
(57)【要約】
【課題】プロテアーゼによるタンパク質プロセッシングは、多様なプロセスにおいて生物
学的及び生理学的現象の様々な段階で重要な働きをしている。相同性（ホモロジー）に基
づく分子クローニング法を使用し、多様なプロテアーゼ関与の現象・機構を解明すること
は、正常や病的なプロセスの解明に有用である。
【解決手段】細菌からヒトに至るまでの多様な生体に広く分布し、タンパク質の成熟、ま
た生理活性ペプチドの代謝の調節などで重要な役割を果たすアミノペプチダーゼ類に着目
し研究を行った結果、新規アミノペプチダーゼ遺伝子を同定した。該遺伝子並びにそれで
コードされるタンパク質「アミノペプチダーゼＯ」の構造の解明により、遺伝子組換え技
術などを利用し該タンパクの利用・測定が可能となり、その生理学的・生物学的活性など
の解明手段を入手でき、該タンパクに起因する生理現象、関連疾患の診断、原因究明、予
知などに利用可能である。
【選択図】　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
(i) ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O(AP-O)タ ン パ ク 質 、
(ii) (a) AP-O LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ タ
ン パ ク 質 、 (b) AP-Oグ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ
ク 質 、 (c) AP-Oグ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ タ ン パ ク 質 、 (d) AP-O LTA 4 H様
酵 素 N末 端 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (e) AP-O グ ル ジ ン シ ン 触 媒
ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (f) AP-O LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (g) AP-O SH3様
モ チ ー フ +C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ ク 質 及 び (h) AP-O C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ ク 質 か ら 成
る 群 か ら 選 ば れ た タ ン パ ク 質 、
(iii) (A) 配 列 番 号 :1, 2, 7, 9又 は 図 １ ～ ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び (B) そ の 多 形 型 配
列 、 オ ル タ ー ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グ 産 物 、 変 異 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 配 列 あ る い は 部 分
配 列 で あ っ て 且 つ タ ン パ ク 分 解 活 性 を 持 つ 酵 素 を コ ー ド す る か あ る い は 細 胞 の 変 化 、 ホ メ
オ ス タ シ ス 、 成 熟 プ ロ セ ス あ る い は 心 臓 血 管 系 プ ロ セ ス に 関 与 す る も の 、
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 部 あ る い
は そ の 一 部 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
(iv) 配 列 番 号 :2, 3, 7又 は 8の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 図 １ ～ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る 群 か ら
選 ば れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 一 部 の 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、
(v) (a)配 列 番 号 :3の Met 1 ～ Phe 8 1 9 又 は Asp 2 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (b) 配 列 番 号 :3の S
er 1 5 2 ～ Gly 5 8 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (c) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (d) 
配 列 番 号 :3の Ser 1 5 2 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (e) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ
プ チ ド 、 (f) 配 列 番 号 :3の Met 1 ～ Lys 7 0 5 又 は Asp 2 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (g) 配 列 番 号
:3の Ser 1 5 2 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (h) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、
(i) 配 列 番 号 :3の Tyr 5 9 0 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は (j) 配 列 番 号 :3の Tyr 5 9 0 ～ Lys 7 0 5 の
ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 一 部 の 配 列 か ら な る ポ リ
ペ プ チ ド 、
(vi) 前 記 (i)又 は (ii)の タ ン パ ク 質 並 び に (iii)～ (v)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ
酸 配 列 の い ず れ か 一 に お い て 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 あ る い は １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が
、 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 且 つ (i)又 は (ii)の タ ン パ ク 質
の 示 す 生 物 学 的 活 性 を 有 す る か 、 あ る い は (iii)～ (v)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 示 す 生
物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
(vii) 配 列 番 号 : 2, 3, 7又 は 8の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 図 １ ～ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る 群 か
ら 選 ば れ た 配 列 あ る い は そ の 配 列 に 存 在 す る 各 ド メ イ ン の い ず れ か 一 に 対 し 少 な く と も 67
%以 上 、 あ る い は 70% 以 上 、 又 は 少 な く と も 75%以 上 、 又 は 少 な く と も 80%以 上 、 又 は 少 な
く と も 85%以 上 、 又 は 少 な く と も 90%よ り 高 い 相 同 性 を 有 し て い る も の 、 あ る い は そ れ に 対
し 、 95%以 上 あ る い は 98% 以 上 の 相 同 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド 又
は そ の 塩 、 あ る い は
(viii) 前 記  (i)～ (vii)の い ず れ か 一 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 ペ プ
チ ド 又 は そ の 塩 。
【 請 求 項 ２ 】
(i) AP-Oタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(ii) (a) AP-O LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ タ
ン パ ク 質 、 (b) AP-Oグ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ
ク 質 、 (c) AP-Oグ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ タ ン パ ク 質 、 (d) AP-O LTA 4 H様
酵 素 N末 端 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (e) AP-O グ ル ジ ン シ ン 触 媒
ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (f) AP-O LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (g) AP-O SH3様
モ チ ー フ +C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ ク 質 及 び (h) AP-O C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ ク 質 か ら 成
る 群 か ら 選 ば れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(iii) 配 列 番 号 :2又 は 3あ る い は 図 １ ～ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 配 列 番 号 :7又 は 8の ア ミ ノ 酸
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配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 一 部 の 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(iv) (A) 配 列 番 号 :1, 2, 7, 9又 は 図 １ ～ ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び (B) そ の 多 形 型 配 列
、 オ ル タ ー ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グ 産 物 、 変 異 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 配 列 あ る い は 部 分 配
列 で あ っ て 且 つ タ ン パ ク 分 解 活 性 を 持 つ 酵 素 を コ ー ド す る か あ る い は 細 胞 の 変 化 、 ホ メ オ
ス タ シ ス 、 成 熟 プ ロ セ ス あ る い は 心 臓 血 管 系 プ ロ セ ス に 関 与 す る も の 、
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(v) (a)配 列 番 号 :3の Met 1 ～ Phe 8 1 9 又 は Asp 2 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (b) 配 列 番 号 :3の S
er 1 5 2 ～ Gly 5 8 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (c) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (d) 
配 列 番 号 :3の Ser 1 5 2 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (e) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ
プ チ ド 、 (f) 配 列 番 号 :3の Met 1 ～ Lys 7 0 5 又 は Asp 2 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (g) 配 列 番 号
:3の Ser 1 5 2 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (h) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、
(i) 配 列 番 号 :3の Tyr 5 9 0 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は (j) 配 列 番 号 :3の Tyr 5 9 0 ～ Lys 7 0 5 の
ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 一 部 の 配 列 か ら な る ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(vi) 請 求 項 １ の (i)又 は (ii)の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 あ る い は 請 求 項 １ の (iii)の ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 請 求 項 １ の (v)の ポ リ ペ プ チ ド に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 に お
い て 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 あ る い は １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 欠 失 、 置 換 若 し く は 付
加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 且 つ 請 求 項 １ の (i)又 は (ii)の タ ン パ ク 質 の 示 す 生 物 学
的 活 性 を 有 す る か 、 あ る い は 請 求 項 １ の (iii)～ (vii)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 示 す 生
物 学 的 活 性 又 は 請 求 項 １ の (iii)で 言 及 し た 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(vii) 配 列 番 号 :1, 2, 4, 7, 9又 は 図 １ ～ ２ か ら な る DNAか ら 選 択 さ れ た 10個 又 は 15個 以
上 の 連 続 し た 塩 基 配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る 核 酸 と ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 且 つ 請 求 項 １ の (i)又 は (ii)の タ ン パ ク 質 の 示
す 生 物 学 的 活 性 を 有 す る か 、 あ る い は 請 求 項 １ の (iii)～ (vii)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド
の 示 す 生 物 学 的 活 性 又 は 請 求 項 １ の (iii)で 言 及 し た 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び
(viii) 配 列 番 号 : 1, 2, 7, 9又 は 図 １ ～ ２ の 配 列 の CDSあ る い は そ こ に 存 在 す る 各 ド メ イ
ン の い ず れ か 一 に 対 し て 少 な く と も 67%以 上 、 さ ら に は 70% 以 上 、 好 ま し く は 80% 以 上 、
さ ら に 好 ま し く は 90% 以 上 、 あ る い は 95% 以 上 の 相 同 性 を 有 し 且 つ 請 求 項 １ の (i)又 は (ii
)の タ ン パ ク 質 の 示 す 生 物 学 的 活 性 を 有 す る か 、 あ る い は 請 求 項 １ の (iii)～ (vii)の い ず
れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 示 す 生 物 学 的 活 性 又 は 請 求 項 １ の (iii)で 言 及 し た 生 物 学 的 活 性 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 ２ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 ２ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 請 求 項 ３ 記 載 の ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 さ れ
て 得 ら れ た こ と を 特 徴 と す る 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 ４ 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 条 件 下 に 維 持 し て 、 請 求 項 １ 記 載 の タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ
プ チ ド を 発 現 せ し め 、 得 ら れ た 発 現 ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記
載 の タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ 記 載 の (i) ～ (viii)の い ず れ か 一 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は
そ の 塩 あ る い は そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 抗
体 。
【 請 求 項 ７ 】
抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ 記 載 の 抗 体 。
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【 請 求 項 ８ 】
(i) 請 求 項 ６ 記 載 の 抗 体 又 は (ii)請 求 項 １ 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は
そ の 塩 あ る い は そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の
タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 あ る い は そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩
の 免 疫 学 的 測 定 試 薬 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ６ 記 載 の 抗 体 を 測 定 試 薬 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の タ ン パ ク 質
若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 あ る い は そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 の 免 疫 学 的
測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
(1) 請 求 項 １ 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 あ る い は そ の 一 部 の ペ
プ チ ド ま た は そ の 塩 、 (2) 請 求 項 ６ 記 載 の 抗 体 、 (3) 請 求 項 ２ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(4) 請 求 項 ３ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 及 び (5) 請 求 項 ４ 記 載 の 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 か ら 成 る
群 か ら 選 ば れ た も の を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 、 そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た
は そ れ ら の 塩 ； あ る い は 請 求 項 ２ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； あ る い は 請 求 項 ６ 記 載 の 抗 体
を 含 有 し て い る こ と を 特 徴 と す る 医 薬 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 、 そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た
は そ れ ら の 塩 の 、 生 物 学 的 活 性 を 促 進 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 を 含 有 し て い る
こ と を 特 徴 と す る 医 薬 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 、 そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た
は そ れ ら の 塩 の 、 生 物 学 的 活 性 を 促 進 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 及 び ス
ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
組 換 え あ る い は 合 成 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 生 産 の た め の 、
　 配 列 番 号 :1及 び 9並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 、 配 列 番 号 :2の 配 列 並 び に 配 列 番 号 :7の 配 列
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の 全 部 あ る い は そ の 一 部 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
抗 体 作 製 の た め の 、
　 配 列 番 号 :3 及 び 8並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 、 配 列 番 号 :2の 配 列 並 び に 配 列 番 号 :7の 配 列
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の 全 部 あ る い は そ の 一 部 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O活 性 , AP-O グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 活 性 , AP-O LTA 4 H様 酵 素 N末
端 ド メ イ ン 活 性 , AP-O SH3様 モ チ ー フ 活 性 及 び AP-O C末 端 ARMド メ イ ン 活 性 か ら 成 る 群 か
ら 選 ば れ た 活 性 に 対 す る 阻 害 剤 を デ ザ イ ン す る た め の 、
　 配 列 番 号 :1, 2, 3, 7, 8及 び 9並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の
全 部 あ る い は そ の 一 部 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oに 関 す る 活 性 を 持 っ て い る タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー ゼ Oを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 検 出 す る た め の シ ス テ ム を 構 築 す る た め の 、
　 配 列 番 号 :1, 2, 3, 7, 8及 び 9並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の
全 部 あ る い は そ の 一 部 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oに 関 し て 及 び ／ 又 は 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oを コ ー ド す る 遺 伝 子 に 関
し て メ デ ィ エ ー ト さ れ る 病 気 発 生 プ ロ セ ス を 処 置 す る た め の 活 性 化 合 物 を 製 造 す る た め の
、
　 配 列 番 号 :1, 2, 3, 7, 8及 び 9並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の
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全 部 あ る い は そ の 一 部 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 又 は そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 を 同 定 す る 方 法 で あ っ
て 、
(i) オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 核 酸 の PCRに よ る 増 幅 、 又 は
(ii) cDNA の ラ イ ブ ラ リ ー と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ の 使 用
を 含 み 、
　 配 列 番 号 :1, 2, 4, 7及 び 9並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の 全 部
あ る い は そ の 一 部 の 使 用 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

                                                                                
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 に 同 定 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ あ る い は 核 酸 ） 及 び ポ リ ペ プ チ ド （ あ
る い は タ ン パ ク 質 ） （ 又 は そ の 一 部 ） あ る い は そ の 塩 ； 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ あ る い は 核
酸 ） 及 び ポ リ ペ プ チ ド （ あ る い は タ ン パ ク 質 ） の ホ モ ロ グ を 含 む 変 異 体 及 び 誘 導 体 ； 該 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド （ あ る い は 核 酸 ） 及 び ポ リ ペ プ チ ド （ あ る い は タ ン パ ク 質 ） 、 並 び に そ れ
ら の ホ モ ロ グ を 含 む 変 異 体 及 び 誘 導 体 の 製 造 法 ； 該 ポ リ ペ プ チ ド （ あ る い は タ ン パ ク 質 ）
の 阻 害 剤 、 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト ； 該 ポ リ ペ プ チ ド （ あ る い は タ ン パ ク 質 ） に 対
す る 抗 体 、 特 に は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； 並 び に 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ あ る い は 核 酸 ） 、 ポ
リ ペ プ チ ド （ あ る い は タ ン パ ク 質 ） 、 ホ モ ロ グ 、 変 異 体 、 誘 導 体 、 阻 害 剤 、 ア ゴ ニ ス ト 及
び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 用 途 に 関 す る も の で あ る 。
　 本 発 明 は タ ン パ ク 質 分 解 活 性 と い っ た 生 物 学 的 過 程 （ プ ロ セ ス ） に 関 す る も の で あ る 。
そ う い っ た 生 物 学 的 過 程 と し て は 、 成 熟 過 程 、 生 殖 機 能 、 組 織 形 成 、 心 臓 血 管 系 の 制 御 、
ホ メ オ タ シ ス 、 血 圧 制 御 、 内 分 泌 過 程 制 御 な ど の 生 理 学 的 状 態 に 関 連 し て い る も の が 挙 げ
ら れ 、 さ ら に 癌 細 胞 の 発 生 、 浸 潤 、 転 移 、 炎 症 、 ア レ ル ギ ー 、 免 疫 反 応 あ る い は 心 臓 血 管
に お け る プ ロ セ ス 及 び 血 液 学 的 な プ ロ セ ス の よ う な 生 理 学 的 状 態 に 関 連 し た も の が 挙 げ ら
れ る 。 特 に 本 発 明 は ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O (aminopeptidase O; AP-O)を 遺 伝 子 産 物 と し て
生 成 せ し め る 能 力 を 有 す る 遺 伝 子 に 関 連 し た 技 術 ・ 知 識 を 提 供 す る も の で あ り 、 ヒ ト ア ミ
ノ ペ プ チ ダ ー ゼ タ ン パ ク 質 を 発 見 且 つ 確 認 す る こ と に 関 し 、 ま た 本 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー
ド し て い る 遺 伝 子 に も 関 し 、 さ ら に は 、 そ れ ら の 可 能 な 阻 害 剤 に も 関 し 、 ま た 、 そ の 構 造
分 析 、 及 び 正 常 や 病 的 な プ ロ セ ス に お け る 関 連 し た 事 項 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ は 、 ペ プ チ ド や 蛋 白 基 質 の N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 残 基 が 加 水 分 解 さ れ
る 際 に 触 媒 と し て 作 用 す る こ と の で き る エ キ ソ ペ プ チ ダ ー ゼ で あ る 。 こ の 酵 素 は 細 菌 か ら
ヒ ト に 至 る 多 様 な 生 体 に 広 く 分 布 し て お り 、 蛋 白 質 の 成 熟 に お い て 、 ま た 生 理 活 性 ペ プ チ
ド の 代 謝 の 調 節 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る (非 特 許 文 献 1： Taylor, A. (1993) Fase
b J , 290-298； 非 特 許 文 献 2： Lowther, W. T. et al. (2002) Chem Rev , 4581-460
8)。 さ ら に 、 癌 や 心 臓 血 管 障 害 な ど と い っ た ヒ ト の 病 気 の 中 に は 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の
作 用 と 調 節 に お け る 変 調 を 背 景 と す る も の が い く つ か あ る （ 非 特 許 文 献 3： Nanus, D. M. 
(2003) Clin Cancer Res , 6307-6309； 非 特 許 文 献 4： Sato, Y. (2004) Biol Pharm Bul
l , 772-776； 非 特 許 文 献 5： Mitsui, T. et al., (2004) Biol Pharm Bull , 768-77
1） 。 ヒ ト ・ ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ に は 様 々 な フ ァ ミ リ ー が あ る が 、 亜 鉛 メ タ ロ ペ プ チ ダ ー
ゼ の M1フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー や グ ル ジ ン シ ン (gluzincins)が 持 つ 生 物 学 的 お よ び 病 理 学 的
意 味 の 分 析 に つ い て 関 心 が 高 ま っ て い る (非 特 許 文 献 6： Hooper, N. M. (1994) FEBS Lett
 , 1-6； 非 特 許 文 献 7： Gomis-Ruth, F. X. (2003) Mol Biotechnol , 157-202)。 ヒ
ト 組 織 に つ い て は 、 現 時 点 で 12の メ ン バ ー が こ の フ ァ ミ リ ー に 属 す る も の と し て 確 認 さ れ
て い る （ 非 特 許 文 献 8： Puente, X. S. et al., (2003) Nat Rev Genet , 544-558） 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ A（ APA、 EAP、 ENPEP） は コ レ シ ス ト キ ニ ン 8や ア ン ジ オ テ ン シ ン II
の よ う な ペ プ チ ド か ら N末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 を 切 断 す る II型 膜 結 合 プ ロ テ ア ー ゼ で あ り （ 非
特 許 文 献 9： Nanus, D. M. et al., (1993) Proc Natl Acad Sci U S A , 7069-7073；
非 特 許 文 献 10： Zini, S. et al., (1996) Proc Natl Acad Sci U S A , 11968-11973）
、 血 圧 や 血 管 形 成 の 制 御 に 寄 与 し て い る （ 非 特 許 文 献 11： Mitsui, T. et al., (2003) Mo
l Med , 57-62； 非 特 許 文 献 12： Marchio, S. et al., (2004) Cancer Cell , 151-162
） 。
　 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ N（ APN、 ANPEP、 CD13） も ま た 血 管 形 成 の 制 御 に 関 係 す る 膜 結 合 エ
キ ソ ペ プ チ ダ ー ゼ で あ り （ 非 特 許 文 献 13： Look, A. T. et al., (1989) J Clin Invest 
, 1299-1307； 非 特 許 文 献 14： Hashida, H. et al., (2002) Gastroenterology , 376
-386； 非 特 許 文 献 15： Petrovic, N. et al., (2003) J Biol Chem , 49358-49368； 非
特 許 文 献 16： Fournie-Zaluski, M. C. et al., (2004) Proc Natl Acad Sci U S A , 
7775-7780） 、 こ れ は コ ロ ナ ウ イ ル ス や 腫 瘍 ホ ー ミ ン グ ・ ペ プ チ ド の 受 容 体 と し て 作 用 す
る （ 非 特 許 文 献 17： Yeager, C. L. et al., (1992) Nature , 420-422； 非 特 許 文 献 18
： Pasqualini, R. et al., (2000) Cancer Res , 722-727） 。
　 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Q（ APQ、 レ ブ リ ン ） は 構 造 的 に APNに 関 連 し て お り 、 母 体 脱 落 膜 組
織 の 絨 毛 外 ト ロ ホ ブ ラ ス ト の 浸 潤 の 調 節 に 関 与 し て い る （ 非 特 許 文 献 8、 非 特 許 文 献 19： F
ujiwara, H. et al., (2004) Biochem Biophys Res Commun , 962-968） 。
　 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 放 出 ホ ル モ ン 分 解 細 胞 外 酵 素 （ TRHDE） は 血 清 中 に 可 溶 性 酵 素 と し
て 存 在 す る か 、 神 経 細 胞 の 細 胞 表 面 に 固 着 し て お り 、 腺 下 垂 体 細 胞 か ら の ホ ル モ ン 分 泌 を
刺 激 す る ペ プ チ ド で あ る 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン （ TRH） を 選 択 的 に 不 活 性 化 す る （ 非 特 許 文
献 20： Schauder, B. et al., (1994) Proc Natl Acad Sci U S A , 9534-9538； 非 特 許
文 献 21： Schomburg, L. et al. (1999) Eur J Biochem , 415-422； 非 特 許 文 献 22： Ke
lly, J. A. et al., (2000) J Biol Chem , 16746-16751 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 胎 盤 性 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ （ PLAP、 LNPEP、 IRAP） 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 ロ
イ シ ル 基 特 異 的 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ （ PILS-AP、 ERAAP、 EPAP1、 ARTS1） 、 白 血 球 由 来 ア ル
ギ ニ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ （ L-RAP、 AMPEP、 LPEP） は 、 オ キ シ ト シ ナ ー ゼ の サ ブ フ ァ ミ リ
ー に 属 す る 。 PLAPは イ ン ス リ ン に よ っ て 制 御 さ れ 、 オ キ シ ト シ ン や バ ソ プ レ シ ン の よ う な
ペ プ チ ド ホ ル モ ン を 分 解 し 、 妊 娠 時 の ホ メ オ ス タ シ ス を 維 持 す る （ 非 特 許 文 献 23： Kandro
r, K. V. et al., (1994) J Biol Chem , 30777-30780； 非 特 許 文 献 24： Keller, S. R
. et al., (1995) J Biol Chem , 23612-23618； 非 特 許 文 献 25： Rogi, T. et al., (1
996) J Biol Chem , 56-61； 非 特 許 文 献 26： Keller, S. R. et al., (2002) J Biol C
hem , 17677-17686； 非 特 許 文 献 27： Lew, R. A. et al., (2003) J Neurochem , 34
4-350； 非 特 許 文 献 28： Albiston, A. L. et al., (2001) J Biol Chem , 48623-48626
） 。 PILS-APと L-RAPは 、 MHCク ラ ス Iと し て 考 え ら れ て い る ペ プ チ ド 前 駆 体 の N末 端 ト リ ミ
ン グ （ 非 特 許 文 献 29： Serwold, T. et al., (2002) Nature , 480-483； 非 特 許 文 献 30
： Saric, T. et al., (2002) Nat Immunol , 1169-1176； 非 特 許 文 献 31： Tanioka, T. e
t al., (2003) J Biol Chem , 32275-32283） や サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の 分 断 に 関 与 し て
い る （ 非 特 許 文 献 32： Cui, X. et al., (2002) J Clin Invest , 515-526； 非 特 許 文
献 33： Cui, X. et al., (2003) J Biol Chem , 28677-28685 ） 。
　 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 感 受 性 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ （ PSA、 NPEPPS） は 広 く 基 質 特 異 性 を 有 し
て お り 、 蛋 白 質 の 代 謝 回 転 、 神 経 ペ プ チ ド の 代 謝 、 細 胞 周 期 の 制 御 、 生 殖 、 不 安 や 痛 み の
制 御 な ど 様 々 な プ ロ セ ス に 含 ま れ て い る （ 非 特 許 文 献 34: Constam, D. B. et al., (1995
) J Biol Chem , 26931-26939； 非 特 許 文 献 35： Huber, G. et al., (1999) J Neuroch
em , 1215-1223； 非 特 許 文 献 36： Osada, T. et al., (1999) J Neurosci , 6068-607
8； 非 特 許 文 献 37： Osada, T. et al., (2001) Mol Endocrinol , 960-971； 非 特 許 文 献
38： Osada, T. et al., (2001) Mol Endocrinol , 882-893)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 ロ イ コ ト リ エ ン A 4 ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ LTA 4 H又 は LTA4H） と ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ B（ APB、 RNPE
P） は 構 造 的 に 関 連 が あ り 、 炎 症 性 プ ロ セ ス や 腫 瘍 の 進 行 と 関 連 づ け ら れ て き た (非 特 許 文
献 39： Haeggstrom, J. Z. (2004) J Biol Chem (in press)； 非 特 許 文 献 40： Fukasawa, K
. M. et al., (1999) Biochem J , 497-502； 非 特 許 文 献 41： Funk, C. D. et al., (1
987) Proc Natl Acad Sci U S A , 6677-6681； 非 特 許 文 献 42： Minami, M. et al., (1
987) J Biol Chem , 13873-13876； 非 特 許 文 献 43： Cadel, S. et al., (1997) Proc N
atl Acad Sci U S A , 2963-2968； 非 特 許 文 献 44： Draoui, M. et al., (1997) J Neur
ooncol , 99-106； 非 特 許 文 献 45： Haeggstrom, J. Z. (2000) Am J Respir Crit Care 
Med , S25-31； 非 特 許 文 献 46： Chen, X. et al., (2003) J Natl Cancer Inst , 10
53-1061)。 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ B様 酵 素 （ APB-L、 RNPEPL1） は 世 界 的 な ヒ ト ゲ ノ ム 解 析 プ
ロ ジ ェ ク ト の 中 で 同 定 さ れ た が (非 特 許 文 献 8、 非 特 許 文 献 47： Puente, X. S. et al., (2
004) Genome Res , 609-622 )、 こ の 酵 素 の 機 能 上 の 特 性 は 現 在 の と こ ろ 示 さ れ て い な
い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Taylor, A. (1993) Faseb J 7, 290-298
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Lowther, W. T. et al. (2002) Chem Rev 102, 4581-4608
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Nanus, D. M. (2003) Clin Cancer Res 9, 6307-6309
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Sato, Y. (2004) Biol Pharm Bull 27, 772-776
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Mitsui, T. et al., (2004) Biol Pharm Bull 27, 768-771
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Hooper, N. M. (1994) FEBS Lett 354, 1-6
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Gomis-Ruth, F. X. (2003) Mol Biotechnol 24, 157-202
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Puente, X. S. et al., (2003) Nat Rev Genet 4, 544-558
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Nanus, D. M. et al., (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90, 7069-70
73
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Zini, S. et al., (1996) Proc Natl Acad Sci U S A 93, 11968-119
73
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Mitsui, T. et al., (2003) Mol Med 9, 57-62
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Marchio, S. et al., (2004) Cancer Cell 5, 151-162
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Look, A. T. et al., (1989) J Clin Invest 83, 1299-1307
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Hashida, H. et al., (2002) Gastroenterology 122, 376-386
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Petrovic, N. et al., (2003) J Biol Chem 278, 49358-49368
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Fournie-Zaluski, M. C. et al., (2004) Proc Natl Acad Sci U S A
 101, 7775-7780
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Yeager, C. L. et al., (1992) Nature 357, 420-422
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Pasqualini, R. et al., (2000) Cancer Res 60, 722-727
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Fujiwara, H. et al., (2004) Biochem Biophys Res Commun 313, 96
2-968
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Schauder, B. et al., (1994) Proc Natl Acad Sci U S A 91, 9534-
9538
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 Schomburg, L. et al. (1999) Eur J Biochem 265, 415-422
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 Kelly, J. A. et al., (2000) J Biol Chem 275, 16746-16751
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 Kandror, K. V. et al., (1994) J Biol Chem 269, 30777-30780
【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】 Keller, S. R. et al., (1995) J Biol Chem 270, 23612-23618
【 非 特 許 文 献 ２ ５ 】 Rogi, T. et al., (1996) J Biol Chem 271, 56-61
【 非 特 許 文 献 ２ ６ 】 Keller, S. R. et al., (2002) J Biol Chem 277, 17677-17686
【 非 特 許 文 献 ２ ７ 】 Lew, R. A. et al., (2003) J Neurochem 86, 344-350
【 非 特 許 文 献 ２ ８ 】 Albiston, A. L. et al., (2001) J Biol Chem 276, 48623-48626
【 非 特 許 文 献 ２ ９ 】 Serwold, T. et al., (2002) Nature 419, 480-483
【 非 特 許 文 献 ３ ０ 】 Saric, T. et al., (2002) Nat Immunol 3, 1169-1176
【 非 特 許 文 献 ３ １ 】 Tanioka, T. et al., (2003) J Biol Chem 278, 32275-32283

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-180813 A 2006.7.13

339
84

262
94

31
161 95

14



【 非 特 許 文 献 ３ ２ 】 Cui, X. et al., (2002) J Clin Invest 110, 515-526
【 非 特 許 文 献 ３ ３ 】 Cui, X. et al., (2003) J Biol Chem 278, 28677-28685
【 非 特 許 文 献 ３ ４ 】 Constam, D. B. et al., (1995) J Biol Chem 270, 26931-26939
【 非 特 許 文 献 ３ ５ 】 Huber, G. et al., (1999) J Neurochem 72, 1215-1223
【 非 特 許 文 献 ３ ６ 】 Osada, T. et al., (1999) J Neurosci 19, 6068-6078
【 非 特 許 文 献 ３ ７ 】 Osada, T. et al., (2001) Mol Endocrinol 15, 960-971
【 非 特 許 文 献 ３ ８ 】 Osada, T. et al., (2001) Mol Endocrinol 15, 882-893
【 非 特 許 文 献 ３ ９ 】 Haeggstrom, J. Z. (2004) J Biol Chem (in press)
【 非 特 許 文 献 ４ ０ 】 Fukasawa, K. M. et al., (1999) Biochem J 339, 497-502
【 非 特 許 文 献 ４ １ 】 Funk, C. D. et al., (1987) Proc Natl Acad Sci U S A 84, 6677-6
681
【 非 特 許 文 献 ４ ２ 】 Minami, M. et al., (1987) J Biol Chem 262, 13873-13876
【 非 特 許 文 献 ４ ３ 】 Cadel, S. et al., (1997) Proc Natl Acad Sci U S A 94, 2963-296
8
【 非 特 許 文 献 ４ ４ 】 Draoui, M. et al., (1997) J Neurooncol 31, 99-106
【 非 特 許 文 献 ４ ５ 】 Haeggstrom, J. Z. (2000) Am J Respir Crit Care Med 161, S25-31
【 非 特 許 文 献 ４ ６ 】 Chen, X. et al., (2003) J Natl Cancer Inst 95, 1053-1061
【 非 特 許 文 献 ４ ７ 】 Puente, X. S. et al., (2004) Genome Res 14, 609-622
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ヒ ト の 組 織 中 で 存 在 す る 、 そ し て 重 要 で 且 つ 多 様 な 生 理 的 及 び 生 物 学 的 働 き を 持 つ と 思
わ れ る 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ タ ン パ ク 質 を 捜 し 出 す こ と は 、 ヒ ト の 生 体 内 で の タ ン パ ク 質
分 解 に 関 連 し た 生 物 学 的 プ ロ セ ス 、 例 え ば 、 ホ メ オ タ シ ス 、 血 圧 制 御 、 内 分 泌 過 程 制 御 、
癌 細 胞 の 発 生 、 浸 潤 、 転 移 、 さ ら に は 炎 症 、 ア レ ル ギ ー 、 免 疫 反 応 あ る い は 心 臓 血 管 に お
け る プ ロ セ ス 及 び 血 液 学 的 な プ ロ セ ス な ど の 複 雑 性 を 解 明 す る 上 で 大 き な 意 味 が あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 多 様 で 且 つ 重 要 な 働 き を し て い る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 類 に 関 し て 、 相 同
性 （ ホ モ ロ ジ ー ） を 利 用 し て あ る 種 の 特 徴 配 列 、 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ タ ン パ ク 質 の 特 徴 配
列 と 類 似 性 を 示 す 遺 伝 子 配 列 の フ ラ グ メ ン ト を デ ー タ ベ ー ス 上 で 探 索 し 、 そ れ に 基 づ い て
分 子 ク ロ ー ニ ン グ 法 を 駆 使 し た 研 究 を 広 範 に 進 め る 中 で 、 代 表 的 な プ ロ テ ア ー ゼ で あ る ア
ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 構 造 に 関 連 し て 、 ユ ニ ー ク な 構 造 を 有 す る 遺 伝 子 を 発 見 す る こ と に 成 功
し た 。 そ し て 該 新 し く 予 測 さ れ る 遺 伝 子 を 、 ヒ ト 組 織 の RNAや cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 利 用 し
、 PCR増 幅 に よ り 、 さ ら に は 増 幅 さ れ た フ ラ グ メ ン ト を 使 用 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
技 術 な ど に よ り 、 タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 ヒ ト ク ロ ー ン の 配 列 決 定 （ シ ー ク
エ ン シ ン グ ） 及 び 特 性 決 定 を 行 い 、 新 規 構 造 を 有 す る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 を 取 得 す る こ と に 成 功 し た 。 さ ら に は 酵 素 活 性 を 有 す る 遺 伝 子 産 物 の 取 得
に も 成 功 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 次 の も の を 提 供 し て い る 。
　 〔 １ 〕  (i) ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O(AP-O)タ ン パ ク 質 、
(ii) (a) AP-O LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ タ
ン パ ク 質 、 (b) AP-Oグ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ
ク 質 、 (c) AP-Oグ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ タ ン パ ク 質 、 (d) AP-O LTA 4 H様
酵 素 N末 端 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (e) AP-O グ ル ジ ン シ ン 触 媒
ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (f) AP-O LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (g) AP-O SH3様
モ チ ー フ +C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ ク 質 及 び (h) AP-O C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ ク 質 か ら 成
る 群 か ら 選 ば れ た タ ン パ ク 質 、
(iii) (A) 配 列 番 号 :1, 2, 7, 9又 は 図 １ ～ ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び (B) そ の 多 形 型 配
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列 、 オ ル タ ー ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グ 産 物 、 変 異 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 配 列 あ る い は 部 分
配 列 で あ っ て 且 つ タ ン パ ク 分 解 活 性 を 持 つ 酵 素 を コ ー ド す る か あ る い は 細 胞 の 変 化 、 ホ メ
オ ス タ シ ス 、 成 熟 プ ロ セ ス あ る い は 心 臓 血 管 系 プ ロ セ ス に 関 与 す る も の 、
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 部 あ る い
は そ の 一 部 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
(iv) 配 列 番 号 :2, 3, 7又 は 8の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 図 １ ～ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る 群 か ら
選 ば れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 一 部 の 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、
(v) (a)配 列 番 号 :3の Met 1 ～ Phe 8 1 9 又 は Asp 2 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (b) 配 列 番 号 :3の S
er 1 5 2 ～ Gly 5 8 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (c) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (d) 
配 列 番 号 :3の Ser 1 5 2 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (e) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ
プ チ ド 、 (f) 配 列 番 号 :3の Met 1 ～ Lys 7 0 5 又 は Asp 2 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (g) 配 列 番 号
:3の Ser 1 5 2 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (h) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、
(i) 配 列 番 号 :3の Tyr 5 9 0 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は (j) 配 列 番 号 :3の Tyr 5 9 0 ～ Lys 7 0 5 の
ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 一 部 の 配 列 か ら な る ポ リ
ペ プ チ ド 、
(vi) 前 記 (i)又 は (ii)の タ ン パ ク 質 並 び に (iii)～ (v)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ
酸 配 列 の い ず れ か 一 に お い て 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 あ る い は １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が
、 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 且 つ (i)又 は (ii)の タ ン パ ク 質
の 示 す 生 物 学 的 活 性 を 有 す る か 、 あ る い は (iii)～ (v)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 示 す 生
物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
(vii) 配 列 番 号 : 2, 3, 7又 は 8の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 図 １ ～ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る 群 か
ら 選 ば れ た 配 列 あ る い は そ の 配 列 に 存 在 す る 各 ド メ イ ン の い ず れ か 一 に 対 し 少 な く と も 67
%以 上 、 あ る い は 70% 以 上 、 又 は 少 な く と も 75%以 上 、 又 は 少 な く と も 80%以 上 、 又 は 少 な
く と も 85%以 上 、 又 は 少 な く と も 90%よ り 高 い 相 同 性 を 有 し て い る も の 、 あ る い は そ れ に 対
し 、 95%以 上 あ る い は 98% 以 上 の 相 同 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド 又
は そ の 塩 、 あ る い は
(viii) 前 記  (i)～ (vii)の い ず れ か 一 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 ペ プ
チ ド 又 は そ の 塩 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 〔 ２ 〕  (i) AP-Oタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(ii) (a) AP-O LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ タ
ン パ ク 質 、 (b) AP-Oグ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ
ク 質 、 (c) AP-Oグ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ タ ン パ ク 質 、 (d) AP-O LTA 4 H様
酵 素 N末 端 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (e) AP-O グ ル ジ ン シ ン 触 媒
ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (f) AP-O LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 、 (g) AP-O SH3様
モ チ ー フ +C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ ク 質 及 び (h) AP-O C末 端 ARMド メ イ ン タ ン パ ク 質 か ら 成
る 群 か ら 選 ば れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(iii) 配 列 番 号 :2又 は 3あ る い は 図 １ ～ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 配 列 番 号 :7又 は 8の ア ミ ノ 酸
配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 一 部 の 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(iv) (A) 配 列 番 号 :1, 2, 7, 9又 は 図 １ ～ ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び (B) そ の 多 形 型 配 列
、 オ ル タ ー ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グ 産 物 、 変 異 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 配 列 あ る い は 部 分 配
列 で あ っ て 且 つ タ ン パ ク 分 解 活 性 を 持 つ 酵 素 を コ ー ド す る か あ る い は 細 胞 の 変 化 、 ホ メ オ
ス タ シ ス 、 成 熟 プ ロ セ ス あ る い は 心 臓 血 管 系 プ ロ セ ス に 関 与 す る も の 、
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(v) (a)配 列 番 号 :3の Met 1 ～ Phe 8 1 9 又 は Asp 2 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (b) 配 列 番 号 :3の S
er 1 5 2 ～ Gly 5 8 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (c) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (d) 
配 列 番 号 :3の Ser 1 5 2 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (e) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ
プ チ ド 、 (f) 配 列 番 号 :3の Met 1 ～ Lys 7 0 5 又 は Asp 2 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (g) 配 列 番 号
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:3の Ser 1 5 2 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、 (h) 配 列 番 号 :3の Leu 1 6 7 ～ Lys 7 0 5 の ポ リ ペ プ チ ド 、
(i) 配 列 番 号 :3の Tyr 5 9 0 ～ Phe 8 1 9 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は (j) 配 列 番 号 :3の Tyr 5 9 0 ～ Lys 7 0 5 の
ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 一 部 の 配 列 か ら な る ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(vi) 上 記 〔 １ 〕 の (i)又 は (ii)の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 あ る い は 上 記 〔 １ 〕 の (iii)
の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 上 記 〔 １ 〕 の (v)の ポ リ ペ プ チ ド に お け る ア ミ ノ 酸 配
列 に お い て 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 あ る い は １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 欠 失 、 置 換 若 し
く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 且 つ 上 記 〔 １ 〕 の (i)又 は (ii)の タ ン パ ク 質 の 示
す 生 物 学 的 活 性 を 有 す る か 、 あ る い は 上 記 〔 １ 〕 の (iii)～ (vii)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ
ド の 示 す 生 物 学 的 活 性 又 は 上 記 〔 １ 〕 の (iii)で 言 及 し た 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
(vii) 配 列 番 号 :1, 2, 4, 7, 9又 は 図 １ ～ ２ か ら な る DNAか ら 選 択 さ れ た 10個 又 は 15個 以
上 の 連 続 し た 塩 基 配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る 核 酸 と ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 且 つ 上 記 〔 １ 〕 の (i)又 は (ii)の タ ン パ ク 質 の
示 す 生 物 学 的 活 性 を 有 す る か 、 あ る い は 上 記 〔 １ 〕 の (iii)～ (vii)の い ず れ か の ポ リ ペ プ
チ ド の 示 す 生 物 学 的 活 性 又 は 上 記 〔 １ 〕 の (iii)で 言 及 し た 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び
(viii) 配 列 番 号 : 1, 2, 7, 9又 は 図 １ ～ ２ の 配 列 の CDSあ る い は そ こ に 存 在 す る 各 ド メ イ
ン の い ず れ か 一 に 対 し て 少 な く と も 67%以 上 、 さ ら に は 70% 以 上 、 好 ま し く は 80% 以 上 、
さ ら に 好 ま し く は 90% 以 上 、 あ る い は 95% 以 上 の 相 同 性 を 有 し 且 つ 上 記 〔 １ 〕 の (i)又 は (
ii)の タ ン パ ク 質 の 示 す 生 物 学 的 活 性 を 有 す る か 、 あ る い は 上 記 〔 １ 〕 の (iii)～ (vii)の
い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 示 す 生 物 学 的 活 性 又 は 上 記 〔 １ 〕 の (iii)で 言 及 し た 生 物 学 的
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 〔 ３ 〕  上 記 〔 ２ 〕 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 組 換 え ベ ク タ
ー 。
　 〔 ４ 〕  上 記 〔 ２ 〕 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 上 記 〔 ３ 〕 記 載 の ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞
を 形 質 転 換 さ れ て 得 ら れ た こ と を 特 徴 と す る 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
　 〔 ５ 〕  上 記 〔 ４ 〕 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 条 件 下 に 維 持 し て 、 上 記 〔 １ 〕 記 載 の タ ン パ
ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 せ し め 、 得 ら れ た 発 現 ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 す る こ と を 特 徴 と
す る 上 記 〔 １ 〕 記 載 の タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
　 〔 ６ 〕  上 記 〔 １ 〕 記 載 の (i) ～ (viii)の い ず れ か 一 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ
プ チ ド ま た は そ の 塩 あ る い は そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と を
特 徴 と す る 抗 体 。
　 〔 ７ 〕  抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 〔 ６ 〕 記 載 の 抗 体 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 〔 ８ 〕  (i) 上 記 〔 ６ 〕 記 載 の 抗 体 又 は (ii)上 記 〔 １ 〕 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 あ る い は そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 を 含 む こ と を 特 徴 と す る
上 記 〔 １ 〕 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 あ る い は そ の 一 部 の ペ プ
チ ド ま た は そ の 塩 の 免 疫 学 的 測 定 試 薬 。
　 〔 ９ 〕  上 記 〔 ６ 〕 記 載 の 抗 体 を 測 定 試 薬 と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る 上 記 〔 １ 〕 記
載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 あ る い は そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た は そ
の 塩 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
　 〔 10〕  (1) 上 記 〔 １ 〕 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 あ る い は
そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 、 (2) 上 記 〔 ６ 〕 記 載 の 抗 体 、 (3) 上 記 〔 ２ 〕 記 載 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (4) 上 記 〔 ３ 〕 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 及 び (5) 上 記 〔 ４ 〕 記 載 の 形 質 転
換 さ れ た 細 胞 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た も の を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
　 〔 11〕  上 記 〔 １ 〕 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 、 そ の 一 部 の
ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 塩 ； あ る い は 上 記 〔 ２ 〕 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； あ る い は 上 記
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〔 ６ 〕 記 載 の 抗 体 を 含 有 し て い る こ と を 特 徴 と す る 医 薬 。
　 〔 12〕  上 記 〔 １ 〕 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 、 そ の 一 部 の
ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 塩 の 、 生 物 学 的 活 性 を 促 進 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 を
含 有 し て い る こ と を 特 徴 と す る 医 薬 。
　 〔 13〕  上 記 〔 １ 〕 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 、 そ の 一 部 の
ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 塩 の 、 生 物 学 的 活 性 を 促 進 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 及 び ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 〔 14〕  組 換 え あ る い は 合 成 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 生 産 の た め の 、
　 配 列 番 号 :1及 び 9並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 、 配 列 番 号 :2の 配 列 並 び に 配 列 番 号 :7の 配 列
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の 全 部 あ る い は そ の 一 部 の 使 用 。
　 〔 15〕  抗 体 作 製 の た め の 、
　 配 列 番 号 :3 及 び 8並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 、 配 列 番 号 :2の 配 列 並 び に 配 列 番 号 :7の 配 列
か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の 全 部 あ る い は そ の 一 部 の 使 用 。
　 〔 16〕  ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O活 性 , AP-O グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 活 性 , AP-O LTA 4 H
様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン 活 性 , AP-O SH3様 モ チ ー フ 活 性 及 び AP-O C末 端 ARMド メ イ ン 活 性 か ら
成 る 群 か ら 選 ば れ た 活 性 に 対 す る 阻 害 剤 を デ ザ イ ン す る た め の 、
　 配 列 番 号 :1, 2, 3, 7, 8及 び 9並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の
全 部 あ る い は そ の 一 部 の 使 用 。
　 〔 17〕  ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oに 関 す る 活 性 を 持 っ て い る タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は 該 ア ミ ノ
ペ プ チ ダ ー ゼ Oを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 検 出 す る た め の シ ス テ ム を 構 築 す る た め の 、
　 配 列 番 号 :1, 2, 3, 7, 8及 び 9並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の
全 部 あ る い は そ の 一 部 の 使 用 。
　 〔 18〕  ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oに 関 し て 及 び ／ 又 は 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oを コ ー ド す る
遺 伝 子 に 関 し て メ デ ィ エ ー ト さ れ る 病 気 発 生 プ ロ セ ス を 処 置 す る た め の 活 性 化 合 物 を 製 造
す る た め の 、
　 配 列 番 号 :1, 2, 3, 7, 8及 び 9並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の
全 部 あ る い は そ の 一 部 の 使 用 。
　 〔 19〕  ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 又 は そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 を 同 定 す る 方
法 で あ っ て 、
(i) オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 核 酸 の PCRに よ る 増 幅 、 又 は
(ii) cDNA の ラ イ ブ ラ リ ー と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ の 使 用
を 含 み 、
　 配 列 番 号 :1, 2, 4, 7及 び 9並 び に 図 １ 及 び ２ の 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の 全 部
あ る い は そ の 一 部 の 使 用 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
　 〔 20〕  ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 が 、 ヒ ト 由 来 の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 上
記 〔 １ 〕 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 部 分 ペ プ チ ド あ る い は そ の 塩 。
　 〔 21〕  ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 が 、 ヒ ト 由 来 の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 上
記 〔 ２ 〕 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
　 〔 22〕  ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oが 、 ヒ ト 由 来 の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 〔 14〕 ～
〔 18〕 の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
　 〔 23〕  ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 が 、 ヒ ト 由 来 の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 上
記 〔 19〕 記 載 の 方 法 。
　 〔 24〕  上 記 〔 １ 〕 (vii) の ド メ イ ン が 、 LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン 、 グ ル ジ ン シ ン 触
媒 ド メ イ ン 、 SH3様 モ チ ー フ 及 び C末 端 ARMド メ イ ン か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ る こ
と を 特 徴 と す る 上 記 〔 １ 〕 記 載 の タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 部 分 ペ プ チ ド
あ る い は そ の 塩 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 で は 、 新 規 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 を 確 認 同 定 で き た こ と か ら 、 こ の 情
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報 を 利 用 し て 該 タ ン パ ク 質 を 測 定 す る こ と が 可 能 と な り 、 そ の 生 理 学 的 活 性 や 生 物 学 的 活
性 な ど を 解 明 す る 手 段 が 入 手 で き 、 さ ら に 該 タ ン パ ク 質 に 起 因 す る 生 理 現 象 、 関 連 疾 患 の
診 断 、 原 因 究 明 、 リ ス ク 予 知 な ど に 有 用 で あ る 。 当 該 ヒ ト ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク
質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 始 め と し た 抗 体 な ど の 活 性 物 質 を 作 製 し 、 こ れ を 用 い た
当 該 タ ン パ ク 質 の 測 定 系 を 開 発 す る こ と が 可 能 で 、 タ ン パ ク 質 分 解 現 象 や 組 織 リ モ デ リ ン
グ 、 各 種 細 胞 内 プ ロ セ ス と い っ た 生 物 学 的 過 程 （ プ ロ セ ス ） 、 例 え ば 、 免 疫 応 答 、 血 管 新
生 、 凝 固 、 創 傷 治 癒 、 再 生 プ ロ セ ス 、 成 熟 化 プ ロ セ ス の よ う な 生 理 学 的 条 件 の 解 明 ・ 研 究
、 さ ら に 癌 細 胞 の 発 生 、 浸 潤 、 転 移 、 炎 症 、 ア レ ル ギ ー あ る い は 心 臓 血 管 に お け る プ ロ セ
ス 、 血 液 学 的 な プ ロ セ ス 及 び 血 圧 制 御 の プ ロ セ ス の よ う な 生 理 学 的 条 件 に 関 連 し た 正 常 あ
る い は 病 的 な 現 象 の 検 出 ・ 測 定 ・ 予 知 な ど に 役 立 つ 。 ま た 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ
ン パ ク 質 の 産 生 を 制 御 す る 化 合 物 の 開 発 も 可 能 と な る し 、 が ん の 診 断 な ど に も 有 用 で あ る
。
　 本 発 明 に よ り 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 塩 、 さ ら に は そ れ
を 基 礎 と し た 変 異 体 （ ホ モ ロ グ を 含 む ) 、 修 飾 体 、 誘 導 体 な ど を デ ザ イ ン し て 得 る こ と が
可 能 と な り 、 ま た そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 、 該 核 酸 を 有 す る ベ ク タ ー 、 該 ベ ク タ ー で 形 質
転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 が 提 供 で き 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 に 関 連 し た 疾 患 、
例 え ば 老 化 に 付 随 し た 各 種 疾 患 、 動 脈 硬 化 症 、 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 生 体 内 タ ン パ ク 質 の 関 係
し た 疾 患 あ る い は 病 気 の 発 症 及 び ／ 又 は 進 展 、 及 び 腫 瘍 の 発 生 、 浸 潤 又 は 拡 散 な ど の 病 的
な 状 態 あ る い は 症 状 の 研 究 に 役 立 つ し 、 医 薬 品 、 診 断 薬 、 さ ら に は 遺 伝 子 診 断 や 遺 伝 子 治
療 の 途 を 開 く と 期 待 で き る 。
　 本 発 明 の そ の 他 の 目 的 、 特 徴 、 優 秀 性 及 び そ の 有 す る 観 点 は 、 以 下 の 記 載 よ り 当 業 者 に
と っ て は 明 白 で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 以 下 の 記 載 及 び 具 体 的 な 実 施 例 等 の 記 載 を 含 め た
本 件 明 細 書 の 記 載 は 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 示 す も の で あ り 、 説 明 の た め に の み 示 さ れ て
い る も の で あ る こ と を 理 解 さ れ た い 。 本 明 細 書 に 開 示 し た 本 発 明 の 意 図 及 び 範 囲 内 で 、 種
々 の 変 化 及 び ／ 又 は 改 変 （ あ る い は 修 飾 ） を な す こ と は 、 以 下 の 記 載 及 び 本 明 細 書 の そ の
他 の 部 分 か ら の 知 識 に よ り 、 当 業 者 に は 容 易 に 明 ら か で あ ろ う 。 本 明 細 書 で 引 用 さ れ て い
る 全 て の 特 許 文 献 及 び 参 考 文 献 は 、 説 明 の 目 的 で 引 用 さ れ て い る も の で 、 そ れ ら は 本 明 細
書 の 一 部 と し て そ の 内 容 は こ こ に 含 め て 解 釈 さ れ る べ き も の で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O」 （ 又 は ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 あ る
い は ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oポ リ ペ プ チ ド ） と は 、 そ れ ぞ れ 既 知 の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 類 に
類 似 し た 酵 素 活 性 ド メ イ ン （ 又 は 亜 鉛 結 合 部 位 を 有 す る 触 媒 領 域 ） あ る い は C末 端 ARM反 復
領 域 を 一 つ の 遺 伝 子 上 に 保 有 し て い る ペ プ チ ド で あ っ て 、 本 発 明 で 開 示 さ れ て い る 新 規 な
ペ プ チ ド を 指 し て い る 。 本 明 細 書 で 開 示 し 説 明 し て あ る 特 徴 的 な 領 域 （ ド メ イ ン )の 全 部
あ る い は そ の 一 部 を そ の 固 有 の 特 性 を 保 持 し た り あ る い は 損 な わ な い 範 囲 で 保 有 す る も の
は 、 本 発 明 で 意 図 す る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 又 は そ の ホ モ ロ グ の 範 囲 内 に あ る
と 考 え て よ い 。 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oは 、 そ の N端 側 よ り LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン 、 グ
ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 SH3様 モ チ ー フ 、 そ し て C末 端 ARMド メ イ ン が 線 型 に 配 置 さ れ た
構 造 を 有 し て い る 。 か く し て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と し て は 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oに 関
連 す る も の 、 例 え ば ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O全 配 列 、 完 全 触 媒 領 域 、 そ し て 配 列 番 号 :8の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ も の 、 配 列 番 号 :3の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9 の 配 列 を 持 つ も
の 、 配 列 番 号 :3の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち Gly 4 5 2 ～ Gly 5 8 9 の 配 列 を 持 つ も の 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー ゼ Oの LTA 4 H様 ド メ イ ン を 持 つ も の 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン
を 持 つ も の 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの SH3様 モ チ ー フ を 持 つ も の 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの A
RMド メ イ ン を 持 つ も の 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの Gly 4 5 2 ～ Pro 4 5 6 領 域 を 含 ん だ 配 列 領 域 を
持 つ も の 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの His 4 7 9 ～ His 4 8 3 領 域 を 含 ん だ 配 列 領 域 を 持 つ も の 、 ア
ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの Glu 5 0 2 部 位 を 含 ん だ 配 列 領 域 を 持 つ も の 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの Ty
r 5 8 6 ～ Gly 5 8 9 領 域 を 含 ん だ 配 列 領 域 を 持 つ も の 、 配 列 番 号 :3の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち Leu 7 0 6

