 核 酸 分 子 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 遺 伝 子 の 、 突 然 変 異 型 の 検 出 は
、 診 断 手 段 を も た ら し 、 こ の 手 段 は 、 又 は 該 遺 伝 子 の 過 少 発 現 、 過 剰 発 現 又 は 変 更 さ れ た
空 間 的 又 は 時 間 的 な 発 現 に 起 因 す る 、 疾 患 又 は 疾 患 に 対 す る 感 受 性 の 診 断 に 追 加 し 、 あ る
い は こ れ を 定 義 す る こ と を 可 能 と す る 。 遺 伝 子 に 突 然 変 異 を 含 む 個 体 は 、 様 々 な 技 術 で 決
定 さ れ る 、 DNAレ ベ ル に よ っ て 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 診 断 用 の 核 酸 分 子 は 、 対 象 の 細 胞 、 例 え ば 血 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 の 生 検 又 は 剖 検 材 料 か
ら 得 る こ と が で き る 。 該 ゲ ノ ム DNAは 、 検 出 の た め に 直 接 使 用 す る こ と が で き 、 ま た 分 析
に 先 立 っ て 、 PCR、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)、 ス ト ラ ン ド 置 換 増 幅 (SDA)、 又 は 他 の 増 幅 技
術 (Saiki等 , Nature, 1986, 324:163-166; Bej等 , Crit. Rev. Biochem. Molec. Biol., 
1991, 26:301-334; Birkenmeyer等 , J. Virol. Meth., 1991, 35:117-126; Van Brunt, J
., Bio/Technology, 1990, 8:291-294を 参 照 )を 利 用 す る こ と に よ り 、 酵 素 を 利 用 し て 増
幅 す る こ と が で き る 。
　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の こ の 局 面 は 、 患 者 に お け る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ
の 方 法 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る 工
程 及 び こ の 発 現 レ ベ ル と 、 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル と を 比 較 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 該 コ ン ト
ロ ー ル レ ベ ル と 異 な る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 疾 患 存 在 の 指 標 と な る 。 こ の 方 法 は 以 下 の よ
う な 諸 工 程 を 含 む こ と が で き る ：
a) 該 患 者 を 由 来 と す る 組 織 の サ ン プ ル と 、 核 酸 プ ロ ー ブ と を 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 と 該 プ
ロ ー ブ と の 間 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 可 能 と す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 接 触
さ せ る 工 程 と 、
b) コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル と 該 プ ロ ー ブ と を 、 上 記 工 程 a)に お い て 使 用 し た も の と 同 一 の
条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
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c) 該 サ ン プ ル に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 と を 含 み 、
こ こ で 、 該 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル に お け る 該 ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 レ ベ ル と は 異 な る 、 該 患
者 サ ン プ ル に お け る 該 ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 レ ベ ル の 検 出 が 、 疾 患 の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 更 な る 局 面 は 、 以 下 の 様 な 諸 工 程 を 含 む 、 診 断 法 を 包 含 す る ：
a) 疾 患 に つ き テ ス ト す べ き 患 者 由 来 の 組 織 を 得 る 工 程 と 、
b) 該 組 織 サ ン プ ル か ら 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 単 離 す る 工 程 と 、
c) 該 核 酸 分 子 に お け る 、 該 疾 患 と 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 、 該 患
者 を 該 疾 患 に つ い て 診 断 す る 工 程 。
　 上 記 方 法 に お け る 核 酸 分 子 の 検 出 を 助 け る た め に 、 例 え ば PCRを 利 用 す る 増 幅 段 階 を 含
む こ と が で き る 。
　 欠 失 及 び 挿 入 は 、 正 常 な 遺 伝 子 型 と 比 較 し た 際 の 、 該 増 幅 生 成 物 の サ イ ズ に お け る 変 化
に よ り 検 出 で き る 。 点 突 然 変 異 は 、 増 幅 さ れ た DNAと 、 本 発 明 の 標 識 し た RNA、 あ る い は ま
た 本 発 明 の 標 識 さ れ た ア ン チ セ ン ス DNA配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 同 定 で き
る 。 完 全 に 一 致 す る 配 列 は 、 RNase消 化 、 又 は 溶 融 温 度 に お け る 差 異 を 評 価 す る こ と に よ
っ て 、 適 合 し な い 二 重 鎖 か ら 識 別 す る こ と が で き る 。 該 患 者 に お け る 突 然 変 異 の 有 無 は 、
DNAと 、 ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 分 子 を 形 成 す る た め の ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 こ の DNAと
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ と を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 検 出 す る こ と が で き る 。
こ こ で 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 分 子 は 、 疾 患 と 関 連 す る 突 然 変 異 と 対 応 す る 任 意 の 部 分 に
、 該 核 酸 プ ロ ー ブ ス ト ラ ン ド の ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ て い な い 部 分 を 含 み 、 ま た 該 DNAス ト
ラ ン ド の 対 応 す る 部 分 に お け る 疾 患 関 連 突 然 変 異 の 有 無 の 指 標 と し て 、 該 プ ロ ー ブ ス ト ラ
ン ド の ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ て い な い 部 分 の 有 無 を 検 出 す る 。
　 か か る 診 断 は 、 出 生 前 及 び 新 生 児 の テ ス ト に 対 し て さ え も 、 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 点 突 然 変 異 及 び 基 準 遺 伝 子 と 「 突 然 変 異 」 遺 伝 子 と の 間 の 他 の 配 列 差 は 、 他 の 周 知 の 技
術 、 例 え ば 直 接 的 DNA配 列 決 定 又 は 一 本 鎖 の 配 座 多 形 性 等 に よ り 同 定 す る こ と が で き る (Or
ita等 , Genomics, 1989, 5:874-879を 参 照 の こ と )。 例 え ば 、 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー を 、 二
本 鎖 PCR生 成 物 又 は 改 良 PCRに よ っ て 生 成 さ れ た 、 一 本 鎖 鋳 型 分 子 と 共 に 使 用 す る こ と が で
き る 。 こ の 配 列 決 定 は 、 放 射 性 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し た 公 知 の 手 順 に よ り 、 又
は 蛍 光 性 タ グ を 用 い た 自 動 配 列 決 定 手 順 に よ っ て 行 わ れ る 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAセ グ
メ ン ト を 、 特 定 の DNAセ グ メ ン ト を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と も で き る
。 こ の 方 法 の 感 度 は 、 PCRと 組 み 合 わ せ た 場 合 、 大 幅 に 高 め ら れ る 。 更 に 、 点 突 然 変 異 及
び 他 の 配 列 上 の 変 動 、 例 え ば 多 形 性 は 、 上 記 の よ う に し て 、 例 え ば 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド だ
け 異 な る 配 列 の 、 PCR増 幅 の た め に 、 対 立 遺 伝 子 -特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ
と に よ っ て 、 検 出 す る こ と が で き る 。
　 DNA配 列 差 は 、 変 性 剤 の 存 在 下 又 は 不 在 下 で の 、 ゲ ル 中 で の DNAフ ラ グ メ ン ト の 電 気 泳 動
移 動 度 に お け る 変 動 に よ り 、 あ る い は 直 接 的 な DNA配 列 決 定 に よ っ て 検 出 す る こ と も 可 能
で あ る (例 え ば 、 Myers等 , Science, 1985, 230:1242)。 特 定 の 位 置 に お け る 配 列 変 化 も 、
ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 、 例 え ば RNase及 び S1保 護 又 は 化 学 的 開 裂 法 に よ っ て 明 ら か に
す る こ と が で き る (Cotton等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1985, 85:4397-4401を 参 照
の こ と )。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 公 知 の ゲ ル 電 気 泳 動 法 及 び DNA配 列 決 定 法 に 加 え て 、 突 然 変 異 、 例 え ば マ イ ク ロ 欠 失 (mi
crodeletions)、 異 数 性 、 転 座 、 逆 位 を も 、 そ の 場 で の 分 析 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き
る (例 え ば 、 Keller等 , DNA Probes, 1993, 第 2版 ,ス ト ッ ク ト ン プ レ ス (Stockton Press),
 NY, NY, USAを 参 照 の こ と )、 即 ち 細 胞 内 の DNA又 は RNA配 列 は 、 こ れ ら を 単 離 し 、 及 び /又
は 膜 上 に 固 定 化 す る 必 要 な し に 、 突 然 変 異 に つ き 分 析 す る こ と が で き る 。 そ の 場 で の 蛍 光
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (FISH)は 、 現 時 点 に お い て 最 も 一 般 的 に 利 用 さ れ る 方 法 で あ り 、
ま た FISHに 関 す る 多 く の 概 説 が 提 出 さ れ て い る (例 え ば 、 Tranchuck等 , Science, 1990, 2
50:559-562及 び Trask等 , Trends, Genet., 1991, 7:149-154を 参 照 の こ と )。
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　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 分 子 を 含 む 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア
レ イ を 、 遺 伝 的 変 異 、 突 然 変 異 及 び 多 形 性 を 効 果 的 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 構 築 す
る こ と が で き る 。 ア レ イ 技 術 は 周 知 で あ り 、 一 般 的 な 応 用 性 を 有 し 、 ま た 遺 伝 子 発 現 、 遺
伝 子 結 合 、 及 び 遺 伝 子 の 変 異 性 を 包 含 す る 、 分 子 遺 伝 学 に お け る 様 々 な 問 題 点 を 扱 う 上 で
利 用 す る こ と が で き る (例 え ば 、 M. Chee等 , Science, 1996, 274:610-613を 参 照 の こ と )
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 一 態 様 に お い て 、 該 ア レ イ は 、 PCT出 願 WO95/11995(Chee等 )； Lockhart, D.J.等 , Nat. 
Biotech., 1996, 14:1675-1680;及 び Schena, M.等 , Proc. Natl. Acad. Sci., 1996, 93:
10614-10619に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 、 製 造 し 、 か つ 使 用 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 対 は 、 2～ 1,000,000以 上 な る 範 囲 で あ り 得 る 。 こ れ ら オ リ ゴ マ ー は 、 光 -誘 発 科 学 的
方 法 を 利 用 し て 、 基 質 上 で 、 指 定 さ れ た 場 所 で 合 成 さ れ る 。 該 基 質 は 、 紙 、 ナ イ ロ ン 、 又
は 他 の 型 の 膜 、 フ ィ ル タ 、 チ ッ プ 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 又 は 任 意 の 他 の 適 当 な 固 体 支 持 体 で あ
り 得 る 。 別 の 局 面 で は 、 PCT出 願 WO95/25116(Baldeschweiler等 )に 記 載 さ れ て い る よ う に
、 化 学 的 な カ ッ プ リ ン グ 手 順 及 び イ ン ク ジ ェ ッ ト 塗 布 装 置 を 用 い て 、 該 基 質 の 表 面 上 に オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る こ と が で き る 。 別 の 態 様 で は 、 ド ッ ト (又 は ス ロ ッ ト )ブ ロ ッ
ト に 類 似 す る 、 「 グ リ ッ ド 状 」 の ア レ イ を 使 用 し て 、 cDNAフ ラ グ メ ン ト 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 配 置 さ せ 、 か つ こ れ と 基 質 表 面 と を 排 気 系 、 熱 、 UV、 機 械 的 又 は 化 学 的 結 合 手 順
を 用 い て 、 結 合 す る こ と が で き る 。 上 記 の よ う な ア レ イ は 、 手 作 業 で 、 又 は 利 用 可 能 な デ
バ イ ス (ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 又 は ド ッ ト ブ ロ ッ ト 装 置 )、 材 料 (任 意 の 適 当 な 固 体 支 持 体 )、 及
び 装 置 (ロ ボ ッ ト 装 置 を 含 む )を 利 用 し て 製 造 で き 、 ま た 8、 24、 96、 384、 1536又 は 6144個
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 2～ 1,000,000以 上 な る 範 囲 内 の 任 意 の 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む こ と が で き 、 こ の よ う な 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 市 販 品 と し て 入 手 で き
る 装 置 の 効 果 的 な 使 用 に と っ て 適 し て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 上 で 論 じ た 方 法 に 加 え て 、 疾 患 は 、 対 象 由 来 の サ ン プ ル か ら 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は RNAレ
ベ ル の 異 常 な 増 加 又 は 減 少 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 方 法 に よ っ て 、 診 断 す る こ と が で き る 。
発 現 に お け る 増 大 又 は 減 少 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 定 量 の た め に 、 当 分 野 に お い て 周 知 の
何 れ か の 方 法 、 例 え ば 核 酸 増 幅 、 例 え ば PCR、 RT-PCR、 RNase保 護 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 及 び 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 利 用 し て 、 RNAの レ ベ ル に つ き 測 定 で き る 。
　 宿 主 由 来 の サ ン プ ル に お け る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 測 定 す る た め に 利 用 で
き る ア ッ セ イ 技 術 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 上 に お い て 幾 分 詳 し く 論 じ た (ラ ジ オ イ ム
ノ ア ッ セ イ 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 及 び ELISAア ッ セ イ を 包 含 す
る )。 本 発 明 の こ の 局 面 は 、 診 断 法 を 提 供 す る も の で あ り 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の 諸 工 程 を
含 む ： (a) 上 記 の リ ガ ン ド と 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と を 、 リ ガ ン ド -ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 を
