
(57)【要約】

本発明は、INSP017タンパク質が膜貫通型タンパク質分

子、好ましくはネトリン受容体ファミリーの膜貫通型タ

ンパク質分子として機能するという発見に基づく。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の （ i） か ら （ iii） の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド ：
　 （ i） 配 列 番 号 ： 34又 は 配 列 番 号 ： 32に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド （ 好 ま
し く は 、 配 列 番 号 ： 34に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ） ；
　 （ ii） 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 機 能 、 特 に ネ ト リ ン 受 容 体 活 性 、 ま た は （ i） の ポ リ ペ プ チ
ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 有 す る (i)の ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト で あ る ； ま た は
　 （ iii） （ i） も し く は （ ii） の 機 能 的 等 価 物 で あ る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 分 子 、 さ ら に ネ ト リ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 分 子
と し て 機 能 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 ： 32又 は 配 列 番 号 34に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ （ iii） の 機 能 的 等 価 物 で あ り 、 配 列 番 号 ： 34に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 で
あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 ： 34に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 98％ 、 98.5％ 、 99％ 又 は 99.5％ を 超 え る 配 列 同 一
性 を 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 機 能 的 等 価 物 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 ： 34に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 98.5％ を 超 え る 配 列 同 一 性 を 有 す る 請 求 項 １ ～ ５ の
い ず れ か １ 項 記 載 の 機 能 的 等 価 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ （ i） の ポ リ ペ プ チ ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 有 し 、 配 列 番 号 ： 32又 は 配 列 番 号
： 34の 配 列 に 由 来 す る ７ つ ま た は そ れ よ り 多 い （ 例 え ば ８ 、 10、 12、 14、 16、 18、 20ま た
は そ れ よ り 多 い ） ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 成 る 請 求 項 １ 記 載 の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 精 製 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 ： 31又 は 配 列 番 号 ： 33に 記 載 の 核 酸 配 列 を 有 す る か 、 ま た は 余 剰 部 分 を 含 む そ
の 等 価 物 も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 精 製 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で 請 求 項 ８ ま た は ９ 記 載 の 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 精 製 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ８ か ら １ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 11に 記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た ホ ス ト 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 し 、 好 ま し く は そ の
活 性 を 刺 激 す る リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 抗 体 で あ る 請 求 項 13記 載 の リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル も し く は 活 性 レ ベ ル を
増 加 ま た は 低 下 さ せ る 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 作 用 の い ず れ を も 誘 発 す る こ と な く 、 請 求 項 １ か ら ７ の い
ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 請 求 項 15記 載 の 化 合 物 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 が 天 然 も し く は 改 変 基 質 、 リ ガ ン ド 、 酵 素 、 レ セ プ タ ー ま た は 構 造 的 も し く は 機 能
的 摸 倣 物 で あ る 請 求 項 16記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 疾 患 の 治 療 ま た は 診 断 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド 、 請 求 項 ８ か ら 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 11記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求
項 12記 載 の ホ ス ト 細 胞 、 請 求 項 13ま た は 14記 載 の リ ガ ン ド 、 ま た は 請 求 項 15か ら 17の い ず
れ か １ 項 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 患 者 に 由 来 す る 組 織 で 、 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 天 然 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 判 定 す る か 、 ま た は 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 判 定 し 、 さ ら に 前 記 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 レ ベ ル を コ ン ト ロ ー ル レ
ベ ル と 比 較 す る こ と を 含 み 、 前 記 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル と 異 な る レ ベ ル は 疾 患 を 示 唆 す る 、
患 者 の 疾 患 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 in vitroで 実 施 さ れ る 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 （ ａ ） 請 求 項 13ま た は 14記 載 の リ ガ ン ド を 生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 リ ガ ン ド -ポ リ ペ プ チ
ド 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び （ ｂ ） 前 記 複 合 体 を 検 出 す る 工
程 を 含 む 、 請 求 項 19ま た は 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 （ ａ ） 患 者 由 来 の 組 織 サ ン プ ル を 核 酸 プ ロ ー ブ と 、 請 求 項 ８ か ら 10の い ず れ か １ 項 記 載
の 核 酸 分 子 と 前 記 プ ロ ー ブ と の 間 で ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 許 容 す る ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 （ ｂ ） コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル を 前 記 プ ロ ー ブ と 工 程 （ ａ ） で 用 い た 条 件 と 同 じ 条 件 下 で
接 触 さ せ る 工 程 ； さ ら に 、
　 （ ｃ ） 前 記 サ ン プ ル に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 を 含 み 、
コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の レ ベ ル と 異 な る 患 者 サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ッ
ド 複 合 体 レ ベ ル の 検 出 が 疾 患 を 示 唆 す る 、 請 求 項 19ま た は 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 （ ａ ） 患 者 の 組 織 由 来 の 核 酸 サ ン プ ル を 核 酸 プ ラ イ マ ー と 、 請 求 項 ８ か ら 10の い ず れ か
１ 項 記 載 の 核 酸 分 子 と 前 記 プ ラ イ マ ー と の 間 で ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 許 容 す る ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 （ ｂ ） コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル を 前 記 プ ラ イ マ ー と 工 程 （ ａ ） で 用 い た 条 件 と 同 じ 条 件 下
で 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 （ ｃ ） 前 記 サ ン プ ル の 核 酸 を 増 幅 さ せ る 工 程 ； お よ び 、
　 （ ｄ ） 患 者 サ ン プ ル お よ び コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル の 両 サ ン プ ル の 増 幅 核 酸 レ ベ ル を 検 出
す る 工 程 、 を 含 み 、
コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル の 増 幅 核 酸 レ ベ ル と 顕 著 に 異 な る 患 者 サ ン プ ル の 増 幅 核 酸 レ ベ ル の
検 出 は 疾 患 を 示 唆 す る 、 請 求 項 19ま た は 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 以 下 の （ ａ ） － （ ｃ ） の 工 程 を 含 む 請 求 項 19ま た は 20に 記 載 の 方 法 ：
　 （ ａ ） 疾 患 に つ い て 検 査 さ れ る 患 者 か ら 組 織 サ ン プ ル を 入 手 す る 工 程 ；
　 （ ｂ ） 前 記 組 織 サ ン プ ル か ら 請 求 項 ８ か ら 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 核 酸 分 子 を 単 離 す る
工 程 ； お よ び 、
　 （ ｃ ） 疾 患 に 附 随 す る 変 異 の 存 在 を 前 記 疾 患 の 指 標 と し て 前 記 核 酸 分 子 中 で 検 出 す る こ
と に よ っ て 疾 患 に つ い て 患 者 を 診 断 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 さ ら に 核 酸 分 子 を 増 幅 さ せ て 増 幅 生 成 物 を 形 成 し 、 前 記 増 幅 生 成 物 で 変 異 の 有 無 を 検 出
す る こ と を 含 む 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 核 酸 分 子 を 前 記 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
条 件 下 で 接 触 さ せ て 、 疾 患 に 附 随 す る 変 異 に 対 応 す る 任 意 の 部 分 に 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ の 非
ハ イ ブ リ ダ イ ズ 部 分 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 分 子 を 形 成 さ せ る こ と 、 お よ び 、
　 疾 患 に 附 随 す る 変 異 の 有 無 の 指 標 と し て 前 記 プ ロ ー ブ 鎖 の 非 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 部 分 の 有 無
を 検 出 す る こ と 、
に よ っ て 、 前 記 患 者 に お け る 変 異 の 有 無 を 検 出 す る 請 求 項 24ま た は 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 疾 患 が 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 、 特 に 脳 腫 瘍 、 神 経 系 腫 瘍 、 新 生 物 、 骨 腫 瘍 及 び 骨 髄 増 殖
性 疾 患 、 特 に 顆 粒 球 性 白 血 病 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 疾 患 、 心 脈 管 系 疾 患 、 神 経 疾 患 、 例 え ば
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 神 経 障 害 、 例 え ば う つ 病 、 精 神 分 裂
症 、 脳 損 傷 、 脊 髄 損 傷 、 神 経 損 傷 、 発 達 障 害 、 例 え ば 神 経 系 発 達 の 傷 害 、 神 経 系 炎 症 、 例
え ば 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 多 発 性 硬 化 症 及 び 炎 症 性 神 経 障 害 、 骨 疾
患 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 、 糸 球 体 腎 炎 、 悪 疫 質 、 エ イ ズ 、 HIV感 染 、 代 謝 異 常 、 例 え ば 糖
尿 病 、 感 染 症 、 生 殖 異 常 、 不 妊 症 、 胎 児 着 床 不 全 、 妊 娠 障 害 及 び 分 娩 合 併 症 並 び に 他 の 病
理 学 的 状 態 、 特 に ネ ト リ ン 受 容 体 が 関 係 す る も の か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 19か ら 26の い ず れ
か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 と し て 、 好 ま し く は ネ ト リ ン 受 容 体 と し て の 請 求 項 １ か ら ７ の い ず
れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 ８ か ら 10の い ず れ か １ 項 記
載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 11記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 12記 載 の ホ ス ト 細 胞 、 請 求 項 13ま た は 14
記 載 の リ ガ ン ド 、 ま た は 請 求 項 15か ら 17の い ず れ か １ 項 記 載 の 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 ８ か ら 10の い ず れ か １
項 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 以 下 の 疾 患 の 治 療 用 医 薬 の 製 造 で 使 用 さ れ る 、 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か 1項 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 ８ か ら 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 11記 載 の ベ ク タ ー 、
請 求 項 12記 載 の ホ ス ト 細 胞 、 請 求 項 13ま た は 14に 記 載 の リ ガ ン ド 、 請 求 項 15か ら 17の い ず
れ か １ 項 記 載 の 化 合 物 、 ま た は 請 求 項 29に 記 載 の 医 薬 組 成 物 ： 細 胞 増 殖 性 疾 患 、 特 に 脳 腫
瘍 、 神 経 系 腫 瘍 、 新 生 物 、 骨 腫 瘍 及 び 骨 髄 増 殖 性 疾 患 、 特 に 顆 粒 球 性 白 血 病 、 自 己 免 疫 ／
炎 症 性 疾 患 、 心 脈 管 系 疾 患 、 神 経 疾 患 、 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 多 発
性 硬 化 症 、 神 経 障 害 、 例 え ば う つ 病 、 精 神 分 裂 症 、 脳 損 傷 、 脊 髄 損 傷 、 神 経 損 傷 、 発 達 障
害 、 例 え ば 神 経 系 発 達 の 傷 害 、 神 経 系 炎 症 、 例 え ば 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬
化 症 、 多 発 性 硬 化 症 及 び 炎 症 性 神 経 障 害 、 骨 疾 患 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 、 糸 球 体 腎 炎 、 悪
疫 質 、 エ イ ズ 、 HIV感 染 、 代 謝 異 常 、 例 え ば 糖 尿 病 、 感 染 症 、 生 殖 異 常 、 不 妊 症 、 胎 児 着
床 不 全 、 妊 娠 障 害 及 び 分 娩 合 併 症 並 び に 他 の 病 理 学 的 状 態 、 特 に ネ ト リ ン 受 容 体 が 関 係 す
る も の 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 ８ か ら 10の い ず れ か １ 項 記
載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 11記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 12記 載 の ホ ス ト 細 胞 、 請 求 項 13ま た は 14
記 載 の リ ガ ン ド 、 ま た は 請 求 項 15か ら 17の い ず れ か １ 項 記 載 の 化 合 物 ま た は 請 求 項 29に 記
載 の 医 薬 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 患 者 の 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 天 然 の 遺 伝 子 の 発 現 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 健 常 な 対 象 者 で の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ
ル と 比 較 し た と き 疾 患 を 有 す る 患 者 で 低 い 疾 患 に 対 し て 、 前 記 患 者 に 投 与 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド 、 核 酸 分 子 、 ベ ク タ ー 、 リ ガ ン ド 、 化 合 物 ま た は 組 成 物 が ア ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 32
に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ４ 】
　 天 然 の 遺 伝 子 の 発 現 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 健 常 な 対 象 者 で の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ
ル と 比 較 し た と き 疾 患 を 有 す る 患 者 で 高 い 疾 患 に 対 し て 、 前 記 患 者 に 投 与 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド 、 核 酸 分 子 、 ベ ク タ ー 、 リ ガ ン ド 、 化 合 物 ま た は 組 成 物 が ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 請 求
項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル も し く は 活 性 レ ベ ル 、
ま た は 請 求 項 ８ か ら 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 核 酸 分 子 の 発 現 レ ベ ル を 前 記 患 者 由 来 の 組 織
に お い て あ る 期 間 モ ニ タ ー す る こ と を 含 む 、 患 者 で 疾 患 の 治 療 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ
て 、 コ ン ト ロ ー ル の レ ベ ル に 対 し て 前 記 期 間 の 間 の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 レ ベ ル の 変 化 が
前 記 疾 患 の 退 縮 の 指 標 で あ る 前 記 疾 患 の 治 療 を モ ニ タ ー す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 ８ か ら 10の い ず れ か １
項 記 載 の 核 酸 分 子 を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 分 子 に 対 し 結 合 親 和 性 を 有 す る と 思 わ
れ る 1つ ま た は 2つ 以 上 の 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 さ ら に 前 記 核 酸 分 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と 特
異 的 に 結 合 す る 化 合 物 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 診 断 で 有 効 な 化
合 物 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 ８ か ら 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 核 酸 分 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 第 一 の 容 器 ； 前 記 核 酸 分 子 の 増 幅 に 有 用 な プ ラ イ マ ー を 含
む 第 二 の 容 器 ； お よ び 疾 患 の 診 断 を 促 進 す る た め に 前 記 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー を 使 用
す る た め の 指 示 を 含 む 疾 患 の 診 断 に 有 用 な キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 さ ら に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い RNAを 消 化 す る た め の 物 質 を 収 納 す る 第 三 の 容 器 を 含 む 請
求 項 37の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 核 酸 分 子 の ア レ イ を 含 む キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 核 酸 分 子 の 少 な く と も １ つ が 請 求 項 ８ か
ら 10の い ず れ か １ 項 記 載 の 核 酸 分 子 で あ る 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 抗
体 、 お よ び 前 記 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 結 合 反 応 を 検 出 す る た め に 有 用 な 試 薬 を
含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を よ り 高 い レ ベ ル で 又 は よ り 低 い レ
ベ ル で 発 現 す る 、 ま た は 発 現 し な い 、 形 質 転 換 さ れ た 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ま た
は ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 41記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 さ ら に 前 記 動
物 の 疾 患 に 対 す る 前 記 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 疾 患 の 治 療 に 有 効 な 化 合 物
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に お い て 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 と し て （ 特 に ネ ト リ ン （ netrin） 受 容
体 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と し て ） 、 同 定 さ れ た 新 規 タ ン パ ク 質 （ INSP017） に 関 し 、 さ ら
に 疾 患 の 診 断 、 予 防 お よ び 治 療 に お け る こ の タ ン パ ク 質 お よ び そ の コ ー ド 遺 伝 子 に 由 来 す
る 核 酸 配 列 の 使 用 に 関 す る 。
　 本 明 細 書 に 引 用 し た 全 て の 刊 行 物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 引 用 に よ り 完 全 に 本 明 細 書
に 含 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
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（ 背 景 ）
　 薬 剤 の 発 見 プ ロ セ ス に お い て 、 機 能 ゲ ノ ム 学 の 時 代 の 到 来 に あ わ せ て 根 幹 的 な 革 命 が 現
在 進 行 し て い る 。 “ 機 能 ゲ ノ ム 学 ” と い う 用 語 は 、 対 象 の タ ン パ ク 質 配 列 に 機 能 を 帰 属 さ
せ る た め に バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス ツ ー ル を 利 用 す る ア プ ロ ー チ に 適 用 さ れ る 。 そ の よ
う な ツ ー ル は 、 配 列 デ ー タ の 生 成 速 度 が 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 配 列 に 機 能 を 割 り 当 て る 研 究
室 の 能 力 を は る か に 越 え る の で ま す ま す 必 要 性 を 増 し て い る 。
　 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス ツ ー ル の 潜 在 能 力 お よ び 精 度 が 高 ま っ て い る た め に 、 前 記 ツ
ー ル は 通 常 の 生 化 学 的 特 徴 付 け 技 術 と 急 速 に 置 き 換 え ら れ つ つ あ る 。 実 際 、 本 発 明 の 同 定
に 用 い た 高 度 な バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス ツ ー ル は 、 今 や 、 高 い 信 頼 性 を も つ 結 果 を 生 産
す る 能 力 を 有 す る 。
　 配 列 デ ー タ が 利 用 可 能 に な る に つ れ 、 種 々 の 研 究 機 関 お よ び 企 業 の 組 織 が そ れ ら を 調 査
し 、 重 要 な 発 見 が 絶 え 間 な く 達 成 さ れ 続 け て い る 。 し か し な が ら 、 研 究 お よ び 薬 剤 の 発 見
の た め の 標 的 と し て 更 に 新 た な 遺 伝 子 お よ び そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し 特
徴 付 け る 必 要 性 は 引 き 続 き 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ ネ ト リ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 背 景 ）
　 移 動 性 ニ ュ ー ロ ン 軸 索 は 、 し ば し ば 多 重 選 択 ポ イ ン ト で そ の タ ー ゲ ッ ト を 見 つ け る た め
に 誘 導 分 子 の 正 し い 提 示 を 必 要 と す る 。 ネ ト リ ン は 、 誘 引 及 び 忌 避 軸 索 の 両 方 に 関 与 し 、
従 っ て 誘 導 分 子 と し て 機 能 し て 中 枢 神 経 系 に お け る 細 胞 移 動 及 び 軸 索 パ ス 発 見 （ path-fin
ding） プ ロ セ ス を 可 能 に す る 分 泌 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー で あ る （ Where the rubber mee
ts the road: netrin expression and function in developing and adult nervous syst
ems. Manitt C, Kennedy TE. Prog Brain Res 2002;137:425-42; Cook,G et al Curr. Op
in. Neurobiol (1998) 8, 64-72） 。
　 UNC-5タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 ネ ト リ ン 誘 導 信 号 用 膜 貫 通 型 受 容 体 で あ り
（ Hong K, et al. Cell 1999 Jun 25;97(7):927-41） 、 ネ ト リ ン -1の た め の 依 存 受 容 体 （
拡 散 性 誘 引 物 質 ／ 忌 避 物 質 ） と し て 作 用 す る こ と に よ っ て 哺 乳 類 の 神 経 系 の 発 育 に 重 要 な
役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る 。 INSP17は 、 UNC-5フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る と 考 え ら れ る
。 ネ ト リ ン -1受 容 体 DCCは 、 軸 索 の 誘 導 の ネ ト リ ン 源 へ の 方 向 づ け に 結 び 付 け ら れ て お り
、 UNC-5フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は ネ ト リ ン 源 か ら の 移 動 に 必 要 で あ る （ Hong K, et al. (1
999); Finger JH, et al. 2002 Dec 1;22(23):10346-56） 。
　 実 験 的 証 拠 に よ り 、 UNC-5フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る Unc5h3は 、 Unc5h3の 変 異 に と っ
て 同 型 接 合 で あ る マ ウ ス が 失 調 症 で あ り か つ 小 脳 発 育 不 全 及 び 層 状 構 造 欠 陥 を 有 す る 発 育
中 の マ ウ ス の 小 脳 に お け る 細 胞 移 動 の 際 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 示 さ れ た （ Ackerman
, S and Knowles, B. Genomics (1998) Sep 1;52(2):205-8） 。 UNC5H3の 変 異 に と っ て 同
型 接 合 で あ る マ ウ ス は 、 失 調 症 で あ り 、 小 脳 発 育 不 全 及 び 層 状 構 造 欠 陥 を 有 す る 。 マ ウ ス
UNC5H3遺 伝 子 の ヒ ト 型 相 同 体 は 染 色 体 4q21-q23に 局 在 し 、 パ ー キ ン ソ ン 病 遺 伝 子 と 密 接 に
結 び 付 い て い る （ Ackerman, S and Knowles, B. Genomics (1998) Sep 1;52(2):205-8）
。 UNC-5フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 細 胞 質 が 位 置 付 け ら れ る 死 滅 領 域 を 含 む Ｉ 型 受 容 体 で
あ る 。 ネ ト リ ン -1の 非 存 在 下 で 、 細 胞 発 現 UNC-5受 容 体 が ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し 、 ネ ト リ
ン -1の 存 在 下 で 、 ア ポ ト ー シ ス を ブ ロ ッ ク す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 受 容 体 は 発 現 さ れ る 細
胞 中 の リ ガ ン ド の 存 在 に 依 存 性 を 与 え る 。 最 近 の 研 究 に よ り 、 UNC-5受 容 体 が カ ス パ ー ゼ
に よ っ て タ ン パ ク 質 分 解 切 断 を 起 こ し う る が 示 さ れ 、 粉 の 切 断 が ア ポ ト ー シ ス に 必 要 で あ
る こ と が 示 さ れ た （ Llambi, F et al. EMBO J (2001) 20, 2715-2722） 。
　 こ の よ う に 、 こ の 種 の 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 は 、 多 様 な 生 理 学 的 機 能 に お い て 役 割 を 果 た
す こ と が 示 さ れ て お り 、 そ の 多 く は 疾 患 プ ロ セ ス に お け る 役 割 を 果 た し う る 。 そ の 活 性 の
変 化 は 、 疾 患 の 表 現 型 を 変 え る 手 段 で あ り 、 従 っ て 新 規 の 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 の 同 定 は 、
そ れ が 多 く の 疾 患 、 特 に 炎 症 性 疾 患 、 腫 瘍 学 、 及 び 循 環 器 病 に お い て 役 割 を 果 た す 場 合 が
あ る こ と と 非 常 に 関 連 し て い る 。 従 っ て 、 新 規 の 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 の 同 定 は 、 疾 患 を 治
療 す る た め の 新 規 薬 剤 の 開 発 に お い て 役 割 を 果 た す 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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（ 本 発 明 ）
　 本 発 明 は 、 INSP017タ ン パ ク 質 が 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 分 子 と し て 、 さ ら に ネ ト リ ン 受 容
体 フ ァ ミ リ ー の 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 分 子 と し て 機 能 す る と い う 発 見 を 基 に し て い る 。
　 第 一 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、
　 （ i） 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番
号 ： 12、 配 列 番 号 ： 14、 配 列 番 号 ： 16、 配 列 番 号 ： 18、 配 列 番 号 :20、 配 列 番 号 :22、 配 列
番 号 :24、 配 列 番 号 :26、 配 列 番 号 :28、 配 列 番 号 :30、 配 列 番 号 :32お よ び ／ ま た は 配 列 番
号 :34に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む （ か ら な る （ 必 要 に よ り ） ） ；
　 （ ii） そ れ ら の フ ラ ブ メ ン ト で あ っ て 、 膜 貫 貫 通 型 タ ン パ ク 質 、 特 に ネ ト リ ン 受 容 体 と
し て 活 性 を 有 す る か 、 ま た は （ i） の ポ リ ペ プ チ ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 有 す る 、 前 記 フ
ラ グ メ ン ト で あ る ； ま た は
　 （ iii） （ i） ま た は （ ii） の 機 能 的 同 等 物 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 こ の 態 様 の ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： 32又 は 配 列 番 号 ： 34に 記 載 の ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： 32又 は 配 列 番 号 ： 34に 記
載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る 。
　 配 列 番 号 ： 2に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP017エ ク ソ ン １ ポ リ ペ
プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 4に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP0
17エ ク ソ ン 2ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 6に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
は 以 下 で は “ INSP017エ ク ソ ン 3ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 8に 記 載 の 配 列 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP017エ ク ソ ン 4ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号
： 10に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP017エ ク ソ ン 5ポ リ ペ プ チ ド ” と
称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 12に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP017エ ク ソ
ン 6ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 14に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下
で は “ INSP017エ ク ソ ン 7ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 16に 記 載 の 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP017エ ク ソ ン 8ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 18に
記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP017エ ク ソ ン 9ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ
る 。 配 列 番 号 ： 20に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP017エ ク ソ ン 10ポ
リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 22に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “
INSP017エ ク ソ ン 11ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 24に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP017エ ク ソ ン 12ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 26に 記
載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP017エ ク ソ ン 13ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ
る 。 配 列 番 号 ： 28に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP017エ ク ソ ン 14ポ
リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 30に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “
INSP017エ ク ソ ン 15ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 32及 び 配 列 番 号 ： 34に 記 載 の
配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 で は “ INSP017ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 3
2の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 34に 記 載 の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 配 列 で あ る
。 用 語 “ INSP017ポ リ ペ プ チ ド ” は 、 ま た 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド の 1つ 以 上 を ひ と ま と め に し
て 参 照 す る た め に 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る ： 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 6、 配
列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番 号 ： 12、 配 列 番 号 ： 14、 配 列 番 号 ： 16、 配 列 番 号 ： 18
、 配 列 番 号 :20、 配 列 番 号 :22、 配 列 番 号 :24、 配 列 番 号 :26、 配 列 番 号 :28、 配 列 番 号 :30、
配 列 番 号 :32お よ び 配 列 番 号 :34。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 “ 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 と し て の 活 性 を 有 す る ” と は 、 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー
内 の 保 存 特 徴 で あ る と 同 定 さ れ う る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 構 造 的 特 徴 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 参
照 す る 。
　 “ ネ ト リ ン 受 容 体 と し て の 活 性 を 有 す る ” と は 、 ネ ト リ ン 受 容 体 の フ ァ ミ リ ー 内 の 保 存
特 徴 で あ る と 同 定 さ れ う る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 構 造 的 特 徴 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 参 照 す る の
で 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 は 全 長 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 と 比 較 し て 実 質 的 に 悪 影 響
を 与 え な い 。 Unc5-様 ネ ト リ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 同 様 の 他 の メ ン バ ー で あ る INSP017は 、
以 下 の 領 域 を 含 む ： ａ ） ． （ pfam00791） 、 ZU5領 域 。 未 知 の 機 能 の ZO-1及 び Unc5-様 ネ ト
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リ ン 受 容 体 領 域 に あ る 領 域 ； ｂ ） ． （ pfam00531） 、 細 胞 質 の 死 滅 領 域 ； ｃ ） ． (pfam0009
0)、 ト ロ ン ボ ス ボ ン ジ ン Ｉ 型 領 域 ； ｄ ） ． （ pfam00047） 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 。 好 適 に
は 、 用 語 “ ネ ト リ ン 受 容 体 と し て の 活 性 を 有 す る ” は 4つ の 前 述 の 領 域 の 1つ 、 2つ 、 3つ 又
は 4つ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 参 照 す る 。 用 語 “ ネ ト リ ン 受 容 体 と し て の 活 性 を 有 す る ”
が 領 域 ａ ） 及 び ／ 又 は ｂ ） を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 参 照 す る こ と は 特 に 好 ま し い 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 配 列 は 、 ABK88064若 し く は KIAA1777（ 図 参
照 ） の ア ミ ノ 酸 及 び 核 酸 配 列 又 は JP2002153290-A若 し く は WO 02/33080に 記 載 さ れ る ア ミ
ノ 酸 又 は 核 酸 配 列 で は な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 第 二 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 精 製 核 酸
分 子 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 精 製 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 1（ INSP017エ ク ソ ン 1ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 3（ INSP017エ ク ソ ン 2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
） 、 配 列 番 号 ： 5（ INSP017エ ク ソ ン 3ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 7（ INSP01
7エ ク ソ ン 4ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 9（ INSP017エ ク ソ ン 5ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 11（ INSP017エ ク ソ ン 6ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 、 配 列 番
号 ： 13（ INSP017エ ク ソ ン 7ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 15（ INSP017エ ク ソ
ン 8ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 17（ INSP017エ ク ソ ン 9ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 19（ INSP017エ ク ソ ン 10ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 2
1（ INSP017エ ク ソ ン 11ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 23（ INSP017エ ク ソ ン 12
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 25（ INSP017エ ク ソ ン 13ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ） 、 配 列 番 号 ： 27（ INSP017エ ク ソ ン 14ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 29
（ INSP017エ ク ソ ン 15ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 31（ INSP017ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ） 、 配 列 番 号 ： 33（ 全 長 INSP017ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） に 記 載 の 核 酸
配 列 を 有 す る か 、 ま た は こ れ ら 配 列 の い ず れ か の 重 複 性 （ redundant） 等 価 物 ま た は フ ラ
グ メ ン ト で あ る 。
　 第 三 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 本 発 明 の 第 二 の 特 徴 の 核 酸
分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 精 製 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 第 四 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 二 ま た は 第 三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー
、 例 え ば 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 の こ の 特 徴 の 好 ま し い 態 様 で は 、 ベ ク タ ー は 、
PCR4-TOPO-INSP017ベ ク タ ー で あ る （ 図 ６ 参 照 ） 。
　 第 五 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 四 の 特 徴 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞
を 提 供 す る 。
　 第 六 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 し 、 さ
ら に 好 ま し く は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 刺 激 す る リ ガ ン ド を 提 供 す る 。
　 第 七 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 遺
伝 子 の 発 現 を 変 化 さ せ る か 、 ま た は 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る
た め に 有 効 な 化 合 物 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の 第 七 の 特 徴 の 化 合 物 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 レ
ベ ル を 増 加 さ せ る か （ ア ゴ ニ ス ト 作 用 ） 、 ま た は 低 下 さ せ る （ ア ン タ ゴ ニ ス ト 作 用 ） 。 重
要 な こ と に は 、 INSP017ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 疾 患 の 治 療 お よ び
／ ま た は 診 断 に 有 効 な 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の デ ザ イ ン が 可
能 に な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 第 八 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 診 断 ま た は 治 療 で 使 用 す る た め に 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ
リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の 第 二 も し く は 第 三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 、 ま た は 本 発 明 の 第 四 の
特 徴 の ベ ク タ ー 、 ま た は 本 発 明 の 第 六 の 特 徴 の リ ガ ン ド 、 ま た は 本 発 明 の 第 七 の 特 徴 の 化
合 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 分 子 は ま た 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 、 特 に 脳 腫 瘍 、 神 経 系 腫 瘍 、 新 生
物 、 骨 腫 瘍 及 び 骨 髄 増 殖 性 疾 患 、 特 に 顆 粒 球 性 白 血 病 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 疾 患 、 心 脈 管 系
疾 患 、 神 経 疾 患 、 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 神 経 障 害 、
例 え ば う つ 病 、 精 神 分 裂 症 、 脳 損 傷 、 脊 髄 損 傷 、 神 経 損 傷 、 発 達 障 害 、 例 え ば 神 経 系 発 達
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の 傷 害 、 神 経 系 炎 症 、 例 え ば 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 多 発 性 硬 化 症 及
び 炎 症 性 神 経 障 害 、 骨 疾 患 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 、 糸 球 体 腎 炎 、 悪 疫 質 、 エ イ ズ 、 HIV感
染 、 代 謝 異 常 、 例 え ば 糖 尿 病 、 感 染 症 、 生 殖 異 常 、 不 妊 症 、 胎 児 着 床 不 全 （ embryo impla
ntation failure） 、 妊 娠 障 害 及 び 分 娩 合 併 症 並 び に 他 の 病 理 学 的 状 態 、 特 に ネ ト リ ン 受
容 体 が 関 係 す る も の を 治 療 す る 医 薬 の 製 造 に お い て も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 第 九 番 目 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 患 者 で 疾 患 を 診 断 す る 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る
： 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル 、 ま た は 本
発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル を 前 記 患 者 由 来 の 組 織 で 評 価 し 、 さ ら に 前
記 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル を コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 こ の 場 合 前 記 コ
ン ト ロ ー ル レ ベ ル と 異 な る レ ベ ル は 疾 患 を 示 唆 す る 。 前 記 の 方 法 は 好 ま し く は in vitroで
実 施 さ れ る で あ ろ う 。 同 様 な 方 法 は 患 者 で の 疾 患 治 療 の モ ニ タ リ ン グ に 使 用 す る こ と が で
き る 。 こ の 場 合 、 時 間 の 経 過 に し た が っ て ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 分 子 の 発 現 も し く は 活
性 レ ベ ル が コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル に 向 か っ て 変 化 す る の は 疾 患 の 緩 解 の 指 標 と な る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 好 ま し い 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ： （ ａ
） 本 発 明 の 第 六 の 特 徴 の リ ガ ン ド （ 例 え ば 抗 体 ） を 生 物 学 的 サ ン プ ル と リ ガ ン ド -ポ リ ペ
プ チ ド 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び 、 （ ｂ ） 前 記 複 合 体 を 検 出
す る 工 程 。
　 本 発 明 の 第 九 番 目 の 特 徴 に 記 載 の 方 法 に は 、 例 え ば 短 い プ ロ ー ブ に よ る 核 酸 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 点 変 異 分 析 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 増 幅 、 お よ び 異 常 な タ ン パ
ク 質 レ ベ ル を 検 出 す る 抗 体 を 用 い る 方 法 と い っ た 種 々 の 異 な る 方 法 が 存 在 す る こ と は 、 当
業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 同 様 な 方 法 を 短 期 ま た は 長 期 ベ ー ス で 用 い て 、 モ ニ タ ー さ れ る
疾 患 の 治 療 を 可 能 に す る こ と が で き る 。 本 発 明 は ま た 前 記 疾 患 診 断 方 法 で 有 用 な キ ッ ト も
提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 第 十 番 目 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は ネ ト リ ン 受 容 体 と し
て の 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ
プ チ ド は 、 神 経 保 護 剤 （ neuroprotectant） と し て の 有 用 性 も 見 出 す こ と が で き る 。
　 第 十 一 番 目 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 医 薬 組 成 物 を 提 供 し 、 前 記 医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 の 第
一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の 第 二 も し く は 第 三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 、 ま た は 本
発 明 の 第 四 の 特 徴 の ベ ク タ ー 、 ま た は 本 発 明 の 第 六 の 特 徴 の リ ガ ン ド 、 ま た は 本 発 明 の 第
七 の 特 徴 の 化 合 物 を 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 と 組 合 わ せ て 含 有 す る 。
　 第 十 二 番 目 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 疾 患 の 診 断 ま た は 治 療 を 目 的 と す る 医 薬 品 の 製 造 で
使 用 す る た め に 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の 第 二 の も し く は 第
三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 、 ま た は 本 発 明 の 第 四 の 特 徴 の ベ ク タ ー 、 ま た は 本 発 明 の 第 六 の 特 徴
の リ ガ ン ド 、 ま た は 本 発 明 の 第 七 の 特 徴 の 化 合 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 第 十 三 番 目 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 患 者 の 疾 患 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 し 、 前 記 方 法 は 、 本
発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の 第 二 も し く は 第 三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 、
ま た は 本 発 明 の 第 四 の 特 徴 の ベ ク タ ー 、 ま た は 本 発 明 の 第 六 の 特 徴 の リ ガ ン ド 、 ま た は 本
発 明 の 第 七 の 特 徴 の 化 合 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 遺 伝 子 の 発 現 、 ま た は 本 発 明 の
第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 健 常 な 対 象 者 の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル と 比 較 し た と
き 罹 患 対 象 者 で 低 下 す る 疾 患 の 場 合 、 前 記 患 者 に 投 与 さ れ る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子
、 リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 は ア ゴ ニ ス ト で な け れ ば な ら な い 。 逆 に 、 前 記 天 然 の 遺 伝 子 の 発
現 、 ま た は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 健 常 な 対 象 者 の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル と 比 較 し た
と き 罹 患 対 象 者 で 上 昇 す る 疾 患 の 場 合 、 前 記 患 者 に 投 与 さ れ る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分
子 、 リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で な け れ ば な ら な い 。 前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト の
例 に は ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 リ ボ ザ イ ム お よ び リ ガ ン ド （ 例 え ば 抗 体 ） が 含 ま れ る 。
　 第 十 四 番 目 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を 高 レ ベ ル で 、