～ Phe 8 1 9 の 配 列 を 持 つ も の な ど が 含 め ら れ る 。 該 タ ン パ ク 質 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号
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:3の Met 1 ～ Phe 8 1 9 、 Asp 2 ～ Phe 8 1 9 、 Ser 1 5 2 ～ Gly 5 8 9 、 Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9 、 Ser 1 5 2 ～ Phe 8 1 9 、
Leu 1 6 7 ～ Phe 8 1 9 、 Met 1 ～ Lys 7 0 5 、 Asp 2 ～ Lys 7 0 5 、 Ser 1 5 2 ～ Lys 7 0 5 、 Leu 1 6 7 ～ Lys 7 0 5 、 Tyr 5
9 0 ～ Phe 8 1 9 又 は Tyr 5 9 0 ～ Lys 7 0 5 を 有 す る も の な ど も 含 め ら れ る 。 該 タ ン パ ク 質 と し て は 、
配 列 番 号 :3の Gly 4 5 2 ～ Pro 4 5 6 、 His 4 7 9 ～ His 4 8 3 又 は Tyr 5 8 6 ～ Gly 5 8 9 部 位 を 有 す る も の な ど
が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 の 代 表 的 な ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O タ ン パ ク 質 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 :2(又
は 1)(図 １ ～ ２ )の DNAあ る い は 配 列 番 号 :7(又 は 9)の DNAで コ ー ド さ れ て 産 生 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド 、 例 え ば 配 列 表 の 配 列 番 号 :3(図 １ ～ ２ )の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ れ と 実 質 的 に 同 等
な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド （ ホ モ ロ グ ） （ 例 え ば 配 列 表 の 配 列 番 号 :8(又 は 7)
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド な ど )が 挙 げ ら れ 、 例 え ば 、 配 列 番 号 :3の ア ミ ノ 酸
配 列 の う ち の 少 な く と も  5～ 819個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 し 且 つ 酵 素 活 性 あ る い は
同 等 の 抗 原 性 な ど と い っ た 実 質 的 に 同 等 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る も の 、 あ る い は そ れ ら の
特 徴 を 有 し 且 つ 配 列 表 の 配 列 番 号 :3の 各 ド メ イ ン (LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン 、 グ ル ジ ン
シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 SH3様 モ チ ー フ 、 そ し て C末 端 ARMド メ イ ン )の い ず れ か 一 つ と 少 な く と
も 50%よ り 高 い 相 同 性 、 あ る い は 少 な く と も 60%よ り 高 い 相 同 性 、 あ る い は 少 な く と も 70%
よ り 高 い 相 同 性 、 あ る い は 少 な く と も 80%よ り 高 い 相 同 性 、 あ る い は 少 な く と も 90%よ り 高
い 相 同 性 、 あ る い は 少 な く と も 95%以 上 の 相 同 性 、 あ る い は 少 な く と も 98%以 上 の 相 同 性 を
有 す る も の な ど で 、 新 規 な も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 配 列 番 号 :2又 は 3(図 １ ～ ２ )、
配 列 番 号 :7又 は 8の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 、 あ る い は
該 配 列 番 号 : 2又 は 3(図 １ ～ ２ )、 配 列 番 号 :7又 は 8の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち
の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 ５ 個 以 上 、 好 ま し く は 10個 以 上 、 ま た 好 ま し く は 20個 以 上 、 さ ら
に 好 ま し く は 30個 以 上 、 よ り 好 ま し く は 40個 以 上 、 ま た 好 ま し く は 50個 以 上 、 さ ら に 好 ま
し く は 60個 以 上 、 も っ と 好 ま し く は 70個 以 上 、 ま た 好 ま し く は 80個 以 上 、 さ ら に 好 ま し く
は 90個 以 上 、 も っ と も 好 ま し く は 100個 以 上 、 ま た 好 ま し く は 110個 以 上 を 有 す る も の が 挙
げ ら れ る 。 本 発 明 の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O関 連 ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 配 列 番 号 :3(図 １ ～
２ )及 び 配 列 番 号 :8か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 ま た は 全 部 を 有 し て い て
も よ い （ 開 始 コ ド ン に 対 応 す る Metを 欠 い て い て も よ い )。 こ う し た 配 列 を 有 す る も の は す
べ て 包 含 さ れ て よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 、 AP-O LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン 、 AP-O
グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O C末 端 ARMド メ イ ン ， AP-O完 全 触
媒 領 域 、 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ も の 、 AP-O Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9 の 配 列 を 持 つ も の
、 AP-O Gly 4 5 2 ～ Gly 5 8 9 の 配 列 を 持 つ も の 、 AP-O Gly 4 5 2 ～ Pro 4 5 6 領 域 を 含 ん だ 配 列 領 域 を
持 つ も の 、 AP-O His 4 7 9 ～ His 4 8 3 領 域 を 含 ん だ 配 列 領 域 を 持 つ も の 、 AP-O Glu 5 0 2 部 位 を 含
ん だ 配 列 領 域 を 持 つ も の 、 AP-O Tyr 5 8 6 ～ Gly 5 8 9 領 域 を 含 ん だ 配 列 領 域 を 持 つ も の 、 AP-O 
Leu 7 0 6 ～ Phe 8 1 9 の 配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 、 又 は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 代 表 的
に は 配 列 表 の 配 列 番 号 :2又 は 3(又 は 図 １ ～ ２ )又 は 配 列 番 号 :7又 は 8で 表 さ れ る ペ プ チ ド 及
び そ の 一 部 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 有 す る も の 、 例 え ば 、 配 列
表 の 配 列 番 号 :1又 は 2又 は 図 １ ～ ２ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 あ る い は 配 列 番 号 :7又 は 9の 少 な く
と も ペ プ チ ド コ ー ド 領 域 に よ り 構 成 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 有 す る も の （ 各 特 徴 的 な ド メ イ ン
の み を コ ー ド す る も の も 包 含 す る ） 、 コ ー ド 配 列 に 開 始 コ ド ン (Metを コ ー ド す る コ ド ン )
及 び 終 止 コ ド ン を 付 加 し た も の 、 ま た 、 該 塩 基 配 列 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 と 少 な く と も
50％ の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 ち 且 つ 配 列 番 号 : 2又 は 3、 又 は 図 １ ～ ２ あ る い は
配 列 番 号 :7又 は 8の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の 少 な く と も 特 徴 的 な 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有
し 、 尚 且 つ 酵 素 活 性 あ る い は 同 等 の 抗 原 性 な ど の そ れ と 実 質 的 に 同 等 の 生 物 学 的 活 性 を 有
す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る と い っ た そ れ と 同 効 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る も の で あ れ ば 如 何 な
る も の で あ っ て も よ い 。 当 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 一 本 鎖 DNA、 二 本 鎖 DNA、 RN
A、 DNA:RNAハ イ ブ リ ッ ド 、 合 成 DNAな ど の 核 酸 で あ り 、 ま た ヒ ト ゲ ノ ム DNA、 ヒ ト ゲ ノ ミ ッ
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ク DNAラ イ ブ ラ リ ー 、 ヒ ト 組 織 ・ 細 胞 由 来 の cDNA、 合 成 DNAの い ず れ で あ っ て も よ い 。 当 該
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 塩 基 配 列 は 、 修 飾 （ 例 え ば 、 付 加 、 除 去 、 置 換 な ど ） さ れ
る こ と も で き 、 そ う し た 修 飾 さ れ た も の も 包 含 さ れ て よ い 。 さ ら に は 、 以 下 説 明 す る よ う
に 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド あ る い は そ の 一 部 を コ ー ド す る も の で あ っ て よ く
、 好 ま し い も の と し て は DNAが 挙 げ ら れ る 。 ま た 上 記 「 同 効 の 塩 基 配 列 」 と は 、 例 え ば ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で 配 列 表 の 配 列 番 号 :1又 は 2の 塩 基 配 列 、 図 １ ～ ２ の 塩 基 配 列 、 配
列 番 号 :4の 塩 基 配 列 又 は 配 列 番 号 :7又 は 9の 塩 基 配 列 の う ち の ５ 個 以 上 の 連 続 し た 塩 基 を
持 つ 配 列 、 好 ま し く は 10個 以 上 の 塩 基 を 持 つ 配 列 、 よ り 好 ま し く は 15個 以 上 の 塩 基 を 持 つ
配 列 、 さ ら に 好 ま し く は 20個 以 上 の 塩 基 を 持 つ 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 当 該 タ ン パ ク 質
と 実 質 的 に 同 等 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る も の な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 で は 、 「 遺 伝 子 組 換 え 技 術 」 を 利 用 し て 所 定 の 核 酸 を 単 離 ・ 配 列 決 定 し た り 、 組
換 え 体 を 作 製 し た り 、 所 定 の ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 使 用 で き る 遺 伝 子
組 換 え 技 術 と し て は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た も の が 挙 げ ら れ 、 例 え ば  J. Sambrook, E. F. 
Fritsch & T. Maniatis, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2nd Edition (198
9), 3rd Edition (2001)", Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor
, New York; D. M. Glover et al. ed., "DNA Cloning", 2nd ed., Vol. 1 to 4, (The P
ractical Approach Series), IRL Press, Oxford University Press (1995); 日 本 生 化 学
会 編 、 「 続 生 化 学 実 験 講 座 １ 、 遺 伝 子 研 究 法 II」 、 東 京 化 学 同 人  (1986);日 本 生 化 学 会 編
、 「 新 生 化 学 実 験 講 座 ２ 、 核 酸  III（ 組 換 え DNA 技 術 ） 」 、 東 京 化 学 同 人  (1992); R. Wu
 ed., "Methods in Enzymology", Vol. 68 (Recombinant DNA), Academic Press, New Yo
rk (1980); R. Wu et al. ed., "Methods in Enzymology", Vol. 100 (Recombinant DNA,
 Part B) & 101 (Recombinant DNA, Part C), Academic Press, New York (1983); R. Wu
 et al. ed., "Methods in Enzymology", Vol. 153 (Recombinant DNA, Part D), 154 (R
ecombinant DNA, Part E) & 155 (Recombinant DNA, Part F), Academic Press, New Yor
k (1987); J. H. Miller ed., "Methods in Enzymology", Vol. 204, Academic Press, N
ew York (1991); R. Wu et al. ed., "Methods in Enzymology", Vol. 218, Academic Pr
ess, New York (1993)な ど に 記 載 の 方 法 あ る い は そ こ で 引 用 さ れ た 文 献 記 載 の 方 法 あ る い
は そ れ ら と 実 質 的 に 同 様 な 方 法 や 改 変 法 が 挙 げ ら れ る （ そ れ ら の 中 に あ る 記 載 は そ れ を 参
照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 開 示 に 含 め ら れ る ) 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 中 、 「 相 同 性 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ あ る い は ア ミ ノ 酸 配 列 ） 又 は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 （ あ る い は 塩 基 配 列 ） に お け る ２ 本 の 鎖 の 間 で 該 鎖 を 構 成 し て い る 各 ア ミ
ノ 酸 残 基 同 志 又 は 各 塩 基 同 志 の 互 い の 適 合 関 係 に お い て 同 一 で あ る と 決 定 で き る よ う な も
の の 量 （ 数 ） を 意 味 し 、 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 二 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 間 の
配 列 相 関 性 の 程 度 を 意 味 す る も の で あ る 。 相 同 性 は 容 易 に 算 出 す る こ と が で き る 。 二 つ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 相 同 性 を 測 定 す る 方 法 は 数 多 く 知 ら れ て
お り 、 「 相 同 性 」 （ 「 同 一 性 」 と も 言 わ れ る ） な る 用 語 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る (例 え
ば 、 Lesk, A. M. (Ed.), Computational Molecular Biology, Oxford University Press,
 New York, (1988); Smith, D. W. (Ed.), Biocomputing: Informatics and Genome Proj
ects, Academic Press, New York, (1993); Grifin, A. M. & Grifin, H. G. (Ed.), Com
puter Analysis of Sequence Data: Part I, Human Press, New Jersey, (1994); von He
inje, G., Sequence Analysis in Molecular Biology, Academic Press, New York, (198
7); Gribskov, M. & Devereux, J. (Ed.), Sequence Analysis Primer, M-Stockton Pres
s, New York, (1991)な ど )。 二 つ の 配 列 の 相 同 性 を 測 定 す る の に 用 い る 一 般 的 な 方 法 に は
、 Martin, J. Bishop (Ed.), Guide to Huge Computers, Academic Press, San Diego, (
1994); Carillo, H. & Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988)な ど に 開
示 さ れ て い る も の が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 相 同 性 を 測 定 す る
た め の 好 ま し い 方 法 と し て は 、 試 験 す る 二 つ の 配 列 間 の 最 も 大 き な 適 合 関 係 部 分 を 得 る よ
う に 設 計 し た も の が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム と し て 組
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み 立 て ら れ て い る も の が 挙 げ ら れ る 。 二 つ の 配 列 間 の 相 同 性 を 測 定 す る た め の 好 ま し い コ
ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 法 と し て は 、 GCGプ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ (Devereux, J. et al., N
ucleic Acids Res., 12: 387 (1984))、 BLASTP、 BLASTN、 FASTA (Atschul, S. F. et al.
, J. Mol. Biol., 215: 403 (1990)) な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で な
く 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と し て は 、 以 下 に 記 載 す る よ う な 如 何 な る ポ リ
ペ プ チ ド を 指 す も の で あ っ て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド の 基 本 的 な 構 造 は 周 知 で あ り 、 当 該 技
術 分 野 に お い て 非 常 に 数 多 く の 参 考 書 及 び そ の 他 の 刊 行 物 に 記 載 が あ る 。 こ う し た こ と に
鑑 み 、 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 ペ プ チ ド 結 合 又 は 修 飾 し た ペ プ チ ド 結
合 に よ り 互 い に 結 合 し て い る よ う な ２ 個 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 任 意 の ペ プ チ ド 又
は 任 意 の タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と し て は 、 当 該
分 野 に お い て 、 例 え ば ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド あ る い は ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー と も 称 せ ら
れ る 短 い 鎖 の も の 、 及 び タ ン パ ク 質 と 一 般 的 に 言 わ れ 、 多 く の 形 態 の も の が 知 ら れ て い る
長 い 鎖 の も の の 両 方 を 通 常 意 味 し て よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 し ば し ば 、 通 常 、 天 然 型 ア ミ
ノ 酸 （ 天 然 に 存 在 し て い る ア ミ ノ 酸 : あ る い は 遺 伝 子 で コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 ） と 称 さ れ
る ア ミ ノ 酸 以 外 の ア ミ ノ 酸 を 含 有 し て い て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ま た 末 端 ア ミ ノ 酸 残
基 を 含 め て 、 そ の 多 く の ア ミ ノ 酸 残 基 が 翻 訳 さ れ た 後 に プ ロ セ ッ シ ン グ 及 び そ の 他 の 改 変
（ あ る い は 修 飾 ） さ れ る と い っ た 天 然 の 工 程 に よ る の み な ら ず 、 当 業 者 に 周 知 の 化 学 的 改
変 技 術 に よ っ て も 、 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド は そ れ が 改 変 （ 修 飾 ） で き る こ と は 理 解 さ れ よ う
。 該 ポ リ ペ プ チ ド に 加 え ら れ る 改 変 （ 修 飾 ） に つ い て は 、 多 く の 形 態 の も の が 知 ら れ て お
り 、 そ れ ら は 当 該 分 野 の 基 礎 的 な 参 考 書 及 び さ ら に 詳 細 な 論 文 並 び に 多 数 の 研 究 文 献 に も
詳 し く 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 幾 つ か の と り わ け 常 套 的 な 改 変 ・
修 飾 と し て は 、 例 え ば 酸 化 、 還 元 、 メ チ ル 化 な ど の ア ル キ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 や ア セ チ ル 化
な ど の ア シ ル 化 、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 脂 質 結 合 、 硫 酸 化 、 リ ン 酸 化 、
グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の γ － カ ル ボ キ シ ル 化 、 水 酸 化 及 び ADP-リ ボ シ ル 化 な ど が 挙 げ ら れ 、 例
え ば T. E. Creighton, Proteins-Structure and Molecular Properties, Second Edition
, W. H. Freeman and Company, New York, (1993); B.C.Johnson (Ed.), Posttranslatio
nal Covalent Modification of Proteins, Academic Press, New York, (1983) (Wold, F
., "Posttranslational Protein Modifications: Perspective and Prospects", pp.1-12
); Seifter et al., "Analysis for Protein Modifications and nonprotein cofactors"
, Methods in Enzymology, 182: 626-646 (1990); Rattan et al., "Protein Synthesis:
 Posttranslational Modification and Aging", Ann. N. Y. Acad. Sci., 663: p.48-62 
(1992)な ど の 記 載 を 参 照 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 中 、 「 ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ イ ン ・ リ ア ク シ ョ ン (polymerase chain reaction)
」 又 は 「 PCR」 と は 、 一 般 的 に 、 H. A. Erlich ed., PCR Technology, Stockton Press, 1
989な ど に 記 載 さ れ た よ う な 方 法 を 指 し 、 例 え ば 、 所 望 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を イ ン ビ ト ロ
で 酵 素 的 に 増 幅 す る た め の 方 法 を 指 し て い る 。 一 般 に 、 PCR法 は 、 鋳 型 核 酸 と 優 先 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る ２ 個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 プ ラ イ
マ ー 伸 長 合 成 を 行 う よ う な サ イ ク ル を 繰 り 返 し 行 う こ と を 含 む も の で あ る 。 典 型 的 に は 、
PCR法 で 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー は 、 鋳 型 内 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な
プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 タ ー ゲ ッ ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と そ の 両 端 に
お い て 相 補 的 で あ る か 、 あ る い は 該 増 幅 さ れ る べ き タ ー ゲ ッ ト ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 隣 接 し
て い る も の を 好 ま し く 使 用 す る こ と が で き る 。 5'端 側 の プ ラ イ マ ー と し て は 、 少 な く と も
開 始 コ ド ン を 含 有 す る か 、 あ る い は 該 開 始 コ ド ン を 含 め て 増 幅 で き る よ う に 選 択 し 、 ま た
3'端 側 の プ ラ イ マ ー と し て は 、 少 な く と も ス ト ッ プ コ ド ン を 含 有 す る か 、 あ る い は 該 ス ト
ッ プ コ ド ン を 含 め て 増 幅 で き る よ う に 選 択 す る こ と が 好 ま し い が 、 そ れ に は 限 定 さ れ な い
。 プ ラ イ マ ー は 、 好 ま し く は  5個 又 は 10個 以 上 の 塩 基 、 さ ら に 10個 又 は 15個 以 上 の 塩 基 か
ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 15～ 35個 の 塩 基 、 よ り 好 ま し く は 18～ 25個 の 塩 基 か ら な る オ
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リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 本 PCR法 に は 、 逆 転 写 PCR (polymerase chain reaction 
coupled reverse transcription; RT-PCR)、 RACE (cDNA末 端 の 迅 速 増 幅 ; rapid amplific
ation of cDNA ends)、 逆 PCR (reverse PCR)な ど の 技 術 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 PCR反 応 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 あ る い は そ れ と 実 質 的 に 同 様 な 方 法 や 改 変 法 に よ り
行 う こ と が で き る が 、 例 え ば 上 記 文 献 (Erlich ed.)に 加 え 、 R. Saiki, et al., Science,
 230: 1350, 1985; R. Saiki, et al., Science, 239: 487, 1988 ; D. M. Glover et al
. ed., "DNA Cloning", 2nd ed., Vol. 1, (The Practical Approach Series), IRL Pres
s, Oxford University Press (1995) ; M. A. Innis et al. ed., "PCR Protocols: a gu
ide to methods and applications", Academic Press, New York (1990)); M. J. McPher
son, P. Quirke and G. R. Taylor (Ed.), PCR: a practical approach, IRL Press, Oxf
ord (1991); M. A. Frohman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 8998-9002 (198
8);米 国 特 許 第 4,683,195号 明 細 書 な ど に 記 載 さ れ た 方 法 あ る い は そ れ を 修 飾 し た り 、 改 変
し た 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 PCR法 は 、 そ れ に 適 し た 市 販 の キ ッ ト を 用 い
て 行 う こ と が で き 、 キ ッ ト 製 造 業 者 あ る い は キ ッ ト 販 売 業 者 に よ り 明 ら か に さ れ て い る プ
ロ ト コ ル に 従 っ て 実 施 す る こ と も で き る 。 RACEは 、 例 え ば 、 M. A. Innis et al. ed., "P
CR Protocols" (M. A. Frohman, "a guide to methods and applications"), pp.28-38, 
Academic Press, New York (1990)な ど に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 PCR反 応 は 、 代 表 的 な 場 合 に は 、 例 え ば 鋳 型 （ 例 え ば 、 染 色 体 DNAあ る い は mRNAを 鋳 型 に
し て 合 成 さ れ た DNA; 1st strand DNA)と 該 遺 伝 子 な ど の タ ー ゲ ッ ト に 基 づ い て デ ザ イ ン さ
れ た プ ラ イ マ ー と を 、 10× 反 応 緩 衝 液 (Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ に 添 付 さ れ て い る )、 dNTPs(
デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 dATP, dGTP, dCTP, dTTPの 混 合 物 ） 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー
ゼ 及 び 脱 イ オ ン 蒸 留 水 と 混 合 す る 。 混 合 物 を 、 例 え ば 、 GeneAmp 2400 PCR system, Perki
n-Elmer/Cetus社 な ど の 自 動 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー を 用 い て 一 般 的 な PCRサ イ ク ル 条 件 下 に そ
の サ イ ク ル を 25～ 60回 繰 り 返 す が 、 増 幅 の た め の サ イ ク ル 数 は 適 宜 目 的 に 応 じ て 適 当 な 回
数 と す る こ と が で き る 。 PCRサ イ ク ル 条 件 と し て は 、 例 え ば 、 変 性 90～ 95℃  5～ 100秒 、 ア
ニ ー リ ン グ 40～ 60℃  5～ 150秒 、 伸 長 65～ 75℃  30～ 300秒 の サ イ ク ル 、 好 ま し く は 変 性  94
℃  15秒 、 ア ニ ー リ ン グ  58℃  15秒 、 伸 長  72℃  45秒 の サ イ ク ル が 挙 げ ら れ る が 、 ア ニ ー
リ ン グ の 反 応 温 度 及 び 時 間 は 適 宜 実 験 に よ っ て 適 当 な 値 を 選 択 で き る し 、 変 性 反 応 及 び 伸
長 反 応 の 時 間 も 、 予 想 さ れ る PCR産 物 の 鎖 長 に 応 じ て 適 当 な 値 を 選 択 で き る 。 ア ニ ー リ ン
グ の 反 応 温 度 は 、 通 常 プ ラ イ マ ー と 鋳 型 DNAと の ハ イ ブ リ ッ ド の Tm値 に 応 じ て 変 え る こ と
が 好 ま し い 。 伸 長 反 応 の 時 間 は 、 通 常 1000bpの 鎖 長 当 た り 1分 程 度 が お お よ そ の 目 安 で あ
る が 、 よ り 短 い 時 間 を 選 択 す る こ と も 場 合 に よ り 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 中 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 比 較 的 短 い 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド で 、 好 ま し く は ポ リ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ 、 J. W. Engels, et al., An
gew. Chem. Int. Ed. Engl., Vol.28, p.716-734 (1989)に 記 載 さ れ て い る よ う な 既 知 の
方 法 、 例 え ば 、 フ ォ ス フ ォ ト リ エ ス テ ル 法 、 フ ォ ス フ ォ ジ エ ス テ ル 法 、 フ ォ ス フ ァ イ ト 法
、 フ ォ ス フ ォ ア ミ ダ イ ト 法 、 フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 法 な ど の 方 法 に よ り 化 学 合 成 さ れ る こ と が
で き る 。 通 常 合 成 は 、 修 飾 さ れ た 固 体 支 持 体 上 で 合 成 を 便 利 に 行 う こ と が で き る こ と が 知
ら れ て お り 、 例 え ば 、 自 動 化 さ れ た 合 成 装 置 を 用 い て 行 う こ と が で き 、 該 装 置 は 市 販 さ れ
て い る 。 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 修 飾 さ れ た 塩 基 を 含 有 し て い て よ
く 、 例 え ば 、 イ ノ シ ン な ど の 天 然 に お い て は 普 通 で な い 塩 基 あ る い は ト リ チ ル 化 さ れ た 塩
基 な ど を 含 有 し て い て よ い し 、 場 合 に よ っ て は 、 マ ー カ ー の 付 さ れ た 塩 基 を 含 有 し て い て
よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 所 定 の 核 酸 を 同 定 し た り す る に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 を 利 用 す る こ と が で き
る 。 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 記 「 遺 伝 子 組 換 え 技 術 」 を 開 示 す る 文 献 記 載 の 方 法
あ る い は そ れ と 実 質 的 に 同 様 な 方 法 や 改 変 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ
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ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 DNAな ど の 核 酸 を 含 有 し て い る サ ン プ ル を ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー な ど の
膜 を 含 め た 担 体 に 転 写 せ し め 、 必 要 に 応 じ 変 成 処 理 、 固 定 化 処 理 、 洗 浄 処 理 な ど を 施 し た
後 、 そ の 担 体 （ 例 え ば 、 膜 な ど ） に 転 写 せ し め ら れ た も の を 、 必 要 に 応 じ 変 成 さ せ た 標 識
プ ロ ー ブ DNA断 片 と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 緩 衝 液 中 で 反 応 さ せ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 処 理 は 、 普 通 約 35～ 約 80℃ 、 よ り 好 適 に は 約 50～ 約 65℃ で 、 約
15分 間 ～ 約 36時 間 、 よ り 好 適 に は 約 1～ 約 24時 間 行 わ れ る が 、 適 宜 最 適 な 条 件 を 選 択 し て
行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 処 理 は 、 約 55℃ で 約 18時 間 行 わ れ る
。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 緩 衝 液 と し て は 、 当 該 分 野 で 普 通 に 使 用 さ れ る も の の 中 か ら
選 ん で 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 Rapid hybridization buffer（ Amersham社 ） な ど を 用
い る こ と が で き る 。 転 写 し た 担 体 （ 例 え ば 、 膜 な ど ） の 変 成 処 理 と し て は 、 ア ル カ リ 変 性
液 を 使 用 す る 方 法 が 挙 げ ら れ 、 そ の 処 理 後 中 和 液 や 緩 衝 液 で 処 理 す る の が 好 ま し い 。 ま た
担 体 （ 例 え ば 、 膜 な ど ） の 固 定 化 処 理 と し て は 、 普 通 約 40～ 約 100℃ 、 よ り 好 適 に は 約 70
～ 約 90℃ で 、 約 15分 間 ～ 約 24時 間 、 よ り 好 適 に は 約 1～ 約 4時 間 ベ ー キ ン グ す る こ と に よ り
行 わ れ る が 、 適 宜 好 ま し い 条 件 を 選 択 し て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 フ ィ ル タ ー な ど の
担 体 を 約 80℃ で 約 2時 間 ベ ー キ ン グ す る こ と に よ り 固 定 化 が 行 わ れ る 。 転 写 し た 担 体 （ 例
え ば 、 膜 な ど ） の 洗 浄 処 理 と し て は 、 当 該 分 野 で 普 通 に 使 用 さ れ る 洗 浄 液 、 例 え ば 1M NaC
l、 1mM EDTA及 び 0.1％  sodium dodecyl sulfate (SDS)含 有  50mM Tris-HC1緩 衝 液 ， pH8.0
な ど で 洗 う こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー な ど の 膜 を 含 め た 担 体 と し
て は 、 当 該 分 野 で 普 通 に 使 用 さ れ る も の の 中 か ら 選 ん で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 ア ル カ リ 変 性 液 、 中 和 液 、 緩 衝 液 と し て は 、 当 該 分 野 で 普 通 に 使 用 さ れ る も の の 中
か ら 選 ん で 用 い る こ と が で き 、 ア ル カ リ 変 性 液 と し て は 、 例 え ば 、 0.5M NaOH及 び 1.5M Na
Clを 含 有 す る 液 な ど を 挙 げ る こ と が で き 、 中 和 液 と し て は 、 例 え ば 、 1.5M NaCl含 有  0.5M
 Tris－ HCl緩 衝 液 ， pH8.0な ど を 挙 げ る こ と が で き 、 緩 衝 液 と し て は 、 例 え ば 、 2× SSPE（
0.36M NaCl、 20mM NaH 2 PO 4 及 び 2mM EDTA） な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 処 理 に 先 立 ち 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 防 ぐ た め に 、 必 要 に
応 じ て 転 写 し た 担 体 （ 例 え ば 、 膜 な ど ） は プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 処 理 す る こ と が 好
ま し い 。 こ の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 処 理 は 、 例 え ば 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
溶 液 ［ 50％  formamide、 5× Denhardt's溶 液 （ 0.2％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.2％  polyviny
l pyrrolidone） 、 5× SSPE、 0.1％  SDS、 100μ g/ml熱 変 性 サ ケ 精 子 DNA］ な ど に 浸 し 、 約 3
5～ 約 50℃ 、 好 ま し く は 約 42℃ で 、 約 4～ 約 24時 間 、 好 ま し く は 約 6～ 約 8時 間 反 応 さ せ る こ
と に よ り 行 う こ と が で き る が 、 こ う し た 条 件 は 当 業 者 で あ れ ば 適 宜 実 験 を 繰 り 返 し 、 よ り
好 ま し い 条 件 を 決 め る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用 い る 標 識 プ ロ ー ブ DNA
断 片 の 変 性 は 、 例 え ば 、 約 70～ 約 100℃ 、 好 ま し く は 約 100℃ で 、 約 1～ 約 60分 間 、 好 ま し
く は 約 5分 間 加 熱 す る な ど し て 行 う こ と が で き る 。 な お 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 そ
れ 自 体 公 知 の 方 法 あ る い は そ れ に 準 じ た 方 法 で 行 う こ と が で き る が 、 本 明 細 書 で ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 例 え ば ナ ト リ ウ ム 濃 度 に 関 し 、 約 15～ 約 50mM、 好 ま し く は 約 19～ 約
40mM、 よ り 好 ま し く は 約 19～ 約 20mMで 、 温 度 に つ い て は 約 35～ 約 85℃ 、 好 ま し く は 約 50～
約 70℃ 、 よ り 好 ま し く は 約 60～ 約 65℃ の 条 件 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 完 了 後 、 フ ィ ル タ ー な ど の 担 体 を 十 分 に 洗 浄 処 理 し 、 特 異 的 な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を し た 標 識 プ ロ ー ブ DNA断 片 以 外 の 標 識 プ ロ ー ブ を 取 り 除 く
な ど し て か ら 検 出 処 理 を す る こ と が で き る 。 フ ィ ル タ ー な ど の 担 体 の 洗 浄 処 理 は 、 当 該 分
野 で 普 通 に 使 用 さ れ る も の の 中 か ら 選 ん で 用 い て 行 う こ と が で き 、 例 え ば 、 0.1％  SDS含
有 0.5× SSC (O.15M NaCl、 15mMク エ ン 酸 ） 溶 液 な ど で 洗 う こ と に よ り 実 施 で き る 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し た 核 酸 は 、 代 表 的 に は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 検 出 す る こ と が で き る が
、 当 該 分 野 で 用 い ら れ る 方 法 の 中 か ら 適 宜 選 択 し て 検 出 に 用 い る こ と も で き る 。 検 出 し た
シ グ ナ ル に 相 当 す る 核 酸 バ ン ド を 、 適 切 な 緩 衝 液 、 例 え ば 、 SM溶 液 (100mM NaCl及 び 10mM 
MgSO 4 含 有 50mM Tris-HCl緩 衝 液 、 pH7.5） な ど に 懸 濁 し 、 つ い で こ の 懸 濁 液 を 適 度 に 希 釈
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し て 、 所 定 の 核 酸 を 単 離 ・ 精 製 、 そ し て さ ら な る 増 幅 処 理 に か け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 処 理 に よ り 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー や cDNAラ イ ブ ラ リ ー な ど を 含 め
た 核 酸 サ ン プ ル か ら 目 的 核 酸 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 処 理 は 、 繰 り 返 し て 行 う こ と が で き る
。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る ヒ ト 由 来 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば 種 々 の ヒ ト 由 来 の 組 織 あ
る い は 培 養 細 胞 （ 特 に は 、 ヒ ト の 腎 臓 、 脳 、 松 果 体 、 下 垂 体 後 葉 、 神 経 細 胞 、 網 膜 、 網 膜
血 管 細 胞 、 網 膜 神 経 細 胞 、 胸 腺 、 血 管 、 内 皮 細 胞 、 血 管 平 滑 筋 細 胞 、 血 液 細 胞 、 マ ク ロ フ
ァ ー ジ 、 リ ン パ 球 、 精 巣 、 卵 巣 、 子 宮 、 腸 、 心 臓 、 肝 臓 、 膵 臓 、 小 腸 、 大 腸 、 歯 肉 関 連 細
胞 、 皮 膚 関 連 細 胞 、 糸 球 体 細 胞 、 尿 細 管 細 胞 、 結 合 組 織 細 胞 な ど の 組 織 ・ 細 胞 、 さ ら に は
各 種 腫 瘍 組 織 、 ガ ン 細 胞 な ど ） cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 で き る 。 さ ら に 鋳 型 な ど と し て 用
い る cDNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 市 販 の 種 々 の 組 織 由 来 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 直 接 使 用 す る こ と も
で き 、 例 え ば Stratagene社 , Invitrogen社 , Clontech社 な ど か ら 市 販 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ
リ ー を 用 い る こ と が で き る 。 典 型 的 な 例 で は 、 ヒ ト 組 織 ・ 細 胞 か ら 調 製 し た 遺 伝 子 ラ イ ブ
ラ リ ー 、 例 え ば ヒ ト P1 artificial chromosome　 ゲ ノ ミ ッ ク ラ イ ブ ラ リ ー (Human Genome 
Mapping Resource Center)、 ヒ ト 組 織 cDNAラ イ ブ ラ リ ー  (例 え ば 、 Clontech社 な ど か ら 入
手 可 能 )を 用 い る こ と が で き る 。 種 々 の ヒ ト 組 織 あ る い は 培 養 細 胞 な ど か ら 構 築 さ れ た ヒ
ト ゲ ノ ミ ッ ク DNAラ イ ブ ラ リ ー あ る い は ヒ ト 由 来 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ を 使 用 し て
ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 プ ロ ー ブ な ど を 放 射 性 同 位 体 な ど に よ っ て 標 識 す る に は 、 市 販 の
標 識 キ ッ ト 、 例 え ば ラ ン ダ ム プ ラ イ ム DNAラ ベ リ ン グ キ ッ ト  (Boehringer Mannheim社 )な
ど を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 random-primingキ ッ ト  (Pharmacia LKB社 , Upp
sala)な ど を 使 用 し て 、 プ ロ ー ブ 用 DNAを  [α - 3 2 P]dCTP (Amersham社 )な ど で 標 識 し 、 放 射
活 性 を 持 つ プ ロ ー ブ を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
所 定 の 核 酸 を 保 有 す る 、 フ ァ ー ジ 粒 子 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド 、 組 換 え ベ ク タ ー な ど は 、 当 該
分 野 で 普 通 に 使 用 さ れ る 方 法 で そ れ を 精 製 分 離 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 グ リ セ ロ ー ル グ
ラ ジ エ ン ト 超 遠 心 分 離 法 （ Molecular Cloning, a laboratory manual, ed. T. Maniatis,
 Cold Spring Harbor Laboratory, 2nd ed. 78, 1989） 、 電 気 泳 動 法 な ど に よ り 精 製 す る
こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ 粒 子 な ど か ら は 、 当 該 分 野 で 普 通 に 使 用 さ れ る 方 法 で DNAを 精 製
分 離 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 得 ら れ た フ ァ ー ジ な ど を TM溶 液 （ 10mM MgSO 4 含 有 50mM Tri
s-HCl緩 衝 液 、 pH7.8） な ど に 懸 濁 し 、 DNase I及 び RNase Aな ど で 処 理 後 、 20mM EDTA、 50
μ g/ml Proteinase K及 び 0.5％ SDS混 合 液 な ど を 加 え 、 約 65℃ 、 約 1時 間 保 温 し た 後 、 こ れ
を フ ェ ノ ー ル 抽 出 ジ エ チ ル エ ー テ ル 抽 出 後 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り DNAを 沈 殿 さ せ 、 次 に
得 ら れ た DNAを 70％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 後 乾 燥 し 、 TE溶 液 （ 10mM EDTA含 有 10mM Tris-HC1緩
衝 液 、 pH8.0） に 溶 解 す る な ど し て 得 ら れ る 。 ま た 、 目 的 と し て い る DNAは 、 サ ブ ク ロ ー ニ
ン グ な ど に よ り 大 量 に 得 る こ と も 可 能 で あ り 、 例 え ば サ ブ ク ロ ー ニ ン グ は 、 宿 主 と し て 大
腸 菌 を 用 い プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー な ど を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 こ う し た サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ に よ り 得 ら れ た DNAも 、 上 記 と 同 様 に し て 遠 心 分 離 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿
な ど の 方 法 に よ り 精 製 分 離 で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 核 酸 （ 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )は 、 一 本 鎖 DNA、 二 本 鎖 DNA、 RNA、 DN
A:RNAハ イ ブ リ ッ ド 、 合 成 DNAな ど の 核 酸 で あ り 、 ま た ヒ ト ゲ ノ ム DNA、 ヒ ト ゲ ノ ミ ッ ク DNA
ラ イ ブ ラ リ ー 、 ヒ ト 組 織 ・ 細 胞 由 来 の cDNA、 合 成 DNA、 mRNAの い ず れ で あ っ て も よ い 。 核
酸 の 塩 基 配 列 は 、 修 飾 （ 例 え ば 、 付 加 、 除 去 、 置 換 な ど ） さ れ る こ と も で き 、 そ う し た 修
飾 さ れ た も の 、 さ ら に は そ の ホ モ ロ グ も 包 含 さ れ て よ い 。 核 酸 は 、 本 発 明 で 記 載 す る ペ プ
チ ド 又 は ペ プ チ ド 群 あ る い は そ の 一 部 を コ ー ド す る も の で あ っ て よ く 、 好 ま し い も の と し
て は DNAが 挙 げ ら れ る 。 ま た 核 酸 は 、 対 象 ポ リ ペ プ チ ド （ タ ン パ ク 質 ） 、 例 え ば ア ミ ノ ペ
プ チ ダ ー ゼ O, ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O内 の LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン 、 グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド
メ イ ン 、 SH3様 モ チ ー フ 、 C末 端 ARMド メ イ ン ， AP-O完 全 触 媒 領 域 、 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸
配 列 を 持 つ も の 、 AP-O Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9 の 配 列 を 持 つ も の 、 AP-O Gly 4 5 2 ～ Gly 5 8 9 の 配 列 を
持 つ も の 、 AP-O Gly 4 5 2 ～ Pro 4 5 6 領 域 を 含 ん だ 配 列 領 域 を 持 つ も の 、 AP-O His 4 7 9 ～ His 4 8 3
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領 域 を 含 ん だ 配 列 領 域 を 持 つ も の 、 AP-O Glu 5 0 2 部 位 を 含 ん だ 少 な く と も 10～ 500個 の ア ミ
ノ 酸 残 基 を 有 す る 配 列 領 域 、 AP-O Tyr 5 8 6 ～ Gly 5 8 9 領 域 を 含 ん だ 配 列 領 域 を 持 つ も の 、 AP-
O Leu 7 0 6 ～ Phe 8 1 9 ド メ イ ン の そ れ ぞ れ 、 あ る い は そ れ ら の 部 分 配 列 と 同 等 の 抗 原 性 な ど の
そ れ と 実 質 的 に 同 等 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド （ そ れ と 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 有 す る も の を 含 む し 、 そ れ と 高 い 相 同 性 を 有 す る も の も 含 ま れ て よ い ） を コ ー ド す
る と い っ た そ れ と 同 効 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る も の （ ホ モ ロ グ を 含 む ） で あ れ ば 如 何 な る も
の で あ っ て も よ い 。 ヒ ト 、 チ ン パ ン ジ ー 、 サ ル 、 ラ ッ ト 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 イ
ヌ 、 ネ コ 、 ウ サ ギ な ど の 哺 乳 動 物 由 来 の も の も 包 含 さ れ て も よ い 。 本 明 細 書 で 「 高 い 相 同
性 」 と い っ た 場 合 当 該 対 象 配 列 の 長 さ に も よ る が 、 例 え ば 50%以 上 、 さ ら に は 60%以 上 、 好
ま し く は 70%以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 80%以 上 、 そ し て 特 定 の 場 合 に は 95%以 上 で 、 特 に 好
ま し く は 97%以 上 の 相 同 性 を 示 す も の を 指 す も の で あ っ て よ い 。 該 「 同 効 の 塩 基 配 列 」 と
は 、 例 え ば ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で 問 題 の 配 列 を 有 す る も の に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の
で あ っ て よ く 、 例 え ば 当 該 塩 基 配 列 の う ち の 連 続 し た ５ 又 は 10個 以 上 の 塩 基 配 列 、 好 ま し
く は 10又 は 15個 以 上 の 塩 基 配 列 、 よ り 好 ま し く は 15個 以 上 の 塩 基 配 列 、 さ ら に 好 ま し く は
20個 以 上 の 塩 基 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 等 の ア ミ ノ 酸 配
列 を コ ー ド す る も の な ど が 挙 げ ら れ る 。 核 酸 は 、 化 学 合 成 に よ っ て 得 る こ と も 可 能 で あ る
。 そ の 場 合 断 片 を 化 学 合 成 し 、 そ れ ら を 酵 素 に よ り 結 合 す る こ と に よ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 得 ら れ た PCR産 物 な ど の 核 酸 (DNAを 含 む )は 、 通 常 1～ 2%ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 電 気 泳 動 に か け て 、 特 異 な バ ン ド と し て ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 例 え ば 、 gene clean kit
 (Bio 101)な ど の 市 販 の 抽 出 キ ッ ト を 用 い て 抽 出 す る 。 抽 出 さ れ た DNAは 適 当 な 制 限 酵 素
で 切 断 し 、 必 要 に 応 じ 精 製 処 理 し た り 、 さ ら に は 必 要 に 応 じ 5'末 端 を T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
キ ナ ー ゼ な ど に よ り リ ン 酸 化 し た 後 、 pUC18な ど の pUC系 ベ ク タ ー と い っ た 適 当 な プ ラ ス ミ
ド ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 適 当 な コ ン ピ テ ン ト 細 胞 を 形 質 転 換 す る 。 ク ロ ー ニ ン グ
さ れ た PCR産 物 は そ の 塩 基 配 列 を 解 析 さ れ る 。 PCR産 物 の ク ロ ー ニ ン グ に は 、 例 え ば 、 p-Di
rect (Clontech社 ), pCR-Script T M  SK(+) (Stratagene社 ), pGEM-T (Promega社 ), pAmp T M

