
(57)【要約】

本発明は、一般に、核酸およびそれらがコードするポリ

ペプチド、特に、その発現が脈管形成において変調され

るＶＣＣ－１の同定に関する。これらの核酸および蛋白

質が、脈管形成において生物学的役割を有するものとし

ては従前には同定されていない。本発明は、さらに、Ｖ

ＣＣ－１の発現および／または活性を変調する化合物に

関する。ＶＣＣ－１発現の変調のための、およびＶＣＣ

－１の発現に関連する病気の治療のためのこれらの化合

物を用いる方法が提供される。また、ＶＣＣ－１関連脈

管形成性障害の診断方法も含まれる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ お よ び 配 列 番 号 ： ５ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ア ミ ノ 酸
配 列 ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ： ２ お よ び 配 列 番 号 ： ５ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ア ミ ノ 酸
配 列 の 変 種 、 こ こ に 、 該 変 種 に お け る １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 成 熟 形 態 の ア ミ ノ 酸 配 列 と
は 異 な り 、 但 し 、 該 変 種 は 該 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら ３ ０ ％ 以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て 異 な り
；
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ： ３ お よ び 配 列 番 号 ： ６ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟
形 態 ；
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ： ３ お よ び 配 列 番 号 ： ６ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟
形 態 の 変 種 、 こ こ に 、 該 変 種 に お け る １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 該 成 熟 形 態 の ア ミ ノ 酸 配 列
と は 異 な り 、 但 し 、 該 変 種 は 該 成 熟 形 態 の ア ミ ノ 酸 配 列 と は 約 ３ ０ ％ 以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基
に お い て 異 な り ； お よ び
　 （ ｅ ） 配 列 番 号 ： ３ お よ び 配 列 番 号 ： ６ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 断 片
；
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ５ お よ び 配 列 番 号 ： ６ よ り
な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 天 然 に 生 じ る 対 立 遺 伝 子 変 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 対 立 遺 伝 子 変 種 が 、 配 列 番 号 ： １ お よ び 配 列 番 号 ： ４ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸
配 列 と は 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド だ け 異 な る 核 酸 配 列 の 翻 訳 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項
２ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 変 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ５ お よ び 配 列 番 号 ： ６ よ り な る 群 か ら 選 択 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 核 酸 配 列 が 、
　 ａ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 配 列 番 号 ： １ ま た は 配 列 番 号 ： ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る か 、 あ る い は 遺 伝 子 暗 号 の 縮 重 を 除 い て は 該 条 件 下 で 該 Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 核 酸 配 列 ；
　 ｂ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は 配 列 番 号 ： ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 相 同
性 を 有 す る 核 酸 配 列 ； お よ び
　 ｃ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は 配 列 番 号 ： ４ の 相 補 体 ；
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 請 求 項 ６ 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 核 酸 分 子 が 天 然 に 生 じ る 対 立 遺 伝 子 核 酸 変 種 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 ６ 記 載
の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 核 酸 分 子 が 配 列 番 号 ： １ お よ び 配 列 番 号 ： ４ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ６ 記 載
の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 ： １ ま た は 配 列 番 号 ： ４ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 と
は 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド だ け 異 な る 請 求 項 ８ 記 載 の 核 酸 分 子 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 該 核 酸 分 子 が 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 配 列 番 号 ： １ ま た は 配 列 番 号 ： ４ よ り な
る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 請 求 項 ６ 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ ま た は １ １ の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 核 酸 分 子 に 操 作 可 能 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を さ ら に 含 む 請 求 項 １ ２ 記 載 の ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ３ 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を も た ら す 条 件 下 で 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 宿 主 細 胞 を 適
当 な 栄 養 条 件 下 で 増 殖 さ せ る こ と を 特 徴 と す る Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 生 産 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 ６ 記 載 の 核 酸 配 列 を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 核 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ： １ お よ び 配 列 番 号 ： ４ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を
含 む 請 求 項 １ ６ 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ５ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ よ り な る 群 か ら 選 択
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 該 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 抗 体 が 抗 体 断 片 で あ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 抗 体 断 片 が Ｆ ｖ 断 片 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 （ Ｆ ａ ｂ ） ２ 断 片 、 お よ び 単 一 鎖 抗 体 よ り な る 群
か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 該 抗 体 が ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ９ 、 ２ ０ 、 ２ １ 、 ２ ２ ま た は ２ ３ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 該 抗 体 が 全 長 ヒ ト 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ９ 、 ２ ０ 、 ２ １ 、 ２ ２ ま た は ２ ５ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 （ ａ ） 試 料 を 供 し ；
　 （ ｂ ） 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 該 試 料 と
を 接 触 さ せ ； 次 い で
　 （ ｃ ） 該 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る 工 程 を 含 み
、
　 そ れ に よ り 、 該 試 料 中 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 （ ａ ） 試 料 を 供 し ；
　 （ ｂ ） 請 求 項 ６ 記 載 の 核 酸 分 子 に 結 合 す る プ ロ ー ブ と 該 試 料 と を 接 触 さ せ ； 次 い で 、
　 （ ｃ ） 該 核 酸 分 子 に 結 合 し た プ ロ ー ブ の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 工 程 を 含 み 、
　 そ れ に よ り 、 該 試 料 中 の 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 試 料 中
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の 請 求 項 ６ 記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド と 該 剤 と 接 触 さ せ ； 次 い で
　 （ ｂ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド に 該 剤 が 結 合 し た か 否 か を 判 断 す る 工 程 を 含 む 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 を 変 調 す る 剤 を 同 定 す る 方 法
で あ っ て 、
　 （ ａ ） 操 作 可 能 に 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 供 し ；
　 （ ｂ ） 該 細 胞 と 該 剤 と を 接 触 さ せ ； 次 い で
　 （ ｃ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 を 該 剤 が 変 調 す る か 否 か を 判 断 す る 工 程 を 含 み
、
　 そ れ に よ り 、 該 ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 に お け る 改 変 が 、 該 剤 が 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 ま た は 活 性 を 変 調 す る こ と 示 す こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 試 料 と 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性
を 変 調 す る の に 十 分 な 量 の 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 と を 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 変 調 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 治 療 ま た は 予 防 が 望 ま れ る 対 象 に 、 該 対 象 に お い て 脈 管 形 成 関 連 障 害 を 治 療 ま た は 予 防
す る の に 十 分 な 量 の 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 脈
管 形 成 関 連 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 治 療 ま た は 予 防 が 望 ま れ る 対 象 に 、 該 対 象 に お い て 脈 管 形 成 関 連 障 害 を 治 療 ま た は 予 防
す る の に 有 効 な 量 の 請 求 項 １ ９ 記 載 の 抗 体 を 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 脈 管 形 成 関 連 障 害
を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物
。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 １ ９ 記 載 の 抗 体 お よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 ３ ３ ま た は ３ ４ 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 癌 で あ る こ と が 疑 わ れ る 細 胞 に 由 来 す る テ ス ト 試 料 中 の 少 な く と も １ つ の 異 な っ て 発 現
さ れ た 遺 伝 子 産 物 を 検 出 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ に 、 該 遺 伝 子 産 物 は 核 酸 配 列 配 列 番 号 ： １
ま た は 配 列 番 号 ： ４ に よ っ て コ ー ド さ れ 、 こ こ に 、 異 な っ て 発 現 さ れ た 産 物 の 検 出 は 、 テ
ス ト 試 料 が 由 来 す る 細 胞 の 癌 状 態 と 関 係 付 け る こ と を 特 徴 と す る 哺 乳 動 物 細 胞 の 癌 状 態 と
関 連 す る 異 な っ て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 試 料 中 の 請 求 項 ６ 記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 該 試 料 を 、 該 核 酸 分 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ
マ ー と 接 触 さ せ ； 次 い で 、
　 （ ｂ ） 該 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー が 該 試 料 中 の 核 酸 分 子 に 結 合 す る か 否 か を 判 断
し て 、 そ れ に よ り 、 試 料 中 の 請 求 項 １ 記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 該 方 法
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 患 者 に お い て 脈 管 形 成 性 障 害 の 進 行 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 第 一 の 時 点 で 患 者 試 料 中 に て マ ー カ ー の 発 現 を 検 出 し 、 こ こ に 、 該 マ ー カ ー は 請
求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド で あ り ；
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　 （ ｂ ） 引 き 続 い て の 時 点 に お い て 工 程 ａ ） を 反 復 し ； 次 い で
　 （ ｃ ） 工 程 ａ ） お よ び ｂ ） に お い て 検 出 さ れ た 発 現 の レ ベ ル を 比 較 し 、 そ れ よ り 、 脈 管
形 成 性 障 害 の 進 行 を モ ニ タ ー す る 工 程 を 含 む 該 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 脈 管 形 成 を 阻 害 す る テ ス ト 化 合 物 の 効 率 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） テ ス ト 化 合 物 に 暴 露 さ れ た 患 者 か ら 得 ら れ た 第 一 の 試 料 中 の マ ー カ ー の 発 現 、 こ こ
に 、 該 マ ー カ ー は 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 お よ び
　 ｂ ） 患 者 か ら 得 ら れ た 第 二 の 試 料 中 の マ ー カ ー の 発 現 、 こ こ に 、 該 試 料 は テ ス ト 化 合 物
に 暴 露 さ れ ず 、 こ こ に 、 第 二 の 試 料 に 対 す る 第 一 の 試 料 に お け る マ ー カ ー の 発 現 の 有 意 に
低 い レ ベ ル は 、 テ ス ト 化 合 物 が 患 者 に お い て 癌 を 阻 害 す る の に 効 果 的 で あ る 指 標 で あ る ；
を 比 較 す る こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 患 者 に お い て 脈 管 形 成 を 阻 害 す る 療 法 の 効 率 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 患 者 に 療 法 の 少 な く と も 一 部 を 供 す る に 先 立 っ て 患 者 か ら 得 ら れ た 第 一 の 試 料 中 の
マ ー カ ー の 発 現 、 こ こ に 、 該 マ ー カ ー は 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、
お よ び
　 ｂ ） 該 療 法 の 一 部 の 提 供 に 続 い て 患 者 か ら 得 ら れ た 第 二 の 試 料 中 の マ ー カ ー の 発 現 、 こ
こ に 、 第 一 の 試 料 に 対 す る 第 二 の 試 料 中 の マ ー カ ー の 発 現 の 有 意 に 低 い レ ベ ル は 、 該 療 法
が 患 者 に お い て 癌 を 阻 害 す る の に 効 果 的 で あ る 指 標 で あ る ；
を 比 較 す る こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 患 者 に お い て 脈 管 形 成 を 阻 害 す る た め の 組 成 物 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 患 者 か ら の 癌 細 胞 を 含 む 試 料 を 得 ；
　 （ ｂ ） 複 数 の テ ス ト 組 成 物 の 存 在 下 で 該 試 料 の ア リ コ ッ ト を 別 々 に 暴 露 し ；
　 （ ｃ ） 該 ア リ コ ッ ト の 各 々 に お け る マ ー カ ー の 発 現 を 比 較 し 、 こ こ に 、 該 マ ー カ ー は 配
列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ５ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ の マ ー カ ー よ り な る 群 か
ら 選 択 さ れ ； 次 い で 、
　 （ ｄ ） 他 の テ ス ト 組 成 物 に 対 す る 、 そ の テ ス ト 組 成 物 を 含 む ア リ コ ッ ト 中 の マ ー カ ー の
発 現 の レ ベ ル を 改 変 す る テ ス ト 組 成 物 を 選 択 す る ；
工 程 を 含 む 該 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 該 ア ン タ ゴ ニ ス ト が ア ン チ セ ン ス 分 子 で あ る 請 求 項 ４ １ 記 載 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 調 節 エ レ メ ン ト に 操 作 可 能 に 連 結 し た Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る 核 酸 を そ の ゲ ノ ム に 組 み
込 ま れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 － ヒ ト 哺 乳 動 物 で あ っ て 、 こ こ に 、 該 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の
発 現 は 同 一 種 の 非 － ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 に 対 し て 該 哺 乳 動 物 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ の レ ベ
ル お よ び 骨 密 度 を 増 加 さ せ 、 こ こ に 、 該 コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 請 求 項 ６ 記 載 の 核 酸 か ら 選 択
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 － ヒ ト 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 該 哺 乳 動 物 が マ ウ ス で あ る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 そ の 内 因 性 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 遺 伝 子 中 に ホ モ 接 合 性 破 壊 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ノ ッ ク ア ウ
ト 非 － ヒ ト 哺 乳 動 物 で あ っ て 、 該 破 壊 は 機 能 的 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 蛋 白 質 の 発 現 を 妨 げ る こ と を 特
徴 と す る 該 非 － ヒ ト 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 ま た は 活 性 の 変 調 と 関 連 付 け ら れ た バ イ オ マ ー カ ー 。
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【 請 求 項 ４ ９ 】
　 Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ７ ５ ８ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 、 Ａ ｎ ｇ － ２ 、 ｕ Ｐ Ａ Ｒ 、 ｕ Ｐ Ａ 、 お よ び ｂ Ｆ Ｇ Ｆ よ
り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の バ イ オ マ ー カ ー 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 変 調 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る テ ス ト 試 料 中 の
少 な く と も １ つ の 異 な っ て 発 現 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ ま
た は ２ 記 載 の 異 な っ て 発 現 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 哺 乳 動 物 テ ス ト 対 象 か ら 検 体 を 供 し て 、 バ イ オ マ ー カ ー 診 断 剤 を 供 し 、
　 バ イ オ マ ー カ ー 参 照 パ ネ ル と 比 較 し 、 次 い で 、
　 該 比 較 に よ っ て 示 さ れ た 該 対 象 に つ い て の 診 断 を 同 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 哺 乳 動 物
テ ス ト 対 象 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ 関 連 障 害 を 診 断 す る た め に バ イ オ マ ー カ ー を 用 い る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 該 バ イ オ マ ー カ ー が Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ７ ５ ８ 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ａ 、 Ａ ｎ ｇ － ２ 、 ｕ Ｐ Ａ Ｒ 、 ｕ Ｐ Ａ
、 お よ び ｂ Ｆ Ｇ Ｆ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 引 用 し て そ の 全 体 を あ た か も こ こ に 記 載 さ れ て い る ご と く 一 体 化 さ せ る 、 ２
０ ０ ２ 年 ４ 月 １ ２ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ７ ２ ， １ ７ ３ 号 に 対 し て 米 国 特 許
法 第 １ １ ９ 条 の 下 で 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 発 明 の 分 野
　 本 出 願 は 、 一 般 、 そ の 発 現 が 脈 管 形 成 に お い て 変 調 さ せ る 、 核 酸 お よ び そ れ ら が コ ー ド
す る ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 に 関 す る 。 こ れ ら の 核 酸 お よ び 蛋 白 質 は 、 以 前 、 脈 管 形 成 に お い
て 生 物 学 的 役 割 を 有 す る こ と は 同 定 さ れ て い な い 。 ま た 、 本 発 明 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対
し て 特 異 性 を 有 す る 抗 体 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は ア ン チ セ ン ス 分 子 に 関 す る 。 本 発 明 は
、 さ ら に 、 そ の よ う な 生 物 学 的 効 果 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に お い て 脈 管 形 成 を 治 療 ま た は
変 調 す る の に 有 用 な 方 法 に 関 す る 。 こ れ は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 創 傷 治 癒 お よ び
癌 を 含 め た 脈 管 形 成 の 診 断 ま た は 治 療 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 さ ら
に 、 本 発 明 は 、 診 断 プ ロ ー ブ ま た は 治 療 剤 と し て の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 の
使 用 、 な ら び に 心 血 管 、 脈 管 形 成 、 腫 瘍 学 的 お よ び 内 皮 障 害 を 含 め た 広 い 範 囲 の 病 理 学 的
状 態 の 治 療 用 の 診 断 プ ロ ー ブ ま た は 治 療 剤 と し て の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 発 明 の 背 景
　 脈 管 形 成 は 、 予 め 存 在 す る 血 管 か ら の 新 し い 毛 細 血 管 の 成 長 で あ り 、 毛 細 血 管 は 、 創 傷
修 復 、 胚 発 生 、 お よ び 固 体 腫 瘍 の 成 長 の よ う な 非 常 に 多 数 の プ ロ セ ス に お い て 非 常 に 重 要
で あ る 。 血 管 新 生 に お い て 、 内 皮 細 胞 は 移 動 、 伸 長 、 増 殖 お よ び 配 向 を 受 け 、 ル ー メ ン の
形 成 、 基 底 膜 の 再 確 立 、 お よ び 他 の 血 管 と の 最 終 的 な 吻 合 に 導 か れ る （ Patan， 2000） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 サ イ ト カ イ ン は 、 細 胞 表 面 受 容 体 に 結 合 し て 、 種 々 の 細 胞 の 活 性 を 変 調 す る 小 さ な 蛋 白
質 で あ る 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ は Ｃ Ｘ Ｃ ケ モ カ イ ン の よ う に 見 え 、 こ れ は 、 当 該 蛋 白 質 の Ｎ － 末 端
近 く の そ の 保 存 さ れ た Ｃ ｙ ｓ － Ｘ ａ ａ － Ｃ ｙ ｓ 配 列 の た め 命 名 さ れ た 、 サ イ ト カ イ ン の サ
ブ フ ァ ミ リ ー で あ る 。 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は ２ つ の さ ら な る 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基
を 含 み 、 お お ま か 、 サ イ ズ は ７ ０ な い し １ ３ ０ ア ミ ノ 酸 で あ る 。 そ れ ら は 分 泌 さ れ た 蛋 白
質 で あ り 、 ２ ０ な い し ２ ５ ア ミ ノ 酸 の リ ー ダ ー 配 列 が 伴 い 、 こ れ は 放 出 さ れ る 前 に 切 り 離
さ れ る 。 サ イ ト カ イ ン の 特 徴 的 な 三 次 元 折 り 畳 み は 、 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン １ お よ び シ ス
テ イ ン ２ の 間 、 お よ び シ ス テ イ ン ３ お よ び シ ス テ イ ン ４ の 間 で 形 成 さ れ る ジ ス ル フ ィ ド 結
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合 に よ っ て 安 定 化 さ れ る （ Baggiolini， 2001に レ ビ ュ ー さ れ て い る ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 公 知 の Ｃ Ｘ Ｃ ケ モ カ イ ン の 中 に は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ８ （ Ｉ Ｌ － ８ ） 、 γ － イ ン タ ー
フ ェ ロ ン － 誘 導 性 蛋 白 質 １ ０ （ Ｉ Ｐ － １ ０ ） 、 血 小 板 第 ４ 因 子 （ Ｐ Ｆ ４ ） 、 γ － イ ン タ ー
フ ェ ロ ン に よ っ て 誘 導 さ れ た モ ノ カ イ ン （ Ｍ Ｉ Ｇ ） 、 上 皮 好 中 球 活 性 化 蛋 白 質 － ７ ８ （ Ｅ
Ｎ Ａ － ７ ８ ） 、 増 殖 関 連 オ ン コ ジ ー ン ペ プ チ ド （ Ｇ Ｒ Ｏ ） Ｇ Ｒ Ｏ － α 、 Ｇ Ｒ Ｏ － β お よ び
Ｇ Ｒ Ｏ － γ そ の 他 で あ る 。 こ れ ら の 蛋 白 質 は 好 中 球 の 活 性 化 、 化 学 走 性 の 誘 導 、 脈 管 形 成
お よ び 腫 瘍 形 成 の 誘 導 、 な ら び に 脈 管 形 成 お よ び 腫 瘍 形 成 の 阻 害 を 含 め た 多 様 な 多 数 の 活
性 を 媒 介 す る （ Belperioら ， 2000） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ケ モ カ イ ン の 生 物 学 的 効 果 の 全 て は 、 細 胞 表 面 受 容 体 と の そ の 相 互 作 用 を 介 し て 発 揮 さ
れ る 。 現 在 、 同 定 さ れ た ６ つ の Ｃ Ｘ Ｃ ケ モ カ イ ン 受 容 体 （ Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ） が あ る （ Horuk， 200
1に よ っ て レ ビ ュ ー さ れ て い る ） 。 Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ は 、 ヘ テ ロ ト リ マ ー Ｇ － プ ロ テ イ ン を 介 し て
シ グ ナ リ グ を 行 う セ ル ペ ン チ ン 蛋 白 質 の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 こ れ ら の
蛋 白 質 は 、 高 い 親 和 性 を 持 っ て 多 数 の ケ モ カ イ ン に 結 合 す る 能 力 を 保 有 す る こ と が 示 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 脈 管 形 成 の 調 節 は 、 部 分 的 に は 、 脈 管 形 成 抑 止 性 お よ び 脈 管 形 成 性 サ イ ト カ イ ン に よ っ
て 少 な く と も 制 御 さ れ る 。 Ｉ Ｌ － ８ は 内 皮 細 胞 化 学 走 性 お よ び 増 殖 活 性 を イ ン ・ ビ ト ロ で
媒 介 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Strieterら ， 1992お よ び Kochら ， 1992） 。 対 称 的 に 、 Ｉ Ｐ
－ １ ０ 、 Ｍ Ｉ Ｇ お よ び Ｐ Ｆ ４ は 、 イ ン ・ ビ ト ロ お よ び イ ン ・ ビ ボ 双 方 に お い て 脈 管 形 成 抑
止 特 性 を 有 す る こ と が 判 明 し て い る （ Maioneら ， 1990; Strieterら ， 1995お よ び Arenberg
ら ， 1997） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 腫 瘍 増 殖 は 脈 管 形 成 に 依 存 す る の で 、 Ｃ Ｘ Ｃ ケ モ カ イ ン は 腫 瘍 の 増 殖 お よ び 転 移 に お い
て 役 割 を 演 じ る こ と と な る 。 腫 瘍 形 成 お よ び 増 殖 を 変 調 す る 脈 管 形 成 性 ケ モ カ イ ン の 最 も
明 瞭 な 例 は ヒ ト メ ラ ノ サ イ ト に お け る Ｇ Ｒ Ｏ 　 α 、 β お よ び γ の 過 剰 発 現 に よ っ て 示 さ れ
て お り 、 こ れ は 、 イ ン ビ ト ロ で の ア ン コ ラ ジ － 非 依 存 性 増 殖 表 現 型 お よ び ヌ ー ド マ ウ ス に
お け る イ ン ビ ボ で 腫 瘍 を 形 成 す る 能 力 に 導 く （ Luanら ,1997お よ び Owenら ,1997） 。 さ ら に
、 非 － 小 細 胞 肺 癌 腫 （ Ｎ Ｓ Ｃ Ｌ Ｃ ） に お け る Ｉ Ｌ － ８ お よ び Ｅ Ｎ Ａ － ７ ８ 双 方 の 発 現 は 腫
瘍 脈 管 形 成 と 関 連 付 け ら れ て い る （ Yatsunamiら ， 1997お よ び Arenbergら ， 1998） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 他 の Ｃ Ｘ Ｃ ケ モ カ イ ン は 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る か 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 の 壊 死 を 誘 導
す る よ う に 見 え る 。 バ ー キ ッ ト 腫 瘍 が 皮 下 移 植 さ れ た ヌ ー ド マ ウ ス に 毎 日 組 換 え Ｍ Ｉ Ｇ を
接 種 し た 。 こ れ は 執 拗 に 血 管 損 傷 を 伴 う 腫 瘍 壊 死 を 引 き 起 こ し た （ Sgadariら ， 1997） 。
そ れ は バ ー キ ッ ト 腫 瘍 を 担 う Ｉ Ｐ － １ ０ で 処 理 さ れ た マ ウ ス で 観 察 さ れ た （ Sgadariら ， 1
996） 。 Ｎ Ｓ Ｃ Ｌ Ｃ 腫 瘍 を 担 い 、 Ｍ Ｉ Ｇ で 処 理 し た Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス は 、 増 殖 阻 害 を 示 し 、
転 移 の 数 お よ び 腫 瘍 － 由 来 血 管 密 度 の 低 下 を 減 少 さ せ た （ Addisonら ， 2000） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 発 明 の 概 要
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 に お い て 脈 管 形 成 障 害 治 療 の 効 率 を 評 価 す る 方 法
を 含 み 、 こ こ に 、 該 方 法 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の １ 以 上 を 発 現 す る こ と が で き る テ ス ト 細
胞 集 団 を 供 し ； こ れ ら の 核 酸 配 列 の １ 以 上 の 発 現 を 検 出 し ； そ の 癌 段 階 が 知 ら れ て い る 参
照 細 胞 集 団 に お け る 核 酸 配 列 の そ れ と 該 発 現 と を 比 較 し ； も し 存 在 す れ ば 、 テ ス ト 細 胞 集
団 お よ び 参 照 細 胞 集 団 の 間 の 発 現 レ ベ ル の 差 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 。 種 々 の 具 体 例 に お い
て 、 対 象 は 哺 乳 動 物 、 ま た は よ り 好 ま し く は ヒ ト で あ り 得 る 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 テ ス
ト 細 胞 集 団 は 哺 乳 動 物 対 象 か ら イ ン ・ ビ ト ロ 、 エ ク ス ・ ビ ボ 、 あ る い は 哺 乳 動 物 対 象 に お
い て イ ン ・ ビ ボ で 供 す る こ と が で き る 。 核 酸 配 列 の 発 現 は 、 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し て 、 テ
ス ト 細 胞 集 団 で 増 加 ま た は 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 脈 管 形 成 障 害 を 診 断 す る 方 法 を 含 み 、 こ こ に 、 該 方 法
は 本 発 明 の 核 酸 配 列 の １ 以 上 を 発 現 さ せ る こ と が で き る テ ス ト 細 胞 集 団 を 供 し ； こ れ ら の
核 酸 配 列 の １ 以 上 の 発 現 を 検 出 し ； そ の 脈 管 形 成 段 階 が 知 ら れ て い る 参 照 細 胞 集 団 に お け
る 核 酸 配 列 の そ れ と 該 発 現 と を 比 較 し ； 次 い で 、 も し 存 在 す れ ば テ ス ト 細 胞 集 団 お よ び 参
照 細 胞 集 団 の 間 の 発 現 レ ベ ル の 差 を 同 定 す る こ と を 含 む 。 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 対 象 は
哺 乳 動 物 ま た は よ り 好 ま し く は ヒ ト で あ り 得 る 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 テ ス ト 細 胞 集 団 は
哺 乳 動 物 対 象 か ら イ ン ・ ビ ト ロ 、 エ ク ス ・ ビ ボ 、 あ る い は 哺 乳 動 物 対 象 に お い て イ ン ・ ビ
ボ で 供 す る こ と が で き る 。 核 酸 配 列 の 発 現 は 、 参 照 細 胞 集 団 と 比 較 し て テ ス ト 細 胞 集 団 で
増 加 ま た は 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 も う １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の １ 以 上 を 発 現 す る こ と が で き
る テ ス ト 細 胞 集 団 を 供 し ； 該 テ ス ト 細 胞 集 団 を テ ス ト 治 療 剤 と 接 触 さ せ ； こ れ ら の 核 酸 配
列 の １ 以 上 の 発 現 を 検 出 し ； そ の 脈 管 形 成 段 階 が 知 ら れ て い る 参 照 細 胞 集 団 に お け る 核 酸
配 列 の そ れ と 該 発 現 と を 比 較 し ； 次 い で 、 も し 存 在 す れ ば 、 テ ス ト 細 胞 集 団 お よ び 参 照 細
胞 集 団 の 間 の 発 現 レ ベ ル の 差 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 、 対 象 に お い て 脈 管 形 成 障 害 を 治 療 す
る た め の テ ス ト 治 療 剤 を 同 定 す る 方 法 を 含 む 。 異 な る 具 体 例 に お い て 、 対 象 は 哺 乳 動 物 、
ま た は よ り 好 ま し く は ヒ ト で あ り 得 る 。 加 え て 、 テ ス ト 治 療 剤 は 公 知 の 脈 管 形 成 障 害 剤 ま
た は 未 知 の 脈 管 形 成 障 害 剤 い ず れ か で あ り 得 る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド の 少 な く と も １ つ に 対 し て 選 択 性 を 有 す る 抗 体 で あ り 得 る 。 治 療 す べ き 脈 管 形 成 障 害 は
以 下 の 病 気 ま た は 障 害 か ら 選 択 す る こ と が で き る ： 乳 癌 腫 、 肺 癌 腫 、 胃 癌 腫 、 食 道 癌 腫 、
結 直 腸 癌 腫 、 肝 臓 癌 腫 、 卵 巣 癌 腫 、 莢 膜 腫 、 男 性 胚 腫 、 子 宮 頸 部 癌 腫 、 子 宮 内 膜 癌 腫 、 子
宮 内 膜 過 形 成 、 子 宮 内 膜 症 、 線 維 肉 芽 腫 、 絨 毛 癌 腫 、 頭 頚 部 癌 、 上 咽 頭 癌 腫 、 喉 頭 癌 腫 、
肝 芽 細 胞 腫 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 黒 色 腫 、 皮 膚 癌 腫 、 血 管 腫 、 海 綿 状 血 管 腫 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 膵
臓 癌 腫 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 膠 芽 腫 、 シ ュ ワ ン 細 胞 腫 、 乏 突 起 細 胞 腫 、 髄 芽 腫 、
神 経 芽 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 尿 路 癌 腫 、 甲 状 腺 癌 腫 、 ウ ィ ル ム 腫 瘍
、 腎 細 胞 癌 腫 、 前 立 腺 癌 腫 、 母 斑 症 （ phakomatoses） と 関 連 し た 異 常 血 管 増 殖 、 (脳 腫 瘍
と 関 連 し た )浮 腫 お よ び メ ー ジ ュ 症 候 群 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 に お い て 脈 管 形 成 障 害 に 対 す る 罹 患 性 、 病 気 素
因 、 ま た は そ の 存 在 を 同 定 ま た は 判 断 す る 方 法 を 含 む 。 こ の 態 様 に お い て 、 該 方 法 は 、 本
発 明 の 核 酸 配 列 の １ 以 上 を 発 現 す る こ と が で き る テ ス ト 細 胞 集 団 を 供 し ； こ れ ら の 核 酸 配
列 の １ 以 上 の 発 現 を 検 出 し ； そ の 癌 段 階 が 知 ら れ て い る 参 照 細 胞 集 団 に お い て 該 核 酸 配 列
の そ れ と 該 発 現 と を 比 較 し ； も し 存 在 す れ ば 、 テ ス ト 細 胞 集 団 お よ び 参 照 細 胞 集 団 の 間 の
発 現 レ ベ ル の 差 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の １ 以 上 の 発 現 ま た は 活 性 を 変 調 す る
剤 を 、 脈 管 形 成 に 罹 っ た 、 ま た は 脈 管 形 成 障 害 を 発 生 す る 危 険 性 が あ る 患 者 に 投 与 す る こ
と に よ っ て 脈 管 形 成 障 害 を 治 療 す る 方 法 を 含 む 。 こ の 剤 は 、 癌 組 織 に お い て 上 昇 調 節 さ れ
る 本 発 明 の 配 列 の １ 以 上 の 発 現 を 低 下 さ せ る も の で あ り 得 る 。 別 法 と し て 、 そ れ は 、 下 降
調 節 さ れ る 本 発 明 の 配 列 の １ 以 上 の 発 現 を 増 加 さ せ る も の で あ り 得 る 。 加 え て 、 該 剤 は 、
該 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 ペ
プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ア ゴ ニ ス ト 、 ポ リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク
、 小 分 子 、 ま た は そ の 他 の 薬 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る 核 酸 を 標 的 と す る 、 お よ び Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 を 変 調
す る ア ン チ セ ン ス 化 合 物 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 指 向 さ れ る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス
化 合 物 を 含 む 医 薬 お よ び 他 の 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 細 胞 ま た は 組 織 を 本 発 明 の ア
ン チ セ ン ス 化 合 物 ま た は 組 成 物 の １ 以 上 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 細 胞 ま た は 組 織 に お い て
Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 を 変 調 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 治 療 上 ま た は 予 防 上 有 効 量 の １
以 上 の 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 ま た は 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の
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発 現 に 関 連 す る 病 気 ま た は 疾 患 を 有 す る 、 ま た は 該 病 気 ま た は 疾 患 に 対 し て 素 因 が あ る こ
と が 疑 わ れ る 動 物 、 特 に ヒ ト を 治 療 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ２ 以 上 の 核 酸 配 列 を 検 出 す る た め の １ 以 上 の 試 薬 を 含 む キ ッ
ト を 含 む 。 加 え て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ２ 以 上 の 核 酸 を 検 出 す る こ と が で き る プ ロ ー ブ 核
酸 の ア レ イ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 お よ び 抗 体 を 用 い て 、 対 象 に お い て 脈 管 形 成 障 害 を 治 療 す
る こ と が で き る 。 脈 管 形 成 障 害 の 治 療 は 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に お け る も の で あ り 得
る 。 種 々 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 核 酸 を 含 有 す る 治 療 組 成 物 を 用
い て 、 脈 管 形 成 障 害 を 治 療 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 治 療 組 成 物 は 医 薬 上 許 容 さ れ る 担
体 お よ び 、 さ ら に 、 抗 － 脈 管 形 成 剤 ま た は 抗 炎 症 剤 の ご と き 有 効 成 分 を 含 む こ と が で き る
。 ま た 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 共 に 脈 管 形 成 障 害 の 治 療 で 用 い ら れ る 治 療 組 成 物 を 含 む
キ ッ ト も 提 供 さ れ 、 こ こ に 、 該 治 療 組 成 物 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド の ア ゴ ニ ス ト 、 ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ 同 一 で あ る 単
離 さ れ た 核 酸 分 子 、 ま た は 核 酸 配 列 の 相 補 体 な ら び に こ の 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー ま た は
宿 主 細 胞 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 ま た 、 当 該 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 発 現 に
適 し た 条 件 下 で 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る １ 以 上 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 培
養 す る こ と に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 も う １ つ の 態 様 に お い て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 ま た は オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に
お い て 、 単 離 さ れ た 蛋 白 質 、 そ の 機 能 的 変 種 ま た は 断 片 。 も う １ つ の 具 体 例 に お い て 、 本
発 明 の 蛋 白 質 の 変 種 ま た は 断 片 は 各 活 性 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 具 体 例 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の 本 発 明 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ
ル を モ ニ タ リ ン グ す る こ と に 基 づ い て 、 抗 脈 管 形 成 治 療 の 効 果 を 評 価 す る た め の バ イ オ マ
ー カ ー お よ び 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 具 体 例 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 機 能 の 変 調 の 下 流 バ イ オ マ ー カ ー で あ る 。 こ れ
ら の バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 変 調 の 結 果 と し て 変 化 す る 。 好 ま し い バ イ オ
マ ー カ ー は Ａ ｎ ｇ － ２ 、 ｕ Ｐ Ａ Ｒ 、 ｕ Ｐ Ａ 、 お よ び ｂ Ｆ Ｇ Ｆ で あ る 。 ま た 、 具 体 化 さ れ る
も の は 、 テ ス ト 試 料 中 に お い て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 関 連 障 害 の 、 ま た は Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 ま た は
活 性 の 変 調 に 関 連 し た 、 異 な っ て 発 現 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 で あ る 。 さ ら
な る 具 体 例 は Ｖ Ｃ Ｃ － １ 関 連 障 害 を 診 断 す る 方 法 で あ る 、 こ こ に 、 該 診 断 は Ｖ Ｃ Ｃ － １ の
発 現 ま た は 活 性 に 関 連 す る バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 に 基 づ く 。 も う １ つ の 具 体 例 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ
－ １ 関 連 バ イ オ マ ー カ ー を 含 む キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 記 載 か ら 、 お よ び 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 発 明 の 詳 細 な 記 載
　 脈 管 形 成 は 、 存 在 す る 毛 細 血 管 か ら の 新 し い 血 管 の 発 生 で あ る 。 こ の プ ロ セ ス が 、 多 数
の ヒ ト の 病 気 、 な ら び に 固 体 腫 瘍 の 増 殖 お よ び 転 移 に 関 連 付 け ら れ て き た 。 関 節 炎 の い く
つ か の 形 態 に お い て 、 新 し い 毛 細 管 が 関 節 中 で 形 成 さ れ 、 関 節 は 徐 々 に 破 壊 さ れ る 。 ま た
、 固 体 腫 瘍 は 新 し い 血 管 の 形 成 を 刺 激 し て 、 そ れ ら の 増 殖 に 必 要 な 栄 養 お よ び 酸 素 を 得 、
か く し て 、 腫 瘍 が 遠 く の 部 位 に 転 移 す る こ と が で き る 経 路 を 供 す る に 違 い な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 実 験 的 証 拠 は 、 悪 性 腫 瘍 が 、 酸 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ ａ Ｆ Ｇ Ｆ ） 、 塩 基 性 線 維 芽 細 胞
成 長 因 子 （ ｂ Ｆ Ｇ Ｆ ） 、 血 管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） ； 血 小 板 由 来 成 長 因 子 （ Ｐ Ｄ
Ｇ Ｆ ） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 － ア ル フ ァ （ Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ ） 、 お よ び 多 く の
そ の 他 の も の の ご と き 種 々 の 因 子 の 精 密 性 を 通 じ て 脈 管 形 成 を 誘 導 す る こ と が で き る （ Li
ottaら , 1991, Cell 64:327-336; Hanahanら , Cell 86:353-364） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る ご と く 、 用 語 「 脈 管 形 成 」 は 、 組 織 ま た は 器 官 へ の 新 し い 血 管 の 発
生 を 意 味 し 、 内 皮 細 胞 増 殖 を 含 む 。 通 常 の 生 理 学 的 条 件 下 で は 、 ヒ ト ま た は 動 物 は 非 常 に
特 殊 な 限 定 さ れ た 条 件 下 で の み 脈 管 形 成 を 受 け る 。 例 え ば 、 脈 管 形 成 は 、 通 常 は 、 創 傷 治
癒 、 胎 児 お よ び 胚 発 生 、 黄 体 、 子 宮 内 膜 お よ び 胎 盤 の 形 成 で 観 察 さ れ る 。 用 語 「 内 皮 」 は
、 漿 液 腔 、 リ ン パ 系 血 管 、 お よ び 血 管 を 覆 う 平 坦 な 上 皮 細 胞 の 薄 い 層 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 制 御 さ れ た お よ び 制 御 さ れ な い 脈 管 形 成 は 同 様 に 進 行 す る と 考 え ら れ る 。 基 底 膜 に よ っ
て 囲 ま れ た 内 皮 細 胞 お よ び 周 皮 細 胞 は 毛 細 血 管 を 形 成 す る 。 脈 管 形 成 は 、 内 皮 細 胞 お よ び
白 血 球 に よ っ て 放 出 さ れ た 酵 素 に よ る 基 底 膜 の び ら ん で 開 始 す る 。 次 い で 、 血 管 の ル ー メ
ン ト を 覆 う 内 皮 細 胞 は 基 底 膜 を 貫 通 す る 。 脈 管 形 成 刺 激 剤 は 、 内 皮 細 胞 を 誘 導 し て 、 び ら
ん し た 基 底 膜 を 通 っ て 移 動 さ せ る 。 移 動 す る 細 胞 は 親 血 管 を 離 れ て 「 新 芽 」 を 形 成 し 、 そ
こ で 、 内 皮 細 胞 は 細 胞 分 裂 を 受 け 、 増 殖 す る 。 内 皮 細 胞 新 芽 は 、 相 互 に 合 体 し て 、 毛 細 血
管 ル ー プ を 形 成 し 、 新 し い 血 管 を 作 り 出 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 執 拗 な 調 製 さ れ て い な い 脈 管 形 成 が 、 多 数 の 病 気 状 態 、 腫 瘍 転 移 、 お よ び 内 皮 細 胞 に よ
る 異 常 な 増 殖 で 起 こ り 、 こ れ ら の 疾 患 で 観 察 さ れ る 病 理 学 的 損 傷 を 裏 付 け る 。 調 製 さ れ な
い 脈 管 形 成 が 存 在 す る 多 様 な 病 理 学 的 病 気 状 態 は 、 脈 管 形 成 依 存 性 ま た は 脈 管 形 成 関 連 病
と し て 一 緒 に グ ル ー プ 分 け さ れ て き た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 腫 瘍 増 殖 が 脈 管 形 成 － 依 存 性 で あ る と い う 仮 定 は ま ず １ ９ ７ １ 年 に 提 案 さ れ た （ Follun
an J., N.Engl.Jour.Med. 285:1182 1186,1971） 。 そ の 最 も 簡 単 な 事 項 に お い て は 、 そ れ
は ： 「 一 旦 腫 瘍 「 獲 得 」 が 起 こ れ ば 、 腫 瘍 細 胞 集 団 に お け る 毎 回 の 増 加 に は 、 腫 瘍 に 集 ま
る 新 し い 毛 細 血 管 の 増 加 が 先 行 す る に 違 い な い 」 と 述 べ て い る 。 腫 瘍 「 獲 得 」 は 、 現 在 、
腫 瘍 増 殖 の プ レ 血 管 相 を 示 す と 理 解 さ れ お り 、 そ こ で は 、 数 立 法 ミ リ メ ー ト ル の 容 量 を 占
め 、 数 百 万 細 胞 を 超 え な い 腫 瘍 細 胞 の 集 団 が 存 在 す る 宿 主 微 細 血 管 で 生 存 し 得 る 。 こ の 相
を 超 え て の 腫 瘍 容 量 の 拡 大 に は 、 新 し い 毛 細 血 管 の 誘 導 が 必 要 で あ る 。 例 え ば 、 マ ウ ス に
お け る 初 期 の プ レ 血 管 相 に お け る 肺 ミ ク ロ 転 移 は 、 組 織 学 的 切 片 に 対 す る 高 パ ワ ー 顕 微 鏡
に よ る 以 外 は 理 解 で き な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ の 概 念 を 裏 付 け る 間 接 的 証 拠 の 例 は 以 下 の も の を 含 む ：
　 マ ウ ス に お け る 皮 下 透 明 チ ャ ン バ ー に 移 植 さ れ た 腫 瘍 の 増 殖 速 度 は 、 血 管 新 生 の 前 に は
遅 く 、 か つ 直 線 的 で あ っ て 、 血 管 新 生 後 に は 迅 速 か つ ほ と ん ど 指 数 関 数 的 で あ る （ Algire
 G H,ら  Vascular reactions of normal and malignant tumors in vivo. I. Vascular r
eactions of mice to wounds and to normal and neoplastic transplants. J. Natl. Ca
ncer Inst. 6:73-85, 19455） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 血 管 が 増 殖 し な い 単 離 さ れ た 灌 流 器 官 で 増 殖 し た 腫 瘍 は １ な い し ２ ｍ ｍ ３ に 制 限 さ れ る
が 、 そ れ が マ ウ ス に 移 植 さ れ 、 血 管 新 生 さ れ た 場 合 に は 、 こ の 容 量 の 千 倍 を 超 え て 迅 速 に
拡 大 す る （ Folkman Jら , Tumor behavior in isolated perfused organs: In vitro grow
th and metastasis of biopsy material in rabbit thyroid and canine intestinal seg
ments. Annals of Surgery 164:491-502,1966） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 無 血 管 皮 質 に お け る 腫 瘍 増 殖 は ゆ っ く り と し て お り 、 か つ 直 線 的 速 度 で 進 行 す る が 、 血
管 新 生 の 後 に は 指 数 関 数 的 増 殖 に ス イ ッ チ す る （ Gimbrone, M.A., Jr.ら , Tumor growth 
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and neovascularization: An experimental model using the rabbit cornea. J.Natl.Ca
ncer Institute 52:41-427,1974） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ウ サ ギ 目 の 前 室 の 水 性 流 体 に 懸 濁 さ せ た 腫 瘍 は 生 き て お り 、 無 血 管 で 、 か つ サ イ ズ は １
ｍ ｍ ３ 未 満 に 制 限 さ れ る 。 一 旦 そ れ が 光 彩 血 管 床 に 移 植 さ れ る と 、 そ れ は 血 管 新 生 さ れ 、
迅 速 に 増 殖 し 、 ２ 週 間 以 内 に そ の 元 の 容 量 の １ ６ ， ０ ０ ０ 倍 に 達 す る （ Gimbrone M A Jr.
ら , Tumor dormancy in vivo by prevention of neovascularization. J. Exp. Med. 136
:261-276） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 腫 瘍 を ニ ワ ト リ 胚 漿 尿 に 移 植 す る と 、 そ れ は ７ ２ 時 間 を 超 え る 無 血 管 相 の 間 は ゆ っ く り
と 増 殖 す る が 、 ０ ． ９ ３ な い し ０ ． ２ ９ ｍ ｍ の 平 均 直 径 を 超 え な い 。 迅 速 な 腫 瘍 拡 大 は 、
血 管 新 生 の 開 始 か ら ２ ４ 時 間 後 内 に 起 こ り 、 ７ 日 ま で に は 、 こ れ ら の 血 管 化 腫 瘍 は ８ ． ０
＋ ２ ． ５ ｍ ｍ の 平 均 直 径 に 到 達 す る （ Knighton D., Avascular and vascular phases of 
tumor growth in the chick embryo. British J Cancer, 35:347-356,1977） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ウ サ ギ 肝 臓 に お け る 転 移 の 血 管 円 柱 は 、 転 移 の サ イ ズ の 不 均 一 性 を 明 ら か と す る が 、 血
管 化 が 存 在 す る サ イ ズ で は 比 較 的 均 一 な カ ッ ト オ フ 点 を 示 す 。 腫 瘍 は 直 径 が １ ｍ ｍ ま で は
一 般 に 無 血 管 で あ る が 、 そ の 直 径 を 超 え る と 血 管 新 生 さ れ る （ Lien W.ら , The blood sup
ply of experimental liver metastases. II. A microcirculatory study of normal and
 tumor vessels of the liver with the use of perfused silicone rubber. Surgery 68
:334-340,1970） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 膵 臓 島 の ベ ー タ 細 胞 に お い て 癌 腫 を 生 じ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て は 、 プ レ
－ 血 管 過 形 成 島 は サ イ ズ が １ ｍ ｍ 未 満 に 制 限 さ れ る 。 ６ な い し ７ 週 齢 に お い て は 、 該 島 の
４ な い し １ ０ ％ 未 満 は 血 管 新 生 さ れ こ れ ら の 島 か ら プ レ － 血 管 島 の 容 量 の 千 倍 を 超 え る 大
き な 血 管 化 腫 瘍 が 生 じ る （ Follcman Jら , Induction of angiogenesis during the trans
ition from hyperplasia to neoplasia. Nature 339:58-61,1989） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ 血 管 内 皮 細 胞 成 長 因 子 ） に 対 す る 特 異 的 な 抗 体 は 微 少 血 管 密 度 を 低 下 さ せ 、
３ つ の ヒ ト 腫 瘍 の 増 殖 の 「 有 意 な ま た は 劇 的 な 」 阻 害 を 引 き 起 こ し 、 こ れ は 、 （ ヌ ー ド マ
ウ ス に お け る ） 脈 管 形 成 の そ の 唯 一 の メ デ ィ エ ー タ ー と し て の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 頼 る 。 該 抗 体 は
イ ン ・ ビ ト ロ で は 主 要 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 し な い （ Kim K Jら , Inhibition of vascular en
dothelial growth factor-induced angiogenesis suppresses tumor growth in vivo. Na
ture 362:841-844, 1993） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 抗 － ｂ Ｆ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は マ ウ ス 腫 瘍 の 増 殖 の ７ ０ ％ 阻 害 を 引 き 起 こ し 、 こ れ
は 、 そ の 唯 一 の 脈 管 形 成 の メ デ ィ エ ー タ ー と し て の ｂ Ｆ Ｇ Ｆ の 分 泌 に 依 存 す る 。 該 抗 体 は
イ ン ・ ビ ト ロ で は 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 し な い （ Hori Aら , Suppression of solid tumor
 growth by immunoneutralizing monoclonal antibody against human basic fibroblast
 growth factor. Cancer Research, 51:6180-6184,1991） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ の 腹 腔 内 注 射 は 、 腫 瘍 に お い て 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 を 刺 激 す る こ と に よ っ て 一 次
腫 瘍 の 増 殖 お よ び そ の 転 移 を 増 強 さ せ る 。 腫 瘍 細 胞 そ れ 自 体 は ｂ Ｆ Ｇ Ｆ に 対 す る 受 容 体 を
欠 く ｂ Ｆ Ｇ Ｆ は イ ン ・ ビ ト ロ に お い て は 腫 瘍 細 胞 に 対 す る マ イ ト ジ ェ ン で は な い （ Gross 
J Lら , Modulation of solid tumor growth in vivo by bFGF. Proc. Amer. Assoc. Canc
. Res. 31:79,1990） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 特 異 的 脈 管 形 成 阻 害 剤 （ Ａ Ｇ Ｍ － １ ４ ７ ０ ） は 、 イ ン ・ ビ ボ で 腫 瘍 増 殖 お よ び 転 移 を 阻
害 す る が 、 イ ン ・ ビ ト ロ で は 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る の に か な り 活 性 が 低 い 。 そ れ は 、 腫
瘍 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る よ り も ４ ｌ ｏ ｇ 低 い 濃 度 で 半 最 大 に 血 管 内 皮 細 胞 を 阻 害 す る （ Ingb
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er Dら , Angioinhibins : Synthetic analogues of fumagillin which inhibit angiogen
esis and suppress tumor growth. Nature, 48:555-557,1990） 。 ま た 、 腫 瘍 増 殖 が 脈 管
形 成 依 存 性 で あ る と い う 間 接 的 臨 床 証 拠 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 硝 子 体 へ 転 移 す る ヒ ト 網 膜 芽 腫 は 無 血 管 回 転 楕 円 体 に 進 展 し 、 （ 摘 出 目 か ら 取 り 出 し 、
イ ン ・ ビ ト ロ で 分 析 し た 場 合 ） こ れ は 、 そ れ が 生 き て お り 、 ３ Ｈ － チ ミ ジ ン に 取 り 込 ま れ
る と い う 事 実 に も か か わ ら ず １ ｍ ｍ ３ 未 満 に 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 卵 巣 の 癌 腫 は 微 細 な 無 血 管 白 色 シ ー ド （ １ な い し ３ ｍ ｍ ３ ） と し て 腹 膜 に 転 移 す る 。 こ
れ ら の イ ン プ ラ ン ト は 、 そ れ ら の １ 以 上 が 血 管 新 生 さ れ る ま で 大 き く 増 殖 す る の は 稀 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 乳 癌 （ Weidner N.ら , Tumor angiogenesis correlates with metastasis in invasive 
breast carcinoma. N.Engl.J.Med. 324:1-8,1991, お よ び  Weidner N.ら , Tumor angioge
nesis : A new significant and independent prognostic indicator in early-stage br
east carcinoma, J Natl. Cancer  Inst. 84: 1875-1887,1992） お よ び 前 立 腺 癌 （ Weidne
r N, Canoll P R, Flax J, Blumenfeld W, Folkman J. Tumor angiogenesis correlates 
with metastasis in invasive prostate carcinoma. American. Journal of Pathology, 
143 (2):401-409,1993） に お け る 血 管 新 生 の 強 度 は 、 将 来 の 転 移 の 危 険 性 と 多 い に 相 関 し
て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ヒ ト 皮 下 メ ラ ノ ー マ か ら の 転 移 は 血 管 新 生 に 先 立 っ て は 稀 で あ る 。 血 管 新 生 の 開 始 は 病
巣 の 増 大 し た 厚 み お よ び 転 移 の 増 大 し た 危 険 性 に 導 か れ る （ Srivastava Aら , The progno
stic significance of tumor vascularity in intermediate thickness (0.76-4. 0mm th
ick) skin melanoma. Amer. J.Pathol. 133:419-423,1988） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 膀 胱 癌 に お い て は 、 脈 管 形 成 性 ペ プ チ ド ｂ Ｆ Ｇ Ｆ の 尿 中 レ ベ ル は 、 細 胞 学 よ り も 病 気 の
状 態 お よ び 程 度 の よ り 感 受 性 の よ い イ ン ジ ケ ー タ ー で あ る （ Nguyen Mら , Elevated level
s of an angiogenic peptide, basic fibroblast growth factor, in urine of bladder 
cancer patients. J.Natl. Cancer Inst. 85:241-242,1993） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 か く し て 、 脈 管 形 成 は 癌 の 転 移 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 じ る こ と は 明 ら か で あ る 。 も し
脈 管 形 成 活 性 が 退 行 ま た は 排 除 さ れ れ ば 、 あ る い は 制 御 さ れ 変 調 さ れ れ ば 、 腫 瘍 は 、 存 在
し た と し て も 、 増 殖 は し な い で あ ろ う 。 病 気 状 態 に お い て は 、 脈 管 形 成 の 防 止 は 新 し い 微
少 血 管 系 の 侵 入 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 損 傷 を 回 避 し 得 る 。 脈 管 形 成 プ ロ セ ス の 制 御 に 向
け ら れ た 療 法 は 、 こ れ ら の 病 気 の 阻 止 ま た は 軽 減 に 導 き 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 多 数 の マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 に つ い て の 遺 伝 子 ネ ッ ト ワ ー ク 分 析 を 用 い て 、 ３ つ の 遺 伝 子
と 共 調 節 さ れ る 転 写 体 が 同 定 さ れ 、 そ の 全 て は 、 脈 管 形 成 経 路 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て
い る ； イ ン タ ー ロ イ キ ン － ８ （ Ｉ Ｌ － ８ ） 、 増 殖 関 連 オ ン コ ジ ー ン ペ プ チ ド （ Ｇ Ｒ Ｏ １ ）
、 お よ び 血 管 内 皮 細 胞 成 長 因 子 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） （ Lazar-Molnarら ， 2000） 。 こ の 転 写 体 に つ
い て の 全 長 遺 伝 子 は 単 離 さ れ 、 新 規 な ケ モ カ イ ン と し て 同 定 さ れ て お り 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ （ Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ 共 調 節 ケ モ カ イ ン ） と 命 名 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 遺 伝 子 ネ ッ ト ワ ー ク に つ い て の １ つ の 定 義 は 、 そ れ ら の 蛋 白 質 産 物 を 介 し て の 他 の 遺 伝
子 に よ る 遺 伝 子 の 調 節 で あ る （ Somogyiお よ び Sniegoski， 1996） 。 多 数 の 従 来 の 研 究 は 、
マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 か ら 得 ら れ た 遺 伝 子 共 発 現 か ら の ネ ッ ト ワ ー ク 推 論 を 示 し て い る （ D'
haeseleerら ， 2000; Somogyiら ， 1997; Thieffryお よ び Thomas， 1998） 。 ネ ッ ト ワ ー ク 分
析 の 基 礎 と な る 過 程 は 、 遺 伝 子 の 対 が 異 な る 条 件 ま た は 状 態 （ 例 え ば 、 細 胞 型 、 薬 物 処 理
、 増 殖 条 件 、 病 気 状 態 ） 下 で 関 連 発 現 を 有 す る こ と が よ り 頻 繁 に な れ ば 、 こ れ ら の 遺 伝 子
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が よ り 共 調 節 さ れ る よ う で あ る 。 共 調 節 は 、 し ば し ば 、 共 通 の 関 連 す る 生 物 学 的 プ ロ セ ス
を 意 味 す る （ Akutsuら ， 2000; Robertsら ， 2000） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 い ず れ の 遺 伝 子 が ヒ ト ゲ ノ ム に お い て 共 調 節 さ れ て い る ら し い か を 調 べ る た め に 、 種 々
の 正 常 な 組 織 、 癌 腫 瘍 、 経 時 的 薬 物 処 理 、 病 気 組 織 お よ び 種 々 の 条 件 下 で 培 養 さ れ た 細 胞
系 か ら の 非 常 に 多 数 の 転 写 マ イ ク ロ ア レ イ 実 験 を 利 用 し て 、 遺 伝 子 ネ ッ ト ワ ー ク 分 析 が 行
わ れ た 。 こ の 分 析 か ら 、 い く つ か の 異 な る 機 能 的 プ ロ セ ス を 含 む 遺 伝 子 の １ つ の 大 き な ネ
ッ ト ワ ー ク が 共 調 節 さ れ る の が 観 察 さ れ た （ 図 １ ） 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ は ３ つ の 遺 伝 子 と 共 調 節 さ
れ 、 ２ つ は 脈 管 形 成 経 路 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て お り （ Ｉ Ｌ － ８ お よ び Ｇ Ｒ Ｏ １ ） 、 １
つ は 新 規 な も の で あ っ た （ Ｖ Ｃ Ｃ － １ ） 。 こ れ ら の 遺 伝 子 （ Ｉ Ｌ － ８ ， Ｇ Ｒ Ｏ １ お よ び Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ ） の 発 現 は 、 炎 症 、 ア ポ ト ー シ ス お よ び 細 胞 周 期 経 路 と 脈 管 形 成 経 路 を リ ン ク さ せ
る 多 数 の 他 の 遺 伝 子 に 連 鎖 し て い る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 こ れ ら の 見 か け 上 区 別 さ
れ る 経 路 は 全 て 基 本 的 な メ カ ニ ズ ム に お い て 関 連 し て い る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｅ Ｓ Ｔ （ 配 列 番 号 ： ７ お よ び 配 列 番 号 ： ８ ） の 、 脈 管 形 成 の プ ロ セ ス で 役
割 を 演 じ る こ と が 知 ら れ て い る ３ つ の 遺 伝 子 と の 発 現 の 連 鎖 に よ り 、 我 々 は 、 完 全 な ヒ ト
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 決 定 す る に 至 っ た 。 該 配 列 は 全 て の 私 的 な お よ び 公 的 な Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の ア セ
ン ブ リ 、 お よ び ヒ ト ゲ ノ ミ ッ ク Ｃ ｅ ｌ ｅ ｒ ａ 配 列 デ ー タ の 解 析 か ら 決 定 し た 。 次 い で 、 こ
の ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 鋳 型 と し て 用 い て 、 マ ウ ス ゲ ノ ミ ッ ク お よ び Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ か ら マ ウ
ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 次 い で 、 ヒ ト Ｈ Ｔ ２ ９ 結 腸 癌 細 胞 系 ま た は ヒ ト 肺 組 織 、 お よ び マ ウ ス 胚 Ｒ Ｎ Ａ か ら の Ｐ
Ｃ Ｒ に よ る Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ン に よ っ て 、 こ れ ら の 予 測 の 正 確 さ を 確 認 し た
。 次 い で 、 増 幅 さ れ た 産 物 を ｐ Ｃ Ｒ Ｉ Ｉ － Ｔ ｏ ｐ ｏ ベ ク タ ー に 結 び 、 細 菌 ク ロ ー ン を 単 離
下 。 次 い で 、 ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し 、 予 測 さ れ た 核 酸 配 列 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 分 析 は 、 ヒ ト 遺 伝 子 の 転 写 体 は マ ウ ス 遺
伝 子 の そ れ よ り も 大 き い が 、 双 方 は １ １ ９ ア ミ ノ 酸 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る こ と を 示 す （ 図
２ お よ び ３ ） 。 そ の 結 果 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス 遺 伝 子 の 予 測 さ れ る 前 駆 体 蛋 白 質 は 、 サ イ ズ
が 似 て お り 、 各 々 、 １ ３ ， ８ ２ ０ タ ル ト ン お よ び １ ３ ， ６ ２ ８ ダ ル ト ン で あ る 。 ヒ ト 転 写
体 は ５ ’ お よ び ３ ’ 非 翻 訳 領 域 双 方 で よ り 長 い よ う で あ り 、 ポ リ Ａ 付 加 部 位 か ら の 推 定 非
－ カ ノ ニ カ ル ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル （ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ ） ４ ０ 塩 基 を 含 む 。 推 定 マ ウ ス ポ リ
ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル は 、 状 況 的 に 関 連 す る 配 列 が 見 出 さ れ な い の で 不 明 瞭 で あ っ た 。 Ｓ ｉ
ｇ ｎ ａ ｌ Ｐ ｒ ｏ ｇ ｒ ａ ｍ に よ る 蛋 白 質 の 解 析 は 、 高 い 確 率 （ ＞ ９ ３ ％ ） で も っ て 、 双 方 の
種 に お け る 蛋 白 質 は 切 断 さ れ た ２ ２ ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を 含 み 、 そ の 結 果 、
１ １ ， ４ １ ８ ダ ル ト ン の 予 測 さ れ た 成 熟 ヒ ト 蛋 白 質 お よ び １ １ ， １ ６ ４ ダ ル ト ン の 推 定 成
熟 マ ウ ス 蛋 白 質 が も た ら さ れ る こ と を 示 す （ 図 ４ ） 。 前 駆 体 ヒ ト お よ び マ ウ ス 蛋 白 質 の 配
列 の 比 較 は 、 ７ ２ ． ３ ％ 同 一 で あ り 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 考 慮 し た 場 合 に ８ ５ ． ７ ％ 同
様 で あ る こ と を 示 す （ 図 ５ ） 。 ヒ ト 配 列 の よ り 詳 細 な 調 査 は 、 そ れ が ６ つ の シ ス テ イ ン 残
基 を 含 み 、 そ の う ち ４ つ が ２ つ の Ｃ Ｘ Ｃ モ チ ー フ で 起 こ り 、 こ れ は 、 ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ
ー の 蛋 白 質 に 特 徴 的 で あ る こ と を 明 ら か と す る 。 こ れ ら の シ ス テ イ ン 残 基 の 重 要 性 は 、 そ
れ ら が マ ウ ス 配 列 で 絶 対 的 に 保 存 さ れ て い る と い う 事 実 に よ っ て さ ら に 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 配 列 ア ラ イ メ ン ト お よ び モ デ リ ン グ （ Ｓ Ａ Ｎ ） ソ フ ト ウ エ ア シ ス テ ム を 用 い 、 Ｓ ｗ ｉ ｓ
ｓ ｐ ｒ ｏ ｔ デ ー タ ベ ー ス に 存 在 す る 全 て の 配 列 フ ァ ミ リ ー に つ き 、 線 形 Ｈ ｉ ｄ ｄ ｅ ｎ 　 Ｎ
ａ ｒ ｋ ｏ ｖ 　 Ｍ ｏ ｄ ｅ ｌ （ Ｈ Ｍ Ｍ ） を 構 築 し た 。 フ ァ ミ リ ー は 少 な く と も ６ ５ ％ 配 列 同 一
性 を 示 す 配 列 の 組 に よ っ て 定 義 さ れ た 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ と こ れ ら の フ ァ ミ リ ー と の 比 較 に よ り
、 相 同 な ２ － メ ン バ ー 群 が 同 定 さ れ た （ 図 ７ ） 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ と こ の フ ァ ミ リ ー と の ア ラ イ
メ ン ト は そ れ が 公 知 の ケ モ カ イ ン Ｓ Ｃ Ｙ Ａ １ ７ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 け 入 れ 番 号 　 Ｎ Ｎ 　 ０
２ ９ ８ ７ ， Ｉ ｍ ａ ｉ ら ， １ ９ ９ ６ ） に 対 し て １ ９ ． ４ ％ 同 一 で あ っ て 、 ２ ９ ． ８ ％ 同 様 で
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あ り 、 公 知 の ケ モ カ イ ン Ｓ Ｃ Ｙ Ａ １ ６ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 け 入 れ 番 号 Ｎ Ｎ 　 ０ ０ ４ ５ ９ ０
， Ｆ ｕ ｋ ｕ ｄ ａ ら ， １ ９ ９ ９ ） に 対 し て １ ０ ． ９ ％ 同 一 で あ っ て 、 ２ ４ ． ０ ％ 同 様 で あ る
こ と を 示 す 。 こ れ ら の ケ モ カ イ ン と １ つ の 他 の ケ モ カ イ ン と の 比 較 は 、 そ れ ら が 、 ２ ５ ％
同 一 で あ っ て 、 ３ ３ ． １ ％ 同 様 で あ り 、 か く し て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ に 対 す る よ り も わ ず か に 相
互 に よ り 関 連 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｃ ｅ ｌ ｅ ｒ ａ ゲ ノ ム 配 列 の 、 お よ び 物 理 的 に Ｖ Ｃ Ｃ － １ 遺 伝 子 に 連 結 し た 染 色 体 マ ー カ
ー の 調 査 は 、 そ れ が １ ９ ｑ １ １ に 位 置 し 、 そ れ は 紡 錘 体 で テ ロ メ ア 方 向 に 転 写 さ れ る （ 図
