
(57)【要約】

本発明は、ＴＮＦ－アルファ刺激したヒト微細血管内皮

細胞からクローニング、単離および同定した、細胞シグ

ナル伝達カスケードに関与するタンパク質（ＲＥＴ１６

と称する）をコードする新たに見出されたポリヌクレオ

チド、並びにマウスおよびラットのＲＥＴ１６オーソロ

グを記載する。本発明のポリヌクレオチドおよび／また

はポリペプチドに関連する、ＲＥＴ１６ポリペプチド配

列、発現ベクター、宿主細胞、アゴニスト、アンタゴニ

スト、アンチセンス分子、および抗体をも記載する。ヒ

トＲＥＴ１６タンパク質のモデュレーター、とりわけイ

ンヒビターをスクリーニングする方法、および治療剤お

よび診断剤のためのＲＥＴ１６ポリヌクレオチドおよび

ポリペプチドの使用を記載する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ：
（ ａ ） 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 機 能 性 の 断 片 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番
号 ２ 、 配 列 番 号 ４ お よ び 配 列 番 号 ７ よ り な る 群 か ら 選 ば れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む も の ；
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ６ お よ び 配 列 番 号 ８ よ り な る 群 か
ら 選 ば れ た 配 列 を 含 む 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｃ ） 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る シ グ ナ ル 伝 達 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド す る 単 離 お よ び 精 製 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ
プ チ ド が 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る も
の ；
（ ｄ ） （ i） 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ６ お よ び 配 列 番 号 ８ よ り な
る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 ； （ ii） 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 の 結 果 と し て 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号
３ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ６ お よ び 配 列 番 号 ８ よ り な る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 か ら の 核 酸 配
列 縮 重 物 ； ま た は （ iii） こ れ ら に 相 補 的 な 核 酸 配 列 、 を 有 す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｅ ） ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｆ ） 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ５ １ ～ １ ５ ７ ５ を 含 み 、 配 列 番 号 ２ マ イ ナ ス 開 始 コ ド
ン の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ６ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｇ ） 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ４ ８ ～ １ ５ ７ ５ を 含 み 、 開 始 コ ド ン を 含 む 配 列 番 号 ２
の ア ミ ノ 酸 １ ～ ４ ７ ６ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｈ ） 配 列 番 号 １ ２ と 少 な く と も ８ ２ .０ ％ 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド ；
（ ｉ ） ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｊ ） 配 列 番 号 １ ２ の ヌ ク レ オ チ ド １ １ ４ ～ １ ２ ６ ２ を 含 み 、 配 列 番 号 １ ３ マ イ ナ ス 開 始
コ ド ン の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ３ ８ ４ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
；
（ ｋ ） 配 列 番 号 １ ２ の ヌ ク レ オ チ ド １ １ １ ～ １ ２ ６ ２ を 含 み 、 開 始 コ ド ン を 含 む 配 列 番 号
１ ３ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ３ ８ ４ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｌ ） ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｍ ） 配 列 番 号 １ ４ の ヌ ク レ オ チ ド １ ３ ９ ～ １ ６ ４ １ を 含 み 、 配 列 番 号 １ ５ マ イ ナ ス 開 始
コ ド ン の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ５ ０ ２ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
；
（ ｎ ） 配 列 番 号 １ ４ の ヌ ク レ オ チ ド １ ３ ６ ～ １ ６ ４ １ を 含 み 、 開 始 コ ド ン を 含 む 配 列 番 号
１ ５ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ５ ０ ２ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｏ ） マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｐ ） 配 列 番 号 ６ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ２ ～ １ ４ ４ ３ を 含 み 、 配 列 番 号 ４ マ イ ナ ス 開 始 コ ド ン
の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ５ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｑ ） 配 列 番 号 ６ の ヌ ク レ オ チ ド １ ９ ～ １ ４ ４ ３ を 含 み 、 開 始 コ ド ン を 含 む 配 列 番 号 ７ の
ア ミ ノ 酸 １ ～ ４ ７ ５ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｒ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ の 核 酸 配 列 を 有 す る 、 （ ａ ） か ら （ ｑ ） の い ず
れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｓ ） （ ａ ） か ら （ ｒ ） の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ；
（ ｔ ） 相 補 的 な 核 酸 配 列 が 、 （ ａ ） か ら （ ｒ ） の い ず れ か か ら 選 ば れ る 核 酸 配 列 を 含 む 変
性 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か の 鎖 に 中 く ら い ま た は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｕ ） 中 く ら い の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 が 、 ０ .２ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ ま た は Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ .
２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 約 ４ ２ ℃ ～ 約 ５ ０ ℃ の 温 度 で 洗 浄 す る こ と を 含 む 、 （ ｔ ） に 記 載 の 単 離 ポ
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リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｖ ） 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 が 、 ０ .０ １ ８ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 、 約 ６ ５ ℃ で 安 定 な ハ
イ ブ リ ッ ド を 生 成 す る 核 酸 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る も の で あ る 、 （ ｔ
） に 記 載 の 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｗ ） 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る 単 離 お よ び 精 製 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 該 ポ
リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 １ ３ の 配 列 と 少 な く と も ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る も の ；
（ ｘ ） 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る 単 離 お よ び 精 製 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 該 ポ
リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 １ ５ の 配 列 と 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る も の ；
（ ｙ ） 番 号 １ ２ の 配 列 と 少 な く と も ６ ８ .２ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 単 離 お よ び 精 製 し
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 ； お よ び
（ ｚ ） 番 号 １ ４ の 配 列 と 少 な く と も ９ ３ .１ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 単 離 お よ び 精 製 し
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
以 下 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達
タ ン パ ク 質 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ
ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 ；
；
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ
ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 ；
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ
ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 ；
（ ｄ ） 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 し 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ の 核 酸
配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 、 単 離 お よ び 実 質 的 に 精 製 し た ヒ ト 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質
；
（ ｅ ） 配 列 番 号 ７ ま た は 配 列 番 号 ９ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ
ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 ；
（ ｆ ） 配 列 番 号 ７ ま た は 配 列 番 号 ９ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ
ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 ；
（ ｇ ） 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 し 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ に 記 載 の 核 酸
配 列 、 ま た は 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 の 結 果 と し て 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ か ら の 核 酸 配
列 縮 重 物 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 、 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ ナ ル
伝 達 タ ン パ ク 質 ；
（ ｈ ） 配 列 番 号 ７ ま た は 配 列 番 号 ９ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞
シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 ；
（ ｉ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ６ を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ア ミ ノ 酸 ２
～ ４ ７ ６ が 配 列 番 号 ２ マ イ ナ ス 開 始 メ チ オ ニ ン の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の ；
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（ ｊ ） 配 列 番 号 １ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ
ー ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 変 異 体 タ ン パ ク 質 ；
（ ｋ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ の 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 Ｒ Ｅ Ｔ １
６ .２ 変 異 体 タ ン パ ク 質 ；
（ ｌ ） 配 列 番 号 １ ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 変 異 体 タ ン
パ ク 質 ；
（ ｍ ） 配 列 番 号 １ ３ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ３ ８ ４ を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ア ミ ノ 酸
２ ～ ３ ８ ４ が 配 列 番 号 １ ３ マ イ ナ ス 開 始 メ チ オ ニ ン の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の ；
（ ｎ ） 配 列 番 号 １ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ
ー ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 変 異 体 タ ン パ ク 質 ；
（ ｏ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ の 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 Ｒ Ｅ Ｔ １
６ .３ 変 異 体 タ ン パ ク 質 ；
（ ｐ ） 配 列 番 号 １ ４ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 変 異 体 タ ン
パ ク 質 ；
（ ｑ ） 配 列 番 号 １ ５ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ５ ０ ２ を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ア ミ ノ 酸
２ ～ ５ ０ ２ が 配 列 番 号 １ ５ マ イ ナ ス 開 始 メ チ オ ニ ン の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の ；
（ ｒ ） 配 列 番 号 ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー
ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 ；
（ ｓ ） 配 列 番 号 ６ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 ；
（ ｔ ） 配 列 番 号 ７ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ５ を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ア ミ ノ 酸 ２
～ ４ ７ ５ が 配 列 番 号 ７ マ イ ナ ス 開 始 メ チ オ ニ ン の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の ；
（ ｕ ） 配 列 番 号 １ ３ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ
ク 質 ； お よ び
（ ｖ ） 配 列 番 号 １ ５ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ
ク 質 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ５ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 特 異 的
に 結 合 す る 、 精 製 し た 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 工 程 ：
（ ａ ） 請 求 項 ４ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 つ い で
（ ｂ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド を 宿 主 細 胞 培 養 液 か ら 回 収 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
生 物 学 的 試 料 中 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 ま た は そ の 断 片 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 工 程 ：
（ ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 物 学 的 試 料 の 核 酸 材 料 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ 、 そ れ に よ っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 生 成 さ せ 、 つ い で
（ ｂ ） 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し 、 そ の 際 、 該 複 合 体 の 検 出 は ユ ビ キ チ ン
結 合 酵 素 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 の 該 生 物 学 的 試 料 中 の 存 在 と 相
関 関 係 を 有 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
分 子 ま た は 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 該 ラ イ ブ ラ リ ー 中 に 該 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も １ の 分 子 ま た は 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 被 験 分 子 ま た は 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー と 特 異
的 な 結 合 が 可 能 な 条 件 下 で 混 合 し 、 つ い で
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（ ｂ ） 特 異 的 な 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る
被 験 分 子 ま た は 化 合 物 を 同 定 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 変 調 す る こ
と の で き る 候 補 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 被 験 化 合 物 を 請 求 項 ５ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 ま た は 組 織 と 接 触 さ せ 、
つ い で
（ ｂ ） 候 補 変 調 化 合 物 と し て 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 活 性
を 変 調 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 ５ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 炎 症 関 連 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 に て 投 与
す る こ と を 含 む 、 炎 症 関 連 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
該 疾 患 ま た は 障 害 が 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 若 年 性 慢 性 関 節 炎 、 乾 癬 、 喘 息 、 虚 血 － 再 潅 流
、 多 発 性 硬 化 症 、 臓 器 ま た は 組 織 移 植 の 拒 絶 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 炎 症 性 胃 腸 疾 患 、 ク ロ
ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 亜 急 性 呼 吸 障 害 症 候 群 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 嚢 胞 性 線 維 症
、 自 己 免 疫 疾 患 、 癌 、 腫 瘍 お よ び 新 生 物 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ヒ ト 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 が 第 二 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る の を 抑
制 ま た は 妨 害 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 被 験 化 合 物 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質
を 該 タ ン パ ク 質 が 結 合 ま た は 会 合 す る 第 二 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 と 結 合 が 可 能 な 条 件 下
で 接 触 さ せ 、 つ い で
（ ｂ ） 該 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 結 合 レ ベ ル を 該 被 験 化 合 物 の 不 在 下 で の 結 合 レ ベ ル と 比
較 す る こ と に よ っ て 、 該 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 と 該 第 二 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 と
の 結 合 レ ベ ル が 低 減 ま た は 抑 制 さ れ た か 否 か を 決 定 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に よ る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 を 抑 制 す る
化 合 物 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ５ に 記 載 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド タ ン パ ク 質 を 、 ３ ２ Ｐ － ガ ン マ － Ａ
Ｔ Ｐ を 含 む 反 応 緩 衝 液 中 、 該 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 の 固 相 基 体 へ の 結 合 を 可 能 と す
る 条 件 下 で 該 基 体 に 結 合 さ せ 、
（ ｂ ） 被 験 化 合 物 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ を 加 え 、 つ い で
（ ｃ ） 該 被 験 化 合 物 の 不 在 下 で 観 察 さ れ る リ ン 酸 化 レ ベ ル と 比 較 し て 、 該 被 験 化 合 物 の 存
在 が 該 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド タ ン パ ク 質 に 取 り 込 ま れ る ３ ２ Ｐ 標 識 の 量 の 低 減 と い
う 結 果 と な る か 否 か を 決 定 し 、 そ れ に よ っ て 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド タ ン パ ク 質 の リ
ン 酸 化 を 抑 制 す る 被 験 化 合 物 を 同 定 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
以 下 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ：
（ ａ ） ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ５ １ ～ １ ５ ７ ５ か ら な り 、 配 列 番 号 ２ マ イ ナ ス 開 始 コ
ド ン の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ６ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｃ ） 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ４ ８ ～ １ ５ ７ ５ か ら な り 、 開 始 コ ド ン を 含 む 配 列 番 号
２ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ４ ７ ６ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｄ ） ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
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（ ｅ ） 配 列 番 号 １ ２ の ヌ ク レ オ チ ド １ １ ４ ～ １ ２ ６ ２ か ら な り 、 配 列 番 号 １ ３ マ イ ナ ス 開
始 コ ド ン の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ３ ８ ４ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ；
（ ｆ ） 配 列 番 号 １ ２ の ヌ ク レ オ チ ド １ １ １ ～ １ ２ ６ ２ か ら な り 、 開 始 コ ド ン を 含 む 配 列 番
号 １ ３ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ３ ８ ４ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
；
（ ｇ ） 配 列 番 号 １ ２ と 少 な く と も ６ ８ .２ ％ 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド ；
（ ｈ ） ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｉ ） 配 列 番 号 １ ４ の ヌ ク レ オ チ ド １ ３ ９ ～ １ ６ ４ １ か ら な り 、 配 列 番 号 １ ５ マ イ ナ ス 開
始 コ ド ン の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ５ ０ ２ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ；
（ ｊ ） 配 列 番 号 １ ４ の ヌ ク レ オ チ ド １ ３ ６ ～ １ ６ ４ １ か ら な り 、 開 始 コ ド ン を 含 む 配 列 番
号 １ ５ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ５ ０ ２ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
；
（ ｋ ） 配 列 番 号 １ ４ と 少 な く と も ９ ３ .１ ％ 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド か ら な る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｌ ） マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｍ ） 配 列 番 号 ６ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ２ ～ １ ４ ４ ３ か ら な り 、 配 列 番 号 ４ マ イ ナ ス 開 始 コ ド
ン の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ５ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｎ ） 配 列 番 号 ６ の ヌ ク レ オ チ ド １ ９ ～ １ ４ ４ ３ か ら な り 、 開 始 コ ド ン を 含 む 配 列 番 号 ７
の ア ミ ノ 酸 １ ～ ４ ７ ５ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｏ ） （ ａ ） か ら （ ｎ ） の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ；
（ ｐ ） 相 補 的 な 核 酸 配 列 が 、 （ ａ ） か ら （ ｏ ） の い ず れ か か ら 選 ば れ る 核 酸 配 列 を 含 む 変
性 し た 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か の 鎖 に 中 く ら い ま た は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｑ ） 中 く ら い の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 が 、 ０ .２ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ ま た は Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ .
２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 約 ４ ２ ℃ ～ 約 ５ ０ ℃ の 温 度 で 洗 浄 す る こ と を 含 む 、 （ ｐ ） に 記 載 の 単 離 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｒ ） 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 が 、 ０ .０ １ ８ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 、 約 ６ ５ ℃ で 安 定 な ハ
イ ブ リ ッ ド を 生 成 す る 核 酸 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る も の で あ る 。 （ ｐ
） に 記 載 の 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
（ ｓ ） 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る 単 離 お よ び 精 製 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 該 ポ
リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 １ ３ の 配 列 と 少 な く と も ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る も の ；
（ ｔ ） 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る 単 離 お よ び 精 製 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 該 ポ
リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 １ ５ の 配 列 と 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る も の ；
（ ｕ ） 番 号 １ ２ の 配 列 と 少 な く と も ６ ８ .２ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 単 離 お よ び 精 製 し
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 ； お よ び
（ ｖ ） 番 号 １ ４ の 配 列 と 少 な く と も ９ ３ .１ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 単 離 お よ び 精 製 し
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ５ に 記 載 の 単 離 核 酸 分 子 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ６ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ８ 】
以 下 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら な る 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ ナ ル 伝
達 タ ン パ ク 質 ：

10

20

30

40

50

(6) JP 2004-532619 A 2004.10.28



（ ａ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ６ か ら な る 単 離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ア ミ ノ 酸
２ ～ ４ ７ ６ が 配 列 番 号 ２ マ イ ナ ス 開 始 メ チ オ ニ ン の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の ；
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ
ー ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 変 異 体 タ ン パ ク 質 ；
（ ｃ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ の 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 Ｒ Ｅ Ｔ １
６ .２ 変 異 体 タ ン パ ク 質 ；
（ ｄ ） 配 列 番 号 １ ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 変 異 体 タ ン
パ ク 質 ；
（ ｅ ） 配 列 番 号 １ ３ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ３ ８ ４ か ら な る 単 離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ア ミ ノ
酸 ２ ～ ３ ８ ４ が 配 列 番 号 １ ３ マ イ ナ ス 開 始 メ チ オ ニ ン の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の ；
（ ｆ ） 配 列 番 号 １ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ
ー ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 変 異 体 タ ン パ ク 質 ；
（ ｇ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ の 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 Ｒ Ｅ Ｔ １
６ .３ 変 異 体 タ ン パ ク 質 ；
（ ｈ ） 配 列 番 号 １ ４ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 変 異 体 タ ン
パ ク 質 ；
（ ｉ ） 配 列 番 号 １ ５ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ５ ０ ２ か ら な る 単 離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ア ミ ノ
酸 ２ ～ ５ ０ ２ が 配 列 番 号 １ ５ マ イ ナ ス 開 始 メ チ オ ニ ン の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の ；
（ ｊ ） 配 列 番 号 ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー
ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 ；
（ ｋ ） 配 列 番 号 ６ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 ；
（ ｌ ） 配 列 番 号 ７ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ５ か ら な る 単 離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ア ミ ノ 酸
２ ～ ４ ７ ５ が 配 列 番 号 ７ マ イ ナ ス 開 始 メ チ オ ニ ン の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の ；
（ ｍ ） 配 列 番 号 １ ３ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン
パ ク 質 ； お よ び
（ ｎ ） 配 列 番 号 １ ５ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
該 疾 患 ま た は 障 害 が 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 経 路 の 異 所 性 の 活 性 化 と 関 連 す る 障 害 、 異 所 性 の 細 胞 移
動 と 関 連 す る 障 害 、 異 所 性 の 細 胞 増 殖 と 関 連 す る 障 害 、 異 所 性 の 細 胞 転 移 と 関 連 す る 障 害
、 喘 息 、 若 年 性 特 発 性 関 節 炎 、 腫 瘍 細 胞 の 造 血 性 転 移 、 高 イ ン ス リ ン 血 症 、 ２ 型 糖 尿 病 、
ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 心 血 管 性 疾 患 、 腫 瘍 の 進 行 、 転 移 、 直 腸 癌 、 ヴ ェ ー ゲ ナ ー 肉 芽
腫 症 、 幹 細 胞 移 植 合 併 症 、 サ ラ セ ミ ア 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 虚 血 － 再 潅 流 障 害 、 急 性 肺 障 害 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 移 植 拒 絶 、 全 身
性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 冠 状 動 脈 石 灰 化 、 虚 血 性 心 、 お よ び ア レ ル ギ ー 性 炎 症 よ り な る 群 か
ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 ま た は 配 列 番 号 １ ４ か ら 選 ば れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 新 規 な 完 全 長 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 お よ び そ の コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 生 成
物 （ Ｔ Ｎ Ｆ 刺 激 さ れ た ヒ ト 肺 微 細 血 管 内 皮 細 胞 で 発 現 さ れ る ） の 同 定 お よ び ク ロ ー ニ ン グ
に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の オ ー ソ ロ グ （ orthologs） 、 お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ の コ ー ド さ れ た 生 成 物 の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に
お け る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 と し て の 推 定 の 役 割 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 炎 症 お よ び 炎
症 性 疾 患 、 状 態 、 ま た は 障 害 が 関 与 す る 、 お よ び ／ ま た は 制 御 で き な い 細 胞 の 増 殖 、 た と
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え ば 癌 、 腫 瘍 、 新 生 物 な ど が 関 与 す る 治 療 剤 お よ び 方 法 に お け る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の モ デ ュ レ ー タ ー の 使 用 に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
炎 症 性 疾 患 の 発 生 は 、 循 環 血 球 、 た と え ば 白 血 球 が 内 皮 を 通 っ て 組 織 中 に 浸 潤 す る こ と を
特 徴 と す る 。 こ の 「 ゲ ー ト ウ エ イ （ gateway） 」 機 能 を 媒 体 す る 多 く の 重 要 な 事 象 が 内 皮
細 胞 で 起 こ る 。 内 皮 細 胞 は レ セ プ タ ー や ケ モ カ イ ン を 発 現 し 、 こ れ ら レ セ プ タ ー や ケ モ カ
イ ン は 白 血 球 を 順 に つ な ぎ 、 活 性 化 さ せ 、 強 固 に 付 着 さ せ 、 内 皮 細 胞 接 合 間 に 遊 出 さ せ る
。 こ の プ ロ セ ス は 腫 瘍 壊 死 因 子 （ Ｔ Ｎ Ｆ ） な ど の 初 期 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー の 産 生 に よ っ て
開 始 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
こ の 一 連 の レ セ プ タ ー お よ び ケ モ カ イ ン の 発 現 の 協 同 （ coordinated） 刺 激 は 、 転 写 因 子
、 キ ナ ー ゼ お よ び ス カ フ ォ ー ド タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 に よ っ て 媒 体 さ
れ る 。 こ れ ら シ グ ナ ル 伝 達 分 子 は シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド を 形 成 し 、 該 カ ス ケ ー ド は 炎 症
プ ロ セ ス の 発 生 の 「 マ ス タ ー ス イ ッ チ 」 で あ る 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ な ど の こ の カ ス ケ ー ド の 成 員
は 知 ら れ て い る 。 Ｔ Ｎ Ｆ 活 性 化 内 皮 で 差 別 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 分 析 は 、 上 記 「 マ ス タ
ー ス イ ッ チ 」 カ ス ケ ー ド の 成 員 の 同 定 の 手 助 け と な り う る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
本 発 明 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ 活 性 化 ヒ ト 内 皮 細 胞 で 発 現 さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 を 提 供 す
る も の で あ り 、 該 遺 伝 子 の コ ー ド さ れ た 産 物 は 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 細
胞 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 と し て 機 能 す る と 考 え ら れ る 。 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に お い て
役 割 を 果 た す 分 子 は 、 炎 症 因 子 、 た と え ば サ イ ト カ イ ン 、 リ ン ホ カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 ロ
イ コ ト リ エ ン な ど へ の 細 胞 応 答 に 関 与 し て い る 。 さ ら に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達
カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 の 候 補 と し て 、 様 々 な 細 胞 増 殖 関 連 疾
患 ま た は 障 害 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
本 発 明 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ と 称 す る 新 た に 発 見 さ れ た ヒ ト 遺 伝 子 お よ び そ の コ ー ド さ れ た 産 物
を 提 供 す る も の で あ り 、 該 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ で 刺 激 さ れ た ヒ ト 微 細 血 管 内 皮
細 胞 で 発 現 さ れ る こ と が わ か っ た 。 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン
パ ク 質 と し て の 機 能 を 有 す る 細 胞 質 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
本 発 明 の 一 つ の 側 面 は 、 配 列 番 号 １ に 示 す Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。
本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 １ の 相 補 鎖 、 ま た は 配 列 番 号 １ の 変 異 体 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を も 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 中 く ら い ま た は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下
で 配 列 番 号 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に も 関
す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 配 列 番 号 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ 配 列 番 号 ２ の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 機 能 性 の ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ
の 部 分 を 提 供 す る 。 本 発 明 に 従 い 、 単 離 さ れ 実 質 的 に 純 粋 な Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 が 提 供
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の さ ら な る 側 面 は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ １ ５ ３ ２ ｂ ｐ ； 配 列 番 号 ３ ） お よ び 該 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ に よ っ て コ ー ド さ れ 配 列 番 号 ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド 、 ま た は 機 能 性 の ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 を 提 供 す る 。 単 離 し た 実 質 的
に 純 粋 な Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 配 列 番 号 ４ が 提 供 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(8) JP 2004-532619 A 2004.10.28



ま た 、 本 発 明 に 従 い 、 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た １ ５ ３ ２ ｂ ｐ の ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ （ Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ .１ と も 称 す る ） オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 ブ ダ
ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 従 い 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ；
１ ０ ８ ０ １ ユ ニ バ ー シ テ ィ ー ・ ブ ー ル バ ー ル 、 マ ナ サ ス 、 バ ー ジ ニ ア ２ ０ １ １ ０ － ２ ２ ０
９ ） に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ に て ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ７ 日 に 寄 託 し て あ る 。 ク ロ
ー ニ ン グ し た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 変 異 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 す な わ ち Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ を
含 む ベ ク タ ー も ま た 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 従 い 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・
コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ； １ ０ ８ ０ １ ユ ニ バ ー シ テ ィ ー ・ ブ ー ル バ ー ル 、 マ ナ サ ス 、 バ ー
ジ ニ ア ２ ０ １ １ ０ － ２ ２ ０ ９ ） に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ に て ２ ０ ０ １ 年 ３ 月
７ 日 に 寄 託 し て あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ を 含 む Ｒ Ｅ Ｔ
１ ６  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の さ ら な る 側 面 は 、 配 列 番 号 ３ の 相 補 鎖 、 ま た は そ の 変 異 体 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 中 く ら い ま た は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下
で 配 列 番 号 ３ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に も 関
す る 。 さ ら に 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の ６ ３ ０ ｂ ｐ の 部 分 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ） が 提 供 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 変 異 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 に 従 い 、 単 離 し た Ｒ Ｅ Ｔ １
６ .２ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 １ ２ ） お よ び コ ー ド さ れ た そ の ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 １ ３ ） が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 単 離 し た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ 配 列 番 号 １ ４ ） お よ び コ ー ド さ れ た そ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ５ ） が 提 供 さ れ る 。
こ れ ら 配 列 の 部 分 ま た は 断 片 、 好 ま し く は 機 能 性 の ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 ま た は 断
片 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 色 は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 の マ ウ ス お よ び ラ ッ ト オ ー ソ ロ グ を
提 供 す る 。 本 発 明 に 従 い 、 配 列 番 号 ６ は マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ オ ー ソ ロ グ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 示 す 。 配 列 番 号 ７ は 、 配 列 番 号 ６ に よ っ て コ ー ド さ れ る マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ
チ ド オ ー ソ ロ グ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 配 列 番 号 ８ は ラ ッ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ オ ー ソ ロ グ の 部 分
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 ９ は 配 列 番 号 ８ に よ っ て コ ー ド さ れ る ラ ッ ト Ｒ Ｅ
Ｔ １ ６ オ ー ソ ロ グ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 他 の 特 色 は 、 好 ま し く は ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま
た は そ の 断 片 、 ま た は コ ー ド さ れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 ま た は 部 分
を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 ま た 、 少 な く と も １ の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 機 能 的
な そ の 部 分 を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 薬 理 学 的 に 許 容 し う る ビ ヒ ク ル 、 た と え ば 担 体 、
賦 形 剤 、 ま た は 希 釈 剤 を も 含 む 医 薬 組 成 物 も 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の さ ら な る 側 面 は 、 コ ー ド さ れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 ま た は
内 部 で の 欠 失 ポ リ ペ プ チ ド お よ び こ れ ら 欠 失 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ れ
ら 欠 失 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 提 供 さ れ る 。 欠 失 ポ リ ペ プ チ ド
の 免 疫 原 お よ び ／ ま た は 抗 原 性 エ ピ ト ー プ と し て の 使 用 は 本 明 細 書 に お い て さ ら に 記 載 す
る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の さ ら な る 側 面 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ お よ び マ ウ ス
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 結 果 と し て 得 ら れ る コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ お よ び 最 初 の 開 始 コ ド ン を 欠 く Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ マ ウ ス オ ー ソ ロ
グ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 さ ら に 詳 細 に は 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ５
１ ～ １ ５ ７ ５ に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ６ に 対
応 す る ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る ； 配 列 番 号 １ ２ の ヌ ク レ オ チ ド １ １ ４ ～ １ ２ ６ ２ に 対 応
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す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 配 列 番 号 １ ３ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ３ ８ ４ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ
ド が 提 供 さ れ る ； 配 列 番 号 １ ４ の ヌ ク レ オ チ ド １ ３ ９ ～ １ ６ ４ １ に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 お よ び 配 列 番 号 １ ５ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ５ ０ ２ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る ；
お よ び 配 列 番 号 ６ の ヌ ク レ オ チ ド １ ９ ～ １ ４ ４ ３ に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 配
列 番 号 ７ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ５ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ お よ び マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー
、 お よ び こ こ で 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 の ア ン チ セ ン ス 、 好 ま し く は ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核
酸 配 列 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 、 並 び に Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 分 子 ま た は ア ン チ セ ン ス 分 子 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 断 片 、 ま た は 部 分 を 提 供 す る 。 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 部 分 ま た は 断 片 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 も ま
た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 側 面 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 工 程 （ ａ ） 本 発 明 に よ る ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 機 能 的 な 断 片 を 含 む 発 現 ベ ク
タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 つ い で （ ｂ
） 該 ポ リ ペ プ チ ド を 宿 主 細 胞 か ら 回 収 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 色 は 、 治 療 剤 お よ び 診 断 剤 と し て 使 用 す る た め の 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ
プ チ ド ま た は そ の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 お よ び そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供
す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 特 色 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ
プ チ ド に 結 合 お よ び ／ ま た は 変 調 す る 因 子 ま た は 分 子 、 た と え ば イ ン ヒ ビ タ ー 、 他 の 細 胞
内 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 並 び に モ デ ュ レ ー タ ー
、 と り わ け イ ン ヒ ビ タ ー お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 と り わ け 本 明 細 書 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン
グ 法 に よ っ て 得 ら れ る も の を 提 供 す る 。 ま た 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ と １ ま た は そ れ 以 上 の 他 の 細 胞
シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 、 た と え ば 結 合 相 互 作 用 の イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア ク
チ ベ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 本 発 明 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号
４ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 ま た は 配 列 番 号 １ ５ の 実 質 的 に 精 製 し た ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は イ ン ヒ
ビ タ ー を 提 供 す る 。 こ の 点 に 関 し 、 制 限 さ れ な い 一 例 と し て 、 本 発 明 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ
プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 、 た と え ば 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 ま た は 配 列 番
号 １ ５ の 全 て ま た は 免 疫 原 性 お よ び ／ ま た は 抗 原 性 の 部 分 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る
精 製 し た 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 側 面 は 、 本 発 明 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 配 列 番 号 ２ 、 配
列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 ま た は 配 列 番 号 １ ５ の 実 質 的 に 精 製 し た ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ク
チ ベ ー タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る Ｒ Ｅ Ｔ １
６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ の コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 関 連 す る 障 害 ま た は 疾
患 の 診 断 お よ び ／ ま た は ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る た め の 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 、 ポ リ ペ
プ チ ド 、 ペ プ チ ド お よ び 抗 体 を 提 供 す る （ た と え ば 図 ９ を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 関 連 疾 患 の 検 出 お よ び ／ ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 関 連 疾 患 ま た
は 障 害 の 治 療 ま た は 処 置 へ の 患 者 の 応 答 の モ ニ タ ー の た め の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ プ ロ ー ブ ま た は プ
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ラ イ マ ー を 提 供 す る 。 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
の 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の 他 の 特 色 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ の コ ー ド さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド の 異 所 性 ま た は 制 御 さ れ な い 細 胞 発 現 と 関 連 す る 障 害 の ス ク リ ー ニ ン グ
お よ び 診 断 用 キ ッ ト を 提 供 す る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア レ ル の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 決 定 に 用 い る こ と が で き る 。 キ ッ ト は 、 増 幅 ベ ー ス の ア ッ セ イ 、 核 酸 プ ロ ー ブ
ア ッ セ イ 、 タ ン パ ク 質 核 酸 プ ロ ー ブ ア ッ セ イ 、 抗 体 ア ッ セ イ 、 ま た は こ れ ら ア ッ セ イ の 組
み 合 わ せ の 試 薬 お よ び 指 示 を 含 ん で い て よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
他 の 側 面 に お い て 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 工 程 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 鎖 を 生 物 学 的 試 料 中 の 核 酸 物 質 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 生 成 さ せ 、 つ い で （ ｂ ） 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合
体 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 そ の 際 、 該 複 合 体 の 存 在 が 生 物 学 的 試 料 中 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 と 相 関 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る
。 核 酸 物 質 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に 複 製 連 鎖 反 応 に よ っ て さ ら に 増 幅 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 側 面 は 、 本 明 細 書 に さ ら に 記 載 す る 種 々 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 関 連 疾 患 、 障 害
、 ま た は 状 態 の 遺 伝 的 素 因 、 罹 病 性 お よ び ／ ま た は 処 置 ま た は 治 療 へ の 応 答 の 検 出 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の さ ら な る 側 面 、 特 色 お よ び 利 点 は 、 発 明 の 詳 細 な 説 明 を 読 み 、 添 付 の 図 面 と 関 連
さ せ て 考 慮 し た と き に 一 層 よ く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 を 種 々 の 側 面 で よ り 完 全 に 記 載 す る た め 、 以 下 の 定 義 を 提 供 す る 。 こ れ ら 定 義 は 手
引 き お よ び 解 明 に 有 用 で あ る こ と を 意 図 し た も の で あ っ て 、 開 示 し た 本 発 明 お よ び そ の 態
様 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】

Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は タ ン パ ク 質 ） と は 、 単 離 し 、 好 ま し く は 実 質 的 に 精 製 し
た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を い い 、 本 発 明 に 従 っ て ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー 源 か ら 単 離 さ れ る が 、 あ ら ゆ る 種 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 （ マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 非 ヒ ト 霊 長
類 を 含 む ） 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト か ら 、 お よ び 様 々 な 採 取 源 （ 天 然 、 合 成 、 半 合 成 、 ま た
は 組 換 え を 含 む ） か ら 得 る こ と が で き る 。 実 際 、 本 発 明 は 、 さ ら に 詳 細 に は 、 （ i） 完 全
長 の ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 転 写 物 の ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） お よ び
コ ー ド さ れ た ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） （ 図 １ ～ ３ ） ； （ ii） ヒ ト
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） お よ び コ
ー ド さ れ た ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ） ； （ iii） マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ） お よ び コ ー ド さ れ た マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ７ ） （ 図 ５ お よ び ６ ） お よ び ； （ iv） ラ ッ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ オ ー ソ ロ グ の 部 分 核 酸
配 列 （ 配 列 番 号 ８ ） お よ び コ ー ド さ れ た ラ ッ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ９ ） （
図 １ ３ ～ １ ４ ） を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 し た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ
ペ プ チ ド の 機 能 性 の 断 片 お よ び 部 分 も ま た 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
ア ゴ ニ ス ト （ た と え ば 、 ア ク チ ベ ー タ ー ） と は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 機 能 性 の
そ の 断 片 に 結 合 し た と き に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 を 増 大 ま た は 作 用 の 持 続 を 延
ば す 分 子 を い う 。 ア ゴ ニ ス ト と し て は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て そ の 作 用 を 変
調 す る タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 炭 水 化 物 そ の 他 の 分 子 が 挙 げ ら れ る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト （ た と え
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ば 、 イ ン ヒ ビ タ ー ） と は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 機 能 性 の そ の 断 片 に 結 合 し た と
き に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 ま た は 免 疫 学 的 活 性 の 量 ま た は 作 用 の 持 続 を 低
減 ま た は 排 除 す る 分 子 を い う 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 作 用
お よ び ／ ま た は 機 能 を 低 減 、 低 下 ま た は 排 除 す る タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 炭 水 化 物 、 抗 体 そ の
他 の 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 「 核 酸 配 列 」 と は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド （ た と え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ） 、 お よ び そ の 断 片 ま た は 部 分 、 お よ
び ゲ ノ ム ま た は 合 成 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を い い 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ っ て よ く
、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 を 表 す 。 制 限 さ れ な い 例 と し て 、 断 片 と し て は 、 長 さ が 約
１ ０ ～ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 長 い 、 好 ま し く は 約 ２ ０ ～ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 核 酸 配
列 が 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ～ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 断 片 が 挙 げ ら れ 、
こ れ は ま た 長 さ が 少 な く と も １ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ 以 上 で あ っ て も よ い 。 プ ロ
ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る 核 酸 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の も の と 長 さ が 異 な っ て い
て よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
同 様 に 、 本 明 細 書 に お い て 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 と は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 配 列 、 そ の 断 片 ま た は 部 分 を い い 、 天 然 ま た は 合 成 分 子 を い う 。
ア ミ ノ 酸 配 列 断 片 は 、 一 般 に 長 さ が 約 ４ ま た は ５ ～ 約 ３ ５ 、 好 ま し く は 約 ５ ～ 約 １ ５ ま た
は ２ ５ ア ミ ノ 酸 で あ り 、 最 適 に は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 ま た は 機 能 を 保
持 し て い る 。 し か し な が ら 、 目 的 に 応 じ て 一 層 大 き な ア ミ ノ 酸 断 片 、 た と え ば 約 １ ５ ～ 約
５ ０ ま た は ６ ０ ア ミ ノ 酸 の 断 片 を 使 用 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 天 然 の タ ン パ ク 質 分 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 と い う
場 合 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 な ど の 術 語 、 た と え ば 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 や 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 該
ア ミ ノ 酸 配 列 を 指 称 し た タ ン パ ク 質 分 子 に 関 係 す る 完 全 で 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 限 定 す る
こ と を 意 図 す る も の で は な い 。 さ ら に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ
ク 質 な る 術 語 は 、 本 発 明 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 の コ ー ド さ れ た 生 成 物 を い う も の と し て 、
し ば し ば 相 互 に 交 換 可 能 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 変 化 し た ア ミ ノ 酸 配
列 を い う 。 変 異 体 は 「 保 存 さ れ た 」 変 化 を 有 し て い て よ く 、 そ の 場 合 は た と え ば ロ イ シ ン
を イ ソ ロ イ シ ン で 置 換 す る 場 合 の よ う に 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 は 類 似 の 構 造 的 ま た は 化 学 的
特 性 を 有 す る 。 よ り 稀 に は 、 変 異 体 は 「 保 存 さ れ な い 」 変 化 、 た と え ば グ リ シ ン の ト リ プ
ト フ ァ ン に よ る 置 換 を 有 し て い て よ い 。 よ り 少 な い 変 異 と し て は 、 ア ミ ノ 酸 欠 失 ま た は 挿
入 、 お よ び そ の 両 者 が 挙 げ ら れ る 。 機 能 的 な 生 物 学 的 ま た は 免 疫 学 的 活 性 を 損 な う こ と な
く ど の ア ミ ノ 酸 残 基 を 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 で き る か を 決 定 す る 手 引 き は 、 当 該 技 術 分 野
で よ く 知 ら れ た コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 、 た と え ば Ｄ Ｎ Ａ Ｓ Ｔ Ａ Ｒ ソ フ ト ウ エ ア を 用 い
て 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
ア レ ル ま た は ア レ ル 配 列 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 の 別 の 形 態 で あ る 。 ア レ ル は 、 核 酸 配 列
中 の 少 な く と も １ の 変 異 の 結 果 生 じ 、 変 化 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド （ そ の 構 造 ま
た は 機 能 は 変 化 し て い る か ま た は 変 化 し て い な い ） を 生 成 す る 。 天 然 の も の か 組 換 え の も
の か に 拘 わ ら ず 、 い か な る 遺 伝 子 も ア レ ル 形 を 有 し な い か 、 ま た は １ ま た は 多 く の ア レ ル
形 を 有 し 得 る 。 ア レ ル に 生 じ る 一 般 的 な 変 異 に よ る 変 化 は 、 一 般 に ヌ ク レ オ チ ド の 天 然 の
欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 に 帰 す る 。 こ れ ら 変 化 の 各 々 は 、 所 定 の 配 列 に お い て 単 独 で 、 ま た
は 他 の 変 化 と と も に 、 １ 回 ま た は そ れ 以 上 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 変 化 し た 核 酸 配 列 は 、 同 じ ま た は 機 能 的 に 同 等 の Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と い う 結 果 と な る 異 な る ヌ ク レ オ チ
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ド の 欠 失 、 挿 入 お よ び ／ ま た は 置 換 を 含 む 核 酸 配 列 を 包 含 す る 。 変 化 し た 核 酸 配 列 は さ ら
に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 多 型 を 包 含 す る ； そ の よ う
な 多 型 は 、 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て 容 易 に 検 出 す る こ と が で き て も よ
い し ま た は 検 出 で き な く と も よ い 。 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は ま た 、 サ イ レ ン ト な 変 化 を
生 成 し 、 本 発 明 の 機 能 的 に 同 等 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 と い う 結 果 と な る ア ミ ノ 酸 残 基 の
欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 を 含 ん で い て よ い 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 ま た は 機
能 が 保 持 さ れ る 限 り 、 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 溶 解 性 、 ハ イ ド ロ フ ォ ビ シ テ ィ ー 、 ハ イ ド ロ フ
ィ リ シ テ ィ ー 、 お よ び ／ ま た は 両 親 媒 性 の 性 質 の 類 似 性 に 基 づ い て 意 図 的 な ア ミ ノ 酸 置 換
を 行 う こ と が で き る 。 た と え ば 、 負 に 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 に は ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ
ミ ン 酸 が 含 ま れ 、 正 に 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 に は リ シ ン お よ び ア ル ギ ニ ン が 含 ま れ 、 類 似 の ハ
イ ド ロ フ ィ リ シ テ ィ ー 値 を 有 す る 非 電 荷 の 極 性 頭 部 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸 に は ロ イ シ ン 、 イ
ソ ロ イ シ ン お よ び バ リ ン ； グ リ シ ン お よ び ア ラ ニ ン ； ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン ； セ
リ ン お よ び ト レ オ ニ ン ； お よ び フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び チ ロ シ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
「 ペ プ チ ド 核 酸 」 （ Ｐ Ｎ Ａ ） と は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド 骨 格 （ リ シ ン で 終 わ る ） に 連
結 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 「 オ リ ゴ 」 ） を 含 む ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た は ア ン チ ジ ー ン 因
子 （ anti-gene agent） を い う 。 Ｐ Ｎ Ａ は 一 般 に 、 ア ミ ノ 酸 残 基 に 連 結 し た 少 な く と も ５
ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ を 含 む 。 こ れ ら 小 さ な 分 子 は 、 核 酸 の 相 補 鎖 に 結 合 す る こ と に よ っ
て 転 写 の 伸 長 を 停 止 さ せ る （ P. E. Nielsenら 、 1993, Anticancer Drug Des., 8: 53-63
） 。 Ｐ Ｎ Ａ は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 処 理 し て （ pegylated） 細 胞 内 で の 寿 命 を 延 ば す
こ と が で き 、 該 細 胞 で 相 補 的 な 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ に 優 先 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ マ ー （ 「 オ リ ゴ 」 ） と は 、 典 型 的 に 少 な く と も 約 ６ ヌ ク
レ オ チ ド か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 長 さ が 少 な く と も 約 ８ ～ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド
、 さ ら に 好 ま し く は 長 さ が 少 な く と も 約 １ ２ ヌ ク レ オ チ ド 、 た と え ば 約 １ ５ ～ ３ ５ ヌ ク レ
オ チ ド 、 ま た は 約 １ ５ ～ ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 約 ２ ０ ～ ３ ５ ヌ ク レ オ チ ド の 連 続 し た
ヌ ク レ オ チ ド を 好 ま し く は 含 む 核 酸 配 列 を い い 、 典 型 的 に た と え ば Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 ア ッ セ イ 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ に お い て プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ
ー と し て 用 い る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な る 語 は 、 当 該 技 術 分 野 で 一 般 に 定 義
さ れ る プ ラ イ マ ー 、 プ ロ ー ブ ま た は ア ン プ リ マ ー な る 語 と 実 質 的 に 同 等 で あ る こ と が 理 解
さ れ る で あ ろ う 。 ま た 、 よ り 長 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 ま た は プ ロ ー ブ の 混 合 物
、 た と え ば 縮 重 プ ロ ー ブ を 、 よ り 長 く 一 層 複 雑 な 核 酸 配 列 、 た と え ば ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出
す る の に 用 い る こ と が で き る こ と も 当 業 者 に は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 そ の よ う な 場 合 、 プ
ロ ー ブ は 少 な く と も ２ ０ ～ ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と も ３ ０ ～ １ ０ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 、 さ ら に 好 ま し く は ５ ０ ～ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い て よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
増 幅 と は 核 酸 配 列 の さ ら な る コ ピ ー の 産 生 を い い 、 一 般 に 複 製 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 法 を 用
い て 行 う こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 法 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る （ D. W. Dieffenbac
hお よ び G. S. Dveksler, 1995, PCR Primer, a Laboratory Manual、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン
グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ プ レ ス 、 プ レ イ ン ビ ュ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
マ イ ク ロ ア レ イ は 、 基 体 上 、 た と え ば 紙 、 ナ イ ロ ン 、 ま た は 他 の タ イ プ の メ ン ブ レ ン ； フ
ィ ル タ ー ； チ ッ プ ； ガ ラ ス ス ラ イ ド ； ま た は 他 の タ イ プ の 適 当 な 固 体 支 持 体 上 に 合 成 し た
別 個 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア レ イ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
ア ン チ セ ン ス と は 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 核
酸 配 列 を 含 む 組 成 物 を い う 。 「 ア ン チ セ ン ス 鎖 」 な る 語 は 、 「 セ ン ス 」 鎖 に 相 補 的 な 核 酸
鎖 を 参 照 す る 際 に 用 い る 。 ア ン チ セ ン ス （ す な わ ち 相 補 的 な ） 核 酸 分 子 と し て は Ｐ Ｎ Ａ が
挙 げ ら れ 、 合 成 お よ び 転 写 を 含 む い か な る 方 法 に よ っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。 細 胞 内
に 導 入 さ れ る と 、 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド は 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 天 然 の 配 列 に 結 合 し て
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二 本 鎖 を 形 成 し 、 こ れ が 転 写 か ま た は 翻 訳 の い ず れ か を 妨 害 す る 。 「 マ イ ナ ス 」 の 表 示 が
ア ン チ セ ン ス 鎖 を 参 照 し て 時 々 用 い ら れ 、 「 プ ラ ス 」 は セ ン ス 鎖 を 参 照 し て 時 々 用 い ら れ
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
コ ン セ ン サ ス と は 、 一 連 の 関 連 す る Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 配 列 の 各 位 置 で
の 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 の 最 も 共 通 し た 選 択 を 反 映 す る 配 列 を い う 。 特 に 良 好 な 一 致 を 示 す
領 域 は 、 し ば し ば 保 存 さ れ た 機 能 性 の ド メ イ ン を 表 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
欠 失 と は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か に お け る 変 化 を い い 、 １ ま
た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 の 不 在 と い う 結 果 と な る も の を い う
。 対 照 的 に 、 挿 入 （ 「 付 加 」 と も い う ） と は 、 天 然 分 子 と 比 較 し て １ ま た は そ れ 以 上 の ヌ
ク レ オ チ ド 残 基 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 の 付 加 と い う 結 果 と な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ
ノ 酸 配 列 に お け る 変 化 を い う 。 置 換 と は 、 １ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ
酸 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 に よ る 置 き 換 え を い う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
誘 導 体 核 酸 分 子 と は 、 コ ー ド さ れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ま た は コ ー ド さ
れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 相 補 的 な 核 酸 の 化 学 的 修 飾 を い う 。 そ の よ う な 修 飾 と し て
は 、 た と え ば 、 水 素 原 子 の ア ル キ ル 、 ア シ ル 、 ま た は ア ミ ノ 基 に よ る 置 換 が 挙 げ ら れ る 。
核 酸 誘 導 体 は 、 天 然 分 子 の 必 須 の 生 物 学 的 お よ び ／ ま た は 機 能 的 な 特 徴 を 保 持 し た ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 。 誘 導 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 グ リ コ シ ル 化 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 処
理 （ pegylation） 、 ま た は そ れ が 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 お よ び ／ ま た は 機 能 的
ま た は 免 疫 学 的 活 性 を 保 持 す る 同 様 の プ ロ セ ス に よ っ て 修 飾 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
「 生 物 学 的 に 活 性 な 」 （ す な わ ち 機 能 性 の ） と は 、 天 然 分 子 の 構 造 的 、 制 御 的 、 ま た は 生
化 学 的 な 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ペ プ チ ド 断 片 を い う 。 同
様 に 、 「 免 疫 学 的 に 活 性 な 」 と は 、 天 然 、 組 換 え ま た は 合 成 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ま た は そ の オ リ
ゴ ペ プ チ ド が 適 当 な 動 物 ま た は 細 胞 に お い て 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す 能 力 、 た と え
ば 抗 体 を 産 生 さ せ 、 特 定 の 抗 体 に 結 合 す る 能 力 を い う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と は 、 核 酸 の 鎖 が 相 補 鎖 に 塩 基 対 形 成 に よ り 結 合 す る プ ロ セ ス を
い う 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 」 と は 、 相 補 的 な Ｇ お よ び Ｃ 塩 基 間 お よ び 相 補 的 な Ａ お
よ び Ｔ 塩 基 間 の 水 素 結 合 の 形 成 に よ り ２ つ の 核 酸 配 列 間 で 生 成 す る 複 合 体 を い う 。 水 素 結
合 は 塩 基 ス タ ッ キ ン グ 相 互 作 用 に よ り さ ら に 安 定 化 す る こ と が で き る 。 ２ つ の 相 補 的 な 核
酸 配 列 は 、 逆 平 行 の 立 体 配 置 で 水 素 結 合 を 形 成 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、
溶 液 中 で 形 成 す る こ と が で き （ た と え ば 、 Ｃ ０ ｔ ま た は Ｒ ０ ｔ 分 析 ） 、 ま た は 溶 液 に 存 在
す る 一 方 の 核 酸 配 列 と 固 体 支 持 体 （ た と え ば 、 メ ン ブ レ ン 、 フ ィ ル タ ー 、 チ ッ プ 、 ピ ン 、
ま た は ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 ま た は 細 胞 ま た は そ の 核 酸 を 付 着 し た 他 の 適 当 な 基 体 ） 上 に 固 定
化 し た 他 方 の 核 酸 配 列 と の 間 で 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ま た は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 核 酸 組 成 、 塩 お よ び 温 度 に よ っ
て 定 め ら れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 を い う 。 こ れ ら 条 件 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知
ら れ て お り 、 試 料 中 の 同 一 ま た は 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 お よ び ／ ま た は 検
出 す べ く 変 更 す る こ と が で き る 。 低 い 、 中 く ら い ま た は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 含 む 様
々 な 等 価 な 条 件 は 、 配 列 の 長 さ お よ び 性 質 （ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 塩 基 組 成 ） 、 反 応 環 境 （ 溶
液 中 ま た は 固 相 基 体 上 に 固 定 化 ） 、 標 的 核 酸 の 性 質 （ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 塩 基 組 成 ） 、 塩 の
濃 度 お よ び 他 の 反 応 成 分 （ た と え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、 デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 お よ び ／ ま た は ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） の 存 在 ま た は 不 在 お よ び 反 応 温 度 （ プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 よ り 約 ５
℃ 低 い 温 度 か ら 融 解 温 度 よ り 約 ２ ０ ℃ ～ ２ ５ ℃ 低 い 温 度 の 範 囲 内 ） な ど の 因 子 に 依 存 す る
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。 １ ま た は そ れ 以 上 の 因 子 を 変 化 さ せ る こ と に よ り 、 以 前 の 条 件 と は 異 な る が 同 等 の 条 件
（ 低 い か ま た は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ） を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
当 業 者 に は 理 解 さ れ る で あ ろ う よ う に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は
同 一 ま た は 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 ま た は 検 出 す る た め に 変 更 す る こ と が で
き る 。 熟 練 し た 実 施 者 に よ っ て さ ら に 評 価 さ れ る で あ ろ う よ う に 、 Ｔ ｍ は 幾 つ か の パ ラ メ
ー タ 、 た と え ば ハ イ ブ リ ッ ド ま た は プ ロ ー ブ の ヌ ク レ オ チ ド 数 の 長 さ 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 の 成 分 お よ び 条 件 な ど に 依 存 し て 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 等 式 に よ
り 近 似 す る こ と が で き る （ た と え ば 、 T. Maniatisら 、

、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ
ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 １ ９ ８ ２ お よ び J. Sambrookら 、

、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・
ハ ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 １ ９ ８ ９ ； 、 F. M. 
Ausubelら 編 、 Vol. 1, “ Preparation and Analysis of DNA” 、 John Wiley and Sons, I
nc., 1994-1995、 補 遺 ２ ６ ， ２ ９ ， ３ ５ お よ び ４ ２ ； pp. 2.10.7-2.10.16； G. M. Wahlお
よ び S. L. Berger（ 1987;  152: 399-407） ； お よ び A. R. Kimmel, 198
7;  152: 507-511を 参 照 ） 。 一 般 的 な 手 引 き と し て 、 Ｔ ｍ は 配 列 ホ
モ ロ ジ ー が １ ％ 下 が る 毎 に 約 １ ℃ ～ １ .５ ℃ 下 が る 。 ま た 、 一 般 に ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性
は ナ ト リ ウ ム イ オ ン 濃 度 お よ び 温 度 の 関 数 で あ る 。 典 型 的 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反
応 は 最 初 は 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で 行 い 、 つ い で 異 な る 、 し か し よ り 高 い ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー で 洗 浄 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、 た と え ば 高
い 、 中 く ら い 、 ま た は 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー へ の 言 及 は 、 一 般 に そ の よ う な 洗 浄 条 件 に
関 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
そ れ ゆ え 、 制 限 さ れ な い 例 と し て 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー と は 、 ０ .０ １ ８ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ
中 、 約 ６ ５ ℃ で 安 定 な ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 核 酸 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能
に す る 条 件 を い う （ す な わ ち 、 ハ イ ブ リ ッ ド が ０ .０ １ ８ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 、 約 ６ ５ ℃ で 安 定
で な い な ら 、 そ れ は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 安 定 で は な い で あ ろ う ） 。 高 い ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 た と え ば 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × デ ン ハ ル ト 溶 液 、 ５ × Ｓ Ｓ
Ｐ Ｅ （ 食 塩 水  リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） （ １ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 緩 衝 液 は ０ .１ ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ
、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ） 、 （ ま た は １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ
、 １ ５ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 Ｎ ａ ３ ・ ２ Ｈ ２ Ｏ 、 ｐ Ｈ ７ .０ を 含 む １ × Ｓ Ｓ Ｃ 緩 衝 液 ） 、 ０ .２ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ 中 、 約 ４ ２ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 つ い で １ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ （ ま た は 食 塩 水  ク
エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 Ｓ Ｓ Ｃ ） お よ び ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 少 な く と も 約 ４ ２ ℃ 、 好 ま し く は
約 ５ ５ ℃ 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ６ ５ ℃ の 温 度 に て 洗 浄 す る こ と に よ り 提 供 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
中 く ら い の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 と は 、 制 限 さ れ な い 例 と し て 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、
５ × デ ン ハ ル ト 溶 液 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ （ ま た は Ｓ Ｓ Ｃ ） 、 ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 ４ ２ ℃ （ か ら
約 ５ ０ ℃ ） で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と が で き 、 つ い で ０ .２ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ （ ま た は
Ｓ Ｓ Ｃ ） お よ び ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 少 な く と も 約 ４ ２ ℃ 、 好 ま し く は 約 ５ ５ ℃ 、 さ ら に 好
ま し く は 約 ６ ５ ℃ の 温 度 に て 洗 浄 す る こ と の で き る 条 件 を い う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 と は 、 制 限 さ れ な い 例 と し て 、 １ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × デ
ン ハ ル ト 溶 液 、 ６ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ （ ま た は Ｓ Ｓ Ｃ ） 、 ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 ４ ２ ℃ で ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と が で き 、 つ い で １ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ （ ま た は Ｓ Ｓ Ｃ ） お よ び ０ .２ ％ Ｓ Ｄ
Ｓ 中 、 少 な く と も 約 ４ ５ ℃ 、 好 ま し く は 約 ５ ０ ℃ の 温 度 に て 洗 浄 す る こ と の で き る 条 件 を
い う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
さ ら な る ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 に つ い て は T. Maniatisら 、

10

20

30

40

50

(15) JP 2004-532619 A 2004.10.28

Molecular Cloning: A Laboratory
 Manual

Molecular Cloning: A Laborato
ry Manual

Current Protocols in Molecular Biology

Methods Enzymol.
Methods of Enzymol.

Molecular Cloning: A Labo



、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン
グ ・ ハ ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ２ ） を 参 照 の こ と 。 低 い 、 中 く ら い お よ び 高 い ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ／ 洗 浄 条 件 は 、 熟 練 し た 実 施 者 に よ く 知 ら れ 実
施 さ れ て い る 種 々 の 成 分 、 緩 衝 液 お よ び 温 度 を 用 い て 変 え る こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ
な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
相 補 的 な ま た は 相 補 性 と は 、 許 容 さ れ る 塩 お よ び 温 度 の 条 件 下 で の 塩 基 形 成 に よ る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 天 然 の 結 合 を い う 。 た と え ば 、 配 列 「 Ａ － Ｇ － Ｔ 」 は 相 補 的 配 列 「 Ｔ － Ｃ －
Ａ 」 に 結 合 す る 。 ２ つ の 一 本 鎖 分 子 間 で の 相 補 性 は 「 部 分 的 」 で あ っ て よ く 、 そ の 場 合 は
核 酸 の 一 部 の み が 結 合 し 、 あ る い は 一 本 鎖 間 に 全 体 に わ た る 相 補 性 が 存 在 す る と き に は 相
補 性 は 完 全 な も の で あ る 。 核 酸 鎖 間 の 相 補 性 の 程 度 は 、 核 酸 鎖 間 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン の 効 率 お よ び 強 度 に 対 し て 有 意 の 影 響 を 及 ぼ す 。 こ の こ と は 、 Ｐ Ｎ Ａ 分 子 の デ ザ イ ン
お よ び 使 用 の 場 合 と 同 様 、 増 幅 反 応 （ 核 酸 鎖 間 の 結 合 に 依 存 す る ） に お い て 特 に 重 要 で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
ホ モ ロ ジ ー と は 相 補 性 の 程 度 を い う 。 部 分 的 な 配 列 ホ モ ロ ジ ー ま た は 完 全 な ホ モ ロ ジ ー が
あ り 、 完 全 な ホ モ ロ ジ ー は 同 一 性 、 た と え ば １ ０ ０ ％ 同 一 性 と 同 等 で あ る 。 同 一 配 列 が 標
的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の を 少 な く と も 部 分 的 に 抑 制 す る 部 分 的 に 相 補 的 な 配 列 は 、
機 能 的 な 用 語 「 実 質 的 に 相 同 な 」 を 用 い て 表 す 。 完 全 に 相 補 的 な 配 列 の 標 的 配 列 へ の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 抑 制 は 、 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
ア ッ セ イ （ た と え ば 、 サ ザ ー ン ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 溶 液 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な
ど ） を 用 い て 調 べ る こ と が で き る 。 実 質 的 に 相 同 な 配 列 ま た は プ ロ ー ブ は 、 低 い ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー 条 件 下 、 完 全 に 相 同 な 配 列 ま た は プ ロ ー ブ の 標 的 配 列 へ の 結 合 （ す な わ ち 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） と 競 合 ま た は 抑 制 す る で あ ろ う 。 に も 拘 わ ら ず 、 低 い ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー の 条 件 は 非 特 異 的 な 結 合 を 可 能 に は し な い ； 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 で は 、
２ つ の 配 列 の 結 合 が 互 い に 特 異 的 な （ す な わ ち 、 選 択 的 な ） 相 互 反 応 で あ る 必 要 が あ る 。
非 特 異 的 な 結 合 の 欠 如 は 、 相 補 性 の 部 分 的 な 程 度 さ え も 欠 い て い る （ た と え ば 、 約 ３ ０ ％
未 満 の 同 一 性 ） 第 二 の 標 的 配 列 を 用 い る こ と に よ っ て 試 験 す る こ と が で き る 。 非 特 異 的 な
結 合 の 不 在 下 、 プ ロ ー ブ は 第 二 の 非 相 補 的 な 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
当 業 者 で あ れ ば 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る に よ う に 、 た と え ば Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ Ｗ コ ン
ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム （ J. D. Thompsonら 、 1994, Nucleic Acids Research, 2(22): 467
3-4680） ま た は Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ｄ Ｂ （ Brutlagら 、 1990, Comp. App. Biosci., 6: 237-245） に
基 づ く も の な ど の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 を 決 定 す る 方 法 を 知 っ
て い る で あ ろ う 。 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ｄ Ｂ ア ル ゴ リ ズ ム は 典 型 的 に そ の 計 算 に お い て 配 列 の 内 部 の マ
ッ チ ン グ し な い 欠 失 ま た は 付 加 （ す な わ ち 、 ギ ャ ッ プ ） を 考 慮 し て い な い が 、 こ の こ と は
％ 同 一 性 を 過 度 に 評 価 す る の を 避 け る べ く 人 為 的 に 補 正 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら
、 Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ Ｗ は そ の 同 一 性 の 計 算 に お い て ギ ャ ッ プ を 考 慮 に 入 れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ お よ び Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ２ .０ ア ル ゴ リ ズ ム （ Altschulら 、 1977, Nuc. Acids Res., 
25: 3389-3402お よ び Altschulら 、 1990, J. Mol. Biol., 215: 403-410） も ま た 当 業 者 に
利 用 で き る 。 核 酸 配 列 用 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ プ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ー ル ト と し て ワ ー ド レ ン ク
ス （ wordlength； Ｗ ） １ １ 、 エ ク ス ペ ク テ ー シ ョ ン （ expectation； Ｅ ） １ ０ 、 Ｍ ＝ ５ 、
Ｎ ＝ ４ 、 お よ び 両 鎖 の 比 較 を 使 用 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ プ ロ グ ラ
ム は 、 デ フ ォ ー ル ト と し て ワ ー ド レ ン ク ス （ Ｗ ） ３ 、 お よ び エ ク ス ペ ク テ ー シ ョ ン （ Ｅ ）
１ ０ を 使 用 す る 。 Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ ６ ２ ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス （ Henikoff & Henikoff, 1
989, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89: 10915） は 、 ア ラ イ ン メ ン ト （ Ｂ ） ５ ０ 、 エ ク
ス ペ ク テ ー シ ョ ン （ Ｅ ） １ ０ 、 Ｍ ＝ ５ 、 Ｎ ＝ ４ 、 お よ び 両 鎖 の 比 較 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
所 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 成 物 と は 、 広 く 該 所 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
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む あ ら ゆ る 組 成 物 を い う 。 組 成 物 は 乾 燥 し た 調 合 物 ま た は 水 性 の 溶 液 を 包 含 す る 。 Ｒ Ｅ Ｔ
１ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ ） ま
た は そ の 断 片 を 含 む 組 成 物 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て ま た は プ ラ イ マ ー
と し て 用 い る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 凍 結 乾 燥 し た 形 態 で 貯 蔵 す る こ
と が で き 、 炭 水 化 物 な ど の 安 定 化 剤 と 混 合 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で
は プ ロ ー ブ は 、 塩 （ た と え ば 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） 、 界 面 活 性 剤 （ た と え ば 、 Ｓ Ｄ Ｓ ） お よ び 他 の
成 分 （ た と え ば 、 デ ン ハ ル ト 溶 液 、 粉 乳 、 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ な ど ） を 含 む 水 溶 液 中 で 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
「 実 質 的 に 精 製 し た 」 と は 、 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 を そ の 天 然 環 境 か ら 種 々 の 手 段
に よ り 除 去 、 す な わ ち 単 離 ま た は 分 離 し 、 天 然 の 状 態 で は 結 合 し て い た 他 の 成 分 を 少 な く
と も ６ ０ ％ 含 ま な い 、 好 ま し く は ７ ５ ％ ～ ８ ５ ％ 含 ま な い 、 最 も 好 ま し く は ９ ０ ％ ま た は
そ れ 以 上 含 ま な い こ と を い う 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
試 料 ま た は 生 物 学 的 試 料 の 語 は 、 そ の 最 も 広 義 で 解 釈 さ れ る こ と を 意 図 す る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 断 片 、 ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 自 体 を 含 む と
思 わ れ る 生 物 学 的 試 料 と し て は 、 体 液 、 細 胞 ま た は 組 織 か ら の 抽 出 物 、 細 胞 か ら 単 離 し た
染 色 体 （ た と え ば 、 中 期 染 色 体 の ス プ レ ッ ド （ spread） ） 、 オ ル ガ ネ ラ 、 ま た は 細 胞 か ら
単 離 し た 膜 、 細 胞 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ 溶 液 中 の も の 、 ま た は サ ザ ー ン 分 析 の よ う に 固 相 支 持
体 に 結 合 し た も の ） 、 Ｒ Ｎ Ａ （ 溶 液 中 の も の 、 ま た は ノ ー ザ ン 分 析 の よ う に 固 相 支 持 体 に
結 合 し た も の ） 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 溶 液 中 の も の 、 ま た は 固 相 支 持 体 に 結 合 し た も の ） な ど の 核
酸 、 組 織 、 組 織 プ リ ン ト な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
形 質 転 換 と は 、 外 来 Ｄ Ｎ Ａ が レ シ ピ エ ン ト 細 胞 に 入 り 変 化 さ せ る プ ロ セ ス を い う 。 形 質 転
換 は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 種 々 の 方 法 を 用 い て 天 然 ま た は 人 為 的 な 条 件 下 で 行 う
こ と が で き る 。 形 質 転 換 は 、 異 種 核 酸 配 列 を 原 核 ま た は 真 核 宿 主 細 胞 に 挿 入 す る 既 知 の 方
法 に 依 存 し て 行 う こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 形 質 転 換 す べ き 宿 主 細 胞 の 種 類 に 基 づ い て
選 択 し 、 ウ イ ル ス 感 染 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 熱 シ ョ ッ ク 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 、 お よ び
部 分 衝 撃 （ partial bombardment） が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。 そ
の よ う な 「 形 質 転 換 し た 」 細 胞 に は 、 挿 入 Ｄ Ｎ Ａ が 自 己 複 製 プ ラ ス ミ ド と し て か ま た は 宿
主 染 色 体 の 一 部 と し て 複 製 で き る 安 定 に 形 質 転 換 し た 細 胞 が 含 ま れ る 。 形 質 転 換 し た 細 胞
に は ま た 、 挿 入 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 限 ら れ た 期 間 の み 一 過 性 に 発 現 す る 細 胞 も 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ６ １ 】
「 ミ メ チ ッ ク 」 と は 、 そ の 構 造 を Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 部 分 の 構 造 に 関 す る 知
見 に 基 づ い て 開 発 し た 分 子 を い い 、 そ の よ う な も の と し て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 の 作 用 の
一 部 ま た は 全 て を 奏 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
タ ン パ ク 質 に 関 連 し て 「 部 分 」 （ 「 所 定 の タ ン パ ク 質 の 部 分 」 の よ う に ） と は 、 該 タ ン パ
ク 質 の 断 片 ま た は セ グ メ ン ト 、 た と え ば ペ プ チ ド を い う 。 断 片 は 、 サ イ ズ が ４ ま た は ５ ア
ミ ノ 酸 残 基 の も の か ら 全 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ の ア ミ ノ 酸 を 差 し 引 い た も の ま で の 範 囲
に わ た る 。 そ れ ゆ え 、 「 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 部 分 を
含 む 」 タ ン パ ク 質 は 、 完 全 長 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 完 全 長 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 断
片 ま た は セ グ メ ン ト を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
抗 体 と は 、 完 全 な 分 子 並 び に エ ピ ト ー プ ま た は 抗 原 決 定 基 に 結 合 す る こ と の で き る Ｆ ａ ｂ
、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 、 Ｆ ｖ な ど の フ ラ グ メ ン ト を い う 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗
体 は 、 完 全 な ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 目 的 と す る 小 さ な ペ プ チ ド を 含 む ま た は 免 疫 用 抗 原 と
し て 組 換 え に よ り 調 製 し た 断 片 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 動 物 の 免 疫 に 使 用 す る ポ
リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 転 移 （ transition） か ら 得 る か ま た は 化 学
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的 に 合 成 す る こ と が で き 、 所 望 な ら 担 体 タ ン パ ク 質 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る こ と が で き る 。
ペ プ チ ド に 化 学 的 に 結 合 さ せ る た め に 一 般 に 使 用 さ れ る 担 体 と し て は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） 、 お よ び チ ロ グ ロ ブ リ ン が
挙 げ ら れ る 。 つ い で 、 結 合 し た ペ プ チ ド を 用 い て 動 物 （ た と え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ま た
は ウ サ ギ ） を 免 疫 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
「 ヒ ト 化 」 抗 体 と は 、 ヒ ト 抗 体 に 一 層 近 似 さ せ る た め に 非 抗 原 結 合 領 域 の ア ミ ノ 酸 を 置 換
し な が ら 元 々 の 抗 原 結 合 能 は 保 持 し て い る 抗 体 分 子 を い い 、 た と え ば C. L. Queenら の 米
国 特 許 第 ５ ,５ ８ ５ ,０ ８ ９ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
抗 原 決 定 基 と は 、 特 定 の 抗 体 と 接 触 す る 分 子 の 部 分 （ す な わ ち 、 エ ピ ト ー プ ） を い う 。 タ
ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 の 断 片 を 用 い て 宿 主 動 物 を 免 疫 す る 場 合 、 該 タ ン パ ク 質 の 多 く
の 領 域 が 該 タ ン パ ク 質 上 の 所 定 の 領 域 ま た は 三 次 元 構 造 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を
誘 発 す る こ と が で き る ； こ れ ら 領 域 ま た は 構 造 を 抗 原 決 定 基 と い う 。 抗 原 決 定 基 は 、 抗 体
へ の 結 合 に 対 し て 完 全 な 抗 原 （ す な わ ち 、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る の に 用 い た 免 疫 原 ） と 競 合
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
「 特 異 的 結 合 」 ま た は 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と 結 合 性 分
子 、 た と え ば ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は 抗 体 と の 相 互 作 用 を い う 。 相 互 作 用 は
、 結 合 性 分 子 に よ っ て 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 の 特 定 の 構 造 （ た と え ば 、 抗 原 決 定 基 ま た は
エ ピ ト ー プ 、 ま た は 構 造 的 な 決 定 基 ） の 存 在 に 依 存 す る 。 た と え ば 、 抗 体 が エ ピ ト ー プ 「
Ａ 」 に 特 異 的 で あ る な ら 、 標 識 し た 「 Ａ 」 お よ び 該 抗 体 を 含 む 反 応 液 中 の エ ピ ト ー プ Ａ （
ま た は 遊 離 の 非 標 識 の Ａ ） を 含 む タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 標 識 し た Ａ の 該 抗 体 へ の 結 合 を 低
減 さ せ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 と 相 関 関 係 が あ る 」 と は 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ２ と 類 似
の リ ボ 核 酸 の 存 在 の ノ ー ザ ン 分 析 に よ る 検 出 が 、 試 料 中 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 を 示 し 、 そ れ に よ っ て 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
か ら の 転 写 物 の 発 現 と 相 関 関 係 が あ る こ と を い う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 変 更 に は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に お け る あ ら ゆ る 変 更 が 含 ま れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 用 い て 検 出 で き る 欠 失 、 挿 入 、 お よ び 点 変 異 が 含 ま れ る 。 こ の 定 義
に 含 ま れ る の は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 変 更 の 検 出 （ た と
え ば 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る 制 限 断 片 長 多 型 の
パ タ ー ン の 変 化 に よ り ） 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ の 選 択 し た 断 片 が ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の
試 料 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き な い こ と （ た と え ば 、 ア レ ル 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ を 用 い ） 、 お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 正 常 な
染 色 体 遺 伝 子 座 以 外 の 遺 伝 子 座 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の よ う な 不 適 切 ま た は 予 期 し
な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ た と え ば 、 中 期 染 色 体 ス プ レ ッ ド へ の 蛍 光 イ ン シ ト ゥ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） を 用 い ） で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び コ ー ド し た ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 特 に 本
明 細 書 で 記 載 し て い る の は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ （ 本 明 細 書 で は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ と も い う ） お よ び 変
異 体 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ で あ る 。 「 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 」 と の 言 及 は す べ て 、 特 に
断 ら な い 限 り 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ （ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ ） 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ に 適
用 さ れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 明 細 書 に 記 載 す る 新 規 な Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ 刺 激 し た ヒ ト 肺 微 細 血 管 内 皮 細 胞
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で 発 現 さ れ 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る こ と が わ か っ た 。 本 発 明 に 従 い 、 Ｔ Ｎ Ｆ 刺 激
し た ヒ ト 肺 微 細 血 管 内 皮 細 胞 で 発 現 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ を 分 析 し て 、 細 胞 制 御 事 象 に 関 与 す る と
思 わ れ る 遺 伝 子 産 物 を 同 定 し た 。 静 止 細 胞 を Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ で １ 時 間 刺 激 し 、 該 細 胞 か
ら Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 単 離 し た Ｒ Ｎ Ａ か ら 、 当 業 者 に 知 ら れ 用 い ら れ て い る 常 法 を 用 い て
相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） を 製 造 し た 。 微 細 血 管 内 皮 細 胞 を Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ で 刺 激 し た
後 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 用 い て 同 定 し た （ 実 施 例 １ 参 照 ） 。 こ の ア プ ロ ー チ で 同 定 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ｃ Ｄ
Ｎ Ａ を 、 以 下 に 記 載 す る よ う に シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド で の 可 能 な 役 割 に つ い て 評 価 し た
。
【 ０ ０ ７ １ 】
従 っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 の 役 割 を ア ン チ セ ン ス 戦 略 を 用 い て 特 徴 付 け
た （ 実 施 例 ５ お よ び ６ 参 照 ） 。 こ の 目 的 の た め 、 細 胞 を ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ で 刺 激 し た 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６  Ｒ Ｎ Ａ を 抑 制 で
き る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 を 妨 害 で き る オ リ ゴ を 選 択 す べ く 評
価 し た 。 最 も 活 性 な Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 ア ン チ セ ン ス は 、 下 記 配 列 ：
Ｕ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｕ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｕ Ｃ Ｕ （ 配 列 番 号 １ ６ ）
を 有 す る １ １ ５ ８ ７ オ リ ゴ で あ る こ と が わ か っ た 。 こ の １ １ ５ ８ ７ オ リ ゴ は ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し た 細 胞 の 表 面 上 の Ｅ － セ レ ク チ ン タ ン パ ク 質 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 抑 制
し た の で 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド で の 役 割 が 示 唆 さ れ た （ 実 施 例 ６ お
よ び 図 ９ ） 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 の Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 低 減 は 、 細 胞 内 で の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク
質 レ ベ ル を 低 減 さ せ る と 推 定 さ れ る 。 そ れ ゆ え 、 細 胞 内 で の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 レ ベ ル
の 低 減 は Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド を 妨 害 で き 、 細 胞 表 面 で の Ｅ － セ レ ク
チ ン の 発 現 の 低 減 と い う 結 果 と な っ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
実 施 例 ６ に 記 載 し 、 図 ９ に 示 す よ う に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 向 け ら れ た
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Ｔ Ｎ Ｆ － 刺 激 し た Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 で の Ｅ － セ レ ク チ ン
発 現 の 有 意 の 抑 制 と い う 結 果 と な っ た 。 こ れ ら 結 果 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ が 直 接 か ま た は 間 接 的
に Ｅ － セ レ ク チ ン 発 現 を 少 な く と も 変 調 し て い る こ と を 意 味 し て い る 。 好 ま し く は 、 こ れ
ら 結 果 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ が Ｅ － セ レ ク チ ン （ 多 く の 炎 症 性 疾 患 と 関 連 し て い る こ と が 当 該 技
術 分 野 で 知 ら れ て い る ） の 正 の モ デ ュ レ ー タ ー を 表 し て い る こ と を 示 し て い る 。 そ れ ゆ え
、 以 下 に さ ら に 検 討 す る よ う に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 炎 症 性 疾 患 の 治 療 、 予 防
、 お よ び ／ ま た は 改 善 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
さ ら に 、 本 発 明 に 従 え ば 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ に 対 し て 向 け ら れ た ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は ま た Ｖ － ｃ ａ ｍ 発 現 の 抑 制 と い う 結 果 と な っ た 。 こ れ ら 結 果 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ が 直 接 か
ま た は 間 接 的 に Ｖ － ｃ ａ ｍ 発 現 を 少 な く と も 変 調 し て い る こ と を 意 味 し て い る 。 好 ま し く
は 、 こ れ ら 結 果 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ が Ｖ － ｃ ａ ｍ の 正 の モ デ ュ レ ー タ ー を 表 し て い る こ と を 示
し て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
Ｅ － セ レ ク チ ン は 炎 症 状 態 の 正 の マ ー カ ー を 表 し て お り （ D. J. Lefer, 2000, Annu. Rev
. Pharmacol. Toxicol., 40: 283-94; A. Blannお よ び M. Seigneur, 1997, Clin. Hemorh
eol. Microcirc., 17(1): 3-11） 、 種 々 の 細 胞 お よ び 組 織 細 胞 型 の 細 胞 外 膜 上 で 発 現 さ れ
る Ｅ － セ レ ク チ ン が 増 大 し て い る 。 こ の 関 係 は 、 血 管 内 皮 細 胞 上 で 循 環 白 血 球 の 細 胞 ロ ー
リ ン グ （ rolling） を 変 調 す る う え で 果 た し て い る Ｅ － セ レ ク チ ン の 役 割 に よ っ て 媒 体 さ
れ る 。 可 溶 形 態 の Ｅ － セ レ ク チ ン お よ び Ｖ － ｃ ａ ｍ の 発 現 も ま た 、 炎 症 性 疾 患 と 関 係 し て
い る （ A. J. Gearingお よ び W. Newman, 1993, Immunol. Today, 14(10): 506-12） 。 最 近
の 研 究 は 、 Ｅ － セ レ ク チ ン お よ び Ｖ － ｃ ａ ｍ の 発 現 が 喘 息 の 発 症 、 特 に 重 篤 な 喘 息 の 発 症
と 関 係 す る こ と を 示 し て い る （ A. Hamzaouiら 、 2001, Am. J. Inflamm., 10(6): 339-42
） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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さ ら に 、 Ｅ － セ レ ク チ ン は 若 年 性 特 発 性 関 節 炎 の 発 症 と 関 係 し て い る こ と が 示 さ れ て い る
（ C. Y. Chenら 、 2002, Ann. Rheum. Dis., 61(2): 167-70） 。 Ｅ － セ レ ク チ ン は ま た 、
腫 瘍 細 胞 の 造 血 性 転 移 の 発 生 と 関 係 付 け ら れ て い る （ K. Itoら 、 2001, J. Gastroenterol
., 36(12): 823-9） ； Ｅ － セ レ ク チ ン は 、 高 イ ン ス リ ン 血 症 お よ び ２ 型 糖 尿 病 の 発 症 と 関
係 付 け ら れ て い る （ B. R. Winkelmannら 、 2001, Curr. Med. Res. Opin., 17(2): 132-4
； お よ び G. Targherら 、 2001, Diabetes Care, 24(11): 1961-6） ； Ｅ － セ レ ク チ ン は 、
ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 お よ び 心 血 管 性 疾 患 と 関 係 付 け ら れ て い る （ E. Demerathら 、 200
1, Ann. Hum. Biol., 28(6): 664-78） ； Ｅ － セ レ ク チ ン お よ び Ｖ － ｃ ａ ｍ は 、 一 般 に お
よ び 特 に 結 腸 癌 の 腫 瘍 の 進 行 お よ び 転 移 と 関 係 付 け ら れ て い る （ D. Alexiouら 、 2001, Eu
r. J. Cancer, 37(18): 2392-7） ； Ｅ － セ レ ク チ ン は 、 ヴ ェ ー ゲ ナ ー 肉 芽 腫 症 の 発 症 と 関
係 付 け ら れ て い る （ N. Ohtaら 、 2001, Auris. Nasus. Larynx., 28(4): 311-4） ； Ｅ － セ
レ ク チ ン お よ び Ｖ － ｃ ａ ｍ は 、 幹 細 胞 移 植 の 合 併 症 の 発 症 と 関 係 付 け ら れ て い る （ Y. Mat
sudaら 、 2001, Bone Marrow Transplant., 27(9): 977-82） ； Ｅ － セ レ ク チ ン お よ び Ｖ －
ｃ ａ ｍ は 、 サ ラ セ ミ ア の 発 症 と 関 係 付 け ら れ て い る （ D. S. Kyriakouら 、 2001, Ann. Hem
atol., 80(10): 577-83） ； Ｅ － セ レ ク チ ン は 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 発 症 と 関 係 付
け ら れ て い る （ C. M. Ballantyne, 2001, Clin. Cardiol., 24(8補 遺 ): III 13-7） ； Ｅ
－ セ レ ク チ ン は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 発 症 と 関 係 付 け ら れ て い る （ R. W. McMurray, 1996, Se
min. Arthritis. Rheum., 25(4): 215-33） ； Ｅ － セ レ ク チ ン は 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化
症 、 虚 血 － 再 潅 流 障 害 、 急 性 肺 障 害 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 お よ び 移 植 拒 絶 の 発 症 と 関 係 付
け ら れ て い る （ M. P. Bevilacquaら 、 1994, Ann. Rev. Med., 45: 361-78） ； お よ び Ｅ －
セ レ ク チ ン は 、 ア レ ル ギ ー 性 炎 症 の 発 症 と 関 係 付 け ら れ て い る （ C. H. Smithら 、 1993, A
m. Rev. Respir. Dis., 148(6 Pt2): S75-8） 。 そ れ ゆ え 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 断 片 ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト も 含 め て 、 上 記 障 害 の 治
療 、 予 防 、 お よ び ／ ま た は 改 善 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
Ｅ － セ レ ク チ ン の 多 型 形 態 も ま た 幾 つ か の 疾 患 お よ び 障 害 と 関 係 付 け ら れ て い る 。 た と え
ば 、 Ａ ５ ６ １ Ｃ  Ｅ － セ レ ク チ ン 多 型 は 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス と 関 係 付 け ら れ て い る
（ Magadmiら 、 2001, J. Rheumatol., 28(12): 2650-2） ； Ｅ － セ レ ク チ ン Ｓ １ ２ ８ Ｒ 多 型
は 、 冠 状 動 脈 石 灰 化 と 関 係 付 け ら れ て い る （ D. L. Ellsworthら 、 2001, J. Mol. Med., 7
9(7): 390-8） ； お よ び さ ら な る Ｅ － セ レ ク チ ン 多 型 が 、 虚 血 性 心 疾 患 の 発 症 と 関 係 付 け
ら れ て い る （ F. Andreottiら 、 2002, Heart., 87(2): 107-12） 。 そ れ ゆ え 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 断 片 ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト も 含 め
て 、 上 記 障 害 の 治 療 、 予 防 、 お よ び ／ ま た は 改 善 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 発 明 は 、 そ の 態 様 の 一 つ に お い て 、 図 ２ お よ び ３ に 示 す 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た
は 図 ４ Ｂ に 示 す 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 産 物 は 長 さ が ４ ７ ６ ア ミ ノ 酸 で あ る （ 配 列 番 号 ２ 、 図 ２ ） 。 ヒ ト
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 １ ０ Ｅ に 示 す よ う に Podospora anserina Ｈ ｅ ｔ － ｅ － １
タ ン パ ク 質 の 部 分 と ３ １ ％ の 同 一 性 、 お よ び Thermomonospora curvata Ｐ Ｋ Ｗ Ａ タ ン パ ク
質 の 部 分 と ３ ３ ％ の 同 一 性 を 有 す る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
の 完 全 長 マ ウ ス オ ー ソ ロ グ お よ び 部 分 ラ ッ ト オ ー ソ ロ グ が 同 定 さ れ た 。 た と え ば 、 図 ５ お
よ び ６ は 、 そ れ ぞ れ マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ オ ー ソ ロ グ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ） お よ び コ ー ド さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ） を 示 す 。 図 １ ３ は 部 分 ラ ッ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ オ ー ソ ロ グ の 核
酸 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ） を 示 し 、 図 １ ４ は 部 分 ラ ッ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ オ ー ソ ロ グ の コ ー ド さ れ た
ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ９ ） を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Ｓ Ｅ Ｑ Ｗ Ｅ Ｂ  Ｇ Ｃ Ｇ に お い て Ｍ Ｏ Ｔ Ｉ Ｆ Ｓ プ ロ グ ラ ム を 用
い て 他 の 既 知 の タ ン パ ク 質 と 共 通 す る 幾 つ か の 配 列 モ チ ー フ を 含 ん で い る こ と が わ か っ た
。 Ｍ Ｏ Ｔ Ｉ Ｆ Ｓ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ デ ィ ク シ ョ ナ リ ー に 記 載 さ れ て い る 規 則 的 な 発 現 パ タ
ー ン に つ い て タ ン パ ク 質 配 列 を 探 索 す る こ と に よ っ て タ ン パ ク 質 モ チ ー フ を 調 べ る 。 Ｒ Ｅ
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Ｔ １ ６ は 、 ア ミ ノ 酸 位 置 １ ５ ０ 、 ３ ６ ５ 、 ４ ６ ０ に ３ つ の 潜 在 的 な ア ス パ ラ ギ ン グ リ コ シ
ル 化 部 位 を 含 ん で い る 。 さ ら に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 潜 在 的 な 環 状 ア デ ノ シ ン 一
リ ン 酸 （ ア ミ ノ 酸 ４ ４ １ お よ び ４ ４ ２ ） 、 カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ II（ ア ミ ノ 酸 ７ 、 ３ ８ 、 １ ３
６ 、 １ ５ ９ 、 １ ６ ４ 、 １ ８ ４ 、 １ ９ ４ 、 ２ ６ ８ 、 ３ ３ ３ 、 お よ び ３ ７ ０ ） 、 お よ び プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ （ ア ミ ノ 酸 ３ ３ 、 ３ ８ 、 １ ２ ８ 、 １ ３ ６ 、 １ ７ ５ 、 ４ ３ ９ 、 ４ ６ ２ ） リ ン
酸 化 部 位 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い 、 他 の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン に つ い て Ｐ Ｆ Ａ Ｍ － Ｈ Ｍ Ｍ デ ー
タ ベ ー ス を 探 索 し た 。 Ｐ Ｆ Ａ Ｍ － Ｈ Ｍ Ｍ デ ー タ ベ ー ス は タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー お よ び ド メ
イ ン の コ レ ク シ ョ ン で あ り 、 多 彩 な タ ン パ ク 質 ア ラ イ ン メ ン ト を 含 ん で い る （ A. Bateman
ら 、 1999, Nucleic Acids Research, 27: 260-262） 。 １ つ の ス テ リ ル ア ル フ ァ モ チ ー フ
（ Ｓ Ａ Ｍ ） ド メ イ ン に 加 え 、 ７ つ の 潜 在 的 な Ｗ Ｄ ４ ０ 、 ベ ー タ － ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン （ Ｇ
－ ベ ー タ ） リ ピ ー ト が 同 定 さ れ た （ 図 ７ ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
ベ ー タ － ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン （ Ｇ － ベ ー タ ） は 、 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 結 合 タ ン パ ク 質 （
Ｇ タ ン パ ク 質 ； 膜 貫 通 レ セ プ タ ー に よ っ て 生 成 さ れ た シ グ ナ ル の 伝 達 の 媒 介 体 と し て 作 用
す る ） の ３ つ の サ ブ ユ ニ ッ ト （ ア ル フ ァ 、 ベ ー タ 、 お よ び ガ ン マ ） の 一 つ で あ る 。 構 造 的
に は Ｇ － ベ ー タ は ８ つ の 約 ４ ０ 残 基 の タ ン デ ム リ ピ ー ト か ら な り 、 各 リ ピ ー ト は 中 央 に Ｔ
ｒ ｐ － Ａ ｓ ｐ モ チ ー フ を 含 ん で い る （ こ の タ イ プ の リ ピ ー ト は 、 し ば し ば Ｗ Ｄ － ４ ０ リ ピ
ー ト と 呼 ば れ る ） 。 そ の よ う な 繰 返 し セ グ メ ン ト は 、 他 の 多 数 の タ ン パ ク 質 （ Ｇ － ベ ー タ
様 ペ プ チ ド 、 酵 母 Ｓ Ｔ Ｅ ４ 、 Ｍ Ｓ Ｉ １ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ４ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ０ 、 Ｍ Ａ Ｋ １ １ 、 Ｐ Ｒ Ｐ ４ 、
Ｐ Ｗ Ｐ １ お よ び Ｔ Ｕ Ｐ １ 、 粘 菌 Ａ Ａ Ｃ ３ お よ び コ ロ ニ ン （ coronin） 、 お よ び シ ョ ウ ジ ョ
ウ バ エ Grouchoタ ン パ ク 質 を 含 む ） に も 存 在 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら タ ン パ ク 質
内 の リ ピ ー ト の 数 は 、 ５ （ Ｐ Ｒ Ｐ ４ 、 Ｔ Ｕ Ｐ １ 、 お よ び Groucho） か ら ８ （ Ｇ － ベ ー タ 、
Ｓ Ｔ Ｅ ４ 、 Ｍ Ｓ Ｉ １ 、 Ａ Ａ Ｃ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ４ 、 Ｐ Ｗ Ｐ １ な ど ） に わ た る 。 Ｇ － ベ ー タ お よ び
Ｇ － ベ ー タ 様 タ ン パ ク 質 で は リ ピ ー ト は 配 列 の 全 体 の 長 さ に わ た っ て 分 布 す る が 、 他 の タ
ン パ ク 質 で は リ ピ ー ト は 、 Ｎ 末 端 、 中 央 、 ま た は Ｃ 末 端 部 分 に 含 ま れ る （ E. J. Neerら 、
1994, Nature, 371: 297-300） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
ス テ リ ル ア ル フ ァ モ チ ー フ （ Ｓ Ａ Ｍ ） ド メ イ ン は 、 多 く の 生 物 学 的 プ ロ セ ス に 関 与 す る 広
範 な 様 々 な タ ン パ ク 質 に 存 在 す る 推 定 の タ ン パ ク 質 相 互 作 用 モ デ ュ ー ル で あ る 。 約 ７ ０ 残
基 の Ｓ Ａ Ｍ ド メ イ ン が 様 々 な 真 核 生 物 に 認 め ら れ る 。 Ｓ Ａ Ｍ ド メ イ ン は 、 低 い 結 合 親 和 性
で だ が ホ モ お よ び へ テ ロ オ リ ゴ マ ー 形 成 し 、 特 定 の タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 媒
体 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 構 造 的 分 析 は 、 Ｓ Ａ Ｍ ド メ イ ン が ２ つ の 大 き な 界 面 と と も に
小 さ な ５ ヘ リ ッ ク ス の 束 に て 配 置 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 Ｅ ｐ ｈ チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ Ｅ ｐ
ｈ Ｂ ２ の Ｓ Ａ Ｍ ド メ イ ン の 場 合 は 、 こ れ ら 界 面 は そ れ ぞ れ 二 量 体 を 形 成 で き る 。 こ れ ら ２
つ の 別 個 の 結 合 表 面 の 存 在 は 、 Ｓ Ａ Ｍ ド メ イ ン が 伸 長 し た 重 合 構 造 を を 形 成 で き る こ と を
示 唆 し て い る （ D. Stapletonら 、 1999, Nature Struct. Biol., 6: 44-49） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
Incyte Genomics Lifeseq Goldデ ー タ ベ ー ス を 用 い 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 予 備 的 発 現 分 析 を 行 っ
た 。 Incyteデ ー タ ベ ー ス で の 電 子 ノ ー ザ ン に よ れ ば （ テ ン プ レ ー ト Ｉ Ｄ  １ ５ ８ ９ ２ ３ .９
； ク ロ ー ン Ｉ Ｄ  ３ １ １ １ １ ２ ７ ） 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 配 列 は ５ ６ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー で 同 定 さ れ た 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が わ か っ た こ れ ら ラ イ ブ ラ リ ー を 図 １
２ に 示 す 。 特 に 興 味 が も た れ る こ と に は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は 幾 つ か の 腫 瘍 組 織 （ 腎 臓 、 前 立 腺
、 下 垂 体 、 食 道 、 卵 巣 、 膀 胱 、 肺 、 結 腸 、 パ ラ ガ ン グ リ オ ン 、 副 腎 、 肝 臓 、 子 宮 、 お よ び
膵 臓 組 織 か ら の も の を 含 む ） で 発 現 さ れ る こ と が わ か っ た 。 さ ら に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は 以 下 の
疾 患 状 態 か ら の 組 織 で 発 現 さ れ る こ と が わ か っ た ： ハ ン チ ン ト ン 病 、 白 血 病 、 胆 石 症 、 癲
癇 、 慢 性 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 お よ び リ ン パ 球 性 甲 状 腺 炎 。 特 に 注 目 す べ き
こ と に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は 、 ２ ０ ％ の 煙 で ２ ０ 時 間 処 理 し た 気 管 支 上 皮 細 胞 、 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 で 処
理 し た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 、 １ μ Ｍ の ５ － ア ザ － ２ '－ デ オ キ シ シ チ ジ ン で 処 理 し た Ｋ －
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５ ６ ２ 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 前 駆 細 胞 株 、 お よ び Ｉ Ｌ － ５ で 処 理 し た 臍 帯 単 核 球 で 発 現 さ れ る
こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ （ ｈ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ ６ ） 遺 伝 子 の マ ウ ス オ ー ソ ロ グ 、 す な
わ ち ｍ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を 包 含 す る 。 ｈ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の マ ウ ス オ ー ソ ロ グ を 同 定 す る た め 、 ｈ
ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の コ ー ド 配 列 を 用 い て マ ウ ス Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス ［ ベ ー シ ッ ク ロ ー カ ル ア ラ
イ ン メ ン ト サ ー チ ツ ー ル （ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ） 分 析 を 行 う た め に 当 業 者 に 利 用 で き る ］ を 探 索 し
た 。 以 下 の マ ウ ス Ｅ Ｓ Ｔ が 同 定 さ れ た ： Ａ Ｕ ０ ３ ５ ６ ９ ３ 、 Ａ Ａ １ １ ８ ７ １ ８ 、 Ａ Ａ ２ ０
４ ６ ０ ８ 、 Ｗ ４ １ ０ ５ ６ 、 Ａ Ｗ １ ４ ６ ０ １ ８ 、 Ａ Ｉ ４ ５ ０ ４ ９ ５ 、 Ａ Ｉ ８ ７ ５ ４ ４ ３ 、 Ａ
Ｉ ３ １ ６ ５ ４ ４ 、 Ａ Ｗ ４ ９ ４ ７ ９ ６ 、 Ａ Ｗ １ ４ ６ ０ １ ８ お よ び Ｂ Ｅ ９ ８ ３ ８ ９ ０ 。 ｍ ｕ Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ） は 、 ｈ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ と ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 。 コ ー ド
さ れ た ｍ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ） は 、 ｈ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ と ８ ２ .５ ％ の 同
一 性 （ ８ ６ .５ ％ の 類 似 性 ） を 有 す る 。 ｍ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は ７ つ の 予 測 さ れ た Ｗ Ｄ リ ピ ー ト
お よ び １ の Ｓ Ａ Ｍ ド メ イ ン を 有 し 、 全 て ＞ １ ０ の ス コ ア を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 は 、 １ .７ ８ ｅ － ２ ３ の ヒ ド ン マ ル コ フ モ デ ル （ Hidden Ma
rkov Model） Ｅ 値 に 基 づ い て 決 定 さ れ る よ う に 、 Ｕ ボ ッ ク ス ド メ イ ン を 含 む 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
の Ｕ ボ ッ ク ス ド メ イ ン と タ ン パ ク 質 Ｐ Ｒ Ｐ １ ９ の Ｕ ボ ッ ク ス （ S. C. Chengら 、 1993, Mol
. Cell. Biol., 13(3): 1876-82） と の ホ モ ロ ジ ー お よ び コ ン セ ン サ ス 残 基 の ア ラ イ ン メ
ン ト を 図 ２ １ に 示 す （ 保 存 さ れ た 残 基 の 注 釈 は Aravindお よ び Koonin, 2001, Current Bio
logy, 10(4): R132-R134か ら 改 変 し た ） 。 Ｐ Ｒ Ｐ １ ９ は 、 Ｕ ボ ッ ク ス に 加 え て Ｗ Ｄ ４ ０ リ
ピ ー ト を 含 む プ レ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
Ｕ Ｆ Ｄ ２ を 典 型 例 と す る Ｕ ボ ッ ク ス ド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 は 、 Ｅ ３ ユ ビ キ チ ン 結 合 反 応
を 媒 体 す る （ Aravindお よ び Koonin、 上 掲 ） 。 Ｅ ３ ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ は 、 Ｅ ２ ユ ビ キ チ
ン リ ガ ー ゼ か ら 基 質 タ ン パ ク 質 へ の ユ ビ キ チ ン の 移 転 に 参 画 す る 。 最 近 の 刊 行 物 は 、 一 連
の Ｕ ボ ッ ク ス 含 有 タ ン パ ク 質 の ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 に 関 す る 強 力 な 証 拠 を 提 供 し て い
る （ た と え ば 、 Hatakeyamaら 、 2001, J. Biol. Chem., 276(35): 33111-33120; Murataら
、 2001, EMBO, 21(121): 1133-1138; Meachemら 、 2001, Nature Cell Biology, 3: 100-1
05； お よ び Pringaら 、 2001, J. Biol. Chem., 276(22): 19617-19623） 。 再 構 成 ア ッ セ イ
に お い て 、 Ｕ ボ ッ ク ス 含 有 タ ン パ ク 質 は 、 Ｅ １ お よ び Ｅ ２ ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ の 存 在 下 で
Ｅ ３ ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 提 供 し た 。 さ ら に 、 Ｕ ボ ッ ク ス の 欠 失 、 ま た は Ｕ ボ ッ ク ス
タ ン パ ク 質 中 の 重 要 な 保 存 さ れ た 残 基 の 変 異 は 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 廃 棄 し た （ Ha
takeyamaら 、 2001、 上 掲 ） 。 Ｕ ボ ッ ク ス ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ は Ｈ Ｅ Ｃ Ｔ ま た は Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ フ
ィ ン ガ ー Ｅ ３ と 構 造 的 に 異 な っ て お り 、 基 質 タ ン パ ク 質 の ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 を 触 媒 で き る
能 力 に よ っ て 機 能 的 に 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
細 胞 中 の 多 彩 な 重 要 な 制 御 タ ン パ ク 質 が ユ ビ キ チ ン の 添 加 に よ っ て 修 飾 さ れ る 。 ユ ビ キ チ
ン 化 タ ン パ ク 質 の プ ロ テ オ ソ ー ム 分 解 は 、 細 胞 周 期 、 分 化 、 免 疫 応 答 お よ び 折 り 畳 み を 間
違 え た タ ン パ ク 質 の ク リ ア ラ ン ス な ど の 多 く の 細 胞 事 象 を 制 御 し て い る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は 、
そ の Ｕ ボ ッ ク ス ド メ イ ン の 観 点 か ら （ Ｕ ボ ッ ク ス は ユ ビ キ チ ン 化 、 と り わ け Ｅ ３ ユ ビ キ チ
ン 結 合 反 応 を 媒 体 す る タ ン パ ク 質 の 特 徴 で あ る ） 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ と し て 特 徴 付 け ら
れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
Ｅ ３ ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 決 定 す る た め 、 Hatakeyamaら 、 2001（ 上 掲 ） 、 Murataら 、
2001（ 上 掲 ） お よ び Meachemら 、 2001（ 上 掲 ） に 記 載 の ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。 ユ
ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 に 必 要 な ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ タ ン パ ク 質 中 の ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る た
め 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ｕ ボ ッ ク ス の 全 て ま た は 一
部 の 欠 失 を 行 っ て ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 媒 体 す る う え で の Ｕ ボ ッ ク ス の Ｕ ボ ッ ク ス の
役 割 を 確 認 す る こ と が で き る 。 欠 失 し た ま た は 変 異 し た Ｕ ボ ッ ク ス を 含 む Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を コ
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ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 発 現 さ れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン
パ ク 質 の 細 胞 内 で の 機 能 的 役 割 を 明 ら か に す る こ と が で き る 。 こ の 同 じ ア プ ロ ー チ は 、 ユ
ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ の 細 胞 で の 基 質 を 単 離 お よ び 同 定 す る う え で も 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