 (Gibco-BRL社 )な ど の 市 販 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 用 い る こ と が 出 来 る 。 宿 主 細 胞 の 形 質
転 換 を す る に は 、 例 え ば フ ァ ー ジ ベ ク タ ー を 使 用 し た り 、 カ ル シ ウ ム 法 、 ル ビ ジ ウ ム ／ カ
ル シ ウ ム 法 、 カ ル シ ウ ム ／ マ ン ガ ン 法 、 TFB高 効 率 法 、 FSB凍 結 コ ン ピ テ ン ト 細 胞 法 、 迅 速
コ ロ ニ ー 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な ど 当 該 分 野 で 知 ら れ た 方 法 あ る い は そ れ と 実 質 的
に 同 様 な 方 法 で 行 う こ と が で き る （ D. Hanahan, J. Mol. Biol., 166: 557, 1983な ど ）
。 目 的 と す る DNAを 単 離 す る た め に は 、 逆 転 写 PCR、 RACEを 適 用 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 DNAは 、 必 要 に 応 じ て ク ロ ー ニ ン グ で き 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 λ フ ァ ー ジ 、 コ ス ミ ド
、 P1フ ァ ー ジ 、 Ｆ 因 子 、 YACな ど が 利 用 で き る 。 好 ま し く は λ フ ァ ー ジ 由 来 の ベ ク タ ー が
挙 げ ら れ 、 例 え ば Charon 4A、 Charon 21A、 λ gt10、 λ gt11、 λ DASHII、 λ FIXII、 λ EMBL
3、 λ ZAPII T M  (Stratagene社 )な ど が 利 用 で き る 。 ま た 、 得 ら れ た DNAを 、 下 記 で 詳 し く 説
明 す る よ う な 適 当 な ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド pEX、 pMAMneo、 pKG5な ど の ベ ク タ ー に
組 込 み 、 下 記 で 詳 し く 説 明 す る よ う な 適 当 な 宿 主 細 胞 、 例 え ば 、 大 腸 菌 、 酵 母 、 CHO細 胞
、 COS細 胞 な ど で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 該 DNA断 片 は 、 そ の ま ま あ る い は 適 当 な
制 御 配 列 を 付 加 し た DNA断 片 と し て 、 ま た は 適 当 な ベ ク タ ー に 組 込 み 、 そ し て 動 物 に 導 入
し て 、 所 定 の 遺 伝 子 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 成 す る こ と が で き る 。 動 物 と
し て は 、 哺 乳 動 物 が 挙 げ ら れ 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ シ な ど
が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 マ ウ ス な ど の 動 物 の 受 精 卵 に 該 DNA断 片 を 導 入 し て 、 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 成 す る こ と が で き る 。 所 定 の 遺 伝 子 産 物 の 確 認 を 、 当 該 外 来 遺 伝 子
を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 、 293T細 胞 、 COS-1細 胞 な ど の そ れ に 適 し た 動 物 細 胞 な ど を
用 い て 行 う こ と が で き る 。
　 外 来 遺 伝 子 を 哺 乳 動 物 な ど の 動 物 細 胞 に 導 入 す る 方 法 と し て は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 方 法
あ る い は そ れ と 実 質 的 に 同 様 な 方 法 で 行 う こ と が で き 、 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ 例 え
ば 、 F. L. Graham et al., Virology, 52: 456, 1973な ど ） 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 法 （ 例
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え ば 、 D. Warden et al., J. Gen. Virol., 3: 371, 1968な ど ） 、 カ チ オ ン 性 脂 質 複 合 体
形 成 法 な ど の リ ボ ソ ー ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 （ 例 え ば 、 E. Neumann et al., E
MBO J, 1: 841, 1982な ど ） 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 biolistic粒 子 導 入 法 、 ウ イ
ル ス 感 染 法 、 フ ァ ー ジ 粒 子 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 核 酸 導 入 法 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に
よ り 効 率 的 に 行 い 得 る よ う な 技 術 的 改 良 が 図 ら れ て お り 、 そ れ に 適 し た 市 販 の キ ッ ト を 用
い て 行 う こ と が で き 、 例 え ば Invitrogen社 、 QIAGEN社 な ど の キ ッ ト 製 造 業 者 あ る い は キ ッ
ト 販 売 業 者 に よ り 明 ら か に さ れ て い る プ ロ ト コ ル に 従 っ て 実 施 す る こ と も で き る 。 こ う し
て 所 定 の 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 動 物 細 胞 の 産 生 す る 遺 伝 子 産 物 は 、 そ れ を
解 析 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 所 定 の 遺 伝 子 な ど （ 本 発 明 で 得 ら れ た DNAな ど ） を 組 込 む プ ラ ス ミ ド と し て は 遺 伝 子 工
学 的 に 常 用 さ れ る 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 、 枯 草 菌 な ど の 原 核 細 胞 宿 主 、 酵 母 、 293T細
胞 、 CHO細 胞 、 COS細 胞 な ど の 真 核 細 胞 宿 主 、 Sf21な ど の 昆 虫 細 胞 宿 主 ） 中 で 該 DNAが 発 現
で き る プ ラ ス ミ ド で あ れ ば ど の よ う な プ ラ ス ミ ド で も よ い 。 も ち ろ ん 、 市 販 の キ ッ ト や 試
薬 に 添 付 の も の か ら 選 ん で 使 用 す る こ と も で き る 。 こ う し た 配 列 内 に は 、 例 え ば 選 択 し た
宿 主 細 胞 で 発 現 す る の に 好 適 に 修 飾 さ れ た コ ド ン が 含 ま れ て い る こ と が で き る し 、 制 限 酵
素 部 位 が 設 け ら れ て い る こ と も で き る し 、 目 的 と す る 遺 伝 子 の 発 現 を 容 易 に す る た め の 制
御 配 列 、 促 進 配 列 な ど 、 目 的 と す る 遺 伝 子 を 結 合 す る の に 役 立 つ リ ン カ ー 、 ア ダ プ タ ー な
ど 、 さ ら に は 抗 生 物 質 耐 性 な ど を 制 御 し た り 、 代 謝 を 制 御 し た り し 、 選 別 な ど に 有 用 な 配
列 （ ハ イ ブ リ ド タ ン パ ク 質 や 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の も 含 む ） な ど を 含 ん で い る
こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 大 腸 菌 を 宿 主 と す る プ ラ ス ミ ド
で は 、 ト リ プ ト フ ァ ン プ ロ モ ー タ ー (trp)、 ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー (lac)、 ト リ プ ト フ ァ
ン ・ ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー (tac)、 リ ポ プ ロ テ イ ン プ ロ モ ー タ ー (lpp)、 λ フ ァ ー ジ P L プ
ロ モ ー タ ー な ど を 、 動 物 細 胞 を 宿 主 と す る プ ラ ス ミ ド で は 、 SV40レ ー ト プ ロ モ ー タ ー 、 MM
TV LTRプ ロ モ ー タ ー 、 RSV LTRプ ロ モ ー タ ー 、 CMVプ ロ モ ー タ ー 、 SRα プ ロ モ ー タ ー な ど を
、 酵 母 を 宿 主 と す る プ ラ ス ミ ド で は 、 GAL1、 GAL10プ ロ モ ー タ ー な ど を 使 用 し 得 る 。 さ ら
に CYC1, HIS3, ADH1, PGK, PHO5, GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, LEU2, EN0, TP1, AOX1な ど
の 制 御 系 を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 所 望 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAの ト ラ ン ス ク リ プ シ ョ ン を 促 進 す る た め エ ン ハ ン サ
ー を ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き 、 そ う し た エ ン ハ ン サ ー と し て は プ ロ モ ー タ ー に 働 い
て ト ラ ン ス ク リ プ シ ョ ン を 促 進 す る 作 用 を 持 つ 、 通 常 約 10～ 100 bpの cis作 用 を 持 つ エ レ
メ ン ト の も の が 挙 げ ら れ る 。 多 く の エ ン ハ ン サ ー が 、 グ ロ ビ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ
ン 、 α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン 、 イ ン シ ュ リ ン な ど の 哺 乳 動 物 遺 伝 子 か ら 知 ら れ て い る 。 代 表
的 に は 、 真 核 細 胞 感 染 性 ウ イ ル ス か ら 得 ら れ る エ ン ハ ン サ ー が 好 適 に 使 用 で き 、 例 え ば レ
プ リ ケ ー シ ョ ン オ リ ジ ン の レ ー ト 領 域 に あ る SV40エ ン ハ ン サ ー  (100-270 bp), サ イ ト メ
ガ ロ ウ イ ル ス の 初 期 プ ロ モ ー タ ー の エ ン ハ ン サ ー , ポ リ オ ー マ の レ プ リ ケ ー シ ョ ン オ リ ジ
ン の レ ー ト 領 域 に あ る エ ン ハ ン サ ー , ア デ ノ ウ イ ル ス の エ ン ハ ン サ ー な ど の 例 が 挙 げ ら れ
る 。 ま た 、 必 要 に 応 じ て 、 宿 主 に あ っ た シ グ ナ ル 配 列 を 付 加 す る こ と も で き 、 そ れ ら は 当
業 者 に よ く 知 ら れ て い る も の を 使 用 で き る 。 大 腸 菌 を 宿 主 と す る プ ラ ス ミ ド と し て は 、 例
え ば pBR322、 pUC18, pUC19, pUC118, pUC119, pSP64, pSP65, pTZ-18R/-18U, pTZ-19R/-1
9U, pGEM-3, pGEM-4, pGEM-3Z, pGEM-4Z, pGEM-5Zf(-), pBluescript KST M  (Stratagene
社 )な ど が 挙 げ ら れ る 。 大 腸 菌 で の 発 現 に 適 し た プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば pAS
, pKK223 (Pharmacia社 ), pMC1403, pMC931, pKC30, pRSET-B (Invitrogen社 )な ど も 挙 げ
ら れ る 。 動 物 細 胞 を 宿 主 と す る プ ラ ス ミ ド と し て は 、 例 え ば SV40ベ ク タ ー 、 ポ リ オ ー マ ・
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ・ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど が 挙 げ
ら れ 、 具 体 的 に は pcD, pcD-SRα , CDM8, pCEV4, pME18S, pBC12BI, pSG5 (Stratagene社 )
な ど が 挙 げ ら れ る 。 酵 母 を 宿 主 と す る プ ラ ス ミ ド と し て は 、 YIp型 ベ ク タ ー 、 YEp型 ベ ク タ
ー 、 YRp型 ベ ク タ ー 、 YCp型 ベ ク タ ー な ど が 挙 げ ら れ 、 例 え ば pGPD-2な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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　 宿 主 細 胞 と し て は 、 宿 主 細 胞 が 大 腸 菌 の 場 合 、 例 え ば 大 腸 菌 K12株 に 由 来 す る も の が 挙
げ ら れ 、 例 え ば NM533, XL1-Blue, C600, DH1, DH5, DH11S, DH12S, DH5α , DH10B, HB101
, MC1061, JM109, STBL2, B834株 由 来 と し て は 、 BL21(DE3)pLysSな ど が 挙 げ ら れ る 。 宿 主
細 胞 が 酵 母 の 場 合 、 例 え ば Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces prombe, Pi
chia pastoris, Kluyveromyces株 , Candida, Trichoderma reesia, そ の 他 の 酵 母 株 な ど
が 挙 げ ら れ る 。
　 宿 主 細 胞 が 動 物 細 胞 の 場 合 、 例 え ば ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 線 維 芽 細 胞 由 来 の COS-7細 胞 、 C
OS-1細 胞 、 CV-1細 胞 、 ヒ ト 腎 細 胞 由 来 293細 胞 、 ヒ ト 表 皮 細 胞 由 来 A431細 胞 、 ヒ ト 結 腸 由
来 205細 胞 、 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 由 来 の COP細 胞 、 MOP細 胞 、 WOP細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス
タ ー 細 胞 由 来 の CHO細 胞 、 CHO DHFR - 細 胞 、 ヒ ト HeLa細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 由 来 C127細 胞 、 マ ウ
ス 細 胞 由 来 NIH 3T3細 胞 、 マ ウ ス L細 胞 、 9BHK、 HL-60、 U937、 HaK、 Jurkat細 胞 、 そ の 他 の
形 質 転 換 さ れ て 得 ら れ た セ ル ラ イ ン 、 通 常 の 二 倍 体 細 胞 、 イ ン ビ ト ロ の 一 次 培 養 組 織 か ら
誘 導 さ れ た 細 胞 株 な ど が 挙 げ ら れ る 。 昆 虫 細 胞 と し て は 、 カ イ コ 核 多 角 体 病 ウ イ ル ス  (Bo
mbyx mori nuclear polyhedrosis virus)、 そ れ に 由 来 す る も の あ る い は そ の 他 の 適 切 な
も の を ベ ク タ ー と し 、 Spodoptera frugiperda (caterpillar), Aedes aegypti (mosquito
), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melangaster (fruitfly), カ イ コ 幼 虫 あ
る い は カ イ コ 培 養 細 胞 、 例 え ば BM-N細 胞 な ど を 用 い る こ と が 挙 げ ら れ る (例 え ば 、 Luckow 
et al., Bio/Technology, 6, 47-55 (1988); Setlow, J. K. et al. (eds.), Genetic En
gineering, Vol. 8, pp.277-279, Plenum Publishing, 1986; Maeda et al., Nature, 31
5, pp.592-594 (1985))。 Agrobacterium tumefaciensな ど を 利 用 し て 、 植 物 細 胞 を 宿 主 細
胞 と し て 使 用 す る こ と も 可 能 で あ り 、 そ れ に 適 す る ベ ク タ ー と 共 に 、 そ れ ら は 当 該 分 野 で
広 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に お い て は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た あ る い は 汎 用 さ れ て い る 制
限 酵 素 、 逆 転 写 酵 素 、 DNA断 片 を ク ロ ー ン 化 す る の に 適 し た 構 造 に 修 飾 し た り あ る い は 変
換 す る た め の 酵 素 で あ る DNA修 飾 ・ 分 解 酵 素 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 末 端 ヌ ク レ オ チ ジ ル ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 DNAリ ガ ー ゼ な ど を 用 い る こ と が 出 来 る 。 制 限 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 R
. J. Roberts, Nucleic Acids Res., 13: r165, 1985; S. Linn et al. ed. Nucleases, 
p. 109, Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York, 1982; R. J. Rober
ts, D. Macelis, Nucleic Acids Res., 19: Suppl. 2077, 1991な ど に 記 載 の も の が 挙 げ
ら れ る 。
本 発 明 に 従 い 、 ポ リ ペ プ チ ド （ 又 は タ ン パ ク 質 ） を コ ー ド す る 核 酸 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ
ー で 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 は 、 必 要 に 応 じ て 適 当 な 選 択 マ ー カ ー を 用 い 、 繰 り 返 し ク
ロ ー ニ ン グ を 行 う こ と に よ り 、 高 い 発 現 能 を 安 定 し て 有 す る 細 胞 株 を 得 る こ と が で き る 。
例 え ば 、 宿 主 細 胞 と し て 動 物 細 胞 を 用 い た 形 質 転 換 体 に お い て 、 dhfr遺 伝 子 を 選 択 マ ー カ
ー と し て 利 用 し た 場 合 、 メ ト ト レ キ サ ー ト (MTX)濃 度 を 徐 々 に 上 げ て 培 養 し 、 耐 性 株 を 選
択 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 増 幅 さ せ 、 よ り 高 い 発 現 を
得 ら れ る 細 胞 株 を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の 形 質 転 換 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 核 酸 が 発 現 可 能 な 条 件 下 で 培 養 し 、 目 的 物 を 生 成 、 蓄 積 せ し め る こ と が で き る 。
該 形 質 転 換 体 は 、 当 該 分 野 で 汎 用 さ れ て い る 培 地 中 で 培 養 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 大
腸 菌 、 枯 草 菌 な ど の 原 核 細 胞 宿 主 、 酵 母 な ど を 宿 主 と し て い る 形 質 転 換 体 は 、 液 体 培 地 を
好 適 に 使 用 す る こ と が で き る 。 培 地 中 に は 、 該 形 質 転 換 体 の 生 育 に 必 要 な 炭 素 源 、 窒 素 源
、 無 機 物 そ の 他 が 含 有 せ し め ら れ る 。 炭 素 源 と し て は 、 例 え ば グ ル コ ー ス 、 デ キ ス ト リ ン
、 可 溶 性 澱 粉 、 シ ョ 糖 な ど 、 窒 素 源 と し て は 、 例 え ば ア ン モ ニ ウ ム 塩 類 、 硝 酸 塩 類 、 コ ー
ン ス チ ー プ ・ リ カ ー 、 ペ プ ト ン 、 カ ゼ イ ン 、 肉 エ キ ス 、 麦 芽 エ キ ス 、 大 豆 粕 、 バ レ イ シ ョ
抽 出 液 な ど の 無 機 ま た は 有 機 物 質 、 無 機 物 と し て は ， 例 え ば 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 二
水 素 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 酵 母 、 ビ
タ ミ ン 類 、 カ ザ ミ ノ 酸 、 生 長 促 進 因 子 な ど を 添 加 し て も よ い 。 ま た 、 必 要 に よ り プ ロ モ ー
タ ー を 効 率 よ く 働 か せ る た め に 、 例 え ば 、 3β -イ ン ド リ ル ア ク リ ル 酸 の よ う な 薬 剤 を 加 え
る こ と が で き る 。 培 地 の pHは 約 ５ ～ 約 ８ が 望 ま し い 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
　 培 養 は 、 例 え ば 大 腸 菌 で は 通 常 約 15～ 約 45℃ で 約 ３ ～ 約 75時 間 行 い 、 必 要 に よ り 、 通 気
や 攪 拌 を 加 え る こ と も で き る 。 宿 主 が 動 物 細 胞 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 地 と し
て は 、 例 え ば 約 ５ ～ 約 20％ の 胎 児 牛 血 清 を 含 む MEM培 地 、 PRMI1640培 地 、 DMEM培 地 な ど が
用 い ら れ る 。 pHは 約 ６ ～ 約 ８ で あ る の が 好 ま し い 。 培 養 は 通 常 約 30～ 約 40℃ で 約 15～ 約 72
時 間 行 い 、 必 要 に 応 じ て 通 気 や 攪 拌 を 加 え る 。 所 定 の 遺 伝 子 産 物 を 発 現 し て い る 形 質 転 換
体 は そ の ま ま 利 用 可 能 で あ る が 、 そ の 細 胞 ホ モ ジ ュ ネ ー ト と し て も 利 用 で き る が 、 所 定 の
遺 伝 子 産 物 を 単 離 し て 用 い る こ と も で き る 。 上 記 培 養 細 胞 か ら 抽 出 す る に 際 し て は 、 培 養
後 、 公 知 の 方 法 で 菌 体 あ る い は 細 胞 を 集 め 、 こ れ を 適 当 な 緩 衝 液 に 懸 濁 し 、 超 音 波 、 リ ゾ
チ ー ム 及 び ／ ま た は 凍 結 融 解 な ど に よ っ て 菌 体 あ る い は 細 胞 を 破 壊 し た の ち 、 遠 心 分 離 や
ろ 過 に よ り 粗 抽 出 液 を 得 る 方 法 な ど を 適 宜 用 い る こ と が で き る 。 緩 衝 液 の 中 に は 尿 素 や 塩
酸 グ ア ニ ジ ン な ど の タ ン パ ク 質 変 性 剤 や 、 ト リ ト ン  X-100（ 商 品 名 ） 、 ツ ウ ィ ー ン -20 （
商 品 名 ） な ど の 界 面 活 性 剤 を 加 え て あ っ て も よ い 。 培 養 液 中 に 目 的 生 成 物 が 分 泌 さ れ る 場
合 に は 、 培 養 終 了 後 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法 で 菌 体 あ る い は 細 胞 と 上 清 と を 分 離 し 、 上 清 を
集 め る 。
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 培 養 上 清 、 あ る い は 抽 出 液 中 に 含 ま れ る 目 的 生 成 物 は 、 自 体 公
知 の 分 離 ・ 精 製 法 を 適 切 に 組 み 合 わ せ て そ の 精 製 を 行 な う こ と が で き 、 例 え ば 硫 酸 ア ン モ
ニ ウ ム 沈 殿 法 な ど の 塩 析 、 セ フ ァ デ ッ ク ス な ど に よ る ゲ ル ろ 過 法 、 例 え ば ジ エ チ ル ア ミ ノ
エ チ ル 基 あ る い は カ ル ボ キ シ メ チ ル 基 な ど を 持 つ 担 体 な ど を 用 い た イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 法 、 例 え ば ブ チ ル 基 、 オ ク チ ル 基 、 フ ェ ニ ル 基 な ど 疎 水 性 基 を 持 つ 担 体 な ど を 用
い た 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 色 素 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 電 気 泳 動 法 、 透 析 、
限 外 ろ 過 法 、 ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 な ど
に よ り 精 製 し て 得 る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 抗 体
又 は リ ガ ン ド な ど を 固 定 化 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど で 処 理 し 精 製 分
離 処 理 で き る 。 例 え ば 、 ゼ ラ チ ン － ア ガ ロ ー ス ・ ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
ヘ パ リ ン － ア ガ ロ ー ス ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー ・
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 係 わ る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 基 に 遺 伝 子 工 学 的 に 常 用 さ れ る 方 法 を 用 い
る こ と に よ り 、 所 定 の 核 酸 の 塩 基 配 列 に 適 宜 、 １ 個 な い し 複 数 個 以 上 の 塩 基 （ ヌ ク レ オ チ
ド 塩 基 ） の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 転 移 あ る い は 付 加 し た ご と き 変 異 を 導 入 し た 核 酸 （ ホ モ ロ
グ を 含 む ） と し た り 、 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 適 宜 、 １ 個 な い し 複 数 個 以
上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 転 移 あ る い は 付 加 し た ご と き 変 異 を 導 入 し た 相 当 す る
ポ リ ペ プ チ ド （ ホ モ ロ グ を 含 む ） を 製 造 す る こ と が で き る 。 こ う し た 変 異 ・ 変 換 ・ 修 飾 法
と し て は 、 例 え ば 日 本 生 化 学 会 編 、 「 続 生 化 学 実 験 講 座 １ 、 遺 伝 子 研 究 法  II」 、 p105（
広 瀬 進 ） 、 東 京 化 学 同 人 (1986); 日 本 生 化 学 会 編 、 「 新 生 化 学 実 験 講 座 ２ 、 核 酸  III（ 組
換 え DNA技 術 ） 」 、 p233（ 広 瀬 進 ） 、 東 京 化 学 同 人 (1992); R. Wu, L. Grossman, ed., "M
ethods in Enzymology", Vol. 154, p. 350 & p. 367, Academic Press, New York (1987
); R. Wu, L. Grossman, ed., "Methods in Enzymology", Vol. 100, p. 457 & p. 468, 
Academic Press, New York (1983); J. A. Wells et al., Gene, 34: 315, 1985; T. Gru
ndstroem et al., Nucleic Acids Res., 13: 3305, 1985; J. Taylor et al., Nucleic A
cids Res., 13: 8765, 1985; R. Wu ed., "Methods in Enzymology", Vol. 155, p. 568,
 Academic Press, New York （ 1987); A. R. Oliphant et al., Gene, 44: 177, 1986 な
ど に 記 載 の 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど を 利 用 す る 位 置 指 定 変
異 導 入 法 （ 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 ) (Zoller et al., Nucleic Acids Res., 10: 6487, 19
87; Carter et al., Nucleic Acids Res., 13: 4331, 1986), カ セ ッ ト 変 異 導 入 法  (cass
ette mutagenesis: Wells et al., Gene, 34: 315, 1985), 制 限 部 位 選 択 変 異 導 入 法  (re
striction selection mutagenesis: Wells et al., Philos. Trans. R. Soc. London Ser
 A, 317: 415, 1986),ア ラ ニ ン ・ ス キ ャ ン ニ ン グ 法  (Cunningham & Wells, Science, 244
: 1081-1085, 1989), PCR 変 異 導 入 法 , Kunkel法 , dNTP[α S]法 （ Eckstein),亜 硫 酸 や 亜

10

20

30

40

50

(22) JP 2006-180813 A 2006.7.13



硝 酸 な ど を 用 い る 領 域 指 定 変 異 導 入 法 な ど の 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ま た 、 遺 伝 子 組 換 え 法 で 製 造 す る 時 に 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ 融 合 タ ン パ ク 質 ） と し て 発 現
さ せ 、 生 体 内 あ る い は 生 体 外 で 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 等 の 生 物 学 的 活 性 を 有
し て い る も の に 変 換 ・ 加 工 し て も よ い 。 遺 伝 子 工 学 的 に 常 用 さ れ る 融 合 産 生 法 を 用 い る こ
と が で き る が 、 こ う し た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は そ の 融 合 部 を 利 用 し て ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー な ど で 精 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ う し た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 ヒ ス
チ ジ ン タ グ に 融 合 せ し め ら れ た も の 、 あ る い は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ β -gal)、 マ ル ト
ー ス 結 合 タ ン パ ク (MBP), グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 チ オ レ ド キ シ ン (TRX)又
は Cre Recombinaseの ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 せ し め ら れ た も の な ど が 挙 げ ら れ る 。 同 様 に 、
ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヘ テ ロ ジ ー ニ ア ス な エ ピ ト ー プ の タ グ を 付 加 さ れ 、 該 エ ピ ト ー プ に 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て の イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精 製 を な し
得 る よ う に す る こ と も で き る 。 よ り 適 し た 実 施 態 様 に お い て は 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン (poly-Hi
s)又 は ポ リ ヒ ス チ ジ ン -グ リ シ ン (poly-His-Gly)タ グ 、 ま た 該 エ ピ ト ー プ タ グ と し て は 、
例 え ば AU5, c-Myc, CruzTag 09, CruzTag 22, CruzTag 41, Glu-Glu, HA, Ha.11, KT3, F
LAG (registered trademark, Sigma-Aldrich), Omni-probe, S-probe, T7, Lex A, V5, V
P16, GAL4, VSV-Gな ど が 挙 げ ら れ る  (Field et al., Mol. Cell. Biol., 8: pp.2159-216
5 (1988); Evan et al., Mol. Cell. Biol., 5: pp.3610-3616 (1985); Paborsky et al.
, Protein Engineering, 3(6): pp.547-553 (1990); Hopp et al., BioTechnology, 6: p
p.1204-1210 (1988); Martin et al., Science, 255: pp.192-194 (1992); Skinner et a
l., J. Biol. Chem., 266: pp.15163-15166 (1991); Lutz-Freyermuth et al., Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA, 87: pp.6393-6397 (1990)な ど )。 酵 母 を 利 用 し た two-hybrid法 も 利
用 で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 検 出 可 能 な タ ン パ ク 質 と な る よ う な マ ー カ ー を 付 さ
れ た も の で あ る こ と も で き る 。 よ り 好 適 な 実 施 態 様 に お い て は 、 該 検 出 可 能 な マ ー カ ー は
、 ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 系 の Biotin Avi Tag、 螢 光 を 発 す る 物 質 な ど で あ っ て よ
い 。 該 螢 光 を 発 す る 物 質 と し て は 、 オ ワ ン ク ラ ゲ (Aequorea victorea)な ど の 発 光 ク ラ ゲ
由 来 の 緑 色 螢 光 タ ン パ ク 質 (green fluorescent protein: GFP)、 そ れ を 改 変 し た 変 異 体 (G
FPバ リ ア ン ト )、 例 え ば 、 EGFP (Enhanced-humanized GFP), rsGFP (red-shift GFP), 黄
色 螢 光 タ ン パ ク 質 (yellow fluorescent protein: YFP), 緑 色 螢 光 タ ン パ ク 質 (green fluo
rescent protein: GFP), 藍 色 螢 光 タ ン パ ク 質 (cyan fluorescent protein: CFP), 青 色 螢
光 タ ン パ ク 質 (blue fluorescent protein: BFP), ウ ミ シ イ タ ケ (Renilla reniformis)由
来 の GFPな ど が 挙 げ ら れ る （ 宮 脇 敦 史 編 、 実 験 医 学 別 冊 ポ ス ト ゲ ノ ム 時 代 の 実 験 講 座 ３ － G
FPと バ イ オ イ メ ー ジ ン グ 、 羊 土 社  (2000年 ))。 ま た 、 上 記 融 合 タ グ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗
体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む ） を 使 用 し て 検 出 を 行 う こ と も で き
る 。 こ う し た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 及 び 精 製 は 、 そ れ に 適 し た 市 販 の キ ッ ト を 用 い て 行
う こ と が で き 、 キ ッ ト 製 造 業 者 あ る い は キ ッ ト 販 売 業 者 に よ り 明 ら か に さ れ て い る プ ロ ト
コ ル に 従 っ て 実 施 す る こ と も で き る 。
得 ら れ た タ ン パ ク 質 （ ペ プ チ ド あ る い は ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 し て い て よ い ） は 、 そ れ を 酵
素 免 疫 測 定 法 な ど 知 ら れ た 手 法 で 、 適 当 な 担 体 あ る い は 固 相 に 結 合 せ し め て 固 相 化 す る こ
と が で き る 。 固 相 化 タ ン パ ク 質 、 固 相 化 ペ プ チ ド は 、 便 利 に 結 合 ア ッ セ イ や 物 質 の ス ク リ
ー ニ ン グ に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 得 ら れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 又 は タ ン パ ク 質 ） は 、 化 学 的 な 手 法 で そ の 含 有 さ れ る
ア ミ ノ 酸 残 基 を 修 飾 す る こ と も で き る し 、 ペ プ チ ダ ー ゼ 、 例 え ば ペ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ
ン 、 パ パ イ ン 、 ブ ロ メ ラ イ ン 、 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ 、 エ キ ソ ペ プ チ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 を 用
い て 修 飾 し た り 、 部 分 分 解 し た り し て そ の 誘 導 体 な ど に す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド は 、 C末 端 が 通 常 カ ル ボ キ シ ル 基 (-COOH)ま た は カ ル ボ キ シ レ ー ト (-COO - )で あ る
が 、 C末 端 が ア ミ ド (-CONH 2 )ま た は エ ス テ ル (-COOR)で あ っ て も よ い 。 こ こ で エ ス テ ル に お
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け る Rと し て は 、 例 え ば 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 n-プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル も し く は n-ブ チ ル
な ど の C 1 - 6 ア ル キ ル 基 、 例 え ば 、 シ ク ロ ペ ン チ ル 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル な ど の C 3 - 8 シ ク ロ ア ル
キ ル 基 、 例 え ば 、 フ ェ ニ ル 、 α -ナ フ チ ル な ど の C 6 - 1 2 ア リ ー ル 基 、 例 え ば 、 ベ ン ジ ル 、 フ
ェ ネ チ ル な ど の フ ェ ニ ル -C 1 - 2 ア ル キ ル 基 も し く は α -ナ フ チ ル メ チ ル な ど の α -ナ フ チ ル -
C 1 - 2 ア ル キ ル 基 な ど の C 7 - 1 4 ア ラ ル キ ル 基 の ほ か 、 経 口 用 エ ス テ ル と し て 汎 用 さ れ る ピ バ
ロ イ ル オ キ シ メ チ ル 基 な ど が 用 い ら れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が C末 端 以 外 に カ ル ボ キ シ
ル 基 （ ま た は カ ル ボ キ シ レ ー ト ） を 有 し て い る 場 合 、 カ ル ボ キ シ ル 基 が ア ミ ド 化 ま た は エ
ス テ ル 化 さ れ て い る も の も 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 。 こ の 場 合 の エ ス テ ル と し て
は 、 例 え ば 上 記 し た C末 端 の エ ス テ ル な ど が 用 い ら れ る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 又 は タ ン パ ク 質 ） に は 、 上 記 し た ポ リ ペ プ チ ド に お い
て 、 N末 端 の メ チ オ ニ ン 残 基 の ア ミ ノ 基 が 保 護 基 （ 例 え ば 、 ホ ル ミ ル 基 、 ア セ チ ル な ど の C

