
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　イヌ MDC、該イヌ MDCをコードする遺伝子、イヌ MDCを含むイヌアトピー性皮膚
炎の治療薬、診断薬、ならびに抗イヌ MDC抗体を含むイヌアトピー性皮膚炎の診断薬の提
供。
【解決手段】　以下の (a)又は (b)の組換えタンパク質。 (a) イヌ由来の特定なアミノ酸配
列からなるタンパク質 (b) イヌ由来の特定なアミノ酸配列において 1若しくは数個のアミ
ノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列を含み、かつイヌ MDC活性を有するタ
ンパク質
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の (a)又 は (b)の 組 換 え タ ン パ ク 質 。
(a) 配 列 番 号 ２ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
(b) 配 列 番 号 ２ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置
換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ イ ヌ MDC活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 の (a)又 は (b)の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
(a) 配 列 番 号 ２ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
(b) 配 列 番 号 ２ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置
換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ イ ヌ MDC活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の (c)又 は (d)の DNAを 含 む 遺 伝 子 。
(c) 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む DNA
(d) 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 を 含 む DNAと 相 補 的 な 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ イ ヌ MDC活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の イ ヌ MDCに 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の イ ヌ MDCに 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ６ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の 抗 体 と イ ヌ 生 体 試 料 中 の MDCを 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 イ ヌ M
DCの 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ELISAで あ る 請 求 項 ８ 記 載 の イ ヌ MDCの 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 治 療 剤 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載 の 抗 体 を イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 罹 患 部 に 適 用 す る こ と を 含 む
、 イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 イ ヌ MDC、 該 イ ヌ MDCを コ ー ド す る 遺 伝 子 、 イ ヌ MDCを 含 む イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮
膚 炎 の 治 療 薬 、 診 断 薬 、 な ら び に 抗 イ ヌ MDC抗 体 を 含 む イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 診 断 薬 に
関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 は 、 し ば し ば ア ト ピ ー 素 因 を 有 し 、 慢 性 の 湿 疹 性 皮 膚 病 変 を 長 期 に わ
た っ て 繰 り 返 す 病 気 で あ る 。 ま た 、 血 液 学 的 所 見 と し て 、 し ば し ば 末 梢 血 の 好 酸 球 数 増 多
、 血 清 IgE値 の 高 値 な ど の 異 常 が 認 め ら れ る 。 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 主 な 要 因 と し て 、 免 疫
学 的 異 常 と 非 免 疫 学 的 異 常 が 報 告 さ れ て い る 。 近 年 、 ヒ ト ば か り で は な く イ ヌ 等 の 愛 玩 動
物 に お い て も ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 が 増 え て お り 、 そ の 検 出 、 治 療 法 の 確 立 が 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 と 関 連 し て い る 物 質 と し て ケ モ カ イ ン が あ る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来 の
ケ モ カ イ ン に つ い て 報 告 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ お よ び 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。 ケ モ カ イ ン は
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、 分 子 量 が 約 8～ 14kDaの 白 血 球 に 走 化 作 用 を 有 す る サ イ ト カ イ ン の 総 称 で 、 炎 症 細 胞 間 の
連 絡 を 担 当 す る メ デ ィ エ ー タ ー と し て 、 種 々 の 炎 症 の 発 生 、 進 展 に 中 心 的 な 役 割 を 果 た す
。 ケ モ カ イ ン は 構 造 上 ４ 個 の シ ス テ イ ン 配 列 の 違 い に よ り C、 CC、 CXC、 CX3Cの ４ つ に 大 別
さ れ る 。 ケ モ カ イ ン に は そ れ ぞ れ 受 容 体 が 存 在 し 、 Cケ モ カ イ ン に は 、 Cケ モ カ イ ン 受 容 体
（ XCR） 、 CCケ モ カ イ ン に は CCケ モ カ イ ン 受 容 体 （ CCR） 、 CXCケ モ カ イ ン に は CXCケ モ カ イ
ン 受 容 体 （ CCXCR） 、 CX3Cケ モ カ イ ン に は CX3Cケ モ カ イ ン 受 容 体 （ CXSCR） と に 大 別 さ れ 、
ケ モ カ イ ン と 受 容 体 の 相 互 作 用 に よ り 、 そ れ ぞ れ の ケ モ カ イ ン に 対 応 し た 受 容 体 を も つ 細
胞 が 遊 走 し 病 態 の 形 成 ・ 維 持 に 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ て い る 。 こ の う ち 、 ヘ ル パ
ー Ｔ 細 胞 Th2特 異 的 に 発 現 さ れ る CCケ モ カ イ ン 受 容 体 ４ （ CCR4） に 結 合 す る と さ れ て い る M
DC(macrophage-derived chemokine)が 特 に ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 と 関 連 が 深 い と 考 え ら れ て い
る 。 例 え ば 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 患 者 の 罹 患 部 に 浸 潤 し て い る CD4陽 性 Ｔ 細 胞 は 、 CCR4陽 性
で あ り 、 末 梢 血 中 の CCR4陽 性 メ モ リ ー Ｔ 細 胞 も 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 患 者 で は 健 常 人 に 比
べ 優 位 に 増 加 し て い る と い う 報 告 が あ る 。 さ ら に 、 末 梢 血 中 の CCR4陽 性 細 胞 数 と 好 酸 球 数
、 IgE値 、 お よ び 臨 床 的 な 重 症 度 が 相 関 し て い る こ と も 報 告 さ れ て い る 。 さ ら に 、 ヒ ト ア
