
(57)【要約】
ＰＨＰＩＰ－１８０のポリペプチドおよびポリヌクレオチド、ならびにかかるポリペプチ
ドを組換え技術によって製造するための方法が開示される。また、診断アッセイにおいて
、該ＰＨＰＩＰ－１８０のポリペプチドおよびポリヌクレオチドを使用する方法も開示さ
れる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ： １ の 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド ；
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 95％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 95％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド ；
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 お よ び
（ ｅ ） (a)～ (d)に 記 載 の か か る ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト お よ び 変 異 体
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 上 記 (a)～ (d)の Ｐ Ｈ
Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ リ ガ ン ド は 、 サ バ イ ビ ン お よ び そ の 変 異 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 能 力
を 有 す る 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ： １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 95％ の 同 一 性 を 有 す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も 95％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 95％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 95％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ： １ の 配 列 ま た は 少 な く と も 15塩 基 長 を 有 す る そ の フ ラ グ メ ン ト を 有 す る
、 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い て 、 厳 格 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ラ イ ブ ラ リ ー を
ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 、 少 な く と も 100塩 基 長 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｆ ） (a)～ (e)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ 等 価 体 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｇ ） (a)～ (f)の い ず れ か １ つ の 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 お よ び
（ ｈ ） (a)～ (g)の い ず れ か １ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト で あ る か
、 あ る い は 前 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 、 そ の 全 長 に わ た っ て 相 補 的 で あ る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
（ ａ ） 配 列 番 号 ： １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
該 発 現 ベ ク タ ー が 適 合 性 宿 主 細 胞 に 存 在 す る 際 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 発 現 シ ス テ ム 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 、 請 求 項 ６ に 記 載
さ れ る 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で な る 組 換 え 宿 主 細 胞 ま た は そ の 膜 。
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【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 ７ に 記 載 さ れ る 宿 主 細 胞 を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 に 十 分 な 条 件 下 で 培 養 し て 、 該
培 養 培 地 か ら 該 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 工 程 を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 と 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と か
ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 免 疫 特 異 的 な 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 ま た は 濃 度 を 刺 激 ま た は 阻
害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド (ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 も し く は 膜 )あ る い は そ
の 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る 、 候 補 化 合 物 の 結 合 を 、 該 候 補 化 合 物 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に
結 合 し て い る 標 識 に よ っ て 、 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 測 定 ま た は 検 出 す る こ と ；
（ ｂ ） 標 識 さ れ た 競 合 剤 の 存 在 下 で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド (ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て
い る 細 胞 あ る い は 膜 )あ る い は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る 、 候 補 化 合 物 の 結 合 の 競 合 を
測 定 す る こ と ；
（ ｃ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 化 ま た は 阻 害 に よ り 発 生 す る シ グ ナ ル を 、 該 候 補 化 合 物 が も
た ら す か 否 か を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 ま た は 細 胞 膜 に 適 合 し て い る 検 出 シ
ス テ ム を 使 用 し て 試 験 す る こ と ；
（ ｄ ） 候 補 化 合 物 を 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る
溶 液 に 混 合 し て 、 混 合 物 を 作 製 し 、 該 混 合 物 中 の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 測 定 し 、 そ し て
、 何 ら の 候 補 化 合 物 を も 含 有 し な い コ ン ト ロ ー ル の 混 合 物 に 対 し て 、 該 混 合 物 の 活 性 を 比
較 す る こ と 、 ま た は
（ ｅ ） 細 胞 中 に お け る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の
産 生 に 対 す る 候 補 化 合 物 の 作 用 を 、 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 使 用 し て 検 出 す る こ と
、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 と 、
（ ｆ ） 生 物 工 学 的 ま た は 化 学 的 な 標 準 的 な 手 法 に 従 っ て 、 前 記 化 合 物 を 製 造 す る こ と
と を 含 ん で な る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
本 発 明 は 、 以 降 、 時 に 、 「 新 規 タ ン パ ク 質 ・ ヒ ス チ ジ ン ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ・ １ ８ ０ ｋ Ｄ 反
応 パ ー ト ナ ー (Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ )」 と 称 す る 、 新 た に 同 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
か か る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 診 断 な ら び に 、 治 療 に お い て 潜 在 的
に 有 用 な ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト と な り え る 化 合 物 の 同 定 に お け る そ れ ら の 使 用 、 な
ら び に 、 か か る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 製 造 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
機 能 的 ゲ ノ ミ ク ス は 、 ハ イ ・ ス ル ー プ ッ ト お よ び 現 に 利 用 可 能 な 多 く の 分 子 生 物 学 デ ー タ
ベ ー ス か ら 、 潜 在 的 な 重 要 性 を 有 す る 遺 伝 子 配 列 を 同 定 す る た め の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ
ク ス の 様 々 な ツ ー ル に 、 大 き く 頼 っ て い る 。 医 薬 探 索 の 標 的 と し て 、 さ ら な る 遺 伝 子 お よ
び そ の 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド ／ タ ン パ ク 質 を 同 定 し 、 そ の 特 定 を 行 う こ と が 引 き 続 き 求 め
ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
近 年 、 最 初 の ヒ ト ・ タ ン パ ク 質 ・ ヒ ス チ ジ ン ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Ｐ Ｈ Ｐ １ )が 同 定 さ れ た (A
pperson et al. :J. Neurosci. 16 :p6839, 1996)。 そ の 酵 素 は ウ サ ギ 肝 臓 抽 出 物 か ら 単
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離 さ れ 、 特 徴 付 け ら れ た 。 ヒ ト 細 胞 株 で は 、 Ｐ Ｈ Ｐ １ は 細 胞 質 に お い て 見 ら れ る 。 C.eleg
ansに お け る オ ル ソ ロ グ タ ン パ ク 質 の 機 能 の 研 究 で は 、 神 経 細 胞 の 局 在 化 を 示 し た (Kenned
y et al.: Trends Biochem. Sci, 20: p350, 1995) (Kennedy et al.: Trends Neurosci,
 20: p264, 1997) (Kennedy et al.: Brain Res. Brain Res. Rev, 26: p243, 1998) (Ke
nnedy et al.: Science, 290: p750, 2000) (Kornau et al.: Curr. Opin. Neurobiol, 7
: p368, 1997)。 Ｐ Ｈ Ｐ １ の C.elegansホ モ ロ グ は 、 感 覚 運 動 お よ び 咽 頭 の 感 音 性 Ｍ Ｃ 、 Ｍ
３ お よ び Ｉ ２ に 位 置 し て い る 。 線 虫 の 咽 頭 と ヒ ト の 心 臓 と の 類 似 性 は 示 さ れ て お り (PNAS 
199895、 5072－ 5)、 従 っ て 、 Ｐ Ｈ Ｐ １ お よ び リ ガ ン ド は 様 々 な 心 疾 患 性 の 病 気 と 関 連 が あ
る 。 Ｐ Ｈ Ｐ １ は さ ら に 、 骨 格 筋 、 腎 臓 、 肝 臓 お よ び 脳 に お い て 発 現 し て い る 。 PHP１ を 参
照 と す る さ ら な る 参 照 文 献 と し て は 以 下 の も の を 含 む （ Omkumar et al.: J. Biol. Chem,
 271: p31670, 1996） (Ouyang et al.: J. neurosci, 19: p7823, 1999) (Walikonis et 
al.: J. Neurosci, 20: p4069, 2000) (Walikonis et al. :J. Neurosci, 21: p423, 200
1) (Zang et al. :J. Neurosci, 19: p96, 1999 (Legouis et al. :Nature Cell Biol, 2
: p415, 2000)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
最 近 の 適 用 に お い て は 、 Ｐ Ｈ Ｐ １ と タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 の 研 究 で は 、 遺 伝 子 配 列 と 、 リ
ガ ン ド で あ り 分 子 レ ベ ル で は Ｐ Ｈ Ｐ １ の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー で あ る 遺 伝 子 の 機 能 と を 定 義
す る た め に Ｄ Ｎ Ａ 配 列 技 術 と 生 物 情 報 学 (バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス ） と が 併 用 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
Ｐ Ｈ Ｐ １ の タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 研 究 に お い て は 、 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ は ま だ 公 知 の 相 互
作 用 の パ ー ト ナ ー と は な っ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
本 発 明 は 、 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ 、 特 に は 、 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ ポ リ ペ プ チ ド お よ び Ｐ Ｈ Ｐ
Ｉ Ｐ － １ ８ ０ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 組 換 え 体 お よ び そ の 製 造 方 法 に 関 す る 。 か か る ポ リ ペ プ
チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ら に 限 定 は さ れ な い も の の 、 自 閉 症 ： 脂 肪 酸 の 基 礎
代 謝 に リ ン ク す る 神 経 細 胞 の 細 胞 膜 活 性 の 不 良 (Ａ ｍ  J Med Genet．  4； 96(6)： 765, 200
0)、 統 合 失 調 症 (Psychiatre Q Winter； 65： 287 1994)、 周 期 的 に 起 こ る 家 族 性 関 節 炎 (Ar
thritis Rheum ;43:2041, 2000)、 バ ル デ ー － ビ ー ド ル 症 候 群 (BBS4) (Genomics； 41： 93,
 1997)、 先 天 性 赤 血 球 異 形 成 貧 血 III型 (Haematologica 85、  753、  2000)、 お よ び 悪 性 線
維 性 組 織 球 種 を 含 む 、 特 定 の 疾 患 (以 降 、 「 本 発 明 の 疾 患 」 と 称 す る )を 治 療 す る 方 法 に 関
連 し て 、 注 目 さ れ て い る 。 さ ら な る 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 材
料 を 使 用 し て 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト (例 え ば 、 阻 害 剤 )を 同 定 す る た め の 方 法
、 な ら び に そ の 同 定 さ れ た 化 合 物 を 用 い て 、 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ の 不 均 衡 に 関 連 す る 症 状
を 治 療 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 さ ら に 他 の 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 不 適 当 な Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ
Ｐ － １ ８ ０ の 活 性 お よ び 濃 度 に 付 随 す る 疾 患 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ に も 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
（ 発 明 の 説 明 ）
第 １ の 形 態 に お い て 、 本 発 明 は Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 か か る ポ リ ペ
プ チ ド に は 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ： １ の 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ ま
た は 99％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ ま
た は 99％ の 同 一 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｅ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ； な ら び に
（ ｆ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 し て 、 0.95、 0.96、 0.97、 0.98ま た は 0.99
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の 同 一 性 指 標 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る か 、 ま た は 含 ん で な る 単 離 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド ；
（ ｇ ） (a)～ (f)に 記 載 の か か る ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト お よ び 変 異 体
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ フ ァ ミ リ ー の ポ リ ペ プ チ ド の 一 員 で あ る と
考 え ら れ る 。 そ れ ら は 、 ヒ ト ・ タ ン パ ク 質 ・ ヒ ス チ ジ ン ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Ｐ Ｈ Ｐ １ )で あ