1 - 5 ア ル キ ル － カ ル ボ ニ ル 基 な ど の C 1 - 6 ア シ ル 基 な ど ） で 保 護 さ れ て い る も の 、 N端 側 が 生
体 内 で 切 断 さ れ 生 成 し た グ ル タ ミ ル 基 が ピ ロ グ ル タ ミ ル 化 し た も の 、 分 子 内 の ア ミ ノ 酸 の
側 鎖 上 の 置 換 基 （ 例 え ば 、 -OH、 -COOH、 ア ミ ノ 基 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 基 、 イ ン ド ー ル 基 、 グ ア
ニ ジ ノ 基 な ど ） が 適 当 な 保 護 基 （ 例 え ば 、 ホ ル ミ ル 基 、 ア セ チ ル 基 な ど の C 1 - 6 ア シ ル 基 な
ど ） で 保 護 さ れ て い る も の 、 あ る い は 糖 鎖 が 結 合 し た い わ ゆ る 糖 タ ン パ ク 質 な ど の 複 合 タ
ン パ ク 質 な ど も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド や タ ン パ ク 質 の 構 造 の 修 飾 ・ 改 変 な ど は 、 例 え ば 日 本 生 化 学 会 編 、 「 新 生
化 学 実 験 講 座 １ 、 タ ン パ ク 質  VII、 タ ン パ ク 質 工 学 」 、 東 京 化 学 同 人 (1993)を 参 考 に し 、
そ こ に 記 載 の 方 法 あ る い は そ こ で 引 用 さ れ た 文 献 記 載 の 方 法 、 さ ら に は そ れ ら と 実 質 的 に
同 様 な 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 ま た 下 記 す る よ う に そ の 生 物 学 的 活 性 の う ち に は 、 免 疫
的 に 活 性 、 例 え ば 抗 原 性 を 有 す る と い う こ と も 含 ま れ て よ い 。 該 修 飾 ・ 改 変 の う ち に は 、
脱 ア ミ ノ 化 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 硫 酸 化 、 メ チ ル 化 な ど の ア ル
キ ル 化 、 ア セ チ ル 化 な ど の ア シ ル 化 、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 開 環 、 閉 環 、 グ リ コ シ ル 化
、 含 有 糖 鎖 の 種 類 を 違 う も の に 変 え る こ と 、 含 有 糖 鎖 の 数 を 増 減 す る こ と 、 脂 質 結 合 、 D-
体 ア ミ ノ 酸 残 基 へ の 置 換 な ど で あ っ て も よ い 。 そ れ ら の 方 法 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る
（ 例 え ば 、 T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, pp.79-8
6 W.H. Freeman & Co., San Francisco, USA (1983)な ど )。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 由 来 の ペ プ チ ド あ る い は ポ リ ペ プ チ ド （ 又 は タ ン パ ク 質 ） は 、 １ 個 以 上 の
ア ミ ノ 酸 残 基 が 同 一 性 の 点 で 天 然 の も の と 異 な る も の 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 が
天 然 の も の と 異 な る も の で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の ヒ ト 由 来 の ペ プ チ ド は 、 ヒ ト AP-O、 配
列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、
AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 A
P-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ
ン 及 び ／ 又 は AP-O ARMド メ イ ン か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た タ ン パ ク 質 に 特 有 な ア ミ ノ 酸 残 基
が １ 個 以 上 （ 例 え ば 、 １ ～ 80個 、 好 ま し く は １ ～ 60個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ 40個 、 さ ら
に 好 ま し く は １ ～ 20個 、 特 に は １ ～ 10個 な ど ） 欠 け て い る 欠 失 類 縁 体 、 特 有 の ア ミ ノ 酸 残
基 の １ 個 以 上 （ 例 え ば 、 １ ～ 80個 、 好 ま し く は １ ～ 60個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ 40個 、 さ
ら に 好 ま し く は １ ～ 20個 、 特 に は １ ～ 10個 な ど ） が 他 の 残 基 で 置 換 さ れ て い る 置 換 類 縁 体
、 １ 個 以 上 （ 例 え ば 、 １ ～ 80個 、 好 ま し く は １ ～ 60個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ 40個 、 さ ら
に 好 ま し く は １ ～ 20個 、 特 に は １ ～ 10個 な ど ） の ア ミ ノ 酸 残 基 が 付 加 さ れ て い る 付 加 類 縁
体 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 天 然 の ヒ ト ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O、 天 然 の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O内 の LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド
メ イ ン 、 グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 SH3様 モ チ ー フ 、 及 び C末 端 ARMド メ イ ン か ら 成 る 群
か ら 選 ば れ た タ ン パ ク 質 の 特 徴 で あ る ド メ イ ン 構 造 あ る い は 基 質 結 合 能 が 維 持 さ れ て い れ
ば 、 上 記 の ご と き 変 異 体 は 、 全 て 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 ま た 本 発 明 の ペ プ チ ド あ る い は ポ
リ ペ プ チ ド は 天 然 の ヒ ト ヒ ト ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O、 天 然 の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O内 の LTA 4
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H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン 、 グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 SH3様 モ チ ー フ 、 及 び C末 端 ARMド メ
イ ン か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 等 の 一 次 構 造 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン あ
る い は そ の 一 部 を 有 し て い る も の も 含 ま れ て よ い と 考 え ら れ 、 さ ら に 天 然 の も の と 実 質 的
に 同 等 の 生 物 学 的 活 性 を 有 し て い る も の も 含 ま れ て よ い と 考 え ら れ る 。 さ ら に 天 然 に 生 ず
る 変 異 体 の 一 つ で あ る こ と も で き る 。 本 発 明 の ヒ ト 由 来 の タ ン パ ク 質 （ 又 は ペ プ チ ド あ る
い は ポ リ ペ プ チ ド ） は 、 例 え ば 、 配 列 表 の 配 列 番 号 :2又 は 3（ 又 は 図 １ ～ ２ ） 、 あ る い は
配 列 番 号 :7又 は 8の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し 、 60%、 場 合 に よ っ て は 70%よ り 高 い 相 同 性 を 有 し
て い る も の が 挙 げ ら れ 、 よ り 好 ま し く は そ れ に 対 し 、 80%あ る い は 90%以 上 の 相 同 ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の ヒ ト 由 来 の タ ン パ ク 質 の 一 部 の も の と は 、 該 ヒ
ト 由 来 の タ ン パ ク 質 の 一 部 の ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 該 タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド ） で あ っ
て 、 本 発 明 の 、 ヒ ト ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O内 の LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド
メ イ ン 、 グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 SH3様 モ チ ー フ 、 及 び C末 端 ARMド メ イ ン か ら 成 る 群
か ら 選 ば れ た タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 等 な 活 性 を 有 す る も の で あ れ ば い ず れ の も の で あ っ
て も よ い 。 例 え ば 、 該 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド は 、 該 ヒ ト ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ
O、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O内 の LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン 、 グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 SH
3様 モ チ ー フ 、 あ る い は C末 端 ARMド メ イ ン の 構 成 ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 少 な く と も ５ 個 以 上
、 好 ま し く は 20個 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 50個 以 上 、 よ り 好 ま し く は 70個 以 上 、 も っ と 好
ま し く は 100個 以 上 、 あ る 場 合 に は 200個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ
、 好 ま し く は そ れ ら は 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る も の で あ る か 、 あ る い は 、 例 え ば
、 配 列 番 号 :3又 は 8、 あ る い は 図 １ ～ ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 対 応 す る 領 域 に 対
す る 相 同 性 に 関 し て 、 上 記 と 同 様 の 相 同 性 を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 実 質 的 に 同 等 」 と は タ ン パ ク 質 の 活 性 、 例 え ば 、 酵 素 活 性 、 生 理
的 な 活 性 、 生 物 学 的 な 活 性 が 実 質 的 に 同 じ で あ る こ と を 意 味 す る 。 さ ら に ま た 、 そ の 用 語
の 意 味 の 中 に は 、 実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る 場 合 を 包 含 し て い て よ く 、 該 実 質 的 に 同 質
の 活 性 と し て は 、 細 胞 に 変 化 を も た ら す 活 性 、 細 胞 外 タ ン パ ク 分 解 活 性 な ど を 挙 げ る こ と
が で き る 。 該 実 質 的 に 同 質 の 活 性 と は 、 そ れ ら の 活 性 が 性 質 的 に 同 質 で あ る こ と を 示 し 、
例 え ば 、 生 理 的 に 、 薬 理 学 的 に 、 あ る い は 生 物 学 的 に 同 質 で あ る こ と を 示 す 。 例 え ば 、 酵
素 活 性 な ど の 活 性 が 、 同 等 (例 え ば 、 約 0.001～ 約 1000倍 、 好 ま し く は 約 0.01～ 約 100倍 、
よ り 好 ま し く は 約 0.1～ 約 20倍 、 さ ら に 好 ま し く は 約 0.5～ 約 2倍 )で あ る こ と が 好 ま し い が
、 こ れ ら の 活 性 の 程 度 、 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 な ど の 量 的 な 要 素 は 異 な っ て い て も よ い 。 次
に 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 あ る い は 挿 入 は 、 し ば し ば ポ リ ペ プ チ ド の 生 理 的 な 特 性 や 化
学 的 な 特 性 に 大 き な 変 化 を 生 ぜ し め な い し 、 こ う し た 場 合 、 そ の 置 換 、 欠 失 、 あ る い は 挿
入 を 施 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ う し た 置 換 、 欠 失 、 あ る い は 挿 入 の さ れ て い な い も の と
実 質 的 に 同 一 で あ る と さ れ る で あ ろ う 。 該 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 の 実 質 的 に 同 一 な 置
換 体 と し て は 、 そ の ア ミ ノ 酸 が 属 す る と こ ろ の ク ラ ス の う ち の 他 の ア ミ ノ 酸 類 か ら 選 ぶ こ
と が で き う る 。 例 え ば 、 非 極 性 （ 疎 水 性 ） ア ミ ノ 酸 と し て は 、 ア ラ ニ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ
ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ リ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 メ チ オ ニ ン な ど が 挙
げ ら れ 、 極 性 （ 中 性 ） と し て は 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン
、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン な ど が 挙 げ ら れ 、 陽 電 荷 を も つ ア ミ ノ 酸 （ 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 ）
と し て は 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン 、 ヒ ス チ ジ ン な ど が 挙 げ ら れ 、 陰 電 荷 を も つ ア ミ ノ 酸 （ 酸
性 ア ミ ノ 酸 ） と し て は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 及 び そ の 一 部 の ペ プ チ ド の 合 成 に は 、 当 該 ペ プ チ ド 合 成 分 野 で 知 ら
れ た 方 法 、 例 え ば 液 相 合 成 法 、 固 相 合 成 法 な ど の 化 学 合 成 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ
う し た 方 法 で は 、 例 え ば タ ン パ ク 質 あ る い は ペ プ チ ド 合 成 用 樹 脂 を 用 い 、 適 当 に 保 護 し た
ア ミ ノ 酸 を 、 そ れ 自 体 公 知 の 各 種 縮 合 方 法 に よ り 所 望 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 順 次 該 樹 脂 上 で 結
合 さ せ て い く 。 縮 合 反 応 に は 、 好 ま し く は そ れ 自 体 公 知 の 各 種 活 性 化 試 薬 を 用 い る が 、 そ
う し た 試 薬 と し て は 、 例 え ば ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド な ど カ ル ボ ジ イ ミ ド 類 を 好
ま し く 使 用 で き る 。 生 成 物 が 保 護 基 を 有 す る 場 合 に は 、 適 宜 保 護 基 を 除 去 す る こ と に よ り
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目 的 の も の を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド （ 又 は ポ リ ペ プ チ ド ） は 、 そ れ が 遊 離
型 の も の と し て 得 ら れ た 場 合 に は 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法 あ る い は そ れ に 準 じ た 方 法 で 塩 に
変 換 す る こ と が で き 、 ま た そ れ ら は 塩 と し て 得 ら れ た 場 合 に は 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法 あ る
い は そ れ に 準 じ た 方 法 で 遊 離 型 の も の あ る い は 他 の 塩 に 変 換 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の
ペ プ チ ド （ 又 は ポ リ ペ プ チ ド ） の 塩 と し て は 、 生 理 的 に 許 容 さ れ る も の あ る い は 医 薬 と し
て 許 容 さ れ る も の が 好 ま し い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ う し た 塩 と し て は 、 例 え ば 塩
酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 、 硝 酸 、 リ ン 酸 な ど の 無 機 酸 と の 塩 、 例 え ば 酢 酸 、 ギ 酸 、 マ レ イ ン
酸 、 フ マ ー ル 酸 、 コ ハ ク 酸 、 ク エ ン 酸 、 酒 石 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 安 息 香 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸
、 p-ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 な ど の 有 機 酸 と の 塩 な ど が 挙 げ ら れ る 。 さ
ら に 該 塩 と し て は 、 ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 例 え ば エ チ ル ア ミ ン 、 ジ メ チ ル ア ミ ン 、 ト リ メ チ ル
ア ミ ン 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ア ミ ン な ど の 有 機 塩 基 と の 塩 な ど も 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 開 示 し た ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O及 び そ れ に 関 連 し た タ ン パ ク 質 、 そ の フ ラ
グ メ ン ト 、 さ ら に は DNAを 含 め た 核 酸 (mRNAや オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む )は 、 そ れ ら を 単
独 あ る い は 有 機 的 に 使 用 し 、 更 に は 以 下 で 説 明 す る 技 術 （ ア ン チ セ ン ス 法 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 含 め た 抗 体 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ク 動 物 な ど ） と も 適 宜 組 合 わ せ て 、 ゲ ノ ミ ッ ク ス 及
び プ ロ テ オ ミ ッ ク ス 技 術 に 応 用 で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 各 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O変 異 体
（ ネ イ チ ブ な ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O, ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O内 の LTA4H様 ド メ イ ン 、 触 媒 ド
メ イ ン 、 SH3様 モ チ ー フ 、 あ る い は ARMド メ イ ン の そ れ ぞ れ の 変 異 体 を 含 む ） は 、 ド ミ ナ ン
ト ネ ガ テ ィ ブ 効 果 を 利 用 し た 機 能 解 析 に も 利 用 可 能 で あ る 。 ま た 、 二 本 鎖 RNA(dsRNA)を 使
用 し て の RNAi(RNA interference)技 術 へ の 応 用 の 途 も あ る 。 か く し て 、 一 塩 基 多 型 (SNP; 
single nucleotide polymorphisms)を 中 心 と し た 遺 伝 子 多 型 解 析 、 核 酸 ア レ イ 、 タ ン パ ク
質 ア レ イ を 使 用 し た 遺 伝 子 発 現 解 析 、 遺 伝 子 機 能 解 析 、 タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 解 析 、 関 連
疾 患 解 析 、 疾 患 治 療 薬 解 析 を す る こ と が 可 能 と な る 。 例 え ば 、 核 酸 ア レ イ 技 術 で は 、 cDNA
ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し た り 、 PCR技 術 で 得 た DNAを 基 板 上 に ス ポ ッ テ ィ ン グ 装 置 で 高 密 度 に
配 置 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用 し て 試 料 の 解 析 が 行 わ れ る 。 該 ア レ イ 化 は 、 針
あ る い は ピ ン を 使 用 し て 、 あ る い は イ ン ク ジ ェ ト プ リ ン テ ィ ン グ 技 術 な ど で も っ て 、 ス ラ
イ ド ガ ラ ス 、 シ リ コ ン 板 、 プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト な ど の 基 板 の そ れ ぞ れ 固 有 の 位 置 に DNA
が 付 着 せ し め ら れ る こ と に よ り そ れ を 実 施 す る こ と が で き る 。 該 核 酸 ア レ イ 上 で の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 得 ら れ る シ グ ナ ル を 観 察 し て デ ー タ を 取 得 す る 。 該 シ グ ナ ル は 、
螢 光 色 素 な ど の 標 識 （ 例 え ば 、 Cy3, Cy5, BODIPY, FITC, Alexa Fluor dyes（ 商 品 名 ), T
exas red（ 商 品 名 )な ど )よ り 得 ら れ る も の で あ っ て よ い 。 検 知 に は レ ー ザ ー ス キ ャ ナ ー な
ど を 利 用 す る こ と も で き 、 得 ら れ た デ ー タ は 適 当 な ア ル ゴ リ ズ ム に 従 っ た プ ロ グ ラ ム を 備
え た コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム で 処 理 さ れ て よ い 。 ま た 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ 技 術 で は 、 タ グ
を 付 さ れ た 組 換 え 発 現 タ ン パ ク 質 産 物 を 利 用 し て よ く 、 二 次 元 電 気 泳 動 (2-DE)、 酵 素 消 化
フ ラ グ メ ン ト を 含 め て の 質 量 分 析 (MS)(こ れ に は エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 法 (electros
pray ionization: ESI), マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 法 (matrix-assisted la
ser desorption/ionization: MALDI)な ど の 技 術 が 含 ま れ 、 MALDI-TOF分 析 計 、 ESI-3連 四
重 極 分 析 計 、 ESI-イ オ ン ト ラ ッ プ 分 析 計 な ど を 使 用 し て よ い )、 染 色 技 術 、 同 位 体 標 識 及
び 解 析 、 画 像 処 理 技 術 な ど が 利 用 さ れ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に は 上 記 で 得
ら れ る あ る い は 利 用 で き る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O（ AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様
ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ
イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O ARM
ド メ イ ン の そ れ ぞ れ を 含 む ） 及 び そ れ に 対 す る 抗 体 に 関 連 し た ソ フ ト ウ エ ア 、 デ ー タ ベ ー
ス な ど も 含 ま れ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 及 び そ の 変 異 体 、 修 飾 体 、 誘 導 体 な ど は
、 上 記 で 説 明 し た よ う な 分 離 ・ 精 製 処 理 を 施 す こ と が で き る 。 本 発 明 で は 、 「 断 片 」 、 「
誘 導 体 」 及 び 「 類 縁 体 」 な る 用 語 は 、 配 列 番 号 :3又 は 8、 あ る い は 図 １ ～ ２ の ポ リ ペ プ チ
ド 、 配 列 番 号 :1又 は 2、 4,7又 は 9の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 あ る い は 図 １ ～ ２ の ヌ ク レ オ チ ド 配
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列 か ら 転 写 さ れ 且 つ ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て い な い か 又 は 特 異 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た hn
RNA又 は mRNAに よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ゲ ノ ミ ッ ク DNAに よ り コ ー ド さ れ る ポ
リ ペ プ チ ド に 関 連 し て 、 そ の 「 断 片 」 、 「 誘 導 体 」 又 は 「 類 縁 体 」 と 称 し た 場 合 、 こ の よ
う な ポ リ ペ プ チ ド と 本 質 的 に 同 一 の 生 物 学 的 機 能 又 は 活 性 を 有 し て い る ポ リ ペ プ チ ド を 意
味 し て よ い 。 従 っ て 、 類 縁 体 又 は 類 似 体 （ ホ モ ロ グ ） に は プ ロ タ ン パ ク 質 部 分 が 切 断 さ れ
て 活 性 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る よ う な 、 活 性 化 で き る プ ロ タ ン パ ク 質 な ど が 包 含 さ れ
る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 、 天 然 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 合 成 ポ リ ペ プ チ
ド で よ い 。 特 定 の 好 ま し い 態 様 で は 、 こ れ は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 一 方 で は 、 本 発 明 は 上 記 し た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 、 そ し て 天 然 の 特 性 の
全 部 あ る い は 一 部 を 有 す る 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド 、 さ ら に
そ の 類 縁 体 （ ホ モ ロ グ を 含 む ） あ る い は 誘 導 体 を コ ー ド す る DNA配 列 も 包 含 す る 。 本 発 明
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ミ ノ 末 端 に 付 加 ア ミ ノ 酸 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 付 加 ア ミ ノ 酸
を 加 え た 成 熟 タ ン パ ク 質 、 又 は 成 熟 タ ン パ ク 質 に 内 在 す る ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 成 熟 形
態 で 一 つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 有 す る 場 合 )の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る も の で あ る こ
と が で き る 。 こ の よ う な 配 列 は 、 前 駆 体 か ら 成 熟 形 態 の タ ン パ ク 質 へ の プ ロ セ ッ シ ン グ に
お い て も 何 ら か の 働 き を な す も の で あ っ て よ く 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 を 発 現 さ
せ た り 、 タ ン パ ク 質 の 移 動 や 輸 送 を 促 進 し た り 、 タ ン パ ク 質 の 半 減 期 を 延 長 も し く は 短 縮
し た り 、 又 は タ ン パ ク 質 を 操 作 し て そ の 検 出 も し く は 産 生 を 容 易 に す る こ と が で き る も の
、 さ ら に は 、 ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ ィ ブ 効 果 を 示 す も の で あ っ て よ い 。 一 般 的 に は 、 例 え ば
、 付 加 ア ミ ノ 酸 は 、 細 胞 酵 素 に よ り プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ 、 成 熟 タ ン パ ク 質 か ら 取 り 除 か れ
る 。 １ 又 は そ れ 以 上 の プ ロ 配 列 と 融 合 し た 成 熟 形 態 ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 前 駆 タ ン パ ク 質
は 、 不 活 性 形 態 ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と が で き る 。 プ ロ 配 列 が 除 去 さ れ る と 、 こ の よ う な
不 活 性 前 駆 体 は 、 通 常 活 性 化 さ れ る 。 プ ロ 配 列 の い く つ か 又 は 全 て は 、 活 性 化 の 前 に 除 去
で き る 。 通 常 、 こ の よ う な 前 駆 体 は プ ロ タ ン パ ク 質 と 称 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は
、 成 熟 タ ン パ ク 質 、 リ ー ダ ー 配 列 を 付 加 し て あ る 成 熟 タ ン パ ク 質 (プ レ タ ン パ ク 質 と 称 す
る こ と が で き る )、 プ レ タ ン パ ク 質 の リ ー ダ ー 配 列 で は な い １ 又 は そ れ 以 上 の プ ロ 配 列 を
有 す る 成 熟 タ ン パ ク 質 の 前 駆 体 、 又 は リ ー ダ ー 配 列 及 び １ 又 は そ れ 以 上 の プ ロ 配 列 を 有 す
る プ ロ タ ン パ ク 質 の 前 駆 体 で あ る プ レ プ ロ タ ン パ ク 質 で あ っ て よ い 。 ま た 、 該 プ ロ 配 列 は
通 常 活 性 形 態 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 成 熟 形 態 ポ リ ペ プ チ ド を 産 み 出 す よ う な プ ロ セ ッ シ ン グ の
段 階 で 除 去 さ れ 得 る 。 本 発 明 の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oに お い て は 、 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア
ン ト の 存 在 も 考 え ら れ る が 、 そ う し た ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト が あ る 場 合 も 本 明 細 書 で
解 明 さ れ た 技 術 に 従 う 限 り 、 本 発 明 の 範 囲 内 の も の で あ る 。 さ ら に 、 ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ
ィ ブ 効 果 を 示 す も の や 構 成 ド メ イ ン の そ れ ぞ れ が 担 う 活 性 を 示 す も の 、 例 え ば 各 ド メ イ ン
か ら な る も の あ る い は 該 ド メ イ ン の 複 数 が 組 み 合 わ さ れ た も の な ど で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 で は 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O遺 伝 子 （ 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 及 び
そ の 変 異 体 （ ホ モ ロ グ を 含 む ） 、 修 飾 体 、 誘 導 体 な ど の 関 連 遺 伝 子 を 含 む )あ る い は ア ミ
ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O、 そ の 一 部 又 は ホ モ ロ グ を 発 現 で き る 組 換 え DNA分 子 を 宿 主 に 移 入 し 、 当
該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 、 ホ モ ロ グ 又 は そ の 一 部 を 発 現 さ せ 、 目 的 と す る 当 該
ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 を 得 る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ う し て 本 発 明 に よ れ ば 、 当
該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 又 は ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 を 実 質 的 に 発 現 す る 組 換 え 体 あ
る い は ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト 及 び そ の 製 造 法 、 さ ら に は そ の 用 途 も 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の
ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O、 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド
、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒
ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様
ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O ARMド メ イ ン あ る い は そ の 塩 は 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー ゼ Oタ ン パ ク 質 無 形 成 症 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 発 現 不 全 症 、 当 該 ア ミ ノ
ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 遺 伝 子 欠 損 症 な ど 病 状 を 呈 す る 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ
ク 質 関 連 機 能 不 全 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 す な わ ち 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ
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ー ゼ Oタ ン パ ク 質 、 変 異 体 （ ホ モ ロ グ を 含 む ） 、 修 飾 体 、 誘 導 体 を 含 有 す る 医 薬 を 用 い れ
ば 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 に よ る 活 性 が 不 充 分 で あ る こ と に 起 因 す る 疾 患
患 者 を 健 常 な 状 態 に す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 生 体 内 に お い て 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー ゼ Oタ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 産 物 が 減 少 あ る い は 欠 損 し て い る た め に 、 細 胞 に お け る 当
該 生 物 学 的 活 性 が 十 分 に 得 ら れ て い な い か 、 あ る い は 正 常 で な い 症 状 の 患 者 の 場 合 に は 、
(A)本 発 明 の タ ン パ ク 質 な ど を 該 患 者 に 投 与 す る こ と に よ る か 、 (B)本 発 明 の DNAな ど の 核
酸 を 該 患 者 に 投 与 し て 、 生 体 内 で 本 発 明 の タ ン パ ク 質 な ど を 発 現 さ せ る こ と に よ る か 、 (C
)本 発 明 の DNAな ど の 核 酸 を 発 現 可 能 に 導 入 し た 細 胞 を 該 患 者 に 移 植 す る こ と に よ っ て 、 生
体 内 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 な ど を 補 充 す る な ど し て 、 該 患 者 に お け る 当 該 症 状 を 改 善 し た
り す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 別 の 面 で は 、 本 発 明 は ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O内 の 完 全
触 媒 活 性 ド メ イ ン （ 領 域 ） 、 LTA 4 H様 酵 素 N末 端 ド メ イ ン （ 領 域 ） （ 又 は LTA 4 H様 ド メ イ ン
） 、 グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン （ 領 域 ） 、 SH3様 モ チ ー フ 、 C末 端 ARMド メ イ ン （ 領 域 ） な
ど の 、 天 然 型 （ ネ イ テ ィ ブ ） の タ ン パ ク 質 又 は そ の 特 有 の ポ リ ペ プ チ ド （ 特 に は 、 内 在 性
(endogenous)ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 又 は そ の 特 有 の ポ リ ペ プ チ ド )に 関 し 、 各 ア
ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 に 関 連 付 け ら れ る 活 性 （ 例 え ば 、 細 胞 の 変 化 の 誘 導 あ る い
は プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 な ど ） を 有 し 且 つ 配 列 番 号 :3(又 は 2)又 は 8(又 は 7)の ア ミ ノ 酸 配 列 、
図 １ ～ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 及 び そ の 一 部 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 の う ち の 、 (1)ア ミ
ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 少 な く と も 1～ 819個 、 (2)ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 少 な く と も Ser 1 5 2 ～ G
ly 5 8 9 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (3)ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 少 な く と も Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9