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-532035 A 2005.10.27



ま た は 低 レ ベ ル で 発 現 さ せ る た め に 、 ま た は 全 く 発 現 さ せ な い た め に 形 質 転 換 し た ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク ま た は 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 を 提 供 す る 。 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 は 、 疾 患 の 研 究 用 モ デ ル と し て 非 常 に 有 用 で あ り 、 さ ら に 前 記 疾 患 の 治 療 ま た は 診 断
に 有 効 な 化 合 物 の 同 定 を 目 的 と す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 を 利 用 す る た め に 用 い る こ と が で き る 標 準 的 な 技 術 お よ び 方 法 の 要 旨 は 下 記 で 提
供 さ れ る 。 本 発 明 は 、 記 載 し た 同 定 の 方 法 論 、 プ ロ ト コ ル 、 細 胞 株 、 ベ ク タ ー お よ び 試 薬
に 限 定 さ れ な い こ と は 理 解 さ れ よ う 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 専 門 用 語 は 単 に 個 々 の 態 様 を
説 明 す る た め の も の で あ り 、 前 記 用 語 に よ っ て 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 し よ う と す る も の で は
な い こ と も ま た 理 解 さ れ よ う 。 本 発 明 の 範 囲 は 添 付 の 請 求 の 範 囲 の 用 語 に よ っ て の み 限 定
さ れ る 。
　 本 明 細 書 で は 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 に つ い て の 標 準 的 な 略 語 が 用 い ら れ る 。
　 本 発 明 の 実 施 で は 別 に 指 示 が な け れ ば 、 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 リ コ ン ビ ナ ン ト DNA技
術 お よ び 免 疫 学 の 通 常 の 技 術 が 用 い ら れ る で あ ろ う 。 前 記 技 術 は 当 業 者 の 技 術 範 囲 内 で あ
る 。
　 前 記 の よ う な 技 術 は 文 献 で 完 全 に 説 明 さ れ て い る 。 特 に 適 切 な 解 説 書 の 例 に は 以 下 が 含
ま れ る ： Sambrook Molecular Cloning；  A Laboratory Manual, Second Edition (1989)
；  DNA Cloning, Vol. I and II ( D.N. Glover ed. 1985)； Oligonucleotide Synthesis
 (M.J. Gait ed. 1984)； Nucleic Acid Hybridization (B.D. Hames & S.J. Higgins eds
. 1984)； Transcription and Translation (B.D. Hames & S.J. Higgins eds. 1984)； An
imal Cell Culture (R.I. Freshney ed. 1986)； Immobilized Cells and Enzymes (IRL P
ress, 1986)； B. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984)； the Metho
ds in Enzymology series (Academic Press, Inc.)特 に Vol. 154 & 155； Gene Transfer 
Vectors for Mammalian Cells (J.H. Miller and M.P. Calos eds. 1987, Cold Spring H
arbor Laboratory)； Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Mayer a
nd Walker, eds. 1987, Academic Press, London)； Scopes, (1987) Protein Purificati
on：  Principles and Practice, Second Edition (Springer Verlag, NY)； お よ び Handbo
ok of Experimental Immunology, Vols. I－ IV (D.M. Weir and C.C. Blackwell eds. 19
86)。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る “ ポ リ ペ プ チ ド ” と い う 用 語 は 、 ペ プ チ ド 結 合 ま た は 改 変 ペ プ
チ ド 結 合 に よ っ て 互 い に 結 合 し た 2つ ま た は 3つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 任 意 の ペ プ チ ド ま た
は タ ン パ ク 質 （ す な わ ち ペ プ チ ド イ ソ ス タ ー ） が 含 ま れ る 。 こ の 用 語 は 、 短 鎖 （ ペ プ チ ド
お よ び オ リ ゴ ペ プ チ ド ） お よ び 長 鎖 （ タ ン パ ク 質 ） の 両 方 を 指 す 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 成 熟 タ ン パ ク 質 の 形 態 を 有 す る も の で も よ く 、 ま た プ レ -、 プ
ロ -ま た は プ レ プ ロ -タ ン パ ク 質 で あ っ て プ レ -、 プ ロ -ま た は プ レ プ ロ -部 分 の 切 断 に よ っ
て 活 性 化 さ れ 、 活 性 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ る タ ン パ ク 質 で も よ い 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ
チ ド で は 、 プ レ -、 プ ロ -ま た は プ レ プ ロ -配 列 は リ ー ダ ー 配 列 も し く は 分 泌 配 列 で あ っ て
も 、 ま た は 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 精 製 の た め に 用 い ら れ る 配 列 で あ っ て も よ い 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド は 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 分 を 形 成 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 1つ ま た は 2つ 以 上 の 付 加 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と が し ば し ば 有 利 で あ る 。 前 記
付 加 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 例 え ば リ コ ン ビ ナ ン ト 形 成 時 に 、 分 泌 も し く は リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ
-配 列 、 精 製 を 促 進 す る 配 列 、 ま た は よ り 高 い タ ン パ ク 質 安 定 性 を 付 与 す る 配 列 を 含 ん で
も よ い 。 あ る い は 、 ま た は 前 記 に 加 え て 、 前 記 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を 別 の 化 合 物 、 例 え ば 前
記 ポ リ ペ プ チ ド の 半 減 期 を 増 加 さ せ る よ う な 化 合 物 （ 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） を
融 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 の プ ロ セ ス （ 例 え ば 翻 訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ ） に よ っ て 、 ま た は 当
業 者 に 周 知 の 化 学 的 改 変 技 術 に よ っ て 改 変 さ れ た 、 20の 遺 伝 子 コ ー ド ア ミ ノ 酸 以 外 の ア ミ
ノ 酸 を 含 ん で い て も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 一 般 的 に 存 在 す る 公 知 の 改 変 に は グ リ
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コ シ ル 化 、 脂 質 付 加 、 硫 化 、 γ -カ ル ボ キ シ ル 化 （ 例 え ば グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の ） 、 ヒ ド ロ
キ シ ル 化 お よ び ADP-リ ボ シ ル 化 が あ る 。 他 の 可 能 な 改 変 に は 、 ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ア
ミ ド 化 、 フ ラ ビ ン の 共 有 結 合 付 加 、 ヘ ム 部 分 の 共 有 結 合 付 加 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ
オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 結 合 付 加 、 脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合 付 加 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル
の 共 有 結 合 付 加 、 架 橋 、 環 状 化 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 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 メ ー ト の 形 成 、 ホ ル ミ ル 化 、 GPIア ン カ ー 形 成 、 ヨ ー
ド 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 酸 化 、 タ ン パ ク 分 解 性 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 リ ン 酸 化 、 プ
レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル 化 、 タ ン パ ク 質 へ の ト ラ ン ス フ ァ ー RNA媒 介 性 ア ミ ノ 酸
付 加 （ 例 え ば ア ル ギ ニ ル 化 ） お よ び ユ ビ キ チ ン 結 合 が 含 ま れ る 。
　 改 変 は 、 ペ プ チ ド 骨 格 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 お よ び ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド 内 の い ず れ の 場 所 に 生 じ て も よ い 。 実 際 、 共 有 結 合 改 変 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 ま た は そ の 両 端 の 妨 害 (blockage)は 、 天 然 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ
ド お よ び 合 成 ポ リ ペ プ チ ド で 一 般 的 で あ り 、 そ の よ う な 改 変 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に も
存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 内 に 生 じ る 改 変 は 多 く の 場 合 ポ リ ペ プ チ ド が 生 成 さ れ る 方 法 に よ っ て 変 動
す る で あ ろ う 。 組 換 え に よ っ て 生 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 、 大 部 分 の 改 変 の 性 質 お よ
び 程 度 は 、 個 々 の 宿 主 細 胞 の 改 変 能 力 お よ び 問 題 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に 存 在 す
る 改 変 シ グ ナ ル に よ っ て 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン は 異 な る 種
類 の 宿 主 細 胞 間 で 変 動 す る で あ ろ う 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 任 意 の 適 切 な 様 式 で 調 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ポ リ ペ
プ チ ド に は 、 単 離 さ れ た 天 然 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 細 胞 培 養 か ら 精 製 ） 、 組 換
え に よ り 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド （ 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む ） 、 合 成 に よ り 生 成 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド 、 ま た は 前 記 方 法 を 併 用 し て 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 INSP017ポ リ ペ プ チ ド （ 好 ま し
く は INSP034） と 相 同 な ポ リ ペ プ チ ド で あ ろ う 。 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 と し て 、 2つ の ポ リ
ペ プ チ ド は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 一 方 の 配 列 が 他 方 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 に 対 し て 充 分 な
同 一 性 ま た は 類 似 性 を 有 す る 場 合 、 “ 相 同 で あ る ” と 称 す る 。 “ 同 一 性 ” と は 、 ア ラ イ ン
メ ン ト を 施 し た 配 列 の ど の 特 定 の 場 所 に お い て も 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 前 記 配 列 間 で 同 一 で あ
る こ と を 示 す 。 “ 類 似 性 ” は 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 施 し た 配 列 の い ず れ の 特 定 の 場 所 に お い
て も 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 前 記 配 列 間 で 類 似 の 種 類 で あ る こ と を 示 す 。 同 一 性 お よ び 類 似 性 の
度 合 い は 容 易 に 計 算 で き る （ Computational Molecular Biology, A.M. Lesk ed., Oxford
 University Press, New York, 1988； Biocomputing. Informatics and Genome Projects
, D.W. Smith ed., Academic Press, New York, 1993； Computer Analysis of Sequence 
Data, Part 1, A.M. Griffin and H.G. Griffin eds., Humana Press, New Jersey, 1994
； Sequence Analysis in Molecular Biology, G. von Heinje, Academic Press, 1987；
お よ び Sequence Analysis Primer, M. Gribskov and J. Devereux eds., M. Stockton Pr
ess, New York, 1991） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し た が っ て 、 相 同 な ポ リ ペ プ チ ド に は 、 INSP017ポ リ ペ プ チ ド （ 好 ま し く は 配 列 番 号 ： 3
4に 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ） の 天 然 の 生 物 学 的 変 種 （ 例 え ば 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 由 来 し
た 種 に お け る 対 立 形 質 変 種 ま た は 地 理 的 変 種 ） お よ び 変 異 体 （ 例 え ば ア ミ ノ 酸 置 換 、 挿 入
ま た は 欠 失 を 含 む 変 異 体 ） が 含 ま れ る 。 前 記 変 異 体 は 、 1つ ま た は 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基
が 保 存 的 ま た は 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 残 基 （ 好 ま し く は 保 存 的 ア ミ ノ 酸 残 基 ） で 置 換 さ れ て い
る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で も よ く 、 さ ら に そ の よ う な 置 換 ア ミ ノ 酸 残 基 は 遺 伝 コ ー ド で コ ー
ド さ れ た も の で も そ う で な く て も よ い 。 典 型 的 な 前 記 の 置 換 は 、 Ala、 Val、 Leuお よ び Ile
間 で ； Serと Thr間 で ； 酸 性 残 基 Aspと Glu間 で ； Asnと Gln間 で 、 塩 基 性 残 基 Lysと Arg間 で ；
ま た は 芳 香 族 残 基 Pheと Tyr間 で 生 じ る 。 特 に 好 ま し い も の は 、 い く つ か （ す な わ ち 5か ら 1
0、 1か ら 5、 1か ら 3、 1か ら 2、 ま た は 単 に 1つ ） の ア ミ ノ 酸 が 任 意 の 組 合 せ で 置 換 さ れ た ま
た は 欠 失 ま た は 付 加 さ れ た 変 種 で あ る 。 特 に 好 ま し い も の は 、 タ ン パ ク 質 の 特 性 お よ び 活
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性 を 変 化 さ せ な い サ イ レ ン ト 置 換 、 付 加 お よ び 欠 失 で あ る 。 さ ら に こ れ に 関 し て 特 に 好 ま
し い も の は 保 存 的 置 換 で あ る 。
　 前 記 変 異 体 に は ま た 、 1つ ま た は 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 典 型 的 に は 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド 間 で 80％ を 越 え る 同 一 性 は 機 能 的 等 価 物 の 指 標 で あ る
と 考 え ら れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 INSP
017ポ リ ペ プ チ ド （ 好 ま し く は 配 列 番 号 ： 34） と 、 ま た は そ の 活 性 な フ ラ グ メ ン ト と 80％
を 越 え る 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 よ り 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ ぞ れ 90％ 、 95％ 、 98％
、 98.5％ 、 99％ ま た は 99.5％ を 越 え る 同 一 性 を 有 す る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 構 造 に つ い て の ア ラ イ ン メ
ン ト の 1つ ま た は 2つ 以 上 の 技 術 を 用 い て 同 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ ろ う 。 例 え ば 、 バ イ
オ ペ ン ジ ウ ム （ Biopendium） 検 索 デ ー タ ベ ー ス の 作 製 に 用 い ら れ る 検 索 ツ ー ル の 一 角 を 構
成 す る イ ン フ ァ ー マ テ ィ カ =ゲ ノ ム ス レ ッ ダ ー （ Inpharmatica Genome Threader） 技 術 を
用 い て （ 同 時 係 属 PCT特 許 出 願 （ PCT/GB01/01105（ WO 01/69507と し て 公 開 さ れ る ） ） を 参
照 さ れ た い ） 、 現 在 の と こ ろ 機 能 は 未 知 で あ る が 、 INSP017ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と の 顕 著 な
構 造 的 相 同 性 を 共 有 す る た め に 、 分 泌 分 子 活 性 を 有 す る と 予 測 さ れ る （ 一 方 、 INSP017ポ
リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 低 い 配 列 同 一 性 し か も た な い が ） ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と が で
き る 。 “ 顕 著 な 構 造 的 相 同 性 ” と は 、 イ ン フ ァ ー マ テ ィ カ =ゲ ノ ム ス レ ッ ダ ー が 2つ の タ ン
パ ク 質 が 10％ 以 上 の 確 度 で 構 造 的 相 同 性 を 共 有 す る と 予 測 す る こ と を 意 味 す る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 INSP017ポ リ ペ プ チ ド （ 好 ま し く は 、 配 列
番 号 ： 34） の フ ラ グ メ ン ト 並 び に INSP017ポ リ ペ プ チ ド （ 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ： 34） の
機 能 的 等 価 物 の フ ラ グ メ ン ト を 含 む が 、 た だ し こ れ ら フ ラ グ メ ン ト が ネ ト リ ン 受 容 体 活 性
を 保 持 す る か 、 ま た は INSP017ポ リ ペ プ チ ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 有 す る こ と を 条 件 と す
る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 “ フ ラ グ メ ン ト ” と い う 用 語 は 、 INSP017ポ リ ペ プ チ ド （ 好
ま し く は 、 配 列 番 号 ： 34） ま た は そ の 機 能 的 等 価 物 の １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 （ 全 体 で
は な い が ） と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 前 記 フ ラ グ メ ン ト は 、 前 記
配 列 に 由 来 す る 少 な く と も ｎ 個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む べ き で あ り 、 さ ら に 個 々 の 配 列
に 応 じ て ｎ は 好 ま し く は ７ ま た は そ れ よ り 大 き い （ 例 え ば 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20ま
た は そ れ よ り 大 き い ） 。 小 さ な フ ラ グ メ ン ト は 抗 原 決 定 基 を 構 成 す る こ と が で き る 。
　 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 “ 独 立 的 存 在 (free-standing)” （ す な わ ち 、 他 の ア ミ ノ
酸 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 で は な く 、 ま た 他 の ア ミ ノ 酸 も し く は ポ リ ペ プ チ ド に 融 合
さ れ て い な い ） で あ っ て も よ く 、 ま た は よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ て 、 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド の 部 分 ま た は 領 域 を 形 成 し て も よ い 。 よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド の 内 部 に 含 ま れ て い
る 場 合 は 、 本 発 明 の フ ラ グ メ ン ト は 最 も 好 ま し く は 連 続 す る た だ １ つ の 領 域 を 形 成 す る 。
例 え ば あ る 種 の 好 ま し い 態 様 は 、 前 記 フ ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 末 端 に 融 合 し た プ レ － お よ び
／ ま た は プ ロ － ポ リ ペ プ チ ド 領 域 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び ／ ま た は 前 記 フ ラ グ メ ン
ト の カ ル ボ キ シ 末 端 に 融 合 し た 付 加 的 領 域 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト に 関 す る 。 し か し な が ら
、 い く つ か の フ ラ グ メ ン ト が た だ １ つ の よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド の 内 部 に 含 ま れ て い て も
よ い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト （ 少 な く と も １ つ の 抗 原 決 定 基
を 含 む ） を 用 い て 、 例 え ば ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と い っ た 、 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 な リ ガ ン ド を 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 を 用 い て 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る ク ロ ー ン を 単 離 ま た は 同 定 す る か 、 ま た は ア フ ィ ニ テ
ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る こ と が で き る 。 前 記 抗 体 は ま た 、
当 業 者 に は 明 ら か な よ う に 他 の 利 用 の 中 で と り わ け 診 断 的 ま た は 治 療 的 補 助 と し て も ま た
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 “ 免 疫 特 異 的 ” と い う 用 語 は 、 前 記 抗 体 が 、 従 来 技 術 に お け る 他 の 関 連 ポ リ ペ プ チ ド に
対 す る 親 和 性 よ り も 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 実 質 的 に 強 い 親 和 性 を 有 す る こ と を 意
味 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る “ 抗 体 ” と い う 用 語 は 、 完 全 な 分 子 だ け で な く 問 題 の 抗 原 決 定
基 と 結 合 す る こ と が で き る そ の フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば Fab、 F(ab’ )2お よ び Fvも 意 味 す る
。 し た が っ て 、 そ の よ う な 抗 体 は 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 所 望 さ れ る 場 合 は 、 選 択 さ れ る 哺 乳 類 （ 例 え ば マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、
ヤ ギ ま た は ウ マ ） は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド で 免 疫 す る こ と が で き る 。 動 物
を 免 疫 す る た め に 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 リ コ ン ビ ナ ン ト DNA技 術 に よ っ て 誘 導 す る
か 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 所 望 す る 場 合 に は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 担 体
タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と が で
き る 一 般 的 に 用 い ら れ る 担 体 に は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン お よ び キ ー ホ
ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン が 含 ま れ る 。 続 い て 前 記 担 体 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 動 物
を 免 疫 す る こ と が で き る 。 血 清 は 免 疫 し た 動 物 か ら 採 集 さ れ 、 既 知 の 方 法 （ 例 え ば イ ム ノ
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） に し た が っ て 処 理 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た 当 業 者 は 容 易 に
生 成 で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 一 般 的 な 方 法 論
は 周 知 で あ る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： G. Kohler & C. Milstein, Nature 256： 495
－ 497(1975)；  Kozbor et al., Immunology Today 4： 72(1983)；  Cole et al., 77－ 96 
“ Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy” , Alan R. Liss, Inc. (1985)） 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 成 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の パ ネ ル (p
anel)を 種 々 の 特 性 、 す な わ ち ア イ ソ タ イ プ 、 エ ピ ト ー プ 、 親 和 性 な ど に つ い て ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ れ ら を 作 ら せ た 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド
の 精 製 に 特 に 有 用 で あ る 。 あ る い は 、 対 象 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、
例 え ば 当 技 術 分 野 で 知 ら れ る PCR技 術 に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 単 離 し 、 さ ら に ク ロ ー
ニ ン グ し 適 切 な ベ ク タ ー で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
　 非 ヒ ト 可 変 領 域 が ヒ ト 定 常 領 域 と 結 合 ま た は 融 合 さ れ て い る キ メ ラ 抗 体 （ 例 え ば 以 下 を
参 照 さ れ た い ： Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84： 3439(1987)） も ま た 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 抗 体 は 、 例 え ば ヒ ト 化 に よ っ て 改 変 し て 各 個 体 で の 免 疫 原 性 を 減 少 さ せ る こ と が で き る
（ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Jones et al., Nature,321： 522(1986)；  Verhoeyen et a
l., Science, 239： 1534(1988)；  Kabat et al., J. Immunol., 147： 1709(1991)；  Quee
n et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86： 10029(1989)；  Gorman et al., Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA, 88： 34181(1991)；  Hodgson et al., Bio/Technology 9： 421(1991)
） 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ ヒ ト 化 抗 体 ” と い う 用 語 は 、 非 ヒ ト ド ナ ー 抗 体 の 重 鎖 お よ び
／ ま た は 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン 中 の CDRア ミ ノ 酸 お よ び 選 択 し た 他 の ア ミ ノ 酸 が ヒ ト 抗 体 の
等 価 な ア ミ ノ 酸 に 代 替 さ れ て い る 抗 体 分 子 を 指 す 。 し た が っ て 、 ヒ ト 化 抗 体 は ヒ ト の 抗 体
と 密 接 に 類 似 す る が ド ナ ー 抗 体 の 結 合 能 力 を 有 す る 。
　 ま た 別 の 選 択 肢 で は 、 前 記 抗 体 は 、 2つ の 異 な る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 有 し 、 各 ド メ イ ン
は 異 な る エ ピ ト ー プ に 誘 導 さ れ る “ 二 重 特 異 性 ” 抗 体 で あ っ て も よ い 。
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 技 術 を 用 い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 活 性 を も つ 抗
体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 関 連 抗 体 の 保 有 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た ヒ ト 由 来 の リ ン
パ 球 の PCR増 幅 V-遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー 、 ま た は 未 感 作 ラ イ ブ ラ リ ー の い ず れ か か ら 選 択 す
る こ と が で き る （ J. McCafferty et al., (1990) Nature 348： 552－ 554；  J. Marks et 
al., (1992) Biotechnology 10： 779－ 783） 。 前 記 抗 体 の 親 和 性 は 、 鎖 の シ ャ ッ フ リ ン グ
に よ っ て 改 善 す る こ と も で き る （ T. Clackson et al., (1991) Nature 352： 624－ 628）
。
　 上 記 の 技 術 に よ っ て 作 製 さ れ た 抗 体 は （ ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ れ モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ れ ）
、 免 疫 ア ッ セ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） ま た は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA
） で 試 薬 と し て 用 い る こ と が で き る と い う さ ら に 別 の 有 用 性 を 有 す る 。 前 記 の 利 用 で は 、