６ ） 。 該 遺 伝 子 は 約 １ ５ ｋ ｂ に わ た る ４ つ の エ ク ソ ン よ り な る 。 第 一 の エ ク ソ ン は ５ ’ 非
翻 訳 領 域 な ら び に イ ニ シ エ ー タ ー の メ チ オ ニ ン を 含 む （ 表 １ ） 。 第 二 お よ び 第 三 の エ ク ソ
ン は ２ つ の 最 も 小 さ な エ ク ソ ン で あ り 、 全 部 が 、 当 該 遺 伝 子 に つ い て の コ ー デ ィ ン グ 領 域
よ り な る 。 第 四 お よ び 最 後 の エ ク ソ ン は 当 該 蛋 白 質 の Ｃ － 末 端 領 域 を コ ー ド す る 、 約 ～ ３
６ ５ 塩 基 の ３ ’ 非 翻 訳 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 マ ウ ス お よ び ヒ ト の 組 織 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 正 常 な 内 因 性 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 測 定 す
る た め に 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 放 射 性 標 識 Ｖ Ｃ Ｃ － １ プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
こ れ ら の プ ロ ー ブ は 全 長 マ ウ ス お よ び ヒ ト オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム よ り な る も の で
あ っ た 。 ヒ ト 組 織 Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト は 肺 お よ び 骨 格 筋 か ら の 試 料 中 で ほ ぼ １ ｋ ｂ
に お い て 単 一 の バ ン ド を 示 す 。 脳 、 心 臓 、 結 腸 、 胸 腺 、 脾 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 小 腸 、 胎 盤 ま
た は 末 梢 血 液 リ ン パ 球 か ら の Ｒ Ｎ Ａ で は シ グ ナ ル は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ８ ） 。 マ ウ ス 組
織 Ｒ Ｎ Ａ の ブ ロ ッ ト は 肺 、 甲 状 腺 、 下 顎 腺 、 精 巣 上 体 お よ び 子 宮 か ら の 試 料 で シ グ ナ ル を
生 じ 、 卵 巣 お よ び 前 立 腺 で は シ グ ナ ル は よ り 弱 か っ た （ 図 ９ ） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 腫 瘍 形 成 の 間 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 レ ベ ル の 変 化 は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ っ て 評
価 し た （ 表 ２ ） 。 Ｉ ｎ ｃ ｙ ｔ ｅ 　 Ｈ Ｇ チ ッ プ で の １ つ の 部 分 的 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ク ロ ー ン を 種 々
の 段 階 の 病 気 進 行 に わ た る ４ つ の 異 な る 腫 瘍 タ イ プ （ 乳 房 、 結 腸 、 腎 臓 お よ び 肺 ） の １ つ
に 罹 っ た 患 者 の １ ０ 組 で 調 べ た 。 同 一 方 向 で は 常 で は な か っ た が 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ は 腫 瘍 サ ン
プ ル の 全 て の ４ ０ に お い て 有 意 に 異 な る 発 現 を 示 し た 。 該 遺 伝 子 は 乳 房 お よ び 結 腸 患 者 か
ら の 全 て の １ ０ の 腫 瘍 に お い て 有 意 に 上 昇 調 節 さ れ る 。 対 称 的 に 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ は １ ０ の 腎
臓 腫 瘍 の う ち ６ つ 、 お よ び １ ０ の 肺 腫 瘍 の う ち ７ つ に お い て 有 意 に 下 降 調 節 さ れ 、 他 方 、
各 腫 瘍 タ イ プ を 持 つ 残 り の 患 者 で は 上 昇 調 節 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 次 い で 、 マ イ ク ロ ア レ イ 観 察 を 、 定 量 的 リ ア ル タ イ ム 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ Ｒ Ｔ
－ Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 、 乳 癌 お よ び 結 腸 癌 の 場 合 に 行 っ た 。 ４ つ の 結 腸 腫 瘍 の う ち １ つ
は 、 正 常 な 結 腸 組 織 の プ ー ル で 観 察 さ れ た レ ベ ル と 比 較 し て 、 ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 有 意 な 過
剰 発 現 を 示 し た （ 図 １ ０ ） 。 ７ つ の 乳 癌 の う ち ５ つ も ま た 、 正 常 な 組 織 の プ ー ル と 比 較 し
て ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ の 有 意 な 上 昇 調 節 を 示 し た 。 乳 癌 に お け る 過 剰 発 現 の レ ベ ル は
３ 倍 な い し ２ ４ 倍 を 超 え る 範 囲 で あ っ た （ 図 １ ０ ） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Ｒ Ｔ － Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ を 、 ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 発 現 す る 細 胞 型 を 決 定 す る 目 的 で 、 内 皮 細 胞 お
よ び 上 皮 細 胞 系 の ア レ イ で 行 っ た 。 非 － 形 質 転 換 上 皮 細 胞 の プ ー ル と 比 較 し て 、 フ ィ ブ ロ
ネ ク チ ン で 増 殖 さ せ た ヒ ト 微 小 血 管 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｍ Ｖ Ｅ Ｃ ） は Ｖ Ｃ Ｃ － １ の ほ ぼ １ ０ ０ 倍
の 過 剰 発 現 を 呈 し た 。 Ｓ ｅ ｐ ｈ ｒ ａ ｎ ｏ ｓ ｅ 血 管 内 皮 細 胞 （ Ｓ Ｐ Ｖ Ｅ Ｃ ） お よ び ヒ ト 臍 帯
血 管 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） も 有 意 で は あ る が 、 中 程 度 の 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 を 呈 し た （ 図
１ １ ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Ｒ Ｔ － Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ を 利 用 し て 、 増 殖 ま た は 管 － 形 成 を 受 け て い る 内 皮 細 胞 で Ｖ Ｃ Ｃ － １
レ ベ ル が 異 な る か を 決 定 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ を マ ウ ス 血 管 腫 内 皮 細 胞 系 Ｐ Ｙ ４ ． １ （ Dubois N.A
.ら  Exp. Cell Res. 196:302-313(1991)） か ら 種 々 の バ イ オ 条 件 下 で 収 穫 し た 。 静 止 性 ｖ
ｓ 活 動 的 増 殖 細 胞 の 間 で ネ ズ ミ Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 差 は 見 ら れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 二 次 元
ア ッ セ イ で 管 を 形 成 す る よ う に 誘 導 さ れ て ６ 時 間 後 に は 、 こ れ ら の 細 胞 か ら の Ｒ Ｎ Ａ に お
い て ２ ８ 倍 だ け Ｖ Ｃ Ｃ － １ は 過 剰 発 現 さ れ る よ う で あ る （ 図 １ ２ ） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 腫 瘍 形 成 を 誘 導 ま た は 強 調 す る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 能 力 を 評 価 す る た め に 、 該 遺 伝 子 を Ｃ Ｍ Ｖ
プ ロ モ ー タ ー － 駆 動 発 現 構 築 体 の 間 を 行 き 来 さ せ 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し た 。 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 の 安 定 な プ ー ル を Ｖ Ｃ Ｃ － １ ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現 に つ き ア ッ セ イ
し た （ 図 １ ３ ） 。 次 い で 、 細 胞 を 雌 Ｃ Ｄ － １ 　 ｎ ｕ ／ ｎ ｕ マ ウ ス に 皮 下 注 射 し 、 増 殖 に つ
き 経 時 的 に 評 価 し た 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 は 、 ベ ク タ ー 対
照 で 形 質 転 換 さ れ た 同 一 細 胞 と 比 較 し て 増 殖 の 有 意 な 増 強 を 示 し （ 図 １ ３ ） 、 こ れ は 、 Ｖ
Ｃ Ｃ － １ が 線 維 芽 細 胞 の 増 殖 を 増 強 さ せ る よ う に 働 く こ と が で き る の を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の １ つ の 具 体 例 は Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 で あ る 。 好 ま し
く は 、 核 酸 配 列 は ：
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 配 列 番 号 ： １ ま た は 配 列 番 号 ： ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る こ と が で き る か 、 あ る い は 遺 伝 子 暗 号 の 縮 重 を 除 い て 該 条 件 下 で 該 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 核 酸 配 列 ；
　 配 列 番 号 ： １ ま た は 配 列 番 号 ： ４ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 相 同 性 を 有
す る 核 酸 配 列 ；
　 配 列 番 号 ： １ ま た は 配 列 番 号 ： ４ の 相 補 的 配 列 ；
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 具 体 例 は Ｖ Ｃ Ｃ － １ ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 該 ア ミ ノ 酸 配 列 は ：
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　 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ５ ま た は 配 列 番 号 ： ６ の ア ミ ノ 酸 に 対 し て 少
な く と も 約 ７ ０ ％ 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 ；
　 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ５ ま た は 配 列 番 号 ： ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 置 換
、 欠 失 ま た は 挿 入 変 種 ； お よ び
　 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ５ ま た は 配 列 番 号 ： ６ の 対 立 遺 伝 子 変 種 ；
よ り な る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 配 列 変 種
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の ア ミ ノ 酸 配 列 変 種 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 に
よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 （ 天 然 に 生
じ る ア ミ ノ 酸 配 列 変 種 の 場 合 に は ） 天 然 源 か ら の 単 離 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 媒 介
（ 部 位 － 特 異 的 ） 突 然 変 異 誘 発 に よ る 調 製 、 Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 、 お よ び Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 調
製 さ れ た 変 種 ま た は 非 － 変 種 バ ー ジ ョ ン い ず れ か の カ セ ッ ト 突 然 変 異 を 含 む 。 こ れ ら の 技
術 は Ｖ Ｃ Ｃ － １ 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） 、 あ る い は Ｖ Ｃ Ｃ － １ 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 を
利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 媒 介 突 然 変 異 は Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ の 置 換 、 欠 失 お よ び 挿 入 変 種
を 調 製 す る た め の 好 ま し い 方 法 で あ る 。 こ の 技 術 は 、 例 え ば 、 Ａ ｄ ｅ ｌ ｍ ａ ｎ ら ， Ｄ Ｎ Ａ
， ２ ： １ ８ ３ （ １ ９ ８ ３ ） に よ っ て 記 載 さ れ て い る ご と く 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る
。 簡 単 に 述 べ る と 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ は 、 所 望 の 突 然 変 異 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 改 変 さ れ 、 こ こ に 、 該 鋳 型 は Ｖ Ｃ
Ｃ － １ の 改 変 さ れ て い な い ま た は 天 然 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド ま た は バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ 一 本 鎖 形 態 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 、 か
く し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 取 り 込 み 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ に お け る 選 択 さ
れ た 改 変 を コ ー ド す る 鋳 型 の 第 二 の 相 補 的 ス ト ラ ン ド を 合 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 一 般 に 、 長 さ が 少 な く と も ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 。 最 適 な オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 該 突 然 変 異 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か の 側 の 鋳 型 に 完
全 に 相 補 的 な １ ２ な い し １ ５ の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る で あ ろ う 。 こ れ は 該 ヌ ク レ オ チ ド が
一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 分 子 に 適 切 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 保 証 す る 。 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 Creaら （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75: 5765, 1978） に よ っ て 記 載 さ れ た も の
の ご と き 当 該 分 野 で 公 知 の 技 術 を 用 い て 容 易 に 合 成 さ れ る 。 ま た 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 は 、
標 準 的 な 技 術 を 用 い て 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド （ ま た は 他 の ） Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 さ せ る こ と に よ っ て
作 り 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 （ 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 配 列 変 種 を 作 り 出 す た め の ） 天 然 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 改 変 で は 、 適 当 な ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 下 で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 本 鎖 鋳 型 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る 。 次 い で 、 Ｄ Ｎ Ａ 重 合 酵 素 、 通 常 は Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の ク レ ノ ウ 断 片 を 添 加 し て 、 合
成 用 の プ ラ イ マ ー と し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 鋳 型 の 相 補 的 ス ト ラ ン ド を 合 成 す る
。 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス 分 子 は 、 １ つ の Ｄ Ｎ Ａ ス ト ラ ン ド が Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 突 然 変 異 形 態 を
コ ー ド し 、 他 の ス ト ラ ン ド （ 元 の 鋳 型 ） が Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 天 然 の 改 変 さ れ て い な い 配 列 を コ
ー ド す る よ う に 形 成 さ れ る 。 次 い で 、 こ の ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス 分 子 を 適 当 な 宿 主 細 胞 、
通 常 は Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 Ｊ Ｍ １ ０ １ の ご と き 原 核 生 物 に 形 質 転 換 す る 。 細 胞 を ア ガ ロ ー ス プ
レ ー ト で 平 板 培 養 し 、 ３ ２ － ホ ス フ ェ ー ト で 放 射 性 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 突 然 変 異 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 細 菌 コ ロ ニ ー を 同 定 す る 。 次 い で
、 突 然 変 異 し た 領 域 を 取 り 出 し 、 蛋 白 質 生 産 用 の 適 当 な ベ ク タ ー 、 一 般 に は 、 適 切 な 宿 主
の 形 質 転 換 で 典 型 的 に は 使 用 さ れ る タ イ プ の 発 現 ベ ク タ ー に 入 れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 直 前 に 記 載 し た 方 法 は 、 プ ラ ス ミ ド の 双 方 の ス ト ラ ン ド が 突 然 変 異 を 含 む ホ モ デ ュ プ レ
ッ ク ス 分 子 が 作 り 出 さ れ る よ う に 修 飾 す る こ と が で き る 。 該 修 飾 は 以 下 の 通 り で あ る ： 一
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本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 前 記 し た ご と く 一 本 鎖 鋳 型 に ア ニ ー ル す る 。 ３ つ の デ オ キ シ リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 デ オ キ シ リ ボ ア デ ノ シ ン （ ｄ Ａ Ｔ Ｐ ） 、 デ オ キ シ リ ボ グ ア ノ シ ン （ ｄ Ｇ
Ｔ Ｐ ） 、 お よ び デ オ キ シ リ ボ チ ミ ジ ン （ ｄ Ｔ Ｔ Ｐ ） の 混 合 物 を （ Amersham Corporationか
ら 入 手 す る こ と が で き る ） ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － （ α ３ ５ Ｓ ） と 呼 ば れ る 修 飾 さ れ た チ オ － デ オ キ シ
リ ボ シ ト シ ン と 合 わ せ る 。 こ の 混 合 物 を 鋳 型 － オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 複 合 体 に 加 え る 。 Ｄ Ｎ
Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の こ の 混 合 物 へ の 添 加 に 際 し 、 突 然 変 異 し た 塩 基 を 除 い て 鋳 型 と 同 一 な Ｄ
Ｎ Ａ の ス ト ラ ン ド が 生 じ る 。 加 え て 、 Ｄ Ｎ Ａ の こ の 新 し い ス ト ラ ン ド は ｄ Ｃ Ｔ Ｐ の 代 わ り
に ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － （ α ３ ５ Ｓ ） を 含 み 、 こ れ は 、 そ れ を 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 か ら 保 護
す る よ う 働 く 。 二 本 鎖 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス の 鋳 型 ス ト ラ ン ド を 適 当 な 制 限 酵 素 で ニ ッ ク
し た 後 、 鋳 型 ス ト ラ ン ド を Ｅ ｘ ｏ 　 Ｉ Ｉ Ｉ ヌ ク レ ア ー ゼ ま た は も う １ つ の 適 当 な ヌ ク レ ア
ー ゼ で 、 突 然 変 異 誘 発 す べ き 部 位 を 含 む 領 域 を 過 ぎ て 消 化 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 反
応 を 停 止 さ せ て 、 部 分 的 に 一 本 鎖 の み の 分 子 が 得 ら れ る 。 次 い で 、 全 て の ４ 種 の デ オ キ シ
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 、 Ａ Ｔ Ｐ 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ の 存 在 下 で 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ
ー ゼ を 用 い 、 完 全 な 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス が 形 成 さ れ る 。 次 い で 、 前 記 し た ご
と く 、 こ の ホ モ デ ュ プ レ ッ ク ス 分 子 を Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 Ｊ Ｍ １ ０ １ の ご と き 適 当 な 宿 主 細 胞
に 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 置 換 す べ き １ を 超 え る ア ミ ノ 酸 を 持 つ Ｖ Ｃ Ｃ － １ 突 然 変 異 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は い く
つ か の 方 法 の う ち の １ つ で 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 も し ア ミ ノ 酸 が 当 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖
に お い て 近 く に 位 置 す れ ば 、 そ れ ら は 、 所 望 の ア ミ ノ 酸 置 換 の 全 て を コ ー ド す る １ つ の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 同 時 に 突 然 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 ア ミ ノ 酸
が 相 互 に 幾 分 離 れ て い れ ば （ 約 １ ０ 以 上 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 分 離 さ れ て い れ ば ） 、 所 望 の
変 化 の 全 て を コ ー ド す る 単 一 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る の は よ り 困 難 で あ る 。 そ の 代 わ
り 、 ２ つ の 代 替 法 の う ち １ つ の 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 第 一 の 方 法 に お い て は 、 別 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 置 換 す べ き 各 ア ミ ノ 酸 の 代 わ り に 生
じ さ せ る 。 次 い で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 一 本 鎖 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ に 同 時 に ア ニ ー ル し 、 鋳 型 か
ら 合 成 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ の 第 二 の ス ト ラ ン ド は 所 望 の ア ミ ノ 酸 置 換 の 全 て を コ ー ド す る で あ ろ
う 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 代 替 法 は 、 所 望 の 突 然 変 異 体 を 生 じ さ せ る た め の ２ ラ ウ ン ド 以 上 の 突 然 変 異 誘 発 を 含 む
。 第 １ の ラ ウ ン ド は 単 一 突 然 変 異 体 に つ い て 記 載 す る 通 り で あ る ： 野 生 型 Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 で
用 い 、 第 １ の 所 望 の ア ミ ノ 酸 置 換 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を こ の 鋳 型 に ア ニ ー ル
し 、 次 い で 、 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 生 じ る 。 第 ２ ラ ウ ン ド の 突 然 変 異 誘 発 は
、 鋳 型 と し て 第 １ ラ ウ ン ド の 突 然 変 異 誘 発 で 生 じ た 突 然 変 異 し た Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 す る 。 か く
し て 、 こ の 鋳 型 は 既 に １ 以 上 の 突 然 変 異 を 含 む 。 次 い で 、 さ ら な る 所 望 の ア ミ ノ 酸 置 換 を
コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を こ の 鋳 型 に ア ニ ー ル し 、 Ｄ Ｎ Ａ の 得 ら れ た ス ト ラ ン ド は
、 今 や 、 第 １ お よ び 第 ２ の 双 方 の ラ ウ ン ド の 突 然 変 異 誘 発 か ら の 突 然 変 異 を コ ー ド す る 。
こ の 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ が 第 ３ ラ ウ ン ド の 突 然 変 異 誘 発 に お い て 鋳 型 と し て 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 も 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の ア ミ ノ 酸 変 種 を 作 成 す る の に 適 当 で あ る 。 以 下 の
議 論 は Ｄ Ｎ Ａ に 言 及 す る が 、 該 技 術 は Ｒ Ｎ Ａ で の 適 用 も 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ る 。 該
Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 は 、 一 般 に 、 以 下 の 手 法 を い う （ Erlich, supra, the chapter by R.Higuchi,
 p.61-70） ： 少 量 の 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ に お い て 出 発 物 質 と し て 用 い る と 、 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ に
お い て 対 応 す る 領 域 か ら 配 列 が わ ず か に 異 な る プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 該 プ ラ イ マ ー が 鋳 型
と は 異 な る 位 置 に お い て の み 鋳 型 配 列 と は 異 な る 比 較 的 大 量 の 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 生 じ さ
せ る こ と が で き る 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ へ の 突 然 変 異 の 導 入 の た め に は 、 プ ラ イ マ ー の １ つ
を 、 突 然 変 異 の 一 部 と 重 複 し 、 突 然 変 異 を 含 む よ う に 設 計 す る ； 他 の プ ラ イ マ ー の 配 列 は
プ ラ ス ミ ド の 対 向 ス ト ラ ン ド の 配 列 の ス ト レ ッ チ と 同 一 で な け れ ば な ら な い が 、 こ の 配 列
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は プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ に 沿 っ て ど こ か へ 位 置 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 第 二 の プ
ラ イ マ ー の 配 列 は 、 プ ラ イ マ ー と 境 界 を 接 す る Ｄ Ｎ Ａ の 全 増 幅 領 域 の 端 部 に お い て プ ラ イ
マ ー が 容 易 に 配 列 決 定 で き る よ う に 、 第 一 の も の か ら ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 内 に 位 置 さ せ る
の が 好 ま し い 。 丁 度 記 載 し た も の の よ う な プ ラ イ マ ー 対 を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 結 果 、 鋳 型
コ ピ ー イ ン グ は 幾 分 エ ラ ー 傾 向 が あ る の で 、 プ ラ イ マ ー に よ っ て 特 定 さ れ る 突 然 変 異 の 位
置 、 お よ び 恐 ら く は 他 の 位 置 に お い て 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 集 団 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 生 成 物 物 質 に 対 す る 鋳 型 の 比 率 が 極 端 に 低 け れ ば 、 生 成 物 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ほ と ん ど 大 部 分
は 所 望 の 突 然 変 異 を 取 り 込 む 。 こ の 生 成 物 物 質 を 用 い て 、 標 準 的 Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て Ｐ Ｃ
Ｒ 鋳 型 と し て 働 く プ ラ ス ミ ド 中 の 対 応 す る 領 域 を 置 き 換 え る 。 別 の 位 置 に お け る 突 然 変 異
は 、 突 然 変 異 体 第 二 プ ラ イ マ ー を 用 い 、 ま た は 異 な る 突 然 変 異 体 プ ラ イ マ ー で 第 二 の Ｐ Ｃ
Ｒ を 行 い 、 ２ つ の 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 を ３ つ の （ ま た は そ れ 以 上 の ） － 連 結 に お い て ベ ク
タ ー 断 片 に 同 時 に 連 結 さ せ る こ と に よ っ て 同 時 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 変 種 を 調 製 す る た め の も う １ つ の 方 法 で あ る カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 は Wellsら （ Gene, 3
4:315, 1985） に よ っ て 記 載 さ れ た 技 術 に 基 づ い て い る 。 出 発 物 質 は 、 突 然 変 異 す べ き Ｖ
Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む プ ラ ス ミ ド （ ま た は 他 の ベ ク タ ー ） で あ る 。 突 然 変 異 す べ き Ｖ Ｃ
Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ 中 の コ ド ン が 同 定 さ れ る 。 同 定 さ れ た 突 然 変 異 部 位 の 各 側 に 唯 一 の 制 限 エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 が な け れ ば な ら な い 。 も し そ の よ う な 制 限 部 位 が 存 在 し な け れ ば 、
前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 媒 介 突 然 変 異 誘 発 方 法 を 用 い て そ れ を 生 じ さ せ て 、 そ れ を Ｖ Ｃ
Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ 中 の 適 当 な 位 置 に 導 入 す る こ と が で き る 。 制 限 部 位 が プ ラ ス ミ ド に 導 入 さ
れ た 後 、 プ ラ ス ミ ド を そ の 部 位 で 切 断 し て 、 そ れ を 線 状 化 す る 。 制 限 部 位 の 間 の Ｄ Ｎ Ａ の
配 列 を コ ー ド す る が 、 所 望 の 突 然 変 異 を 含 む 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 準 的 な 手 法
を 用 い て 合 成 さ れ る 。 ２ つ の ス ト ラ ン ド を 別 々 に 合 成 し 、 次 い で 、 標 準 的 な 技 術 を 用 い て
一 緒 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 こ の 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を カ セ ッ ト と い う 。 こ の カ
セ ッ ト は 、 そ れ が プ ラ ス ミ ド に 直 接 連 結 さ れ る よ う に 、 線 状 化 プ ラ ス ミ ド の 端 部 と 適 合 す
る ３ ’ お よ び ５ ’ 末 端 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 今 や 、 突 然 変 異 し
た Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 蛋 白 質 の 共 有 結 合 修 飾
　 本 発 明 の 蛋 白 質 ま た は 抗 体 の 共 有 結 合 修 飾 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 共 有 結 合 修
飾 の １ つ の タ イ プ は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 側 鎖 ま た は Ｎ － も し く は Ｃ － 末 端 残 基 と 反 応 す る
こ と が で き る 有 機 誘 導 体 化 剤 と 、 ポ リ ペ プ チ ド の 標 的 ア ミ ノ 酸 残 基 と 反 応 さ せ る こ と を 含
む 。 二 官 能 性 剤 で の 誘 導 体 化 は 、 例 え ば 、 蛋 白 質 を 、 抗 体 を 精 製 す る 方 法 で 用 い る た め に
、 水 不 溶 性 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス ま た は 表 面 に 架 橋 す る の に 有 用 で あ り 、 そ の 逆 も 有 用 で あ
る 。 通 常 に 使 用 さ れ る 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、 １ ， １ － ビ ス （ ジ ア ゾ ア セ チ ル ） － ２ － フ ェ ニ
ル エ タ ン グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 例 え ば 、 ３ ， ３
’ － ジ チ オ ビ ス （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ネ ー ト ） の よ う な ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ
ル を 含 め た 、 ４ － ア ジ ド サ リ チ ル 酸 と の エ ス テ ル 、 ホ モ 二 官 能 性 イ ミ ド エ ス テ ル 、 ビ ス －
Ｎ － マ レ イ ミ ド － １ ， ８ － オ ク タ ン の ご と き 二 官 能 性 マ レ イ ミ ド 、 お よ び メ チ ル － ３ － ［
（ パ ジ ド フ ェ ニ ル ） ジ チ オ ］ プ ロ ピ オ イ ミ デ ー ト の よ う な 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 他 の 修 飾 は 、 各 々 、 対 応 す る グ ル タ ミ ル お よ び ア ス パ ル チ ル 残 基 へ の グ ル タ ミ ニ ル お よ
び ア ス パ ラ ギ ニ ル 残 基 の 脱 ア ミ ド 化 、 プ ロ リ ン お よ び リ シ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 セ リ ル ま
た は ス レ オ ニ ル 残 基 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の リ ン 酸 化 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ
ン 側 鎖 の ア ミ ノ 基 の メ チ ル 化 （ Creighton, Proteins: Structure and Molecular Propert
ies, W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86 (1983)） 、 Ｎ － 末 端 ア ミ ノ ア セ チ
ル 化 、 お よ び い ず れ か の Ｃ － 末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア ミ ド 化 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド の も う １ つ の タ イ プ の 共 有 結 合 修 飾 は 、 ポ リ ペ
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プ チ ド の 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 改 変 す る こ と を 含 む 。 「 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン
を 改 変 す る 」 は 、 本 明 細 書 中 で の 目 的 で は 、 （ 基 礎 と な る グ リ コ シ ル 化 部 位 を 除 去 す る こ
と に よ っ て 、 ま た は 化 学 的 お よ び ／ ま た は 酵 素 的 手 段 に よ っ て グ リ コ シ ル 化 を 欠 失 す る こ
と に よ っ て ） 天 然 配 列 で 見 出 さ れ る １ 以 上 の 炭 水 化 物 部 位 を 欠 失 す る こ と 、 お よ び ／ ま た
は 天 然 配 列 に 存 在 し な い １ 以 上 の グ リ コ シ ル 化 部 位 を 付 加 す る こ と を 意 味 す る 。 加 え て 、
該 フ レ ー ズ は 、 天 然 蛋 白 質 の グ リ コ シ ル 化 の 定 量 的 変 化 を 含 み 、 こ れ は 、 存 在 す る 種 々 の
炭 水 化 物 部 位 の 性 質 お よ び 割 合 の 変 化 を 含 む 。 グ リ コ シ ル 化 部 位 の ポ リ ペ プ チ ド へ の 付 加
は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 す る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 該 改 変 は 、 例 え ば 、 １
以 上 の セ リ ン ま た は ス レ オ ニ ン 残 基 の 天 然 配 列 へ の 付 加 ま た は 置 換 に よ っ て な す こ と が で
き る （ 結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 用 ） 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 所 望 に よ り 、 特 に 、 所 望 の ア ミ ノ 酸
配 列 に 翻 訳 さ れ る コ ド ン が 生 じ る よ う に 、 予 め 選 択 さ れ た 塩 基 に お け る ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 突 然 変 異 さ せ る こ と に よ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で の 変 化 を 通 じ て 改 変 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 上 の 炭 水 化 物 部 位 の 数 を 増 加 さ せ る た め の も う １ つ の 手 段 は 、 グ リ コ シ ド
の ポ リ ペ プ チ ド へ の 化 学 的 ま た は 酵 素 的 カ ッ プ リ ン グ に よ る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 当 該 分
野 に お い て 、 例 え ば 、 １ ９ ８ ７ 年 ９ 月 １ １ 日 に 公 開 さ れ た Ｗ Ｏ ８ ７ ／ ０ ５ ３ ３ ０ 、 お よ び
Aplinお よ び Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp.259-306 (1981)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 存 在 す る 炭 水 化 物 部 位 の 除 去 は 、 化 学 的 に ま た は 酵 素 的 に 、 あ る い は グ
リ コ シ ル 化 の た め の 標 的 と し て 働 く ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る コ ド ン の 突 然 変 異 的 置 換 に
よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 化 学 的 脱 グ リ コ シ ル 化 技 術 は 当 該 分 野 で 知 ら れ て お り 、 例
え ば 、 Hakimuddinら , Arch. Biochem. Biophys, 259:52 (1987)お よ び Edgeら , Anal. Bio
chem., 118:131 (1981)に 記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド 上 の 炭 水 化 物 部 位 の 酵 素 的 切 断
は 、 Thotakuraら , Meth. Enzymol., 138:350 (1987)に よ っ て 記 載 さ れ て い る ご と き 種 々
の エ ン ド － お よ び エ キ ソ － グ リ コ シ ダ ー ゼ の 使 用 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 本 発 明
の 蛋 白 質 ま た は 抗 体 の も う １ つ の タ イ プ の 共 有 結 合 修 飾 は 、 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ４ ０ ， ８ ３
５ 号 ； 第 ４ ， ４ ９ ６ ， ６ ８ ９ 号 ； 第 ４ ， ３ ０ １ ， １ ４ ４ 号 ； 第 ４ ， ６ ７ ０ ， ４ １ ７ 号 ： 第
４ ， ７ ９ １ ， １ ９ ２ 号 ま た は 第 ４ ， １ ７ ９ ， ３ ３ ７ 号 に 記 載 さ れ て い る 方 法 で 、 ポ リ ペ プ
チ ド ま た は 抗 体 を 種 々 の 非 － 蛋 白 質 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ
Ｇ ） 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ま た は ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン に 結 合 さ せ る こ と を 含 む
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は 抗 体 で 見 出 さ れ る リ シ ン の ア ミ ノ 末
端 α － ア ミ ノ 基 ま た は ε － ア ミ ノ 基 い ず れ か と 反 応 す る こ と が で き る 官 能 基 は ： ｐ － ニ ト
ロ フ ェ ニ ル ま た は ス ク シ ン イ ミ ジ ル の ご と き カ ル ボ ネ ー ト ； カ ル ボ ニ ル イ ミ ダ ゾ ー ル ； ア
ズ ラ ク ト ン ； 環 状 イ ミ ド チ オ ン ； イ ソ シ ア ネ ー ト ま た は イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ； 塩 化 ト レ シ
ル （ Ｅ Ｐ 　 ７ １ ４ 　 ４ ０ ２ 、 Ｅ Ｐ 　 ４ ３ ９ 　 ５ ０ ８ ） ； お よ び ア ル デ ヒ ド を 含 む 。 Ｖ Ｃ Ｃ
－ １ 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は 抗 体 上 の カ ル ボ ン 酸 基 、 反 応 性 カ ル ボ ニ ル 基
お よ び 酸 化 さ れ た 炭 水 化 物 部 位 と 反 応 す る こ と が で き る 官 能 基 は ； 第 一 級 ア ミ ン ； お よ び
ア シ ル ヒ ド ラ ジ ド 、 カ ル バ ザ ー ト 、 セ ミ カ ル バ メ ー ト 、 チ オ カ ル バ ザ ー ト 等 の ご と き ヒ ド
ラ ジ ン お よ び ヒ ド ラ ジ ド 官 能 基 を 含 む 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た
は 抗 体 上 の も し 利 用 で き る な ら ば メ ル カ プ ト 基 も 、 チ オ ー ル の ご と き 反 応 性 基 ； マ レ イ ミ
ド 、 ス ル ホ ン お よ び フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル と の 適 切 に 活 性 化 さ れ た ポ リ マ ー 用 の 結 合 部
位 と し て 用 い る こ と も で き る ； 例 え ば 、 こ こ に 引 用 し て そ の 開 示 を 援 用 す る 米 国 特 許 第 ５
， ０ ９ ３ ， ５ ３ １ 号 参 照 。 親 電 子 中 心 と 反 応 す る こ と が で き る 他 の 求 核 試 薬 は 、 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ア ミ ノ 、 カ ル ボ キ シ ル 、 チ オ ー ル 、 活 性 メ チ レ ン を 含
む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の １ つ の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 第 一 級 ア ミ ン ま た は ア ミ ド 結 合 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ －
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１ 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は 抗 体 の リ シ ン の Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 基 ま た は ε － ア ミ
ノ 基 お よ び 活 性 化 さ れ た Ｐ Ｅ Ｇ を 用 い て 形 成 さ れ る 。 本 発 明 の も う １ つ の 好 ま し い 態 様 に
お い て 、 第 二 級 ア ミ ン 結 合 は 、 Chamowら , Bioconjugate Chem. 5: 133-140 (1994)お よ び
米 国 特 許 第 ５ ， ８ ２ ４ ， ７ ８ ４ に 記 載 さ れ て い る ご と く 、 Ｎ ａ Ｃ Ｎ Ｂ Ｈ ３ 、 Ｎ ａ Ｂ Ｈ ３ 、
ピ リ ジ ン ボ ラ ン 等 の ご と き 適 当 な 還 元 剤 で の 還 元 に よ っ て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア
ン タ ゴ ニ ス ト ま た は 抗 体 の Ｎ － 末 端 第 一 級 ア ミ ノ 基 と 単 一 ま た は 分 岐 鎖 Ｐ Ｅ Ｇ ア ル デ ヒ ド
の 間 に 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 好 ま し い 具 体 例 は 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル 、 環 状 イ ミ ド チ オ ン
等 の ご と き ア ミ ド － 形 成 性 リ ン カ ー で 活 性 化 さ れ た ポ リ マ ー を 用 い て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 、 ア ゴ
ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は 抗 体 と ポ リ マ ー と の 間 に 結 合 を 生 じ さ せ る 。 こ こ に 引 用 し
て 援 用 す る 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ４ ９ ， ０ ０ １ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ０ ５ ， ８ ７ ７ 号 ； お よ び
Greenwaldら , Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 17:101-161, 2000参 照 。 Ｖ Ｃ Ｃ －
１ 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は 抗 体 の 遊 離 ア ミ ノ 基 に 結 合 す る こ と が で き る １ つ
の 好 ま し い 活 性 化 さ れ た ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） は 、 単 一 ま た は 分 岐 鎖 Ｎ － ヒ ド ロ キ
シ ス ク シ ン イ ミ ド ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） を 含 み 、 こ れ は 、 ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル ） の コ ハ ク 酸 エ ス テ ル を Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド で 活 性 化 す る こ と に よ っ て 調 製
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 好 ま し い 具 体 例 は 、 ε － ア ミ ノ ま た は 他 の 基 を 介 し て Ｖ Ｃ Ｃ － １ 、 ア ゴ ニ
ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は 抗 体 と の ポ リ マ ー の 共 有 結 合 を 形 成 す る た め に 他 の 活 性 化 さ
れ た ポ リ マ ー を 用 い る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 末 端 が 活 性 化 さ れ た ポ リ マ ー の イ ソ シ ア ネ ー
ト ま た は イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 形 態 を 用 い て 、 リ シ ン ア ミ ノ 基 と で 尿 素 ま た は チ オ 尿 素 － ベ
ー ス の 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 カ ル バ メ ー ト （ ウ レ タ ン ） 結 合 が 、 こ こ に
引 用 し て 援 用 す る 米 国 特 許 第 ５ ， １ ２ ２ ， ６ １ ４ 号 、 第 ５ ， ３ ２ ４ ， ８ ４ ４ 号 お よ び 第 ５
， ６ １ ２ ， ６ ４ ０ 号 に 記 載 さ れ て い る ご と く 、 蛋 白 質 ア ミ ノ 基 と で 形 成 さ れ る 。 そ の 例 は
、 Ｎ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ル ボ ネ ー ト 、 パ ラ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル カ ル ボ ネ ー ト 、 お よ び カ ル
ボ ニ ル イ ミ ダ ゾ ー ル 活 性 化 ポ リ マ ー を 含 む 。 本 発 明 の も う １ つ の 好 ま し い 具 体 例 に お い て
、 Ｐ Ｅ Ｇ の ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル カ ル ボ ネ ー ト 誘 導 体 を 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ
ゴ ニ ス ト ま た は 抗 体 上 の ア ミ ノ 基 に 結 合 さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ ビ ー イ ク ル へ の Ｄ Ｎ Ａ の 挿 入
　 天 然 ま た は 変 種 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ミ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ を 、 さ ら な る
ク ロ ー ニ ン グ （ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 ） の た め 、 ま た は 発 現 の た め 複 製 可 能 な ベ ク タ ー に 挿 入 す る
。 多 く の ベ ク タ ー は 入 手 可 能 で あ り 、 適 当 な ベ ク タ ー の 選 択 は 、 １ ） Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 ま た は Ｄ
Ｎ Ａ 発 現 で そ れ が 使 用 さ れ る べ き か 否 か 、 ２ ） ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る べ き Ｄ Ｎ Ａ の サ イ ズ
、 お よ び ３ ） ベ ク タ ー で 形 質 転 換 す べ き 宿 主 細 胞 に 依 存 す る で あ ろ う 。 各 ベ ク タ ー は 、 そ
の 機 能 （ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 ま た は Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 ） お よ び そ れ に 適 合 す べ き 宿 主 細 胞 に 応 じ て 種
々 の 成 分 を 含 む 。 ベ ク タ ー 成 分 は 、 一 般 に 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 以 下 の ： シ グ ナ
ル 配 列 、 複 製 起 点 、 １ 以 上 の マ ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 プ ロ モ ー タ ー お
よ び 転 写 終 止 配 列 の １ 以 上 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 複 製 起 点 成 分
　 発 現 お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 共 に 、 １ 以 上 の 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 内 で ベ ク タ ー
を 複 製 で き る よ う に す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 一 般 に 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に お い て は 、 こ
の 配 列 は 、 ベ ク タ ー が 宿 主 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ と は 独 立 し て 複 製 で き る よ う に す る も の で あ り 、
こ れ は 、 複 製 起 点 ま た は 自 律 複 製 配 列 を 含 む 。 そ の よ う な 配 列 は 種 々 の 細 菌 、 酵 母 お よ び
ウ イ ル ス で よ く 知 ら れ て い る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ か ら の 複 製 起 点 は ほ と ん ど の グ ラ
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ム 陰 性 菌 で 適 当 で あ り 、 ２ μ プ ラ ス ミ ド 起 点 は 酵 母 で 適 当 で あ り 、 種 々 の ウ イ ル ス 起 点 （
Ｓ Ｖ ４ ０ 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｖ Ｓ Ｖ ま た は Ｂ Ｐ Ｖ ） は 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で 有 用 で あ る 。 一 般 に 、 複 製 起 点 成 分 は 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー で は
必 要 で な い （ Ｓ Ｖ ４ ０ 起 点 は 、 典 型 的 に は 、 そ れ が 初 期 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 理 由 の み で 用
い る こ と が で き る ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ほ と ん ど の 発 現 ベ ク タ ー は 「 シ ャ ト ル 」 ベ ク タ ー で あ り 、 す な わ ち 、 そ れ ら は 少 な く と
も １ つ の ク ラ ス の 生 物 に お い て 複 製 す る こ と が で き る が 、 発 現 用 の も う １ つ の 生 物 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ベ ク タ ー を Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ で ク ロ ー ン 化 し 、 次 い
で 、 そ れ は 宿 主 細 胞 染 色 体 と 独 立 し て 複 製 す る こ と が で き な い が 、 発 現 用 の 酵 母 ま た は 哺
乳 動 物 細 胞 に 同 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ は 宿 主 ゲ ノ ム へ の 挿 入 に よ っ て 増 幅 さ せ る こ と も で き る 。 こ れ は 、 例 え ば
、 Ｂ ａ ｃ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ ゲ ノ ミ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ で 見 出 さ れ る 配 列 に 対 し て 相 補 的 で あ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列
を ベ ク タ ー に 含 め る こ と に よ っ て 、 宿 主 と し て Ｂ ａ ｃ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ 種 を 用 い て 容 易 に 達 成 さ
れ る 。 こ の ベ ク タ ー で の Ｂ ａ ｃ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 結 果 、 当 該 ゲ ノ ム で
相 同 組 換 え が 起 こ り 、 ま た Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ る 。 し か し な が ら 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １
を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 回 収 は 、 外 因 的 に 複 製 さ れ る ベ ク タ ー の そ れ よ り も 複 雑 で あ
る 。 な ぜ な ら ば 、 制 限 酵 素 消 化 が Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ を 切 り 出 す の に 必 要 だ か ら で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 選 択 遺 伝 子 成 分
　 発 現 お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 選 択 マ ー カ ー と も 呼 ば れ る 選 択 遺 伝 子 を 含 む べ き
で あ る 。 こ の 遺 伝 子 は 、 選 択 培 養 基 中 で 増 殖 し た 形 質 転 換 宿 主 細 胞 の 生 存 ま た は 増 殖 に 必
要 な 蛋 白 質 を コ ー ド す る 。 選 択 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ な い 宿 主 細 胞 は 、 該
培 養 基 中 で 生 存 で き な い 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は （ ａ ） 抗 生 物 質 ま た は 他 の ト キ シ ン 、 例
え ば 、 ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン に 対 す る
抵 抗 性 を 付 与 す る 、 （ ｂ ） 栄 養 因 子 欠 乏 を 補 う 、 ま た は （ ｃ ） 複 雑 な 培 地 か ら 利 用 で き な
い 非 常 に 重 要 な 栄 養 素 を 供 給 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る （ 例 え ば 、 Ｂ ａ ｃ ｉ ｌ ｌ ｉ に つ い て
の Ｄ － ア ラ ニ ン ラ セ マ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 選 択 ス キ ー ム の １ つ の 例 は 、 宿 主 細 胞 の 増 殖 を 阻 止 す る 薬 物 を 利 用 す る 。 異 種 遺 伝 子 で
首 尾 よ く 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 薬 物 抵 抗 性 を 付 与 す る 蛋 白 質 を 発 現 し 、 か く し て 、 選 択
方 法 か ら 生 き 残 る 。 そ の よ う な 優 性 選 択 の 例 は 薬 物 ネ オ マ イ シ ン （ Southernら , J. Molec
. Appl. Appl. Genet., 1: 327 1982） 。 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 （ Mulliganら , Science, 209:
 1422 1980） ま た は ヒ グ ロ マ イ シ ン （ Sugdenら , Mol. Cell. Biol., 5: 410-413 1985）
を 用 い る 。 前 記 で 与 え ら れ た ３ つ の 例 は 、 真 核 生 物 制 御 下 で 細 菌 遺 伝 子 を 使 用 し て 、 各 々
、 適 当 な 薬 物 Ｇ ４ １ ８ ま た は ネ オ マ イ シ ン （ ゲ ネ チ シ ン ） 、 ｘ ｇ ｐ ｔ （ ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸
） ま た は ヒ グ ロ マ イ シ ン に 対 す る 抵 抗 性 を 運 ぶ 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 用 の 適 当 な 選 択 マ ー カ ー の も う １ つ の 例 は 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ （
Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ） ま た は チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ の ご と き 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 核 酸 を 取 り 込 む 能 力 が あ る 細 胞
の 同 定 を 可 能 と す る も の で あ る 。 哺 乳 動 物 細 胞 形 質 転 換 体 を 、 該 形 質 転 換 体 が マ ー カ ー を
取 り 込 ん だ こ と に よ っ て ユ ニ ー ク に 生 存 す る の に 適 合 す る 選 択 圧 力 下 に 置 く 。 選 択 圧 は 、
培 地 中 の 選 択 剤 の 濃 度 が 首 尾 よ く 変 化 さ れ 、 そ れ に よ り 、 選 択 遺 伝 子 お よ び Ｖ Ｃ Ｃ － １ を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 双 方 の 増 幅 に 導 く 条 件 下 で 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ っ て 課 さ れ る
。 増 幅 は 、 増 殖 に 非 常 に 重 要 な 蛋 白 質 の 生 産 を か な り 必 要 と す る 遺 伝 子 が 、 組 換 え 細 胞 の
継 続 的 世 代 の 染 色 体 内 で タ ン デ ム に 反 復 す る プ ロ セ ス で あ る 。 増 加 し た 量 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ は
、 増 幅 し た Ｄ Ｎ Ａ か ら 合 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 例 え ば 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 選 択 遺 伝 子 で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 ま ず 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ の 競 合 ア ン タ ゴ
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ニ ス ト で あ る メ ト ト レ キ セ ー ト （ Ｍ ｔ ｘ ） を 含 む 培 養 基 中 で 形 質 転 換 体 の 全 て を 培 養 す る
こ と に よ っ て ま ず 同 定 さ れ る 。 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 使 用 す る 場 合 、 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 Urla
ubお よ び Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4216 1980に よ っ て 調 製 さ れ 、 増 殖
さ れ た 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ が 欠 乏 す る チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 系 で あ る 。 次 い
で 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 増 加 し た レ ベ ル の メ ト ト レ キ セ ー ト に 暴 露 す る 。 こ れ は 、 Ｄ Ｈ
Ｆ Ｒ 遺 伝 子 の 複 数 コ ピ ー お よ び 、 同 時 に 、 Ｐ Ｆ ４ Ａ 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の ご と き 、
他 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 発 現 ベ ク タ ー の 複 数 コ ピ ー の 合 成 に 導 く 。 こ の 増 幅 技 術 は 、 も し 、 例 え
ば 、 Ｍ ｔ ｘ に 対 し て 高 度 に 抵 抗 性 で あ る 突 然 変 異 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 遺 伝 子 を 使 用 す れ ば 、 内 因 性 Ｄ
Ｈ Ｆ Ｒ の 存 在 に も か か わ ら ず 、 い ず れ の 他 の 適 当 な 宿 主 、 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 Ｃ Ｃ Ｌ ６
１ 　 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ で も 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は 、 Ｐ Ｆ ４ Ａ 受 容 体 、 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ
蛋 白 質 、 お よ び ア ミ ノ グ リ コ シ ド ３ ’ ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ａ Ｐ Ｈ ） の ご と き も う
１ つ の 選 択 マ ー カ ー で 形 質 転 換 さ れ た 、 ま た は 共 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 内 因
性 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 含 む 野 生 型 宿 主 ） は 、 ア ミ ノ グ リ コ シ ド 抗 生 物 質 、 例 え ば 、 カ ナ マ イ シ ン 、
ネ オ マ イ シ ン ま た は Ｇ ４ １ ８ の ご と き 選 択 マ ー カ ー 用 の 選 択 剤 を 含 む 培 地 中 で の 細 胞 増 殖
に よ っ て 選 択 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ６ ５ ， １ ９ ９ 号 参 照 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 酵 母 で 用 い ら れ る 適 当 な 選 択 遺 伝 子 は 酵 母 プ ラ ス ミ ド Ｙ Ｒ ｐ ７ に 存 在 す る ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝
子 で あ る 。 （ Stinchcombら , Nature, 282: 39 1979; Kingsmanら , Gene, 7: 141 1979;ま
た は Tschemperら , Gene, 10: 157 1980） 。 該 ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 は 、 ト リ プ ト フ ァ ン 中 で 増
殖 す る 能 力 を 欠 く 酵 母 の 突 然 変 異 体 株 、 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ４ ４ ０ ７ ６ ま た は Ｐ Ｅ Ｐ ４
－ １ （ Jones, Genetics, 85: 12 1977） の た め の 選 択 マ ー カ ー を 提 供 す る 。 次 い で 、 酵 母
宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 で の ｔ ｒ ｐ １ 損 傷 の 存 在 に よ り 、 ト リ プ ト フ ァ ン の 不 存 在 下 で の 増 殖 に
よ り 、 形 質 転 換 を 検 出 す る た め の 効 果 的 な 環 境 が 提 供 さ れ る 。 同 様 に 、 Ｌ ｅ ｕ ２ － 欠 乏 酵
母 株 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ２ ０ ， ６ ２ ２ ま た は ３ ８ ， ６ ２ ６ ） は 、 Ｌ ｅ ｕ ２ 遺 伝 子 を 担 う 公 知 の プ
ラ ス ミ ド に よ っ て 補 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 成 分
　 発 現 お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 宿 主 生 物 に よ っ て 認 識 さ れ 、 か つ 、 通 常 、 Ｖ Ｃ Ｃ
－ １ 核 酸 に 操 作 可 能 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 そ れ に 操 作 可 能 に
連 結 し た 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の ご と き 特 定 の 核 酸 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 を 制 御 す る （ 一 般 に 、 約
１ ０ ０ な い し １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 内 の ） 構 造 遺 伝 子 の 開 始 コ ド ン に 対 し て 上 流 （ ５ ’ 側 ） に 位 置
す る 非 翻 訳 配 列 で あ る 。 そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 、 典 型 的 に は 、 ２ つ の ク ラ ス 、 誘 導 性
お よ び 構 成 性 に 分 け ら れ る 。 誘 導 プ ロ モ ー タ ー は 、 培 養 条 件 の あ る 変 化 、 例 え ば 、 栄 養 物
の 存 在 ま た は 不 存 在 、 ま た は 温 度 の 変 化 に 対 し て 応 答 す る 、 そ の 制 御 下 で Ｄ Ｎ Ａ か ら の 増
大 し た レ ベ ル の 転 写 を 開 始 さ せ る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 今 日 、 種 々 の 優 れ た 宿 主 細 胞 に よ
っ て 認 識 さ れ る 非 常 に 多 数 の プ ロ モ ー タ ー が よ く 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー は
、 制 限 酵 素 消 化 に よ っ て 源 Ｄ Ｎ Ａ か ら プ ロ モ ー タ ー を 取 り 出 し 、 単 離 さ れ た プ ロ モ ー タ ー
配 列 を ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 操 作 可 能 に 連
結 さ れ る 。 天 然 Ｖ Ｃ Ｃ － １ プ ロ モ ー タ ー 配 列 お よ び 多 く の 異 種 プ ロ モ ー タ ー 双 方 を 用 い て
、 増 幅 お よ び ／ ま た は Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 指 令 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら
、 異 種 プ ロ モ ー タ ー は 、 一 般 に 、 天 然 Ｖ Ｃ Ｃ － １ プ ロ モ ー タ ー と 比 較 し て 、 よ り 程 度 の 高
い 転 写 、 お よ び 発 現 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ の よ り 高 い 収 率 を 可 能 と す る の で 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 原 核 生 物 宿 主 で 用 い る の に 適 し た プ ロ モ ー タ ー は 、 β － ラ ク タ マ ー ゼ お よ び ラ ク ト ー ス
プ ロ モ ー タ ー 系 （ Changら , Nature, 275: 615 1978; お よ び Goeddelら , Nature, 281: 54
4 1979） 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ ｔ ｒ ｐ ） プ ロ モ ー タ ー 系 （ Goed
del, Nucleic Acids Res., 8: 4057 1980お よ び Ｅ Ｐ 　 ３ ６ ， ７ ７ ６ ） お よ び ｔ ａ ｃ プ ロ
モ ー タ ー の ご と き ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー （ deBoerら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
20: 21-25 1983） を 含 む 。 し か し な が ら 、 他 の 公 知 の 細 菌 プ ロ モ ー タ ー は 適 し て い る 。 そ
れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 公 表 さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、 い ず れ か の 必 要 な 制 限 部 位 を 供
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給 す る た め に リ ン カ ー ま た は ア ダ プ タ ー を 用 い 、 当 業 者 で あ れ ば Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ に そ れ を 連 結 さ せ る こ と が で き る （ Siebenlistら , Cell, 20: 269 1980） 。 ま た 、
細 菌 系 で 用 い る プ ロ モ ー タ ー は 、 一 般 に 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 操 作 可 能 に 連
結 し た シ ャ イ ン － ダ ル ガ ル ノ （ Ｓ ． Ｄ ． ） 配 列 含 む 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 酵 母 宿 主 で 用 い る 適 当 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － ３ －
リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク
ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト ム タ ー ゼ 、
ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ セ ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー
ゼ お よ び グ ル コ キ ナ ー ゼ の ご と き 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ （ Hitzemanら , J. B
iol. Chem., 255: 2073 1980） ま た は 他 の 解 糖 系 酵 素 （ Hessら , J. Adv. Enzyme Reg., 7
: 149 1968;お よ び Holland, Biochemistry, 17: 4900 1978） 用 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 増 殖 条 件 に よ っ て 制 御 さ れ た 転 写 の さ ら な る 利 点 を 有 す る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー で あ る 他
の 酵 母 プ ロ モ ー タ ー は 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ チ ト ク ロ ー ム Ｃ 、 酸 性 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 に 関 連 す る 分 解 酵 素 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － ３
－ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 お よ び マ ル ト ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス 資 化 を 担 う 酵 素 で あ る
。 酵 母 発 現 で 用 い ら れ る 適 当 な ベ ク タ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー は 、 さ ら に 、 Hitzemanの Ｅ Ｐ
　 ７ ３ ， ６ ５ ７ Ａ に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 エ ン ハ ン サ ー は 酵 母 プ ロ モ ー タ ー と 共 に 有 利 に
用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 真 核 生 物 で 知 ら れ て い る 。 実 質 的 に 全 て の 真 核 生 物 遺 伝 子 は 、 転 写
が 開 示 す る 部 位 か ら ほ ぼ ２ ５ な い し ３ ０ 塩 基 上 流 に 位 置 す る Ｈ Ｔ － リ ッ チ 領 域 を 有 す る 。
多 く の 遺 伝 子 の 転 写 の 開 始 か ら ７ ０ な い し ８ ０ 塩 基 上 流 に 見 出 さ れ る も う １ つ の 配 列 は 、
Ｘ が い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 る Ｃ Ｘ Ｃ Ａ Ａ Ｔ 領 域 で あ る 。 ほ と ん ど の 真 核 生 物 遺
伝 子 の ３ ’ 末 端 に は 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ３ ’ 末 端 へ の ポ リ Ａ テ イ ル の 付 加 の た め の シ グ
ナ ル で あ り 得 る Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ 配 列 が あ る 。 こ れ ら の 配 列 の 全 て は 、 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー
に 適 当 に 挿 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 中 の ベ ク タ ー か ら の Ｖ Ｃ Ｃ － １ 転 写 は 、 ポ リ オ マ ー ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ
イ ル ス （ １ ９ ８ ９ 年 ７ 月 ５ 日 に 公 開 さ れ た Ｕ Ｋ 　 ２ ， ２ １ １ ， ５ ０ ４ ） 、 （ ア デ ノ ウ イ ル
ス ２ の ご と き ） ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ウ シ パ ピ ロ マ ウ イ ル ス 、 鳥 類 肉 腫 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ
ロ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス お よ び 最 も 好 ま し く は シ ミ ア ン ウ イ ル ス
４ ０ （ Ｓ Ｖ ４ ０ ） の ご と き ウ イ ル ス の ゲ ノ ム か ら 、 異 種 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、
ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー か ら 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ ロ モ ー
タ ー か ら 、 お よ び Ｖ Ｃ Ｃ － １ 配 列 に 通 常 関 連 す る プ ロ モ ー タ ー か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー
に よ っ て 制 御 さ れ る が 、 そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 宿 主 細 胞 系 に 適 合 す る も の と す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 Ｓ Ｖ ４ ０ ウ イ ル ス の 初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー は 、 便 宜 に は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ウ イ ル ス 複 製
起 点 を 含 む Ｓ Ｖ ４ ０ 制 限 断 片 と し て 得 ら れ る 。 Fiersら , Nature, 273:113 (1978); Mulli
ganお よ び Berg, Science, 209: 1422-1427 (1980); Pavlakisら , Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 78: 7398-7402 (1981)。 ヒ ト ・ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 即 時 型 プ ロ モ ー タ ー は 、
便 宜 に は 、 Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 　 Ｅ 制 限 断 片 か ら 得 ら れ る 。 Greenawayら , Gene, 18: 355-360
 (1982)。 ベ ク タ ー と し て ウ シ パ ピ ロ マ ウ イ ル ス を 用 い て 哺 乳 動 物 宿 主 で Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 さ
せ る た め の 系 は 米 国 特 許 第 ４ ， ４ １ ９ ， ４ ４ ６ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ の 系 の 修 飾 は 米 国
特 許 第 ４ ， ６ ０ １ ， ９ ７ ８ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 サ ル 細 胞 で の 免 疫 イ ン タ ー フ ェ ロ ン を コ
ー ド す る ｄ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 に つ い て は Grayら , Nature, 295: 503-508 (1982)； 単 純 疱 疹 ウ イ
ル ス か ら の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で の マ ウ ス 細 胞 に お け る ヒ ト β － イ ン
タ ー フ ェ ロ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 に つ い て は Reyesら , Nature, 297: 598-601 (1982)、 培 養 さ
れ た マ ウ ス お よ び ウ サ ギ 細 胞 に お け る ヒ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン β １ 遺 伝 子 の 発 現 に つ い て は