の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (4)ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 少 な く と も Gly 4 5 2 ～ Gly 5 8 9 の 配 列
を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (4)LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 SH3様 モ チ ー フ
又 は ARMド メ イ ン 、 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 一 種 で あ り 且 つ 天 然
の 当 該 ヒ ト タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 等 な 活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る ポ リ ペ プ チ ド ま た
は そ の 塩 、 よ り 好 ま し く は 当 該 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 と 、 実 質 的 に 同 等 な 活 性 を 有 す る
か 、 あ る い は 実 質 的 に 同 等 の 一 次 構 造 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 持 つ 該 タ ン パ ク 質 の 少 な く と
も 一 部 あ る い は 全 部 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 、 大 腸 菌 な ど の 原 核 生 物 あ る い は 哺 乳 動 物 細
胞 な ど の 真 核 生 物 で 発 現 さ せ る こ と を 可 能 に す る DNAや RNAな ど の 核 酸 に 関 す る 。 ま た こ う
し た 核 酸 、 特 に は DNAは 、 (a)配 列 表 の 配 列 番 号 :3(又 は 2)又 は 8(又 は 7)の ア ミ ノ 酸 配 列 、
図 １ ～ ２ の の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ の 一 部 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 を コ
ー ド で き る 配 列 あ る い は そ れ と 相 補 的 な 配 列 、 (b)該 (a)の DNA配 列 ま た は そ の 断 片 と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る 配 列 、 及 び (c)該 (a)又 は (b)の 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ
と の で き る 縮 重 コ ー ド を 持 っ た 配 列 で あ る こ と が で き る 。 こ こ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ の 条 件 と
し て は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で あ る こ と が で き る 。 こ う し た 核 酸 で 形 質 転 換 さ れ 、 本
発 明 の 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 で き る 大 腸 菌 な ど の 原 核 生 物 あ る い は 哺 乳 動 物 細 胞 な ど の 真
核 生 物 も 本 発 明 の 特 徴 を な す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の DNA配 列 は 、 こ れ ま で 知 ら れ て い な か っ た 哺 乳 動 物 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配
列 に 関 す る 情 報 を 提 供 し て い る か ら 、 こ う し た 情 報 を 利 用 す る こ と も 本 発 明 に 包 含 さ れ る
。 こ う し た 利 用 と し て は 、 例 え ば 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 及 び 関 連 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 哺 乳 動 物 、 特 に 好 ま し く は ヒ ト の 、 ゲ ノ ム DNA及 び cDNAの 単 離 及 び 検 知 の
た め の プ ロ ー ブ の 設 計 な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 の DNA配 列 は 、 例 え ば 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 及 び 関 連 タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 哺 乳 動 物 、 特 に 好 ま し く は マ ウ ス 、 ラ ッ ト や ヒ ト の 、 ゲ ノ ム DNA及 び cDNAの 単
離 及 び 検 知 の た め の プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る 。 プ ロ ー ブ は 、 必 要 に 応 じ て 、 抗 体 に 関 連
し て 挙 げ ら れ て い る 標 識 を 付 与 し て お く こ と が で き る 。 遺 伝 子 の 単 離 に あ た っ て は 、 PCR
法 、 さ ら に は 逆 転 写 酵 素 (RT)を 用 い た PCR法 (RT-PCR)を 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 当 該 ア ミ
ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 cDNA及 び そ の 関 連 DNAは 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 配 列 決 定 さ れ た
当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 cDNA配 列 か ら 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ き 特 徴
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的 な 配 列 領 域 を 選 び 、 DNAプ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン し て 化 学 合 成 し 、 得 ら れ た DNAプ ラ イ マ ー
を 用 い て 、 PCR法 、 RT-PCR、 そ の 他 の 方 法 を 用 い て 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 関
連 遺 伝 子 の 単 離 、 検 出 な ど に 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O
タ ン パ ク 質 mRNAの ヒ ト 組 織 中 で の 発 現 を 各 種 の 組 織 由 来 poly(A) + RNAに 対 す る ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 に よ り 検 討 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の cDNAを プ ロ ー ブ と し て 用 い れ ば 、 例 え
ば ノ ー ザ ン ・ ブ ロ テ ィ ン グ 、 サ ザ ン ・ ブ ロ テ ィ ン グ 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な
ど に よ り ヒ ト 組 織 中 で の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 mRNAの 発 現 や 当 該 ア ミ ノ ペ
プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 遺 伝 子 自 体 な ど を 検 出 ・ 測 定 で き 、 ヒ ト 組 織 に お け る 細 胞 内 タ ン
パ ク 質 代 謝 、 ホ ル モ ン 前 駆 体 の 活 性 化 、 及 び 組 織 マ ト リ ッ ク ス や 骨 の 改 変 を 含 む 、 多 く の
正 常 な 細 胞 の プ ロ セ ス に 関 与 す る 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の 役 割 、 そ の 酵 素
活 性 の 役 割 、 ま た 細 胞 変 化 や 組 織 リ モ デ リ ン グ と い っ た 生 物 学 的 過 程 （ プ ロ セ ス ） に 関 す
る 現 象 、 さ ら に は 、 性 的 な 成 熟 プ ロ セ ス 、 血 圧 制 御 、 免 疫 応 答 、 心 臓 血 管 系 制 御 、 ホ ル モ
ン 制 御 、 凝 固 、 創 傷 治 癒 、 再 生 プ ロ セ ス 、 胚 移 植 あ る い は 胎 児 発 達 の よ う な 生 理 学 的 条 件
に 関 連 し て 生 起 す る 生 物 学 的 過 程 （ プ ロ セ ス ） 、 さ ら に 癌 細 胞 の 形 成 、 浸 潤 、 転 移 、 ア レ
ル ギ ー 、 炎 症 、 糖 尿 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 関 節 炎 、 リ ウ マ チ あ る い は 心 臓 血 管 に お け る
プ ロ セ ス 、 血 液 学 的 な プ ロ セ ス 及 び 神 経 系 の プ ロ セ ス の よ う な 生 理 学 的 条 件 に 関 連 し た 生
物 学 的 過 程 （ プ ロ セ ス ） 、 特 に 細 胞 の 変 化 や ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 に 関 連 し た が ん の 浸
潤 ・ 転 移 の 様 な 多 く の 疾 患 な ど の 研 究 の 発 展 に 貢 献 で き る 。 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ
ン パ ク 質 に 関 連 し た 疾 患 の 遺 伝 子 診 断 に も 利 用 で き る 。 そ う し た 診 断 は 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ
チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 及 び 関 連 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 異 常 、 例 え ば 損 傷 、 突 然 変
異 、 発 現 低 下 、 発 現 過 多 な ど を 診 断 す る も の で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ う し て 典 型 的 に は 本 発 明 は 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 遺 伝 子 、 そ れ か ら
誘 導 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い 、 あ る い は さ ら に 必 要 に 応 じ 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン
パ ク 質 に 対 す る 阻 害 物 質 を 用 い 、 被 検 試 料 中 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 あ る
い は そ の 遺 伝 子 、 さ ら に は 産 生 細 胞 を 検 知 ・ 分 別 定 量 す る 優 れ た 方 法 及 び そ の 為 の 試 薬 キ
ッ ト を 提 供 す る 。 本 発 明 は こ う し た 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 あ る い は そ の 遺
伝 子 、 さ ら に は 産 生 細 胞 を 検 知 ・ 分 別 定 量 す る こ と の で き る 試 薬 キ ッ ト の う ち の 各 試 薬 を
す べ て そ の 実 施 態 様 の う ち に 含 む と 理 解 さ れ る 。 さ ら に 本 発 明 の 目 的 は 、 上 記 方 法 を 用 い
て 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 あ る い は そ の 遺 伝 子 、 さ ら に は 産 生 細 胞 を 検 知 ・
分 別 定 量 す る こ と に よ り 、 細 胞 内 タ ン パ ク 質 代 謝 、 ホ ル モ ン 前 駆 体 の 活 性 化 、 及 び 組 織 マ
ト リ ッ ク ス あ る い は 骨 の 改 変 な ど 、 多 く の 正 常 な 細 胞 の プ ロ セ ス に 関 与 す る 各 ア ミ ノ ペ プ
チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の 役 割 、 動 脈 硬 化 症 、 血 栓 症 、 高 脂 血 症 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 、 炎 症 性
疾 患 、 神 経 変 性 疾 患 及 び が ん の 浸 潤 ・ 転 移 の 様 な 多 く の 疾 患 な ど を モ ニ タ ー し 得 る 方 法 並
び に 試 薬 あ る い は 診 断 剤 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 医 学 的 ・ 生 理 学 的 分 野 に お け る 上 記 試
薬 の 各 種 利 用 、 各 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の 作 用 に 起 因 す る 応 答 ・ 症 状 ・ 疾 患 の
研 究 ・ 解 析 ・ 測 定 、 診 断 、 予 防 、 治 療 な ど の 目 的 で 上 記 試 薬 を 使 用 す る こ と は 、 す べ て 本
発 明 の そ の 実 施 態 様 の う ち に 含 ま れ る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 に 従 え ば 、 ヒ ト ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O、 マ ウ ス や ラ ッ ト の 対 応 す る ア ミ ノ ペ プ チ
ダ ー ゼ Oか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た タ ン パ ク 質 又 は そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 を 同 定 す る
方 法 が 提 供 さ れ る 。 該 同 定 方 法 は 、 典 型 的 な 場 合 、
　 a)ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 中 の 保 存 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 発 現 遺 伝 子 の デ
ー タ バ ン ク で 見 つ か っ た ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 配 列 と 比 較 す る こ と ;
　 b)ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oに 対 す る ホ モ ロ ジ ー （ 同 一 性 ） を 保 持 し て い る フ ラ グ メ ン ト の
同 定 並 び に 該 フ ラ グ メ ン ト 配 列 が 発 現 さ れ て い る ヒ ト 組 織 の 全 RNA又 は 鋳 型 サ ン プ ル を 用
い て の PCRに よ る 増 幅 ;
　 c)　 ヒ ト cDNAの ラ イ ブ ラ リ ー と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ と し て 、 該 増 幅 さ れ た フ ラ
グ メ ン ト を 使 用 す る こ と あ る い は 取 得 配 列 を 5'ま た は 3'末 端 に 向 け て 伸 張 す る た め の 該 増
幅 さ れ た フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と ;及 び
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　 d)　 得 ら れ た cDNAク ロ ー ン を 単 離 し 、 該 ヌ ク レ オ チ ド の 完 全 な 配 列 を 決 定 す る こ と
　 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 処 理 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 に 従 え ば 、 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 遺 伝 子 診 断 法 （ 検 出 方 法 ） が 提
供 で き る 。 該 遺 伝 子 診 断 法 で は 、 (a)核 酸 試 料 を 得 る 工 程 、 (b)工 程 (a)に て 得 ら れ た 核 酸
試 料 を 、 例 え ば PCR法 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 利 用 し た 核 酸 増 幅 法 、 鎖 置 換 増 幅 法 な ど で 遺 伝
子 増 幅 し 、 例 え ば 該 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 遺 伝 子 に 存 在 し う る 変 異 部 位 な
ど を 含 む 領 域 が 増 幅 さ れ た 核 酸 断 片 を 得 る 工 程 、 及 び (c)工 程 (b)の 核 酸 断 片 に つ い て 変 異
の 存 在 を 調 べ る 工 程 を 含 む 態 様 が 挙 げ ら れ る 。 増 幅 の 対 象 と な る 、 変 異 部 位 を 含 む 領 域 と
し て は 、 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の う ち 、 疾 患
の 原 因 と な る 変 異 を 含 ん で い る 領 域 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 配 列 表 の 配 列 番 号
:1,2,4,7,9あ る い は 図 １ ～ ２ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 中 の 任 意 の 位 置 の 塩 基 を 含 む 領 域 が 挙
げ ら れ る 。 上 記 工 程 (c)に お い て は 、 当 該 分 野 で 当 業 者 に 知 ら れ て い る 変 異 の 存 在 の 検 出
方 法 の 中 か ら 適 切 な 方 法 を 選 ん で そ れ を 適 用 で き 、 特 に は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば ASPCR(
allele-specific PCR)法 に よ り 得 ら れ た DNA断 片 長 を 調 べ る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で
き る 。 DNA断 片 長 を 調 べ る 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 螢 光 DNAシ ー ク
エ ン サ ー な ど を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。 本 工 程 で 使 用 さ れ る 変 異 検 出 法 と し て は 、 例
え ば 制 限 酵 素 断 片 長 多 型 (restriction fragment length polymorphism: RFLP)を 検 出 し て
調 べ る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 変 異 の 検 出 に は 、 例 え ば 変 異 部 位 を 含 む 適 当 な DNA
片 を プ ロ ー ブ に 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 や 、 SSCP法 （ 単 鎖 高 次 構 造 多 型 ） の よ う
な 公 知 の 変 異 検 出 法 を 使 用 し て よ い 。 本 発 明 の 遺 伝 子 診 断 に 従 い 、 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ
プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 に 関 係 し た 遺 伝 子 診 断 が 可 能 で あ る 。 例 え ば 各 種 疾 患 、 が ん な ど
へ の 罹 患 抵 抗 性 ・ 感 受 性 決 定 の 一 素 因 と 考 え ら れ る 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ
ン パ ク 質 の 発 現 や 多 型 を 遺 伝 子 診 断 し 、 さ ら に 、 当 該 診 断 結 果 に 基 づ き 関 連 疾 患 罹 病 へ の
リ ス ク を 下 げ る よ う な 遺 伝 子 治 療 を 行 う こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 な ど の ポ リ ペ プ チ ド な ど は 、 本 発 明 で 同
定 さ れ た 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 な ど の 、 生 物 学 的 活 性 な ど の 機 能 （ 例 え ば
、 細 胞 の 変 化 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 な ど ） を 促 進 す る 化 合 物 （ ア ゴ ニ ス ト ） や 阻 害 す る 化 合
物 （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） 又 は そ れ ら の 塩 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 試 薬 と し て 有 用 で あ る
。 か く し て 、 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 な ど の ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 一
部 の ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の 塩 を 用 い た 、 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 と
い っ た タ ン パ ク 質 、 そ の 一 部 の ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の 塩 な ど の 生 物 学 的 活 性 な ど の 機 能 （
例 え ば 、 細 胞 の 変 化 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 な ど ） を 促 進 す る 化 合 物 （ ア ゴ ニ ス ト ） や 阻 害 す
る 化 合 物 （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） 又 は そ れ ら の 塩 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 提 供 さ れ る 。
該 ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 例 え ば (i)本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 そ の 一 部 の ペ プ チ ド 又 は そ れ ら
の 塩 （ 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 形 質 転 換 体 を 含 ん で い て も よ い 、 以 下 同 様 ） な ど に 適 当 な
基 質 あ る い は リ ガ ン ド を 接 触 さ せ た 場 合 と 、 (ii)本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 そ の 一 部 の ペ プ チ
ド 又 は そ れ ら の 塩 な ど に 基 質 あ る い は リ ガ ン ド 及 び 試 験 試 料 を 接 触 さ せ た 場 合 と の 比 較 を
行 う 。 具 体 的 に は 、 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 当 該 生 物 学 的 活 性 （ 例 え ば 、 各 ア ミ ノ ペ プ
チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 と 生 体 成 分 と の 間 の 相 互 作 用 に 関 連 し た 活 性 、 タ ン パ ク 分 解 活 性 な
ど ） を 測 定 し て 、 比 較 す る 。
　 基 質 と し て は 、 各 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の 基 質 と な る こ と の で き る も の で あ
れ ば 何 れ の も の で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 公 知 の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ タ ン パ ク 質 の 基 質 と し
て 知 ら れ て い る も の の 中 か ら 選 ん で 用 い る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 合 成 さ れ た 化 合 物
な ど を 使 用 で き る 。 基 質 は 、 そ の ま ま 使 用 で き る が 、 好 ま し く は フ ル オ レ ッ セ イ ン な ど の
蛍 光 、 酵 素 や 放 射 性 物 質 で 標 識 し た も の を 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 試 験 試 料 と し て は 、 例 え ば タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 、 合 成 化 合 物 、
発 酵 生 産 物 、 植 物 抽 出 物 、 動 物 な ど の 組 織 抽 出 物 、 細 胞 抽 出 物 な ど が 挙 げ ら れ る 。 試 験 試
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料 に 使 用 さ れ る 試 験 化 合 物 の 例 に は 、 好 ま し く は 抗 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O抗 体 、 酵 素 阻 害
剤 、 サ イ ト カ イ ン 、 各 種 イ ン ヒ ビ タ ー 活 性 を 有 す る 化 合 物 、 特 に は 合 成 化 合 物 な ど を 含 ん
で い て よ い 。 こ れ ら 化 合 物 は 、 新 規 な 化 合 物 で あ っ て も よ い し 、 公 知 の 化 合 物 で あ っ て も
よ い 。 該 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 通 常 の 結 合 活 性 あ る い は 酵 素 活 性 の 測 定 法 に 準 じ て 実 施 す る
こ と が で き 、 例 え ば 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 な ど を 参 考 に し て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 各
種 標 識 、 緩 衝 液 系 そ の 他 適 当 な 試 薬 な ど を 使 用 し た り 、 そ こ で 説 明 し た 操 作 な ど に 準 じ て
行 う こ と が で き る 。 使 用 ペ プ チ ド な ど は 、 活 性 化 剤 で 処 理 し た り 、 そ の 前 駆 体 あ る い は 潜
在 型 の も の を 活 性 型 の も の に 予 め 変 換 し て お く こ と も で き る 。 測 定 は 通 常 Tris-HCl緩 衝 液
、 リ ン 酸 塩 緩 衝 液 な ど の 反 応 に 悪 影 響 を 与 え な い よ う な 緩 衝 液 な ど の 中 で 、 例 え ば 、 pH約
４ ～ 約 10(好 ま し く は 、 pH約 ６ ～ 約 ８ ） に お い て 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら 個 々 の ス ク リ
ー ニ ン グ に あ た っ て は 、 そ れ ぞ れ の 方 法 に お け る 通 常 の 条 件 、 操 作 法 に 当 業 者 の 通 常 の 技
術 的 配 慮 を 加 え て 、 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 あ る い は そ れ と 実 質 的
に 同 等 な 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド あ る い は ペ プ チ ド に 関 連 し た 測 定 系 を 構 築 す れ ば よ い
。 こ れ ら の 一 般 的 な 技 術 手 段 の 詳 細 に つ い て は 、 総 説 、 成 書 な ど を 参 照 す る こ と が で き る
〔 例 え ば 、 Methods in Enzymology, Academic Press 社  (USA)発 行 )な ど 参 照 〕 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 又 は ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト を 用 い て 得 ら れ る 化 合 物 又 は そ
の 塩 は 、 上 記 し た 試 験 化 合 物 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 、 合
成 化 合 物 、 発 酵 生 産 物 、 細 胞 抽 出 液 、 植 物 抽 出 液 、 動 物 組 織 抽 出 液 な ど か ら 選 ば れ た 化 合
物 で あ り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 な ど の 機 能 を 促 進 あ る い は 阻 害 す る 化 合 物 で あ る 。 該 化 合
物 の 塩 と し て は 、 例 え ば 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 な ど が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 無 機 塩 基 と
の 塩 、 有 機 塩 基 と の 塩 、 無 機 酸 と の 塩 、 有 機 酸 と の 塩 、 塩 基 性 ま た は 酸 性 ア ミ ノ 酸 と の 塩
な ど が 挙 げ ら れ る 。 無 機 塩 基 と の 塩 の 好 適 な 例 と し て は 、 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム 塩 、 カ リ ウ
ム 塩 な ど の ア ル カ リ 金 属 塩 、 カ ル シ ウ ム 塩 、 マ グ ネ シ ウ ム 塩 な ど の ア ル カ リ 土 類 金 属 塩 、
並 び に ア ル ミ ニ ウ ム 塩 、 ア ン モ ニ ウ ム 塩 な ど が 挙 げ ら れ る 。 有 機 塩 基 と の 塩 の 好 適 な 例 と
し て は 、 例 え ば 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 ピ リ ジ ン 、 ピ コ リ ン 、 2,6-ル チ
ジ ン 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル
ア ミ ン 、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン 、 N,N'-ジ ベ ン ジ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン な ど と の 塩 が 挙 げ
ら れ る 。 無 機 酸 と の 塩 の 好 適 な 例 と し て は 、 例 え ば 、 塩 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 、 リ ン 酸 な
ど と の 塩 が 挙 げ ら れ る 。 有 機 酸 と の 塩 の 好 適 な 例 と し て は 、 例 え ば 、 ギ 酸 、 酢 酸 、 プ ロ ピ
オ ン 酸 、 フ マ ル 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 メ
タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 、 安 息 香 酸 な ど と の 塩 が 挙 げ ら れ る 。 塩 基 性 ア ミ ノ
酸 と の 塩 の 好 適 な 例 と し て は 、 例 え ば 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン 、 オ ル ニ チ ン な ど と の 塩 が 挙
げ ら れ 、 酸 性 ア ミ ノ 酸 と の 塩 の 好 適 な 例 と し て は 、 例 え ば 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン
酸 な ど と の 塩 が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ
ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ
ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +A
RMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O ARMド メ イ ン を 含 む ） の 生
物 学 的 活 性 な ど の 機 能 （ 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 あ る い は 細 胞 の 変 化 誘 導 活 性 な ど ） を
促 進 す る 化 合 物 （ ア ゴ ニ ス ト 、 あ る い は 促 進 剤 ） 又 は そ の 塩 は 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ
Oタ ン パ ク 質 機 能 不 全 症 状 な ど の 各 種 の 疾 病 の 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 剤 と し て 有 用 な 医 薬 と
し て 使 用 で き る 。 一 方 、 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 :8の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様
ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ
イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O ARM
ド メ イ ン を 含 む ） の 生 物 学 的 活 性 な ど の 機 能 （ 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 あ る い は 細 胞 変
化 誘 導 活 性 な ど ） を 阻 害 す る 化 合 物 （ ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 あ る い は 阻 害 剤 ） 又 は そ の 塩 は 、
過 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 機 能 症 に 起 因 し た 疾 患 や 病 気 、 が ん （ 浸 潤 ・ 転 移 を 含
む )な ど の 各 種 の 疾 病 の 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 剤 な ど の 医 薬 と し て 使 用 で き る 。
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【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 で 同 定 さ れ た DNA（ 例 え ば 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O、 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン +グ
ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ
チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O ARMド メ イ ン の そ
れ ぞ れ を コ ー ド す る DNA)を 対 象 動 物 に 転 移 さ せ る に あ た っ て は 、 そ れ を DNA断 片 と し て あ
る い は 該 DNAを 動 物 細 胞 で 発 現 さ せ う る プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 結 合 し て 用 い る の が 一 般 に
有 利 で あ る 。 例 え ば 、 マ ウ ス に 当 該 DNAを 導 入 す る 場 合 、 こ れ と 相 同 性 が 高 い 動 物 由 来 の
当 該 DNAを 動 物 細 胞 で 発 現 さ せ う る 各 種 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 結 合 し た 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ
ク ト を 、 対 象 動 物 の 受 精 卵 、 例 え ば マ ウ ス 受 精 卵 へ マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン す る こ と に
よ っ て そ の タ ン パ ク 質 を 高 産 生 す る 遺 伝 子 導 入 （ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ） マ ウ ス を 作 出 で き
る 。 マ ウ ス と し て は 、 特 に 純 系 の マ ウ ス に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 C57BL/6、 Balb/C、 C
3H、 (C57BL/6× DBA/2)F 1 (BDF 1 )な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば ウ
イ ル ス 由 来 プ ロ モ ー タ ー 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン な ど の ユ ビ キ タ ス な 発 現 プ ロ モ ー タ ー な ど が
好 ま し く 使 用 し う る 。 ま た 該 DNAを 導 入 す る 場 合 、 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス に 組 み 換 え て 、
そ れ を 用 い て 行 う こ と も で き る 。 好 適 に は 対 象 DNAを 導 入 さ れ た マ ウ ス 受 精 卵 は 、 例 え ば
、 ICRの よ う な 仮 親 の マ ウ ス を 使 用 し て 生 育 せ し め る こ と が で き る 。
　 受 精 卵 細 胞 段 階 に お け る 本 発 明 で 同 定 さ れ た 特 徴 あ る DNA（ 例 え ば 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー
ゼ O、 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド
メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ
チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触
媒 ド メ イ ン 、 AP-O ARMド メ イ ン の そ れ ぞ れ を コ ー ド す る DNA)の 転 移 は 、 対 象 動 物 の 胚 芽 細
胞 及 び 体 細 胞 の 全 て に 存 在 す る よ う に 確 保 さ れ る 。 DNA転 移 後 の 作 出 動 物 の 胚 芽 細 胞 に お
い て 当 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAが 存 在 す る こ と は 、 作 出 動 物 の 子 孫 が 全 て そ の 胚 芽
細 胞 及 び 体 細 胞 の 全 て に 該 タ ー ゲ ッ ト を コ ー ド す る DNAを 有 す る こ と を 意 味 す る 。 遺 伝 子
を 受 け 継 い だ こ の 種 の 動 物 の 子 孫 は そ の 胚 芽 細 胞 及 び 体 細 胞 の 全 て に お い て 、 該 タ ー ゲ ッ
ト タ ン パ ク 質 を 発 現 で き る 可 能 性 を 有 し て い る 。 該 タ ー ゲ ッ ト DNA導 入 動 物 は 、 交 配 に よ
り 遺 伝 子 を 安 定 に 保 持 す る こ と を 確 認 し て 、 該 DNA保 有 動 物 と し て 通 常 の 飼 育 環 境 で 飼 育
継 代 を 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 目 的 DNAを 保 有 す る 雌 雄 の 動 物 を 交 配 す る こ と に よ り
、 導 入 遺 伝 子 を 相 同 染 色 体 の 両 方 に 持 つ ホ モ ザ イ ゴ ー ト 動 物 を 取 得 し 、 こ の 雌 雄 の 動 物 を
交 配 す る こ と に よ り す べ て の 子 孫 が 該 DNAを 有 す る よ う に 繁 殖 継 代 す る こ と が で き る 。 該
タ ー ゲ ッ ト DNAが 導 入 さ れ た 動 物 は 、 該 タ ン パ ク 質 が 高 発 現 さ せ ら れ て い る の で 、 該 タ ン
パ ク 質 に 対 す る 阻 害 剤 （ イ ン ヒ ビ タ ー ） の ス ク リ ー ニ ン グ 用 の 動 物 な ど と し て 有 用 で あ る
。 ま た 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O遺 伝 子 あ る い は そ の 他 の 関 連 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ
と の で き る ア ン チ セ ン ス 　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス DNAな ど の ス ク リ
ー ニ ン グ 用 の 動 物 な ど と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
こ の 遺 伝 子 導 入 動 物 を 、 組 織 培 養 の た め の 細 胞 源 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、
遺 伝 子 導 入 マ ウ ス の 組 織 中 の DNAも し く は RNAを 直 接 分 析 す る か あ る い は 遺 伝 子 に よ り 発 現
さ れ た タ ン パ ク 質 ・ 組 織 を 分 析 す る こ と に よ り 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oに 関 連 し た タ ン パ
ク 質 に つ い て 分 析 す る こ と が で き る 。 該 タ ー ゲ ッ ト タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 組 織 の 細 胞 を 標
準 組 織 培 養 技 術 に よ り 培 養 し 、 こ れ ら を 使 用 し て 、 例 え ば 脳 、 胸 腺 、 血 管 内 皮 細 胞 な ど の
血 管 細 胞 、 血 液 細 胞 、 精 巣 、 脳 、 腸 、 腎 臓 や そ の 他 の 組 織 由 来 の 細 胞 に つ い て そ の 機 能 を
研 究 す る こ と が で き る 。 ま た 、 そ の 細 胞 を 用 い る こ と に よ り 、 例 え ば 各 種 組 織 の 機 能 を 高
め る よ う な 医 薬 開 発 に 資 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ま た 、 高 発 現 細 胞 株 が あ れ ば 、 そ こ か ら
、 当 該 タ ー ゲ ッ ト タ ン パ ク 質 を 単 離 精 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク  マ
ウ ス な ど に 関 連 し た 技 術 は 、 例 え ば 、 Brinster, R. L., et al.,; Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, 82: 4438, 1985; Costantini, F. & Jaenisch, R. (eds.): Genetic manipulati
on of the early mammalian embryo, Cold Spring Harbor Laboratory, 1985な ど の 文 献
に 記 載 の 方 法 あ る い は そ こ に 引 用 さ れ た 文 献 に 記 載 の 方 法 、 さ ら に は そ れ ら の 改 変 法 に よ
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り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ヒ ト ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O、 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ
イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +
SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O ARMド メ
イ ン の そ れ ぞ れ に 相 当 す る マ ウ ス タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA)に 変 異 を も ち 、 マ ウ ス の 当
該 タ ン パ ク 質 を 全 く 発 現 し な い 変 異 マ ウ ス （ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス ） を 作 出 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 該 遺 伝 子 の 翻 訳 開 始 コ ド ン の 前 後 4kbを 含 む お よ そ 8kbの ゲ ノ ム DNAの 中 央 近
傍 に 位 置 し 翻 訳 開 始 コ ド ン に 近 い エ キ ソ ン に neo耐 性 遺 伝 子 -polyA付 加 シ グ ナ ル か ら な る
遺 伝 子 カ セ ッ ト を 挿 入 し た 変 異 遺 伝 子 を 持 つ タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で
き る 。 挿 入 す る 遺 伝 子 カ セ ッ ト は neo耐 性 遺 伝 子 カ セ ッ ト 以 外 に DT-Aカ セ ッ ト 、 tkカ セ ッ
ト 、 lacZカ セ ッ ト な ど が 挙 げ ら れ る 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 直 鎖 状 に 開 き 、 樹 立 し た
マ ウ ス 胚 性 幹 細 胞 （ embryonic stem cells: ES細 胞 ） に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な ど で 導
入 、 さ ら に 培 養 し て neo耐 性 を 獲 得 し た ES細 胞 を 選 別 す る 。 ES細 胞 は 129、 C57BL/6、 F1(C5
7BL/6× CBA)マ ウ ス な ど の マ ウ ス 系 統 か ら 選 択 し て 調 製 す る こ と が で き る 。 neo耐 性 を 獲 得
し た ES細 胞 は 、 マ ウ ス の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O遺 伝 子 領 域 に お い て 遺 伝 子 カ セ ッ ト を
挿 入 し た タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー と 相 同 組 換 え を 起 こ し て い る と 想 定 さ れ 、 少 な く と も マ
ウ ス の 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O遺 伝 子 ア レ ル の う ち 一 つ は 破 壊 さ れ 、 マ ウ ス の 該 タ ン パ ク
質 を 正 常 に 発 現 で き な く な る 。 選 別 に は 挿 入 し た 遺 伝 子 カ セ ッ ト に よ り そ れ ぞ れ 適 当 な 方
法 が 選 択 さ れ 、 ま た 、 変 異 の 導 入 は PCR、 サ ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン あ る い は ノ ー
ザ ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど の 方 法 を 用 い て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 変 異 を 導 入 し た ES細 胞 は 、 C57BL/6、 BALB/c、 ICRマ ウ ス な ど か ら 取 り 出 し た ８ 細 胞 期 胚
に 注 入 、 １ 日 培 養 し 胚 盤 胞 に 発 生 し た も の を ICRの よ う な 仮 親 に 移 植 す る こ と で 個 体 ま で
生 育 さ せ る こ と が で き る 。 生 ま れ る 子 マ ウ ス は 変 異 を も つ ES細 胞 と 正 常 な 宿 主 胚 に 由 来 す
る キ メ ラ マ ウ ス で 、 ES細 胞 に 由 来 す る 細 胞 が ど の 程 度 含 ま れ る か は 個 体 の 毛 色 で 判 断 す る
。 従 っ て 、 ES細 胞 と 宿 主 胚 は 毛 色 の 異 な っ た 系 統 の 組 合 わ せ が 望 ま し い 。 得 ら れ た キ メ ラ
マ ウ ス の 変 異 は ヘ テ ロ で あ り 、 こ れ ら を 適 宜 交 配 す る こ と で ホ モ 変 異 マ ウ ス を 得 る こ と が
で き る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た ホ モ 変 異 マ ウ ス は 生 殖 細 胞 及 び 体 細 胞 の 全 て に お い て 、
マ ウ ス の 当 該 タ ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 の み が 破 壊 さ れ 、 マ ウ ス の 対 応 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oを 全
く 発 現 せ ず 、 繁 殖 継 代 さ れ る 子 孫 も ま た 同 様 の 表 現 系 を も つ 。
こ の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 正 常 マ ウ ス と の 比 較 に お い て 、 発 生 、 成 長 、 生 殖 、 老 化 及 び 死
な ど 個 体 の ラ イ フ サ イ ク ル に お け る 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 役 割 や 各 臓 器 、 組 織 に お
け る 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 機 能 を 解 析 す る の に 有 用 で あ る 。 ま た 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー
ゼ O、 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド
メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ
チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触
媒 ド メ イ ン 、 AP-O ARMド メ イ ン の そ れ ぞ れ の 生 物 活 性 に 関 連 し た 医 薬 品 開 発 に も 応 用 で き
る 。 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は こ れ ら モ デ ル 動 物 と し て だ け で は な く 、 組 織 培 養 の た め の 細 胞
源 と し て 使 用 す る こ と も で き 、 細 胞 レ ベ ル で の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 機 能 解 析 な ど
に 供 す る こ と が で き る 。 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス な ど に 関 連 し た 技 術 は 、 例 え ば 、 Mansour, S
. L. et al., Nature, 336: 348-352, 1988; Joyner, A. L. ed., Gene targeting, IRL 
Press, 1993;相 沢 慎 一 , ジ ー ン タ ー ゲ テ ィ ン グ ES細 胞 を 用 い た 変 異 マ ウ ス の 作 成 ， 羊 土 社
， 1995; Pinkert, Carl A. ed., Transgenic Animal Technology: a Laboratory Handboo
k, Academic Press (2nd Edition, 2003)な ど の 文 献 に 記 載 の 方 法 あ る い は そ こ に 引 用 さ
れ た 文 献 に 記 載 の 方 法 、 さ ら に は そ れ ら の 改 変 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 に 従 え ば 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と の で き る ア ン
チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 核 酸 ） を 、 ク ロ ー ン 化 し た あ る い は 決 定 さ れ た 当 該 ア ミ
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ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oを コ ー ド す る DNAの 塩 基 配 列 情 報 に 基 づ き 設 計 し 、 合 成 す る こ と が で き る
。 そ う し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 核 酸 ） は 、 対 象 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O遺 伝 子 の mRNAと ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 該 mRNAの 機 能 を 阻 害 す る こ と が で き る か 、 あ る い は 対 象 ア
ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O関 連 mRNAと の 相 互 作 用 な ど を 介 し て 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O遺 伝 子 の
発 現 を 調 節 ・ 制 御 す る こ と が で き る 。 対 象 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O関 連 遺 伝 子 の 選 択 さ れ た
配 列 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 対 象 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O関 連 遺 伝 子 と 特 異 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 生 体 内 及 び 生 体 外 で 当 該 ア ミ
ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 ・ 制 御 す る の に 有 用 で あ り 、 ま た そ れ に 関 連 し た 病
気 な ど の 治 療 又 は 診 断 に 有 用 で あ る 。 当 該 遺 伝 子 の 5'端 ヘ ア ピ ン ル ー プ 、 5'端 6-ベ ー ス ペ
ア ・ リ ピ ー ト 、 5'端 非 翻 訳 領 域 、 ポ リ ペ プ チ ド 翻 訳 開 始 コ ド ン 、 タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 、
ORF翻 訳 開 始 コ ド ン 、 3'端 非 翻 訳 領 域 、 3'端 パ リ ン ド ロ ー ム 領 域 、 及 び 3'端 ヘ ア ピ ン ル ー
プ は 、 好 ま し い 対 象 領 域 と し て 選 択 し う る が 、 当 該 遺 伝 子 内 の 如 何 な る 領 域 も 対 象 と し て
選 択 し う る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 目 的 核 酸 と 、 対 象 領 域 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 関 係 は 、 対
象 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 関 係 を 意 味 し 、 そ れ は 、
「 ア ン チ セ ン ス 」 で あ る と い う こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 2-
デ オ キ シ -D-リ ボ ー ス を 含 有 し て い る ポ リ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 D-リ ボ ー ス を 含 有 し て
い る ポ リ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン 塩 基 の N-グ リ コ シ ド で あ る そ の 他
の タ イ プ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 非 ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 を 有 す る そ の 他 の ポ リ マ ー （
例 え ば 、 市 販 の タ ン パ ク 質 核 酸 及 び 合 成 配 列 特 異 的 な 核 酸 ポ リ マ ー ） 又 は 特 殊 な 結 合 を 含
有 す る そ の 他 の ポ リ マ ー （ 但 し 、 該 ポ リ マ ー は DNAや RNA中 に 見 出 さ れ る よ う な 塩 基 の ペ ア
リ ン グ や 塩 基 の 付 着 を 許 容 す る 配 置 を も つ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る ） な ど が 挙 げ ら れ る 。
そ れ ら は 、 ２ 本 鎖 DNA,１ 本 鎖 DNA,２ 本 鎖 RNA,１ 本 鎖 RNA,さ ら に DNA:RNAハ イ ブ リ ッ ド で あ
る こ と が で き 、 さ ら に 非 修 飾 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 非 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 さ ら に は
公 知 の 修 飾 の 付 加 さ れ た も の 、 例 え ば 当 該 分 野 で 知 ら れ た 標 識 の あ る も の 、 キ ャ ッ プ の 付
い た も の 、 メ チ ル 化 さ れ た も の 、 １ 個 以 上 の 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド を 類 縁 物 で 置 換 し た も の
、 分 子 内 ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 の さ れ た も の 、 例 え ば 非 荷 電 結 合 （ 例 え ば 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー
ト 、 ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 カ ル バ メ ー ト な ど ） を 持 つ も の 、 電 荷 を
有 す る 結 合 又 は 硫 黄 含 有 結 合 （ 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト な ど
） を 持 つ も の 、 例 え ば タ ン パ ク 質 （ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ヌ ク レ ア ー ゼ ・ イ ン ヒ ビ タ ー 、 ト キ シ
ン 、 抗 体 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 ポ リ -L-リ ジ ン な ど ） や 糖 （ 例 え ば 、 モ ノ サ ッ カ ラ イ ド な
ど ） な ど の 側 鎖 基 を 有 し て い る も の 、 イ ン タ ー カ レ ン ト 化 合 物 （ 例 え ば 、 ア ク リ ジ ン 、 プ
ソ ラ レ ン な ど ） を 持 つ も の 、 キ レ ー ト 化 合 物 （ 例 え ば 、 金 属 、 放 射 活 性 を も つ 金 属 、 ホ ウ
素 、 酸 化 性 の 金 属 な ど ） を 含 有 す る も の 、 ア ル キ ル 化 剤 を 含 有 す る も の 、 修 飾 さ れ た 結 合
を 持 つ も の （ 例 え ば 、 α ア ノ マ ー 型 の 核 酸 な ど ） で あ っ て も よ い 。 こ こ で 「 ヌ ク レ オ シ ド
」 、 「 ヌ ク レ オ チ ド 」 及 び 「 核 酸 」 と は 、 公 知 の プ リ ン 及 び ピ リ ミ ジ ン 塩 基 を 含 有 す る の
み で な く 、 修 飾 さ れ た そ の 他 の 複 素 環 型 塩 基 を も つ よ う な も の を 含 ん で い て 良 い 。 こ う し
た 修 飾 物 は 、 メ チ ル 化 さ れ た プ リ ン 及 び ピ リ ミ ジ ン 、 ア シ ル 化 さ れ た プ リ ン 及 び ピ リ ミ ジ
ン 、 あ る い は そ の 他 の 複 素 環 を 含 む も の で あ っ て よ い 。 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ シ ド 及 び 修 飾
さ れ た ヌ ク レ オ チ ド は ま た 糖 部 分 が 修 飾 さ れ て い て よ く 、 例 え ば １ 個 以 上 の 水 酸 基 が ハ ロ
ゲ ン と か 、 脂 肪 族 基 な ど で 置 換 さ れ て い た り 、 あ る い は エ ー テ ル 、 ア ミ ン な ど の 官 能 基 に
変 換 さ れ て い て よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 RNA、 DNA、 あ る い は 修 飾 さ れ た 核 酸 で あ る 。 修 飾 さ れ た
核 酸 の 具 体 例 と し て は 核 酸 の 硫 黄 誘 導 体 や チ オ ホ ス フ ェ ー ト 誘 導 体 、 そ し て ポ リ ヌ ク レ オ
シ ド ア ミ ド や オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド ア ミ ド の 分 解 に 抵 抗 性 の も の が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ に 限
定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 次 の よ う な 方 針 で 好 ま し く 設 計 さ れ
う る 。 す な わ ち 、 細 胞 内 で の ア ン チ セ ン ス 核 酸 を よ り 安 定 な も の に す る 、 ア ン チ セ ン ス 核
酸 の 細 胞 透 過 性 を よ り 高 め る 、 目 標 と す る セ ン ス 鎖 に 対 す る 親 和 性 を よ り 大 き な も の に す
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る 、 そ し て も し 毒 性 が あ る な ら ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 毒 性 を よ り 小 さ な も の に す る 。
　 こ う し た 修 飾 は 当 該 分 野 で 数 多 く 知 ら れ て お り 、 例 え ば J. Kawakami et al., Pharm Te
ch Japan, 8: 247, 1992; 8: 395, 1992; S. T. Crooke et al. ed.,Antisense Research
 and Applications, CRC Press, 1993な ど に 開 示 が あ る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、
変 化 せ し め ら れ た り 、 修 飾 さ れ た 糖 、 塩 基 、 結 合 を 含 有 し て い て 良 く 、 リ ポ ゾ ー ム 、 ミ ク
ロ ス フ ェ ア の よ う な 特 殊 な 形 態 で 供 与 さ れ た り 、 遺 伝 子 治 療 に よ り 適 用 さ れ た り 、 付 加 さ
れ た 形 態 で 与 え ら れ る こ と が で き う る 。 こ う し た 付 加 形 態 で 用 い ら れ る も の と し て は 、 リ
ン 酸 基 骨 格 の 電 荷 を 中 和 す る よ う に 働 く ポ リ リ ジ ン の よ う な ポ リ カ チ オ ン 体 、 細 胞 膜 と の
相 互 作 用 を 高 め た り 、 核 酸 の 取 込 み を 増 大 せ し め る よ う な 脂 質 （ 例 え ば 、 ホ ス ホ リ ピ ッ ド
、 コ レ ス テ ロ ー ル な ど ） と い っ た 疎 水 性 の も の が 挙 げ ら れ る 。 付 加 す る に 好 ま し い 脂 質 と
し て は 、 コ レ ス テ ロ ー ル や そ の 誘 導 体 （ 例 え ば 、 コ レ ス テ リ ル ク ロ ロ ホ ル メ ー ト 、 コ ー ル
酸 な ど ） が 挙 げ ら れ る 。 こ う し た も の は 、 核 酸 の 3'端 あ る い は 5'端 に 付 着 さ せ る こ と が で
き 、 塩 基 、 糖 、 分 子 内 ヌ ク レ オ シ ド 結 合 を 介 し て 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 そ の 他 の 基 と
し て は 、 核 酸 の 3'端 あ る い は 5'端 に 特 異 的 に 配 置 さ れ た キ ャ ッ プ 用 の 基 で 、 エ キ ソ ヌ ク レ
ア ー ゼ 、 RNaseな ど の ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 分 解 を 阻 止 す る た め の も の が 挙 げ ら れ る 。 こ う
し た キ ャ ッ プ 用 の 基 と し て は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 テ ト ラ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど
の グ リ コ ー ル を は じ め と し た 当 該 分 野 で 知 ら れ た 水 酸 基 の 保 護 基 が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ に
限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 阻 害 活 性 は 、 本 発 明 の 形 質 転 換 体 、 本 発 明 の 生 体 内 や 生 体 外 の 遺 伝
子 発 現 系 、 あ る い は ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O、 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク
質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒
ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ
イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O ARMド メ イ ン の そ れ ぞ れ の 生 体 内
や 生 体 外 の 翻 訳 系 を 用 い て 調 べ る こ と が で き る 。 該 核 酸 そ れ 自 体 公 知 の 各 種 の 方 法 で 細 胞
に 適 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 中 、 「 抗 体 」 と の 用 語 は 、 広 義 の 意 味 で 使 用 さ れ る も の で あ っ て よ く 、 所 望 の
当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 関 連 ペ プ チ ド 断 片 （ 配 列 番 号 :8の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H
様 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド
メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O A
RMド メ イ ン 及 び そ れ ら の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト も 含 む ） に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 単
一 の も の や 各 種 抗 原 決 定 基 （ エ ピ ト ー プ ） に 対 す る 特 異 性 を 持 つ 抗 体 組 成 物 で あ っ て よ く
、 ま た １ 価 抗 体 ま た は 多 価 抗 体 並 び に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む
も の で あ り 、 さ ら に 天 然 型 (intact)分 子 並 び に そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 及 び 誘 導 体 も 表 す も
の で あ り 、 F(ab') 2 , Fab'及 び Fabと い っ た フ ラ グ メ ン ト を 包 含 し 、 さ ら に 少 な く と も 二 つ
の 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ (epitope)結 合 部 位 を 有 す る キ メ ラ 抗 体 若 し く は 雑 種 抗 体 、 又 は 、
例 え ば 、 ク ワ ド ロ ー ム (quadrome), ト リ オ ー ム (triome)な ど の 二 重 特 異 性 組 換 え 抗 体 、 種
間 雑 種 抗 体 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 さ ら に は 化 学 的 に 修 飾 あ る い は 加 工 な ど さ れ て こ れ
ら の 誘 導 体 と 考 え ら れ る も の 、 公 知 の 細 胞 融 合 又 は ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 や 抗 体 工 学 を 適 用
し た り 、 合 成 あ る い は 半 合 成 技 術 を 使 用 し て 得 ら れ た 抗 体 、 抗 体 生 成 の 観 点 か ら 公 知 で あ
る 従 来 技 術 を 適 用 し た り 、 DNA組 換 え 技 術 を 用 い て 調 製 さ れ る 抗 体 、 本 明 細 書 で 記 載 し 且
つ 定 義 す る 標 的 抗 原 物 質 あ る い は 標 的 エ ピ ト ー プ に 関 し て 中 和 特 性 を 有 し た り す る 抗 体 又
は 結 合 特 性 を 有 す る 抗 体 を 包 含 し て い て よ い 。 特 に 好 ま し い 本 発 明 の 抗 体 は 、 天 然 型 の 当
該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 識 別 で き る も の で あ り 、 例 え ば 、 公 知 の
ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 類 タ ン パ ク 質 と は 区 別 し て そ れ を 認 識 で き る も の で あ る 。 本 発 明 の ア
ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 特 徴 的 な 配 列 、 例 え ば 配 列 番 号 :2(又 は 3)あ る い は 7(又 は 8)(SEQ ID 
NO:2 (or 3) or 7 (or 8)の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち に 存 在 す る 連 続 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 例 え
ば ５ ～ 10個 あ る い は ７ ～ 15個 、 あ る い は そ れ 以 上 の 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 、 連 続 し た
ア ミ ノ 酸 配 列 、 該 特 徴 的 な 配 列 を 実 質 的 に 維 持 し て い る も の な ど を 、 特 異 的 に 認 識 で き る
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抗 体 な ど も 挙 げ ら れ る 。 該 特 徴 的 な 配 列 は 、 前 記 し た 相 同 性 の 説 明 で 言 及 し た よ う に 、 デ
ー タ ベ ー ス と 適 切 な 検 索 プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 抗 原 物 質 に 対 し て 作 製 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 養 中 の 一 連 の セ ル ラ イ ン に よ り
抗 体 分 子 の 産 生 を 提 供 す る こ と の で き る 任 意 の 方 法 を 用 い て 産 生 さ れ る 。 修 飾 語 「 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 」 と は 、 実 質 上 均 質 な 抗 体 の 集 団 か ら 得 ら れ て い る と い う そ の 抗 体 の 性 格 を 示 す
も の で あ っ て 、 何 ら か の 特 定 の 方 法 に よ り そ の 抗 体 が 産 生 さ れ る 必 要 が あ る と み な し て は
な ら な い 。 個 々 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 自 然 に 生 ず る か も し れ な い 変 異 体 が 僅 か な 量 だ
け 存 在 し て い る か も し れ な い と い う 以 外 は 、 同 一 で あ る よ う な 抗 体 の 集 団 を 含 ん で い る も
の で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 高 い 特 異 性 を 持 ち 、 そ れ は 単 一 の 抗 原 性 を も つ サ イ ト
に 対 し て 向 け ら れ て い る も の で あ る 。 異 な っ た エ ピ ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ た 種 々 の 抗 体
を 典 型 的 に は 含 ん で い る 通 常 の （ ポ リ ク ロ ー ナ ル ） 抗 体 調 製 物 と 対 比 す る と 、 そ れ ぞ れ の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 当 該 抗 原 上 の 単 一 の 抗 原 決 定 基 に 対 し て 向 け ら れ て い る も の で あ る
。 そ の 特 異 性 に 加 え て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 に よ り 合 成 さ れ 、 他
の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 類 の 夾 雑 が な い あ る い は 少 な い 点 で も 優 れ て い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 及 び リ コ ン ビ ナ ン ト 抗 体 を 含 む も の で あ る 。 そ れ ら は 、 所 望 の 生
物 活 性 を 示 す 限 り 、 そ の 由 来 や イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ク ラ ス や サ ブ ク ラ ス の 種 別 に 関 わ り な く
、 可 変 領 域 ド メ イ ン を 定 常 領 域 ド メ イ ン で 置 き 換 え た り （ 例 え ば 、 ヒ ト 化 抗 体 )、 あ る い
は 軽 鎖 を 重 鎖 で 置 き 換 え た り 、 あ る 種 の 鎖 を 別 の 種 の 鎖 で も っ て 置 き 換 え た り 、 あ る い は
ヘ テ ロ ジ ー ニ ア ス な タ ン パ ク 質 と 融 合 せ し め た り し て 得 る こ と が で き る （ 例 え ば 、 米 国 特
許 第 4816567号 ; Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp.79
-97, Marcel Dekker, Inc., New York, 1987な ど )。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 好 適 な 方 法 の 例 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 (G. Kohler and
 C. Milstein, Nature, 256, pp.495-497 (1975)); ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 (Kozbor
 et al., Immunology Today, 4, pp.72-79 (1983); Kozbor, J. Immunol., 133, pp.3001
 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applicati
ons, pp.51-63, Marcel Dekker, Inc., New York (1987);ト リ オ ー マ 法 ; EBV-ハ イ ブ リ ド
ー マ 法 (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc.
, pp.77-96 (1985))(ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め の 方 法 );米 国 特 許 第 4946778
 号  (単 鎖 抗 体 の 産 生 の た め の 技 術 )が 挙 げ ら れ る 他 、 抗 体 に 関 し て 以 下 の 文 献 が 挙 げ ら れ
る : S. Biocca et al., EMBO J, 9, pp.101-108 (1990); R.E. Bird et al., Science, 2
42, pp.423-426 (1988); M.A. Boss et al., Nucl. Acids Res., 12, pp.3791-3806 (198
4); J. Bukovsky et al., Hybridoma, 6, pp.219-228 (1987); M. DAINO et al., Anal. 
Biochem., 166, pp.223-229 (1987); J.S. Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
, 85, pp.5879-5883 (1988); P.T. Jones et al., Nature, 321, pp.522-525 (1986); J.
J. Langone et al. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 121 (Immunochemical Techn
iques, Part I: Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies), Academic Press, 
New York (1986); S. Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, pp.6851-685
5 (1984); V.T. Oi et al., BioTechniques, 4, pp.214-221 (1986); L. Riechmann et a
l., Nature, 332, pp.323-327 (1988); A. Tramontano et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA, 83, pp.6736-6740 (1986); C. Wood et al., Nature, 314, pp.446-449 (1985); N
ature, 314, pp.452-454 (1985)あ る い は そ こ で 引 用 さ れ た 文 献 （ そ れ ら の 中 に あ る 記 載
は そ れ を 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 開 示 に 含 め ら れ る )。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に 係 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ れ ら が 所 望 の 生 物 活 性 を 示 す 限 り 、 重 鎖 及 び ／
又 は 軽 鎖 の 一 部 が 特 定 の 種 か ら 誘 導 さ れ る 又 は 特 定 の 抗 体 ク ラ ス 若 し く は サ ブ ク ラ ス に 属
す る 抗 体 の 対 応 配 列 と 同 一 又 は ホ モ ロ ー ガ ス で あ る が 、 一 方 、 鎖 の 残 部 は 、 別 の 種 か ら 誘
導 さ れ る 又 は 別 の 抗 体 ク ラ ス 若 し く は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 の 対 応 配 列 と 同 一 又 は ホ モ
ロ ー ガ ス で あ る 、 「 キ メ ラ 」 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン )を 特 に 包 含 す る （ 米 国 特 許 第 4816567
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号 明 細 書 ; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, pp.6851-6855 (1984))
。
　 以 下 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 例 に 挙 げ て 、 抗 体 の 作 製 に つ き 詳 し く 説 明 す る 。 本 発 明 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 用 い て の 細 胞 融 合 技 術 （ 例 え ば 、 G. Kohler an
d C. Milstein, Nature, 256, pp.495-497 (1975))な ど )を 利 用 し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ っ て よ く 、 例 え ば 次 の よ う な 工 程 で 作 製 で き る 。
１ ． 免 疫 原 性 抗 原 の 調 製
２ ． 免 疫 原 性 抗 原 に よ る 動 物 の 免 疫
３ ． ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ 骨 髄 腫 細 胞 ） の 調 製
４ ． 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合
５ ． ハ イ ブ リ ド ー マ （ 融 合 細 胞 ） の 選 択 及 び モ ノ ク ロ ー ン 化
６ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
【 ０ ０ ７ １ 】
１ ． 免 疫 原 性 抗 原 の 調 製
　 抗 原 と し て は 、 上 記 で 記 載 し て あ る よ う に 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oポ リ ペ プ チ ド 又
は そ れ か ら 誘 導 さ れ た 断 片 を 単 離 し た も の を 用 い る こ と も で き る が 、 決 定 さ れ た 当 該 ア ミ
ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 を 基 に 、 適 当 な オ リ ゴ ペ プ チ ド を 化 学 合
成 し そ れ を 抗 原 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 代 表 的 に は 配 列 表 の 配 列 番 号 :2,3,7又 は 8
（ 図 １ 及 び ２ ） に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の う ち の 連 続 し た 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有
す る ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。
　 抗 原 は 、 そ の ま ま 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し て 動 物 を 免 疫 す る の に 使 用 で き る が 、 免
疫 原 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト な ど に し て も よ い 。 例 え ば 、 免 疫 原 と し て 用 い る 抗 原 は 、 当 該 ア ミ
ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 を 断 片 化 し た も の 、 あ る い は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ き 特 徴
的 な 配 列 領 域 を 選 び 、 ポ リ ペ プ チ ド を デ ザ イ ン し て 化 学 合 成 し て 得 ら れ た 合 成 ポ リ ペ プ チ
ド 断 片 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 そ の 断 片 を 適 当 な 縮 合 剤 を 介 し て 種 々 の 担 体 タ ン パ ク 質 類
と 結 合 さ せ て ハ プ テ ン － タ ン パ ク 質 の 如 き 免 疫 原 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し 、 こ れ を 用 い て 特
定 の 配 列 の み と 反 応 で き る （ あ る い は 特 定 の 配 列 の み を 認 識 で き る ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を デ ザ イ ン す る の に 用 い る こ と も で き る 。 デ ザ イ ン さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に は 予 め シ ス テ イ
ン 残 基 な ど を 付 加 し 、 免 疫 原 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 を 容 易 に で き る よ う に し て お く こ と
が で き る 。 担 体 タ ン パ ク 質 類 と 結 合 さ せ る に あ た っ て は 、 担 体 タ ン パ ク 質 類 は ま ず 活 性 化
さ れ る こ と が で き る 。 こ う し た 活 性 化 に あ た り 活 性 化 結 合 基 を 導 入 す る こ と が 挙 げ ら れ る
。
活 性 化 結 合 基 と し て は 、 (1)活 性 化 エ ス テ ル あ る い は 活 性 化 カ ル ボ キ シ ル 基 、 例 え ば ニ ト
ロ フ ェ ニ ル エ ス テ ル 基 、 ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル エ ス テ ル 基 、 1-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル エ ス
テ ル 基 、 N-ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 基 な ど 、 (2)活 性 化 ジ チ オ 基 、 例 え ば 2-ピ リ ジ ル ジ チ
オ 基 な ど が 挙 げ ら れ る 。 担 体 タ ン パ ク 質 類 と し て は 、 キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア
ニ ン (KLH)、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、 グ ロ ブ リ ン 、 ポ リ リ ジ ン な ど の ポ
リ ペ プ タ イ ド 、 細 菌 菌 体 成 分 、 例 え ば BCGな ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
２ ． 免 疫 原 性 抗 原 に よ る 動 物 の 免 疫
　 免 疫 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 に よ り 行 う こ と が で き 、 例 え ば 村 松 繁 、 他 編 、 実 験 生 物
学 講 座  14、 免 疫 生 物 学 、 丸 善 株 式 会 社 、 昭 和 60年 、 日 本 生 化 学 会 編 、 続 生 化 学 実 験 講 座
５ 、 免 疫 生 化 学 研 究 法 、 東 京 化 学 同 人 、 1986年 、 日 本 生 化 学 会 編 、 新 生 化 学 実 験 講 座  12
、 分 子 免 疫 学  III、 抗 原 ・ 抗 体 ・ 補 体 、 東 京 化 学 同 人 、 1992年 な ど に 記 載 の 方 法 に 準 じ て
行 う こ と が で き る 。 免 疫 化 剤 を （ 必 要 に 応 じ ア ジ ュ バ ン ト と 共 に ） 一 回 又 は そ れ 以 上 の 回
数 哺 乳 動 物 に 注 射 す る こ と に よ り 免 疫 化 さ れ る 。 代 表 的 に は 、 該 免 疫 化 剤 及 び ／ 又 は ア ジ
ュ バ ン ト を 哺 乳 動 物 に 複 数 回 皮 下 注 射 あ る い は 腹 腔 内 注 射 す る こ と に よ り な さ れ る 。 免 疫
化 剤 は 、 上 記 抗 原 ペ プ チ ド あ る い は そ の 関 連 ペ プ チ ド 断 片 を 含 む も の が 挙 げ ら れ る 。 免 疫
化 剤 は 、 免 疫 処 理 さ れ る 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 原 性 で あ る こ と の 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質
（ 例 え ば 上 記 担 体 タ ン パ ク 質 類 な ど ） と コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 せ し め て 使 用 し て も よ い 。
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ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 例 え ば フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 リ ビ (Ribi)ア ジ ュ バ ン ト 、
百 日 咳 ワ ク チ ン 、 BCG、 リ ピ ッ ド Ａ 、 リ ポ ソ ー ム 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 シ リ カ な ど が 挙
げ ら れ る 。 免 疫 は 、 例 え ば BALB/cな ど の マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 そ の 他 の 適 当 な 動 物 を 使 用
し て 行 わ れ る 。 抗 原 の 投 与 量 は 、 例 え ば マ ウ ス に 対 し て 約 １ ～ 約 400μ g/動 物 で 、 一 般 に
は 宿 主 動 物 の 腹 腔 内 や 皮 下 に 注 射 し 、 以 後 １ ～ ４ 週 間 お き に 、 好 ま し く は １ ～ ２ 週 間 ご と
に 腹 腔 内 、 皮 下 、 静 脈 内 あ る い は 筋 肉 内 に 追 加 免 疫 を ２ ～ 10回 程 度 反 復 し て 行 う 。 免 疫 用
の マ ウ ス と し て は BALB/c系 マ ウ ス の 他 、 BALB/c系 マ ウ ス と 他 系 マ ウ ス と の F1マ ウ ス な ど を
用 い る こ と も で き る 。 必 要 に 応 じ 、 抗 体 価 測 定 系 を 調 製 し 、 抗 体 価 を 測 定 し て 動 物 免 疫 の
程 度 を 確 認 で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 こ う し て 得 ら れ 免 疫 さ れ た 動 物 か ら 得 ら れ た も の で
あ っ て よ く 、 例 え ば 、 抗 血 清 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
３ ． ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ 骨 髄 腫 細 胞 ） の 調 製
　 細 胞 融 合 に 使 用 さ れ る 無 限 増 殖 可 能 株 （ 腫 瘍 細 胞 株 ） と し て は 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 し
な い 細 胞 株 か ら 選 ぶ こ と が で き 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た も の か ら 選 択 す る こ と が で き 、 例 え
ば  P3-NS-1-Ag4-1 (NS-1, Eur. J. Immunol., 6: 511-519, 1976)、 SP-2/0-Ag14 (SP-2, 
Nature, 276: 269-270, 1978)、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ MOPC-21セ ル ラ イ ン 由 来 の P3-X63-Ag8-U
1 (P3U1, Curr. Topics Microbiol. Immunol., 81: 1-7, 1978)、 P3-X63-Ag8 (X63, Natu
re, 256: 495-497, 1975)、 P3-X63-Ag8-653 (653, J. Immunol., 123: 1548-1550, 1979)
な ど を 用 い る こ と が で き る 。 8-ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 の マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 は ダ ル ベ ッ コ
MEM培 地 (DMEM培 地 )、 RPMI-1640培 地 な ど の 細 胞 培 地 に 、 例 え ば ペ ニ シ リ ン 、 ア ミ カ シ ン な
ど の 抗 生 物 質 、 牛 胎 児 血 清 (FCS)な ど を 加 え 、 さ ら に ８ － ア ザ グ ア ニ ン （ 例 え ば ５ ～ 45μ g
/ml)を 加 え た 培 地 で 継 代 さ れ る が 、 細 胞 融 合 の ２ ～ ５ 日 前 に 正 常 培 地 で 継 代 し て 所 要 数 の
細 胞 株 を 用 意 す る こ と が で き る 。 ま た 使 用 細 胞 株 は 、 凍 結 保 存 株 を 約 37℃ で 完 全 に 解 凍 し
た の ち RPMI-1640培 地 な ど の 正 常 培 地 で ３ 回 以 上 洗 浄 後 、 正 常 培 地 で 培 養 し て 所 要 数 の 細
胞 株 を 用 意 し た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