ト ピ ー 性 皮 膚 炎 患 者 に お い て 、 血 中 MDC値 が 高 値 を 示 し 、 罹 患 部 に お け る MDCの 産 生 も 亢 進
し て い る と い う 報 告 も あ る （ 特 許 文 献 ３ お よ び 特 許 文 献 ４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 報 告 は MDCが ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 疾 患 マ ー カ ー と な り 得 る こ と 、 MDCが ア ト ピ ー
性 皮 膚 炎 の 治 療 標 的 と な り 得 る こ と を 示 唆 し て い る も の の 、 MDCが 健 常 部 で も 発 現 が 認 め
ら れ る と い う 報 告 も あ り 、 MDCの 有 用 性 に つ い て の 検 討 は 未 だ 十 分 で は な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 こ れ ま で の 報 告 は 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 モ デ ル マ ウ ス を 用 い た 検 討 お よ び ヒ ト を
用 い た 検 討 で あ っ た が 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 発 症 機 構 が 動 物 間 で 同 じ と は 限 ら ず 、 イ ヌ に
特 異 的 な 診 断 法 、 治 療 法 の 確 立 が 望 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 表 2001-520002号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 表 平 10-507646号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 EP1221618A1号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 WO 02/53758号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 イ ヌ 等 の 愛 玩 動 物 に お け る ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 診 断 法 、 治 療 剤 お よ び 治 療 法
に 関 し 、 具 体 的 に は ケ モ カ イ ン の 一 種 で あ る MDCに 対 す る 抗 体 を 用 い た イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮
膚 炎 の 検 出 法 、 該 抗 体 を 含 む イ ヌ MDC治 療 剤 、 該 抗 体 を 用 い た イ ヌ MDC治 療 法 に 関 し 、 さ ら
に イ ヌ MDCを 標 的 と し た イ ヌ MDCの 治 療 剤 お よ び 治 療 法 に 関 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 は 、 イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 に も MDCが 関 与 し て い る と 考 え 、 イ ヌ 由 来 の MDC遺
伝 子 を 単 離 し 、 リ コ ン ビ ナ ン ト MDCお よ び 抗 イ ヌ MDC抗 体 を 作 製 し 、 イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎
の 検 出 、 治 療 に つ い て 鋭 意 検 討 を 行 い 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 通 り で あ る 。
[１ ]　 以 下 の (a)又 は (b)の 組 換 え タ ン パ ク 質 、
(a) 配 列 番 号 ２ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
(b) 配 列 番 号 ２ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置
換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ イ ヌ MDC活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
[２ ]　 以 下 の (a)又 は (b)の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、
(a) 配 列 番 号 ２ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
(b) 配 列 番 号 ２ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置
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換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ イ ヌ MDC活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
[３ ]　 以 下 の (c)又 は (d)の DNAを 含 む 遺 伝 子 、
(c) 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む DNA
(d) 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 を 含 む DNAと 相 補 的 な 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ イ ヌ MDC活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
[４ ]　 [２ ]ま た は [３ ]に 記 載 の 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 、
[５ ]　 [１ ]に 記 載 の イ ヌ MDCに 対 す る 抗 体 、
[６ ]　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る [５ ]の イ ヌ MDCに 対 す る 抗 体 、
[７ ]　 [６ ]の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、
[８ ]　 [５ ]ま た は [６ ]の 抗 体 と イ ヌ 生 体 試 料 中 の MDCを 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 イ ヌ MDCの
免 疫 学 的 測 定 方 法 、
[９ ]　 ELISAで あ る [８ ]の イ ヌ MDCの 免 疫 学 的 測 定 方 法 、
[１ ０ ]　 [５ ]ま た は [６ ]の 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 治 療 剤 、 な
ら び に
[１ １ ]　 [５ ]ま た は [６ ]の 抗 体 を イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 罹 患 部 に 適 用 す る こ と を 含 む 、
イ ヌ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の イ ヌ MDCは イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 お よ び 診 断 の た め に 用 い る こ と が で
き 、 さ ら に 本 発 明 の 抗 イ ヌ MDC抗 体 を イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 診 断 の た め に 用 い る こ と
が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
　 本 発 明 者 ら は 、 RNAを 抽 出 ・ 精 製 し 、 MDCに 特 異 的 と 考 え ら れ る い く つ か の プ ラ イ マ ー を
設 計 し 、 RT-PCRを 行 い 、 い く つ か の DNA断 片 を 得 た 。 こ の 得 ら れ た 複 数 の DNA断 片 を プ ラ ス
ミ ド ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 決 定 さ れ た 塩 基 配 列 を も と に 、 各
DNA断 片 の 重 複 す る 部 分 を 除 い た 、 目 的 の イ ヌ MDC遺 伝 子 配 列 を 決 定 し た 。 本 発 明 の 遺 伝 子
は 、 こ の 方 法 に よ り 目 的 の 遺 伝 子 配 列 を 決 定 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
１ ． 本 発 明 の 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ
(1) RT-PCRに よ る cDNAク ロ ー ン の 作 製