10

20

30

40

50

(23) JP 2006-506043 A 2006.2.23



Canaaniお よ び Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79: 5166-5170 (1982)、 お よ び プ ロ
モ ー タ ー と し て ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス ロ ン グ タ ー ミ ナ ル リ ピ ー ト を 用 い る 、 Ｃ Ｖ － １ サ ル 腎
臓 細 胞 、 ニ ワ ト リ 胚 線 維 芽 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 お よ
び マ ウ ス Ｍ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 に お け る 細 菌 Ｃ Ａ Ｔ 配 列 の 発 現 に つ い て は Gormanら , Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 79: 6777-6781 (1982)参 照 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 成 分
　 高 等 真 核 生 物 に よ る 本 発 明 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 は 、 し ば し ば 、 エ ン
ハ ン サ ー 配 列 を ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と に よ っ て 増 大 す る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 プ ロ モ ー タ
ー に 作 用 し て そ の 転 写 を 増 大 さ せ る 通 常 は 約 １ ０ な い し ３ ０ ０ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ の シ ス － 作 用
性 エ レ メ ン ト で あ る 。 エ ン ハ ン サ ー は 比 較 的 向 き お よ び 位 置 独 立 性 で あ り 、 イ ン ト ロ ン 内
（ Banerjiら , Cell, 33: 729 1983） 、 な ら び に コ ー デ ィ ン グ 配 列 そ れ 自 体 内 （ Osborneら
, Mol. Cell Bio., 4: 1293 1984） の 、 転 写 単 位 に 対 し て ５ ’ 側 （ Laiminsら , Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA, 78: 993 1981） お よ び ３ ’ 側 （ Luskyら , Mol. Cell Bio., 3: 1108 
  983） に 見 出 さ れ て い る 。 多 く の エ ン ハ ン サ ー 配 列 は 、 今 日 、 哺 乳 動 物 遺 伝 子 （ ブ ロ ビ
ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 、 α － フ ェ ト プ ロ テ イ ン お よ び イ ン ス リ ン ） か ら 知 ら れ て
い る 。 し か し な が ら 、 典 型 的 に は 、 真 核 生 物 細 胞 ウ イ ル ス か ら の エ ン ハ ン サ ー を 用 い る で
あ ろ う 。 そ の 例 は 、 複 製 起 点 の 後 期 側 Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー （ ｂ ｐ １ ０ ０ な い し ２ ７ ０ ）
、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 起 点 の 後 期 側 の ポ リ オ ー マ
ー エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー を 含 む 。 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー の 活
性 化 用 の 増 強 エ レ メ ン ト に つ い て は Yaniv, Nature, 297: 17-18 (1982)参 照 。 エ ン ハ ン サ
ー は Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て ５ ’ ま た は ３ ’ 側 の 位 置 に て ベ ク タ ー に ス プ ラ イ シ ン グ
す る こ と が で き る が 、 好 ま し く は プ ロ モ ー タ ー か ら ５ ’ の 部 位 に 位 置 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 転 写 終 止 成 分
　 真 核 生 物 宿 主 細 胞 （ 酵 母 、 真 菌 、 昆 虫 、 植 物 、 動 物 、 ヒ ト 、 ま た は 他 の 多 核 細 胞 生 物 か
ら の 脱 核 細 胞 ） は 、 転 写 の 終 止 に 、 お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 安 定 化 さ せ る の に 必 要 な 配 列 も 含 む
。 そ の よ う な 配 列 は 、 真 核 生 物 ま た は ウ イ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ お よ び 、 場
合 に よ っ て は 、 ３ ’ 非 翻 訳 領 域 か ら 通 常 は 入 手 で き る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ
ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 非 翻 訳 部 分 に 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 断 片 と し て 転 写 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド セ
グ メ ン ト を 含 む 。 ３ ’ 非 翻 訳 領 域 は 転 写 終 止 部 位 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 前 記 リ ス ト の 成 分 の １ 以 上 を 含 む 適 当 な ベ ク タ ー の 構 築 （ 所 望 の コ ー デ ィ ン グ お よ び 対
照 配 列 ） は 標 準 的 連 結 技 術 を 使 用 す る 。 単 離 さ れ た プ ラ ス ミ ド ま た は Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 切 断 し
、 仕 つ ら え 、 必 要 な プ ラ ス ミ ド を 生 じ さ せ る の に 所 望 の 形 態 で 再 度 連 結 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 構 築 さ れ た プ ラ ス ミ ド 中 の 正 し い 配 列 を 確 認 す る た め の 分 析 で は 、 連 結 混 合 物 を 用 い て
、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 Ｋ １ ２ 株 ２ ９ ４ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ３ １ ， ４ ４ ６ ） を 形 質 転 換 し 、 成 功 し た 形
質 転 換 体 を 、 適 切 で あ れ ば 、 ア ン ピ シ リ ン ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 抵 抗 性 に よ っ て 選 択 す
る 。 形 質 転 換 体 か ら の プ ラ ス ミ ド を 調 製 し 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 に よ っ て 分 析 し
、 お よ び ／ ま た は Messingら , Nucleic Acids Res., 9: 309 (1981)の 方 法 に よ っ て 、 ま た
は Maxamら , Methods in Enzymology, 65: 499 (1980)の 方 法 に よ っ て 、 配 列 決 定 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 実 施 で 特 に 有 用 な の は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 哺 乳 動 物 細 胞 に お け
る 一 過 性 発 現 を 供 す る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 一 般 に 、 一 過 性 発 現 は 、 宿 主 細 胞 が 発 現 ベ ク
タ ー の 多 く の コ ピ ー を 蓄 積 し 、 今 度 は 、 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る 高 レ ベ ル の 所
望 の ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 す る よ う に 、 宿 主 細 胞 で 効 果 的 に 複 製 す る こ と が で き る 発 現 ベ ク
タ ー を 用 い る こ と を 含 む 。 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 を 含 む 一 過 性 発 現 系 は 、 ク
ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 便 宜 な 陽 性 同 定 、 な ら び に 所 望 の 生
物 学 的 ま た は 生 理 学 的 特 性 に つ き そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
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と を 可 能 と す る 。 か く し て 、 一 過 性 発 現 系 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ － 様 活 性 を 有 す る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の
ア ナ ロ グ お よ び 変 種 を 同 定 す る 目 的 で 本 発 明 で 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 組 換 え 脊 椎 動 物 細 胞 培 養 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 合 成 へ の 適 合 に 適 し た 他 の 方 法 、 ベ ク タ
ー お よ び 宿 主 細 胞 は Gethingら , Nature, 293: 620-625 1981; Manteiら , Nature, 281: 4
0-46 1979; Levinsonら ;Ｅ Ｐ 　 １ １ ７ ， ０ ６ ０ ;お よ び Ｅ Ｐ 　 １ １ ７ ， ０ ５ ８ ． に 記 載 さ
れ て い る 。 Ｐ Ｆ ４ Ａ 受 容 体 の 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 発 現 の た め の 特 に 有 用 な プ ラ ス ミ ド は ｐ Ｒ
Ｋ ５ （ Ｅ Ｐ 公 開 番 号 ３ ０ ７ ， ２ ４ ７ ） ま た は ｐ Ｓ Ｖ Ｉ ６ Ｂ （ こ こ に 引 用 し て そ の 開 示 を 援
用 す る １ ９ ８ ９ 年 １ １ 月 ２ ２ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 ０ ７ ／ ４ ４ １ ， ５ ７ ４ 号 ） で
あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 宿 主 細 胞 の 選 択 お よ び 形 質 転 換
　 こ こ に 、 ベ ク タ ー を ク ロ ー ニ ン グ し 、 ま た は 発 現 さ せ る た め の 適 当 な 宿 主 細 胞 は 前 記 し
た 原 核 生 物 、 酵 母 、 ま た は 高 等 真 核 生 物 細 胞 で あ る 。 適 当 な 原 核 生 物 細 胞 は グ ラ ム 陰 性 ま
た は グ ラ ム 陽 性 生 物 、 例 え ば 、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 、 Ｂ ． ｓ ｕ ｂ ｔ ｉ ｌ ｉ ｓ の ご と き Ｂ ａ ｃ ｉ ｌ
ｌ ｉ 、 Ｐ ． ａ ｅ ｒ ｕ ｐ ｉ ｎ ｏ ｓ ａ の ご と き Ｐ ｓ ｅ ｕ ｄ ｏ ｍ ｏ ｎ ａ ｓ 種 、 Ｓ ａ ｌ ｍ ｏ ｎ ｅ ｌ
ｌ ａ 　 ｔ ｙ ｐ ｈ ｉ ｍ ｕ ｒ ｉ ｕ ｍ 、 ま た は Ｓ ｅ ｒ ｒ ａ ｔ ｉ ａ 　 ｍ ａ ｒ ｃ ｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｓ の よ う
な 真 核 生 物 を 含 む 。 １ つ の 好 ま し い Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ ク ロ ー ニ ン グ 宿 主 は Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ ２ ９ ４
（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ３ １ ， ４ ４ ６ ） で あ る が 、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 Ｂ 、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 カ イ － １ ７ ７
６ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ３ １ ， ５ ３ ７ ） 、 お よ び Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 Ｗ ３ １ １ ０ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ２ ７ ， ３
２ ５ ） の よ う な 他 の 株 も 適 当 で あ る 。 こ れ ら の 例 は 限 定 的 と い う よ り も む し ろ 説 明 的 で あ
る 。 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 は 最 小 量 の 蛋 白 質 分 解 酵 素 を 分 泌 す る も の で あ る 。 あ る い は 、
ク ロ ー ニ ン グ の イ ン ・ ビ ト ロ 方 法 に お い て 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ ま た は 他 の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ
反 応 が 適 切 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 原 核 生 物 に 加 え 、 繊 維 状 真 菌 ま た は 酵 母 の よ う な 真 核 生 物 微 生 物 は Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ
を 含 む ベ ク タ ー で 適 切 な 宿 主 で あ る 。 Ｓ ａ ｃ ｃ ｈ ａ ｒ ｏ ｍ ｙ ｃ ｅ ｓ 　 ｃ ｅ ｒ ｅ ｖ ｉ ｓ ｉ ａ
ｅ 、 ま た は 通 常 の パ ン 酵 母 は 、 下 等 真 核 生 物 宿 主 微 生 物 の 中 で 最 も 通 常 に 用 い ら れ る 。 し
か し な が ら 、 S. pombe, Beach and Nurse, Nature, 290: 140 (1981), Kluyveromyces la
ctis, Louvencourtら , J. Bacteriol., 737 (1983), yarrowia, EP 402,226, Pichia pas
toris, EP 183,070, Trichoderma reesia, EP 244,234, Neurospora crassa, Caseら , Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 (1979), お よ び A. nidulansの ご と き Aspergi
llus宿 主 , Ballanceら , Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 284-289 (1983); Tilbu
rnら , Gene, 26: 205-221 (1983); Yeltonら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1
474 (1984) お よ び A. niger, Kelly and Hynes, EMBO J., 4: 475-479 (1985)の よ う な 多
数 の 他 の 属 、 種 、 お よ び 株 が 通 常 は 入 手 で き 、 こ こ で は 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 グ リ コ シ ル 化 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 用 の 適 当 な 宿 主 細 胞 は 多 細 胞 生 物 に 由 来 す
る 。 そ の よ う な 宿 主 細 胞 は 複 雑 な プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び グ リ コ シ ル 化 活 性 が 可 能 で あ る 。
原 理 的 に は 、 脊 椎 動 物 ま た は 無 脊 椎 動 物 培 養 か を 問 わ ず 、 い ず れ の 高 等 真 核 生 物 細 胞 培 養
も 用 い る こ と が で き る 。 無 脊 椎 動 物 細 胞 の 例 は 植 物 お よ び 昆 虫 細 胞 を 含 む 。 多 数 の バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス 株 お よ び 変 種 、 な ら び に Spodoptera frugiperda (caterpillar), Aedes aegyp
ti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (fruit fly),
 お よ び Bombyx moriの ご と き 宿 主 か ら の 対 応 す る 許 容 的 昆 虫 宿 主 細 胞 が 同 定 さ れ て い る 。
例 え ば 、 Luckowら , Bio Technology, 6: 47-55 (1988); Millerら , in Genetic Engineer
ing, Setlow, J. K.ら , eds., Vol. 8 (Plenum Publishing, 1986), pp. 277-279;お よ び
Maedaら , Nature, 315: 592-594 (1985)参 照 。 種 々 の そ の よ う な ウ イ ル ス 株 は 公 に 入 手 可
能 で あ り （ 例 え ば 、 Autographa californica NPVの Ｌ － １ 変 種 お よ び Bombyx mori NPVの
Ｂ ｍ － ５ 株 ） 、 そ の よ う な ウ イ ル ス は 、 特 に 、 Ｓ ｐ ｏ ｄ ｏ ｐ ｔ ｅ ｒ ａ 　 ｆ ｒ ｕ ｇ ｉ ｐ ｅ ｒ
ｄ ａ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 、 本 発 明 に 従 っ て ウ イ ル ス と し て 用 い る こ と が
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で き る 。 綿 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 大 豆 、 ペ チ ュ ニ ア 、 ト マ ト お よ び タ バ コ の 植 物
細 胞 培 養 を 宿 主 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 植 物 細 胞 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ
Ｎ Ａ を 含 む よ う に 以 前 操 作 さ れ た 細 菌 Ａ ｇ ｒ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｕ ｍ 　 ｔ ｕ ｍ ｅ ｆ ａ ｃ ｉ ｅ
ｎ ｓ の あ る 株 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る 。 Ａ ． ｔ ｕ ｍ
ｅ ｆ ａ ｃ ｉ ｅ ｎ ｓ と の 植 物 細 胞 培 養 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 間 に 、 そ れ が 転 写 さ れ 、 適 当
な 条 件 下 で Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る よ う に 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 植 物
細 胞 宿 主 に 導 入 さ れ る 。 加 え て 、 ノ パ リ ン シ ン タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化
シ グ ナ ル 配 列 の よ う な 植 物 細 胞 に 適 合 す る 調 節 お よ び シ グ ナ ル 配 列 が 入 手 で き る 。 Depick
erら , J. Mol. Appl. Gene, 1: 561 (1982)。 加 え て 、 Ｔ － Ｄ Ｎ Ａ 　 ７ ８ ０ 遺 伝 子 の 上 流
領 域 か ら 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 含 有 植 物 組 織 に お い て 植 物 － 発 現
可 能 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル を 活 性 化 し 、 ま た は 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 １ ９ ８ ９ 年 ６ 月 ２
１ に 公 開 さ れ た Ｅ Ｐ 　 ３ ２ １ ， １ ９ ６ 参 照 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 し か し な が ら 、 注 目 さ れ る の は 脊 椎 動 物 細 胞 に お け る も の で あ り 、 培 養 （ 組 織 培 養 ） に
お け る 脊 椎 動 物 細 胞 の 増 殖 は 近 年 で は ル ー チ ン 的 手 法 と な っ た （ Tissue Culture, Academ
ic Press, Kruse and Patterson, editors (1973)） 。 有 用 な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 系 の 例 は
Ｓ Ｖ ４ ０ に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た サ ル 腎 臓 Ｃ Ｖ １ 系 （ Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ 　 １
６ ５ １ ） ； ヒ ト 胚 腎 臓 系 （ 浮 遊 培 養 に お い て 増 殖 に つ き サ ブ ク ロ ー ン さ れ た ２ ９ ３ ま た は
２ ９ ３ 細 胞 （ Grahamら , J. Gen Virol., 36: 59 (1977)） ） ； ベ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 臓 細 胞
（ Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ 　 １ ０ ） ； チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ （ Ｃ
Ｈ Ｏ 、 Urlaubお よ び Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4216, 1980） ； マ ウ ス セ
ル ト ー リ 細 胞 （ Ｔ Ｍ ４ 、 Mather, Biol. Reprod., 23: 243-251, 1980） ； サ ル 腎 臓 細 胞 （
Ｃ Ｖ １ 　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ 　 ７ ０ ） ； ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 細 胞 （ Ｖ Ｅ Ｒ Ｏ － ７ ６ 、 Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ － １ ５ ８ ７ ） ； ヒ ト 子 宮 頸 癌 種 細 胞 （ Ｈ Ｅ Ｌ Ａ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ ２ ） ；
イ ヌ 腎 臓 細 胞 （ Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ 　 ３ ４ ） ； バ ッ フ ァ ロ ー ラ ッ ト 肝 臓 細 胞 （ Ｂ
Ｒ Ｌ 　 ３ Ａ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ 　 １ ４ ４ ２ ） ； ヒ ト 肺 細 胞 （ Ｗ １ ３ ８ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ
　 ７ ５ ） ； ヒ ト 肝 臓 細 胞 （ Ｈ ｅ ｐ 　 Ｇ ２ 、 Ｈ Ｂ 　 ８ ０ ６ ５ ） ； サ ル 乳 房 腫 瘍 （ Ｍ Ｍ Ｔ 　 ０
６ ０ ５ ６ ２ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ ５ １ ） ； Ｔ Ｒ １ 細 胞 （ Matherら , Annals N.Y. Acad. Sci.
, 383: 44-68, 1982） ； Ｍ Ｒ Ｃ 　 ５ 細 胞 ； Ｆ Ｓ ４ 細 胞 ； お よ び ヒ ト 肝 癌 細 胞 系 （ Ｈ ｅ ｐ 　
Ｇ ２ ） で あ る 。 好 ま し い 宿 主 細 胞 は ヒ ト 胚 腎 臓 ２ ９ ３ お よ び チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣
細 胞 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 本 発 明 の 前 記 発 現 ま た は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で 形 質
転 換 し 、 次 い で 、 プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 し 、 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、 ま た は 所 望 の 配 列 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 を 増 幅 さ せ る の に 適 し た よ う に 修 飾 し た 慣 用 的 栄 養 培 地 中 で 培 養 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と は 、 い ず れ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 事 実 発 現 さ れ る か 否 か に か か
わ ら ず 、 宿 主 細 胞 に よ る 発 現 ベ ク タ ー の 取 り 込 み を い う 。 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ お よ び エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の ご と き ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 多 数 の 方 法 が 当 業 者 に 知 ら れ て い る
。 成 功 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 こ の ベ ク タ ー も 操 作 の い ず れ か の 指 標 が 宿 主 細 胞 内
で 起 こ る 場 合 に 、 一 般 に 認 識 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 形 質 転 換 は 、 染 色 体 外 エ レ メ ン ト と し て 、 あ る い は 染 色 体 組 込 体 に よ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ が 複
製 可 能 な よ う に Ｄ Ｎ Ａ を 生 物 に 導 入 す る こ と を 意 味 す る 。 用 い る 宿 主 細 胞 に 応 じ て 、 形 質
転 換 は そ の よ う な 細 胞 に 適 し た 標 準 的 技 術 を 用 い て な さ れ る 。 Sambrookら （ 前 掲 ） の セ ク
シ ョ ン １ ． ８ に 記 載 さ れ た ご と く 、 塩 化 カ ル シ ウ ム を 使 用 す る カ ル シ ウ ム 処 理 は 、 一 般 に
、 原 核 生 物 、 ま た は か な り の 細 胞 壁 バ リ ア ー を 含 む 他 の 細 胞 で 用 い ら れ る 。 Agrovacteriu
m tumefaciensで の 感 染 は 、 Shawら , Gene, 23:315(1983)お よ び １ ９ ８ ９ 年 ６ 月 ２ ９ 日 に
公 開 さ れ た Ｗ Ｏ 　 ８ ９ ／ ０ ５ ８ ５ ９ に よ っ て 記 載 さ れ て い る ご と く 、 あ る 種 の 植 物 細 胞 の
形 質 転 換 で 用 い ら れ る 。 そ の よ う な 細 胞 壁 が な い 哺 乳 動 物 細 胞 で は 、 Sambrookら （ 前 掲 ）
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の セ ク シ ョ ン １ ６ ． ３ ０ な い し １ ６ ． ３ ７ に 記 載 さ れ た リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 が 好 ま し
い 。 哺 乳 動 物 細 胞 宿 主 系 の 形 質 転 換 の 一 般 的 な 態 様 は 、 １ ９ ８ ３ 年 ８ 月 １ ６ 日 に 発 行 さ れ
た 米 国 特 許 第 ４ ， ３ ９ ９ ， ２ １ ６ 号 に お い て Axelに よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 へ の 形 質
転 換 は 、 典 型 的 に は 、 Van Solingenら , J. Bact., 130: 946 (1977)お よ び Hsiaoら , Proc
. Natl. Acad. Sci. (USA), 76: 3829 (1979)の 方 法 に 従 っ て 行 わ れ る 。 し か し な が ら 、
核 注 入 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ る 、 ま た は プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 に よ る よ う な Ｄ Ｎ Ａ
を 導 入 す る 方 法 も 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 宿 主 細 胞 の 培 養
　 本 発 明 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る の に 用 い ら れ る 原 核 生 物 細 胞 は 、 Sambrook
ら に 一 般 的 に 記 載 さ れ て い る ご と く 適 当 な 培 地 中 で 培 養 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 生 産 す る の に 用 い ら れ る 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 は 種 々 の 培 地 中 で 培 養
す る こ と が で き る 。 ハ ム の Ｆ １ ０ （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） 、 最 小 必 須 培 地 （ Ｍ Ｅ Ｍ ， Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ）
、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） お よ び ダ ル ベ ッ コ ウ の 修 飾 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ
， Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） の ご と き 商 業 的 に 入 手 可 能 な 培 地 が 、 宿 主 細 胞 を 培 養 す る の に 適 し て い る
。 加 え て 、 Hamお よ び Wallace, Meth. Enz., 58: 44 (1979), Barnesお よ び Sato, Anal. B
iochem., 102: 255 (1980), 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ６ ７ ， ７ ０ ４ 号 ； 第 ４ ， ６ ５ ７ ， ８ ６ ６ 号
;第 ４ ， ９ ２ ７ ， ７ ６ ２ 号 ； ま た は 第 ４ ， ５ ６ ０ ， ６ ５ ５ 号 ； Ｗ Ｏ 　 ９ ０ ／ ０ ３ ４ ３ ０ ；
Ｗ Ｏ 　 ８ ７ ／ ０ ０ １ ９ ５ ； 米 国 再 発 行 特 許 第 ３ ０ ， ９ ８ ５ 号 ； ま た は そ の 全 て の 開 示 を こ
こ に 引 用 し て 援 用 す る 、 共 に １ ９ ９ ０ 年 １ ０ 月 ３ 日 に 出 願 さ れ た 同 時 係 属 米 国 出 願 第 ０ ７
／ ５ ９ ２ ， １ ０ ７ 号 ま た は 第 ０ ７ ／ ５ ９ ２ ， １ ４ １ 号 に 記 載 さ れ た 培 地 の い ず れ も 、 宿 主
細 胞 用 の 培 養 基 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 培 地 の い ず れ も 、 必 要 に 応 じ て 、 （
イ ン ス リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 ま た は 表 皮 成 長 因 子 の ご と き ） ホ ル モ ン お よ び ／ ま た は
他 の 成 長 因 子 、 （ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 リ ン 酸 塩 の ご と き ） 塩 、
（ Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ の ご と き ） 緩 衝 液 、 （ ア デ ノ シ ン お よ び チ ミ ジ ン の ご と き ） ヌ ク レ オ シ ド 、
（ ゲ ン タ マ イ シ ン （ 商 標 名 ） の ご と き ） 抗 生 物 質 、 （ マ イ ク ロ モ ラ ー 範 囲 の 最 終 濃 度 で 通
常 存 在 す る 無 機 化 合 物 と し て 定 義 さ れ る ） 微 量 元 素 、 お よ び グ ル コ ー ス ま た は 同 等 の エ ネ
ル ギ ー 源 を 補 充 す る こ と が で き る 。 い ず れ か の 他 の 必 要 な 補 足 物 も 、 当 業 者 に 知 ら れ て い
る 適 切 な 濃 度 に て 含 め る こ と が で き る 。 温 度 、 ｐ Ｈ 等 の ご と き 培 養 条 件 は 、 発 現 用 に 選 択
さ れ る 宿 主 細 胞 で 以 前 に 使 用 さ れ た も の で あ り 、 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 開 示 で い う 宿 主 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ 培 養 の 細 胞 、 な ら び に 宿 主 動 物 内 に あ る 細 胞 を 含
む 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ は 、 相 同 組 換 え に よ っ て 、 ま た は Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を
既 に 含 む 細 胞 に 導 入 さ れ た 制 御 エ レ メ ン ト を 利 用 す る 組 換 え 生 産 方 法 に よ っ て 生 産 す る こ
と が で き る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 強 力 な プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 サ プ
レ ッ サ ー 、 ま た は 外 因 性 転 写 モ ジ ュ レ ー タ ー エ レ メ ン ト を 、 所 望 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 に 影 響 す る の に 十 分 に 近 接 し 、 か つ 十 分 な 向 き で 、 意 図 し た 宿 主 細 胞 の ゲ
ノ ム に 挿 入 さ れ る 。 制 御 エ レ メ ン ト は 本 発 明 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド し な い が 、 該 Ｄ Ｎ Ａ は
宿 主 細 胞 ゲ ノ ム に 存 在 す る 。 次 に 、 所 望 に よ り 、 本 発 明 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 作 り 出 す 細 胞 、 ま
た は 発 現 の 増 大 し た ま た は 減 少 し た レ ベ ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 治 療 組 成 物 お よ び Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 投 与
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 治 療 処 方 は 、 凍 結 乾 燥 ケ ー キ ま た は 水 性 溶 液 の 形 態 で 、 任 意 の 生 理 学 的 に
許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 ま た は 安 定 化 剤 （ Remington's Pharmaceutical Sciences, 前 掲
） を 所 望 の 純 度 を 有 す る Ｖ Ｃ Ｃ － １ と 混 合 す る こ と に よ っ て 貯 蔵 用 に 調 製 さ れ る 。 許 容 さ
れ る 担 体 、 賦 形 剤 ま た は 安 定 化 剤 は 、 使 用 さ れ る 投 与 量 お よ び 濃 度 に お い て 受 容 者 に 対 し
て 非 毒 性 で あ り 、 そ れ は 、 リ ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 お よ び 他 の 有 機 酸 の ご と き 緩 衝 液 ； ア
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ス コ ル ビ ン 酸 を 含 む 抗 酸 化 剤 ； （ 約 １ ０ 残 基 未 満 の ） 低 分 子 量 ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ
ミ ン 、 ゼ ラ チ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ ミ ン の ご と き 蛋 白 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン の ご と き 親
水 性 ポ リ マ ー ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン ま た は リ シ ン の ご と き
ア ミ ノ 酸 ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス ま た は デ キ ス ト リ ン を 含 め た 、 単 糖 、 二 糖 、 お よ び 他
の 炭 水 化 物 ； Ｄ Ｄ Ｔ Ａ の ご と き キ レ ー ト 化 剤 ； マ ン ニ ト ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル の ご と き
糖 ア ル コ ー ル ； ナ ト リ ウ ム の ご と き 塩 － 形 成 対 イ オ ン ； お よ び ／ ま た は Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 Ｐ ｌ
ｕ ｒ ｏ ｎ ｉ ｃ ｓ ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｔ Ｅ Ｇ ） の ご と き ノ ニ オ ン 性 界 面 活 性 剤
を 含 む 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 心 血 管 、 内 皮 細 胞 、 腫 瘍 学 的 、 お よ び 脈 管 形 成 性 障 害 の 治 療 で 有 用 な 組 成 物 は 、 限 定 さ
れ る も の で は な い が 、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 を 阻 害 す る 抗 生 物 質 、 小
さ な 有 機 お よ び 無 機 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ホ ス ホ ペ プ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス お よ び リ ボ ザ イ ム 分
子 、 三 重 ラ セ ン 分 子 等 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 有 効 成 分 は 生 化 学 物 質 単 独 で 投 与 で き る が 、 そ れ は 医 薬 処 方 と し て 提 供 す る の が 好 ま し
い 。 本 発 明 は 、 少 な く と も 一 種 の 医 薬 上 供 用 さ れ る 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト ま た は 希 釈 剤 と 組
み 合 わ せ て 、 治 療 上 有 効 量 の 本 発 明 の 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 含 む 。 ま た 、 本 発 明 は 、
対 象 に お い て 炎 症 ま た は 炎 症 関 連 障 害 を 治 療 す る 方 法 を 含 み 、 該 方 法 は そ の よ う な 炎 症 ま
た は 障 害 を 有 す る 対 象 に 、 治 療 上 有 効 量 の 本 発 明 の 化 合 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 。 ま た 、
本 発 明 の 化 合 物 の フ ァ ミ リ ー に は 、 そ の 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 が 含 ま れ る 。 用 語 「 医 薬 上 供
用 さ れ る 塩 」 は 、 ア ル カ リ 金 属 塩 を 形 成 す る の に 、 お よ び 遊 離 酸 ま た は 遊 離 塩 基 の 付 加 塩
を 形 成 す る の に 通 常 用 い ら れ る 塩 を 含 む 。 該 塩 の 性 質 は 非 常 に 重 要 だ と い う の で は な い が
、 そ れ は 医 薬 上 許 容 さ れ る も の と す る 。 本 発 明 の 化 合 物 の 適 当 な 医 薬 上 許 容 さ れ る 酸 付 加
塩 は 、 無 機 酸 ま た は 有 機 酸 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 無 機 酸 の 例 は 塩 酸 、 臭
化 水 素 酸 、 ヨ ウ 化 水 素 酸 、 硝 酸 、 炭 酸 、 硫 酸 お よ び リ ン 酸 を 含 む 。 適 当 な 有 機 酸 は 有 機 酸
の 脂 肪 族 、 シ ク ロ 脂 肪 族 、 芳 香 族 、 ア ル 脂 肪 族 、 複 素 環 、 カ ル ボ ン 酸 お よ び ス ル ホ ン 酸 の
ク ラ ス か ら 選 択 す る こ と が で き 、 そ の 例 は ギ 酸 、 酢 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 、 グ リ コ
ー ル 酸 、 グ ル コ ン 酸 、 乳 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 酒 石 酸 、 ク エ ン 酸 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 グ ル ク ロ ン
酸 、 マ レ イ ン 酸 、 フ マ ル 酸 、 ピ ル ビ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 安 息 香 酸 、 ア
ン ト ラ ニ ル 酸 、 メ シ ル 酸 、 サ リ チ ル 酸 、 ｐ － ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 、 フ ェ ニ ル 酢 酸 、 マ ン デ
ル 酸 、 エ ン ボ ン （ パ モ ） 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 エ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸
、 パ ン ト テ ン 酸 、 ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 、 ２ － ヒ ド ロ キ シ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ス ル フ ァ ニ ル
酸 、 ス テ ア リ ン 酸 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ノ ス ル ホ ン 酸 、 ア ル ゲ ン 酸 、 β － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸
、 サ リ チ ル 酸 、 ガ ラ ル タ ル 酸 お よ び ガ ラ ク ツ ロ ン 酸 で あ る 。 本 発 明 の 適 当 な 医 薬 上 許 容 さ
れ る 塩 基 付 加 塩 は 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 リ チ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ナ
ト リ ウ ム お よ び 亜 鉛 か ら 作 ら れ る 金 属 塩 、 Ｎ ， Ｎ ’ － ジ ベ ン ジ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 ク ロ
ロ プ ロ カ イ ン 、 コ リ ン 、 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 メ グ ル ミ ン （ Ｎ － メ チ
ル － グ ル カ ミ ン ） お よ び プ ロ カ イ ン か ら 作 ら れ る 有 機 塩 を 含 む 。 こ れ ら の 塩 の 全 て は 、 例
え ば 、 適 当 な 酸 ま た は 塩 基 を 本 発 明 の 化 合 物 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の 対 応 す
る 化 合 物 か ら 慣 用 的 手 段 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ま た 、 １ 以 上 の 非 毒 性 の 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た は 希 釈 剤 お よ び ／ ま た は ア
ジ ュ バ ン ト お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 （ こ こ で は 、 集 合 的 に 「 担 体 」 物 質 と い う ） お よ び 、 所
望 に よ り 、 他 の 有 効 成 分 と 組 み 合 わ せ て 、 １ 以 上 の 本 発 明 の 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 が 本
発 明 に 含 ま れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 医 薬 の 製 造 で 用 い る こ と が で き る 。 本 明 細
書 中 に て 、 前 記 し た 本 発 明 の 化 合 物 の 医 薬 組 成 物 は 、 非 経 口 投 与 用 の 溶 液 ま た は 凍 結 乾 燥
粉 末 と し て 処 方 す る こ と が で き る 。 粉 末 は 、 使 用 に 先 立 っ て 、 適 当 な 希 釈 剤 ま た は 他 の 医
薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 添 加 す る こ と に よ っ て 復 元 す る こ と が で き る 。 液 状 処 方 は 、 緩 衝 化
さ れ た 等 張 水 性 溶 液 と す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 い ず れ か の 適 当 な 経 路 に よ
っ て 、 好 ま し く は 、 そ の よ う な 経 路 に 適 合 し た 医 薬 組 成 物 の 形 態 に て 、 か つ 意 図 し た 治 療
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に 効 果 的 な 容 量 で 投 与 す る こ と が で き る 。 化 合 物 お よ び 組 成 物 は 、 例 え ば 、 血 管 内 、 腹 腔
内 、 静 脈 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 骨 髄 内 、 経 口 ま た は 局 所 投 与 す る こ と が で き る 。 経 口 投 与 で
は 、 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 懸 濁 液 ま た は 液 体 の 形 態 で あ り 得 る 。 有
効 成 分 は 、 例 え ば 、 通 常 の 等 張 生 理 食 塩 水 、 水 中 の 標 準 的 ５ ％ デ キ ス ト ロ ー ス ま た は 緩 衝
化 酢 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 を 適 当 な 担 体 と し て 用 い る こ と が で き る 組 成 物
と し て 注 射 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 処 方 は 、 非 経 口 投 与 で 特 に 適 当 で あ る が 、 経 口
投 与 で 用 い る こ と も で き る か 、 あ る い は 計 量 さ れ た 用 量 の 吸 入 器 ま た は 吹 込 用 の ネ ビ ュ ラ
イ ザ ー に 含 ま せ る こ と も で き る 。 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ ピ ド ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ヒ ド ロ キ シ セ ル ロ ー
ス 、 ア カ シ ア 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ま た は ク エ ン
酸 ナ ト リ ウ ム の ご と き 賦 形 剤 を 添 加 す る の が 望 ま し い で あ ろ う 。 医 薬 組 成 物 は 、 好 ま し く
は 、 特 定 量 の 有 効 成 分 を 含 有 す る 投 与 単 位 の 形 態 で 作 成 さ れ る 。 そ の よ う な 投 与 単 位 の 例
は 錠 剤 ま た は カ プ セ ル 剤 で あ る 。 投 与 さ れ る 治 療 上 活 性 な 化 合 物 の 量 、 お よ び 本 発 明 の 化
合 物 お よ び ／ ま た は 組 成 物 で 病 気 状 態 を 治 療 す る た め の 投 与 方 法 は 、 対 象 の 年 齢 、 体 重 、
性 別 お よ び 医 学 的 状 態 、 病 気 の 重 症 度 、 投 与 の 経 路 お よ び 頻 度 、 お よ び 使 用 す る 特 定 の 化
合 物 を 含 め た 種 々 の 因 子 に 依 存 し 、 か く し て 、 広 く 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 医 薬 組 成 物
は 、 約 ０ ． １ な い し ２ ０ ０ ０ ｍ ｇ の 範 囲 、 好 ま し く は 約 ０ ． ５ な い し ５ ０ ０ ｍ ｇ の 範 囲 、
最 も 好 ま し く は 約 １ お よ び １ ０ ０ ｍ ｇ の 間 の 有 効 成 分 を 含 む こ と が で き る 。 約 ０ ． ０ １ な
い し １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 、 好 ま し く は 約 ０ ． １ お よ び 約 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 の 間 、 最 も
好 ま し く は 約 １ な い し ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 の 日 用 量 が 適 当 で あ ろ う 。 該 日 用 量 は １ 日 当 た
り １ な い し ４ 用 量 で 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 目 的 で は 、 本 発 明 の 化 合 物 を 、 示 し た 投
与 経 路 に 適 当 な １ 以 上 の ア ジ ュ バ ン ト と 通 常 は 組 み 合 わ せ る 。 も し 経 口 投 与 す る な ら ば 、
化 合 物 は 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 澱 粉 粉 末 、 ア ル カ ン 酸 の セ ル ロ ー ス エ ス テ ル 、 セ ル
ロ ー ス ア ル キ ル エ ス テ ル 、 タ ル ク 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 酸 化 マ グ
ネ シ ウ ム 、 リ ン 酸 お よ び 硫 酸 の ナ ト リ ウ ム お よ び カ ル シ ウ ム 塩 、 ゼ ラ チ ン 、 ア カ シ ア ガ ム
、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン お よ び ／ ま た は ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル と
混 合 し 、 次 い で 、 便 宜 な 投 与 の た め に 錠 剤 化 、 ま た は カ プ セ ル 化 す る こ と が で き る 。 モ ノ
ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ル 、 ジ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ル 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ
ー ス 単 独 ま た は ワ ッ ク ス を 含 む ご と き 徐 放 性 物 質 中 の 活 性 化 合 物 の 分 散 物 に て 提 供 す る こ
と が で き る よ う に 、 そ の よ う な カ プ セ ル ま た は 錠 剤 は 制 御 放 出 処 方 を 含 む こ と が で き る 。
非 経 口 投 与 用 の 処 方 は 、 水 性 ま た は 非 水 性 等 張 滅 菌 注 射 溶 液 ま た は 懸 濁 液 の 形 態 と す る こ
と が で き る 。 こ れ ら の 溶 液 お よ び 懸 濁 液 は 、 経 口 投 与 用 の 処 方 で 用 い ら れ る １ 以 上 の 担 体
ま た は 希 釈 剤 を 有 す る 滅 菌 粉 末 ま た は 顆 粒 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 化 合 物 は 水 、 ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 綿 実 油 、 落
花 生 油 、 ゴ マ 油 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び ／ ま た は 種 々 の 緩 衝 液 に 溶
解 さ せ る こ と が で き る 。 医 薬 製 剤 は 、 粉 砕 、 混 合 、 造 粒 、 お よ び 錠 剤 形 態 で 必 要 で あ れ ば
圧 縮 ； ハ ー ド ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 形 態 で は 粉 砕 、 混 合 お よ び 充 填 を 含 め た 慣 用 的 製 薬 技 術 に
従 っ て 製 造 さ れ る 。 液 状 担 体 を 用 い る 場 合 、 製 剤 は シ ロ ッ プ 、 エ リ キ シ ル 、 エ マ ル ジ ョ ン
、 ま た は 水 性 ま た は 非 － 水 性 懸 濁 液 の 形 態 と さ れ る 。 そ の よ う な 液 状 処 方 は 経 口 投 与 で き
る か 、 あ る い は ソ フ ト ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に 充 填 す る こ と が で き る 。 直 腸 投 与 で は 、 本 発 明
の 化 合 物 は 、 カ カ オ バ タ ー 、 グ リ セ リ ン 、 ゼ ラ チ ン ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の ご と
き 賦 形 剤 と 組 み 合 わ せ る こ と も で き 、 成 形 し て 坐 薬 と す る こ と も で き る 。 本 発 明 の 方 法 は
、 本 発 明 の 化 合 物 の 局 所 投 与 を 含 む 。 局 所 投 与 と は 、 表 皮 へ の 本 発 明 の 化 合 物 の 外 用 適 用
、 口 腔 へ の 適 用 、 お よ び そ の よ う な 化 合 物 の 耳 、 目 お よ び 鼻 へ の 吸 入 を 含 め た 非 － 全 身 投
与 を 意 味 し 、 こ こ に 、 化 合 物 は 血 流 に は 有 意 に は 侵 入 し な い 。 全 身 投 与 と は 経 口 、 静 脈 内
、 腹 腔 内 お よ び 筋 肉 内 投 与 を 意 味 す る 。 局 所 投 与 に 際 し て 治 療 ま た は 予 防 効 果 に 必 要 な 本
発 明 の 化 合 物 （ 以 後 、 有 効 成 分 と い う ） の 量 は 、 も ち ろ ん 、 選 択 さ れ た 化 合 物 、 治 療 す べ
き 疾 患 の 性 質 お よ び 重 症 度 、 お よ び 治 療 を 受 け つ つ あ る 動 物 に 応 じ て 変 化 し 、 結 局 は 、 医
師 の 裁 量 に 従 う 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 動 物 お よ び ヒ ト 治 療 用 途 で は 、 本 発 明 の 局 所 処 方 は 、 １ 以 上 の 許 容 さ れ る 担 体 、 お よ び
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従 っ て 所 望 に よ り い ず れ か の 他 の 治 療 成 分 と 共 に 有 効 成 分 を 含 む 。 担 体 は 、 処 方 の 他 の 成
分 に 適 合 す る と い う 意 味 で 「 許 容 で き る 」 も の で な け れ ば な ら ず 、 そ の 受 容 者 に 対 し て 有
害 で あ っ て は な ら な い 。 局 所 投 与 に 適 し た 処 方 は 、 目 、 耳 ま た は 鼻 へ の 投 与 に 適 し た リ ニ
メ ン ト 、 ロ ー シ ョ ン 、 ク リ ー ム 、 軟 膏 ま た は ペ ー ス ト お よ び 滴 剤 が 治 療 に 必 要 な 部 位 へ の
皮 膚 を 介 し て の 浸 透 に 適 し た 液 状 ま た は 半 液 状 製 剤 を 含 む 。 有 効 成 分 は 、 局 所 投 与 で は 、
処 方 の ０ ． ０ １ な い し ５ ． ０ 重 量 ％ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 滴 剤 は 滅 菌 水 性 ま た は 油 性 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 含 む こ と が で き 、 こ れ は
、 有 効 成 分 を 、 抗 菌 剤 お よ び ／ ま た は 殺 真 菌 剤 お よ び ／ ま た は 好 ま し く は 界 面 活 性 剤 を 含
め た 他 の 適 当 な 保 存 剤 の 適 当 な 水 性 溶 液 に 有 効 成 分 を 溶 解 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 す る こ
と が で き る 。 次 い で 、 得 ら れ た 溶 液 は 濾 過 に よ っ て 清 澄 化 し 、 適 当 な 容 器 に 移 し 、 次 い で
、 密 封 し 、 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 す る こ と に よ り ま た は ９ ０ ま た は １ ０ ０ ℃ に て 半 時 間 維 持
す る こ と に よ っ て 滅 菌 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 溶 液 は 濾 過 に よ っ て 滅 菌 し 、 無 菌 技
術 に よ っ て 溶 液 に 移 す こ と が で き る 。 滴 剤 に 含 ま せ る の に 適 し た 抗 菌 剤 お よ び 殺 真 菌 剤 の
例 は 硝 酸 ま た は 酢 酸 フ ェ ニ ル 水 銀 （ ０ ． ０ ０ ２ １ ７ ｃ ） 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム （ ０ ． ０
１ ％ ） お よ び 酢 酸 ク ロ ル ヘ キ シ ジ ン （ ０ ． ０ １ ％ ） で あ る 。 油 性 溶 液 の 調 製 用 の 適 当 な 溶
媒 は グ リ セ ロ ー ル 、 希 釈 さ れ た ア ル コ ー ル 、 お よ び プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 に よ る ロ ー シ ョ ン は 、 皮 膚 ま た は 目 へ の 適 用 に 適 し た も の を 含 む 。 目 ロ ー シ ョ ン
は 殺 菌 剤 を 所 望 に よ り 含 有 し て も よ い 滅 菌 水 性 溶 液 を 含 む こ と が で き 、 こ れ は 、 滴 剤 の 調
製 と 同 様 な 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 皮 膚 へ の 適 用 の た め の ロ ー シ ョ ン ま た は
リ ミ メ ン ト は 、 ア ル コ ー ル ま た は ア セ ト ン の ご と き 乾 燥 を 速 め 、 皮 膚 を 冷 却 す る た め の 剤
、 お よ び ／ ま た は グ リ セ ロ ー ル の ご と き モ イ ス チ ャ ラ イ ザ ー 、 ヒ マ シ 油 ま た は 落 花 生 油 の
ご と き 油 を 含 む こ と も で き る 。 本 発 明 に よ る ク リ ー ム 、 軟 膏 ま た は ペ ー ス ト は 、 外 用 の た
め の 有 効 成 分 の 半 固 体 処 方 で あ る 。 そ れ ら は 、 適 当 な マ シ ー ン の 助 け を 借 り て 、 脂 肪 性 ま
た は 非 脂 肪 性 基 剤 に て 、 単 独 、 あ る い は 水 性 ま た は 非 水 性 流 体 中 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 に て
、 微 粉 砕 さ れ た ま た は 粉 砕 さ れ た 形 態 の 有 効 成 分 を 混 合 す る こ と に よ っ て 作 成 す る こ と が
で き る 。 基 剤 は ハ ー ド 、 ソ フ ト ま た は 流 動 パ ラ フ ィ ン 、 グ リ セ ロ ー ス 、 蜜 蝋 、 金 属 石 鹸 の
よ う な 炭 化 水 素 ； 粘 質 物 ； ア ー モ ン ド 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 落 花 生 、 ヒ マ シ 油 ま た は オ リ ー ブ
油 の ご と き 天 然 起 源 の 油 ； 羊 毛 脂 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は ス テ ア リ ン 酸 ま た は オ レ イ ン
酸 の ご と き 脂 肪 酸 を 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は マ ク ロ ゴ ー ル の よ う な ア ル コ ー ル と 共
に 含 む こ と が で き る 。 該 処 方 は 、 ソ ル ビ タ ン エ ス テ ル ま た は そ の ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 誘 導
体 の ご と き ア ニ オ ン 性 、 カ チ オ ン 性 、 ノ ニ オ ン 性 、 界 面 活 性 剤 の よ う な い ず れ か の 適 当 な
界 面 活 性 剤 を 配 合 す る こ と が で き る 。 天 然 ガ ム の よ う な 懸 濁 化 剤 、 ケ イ 酸 質 シ リ カ の よ う
な セ ル ロ ー ス 誘 導 体 ま た は 無 機 物 質 、 お よ び ラ ノ リ ン の ご と き 他 の 成 分 を 含 め る こ と も で
き る 。 他 の ア ジ ュ バ ン ト お よ び 投 与 形 態 は 、 製 薬 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 を 特 定 の 具 体 例 に 関 し て 記 載 し て き た が 、 こ れ ら の 具 体 例 の 詳 細 は 限 定 的 な も の
と 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 イ ン ・ ビ ボ 投 与 で 用 い る べ き Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は 断 片 は 滅 菌 さ れ て い な け れ ば な ら な い 。
こ れ は 、 凍 結 乾 燥 お よ び 復 元 に 先 立 っ て 、 ま た は そ の 後 に 、 滅 菌 濾 過 膜 を 通 す 濾 過 に よ っ
て 、 容 易 に 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 治 療 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 組 成 物 は 、 一 般 に 、 滅 菌 ア ク セ ス ポ ー ト を 有 す る 容 器 、 例 え ば 、 静 脈 内
溶 液 バ ッ グ 、 ま た は 皮 下 注 射 針 で 刺 す こ と が で き る ス ト ッ パ ー を 有 す る バ イ ア ル に 入 れ る
。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は Ｖ Ｃ Ｃ － １ 抗 体 の 投 与 経 路 は 、 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 後 記 す る ご と き
静 脈 内 、 腹 腔 内 、 脳 内 、 筋 肉 内 、 眼 内 、 動 脈 内 、 ま た は 病 巣 内 経 路 に よ る 、 ま た は 徐 放 シ
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ス テ ム に よ る 注 射 ま た は 注 入 に 従 う 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は 断 片 は 注 入 ま た は ボ ー ラ ス 注 射 に
よ っ て 継 続 的 に 投 与 さ れ る 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 抗 体 は 、 同 様 に し て 、 あ る い は 血 流 ま た は リ ン パ
系 へ の 投 与 に よ っ て 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 徐 放 製 剤 の 適 当 な 例 は 、 成 形 品 、 例 え ば 、 フ ィ ル ム ま た は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 態 の 半
透 性 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス を 含 む 。 徐 放 マ ト リ ッ ク ス は 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル 、 ポ
リ ラ ク チ ド （ 米 国 特 許 ３ ， ７ ７ ３ ， ９ １ ９ 号 、 Ｅ Ｐ 　 ５ ８ ， ４ ８ １ ） 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸
お よ び ガ ン マ エ チ ル － Ｌ － グ ル タ メ ー ト （ Sidmanら , Biopolymers, 22: 547-556, 1983）
、 ポ リ （ ２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ チ ク リ レ ー ト ） （ Langerら , J. Biomed. Mater. Res., 
15: 167-277, 1981お よ び Langer, Chem. Tech., 12: 98-105, 1982） 、 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ
ル （ Langerら ， 前 掲 ） ま た は ポ リ － Ｄ － （ － ） － ３ － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 （ Ｅ Ｐ 　 １ ３ ３ ， ９
８ ８ ） を 含 む 。 ま た 、 徐 放 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 組 成 物 は 、 リ ポ ソ ー ム に 捕 獲 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 含
む 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 含 む リ ポ ソ ー ム は 自 体 公 知 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る ： DE 3,218,121; 
Epsteinら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688-3692 (1985); Hwangら , Proc. Natl
. Acad. Sci. USA, 77: 4030-4034 (1980); Ｅ Ｐ 　 ５ ２ ， ３ ２ ２ ; Ｅ Ｐ 　 ３ ６ ， ６ ７ ６ ; 
Ｅ Ｐ 　 ８ ８ ， ０ ４ ６ ; Ｅ Ｐ 　 １ ４ ３ ， ９ ４ ９ ; Ｅ Ｐ 　 １ ４ ２ ， ６ ４ １ ; 日 本 特 許 出 願 ８ ３
－ １ １ ８ ０ ０ ８ ; 米 国 特 許 第 ４ ， ４ ８ ５ ， ０ ４ ５ 号 お よ び ４ ， ５ ４ ４ ， ５ ４ ５ 号 ; お よ び
Ｅ Ｐ 　 １ ０ ２ 　 ３ ２ ４ 。 通 常 、 リ ポ ソ ー ム は 、 小 さ な （ 約 ２ ０ ０ な い し ８ ０ ０ オ ン グ ス ト
ロ ー ム ） の 単 層 タ イ プ で あ り 、 そ こ で は 、 脂 質 含 有 量 は 約 ３ ０ ％ コ レ ス テ ロ ー ル を 超 え 、
選 択 さ れ た 割 合 は 最 適 な Ｖ Ｃ Ｃ － １ 療 法 に 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 治 療 で 使 用 す べ き Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 有 効 量 は 、 例 え ば 、 治 療 目 的 、 投 与 経 路 お よ び 患 者 の 状
態 に 依 存 す る 。 従 っ て 、 治 療 者 は 、 最 適 な 治 療 効 果 を 得 る の に 必 要 な 投 与 量 を 測 定 し 、 か
つ 投 与 経 路 を 修 飾 す る 必 要 が あ ろ う 。 典 型 的 に は 、 所 望 の 効 果 を 達 成 す る 用 量 に 到 達 す る
ま で 臨 床 医 は Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は 断 片 を 投 与 す る こ と に な ろ う 。 こ の 療 法 の 進 行 は 慣 用 的 ア
ッ セ イ に よ っ て 容 易 に モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の 抗 体 の た め の 分 析 方 法 は 以 下 の 試 薬 の 一 以 上 を 用 い る ： 標 識 さ れ
た 分 析 物 ア ナ ロ グ 、 固 定 化 さ れ た 分 析 物 ア ナ ロ グ 、 標 識 さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー 、 固 定 化 さ
れ た 結 合 パ ー ト ナ ー お よ び 立 体 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。 標 識 さ れ た 試 薬 は 、 「 ト レ ー サ ー 」 と
し て も 知 ら れ て い る 。 用 い る 標 識 （ こ れ は 、 プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ る Ｖ Ｃ Ｃ － １ 核 酸 を
標 識 す る の に 有 用 で あ る ） は 、 分 析 物 と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 結 合 に 干 渉 し な い い ず れ
か の 検 出 可 能 な 機 能 で あ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ で 用 い る た め の 多 数 の 標 識 が 知 ら れ て お り 、
そ の 例 は 、 フ ル オ ロ ク ロ ー ム 、 ケ ミ ル ミ ネ セ ン ト お よ び 放 射 性 標 識 の ご と き 直 接 検 出 で き
る 部 位 、 な ら び に 反 応 し 、 ま た は 誘 導 体 化 し て 検 出 し な け れ ば な ら な い 酵 素 の ご と き 部 位
を 含 む 。 そ の よ う な 標 識 の 例 は 放 射 性 同 位 体 ３ ２ Ｐ 、 １ ４ Ｃ 、 １ ２ ５ Ｉ 、 ３ Ｈ 、 お よ び １