４ ． 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合
　 上 記 〔 ２ ． 免 疫 原 性 抗 原 に よ る 動 物 の 免 疫 〕 の 工 程 に 従 い 免 疫 さ れ た 動 物 、 例 え ば マ ウ
ス は 最 終 免 疫 後 、 ２ ～ ５ 日 後 に そ の 脾 臓 が 摘 出 さ れ 、 そ れ か ら 脾 細 胞 懸 濁 液 を 得 る 。 脾 細
胞 の 他 、 生 体 各 所 の リ ン パ 節 細 胞 を 得 て 、 そ れ を 細 胞 融 合 に 使 用 す る こ と も で き る 。 こ う
し て 得 ら れ た 脾 細 胞 懸 濁 液 と 上 記 ３ ． の 工 程 に 従 い 得 ら れ た ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 を 、 例 え ば
最 小 必 須 培 地 (MEM培 地 )、 DMEM培 地 、 RPMI-1640培 地 な ど の 細 胞 培 地 中 に 置 き 、 細 胞 融 合 剤
、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)を 添 加 す る 。 細 胞 融 合 剤 と し て は 、 こ の 他 各 種 当
該 分 野 で 知 ら れ た も の を 用 い る こ と が で き 、 こ の 様 な も の と し て は 不 活 性 化 し た セ ン ダ イ
ウ イ ル ス (HVJ: Hemagglutinating Virus of Japan)な ど も 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 例 え
ば 30～ 60％ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 0.5～ ２ ml加 え る こ と が で き 、 分 子 量 が 1,000～ 8,
000の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い る こ と が で き 、 さ ら に 分 子 量 が 1,000～ 4,000の ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル が よ り 好 ま し く 使 用 で き る 。 融 合 培 地 中 で の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
の 濃 度 は 、 例 え ば 30～ 60％ と な る よ う に す る こ と が 好 ま し い 。 必 要 に 応 じ 、 例 え ば ジ メ チ
ル ス ル ホ キ シ ド な ど を 少 量 加 え 、 融 合 を 促 進 す る こ と も で き る 。 融 合 に 使 用 す る 脾 細 胞 （
リ ン パ 球 ） :ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 の 割 合 は 、 例 え ば 1:1～ 20:1と す る こ と が 挙 げ ら れ る が 、 よ
り 好 ま し く は 4:1～ 7:1と す る こ と が で き る 。
融 合 反 応 を １ ～ 10分 間 行 い 、 次 に RPMI-1640培 地 な ど の 細 胞 培 地 を 加 え る 。 融 合 反 応 処 理
は 複 数 回 行 う こ と も で き る 。 融 合 反 応 処 理 後 、 遠 心 な ど に よ り 細 胞 を 分 離 し た 後 選 択 用 培
地 に 移 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
５ ． ハ イ ブ リ ド ー マ （ 融 合 細 胞 ） の 選 択 及 び モ ノ ク ロ ー ン 化
　 選 択 用 培 地 と し て は 、 例 え ば ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 む 、 FC
S含 有 MEM培 地 、 RPMI-1640培 地 な ど の 培 地 、 所 謂 HAT培 地 が 挙 げ ら れ る 。 選 択 培 地 交 換 の 方
法 は 、 一 般 的 に は 培 養 プ レ ー ト に 分 注 し た 容 量 と 等 容 量 を 翌 日 加 え 、 そ の 後 １ ～ ３ 日 ご と
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に HAT培 地 で 半 量 ず つ 交 換 す る と い う よ う に 処 理 す る こ と が で き る が 、 適 宜 こ れ に 変 更 を
加 え て 行 う こ と も で き る 。 ま た 融 合 後 ８ ～ 16日 目 に は 、 ア ミ ノ プ テ リ ン を 除 い た 、 所 謂 HT
培 地 で １ ～ ４ 日 ご と に 培 地 交 換 を す る こ と が で き る 。 フ ィ ー ダ ー と し て 、 例 え ば マ ウ ス 胸
腺 細 胞 を 使 用 す る こ と も で き 、 そ れ が 好 ま し い 場 合 が あ る 。
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の 増 殖 の さ か ん な 培 養 ウ ェ ル の 培 養 上 清 を 、 例 え ば 放 射 免 疫 分 析 (RIA)
、 酵 素 免 疫 分 析 (ELISA)、 蛍 光 免 疫 分 析 (FIA)な ど の 測 定 系 、 あ る い は 蛍 光 惹 起 細 胞 分 離 装
置 (FACS)な ど で 、 所 定 の 断 片 ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い た り 、 あ る い は 標 識 抗 マ ウ ス 抗 体
を 用 い て 目 的 抗 体 を 測 定 す る な ど し て 、 ス ク リ ー ニ ン グ し た り す る 。
　 目 的 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ す る 。 ク ロ ー ニ ン グ は 、 寒 天 培
地 中 で コ ロ ニ ー を ピ ッ ク ・ ア ッ プ す る か 、 あ る い は 限 界 希 釈 法 に よ り な さ れ う る 。 限 界 希
釈 法 で よ り 好 ま し く 行 う こ と が で き る 。 ク ロ ー ニ ン グ は 複 数 回 行 う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
６ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 株 は 、 FCS含 有 MEM培 地 、 RPMI-1640培 地 な ど の 適 当 な 増 殖 用 培
地 中 で 培 養 し 、 そ の 培 地 上 清 か ら 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が 出 来 る 。 大 量 の
抗 体 を 得 る た め に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 腹 水 化 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。 こ の 場 合 ミ エ ロ ー
マ 細 胞 由 来 の 動 物 と 同 系 の 組 織 適 合 性 動 物 の 腹 腔 内 に 各 ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 し 、 増 殖 さ
せ る か 、 あ る い は 例 え ば ヌ ー ド ・ マ ウ ス な ど に 各 ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 し 、 増 殖 さ せ 、 該
動 物 の 腹 水 中 に 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 回 収 し て 得 る こ と が 出 来 る 。 動 物 は ハ イ
ブ リ ド ー マ の 移 植 に 先 立 ち 、 プ リ ス タ ン （ 2,6,10,14-テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン ） な ど の
鉱 物 油 を 腹 腔 内 投 与 し て お く こ と が で き 、 そ の 処 理 後 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 さ せ 、 腹 水
を 採 取 す る こ と も で き る 。 腹 水 液 は そ の ま ま 、 あ る い は 従 来 公 知 の 方 法 、 例 え ば 硫 酸 ア ン
モ ニ ウ ム 沈 殿 法 な ど の 塩 析 、 セ フ ァ デ ッ ク ス な ど に よ る ゲ ル ろ 過 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 法 、 電 気 泳 動 法 、 透 析 、 限 外 ろ 過 法 、 ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、
高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 な ど に よ り 精 製 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 用 い る こ と
が で き る 。 好 ま し く は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 腹 水 は 、 硫 安 分 画 し た 後 、 DEAE－
セ フ ァ ロ ー ス の 如 き 、 陰 イ オ ン 交 換 ゲ ル 及 び プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム の 如 き ア フ ィ ニ テ ィ ・ カ
ラ ム な ど で 処 理 し 精 製 分 離 処 理 で き る 。 特 に 好 ま し く は 抗 原 又 は 抗 原 断 片 （ 例 え ば 合 成 ペ
プ チ ド 、 組 換 え 抗 原 タ ン パ ク 質 あ る い は ペ プ チ ド 、 抗 体 が 特 異 的 に 認 識 す る 部 位 な ど ） を
固 定 化 し た ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 プ ロ テ イ ン Ａ を 固 定 化 し た ア フ ィ ニ テ ィ
・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 又 は そ の 他 の 生 物 、 例 え ば 、 そ の 他 の 哺 乳 動 物 は 、 本
発 明 の 免 疫 原 ポ リ ペ プ チ ド 産 物 に 対 す る ヒ ト 化 抗 体 な ど の 抗 体 を 発 現 す る の に 用 い る こ と
が で き る 。
　 ま た こ う し て 大 量 に 得 ら れ た 抗 体 の 配 列 を 決 定 し た り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 か ら 得 ら れ た
抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 利 用 し て 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 に よ り 抗 体 を 作 製 す る こ と も 可
能 で あ る 。 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 例 え ば マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 や 軽 鎖
を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る な
ど の 慣 用 の 手 法 で 単 離 し 配 列 決 定 す る こ と が で き る 。 一 旦 単 離 さ れ た DNAは 、 上 記 し た よ
う に し て 発 現 ベ ク タ ー に 入 れ 、 CHO, COSな ど の 宿 主 細 胞 に 入 れ る こ と が で き る 。 該 DNAは
、 例 え ば ホ モ ジ ー ニ ア ス な マ ウ ス の 配 列 に 代 え て 、 ヒ ト の 重 鎖 や 軽 鎖 の 定 常 領 域 ド メ イ ン
を コ ー ド す る 配 列 に 置 換 す る な ど し て 修 飾 す る こ と が 可 能 で あ る (Morrison et al., Proc
. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6581, 1984)。 か く し て 所 望 の 結 合 特 異 性 を 有 す る キ メ ラ
抗 体 や ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 も 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 抗 体 は 、 下 記 す る よ う な 縮
合 剤 を 用 い る こ と を 含 め た 化 学 的 な タ ン パ ク 質 合 成 技 術 を 適 用 し て 、 キ メ ラ 抗 体 や ハ イ ブ
リ ッ ド 抗 体 を 調 製 す る な ど の 修 飾 を す る こ と も 可 能 で あ る 。
　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 技 術 に よ り 行 う こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Jones 
et al., Nature, 321: pp.522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332: pp.323-32
7 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239: pp.1534-1536 (1988))。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ
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ル 抗 体 も 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 技 術 に よ り 行 う こ と が 可 能 で 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
生 産 す る た め の ヒ ト ミ エ ロ ー マ 細 胞 や ヒ ト ・ マ ウ ス ヘ テ ロ ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 当 該 分 野 で 知
ら れ て い る (Kozbor, J. Immunol., 133, pp.3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal 
Antibody Production Techniques and Applications, pp.51-63, Marcel Dekker, Inc., 
New York (1987))。 バ イ ス ペ シ フ ィ ッ ク な 抗 体 を 製 造 す る 方 法 も 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る
(Millstein et al., Nature, 305: pp.537-539 (1983); WO93/08829; Traunecker et al.
, EMBO J., 10: pp.3655-3659 (1991); Suresh et al., "Methods in Enzymology", Vol.
 121, pp.210 (1986))。
　 さ ら に こ れ ら 抗 体 を ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 ペ プ シ ン な ど の 酵 素 に よ り 処 理 し て 、 場 合
に よ り 還 元 し て 得 ら れ る Fab、 Fab'、 F(ab') 2 と い っ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に し て 使 用 し て も
よ い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 抗 体 は 、 既 知 の 任 意 の 検 定 法 、 例 え ば 競 合 的 結 合 検 定 、 直 接 及 び 間 接 サ ン ド イ ッ チ 検 定
、 及 び 免 疫 沈 降 検 定 に 使 用 す る こ と が で き る （ Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual 
of Techniques, pp.147-158 (CRC Press, Inc., 1987)。
抗 体 を 検 出 可 能 な 原 子 団 に そ れ ぞ れ コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る に は 、 当 分 野 で 知 ら れ る 任 意 の 方
法 を 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 David et al., Biochemistry, 13巻 , 1014-1021頁 （ 1
974); Pain et al, J. Immunol. Meth., 40: pp.219-231 (1981);及 び "Methods in Enzym
ology", Vol. 184, pp.138-163 (1990)に よ り 記 載 の 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 標 識 物 を 付 与 す
る 抗 体 と し て は 、 IgG画 分 、 更 に は ペ プ シ ン 消 化 後 還 元 し て 得 ら れ る 特 異 的 結 合 部 Fab'を
用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 場 合 の 標 識 物 の 例 と し て は 、 下 記 す る よ う に 酵 素 （ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ あ る い は β -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど ） 、 化 学 物 質
、 蛍 光 物 質 あ る い は 放 射 性 同 位 元 素 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 で の 検 知 ・ 測 定 は 、 イ ム ノ 染 色 、 例 え ば 組 織 あ る い は 細 胞 染 色 、 イ ム ノ ア ッ セ イ
、 例 え ば 競 合 型 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 非 競 合 型 イ ム ノ ア ッ セ イ で 行 う こ と が で き 、 ラ ジ オ
イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISAな ど を 用 い る こ と が で き 、 B-F分 離 を 行 っ て も よ い し 、 あ る い は 行
わ な い で そ の 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 好 ま し く は 放 射 免 疫 測 定 法 や 酵 素 免 疫 測 定 法 で あ
り 、 さ ら に サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ で は 、
一 方 を 本 発 明 の 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 及 び そ の 関 連 ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る
抗 体 と し 、 他 方 を 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 に 対 す る 別 の 種 類 の 抗 体 と し 、 そ
し て 一 方 を 検 出 可 能 に 標 識 化 す る 。 同 じ 抗 原 を 認 識 で き る 他 の 抗 体 を 固 相 に 固 定 化 す る 。
検 体 と 標 識 化 抗 体 及 び 固 相 化 抗 体 を 必 要 に 応 じ 順 次 反 応 さ せ る た め イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 処
理 し 、 こ こ で 非 結 合 抗 体 を 分 離 後 、 標 識 物 を 測 定 す る 。 測 定 さ れ た 標 識 の 量 は 抗 原 、 す な
わ ち 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oポ リ ペ プ チ ド 断 片 抗 原 の 量 と 比 例 す る 。 こ の ア ッ セ イ で は
、 不 溶 化 抗 体 や 、 標 識 化 抗 体 の 添 加 の 順 序 に 応 じ て 同 時 サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ 、 フ ォ ワ
ー ド （ forward)サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ あ る い は 逆 サ ン ド イ ッ チ 型 ア ッ セ イ な ど と 呼 ば れ
る 。 例 え ば 洗 浄 、 撹 拌 、 震 盪 、 ろ 過 あ る い は 抗 原 の 予 備 抽 出 な ど は 、 特 定 の 状 況 の も と で
そ れ ら 測 定 工 程 の 中 で 適 宜 採 用 さ れ る 。 特 定 の 試 薬 、 緩 衝 液 な ど の 濃 度 、 温 度 あ る い は イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 処 理 時 間 な ど の そ の 他 の 測 定 条 件 は 、 検 体 中 の 抗 原 の 濃 度 、 検 体 試 料 の
性 質 な ど の 要 素 に 従 い 変 え る こ と が で き る 。 当 業 者 は 通 常 の 実 験 法 を 用 い な が ら 各 測 定 に
対 し て 有 効 な 最 適 の 条 件 を 適 宜 選 定 し て 測 定 を 行 う こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 抗 原 あ る い は 抗 体 を 固 相 化 で き る 多 く の 担 体 が 知 ら れ て お り 、 本 発 明 で は そ れ ら か ら 適
宜 選 ん で 用 い る こ と が で き る 。 担 体 と し て は 、 抗 原 抗 体 反 応 な ど に 使 用 さ れ る も の が 種 々
知 ら れ て お り 、 本 発 明 に お い て も 勿 論 こ れ ら の 公 知 の も の の 中 か ら 選 ん で 使 用 で き る 。 特
に 好 適 に 使 用 さ れ る も の と し て は 、 例 え ば ガ ラ ス 、 例 え ば 活 性 化 ガ ラ ス 、 多 孔 質 ガ ラ ス 、
シ リ カ ゲ ル 、 シ リ カ － ア ル ミ ナ 、 ア ル ミ ナ 、 磁 化 鉄 、 磁 化 合 金 な ど の 無 機 材 料 、 ポ リ エ チ
レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 、 ポ リ 酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ
メ タ ク リ レ ー ト 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ス チ レ ン － ブ タ ジ エ ン 共 重 合 体 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、
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架 橋 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ス チ レ ン － メ タ ク リ レ ー ト 共 重 合 体 、 ポ リ グ リ シ ジ ル メ タ ク リ
レ ー ト 、 ア ク ロ レ イ ン － エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ メ タ ク リ レ ー ト 共 重 合 体 な ど 、 架 橋 化 ア ル
ブ ミ ン 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ア ガ ロ ー ス 、 架 橋 ア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー
ス 、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト な ど の 天 然
ま た は 変 成 セ ル ロ ー ス 、 架 橋 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン な ど の ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ ウ レ タ ン 、
ポ リ エ ポ キ シ 樹 脂 な ど の 有 機 高 分 子 物 質 、 さ ら に そ れ ら を 乳 化 重 合 し て 得 ら れ た も の 、 細
胞 、 赤 血 球 な ど で 、 必 要 に 応 じ 、 シ ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 な ど で 官 能 性 基 を 導 入 し て あ る も
の が 挙 げ ら れ る 。
　 さ ら に 、 ろ 紙 、 ビ ー ズ 、 試 験 容 器 の 内 壁 、 例 え ば 試 験 管 、 キ ュ ベ ッ ト 、 タ イ タ ー プ レ ー
ト 、 タ イ タ ー ウ ェ ル 、 ガ ラ ス セ ル 、 合 成 樹 脂 製 セ ル な ど の 合 成 材 料 か ら な る セ ル 、 ガ ラ ス
棒 、 合 成 材 料 か ら な る 棒 、 末 端 を 太 く し た り あ る い は 細 く し た り し た 棒 、 末 端 に 丸 い 突 起
を つ け た り あ る い は 偏 平 な 突 起 を つ け た 棒 、 薄 板 状 に し た 棒 な ど の 固 体 物 質 （ 物 体 ） の 表
面 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ れ ら 担 体 へ は 、 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と が で き 、 好 ま し く は 本 発 明 で 得 ら れ る 抗 原 に 対
し 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 担 体 と こ れ ら 抗 原 抗
体 反 応 に 関 与 す る も の と の 結 合 は 、 吸 着 な ど の 物 理 的 な 手 法 、 あ る い は 縮 合 剤 な ど を 用 い
た り 、 活 性 化 さ れ た も の な ど を 用 い た り す る 化 学 的 な 方 法 、 さ ら に は 相 互 の 化 学 的 な 結 合
反 応 を 利 用 し た 手 法 な ど に よ り 行 う こ と が 出 来 る 。
　 標 識 と し て は 、 酵 素 、 酵 素 基 質 、 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー 、 補 欠 分 子 類 、 補 酵 素 、 酵 素 前 駆 体
、 ア ポ 酵 素 、 蛍 光 物 質 、 色 素 物 質 、 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ス 化 合 物 、 発 光 物 質 、 発 色 物 質 、 磁
気 物 質 、 金 属 粒 子 、 例 え ば 金 コ ロ イ ド な ど 、 放 射 性 物 質 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 酵 素
と し て は 、 脱 水 素 酵 素 、 還 元 酵 素 、 酸 化 酵 素 な ど の 酸 化 還 元 酵 素 、 例 え ば ア ミ ノ 基 、 カ ル
ボ キ シ ル 基 、 メ チ ル 基 、 ア シ ル 基 、 リ ン 酸 基 な ど を 転 移 す る の を 触 媒 す る 転 移 酵 素 、 例 え
ば エ ス テ ル 結 合 、 グ リ コ シ ド 結 合 、 エ ー テ ル 結 合 、 ペ プ チ ド 結 合 な ど を 加 水 分 解 す る 加 水
分 解 酵 素 、 リ ア ー ゼ 、 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 リ ガ ー ゼ な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 酵 素 は 複 数 の
酵 素 を 複 合 的 に 用 い て 検 知 に 利 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 酵 素 的 サ イ ク リ ン グ を 利 用 す
る こ と も で き る 。 代 表 的 な 放 射 性 物 質 の 標 識 用 同 位 体 元 素 と し て は 、 [ 3 2 P], [ 1 2 5 I], [ 1 3
1 I], [ 3 H], [ 1 4 C], [ 3 5 S]な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 代 表 的 な 酵 素 標 識 と し て は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)な ど の ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 、 大 腸 菌 β -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど の ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 マ レ エ ー ト ・ デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -6-フ ォ ス フ ェ ー ト ・ デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ
ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 ウ シ 小 腸 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 大 腸 菌 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど の ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ な ど が 挙 げ ら れ
る 。
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 用 い た 場 合 、 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル フ ォ ス フ ェ ー ト な ど
の ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 誘 導 体 、 ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト な ど の リ ン 酸 化 フ ェ ノ ー ル 誘 導
体 、 NADPを 利 用 し た 酵 素 的 サ イ ク リ ン グ 系 、 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 、 ジ オ キ セ タ ン 誘 導 体 な
ど の 基 質 を 使 用 し た り し て 、 生 ず る 蛍 光 、 発 光 な ど に よ り 測 定 で き る 。 ル シ フ ェ リ ン 、 ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 系 を 利 用 し た り す る こ と も で き る 。 カ タ ラ ー ゼ を 用 い た 場 合 、 過 酸 化 水 素 と
反 応 し て 酸 素 を 生 成 す る の で 、 そ の 酸 素 を 電 極 な ど で 検 知 す る こ と も で き る 。 電 極 と し て
は ガ ラ ス 電 極 、 難 溶 性 塩 膜 を 用 い る イ オ ン 電 極 、 液 膜 型 電 極 、 高 分 子 膜 電 極 な ど で あ る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 酵 素 標 識 は 、 ビ オ チ ン 標 識 体 と 酵 素 標 識 ア ビ ジ ン （ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ） に 置 き 換 え る
こ と も 可 能 で あ る 。 標 識 は 、 複 数 の 異 な っ た 種 類 の 標 識 を 使 用 す る こ と も で き る 。 こ う し
た 場 合 、 複 数 の 測 定 を 連 続 的 に 、 あ る い は 非 連 続 的 に 、 そ し て 同 時 に あ る い は 別 々 に 行 う
こ と を 可 能 に す る こ と も で き る 。
　 本 発 明 に お い て は 、 信 号 の 形 成 に 4-ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 1,2-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン
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、 テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン な ど と HRP、 ウ ン ベ リ フ ェ リ ル ガ ラ ク ト シ ド 、 ニ ト ロ フ ェ ニ ル
ガ ラ ク ト シ ド な ど と β -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 ・ デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ な
ど の 酵 素 試 薬 の 組 合 わ せ も 利 用 で き 、 ヒ ド ロ キ ノ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ キ ノ ン 、 ヒ ド ロ キ
シ ア ン ト ラ キ ノ ン な ど の キ ノ ー ル 化 合 物 、 リ ポ 酸 、 グ ル タ チ オ ン な ど の チ オ ー ル 化 合 物 、
フ ェ ノ ー ル 誘 導 体 、 フ ェ ロ セ ン 誘 導 体 な ど を 酵 素 な ど の 働 き で 形 成 し う る も の が 使 用 で き
る 。
蛍 光 物 質 あ る い は 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ス 化 合 物 と し て は 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー
ト 、 例 え ば ロ ー ダ ミ ン Ｂ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー
ト な ど の ロ ー ダ ミ ン 誘 導 体 、 ダ ン シ ル ク ロ リ ド 、 ダ ン シ ル フ ル オ リ ド 、 フ ル オ レ ス カ ミ ン
、 フ ィ コ ビ リ プ ロ テ イ ン 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 塩 、 ル ミ フ ェ リ ン 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 エ ク ォ リ
ン な ど の ル ミ ノ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 シ ュ ウ 酸 エ ス テ ル 、 希 土 類 キ レ ー ト 化 合 物 、 ク マ リ
ン 誘 導 体 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 標 識 す る に は 、 チ オ ー ル 基 と マ レ イ ミ ド 基 の 反 応 、 ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 基 と チ オ ー ル
基 の 反 応 、 ア ミ ノ 基 と ア ル デ ヒ ド 基 の 反 応 な ど を 利 用 し て 行 う こ と が で き 、 公 知 の 方 法 あ
る い は 当 該 分 野 の 当 業 者 が 容 易 に な し う る 方 法 、 さ ら に は そ れ ら を 修 飾 し た 方 法 の 中 か ら
適 宜 選 択 し て 適 用 で き る 。 ま た 上 記 免 疫 原 性 複 合 体 作 製 に 使 用 さ れ る こ と の で き る 縮 合 剤
、 担 体 と の 結 合 に 使 用 さ れ る こ と の で き る 縮 合 剤 な ど を 用 い る こ と が で き る 。
縮 合 剤 と し て は 、 例 え ば ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ヘ キ サ メ チ レ ン ジ イ ソ
シ ア ネ ー ト 、 ヘ キ サ メ チ レ ン ジ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 N,N'-ポ リ メ チ レ ン ビ ス ヨ ー ド ア セ
ト ア ミ ド 、 N,N'-エ チ レ ン ビ ス マ レ イ ミ ド 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル ビ ス ス ク シ ニ ミ ジ ル ス ク
シ ネ ー ト 、 ビ ス ジ ア ゾ ベ ン ジ ジ ン 、 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ
ミ ド 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル 　 3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ ） プ ロ ピ オ ネ ー ト (SPDP)、 N-ス ク シ ン イ
ミ ジ ル 　 4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ レ ー ト (SMCC)、 N-ス ル ホ
ス ク シ ン イ ミ ジ ル 　 4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ レ ー ト 、 N-ス
ク シ ン イ ミ ジ ル 　 (4-ヨ ー ド ア セ チ ル ） ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル 　 4-(1-
マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル ） ブ チ レ ー ト 、  N-(ε -マ レ イ ミ ド カ プ ロ イ ル オ キ シ ） コ ハ ク 酸 イ ミ
ド (EMCS), イ ミ ノ チ オ ラ ン 、 S-ア セ チ ル メ ル カ プ ト コ ハ ク 酸 無 水 物 、 メ チ ル -3-(4'-ジ チ
オ ピ リ ジ ル ） プ ロ ピ オ ン イ ミ デ ー ト 、 メ チ ル -4-メ ル カ プ ト ブ チ リ ル イ ミ デ ー ト 、 メ チ ル -
3-メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ ン イ ミ デ ー ト 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル メ ル カ プ ト ア セ テ
ー ト な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 測 定 法 に よ れ ば 、 測 定 す べ き 物 質 を 酵 素 な ど で 標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な
ど の 標 識 抗 体 試 薬 と 、 担 体 に 結 合 さ れ た 抗 体 と を 順 次 反 応 さ せ る こ と が で き る し 、 同 時 に
反 応 さ せ る こ と も で き る 。 試 薬 を 加 え る 順 序 は 選 ば れ た 担 体 系 の 型 に よ り 異 な る 。 感 作 さ
れ た プ ラ ス チ ッ ク な ど の ビ ー ズ を 用 い た 場 合 に は 、 酵 素 な ど で 標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 な ど の 標 識 抗 体 試 薬 を 測 定 す べ き 物 質 を 含 む 検 体 試 料 と 共 に 最 初 適 当 な 試 験 管 中 に 一 緒
に 入 れ 、 そ の 後 該 感 作 さ れ た プ ラ ス チ ッ ク な ど の ビ ー ズ を 加 え る こ と に よ り 測 定 を 行 う こ
と が で き る 。
　 本 発 明 の 定 量 法 に お い て は 、 免 疫 学 的 測 定 法 が 用 い ら れ る が 、 そ の 際 の 固 相 担 体 と し て
は 、 抗 体 な ど タ ン パ ク 質 を 良 く 吸 着 す る ポ リ ス チ レ ン 製 、 ポ リ カ ー ボ ネ イ ト 製 、 ポ リ プ ロ
ピ レ ン 製 あ る い は ポ リ ビ ニ ル 製 の ボ ー ル 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 ス テ ィ ッ ク 、 微 粒 子 あ る い
は 試 験 管 な ど の 種 々 の 材 料 及 び 形 態 を 任 意 に 選 択 し 、 使 用 す る こ と が で き る 。
　 測 定 に あ た っ て は 至 適 pH、 例 え ば pH約 ４ ～ 約 ９ に 保 つ よ う に 適 当 な 緩 衝 液 系 中 で 行 う こ
と が で き る 。 特 に 適 切 な 緩 衝 剤 と し て は 、 例 え ば ア セ テ ー ト 緩 衝 剤 、 ク エ ン 酸 塩 緩 衝 剤 、
フ ォ ス フ ェ ー ト 緩 衝 剤 、 ト リ ス 緩 衝 剤 、 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 緩 衝 剤 、 ボ レ ー ト 緩 衝 剤 、
グ リ シ ン 緩 衝 剤 、 炭 酸 塩 緩 衝 剤 、 Tris-HCl緩 衝 剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。 緩 衝 剤 は 互 い に 任 意
の 割 合 で 混 合 し て 用 い る こ と が で き る 。 抗 原 抗 体 反 応 は 約 ０ ～ 約 60℃ の 間 の 温 度 で 行 う こ
と が 好 ま し い 。
　 酵 素 な ど で 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 抗 体 試 薬 及 び 担 体 に 結 合 せ し め ら れ た
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抗 体 試 薬 、 さ ら に は 測 定 す べ き 物 質 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 処 理 は 、 平 衡 に 達 す る ま で 行 う
こ と が で き る が 、 抗 原 抗 体 反 応 の 平 衡 が 達 成 さ れ る よ り も ず っ と 早 い 時 点 で 固 相 と 液 相 と
を 分 離 し て 限 定 さ れ た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 処 理 の 後 に 反 応 を 止 め る こ と が で き 、 液 相 又 は
固 相 の い ず れ か に お け る 酵 素 な ど の 標 識 の 存 在 の 程 度 を 測 る こ と が で き る 。 測 定 操 作 は 、
自 動 化 さ れ た 測 定 装 置 を 用 い て 行 う こ と が 可 能 で あ り 、 ル ミ ネ セ ン ス ・ デ ィ テ ク タ ー 、 ホ
ト ・ デ ィ テ ク タ ー な ど を 使 用 し て 基 質 が 酵 素 の 作 用 で 変 換 さ れ て 生 ず る 表 示 シ グ ナ ル を 検
知 し て 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 抗 原 抗 体 反 応 に お い て は 、 そ れ ぞ れ 用 い ら れ る 試 薬 、 測 定 す べ き 物 質 、 さ ら に は 酵 素 な
ど の 標 識 を 安 定 化 し た り 、 抗 原 抗 体 反 応 自 体 を 安 定 化 す る よ う に 適 切 な 手 段 を 講 ず る こ と
が で き る 。 さ ら に 、 非 特 異 的 な 反 応 を 除 去 し 、 阻 害 的 に 働 く 影 響 を 減 ら し た り 、 あ る い は
測 定 反 応 を 活 性 化 し た り す る た め 、 タ ン パ ク 質 、 安 定 化 剤 、 界 面 活 性 化 剤 、 キ レ ー ト 化 剤
な ど を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 溶 液 中 に 加 え る こ と も で き る 。 キ レ ー ト 化 剤 と し て は 、 エ チ レ
ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 塩 (EDTA)が よ り 好 ま し い 。
　 当 該 分 野 で 普 通 に 採 用 さ れ て い た り あ る い は 当 業 者 に 知 ら れ た 非 特 異 的 結 合 反 応 を 防 ぐ
た め の ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 を 施 し て も よ く 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 な ど の 正 常 血 清 タ ン パ ク 質 、
ア ル ブ ミ ン 、 ス キ ム ミ ル ク 、 乳 発 酵 物 質 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ゼ ラ チ ン な ど で 処 理 す る こ と が で
き る 。 非 特 異 的 結 合 反 応 を 防 ぐ 目 的 で あ る 限 り 、 そ れ ら の 方 法 は 特 に 限 定 さ れ ず 用 い る こ
と が 出 来 る 。
　 本 発 明 の 測 定 方 法 で 測 定 さ れ る 試 料 と し て は 、 あ ら ゆ る 形 態 の 溶 液 や コ ロ イ ド 溶 液 、 非
流 体 試 料 な ど が 使 用 し う る が 、 好 ま し く は 生 物 由 来 の 試 料 、 例 え ば 胸 腺 、 睾 丸 、 腸 、 腎 臓
、 脳 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 結 腸 ・ 直 腸 癌 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 関 節 液 、 脳 脊 髄 液 、 膵 液 、 胆 汁
液 、 唾 液 、 羊 水 、 尿 、 そ の 他 の 体 液 、 細 胞 培 養 液 、 組 織 培 養 液 、 組 織 ホ モ ジ ュ ネ ー ト 、 生
検 試 料 、 組 織 、 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 こ れ ら 個 々 の 免 疫 学 的 測 定 法 を 含 め た 各 種 の 分 析 ・ 定 量 法 を 本 発 明 の 測 定 方 法 に 適 用 す
る に あ た っ て は 、 特 別 の 条 件 、 操 作 な ど の 設 定 は 必 要 と さ れ な い 。 そ れ ぞ れ の 方 法 に お け
る 通 常 の 条 件 、 操 作 法 に 当 業 者 の 通 常 の 技 術 的 配 慮 を 加 え て 、 本 発 明 の 当 該 対 象 物 質 あ る
い は そ れ と 実 質 的 に 同 等 な 活 性 を 有 す る 物 質 に 関 連 し た 測 定 系 を 構 築 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ れ ら の 一 般 的 な 技 術 手 段 の 詳 細 に つ い て は 、 総 説 、 成 書 な ど を 参 照 す る こ と が で き る
〔 例 え ば 、 入 江 　 寛 編 ， 「 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 」 ， 講 談 社 ， 昭 和 49年 発 行 ； 入 江 　 寛 編
， 「 続 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 」 ， 講 談 社 ， 昭 和 54年 発 行 ； 石 川 栄 治 ら 編 ， 「 酵 素 免 疫 測 定
法 」 ， 医 学 書 院 ， 昭 和 53年 発 行 ； 石 川 栄 治 ら 編 ， 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 第 ２ 版 ） ， 医 学 書
院 ， 昭 和 57年 発 行 ； 石 川 栄 治 ら 編 ， 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 第 ３ 版 ） ， 医 学 書 院 ， 昭 和 62年
発 行 ； H. V. Vunakis et al. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 70 (Immunochemic
al Techniques, Part A), Academic Press, New York (1980); J. J. Langone et al. (e
d.), "Methods in Enzymology", Vol. 73 (Immunochemical Techniques, Part B), Acade
mic Press, New York (1981); J. J. Langone et al. (ed.), "Methods in Enzymology",
 Vol. 74 (Immunochemical Techniques, Part C), Academic Press, New York (1981); J
. J. Langone et al. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 84 (Immunochemical Tech
niques, Part D: Selected Immunoassays), Academic Press, New York (1982); J. J. L
angone et al. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 92 (Immunochemical Techniques
, Part E: Monoclonal Antibodies and General Immunoassay Methods), Academic Press
, New York (1983); J. J. Langone et al. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 121
 (Immunochemical Techniques, Part I: Hybridoma Technology and Monoclonal Antibod
ies), Academic Press, New York (1986); J. J. Langone et al. (ed.), "Methods in E
nzymology", Vol. 178 (Antibodies, Antigens, and Molecular Mimicry), Academic Pre
ss, New York (1989); M. Wilchek et al. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 184 
(Avidin-Biotin Technology), Academic Press, New York (1990); J. J. Langone et al
. (ed.), "Methods in Enzymology", Vol. 203 (Molecular Design and Modeling: Conce
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pts and Applications, Part B: Anibodies and Antigens, Nucleic Acids, Polysacchar
ides, and Drugs), Academic Press, New York (1991)な ど あ る い は そ こ で 引 用 さ れ た 文
献 (そ れ ら の 中 に あ る 記 載 は そ れ を 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 開 示 に 含 め ら れ る )〕 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O抗 体 （ 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質
又 は ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 、 抗 ヒ ト AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 抗 体 、 抗 ヒ ト (AP-O LTA 4 H
様 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン )抗 体 、 抗 ヒ ト (AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ )
抗 体 、 抗 ヒ ト (AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン )抗 体 、 抗 ヒ ト AP-O LTA 4 H様
ド メ イ ン 抗 体 、 抗 ヒ ト AP-O触 媒 ド メ イ ン 抗 体 、 抗 ヒ ト AP-O ARMド メ イ ン 抗 体 及 び 抗 ヒ ト ア
ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 抗 体 を 含 む ） 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い
て 、 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ を 行 う こ と も で き 、 各 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 を 用 い れ ば 当
該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 及 び そ の 関 連 ペ プ チ ド 断 片 な ど の 検 知 ・ 測 定 を 行 う こ
と が で き る 。
当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 及 び そ の 関 連 ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 抗 体 は 、 当 該 ア
ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 に よ る タ ン パ ク 質 分 解 、 さ ら に は 組 織 マ ト リ ッ ク ス 成 分 の
分 解 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 類 の 分 解 、 血 圧 制 御 、 ガ ン を 含 め た 腫 瘍 の 進 行 、 転 移 、 ホ メ オ ス
タ シ ス あ る い は 心 臓 血 管 系 の 制 御 あ る い は 促 進 ま た は 抑 制 な ど の 現 象 の 検 出 及 び ／ 又 は 測
定 、 さ ら に は 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の 過 剰 あ る い は 減 少 に よ り 生 ず る 各 種
の 生 理 活 性 物 質 あ る い は 生 理 現 象 又 は 生 物 現 象 の 検 出 及 び ／ 又 は 測 定 、 ま た 、 当 該 ア ミ ノ
ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 産 生 を 制 御 す る 因 子 や 機 構 の 研 究 ・ 開 発 な ど に 有 用 で あ る 。 該
抗 体 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 (i)当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 と そ の 基 質 あ
る い は 制 御 因 子 と の 間 で の 相 互 作 用 に 起 因 す る 組 織 あ る い は 細 胞 が 関 連 す る 障 害 、 異 常 及
び ／ 又 は 疾 患 を 検 出 し た り 、 (ii)当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 と そ の 基 質 あ る い
は 制 御 因 子 と の 間 で の 相 互 作 用 に 起 因 す る 細 胞 の 変 化 、 細 胞 の 腫 瘍 化 、 細 胞 の 移 動 、 浸 潤
、 遊 走 及 び ／ 又 は 転 移 あ る い は そ の 可 能 性 を 検 出 し た り 、 (iii)当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O
タ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 に 関 連 し て 生 ず る 障 害 、 異 常 及 び ／ 又 は 疾 患 あ る い は そ の 可 能 性 を
検 出 し た り 、 (iv)当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の 発 現 量 を 測 定 し た り 、 (v)活 性 化
さ れ た ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の 変 化 を 検 出 及 び ／ 又 は 測 定 し た り 、 (vi)当 該 ア
ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 産 生 を 制 御 す る 化 合 物 な ど の 探 索 を し た り 、 及 び ／ 又 は (vi
i)該 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 産 生 を 制 御 す る 化 合 物 の 活 性 の 検 知 及 び ／ 又 は
測 定 を し た り な ど す る の に 有 用 で あ る 。 高 血 圧 、 糖 尿 病 、 免 疫 応 答 、 血 管 新 生 、 血 液 凝 固
、 創 傷 治 癒 、 成 熟 化 プ ロ セ ス 、 再 生 プ ロ セ ス 、 胚 着 床 、 胎 児 発 達 な ど の プ ロ セ ス 、 癌 細 胞
の 形 成 、 浸 潤 、 転 移 、 関 節 炎 、 炎 症 、 ア レ ル ギ ー 、 リ ウ マ チ あ る い は 心 臓 血 管 に お け る プ
ロ セ ス 、 血 液 学 的 な プ ロ セ ス 及 び 血 圧 制 御 の プ ロ セ ス 、 細 胞 の 異 常 、 組 織 の 異 常 、 が ん の
発 生 、 移 動 性 、 浸 潤 性 、 走 化 性 及 び ／ 又 は 転 移 性 の 程 度 を 知 る の に 使 用 で き る と 期 待 さ れ
る 。
　 本 発 明 に 従 え ば 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 に よ る 様 々 な 生 理 活 性 あ る い は
生 物 活 性 に よ る 現 象 ・ 作 用 の 促 進 活 性 あ る い は 抑 制 ・ 阻 害 活 性 を 検 出 及 び ／ 又 は 測 定 し 、
組 織 の 疾 患 予 防 ・ 治 療 剤 、 抗 炎 症 剤 、 抗 が ん 剤 、 が ん 転 移 阻 害 剤 、 動 脈 硬 化 症 治 療 剤 、 関
節 破 壊 治 療 剤 、 抗 ア レ ル ギ ー 剤 及 び ／ 又 は 免 疫 抑 制 剤 の 効 果 判 定 モ ニ タ ー と し て 使 用 す る
こ と が 可 能 と な る 。
　 ま た 、 本 発 明 で は 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 に よ る 組 織 ・ 細 胞 あ る い は タ
ン パ ク 質 の 異 常 化 現 象 の 検 出 及 び ／ 又 は 測 定 方 法 や そ の た め の 試 薬 が 提 供 で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 活 性 成 分 〔 例 え ば 、 (a)当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 一 部 の ペ
プ チ ド ま た は そ れ ら の 塩 、 そ れ に 関 連 す る ペ プ チ ド （ ホ モ ロ グ を 含 む ） な ど 、 (b)該 当 該
ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 あ る い は 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る DNAな ど の 核 酸 な ど 、 (c)本 発 明 の 抗 体 、 そ の 一 部 断 片 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 包 含 す
る )ま た は そ の 誘 導 体 、 (d)当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ
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ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH
3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン や AP-O ARMド メ イ
ン も 含 む ） の 活 性 を 制 御 す る 化 合 物 （ 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の 活 性 を 促 進
し た り あ る い は 抑 制 ・ 阻 害 す る な ど の 現 象 、 あ る い は 組 織 あ る い は タ ン パ ク 質 の 変 質 ・ 過
剰 生 産 あ る い は 分 解 現 象 と い っ た 生 物 学 的 活 性 を 促 進 あ る い は 抑 制 及 び ／ 又 は 阻 害 す る 化
合 物 ） ま た は そ の 塩 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 産 生 を 制 御 す る 化 合 物 ま た は
そ の 塩 、 (e)本 発 明 の DNAな ど の 核 酸 に 対 す る ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど 、 (f
)本 発 明 を 使 用 し て 見 出 さ れ た 活 性 物 質 な ど 〕 を 医 薬 と し て 用 い る 場 合 、 例 え ば 当 該 ア ミ
ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O（ 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-
O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ
ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ
ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン や AP-O ARMド メ イ ン も 含 む ） の 酵 素 活 性 阻 害 剤 ま た は そ れ ら の 塩 な
ど は 、 通 常 単 独 或 い は 薬 理 的 に 許 容 さ れ る 各 種 製 剤 補 助 剤 と 混 合 し て 、 医 薬 組 成 物 又 は 医
薬 調 製 物 な ど と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 経 口 投 与 、 局 所 投 与 、 ま た は 非
経 口 投 与 な ど の 使 用 に 適 し た 製 剤 調 製 物 の 形 態 で 投 与 さ れ 、 目 的 に 応 じ て い ず れ の 投 与 形
態 （ 吸 入 法 、 あ る い は 直 腸 投 与 も 包 含 さ れ る ） に よ っ て も よ い 。
　 ま た 、 本 発 明 の 活 性 成 分 は 、 各 種 医 薬 、 例 え ば 抗 腫 瘍 剤 （ 抗 が ん 剤 ） 、 腫 瘍 移 転 阻 害 剤
、 血 栓 形 成 阻 害 剤 、 関 節 破 壊 治 療 剤 、 鎮 痛 剤 、 消 炎 剤 及 び ／ 又 は 免 疫 抑 制 剤 と 配 合 し て 使
用 す る こ と も で き 、 そ れ ら は 、 有 利 な 働 き を 持 つ も の で あ れ ば 制 限 な く 使 用 で き 、 例 え ば
当 該 分 野 で 知 ら れ た も の の 中 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 そ し て 、 非 経 口 的 な 投 与 形 態 と し て は 、 局 所 、 経 皮 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 皮 内 も し
く は 腹 腔 内 投 与 を 包 含 し 得 る が 、 患 部 へ の 直 接 投 与 も 可 能 で あ り 、 ま た あ る 場 合 に は 好 適
で も あ る 。 好 ま し く は ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 に 経 口 的 に 、 あ る い は 非 経 口 的 （ 例 、 細 胞 内 、
組 織 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 皮 内 、 腹 腔 内 、 胸 腔 内 、 脊 髄 腔 内 、 点 滴 法 、 注 腸 、 経 直
腸 、 点 耳 、 点 眼 や 点 鼻 、 歯 、 皮 膚 や 粘 膜 へ の 塗 布 な ど ） に 投 与 す る こ と が で き る 。 具 体 的
な 製 剤 調 製 物 の 形 態 と し て は 、 溶 液 製 剤 、 分 散 製 剤 、 半 固 形 製 剤 、 粉 粒 体 製 剤 、 成 型 製 剤
、 浸 出 製 剤 な ど が 挙 げ ら れ 、 例 え ば 、 錠 剤 、 被 覆 錠 剤 、 糖 衣 を 施 し た 剤 、 丸 剤 、 ト ロ ー チ
剤 、 硬 カ プ セ ル 剤 、 軟 カ プ セ ル 剤 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 剤 、 埋 込 剤 、 粉 末 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤
、 細 粒 剤 、 注 射 剤 、 液 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 エ マ ル ジ ョ ン 剤 、 灌 注 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 水 剤 、
乳 剤 、 懸 濁 剤 、 リ ニ メ ン ト 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 エ ア ゾ ー ル 剤 、 ス プ レ ー 剤 、 吸 入 剤 、 噴 霧
剤 、 軟 膏 製 剤 、 硬 膏 製 剤 、 貼 付 剤 、 パ ス タ 剤 、 パ ッ プ 剤 、 ク リ ー ム 剤 、 油 剤 、 坐 剤 （ 例 え
ば 、 直 腸 坐 剤 ） 、 チ ン キ 剤 、 皮 膚 用 水 剤 、 点 眼 剤 、 点 鼻 剤 、 点 耳 剤 、 塗 布 剤 、 輸 液 剤 、 注
射 用 液 剤 な ど の た め の 粉 末 剤 、 凍 結 乾 燥 製 剤 、 ゲ ル 調 製 品 な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 医 薬 用 の 組 成 物 は 通 常 の 方 法 に 従 っ て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 適 宜 必 要 に 応
じ て 、 生 理 学 的 に 認 め ら れ る 担 体 、 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト 剤 、 賦 形 剤
、 補 形 剤 、 希 釈 剤 、 香 味 剤 、 香 料 、 甘 味 剤 、 ベ ヒ ク ル 、 防 腐 剤 、 安 定 化 剤 、 結 合 剤 、 ｐ Ｈ
調 節 剤 、 緩 衝 剤 、 界 面 活 性 剤 、 基 剤 、 溶 剤 、 充 填 剤 、 増 量 剤 、 溶 解 補 助 剤 、 可 溶 化 剤 、 等
張 化 剤 、 乳 化 剤 、 懸 濁 化 剤 、 分 散 剤 、 増 粘 剤 、 ゲ ル 化 剤 、 硬 化 剤 、 吸 収 剤 、 粘 着 剤 、 弾 性
剤 、 可 塑 剤 、 崩 壊 剤 、 噴 射 剤 、 保 存 剤 、 抗 酸 化 剤 、 遮 光 剤 、 保 湿 剤 、 緩 和 剤 、 帯 電 防 止 剤
、 無 痛 化 剤 な ど を 単 独 も し く は 組 合 わ せ て 用 い 、 そ れ と と も に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 な ど を
混 和 す る こ と に よ っ て 、 一 般 に 認 め ら れ た 製 剤 実 施 に 要 求 さ れ る 単 位 用 量 形 態 に し て 製 造
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 非 経 口 的 使 用 に 適 し た 製 剤 と し て は 、 活 性 成 分 と 、 水 も し く は そ れ 以 外 の 薬 学 的 に 許 容
し 得 る 媒 体 と の 無 菌 性 溶 液 、 ま た は 懸 濁 液 剤 な ど 、 例 え ば 注 射 剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。 一 般
的 に は 、 水 、 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 水 溶 液 、 そ の 他 関 連 し た 糖 の 溶 液 、 エ タ ノ ー ル 、 プ
ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の グ リ コ ー ル 類 が 好 ま し い 注 射 剤 用 液
体 担 体 と し て 挙 げ ら れ る 。 注 射 剤 を 調 製 す る 際 は 、 蒸 留 水 、 リ ン ゲ ル 液 、 生 理 食 塩 液 の よ
う な 担 体 、 適 当 な 分 散 化 剤 ま た は 湿 化 剤 及 び 懸 濁 化 剤 な ど を 使 用 し て 当 該 分 野 で 知 ら れ た
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方 法 で 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 エ マ ル ジ ョ ン の ご と き 注 射 し う る 形 に 調 製 す る 。
　 注 射 用 の 水 性 液 と し て は 、 例 え ば 生 理 食 塩 液 、 ブ ド ウ 糖 や そ の 他 の 補 助 薬 （ 例 え ば 、 D-
ソ ル ビ ト ー ル 、 D-マ ン ニ ト ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど ） を 含 む 等 張 液 な ど が 挙 げ ら れ 、 薬
理 的 に 許 容 さ れ る 適 当 な 溶 解 補 助 剤 、 例 え ば ア ル コ ー ル （ 例 え ば エ タ ノ ー ル な ど ） 、 ポ リ
ア ル コ ー ル （ 例 え ば プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 非 イ オ ン 性
界 面 活 性 剤 （ 例 え ば ポ リ ソ ル ベ ー ト 80 T M , HCO-50な ど ） な ど と 併 用 し て も よ い 。 油 性 液 と
し て は ゴ マ 油 、 大 豆 油 な ど が 挙 げ ら れ 、 溶 解 補 助 剤 と し て 安 息 香 酸 ベ ン ジ ル 、 ベ ン ジ ル ア
ル コ ー ル な ど と 併 用 し て も よ い 。 ま た 、 緩 衝 剤 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 液 、 酢 酸 ナ ト リ ウ
ム 緩 衝 液 な ど ） 又 は 浸 透 圧 調 節 の た め の 試 薬 、 無 痛 化 剤 （ 例 え ば 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム
、 塩 酸 プ ロ カ イ ン な ど ） 、 安 定 剤 （ 例 え ば 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル な ど ） 、 保 存 剤 （ 例 え ば 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル な ど ） 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 な
ど の 酸 化 防 止 剤 、 吸 収 促 進 剤 な ど と 配 合 し て も よ い 。 調 製 さ れ た 注 射 液 は 通 常 、 適 当 な ア
ン プ ル に 充 填 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 非 経 口 投 与 に は 、 界 面 活 性 剤 及 び そ の 他 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 助 剤 を 加 え る か 、 あ る い
は 加 え ず に 、 水 、 エ タ ノ ー ル 又 は 油 の よ う な 無 菌 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 液 体 中 の 溶 液 あ る
い は 懸 濁 液 の 形 態 に 製 剤 化 さ れ る 。 製 剤 に 使 用 さ れ る 油 性 ベ ヒ ク ル あ る い は 溶 剤 と し て は
、 天 然 あ る い は 合 成 あ る い は 半 合 成 の モ ノ あ る い は ジ あ る い は ト リ グ リ セ リ ド 類 、 天 然 、
半 合 成 あ る い は 合 成 の 油 脂 類 あ る い は 脂 肪 酸 類 が 挙 げ ら れ 、 例 え ば ピ ー ナ ッ ツ 油 、 ト ウ モ
ロ コ シ 油 、 大 豆 油 、 ゴ マ 油 な ど の 植 物 油 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 こ の 注 射 剤 は 、 通 常 本 発
明 化 合 物 を 0.1～ 10重 量 ％ 程 度 含 有 す る よ う に 調 製 さ れ る こ と が で き る 。
　 局 所 的 、 例 え ば 口 腔 、 又 は 直 腸 的 使 用 に 適 し た 製 剤 と し て は 、 例 え ば 洗 口 剤 、 歯 磨 き 剤
、 口 腔 噴 霧 剤 、 吸 入 剤 、 軟 膏 剤 、 歯 科 充 填 剤 、 歯 科 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 歯 科 ペ ー ス ト 剤 、 坐
剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。 洗 口 剤 、 そ の 他 歯 科 用 剤 と し て は 、 薬 理 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 用 い
て 慣 用 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ る 。 口 腔 噴 霧 剤 、 吸 入 剤 と し て は 、 本 発 明 化 合 物 自 体 又 は 薬
理 的 に 許 容 さ れ る 不 活 性 担 体 と と も に エ ア ゾ ー ル 又 は ネ ブ ラ イ ザ ー 用 の 溶 液 に 溶 解 さ せ る
か あ る い は 、 吸 入 用 微 粉 末 と し て 歯 な ど へ 投 与 で き る 。 軟 膏 剤 は 、 通 常 使 用 さ れ る 基 剤 、
例 え ば 、 軟 膏 基 剤 （ 白 色 ワ セ リ ン 、 パ ラ フ ィ ン 、 オ リ ー ブ 油 、 マ ク ロ ゴ ー ル 400、 マ ク ロ
ゴ ー ル 軟 膏 な ど ） な ど を 添 加 し 、 慣 用 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ る 。
歯 、 皮 膚 へ の 局 所 塗 布 用 の 薬 品 は 、 適 切 に 殺 菌 し た 水 ま た は 非 水 賦 形 剤 の 溶 液 ま た は 懸 濁
液 に 調 剤 す る こ と が で き る 。 添 加 剤 と し て は 、 例 え ば 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム ま た は エ デ ト
酸 二 ナ ト リ ウ ム の よ う な 緩 衝 剤 ； 酢 酸 ま た は 硝 酸 フ ェ ニ ル 水 銀 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ま
た は ク ロ ロ ヘ キ シ ジ ン の よ う な 殺 菌 及 び 抗 真 菌 剤 を 含 む 防 腐 剤 及 び ヒ プ ロ メ ル ロ ー ズ の よ
う な 濃 厚 剤 が 挙 げ ら れ る 。
　 坐 剤 は 、 当 該 分 野 に お い て 周 知 の 担 体 、 好 ま し く は 非 刺 激 性 の 適 当 な 補 形 剤 、 例 え ば ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 類 、 ラ ノ リ ン 、 カ カ オ 脂 、 脂 肪 酸 ト リ グ リ セ ラ イ ド な ど の 、 好 ま し
く は 常 温 で は 固 体 で あ る が 腸 管 の 温 度 で は 液 体 で 直 腸 内 で 融 解 し 薬 物 を 放 出 す る も の な ど
を 使 用 し て 、 慣 用 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ る が 、 通 常 本 発 明 化 合 物 を 0.1～ 95重 量 ％ 程 度 含
有 す る よ う に 調 製 さ れ る 。 使 用 す る 賦 形 剤 及 び 濃 度 に よ っ て 薬 品 は 、 賦 形 剤 に 懸 濁 さ せ る
か ま た は 溶 解 さ せ る こ と が で き る 。 局 部 麻 酔 剤 、 防 腐 剤 及 び 緩 衝 剤 の よ う な 補 助 薬 は 、 賦
形 剤 に 溶 解 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 経 口 的 使 用 に 適 し た 製 剤 と し て は 、 例 え ば 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 粉 末 剤 、 顆 粒 剤 、
ト ロ ー チ の よ う な 固 形 組 成 物 や 、 液 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 懸 濁 剤 の よ う な 液 状 組 成 物 な ど が 挙
げ ら れ る 。 製 剤 調 製 す る 際 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 製 剤 補 助 剤 な ど を 用 い る 。 錠 剤 及 び 丸
剤 は さ ら に エ ン テ リ ッ ク コ ー テ ィ ン グ さ れ て 製 造 さ れ る こ と も で き る 。 調 剤 単 位 形 態 が カ
プ セ ル で あ る 場 合 に は 、 前 記 タ イ プ の 材 料 に さ ら に 油 脂 の よ う な 液 状 担 体 を 含 有 す る こ と
が で き る 。
　 ま た 、 活 性 成 分 が タ ン パ ク 質 や ポ リ ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PE
G)は 、 哺 乳 動 物 中 で 極 め て 毒 性 が 低 い こ と か ら 、 そ れ を 結 合 さ せ る こ と は 特 に 有 用 で あ る
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。 ま た 、 PEGを 結 合 せ し め る と 、 異 種 性 化 合 物 の 免 疫 原 性 及 び 抗 原 性 を 効 果 的 に 減 少 せ し
め る こ と が で き る 場 合 が あ る 。 該 化 合 物 は 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 装 置 の 中 に 入 れ て 与 え て も
よ い 。 PEGの よ う な ポ リ マ ー は 、 ア ミ ノ 末 端 の ア ミ ノ 酸 の α -ア ミ ノ 基 、 リ ジ ン 側 鎖 の ε -
ア ミ ノ 基 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 又 は グ ル タ ミ ン 酸 側 鎖 の カ ル ボ キ シ ル 基 、 カ ル ボ キ シ 末 端 の ア
ミ ノ 酸 の α -カ ル ボ キ シ ル 基 、 又 は あ る 種 の ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン 残 基 に
付 着 し た グ リ コ シ ル 鎖 の 活 性 化 さ れ た 誘 導 体 に 、 簡 便 に 付 着 さ せ る こ と が で き る 。
　 タ ン パ ク 質 と の 直 接 的 な 反 応 に 適 し た 多 く の 活 性 化 さ れ た 形 態 の PEGが 知 ら れ て い る 。
タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 と 反 応 さ せ る の に 有 用 な PEG試 薬 と し て は 、 カ ル ボ ン 酸 、 カ ル ボ ネ
ー ト 誘 導 体 の 活 性 エ ス テ ル 、 特 に 、 脱 離 基 が N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 、 p-ニ ト ロ フ ェ
ノ ー ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 又 は 1-ヒ ド ロ キ シ -2-ニ ト ロ ベ ン ゼ ン -4-ス ル フ ォ ネ ー ト で あ る も
の が 挙 げ ら れ る 。 同 様 に 、 ア ミ ノ ヒ ド ラ ジ ン 又 は ヒ ド ラ ジ ド 基 を 含 有 す る PEG試 薬 は 、 タ
ン パ ク 質 中 の 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 に よ っ て 生 成 し た ア ル デ ヒ ド と の 反 応 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の DNAな ど の 核 酸 を 上 記 し た よ う な 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 剤 と し て 用 い る
場 合 、 該 核 酸 は そ れ を 単 独 で 用 い る こ と も で き る し 、 あ る い は 上 記 し た よ う な 遺 伝 子 組 換
え 技 術 で 使 用 さ れ る 適 当 な ベ ク タ ー 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 ベ ク タ ー な ど ウ イ ル ス 由
来 の ベ ク タ ー な ど に 結 合 さ せ る な ど し て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の DNAな ど の 核 酸 は
通 常 の 知 ら れ た 方 法 で 投 与 で き 、 そ の ま ま で 、 あ る い は 、 例 え ば 細 胞 内 へ の 摂 取 が 促 進 さ
れ る よ う に 、 適 当 な 補 助 剤 あ る い は 生 理 的 に 許 容 さ れ る 担 体 な ど と 共 に 、 製 剤 化 さ れ て 用
い る こ と が で き 、 上 記 し た よ う な 、 医 薬 組 成 物 又 は 医 薬 調 製 物 な ど と し て 投 与 す る こ と が
で き る 。 ま た 遺 伝 子 治 療 と し て 知 ら れ た 方 法 を 適 用 す る こ と も で き る 。 遺 伝 子 治 療 技 術 は
、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 手 法 を 適 用 で き 、 例 え ば 、 Peter J. Quesenberry (Ed.), Stem Cel
l Biology and Gne Therapy, WileyEurope (1998)な ど に 開 示 し て あ り 、 そ の 内 容 （ そ こ
で 引 用 さ れ た 文 献 記 載 の 内 容 も 含 ま れ る ） は そ れ ら を 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に す べ
て 含 め ら れ る も の で あ る 。
　 本 発 明 の 活 性 成 分 は 、 そ の 投 与 量 を 広 範 囲 に わ た っ て 選 択 し て 投 与 で き る が 、 そ の 投 与
量 及 び 投 与 回 数 な ど は 、 処 置 患 者 の 性 別 、 年 齢 、 体 重 、 一 般 的 健 康 状 態 、 食 事 、 投 与 時 間
、 投 与 方 法 、 排 泄 速 度 、 薬 物 の 組 み 合 わ せ 、 患 者 の そ の 時 に 治 療 を 行 な っ て い る 病 状 の 程
度 に 応 じ 、 そ れ ら あ る い は そ の 他 の 要 因 を 考 慮 し て 決 め ら れ る 。
　 医 薬 品 製 造 に あ た っ て は 、 そ の 添 加 剤 な ど や 調 製 法 な ど は 、 例 え ば 日 本 薬 局 方 解 説 書 編
集 委 員 会 編 、 第 十 四 改 正 　 日 本 薬 局 方 解 説 書 、 平 成 13年 ６ 月 27日 発 行 、 株 式 会 社 廣 川 書 店
； 一 番 ヶ 瀬 　 尚 　 他 編 　 医 薬 品 の 開 発 12巻 （ 製 剤 素 剤 〔 Ｉ 〕 ） 、 平 成 ２ 年 10月 15日 発 行 、
株 式 会 社 廣 川 書 店 ； 同 、 医 薬 品 の 開 発 12巻 （ 製 剤 素 材 〔 II〕 ） 平 成 ２ 年 10月 28日 発 行 、 株
式 会 社 廣 川 書 店 な ど の 記 載 を 参 考 に し て そ れ ら の う ち か ら 必 要 に 応 じ て 適 宜 選 択 し て 適 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 活 性 成 分 は 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 活 性 （ 例 え ば 、 ヒ ト AP-O、 配 列 番 号 :
8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LT
A 4 H様 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒
ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン 及 び ／
又 は AP-O ARMド メ イ ン の 生 物 活 性 な ど ） を 制 御 （ 促 進 あ る い は 抑 制 ・ 阻 害 ） す る と い っ た
生 物 学 的 活 性 を も つ も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は 有 利 な 作 用 を 持 つ も の
が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 活 性 成 分 は 、 例 え ば 、 (a)当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 、
そ の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド （ ホ モ ロ グ を 含 む ） 、 そ の 一 部 の ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 塩 な ど
、 (b)該 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O
タ ン パ ク 質 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAな ど の 核 酸 な ど 、 (c)本 発 明 の 抗 体 、 そ の
一 部 断 片 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 包 含 す る )ま た は そ の 誘 導 体 、 (d)当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー
ゼ Oタ ン パ ク 質 に よ る 生 体 成 分 と の 間 の 相 互 作 用 を 制 御 （ 促 進 あ る い は 抑 制 ・ 阻 害 ） す る
と い っ た 生 物 学 的 活 性 に 有 利 な 作 用 を も つ 化 合 物 ま た は そ の 塩 な ど が 包 含 さ れ る 。
　 本 発 明 の 活 性 成 分 は 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O（ ヒ ト AP-O、 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配
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列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン
+グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3
様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン 及 び ／ 又 は AP-O ARM
ド メ イ ン な ど ） と 生 体 成 分 と の 間 の 相 互 作 用 に 起 因 す る 各 種 組 織 あ る い は 細 胞 に お け る 変
化 を 制 御 （ 促 進 あ る い は 抑 制 ・ 阻 害 ） す る の に 有 用 と 期 待 さ れ る 。 ま た 、 該 活 性 成 分 は 、
当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 活 性 発 現 の 制 御 （ 促 進 あ る い は 抑 制 ・ 阻 害 ） に 有 用 で あ り 、
当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oと 生 体 成 分 と の 間 の 相 互 作 用 に 起 因 す る 障 害 、 異 常 及 び ／ 又 は
疾 患 の 予 防 あ る い は 治 療 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O（ ヒ ト AP-O、 配
列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 AP-O完 全 触 媒 ド メ イ ン 、
AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン +グ ル ジ ン シ ン 触 媒 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ 、 A
P-O触 媒 ド メ イ ン +SH3様 モ チ ー フ +ARMド メ イ ン 、 AP-O LTA 4 H様 ド メ イ ン 、 AP-O触 媒 ド メ イ
ン 及 び ／ 又 は AP-O ARMド メ イ ン な ど ） が 関 与 す る 腫 瘍 細 胞 な ど の 移 動 、 浸 潤 、 遊 走 及 び ／
又 は 転 移 の 制 御 、 例 え ば 抑 制 に 有 用 で あ る と 期 待 さ れ る 。
　 本 発 明 の 活 性 成 分 （ 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 及 び そ の 関 連 ペ プ チ ド を 含 む
） は 、 悪 性 腫 瘍 、 す な わ ち 、 が ん の 形 成 、 移 動 、 浸 潤 及 び ／ 又 は 転 移 の 阻 止 及 び ／ 又 は 抑
制 す る の に 有 用 で 、 血 管 形 成 ・ 新 生 阻 害 剤 、 抗 腫 瘍 剤 及 び ／ 又 は が ん 転 移 抑 制 剤 と し て 期
待 で き る 。 ま た 、 血 液 系 細 胞 の 、 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oが 関 与 し た 障 害 、 異 常 及 び ／ 又
は 疾 患 の 予 防 あ る い は 治 療 に も 有 用 で 、 動 脈 硬 化 症 治 療 ・ 予 防 剤 、 血 栓 症 治 療 ・ 予 防 剤 、
高 血 圧 症 治 療 ・ 予 防 剤 、 糖 尿 病 治 療 ・ 予 防 剤 、 糖 尿 病 合 併 症 治 療 ・ 予 防 剤 、 消 炎 剤 及 び ／
又 は 免 疫 抑 制 剤 と し て も 期 待 で き る 。 さ ら に 、 抗 リ ウ マ チ 剤 、 関 節 破 壊 治 療 剤 な ど と し て
も 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 で は 、 (a)当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 例 え ば
、 配 列 番 号 :3又 は 8の ア ミ ノ 酸 配 列 ） に 基 づ い て 分 子 設 計 を 施 し て 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー ゼ Oと 生 体 成 分 と の 間 の 相 互 作 用 を 制 御 （ 促 進 あ る い は 抑 制 ・ 阻 害 ） す る 活 性 を 有 す る
物 質 を 得 る の に 使 用 で き る 。 こ う し て 得 ら れ る 物 質 も 本 発 明 の 思 想 の 範 囲 内 の も の で あ る
し 、 本 発 明 の 活 性 成 分 と し て 扱 う こ と が で き る 。 該 配 列 か ら 特 定 の 特 徴 部 分 を 選 択 し 、 (i
)そ の う ち の 薬 理 作 用 団 を イ ソ ス タ ー で 置 き 換 え る こ と に よ り な さ れ る か 、 (ii)構 成 ア ミ
ノ 酸 残 基 の 少 な く と も １ 個 を Ｄ 体 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 き 換 え る か 、 (iii)ア ミ ノ 酸 残 基 の
側 鎖 を 修 飾 す る か 、 (iv)該 配 列 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 と は 異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 を 配 置 し
て 連 結 す る か 、 (v)立 体 構 造 を 解 析 し て mimic体 を デ ザ イ ン す る こ と な ど 、 当 該 分 野 で 採 用
さ れ る 技 術 を 駆 使 し て 行 う こ と が で き る （ 例 え ば 、 首 藤 　 紘 一 　 編 　 医 薬 品 の 開 発 ７ 巻 （
分 子 設 計 ） 、 平 成 ２ 年 ６ 月 25日 発 行 、 株 式 会 社 廣 川 書 店 及 び そ こ で 引 用 し て い る 文 献 や 論
文 な ど )。 そ う し た 技 術 の 一 部 は 、 上 記 で 説 明 し た も の を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 明 細 書 及 び 図 面 に お い て 、 用 語 は 、 IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclatu
reに よ る か 、 あ る い は 当 該 分 野 に お い て 慣 用 的 に 使 用 さ れ る 用 語 の 意 味 に 基 づ く も の で あ
る 。 代 表 的 な 用 語 の 意 味 を 以 下 に 示 す 。
　 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て は :
A:ア ラ ニ ン (Ala)                M:メ チ オ ニ ン (Met)
C:シ ス テ イ ン (Cys)              N:ア ス パ ラ ギ ン (Asn)
D:ア ス パ ラ ギ ン 酸 (Asp)          P:プ ロ リ ン (Pro)
E:グ ル タ ミ ン 酸 (Glu)            Q:グ ル タ ミ ン (Gln)
F:フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (Phe)        R:ア ル ギ ニ ン (Arg)
G:グ リ シ ン (Gly)                S:セ リ ン (Ser)
H:ヒ ス チ ジ ン (His)              T:ス レ オ ニ ン (Thr)
I:イ ソ ロ イ シ ン (Ile)            V:バ リ ン (Val)
K:リ ジ ン (Lys)                  W:ト リ プ ト フ ァ ン (Trp)
L:ロ イ シ ン (Leu)                Y:チ ロ シ ン (Tyr)
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て は :