る た め に 、 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ は 興 味 が も た れ て い る 。 ヒ ト ・ タ ン パ ク 質 ・ ヒ ス チ ジ ン ・
ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Ｐ Ｈ Ｐ １ )は 最 近 Ｗ Ｏ 00/52175に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 特 徴 と ウ サ ギ 肝 臓
抽 出 物 か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 の 該 酵 素 と の 比 較 と に よ る と 、 Ｐ Ｈ Ｐ １ は 特 異 的 な 脱 リ
ン 酸 Ａ Ｔ Ｐ － シ ト レ ー ト リ ア － ゼ で あ り 、 ア セ チ ル Ｃ ｏ Ａ お よ び ア セ チ ル コ リ ン の 生 合 成
に 関 与 す る 重 要 な 酵 素 で あ り 、 Ｈ ｉ ｓ － 764位 に お け る リ ン 酸 化 で あ る と 知 ら れ て い る 。
こ の 基 質 特 異 性 は 脂 肪 酸 の ア セ チ ル Ｃ ｏ Ａ の 調 製 を 介 す る 生 合 成 に 役 割 を 果 た し て い る 。
従 っ て ア セ チ ル コ リ ン の 生 合 成 は 神 経 細 胞 に お い て 調 節 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
哺 乳 類 に お け る ヒ ス チ ジ ン ・ リ ン 酸 化 は 、 多 量 体 の タ ン パ ク 質 の 複 合 体 を 介 し て シ グ ナ ル
伝 達 を も た ら す 。 ヒ ト 細 胞 株 で は Ｐ Ｈ Ｐ １ － リ ガ ン ド は 細 胞 質 に 存 在 す る 。 C.elegansに
お け る オ ル ソ ロ グ タ ン パ ク 質 の さ ら な る 研 究 は 独 占 的 な 神 経 細 胞 の 局 在 化 を 示 す が 、 し か
し な が ら 他 の 細 胞 の タ イ プ で は そ の 位 置 の 外 側 に お い て も 発 現 す る 。 従 っ て 新 し い リ ガ ン
ド は 他 の 疾 患 お よ び 特 に 様 々 な 心 疾 患 性 の 病 気 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
C.elegansの Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ １ ８ ０ ホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 Ｌ Ｅ Ｔ － 413は 、 接 着 接 合 部 の 集 合 を 必
要 と す る 側 底 タ ン パ ク 質 と し て 示 さ れ て い る (Legouis et al. Nature Cell Biol. 2000, 
2:415)。 こ の こ と は 、 ｌ ｅ ｔ － 413は 、 上 皮 細 胞 に 輸 送 す る 極 性 化 タ ン パ ク 質 に 関 与 す る
ア ダ プ タ ー タ ン パ ク 質 と し て の 役 割 を 果 た す こ と を 示 唆 し て い る 。 該 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０
の 生 物 学 的 性 質 を 、 以 降 、 「 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ の 生 物 学 的 活 性 」 、 ま た は 「 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ
－ １ ８ ０ 活 性 」 と 称 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も １ つ の Ｐ Ｈ
Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 全 て の 対 立 遺 伝 子 形 お よ び ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 含 む 、 上 記 ポ
リ ペ プ チ ド の 変 異 体 も ま た 含 ま れ る 。 か か る ポ リ ペ プ チ ド は 、 挿 入 、 欠 失 、 な ら び に 保 存
的 ま た は 非 保 存 的 で あ っ て も よ い 置 換 、 あ る い は そ れ ら の 任 意 の 組 合 せ に よ っ て 、 基 準 の
ポ リ ペ プ チ ド か ら 変 異 し て い る 。 特 に 好 ま し い 変 異 体 は 、 幾 つ か の 、 例 え ば 、 50～ 30、 30
～ 20、 20～ 10、 10～ ５ 、 ５ ～ ３ 、 ３ ～ ２ 、 ２ ～ １ 、 ま た は １ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 任 意 の 組 合
せ で 、 挿 入 、 置 換 ま た は 欠 失 さ れ て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 好 ま し い フ ラ グ メ ン ト に は 、 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来
す る 、 少 な く と も 30、 50ま た は 100個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で
な る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、 少 な く と も 30
、 50ま た は 100の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 が 末 端 か ら 除 去 ま た は 欠 失 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
ん で な る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 好 ま し い フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １
８ ０ の 生 物 学 的 活 性 を も た ら す 、 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 類 似 す る 活 性 ま
た は 改 善 さ れ た 活 性 を 有 す る か 、 あ る い は 望 ま し く な い 活 性 の 低 下 し た も の も 含 ま れ る 。
ま た 、 動 物 、 特 に 、 ヒ ト に お い て 抗 原 性 ま た は 免 疫 原 性 で あ る 、 そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト も
好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト は 、 対 応 す る 完 全 長 型 ポ リ ペ プ チ ド を ペ プ チ ド 合 成
に よ っ て 製 造 す る た め に 用 い る こ と が で き ； 従 っ て 、 こ れ ら の 変 異 体 は 、 本 発 明 の 完 全 長
型 ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る た め の 中 間 体 と し て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド は 、 「 成 熟 型 」 タ ン パ ク 質 の 形 態 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 、 前 駆 体 ま た は 融 合 タ ン パ
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ク 質 な ど の 、 よ り 大 き な タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ っ て も よ い 。 分 泌 ま た は リ ー ダ ー 配 列 、 プ
ロ 配 列 、 精 製 に 役 立 つ 配 列 、 例 え ば 、 反 復 す る ヒ ス チ ジ ン 残 基 、 あ る い は 組 換 え 生 産 の 間
の 安 定 性 に 利 す る 付 加 配 列 が 含 ま れ る 、 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と は 、 し ば し ば 、
有 益 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 何 れ か の 好 適 な 方 法 、 例 え ば 、 天 然 に 存 在 す る 提 供 源 や 、 発 現
シ ス テ ム (下 記 参 照 )を 含 ん で な る 遺 伝 子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 か ら の 単 離 、 ま た は 、 例 え ば
、 自 動 化 さ れ た ペ プ チ ド 合 成 機 を 使 用 し た 化 学 合 成 に よ っ て 、 あ る い は 、 か か る 方 法 の 組
合 せ に よ っ て 、 調 製 す る こ と が で き る 。 か か る ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る た め の 手 段 は 、 当
該 分 野 で は 十 分 に 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
さ ら な る 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 か か
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ： １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98
％ ま た は 99％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ；
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ ま
た は 99％ の 同 一 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： １ の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｅ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ ま
た は 99％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で
な る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｆ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｇ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ ま
た は 99％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る
単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｈ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｉ ） 配 列 番 号 ： １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較 し て 、 0.95、 0.96、 0.97、 0.98ま た は
0.99の 同 一 性 指 標 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る か 、 ま た は 含 ん で な る 単 離 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｊ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 し て 、 0.95、 0.96、 0.97、 0.98ま た は 0.99
の 同 一 性 指 標 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る か 、
ま た は 含 ん で な る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； な ら び に
上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の フ ラ グ メ ン ト お よ び 変 異 体 で あ る 、 ま た は そ の 全 長 に わ た っ て
、 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 相 補 的 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 好 ま し い フ ラ グ メ ン ト に は 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 に 由 来 す る
、 少 な く と も 15、 30、 50ま た は 100の 連 続 し た 塩 基 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 配 列 番 号 ： １ の 配 列 か ら 、 少 な く と も 30、 50ま た は 100
個 の 連 続 し た 塩 基 が 末 端 か ら 削 除 ま た は 欠 失 し て い る 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 好 ま し い 変 異 体 に は 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 、 対 立 遺 伝 子 変 異 体
、 お よ び １ つ ま た は 複 数 の 単 一 塩 基 多 型 (Ｓ Ｎ Ｐ )を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 多 型 体
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な り 、 か つ 幾 つ か
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の 、 例 え ば 、 50～ 30、 30～ 20、 20～ 10、 10～ ５ 、 ５ ～ ３ 、 ３ ～ ２ 、 ２ ～ １ 、 ま た は １ 個 の
ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 任 意 の 組 合 せ で 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
さ ら な る 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 で あ る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 提 供 す る 。 従 っ て 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 含 ん で な る
；
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 で あ る ；
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： １ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 含 ん で な る ； あ る い は
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： １ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 で あ る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
な ら び に そ れ ら に 対 し て 相 補 的 で あ る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
配 列 番 号 ： １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 で あ る 。 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配
列 番 号 ： １ の 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 遺 伝 子 暗 号
の 縮 退 (縮 重 性 )の 結 果 に よ っ て 、 同 じ く 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 配 列
番 号 ： １ 以 外 の 配 列 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 に 、 そ れ ら の 相 同 的 な ポ リ
ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 類 似 す る 生 物 学 的 な 機 能 ／ 性 質 を 有 す る こ と が 期 待 さ
れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も １
つ の Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ 活 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 心 臓 、 骨 格 筋 、 肝 臓 、 腎 臓 お よ び 脳 の 細 胞 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に
由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 標 準 的 な ク ロ ー ニ ン グ 技 術 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 技 術
を 使 用 し て 取 得 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 Ｐ Ｈ Ｐ １ は 他 の ヒ ト 組 織 か ら 単 離 さ れ
う る こ と も あ り 、 そ こ で は 低 濃 度 で 発 現 し て い る 。 該 基 質 特 異 性 は ア セ チ ル Ｃ ｏ Ａ の 調 製
を 介 し て 脂 肪 酸 の 生 合 成 に お け る 役 割 を 果 た し て い る 。 従 っ て 、 ア セ チ ル コ リ ン の 生 合 成
は 神 経 細 胞 に お い て 調 節 さ れ る (例 え ば 、 Sambrook 他 、 Molecular Cloning： A Laborator
y Manual、 第 ２ 版 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 N.Y.(
1989)参 照 )。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー な ど の 天 然 の
供 給 源 か ら 取 得 す る こ と も で き 、 あ る い は 、 周 知 の 、 市 販 の 手 法 を 使 用 し て 合 成 す る こ と
も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 組 換 え 製 造 に 使 用 す る 際 に は 、 該
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 成 熟 型 ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 、 そ れ 自 体 、 あ る い は リ ー ダ ー ま
た は 分 泌 配 列 、 プ レ － 、 も し く は プ ロ － ま た は プ レ プ ロ － タ ン パ ク 質 配 列 、 あ る い は 、 他
の 融 合 ペ プ チ ド 部 分 を コ ー ド す る コ ー ド 配 列 な ど の 、 他 の コ ー ド 配 列 と 読 み 枠 を 合 わ せ た
成 熟 型 ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
を 容 易 に す る 、 マ ー カ ー 配 列 が コ ー ド さ れ て い て も よ い 。 本 発 明 の こ の 形 態 の 幾 つ か の 好
ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 該 マ ー カ ー 配 列 は 、 ｐ Ｑ Ｅ ベ ク タ ー (Qiagen， Inc.)中 に 提 供 さ
れ 、 そ し て Gentz et al.， Proc. Natl. Acad. Sci. USA、  (1989) 86： 821～ 824に 記 載 さ
れ て い る 、 ヘ キ サ ・ ヒ ス チ ジ ン ・ ペ プ チ ド 、 あ る い は Ｈ Ａ タ グ で あ る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は ま た 、 転 写 さ れ る 非 翻 訳 の 配 列 、 ス プ ラ イ シ ン グ な ら び に ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン ・ シ