３ １ Ｉ 、 希 土 類 キ レ ー ト ま た は フ ル オ レ セ イ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 ロ ー ダ ミ ン お よ び そ の
誘 導 体 、 ダ ン シ ル 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 例 え ば 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ
お よ び 細 菌 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ３ ７ ， ４ ５ ６ 号 ） 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ２ ， ３
－ ジ ヒ ド ロ フ タ ラ ジ ン ジ オ ン 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 、 ア ル カ
リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 リ ゾ チ ウ ム 、 サ ッ カ ラ
イ ド オ キ シ ダ ー ゼ 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 お よ
び グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 過 酸 化 水 素 を 使 用 し て Ｈ Ｒ Ｐ の ご と き 染 料
前 駆 体 を 酸 化 す る 酵 素 と カ ッ プ リ ン グ さ せ た 、 ウ リ カ ー ゼ お よ び キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ
の ご と き 複 素 環 オ キ シ ダ ー ゼ 、 ラ ク ト ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ミ ク ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、
ビ オ チ ン ／ ア ビ ジ ン 、 ス ピ ン 標 識 、 バ ク テ オ リ オ フ ァ ー ジ 標 識 、 安 定 な フ リ ー ラ ジ カ ル 等
を 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 こ れ ら の 標 識 を 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 共 有 結 合 さ せ る の に 慣 用 的 方 法 が 利 用 で き
る 。 例 え ば 、 ジ ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 ジ マ レ イ ミ ド 、 ビ ス － イ ミ デ ー ト 、 ビ ス －
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ジ ア ゾ 化 ベ ン ジ ジ ン 等 の ご と き カ ッ プ リ グ 剤 を 用 い て 、 前 記 蛍 光 、 ケ ミ ル ミ ネ セ ン ト お よ
び 酵 素 標 識 で 抗 体 を タ グ す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ３ ， ９ ４ ０ ， ４ ７ ５ 号 （
フ ル オ リ メ ト リ ー ） お よ び 第 ３ ， ６ ４ ５ ， ０ ９ ０ （ 酵 素 ） ; Hunterら , Nature, 144: 945
 (1962); Davidら , Biochemistry, 13: 1014-1021 (1974); Painら , J. Immunol. Method
s, 40: 219-230 (1981); お よ び Nygren, J. Histochem. Cytochem., 30: 407-412 (1982)
参 照 。 好 ま し い 標 識 は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ラ ー ゼ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ
ー ゼ の ご と き 酵 素 で あ る 。 該 酵 素 を 含 め た そ の よ う な 標 識 の 抗 体 へ の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン
は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 に お け る 当 業 者 に と っ て 標 準 的 な 操 作 手 法 で あ る 。 例 え ば 、 O'Su
llivanら , "Methods for the Preparation of Enzyme-antibody Conjugates for Use in 
Enzyme Immunoassay," in Methods in Enzymology, ed. J. J. Langone and H. Van Vuna
kis, Vol. 73 (Academic Press, New York, New York, 1981), pp. 147-166参 照 。 そ の よ
う な 結 合 方 法 は 、 そ の 全 て は 蛋 白 質 性 で あ る Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の 抗 体 で 用 い る の に 適 当
で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 あ る 種 の ア ッ セ イ 方 法 で は 試 薬 の 固 定 化 が 必 要 で あ る 。 固 定 化 は 、 溶 液 中 で 遊 離 し た ま
ま で あ る い ず れ か の 分 析 物 か ら の 結 合 パ ー ト ナ ー を 分 離 す る こ と を 含 む 。 こ れ は 、 便 宜 に
は 、 水 不 溶 性 マ ト リ ッ ク ス ま た は 表 面 （ Bennichら ， 米 国 特 許 第 ３ ， ７ ２ ０ ， ７ ６ ０ 号 ）
へ の 吸 着 に よ っ て 、 共 有 結 合 カ ッ プ リ ン グ に よ っ て （ 例 え ば 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 架 橋 を
使 用 ） 、 ま た は パ ー ト ナ ー ま た は ア ナ ロ グ を そ の 後 に 不 溶 化 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、
免 疫 沈 殿 に よ っ て の よ う に 、 ア ッ セ イ 手 法 の 前 に 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は 分 析 物 ア ナ ロ グ を
不 溶 化 さ せ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 競 合 ま た は サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ と し て 知 ら れ て い る 他 の ア ッ セ イ 方 法 は よ く 確 立 さ れ
て お り 、 商 業 的 診 断 剤 産 業 で 広 く 用 い ら れ て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 競 合 ア ッ セ イ は 、 共 通 の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 限 定 さ れ た 数 の 結 合 部 位 に つ き テ ス ト
試 料 分 析 物 と 競 合 す る ト レ ー サ ー ア ナ ロ グ の 能 力 に 依 拠 す る 。 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 一 般 的
に は 、 競 合 の 前 ま た は 後 に 不 溶 化 さ れ 、 次 い で 、 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 し た ト レ ー サ ー お
よ び 分 析 物 を 未 結 合 ト レ ー サ ー お よ び 分 析 物 か ら 分 離 す る 。 こ の 分 離 は デ カ ン テ ー シ ョ ン
（ こ こ に 、 結 合 パ ー ト ナ ー は 予 め 不 溶 化 さ れ て い る ） に よ っ て 、 ま た は 遠 心 （ こ こ で は 、
結 合 パ ー ト ナ ー は 競 合 反 応 後 に 沈 殿 す る ） に よ っ て 達 成 さ れ る 。 テ ス ト 試 料 分 析 物 の 量 は
、 マ ー カ ー 物 質 の 量 に よ っ て 測 定 し て 結 合 し た ト レ ー サ ー の 量 に 反 比 例 す る 。 既 知 量 の 分
析 物 で の 用 量 － 応 答 曲 線 を 作 成 し 、 テ ス ト 結 果 と 比 較 し て 、 テ ス ト 試 料 中 に 存 在 す る 分 析
物 の 量 を 定 量 的 に 決 定 す る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 酵 素 を 検 出 マ ー カ ー と し て 用 い る 場 合
、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ シ ス テ ム と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 「 均 一 」 ア ッ セ イ と 呼 ば れ る も う １ つ の 種 の 競 合 ア ッ セ イ は 相 分 離 を 必 要 と し な い 。 こ
こ に 、 酵 素 と 分 析 物 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 し 、 抗 － 分 析 物 は 分 析 物 に 結 合 し た 場 合 に
抗 － 分 析 物 の 存 在 が 酵 素 活 性 を 修 飾 す る よ う に 用 い る 。 こ の 場 合 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の
免 疫 学 的 に 活 性 な 断 片 を 二 官 能 性 有 機 ブ リ ッ ジ で ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の ご と き 酵 素 に コ ン ジ
ュ ゲ ー ト さ せ る 。 抗 － Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 結 合 が 標 識 の 酵 素 活 性 を 阻 害 し 、 ま た は 増 強 す る よ う
に 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 抗 － Ｖ Ｃ Ｃ － １ で 用 い る た め に 選 択 さ れ る 。 こ の 方 法 そ れ 自 体 は Ｅ
Ｍ Ｉ Ｔ の 名 称 下 で 広 く 実 施 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 立 体 的 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 均 一 ア ッ セ イ の た め に 立 体 障 害 方 法 で 用 い ら れ る 。 抗 － 分 析
物 と 同 時 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト に ハ プ テ ン に 対 す る 抗 体 が 実 質 的 に 結 合 で き な い よ う に 、 低 分
子 量 の ハ プ テ ン を 小 分 析 物 に 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 合
成 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ 手 法 の 下 で は 、 テ ス ト 試 料 中 に 存 在 す る 分 析 物 は 抗 － 分 析 物 に 結
合 し 、 そ れ に よ り 、 抗 － ハ プ テ ン を コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 結 合 さ せ 、 そ の 結 果 、 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト ハ プ テ ン の 特 性 の 変 化 、 例 え ば 、 ハ プ テ ン が フ ル オ ロ フ ォ ア ー で あ る 場 合 に は 蛍 光 の 変

10

20

30

40

50

(32) JP 2006-506043 A 2006.2.23



化 が も た ら さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は Ｖ Ｃ Ｃ － １ 抗 体 の 測 定 で は 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ が 特 に 有 用 で あ る
。 連 続 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お い て は 、 固 定 化 さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー を 用 い て テ ス ト 試
料 分 析 物 を 吸 着 さ せ 、 洗 浄 に よ っ て テ ス ト 試 料 を 除 去 し 、 結 合 し た 分 析 物 を 用 い て 標 識 さ
れ た 結 合 パ ー ト ナ ー を 吸 着 さ せ 、 次 い で 、 結 合 し た 物 質 を 残 存 す る ト レ ー サ ー か ら 分 離 す
る 。 結 合 し た ト レ ー サ ー の 量 は テ ス ト 試 料 分 析 物 に 直 接 比 例 す る 。 「 同 時 」 サ ン ド イ ッ チ
ア ッ セ イ に お い て は 、 標 識 さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー を 添 加 す る 前 に は 、 テ ス ト 試 料 を 分 離 し
な い 。 １ つ の 抗 体 と し て 抗 － Ｖ Ｃ Ｃ － １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び も う １ つ の 抗 体 と し
て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － Ｖ Ｃ Ｃ － １ 抗 体 を 用 い る 連 続 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １
活 性 に つ き 試 料 を テ ス ト す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ れ ま で 記 載 し た の は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ お よ び 抗 体 に つ い て の 単 な る 例 示 的 診 断 ア ッ セ イ で
あ る 。 こ れ ら の 分 析 物 の 測 定 用 に 開 発 さ れ た 現 在 ま た は 後 の 他 の 方 法 は 本 発 明 の 範 囲 内 に
含 ま れ 、 そ れ は 、 前 記 し た バ イ オ ア ッ セ イ を 含 む 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 細 胞 移 動 ア ッ セ イ
　 細 胞 移 動 に つ い て の イ ン ・ ビ ト ロ モ デ ル は 、 細 胞 （ 移 動 す る 細 胞 ） を 含 む 第 一 の 細 胞 外
マ ト リ ッ ク ス お よ び 該 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス と 物 理 的 に 接 触 し た 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ
ッ ク ス を 含 む 。 該 細 胞 は 線 維 芽 細 胞 （ 例 え ば 、 皮 膚 線 維 芽 細 胞 ま た は 皮 下 線 維 芽 細 胞 ） 、
内 皮 細 胞 、 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 の ご と き い ず れ の 適 当 な 細 胞 で あ っ て
も よ い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス は 、 細 胞 が 天 然 に 存 在 す る 第 一 の 天 然 環 境 を 刺 激 し 、 第 二 の
細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス は 、 細 胞 が 第 一 の 天 然 環 境 か ら そ こ へ 移 動 す る 第 二 の 天 然 環 境 を 刺 激
す る 。 例 え ば 、 創 傷 修 復 に お い て は 、 移 動 す る 細 胞 は 皮 膚 線 維 芽 細 胞 で あ っ て よ く 、 そ の
第 一 の 天 然 環 境 は コ ラ ー ゲ ン 質 の 間 質 で あ る 。 創 傷 修 復 の 間 に 、 皮 膚 線 維 芽 細 胞 は コ ラ ー
ゲ ン 質 の 間 質 か ら フ ィ ブ リ ン 血 餅 に 移 動 し 、 こ れ が 該 創 傷 を 満 た す 。 か く し て 、 皮 膚 線 維
芽 細 胞 の 第 一 の 天 然 環 境 は コ ラ ー ゲ ン 質 の 間 質 で あ っ て 、 皮 膚 線 維 芽 細 胞 の 第 二 の 天 然 環
境 は フ ィ ブ リ ン 血 餅 で あ る 。 イ ン ・ ビ ト ロ モ デ ル の 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を 選 択 し て
、 皮 膚 線 維 芽 細 胞 で コ ラ ー ゲ ン 質 の 間 質 を 刺 激 す る 。 イ ン ・ ビ ト ロ モ デ ル の 第 二 の 細 胞 外
マ ト リ ッ ク ス を 選 択 し て 、 フ ィ ブ リ ン 血 餅 を 刺 激 す る 。 例 え ば 、 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク
ス は フ ィ ブ リ ン ゲ ル ま た は 人 工 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス で あ っ て よ い 。 ま た 、 フ ィ ブ ロ ネ ク
チ ン ま た は ヒ ア ル ロ ン 酸 の ご と き 、 第 一 お よ び ／ ま た は 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に お い
て 他 の 成 分 を 供 す る の も 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 該 イ ン ・ ビ ト ロ モ デ ル は 、 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 物 理 的 に 位 置 し た 細 胞 を 含 む 、
第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス と 交 わ っ た 、 （ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 ペ ト リ 皿 等 の ご と
き ） 表 面 に コ ー ト さ れ た 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を 供 す る こ と に よ っ て 二 次 元 と す る こ
と が で き る 。 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら の 細 胞 は 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 表 面 に
「 流 出 」 す る 。 別 法 と し て 、 該 モ デ ル は 、 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を 第 二 の 細 胞 外 マ ト
リ ッ ク ス で 囲 う こ と に よ っ て 三 次 元 と す る こ と が で き る （ フ ィ ブ リ ン 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス
を ゲ ル と し て コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 周 り に キ ャ ス ト し た 図 １ 参 照 ） 。 第 一
の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら の 細 胞 は 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 「 移 動 」 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 細 胞 の 移 動 は イ ン ・ ビ ト ロ モ デ ル を 用 い て モ ニ タ ー し 、 ま た は 調 べ る こ と が で き る 。 も
し 細 胞 が 検 出 可 能 で あ れ ば 、 細 胞 の 移 動 を モ ニ タ ー し 、 ま た は 調 べ る こ と が で き る の は 当
業 者 に 容 易 に 明 ら か な は ず で あ る 。 こ れ は い く つ か の 方 法 で 達 成 す る こ と が で き る 。 そ の
中 に 細 胞 が 移 動 す る フ ィ ブ リ ン ゲ ル を 含 む １ つ の 具 体 例 に お い て 、 フ ィ ブ リ ン ゲ ル は 透 明
で あ っ て 、 細 胞 を 光 学 顕 微 鏡 で 可 視 化 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 第 一 の 細 胞 外 マ ト
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リ ッ ク ス に 供 し た 細 胞 は 検 出 マ ー カ ー で 標 識 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 検 出 マ ー カ ー
は 当 該 分 野 で 知 ら れ て お り 、 そ れ は 、 例 え ば 、 放 射 性 標 識 、 蛍 光 標 識 、 性 能 の よ い 色 素 （
こ れ ら の 非 毒 性 色 素 は 生 き た 細 胞 を 染 色 す る ） 、 お よ び （ β ｇ ａ ｌ 遺 伝 子 の ご と き ） 分 子
操 作 に よ っ て 加 え ら れ た 標 識 を 含 む 。 標 識 さ れ た 細 胞 の 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら 第
二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 移 動 は 、 か く し て 、 モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 該 イ ン ・ ビ ボ モ デ ル は 、 細 胞 を 含 む 天 然 に 生 じ る 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 、 お よ び 該
第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 物 理 的 に 接 触 し た 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を 有 す る 動 物 モ
デ ル を 含 む 。 細 胞 お よ び 第 一 お よ び 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス は 、 一 般 に 、 第 一 の 細 胞 外
マ ト リ ッ ク ス が 動 物 モ デ ル の 一 部 で あ る こ と を 除 き 、 イ ン ・ ビ ト ロ モ デ ル に つ き 前 記 し た
通 り で あ る 。 例 え ば 、 全 厚 み の 皮 膚 創 傷 が （ ヨ ー ク シ ャ ー ま た は ミ ニ ピ ッ グ の ご と き ） 動
物 中 に 作 成 す る 。 動 物 の コ ラ ー ゲ ン 質 の 間 質 は イ ン ・ ビ ボ モ デ ル の 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ
ク ス で あ っ て 、 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス は フ ィ ブ リ ン ゲ ル ま た は 何 ら か の 人 工 的 細 胞 外
マ ト リ ッ ク ス と し て 供 さ れ る 。 ま た 、 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス お よ び 第 二 の 細 胞 外 マ ト
リ ッ ク ス の 間 に （ 動 物 の 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 存 在 す る 細 胞 、 ま た は 天 然 で 動 物 に
存 在 す る 細 胞 と は 固 有 に 異 な る 細 胞 の よ う な ） さ ら な る 細 胞 を 供 す る の は イ ン ・ ビ ボ モ デ
ル で 望 ま し い で あ ろ う 。 次 い で 、 そ れ ら の さ ら な る 細 胞 の 移 動 を モ ニ タ ー し て 、 第 二 の 細
胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 移 動 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 該 モ デ ル の 用 途 は 多 数 あ る 。 第 一 の 用 途 は 、 細 胞 移 動 に 対 す る そ れ ら の 効 果 に つ い て 物
質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め 、 お よ び 細 胞 移 動 に 対 す る そ れ ら の 効 果 に つ い て 細 胞 外 マ ト
リ ッ ク ス を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め で あ る 。 該 方 法 は ： 前 記 し た 細 胞 移 動 用 の イ ン ・ ビ ト
ロ モ デ ル を 供 し ； 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 の 第
一 の 移 動 速 度 を 測 定 し ； イ ン ・ ビ ト ロ モ デ ル へ 物 質 を 添 加 し ； 次 い で 、 物 質 の 添 加 の 後 に
、 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 の 第 二 の 移 動 速 度 を
測 定 す る こ と を 含 み 、 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す る 第 一 の 移 動 速 度 の 増 加 は 、 該 物 質 が 細 胞 移
動 を 増 加 さ せ る こ と を 示 し 、 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す る 第 一 の 移 動 速 度 の 減 少 は 、 該 物 質 が
細 胞 移 動 を 低 下 さ せ る こ と を 示 す 。 前 記 し た ご と く 、 モ ニ タ ー す べ き 細 胞 移 動 は （ 第 二 の
細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を 表 面 に コ ー ト す る 二 次 元 様 式 に お い て は ） 流 出 で あ り 得 、 あ る い は
（ 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を 、 例 え ば 、 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 周 り に ゲ ル と し て
キ ャ ス ト す る 三 次 元 様 式 に お い て は ） 移 動 で あ り 得 る 。 最 初 に 、 イ ン ・ ビ ト ロ モ デ ル を 用
い て 細 胞 移 動 に 対 す る 効 果 に つ い て 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す れ ば 、 次 い で 、 前 記 し た ご と
き 細 胞 移 動 用 の イ ン ・ ビ ボ モ デ ル を 供 し 、 イ ン ・ ビ ボ モ デ ル に お い て 、 第 一 の 細 胞 外 マ ト
リ ッ ク ス か ら 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 の 第 一 の 移 動 速 度 を 測 定 し ； イ ン ・ ビ ボ
モ デ ル に 物 質 添 加 し ； 次 い で 、 イ ン ・ ビ ボ モ デ ル へ の 物 質 の 添 加 の 後 に 、 第 一 の 細 胞 外 マ
ト リ ッ ク ス か ら 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 の 第 二 の 移 動 速 度 を 測 定 す る こ と に よ
っ て さ ら に 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 こ こ に 、 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す る 第 一
の 移 動 速 度 の 増 加 は 、 該 物 質 が 細 胞 移 動 を 増 加 さ せ る こ と を 示 し 、 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す
る 第 一 の 移 動 速 度 の 減 少 は 、 該 イ ン ・ ビ ボ モ デ ル に お い て 該 物 質 が 細 胞 移 動 を 減 少 さ せ る
こ と を 示 す 。 か く し て 、 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に イ ン ・ ビ ト ロ お よ び イ ン ・ ビ ボ
モ デ ル を 一 緒 に 用 い る と 、 ２ つ の レ ベ ル の ス ク リ ー ニ ン グ が 提 供 さ れ る 。 前 記 し た ご と く
、 そ れ は 、 イ ン ・ ビ ボ モ デ ル を 用 い て 、 イ ン ・ ビ ボ モ デ ル の 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス お
よ び 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 間 に 位 置 し た 複 数 の 細 胞 を 供 す る 場 合 に 望 ま し い で あ ろ
う 。 従 っ て 、 該 方 法 は 、 さ ら に 、 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス お よ び 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ
ク ス の 間 か ら の 複 数 の 細 胞 の 、 イ ン ・ ビ ボ モ デ ル に お け る 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の
も う １ つ の 第 一 の 移 動 速 度 を 測 定 し ； 次 い で 、 イ ン ・ ビ ボ モ デ ル へ の 物 質 の 添 加 の 後 に 、
第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス お よ び 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 間 か ら の 複 数 の 細 胞 の 第 二
の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の も う １ つ の 第 二 の 移 動 速 度 を 測 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ に 、 も
う １ つ の 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す る も う １ つ の 第 一 の 移 動 速 度 の 増 加 は 、 物 質 が 細 胞 移 動 を
増 加 さ せ る こ と を 示 し 、 も う １ つ の 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す る も う １ つ の 第 一 の 移 動 速 度 の

10

20

30

40

50

(34) JP 2006-506043 A 2006.2.23



減 少 は 、 該 イ ン ・ ビ ボ モ デ ル に お い て 該 物 質 が 細 胞 移 動 を 減 少 さ せ る こ と を 示 す 。 こ れ ら
の さ ら な る 細 胞 は 、 天 然 に 生 じ る 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 存 在 す る 細 胞 の 量 が 限 定 的
で あ る か 、 あ る い は 容 易 に は 検 出 さ れ な い 場 合 に 特 に 有 用 な 、 細 胞 の 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ
ッ ク ス へ の 移 動 を 測 定 す る た め の さ ら な る 手 段 を 提 供 す る 。 さ ら な る 細 胞 は 、 そ れ ら を 第
一 お よ び 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 間 に 位 置 さ せ る 前 に 容 易 に 標 識 す る こ と が で き 、 か
く し て 、 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 動 物 に 天 然 に 存 在 す る 細 胞 と は 固 有 に
異 な り 、 そ の 差 に 基 づ い て 検 出 可 能 な さ ら な る 細 胞 を 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ま た 、 前 記 し た イ ン ・ ビ ボ モ デ ル は 、 イ ン ・ ビ ト ロ モ デ ル な く し て 用 い て 、 細 胞 移 動 に
影 響 す る 物 質 に つ き そ れ 自 体 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 前 記
し た ご と き 細 胞 移 動 用 の イ ン ・ ビ ボ モ デ ル を 供 し 、 イ ン ・ ビ ボ モ デ ル に お い て 、 第 一 の 細
胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 の 移 動 速 度 を 測 定 し ； 物 質 を イ
ン ・ ビ ボ モ デ ル に 添 加 し ； 次 い で 、 物 質 の イ ン ・ ビ ボ モ デ ル へ の 添 加 の 後 に 、 第 一 の 細 胞
外 マ ト リ ッ ク ス か ら 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 の 第 二 の 移 動 速 度 を 測 定 す る こ と
を 含 み 、 こ こ に 、 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す る 第 一 の 移 動 速 度 の 増 加 は 、 イ ン ・ ビ ボ モ デ ル に
て 、 物 質 が 細 胞 移 動 を 増 加 さ せ る こ と を 示 し 、 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す る 第 一 の 移 動 速 度 の
減 少 は 、 該 物 質 が 細 胞 移 動 を 減 少 さ せ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 も う １ つ の 可 能 性 は 予 備 的 ス ク リ ー ニ ン グ に あ り 、 そ れ は 、 細 胞 お よ び 第 一 お よ び 第 二
の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を 供 し 、 該 細 胞 が 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス お よ び 第 二 の 細 胞 外 マ
ト リ ッ ク ス に 移 動 で き る か を 測 定 す る こ と を 含 む 。 こ の 予 備 的 ス ク リ ー ニ ン グ が 、 問 題 の
細 胞 が 選 択 さ れ た 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 移 動 で き る か を 測 定 す る 手 段 と し て 、 イ ン ・ ビ ト
ロ ま た は イ ン ・ ビ ボ 方 法 で 物 質 お よ び ／ ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の ス ク リ ー ニ ン グ に
先 立 っ て で き る 。 も し 細 胞 が 選 択 さ れ た 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 移 動 で き な い な ら ば 、 細 胞
移 動 は 起 こ ら ず 、 細 胞 移 動 に 影 響 す る 物 質 ま た は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に つ き ス ク リ ー ニ ン
グ す る 方 法 は 意 味 が な い で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 移 動 ア ッ セ イ に お け る も う １ つ の 可 能 性 は 、 細 胞 移 動 に 対 す る そ の よ う な 細 胞 外 マ ト リ
ッ ク ス に つ き 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ る 。 該 方 法 は 、 前 記 し た
ご と き 細 胞 移 動 用 の イ ン ・ ビ ト ロ モ デ ル を 供 し ； 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら 第 二 の 細
胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 の 第 一 の 移 動 の 速 度 を 測 定 し ； イ ン ・ ビ ト ロ モ デ ル に お い て 第
二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 代 わ り に 人 工 的 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス で 置 き 換 え ； 次 い で 、 第 一
の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら 人 工 的 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 の 第 二 の 移 動 速 度 を 測 定 す
る こ と を 含 み 、 こ こ に 、 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す る 第 一 の 移 動 速 度 の 増 加 は 、 人 工 的 細 胞 外
マ ト リ ッ ク ス が 細 胞 移 動 を 増 加 さ せ る こ と を 示 し 、 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す る 第 一 の 移 動 速
度 の 減 少 は 人 工 的 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス が 細 胞 移 動 を 減 少 さ せ る こ と を 示 す 。 好 ま し く は 、
第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス は 、 該 モ デ ル を 用 い て 創 傷 修 復 を 調 べ る 場 合 に は フ ィ ブ リ ン ゲ
ル で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に 関 し て は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を ス ク リ ー ニ ン グ す る
方 法 は イ ン ・ ビ ボ モ デ ル を 利 用 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 前 記 し た ご と き 細
胞 移 動 用 の イ ン ・ ビ ボ モ デ ル を 供 し （ 再 度 、 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス は 、 該 モ デ ル を 用
い て 創 傷 修 復 を 調 べ る 場 合 に は 好 ま し く は フ ィ ブ リ ン ゲ ル で あ る ） ； 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ
ッ ク ス か ら 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 の 第 一 の 移 動 速 度 を 測 定 し ； イ ン ・ ビ ボ モ
デ ル に お い て 第 二 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 代 わ り に 人 工 的 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス で 置 き 換 え
； 第 一 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら 人 工 的 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス へ の 細 胞 の 第 二 の 移 動 速 度 を
測 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ に 、 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す る 第 一 の 移 動 速 度 の 増 加 は 、 人 工 的
細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス は 細 胞 移 動 を 増 加 さ せ る こ と を 示 し 、 第 二 の 移 動 速 度 に 対 す る 第 一 の
移 動 速 度 の 減 少 は 、 人 工 的 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス が 細 胞 移 動 を 減 少 さ せ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ０ 】
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　 抗 体
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 源 を 用 い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
調 製 の た め に 標 準 的 技 術 を 用 い て 抗 体 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 全 長 ポ リ ペ プ チ ド ま た
は 蛋 白 質 を 用 い る こ と が で き る か 、 あ る い は 本 発 明 は 免 疫 源 と し て 用 い ら れ る 抗 原 性 ペ プ
チ ド 断 片 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 蛋 白 質 の 抗 原 性 ペ プ チ ド は ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も ８ つ
（ 好 ま し く は 、 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ ま た は ３ ０ の ） ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、 こ れ は 、 ペ プ チ ド
に 対 し て 生 起 し た 抗 体 が 蛋 白 質 と で 特 異 的 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る よ う な 蛋 白 質 の エ ピ ト ー
プ と 含 む 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 抗 原 性 ペ プ チ ド に 含 ま れ る 好 ま し い エ ピ ト ー プ は 、 蛋 白 質 の 表 面 に 位 置 す る 領 域 、 例 え
ば 、 親 水 性 領 域 で あ る 。 ヒ ド ロ パ シ ー プ ロ ッ ト ま た は 同 様 の 分 析 を 用 い て 、 疎 水 性 領 域 を
同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 免 疫 原 は 、 典 型 的 に は 、 適 当 な 対 象 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス ま た は 他 の 哺 乳 動
物 ） を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 抗 体 を 調 製 す る の に 用 い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 適 当 な 免 疫 原 調 製 物 は 、 例 え ば 、 組 換 え に よ り 発 現 さ れ た 化 学 合 成 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む
こ と が で き る 。 該 調 製 物 は 、 さ ら に 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ま た は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の ご と
き ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は 同 様 な 免 疫 刺 激 剤 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 用 語 「 抗 体 」 と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 、 す な わ ち 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ご と き 抗 原 に 特 異 的
に 結 合 す る 抗 原 － 結 合 部 位 を 含 む 分 子 を い う 。 本 発 明 の 与 え ら れ た ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的
に 結 合 す る 分 子 は 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る が 、 試 料 、 例 え ば 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 天 然 で
含 有 す る 生 物 学 的 試 料 中 の 、 他 の 分 子 に は 実 質 的 に 結 合 し な い 分 子 で あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 の 例 は 、 ペ プ シ ン の ご と き 酵 素 で 抗 体 を 処 理 す る こ と に よ
っ て 生 じ さ せ る こ と が で き る Ｆ （ ａ ｂ ） お よ び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 を 含 む 。 本 発 明 は 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 用 語 「
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 ま た は 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 」 と は 、 特 定 の エ ピ ト ー プ と 免
疫 反 応 す る こ と が で き る 抗 原 － 結 合 性 の 部 位 の 唯 １ つ の 種 を 含 む 抗 体 分 子 の 集 団 を い う 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 原 と し て の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で 適 当 な 対 象 を 免 疫 化 す
る こ と に よ っ て 前 記 し た ご と く 調 製 す る こ と が で き る 。 免 疫 化 対 象 に お け る 抗 体 力 価 は 、
固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の ご と き 標
準 的 な 技 術 に よ っ て 経 時 的 に モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 所 望 で あ れ ば 、 抗 体 分 子 は 、 哺 乳 動 物 か ら （ 例 え ば 血 液 か ら ） 単 離 す る こ と が で き 、 さ
ら に 、 プ ロ テ イ ン Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の ご と き よ く 知 ら れ た 技 術 に よ っ て 精 製 し て Ｉ ｇ
Ｇ 画 分 を 得 る こ と が で き る 。 免 疫 化 か ら 適 当 な 時 間 の 後 、 例 え ば 、 特 異 的 抗 体 の 力 価 が 最
大 と な る と 、 Kohlerお よ び Milstein(1975)（ Nature 256:495-497, the human B cell hyb
ridoma technique (Kozborら  (1983) Immunol. Today 4:72） に よ っ て 元 来 は 記 載 さ れ た
ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kozborら  (1983) Immunol. Today 
4:72)、 Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Coleら (1985), Monoclonal Antibodies and Cancer
 Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96)ま た は ト リ オ ー マ 技 術 の ご と き 標 準 的 技 術 に
よ っ て 、 対 象 か ら 抗 体 － 生 産 細 胞 を 得 る こ と が で き 、 そ れ を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
調 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、
例 え ば 、 標 準 的 な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 用 い 、 注 目 す る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 に つ
き 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 澄 み を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 － 分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る た め の 代 替 法 と し て 、 注 目 す る ポ

10

20

30

40

50

(36) JP 2006-506043 A 2006.2.23



リ ペ プ チ ド で 組 換 え コ ン ビ ナ ト ー リ ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 抗 体 フ ァ
ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ ー ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド に
向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ ー を 生
じ さ せ 、 そ れ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Ph
armacia Recombinant Phage Antibody System、 カ タ ロ グ 番 号 ２ ７ － ９ ４ ０ ０ － ０ １ ； お
よ び Stratagene SurfZAPJ Phage Display Kit、 カ タ ロ グ 番 号 ２ ４ ０ ６ １ ２ ） 。 加 え て 、
抗 体 提 示 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 じ さ せ 、 そ れ を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 特 別 に 用 い る こ と が で
き る 方 法 お よ び 試 薬 は 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ３ ， ４ ０ ９ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 番 号
Ｗ Ｏ 　 ９ ２ ／ １ ８ ６ １ ９ ； Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ 　 ９ １ ／ １ ７ ２ ７ １ ； Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開
番 号 Ｗ Ｏ 　 ９ ２ ／ ２ ０ ７ ９ １ ； Ｐ Ｃ Ｔ 　 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ 　 ９ ２ ／ １ ５ ６ ７ ９ ； Ｐ Ｃ Ｔ 国
際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ 　 ９ ３ ／ ０ １ ２ ８ ８ ； Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ 　 ９ ２ ／ ０ １ ０ ４ ７ ； Ｐ Ｃ
Ｔ 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ９ ６ ９ ０ ； Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ 　 ９ ０ ／ ０ ２ ８ ０ ９ ; Fu
chsら (1991) Bio Technology 9:1370-1372; Hayら  (1992) Hum. Antibody Hybridomas 3:
81-85; Huseら (1989) Science 246:1275-1281; Griffithsら (1993) EMBO J. 12:725-734
に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 抗 体 の 調 製
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 一 般 に 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ お よ び ア ジ ュ バ ン ト の
複 数 の 皮 下 （ ｓ ｃ ） ま た は 腹 腔 内 （ Ｉ Ｔ ） 注 射 に よ っ て 動 物 に お い て 生 起 す る 。 Ｖ Ｃ Ｃ －
１ ま た は 標 的 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 断 片 を 、 免 疫 化 す べ き 種 に お い て 免 疫 原 性 で あ る 蛋
白 質 、 例 え ば 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ チ オ グ ロ ブ リ
ン ま た は ト リ プ シ ン 阻 害 剤 に 二 官 能 性 ま た は 誘 導 体 化 剤 、 例 え ば 、 マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル
ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ シ ス テ イ ン 残 基 を 介 す る コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン ） 、 （ リ シ
ン 残 基 を 介 す る ） Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 無 水 コ ハ ク 酸 、
Ｓ Ｏ Ｃ ｌ ２ 、 ま た は Ｒ お よ び Ｒ １ が 異 な る ア ル キ ル 基 で あ る Ｒ １ Ｎ ＝ Ｃ ＝ Ｎ Ｒ を 用 い て コ
ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る の が 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 動 物 は 、 通 常 、 （ 各 々 、 ウ サ ギ ま た は マ ウ ス に つ い て ） １ ｍ ｇ ま た は １ μ ｇ の コ ン ジ ュ
ゲ ー ト を ３ 容 量 の フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 合 わ せ 、 該 溶 液 を 複 数 部 位 に て 皮 内 に
注 射 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 原 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ま た は 誘 導 体 に 対 し て 免 疫 化 さ れ る 。 一
ヶ 月 後 、 複 数 部 位 に お け る 皮 下 注 射 に よ っ て 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 中 の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト の 元 の 量 の １ ／ ５ な い し １ ／ １ ０ を 動 物 に ブ ー ス タ ー 注 射 す る 。 ７ な い し １ ４
日 後 、 動 物 か ら 採 血 し 、 血 清 を 抗 － Ｖ Ｃ Ｃ － １ 力 価 に つ き ア ッ セ イ す る 。 力 価 が プ ラ ト ー
と な る ま で 動 物 を ブ ー ス タ ー 注 射 す る 。 好 ま し く は 、 異 な る 蛋 白 質 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た
お よ び ／ ま た は 異 な る 架 橋 剤 を 介 す る 以 外 は 同 一 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 動 物 に
ブ ー ス タ ー 注 射 す る 。 ま た 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 蛋 白 質 融 合 と し て 組 換 え 体 細 胞 培 養 中 で
作 成 す る こ と も で き る 。 ま た 、 ミ ョ ウ バ ン の ご と き 凝 集 剤 を 用 い て 、 免 疫 反 応 を 増 強 さ せ
る 。 形 質 転 換 さ れ て 、 も う １ つ の 種 の 標 的 受 容 体 を 発 現 す る 類 似 の 宿 主 細 胞 で 動 物 を 免 疫
化 す る の は 便 宜 で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 化 さ れ た 動 物 か ら 脾 臓 細 胞 を 回 収 し 、 例 え ば 、 骨 髄 腫 と の
融 合 に よ っ て 、 ま た は エ プ ス タ イ ン － バ ー ル （ Ｅ Ｂ ） － ウ イ ル ス 形 質 転 換 に よ っ て 、 慣 用
的 方 法 に よ っ て 該 細 胞 を 不 滅 化 し 、 所 望 の 抗 体 を 発 現 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
に よ っ て 調 製 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 他 の 公 知 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ
プ チ ド と 交 差 反 応 し な い も の と す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 加 え て 、 キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号 Ｗ Ｏ 　 ８
７ ／ ０ ２ ６ ７ １ ； 欧 州 特 許 出 願 第 １ ８ ４ ， １ ８ ７ 号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 １ ７ １ ， ４ ９ ６ 号 ；
欧 州 特 許 出 願 第 １ ７ ３ ， ４ ９ ４ 号 ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｗ Ｏ 　 ８ ６ ／ ０ １ ５ ３ ３ ； 米 国 特 許 第 ４ ，
８ １ ６ ， ５ ６ ７ 号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 １ ２ ５ ， ０ ２ ３ ； Betterら  (1988) Science 240:1041
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-1043; Liuら  (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443; Liuら  (1987) J. Imm
unol. 139:3521-3526; Sunら  (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218; Nishimu
raら  (1987) Canc. Res. 47:999-1005; Woodら  (1985) Nature 314:446-449; お よ び Shaw
ら  (1988) J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559); Morrison (1985) Science 229:1202-
1207; Oiら  (1986) Bio/Techniques 4:214; 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ５ ， ５ ３ ９ 号 ; Jonesら  
(1986) Nature 321:552-525; Verhoeyanら  (1988) Science 239:1534; お よ び Beidlerら  
(1988) J. Immunol. 141:4053-4060に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い 、 当 該 分 野 で 公 知 の 組 換 え Ｄ
Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 完 全 な ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 患 者 の 治 療 的 処 置 で 特 に 望 ま し い 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 内 因 性
免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が で き な い が 、 ヒ ト 重 鎖 お よ び
軽 鎖 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を
用 い て 生 産 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 選 択 さ れ た 抗 原 、 例 え ば 、
Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 全 て ま た は 一 部 で 通 常 の 方 法 に よ り 免 疫 化 さ れ る 。 該 抗 原 に 向
け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 慣 用 的 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 保 有 す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ト ラ ン ス ジ ー ン は Ｂ 細 胞 の 分 化
の 間 に 再 編 成 し 、 引 き 続 い て 、 ク ラ ス ス イ ッ チ ン グ お よ び 体 細 胞 突 然 変 異 を 受 け る 。 か く
し て 、 そ の よ う な 技 術 を 用 い 、 治 療 的 に 有 用 な Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ お よ び Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 を 生 産 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト 抗 体 を 生 産 す る た め の こ の 技 術 の 概 観 に つ い て は 、 Lonbergお
よ び Huszar（ 1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93） 参 照 。 ヒ ト 抗 体 お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る た め の こ の 技 術 、 お よ び そ の よ う な 抗 体 を 生 産 す る た め の プ ロ ト コ
ル の 詳 細 な 議 論 に つ い て は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ２ ５ ， １ ２ ６ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ３ ３ ，
４ ２ ５ ； 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ６ ９ ， ８ ２ ５ ； 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ６ １ ， ０ １ ６ ； お よ び 米 国 特
許 第 ５ ， ５ ４ ５ ， ８ ０ ６ 参 照 。 加 え て 、 Abgenix, Inc.（ Freemont, Calif.） の ご と き 会
社 は 、 前 記 し た の と 同 様 な 技 術 を 用 い て 選 択 さ れ た 抗 原 に 向 け ら れ た ヒ ト 抗 体 を 提 供 す る
業 務 を 行 っ て い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ま た 、 ヒ ト 抗 体 は 、 プ ラ ー ク 提 示 ラ イ ブ ラ リ ー （ Homogenousお よ び Winter, J. Mol. Bi
ol., 227:381 (1991); Marksら , J. Mol. Biol., 222:581 (1991)） を 含 め た 当 該 分 野 で
知 ら れ た 種 々 の 技 術 を 用 い て 生 産 す る こ と も で き る 。 ま た 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調
製 に つ い て は 、 Coleら お よ び Boernerら の 技 術 も 利 用 で き る （ Coleら , Monoclonal Antibo
dies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985) お よ び Boernerら , J. Immunol.
, 147(1): 86-95 (1991)） 。 同 様 に 、 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 を 、 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 例 え ば 、 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 が 部 分 的 に ま た は 完 全 に 不 活
化 さ れ て い る マ ウ ス に 導 入 す る こ と に よ っ て 作 成 す る こ と が で き る 。 攻 撃 に 際 し 、 ヒ ト 抗
体 の 生 産 が 観 察 さ れ 、 こ れ は 、 遺 伝 子 の 再 編 成 、 組 立 て お よ び 抗 体 の レ パ ー ト リ ー を 含 め
た 全 て の 点 に お い て ヒ ト で 観 察 さ れ る も の に よ く 似 て い る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 例 え ば 、
米 国 特 許 第 ５ ， ５ ４ ５ ， ８ ０ ７ 号 ； 第 ５ ， ５ ４ ５ ， ８ ０ ６ 号 ； 第 ５ ， ５ ６ ９ ， ８ ２ ５ 号 ；
第 ５ ， ６ ２ ５ ， １ ２ ６ 号 ； 第 ５ ， ６ ３ ３ ， ４ ２ ５ 号 ； 第 ５ ， ６ ６ １ ， ０ １ ６ 号 、 お よ び 以
下 の 科 学 出 版 物 ； Marksら , Bio Technology 10, 779783 (1992); Lonbergら , Nature 368
 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwildら , Nature Biotech
nology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonber
gお よ び Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 二 特 異 的 抗 体
　 二 特 異 的 抗 体 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 抗 原 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 、 好 ま し く は ヒ ト ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 こ の 場 合 、 結 合 特 異 性 の う ち の １ つ は Ｐ
Ａ に 対 す る も の で あ り ； 他 の も の は い ず れ か の 他 の 抗 原 に 対 す る も の 、 好 ま し く は 細 胞 －
表 面 蛋 白 質 ま た は 受 容 体 ま た は 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
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　 二 特 異 的 抗 体 を 作 成 す る 方 法 は 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 。 伝 統 的 に は 、 二 特 異 的 抗 体 の
組 換 え 生 産 は 、 ２ つ の 重 鎖 が 異 な る 特 異 性 を 有 す る ２ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 ／ 軽 鎖 対 の
共 発 現 に 基 づ く （ Milsteinお よ び Cuello, Nature, 305:537-539 (1983)） 。 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の ラ ン ダ ム な 分 類 の た め 、 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ （ ク ア ド ロ ー マ ）
は 、 １ ０ の 異 な る 抗 体 分 子 の 潜 在 的 混 合 物 を 生 産 し 、 そ の う ち 、 た だ １ つ が 正 し い 二 特 異
的 構 造 を 有 す る 。 正 し い 分 子 の 精 製 は 、 通 常 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 工 程
に よ っ て 達 成 さ れ る 。 同 様 な 手 法 は １ ９ ９ ３ 年 ５ 月 １ ３ 日 に 公 開 さ れ た Ｗ Ｏ 　 ９ ３ ／ ０ ８
８ ２ ９ 、 お よ び Trauneckerら , EMBO J., 10:3655-3659 (1991)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 所 望 の 結 合 特 異 性 を 持 つ 抗 体 可 変 ド メ イ ン （ 抗 体 － 抗 原 組 合 せ 部 位 ） を 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の 定 常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 該 融 合 は 、 好 ま し く は 、 ヒ ン ジ の 少 な く
と も １ つ 、 Ｃ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｈ ３ 領 域 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン と の も の で あ
る 。 そ れ は 、 融 合 の 少 な く と も １ つ に 存 在 す る 軽 鎖 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定
常 領 域 （ Ｃ Ｈ Ｉ ） を 有 す る の が 好 ま し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 お よ び 、 所 望 で あ れ ば
、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 別 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 生
物 に 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 二 特 異 的 抗 体 の 創 製 の さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば 、
Sureshら , Methods in Enzymology, 121:210 (1986)参 照 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 Ｗ Ｏ 　 ９ ６ ／ ２ ７ ０ １ １ に 記 載 さ れ た も う １ つ の ア プ ロ ー チ に よ る と 、 一 対 の 抗 体 分 子
の 間 の 界 面 を 、 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 回 収 さ れ た ヘ テ ロ ダ イ マ ー の パ ー セ ン テ ー ジ を 最 大 化
す る よ う に 作 成 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 界 面 は 抗 体 定 常 ド メ イ ン の Ｃ Ｈ ３ 領 域 の 少 な
く と も 一 部 を 含 む 。 こ の 方 法 に お い て は 、 第 一 の 抗 体 分 子 の 界 面 か ら の １ 以 上 の 小 さ な ア
ミ ノ 酸 側 鎖 を よ り 大 き な 側 鎖 （ 例 え ば 、 チ ロ シ ン ま た は ト リ プ ト フ ァ ン ） で 置 き 換 え る 。
よ り 大 き な サ イ ズ の 鎖 と 同 一 ま た は 類 似 の サ イ ズ の 補 充 「 キ ャ ビ テ ィ ー 」 が 、 よ り 大 き な
ア ミ ノ 酸 側 鎖 を よ り 小 さ な 側 鎖 （ 例 え ば 、 ア ラ ニ ン ま た は ス レ オ ニ ン ） で 置 き 換 え る こ と
に よ っ て 第 二 の 抗 体 分 子 の 界 面 に 作 り 出 さ れ る 。 こ れ は 、 ホ モ ダ イ マ ー の ご と き 他 の 望 ま
な い 最 終 産 物 に 対 し て ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 収 率 を 増 大 さ せ る メ カ ニ ズ ム を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 二 特 異 的 抗 体 は 、 全 長 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 （ 例 え ば 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 二 特 異 的 抗 体 ） と
し て 調 製 す る こ と が で き る 。 抗 体 断 片 か ら 二 特 異 的 抗 体 を 作 り 出 す た め の 技 術 は 文 献 に 記
載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 二 特 異 的 抗 体 は 化 学 的 結 合 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 Bren
nanら , Science 229:81 (1985)は 、 無 傷 抗 体 を 蛋 白 質 分 解 に よ り 切 断 し て Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２