本 発 明 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ ） を コ ー ド す る ヒ ト Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ ） 、 お よ び 特 に Ｔ Ｎ Ｆ － 活 性 化 内 皮 に お
い て 一 般 に 炎 症 プ ロ セ ス 、 細 胞 活 性 化 、 ま た は 制 御 さ れ な い 細 胞 増 殖 に 関 与 す る 他 の 細 胞
シ グ ナ ル 伝 達 成 員 と の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 相 互 作 用 の ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は イ ン ヒ ビ タ ー を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 に お け る 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の
組 成 物 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 に よ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ８
０ ％ 、 ８ １ ％ 、 ８ ２ ％ 、 ８ ３ ％ 、 ８ ４ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ８ ６ ％ 、 ８ ７ ％ 、 ８ ８ ％ 、 ８ ９ ％ 、 ９
０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 、 ９
９ .１ ％ 、 ９ ９ .２ ％ 、 ９ ９ .３ ％ 、 ９ ９ .４ ％ 、 ９ ９ .５ ％ 、 ９ ９ .６ ％ 、 ９ ９ .７ ％ 、 ９ ９ .
８ ％ ま た は ９ ９ .９ ％ 同 一 で あ る 単 離 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 分 子 を 包 含 す る 。 さ ら に 詳
細 に は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ２ の 配 列 と 少 な く と も ８ ２ .０ ％ 同 一 で あ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 有 す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 ； 配 列 番 号 １ ２ の 配 列 と 少 な く と も
６ ８ .２ ％ 同 一 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片
； お よ び 配 列 番 号 １ ４ の 配 列 と 少 な く と も ９ ３ .１ ％ 同 一 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す
る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 を 包 含 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 細 胞 シ グ ナ ル
伝 達 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 で あ
っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 １ ３ の 配 列 と 少 な く と も ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る も
の ； お よ び 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は そ の 断 片 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 １ ５ の 配 列 と 少 な く と も ９ ５ .
０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る も の を 包 含 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 １ ３ に 示 す 配 列 と
少 な く と も ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 単 離 し た お よ び ／ ま た は 実
質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 ； お よ び 配 列 番 号 １ ５ に 示 す 配 列 と 少 な く と
も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 単 離 し た お よ び ／ ま た は 実 質 的 に 精
製 し た 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
さ ら に 本 発 明 に 包 含 さ れ る の は 、 炎 症 お よ び 細 胞 炎 症 プ ロ セ ス と 関 連 す る 、 ま た は 細 胞 増
殖 ま た は 細 胞 活 性 化 プ ロ セ ス と 関 連 す る 障 害 ま た は 疾 患 の 診 断 、 治 療 ま た は 予 防 法 に お け
る 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 ま た は ア
ミ ノ 酸 配 の 全 て ま た は 部 分 と 相 互 作 用 す る 分 子 の 使 用 で あ る 。 さ ら に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子
お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ と 関 連 し 、 レ セ プ タ ー 活 性 化 、 刺 激 、 ま た は 制 御 さ れ
な い 細 胞 増 殖 に よ っ て 駆 動 さ れ る 炎 症 プ ロ セ ス や 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 事 象 の 発 生 に 関 係 す
る マ ス タ ー ス イ ッ チ と 関 与 し う る シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の た め の 重 要 な シ グ ナ ル を 提 供
す る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 を 決 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
本 発 明 に 従 い 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 ま ず Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ 刺
激 し た ヒ ト 肺 微 細 血 管 内 皮 細 胞 か ら サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー で 同 定 し た 。
完 全 長 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 を 、 実 施 例 １ に 記 載 す る よ う に Incyteお よ び パ ブ リ ッ ク Ｅ Ｓ Ｔ
デ ー タ ベ ー ス か ら 利 用 で き る ク ロ ー ン 配 列 を 伸 長 す る こ と に よ り 単 離 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
そ の １ 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 図 ２ お よ び ３ に 示 す 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 図
４ Ｂ に 示 す 配 列 番 号 ４ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
を 包 含 す る 。 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド は 長 さ が ４ ７ ６ ア ミ ノ 酸 で あ る 。 図 １ ０ Ａ ～ 図
１ ０ Ｅ は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ と 他 の 幾 つ か の タ ン パ ク 質 、 す な わ ち Podospora anserina植 物 不 適
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Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド



合 （ vegetable incompatibility） タ ン パ ク 質 Ｈ ｅ ｔ － Ｅ － １ の 部 分 ； Thermomonospora c
urvata推 定 セ リ ン ／ ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ Ｐ Ｗ Ｋ Ａ の 部 分 ； Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ マ ウ ス オ ー ソ ロ グ 、
お よ び 部 分 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ラ ッ ト オ ー ソ ロ グ と の 構 造 上 の 類 似 性 を 描 写 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 も ま た 本 発 明 に よ り 包 含 さ れ る 。 １ つ の 側 面 で は 、 Ｒ Ｅ
Ｔ １ ６ 変 異 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ ） と 少
な く と も ７ ５ ～ ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ５ ～ ９ ０ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と
も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 し 、 こ れ は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ の 生 物
学 的 、 免 疫 学 的 、 ま た は 他 の 機 能 的 な 特 性 ま た は 活 性 を 保 持 し て い る 。 最 も 好 ま し い の は
配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を
有 す る 変 異 体 で あ る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 以 下 の ３ つ の う ち の １ ま た は そ れ 以
上 に 類 別 す る こ と が で き る ： 置 換 変 異 体 、 挿 入 変 異 体 、 ま た は 欠 失 変 異 体 。 そ の よ う な 変
異 体 は 、 典 型 的 に カ セ ッ ト ま た は Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 、 ま た は 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 他 の
方 法 を 用 い 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に お い て ヌ ク レ オ チ ド の 部 位 特 異
的 突 然 変 異 誘 発 を 行 っ て 変 異 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 生 成 す る こ と に よ っ て 調 製 す る 。 そ
の 後 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ を 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 組 換 え 細 胞 培 養 液 で 発 現 さ せ る 。 約 １ ０ ０
～ １ ５ ０ 残 基 ま で を 有 す る 変 異 体 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 断 片 は 、 常 法 を 用 い て イ ン ビ ト ロ
合 成 に よ り 調 製 で き る 。 ２ つ の 変 異 体 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ を 本 明 細 書 に 記
載 す る ［ 実 施 例 ２ ； 図 １ ６ （ マ ル チ プ ル シ ー ク エ ン ス ア ラ イ ン メ ン ト ） ； 図 １ ８ （ エ ク ソ
ン 構 造 ） ； 図 １ ９ Ａ お よ び １ ９ Ｂ （ そ れ ぞ れ 変 異 体 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 （ 配 列 番 号 １ ２ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ３ ） ） ； お よ び 図 ２ ０ Ａ お よ び ２ ０
Ｂ （ そ れ ぞ れ 変 異 体 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ４ ） お よ び ア ミ
ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ５ ） ） を 参 照 ； ］ 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 は 、 該 変 異 体 の 前 も っ て 決 定 し た 性 質 、 す な わ ち Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク
質 ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 の ア レ ル ま た は 種 間 変 異 と は 異 な っ た も の に す る 特 性 に よ っ て 特 徴
付 け る こ と が で き る 。 修 飾 し た 特 性 を 有 す る 変 異 体 を 選 択 す る こ と も で き る け れ ど も 、 変
異 体 は 典 型 的 に 天 然 の ア ナ ロ グ の も の と 同 じ 性 質 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の
変 異 を 導 入 す る 部 位 ま た は 領 域 は 前 も っ て 決 定 す る こ と が で き る が 、 変 異 自 体 は 前 も っ て
決 定 す る 必 要 が な い 。 た と え ば 、 所 定 の 部 位 で の 変 異 の 実 行 を 最 適 に す る た め 、 標 的 コ ド
ン ま た は 領 域 で ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 を 行 い 、 発 現 さ れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 変 異 体 を 所 望 の 活 性
の 最 適 の 組 み 合 わ せ に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 既 知 の 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ
Ａ 中 の 前 も っ て 決 定 し た 部 位 で 置 換 変 異 を 行 う 方 法 は よ く 知 ら れ て お り 、 た と え ば Ｍ １ ３
プ ラ イ マ ー 突 然 変 異 誘 発 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 が あ る 。 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ は Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 活 性 の ア ッ セ イ を 用 い て 行 い 、 た と え ば 結 合 ド メ イ ン の 変 異 に つ い て
は 競 合 結 合 試 験 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
ア ミ ノ 酸 置 換 は 典 型 的 に 単 一 の 残 基 の も の で あ る ； 挿 入 は 、 通 常 １ ～ ２ ０ ア ミ ノ 酸 の オ ー
ダ ー で あ る が 、 相 当 長 い 挿 入 も 許 容 し う る 。 欠 失 は 約 １ ～ 約 ２ ０ 残 基 の 範 囲 で あ る が 、 幾
つ か の 場 合 に は 欠 失 は 一 層 長 い も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 用 い 、 最 終 的 な Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 誘 導 体 と す る
こ と が で き る 。 一 般 に 、 こ れ ら 変 化 は 、 分 子 の 変 化 を 最 小 に す る た め に 幾 つ か の ア ミ ノ 酸
に の み 影 響 を 及 ぼ す 。 し か し な が ら 、 あ る 場 合 に は 一 層 長 い 変 化 も 許 容 し う る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １
６ タ ン パ ク 質 の 特 性 に お い て 小 さ な 変 化 を 望 む か 請 け 負 う 場 合 に は 、 置 換 は 一 般 に 下 記 表
１ に 従 っ て 行 う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

【 表 １ 】

10

20

30

40

(24) JP 2004-532619 A 2004.10.28

表 １



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ８ 】
表 １ に 示 す も の よ り も 保 存 的 で な い 置 換 を 選 択 す る こ と に よ り 、 機 能 ま た は 免 疫 学 的 な 同
一 性 に お い て 実 質 的 な 変 化 を 生 じ さ せ る 。 た と え ば 、 変 化 さ せ る 領 域 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
骨 格 の 構 造 、 た と え ば ア ル フ ァ ら せ ん 、 ま た は ベ ー タ シ ー ト 構 造 ； 標 的 部 位 の 分 子 の ハ イ
ド ロ フ ォ ビ シ テ ィ ー ； ま た は 側 鎖 の 嵩 張 り に 一 層 有 意 に 影 響 を 及 ぼ す 置 換 を 行 う こ と が で
き る 。 一 般 に ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 を 最 も 大 き く 変 化 さ せ る と 予 測 さ れ る 置 換 は 、 （ ａ ） 親
水 性 残 基 、 た と え ば セ リ ン ま た は ト レ オ ニ ン を 疎 水 性 残 基 、 た と え ば ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ
シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 バ リ ン ま た は ア ラ ニ ン で 置 換 （ ま た は こ の 逆 ） ； （ ｂ ） シ ス テ
イ ン ま た は プ ロ リ ン を 他 の 残 基 で 置 換 （ ま た は こ の 逆 ） ； （ ｃ ） 正 の 荷 電 の 側 鎖 を 有 す る
残 基 、 た と え ば リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン ま た は ヒ ス チ ジ ン を 負 の 荷 電 の 残 基 、 た と え ば グ ル タ
ミ ン 酸 ま た は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で 置 換 （ ま た は こ の 逆 ） ； ま た は （ ｄ ） 嵩 張 っ た 側 鎖 を 有 す
る 残 基 、 た と え ば フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 側 鎖 を 有 し な い 残 基 、 た と え ば グ リ シ ン で 置 換 （ ま
た は こ の 逆 ） す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 変 異 体 は 通 常 は 天 然 の ア ナ ロ グ と 同 じ 性 質 の 生 物 学 的 活 性 ま た は 機 能 を 示 し 、
同 じ 免 疫 応 答 を 誘 起 す る が 、 必 要 に 応 じ て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 の 特 性 を 修 飾 し た 変 異 体
も ま た 選 択 で き る 。 あ る い は 、 変 異 体 は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 が 変 化 す る
よ う に デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包
含 す る 。 従 っ て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 用 い て
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換 え 分 子 を 製 造 す る こ と が で き る 。 特 別 の 態 様 に お い
て 、 本 発 明 は 、 図 １ お よ び 図 ４ Ａ に そ れ ぞ れ 示 す 配 列 番 号 １ お よ び 配 列 番 号 ３ の 核 酸 配 列
を 含 む Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 配 列 番 号 ６ の 核 酸 配 列 を 含 む ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
の マ ウ ス オ ー ソ ロ グ ； 並 び に 配 列 番 号 ８ の 核 酸 配 列 を 含 む ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の ラ ッ ト オ ー ソ
ロ グ を 包 含 す る 。 さ ら に 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 従 い 、 ア メ リ カ ン
・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ； １ ０ ８ ０ １ ユ ニ バ ー シ テ ィ ー ・ ブ ー ル
バ ー ル 、 マ ナ サ ス 、 バ ー ジ ニ ア ２ ０ １ １ ０ － ２ ２ ０ ９ ） に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １
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６ １ に て ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ７ 日 に 寄 託 し て あ る 、 ク ロ ー ニ ン グ 完 全 長 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム の ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６  ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ １ ５ ３ ２ ｂ ｐ ； Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ と も い う ） を 提 供 す
る 。
【 ０ １ ０ １ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 そ の 結 果 得 ら れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ の コ ー ド さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド に 加 え て 、 最 初 の 開 始 コ ド ン を 欠 く ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 と り わ け 、 本
発 明 は 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ５ １ ～ １ ５ ７ ５ に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ
び 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ６ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 ま た 、 本 明 細 書
に 記 載 す る よ う に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 、 お よ び 該 ベ ク タ ー
を 含 む 宿 主 細 胞 も 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 そ の 結 果 得 ら れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ の コ ー ド さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て 、 最 初 の 開 始 コ ド ン を 欠 く ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 と り わ け
、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ２ の ヌ ク レ オ チ ド １ １ ４ ～ １ ２ ６ ２ に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 お よ び 配 列 番 号 １ ３ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ３ ８ ４ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 ま た 、
本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 、 お よ び 該
ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 も 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 そ の 結 果 得 ら れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ の コ ー ド さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て 、 最 初 の 開 始 コ ド ン を 欠 く ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 と り わ け
、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ４ の ヌ ク レ オ チ ド １ ３ ９ ～ １ ６ ４ １ に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 お よ び 配 列 番 号 １ ５ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ５ ０ ２ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 ま た 、
本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 、 お よ び 該
ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 も 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 そ の 結 果 得 ら れ た マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の コ ー ド さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て 、 最 初 の 開 始 コ ド ン を 欠 く ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 と り わ
け 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ６ の ヌ ク レ オ チ ド １ ９ ～ １ ４ ４ ３ に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び 配 列 番 号 ７ の ア ミ ノ 酸 ２ ～ ４ ７ ５ に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 ま た 、 本 明
細 書 に 記 載 す る よ う に 、 マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 、 お よ び 該 ベ
ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 も 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
当 該 技 術 分 野 に お け る 熟 練 し た 実 施 者 に は 評 価 さ れ る で あ ろ う よ う に 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 は
本 発 明 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 多 数 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 生 じ る 結 果 と な
る 。 こ れ ら の 配 列 の 幾 つ か は 、 既 知 の お よ び 天 然 の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と は 最 小 の
ホ モ ロ ジ ー し か 有 し な い 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 可 能 な コ ド ン 選 択 に 基 づ い た 組 み 合 わ せ を
選 択 す る こ と に よ り 作 製 で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 可 能 な 全 て の 変 化 物 を 包 含 す る 。 こ れ
ら 組 み 合 わ せ は 、 天 然 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 適 用 さ れ る よ う に 標 準 ト リ プ レ
ッ ト 遺 伝 コ ー ド に 従 っ て 作 製 し 、 そ の よ う な 全 て の 変 化 物 は 個 別 に 開 示 さ れ る も の と 考 え
な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 適 当 に 選 択
し た ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で 天 然 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る の が 好 ま し い が 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 誘 導 体 を コ ー
ド す る が 実 質 的 に 異 な る コ ド ン 使 用 頻 度 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 製 造 す る の が 有 利 で あ る 。
コ ド ン の 選 択 は 、 特 定 の 原 核 ま た は 真 核 宿 主 細 胞 に お い て 、 該 宿 主 細 胞 、 た と え ば 植 物 細
胞 ま た は 酵 母 細 胞 ま た は 両 生 類 細 胞 に よ っ て 利 用 さ れ る 特 定 コ ド ン の 使 用 頻 度 に 従 い 、 ペ
プ チ ド ／ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 速 度 を 増 大 さ せ る よ う に 行 う こ と が で き る 。 コ ー ド さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 変 え る こ と な く Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 実 質 的 に 変 え る 他 の 理 由 と し て は 、 天 然 の 配 列 か ら 生 成 す る 転 写 物 に 比 べ
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て よ り 望 ま し い 特 性 、 た と え ば よ り 長 い 半 減 期 を 有 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 産 生 す る こ と が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
そ の 部 分 を 完 全 に 合 成 化 学 に よ り 製 造 す る こ と を 包 含 す る 。 製 造 後 、 合 成 し た 配 列 を 当 業
者 に よ く 知 ら れ 実 施 さ れ て い る 試 薬 を 用 い て 多 く の 利 用 で き る 発 現 ベ ク タ ー お よ び 細 胞 系
の い ず れ に も 挿 入 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 合 成 化 学 を 用 い て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド
ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 配 列 に 変 異 を 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
ま た 、 本 発 明 に よ り 包 含 さ れ る の は 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ に 示 す も の な ど の Ｒ Ｅ
Ｔ １ ６ の 特 許 請 求 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 様 々 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る こ と の で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 典
型 的 に 核 酸 結 合 複 合 体 ま た は プ ロ ー ブ の 融 解 温 度 （ Ｔ ｍ ） に 基 づ く も の で あ り （ G. M. Wa
hlお よ び S. L. Berger, 1987; Methods Enzymol., 152: 399-407お よ び A. R. Kimmel, 19
87; Methods of Enzymol., 152: 507-511を 参 照 ） 、 定 め た ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に て 用 い
る こ と が で き る 。 た と え ば 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る の は 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ の Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 縮 重 で あ る 他 の 配 列
に 中 く ら い の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る 配 列 、 で あ る
（ た と え ば 、 制 限 さ れ な い 例 と し て 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ .０ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
、 ｐ Ｈ ８ .０ の プ レ 洗 浄 溶 液 、 お よ び ５ ０ ℃ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ
、 一 夜 ） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は そ の 断 片 （ ペ プ チ ド ） は 、 適 当 な 宿 主 細 胞 中 で Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片
ま た は そ の 機 能 的 等 価 物 の 発 現 を 指 令 す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 用 い る こ と が で き る 。 遺 伝
コ ー ド が も と も と 縮 重 し て い る た め 、 実 質 的 に 同 じ か ま た は 機 能 的 に 同 等 の ア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド す る 他 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 製 造 す る こ と が で き 、 こ れ ら 配 列 も Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質
を 発 現 さ せ る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
当 業 者 に よ り 評 価 さ れ る で あ ろ う よ う に 、 天 然 に 存 在 し な い コ ド ン を 有 す る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ
リ ペ プ チ ド コ ー ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 製 造 す る こ と は 有 利 で あ る 。 た と え ば 、 特 定 の 原 核
ま た は 真 核 宿 主 細 胞 に 好 ま れ る コ ド ン を 選 択 し 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 速 度 を 増 大 さ せ た り 、
ま た は 所 望 の 特 性 、 た と え ば 天 然 の 配 列 か ら 生 成 す る 転 写 物 よ り も 長 い 半 減 期 を 有 す る 組
換 え Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 遺 伝 子 産 物 の ク ロ ー ニ ン グ 、 プ ロ セ シ ン グ 、 お よ び ／ ま た
は 発 現 を 修 飾 す る 改 変 （ こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） を 含 む 様 々 な 理 由 か ら Ｒ Ｅ Ｔ １
６ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 変 化 さ せ る た め 、 当 該 技 術 分 野 で 一 般 に 知 ら れ た 方 法 を 用 い
て 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き る 。 ラ ン ダ ム フ ラ グ メ ン ト 形 成 （ fragmentation） お よ び 遺
伝 子 断 片 と 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の Ｐ Ｃ Ｒ 再 ア セ ン ブ リ ー に よ る Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ
を 用 い て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 部 位 特 異 的 突 然 変
異 誘 発 を 用 い て 、 新 た な 制 限 部 位 の 挿 入 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 、 コ ド ン の 優 先 性
の 変 化 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 作 製 、 ま た は 変 異 の 導 入 な ど を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 、 修 飾 し た 、 ま
た は 組 換 え の 核 酸 配 列 ま た は そ の 断 片 を 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 異 種 配 列 に ラ イ ゲ
ー ト す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 活 性 ま た は 結 合 の イ ン ヒ ビ タ ー ま た は モ デ
ュ レ ー タ ー を ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー で ス ク リ ー ニ ン グ す る に は 、 市 販 の 抗 体 に よ り 認 識 で
き る キ メ ラ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る の が 有 用 で あ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 を 異 種 残 基 部 分 か ら 開 裂 お よ び 精 製 で き る よ う に Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ
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ク 質 コ ー ド 配 列 と 異 種 タ ン パ ク 質 配 列 と の 間 に 開 裂 部 位 を 含 む よ う に 遺 伝 子 操 作 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 し 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ６ 、 ８
、 １ ２ ま た は １ ４ に 示 す 核 酸 配 列 ま た は 遺 伝 子 コ ー ド の 重 複 の 結 果 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５
、 ６ 、 ８ 、 １ ２ ま た は １ ４ の 配 列 の 縮 重 核 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー
ド さ れ る 実 質 的 に 精 製 し た 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 そ の よ う な 融 合 タ ン
パ ク 質 は さ ら に 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ７ 、 ９ 、 １ ３ ま た は １ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て ま た は
部 分 、 ま た は 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ７ 、 ９ 、 １ ３ ま た は １ ５ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ の
配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び 第 二 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い て
よ い 。
【 ０ １ １ ４ 】
他 の 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 産 物 の 機 能 を 妨 害 す る イ ン ヒ ビ タ ー 化 合 物 、 ま た は Ｒ Ｅ Ｔ
１ ６ 産 物 の 機 能 を 刺 激 す る ア ク チ ベ ー タ ー 化 合 物 を 同 定 す る の に 、 リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ
が 有 用 で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 が 不 明 で あ っ て も 有 用 で あ る 。
こ れ ら ア ッ セ イ は 、 特 定 の 標 的 分 子 、 た と え ば タ ン パ ク 質 や ペ プ チ ド へ の 被 験 化 合 物 の 結
合 を 検 出 す べ く デ ザ イ ン す る 。 検 出 に は 結 合 を 直 接 測 定 す る こ と が 含 ま れ る 。 あ る い は 、
結 合 の 間 接 的 な 表 示 と し て 、 タ ン パ ク 質 構 造 の 安 定 化 、 ま た は 生 物 学 的 機 能 の 妨 害 ま た は
促 進 が 含 ま れ る 。 有 用 な リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ の 制 限 さ れ な い 例 を 以 下 に 詳 記 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
結 合 タ ン パ ク 質 の 検 出 お よ び 単 離 に 有 用 な １ つ の 方 法 は 、 Pharmacia Biosensorに よ っ て
開 発 さ れ 、 製 造 業 社 の プ ロ ト コ ー ル （ LKB Pharmacia， ス ウ ェ ー デ ン ） に 記 載 さ れ て い る B
iomolecular Interaction Assay（ BIAcore） シ ス テ ム で あ る 。 BIAcoreシ ス テ ム は 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 抗 Ｇ Ｓ Ｔ 抗 体 を 用 い て Ｇ Ｓ Ｔ － 融 合 タ ン パ ク 質 を セ ン サ ー チ ッ プ に 固
定 化 す る 。 こ の セ ン サ ー は 、 屈 折 率 の 変 化 を 検 出 す る 最 適 の 現 象 で あ る 表 面 プ ラ ズ モ ン 共
鳴 を 利 用 し て い る 。 従 っ て 、 目 的 と す る タ ン パ ク 質 、 た と え ば 本 発 明 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ
プ チ ド ま た は そ の 断 片 を チ ッ プ 上 に 固 定 化 し 、 被 験 化 合 物 を チ ッ プ に 通 す 。 結 合 は 屈 折 率
の 変 化 （ 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 ） に よ り 検 出 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
異 な る タ イ プ の リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ は 、 米 国 特 許 第 ４ ,５ ６ ８ ,６ ４ ９ 号 に 記 載 さ れ て い
る よ う に シ ン チ レ ー シ ョ ン 近 似 ア ッ セ イ （ scintillation proximity assays； Ｓ Ｐ Ａ ） を
含 む 。 現 在 開 発 中 の こ の ア ッ セ イ の 変 法 で は 、 シ ャ ペ ロ ニ ン （ chaperonin） を 用 い て 折 り
畳 ま れ た タ ン パ ク 質 と 折 り 畳 ま れ て い な い タ ン パ ク 質 と を 識 別 す る 。 標 識 し た タ ン パ ク 質
を Ｓ Ｐ Ａ ビ ー ズ に 付 着 さ せ 、 被 験 化 合 物 を 加 え る 。 つ い で 、 ビ ー ズ を 穏 や か な 変 性 条 件 、
た と え ば 熱 、 Ｓ Ｄ Ｓ へ の 暴 露 な ど に 供 し 、 精 製 し た 標 識 シ ャ ペ ロ ニ ン を 加 え る 。 も し も 被
験 化 合 物 が 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て お れ ば 標 識 シ ャ ペ ロ ニ ン は 結 合 し な い で あ ろ う ； 逆
に 被 験 化 合 物 が 結 合 し て い な け れ ば 、 該 タ ン パ ク 質 は い く ら か の 変 性 を 受 け 、 シ ャ ペ ロ ニ
ン は 結 合 す る で あ ろ う 。 他 の タ イ プ の リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ で は 、 ミ ト コ ン ド リ ア タ ー ゲ
テ ィ ン グ シ グ ナ ル を 含 む タ ン パ ク 質 を 単 離 し た ミ ト コ ン ド リ ア に イ ン ビ ト ロ で 移 入 さ せ る
（ Hurtら 、 1985, EMBO J., 4: 2061-2068; Eilersお よ び Schatz, 1986, Nature, 322: 22
8-231） 。 ミ ト コ ン ド リ ア 移 入 ア ッ セ イ で は 、 特 定 の 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を
ミ ト コ ン ド リ ア 移 入 シ グ ナ ル を コ ー ド す る 配 列 の 下 流 に 挿 入 し た 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る
。 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 合 成 し 、 該 キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 被 験 化 合 物 の 不 在 下 お よ び 存 在 下 で
単 離 ミ ト コ ン ド リ ア 中 に 移 送 さ れ る こ と が で き る か 否 か に つ い て 試 験 す る 。 標 的 タ ン パ ク
質 に 結 合 す る 被 験 化 合 物 は 、 そ れ が 単 離 ミ ト コ ン ド リ ア 中 に イ ン ビ ト ロ で 取 り 込 ま れ る の
を 抑 制 す る に 違 い な い 。
【 ０ １ １ ７ 】
本 発 明 に 従 っ て 用 い る の に 適 し た 他 の タ イ プ の リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ は 、 酵 母 ２ ハ イ ブ リ
ッ ド 系 で あ る （ Fieldsお よ び Song, 1989, Nature, 340: 245-246） 。 酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド
系 は 、 酵 母 S. cerevisiaeの Ｇ Ａ Ｌ ４ タ ン パ ク 質 の 特 性 を 利 用 し て い る 。 Ｇ Ａ Ｌ ４ タ ン パ
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ク 質 は 、 ガ ラ ク ト ー ス の 利 用 に 関 与 す る 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 に 必 要 な 転 写 ア ク
チ ベ ー タ ー で あ る 。 Ｇ Ａ Ｌ ４ タ ン パ ク 質 は 、 ２ つ の 分 離 で き る 機 能 的 に 必 須 の ド メ イ ン か
ら な っ て い る ： す な わ ち 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ Ｕ Ａ Ｓ Ｇ ） に 結 合 す る Ｎ 末 端 ド メ イ ン ； お
よ び 酸 性 領 域 を 含 む Ｃ 末 端 ド メ イ ン （ 転 写 を 活 性 化 す る の に 必 要 で あ る ） 。 両 ド メ イ ン を
含 む 天 然 の Ｇ Ａ Ｌ ４ タ ン パ ク 質 は 、 酵 母 菌 体 が ガ ラ ク ト ー ス 培 地 で 増 殖 す る と き に 転 写 の
強 力 な ア ク チ ベ ー タ ー で あ る 。 Ｎ 末 端 ド メ イ ン は Ｄ Ｎ Ａ に 配 列 特 異 的 に 結 合 す る が 、 転 写
を 活 性 化 す る こ と は で き な い 。 Ｃ 末 端 ド メ イ ン は 活 性 化 領 域 を 含 む が 、 Ｕ Ａ Ｓ Ｇ に 配 置 で
き な い の で 転 写 を 活 性 化 す る こ と が で き な い 。 ２ ハ イ ブ リ ッ ド 系 で は 、 ２ つ の ハ イ ブ リ ッ
ド タ ン パ ク 質 の 系 が Ｇ Ａ Ｌ ４ の 部 分 を 含 む ： （ １ ） タ ン パ ク 質 「 Ｘ 」 に 融 合 し た Ｇ Ａ Ｌ ４
 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン ； お よ び （ ２ ） タ ン パ ク 質 「 Ｙ 」 に 融 合 し た Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 化 領 域 。
タ ン パ ク 質 Ｘ と Ｙ と が タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 し 、 Ｇ Ａ Ｌ ４ ド メ イ ン の 近 接
性 を 再 構 築 で き れ ば 、 Ｕ Ａ Ｓ Ｇ に よ っ て 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 転 写 が 起 こ る 。 そ れ ぞ れ 相 互
作 用 タ ン パ ク 質 Ｘ お よ び Ｙ を 含 む ２ つ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 生 成 が 、 Ｕ Ａ Ｓ Ｇ の 活
性 化 領 域 を そ の 通 常 の 作 用 部 位 に も っ て く る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
Fodorら 、 1991, Science, 251: 767-773に 記 載 さ れ た 結 合 ア ッ セ イ も ま た 有 用 で あ り 、 こ
れ は 固 相 基 体 上 に 合 成 し た 複 数 の 所 定 の ポ リ マ ー に 対 す る 被 験 化 合 物 の 結 合 親 和 性 を 試 験
す る こ と を 含 む 。 本 発 明 に よ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る 化 合 物
は 、 治 療 用 組 成 物 に 使 用 す る た め の 薬 剤 と し て 有 用 な 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
他 の 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 は 、 そ の 全 体 ま た は 一 部 を
当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 化 学 的 方 法 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る （ た と え ば 、 M. H
. Caruthersら 、 1980, Nucl. Acids Res. Symp. Ser., 215-223お よ び T. Horn, Tら 、 198
0, Nucl. Acids Res. Symp. Ser., 225-232を 参 照 ） 。 別 法 と し て 、 タ ン パ ク 質 自 体 を 化
学 的 方 法 を 用 い て 製 造 し て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 ま た は 部 分 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 合 成 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 ペ プ チ ド 合 成 は 種 々 の 固 相 法 （ J. Y. Roberge
ら 、 1995, Science, 269: 202-204） を 用 い て 行 う こ と が で き 、 た と え ば ABI 431A Peptid
e Synthesizer（ PE Biosystems） を 用 い て 自 動 合 成 を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
新 た に 合 成 し た ペ プ チ ド は 、 分 取 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ た と え ば 、 T. Creighton
, 1983, Proteins, Structures and Molecular Principles、 WH Freeman and Co.、 ニ ュ
ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク ） に よ り 、 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 ま た は 当 該
技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 他 の 精 製 法 に よ り 実 質 的 に 精 製 す る こ と が で き る 。 合 成 ペ プ チ ド
の 組 成 は 、 ア ミ ノ 酸 分 析 ま た は シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 確 認 す る こ と が で き る （ た と え ば
、 エ ド マ ン 分 解 法 ； Creighton、 上 掲 ） 。 さ ら に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部
分 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 直 接 合 成 の 際 に お よ び ／ ま た は 化 学 合 成 法 を 他 の タ ン パ ク 質 か ら の
配 列 ま た は そ の 部 分 と 組 み 合 わ せ て 変 化 さ せ て 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ２ １ 】