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-532035 A 2005.10.27



こ れ ら 抗 体 は 分 析 的 に 検 出 可 能 な 試 薬 （ 例 え ば 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 分 子 ま た は 酵 素 ） で
標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 第 二 お よ び 第 三 の 特 徴 の 好 ま し い 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配
列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番 号 ： 12、 配 列 番 号 ： 14、 配 列 番 号 ： 16、
配 列 番 号 ： 18、 配 列 番 号 ： 20、 配 列 番 号 ： 22、 配 列 番 号 ： 24、 配 列 番 号 ： 26、 配 列 番 号 ：
28、 配 列 番 号 ： 30、 配 列 番 号 ： 32お よ び 配 列 番 号 ： 34に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 並 び に 機
能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ る 。 こ れ ら 核 酸 分 子 を 本 明 細 書 に 記 載 し
た 方 法 お よ び 用 例 で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 好 ま し く は 本 明 細 書 に 開
示 し た 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も ｎ 個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ の 場 合 、 前 記 個
々 の 配 列 に 応 じ て ｎ は 10ま た は そ れ よ り 大 き い （ 例 え ば 12、 14、 15、 18、 20、 25、 30、 35
、 40ま た は そ れ よ り 大 き い ） 。
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 上 記 で 述 べ た 核 酸 分 子 に 相 補 的 な 配 列 も 含 む （ 例 え ば ア ン チ セ ン
ス ま た は プ ロ ー ブ と し て の 目 的 の た め に ） 。
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 RNA（ 例 え ば mRNA） 、 ま た は DNA（ 例 え ば cDNA、 合 成 DNAま た は ゲ
ノ ム DNAを 含 む ） の 形 態 を と る こ と が で き る 。 そ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 ク ロ ー ニ ン グ に よ
っ て 、 化 学 合 成 に よ っ て 、 ま た は そ れ ら を 併 用 し て 得 る こ と が で き る 。 前 記 核 酸 分 子 は 、
固 相 ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 化 学 合 成 の よ う な 技 術 を 用 い る ゲ ノ ム ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー か
ら の 化 学 合 成 に よ っ て 、 ま た は 生 物 体 か ら 分 離 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
RNA分 子 は 一 般 的 に は DNA配 列 の in vitroま た は in vivo転 写 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き
る 。
　 核 酸 分 子 は 二 本 鎖 で も 一 本 鎖 で も よ い 。 一 本 鎖 DNAは コ ー ド 鎖 （ セ ン ス 鎖 と し て も 知 ら
れ る ） で も 、 非 コ ー ド 鎖 （ ア ン チ セ ン ス 鎖 と も 称 さ れ る ） で も よ い 。
　 “ 核 酸 分 子 ” と い う 用 語 に は 、 DNAお よ び RNAの ア ナ ロ グ （ 例 え ば 改 変 骨 格 を 含 む も の ）
、 並 び に ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） も 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ PNA” と い う 用 語 は ア
ン チ セ ン ス 分 子 ま た は 抗 遺 伝 子 (anti-gene)作 用 因 子 を 指 し 、 長 さ が 少 な く と も ５ ヌ ク レ
オ チ ド で あ っ て ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド 骨 格 と 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 前 記
ペ プ チ ド 骨 格 は 好 ま し く は リ ジ ン で 終 わ り 、 前 記 末 端 リ ジ ン は 当 該 組 成 物 に 可 溶 性 を 付 与
す る 。 PNAは PEG化 （ pegylated） さ れ て 細 胞 内 で の 寿 命 が 延 長 さ れ て も よ い ｛ 細 胞 内 で は
、 PNAは 優 先 的 に 相 補 性 一 本 鎖 DNAお よ び RNAと 結 合 し て 転 写 物 の 伸 長 を 停 止 さ せ る （ P.E. 
Nielsen et al. (1993) Anticancer Drug Des. 8： 53－ 63） ｝ 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 配 列 番 号 ： 2の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 1に 示 し た 核 酸 分 子 の
コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 4の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列
番 号 ： 3に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 6の ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 5に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列
番 号 ： 8の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 7に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド
配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 10の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ：
9に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 12の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 11に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号
： 14の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 13に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配
列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 16の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 15
に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 18の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 17に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ：
20の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 19に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列
と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 22の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 21に
示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 24の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 23に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 26
の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 25に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と
同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 28の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 27に 示