断 片 を 得 る 手 法 を 記 載 し て い る 。 こ れ ら の 断 片 は ジ チ オ ー ル 錯 化 剤 亜 ヒ 酸 ナ ト リ ウ ム の 存
在 下 で 還 元 し て 、 近 傍 の ジ チ オ ー ル を 安 定 化 さ せ 、 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 妨 げ る 。 次
い で 、 生 じ た Ｆ ａ ｂ ’ 断 片 を チ オ ニ ト ロ ベ ン ゾ エ ー ト （ Ｔ Ｎ Ｂ ） 誘 導 体 に 変 換 す る 。 次 い
で 、 Ｆ ａ ｂ ’ － Ｔ Ｎ Ｂ の う ち の １ つ を 、 メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン で の 還 元 に よ っ て Ｆ ａ ｂ
’ － チ オ ー ル に 再 度 変 換 し 、 等 モ ル 量 の 他 の Ｆ ａ ｂ ’ － Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 と 混 合 し て 、 二 特 異
的 抗 体 を 形 成 す る 。 生 産 さ れ た 二 特 異 的 抗 体 は 、 酵 素 の 選 択 的 固 定 化 の た め の 剤 と し て 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 Ｆ ａ ｂ ’ 断 片 は Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ か ら 直 接 回 収 し 、 化 学 的 に カ ッ プ リ ン グ さ せ て 二 特 異 的 抗
体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 Shalabyら , J. Exp. Med. 175:217-225 (1992)は 、 十 分 に ヒ
ト 化 さ れ た 二 特 異 的 抗 体 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 分 子 の 生 産 を 記 載 し て い る 。 各 Ｆ ａ ｂ ’ 断 片 を Ｅ
． ｃ ｏ ｌ ｉ か ら 別 々 に 分 泌 さ せ 、 イ ン ・ ビ ト ロ で 部 位 特 異 的 化 学 カ ッ プ リ ン グ に 付 し て 、
二 特 異 的 抗 体 を 形 成 さ せ た 。 各 形 成 さ れ た 二 特 異 的 抗 体 は 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 受 容 体 お よ び 正 常
な ヒ ト Ｔ 細 胞 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 結 合 す る こ と が で き 、 な ら び に ヒ ト 乳 癌 標 的 に 対 す る
ヒ ト 細 胞 傷 害 性 リ ン パ 球 の 溶 解 活 性 を ト リ ガ ー す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 直 接 二 特 異 的 抗 体 断 片 を 作 成 し 、 そ れ を 単 離 す る 種 々 の 技 術 は や は
り 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 用 い て 二 特 異 的 抗 体 が 生 産 さ れ て い る 。
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Kostelnyら , J. Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。 Ｆ ｏ ｓ お よ び Ｊ ｕ ｎ 蛋 白 質 か ら の
ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ペ プ チ ド を 、 遺 伝 子 融 合 に よ っ て 、 ２ つ の 異 な る 抗 体 の Ｆ ａ ｂ ’ 蛋 白 質
に 連 結 さ せ た 。 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー を ヒ ン ジ 領 域 に お い て 還 元 し て モ ノ マ ー を 形 成 さ せ 、 次
い で 、 再 度 酸 化 し て 、 抗 体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 さ せ た 。 こ の 方 法 は 、 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー
の 生 産 で 利 用 す る こ と も で き る 。 Hollingerら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-64
48 (1993)に よ っ て 記 載 さ れ た 「 ダ イ ア ボ デ ィ ー 」 技 術 は 、 二 特 異 的 抗 体 断 片 を 作 成 す る
た め の 別 の メ カ ニ ズ ム を 提 案 し て い る 。 該 断 片 は 、 同 一 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン の 間 で 対 形
成 す る に は 余 り に も 短 い リ ン カ ー に よ っ て 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｌ ） に 連 結 し た 重 鎖 可 変
ド メ イ ン （ Ｖ Ｈ ） を 含 む 。 従 っ て 、 １ つ の 断 片 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 、 も う １ つ の
断 片 の 相 補 的 Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ ド メ イ ン と 対 形 成 さ せ 、 そ れ に よ り 、 ２ つ の 抗 原 － 結 合 部 位
を 形 成 す る 。 一 本 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ Ｆ ｖ ） ダ イ マ ー を 用 い る こ と に よ っ て 二 特 異 的 抗 体 断 片 を 作
成 す る た め の も う １ つ の 戦 略 も 報 告 さ れ て い る 。 Gruberら , J. Immunol. 152:5368 (1994
)参 照 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 ２ を 超 え る 価 数 を 持 つ 抗 体 が 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 三 特 異 的 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き
る （ Tuttら , J. Immunol. 147:60 (1991)） 。 例 示 的 な 二 特 異 的 抗 体 を こ こ に 与 え ら れ た
ポ リ ペ プ チ ド 上 の ２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 ア ー
ム を 、 Ｔ － 細 胞 受 容 体 分 子 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ２ ８ 、 ま た は Ｂ ７ ） の ご と き
白 血 球 上 の ト リ ガ リ ン グ 分 子 、 ま た は Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ （ Ｃ Ｄ ６ ４ ） 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ ３ ２
） お よ び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ １ ６ ） の ご と き Ｉ ｇ Ｇ （ Ｆ ｃ γ Ｒ ） に 対 す る Ｆ ｃ に 結 合 す
る ア ー ム と 組 み 合 わ せ て 、 本 発 明 の 特 定 の 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 に 細 胞 防 御 メ カ ニ ズ ム を
集 中 す る こ と が で き る 。 ま た 、 二 特 異 的 抗 体 を 用 い て 、 本 発 明 の 特 定 の 蛋 白 質 を 発 現 す る
細 胞 に 対 し て 細 胞 傷 害 性 剤 を 局 所 化 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 本 発 明 の 蛋 白 質
に 対 す る 結 合 性 ア ー ム 、 お よ び Ｅ Ｏ Ｔ Ｕ Ｂ Ｅ 、 Ｄ Ｐ Ｔ Ａ 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ ま た は Ｔ Ｅ Ｔ Ａ の ご と
き 細 胞 傷 害 性 剤 ま た は 放 射 性 核 種 キ レ ー タ ー に 結 合 す る ア ー ム を 保 有 す る 。 注 目 す る も う
１ つ の 二 特 異 的 抗 体 は 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 さ ら に 組 織 因 子 （ Ｔ Ｆ ） に 結 合 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 抗 体 の 医 薬 組 成 物
　 本 明 細 書 中 で 同 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 な ら び に 本 明 細 書 中 で
開 示 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ た 他 の 分 子 は 、 医 薬 組 成 物 の 形 態 で
種 々 の 障 害 の 治 療 の た め に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 も し ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 に あ り 、 か つ 全 抗 体 を 阻 害 剤 と し て 用 い る な ら ば 、 内 部 化 抗
体 が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン ま た は リ ポ ソ ー ム を 用 い て 抗 体 ま た は 抗
体 断 片 を 細 胞 に 送 達 す る こ と も で き る 。 抗 体 断 片 を 用 い る 場 合 、 標 的 蛋 白 質 の 結 合 ド メ イ
ン に 特 異 的 に 結 合 す る 最 小 の 阻 害 性 断 片 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 抗 体 の 可 変 領 域 の 配 列 に 基
づ き 、 標 的 蛋 白 質 配 列 に 結 合 す る 能 力 を 保 有 す る ペ プ チ ド 分 子 を 設 計 す る こ と が で き る 。
そ の よ う な ペ プ チ ド は 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る か 、 お よ び ／ ま た は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技
術 に よ っ て 生 産 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Marascoら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 9
0: 7889-7893 (1993)参 照 。 ま た 、 本 明 細 書 中 に お け る 処 方 は 、 治 療 す べ き 特 定 の 兆 候 に
対 し て 必 要 な １ 以 上 の 活 性 化 合 物 、 好 ま し く は 、 相 互 に 悪 影 響 し な い 補 充 的 活 性 を 持 つ も
の を 含 む こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 あ る い は 、 組 成 物 は 例 え ば 細 胞 傷 害 性 剤 、 サ イ ト カ
イ ン 、 化 学 療 法 剤 、 ま た は 成 長 阻 害 剤 の ご と き 、 そ の 機 能 を 増 進 さ せ る 剤 を 含 む こ と が で
き る 。 そ の よ う な 分 子 は 、 適 当 に は 、 意 図 し た 目 的 に 効 果 的 な 量 で 組 み 合 わ せ て 存 在 さ せ
る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 有 効 成 分 は 、 例 え ば 、 コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 に よ っ て 、 ま た は 界 面 重 合 、 例 え ば 、 各
々 、 コ ロ イ ド 状 薬 物 送 達 系 （ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン マ イ ク ロ ス フ ィ ア ー 、 マ イ
ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 、 ナ ノ － 粒 子 、 お よ び ナ ノ カ プ セ ル ） に お い て 、 ま た は マ ク ロ エ マ ル ジ
ョ ン に お い て 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ま た は ゼ ラ チ ン － マ イ ク ロ カ プ セ ル お よ び ポ
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リ － （ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） マ イ ク ロ カ プ セ ル に よ っ て 調 製 さ れ た マ イ ク ロ カ プ セ ル 中
に 捕 獲 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な 技 術 は Remington's Pharmaceutical Sciences（ 前
掲 ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 イ ン ・ ビ ボ 投 与 で 用 い る べ き 処 方 は 滅 菌 さ れ て い な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 滅 菌 濾 過
膜 を 通 す 濾 過 に よ っ て 容 易 に 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 徐 放 製 剤 を 調 製 す る こ と が で き る 。 徐 放 製 剤 の 適 当 な 例 は 抗 体 を 含 有 す る 固 体 疎 水 性 ポ
リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ッ ク ス を 含 み 、 そ の マ ト リ ッ ク ス は 、 成 型 品 の 形 態 、 例 え ば 、 フ ィ
ル 間 ま た は マ イ ク ロ カ プ セ ル で あ る 。 徐 放 マ ト リ ッ ク ス の 例 は ポ リ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル
（ 例 え ば 、 ポ リ （ ２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル － メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ま た は ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ
ー ル ） ） 、 ポ リ ラ ク チ ド （ 米 国 特 許 第 ３ ， ７ ７ ３ ， ９ １ ９ 号 ） 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 お よ び
エ チ ル － Ｌ － グ ル タ メ ー ト の コ ポ リ マ ー 、 非 － 分 解 性 エ チ レ ン － 酢 酸 ビ ニ ル 、 Ｌ Ｌ Ｔ Ｒ Ｏ
Ｎ 　 Ｄ Ｅ Ｐ Ｅ Ｔ （ 商 標 ） （ 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー お よ び 酢 酸 リ ュ ー プ レ リ ド か ら
構 成 さ れ る 注 射 用 マ イ ク ロ ス フ ィ ア ー ） の ご と き 分 解 性 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー 、
お よ び ポ リ － Ｄ － （ － ） － ３ － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 を 含 む 。 エ チ レ ン － 酢 酸 ビ ニ ル お よ び 乳 酸
－ グ リ コ ー ル 酸 の ご と き ポ リ マ ー は １ ０ ０ 日 に わ た っ て 分 子 の 放 出 を 可 能 と す る が 、 あ る
種 の ヒ ド ロ ゲ ル は よ り 短 い 時 間 で 蛋 白 質 を 放 出 す る 。 長 期 間 カ プ セ ル 化 抗 体 を 身 体 中 に 留
ま ら せ る と 、 そ れ は ３ ７ ℃ の 水 分 へ の 暴 露 の 結 果 と し て 変 性 し 、 ま た は 凝 集 し か ね ず 、 そ
の 結 果 、 生 物 学 的 活 性 が 喪 失 し 、 お そ ら く は 免 疫 原 性 が 変 化 す る 。 合 理 的 な ス ト ラ タ ジ ー
は 、 関 係 す る メ カ ニ ズ ム に 応 じ て 安 定 化 の た め に 工 夫 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 も し 凝
集 メ カ ニ ズ ム が チ オ － ジ ス ル フ ィ ド 交 換 を 介 す る 分 子 内 Ｓ － Ｓ 結 合 形 成 で あ る こ と が 判 明
す れ ば 、 安 定 化 は 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 を 修 飾 し 、 酸 性 溶 液 か ら 凍 結 乾 燥 し 、 適 当 な 添 加
剤 を 用 い て 水 分 の 含 有 量 を 制 御 し 、 次 い で 、 特 異 的 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス の 組 成 を 開 発 す
る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ お よ び そ の 抗 体 の 使 用
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る 核 酸 は 、 組 織 特 異 的 タ イ ピ ン グ で 診 断 剤 と し て 用 い る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
、 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 の ご と き 手 法 を 用 い て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た
は Ｒ Ｎ Ａ が 評 価 す べ き 細 胞 型 に 存 在 す る か 否 か を 判 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 受 容 体 抗 体 は 、 特 異 的 細 胞 ま た は 組 織 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ 発 現 用 の 診 断 ア ッ
セ イ で 有 用 で あ る 。 抗 体 は 前 記 し た Ｖ Ｃ Ｃ － １ と 同 様 に し て 標 識 し 、 お よ び ／ ま た は 不 溶
性 マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 抗 体 は 、 組 換 え 細 胞 培 養 ま た は 天 然 源 か ら の Ｖ Ｃ Ｃ － １ の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精
製 で 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ お よ び そ の 抗 体 に つ い て の 適 当 な 診 断 ア ッ セ イ は そ れ 自 体 よ く 知 ら れ て い る
。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 競 合 お よ び サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 お よ び 立 体 的 阻 害 ア ッ セ イ
を 含 む 。 競 合 お よ び サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 該 方 法 の 一 体 化 部 分 と し て 相 － 分 離 工 程 を
使 用 し 、 他 方 、 立 体 的 阻 害 ア ッ セ イ は 単 一 の 反 応 混 合 物 中 で 行 う 。 基 本 的 に は 、 同 一 の 手
法 が 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の ア ッ セ イ で 、 お よ び Ｖ Ｃ Ｃ － １ に 結 合 す る 物 質 に つ い て 用 い ら れ る が
、 ア ッ セ イ す べ き 物 質 の 分 子 量 に 応 じ て あ る 種 の 分 子 が 好 都 合 で あ る 。 従 っ て 、 分 析 物 に
結 合 す る 抗 原 ま た は 抗 体 と し て の そ の 状 態 に か か わ ら ず 、 テ ス ト す べ き 物 質 を 分 析 物 と こ
こ で は い い 、 該 分 析 物 に 結 合 す る 蛋 白 質 は 、 そ れ が 抗 体 、 細 胞 表 面 受 容 体 、 ま た は 抗 原 で
あ る か を 問 わ ず 、 命 名 さ れ た 結 合 蛋 白 質 で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ に 向 け ら れ た 抗 体 を 用 い て 、 （ 例 え ば 、 細 胞 溶 解 物 ま た は 細 胞 上 澄 み 中 の ）
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蛋 白 質 を 検 出 し 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 豊 富 さ お よ び パ タ ー ン を 評 価 す る こ と が で き る 。
ま た 、 抗 体 を 診 断 で 用 い て 、 臨 床 試 験 手 法 の 一 部 と し て 組 織 中 の 蛋 白 質 レ ベ ル を モ ニ タ ー
し 、 例 え ば 、 与 え ら れ た 治 療 方 法 の 効 果 を 判 断 す る こ と が で き る 。 検 出 は 、 抗 体 を 検 出 可
能 な 物 質 に カ ッ プ リ ン グ す る こ と に よ っ て 容 易 と す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 の 例
は 、 種 々 の 酵 素 、 補 欠 分 子 基 、 蛍 光 物 質 、 ル ミ ネ セ ン ト 物 質 、 バ イ オ ル ミ ネ セ ン ト 物 質 、
お よ び 放 射 性 物 質 を 含 む 。 適 当 な 酵 素 の 例 は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル
カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ を 含 み ；
適 当 な 補 欠 分 子 基 複 合 体 の 例 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン
を 含 み ； 適 当 な 蛍 光 物 質 の 例 は ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ
チ オ シ ア ナ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 塩 化 ダ ン シ
ル ま た は フ ィ コ エ リ ス リ ン を 含 み ； ル ミ ネ セ ン ト 物 質 の 例 は ル ミ ノ ー ル を 含 み ； バ イ オ ル
ミ ネ セ ン ト 物 質 の 例 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン お よ び エ ク オ リ ン を 含 み 、 お よ び 適
当 な 放 射 性 物 質 の 例 は １ ２ ５ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 ３ ５ Ｓ ま た は ３ Ｈ を 含 む 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 心 血 管 、 内 皮 細 胞 、 お よ び 脈 管 形 成 活 性 に つ い て の ア ッ セ イ
　 種 々 の ア ッ セ イ を 用 い て 心 血 管 、 内 皮 細 胞 、 お よ び 脈 管 形 成 活 性 に つ き Ｖ Ｃ Ｃ － １ を テ
ス ト す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 例 は 後 記 実 施 例 で 提 供 す る も の を 含 む 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ７ ３ ， ４ １ ４ 号 に 開 示 さ れ た エ ン ド セ リ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 に つ い
て テ ス ト す る ア ッ セ イ は 、 受 容 体 ア ッ セ イ に お い て ヨ ウ 素 化 エ ン ド セ リ ン － １ 結 合 を 阻 害
す る そ の 能 力 に つ き Ｖ Ｃ Ｃ － １ を テ ス ト す る ラ ッ ト 心 臓 心 室 結 合 ア ッ セ イ 、 ウ サ ギ 腎 臓 動
脈 血 管 平 滑 筋 細 胞 を 用 い て 放 射 性 標 識 エ ン ド セ リ ン － １ の 無 傷 細 胞 結 合 に つ い て テ ス ト す
る エ ン ド セ リ ン 受 容 体 結 合 ア ッ セ イ 、 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー の 細 胞 内 レ ベ ル を 測 定 す る こ と
に よ っ て 機 能 活 性 を ラ ッ ト － Ｉ 細 胞 に お い て 測 定 す る イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 蓄 積 ア ッ セ イ 、
培 養 さ れ た 血 管 平 滑 筋 に お い て エ ン ド セ リ ン － 刺 激 ア ラ キ ド ン 酸 放 出 を 低 下 さ せ る 添 加 化
合 物 の 能 力 を 測 定 す る ア ラ キ ド ン 酸 放 出 ア ッ セ イ 、 雄 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド ウ サ ギ か ら の 内 皮
細 胞 を 用 い る イ ン ・ ビ ボ （ 摘 出 血 管 ） 実 験 、 お よ び 雄 Ｓ ｐ ｒ ａ ｇ ｕ ｅ － Ｄ ａ ｗ ｌ ｅ ｙ ラ ッ
ト を 用 い る イ ン ・ ビ ボ 実 験 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 組 織 生 成 活 性 に つ い て の ア ッ セ イ は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Ｗ Ｏ 　 ９ ５ ／ １ ６ ０
３ ５ （ 骨 、 軟 骨 、 腱 ） 、 Ｗ Ｏ 　 ９ ５ ／ ０ ５ ８ ４ ６ （ 神 経 、 ニ ュ ー ロ ン ） 、 お よ び Ｗ Ｏ 　 ９
１ ／ ０ ７ ４ ９ １ （ 皮 膚 、 内 皮 ） に 記 載 さ れ た も の を 含 む 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 創 傷 － 治 癒 活 性 に つ い て の ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 Eaglsteinお よ び Mertz, J. Invest. D
ermatol., 71: 382-384 (1978)の 論 文 に よ っ て 修 飾 さ れ た Winter, Epidermal Wound Heal
ing, Maibach, HI and Rovee, DT, Eds. (Year Book Medical Publishers, Inc., Chicag
o), pp. 71-112に 記 載 さ れ た も の を 含 む 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 い く つ か の 心 臓 肥 大 ア ッ セ イ が あ る 。 イ ン ・ ビ ト ロ ア ッ セ イ は 、 成 体 ラ ッ ト 真 菌 細 胞 の
拡 大 の 誘 導 を 含 む 。 こ の ア ッ セ イ に お い て 、 心 室 真 菌 細 胞 は 、 Piperら , "Adult ventricu
lar rat heart muscle cells" in Cell Culture Techniques in Heart and Vessel Resea
rch, H.M. Piper, ed. (Berlin: Springer-Verlag, 1990), pp. 36-60に よ っ て 詳 細 に 記
載 さ れ た 手 法 の 修 飾 に 実 質 的 に 従 っ て 、 単 一 （ 雄 Ｓ ｐ ｒ ａ ｇ ｕ ｅ － Ｄ ａ ｗ ｌ ｅ ｙ ） ラ ッ ト
か ら 摘 出 さ れ る 。 こ の 手 法 は 、 成 体 心 室 真 菌 細 胞 の 摘 出 、 お よ び ロ ッ ド － 形 状 の 表 現 型 に
お け る こ れ ら の 細 胞 の 長 期 培 養 を 行 う 。 フ ェ ニ レ フ リ ン お よ び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｆ ２ （
Ｐ Ｇ Ｆ ２ ） は 、 こ れ ら の 成 体 細 胞 に お け る 拡 大 応 答 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 次 い
で 、 心 臓 肥 大 の 種 々 の 潜 在 的 阻 害 剤 に よ る Ｐ Ｇ Ｆ ２ ま た は Ｐ Ｇ Ｆ ２ ア ナ ロ グ （ 例 え ば 、 フ
ル プ ロ ス テ ノ ー ル ） お よ び フ ェ ニ レ フ リ ン に よ っ て 誘 導 さ れ る 真 菌 細 胞 拡 大 の 阻 害 を テ ス
ト す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
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　 腫 瘍 学 的 活 性 に つ い て の ア ッ セ イ
　 癌 に つ い て は 、 種 々 の よ く 知 ら れ た 動 物 モ デ ル を 用 い て 、 腫 瘍 の 発 生 お よ び 病 理 に お け
る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 役 割 を さ ら に 理 解 し 、 お よ び 抗 体 、 お よ び 小 分 子 ア ン タ ゴ ニ ス ト の ご と き
Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 他 の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 め た 候 補 治 療 剤 の 効 率 を テ ス ト す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 そ の よ う な モ デ ル の イ ン ・ ビ ト ロ 性 質 は 、 そ れ を 、 ヒ ト 患 者 に お け る 応 答 を 予 測 で き る
も の と す る 。 腫 瘍 お よ び 癌 （ た と え ば 、 乳 癌 、 結 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 な ど ） の 動 物 モ デ
ル は 、 非 － 組 換 え お よ び 組 換 え （ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ） 動 物 の 双 方 を 含 む 。 非 － 組 換 え 動
物 は 、 例 え ば 、 齧 歯 類 、 例 え ば 、 ネ ズ ミ モ デ ル を 含 む 。 そ の よ う な モ デ ル は 、 標 準 的 な 技
術 、 例 え ば 、 皮 下 注 射 、 尾 静 脈 注 射 、 脾 臓 移 植 、 腹 腔 内 移 植 、 腎 臓 カ プ セ ル 下 で の 移 植 、
ま た は オ ル ト ピ ン 移 植 、 た と え ば 結 腸 組 織 に 移 植 さ れ た 結 腸 癌 細 胞 を 用 い 、 腫 瘍 細 胞 を 同
系 マ ウ ス に 導 入 す る こ と に よ っ て 作 り 出 す こ と が で き る 。 例 え ば 、 １ ９ ９ ７ 年 ９ 月 １ ８ 日
に 公 開 さ れ た Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ３ ５ ５ １ 参 照 。 お そ ら く は 、 腫 瘍 学 的 研 究 で 最
も し ば し ば 使 用 さ れ る 動 物 種 は 、 免 疫 欠 損 マ ウ ス 、 特 に ヌ ー ド マ ウ ス で あ る 。 胸 腺 形 成 不
全 を 持 つ ヌ ー ド マ ウ ス は 、 成 功 し て ヒ ト 腫 瘍 移 植 片 用 の 宿 主 と し て 働 き 得 る と い う 観 察 は
、 こ の 目 的 で の そ の 普 及 し た 用 途 に 導 く 。 常 染 色 体 劣 性 ｎ ｕ 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 Ａ Ｓ Ｗ 、
Ａ ／ Ｈ ｅ ， Ａ Ｋ Ｒ ， Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ ， Ｂ 　 Ｉ 　 Ｏ ． Ｌ Ｐ ， Ｃ １ ７ ， Ｃ Ｍ ， Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ， Ｃ ５
７ ， Ｃ Ｂ Ａ ， Ｄ Ｂ Ａ ， Ｄ Ｄ Ｄ ， Ｉ ／ ｓ ｔ ， Ｎ Ｃ ， Ｎ Ｆ Ｒ ， Ｎ Ｆ Ｓ ， Ｎ Ｆ Ｓ １ Ｎ ， Ｎ Ｚ Ｂ ，
Ｎ Ｚ Ｃ ， Ｎ Ｚ Ｗ ， Ｐ ， Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ ， お よ び Ｓ Ｊ Ｌ を 含 め た 非 常 に 多 数 の ヌ ー ド マ ウ ス の 区 別
さ れ る 同 系 株 に 導 入 さ れ て い る 。 加 え て 、 ヌ ー ド マ ウ ス 以 外 の 固 有 の 免 疫 学 的 欠 陥 を 持 つ
広 く 種 々 の 他 の 動 物 が 移 植 さ れ 、 腫 瘍 移 植 片 の 受 容 体 と し て 用 い ら れ て き た 。 さ ら に 詳 細
に つ い て は 例 え ば 、 The Nude Mouse in Oncology, Rese E. Boven and B. Winograd, Eds
. (CRC Press, Inc., 1991)参 照 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 そ の よ う な 動 物 に 導 入 さ れ た 細 胞 は 、 前 記 リ ス ト の 腫 瘍 細 胞 系 、 例 え ば 、 Ｂ １ ０ ４ － １
－ １ 細 胞 系 （ ｎ ｅ ｕ プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 安 定 な Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３
細 胞 系 ） ； ｒ ａ ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ク ト Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 ； Ｃ ａ ｃ ｏ － ２ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ
Ｔ Ｂ － ３ ７ ） ； ま た は 中 程 度 に よ く 分 化 し て グ レ ー ド Ｉ Ｉ ヒ ト 結 腸 腺 癌 腫 細 胞 系 Ｈ Ｔ － ２
９ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｔ Ｂ － ３ ８ ） ； ま た は 腫 瘍 お よ び 癌 か ら の い ず れ か の ご と き 公 知 の 腫 瘍
／ 癌 細 胞 系 に 由 来 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 の 試 料 は 、 液 体 窒 素 中 で の 凍 結 お よ び 貯 蔵 を 含 め た 標 準 的 な 条 件 を 用
い 、 外 科 処 置 を 受 け つ つ あ る 患 者 か ら 得 る こ と が で き る 。 Kannaliら , Br. J. Cancer, 48
: 689-696(1983)。
【 ０ １ ９ １ 】
　 腫 瘍 細 胞 は 、 種 々 の 手 法 に よ っ て ヌ ー ド マ ウ ス の ご と き 動 物 に 導 入 す る こ と が で き る 。
マ ウ ス に お け る 皮 下 （ ｓ ． ｃ ． ） 空 間 は 腫 瘍 の 移 植 に 非 常 に 適 し て い る 。 腫 瘍 は 、 固 体 ブ
ロ ッ ク と し て ト ロ カ ー ル の 使 用 に よ る 針 バ イ オ プ シ ー と し て 、 ま た は 細 胞 懸 濁 液 と し て 移
植 す る こ と が で き る 。 固 体 － ブ ロ ッ ク ま た は ト ロ カ ー ル 移 植 で は 、 適 当 な サ イ ズ の 腫 瘍 組
織 断 片 を ｓ ． ｃ ． 空 間 に 導 入 す る 。 細 胞 懸 濁 液 は 、 新 鮮 に は 、 初 代 腫 瘍 ま た は 安 定 な 腫 瘍
細 胞 系 か ら 調 製 さ れ 、 皮 下 注 射 さ れ る 。 腫 瘍 細 胞 は 、 皮 下 移 植 と し て 注 入 す る こ と も で き
る 。 こ の 場 所 に お い て は 、 接 種 物 は 、 皮 膚 結 合 組 織 の 下 部 お よ び 皮 下 組 織 の 間 に 沈 積 す る
。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 乳 癌 の 動 物 モ デ ル は 、 例 え ば 、 実 質 的 に Drebinら 、 Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 83: 9
129-9133 (1986)に よ っ て 記 載 さ れ て い る ご と く 、 （ そ れ か ら ｉ ７ ｅ ｕ オ ン コ ジ ー ン が 最
初 に 単 離 さ れ た ） ラ ッ ト 神 経 芽 腫 細 胞 、 ま た は ｎ ｅ ｕ － 形 質 転 換 Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 を ヌ
ー ド マ ウ ス に 移 植 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 同 様 に 、 結 腸 癌 の 動 物 モ デ ル 、 動 物 、 例 え ば 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お い て 結 腸 癌 細 胞 を 継 代
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す る こ と に よ っ て 造 る こ と が で き 、 こ れ ら の 動 物 に お け る 腫 瘍 の 出 現 に 導 く 。 ヌ ー ド マ ウ
ス に お け る ヒ ト 結 腸 癌 の 正 常 位 移 植 片 モ デ ル は 、 例 え ば 、 Wangら , Cancer Research, 54:
 4726-4728 (1994)お よ び Too et al. Cancer Research, 55: 681-684 (1995)に よ っ て 記
載 さ れ て い る 。 こ の モ デ ル は 、 AntiCancer, Inc.(San Diego, California)に よ っ て 販 売
さ れ て い る い わ ゆ る 「 METAMOUS5」 に 基 づ く 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 動 物 で 生 起 す る 腫 瘍 を 取 り 出 し 、 イ ン ・ ビ ト ロ で 培 養 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 イ ン
・ ビ ト ロ 培 養 か ら の 細 胞 を 動 物 に 継 代 す る 。 そ の よ う な 腫 瘍 は 、 さ ら な る テ ス ト ま た は ス
ク リ ー ニ ン グ の た め の 標 的 と し て 働 か せ る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 継 代 に 由 来 す る 腫
瘍 を 単 離 し 、 レ ・ 継 代 細 胞 か ら の 、 お よ び １ 以 上 の ラ ウ ン ド の 継 代 後 に 単 離 し た 細 胞 の Ｒ
Ｎ Ａ を 注 目 す る 遺 伝 子 の 異 な る 発 現 に つ き 分 析 す る 。 そ の よ う な 継 代 技 術 は い ず れ か の 公
知 の 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 系 で 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｍ ｅ ｔ ｈ 　 Ａ 、 Ｃ Ｎ Ｓ ４ ， Ｃ Ｎ Ｓ
５ ， Ｃ Ｍ Ｓ ２ １ ， お よ び Ｗ Ｅ Ｈ Ｉ － １ ６ ４ が Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ 雌 マ ウ ス （ DeLeoら , J. Exp. M
ed., 146: 720 (1977)） の 化 学 的 に 誘 導 さ れ た 線 維 肉 腫 で あ り 、 こ れ は 、 種 々 の 剤 の 抗 －
腫 瘍 活 性 を 調 べ る た め の 高 度 に 制 御 可 能 な モ デ ル 系 を 提 供 す る Palladinoら , J. Immunol.
, 138: 4023-4032 (1987)。 簡 単 に 述 べ れ ば 腫 瘍 細 胞 を イ ン ・ ビ ト ロ に て 細 胞 培 養 で 増 殖
さ せ る 。 動 物 へ の 注 入 に 先 立 ち 、 細 胞 系 を 洗 浄 し 、 約 １ ０ × １ ０ ６ な い し １ ０ × １ ０ ７ 細
胞 ／ ｍ ｌ の 細 胞 密 度 に て 緩 衝 液 中 で 懸 濁 さ せ る 。 次 い で 、 動 物 を 細 胞 懸 濁 液 で 皮 下 感 染 さ
せ 、 １ な い し ３ 週 間 で 腫 瘍 を 出 現 さ せ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 加 え て 、 最 も 徹 底 的 に 調 べ ら れ た 実 験 的 腫 瘍 の １ つ で あ る マ ウ ス の Ｌ ｅ ｗ ｉ ｓ 肺 （ ３ Ｌ
Ｌ ） 癌 腫 を 、 調 査 腫 瘍 モ デ ル と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ の 腫 瘍 モ デ ル に お け る 効 率 は
、 肺 の 小 肺 細 胞 癌 腫 と 診 断 さ れ た 患 者 の 治 療 に お け る 有 益 な 効 果 と 関 連 付 け ら れ て い る 。
こ の 腫 瘍 は 悪 影 響 を 受 け た マ ウ ス か ら の 腫 瘍 断 片 の ま た は 培 養 で 維 持 さ れ た 細 胞 の 注 射 に
際 し て 、 正 常 な マ ウ ス に 導 入 す る こ と が で き る 。 Zupiら ，  Br. J. Cancer, 41: suppl. 4
, 30 (1980)。 腫 瘍 を 単 一 の 細 胞 さ え の 注 入 か ら 開 始 さ せ る こ と が で き 、 非 常 に 高 い 割 合
の 感 染 腫 瘍 細 胞 が 生 き 残 る こ と を 示 す 証 拠 が あ る 。 こ の 腫 瘍 に つ い て の さ ら な る 情 報 に つ
い て は 、 Zacharski, Haemostasis, 16:300-320 (1986)。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 移 植 さ れ た 腫 瘍 を 持 つ 動 物 モ デ ル に お け る テ ス ト 化 合 物 の 効 率 を 評 価 す る １ つ の 方 法 は
、 処 理 の 前 お よ び 後 に 腫 瘍 の サ イ ズ を 測 定 す る こ と で あ る 。 伝 統 的 に は 、 移 植 さ れ た 腫 瘍
の サ イ ズ は 、 二 次 元 ま た は 三 次 元 の 滑 り カ リ パ ス で 測 定 さ れ て き た 。 二 次 元 に 限 定 さ れ た
測 定 が 腫 瘍 の サ イ ズ を 正 確 に は 反 映 せ ず ； 従 っ て 、 そ れ は 、 通 常 、 数 式 を 用 い る こ と に よ
っ て 対 応 す る 容 量 に 変 換 さ れ る 。 し か し な が ら 、 腫 瘍 サ イ ズ の 測 定 は 非 常 に 不 正 確 な も の
で あ る 。 薬 物 候 補 の 治 療 効 果 は 、 処 置 － 誘 導 増 殖 遅 延 お よ び 特 異 的 増 殖 遅 延 と し て 良 好 に
記 載 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 増 殖 の 記 載 に お い て も う １ つ の 重 要 な 変 数 は 腫 瘍 容 量 倍 加 時
間 で あ る 。 Rygaardお よ び Spang-Thomsen, Proc. 6th Int. Workshop on Immune-Deficien
t Animals Wu and Sheng Ed. (Basel, 1989), p. 301に よ っ て 報 告 さ れ た プ ロ グ ラ ム の ご
と き 腫 瘍 増 殖 の 計 算 お よ び 記 載 の た め の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム も 利 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 し か し な が ら 、 処 置 に 続 く 壊 死 お よ び 炎 症 反 応 の 結 果 、 現 実 に は 、 少 な く と も 初 期 に は
腫 瘍 サ イ ズ は 増 加 す る 。 従 っ て 、 形 態 学 的 方 法 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の 組 合 せ
に よ っ て 注 意 深 く こ れ ら の 変 化 を モ ニ タ ー す る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 さ ら に 、 こ こ に 同 定 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 部 分 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 を 生 産 す る た め の 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 注 目 す る 動 物 の ゲ ノ ム に 導 入 す る こ と に よ
っ て 、 組 換 え （ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ） 動 物 モ デ ル を 作 成 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 操 作 の た め の 標 的 と し て 供 す る こ と が で き る 動 物 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、
マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 非 － ヒ ト 霊 長 類 、 例 え ば 、
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ヒ ヒ 、 チ ン パ ン ジ ー お よ び サ ル を 含 む 。 そ の よ う な 動 物 に ト ラ ン ス ジ ー ン を 導 入 す る た め
の 当 該 分 野 で 公 知 の 技 術 は 前 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン （ 米 国 特 許 第 ４ ， ８ ７ ３ ， １ ９
１ 号 ） ； 生 殖 系 へ の レ ト ロ ウ イ ル ス － 媒 介 遺 伝 子 導 入 （ 例 え ば 、 Van der Puttenら , Proc
. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 6148-615 (1985)） ； 胚 幹 細 胞 に お け る 遺 伝 子 標 的 化 （ Tho
mpsonら , Cell, 56: 313-321 (1989)） ； 胚 の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ Lo, Mol. Cell. 
Biol., 3: 1803- 1814 (1983)） ； お よ び 精 子 － 媒 介 遺 伝 子 導 入 を 含 む 。 Lavitranoら , Ce
ll, 57: 717-73 (1989)。 レ ビ ュ ー に つ い て は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ３ ６ ， ８ ６ ６
号 参 照 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 で は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 そ れ ら の 細 胞 の 一 部 に の み ト ラ ン ス ジ
ー ン を 運 ぶ も の （ 「 モ ザ イ ク 動 物 」 ） を 含 む 。 該 ト ラ ン ス ジ ー ン は 単 一 の ト ラ ン ス ジ ー ン
と し て 、 ま た は コ ン カ テ マ ー に て 、 例 え ば 、 ヘ ッ ド － ヘ ッ ド ま た は ヘ ッ ド － テ イ ル タ ン デ
ム に て 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た 、 特 定 の 細 胞 型 へ の ト ラ ン ス ジ ー ン の 選 択 的 導 入 は 、
例 え ば 、 Laskoら , Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 89: 6232 636 (1992)の 技 術 に 従 っ て 可
能 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 は 、 標 準 的 な 技 術 に よ
っ て モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 サ ザ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 用 い て 、 ト ラ
ン ス ジ ー ン の 取 り 込 み を 証 明 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 ま た は 免 疫 細 胞 化 学 の ご と き 技 術 を 用 い て ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の レ ベ ル を 分 析 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 動 物 を 腫 瘍 ま た は 癌 の 発 生 の 兆
候 に つ き 調 べ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 別 法 と し て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る 内 因 性 遺 伝 子 お よ び 動 物 の 胚 細 胞 に 導 入 さ れ た 同
一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 改 変 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 間 の 相 同 組 換 え の 結 果 と し て 、
こ こ に 同 定 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る 欠 陥 の あ る ま た は 改 変 さ れ た 遺 伝 子 を 有 す る 「
ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 構 築 す る こ と が で き る 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 一
部 を 欠 失 さ せ 、 ま た は 取 り 込 み を モ ニ タ ー す る の に 用 い る こ と が で き る 選 択 マ ー カ ー を コ
ー ド す る 遺 伝 子 の ご と き も う １ つ の 遺 伝 子 で 置 き 換 え る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 （ ５
’ お よ び ３ ’ 両 末 端 に お い て ） 数 キ ロ ベ ー ス の 未 改 変 フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ を ベ ク タ ー に 含
ま せ る 。 相 同 組 換 え ベ ク タ ー の 記 載 に つ い て は Thomasお よ び Capecchi, Cell, 51: 503 (1
987)参 照 。 該 ベ ク タ ー は （ 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て ） 胚 幹 細 胞 系 に 導 入
し 、 導 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が 内 因 性 Ｄ Ｎ Ａ と 相 同 組 換 え し た 細 胞 を 選 択 す る 。 例 え ば 、 Li ら ,
 Cell, 69: 915 (1992)参 照 。 次 い で 、 選 択 さ れ た 細 胞 を 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス ま た は ラ
ッ ト ） の 胚 盤 胞 に 注 入 し て 、 凝 集 キ メ ラ を 形 成 さ せ る 。 例 え ば 、 Bradley, in Teratocarc
inomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E. I Robertson, ed. (IRL:
 Oxford, 1987), pp. 113-152参 照 。 次 い で 、 キ メ ラ 胚 を 適 当 な 偽 妊 娠 雌 仮 親 動 物 に 移 植
し 、 胚 を 出 産 ま で 持 っ て い っ て と し て 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 マ ウ ス を 作 り 出 す 。 そ の 生 殖 系 に
相 同 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 保 有 す る 子 孫 は 、 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 同 定 し 、 当 該 動 物 の 全 て の 細
胞 が 相 同 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 動 物 を 育 種 す る こ と が で き る 。 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 例 え ば
、 あ る 種 の 病 理 学 的 疾 患 に 対 し て 防 御 す る そ の 能 力 に よ っ て 、 お よ び Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 不 存 在
に よ る 病 理 学 的 疾 患 の そ の 発 生 に よ っ て 特 徴 付 け る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 、 お よ び 他 の 薬 物 候 補 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 効 力 は 、 自 然 発 生 動 物 腫 瘍
の 治 療 で テ ス ト す る こ と も で き る 。 対 照 群 と 比 較 し た 生 存 、 応 答 お よ び 毒 性 に お け る 差 に
つ い て デ ー タ を 評 価 す る 。 好 ま し く は 、 生 命 の 質 の 改 良 お よ び ／ ま た は 増 加 し た 寿 命 ス パ
ン を 持 つ 陽 性 応 答 は 、 腫 瘍 退 化 の 証 拠 を 必 要 と す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 加 え て 、 イ ヌ 、 ネ コ お よ び ヒ ヒ の 、 線 維 肉 腫 、 腺 癌 腫 、 リ ン パ 腫 、 軟 骨 腫 ま た は 平 滑 筋
腫 の ご と き 自 然 発 生 動 物 腫 瘍 を テ ス ト す る こ と も で き る 。 こ れ ら の う ち 、 イ ヌ お よ び ネ コ
に お け る 乳 腺 癌 腫 は 、 そ の 出 現 お よ び 挙 動 が ヒ ト に お け る も の と 非 常 に 似 て い る の で 好 ま
し い モ デ ル で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の モ デ ル の 使 用 は 、 動 物 に お け る こ の タ イ プ の 腫 瘍
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の 稀 な 発 生 に よ っ て 制 限 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 大 動 脈 リ ン グ ア ッ セ イ を 用 い て 、 脈 管 形 成 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 役 割 を テ ス ト す る こ と
も で き る 。 大 動 脈 組 織 の リ ン グ を コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ リ ン ま た は 他 の マ ト リ ッ ク ス 蛋 白 質
の ゲ ル に 埋 め 込 み 、 続 い て 、 分 岐 微 小 血 管 を 外 植 す る （ Nicosiaお よ び Ottinetti, Lab. I
nvest. 63:115, 1990） 。 微 小 血 管 増 殖 は 、 精 製 さ れ た 蛋 白 質 ま た は 抽 出 物 、 条 件 培 地 、
抗 体 、 ア ン チ セ ン ス 阻 害 剤 、 小 分 子 、 お よ び 遺 伝 子 － 導 入 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 め た 標 的
の 発 現 ま た は 機 能 を 変 調 す る 外 因 性 剤 の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 で 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 ま た 、 角 膜 マ イ ク ロ ポ ケ ッ ト ア ッ セ イ を 用 い て 、 脈 管 形 成 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 役 割 を
テ ス ト す る こ と も で き る 。 脈 管 形 成 誘 導 因 子 ま た は テ ス ト 分 子 を ヒ ド ロ ン （ ｈ ｙ ｄ ｒ ｏ ｎ
） （ ま た は 同 様 な 物 質 の ） ペ レ ッ ト に 導 入 し 、 縁 か ら い く ら か 距 離 を お い た 無 血 管 角 膜 の
ポ ケ ッ ト に 外 科 的 に 移 植 す る 。 該 モ デ ル は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト お よ び ウ サ ギ を 含 め た い く ら
か の 種 の い ず れ に 適 用 す る こ と も で き る 。 新 し い 血 管 は 、 縁 血 管 系 か ら イ ン デ ュ ー サ ー に
向 け て 成 長 し 、 そ の 際 、 角 膜 を 取 り 出 し 、 多 数 の 変 数 の 定 量 の た め に 顕 微 鏡 の ス ラ イ ド グ
ラ ス 上 に 置 く こ と が で き る 。 血 管 の 成 長 は 、 精 製 さ れ た 蛋 白 質 ま た は 抽 出 物 、 条 件 培 地 、
抗 体 、 ア ン チ セ ン ス 阻 害 剤 、 小 分 子 、 お よ び 遺 伝 子 － 変 換 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 め た 標 的
の 発 現 ま た は 機 能 を 変 調 す る 外 因 性 剤 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で 分 析 す る こ と が で き る 。 そ
の よ う な 剤 は 経 口 、 全 身 ま た は 局 所 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 ま た 、 マ ト リ ゲ ル プ ラ グ ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 脈 管 形 成 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 役 割 を テ
ス ト す る こ と も で き る 。 脈 管 形 成 誘 導 因 子 ま た は テ ス ト 分 子 を ４ ℃ の 液 体 マ ト リ ゲ ル に 導
入 し 、 次 い で 、 テ ス ト 動 物 に 皮 下 注 射 し 、 そ の 際 、 マ ト リ ゲ ル は 、 そ の 中 へ 新 し い 血 管 が
成 長 す る 細 胞 － 浸 透 性 プ ラ グ を 形 成 す る 。 血 管 の 内 植 は 、 組 織 学 的 方 法 に よ っ て 直 接 に 、
ま た は ヘ モ グ ロ ビ ン 含 有 量 ま た は 内 皮 － 特 異 的 マ ー カ ー の 測 定 に よ っ て 間 接 的 に 測 定 す る
こ と が で き る 。 結 果 は 、 精 製 さ れ た 蛋 白 質 ま た は 抽 出 物 、 条 件 培 地 、 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス
阻 害 剤 、 小 分 子 、 お よ び 遺 伝 子 － 変 換 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 め た 標 的 の 発 現 ま た は 機 能 を
変 調 す る 外 因 性 剤 の 存 在 下 お よ び 不 存 在 下 で 結 果 を 分 析 す る 。 そ の よ う な 剤 は 、 経 口 、 全
身 、 あ る い は マ ト リ ゲ ル イ ン プ ラ ン ト 中 の 懸 濁 液 に よ る 局 所 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 ま た 、 イ ン ・ オ ボ ・ ニ ワ ト リ 漿 尿 膜 （ Ｃ Ａ Ｍ ） ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 脈 管 形 成 に お け る
Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 役 割 を テ ス ト す る こ と も で き る 。 １ ０ 日 齢 胚 形 成 ニ ワ ト リ 卵 の 殻 お よ び 殻 の
膜 中 に 開 口 を 作 る 。 脈 管 形 成 誘 導 因 子 ま た は テ ス ト 物 質 を 含 有 す る ス ポ ン ジ 、 組 織 移 植 片
ま た は 濾 紙 デ ィ ス ク を Ｃ Ａ Ｍ の 上 に の せ 、 窓 を 粘 着 テ ー プ で シ ー ル す る 。 数 日 後 、 新 生 血
管 成 長 が 実 験 部 位 で 目 で 観 察 さ れ 、 こ れ は 、 血 管 分 岐 点 を 含 め た 多 数 の パ ラ メ ー タ ー に よ
っ て 定 量 す る こ と が で き る 。 結 果 は 、 そ の よ う な 系 、 精 製 さ れ た 蛋 白 質 ま た は 抽 出 物 、 条
件 培 地 、 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス 阻 害 剤 、 小 分 子 、 お よ び 遺 伝 子 － 変 換 ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら
由 来 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 系 ま た は 組 織 を 含 め た 標 的 の 発 現 ま た は 機 能 を 変 調
す る 剤 の 存 在 下 お よ び 不 存 在 下 で 分 析 す る 。 そ の よ う な 剤 は 全 身 ま た は 局 所 投 与 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 ま た 、 さ ら な る 腫 瘍 増 殖 お よ び 脈 管 形 成 ア ッ セ イ を 用 い て 、 脈 管 形 成 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ －
１ の 役 割 を 突 き 止 め る こ と が で き る 。 １ つ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 野 生 型 、 突 然 変 異 ま た
は ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 さ せ る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 系 を 、 腫 瘍 の 形 成 ま
た は 増 殖 に 影 響 す る そ の 能 力 に つ き 分 析 す る 。 そ の よ う な 細 胞 は 内 皮 機 能 に 影 響 す る 因 子
を 分 泌 す る こ と が で き る か 、 あ る い は そ う で な け れ ば 、 以 前 に 証 明 さ れ て い る ご と く （ Im
ら , Brit. J. Can. 84:1252, 2001） 、 新 生 血 管 形 成 に 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 影 響 す る
改 変 さ れ た 表 現 型 を 呈 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 に お け る 脈 管 形 成 活 性 の 程 度 は 、 微 小 血 管
密 度 の 直 接 的 組 織 学 的 定 量 に よ っ て 、 腫 瘍 － 関 連 内 皮 細 胞 の 定 量 に よ っ て 、 ま た は 内 皮 発
現 に 、 ま た は 血 管 機 能 に 関 連 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 質 の 定 量 に よ っ て 、 推 定 す る こ と が
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で き る 。 ま た 、 陽 電 子 射 出 断 層 撮 影 法 （ Ｐ Ｅ Ｔ ） の ご と き 非 侵 入 性 技 術 を 使 用 し て 、 腫 瘍
に お け る 血 流 、 血 液 の 容 量 、 ま た は 血 管 の 浸 透 性 の 変 化 を 検 出 す る こ と も で き る 。 第 二 の
ア プ ロ ー チ に お い て 、 遺 伝 子 の 野 生 型 、 突 然 変 異 ま た は ア ン チ セ ン ス 形 態 を 運 ぶ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー を 、 静 脈 内 投 与 に よ っ て 、 ま た は 直 接 的 腫 瘍 内 注 入 、 あ る い は そ の 組 合 せ に よ っ
て 腫 瘍 を 担 う 動 物 に 導 入 し 、 そ れ に よ り 、 腫 瘍 お よ び 血 管 エ レ メ ン ト 双 方 の 変 換 を 可 能 と
す る 。 こ の ア プ ロ ー チ は い く つ か の 遺 伝 子 で 成 功 し た こ と が 示 さ れ て い る （ Regulierら , 
Can. Gene Ther. 8:45, 2001; Kuo et al., PNAS 98:4605, 2001） 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 ま た 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 他 の イ ン ・ ビ ト ロ お よ び イ ン ・ ビ ボ 心 血 管 、 内 皮 お よ び 脈 管
形 成 テ ス ト も こ こ で は 適 切 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 抗 体 結 合 実 験 に よ っ て 、 心 血 管 、 内 皮 お よ び 脈 管 形 成 実 験 の 結 果 を 証 明 す る こ
と が で き 、 そ こ で は 、 心 血 管 、 内 皮 お よ び 脈 管 形 成 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る 内 皮 細 胞 ま た は
他 の 細 胞 に 対 す る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 効 果 を 阻 害 す る 抗 － Ｖ Ｃ Ｃ － １ 抗 体 の 能 力 が テ ス ト さ れ る
。 抗 体 の 例 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 二 特 異 的 、 お よ び ヘ テ ロ コ ン ジ
ュ ゲ ー ト 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 細 胞 － ベ ー ス の 腫 瘍 ア ッ セ イ
　 腫 瘍 の ご と き 、 心 血 管 、 内 皮 お よ び 脈 管 形 成 障 害 に つ い て の 細 胞 － ベ ー ス の ア ッ セ イ お
よ び 動 物 モ デ ル を 用 い て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 、 心 血 管 、 内 皮 、 脈 管 形 成 ア ッ セ イ の 知
見 を 確 認 し 、 さ ら に 、 本 明 細 書 中 で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 と 、 望 ま し く な い 心 血 管 、 内 皮 お よ
び 脈 管 形 成 細 胞 増 殖 の 発 生 お よ び 病 理 学 と の 間 の 関 係 を 理 解 す る こ と が で き る 。 望 ま し く
な い 心 血 管 、 内 皮 お よ び 脈 管 形 成 細 胞 増 殖 、 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 の 発 生 お よ び 病 理 学 に お け
る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 役 割 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ に よ っ て 刺 激 さ れ 、 ま た は 阻 害 さ れ る こ と が 同 定 さ れ
た 細 胞 ま た は 細 胞 系 を 用 い る こ と に よ っ て テ ス ト す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 異 な る ア プ ロ ー チ に お い て 、 特 定 の 心 血 管 、 内 皮 お よ び 脈 管 形 成 障 害 に 関 与 す る こ と が
知 ら れ て い る 細 胞 型 の 細 胞 を Ｖ Ｃ Ｃ － １ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 過 剰 増 殖 を 誘 導 し 、 ま た
は 増 殖 を 阻 害 す る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 能 力 を 分 析 す る 。 も し 心 血 管 、 内 皮 お よ び 脈 管 形 成 障 害 が
癌 で あ れ ば 、 適 当 な 腫 瘍 は 、 例 え ば 、 所 望 の 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き 、
腫 瘍 形 成 性 増 殖 に つ き モ ニ タ ー す る こ と が で き る 、 Ｂ 　 １ ０ ４ － １ － １ 細 胞 系 （ ｎ ｅ ｕ プ
ロ ト オ ン コ ジ ー ン で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 安 定 な Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 系 ） 、 ｒ ａ ｓ － ト
ラ ン ス フ ェ ク ト Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 の ご と き 安 定 な 腫 瘍 細 胞 を 含 む 。 次 い で 、 そ の よ う な
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 系 を 用 い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 増 殖 に 対 す る 細
胞 増 殖 抑 制 性 ま た は 細 胞 傷 害 性 活 性 を 発 揮 さ せ る こ と に よ っ て 、 ま た は 抗 体 － 依 存 性 細 胞
の 細 胞 傷 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 媒 介 す る こ と に よ っ て 、 腫 瘍 形 成 性 細 胞 増 殖 に 対 す る ポ リ －
ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 組 成 物 の 能 力 を テ ス ト す る こ と が で き る 。 本 明 細 書
中 で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を さ ら に 用 い て
、 癌 の ご と き 心 血 管 、 内 皮 お よ び 脈 管 形 成 障 害 の 治 療 の た め の 薬 物 候 補 を 同 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 加 え て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 （ 前 記 ） に お い て 腫 瘍 か ら 誘 導 さ れ た 一 次 培 養 を こ こ
で の 細 胞 － ベ ー ス の ア ッ セ イ で 用 い る こ と が で き る が 、 安 定 な 細 胞 系 が 好 ま し い 。 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 連 続 的 細 胞 系 を 誘 導 す る 技 術 は 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 例 え
ば Smallら , Mol. Cell. Biol., 5: 642-648 (1985)参 照 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 薬 物 候 補 た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 本 発 明 は 、 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 模 倣 す る （ ア ゴ ニ ス ト ） ま た は Ｖ
Ｃ Ｃ － １ の 効 果 を 妨 げ る （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） も の を 同 定 す る 方 法 を 含 む 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト
候 補 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ に 結 合 す る か 、 ま た は そ れ と 複 合 化
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し 、 あ る い は そ う で な け れ ば 他 の 細 胞 蛋 白 質 と Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 相 互 作 用 に 干 渉 す る よ う に 設
計 さ れ る 。 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー の 高 ス ル ー プ ッ ト ス
ク リ ー ニ ン グ に 使 用 で き る ア ッ セ イ を 含 み 、 そ れ は 、 そ れ ら を 小 分 子 薬 物 候 補 を 同 定 す る
の に 特 に 適 切 な も の と す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 該 ア ッ セ イ は 、 当 該 分 野 で よ く 特 徴 付 け ら れ て い る 蛋 白 質 － 蛋 白 質 結 合 ア ッ セ イ 、 生 化
学 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 お よ び 細 胞 － ベ ー ス の ア ッ セ イ を 含 め た 種
々 の 様 式 で 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト に つ い て の 全 て の ア ッ セ イ は 、 そ れ ら が 、 こ れ ら の ２ つ の 成 分 が 相 互 作
用 す る の を 可 能 と す る 条 件 下 で 、 か つ そ れ に 十 分 な 時 間 に て 、 同 定 さ れ た 核 酸 に よ っ て コ