　 mRNAの 供 給 源 と し て は 、 イ ヌ の 肝 臓 、 腎 臓 、 肺 、 脳 、 胸 腺 、 脾 臓 、 白 血 球 な ど の 組 織 が
挙 げ ら れ る 。 mRNAの 調 製 は 、 通 常 行 わ れ る 手 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 上 記 組
織 又 は 細 胞 か ら 、 グ ア ニ ジ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト -フ ェ ノ ー ル 法 な ど に よ り 全 RNAを 抽 出 し た
後 、 オ リ ゴ dT-セ ル ロ ー ス や ポ リ U-セ フ ァ ロ ー ス 等 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 法 、 あ
る い は バ ッ チ 法 に よ り ポ リ (A) + RNA(mRNA)を 得 る こ と が で き る 。 さ ら に 、 シ ョ 糖 密 度 勾 配
遠 心 法 等 に よ り ポ リ (A) + RNAを さ ら に 分 画 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た mRNAを 鋳 型 と し て 、 オ リ ゴ dTプ ラ イ マ ー 及 び 逆 転 写 酵 素 を 用 い
て 一 本 鎖 cDNAを 合 成 す る 。 目 的 の DNA配 列 を 含 む ク ロ ー ン を 得 る た め に は 、 例 え ば 、 既 に
取 得 さ れ て い る MDCタ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 応 す る 縮 重 セ ン ス プ ラ イ マ
ー 及 び 縮 重 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー を 合 成 し 、 こ れ を 用 い て PCRを 行 い 、 得 ら れ た 断 片 を
適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 組 換 え ベ ク タ ー を 作 製 す る 。 そ し て こ の 組 換 え
ベ ク タ ー を 用 い て 大 腸 菌 等 を 形 質 転 換 し 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 等 を
指 標 と し て 形 質 転 換 体 を 選 択 す る こ と に よ り 、 イ ヌ MDC遺 伝 子 の 一 部 又 は 全 長 の 配 列 を 含
む ク ロ ー ン を 得 る こ と が で き る 。 但 し 、 本 発 明 に お い て は こ れ ら の プ ラ イ マ ー に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
(2) DNA断 片 の 塩 基 配 列 の 決 定
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　 上 記 DNA断 片 を 含 む 単 一 の 又 は 複 数 の 単 離 ク ロ ー ン に つ い て 、 PCR産 物 を テ ン プ レ ー ト に
し て 塩 基 配 列 を 決 定 す る 。 塩 基 配 列 の 決 定 は マ キ サ ム -ギ ル バ ー ト の 化 学 修 飾 法 、 又 は M13
フ ァ ー ジ を 用 い る ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 終 結 法 等 の 公 知 手 法 に よ り 行 う こ と が で き る
が 、 通 常 は 自 動 塩 基 配 列 決 定 機 （ 例 え ば Applied Biosystems社 製 Model 310蛍 光 シ ー ク エ
ン サ ー 等 ） を 用 い て 配 列 決 定 が 行 わ れ る 。 上 記 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 、 単 一 又 は 複 数 の
MDC由 来 の DNA断 片 の 塩 基 配 列 情 報 を も と に 、 重 複 す る 部 分 を 除 く こ と で 目 的 の MDCの 塩 基
配 列 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 配 列 番 号 １ に 本 発 明 の イ ヌ MDC遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 、 配 列 番 号 ２ に 本 発 明 の イ ヌ MDCの ア
ミ ノ 酸 配 列 を 例 示 す る 。 配 列 番 号 1は イ ヌ Macrophage-Derived Chemokine (MDC/CCL22)塩
基 配 列 で あ り 、 配 列 番 号 ２ は イ ヌ Macrophage-Derived Chemokine (MDC/CCL22)ア ミ ノ 酸 配
列 で あ る が 、 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 が イ ヌ MDC活 性 を 有 す る 限 り 、 当 該 ア
ミ ノ 酸 配 列 に お い て 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く は 1若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 に 欠 失 、 置 換
、 付 加 等 の 変 異 が 生 じ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く は １ 又 は 数 個
（ 例 え ば １ ～ 10個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ５ 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て も よ く 、 配 列 番 号
２ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く は １ 又 は 数 個 （ 例 え ば １ ～ 10個
、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ５ 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し て も よ く 、 あ る い は 、 配 列 番 号 ２ で 表
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く は １ 又 は 数 個 （ 例 え ば １ ～ 10個 、 さ ら に
好 ま し く は １ ～ ５ 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の よ う な 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換
も し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 BLAST（ Basic L
ocal Alignment Search Tool at the National Center for Biological Information（ 米
国 国 立 生 物 学 情 報 セ ン タ ー の 基 本 ロ ー カ ル ア ラ イ ン メ ン ト 検 索 ツ ー ル ） ） 等 （ 例 え ば 、 デ
フ ォ ル ト す な わ ち 初 期 設 定 の パ ラ メ ー タ ） を 用 い て 計 算 し た と き に 、 少 な く と も 85％ 以 上
、 好 ま し く は 90％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 95％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は 97％ 以 上 の 相 同 性 を
有 し て い る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の よ う な 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換
も し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 上 記 遺 伝 子 と 相 補 的 な 配 列 か ら な る DNAと 下 記 の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ
と が で き る DNAで あ っ て イ ヌ MDC活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAも 本 発 明 の 遺 伝
子 に 含 ま れ る 。 す な わ ち 、 DNAを 固 定 し た フ ィ ル タ ー を 用 い て 、 0.7～ 1.0Mの NaCl存 在 下 、
68℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 0.1～ 2倍 濃 度 の SSC溶 液 （ 1倍 濃 度 の SSCと は 1