グ ナ ル 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 な ら び に ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 安 定 化 さ せ る 配 列 な ど の 、 非 コ ー ド の
５ ’ な ら び に ３ ’ 配 列 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
配 列 番 号 ： １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 、 同 一 で あ る か 、 ま た は 十 分 な 同 一 性 を 有
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す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
・ プ ロ ー ブ と し て 、 あ る い は 核 酸 増 幅 反 応 (例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ )用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 利 用
す る こ と が で き る 。 か か る プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 完 全 長 型 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ゲ ノ ム ・ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 、 な ら び に 、 配 列 番 号 ：
１ に 対 し て 、 高 い 配 列 類 似 性 、 典 型 的 に は 、 少 な く と も 95％ の 同 一 性 を 有 す る 他 の 遺 伝 子
(ヒ ト の 供 給 源 に 由 来 す る パ ラ ロ グ 、 な ら び に ヒ ト 以 外 の 種 に 由 来 す る オ ル ソ ロ グ お よ び
パ ラ ロ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む )の ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ゲ ノ ム ・ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め
に 使 用 し て も よ い 。 好 ま し い プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 一 般 に 、 少 な く と も 15塩 基 、
好 ま し く は 少 な く と も 30塩 基 を 含 み 、 そ し て 少 な く と も 100塩 基 で は な く と も 、 少 な く と
も 50塩 基 を 有 し て も よ い 。 特 に 好 ま し い プ ロ ー ブ は 、 30～ 50塩 基 を 有 す る で あ ろ う 。 特 に
好 ま し い プ ラ イ マ ー は 、 20～ 25塩 基 を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
ヒ ト 以 外 の 種 に 由 来 す る ホ モ ロ グ を も 含 む 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 有 す る 、 好 ま し く は 少 な く
と も 15塩 基 の 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い て 、 厳 格 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 ラ
イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 過 程 ； お よ び 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る 完 全
長 型 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン お よ び ゲ ノ ム ・ ク ロ ー ン を 単 離 す る 過 程 を 含 ん で な る 工 程 に よ っ て
取 得 し て も よ い 。 か か る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 好 ま し
い 厳 格 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 50％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ (150ｍ Ｍ の Ｎ ａ
Ｃ ｌ 、 15ｍ Ｍ の ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム )、 50ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH7.6)、 ５ × デ ン ハ
ル ト 溶 液 、 10％ の デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 お よ び 20マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ ｌ の 変 性 さ せ た 剪 断 サ ケ
精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る 溶 液 中 で 、 42℃ 、 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ の 後 、 0.1× Ｓ
Ｓ Ｃ 中 で 、 約 65℃ に て フ ィ ル タ ー を 洗 浄 す る こ と が 含 ま れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 に は ま た 、
配 列 番 号 ： １ の 配 列 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 有 す る 、 好 ま し く は 少 な く と も 15塩 基 の
標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い て 、 厳 格 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 ラ イ ブ ラ リ ー を
ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 取 得 さ れ る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は
少 な く と も 100塩 基 の 塩 基 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
当 業 者 は 、 多 く の 場 合 に お い て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 は 、 ５ ’ 末 端 に 至 る ま
で 完 全 に は 伸 長 し て い な い 点 で 、 単 離 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 不 完 全 で あ る こ と も あ る こ と
を 理 解 し て い る 。 こ れ は 、 第 １ 鎖 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の 際 に 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト の Ｄ Ｎ Ａ
コ ピ ー を 完 成 さ せ る こ と が で き な い 、 逆 転 写 酵 素 、 す な わ ち 、 本 来 、 低 い 「 プ ロ セ シ ン グ
能 」 (ポ リ メ リ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 間 、 テ ン プ レ ー ト に 結 合 し た 状 態 を 維 持 す る 酵 素 の 能 力
の 指 標 )を 有 す る 酵 素 の 結 果 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
完 全 長 型 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る 、 あ る い は 短 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 伸 長 さ せ る た め に 利 用 で き 、 か つ
当 業 者 に 周 知 の 方 法 が い く つ か あ り 、 例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 端 の 迅 速 な 増 幅 (Ｒ Ａ Ｃ Ｅ )方 法 に
基 づ く 方 法 が あ る (例 え ば 、 Frohman et al.、  Proc. Natl. Acad. Sci. USA、  85、  8998
～ 9002、  1988 参 照 )。 例 え ば 、 Marathon(商 標 )法 (Clontech Laboratories Inc.)で 例 示
さ れ る 、 こ の 技 術 の 最 近 の 改 良 は 、 よ り 長 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 探 索 を 著 し く 簡 単 と し て い る 。 Ma
rathon(商 標 )法 で は 、 選 択 さ れ た 組 織 か ら 抽 出 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 、 そ の 両 端 に 連 結 さ れ た
「 ア ダ プ タ ー 」 配 列 と か ら 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 調 製 さ れ る 。 そ の 後 、 遺 伝 子 特 異 的 な な ら び に ア
ダ プ タ ー 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 組 合 せ を 使 用 し て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 「 失 わ
れ て い る 」 ５ ’ 端 を 増 幅 す る た め に 、 核 酸 増 幅 (PCR)を 実 施 す る 。 そ の 後 、 「 ネ ス テ ィ ッ
ド (入 れ こ 型 )」 プ ラ イ マ ー 、 す な わ ち 、 増 幅 産 物 の 内 部 に ア ニ ー リ ン グ す る よ う に 設 計 さ
れ た プ ラ イ マ ー (典 型 的 に は 、 ア ダ プ タ ー 配 列 に お い て さ ら に ３ ’ 側 に ア ニ ー リ ン グ す る
ア ダ プ タ ー 特 異 的 な プ ラ イ マ ー 、 お よ び 既 知 の 遺 伝 子 配 列 に お い て さ ら に ５ ’ 側 に ア ニ ー
リ ン グ す る 遺 伝 子 特 異 的 な プ ラ イ マ ー )を 使 用 し て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 繰 り 返 す 。 そ し て 、 こ
の 反 応 の 生 成 物 を Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ っ て 分 析 す る こ と が で き 、 ま た 、 完 全 な 配 列 を 与 え
る よ う に 、 既 存 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 該 生 成 物 を 直 接 結 合 さ せ る 、 あ る い は 、 ５ ’ プ ラ イ マ ー の 設
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計 の た め に 新 し い 配 列 情 報 を 利 用 し て 、 別 途 に 完 全 長 の Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 す る こ と の い ず れ か
に よ っ て 、 完 全 長 型 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 発 現 シ ス テ ム を 含 ん で な る 遺 伝 子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 か
ら 、 当 該 分 野 で 周 知 の 製 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 さ ら な る 形 態 に お い
て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の １ つ ま た は 複 数 を 含 ん で な る 発 現 シ ス テ ム 、
か か る 発 現 シ ス テ ム で 遺 伝 子 操 作 さ れ て い る 宿 主 細 胞 、 な ら び に 、 組 換 え 技 術 に よ る 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 に 関 す る 。 無 細 胞 翻 訳 シ ス テ ム も ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 に
由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し て 、 か か る タ ン パ ク 質 を 製 造 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
組 換 え 製 造 の た め に 、 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 発 現 シ ス テ ム ま た
は そ の 一 部 を 取 り 込 む よ う に 、 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Davi
s et al.、 Basic Methods in Molecular Biology (1986)及 び Sambrook et al.(前 述 )な ど
の 、 多 く の 標 準 的 な 実 験 室 マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ っ て 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す
る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る 好 ま し い 方 法 に は 、 例 え ば 、
リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ベ 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 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 ス ク レ イ プ 負 荷 、 バ リ ス
テ ィ ッ ク 導 入 ま た は 感 染 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
適 当 な 宿 主 の 代 表 的 な 例 に は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 、 大 腸 菌 、
ス ト レ プ ト ミ セ ス 属 な ら び に 枯 草 菌 細 胞 な ど の 細 菌 細 胞 ； 酵 母 細 胞 や ア ス ペ ル ギ ル ス 属 細
胞 な ど の 真 菌 細 胞 ； シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ (Drosophila)Ｓ ２ 細 胞 や Spodoptera Sf9細 胞 な ど の
昆 虫 細 胞 ； Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｃ １ ２ ７ 、 ３ Ｔ ３ 、 Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ な ら び
に Ｂ ｏ ｗ ｅ ｓ メ ラ ノ ー マ 細 胞 な ど の 動 物 細 胞 ； お よ び 植 物 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
非 常 に 多 様 な 発 現 シ ス テ ム を 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 染 色 体 、 エ ピ ソ ー ム お よ び ウ
イ ル ス に 由 来 す る シ ス テ ム 、 例 え ば 、 細 菌 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 エ レ メ ン ト 、 酵 母 染 色 体 エ レ メ ン ト 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 パ
ポ バ ウ イ ル ス (Ｓ Ｖ 40な ど )、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 偽 狂
犬 病 ウ イ ル ス や レ ト ロ ウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 な ら び に 、 コ ス ミ ド
や フ ァ ー ジ ミ ド な ど の 、 プ ラ ス ミ ド お よ び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 遺 伝 子 エ レ メ ン ト か ら 誘
導 さ れ た も の な ど の 、 そ れ ら の 組 合 せ に 由 来 す る ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 該 発
現 シ ス テ ム は 、 発 現 を 生 じ さ せ る と と も に 、 調 節 を す る 制 御 領 域 を 含 有 し て も よ い 。 一 般
に 、 宿 主 内 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る た め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 維 持 、 増 殖 、 ま
た は 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 、 シ ス テ ム ま た は ベ ク タ ー は い ず れ も 使 用 す る こ と が で
き る 。 適 切 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 例 え ば 、 Sambrook et al． (前 述 )中 に 示 さ れ て い
る も の な ど の 、 周 知 で 慣 用 の 手 法 種 々 の い ず れ か に よ っ て 発 現 シ ス テ ム に 挿 入 す る こ と が
で き る 。 適 当 な 分 泌 シ グ ナ ル を 、 小 胞 体 の 内 腔 、 ペ リ プ ラ ズ ム 腔 ま た は 細 胞 外 環 境 へ の 翻
訳 タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 可 能 に す る た め に 、 所 望 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 組 み 込 む こ と が で
き る 。 こ れ ら の シ グ ナ ル は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 内 因 性 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 異
種 の シ グ ナ ル で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る た め に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る
際 に は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 細 胞 の 表 面 で 産 生 さ れ る こ と が 、 一 般 に 好 ま し い 。 こ の 場 合 、
ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る に 先 立 ち 、 細 胞 を 集 菌 し て も よ い 。 該 ポ リ ペ
プ チ ド が 培 地 内 に 分 泌 さ れ る 場 合 に は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 回 収 お よ び 精 製 を 行 う た め 、 培
地 を 回 収 す る こ と が で き る 。 細 胞 内 で 産 生 さ れ る 場 合 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 前 に
、 細 胞 を 予 め 溶 解 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま た は エ タ ノ ー ル 沈 澱 、 酸 抽 出 、 ア ニ オ ン ま