ー ド さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 該 候 補 と を 接 触 さ せ る こ と を 必 要 と す る 点 で 共 通 し て い る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 結 合 ア ッ セ イ に お い て は 、 相 互 作 用 は 結 合 で あ り 、 形 成 さ れ た 複 合 体 は 単 離 す る こ と が
で き る か 、 あ る い は 反 応 混 合 物 中 で 検 出 す る こ と が で き る 。 特 別 な 具 体 例 に お い て 、 Ｖ Ｃ
Ｃ － １ ま た は 薬 物 候 補 は 固 相 に 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 、 共 有 結 合 ま た は
非 共 有 結 合 付 着 に よ っ て 固 定 化 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 非 共 有 結 合 付 着 は 、 一 般 に 、 固 体 の 表 面 を Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 溶 液 で 被 覆 し 、 次 い で 乾 燥 す る
こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 別 法 と し て 、 固 定 化 す べ き Ｖ Ｃ Ｃ － １ に 対 し て 特 異 的 な 固 定 化
抗 体 、 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 そ れ を 固 体 の 表 面 に 係 留 す る こ と が で き る
。 該 ア ッ セ イ は 、 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 標 識 す る こ と が で き る 非 － 固 定 化 成 分 を 固 定 化
さ れ た 成 分 、 例 え ば 、 係 留 さ れ た 成 分 を 含 有 す る 被 覆 表 面 に 添 加 す る こ と に よ っ て な さ れ
る 。 反 応 が 完 了 す る と 、 未 反 応 成 分 を 、 例 え ば 、 洗 浄 に よ っ て 除 去 し 、 固 体 表 面 に 係 留 さ
れ た 複 合 体 を 検 出 す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 元 の 非 － 固 定 化 成 分 が 検 出 可 能 な 標 識 を 担 う 場 合 、 表 面 に 固 定 化 さ れ た 標 識 の 検 出 は 、
複 合 体 化 が 起 こ っ た こ と を 示 す 。 元 の 非 － 固 定 化 成 分 が 標 識 を 担 わ な い 場 合 、 複 合 体 化 は
、 例 え ば 、 固 定 化 さ れ た 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 さ れ た 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て
検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 も し 候 補 化 合 物 が Ｖ Ｃ Ｃ － １ と 相 互 作 用 す る が 、 そ れ に 結 合 し な け れ ば 、 そ の ポ リ ペ プ
チ ド と の そ の 相 互 作 用 が 、 蛋 白 質 － 蛋 白 質 相 互 作 用 を 検 出 す る た め の よ く 知 ら れ た 方 法 に
よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 架 橋 、 共 免 疫 沈 殿 、
お よ び グ ラ ジ エ ン ト ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム を 介 す る 共 精 製 の ご と き 伝 統 的 な ア
プ ロ ー チ を 含 む 。 加 え て 、 蛋 白 質 相 互 作 用 は 、 Chevrayお よ び Nathans, Proc. Natl. Acad
. Sci. USA, 89: 5789-5793 (1991)に よ っ て 開 示 さ れ て い る ご と き 、 Fieldsお よ び 共 同 研
究 者 （ Fieldsお よ び Song, Nature (London), 340: 245-246 (1989); Chien et al., Proc
. Nat. Acad. Sci. USA, 88: 9578-9582 (1991)） に よ っ て 記 載 さ れ た 酵 母 － ベ ー ス の 遺
伝 子 系 に よ っ て モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 酵 母 Ｇ Ａ Ｌ ４ の ご と き 多 く の 転 写 ア ク チ ベ ー
タ ー は 、 ２ つ の 物 理 的 に 区 別 さ れ る モ ジ ュ ラ ー ド メ イ ン よ り な り 、 １ つ は Ｄ Ｎ Ａ － 結 合 ド
メ イ ン に と し て 作 用 し 、 他 方 は 転 写 － 活 性 化 ド メ イ ン と し て 機 能 す る 。 （ 一 般 に 「 ２ － ハ
イ ブ リ ッ ド 系 」 と い わ れ る ） 以 前 の 刊 行 物 に 記 載 さ れ た 酵 母 発 現 系 は こ の 特 性 を 利 用 し 、
２ ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 を 使 用 し 、 １ つ は 、 標 的 蛋 白 質 を Ｇ Ａ Ｌ ４ の Ｄ Ｎ Ａ － 結 合 ド メ イ ン
に 融 合 さ せ る も の で あ り 、 も う １ つ は 、 候 補 活 性 化 蛋 白 質 を 活 性 化 ド メ イ ン に 融 合 さ せ る
も の で あ る 。 Ｇ Ａ Ｌ ４ － 活 性 化 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る Ｇ Ａ Ｌ 　 Ｉ － ｌ ａ ｃ Ｚ レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 蛋 白 質 － 蛋 白 質 相 互 作 用 を 介 す る Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 の 復 元 に 依 存 す る 。
相 互 作 用 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る コ ロ ニ ー は 、 ｐ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に 対 す る 発 色 性 物 質
で 検 出 さ れ る 。 ２ － ハ イ ブ リ ッ ド 技 術 を 用 い る ２ つ の 特 異 的 蛋 白 質 の 間 の 蛋 白 質 － 蛋 白 質
相 互 作 用 を 同 定 す る た め の 完 全 な キ ッ ト （ Ｍ Ａ Ｔ Ｃ Ｈ Ｍ Ａ Ｋ Ｅ Ｒ ） が Ｃ ｌ ｏ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ か
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ら 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 ま た 、 こ の 系 を 拡 大 し て 、 特 異 的 蛋 白 質 相 互 作 用 に 関 与 す る 蛋 白 質 ド メ イ ン を マ ッ ピ ン
グ し 、 な ら び に こ れ ら の 相 互 作 用 に 非 常 に 重 要 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 突 き 止 め る こ と も で き る
。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ お よ び 他 の 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 成 分 の 相 互 作 用 に 干 渉 す る 化 合 物 は 以 下 の ご
と く に テ ス ト す る こ と が で き る ： 通 常 、 ２ つ の 産 物 の 相 互 作 用 お よ び 結 合 を 可 能 と す る 条
件 下 に て 、 か つ そ れ を 可 能 と す る 時 間 、 遺 伝 子 の 産 物 お よ び 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 成 分 を 含
有 す る 反 応 混 合 物 を 調 製 す る 。 結 合 を 阻 害 す る 候 補 化 合 物 の 能 力 を テ ス ト す る た め に 、 テ
ス ト 化 合 物 の 不 存 在 下 お よ び 存 在 下 で 反 応 を 行 う 。 加 え て 、 プ ラ セ ボ を 第 ３ の 反 応 混 合 物
に 添 加 し て 、 陽 性 対 照 と し て 働 か せ る こ と が で き る 。 テ ス ト 化 合 物 お よ び 混 合 物 中 に 存 在
す る 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 成 分 の 間 の 結 合 （ 複 合 体 形 成 ） は 、 前 記 し た ご と く モ ニ タ ー さ れ
る 。 テ ス ト 化 合 物 を 含 有 す る 反 応 混 合 物 中 で は な く 、 対 照 反 応 物 に お け る 複 合 体 の 形 成 は
、 テ ス ト 化 合 物 が テ ス ト 化 合 物 と そ の 反 応 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 に 干 渉 す る こ と を 示 す
。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 も し Ｖ Ｃ Ｃ － １ が 、 共 マ イ ト ジ ェ ン Ｃ ｏ ｎ Ａ の 存 在 下 で 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 能 力
を 有 す る な ら ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の １ つ の 例 は こ の 能 力 利 用 す る 。 具 体 的 に は 、 増 殖
ア ッ セ イ に お い て 、 ヒ ト 臍 静 脈 内 皮 細 胞 を 入 手 し 、 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る の に 適 し た 反 応
混 合 物 を 補 足 し た ９ ６ － ウ エ ル の 平 坦 底 培 養 プ レ ー ト (Costar, Cambritge, MA)中 で 培 養
し 、 該 混 合 物 は Ｃ ｏ ｎ － Ａ (Calbiochem, La Jolla, CA)を 含 有 す る 。 Ｃ ｏ ｎ － Ａ お よ び ス
ク リ ー ニ ン グ す べ き 化 合 物 を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 培 養 を ３ － Ｈ
－ チ ミ ジ ン で パ ル ス し 、 ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー (Cambridge Technology, Watertown, MA)
上 に 収 穫 す る 。 三 連 培 養 の 平 均 ３ － （ Ｈ ） チ ミ ジ ン 取 込 み （ ｃ ｐ ｍ ） を 液 体 シ ン チ レ ー シ
ョ ン カ ウ ン タ ー (Beckman Instruments, Irvine, CA)を 用 い て 測 定 す る 。 有 意 な ３ － （ Ｈ
） チ ミ ジ ン 取 込 み は 、 内 皮 細 胞 増 殖 の 刺 激 を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト に つ い て ア ッ セ イ す る に は 、 前 記 し た ア ッ セ イ を 行 う ； し か し な が ら 、
こ の ア ッ セ イ に お い て は 、 ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 化 合 物 と 共 に Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 添 加 し 、 Ｖ Ｃ
Ｃ － １ の 存 在 下 で ３ － （ Ｈ ） チ ミ ジ ン 取 込 み を 阻 害 す る 化 合 物 の 能 力 は 、 該 化 合 物 が Ｖ Ｃ
Ｃ － １ に 対 し て ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る こ と を 示 す 。 別 法 と し て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ お よ び 潜 在 的
ア ン タ ゴ ニ ス ト と を 、 膜 － 結 合 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 受 容 体 ま た は 組 換 え 受 容 体 と を 組 み 合 わ せ る こ
と に よ っ て 、 競 合 阻 害 ア ッ セ イ に 適 し た 条 件 下 で ア ン タ ゴ ニ ス ト を 検 出 す る こ と が で き る
。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 数 よ う に 、 放 射 能 に よ っ て 標 識 す る こ と が で き る 。 受 容 体 に 結 合 し た 分 子
を 用 い て 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効 果 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ り 特 異 的 な 例 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と Ｖ Ｃ Ｃ － １ と の 融 合 、 お
よ び 限 定 さ れ る も の で は な い が ポ リ － モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 抗 体 断 片 、 一 本 鎖 抗 体 、
抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 お よ び そ の よ う な 抗 体 ま た は 断 片 の キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 バ ー ジ
ョ ン な ら び に ヒ ト 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 含 め た 抗 体 に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 別 法 と し て 、 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 密 接 に 関 連 し た 蛋 白 質 、 例 え ば 、 受 容 体 を 認 識 す
る が 、 そ の よ う な 効 果 を 付 与 せ ず 、 そ れ に よ り Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 作 用 を 競 合 的 に 阻 害 す る Ｖ Ｃ
Ｃ － １ の 突 然 変 異 形 態 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト に つ い て の も う １ つ の ア ッ セ イ に お い て は 、 受 容 体 を 発 現 す る 哺 乳 動 物
細 胞 ま た は 膜 調 製 物 を 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 標 識 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 次 い で 、 こ の 相 互 作 用 を 増 強 ま た は ブ ロ ッ ク す る 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る こ と が
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で き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 も う １ つ の 潜 在 的 ポ リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト は ア ン チ セ ン ス 技 術 を 用 い て 調 製 さ れ た
ア ン チ セ ン ス 構 築 体 で あ り 、 そ こ で は 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 標 的 化 ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ ま
た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 翻 訳 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 を
妨 げ る こ と に よ っ て ア ン チ セ ン ス 分 子 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 （ ま た は 転 写 ） を 直 接 ブ ロ ッ ク す
す る よ う に 働 く 。 ア ン チ セ ン ス 技 術 を 用 い て 三 重 ラ セ ン 形 成 ま た は ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ ま
た は Ｒ Ｎ Ａ を 通 じ て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る こ と が で き 、 そ の 方 法 は 共 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 に 基 づ く 。 こ こ に 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ペ
フ チ ド 配 列 の ５ ’ コ ー デ ィ ン グ 部 分 を 用 い て 、 長 さ が １ ０ な い し １ ０ ０ 塩 基 対 の ア ン チ セ
ン ス Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 転 写 に 関 与 す る
遺 伝 子 の 領 域 に 相 補 的 と な る よ う に 設 計 さ れ （ 三 重 ラ セ ン － － Leeら , Nucl. Acids Res.,
 6:3073 (1979); Cooneyら , Science, 241: 456 (1988); Dervanら , Science, 251:1360 
(1991)参 照 ） 、 そ れ に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 お よ び 生 産 を 妨 げ る ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は イ ン ・ ビ ボ で ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の ポ リ ペ
プ チ ド へ の 翻 訳 を ブ ロ ッ ク す る （ ア ン チ セ ン ス － － Okano, Neurochem., 56:560 (1991); 
Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: Boc
a Raton, FL, 1988） 。 ま た 、 前 記 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ ま た は
Ｄ Ｎ Ａ を イ ン ・ ビ ボ で 発 現 さ せ て ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 を 阻 害 す る よ う に 細 胞 に 送 達 す る こ
と も で き る 。 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る 場 合 、 翻 訳 開 始 部 位 か ら 誘 導 さ れ る オ リ ゴ デ オ
キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 部 位 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 約 － １ ０ お よ び ＋ １ ０
位 置 の 間 が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 一 般 に 、 長 さ が 少 な く と も 約 ５ 塩 基 、 長 さ が 約
１ ０ 塩 基 、 長 さ が 約 １ ５ 塩 基 、 長 さ が 約 ２ ０ 塩 基 、 長 さ が 約 ２ ５ 塩 基 、 長 さ が 約 ３ ０ 塩 基
、 長 さ が 約 ３ ５ 塩 基 、 長 さ が 約 ４ ０ 塩 基 、 長 さ が 約 ４ ５ 塩 基 、 長 さ が 約 ５ ０ 塩 基 、 長 さ が
約 ５ ５ 塩 基 、 長 さ が 約 ６ ０ 塩 基 、 長 さ が 約 ６ ５ 塩 基 、 長 さ が 約 ７ ０ 塩 基 、 長 さ が 約 ７ ５ 塩
基 、 長 さ が 約 ８ ０ 塩 基 、 長 さ が 約 ８ ５ 塩 基 、 長 さ が 約 ９ ０ 塩 基 、 長 さ が 約 ９ ５ 塩 基 、 長 さ
が 約 １ ０ ０ 塩 基 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 長 さ が 約 ５ 、 １ ０ 、 １ ５ 、
２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ３ ５ 、 ４ ０ 、 ４ ５ ま た は ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 る 。 ア ン チ セ ン ス
核 酸 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 手 法 を 用 い る 化 学 的 合 成 お よ び 酵 素 的 連 結 反 応 を 用 い て 構 築 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 （ 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
） は 、 天 然 に 生 じ る ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 分 子 の 生 物 学 的 安 定 性 を 増 加 さ せ る よ う に 、
ま た は ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス 核 酸 の 間 で 形 成 さ れ た デ ュ プ レ ッ ク ス 物 理 的 安 定 性 を 増
加 さ せ る よ う に 設 計 さ れ た 種 々 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と
が で き 、 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー テ ル 誘 導 体 お よ び ア ク リ ジ ン 置 換 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 生 じ さ せ る の に 用 い る こ と が で き る 修 飾 さ れ た ヌ ク
レ オ チ ド の 例 は 、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 ５ － ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 ５
－ ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ４ － ア セ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － （ カ ル ボ
キ シ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ウ ラ シ ル 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル － ２ － チ オ ウ リ ジ
ン 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 ベ ー タ － Ｄ － ガ ラ
ク ト シ ル ケ オ シ ン 、 イ ノ シ ン 、 Ｎ ６ － イ ソ ペ ン チ ル ア デ ニ ン 、 １ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 １ －
メ チ ル イ ノ シ ン 、 ２ ， ２ － ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 ２ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ － メ チ ル グ ア ニ ン
、 ３ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 Ｎ ６ － ア デ ニ ン 、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ５
－ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ア ミ ノ メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ベ ー タ
－ Ｄ － マ ン ノ シ ル ケ オ シ ン 、 ５ ’ － メ ト キ シ カ ル ボ キ シ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ウ
ラ シ ル 、 ２ － メ チ ル チ オ － Ｎ ６ － イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 （
ｖ ） 、 ｗ ｙ ブ ト キ ソ シ ン 、 シ ウ ド ウ ラ シ ル 、 ケ オ シ ン 、 ２ － チ オ シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル －
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２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ５ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ５ － メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ
ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 （ ｖ ） 、 ５ － メ チ ル － ２
－ チ オ ウ ラ シ ル 、 ３ － （ ３ － ア ミ ノ － ３ － Ｎ － ２ － カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル ） ウ ラ シ ル 、 （ ａ
ｃ ｐ ３ ） ｗ 、 お よ び ２ ， ６ － ジ ア ミ ノ ピ リ ジ ン を 含 む 。 別 法 と し て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 を
、 そ こ へ 核 酸 が ア ン チ セ ン ス 向 き に サ ブ ク ロ ー ン さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 生 物 学 的 に
生 産 す る こ と が で き る （ す な わ ち 、 挿 入 さ れ た 核 酸 か ら 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ は 、 後 の サ ブ セ
ク シ ョ ン で さ ら に 記 載 さ れ る 注 目 す る 標 的 核 酸 に 対 し て ア ン チ セ ン ス 向 き で あ ろ う ） 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 典 型 的 に は 、 対 象 に 投 与 さ れ る か 、 あ る い は そ れ が
、 本 発 明 の 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 細 胞 ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 ま た は そ れ に 結 合 す る よ う に 、 イ ン ・ サ イ チ ュ で 作 り 出 さ れ 、
そ れ に よ り 、 例 え ば 、 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 発 現 を 阻 害 す る 。
該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 二 重 ラ セ ン の 主 要 溝 で の 特 異 的 相 互 作 用 を 介 し て 、 例 え ば
、 Ｄ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス に 結 合 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 の 場 合 に は 、 安 定 な デ ュ プ レ ッ
ク ス を 形 成 す る た め の 慣 用 的 ヌ ク レ オ チ ド 相 補 性 に よ る も の で あ り 得 る 。 本 発 明 の ア ン チ
セ ン ス 核 酸 分 子 の 投 与 経 路 の 例 は 組 織 部 位 に お け る 直 接 的 注 入 を 含 む 。 別 法 と し て 、 ア ン
チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 選 択 さ れ た 細 胞 に 標 的 化 す る よ う に 修 飾 す る こ と が で き 、 次 い で 、 全
身 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 全 身 投 与 で は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 例 え ば 、 細 胞 表
面 受 容 体 ま た は 抗 原 に 結 合 す る 、 ペ プ チ ド ま た は 抗 体 に 対 し て ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 連
結 さ せ る こ と に よ っ て 、 選 択 さ れ た 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ た 受 容 体 ま た は 抗 原 に 特 異 的 に 結
合 す る よ う に 修 飾 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載
し た ベ ク タ ー を 用 い て 細 胞 に 送 達 す る こ と も で き る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 の 十 分 な 細 胞 内 濃
度 を 達 成 す る た め に は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 が 強 力 な ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ ま た は ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ
ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お か れ た ベ ク タ ー 構 築 体 が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は ア ノ マ ー 核 酸 分 子 で あ り 得 る 。 ア ノ マ ー 核 酸 分 子 は 、
通 常 の ユ ニ ッ ト と は 対 照 的 に 、 ス ト ラ ン ド が 相 互 に 平 行 に 走 る （ Gaultierら  (1987) Nucl
eic Acids Res. 15:6625-6641） 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ と の 特 異 的 二 本 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る
。 ま た は ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は ２ ’ － ｏ － メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ Inoueら  (1987) N
ucleic Acids Res. 15:6131-6148） ま た は キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ア ナ ロ グ （ Inoueら  (198
7) FEBS Lett. 215:327-330） を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 多 数 の 方 法 、 例 え ば 、 リ ガ ン ド パ ニ ン
グ 、 お よ び Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ソ ー テ ィ ン グ に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 Coliganら , Current P
rotocols in Immun., 1(2): Chapter 5 (1991)。 好 ま し く は 、 発 現 ク ロ ー ニ ン グ が 使 用 さ
れ 、 そ こ で は 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 Ｒ Ｎ Ａ が Ｖ Ｃ Ｃ － １ に 対 し て 応 答 性 の 細 胞 か ら 調 製 さ れ 、
こ の Ｒ Ｎ Ａ か ら 作 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を プ ー ル に 分 割 し 、 そ れ を 用 い て 、 Ｃ Ｏ Ｓ
細 胞 、 ま た は Ｖ Ｃ Ｃ － １ に 対 し て 応 答 性 で は な い 他 の 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 ス ラ
イ ド ガ ラ ス 上 で 増 殖 さ せ た ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 標 識 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ に 暴 露 す る 。 Ｖ
Ｃ Ｃ － １ は 、 ヨ ウ 素 化 、 ま た は 部 位 － 特 異 的 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 用 の 認 識 部 位 を 含 ま せ る
こ と を 含 め た 種 々 の 手 段 に よ っ て 標 識 す る こ と が で き る 。 固 定 化 お よ び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン に 続 き 、 該 ス ラ イ ド を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 分 析 に 付 す 。 陽 性 プ ー ル が 同 定 さ れ 、 サ
ブ － プ ー ル が 調 製 さ れ 、 相 互 作 用 性 の サ ブ － プ ー リ ン グ お よ び 再 － ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ セ
ス を 用 い て 再 度 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 結 局 は 、 推 定 受 容 体 を コ ー ド す る 単 一 の ク ロ ー ン が
得 ら れ る 。 受 容 体 同 定 用 の 別 の ア プ ロ ー チ と し て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 、 受 容 体 分 子 を 発 現 す る
細 胞 膜 ま た は 抽 出 物 調 製 物 と を 光 親 和 性 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 架 橋 し た 物 質 は 、 Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ に よ っ て ９ ６ に 分 解 さ れ 、 Ｘ － 線 フ ィ ル ム に 露 出 さ れ る 。 受 容 体 を 含 有 す る 標 識 さ れ
た 複 合 体 を 切 り 出 し 、 ペ プ チ ド 断 片 に 分 解 し 、 蛋 白 質 ミ ク ロ 配 列 決 定 に 付 す 。 ミ ク ロ 配 列
決 定 か ら 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、
推 定 受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 組 を
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設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 治 療 す べ き 心 血 管 、 内 皮 お よ び 脈 管 形 成 障 害 の タ イ プ
　 本 明 細 書 中 に 記 載 し た 心 血 管 、 脈 管 形 成 お よ び 内 皮 ア ッ セ イ に お い て 活 性 を 有 す る 、 お
よ び ／ ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 が 心 血 管 系 に 局 所 化 す る こ と が 見 出 さ れ て い る Ｖ Ｃ Ｃ － １ 、
ま た は そ れ に 対 す る ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 糖 尿 病 の ご と き 血 管 に 影 響 す る
全 身 疾 患 を 含 め た 、 種 々 の 心 血 管 、 内 皮 お よ び 脈 管 形 成 障 害 に お い て 治 療 的 用 途 を 有 す る
よ う で あ る 。 そ の 治 療 的 用 途 は 、 動 脈 、 毛 細 血 管 、 静 脈 お よ び ／ ま た は リ ン パ 系 の 病 気 を
含 む 。 治 療 の 例 は 、 筋 肉 浪 費 病 の 治 療 、 骨 粗 鬆 症 の 治 療 、 イ ン プ ラ ン ト の 周 り の 細 胞 の 増
殖 を 刺 激 し 、 従 っ て 、 そ の 意 図 し た 部 位 へ の そ の 付 着 を 促 進 す る イ ン プ ラ ン ト 固 定 の 援 助
、 組 織 ま た は 血 清 中 で の Ｉ Ｇ Ｆ 安 定 性 の 増 加 、 も し 適 用 可 能 で あ れ ば 、 Ｉ Ｇ Ｆ 受 容 体 へ の
結 合 の 増 加 を 含 む （ と い う の は 、 Ｉ Ｇ Ｆ は 、 ヒ ト 骨 髄 赤 血 球 お よ び 顆 粒 球 先 祖 細 胞 増 殖 を
イ ン ビ ト ロ で 増 強 す る こ と が 示 さ れ て い る か ら で あ る ） 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ れ に 対 す る ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 使 用 し て 、 造 血 ま た
は 造 顆 粒 球 を 刺 激 し 、 創 傷 治 癒 ま た は 組 織 再 生 お よ び 結 合 組 織 、 皮 膚 、 骨 、 軟 骨 、 筋 肉 、
肺 ま た は 腎 臓 の ご と き 組 織 の 再 成 長 に 関 連 す る 治 療 を 促 進 し 、 脈 管 形 成 を 促 進 し 、 内 皮 細
胞 の 移 動 を 刺 激 し 、 ま た は 阻 害 し 、 血 管 平 滑 筋 の 成 長 お よ び 内 皮 細 胞 の 生 産 を 増 殖 さ せ る
こ と も で き る 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は ア ゴ ニ ス ト に よ っ て 媒 介 さ れ る 脈 管 形 成 の 増 加 は 、 虚 血
性 組 織 、 お よ び 冠 動 脈 狭 窄 に 引 き 続 い て の 心 臓 に お け る 副 行 冠 動 脈 発 生 に 有 益 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 い て そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 を 阻 害 し て 、 例 え ば 、 創 傷 治 癒
の 間 に 過 剰 結 合 組 織 の 生 産 、 ま た は も し Ｖ Ｃ Ｃ － １ が そ の よ う な 生 産 を 促 進 す る な ら ば 肺
線 維 症 を 制 限 す る 。 こ れ は 、 急 性 心 筋 梗 塞 お よ び 心 疾 患 の 治 療 を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 治 療 上 有 効 量 の Ｖ Ｃ Ｃ － １ 、 ま た は そ れ に 対 す る ア ゴ ニ ス ト ま た は
ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と に よ る 、 基 礎 と な る 原 因 に か か わ ら ず 、 心 臓 肥 大 の 治 療 を
提 供 す る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 も し 目 的 が ヒ ト 患 者 の 治 療 で あ れ ば 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ は 、 好 ま し く は 、 組 換 え ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ －
１ ポ リ ペ プ チ ド （ ｒ ｈ Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド ） で あ る 。 心 臓 肥 大 に 対 す る 治 療 は 、 心 筋
梗 塞 、 高 血 圧 、 肥 大 性 心 筋 障 害 、 お よ び 弁 逆 流 を 含 め た 、 種 々 の 多 様 な 病 理 学 的 疾 患 に 由
来 し 得 る 、 そ の 種 々 の 段 階 の い ず れ か で 行 う こ と が で き る 。 該 治 療 は 、 基 礎 と な る 心 疾 患
に か か わ ら ず 、 心 筋 の 構 造 的 損 傷 を 伴 う 、 ま た は 伴 わ な い 心 臓 肥 大 の 進 行 の 全 て の 段 階 ま
で 拡 大 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 当 該 分 子 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト と は 反 対 に 、 い ず れ か の 特 定 の 適 応 症 に つ き 当 該 分 子
そ れ 自 体 ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト を 使 用 す る か 否 か の 判 断 は 、 主 と し て 、 本 明 細 書 中 に 記 載
し た 分 子 が 心 血 管 形 成 、 内 皮 細 胞 の 形 成 、 ま た は 脈 管 形 成 を 促 進 す る か 、 ま た は こ れ ら の
疾 患 を 阻 害 す る か に 依 存 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 も し 分 子 が 脈 管 形 成 を 促 進 す る な ら ば 、
そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 脈 管 形 成 を 制 限 ま た は 阻 害 す る の が 望 ま し い 障 害 の 治 療 で 有 用 で
あ ろ う 。 そ の よ う な 障 害 の 例 は 血 管 腫 、 腫 瘍 脈 管 形 成 、 糖 尿 病 性 網 膜 障 害 ま た は 未 成 熟 幼
児 網 膜 障 害 ま た は 黄 斑 変 性 に 関 連 し た 網 膜 、 脈 絡 膜 、 ま た は 角 膜 に お け る 血 管 新 生 、 慢 性
関 節 リ ウ マ チ 、 ク ロ ー ン 病 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 卵 巣 過 剰 刺 激 、 乾 癬 、 血 管 新 生 に
関 連 す る 子 宮 内 膜 症 、 バ ル ー ン 血 管 形 成 に 引 き 続 い て の 狭 窄 、 傷 跡 組 織 過 剰 生 産 、 例 え ば
、 外 科 処 理 後 に 形 成 さ れ る ケ ロ イ ド 、 心 筋 梗 塞 後 の 線 維 症 、 ま た は 肺 線 維 症 に 関 連 す る 線
維 症 巣 で 観 察 さ れ る も の を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 し か し な が ら 、 分 子 が 脈 管 形 成 を 阻 害 す る な ら ば 、 前 記 疾 患 の 治 療 で 直 接 的 に 使 用 さ れ
る こ と が 期 待 さ れ る 。
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【 ０ ２ ４ ０ 】
　 他 方 、 も し 分 子 が 脈 管 形 成 を 刺 激 す る な ら ば 、 そ れ は 、 末 梢 血 管 病 、 高 血 圧 、 炎 症 性 脈
管 炎 、 レ イ ナ ー ド 病 お よ び レ イ ナ ー ド 現 象 、 動 脈 瘤 、 動 脈 狭 窄 、 血 栓 性 静 脈 炎 、 創 傷 治 癒
お よ び 組 織 修 復 、 虚 血 性 再 灌 流 負 傷 、 狭 心 症 、 急 性 心 筋 梗 塞 の ご と き 心 筋 梗 塞 、 慢 性 心 臓
疾 患 、 鬱 血 性 心 不 全 の ご と き 心 不 全 、 お よ び 骨 粗 鬆 症 の よ う な 、 脈 管 形 成 が 望 ま れ る 適 応
症 で そ れ 自 体 （ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト ） が 用 い ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 し か し な が ら 、 も し 分 子 が 脈 管 形 成 を 阻 害 す れ ば 、 そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 脈 管 形 成 が
望 ま れ る 疾 患 の 治 療 で 用 い ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト が 血 管 － 関 連 薬 物 標 的 化 で 、 ま
た は 障 害 の 治 療 ま た は 予 防 用 の 治 療 標 的 と し て 働 く こ と が で き る 特 定 の タ イ プ の 病 気 を 以
下 に 記 載 す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 は 、 脂 質 の 蓄 積 、 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 、 お よ び 動 脈 壁 内 の 繊 維 状
組 織 の 形 成 に よ る 、 動 脈 中 に 内 膜 厚 化 の プ ラ ー ク の 蓄 積 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 病 気 で あ
る 。 該 病 気 は い ず れ の 器 官 に お い て も 大 き い 、 中 程 度 、 お よ び 小 さ な 動 脈 に 影 響 し 得 る 。
内 皮 お よ び 血 管 平 滑 筋 細 胞 機 能 の 変 化 は 、 こ れ ら の プ ラ ー ク の 蓄 積 お よ び 退 行 を 変 調 す る
に お い て 重 要 な 役 割 を 演 じ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 高 血 圧 は 、 全 身 動 脈 、 肺 動 脈 、 ま た は 門 静 脈 系 に お け る 上 昇 し た 血 管 の 圧 力 に よ っ て 特
徴 付 け ら れ る 。 上 昇 し た 圧 力 は 、 損 な わ れ た 内 皮 機 能 お よ び ／ ま た は 血 管 病 に 由 来 す る か
、 ま た は そ の 結 果 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 炎 症 性 血 管 炎 は 、 巨 細 胞 性 動 脈 炎 、 高 安 動 脈 炎 、 (微 小 血 管 症 性 形 態 を 含 め た )結 節 性 多
発 性 動 脈 炎 、 川 崎 病 、 顕 微 鏡 的 多 発 血 管 炎 （ microscopic polyarightis） 、 ウ ェ ゲ ナ ー 肉
芽 腫 症 、 お よ び （ ヘ ノ ッ ホ － シ ェ ン ラ イ ン 紫 斑 病 を 含 め た ） 種 々 の １ ０ １ の 感 染 関 連 の 血
管 障 害 を 含 む 。 改 変 さ れ た 内 皮 細 胞 機 能 は 、 こ れ ら の 病 気 に お い て 重 要 で あ る こ と が 示 さ
れ て い る 。 レ イ ノ ー 病 お よ び レ イ ノ ー 現 象 は 、 寒 気 へ の 暴 露 に 際 し て 四 肢 を 通 じ て の 循 環
の 間 欠 的 異 常 損 傷 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 改 変 さ れ た 内 皮 細 胞 機 能 は こ の 病 気 で 重 要 で
あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 動 脈 瘤 は 、 改 変 さ れ た 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は 血 管 平 滑 筋 細 胞 に 関 連 す る 動 脈 ま た は 静
脈 系 の 嚢 状 ま た は 紡 錘 状 の 拡 張 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 動 脈 再 狭 窄 （ 動 脈 壁 の 再 狭 窄 ） は 、 内 皮 お よ び 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 機 能 お よ び 増 殖 の 変 化
の 結 果 と し て 血 管 形 成 後 に 起 こ り 得 る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 血 栓 性 静 脈 炎 お よ び リ ン パ 管 炎 は 、 各 々 、 静 脈 お よ び リ ン パ 系 の 炎 症 性 障 害 で あ り 、 そ
れ は 改 変 さ れ た 内 皮 細 胞 機 能 に 由 来 す る 、 お よ び ／ ま た は 内 皮 細 胞 機 能 を 改 変 す る 。 同 様
に 、 リ ン パ 浮 腫 は 、 内 皮 細 胞 機 能 に 由 来 す る 損 な わ れ た リ ン パ 管 に 関 連 す る 疾 患 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 良 性 お よ び 悪 性 血 管 腫 瘍 の フ ァ ミ リ ー は 、 血 管 系 の 異 常 な 増 殖 お よ び 細 胞 エ レ メ ン ト の
成 長 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 例 え ば 、 リ ン パ 管 腫 は リ ン パ 系 の 良 性 腫 瘍 で あ り 、 そ れ は
新 生 児 に お い て 通 常 発 生 す る リ ン パ 管 の 先 天 性 の 、 多 く の 場 合 に 嚢 胞 性 の 先 天 性 異 常 で あ
る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 嚢 腫 は 、 隣 接 す る 組 織 に 増 殖 す る 傾 向 が あ る 。 嚢 腫 は 、 通 常 、 頸 部 お よ び 腋 窩 領 域 で 起
こ る 。 ま た 、 そ れ ら は 四 肢 の 軟 組 織 で 起 こ り 得 る 。 主 な 症 状 は 結 合 組 織 に よ っ て 囲 ま れ た
膨 張 し た 、 時 々 細 網 状 構 造 の リ ン パ 管 お よ び リ ン パ 嚢 腫 で あ る 。
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【 ０ ２ ５ １ 】
　 リ ン パ 管 腫 は 、 不 適 切 に 連 結 し た 胚 の リ ン パ 管 ま た は そ れ ら の 欠 損 に よ っ て 引 き 起 こ さ
れ る と 推 測 さ れ る 。 そ の 結 果 は 障 害 さ れ た 局 所 的 な リ ン パ 排 液 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 こ の プ ロ セ ス は 新 し い 血 管 の 増 殖 に 依 存 す る 。 腫 瘍 血 管 形 成 に 関 与 す る 新 生 物 お よ び 関
連 す る 疾 患 の 例 に は 、 乳 癌 腫 、 肺 癌 腫 、 胃 癌 腫 、 食 道 癌 腫 、 結 直 腸 癌 腫 、 肝 臓 癌 腫 、 卵 巣
癌 腫 、 莢 膜 腫 、 男 性 胚 腫 、 子 宮 頸 部 癌 腫 、 子 宮 内 膜 癌 腫 、 子 宮 内 膜 過 形 成 、 子 宮 内 膜 症 、
線 維 肉 芽 腫 、 絨 毛 癌 腫 、 頭 頚 部 癌 、 上 咽 頭 癌 腫 、 喉 頭 癌 腫 、 肝 芽 細 胞 腫 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 黒
色 腫 、 皮 膚 癌 腫 、 血 管 腫 、 海 綿 状 血 管 腫 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 膵 臓 癌 腫 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 星 状
細 胞 腫 、 膠 芽 腫 、 シ ュ ワ ン 細 胞 腫 、 乏 突 起 細 胞 腫 、 髄 芽 腫 、 神 経 芽 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 骨 原
性 肉 腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 尿 路 癌 腫 、 甲 状 腺 癌 腫 、 ウ ィ ル ム 腫 瘍 、 腎 細 胞 癌 腫 、 前 立 腺 癌 腫 、
母 斑 症 と 関 連 し た 異 常 血 管 増 殖 、 （ 脳 腫 瘍 と 関 連 し た ） 浮 腫 お よ び メ ー ジ ュ 症 候 群 が 含 ま
れ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 ま た 、 該 化 合 物 は 、 網 膜 炎 、 結 膜 炎 、 （ 糖 尿 病 性 網 膜 症 を 含 め た ） 網 膜 症 、 ブ ド ウ 膜 炎
、 眼 の 羞 明 、 （ 緑 内 障 を 含 め た ） 眼 内 圧 上 昇 に 関 連 し た 疾 患 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 （ 湿 潤
型 の 黄 斑 変 性 お よ び 乾 燥 型 の 変 性 を 含 め た ） 黄 斑 変 性 、 眼 の 新 血 管 新 生 、 （ 創 傷 ま た は 感
染 後 の 新 血 管 新 生 を 含 め た ） 網 膜 新 生 血 管 、 角 膜 移 植 後 拒 絶 反 応 、 水 晶 体 後 線 維 増 殖 、 （
白 内 障 手 術 、 網 膜 剥 離 手 術 、 レ ン ズ 移 植 手 術 、 角 膜 移 植 手 術 お よ び 屈 折 矯 正 手 術 を 含 め た
） 眼 手 術 後 の 炎 症 、 眼 瞼 炎 、 眼 内 炎 、 上 鞏 膜 炎 、 角 膜 炎 、 角 結 膜 炎 、 乾 性 角 結 膜 炎 、 モ ー
レ ン 潰 瘍 、 黄 斑 浮 腫 、 手 術 中 の 縮 瞳 、 眼 疼 痛 、 お よ び 眼 組 織 へ の 急 性 損 傷 の も の の ご と き
眼 疾 患 の 治 療 に お い て 有 用 と な る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 加 齢 黄 斑 変 性 症 （ Ａ Ｍ Ｄ ） は 、 高 齢 者 集 団 の 重 度 の 視 覚 的 損 失 の 主 要 原 因 で あ る 。 Ａ Ｍ
Ｄ の 浸 出 性 形 態 は 、 脈 絡 膜 の 新 血 管 新 生 お よ び 網 膜 色 素 上 皮 細 胞 の 分 離 に よ り 特 徴 付 け ら
れ る 。 脈 絡 膜 の 新 血 管 新 生 が 予 後 に お け る 劇 的 な 悪 化 と 関 連 付 け ら れ る た め に 、 そ れ に 対
す る Ｖ Ｃ Ｃ － １ ア ゴ ニ ス ト は 、 Ａ Ｍ Ｄ の 重 症 度 の 低 下 に 有 用 で あ る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 ま た 、 創 傷 治 癒 お よ び 組 織 修 復 の ご と き 外 傷 の 治 癒 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス
ト に つ い て 標 的 と さ れ る 用 途 で あ る 。 新 し い 血 管 の 形 成 お よ び 後 退 は 組 織 治 療 お よ び 修 復
に 不 可 欠 で あ る 。 こ の カ テ ゴ リ ー に は 、 創 傷 治 癒 な ら び に 組 織 の 修 復 お よ び 置 換 と 同 様 に
、 骨 、 軟 骨 、 腱 、 靭 帯 お よ び ／ ま た は 神 経 組 織 の 増 殖 も し く は 再 生 、 な ら び に バ ム ス （ bu
ms） 、 切 開 お よ び 潰 瘍 の 処 置 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 骨 が 通 常 形 成 さ れ な い 環 境 下 で 軟 骨 お よ び ／ ま た は 骨 の 成 長 を 誘 導 す る Ｖ Ｃ Ｃ － １ ア ゴ
ニ ス ト ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 に お け る 骨 折 な ら び に 軟 骨 の 傷
害 も し く は 欠 損 の 治 癒 に お い て 適 用 を 有 す る 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト も し く は
ア ン タ ゴ ニ ス ト を 使 用 す る か か る 製 剤 は 、 皮 下 骨 折 な ら び に 開 放 骨 折 の 減 少 に お い て 、 お
よ び 人 工 関 節 の 固 定 の 改 善 に お い も 予 防 的 な 用 途 を 有 す る 。 骨 形 成 薬 剤 に よ っ て 誘 導 さ れ
た 新 た な 骨 形 成 は 、 先 天 性 の 外 傷 性 に 誘 導 さ れ た か 、 あ る い は 腫 瘍 学 的 な 切 除 で 誘 導 さ れ
た 頭 蓋 顔 面 の 欠 損 の 修 復 に 寄 与 し 、 ま た 、 美 容 形 成 外 科 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 ま た 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 な く し て 、 圧
潰 瘍 、 血 管 不 全 と 関 連 し た 潰 瘍 、 外 科 的 お よ び 外 傷 性 の 創 傷 等 を 含 め た 治 癒 し て い な い 創
傷 の よ り 良 好 ま た は 速 い 閉 鎖 を 促 す の に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ア ゴ ニ ス ト ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 （ 例 え ば 、 膵 臓 、 肝 臓 、 腸 、 腎 臓
、 皮 膚 ま た は 内 皮 を 含 め た ） 器 官 、 筋 肉 （ 平 滑 筋 、 骨 格 筋 、 心 筋 ） な ら び に （ 血 管 内 皮 を
含 め た ） 血 管 組 織 の ご と き 他 の 組 織 の 生 成 ま た は 再 生 、 あ る い は か か る 組 織 を 含 め た 細 胞
の 増 殖 を 促 す た め の 活 性 を 阻 害 す る こ と が 期 待 さ れ る 。 所 望 の 効 果 の 一 部 は 、 正 常 組 織 が
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再 生 す る こ と を 可 能 に す る よ う な 線 維 性 の 瘢 痕 の 阻 害 ま た は 変 調 に よ る も の で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 ま た 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ア ゴ ニ ス ト ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 腸 の 保 護 も し く は 再 生 お よ
び 肺 ま た は 肝 臓 の 線 維 症 、 な ら び に 種 々 の 組 織 に お け る 再 灌 流 傷 害 お よ び 全 身 性 の サ イ ト
カ イ ン 損 傷 に 起 因 す る 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ り 得 る 。 ま た 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ
ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 前 駆 体 の 組 織 ま た は 細 胞 か ら の 前 記 の 組 織 の 分 化 を 促 す
か ま た は 阻 害 す る 、 あ る い は 前 記 の 組 織 増 殖 を 阻 害 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 ま た 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ア ゴ ニ ス ト ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 歯 周 病 の 治 療 お よ び 他 の 歯
修 復 プ ロ セ ス に 用 い る こ と が で き る 。 か か る 剤 は 、 骨 形 成 （ bone-forming） 細 胞 を 引 き 付
け る か 、 骨 形 成 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る か 、 あ る い は 骨 形 成 細 胞 の 前 駆 体 の 分 化 を 誘 導 す る
た め の 環 境 を 提 供 で き る 　 ま た 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス
ト は 、 血 管 が 骨 の タ ー ン オ ー バ ー お よ び 増 殖 の 調 節 に 重 要 な 役 割 を 演 じ る の で 、 骨 お よ び
／ ま た は 軟 骨 の 修 復 の 刺 激 を 介 し て 、 ま た は 炎 症 性 プ ロ セ ス に よ り 媒 介 さ れ た 組 織 破 壊 （
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 、 破 骨 細 胞 活 性 等 ） の 炎 症 も し く は プ ロ セ ス を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ っ
て 、 骨 粗 鬆 症 ま た は 変 形 関 節 炎 の 治 療 に お い て 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト に 起 因 し 得 る 他 の カ テ ゴ リ ー
の 組 織 再 生 活 性 は 、 腱 ／ 靭 帯 形 成 で あ る 。 か か る 組 織 が 通 常 形 成 さ れ な い 環 境 下 で 腱 ／ 靭
帯 様 組 織 ま た は 他 の 組 織 形 成 を 誘 導 す る 蛋 白 質 は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 に お い て 、 腱 ま た
は 靭 帯 の 断 裂 、 変 形 お よ び 他 の 腱 も し く は 靭 帯 欠 損 の 治 療 に お け る 適 用 を 有 す る 。 か か る
製 剤 は 、 腱 ま た は 靱 帯 組 織 へ の 損 傷 を 防 止 す る た め の 予 防 的 用 途 な ら び に 、 腱 ま た は 靱 帯
の 骨 ま た は 他 の 組 織 へ 固 定 の 改 善 お よ び 腱 ま た は 靱 帯 組 織 へ の 欠 損 の 修 復 に お け る 用 途 を
有 す る 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 組 成 物 に よ り 誘 導 さ
れ た 新 た な 腱 ／ 靱 帯 様 組 織 形 成 は 、 先 天 性 の 外 傷 性 に 誘 導 さ れ た 、 も し く は 他 の 腱 ま た は
他 の 起 源 の 靱 帯 欠 損 の 修 復 に 寄 与 し 、 ま た 、 腱 も し く は 靱 帯 の 付 着 ま た は 修 復 の た め の 美
容 形 成 外 科 に お い て も 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 の 組 成 物 は 、 組 織 修 復 を 達 成 す る よ う な ｉ ｎ
 ｖ ｉ ｖ ｏ で の リ タ ー ン の た め に 生 体 外 に て 、 腱 ― ま た は 靱 帯 ― 形 成 細 胞 を 誘 引 す る 、 腱
― ま た は 靱 帯 ― 形 成 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 、 腱 ― ま た は 靱 帯 ― 形 成 細 胞 の 前 駆 体 の 分 化 を
誘 導 す る 、 あ る い は 腱 ／ 靱 帯 細 胞 も し く は 前 駆 体 の 増 殖 を 誘 導 す る 環 境 を 提 供 で き る 。 ま
た 、 本 明 細 書 中 の 組 成 物 は 、 腱 炎 、 手 根 管 症 候 群 お よ び 他 の 腱 の 治 療 ま た は 靭 帯 の 欠 損 に
有 用 で あ り 得 る 。 ま た 、 該 組 成 物 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ た 担 体 と し て 、 適
当 な マ ト リ ッ ク ス お よ び ／ ま た は 金 属 イ オ ン 封 鎖 剤 （ sequestering agent） を 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 ま た 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト は 、 神 経 細 胞 の 増 殖 な ら び に 神 経 お よ び 脳 組 織
の 再 生 、 す な わ ち 、 中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 疾 患 な ら び に 神 経 障 害 、 な ら び に 神 経 細 胞 ま た
は 神 経 組 織 に 対 す る 変 性 、 死 滅 ま た は 外 傷 を 含 む 機 械 的 お よ び 外 傷 性 の 障 害 の 治 療 の た め
に 有 用 で あ り 得 る 。 よ り 詳 細 に は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト は 、 末 梢 神 経 系 の 疾
患 、 例 え ば 、 末 梢 神 経 損 傷 、 末 梢 神 経 障 害 お よ び 局 在 性 神 経 障 害 の 治 療 、 お よ び 中 枢 神 経
系 疾 患 、 例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬
化 症 お よ び シ ャ イ － ド レ ー ガ ー 症 候 群 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 い 治 療 で
き る さ ら な る 疾 患 に は 、 脊 髄 障 害 、 頭 部 外 傷 、 お よ び 脳 卒 中 の ご と き 脳 血 管 障 害 の よ う な
機 械 的 お よ び 外 傷 性 の 疾 患 が 含 ま れ る 。 ま た 、 化 学 療 法 ま た は 他 の 薬 物 療 法 に 起 因 す る 末
梢 神 経 ニ ュ ー ロ パ シ ー は Ｖ Ｃ Ｃ － １ ア ゴ ニ ス ト ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 い て 治 療 可
能 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 乏 血 再 潅 流 傷 害 は も う 一 つ の 適 応 症 で あ る 。 内 皮 細 胞 機 能 不 全 は 、 乏 血 再 潅 流 傷 害 後 に
生 じ た 事 象 の 後 遺 症 の 開 始 お よ び 調 節 の 双 方 に お い て 重 要 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
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　 慢 性 関 節 リ ウ マ チ は さ ら な る 適 応 症 で あ る 。 血 管 増 殖 お よ び 脈 管 構 造 を 介 す る 炎 症 性 細
胞 の タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 リ ウ マ チ 様 お よ び 血 清 － 陰 性 形 態 の 関 節 炎 の 発 病 に お い て 重 要 な
成 分 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 ま た 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 無 症 候 性 患 者 の 死
亡 を 含 め て 、 心 臓 肥 大 の 患 者 に 予 防 的 に 投 与 で き 、 該 疾 患 の 進 行 を 防 止 し 、 突 然 死 を 回 避
で き る 。 か か る 予 防 的 な 治 療 は 、 広 範 囲 の 左 心 室 心 肥 大 （ 成 人 に お け る ３ ５ ｍ ｍ 以 上 の 最
大 壁 厚 、 ま た は 小 児 に お い て 匹 敵 す る 値 ） と 診 断 さ れ た 患 者 の ケ ー ス に お い て 、 あ る い は
例 え ば 、 心 臓 に お け る 血 行 力 学 的 負 担 が 特 に 強 力 で あ る 場 合 に 特 に 保 証 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 ま た 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 肥 大 型 心 筋 症 と 診
察 さ れ た 患 者 の か な り の 部 分 に お い て 発 生 す る 心 房 細 動 の 管 理 に も 有 用 で あ り 得 る 。 さ ら
な る 適 応 症 に は 、 狭 心 症 、 急 性 心 筋 梗 塞 の ご と き 心 筋 梗 塞 、 お よ び う っ 血 性 心 不 全 の ご と
き 心 不 全 が 含 ま れ る 。 新 生 物 で は な い さ ら な る 疾 患 に は 、 乾 癬 、 末 熟 児 網 膜 症 を 含 め た 糖
尿 病 お よ び 他 の 増 殖 性 網 膜 症 、 水 晶 体 後 繊 維 増 殖 、 血 管 新 生 緑 内 障 、 （ グ レ ー ヴ ス 病 を 含
め た ） 甲 状 腺 過 形 成 、 角 膜 お よ び 他 の 組 織 移 植 、 慢 性 炎 症 、 肺 炎 症 、 ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 、
子 癇 前 症 、 腹 水 、 （ 心 膜 炎 に 関 連 し た ） 心 外 膜 液 お よ び 胸 水 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 上 記 を 考 慮 す る と 、 内 皮 細 胞 の 機 能 、 増 殖 お よ び ／ ま た は 形 態 を 改 変 す る ま た は そ れ に
影 響 す る こ と が 示 さ れ た 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト も し く は
ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 多 数 ま た は 全 て の 前 記 の 障 害 の 病 因 学 お よ び 病 原 論 に お い て 重 要 な 役
割 を 演 じ る よ う で あ り 、 そ れ 自 体 が こ れ ら の 障 害 に お け る こ れ ら の プ ロ セ ス を 増 強 も し く
は 阻 害 す る た め ま た は 血 管 関 連 薬 物 タ ー ゲ テ ィ ン グ の た め の 治 療 標 的 と し て 機 能 で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 診 断 ア ッ セ イ
　 生 物 学 的 試 料 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す る た め
の 例 示 的 な 方 法 は 、 テ ス ト 対 象 か ら 生 物 学 的 試 料 を 入 手 し 、 該 生 物 学 的 試 料 を 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の 存 在 が 生 物 学 的 試 料 中 で 検 出 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド ま た は 核 酸 （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） を 検 出 で き る 化 合 物 ま た は 剤 と 接 触
さ せ る こ と を 含 む 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を
検 出 す る た め の 好 ま し い 剤 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ
ム Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 標 識 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ で あ る 。 核 酸 プ ロ ー
ブ は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ の 核 酸 の ご と き 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 長 さ が 少 な く と も １ ５
、 ３ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ５ ０ ま た は ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 特 異 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る の に 十 分 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な そ の 部 分 で あ り 得 る 。 本 発 明 の
診 断 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る 他 の 適 当 な プ ロ ー ブ は 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 好 ま し い 剤 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド に 結
合 す る こ と が で き る 抗 体 、 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 標 識 を 持 つ 抗 体 で あ る 。 抗 体 は 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル ま た は よ り 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ り 得 る 。 無 傷 抗 体 、 ま た は そ の 断 片
（ 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ ） を 用 い る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に 関 連
し て 、 用 語 「 標 識 さ れ た 」 と は 、 検 出 可 能 な 物 質 を プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に カ ッ プ リ ン グ さ
せ る （ す な わ ち 、 物 理 的 に 連 結 さ れ る ） こ と に よ る プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 の 直 接 的 標 識 、 な
ら び に 直 接 的 に 標 識 さ れ る も う １ つ の 試 薬 と の 反 応 性 に よ る プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 の 間 接 的
標 識 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 間 接 的 標 識 の 例 は 、 そ れ が 蛍 光 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 検
出 す る こ と が で き る よ う に 、 蛍 光 標 識 二 次 抗 体 を 用 い る 一 次 抗 体 、 お よ び ビ オ チ ン で の Ｄ
Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 末 端 － 標 識 の 検 出 を 含 む 。 用 語 「 生 物 学 的 試 料 」 は 、 対 象 か ら 単 離 さ れ た
組 織 、 細 胞 お よ び 生 物 学 的 流 体 、 な ら び に 対 象 内 に 存 在 す る 組 織 、 細 胞 お よ び 流 体 を 含 む
こ と を 意 図 す る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 検 出 方 法 を 用 い て 、 イ ン ・ ビ ト ロ な ら び に イ ン ・ ビ