50mM NaCl、 15mM ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る ） を 用 い 、 68℃ で 洗 浄 す る こ と に よ り 同 定
す る こ と が で き る 条 件 を い う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 、 上 記 DNAに 対 す る RNA、 又 は 該 RNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る こ と が で き る RNAで あ っ て イ ヌ MDC活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る RNAも 本 発
明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ こ で 、 MDC活 性 と は 、 ケ モ カ イ ン の 白 血 球 遊 走 能 を い い 、 あ る タ ン パ ク 質 が MDC活 性 を
有 し て い る か ど う か は 、 ケ モ タ キ シ ス ア ッ セ イ に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 ケ モ タ キ シ
ス ア ッ セ イ は 、 ケ モ タ キ シ ス チ ャ ン バ ー を 用 い て ケ モ カ イ ン の 白 血 球 遊 走 能 を 測 定 す る ア
ッ セ イ で あ る 。 白 血 球 よ り も 小 さ い 穴 の あ い た フ ィ ル タ ー を 境 に 、 リ コ ン ビ ナ ン ト ケ モ カ
イ ン と 白 血 球 を そ れ ぞ れ ア プ ラ イ し 、 ケ モ カ イ ン 側 に 遊 走 し て き た 白 血 球 の 数 を カ ウ ン ト
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す る こ と に よ り 遊 走 能 を 測 定 す る 。 ま た 、 リ コ ン ビ ナ ン ト ケ モ カ イ ン を イ ヌ の 皮 内 に 投 与
し て 、 6, 12, 24, 36, 48時 間 後 に 生 検 を 行 い 、 得 ら れ た サ ン プ ル か ら mRNAを 抽 出 し 、 RT-
PCR法 に よ り 白 血 球 上 の レ セ プ タ ー の 発 現 を 検 出 す る こ と に よ り 、 ケ モ タ キ シ ス 能 を 測 定
す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 な お 、 遺 伝 子 に 変 異 を 導 入 す る に は 、 Kunkel法 や  Gapped duplex法 等 の 公 知 の 手 法 又 は
こ れ に 準 ず る 方 法 に よ り 、 例 え ば 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 を 利 用 し た 変 異 導 入 用 キ ッ ト
（ 例 え ば Mutant-K(TAKARA社 製 ） や Mutant-G(TAKARA社 製 ） )な ど を 用 い て 、 あ る い は 、 TAK
ARA社 の LA PCR in vitro Mutagenesis シ リ ー ズ キ ッ ト を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 は 、 イ ヌ MDCの ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 応 す る 塩 基 配 列 を 有 し て い る 。
　 一 旦 本 発 明 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 が 確 定 さ れ る と 、 そ の 後 は 化 学 合 成 に よ っ て 、 又 は cDNA
を 鋳 型 と し た PCRに よ っ て 、 あ る い は 該 塩 基 配 列 を 有 す る DNA断 片 を プ ロ ー ブ と し て ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 本 発 明 の 遺 伝 子 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
２ ． 組 換 え ベ ク タ ー 及 び 形 質 転 換 体 の 作 製
(1) 組 換 え ベ ク タ ー の 作 製
　 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー は 、 適 当 な ベ ク タ ー に 本 発 明 の 遺 伝 子 を 連 結 (挿 入 )す る こ と に
よ り 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 を 挿 入 す る た め の ベ ク タ ー は 、 宿 主 中 で 複 製 可 能
な も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド  DNA、 フ ァ ー ジ  DNA等 が 挙 げ ら れ 、
公 知 の も の を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
(2) 形 質 転 換 体 の 作 製
　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 は 、 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー を 、 公 知 の 手 法 に よ り 目 的 遺 伝 子 が 発
現 し 得 る よ う に 宿 主 中 に 導 入 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
(3) 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 生 産
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の イ ヌ MDC遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る も の 、 ま た は 該 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 少 な く と も 1個 の ア ミ ノ 酸 に 前 記 変 異 が 導 入 さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ イ ヌ MDC活 性 を 有 す る も の で あ る 。 な お 、 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 を イ ヌ MDCタ ン パ ク 質 と も い う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の イ ヌ MDCタ ン パ ク 質 は 、 前 記 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、 そ の 培 養 物 か ら 採 取 す る こ
と に よ り 得 る こ と が で き る 。 「 培 養 物 」 と は 、 培 養 上 清 、 あ る い は 培 養 細 胞 若 し く は 培 養
菌 体 又 は 細 胞 若 し く は 菌 体 の 破 砕 物 の い ず れ を も 意 味 す る も の で あ る 。
　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 方 法 は 、 宿 主 の 培 養 に 用 い ら れ る 通 常 の 方 法 に 従 っ て 行
わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て 、 一 般 に 使 用 さ れ て い
る RPMI1640培 地 、 DMEM培 地 又 は こ れ ら の 培 地 に 牛 胎 児 血 清 等 を 添 加 し た 培 地 等 が 用 い ら れ
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 培 養 は 、 通 常 、 ５ ％ CO 2 存 在 下 、 37℃ で １ ～ 30日 行 う 。 培 養 中 は 必 要 に 応 じ て カ ナ マ イ
シ ン 、 ペ ニ シ リ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 培 養 後 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 菌 体 内 又 は 細 胞 内 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 菌 体 又 は 細 胞
を 破 砕 す る こ と に よ り イ ヌ MDCタ ン パ ク 質 を 抽 出 す る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 菌 体
外 又 は 細 胞 外 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 培 養 液 を そ の ま ま 使 用 す る か 、 遠 心 分 離 等 に よ り 菌