生 物 学 的 に 活 性 な ／ 機 能 性 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 発 現 す る た め 、 Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 機 能 的 等 価 物 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 適 当 な 発 現 ベ
ク タ ー 、 た と え ば 挿 入 し た コ ー ド 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 に 必 要 な 配 列 を 含 む ベ ク タ ー に 挿
入 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 お よ び 適 当 な 転 写 お よ び
翻 訳 調 節 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ 実 施 さ れ て い る 方
法 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら 方 法 と し て は 、 イ ン ビ ト ロ 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 、 合 成 法 、 お
よ び イ ン ビ ボ 遺 伝 子 組 換 え が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 J. Sambrookら 、 1989, Mol
ecular Cloning, A Laboratory Manual、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ プ レ ス 、 プ
レ イ ン ビ ュ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク お よ び F. M. Ausubelら 、 1989, Current Protocols in Mole
cular Biology、 John Wiley & Sons、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク に 記 載 さ れ て い る 。
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【 ０ １ ２ ２ 】
様 々 な 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 を 利 用 し て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 ま
せ 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 と し て は 、 こ れ ら に 限 ら れ
る も の で は な い が 、 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 ま た は コ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 発 現
ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 細 菌 な ど の 微 生 物 ； 酵 母 ま た は 真 菌 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た
酵 母 ま た は 真 菌 ； ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ た と え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ） を 感 染 さ せ た 昆
虫 細 胞 系 ； ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ た と え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ Ｃ ａ Ｍ Ｖ
） お よ び タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ Ｔ Ｍ Ｖ ） ） ま た は 細 菌 発 現 ベ ク タ ー （ た と え ば 、 Ｔ ｉ
ま た は ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ プ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 し た 植 物 細 胞 系 ； ま た は 動 物 細 胞 系 が 挙 げ ら
れ る 。 使 用 し た 宿 主 細 胞 は 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
「 調 節 配 列 」 ま た は 「 制 御 配 列 」 と は 、 ベ ク タ ー の 非 翻 訳 領 域 、 た と え ば エ ン ハ ン サ ー 、
プ ロ モ ー タ ー 、 ５ 'お よ び ３ '非 翻 訳 領 域 （ 宿 主 細 胞 の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し て 転 写 お よ
び 翻 訳 を 行 う ） で あ る 。 そ の よ う な 配 列 は 、 そ の 強 度 お よ び 特 異 性 に お い て 様 々 で あ っ て
よ い 。 使 用 す る ベ ク タ ー 系 お よ び 宿 主 に 応 じ て 、 適 当 な 転 写 お よ び 翻 訳 配 列 （ 構 成 的 お よ
び 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 む ） を 幾 つ 用 い て も よ い 。 た と え ば 、 細 菌 系 に ク ロ ー ニ ン グ す
る 場 合 は 、 BLUESCRIPTフ ァ ー ジ ミ ド （ Stratagene、 ラ ジ ョ ラ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） ま た は PS
PORT1プ ラ ス ミ ド （ Life Technologies） の ハ イ ブ リ ッ ド ｌ ａ ｃ Ｚ プ ロ モ ー タ ー な ど を 使 用
で き る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー は 昆 虫 細 胞 に 用 い る こ と が で き る
。 植 物 細 胞 の ゲ ノ ム に 由 来 す る （ た と え ば 、 熱 シ ョ ッ ク 、 RUBISCO； お よ び 貯 蔵 タ ン パ ク
質 遺 伝 子 ） ま た は 植 物 ウ イ ル ス に 由 来 す る （ た と え ば 、 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー ま た は リ ー
ダ ー 配 列 ） プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー を ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る
。 哺 乳 動 物 細 胞 系 で は 、 哺 乳 動 物 遺 伝 子 に 由 来 す る ま た は 哺 乳 動 物 ウ イ ル ス に 由 来 す る プ
ロ モ ー タ ー が 好 ま し い 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を コ ー ド す る 配 列 の 複 数 の コ ピ ー を 含 む 細 胞 株 を 生 成
す る 必 要 が あ る 場 合 は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ま た は Ｅ Ｂ Ｖ に 基 づ く ベ ク タ ー を 適 当 な 選 択 マ ー カ ー と
と も に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
細 菌 系 で は 、 発 現 さ れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 産 物 に 使 用 す る 意 図 に 応 じ て 多 く の 発 現 ベ ク タ ー を 選
択 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 抗 体 を 誘 起 す る た め に 多 量 の 発 現 タ ン パ ク 質 を 必 要 と す
る 場 合 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ ル の 発 現 を 指 令 し 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 を 容 易 に 精 製 で
き る ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー と し て は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も
の で は な い が 、 BLUESCRIPT（ Stratagene） （ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 配 列 を ア ミ ノ 末 端 Ｍ ｅ ｔ お よ び そ れ に 続 く β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ７ 残 基 の
配 列 と イ ン フ レ ー ム で ラ イ ゲ ー ト し 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 が 産 生 さ れ る よ う に す る こ
と が で き る ） ； ｐ Ｉ Ｎ ベ ク タ ー （ た と え ば 、 G. Van Heekeお よ び S. M. Schuster, 1989, 
J. Biol. Chem., 264: 5503-5509を 参 照 ） な ど の 多 機 能 大 腸 菌 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 ベ
ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ ベ ク タ ー （ Promega、 マ ジ ソ ン 、 ウ イ ス コ ン シ ン ） も ま た
グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 外 来 ポ リ ペ プ
チ ド を 発 現 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 一 般 に 、 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 可 溶 性 で
あ り 、 グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ に 吸 着 さ せ た 後 に 遊 離 の グ ル タ チ オ ン の 存 在 下 で
溶 出 す る こ と に よ り 溶 解 細 胞 か ら 容 易 に 精 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 系 で 製 造 し た
タ ン パ ク 質 は 、 目 的 と す る ク ロ ー ニ ン グ ポ リ ペ プ チ ド を 所 望 に よ り Ｇ Ｓ Ｔ 残 基 か ら 放 出 で
き る よ う に 、 ヘ パ リ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 ま た は 第 Ｘ Ａ 因 子 プ ロ テ ア ー ゼ 開 裂 部 位 を 含 む よ う
に デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
酵 母 Saccharomyces cerevisiaeで は 、 ア ル フ ァ 因 子 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 お よ び Ｐ
Ｇ Ｈ な ど の 構 成 的 お よ び 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 多 く の ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き
る （ 概 説 と し て 、 F. M. Ausubelら 、 上 掲 、 お よ び Grantら 、 1987, Methods Enzymol., 15
3: 516-544を 参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
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植 物 発 現 ベ ク タ ー が 望 ま し く 、 使 用 す る 場 合 に は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
配 列 の 発 現 は 多 く の プ ロ モ ー タ ー の い ず れ に よ っ て も 駆 動 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、
Ｃ ａ Ｍ Ｖ の ３ ５ Ｓ お よ び １ ９ Ｓ プ ロ モ ー タ ー な ど の ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 単 独 ま た は Ｔ
Ｍ Ｖ か ら の オ メ ガ リ ー ダ ー 配 列 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る （ N. Takamatsu, 1987
, EMBO J., 6: 307-311） 。 あ る い は 、 RUBISCOの 小 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ま た は 熱 シ ョ ッ ク プ ロ
モ ー タ ー な ど の 植 物 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が で き る （ G. Coruzziら 、 1984, EMBO J.,
 3: 1671-1680; R. Broglieら 、 1984, Science, 224: 838-843； お よ び J. Winterら 、 199
1, Results Probl. Cell Differ. 17:85-105） 。 こ れ ら 構 築 物 は 、 直 接 Ｄ Ｎ Ａ 形 質 転 換 ま
た は 病 原 体 媒 体 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 植 物 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 そ の よ う
な 方 法 は 、 多 く の 一 般 に 利 用 で き る 概 説 に 記 載 さ れ て い る （ た と え ば 、 S. Hobbesま た は L
. E. Murry, In: McGraw Hill Yearbook of Science and Technology (1992) McGraw Hil
l、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 pp. 191-196を 参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
昆 虫 系 を 用 い て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と も で き る 。 た と え ば 、 そ の よ う な
１ つ の 系 と し て 、 Autographa californica核 多 角 体 病 ウ イ ル ス （ Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ ） を Spodopte
ra frugiperda細 胞 ま た は Trichoplusia larvaeで 外 来 遺 伝 子 を 発 現 す る た め の ベ ク タ ー と
し て 用 い る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 な ど の 該 ウ
イ ル ス の 非 必 須 領 域 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 く こ と
が で き る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド が う ま く 挿 入 し て お れ ば ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 は 不 活 化
さ れ 、 コ ー ト タ ン パ ク 質 を 欠 く 組 換 え ウ イ ル ス が 産 生 さ れ る 。 つ い で 、 組 換 え ウ イ ル ス を
用 い て た と え ば S. frugiperda細 胞 ま た は Trichoplusia larvaeを 感 染 さ せ る こ と が で き 、
こ の 中 で Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る （ E. K. Engelhardら 、 1994,
 Proc. Nat. Acad. Sci., 91: 3224-3227） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 で は 多 く の ウ イ ル ス ベ ー ス の 発 現 系 を 用 い る こ と が で き る 。 ア デ ノ ウ イ
ル ス を 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い る 場 合 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 、
後 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び ３ 連 の リ ー ダ ー 配 列 を 含 む ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 ／ 翻 訳 複 合 体 に ラ
イ ゲ ー ト す る こ と が で き る 。 感 染 し た 宿 主 細 胞 で Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 で き る 生
き た ウ イ ル ス を 得 る た め 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 Ｅ １ ま た は Ｅ ３ 領 域 を 用 い る こ と が で
き る （ J. Loganお よ び T. Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., 81: 3655-3659） 。 さ
ら に 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） エ ン ハ ン サ ー な ど の 転 写 エ ン ハ ン サ ー を 用 い て 哺 乳
動 物 宿 主 細 胞 で の 発 現 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
特 定 の 開 始 シ グ ナ ル を 用 い て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 一 層 効 率 的 な 翻
訳 を 達 成 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な シ グ ナ ル と し て は 、 Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン お よ び 隣 接
配 列 が 挙 げ ら れ る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 、 そ の 開 始 コ ド ン 、 お よ び
上 流 配 列 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 場 合 に は 、 さ ら に 転 写 ま た は 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル
は 必 要 な い 。 し か し な が ら 、 コ ー ド 配 列 ま た は そ の 断 片 の み を 挿 入 す る 場 合 に は 、 外 来 の
翻 訳 調 節 シ グ ナ ル （ Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン を 含 む ） を 提 供 し な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、 全 挿
入 物 の 翻 訳 を 確 実 に す る た め 、 開 始 コ ド ン は 正 し い 読 取 り 枠 に な け れ ば な ら な い 。 異 種 翻
訳 配 列 お よ び 開 始 コ ド ン は 、 天 然 お よ び 合 成 の 両 者 と も 様 々 な 起 源 の も の で あ っ て よ い 。
発 現 の 効 率 は 、 文 献 記 載 の も の の よ う な （ D. Scharfら 、 1994, Results Probl. Cell Dif
fer., 20: 125-162） 、 使 用 し た 特 定 の 細 胞 系 に 適 し た エ ン ハ ン サ ー を 含 め る こ と に よ っ
て 促 進 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
さ ら に 、 宿 主 細 胞 株 は 、 挿 入 配 列 の 発 現 を 変 調 し た り 発 現 タ ン パ ク 質 を 所 望 の 仕 方 で プ ロ
セ シ ン グ す る 能 力 に つ い て 選 択 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 と し て
は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ
ン 酸 化 、 脂 質 化 （ lipidation） 、 お よ び ア シ ル 化 が 挙 げ ら れ る 。 タ ン パ ク 質 の 「 プ レ プ ロ
」 形 を 開 裂 す る 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ も ま た 、 正 し い 挿 入 、 折 り 畳 み お よ び ／ ま た は 機 能 を
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容 易 に す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 翻 訳 後 活 性 の た め の 特 別 の 細 胞 機 構 お
よ び 特 徴 的 な メ カ ニ ズ ム を 有 す る 種 々 の 宿 主 細 胞 （ た と え ば 、 Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ
、 Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 、 お よ び Ｗ １ ３ ８ ） が 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ
レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ； １ ０ ８ ０ １ ユ ニ バ ー シ テ ィ ー ・ ブ ー ル バ ー ル 、 マ ナ サ ス 、 バ ー ジ
ニ ア ２ ０ １ １ ０ － ２ ２ ０ ９ ） か ら 利 用 で き 、 外 来 タ ン パ ク 質 の 正 し い 修 飾 お よ び プ ロ セ シ
ン グ を 確 実 に す べ く 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 に わ た る 高 収 率 の 産 生 の た め に は 安 定 し た 発 現 が 好 ま し い 。 た と
え ば 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 を 安 定 に 発 現 す る 細 胞 株 を 、 ウ イ ル ス の 複 製 起 点 お よ び ／ ま
た は 内 生 の 発 現 配 列 お よ び 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 同 じ か ま た は 別 個 の ベ ク タ ー 上 に 含 む 発
現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー を 導 入 後 、 選 択 培 地 に 切 り 換 え
る 前 に 細 胞 を 富 ん だ 細 胞 培 養 培 地 で １ ～ ２ 日 間 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 選 択 マ ー カ ー の
目 的 は 、 選 択 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る こ と で あ り 、 そ の 存 在 が 導 入 配 列 を 首 尾 よ く 発 現 し
て い る 細 胞 の 増 殖 お よ び 回 収 を 可 能 と す る 。 安 定 に 形 質 転 換 し た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン は 、
そ の 細 胞 の タ イ プ に 適 し た 組 織 培 養 法 を 用 い て 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
形 質 転 換 し た 細 胞 株 を 回 収 す る た め 、 幾 つ の 選 択 系 も 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら と し て
は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ Ｈ Ｓ Ｖ
 Ｔ Ｋ ） （ M. Wiglerら 、 1977, Cell, 11: 223-32） お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ （ I. Lowyら 、 1980, Cell, 22: 817-23） 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は そ れ
ぞ れ ｔ ｋ － 細 胞 ま た は ａ ｐ ｒ ｔ － 細 胞 で 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 代 謝 拮 抗 物 質 、 抗 生
物 質 ま た は 除 草 剤 耐 性 を 選 択 の 基 礎 と し て 用 い る こ と が で き る ； た と え ば 、 メ ト ト レ キ セ
ー ト に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る ｄ ｈ ｆ ｒ （ M. Wiglerら 、 1980, Proc. Natl. Acad. Sic., 7
7: 3567-70） ； ア ミ ノ グ リ コ シ ド の ネ オ マ イ シ ン お よ び Ｇ － ４ １ ８ に 対 す る 耐 性 を 付 与 す
る ｎ ｐ ｔ （ F. Colbere-Garapinら 、 1981, J. Mol. Biol., 150: 1-14） ； お よ び そ れ ぞ れ
ク ロ ル ス ル フ ロ ン お よ び ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に 対 す る 耐 性 を
付 与 す る ａ ｌ ｓ ま た は ｐ ａ ｔ （ Murry、 上 掲 ） 。 さ ら な る 選 択 遺 伝 子 が 記 載 さ れ て い る 、
た と え ば 、 ト リ プ ト フ ァ ン の 代 わ り に イ ン ド ー ル を 細 胞 に 利 用 さ せ る ｔ ｒ ｐ Ｂ 、 ま た は ヒ
ス チ ジ ン の 代 わ り に ヒ ス チ ノ ー ル を 細 胞 に 利 用 さ せ る ｈ ｉ ｓ Ｄ （ S. C. Hartmanお よ び R. 
C. Mulligan, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci., 85: 8047-51） 。 最 近 、 ア ン ト シ ア ニ ン 、
β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ お よ び そ の 基 質 の Ｇ Ｕ Ｓ 、 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び そ の 基 質 の
ル シ フ ェ リ ン な ど の マ ー カ ー の よ う な 可 視 性 の マ ー カ ー の 使 用 が 一 般 的 に な っ て き て お り
、 こ れ ら マ ー カ ー は 形 質 転 換 体 を 同 定 す る の み な ら ず 、 特 定 の ベ ク タ ー 系 に 帰 せ ら れ る 一
過 性 ま た は 安 定 な タ ン パ ク 質 発 現 の 量 を 定 量 す る う え で も 広 く 用 い ら れ て い る （ C. A. Rh
odesら 、 1995, Methods Mol. Biol., 55: 121-131） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 存 在 ／ 不 在 は 目 的 遺 伝 子 が 存 在 す る こ と を も 示 唆 す る も の で あ る が
、 目 的 と す る 所 望 の 遺 伝 子 の 存 在 お よ び 発 現 は 確 認 す る 必 要 が あ る 。 た と え ば 、 Ｒ Ｅ Ｔ １
６ 核 酸 配 列 ポ リ ペ プ チ ド が マ ー カ ー 遺 伝 子 配 列 内 に 挿 入 さ れ て い る と 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 組 換 え 細 胞 は マ ー カ ー 遺 伝 子 機 能 の 不 在 に よ っ て 同 定 で き
る 。 あ る い は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 と タ ン デ ム に
単 一 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 す る こ と が で き る 。 誘 発 ま た は 選 択 に 応 答 し た マ ー カ
ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 通 常 、 タ ン デ ム 遺 伝 子 の 同 時 発 現 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ４ 】
あ る い は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ
ド 産 物 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 様 々 な 方 法 に よ り 同 定 す る こ と が で き る
。 こ れ ら 方 法 と し て は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 検 出
お よ び ／ ま た は 定 量 の た め の 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン お よ び タ ン パ ク 質 バ イ オ ア ッ セ イ ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ 法 （ メ ン ブ レ ン 、 溶 液 、 ま た
は チ ッ プ ベ ー ス の 方 法 を 含 む ） が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ １ ３ ５ 】
好 ま し く は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド は 発 現 後 に 実 質 的 に 精 製 す る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク
質 は 、 試 料 中 に 他 の ど の よ う な 成 分 が 存 在 し て い る か に よ り 、 当 業 者 に 知 ら れ 実 施 さ れ て
い る 様 々 な 仕 方 で 単 離 ま た は 精 製 す る こ と が で き る 。 標 準 的 な 精 製 法 と し て は 、 電 気 泳 動
法 、 分 子 生 物 学 的 方 法 、 免 疫 学 的 方 法 お よ び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 （ イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） が 挙 げ ら れ る 。 た と え ば 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
タ ン パ ク 質 は 、 標 準 的 な 抗 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 抗 体 カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。 タ ン パ
ク 質 濃 度 と 組 み 合 わ せ た 限 外 濾 過 お よ び ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン 法 を 用 い る こ と も で き
る 。 適 当 な 精 製 法 の 一 般 的 な 手 引 き と し て は 、 R. Scopes, 1982, Protein Purification,
 Springer-Verlag、 ニ ュ ー ヨ ー ク を 参 照 。 熟 練 し た 実 施 者 に は 理 解 さ れ る で あ ろ う よ う に
、 必 要 な 精 製 の 程 度 は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 の 使 用 目 的 に よ り 変 わ り う る ； 場 合 に よ っ て
は 精 製 が 必 要 な い こ と も あ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ６ 】
組 換 え 製 造 に 加 え 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 は 固 相 法 を 用 い た 直 接 ペ プ チ ド 合 成 に
よ り 製 造 で き る （ J. Merrifield, 1963, J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2154） 。 タ ン パ
ク 質 合 成 は 、 手 動 法 を 用 い る か ま た は 自 動 化 に よ り 行 う こ と が で き る 。 自 動 合 成 は 、 た と
え ば 、 ABI 431A Peptide Synthesizer（ PE Biosystems） を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る
。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 様 々 な 断 片 を 別 々 に 化 学 合 成 し 、 つ い で 化 学 法 を 用 い て 組 み 合 わ せ る こ と
に よ り 完 全 長 の 分 子 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】

Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 存 在 は 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ま
た は Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー ブ ま た は 部 分 ま た は 断 片 を 用 い た 増 幅 に よ り 検 出 す る
こ と が で き る 。 核 酸 増 幅 ベ ー ス の ア ッ セ イ は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列
に 基 づ い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ マ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 形 質 転 換 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ３ ８ 】
広 範 な 様 々 な 標 識 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 法 が 当 業 者 に 知 ら れ 、 用 い ら れ て お り 、 様 々 な 核
酸 お よ び ア ミ ノ 酸 ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 連 す る 配 列 を 検 出 す る た め の 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は Ｐ
Ｃ Ｒ プ ロ ー ブ を 生 成 す る 手 段 と し て は 、 オ リ ゴ － 標 識 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 末 端
標 識 、 ま た は 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分 ま た は 断 片 を コ ー ド す る 配 列 を 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 産 生 の
た め の ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 当 該 技 術 分 野
で 知 ら れ 市 販 さ れ て お り 、 Ｔ ７ 、 Ｔ ３ 、 ま た は Ｓ Ｐ （ ６ ） お よ び 標 識 ヌ ク レ オ チ ド な ど の
適 当 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え る こ と に よ り イ ン ビ ト ロ で Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 合 成 す る の
に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら 方 法 は 、 様 々 な 市 販 の キ ッ ト （ た と え ば 、 Amersham Pharm
acia Biotech, Promegaお よ び U. S. Biochemical Corp.） を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 使
用 で き る 適 当 な リ ポ ー タ ー 分 子 ま た は 標 識 と し て は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 ル
ミ ネ セ ン ス 剤 、 ま た は 色 原 体 、 並 び に 基 質 、 補 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 マ グ ネ チ ッ ク 粒 子 な
ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】

Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ の 断 片 で 形 質 転 換 し た 宿
主 細 胞 は 、 該 タ ン パ ク 質 の 細 胞 培 養 か ら の 発 現 お よ び 回 収 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 す る こ と
が で き る 。 組 換 え 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 使 用 し た 配 列 お よ び ／ ま た は ベ
ク タ ー に 依 存 し て 分 泌 さ れ る か ま た は 細 胞 内 に 含 ま れ て い る 。 当 業 者 に は 理 解 さ れ る で あ
ろ う よ う に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は
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ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出

ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド － 産 生 、 検 出 、 単 離



、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 膜 を 通 し た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 指 令 す る シ グ ナ ル 配 列 を
含 む よ う に デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 結 合 さ せ る た め 、 他 の 構 築 を 用 い る こ
と が で き る 。 そ の よ う な 精 製 を 容 易 に す る ド メ イ ン と し て は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は
な い が 、 固 定 化 し た 金 属 上 で の 精 製 を 可 能 に す る ヒ ス チ ジ ン － ト リ プ ト フ ァ ン モ デ ュ ー ル
な ど の 金 属 キ レ ー ト 形 成 ペ プ チ ド ； 固 定 化 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 上 で の 精 製 を 可 能 に す る プ
ロ テ イ ン Ａ ド メ イ ン ； お よ び Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｓ 伸 長 ／ ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 系 （ Immunex Corp.、
シ ア ト ル 、 ワ シ ン ト ン ） で 利 用 さ れ る ド メ イ ン が 挙 げ ら れ る 。 精 製 ド メ イ ン と Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
タ ン パ ク 質 と の 間 に 第 Ｘ Ａ 因 子 や エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ に 特 異 的 な も の （ Invitrogen、 サ ン ジ
エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） な ど の 開 裂 可 能 な リ ン カ ー 配 列 を 含 め る こ と を 精 製 を 容 易 に す る
た め に 用 い る こ と が で き る 。 １ つ の そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ コ ー ド 配 列 と
チ オ レ ド キ シ ン に 先 行 す る ６ ヒ ス チ ジ ン 残 基 ま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 開 裂 部 位 を コ ー ド す
る 核 酸 と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 提 供 す る 。 ヒ ス チ ジ ン 残 基 は 、 J. Porathら 、 199
2, Prot. Exp. Purif., 3: 263-281に 記 載 さ れ て い る よ う に Ｉ Ｍ Ａ Ｃ （ 固 定 化 金 属 イ オ ン
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） で の 精 製 を 容 易 に し 、 一 方 、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 開 裂
部 位 は 融 合 タ ン パ ク 質 か ら の 精 製 手 段 を 提 供 す る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 産 生 に 適 し た ベ ク タ
ー の 論 考 に つ い て は 、 D. J. Krollら 、 1993, DNA Cell Biol., 12: 441-453を 参 照 。
【 ０ １ ４ １ 】
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 含 ま れ 発 現 さ れ る も の よ り も 大 き な Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 送 達 す る た め 、 ヒ
ト 人 工 染 色 体 （ Ｈ Ａ Ｃ ） を 用 い る こ と が で き る 。 Ｈ Ａ Ｃ は 、 サ イ ズ が １ ０ Ｋ ～ １ ０ Ｍ の Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 含 む こ と が で き 、 安 定 な 有 糸 分 裂 に よ る 染 色 体 分 離 お よ び 保 持 に 必 要 な 全 て の
配 列 を 含 む 線 状 の 微 小 染 色 体 で あ る （ J. J. Harringtonら 、 1997, Nature Genet., 15: 3
45-355を 参 照 ） 。 ６ ～ １ ０ Ｍ の Ｈ Ａ Ｃ を 構 築 し 、 治 療 目 的 の た め に 通 常 の 送 達 手 段 （ た と
え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン 性 ア ミ ノ ポ リ マ ー 、 ま た は ベ シ ク ル ） に よ り 送 達 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ か を 用 い
て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 お よ び 測 定 す る た め の 様 々 な プ ロ ト コ ー ル が 当 該
技 術 分 野 で 知 ら れ 、 実 施 さ れ て い る 。 例 と し て は 、 酵 素 結 合 抗 体 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ ） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 お よ び 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ （ Ｆ Ａ
Ｃ Ｓ ） が 挙 げ ら れ る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 上 の ２ つ の 相 互 に 妨 害 し な い エ ピ ト ー プ と
反 応 性 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ２ 部 位 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ベ ー ス イ ム ノ ア ッ セ イ が
好 ま し い が 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ を 用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら お よ び 他 の ア ッ セ イ は 、 R.
 Hamptonら 、 1990; Serological Methods, a Laboratory Manual, APS Press、 セ ン ト ポ
ー ル 、 ミ ネ ソ タ お よ び D. E. Maddoxら 、 1983; J. Exp. Med., 158: 1211-1216の 刊 行 を 代
表 と し て 当 該 技 術 分 野 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】

精 製 し た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、 抗 体 を 産 生 す る た め 、 ま た は 医 薬 ま た
は 他 の 化 合 物 、 と り わ け 小 さ な 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ に 特
異 的 に 結 合 す る も の を 同 定 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 は 本 発 明 の Ｒ Ｅ
Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は イ ン ヒ ビ タ ー と し て 有 用 で あ り 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 組 換 え に よ り 製 造 し た も の で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 免 疫 原 性 の ペ プ チ ド 断 片 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 当 該 技 術
分 野 で 長 く 知 ら れ 通 常 用 い ら れ て い る 方 法 を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗
体 と し て は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 、 キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ
っ て 製 造 さ れ る フ ラ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 中 和 抗 体 （ す な わ ち 、 二 量 体 形 成 を 抑 制 す る
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抗 体 ） は 治 療 用 に 使 用 す る の に 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
抗 体 を 産 生 す る に は 、 種 々 の 宿 主 （ ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ヒ ト そ の 他
を 含 む ） を Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 免 疫 原 性 の 特 性 を 有 す る そ の ペ プ チ ド 断 片 ま た
は オ リ ゴ ペ プ チ ド を 注 射 し て 免 疫 す る こ と が で き る 。 宿 主 の 種 に 応 じ て 、 種 々 の ア ジ ュ バ
ン ト を 用 い て 免 疫 応 答 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト の 制 限 さ れ な い 例
と し て は 、 フ ロ イ ン ト の （ 不 完 全 ） ア ジ ュ バ ン ト 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム や シ リ カ な ど の 金
属 ゲ ル 、 お よ び 表 面 活 性 物 質 、 た と え ば リ ソ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア
ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ イ ル エ マ ル ジ ョ ン 、 Ｋ Ｌ Ｈ 、 お よ び ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル が 挙 げ ら れ
る 。 ヒ ト に 典 型 的 に 使 用 す る ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 Ｂ Ｃ Ｇ （ bacilli Calmette Guerin
） お よ び Corynebacterium parvumnが 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
好 ま し く は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 誘 発 す る の に 使 用 す る ペ プ チ ド 、 断
片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 免 疫 原 ） は 、 少 な く と も ５ つ の ア ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま
し く は 少 な く と も ７ ～ １ ０ の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 ま た 、 免 疫 原 は 天
然 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 と 同 一 で あ る の が 好 ま し い ； 免 疫 原 は ま た 、 小 さ な
天 然 分 子 の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い て よ い 。 ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、
単 一 の エ ピ ト ー プ ま た は 抗 原 決 定 基 ま た は 複 数 の エ ピ ト ー プ を 含 ん で い て よ い 。 Ｒ Ｅ Ｔ １
６ ア ミ ノ 酸 の 短 い ス ト レ ッ チ を 他 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 （ た と え ば 、 Ｋ Ｌ Ｈ ） と 融 合 さ
せ 、 こ の キ メ ラ 分 子 に 対 し て 抗 体 を 産 生 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 免 疫 原 性 の 断 片 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 養
中 の 連 続 的 な 細 胞 株 に よ る 抗 体 分 子 の 産 生 を 提 供 す る あ ら ゆ る 方 法 を 用 い て 製 造 す る こ と
が で き る 。 こ れ ら 方 法 と し て は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 、
ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 、 お よ び Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 法 が 挙 げ ら れ る （ G. Kohle
rら 、 1975, Nature, 256: 495-497; D. Kozborら 、 1985, J. Immunol. Methods, 81: 31-
42; R. J. Coteら 、 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 2026-2030； お よ び S. P. C
oleら 、 1984, Mol. Cell Biol., 62: 109-120） 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 は 当 該 技 術
分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 日 常 的 に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
さ ら に 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 を 産 生 す る た め に 開 発 さ れ た 技 術 で あ る 、 マ ウ ス 抗 体 遺 伝 子 を ヒ
ト 抗 体 遺 伝 子 に ス プ ラ イ ス し て 適 当 な 抗 原 特 異 性 と 生 物 学 的 活 性 と を 備 え た 分 子 を 得 る こ
と を 用 い る こ と が で き る （ S. L. Morrisonら 、 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 
6851-6855; M. S. Neubergerら 、 1984, Nature, 312: 604-608； お よ び S. Takedaら 、 198
5, Nature, 314: 452-454） 。 あ る い は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 一 本 鎖 抗
体 を 産 生 す る た め に 記 載 さ れ た 技 術 を 採 用 し 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 一 本 鎖
抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。 関 連 し た 特 異 性 を 有 す る が 異 な る イ デ ィ オ タ イ プ 組 成 の 抗
体 は 、 ラ ン ダ ム コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 鎖 シ ャ フ リ ン グ に よ
り 生 成 す る こ と が で き る （ D. R. Burtonら 、 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 11
120-3） 。 抗 体 は ま た 、 文 献 に 開 示 さ れ て い る よ う に （ R. Orlandiら 、 1989, Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA, 86: 3833-3837お よ び G. Winterら 、 1991, Nature, 349: 293-299） 、
リ ン パ 球 集 団 に お け る イ ン ビ ボ 産 生 で 誘 発 す る こ と に よ り 、 ま た は 組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン
ラ イ ブ ラ リ ー も し く は 高 度 に 特 異 的 な 結 合 試 薬 の パ ネ ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ
て も 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る こ と も で
き る 。 た と え ば 、 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、
抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 生 成 す る こ と の で き る Ｆ (ａ ｂ ')２ フ ラ グ メ ン ト お よ び
Ｆ (ａ ｂ ')２ フ ラ グ メ ン ト の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 還 元 に よ っ て 生 成 す る こ と の で き る Ｆ ａ
ｂ フ ラ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し て 、 所 望 の 特
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異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の 迅 速 か つ 容 易 な 同 定 を 可 能 と す る こ と
が で き る （ W. D. Huseら 、 1989, Science, 254, 1275-1281） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
所 望 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 同 定 す る た め 、 様 々 な イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と が で き る 。 確 立 し た 特 異 性 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ま た は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 用 い た 競 合 結 合 ま た は 免 疫 放 射 測 定 ア ッ セ イ の た め の 多 数 の プ ロ ト コ ー ル が 当 該
技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 典 型 的 に Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ
プ チ ド と そ の 特 異 的 な 抗 体 と の 間 で の 複 合 体 の 生 成 を 測 定 す る こ と を 含 む 。 ２ つ の 相 互 に
妨 害 し な い Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ と 反 応 性 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ２
部 位 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ベ ー ス イ ム ノ ア ッ セ イ が 好 ま し い が 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ を 用 い る
こ と も で き る （ Maddox、 上 掲 ） 。
【 ０ １ ５ １ 】