生 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び (b) 該 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 。
　 ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル を 測 定 す る た め の 、 ELISA、 RIA、 及 び FACS等 の プ ロ ト コ ー ル は 、 付
随 的 に 、 変 更 さ れ た 又 は 異 常 な ポ リ ペ プ チ ド 発 現 レ ベ ル に 関 す る 診 断 の 基 礎 を 与 え る 。 ポ
リ ペ プ チ ド 発 現 の 正 常 な 又 は 標 準 的 な 値 は 、 正 常 な 哺 乳 動 物 の 対 象 か ら 採 取 し た 、 体 液 又
は 細 胞 抽 出 物 と 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と を 、 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 結 合
さ せ る こ と に よ っ て 設 定 さ れ る 。 こ の 標 準 的 な 複 合 体 形 成 量 は 、 様 々 な 方 法 、 例 え ば 測 光
的 手 段 に よ り 低 了 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に よ り 特 徴 付
け ら れ る 状 態 又 は 疾 患 の 診 断 の た め に 、 あ る い は 本 発 明 の 該 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 リ
ガ ン ド 及 び 他 の 化 合 物 で 治 療 し て い る 患 者 を 、 監 視 す る た め の ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る
こ と が で き る 。 診 断 の 目 的 に と っ て 有 用 な 抗 体 は 、 治 療 法 に 関 連 し て 上 記 し た も の と 同 様
な 方 法 で 製 造 で き る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 診 断 ア ッ セ イ は 、 ヒ ト 体 液 及 び 細 胞 又 は 組
織 の 抽 出 物 に お け る 該 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 、 抗 体 及 び 標 識 を 使 用 す る 方 法 を 含
む 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 変 性 し 又 は 変 性 せ ず に 使 用 で き 、 ま た こ れ ら を 、 共 有 結 合 的 に 又 は
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非 -共 有 結 合 的 に リ ポ ー タ 分 子 と 結 合 す る こ と に よ っ て 、 標 識 す る こ と が で き る 。 当 分 野
に お い て 公 知 の 広 範 囲 に 及 ぶ リ ポ ー タ 分 子 を 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 幾 つ か は 上 に 記 載
さ れ て い る 。
　 対 象 、 コ ン ト ロ ー ル 及 び 生 検 処 理 し た 組 織 由 来 の 疾 患 サ ン プ ル 中 で 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド の 量 を 、 そ の 標 準 値 と 比 較 す る 。 該 標 準 値 と 対 象 の 値 と の 間 の ズ レ は 、 疾 患 を 診 断 す
る た め の パ ラ メ ー タ を 設 定 す る 。 診 断 ア ッ セ イ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 、 不 在 及 び 過 剰 発
現 間 の 識 別 、 及 び 治 療 に よ る 介 入 が あ っ た 際 の ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル の 調 節 を 監 視 す る た め
に 、 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 動 物 研 究 、 臨 床 上 の 試 み 又 は 個 々 の
患 者 に 対 す る 治 療 を 監 視 す る 際 に 、 特 定 の 治 療 処 置 養 生 の 効 能 を 評 価 す る の に 使 用 す る こ
と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 診 断 用 の キ ッ ト は 、 以 下 の も の を 含 む こ と が で き る ：
(a) 本 発 明 の 核 酸 分 子 ；
(b) 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ； 又 は
(c) 本 発 明 の リ ガ ン ド 。
　 本 発 明 の 一 局 面 に お い て 、 診 断 キ ッ ト は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 本 発 明 に よ る 核
酸 分 子 と ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 、 第 一 の 容 器 ； 該 核 酸 分 子 を 増 幅 す
る の に 有 用 な プ ラ イ マ ー を 含 む 、 第 二 の 容 器 ； 及 び 疾 患 の 診 断 を 容 易 に す る た め の 、 該 プ
ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー の 使 用 に 関 連 す る 取 扱 説 明 書 を 含 む 。 こ の キ ッ ト は 、 更 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ れ て い な い RNAを 消 化 す る た め の 試 薬 を 収 容 し た 、 第 三 の 容 器 を も 含 む こ と が で
き る 。
　 本 発 明 の 別 の 局 面 に お い て は 、 診 断 キ ッ ト は 、 核 酸 分 子 の ア レ イ を 含 み 、 そ の 少 な く と
も 一 つ は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 で あ り 得 る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 、 診 断 キ ッ ト は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合
す る 、 1種 又 は そ れ 以 上 の 抗 体 、 及 び 該 抗 体 と 該 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 結 合 反 応 を 検 出 す
る の に 有 用 な 試 薬 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ の よ う な キ ッ ト は 、 c1qド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 が 関 与 し て い る 、 疾 患 又 は 該 疾 患 に
罹 り 易 さ を 診 断 す る 上 で 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 疾 患 に は 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 、 自 己 免 疫 /
炎 症 性 疾 患 、 遺 伝 的 疾 患 、 発 育 障 害 、 神 経 系 疾 患 、 代 謝 障 害 、 感 染 及 び 他 の 病 的 状 態 ； 特
に 免 疫 疾 患 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 変 形 性 関 節 症 、 乾 癬 、 全 身 性 紅 斑
性 狼 瘡 及 び 多 発 性 硬 化 症 、 炎 症 性 疾 患 、 例 え ば ア レ ル ギ ー 、 鼻 炎 、 結 膜 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、
ブ ド ウ 膜 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 膵 炎 、 消 化 系 炎 症 、 敗 血 症 、 内
毒 素 シ ョ ッ ク 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 悪 液 質 、 筋 肉 痛 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 重 症 筋 無 力 症 、 ウ イ
ル ス 感 染 後 疲 労 症 候 群 、 肺 疾 患 、 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 喘 息 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 気 道 炎 症 、
創 傷 治 癒 、 子 宮 内 膜 症 、 皮 膚 疾 患 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 新 形 成 疾 患 （ 例 え ば メ ラ ノ ー マ 、 肉
腫 、 腎 腫 瘍 、 大 腸 腫 瘍 ） 、 血 液 疾 患 、 骨 髄 増 殖 性 疾 患 、 ホ ジ キ ン 病 、 骨 粗 し ょ う 症 、 肥 満
、 糖 尿 病 、 痛 風 、 心 脈 管 疾 患 、 再 灌 流 障 害 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 、 虚 血 性 心 疾 患 、 心 不 全
、 卒 中 、 肝 疾 患 、 エ イ ズ 、 エ イ ズ 関 連 合 併 症 、 神 経 疾 患 、 男 性 不 妊 症 、 老 化 及 び 感 染 （ ア
メ ー バ ー 感 染 、 細 菌 感 染 及 び ウ イ ル ス 感 染 を 含 む ） 、 骨 若 し く は 軟 骨 形 成 又 は 維 持 に 関 連
す る 疾 患 、 遺 伝 性 疾 患 及 び 他 の 病 的 状 態 が 含 ま れ え る 。 好 ま し く は 、 前 記 疾 患 は 以 下 か ら
選 択 さ れ る ： 自 己 免 疫 疾 患 、 自 己 免 疫 内 耳 疾 患 、 迷 路 炎 、 メ ニ エ ー ル 病 及 び メ ニ エ ー ル 症
候 群 、 外 リ ン パ 又 は 迷 路 フ ィ ス テ ル 、 耳 鳴 、 神 経 変 性 疾 患 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 家 族 性 痴 呆 、 炎 症 、 微 生 物 疾 患 、 細 菌 性 疾 患 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 （
HIV、 HTLV又 は MuLV感 染 ） 、 SLE、 糸 球 体 腎 炎 、 肥 満 、 糖 尿 病 、 シ ュ ミ ッ ト 骨 端 線 軟 骨 形 成
不 全 、 角 膜 内 皮 異 栄 養 症 、 後 部 多 形 性 角 膜 異 栄 養 症 （ PPCD） 、 フ ッ ク 内 皮 角 膜 異 栄 養 症 （
FECD） 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 、 壊 血 病 、 癌 、 胃 腸 管 支 質 腫 瘍 、 骨 肉 腫 、 軟 骨 芽 細 胞 腫 、 巨
細 胞 腫 瘍 、 脊 椎 骨 端 線 形 成 不 全 日 本 人 型 （ SMD） 、 骨 形 成 不 全 、 エ ー レ ル ス -ダ ン ロ ー 症 候
群 、 頸 部 動 脈 切 開 に 対 す る 感 受 性 、 エ ー レ ル ス -ダ ン ロ ー 症 候 群 、 大 動 脈 動 脈 瘤 、 耳 脊 椎
巨 大 骨 端 形 成 不 全 （ otospondylomegaepiphyseal dysplasia） 、 聴 力 消 失 （ 聾 ） 、 バ イ セ
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ン バ ッ ハ ー -ツ ヴ ァ イ ミ ュ ー ラ ー （ Weissenbacher-Zweymuller） 症 候 群 、 関 節 炎 、 骨 若 し
く は 骨 格 の 疾 患 、 晩 発 性 網 膜 変 性 （ L-ORD） 、 年 齢 性 黄 斑 変 性 （ AMD） 及 び ／ 又 は 失 明 。 こ
の よ う な キ ッ ト は ま た 生 殖 器 疾 患 （ 不 妊 症 を 含 む ） の 検 出 に も 用 い る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 種 々 の 特 徴 及 び 実 施 態 様 は 、 INSP161ポ リ ペ プ チ ド の 具 体 的 な 引 用 を 用 い て 実
施 例 に よ っ て 更 に 詳 細 に 記 述 さ れ る で あ ろ う 。
　 内 容 の 改 変 が 本 発 明 の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 実 施 で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　
　 INSP161ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 22)を タ ン パ ク 質 BLASTク ェ ア リ ー 配 列 と し て NCBIの
非 反 復 配 列 デ ー タ ベ ー ス で 用 い た 。 図 1は 、 BLASTク ェ ア リ ー の 第 一 位 の 結 果 を 示 し て い る
。 第 一 位 の ヒ ッ ト は 全 て 内 耳 コ ラ ー ゲ ン 前 駆 体 、 オ ト リ ン に 対 し て で あ り 、 こ の 特 別 な c1
qド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 が 該 フ ァ ミ リ ー の コ ラ ー ゲ ン 系 構 成 員 の 1つ で あ る こ と を 示 唆 し
て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　
　 図 2及 び 図 4は 、 INSP161は 、 該 タ ン パ ク 質 の 開 始 部 位 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 所 有 す る こ
と が 予 想 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 図 2の シ グ ナ ル Pの デ ー タ が 明 瞭 に 示 し て い る よ う に 、
該 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 切 断 部 位 は INSP161の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 残 基 37と 38の 間 に 存 在
す る と 考 え ら れ る （ H. Nielsen et al. 1997, Protein Engineering, 10:1-6; H. Nielse
n and A. Krogh :Prediction of signal anchors by a hidden Markov model. In Procee
dings of the Sixth International Conference on Intelligent Systems for Molecular
 Biology (ISMB 6), AAAI Press, Menlo Park, California, pp. 122-130 (1998)） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　
　 図 3の CDDの 出 力 デ ー タ は INSP161ポ リ ペ プ チ ド に c1qド メ イ ン が 存 在 す る こ と を 示 し て い
る 。 c1q及 び コ ラ ー ゲ ン ド メ イ ン の 存 在 は 図 4に も 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　
　 ズ ブ チ リ シ ン /ケ キ シ ン ア イ ソ ザ イ ム -1（ SKI1） の た め の 2つ の 切 断 部 位 が INSP161に 検
出 さ れ た 。 該 切 断 部 位 は INSP161の 残 基 60と 61の 間 、 及 び 残 基 325と 326の 間 に 存 在 す る （
図 7参 照 ） 。 INSP161配 列 で 検 出 さ れ た モ チ ー フ は “ KGLKP” 及 び “ RGFKG” で あ る 。 該 ズ ブ
チ リ シ ン 様 前 た ん ぱ く 質 コ ン バ タ ー ゼ は 哺 乳 動 物 の 神 経 細 胞 及 び 内 分 泌 細 胞 で 広 く 発 現 さ
れ 、 神 経 ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド ホ ル モ ン 前 駆 体 の 両 者 の タ ン パ ク 分 解 性 プ ロ セ ッ シ ン グ で
重 要 な 役 割 を 果 た す 。
　 ズ ブ チ リ シ ン 様 前 タ ン パ ク 質 コ ン バ タ ー ゼ の 構 成 員 は 、 潜 在 前 駆 体 タ ン パ ク 質 を そ れ ら
の 生 物 学 的 に 活 性 な 生 成 物 へ と プ ロ セ ッ シ ン グ す る 前 タ ン パ ク 質 コ ン バ タ ー ゼ で あ る （ 以
下 の 概 論 を 参 照 さ れ た い ： Sheidah et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 1999, 96（ 4） ： 132
1-6） 。 切 断 に よ り 生 じ る 3つ の 予 想 さ れ る 生 成 物 は 図 5に 示 さ れ て い る （ INSP161-A、 INSP
161-B及 び INSP161-C） 。 INSP161-Aは INSP161の 残 基 60と 61の 間 で の SKI1切 断 に よ り 生 じ る
。 INS161-Aは 残 基 64か ら 270に 及 ぶ コ ラ ー ゲ ン 領 域 及 び 残 基 277か ら 400に 及 ぶ c1qド メ イ ン
を 含 む 。 INSP161-Bは 、 INSP161の 残 基 60と 61の 間 及 び 残 基 325と 326の 間 で の SKI1の 切 断 に
よ り 生 じ る 。 INSP161-Bは 残 基 64か ら 265に 及 ぶ コ ラ ー ゲ ン 領 域 を 含 む 。 INSP161-Cは 、 INS
P161の 残 基 325と 326の 間 で の SKI1の 切 断 に よ り 生 じ る 。 INSP161-Cは 残 基 12か ら 135に 及 ぶ
c1qド メ イ ン を 含 む 。
　 種 々 の 構 成 員 が 同 定 さ れ た 。 ズ ブ チ リ シ ン /ケ キ シ ン ア イ ソ ザ イ ム -1（ SKI-1） プ ロ テ ア
ー ゼ は 別 個 の 機 能 ド メ イ ン を 含 む 哺 乳 動 物 の ズ ブ チ ラ ー ゼ で あ る 。 SKI-1の 主 要 な 基 質 の
中 に は と り わ け 、 コ レ ス テ ロ ー ル と 脂 肪 酸 の ホ メ オ ス タ シ ス を 調 節 す る ス テ ロ ー ル 調 節 性
エ レ メ ン ト 結 合 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る 。 他 の 基 質 に は 、 転 写 因 子 -6を 活 性 化 す る ス ト レ ス
応 答 因 子 、 脳 由 来 神 経 栄 養 因 子 、 及 び ア レ ナ ウ イ ル ス 科 に 属 す る 感 染 性 の 高 い ウ イ ル ス の
表 面 糖 タ ン パ ク 質 （ Elagoz et al. 2002. J. Biol. Chem. 277(13):11265-75） が 含 ま れ
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実 施 例 １ ： INSP161タ ン パ ク 質 の BLASTに よ る 結 果