た は カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 疎 水 性 相 互
作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ・
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ お よ び レ ク チ ン ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 含 む 、 周 知 の 方 法 に よ っ て 組 換 え
細 胞 培 養 物 か ら 回 収 お よ び 精 製 す る こ と が で き る 。 最 も 好 ま し く は 、 ハ イ ・ パ フ ォ ー マ ン
ス ・ 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ が 精 製 の た め に 使 用 さ れ る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 細 胞 内 合 成 、
単 離 お よ び ／ ま た は 精 製 の 間 に 変 性 す る 際 に は 、 周 知 の タ ン パ ク 質 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ
方 法 を 、 活 性 な 立 体 配 座 を 再 生 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 関 連 す る 遺 伝 子 に お け る 変 異 の 検 出 を 通 し て 、 診 断 試 薬 と
し て 使 用 す る こ と が で き る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は ゲ ノ ム 配 列 に お い て 、 配 列 番 号 ： １ の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 特 定 さ れ 、 ま た 、 機 能 不 全 に 関 連 し て い る 、 変 異 体 型 遺 伝 子 の 検
出 は 、 そ の 遺 伝 子 の 過 少 な 発 現 、 過 剰 発 現 、 あ る い は 変 更 さ れ た 空 間 的 ま た は 時 間 的 な 発
現 に 起 因 す る 、 疾 患 ま た は 疾 患 に 対 す る 感 受 性 の 診 断 に 付 加 、 あ る い は 、 確 定 さ せ る こ と
が で き る 診 断 ツ ー ル を 提 供 す る 。 遺 伝 子 に 変 異 を 有 す る 個 体 は 、 当 該 分 野 で 周 知 な 様 々 な
手 法 に よ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
診 断 に 供 す る 核 酸 は 、 対 象 の 細 胞 、 例 え ば 、 血 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 生 検 ま た は 剖 検 試 料 な
ど か ら 得 る こ と で き る 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 直 接 、 検 出 の た め に 使 用 し て も よ く 、 あ る い は
、 分 析 に 先 立 ち 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 好 ま し く は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 ま た は 他 の 増 幅 技 術 を 使 用 し て 、 酵
素 的 に 増 幅 し て も よ い 。 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ も ま た 、 同 様 な 手 順 で 使 用 す る こ と が で き
る 。 欠 失 お よ び 挿 入 は 、 正 常 な 遺 伝 子 型 と 比 較 し て 、 増 幅 産 物 の サ イ ズ に お け る 変 化 に よ
っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 点 変 異 は 、 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 、 標 識 さ れ た Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １
８ ０ の 塩 基 配 列 に 対 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で
き る 。 完 全 に 一 致 す る 配 列 は 、 ミ ス マ ッ チ し た 二 重 鎖 と 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 消 化 、 あ る い は 融 解
温 度 に お け る 差 に よ っ て 、 弁 別 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 違 は ま た 、 変 性 剤 の 存
在 下 ま た は 非 存 在 下 で の 、 ゲ ル に お け る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 電 気 泳 動 移 動 度 の 変 化 に よ
っ て 、 あ る い は 、 直 接 的 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ っ て 検 出 し て も よ い (例 え ば 、 Myers et al
.、  Science、  (1985) 230： 1242 参 照 )。 特 定 の 位 置 に お け る 配 列 の 変 化 も ま た 、 Ｒ Ｎ ａ
ｓ ｅ な ら び に Ｓ １ 保 護 な ど の 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 、 あ る い は 化 学 的 な 切 断 方 法 に
よ っ て 、 明 ら か に す る こ と も で き る (Cotton et al.、  Proc. Natl. Acad. Sci. USA、  (1
985) 85： 4397～ 4401 参 照 )。
【 ０ ０ ３ ６ 】
Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ の ア レ イ を 、 例 え ば 、 遺 伝 子 変 異 の 効 率 的 な ス ク リ ー ニ ン グ を 行
う た め に 構 築 す る こ と が で き る 。 か か る ア レ イ は 、 好 ま し く は 、 高 密 度 の ア レ イ ま た は 格
子 状 で あ る 。 ア レ イ 化 技 術 の 方 法 は 、 周 知 で あ り 、 一 般 的 な 適 用 性 を 有 し て お り 、 ま た 、
遺 伝 子 発 現 、 遺 伝 子 連 鎖 お よ び 遺 伝 子 変 動 性 を 含 む 、 分 子 遺 伝 学 に お け る 様 々 な 問 題 を 解
明 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 M. Chee et al.、  Science、  274、  610～ 61
3 (1996)お よ び そ れ に 引 用 さ れ て い る 他 の 参 考 文 献 を 参 照 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
異 常 に 、 低 下 ま た は 増 大 し て い る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル の 検 出 も ま た
、 本 発 明 の 疾 患 に 対 す る 、 被 験 体 の 感 受 性 を 診 断 ま た は 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 。 低 下 、 ま た は 増 大 し た 発 現 は 、 例 え ば 、 核 酸 増 幅 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 保 護 、 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト お よ び 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 な ど の 、 当
該 分 野 で 周 知 の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 定 量 方 法 の い ず れ か を 使 用 し て 、 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル で 測
定 す る こ と が で き る 。 宿 主 に 由 来 す る サ ン プ ル に お け る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド な ど の タ
ン パ ク 質 レ ベ ル を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る ア ッ セ イ 手 法 は 、 当 業 者 に は 周 知
で あ る 。 か か る ア ッ セ イ 方 法 に は 、 放 射 免 疫 ア ッ セ イ 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 、 ウ エ ス タ ン
・ ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
し た が っ て 、 別 の 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は
そ の フ ラ グ メ ン ト も し く は そ の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 ；
（ ｂ ） (a)の 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｃ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ
グ メ ン ト ； あ る い は
（ ｄ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 配 列 番 号 ： ２ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体
を 含 ん で な る 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
か か る キ ッ ト の 何 れ に お い て も 、 (a)、 (b)、 (c)ま た は (d)は 、 実 質 的 な 成 分 を 構 成 す る こ
と で き る こ と は 理 解 さ れ る 。 か か る キ ッ ト は 、 疾 患 ま た は 疾 患 に 対 す る 感 受 性 、 中 で も 、
特 に 本 発 明 の 疾 患 を 診 断 す る 際 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 染 色 体 局 在 化 の 研 究 に 有 益 で あ る 。 該 配 列 は 、 個 々 の
ヒ ト 染 色 体 上 の 特 定 位 置 に 対 し て 、 特 異 的 に 標 的 化 さ れ て お り 、 そ し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 関 連 す る 配 列 を 染 色 体 に マ ッ ピ ン グ す る こ
と は 、 そ れ ら の 配 列 を 遺 伝 子 関 連 疾 患 と 相 関 さ せ る 上 で の 、 重 要 な 最 初 の 過 程 で あ る 。 一
度 、 配 列 を 正 確 な 染 色 体 位 置 に マ ッ ピ ン グ さ れ る と 、 染 色 体 上 に お け る 該 配 列 の 物 理 的 な
位 置 を 、 遺 伝 地 図 デ ー タ と 相 関 さ せ る こ と が で き る 。 か か る デ ー タ は 、 例 え ば 、 V. McKus
ick、 ヒ ト に お け る メ ン デ ル 遺 伝 (Johns Hopkins大 学  Welch Medical Libraryを 通 し て オ
ン ラ イ ン で 利 用 可 能 で あ る )中 で 、 見 出 さ れ る 。 同 じ 染 色 体 領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る
、 遺 伝 子 と 疾 患 と 間 の 関 係 は 、 そ の 後 、 連 鎖 解 析 (物 理 的 に 隣 り 合 う 遺 伝 子 の 同 時 遺 伝 )を
通 し て 、 同 定 さ れ る 。 ゲ ノ ム 配 列 (遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト な ど )に 関 す る 、 正 確 な ヒ ト 染 色 体
上 の 局 在 化 は 、 放 射 ハ イ ブ リ ッ ド (Ｒ Ｈ )マ ッ ピ ン グ を 使 用 し て 決 定 す る こ と が で き る (Wal
ter, M.、  Spillett, D.、  Thomas, P.、  Weissenbach, J.お よ び Goodfellow, P.、  (199
4)、 ゲ ノ ム 全 体 の 放 射 ハ イ ブ リ ッ ド ・ マ ッ プ を 構 築 す る た め の 方 法 、 Nature Genetics、 7
、 22～ 28)。 多 数 の Ｒ Ｈ パ ネ ル を 、 Research Genetics (Huntsville、  AL、  米 国 )か ら 、
例 え ば 、 GeneBridge４ 　 Ｒ Ｈ パ ネ ル (Hum. Mol. Genet.、 1996, Mar; 5(3): 339～ 46、 ヒ
ト ゲ ノ ム の 放 射 ハ イ ブ リ ッ ド ・ マ ッ プ 。 Gyapay G.、  Schmitt K.、  Fizames C.、  Jones 
H.、  Vega－ Czarny N.、  Spillett D.、  Musele D.、  Prud' Homme J． F.、  Dib C． 、  A
uffray C.、  Morissette J.、  Weissenbach， J. お よ び Goodfellow， P.N.)を 入 手 可 能 で
あ る 。 こ の パ ネ ル を 使 用 し て 遺 伝 子 の 染 色 体 上 の 位 置 を 決 定 す る た め に は 、 Ｒ Ｈ 　 Ｄ Ｎ Ａ
上 の 関 心 の あ る 遺 伝 子 か ら 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 93回 の Ｐ Ｃ Ｒ が 行 わ れ る 。
こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ の そ れ ぞ れ は 、 ハ ム ス タ ー の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド (ヒ ト ／ ハ ム ス タ ー の ハ イ
ブ リ ッ ド 細 胞 株 )中 に 維 持 さ れ た 、 ラ ン ダ ム な ヒ ト ・ ゲ ノ ム ・ フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で い る
。 こ の よ う な Ｐ Ｃ Ｒ は 、 目 的 と す る 遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 示 す 、 93の
ス コ ア を も た ら す 。 こ れ ら の ス コ ア は 、 既 知 の 位 置 の ゲ ノ ム 配 列 に 由 来 す る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を
使 用 し て 作 製 さ れ た ス コ ア と 比 較 さ れ る 。 こ の 比 較 は 、 http://www.genome.wi.mit.edu/
に お い て 行 わ れ る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 は ヒ ト 染 色 体 １ ｐ ３ １ に マ ッ ピ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 組 織 発 現 の 研 究 に 対 す る 有 益 な ツ ー ル で あ る 。 か
か る 研 究 は 、 そ れ ら を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド の 組 織 内 の 発 現 パ タ ー ン に 関 す る 指 標 を 与 え る 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現
パ タ ー ン の 決 定 を 可 能 と す る 。 使 用 さ れ る 技 術 は 、 当 該 分 野 で は 周 知 で あ り 、 ま た 、 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (Schene et al.、 Science、 270、 467～ 470
、 1995お よ び Shalon et al.、 Genome Res.、 6、 639～ 645、 1996)な ど の 、 格 子 上 に 配 列 さ
れ た ク ロ ー ン に 対 す る 系 内 ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 、 な ら び に Ｐ Ｃ Ｒ な ど の 塩 基 増
幅 技 術 を 含 む 。 好 ま し い 方 法 は 、 Perkin Elmerか ら 入 手 可 能 な TAQMAN(商 標 )法 を 使 用 す る
。 こ れ ら の 研 究 に よ る 結 果 は 、 生 物 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 機 能 の 指 標 を 提 供 す る
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。 加 え て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 正 常 な 発 現 パ タ ー ン と 、 同 じ 遺 伝 子 の 別 の 形 態 (例 え ば 、 潜 在 的 ま
た は 調 節 的 な 変 異 を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド に お け る 変 化 を 有 す る も の )に よ っ て コ ー ド
さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 パ タ ー ン と の 比 較 研 究 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 役 割 、 ま た は 疾
患 に お け る そ の 不 適 切 な 発 現 の 役 割 に 対 す る 有 益 な 見 識 を 提 供 す る こ と が で き る 。 か か る
不 適 切 な 発 現 は 、 時 間 的 、 空 間 的 ま た は 単 に 量 的 な 性 質 の も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 心 臓 、 骨 格 筋 、 肝 臓 、 腎 臓 、 お よ び 脳 の 組 織 に お い て 発 現 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の さ ら な る 形 態 は 、 抗 体 に 関 す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト
、 あ る い は そ れ ら を 発 現 し て い る 細 胞 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 免 疫 特 異 的 で あ
る 抗 体 を 作 製 す る た め の 免 疫 原 と し て 、 使 用 す る こ と が で き る 。 「 免 疫 特 異 的 」 の 用 語 は
、 抗 体 が 、 先 行 技 術 に お け る 他 の 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る そ れ ら の 親 和 性 よ り も 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 実 質 的 に よ り 大 き な 親 和 性 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 成 さ れ る 抗 体 は 、 慣 用 的 な プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 、 該 ポ
リ ペ プ チ ド ま た は エ ピ ト ー プ 保 持 し た フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は 細 胞 を 、 動 物 、 好 ま し く は
、 非 ヒ ト 動 物 に 、 投 与 す る こ と に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調
製 に は 、 継 代 的 な 細 胞 株 培 養 物 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 を 提 供 す る 技 術 の い ず れ を も 、 使