本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は そ の 断 片 ま た は 相 補 鎖 は 治 療 目 的 に 用 い る こ と が で き る 。 １ つ の 側 面 に お い て 、 Ｒ Ｅ
Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 妨 害 す る こ と が 望 ま し い 状 況 で 用 い る こ と が で き る 。 と り わ け 、 本 明
細 書 の 実 施 例 ４ に 記 載 す る よ う に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 相 補 的 な 配 列 で 細 胞 を 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き る 。 か く
し て 、 相 補 的 な 分 子 を 用 い て ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 活 性 を
変 調 し 、 ま た は 遺 伝 子 機 能 の 制 御 を 達 成 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 術 は 今 や 当 該 技
術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の コ ー ド 領 域 ま た は 非 コ ー ド 領 域 の 種 々 の 位 置 か ら セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス の オ リ ゴ マ
ー ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 一 層 大 き な 断 片 を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ま た は
他 の 様 々 な 細 菌 プ ラ ス ミ ド 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー を 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 的 生 物 、 組 織 ま
た は 細 胞 集 団 に 送 達 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
核 酸 配 列 に 相 補 的 な 核 酸 配 列 を 発 現 す る 組 換 え ベ ク タ ー を 構 築 す る た め 、 当 業 者 に よ く 知
ら れ た 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら 技 術 は 、 J. Sambrookら 、 上 掲 お よ び F. M. Aus
ubelら 、 上 掲 に と も に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 を 高 レ ベ ル で 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー で 細 胞 ま た は 組 織 を 形
質 転 換 す る こ と に よ り 作 り 出 す （ turned off） こ と が で き る 。 そ の よ う な 構 築 物 は 、 翻 訳
で き な い セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 配 列 を 細 胞 中 に 導 入 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 そ
の よ う な ベ ク タ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ に 組 み 込 ま れ な く と も 、 内 生 の ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 不 能 に さ
れ る ま で Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 転 写 し 続 け る こ と が で き る 。 一 過 性 の 発 現 は 、 非 複 製 ベ ク タ ー で は
１ ヶ 月 ま た は そ れ 以 上 、 適 当 な 複 製 配 列 を ベ ク タ ー 系 の 一 部 に 含 め る よ う に デ ザ イ ン さ れ
て お れ ば 一 層 長 い 期 間 持 続 し う る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
遺 伝 子 発 現 の 修 飾 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 調 節 領 域 、 ５ '領 域
、 ま た は 制 御 領 域 （ た と え ば 、 シ グ ナ ル 配 列 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び イ ン
ト ロ ン ） に 対 す る ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た は 相 補 的 核 酸 配 列 （ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は Ｐ Ｎ
Ａ ） を デ ザ イ ン す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 転 写 開 始 部 位 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 た と え ば 開 始 部 位 か ら － １ ０ と ＋ １ ０ と の 間 の 位 置 か ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま
し い 。 同 様 に 、 抑 制 は 「 三 本 鎖 ら せ ん 」 塩 基 対 形 成 法 を 用 い て 達 成 で き る 。 三 本 鎖 ら せ ん
塩 基 対 形 成 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 、 ま た は 調 節 分 子 の 結 合 に 充 分 な ほ ど 二 本 鎖 ら せ
ん が 開 く 能 力 を 抑 制 す る ゆ え に 有 用 で あ る 。 三 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た 近 年 の 治 療 の 進 歩 は 記
載 さ れ て い る （ た と え ば 、 J. E. Geeら 、 1994, In: B. E. Huberお よ び B. I. Carr, Mole
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cular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co.、 マ ウ ン ト キ ス コ 、 ニ ュ ー
ヨ ー ク を 参 照 ） 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た は 相 補 的 配 列 は ま た 、 転 写 物 が リ ボ ソ ー ム に 結 合
す る の を 妨 害 す る こ と に よ っ て ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 阻 止 す べ く デ ザ イ ン す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
リ ボ ザ イ ム 、 す な わ ち 酵 素 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 も ま た Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 開 裂 を 触 媒 す る の に 用 い
る こ と が で き る 。 リ ボ ザ イ ム 作 用 の メ カ ニ ズ ム は 、 リ ボ ザ イ ム 分 子 の 相 補 的 な 標 的 Ｒ Ｎ Ａ
へ の 配 列 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 そ れ に 続 く 内 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 分 解 的 開 裂 を
含 む 。 適 当 な 例 と し て は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 内 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 分
解 的 開 裂 を 特 異 的 か つ 有 効 に 触 媒 す る こ と の で き る 遺 伝 子 操 作 に よ り 調 製 し た ハ ン マ ー ヘ
ッ ド モ チ ー フ リ ボ ザ イ ム 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
リ ボ ザ イ ム 開 裂 部 位 （ 以 下 の 配 列 を 含 む ： Ｇ Ｕ Ａ 、 Ｇ Ｕ Ｕ 、 お よ び Ｇ Ｕ Ｃ ） に つ い て 可 能
性 の あ る Ｒ Ｎ Ａ 標 的 分 子 を ス キ ャ ニ ン グ す る こ と に よ り 、 該 標 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 内 の 特 異 的 な
リ ボ ザ イ ム 開 裂 部 位 を ま ず 同 定 す る 。 同 定 さ れ た ら 、 開 裂 部 位 を 含 む 標 的 遺 伝 子 の 領 域 に
対 応 す る １ ５ ～ ２ ０ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 短 い Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 機 能 で
き な く さ せ 得 る 二 次 構 造 の 特 徴 に つ い て 評 価 す る こ と が で き る 。 候 補 標 的 の 適 切 さ は ま た
、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ を 用 い て 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン へ の 接 近 性 （ accessibility） を 試 験 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ５ ７ 】
本 発 明 に よ る 相 補 的 リ ボ 核 酸 分 子 お よ び リ ボ ザ イ ム は 、 核 酸 分 子 の 合 成 の た め の 当 該 技 術
分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 と し て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る 方 法 、 た と え ば 固 相 ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 化 学 合 成 法 が 挙 げ ら れ
る 。 別 法 と し て 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の イ ン ビ ト ロ お よ
び イ ン ビ ボ 転 写 に よ り 生 成 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を Ｔ ７ や Ｓ Ｐ な ど の
適 当 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 有 す る 広 範 な ベ ク タ ー 中 に 導 入 す る こ と が で き
る 。 あ る い は 、 相 補 的 な Ｒ Ｅ Ｔ １ ６  Ｒ Ｎ Ａ を 構 成 的 か ま た は 誘 導 性 に 合 成 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ
構 築 物 を 細 胞 株 、 細 胞 、 ま た は 組 織 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 細 胞 内 で の 安 定 性 お よ び 半 減 期 を 増 大 す べ く 改 変 す る こ と が で き る 。 可 能
な 改 変 と し て は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 分 子 の ５ '末 端 お よ び ／ ま た は ３ '末
端 へ の フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 付 加 、 ま た は 分 子 の 骨 格 内 で の （ ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 代 わ
り に ） ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト ま た は ２ 'Ｏ － メ チ ル の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 概 念 は Ｐ Ｎ Ａ
の 生 成 に 元 々 あ る も の で あ り 、 イ ノ シ ン 、 キ ュ ー オ シ ン 、 お よ び ワ イ ブ ト シ ン な ど の 非 伝
統 的 な 塩 基 、 並 び に ア デ ニ ン 、 シ チ ジ ン 、 グ ア ニ ン 、 チ ミ ン 、 お よ び ウ リ ジ ン の ア セ チ ル
、 メ チ ル 、 チ オ 、 お よ び 内 生 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 容 易 に 認 識 さ れ な い 同 様 の 修
飾 形 を 含 め る こ と に よ っ て こ れ ら 分 子 の 全 て に 拡 張 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
細 胞 ま た は 組 織 中 に ベ ク タ ー を 導 入 す る 多 く の 方 法 が 利 用 で き 、 イ ン ビ ボ 、 イ ン ビ ト ロ 、
お よ び イ ク ス ビ ボ に 使 用 す る の に 同 等 に 適 し て い る 。 イ ク ス ビ ボ 療 法 の た め 、 ベ ク タ ー を
患 者 か ら 採 取 し た 幹 細 胞 中 に 導 入 し 、 自 家 移 植 の た め に ク ロ ー ン 的 に 増 殖 さ せ て 同 じ 患 者
に 戻 す こ と が で き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ る お よ び リ ポ ソ ー ム 注 射 に よ る 送 達 は 、
当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相
補 鎖 、 ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 、 炎 症 性 疾 患 ま た は
障 害 お よ び ／ ま た は 制 御 さ れ な い 細 胞 増 殖 、 過 剰 活 性 ま た は 刺 激 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 障
害 を 治 療 ま た は 予 防 す べ く 個 体 に 投 与 す る こ と が で き る 。 様 々 な 特 殊 化 し た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 送 達 法 、 た と え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ 送 達 の た め の 単 ラ メ ラ リ ポ ソ ー ム 中 の 包 括
お よ び 再 構 成 セ ン ダ イ ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ を 用 い る こ と が で き る （ Aradら 、 1986, Bioc
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hem. Biophys. Acta., 859: 88-94） 。
【 ０ １ ６ １ 】
他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、 相 補 的 配
列 、 ま た は ベ ク タ ー を 、 他 の 適 当 な 治 療 剤 と と も に 投 与 す る こ と が で き る 。 組 み 合 わ せ 療
法 に 使 用 す る 適 当 な 治 療 剤 の 選 択 は 、 通 常 の 製 薬 原 理 に 従 っ て 当 業 者 に よ り 行 う こ と が で
き る 。 治 療 剤 の 併 用 は 、 相 乗 的 に 作 用 し て 上 記 の 様 々 な 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る こ と が
で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ を 用 い れ ば 各 薬 剤 を 一 層 低 投 与 量 で 使 用 し て 治 療 効 果 を 達 成 す る
こ と が で き 、 そ れ ゆ え 副 作 用 の 可 能 性 を 低 減 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
上 記 の 治 療 法 は い ず れ も 、 た と え ば 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ウ サ ギ 、 サ ル 、 お よ び 最
も 好 ま し く は ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 を 含 む 、 そ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る あ ら ゆ る 個 体 に 適
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】

Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 は 、 炎 症 性 障 害 、 た と え ば 、 活 性 化 し た お よ び ／ ま た は
過 剰 活 性 の 細 胞 （ た と え ば 、 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 肥 満
細 胞 お よ び 好 酸 球 ） が 関 与 す る 障 害 を 治 療 す る た め の 潜 在 的 な 使 用 に つ い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
生 物 活 性 を 変 調 す る 候 補 の 生 物 活 性 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。
さ ら に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 お よ び コ ー ド す る 核 酸 、 並 び に Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 活 性 ま た は 機 能
を 変 調 す る 生 物 活 性 剤 は 、 細 胞 活 性 化 を 制 御 す る 方 法 に お い て エ フ ェ ク タ ー と し て 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 相 互 作 用 性 の 分 子 に よ っ て 変 調
す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 「 変 調 」 と は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 生 物 活 性 を 変 え る こ と
、 す な わ ち ア ゴ ニ ス ト に よ る な ど で 、 増 大 、 強 化 、 ま た は 促 進 す る か 、 ま た は ア ン タ ゴ ニ
ス ト に よ る な ど で 、 低 減 、 抑 制 、 ま た は 阻 止 す る こ と を 意 味 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 生 物 活 性 は 抑 制 さ れ る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ に よ っ て 刺 激 さ れ
た 細 胞 で 発 現 さ れ 、 炎 症 応 答 に 関 与 す る 因 子 で あ り 候 補 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ で あ る こ と か
ら 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 に お い て 役 割 を 果 た し 、 ま た は 炎 症 プ ロ セ ス の 発 生 の マ ス タ ー ス
イ ッ チ の 一 部 と し て 働 く こ と が で き る 。 従 っ て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ
ー ド に お け る そ の 機 能 ま た は 発 現 の ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は イ ン ヒ ビ タ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
す る た め の 標 的 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 は 、 過 剰 活 性 化 し た Ｂ 細 胞
お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ う る 疾 患 、 た と え ば 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 、 並
び に サ イ ト カ イ ン 、 お よ び 炎 症 を 促 進 、 加 速 、 ま た は 悪 化 さ せ る 因 子 を 産 生 す る 細 胞 、 た
と え ば 白 血 球 、 肥 満 細 胞 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 好 中 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 酸 球 、 多
形 核 白 血 球 な ど が 関 与 す る 炎 症 性 疾 患 、 ま た は 種 々 の 体 組 織 に お け る 細 胞 傷 害 の 治 療 の た
め の 潜 在 的 な 使 用 に つ い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 生 物 活 性 を 変 調 す る 候 補 生 物 活 性 剤 を 同 定 お よ
び 検 出 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 カ
ス ケ ー ド の マ ス タ ー ス イ ッ チ を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 、 刺 激 、 ま た は そ の 他 で 関 与 し う
る 炎 症 性 疾 患 の 制 限 さ れ な い 例 と し て は 、 関 節 炎 （ 慢 性 関 節 リ ウ マ チ お よ び 若 年 性 慢 性 関
節 炎 の 両 者 ） ； 乾 癬 ； 喘 息 ； 虚 血 － 再 潅 流 ； 臓 器 ま た は 組 織 移 植 の 拒 絶 ； 慢 性 閉 塞 性 肺 疾
患 ； 炎 症 性 胃 腸 疾 患 （ ク ロ ー ン 病 お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 含 む ） ； 亜 急 性 （ inacute） 呼 吸
障 害 症 候 群 ； 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 嚢 胞 性 線 維 症 が 挙 げ ら れ る 。
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を 変 調 す る 生 物 活 性 剤 を 使 用 で き る 他 の 疾 患 ま た は 障 害 と し て は 、 自 己 免 疫 疾
患 、 癌 、 腫 瘍 お よ び 新 生 物 、 お よ び 様 々 な 組 織 、 と り わ け Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 発 現 が 認 め ら れ な
い 組 織 で の 細 胞 の 制 御 さ れ な い 増 殖 と 関 連 す る 他 の 疾 患 が 挙 げ ら れ る （ た と え ば 、 図 ７ Ａ
～ 図 ７ Ｄ を 参 照 ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
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一 般 に そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 行 う に 際 し て は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 、 隔 離
し た 試 料 受 容 領 域 を 有 す る 不 溶 性 の 支 持 体 （ た と え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 ア レ
イ な ど ） に 非 拡 散 的 に 結 合 さ せ る 。 適 当 な 不 溶 性 支 持 体 の 基 準 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 で
き る 限 り い か な る 組 成 か ら な っ て い て も よ い こ と 、 可 溶 性 の 物 質 か ら 容 易 に 分 離 で き る こ
と 、 お よ び 他 の 面 で は ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 全 体 と 適 合 で き る こ と で あ る 。 そ の よ う な 支 持
体 の 表 面 は 固 体 ま た は 多 孔 性 で あ っ て よ く 、 い か な る 都 合 の よ い サ イ ズ ま た は 形 状 で あ っ
て よ い 。 適 当 な 不 溶 性 支 持 体 の 例 と し て は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー 、 プ レ ー ト 、 ア レ イ 、 メ ン
ブ レ ン お よ び ビ ー ズ が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら は 典 型 的 に ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク （ た と え ば 、
ポ リ ス チ レ ン ） 、 多 糖 、 ナ イ ロ ン ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス で 作 る 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト お よ び ア レ イ は 特 に 都 合 が よ い 、 な ぜ な ら 少 量 の 試 薬 お よ び 試 料 を 用 い て 多 数 の ア ッ
セ イ を 同 時 に 行 う こ と が で き る か ら で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 さ せ る 特 定 の 仕 方 は 、 本
発 明 の 試 薬 お よ び 方 法 全 体 と 適 合 で き 、 ペ プ チ ド の 活 性 が 保 持 さ れ 、 非 拡 散 性 で あ る 限 り
、 重 要 で は な い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
好 ま し い 結 合 法 と し て は 、 抗 体 の 使 用 （ こ れ は 、 そ の 結 合 タ ン パ ク 質 へ の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 結
合 を 妨 害 し て は な ら な い ） 、 「 粘 着 性 」 ま た は イ オ ン 性 の 支 持 体 へ の 直 接 結 合 、 化 学 的 架
橋 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 後 、 過 剰 の 未 結 合 物 質 を 洗 浄 に よ り 取 り 除 く 。
つ い で 、 必 要 な ら 試 料 受 容 領 域 を ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 カ ゼ イ ン ま た は 他 の 無
害 ／ 非 反 応 性 の タ ン パ ク 質 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し て ブ ロ ッ キ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
候 補 生 物 活 性 剤 を ア ッ セ イ に 加 え る 。 新 規 の 結 合 剤 と し て は 、 特 異 的 な 抗 体 、 化 学 ラ イ ブ
ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 し た 天 然 に 存 在 し な い 結 合 剤 、 ペ プ チ ド ア ナ ロ グ な ど が 挙
げ ら れ る 。 特 に 興 味 が 持 た れ る の は 、 ヒ ト の 細 胞 に 対 し て 低 い 毒 性 を 有 す る 剤 の ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 広 範 な 様 々 な ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き 、 た
と え ば 、 標 識 イ ン ビ ト ロ タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア
ッ セ イ 、 タ ン パ ク 質 結 合 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ な ど が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る
「 薬 剤 」 な る 語 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 直 接 ま た は 間 接 に 変 え る 能 力 を 有
す る あ ら ゆ る 分 子 、 た と え ば タ ン パ ク 質 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 小 さ な 有 機 分 子 、 多 糖 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド な ど を い う 。 一 般 に 、 複 数 の ア ッ セ イ 混 合 物 を 種 々 の 濃 度 の 剤 で 平 行 し て 行
っ て 、 種 々 の 濃 度 に 対 す る 異 な る 応 答 を 得 る 。 典 型 的 に 、 こ れ ら 濃 度 の う ち の １ つ は 負 の
対 照 、 す な わ ち ゼ ロ の 濃 度 、 ま た は 検 出 レ ベ ル 以 下 で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
候 補 薬 剤 は 、 典 型 的 に は 有 機 分 子 、 好 ま し く は 分 子 量 が １ ０ ０ を 超 え て 約 １ ０ ,０ ０ ０ ダ
ル ト ン 未 満 、 好 ま し く は 約 ２ ０ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 （ 制 限 さ れ な い 例 と し て ） の
小 さ な 有 機 化 合 物 で あ る が 、 多 く の 化 学 ク ラ ス を 包 含 す る 。 候 補 薬 剤 は 、 タ ン パ ク 質 と の
構 造 的 相 互 作 用 、 と り わ け 水 素 結 合 に 必 要 な 官 能 基 を 含 み 、 典 型 的 に 少 な く と も ア ミ ン 、
カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 、 好 ま し く は 少 な く と も ２ つ の 官 能 化 学
基 を 含 む 。 候 補 薬 剤 は し ば し ば 、 環 式 炭 素 ま た は へ テ ロ 環 式 構 造 お よ び ／ ま た は 芳 香 族 ま
た は 多 芳 香 族 構 造 （ 上 記 官 能 基 の １ ま た は そ れ 以 上 で 置 換 ） を 含 む 。 候 補 薬 剤 は ま た 、 ペ
プ チ ド 、 糖 、 脂 肪 酸 、 ス テ ロ イ ド 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 誘 導 体 、 そ の 構 造 的 ア ナ ロ グ ま
た は そ の 組 み 合 わ せ を 含 む 生 体 分 子 に も 見 出 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
候 補 薬 剤 は 、 合 成 ま た は 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 様 々 な 採 取 源 か ら 得 ら れ る 。 た
と え ば 、 ラ ン ダ ム 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 含 む 、 広 範 な 様 々 な 有 機 化 合 物 お よ び 生
体 分 子 の ラ ン ダ ム な お よ び 指 令 し た 合 成 を 利 用 で き る 。 あ る い は 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 お よ
び 動 物 の 抽 出 物 の 形 態 の 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 利 用 で き る か ま た は 容 易 に 生 成 で き
る 。 さ ら に 、 天 然 ま た は 合 成 に よ り 生 成 し た ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 化 合 物 は 、 通 常 の 化 学 的
、 物 理 的 お よ び 生 化 学 的 手 段 に よ り 容 易 に 改 変 で き る 。 既 知 の 薬 理 学 的 剤 は 、 ア シ ル 化 、
ア ル キ ル 化 、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ ド 化 な ど の 指 令 し た ま た は ラ ン ダ ム な 化 学 的 修 飾 に 供 し て
構 造 的 な ア ナ ロ グ を 生 成 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ７ １ 】
候 補 生 物 活 性 剤 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 の 決 定 は 、 当 該 技 術 分 野 で 実 施 さ れ て
い る 多 く の 仕 方 で 行 う こ と が で き る 。 １ つ の 側 面 に お い て 、 候 補 生 物 活 性 剤 を 標 識 し 、 結
合 を 直 接 決 定 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ が 結 合 ア ッ セ イ で あ る 場 合 は 、 １ ま た は そ れ
以 上 の 分 子 を 標 識 に 供 し 、 そ の 際 、 該 標 識 は 直 接 ま た は 間 接 に 検 出 し う る シ グ ナ ル を 生 成
す る こ と が で き る 。 種 々 の 標 識 に は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 お よ び 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 化 合
物 、 特 異 的 結 合 分 子 、 粒 子 、 た と え ば マ グ ネ チ ッ ク 粒 子 な ど が 含 ま れ る 。 特 異 的 結 合 分 子
と し て は 、 ビ オ チ ン と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ キ シ ン と 抗 ジ ゴ キ シ ン な ど の ペ ア が 挙 げ
ら れ る 。 特 異 的 結 合 成 員 に つ い て は 、 相 補 的 な 成 員 を 通 常 、 公 知 の 方 法 に 従 っ て 検 出 を 可
能 と す る 分 子 で 標 識 す る 。 幾 つ か の 態 様 で は １ の み の 成 員 を 標 識 す る 。 あ る い は 、 １ を 超
え る 成 員 を 異 な る 標 識 で 標 識 す る こ と が で き る ； た と え ば 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を １
の 蛍 光 団 で 標 識 し 、 候 補 薬 剤 を 他 の 蛍 光 団 で 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
１ つ の 態 様 に お い て 、 候 補 生 物 活 性 剤 を 標 識 す る 。 標 識 し た 候 補 生 物 活 性 剤 を Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
ポ リ ペ プ チ ド と と も に 結 合 を 形 成 す る の に 充 分 な 時 間 （ も し も 存 在 す る な ら ） イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 最 適 な 活 性 を 容 易 に す る 温 度 、 典 型 的 に ４ ℃ ～ ４ ０ ℃ で
行 う こ と が で き る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 最 適 活 性 の た め に 選 択 す る が 、 迅 速 な 高 処
理 量 ス ク リ ー ニ ン グ を 容 易 に す べ く 最 適 化 す る こ と も で き る 。 典 型 的 に ０ .１ ～ １ 時 間 で
充 分 で あ る 。 過 剰 の 試 薬 は 一 般 に 取 り 除 く か ま た は 洗 浄 し て 除 く 。 標 識 成 分 の 存 在 ま た は
不 在 を 検 出 し て 結 合 を 決 定 し 指 示 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
様 々 な 他 の 試 薬 を ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 含 め る こ と が で き る 。 そ の よ う な 試 薬 と し て
は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 最 適 な タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 を 容 易 に し 、
お よ び ／ ま た は 非 特 異 的 な ま た は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 相 互 反 応 を 低 減 す る こ と の で き る 、
塩 、 中 性 タ ン パ ク 質 、 た と え ば ア ル ブ ミ ン 、 界 面 活 性 剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 ア ッ
セ イ の 効 率 を 他 の 仕 方 で 改 善 す る 試 薬 、 た と え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 ヌ ク レ ア
ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 抗 菌 剤 な ど を 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 方 法 に お け る 成 分 の 混
合 物 は 、 必 要 な 結 合 を 提 供 す る い か な る 順 で 加 え る こ と も で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
キ ッ ト が 本 発 明 の 態 様 と し て 含 ま れ 、 該 キ ッ ト は 被 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 必
要 な 試 薬 を 入 れ た 容 器 を 含 む 。 試 験 の デ ザ イ ン お よ び 化 合 物 の 種 類 に 応 じ て 、 そ の よ う な
キ ッ ト は ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド お よ び ア ッ セ イ を 実 施 す る
教 示 を 含 ん で い て よ い 。
【 ０ １ ７ ５ 】

知 ら れ た 大 抵 の 生 物 学 的 に 活 性 な タ ン パ ク 質 の 多 く は 生 体 内 で の そ の 特 別 の 機 能 に つ い て
極 め て 有 効 で は あ る が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 、 治 療 的 、 薬 理 学 的 、 お よ び ／ ま た は 工 業 的
な 応 用 に は 望 ま し く な い も の に す る 特 徴 ま た は 特 性 を 有 す る 。 こ れ ら 特 徴 ま た は 特 性 の な
か で も 短 い 半 減 期 が 最 も 顕 著 な 問 題 で あ り 、 こ れ は タ ン パ ク 質 レ ベ ル で も タ ン パ ク 質 の ｍ
Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル で も 存 在 す る 。 た と え ば 、 半 減 期 を 延 ば す こ と が で き る こ と は 、 遺 伝 子 療 法
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 生 成 、 バ イ オ プ ロ セ シ ン グ 、 タ ン パ ク 質 の 製 造 お よ び 精 製 で
の タ ン パ ク 質 の 使 用 、 お よ び と り わ け 化 学 モ デ ュ レ ー タ ー と し て の タ ン パ ク 質 の 使 用 に 際
し て 特 に 重 要 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 タ ン パ ク 質 の 一 般 的 な 工 業 的 お よ び 薬 理 学 的 応 用 に 加 え
て 動 物 由 来 の 疾 患 の 治 療 用 の 治 療 剤 と し て の 応 用 を 促 進 す る 特 徴 を 有 す る 単 離 タ ン パ ク 質
の 新 規 な 変 異 体 を 同 定 す る こ と の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
そ れ ゆ え 、 本 発 明 の １ つ の 側 面 に 従 い 、 本 発 明 た と え ば Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ
び ／ ま た は タ ン パ ク 質 の 特 定 の 特 徴 を 指 令 （ directed） 分 子 進 化 に よ り 促 進 す る 能 力 が 提
供 さ れ る 。 そ の よ う な 促 進 は 、 制 限 さ れ な い 例 と し て 、 以 下 の よ う な 利 点 が あ る ： キ ッ ト
に お け る 必 須 成 分 と し て の 本 発 明 の 有 用 性 ； 本 発 明 の 物 理 的 な 貢 献 、 た と え ば そ の 溶 解 度
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、 構 造 、 ま た は コ ド ン 最 適 化 ； 本 発 明 の 特 定 の 生 物 学 的 活 性 、 た と え ば 関 連 酵 素 活 性 、 タ
ン パ ク 質 の 酵 素 動 力 学 、 タ ン パ ク 質 の Ｋ ｉ 、 Ｋ ｃ ａ ｔ 、 Ｋ ｍ 、 Ｖ ｍ ａ ｘ 、 Ｋ ｄ ； タ ン パ ク
質 － Ｄ Ｎ Ａ 結 合 活 性 ； ア ン タ ゴ ニ ス ト ／ 抑 制 活 性 （ 直 接 ま た は 間 接 の 相 互 作 用 を 含 む ） ；
ア ゴ ニ ス ト 活 性 （ 直 接 ま た は 間 接 の 相 互 作 用 を 含 む ） ； タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 （ た と え ば 、
タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 の 可 能 性 を 増 大 ま た は 低 減 す る の が 望 ま し い ） ； タ ン パ ク 質 の 免 疫 原
性 ； タ ン パ ク 質 が そ れ 自 体 ま た は 他 の タ ン パ ク 質 と 二 量 体 、 三 量 体 、 ま た は マ ル チ マ ー を
形 成 す る 能 力 ； お よ び 本 発 明 の 抗 原 性 と し て の 効 力 （ 疾 患 ま た は 疾 患 状 態 の 予 防 的 処 置 と
し て 、 ま た は 標 的 疾 患 遺 伝 子 に 対 す る エ フ ェ ク タ ー と し て の そ の 後 の 使 用 を 含 む ） 。 さ ら
に 、 タ ン パ ク 質 の 特 定 の 特 徴 を 促 進 す る 能 力 は ま た 、 特 徴 付 け ら れ た 酵 素 の 特 徴 を 最 初 に
特 徴 付 け ら れ た 活 性 と は 全 く 関 係 の な い 活 性 に 変 え る こ と に 応 用 で き る 。 本 発 明 の 他 の 望
ま し い 促 進 は 個 々 の タ ン パ ク 質 に 特 異 な も の で あ り 、 そ れ ゆ え 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ
て お り 、 本 発 明 に よ り 包 含 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ７ 】
た と え ば 、 遺 伝 子 操 作 し た ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 酵 素 は 、 そ の 基 質 と の 結 合 後 に 構 成 的 に 活
性 な も の に す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 遺 伝 子 操 作 し た ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 酵 素 は 、 基
質 結 合 の 不 在 下 で 構 成 的 に 活 性 な も の に す る こ と が で き る 。 さ ら に 他 の 例 と し て 、 遺 伝 子
操 作 し た ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 酵 素 は 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 酵 素 活 性 化 に 通 常 必 要 と さ れ る
制 御 因 子 お よ び ／ ま た は 条 件 （ た と え ば 、 基 質 結 合 、 リ ン 酸 化 、 コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 変 化
な ど ） の 全 て よ り も 少 な い も の で 活 性 化 さ れ う る 。 そ の よ う な ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 酵 素 は
、 本 明 細 書 に 記 載 し た 使 用 の な か で も と り わ け 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 酵 素 モ デ ュ レ ー タ ー
を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 あ る い は 、 遺 伝 子 操 作 し た ユ ビ キ チ ン リ
ガ ー ゼ 酵 素 は 、 変 化 し た 基 質 特 異 性 、 お よ び ／ ま た は 促 進 さ れ た ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 酵 素
活 性 を 有 し て い て よ い 。 あ る い は 、 遺 伝 子 操 作 し た ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 酵 素 は 、 低 減 し た
ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 酵 素 活 性 を 有 し て い て よ い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
指 令 進 化 は 幾 つ か の 工 程 か ら な る 。 第 一 の 工 程 は 、 目 的 と す る 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 に
つ い て の 変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 確 立 す る 。 つ い で 、 最 も 重 要 な 工 程 は 同 定 す べ き 活 性 を
備 え た 変 異 体 を 選 択 す る こ と で あ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の デ ザ イ ン は 最 も 重 要 で あ る 、 と い
う の は ス ク リ ー ニ ン グ は 有 用 で な い 変 異 体 を 排 除 す る に 充 分 な ほ ど 選 択 的 で な け れ ば な ら
な い が 全 て の 変 異 体 を 排 除 し て し ま う ほ ど 厳 格 で あ っ て は な ら な い か ら で あ る 。 つ い で 、
最 後 の 工 程 は 、 そ の 前 の ス ク リ ー ニ ン グ か ら の 最 良 の 変 異 体 を 用 い て 上 記 工 程 を 繰 返 す こ
と で あ る 。 つ い で 、 各 連 続 サ イ ク ル は 、 た と え ば ス ク リ ー ニ ン グ の 厳 格 さ を 増 大 さ せ る な
ど 必 要 に 応 じ て 改 変 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ 反 応 を 行 う た め 、 種 々 の 反 応 条 件 を 用 い る こ と が で き る 。 し か し な が
ら 、 た と え ば PNASUSA, 91: 10747 (1994)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ
の 特 別 の 反 応 条 件 が 提 供 さ れ て い る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ 反 応 に 供 す
べ き Ｄ Ｎ Ａ 基 質 を 調 製 す る 。 調 製 は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 単 に 混 入 細 胞 物 質 、 化 学 物 質 、 緩 衝 液 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ Ａ な ど か ら 精 製 す る 形 態 で あ
っ て よ く 、 Ｄ Ｎ Ａ 精 製 キ ッ ト 、 た と え ば Qiagen, Inc.や Promega, Corp.に よ っ て 提 供 さ れ
る も の な ど を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
Ｄ Ｎ Ａ 基 質 が 精 製 さ れ た ら 、 Ｄ Ｎ ア ー ゼ Ｉ 消 化 に 供 す る 。 約 ２ ～ ４ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 基 質 を １
０ ０ μ ｌ の ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ .４ ／ １ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 中 の ０ .０ ０ １ ５ 単
位 ／ μ ｌ の Ｄ Ｎ ア ー ゼ Ｉ （ Sigma） で 室 温 に て １ ０ ～ ２ ０ 分 間 消 化 す る 。 つ い で 、 得 ら れ
た １ ０ ～ ５ ０ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ ２ ％ ） の 電 気 泳 動 お よ び ／ ま
た は Ｄ Ｅ ８ １ イ オ ン 交 換 紙 （ Whatman） に 供 し て 精 製 す る 。 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 精 製
は 、 適 当 な 分 子 量 カ ッ ト オ フ の Microconコ ン セ ン ト レ ー タ ー （ Amicon） を 用 い て 行 う こ と
が で き 、 ま た は 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 他 の 方 法 に 加 え て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 精 製 カ ラ ム
（ Qiagen） を 用 い る こ と が で き る 。 Ｄ Ｅ ８ １ イ オ ン 交 換 紙 を 用 い る 場 合 は 、 １ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ
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ｌ を 用 い て １ ０ ～ ５ ０ ｂ ｐ 断 片 を 紙 か ら 溶 離 し 、 つ い で エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
つ い で 、 得 ら れ た 精 製 断 片 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 （ ２ ｍ Ｍ の 各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ２ .２ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ

２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス ・ Ｈ Ｃ Ｌ 、 ｐ Ｈ ９ .０ お よ び ０ .１ ％ Triton X-100
を 含 有 ） 中 に １ ０ ～ ３ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ の 最 終 断 片 濃 度 に て 再 懸 濁 す る こ と に よ っ て Ｐ Ｃ Ｒ ア
セ ン ブ リ ー 反 応 に 供 す る 。 こ の 時 点 で は プ ラ イ マ ー は 加 え な い 。 Ｔ ａ ｑ  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ
ー ゼ （ Promega） を １ ０ ０ μ ｌ の 反 応 混 合 物 当 た り ２ .５ 単 位 に て 用 い る 。 ９ ４ ℃ で ６ ０ 秒
、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ５ ０ ～ ５ ５ ℃ で ３ ０ 秒 お よ び ７ ２ ℃ で ３ ０ 秒 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ グ ラ ム を ３
０ ～ ４ ５ サ イ ク ル 、 つ い で ７ ２ ℃ で ５ 分 間 を MJ Research（ ケ ン ブ リ ッ ジ 、 マ サ チ ュ ー セ
ッ ツ ） Ｐ Ｔ Ｃ － １ ５ ０ サ ー モ サ イ ク ラ ー を 用 い て 行 う 。
【 ０ １ ８ ２ 】
ア セ ン ブ リ ー 反 応 が 完 了 後 、 つ い で プ ラ イ マ ー な し で 得 ら れ た 生 成 物 を ０ ８ μ ｍ の 各 プ ラ
イ マ ー を 含 む Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 （ ア セ ン ブ リ ー 反 応 に 用 い た の と 同 じ 緩 衝 液 混 合 物 を 使 用 ） に
入 れ 、 こ の 混 合 物 を １ ５ サ イ ク ル の Ｐ Ｃ Ｒ （ ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ５ ０ ℃ で ３ ０ 秒 お よ び ７ ２
℃ で ３ ０ 秒 ） に 供 す る 。 好 ま し い プ ラ イ マ ー は 、 シ ャ フ リ ン グ 反 応 に 用 い た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 核 酸 配 列 に 対 応 す る も の で あ る 。 そ の よ う な プ ラ イ マ ー は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ
本 明 細 書 で も 言 及 し て い る 方 法 を 用 い て 修 飾 し た 核 酸 塩 基 対 か ら な っ て い て よ い し 、 ま た
は さ ら な る 配 列 （ す な わ ち 、 制 限 部 位 の 付 加 、 特 定 の 塩 基 対 の 変 異 な ど の た め ） を 含 ん で
い て も よ い 。 か く し て 得 ら れ た シ ャ フ リ ン グ し 、 ア セ ン ブ リ ー し 、 増 幅 し た 生 成 物 は 当 該
技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 方 法 （ た と え ば 、 Qiagen Ｐ Ｃ Ｒ 精 製 キ ッ ト ） を 用 い て 精 製 し 、
つ い で 引 き 続 き 適 当 な 制 限 酵 素 を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
今 日 ま で 多 く の Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ の 改 変 法 が 刊 行 さ れ て い る が 、 そ の よ う な 改 変 法 は 当
業 者 に は よ く 理 解 さ れ て お り 、 本 発 明 に よ り 包 含 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ 法 は ま た 、
Zhaoら 、 1997, Nucl. Acid Res., 25(6): 1307-1308に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 所 望
の レ ベ ル の 突 然 変 異 誘 発 を 得 る た め に 改 変 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
上 記 の よ う に 、 ラ ン ダ ム 化 し た プ ー ル が 生 成 さ れ た ら 、 つ い で 所 望 の 特 性 を 有 す る 変 異 体
を 同 定 す べ く 特 定 の ス ク リ ー ニ ン グ に 供 す る こ と が で き る 。 変 異 体 が 同 定 さ れ た ら 、 つ い
で 変 異 体 に 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ Ａ 基 質 と し て 用 い て 他 の Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ を 開 始 す る
こ と が で き る 。 こ の シ ャ フ リ ン グ 、 目 的 と す る 最 適 変 異 体 の 選 択 、 お よ び 再 シ ャ フ リ ン グ
の サ イ ク ル を 、 最 終 的 な 変 異 体 が 得 ら れ る ま で 繰 返 す こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ
法 を 用 い て 生 成 し た 変 異 体 を 同 定 す る の に 適 用 す る モ デ ル ス ク リ ー ニ ン グ の 例 は 、 以 下 の
刊 行 物 に 見 出 す こ と が で き る ： J. C. Mooreら 、 1997, J. Mol. Biol., 272: 336-347; F.
 R. Crossら 、 1998, Mol. Cell. Biol., 18; 2923-2931； お よ び A. Crameriら 、 1997, Na
t. Biotech., 15: 436-438。
【 ０ １ ８ ５ 】
Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ に は 幾 つ か の 利 点 が あ る 。 第 一 に 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ は 有 益 な 変 異
を 用 い る 。 Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ は 、 ス ク リ ー ニ ン グ と 組 み 合 わ せ る と 最 良 の 変 異 の 組 み 合
わ せ の 発 見 を 可 能 と し 、 最 良 の 組 み 合 わ せ が 集 団 中 の 全 て の 変 異 を 含 ん で い る こ と を 想 定
し な い 。 第 二 に 、 組 換 え が 点 変 異 と 同 時 に 生 じ る 。 小 断 片 Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル か ら 完 全 長 遺 伝 子
を 合 成 す る こ と を Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に 強 い る こ と の 効 果 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 突 然 変
異 誘 発 率 と い う 結 果 と な る 。 厳 格 な 選 択 法 と 組 み 合 わ せ る と 、 酵 素 活 性 は 野 生 型 の 酵 素 に
比 べ て １ ６ ０ ０ ０ 倍 ま で 増 大 さ せ る こ と が で き た 。 本 質 的 に 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 突 然 変
異 誘 発 は 遺 伝 子 変 動 性 （ genetic variability） を 生 成 し 、 こ の 遺 伝 子 変 動 性 に 対 し て 組
換 え は 酵 素 活 性 を 促 進 す べ く 作 用 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
組 換 え の 第 三 の 特 徴 は 、 有 害 な 変 異 を 除 去 す る た め に 用 い る こ と が で き る こ と で あ る 。 上
記 で 検 討 し た よ う に 、 ラ ン ダ ム 化 の プ ロ セ ス の 際 に 各 々 の 有 益 な 変 異 に つ い て 少 な く と も
１ ま た は そ れ 以 上 の 中 立 ま た は 抑 制 的 な 変 異 が 生 じ う る 。 そ の よ う な 変 異 は 、 ア セ ン ブ リ
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ー 反 応 中 に 前 の 選 択 か ら 選 択 し た 変 異 体 の ラ ン ダ ム サ イ ズ の 断 片 に 加 え て 過 剰 の 野 生 型 ラ
ン ダ ム サ イ ズ 断 片 を 加 え る こ と に よ っ て 除 去 す る こ と が で き る 。 つ ぎ の 選 択 の 際 に 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ／ ポ リ ペ プ チ ド ／ 酵 素 の 殆 ど の 活 性 変 異 体 の 幾 つ か は 抑 制 的 変 異 体 を 失 っ て
い る に 違 い な い 。
【 ０ １ ８ ７ 】
最 後 に 、 組 換 え は 平 行 し た プ ロ セ シ ン グ を 可 能 に す る 。 こ の こ と は 極 め て 有 利 で あ る 、 と
い う の は タ ン パ ク 質 を 一 層 望 ま し い も の に す る 複 数 の 特 徴 （ た と え ば 、 溶 解 性 、 活 性 な ど
） が 存 在 し や す い か ら で あ る 。 １ を 超 え る 望 ま し い 特 徴 ま た は 特 性 を 一 度 に ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と は ま す ま す 困 難 で あ る の で 、 分 子 進 化 の 他 の 方 法 は 抑 制 的 と な り や す い 。 し か
し な が ら 、 組 換 え を 用 い れ ば 種 々 の 特 性 に つ い て 最 良 の 代 表 的 変 異 体 の ラ ン ダ ム 化 断 片 を
組 み 合 わ せ 、 つ い で 複 数 の 特 性 を 一 度 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ は ま た 、 特 定 の 宿 主 に お け る 免 疫 原 性 を 低 減 す る た め に 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン
グ 法 を 用 い て 本 発 明 の 特 定 の 変 異 体 を 生 成 し 、 単 離 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 変 異 体
は 、 そ の 新 規 な 固 有 の 構 造 ゆ え に 宿 主 に お い て 高 度 に 免 疫 原 性 で あ る か も し れ な い が 、 所
望 の 特 徴 の 全 て を 有 し て い る こ と が で き る 。 詳 細 に は 、 所 望 の 特 徴 は ポ リ ペ プ チ ド に 非 天
然 の 構 造 を 有 す る よ う に さ せ 、 こ の 構 造 が も は や 「 自 己 の 」 分 子 と し て は 認 識 さ れ ず 「 外
来 の も の 」 と し て 認 識 さ れ 、 か く し て 新 規 な 変 異 体 に 向 け ら れ た 宿 主 の 免 疫 応 答 を 活 性 化
す る こ と に な る 。 そ の よ う な 問 題 は 、 た と え ば 、 天 然 タ ン パ ク 質 の 生 体 異 物 オ ー ソ ロ グ の
遺 伝 子 配 列 の コ ピ ー を 新 規 な 変 異 体 遺 伝 子 の 遺 伝 子 配 列 と と も に Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ の １
ま た は そ れ 以 上 の サ イ ク ル に 含 め る こ と に よ っ て 克 服 す る こ と が で き る 。 オ ー ソ ロ グ と 新
規 な 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ と の モ ル 比 は し か る べ く 変 え る こ と が で き る 。 理 想 的 に は 、 そ の 結 果 得
ら れ る 同 定 し た ハ イ ブ リ ッ ド 変 異 体 は 、 生 体 異 物 タ ン パ ク 質 を 宿 主 の 免 疫 系 か ら 回 避 さ せ
る コ ー ド 配 列 の 少 な く と も 幾 つ か と 、 所 望 の 特 徴 を 付 与 す る 元 々 の 新 規 な 変 異 体 の コ ー ド
配 列 と を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
同 様 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 進 化 に Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ
リ ン グ 法 を 適 用 す る こ と を 包 含 し 、 そ の 際 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ の １ ま た は そ れ 以 上 の サ
イ ク ル は 、 遺 伝 子 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ に 加 え て 既 知 の ア レ ル 配 列 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
、 最 適 化 コ ド ン 配 列 、 既 知 の 変 異 体 配 列 、 既 知 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 多 型 配 列 、 既 知 の オ ー
ソ ロ グ 配 列 、 既 知 の ホ モ ロ グ 配 列 、 付 加 的 な 相 同 配 列 、 付 加 的 な 非 相 同 配 列 、 他 の 種 か ら
の 配 列 、 お よ び こ れ ら の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ を 含 む 。
【 ０ １ ９ ０ 】
上 記 方 法 に 加 え 、 あ る 種 の 場 合 に こ の 観 点 か ら 適 用 で き 、 ま た は 望 ま し い 多 く の 関 連 す る
方 法 が あ る 。 こ れ ら 方 法 の 代 表 例 は 、 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ３ １ ７ ０ ０ お よ び Ｗ Ｏ ９ ８ ／
３ ２ ８ ４ ５ （ 参 照 の た め 本 明 細 書 に 引 用 す る ） に 記 載 さ れ て い る 方 法 で あ る 。 さ ら に 、 Ｐ
Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ １ ３ ４ ８ ５ 、 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ １ ３ ４ ８ ７ 、 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ７ ２ ３ ０ ． Ｗ Ｏ ９
８ ／ ３ １ ８ ３ ７ 、 お よ び A. Crameriら 、 1997, Nat. Biotech., 15: 436-438に そ れ ぞ れ 記
載 さ れ て い る よ う に 、 遺 伝 子 療 法 、 タ ン パ ク 質 工 学 、 変 異 体 を 含 む 全 細 胞 の 進 化 、 ま た は
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 全 酵 素 経 路 の 進 化 に 使 用 す る た め の 理 想 的 な 変 異 体 を 生
成 す る た め 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 連 法 を 適 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
「 Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ 」 法 を 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 す る さ
ら な る 方 法 は 、 そ の 提 唱 さ れ た 適 用 も 含 め て 米 国 特 許 第 ５ ,６ ０ ５ ,７ ９ ３ 号 ； Ｐ Ｃ Ｔ 出 願
Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２ ２ ６ ２ ５ ； Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ２ ０ ０ ７ ８ ； Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ５ ９
６ ６ ； お よ び Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ４ ２ ８ ３ ２ に 見 出 す こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ０
０ ／ ０ ９ ７ ２ ７ は と り わ け Ｄ Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ を 除 草 剤 選 択 的 作 物 の 同 定 に 適 用 す る 方 法
を 提 供 し て お り 、 こ れ を 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 す る こ と が
で き る 。 さ ら に 、 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ １ ２ ６ ８ ０ は 、 植 物 種 に 検 出 可 能 な 表 現 型 特 性 を
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付 与 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 生 成 、 改 変 、 適 合 、 お よ び 最 適 化 す る 方 法 お よ び 組 成 物
を 提 供 し て い る 。 上 記 の 各 出 願 は 、 全 て の 目 的 の た め そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 引 用 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】