実 施 例 2： INSP161シ グ ナ ル 配 列

実 施 例 3： INSP161ド メ イ ン

実 施 例 4： INSP161の ま た 別 の 切 断 部 位



る 。 前 ホ ル モ ン を プ ロ セ ッ シ ン グ す る 酵 母 KEX2プ ロ テ ア ー ゼ は 、 細 胞 内 の 膜 タ ン パ ク 質 と
し て 又 は 可 溶 性 、 分 泌 性 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ と し て 作 用 す る こ と が で き る 。 該 タ ン パ ク 質
は 、 ア ル フ ァ 因 子 及 び キ ラ ー ト キ シ ン の プ ロ セ ッ シ ン グ に 要 求 さ れ る 。 PCSK1（ 前 タ ン パ
ク 質 コ ン バ タ ー ゼ １ 、 NEC1） 及 び PCSK2（ 前 タ ン パ ク 質 コ ン バ タ ー ゼ 2、 NEC2） は I型 プ ロ
イ ン ス リ ン プ ロ セ ッ シ ン グ 酵 素 で あ り 、 イ ン ス リ ン の 生 合 成 で 中 心 的 な 役 割 を 果 た す 。 そ
れ ら は ま た 、 プ ロ オ ピ オ メ ラ ノ コ ル チ ン 、 プ ロ レ ニ ン 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 、 プ ロ ジ ノ ル
フ ィ ン 、 プ ロ ソ マ ト ス タ チ ン 及 び プ ロ ガ ス ト リ ン を 切 断 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 PACE4
（ 対 形 成 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 切 断 系 4、 SPC4） は カ ル シ ウ ム 依 存 セ リ ン エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で
あ り 、 前 駆 体 タ ン パ ク 質 を そ れ ら の 対 形 成 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 プ ロ セ ッ シ ン グ 部 位 で 切 断 す る
こ と が で き る 。 そ の 基 質 の い く つ か は 、 形 質 転 換 増 殖 因 子 ベ ー タ 関 連 タ ン パ ク 質 、 プ ロ ア
ル ブ ミ ン 、 及 び ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 で あ る 。 フ リ ン （ PACE、 対 形 成 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 切 断 酵
素 、 膜 結 合 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 ） は 、 多 様 な 基 質 （ プ ロ パ ラ タ イ ロ イ ド ホ ル モ ン 、 形 質
転 換 増 殖 因 子 ベ ー タ 1前 駆 体 、 プ ロ ア ル ブ ミ ン 、 プ ロ -ベ ー タ -セ ク レ タ ー ゼ 。 膜 1型 マ ト リ
ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 前 神 経 増 殖 因 子 の ベ ー タ サ ブ ユ ニ ッ ト 及 び ウ ィ ル ブ ラ ン ド
因 子 ） の プ ロ セ ッ シ ン グ に 必 要 な セ リ ン エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 PC7（ 前 タ ン パ ク 質
コ ン バ タ ー ゼ ズ ブ チ リ シ ン /ケ キ シ ン 7型 ） は PACEと PACE4と 近 縁 で あ る 。 こ の カ ル シ ウ ム
依 存 セ リ ン エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ は 、 ト ラ ン ス -ゴ ル ジ ネ ッ ト ワ ー ク で 濃 縮 さ れ 、 膜 に 結 合
し て 分 泌 さ れ な い 。 前 記 は プ ロ ア ル ブ ミ ン を プ ロ セ ッ シ ン グ す る こ と が で き る 。 PC7及 び
フ リ ン も ま た HIVエ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 gp160及 び gp140の 活 性 化 に 必 要 で あ る と 考 え
ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 INSP161は 、 3つ の エ キ ソ ン に 及 ぶ 470ア ミ ノ 酸 残 基 （ 1470bp） で コ ー ド さ れ る 完 全 長 c1q
含 有 タ ン パ ク 質 と 予 想 さ れ る 。 前 記 の 予 想 物 に は 開 始 メ チ オ ニ ン 、 シ グ ナ ル 配 列 及 び 終 止
コ ド ン が 含 ま れ る （ 図 4） 。 c1qド メ イ ン 及 び コ ラ ー ゲ ン 領 域 は 図 4に 示 さ れ て い る 。 3つ の
コ ラ ー ゲ ン ド メ イ ン が 同 定 さ れ 、 前 記 は G-X-Yリ ピ ー ト の 多 数 の コ ピ ー （ 67コ ピ ー ） を 含
む 。 β -鎖 の 位 置 、 最 小 限 の 変 動 性 を 示 す 残 基 及 び 全 て の c1qド メ イ ン 含 有 配 列 で 厳 密 に 保
存 さ れ る 残 基 が 、 分 子 間 境 界 に 必 要 と さ れ る 残 基 と 同 様 に Kishoreら （ 下 記 文 献 （ Trends 
Immunology 2004. 25(10):551-561） の 図 3を 参 照 さ れ た い ） に よ る c1qに 関 す る 概 論 か ら
決 定 さ れ え る 。
　 INSP161タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め に 以 下 を 実 施 し た ：
－ エ キ ソ ン 1、 2及 び 3を PCRに よ っ て ゲ ノ ム DNAか ら 増 幅 さ せ た （ 図 6） 。
－ ゲ ル 精 製 エ キ ソ ン を 混 合 し て 新 し い PCR反 応 を 実 施 し て 、 再 ア ッ セ ン ブ リ ン グ し た DNAを
増 幅 さ せ た 。
－ INSP161コ ー ド 配 列 に 対 応 す る 完 全 長 の PCR生 成 物 （ 図 4） を pCR4-TOPOク ロ ー ニ ン グ ベ ク
タ ー （ Invitrogen） で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 、
　
　 INSP161の エ キ ソ ン 1、 2及 び 3を 増 幅 す る た め に PCRプ ラ イ マ ー を 設 計 し た （ INSP161-AP1
/INSP161-AP2、 INSP161-A3/INSP161-AP4及 び INSP161-AP5/INSP161-AP6、 表 1） 。 エ キ ソ ン
1の た め の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ INSP161－ AP2） は 、 INSP161の エ キ ソ ン 2と そ の 5'末 端 に 1
8bpの オ ー バ ー ラ ッ プ を 有 し て い た 。 エ キ ソ ン 2の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ INSP161-AP3）
は 、 INSP161の エ キ ソ ン 1と そ の 5'末 端 に 18bpの オ ー バ ー ラ ッ プ を 有 し て い た 。 エ キ ソ ン 2
の た め の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ INSP161－ AP4） は 、 INSP161の エ キ ソ ン 3と そ の 5'末 端 に 18
bpの オ ー バ ー ラ ッ プ を 有 し て い た 。 エ キ ソ ン 3の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ INSP161-AP5） は
、 INSP161の エ キ ソ ン 2と そ の 5'末 端 に 18bpの オ ー バ ー ラ ッ プ を 有 し て い た 。
　 INSP161の エ キ ソ ン 1を 生 成 す る た め に 、 PCR反 応 は 最 終 容 積 50μ Lで 実 施 し た 。 前 記 は 、
1μ Lの ゲ ノ ム DNA（ 0.1μ g/μ L、 Novagen Inc.） 、 1.5μ Lの 10mMの dNTP、 1μ Lの MgSO 4 （ 50
mM、 Invitrogen） 、 1.5μ Lの INSP161-AP1（ 10μ M） 、 1.5μ Lの INSP161-AP2（ 10μ M） 、 10
μ Lの 10Xの Pfx緩 衝 液 及 び 0.4μ Lの Pfxポ リ メ ラ ー ゼ （ 2.5U/μ L、 Invitrogen） を 含 ん で い
た 。 INSP161の エ キ ソ ン 2は 、 PCRプ ラ イ マ ー INSP161-AP3及 び INSP161-AP4を 用 い 同 じ 方 法
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実 施 例 5： エ キ ソ ン の ア ッ セ ン ブ リ ー に よ る INSP161の ク ロ ー ニ ン グ

5.1　 ゲ ノ ム DNAか ら INSP161を コ ー ド す る エ キ ソ ン の PCR増 幅 ：



に よ っ て 製 造 し た 。 INSP161の エ キ ソ ン 3は 、 PCRプ ラ イ マ ー INSP161-AP5及 び INSP161-AP6
を 用 い 同 じ 方 法 に よ っ て 製 造 し た 。 サ イ ク リ ン グ は 、 以 下 の よ う に プ ロ グ ラ ム し た MJリ サ
ー チ DNAエ ン ジ ン を 用 い て 実 施 し た ： 94℃ で 5分 ； 94℃ 15秒 、 60℃ 30秒 及 び 68℃ 1分 の 30サ
イ ク ル ； 更 68℃ で 7分 の 伸 長 サ イ ク ル ； 及 び 4℃ の 1維 持 サ イ ク ル 。
　 エ キ ソ ン 1PCR生 成 物 の 期 待 さ れ る サ イ ズ は 42bpで あ っ た 。 エ キ ソ ン 2PCR生 成 物 の 期 待 さ
れ る サ イ ズ は 126bpで あ っ た 。 エ キ ソ ン 3PCR生 成 物 の 期 待 さ れ る サ イ ズ は 932bpで あ っ た 。
PCR生 成 物 は 1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ 1X TAE） 上 で 可 視 化 し 、 正 確 な サ イ ズ の 生 成 物 を ウ ィ
ザ ー ド PCRプ レ ッ プ ス DNA精 製 系 （ Wizard PCR Preps DNA Purification System; Promega
） を 用 い て ゲ ル 精 製 し 、 30μ Lの 水 に 溶 出 さ せ て 直 接 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　
　 エ キ ソ ン 1、 2及 び 3を 以 下 を 含 む 50μ Lの PCR反 応 物 中 で ア ッ セ ン ブ リ ー さ せ た ： 5μ Lの
ゲ ル 精 製 エ キ ソ ン 1、 5μ Lの ゲ ル 精 製 エ キ ソ ン 2、 5μ Lの ゲ ル 精 製 エ キ ソ ン 3、 1Xの プ ラ チ
ナ ム Taqハ イ フ ィ デ リ テ ィ ー （ Platinaum(商 標 )Taq High Fidelity（ HiFi） 緩 衝 液 、 2mMの
MgSO 4 、 200μ Mの dNTP、 0.2μ Mの 各 ク ロ ー ニ ン グ プ ラ イ マ ー （ INSP161-AP1及 び INSP161-AP
6） 、 及 び 1ユ ニ ッ ト の プ ラ チ ナ ム Taqハ イ フ ィ デ リ テ ィ ー （ Platinaum(商 標 )Taq High Fid
elity） （ HiFi） 。 サ イ ク リ ン グ は 、 以 下 の よ う に プ ロ グ ラ ム し た MJリ サ ー チ DNAエ ン ジ ン
を 用 い て 実 施 し た ： 94℃ 2分 ； 94℃ 30秒 、 50℃ 30秒 及 び 68℃ 1分 の 30サ イ ク ル ； 94℃ 30秒 、
55℃ 30秒 及 び 68℃ 1分 の 25サ イ ク ル ； 続 い て 68℃ で 8分 の 1サ イ ク ル 及 び 4℃ の 1維 持 サ イ ク
ル 。 反 応 生 成 物 は 0.8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ 1X TAE） 上 で 可 視 化 し 、 正 確 な 分 子 量 （ 1410bp）
の PCR生 成 物 を ウ ィ ザ ー ド PCRプ レ ッ プ ス DNA精 製 系 （ Wizard PCR Preps DNA Purification
 System; Promega） を 用 い て ゲ ル か ら 精 製 し 、 30μ Lの 水 に 溶 出 さ せ て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
ま で -20℃ で 保 存 し た 。
　
　 イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 か ら 購 入 し た ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I改 変 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ (pCR4-TOPO)
で 、 製 造 業 者 に よ っ て 指 定 さ れ た 条 件 を 使 用 し て PCR生 成 物 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 簡
単 に 説 明 す る と 、 4μ lの ゲ ル 精 製 PCR生 成 物 を 、 室 温 に て 15分 間 、 1μ lの TOPOベ ク タ ー 及
び 1μ lの 塩 溶 液 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ の 反 応 混 合 物 を 、 以 下 の よ う に し
て 大 腸 菌 （ E. coli） 株 TOP10(イ ン ビ ト ロ ゲ ン )を 形 質 転 換 し た ： ワ ン シ ョ ッ ト (One Shot)
TOP10細 胞 の ア リ コ ー ト 50μ lを 氷 上 で 解 凍 し 、 2μ lの TOPO反 応 液 を 添 加 し た 。 こ の 混 合 物
を 、 氷 上 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 42℃ に て 正 確 に 30秒 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と
に よ っ て 、 該 混 合 物 に 熱 シ ョ ッ ク を 与 え た 。 サ ン プ ル を 氷 に 戻 し 、 250μ lの 加 温 し た SOC
培 地 (室 温 )を 添 加 し た 。 サ ン プ ル を 、 振 と う (220rpm)し つ つ 37℃ に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 次 い で 、 こ の 形 質 転 換 混 合 物 を 、 ア ン ピ シ リ ン (100μ g/ml)を 含 む L-ブ ロ ス (LB)
プ レ ー ト 上 に 置 き 、 37℃ に て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　
　 コ ロ ニ ー を 、 滅 菌 し た 爪 楊 枝 を 用 い て 、 50μ lの 無 菌 水 中 に 接 種 し た 。 次 に 、 こ の 接 種
物 の 10μ lア リ コ ー ト を 、 以 下 を 含 む 全 反 応 体 積 20μ l中 で MJリ サ ー チ DNAエ ン ジ ン を 用 い
て PCRに 付 し た ： 1Xの ア ン プ リ タ ッ ク （ AmpliTaq(商 標 )） 緩 衝 液 、 200μ Mの dNTP、 20ピ コ
モ ル の T7プ ラ イ マ ー 、 20ピ コ モ ル の T3プ ラ イ マ ー 、 1ユ ニ ッ ト の ア ン プ リ タ ッ ク （ AmpliTa
q(商 標 )） DNAポ リ メ ラ ー ゼ 。 サ イ ク ル 条 件 は 、 以 下 の 通 り で あ っ た ： 94℃ に て 2分 間 ； 94
℃ に て 30秒 間 、 48℃ に て 30秒 間 及 び 72℃ に て 2分 間 の 30サ イ ク ル 。 サ ン プ ル を 更 に 分 析 す
る 前 に 、 4℃ に 維 持 し た (維 持 サ イ ク ル )。
　 PCR反 応 性 生 物 を 、 1X TAEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 析 し た 。 予 想 さ れ
た PCR生 成 物 の サ イ ズ (1410bpの cDNA＋ 105bp（ 多 重 ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト 又 は MCSに よ る ） )
を 与 え る コ ロ ニ ー を 、 ア ン ピ シ リ ン (100μ g/ml)を 含 む 5mlの L-ブ ロ ス (LB)中 で 、 37℃ に て
一 夜 、 振 と う (220rpm)し つ つ 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 ミ ニ プ レ プ (Miniprep)プ ラ ス ミ ド DNAを 、 バ イ オ ロ ボ ッ ト （ Biorobot） 8000自 動 系 (Qiag
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5.2　 エ キ ソ ン 1、 2及 び 3を ア ッ セ ン ブ リ ン グ し て INSP161の ORFを 作 製 す る ：