10

20

30

40

50

(56) JP 2006-506043 A 2006.2.23



ボ に て 生 物 学 的 試 料 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 蛋 白 質 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 用 の イ ン ・ ビ ト ロ 技 術 は 、 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ
び イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 用 の イ
ン ・ ビ ト ロ 技 術 は 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト 検 定 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、
免 疫 沈 殿 お よ び 免 疫 蛍 光 を 含 む 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 用 の イ ン ・ ビ ト ロ 技 術 は サ ザ ー ン ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む 。 さ ら に 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 用 の イ ン ・ ビ ボ 技
術 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 向 け ら れ た 標 識 抗 体 を 対 象 に 導 入 す る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 抗 体 は
、 対 象 に お け る そ の 存 在 お よ び 位 置 が 標 準 的 な イ メ ー ジ ン グ 技 術 に よ っ て 検 出 す る こ と が
で き る 放 射 性 マ ー カ ー で 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 １ つ の 具 体 例 に お い て 、 生 物 学 的 試 料 は テ ス ト 対 象 か ら の 蛋 白 質 分 子 を 含 む 。 あ る い は
、 生 物 学 的 試 料 は 、 テ ス ト 対 象 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 ま た は テ ス ト 対 象 か ら の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し い 生 物 学 的 試 料 は 、 対 象 か ら 慣 用 的 な 手 段 に よ っ て 単
離 さ れ た 抹 消 血 液 リ ン パ 球 試 料 で あ る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 も う １ つ の 具 体 例 に お い て 、 該 方 法 は 、 さ ら に 、 対 照 対 象 か ら 対 照 生 物 学 的 試 料 を 入 手
し 、 該 対 照 試 料 を 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ
ム Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 が 生 物 学 的 試 料 中 で 検 出 さ れ る よ う に 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は
Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と が で き
る 化 合 物 ま た は 剤 と 接 触 さ せ 、 次 い で 、 対 照 試 料 に お け る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 を 、 テ ス ト 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド 、
ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 と 比 較 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 （ テ ス ト 試 料 ） 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の
存 在 を 検 出 す る た め の キ ッ ト も 含 む 。 そ の よ う な キ ッ ト を 用 い て 、 対 象 が 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ
リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 に 関 連 す る 疾 患 （ 例 え ば 、 ア ン ド ロ ゲ ン － 非 依 存 性 前 立 腺 癌 ） に
罹 患 し て い る か 、 ま た は そ れ を 発 症 す る 危 険 性 が 増 大 し て い る か を 判 断 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 該 キ ッ ト は 、 生 物 学 的 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と が で き る 標 識 さ れ た 化 合 物 ま た は 剤 、 お よ び 試 料 中 の ポ リ ペ プ
チ ド ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 測 定 す る た め の 手 段 （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 、
ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ ） を 含 む こ と が で き る 。 ま た 、 キ ッ ト は 、 も し ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 が 正 常 レ ベ ル を 超 え る ま た は そ れ 未 満 で あ る な ら ば 、 テ ス ト す
る 対 象 が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 に 関 連 す る 障 害 に 罹 患 し て い る か 、 ま た は そ れ を 発
症 す る 危 険 性 が あ る こ と が 観 察 す る た め の 指 令 書 を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 抗 体 － ベ ー ス の キ ッ ト の た め に は 、 該 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 （ １ ） Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ
ド に 結 合 す る （ 例 え ば 、 固 体 支 持 体 に 結 合 し た ） 第 一 の 抗 体 ； お よ び 、 所 望 に よ り 、 （ ２
） ポ リ ペ プ チ ド ま た は 第 一 の 抗 体 い ず れ か に 結 合 し 、 検 出 可 能 な 剤 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る
第 二 の 異 な る 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － ベ ー ス の キ ッ ト に つ い て は 、 該 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 （ １ ） Ｖ Ｃ Ｃ
－ １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え
ば 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は （ ２ ） Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 増 幅 す る の に 有 用 な プ ラ イ マ ー の 対 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 ま た 、 該 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 緩 衝 剤 、 保 存 剤 、 ま た は 蛋 白 質 安 定 化 剤 も 含 む こ と が で き
る 。 ま た 、 該 キ ッ ト は 、 検 出 可 能 な 剤 （ 例 え ば 、 酵 素 ま た は 基 質 ） を 検 出 す る の に 必 要 な
成 分 を 含 む こ と も で き る 。 ま た 、 該 キ ッ ト は 、 ア ッ セ イ す る こ と が で き 、 含 ま れ る テ ス ト
試 料 と 比 較 す る こ と が で き る 対 照 試 料 ま た は 一 連 の 対 照 試 料 を 含 む こ と も で き る 。 キ ッ ト
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の 各 成 分 は 、 通 常 、 個 々 の 容 器 内 に 含 ま れ 、 種 々 の 容 器 の 全 て は 、 テ ス ト さ れ る 対 象 が ポ
リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 に 関 連 す る 障 害 に 罹 っ て い る か 、 ま た は そ れ を 発 症 す る 危 険 性 が
あ る か 否 か を 観 察 す る た め の 指 令 書 と 共 に 単 一 の パ ッ ケ ー ジ 内 に あ る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 予 後 ア ッ セ イ
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 は 、 さ ら に 、 診 断 ま た は 予 後 ア ッ セ イ と し て 利 用 し て 、 Ｖ
Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 す る 病 気 ま た は 障 害 を 有 す る 、 ま た
は そ れ を 発 症 す る 危 険 性 が あ る 対 象 を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ れ ま で の 診 断 ア
ッ セ イ ま た は 後 に 述 べ る ア ッ セ イ の ご と き 本 明 細 書 中 に 記 載 し た ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 Ｖ
Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 障 害 を 有 す る 、 ま た は そ れ を 発
症 す る 危 険 性 が あ る 対 象 を 同 定 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 予 後 ア ッ セ イ を 利 用 し て
、 そ の よ う な 病 気 ま た は 障 害 を 有 す る 、 そ れ を 発 症 す る 危 険 性 が あ る 対 象 を 同 定 す る こ と
が で き る 。 か く し て 、 本 発 明 は 、 テ ス ト 試 料 が 対 象 か ら 得 ら れ 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま
た は 核 酸 （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） が 検 出 さ れ る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ に 、 ポ リ
ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の 存 在 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 す る 病 気 ま
た は 障 害 を 有 す る 、 ま た は そ れ を 発 症 す る 危 険 性 の あ る 対 象 に 対 す る 診 断 で あ る 。 本 明 細
書 中 で 用 い る ご と く 、 「 テ ス ト 試 料 」 と は 、 注 目 す る 対 象 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 を い
う 。 例 え ば 、 テ ス ト 試 料 は 生 物 学 的 流 体 （ 例 え ば 、 血 清 ） 、 細 胞 試 料 ま た は 組 織 で あ り 得
る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 予 後 ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 異
常 な 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 病 気 ま た は 障 害 を 治 療 す る た め に 、 対 象 に 剤 （ 例 え ば 、 ア
ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 小 分 子 、
ま た は 他 の 薬 物 候 補 ） を 投 与 で き る か 否 か を 判 断 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な
方 法 を 用 い て 、 対 象 を 特 異 的 な 剤 ま た は 剤 の ク ラ ス （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 減 少
さ せ る タ イ プ の 剤 ） で 効 果 的 に 治 療 で き る か 否 か を 判 断 す る こ と が で き る 。 か く し て 、 本
発 明 は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 障 害 に つ き 対 象 を 剤
で 効 果 的 に 治 療 で き る か 否 か を 判 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ こ で は 、 テ ス ト 試 料 が 得 ら れ 、
ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 が 検 出 さ れ る （ 例 え ば 、 剤 を 投 与 し
て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 す る 障 害 を 治 療 で き る ポ リ ペ プ チ ド ま た
は 核 酸 の 存 在 は 対 象 に つ い て の 診 断 で あ る ） 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 遺 伝 的 損 傷 、 ま た は 本 発 明 の 遺 伝 子 中 の 突 然 変 異 を 検 出
し 、 そ れ に よ り 、 損 傷 遺 伝 子 を 持 つ 対 象 が 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 ま た は
活 性 で 特 徴 付 け ら れ る 障 害 に つ い て 危 険 性 が あ る か を 判 断 す る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て
は 、 該 方 法 は 、 対 象 か ら の 細 胞 の 試 料 中 に て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝
子 の 完 全 性 に 影 響 す る 改 変 、 ま た は Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 誤 発 現
の 少 な く と も １ つ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 遺 伝 子 損 傷 ま た は 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在
を 検 出 す る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 そ の よ う な 遺 伝 子 損 傷 ま た は 突 然 変 異 は 、 １ ） 遺 伝 子 か
ら の １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 ； ２ ） 遺 伝 子 へ の １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 ； ３ ） 遺
伝 子 の １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 ； ４ ） 遺 伝 子 の 染 色 体 再 配 列 ； ５ ） 遺 伝 子 の メ ッ セ ン
ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 の レ ベ ル の 改 変 ； ６ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 パ タ ー ン の ご と き 遺 伝
子 の 異 常 な 修 飾 ； ７ ） 遺 伝 子 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 の 非 － 野 生 型 ス プ ラ イ シ ン グ
パ タ ー ン の 存 在 ； ８ ） 遺 伝 子 の よ っ て コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 の 非 － 野 生 型 レ ベ ル ； ９ ） 遺 伝
子 の 対 立 遺 伝 子 喪 失 ； お よ び １ ０ ） 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 不 適 切 な 翻 訳 後
修 飾 の う ち の 少 な く と も １ つ の 存 在 を 確 認 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 本 明
細 書 中 に 記 載 す る ご と く 、 遺 伝 子 中 の 損 傷 を 検 出 す る の に 用 い る こ と が で き る 、 当 該 分 野
で 知 ら れ た 非 常 に 多 数 の ア ッ セ イ 技 術 が あ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 あ る 具 体 例 に お い て は 、 病 巣 の 検 出 は 、 ア ン カ ー Ｐ Ｃ Ｒ ま た は Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 　 Ｐ Ｃ Ｒ の ご と
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き ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ８ ３ ， １ ９ ５ 号 お よ び 第 ４
， ６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 参 照 ） に お け る 、 あ る い は 別 法 と し て 、 連 結 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ ） （ 例 え
ば 、 Landegranら  (1988) Science 241:1077-1080; お よ び Nakazawaら  (1994) Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 91:360-364参 照 ） に お け る プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー の 使 用 を 含 む 、 そ の
後 者 は 遺 伝 子 中 の 突 然 変 異 を 検 出 す る の に 特 に 有 用 で あ り 得 る （ Abravayaら  (1995) Nucl
eic Acids Res. 23:675-682参 照 ） 。 こ の 方 法 は 、 患 者 か ら 細 胞 の 試 料 を 収 集 し 、 試 料 の
細 胞 か ら 核 酸 （ 例 え ば 、 ゲ ノ ム 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 双 方 ） を 単 離 し 、 核 酸 試 料 を 、 （ も し 存
在 す れ ば ） 遺 伝 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 増 幅 が 起 こ る よ う な 条 件 下 で 選 択 さ れ
た 遺 伝 子 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る １ 以 上 の プ ラ イ マ ー と 接 触 さ せ 、 次 い で 、 増 幅 産
物 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 す る か 、 あ る い は 増 幅 産 物 の サ イ ズ を 検 出 し 、 次 い で 、 長 さ
を 対 照 試 料 と 比 較 す る 工 程 を 含 む こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｌ Ｃ Ｒ は 、 本 明 細
書 中 に 記 載 し た 突 然 変 異 を 検 出 す る の に 用 い る 技 術 の い ず れ か と 組 み 合 わ せ て 予 備 的 増 幅
工 程 と し て 用 い る の が 望 ま し い で あ ろ う 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 別 の 増 幅 方 法 は ： 自 己 保 持 配 列 複 製 （ Guatelliら  (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 87:1874-1878） 、 転 写 増 幅 シ ス テ ム （ Kwohら  (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1
173-1177） 、 Ｑ － ベ ー タ レ プ リ カ ー ゼ （ Lizardiら  (1988) Bio Technology 6:1197） 、 ま
た は い ず れ か の 他 の 核 酸 増 幅 方 法 、 続 い て の 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て の 増 幅
さ れ た 分 子 の 検 出 を 含 む 。 こ れ ら の 検 出 ス キ ー ム は 、 も し そ の よ う な 分 子 が 非 常 に 少 数 で
存 在 す る な ら ば 、 核 酸 分 子 の 検 出 で 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 別 の 具 体 例 に お い て 、 試 料 細 胞 か ら の 選 択 さ れ た 遺 伝 子 中 の 突 然 変 異 は 、 制 限 酵 素 切 断
パ タ ー ン に お け る 改 変 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 試 料 お よ び 対 照 Ｄ Ｎ Ａ を
単 離 し 、 所 望 に よ り 増 幅 し 、 １ 以 上 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し 、 次 い で 、 断 片 の
長 さ サ イ ズ を ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 測 定 し 、 比 較 す る 。 試 料 お よ び 対 照 Ｄ Ｎ Ａ の 間 の 断 片
長 さ サ イ ズ の 差 は 、 試 料 Ｄ Ｎ Ａ 中 の 突 然 変 異 を 示 す 。 さ ら に 、 配 列 特 異 的 リ ボ ザ イ ム （ 例
え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ９ ８ ， ５ ３ １ 号 参 照 ） の 使 用 を 用 い て 、 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 の 発
生 ま た は 喪 失 に よ っ て 特 異 的 突 然 変 異 の 存 在 に つ き ス コ ア 取 り す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 他 の 具 体 例 に お い て 、 遺 伝 子 突 然 変 異 は 、 試 料 お よ び 対 照 核 酸 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を
、 数 百 ま た は 数 千 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 有 す る 高 密 度 ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る （ Croninら  (1996) Human Mutation 7:244-2
55; Kozalら  (1996) Nature Medicine 2:753-759） 。 例 え ば 、 遺 伝 子 突 然 変 異 は 、 Cronin
ら （ 前 掲 ） に 記 載 さ れ た 光 － 発 生 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 含 有 す る 二 次 元 ア レ イ で 同 定 す る こ と
が で き る 。 簡 単 に 述 べ れ ば 、 プ ロ ー ブ の 第 一 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア レ イ を 用 い て 、
試 料 お よ び 対 照 中 の Ｄ Ｎ Ａ の 長 い ス ト レ ッ チ を 通 じ て ス キ ャ ン し て 、 連 続 的 重 複 プ ロ ー ブ
の 線 状 ア レ イ を 作 成 す る こ と に よ っ て 配 列 間 の 塩 基 変 化 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 工
程 は 、 点 突 然 変 異 の 同 定 を 可 能 と す る 。 こ の 工 程 に 続 い て 、 検 出 さ れ る 全 て の 変 種 ま た は
突 然 変 異 に 対 し て 相 補 的 な よ り 小 さ く 特 殊 化 さ れ た プ ロ ー ブ ア レ イ を 用 い る 特 異 的 突 然 変
異 の 特 徴 付 け を 可 能 と す る 第 二 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア レ イ を 行 う 。 各 突 然 変 異 ア レ
イ は 平 行 プ ロ ー ブ 組 よ り な り 、 １ つ は 野 生 型 遺 伝 子 に 相 補 的 で あ っ て 、 他 方 は 突 然 変 異 体
遺 伝 子 に 対 し て 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 さ ら に も う １ つ の 具 体 例 に お い て 、 当 該 分 野 で 公 知 の 種 々 の 配 列 決 定 反 応 の う ち の い ず
れ か を 用 い て 、 選 択 さ れ た 遺 伝 子 を 直 接 配 列 決 定 し 、 試 料 の 核 酸 の 配 列 を 対 応 す る 野 生 型
（ 対 照 ） 配 列 と 比 較 す る こ と に よ っ て 突 然 変 異 を 検 出 す る こ と が で き る 。 配 列 決 定 反 応 の
例 は 、 Maximお よ び Gilbert（ (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:560） ま た は Sanger
（ (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463） に よ っ て 開 発 さ れ た 技 術 に 基 づ く も の
を 含 む 。 ま た 、 種 々 の 自 動 配 列 決 定 手 法 の い ず れ か を 、 質 量 分 析 に よ る 配 列 決 定 を 含 め た
診 断 ア ッ セ イ を 行 う 場 合 に 利 用 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る （ (1995) Bio Techniques 
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19:448） （ 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 公 開 番 号 Ｗ Ｏ 　 ９ ４ ／ １ ６ １ ０ １ ； Cohenら  (1996) Adv. 
Chromatogr. 36:127-162; お よ び Griffinら  (1993) Appl. Biochem. Biotechnol. 38:147
-159） 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 選 択 さ れ た 遺 伝 子 に お い て 突 然 変 異 を 検 出 す る た め の 他 の 方 法 は 、 切 断 剤 か ら の 保 護 を
用 い て 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス に お け る ミ ス マ ッ チ
塩 基 を 検 出 す る 方 法 を 含 む （ Myersら  (1985) Science 230:1242） 。 一 般 に 、 ミ ス マ ッ チ
切 断 の 技 術 は 、 野 生 型 配 列 を 含 む （ 標 識 さ れ た ） Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ を 、 組 織 試 料 か ら 得
ら れ た 潜 在 的 な 突 然 変 異 体 Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 形 成
さ れ た ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス を 供 す る こ と を 含 む 。 二 本 鎖 デ ュ プ レ ッ ク ス を 、 対 照 お よ び
試 料 ス ト ラ ン ド の 間 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ に よ り 存 在 す る ご と き デ ュ プ レ ッ ク ス の 一 本 鎖 領
域 を 切 断 す る 剤 で 処 理 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス を Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ で 処 理 し て ミ ス
マ ッ チ 領 域 を 消 化 す る こ と が で き 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド を Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ で 処
理 し て 、 ミ ス マ ッ チ 領 域 を 消 化 す る こ と が で き る 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ
ま た は Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス を ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン ま た は 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム 、 お
よ び ピ ペ リ ジ ン で 処 理 し て 、 ミ ス マ ッ チ 領 域 を 消 化 す る こ と が で き る 。 ミ ス マ ッ チ 領 域 の
消 化 の 後 に 、 次 い で 、 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で の サ イ ズ に よ っ て 得 ら れ た 物 質 を 分
離 し て 、 突 然 変 異 の 部 位 を 決 定 す る 。 例 え ば 、 Cottonら  (1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 85:4397; Saleebaら  (1992) Methods Enzymol. 217:286-295参 照 。 好 ま し い 具 体 例
に お い て 、 対 照 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 の た め に 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 さ ら に も う １ つ の 具 体 例 に お い て 、 ミ ス マ ッ チ 切 断 反 応 は 、 細 胞 の 試 料 か ら 得 ら れ た ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 中 の 点 突 然 変 異 を 検 出 し 、 そ れ を マ ッ ピ ン グ す る た め の 規 定 さ れ た シ ス テ ム に お い
て 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に お け る ミ ス マ ッ チ 塩 基 対 を 認 識 す る １ 以 上 の 蛋 白 質 を 使 用 す る （ い わ
ゆ る Ａ Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 修 復 酵 素 ） 。 例 え ば 、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ の ｍ ｕ ｔ Ｙ 酵 素 は Ｇ ／ Ａ ミ ス
マ ッ チ の Ａ を 切 断 し 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 か ら の チ ミ ジ ン Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ラ ー ゼ は Ｇ ／ Ｔ の Ｔ を
切 断 す る （ Hsuら  (1994) Carcinogenesis 15:1657-1662） 。 例 示 的 具 体 例 に 従 う と 、 選 択
さ れ た 配 列 、 例 え ば 、 野 生 型 配 列 に 基 づ く プ ロ ー ブ を 、 テ ス ト 細 胞 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は
他 の Ｄ Ｎ Ａ 産 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 該 デ ュ プ レ ッ ク ス を Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 修 復 酵 素
で 処 理 し 、 も し あ れ ば 、 切 断 産 物 を 、 電 気 泳 動 プ ロ ト コ ル 等 か ら 検 出 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ５ ９ ， ０ ３ ９ 号 参 照 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 他 の 具 体 例 に お い て 、 電 気 泳 動 移 動 度 の 変 化 を 用 い て 、 遺 伝 子 中 の 突 然 変 異 を 同 定 す る
。 例 え ば 、 一 本 鎖 立 体 配 座 多 形 （ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） を 用 い て 、 突 然 変 異 体 お よ び 野 生 型 核 酸 の 間
の 電 気 泳 動 移 動 度 の 差 を 検 出 す る こ と が で き る （ Oritaら  (1989) Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 86:2766; Cotton (1993) Mutat. Res. 285:125-144; Hayashi (1992) Genet. Anal
. Tech. Appl. 9:73-79） 。 試 料 お よ び 対 照 核 酸 の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 変 性 し 、 再 生 さ せ
る 。 一 本 鎖 核 酸 の 二 次 構 造 は 配 列 に 従 っ て 変 化 し 、 電 気 泳 動 移 動 度 に お け る 得 ら れ た 変 化
は 、 単 一 塩 基 の 変 化 さ え も 検 出 を 可 能 と す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 標 識 し 、 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ
で 検 出 す る こ と が で き る ア ッ セ イ の 感 度 は （ Ｄ Ｎ Ａ よ り は む し ろ ） Ｒ Ｎ Ａ を 用 い る こ と に
よ っ て 増 強 す る こ と が で き 、 こ こ に 、 二 次 構 造 は 配 列 の 変 化 に 対 し て よ り 感 受 性 で あ る 。
好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 主 題 の 方 法 は ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス 分 析 を 利 用 し て 、 電 気 泳 動
移 動 度 に お け る 変 化 に 基 づ い て 二 本 鎖 ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス 分 子 を 分 離 す る （ Keenら  (19
91) Trends Genet. 7:5） 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 さ ら に も う １ つ の 具 体 例 に お い て 、 変 性 剤 の グ ラ ジ エ ン ト を 含 む ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル に お け る 突 然 変 異 体 ま た は 野 生 型 断 片 の 移 動 を 、 変 性 グ ラ ジ エ ン ト 電 気 泳 動 （ Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ
） を 用 い て ア ッ セ イ す る （ Myersら  (1985) Nature 313:495） 。 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ を 分 析 の 方 法 と
し て 用 い る 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 し て 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 高 融 点 Ｇ Ｃ － リ ッ チ の Ｄ Ｎ
Ａ の ほ ぼ ４ ０ ｄ ｐ の ’ Ｇ Ｃ ク ラ ン プ を 付 加 す る こ と に よ っ て 、 そ れ が 完 全 に 変 性 し な い こ
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と を 保 証 す る 。 さ ら な る 具 体 例 に お い て 、 温 度 グ ラ ジ エ ン ト を 、 変 性 グ ラ ジ エ ン ト の 代 わ
り に 用 い て 、 対 照 お よ び 試 料 Ｄ Ｎ Ａ の 移 動 度 に お け る 差 を 同 定 す る （ Rosenbaum and Reis
sner (1987) Biophys. Chem. 265:12753） 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 点 突 然 変 異 を 検 出 す る た め の 他 の 技 術 の 例 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 選 択 的 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 選 択 的 増 幅 、 ま た は 選 択 的 プ ラ イ マ ー 延 長 を 含
む 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 調 製 す る こ と が で き 、 そ こ で は 、 公 知 の 突
然 変 異 を 中 央 に 置 き 、 次 い で 、 も し 完 全 な マ ッ チ が 見 出 さ れ る 場 合 に の み ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 可 能 と す る 条 件 下 で 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る （ Saikiら  (1986) Nat
ure 324:163); Saikiら  (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6230） 。 そ の よ う な 対
立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ハ イ ブ リ ダ イ ジ ン グ 膜 に
付 着 し 、 標 識 さ れ た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 多
数 の 異 な る 突 然 変 異 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 別 法 と し て 、 選 択 的 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 依 存 す る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 増 幅 技 術 を 、 本 発 明 と 組 み
合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。 特 異 的 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー を 用 い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 （ 増 幅 が 異 な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 依 存 す る よ う に ） 分 子 の 中 央 に （ Gibbs
ら  (1989) Nucleic Acids Res. 17:2437-2448） 、 ま た は 適 当 な 条 件 下 で 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
延 長 を 妨 げ る か 、 ま た は 低 下 さ せ る こ と が で き る １ つ の プ ラ イ マ ー の 極 端 な ３ ’ 末 端 に （
Prossner (1993) Tibtech 11:238） 注 目 す る 突 然 変 異 を 運 ぶ こ と が で き る 。 加 え て 、 新 規
な 制 限 部 位 を 突 然 変 異 の 領 域 に 導 入 し て 、 切 断 － ベ ー ス の 検 出 を 作 り 出 す の が 望 ま し い で
あ ろ う （ Gaspariniら  (1992) Mol. Cell Probes 6:1） 。 あ る 種 の 具 体 例 に お い て は 、 増
幅 用 の Ｔ ａ ｑ リ ガ ー ゼ を 用 い て 増 幅 を 行 う こ と も で き る の は 予 測 さ れ る （ Barany (1991) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189） 。 そ の よ う な 場 合 、 も し ５ ’ 配 列 の ３ ’ 末 端 に 完
全 な ス ナ ッ チ が あ っ て 、 増 幅 の 存 在 ま た は 不 存 在 に つ き 検 査 す る こ と に よ っ て 特 定 の 部 位
に 公 知 の 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 で き る よ う に す る 場 合 の み 、 連 結 が 起 こ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 方 法 は 、 例 え ば 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子
に 関 連 す る 病 気 ま た は 障 害 の 兆 候 ま た は 家 族 の 履 歴 を 呈 す る 患 者 を 診 断 す る 、 例 え ば 、 臨
床 的 状 況 に お い て 、 便 宜 に 使 用 す る こ と が で き る 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 少 な く と も １
つ の プ ロ ー ブ 核 酸 ま た は 抗 体 試 薬 を 含 む プ レ － パ ッ ク ド 診 断 キ ッ ト を 利 用 す る こ と に よ っ
て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 さ ら に 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 さ れ る い ず れ か の 細 胞 型 ま た は 組 織 、 好 ま し く
は 、 末 梢 血 液 白 血 球 を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た 予 後 ア ッ セ イ で 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 フ ァ ル マ コ ゲ ノ ミ ッ ク ス
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ た 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ
ペ プ チ ド の 活 性 ま た は 発 現 に 対 し て 刺 激 的 ま た は 阻 害 性 効 果 を 有 す る 剤 ま た は モ ジ ュ レ ー
タ ー を 個 体 に 投 与 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 活 性 に 関 連 す る 障 害 を （ 予 防 的 に ま た は 治
療 的 に ） 処 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 そ の よ う な 治 療 と 組 み 合 わ せ て 、 個 体 の フ ァ ル マ コ ゲ ノ ミ ッ ク ス （ す な わ ち 、 個 体 の 遺
伝 子 型 と 外 来 性 化 合 物 ま た は 薬 物 に 対 す る そ の 個 体 の 応 答 と の 間 の 関 係 の 研 究 ） が 考 え ら
れ る 。 治 療 剤 の 代 謝 の 差 は 、 薬 理 学 的 に 活 性 な 用 量 お よ び 血 中 濃 度 の 間 の 関 係 を 改 変 す る
こ と に よ っ て 、 ひ ど い 毒 性 ま た は 治 療 の 失 敗 に 至 り 得 る 。 か く し て 、 個 体 の フ ァ ル マ コ ゲ
ノ ミ ッ ク ス は 、 個 体 の 遺 伝 子 型 の 考 慮 に 基 づ い て 、 予 防 的 ま た は 治 療 的 処 置 に つ い て の 効
果 的 な 剤 （ 例 え ば 、 薬 物 ） の 選 択 を 可 能 と す る 。 そ の よ う な フ ァ ル マ コ ゲ ノ ミ ッ ク ス を さ
ら に 用 い て 、 適 当 な 投 与 お よ び 治 療 方 法 を 決 定 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ
リ ペ プ チ ド の 活 性 、 本 発 明 の 核 酸 の 発 現 、 ま た は 個 体 に お け る 本 発 明 の 遺 伝 子 の 突 然 変 異
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含 有 量 を 決 定 し て 、 そ れ に よ り 、 個 体 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 処 置 の た め の 適 切 な 剤 を 選 択
す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 フ ァ ル マ コ ゲ ノ ミ ッ ク ス は 、 罹 患 し た 個 体 に お け る 改 変 さ れ た 薬 物 の 性 質 お よ び 異 常 な
作 用 に よ り 、 薬 物 に 対 し て 応 答 す る 重 要 な 遺 伝 的 変 位 を 臨 床 的 に 取 り 扱 う 。 例 え ば 、 Lind
er (1997) Clin. Chem. 43(2):254-266参 照 。 一 般 に 、 ２ つ の タ イ プ の 薬 理 学 的 遺 伝 学 的
条 件 は 異 な り 得 る 。 身 体 に 薬 物 が 作 用 す る 方 法 を 改 変 す る 単 一 因 子 と し て 伝 達 さ れ る 遺 伝
的 条 件 を 「 改 変 さ れ た 薬 物 作 用 」 と い う 。 身 体 が 薬 物 に 作 用 す る 方 法 を 改 変 す る 単 一 の 因
子 と し て 伝 達 さ れ る 遺 伝 的 条 件 を 「 改 変 さ れ た 薬 物 代 謝 」 と い う 。 こ れ ら の 薬 理 学 的 遺 伝
学 的 条 件 は 稀 な 欠 陥 ま た は 多 形 い ず れ か と し て 起 こ り 得 る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 か く し て 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 、
ま た は 個 体 に お け る 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 突 然 変 異 含 有 量 を 測 定 し 、 そ れ
に よ り 、 個 体 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 処 置 の た め の 適 切 な 剤 を 選 択 す る こ と が で き る 。 加 え
て 、 薬 理 学 的 遺 伝 学 的 実 験 を 用 い て 、 薬 物 － 代 謝 酵 素 を コ ー ド す る 多 形 対 立 遺 伝 子 の 遺 伝
子 型 分 け を 、 個 体 の 薬 物 応 答 性 表 現 型 の 同 定 に 適 応 す る こ と が で き る 。 こ の 知 識 は 、 投 与
ま た は 薬 物 選 択 に 適 用 さ れ る と 、 有 害 な 反 応 ま た は 治 療 の 失 敗 を 回 避 し 、 か く し て 、 本 明
細 書 中 に 記 載 さ れ た 例 示 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の １ つ に よ っ て 同 定 さ れ た モ ジ ュ レ ー
タ ー の ご と き 、 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 ま た は 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー で 対 象 を 治 療 す る 場 合 に
、 治 療 的 ま た は 予 防 的 効 果 を 増 強 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 臨 床 試 験 の 間 に お け る 効 果 の モ ニ タ リ ン グ
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 に 対 す る 剤 （ 例 え ば 、 薬 物 、 化 合 物 ） の 影 響
（ 例 え ば 、 異 常 な 細 胞 増 殖 お よ び ／ ま た は 分 化 を 変 調 す る 能 力 ） の モ ニ タ リ ン グ は 、 基 本
的 な 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の み な ら ず 、 臨 床 試 験 に お い て も 適 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 遺 伝 子 発 現 、 蛋 白 質 レ ベ ル ま た は 蛋 白 質 活 性 を 増 加 さ せ る 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た ス ク
リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ た 、 剤 の 有 効 性 は 、 低 下 し た 遺 伝 子 発 現 、 蛋 白 質 レ
ベ ル ま た は 蛋 白 質 活 性 を 呈 す る 対 象 の 臨 床 試 験 で モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 あ る い は 、
遺 伝 子 発 現 、 蛋 白 質 レ ベ ル 、 ま た は 蛋 白 質 活 性 を 減 少 さ せ る 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に
よ っ て 測 定 さ れ た 、 剤 の 有 効 性 は 、 増 大 し た 遺 伝 子 発 現 、 蛋 白 質 レ ベ ル ま た は 蛋 白 質 活 性
を 呈 す る 対 象 の 臨 床 試 験 で モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 臨 床 試 験 に お い て は 、
Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 、 好 ま し く は 、 前 立 腺 癌 に 関 連 付 け ら れ て き た
他 の ポ リ ペ プ チ ド の そ れ を マ ー カ ー と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 （ 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ
ア ッ セ イ で 同 定 さ れ た ） Ｖ Ｃ Ｃ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 ま た は 発 現 を 変 調 す る 剤 （ 例 え ば
、 化 合 物 、 薬 物 ま た は 小 分 子 ） で の 治 療 に よ っ て 細 胞 中 で 変 調 さ れ る 本 発 明 の 遺 伝 子 を 含
め た 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 か く し て 、 例 え ば 、 臨 床 試 験 に お い て 前 立 腺 癌 、 例
え ば 、 ア ン ド ロ ゲ ン － 非 依 存 性 前 立 腺 癌 に 対 す る 剤 の 効 果 を 調 べ る た め に 、 細 胞 を 単 離 し
、 Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 本 発 明 の 遺 伝 子 お よ び 障 害 に お い て 関 連 付 け ら れ て き た 他 の 遺 伝 子 の
発 現 の レ ベ ル に つ い て 分 析 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル （ す な わ ち 、 遺 伝 子 発
現 パ タ ー ン ） は 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ま た は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ
て 、 あ る い は 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 方 法 の １ つ に よ り 生 産 さ れ た 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る
こ と に よ っ て 、 あ る い は 本 発 明 の 遺 伝 子 ま た は 他 の 遺 伝 子 の 活 性 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と
に よ っ て 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 剤 に 対 す る 細 胞 の 生
理 学 的 応 答 を 示 す マ ー カ ー と し て 働 く こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の 応 答 状 態 は 、 個 体 の 剤
で の 処 置 の 前 、 お よ び 処 置 の 間 の 種 々 の 時 点 に お い て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 好 ま し い 具 体 例 に お い て は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 剤 の 投 与 に 先 立 っ て 対 象 か ら プ レ － 投 与
試 料 を 得 ； （ ii） （ 所 望 に よ り 、 ア ン ド ロ ゲ ン の 存 在 下 お よ び 不 存 在 下 に お い て ） 該 プ レ
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－ 投 与 試 料 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の レ ベ ル を 検 出 し ； （ iii） 対 象 か ら １
以 上 の ポ ス ト － 投 与 試 料 を 得 ； （ iv） （ 所 望 に よ り 、 ア ン ド ロ ゲ ン の 存 在 下 お よ び 不 存 在
下 に お い て ） 該 ポ ス ト － 投 与 試 料 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の レ ベ ル を 検 出 し
； （ ｖ ） 該 プ レ － 投 与 試 料 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の レ ベ ル （ ま た は ア ン ド
ロ ゲ ン 誘 導 性 ） を 該 ポ ス ト － 投 与 試 料 ま た は 複 数 試 料 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核
酸 の レ ベ ル と 比 較 し ； 次 い で 、 （ vi） そ れ に 応 じ て 、 該 剤 の 対 象 へ の 投 与 を 変 更 す る 工 程
を 含 む 、 剤 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 蛋 白 質 、 ペ
プ チ ド 、 核 酸 、 小 分 子 、 ま た は 本 明 細 書 中 に 記 載 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同
定 さ れ た 他 の 薬 物 候 補 ） で の 対 象 の 処 置 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば
、 剤 の 増 加 さ せ た 投 与 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る の に 、 す な わ ち 、
剤 の 有 効 性 を 増 加 さ せ る の に 望 ま し い で あ ろ う 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 核 酸 導 入
　 現 在 好 ま し い イ ン ・ ビ ト ロ 核 酸 導 入 技 術 は 、 （ ア デ ノ ウ イ ス ル 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 単 純
疱 疹 Ｉ ウ イ ル ス 、 ま た は ア デ ノ － 関 連 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ ） の ご と き ） ウ イ ル ス 、 ま た は 非
－ ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び 脂 質 － ベ ー ス の 系 （ 遺 伝 子 の 脂 質 － 媒 介 導 入 用 の 有 用 な 脂 質 、
例 え ば 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ 、 Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ お よ び Ｄ Ｃ － Ｃ ｈ ｏ ｌ ； 例 え ば 、 Tonkinsonら , Cancer In
vestigation, 11M: 54-65 (1996)参 照 ） で の 感 染 を 含 む 。 遺 伝 子 治 療 で 用 い ら れ る 最 も 好
ま し い ベ ク タ ー は ウ イ ル ス 、 最 も 好 ま し く は ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ａ Ａ Ｖ 、 レ ン チ ウ イ ル ス ま
た は レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の ご と き ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 少 な
く と も １ つ の 転 写 プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー ま た は 遺 伝 子 座 － 規 定 エ レ メ ン ト 、 ま た は
交 互 ス プ ラ イ シ ン グ 、 核 Ｒ Ｎ Ａ 輸 出 、 ま た は メ ッ セ ン ジ ャ ー の 翻 訳 後 修 飾 の ご と き 他 の 手
段 に よ っ て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る 他 の エ レ メ ン ト を 含 む 。 加 え て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー の ご と き ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 存 在 下 で 転 写 さ れ る と
、 そ れ に 操 作 可 能 に 連 結 し 、 転 写 開 始 配 列 と し て 作 用 す る 核 酸 分 子 を 含 む 。 そ の よ う な ベ
ク タ ー 構 築 体 は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル 、 ロ ン グ タ ー ミ ナ ル リ ピ ー ト （ Ｌ Ｔ Ｒ ） ま た は
そ の 部 分 、 お よ び （ も し こ れ ら が ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 既 に 存 在 し な い の で あ れ ば ） 用 い る
ウ イ ル ス に 適 切 な 正 お よ び 負 ス ト ラ ン ド プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 も 含 む 。 加 え て 、 そ の よ う な
ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 そ れ が 入 れ ら れ る 宿 主 細 胞 か ら の Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 分 泌 用 の シ グ ナ
ル 配 列 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ の 目 的 の シ グ ナ ル 配 列 は 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル 配 列 、 最 も 好 ま
し く は Ｖ Ｃ Ｃ － １ 用 の 天 然 シ グ ナ ル 配 列 で あ る 。 所 望 に よ り 、 ベ ク タ ー 構 築 体 は 、 ポ リ ア
デ ニ ル 化 を 指 令 す る シ グ ナ ル 、 な ら び に １ 以 上 の 制 限 部 位 お よ び 翻 訳 終 止 配 列 も 含 む こ と
が で き る 。 そ の 例 と し て 、 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 結
合 部 位 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル 、 第 二 － ス ト ラ ン ド Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の 起 点 、 お よ び Ｙ Ｌ Ｔ Ｒ
ま た は そ の 部 分 を 含 む で あ ろ う 。 カ チ オ ン 性 脂 質 、 ポ リ リ シ ン お よ び デ ン ド リ マ ー の ご と
き 非 － ウ イ ル ス 性 で あ る 他 の ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 い く つ か の 状 況 に お い て は 、 核 酸 源 に 、 細 胞 － 表 面 膜 蛋 白 質 ま た は 標 的 細 胞 に 特 異 的 な
抗 体 、 標 的 細 胞 上 の 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド 等 の よ う な 標 的 細 胞 を 標 的 化 す る 剤 を 供 す る
の が 望 ま し い 。 リ ポ ソ ー ム を 使 用 す る 場 合 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に 関 連 す る 細 胞 － 表 面 膜
蛋 白 質 に 結 合 す る 蛋 白 質 を 、 標 的 化 の た め に お よ び ／ ま た は 、 例 え ば 、 キ ャ プ シ ド 蛋 白 質
ま た は 特 定 の 細 胞 型 に 親 和 性 の そ の 断 片 、 周 期 に お い て 内 部 化 を 受 け る 蛋 白 質 に 対 す る 抗
体 、 お よ び 細 胞 内 局 所 化 を 標 的 と し 、 細 胞 内 半 減 期 を 増 強 す る 蛋 白 質 を 摂 取 す る の を 容 易
と す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 受 容 体 － 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 技 術 は 、 例 え ば 、
Wuら , J. Biol. Chem., 262: 4429-4432 (1987); お よ び Wagnerら , Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 87: 3410-3414 (1990)に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 現 在 知 ら れ て い る 遺 伝 子 作 成
お よ び 遺 伝 子 治 療 プ ロ ト コ ル の レ ビ ュ ー に つ い て は 、 Andersonら , Science, 256: 808-81
3 (1992)参 照 。 ま た 、 Ｗ Ｏ 　 ９ ３ ／ ２ ５ ６ ７ ３ お よ び そ こ に 引 用 さ れ た 文 献 も 参 照 さ れ た
し 。
【 ０ ３ ０ １ 】
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　 適 当 な 遺 伝 子 治 療 、 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 お よ び 構 造 蛋 白 質 を 作 成 す る 方 法 は 、 例
え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ８ １ ， ７ ４ ６ 号 に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 治 療 的 投 与
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ れ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 上 有 効 量 は 、 も ち ろ ん 、 （ 予 防 を
含 め た ） 治 療 す べ き 病 理 学 的 状 態 、 投 与 の 方 法 、 治 療 で 用 い ら れ る 化 合 物 の タ イ プ 、 関 連
す る い ず れ か の 共 治 療 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 一 般 的 な 医 学 的 状 態 、 医 療 履 歴 等 の よ う な 因
子 に 応 じ て 変 化 し 、 そ の 決 定 は 医 師 の 技 量 内 の も の で あ る 。 従 っ て 、 治 療 者 が 、 投 与 量 を
決 定 し 、 最 大 治 療 効 果 を 得 る の に 必 要 な 投 与 経 路 を 修 飾 す る 必 要 が あ ろ う 。 も し Ｖ Ｃ Ｃ －
１ が 、 ヒ ト 患 者 の 治 療 に 対 し て 狭 い 宿 主 範 囲 を 有 す れ ば 、 ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 含 む 処 方 、 よ
り 好 ま し く は 天 然 － 配 列 ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 用 い る 。 臨 床 家 は 、 問 題 と す る 疾 患 の 治 療 に つ
き 所 望 の 効 果 を 達 成 す る 用 量 に 到 達 す る ま で 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ を 投 与 す る こ と と な ろ う 。 例 え
ば 、 も し 目 的 が Ｃ Ｈ Ｆ の 治 療 で あ れ ば 、 該 量 は 、 こ の 疾 患 に 関 連 す る 進 行 性 心 臓 肥 大 を 阻
害 す る も の で あ ろ う 。 こ の 療 法 の 進 行 は 心 電 図 測 定 に よ っ て 容 易 に モ ニ タ ー さ れ る 。 同 様
に 、 肥 大 心 筋 障 害 を 持 つ 患 者 に お い て は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ は 経 験 に 基 づ き 投 与 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 組 合 せ 療 法
　 問 題 と す る 障 害 を 予 防 ま た は 治 療 す る に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト ま た は
ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 性 は 、 系 列 的 に 活 性 剤 を 、 ま た は 同 一 組 成 物 中 に て 、 ま た は 別 の 組
成 物 と し て 、 そ れ ら の 目 的 に 効 果 的 な も う １ つ の 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と に よ っ て
改 良 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 心 臓 肥 大 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 療 法 は 、 公 知 の 心 臓 筋
細 胞 肥 大 因 子 の 阻 害 剤 、 例 え ば 、 フ ェ ニ レ フ リ ン の ご と き ｃ ｃ － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 ア ゴ
ニ ス ト の 阻 害 剤 ； Ｂ Ｏ Ｓ Ｅ Ｎ Ｔ Ａ Ｎ Ｔ Ｍ お よ び Ｍ Ｏ Ｘ Ｏ Ｎ Ｏ Ｄ Ｉ Ｎ Ｔ Ｍ の ご と き エ ン ド セ
リ ン － １ 阻 害 剤 ； Ｃ Ｔ － Ｉ に 対 す る 阻 害 剤 （ 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ７ ９ ， ５ ４ ５ 号 ） ； Ｌ Ｉ Ｆ
に 対 す る 阻 害 時 亜 ； Ａ Ｃ Ｅ 阻 害 剤 ； デ ス － ア ス パ ル テ ー ト － ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ 阻 害 剤 （
米 国 特 許 第 ５ ， ７ ７ ３ ， ４ １ ５ 号 ） 、 お よ び ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ 阻 害 剤 の 投 与 と 組 み 合
わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 高 血 圧 に 関 連 す る 心 臓 肥 大 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ は Ｐ － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 遮
断 剤 、 例 え ば 、 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 チ モ ロ ー ル 、 テ ル タ ロ ロ ー ル 、 カ ル テ オ ロ ー ル 、 ナ ド
ロ ー ル 、 ベ タ キ ソ ロ ー ル 、 ペ ン ブ タ ロ ー ル 、 ア セ ト ブ ト ロ ー ル 、 ア テ ノ ロ ー ル 、 メ ト プ ロ
ロ ー ル 、 ま た は カ ル ベ ジ ロ ー ル ； Ａ Ｃ Ｅ 阻 害 剤 、 例 え ば 、 キ ナ プ リ ル 、 カ プ ト プ リ ル 、 エ
ナ ラ プ リ ル 、 ラ ミ プ リ ル 、 ベ ナ ゼ プ リ ル 、 フ ォ シ ノ プ リ ル 、 ま た は リ ソ ノ プ リ ル ； 利 尿 剤
、 例 え ば 、 ク ロ ロ チ ア ジ ド 、 ヒ ド ロ ク ロ ロ チ ア ジ ド 、 ヒ ド ロ フ ル メ チ ア ジ ド 、 メ チ ル ク ロ
チ ア ジ ド 、 ベ ン ズ チ ア ジ ド 、 ジ ク ロ ル フ ェ ナ ミ ド 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 ま た は イ ン ダ パ ミ ド
； お よ び ／ ま た は カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル ブ ロ ッ カ ー 、 例 え ば 、 ジ ル チ ア ゼ ム 、 ニ フ ェ ジ ピ ン
、 ベ ラ パ ミ ル 、 ま た は ニ カ ル ジ ピ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 そ れ ら の 一 般
的 名 称 に よ っ て 本 明 細 書 中 で 確 認 さ れ る 治 療 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 は 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ
っ て 、 用 量 、 投 与 、 副 作 用 、 禁 忌 等 に つ い て の 製 造 業 者 の 指 令 に 従 っ て 投 与 さ れ る べ き で
あ る 。 例 え ば 、 Physicians' Desk Reference (Medical Economics Data Production Co.:
 Montvale, N.J., 1997)、 第 ５ １ 版 参 照 。 肥 大 心 筋 障 害 の 治 療 に お け る 組 合 せ 療 法 の た め
の 好 ま し い 候 補 は Ｐ － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 － 遮 断 剤 （ 例 え ば 、 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 チ モ ロ
ー ル 、 テ ル タ ロ ロ ー ル 、 カ ル テ オ ロ ー ル 、 ナ ド ロ ー ル 、 ベ タ キ ソ ロ ー ル 、 ペ ン ブ ト ロ ー ル
、 ア セ ト ブ ト ロ ー ル 、 ア テ ノ ロ ー ル 、 メ ト プ ロ ロ ー ル 、 ま た は カ ル ベ ジ ロ ー ル ） 、 ベ ラ パ
ミ ル 、 ジ フ ェ ジ ピ ン 、 ま た は ジ ル チ ア ゼ ム で あ る 。 高 い 血 圧 に 関 連 す る 肥 大 の 治 療 は 、 カ
ル シ ウ ム チ ャ ネ ル ブ ロ ッ カ ー 、 例 え ば 、 ジ ル チ ア ゼ ム 、 ニ フ ェ ジ ピ ン 、 ベ ラ パ ミ ル 、 ま た
は ニ カ ル ジ ピ ン ； Ｐ － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 遮 断 剤 ； 利 尿 剤 、 例 え ば 、 ク ロ ロ チ ア ジ ド 、 ヒ
ド ロ ク ロ ロ チ ア ジ ド 、 ヒ ド ロ フ ル メ チ ア ジ ド 、 メ チ ル ク ロ チ ア ジ ド 、 ベ ン ズ チ ア ジ ド 、 ジ
ク ロ ル フ ェ ナ ミ ド 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 ま た は イ ン ダ パ ミ ド ； お よ び ／ ま た は Ａ Ｃ Ｅ － 阻 害
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剤 、 例 え ば 、 キ ナ プ リ ル 、 カ プ ト プ リ ル 、 エ ナ ラ プ リ ル 、 ラ ミ プ リ ル 、 ベ ナ ゼ プ リ ル 、 フ
ォ シ ノ プ リ ル 、 ま た は リ ソ ノ プ リ ル を 用 い る 、 抗 高 血 圧 薬 物 療 法 の 使 用 を 必 要 と す る で あ
ろ う 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 他 の 適 応 症 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 問 題 と す る 骨 お よ び ／ ま た
は 軟 骨 の 欠 陥 、 創 傷 、 ま た は 組 織 の 治 療 に 役 に 立 つ 剤 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 、 こ れ
ら の 剤 は Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 、 Ｔ Ｇ Ｆ － ま た は Ｔ Ｇ Ｆ － 、 Ｉ Ｇ Ｆ 、 Ｆ Ｇ Ｆ お よ び Ｃ Ｔ Ｇ Ｆ の
ご と き 種 々 の 成 長 因 子 を 含 む 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 加 え て 、 癌 を 治 療 す る の に 用 い ら れ る Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 前 記 に
て 確 認 さ れ る 細 胞 傷 害 性 、 化 学 療 法 、 ま た は 増 殖 － 阻 害 性 剤 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る
。 ま た 、 癌 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 適 当 に は 、 放 射 線 照 射
、 ま た は 放 射 性 物 質 の 投 与 に 関 連 す る か を 問 わ ず 、 系 列 的 に 投 与 し 、 ま た は 放 射 線 学 的 治
療 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 治 療 剤 の 有 効 量 は 、 医
師 ま た は 獣 医 の 裁 量 に よ る で あ ろ う 。 用 量 の 投 与 お よ び 調 整 は 、 治 療 す べ き 疾 患 の 最 大 管
理 を 達 成 す る よ う に な さ れ る 。 例 え ば 、 高 血 圧 を 治 療 す る に は 、 こ れ ら の 量 は 、 理 想 的 に
は 、 利 尿 剤 ま た は ジ ギ タ リ ス の 使 用 、 お よ び 高 血 圧 ま た は 低 血 圧 、 腎 臓 の 損 傷 等 の ご と き
疾 患 を 考 慮 に 入 れ る 。 該 用 量 は 、 加 え て 、 使 用 す べ き 治 療 剤 の タ イ プ 、 お よ び 治 療 さ れ る
べ き 具 体 的 患 者 の ご と き 因 子 に 依 存 す る で あ ろ う 。 典 型 的 に は 、 使 用 さ れ る 量 は 、 も し 与
え ら れ た 治 療 剤 が Ｐ Ａ ポ リ ペ プ チ ド な く し て 投 与 さ れ れ ば 用 い ら れ る の と 同 一 の 用 量 で あ
ろ う 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 乳 癌 腫 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 化 学 療 法 で の ト ラ ス ツ ズ マ ブ （ Ｔ ｒ ａ ｓ ｔ ｕ ｚ ｕ ｍ ａ ｂ ） （ ヘ ル セ プ チ ン （ Ｈ ｅ ｒ ｃ
ｅ ｐ ｔ ｉ ｎ ） ） 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 ド セ タ キ セ ル 、 エ プ ル ビ シ ン 、 モ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ト
ポ テ カ ン 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 チ オ テ パ 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、
カ ル ボ プ ラ チ ン ま た は シ ス プ ラ チ ン 、 プ リ カ ミ シ ン 、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル 、 レ ト ロ ゾ ー ル 、
エ キ セ ミ ス タ ン 、 ト レ ミ フ ィ ン 、 ま た は プ ロ ゲ ス チ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 さ れ る
も の で は な い が 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 エ ト ポ シ ド 、 テ ニ
ポ シ ド 、 ア ロ プ リ ノ ー ル ま た は 自 己 骨 髄 移 植 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 急 性 骨 髄 球 お よ び 骨 髄 単 球 白 血 病 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は
、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 急 性 前 骨 髄 球 白 血 病 用 の 、 ゲ ム ツ ズ マ ブ オ ゾ ガ ミ シ ン （ My
lotarg） 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 イ ダ ル ビ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 チ オ グ ア
ニ ン 、 ア ザ シ チ ジ ン 、 ア ム サ ク リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ト レ チ ノ イ ン
、 ア ロ プ リ ノ ー ル 、 ロ イ カ フ ェ レ シ ス 、 プ レ ド ニ ゾ ン ま た は 三 酸 化 ヒ 素 と 組 み 合 わ せ て 投
与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 慢 性 骨 髄 球 白 血 病 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 さ れ る も
の で は な い が 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 チ オ グ ア ニ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 プ リ カ ミ
シ ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 自 己 骨 髄 移 植 、 ま た は ア ロ プ リ ノ ー ル と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 さ れ る
も の で は な い が 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ク ラ ド リ リ ン
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（ ２ － ク ロ ロ デ オ キ シ ア デ ノ シ ン ； Ｃ ｄ Ａ ） 、 同 種 異 系 骨 髄 移 植 、 ア ン ド ロ ゲ ン ま た は ア
ル プ リ ノ ー ル と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 多 発 性 骨 髄 腫 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 さ れ る も の で
は な い が 、 エ ト ポ シ ド 、 シ タ ラ ビ ン 、 ア ル フ ァ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 ま た
は 自 己 骨 髄 移 植 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 肺 （ 小 細 胞 お よ び 非 － 小 細 胞 ） の 癌 腫 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス
ト は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ
ン 、 エ ト ポ シ ド 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 イ リ ノ テ カ ン ま
た は 放 射 線 療 法 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 結 腸 お よ び 直 腸 の 癌 腫 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、
シ ス プ ラ チ ン 、 イ リ ノ テ カ ン ま た は フ ロ ク ス リ ジ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る
。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 腎 臓 の 癌 腫 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 さ れ る も の で は
な い が 、 ア ル フ ァ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 プ ロ ゲ ス チ ン 、 注 入 Ｆ Ｕ Ｄ Ｒ 、 ま た は フ ル オ ロ ウ ラ
シ ル と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 前 立 腺 の 癌 腫 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 さ れ る も の で
は な い が 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド 、 プ ロ ゲ ス チ ン 、 シ ク
ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 ス ラ ミ ン 、 Ｐ Ｃ － Ｓ Ｐ Ｅ
Ｓ 、 ま た は エ ス ト ラ ム ス チ ン ホ ス フ ェ ー ト と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 黒 色 腫 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 カ ル ム ス チ ン 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 チ オ テ パ 、 シ ス プ ラ チ ン 、 パ ク リ タ キ セ
ル 、 タ モ キ シ フ ェ ン ま た は ビ ン ク リ ス チ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 卵 巣 の 癌 腫 の 治 療 で は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 さ れ る も の で は
な い が 、 ド セ タ キ セ ル 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ト ポ テ カ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ド キ ソ ル ビ
シ ン 、 エ ト ポ シ ド ま た は リ ポ ソ ー ム ド キ ソ ル ビ シ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る
。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 組 合 せ の も う １ つ の 成 分 は シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 で あ る 。 本
明 細 書 中 で は 相 互 交 換 的 に 用 い る こ と が で き る 用 語 「 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻
害 剤 」 、 ま た は 「 Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 」 は 、 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － １ よ り も 選 択 的
に シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ を 阻 害 す る 化 合 物 を 含 み 、 ま た は そ れ ら の 化 合 物 の 医 薬 上 許
容 さ れ る 塩 も 含 む 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 実 践 的 に は 、 Ｃ ｏ ｘ － ２ 阻 害 剤 の 選 択 性 は 、 テ ス ト を 行 う 条 件 、 お よ び テ ス ト す べ き 阻
害 剤 に 応 じ て 変 化 す る 。 し か し な が ら 、 本 明 細 書 の 目 的 で は 、 Ｃ ｏ ｘ － ２ 阻 害 剤 の 選 択 性
は 、 Ｃ ｏ ｘ － １ の 阻 害 に 対 す る イ ン ・ ビ ト ロ ま た は イ ン ・ ビ ボ Ｉ Ｃ ５ ０ 値 を 、 Ｃ ｏ ｘ － ２
の 阻 害 に つ い て の Ｉ Ｃ ５ ０ の 値 で 割 っ た 比 率 と し て 測 定 す る こ と が で き る （ Ｃ ｏ ｘ － １ 　
Ｉ Ｃ ５ ０ ／ Ｃ ｏ ｘ － ２ 　 Ｉ Ｃ ５ ０ ） 。 Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 は 、 Ｃ ｏ ｘ － ２ 　 Ｉ Ｃ ５ ０