10

20

30

40

50

(14) JP 2005-532035 A 2005.10.27



し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 30の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 29に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 32の
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 31に 示 し た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同
一 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： 34の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 33に 示 し
た 核 酸 分 子 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ ろ う 。 こ れ ら の 分 子 は ま た 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 退 の 結 果
と し て 、 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番
号 ： 12、 配 列 番 号 ： 14、 配 列 番 号 ： 16、 配 列 番 号 :18、 配 列 番 号 :20、 配 列 番 号 :22、 配 列
番 号 :24、 配 列 番 号 :26、 配 列 番 号 :28、 配 列 番 号 :30、 配 列 番 号 :32お よ び 配 列 番 号 :34の ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 と 異 な る 配 列 を 有 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な 核 酸 分 子 に
は 、 そ れ だ け で 成 熟 な ポ リ ペ プ チ ド の た め の コ ー ド 配 列 ； 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の た め の コ ー
ド 配 列 お よ び 付 加 コ ー ド 配 列 （ 例 え ば リ ー ダ ー 配 列 ま た は 分 泌 配 列 を コ ー ド す る も の ） 、
例 え ば プ ロ -、 プ レ -ま た は プ レ プ ロ -ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る も の ； 前 述 の 付 加 的
コ ー ド 配 列 を 伴 な う 、 ま た は 伴 な わ な い が 、 さ ら に 付 加 的 な 非 コ ー ド 配 列 （ 非 コ ー ド 5’
お よ び 3’ 配 列 を 含 む ） を 伴 な う 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 が 含 ま れ る が 、 た だ し こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。 前 記 の 非 コ ー ド 5’ お よ び 3’ 配 列 は 、 例 え ば 転 写 さ れ る 非 翻 訳 配 列
で 、 転 写 （ 終 止 シ グ ナ ル を 含 む ） 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 お よ び mRNA安 定 性 に お い て 役 割 を 果 た
す も の で あ る 。 前 記 核 酸 分 子 は 、 更 な る 官 能 性 を 提 供 す る ア ミ ノ 酸 の よ う な 付 加 ア ミ ノ 酸
を コ ー ド す る 付 加 配 列 を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 第 二 お よ び 第 三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド の フ
ラ グ メ ン ト ま た は 機 能 的 等 価 物 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト も コ ー ド し 得 る 。 そ の よ う な 核 酸
分 子 は 、 天 然 に 存 在 す る 変 種 （ 例 え ば 天 然 に 存 在 す る 対 立 形 質 変 種 ） で あ っ て も 、 ま た は
前 記 分 子 は 天 然 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い な い 変 種 で あ っ て も よ い 。 前 記 の よ う な 天 然
に 存 在 し な い 核 酸 分 子 の 変 種 は 、 突 然 変 異 誘 発 技 術 （ 核 酸 分 子 、 細 胞 ま た は 生 物 に 対 し て
適 用 さ れ る 技 術 が 含 ま れ る ） に よ っ て 達 成 で き る 。
　 こ の よ う な 変 種 の 中 で は 、 特 に ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 に よ っ て 前 述 の 核
酸 分 子 と 異 な る 変 種 が 挙 げ ら れ る 。 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 は １ つ ま た は ２ つ 以 上 の ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 変 種 は コ ー ド 領 域 ま た は 非 コ ー ド 領 域 ま た は そ の 両 方 が 変 化
し て い て も よ い 。 コ ー ド 領 域 に お け る 変 化 は 、 保 存 的 ま た は 非 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠
失 ま た は 挿 入 を も た ら し 得 る 。
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は ま た 、 多 様 な 理 由 で 、 遺 伝 子 生 成 物 （ ポ リ ペ プ チ ド ） の ク ロ ー ニ ン
グ 、 プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び ／ ま た は 発 現 の 改 変 を 含 む 当 技 術 分 野 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る
方 法 を 用 い て 操 作 さ れ 得 る 。 ラ ン ダ ム フ ラ グ メ ン ト 化 に よ る DNAシ ャ ッ フ リ ン グ お よ び 遺
伝 子 フ ラ グ メ ン ト お よ び 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の PCRリ ア ッ セ ン ブ リ ー は 、 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 操 作 に 用 い ら れ 得 る 技 術 に 含 ま れ る 。 位 置 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を 用 い て 、 新 規 な
制 限 部 位 の 挿 入 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 、 コ ド ン の 優 先 性 の 変 化 、 ス プ ラ イ シ ン グ
変 種 の 生 成 、 変 異 の 導 入 な ど 、 そ の 他 を 行 う こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 異 種 配 列 に 連 結 さ れ 、 そ れ
に よ っ て 結 合 核 酸 分 子 が 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が で き る よ う に し て も よ い 。 前
記 の よ う な 結 合 核 酸 分 子 は 本 発 明 の 第 二 ま た は 第 三 の 特 徴 に 包 含 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の 阻 害 物 質 の た め の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、
前 記 の よ う な 結 合 核 酸 分 子 を 用 い て 、 市 販 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 を 発
現 さ せ る こ と は 有 用 で あ ろ う 。 融 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 異 種
タ ン パ ク 質 配 列 と の 間 に 位 置 す る 切 断 部 位 を 含 む よ う に 操 作 し 、 そ れ に よ っ て 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド を 異 種 タ ン パ ク 質 か ら 切 り 離 し て 精 製 す る こ と が で き る よ う に し て も よ い 。
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は ま た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 部 分 的 に 相 補
的 で あ り 、 し た が っ て コ ー ド 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る （ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ）
ア ン チ セ ン ス 分 子 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な ア ン チ セ ン ス 分 子 （ 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
） は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 標 的 核 酸 を 認
識 し 、 そ の 標 的 核 酸 と 特 異 的 に 結 合 し て そ の 転 写 を 妨 げ る よ う に デ ザ イ ン す る こ と が で き
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る （ 例 え ば 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： J.S. Cohen, Trends in Pharm. Sci., 10： 435(1
989)；  J. Okano, Neurochem. 56： 560(1991)；  J. O’  Connor, Neurochem. 56： 560(19
91)；  Lee et al., Nucleic Acids Res. 6： 3073(1979)；  Cooney et al., Science 241
： 456(1988)；  Dervan et al., Science 251： 1360(1991)） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ” と い う 用 語 は 、 2つ の 核 酸 分 子 が 水
素 結 合 に よ っ て 互 い に 結 合 す る こ と を 指 す 。 典 型 的 に は 、 1つ の 分 子 が 固 相 支 持 体 に 固 定
さ れ 、 他 方 は 溶 液 中 で 遊 離 し て い る で あ ろ う 。 続 い て 2つ の 分 子 を 水 素 結 合 に 適 し た 条 件
下 で 互 い に 接 触 さ せ る 。 前 記 結 合 に 影 響 す る 因 子 に は 以 下 が 含 ま れ る ： 溶 媒 の 種 類 お よ び
体 積 ； 反 応 温 度 ； ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 時 間 ； 攪 拌 ； 液 相 分 子 の 固 相 支 持 体 へ の 非 特
異 的 結 合 を 妨 害 す る 薬 剤 （ デ ン ハ ル ト 試 薬 、 ま た は BLOTTO） ； 分 子 の 濃 度 ； 分 子 の 結 合 速
度 を 増 加 さ せ る 化 合 物 の 使 用 （ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） ； お よ
び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 く 洗 浄 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ Sambrook et al.（ 上
掲 書 ） を 参 照 さ れ た い ） 。
　 完 全 に 相 補 的 な 分 子 と 標 的 分 子 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 阻 害 は 、 当 業 者 に 知 ら れ
る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 用 い て 調 べ る こ と が で き る （ 例 え ば Sambrook et al
.（ 上 掲 書 ） を 参 照 さ れ た い ） 。 し た が っ て 、 実 質 的 に 相 同 な 分 子 は 、 文 献 （ G.M. Wahl a
nd S.L. Berger, 1987, Methods Enzymol. 152： 399－ 407；  A.R. Kimmel, 1987, Method
s Enzymol. 152： 507－ 511） に 開 示 さ れ た よ う に 完 全 に 相 同 な 分 子 と 標 的 分 子 と の 結 合 を
種 々 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 競 合 さ せ 阻 害 す る で あ ろ う 。
　 “ ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ” と は 、 異 な る 分 子 の 結 合 よ り も 非 常 に 類 似 し た 分 子 の 結 合 に 適
し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 条 件 を 指 す 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 条 件 は 、 以 下 を 含 む 溶 液 （ 50％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 5倍 の SSC（ 150mM NaCl、 15mMク
エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム ） 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH7.6） 、 5倍 の デ ン ハ ル ト 溶 液 、 10％ の
硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び 20μ g/mLの 変 性 せ ん 断 サ ケ 精 子 DNA） 中 で 42℃ で 一 晩 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 続 い て フ ィ ル タ ー を 0.1倍 の SSCで 約 65℃ で 洗 浄 す る と 定 義 さ れ る 。 低 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 が 35℃ で 実 施 さ れ る こ と を 含 む （ Sa
mbrook et al.（ 上 掲 書 ） を 参 照 さ れ た い ） 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用
い ら れ る 条 件 は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 構 成 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の こ の 特 徴 の 好 ま し い 態 様 は 、 INSP017ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ：
4、 配 列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番 号 ： 12、 配 列 番 号 ： 14、 配 列 番 号
： 16、 配 列 番 号 ： 18、 配 列 番 号 ： 20、 配 列 番 号 ： 22、 配 列 番 号 ： 24、 配 列 番 号 ： 26、 配 列
番 号 ： 28、 配 列 番 号 ： 30、 配 列 番 号 ： 32及 び 配 列 番 号 ： 34） を コ ー ド す る 核 酸 分 子 お よ び
そ の よ う な 核 酸 分 子 と 実 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 と そ の 全 長 に わ た っ て 少 な く と も 70％ 、
80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 又 は 98％ 同 一 で あ る 核 酸 分 子 で あ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の こ
の 特 徴 の 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 ： 3で 与 え ら れ る 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 ま た
は そ れ ら と 相 補 的 な 核 酸 分 子 と そ の 全 長 に わ た っ て 少 な く と も 80％ 同 一 の 領 域 を 含 む 。 こ
れ に 関 し て は 、 前 記 と そ の 全 長 に わ た っ て 少 な く と も 90％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 95％ 、
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 98％ ま た は 99％ 同 一 の 核 酸 分 子 が 好 ま し い 。 こ の 特 徴 の 好 ま し
い 態 様 は 、 INSP017ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 生 物 学 的 機 能 ま た は 活 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る ： （ ａ
） 二 重 鎖 を 形 成 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 本 発 明 の 核 酸 プ ロ ー ブ を 生 物 学 的 サ
ン プ ル と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び （ ｂ ） 形 成 さ れ た 前 記 の 全 て の 二 重 鎖 を 検 出 す る 工 程 。
　 本 発 明 に し た が っ て 利 用 す る こ と が で き る ア ッ セ イ に 関 連 し て 下 記 で さ ら に 考 察 す る よ
う に 、 上 記 で 述 べ た 核 酸 分 子 を RNA、 cDNAま た は ゲ ノ ム DNAの た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ と し て 用 い 、 INSP017ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 完 全 長 の cDNAお よ び ゲ ノ ム ク
ロ ー ン を 単 離 し 、 さ ら に 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 高 い 配 列 類 似 性 を 有 す る
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相 同 遺 伝 子 ま た は オ ー ソ ロ グ 遺 伝 子 の cDNAま た は ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 す る こ と が で き る
。
　 こ れ に 関 し て は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 他 の 技 術 の 中 で 特 に 以 下 の 技 術 を 利 用 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら の 技 術 は 例 示 と し て 下 記 で 考 察 さ れ る 。 DNAの シ ー ク エ ン シ ン グ お よ び 解
析 の た め の 方 法 は 周 知 で 、 当 技 術 分 野 で は 一 般 的 に 利 用 可 能 で あ り 、 本 明 細 書 で 考 察 さ れ
る 本 発 明 の 態 様 の 多 く を 実 施 す る た め に 実 際 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 で は
、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ の Klenowフ ラ グ メ ン ト 、 シ ー ク エ ナ ー ゼ （ US Biochemical Corp., C
leaveland, OH） 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Prekin Elmer） 、 耐 熱 性 T7ポ リ メ ラ ー ゼ （ Amersham
, Chicago, IL） 、 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ と 校 正 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ の 組 合 せ （ 例 え ば 市 販
（ Gibco/BRL, Gaithersburg, MD） の ELONGASE増 幅 キ ッ ト で 見 出 さ れ る よ う な も の ） の よ
う な 酵 素 を 利 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 シ ー ク エ ン シ ン グ プ ロ セ ス は 、 例 え ば ハ
ミ ル ト ン マ イ ク ロ ラ ブ （ Hamilton Micro Lab） 2200（ Hamilton, Reno, NV） 、 ペ ル テ ィ エ
サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Peltier Thermal Cycler） PTC200（ MJ Research, Watertown, MA）
、 ABIカ タ リ ス ト 並 び に 373お よ び 377DNAシ ー ク エ ン サ ー （ Perkin Elmer） の よ う な 機 器 を
用 い て 自 動 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 INSP017ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 と 等 価 な 機 能 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子
を 単 離 す る 方 法 の １ つ は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 標 準 的 な 方 法 を 用 い る 、 天 然 の プ ロ
ー ブ ま た は 人 工 的 に デ ザ イ ン し た プ ロ ー ブ に よ る ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ま た は cDNAラ イ ブ ラ
リ ー の 探 索 で あ る （ 例 え ば 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： “ Current Protocols in Molecul
ar Biology” , Ausubel et al.(eds). Greene Publishing Association and John Wiley 
Interscience, New York, 1989, 1992） 。 特 に 有 用 な プ ロ ー ブ は 、 適 切 な コ ー ド 遺 伝 子 （
配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 3、 配 列 番 号 ： 5、 配 列 番 号 ： 7、 配 列 番 号 ： 9、 配 列 番 号 ： 11、
配 列 番 号 ： 13、 配 列 番 号 ： 15、 配 列 番 号 ： 17、 配 列 番 号 ： 19、 配 列 番 号 ： 21、 配 列 番 号 ：
23、 配 列 番 号 ： 25、 配 列 番 号 ： 27、 配 列 番 号 ： 29、 配 列 番 号 ： 31又 は 配 列 番 号 ： 33） に 由
来 す る 核 酸 配 列 に 一 致 す る か 、 ま た は 前 記 配 列 と 相 補 的 で あ る 、 少 な く と も 15、 好 ま し く
は 少 な く と も 30、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 50の 連 続 す る 塩 基 を 含 む プ ロ ー ブ で あ る 。
前 記 の よ う な プ ロ ー ブ は 分 析 的 検 出 が 可 能 な 試 薬 で 標 識 し て 前 記 プ ロ ー ブ の 識 別 を 容 易 に
す る こ と が で き る 。 有 用 な 試 薬 に は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 色 素 、 お よ び 検 出 可 能 な 生 成
物 の 形 成 を 触 媒 し 得 る 酵 素 が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の プ ロ ー
ブ を 用 い て 、 当 業 者 は 、 ヒ ト 、 哺 乳 類 ま た は 他 の 動 物 供 給 源 か ら 対 象 の タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る ゲ ノ ム DNA、 cDNAま た は RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 的 な コ ピ ー を 単 離 し 、 近 縁 配 列
、 例 え ば 前 記 の フ ァ ミ リ ー 、 タ イ プ お よ び ／ ま た は サ ブ タ イ プ に 属 す る ま た 別 の メ ン バ ー
に つ い て 、 前 記 の 供 給 源 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 多 く の 場 合 、 単 離 さ れ る cDNA配 列 は 不 完 全 で 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 は 短 く （
通 常 は 5'末 端 で ） 切 断 さ れ て い る で あ ろ う 。 完 全 長 cDNAを 得 る た め に 、 ま た は 短 い cDNAを
伸 長 さ せ る た め に 、 い く つ か の 方 法 が 利 用 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 配 列 は 、 部 分 的 な ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 用 い 、 上 流 の 配 列 （ 例 え ば プ ロ モ ー タ ー お よ び 調 節 エ レ メ ン ト ） を 検 出 す
る た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 を 用 い て 伸 長 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 使 用
さ れ 得 る あ る 方 法 は 、 cDNA末 端 迅 速 増 幅 法 （ RACE； 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Frohman 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA(1988) 85： 8998－ 9002） に 基 づ く 。 前 記 技 術 の 最
近 の 改 変 （ 例 え ば マ ラ ソ ン （ Marathon） （ 商 標 ） 技 術 （ Clontech Laboratories Inc.） に
よ り 例 示 さ れ る ） は 、 よ り 長 い cDNAの 検 索 を 顕 著 に 単 純 化 し た 。 わ ず か に 異 な る 技 術 （ “
制 限 部 位 ” PCRと 称 さ れ る ） で は 、 普 遍 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 既 知 の 遺 伝 子 座 に 近 接 す る
未 知 の 核 酸 配 列 が 検 索 さ れ る （ G. Sarkar (1993) PCR Methods Applic. 2： 318－ 322） 。
逆 PCRも ま た 、 既 知 の 領 域 に 基 づ く 多 様 な プ ラ イ マ ー を 用 い た 配 列 の 増 幅 ま た は 伸 長 に 用
い る こ と が で き る （ T. Triglia et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16： 8186） 。 使 用 で
き る 別 の 方 法 は 捕 捉 PCRで 、 前 記 は 、 ヒ ト お よ び 酵 母 の 人 工 染 色 体 DNAで 既 知 配 列 に 近 接 す
る DNAフ ラ グ メ ン ト の PCR増 幅 を 含 む （ M. Lagerstrom et al. (1991) PCR Methods Applic
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. 1： 111－ 119） 。 未 知 の 配 列 を 検 索 す る た め に 利 用 可 能 な 別 の 方 法 は パ ー カ ー の 方 法 で
あ る （ J.D. Parker et al.(1991) Nucleic Acids Res. 19： 3055－ 3060） 。 さ ら に 、 ゲ ノ
ム DNAを 少 し ず つ 移 動 し て 調 べ る た め に PCR、 入 れ 子 （ nested） プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ モ ー
タ ー フ ァ イ ン ダ ー TM（ PromoterFinderTM） ラ イ ブ ラ リ ー （ Clontech, Palo Alto, CA） を
用 い て も よ い 。 こ の 方 法 で は ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ が 不 要 で 、 イ ン ト ロ ン ／ エ ク
ソ ン 結 合 部 の 発 見 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 完 全 長 cDNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 場 合 、 よ り 大 き な cDNAを 包 含 す る た め に サ イ ズ 選 択 を
実 施 し た ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に ま た 、 遺 伝 子 の 5'領 域 を 含 む 配 列
を よ り 多 く 含 む と い う 点 で ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ し た (random－ primed)ラ イ ブ ラ リ ー が 好
ま し い 。 ラ ン ダ ム プ ラ イ ム ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 は 、 オ リ ゴ d(T)ラ イ ブ ラ リ ー が 完 全 長 cDNA
を 生 成 で き な い 状 況 で 特 に 好 ま し い で あ ろ う 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 、 5'非 転 写 調 節 領 域
に 配 列 を 伸 長 さ せ る た め に 有 用 で あ ろ う 。
　 本 発 明 の あ る 態 様 で は 、 染 色 体 上 の 位 置 特 定 の た め に 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 用 い る こ と が
で き る 。 こ の 技 術 で は 、 核 酸 分 子 は 個 々 の ヒ ト 染 色 体 上 の 特 定 の 位 置 に 対 し て 特 異 的 に 標
的 化 さ れ 、 個 々 の ヒ ト 染 色 体 上 の 特 定 の 位 置 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が で き る 。 本 発
明 の 関 連 配 列 の 染 色 体 上 へ の マ ッ ピ ン グ は 、 遺 伝 子 関 連 疾 患 に 関 す る 配 列 の 相 関 性 確 認 に
お い て 重 要 な 工 程 で あ る 。 い っ た ん 染 色 体 の 正 確 な 位 置 に 配 列 が マ ッ ピ ン グ さ れ た ら 、 前
記 配 列 の 染 色 体 上 の 物 理 的 な 位 置 を 遺 伝 子 地 図 デ ー タ と 相 関 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ
う な デ ー タ は 、 例 え ば 以 下 で 見 出 す こ と が で き る ： V. McKusick, Mendelian Inheritance
 in Man（ ジ ョ ー ン ズ ホ プ キ ン ス 大 学 、 ウ ェ ル チ 医 学 図 書 館 を 通 じ て オ ン ラ イ ン で 入 手 可
能 で あ る ） 。 同 じ 染 色 体 領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 遺 伝 子 と 疾 患 と の 関 係 を 、 次 に 連 鎖 解 析
（ 物 理 的 に 近 接 す る 遺 伝 子 の 同 時 遺 伝 (coinheritance)） に よ っ て 同 定 す る 。 こ れ に よ り
、 ポ ジ シ ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン グ ま た は 他 の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 疾 患 遺 伝 子 を 検 索 す る 研
究 者 に 貴 重 な 情 報 が 提 供 さ れ る 。 い っ た ん 疾 患 ま た は 症 候 群 の 位 置 が 遺 伝 連 鎖 に よ っ て 特
定 の ゲ ノ ム 領 域 で 大 ま か に 限 局 さ れ た ら 、 前 記 領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ る い ず れ の 配 列 も 、
更 な る 解 析 の た め の 関 連 ま た は 調 節 遺 伝 子 と な る こ と が で き る 。 前 記 核 酸 分 子 は ま た 、 正
常 な 個 体 、 キ ャ リ ア 個 体 ま た は 罹 患 個 体 間 で 転 座 、 逆 位 な ど に よ る 染 色 体 位 置 上 の 相 違 を
検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は ま た 組 織 分 布 同 定 (tissue localisation)の た め に 貴 重 で あ る 。 そ
の よ う な 技 術 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 検 出 に よ っ て 組 織 中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 パ タ ー ン の 決 定 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の 技 術 に は in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 技 術 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 技 術 （ 例 え ば PCR） が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 研 究 か ら 得 ら れ
る 結 果 は 、 生 物 内 で の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 機 能 を 示 唆 す る 。 さ ら に 、 変 異 遺 伝 子 に
よ っ て コ ー ド さ れ る mRNAの 発 現 パ タ ー ン と 正 常 mRNA発 現 パ タ ー ン と の 比 較 研 究 に よ っ て 、
変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 疾 患 に お け る 役 割 に 対 す る 貴 重 な 洞 察 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 不 適
切 な 発 現 は 時 間 的 、 位 置 的 ま た は 量 的 性 質 を 有 す る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 み 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で も 発 現 ベ ク タ ー
で も よ い 。 本 発 明 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ま た は 形 質 導 入 さ れ 得 る 本 発
明 の 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 で も 真 核 細 胞 で も よ い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 宿 主 細 胞 内 に 含 ま れ る ベ ク タ ー 中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 核 酸 分 子 の 発 現 に よ っ て リ コ ン ビ ナ ン ト 形 態 で 調 製 す る こ と が で き る 。 前 記 の よ う
な 発 現 方 法 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 以 下 の 文 献 に よ り 詳 細 に 記 述 さ れ 得 る ： Sambro
ok et al.（ 上 掲 書 ） お よ び Fernandez & Hoeffler（ 1998, eds. “ Gene expression syst
ems. Using nature for the art of expression” , Academic Press, San Diego, London
, Boston, New York, Sydney, Tokyo, Toronto） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 一 般 的 に は 、 要 求 さ れ る 宿 主 で ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 さ せ る た め に 核 酸 分 子 の 維 持 、 増 殖
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ま た は 発 現 に 適 し た い ず れ の 系 ま た は ベ ク タ ー も 用 い る こ と が で き る 。 周 知 で あ り 日 常 的
で あ る 種 々 の 技 術 の い ず れ に よ っ て も （ 例 え ば 前 掲 書 （ Sambrook et al.） に 記 載 さ れ た
よ う な も の ） 、 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 発 現 系 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、
コ ー ド 遺 伝 子 は 制 御 エ レ メ ン ト （ 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 （ 細 菌 で の 発
現 の 場 合 ） 、 お よ び 場 合 に よ っ て オ ペ レ ー タ ー ） の 制 御 下 に 置 か れ 、 そ れ に よ っ て 所 望 の
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を 形 質 転 換 宿 主 細 胞 で RNAに 転 写 さ せ る こ と が で き る 。
　 適 切 な 発 現 系 の 例 に は 、 例 え ば 染 色 体 系 、 エ ピ ソ ー ム 系 お よ び ウ イ ル ス 由 来 系 、 例 え ば
以 下 に 由 来 す る ベ ク タ ー が 含 ま れ る ： 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 、 ウ イ ル ス 、 例 え ば バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス 、 パ ポ ー バ ウ イ ル ス （ 例 え ば SV40） 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス
、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ま た は 上 記 の 組 合 せ 、 例 え
ば プ ラ ス ミ ド と バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 遺 伝 子 エ レ メ ン ト に 由 来 す る も の （ 例 え ば コ ス ミ ド
お よ び フ ァ ー ジ ミ ド を 含 む ） 。 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） も ま た 、 プ ラ ス ミ ド に 包 含 さ せ 発
現 さ せ る よ り も 大 き い DNAフ ラ グ メ ン ト を 搬 送 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 特 に 適 切 な 発 現 系 に は 、 リ コ ン ビ ナ ン ト バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド ま た は コ ス ミ
ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 微 生 物 （ 例 え ば 細 菌 ） ； 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転
換 さ れ た 酵 母 ； ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ） を 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞
系 ； ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 CaMV； タ バ コ モ ザ イ
ク ウ イ ル ス 、 TMV） ま た は 細 菌 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば Tiま た は pBR322プ ラ ス ミ ド ） で 形 質
転 換 し た 植 物 細 胞 系 ； ま た は 動 物 細 胞 系 が 含 ま れ る 。 無 細 胞 翻 訳 系 も ま た 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド の 生 成 に 用 い る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 は 、 多 く の 標 準 的 な 実
験 室 マ ニ ュ ア ル （ 例 え ば 、 Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (1986)
お よ び 上 掲 書 （ Sambrook et al.） ） に 記 載 さ れ た 方 法 に よ っ て 達 成 で き る 。 特 に 適 切 な
方 法 に は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ベ ク シ ョ ン (transvection)、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 陽 イ オ ン 脂
質 仲 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 、 擦 過 ロ ー
デ ィ ン グ （ scrape loading） 、 弾 道 導 入 ま た は 感 染 が 含 ま れ る （ 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Sa
mbrook et al.（ 1989） 上 掲 書 ； Ausbel et al.（ 1991） 上 掲 書 ； Spector, Goldman & Lei
nward,（ 1998） ） 。 真 核 細 胞 で は 、 発 現 系 は 、 そ の 系 の 要 求 に 応 じ て 一 過 性 （ 例 え ば 、 エ
ピ ソ ー ム 性 ） 又 は 永 続 的 （ 染 色 体 組 込 み ） で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 コ ー ド 核 酸 分 子 は 、 所 望 で あ れ ば 、 例 え ば シ グ ナ ル ペ プ チ ド ま た は リ ー ダ ー 配 列 の よ う
な 制 御 配 列 を コ ー ド す る 配 列 を （ 例 え ば 翻 訳 ポ リ ペ プ チ ド の 小 胞 体 内 、 細 胞 周 辺 腔 ま た は
細 胞 外 環 境 へ の 分 泌 の た め に ） 含 ん で い て も 含 ん で い な く て も よ い 。 こ の シ グ ナ ル は 前 記
ポ リ ペ プ チ ド に と っ て 内 因 性 で あ っ て も 異 種 シ グ ナ ル で あ っ て も よ い 。 リ ー ダ ー 配 列 は 、
翻 訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ で 細 菌 宿 主 に よ っ て 取 り 除 く こ と が で き る 。
　 コ ン ト ロ ー ル 配 列 の 他 に 、 宿 主 細 胞 の 増 殖 に 関 連 し て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 調 節 を
可 能 に す る 調 節 配 列 を 付 加 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る 。 調 節 配 列 の 例 は 、 化 学 的 ま た
は 物 理 的 刺 激 （ 調 節 化 合 物 の 存 在 を 含 む ） ま た は 多 様 な 温 度 も し く は 代 謝 条 件 に 応 答 し て
遺 伝 子 の 発 現 を 増 加 さ せ た り 低 下 さ せ た り す る 配 列 で あ る 。 調 節 配 列 は 、 ベ ク タ ー の 非 翻
訳 領 域 、 例 え ば エ ン ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 並 び に 5'お よ び 3'非 翻 訳 領 域 で あ る 。 こ れ ら
は 、 宿 主 細 胞 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し て 、 転 写 お よ び 翻 訳 を 実 行 す る 。 そ の よ う な 調 節 配
列 は 、 そ の 強 さ お よ び 特 異 性 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 用 い ら れ る ベ ク タ ー 系 お よ び 宿
主 に 依 存 し て 、 多 く の 適 切 な 転 写 お よ び 翻 訳 エ レ メ ン ト （ 構 成 性 お よ び 誘 発 性 プ ロ モ ー タ
ー を 含 む ） を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 菌 系 で ク ロ ー ニ ン グ す る と き は 、 誘 発 性 プ
ロ モ ー タ ー 、 例 え ば Bluescriptフ ァ ー ジ ミ ド （ Stratagene, La Jolla, CA） ま た は pSport
l（ 商 標 ） プ ラ ス ミ ド （ Gibco BRL） な ど の ハ イ ブ リ ッ ド ｌ ａ ｃ Ｚ プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ
と が で き る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ポ リ ヘ ド リ ン (polyhedrin)プ ロ モ ー タ ー は 昆 虫 細 胞 で 用 い
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る こ と が で き る 。 植 物 細 胞 ゲ ノ ム に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー （ 例 え ば 熱
シ ョ ッ ク 、 RUBISCOお よ び 貯 蔵 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 ） ま た は 植 物 ウ イ ル ス に 由 来 す る プ ロ モ
ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー （ 例 え ば ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー ま た は リ ー ダ ー 配 列 ） は 、 ベ ク
タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 哺 乳 類 細 胞 系 で は 、 哺 乳 類 遺 伝 子 由 来 ま た は 哺 乳
類 ウ イ ル ス 由 来 の プ ロ モ ー タ ー が 好 ま し い 。 配 列 の 多 数 コ ピ ー を 含 む 細 胞 株 の 作 製 が 必 要
な 場 合 、 SV40ま た は EBVを ベ ー ス に し た ベ ク タ ー を 適 切 な 選 択 マ ー カ ー と と も に 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 特 定 の 核 酸 コ ー ド 配 列 を 適 切 な 調 節 配 列 と と も に ベ ク タ ー 内 に 配 置 さ
せ る こ と が で き る よ う に 構 築 さ れ る 。 前 記 コ ー ド 配 列 の 調 節 配 列 に 関 す る 位 置 お よ び 向 き
は 、 前 記 コ ー ド 配 列 が 調 節 配 列 の “ 制 御 下 ” で 転 写 さ れ る よ う な 位 置 お よ び 向 き で あ る （
す な わ ち コ ン ト ロ ー ル 配 列 に て DNA分 子 と 結 合 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ は 前 記 コ ー ド 配 列 を 転
写 す る ） 。 い く つ か の 事 例 で は 、 前 記 配 列 を 適 切 な 向 き で 制 御 配 列 に 付 属 さ せ る こ と が で
き る よ う に （ す な わ ち リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 維 持 す る た め に ） 、 前 記 配 列 を 改 変 す る 必
要 が あ る で あ ろ う 。
　 コ ン ト ロ ー ル 配 列 お よ び 他 の 調 節 配 列 は 、 ベ ク タ ー へ の 挿 入 の 前 に 核 酸 コ ー ド 配 列 に 連
結 さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 コ ー ド 配 列 は 、 コ ン ト ロ ー ル 配 列 お よ び 適 切 な 制 限 部
位 を 既 に 含 む 発 現 ベ ク タ ー へ 直 接 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
　 長 期 的 な リ コ ン ビ ナ ン ト ポ リ ペ プ チ ド の 高 収 量 の 生 成 の た め に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し
い 。 例 え ば 、 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド を 安 定 に 発 現 す る 細 胞 株 は 、 ウ イ ル ス の 複 製 起 点 お よ び
／ ま た は 内 因 性 発 現 エ レ メ ン ト 並 び に 選 択 マ ー カ ー （ 同 じ ベ ク タ ー ま た は 別 個 の ベ ク タ ー
に 存 在 す る ） を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 さ せ る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー の 導 入
に 続 き 、 選 択 培 地 に 切 り 替 え る 前 に 細 胞 を 栄 養 (enriched)培 地 で １ － ２ 日 間 増 殖 さ せ る こ
と が で き る 。 選 択 マ ー カ ー の 目 的 は 、 選 択 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る こ と で 、 選 択 マ ー カ ー
の 存 在 に よ っ て 、 導 入 さ れ た 配 列 を う ま く 発 現 す る 細 胞 の 増 殖 お よ び 回 収 が 可 能 に な る 。
安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン は 、 細 胞 の 種 類 に 適 し た 組 織 培 養 技 術 を 用 い て
増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 発 現 の た め の 宿 主 と し て 利 用 可 能 な 哺 乳 類 細 胞 株 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 米 国 菌 培
養 収 集 所 （ American Type Culture Collection, ATCC） か ら 入 手 可 能 な 多 く の 不 朽 化 細 胞
株 が 含 ま れ る 。 前 記 に は 、 例 え ば チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 (CHO)、 HeLa、 ベ イ ビ
ー ハ ム ス タ ー 腎 （ BHK） 、 サ ル 腎 （ COS） 、 C127、 3T3、 BHK、 HEK293、 ボ ウ ズ （ Bowes） メ
ラ ノ ー マ お よ び ヒ ト 肝 細 胞 癌 （ 例 え ば HepG2） 細 胞 お よ び 多 数 の 細 胞 株 が 含 ま れ る が 、 こ
れ だ け に 限 ら れ な い 。
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 で は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ／ 昆 虫 細 胞 発 現 系 の た め の 材 料 は 、 特 に イ
ン ビ ト ロ ジ ェ ン （ Invitrogen, San Diego, CA） か ら キ ッ ト の 形 態 で （ “ MaxBac” キ ッ ト
） 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 前 記 の 技 術 は 一 般 的 に 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 文 献 に は 完 全
に 記 載 さ れ て い る （ Summers & Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulleti
n No.1555(1987)） 。 こ の 系 で の 使 用 に 特 に 適 切 な 宿 主 細 胞 に は 昆 虫 細 胞 、 例 え ば ド ロ ソ
フ ィ ラ (Drosophila)S2お よ び ス ポ ド プ テ ラ （ Spodoptera） Sf9細 胞 が 含 ま れ る 。
　 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 多 く の 植 物 細 胞 培 養 お よ び 植 物 体 (whole plant)遺 伝 子 発 現 系
が 存 在 す る 。 適 切 な 植 物 細 胞 遺 伝 子 発 現 系 の 例 に は 米 国 特 許 第 5,693,506号 、 5,659,122号
お よ び 5,608,143号 に 記 載 さ れ た も の が 含 ま れ る 。 植 物 細 胞 培 養 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 別
の 例 は 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ Zenk (1991) Phytochemistry 30： 3861－ 3863） 。
　 特 に 、 プ ロ ト プ ラ ス ト を 単 離 し 、 こ れ を 培 養 し て 完 全 な 再 生 植 物 を 形 成 す る こ と が 可 能
な 植 物 は 全 て 利 用 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 移 入 遺 伝 子 を 含 む 完 全 な 植 物 が 回 収 さ れ
る 。 特 に 、 サ ト ウ キ ビ 、 サ ト ウ ダ イ コ ン 、 綿 花 、 果 実 お よ び 他 の 樹 木 、 マ メ 類 お よ び 野 菜
の 主 要 な 種 の 全 て を 含 む （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 全 て の 植 物 は 、 培 養 細 胞 ま た は
組 織 か ら 再 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 特 に 好 ま し い 細 菌 宿 主 細 胞 の 例 に は 連 鎖 球 菌 、 ブ ド ウ 球 菌 、 大 腸 菌 （ E. coli） 、 ス ト
レ プ ト マ イ セ ス お よ び バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス （ Bacillus subtilis） 細 胞 が 含 ま れ る 。
　 真 菌 で の 発 現 に 特 に 適 切 な 宿 主 細 胞 の 例 に は 酵 母 細 胞 （ 例 え ば S.セ レ ビ シ エ (cerevisia
e)） お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス 細 胞 が 含 ま れ る 。
　 形 質 転 換 細 胞 株 の 回 収 に 用 い る こ と が で き る 多 く の 選 択 系 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る
。 例 え ば 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ M. Wigler et al.(1977) Cell 11：
223－ 32） お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ I. Lowy et al.(1980) Ce
ll 22： 817－ 23） の 遺 伝 子 が 含 ま れ 、 前 記 は そ れ ぞ れ tk－ ま た は aprt± 細 胞 で 用 い る こ と
が で き る 。
　 さ ら に ま た 、 抗 代 謝 物 質 耐 性 、 抗 生 物 質 耐 性 ま た は 除 草 剤 耐 性 を 選 択 基 準 と し て 用 い て
も よ い 。 例 え ば ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ （ DHFR） は メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を 付
与 し （ M. Wigler et al.(1980) Proc. Natl. Acad. Sci. 77： 3567－ 70） 、 nptは ア ミ ノ
グ リ コ シ ド 系 ネ オ マ イ シ ン お よ び G－ 418に 耐 性 を 付 与 し （ F. Colbere－ Garapin et al.(1
981) J. Mol. Biol. 150： 1－ 14） 、 さ ら に alsま た は patは そ れ ぞ れ ク ロ ロ ス ル フ ロ ン (ch
lorsulfuron)お よ び ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン (phosphinotricin)ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 。 さ ら に 別 の 選 択 可 能 な 遺 伝 子 が 報 告 さ れ て お り 、 当 業 者 に は そ
れ ら の 例 は 明 白 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 は 対 象 の 遺 伝 子 も 存 在 す る こ と を 示 唆 す る が 、 対 象 の 遺 伝
子 の 存 在 お よ び 発 現 を 確 認 す る 必 要 が あ り 得 る 。 例 え ば 、 関 連 す る 配 列 が マ ー カ ー 遺 伝 子
配 列 内 に 挿 入 さ れ て い る 場 合 、 適 切 な 配 列 を 含 む 形 質 転 換 細 胞 は マ ー カ ー 遺 伝 子 機 能 が 存
在 し な い こ と に よ っ て 識 別 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 た だ １ つ の
プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 と と も に 直 列 に 配 置 す る
こ と が で き る 。 通 常 、 誘 発 ま た は 選 択 に 応 答 す る マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 直 列 遺 伝 子 の
発 現 も 示 し て い る 。
　 あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発
現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 多 様 な 方 法 で 同 定 す る こ と が で き る 。 前 記 方 法
に は 、 DNA－ DNAま た は DNA－ RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び タ ン パ ク 質 バ イ オ ア ッ セ イ
、 例 え ば 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ （ FACS） ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 （ 例 え ば 酵 素 結
合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） お よ び 放 射 性 イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） ） が 含 ま れ （ た だ し こ
れ ら に 限 定 さ れ な い ） 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 の た め の メ ン ブ
レ ン 、 溶 液 ま た は チ ッ プ を ベ ー ス と す る 技 術 が 含 ま れ る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： R.
 Hampton et al.(1990) Serological Methods, A Laboratory Manual, APS Press, St Pa
ul, MN； お よ び D.E. Maddox et al.(1983) J. Exp. Med. 158： 1211－ 1216） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 多 様 な 標 識 お よ び 結 合 技 術 が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 種 々 の 核 酸 お よ び ア ミ ノ 酸 ア ッ セ
イ で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 関 連 す る 配 列 を
検 出 す る た め の 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ま た は PCRプ ロ ー ブ の 作 製 手 段 に は
、 標 識 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る オ リ ゴ 標 識 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 末 端 標 識
ま た は PCR増 幅 が 含 ま れ る 。 あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を ベ ク タ
ー に ク ロ ー ニ ン グ し て mRNAプ ロ ー ブ を 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 当 技
術 分 野 で 公 知 で 、 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 適 切 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 例 え ば T7、 T3ま た
は SP6） お よ び 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 添 加 す る こ と に よ り in vitroで RNAプ ロ ー ブ を 合 成 す る
こ と に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 種 々 の 市 販 キ ッ ト （ Pharmacia & Upjohn (
Kalamazoo, MI)；  Promega (Madison, WI)；  U.S. Biochemical Corp., (Cleaveland, OH
)） を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。
　 適 切 な レ ポ ー タ ー 分 子 ま た は 標 識 （ 前 記 は 検 出 を 容 易 に す る た め に 用 い る こ と が で き る
） に は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 お よ び 蛍 光 、 化 学 発 光 ま た は 色 素 生 産 性 物 質 の 他 に 基 質 、 コ フ
ァ ク タ ー 、 阻 害 剤 、 磁 性 粒 子 な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は ま た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 （ 特 に げ っ 歯 類 動 物 ） の 作 製 に 用 い る
こ と が で き る 。 そ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 本 発 明 の 別 の 特 徴 を 構 成 す る 。 こ れ
は 、 体 細 胞 の 改 変 に よ っ て 局 部 的 に 、 ま た は 遺 伝 性 改 変 を 導 入 す る 生 殖 細 胞 系 列 療 法 に よ
っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 前 記 の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 有 効 な 薬 剤 分 子 の た め の 動 物 モ デ ル を 作 製 す る た め に 特 に 有
用 で あ ろ う 。
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 周 知 の 方 法 に よ っ て リ コ ン ビ ナ ン ト 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 し 精 製 す る こ
と が で き る 。 前 記 周 知 の 方 法 に は 、 硫 安 ま た は エ タ ノ ー ル 沈 澱 、 酸 性 抽 出 、 陰 イ オ ン ま た
は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 リ ン 酸 化 セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相
互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ
ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 含 ま れ る 。 高 性 能 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー は 、 精 製 に 特 に 有 用 で あ る 。 単 離 お よ び 精 製 の 間 に ポ リ ペ プ チ ド が 変 性 し た
場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の た め に よ く 知 ら れ て い る 技 術 を 用 い て 活 性
な コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 再 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 所 望 の 場 合 に は 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 連 結 さ せ る こ と に よ り
特 殊 化 し た ベ ク タ ー 構 築 物 も 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る た め に 用 い る こ と が で き る
。 そ の よ う な 精 製 促 進 ド メ イ ン の 例 に は 、 金 属 キ レ ー ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 固 定 化 金 属 上 で
の 精 製 を 可 能 に す る ヒ ス チ ジ ン － ト リ プ ト フ ァ ン モ ジ ュ ー ル 、 固 定 化 免 疫 グ ロ ブ リ ン 上 で
の 精 製 を 可 能 に す る プ ロ テ イ ン Ａ ド メ イ ン 、 お よ び FLAGS伸 長 ／ ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 シ ス
テ ム （ Immunex Corp., Seattle, WA） で 用 い ら れ る ド メ イ ン ） が 含 ま れ る 。 切 断 可 能 な リ
ン カ ー 配 列 （ 例 え ば XA因 子 ま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ （ Invitrogen, San Diego, CA） に 特
異 的 な も の ） を 精 製 ド メ イ ン と 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と の 間 に 包 含 さ せ て 、 精 製 を 容 易 に
す る こ と に 用 い て も よ い 。 そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー の 1つ は 、 チ オ レ ド キ シ ン ま た は エ ン
テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 に 先 行 す る い く つ か の ヒ ス チ ジ ン 残 基 と 融 合 さ せ た 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 提 供 す る 。 ヒ ス チ ジ ン 残 基 は 、 IMAC（ 固 定 金 属 イ オ
ン ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； J. Porath et al.(1992) Prot. Exp. Purif. 3：
263－ 281） に よ り 精 製 を 容 易 に し 、 一 方 、 チ オ レ ド キ シ ン ま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部
位 は 融 合 タ ン パ ク 質 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。 融 合 タ ン パ ク 質
を 含 む ベ ク タ ー に つ い て の 考 察 は 以 下 で 提 供 さ れ る ： D.J. Kroll et al.(1993) DNA Cell
 Biol. 12： 441－ 453） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 使 用 す る た め に ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 場 合 は 、 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド を 発 現 す る 宿 主 細 胞 の 表 面 で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 さ せ る こ と が 一 般 に は 好 ま
し い 。 こ の 場 合 、 宿 主 細 胞 は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 使 用 す る 前 に 、 例 え ば 蛍 光 活 性 化
細 胞 ソ ー テ ィ ン グ （ FACS） ま た は イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー 技 術 の よ う な 技 術 を 用 い て 収 穫 す
る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド が 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ る 場 合 は 、 前 記 培 養 液 を 回 収 し て 発
現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 お よ び 精 製 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 で 生 成
さ れ る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 前 に 、 先 ず 初 め に 細 胞 を 溶 解 さ せ ね ば な ら な い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 種 々 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の い ず れ か で 化 合 物 ラ
イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 レ ベ ル を 活 性 化 さ せ （ ア ゴ ニ ス ト 作 用 ） 、 ま た は 阻 害
す る （ ア ン タ ゴ ニ ス ト 作 用 ） こ と が で き る 。 そ れ ら は 本 発 明 の さ ら な る 特 徴 を 形 成 す る 。
好 ま し い 化 合 物 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 遺 伝 子 の 発 現
を 変 化 さ せ る こ と に 有 効 で あ る か 、 ま た は 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調
節 す る こ と に 有 効 で あ る 。
　 ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 は 、 例 え ば 細 胞 、 無 細 胞 調 製 物 、 化 学 物
質 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 天 然 生 成 物 の 混 合 物 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ゴ ニ ス
ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 天 然 ま た は 改 変 さ れ た 基 質 、 リ ガ ン ド 、 酵 素 、 レ セ プ タ ー ま た
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は 構 造 的 も し く は 機 能 的 模 倣 物 質 で あ っ て よ い 。 前 記 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の 適 切 な 概 論
の た め に は 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Coligan et al.(1991) Current Protocols in Immunolo
gy 1(2)： Chapter 5。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の INSP017ポ リ ペ プ チ ド は 、 神 経 学 的 プ ロ セ ス （ 例 え ば 、 CNS及 び PNSの 軸 索 誘 導
、 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 ） 及 び 神 経 系 の 発 達 又 は 調 節 を 含 む 種 々 の 生 理 学 的 及 び 病 理 学 的 プ ロ セ
ス を 調 節 し て も よ い 。 こ の よ う に 、 INSP017ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 は 、 種 々 の 適 し た ア
ッ セ イ を 用 い て こ の よ う な 調 節 性 活 性 の 研 究 を 可 能 に す る 系 で 試 験 で き る 。
　 例 え ば 、 細 胞 増 殖 阻 害 を 観 察 す る た め に 、 固 体 又 は 液 体 培 地 を 使 用 で き る 。 固 体 培 地 に