5.3　 PCR生 成 物 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ ：

5.4　 コ ロ ニ ー PCR：

5.5　 プ ラ ス ミ ド DNAの 製 造 及 び 配 列 決 定 ：



en)又 は ウ イ ザ ー ド プ ラ ス SVミ ニ プ レ プ ス (Wizard Plus SV Minipreps)キ ッ ト (プ ロ メ ガ (P
romega)カ タ ロ グ No.1460)を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 5mlの 培 養 液 か ら 製 造
し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAは 、 80μ lの 滅 菌 水 に 溶 出 し た 。 DNA濃 度 は ス ペ ク ト ラ マ ッ ク ス （ Spe
ctramax） 190分 光 光 度 計 （ Molecular Devices） を 用 い て 測 定 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNA(200-5
00ng)を 、 ビ ッ グ ダ イ タ ー ミ ネ ー タ 装 置 (ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ (Applied Biosystem
s)カ タ ロ グ No.4390246)を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 プ ラ イ マ ー T7及 び T3配
列 決 定 プ ラ イ マ ー 並 び に 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー 、 INSP161-SP1、 INSP161-SP2、 INSP161-
AP1、 INSP161-AP2、 INSP161-AP3、 INSP161-AP4、 INSP161-AP5及 び INSP161-AP6を 用 い て 、
DNA配 列 決 定 に 付 し た 。 こ れ ら プ ラ イ マ ー の 配 列 は 表 1に 示 さ れ て い る 。 配 列 決 定 反 応 生 成
物 は 、 Dye-Exカ ラ ム (キ ア ゲ ン )又 は モ ン タ ー ジ (Montage) SEQ 96ク リ ー ン ア ッ プ プ レ ー ト
(ミ リ ポ ア (Millipore)カ タ ロ グ No.LSKS09624)を 用 い て 精 製 し 、 次 い で ア プ ラ イ ド バ イ オ
シ ス テ ム ズ (Applied Biosystems) 3700配 列 決 定 装 置 で 分 析 し た 。
　 配 列 決 定 分 析 に よ り 、 該 予 測 さ れ た INSP161コ ー ド 配 列 に 対 し て 100％ の 一 致 性 を 示 す 一
つ の ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 こ の ク ロ ー ニ ン グ さ れ た cDNAフ ラ グ メ ン ト の 配 列 は 図 4に 示 さ
れ て い る 。 こ の ク ロ ー ニ ン グ さ れ た PCR生 成 物 の プ ラ ス ミ ド マ ッ プ は pCR4-TOPO-INSP161で
あ る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】
　 表 1： INSP161の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 配 列 決 定 の た め の プ ラ イ マ ー
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
下 線 付 き 配 列 ＝ コ ザ ッ ク 配 列
イ タ リ ッ ク 体 配 列 ＝ Hisタ グ
太 字 ＝ 隣 接 エ キ ソ ン と の オ ー バ ー ラ ッ プ
【 ０ ０ ８ ４ 】
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　 プ ラ ス ミ ド pCR4-TOPO-INSP161を PCR鋳 型 と し て 使 用 し 、 ゲ ー ト ウ エ イ （ Gateway(商 標 )
） ク ロ ー ニ ン グ 法 に よ り 、 6HISタ グ を コ ー ド す る 3'配 列 を も つ INSP161 ORF配 列 を 含 む pEA
K12d及 び pDEST12.2発 現 ク ロ ー ン を 作 製 し た 。
　
　 こ の ゲ ー ト ウ エ イ ク ロ ー ニ ン グ 法 の 第 一 段 階 は 2段 階 PCR反 応 を 必 要 と す る 。 該 反 応 は 、
そ の 5'末 端 で attB1組 換 え 部 位 及 び コ ザ ッ ク (Kozak)配 列 と フ ラ ン キ ン グ し 、 さ ら に そ の 3'
末 端 で イ ン フ レ ー ム (in frame)6ヒ ス チ ジ ン (6HIS)タ グ を コ ー ド す る 配 列 、 終 止 コ ド ン 及
び attB2組 換 え 部 位 (ゲ ー ト ウ エ イ 相 溶 性 cDNA)と フ ラ ン キ ン グ す る INSP161の ORFを 生 じ る
。 最 初 の PCR反 応 液 (最 終 体 積 50μ l)は そ れ ぞ れ 以 下 を 含 む ： 1μ l（ 30ng） の プ ラ ス ミ ド pC
R4-TOPO-INSP161、 1.5μ lの dNTPs(10mM)、 10μ lの 10X Pfxポ リ メ ラ ー ゼ 緩 衝 液 、 1μ lの Mg
SO 4 (50mM)、 各 0.5μ lの 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー (100μ M)(INSP161-EX1及 び INSP161-EX2)
、 10μ lの 10Xエ ン ハ ン サ (Enhanncer T M )溶 液 (Invitrogen)及 び 0.5μ lの プ ラ チ ナ ム (Platin
um) Pfx DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Invitrogen)を 含 む 。 こ の PCR反 応 は 、 95℃ で 2分 間 の 最 初 の 変
性 工 程 ； 引 続 き 94℃ に て 15秒 間 、 55℃ に て 30秒 間 及 び 68℃ に て 2分 間 の 12サ イ ク ル ； 及 び 4
℃ の 維 持 サ イ ク ル を 用 い て 実 施 さ れ た 。 増 幅 生 成 物 は 、 そ の 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 ウ
イ ザ ー ド PCRプ レ プ ス DNA精 製 シ ス テ ム (Wizard PCR Preps DNA Purification System);プ
ロ メ ガ (Promega)社 )を 用 い て 直 接 精 製 し 、 50μ lの 滅 菌 水 に 回 収 し た 。
　 第 二 の PCR反 応 液 (最 終 体 積 50μ l)は 、 10μ lの 精 製 さ れ た PCR生 成 物 、 1.5μ lの dNTPs(10
mM)、 5μ lの 10X Pfxポ リ メ ラ ー ゼ 緩 衝 液 、 1μ lの MgSO4(50mM)、 各 0.5μ lの ゲ ー ト ウ エ イ
変 換 プ ラ イ マ ー (100μ M)(GCPフ ォ ー ワ ー ド 及 び GCPリ バ ー ス プ ラ イ マ ー )及 び 0.5μ lの プ ラ
チ ナ ム Pfx DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 。 こ の 第 二 PCR反 応 の た め の 条 件 は 、 以 下 の 通 り で あ っ
た ： 95℃ に て 1分 間 ； 94℃ に て 15秒 間 、 50℃ に て 30秒 間 及 び 68℃ に て 3分 間 の 4サ イ ク ル ； 9
4℃ に て 15秒 間 、 55℃ に て 30秒 間 及 び 68℃ に て 3分 間 の 25サ イ ク ル ； 及 び こ れ に 続 く 4℃ で
の 維 持 サ イ ク ル 。 PCR混 合 物 は 、 ウ イ ザ ー ド PCRプ レ プ ス DNA精 製 シ ス テ ム (プ ロ メ ガ )を 、
そ の 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 し て 精 製 し 、 さ ら に 50μ Lの 滅 菌 水 に 回 収 し た 。 生 成 物
が 予 想 さ れ た 分 子 量 （ 1480bp） で あ る こ と を 実 証 す る た め に 、 10μ Lア リ コ ー ト を 1Xの TAE
緩 衝 液 （ Invitrogen） 中 の 0.8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　

　 該 ゲ ー ト ウ エ イ ク ロ ー ニ ン グ 法 の 第 二 段 階 は 、 該 ゲ ー ト ウ エ イ 改 変 PCR生 成 物 の 、 以 下
の よ う な 、 ゲ ー ト ウ エ イ エ ン ト リ ー (Gateway entry)ベ ク タ ー pDONR221(イ ン ビ ト ロ ゲ ン )
へ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 必 要 と す る ： PCR2か ら 得 ら れ た 精 製 し た 生 成 物 5μ lを 、 1.5μ lの
pDONR221ベ ク タ ー (0.1μ g/μ L)、 2μ lの BP緩 衝 液 及 び 1.5μ lの BPク ロ ー ナ ー ゼ (clonase)
酵 素 混 合 物 (イ ン ビ ト ロ ゲ ン )と 共 に 、 最 終 体 積 10μ lに て RTで 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
こ の 反 応 を 、 1μ Lの プ ロ テ イ ナ ー ゼ K(2μ g/μ L)の 添 加 に よ り 停 止 さ せ 、 37℃ に て 更 に 10
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 反 応 の ア リ コ ー ト (2μ l)を 用 い て 、 以 下 の よ う に し て 大 腸
菌 株 TOP10（ Invitrogen） を 形 質 転 換 し た ： 50μ Lの ワ ン シ ョ ッ ト （ One Shot） TOP10細 胞
ア リ コ ー ト を 氷 上 で 融 解 し 、 2μ Lの 反 応 混 合 物 を 加 え た 。 該 混 合 物 を 30分 氷 上 で イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 続 い て 42℃ で 正 確 に 30秒 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 熱 シ ョ ッ ク を 与 え た
。 サ ン プ ル を 氷 上 に 戻 し 、 250μ Lの 温 SOC培 養 液 （ 室 温 ） を 添 加 し た 。 サ ン プ ル を 振 盪 （ 2
20rpm） し な が ら 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続 い て こ の 形 質 転 換 混 合 物 を 、 カ ナ マ
イ シ ン （ 40μ g/mL） を 含 む L-ブ ロ ス （ LB） プ レ ー ト で 平 板 培 養 し て 一 夜 37℃ で イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 得 ら れ た コ ロ ニ ー の う ち 6つ を Qpix2コ ロ ニ ー 採 取 ロ ボ ッ ト （ Genetix） を 用 い
て 1.3mLの T-ブ ロ ス （ TB） に そ れ ぞ れ 接 種 し 、 振 盪 （ 220rpm） し な が ら 37℃ で 一 夜 増 殖 さ
せ 、 さ ら に キ ア プ レ ッ プ （ Qiaprep） バ イ オ ロ ボ ッ ト 8000シ ス テ ム （ Qiagen） を 上 述 の よ
う に 用 い て プ ラ ス ミ ド ミ ニ プ レ ッ プ （ miniprep） DNAを 調 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNA（ 150－ 2
00ng） を 、 21M13及 び M13Revプ ラ イ マ ー を 用 い 、 ビ ッ グ ダ イ タ ー ミ ネ ー タ シ ス テ ム (Applie
d Biosystems； カ タ ロ グ No.4336919)で 、 そ の 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て DNA配 列 決 定 に 付 し
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実 施 例 6： INSP161の た め の 哺 乳 動 物 細 胞 発 現 ベ ク タ ー の 構 築

6.1　 イ ン フ レ ー ム 6HISタ グ 配 列 と 融 合 し た 、 ゲ ー ト ウ エ イ 相 溶 性 INSP161 ORFの 生 成 ：

6.2　 ゲ ー ト ウ エ イ 相 溶 性 INSP161 ORFの 、 ゲ ー ト ウ エ イ エ ン ト リ ー ベ ク タ pDONR221及 び
発 現 ベ ク タ pEAK12d及 び pDEST12.2へ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ ：