体 又 は 細 胞 を 除 去 す る 。 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 の 単 離 精 製 に 用 い ら れ る 一 般 的 な 生 化 学 的 方
法 、 例 え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ
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ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 単 独 で 又 は 適 宜 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に
よ り 、 前 記 培 養 物 中 か ら 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 単 離 精 製 す る こ と が で き る 。 　
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 組 換 え イ ヌ MDCに 対 す る 抗 体 は 、 公 知 の 方 法 を 用 い て 作 製 で き る 。 抗 体 は 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 い ず れ も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の イ ヌ MDCに 対 す る 抗 体 は 、 イ ヌ の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 検 出 お よ び イ ヌ の ア ト ピ
ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 の 両 方 に 用 い る こ と が で き る が 、 治 療 剤 と し て 用 い る 場 合 は 、 イ ヌ の 体
内 に 投 与 し た 場 合 に 免 疫 反 応 を 惹 起 し な い も の が 望 ま し い 。 こ の よ う な 抗 体 と し て 、 イ ヌ
以 外 の 動 物 種 由 来 の MDCを イ ヌ に 投 与 し て 得 ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 該 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 精 製 し た 抗 体 が 挙 げ ら れ 、 さ ら に 抗 体 の 定 常 領 域 を イ ヌ の 定 常 領 域 に 置
き 換 え た キ メ ラ 抗 体 、 定 常 領 域 お よ び 超 可 変 領 域 を 除 く 全 て の 可 変 領 域 を イ ヌ の 配 列 に 置
き 換 え た イ ヌ 化 抗 体 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 組 換 え イ ヌ MDCに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ネ フ ロ メ ト リ ー 、 競 合 法 、 サ
ン ド イ ッ チ 法 等 に よ り 、 本 発 明 の 組 換 え イ ヌ MDCの 定 量 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 イ ヌ MDC抗 体 を 用 い て イ ヌ 生 体 試 料 中 の MDCを 免 疫 学 的 に 検 出 す る こ と が で き
る 。 こ こ で 、 イ ヌ 生 体 試 料 と は 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 髄 液 等 の 体 液 を い う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ EIA） に お い て は 、 抗 イ ヌ MDC抗 体 を マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 樹 脂 ビ
ー ズ 、 磁 性 化 ビ ー ズ 等 の 担 体 に 物 理 吸 着 や 化 学 結 合 に よ り 固 相 化 す る 。 固 相 化 量 は 、 特 に
限 定 さ れ な い が 担 体 が マ イ ク ロ プ レ ー ト の 場 合 、 1ウ エ ル 当 た り 数 ngか ら 数 十 μ gが 望 ま し
い 。 固 相 化 は 固 相 化 す べ き 抗 体 を 適 切 な 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 担 体 と 接 触 さ せ て 行 う こ と が で
き る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ エ ル を 用 い る 場 合 、 適 当 な 濃 度 に 調 製 し た 抗 体 溶 液 を
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ エ ル に 分 注 し 一 定 時 間 置 く こ と に よ り 固 相 化 す る こ と が で
き る 。 抗 体 を 固 相 化 し た 後 は 、 ア ッ セ イ 中 の 非 特 異 的 結 合 を 防 ぐ た め に ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
ン 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 等 を 含 ん だ ブ ロ ッ キ ン
グ 溶 液 を 用 い て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 う の が 好 ま し い 。 次 い で 、 固 相 化 担 体 と 試 料 を 反 応 さ せ
、 洗 浄 後 、 標 識 抗 イ ヌ MDC抗 体 を 反 応 さ せ る 。 標 識 は β － D－ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ や グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 等 の 酵 素 を 用 い て 行 う こ
と が で き る 。 例 え ば 、 酵 素 免 疫 測 定 法 (EIA)に お い て は 、 多 数 の ウ エ ル （ 例 え ば 、 96穴 ）
を 有 す る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 抗 体 を 固 相 化 さ せ 、 ウ エ ル 中 で 抗 原 抗 体 反 応 を 行 わ
せ る こ と に よ り 一 度 に 大 量 測 定 が 可 能 に な る 。 ま た 用 い る 抗 体 及 び 試 料 の 使 用 量 を 非 常 に
少 な く す る こ と も 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 全 自 動 EIA測 定 装 置 な ど の 自 動 測 定 機 器 を 用 い る
こ と も 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 イ ヌ 生 体 試 料 中 の イ ヌ MDCの 検 出 を 可 能 に す る キ ッ ト の 提 供 を も 目 的 と す る
が 、 該 キ ッ ト は 少 な く と も 抗 イ ヌ MDC抗 体 を 含 む 。 該 キ ッ ト が 酵 素 免 疫 測 定 法 に 基 づ く 場
合 は 、 抗 体 を 固 相 化 し た 担 体 を 含 ん で い て も よ く 、 抗 体 が あ ら か じ め 担 体 に 結 合 し て い て
も よ い 。 ま た 、 該 キ ッ ト は 適 宜 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 、 反 応 溶 液 、 反 応 停 止 液 、 試 料 を 処 理
す る た め の 試 薬 等 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 に 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
　 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 製 剤 の 投 与 形 態 は 限 定 さ れ ず 、 経 口 、 非 経 口 、 経 粘 膜 （ 例 え ば 舌 下
ま た は 口 腔 投 与 ） 、 局 所 、 経 皮 、 直 腸 、 吸 入 （ 例 え ば 鼻 ま た は 肺 奥 吸 入 ） 等 に よ り 投 与 す
る こ と が で き る 。 非 経 口 投 与 と し て 、 静 脈 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 注 射 等 が 挙 げ ら れ る 。 局 所 ま
た は 経 皮 製 剤 は 粉 末 、 エ マ ル ジ ョ ン 、 懸 濁 液 、 ス プ レ ー 、 ク リ ー ム 、 軟 膏 、 ロ ー シ ョ ン お
よ び ペ ー ス ト 等 と し て 用 い ら れ 、 ま た は 薬 用 膏 薬 、 パ ッ チ ま た は 膜 の 形 で 用 い ら れ る 。 さ