お い て 、 増 殖 阻 害 を 起 こ す 細 胞 は 、 形 成 さ れ る コ ロ ニ ー の 大 き さ を 比 較 す る こ と に よ っ て
対 象 細 胞 群 か ら 容 易 に 選 択 で き る 。 液 体 培 地 に お い て 、 増 殖 阻 害 は 、 培 地 の 濁 度 又 は DNA
の 標 識 化 チ ミ ジ ン の 組 み 込 み を 測 定 す る こ と に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 典 型 的 に は
、 ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 の 新 た に 合 成 し た DNAへ の 組 み 込 み は 、 細 胞 の 集 合 に お け る 増 殖 （
す な わ ち 、 活 性 細 胞 増 殖 ） を 測 定 す る た め に 利 用 で き る 。 例 え ば 、 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ
ン （ BrdU） は 、 DNA標 識 化 試 薬 と し て 利 用 で き 、 抗 -BrdUマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 検
出 試 薬 と し て 利 用 で き る 。 こ の 抗 体 は 、 組 み 込 ま れ た ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン を 有 す る DN
Aを 含 む 細 胞 に の み 結 合 す る 。 免 疫 蛍 光 法 、 免 疫 組 織 化 学 的 方 法 、 ELISA、 及 び 比 色 定 量 法
等 の 多 く の 検 出 方 法 は 、 こ の ア ッ セ イ と 組 み 合 わ せ て 使 用 し て も よ い 。 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ
リ ジ ン （ BrdU） 及 び 抗 -BrdUマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む キ ッ ト は 、 ベ ー リ ン ガ ー マ
ン ハ イ ム （ イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス 、 IN） か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 を 同 定 す る 好 ま し い 方
法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 （ ａ ） 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を そ の 表 面 に 発 現 し て い る 細 胞 を 、 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド と の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 被 検 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド は 、 前 記 化 合 物 と ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 に 応 答 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る
こ と が で き る 第 二 の 成 分 と 結 合 さ れ て お り ； さ ら に
　 （ ｂ ） 前 記 化 合 物 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 に よ っ て 生 じ る シ グ ナ ル の レ ベ ル を
測 定 す る こ と に よ り 、 前 記 化 合 物 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し こ れ を 活 性 化 す る か ま た は
阻 害 す る か を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る さ ら に 好 ま し い 方
法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 （ ａ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を そ の 表 面 に 発 現 し て い る 細 胞 を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合
を 許 容 す る 条 件 下 で 被 検 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 前 記 化
合 物 と ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 に 応 答 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と が で き る 第 二
の 成 分 と 結 合 さ れ て お り ； さ ら に
　 （ ｂ ） 前 記 化 合 物 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 に よ っ て 生 じ る シ グ ナ ル レ ベ ル を 前
記 化 合 物 が 存 在 し な い と き の シ グ ナ ル レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ り 、 前 記 化 合 物 が 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド と 結 合 し こ れ を 活 性 化 す る か ま た は 抑 制 す る か を 決 定 す る 。
　 さ ら に 好 ま し い 態 様 で は 、 上 記 に 述 べ た 一 般 的 な 方 法 は さ ら に 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 対
す る 標 識 ま た は 非 標 識 リ ガ ン ド の 存 在 下 で ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 を 実 施
す る 工 程 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 の ま た 別 の 態
様 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を そ の 表 面 に 有 す る 細 胞 と リ ガ ン ド と の 結 合 ま た は 前 記 の ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 細 胞 膜 と リ ガ ン ド と の 結 合 の 抑 制 を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 を 許 容 す る
条 件 下 で 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 決 定 し 、 さ ら に 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た リ ガ ン ド の 量
を 決 定 す る 。 リ ガ ン ド の 結 合 の 減 少 を ひ き 起 こ す こ と が で き る 化 合 物 は ア ゴ ニ ス ト ま た は
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ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る と 考 え ら れ る 。 好 ま し く は 前 記 リ ガ ン ド は 標 識 さ れ る 。
　 よ り 具 体 的 に は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 を ポ リ ペ プ チ ド に つ い て ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 （ ａ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を そ の 表 面 に 発 現 し て い る 全 細 胞 ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド を 含 む 細 胞 膜 と 標 識 リ ガ ン ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
　 （ ｂ ） 前 記 全 細 胞 ま た は 細 胞 膜 と 結 合 し た 標 識 リ ガ ン ド の 量 を 測 定 す る 工 程 ；
　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の 標 識 リ ガ ン ド お よ び 前 記 全 細 胞 ま た は 細 胞 膜 の 混 合 物 に 候 補 化 合 物
を 添 加 し 、 前 記 混 合 物 を 平 衡 化 さ せ る 工 程 ；
　 （ ｄ ） 前 記 全 細 胞 ま た は 細 胞 膜 と 結 合 し た 標 識 リ ガ ン ド の 量 を 工 程 （ ｃ ） の 後 で 測 定 す
る 工 程 ； さ ら に
　 （ ｅ ） 工 程 （ ｂ ） お よ び 工 程 （ ｄ ） で 結 合 し た 標 識 リ ガ ン ド の 相 違 を 比 較 す る 工 程 で あ
っ て 、 そ れ に よ り 工 程 （ ｄ ） 結 合 の 減 少 を ひ き 起 こ す 化 合 物 は ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ
ニ ス ト で あ る と 考 え る 前 記 工 程 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の ア ッ セ イ に お い て 用 量 依 存 態 様 で 多 様 な 生 理 学 的 お よ び 病
理 学 的 プ ロ セ ス を 調 節 す る こ と が 判 明 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 本 発 明 の “ 機 能 的 等 価
物 ” に は 、 上 記 ア ッ セ イ に お い て 用 量 依 存 態 様 で 同 じ 調 節 性 活 性 の い ず れ か を 示 す ポ リ ペ
プ チ ド が 含 ま れ る 。 用 量 依 存 活 性 の 程 度 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の そ れ と 同 一 で あ る 必 要
は な い が 、 好 ま し く は 前 記 “ 機 能 的 等 価 物 ” は 、 与 え ら れ た 活 性 の ア ッ セ イ に お い て 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 実 質 的 に 類 似 の 用 量 依 存 性 を 示 す で あ ろ う 。
　 上 記 に 述 べ た 態 様 の あ る 場 合 に は 単 純 な 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て も よ い 。 こ の 場 合 、 テ ス
ト 化 合 物 の ポ リ ペ プ チ ド 保 持 表 面 へ の 付 着 が 直 接 ま た は 間 接 的 に テ ス ト 化 合 物 と 結 合 さ せ
た 標 識 手 段 に よ っ て 検 出 さ れ る か 、 ま た は 標 識 競 合 物 質 と の 競 合 を 含 む ア ッ セ イ で 検 出 さ
れ る 。 別 の 態 様 で は 、 競 合 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 場 合
、 ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 中 和 抗 体 が テ ス ト 化 合 物 と 結 合 に つ い て
競 合 す る 。 こ の よ う に し て 、 前 記 抗 体 を 用 い て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な 結 合 親
和 性 を 保 有 す る 一 切 の テ ス ト 化 合 物 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 細 胞 内 の 生 成 に 対 す る 添 加 テ ス ト 化 合 物 の 影 響 を
検 出 す る ア ッ セ イ を デ ザ イ ン す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 方
法 に よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 レ ベ ル ま
た は 細 胞 結 合 レ ベ ル を 測 定 す る ELISAを 構 築 す る こ と が で き 、 そ れ を 用 い て 適 切 に 操 作 し
た 細 胞 ま た は 組 織 か ら の ポ リ ペ プ チ ド 生 成 を 阻 害 ま た は 増 強 し 得 る 化 合 物 に つ い て 検 索 す
る こ と が で き る 。 続 い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 被 検 化 合 物 と の 結 合 複 合 体 の 生 成 を 測 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 使 用 さ れ 得 る 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 別 の 技 術 は 、 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 適
切 な 結 合 親 和 性 を 有 す る 化 合 物 の 高 速 大 量 処 理 ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 す る （ 国 際 特 許 出 願
WO84/03564を 参 照 さ れ た い ） 。 前 記 方 法 で は 、 多 数 の 異 な る 小 型 の テ ス ト 化 合 物 が 固 相 基
質 上 で 合 成 さ れ 、 次 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 さ せ ら れ 洗 浄 さ れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド
を 固 定 す る 方 法 の １ つ は 非 中 和 抗 体 を 使 用 す る こ と で あ る 。 続 い て 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の
方 法 を 用 い て 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と が で き る 。 精 製 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 前 述
の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 で 使 用 す る た め に プ レ ー ト に 直 接 被 覆 さ せ る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 膜 結 合 レ セ プ タ ー ま た は 可 溶 性 レ セ プ タ ー を 当 技 術 分
野 で 公 知 の 標 準 的 な レ セ プ タ ー 結 合 技 術 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 前 記 標 準 的 な 技 術
は 、 例 え ば リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ お よ び 架 橋 ア ッ セ イ で あ り 、 そ の よ う な ア ッ セ イ で は 、
ポ リ ペ プ チ ド は 放 射 性 同 位 体 で 標 識 さ れ て い る か 、 化 学 的 に 改 変 さ れ て い る か 、 ま た は そ
の 検 出 も し く は 精 製 を 容 易 に す る ペ プ チ ド 配 列 と 融 合 さ れ て お り 、 推 定 上 の レ セ プ タ ー 供
給 源 （ 例 え ば 細 胞 の 組 成 物 、 細 胞 膜 、 細 胞 上 清 、 組 織 抽 出 物 ま た は 体 液 ） と イ ン キ ュ ベ ー
ト さ れ る 。 結 合 有 効 性 は 、 生 物 物 理 的 技 術 、 例 え ば 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 お よ び 分 光 法 を 用
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い て 測 定 す る こ と が で き る 。 結 合 ア ッ セ イ は 、 レ セ プ タ ー の 精 製 お よ び ク ロ ー ニ ン グ の た
め に 用 い る こ と が で き る が 、 ポ リ ペ プ チ ド と そ の レ セ プ タ ー と の 結 合 に 競 合 す る 前 記 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 も 用 い る こ と が で き る 。 ス
ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 実 施 す る 標 準 的 方 法 は 当 技 術 分 野 で は よ く 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 で 述 べ た ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー 、 基
質 、 酵 素 を 同 定 す る 方 法 で 有 用 な ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト を 含 む 。
　 本 発 明 は 、 上 記 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー 、 基 質 お よ び 酵 素
、 並 び に 上 記 で 述 べ た 方 法 に よ っ て 発 見 さ れ る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 ま た は 抗 原
性 を 調 節 す る 他 の 化 合 物 を 含 む 。
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 と と も に 適 切 な 医
薬 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 下 記 で 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、
治 療 用 も し く は 診 断 用 試 薬 と し て 、 ワ ク チ ン と し て 、 ま た は 他 の 免 疫 原 性 組 成 物 と し て 適
切 で あ り 得 る 。
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 専 門 用 語 に し た が え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 リ ガ ン ド ま た は 化
合 物 ｛ X｝ を 含 む 組 成 物 は 、 組 成 物 中 の X＋ Yの 合 計 の 少 な く と も 85質 量 ％ が Xで あ る 場 合 は
不 純 物 （ 本 明 細 書 中 で は Y） を “ 実 質 的 に 含 ま な い ” 。 好 ま し く は Xは 、 組 成 物 中 の X＋ Yの
合 計 の 少 な く と も 約 90質 量 ％ を 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 95質 量 ％ 、 98質 量 ％ ま た は
99質 量 ％ を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 医 薬 組 成 物 は 、 好 ま し く は 治 療 的 に 有 効 な 量 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 リ
ガ ン ド ま た は 化 合 物 を 含 む べ き で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ 治 療 的 に 有 効 な 量 ” と い
う 用 語 は 、 標 的 疾 患 ま た は 症 状 を 治 療 、 緩 和 も し く は 予 防 す る た め に 、 ま た は 検 出 可 能 な
治 療 効 果 も し く は 予 防 効 果 を 示 す た め に 必 要 な 治 療 薬 剤 の 量 を 指 す 。 い ず れ の 化 合 物 に つ
い て も 、 治 療 的 に 有 効 な 投 与 量 は 、 最 初 に 細 胞 培 養 ア ッ セ イ （ 例 え ば 新 生 物 細 胞 培 養 ア ッ
セ イ ） ま た は 動 物 モ デ ル （ 通 常 は マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ ま た は ブ タ ） の い ず れ か で 見 積 も
る こ と が で き る 。 動 物 モ デ ル は 、 適 切 な 濃 度 範 囲 お よ び 投 与 経 路 の 決 定 に も 用 い る こ と が
で き る 。 次 に そ の よ う な 情 報 を 用 い て 、 ヒ ト で 有 用 な 投 与 量 お よ び 投 与 経 路 を 決 定 す る こ
と が で き る 。
　 ヒ ト 対 象 者 に 対 す る 正 確 な 有 効 量 は 、 疾 患 状 態 の 重 篤 度 、 対 象 者 の 全 身 の 健 康 状 態 、 対
象 者 の 年 齢 、 体 重 お よ び 性 別 、 食 事 、 投 与 時 間 お よ び 投 与 回 数 、 併 用 薬 剤 、 反 応 感 受 性 お
よ び 治 療 に 対 す る 許 容 性 ／ 応 答 性 に 依 存 す る で あ ろ う 。 前 記 の 量 は 日 常 的 検 査 に よ り 決 定
で き 、 そ れ は 臨 床 医 の 判 断 の 範 囲 内 で あ ろ う 。 一 般 に は 有 効 用 量 は 0.01mg/kgか ら 50mg/kg
、 好 ま し く は 0.05mg/kgか ら 10mg/kgで あ ろ う 。 本 組 成 物 は 個 別 に ま た は 他 の 薬 剤 、 医 薬 品
ま た は ホ ル モ ン と 一 緒 に 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 医 薬 組 成 物 は ま た 、 治 療 薬 の 投 与 の た め に 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 を 含 む こ と が で き る
。 そ の よ う な 担 体 に は 、 抗 体 お よ び 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 遺 伝 子 並 び に 他 の 治 療 薬 剤 （ 例 え
ば リ ポ ソ ー ム ） が 含 ま れ る が 、 た だ し 担 体 は そ れ 自 体 で 前 記 組 成 物 を 投 与 さ れ る 個 体 に 有
害 な 抗 体 の 産 生 を 誘 発 せ ず 、 さ ら に 不 都 合 な 毒 性 を も た ら す こ と な く 投 与 さ れ る こ と を 条
件 と す る 。 適 切 な 担 体 は 大 型 で ゆ っ く り と 代 謝 さ れ る 巨 大 分 子 、 例 え ば タ ン パ ク 質 、 多 糖
類 、 ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 重 合 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 コ ポ リ マ ー お よ び 不 活 性 ウ イ
ル ス 粒 子 で あ り 得 る 。
　 そ れ ら の 中 に は 医 薬 的 に 許 容 で き る 塩 、 例 え ば 鉱 酸 塩 （ 塩 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 リ ン 酸
塩 、 硫 酸 塩 な ど の よ う な ） ； お よ び 有 機 酸 の 塩 （ 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 マ ロ ン 酸 塩 、
安 息 香 酸 塩 な ど の よ う な ） を 用 い る こ と が で き る 。 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 に つ い て の 綿
密 な 考 察 は 以 下 の テ キ ス ト で 入 手 可 能 で あ る ： Remington’ s Pharmaceutical Sciences (
Mack Pub. Co., N.J. 1991)。
　 治 療 用 組 成 物 中 の 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 は 、 さ ら に 液 体 、 例 え ば 水 、 生 理 食 塩 水 、 グ
リ セ ロ ー ル お よ び エ タ ノ ー ル を 含 む こ と が で き る 。 さ ら に 、 助 剤 （ 例 え ば 湿 潤 剤 ま た は 乳
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化 剤 、 pH緩 衝 物 質 な ど ） が 前 記 組 成 物 中 に 存 在 し て い て も よ い 。 そ の よ う な 担 体 は 、 患 者
が 摂 取 で き る よ う に 前 記 医 薬 組 成 物 を 錠 剤 、 ピ ル 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 、 液 剤 、 ゲ ル 、 シ ロ
ッ プ 、 ス ラ リ ー 、 懸 濁 剤 な ど と し て 製 剤 化 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 い っ た ん 製 剤 化 さ れ た ら 、 本 発 明 の 組 成 物 は 直 接 対 象 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療
さ れ る 対 象 者 は 動 物 で 、 特 に ヒ ト 対 象 者 が 治 療 さ れ 得 る 。
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 医 薬 組 成 物 は 、 多 数 の 経 路 （ 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 骨 髄
内 、 硬 膜 下 腔 内 、 心 室 内 、 経 皮 適 用 （ 例 え ば WO98/20734を 参 照 ） 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 内 、
腸 内 、 局 所 、 舌 下 、 膣 内 ま た は 直 腸 的 手 段 が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ）
に よ っ て 投 与 で き る 。 遺 伝 子 銃 ま た は ハ イ ポ ス プ レ ー も ま た 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 投 与
に 用 い る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 本 治 療 用 組 成 物 は 、 注 射 用 物 質 （ 液 体 溶 液 ま た は 懸
濁 剤 の い ず れ か ） と し て 調 製 で き る 。 注 射 前 に 液 体 賦 形 剤 中 で 溶 液 ま た は 懸 濁 剤 と す る た
め に 適 し た 固 体 を 調 製 す る こ と も で き る 。
　 本 組 成 物 の 直 接 的 デ リ バ リ ー は 一 般 に 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 ま た は 筋 肉 内 に 注 射 に よ
っ て 達 成 さ れ る か 、 ま た は 組 織 の 間 隙 腔 に 搬 送 さ れ る で あ ろ う 。 前 記 組 成 物 は ま た 、 病 巣
に 投 与 し て も よ い 。 投 薬 治 療 は 単 回 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル で も 複 数 回 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル で も よ
い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 特 定 の 疾 患 状 態 で 過 剰 で あ る 場 合 に は 、 い く つ か の ア プ
ロ ー チ が 利 用 可 能 で あ る 。 あ る ア プ ロ ー チ は 、 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 と と も に 上 記 の よ
う な 阻 害 化 合 物 （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 阻 害 に 有 効 な 量 で 対 象 者
に 投 与 す る こ と を 含 む （ 前 記 化 合 物 に よ る 前 記 機 能 阻 害 は 、 例 え ば リ ガ ン ド 、 基 質 、 酵 素
、 レ セ プ タ ー の 結 合 を 遮 断 す る か 、 ま た は 第 二 の シ グ ナ ル を 阻 害 し 、 そ れ に よ っ て 異 常 な
症 状 を 緩 和 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る ） 。 好 ま し く は 、 前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 体 で あ
る 。 最 も 好 ま し く は 、 そ の よ う な 抗 体 は 、 先 に 記 載 し た よ う な そ の 免 疫 原 性 を 最 少 に す る
キ メ ラ 抗 体 お よ び ／ ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 別 の ア プ ロ ー チ で は 、 問 題 の リ ガ ン ド 、 基 質 、 酵 素 、 レ セ プ タ ー に 対 す る 結 合 親 和 性 を
保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 形 を 投 与 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 関 連 部 分 を 保 持 す る フ ラ グ メ ン ト の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。
　 ま た 別 の ア プ ロ ー チ で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 は 、 発 現 遮 断 技
術 を 用 い て 、 例 え ば 内 部 で 生 成 さ れ る か ま た は 別 々 に 投 与 さ れ る ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を
使 用 し て （ 上 記 で 述 べ た よ う に ） 阻 害 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 発 現 の 改 変 は 、 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 制 御 領 域 、 5'領 域 ま た は 調 節 領 域 （ シ グ ナ ル 配 列 、 プ ロ モ ー タ
ー 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び イ ン ト ロ ン ） に 対 し て 相 補 的 な 配 列 ま た は ア ン チ セ ン ス 分 子 （ DN
A、 RNAま た は PNA） を デ ザ イ ン す る こ と に よ っ て 達 成 で き る 。 同 様 に 、 阻 害 は “ 三 重 ら せ
ん ” 塩 基 対 方 法 論 を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 三 重 ら せ ん 対 形 成 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、
転 写 因 子 ま た は 調 節 分 子 の 結 合 の た め に 二 重 ら せ ん が 充 分 に 開 く 能 力 を 阻 害 す る こ と か ら
有 用 で あ る 。 三 重 ら せ ん DNAを 用 い る 最 近 の 治 療 の 進 歩 は 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ J.E. Ge
e et al.(1994) In： B.E. Huber & B.I. Carr, Molecular and Immunologic Approaches,
 Futura Publishing Co., Mt. Kisco, NY） 。 相 補 的 配 列 ま た は ア ン チ セ ン ス 分 子 を デ ザ
イ ン し 、 リ ボ ソ ー ム に 対 す る 結 合 を 妨 げ て 転 写 を 妨 害 す る こ と に よ っ て mRNAの 翻 訳 を 遮 断
す る こ と も で き る 。 そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 投 与 さ れ て も よ い し 、 ま た in vivo
で の 発 現 に よ り in situで 生 成 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 そ の コ ー ド mRNA配 列 に 特 異 的 な リ ボ ザ イ ム を
用 い る こ と に よ っ て 妨 げ る こ と が で き る 。 リ ボ ザ イ ム は 、 天 然 ま た は 合 成 で あ り 得 る 触 媒
的 活 性 型 の RNAで あ る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： N. Usman et al., Curr. Opin. Stru
ct. Biol.(1996) 6(4)： 527－ 533） 。 合 成 リ ボ ザ イ ム を デ ザ イ ン し て 、 選 択 し た 位 置 で mR
NAを 特 異 的 に 切 断 し 、 そ れ に よ っ て mRNAの 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 を 妨 げ る こ と が で
き る 。 リ ボ ザ イ ム は 、 通 常 RNA分 子 で 見 出 さ れ る よ う な 天 然 の リ ン 酸 リ ボ ー ス 骨 格 お よ び
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天 然 の 塩 基 か ら 合 成 す る こ と が で き る 。 或 い は 、 リ ボ ザ イ ム は 、 非 天 然 の 骨 格 （ 例 え ば 2'
-O-メ チ ル RNA） を 用 い て 合 成 し て 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 分 解 か ら 保 護 す る こ と が で き る 。 こ
れ ら は 改 変 塩 基 を 含 ん で い て も よ い 。
　 RNA分 子 は 細 胞 内 安 定 性 お よ び 半 減 期 を 増 加 さ せ る た め に 改 変 す る こ と が で き る 。 可 能
な 改 変 に は 、 RNA分 子 の 5'お よ び ／ ま た は 3'末 端 へ の フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 付 加 、 ま た は 分
子 の 骨 格 内 で ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 に 代 わ る ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ま た は 2'-O-メ チ ル の 使
用 が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の 概 念 は PNAの 生 成 に も 受 け 継 が れ 、
さ ら に 非 慣 用 塩 基 （ 例 え ば イ ノ シ ン 、 ケ オ シ ン (gueosine)お よ び ブ ト シ ン (butosine)（ ア
セ チ ル -、 メ チ ル -、 チ オ -も 同 様 に ） 、 お よ び 同 様 に 改 変 さ れ た 形 態 の ア デ ニ ン 、 シ チ ジ
ン 、 グ ア ニ ン 、 チ ミ ン お よ び ウ リ ジ ン で 、 こ れ ら は 内 因 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 容
易 に 認 識 さ れ な い よ う な も の で あ る ） の 包 含 に よ っ て PNA分 子 の 全 て に 前 記 概 念 を 広 げ る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 活 性 の 過 小 発 現 に 関 連 す る 異 常 な 状 態 を 治 療 す る た め
に は 、 い く つ か の ア プ ロ ー チ も 利 用 可 能 で あ る 。 あ る ア プ ロ ー チ は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を
活 性 化 す る 化 合 物 （ す な わ ち 上 記 で 述 べ た ア ゴ ニ ス ト ） の 治 療 的 に 有 効 な 量 を 対 象 者 に 投
与 し 、 異 常 な 状 態 を 緩 和 す る こ と を 含 む 。 あ る い は 、 本 ポ リ ペ プ チ ド の 治 療 量 を 適 切 な 医
薬 担 体 と 組 合 せ て 投 与 し 、 ポ リ ペ プ チ ド の 相 対 的 な 生 理 学 的 バ ラ ン ス を 回 復 さ せ て も よ い
。
　 遺 伝 子 治 療 を 用 い 、 対 象 者 の 関 連 す る 細 胞 に よ る 本 ポ リ ペ プ チ ド の 内 因 性 生 成 を 行 わ せ
る こ と が で き る 。 遺 伝 子 治 療 は 、 不 完 全 な 遺 伝 子 を 修 正 し た 治 療 用 遺 伝 子 と 置 き 換 え る こ
と に よ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 不 適 切 な 生 成 を 永 久 的 に 治 療 す る た め に 用 い ら れ る 。
　 本 発 明 の 遺 伝 子 治 療 は in vivoま た は ex vivoで 実 施 で き る 。 Ex vivo遺 伝 子 治 療 は 、 患
者 の 細 胞 の 単 離 お よ び 精 製 、 治 療 用 遺 伝 子 の 導 入 、 お よ び 遺 伝 的 に 改 変 し た 細 胞 を 患 者 に
戻 し て 導 入 す る こ と を 必 要 と す る 。 対 照 的 に 、 in vivo遺 伝 子 治 療 は 、 患 者 の 細 胞 の 単 離
お よ び 精 製 を 必 要 と し な い 。
　 治 療 用 遺 伝 子 は 患 者 に 投 与 す る た め に 典 型 的 に は “ パ ッ ケ ー ジ ン グ ” さ れ て い る 。 遺 伝
子 デ リ バ リ ー 賦 形 剤 は リ ポ ソ ー ム の よ う な 非 ウ イ ル ス 、 ま た は 、 例 え ば K.L. Berkner (19
92) Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158： 39－ 66に 記 載 さ れ た ア デ ノ ウ イ ル ス の よ う
な 複 製 欠 損 ウ イ ル ス ま た は N. Muzyczka (1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158：
97－ 129お よ び 米 国 特 許 第 5.252,479号 に 記 載 さ れ た ア デ ノ 付 随 ウ イ ル ス （ AAV） ベ ク タ ー
で あ り 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 複 製 欠 損 レ ト ロ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー で 発 現 さ せ る た め に 操 作 を 施 す こ と が で き る 。 次 に こ の 発 現 構 築 物 を 単 離
し 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る RNAを 含 有 す る レ ト ロ ウ イ ル ス プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で
形 質 導 入 し た パ ッ ケ ー ジ 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 そ の 結 果 、 前 記 パ ッ ケ ー ジ 細 胞 は
対 象 の 遺 伝 子 を 含 有 す る 感 染 性 ウ イ ル ス 粒 子 を 産 生 す る こ と が で き る よ う に な る 。 こ れ ら
の プ ロ デ ュ ー サ ー 細 胞 は in vivoで 細 胞 を 操 作 す る た め に 、 さ ら に in vivoで ポ リ ペ プ チ ド
を 発 現 さ せ る た め に 対 象 者 に 投 与 す る こ と が で き る （ 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Gene Therapy
 and Other Molecular Genetic－ based Therapeutic Approaches, Chapter 20（ お よ び そ
の 中 に 引 用 さ れ た 文 献 ） , “ Human Molecular Genetics”  (1996) T. Strachan & A.P. R
ead, BIOS Scientific Publishers Ltd.） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 別 の ア プ ロ ー チ は “ 裸 の DNA” の 投 与 で 、 こ の 場 合 、 治 療 用 遺 伝 子 は 血 流 ま た は 筋 肉 組
織 に 直 接 注 射 さ れ る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 分 子 が 疾 患 を ひ き 起 こ す 原 因 物 質 で あ る 場 合 に は 、 本
発 明 は 、 前 記 疾 患 を ひ き 起 こ す 原 因 物 質 に 対 す る 抗 体 を 生 成 す る ワ ク チ ン と し て 用 い る こ
と が で き る 。
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 予 防 的 （ す な わ ち 感 染 を 防 ぐ ） で あ っ て も 治 療 的 （ す な わ ち 感 染 後
の 疾 患 を 治 療 す る ） で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な ワ ク チ ン は 、 免 疫 性 を 付 与 す る 抗 原 、 免
疫 原 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 を 、 通 常 は 上 記 で 述 べ た 医 薬 的 に 許 容 で き る
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担 体 と 組 合 せ て 含 む 。 前 記 担 体 に は 、 そ れ 自 体 で 組 成 物 を 投 与 さ れ る 個 体 に 対 し て 有 害 な
抗 体 の 産 生 を 誘 発 し な い 担 体 の い ず れ も が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 担 体 は 免 疫 刺 激 剤
（ “ ア ジ ュ バ ン ト ” ） と し て 機 能 し て も よ い 。 さ ら に ま た 、 前 記 抗 原 ま た は 免 疫 原 は 、 細
菌 の 類 毒 素 （ 例 え ば ジ フ テ リ ア 、 破 傷 風 、 コ レ ラ 、 Ｈ ． ピ ロ リ 菌 （ pyroli） ） お よ び 他 の
病 原 体 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
　 ポ リ ペ プ チ ド は 胃 で 分 解 さ れ る の で 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ワ ク チ ン は 好 ま し く は 非 経 口
的 に （ 例 え ば 皮 下 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 ま た は 皮 内 注 射 ） 投 与 さ れ る 。 非 経 口 投 与 に 適 し た 製
剤 に は 、 水 性 お よ び 非 水 性 滅 菌 注 射 溶 液 （ 前 記 は 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 剤 、 抗 菌 剤 お よ び 製 剤 を
受 容 者 の 血 液 に 対 し 等 張 に す る 溶 質 を 含 む こ と が で き る ） 、 並 び に 水 性 お よ び 非 水 性 滅 菌
懸 濁 剤 （ 前 記 は 分 散 剤 ま た は 粘 稠 剤 を 含 む こ と が で き る ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は 単 位 用 量 ま た は 複 数 単 位 用 量 容 器 で 提 供 さ れ て も よ い 。 例 え ば
封 入 し た ア ン プ ル お よ び バ イ ア ル は 、 使 用 直 前 に 滅 菌 さ れ た 液 状 担 体 を 添 加 す る こ と だ け
を 必 要 と す る 凍 結 乾 燥 状 態 で 保 存 す る こ と が で き る 。 投 与 量 は ワ ク チ ン の 比 活 性 に 依 存 し
、 日 常 的 な 検 査 で 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 は ま た 、 診 断 薬 と し て の 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 に
よ り 特 徴 付 け ら れ 、 機 能 不 全 に 付 随 す る 遺 伝 子 の 変 異 型 の 検 出 は 、 前 記 遺 伝 子 の 過 小 発 現
、 過 剰 発 現 ま た は 位 置 的 も し く は 時 間 的 発 現 の 変 化 か ら 生 じ る 疾 患 の 診 断 、 ま た は 疾 患 に
対 す る 感 受 性 の 診 断 に 付 け 加 え る こ と が で き る か 、 ま た は そ れ ら を 明 確 に す る こ と が で き
る 診 断 ツ ー ル を 提 供 す る 。 前 記 遺 伝 子 に 変 異 を 保 有 す る 個 体 は 、 種 々 の 技 術 に よ っ て DNA
レ ベ ル で 検 出 す る こ と が で き る 。
　 診 断 の た め の 核 酸 分 子 は 対 象 者 の 細 胞 、 例 え ば 血 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 生 検 ま た は 剖 検 材
料 か ら 入 手 で き る 。 ゲ ノ ム DNAを 直 接 検 出 に 用 い て も よ い し 、 PCR、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ LC
R） 、 鎖 置 換 増 幅 （ SDA） ま た は 他 の 増 幅 技 術 を 分 析 前 に 用 い る こ と に よ っ て 、 ゲ ノ ム DNA
を 酵 素 的 に 増 幅 し て も よ い （ 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Saiki et al., Nature 324： 16
3－ 166(1986)；  Bej et al., Crit. Rev. Biochem. Molec. Biol., 26： 301－ 334(1991)
；  Birkenmeyer et al., J. Virol. Meth., 35： 117－ 126(1991)；  Van Brunt, J., Bio/
Technology, 8： 291－ 294(1990)） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 の こ の 特 徴 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル を 評 価 し 、 さ ら に 前 記 発 現 レ ベ ル を コ ン ト ロ ー ル の レ ベ ル と 比 較 す る こ と を
含 む 、 患 者 に お け る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る （ こ こ で 前 記 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル と 異
な る レ ベ ル は 疾 患 を 示 唆 す る ） 。 前 記 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 ａ ） 本 発 明 の 核 酸 分 子 と 核 酸 プ ロ ー ブ と の 間 で ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 患 者 由 来 の 組 織 サ ン プ ル を 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る
工 程 ；
　 ｂ ） コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル を 工 程 ａ ） で 用 い た 条 件 と 同 じ 条 件 下 で 前 記 プ ロ ー ブ と 接 触
さ せ る 工 程 ； お よ び 、
　 ｃ ） 前 記 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 ；
こ の 場 合 、 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 レ ベ ル と 異 な る ハ イ ブ リ ッ ド 複
合 体 レ ベ ル が 患 者 サ ン プ ル で 検 出 さ れ る こ と は 、 疾 患 を 示 唆 す る 。
　 本 発 明 の さ ら な る 特 徴 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 診 断 方 法 を 含 む ：
　 ａ ） 疾 患 に つ い て 検 査 さ れ る 患 者 か ら 組 織 サ ン プ ル を 入 手 す る 工 程 ；
　 ｂ ） 前 記 組 織 サ ン プ ル か ら 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 単 離 す る 工 程 ； お よ び 、
　 ｃ ） 前 記 核 酸 分 子 内 の 疾 患 に 付 随 す る 変 異 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 患 者 を 疾 患 に
つ い て 診 断 す る 工 程 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 上 記 に 記 載 し た 方 法 に お け る 核 酸 分 子 の 検 出 を 補 助 す る た め に 、 増 幅 工 程 、 例 え ば PCR
の 使 用 を 含 む こ と が で き る 。
　 正 常 な 遺 伝 子 型 と 比 較 す る と 、 増 幅 生 成 物 に お け る サ イ ズ の 変 化 に よ っ て 、 欠 失 お よ び
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挿 入 が 検 出 さ れ る 。 点 変 異 は 、 増 幅 DNAを 本 発 明 の 標 識 RNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る か 、 あ
る い は 本 発 明 の 標 識 ア ン チ セ ン ス DNA配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 同 定 す る
こ と が で き る 。 完 全 に マ ッ チ し た 配 列 は 、 RNase消 化 に よ っ て 、 ま た は 溶 融 温 度 に お け る
差 異 を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 ミ ス マ ッ チ を 有 す る 二 重 鎖 と 区 別 す る こ と が で き る 。 DNA
を ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 前 記 DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ て
ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 分 子 を 形 成 さ せ （ 前 記 ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 は 、 疾 患 に 付 随 す る 変 異 に
対 応 す る い ず れ か の 部 分 で 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ 鎖 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い 部 分 を 有 す る
） 、 DNA鎖 の 対 応 す る 部 分 に お け る 疾 患 付 随 変 異 の 有 無 を 示 す も の と し て 、 前 記 プ ロ ー ブ
鎖 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い 部 分 の 有 無 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 患 者 に お け る 変 異 の
有 無 を 検 出 す る こ と が で き る 。
　 前 記 の よ う な 診 断 は 特 に 出 生 前 検 査 で 有 用 で あ り 、 新 生 児 検 査 に お い て す ら 有 用 で あ る
。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 点 変 異 、 お よ び 参 照 遺 伝 子 と “ 変 異 ” 遺 伝 子 間 で 異 な る 他 の 配 列 は 、 他 の 周 知 の 技 術 、
例 え ば 直 接 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ ま た は 一 本 鎖 構 造 多 型 性 （ Orita et al., Genomics, 5：
874－ 879(1989)） に よ っ て 同 定 で き る 。 例 え ば 、 シ ー ク エ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー は 、 二 本 鎖
Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 ま た は 改 変 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 作 製 さ れ た 一 本 鎖 テ ン プ レ ー ト 分 子 と と も に 用 い
る こ と が で き る 。 配 列 決 定 は 、 放 射 能 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 通 常 の 方 法 に よ っ て 、 ま
た は 蛍 光 タ グ を 用 い る 自 動 シ ー ク エ ン シ ン グ 法 に よ っ て 実 施 さ れ る 。 ク ロ ー ン 化 DNAセ グ
メ ン ト を 、 特 異 的 DNAセ グ メ ン ト を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と も で き る 。
こ の 方 法 の 感 受 性 は 、 PCRと 併 用 し た と き 極 め て 増 強 さ れ る 。 さ ら に 、 点 変 異 お よ び 他 の
配 列 の 変 動 （ 例 え ば 多 型 性 ） は 、 例 え ば 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を た だ １ つ
の ヌ ク レ オ チ ド が 異 な る 配 列 の PCR増 幅 に 用 い る こ と に よ っ て 、 上 記 の よ う に 検 出 す る こ
と が で き る 。
　 DNA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 内 の DNAフ ラ グ メ ン ト の
電 気 泳 動 移 動 度 に お け る 変 化 に よ っ て 、 ま た は 直 接 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ （ 例 え ば 、 Myers
 et al., Science (1985) 230： 1242） に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 特 定 の 位 置 に お
け る 配 列 の 変 化 は ま た 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ （ 例 え ば RNaseお よ び Ｓ １ 保 護 ） ま た
は 化 学 切 断 法 （ Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1985) 85： 4397-4401を 参
照 ） に よ っ て 明 ら か に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 通 常 の ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び DNAシ ー ク エ ン シ ン グ の 他 に 、 ミ ク ロ 欠 損 、 異 数 性 、 転 座 、
逆 位 の よ う な 変 異 は 、 in situ分 析 に よ っ て も 検 出 で き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： K
eller et al., DNA Probes, 2nd Ed., Stockton Press, New York, N.Y., USA(1993)） 。
す な わ ち 、 細 胞 内 の DNAま た は RNA配 列 は 、 そ れ ら を 単 離 お よ び ／ ま た は メ ン ブ レ ン 上 に 固
定 す る 必 要 な し に 変 異 に つ い て 分 析 す る こ と が で き る 。 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） は 、 現 在 の と こ ろ 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ て い る 方 法 で 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ に 関 す
る 多 数 の 概 論 が 存 在 す る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Trachuck et al., Science, 250,
 559-562(1990)； お よ び Trask et al., Trends Genet., 7, 149-154(1991)） 。
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の ア レ イ
を 構 築 し 、 遺 伝 的 変 種 、 変 異 お よ び 多 型 性 の 効 率 的 ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 す る こ と が で き
る 。 ア レ イ 技 術 方 法 は よ く 知 ら れ て お り 汎 用 的 に 応 用 す る こ と が で き 、 遺 伝 子 発 現 、 遺 伝
連 鎖 お よ び 遺 伝 的 多 様 性 を 含 む 分 子 遺 伝 学 に お け る 種 々 の 疑 問 に 取 り 組 む た め に 用 い る こ
と が で き る （ 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： M. Chee et al., Science (1996) , Vol 274, 
pp610-613） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 あ る 態 様 で は 、 前 記 ア レ イ は 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ た 方 法 に し た が っ て 調 製 さ れ 使 用 さ
れ る （ PCT出 願 WO95/11995（ Chee et al.） ； D.J. Lockhart et al.(1996) Nat. Biotech.
 14： 1675－ 1680； M. Schena et al.(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93： 10614－ 10619
） 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 は 2つ か ら 100万 個 を 越 え る 範 囲 で 変 動 し 得 る 。 前 記 オ リ ゴ マ ー
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は 、 光 誘 導 化 学 方 法 を 用 い て 基 板 上 の 指 定 領 域 で 合 成 さ れ る 。 基 板 は 紙 、 ナ イ ロ ン ま た は
他 の タ イ プ の メ ン ブ レ ン 、 フ ィ ル タ ー 、 チ ッ プ 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド も し く は 他 の 適 切 な 任 意
の 固 相 支 持 体 で よ い 。 別 の 特 徴 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 PCT特 許 出 願 （ WO95/251116
, Baldeschweiler et al.） に 記 載 さ れ た よ う に 化 学 的 結 合 方 法 お よ び イ ン ク ジ ェ ッ ト 適
用 装 置 を 用 い て 基 板 表 面 で 合 成 す る こ と が で き る 。 別 の 特 徴 で は 、 ド ッ ト （ ま た は ス ロ ッ
ト ） ブ ロ ッ ト に 類 似 す る “ 格 子 化 （ gridded） ” ア レ イ を 用 い 、 真 空 系 、 熱 結 合 方 法 、 Ｕ
Ｖ 結 合 方 法 、 機 械 的 ま た は 化 学 的 結 合 方 法 を 用 い て 基 質 表 面 に cDNAフ ラ グ メ ン ト ま た は オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 配 置 し 、 連 結 さ せ る こ と が で き る 。 ア レ イ （ 例 え ば 上 記 で 述 べ た よ う
な も の ） は 手 動 で 、 ま た は 利 用 可 能 な 装 置 （ ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト ま た は ド ッ ト ブ ロ ッ ト 装 置
） 、 材 料 （ 適 切 な 固 相 支 持 体 す べ て ） お よ び 機 械 （ ロ ボ ッ ト 機 器 を 含 む ） ） を 用 い て 作 製
す る こ と が で き 、 8、 24、 96、 384、 1536ま た は 6144個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 2つ
か ら 100万 個 を 越 え る 範 囲 の 他 の い ず れ の 数 を も 含 む こ と が で き る （ こ の こ と は ア レ イ 自
体 を 商 業 的 に 入 手 可 能 な 計 測 器 の 有 効 利 用 に 向 く も の と し て い る ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 上 記 で 考 察 し た 方 法 の 他 に 、 対 象 者 に 由 来 す る サ ン プ ル か ら 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は mRNA
の 異 常 な 増 加 ま た は 低 下 レ ベ ル を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ っ て 、 疾 患 を 診 断 す る こ と
が で き る 。 発 現 低 下 ま た は 発 現 増 加 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 定 量 の た め に 当 技 術 分 野 で 周
知 の 方 法 の い ず れ か 、 例 え ば 核 酸 増 幅 （ 例 を 挙 げ る と PCR、 RT-PCR、 RNase保 護 、 ノ ザ ン ブ
ロ ッ ト 法 ） お よ び 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 を 用 い て RNA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 で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル を 決 定 す る こ と に 用 い る こ と が
で き る ア ッ セ イ 技 術 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 さ ら に 上 記 で い く ら か 詳 細 に 考 察 さ れ
て い る （ ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び ELIS
Aア ッ セ イ を 含 む ） 。 本 発 明 の こ の 特 徴 で は 以 下 の 工 程 を 含 む 診 断 方 法 が 提 供 さ れ る ： （
ａ ） 上 記 に 記 載 し た リ ガ ン ド を 、 リ ガ ン ド -ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で
生 物 学 的 サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び （ ｂ ） 前 記 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 。
　 例 え ば ELISA、 RIAお よ び FACSの よ う な ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル を 測 定 す る た め の プ ロ ト コ ル
は 、 さ ら に ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 変 化 レ ベ ル ま た は 異 常 レ ベ ル を 診 断 す る た め の 基 礎 を 提 供
す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 正 常 値 ま た は 標 準 値 は 、 正 常 な 哺 乳 類 対 象 体 （ 好
ま し く は ヒ ト ） か ら 得 ら れ た 体 液 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 複 合 体 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 前 記
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 混 合 す る こ と に よ っ て 確 立 さ れ る 。 標 準 的 な 複 合 体 形 成 量 は
種 々 の 方 法 、 例 え ば 分 光 測 定 方 法 に よ っ て 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に よ っ て 特
徴 付 け ら れ る 症 状 ま た は 疾 患 の 診 断 の た め に 、 ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、
リ ガ ン ド お よ び 他 の 化 合 物 を 用 い て 治 療 さ れ て い る 患 者 を モ ニ タ ー す る ア ッ セ イ に お い て
、 用 い る こ と が で き る 。 診 断 目 的 に 有 用 な 抗 体 は 、 治 療 薬 と し て 上 記 で 述 べ た の と 同 じ 様
式 で 調 製 す る こ と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の 診 断 ア ッ セ イ は 、 前 記 抗 体 お よ
び 標 識 を 用 い て ヒ ト の 体 液 ま た は 細 胞 も し く は 組 織 の 抽 出 物 中 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る
方 法 を 含 む 。 前 記 抗 体 は 改 変 し て 、 ま た は 改 変 せ ず に 用 い る こ と が で き 、 さ ら に そ れ ら を
レ ポ ー タ ー 分 子 と 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 に よ っ て 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 標 識 す る こ
と が で き る 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の 多 様 な レ ポ ー タ ー 分 子 を 用 い る こ と が で き る （ そ れ ら の
い く つ か は 上 記 に 記 載 さ れ て い る ） 。
　 生 検 組 織 由 来 の 、 対 象 者 、 コ ン ト ロ ー ル お よ び 疾 患 サ ン プ ル で 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
の 量 は 、 標 準 値 と 比 較 さ れ る 。 標 準 値 と 対 象 者 の 値 と の 間 の 偏 差 は 疾 患 診 断 の た め の パ ラ
メ ー タ を 確 立 す る 。 診 断 ア ッ セ イ を 用 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 有 無 お よ び 過 剰 を 識 別 し
、 治 療 的 処 置 の 間 の ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル の 調 節 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 そ の よ う な
ア ッ セ イ は ま た 、 動 物 実 験 、 臨 床 試 験 ま た は 個 々 の 患 者 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ に お け る 個 々
の 治 療 的 処 置 方 法 の 有 効 性 を 評 価 す る こ と に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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　 本 発 明 の 診 断 キ ッ ト は 以 下 を 含 む こ と が で き る ：
　 （ ａ ） 本 発 明 の 核 酸 分 子 ；
　 （ ｂ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ； ま た は
　 （ ｃ ） 本 発 明 の リ ガ ン ド 。
　 本 発 明 の あ る 特 徴 で は 、 診 断 キ ッ ト は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 本 発 明 の 核 酸 分 子
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 第 一 の 容 器 ； 核 酸 分 子 を 増 幅 さ せ る た め に 有 用
な プ ラ イ マ ー を 含 む 第 二 の 容 器 ； お よ び 疾 患 の 診 断 を 容 易 に す る た め に 前 記 プ ロ ー ブ お よ
び プ ラ イ マ ー の 使 用 に つ い て の 指 示 書 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 キ ッ ト は さ ら に 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し て い な い RNAを 消 化 す る た め の 試 薬 を 保 持 す る 第 三 の 容 器 を 含 む こ と が で き る
。
　 本 発 明 の 別 の 特 徴 で は 、 診 断 キ ッ ト は 核 酸 分 子 の ア レ イ を 含 み 、 前 記 核 酸 分 子 の １ つ が
本 発 明 の 核 酸 分 子 で あ っ て も よ い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 、 診 断 キ ッ ト は 以 下 を 含 む こ と が で き る ： 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 1つ ま た は 2つ 以 上 の 抗 体 ； お よ び 前 記 抗 体 と ポ リ ペ プ チ ド と
の 間 の 結 合 反 応 の 検 出 に 有 用 な 試 薬 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 そ の よ う な キ ッ ト は 、 以 下 の よ う な 疾 患 ま た は 疾 患 に 対 す る 感 受 性 を 診 断 す る 場 合 に 有
用 で あ ろ う ： 特 に 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 、 特 に 脳 腫 瘍 、 神 経 系 腫 瘍 、 新 生 物 、 骨 腫 瘍 及 び 骨 髄
増 殖 性 疾 患 、 特 に 顆 粒 球 性 白 血 病 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 疾 患 、 心 脈 管 系 疾 患 、 神 経 疾 患 、 例
え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 神 経 障 害 、 例 え ば う つ 病 、 精 神
分 裂 症 、 脳 損 傷 、 脊 髄 損 傷 、 神 経 損 傷 、 発 達 障 害 、 例 え ば 神 経 系 発 達 の 傷 害 、 神 経 系 炎 症
、 例 え ば 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 多 発 性 硬 化 症 及 び 炎 症 性 神 経 障 害 、
骨 疾 患 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 、 糸 球 体 腎 炎 、 悪 疫 質 、 エ イ ズ 、 HIV感 染 、 代 謝 異 常 、 例 え
ば 糖 尿 病 、 感 染 症 、 生 殖 異 常 、 不 妊 症 、 胎 児 着 床 不 全 （ embryo implantation failure）
、 妊 娠 障 害 及 び 分 娩 合 併 症 並 び に 他 の 病 理 学 的 状 態 、 特 に ネ ト リ ン 受 容 体 が 関 係 す る も の
。
　 本 発 明 の 種 々 の 特 徴 お よ び 態 様 は 、 特 に INSP017ポ リ ペ プ チ ド へ の 言 及 を 有 す る 実 施 例
を 介 し て こ れ か ら よ り 詳 細 に 説 明 さ れ る で あ ろ う 。
　 細 部 の 改 変 は 本 発 明 の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 実 施 で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
実 施 例
実 施 例 １ ： INSP017
　 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番 号 ： 12
、 配 列 番 号 ： 14、 配 列 番 号 ： 16、 配 列 番 号 :18、 配 列 番 号 :20、 配 列 番 号 :22、 配 列 番 号 :24
、 配 列 番 号 :26、 配 列 番 号 :28、 お よ び 配 列 番 号 :30を 結 合 さ せ る こ と に よ り 得 ら れ る ポ リ
ペ プ チ ド 配 列 （ INSP017の 連 続 エ ク ソ ン の 翻 訳 を 示 す （ 図 １ ） ） を NCBI-nrデ ー タ ベ ー ス に
対 す る BLAST相 同 性 検 索 の 検 索 物 （ query） と し て 用 い 、 上 位 10個 の 結 果 を 示 す （ 図 ２ ） 。
最 高 適 合 物 は UNC-5ネ ト リ ン 受 容 体 の 配 列 を 示 す （ 図 ３ ） 。
　 INSP017は 、 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は ネ ト リ ン 受 容 体 と し て 機 能 す る こ と が 考
え ら れ る 。 こ れ ら の 実 験 の 予 測 は 、 関 係 す る 実 験 に よ り 続 い て 確 認 さ れ る で あ ろ う 。 例 え
ば 、 多 く の 異 な る ア ッ セ イ は 、 ネ ト リ ン 受 容 体 活 性 に つ い て 試 験 す る た め に 使 用 し て も よ
い 。
実 施 例 ２
　
　
　 ヒ ト ｃ DNAラ イ ブ ラ リ ー （ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ラ ム ダ （ λ ） ベ ク タ ー の 状 態 ） は 、 Strat
ageneも し く は Clontechか ら 購 入 す る か 、 ま た は Serono Pharmaceutical Research Instit
uteで 製 造 元 （ Stratagene） の プ ロ ト コ ル に し た が っ て λ ZAPも し く は λ GT10ベ ク タ ー の 状
態 で 調 製 し た 。 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ DNAは 、 感 染 さ せ た 大 腸 菌 ホ ス ト 株 の 小 規 模 培 養 か
ら 製 造 元 （ Promega, Corporation, Madison WI.） の 指 示 に し た が い Wizard Lambda Preps
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１ ． INSP017の ク ロ ー ニ ン グ
１ ． １ 　 cDNAラ イ ブ ラ リ ー