10

20

30

40

50

(48) JP 2006-180813 A 2006.7.13



A,a:ア デ ニ ン 　 　 　 　 G,g:グ ア ニ ン
C,c:シ ト シ ン 　 　 　 　 T,t:チ ミ ン
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 以 下 に 実 施 例 を 掲 げ 、 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 こ の 実 施 例 は 単 に 本 発 明 の 説 明 の
た め 、 そ の 具 体 的 な 態 様 の 参 考 の た め に 提 供 さ れ て い る も の で あ る 。 こ れ ら の 例 示 は 本 発
明 の 特 定 の 具 体 的 な 態 様 を 説 明 す る た め の も の で あ る が 、 本 願 で 開 示 す る 発 明 の 範 囲 を 限
定 し た り 、 あ る い は 制 限 す る こ と を 表 す も の で は な い 。 本 発 明 で は 、 本 明 細 書 の 思 想 に 基
づ く 様 々 な 実 施 形 態 が 可 能 で あ る こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
　 全 て の 実 施 例 は 、 他 に 詳 細 に 記 載 す る も の 以 外 は 、 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 実 施 し た も の
、 又 は 実 施 す る こ と の で き る も の で あ り 、 こ れ は 当 業 者 に と り 周 知 で 慣 用 的 な も の で あ る
。 以 下 の 実 施 例 に お け る 通 常 慣 用 さ れ る DNAク ロ ー ニ ン グ を 含 め た 技 術 と し て は 、 標 準 的
な 実 験 マ ニ ュ ア ル 、 例 え ば J. Sambrook, E. F. Fritsch & T. Maniatis, Molecular Clon
ing: A Laboratory Manual (2nd Edition), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Col
d Spring Harbor, New York (1989) & J. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Labo
ratory Manual (3rd Edition), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Ha
rbor, New York (2001)に 記 載 さ れ る よ う に 実 施 で き る 。 ま た 特 に PCR法 で は 、 R. Saiki e
t al., Science, 230: 1350, 1985; R. Saiki et al., Science, 239: 487, 1988; H. A.
 Erlich (ed.), PCR Technology, Stockton Press, 1989 ; D. M. Glover et al. (ed.),
 "DNA Cloning", 2nd ed., Vol. 1, (The Practical Approach Series), IRL Press, Oxf
ord University Press (1995); M. A. Innis et al. (ed.), "PCR Protocols: a guide t
o methods and applications", Academic Press, New York (1990)); M. J. McPherson, 
P. Quirke and G. R. Taylor (ed.), PCR: a practical approach, IRL Press, Oxford (
1991)な ど に 記 載 の 方 法 に 準 じ て 行 っ て い る し 、 ま た 市 販 の 試 薬 あ る い は キ ッ ト を 用 い て
い る 場 合 は そ れ ら に 添 付 の 指 示 書 (protocols)や 添 付 の 薬 品 な ど を 使 用 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 使 用 し た 略 語 は 以 下 の と お り で あ る 。
AEBSF： 4-(2-ア ミ ノ エ チ ル )-ベ ン ゾ イ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド (4-(2-aminoethyl)-benzen
esulfonyl fluoride)、 AMC：  7-ア ミ ノ -4-メ チ ル ク マ リ ン  （ 7-amino-4-methylcoumarin
） 、 bp： 塩 基 対 （ base pair(s)） 、 GST： グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (glutathion
e S-transferase)、 PAGE： ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ polyacrylamide gel elect
rophoresis） 、 PBS： phosphate-buffered saline、 PCR： ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ polymer
ase chain reaction） 、 SDS： ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ sodium dodecyl sulfate） 、 TFA
： ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ trifluoroacetic acid）
　 後 述 の 実 施 例 １ に 記 載 の 配 列 番 号 :2を 有 す る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O(配 列 番 号 :3)を コ ー
ド す る DNA配 列 (配 列 番 号 :1)を pBluescript T M II SK (+) (Stratagene） に 挿 入 し て 得 ら れ
た プ ラ ス ミ ド HsAPO-pBSKは 、 平 成 16年 12月 17日 か ら 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １  中
央 第 ６ （ 郵 便 番 号  305-8566)の 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー (N
ational Institute of Advanced Industrial Science and Technology, International P
atent Organism Depositary: IPOD)に 寄 託 さ れ て 保 管 さ れ て い る （ 受 領 番 号  FERM AP-203
38、 受 領 日 : 平 成 16年 12月 17日 )。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ０ ０ 】
　 新 規 な ヒ ト ・ ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の 同 定 と 特 性 の 決 定
（ １ ） 方 法
　 既 述 の M1-ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ に 類 似 し た 配 列 を 有 す る 領 域 を 、 BLASTプ ロ グ ラ ム を 使 用
し て 公 的 の ヒ ト ゲ ノ ム ・ デ ー タ ベ ー ス （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov） 、 民 間 の ヒ ト ゲ
ノ ム ・ デ ー タ ベ ー ス （ http://www.celera.com） の 両 方 の デ ー タ ベ ー ス か ら 検 索 し た 。 こ
れ ら 酵 素 の 触 媒 領 域 に 類 似 し た 領 域 を コ ー ド す る DNAコ ン テ ィ グ (contig)を ヒ ト 染 色 体 9q2
2の 中 で 同 定 し た 後 、 こ の 蛋 白 質 の cDNAを PCR増 幅 す る 特 異 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 脳 cDNA
ラ イ ブ ラ リ を 用 い て デ ザ イ ン し た 。 PCR増 幅 は す べ て Perkin Elmer Life Sciencesの GeneA
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mp 2400 PCRシ ス テ ム に よ っ て 実 施 し た 。 pUC19内 の 増 幅 PCR生 成 物 を ク ロ ー ニ ン グ し た 後
、 そ の 同 一 性 を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 法 に よ っ て 確 認 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 は Sequ
enase Version 2.0キ ッ ト (Biochemicals、 米 国 オ ハ イ オ 州 ク リ ー ブ ラ ン ド ） お よ び ABIプ
リ ズ ム 310 DNAシ ー ク エ ン サ ー (Applied Biosystems)を 使 用 し て ク ロ ー ン ニ ン グ し た cDNA
を 、 ジ デ オ キ シ 連 鎖 停 止 反 応 法 に よ り 配 列 決 定 し た 。 DNAお よ び 蛋 白 質 の 配 列 の コ ン ピ ュ
ー タ 解 析 を ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 Genetics Computer Groupの GCGソ フ ト に よ っ て 実 施 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
（ ２ ） 結 果
　 特 性 が 未 決 定 の 新 規 な ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ を コ ー ド す る DNAゲ ノ ム 配 列 を 徹 底 的 に 探 索
し た 結 果 、 特 性 付 け ら れ て い な い メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 推 定 上 の 触 媒 領 域 に 関 す る コ ー ド
情 報 を 含 む ヒ ト 染 色 体 9q22内 の コ ン テ ィ グ を 同 定 す る こ と が で き た 。 こ の 酵 素 の 完 全 長 cD
NAを 他 の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の 構 造 と 比 較 す る こ と に よ り 予 測 し 、 PCR実 験 に よ り 増 幅 し
た 。 特 異 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 フ レ ー ム ・ イ ニ シ エ ー タ ー と ス ト ッ プ ・ コ ド
ン を 含 む 2.5kbの 断 片 を 増 幅 し た 〔 配 列 番 号 :1〕 。 PCR増 幅 し た 生 成 物 の ク ロ ー ニ ン グ と 配
列 決 定 の 後 、 生 成 さ れ た 配 列 が 新 し い 蛋 白 質 を コ ー ド し て い る こ と を 概 念 的 翻 訳 に よ っ て
確 認 し （ 図 1～ ２ 、 配 列 番 号 :2） 、 こ れ を 暫 定 的 に ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O （ aminopeptidas
e O; AP-O） と 命 名 し た 〔 配 列 番 号 :3〕 。
　 配 列 番 号 :1の DNA配 列 を pBluescript II SK(+)に 挿 入 し た プ ラ ス ミ ド HsAPO-pBSKは 、 平
成 16年 12月 17日 か ら 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 　 中 央 第 6（ 〒 305-8566） の 独 立 行
政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 寄 託 さ れ 、 保 管 さ れ て い る （ 受 領 番
号  FERM AP-20338、 受 領 日 : 平 成 16年 12月 17日 ） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 図 １ ～ ２ に ヒ ト AP-Oの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し た 。 図 １ ～ ２ に お い て ア
ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ に 特 有 の 亜 鉛 結 合 部 位 (His 4 7 9 ～ His 4 8 3 及 び Glu 5 0 2 )は 黒 塗 り で 、 完 全 触
媒 領 域 (Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9 )は 太 く 示 し た 。 GMENモ チ ー フ (Gly 4 5 2 ～ Pro 4 5 6 )と YXKGボ ッ ク ス (T
yr 5 8 6 ～ Gly 5 8 9 )は 灰 色 で 示 し た 。 C末 端 ARM反 復 領 域 (Leu 7 0 6 ～ Phe 8 1 9 )に 下 線 を 付 け た 。
　 同 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ 解 析 し た 結 果 、 M1-ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ に し ば し
ば 見 ら れ る よ う な 大 き な 触 媒 領 域 が N末 端 尾 部 と C末 端 尾 部 に 挟 ま れ て 存 在 し て お り 、 両 末
端 尾 部 は そ れ ぞ れ 約 150個 の 残 基 と 約 170個 の 残 基 か ら 成 っ て い る こ と が 判 明 し た （ 図 １ ～
３ ） 。
　 図 ３ は AP-O領 域 （ ド メ イ ン ） 構 造 を 図 解 し た も の で あ り 、 AP-Oは LTA 4 H様 酵 素 N末 端 領 域
、 グ ル ジ ン シ ン 触 媒 領 域 、 SH3様 モ チ ー フ 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 特 有 の ARM領 域 よ り 構 成 さ
れ て い る 。
　 さ ら に 、 C末 端 部 は SH3領 域 認 識 配 列 に 類 似 し た 露 出 疎 水 性 ル ー プ を 通 じ て 触 媒 領 域 に 結
合 さ れ て い る 。 AP-Oの N末 端 尾 部 は 、 同 一 性 割 合 が 低 い (約 15%)と は い え LTA4Hの N末 端 領 域
と 類 似 し て い る こ と が InterProプ ロ グ ラ ム （ http://www.ebi.ac.uk/interpro） を 通 じ 認
め ら れ た 。 C末 端 領 域 は ARM反 復 領 域 で あ る こ と が SHARTプ ロ グ ラ ム を 通 じ て 認 め ら れ た （ h
ttp://smart.embl-heidelberg.de） 。 こ の 領 域 は 最 初 、 Armadilloと し て 知 ら れ る シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ の セ グ メ ン ト ポ ラ リ テ ィ ー 蛋 白 質 に お い て 認 識 さ れ た も の で あ る が 、 β カ テ ニ
ン や 癌 抑 制 遺 伝 子 APC（ 腺 腫 性 大 腸 ポ リ ポ ー シ ス , Adenomatous Polyposis Coli） の よ う
な 他 の 蛋 白 質 に も 存 在 し て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の M1フ ァ ミ リ ー に 入 る メ ン バ ー を す べ て 詳 細 に 構
造 解 析 し た 結 果 、 類 似 の ARM反 復 折 り た た み が 、 APB, APB-L, LTA4Hの 同 等 領 域 に も 予 測 さ
れ る こ と が 判 明 し た （ 図 4A及 び 4B） 。
　 図 4Aに ヒ ト ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ と 関 連 酵 素 の 触 媒 領 域 の 亜 鉛 結 合 部 位 を 取 り 巻 く ア ミ ノ
酸 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 し た 。 す べ て に 共 通 す る 残 基 に は シ ェ ー ド を か け た 。 ア ラ イ ン
メ ン ト に は ClustalX（ バ ー ジ ョ ン 1.81） を 使 用 し た 。
　 同 様 に 、 図 4Bに ヒ ト ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ と 関 連 酵 素 の C末 端 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 ア ラ イ
ン メ ン ト を 示 し 、 す べ て に 共 通 す る 残 基 に は シ ェ ー ド を か け た 。
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　 こ の 後 の ケ ー ス で は 、 酵 素 の 立 体 構 造 を 解 析 す る こ と に よ っ て 、 こ の 折 り た た み の 出 現
が 確 認 さ れ た 。
　 AP-Oの 触 媒 領 域 を さ ら に 比 較 分 析 し た 結 果 、 フ ァ ミ リ ー 内 の 他 メ ン バ ー と の 類 似 性 が 全
体 と し て 希 薄 で あ る こ と が 判 明 し 、 同 一 性 割 合 は APBお よ び LTA4Hと の 間 で 最 も 高 か っ た （
そ れ ぞ れ 25%と 21%） （ 図 4A及 び 4B） 。 と は い え 、 ま た 、 他 の グ ル ジ ン シ ン と の 類 似 性 が こ
の よ う に 希 薄 で あ る に も か か わ ら ず 、 AP-Oの 触 媒 領 域 に は 、 こ の フ ァ ミ リ ー の 酵 素 に 特 有
な 一 連 の 構 造 的 特 徴 が あ る 。 従 っ て 、 フ ァ ミ リ ー 特 有 の グ ル タ ミ ン 酸 残 基 （ HEXXHX 1 8 E）
に 終 わ る 原 型 的 な メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 亜 鉛 結 合 部 位 が そ れ に 含 ま れ て お り 、 こ れ が 第 3の
亜 鉛 リ ガ ン ド と し て 作 用 す る （ 図 3及 び 4A） 。 こ の 亜 鉛 結 合 部 位 周 り の 一 連 の 残 基 が 、 他
の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ と 同 様 、 AP-Oに も 存 在 す る (こ れ ら の 保 存 ア ミ ノ 酸 は 第 3の 亜 鉛 リ ガ
ン ド よ り 7残 基 下 流 に グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 含 ん で お り 、 M1-ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の 塩 基 性 基
質 と の サ ブ サ イ ト 相 互 作 用 に 寄 与 し て い る と い う 説 が あ る 、 図 4A） 。 対 照 的 に 、 ア ミ ノ ペ
プ チ ダ ー ゼ の 触 媒 領 域 に 存 在 す る GG/AMENPモ チ ー フ は 、 AP-O中 に は 良 好 に は 保 存 さ れ て い
な い 。 AP-Oで こ れ に 相 当 す る 配 列 は LGMASPで あ り 、 こ れ は 、 こ れ ら の 酵 素 の 活 性 に と っ て
重 要 で あ る と 報 告 さ れ て い る 保 存 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 欠 い て い る 。 他 方 、 AP-Oの 触 媒 領 域
は 保 存 Tyr 5 8 6 を YXKGボ ッ ク ス 内 に 含 ん で お り 、 こ れ は 遷 移 状 態 安 定 に 結 び つ け ら れ て き た
。 ヒ ト AP-Oに 見 ら れ る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の こ う し た 構 造 上 の 特 性 が す べ て 、 マ ウ ス や ラ
ッ ト の 相 同 分 子 種 に つ い て 推 論 さ れ た 配 列 に も 存 在 し 、 こ れ ら の 配 列 が ヒ ト 酵 素 と 80%お
よ び 76%の 同 一 性 を 示 す こ と も 、 や は り 注 目 に 値 す る （ GenBank T M /EMBLデ ー タ バ ン ク ア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 AJ810420、 AJ810421） 。 興 味 深 い こ と に 、 AP-Oの オ ル ソ ロ ガ ス 配 列 は 線 虫
や キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に は 全 く 見 ら れ な い も の で あ り 、 こ れ は AP-Oが 脊 椎 動 物 に 特 有
の プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 認 識 可 能 な シ グ ナ ル 配 列 と 、 オ キ シ ト シ ナ ー ゼ (LNPEP、 PILS-AP、 LRAP） 、 THRDE、 PSA
、 APA、 APNな ど と い っ た M1フ ァ ミ リ ー の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の 他 の 酵 素 に 特 有 な II型 膜 貫
通 領 域 の い ず れ も が AP-Oに 無 い と い う こ と は 注 目 に 値 す る 。 し た が っ て 、 こ の 新 規 な 酵 素
は APB、 APB-L、 LTA4Hな ど 他 の フ ァ ミ リ ー ・ メ ン バ ー と 類 似 の 領 域 （ ド メ イ ン ） 構 成 を 有
す る プ ロ テ ア ー ゼ で あ る と 考 え ら れ る 。 AP-Oと 、 M1-ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ ・ フ ァ ミ リ ー の
他 メ ン バ ー の 間 に あ る 構 造 上 、 進 化 上 の 関 係 を さ ら に 探 索 す る た め 、 本 発 明 者 等 は コ ン ピ
ュ ー タ 系 統 樹 解 析 を 行 っ た （ 図 5)。 系 統 発 生 的 関 係 を 推 論 す る た め 、 こ の ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー ゼ ・ フ ァ ミ リ ー に 属 す る 他 メ ン バ ー の 配 列 に AP-Oの 配 列 を 揃 え た 。 Phylipの プ ロ グ ラ ム
・ パ ッ ケ ー ジ （ バ ー ジ ョ ン 3.6） の プ ロ ッ ト パ ー ・ プ ロ グ ラ ム に よ っ て 系 統 樹 を 計 算 し た
結 果 を 図 5に 示 す 。 こ の 解 析 に よ り 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の 進 化 上 の 関 係 が 確 認 さ れ た 。
本 発 明 者 等 は 、 こ れ ら の 構 造 的 お よ び 系 統 発 生 的 解 析 の 結 果 を 、 C末 端 ARM反 復 折 り た た み
が 専 ら こ れ ら の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ に の み 存 在 す る こ と と 考 え 合 わ せ 、 APB、 APB-L、 LTA4
H、 AP-Oが M1メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の サ ブ フ ァ ミ リ ー を 明 確 に 形 成 す る と 考 え る も の で あ り
、 こ れ を ARM-ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ (ARM-aminopeptidases)と 呼 ぶ よ う 提 案 す る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ヒ ト 組 織 に お け る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 分 布 解 析
（ １ ） 方 法
　 種 々 の ヒ ト ま た は マ ウ ス 組 織 を 使 用 し て ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。
サ ン プ ル を グ ア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ ア ン 酸 塩 緩 衝 液 中 で ブ レ ン ダ ー に よ り 均 質 化 し た 。 そ の
後 、 3M酢 酸 ナ ト リ ウ ム , pH 4.0, 1/10容 量 、 フ ェ ノ ー ル :水 混 液 1容 量 、 ク ロ ロ ホ ル ム :イ
ソ ア ミ リ ッ ク ア ル コ ー ル （ 1:25）  1容 量 を 加 え た 。 で き た 混 合 液 を 4℃ で 20分 間 、 13000 r
pmの 遠 心 分 離 に か け た 。 水 相 を 回 収 し 、 冷 2-プ ロ パ ノ ー ル を 加 え た 。 遠 心 分 離 の 後 、 70%
の エ タ ノ ー ル で ペ レ ッ ト を 洗 浄 し RNAを 抽 出 し た 。
　 ヒ ト 組 織 の ポ リ (A) + RNAを 2μ gま た は マ ウ ス 組 織 の ト ー タ ル RNAを 20μ g含 む ナ イ ロ ン フ
ィ ル タ ー を 使 用 し 、 該 ナ イ ロ ン ・ フ ィ ル タ ー を 、 50%の フ ォ ル ム ア ミ ド 、 5X SSPE (1X SSP
E=150 mM NaCl, 10mM NaH2 PO 4 , 1mM EDTA, pH 7.4)、 10X Denhardt's溶 液 、 2% SDS及 び 10
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0μ g/ml変 性 ニ シ ン 精 子 DNA中 で 42℃ 、 ３ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ し め た 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 処 理 は 、 放 射 性 ラ ベ ル し た 配 列 番 号 :1記 載 の 2101位 か ら 2477位 の ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 単 離 し た cDNAで あ る 、 放 射 標 識 し た ヒ ト AP-O特 有 の プ ロ ー ブ （ 377 bp、 配 列 番 号 :4
） で フ ィ ル タ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ と 同 条 件 で 20時 間 の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 処 理 し た 後 に 、 フ ィ ル タ ー は 、 0.05%SDS 含 有 2X SSCで 30分 間 、 1回 洗 浄 後
、 0.1%SDS 含 有 0.1X SSCで 50℃ 、 30分 間 、 ３ 回 洗 浄 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に 供 し た
。 ア ク チ ン プ ロ ー ブ に よ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ て RNAの 真 正 性 (RNA integrity)
に つ い て の 評 価 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
（ ２ ）  結 果
　 AP-Oの mRNA転 写 物 の ヒ ト 組 織 に お け る 存 在 を 調 べ る た め 、 様 々 な ヒ ト 組 織 （ 白 血 球 、 結
腸 、 小 腸 、 卵 巣 、 精 巣 、 前 立 腺 、 胸 腺 、 脾 臓 、 膵 臓 、 腎 臓 、 骨 格 筋 、 肝 臓 、 肺 、 胎 盤 、 脳
、 心 臓 ） か ら 取 り 出 し た ポ リ (A) + RNAを 含 む ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 配 列 番 号 :4記 載 の ヒ ト AP-
Oに 特 有 の プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 図 6Aの と お り 、 AP-Oの mRNA転 写 物 は 、 い く つ
か の 組 織 で 量 が 少 な く 、 骨 格 筋 、 精 巣 、 心 臓 で 顕 著 に 検 出 さ れ た 。 更 に RT-PCR分 析 は ま た
脳 と 腎 臓 の よ う な い く つ か の 異 な る 組 織 に お け る AP-Oの 発 現 も 明 ら か に し た 。 い く つ か の
組 織 で 観 察 さ れ た 7.5 kbと 5 kbの 2つ の 転 写 物 は 、 以 前 、 他 の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ に つ い
て 発 生 が 報 告 さ れ た 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 現 象 に お そ ら く 由 来 す る 。 心 臓 で AP-Oの 発 現 が
検 出 さ れ た こ と は 、 心 筋 の 生 理 を 調 節 す る 生 理 活 性 ペ プ チ ド の 処 理 に 、 こ の 酵 素 が 潜 在 的
役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 同 様 に 、 精 巣 で の 発 現 も ま た 、 他 の フ ァ ミ リ ー
メ ン バ ー に つ い て 以 前 報 告 さ れ た よ う に 、 こ の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ が 生 殖 機 能 に 関 係 し て
い る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。
　 精 巣 の 発 育 に 対 す る AP-Oの 意 味 を さ ら に 調 べ る た め 、 本 発 明 者 等 は 様 々 な 年 齢 （ 8日 か
ら 24週 間 ） の マ ウ ス を サ ン プ ル に 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 を 分 析 し た 。 図 6Bの と お り 、 6週 齢
の マ ウ ス か ら 採 取 し た 精 巣 で AP-Oの 発 現 が 顕 著 に 観 察 さ れ た が 、 マ ウ ス が 性 的 成 熟 に 到 達
す る の は こ の 時 期 で あ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ０ ７ 】
　 組 換 え ヒ ト ・ ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 酵 素 活 性
（ ａ ） 組 換 え 蛋 白 質 の 産 生 、 再 構 成 後 、 精 製
（ １ ） 方 法
組 換 え 蛋 白 質 の 産 生 、 再 構 成 後 、 精 製
　 BamHI部 位 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  f〔 配 列 番 号 :5〕 と EcoRI部 位 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド  r〔 配 列 番 号 :6〕 を 使 用 し て 、 AP-Oの 触 媒 領 域 を 含 む cDNA(配 列 番 号 :7)を PCR増 幅
に よ り 得 た ：
ｆ ： 5'-cat aatctgtgttaaaagtcgaggagg-3'        〔 配 列 番 号 :5〕
ｒ ： 5'-cag ccctagccctttaaataatgcacctgc-3'　 　 〔 配 列 番 号 :6〕
(BamHI部 位 と EcoRI部 位 に 下 線 を 付 し た 。 )
　 PCR増 幅 は 、 Expand T M  Long High Fidelity PCRシ ス テ ム に 従 い 、 変 性 （ 95℃ 、 15秒 ） 、
ア ニ ー リ ン グ （ 58℃ 、 10秒 ） 、 伸 長 （ 68℃ 、 2分 ） を 25回 繰 り 返 す こ と に よ り 実 施 し た 。 P
CR生 成 物 を BamHIと EcoRIに よ っ て 消 化 し 、 pGEX-5x-2発 現 ベ ク タ ー （ Amersham Bioscience
） の 対 応 部 位 の 間 で ク ロ ー ン 化 し た 。 得 ら れ た ベ ク タ ー を コ ン ピ テ ン ト な 大 腸 菌 細 胞 BL21
(DE3)-pLysEに 転 換 し た 後 、 イ ソ プ ロ ピ ル -l-チ オ -β -D-ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド を 加 え て 発 現
を 誘 発 し （ 最 終 濃 度 1 mM） 、 さ ら に 28℃ で 5時 間 培 養 し た 。 次 に 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ っ て
収 集 し 、 PBSで 洗 浄 し 、 100μ g/mLリ ゾ チ ー ム 、 10μ g/mL DNase、 0.1% Triton X-100含 有 P
BSの 中 に お い て 4℃ で 一 晩 培 養 し 、 溶 解 さ せ た 。 抽 出 物 を 遠 心 分 離 器 に か け 、 ペ レ ッ ト を P
BSで 3回 洗 浄 し て 6M塩 化 グ ア ニ ジ ニ ウ ム 含 有 20mMト リ ス 緩 衝 液 pH7.4に 溶 解 し た 。 4℃ の 下
で 2段 階 の 透 析 に よ っ て 組 換 え 蛋 白 質 の 再 構 成 を 行 っ た 。 第 1段 階 は 、 150mM NaCl、 2mM DT
T、 2M尿 素 を 含 む 50mMト リ ス 緩 衝 液 pH7.5に 対 し て 48時 間 か け て 行 い 、 第 2段 階 は 150mM NaC
l含 有 50mMト リ ス 緩 衝 液 pH7.5に 対 し て 24時 間 か け て 行 っ た 。 再 構 成 後 の 蛋 白 質 は グ ル タ チ
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オ ン ・ セ フ ァ ロ ー ス ・ カ ラ ム を 使 用 し て ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し
た 。 組 換 え 蛋 白 質 の 同 一 性 は 、 下 記 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 実 施 お よ び ゲ ル 内 消 化 ・
質 量 分 析 で 解 析 し 、 検 証 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 菌 抽 出 物 の 上 澄 み と ペ レ ッ ト を 10%の SDS-PAGEゲ ル の 中 で 分 離 し た 。 電 気 泳 動 の 後 、 ゲ
ル を CAPS緩 衝 液 を 用 い て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ・ フ ィ ル タ ー 上 に 転 写 さ せ た 。 次 に 、 5%ノ ン フ
ァ ッ ト ド ラ イ ミ ル ク 含 有 PBT（ 0.1% Tween 20含 有 PBS） の 中 で フ ィ ル タ ー を ブ ロ ッ ク し 、 3
%ノ ン フ ァ ッ ト ド ラ イ ミ ル ク 含 有 PBTで 1:1000に 希 釈 し た ウ サ ギ の 抗 GST血 清 で 1時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 フ ィ ル タ ー を PBTで 3回 洗 浄 し た 後 、 1.5%ノ ン フ ァ ッ ト ド ラ イ ミ ル ク 含 有 PB
Tで 1:20000に 希 釈 し た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgGで イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 ウ エ ス ト ・ ピ コ ECLケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス ・ キ ッ ト (Pierce)で 検 出 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ゲ ル 内 消 化
　 ゲ ル バ ン ド を 手 で 切 除 し 、 容 量 0.5 mLの チ ュ ー ブ に 置 い た 。 ゲ ル 片 を 、 ア セ ト ニ ト リ ル
含 有 25mM 炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム （ 炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム ： ア セ ト ニ ト リ ル ＝ 70： 30） 180
μ Lで 2回 洗 浄 し て か ら 90℃ で 乾 燥 し 、 12μ g/mLト リ プ シ ン (Promega)含 有 25mM炭 酸 ア ン モ
ニ ウ ム で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 消 化 は 37℃ で 4～ 12時 間 行 っ た 。 こ の ペ プ チ ド 混 合 物 を C 1 8
リ バ ー ス フ ァ ー ジ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (ZipTip, Millipore)で 精 製 し 、 50%ア セ ト ニ ト リ ル
、 0.05%TFA含 有 ア ル フ ァ ・ シ ア ノ -4ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 で 溶 出 し た 。 代 表 的 な 実 験 で は 、 こ
の 溶 液 1μ Lを 質 量 分 析 法 に よ っ て 解 析 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 質 量 分 析 法 に よ る 解 析
　 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 電 離 を 窒 素 レ ー ザ ー 光 源 を 装 着 し た 飛 行 時 間 型 質 量 分 析
計 （ Applied Biosystemsの Voyager-DE STR） に よ っ て 実 施 し た 。 代 表 的 な ケ ー ス で は 、 50
～ 200回 の レ ー ザ ー シ ョ ッ ト か ら デ ー タ は 質 量 ス ペ ク ト ル を 生 じ さ せ る た め に 集 め ら れ た
。
【 ０ １ １ １ 】
（ ２ ） 結 果
　 ヒ ト AP-Oの 酵 素 活 性 を 調 べ る た め 、 N末 端 で GSTに 連 結 し た 酵 素 の 推 定 上 の 触 媒 領 域 を 含
む 融 合 蛋 白 質 を 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 。 融 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し た
細 菌 細 胞 を IPTG誘 導 す る と 、 予 想 し た サ イ ズ （ 70 kDa） の バ ン ド が 、 GSTに 対 す る 抗 体 を
有 す る 蛋 白 質 抽 出 物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 検 出 さ れ た （ 図 7） 。 こ の 組 換 え G
STア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 蛋 白 質 は 不 溶 性 封 入 体 に 含 ま れ て お り 、 こ の 封 入 体 は 上 記 「 方 法 」
（ 組 換 え 蛋 白 質 の 産 生 、 再 構 成 後 、 精 製 )で 説 明 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に よ っ て 可 溶 化 、 再 構 成 後 精 製 し た 。
　 図 7は 、 ヒ ト AP-Oの 組 換 え 触 媒 領 域 の 発 現 、 再 構 成 後 、 精 製 の 結 果 を 示 す 。 図 7左 図 は ク
マ シ ー ブ ル ー で 染 め た SDS-PAGEを 、 右 図 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を そ れ ぞ れ 示 し て い る 。 溶
解 物 （ 菌 抽 出 物 ） の 不 溶 性 断 片 、 再 構 成 を 行 っ た 上 澄 み （ 再 構 成 ） 、 再 構 成 後 精 製 し た AP
-O（ 精 製 ） を 5μ Lず つ 各 レ ー ン で 解 析 し た 。 右 図 の 2レ ー ン は GST抗 体 を 使 用 し た 細 菌 ペ レ
ッ ト と 精 製 AP-Oの ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 対 応 し 、 分 子 サ イ ズ マ ー カ ー の サ イ ズ を 左 側
に 示 し た 。 右 側 の 上 の 矢 印 は 融 合 蛋 白 質 GST-AP-Oの 位 置 を 示 す 。 菌 抽 出 物 と 精 製 組 換 え AP
-Oの 両 方 で 、 GST抗 体 に よ り 約 70 kDa、 約 30 kDaの 2つ の バ ン ド が 検 出 さ れ た 。
　 こ れ ら バ ン ド の 蛋 白 質 の 同 一 性 を 評 価 す る た め 、 バ ン ド を ト リ プ シ ン で 消 化 し 質 量 分 析
法 で 分 析 し た 。 得 ら れ た ス ペ ク ト ル か ら 、 70 kDaの バ ン ド が GST-AP-O融 合 蛋 白 質 に 対 応 し
、 30 kDaの バ ン ド が こ の 酵 素 の 触 媒 部 位 を 欠 い た プ ロ セ シ ン グ を 受 け た GST-AP-O蛋 白 質 に
対 応 す る こ と を 確 認 で き た 。
【 ０ １ １ ２ 】
（ ｂ ） 酵 素 活 性 分 析
（ １ ） 方 法
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　 酵 素 の 検 査
　 こ の 精 製 し た 組 換 え ヒ ト AP-Oの 酵 素 活 性 を AMC結 合 ア ミ ノ 酸 （ ア ス パ ラ ギ ン 酸 AMC、 ス レ
オ ニ ン AMC、 ロ イ シ ン AMC、 グ ル タ ミ ン 酸 AMC、 ヒ ス チ ジ ン AMC、 バ リ ン AMC、 ア ス パ ラ ギ ン A
MC、 ア ル ギ ニ ン AMC） を 用 い て 検 査 し た 。  150 mM NaCl、 0.05% Brij-35含 有 50 mM Tris-H
Cl緩 衝 液 pH 7.5を 使 用 し 、 37℃ 、 基 質 濃 度 5μ Mの 条 件 で 検 査 を 実 施 し た 。 PerkinElmer Li
fe Sciencesの 分 光 蛍 光 計 LS55で 蛍 光 定 量 的 測 定 を 行 っ た （ λ e x は 360 nm、 λ e m は 460 nm
） 。 蛍 光 シ グ ナ ル は AMCの 既 知 濃 度 を も と に 較 正 し た 。 阻 害 実 験 の た め 、 o-フ ェ ナ ン ト ロ
リ ン 、 E-64、 AEBSF、 ま た は ア ル フ ァ ミ ナ イ ン A（ 20μ M） で 30分 間 、 37℃ で 反 応 液 を プ レ
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ア ル ギ ニ ン AMCに 対 す る 加 水 分 解 活 性 を 上 記 の 蛍 光 定 量 測 定 に よ っ て
決 定 し た 。 組 換 え 酵 素 5 nMを 含 む 100μ Lの 検 査 緩 衝 液 に 様 々 な 濃 度 の 蛍 光 化 合 物 （ 0.5～ 4
0μ M） を 混 ぜ た も の を 用 い て 動 力 学 的 研 究 を 行 い 、 37℃ に お け る 蛍 光 の 増 加 度 合 い か ら ペ
プ チ ド 加 水 分 解 を 測 定 し た 。 解 析 ソ フ ト FL WinLab 2.01（ PerkinElmer Life Sciences）
を 用 い て 初 速 度 を 計 算 し 、 得 ら れ た デ ー タ を GraFit v4.0（ Erithacus） を 用 い て ミ カ エ リ
ス ・ メ ン テ ン の 式 に 当 て は め た 。 ア ン ジ オ テ ン シ ン ・ ペ プ チ ド に よ る 検 査 は 、 2.5 nMの 再
構 成 後 の AP-Oを 10μ Mの ア ン ジ オ テ ン シ ン I、 II、 ま た は IIIと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ
と に よ り 行 っ た 。 150 mM NaCl含 有 50 mM Tris-HCl緩 衝 液 pH7.5の 中 で 、 24時 間 37℃ で 反 応
を 起 こ さ せ た 。 試 料 を ZipTipで 精 製 し 、 質 量 分 析 に よ り 解 析 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
（ ２ ） 結 果
　 他 の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の 検 査 に 通 常 採 用 さ れ て い る 蛍 光 ペ プ チ ド に よ る 酵 素 検 査 に 、
こ の 組 換 え ヒ ト AP-Oを 使 用 し た 。 図 8に 様 々 な AMC結 合 ア ミ ノ 酸 を 使 用 し た AP-Oの 加 水 分 解
活 性 の 分 析 結 果 を 示 す 。 縦 軸 に は 各 反 応 の 初 速 度 （ V 0 ） が 示 さ れ て い る 。 検 査 の 結 果 、 組
換 え AP-Oが ア ル ギ ニ ン AMCに 対 し て 著 し い 蛋 白 質 分 解 活 性 を 示 し 、 ア ス パ ラ ギ ン AMCに 対 し
て は そ れ ほ ど で も な い こ と が 判 明 し た （ 図 8） 。
　 こ の 活 性 の 特 徴 を さ ら に 調 べ る た め 、 AP-Oを 触 媒 と す る ア ル ギ ニ ン AMC蛋 白 質 分 解 の 反
応 速 度 分 析 を 行 っ た （ 図 9） 。 様 々 な 濃 度 の ア ル ギ ニ ン AMCを 再 構 成 後 の AP-Oと イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 得 ら れ た デ ー タ を ミ カ エ リ ス ・ メ ン テ ン の 式 に 当 て は め た と こ ろ 、 k c a t 値 で 4× 1
0 - 4 s - 1 、 K M 値 で 6μ Mで あ っ た 。
　 次 に 、 AP-Oの 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 能 力 を 調 べ る た め 、 様 々 な 阻 害 因 子 に 対 す る AP-Oの 感
応 性 を 試 験 し た 。 組 換 え GST-AP-Oを そ の ま ま （ 阻 害 因 子 な し 、 No inh.） 、 あ る い は o-フ
ェ ナ ン ト ロ リ ン （ o-PNT） 、 ア ル フ ァ ミ ナ イ ン A（ Arph） 、 AEBSF、 E-64の 存 在 下 で イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 基 質 と し て ア ル ギ ニ ン AMCを 用 い 、 残 存 活 性 を 測 定 し た 。 こ の 活 性 は メ タ ロ
プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 因 子 で あ る o-フ ェ ナ ン ト ロ リ ン に よ り 強 く 阻 害 さ れ た が 、 そ れ ぞ れ セ
リ ン プ ロ テ ア ー ゼ お よ び シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 普 通 の 阻 害 因 子 で あ る AEBSFと E-64に
は 阻 害 さ れ な か っ た （ 図 10） 。 さ ら に 、 AP-Oの 活 性 は 、 い く つ か の M1ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ
に つ い て 特 異 な 阻 害 因 子 で あ る ア ル フ ァ ミ ニ ン Aに 著 し く 阻 害 さ れ た 。 こ の こ と は 、 こ の
新 し い 酵 素 を こ の メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 分 類 す べ き だ と い う 提 案 を よ り 説 得
力 の あ る も の に し て い る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ １ ４ 】
　 AP-Oを 触 媒 と す る ア ン ジ オ テ ン シ ン III蛋 白 質 分 解 の 質 量 分 析 法 に よ る 解 析
　 AP-Oが 心 臓 と 精 巣 に 発 現 し て い る 事 実 を も と に 、 心 臓 生 理 及 び 男 性 の 生 殖 の 調 節 に 関 与
す る ペ プ チ ド の 蛋 白 質 分 解 過 程 に こ の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ が 関 与 し て い る 可 能 性 を 検 討 す
る こ と に し た 。 こ の 目 的 の た め 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン I、 II、 IIIを 組 換 え AP-Oと イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 得 ら れ た 断 片 を 質 量 分 析 法 で 分 析 し た 。 図 11に 示 す と お り 、 こ の 方 法 に よ っ て ア
ン ジ オ テ ン シ ン IIIが 配 列 RVYIHPFに 対 応 す る 932 Daピ ー ク と し て 検 出 さ れ た 。 こ れ と 対 照
的 に 、 AP-Oと の イ ン キ ュ ベ ー ト で は ア ン ジ オ テ ン シ ン IV（ VYIHPF） に 対 応 す る 775 Daピ ー
ク が 追 加 生 成 さ れ た （ 図 12） 。 AP-Oと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト に し た 場 合 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン
Iと IIを 使 用 し た 類 似 の 実 験 か ら は 追 加 ピ ー ク が 生 成 さ れ る こ と が な か っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
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　 本 発 明 の 研 究 で の 、 M1亜 鉛 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ ・ フ ァ ミ リ ー の 新 し い メ ン バ ー で ア ミ ノ
ペ プ チ ダ ー ゼ O（ AP-O） と 呼 称 す る 酵 素 の ヒ ト 組 織 に お け る 知 見 を 説 明 す る 。 ヒ ト AP-Oを
同 定 す る た め に と っ た 戦 略 は 、 APA、 APN、 APB、 LTA4Hの よ う な 既 知 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の
触 媒 領 域 を コ ー ド す る 配 列 に 類 似 し た 配 列 を 先 ず 遺 伝 子 探 索 す る こ と で あ っ た 。 ヒ ト ゲ ノ
ム 内 の 候 補 配 列 を 同 定 し 、 cDNA脳 ラ イ ブ ラ リ を テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し な が ら 一 連 の PC
R増 幅 実 験 を 行 っ た 後 、 ヒ ト AP-Oを コ ー ド す る 完 全 長 cDNAを 最 終 的 に 単 離 、 ク ロ ー ニ ン グ
し 、 特 性 決 定 を 行 っ た 。 同 定 し た 配 列 を 詳 細 に 構 造 解 析 し た 結 果 、 LTA4Hに あ る も の と 類
似 の N末 端 領 域 、 大 き な 触 媒 領 域 、 短 い SH3認 識 配 列 領 域 、 ARM反 復 折 り た た み を 有 す る C末
端 尾 部 が こ の 蛋 白 質 の 領 域 構 成 を 特 徴 づ け て い る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 LTA4Hの 立 体 構 造 解 析 に よ る と 、 こ の 酵 素 の N末 端 領 域 に は 溶 媒 に 露 出 し た 凹 面 が あ り 、
こ れ が 特 異 基 質 の 認 知 に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。 本 発 明 者 等 は 、 こ の 領 域 で LTA4Hと A
P-Oの 間 に 配 列 の 類 似 性 が 見 ら れ る こ と を 根 拠 に 、 AP-O内 の 対 応 領 域 が 類 似 の 役 割 を 担 っ
て い る の で は な い か と 考 え る 。 こ の 領 域 に は 、 亜 鉛 依 存 型 メ タ ロ ペ プ チ ダ ー ゼ の M1フ ァ ミ
リ ー や グ ル ジ ン シ ン の 代 表 的 触 媒 領 域 が 続 き 、 こ れ は 原 型 的 な 亜 鉛 結 合 モ チ ー フ （ HEXXHX