ら に シ ャ ン プ ー 、 リ ン ス に 本 発 明 の 抗 体 を 含 有 さ せ て も よ い 。 治 療 に 用 い る に 必 要 な 本 発
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明 の 抗 体 の 量 は 、 治 療 す る 病 状 の 性 質 、 被 験 体 の 年 齢 と 状 態 で 変 わ り 、 最 終 的 に は 担 当 獣
医 が 決 め る こ と が で き る 。 例 え ば 、 軟 膏 等 の 局 所 適 用 形 態 で は 、 抗 体 を 、 例 え ば ０ ． １ ～
９ ９ ％ の 濃 度 で 含 有 し 、 １ 日 あ た り ０ ． ０ ５ ～ ２ ｍ ｇ の 抗 体 を 投 与 す れ ば よ い 。 所 定 の 投
与 量 は 一 回 の 投 与 で 与 え て も よ い し 、 １ 日 当 た り ２ 回 、 ３ 回 、 ４ 回 ま た は そ れ 以 上 の 分 割
投 与 の 適 当 な 間 隔 で 与 え て も よ い 。
　 さ ら に 、 イ ヌ MDCを 分 子 標 的 と し た 治 療 剤 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に
そ の 技 術 的 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い 。
〔 実 施 例 1〕 イ ヌ MDC遺 伝 子 の 単 離
（ a） イ ヌ MDC由 来 の DNA断 片 の 取 得
　 既 に 報 告 さ れ て い る ヒ ト 、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス の タ ン パ ク 質 翻 訳 領 域 内 及 び 非 翻 訳 領 域
に お い て 、 動 物 種 を 越 え て 比 較 的 良 く 保 存 さ れ て い る 塩 基 配 列 を 指 標 と し 、 翻 訳 領 域 内 に
セ ン ス プ ラ イ マ ー を 設 定 し た 。 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー に お い て は 翻 訳 領 域 内 及 び 非 翻 訳
領 域 に 設 定 し た 。 イ ヌ 胸 腺 か ら RNAzol（ 商 品 名 ） B（ Biotecx Laboratories社 製 ） を 用 い
て 総 RNAを 抽 出 し た 。 抽 出 し た 総 RNAか ら RNA PCR kit（ PERKIN ELMER社 製 ） に よ り cDNAを
合 成 し 、 Reverse Transcription (RT)- Polymerase Chain Reaction (PCR)反 応 に 供 し た
。 一 度 の PCR反 応 で は 、 目 的 断 片 を 増 幅 す る こ と が 困 難 で あ っ た た め 、 一 度 目 の PCR産 物 を
鋳 型 と し て 、 ネ ス テ ィ ド PCR反 応 を 行 い 、 目 的 の サ イ ズ の PCR産 物 を 得 た 。 PCR反 応 は 以 下
の 組 成 を 有 す る 反 応 液 を 用 い 、 94℃  2分 反 応 さ せ た 後 、 94℃  30秒 、 50℃  30秒 、 72℃  1分
を 1サ イ ク ル と し 、 こ れ を 30回 繰 り 返 し た 後 に 、 72℃  9分 反 応 後 、 4℃ に 保 存 す る サ イ ク ル
で 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 反 応 液 の 組 成 ： 1× PCR Buffer、 0.2 mM dNTP、 0.005 units/μ l EX Taq polymerase（ T
aKaRa社 製 ） 、 0.5μ M 各 primer
セ ン ス プ ラ イ マ ー ： 5’ - CAC TCC TGG TTG TCC TCG TCC TCC -3’ （ 配 列 番 号 ３ ）
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ： 5’ - TAG GGC TCC TGA GCC TTC CTG GA - 3’ （ 配 列 番 号 ４ ）
ネ ス テ ィ ド セ ン ス プ ラ イ マ ー ： 5’ - CTC GTC CTC CTT GCT GTG GCG CTT -3’ （ 配 列 番 号
５ ）
ネ ス テ ィ ド ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ： 5’ - TTA TTG AGA ATC ATC TTC ACC CAG -　 3’ （
配 列 番 号 ６ ）
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 得 ら れ た PCR産 物 は 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 存 在 下 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 い 、 目
的 と す る PCR産 物 の サ イ ズ を 確 認 し た 。 予 測 さ れ る サ イ ズ の 産 物 を 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル よ り
回 収 し （ TaKaRa社 製 SUPREC-01） 、 pGEM-T Easy Vector（ Promega社 製 ） の ク ロ ー ニ ン グ サ
イ ト に T4 DNAリ ガ ー ゼ を 用 い て 結 合 さ せ 、 宿 主 大 腸 菌 TOP10（ Invitrogen社 製 ） を 形 質 転
換 し た 。 す な わ ち 、 大 腸 菌 コ ン ピ テ ン ト セ ル と プ ラ ス ミ ド を 混 和 後 、 氷 上 で 30分 、 42℃ で
30秒 、 氷 上 で 2分 の 温 度 処 理 を 行 い 、 SOC培 地 （ 2 % Trypton、 0.5 % yeast extract、 0.05
 % NaCl、 10 mM MgCl 2 、 10 mM MgSO 4 、 20 mM Glucose） に 浮 遊 し て 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 そ の 後 50μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB寒 天 培 地 上 （ 1 % yeast extract
、 0.5 % trypton、 1 % NaCl） に 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 を 37℃ 、 一 晩 培 養 後 に 大 腸 菌 コ ロ ニ
ー を 得 た 。 白 色 の 挿 入 断 片 を 含 む と 考 え ら れ る ク ロ ー ン を 選 択 し 、 一 晩 50μ g/mlア ン ピ シ
リ ン を 添 加 し た LB培 地 で 培 養 後 、 プ ラ ス ミ ド DNAを GFX T M  Micro Plasmid Prep Kit（ Amers
ham Bioscience社 製 ） に よ り 精 製 し た 。 ア マ シ ャ ム 社 製 の ダ イ プ ラ イ マ ー サ イ ク ル シ ー ク
エ ン ス キ ッ ト を 用 い て シ ー ク エ ン ス 反 応 を 行 い 、 蛍 光 DNAシ ー ク エ ン サ ー （ 島 津 製 作 所 社
製 ） に よ り 塩 基 配 列 の 解 析 を 行 っ た 。 な お 、 最 終 的 な 塩 基 配 列 の 決 定 は 、 3ク ロ ー ン の 塩
基 配 列 解 析 を 行 い 、 各 ク ロ ー ン の 塩 基 配 列 の 完 全 一 致 を も っ て 決 定 と し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 完 全 長 の イ ヌ MDC遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ は 、 上 記 で 得 ら れ た イ ヌ MDC遺 伝 子 断 片 の 塩 基 配
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列 を 基 に 設 計 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て Rapid Amplification cDNA Ends（ RACE） 法 に よ り
行 っ た 。 5’ RACE反 応 は 、 Marathon T M  cDNA Amplification Kit (CLONTECH社 製 )を 用 い 、
添 付 の マ ニ ュ ア ル に 従 い 行 っ た 。 一 度 の RACE反 応 で は 目 的 の 増 幅 産 物 が 得 ら れ な か っ た た
め 、 ネ ス テ ィ ド PCR反 応 を 行 い イ ヌ MDC産 物 が 得 ら れ た 。
AP1: 5’ - CCA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC -3’ （ 配 列 番 号 ７ ）
AP2: 5’ - ACT CAC TAT AGG GCT CGA GCG GC -3’ （ 配 列 番 号 ８ ）