 DNA精 製 系 を 用 い て 調 製 し た 。 使 用 ラ イ ブ ラ リ ー お よ び ホ ス ト 株 の リ ス ト は 表 Ｉ に 示 さ れ
て い る 。 5つ の 異 な る ラ イ ブ ラ リ ー の 8つ の プ ー ル （ A-H） （ 100ng/μ Lフ ァ ー ジ DNA） を そ
の 後 の PCR反 応 に 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　
　 INSP017（ 図 ４ ） の 3つ の エ ク ソ ン を コ ー ド す る cDNAは 、 遺 伝 子 特 異 的 ク ロ ー ニ ン グ プ ラ
イ マ ー （ CP1お よ び CP2、 図 ４ お よ び 表 ２ ） を 用 い て 357bpの PCR増 幅 生 成 物 と し て 得 ら れ た
。 PCRは 、 以 下 を 含 む 最 終 容 積 50μ Lで 以 下 の よ う に プ ロ グ ラ ム し た MJリ サ ー チ DNAエ ン ジ
ン を 用 い て 実 施 し た （ １ Xの AmpliTaq（ 登 録 商 標 ） 緩 衝 液 、 200μ Mの dNTP、 各 々 50ピ コ モ
ル の ク ロ ー ニ ン グ プ ラ イ マ ー 、 2.5単 位 の AmpliTaq（ 登 録 商 標 ） （ Perkin Elmer） お よ び
各 々 100ngの フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー プ ー ル DNA； 94℃ 、 1分 ； 94℃ 、 1分 、 ｘ ℃ 、 ｙ 分 お よ び
72℃ の 40サ イ ク ル （ こ こ で ｘ は 最 低 Tm-5℃ で 、 yは 生 成 物 1kbに つ き 1分 で あ る ） ； 続 い て 7
2℃ で 1分 の 1サ イ ク ル 、 さ ら に 4℃ の ホ ー ル デ ィ ン グ サ イ ク ル ） 。
　 増 幅 生 成 物 は 、 １ ｘ の TAE緩 衝 液 （ Life Technologies） の 0.8％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 可
視 化 し 、 予 想 分 子 量 で 移 動 し た PCR生 成 物 を Wizard PCR Preps DNA精 製 系 （ Promega） を 用
い て ゲ ル か ら 精 製 し た 。 50μ Lの 滅 菌 水 に 溶 出 さ せ た PCR生 成 物 を 直 接 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す
る か 、 ま た は -20℃ で 保 存 し た 。
　
　 実 質 上 cDNAの 完 全 長 を 増 幅 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー デ ザ イ ナ ー ソ フ ト ウ ェ ア （ Scientif
ic & Educational Software, PO Box 72045, Durham, NC 27722-2045, USA） を 用 い て 18
か ら 25塩 基 の 長 さ を 有 す る PCRプ ラ イ マ ー 対 を デ ザ イ ン し た 。 PCRプ ラ イ マ ー は 、 55± 10℃
に 近 い Tmお よ び 40－ 60％ の GC含 量 を も つ よ う に 最 適 化 し た 。 標 的 配 列 INSP017に 対 し て 高
い 選 択 性 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 選 別 し た （ ほ と ん ど ま た は 全 く 非 特 異 的 プ ラ イ ミ ン グ を 示
さ な い ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　
　 PCR生 成 物 を ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I改 変 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ pCR4blunt TOPO） で 、 イ ン
ビ ト ロ ゲ ン 社 （ Invitrogen Corporation） か ら 購 入 し た Zero bluntク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （
cat. No. K2875） を 用 い 製 造 元 の 特 定 す る 条 件 を 用 い て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 簡 単 に 記
せ ば 、 ヒ ト ラ イ ブ ラ リ ー プ ー ル A増 幅 に 由 来 す る 4μ Lの ゲ ル 精 製 PCR生 成 物 を 、 1μ Lの TOPO
ベ ク タ ー お よ び 1μ Lの 塩 溶 液 と と も に 室 温 で 15分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続 い て 前 記 反 応 混
合 物 で 大 腸 菌 株 TOP10（ Invitrogen） を 以 下 の よ う に 形 質 転 換 し た ： ワ ン シ ョ ッ ト TOP10細
胞 の 50μ Lア リ コ ー ト を 氷 上 で 融 解 し 、 2μ Lの TOPO反 応 物 を 添 加 し た 。 前 記 混 合 物 を 氷 上
で 15分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 正 確 に 30秒 42℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し て ヒ ー ト シ ョ ッ ク 処
理 し た 。 サ ン プ ル を 氷 上 に 戻 し 、 250μ Lの 温 SOC媒 体 （ 室 温 ） を 添 加 し た 。 振 盪 し な が ら
（ 220rpm） サ ン プ ル を 1時 間 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 続 い て 形 質 転 換 混 合 物 を ア ン ピ
シ リ ン （ 100μ g/ｍ L） 含 有 L-ブ ロ ス （ LB） 平 板 に 播 種 し 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 ｃ DNA挿 入 物 を 含 む ア ン ピ シ リ ン 耐 性 コ ロ ニ ー を コ ロ ニ ー PCRで 同 定 し た 。
　
　 滅 菌 つ ま 楊 枝 を 用 い て コ ロ ニ ー を 50μ Lの 滅 菌 水 に 接 種 し た 。 続 い て 10μ Lの 接 種 物 を 上
記 で 述 べ た よ う に （ た だ し 使 用 し た プ ラ イ マ ー は T3お よ び T7で あ っ た ） 20μ Lの 全 反 応 容
積 で PCRに 付 し た 。 サ イ ク リ ン グ 条 件 は 以 下 の と お り で あ っ た ： 94℃ で 2分 ； 94℃ 、 30秒 、
47℃ 、 30秒 お よ び 72℃ 1分 の 30サ イ ク ル ； 72℃ 、 7分 の 1サ イ ク ル 。 続 い て 更 な る 分 析 の 前
に サ ン プ ル を 4℃ で 維 持 し た （ ホ ー ル デ ィ ン グ サ イ ク ル ） 。
　 PCR反 応 生 成 物 を 1ｘ の TAE緩 衝 液 中 で 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 析 し た 。 予 想 さ れ る PCR生
成 物 サ イ ズ （ 357bpの cDNA＋ 105bp（ マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト ま た は MCSの た め ） ） を 示
す コ ロ ニ ー を 、 ア ン ピ シ リ ン （ 50μ g/ｍ L） 含 有 L-ブ ロ ス （ LB） の 5mLで 振 盪 し な が ら （ 22
0rpm） 一 晩 37℃ で 増 殖 さ せ た 。
　
　 Miniprepプ ラ ス ミ ド DNAを Qiaprep Turbo9600自 動 シ ス テ ム （ Qiagen） ま た は Wizard Plu
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１ ． ２ 　 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー DNAに 由 来 す る 実 質 上 cDNAの PCR