本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ペ プ チ ド
、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ
チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ミ メ チ ッ ク 、 ア ゴ ニ ス ト （ た と え ば 、 ア ク チ ベ ー タ ー ） 、
ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト （ た と え ば 、 イ ン ヒ ビ タ ー ） を 含 む 、 生 理 的 に 許 容 し う る お よ び 薬
理 学 的 に 許 容 し う る 組 成 物 を 包 含 す る 。 本 発 明 に は ま た 、 上 記 治 療 用 の 使 用 お よ び 効 果 の
た め に 、 薬 理 学 的 ま た は 生 理 的 に 許 容 し う る 組 成 物 を 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 担 体 、 希 釈 剤
、 ま た は 賦 形 剤 と と も に 投 与 す る こ と が 包 含 さ れ る 。 組 成 物 は 単 独 ま た は 少 な く と も １ の
他 の 薬 剤 、 た と え ば 安 定 化 化 合 物 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き 、 食 塩 水 、 緩 衝 食 塩
水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 お よ び 水 を 含 む （ こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） 滅 菌 し た 生 体 適
合 性 の 薬 理 学 的 担 体 中 に て 投 与 す る こ と が で き る 。 組 成 物 は 、 単 独 ま た は 他 の 薬 剤 、 医 薬
、 ホ ル モ ン 、 ま た は 生 物 応 答 調 節 剤 と 組 み 合 わ せ て 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
本 発 明 に 使 用 す る 医 薬 組 成 物 は 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 骨 髄 内 、 く も 膜 下 、 脳
室 内 、 皮 内 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 内 、 経 腸 、 局 所 、 舌 下 、 膣 内 、 ま た は 直 腸 内 手 段 を 含 む （
こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） 多 く の 経 路 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
医 薬 組 成 物 は 、 活 性 成 分 （ す な わ ち 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の
機 能 性 の 断 片 ） に 加 え て 適 当 な 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 担 体 ま た は 賦 形 剤 （ 活 性 成 分 を 薬 理
学 的 に 使 用 で き る 調 製 物 に プ ロ セ シ ン グ す る の を 容 易 に す る 補 助 剤 を 含 む ） を 含 ん で い て
よ い 。 製 剤 化 お よ び 投 与 の 技 術 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 Remington's Pharmaceutical S
ciences（ Maack Publishing Co.、 イ ー ス ト ン 、 ペ ン シ ル ベ ニ ア ） の 最 新 版 に 記 載 さ れ て
い る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 担 体 を 用
い 、 経 口 投 与 に 適 し た 剤 型 に て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 担 体 は 、 患 者 が 摂 取
す る た め に 錠 剤 、 丸 剤 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 剤 、 液 剤 、 ゲ ル 剤 、 シ ロ ッ プ 、 ス ラ リ ー 、 懸 濁
剤 な ど に 製 剤 化 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
経 口 使 用 の た め の 医 薬 製 剤 は 、 活 性 成 分 を 固 形 賦 形 剤 と 組 み 合 わ せ 、 得 ら れ た 混 合 物 を 任
意 に 破 砕 し 、 つ い で 所 望 な ら 適 当 な 補 助 剤 を 加 え た 後 に 顆 粒 混 合 物 を 加 工 し て 錠 剤 ま た は
糖 衣 錠 コ ア を 得 る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 適 当 な 賦 形 剤 は 、 炭 水 化 物 ま た は 炭 水
化 物 充 填 剤 、 た と え ば 糖 （ ラ ク ト ー ス 、 シ ョ 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ま た は ソ ル ビ ト ー ル を 含
む ） ； ト ウ モ ロ コ シ 、 コ ム ギ 、 コ メ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ま た は 他 の 植 物 か ら の デ ン プ ン ； セ ル
ロ ー ス 、 た と え ば メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス ま た は カ ル ボ
キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム ； ガ ム （ ア ラ ビ ア ゴ ム お よ び ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム を 含 む ）
、 お よ び ゼ ラ チ ン や コ ラ ー ゲ ン な ど の タ ン パ ク 質 で あ る 。 所 望 な ら 、 崩 壊 剤 ま た は 可 溶 化
剤 、 た と え ば 架 橋 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ア ガ ー 、 ア ル ギ ン 酸 、 ま た は 生 理 学 的 に 許 容 し
う る そ の 塩 、 た と え ば ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
糖 衣 錠 コ ア を 生 理 学 的 に 適 し た コ ー テ ィ ン グ 、 た と え ば 濃 縮 し た 糖 溶 液 （ ア ラ ビ ア ゴ ム 、
タ ル ク 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 カ ー ボ ポ ル ゲ ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び ／ ま
た は 二 酸 化 チ タ ン を 含 ん で い て よ い ） 、 ラ ッ カ ー （ lacquer） 溶 液 、 お よ び 適 当 な 有 機 溶
媒 ま た は 溶 媒 混 合 物 と と も に 用 い る こ と が で き る 。 染 料 ま た は 色 素 を 製 品 の 識 別 の た め 、
ま た は 活 性 成 分 の 量 （ す な わ ち 、 投 与 量 ） を 特 徴 付 け る た め に 錠 剤 ま た は 糖 衣 錠 の コ ー テ
ィ ン グ に 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
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経 口 で 使 用 で き る 医 薬 製 剤 と し て は 、 ゼ ラ チ ン で 作 ら れ た プ ッ シ ュ フ ィ ッ ト カ プ セ ル 剤 、
並 び に ゼ ラ チ ン お よ び コ ー テ ィ ン グ （ グ リ セ リ ン ま た は ソ ル ビ ト ー ル な ど ） で 作 ら れ た 軟
計 量 カ プ セ ル 剤 が 挙 げ ら れ る 。 プ ッ シ ュ フ ィ ッ ト の カ プ セ ル 剤 は 、 活 性 成 分 を 充 填 剤 ま た
は 結 合 剤 （ ラ ク ト ー ス や デ ン プ ン な ど ） 、 滑 沢 剤 （ タ ル ク や ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な
ど ） 、 お よ び 任 意 に 安 定 化 剤 と 混 合 し て 含 ん で い て よ い 。 軟 カ プ セ ル 剤 で は 、 活 性 化 合 物
は 適 当 な 液 体 （ 脂 肪 油 、 液 体 、 ま た は 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 中 に 安 定 化 剤 と
と も に ま た は 安 定 化 剤 な し で 溶 解 ま た は 懸 濁 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
腹 腔 内 投 与 に 適 し た 医 薬 製 剤 は 、 水 溶 液 、 好 ま し く は 生 理 学 的 に 適 合 し う る 緩 衝 液 （ ハ ン
ク 液 、 リ ン ゲ ル 液 、 ま た は 生 理 緩 衝 食 塩 水 な ど ） 中 で 製 剤 化 す る 。 水 性 の 注 射 懸 濁 液 は 、
懸 濁 液 の 粘 度 を 増 大 さ せ る 物 質 、 た と え ば カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル 、
ま た は デ キ ス ト ラ ン を 含 ん で い て よ い 。 さ ら に 、 活 性 化 合 物 の 懸 濁 液 は 、 適 当 に 油 状 の 注
射 懸 濁 液 と し て 調 製 で き る 。 適 当 な 親 油 性 の 溶 媒 ま た は ビ ヒ ク ル と し て は 、 ゴ マ 油 な ど の
脂 肪 油 、 ま た は オ レ イ ン 酸 エ チ ル や ト リ グ リ セ リ ド な ど の 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ま た は リ
ポ ソ ー ム が 挙 げ ら れ る 。 任 意 に 、 懸 濁 液 は ま た 、 高 度 に 濃 縮 し た 溶 液 の 調 製 を 可 能 と す べ
く 、 適 当 な 安 定 化 剤 ま た は 化 合 物 の 安 定 性 を 増 大 す る 薬 剤 を 含 ん で い て よ い 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
局 所 ま た は 鼻 内 投 与 の た め に は 、 特 定 の バ リ ヤ ー を 透 過 性 に す る の に 適 し た 浸 透 剤 ま た は
透 過 剤 を 製 剤 に 用 い る 。 そ の よ う な 浸 透 剤 は 当 該 技 術 分 野 で 一 般 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 仕 方 で 、 た と え ば 通 常 の 混 合 、 溶 解 、 顆
粒 化 、 糖 衣 生 成 、 す り つ ぶ し 、 乳 濁 化 、 カ プ セ ル 化 、 包 括 、 ま た は 凍 結 乾 燥 プ ロ セ ス に よ
り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
医 薬 組 成 物 は 塩 の 形 態 で 提 供 す る こ と が で き 、 塩 酸 、 硫 酸 、 酢 酸 、 乳 酸 、 酒 石 酸 、 リ ン ゴ
酸 、 コ ハ ク 酸 な ど を 含 む （ こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） 多 く の 酸 を 用 い て 製 剤 化 す る
こ と が で き る 。 酸 は 、 対 応 の 遊 離 塩 基 形 態 と 比 べ て 水 性 溶 媒 、 ま た は 他 の プ ロ ト ン 性 溶 媒
中 で 溶 解 度 が 高 い 傾 向 が あ る 。 他 の 場 合 に お い て 、 好 ま し い 製 剤 は 以 下 の い ず れ か ま た は
全 て を 含 む 凍 結 乾 燥 粉 末 で あ っ て よ く ： １ ～ ５ ０ ｍ Ｍ ヒ ス チ ジ ン 、 ０ .１ ％ ～ ２ ％ シ ョ 糖
、 お よ び ２ ～ ７ ％ マ ン ニ ト ー ル （ ４ .５ ～ ５ .５ の ｐ Ｈ 範 囲 ） 、 使 用 前 に 緩 衝 液 と 混 合 す る
。 医 薬 組 成 物 を 調 製 後 、 適 当 な 容 器 に 入 れ 、 指 示 し た 条 件 の 処 置 に つ い て 表 示 す る こ と が
で き る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 生 成 物 の 投 与 の た め に は 、 そ の よ う な 表 示 と し て は 投 与 の 量 、 頻 度 、
お よ び 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
本 発 明 に 使 用 す る の に 適 し た 医 薬 組 成 物 は 、 意 図 し た 目 的 を 達 成 す る の に 有 効 な 量 で 活 性
成 分 を 含 む 組 成 物 を 包 含 す る 。 有 効 な 投 与 量 ま た は 量 の 決 定 は 、 充 分 に 当 業 者 が な し 得 る
範 囲 で あ る 。 い ず れ の 化 合 物 に つ い て も 、 治 療 学 的 に 有 効 な 量 は 、 た と え ば 新 生 物 細 胞 を
用 い た 細 胞 培 養 ア ッ セ イ に て 、 ま た は 動 物 モ デ ル （ 通 常 は マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ま た は
ブ タ ） に て 最 初 に 評 価 す る こ と が で き る 。 動 物 モ デ ル は ま た 、 適 当 な 濃 度 範 囲 お よ び 投 与
経 路 を 決 定 す る の に も 用 い る こ と が で き る 。 つ い で 、 そ の よ う な 情 報 を 用 い て ヒ ト の 投 与
に 有 用 な 投 与 量 お よ び 投 与 経 路 を 決 定 す る の に 外 挿 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
治 療 学 的 有 効 量 と は 、 症 状 ま た は 状 態 を 改 善 、 低 減 、 ま た は 除 去 す る 、 活 性 成 分 、 た と え
ば Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 活 性 な そ の 断 片 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗
体 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 量 を い う 。 治 療 の 有 効
性 お よ び 毒 性 は 、 細 胞 培 養 ま た は 実 験 動 物 に お け る 標 準 医 薬 手 順 、 た と え ば Ｅ Ｄ ５ ０ （ 集
団 の ５ ０ ％ に お い て 治 療 学 的 に 有 効 な 投 与 量 ） お よ び Ｌ Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５ ０ ％ に 致 死 的 な
投 与 量 ） に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 治 療 効 果 に 対 す る 毒 性 効 果 の 投 与 量 の 比 は 治 療 指
数 で あ り 、 Ｅ Ｄ ５ ０ ／ Ｌ Ｄ ５ ０ の 比 と し て 表 す こ と が で き る 。 大 き な 治 療 指 数 を 示 す 医 薬
組 成 物 が 好 ま し い 。 細 胞 培 養 ア ッ セ イ お よ び 動 物 実 験 で 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に 使 用 す
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る 投 与 量 の 範 囲 を 決 定 す る の に 用 い る 。 医 薬 組 成 物 中 に 含 ま れ る 好 ま し い 投 与 量 は 、 毒 性
が 殆 ど ま た は 全 く な し の Ｅ Ｄ ５ ０ を 含 む 循 環 濃 度 の 範 囲 で あ る 。 投 与 量 は 、 使 用 し た 剤 型
、 患 者 の 感 受 性 、 お よ び 投 与 経 路 に 応 じ て 上 記 範 囲 内 で 変 わ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
正 確 な 投 与 量 は 、 個 々 の 必 要 な 治 療 と 関 連 し た 因 子 を 考 慮 し た 実 施 者 に よ っ て 決 定 さ れ る
で あ ろ う 。 投 与 量 お よ び 投 与 は 、 活 性 成 分 の 充 分 な レ ベ ル を 与 え る よ う 、 ま た は 所 望 の 作
用 を 保 持 す る よ う 、 調 節 す る 。 考 慮 に 入 れ る 因 子 と し て は 、 個 々 の 疾 患 状 態 の 重 篤 さ 、 患
者 の 一 般 的 健 康 状 態 、 年 齢 、 体 重 、 お よ び 性 別 、 食 事 、 投 与 の 時 間 お よ び 頻 度 、 薬 剤 の 併
用 、 反 応 の 感 受 性 、 お よ び 治 療 に 対 す る 耐 性 ／ 応 答 が 挙 げ ら れ る 。 一 般 的 な 手 引 き と し て
、 長 期 間 作 用 す る 医 薬 組 成 物 は 、 特 定 の 製 剤 の 半 減 期 お よ び ク リ ア ラ ン ス 速 度 に 応 じ て ３
～ ４ 日 ご と 、 １ 週 間 ご と 、 ま た は ２ 週 間 ご と に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
通 常 の 投 与 量 は 、 投 与 経 路 に 応 じ て ０ .１ ～ １ ０ ０ ,０ ０ ０ μ ｇ か ら 合 計 約 １ ｇ ま で の 範 囲
で あ っ て よ い 。 特 定 の 投 与 量 お よ び 送 達 方 法 に 関 す る 手 引 き は 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 一
般 に 当 該 技 術 分 野 の 実 施 者 に 利 用 で き る 。 当 業 者 で あ れ ば ヌ ク レ オ チ ド に つ い て は タ ン パ
ク 質 ま た は そ の イ ン ヒ ビ タ ー と は 異 な る 製 剤 を 採 用 す る で あ ろ う 。 同 様 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 送 達 は 、 特 定 の 細 胞 、 状 態 、 位 置 な ど に 特 異 的 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ７ 】

本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １
６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 （ ま た は 過 剰 発 現 ） を 特 徴 と す る 状 態 ま た
は 疾 患 の 診 断 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た
は イ ン ヒ ビ タ ー で 処 置 し た 患 者 を モ ニ タ ー す る ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 診 断 目 的
に 有 用 な 抗 体 は 、 治 療 法 に 使 用 す る た め に 上 記 に 記 載 し た の と 同 じ 仕 方 で 調 製 す る こ と が
で き る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 診 断 ア ッ セ イ と し て は 、 抗 体 お よ び 標 識 を 利 用 し て ヒ
ト の 体 液 ま た は 細 胞 も し く は 組 織 の 抽 出 物 中 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
抗 体 は 改 変 し て ま た は 改 変 せ ず に 用 い る こ と が で き 、 共 有 結 合 に よ る か ま た は 非 共 有 結 合
の い ず れ か に よ り リ ポ ー タ ー 分 子 に 結 合 す る こ と に よ り 標 識 す る こ と が で き る 。 当 該 技 術
分 野 で 知 ら れ た 広 範 な 様 々 な リ ポ ー タ ー 分 子 を 用 い る こ と が で き 、 そ の 幾 つ か は 本 明 細 書
に 記 載 し て あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 測 定 す る た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 Ｒ Ｉ Ａ お よ び Ｆ Ａ Ｃ Ｓ を 含 む 幾 つ
か の ア ッ セ イ プ ロ ト コ ー ル が 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て お り 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 発 現
の 変 化 し た ま た は 異 常 な レ ベ ル を 診 断 す る た め の 基 礎 を 提 供 す る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ
ド 発 現 の 正 常 な ま た は 標 準 の 値 は 、 正 常 な 哺 乳 動 物 主 体 、 好 ま し く は ヒ ト か ら 採 取 し た 体
液 ま た は 細 胞 抽 出 物 を Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 複 合 体 を 生 成 す る の に 適 し
た 条 件 下 で 混 合 す る こ と に よ り 確 立 さ れ る 。 標 準 的 な 複 合 体 生 成 の 量 は 、 種 々 の 方 法 に よ
り 定 量 す る こ と が で き る ； 測 光 手 段 が 好 ま し い 。 患 者 試 料 、 対 照 試 料 、 お よ び 生 検 組 織 か
ら の 疾 患 試 料 で 発 現 さ れ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 標 準 値 と 比 較 す る 。 標 準 値 と 患
者 の 値 と の 間 の 偏 差 は 疾 患 を 診 断 す る パ ラ メ ー タ を 確 立 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に 従 い 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 診 断
目 的 で 用 い る こ と が で き る 。 使 用 で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 、 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 お よ び Ｐ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 （ ま た は 過 少 も し く は 過 剰 発 現 ） が 疾 患 と 相 関 関 係
を 有 す る 生 検 組 織 に お け る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ コ ー ド 核 酸 配 列 の 発 現 を 検 出 お よ び 定 量 す る の に 用
い る こ と が で き る 。 診 断 ア ッ セ イ は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 不 在 、 存 在 、 お よ び 過 剰 発 現 を 識 別 す
る た め 、 お よ び 本 発 明 の 治 療 法 の 際 に Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル の 制 御 を モ ニ タ
ー す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
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関 連 す る 側 面 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 密 接 に 関 連 す る 分 子 を コ ー ド す る
ゲ ノ ム 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 検 出 す る こ と の で き る Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ ー ブ と の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 同 定 す る の に 用
い る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ の 特 異 性 、 す な わ ち そ れ が 高 度 に 特 異 的 な 領 域 、 た と え ば ５
'調 節 領 域 中 の 約 ８ な い し １ ０ ま た は １ ２ ま た は １ ５ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら で き て
い る の か 、 ま た は よ り 特 異 的 で な い 領 域 、 た と え ば 特 に ３ '非 コ ー ド 領 域 か ら で き て い る
の か と い う 点 、 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 増 幅 の 厳 格 さ は 、 プ ロ ー ブ が Ｒ Ｅ Ｔ
１ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 配 列 、 そ の ア レ ル 、 ま た は 関 連 配 列 の み を 同 定 す る
か 否 か を 決 定 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ １ １ 】
プ ロ ー ブ は ま た 関 連 配 列 の 検 出 に 用 い る こ と も で き 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は ８ ０ ％ 以 上 を 含 ん で い る の が 好 ま し い 。
本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て よ く 、 配 列 番 号
１ ま た は 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 、 ま た は プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、
お よ び 天 然 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 の イ ン ト ロ ン を 含 む ゲ ノ ム 配 列 か ら の も の で あ っ て よ い
。
【 ０ ２ １ ２ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を
製 造 す る 方 法 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 誘 導 体 を コ ー ド す る 核 酸 配
列 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ 産 生 用 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ を 含 む 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 当
該 技 術 分 野 で 知 ら れ て お り 、 市 販 さ れ て お り 、 適 当 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 適 当 な 標
識 ヌ ク レ オ チ ド を 加 え る こ と に よ り イ ン ビ ト ロ で Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 合 成 す る の に 用 い る こ
と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 種 々 の デ テ ク タ ー ／ リ ポ ー タ ー 基 、 た
と え ば ３ ２ Ｐ や ３ ５ Ｓ な ど の 放 射 性 核 種 、 ま た は ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 結 合 系 に よ り プ ロ ー
ブ に 結 合 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど の 酵 素 標 識 に よ り 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 患 者 生 検 か ら の 流 体 ま た
は 組 織 を 用 い 、 サ ザ ー ン ま た は ノ ー ザ ン 分 析 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 ま た は 他 の メ ン ブ レ ン ベ
ー ス の 方 法 ； Ｐ Ｃ Ｒ 法 ； ま た は デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 、 ピ ン 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ま た は チ ッ プ ア ッ
セ イ に 用 い て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 状 態 、 た と え ば Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の レ ベ ル ま た は 過 剰 発 現 を 検 出 し 、
ま た は 変 化 し た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 発 現 を 検 出 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 定 性 的 ま た は 定 量 的
方 法 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
特 別 の 側 面 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 種 々 の
炎 症 性 疾 患 、 新 生 物 ま た は 癌 、 と り わ け 上 記 に 記 載 し た も の の 活 性 化 ま た は 誘 発 を 検 出 す
る ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 標 準
法 に よ り 標 識 す る こ と が で き 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 生 成 す る の に 適 し た 条 件
下 で 患 者 か ら の 流 体 ま た は 組 織 試 料 に 加 え る こ と が で き る 。 適 当 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時
間 の 後 、 試 料 を 洗 浄 し 、 シ グ ナ ル を 定 量 し て 標 準 値 と 比 較 す る 。 生 検 試 料 ま た は 抽 出 試 料
に お け る シ グ ナ ル の 量 が 比 較 対 照 試 料 か ら の も の に 比 べ て 有 意 に 変 わ っ て お れ ば 、 該 ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 試 料 中 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た の で あ り 、 試 料
中 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 存 在 ま た は 変 化 し た レ ベ ル
は 関 連 す る 疾 患 の 存 在 を 示 し て い る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は ま た 、 動 物 実 験 、 臨 床 試 験 、
ま た は 個 々 の 患 者 の 処 置 の モ ニ タ リ ン グ に お け る 特 定 の 治 療 処 置 計 画 の 有 効 性 を 評 価 す る
の に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 発 現 と 関 連 す る 疾 患 の 診 断 の 基 礎 を 与 え る た め 、 正 常 な ま た は 標 準 の 発 現 プ
ロ フ ィ ル を 確 立 す る 。 こ の こ と は 、 正 常 な 主 体 （ 動 物 か ま た は ヒ ト ） か ら 採 取 し た 体 液 ま
た は 細 胞 抽 出 物 を 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 ま た は そ の 断 片 と ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 増 幅 に 適 し た 条 件 下 で 混 合 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。
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標 準 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 定 量 は 、 正 常 な 主 体 か ら 得 た 値 を 既 知 の 実 質 的 に 精 製 し た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し た 実 験 で 得 ら れ た 値 と 比 較 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
正 常 な 主 体 か ら 得 た 標 準 値 を 、 疾 患 の 症 状 を 有 す る 患 者 か ら の 試 料 か ら 得 た 値 と 比 較 す る
こ と が で き る 。 標 準 値 と 主 体 （ 患 者 ） の 値 と の 偏 差 を 用 い て 疾 患 の 存 在 を 確 立 す る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
疾 患 が 確 立 さ れ 、 治 療 プ ロ ト コ ー ル が 開 始 さ れ た ら 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を
規 則 的 に 繰 返 し て 患 者 に お け る 発 現 レ ベ ル が 正 常 個 体 で 観 察 さ れ る 発 現 レ ベ ル に 近 づ い て
い る か 否 か を 評 価 す る こ と が で き る 。 連 続 し た ア ッ セ イ で 得 た 結 果 は 、 数 日 か ら 数 ヶ 月 に
わ た る 期 間 で の 治 療 の 有 効 性 を 示 す の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
癌 に 関 し て は 、 個 体 か ら の 生 検 組 織 中 の 異 常 な 量 の 転 写 物 の 存 在 は 、 疾 患 の 発 症 の 素 因 を
示 す こ と が あ り 、 急 性 の 臨 床 徴 候 の 出 現 前 に 疾 患 を 検 出 す る 手 段 を 提 供 す る こ と が で き る
。 こ の タ イ プ の 一 層 明 確 な 診 断 は 、 健 康 の 専 門 家 が 予 防 的 手 段 ま た は よ り 早 期 の 攻 撃 的 処
置 を 採 用 す る こ と を 可 能 と し 、 そ れ に よ っ て 癌 の 発 生 ま た は さ ら な る 進 行 を 防 ぐ こ と が で
き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 か ら デ ザ イ ン し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 他
の 診 断 的 用 途 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の 使 用 を 含 む 。 そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 化 学 的 に 合 成
し 、 酵 素 を 用 い て 生 成 し 、 ま た は 組 換 え 源 か ら 生 成 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ マ ー は 好 ま
し く は ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 １ つ は セ ン ス 方 向 （ ５ 'か ら ３ '方 向 ） の も の で あ
り 、 他 は ア ン チ セ ン ス 方 向 （ ３ 'か ら ５ '方 向 ） の も の で あ っ て 、 特 定 の 遺 伝 子 ま た は 状 態
の 同 定 に 最 適 な 条 件 下 で 用 い る 。 同 じ ２ つ の オ リ ゴ マ ー 、 オ リ ゴ マ ー の ネ ス テ ッ ド セ ッ ト
、 ま た は オ リ ゴ マ ー の 縮 重 プ ー ル で さ え も 、 密 接 に 関 連 し た Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 検
出 お よ び ／ ま た は 定 量 の た め に よ り 厳 格 で な い 条 件 下 で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 発 現 を 定 量 す る の に 適 し た 方 法 と し て は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 放 射 性 標 識 ま た は
ビ オ チ ン 化 、 対 照 核 酸 の 同 時 増 幅 、 お よ び 実 験 結 果 を 外 挿 す る 標 準 曲 線 が 挙 げ ら れ る （ P.
 C. Melbyら 、 1993, J. Immunol. Methods, 159: 235-244； お よ び C. Duplaaら 、 1993, A
nal. Biochem., 229-236） 。 複 数 の 試 料 の 定 量 ス ピ ー ド は 、 目 的 オ リ ゴ マ ー を 種 々 の 希 釈
で 提 示 し 、 分 光 測 光 応 答 ま た は 比 色 応 答 が 迅 速 な 定 量 を 与 え る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 形 態 の ア ッ セ イ
を 行 う こ と に よ り 加 速 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 由 来
す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は よ り 長 い 断 片 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ に お い て 標 的 と し て 用
い る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 同 時 に モ ニ タ ー し た
り （ 転 写 像 を 生 成 す る ） 、 遺 伝 子 変 異 体 、 変 異 お よ び 多 型 を 同 定 す る の に 用 い る こ と が で
き る 。 こ の 情 報 は 、 遺 伝 子 機 能 の 決 定 、 疾 患 の 遺 伝 子 ベ ー ス で の 理 解 、 疾 患 の 診 断 、 お よ
び 治 療 剤 の 開 発 お よ び そ の 活 性 の モ ニ タ ー に 用 い る こ と が で き る 。 特 別 の 態 様 に お い て 、
マ イ ク ロ ア レ イ は 、 Ｗ Ｏ ９ ５ ／ １ １ ９ ９ ５ （ Cheeら ） ； D. J. Lockhartら 、 1996, Nature
 Biotechnology, 14: 1675-1680； お よ び M. Schenaら 、 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA, 93: 10614-10619に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 調 製 お よ び 使 用 す る こ と が で き る 。 マ イ
ク ロ ア レ イ は さ ら に P. Lalら の 米 国 特 許 第 ６ ,０ １ ５ ,７ ０ ２ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す っ る 核 酸 配 列 は ま た
、 天 然 の ゲ ノ ム 配 列 の マ ッ ピ ン グ に 有 用 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 生 成 す る の
に 用 い る こ と も で き る 。 配 列 は 、 C. M. Price, 1993, Blood Rev., 7: 127-134お よ び B. 
J. Trask, 1991, Trends Genet., 7: 149-154に 概 説 さ れ て い る よ う に 、 特 定 の 染 色 体 、
染 色 体 の 特 定 の 領 域 、 ま た は 人 工 染 色 体 構 築 物 （ Ｈ Ａ Ｃ ） 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ Ｙ Ａ Ｃ ） 、
細 菌 人 工 染 色 体 （ Ｂ Ａ Ｃ ） 、 細 菌 Ｐ Ｉ 構 築 物 、 ま た は 単 一 染 色 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に
マ ッ ピ ン グ す る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ ２ ２ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 触 媒 的 ま た は 免 疫 原 性 の 断 片
ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 様 々 な 医 薬 ス ク リ ー ニ ン グ 法 の い ず れ に お い て も 化 合 物 の ラ イ
ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ に 用
い る 断 片 は 、 溶 液 中 に 遊 離 の 状 態 、 固 相 支 持 体 に 付 着 、 細 胞 表 面 上 に 生 成 、 ま た は 細 胞 内
に 位 置 し て い て よ い 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分 と 試 験 し た 薬 剤 と の 結 合 複
合 体 の 生 成 は 、 当 該 技 術 分 野 で 通 常 実 施 さ れ 上 記 に 記 載 し た 方 法 を 用 い て 測 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
使 用 で き る 医 薬 ス ク リ ー ニ ン グ の 他 の 方 法 は 、 Ｗ Ｏ ８ ４ ／ ０ ３ ５ ６ ４ に 記 載 さ れ て い る よ
う に 、 目 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 適 し た 結 合 親 和 性 を 有 す る 化 合 物 の 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン
グ を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 に 適 用 す る 場 合 、 多 数 の 異 な る 小 さ
な 被 験 化 合 物 を 固 相 基 体 、 た と え ば プ ラ ス チ ッ ク ピ ン ま た は 他 の 表 面 上 に 合 成 す る 。 被 験
化 合 物 を Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 と 反 応 さ せ 、 洗 浄 す る 。 つ い で 、 結 合 し
た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 に よ り 検 出 す る 。 上 記 医 薬 ス ク
リ ー ニ ン グ 法 に 使 用 す る た め 、 精 製 し た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を プ レ ー ト 上 に 直 接 コ ー
テ ィ ン グ す る こ と も で き る 。 あ る い は 、 非 中 和 抗 体 を 用 い て ペ プ チ ド を 捕 捉 し 、 固 相 支 持
体 上 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
所 定 の タ ン パ ク 質 、 す な わ ち Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と の で き る 小 さ な 分 子 の
検 出 ま た は 同 定 を 含 む 他 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 小 分 子 （ た と え ば 、 医 薬 ） 検 出 ア ッ セ イ
が 本 発 明 に よ り 包 含 さ れ る 。 特 に 好 ま し い の は 、 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に 適 し た ア ッ
セ イ で あ る 。 そ の よ う な 結 合 ベ ー ス の ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 検 出 ア ッ セ イ で は 、 機 能 的 な
ア ッ セ イ は 一 般 に 必 要 で は な い 。 必 要 な の は 、 標 的 タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は 実 質 的 に 精 製
し た も の 、 お よ び 該 タ ン パ ク 質 標 的 へ の 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ ま た は ア ッ セ イ す べ
き 化 合 物 （ た と え ば 、 リ ガ ン ド 、 医 薬 、 小 分 子 ） の ラ イ ブ ラ リ ー ま た は パ ネ ル だ け で あ る
。 好 ま し く は 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 大 抵 の 小 分 子 は 、 該 タ ン パ ク 質 の 機 能 性 の 領 域
ま た は 部 位 に 優 先 的 に か つ 一 層 高 い 親 和 性 に て 結 合 す る た め 、 何 ら か の 仕 方 で 活 性 を 変 調
さ せ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
そ の よ う な ア ッ セ イ の 例 は 、 Pantolianoら の 米 国 特 許 第 ６ ,０ ２ ０ ,１ ４ １ 号 お よ び 同 第 ６
,０ ３ ６ ,９ ２ ０ 号 に 記 載 さ れ て い る （ J. Zimmerman, 2000, Gen. Eng. News, 20(8)を も
参 照 ） 蛍 光 ベ ー ス 熱 シ フ ト ア ッ セ イ （ 3-Dimensional Pharmaceuticals, Inc.、 ３ Ｄ Ｐ 、
エ ク ソ ン 、 ペ ン シ ル ベ ニ ア ） で あ る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 タ ン パ ク 質 － 医 薬 ま た は リ ガ ン ド
複 合 体 の 熱 変 性 曲 線 を 分 析 す る こ と に よ り 、 発 現 さ れ 好 ま し く は 精 製 し た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ
ペ プ チ ド に 結 合 す る 小 分 子 （ た と え ば 、 医 薬 、 リ ガ ン ド ） の 検 出 を 結 合 決 定 基 の 親 和 性 に
基 づ い て 可 能 に す る 。 こ の 方 法 で 決 定 し た 医 薬 ま た は 結 合 分 子 は 、 所 望 な ら 本 明 細 書 に 記
載 し た 方 法 な ど の 方 法 に よ り さ ら に ア ッ セ イ し て 、 該 分 子 が 標 的 タ ン パ ク 質 の 機 能 ま た は
活 性 に 影 響 を 及 ぼ す あ る い は 変 調 す る か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 競 合 医 薬 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き 、
こ の 場 合 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る こ と の で き る 中 和 抗 体 が Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ
プ チ ド へ の 結 合 に 対 し て 被 験 化 合 物 と 特 異 的 に 競 合 す る 。 こ の 方 法 で は 、 こ れ ら 抗 体 を 用
い 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド と １ ま た は そ れ 以 上 の 抗 原 決 定 基 が 共 通 す る ペ プ チ ド の 存 在
を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】