用 す る こ と が で き る 。 例 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kohler, G.お よ び Milstein, C.、  Na
ture (1975)、  256: 495～ 497)、 ト リ オ ー マ 技 術 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kozbo
r et al.、  Immunology Today (1983)、  4: 73)、 お よ び Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Co
le et al.、  Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy、  77～ 96、  Alan R. Liss， In
c.、  1985)が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
米 国 特 許 第 4,946,778号 に 記 載 さ れ て い る も の な ど の 、 一 本 鎖 抗 体 を 製 造 す る た め の 技 術
も ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 一 本 鎖 抗 体 を 製 造 す る 上 で 応 用 す る こ と が で き る
。 ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス 、 あ る い は 、 他 の 哺 乳 動 物 を 含 む 他 の 生 物 を 、 ヒ ト
化 抗 体 を 発 現 さ せ る た め に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
上 記 抗 体 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る ク ロ ー ン を 単 離 ま た は 同 定 す る た め に 、 あ る い は
ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 該 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め に 使 用 し て も
よ い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は 、 ま た 、 中 で も 、 本 発 明 の 疾 患 を 治 療 す る た
め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 ワ ク チ ン と し て 使 用 す る こ と が で
き る 。 従 っ て 、 さ ら な る 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 そ の 疾 患 が 個 体 に お い て 既 に 慢 性 化 し
て い る か 否 か に 関 わ ら ず 、 前 記 動 物 を 疾 患 か ら 保 護 す る た め に 、 抗 体 お よ び ／ ま た は Ｔ 細
胞 免 疫 応 答 (例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 Ｔ 細 胞 ま た は 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 を 含 む )を 生 じ さ せ
る に 適 す る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 哺 乳 動 物 に 接 種 す る こ と を 含 ん で な る 、 哺 乳 動 物 に
お け る 免 疫 学 的 応 答 を 誘 導 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 学 的 応 答 は ま
た 、 本 発 明 に か か る 疾 患 か ら 前 記 動 物 を 保 護 す る た め の 抗 体 を 産 生 す る よ う な 、 か か る 免
疫 学 的 応 答 を 誘 導 す る た め に 、 in vivoで 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 支 配 し 、 か つ 該
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ベ ク タ ー に よ っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 送 達 す る こ と
を 含 ん で な る 方 法 に よ っ て 誘 導 し て も よ い 。 該 ベ ク タ ー を 投 与 す る １ つ の 方 法 は 、 粒 子 ま
た は そ れ 以 外 の も の の 上 へ の コ ー テ ィ ン グ 物 と し て 、 所 望 す る 細 胞 中 へ の そ れ を 促 進 す る
こ と に よ る 。 か か る 核 酸 ベ ク タ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 修 飾 型 核 酸 ま た は Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ
ハ イ ブ リ ッ ド を 含 む こ と が で き る 。 用 途 に よ っ て 、 ワ ク チ ン 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 ベ
ク タ ー は 、 通 常 、 ワ ク チ ン 配 合 物 (組 成 物 )と し て 提 供 さ れ る 。 該 配 合 物 は さ ら に 、 適 合 す
る キ ャ リ ア を 含 む こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 胃 に お い て 分 解 さ れ る こ と も あ る た め 、
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そ れ は 、 好 ま し く は 非 経 口 的 に 投 与 さ れ る (例 え ば 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 あ る い は 皮
内 注 射 )。 非 経 口 投 与 に 好 適 な 配 合 物 に は 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 剤 、 な ら び に 配 合 物
を 接 種 者 の 血 液 と 等 張 性 に す る 溶 質 を 含 ん で も よ い 、 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌 注 射 液 ； な
ら び に 懸 濁 剤 ま た は 増 粘 剤 を 含 ん で も よ い 、 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌 懸 濁 剤 が 含 ま れ る 。
該 配 合 物 は 、 単 位 用 量 ま た は 多 回 用 量 容 器 、 例 え ば 、 密 封 さ れ た ア ン プ ル な ら び に バ イ ア
ル に 入 れ て 提 供 す る こ と が で き 、 ま た 、 使 用 直 前 に 無 菌 の 液 体 キ ャ リ ア を 添 加 す る だ け で
よ い 、 凍 結 乾 燥 状 態 で 保 存 す る こ と が で き る 。 該 ワ ク チ ン 配 合 物 は ま た 、 水 中 油 型 シ ス テ
ム や 当 該 分 野 で 既 知 の そ の 他 の シ ス テ ム な ど の 、 配 合 物 の 免 疫 原 性 を 増 強 す る た め の ア ジ
ュ バ ン ト ・ シ ス テ ム を 含 む こ と が で き る 。 投 与 量 は 、 該 ワ ク チ ン の 比 活 性 に 依 存 し 、 型 ど
お り の 実 験 に よ っ て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 疾 患 状 態 、 特 に 、 既 に 記 載 し た 本 発 明 の
疾 患 に 関 連 し て い る 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 生 物 学 的 機 能 を 有 す る 。 従 っ て 、 該 ポ リ ペ プ
チ ド の 機 能 ま た は 濃 度 を 刺 激 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る こ と は 有 用 で あ る 。 従 っ て
、 さ ら な る 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 ま た は 濃 度 を 刺 激 ま た は 阻 害
す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 、 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 か か る 方 法
は 、 上 記 し た よ う な 本 発 明 の 疾 患 に 対 す る 治 療 お よ び 予 防 目 的 の た め に 使 用 す る こ と が で
き る 、 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 。 化 合 物 は 、 様 々 な 供 給 源 、 例 え ば 、
細 胞 、 無 細 胞 調 製 物 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 、 化 学 化 合 物 の コ レ ク シ ョ ン 、 お よ び 天 然 産 物
混 合 物 か ら 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 同 定 さ れ る 、 か か る ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン
タ ゴ ニ ス ト は 、 場 合 に よ っ て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 自 体 の 、 天 然 ま た は 修 飾 さ れ た 基 質 、 リ ガ
ン ド 、 受 容 体 、 酵 素 な ど ； そ の 構 造 的 ま た は 機 能 的 な 模 倣 体 (Coligan et al.、  Current 
Protocols in Immunology、  1(2):５ 章  (1991) 参 照 )あ る い は 小 分 子 で あ っ て も よ い 。 そ
の よ う な 小 分 子 は 好 ま し く は 分 子 量 が 2000ダ ル ト ン よ り 小 さ く 、 よ り 好 ま し く は 300～ 100
0ダ ル ト ン の 間 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 400～ 700ダ ル ト ン の 間 で あ る 。 好 ま し く は 、 そ
れ ら の 小 分 子 は 有 機 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
該 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 候 補 化 合 物 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 連 結 さ れ て い る 標 識 を 利 用
し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 該 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 表 出 し て い
る 細 胞 ま た は 膜 に 対 す る 候 補 化 合 物 の 結 合 を 単 に 測 定 す る こ と で も よ い 。 代 わ り に 、 該 ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 標 識 さ れ た 競 合 剤 (例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト )に 対
し て 、 候 補 化 合 物 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 競 合 的 な 結 合 の (定 性 的 ま た は 定 量 的 に )測 定 ま
た は 検 出 を 含 ん で も よ い 。 さ ら に 、 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を
表 出 し て い る 細 胞 に 適 す る 検 出 シ ス テ ム を 使 用 し て 、 候 補 化 合 物 が ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 化
ま た は 阻 害 に よ っ て 誘 起 さ れ る シ グ ナ ル を も た ら す か 否 か を 調 べ る こ と で も よ い 。 活 性 化
の 阻 害 剤 は 、 一 般 に は 既 知 の ア ゴ ニ ス ト の 存 在 下 で ア ッ セ イ さ れ 、 そ し て 、 候 補 化 合 物 の
存 在 に よ る 、 ア ゴ ニ ス ト に よ る 活 性 化 に 対 す る 作 用 を 観 測 す る 。 さ ら に 、 該 ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 は 、 候 補 化 合 物 を 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 溶 液 と 混 合 し て 、 混 合 体 を 形
成 さ せ る 工 程 、 混 合 物 に お け る Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び 混 合 物 の
Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ を 、 候 補 化 合 物 を 含 有 し な い コ ン ト ロ ー ル 混 合 物 と 比 較 す る 工 程 を 単
に 含 ん で な る こ と で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 従 来 の 低 い 容 量 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 そ し て 、 ま た 、 ハ イ ・
ス ル ー プ ッ ト な ス ク リ ー ニ ン グ (Ｈ Ｔ Ｓ )形 態 に お い て も 、 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る
Ｈ Ｔ Ｓ 形 態 に は 、 十 分 に 確 立 さ れ た 、 96－ 、 ま た 、 最 近 で は 、 384－ ウ エ ル ・ マ イ ク ロ ・
タ イ タ ー ・ プ レ ー ト の 使 用 の み で な く 、 Schullek et al., Anal. Biochem., 246, 20～ 29
 (1997) に 記 載 さ れ て い る 、 ナ ノ ウ エ ル 法 な ど の 開 発 途 上 の 方 法 も ま た 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
既 に 記 載 し た よ う な 、 Ｆ ｃ 部 分 お よ び Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ ポ リ ペ プ チ ド か ら 作 製 さ れ る も
の な ど の 、 融 合 タ ン パ ク 質 も ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定
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す る た め の 、 ハ イ ・ ス ル ー プ ッ ト な ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ の た め に 使 用 す る こ と が で
き る (D. Bennett et al.、  J. Mol. Recognition、  8: 52～ 58 (1995); な ら び に K. Joha
nson et al.、  J. Biol. Chem.、  270 (16): 9459～ 9471 (1995) 参 照 )。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ス ク リ ー ニ ン グ 技 術
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は ま た 、
細 胞 内 に お け る ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 に 対 す る 、 添 加 さ れ た 化 合 物 の 影 響 を
検 出 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 形 成 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 当
該 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用
し て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 ま た は 細 胞 結 合 し て い る 濃 度 を 測 定 す る た め に 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア
ッ セ イ を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 適 当 に 操 作 さ れ た 細 胞 ま た は 組 織 か ら の ポ リ ペ
プ チ ド の 産 生 を 阻 害 ま た は 増 強 す る こ と が で き る 薬 剤 (ま た 、 そ れ ぞ れ ア ン タ ゴ ニ ス ト ま
た は ア ゴ ニ ス ト と も 呼 ば れ る )を 発 見 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 受 容 体 結 合 手 法 を 通 し て 、 存 在 す る
場 合 に は 、 膜 結 合 型 ま た は 可 溶 性 の 受 容 体 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ
ら に は 、 そ れ に 限 定 さ れ な い も の の 、 ポ リ ペ プ チ ド を 、 放 射 性 同 位 体 (例 え ば 、 1 2 5 Ｉ )で
標 識 、 化 学 修 飾 (例 え ば 、 ビ オ チ ン 化 さ れ )、 あ る い は 検 出 ま た は 精 製 に 好 適 な ペ プ チ ド 配
列 と 融 合 し て 、 そ し て 推 定 さ れ る 受 容 体 の 供 給 源 (細 胞 、 細 胞 膜 、 細 胞 上 清 、 組 織 抽 出 物
、 体 液 )と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 、 リ ガ ン ド 結 合 な ら び に ク ロ ス リ ン ク ・ ア ッ セ イ が 含
ま れ る 。 他 の 方 法 に は 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 お よ び 分 光 測 定 法 な ど の 、 生 物 物 理 学 的 技 術
が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は ま た 、 存 在 す る 場 合 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の そ
の 受 容 体 に 対 す る 結 合 と 競 合 す る 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト を
同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る ア ッ セ イ を 行 う た め の 標 準 的 な 方 法 は 、 当
該 分 野 で は 十 分 に 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 例 に は 、 抗 体 、 あ る い は 、 あ る 場 合 に は 、 該 ポ
リ ペ プ チ ド 自 体 の リ ガ ン ド 、 基 質 、 受 容 体 、 酵 素 な ど に 密 接 に 関 連 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は タ ン パ ク 質 、 場 合 に よ り 、 例 え ば 、 該 リ ガ ン ド 、 基 質 、 受 容 体 、 酵 素 な ど の フ ラ
グ メ ン ト ； あ る い は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る も の の 、 応 答 を 誘 発 せ ず 、 そ の 結 果
、 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 妨 げ ら れ る 、 小 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 技 術 お よ び Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ 遺 伝 子 の