1 8 E） で グ ル タ ミ ン 酸 残 基 が C末 端 側 の 18残 基 に 位 置 す る こ と か ら 推 定 さ れ る 。 ま た 、 こ の
触 媒 領 域 は 基 質 認 識 と 触 媒 に 結 び つ け ら れ て き た ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 内 保 存 残 基 の ほ と ん
ど を 含 ん で い る も の の 、 GG/AMENPモ チ ー フ 内 の グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の よ う な 、 こ れ ら 酵 素 の
触 媒 活 性 に と っ て 重 要 と 考 え ら れ て い る 特 異 ア ミ ノ 酸 を 欠 い て い る 。 AP-Oの 触 媒 領 域 に は
、 様 々 な 細 胞 内 ま た は 膜 関 連 の 蛋 白 質 に 見 ら れ る SH3領 域 認 識 配 列 に 類 似 し た 露 出 疎 水 性
ル ー プ が 続 く 。 こ の 領 域 は 他 の 蛋 白 質 に 存 在 す る プ ロ リ ン リ ッ チ な モ チ ー フ と AP-Oの 推 定
結 合 を 媒 介 し て い る 可 能 性 が あ る 。 最 後 に 、 AP-Oの C末 端 領 域 は ARM反 復 折 り た た み を 有 す
る と 推 定 さ れ て い る 。 こ の 折 り た た み は 、 頂 （ い た だ き ） に 短 ラ セ ン 部 分 を 有 す る 垂 直 ル
ー プ の あ る 、 逆 平 行 に 並 ん だ 2層 の 平 行 α -ラ セ ン 体 （ ア ル フ ァ ・ ヘ リ ッ ク ス ） を 含 む 立 体
構 造 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 こ の 珍 し い ラ セ ン の コ イ ル は 蛋 白 質 同 士 の 相 互 作 用 に は 適 し
て い る よ う で あ る が 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ に お い て は 、 Armadillo反 復 や HEAT反 復 の よ う
な 他 の ARM反 復 を 含 む 蛋 白 質 に お け る よ り も 小 さ い 。 LTA4H、 AP-B、 APB様 酵 素 の よ う な 他
の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ と 同 様 、 AP-Oに も こ の ARM領 域 が 存 在 す る 事 実 か ら 、 本 発 明 者 等 は
、 こ れ ま で ARMア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ と 呼 称 す る M1プ ロ テ ア ー ゼ の 新 規 な サ ブ フ ァ ミ リ ー に
こ れ ら の 蛋 白 質 を グ ル ー プ 化 す る こ と に し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の 研 究 で さ ら に 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス の 組 織 に お け る AP-Oの 分 布 を 解 析 し た 。 そ の
結 果 、 心 臓 、 筋 肉 、 精 巣 な ど い く つ か の 組 織 で AP-O遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 で き た 。
　 こ の 発 現 パ タ ー ン は 、 こ れ ら 臓 器 の 発 育 あ る い は 生 理 に 結 び つ け て AP-Oを 考 え る こ と の
可 能 性 を 示 唆 し て い る 。 興 味 深 い こ と に 、 様 々 な 年 齢 の マ ウ ス の 精 巣 で AP-Oの 発 現 解 析 を
行 っ た と こ ろ 、 6週 齢 の マ ウ ス 、 つ ま り 性 的 成 熟 期 に あ る マ ウ ス で 高 水 準 の 発 現 が 確 認 さ
れ た 。 こ の 結 果 は 、 APBに つ い て と 同 様 、 こ の 新 規 な 酵 素 に つ い て も 精 巣 の 発 育 と の 関 連
性 を 推 定 す る こ と を 支 持 し て い る 。 他 方 、 心 臓 で の 発 現 は 、 心 臓 血 管 の 生 理 に 関 与 す る 生
理 活 性 ペ プ チ ド の 処 理 に AP-Oが 関 与 し て い る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。
　 AP-Oの 生 理 学 的 意 味 を さ ら に 調 べ る た め 、 大 腸 菌 で 作 ら れ る 組 換 え 酵 素 の 機 能 解 析 を 行
っ た 。 こ の 解 析 の 結 果 、 こ の 蛋 白 質 が 触 媒 と し て 活 性 を 有 す る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ で あ る
こ と 、 ま た こ の 活 性 が ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 阻 害 因 子 の 一 般 的 な も の 、 特 異 な も の の ど ち ら
に よ っ て も 無 効 に さ れ る こ と が 判 明 し た 。 珍 し い こ と に 、 こ の 研 究 に お い て AP-Oの 優 先 基
質 は ア ル ギ ニ ン AMCで あ っ た 。 N末 端 ア ル ギ ニ ン 残 基 に 対 す る こ の 優 先 は 、 APBの よ う な 他
の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の そ れ と 類 似 し て い る 。 こ の 結 果 は 、 特 定 の 生 物 学 的 ペ プ チ ド の N
末 端 配 列 に 存 在 す る ア ル ギ ニ ン 残 基 を AP-Oが 処 理 す る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 者 等 は 、 こ の 可 能 性 を 心 臓 及 び 精 巣 組 織 内 で の AP-O遺 伝 子 の 有 意 な 発 現 と 考 え 合
わ せ 、 レ ニ ン -ア ン ジ オ テ ン シ ン シ ス テ ム に お い て 重 要 な 役 割 を 担 う 可 能 性 よ り 、 こ の シ
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ス テ ム の ペ プ チ ド の プ ロ セ シ ン グ に お い て AP-Oの ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の 関 与 を 調 べ る こ と
に し た 。 レ ニ ン -ア ン ジ オ テ ン シ ン 系 は ホ メ オ ス タ シ ス 、 血 圧 、 内 分 泌 過 程 、 行 動 を 全 身
レ ベ ル と 局 所 組 織 レ ベ ル の 両 方 で 調 節 す る 。 ア ン ジ オ テ ン シ ン ・ ペ プ チ ド は 前 駆 物 質 （ ア
ン ギ オ テ ン シ ノ ー ゲ ン と 呼 ば れ る ） か ら 誘 導 さ れ 、 こ れ は エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ ・ レ ニ ン と
ACE（ ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ） の 逐 次 的 作 用 に よ り ア ン ジ オ テ ン シ ン I、 IIに 変 換 さ れ
る 。 ア ン ジ オ テ ン シ ン IIは ホ メ オ ス タ シ ス と 血 行 動 態 過 程 に 関 与 す る オ ク タ ペ プ チ ド で あ
る 。 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 の 1つ 、 お そ ら く APAは ア ン ジ オ テ ン シ ン IIを ア ン ジ オ テ ン シ
ン IIIに 変 換 す る が 、 こ れ は 脳 と 心 臓 血 管 の 生 理 で 重 要 な ヘ プ タ ペ プ チ ド で あ る 。 最 後 に
、 ア ン ジ オ テ ン シ ン IIIは も う 1つ の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 に よ っ て ア ン ジ オ テ ン シ ン IV
に 変 換 さ れ る 。 AP-Oは 、 そ の 特 異 性 に 呼 応 し て ア ン ジ オ テ ン シ ン IIIの N末 端 残 基 を 試 験 管
内 で 切 断 し た が 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン I、 IIの N末 端 残 基 に つ い て は そ れ が 見 ら れ な か っ た 。
こ の 発 見 か ら 、 脳 、 精 巣 、 心 臓 の よ う な 組 織 で の ア ン ジ オ テ ン シ ン IVの 発 生 に 依 存 す る 生
物 学 的 プ ロ セ ス で AP-Oが 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と い う 可 能 性 が 見 え て く る 。
　 さ ら に 、 す で に 他 の M1-ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ に つ い て 報 告 さ れ て い る よ う に AP-Oも 血 管
形 成 ペ プ チ ド を 処 理 し て い る （ プ ロ セ ッ シ ン グ し て い る ） の で は な い か 、 ま た 、 腫 瘍 の 進
行 で 一 定 の 役 割 を 担 っ て い る の で は な い か と い う こ と も 考 え ら れ る 。 こ れ に 関 連 し 、 AP-O
を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 染 色 体 9q22に 位 置 し て お り 、 こ こ は 卵 巣 、 膀 胱 、 基 底 細 胞 、 食 道 の
癌 な ど 様 々 な 悪 性 腫 瘍 に お け る 異 型 接 合 性 の 喪 失 に 関 連 し た 領 域 で あ る 。 さ ら に 、 9q22増
幅 は ヒ ト 男 性 胚 細 胞 腫 瘍 の 対 シ ス プ ラ チ ン 性 に 関 係 し て お り 、 他 方 で 家 族 性 の 結 腸 直 腸 異
常 増 殖 家 系 の サ ブ セ ッ ト は 9q22に 結 び つ け ら れ て き た 。 AP-Oを 含 む 領 域 に 位 置 す る 未 同 定
の 遺 伝 子 座 も ま た 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 統 合 失 調 症 、 糖 尿 病 の 症 例 に 結 び つ け ら れ て き た 。
最 後 に 、 こ の 領 域 の 重 複 は 学 習 障 害 や 幽 門 狭 窄 症 に つ な が る 。 癌 や 他 の 病 的 状 態 を 招 く こ
れ ら の 遺 伝 学 的 異 常 の 中 に AP-Oを 直 接 の 標 的 と す る も の が あ る か ど う か は 、 さ ら に 研 究 を
進 め る 必 要 が あ る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ １ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 免 疫 に 用 い る 抗 原 と し て は 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 全 長 、 実 施 例 ３ で 得 ら れ た 精 製 し
た 融 合 組 換 え GST-ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oに マ レ イ ミ ド － 活 性 化 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ・ ヘ
モ シ ア ニ ン を 結 合 し た も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 配 列 番 号 :3に 記 載 し た ア ミ ノ
ペ プ チ ダ ー ゼ Oの ア ミ ノ 酸 配 列 中 よ り 他 の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ と 相 同 性 が 低 く 、 ア ミ ノ ペ
プ チ ダ ー ゼ Oに 特 徴 的 な 配 列 を 選 択 し 、 合 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 原 タ ン パ ク 質
は 、 イ オ ン 交 換 、 ゲ ル ろ 過 、 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 又 は そ れ 以 外 の 各 種
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 で き る 。 精 製 し た 免 疫 用 抗 原 を 一 般 的 な 方 法 で 免 疫 し 、
抗 体 産 生 細 胞 を 誘 導 、 細 胞 融 合 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 抗 体 産 生 細 胞 を 得 る こ と が で
き る 。 さ ら に 免 疫 用 抗 原 に 対 す る 反 応 性 に 基 づ い て ク ロ ー ニ ン グ を 行 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 株 化 で き る 。 た だ し 、 GST融 合 組 換 え ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oを
免 疫 源 と し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 場 合 に は 、 GSTに 対 す る 抗 体 産 生 株 を 含 ん で い る
の で 、 GSTに 反 応 す る 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 除 去 し な け れ ば な ら な い 。 ま た 、 ア ミ ノ
ペ プ チ ダ ー ゼ O特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る た め の 免 疫 源 と し て は 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー ゼ Oに 特 徴 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 合 成 ペ プ チ ド に キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 を 結 合 さ せ た
も の が 使 用 で き る 。 こ れ ら の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 全 長 若 し く は 一 部 の 領 域 の 融 合 組 換
え タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 作 製 す る 抗 体 を こ こ で は 抗 ア ミ ノ ペ プ
チ ダ ー ゼ O抗 体 と す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
(a) 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の 調 製
　 前 述 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 合 成 機 （ ペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ ー 9600、 MilliG
en/Biosearch)を 使 用 し て 、 Fmoc-bop法 で 合 成 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 あ る い は C末 端
に は シ ス テ イ ン を 導 入 す る 。 合 成 し た ペ プ チ ド は μ Bondasphere, C18カ ラ ム (Waters)を 用
い た 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る 。
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(b) ポ リ ペ プ チ ド と ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)の 複 合 体 の 調 製
　 シ ス テ イ ン 残 基 を 介 し て BSAと 結 合 さ せ 、 抗 原 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と す る 。 BSAを 0.1Mリ ン 酸
緩 衝 液 (pH7.5)に 溶 解 し た も の と N-(6-maleimidecaproyloxy)-succinimide (EMCS)を ジ メ
チ ル ホ ル ム ア ミ ド に 溶 解 し た も の と 混 合 し 、 30℃ 、 30分 間 反 応 さ せ 、 つ い で 、 上 記 の 混 合
液 を 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)で 平 衡 化 し た PD-10(Pharmacia)で ゲ ル ろ 過 す る 。 マ レ イ ミ
ド 結 合 BSAを 分 取 し 、 1.5mL以 下 に 濃 縮 す る 。 前 記 (a)で 合 成 し た そ れ ぞ れ の ポ リ ペ プ チ ド
を 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)に 溶 解 し 、 マ レ イ ミ ド 結 合 BSAに 対 し 50倍 モ ル 量 と な る よ う に
そ れ ぞ れ 混 合 し 、 ４ ℃ 、 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 BSA-ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 を 調 製 す る 。
(c) 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製
　 前 記 (b)で 調 製 し た BSA-ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 、 ま た は 組 換 え 体 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O 200
μ g を 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト と 共 に ８ 週 令 Balb/c雌 マ ウ ス に 腹 腔 内 投 与 し 、 初 回 免
疫 す る 。 19日 目 と 34日 目 に 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.5)に 溶 解 し た 複 合 体 200μ gを 初 回 免 疫
し た マ ウ ス に 腹 腔 内 投 与 し 、 追 加 免 疫 す る 。 さ ら に 69日 目 に 複 合 体  200μ gを 静 脈 内 投 与
し 、 最 終 免 疫 と す る 。 そ の ３ 日 後 に 脾 臓 を 単 離 し 、 脾 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
(d) 細 胞 融 合
(1) 以 下 の 材 料 及 び 方 法 を 用 い る 。
　 RPMI-1640培 地 : RPMI-1640 (Flow Lab.)に 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム (24mM)、 ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム (1mM)、 ペ ニ シ リ ン G カ リ ウ ム (50U/mL)、 硫 酸 ア ミ カ シ ン (100μ g/mL)を 加 え 、 ド ラ イ
ア イ ス で pHを 7.2に 調 整 し 、 0.2μ m東 洋 メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー で 除 菌 ろ 過 す る 。
　 NS-1培 地 ： 上 記 RPMI-1640培 地 に 除 菌 ろ 過 し た ウ シ 胎 児 血 清 (FCS, M.A. Bioproducts)を
15%(v/v)の 濃 度 に な る よ う に 加 え る 。
　 PEG-4000溶 液 : RPMI-1640 培 地 に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル -4000(PEG-4000, Merk & Co.
)を 50%(w/w)に な る よ う に 加 え た 無 血 清 培 地 を 調 製 す る 。
　 8-ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 ミ エ ロ ー マ 細 胞 SP-2 (SP-2/0-Ag14)と の 融 合 は 、 Selected methods
 in cellular immunology, pp. 351-371 (ed. B. B. Mishell and S. M. Shiigi), W. H.
 Freeman and Company (1980)に 記 載 の Oi & Herzenbergの 方 法 を 若 干 改 変 し て 行 う 。
(2) 前 記 (c)で 調 製 し た 有 核 脾 細 胞 （ 生 細 胞 率 100%)と ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ 生 細 胞 率 100%)と
を 5:1の 比 率 で 以 下 の 手 順 で 融 合 し た 。 そ れ ぞ れ の ポ リ ペ プ チ ド 免 疫 脾 細 胞 懸 濁 液 と ミ エ
ロ ー マ 細 胞 を そ れ ぞ れ RPMI1640培 地 で 洗 浄 す る 。 次 に 同 じ 培 地 に 懸 濁 し 、 融 合 さ せ る た め
に 有 核 脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 混 合 す る 。 次 に 遠 心 分 離 に よ り 細 胞 を 沈 殿 さ せ 、 上 清 を
完 全 に 吸 引 除 去 す る 。 沈 殿 し た 細 胞 に 37℃ に 加 温 し た PEG-4000溶 液 を １ 分 間 で 滴 下 し 、 １
分 間 撹 拌 し 、 細 胞 を 再 懸 濁 、 分 散 さ せ る 。 次 に 37℃ に 加 温 し た RPMI1640培 地 を ２ 分 間 で 滴
下 し た 後 、 同 培 地 を ２ ～ ３ 分 間 で 常 に 撹 拌 し な が ら 滴 下 し 、 細 胞 を 分 散 さ せ る 。 こ れ を 遠
心 分 離 し 、 上 清 を 完 全 に 吸 引 除 去 す る 。 次 に こ の 沈 殿 し た 細 胞 に 37℃ に 加 温 し た NS-1培 地
を 速 や か に 加 え 、 大 き い 細 胞 塊 を 注 意 深 く ピ ペ ッ テ ィ ン グ で 分 散 す る 。 さ ら に 同 培 地 64mL
を 加 え て 希 釈 し 、 ポ リ ス チ レ ン 製 96穴 マ イ ク ロ ウ ェ ル に ウ ェ ル 当 り  6.0× 10 5  個 /0.1mLの
細 胞 を 加 え る 。 細 胞 を 加 え た 上 記 マ イ ク ロ ウ ェ ル を 7%炭 酸 ガ ス /93%空 気 中 で 温 度 37℃ 、 湿
度 100%で 培 養 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
(e) 選 択 培 地 に よ る ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 的 増 殖
(1) 使 用 し た 培 地 は 以 下 の 通 り で あ る 。
　 HAT 培 地 ： 前 記 (d)項 (1)で 述 べ た Ｎ Ｓ － １ 培 地 に 更 に ヒ ポ キ サ ン チ ン (H、 100μ M)、 ア
ミ ノ プ テ リ ン (A、 0.4μ M)及 び チ ミ ジ ン (T、 16μ M)を 加 え る 。
　 HT培 地 : Aを 除 去 し た 以 外 は 上 記 HAT培 地 と 同 一 組 成 の も の で あ る 。
(2) 前 記 (d)項 の 培 養 開 始 後 翌 日 （ １ 日 目 ） 、 細 胞 に パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で HAT培 地 ２ 滴 (
約 0.1mL)を 加 え る 。 ２ 、 ３ 、 ５ 、 ８ 日 目 に 培 地 の 半 分 (約 0.1mL)を 新 し い HAT培 地 で 置 き 換
え 、 11日 目 に 培 地 の 半 分 を 新 し い HT培 地 で 置 き 換 え る 。 14日 目 に ハ イ ブ リ ド ー マ の 生 育 が
肉 眼 に て 認 め ら れ た 全 ウ エ ル に つ い て 固 相 － 抗 体 結 合 テ ス ト 法 (ELISA)に よ り 陽 性 ウ エ ル
を 調 べ る 。 す な わ ち 、 ポ リ ス チ レ ン 製 96穴 プ レ ー ト を 抗 原 と し た そ れ ぞ れ の ポ リ ペ プ チ ド
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ま た は 組 換 え 体 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oで コ ー ト し 、 次 に 洗 浄 用 PBS(0.05% Tween 20含 有 )を
用 い て 洗 浄 し て 未 吸 着 の ペ プ チ ド を 除 く 。 さ ら に 各 ウ エ ル の 未 コ ー ト 部 分 を 1% BSAで ブ ロ
ッ ク す る 。 こ の 各 ウ エ ル に ハ イ ブ リ ド ー マ の 生 育 が 確 認 さ れ た ウ エ ル の 上 清 0.1mLを 添 加
し 、 室 温 で 約 １ 時 間 静 置 す る 。 ２ 次 抗 体 と し て HRP標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Capp
ele Lab.)を 加 え 、 さ ら に 室 温 で 約 １ 時 間 静 置 す る 。 次 に 基 質 で あ る TMB溶 液 (Calbiochem)
を ウ ェ ル 当 た り 100μ l加 え 、 発 色 の 程 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト 用 吸 光 度 測 定 器 (MRP-A4、 東
ソ ー 社 )を 用 い て 450nmの 吸 光 度 で 測 定 す る 。 ポ リ ス チ レ ン 製 96穴 プ レ ー ト に 固 相 化 す る 抗
原 と し て は 、 前 述 の 精 製 し た 各 種 組 換 え ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oも 使 用 で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
(f) ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ニ ン グ
　 上 記 (e)項 で 得 ら れ た 抗 原 ペ プ チ ド に 対 す る 陽 性 ウ エ ル 中 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 限 界 希
釈 法 を 用 い て モ ノ ク ロ ー ン 化 す る 。 す な わ ち 、 NS-1培 地 1mL当 り フ ィ ー ダ ー と し て 10 7 個 の
マ ウ ス 胸 腺 細 胞 を 含 む ク ロ ー ニ ン グ 培 地 を 調 製 し 、 96穴 マ イ ク ロ ウ エ ル に ハ イ ブ リ ド ー マ
を ウ エ ル 当 り ５ 個 、 １ 個 、 0.5個 に な る よ う に 希 釈 し 、 そ れ ぞ れ 36穴 、 36穴 、 24穴 に 加 え
る 。 ５ 日 目 、 12日 目 に 全 ウ エ ル に 約 0.1mLの NS-1培 地 を 追 加 す る 。 ク ロ ー ニ ン グ 開 始 後 約
２ 週 間 で 、 肉 眼 的 に 十 分 な ハ イ ブ リ ド ー マ の 生 育 を 認 め 、 コ ロ ニ ー 形 成 陰 性 ウ エ ル が 50%
以 上 で あ る 群 に つ い て (e)項 に 記 載 し た ELISAを 行 う 。 調 べ た 全 ウ エ ル が 陽 性 で な い 場 合 、
抗 体 陽 性 ウ エ ル 中 の コ ロ ニ ー 数 が １ 個 の ウ エ ル を ４ ～ ６ 個 選 択 し 、 再 ク ロ ー ニ ン グ を 行 う
。 最 終 的 に そ れ ぞ れ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ を 得 る 。
(g) ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を NS-1培 地 で 培 養 し 、 そ の 上 清 か ら 濃 度 10～ 100μ g/mLの
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 10 7  個 を 予 め １
週 間 前 に プ リ ス タ ン (2,6,10,14-テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン 、 Aldrich chemicals)を 腹 腔
内 投 与 し た マ ウ ス (Balb/c系 、 雌 、 ６ 週 齢 )に 同 じ く 腹 腔 内 投 与 し 、 １ ～ ２ 週 間 後 、 腹 水 中
か ら も  ４ ～ ７ mg/mLの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 腹 水 を 得 る こ と が で き る 。 得 ら れ た 腹 水
を 40%飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 塩 析 後 、 IgGク ラ ス の 抗 体 を プ ロ テ イ ン Ａ  ア フ ィ ゲ ル (Bio-
Rad)に 吸 着 さ せ 、 0.1Mク エ ン 酸 緩 衝 液 (pH5.0)で 溶 出 す る こ と に よ り 精 製 す る 。
(h) モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス の 決 定
　 前 述 し た ELISA に 従 い 、 そ れ ぞ れ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 組 換 え 体 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O
を コ ー ト し た ポ リ ス チ レ ン 製 96穴 プ レ ー ト に 、 (f)項 で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 を
加 え る 。 次 に PBSで 洗 浄 後 、 ア イ ソ タ イ プ 特 異 的 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス IgG 抗 体 (Zymed Lab.)を
加 え る 。 PBSに よ り 洗 浄 後 、 HRP 標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG (H+L)を 加 え 、 基 質 と し て 過 酸 化 水
素 及 び 2,2'-ア ジ ノ -ジ (3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ン 酸 ） を 用 い て ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス を 決
定 す る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ２ ４ 】
　 サ ン ド イ ッ チ EIA
　 実 施 例 ５ で 調 製 し た 抗 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O抗 体 か ら 少 な く と も １ 種 を 選 択 し 、 抗 ア ミ
ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O抗 体 の 適 当 な ２ 種 の 組 み 合 わ せ に よ っ て ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oを 特 異 的 に
検 出 ・ 測 定 す る サ ン ド イ ッ チ EIA系 が 構 成 で き る 。 EIA系 は １ ス テ ッ プ 法 、 ２ ス テ ッ プ 法 の
い ず れ も 可 能 で あ り 、 標 識 抗 体 は Fab'-HRPに 限 定 さ れ な い 。 各 反 応 緩 衝 液 の 組 成 や 反 応 条
件 は 測 定 の 目 的 に 応 じ て 短 縮 あ る い は 延 長 な ど 調 整 で き る 。 ま た 、 標 準 品 と な る ア ミ ノ ペ
プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 は 、 組 織 培 養 上 清 、 細 胞 培 養 上 清 又 は 本 明 細 書 記 載 或 い は そ れ 以
外 の 方 法 で 発 現 し た 組 換 え 体 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 精 製 に は イ オ ン 交 換 、 ゲ ル ろ 過
、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー ま た そ れ 以 外 の 各 種 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 組 み 合 わ せ に よ っ て 達 成 さ
れ る 。
(a) 標 識 抗 体 の 調 製
　 抗 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 0.1M NaCl含 有 0.1M酢 酸 緩 衝 液 (pH4.2)に
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抗 体 量 の 2%(W/W)の ペ プ シ ン を 加 え 、 37℃ 、 24時 間 消 化 す る 。 消 化 物 に 3M Tris-HCl緩 衝 液
(pH7.5)を 添 加 し 、 反 応 を 停 止 す る 。 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)で 平 衡 化 し た ウ ル ト ロ ゲ ル
AcA54カ ラ ム に よ る ゲ ル ろ 過 で F(ab') 2  画 分 を 分 取 す る 。 こ の F(ab') 2  画 分 に 最 終 濃 度 0.0
1Mと な る よ う に シ ス テ ア ミ ン 塩 酸 塩 を 添 加 し 、 37℃ 、 1.5時 間 還 元 し 、 5mM EDTA含 有 0.1M
リ ン 酸 緩 衝 液 (pH6.0)で 平 衡 化 し た ウ ル ト ロ ゲ ル AcA54カ ラ ム に よ る ゲ ル ろ 過 で Fab'画 分 を
分 取 す る 。 上 記 の 操 作 と は 別 に HRPを 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)に 溶 解 、 HRPの 25倍 モ ル 量
の EMCSを DMF溶 液 と し て 加 え 、 30℃ 、 30分 間 反 応 さ せ る 。 こ れ を 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH6.0)
で 平 衡 化 し た NICK-5カ ラ ム  (Pharmacia)で ゲ ル ろ 過 し 、 マ レ イ ミ ド 標 識 HRP画 分 を 分 取 す
る 。 Fab'画 分 と マ レ イ ミ ド 標 識 HRPを 等 モ ル と な る よ う に 両 画 分 を 混 合 し ４ ℃ 、 20時 間 反
応 さ せ た 後 、 Fab'の 10倍 モ ル 量 の N-エ チ ル マ レ イ ミ ド で 未 反 応 の チ オ ー ル 基 を ブ ロ ッ ク す
る 。 こ れ を 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH6.5)で 平 衡 化 し た ウ ル ト ロ ゲ ル AcA54カ ラ ム で ゲ ル ろ 過 し
、 Fab'-HRP標 識 抗 体 を 分 取 す る 。 こ れ に BSA(終 濃 度 0.1%)及 び ク ロ ル ヘ キ シ ジ ン (終 濃 度 0.
001%)を 添 加 し て ４ ℃ で 保 存 す る 。
(b) モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 結 合 担 体 の 調 製
　 抗 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.5)に 溶 解 し 、 50μ
g/mLの 濃 度 に 調 製 す る 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 溶 液 を 96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に ウ エ ル あ
た り 100μ Lづ つ 加 え 、 ４ ℃ 、 18時 間 静 置 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 溶 液 を 除 去 し 、 生 理 食
塩 液 で １ 回 、 0.05% Tween20 、 0.1M NaCl、 5mM CaCl 2  含 有 Tris-HCl緩 衝 液 (pH8.0)で ３ 回
洗 浄 後 、 1% BSA、 0.1M NaCl、 5mM CaCl 2  含 有 Tris-HCl緩 衝 液 (pH8.0)を 加 え ブ ロ ッ キ ン グ
す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
(c) １ ス テ ッ プ サ ン ド イ ッ チ EIA法
　 精 製 し た ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O画 分 を 標 準 抗 原 と し て ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ O定 量 用 標 準 曲
線 を 作 成 す る 。 1% BSA、 0.05% Brij35、 0.05% Tween20、 0.1M NaCl、 5mM CaCl 2  含 有 Tris
-HCl緩 衝 液 (pH8.0)で 段 階 希 釈 し た 標 準 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oを 60μ Lづ つ 分 注 、 そ れ ぞ れ
に 1% BSA、 0.05% Brij35、 0.05% Tween20、 0.1M NaCl、 5mM CaCl 2  含 有 Tris-HCl緩 衝 液 (p
H8.0)で 100ng/50μ Lに 調 整 し た 標 識 抗 体 Fab'-HRPを 60μ Lづ つ 添 加 し 十 分 混 和 す る 。 調 製
し た 抗 体 結 合 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 0.05% Tween20、 0.1M NaCl、 5mM CaCl 2  含 有 Tris-HCl緩
衝 液 (pH8.0)で ３ 回 洗 浄 し 、 標 準 抗 原 と 標 識 抗 体 混 合 液 を  100μ L/ウ エ ル ず つ 添 加 す る 。
室 温 で １ 時 間 反 応 し た 後 0.05% Tween20、 0.1M NaCl、 5mM CaCl 2  含 有 Tris-HCl緩 衝 液 (pH8
.0)で ３ 回 洗 浄 す る 。 次 に 、 TMB溶 液 (Calbiochem)を ウ エ ル あ た り 100μ L添 加 し 、 室 温 で 20
分 間 反 応 後 、 2N硫 酸 を 100μ L添 加 し 反 応 を 停 止 す る 。 こ の 反 応 混 液 の A450を マ イ ク ロ プ レ
ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 測 定 し 、 標 準 曲 線 を 求 め る 。 測 定 検 体 は 、 ヒ ト 血 清 、 脊 髄 液 、 血 漿
、 関 節 液 、 尿 及 び 唾 液 な ど の ヒ ト に 由 来 す る 体 液 成 分 、 各 種 ヒ ト 組 織 の 抽 出 液 、 ヒ ト 由 来
あ る い は 組 換 え 体 な ど 各 種 培 養 細 胞 の 細 胞 抽 出 液 、 培 養 上 清 な ど か ら 調 製 さ れ る 。 そ れ ぞ
れ の 測 定 検 体 は 、 標 準 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oに か え て 上 記 １ ス テ ッ プ サ ン ド イ ッ チ EIAに 供
し 、 標 準 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oと 同 時 に 反 応 を 進 行 さ せ る 。 測 定 検 体 か ら 得 ら れ た A450の
値 を 得 ら れ た 標 準 曲 線 に あ て は め 、 測 定 検 体 に 含 ま れ る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oの 量 を 算 出
す る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 で は 、 新 規 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 を 確 認 同 定 で き た こ と か ら 、 こ の 情
報 を 利 用 し て 該 タ ン パ ク 質 を 測 定 す る こ と が 可 能 と な り 、 そ の 生 理 学 的 活 性 や 生 物 学 的 活
性 な ど を 解 明 す る 手 段 が 入 手 で き 、 さ ら に 該 タ ン パ ク 質 に 起 因 す る 生 理 現 象 、 関 連 疾 患 の
診 断 、 原 因 究 明 、 リ ス ク 予 知 な ど に 有 用 で あ る 。 当 該 ヒ ト ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク
質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 始 め と し た 抗 体 な ど の 活 性 物 質 を 作 製 し 、 こ れ を 用 い た
当 該 タ ン パ ク 質 の 測 定 系 を 開 発 す る こ と が 可 能 で 、 タ ン パ ク 質 分 解 現 象 や 組 織 リ モ デ リ ン
グ 、 各 種 細 胞 内 プ ロ セ ス と い っ た 生 物 学 的 過 程 （ プ ロ セ ス ） 、 例 え ば 、 免 疫 応 答 、 血 管 新
生 、 凝 固 、 創 傷 治 癒 、 再 生 プ ロ セ ス 、 成 熟 化 プ ロ セ ス の よ う な 生 理 学 的 条 件 の 解 明 ・ 研 究
、 さ ら に 癌 細 胞 の 発 生 、 浸 潤 、 転 移 、 炎 症 、 ア レ ル ギ ー あ る い は 心 臓 血 管 に お け る プ ロ セ
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ス 、 血 液 学 的 な プ ロ セ ス 及 び 血 圧 制 御 の プ ロ セ ス の よ う な 生 理 学 的 条 件 に 関 連 し た 正 常 あ
る い は 病 的 な 現 象 の 検 出 ・ 測 定 ・ 予 知 な ど に 役 立 つ 。 ま た 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ
ン パ ク 質 の 産 生 を 制 御 す る 化 合 物 の 開 発 も 可 能 と な る し 、 が ん の 診 断 な ど に も 有 用 で あ る
。
　 本 発 明 に よ り 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 塩 、 さ ら に は そ れ
を 基 礎 と し た 変 異 体 （ ホ モ ロ グ を 含 む ) 、 修 飾 体 、 誘 導 体 な ど を デ ザ イ ン し て 得 る こ と が
可 能 と な り 、 ま た そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 、 該 核 酸 を 有 す る ベ ク タ ー 、 該 ベ ク タ ー で 形 質
転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 が 提 供 で き 、 当 該 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Oタ ン パ ク 質 に 関 連 し た 疾 患 、
例 え ば 老 化 に 付 随 し た 各 種 疾 患 、 動 脈 硬 化 症 、 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 生 体 内 タ ン パ ク 質 の 関 係
し た 疾 患 あ る い は 病 気 の 発 症 及 び ／ 又 は 進 展 、 及 び 腫 瘍 の 発 生 、 浸 潤 又 は 拡 散 な ど の 病 的
な 状 態 あ る い は 症 状 の 研 究 に 役 立 つ し 、 医 薬 品 、 診 断 薬 、 さ ら に は 遺 伝 子 診 断 や 遺 伝 子 治
療 の 途 を 開 く と 期 待 で き る 。
　 本 発 明 は 、 前 述 の 説 明 及 び 実 施 例 に 特 に 記 載 し た 以 外 も 、 実 行 で き る こ と は 明 ら か で あ
る 。 上 述 の 教 示 に 鑑 み て 、 本 発 明 の 多 く の 改 変 及 び 変 形 が 可 能 で あ り 、 従 っ て そ れ ら も 本
件 添 付 の 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 の も の で あ る 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ １ ２ ７ 】
SEQ ID NO: 5, Oligonucleotide to act as a primer for PCR
SEQ ID NO: 6, Oligonucleotide to act as a primer for PCR
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ヒ ト AP-Oの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し 、 図 １ の 配 列 は 図 ２
に 連 続 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 下 に 一 文 字 ア ル フ ァ ベ ッ ト 表 記 で 示 し た
。 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ に 特 有 の 完 全 触 媒 領 域 (Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9 )は 太 く 示 し た 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ヒ ト AP-Oの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し 、 図 ２ の 配 列 は 図 １
の 続 き で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 下 に 一 文 字 ア ル フ ァ ベ ッ ト 表 記 で 示 し
た 。 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ に 特 有 の 亜 鉛 結 合 部 位 (His 4 7 9 ～ His 4 8 3 及 び Glu 5 0 2 )は 黒 塗 り で 、
完 全 触 媒 領 域 (Leu 1 6 7 ～ Gly 5 8 9 )は 太 く 、 GMENモ チ ー フ (Gly 4 5 2 ～ Pro 4 5 6 )と YXKGボ ッ ク ス (T
yr 5 8 6 ～ Gly 5 8 9 )は 灰 色 で 示 し た 。 C末 端 ARM反 復 領 域 (Leu 7 0 6 ～ Phe 8 1 9 )に 下 線 を つ け た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ヒ ト AP-O領 域 の 構 造 を 示 し た 図 で あ る 。 ヒ ト AP-Oは 、 N末 端 側 か ら 、 LTA

4 H様 N末 端 領 域 、 グ ル ジ ン シ ン 触 媒 領 域 、 SH3様 モ チ ー フ 、 ARM領 域 を 含 む 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ は 、 ヒ ト AP-O及 び 関 連 酵 素 の 触 媒 領 域 の 亜 鉛 結 合 部 位 を 取 り 巻 く ア ミ ノ 酸
配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 し 、 図 ４ Ｂ は 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ ： AP-O、 APB、 APB様 酵 素 (APB
-L)及 び LTA4Hの C末 端 の ARM反 復 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 こ れ ら す べ て
に 共 通 す る 残 基 に は シ ェ ー ド を か け た 。 ア ラ イ ン メ ン ト に は ClustalX（ バ ー ジ ョ ン 1.81）
を 使 用 し た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 AP-Oと 他 の M1-ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ の 系 統 発 生 的 関 係 を 示 し た 図 で あ る
。 系 統 発 生 的 関 係 を 推 論 す る た め 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の 他 メ ン バ ー の 配 列 に
AP-Oの 配 列 を 揃 え た 。 Phylipの プ ロ グ ラ ム ・ パ ッ ケ ー ジ （ バ ー ジ ョ ン 3.6） の プ ロ ッ ト パ
ー ・ プ ロ グ ラ ム に よ っ て 系 統 樹 を 計 算 し た 。
【 図 ６ 】 図 ６ Ａ は 、 ヒ ト 成 人 組 織 で の AP-O発 現 分 析 の 結 果 を 示 す 。 電 気 泳 動 の 写 真 で あ る
。 示 さ れ た ヒ ト 組 織 か ら 採 取 し た ポ リ ア デ ニ ル 化 RNAを 2μ g含 む フ ィ ル タ ー を ヒ ト AP-Oに
特 有 の プ ロ ー ブ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 RNAの サ イ ズ は kbで 示 さ れ て い る 。 図 ６ Ｂ は
、 年 齢 の 異 な る マ ウ ス か ら 採 取 し た 精 巣 サ ン プ ル で の AP-O発 現 分 析 の 結 果 を 示 す （ dは 日
、 wは 週 を 示 す ） 。 マ ウ ス の 精 巣 か ら 採 取 し た 全 RNAを 20μ g含 む フ ィ ル タ ー を ヒ ト AP-Oに
特 有 の プ ロ ー ブ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 ヒ ト AP-Oの 組 換 え 触 媒 領 域 の 発 現 、 再 構 成 後 、 精 製 の 結 果 を 示 す 。 電 気
泳 動 の 写 真 で あ る 。 左 図 は 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー で 染 め た SDS-PAGEを 、 右 図 は ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト を そ れ ぞ れ 示 す 。 不 溶 性 画 分 （ 菌 抽 出 物 ） 、 再 構 成 を 行 っ た 上 澄 み （ 再 構 成 ） 、 再
構 成 後 精 製 し た AP-O（ 精 製 ） を 5μ Lず つ 各 レ ー ン で 解 析 し た 。 右 図 の 2レ ー ン は GST抗 体 を
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使 用 し た 細 菌 ペ レ ッ ト と 精 製 AP-Oの ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 対 応 す る 。 分 子 サ イ ズ マ ー
カ ー の サ イ ズ を 左 側 に 示 し た 。 右 側 の 上 の 矢 印 は 融 合 蛋 白 質 GST-AP-Oの 位 置 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 様 々 な AMC結 合 ア ミ ノ 酸 を 使 用 し た AP-Oの 加 水 分 解 活 性 の 分 析 結 果 を 示
す 。 縦 軸 は 、 各 反 応 の 初 速 度 （ V 0 ） を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 AP-Oを 触 媒 と す る ア ル ギ ニ ン AMC蛋 白 質 分 解 の 反 応 速 度 の 分 析 結 果 を 示
す 。 様 々 な 濃 度 の ア ル ギ ニ ン AMCを 再 構 成 後 の AP-Oで イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 得 ら れ た デ ー タ
を ミ カ エ リ ス ・ メ ン テ ン の 式 に 当 て は め た 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 様 々 な 阻 害 因 子 に 対 す る AP-Oの 感 応 性 を 示 す 。 組 換 え GST-AP-Oを そ
の ま ま （ 阻 害 因 子 な し 、 No inh.） 、 あ る い は o-フ ェ ナ ン ト ロ リ ン （ o-PNT） 、 ア ル フ ァ ミ
ナ イ ン A（ Arph） 、 AEBSF、 E-64の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 基 質 と し て ア ル ギ ニ ン AMC
を 用 い 、 残 存 活 性 を 測 定 し た 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 AP-Oを 触 媒 と す る ア ン ジ オ テ ン シ ン III蛋 白 質 分 解 の 質 量 分 析 法 に
よ る 解 析 結 果 を 示 す 。 ヒ ト ア ン ジ オ テ ン シ ン IIIを そ の ま ま 単 独 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 得
ら れ た ペ プ チ ド 混 合 物 を 質 量 分 析 法 で 解 析 し た 。 図 １ ２ の ヒ ト ア ン ジ オ テ ン シ ン IIIを 組
換 え GST-AP-Oの 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 と 比 較 し た 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 AP-Oを 触 媒 と す る ア ン ジ オ テ ン シ ン III蛋 白 質 分 解 の 質 量 分 析 法 に
よ る 解 析 結 果 を 示 す 。 ヒ ト ア ン ジ オ テ ン シ ン IIIを 組 換 え GST-AP-Oの 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 得 ら れ た ペ プ チ ド 混 合 物 を 質 量 分 析 法 で 解 析 し た 。 図 １ １ の ヒ ト ア ン ジ オ テ ン シ
ン IIIを そ の ま ま 単 独 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 と 比 較 す る と 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン III（ 93
2 Da） と ア ン ジ オ テ ン シ ン IV（ 775 Da） に 対 応 す る ピ ー ク を 示 し た 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 配 列 表 】
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摘要(译)

要解决的问题：用蛋白酶提供蛋白质加工，其中蛋白质加工在各种过程中的生物和生理现象的各个阶段起重要作用，并且其中有助
于澄清正常和病态过程，现象和机制参与通过基于同源性的分子克隆方法阐明了各种蛋白酶。解决方案：氨基肽酶广泛分布于从细
菌到人类的各种生物体中，并且已经注意到并且发挥了重要作用，例如调节蛋白质的成熟度和生理活性肽的代谢，并且因此鉴定了
新的氨肽酶基因。已经阐明了基因的结构和基因中编码的蛋白质“氨肽酶O”。可以使用蛋白质并通过使用遗传重组技术等进行测
量。可以获得诸如生理和生物活性的阐释手段，并且可以用于由蛋白质引起的生理现象，以及用于诊断，引起相关疾病的调查，预
见等。Ž
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