GSP1: 5’ - GGC ACT CTG GGG TCA GCA CAG ATC T -3’ （ 配 列 番 号 ９ ）
NGSP1: 5’ - CCC GAT CCT TGA CAG TTA GGA AGA CC -3’ （ 配 列 番 号 １ ０ ）
AP1及 び GSP1プ ラ イ マ ー は 、 5’ -RACE反 応 に 用 い た 。 な お 、 AP2及 び NGSP1は ネ ス テ ィ ド PCR
反 応 に 用 い た 。 増 幅 産 物 は 、 先 に 述 べ た よ う に ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 分 離 、 回 収
の 後 、 pGEM-T Easyベ ク タ ー に 連 結 し 、 塩 基 配 列 解 析 に 供 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
（ b） 挿 入 断 片 の 塩 基 配 列
（ a） で 得 ら れ た イ ヌ MDC cDNA断 片 及 び RACE産 物 の 塩 基 配 列 を 、 Genetyx-win ver.6ソ フ ト
ウ ェ ア （ ソ フ ト ウ ェ ア 開 発 社 製 ） を 用 い て 組 み 合 わ せ 、 イ ヌ MDC遺 伝 子 タ ン パ ク 質 翻 訳 領
域 の 全 塩 基 配 列 を 得 た 。 そ の 配 列 は 配 列 番 号 1に 記 載 し た 。 配 列 番 号 1は 282 bpか ら な っ て
お り 、 GENBANK / EMBL DNA  Data Baseを 使 用 し 、 配 列 番 号 1に 記 載 し た 塩 基 配 列 を 検 索 し
た が 、 同 一 の 配 列 は 存 在 し な か っ た 。 従 っ て 、 こ の 塩 基 配 列 を 有 す る DNAは 全 く 新 規 な も
の で あ る こ と が 認 め ら れ た 。 オ ン ラ イ ン 相 同 性 検 索 プ ロ グ ラ ム で あ る BLAST、 な ら び に Gen
etyx-win ver.6ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 相 同 性 検 索 を 行 っ た と こ ろ 、 配 列 番 号 1の 塩 基 配 列
は 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 及 び マ ウ ス の MDC遺 伝 子 塩 基 配 列 と の 間 に 高 い 相 同 性 が み ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 配 列 番 号 1の 塩 基 配 列 か ら 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 2に 記 載 し た 。 塩 基 配 列
の 場 合 と 同 様 に ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て 相 同 性 検 索 を 行 っ た と こ ろ 、 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸
配 列 は 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 及 び マ ウ ス の MDCア ミ ノ 酸 配 列 と の 間 に 高 い 相 同 性 が 認 め ら れ た 。
こ れ ら の こ と か ら 、 配 列 番 号 1の 塩 基 配 列 は イ ヌ MDC遺 伝 子 で あ る こ と が 強 く 示 唆 さ れ た 。
　 表 １ に 相 同 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
（ c） イ ヌ MDCタ ン パ ク 質 翻 訳 領 域 全 長 の 増 幅 お よ び ク ロ ー ニ ン グ
　 （ b） で 得 ら れ た イ ヌ MDC遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 基 に 、 タ ン パ ク 質 翻 訳 領 域 全 長 を 増 幅 す る
プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 イ ヌ 胸 腺 由 来 cDNAを 鋳 型 と し 、 以 下 の 組 成 を 有 す る 反 応 液 を 用 い て
PCR反 応 を 行 っ た 。 94℃  2分 反 応 さ せ た 後 、 94℃  30秒 、 60℃  30秒 、 72℃  1分 を 1サ イ ク ル
と し 、 こ の サ イ ク ル を 35回 繰 り 返 し た 後 に 、 72℃  9分 反 応 後 、 4℃ に 保 存 す る サ イ ク ル で P
CR反 応 を 行 な っ た 。
　 　 　 反 応 液 の 組 成 ： 1× PCR Buffer、 0.2mM dNTP、 0.005units/μ l EX Taq polymerase
（ TaKaRa社 製 ） 、 0.5μ M 各 primer
セ ン ス プ ラ イ マ ー ： 5’ - TGA TTG CAG ACA CCT GGG CTA GGC GA -3’ （ 配 列 番 号 １ １ ）
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ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ： 5’ - GGA GCC AAG GCC ATG GTC T -3’ （ 配 列 番 号 １ ２ ）
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 得 ら れ た PCR産 物 は 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 存 在 下 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 い 、 PCR
断 片 の サ イ ズ を 確 認 し た 。 予 測 さ れ る サ イ ズ の PCR断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル よ り 回 収 し 、 pGE
M-T Easyベ ク タ ー に 連 結 さ せ た 。 そ し て （ a） で 記 し た よ う に 、 宿 主 大 腸 菌 の 形 質 転 換 を
行 い 、 大 腸 菌 コ ロ ニ ー を 得 た 。 白 色 の 挿 入 断 片 を 含 む と 考 え ら れ る ク ロ ー ン を 選 択 し 、 一
晩 LB培 地 （ 50μ g/mlア ン ピ シ リ ン 含 ） で 培 養 後 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 精 製 し 、 制 限 酵 素 Eco R
Iに て 処 理 し 、 イ ン サ ー ト を 確 認 し た 後 、 塩 基 配 列 の 確 認 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
〔 実 施 例 2〕 大 腸 菌 に よ る 組 換 え イ ヌ MDCタ ン パ ク 質 の 作 出
（ a） イ ヌ MDCを コ ー ド す る DNAを 含 む 大 腸 菌 発 現 用 組 換 え プ ラ ス ミ ド の 作 製
　 実 施 例 1（ c） で 得 ら れ た イ ヌ MDCの タ ン パ ク 質 翻 訳 領 域 を 全 長 を 含 む プ ラ ス ミ ド DNAを 鋳
型 と し 、 制 限 酵 素 Eco RI及 び Xho I切 断 部 位 を 付 加 し た 、 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ
イ マ ー を 用 い て PCR法 に よ り 制 限 酵 素 Eco RI及 び Xho I切 断 部 位 を 付 加 し た イ ヌ MDCタ ン パ
ク を コ ー ド す る DNA断 片 を 調 整 し た 。 こ の DNA断 片 を Eco RIと Xho Iに て 消 化 し 、 大 腸 菌 発
現 ベ ク タ ー で あ る pGEX4T-1（ Amersham Bioscience社 製 ） の Eco RI及 び Xho I切 断 部 位 に 連
結 し た 。 前 述 の 方 法 に よ り 大 腸 菌 の 形 質 転 換 を 行 い 、 イ ヌ MDC遺 伝 子 が 含 ま れ る 大 腸 菌 ク
ロ ー ン を 選 択 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 精 製 し た 。 こ れ ら ク ロ ー ン を 発 現 ベ ク タ ー 由 来 シ ー ク エ
ン ス プ ラ イ マ ー で あ る pGEX5’  Sequencing Primerと pGEX3’  Sequencing Primer（ Amersh
am Bioscience社 製 ） を 用 い て 塩 基 配 列 の 解 析 を 行 い 、 設 計 ど お り に イ ヌ MDCの DNA断 片 が
挿 入 さ れ て い る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ b） 大 腸 菌 BL21株 で の 組 換 え イ ヌ MDCタ ン パ ク 質 の 生 産