使 用 を 含 ん で も よ い 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 構 築 す る 手 法 は 、 十 分 に 確 立 さ れ て い る
。 例 え ば 、 受 精 し た 卵 母 細 胞 の 雌 性 前 核 へ の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 移 植 前 ま た は 移
植 後 の 胚 へ の レ ト ロ ウ イ ル ス 移 入 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な ど に よ っ て 、 遺 伝 子 操 作 さ
れ た 胚 性 幹 細 胞 の 宿 主 胚 盤 胞 へ の 注 入 を 通 し て 、 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ 遺 伝 子 を 導 入 す る こ
と が で き る 。 特 に 有 用 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 そ の 動 物 の ゲ ノ ム 内 に お い て 、 動 物
の 遺 伝 子 が ヒ ト の 等 価 体 に よ っ て 置 き 換 え ら れ て い る 、 所 謂 「 ノ ッ ク ・ イ ン 」 動 物 で あ る
。 ノ ッ ク ・ イ ン ・ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 医 薬 探 索 の プ ロ セ ス に お い て 、 化 合 物 は ヒ
ト の 標 的 に 対 し て 特 異 的 で あ る と い う 、 標 的 の 妥 当 性 検 証 用 に 有 用 で あ る 。 他 の 有 用 な ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 内 因 性 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る 動 物 オ ル ソ ロ グ の 発 現 が 細 胞 内 で 部 分 的 ま た は 完 全 に 無 効 と さ れ て い る 、
所 謂 「 ノ ッ ク ・ ア ウ ト 」 動 物 で あ る 。 遺 伝 子 の ノ ッ ク ・ ア ウ ト は 、 技 術 の 限 界 の 結 果 と し
て 、 特 異 的 な 細 胞 ま た は 組 織 を 対 象 と す る 、 特 定 の 細 胞 ま た は 組 織 に お い て の み 起 き て い
て も よ く 、 あ る い は 、 動 物 内 の 全 て 、 ま た は 実 質 的 に 全 て の 細 胞 に お い て 生 じ て も よ い 。
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 手 法 は ま た 、 導 入 さ れ た 遺 伝 子 が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 大
量 に 供 す る た め に 発 現 さ せ ら れ る 動 物 全 体 の 発 現 － ク ロ ー ニ ン グ ・ シ ス テ ム を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
上 記 方 法 に お い て 使 用 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ ・ キ ッ ト は 、 本 発 明 の さ ら な る 形 態 を な す 。
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か か る ス ク リ ー ニ ン グ ・ キ ッ ト は 、
（ ａ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｂ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 組 換 え 細 胞 ；
（ ｃ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 膜 ； ま た は
（ ｄ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 ；
を 含 ん で な り 、 好 ま し く は 、 前 記 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： ２ の も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
か か る キ ッ ト 何 れ の 中 に お い て も 、 (a)、 (b)、 (c)ま た は (d)は 、 実 質 的 な 構 成 要 素 を 構 成
す る こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ 用 語 集 ）
下 記 の 定 義 は 、 本 明 細 書 中 で 既 に 頻 繁 に 使 用 さ れ て い る い く つ か の 用 語 の 理 解 を 容 易 に す
る た め に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る 「 抗 体 」 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ
、 一 本 鎖 、 な ら び に ヒ ト 化 抗 体 、 同 様 に 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト を も 包 含 し 、 Ｆ ａ ｂ ま た は
他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー 生 成 物 を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
「 単 離 (さ れ た )」 は 、 そ の 天 然 の 状 態 か ら 、 「 ヒ ト の 手 に よ っ て 」 変 化 し て い る こ と 、 す
な わ ち 、 自 然 界 に 存 在 す る 場 合 、 そ の 本 来 の 環 境 か ら 変 化 、 ま た は 移 動 さ れ て い る か 、 あ
る い は 、 そ の 両 方 で あ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 生 き た 生 物 中 に 天 然 に 存 在 す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 「 単 離 」 さ れ て は い な い が 、 そ の 天 然 状 態 の 共 存 物 質
か ら 分 離 さ れ た 、 同 じ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 用 語 の 本 明 細 書 中 で
の 用 法 に 従 う と 、 「 単 離 」 さ れ て い る 。 さ ら に 、 形 質 転 換 、 遺 伝 子 操 作 、 ま た は 何 ら か の
他 の 組 換 え 方 法 に よ っ て 、 生 物 中 に 導 入 さ れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド
は 、 そ の 生 物 が 生 存 ま た は 非 生 存 か の い ず れ で も 、 前 記 生 物 中 に 依 然 と し て 存 在 し て い る
場 合 で さ え 、 「 単 離 」 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 一 般 に は 、 非 改 変 型 ま た は 改 変 型 の Ｒ Ｎ Ａ あ る い は Ｄ Ｎ Ａ で あ
っ て も よ い 、 任 意 の ポ リ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (Ｒ Ｎ Ａ )ま た は ポ リ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
(Ｄ Ｎ Ａ )を 指 す 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 に は 、 限 定 で は な い も の の 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖
の Ｄ Ｎ Ａ 、 一 本 鎖 と 二 本 鎖 の 領 域 の 混 合 物 で あ る Ｄ Ｎ Ａ 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 の Ｒ Ｎ Ａ 、
な ら び に 一 本 鎖 と 二 本 鎖 の 領 域 の 混 合 物 で あ る Ｒ Ｎ Ａ 、 一 本 鎖 、 ま た は 、 よ り 典 型 的 に は
、 二 本 鎖 の 、 あ る い は 、 一 本 鎖 と 二 本 鎖 の 領 域 の 混 合 物 で あ っ て も よ い 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ
Ｎ Ａ を 含 ん で な る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 が 含 ま れ る 。 加 え て 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 Ｒ Ｎ
Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 、 あ る い は Ｒ Ｎ Ａ と Ｄ Ｎ Ａ と の 両 方 を 含 ん で な る 三 重 鎖 領 域 を も い う 。 用
語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は ま た 、 １ つ ま た は 複 数 の 修 飾 さ れ た 塩 基 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た
は Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び 安 定 性 ま た は 他 の 理 由 の た め に 修 飾 さ れ た 骨 格 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ
Ｎ Ａ を 含 む 。 「 修 飾 (さ れ た )」 塩 基 に は 、 例 え ば 、 ト リ チ ル 化 さ れ た 塩 基 、 な ら び に 、 イ
ノ シ ン な ど の 非 通 常 型 の 塩 基 が 含 ま れ る 。 様 々 な 修 飾 を Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 行 う
こ と が で き 、 従 っ て 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 ウ イ ル ス お よ び 細 胞 に 特 徴 的 な Ｄ Ｎ Ａ お
よ び Ｒ Ｎ Ａ の 化 学 的 形 態 と 同 様 に 、 自 然 界 に 典 型 的 に 見 出 さ れ る よ う な 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 化 学 的 、 酵 素 的 ま た は 代 謝 的 に 修 飾 さ れ た 形 態 を も 包 含 す る 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」
は ま た 、 し ば し ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 称 さ れ る 、 比 較 的 短 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を も 包 含
す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 ペ プ チ ド 結 合 ま た は 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 (す な わ ち 、 ペ プ チ ド
等 配 電 子 体 )に よ っ て 互 い に 連 結 さ れ た ２ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド の
い ず れ を も 指 す 。 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ マ ー と 広
く 呼 ば れ る 短 い 鎖 、 な ら び に 、 一 般 に は タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 、 よ り 長 い 鎖 の 双 方 と も を
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い う 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 20種 の ア ミ ノ 酸 と は 異 な る ア ミ ノ 酸
を 含 有 す る こ と が で き る 。 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 に は 、 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ な ど の 天 然 の プ ロ
セ ス 、 あ る い は 当 該 分 野 で 周 知 の 化 学 的 な 修 飾 方 法 の い ず れ か に よ っ て 、 修 飾 が な さ れ た
ア ミ ノ 酸 配 列 が 含 ま れ る 。 か か る 修 飾 は 、 基 本 的 な 教 本 、 お よ び よ り 詳 細 な 専 門 書 、 な ら
び に 数 多 く の 研 究 文 献 中 に 、 広 く 記 載 さ れ て い る 。 修 飾 は 、 ペ プ チ ド 骨 格 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖
お よ び ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド 内 の い ず れ の 位 置 に 生 じ
さ せ る こ と も で き る 。 同 じ タ イ プ の 修 飾 が 、 所 与 ポ リ ペ プ チ ド 内 の い く つ か の 部 位 に 同 じ
程 度 ま た は 異 な る 程 度 で 存 在 し て も よ い こ と が 理 解 さ れ る 。 ま た 、 所 与 の ポ リ ペ プ チ ド は
、 多 く の タ イ プ の 修 飾 を 含 ん で も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ユ ビ キ チ ン 化 の 結 果 と し て 分 枝
が な さ れ て も よ く 、 ま た 、 分 枝 を 有 す る 、 ま た は 有 し て い な い 、 環 状 で あ っ て も よ い 。 環
状 、 分 枝 状 お よ び 分 枝 し た 環 状 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 翻 訳 に 続 く 天 然 の プ ロ セ ス に 起 因 し て
も 、 あ る い は 合 成 的 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ て も よ い 。 修 飾 に は 、 ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、
Ａ Ｄ Ｐ － リ ボ シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 ビ オ チ ン 化 、 フ ラ ビ ン の 共 有 結 合 、 ヘ ム 成 分 の 共 有 結 合
、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 結 合 、 脂 質 ま た は 脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合
、 ホ ス ホ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 共 有 結 合 、 ク ロ ス ・ リ ン ク 形 成 、 環 化 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
の 形 成 、 脱 メ チ ル 化 、 共 有 結 合 架 橋 の 形 成 、 シ ス テ イ ン の 形 成 、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 の 形 成
、 ホ ル ミ ル 化 、 γ － カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 Ｇ Ｐ Ｉ ・ ア ン カ ー 形 成 、 ヒ ド ロ キ シ
化 、 ヨ ウ 素 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 酸 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ シ ン グ 、 リ ン 酸
化 、 プ レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル 化 、 硫 酸 化 、 ア ル ギ ニ ル 化 な ど の ア ミ ノ 酸 の タ ン
パ ク 質 へ の ト ラ ン ス フ ァ ー ・ Ｒ Ｎ Ａ 媒 介 付 加 、 な ら び ユ ビ キ チ ン 化 が 含 ま れ る (例 え ば 、 P
roteins-Structures and Molecular Properties、 第 ２ 版 、 T. E. Creighton， W. H. Free
man and Company、 New York、 1993；  Wold， F.、 翻 訳 後 の タ ン パ ク 質 修 飾 ： 全 体 像 お よ び
展 望 、 1～ 12、 Post-translational Covalent Modification of Proteins、 B. C. Johnson
編 、 Academic Press、 New York、 1983; Seifter et al． 、 「 タ ン パ ク 質 修 飾 お よ び 非 タ
ン パ ク 質 補 助 因 子 の 分 析 」 、 Meth. Enzymol.、 182、 626～ 646、 1990; Rattan et al.、 「
タ ン パ ク 質 合 成 ： 翻 訳 後 修 飾 お よ び エ ー ジ ン グ 」 、 Ann. NY Acad. Sci.、  663、  48～ 62
、  1992 参 照 )。
【 ０ ０ ６ ３ 】
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 「 フ ラ グ メ ン ト 」 は 、 基 準 の 配 列 よ り も 短 い も の の 、 基 準 と な る ポ リ
ペ プ チ ド と 同 一 の 生 物 学 的 な 機 能 ま た は 活 性 を 本 質 的 に 保 持 し て い る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を
い う 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 「 フ ラ グ メ ン ト 」 は 、 配 列 番 号 ： １ の 基 準 配 列 よ り も 短 い
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を い う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
「 変 異 体 」 は 、 基 準 と な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド と は 異 な る も の の 、 そ の
本 質 的 な 性 質 を 保 持 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 典 型 的 な 変 異 体 は 、 基 準 と な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 、 塩 基 配 列 に 相 違 が あ る
。 変 異 体 の 塩 基 配 列 に お け る 変 異 は 、 基 準 と な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 化 さ せ て も 、 さ せ な く て も よ い 。 ヌ ク レ オ チ ド の 変 化 は
、 下 記 に 説 明 す る よ う に 、 基 準 の 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 中 に お け る 、 ア
ミ ノ 酸 の 置 換 、 付 加 、 欠 失 、 融 合 お よ び 末 端 の 短 縮 化 を 引 き 起 こ し て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ
ド の 典 型 的 な 変 異 体 は 、 基 準 と な る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 違 が あ る 。
一 般 に 、 改 変 は 、 基 準 と な る ポ リ ペ プ チ ド お よ び 変 異 体 の 配 列 が 全 体 的 に は 非 常 に 類 似 し
、 そ し て 多 く の 領 域 に お い て 同 一 と な る よ う に 制 限 さ れ る 。 変 異 体 な ら び に 基 準 と な る ポ