た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 表 １ に 示 さ れ て い る 。 配 列 決 定 反 応 物 は 、 モ ン タ ー ジ (Montage) SE
Q 96ク リ ー ン ア ッ プ プ レ ー ト (Millipore； カ タ ロ グ No.LSKS09624)を 用 い て 精 製 し 、 次 い
で ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ (Applied Biosystems) 3700配 列 決 定 装 置 で 分 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 続 い て 正 確 な 配 列 （ pENTR_INSP161-6HIS） を 含 む ク ロ ー ン の う ち の 1つ の プ ラ ス ミ ド 溶
出 液 （ 2μ L又 は 約 150ng） を 組 換 え 反 応 で 用 い た 。 前 記 反 応 は 1.5μ Lの pEAK12dベ ク タ ー 又
は pDEST12.2ベ ク タ ー の ど ち ら か 1.5μ L（ 0.1μ g/μ L） 、 2μ Lの LR緩 衝 液 及 び 1.5μ Lの LR
ク ロ ナ ー ゼ （ Invitrogen） を 最 終 体 積 10μ L中 に 含 ん で い た 。 こ の 混 合 物 を RTで 1時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K（ 2μ g） の 添 加 に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ 、 更 に 10分 37℃
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 反 応 物 の ア リ コ ー ト （ 2μ L） を 用 い て 大 腸 菌 株 TOP10（ Invit
rogen） を 以 下 の よ う に し て 形 質 転 換 さ せ た ： 50μ Lの ワ ン シ ョ ッ ト （ One Shot） TOP10細
胞 ア リ コ ー ト を 氷 上 で 融 解 し 、 2μ Lの 反 応 混 合 物 を 加 え た 。 該 混 合 物 を 30分 氷 上 で イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 続 い て 42℃ で 正 確 に 30秒 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 熱 シ ョ ッ ク を 与 え
た 。 サ ン プ ル を 氷 上 に 戻 し 、 250μ Lの 温 SOC培 養 液 （ 室 温 ） を 添 加 し た 。 サ ン プ ル を 振 盪
（ 220rpm） し な が ら 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続 い て こ の 形 質 転 換 混 合 物 を 、 ア
ン ピ シ リ ン （ 100μ g/mL） を 含 む L-ブ ロ ス （ LB） プ レ ー ト で 平 板 培 養 し て 37℃ で 一 夜 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。
　 キ ア プ レ ッ プ （ Qiaprep） バ イ オ ロ ボ ッ ト 8000シ ス テ ム （ Qiagen） を 用 い て 各 ベ ク タ ー
で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 得 た コ ロ ニ ー の う ち 6つ の 培 養 の 5mLか ら プ ラ ス ミ ド ミ ニ プ レ ッ プ
（ miniprep） DNAを 調 製 し た 。 pEAK12dベ ク タ ー の プ ラ ス ミ ド DNA（ 200－ 500ng） を 、 配 列
決 定 プ ラ イ マ ー pEAK12F及 び pEAK12R並 び に 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー INSP161-SP1、 INSP161
-SP2及 び INSP161-SP3（ 表 1及 び 図 4） を 用 い て 、 DNA配 列 決 定 に 付 し た 。 pDEST12.2ベ ク タ
ー の プ ラ ス ミ ド DNA（ 200－ 500ng） を 、 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー 21M13及 び M13Rev並 び に 遺 伝 子
特 異 的 プ ラ イ マ ー INSP161-SP1、 INSP161-SP2及 び INSP161-SP3を 用 い て DNA配 列 決 定 に 付 し
た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 表 1に 示 さ れ て い る 。
　 CsClグ ラ デ ィ エ ン ト に よ っ て 精 製 し た マ ク シ -プ レ ッ プ （ maxi-prep） DNAを 配 列 確 認 済
み ク ロ ー ン （ pEAK12d_INSP161-6HIS） の 500mL培 養 か ら 文 献 に 記 載 の 方 法 （ J. Sambrook e
t al., 1989, in Molecular Cloning, a Laboratory Manual, 2n d  edition, Cold Spring
 Harbor Laboratory Press） を 用 い て 調 製 し 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 滅 菌 水 （ 又 は 10mMの ト リ
ス -HCl（ pH8.5） ） に 1μ g/μ Lの 濃 度 で 再 懸 濁 さ せ 、 -20℃ で 保 存 し た 。
　 配 列 確 認 済 み ク ロ ー ン （ pDEST12.2_INSP161-6HIS） の 500mL培 養 か ら エ ン ド フ リ ー プ ラ
ス ミ ド メ ガ キ ッ ト （ EndoFree Plasmid Mega kit； Qiagen） を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い な が
ら 用 い て 、 内 毒 素 を 含 ま な い マ ク シ -プ レ ッ プ （ maxi-prep） DNAを 調 製 し た 。 精 製 プ ラ ス
ミ ド DNAを 内 毒 素 非 含 有 TE緩 衝 液 に 少 な く と も 3μ g/μ Lの 最 終 濃 度 で 再 懸 濁 さ せ 、 -20℃ で
保 存 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　

　 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス 核 内 抗 原 を 発 現 し て い る ヒ ト 胎 児 腎 293細 胞 （ HEK293-EBNA,
 Invitrogen） を Ex-cell VPRO血 清 非 含 有 培 養 液 に 浮 遊 さ せ て 維 持 し た （ シ ー ド ス ト ッ ク
、 維 持 培 養 液 、 JRH） 。 １ ％ の FCSを 補 充 し た 250mLの FEME（ DMEM/Ham's F-12（ 1:1） 、 19m
Mの HEPES、 5g/Lの グ ル コ ー ス 、 7.5mMの L-グ ル タ ミ ン 、 4mL/Lの ITS-X） （ 全 て Invitrogen-
Life Technologies） 培 養 液 に 1ｘ 10 6 細 胞 /mLの 濃 度 で 細 胞 を 接 種 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン ミ ッ ク ス の た め に 、 500μ gの DNA（ pEAK12d_INSP161-6HIS） ＋ 10μ gの レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 DNAを 50mLの FEME1%FCSで 希 釈 す る 。 続 い て 1mLの PEI（ 1mg/L、 Polysciences, USA） を 添
加 す る 。 こ の ミ ッ ク ス を 10分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 10分 後 に 、 該 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン ミ ッ ク ス を 細 胞 に 添 加 し 、 こ の 培 養 を 37℃ に て 90分 、 イ ン キ ュ ベ ー タ で 維 持 す る 。
最 後 に こ の 溶 液 に 残 り の 200mLの FEME1%FCS（ 非 滅 菌 DNAに よ る 汚 染 を 防 ぐ た め に 2.5mLの ペ
ン -ス ト レ ッ プ （ Pen-Strep） を 含 む ） を 注 ぎ 足 す 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 陽 性 の 確 認 は 、
6日 目 の 定 性 的 蛍 光 試 験 （ Axiovert 10 Zeiss） に よ っ て 実 施 し た 。 6日 目 （ 採 集 日 ） に 、
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実 施 例 7： 哺 乳 類 細 胞 で の 機 能 的 ゲ ノ ミ ク ス の 発 現 と ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ヒ ス チ ジ ン タ
グ 付 加 プ ラ ス ミ ド pEAK12d INSP161-6HISの 精 製



上 清 （ 500mL） を 遠 心 し （ 4℃ 、 400g） 、 固 有 の 識 別 票 を も つ ポ ッ ト に 入 れ た 。
　
　 C-末 端 6Hisタ グ を も つ 組 換 え タ ン パ ク 質 を 含 む 500mLの 培 養 液 サ ン プ ル を 1容 の 冷 緩 衝 液
A（ 50mMの NaH 2 PO 4 ； 600mMの NaCl； 8.7%（ w/v） の グ リ セ ロ ー ル （ pH7.5） ） で 最 終 容 積 100
0mLに 希 釈 し た 。 該 サ ン プ ル を 0.22μ mの 滅 菌 フ ィ ル タ ー で ろ 過 し （ Millipore, 500mLフ ィ
ル タ ー ユ ニ ッ ト ） 、 1リ ッ ト ル の 滅 菌 し た 角 型 培 養 ビ ン （ Nalgene） で 4℃ に て 保 存 し た 。
　 精 製 は 、 自 動 サ ン プ ル 添 加 装 置 （ Labomatic） に 連 結 し た ヴ ィ ジ ョ ン （ VISION） ワ ー ク
ス テ ー シ ョ ン （ Applied Biosystems） で 実 施 し た 。 精 製 方 法 は 以 下 の 2つ の 連 続 す る 工 程
を 含 む ： Niイ オ ン を チ ャ ー ジ し た ポ ロ ス （ Poros） 20MCカ ラ ム （ Applied Biosystems） （ 1
0ｘ 50nm、 3.93mL） で の 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 そ の 後 の セ フ ァ デ ッ ク
ス G-25メ ジ ウ ム （ Amersham Pharmacia） ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ 1.0ｘ 15cm） で の 緩 衝 液 交 換 。
　 最 初 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 の た め に 、 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 30カ ラ ム 容 積 の
EDTA溶 液 （ 100mMの EDTA； 1Mの NaCl； pH8.0） で 再 生 し 、 さ ら に 以 下 の よ う に し て Niイ オ ン
を 再 チ ャ ー ジ し た ： 15カ ラ ム 容 積 の 100mMの NiSO 4 溶 液 で 洗 浄 、 10カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 Aで
洗 浄 、 続 い て 7カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 B（ 50mMの NaH 2 PO 4 ； 600mMの NaCl； 8.7%（ w/v） の グ リ
セ ロ ー ル ； 400mMイ ミ ダ ゾ ー ル （ pH7.5） ） で 洗 浄 、 最 後 に 15カ ラ ム 容 積 の 15mMイ ミ ダ ゾ ー
ル 含 有 緩 衝 液 Aで 平 衡 化 。 ロ ボ マ チ ッ ク （ Lobomatic） サ ン プ ル 添 加 装 置 に よ り サ ン プ ル を
200mLの サ ン プ ル ル ー プ に 移 し 、 続 い て Ni金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 流 速 20mL/分 で 添 加
し た 。 該 添 加 工 程 を 5回 繰 り 返 し 、 全 サ ン プ ル （ 1000mL） を Niカ ラ ム に 移 し た 。 続 い て 該
カ ラ ム を 12カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 Aで 洗 浄 し 、 そ の 後 28容 積 の 20mMイ ミ ダ ゾ ー ル 含 有 緩 衝 液 A
で 洗 浄 し た 。 20mMの イ ミ ダ ゾ ー ル 洗 浄 中 に 、 緩 や か に 結 合 し た 夾 雑 タ ン パ ク 質 は カ ラ ム か
ら 溶 出 し た 。 最 後 に 組 換 え Hisタ グ 付 加 タ ン パ ク 質 を 10カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 Bに よ り 流 速 2m
L/分 で 溶 出 さ せ 、 該 溶 出 タ ン パ ク 質 を 2.7mL分 画 で 採 集 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 第 二 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 の た め に 、 G-25ゲ ル ろ 過 カ ラ ム を 2mLの 緩 衝 液 D（ 1.137M
の NaCl； 2.7mMの KCl； 1.5mMの KH 2 PO 4 ； 8mMの Na 2 HPO 4 ； pH7.2） で 再 生 し 、 そ の 後 4カ ラ ム
容 積 の 緩 衝 液 C（ 137mMの NaCl； 2.7mMの KCl； 1.5mMの KH 2 PO 4 ； 8mMの Na 2 HPO 4 ； 20%（ w/v）
グ リ セ ロ ー ル ； pH7.4） で 平 衡 化 し た 。 Ni-カ ラ ム か ら 溶 出 し た ピ ー ク 分 画 は ビ ジ ョ ン （ VI
SION） に 組 み 込 ま れ て い る サ ン プ ル 添 加 装 置 を 介 し て セ フ ァ デ ッ ク ス G-25カ ラ ム に 自 動 的
に 添 加 さ れ 、 該 タ ン パ ク 質 は 緩 衝 液 Cで 流 速 2mL/分 で 溶 出 さ れ た 。 脱 塩 し た サ ン プ ル を 2.7
mLの 分 画 に 回 収 し た 。 該 分 画 を 0.22μ mの 滅 菌 遠 心 フ ィ ル タ ー （ Millipore） で ろ 過 し 、 ア
リ コ ー ト に 小 分 け し 、 凍 結 し て ‐ 80℃ で 保 存 し た 。 該 サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を SDS-PAGE（
4－ 12％ の NuPAGEゲ ル ； Novex） で ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 及 び 抗 His抗 体 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト に よ っ て 分 析 し た 。
　 NuPAGEゲ ル を 0.1%ク マ シ ー ブ ル ー R250染 色 溶 液 （ 30%メ タ ノ ー ル 、 10%酢 酸 ） 中 で 室 温 に
て 1時 間 染 色 し 、 続 い て 20%メ タ ノ ー ル 、 7.5%酢 酸 で バ ッ ク が 透 明 に な り 、 タ ン パ ク 質 バ ン
ド が 明 瞭 に 見 え る よ う に な る ま で 脱 染 し た 。
　 電 気 泳 動 の 後 で 、 該 タ ン パ ク 質 を ゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン へ 290mAで 1時 間
4℃ に て 電 気 的 に 移 し た 。 該 メ ン ブ レ ン を 緩 衝 液 E中 の 5%粉 乳 で 1時 間 室 温 に て ブ ロ ッ ク し
、 続 い て 、 2.5%粉 乳 緩 衝 液 E中 の 2種 の ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 His抗 体 の 混 合 物 （ G-18及
び H-15、 各 々 0.2μ g/mL； Santa Cruz） と と も に 一 夜 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 緩 衝 液 E
： 137mMの NaCl； 2.7mMの KCl； 1.5mMの KH 2 PO 4 ； 8mMの Na 2 HPO 4 ； 0.1%ト ゥ イ ー ン 20； pH7.4
） 。 室 温 で 更 に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 該 メ ン ブ レ ン を 緩 衝 液 E（ 3ｘ 10分 ） で 洗 浄
し 、 続 い て 、 2.5%の 粉 乳 を 含 む 緩 衝 液 Eで 1/3000に 希 釈 し た HRP-結 合 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 （ D
AKO, HRP 0399） と と も に 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 緩 衝 液 E（ 3ｘ 10分 ） で 洗 浄 し
た 後 、 該 メ ン ブ レ ン を ECLキ ッ ト （ Amersham） で 1分 処 理 し た 。 続 い て 該 メ ン ブ レ ン で ハ イ
パ ー フ ィ ル ム （ Hyperfilm） を 感 光 さ せ 、 該 フ ィ ル ム を 現 像 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 像 を
視 覚 的 に 分 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
INSP161 特 定 配 列 の リ ス ト :
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7.1　 精 製 プ ロ セ ス ：