本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を コ
ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物
、 好 ま し く は マ ウ ス を 包 含 す る 。
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【 ０ ２ ２ ８ 】
組 換 え タ ン パ ク 質 を 産 生 す る の に 有 用 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 そ れ に 必
要 な 発 現 ベ ク タ ー お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 成 す る 技 術 と 同 様 、 熟 練 し た 実 施 者
に よ く 知 ら れ て い る 。 一 般 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で い
る が 、 該 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー で は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 組 織 特 異 的 な
プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て 含 ま れ て お り 、 そ れ に よ っ て コ ー ド 配 列 が 該 特 異 的 組
織 で の み 発 現 さ れ る 。 た と え ば 、 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー は 哺 乳 動 物 細 胞 特 異 的 な プ ロ
モ ー タ ー で あ っ て よ く 、 か く し て 発 現 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 は 動 物 の 乳 か ら 回 収 す る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 と り わ け ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 過 剰 発 現 を イ ン ビ ボ で 調 べ る 動 物 モ デ ル と し て 、 並 び
に 医 薬 評 価 、 お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 活 性 を 抑 制 ま た は 変 調 す る の に 有 効 な 化 合 物 、 た と え ば
炎 症 性 障 害 、 疾 患 、 ま た は 状 態 を 治 療 す る た め の 化 合 物 を 探 索 す る 活 動 に 使 用 す る こ と が
で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 標 準 技 術 、 た と え ば Wagnerの 米 国 特 許 第 ４ ,８ ７ ３ ,１ ９ １ 号 （
１ ９ ８ ９ 年 １ ０ 月 １ ０ 日 発 行 ） お よ び Lederの 米 国 特 許 第 ４ ,７ ３ ６ ,８ ６ ６ 号 （ １ ９ ８ ８
年 ４ 月 １ ２ 日 発 行 ） に 教 示 さ れ て い る も の を 用 い 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を 生 成 す る ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 を 産 生 し 、 該 動 物 を 医 薬 評 価 や 新 規 発 見 プ ロ ジ ェ ク ト に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ３ ０ 】
本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス お よ び そ の 使 用 方 法 に 関 す る 。 と り わ け 、 よ く
知 ら れ た 方 法 を 用 い て 動 物 に 導 入 し た 変 異 し た 非 機 能 性 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 に つ い て ホ モ
接 合 性 で あ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 生 成 す る こ と が で き る 。 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は
機 能 性 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を 産 生 し な い た め 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 機 能 を 調 べ る の に 有 用 で あ る 。 さ ら
に 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を 欠 く 動 物 に お け る 被 験 化 合 物 の 効 果 を 調 べ る ア
ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を 欠 く マ ウ ス は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ イ ン ヒ
ビ タ ー が 動 物 に 作 用 を 及 ぼ す か 否 か 、 ど の よ う に し て 、 ま た ど の 程 度 作 用 を 及 ぼ す か を 決
定 す る の に 用 い る こ と が で き 、 そ れ ゆ え 該 分 子 の 活 性 を 抑 制 す る こ と に 関 連 す る 懸 念 に 対
処 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
遺 伝 的 に 欠 失 し た 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 マ ウ ス を 生 成 す る 方 法 は よ く 知 ら れ て お り 、 M. R. Ca
pecchi, 1989, Science, 244: 1288-1292お よ び P. Liら 、 1995, Cell, 80: 401-411に 開
示 さ れ て い る 。 た と え ば 、 マ ウ ス （ ま た は ヒ ト ） Ｒ Ｅ Ｔ １ ６  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 用 い て
マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 す る こ と が で き る 。 ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 用 い 、 マ ウ
ス 中 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 を 相 同 組 換 え に よ り 破 壊 す る こ と の で き る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ー ゲ テ ィ
ン グ 構 築 物 を 調 製 で き る 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 の 非 機 能 性 の 部 分 を
含 ん で お り 、 こ れ が 天 然 の マ ウ ス 遺 伝 子 の 機 能 性 の 部 分 の 代 わ り に を 挿 入 さ れ る 。 非 機 能
性 の 挿 入 は 、 一 般 に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 活 性 領 域 を コ ー ド す る エ ク ソ ン 中 の 挿 入 を 含 む 。 タ ー
ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 は 、 正 お よ び 負 の 両 選 択 の た め の マ ー カ ー を 含 ん で い て よ い 。 正 の 選 択
マ ー カ ー は 該 マ ー カ ー を 含 ん で い な い 細 胞 の 選 択 的 排 除 を 可 能 と し 、 一 方 、 負 の 選 択 マ ー
カ ー は 該 マ ー カ ー を 含 む 細 胞 の 排 除 を 可 能 と す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
た と え ば 、 第 一 の 選 択 マ ー カ ー は 正 の マ ー カ ー で あ っ て 、 該 マ ー カ ー を 含 む 細 胞 の 生 存 を
可 能 に す る で あ ろ う 。 あ る 場 合 に は 、 第 一 の 選 択 マ ー カ ー は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 な ど
の 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 で あ り 、 こ れ を Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 中 に お い て 該 遺 伝 子
を 非 機 能 性 に す る 一 方 、 同 時 に 構 築 物 を 選 択 的 に す る こ と が で き る 。 抗 生 物 質 遺 伝 子 は 、
天 然 配 列 と 組 み 換 え る こ と の で き る 相 同 領 域 内 に あ る 。 そ れ ゆ え 、 相 同 組 換 え の 後 、 非 機
能 性 の 遺 伝 子 配 列 お よ び 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 配 列 が 取 り 込 ま れ る で あ ろ う 。 ノ ッ ク ア ウ ト
マ ウ ス は 、 炎 症 関 連 障 害 を 調 べ た り こ れ ら 障 害 を 治 療 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た
め の モ デ ル と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
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タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 は ま た 、 負 の 選 択 マ ー カ ー で あ る 第 二 の 選 択 マ ー カ ー を も 含 ん で い
る 。 負 の 選 択 マ ー カ ー を 有 す る 細 胞 は 排 除 さ れ る で あ ろ う 。 第 二 の 選 択 マ ー カ ー は 、 組 換
え 領 域 の 外 側 に あ る 。 そ れ ゆ え 、 全 構 築 物 が 細 胞 内 に 存 在 し て お れ ば 両 マ ー カ ー が 存 在 す
る で あ ろ う 。 も し も 構 築 物 が 天 然 の 配 列 と 組 換 え を 起 こ せ ば 、 第 一 の 選 択 マ ー カ ー は ゲ ノ
ム 中 に 取 り 込 ま れ 、 第 二 の マ ー カ ー は 失 わ れ る で あ ろ う 。 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ン キ
ナ ー ゼ （ Ｈ Ｓ Ｖ  ｔ ｋ ） 遺 伝 子 は 負 の 選 択 マ ー カ ー の 例 で あ り 、 こ れ を 第 二 の マ ー カ ー と
し て 用 い て こ れ を 含 む 細 胞 を 排 除 す る こ と が で き る 。 Ｈ Ｓ Ｖ  ｔ ｋ 遺 伝 子 を 有 す る 細 胞 は
ガ ン シ ク ロ ビ ア の 存 在 下 で 選 択 的 に 殺 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
細 胞 を タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 つ い で 第 一 の 選 択 マ ー カ ー の 存
在 お よ び 第 二 の 選 択 マ ー カ ー の 不 在 に つ い て 選 択 す る 。 つ い で 、 構 築 物 ／ Ｄ Ｎ Ａ を 胚 盤 胞
段 階 に 注 射 し 、 偽 妊 娠 の メ ス に 移 植 す る 。 組 換 え 遺 伝 子 を そ の 生 殖 細 胞 に 移 す こ と の で き
る キ メ ラ 子 孫 を 選 択 し 、 交 配 し 、 そ の 子 孫 を 組 換 え 遺 伝 子 の へ テ ロ 接 合 性 キ ャ リ ヤ に つ い
て 調 べ る 。 つ い で 、 へ テ ロ 接 合 性 の 子 孫 の 交 配 を 用 い て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 欠 失 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ
ス を 構 成 す る 完 全 に ホ モ 接 合 性 の 子 孫 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 そ
の 断 片 、 ま た は そ れ に 対 す る 抗 体 の 使 用 方 法 を 包 含 す る 。 さ ら に 詳 細 に は 、 そ の よ う な 方
法 は 、 試 料 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 ま た は 化 合 物 を 精 製 す る た
め に 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 方 法 を 含 む 。 そ の よ う な 方 法 は 、 本 発 明 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 異 的 結 合 を 可 能 と す る 条 件 下 で 混 合 し ； Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド と 試 料 中 の 分 子 ま た は 化 合 物 と の 特 異 的 結 合 を 検 出 し ； 結 合 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 回
収 し ； つ い で 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 該 分 子 ま た は 該 化 合 物 か ら 分 離 し 、 そ れ に よ っ て 精 製
し た 分 子 ま た は 化 合 物 を 得 る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
本 発 明 に よ る 他 の 方 法 は 、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 、 た と え ば Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 活 性 を 変
調 す る こ と の で き る 候 補 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ こ と に 関 し 、 被 験 化 合 物 、 た と え ば ア ン
タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト を Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 機 能 性 の 断 片 を 発 現 す
る 細 胞 ま た は 組 織 と 接 触 さ せ 、 つ い で 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
タ ン パ ク 質 の 活 性 を 変 調 す る 被 験 化 合 物 を 候 補 変 調 化 合 物 と し て 選 択 す る こ と を 含 む 。 そ
の よ う な 方 法 に お い て 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド タ ン パ ク 質 活 性 は 、 第 二
の 細 胞 内 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 ド メ イ ン へ の 結 合 で あ っ て よ い 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
本 発 明 に よ っ て 包 含 さ れ る 他 の 方 法 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 断 片 に 結 合 す る こ と の で き る 候 補 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 関 し 、 被 験 化 合 物 を 、 （ i
） 本 発 明 に よ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 ま た は 組 織 、 ま た
は （ ii） そ の 単 離 タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ 、 つ い で Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質
に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
本 発 明 の 他 の 方 法 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 と 第 二 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 と の 結
合 を 促 進 、 増 大 、 ま た は 加 速 さ せ る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 で
あ る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 被 験 化 合 物 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 、 本 発 明 に よ る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ
ン パ ク 質 を 該 タ ン パ ク 質 と 結 合 ま た は 会 合 す る 第 二 の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 と 、 結 合 を 可 能 と
す る 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 つ い で 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 結 合 レ ベ ル を 被 験 化 合 物 の 不 在 下
で の 結 合 レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ り 、 第 二 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 へ の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン
パ ク 質 の 結 合 レ ベ ル が 促 進 、 増 大 ま た は 加 速 さ れ た か 否 か を 決 定 す る こ と を 含 む 。 上 記 方
法 は 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 行 う の に 適 し て い る こ と が 評 価 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ９ 】

以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を 説 明 す る た め に 提 供 さ れ る の で あ っ て 、 本 発 明 を 限 定 す る こ と を
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意 図 す る も の で は な い 。 こ れ ら 実 施 例 は 、 使 用 し た 従 来 法 、 た と え ば ベ ク タ ー の 構 築 、 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ の そ の よ う な ベ ク タ ー 中 へ の 導 入 、 ま た は 得 ら れ た ベ ク タ ー の 適 当 な 宿 主 へ の 導 入
な ど の 詳 細 な 記 載 は 含 ん で い な い 。 そ の よ う な 方 法 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 多 く の
刊 行 物 、 た と え ば Sambrook, Fritschお よ び Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Labo
ratory Manual、 第 ２ 版 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ プ レ ス 、 米
国 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

Ａ ．
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 予 測 さ れ る コ ー ド 配 列 を 含 む ク ロ ー ン を 、 腫 瘍 壊 死 因 子 ア ル フ ァ （ Ｔ Ｎ Ｆ α
） で ６ 時 間 処 理 し た ヒ ト 微 細 血 管 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ ） か ら 逆 転 写 ／ 複 製 連 鎖 反 応 （ Ｒ
Ｔ ／ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 用 い て 単 離 し た 。 以 下 の 条 件 を 用 い 、 ３ つ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 各 ４ ０ ０
ｎ Ｍ の 最 終 濃 度 ） を 用 い て １ ５ ３ ２ ｂ ｐ 配 列 を 増 幅 し た ：
Ｊ Ｎ Ｆ ３ ４ ６ （ ５ '－ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ － ３ '） （ 配 列 番 号
１ ７ ） ；
Ｊ Ｎ Ｆ ４ ９ ３ （ ５ '－ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ － ３ '） （ 配 列
番 号 １ ８ ） ；
Ｊ Ｎ Ｆ ４ ９ ４ （ ５ '－ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ
Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ － ３ '） （ 配 列 番 号 １ ９ ） 、
２ ５ ０ μ ｌ の 反 応 液 中 の ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ × ア ド バ ン テ ー ジ ２ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｐ Ｃ
Ｒ 緩 衝 液 、 １ × ア ド バ ン テ ー ジ ２ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び ２ .０ μ ｌ  Ｄ Ｎ Ａ 。 ９ ４ ℃ で ３ ０
秒 、 ６ ８ ℃ で ３ ０ 秒 、 お よ び ７ ２ ℃ で ２ 分 の 実 験 サ イ ク ル を ３ ５ サ イ ク ル 行 っ た 。 反 応 完
了 後 、 ６ .０ μ ｌ の 負 荷 染 料 を 加 え 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 含 む １ .２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で の ゲ
ル 電 気 泳 動 に よ り 全 反 応 を 分 離 し た 。 ～ １ .６ ｋ ｂ の サ イ ズ の バ ン ド を ゲ ル か ら 切 り 出 し
、 QIAgenゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ QIAgen、 バ レ ン シ ア 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） を 用 い て 精 製 し た 。 こ
の 断 片 を ｐ Ｔ Ａ ｄ ｖ ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ Clontech、 パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） に
ラ イ ゲ ー ト し 、 標 準 法 を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ｐ Ｔ Ａ ｄ ｖ Ｅ ｎ ｄ ｏ
０ １ は 、 予 測 さ れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ コ ー ド 配 列 に 対 応 す る １ ５ ３ ２ ｂ ｐ 配 列 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ 刺 激 し た ヒ ト 肺 微 細
血 管 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ ） か ら の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら ま ず 同 定 し た 。 こ
の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ク ロ ー ン 配 列 は 、 ６ ３ ０ ｂ ｐ の 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ； 図 ４
Ｃ に 示 す ） を コ ー ド し て い た 。 コ ン セ ン サ ス 配 列 （ 配 列 番 号 １ ； 図 １ お よ び 図 ３ ） は 、 以
下 の 重 複 お よ び ／ ま た は 拡 張 核 酸 配 列 か ら 得 た ： Incyteク ロ ー ン ２ ５ ５ ２ ５ ２ ３ （ Ｌ Ｕ Ｎ
Ｇ Ｔ Ｕ Ｔ ０ ６ ） 、 ４ ６ ３ ２ ８ ２ ８ （ Ｇ Ｂ Ｌ Ａ Ｄ Ｉ Ｔ ０ ２ ） 、 １ ６ ８ ７ ７ ０ ４ （ Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｔ
Ｕ Ｔ １ ０ ） 、 ２ ６ ７ ４ ７ ４ ２ （ Ｋ Ｉ Ｄ Ｎ Ｎ Ｏ Ｔ １ ９ ） 、 お よ び パ ブ リ ッ ク Ｅ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン
Ａ Ｉ １ ８ ７ ８ ７ ５ （ testis） 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
Ｂ ．
ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 の マ ウ ス オ ー ソ ロ グ を 同 定 す る た め 、 ｈ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の コ ー ド 配 列
を 用 い て 上 記 マ ウ ス Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 探 索 し た 。 幾 つ か の マ ウ ス Ｅ Ｓ Ｔ が 同 定
さ れ た 。 そ れ ら は 以 下 の と お り で あ る ： Ａ Ｕ ０ ３ ５ ６ ９ ３ 、 Ａ Ａ １ １ ８ ７ １ ８ 、 Ａ Ａ ２ ０
４ ６ ０ ８ 、 Ｗ ４ １ ０ ５ ６ 、 Ａ Ｗ １ ４ ６ ０ １ ８ 、 Ａ Ｉ ４ ５ ０ ４ ９ ５ 、 Ａ Ｉ ８ ７ ５ ４ ４ ３ 、 Ａ
Ｉ ３ １ ６ ５ ４ ４ 、 Ａ Ｗ ４ ９ ４ ７ ９ ６ 、 Ａ Ｗ １ ４ ６ ０ １ ８ お よ び Ｂ Ｅ ９ ８ ３ ８ ９ ０ 。 ｍ ｕ Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 は 、 ｈ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ と ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 し て い る 。 ｍ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 ｈ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ と ８ ２ .５ ％ 同 一 で あ る （ ８ ６ .５ ％ の 類 似 性 ） 。 ｍ ｕ Ｒ Ｅ
Ｔ １ ６ は ７ つ の 予 測 さ れ た Ｗ Ｄ リ ピ ー ト お よ び １ つ の Ｓ Ａ Ｍ ド メ イ ン を 有 し て お り 、 全 て
ス コ ア は ＞ １ ０ で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
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ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 完 全 長 Ｏ Ｒ Ｆ コ ー ド 配 列 の 単 離

  

マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 オ ー ソ ロ グ の 同 定



Ｃ ．
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 配 列 を 含 む ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 ク ロ ー ン ｈ Ｒ Ｐ Ｋ .３ ５ Ａ １
（ ジ ー ン バ ン ク Ａ Ｎ  Ａ Ｃ ０ ０ ６ ５ ０ １ ） を 用 い て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の エ ク ソ ン － イ ン ト ロ ン 境
界 を 解 読 し た （ 図 １ ８ ） 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は １ １ の エ ク ソ ン 断 片 か ら な っ て い る 。 エ ク ソ ン １
は ヌ ク レ オ チ ド １ ～ １ ２ ３ か ら な る 。 エ ク ソ ン ２ は ヌ ク レ オ チ ド １ ２ ４ ～ ５ ４ ５ か ら な る
。 エ ク ソ ン ３ は ヌ ク レ オ チ ド ５ ４ ６ ～ ７ ３ ０ か ら な る 。 エ ク ソ ン ４ は ヌ ク レ オ チ ド ７ ３ １
～ ８ ２ ３ か ら な る 。 エ ク ソ ン ５ は ヌ ク レ オ チ ド ８ ２ ４ ～ ９ １ ７ か ら な る 。 エ ク ソ ン ６ は ヌ
ク レ オ チ ド ９ １ ８ ～ ９ ５ １ か ら な る 。 エ ク ソ ン ７ は ヌ ク レ オ チ ド ９ ５ ２ ～ ９ ９ ２ か ら な る
。 エ ク ソ ン ８ は ヌ ク レ オ チ ド ９ ９ ３ ～ １ ０ ９ ９ か ら な る 。 エ ク ソ ン ９ は ヌ ク レ オ チ ド １ １
０ ０ ～ １ ２ ７ ９ か ら な る 。 エ ク ソ ン １ ０ は ヌ ク レ オ チ ド １ ２ ８ ０ ～ １ ４ ２ ０ か ら な る 。 エ
ク ソ ン １ １ は ヌ ク レ オ チ ド １ ４ ２ １ ～ １ ８ １ ０ か ら な る 。 エ ク ソ ン １ １ の 次 に は ポ リ Ａ テ
ー ル が 続 く 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 （ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ ） は １ ７ ９ ５ ～ １ ７ ９ ９ に 位 置 す る 。 Ａ Ｃ
０ ０ ６ ５ ０ １ に よ れ ば 、 イ ン ト ロ ン １ ～ イ ン ト ロ ン １ ０ は 、 そ れ ぞ れ 長 さ が ３ ４ ８ ９ 、 ２
７ ５ ５ 、 ４ １ ２ ３ 、 ３ ７ ５ ０ 、 １ １ ８ ５ ９ 、 １ ８ ２ ４ 、 ８ ０ 、 １ ３ ８ ２ 、 ７ ６ ８ ３ 、 お よ
び １ ２ １ ８ １ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
Ｄ ．
単 一 の ド ナ ー か ら の ヒ ト 肺 微 細 血 管 内 皮 細 胞 の 一 次 培 養 を 、 Clontech（ サ ン ジ エ ゴ 、 カ リ
フ ォ ル ニ ア ） か ら 得 た 。 提 供 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 細 胞 を 内 皮 細 胞 増 殖 対 置 － キ ッ
ト （ Ｃ Ｃ － ３ ２ ０ ２ ） 中 、 ５ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Hyclone、 ロ ー ガ ン 、 ユ タ ） と と も
に 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 に よ り 継 代 し た 。 細 胞 を ま ず Ｔ － ２ ５ 組 織 培 養 フ ラ
ス コ に 接 種 し 、 約 ９ ０ ％ の コ ン フ ル エ ン シ ー に 達 し た 後 、 つ い で Ｔ － ２ ２ ５ 組 織 培 養 フ ラ
ス コ に １ .２ × １ ０ ６ 細 胞 ／ フ ラ ス コ に て 継 代 し た 。 細 胞 が 約 ９ ０ ％ の コ ン フ ル エ ン シ ー
に 達 す る ま で 増 殖 し た ら 、 Ｔ － ２ ２ ５ フ ラ ス コ に １ .８ × １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ に て 継 代 し 、
接 種 し た 。 正 常 な 増 殖 条 件 の た め 、 培 地 を ４ ８ 時 間 ご と に 交 換 し た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
Ｅ ．
Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 の サ ブ コ ン フ ル エ ン ト な （ す な わ ち 、 ９ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト ） Ｔ － ２ ２ ５
フ ラ ス コ を 、 培 地 を 除 い て フ ラ ス コ 当 た り ４ ０ ｍ ｌ の 培 地 に 調 節 し た 。 フ ラ ス コ の 幾 つ か
を １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ で １ 時 間 、 ６ 時 間 お よ び ２ ４ 時 間 処 理 し ； 他 の フ ラ
ス コ は 対 照 と し て Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ で 処 理 し な か っ た 。 Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ 処 理 し た 細 胞 を
未 処 理 の 細 胞 と 比 較 し た 。 Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ を 添 加 す る 時 点 で は 培 地 を 交 換 し な か っ た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
Ｆ ．
Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 の 処 理 フ ラ ス コ を ト リ プ シ ン で 簡 単 に 処 理 し た （ フ ラ ス コ 当 た り １ ０ ｍ ｌ
の ト リ プ シ ン ） 。 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を ５ ０ ％ の 最 終 濃 度 で 添 加 す る こ と に よ り ト リ プ シ
ン 処 理 を 終 了 さ せ 、 フ ラ ス コ を Ｐ Ｂ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ .４ （ Gibco、 グ ラ ン ド ア イ ラ ン ド 、 ニ ュ ー
ヨ ー ク ） で 濯 い だ 。 フ ラ ス コ か ら の プ ー ル し た 細 胞 お よ び Ｐ Ｂ Ｓ 濯 ぎ 液 を プ ー ル し 、 １ ０
分 間 遠 心 分 離 し （ ５ ３ ４ × ｇ ） 、 細 胞 ペ レ ッ ト を Ｐ Ｂ Ｓ に 再 浮 遊 し 、 再 度 遠 心 分 離 に か け
た 。 上 澄 み 液 を 除 去 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を Ｒ Ｎ Ａ 単 離 に 用 い た 。 ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ を Fast Tra
ck 2.0Ｔ Ｍ （ Invitrogen、 カ ー ル ス バ ー ド 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） を 用 い て 直 接 単 離 し た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
Ｇ ．
Ｐ Ｃ Ｒ セ レ ク ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ サ ブ ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト Ｔ Ｍ （ Clontech、 パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ
ル ニ ア ） を 用 い 、 製 造 業 社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 未 処 理 の Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ （
テ ス タ ー ） お よ び １ 時 間 Ｔ Ｎ Ｆ 処 理 し た Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ （ ド ラ イ バ ー ） か ら サ
ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 し た 。 １ ０ の 二 次 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 組 み 合 わ せ 、 ２ ％ ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 上 で 泳 動 し た 。 約 ０ .３ ｋ ｂ ～ １ ０ ｋ ｂ の 範 囲 の 断 片 を QIAgenゲ ル 抽 出 キ ッ ト
（ QIAgen、 バ レ ン シ ア 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） を 用 い て ゲ ル 精 製 し 、 Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ
ー ｐ Ｃ Ｒ ２ .１ （ Invitrogen） に 挿 入 し た 。 Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ Ｆ ’ コ ン ピ テ ン ト 大 腸 菌 （ Invitro
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ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 構 成
  

細 胞 培 養 の た め の Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ

Ｒ Ｎ Ａ 単 離 の た め の Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 処 理

Ｒ Ｎ Ａ の 単 離

サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築



gen） を 形 質 転 換 し 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 入 れ た Ｌ Ｂ プ レ ー ト 上 に プ レ ー テ
ィ ン グ し た 。 ク ロ ー ン を 単 離 し 、 同 様 の 濃 度 の ア ン ピ シ リ ン を 含 む Ｌ Ｂ ブ ロ ス で 増 殖 さ せ
た 。 プ ラ ス ミ ド を 標 準 法 に 従 っ て シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
Ｈ ．
多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト （ Ｍ Ｔ Ｎ ） を Clontech（ パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） か ら 入 手
し た 。 使 用 し た Ｍ Ｔ Ｎ は 、 ヒ ト Ｍ Ｔ Ｎ （ ＃ ７ ７ ６ ０ － １ ） 、 ヒ ト Ｍ Ｔ Ｎ II（ ＃ ７ ７ ５ ９ －
１ ） 、 ヒ ト Ｍ Ｔ Ｎ III（ ＃ ７ ７ ６ ７ － １ ） 、 お よ び ヒ ト 癌 細 胞 株 Ｍ Ｔ Ｎ （ ＃ ７ ７ ５ ７ － １
） で あ っ た 、
【 ０ ２ ４ ９ 】
メ ン ブ レ ン を ExpressHybハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 （ Clontech） で ６ ８ ℃ に て １ 時 間 プ
レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 つ い で 以 下 の よ う に 調 製 し た ３ ２ Ｐ 標 識 プ ロ ー ブ と ２ 時 間 ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し た ： 元 々 の 単 離 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ク ロ ー ン を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 制 限 エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ （ Life Technologies、 ゲ イ サ ー ズ バ ー グ 、 メ リ ー ラ ン ド ） で 消 化 し た 。 ５ ４
０ ｂ ｐ の 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ ム ド 標 識 キ ッ ト （ Roche Biochemicals、 イ
ン デ ィ ア ナ ポ リ ス 、 イ ン デ ィ ア ナ ） を 用 い 、 製 造 業 社 の 教 示 に 従 っ て ３ ２ Ｐ － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で
標 識 し た 。 放 射 性 プ ロ ー ブ を 、 ２ × １ ０ ６ カ ウ ン ト ／ 分 ／ ｍ ｌ （ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
溶 液 ） の 比 活 性 に て 加 え た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 メ ン ブ レ ン を 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 溶 液 （ ２ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ .
０ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） と と も に 室 温 で ３ ０ 分 間 連 続 振 盪 し 、 溶 液 を ２ 回 交 換 す る こ と に よ っ て 洗
浄 し た 。 つ い で 、 メ ン ブ レ ン を 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 溶 液 （ ０ .１ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ .１ ％ Ｓ Ｄ
Ｓ ） で 室 温 に て ３ ０ 分 間 洗 浄 し た （ 溶 液 を １ 回 交 換 ） 。 メ ン ブ レ ン を 強 化 ス ク リ ー ン と と
も に Ｘ 線 フ ィ ル ム に － ７ ０ ℃ に て １ ０ 日 間 暴 露 し た （ 図 ７ Ａ ～ ７ Ｄ ） 。
【 ０ ２ ５ １ 】

Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ （ 本 明 細 書 で は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ と も い う ） の ２ つ の 別 の ス プ ラ イ ス 形 、 す な わ
ち Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ を 同 定 し た 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 用 い て
Ｔ Ｎ Ｆ － α 処 理 し た ヒ ト 微 細 血 管 内 皮 細 胞 か ら 単 離 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
の 完 全 長 の コ ー ド 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ を 試 み る な か で 、 １ ５ ０ ０ ｂ ｐ の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ン プ
リ マ ー に 加 え て よ り 小 さ な サ イ ズ の 第 二 の バ ン ド を 増 幅 し た 。 こ の 第 二 の ア ン プ リ マ ー は
、 １ ３ ０ ０ ｂ ｐ よ り も わ ず か に 小 さ く 移 動 し た 。 両 断 片 を ｐ Ｔ Ａ ｄ ｖ  Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ
ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ か ら の エ ク ソ ン 断 片 を 第
二 の ア ン プ リ マ ー 配 列 （ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ と い う ； Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 ） と ア ラ
イ ン メ ン ト し た 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ で は ４ つ の エ ク ソ ン が 欠 失 し て い る こ と が わ か っ た 。 こ
れ ら エ ク ソ ン は エ ク ソ ン ５ ～ ８ で あ り 、 Ｗ Ｄ リ ピ ー ト ＃ ６ お よ び ＃ ７ に 対 応 す る 。 Ｒ Ｅ Ｔ
１ ６ .２ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 従 い 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 受 託 番 号 Ｐ Ｔ
Ａ － ３ １ ６ １ に て ２ ０ ０ １ 年 ３ 月 ７ 日 に 寄 託 し て あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番
号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ を 含 む Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
第 二 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ス プ ラ イ ス 変 異 体 （ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ ） を 、 Incyteク ロ ー ン 同 定 ナ ン バ ー
３ １ １ １ １ ２ ７ （ Incyte Genomics、 パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） で 同 定 し た 。 ク ロ ー
ン ３ １ １ １ １ ２ ７ を シ ー ク エ ン シ ン グ し た と こ ろ 余 分 の エ ク ソ ン 断 片 （ ９ Ｘ ） を 含 む こ と
が わ か っ た 。 こ の エ ク ソ ン は エ ク ソ ン ９ と エ ク ソ ン １ ０ と の 間 に 挿 入 さ れ て い る 。 こ の エ
ク ソ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 は 極 め て 疎 水 性 で あ る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を Ｓ
Ｅ Ｑ － Ｗ Ｅ Ｂ で 分 析 し た と こ ろ 、 膜 貫 通 ド メ イ ン の 存 在 が 示 さ れ た 。 こ の 余 分 の エ ク ソ ン
は ま た Ｓ Ａ Ｍ ド メ イ ン を 破 壊 す る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ ス プ ラ イ ス 変 異 体 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
は 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 従 い 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ に て ２ ０ ０ １ 年
３ 月 ７ 日 に 寄 託 し て あ る 。 ま た 、 本 発 明 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ １ ６ １ を 含 む Ｒ Ｅ
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多 組 織 ノ ー ザ ン プ ロ ト コ ー ル

実 施 例 ２
ｈ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 別 の ス プ ラ イ ス 変 異 体



Ｔ １ ６ .３  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
Ａ ．
ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ （ Ｒ Ｅ Ｔ ２ １ .１ ） に つ い て 記 載 し た よ う に 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 予 測 さ れ る コ
ー ド 配 列 を 含 む ク ロ ー ン を 、 腫 瘍 壊 死 因 子 ア ル フ ァ （ Ｔ Ｎ Ｆ α ） で ６ 時 間 処 理 し た ヒ ト 微
細 血 管 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ ） か ら 逆 転 写 ／ 複 製 連 鎖 反 応 （ Ｒ Ｔ ／ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 用 い て 単 離
し た 。 以 下 の 条 件 を 用 い 、 ３ つ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 各 ４ ０ ０ ｎ Ｍ の 最 終 濃 度 ） を 用 い て
１ ５ ３ ２ ｂ ｐ 配 列 を 増 幅 し た ：
Ｊ Ｎ Ｆ ３ ４ ６ （ ５ '－ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ － ３ '） （ 配 列 番 号
１ ７ ） ；
Ｊ Ｎ Ｆ ４ ９ ３ （ ５ '－ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ － ３ '） （ 配 列
番 号 １ ８ ） ；
Ｊ Ｎ Ｆ ４ ９ ４ （ ５ '－ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ
Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ － ３ '） （ 配 列 番 号 １ ９ ） 、
２ ５ ０ μ ｌ の 反 応 液 中 の ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ × ア ド バ ン テ ー ジ ２ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｐ Ｃ
Ｒ 緩 衝 液 、 １ × ア ド バ ン テ ー ジ ２ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び ２ .０ μ ｌ  Ｄ Ｎ Ａ 。 ９ ４ ℃ で ３ ０
秒 、 ６ ８ ℃ で ３ ０ 秒 、 お よ び ７ ２ ℃ で ２ 分 の 実 験 サ イ ク ル を ３ ５ サ イ ク ル 行 っ た 。 反 応 完
了 後 、 ６ .０ μ ｌ の 負 荷 染 料 を 加 え 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 含 む １ .２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で の ゲ
ル 電 気 泳 動 に よ り 全 反 応 を 分 離 し た 。 １ .６ ｋ ｂ の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 転 写 物 に 加 え 、 １ .３ ｋ
ｂ の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ 転 写 物 を ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 QIAgenゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ QIAgen、 バ レ ン
シ ア 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） を 用 い て 精 製 し た 。 こ の 断 片 を ｐ Ｔ Ａ ｄ ｖ ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー
（ Clontech、 パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） に ラ イ ゲ ー ト し 、 標 準 法 を 用 い て シ ー ク エ ン
シ ン グ し た 。 変 異 体 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ （ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ｐ Ｔ Ａ ｄ ｖ Ｅ ｎ ｄ ｏ ０ ３ ） （ 配 列 番 号
１ ２ ） は 、 予 測 さ れ た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ コ ー ド 配 列 に 対 応 す る １ ２ ７ ２ ｂ ｐ 配 列 を 含 ん で い る こ
と が わ か っ た が 、 エ ク ソ ン － イ ン ト ロ ン 構 造 の 分 析 は エ ク ソ ン ５ ～ ８ の 欠 失 を 明 ら か に し
た 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ の 導 き 出 し た ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 １ ３ に 示 し て あ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
Ｂ ．
５ 'Ｅ Ｓ Ｔ を Incyte Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス か ら 同 定 し 、 Incyte Genomics（ パ ロ ア ル ト 、 カ
リ フ ォ ル ニ ア ） か ら 購 入 し た 。 こ の ク ロ ー ン を 製 造 業 社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 調 製 し 、
シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 ク ロ ー ン Ｉ Ｄ ３ １ １ １ １ ２ ７ 内 に 含 ま れ る 配 列 は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ （ Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ .１ と も い う ） に 対 応 す る こ と が わ か っ た が 、 エ ク ソ ン ９ と エ ク ソ ン １ ０ と の 間
に さ ら な る 断 片 が 存 在 し て い た 。 こ の エ ク ソ ン は ７ ８ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 配 列 の 読 取
り 枠 を 変 更 せ ず 、 付 加 的 な ２ ３ ア ミ ノ 酸 残 基 を タ ン パ ク 質 配 列 に 付 加 す る 。 こ の 配 列 は 極
め て 疎 水 性 で あ る 。 こ の Incyte ３ １ １ １ １ ２ ７ 挿 入 は 長 さ が １ ９ ０ ８ ｂ ｐ で あ る 。 こ の
変 異 体 は 本 明 細 書 で は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ と 称 し 、 そ の 導 か れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 １ ５
に 示 し て あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】

Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 組 織 発 現 を 分 析 す る た め 、 多 組 織 ｃ Ｄ Ｎ Ａ パ ネ ル を Clontech Laboratories
（ パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） か ら 購 入 し 、 複 製 連 鎖 反 応 に 用 い た 。 簡 単 に 説 明 す る と
、 各 組 織 か ら の １ .０ μ ｌ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 以 下 の 試 薬 を 含 む ２ ４ μ ｌ の 反 応 混 合 物 に 加 え た
： ０ .４ μ Ｍ の 各 プ ラ イ マ ー 、 ２ ０ ０ μ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ × ア ド バ ン テ ー ジ ポ リ メ ラ ー ゼ
緩 衝 液 （ Clontech） 、 お よ び １ × ア ド バ ン テ ー ジ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Clontech） 。 プ ラ イ マ ー
配 列 は 、 Ｊ Ｎ Ｆ ２ ３ ２ （ ５ '－ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ － ３ '） （ 配 列
番 号 ２ ０ ） お よ び Ｊ Ｎ Ｆ ２ ３ ３ （ ５ '－ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ － ３ '
） （ 配 列 番 号 ２ １ ） で あ っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ６ ３ ℃ で ３ ０ 秒 、 お よ び ７
２ ℃ で ３ ０ 秒 の サ イ ク ル を ３ ５ サ イ ク ル 行 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ２ .０ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上
の ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ り 視 覚 化 し た 。 発 現 の 結
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Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ 核 酸 配 列 の 同 定 （ 図 １ ９ Ａ お よ び １ ９ Ｂ ）

  

Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ 核 酸 配 列 の 同 定 （ 図 ２ ０ Ａ お よ び ２ ０ Ｂ ）

実 施 例 ３
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 組 織 発 現 分 析



果 を 図 １ １ に 示 す 。
【 ０ ２ ５ ６ 】

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 前 日 に Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 を ３ .５ × １ ０ ５ 細 胞 ／ ウ エ ル に て ６ ウ エ
ル プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 細 胞 を 組 織 培 養 フ ラ ス コ 中 、 ３ ７ ℃ に て ５ ％ Ｃ Ｏ ２ で
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 接 種 の 結 果 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 当 日 に は ８ ５ ～ ９ ０ ％ コ
ン フ ル エ ン ト の ウ エ ル と い う 結 果 と な っ た 。 遠 心 分 離 は す べ て １ ５ ｍ ｌ の ポ リ ス チ レ ン 管
（ Ｖ Ｗ Ｒ 、 カ タ ロ グ ＃ ２ １ ０ ０ ８ － ２ １ ２ ） か ま た は ５ ０ ｍ ｌ の ポ リ ス チ レ ン 管 （ Costar
-Corning、 カ タ ロ グ ＃ ２ ５ ３ ３ ９ － ５ ０ ） で 行 っ た 。 Ｏ ｐ ｔ ｉ Ｍ Ｅ Ｍ Ｉ で ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ
に 希 釈 す る こ と に よ り オ リ ゴ フ ェ ク チ ン Ｇ （ Sequitur, Inc.、 ナ チ ッ ク 、 マ サ チ ュ ー セ ッ
ツ ） の １ ０ × ス ト ッ ク を ま ず 調 製 し た 。 つ い で 、 Ｏ ｐ ｔ ｉ Ｍ Ｅ Ｍ Ｉ  １ ｍ ｌ 当 た り １ ２ .５
ｍ ｌ の オ リ ゴ フ ェ ク チ ン Ｇ を 加 え た 。 脂 質 の 希 釈 ス ト ッ ク を 室 温 で １ ５ 分 間 静 置 し た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
Ｏ ｐ ｔ ｉ Ｍ Ｅ Ｍ Ｉ  １ ｍ ｌ 当 た り １ ０ μ ｌ の オ リ ゴ マ ー （ Sequitur, Inc.） を 加 え る こ と
に よ り 、 Ｏ ｐ ｔ ｉ Ｍ Ｅ Ｍ Ｉ 中 の 各 オ リ ゴ マ ー の １ ０ × ス ト ッ ク （ １ μ Ｍ ） を 調 製 し た 。 等
容 量 の オ リ ゴ マ ー お よ び 脂 質 の １ ０ × 溶 液 を 混 合 し 、 ５ × 混 合 物 と し た 。 室 温 で １ ５ 分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 オ リ ゴ マ ー と 脂 質 と で 複 合 体 を 生 成 さ せ た 。 つ い で 、 オ
リ ゴ マ ー ／ 脂 質 複 合 体 を 、 ５ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 有 す る ４ 容 量 の Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 完 全 増 殖 培 地 （ Clon
etics、 サ ン ジ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア か ら の Ｅ Ｇ Ｍ ブ レ ッ ト （ bullet） キ ッ ト 培 地 ） を 加
え る こ と に よ り １ × に 希 釈 し た 。 つ い で 、 培 地 を 細 胞 （ 低 継 代 数 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 、 Clonetics
） か ら 吸 引 し 、 適 当 な オ リ ゴ マ ー ／ 脂 質 複 合 体 と 置 換 し た （ ６ ウ エ ル プ レ ー ト に つ い て 、
１ .５ ～ ２ ｍ ｌ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 を ウ エ ル 当 た り 用 い た ） 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 で １ ５ ～ １ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ い で 、 Ｔ Ｎ Ｆ
－ α （ R & D systems、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 ミ ネ ソ タ ） を 直 接 、 増 殖 培 地 に 加 え る こ と に よ り
、 細 胞 を １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｔ Ｎ Ｆ － α で ６ 時 間 刺 激 し た 。 オ リ ゴ マ ー の 取 り 込 み を 、 蛍 光
オ リ ゴ マ ー の 取 り 込 み に よ り 顕 微 鏡 で 評 価 し た 。 細 胞 の 生 存 性 を 細 胞 死 染 色 分 析 （ Sequit
ur, Inc.） に よ り 評 価 し た 。 つ い で 、 細 胞 を Ｒ Ｎ Ａ 単 離 お よ び Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 分 析 の た め に
回 収 し た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】

こ の 実 施 例 で は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ オ リ ゴ マ ー ま た は 「 オ リ ゴ 」 ） を 用
い て Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 発 現 の 抑 制 を 決 定 す る 実 験 を 行 っ た 。 好 ま し い ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ベ ー ス ま た は キ メ ラ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ／ リ ボ
ヌ ク レ オ チ ド ベ ー ス の も の で あ り 、 以 下 に 記 載 し て あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 は 、
米 国 特 許 第 ５ ,８ ４ ９ ,９ ０ ２ 号 （ 参 照 の た め そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 引 用 す る ） に 本 質 的 に
記 載 さ れ て い る 化 学 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ マ ー は 以 下 の と お り で あ っ た ：
１ １ ５ ８ ７ ： ５ '－ Ｕ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｕ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｕ Ｃ Ｕ － ３ '（ 配 列 番
号 １ ６ ） お よ び
１ １ ５ ９ ０ ： ５ '－ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｕ Ｕ Ｕ Ａ Ｃ Ｕ Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｕ Ｃ Ｃ Ｕ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ａ － ３ '（ 配 列 番
号 ２ ２ ） 。 １ １ ５ ８ ７ お よ び １ １ ５ ９ ０ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 １ ） に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の み な ら ず 、 ２ つ の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ス
プ ラ イ ス 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ ち Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ （ 配 列 番 号 １ ２ ） お よ び Ｒ Ｅ
Ｔ １ ６ .３ （ 配 列 番 号 １ ４ ） に も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 を 、 ２ .５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の オ リ ゴ フ ェ ク チ ン Ｇ と 複 合 体 を 生 成 し た １ ０ ０ ｎ
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実 施 例 ４
Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

実 施 例 ５
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 発 現 の ア ン チ セ ン ス 抑 制



Ｍ （ 最 終 濃 度 ） の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ マ ー （ １ １ ５ ８ ７ ） ま た は 対 照 オ リ ゴ マ ー （ １ １ ５
９ １ ： Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｕ Ｃ Ｃ Ｕ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ｕ Ｃ Ａ Ｕ Ｕ Ｕ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ ） （ 配 列 番 号 ２ ３ ） で ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 開 始 の ４ 時 間 後 、 実 施 例 ４ に 記 載 の よ う に
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 を 細 胞 か ら 吸 引 し 、 完 全 増 殖 培 地 で 置 換 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 開 始 の １ ８ 時 間 後 、 細 胞 を Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ （ １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） で ６ 時 間 刺 激 し た
。 刺 激 後 、 細 胞 を グ ア ニ ジ ニ ウ ム 緩 衝 液 で 溶 解 し 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を 溶 解 液 か ら 単 離 し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】

ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 （ 実 施 例 ５ 参 照 ） を 上 記 増 殖 条 件 （
実 施 例 ３ 参 照 ） に よ り ２ ４ ウ エ ル プ レ ー ト で 維 持 し た 。 培 地 を 交 換 す る こ と な く 細 胞 を １
０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ で ６ 時 間 処 理 し た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
処 理 期 間 の 後 、 培 地 を 除 去 し 、 プ レ ー ト を ４ ℃ Ｐ Ｂ Ｓ （ Gibco BRL、 グ ラ ン ド ア イ ラ ン ド
、 ニ ュ ー ヨ ー ク ） で ２ 回 洗 浄 し 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ０ .５ ％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド で ４ ℃ に
て １ ０ 分 間 固 定 し た 。 つ い で 、 プ レ ー ト を 穏 や か に 軽 く 叩 い て 固 定 溶 液 を 除 去 し 、 ２ ０ ｍ
Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ３ ％ ヤ ギ 血 清 （ ２ ０ ０ μ ｌ ； ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 ） を 加 え
た 。 つ い で 、 プ レ ー ト を 軽 く 叩 き 、 ビ オ チ ン 化 抗 Ｅ － セ レ ク チ ン （ R & D Systems、 ミ ネ
ア ポ リ ス 、 ミ ネ ソ タ ） を ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 中 に ０ .２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ に て ３ ７ ℃ で １ 時 間
加 え た 。 ウ エ ル を 冷 Ｐ Ｂ Ｓ で ４ 回 洗 浄 し た 。 つ い で 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 中 の １ ０ ０ μ ｌ
／ ウ エ ル の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ １ ： ４ ０ ０
０ 希 釈 ； Vector Labs SA-5004） を 加 え 、 つ い で ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ
い で 、 ウ エ ル を 冷 Ｐ Ｂ Ｓ で ４ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
つ い で 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｍ Ｂ 発 色 試 薬 （ Sigma T8540） を 加 え 、 発 色 完 了 後 、 １ ０ ０ μ ｌ
の １ Ｎ  Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ で 反 応 を 停 止 さ せ た 。 発 色 試 薬 を ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト に 移 し た 後 、 マ
ル チ ウ エ ル プ レ ー ト リ ー ダ ー で Ｏ Ｄ ４ ５ ０ を 読 み 取 っ た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】

Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た は 核 酸 配 列 、 ま た は そ
の 部 分 を 用 い 、 天 然 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 発 現 を 低 減 ま た は 抑 制 さ せ る 。 約 １ ５ ～ ３ ５ 塩 基 対 を
含 む ア ン チ セ ン ス ま た は 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 を 記 載 し て あ る が 、 本 質 的 に 同
じ 手 順 が よ り 小 さ な ま た は 大 き な 核 酸 配 列 断 片 に も 用 い る こ と が で き る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン
パ ク 質 の コ ー ド 配 列 に 基 づ く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 た と え ば 図 １ お よ び 図 ４ Ａ 、 ま た は 配
列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ に 示 す も の を 用 い て 天 然 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 発 現 を 抑 制 す る 。 相 補
的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に 最 も 独 特 の ５ '配 列 か ら デ ザ イ ン し 、 コ ー ド 配 列 へ の
プ ロ モ ー タ ー の 結 合 を 妨 害 す る こ と に よ り 転 写 を 抑 制 す る か 、 ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク
質 コ ー ド 転 写 物 へ の リ ボ ソ ー ム の 結 合 を 妨 害 す る こ と に よ り 翻 訳 を 抑 制 す る の に 用 い る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ の シ グ ナ ル お よ び ５ '配 列 の 適 当 な 部 分 を 用 い 、 有 効 な ア ン
チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 図 ２ ま た は 図 ４ に 示 す ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル ま た は ５
'コ ー ド 配 列 に 翻 訳 す る 領 域 に ま た が る 約 １ ５ ～ ３ ５ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か を 含 ん で い
る 。 適 当 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の デ ザ イ ン は 、 Ｏ Ｌ Ｉ Ｇ Ｏ ４ .０ ６ ソ フ ト ウ エ ア お よ び Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ お よ び 配 列 番 号 ５ ） を 用 い て 行
う 。 幾 つ か の 目 的 の た め に は 、 マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ） ま た は ラ ッ ト Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ） を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
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実 施 例 ６
Ｔ Ｎ Ｆ － α 刺 激 し た Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 ： Ｅ － セ レ ク チ ン 発 現 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 検 出

実 施 例 ７
相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

実 施 例 ８
ノ ー ザ ン 分 析



ノ ー ザ ン 分 析 は 遺 伝 子 の 転 写 物 の 存 在 を 検 出 す る の に 用 い 、 特 定 の 細 胞 ま た は 組 織 型 か ら
の Ｒ Ｎ Ａ を 結 合 し た メ ン ブ レ ン へ の 標 識 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含
む （ J. Sambrookら 、 上 掲 を 参 照 ） 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ S. F. Altschul, 1993, J. Mol. Rvol.
, 36: 290-300お よ び S. F. Altschulら 、 1990, J. Mol. Evol., 215: 403-410） を 用 い た
類 似 の コ ン ピ ュ ー タ ー 法 を 用 い 、 ジ ー ン バ ン ク や Ｌ Ｉ Ｆ Ｅ Ｓ Ｅ Ｑ デ ー タ ベ ー ス （ Incyte P
harmaceuticals） な ど の ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス 中 の 同 一 ま た は 関 連 す る 分 子 を サ ー チ
す る 。 こ の 分 析 は 、 複 数 の メ ン ブ レ ン ベ ー ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う も の に 比 べ
て 遥 か に 迅 速 で 労 力 も 少 な く て す む 。 さ ら に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー サ ー チ の 感 度 を 変 更 し て 、
特 定 の マ ッ チ ン グ が 正 確 な （ 同 一 の ） ま た は 相 同 の も の と し て 分 類 で き る か を 決 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
サ ー チ の 基 礎 は プ ロ ダ ク ト ス コ ア （ product score） で あ り 、 以 下 の 定 義 に よ る ： （ ％ 配
列 同 一 性 × 最 大 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ス コ ア ） ／ １ ０ ０ 。 プ ロ ダ ク ト ス コ ア は 、 ２ つ の 配 列 間 の 類 似
性 の 程 度 お よ び 配 列 マ ッ チ ン グ の 長 さ の 両 者 を 考 慮 す る 。 た と え ば 、 ４ ０ の プ ロ ダ ク ト ス
コ ア で は マ ッ チ ン グ は １ ～ ２ ％ の 誤 差 内 で 正 確 で あ ろ う ； ７ ０ の プ ロ ダ ク ト ス コ ア で は 正
確 で あ ろ う 。 相 同 な 分 子 は 、 通 常 、 １ ５ ～ ４ ０ の プ ロ ダ ク ト ス コ ア を 示 す も の を 選 択 す る
こ と に よ り 同 定 す る が 、 よ り 低 い ス コ ア も 関 連 分 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 ノ ー ザ ン 分
析 の 結 果 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ を コ ー ド す る 転 写 物 が 存 在 す る ラ イ ブ ラ リ ー の リ ス ト と し て 報 告
さ れ る 。 存 在 量 お よ び パ ー セ ン ト 存 在 量 も 報 告 さ れ る 。 存 在 量 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 中
に 示 さ れ る 特 定 の 転 写 物 の 回 数 を 直 接 反 映 し て お り 、 パ ー セ ン ト 存 在 量 は 存 在 量 を ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ラ イ ブ ラ リ ー で 調 べ た 配 列 の 総 数 で 除 し た も の で あ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】

マ イ ク ロ ア レ イ の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る た め 、 た と え ば 配 列 番 号 １ ま た は
配 列 番 号 ３ を コ ン ピ ュ ー タ ー ア ル ゴ リ ズ ム （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ３ '末 端 か ら 開 始 す る ）
を 用 い て 調 べ る 。 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 遺 伝 子 に 独 特 で あ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し
た 範 囲 の Ｇ Ｃ 含 量 を 有 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 妨 害 す る 予 測 さ れ た 二 次 構 造 を 欠 く
所 定 の 長 さ の オ リ ゴ マ ー を 同 定 す る 。 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 長 さ が ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ ち ２ ０ － ｍ ｅ ｒ を 同 定 す る 。 各 配 列 の 中 央 の １ の ヌ ク レ オ チ
ド を 変 え た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の マ ッ チ ン グ し た セ ッ ト を 生 成 す る 。 こ の プ ロ セ ス を 各 遺
伝 子 に つ い て マ イ ク ロ ア レ イ で 繰 返 し 、 蛍 光 ま た は 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 下 で ２ ０ －
ｍ ｅ ｒ の 二 重 の セ ッ ト を 合 成 し 、 基 体 の 表 面 に 配 置 す る 。 基 体 が シ リ コ ン チ ッ プ の 場 合 は
、 光 照 射 （ light-directed） 化 学 プ ロ セ ス を 沈 着 に 用 い る （ Ｗ Ｏ ９ ５ ／ １ １ ９ ９ ５ 、 M. C
heeら 、 ） 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
あ る い は 、 化 学 カ ッ プ リ ン グ 法 お よ び イ ン ク ジ ェ ッ ト デ バ イ ス を 用 い て オ リ ゴ マ ー を 基 体
表 面 上 に 合 成 す る （ Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２ ５ １ １ ６ 、 J. D. Baldeschweilerら ） 。 他 の 別 法 と し て
、 ド ッ ト （ ま た は ス ロ ッ ト ） ブ ロ ッ ト と 類 似 の 「 グ リ ッ ド 化 （ gridded） 」 ア レ イ を 用 い
、 た と え ば 真 空 シ ス テ ム 、 ま た は 熱 、 Ｕ Ｖ 、 機 械 的 、 ま た は 化 学 的 な 結 合 法 を 用 い て ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 基 体 表 面 上 に 配 置 お よ び 結 合 す る 。 典 型 的 な ア レ イ
は 手 で 、 ま た は 利 用 で き る 材 料 お よ び 装 置 を 用 い て 製 造 す る こ と が で き 、 ８ ド ッ ト 、 ２ ４
ド ッ ト 、 ９ ６ ド ッ ト 、 ３ ８ ４ ド ッ ト 、 １ ５ ３ ６ ド ッ ト 、 ま た は ６ １ ４ ４ ド ッ ト の グ リ ッ ド
を 含 ん で い て よ い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 洗 浄 し て ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し て い な い プ ロ ー ブ を 除 去 し 、 検 出 デ バ イ ス を 用 い て 放 射 能 ま た は 蛍 光 の レ ベ ル お よ び
パ タ ー ン を 決 定 す る 。 検 出 デ バ イ ス は 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム の よ う に 簡 単 な も の で あ っ て も 、 光
ス キ ャ ニ ン グ 装 置 の よ う に 複 雑 な も の で あ っ て も よ い 。 ス キ ャ ニ ン グ し た 蛍 光 像 を 調 べ 、
マ イ ク ロ ア レ イ 中 の 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 性 の 程 度 お よ び 相 対 的 な 存 在 量 ／ 発
現 レ ベ ル を 決 定 す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
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マ イ ク ロ ア レ イ



天 然 の ま た は 組 換 え の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ に
由 来 す る ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
り 実 質 的 に 精 製 す る 。 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 抗 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 を
活 性 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 、 た と え ば Ｃ Ｎ Ｂ ｒ 活 性 化 Ｓ Ｅ Ｐ Ｈ Ａ Ｒ Ｏ Ｓ Ｅ （ Amersham
 Pharmacia Biotech） に 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 構 築 す る 。 結 合 後 、 製 造 業 社 の 指 示 に
従 っ て 樹 脂 を ブ ロ ッ キ ン グ し 、 洗 浄 す る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 培 地 を イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 し 、 カ ラ ム を Ｒ Ｅ
Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 優 先 的 な 吸 着 が 可 能 な 条 件 下 （ た と え ば 、 界 面 活 性 剤 の 存 在 下 の 高
イ オ ン 強 度 の 緩 衝 液 ） で 洗 浄 す る 。 カ ラ ム を 抗 体 ／ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド 結 合 を 破 壊 す
る 条 件 下 （ た と え ば 、 ｐ Ｈ ２ ～ ３ の 緩 衝 液 、 ま た は 尿 素 や チ オ シ ア ン 酸 イ オ ン な ど の 高 濃
度 の カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 ） で 溶 出 し 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】

Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 断 片 を １ ２ ５ Ｉ  Bolton-Hunter試 薬 （ Boltonら 、
1973, Biochem. J., 133: 529） で 標 識 す る 。 マ ル チ ウ エ ル プ レ ー ト の ウ エ ル 中 に 前 も っ
て ア レ イ に 並 べ た 候 補 分 子 を 標 識 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗
浄 し 、 標 識 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド － 候 補 分 子 の 複 合 体 を 有 す る ウ エ ル を ア ッ セ イ す る 。
濃 度 の 異 な る Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 得 た デ ー タ を 用 い 、 候 補 分 子 と Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
ポ リ ペ プ チ ド と の 数 、 親 和 性 お よ び 結 合 の 値 を 計 算 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ま た は 他 の 分 子 を 同 定 す る
の に 適 し た 他 の 方 法 と し て は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド 系 な ど の リ ガ ン ド
結 合 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】

本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ ま た は Ｒ Ｅ
Ｔ １ ６ .３ ポ リ ペ プ チ ド に 対 応 す る Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 欠 失 変 異 体 （ Ｎ 末 端 お よ び Ｃ 末 端
欠 失 の 組 み 合 わ せ に 加 え て ） の 生 成 を 包 含 す る 。 そ の よ う な 変 異 体 を 生 成 す る た め に 多 く
の 方 法 が 当 業 者 に 利 用 で き る 。 そ の よ う な 方 法 と し て は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 と 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン
グ 法 と の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。 分 子 生 物 学 の 当 業 者 で あ れ ば 、 本 明 細 書 に 提 供 す る ま
た は 言 及 す る 方 法 、 お よ び ／ ま た は 標 準 法 と し て 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 他 の 方 法 に よ り
、 本 発 明 の 各 欠 失 変 異 体 を 容 易 に 生 成 で き る で あ ろ う が 、 以 下 に 例 示 の 方 法 を 記 載 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
簡 単 に 説 明 す る と 、 完 全 長 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ 、 ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 単 離 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 用 い 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 ま た
は 配 列 番 号 １ ４ の 所 望 の ５ 'お よ び ３ '位 に 由 来 す る 約 １ ５ ～ ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド の 適 当 な プ
ラ イ マ ー を デ ザ イ ン し て Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る こ と が で き 、 引 き 続 き 意 図 す る Ｎ 末 端 お よ び ／ ま
た は Ｃ 末 端 欠 失 変 異 体 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な プ ラ イ マ ー は 、 た と
え ば 、 ５ 'お よ び ３ 'プ ラ イ マ ー の た め に そ れ ぞ れ 開 始 コ ド ン お よ び 停 止 コ ド ン を 含 ん で い
て よ い 。 そ の よ う な プ ラ イ マ ー は ま た 、 増 幅 後 の 欠 失 変 異 体 の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る
た め に 制 限 部 位 を 含 ん で い て も よ い 。 さ ら に 、 プ ラ イ マ ー は ま た 、 た と え ば フ ラ グ － タ グ
配 列 、 コ ザ ッ ク 配 列 、 ま た は 本 明 細 書 で 検 討 お よ び ／ ま た は 言 及 す る 他 の 配 列 な ど の 付 加
的 な 配 列 を 含 ん で い て よ い 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
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実 施 例 １ ０
特 異 的 抗 体 を 用 い た 天 然 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 の 精 製

実 施 例 １ １
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 分 子 の 同 定

実 施 例 １ ２
本 発 明 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ ポ リ ペ プ チ ド に 対 応 す る Ｎ
末 端 ま た は Ｃ 末 端 欠 失 変 異 体 の 製 造 方 法



以 下 に 代 表 的 な Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 条 件 を 記 載 す る が 、 当 業 者 で あ れ ば 効 率 的 な 増 幅 の た め に 他 の
条 件 が 必 要 で あ り 、 用 い る こ と が で き る こ と を 評 価 す る で あ ろ う 。 １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ 反
応 混 合 物 を 、 １ ０ ｎ ｇ の 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ （ す な わ ち 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ 、 ま た は
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン ） 、 ２ ０ ０ μ Ｍ の ４ ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ μ Ｍ の プ ラ イ マ ー 、
０ .２ ５ Ｕ の Ｔ ａ ｑ  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Ｐ Ｅ ） 、 お よ び 標 準 Ｔ ａ ｑ  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ 緩 衝 液 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 典 型 的 な Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル 条 件 は 以 下 の と お り で
あ る ：
２ ０ ～ ２ ５ サ イ ク ル ： ４ ５ 秒 、 ９ ３ ℃
２ 分 、 ５ ０ ℃
２ 分 、 ７ ２ ℃
１ サ イ ク ル ： 　 　 　 　 １ ０ 分 、 ７ ２ ℃
Ｐ Ｃ Ｒ の 最 後 の 伸 長 工 程 の 後 、 ５ Ｕ の Klenow断 片 を 加 え 、 ３ ０ ℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
断 片 を Ｎ ｏ ｔ Ｉ お よ び Ｓ ａ ｌ Ｉ 制 限 酵 素 で 消 化 後 、 同 様 に 消 化 し て お い た 適 当 な 発 現 お よ
び ／ ま た は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ た と え ば 、 と り わ け ｐ Ｓ ｐ ｏ ｒ ｔ １ ） に 断 片 を ク ロ ー
ニ ン グ す る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 他 の プ ラ ス ミ ド も 同 様 に 置 換 す る こ と が で き
、 あ る 場 合 に は 望 ま し い こ と を 評 価 す る で あ ろ う 。 消 化 し た 断 片 お よ び ベ ク タ ー を Ｄ Ｎ Ａ
リ ガ ー ゼ を 用 い て ラ イ ゲ ー ト し 、 つ い で 本 明 細 書 に 記 載 し た お よ び ／ ま た は 当 該 技 術 分 野
で 知 ら れ た 方 法 を 用 い て コ ン ピ テ ン ト な 大 腸 菌 細 胞 を 形 質 転 換 す る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
付 加 的 な Ｎ 末 端 欠 失 変 異 体 を 増 幅 す る た め の ５ 'プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 下 記 式 を 参 照 し て 決
定 す る こ と が で き る ：
（ Ｓ ＋ （ Ｘ ＊ ３ ） ） か ら （ （ Ｓ ＋ （ Ｘ ＊ ３ ） ） ＋ ２ ５ ）
［ 式 中 、 「 Ｓ 」 は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ 遺 伝 子 （ す な わ ち
、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 ま た は 配 列 番 号 １ ４ ） の 開 始 コ ド ン の 最 初 の ヌ ク レ オ チ ド
位 置 に 等 し く 、 「 Ｘ 」 は 意 図 す る Ｎ 末 端 欠 失 変 異 体 の 最 も Ｎ 末 端 側 の ア ミ ノ 酸 に 等 し い ］
。 第 一 の 項 は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 ま た は 配 列 番 号 １ ４ の セ ン ス 鎖 に 対 応 す る ５
'プ ラ イ マ ー の 開 始 ５ 'ヌ ク レ オ チ ド 位 置 を 提 供 し 、 第 二 の 項 は ５ 'プ ラ イ マ ー の 終 了 ３ 'ヌ
ク レ オ チ ド 位 置 を 提 供 す る 。 プ ラ イ マ ー の 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 位 置 が 決 定 さ れ た ら 、 た
と え ば 配 列 の ５ '末 端 に 適 用 可 能 な 制 限 部 位 配 列 を 付 加 す る こ と に よ り 最 終 的 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 生 成 す る こ と が で き る 。 こ こ で 記 載 し た よ う に 、 ５ 'プ ラ イ マ ー へ の 他 の 配 列
の 付 加 は 、 あ る 場 合 に は 望 ま し い し 、 お よ び ／ ま た は 用 い る こ と が で き る （ た と え ば 、 コ
ザ ッ ク 配 列 な ど ） 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
付 加 的 な Ｎ 末 端 欠 失 変 異 体 を 増 幅 す る た め の ３ 'プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 下 記 式 を 参 照 し て 決
定 す る こ と が で き る ：
（ Ｓ ＋ （ Ｘ ＊ ３ ） ） か ら （ （ Ｓ ＋ （ Ｘ ＊ ３ ） ） － ２ ５ ）
［ 式 中 、 「 Ｓ 」 は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ 遺 伝 子 （ 配 列 番 号
１ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 ま た は 配 列 番 号 １ ４ ） の 開 始 コ ド ン の 最 初 の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に 等 し
く 、 「 Ｘ 」 は 意 図 す る Ｎ 末 端 欠 失 変 異 体 の 最 も Ｃ 末 端 側 の ア ミ ノ 酸 に 等 し い ］ 。 第 一 の 項
は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 ま た は 配 列 番 号 １ ４ の ア ン チ セ ン ス 鎖 に 対 応 す る ３ 'プ
ラ イ マ ー の 開 始 ５ 'ヌ ク レ オ チ ド 位 置 を 提 供 し 、 第 二 の 項 は ３ 'プ ラ イ マ ー の 終 了 ３ 'ヌ ク
レ オ チ ド 位 置 を 提 供 す る 。 プ ラ イ マ ー の 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 位 置 が 決 定 さ れ た ら 、 た と
え ば 配 列 の ５ '末 端 に 適 用 可 能 な 制 限 部 位 配 列 を 付 加 す る こ と に よ り 最 終 的 な ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 生 成 す る こ と が で き る 。 こ こ で 記 載 し た よ う に 、 ３ 'プ ラ イ マ ー へ の 他 の 配 列 の
付 加 は 、 あ る 場 合 に は 望 ま し い し 、 お よ び ／ ま た は 用 い る こ と が で き る （ た と え ば 、 コ ザ
ッ ク 配 列 な ど ） 。 当 業 者 で あ れ ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 最 適 化 す る た め に 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 位 置
の 改 変 を 使 用 で き る こ と を 評 価 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ８ １ 】
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本 発 明 の Ｃ 末 端 欠 失 変 異 体 を 増 幅 す る た め の ５ 'お よ び ３ 'プ ラ イ マ ー 配 列 を 同 定 す る に 際
し て 、 上 記 の 同 じ 一 般 式 を 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の Ｎ 末 端 お よ び Ｃ 末 端 欠
失 変 異 体 の 組 み 合 わ せ を 増 幅 す る た め の ５ 'お よ び ３ 'プ ラ イ マ ー 配 列 を 同 定 す る に 際 し て
も 、 上 記 の 同 じ 一 般 式 を 用 い る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 最 適 化 す る
た め に 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 の 改 変 を 使 用 で き る こ と を 評 価 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
あ る い は 、 本 発 明 の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 ま
た は 配 列 番 号 １ ５ の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ ポ リ ペ プ チ ド の
内 部 領 域 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ た と え ば 、 Ｎ お よ び Ｃ の 両 末 端 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ 、 ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ ポ リ ペ プ チ ド 欠 失 の 組 み 合 わ せ ） を 包 含 す る 。 た と
え ば 、 内 部 領 域 は 、 式 ： ア ミ ノ 酸 Ｎ Ｘ か ら ア ミ ノ 酸 Ｃ Ｘ ［ こ こ で Ｎ Ｘ は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１
、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ 、 ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ （ 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 ま た は 配 列 番 号 １
５ ） の Ｎ 末 端 欠 失 ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Ｃ Ｘ は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２
、 ま た は Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ （ 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 ま た は 配 列 番 号 １ ５ ） の Ｃ 末 端 欠
失 ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 で あ る ］ に よ り 定 義 す る こ と が で き る 。 こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 提 供 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の 本 明 細 書
に 記 載 す る 免 疫 原 お よ び ／ ま た は 抗 原 性 エ ピ ト ー プ と し て の 使 用 を も 包 含 す る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
本 明 細 書 に 引 用 し た 全 て の 特 許 、 特 許 出 願 、 公 開 さ れ た Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 お よ び 論 説 、 書 籍 、 参
照 文 献 、 参 照 マ ニ ュ ア ル お よ び 要 約 の 内 容 は 、 本 発 明 が 関 連 す る 技 術 分 野 の 状 態 を 一 層 完
全 に 記 載 す る た め に そ の 全 体 を 参 照 の た め 本 明 細 書 に 引 用 す る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
上 記 に 記 載 し た 主 題 に は 本 発 明 の 範 囲 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 種 々 の 改 変 を な す
こ こ と が で き る の で 、 上 記 の 記 載 に 含 ま れ る 、 ま た は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 定 め る 主 題
は 全 て 本 発 明 を 説 明 す る に す ぎ な い も の と 解 釈 さ れ る こ と を 意 図 し て い る 。 上 記 の 教 示 に
照 ら し て 本 発 明 の 多 く の 改 変 お よ び 変 更 が 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ８ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 予 測 さ れ た ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 転 写 物 の 完 全 長 配 列 を 含 む 、 本 発 明 の ヒ ト Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６  Ｄ Ｎ Ａ の １ ８ １ ８ ｂ ｐ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を 示 す 。 図 １ の 核
酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） は 、 本 明 細 書 に お い て 配 列 番 号 ３ と し て 示 す １ ５ ３ ２ ｂ ｐ の ヒ ト Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 図 ４ Ａ ） 並 び に さ ら な る
３ 'お よ び ５ '配 列 を 含 む 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の コ ー ド 配 列 （ Ｃ Ｄ Ｓ ） は 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ
ド １ ４ ８ ～ ヌ ク レ オ チ ド １ ５ ７ ５ に 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 配 列 番 号 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ２ ） を 示 す 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 、 す な わ ち Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ の 予 測 さ れ る 分 子 量 は ５ ２ .
８ キ ロ ダ ル ト ン （ Ｋ ｄ ） で あ る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） お よ び １ ８
１ ８ ｂ ｐ の ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 配 列 の 導 か れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） の 両 者 を 示 す 。 図
に 示 す よ う に 、 コ ー ド 配 列 は 配 列 番 号 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 番 号
１ ４ ８ ～ １ ５ ０ の Ａ Ｔ Ｇ （ メ チ オ ニ ン ） 開 始 コ ド ン か ら 始 ま る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ は 、 配 列 番 号 ３ の ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ
） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 図 ４ Ｂ は 、 配 列 番 号 ３ の Ｏ Ｒ Ｆ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ） を 示 す 。
図 ４ Ｃ は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ６ ３ ０ 塩 基 対 の 部 分 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ） を 示
す 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
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【 図 ５ 】 図 ５ は 、 マ ウ ス 由 来 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 す な わ ち マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ
１ ６ オ ー ソ ロ グ （ 配 列 番 号 ６ ） を 示 す 。 マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の コ ー ド 配 列 （ Ｃ Ｄ Ｓ ） は 、 配
列 番 号 ６ の ヌ ク レ オ チ ド １ ９ ～ ヌ ク レ オ チ ド １ ４ ４ ３ に 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ） に
よ っ て コ ー ド さ れ る マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ） を 示 す
。 マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 予 測 さ れ た 分 子 量 は ５ １ .８ Ｋ ｄ で あ る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
【 図 ７ 】 図 ７ Ａ ～ ７ Ｄ は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 に 対 応 す る 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で プ ロ ー ブ し た １ ０
日 間 の 多 組 織 ノ ー ザ ン （ Ｍ Ｔ Ｎ ） を 示 す （ 実 施 例 １ Ｈ を 参 照 ） 。 １ .８ ｋ ｂ 転 写 物 が 幾 つ
か の 組 織 で 検 出 さ れ た 。 図 ７ Ａ は 、 ヒ ト Ｍ Ｔ Ｎ ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 し 、 全 て の 組 織 で Ｒ Ｅ
Ｔ １ ６ 転 写 物 が 種 々 の レ ベ ル で 検 出 さ れ た 。 図 ７ Ａ で は 、 発 現 は 腎 臓 、 膵 臓 お よ び 心 臓 で
最 も 高 く 、 胎 盤 、 骨 格 筋 お よ び 肝 臓 で は 一 層 低 い 発 現 レ ベ ル が 観 察 さ れ 、 肺 お よ び 脳 で は
さ ら に 低 い レ ベ ル が 観 察 さ れ た 。 図 ７ Ｂ は 、 ヒ ト Ｍ Ｔ Ｎ ブ ロ ッ ト IIの 結 果 を 示 し 、 全 て の
組 織 で Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 転 写 物 が 種 々 の レ ベ ル で 検 出 さ れ た 。 図 ７ Ｂ で は 、 発 現 は 精 巣 で 最 も 高
く 、 卵 巣 、 前 立 腺 お よ び 脾 臓 で は 一 層 低 い 発 現 レ ベ ル が 観 察 さ れ 、 胸 腺 、 小 腸 、 結 腸 お よ
び 末 梢 血 白 血 球 で は さ ら に 低 い レ ベ ル が 観 察 さ れ た 。 図 ７ Ｃ は 、 ヒ ト Ｍ Ｔ Ｎ ブ ロ ッ ト III
の 結 果 を 示 し 、 殆 ど の 組 織 で Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 転 写 物 が 検 出 さ れ た 。 図 ７ Ｃ で は 、 発 現 は 甲 状 腺
で 最 も 高 く 、 胃 、 脊 髄 、 リ ン パ 節 、 気 管 お よ び 副 腎 で は 一 層 低 い 発 現 レ ベ ル が 観 察 さ れ た
。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 転 写 物 は 骨 髄 で は 実 質 的 に 検 出 で き な か っ た が 、 よ り 大 き な 約 ２ .４ ｋ ｂ 転
写 物 は 骨 髄 で 検 出 さ れ た 。 図 ７ Ｄ は 、 ヒ ト 癌 細 胞 株 Ｍ Ｔ Ｎ ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 し 、 幾 つ か
の 腫 瘍 株 で Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 転 写 物 が 検 出 さ れ た 。 図 ７ Ｄ で は 、 発 現 は バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 細 胞
株 Ｒ Ａ Ｊ Ｉ で 最 も 高 く 、 黒 色 腫 細 胞 株 Ｇ － ３ ６ １ お よ び 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 株 Ｋ － ５ ６
２ で は 一 層 低 い 発 現 レ ベ ル が 観 察 さ れ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ  Ｓ ３ 、 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 Ｍ Ｏ Ｌ Ｔ －
４ お よ び 結 腸 直 腸 腺 癌 Ｓ Ｗ ４ ８ ０ 細 胞 株 で は さ ら に 低 い レ ベ ル が 観 察 さ れ た 。 前 骨 髄 性 白
血 病 Ｈ Ｌ － ６ ０ 細 胞 株 お よ び 肺 癌 腫 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 株 で は 検 出 し う る 発 現 は 観 察 さ れ な か っ
た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ マ ー を 用 い た Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 発 現 の 抑 制 の 結 果 を 示 す 。
図 ８ に 示 し て あ る の は 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 に 正 規 化 し た 後 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６  ｍ Ｒ Ｎ Ａ
発 現 の レ ベ ル で あ る 。 各 棒 グ ラ フ は 、 ３ 回 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 平 均 ± 標 準 偏 差 を 示
す 。 対 照 オ リ ゴ マ ー （ ７ ６ .６ ％ ） と 比 べ て オ リ ゴ マ ー １ １ ５ ８ ７ で は 強 い 抑 制 が 観 察 さ
れ た （ 実 施 例 ５ 参 照 ） 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 ア ン チ セ ン ス Ｅ － セ レ ク チ ン お よ び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ る Ｅ － セ レ ク チ ン タ ン パ ク 質 発 現 の 抑 制 が Ｔ Ｎ Ｆ 刺
激 Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 に 及 ぼ す 影 響 を 決 定 す る た め に 行 っ た 試 験 の 結 果 を 示 す 。 細 胞 を 、 実 施
例 ６ に 記 載 す る よ う に ア ン チ セ ン ス ま た は 対 照 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し た 。 つ い で 、 細 胞 を Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ で ６ 時 間 刺 激 し 、 Ｅ － セ レ ク チ ン の 細 胞 表 面
発 現 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ に よ り 決 定 し た （ 実 施 例 ６ 参 照 ） 。 図 ９ で は 、 棒 グ ラ フ は Ｈ Ｖ
Ｅ Ｃ の 表 面 上 で の Ｅ － セ レ ク チ ン の 相 対 発 現 を 示 す 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ Ａ ～ 図 １ ０ Ｅ は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 と 他 の 既 知 の お よ び 新 た
に 提 供 さ れ た 配 列 と の 種 々 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 配 列 残 基 間 の 垂 直 の 線 は ア ミ ノ 酸 の
同 一 を 示 す 。 配 列 残 基 間 の ２ つ の 点 は ア ミ ノ 酸 の 類 似 を 示 す 。 配 列 残 基 間 の １ つ の 点 は ア
ミ ノ 酸 の 非 類 似 を 示 す 。 PileUpを SEQ-WEB GCG、 Blosum62ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス 、 ギ
ャ ッ プ 生 成 ペ ナ ル テ ィ （ gap creation penalty） ８ 、 お よ び ギ ャ ッ プ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ （ ga
p extension penalty） ２ で 行 っ て マ ル チ プ ル シ ー ク エ ン ス ア ラ イ ン メ ン ト を 生 成 し た 。
当 業 者 に は 理 解 さ れ る で あ ろ う よ う に 、 PileUpは Fengお よ び Doolittle（ 1987, J. Mol. E
vol., 25: 351-360） の プ ロ グ レ ッ シ ブ ア ラ イ ン メ ン ト の 簡 略 化 を 用 い て マ ル チ プ ル シ ー
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ク エ ン ス ア ラ イ ン メ ン ト を 生 成 す る 。 使 用 し た 方 法 は Higginsお よ び Sharpに よ っ て 記 載 さ
れ た も の （ 1989, CABIOS, 5: 151-153） に 似 て い る 。 特 に 、 図 １ ０ Ａ は 、 配 列 番 号 ２ ま た
は 配 列 番 号 ４ か ら の ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 （ 上 段 ） と Podospora anserinaの
Ｈ ｅ ｔ － Ｅ － １ ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 （ 配 列 の 下 段 ） と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 ｈ ｅ
ｔ － ｅ － １ 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る Podospora anserinaベ ー タ ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン 様
タ ン パ ク 質 の 刊 行 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 １ ０ と し て 提 供 し て あ る 。 図 １ ０ Ｂ は 、
配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ か ら の ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 （ 上 段 ） と Thermo
monospora curvataの Ｐ Ｋ Ｗ Ａ ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 （ 配 列 の 下 段 ） と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン
ト を 示 す 。 Thermomonospora curvata Ｐ Ｋ Ｗ Ａ （ ｐ ｋ ｗ Ａ ） 遺 伝 子 （ 受 託 番 号 Ａ Ｆ １ １ ５
３ １ ３ ） の 刊 行 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 １ １ と し て 提 供 し て あ る 。 図 １ ０ Ｃ は 、 ヒ
ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ ） （ 上 段 ） と マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６
ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ） （ 下 段 ） と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 図 １ ０ Ｄ は 、 ヒ ト
Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ ） （ 上 段 ） と ラ ッ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ア
ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ９ ） （ 下 段 ） と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 図 １ ０ Ｅ は 、 ヒ ト Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ ） （ 上 段 ） と Podospora anserinaの
Ｈ ｅ ｔ － Ｅ － １ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 中 段 ） ； お よ び Thermomonospora curvataの Ｐ Ｋ Ｗ Ａ ア ミ
ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ １ ） （ 配 列 の 下 段 ） と の マ ル チ プ ル シ ー ク エ ン ス ア ラ イ ン メ ン ト を
示 す 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 様 々 な 組 織 採 取 源 か ら の ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 転 写 物 の 逆 転 写 複 製 連 鎖 反
応 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） 増 幅 を 示 す （ 実 施 例 ３ ） 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 ヒ ト （ ｈ ｕ ） Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 発 現 を 示 す 電 子 ノ ー ザ ン を 示 す 。 「 ク ロ ー
ン カ ウ ン ト 」 は 列 記 し た 組 織 ラ イ ブ ラ リ ー （ Incyteデ ー タ ベ ー ス ） 中 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ク ロ ー
ン の ラ ン ダ ム な 分 析 で Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 配 列 が 出 現 す る 回 数 を 指 し て お り 、 そ れ に よ っ て Ｒ Ｅ Ｔ
１ ６ 遺 伝 子 が 列 記 し た 組 織 で 発 現 さ れ た こ と が 確 認 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 ラ ッ ト か ら 単 離 し た 部 分 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番
号 ８ ） 、 す な わ ち ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 遺 伝 子 の ラ ッ ト オ ー ソ ロ グ を 示 す 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 ラ ッ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番
号 ８ ； 図 １ ３ 参 照 ） に よ っ て コ ー ド さ れ る ラ ッ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ
酸 配 列 （ 配 列 番 号 ９ ） を 示 す 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 図 １ ０ Ａ ～ 図 １ ０ Ｅ に 記 載 し た PileUpプ ロ グ ラ ム を 用 い た 、 ヒ ト （
配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ ） 、 マ ウ ス （ 配 列 番 号 ７ ） お よ び ラ ッ ト （ 配 列 番 号 ９ ） の Ｒ
Ｅ Ｔ １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 の マ ル チ プ ル シ ー ク エ ン ス ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 濃 い 陰 影 の 部 分
は ３ つ の 全 て の オ ー ソ ロ グ で の 保 存 を 示 し 、 一 方 、 淡 い 陰 影 の 部 分 は ２ つ の オ ー ソ ロ グ 間
で の 保 存 を 示 す 。 ラ ッ ト の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は 部 分 的 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の み で あ る こ と に 注 意
。 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は マ ウ ス Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ （ ｍ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ） と ８ ２ .５ ％ 同 一 で あ り 、 部 分
的 な ラ ッ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ （ ｒ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ ） と ９ ２ .９ ％ 同 一 で あ る 。 ｍ ｕ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ は 部 分
的 な ｒ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ と ９ ８ .５ ％ 同 一 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ ス プ ラ イ ス 変 異 体
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の マ ル チ プ ル シ ー ク エ ン ス ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 淡 く 陰 影 を 付 し て 囲
ん だ 部 分 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ で 欠 失 し て い る ア ミ ノ 酸 （ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ の 見 当 た ら な い エ ク
ソ ン ５ ～ ８ で あ る ） を 示 す 。 濃 い 陰 影 を 付 し て 囲 ん だ 部 分 は 、 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ に は 存 在 す
る が 他 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ 配 列 に は 存 在 し な い さ ら な る ア ミ ノ 酸 を 示 す 。
【 ０ ３ ０ １ 】
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ （ 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ ） お よ び マ ウ ス Ｒ Ｅ
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Ｔ １ ６ （ 配 列 番 号 ７ ） ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 の Ｗ Ｄ ド メ イ ン お よ び Ｓ Ａ Ｍ ド メ イ ン の ア ラ イ
ン メ ン ト を 示 す 。 図 示 す る よ う に 、 淡 い 陰 影 の 領 域 は Ｗ Ｄ リ ピ ー ト を 示 し 、 濃 い 陰 影 の 領
域 は Ｓ Ａ Ｍ ド メ イ ン を 示 す 。 同 一 の 残 基 は 囲 ん だ 領 域 に よ っ て 示 し て あ る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ （ Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .１ と も 称 す る ） 、 お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .
２ お よ び Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ ス プ ラ イ ス 変 異 体 の エ ク ソ ン 構 造 を 示 す 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ Ａ お よ び 図 １ ９ Ｂ は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ ス プ ラ イ ス 変 異 体 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ２ ） お よ び コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ３ ） を 示 す
（ 実 施 例 ２ ） 。 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ の コ ー ド 配 列 （ Ｃ Ｄ Ｓ ） は 、 配 列 番 号 １ ２ の ヌ ク レ オ
チ ド １ １ １ ～ ヌ ク レ オ チ ド １ ２ ６ ２ に 含 ま れ る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .２ の 予 測 さ れ た 分 子 量 は ４
２ .７ Ｋ ｄ で あ る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ Ａ お よ び 図 ２ ０ Ｂ は 、 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ ス プ ラ イ ス 変 異 体 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ４ ） お よ び コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ５ ） を 示 す
（ 実 施 例 ２ ） 。 ヒ ト Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ の コ ー ド 配 列 （ Ｃ Ｄ Ｓ ） は 、 配 列 番 号 １ ４ の ヌ ク レ オ
チ ド １ ３ ６ ～ ヌ ク レ オ チ ド １ ６ ４ １ に 含 ま れ る 。 Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ .３ の 予 測 さ れ た 分 子 量 は ５
５ .６ Ｋ ｄ で あ る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 本 発 明 の Ｒ Ｅ Ｔ １ ６ の Ｕ ボ ッ ク ス ド メ イ ン （ 配 列 番 号 ２ ４ ） と タ ン
パ ク 質 Ｐ Ｒ Ｐ １ ９ の Ｕ ボ ッ ク ス ド メ イ ン （ 配 列 番 号 ２ ５ ） と の コ ン セ ン サ ス 残 基 の ア ラ イ
ン メ ン ト を 示 す 。 図 ２ １ に 示 す 保 存 さ れ た コ ン セ ン サ ス 残 基 の 注 釈 は 、 Aravindお よ び Koo
nin, 2002, Current Biology, 10(4): R132-R134か ら 改 変 し て あ る 。
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【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ７ Ｃ 】
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【 図 ７ Ｄ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 ２ １ 】

(66) JP 2004-532619 A 2004.10.28



【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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体，宿主细胞，激动剂，拮抗剂，反义分子和抗体。 描述了筛选人RET16蛋白的调节剂，特别是抑制剂的方法，以及RET16多核
苷酸和多肽在治疗和诊断中的用途。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/785c4149-fd7e-49b7-ba5c-ceb1d4697072