リ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ つ ま た は 複 数 の 置 換 、 挿 入 、 欠 失 の 任 意 の 組 合
せ に よ っ て 相 違 し て も よ い 。 置 換 ま た は 挿 入 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 遺 伝 子 コ ー ド に よ っ
て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 で あ っ て も 、 な く て も よ い 。 典 型 的 な 、 保 存 的 置 換 に は 、 Ｇ
ｌ ｙ 、 Ａ ｌ ａ ； 　 Ｖ ａ ｌ 、 Ｉ ｌ ｅ 、 Ｌ ｅ ｕ ； 　 Ａ ｓ ｐ 、 Ｇ ｌ ｕ ； 　 Ａ ｓ ｎ 、 Ｇ ｌ ｎ ； 　 Ｓ
ｅ ｒ 、 Ｔ ｈ ｒ ； 　 Ｌ ｙ ｓ 、 Ａ ｒ ｇ ； 　 な ら び に Ｐ ｈ ｅ お よ び Ｔ ｙ ｒ が 含 ま れ る 。 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 は 、 対 立 遺 伝 子 な ど の 天 然 に 存 在 す る も の で あ っ て
も よ く 、 あ る い は 天 然 で は 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い な い 変 異 体 で あ っ て も よ い 。 ポ リ ヌ
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ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 天 然 に は 存 在 し な い 変 異 体 は 、 変 異 誘 発 方 法 に よ っ て 、
あ る い は 直 接 合 成 に よ っ て 作 製 す る こ と も で き る 。 ま た 、 １ つ ま た は 複 数 の 翻 訳 後 の 修 飾
、 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 メ チ ル 化 、 Ａ Ｄ Ｐ － リ ボ シ ル 化 な ど を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド も 、 ま た 変 異 体 に は 含 ま れ る 。 実 施 態 様 に は 、 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 の メ チ ル 化 、 セ リ ン
お よ び ト レ オ ニ ン の リ ン 酸 化 、 な ら び に Ｃ 末 端 グ リ シ ン の 修 飾 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
「 対 立 遺 伝 子 」 は 、 ゲ ノ ム 中 の 所 与 の 遺 伝 子 座 に 存 在 す る 遺 伝 子 の 、 ２ つ ま た は そ れ 以 上
の 選 択 的 な 形 態 の １ つ を い う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
「 多 型 」 は 、 集 団 内 に お け る 、 ゲ ノ ム に お け る 所 与 の 位 置 に お け る 塩 基 配 列 (仮 に 関 連 す
る 場 合 に は 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )の 変 動 を い う 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
「 単 一 塩 基 多 型 」 (Ｓ Ｎ Ｐ )は 、 集 団 内 に お い て ゲ ノ ム 内 の １ つ の 塩 基 位 置 に お け る 、 塩 基
変 動 の 発 生 を い う 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 遺 伝 子 内 で 、 あ る い は ゲ ノ ム の 遺 伝 子 間 領 域 内 で 起 こ っ て
も よ い 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 増 幅 (Ａ Ｓ Ａ )を 使 用 し て ア ッ セ イ す る こ と が で き る
。 該 プ ロ セ ス に は 、 少 な く と も ３ つ の プ ラ イ マ ー が 必 要 と さ れ る 。 共 通 プ ラ イ マ ー が 、 ア
ッ セ イ さ れ る 多 型 に 対 し て 、 逆 方 向 に 相 補 と な る よ う に 使 用 さ れ る 。 こ の 共 通 プ ラ イ マ ー
は 、 多 型 な 塩 基 か ら 50bpか ら 1500bpの 間 で 隔 た っ た も の と で き る 。 そ れ 以 外 の ２ つ (ま た
は そ れ 以 上 )の プ ラ イ マ ー は 、 最 後 の ３ ’ 塩 基 が 、 多 型 を 構 成 す る ２ つ (ま た は そ れ 以 上 )
の 対 立 遺 伝 子 の １ つ と 一 致 す る よ う に 変 化 し て い る 点 を 除 い て 、 互 い に 同 一 で あ る 。 そ し
て 、 そ れ ぞ れ 、 共 通 プ ラ イ マ ー お よ び １ つ の 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 ２
つ (ま た は そ れ 以 上 )の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 、 サ ン プ ル Ｄ Ｎ Ａ に つ い て 行 う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ て い る 「 ス プ ラ イ ス 変 異 体 」 は 、 同 じ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 一 旦 転
写 さ れ 、 た だ し 、 択 一 的 な Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け て い る 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 か ら 作 製 さ れ
た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を い う 。 択 一 的 な Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ は 、 一 般 に は 、 イ ン ト ロ ン を 除 く
た め に 、 一 次 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 が ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け る 際 に 生 じ 、 そ れ ぞ れ 、 異 な る ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド し て も よ い 、 １ つ 以 上 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 産 生 を 引 き 起 こ す 。 ス プ ラ イ ス 変
異 体 の 用 語 は ま た 、 上 記 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を も い う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
「 同 一 性 」 は 、 そ の 配 列 を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配
列 ま た は ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 間 に お け る 相 互 関 係 を 反 映 し て い る 。 一 般 に
、 同 一 性 は 、 対 比 が な さ れ て い る 配 列 の 長 さ に わ た っ て 、 ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
あ る い は ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 、 そ れ ぞ れ 塩 基 毎 ま た は ア ミ ノ 酸 毎 の 厳 密 な 一 致 を い
う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
「 ％ 同 一 性 」 － 正 確 な 一 致 が 存 在 し な い 配 列 に つ い て は 、 「 ％ 同 一 性 」 を 決 定 す る こ と が
で き る 。 一 般 に 、 対 比 す べ き ２ つ の 配 列 を 、 配 列 間 で 最 大 の 相 関 を 与 え る よ う に ア ラ イ ン
メ ン ト さ れ る 。 こ れ に は 、 ア ラ イ ン メ ン ト の 程 度 を 高 め る た め に 、 「 ギ ャ ッ プ 」 を い ず れ
か 一 方 の 配 列 ま た は 両 方 の 配 列 に 挿 入 す る こ と を 含 ん で も よ い 。 ％ 同 一 性 は 、 比 較 さ れ て
い る 配 列 の そ れ ぞ れ の 全 長 に わ た っ て 、 決 定 し て も よ く (所 謂 、 全 体 的 な ア ラ イ ン メ ン ト )
、 同 じ 長 さ ま た は 非 常 に 類 似 す る 長 さ の 配 列 に 対 し て 、 特 に 適 し て い る ； あ る い は 、 よ り
短 い 、 限 定 さ れ た 長 さ に わ た っ て 、 決 定 し て も よ く (所 謂 、 局 所 的 な ア ラ イ ン メ ン ト )、 不
ぞ ろ い な 長 さ の 配 列 に お い て 、 よ り 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
「 類 似 性 」 は 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 間 に お け る 関 係 に 対 す る 、 よ り 精 巧 な 、 さ ら な
る 尺 度 で あ る 。 一 般 に 、 「 類 似 性 」 は 、 残 基 毎 に 基 づ き 、 (同 一 性 に 関 し て と 、 同 様 に )比
較 さ れ て い る 配 列 そ れ ぞ れ か ら の 、 相 互 に 対 を な す 残 基 間 に お け る 正 確 な 一 致 だ け で な く
、 正 確 な 一 致 が 存 在 し な い 場 合 に も 、 進 化 的 な 基 準 に 基 づ い て 、 １ つ の 残 基 は 、 他 方 に 対
す る 適 当 な 置 換 で あ る か ど う か を も 考 慮 す る 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の ア ミ ノ 酸 間 で の 比
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較 を 意 味 す る 。 こ の 蓋 然 性 は 、 付 随 し た 「 ス コ ア 」 を 有 し 、 ２ つ の 配 列 の 「 ％ 類 似 性 」 は
、 そ れ に 基 づ き 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
２ つ 以 上 の 配 列 の 同 一 性 お よ び 類 似 性 を 比 較 す る た め の 方 法 は 、 当 該 分 野 で は 周 知 と な っ
て い る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 ウ イ ス コ ン シ ン 配 列 分 析 パ ッ ケ ー ジ 　 バ ー ジ ョ ン  9.1(Devereu
x J. et al.、 Nucleic Acids Res.、 12、 387～ 395、 1984；  Genetic Computer Group、 Ma
dison、 Wisconsin、 米 国 )中 の 利 用 可 能 な プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば 、 BESTFIT お よ び GAP プ ロ
グ ラ ム を 、 ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の ％ 同 一 性 、 な ら び に ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の
％ 同 一 性 お よ び ％ 類 似 性 を 決 定 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 BESTFITは 、 Smithお よ び Wate
rmanの 「 局 所 的 相 同 性 」 ア ル ゴ リ ズ ム (J. Mol. Biol.、 147、 195～ 197、 1981、 Advances 
in Applied Mathematics、 2、 482～ 489、 1981) を 使 用 し て 、 ２ つ の 配 列 間 に お け る 、 類
似 性 の 最 も 良 い １ つ の 領 域 を 見 出 す 。 BESTFITは 、 長 さ が 類 似 し て い な い ２ つ の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 ま た は ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 比 較 に 対 し て よ り 適 し て お り 、 該 プ ロ グ ラ
ム は 、 よ り 短 い 配 列 は 、 よ り 長 い も の の 一 部 を 表 す こ と を 仮 定 し て い る 。 一 方 、 GAPは 、 N
eddlemanお よ び Wunschの ア ル ゴ リ ズ ム (J. Mol. Biol.、  48、  443～ 453、  1970) に 従 っ
て 、 「 最 大 の 類 似 性 」 を 見 出 し つ つ 、 ２ つ の 配 列 を ア ラ イ ン メ ン ト す る 。 GAPは 、 ほ ぼ 同
じ の 長 さ で あ り 、 ま た 、 ア ラ イ ン メ ン ト が 長 さ 全 体 に わ っ て 期 待 さ れ る 配 列 の 比 較 に 対 し
て よ り 適 し て い る 。 好 ま し く は 、 比 較 さ れ る も の を 、 最 適 に ア ラ イ ン メ ン ト す る た め の 、
各 プ ロ グ ラ ム に お い て 使 用 さ れ る 「 ギ ャ ッ プ 加 重 」 お よ び 「 長 さ 加 重 」 の パ ラ メ ー タ ー は
、 そ れ ぞ れ 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て は 、 50お よ び ３ で あ り 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に
対 し て は 、 12お よ び ４ で あ る 。 好 ま し く は 、 比 較 さ れ て い る ２ つ の 配 列 を 最 適 に ア ラ イ ン
メ ン ト し た 上 で 、 ％ 同 一 性 お よ び 類 似 性 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
配 列 間 の 同 一 性 お よ び ／ ま た は 類 似 性 を 決 定 す る た め の 他 の プ ロ グ ラ ム も ま た 、 当 該 分 野
で は 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ フ ァ ミ リ ー の プ ロ グ ラ ム (Altschul S.F. et al.
、  J. Mol. Biol.、  215、  403～ 410、  1990；  Altschul S. F. et al.、  Nucleic Acids
 Res.、  25: 389～ 3402、  1997; National Center for Biotechnology Information (NCB
I) (Bethesda、 Maryland、 米 国 ) か ら 入 手 す る こ と が で き 、 ま た www.ncbi.nlm.nih.gov 
の Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の ホ ー ム ペ ー ジ か ら ア ク セ ス 可 能 で あ る )、 お よ び FASTA(Pearson WR、  Method
s in Enzymology、  183、  63～ 99、  1990；  Pearson W.R. お よ び Lipman D.J.、  Proc. N
at. Acad. Sci. USA.85、  2444～ 2448、  1988； ウ イ ス コ ン シ ン 配 列 分 析 パ ッ ケ ー ジ の 一
部 と し て 入 手 可 能 で あ る )。
【 ０ ０ ７ ４ 】
好 ま し く は 、 BLOSUM62　 ア ミ ノ 酸 置 換 行 列 (Henikoff S and Henikof JG、 Proc. Nat. Aca
d. Sci. USA、  89、  10915～ 10919、  1992) を 、 比 較 の 前 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ア ミ ノ
酸 配 列 に 予 め 翻 訳 す る 場 合 を も 含 み 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 比 較 に お い て 使 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
好 ま し く は 、 プ ロ グ ラ ム  BESTFITが 、 基 準 と す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配
列 に 関 し て 、 検 討 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の ％ 同 一 性 を 決 定 す る た
め に 使 用 さ れ 、 前 記 し た よ う に 、 検 討 と 基 準 と す る 配 列 と は 、 最 適 に ア ラ イ ン メ ン ト さ れ
、 ま た 、 プ ロ グ ラ ム の パ ラ メ ー タ ー は 、 暫 定 の 値 に 設 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
「 同 一 性 指 標 」 は 、 候 補 配 列 (ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド )と 基 準 の 配 列 と を 比
較 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 、 配 列 関 連 性 の 尺 度 で あ る 。 す な わ ち 、 例 え ば 、 基 準
と す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較 し て 、 例 え ば 0.95の 同 一 性 指 標 を 有 す る 候 補 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 、 該 候 補 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 基 準 の 配 列 の 各 100塩 基 あ た り 平 均 し
て ５ 個 ま で の 相 違 を 含 ん で も よ い 点 を 除 い て 、 基 準 の 配 列 と 同 一 で あ る 。 か か る 相 違 は 、
少 な く と も １ つ の 塩 基 欠 失 、 ト ラ ン ジ シ ョ ン お よ び ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン を 含 む 置 換 、 ま た
は 挿 入 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 こ れ ら の 相 違 は 、 基 準 と な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
５ ’ ま た は ３ ’ 末 端 部 位 に 、 あ る い は こ れ ら 末 端 部 位 の 間 の 任 意 な 位 置 で 、 基 準 配 列 内 の
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塩 基 間 に 個 々 に 、 あ る い は 基 準 配 列 内 に お い て １ つ ま た は 複 数 の 連 続 し た 群 中 で 点 在 し て
、 起 こ っ て も よ い 。 換 言 す る と 、 基 準 と な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較 し た 際 、 0.95の
同 一 性 指 標 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る た め に は 、 既 に 記 載 し た よ う に 、 基 準 配
列 内 の 塩 基 100個 毎 に 、 平 均 し て ５ 個 ま で が 、 任 意 の 組 合 せ で 、 欠 失 、 置 換 ま た は 挿 入 さ
れ て い て も よ い 。 同 じ こ と が 、 同 一 性 指 標 の 他 の 値 、 例 え ば 、 0.96、 0.97、 0.98お よ び 0.