配 列 番 号 : 1 (INSP161 成 熟 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 AAGACCACAC CACATACCAA ATTTACGAAG AAATCTGAGG AAAGAGAGAT
  51 GCCAAAGGGT CTAAAGCCAT CCAGTGGCCC ACCTCCAGAA GAAGAAGAAA
 101 CCCTCTTCAC AGAAATGGCT GAAATGGCAG AACCAATTAC CAAACCCTCG
 151 GCCTTGGATT CTGTCTTTGG CACTGCCACT CTCTCTCCCT TTGAAAACTT
 201 CACTCTTGAC CCAGCTGATT TCTTTTTGAA TTGTTGTGAT TGTTGTTCAC
 251 CTGTACCCGG GCAGAAAGGA GAACCTGGAG AGACTGGACA GCCAGGTCCT
 301 AAAGGAGAGG CTGGAAATTT GGGGATCCCA GGGCCACCAG GAGTTGTTGG
 351 GCCCCAAGGC CCTAGAGGCT ACAAAGGAGA GAAAGGTGAA CCTGGCCCTA
 401 AGGGAGATAA AGGAAACATT GGTTTGGGAG GAGTGAAAGG ACAAAAAGGC
 451 TCCAAGGGAG ACACATGTGG GAATTGTACC AAAGGAGAAA AAGGAGACCA
 501 AGGGGCTATG GGCTCACCTG GCCTGCACGG AGGGCCTGGC GCCAAGGGAG
 551 AGAAGGGGGA GATGGGGGAG AAGGGGGAGA TGGGGGATAA GGGCTGCTGT
 601 GGAGATTCTG GGGAGAGGGG AGGAAAAGGA CAGAAAGGTG AGGGGGGTAT
 651 GAAAGGGGAA AAAGGTAGCA AAGGAGACAG TGGAATGGAA GGCAAAAGCG
 701 GCCGTAATGG TCTGCCTGGG GCCAAAGGTG ATCCAGGGAT TAAAGGAGAA
 751 AAAGGAGAGT TAGGTCCTCC TGGTCTCCTG GGACCTACTG GGCCGAAGGG
 801 TGACATTGGC AACAAAGGGG TCCGAGGCCC CACTGGGAAG AAGGGCTCTC
 851 GGGGCTTTAA AGGCTCCAAG GGTGAGTTGG C
【 ０ ０ ９ ０ 】
配 列 番 号 : 2 (INSP161 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
   1 KTTPHTKFTK KSEEREMPKG LKPSSGPPPE EEETLFTEMA EMAEPITKPS
  51 ALDSVFGTAT LSPFENFTLD PADFFLNCCD CCSPVPGQKG EPGETGQPGP
 101 KGEAGNLGIP GPPGVVGPQG PRGYKGEKGE PGPKGDKGNI GLGGVKGQKG
 151 SKGDTCGNCT KGEKGDQGAM GSPGLHGGPG AKGEKGEMGE KGEMGDKGCC
 201 GDSGERGGKG QKGEGGMKGE KGSKGDSGME GKSGRNGLPG AKGDPGIKGE
 251 KGELGPPGLL GPTGPKGDIG NKGVRGPTGK KGSRGFKGSK GELA
【 ０ ０ ９ １ 】
配 列 番 号 : 3 (INSP161-A ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
    1 TCCAGTGGCC CACCTCCAGA AGAAGAAGAA ACCCTCTTCA CAGAAATGGC 
   51 TGAAATGGCA GAACCAATTA CCAAACCCTC GGCCTTGGAT TCTGTCTTTG 
  101 GCACTGCCAC TCTCTCTCCC TTTGAAAACT TCACTCTTGA CCCAGCTGAT 
  151 TTCTTTTTGA ATTGTTGTGA TTGTTGTTCA CCTGTACCCG GGCAGAAAGG 
  201 AGAACCTGGA GAGACTGGAC AGCCAGGTCC TAAAGGAGAG GCTGGAAATT 
  251 TGGGGATCCC AGGGCCACCA GGAGTTGTTG GGCCCCAAGG CCCTAGAGGC 
  301 TACAAAGGAG AGAAAGGTGA ACCTGGCCCT AAGGGAGATA AAGGAAACAT 
  351 TGGTTTGGGA GGAGTGAAAG GACAAAAAGG CTCCAAGGGA GACACATGTG 
  401 GGAATTGTAC CAAAGGAGAA AAAGGAGACC AAGGGGCTAT GGGCTCACCT 
  451 GGCCTGCACG GAGGGCCTGG CGCCAAGGGA GAGAAGGGGG AGATGGGGGA 
  501 GAAGGGGGAG ATGGGGGATA AGGGCTGCTG TGGAGATTCT GGGGAGAGGG 
  551 GAGGAAAAGG ACAGAAAGGT GAGGGGGGTA TGAAAGGGGA AAAAGGTAGC 
  601 AAAGGAGACA GTGGAATGGA AGGCAAAAGC GGCCGTAATG GTCTGCCTGG 
  651 GGCCAAAGGT GATCCAGGGA TTAAAGGAGA AAAAGGAGAG TTAGGTCCTC 
  701 CTGGTCTCCT GGGACCTACT GGGCCGAAGG GTGACATTGG CAACAAAGGG 
  751 GTCCGAGGCC CCACTGGGAA GAAGGGCTCT CGGGGCTTTA AAGGCTCCAA 
  801 GGGTGAGTTG GCTAGAGTGC CCCGGTCGGC TTTCAGCGCT GGTTTGTCAA 
  851 AGCCATTTCC TCCTCCTAAC ATCCCCATCA AATTTGAAAA GATTCTCTAT 
  901 AATGACCAAG GGAATTACAG TCCTGTCACT GGGAAGTTTA ACTGCTCTAT 
  951 TCCTGGGACA TATGTTTTTT CCTACCATAT TACGGTGAGG GGGCGACCTG 
 1001 CTCGAATCAG TCTGGTGGCC CAGAATAAGA AGCAGTTCAA GTCCAGAGAA 
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 1051 ACTCTCTATG GTCAGGAAAT AGACCAGGCC TCTCTCCTCG TCATCTTGAA 
 1101 ATTAAGTGCA GGAGACCAAG TCTGGCTTGA GGTGTCAAAA GATTGGAATG 
 1151 GGGTGTATGT CAGTGCTGAG GATGACAGCA TTTTTACTGG GTTCCTTTTG 
 1201 TACCCAGAGG AAACTTCTGG AATTTCACCA 
【 ０ ０ ９ ２ 】
配 列 番 号 : 4 (INSP161-A ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
   1 SSGPPPEEEE TLFTEMAEMA EPITKPSALD SVFGTATLSP FENFTLDPAD 
  51 FFLNCCDCCS PVPGQKGEPG ETGQPGPKGE AGNLGIPGPP GVVGPQGPRG 
 101 YKGEKGEPGP KGDKGNIGLG GVKGQKGSKG DTCGNCTKGE KGDQGAMGSP 
 151 GLHGGPGAKG EKGEMGEKGE MGDKGCCGDS GERGGKGQKG EGGMKGEKGS 
 201 KGDSGMEGKS GRNGLPGAKG DPGIKGEKGE LGPPGLLGPT GPKGDIGNKG 
 251 VRGPTGKKGS RGFKGSKGEL ARVPRSAFSA GLSKPFPPPN IPIKFEKILY 
 301 NDQGNYSPVT GKFNCSIPGT YVFSYHITVR GRPARISLVA QNKKQFKSRE 
 351 TLYGQEIDQA SLLVILKLSA GDQVWLEVSK DWNGVYVSAE DDSIFTGFLL 
 401 YPEETSGISP
【 ０ ０ ９ ３ 】
配 列 番 号 : 5 (INSP161-B ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 TCCAGTGGCC CACCTCCAGA AGAAGAAGAA ACCCTCTTCA CAGAAATGGC 
  51 TGAAATGGCA GAACCAATTA CCAAACCCTC GGCCTTGGAT TCTGTCTTTG 
 101 GCACTGCCAC TCTCTCTCCC TTTGAAAACT TCACTCTTGA CCCAGCTGAT 
 151 TTCTTTTTGA ATTGTTGTGA TTGTTGTTCA CCTGTACCCG GGCAGAAAGG 
 201 AGAACCTGGA GAGACTGGAC AGCCAGGTCC TAAAGGAGAG GCTGGAAATT 
 251 TGGGGATCCC AGGGCCACCA GGAGTTGTTG GGCCCCAAGG CCCTAGAGGC 
 301 TACAAAGGAG AGAAAGGTGA ACCTGGCCCT AAGGGAGATA AAGGAAACAT 
 351 TGGTTTGGGA GGAGTGAAAG GACAAAAAGG CTCCAAGGGA GACACATGTG 
 401 GGAATTGTAC CAAAGGAGAA AAAGGAGACC AAGGGGCTAT GGGCTCACCT 
 451 GGCCTGCACG GAGGGCCTGG CGCCAAGGGA GAGAAGGGGG AGATGGGGGA 
 501 GAAGGGGGAG ATGGGGGATA AGGGCTGCTG TGGAGATTCT GGGGAGAGGG 
 551 GAGGAAAAGG ACAGAAAGGT GAGGGGGGTA TGAAAGGGGA AAAAGGTAGC 
 601 AAAGGAGACA GTGGAATGGA AGGCAAAAGC GGCCGTAATG GTCTGCCTGG 
 651 GGCCAAAGGT GATCCAGGGA TTAAAGGAGA AAAAGGAGAG TTAGGTCCTC 
 701 CTGGTCTCCT GGGACCTACT GGGCCGAAGG GTGACATTGG CAACAAAGGG 
 751 GTCCGAGGCC CCACTGGGAA GAAGGGCTCT CGGGGCTTTA AAGGC
【 ０ ０ ９ ４ 】
配 列 番 号 : 6 (INSP161-B ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
   1 SSGPPPEEEE TLFTEMAEMA EPITKPSALD SVFGTATLSP FENFTLDPAD 
  51 FFLNCCDCCS PVPGQKGEPG ETGQPGPKGE AGNLGIPGPP GVVGPQGPRG 
 101 YKGEKGEPGP KGDKGNIGLG GVKGQKGSKG DTCGNCTKGE KGDQGAMGSP 
 151 GLHGGPGAKG EKGEMGEKGE MGDKGCCGDS GERGGKGQKG EGGMKGEKGS 
 201 KGDSGMEGKS GRNGLPGAKG DPGIKGEKGE LGPPGLLGPT GPKGDIGNKG 
 251 VRGPTGKKGS RGFKG
【 ０ ０ ９ ５ 】
配 列 番 号 : 7 (INSP161-C ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 TCCAAGGGTG AGTTGGCTAG AGTGCCCCGG TCGGCTTTCA GCGCTGGTTT 
  51 GTCAAAGCCA TTTCCTCCTC CTAACATCCC CATCAAATTT GAAAAGATTC 
 101 TCTATAATGA CCAAGGGAAT TACAGTCCTG TCACTGGGAA GTTTAACTGC 
 151 TCTATTCCTG GGACATATGT TTTTTCCTAC CATATTACGG TGAGGGGGCG 
 201 ACCTGCTCGA ATCAGTCTGG TGGCCCAGAA TAAGAAGCAG TTCAAGTCCA 
 251 GAGAAACTCT CTATGGTCAG GAAATAGACC AGGCCTCTCT CCTCGTCATC 
 301 TTGAAATTAA GTGCAGGAGA CCAAGTCTGG CTTGAGGTGT CAAAAGATTG 
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 351 GAATGGGGTG TATGTCAGTG CTGAGGATGA CAGCATTTTT ACTGGGTTCC 
 401 TTTTGTACCC AGAGGAAACT TCTGGAATTT CACCA
【 ０ ０ ９ ６ 】
配 列 番 号 : 8 (INSP161-C ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
   1 SKGELARVPR SAFSAGLSKP FPPPNIPIKF EKILYNDQGN YSPVTGKFNC 
  51 SIPGTYVFSY HITVRGRPAR ISLVAQNKKQ FKSRETLYGQ EIDQASLLVI 
 101 LKLSAGDQVW LEVSKDWNGV YVSAEDDSIF TGFLLYPEET SGISP
【 ０ ０ ９ ７ 】
配 列 番 号 : 9 (C1q ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 GCTTTCAGCG CTGGTTTGTC AAAGCCATTT CCTCCTCCTA ACATCCCCAT 
  51 CAAATTTGAA AAGATTCTCT ATAATGACCA AGGGAATTAC AGTCCTGTCA 
 101 CTGGGAAGTT TAACTGCTCT ATTCCTGGGA CATATGTTTT TTCCTACCAT 
 151 ATTACGGTGA GGGGGCGACC TGCTCGAATC AGTCTGGTGG CCCAGAATAA 
 201 GAAGCAGTTC AAGTCCAGAG AAACTCTCTA TGGTCAGGAA ATAGACCAGG 
 251 CCTCTCTCCT CGTCATCTTG AAATTAAGTG CAGGAGACCA AGTCTGGCTT 
 301 GAGGTGTCAA AAGATTGGAA TGGGGTGTAT GTCAGTGCTG AGGATGACAG 
 351 CATTTTTACT GGGTTCCTTT TG
【 ０ ０ ９ ８ 】
配 列 番 号 : 10 (C1q ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
   1 AFSAGLSKPF PPPNIPIKFE KILYNDQGNY SPVTGKFNCS IPGTYVFSYH 
  51 ITVRGRPARI SLVAQNKKQF KSRETLYGQE IDQASLLVIL KLSAGDQVWL 
 101 EVSKDWNGVY VSAEDDSIFT GFLL
【 ０ ０ ９ ９ 】
配 列 番 号 : 11 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  INSP161 成 熟 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 AAGACCACAC CACATACCAA ATTTACGAAG AAATCTGAGG AAAGAGAGAT
  51 GCCAAAGGGT CTAAAGCCAT CCAGTGGCCC ACCTCCAGAA GAAGAAGAAA
 101 CCCTCTTCAC AGAAATGGCT GAAATGGCAG AACCAATTAC CAAACCCTCG
 151 GCCTTGGATT CTGTCTTTGG CACTGCCACT CTCTCTCCCT TTGAAAACTT