１ ． ３ 　 PCRの た め の 遺 伝 子 特 異 的 ク ロ ー ニ ン グ プ ラ イ マ ー

１ ． ４ 　 PCR生 成 物 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ

１ ． ５ 　 コ ロ ニ ー PCR

１ ． ６ 　 プ ラ ミ ド DNAの 調 製 お よ び シ ー ク ェ ン シ ン グ



s SV Miniprepキ ッ ト （ Promega Cat.# 1460） を 用 い 製 造 元 の 指 示 に し た が っ て 5mLの 培 養
物 か ら 調 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAを 100μ Lの 滅 菌 水 に 溶 出 さ せ た 。 DNA濃 度 は エ ッ ペ ン ド ル
フ BO分 光 計 を 用 い て 測 定 し た 。 BigDye Terminatorシ ス テ ム （ Applied Biosystems Cat.# 
4390246） を 用 い 製 造 元 の 指 示 に し た が い な が ら 、 プ ラ ス ミ ド DNA（ 200－ 500ng） を T7お よ
び T3プ ラ イ マ ー を 用 い DNAシ ー ク ェ ン シ ン グ に 付 し た 。  シ ー ク ェ ン シ ン グ 反 応 物 を Dye-Ex
カ ラ ム （ Qiagen） ま た は Montage SEQ 96ク リ ー ン ア ッ プ プ レ ー ト （ Millipore cat.#LSKS0
9624） を 用 い て 精 製 し 、 続 い て Applied Biosystems 3700シ ー ク ェ ン サ ー で 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　
　 INSP017 ORFの 推 定 配 列 は 、 開 始 コ ド ン を 含 ま ず 、 ま た コ ー ド 配 列 の 3'末 端 の 停 止 コ ド
ン も 欠 い て い る （ 図 ４ ） 。 RACE PCRは 、 従 っ て 全 長 コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め に 推 定 の 5'
及 び 3'末 端 を 伸 長 す る た め に 使 用 し た 。 RACE PCRは 、 製 造 元 の 指 示 に し た が っ て Gene Rac
erキ ッ ト （ Invitrogen） を 用 い て 精 巣 由 来 の RACEレ デ ィ cDNA（ Invitrogen cat. No. L151
0-13） で 実 施 し た 。 5'末 端 の 増 幅 の た め に 、 以 下 を 含 む 50μ Lの 反 応 容 積 で 、 第 １ PCRを 行
っ た （ 1μ Lの RACEレ デ ィ cDNA、 5μ Lの 10× 高 忠 実 度 緩 衝 剤 、 1μ Lの dNTP（ 10mM） 、 2μ lの
50mMの MgSO 4 、 3μ Lの GeneRacer 5'1プ ラ イ マ ー （ 10μ M） 、 1μ Lの リ バ ー ス 遺 伝 子 特 異 的
プ ラ イ マ ー （ 63765-GR1-5'） （ 10μ M） 及 び 2.5単 位 （ 0.5μ l） の プ ラ チ ナ Taq DNAポ リ メ
ラ ー ゼ Hi Fi（ Invitrogen） ） 。 サ イ ク リ ン グ 条 件 は 以 下 の 通 り で あ っ た ： 94℃ 2分 ; 5サ
イ ク ル の 94℃ 30秒 及 び 72℃ 2分 ; 5サ イ ク ル の 94℃ 30秒 及 び 70℃ 5分 ; 25サ イ ク ル の 94℃ 30
秒 、 65℃ 30秒 及 び 68℃ 5分 ; 68℃ で 10分 間 の 最 終 伸 長 及 び 4℃ の ホ ー ル デ ィ ン グ サ イ ク ル 。
次 い で 、 1μ Lの 増 幅 反 応 を 、 最 終 容 積 50μ Lで プ ラ イ マ ー を 除 い て 上 記 と 同 じ 試 薬 で 行 っ
た nested PCR用 の 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 Nested PCR用 プ ラ イ マ ー は 、 1μ Lの GeneRacer 5'
nestedプ ラ イ マ ー （ 10μ M） 及 び 1μ Lの リ バ ー ス nested遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ 63765-G
R1nest-5'） （ 10μ M） で あ っ た 。 サ イ ク リ ン グ 条 件 は 以 下 の 通 り で あ っ た ： 94℃ 2分 ; 25
サ イ ク ル の 94℃ 30秒 、 65℃ 30秒 及 び 68℃ 5分 ; 68℃ で 10分 間 の 最 終 伸 長 及 び 4℃ の ホ ー ル デ
ィ ン グ サ イ ク ル 。 PCR生 成 物 を ゲ ル 精 製 し 、 上 述 の pCR4-bluntTOPOベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー
ニ ン グ し た 。 3'末 端 の 増 幅 の た め に 、 プ ラ イ マ ー が 以 下 の 通 り で あ る こ と を 除 い て 、 5'RA
CEと 同 じ 反 応 条 件 を 使 用 し た ： PCR1に つ い て 、 3μ Lの Gene Racer 3'プ ラ イ マ ー （ 10μ M）
及 び 1μ Lの 63765-GR1-3'プ ラ イ マ ー （ 10μ M） 。 PCR2（ nested PCR） に つ い て 、 1μ Lの Gen
e Racer nested 3'プ ラ イ マ ー （ 10μ M） 及 び 1μ Lの 63765-GR1nest-3'プ ラ イ マ ー （ 10μ M
） 。 す べ て の プ ラ イ マ ー を 表 IIに 示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　
　 RACE PCRに よ っ て 同 定 さ れ た INSP017を コ ー ド す る 全 長 cDNAを 図 ５ に 示 す 。 1μ Lの RACE
レ デ ィ cDNA、 5μ Lの 10× 高 忠 実 度 緩 衝 剤 、 1μ Lの dNTP（ 10mM） 、 2μ Lの 50mMの MgSO 4 、 0.5
μ Lの 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー 63765-FL-F（ 50ピ コ モ ル ） 、 1μ Lの リ バ ー ス 遺 伝 子 特 異 的
プ ラ イ マ ー 63765-FL-R（ 50ピ コ モ ル ） 及 び 2.5単 位 （ 0.5μ L） の プ ラ チ ナ Taq DNAポ リ メ ラ
ー ゼ Hi Fi（ Invitrogen） を 含 む 50μ Lの PCR反 応 混 合 物 中 で ヒ ト Gene Racerレ デ ィ 精 巣 cDN
Aか ら PCRに よ っ て INSP017の ORFを ク ロ ー ニ ン グ し た 。 サ イ ク リ ン グ 条 件 は 、 94℃ 2分 ; 35
サ イ ク ル の 94℃ 30秒 、 65℃ 30秒 及 び 68℃ 5分 ; 68℃ で 10分 間 の 最 終 伸 長 及 び 4℃ の ホ ー ル デ
ィ ン グ サ イ ク ル で あ っ た 。 1 X TAE緩 衝 剤 （ Life Technologies） で 0.8％ の ア ガ ロ ー ス ゲ
ル で 増 幅 産 物 を 可 視 化 し 、 推 定 分 子 量 （ 2929bp） で 泳 動 し た PCR産 物 を Wizard PCR Preps 
DNA精 製 シ ス テ ム （ Promega） を 用 い て 前 記 ゲ ル か ら 精 製 し た 。 PCR産 物 を 50μ Lの 滅 菌 水 中
で 溶 離 し 、 セ ク シ ョ ン 1.4に 記 載 さ れ る pCR4 blunt TOPOベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た
。 い く つ か の ア ン ピ シ リ ン 耐 性 コ ロ ニ ー を セ ク シ ョ ン 1.5に 記 載 さ れ る コ ロ ニ ー PCR（ 増 幅
反 応 に お け る 伸 長 時 間 が 3分 で あ る こ と を 除 い て ） に 供 し た 。 正 し い サ イ ズ の 挿 入 （ MCSに
よ る 2929bp+105bp） を 含 む コ ロ ニ ー を 一 晩 37℃ で ア ン ピ シ リ ン （ 50μ g/mL） を 含 む 5mLの L
-Broth（ LB） 中 で 、 220rpm（ 37℃ ） で 振 盪 し な が ら 増 殖 し た 。 Qiaprep Turbo 9600ロ ボ ッ
ト シ ス テ ム （ Qiagen） 又 は Wizard Plus SVミ ニ プ レ ッ プ キ ッ ト （ Promega  cat. no. 1460
） を 用 い 製 造 元 の 指 示 に し た が っ て 、 ミ ニ プ レ ッ プ プ ラ ス ミ ド DNAを 5mLの 培 養 液 か ら 調 製
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１ ． ７ 　 RACE PCRを 用 い る INSP017の 全 長 コ ー ド 配 列 の 同 定

１ ． ８ 　 PCRに よ る INSP017の 全 長 コ ー ド 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ



し 、 T3及 び T7プ ラ イ マ ー と INSP017特 異 的 プ ラ イ マ ー （ 表 ３ ） に よ り 、 200-500ngの ミ ニ プ
レ ッ プ DNAを セ ク シ ョ ン 1.6に 記 載 さ れ る 通 り に シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ
ド の マ ッ プ で あ る pCR4 TOPO-INSP017（ プ ラ ス ミ ド ID.No.13287） を 図 ６ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　
　 CP1お よ び CP2を 用 い て 得 ら れ た 正 確 な サ イ ズ （ 357bp） で 泳 動 す る PCR生 成 物 を ラ イ ブ ラ
リ ー プ ー ル A（ ラ イ ブ ラ リ ー 6、 7、 8、 9及 び 10） お よ び 精 巣 cDNAで 同 定 し た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】
　 表 Ｉ ： ヒ ト ｃ DNAラ イ ブ ラ リ ー
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２ ． INSP017を 含 む cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 同 定



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* ： ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene）
* * ： ク ロ ー ン テ ッ ク （ Clontech）

【 ０ ０ ７ ５ 】
　 表 II： INSP017ク ロ ー ニ ン グ プ ラ イ マ ー
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【 ０ ０ ７ ６ 】
表 III： シ ー ク エ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 配 列 表
　 配 列 番 号 ： 1（ INSP017  ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 1）
 1 CTTCCCGAAT CCATCCCATC AGCTCCTGGG ACACTGCCTC ATTTCATAGA
 51 GGAGCCAGAT GATGCTTATA TTATCAAGAG CAACCCTATT GCACTCAGGT
 101 GCAAAGCGAG GCCAGCCATG CAGATATTCT TCAAATGCAA CGGCGAGTGG
 151 GTCCATCAGA ACGAGCACGT CTCTGAAGAG ACTCTGGACG AGAGCTCAG

　 配 列 番 号 ： 2（ INSP017  タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 1）
 1 LPESIPSAPG TLPHFIEEPD DAYIIKSNPI ALRCKARPAM QIFFKCNGEW
 51 VHQNEHVSEE TLDESSG

　 配 列 番 号 ： 3（ INSP017  ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 2）
 1 GTTTGAAGGT CCGCGAAGTG TTCATCAATG TTACTAGGCA ACAGGTGGAG
 51 GACTTCCATG GGCCCGAGGA CTATTGGTGC CAGTGTGTGG CGTGGAGCCA
 101 CCTGGGTACC TCCAAGAGCA GGAAGGCCTC TGTGCGCATA GCCT

　 配 列 番 号 ： 4（ INSP017  タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 2）
 1 LKVREVFINV TRQQVEDFHG PEDYWCQCVA WSHLGTSKSR KASVRIAY
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　 配 列 番 号 ： 5（ INSP017  ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 3）
 1 ATTTACGGAA AAACTTTGAA CAAGACCCAC AAGGAAGGGA AGTTCCCATT
 51 GAAGGCATGA TTGTACTGCA CTGCCGCCCA CCAGAGGGAG TCCCTGCTGC
 101 CGAG

　 配 列 番 号 ： 6（ INSP017  タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 3）
 1 LRKNFEQDPQ GREVPIEGMI VLHCRPPEGV PAAE

　 配 列 番 号 ： 7（ INSP017 - ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 4）
 1 GTGGAATGGC TGAAAAATGA AGAGCCCATT GACTCTGAAC AAGACGAGAA
 51 CATTGACACC AGGGCTGACC ATAACCTGAT CATCAGGCAG GCACGGCTCT
 101 CGGACTCAGG AAATTACACC TGCATGGCAG CCAACATCGT GGCTAAGAGG
 151 AGAAGCCTGT CGGCCACTGT TGTGGTCTAC G

　 配 列 番 号 ： 8（ INSP017 -タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 4）
 1 VEWLKNEEPI DSEQDENIDT RADHNLIIRQ ARLSDSGNYT CMAANIVAKR
 51 RSLSATVVVY V

　 配 列 番 号 ： 9（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 5）
 1 TGAATGGAGG CTGGTCTTCC TGGACAGAGT GGTCAGCCTG CAATGTTCGC
 51 TGTGGTAGAG GATGGCAGAA ACGTTCCCGG ACCTGCACCA ACCCAGCTCC
 101 TCTCAATGGT GGGGCCTTTT GTGAGGGAAT GTCAGTGCAG AAAATAACCT
 151 GCACTTCTCT TTGTCCTG

　 配 列 番 号 ： 10（ INSP017 -タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 5）
 1 NGGWSSWTEW SACNVRCGRG WQKRSRTCTN PAPLNGGAFC EGMSVQKITC
 51 TSLCPV

　 配 列 番 号 ： 11（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 6）
 1 TGGATGGGAG CTGGGAAGTG TGGAGCGAAT GGTCCGTCTG CAGTCCAGAG
 51 TGTGAACATT TGCGGATCCG GGAGTGCACA GCACCACCCC CGAGAAATGG
 101 GGGCAAATTC TGTGAAGGTC TAAGCCAGGA ATCTGAAAAC TGCACAGATG
 151 GTCTTTGCAT CCTAG

　 配 列 番 号 ： 12（ INSP017 -タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 6）
 1 DGSWEVWSEW SVCSPECEHL RIRECTAPPP RNGGKFCEGL SQESENCTDG
 51 LCILG

　 配 列 番 号 ： 13（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 7）
 1 GCATTGAGAA TGCCAGCGAC ATTGCTTTGT ACTCGGGCTT GGGTGCTGCC
 51 GTCGTGGCCG TTGCAGTCCT GGTCATTGGT GTCACCCTTT ACAGACGGAG
 101 CCAGAGTGAC TATGGCGTGG ACGTCATTGA CTCTTCTGCA TTGACAGGTG
 151 GCTTCCAGAC CTTCAACTTC AAAACAGTCC GTCAAG

　 配 列 番 号 ： 14（ INSP017 -タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 7）
 1 IENASDIALY SGLGAAVVAV AVLVIGVTLY RRSQSDYGVD VIDSSALTGG
 51 FQTFNFKTVR QG

　 配 列 番 号 ： 15（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 8）
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 1 GTAACTCCCT GCTCCTGAAT TCTGCCATGC AGCCAGATCT GACAGTGAGC
 51 CGGACATACA GCGGACCCAT CTGTCTGCAG GACCCTCTGG ACAAGGAGCT
 101 CATGACAGAG TCCTCACTCT TTAACCCTTT GTCGGACATC AAAGTGAAAG
 151 TCCAGAGCTC GTTCATGGTT TCCCTGGGAG TGTCTGAGAG AGCTGAGTAC
 201 CACGGCAAGA ATCATTCCAG GACTTTTCCC CATGGAAACA ACCACAGCTT
 251 TAGTACAATG CATCCCAGAA ATAAAATGCC CTACATCCAA AATCTGTCAT
 301 CACTCCCCAC AAGGACAGAA CTGAGGACAA CTGGTGTCTT TGGCCATTTA
 351 GGGGGGCGCT TAGTAATGCC AAATACAG