  大 腸 菌 BL21株 （ TaKaRa社 製 ） を 氷 中 に て 融 解 さ せ 、 実 施 例 2(a)で 得 ら れ た 大 腸 菌 発 現 用
組 換 え プ ラ ス ミ ド を 形 質 転 換 し た 。 す な わ ち 、 大 腸 菌 コ ン ピ テ ン ト セ ル と プ ラ ス ミ ド を 混
和 後 、 氷 上 で 30分 、 42℃ で 30秒 、 氷 上 で 2分 の 温 度 処 理 を 行 い 、 SOC培 地 （ 2 % Trypton、 0
.5 % yeast extract、 0.05 % NaCl、 10 mM MgCl 2 、 10 mM MgSO 4 、 20 mM Glucose） に 浮 遊
し て 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 50μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB寒 天 培
地 上 （ 1% yeast extract、 0.5% trypton、 1% NaCl） に 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 を 37℃ 、 一 晩
培 養 後 に 大 腸 菌 コ ロ ニ ー を 得 た 。 得 ら れ た コ ロ ニ ー 12個 を 15mLの フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ に 入
れ た LB培 地 （ 50μ g/mlア ン ピ シ リ ン 含 ） 1mlに 植 菌 し 、 37℃ で 一 晩 培 養 し た 。 ク ロ ー ン ご
と に 培 養 液 を 100μ lず つ 別 の 15mlチ ュ ー ブ に 移 し 、 900μ lの LB培 地 （ 50μ g/mlア ン ピ シ リ
ン 含 ） を 加 え 、 37℃ に て 1時 間 培 養 し た 。 培 養 液 に 100mM IPTGを 10μ l(終 濃 度 1mM)添 加 し
て 発 現 を 誘 導 し 、 37℃ で さ ら に 3時 間 培 養 し た 。 培 養 液 300μ lを マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 取 り
、 5,000rpmで 30秒 遠 心 し た 後 、 上 清 を 除 き 25μ lの PBST（ 137mM NaCl、 2.7mM KCl、 10mM N
a 2 HPO 4 、 1.8mM KH 2 PO 4 、 0.5% Triton X-100） に 懸 濁 、 0.5%に な る よ う に β -メ ル カ プ ト エ
タ ノ ー ル を 添 加 し た 25μ lの Laemmliサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー (BIO-RAD社 製 )を 加 え て よ く 混 ぜ
、 こ れ を 電 気 泳 動 用 試 料 と し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 電 気 泳 動 試 料 を 100℃ に て 5分 間 熱 処 理 し 、 10%の ポ リ ア ク リ ド ア ミ ド ゲ ル に 、 各 々 の 試
料 を 1レ ー ン あ た り 5μ lア プ ラ イ し 、 100V に て お よ そ 2～ 3時 間 泳 動 し た 。 泳 動 終 了 後 、 ゲ
ル を Bio-Safe T M  Coomassie（ BIO-RAD社 製 ） に て 1時 間 染 色 し 、 蒸 留 水 に て ゲ ル を 脱 色 し た
。 そ の 結 果 、 IPTG誘 導 に よ り イ ヌ MDCタ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
（ c） 組 換 え イ ヌ MDCタ ン パ ク 質 の 精 製
　 実 施 例 2(b)に て 得 ら れ た イ ヌ MDCタ ン パ ク 質 の 発 現 が 確 認 さ れ た 大 腸 菌 ク ロ ー ン を 、 50m
lの LB培 地 （ 50μ g/mlア ン ピ シ リ ン 含 ） に 植 菌 し 、 37℃ で 一 晩 培 養 し た 。 500mlの LB培 地 （
50μ g/mlア ン ピ シ リ ン 含 ） を 入 れ た 三 角 フ ラ ス コ の 中 に 培 養 液 を 移 し 37℃ で 培 養 し 、 分 光
光 度 計 を 用 い て 培 養 液 の 光 学 密 度 （ O.D. 6 0 0 ） を モ ニ タ ー し 、 O.D. 6 0 0 =0.5に な っ た 時 点 で
100mM IPTGを 5ml（ 終 濃 度 1mM） 添 加 し 、 37℃ で 3時 間 培 養 し た 。 培 養 液 を 遠 心 管 に 移 し 、 4
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℃ で 6,000rpm、 10分 間 遠 心 し て 集 菌 し た 。 上 清 を 除 去 し 、 沈 殿 を 氷 冷 し て お い た ソ ニ ケ ー
シ ョ ン バ ッ フ ァ ー （ 50mM Tris-HCl、 50mM NaCl、 1mM EDTA、 1mM DTT； pH8.0） に 懸 濁 し 、
懸 濁 液 を 50mlコ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 移 し 、 氷 水 中 で チ ュ ー ブ を 冷 却 し な が ら 、 10秒 ず つ 5～ 1
0回 超 音 波 処 理 を 行 い 、 大 腸 菌 を 破 壊 し た 。 冷 却 し て お い た 10% Triton X-100を 終 濃 度 1%
に な る よ う に 添 加 し 、 4℃ で 18,000rpm、 30分 間 遠 心 し 、 上 清 を サ ン プ ル 試 料 と し た 。 平 衡
化 し て お い た グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス 4B(Amersham Bioscience社 製 )に サ ン プ ル 試 料 を
静 か に 重 層 し 、 自 然 落 下 に よ り 樹 脂 に 通 し た 。 樹 脂 体 積 の 10倍 量 の PBST（ 137mM NaCl、 2.
7mM KCl、 10mM Na 2 HPO 4 、 1.8mM KH 2 PO 4 、 0.5% Triton X-100） を 静 か に 加 え 樹 脂 を 洗 浄 し
た 。 次 に 樹 脂 体 積 の 2倍 量 の ソ ニ ケ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー （ 50mM Tris-HCl、 50mM NaCl、 1mM
 EDTA、 1mM DTT； pH 8.0） を 静 か に 添 加 し 、 樹 脂 を 洗 浄 し た 。 続 い て 、 樹 脂 体 積 の 3倍 量
の ト ロ ン ビ ン バ ッ フ ァ ー （ 50mM Tris-HCl、 150mM NaCl、 2.5mM CaCl 2 ；  pH8.0） を 加 え て
樹 脂 を 洗 浄 し た 。 10Uの ト ロ ン ビ ン (Amersham Bioscience社 製 )を 含 む ト ロ ン ビ ン バ ッ フ ァ
ー （ 50mM Tris-HCl、 150mM NaCl、 2.5mM CaCl 2 ；  pH8.0） を 樹 脂 体 積 と 同 量 カ ラ ム に 重 層
し 、 完 全 に 浸 透 し た と こ ろ で 溶 出 を と め 、 22℃ で 20時 間 反 応 さ せ た 。 樹 脂 に 樹 脂 体 積 と 同
量 の ト ロ ン ビ ン バ ッ フ ァ ー （ 50mM Tris-HCl、 150mM NaCl、 2.5mM CaCl 2 ；  pH8.0） を 重 層
し 、 目 的 の リ コ ン ビ ナ ン ト イ ヌ MDCタ ン パ ク 質 を 溶 出 し た 。 溶 出 液 を 25μ l取 り 、 こ れ に 25
μ lの Laemmliサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー (BIO-RAD社 製 )を 加 え て よ く 混 ぜ 、 こ れ を 電 気 泳 動 用 試
料 と し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 電 気 泳 動 試 料 を 100℃ に て 5分 間 熱 処 理 し 、 15%の ポ リ ア ク リ ド ア ミ ド ゲ ル に 、 各 々 の 試
料 を 1レ ー ン あ た り 5μ lア プ ラ イ し 、 100Vに て お よ そ 2～ 3時 間 泳 動 し た 。 泳 動 終 了 後 、 ゲ
ル を Bio-Safe T M Coomassie（ BIO-RAD社 製 ） に て 1時 間 染 色 し 、 蒸 留 水 に て ゲ ル を 脱 色 し た
。 こ の 結 果 、 お よ そ 10kDaに 目 的 の リ コ ン ビ ナ ン ト MDCタ ン パ ク 質 を 確 認 し た 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
配 列 番 号 ３ ～ １ ２ ： プ ラ イ マ ー
【 配 列 表 】
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