 201 CACTCTTGAC CCAGCTGATT TCTTTTTGAA TTGTTGTGAT TGTTGTTCAC
 251 CTGTACCCGG GCAGAAAGGA GAACCTGGAG AGACTGGACA GCCAGGTCCT
 301 AAAGGAGAGG CTGGAAATTT GGGGATCCCA GGGCCACCAG GAGTTGTTGG
 351 GCCCCAAGGC CCTAGAGGCT ACAAAGGAGA GAAAGGTGAA CCTGGCCCTA
 401 AGGGAGATAA AGGAAACATT GGTTTGGGAG GAGTGAAAGG ACAAAAAGGC
 451 TCCAAGGGAG ACACATGTGG GAATTGTACC AAAGGAGAAA AAGGAGACCA
 501 AGGGGCTATG GGCTCACCTG GCCTGCACGG AGGGCCTGGC GCCAAGGGAG
 551 AGAAGGGGGA GATGGGGGAG AAGGGGGAGA TGGGGGATAA GGGCTGCTGT
 601 GGAGATTCTG GGGAGAGGGG AGGAAAAGGA CAGAAAGGTG AGGGGGGTAT
 651 GAAAGGGGAA AAAGGTAGCA AAGGAGACAG TGGAATGGAA GGCAAAAGCG
 701 GCCGTAATGG TCTGCCTGGG GCCAAAGGTG ATCCAGGGAT TAAAGGAGAA
 751 AAAGGAGAGT TAGGTCCTCC TGGTCTCCTG GGACCTACTG GGCCGAAGGG
 801 TGACATTGGC AACAAAGGGG TCCGAGGCCC CACTGGGAAG AAGGGCTCTC
 851 GGGGCTTTAA AGGCTCCAAG GGTGAGTTGG CCACCATCAC CATCACCAT 
【 ０ １ ０ ０ 】
配 列 番 号 : 12 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  INSP161 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
   1 KTTPHTKFTK KSEEREMPKG LKPSSGPPPE EEETLFTEMA EMAEPITKPS
  51 ALDSVFGTAT LSPFENFTLD PADFFLNCCD CCSPVPGQKG EPGETGQPGP
 101 KGEAGNLGIP GPPGVVGPQG PRGYKGEKGE PGPKGDKGNI GLGGVKGQKG
 151 SKGDTCGNCT KGEKGDQGAM GSPGLHGGPG AKGEKGEMGE KGEMGDKGCC
 201 GDSGERGGKG QKGEGGMKGE KGSKGDSGME GKSGRNGLPG AKGDPGIKGE
 251 KGELGPPGLL GPTGPKGDIG NKGVRGPTGK KGSRGFKGSK GELAHHHHHH
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【 ０ １ ０ １ 】
配 列 番 号 : 13 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  INSP161-A ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
    1 TCCAGTGGCC CACCTCCAGA AGAAGAAGAA ACCCTCTTCA CAGAAATGGC 
   51 TGAAATGGCA GAACCAATTA CCAAACCCTC GGCCTTGGAT TCTGTCTTTG 
  101 GCACTGCCAC TCTCTCTCCC TTTGAAAACT TCACTCTTGA CCCAGCTGAT 
  151 TTCTTTTTGA ATTGTTGTGA TTGTTGTTCA CCTGTACCCG GGCAGAAAGG 
  201 AGAACCTGGA GAGACTGGAC AGCCAGGTCC TAAAGGAGAG GCTGGAAATT 
  251 TGGGGATCCC AGGGCCACCA GGAGTTGTTG GGCCCCAAGG CCCTAGAGGC 
  301 TACAAAGGAG AGAAAGGTGA ACCTGGCCCT AAGGGAGATA AAGGAAACAT 
  351 TGGTTTGGGA GGAGTGAAAG GACAAAAAGG CTCCAAGGGA GACACATGTG 
  401 GGAATTGTAC CAAAGGAGAA AAAGGAGACC AAGGGGCTAT GGGCTCACCT 
  451 GGCCTGCACG GAGGGCCTGG CGCCAAGGGA GAGAAGGGGG AGATGGGGGA 
  501 GAAGGGGGAG ATGGGGGATA AGGGCTGCTG TGGAGATTCT GGGGAGAGGG 
  551 GAGGAAAAGG ACAGAAAGGT GAGGGGGGTA TGAAAGGGGA AAAAGGTAGC 
  601 AAAGGAGACA GTGGAATGGA AGGCAAAAGC GGCCGTAATG GTCTGCCTGG 
  651 GGCCAAAGGT GATCCAGGGA TTAAAGGAGA AAAAGGAGAG TTAGGTCCTC 
  701 CTGGTCTCCT GGGACCTACT GGGCCGAAGG GTGACATTGG CAACAAAGGG 
  751 GTCCGAGGCC CCACTGGGAA GAAGGGCTCT CGGGGCTTTA AAGGCTCCAA 
  801 GGGTGAGTTG GCTAGAGTGC CCCGGTCGGC TTTCAGCGCT GGTTTGTCAA 
  851 AGCCATTTCC TCCTCCTAAC ATCCCCATCA AATTTGAAAA GATTCTCTAT 
  901 AATGACCAAG GGAATTACAG TCCTGTCACT GGGAAGTTTA ACTGCTCTAT 
  951 TCCTGGGACA TATGTTTTTT CCTACCATAT TACGGTGAGG GGGCGACCTG 
 1001 CTCGAATCAG TCTGGTGGCC CAGAATAAGA AGCAGTTCAA GTCCAGAGAA 
 1051 ACTCTCTATG GTCAGGAAAT AGACCAGGCC TCTCTCCTCG TCATCTTGAA 
 1101 ATTAAGTGCA GGAGACCAAG TCTGGCTTGA GGTGTCAAAA GATTGGAATG 
 1151 GGGTGTATGT CAGTGCTGAG GATGACAGCA TTTTTACTGG GTTCCTTTTG 
 1201 TACCCAGAGG AAACTTCTGG AATTTCACCA CACCATCACC ATCACCAT
【 ０ １ ０ ２ 】
配 列 番 号 : 14 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  INSP161-A ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
   1 SSGPPPEEEE TLFTEMAEMA EPITKPSALD SVFGTATLSP FENFTLDPAD 
  51 FFLNCCDCCS PVPGQKGEPG ETGQPGPKGE AGNLGIPGPP GVVGPQGPRG 
 101 YKGEKGEPGP KGDKGNIGLG GVKGQKGSKG DTCGNCTKGE KGDQGAMGSP 
 151 GLHGGPGAKG EKGEMGEKGE MGDKGCCGDS GERGGKGQKG EGGMKGEKGS 
 201 KGDSGMEGKS GRNGLPGAKG DPGIKGEKGE LGPPGLLGPT GPKGDIGNKG 
 251 VRGPTGKKGS RGFKGSKGEL ARVPRSAFSA GLSKPFPPPN IPIKFEKILY 
 301 NDQGNYSPVT GKFNCSIPGT YVFSYHITVR GRPARISLVA QNKKQFKSRE 
 351 TLYGQEIDQA SLLVILKLSA GDQVWLEVSK DWNGVYVSAE DDSIFTGFLL 
 401 YPEETSGISP HHHHHH
【 ０ １ ０ ３ 】
配 列 番 号 : 15 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  INSP161-B ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 TCCAGTGGCC CACCTCCAGA AGAAGAAGAA ACCCTCTTCA CAGAAATGGC 
  51 TGAAATGGCA GAACCAATTA CCAAACCCTC GGCCTTGGAT TCTGTCTTTG 
 101 GCACTGCCAC TCTCTCTCCC TTTGAAAACT TCACTCTTGA CCCAGCTGAT 
 151 TTCTTTTTGA ATTGTTGTGA TTGTTGTTCA CCTGTACCCG GGCAGAAAGG 
 201 AGAACCTGGA GAGACTGGAC AGCCAGGTCC TAAAGGAGAG GCTGGAAATT 
 251 TGGGGATCCC AGGGCCACCA GGAGTTGTTG GGCCCCAAGG CCCTAGAGGC 
 301 TACAAAGGAG AGAAAGGTGA ACCTGGCCCT AAGGGAGATA AAGGAAACAT 
 351 TGGTTTGGGA GGAGTGAAAG GACAAAAAGG CTCCAAGGGA GACACATGTG 
 401 GGAATTGTAC CAAAGGAGAA AAAGGAGACC AAGGGGCTAT GGGCTCACCT 
 451 GGCCTGCACG GAGGGCCTGG CGCCAAGGGA GAGAAGGGGG AGATGGGGGA 
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 501 GAAGGGGGAG ATGGGGGATA AGGGCTGCTG TGGAGATTCT GGGGAGAGGG 
 551 GAGGAAAAGG ACAGAAAGGT GAGGGGGGTA TGAAAGGGGA AAAAGGTAGC 
 601 AAAGGAGACA GTGGAATGGA AGGCAAAAGC GGCCGTAATG GTCTGCCTGG 
 651 GGCCAAAGGT GATCCAGGGA TTAAAGGAGA AAAAGGAGAG TTAGGTCCTC 
 701 CTGGTCTCCT GGGACCTACT GGGCCGAAGG GTGACATTGG CAACAAAGGG 
 751 GTCCGAGGCC CCACTGGGAA GAAGGGCTCT CGGGGCTTTA AAGGCCACCA 
 801 TCACCATCAC CAT
【 ０ １ ０ ４ 】
配 列 番 号 : 16 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  INSP161-B ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
   1 SSGPPPEEEE TLFTEMAEMA EPITKPSALD SVFGTATLSP FENFTLDPAD 
  51 FFLNCCDCCS PVPGQKGEPG ETGQPGPKGE AGNLGIPGPP GVVGPQGPRG 
 101 YKGEKGEPGP KGDKGNIGLG GVKGQKGSKG DTCGNCTKGE KGDQGAMGSP 
 151 GLHGGPGAKG EKGEMGEKGE MGDKGCCGDS GERGGKGQKG EGGMKGEKGS 
 201 KGDSGMEGKS GRNGLPGAKG DPGIKGEKGE LGPPGLLGPT GPKGDIGNKG 
 251 VRGPTGKKGS RGFKGHHHHH H
【 ０ １ ０ ５ 】
配 列 番 号 : 17 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  INSP161-C ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 TCCAAGGGTG AGTTGGCTAG AGTGCCCCGG TCGGCTTTCA GCGCTGGTTT 
  51 GTCAAAGCCA TTTCCTCCTC CTAACATCCC CATCAAATTT GAAAAGATTC 
 101 TCTATAATGA CCAAGGGAAT TACAGTCCTG TCACTGGGAA GTTTAACTGC 
 151 TCTATTCCTG GGACATATGT TTTTTCCTAC CATATTACGG TGAGGGGGCG 
 201 ACCTGCTCGA ATCAGTCTGG TGGCCCAGAA TAAGAAGCAG TTCAAGTCCA 
 251 GAGAAACTCT CTATGGTCAG GAAATAGACC AGGCCTCTCT CCTCGTCATC 
 301 TTGAAATTAA GTGCAGGAGA CCAAGTCTGG CTTGAGGTGT CAAAAGATTG 
 351 GAATGGGGTG TATGTCAGTG CTGAGGATGA CAGCATTTTT ACTGGGTTCC 
 401 TTTTGTACCC AGAGGAAACT TCTGGAATTT CACCACACCA TCACCATCAC 
 451 CAT
【 ０ １ ０ ６ 】
配 列 番 号 : 18 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  INSP161-C ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
   1 SKGELARVPR SAFSAGLSKP FPPPNIPIKF EKILYNDQGN YSPVTGKFNC 
  51 SIPGTYVFSY HITVRGRPAR ISLVAQNKKQ FKSRETLYGQ EIDQASLLVI 
 101 LKLSAGDQVW LEVSKDWNGV YVSAEDDSIF TGFLLYPEET SGISPHHHHH 
 151 H
【 ０ １ ０ ７ 】
配 列 番 号 : 19 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  C1q ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 GCTTTCAGCG CTGGTTTGTC AAAGCCATTT CCTCCTCCTA ACATCCCCAT 
  51 CAAATTTGAA AAGATTCTCT ATAATGACCA AGGGAATTAC AGTCCTGTCA 
 101 CTGGGAAGTT TAACTGCTCT ATTCCTGGGA CATATGTTTT TTCCTACCAT 
 151 ATTACGGTGA GGGGGCGACC TGCTCGAATC AGTCTGGTGG CCCAGAATAA 
 201 GAAGCAGTTC AAGTCCAGAG AAACTCTCTA TGGTCAGGAA ATAGACCAGG 
 251 CCTCTCTCCT CGTCATCTTG AAATTAAGTG CAGGAGACCA AGTCTGGCTT 
 301 GAGGTGTCAA AAGATTGGAA TGGGGTGTAT GTCAGTGCTG AGGATGACAG 
 351 CATTTTTACT GGGTTCCTTT TGCACCATCA CCATCACCAT
【 ０ １ ０ ８ 】
配 列 番 号 : 20 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  C1q ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
    1 AFSAGLSKPF PPPNIPIKFE KILYNDQGNY SPVTGKFNCS IPGTYVFSYH 
   51 ITVRGRPARI SLVAQNKKQF KSRETLYGQE IDQASLLVIL KLSAGDQVWL 
  101 EVSKDWNGVY VSAEDDSIFT GFLLHHHHHH