　 配 列 番 号 ： 16（ INSP017 -タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 8）
 1 NSLLLNSAMQ PDLTVSRTYS GPICLQDPLD KELMTESSLF NPLSDIKVKV
 51 QSSFMVSLGV SERAEYHGKN HSRTFPHGNN HSFSTMHPRN KMPYIQNLSS
 101 LPTRTELRTT GVFGHLGGRL VMPNTG

　 配 列 番 号 ： 17（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 9）
 1 GGGTGAGCTT ACTCATACCA CACGGTGCCA TCCCAGAGGA GAATTCTTGG
 51 GAGATTTATA TGTCCATCAA CCAAGGTGAA CCCAG

　 配 列 番 号 ： 18（ INSP017 -タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 9）
 1 VSLLIPHGAI PEENSWEIYM SINQGEPS

　 配 列 番 号 ： 19（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 10）
 1 CCTCCAGTCA GATGGCTCTG AGGTGCTCCT GAGTCCTGAA GTCACCTGTG
 51 GTCCTCCAGA CATGATCGTC ACCACTCCCT TTGCATTGAC CATCCCGCAC
 101 TGTGCAGATG TCAGTTCTGA GCATTGGAAT ATCCATTTAA AGAAGAGGAC
 151 ACAGCAGGGC AAATGGGAG

　 配 列 番 号 ： 20（ INSP017タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 10）
 1 LQSDGSEVLL SPEVTCGPPD MIVTTPFALT IPHCADVSSE HWNIHLKKRT
 51 QQGKWE

　 配 列 番 号 ： 21（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 11）
 1 GAAGTGATGT CAGTGGAAGA TGAATCTACA TCCTGTTACT GCCTTTTGGA
 51 CCCCTTTGCG TGTCATGTGC TCCTGGACAG CTTTGGGACC TATGCGCTCA
 101 CTGGAGAGCC AATCACAGAC TGTGCCGTGA AGCAACTGAA GGTGGCGGTT
 151 TTTGGCTGCA TGTCCTGTAA CTCCCTGGAT TACAACTTGA GAGTTTACTG
 201 TGTGGACAAT ACCCCTTGTG CATTTCAG

　 配 列 番 号 ： 22（ INSP017 -タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 11）
 1 EVMSVEDEST SCYCLLDPFA CHVLLDSFGT YALTGEPITD CAVKQLKVAV
 51 FGCMSCNSLD YNLRVYCVDN TPCAFQ

　 配 列 番 号 ： 23（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 12）
 1 GAAGTGGTTT CAGATGAAAG GCATCAAGGT GGACAGCTCC TGGAAGAACC
 51 AAAATTGCTG CATTTCAAAG GGAATACCTT TAGTCTTCAG ATTTCTGTCC
 101 TTGATATTCC CCCATTCCTC TGGAGAATTA AACCATTCAC TGCCTGCCAG

　 配 列 番 号 ： 24（ INSP017 -タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 12）
 1 EVVSDERHQG GQLLEEPKLL HFKGNTFSLQ ISVLDIPPFL WRIKPFTACQ
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　 配 列 番 号 ： 25（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 13）
 1 GAAGTCCCGT TCTCCCGCGT GTGGTGCAGT AACCGGCAGC CCCTGCACTG
 51 TGCCTTCTCC CTGGAGCGTT ATACGCCCAC TACCACCCAG CTGTCCTGCA
 101 AAATCTGCAT TCGGCAGCTC AAAGGCCATG AACAGATCCT CCAAGTGCAG
 151 ACATCAATCC TAGAG

　 配 列 番 号 ： 26（ INSP017 -タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 13）
 1 EVPFSRVWCS NRQPLHCAFS LERYTPTTTQ LSCKICIRQL KGHEQILQVQ
 51 TSILE

　 配 列 番 号 ： 27（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 14）
 1 AGTGAACGAG AAACCATCAC TTTCTTCGCA CAAGAGGACA GCACTTTCCC
 51 TGCACAGACT GGCCCCAAAG CCTTCAAAAT TCCCTACTCC ATCAGACAGC
 101 GGATTTGTGC TACATTTGAT ACCCCCAATG CCAAAGGCAA GGACTGGCAG
 151 ATGTTAGCAC AGAAAAACAG CATCAACAG

　 配 列 番 号 ： 28（ INSP017 -タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 14）
 1 SERETITFFA QEDSTFPAQT GPKAFKIPYS IRQRICATFD TPNAKGKDWQ
 51 MLAQKNSINR

　 配 列 番 号 ： 29（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 15）
 1 GAATTTATCT TATTTCGCTA CACAAAGTAG CCCATCTGCT GTCATTTTGA
 51 ACCTGTGGGA AGCTCGTCAT CAGCATGATG GTGATCTTGA CTCCCTGGCC
 101 TGTGCCCTTG AAGAGATTGG GAGGACACAC ACGAAACTCT CAAACATTTC
 151 AGAATCCCAG

　 配 列 番 号 ： 30（ INSP017 -タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン 15）
 1 NLSYFATQSS PSAVILNLWE ARHQHDGDLD SLACALEEIG RTHTKLSNIS
 51 ESQ

　 配 列 番 号 ： 31（ INSP017 -ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 最 初 の 推 定 ） ）
 1 CTTCCCGAAT CCATCCCATC AGCTCCTGGG ACACTGCCTC ATTTCATAGA
 51 GGAGCCAGAT GATGCTTATA TTATCAAGAG CAACCCTATT GCACTCAGGT
 101 GCAAAGCGAG GCCAGCCATG CAGATATTCT TCAAATGCAA CGGCGAGTGG
 151 GTCCATCAGA ACGAGCACGT CTCTGAAGAG ACTCTGGACG AGAGCTCAGG
 201 TTTGAAGGTC CGCGAAGTGT TCATCAATGT TACTAGGCAA CAGGTGGAGG
 251 ACTTCCATGG GCCCGAGGAC TATTGGTGCC AGTGTGTGGC GTGGAGCCAC
 301 CTGGGTACCT CCAAGAGCAG GAAGGCCTCT GTGCGCATAG CCTATTTACG
 351 GAAAAACTTT GAACAAGACC CACAAGGAAG GGAAGTTCCC ATTGAAGGCA
 401 TGATTGTACT GCACTGCCGC CCACCAGAGG GAGTCCCTGC TGCCGAGGTG
 451 GAATGGCTGA AAAATGAAGA GCCCATTGAC TCTGAACAAG ACGAGAACAT
 501 TGACACCAGG GCTGACCATA ACCTGATCAT CAGGCAGGCA CGGCTCTCGG
 551 ACTCAGGAAA TTACACCTGC ATGGCAGCCA ACATCGTGGC TAAGAGGAGA
 601 AGCCTGTCGG CCACTGTTGT GGTCTACGTG AATGGAGGCT GGTCTTCCTG
 651 GACAGAGTGG TCAGCCTGCA ATGTTCGCTG TGGTAGAGGA TGGCAGAAAC
 701 GTTCCCGGAC CTGCACCAAC CCAGCTCCTC TCAATGGTGG GGCCTTTTGT
 751 GAGGGAATGT CAGTGCAGAA AATAACCTGC ACTTCTCTTT GTCCTGTGGA
 801 TGGGAGCTGG GAAGTGTGGA GCGAATGGTC CGTCTGCAGT CCAGAGTGTG
 851 AACATTTGCG GATCCGGGAG TGCACAGCAC CACCCCCGAG AAATGGGGGC
 901 AAATTCTGTG AAGGTCTAAG CCAGGAATCT GAAAACTGCA CAGATGGTCT
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 951 TTGCATCCTA GGCATTGAGA ATGCCAGCGA CATTGCTTTG TACTCGGGCT
 1001 TGGGTGCTGC CGTCGTGGCC GTTGCAGTCC TGGTCATTGG TGTCACCCTT
 1051 TACAGACGGA GCCAGAGTGA CTATGGCGTG GACGTCATTG ACTCTTCTGC
 1101 ATTGACAGGT GGCTTCCAGA CCTTCAACTT CAAAACAGTC CGTCAAGGTA
 1151 ACTCCCTGCT CCTGAATTCT GCCATGCAGC CAGATCTGAC AGTGAGCCGG
 1201 ACATACAGCG GACCCATCTG TCTGCAGGAC CCTCTGGACA AGGAGCTCAT
 1251 GACAGAGTCC TCACTCTTTA ACCCTTTGTC GGACATCAAA GTGAAAGTCC
 1301 AGAGCTCGTT CATGGTTTCC CTGGGAGTGT CTGAGAGAGC TGAGTACCAC
 1351 GGCAAGAATC ATTCCAGGAC TTTTCCCCAT GGAAACAACC ACAGCTTTAG
 1401 TACAATGCAT CCCAGAAATA AAATGCCCTA CATCCAAAAT CTGTCATCAC
 1451 TCCCCACAAG GACAGAACTG AGGACAACTG GTGTCTTTGG CCATTTAGGG
 1501 GGGCGCTTAG TAATGCCAAA TACAGGGGTG AGCTTACTCA TACCACACGG
 1551 TGCCATCCCA GAGGAGAATT CTTGGGAGAT TTATATGTCC ATCAACCAAG
 1601 GTGAACCCAG CCTCCAGTCA GATGGCTCTG AGGTGCTCCT GAGTCCTGAA
 1651 GTCACCTGTG GTCCTCCAGA CATGATCGTC ACCACTCCCT TTGCATTGAC
 1701 CATCCCGCAC TGTGCAGATG TCAGTTCTGA GCATTGGAAT ATCCATTTAA
 1751 AGAAGAGGAC ACAGCAGGGC AAATGGGAGG AAGTGATGTC AGTGGAAGAT
 1801 GAATCTACAT CCTGTTACTG CCTTTTGGAC CCCTTTGCGT GTCATGTGCT
 1851 CCTGGACAGC TTTGGGACCT ATGCGCTCAC TGGAGAGCCA ATCACAGACT
 1901 GTGCCGTGAA GCAACTGAAG GTGGCGGTTT TTGGCTGCAT GTCCTGTAAC
 1951 TCCCTGGATT ACAACTTGAG AGTTTACTGT GTGGACAATA CCCCTTGTGC
 2001 ATTTCAGGAA GTGGTTTCAG ATGAAAGGCA TCAAGGTGGA CAGCTCCTGG
 2051 AAGAACCAAA ATTGCTGCAT TTCAAAGGGA ATACCTTTAG TCTTCAGATT
 2101 TCTGTCCTTG ATATTCCCCC ATTCCTCTGG AGAATTAAAC CATTCACTGC
 2151 CTGCCAGGAA GTCCCGTTCT CCCGCGTGTG GTGCAGTAAC CGGCAGCCCC
 2201 TGCACTGTGC CTTCTCCCTG GAGCGTTATA CGCCCACTAC CACCCAGCTG
 2251 TCCTGCAAAA TCTGCATTCG GCAGCTCAAA GGCCATGAAC AGATCCTCCA
 2301 AGTGCAGACA TCAATCCTAG AGAGTGAACG AGAAACCATC ACTTTCTTCG
 2351 CACAAGAGGA CAGCACTTTC CCTGCACAGA CTGGCCCCAA AGCCTTCAAA
 2401 ATTCCCTACT CCATCAGACA GCGGATTTGT GCTACATTTG ATACCCCCAA
 2451 TGCCAAAGGC AAGGACTGGC AGATGTTAGC ACAGAAAAAC AGCATCAACA
 2501 GGAATTTATC TTATTTCGCT ACACAAAGTA GCCCATCTGC TGTCATTTTG
 2551 AACCTGTGGG AAGCTCGTCA TCAGCATGAT GGTGATCTTG ACTCCCTGGC
 2601 CTGTGCCCTT GAAGAGATTG GGAGGACACA CACGAAACTC TCAAACATTT
 2651 CAGAATCCCA G

　 配 列 番 号 ： 32（ INSP017ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 最 初 の 推 定 ） ）
 1 LPESIPSAPG TLPHFIEEPD DAYIIKSNPI ALRCKARPAM QIFFKCNGEW
 51 VHQNEHVSEE TLDESSGLKV REVFINVTRQ QVEDFHGPED YWCQCVAWSH
 101 LGTSKSRKAS VRIAYLRKNF EQDPQGREVP IEGMIVLHCR PPEGVPAAEV
 151 EWLKNEEPID SEQDENIDTR ADHNLIIRQA RLSDSGNYTC MAANIVAKRR
 201 SLSATVVVYV NGGWSSWTEW SACNVRCGRG WQKRSRTCTN PAPLNGGAFC
 251 EGMSVQKITC TSLCPVDGSW EVWSEWSVCS PECEHLRIRE CTAPPPRNGG
 301 KFCEGLSQES ENCTDGLCIL GIENASDIAL YSGLGAAVVA VAVLVIGVTL
 351 YRRSQSDYGV DVIDSSALTG GFQTFNFKTV RQGNSLLLNS AMQPDLTVSR
 401 TYSGPICLQD PLDKELMTES SLFNPLSDIK VKVQSSFMVS LGVSERAEYH
 451 GKNHSRTFPH GNNHSFSTMH PRNKMPYIQN LSSLPTRTEL RTTGVFGHLG
 501 GRLVMPNTGV SLLIPHGAIP EENSWEIYMS INQGEPSLQS DGSEVLLSPE
 551 VTCGPPDMIV TTPFALTIPH CADVSSEHWN IHLKKRTQQG KWEEVMSVED
 601 ESTSCYCLLD PFACHVLLDS FGTYALTGEP ITDCAVKQLK VAVFGCMSCN
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 651 SLDYNLRVYC VDNTPCAFQE VVSDERHQGG QLLEEPKLLH FKGNTFSLQI
 701 SVLDIPPFLW RIKPFTACQE VPFSRVWCSN RQPLHCAFSL ERYTPTTTQL
 751 SCKICIRQLK GHEQILQVQT SILESERETI TFFAQEDSTF PAQTGPKAFK
 801 IPYSIRQRIC ATFDTPNAKG KDWQMLAQKN SINRNLSYFA TQSSPSAVIL
 851 NLWEARHQHD GDLDSLACAL EEIGRTHTKL SNISESQ

　 配 列 番 号 ： 33（ INSP017  全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ）
    1 ATGATCTTTA AGAATGGCCT TTCGAGGGTA CAAGATGCCA CTCCTCCTTG

   51 TCCTCTCCAC TGTGCTCAGC AATCACACCC TCCTGCCTTT GATTTTGTGG

  101 CAGTTTCCTG GGACTTAAGT CTTTGCTCAC TGTATGAAGA AACAGGAACT

  151 GACAATGGCG AAGCCCTTCC CGAATCCATC CCATCAGCTC CTGGGACACT

  201 GCCTCATTTC ATAGAGGAGC CAGATGATGC TTATATTATC AAGAGCAACC

  251 CTATTGCACT CAGGTGCAAA GCGAGGCCAG CCATGCAGAT ATTCTTCAAA

  301 TGCAACGGCG AGTGGGTCCA TCAGAACGAG CACGTCTCTG AAGAGACTCT

  351 GGACGAGAGC TCAGGTTTGA AGGTCCGCGA AGTGTTCATC AATGTTACTA

  401 GGCAACAGGT GGAGGACTTC CATGGGCCCG AGGACTATTG GTGCCAGTGT

  451 GTGGCGTGGA GCCACCTGGG TACCTCCAAG AGCAGGAAGG CCTCTGTGCG

  501 CATAGCCTAT TTACGGAAAA ACTTTGAACA AGACCCACAA GGAAGGGAAG

  551 TTCCCATTGA AGGCATGATT GTACTGCACT GCCGCCCACC AGAGGGAGTC

  601 CCTGCTGCCG AGGTGGAATG GCTGAAAAAT GAAGAGCCCA TTGACTCTGA

  651 ACAAGACGAG AACATTGACA CCAGGGCTGA CCATAACCTG ATCATCAGGC

  701 AGGCACGGCT CTCGGACTCA GGAAATTACA CCTGCATGGC AGCCAACATC

  751 GTGGCTAAGA GGAGAAGCCT GTCGGCCACT GTTGTGGTCT ACGTGAATGG

  801 AGGCTGGTCT TCCTGGACAG AGTGGTCAGC CTGCAATGTT CGCTGTGGTA

  851 GAGGATGGCA GAAACGTTCC CGGACCTGCA CCAACCCAGC TCCTCTCAAT

  901 GGTGGGGCCT TTTGTGAGGG AATGTCAGTG CAGAAAATAA CCTGCACTTC

  951 TCTTTGTCCT GTGGATGGGA GCTGGGAAGT GTGGAGCGAA TGGTCCGTCT

 1001 GCAGTCCAGA GTGTGAACAT TTGCGGATCC GGGAGTGCAC AGCACCACCC

 1051 CCGAGAAATG GGGGCAAATT CTGTGAAGGT CTAAGCCAGG AATCTGAAAA
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 1101 CTGCACAGAT GGTCTTTGCA TCCTAGGCAT TGAGAATGCC AGCGACATTG

 1151 CTTTGTACTC GGGCTTGGGT GCTGCCGTCG TGGCCGTTGC AGTCCTGGTC

 1201 ATTGGTGTCA CCCTTTACAG ACGGAGCCAG AGTGACTATG GCGTGGACGT

 1251 CATTGACTCT TCTGCATTGA CAGGTGGCTT CCAGACCTTC AACTTCAAAA

 1301 CAGTCCGTCA AGGTAACTCC CTGCTCCTGA ATTCTGCCAT GCAGCCAGAT

 1351 CTGACAGTGA GCCGGACATA CAGCGGACCC ATCTGTCTGC AGGACCCTCT

 1401 GGACAAGGAG CTCATGACAG AGTCCTCACT CTTTAACCCT TTGTCGGACA

 1451 TCAAAGTGAA AGTCCAGAGC TCGTTCATGG TTTCCCTGGG AGTGTCTGAG

 1501 AGAGCTGAGT ACCACGGCAA GAATCATTCC AGGACTTTTC CCCATGGAAA

 1551 CAACCACAGC TTTAGTACAA TGCATCCCAG AAATAAAATG CCCTACATCC

 1601 AAAATCTGTC ATCACTCCCC ACAAGGACAG AACTGAGGAC AACTGGTGTC

 1651 TTTGGCCATT TAGGGGGGCG CTTAGTAATG CCAAATACAG GGGTGAGCTT

 1701 ACTCATACCA CACGGTGCCA TCCCAGAGGA GAATTCTTGG GAGATTTATA

 1751 TGTCCATCAA CCAAGGTGAA CCCAGCCTCC AGTCAGATGG CTCTGAGGTG

 1801 CTCCTGAGTC CTGAAGTCAC CTGTGGTCCT CCAGACATGA TCGTCACCAC

 1851 TCCCTTTGCA TTGACCATCC CGCACTGTGC AGATGTCAGT TCTGAGCATT

 1901 GGAATATCCA TTTAAAGAAG AGGACACAGC AGGGCAAATG GGAGGAAGTG

 1951 ATGTCAGTGG AAGATGAATC TACATCCTGT TACTGCCTTT TGGACCCCTT

 2001 TGCGTGTCAT GTGCTCCTGG ACAGCTTTGG GACCTATGCG CTCACTGGAG

 2051 AGCCAATCAC AGACTGTGCC GTGAAGCAAC TGAAGGTGGC GGTTTTTGGC

 2101 TGCATGTCCT GTAACTCCCT GGATTACAAC TTGAGAGTTT ACTGTGTGGA

 2151 CAATACCCCT TGTGCATTTC AGGAAGTGGT TTCAGATGAA AGGCATCAAG

 2201 GTGGACAGCT CCTGGAAGAA CCAAAATTGC TGCATTTCAA AGGGAATACC

 2251 TTTAGTCTTC AGATTTCTGT CCTTGATATT CCCCCATTCC TCTGGAGAAT

 2301 TAAACCATTC ACTGCCTGCC AGGAAGTCCC GTTCTCCCGC GTGTGGTGCA
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 2351 GTAACCGGCA GCCCCTGCAC TGTGCCTTCT CCCTGGAGCG TTATACGCCC

 2401 ACTACCACCC AGCTGTCCTG CAAAATCTGC ATTCGGCAGC TCAAAGGCCA

 2451 TGAACAGATC CTCCAAGTGC AGACATCAAT CCTAGAGAGT GAACGAGAAA

 2501 CCATCACTTT CTTCGCACAA GAGGACAGCA CTTTCCCTGC ACAGACTGGC

 2551 CCCAAAGCCT TCAAAATTCC CTACTCCATC AGACAGCGGA TTTGTGCTAC

 2601 ATTTGATACC CCCAATGCCA AAGGCAAGGA CTGGCAGATG TTAGCACAGA

 2651 AAAACAGCAT CAACAGGAAT TTATCTTATT TCGCTACACA AAGTAGCCCA

 2701 TCTGCTGTCA TTTTGAACCT GTGGGAAGCT CGTCATCAGC ATGATGGTGA

 2751 TCTTGACTCC CTGGCCTGTG CCCTTGAAGA GATTGGGAGG ACACACACGA

 2801 AACTCTCAAA CATTTCAGAA TCCCAGCTTG ATGAAGCCGA CTTCAACTAC

 2851 AGCAGGCAAA ATGGACTC

　 配 列 番 号 ： 34（ INSP017全 長 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ）
   1 MIFKNGLSRV QDATPPCPLH CAQQSHPPAF DFVAVSWDLS LCSLYEETGT

  51 DNGEALPESI PSAPGTLPHF IEEPDDAYII KSNPIALRCK ARPAMQIFFK

 101 CNGEWVHQNE HVSEETLDES SGLKVREVFI NVTRQQVEDF HGPEDYWCQC

 151 VAWSHLGTSK SRKASVRIAY LRKNFEQDPQ GREVPIEGMI VLHCRPPEGV

 201 PAAEVEWLKN EEPIDSEQDE NIDTRADHNL IIRQARLSDS GNYTCMAANI

 251 VAKRRSLSAT VVVYVNGGWS SWTEWSACNV RCGRGWQKRS RTCTNPAPLN

 301 GGAFCEGMSV QKITCTSLCP VDGSWEVWSE WSVCSPECEH LRIRECTAPP

 351 PRNGGKFCEG LSQESENCTD GLCILGIENA SDIALYSGLG AAVVAVAVLV

 401 IGVTLYRRSQ SDYGVDVIDS SALTGGFQTF NFKTVRQGNS LLLNSAMQPD

 451 LTVSRTYSGP ICLQDPLDKE LMTESSLFNP LSDIKVKVQS SFMVSLGVSE

 501 RAEYHGKNHS RTFPHGNNHS FSTMHPRNKM PYIQNLSSLP TRTELRTTGV

 551 FGHLGGRLVM PNTGVSLLIP HGAIPEENSW EIYMSINQGE PSLQSDGSEV

 601 LLSPEVTCGP PDMIVTTPFA LTIPHCADVS SEHWNIHLKK RTQQGKWEEV
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 651 MSVEDESTSC YCLLDPFACH VLLDSFGTYA LTGEPITDCA VKQLKVAVFG

 701 CMSCNSLDYN LRVYCVDNTP CAFQEVVSDE RHQGGQLLEE PKLLHFKGNT

 751 FSLQISVLDI PPFLWRIKPF TACQEVPFSR VWCSNRQPLH CAFSLERYTP

 801 TTTQLSCKIC IRQLKGHEQI LQVQTSILES ERETITFFAQ EDSTFPAQTG

 851 PKAFKIPYSI RQRICATFDT PNAKGKDWQM LAQKNSINRN LSYFATQSSP

 901 SAVILNLWEA RHQHDGDLDS LACALEEIGR THTKLSNISE SQLDEADFNY

 951 SRQNGL
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
【 図 １ 】 INSP017の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 最 初 の 推 定 、 す な わ ち 配 列 番 号 ： 32） を 示 す 。
【 図 ２ 】 検 索 物 と し て INSP017（ 配 列 番 号 ： 32） を 用 い る NCBI-nrで の 上 位 10個 の BLASTヒ
ッ ト を 示 す 。
【 図 ３ 】 上 位 BLASTヒ ッ ト と INSP017（ 配 列 番 号 ： 32） の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と の ア ラ イ ン メ
ン ト を 示 す 。
【 図 ４ 】 INSP017の 推 定 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ の 翻 訳 と と も に 示 す 。
【 図 ５ 】 RACE PCRに よ り 同 定 し た INSP017全 長 cDNAを 示 す 。 シ ェ ー ド 部 分 の 配 列 は INSP017
（ 配 列 番 号 ： 34） の 最 初 の 推 定 を 示 す 。
【 図 ６ 】 PCR4-TOPO-INST017の マ ッ プ を 示 す 。
【 図 ７ 】 推 定 （ 配 列 番 号 ： 32） 及 び ク ロ ー ン （ 配 列 番 号 ： 34） 配 列 を 示 す 。 ク ロ ー ン 配 列
に お け る シ ェ ー ド 部 分 の 配 列 は 、 最 初 の INSP017推 定 に は な い 配 列 を 示 す 。
【 図 ８ 】 BLAST検 索 に よ り 配 列 比 較 し た 推 定 （ 配 列 番 号 ： 32） 及 び ク ロ ー ン （ 配 列 番 号 ： 3
4） INSP017配 列 を 示 す 。
【 図 ９ 】 NCBI-nrに 対 す る ク ロ ー ン INSP017配 列 （ 配 列 番 号 ： 34） の Tblastnを 示 す 。
【 図 １ ０ 】 推 定 を 支 持 す る ESTを 示 す 。 NCBI-setに 対 す る ク ロ ー ン INSP017配 列 （ 配 列 番 号
： 34） の Tblastnを 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ３ － １ 】
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【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】
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【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明基于以下发现：INSP017蛋白起跨膜蛋白分子的作用，优选作为
netrin受体家族的跨膜蛋白分子的作用。