99に つ い て も 、 必 要 に 応 じ て 変 更 し て 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
同 様 に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 に は 、 基 準 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 し た と き に 、 例 え ば 、
0.95の 同 一 性 指 標 を 有 す る 候 補 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 基 準 の 配 列 の 各 100ア ミ ノ 酸 あ た り
、 平 均 し て ５ 個 ま で の 違 い を 該 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 含 ん で も よ い こ と を 除 い て 、 基 準 の 配
列 と 同 一 で あ る 。 か か る 相 違 は 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 保 存 的 な ら び に 非 保
存 的 な 置 換 を 含 む 置 換 、 ま た は 挿 入 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 こ れ ら の 相 違 は 、 基 準 と
な る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 部 位 に 、 あ る い は こ れ ら 末 端 部
位 間 の 任 意 の 位 置 に 、 基 準 配 列 内 の ア ミ ノ 酸 間 に 個 々 に 、 あ る い は 基 準 配 列 内 に お い て １
つ ま た は 複 数 の 連 続 し た 群 中 に 点 在 し て 、 起 こ っ て も よ い 。 換 言 す る と 、 基 準 の ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 と 比 較 し た 際 、 0.95の 同 一 性 指 標 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 得 る た め に は 、 既
に 記 載 し た よ う に 、 基 準 配 列 内 の ア ミ ノ 酸 の 100個 毎 に 、 平 均 し て ５ 個 ま で 、 任 意 の 組 合
せ で 、 欠 失 、 置 換 ま た は 挿 入 が な さ れ て も よ い 。 同 じ こ と が 、 同 一 性 指 標 の 他 の 値 、 例 え
ば 、 0.96、 0.97、 0.98お よ び 0.99に つ い て も 、 必 要 に 応 じ て 変 更 し て 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 の 相 違 数 と 同 一 性 指 標 と の 関 係 は 、 下 記 の 式 で 表 記 で き 、
ｎ a ≦ ｘ a － （ ｘ a ・ Ｉ ）
式 中 、
ｎ a は 、 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 の 相 違 数 で あ り 、
ｘ a は 、 配 列 番 号 ： １ あ る い は 配 列 番 号 ： ２ に お け る 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 の そ れ ぞ れ の 総
数 で あ り 、
Ｉ は 、 同 一 性 指 標 で あ り 、
・ は 、 乗 算 演 算 子 に 対 す る 記 号 で あ り 、
そ の 際 、 ｘ a と Ｉ と の 非 整 数 の 積 は 、 ｘ a か ら 減 ず る に 先 立 ち 、 最 も 近 い 整 数 に 切 り 捨 て ら
れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
「 ホ モ ロ グ 」 は 、 基 準 の 配 列 に 対 し て 、 高 度 の 配 列 関 連 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 示 す た め に 、 当 該 分 野 で 使 用 さ れ て い る 一 般 的 な 用 語 で あ る 。
か か る 関 連 性 は 、 既 に 定 義 さ れ て い る よ う に 、 ２ つ の 配 列 間 の 同 一 性 お よ び ／ ま た は 類 似
性 の 程 度 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 定 量 化 す る こ と も で き る 。 こ の 総 称 的 な 用 語 に は 、 「
オ ル ソ ロ グ 」 お よ び 「 パ ラ ロ グ 」 の 用 語 が 含 ま れ る 。 「 オ ル ソ ロ グ 」 は 、 別 の 種 中 に お け
る 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 等 価 体 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 「 パ ラ ロ グ 」 は 、 機 能 的 に 類 似 し て い る 、 同 じ 種 内 に あ る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を い う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
「 融 合 タ ン パ ク 質 」 は 、 ２ つ の 、 関 連 し な い 、 融 合 さ れ た 遺 伝 子 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト
に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を い う 。 そ の 例 が 、 米 国 特 許 第 5541087号 、 米 国 特 許 第 5
726044号 に 開 示 さ れ て い る 。 Ｆ ｃ － Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ の 場 合 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 と
し て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 の 使 用 は 、 治 療 に 使 用 す る 際 の か か る 融 合 タ ン パ ク 質 の
薬 物 動 態 学 的 性 質 を 改 善 す る た め 、 な ら び に 、 二 量 体 型 の Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ を 形 成 さ せ
る た め に 、 Ｆ ｃ － Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ ま た は 該 Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ の 断 片 の 機 能 的 発 現 を
行 う 上 で 好 都 合 で あ る 。 Ｆ ｃ － Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 は 、 ５ ’ か ら ３ ’ の 方
向 に 、 分 泌 カ セ ッ ト 、 す な わ ち 、 哺 乳 動 物 細 胞 か ら の 細 胞 外 へ の 輸 送 を 誘 起 す る シ グ ナ ル
配 列 、 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ 、 お よ び Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る 。 あ る 用
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途 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 残 部 に は 手 を 触 れ る こ と な く 、 機 能 的 な Ｆ ｃ 側 を 変 異 さ せ 、 そ
の 固 有 的 な 機 能 的 性 質 (補 体 結 合 、 Ｆ ｃ 受 容 体 結 合 )を 変 え る 、 あ る い は 発 現 後 に Ｆ ｃ 部 分
を 完 全 に 除 く こ と を 可 能 と す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
特 許 お よ び 特 許 出 願 に 限 ら ず 、 こ れ ら を 含 む 、 本 明 細 書 中 で 引 用 さ れ て い る 刊 行 物 お よ び
参 考 文 献 の 全 て は 、 十 分 に 述 べ て い る よ う に 、 個 々 の 刊 行 物 ま た は 参 考 文 献 を 、 参 照 し て
組 み 込 む た め に 、 明 示 的 か つ 個 別 的 に 示 唆 さ れ て い る よ う に 、 そ の 全 部 を 、 参 照 す る こ と
で 、 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る 。 本 出 願 が 優 先 権 を 主 張 す る 特 許 出 願 は い ず れ も 、 先 に 刊
行 物 お よ び 参 考 文 献 に 関 し て 記 載 し た と 同 様 に 、 そ の 全 部 を 、 参 照 す る こ と で 、 本 明 細 書
中 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
（ さ ら な る 実 施 例 ）
プ ラ ス ミ ド 構 築
（ す べ て の プ ラ ス ミ ド は 配 列 表 に よ り 検 証 さ れ た 。 ）
ｐ Ｄ Ｂ Ｌ ｅ ｕ － Ｐ Ｈ Ｐ １ の ク ロ ー ニ ン グ
Ｐ Ｈ Ｐ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 プ ラ イ マ ー Hispase－ Ｓ ａ ｌ － ｕ ｐ (配 列 番 号 ： ３ 、 プ
ラ イ マ ー １ )お よ び Hisapase－ Ｎ ｏ ｔ － ｌ ｏ ｗ (配 列 番 号 ： ４ 、 プ ラ イ マ ー ２ )を 用 い て Ｐ
Ｃ Ｒ 増 幅 を 行 い 、 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ (Invitrogen製 )に 連 結 し た 。 続 い て 、 ベ
ク タ ー を 、 Ｓ ａ ｌ １ お よ び Ｎ ｏ ｔ １ を 用 い て 切 断 し 、 Ｐ Ｈ Ｐ １ コ ー ド 化 断 片 を ｐ Ｄ Ｂ Ｌ ｅ
ｕ に 連 結 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
ｐ Ｌ ｅ ｘ Ａ － Ｍ Ｃ Ｓ － Ｐ Ｈ Ｐ １ の ク ロ ー ニ ン グ
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー ３ (Ｙ ２ Ｈ － Ｍ Ｃ Ｓ １ (配 列 番 号 ： ５ ))お よ び プ ラ イ マ ー
４ (Ｙ ２ Ｈ － Ｍ Ｃ Ｓ ２ (配 列 番 号 ： ６ )を ア ニ ー リ ン グ し 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ お よ び Ｓ ａ ｌ １ に よ
り 制 限 さ れ た ベ ク タ ー ｐ Ｌ ｅ ｘ Ａ (Clontech)に 連 結 し て 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ 、 Ｓ ａ ｌ １ 、 Ｘ ｈ ｏ
１ お よ び Ｎ ｏ ｔ １ の 各 制 限 部 位 を １ つ だ け 含 む ベ ク タ ー ｐ Ｌ ｅ ｘ Ａ － Ｍ Ｃ Ｓ を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
Ｐ Ｈ Ｐ １ を コ ー ド す る フ ラ グ メ ン ト を 、 Ｎ ｏ ｔ １ お よ び Ｓ ａ ｌ １ を 使 用 し て ベ ク タ ー ｐ Ｄ
Ｂ Ｌ ｅ ｕ － Ｐ Ｈ Ｐ １ か ら 単 離 し 、 ベ ク タ ー ｐ Ｌ ｅ ｘ Ａ － Ｍ Ｃ Ｓ に 連 結 し て 、 ｐ Ｌ ｅ ｘ Ａ －
Ｍ Ｃ Ｓ － Ｐ Ｈ Ｐ １ を 作 製 し た 。 す べ て の ベ ク タ ー は 配 列 決 定 に よ り 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
融 合 タ ン パ ク 質
Ｇ ａ ｌ ４ タ ン パ ク 質 お よ び Ｃ 末 端 に 連 結 さ れ た 全 長 の Ｐ Ｈ Ｐ － １ タ ン パ ク 質 配 列 を 含 む Ｇ
ａ ｌ ４ － Ｐ Ｈ Ｐ １ 融 合 タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 ７ に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
Ｌ ｅ ｘ Ａ － Ｐ Ｈ Ｐ － １ 融 合 タ ン パ ク 質 の 対 応 す る ペ プ チ ド 配 列 は Ｌ ｅ ｘ Ａ タ ン パ ク 質 配 列
お よ び Ｃ 末 端 に 連 結 さ れ た 全 長 の Ｐ Ｈ Ｐ － １ タ ン パ ク 質 配 列 を 含 む 。 該 配 列 は 配 列 番 号 ８
に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
Ｐ Ｈ Ｐ １ 相 互 作 用 タ ン パ ク 質 を 選 択 す る た め の 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ
酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 技 術 的 に シ ン プ ル で あ り 非 常 に 迅 速 で あ る
た め 、 ほ ん の 数 日 で 数 百 万 も の ク ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ 可 能 で あ る 。 そ の
シ ス テ ム の 全 て の 要 素 は 購 入 可 能 で あ る 。 そ の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 Ｇ ａ ｌ ４ (Ａ Ａ
１ － 147)ド メ イ ン お よ び Ｓ Ｂ ４ ０ ラ ー ジ の Ｎ Ｌ Ａ に 融 合 さ れ る Ｇ ａ ｌ ４ ト ラ ン ス 活 性 化 ド
メ イ ン (Ａ Ａ 768－ 881)を 結 合 す る Ｄ Ｎ Ａ が 、 受 容 体 ヒ ス チ ジ ン ・ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び
タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド の 相 互 作 用 に よ り 接 触 さ れ て い る 場 合 、 Ｈ ｉ ｓ ３ 指 標 遺 伝 子 が 活 性 化
さ れ る だ け で あ る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ か ら 単 離 さ れ た リ ガ ン ド は ヒ ス チ ジ ン ・ フ ォ ス フ
ァ タ ー ゼ に 結 合 す る が 、 そ の 結 合 パ ー ト ナ ー は 第 ２ の 違 い － Ｌ ｅ ｘ Ａ ベ ー ス 酵 母 ツ ー ハ イ
ブ リ ッ ド 選 択 ス キ ー ム － に お い て 確 認 さ れ て い る 。 も し 、 両 方 の ス ク リ ー ニ ン グ 手 段 が 同
時 に 実 行 さ れ る な ら ば 、 得 ら れ た リ ガ ン ド は 他 の シ ス テ ム で テ ス ト さ れ る 。

10

20

30

40

50

(20) JP 2005-506059 A 2005.3.3



【 ０ ０ ８ ８ 】
ｐ Ｄ Ｂ Ｌ ｅ ｕ － Ｐ Ｈ Ｐ １ を お と り 構 築 物 と し て お よ び Ｈ Ｅ Ｌ Ａ ベ ー ス の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー を え も の と し て 使 用 す る 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ (Proquest、 Life Tech
nologies)を 記 載 の 通 り に 行 っ た (セ レ ク シ ョ ン は 、 25ｍ Ｍ の ３ － ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル を 含
有 す る － Ｔ ｒ ｐ 、 － Ｌ ｅ ｕ 、 － Ｈ ｉ ｓ 最 少 培 地 に お い て 行 わ れ た )。 相 互 作 用 は 、 製 造 者
の プ ロ ト コ ル に 記 載 さ れ る よ う に 、 ウ ラ シ ル 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び ロ イ シ ン を 含 ま な い
培 地 に よ っ て 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ を 代 表 す る １ つ の 陽 性 ク ロ ー ン が 単 離 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
Ｌ ｅ ｘ Ａ ベ ー ス 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 選 択 ス キ ー ム を 使 用 す る Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ － １ ８ ０ リ ガ ン
ド の 相 互 作 用 の 確 認 ：
異 な る セ レ ク シ ョ ン ス キ ー ム に お け る 相 互 作 用 を 確 認 す る た め に 、 Matchmaker　 Ｌ ｅ ｘ Ａ
ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム (Clontech)を 製 造 者 の 条 件 に 従 っ て 使 用 し た 。 ベ ク タ ー ｐ Ｌ ｅ
ｘ Ａ － Ｍ Ｃ Ｓ － Ｐ Ｈ Ｐ － １ を お と り と し て 使 用 し た 。 ベ ク タ ー ｐ Ｐ Ｃ ８ ６ － Ｐ Ｈ Ｐ Ｉ Ｐ １
８ ０ は 、 Ｇ ａ ｌ ４ ベ ー ス の 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に お い て 上 記 の よ う に 単 離 さ れ
た が 、 こ れ を え も の と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
ｐ ５ ３ お よ び ラ ー ジ Ｔ 抗 原 の 相 互 作 用 を S.cerevisiae　 strain　 Ｅ Ｇ Ｙ ４ ８ － ｐ Ｓ Ｈ １ ８
－ ３ ２ に お い て は ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
コ ン ピ ュ ー タ ー 上 で の 分 析
上 記 記 載 の 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 同 定 さ れ た Ｐ Ｈ Ｐ １ リ ガ ン ド の
遺 伝 子 は ヒ ト 染 色 体 １ ｐ ３ １ に 位 置 し て い る 。 上 記 同 定 さ れ た 遺 伝 子 は 571Ａ Ａ 長 の タ ン
パ ク 質 を コ ー ド し 、 他 の 公 知 の タ ン パ ク 質 と の 重 要 な 配 列 同 一 性 を 示 さ な い 。 こ の 遺 伝 子
の 部 分 的 な 配 列 お よ び 対 応 す る 仮 想 的 な Ｏ Ｒ Ｆ 予 測 が デ ー タ バ ン ク に 収 め ら れ て い る 一 方
で 、 本 研 究 に お い て 明 ら か に さ れ た タ ン パ ク 質 の 機 能 は 今 ま で 示 さ れ て い な か っ た 。
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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