【 ０ １ ０ ９ 】
配 列 番 号 : 21 (INSP161 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
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    1 ATGTATATAT TTTCCTATTA TATCTTTCTT CCAGCTTCAA ATATGTGGAT
   51 GTTTTCTTGG CTTTGTGCTA TTTTAATTAT TTTGGCTATT GCTGGTATGA
  101 ACACAATAGC AAAGACCACA CCACATACCA AATTTACGAA GAAATCTGAG
  151 GAAAGAGAGA TGCCAAAGGG TCTAAAGCCA TCCAGTGGCC CACCTCCAGA
  201 AGAAGAAGAA ACCCTCTTCA CAGAAATGGC TGAAATGGCA GAACCAATTA
  251 CCAAACCCTC GGCCTTGGAT TCTGTCTTTG GCACTGCCAC TCTCTCTCCC
  301 TTTGAAAACT TCACTCTTGA CCCAGCTGAT TTCTTTTTGA ATTGTTGTGA
  351 TTGTTGTTCA CCTGTACCCG GGCAGAAAGG AGAACCTGGA GAGACTGGAC
  401 AGCCAGGTCC TAAAGGAGAG GCTGGAAATT TGGGGATCCC AGGGCCACCA
  451 GGAGTTGTTG GGCCCCAAGG CCCTAGAGGC TACAAAGGAG AGAAAGGTGA
  501 ACCTGGCCCT AAGGGAGATA AAGGAAACAT TGGTTTGGGA GGAGTGAAAG
  551 GACAAAAAGG CTCCAAGGGA GACACATGTG GGAATTGTAC CAAAGGAGAA
  601 AAAGGAGACC AAGGGGCTAT GGGCTCACCT GGCCTGCACG GAGGGCCTGG
  651 CGCCAAGGGA GAGAAGGGGG AGATGGGGGA GAAGGGGGAG ATGGGGGATA
  701 AGGGCTGCTG TGGAGATTCT GGGGAGAGGG GAGGAAAAGG ACAGAAAGGT
  751 GAGGGGGGTA TGAAAGGGGA AAAAGGTAGC AAAGGAGACA GTGGAATGGA
  801 AGGCAAAAGC GGCCGTAATG GTCTGCCTGG GGCCAAAGGT GATCCAGGGA
  851 TTAAAGGAGA AAAAGGAGAG TTAGGTCCTC CTGGTCTCCT GGGACCTACT
  901 GGGCCGAAGG GTGACATTGG CAACAAAGGG GTCCGAGGCC CCACTGGGAA
  951 GAAGGGCTCT CGGGGCTTTA AAGGCTCCAA GGGTGAGTTG GCTAGAGTGC
 1001 CCCGGTCGGC TTTCAGCGCT GGTTTGTCAA AGCCATTTCC TCCTCCTAAC
 1051 ATCCCCATCA AATTTGAAAA GATTCTCTAT AATGACCAAG GGAATTACAG
 1101 TCCTGTCACT GGGAAGTTTA ACTGCTCTAT TCCTGGGACA TATGTTTTTT
 1151 CCTACCATAT TACGGTGAGG GGGCGACCTG CTCGAATCAG TCTGGTGGCC
 1201 CAGAATAAGA AGCAGTTCAA GTCCAGAGAA ACTCTCTATG GTCAGGAAAT
 1251 AGACCAGGCC TCTCTCCTCG TCATCTTGAA ATTAAGTGCA GGAGACCAAG
 1301 TCTGGCTTGA GGTGTCAAAA GATTGGAATG GGGTGTATGT CAGTGCTGAG
 1351 GATGACAGCA TTTTTACTGG GTTCCTTTTG TACCCAGAGG AAACTTCTGG
 1401 AATTTCACCA
【 ０ １ １ ０ 】
配 列 番 号 : 22 (INSP161 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
   1 MYIFSYYIFL PASNMWMFSW LCAILIILAI AGMNTIAKTT PHTKFTKKSE
  51 EREMPKGLKP SSGPPPEEEE TLFTEMAEMA EPITKPSALD SVFGTATLSP
 101 FENFTLDPAD FFLNCCDCCS PVPGQKGEPG ETGQPGPKGE AGNLGIPGPP
 151 GVVGPQGPRG YKGEKGEPGP KGDKGNIGLG GVKGQKGSKG DTCGNCTKGE
 201 KGDQGAMGSP GLHGGPGAKG EKGEMGEKGE MGDKGCCGDS GERGGKGQKG
 251 EGGMKGEKGS KGDSGMEGKS GRNGLPGAKG DPGIKGEKGE LGPPGLLGPT
 301 GPKGDIGNKG VRGPTGKKGS RGFKGSKGEL ARVPRSAFSA GLSKPFPPPN
 351 IPIKFEKILY NDQGNYSPVT GKFNCSIPGT YVFSYHITVR GRPARISLVA
 401 QNKKQFKSRE TLYGQEIDQA SLLVILKLSA GDQVWLEVSK DWNGVYVSAE
 451 DDSIFTGFLL YPEETSGISP
【 ０ １ １ １ 】
配 列 番 号 : 23 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  INSP161 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
    1 ATGTATATAT TTTCCTATTA TATCTTTCTT CCAGCTTCAA ATATGTGGAT
   51 GTTTTCTTGG CTTTGTGCTA TTTTAATTAT TTTGGCTATT GCTGGTATGA
  101 ACACAATAGC AAAGACCACA CCACATACCA AATTTACGAA GAAATCTGAG
  151 GAAAGAGAGA TGCCAAAGGG TCTAAAGCCA TCCAGTGGCC CACCTCCAGA
  201 AGAAGAAGAA ACCCTCTTCA CAGAAATGGC TGAAATGGCA GAACCAATTA
  251 CCAAACCCTC GGCCTTGGAT TCTGTCTTTG GCACTGCCAC TCTCTCTCCC
  301 TTTGAAAACT TCACTCTTGA CCCAGCTGAT TTCTTTTTGA ATTGTTGTGA
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  351 TTGTTGTTCA CCTGTACCCG GGCAGAAAGG AGAACCTGGA GAGACTGGAC
  401 AGCCAGGTCC TAAAGGAGAG GCTGGAAATT TGGGGATCCC AGGGCCACCA
  451 GGAGTTGTTG GGCCCCAAGG CCCTAGAGGC TACAAAGGAG AGAAAGGTGA
  501 ACCTGGCCCT AAGGGAGATA AAGGAAACAT TGGTTTGGGA GGAGTGAAAG
  551 GACAAAAAGG CTCCAAGGGA GACACATGTG GGAATTGTAC CAAAGGAGAA
  601 AAAGGAGACC AAGGGGCTAT GGGCTCACCT GGCCTGCACG GAGGGCCTGG
  651 CGCCAAGGGA GAGAAGGGGG AGATGGGGGA GAAGGGGGAG ATGGGGGATA
  701 AGGGCTGCTG TGGAGATTCT GGGGAGAGGG GAGGAAAAGG ACAGAAAGGT
  751 GAGGGGGGTA TGAAAGGGGA AAAAGGTAGC AAAGGAGACA GTGGAATGGA
  801 AGGCAAAAGC GGCCGTAATG GTCTGCCTGG GGCCAAAGGT GATCCAGGGA
  851 TTAAAGGAGA AAAAGGAGAG TTAGGTCCTC CTGGTCTCCT GGGACCTACT
  901 GGGCCGAAGG GTGACATTGG CAACAAAGGG GTCCGAGGCC CCACTGGGAA
  951 GAAGGGCTCT CGGGGCTTTA AAGGCTCCAA GGGTGAGTTG GCTAGAGTGC
 1001 CCCGGTCGGC TTTCAGCGCT GGTTTGTCAA AGCCATTTCC TCCTCCTAAC
 1051 ATCCCCATCA AATTTGAAAA GATTCTCTAT AATGACCAAG GGAATTACAG
 1101 TCCTGTCACT GGGAAGTTTA ACTGCTCTAT TCCTGGGACA TATGTTTTTT
 1151 CCTACCATAT TACGGTGAGG GGGCGACCTG CTCGAATCAG TCTGGTGGCC
 1201 CAGAATAAGA AGCAGTTCAA GTCCAGAGAA ACTCTCTATG GTCAGGAAAT
 1251 AGACCAGGCC TCTCTCCTCG TCATCTTGAA ATTAAGTGCA GGAGACCAAG
 1301 TCTGGCTTGA GGTGTCAAAA GATTGGAATG GGGTGTATGT CAGTGCTGAG
 1351 GATGACAGCA TTTTTACTGG GTTCCTTTTG TACCCAGAGG AAACTTCTGG
 1401 AATTTCACCA CACCATCACC ATCACCAT
【 ０ １ １ ２ 】
配 列 番 号 : 24 (ヒ ス チ ジ ン タ グ  INSP161 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
   1 MYIFSYYIFL PASNMWMFSW LCAILIILAI AGMNTIAKTT PHTKFTKKSE
  51 EREMPKGLKP SSGPPPEEEE TLFTEMAEMA EPITKPSALD SVFGTATLSP
 101 FENFTLDPAD FFLNCCDCCS PVPGQKGEPG ETGQPGPKGE AGNLGIPGPP
 151 GVVGPQGPRG YKGEKGEPGP KGDKGNIGLG GVKGQKGSKG DTCGNCTKGE
 201 KGDQGAMGSP GLHGGPGAKG EKGEMGEKGE MGDKGCCGDS GERGGKGQKG
 251 EGGMKGEKGS KGDSGMEGKS GRNGLPGAKG DPGIKGEKGE LGPPGLLGPT
 301 GPKGDIGNKG VRGPTGKKGS RGFKGSKGEL ARVPRSAFSA GLSKPFPPPN
 351 IPIKFEKILY NDQGNYSPVT GKFNCSIPGT YVFSYHITVR GRPARISLVA
 401 QNKKQFKSRE TLYGQEIDQA SLLVILKLSA GDQVWLEVSK DWNGVYVSAE
 451 DDSIFTGFLL YPEETSGISP HHHHHH
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ３ 】
【 図 １ 】 NCBI-nrデ ー タ ベ ー ス に お け る INSP161ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 22)に 対 す る 上
位 10の BLASTpヒ ッ ト を 示 す 。
【 図 ２ 】 INSP161ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 22)の た め の シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 予 想 （ シ グ
ナ ル P V2.0） を 示 す 。
【 図 ３ 】 INSP161ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 22)に 関 す る NCBI CDD出 力 を 示 す 。
【 図 ４ 】 ク ロ ー ン ニ ン グ し た INSP161PCR生 成 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 翻 訳 を 示 す 。 c1q
ド メ イ ン 及 び コ ラ ー ゲ ン 領 域 （ コ ラ ー ゲ ン ド メ イ ン を 含 む ） は 枠 で 囲 ま れ て い る 。 コ ラ ー
ゲ ン 領 域 は 残 基 124か ら 330に 、 c1qド メ イ ン は 残 基 337か ら 460に 及 ぶ 。
【 図 ５ 】 SKI1切 断 （ 2つ の 切 断 部 位 が 予 想 さ れ る ） 後 の 生 物 学 的 に 活 性 な 予 想 さ れ る 生 成
物 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 A)INSP161の 残 基 60と 61の 間 で の SKI1の 切 断 に よ り 生 じ る I
NSP161-Aポ リ ペ プ チ ド 配 列 。 コ ラ ー ゲ ン 領 域 は 残 基 64か ら 270に 及 ぶ 。 B)INSP161の 残 基 60
と 61の 間 及 び 残 基 325と 326と の 間 で の SKI1の 切 断 に よ り 生 じ る INSP161-Bポ リ ペ プ チ ド 配
列 。 コ ラ ー ゲ ン 領 域 は 残 基 64か ら 265に 及 ぶ 。 C)INSP161の 残 基 325と 326の 間 で の SKI1の 切
断 に よ り 生 じ る INSP161-Cポ リ ペ プ チ ド 配 列 。 c1qド メ イ ン は 残 基 12か ら 135に 及 ぶ 。
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【 図 ６ 】 ゲ ノ ム DNAに お け る INSP161を コ ー ド す る エ キ ソ ン の 編 成 お よ び PCRプ ラ イ マ ー の
位 置 を 示 す 。 PCRプ ラ イ マ ー の 位 置 と セ ン ス は 矢 印 で 表 示 さ れ て い る 。
【 図 ７ 】 INSP161、 内 耳 特 異 的 構 造 タ ン パ ク 質 （ SwissProt Acc. Code:COLE_LEPMA） 、 魚
類 の 平 衡 砂 の オ ト リ ン -1（ SwissProt Acc. Code:OTO1_ONCKE） 、 ヒ ト ア ル フ ァ 1及 び ア ル
フ ァ 2（ VIII） 鎖 （ SwissProt Acc. Code:CA18_HUMAN及 び COL8A2、 SwissProt Acc. Code:C
A28_HUMAN） 、 コ ラ ー ゲ ン ア ル フ ァ （ X） 鎖 前 駆 体 （ COL10A1、 SwissProt Acc. Code:CA1A_
HUMAN） 及 び ア ジ ポ ネ ク チ ン （ SwissProt Acc. Code:APM1_HUMAN） の 模 式 的 ド メ イ ン 図 を
示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ － １ 】

【 図 ４ － ２ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ － １ 】 【 図 ６ － ２ 】

【 図 ６ － ３ 】 【 図 ７ 】
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【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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本发明在此涉及一种称为INSP161的新型蛋白质，其被鉴定为分泌的蛋
白质，特别是含c1q结构域的蛋白质，以及来自该蛋白质的核酸序列和编
码基因在疾病的诊断，预防和治疗中的用途。 要做。 [选择图]图7