に 対 す る Ｃ ｏ ｘ － １ 　 Ｉ Ｃ ５ ０ の 比 率 が １ よ り も 大 き な い ず れ か の 阻 害 剤 で あ る 。 好 ま し
い 具 体 例 に お い て は 、 こ の 比 率 は ２ よ り も 大 き く 、 よ り 好 ま し く は ５ よ り も 大 き く 、 な お
よ り 好 ま し く は １ ０ よ り も 大 き く 、 さ ら に よ り 好 ま し く は ５ ０ よ り も 大 き く 、 よ り 好 ま し
く は な お 約 １ ０ ０ よ り も 大 き い 。
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【 ０ ３ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 、 用 語 「 Ｉ Ｃ ５ ０ 」 は 、 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の ５ ０ ％ 阻 害 を
生 じ る の に 必 要 な 化 合 物 の 濃 度 を い う 。 本 発 明 の 好 ま し い シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択
的 阻 害 剤 は 、 約 １ μ Ｍ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 ０ ． ５ μ Ｍ 未 満 、 な お よ り 好 ま し く は 約 ０
． ２ μ Ｍ 未 満 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 　 Ｉ Ｃ ５ ０ を 有 す る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 好 ま し い シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 は 約 １ μ Ｍ よ り も 大 き な 、 よ り 好 ま し
く は ２ ０ μ Ｍ よ り も 大 き な シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － １ 　 Ｉ Ｃ ５ ０ を 有 す る 。 そ の よ う な 好
ま し い 選 択 性 は 、 通 常 の Ｍ Ｓ Ａ Ｉ Ａ － 誘 導 副 作 用 の 発 生 を 低 下 さ れ る 能 力 を 示 す こ と が で
き る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 ま た 、 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ － 選 択 的 阻 害 剤 の プ ロ ド ラ ッ グ と し て 作 用 す る 化 合 物
は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 で 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る ご と く
用 語 「 プ ロ ド ラ ッ グ 」 と は 対 象 身 体 内 で 代 謝 ま た は 単 純 な 化 学 的 プ ロ セ ス に よ っ て 活 性 な
Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 に 変 換 さ れ 得 る 化 学 化 合 物 を い う 。 Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 に 対
す る プ ロ ド ラ ッ グ の １ つ の 例 は 、 パ レ コ キ シ ブ で あ り 、 こ れ は 、 三 環 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー
ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 で あ る バ ル デ コ キ シ ブ の 治 療 上 有 効 な プ ロ ド ラ ッ グ で あ る 。 好 ま し い
Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 の 例 は パ レ コ キ シ ブ ナ ト リ ウ ム で あ る 。 Ｃ ｏ ｘ － ２ 阻 害 剤 で あ る
ク ラ ス の プ ロ ド ラ ッ グ は 米 国 特 許 ５ ， ９ ３ ２ ， ５ ９ ８ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 は 例 え ば 、 式 Ｂ － １ の Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択
的 阻 害 剤 メ ロ キ シ カ ム （ Ｃ Ａ Ｓ 登 録 番 号 ７ １ １ ２ ５ － ３ ８ － ７ ） 、 ま た は そ の 医 薬 上 許 容
さ れ る 塩 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ で あ り 得 る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 具 体 例 に お い て シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 選 択 的 阻 害 剤 は Ｃ ｏ ｘ － ２ 選
択 的 阻 害 剤 Ｒ Ｓ ５ ７ ０ ６ ７ 、 ６ － ［ ［ ５ － （ ４ － シ ク ロ ベ ン ゾ イ ル ） － １ ， ４ － ジ メ チ ル
－ １ Ｈ － ピ ロ ー ル － ２ － イ ル ］ メ チ ル ］ － ３ （ ２ Ｈ ） － ピ リ ダ ジ ノ ン 、 式 Ｂ － ２ （ Ｃ Ａ Ｓ
登 録 番 号 １ ７ ９ ３ ８ ２ － ９ １ － ３ ） ま た は そ の 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ で
あ り 得 る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 具 体 例 に お い て シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 は 、 置 換 さ
れ た ベ ン ゾ ピ ラ ン ま た は 置 換 さ れ た ベ ン ゾ ピ ラ ン ア ナ ロ グ 、 な お よ り 好 ま し く は 置 換 さ れ
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た ベ ン ゾ チ オ ピ ラ ン 、 ジ ヒ ド ロ キ ノ リ ン 、 ま た は ジ ヒ ド ロ ナ フ タ レ ン よ り な る 群 か ら 選 択
さ れ る ク ロ メ ン ／ ク ロ マ ン 構 造 の ク ラ ス の も の で あ る 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ －
２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る ベ ン ゾ ピ ラ ン は 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ７ １ ， ２ ５ ３
号 に 記 載 さ れ た 置 換 さ れ た ベ ン ゾ ピ ラ ン 誘 導 体 を 含 む 。 本 発 明 の 実 施 で 言 う よ う な 他 の ベ
ン ゾ ピ ラ ン Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 は 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ３ ４ ， ２ ５ ６ 号 お よ び 第 ６ ， ０ ７
７ ， ８ ５ ０ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の さ ら に 好 ま し い 具 体 例 に お い て は 、 シ ク ロ オ キ
シ ゲ ナ ー ゼ 阻 害 剤 は 、 式 Ａ ：
【 ０ ３ ３ ０ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ３ １ 】
（ 式 中 、 Ｚ １ は 部 分 的 に 不 飽 和 の ま た は 不 飽 和 の ヘ テ ロ シ ク リ ル お よ び 部 分 的 に 不 飽 和 の
ま た は 不 飽 和 の 炭 素 環 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ； こ こ に 、 Ｒ ２ ４ は ヘ テ ロ シ ク リ ル 、 シ ク
ロ ア ル キ ル 、 シ ク ロ ア ル ケ ニ ル お よ び ア リ ー ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 こ こ に Ｒ ２ ４ は
所 望 に よ り 、 ア ル キ ル 、 ハ ロ ア ル キ ル 、 シ ア ノ 、 カ ル ボ キ シ ル 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル 、
ヒ ド ロ キ シ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ル キ ル 、 ハ ロ ア ル コ キ シ 、 ア ミ ノ 、 ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ア リ
ー ル ア ミ ノ 、 ニ ト ロ 、 ア ル コ キ シ ア ル キ ル 、 ア ル キ ル ス ル フ ェ ニ ル 、 ハ ロ 、 ア ル コ キ シ お
よ び ア ル キ ル チ オ か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の 基 で 置 換 可 能 な 位 置 が 置 換 さ れ て い い て も よ く
、 Ｒ ２ ５ は メ チ ル ま た は ア ミ ノ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ ； お よ び Ｒ ２ ６ は Ｈ 、 ハ ロ 、 ア ル
キ ル 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル キ ニ ル 、 オ キ ソ 、 シ ア ノ 、 カ ル ボ キ シ ル 、 シ ア ノ ア ル キ ル 、 ヘ テ
ロ シ ク リ ル オ キ シ 、 ア ル キ ル オ キ シ 、 ア ル キ ル チ オ 、 ア ル キ ル カ ル ボ ニ ル 、 シ ク ロ ア ル キ
ル 、 ア リ ー ル 、 ハ ロ ア ル キ ル 、 ヘ テ ロ シ ク リ ル 、 シ ク ロ ア ル ケ ニ ル 、 ア ラ ル キ ル 、 ヘ テ ロ
シ ク リ ル ア ル キ ル 、 ア シ ル 、 ア ル キ ル チ オ ア ル キ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ カ
ル ボ ニ ル 、 ア リ ー ル カ ル ボ ニ ル 、 ア ラ ル キ ル カ ル ボ ニ ル 、 ア ラ ル ケ ニ ル 、 ア ル コ キ シ ア ル
キ ル 、 ア リ ー ル チ オ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル オ キ シ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル チ オ ア ル キ ル 、 ア ラ
ル コ キ シ ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ ア ラ ル コ キ シ ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ル キ ル 、
ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル 、 ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル ア ル キ ル 、 ア ル キ ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル 、 Ｎ － ア リ ー
ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル 、 Ｎ － ア ル キ ル － Ｎ － ア リ ー ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル 、 ア ル キ ル ア ミ ノ カ
ル ボ ニ ル ア ル キ ル 、 カ ル ボ キ シ ア ル キ ル 、 ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｎ － ア リ ー ル ア ミ ノ 、 Ｎ － ア
ラ ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｎ － ア ル キ ル － Ｎ － ア ラ ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｎ － ア ル キ ル － Ｎ － ア リ ー ル ア
ミ ノ 、 ア ミ ノ ア ル キ ル 、 ア ル キ ル ア ミ ノ ア ル キ ル 、 Ｎ － ア リ ー ル ア ミ ノ ア ル キ ル 、 Ｎ － ア
ラ ル キ ル ア ミ ノ ア ル キ ル 、 Ｎ － ア ル キ ル － Ｎ － ア ラ ル キ ル ア ミ ノ ア ル キ ル 、 Ｎ － ア ル キ ル
－ Ｎ － ア リ ー ル ア ミ ノ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル オ キ シ 、 ア ラ ル コ キ シ 、 ア リ ー ル チ オ 、 ア ラ ル
キ ル チ オ 、 ア ル キ ル ス ル フ ェ ニ ル 、 ア ル キ ル ス ル ホ ニ ル 、 ア ミ ノ ス ル ホ ニ ル 、 ア ル キ ル ア
ミ ノ ス ル ホ ニ ル 、 Ｎ － ア リ ー ル ア ミ ノ ス ル ホ ニ ル 、 ア リ ー ル ス ル ホ ニ ル 、 Ｎ － ア ル キ ル －
Ｎ － ア リ ー ル ア ミ ノ ス ル ホ ニ ル か ら 選 択 さ れ る 基 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ）
の 一 般 構 造 式 に よ っ て 表 さ れ る 三 環 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 阻 害 剤 ま た は そ の プ ロ
ド ラ ッ グ の ク ラ ス か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 前 記 式 Ｉ に よ っ て 表 さ れ る シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ －
２ 選 択 的 阻 害 剤 は 、 セ レ コ キ シ ブ （ Ｂ － ３ ） 、 バ ル デ コ キ シ ブ （ Ｂ － ４ ） 、 デ ラ コ キ シ ブ
（ Ｄ － ５ ） 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ （ Ｂ － ６ ） 、 エ ト リ コ キ シ ブ （ Ｍ Ｋ － ６ ６ ３ ； Ｂ － ７ ） 、 Ｊ
Ｔ Ｅ － ５ ２ ２ （ Ｂ － ８ ） を 含 む 表 ３ に 示 さ れ る 化 合 物 ま た は そ の プ ロ ド ラ ッ グ の 群 か ら 選
択 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
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　 前 記 し た Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 の 選 択 さ れ た 例 に つ い て の さ ら な る 情 報 は 以 下 の ご と
く 見 出 す こ と が で き る ：
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 セ レ コ キ シ ブ （ Ｃ Ａ Ｓ 　 Ｒ Ｎ 　 １ ６ ９ ５ ９ ０ － ４ ２ － ５ ， Ｃ － ２ ７ ７ ９ ， Ｓ Ｃ － ５ ８ ６
５ ３ ， 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ６ ６ ， ８ ２ ３ 号 ） ； デ ラ コ キ シ ブ （ Ｃ Ａ Ｓ 　 Ｒ Ｎ 　 １ ６ ９ ５ ９ ０
－ ４ １ － ４ ） ； ロ フ ェ コ キ シ ブ （ Ｃ Ａ Ｓ 　 Ｒ Ｎ 　 １ ６ ２ ０ １ １ － ９ ０ － ７ ） 　 化 合 物 Ｂ －
２ ４ （ 米 句 特 許 第 ５ ， ８ ４ ０ ， ９ ２ ４ 号 ） ； 化 合 物 Ｂ － ２ ６ （ Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ５ ７ ７ ９ ） ；
お よ び エ ト リ コ キ シ ブ （ Ｃ Ａ Ｓ 　 Ｒ Ｎ 　 ２ ０ ２ ４ ０ ９ － ３ ３ － ４ 、 Ｍ Ｋ 　 ６ ６ ３ 、 Ｓ Ｃ －
８ ６ ２ １ ８ 、 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ０ ３ ０ ４ ８ ４ ） 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
【 表 ３ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ３ ６ 】
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【 表 ３ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 本 発 明 の よ り 好 ま し い 具 体 例 に お い て は 、 Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 は セ レ コ キ シ ブ 、 ロ
フ ェ コ キ シ ブ お よ び エ ト リ コ キ シ ブ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 三 環 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 バ ル デ
コ キ シ ル Ｂ － ４ （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ３ ３ ， ２ ７ ２ 号 参 照 ） の 治 療 上 有 効 な プ ロ ド
ラ ッ グ で あ る 、 Ｂ － ９ に 示 さ れ る 構 造 式 を 有 す る パ レ コ キ シ ル （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ，
９ ３ ２ ， ５ ９ ８ 号 参 照 ） は 、 有 利 に は 、 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 阻 害 剤 の 源 と し て 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 パ レ コ キ シ ブ の 好 ま し い 形 態 は ナ ト リ ウ ム パ レ コ キ シ ブ で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ 　 ０ ０ ／ ２ ４ ７ １ ９ に
以 前 に 記 載 さ れ た 式 Ｂ － １ ０ を 有 す る 化 合 物 Ａ Ｂ Ｔ － ９ ６ ３ は 、 有 利 に 使 用 す る こ と が で
き る も う １ つ の 三 環 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 で あ る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 具 体 例 に お い て 、 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 阻 害 剤 は 、 Ｃ Ａ Ｓ 登 録 番 号 ２
２ ０ ９ ９ １ － ２ ０ － ８ を 有 す る 、 （ ル ミ ラ コ キ シ ル と も い わ れ る ） Ｃ Ｏ Ｘ － １ ８ ９ と 呼 ば
れ る 化 合 物 で あ る 、 Ｗ Ｏ 　 ９ ９ ／ １ １ ６ ０ ５ 、 Ｗ Ｏ 　 ０ ２ ／ ２ ０ ０ ９ ０ に 記 載 さ れ た フ ェ
ニ ル 酢 酸 誘 導 体 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 の ク ラ ス か ら 選 択 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 米 国 特 許 第 ６ ， ３ １ ０ ， ０ ９ ９ 号 、 第 ６ ， ２ ９ １ ， ５ ２ ３ 号 お よ び 第 ５ ， ９ ５ ８ ， ９ ７
８ 号 に 記 載 さ れ た 同 様 な 構 造 を 有 す る 化 合 物 は 、 本 発 明 の Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て
供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 式 Ｂ － １ １ に 示 さ れ た 構 造 を 有 す る 、 Ｃ ｏ ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 Ｎ － （ ２ － シ ク ロ ヘ キ シ
ル オ キ シ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ） メ タ ン ス ル ホ ン ア ミ ド （ Ｎ Ｓ － ３ ９ ８ 、 Ｃ Ａ Ｓ 　 Ｒ Ｎ 　 １ ２ ３
６ ５ ３ － １ １ － ２ ） の 適 用 に つ い て の さ ら な る 情 報 は 、 例 え ば 、 Yoshimi, N.ら , in Japa
nese J. Cancer Res., 90(4):406-412 (1999); Falgueyret, J.P.ら , in Science Spectr
a, available at: http://www.gbhap.com/Science_Spectra/20-1-article.htm (06/06/20
01); and Iwata, K.ら , in Jpn. J. Pharmacol., 75(2):191-194 (1997)に よ っ て 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 炎 症 の イ ヌ モ デ ル に お け る 、 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 Ｒ Ｗ Ｊ ６ ３ ５ ５ ６
の 抗 炎 症 活 性 の 評 価 は 、 Kirchnerら , in J Pharmacol Exp Ther 282, 1094-1101 (1997)
に よ っ て 記 載 さ れ た 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米
国 特 許 第 ６ ， １ ８ ０ ， ６ ５ １ 号 に 記 載 さ れ た ジ ア リ ー ル メ チ リ デ ン フ ラ ン 誘 導 体 を 含 む 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 化 合 物 の こ の フ ァ ミ リ ー に 含 ま れ 、 か つ 本 発 明 に お け る シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択
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的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 特 別 の 物 質 は 、 Ｎ － （ ２ － シ ク ロ ヘ キ シ ル オ キ シ ニ ト
ロ フ ェ ニ ル ） メ タ ン ス ル ホ ン ア ミ ド 、 お よ び （ Ｅ ） － ４ － ［ （ ４ － メ チ ル フ ェ ニ ル ） （ テ
ト ラ ヒ ド ロ － ２ － オ キ ソ － ３ － フ ラ ニ リ デ ン ） メ チ ル ］ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン ア ミ ド を 含 む 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 本 発 明 で 有 用 な シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 は ダ ル ブ フ ェ ロ ン （ Ｐ ｆ ｉ ｚ ｅ
ｒ ） 、 Ｃ Ｓ － ５ ０ ２ （ Ｓ ａ ｎ ｋ ｙ ｏ ） 、 Ｌ Ａ Ｓ 　 ３ ４ ４ ７ ５ （ Ａ ｌ ｍ ｉ ｒ ａ ｌ ｌ 　 Ｐ ｒ ｏ
ｆ ｅ ｓ ｆ ａ ｒ ｍ ａ ） 、 Ｌ Ａ Ｓ 　 ３ ４ ５ ５ ５ （ Ａ ｌ ｍ ｉ ｒ ａ ｌ ｌ 　 Ｐ ｒ ｏ ｆ ｅ ｓ ｆ ａ ｒ ｍ ａ
） 、 Ｓ － ３ ３ ５ １ ６ （ Ｓ ｅ ｒ ｖ ｉ ｅ ｒ ） 、 Ｓ Ｄ 　 ８ ３ ８ １ （ Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 、 米 国 特
許 第 ６ ， ０ ３ ４ ， ２ ５ ６ 号 に 記 載 ） 、 Ｂ Ｍ Ｓ － ３ ４ ７ ０ ７ ０ （ Ｂ ｒ ｉ ｓ ｔ ｏ ｌ 　 Ｍ ｙ ｅ ｒ
ｓ 　 Ｓ ｑ ｕ ｉ ｂ ｂ 、 米 国 特 許 第 ６ ， １ ８ ０ ， ６ ５ １ 号 に 記 載 ） 、 Ｍ Ｋ － ９ ６ ６ （ Ｍ ｅ ｒ ｃ
ｋ ） 、 Ｌ － ７ ８ ３ ０ ０ ３ （ Ｍ ｅ ｒ ｃ ｋ ） 、 Ｔ － ６ １ ４ （ Ｔ ｏ ｙ ａ ｍ ａ ） 、 Ｄ － １ ３ ６ ７ （
Ｃ ｈ ｉ ｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ） 、 Ｌ － ７ ４ ８ ７ ３ １ （ Ｍ ｅ ｒ ｃ ｋ ） 、 Ｃ Ｔ ３ （ Ａ ｔ ｌ ａ ｎ ｔ
ｉ ｃ 　 Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｅ ｕ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ ） 、 Ｃ Ｇ Ｐ － ２ ８ ２ ３ ８ （ Ｎ ｏ ｖ ａ ｒ ｔ ｉ ｓ ） 、 Ｂ
Ｆ － ３ ８ ９ （ Ｂ ｉ ｏ ｆ ｏ ｒ ／ Ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｅ ｒ ） 、 Ｇ Ｒ － ２ ５ ３ ０ ３ ５ （ Ｇ ｌ ａ ｘ ｏ 　 Ｗ ｅ
ｌ ｌ ｃ ｏ ｍ ｅ ） 、 ６ － ジ オ キ ソ － ９ Ｈ － プ リ ン － ８ － イ ル － 桂 皮 酸 （ Ｇ ｌ ａ ｘ ｏ 　 Ｗ ｅ ｌ
ｌ ｃ ｏ ｍ ｅ ） 、 お よ び Ｓ － ２ ４ ７ ４ （ Ｓ ｈ ｉ ｏ ｎ ｏ ｇ ｉ ） を 含 む 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 前 記 し た Ｓ － ３ ３ ５ １ ６ に つ い て の 情 報 は Current Drugs Headline News、 http://www.
current-drugs.com/NEWS/Inflam1.htm, 10/04/2001に 見 出 す こ と が で き 、 そ こ で は 、 Ｓ －
３ ３ ５ １ ６ が 、 各 々 、 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － １ お よ び シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ に 対 し
て ０ ． １ お よ び ０ ． ０ ０ １ ｍ Ｍ の Ｉ Ｃ ５ ０ 値 を 有 す る テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ イ ン デ 誘 導 体 で あ
る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 ヒ ト 全 血 に お い て は 、 Ｓ － ３ ３ ５ １ ６ は Ｅ Ｄ ５ ０ ＝ ０ ． ３ ９ ｍ
ｇ ／ ｋ ｇ を 有 す る と 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 作 用 す る こ と が で き る 化 合 物 は 、 米 国 特
許 第 ６ ， ３ ９ ５ ， ７ ２ ４ 号 に 記 載 さ れ て い る ご と き 、 １ 以 上 の リ ン カ ー に 共 有 結 合 し た ２
な い し １ ０ の リ ガ ン ド を 含 有 す る 多 重 結 合 化 合 物 を 含 む 。 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 阻 害
剤 と し て 作 用 す る こ と が で き る 化 合 物 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ７ ７ ， ８ ６ ８ 号 に 記 載 さ れ た
共 役 リ ノ レ ン 酸 を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ
と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ９ ４ ， ３ ８ １ 号 お よ び 第 ６ ， ３ ６ ２ ， ２ ０ ９ 号 に 記
載 さ れ た 複 素 環 芳 香 族 オ キ サ ゾ ー ル 化 合 物 を 含 む 。 主 題 の 方 法 お よ び 組 成 物 で 有 用 な Ｃ ｏ
ｘ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ８ ０ ， ８ ７ ６ 号 お よ び 第 ６ ， １ ３ ３ ， ２ ９ ２ 号
に 記 載 さ れ た 化 合 物 を 含 む こ と が で き る 。 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て
供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ６ ９ ， ２ ７ ５ 号 、 第 ６ ， １ ２ ７ ， ５ ４ ５ 号
、 第 ６ ， １ ３ ０ ， ３ ３ ４ 号 、 第 ６ ， ２ ０ ４ ， ３ ８ ７ 号 、 第 ６ ， ０ ７ １ ， ９ ３ ６ 号 、 第 ６ ，
０ ０ １ ， ８ ４ ３ 号 お よ び 第 ６ ， ０ ４ ０ ， ４ ５ ０ 号 に 記 載 さ れ た ピ リ ジ ン を 含 む 。 本 発 明 の
シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６
， ３ ４ ０ ， ６ ９ ４ 号 に 記 載 さ れ た ジ ア リ ー ル ベ ン ゾ ピ ラ ン 誘 導 体 を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ
オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ７
６ ， ５ １ ９ 号 に 記 載 さ れ た １ － （ ４ － ス ル フ ァ モ イ ル ア リ ー ル ） － ３ － 置 換 － ５ － ア リ ー
ル － ２ － ピ ラ ゾ リ ン を 含 む 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米
国 特 許 第 ６ ， １ ５ ３ ， ７ ８ ７ 号 に 記 載 さ れ た 複 素 環 を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー
ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ４ ６ ， ２ １ ７ 号
に 記 載 さ れ た ２ ， ３ ， ５ － ト リ 置 換 ピ リ ジ ン を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２
選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ２ ９ ， ４ ２ １ 号 に 記 載
さ れ た ジ ア リ ー ル 二 環 複 素 環 を 含 む 。 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 阻 害 剤 と し て 作 用 す る こ
と が で き る 化 合 物 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ３ ９ ， １ ３ ７ 号 に 記 載 さ れ た ５ － ア ミ ノ ま た は 置
換 さ れ た ア ミ ノ １ ， ２ ， ３ － ト リ ア ゾ ー ル 化 合 物 の 塩 を 含 む 。
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【 ０ ３ ５ ３ 】
　 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米
国 特 許 第 ６ ， １ ３ ６ ， ８ ３ １ 号 に 記 載 さ れ た ピ ラ ゾ ー ル 誘 導 体 を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ
キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ９ ７
， ２ ８ ２ 号 に 記 載 さ れ た ベ ン ゾ ス ル ホ ン ア ミ ド の 置 換 さ れ た 誘 導 体 を 含 む 。 本 発 明 の シ ク
ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ３
０ ３ ， ６ ２ ８ 号 に 記 載 さ れ た 二 環 性 カ ル ボ ニ ル イ ン ド ー ル 化 合 物 を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ
オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ３ １
０ ， ０ ７ ９ 号 に 記 載 さ れ た ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル 化 合 物 を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ
ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ０ ０ ， ３ ６ ３
号 に 記 載 さ れ た イ ン ド ー ル 化 合 物 を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害
剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ７ ７ ， ８ ６ ９ 号 に 記 載 さ れ た ア リ
ー ル フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ジ ド を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て
供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， １ ４ ０ ， ５ １ ５ 号 に 記 載 さ れ た ２ － ア リ ー ル
オ キ シ ， ４ － ア リ ー ル フ ラ ン － ２ － オ ン を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択
的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ９ ４ ， ３ ７ ９ 号 に 記 載 さ れ
た ビ ス ア リ ー ル 化 合 物 を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供
す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ２ ８ ， ２ ０ ２ 号 に 記 載 さ れ た １ ， ５ － ジ ア リ
ー ル ピ ラ ゾ ー ル を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ
と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ４ ０ ， ３ ２ ０ 号 に 記 載 さ れ た ２ － 置 換 イ ミ ダ ゾ ー ル
を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質
は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ８ ３ ， ９ ６ ９ 号 に 記 載 さ れ た １ ， ３ － お よ び ２ ， ３ － ジ ア リ ー ル シ
ク ロ ア ル カ ノ お よ び シ ク ロ ア ル ケ ノ ピ ラ ゾ ー ル を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ －
２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ０ ６ ， ８ ６ ０ 号 に 記
載 さ れ た イ ン ド ー ル ア ル カ ノ ー ル か ら 誘 導 さ れ る エ ス テ ル お よ び イ ン ド ー ル ア ル キ ル ア ミ
ド か ら 誘 導 さ れ る 新 規 な ア ミ ド を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤
と し て 供 す る こ と が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ０ ７ ， ０ ４ ７ 号 に 記 載 さ れ た ピ リ ダ
ジ ノ ン 化 合 物 を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と
が で き る 物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ０ ４ ， ９ ４ ８ 号 に 記 載 さ れ た ベ ン ゾ ス ル ホ ン ア ミ ド 誘
導 体 を 含 む 。 本 発 明 の シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 と し て 供 す る こ と が で き る
物 質 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， １ ６ ９ ， １ ８ ８ 号 、 第 ６ ， ０ ２ ０ ， ３ ４ ３ 号 、 第 ５ ， ９ ８ １ ， ５
７ ６ 号 （ （ メ チ ル ス ル ホ ニ ル ） フ ェ ニ ル フ ラ ノ ン ） ； 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ２ ２ ， ０ ４ ８ 号 （
ジ ア リ ー ル － ２ － （ ５ Ｈ ） － フ ラ ノ ン ） ； 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ５ ７ ， ３ １ ９ 号 （ ３ ， ４ － ジ
ア リ ー ル － ２ － ヒ ド ロ キ シ － ２ ， ５ － ジ ヒ ド ロ フ ラ ン ） ； 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ４ ６ ， ２ ３ ６
号 （ 炭 素 環 ス ル ホ ン ア ミ ド ） ； 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ０ ２ ， ０ １ ４ 号 お よ び 第 ５ ， ９ ４ ５ ， ５
３ ９ 号 （ オ キ サ ゾ ー ル 誘 導 体 ） お よ び 米 国 特 許 第 ６ ， ３ ５ ９ ， １ ８ ２ 号 （ Ｃ － ニ ト ロ ソ 化
合 物 ） に 記 載 さ れ た 化 合 物 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 本 発 明 で 有 用 な シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ 選 択 的 阻 害 剤 は 、 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２
選 択 的 阻 害 剤 が 医 薬 上 許 容 さ れ る 限 り 、 い ず れ か の 源 に よ っ て も 供 給 さ れ 得 る 。 シ ク ロ オ
キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ － 選 択 的 阻 害 剤 は 天 然 源 か ら 単 離 し 、 精 製 す る こ と が で き る か 、 あ る い
は 合 成 す る こ と が で き る 。 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ － ２ － 選 択 的 阻 害 剤 は 、 医 薬 製 品 で 用 い
ら れ る 商 業 で 慣 用 的 な 品 質 お よ び 純 度 の も の と す べ き で あ る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
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【 表 ４ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ６ 】
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【 表 ４ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ７ 】
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【 表 ４ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ８ 】
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【 表 ４ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 引 用 さ れ た 全 て の 文 献 、 特 許 ま た は 出 願 は 、 あ た か も 本 明 細 書 中 に 記 載 さ
れ た ご と く そ の 全 体 を 引 用 に よ り 援 用 す る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る が 、 そ れ が 本 発 明 の 範
囲 を 限 定 す る も の と 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 実 施 例
　 実 施 例 １
　 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析
　 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 （ Ｉ ｎ ｃ ｙ ｔ ｅ 　 Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｉ ｃ ｓ ） か ら 、 蛍 光 標 識 さ れ た （ Ｃ ｙ ３ ， 　 Ｃ
ｙ ５ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 生 じ さ せ た 。 Ｉ ｎ ｃ ｙ ｔ ｅ 　 Ｈ Ｇ マ イ ク ロ ア レ イ チ ッ プ は 、 癌
性 腫 瘍 （ 乳 癌 、 結 腸 癌 、 肺 癌 ま た は 腎 臓 癌 ） に 罹 っ た １ ０ 人 の 個 体 の ４ つ の 組 の 各 々 に 対
す る （ Ｙ ｕ ｅ ら ， ２ ０ ０ １ に よ っ て 記 載 さ れ た ） 競 合 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 分
析 し 、 ６ 人 の 突 然 死 個 体 か ら 構 築 さ れ た 正 常 な 組 織 プ ー ル と 比 較 し た 。 誤 差 修 正 お よ び 正
規 化 の 後 、 腫 瘍 組 織 発 現 ／ 正 常 組 織 の 増 加 ま た は 減 少 倍 数 を 評 価 し た 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 実 施 例 ２
　 遺 伝 子 ネ ッ ト ワ ー ク 分 析
　 こ の 分 析 に お い て は 、 異 な る 発 現 ベ ク タ ー を 、 与 え ら れ た 実 験 に つ い て の マ イ ク ロ ア レ
イ で 表 さ れ る す べ て の 遺 伝 子 に つ き 構 築 し た 。 実 験 は 、 一 般 に 、 共 通 コ ン パ レ ー タ ー に て
関 連 疾 患 の 組 と し て 定 義 さ れ る 。 公 知 の 関 数 の 与 え ら れ た 遺 伝 子 を 選 択 し 、 こ の 場 合 、 Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ お よ び Ｐ ｅ ａ ｒ ｓ ｏ ｎ 相 関 係 数 を 、 与 え ら れ た 遺 伝 子 お よ び 実 験 内 の 全 て の 他 の 遺
伝 子 の 間 で 計 算 し た 。 Ｐ ｅ ａ ｒ ｓ ｏ ｎ 相 関 係 数 は ：
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【 ０ ３ ６ ３ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
【 ０ ３ ６ ４ 】
こ こ に 、
【 ０ ３ ６ ５ 】
【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ６ ６ 】
に よ っ て 与 え ら れ る 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 こ の 分 析 を 全 て の 実 験 に つ い て 反 復 す る 。 複 数 実 験 に お い て ０ ． ０ １ 未 満 の 値 に よ っ て
定 義 さ れ る 有 意 な 相 関 係 数 を 有 す る 遺 伝 子 を 、 局 所 的 ネ ッ ト ワ ー ク の メ ン バ ー と 考 え た 。
次 い で 、 こ の プ ロ セ ス を 、 局 所 的 ネ ッ ト ワ ー ク の メ ン バ ー に つ い て 反 復 し て 、 ネ ッ ト ワ ー
ク を 拡 大 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 実 施 例 ３
　 シ グ ナ ル 配 列 分 析
　 Ｓ ｉ ｇ ｎ ａ ｌ Ｐ ２ ． ０ 分 析 プ ロ グ ラ ム を 用 い 、 シ グ ナ ル 配 列 の 予 測 を 行 っ た 。 Ｓ ｉ ｇ ｎ
ａ ｌ Ｐ は 異 な る 原 核 生 物 お よ び 真 核 生 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 切 断 部
位 の 存 在 お よ び 位 置 を 予 測 す る 。 該 方 法 は 、 い く つ か の 人 工 神 経 ネ ッ ト ワ ー ク お よ び 隠 れ
た Ｍ ａ ｒ ｋ ｏ ｖ モ デ ル （ Ｎ ｉ ｅ ｌ ｓ ｏ ｎ ら ， １ ９ ９ ７ ） の 組 合 せ に 基 づ い て 、 切 断 部 位 の
予 測 お よ び シ グ ナ ル ペ プ チ ド ／ 非 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 予 測 を 取 り 込 む 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 実 施 例 ４
　 配 列 分 析
　 Ｃ ｒ ｏ ｓ ｓ ｍ ａ ｔ ｃ ｈ お よ び Ｐ ｈ ａ ｒ ａ ｐ 　 ｐ ｒ ｏ ｇ ａ ｒ ａ ｍ （ Ｇ ｏ ｒ ｄ ｏ ｎ ら ， １ ９
９ ８ ） を 利 用 し 、 Ｅ Ｓ Ｔ 遺 伝 子 組 み 立 て を 行 っ た 。 配 列 の 比 較 お よ び 分 子 量 の 予 測 は 、 Ｇ
Ｃ Ｇ  Ｗ ｉ ｓ ｃ ｏ ｎ ｓ ｉ ｎ 配 列 分 析 パ ッ ケ ー ジ （ Ｗ ｏ ｍ ｂ ｌ ｅ ， ２ ０ ０ ０ ） か ら 決 定 し た
。 ゲ ノ ム 配 列 の 分 析 は 、 全 て の 既 知 の 反 復 エ レ メ ン ト を Ｒ ｅ ｐ ｅ ａ ｔ ｍ ａ ｓ ｋ ｅ ｒ （ Ｓ ｍ
ｉ ｔ ， １ ９ ９ ９ ） で マ ス ク す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の ヒ ト ゲ ノ ム 構 造 は 、 Ｃ
ｅ ｌ ｅ ａ ｒ ａ 　 Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ 　 Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ 　 Ａ ｓ ｓ ｅ ｍ ｂ ｌ ｙ 　 Ｒ ｅ ｌ ｅ ａ ｓ ｅ 　 Ｒ ２ ６
か ら の 配 列 デ ー タ を 利 用 し て 決 定 し た 。 こ の 放 出 は 、 Ｃ ｅ ｌ ｅ ｒ ａ お よ び 公 の 配 列 デ ー タ
双 方 よ り な る 見 積 も ら れ た ９ ８ ％ 合 計 ゲ ノ ム 適 用 範 囲 お よ び ほ ぼ ４ ． ７ ｘ 配 列 深 さ を 表 す
（ Ｖ ｅ ｎ ｔ ｅ ｒ ら ， ２ ０ ０ １ ） 。 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス の Ｍ ａ ｒ ｋ ｏ ｖ モ デ ル は Ｓ Ａ Ｍ ３ ．
２ を 利 用 し て 構 築 し た （ Ｋ ｒ ｏ ｇ ｈ ら ， １ ９ ９ ４ ） 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 実 施 例 ５
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
　 ３ ６ ０ 塩 基 対 全 長 ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ は 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に 従 い 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ Ｓ ｃ ｒ
ｉ ｐ ｔ 　 Ｉ Ｉ 　 試 薬 （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 、 カ タ ロ グ 番 号 １ １ ９ ０ ４ － ０ １ ８ ） で 生 じ
さ せ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら ク ロ ー ン 化 し た 。 Ｈ Ｔ ２ ９ ヒ ト 結 腸 癌 細 胞 を Ｒ Ｎ Ａ の 源 と し て 供 し 、
（ Ａ Ａ Ｔ Ｃ 、 カ タ ロ グ 番 号 Ｈ Ｔ Ｂ － ３ ８ ） 、 こ れ は 、 培 養 中 の 増 殖 す る 細 胞 か ら 、 製 造 業
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者 の 試 料 に よ り Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 　 Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ 　 Ｍ ｉ ｎ ｉ ｐ ｒ ｅ ｐ カ ラ ム （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 、
カ タ ロ グ 番 号 　 ７ １ ４ ０ ４ ） を 用 い て 単 離 し た 。 用 い た 順 方 向 プ ラ イ マ ー ｈ ｖ ｃ ｃ ｆ １ は
、 Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ （ 配 列 番 号 ： ９ ） で あ っ た 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 ２ つ の 逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 用 い 、 一 つ は イ ン ・ フ レ ー ム 停 止 コ ド ン を 含 み 、 一 つ は 停 止
コ ド ン を 含 む ま な い も の だ っ た 。 プ ラ イ マ ー ｈ ｖ ｃ ｃ ｒ １ 、 Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ
Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） は 停 止 コ ド ン を 含 み 、 他 方 、 プ ラ イ マ ー ｈ ｖ ｃ
ｃ ｒ ２ 、 Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ （ 配 列 番 号 ： １ １ ） は 停
止 コ ド ン を 含 ま ず 、 ｍ ｙ ｃ ／ Ｈ Ｉ Ｓ タ グ へ の イ ン ・ フ レ ー ム 融 合 の た め に 設 計 さ れ た 。 ポ
リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 は 以 下 の 条 件 ： ２ ５ μ Ｍ の 濃 度 に お け る １ μ ｌ の 順 方 向 プ ラ イ マ ー 、 ２
５ μ Ｍ に お け る 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ｈ ｖ ｃ ｃ １ ま た は ２ ５ μ Ｍ に お け る 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ｈ
ｖ ｃ ｃ ｒ ２ い ず れ か の １ μ ｌ 、 ０ ５ μ ｌ の Ｔ ａ ｑ 、 １ ． ５ μ ｌ の ５ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ，
５ μ ｌ の １ ０ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 、 カ タ ロ グ 番 号 １ ０ ３ ４ ２ － ０ ５ ３
） 、 １ μ ｌ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ミ ッ ク ス （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 、 カ タ ロ グ 番 号 １ ８ ４ ２ ７ － ０ １
３ ） 、 お よ び ５ ０ μ ｌ ま で の 水 に て 、 ０ ． ８ μ ｌ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 行 っ た 。 サ イ ク リ ン
グ パ ラ メ ー タ ー は ： 熱 い 開 始 用 の ９ ４ ℃ に お け る ４ 分 間 、 続 い て ３ ５ サ イ ク ル の ９ ４ ℃ に
お け る １ 分 間 、 ５ ５ ℃ に お け る １ 分 間 、 お よ び ７ ２ ℃ に お け る ３ 分 間 、 な ら び に ７ ２ ℃ に
お け る １ ０ 分 間 の 最 後 の 延 長 で あ っ た 。 増 幅 は 、 １ ． ５ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で １ ０ μ ｌ の Ｐ
Ｃ Ｒ 反 応 を 行 う こ と に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 ３ ６ ０ 塩 基 対 マ ウ ス （ Ｖ Ｃ Ｃ － １ ） は マ ウ ス 胚 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ａ ｍ ｂ ｉ ｏ ｎ 、 カ タ ロ グ 番 号
７ ８ ０ ０ か ら Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 単 離 し た 。 ネ ズ ミ 順 方 向 プ ラ イ マ ー ｍ ｖ ｃ ｃ ｆ １ は Ａ Ｔ Ｇ Ａ
Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） で あ っ た 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 ２ つ の 逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 用 い 、 １ つ は 停 止 コ ド ン を 含 む も の で あ り 、 １ つ は 停 止 コ ド
ン を 含 ま な い も の で あ る 。 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ｍ ｖ ｃ ｃ ｒ １ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ
Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） は 停 止 コ ド ン を 含 む 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ｍ ｖ ｃ ｃ ｒ ２ ， 配 列 Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ （
配 列 番 号 ： １ ４ ） は 停 止 コ ド ン を 含 ま な い 。 マ ウ ス Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 増 幅 用 の Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 、
１ μ ｌ の 鋳 型 を 用 い た 以 外 は 前 記 と 同 じ で あ っ た 。 サ イ ク リ ン グ パ ラ メ ー タ ー は ： 熱 い 開
始 用 の ９ ４ ℃ に お け る ４ 分 間 、 続 い て の ３ ０ サ イ ク ル の ９ ４ ℃ に お け る １ 分 間 、 ５ ７ ℃ に
お け る １ 分 間 、 ７ ２ ℃ に お け る ３ 分 間 、 な ら び に ７ ２ ℃ に お け る １ ０ 分 間 の 最 後 の 延 長 で
あ っ た 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 製 造 業 者 の 指 示 （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 、 カ タ ロ グ 番 号 Ｋ ４ ６ ０ ０ － ４ ０ ） に 従 い 、 ２
μ ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 お よ び １ μ ｌ の ベ ク タ ー を 用 い 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ 双 方 を ｐ
Ｃ Ｒ Ｉ Ｉ － Ｔ ｏ ｐ ｏ ベ ク タ ー に 連 結 し た 。 潜 在 的 ク ロ ー ン を 制 限 酵 素 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 し
て 、 イ ン サ ー ト の 存 在 を 測 定 し 、 候 補 を 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 実 施 例 ６
　 発 現 構 築 体 の 生 成
　 停 止 コ ド ン を 含 む 、 お よ び 含 ま な い ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｖ Ｃ Ｃ － １ を ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ （
Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 、 カ タ ロ グ 番 号 Ｖ ８ ０ ０ － ２ ０ ） に 導 入 し た 。 ｐ Ｃ Ｒ Ｉ Ｉ － Ｔ ｏ ｐ
ｏ に ク ロ ー ン 化 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ 構 築 体 を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 し 、 Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ ゲ ル 抽 出 物
か ら の （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 、 カ タ ロ グ 番 号 ２ ８ ７ ０ ４ ） を 用 い 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 イ
ン サ ー ト を ゲ ル 精 製 し た 。 ま た 、 ベ ク タ ー ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 し 、 子 ウ
シ 腸 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｃ Ｉ Ａ Ｐ ） （ Ｐ ｒ ｏ ｍ ｅ ｇ ａ 、 カ タ ロ グ 番 号 Ｍ １ ８ ２ Ａ
） で 脱 リ ン 酸 化 し た 。 ベ ク タ ー お よ び イ ン サ ー ト を ２ ０ ℃ に て 連 結 し 、 コ ン ピ テ ン ト Ｄ Ｈ
５ α 細 胞 （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 、 カ タ ロ グ 番 号 ４ ４ － ０ ０ ９ ８ ） に 導 入 し た 。 ア ン ピ シ
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リ ン （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 、 カ タ ロ グ 番 号 Ａ ９ ３ ９ ３ ） を 補 足 し た Ｌ Ｂ プ レ ー ト 上 で 、 細 菌 を ３ ７
℃ に て 一 晩 増 殖 さ せ た 。 次 い で 、 ク ロ ー ン を 拾 い 、 ア ン ピ シ リ ン を 含 む Ｌ Ｂ 中 で 、 ３ ７ ℃
に て 一 晩 増 殖 さ せ た 。 ク ロ ー ン か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｍ ｉ ｎ ｉ Ｐ ｒ ｅ
ｐ キ ッ ト （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 、 カ タ ロ グ 番 号 ２ ７ １ ０ ６ ） を 用 い て 単 離 し 、 制 限 酵 素 Ｅ ｃ ｏ Ｒ
Ｉ で 消 化 し て 、 イ ン サ ー ト お よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ の 存 在 を 決 定 し て 、 向 き を 判 断 し た 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 実 施 例 ７
　 ノ ー ザ ン 分 析
　 放 射 性 プ ロ ー ブ を 生 じ さ せ る た め に 、 全 長 マ ウ ス ま た は ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ ク ロ ー ン を 鋳 型
と し て 用 い た 。 標 識 は Ｐ Ｒ Ｉ Ｍ Ｅ － Ｉ Ｔ 試 薬 （ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ 、 カ タ ロ グ 番 号 ３ ０
０ ３ ８ ５ ） を 利 用 し て ［ α － ３ ２ Ｐ ］ ｄ Ａ Ｔ Ｐ で 行 い 、 プ ロ ー ブ を Ｎ ｕ ｃ Ｔ ｒ ａ ｐ カ ラ ム
（ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ 、 カ タ ロ グ 番 号 ４ ０ ０ ７ ０ １ ） で 精 製 し た 。 次 い で 、 Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ
ｐ ｌ ｅ 　 Ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト （ Clontech Laboratories, Inc.、 カ タ ロ グ 番 号
７ ７ ８ ０ － １ ） を 用 い て 複 数 ヒ ト Ｒ Ｎ Ａ 試 料 の い ず れ か を 分 析 し 、 あ る い は マ ウ ス Ｒ Ｎ Ａ
試 料 を Ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ 　 Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｍ ａ ｓ ｔ ｅ ｒ 　 Ｂ ｌ ｏ ｔ フ ィ ル タ ー （ Clontech Laboratorie
s, Inc.、 カ タ ロ グ 番 号 ７ ７ ７ １ － １ ） を 用 い て 分 析 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ６
８ ℃ に て 一 晩 行 っ た 。 フ ィ ル ム に 暴 露 す る 前 に 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ ． ０ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で 、 フ
ィ ル タ ー を ６ ８ ℃ に て １ 時 間 洗 浄 し た 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 実 施 例 ８
　 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 選 択
　 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 、 ｍ ｙ ｃ ／ Ｈ Ｉ Ｓ タ グ を 含 む 発 現 ベ ク タ ー ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ 、 ま
た は 発 現 ベ ク タ ー 単 独 に ク ロ ー ン 化 さ れ た Ｖ Ｃ Ｃ － １ の ４ μ ｇ を 利 用 し 、 Ｃ ａ ｌ Ｐ ｈ ｏ ｓ
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン キ ッ ト （ Clontech Laboratories, Inc.、 カ タ ロ グ 番 号 Ｋ ２ ０ ５ １
） を 用 い て Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ３ ７ ℃ お よ び ５ ％ Ｃ Ｏ ２ に て 、 １
０ ％ 加 熱 不 活 化 Ｆ Ｂ Ｓ （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ Ｂ Ｒ Ｌ 、 カ タ ロ グ 番 号 ２ ６ １ ４ ０ － ０ ７ ９ ） お よ び １
％ ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ Ｂ Ｒ Ｌ 、 カ タ ロ グ 番 号 １ ５ １ ４ ０ － １ ２
２ ） を 補 足 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ Ｂ Ｒ Ｌ 、 カ タ ロ グ 番 号 １ １ ９ ９ ５ － ０ ４ ０ ） 中 に 細
胞 を 維 持 し た 。 ８ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｇ ４ １ ８ （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ Ｂ Ｒ Ｌ 、 カ タ ロ グ 番 号 １ １ ８ １
１ － ０ ３ １ ） を 補 足 し た 同 一 培 地 中 に 細 胞 を １ ７ 日 間 で 選 択 し た 。 次 い で 、 ク ロ ー ン 細 胞
を プ ー ル し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 安 定 な も の と 考 え る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 実 施 例 ９
　 チ ュ ー ブ 形 成 ア ッ セ イ
　 組 織 培 養 皿 （ Ｆ ａ ｌ ｃ ｏ ｎ 、 １ ０ ０ ｍ ｍ × ２ ０ ｍ ｍ ） を ４ ｍ ｌ の マ ト リ ゲ ル 基 礎 膜 マ ト
リ ッ ク ス で 被 覆 し 、 濃 厚 な コ ー テ ィ ン グ 方 法 の た め に 、 ３ ７ ℃ に て ４ ５ 分 間 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２

イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て ゲ ル 化 さ せ た 。 薄 い コ ー テ ィ ン グ 方
法 で は 、 マ ト リ ゲ ル を 無 血 清 培 地 で ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ま で 希 釈 し 、 さ ら に 添 加 し た 。 次 い で 、
皿 を 室 温 に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 使 用 前 に 培 地 を 吸 引 し た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 、
１ ０ ％ 胎 児 ウ シ 血 清 （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ Ｂ Ｒ Ｌ ） を 補 足 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 の 皿 当 た り １ ． ６ × １ ０
６ 細 胞 の 濃 度 に て 、 （ Ｖ ｉ ｃ ｔ ｏ ｒ ｉ ａ 　 Ｂ ａ ｕ ｔ ｃ ｈ 、 Ｃ ｈ ｅ ｐ ｅ ｌ 　 Ｈ ｉ ｌ ｌ の ノ ー
ス カ ロ ラ イ ナ 大 学 か ら の ） Ｐ Ｙ ４ － １ 細 胞 で 覆 っ た 。 ６ 時 間 後 、 チ ュ ー ブ － 様 構 造 が 薄 い
被 服 プ レ ー ト で は な く 厚 く 被 覆 し た プ レ ー ト で 形 成 さ れ る と 、 細 胞 を 収 穫 し 、 製 造 業 者 の
指 令 に 従 い 、 Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ 　 Ｍ ｉ ｎ ｉ ｐ ｒ ｅ ｐ キ ッ ト （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ ） を 用 い て Ｒ Ｎ Ａ を
生 成 さ せ た 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 実 施 例 １ ０
　 イ ン ・ ビ ボ 腫 瘍 形 成 ア ッ セ イ
　 細 胞 を ０ ． ０ ５ ％ ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で 収 穫 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ６ ０
％ 冷 マ ト リ ゲ ル に １ × １ ０ ７ 細 胞 ／ ｍ ｌ に 再 懸 濁 さ せ た 。 次 い で 、 ２ ７ ゲ ー ジ の 針 に て 、
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注 射 当 た り １ × １ ０ ６ 細 胞 の 濃 度 で 、 細 胞 を 雌 Ｃ Ｄ － １ ｎ ｕ ／ ｎ ｕ マ ウ ス の 側 腹 部 に 皮 下
注 射 し た 。 皮 下 腫 瘍 の 直 径 を ベ ニ エ ー ル ・ キ ャ リ パ （ ｖ ｅ ｎ ｉ ｅ ｒ 　 ｃ ａ ｌ ｉ ｐ ｅ ｒ ） を
用 い て 一 週 間 に ３ 回 測 定 し た 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 実 施 例 １ １
　 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応
　 Ｐ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ 　 Ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ソ フ ト ウ エ ア （ Ｐ ｅ ｒ ｋ ｉ ｎ － Ｅ ｌ ｍ ｅ ｒ ） を 用 い て プ
ラ イ マ ー を 選 択 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 を 単 離 し 、 Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ 　 Ｍ ｉ ｎ ｉ ｐ ｒ ｅ ｐ キ ッ ト （ Ｑ
ｉ ａ ｇ ｅ ｎ ） で 処 理 し 、 Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ 逆 転 写 試 薬 （ Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｅ ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ
ｓ ） を 用 い て 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に よ り 個 々 に ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 転 写 し た 。 反 応 は 、 ２ ０ ℃
に お け る ５ 分 間 、 ４ ８ ℃ に お け る ３ ０ 分 間 、 ９ ５ ℃ に お け る ５ 分 間 の 熱 サ イ ク リ ン グ 条 件
下 で 、 Ｐ Ｔ Ｃ － ２ ０ ０ 　 Ｐ ｅ ｌ ｔ ｉ ｅ ｒ 　 Ｔ ｈ ｅ ｒ ｍ ａ ｌ 　 Ｃ ｙ ｃ ｌ ｅ ｒ （ Ｍ Ｊ 　 Ｒ ｅ ｓ
ｅ ａ ｒ ｃ ｈ ） に て 、 １ ０ ０ μ ｌ の 最 終 容 量 で 行 う 。 次 い で 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に よ り
、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の プ ラ イ マ ー 、 お よ び Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ － Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ 　 Ｍ ｉ ｘ （ Ａ Ｂ Ｉ ） か ら の 酵 素
を 備 え た Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ ７ ７ ０ ０ 配 列 検 出 シ ス テ ム に て 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を １ μ ｌ の ｃ
Ｄ Ｎ Ａ で 行 う 。 サ イ ク リ ン グ 条 件 は ： ９ ５ ℃ に お け る １ ０ 分 間 、 続 い て の ４ ０ サ イ ク ル の
９ ５ ℃ に お け る １ ５ 秒 お よ び ６ ０ ℃ に お け る １ 分 で あ る 。 反 応 に つ い て の 蛍 光 シ グ ナ ル を
収 集 し 、 サ イ ク ル 閾 値 （ Ｃ Ｔ ） と し て 特 徴 付 け る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 実 施 例 １ ２
　 イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 順 方 向 プ ラ イ マ ー
　 Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ （ 配 列 番 号 ： ９ ） お よ び 逆 方 向 プ ラ
イ マ ー ｈ ｖ ｃ ｃ ｒ １ 、 Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ （ 配 列 番 号 ： １
０ ） を 用 い 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ に つ い て の プ ロ ー ブ を Ｈ Ｔ ２ ９ 結 腸 癌 腫 細 胞 か ら 単 離 し 、 ３ ５ ４
ｂ ｐ （ 全 長 ） プ ロ ー ブ を 得 た 。 そ れ を ｐ Ｃ Ｒ Ｉ Ｉ ／ Ｔ ｏ ｐ ｏ ベ ク タ ー （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ
ｅ ｎ ） に 挿 入 し 、 制 限 消 化 に 付 し て 、 向 き を 決 定 し 、 配 列 分 析 に よ っ て 確 認 し た 。 プ ラ ス
ミ ド を Ｓ ｐ ｅ Ｉ で 消 化 し 、 セ ン ス 対 照 プ ロ ー ブ の た め に Ｔ ７ で 標 識 し 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ で 消 化
し 、 Ｓ Ｐ ６ で 標 識 し て 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を 生 じ さ せ た 。 組 織 試 料 を 収 穫 し 、 フ ラ ッ
シ ュ 凍 結 し （ ヒ ト 試 料 ） 、 ま た は ２ ０ ℃ に て ４ な い し ８ 時 間 １ ０ ％ ホ ル マ リ ン 中 に 固 定 し
た （ ｎ ｕ ／ ｎ ｕ 正 常 マ ウ ス 試 料 ） 。 フ ラ ッ シ ュ 凍 結 試 料 を 、 － ８ ０ ℃ フ リ ー ザ ー か ら 取 り
出 し 、 ４ ℃ に て 一 晩 中 程 度 に 揺 り つ つ 、 各 試 料 を 氷 冷 １ ０ ％ ホ ル マ リ ン に 添 加 す る こ と に
よ っ て 、 さ ら に 処 理 し た 。 凍 結 試 料 を ４ ℃ か ら 取 り 出 し 、 ２ ０ ℃ に て さ ら に ４ 時 間 揺 ら せ
た 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 Ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ 　 Ｔ ｅ ｋ 　 Ｖ Ｉ Ｐ プ ロ セ ッ サ ー を 用 い 、 標 準 的 な パ ラ フ ィ ン 包 埋 手 法 に よ
っ て 、 パ ラ フ ィ ン 組 織 ブ ロ ッ ク を 各 試 料 に つ き 作 成 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 ３ ５ ℃ の 一 連
の エ タ ノ ー ル 洗 浄 液 ７ ０ ％ 、 ９ ５ ％ お よ び １ ０ ０ ％ 、 続 い て ２ つ の ３ ５ ℃ キ シ レ ン 洗 浄 液
を 用 い 、 試 料 を 脱 水 し た 。 ５ ８ ℃ の ４ の 別 々 の パ ラ フ ィ ン 交 換 、 続 い て パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ
ク を 用 い 、 試 料 を パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 ５ な い し １ ０ ミ ク ロ ン の 厚 み の 系 列 的 セ ク シ ョ ン に 切 断 す る こ と に よ っ て 、 組 織 ス ラ イ
ド を 調 製 し 、 ２ ０ ℃ に て 一 晩 風 乾 し た 。 ス ラ イ ド を 標 準 的 キ シ レ ン 、 エ タ ノ ー ル お よ び 水
水 和 プ ロ ト コ ル 、 続 い て ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 固 定 を 用 い て 再 度 水 和 し た 。 固 定 さ れ
た 組 織 セ ク シ ョ ン を Ｐ Ｂ Ｓ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ （ Ｐ Ｂ Ｔ ） 中 で 洗 浄 し 、 ３ ７ ℃ に て プ ロ テ
イ ナ ー ゼ Ｋ （ ２ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ ） で １ ５ 分 間 消 化 し 、 続 い て 、 ２ 回 Ｐ Ｂ Ｔ 洗 浄 し 、 ４ ％ パ ラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 第 二 の 固 定 工 程 を 行 っ た 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 消 化 ／ パ ラ ホ ル ム ア ル
デ ヒ ド 固 定 組 織 セ ク シ ョ ン の ア セ チ ル 化 を ２ ０ ℃ に て １ ５ 分 間 行 い 、 続 い て 、 ２ 回 Ｐ Ｂ Ｔ
洗 浄 を 行 い 、 素 早 く Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ フ リ ー の 水 で す す い だ 。 ス ラ イ ド を プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 緩 衝 液 中 で ４ ２ ℃ に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｖ Ｃ Ｃ セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン
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ス プ ロ ー ブ を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 で ８ ５ ℃ に て ５ 分 間 熱 変 性 し 、 湿 っ た 氷
上 で 迅 速 に 冷 却 し た 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 適 当 に 変 性 さ れ た ジ ゴ キ シ ゲ ニ
ン Ｒ Ｎ Ａ 標 識 プ ロ ー ブ と 共 に ４ ２ ℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 標 識 ス ラ イ ド を ５ × 　 Ｓ Ｓ Ｃ （ 生 理 食 塩 水 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム 緩 衝 液 ） 中 で 別 々 に す す ぎ 、 続 い て 、 ２ ０ ℃ に て 、 １ × 　 Ｓ Ｓ Ｃ ／ ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド
中 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 全 て の ス ラ イ ド を Ｔ Ｎ Ｅ 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス ｐ Ｈ
７ ． ６ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ お よ び １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 中 で １ ０ 分 間 洗 浄 す る こ と に よ
っ て 、 ホ ル ム ア ミ ド を 除 去 し 、 続 い て 、 ２ × 　 Ｓ Ｓ Ｃ 中 で １ × ２ ０ 分 間 洗 浄 し 、 ０ ． ２ ×
　 Ｓ Ｓ Ｃ 中 で ２ × ２ ０ 分 間 洗 浄 し た 。 全 て の 洗 浄 は ２ ０ ℃ に て 行 っ た 。 ス ラ イ ド を １ × 　
Ｍ Ａ Ｂ Ｔ 抗 体 希 釈 緩 衝 液 中 で ２ × ５ 分 間 平 衡 化 し 、 ２ ０ ℃ に て 、 １ × 　 Ｍ Ａ Ｂ Ｔ 中 で ２ ０
％ ヒ ツ ジ 血 清 中 で 予 め １ ． ５ 時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 ４ ℃ に て 、 ２ ％ ヒ ツ ジ 血 清 ／ １ × 　 Ｍ Ａ
Ｂ Ｔ 中 に １ ： ２ ０ ０ ０ 希 釈 し た ロ バ 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 検 出
抗 体 の 添 加 の 前 に 、 全 て の ス ラ イ ド を １ × 　 Ｍ Ａ Ｂ Ｔ 中 で 一 晩 す す い だ 。 ス ラ イ ド を １ ×
　 Ｍ Ａ Ｂ Ｔ 中 で す す い で 、 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム シ ェ ー カ ー 上 に て 、 ２ ０ ℃ の ４ × ５ 分 間 の 洗
浄 で 過 剰 な 抗 体 を 排 除 し た 。 ２ 回 の さ ら な る １ ０ 分 間 の 洗 浄 を Ｎ Ｔ Ｍ Ｔ （ ２ ｍ Ｍ レ バ ミ ソ
ー ル を 含 有 す る １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ９ ． ５ 、 ５ ０ ｍ Ｍ
　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ ） 中 で 行 っ た 。 Ｎ Ｂ Ｔ お よ び Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ 基 質 を Ｎ
Ｔ Ｍ Ｔ 中 で １ ： ２ ０ ０ 希 釈 し 、 ２ ０ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ 日 中 、 ス ラ イ ド を 発 色
さ せ て 、 最 適 な 基 質 変 換 を 達 成 し た 。 一 旦 発 色 さ れ る と 、 全 て の ス ラ イ ド を Ｎ Ｔ Ｍ Ｔ 中 で
す す ぎ 、 続 い て Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ × ５ 分 間 洗 浄 し た 。 ２ ０ ℃ に て ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中
に ３ ０ 分 間 で 固 定 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で さ ら に １ 回 ５ 分 間 洗 浄 し た 。 設 置 し 、 風 乾 し 、 シ ー ル し
た 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 図 １ ４ な い し １ ６ は 、 正 常 お よ び 癌 腫 組 織 に お け る 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 対 照 プ ロ ー ブ お よ び ア
ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を 用 い る イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 実 施 例 １ ３
　 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 変 調 の バ イ オ マ ー カ ー
　 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） を ２ × １ ０ ３ 細 胞 ／ ウ エ ル に て ６ － ウ エ ル プ レ ー ト に 接 種 し 、
３ ７ ℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 遺 伝 子 、 ま た は 対 照 の 空 の 対 照 ア デ ノ ウ
イ ル ス を 含 有 す る Ｐ Ｅ Ｒ ． Ｃ ６ Ｔ Ｍ ／ Ａ ｄ Ａ ｐ ｔ Ｔ Ｍ 技 術 （ Ｃ ｒ ｕ ｃ ｅ ｌ ｌ － Ｌ ｅ ｉ ｄ ｅ
ｎ 、 オ ラ ン ダ 国 ） を 用 い 、 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス － ５ 発 現 構 築 体 を 新 鮮 な 培 地 に 添 加 し た
（ 感 染 の 多 重 度 ＝ ３ ０ ） 。 ４ 時 間 後 、 ア デ ノ ウ イ ル ス を 取 り 出 し 、 新 鮮 な 培 地 を 添 加 し た
。 ２ ４ 時 間 後 、 Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 　 Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ キ ッ ト を 用 い て 細 胞 を 処 理 し て 全 Ｒ Ｎ Ａ を 単
離 し た 。 １ μ ｇ の 精 製 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 逆 転 写 キ ッ ト ； Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｅ ｄ
　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ 　 Ｉ ｎ ｃ ） を 生 じ さ せ 、 各 ２ ３ 遺 伝 子 に つ い て の Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ 技
術 に よ っ て ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 分 析 し た 。 遺 伝 子 － 特 異 的 シ グ ナ ル を 、 各 試 料 に 含 ま れ る 参 照 対 照
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 シ ク ロ フ ィ リ ン の そ れ に 正 規 化 さ せ た 。 対 照 － お よ び
Ｖ Ｃ Ｃ － １ － 感 染 試 料 調 製 物 の 間 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 相 対 的 量 の 差 を 、 ２ － ｄ ｄ Ｃ ｔ 方 法 ［ Liva
k, Methods (2001), 25(4), 402-408］ に よ っ て 計 算 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ８ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に つ い て の 相 関 デ ー タ 図 で あ る 。 Ｐ ｅ ａ ｒ ｓ ｏ ｎ 相 関 係 数 は Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ と 実 験 内 の 全 て の 他 の 遺 伝 子 と の 間 で 計 算 さ れ る 。 複 数 の 実 験 に お い て ０ ． ０ １ 未
満 の ｐ － 値 に よ っ て 定 義 さ れ る 、 有 意 な 相 関 係 数 を 有 す る 遺 伝 子 は 、 局 所 的 ネ ッ ト ワ ー ク
の メ ン バ ー で あ る と 考 え ら れ る 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 発 現 は 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 Ｇ Ｒ Ｏ １ 、 お よ び Ｖ Ｃ Ｃ －
１ に 対 し て 正 の 相 関 を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 図 で あ る 。 決 定 さ れ た ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列
お よ び 推 定 さ れ た 蛋 白 質 配 列 は ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 は 各 線 の 右 側 に
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示 さ れ る 。 矢 印 は シ グ ナ ル 配 列 切 断 の 予 測 さ れ る 部 位 を 示 し 、 推 定 さ れ る ポ リ ア デ ニ ル 化
シ グ ナ ル に は 下 線 を 施 し 、 星 印 は 蛋 白 質 の 停 止 コ ド ン を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 マ ウ ス Ｖ Ｃ Ｃ － １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 図 で あ る 。 決 定 さ れ た マ ウ ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ
配 列 お よ び 推 定 さ れ る 蛋 白 質 配 列 が 示 さ れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 番 号 は 各
線 の 右 側 に 示 さ れ る 。 シ グ ナ ル 配 列 切 断 の 予 測 さ れ る 部 位 は 矢 印 に よ っ て 示 さ れ 、 蛋 白 質
の 停 止 コ ド ン は 星 印 に よ っ て 示 さ れ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｖ Ｃ Ｃ － １ 蛋 白 質 の シ グ ナ ル Ｐ 神 経 ネ ッ ト ワ ー ク 分 析
図 で あ る 。 ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ （ パ ネ ル Ａ 、 頂 部 ） お よ び マ ウ ス Ｖ Ｃ Ｃ － １ （ パ ネ ル Ｂ 、 底 部
） の 最 初 の ７ ０ ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル 配 列 が 示 さ れ る 。 こ の 分 析 は 、 双 方 の 蛋 白 質 が 、 各 々
、 ヒ ト お よ び マ ウ ス に 対 し て ９ ５ ％ お よ び ９ ３ ． ４ ％ の 確 率 で も っ て ２ ２ ア ミ ノ 酸 切 断 シ
グ ナ ル 配 列 を 含 む こ と を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｖ Ｃ Ｃ － １ 蛋 白 質 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。 双 方 の 蛋 白
質 に お け る 同 一 の 領 域 は 黒 い ボ ッ ク ス に よ っ て 表 さ れ 、 他 方 、 相 同 領 域 は 灰 色 の ボ ッ ク ス
と し て 示 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 番 号 は 各 配 列 の 右 側 に 示 さ れ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 新 規 な Ｖ Ｃ Ｃ － １ 遺 伝 子 の 染 色 体 位 置 お よ び エ ク ソ ン － イ ン ト ロ ン 構 造
の 図 で あ る 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ は 染 色 体 １ ９ の 動 原 体 近 く の １ ９ ｑ １ １ に 位 置 す る 。 該 遺 伝 子 は
上 方 Ｄ Ｎ Ａ ス ト ラ ン ド の ４ エ ク ソ ン に よ っ て コ ー ド さ れ 、 か く し て 、 動 原 体 か ら １ ９ ｑ ｔ
ｅ ｒ 方 向 に 転 写 さ れ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 蛋 白 質 ｖ ｓ ２ つ の ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 複 数 整
列 を 示 す 図 で あ る 。 新 規 な 遺 伝 子 Ｖ Ｃ Ｃ － １ な ら び に ２ つ の 公 知 の ケ モ カ イ ン Ｓ Ｃ Ｙ Ａ １
７ お よ び Ｓ Ｃ Ｙ Ａ １ ６ の Ｔ Ｚ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る Ｈ Ｍ Ｍ を 基 礎 に し た 複 数 整 列 。 黒 色 の
ボ ッ ク ス は 同 一 の 領 域 を 示 し 、 他 方 、 灰 色 の ボ ッ ク ス は 配 列 の う ち の 少 な く と も ２ つ に 見
出 さ れ る 同 様 な 領 域 を 表 す 。 ギ ャ ッ プ を 配 列 に 導 入 し て 、 整 列 し た 領 域 を 最 大 化 し 、 そ れ
は 、 ダ ッ シ ュ に よ っ て 示 さ れ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト の 図 で あ る 。 全 長 Ｖ Ｃ Ｃ － １ 遺 伝 子
に 対 応 す る 放 射 性 標 識 プ ロ ー ブ で プ ロ ー ブ さ れ た 複 数 組 織 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 。 分 子 量 マ
ー カ ー の サ イ ズ は 右 側 の 組 織 源 に つ い て の も の で あ り 、 ブ ロ ッ ト の 頂 部 に リ ス ト さ れ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 マ ウ ス Ｖ Ｃ Ｃ － １ の ド ッ ト ブ ロ ッ ト 図 で あ る 。 全 長 マ ウ ス Ｖ Ｃ Ｃ － １ 遺
伝 子 に 対 応 す る 放 射 性 標 識 プ ロ ー ブ で プ ロ ー ブ さ れ た 複 数 マ ウ ス 組 織 の ド ッ ト ブ ロ ッ ト 。
Ｒ Ｎ Ａ が 単 離 さ れ た 組 織 を 右 側 の パ ネ ル に 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 腫 瘍 試 料 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 図 で あ る 。 複 数 患 者 か ら プ ー ル
さ れ た 腫 瘍 お よ び 正 常 組 織 で 行 わ れ た 定 量 的 リ ア ル タ イ ム 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 。 Ｖ
Ｃ Ｃ － １ の 発 現 を 測 定 し 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 Ｇ Ｕ Ｓ の 発 現 に 対 し て 正 規 化 す る 。 次
い で 、 正 常 組 織 プ ー ル に つ い て の Ｖ Ｃ Ｃ － １ 発 現 の レ ベ ル を １ と し て 示 す 。 頂 部 パ ネ ル は
、 結 腸 腫 瘍 試 料 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 の 相 対 的 レ ベ ル を 示 す 。 下 方 パ ネ ル は 、 乳 癌 の
パ ネ ル に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ 発 現 の 相 対 レ ベ ル を 示 す 。 下 方 パ ネ ル に お い て は 、 腫 瘍 番 号 １
の 相 対 的 発 現 は ２ ４ ． ２ ５ で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 培 養 中 の ヒ ト 内 皮 細 胞 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 図 で あ る 。 培 養 中
の 内 皮 細 胞 で 行 わ れ た 定 量 的 リ ア ル タ イ ム 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現
を 全 て の 試 料 で 測 定 し 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 シ ク ロ フ ィ リ ン の 発 現 に 対 し て 正 規 化 す
る 。 （ ヒ ト 滑 膜 線 維 芽 細 胞 、 正 常 な ヒ ト 皮 膚 線 維 芽 細 胞 お よ び ヒ ト 包 皮 線 維 芽 細 胞 か ら 単
離 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ よ り な る ） 一 次 線 維 芽 細 胞 プ ー ル に つ い て の Ｖ Ｃ Ｃ － １ 発 現 の レ ベ ル の 値
を １ と し て 示 す 。 過 剰 発 現 倍 数 の 値 を 各 欄 上 方 に リ ス ト す る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 培 養 中 の マ ウ ス Ｐ Ｙ ４ ． １ 内 皮 細 胞 に お け る ｍ Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 図
で あ る 。 ネ ズ ミ Ｖ Ｃ Ｃ － １ プ ラ イ マ ー を 用 い て の 種 々 の 条 件 下 で の Ｐ Ｙ ４ ． １ 細 胞 で 行 っ
た 定 量 的 リ ア ル タ イ ム 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 を 全 て の 試 料 で 測 定
し 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 シ ク ロ フ ィ リ ン の 発 現 に 対 し て 正 規 化 さ せ る 。 休 止 細 胞 に お
け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ 発 現 の レ ベ ル の 値 を １ と し て 示 し 、 次 い で 、 増 殖 す る 細 胞 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ
－ １ 発 現 の レ ベ ル の 値 を 休 止 細 胞 の そ れ と 比 較 す る 。 同 様 に 、 非 － チ ュ ー ブ 形 成 性 細 胞 に
お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ 発 現 の レ ベ ル の 値 を 、 チ ュ ー ブ 形 成 性 細 胞 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ の レ ベ ル
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の 比 較 の た め に １ と し て 示 し た 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 ｎ ｕ ／ ｎ ｕ 雌 マ ウ ス に お け る Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 形 質 転 換 を 示 す 図 で
あ る 。 ベ ク タ ー 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る Ｖ Ｃ Ｃ － １ 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 定 量 的 リ ア ル タ イ ム 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 に よ っ て Ｖ
Ｃ Ｃ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル に つ き ア ッ セ イ し た 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ の 発 現 は 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ
遺 伝 子 Ｇ Ｕ Ｓ の 発 現 に 対 し て 正 規 化 す る 。 ベ ク タ ー － ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 に お け る Ｖ Ｃ
Ｃ － １ 発 現 の レ ベ ル の 値 を １ と し て 示 し 、 次 い で 、 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 に お
け る Ｖ Ｃ Ｃ － １ 発 現 の レ ベ ル の 値 を そ れ と 比 較 し た 。 相 対 的 発 現 レ ベ ル を 棒 線 の 上 方 に 示
す 。 腫 瘍 塊 は １ ４ 日 に お い て 犠 牲 に し た 動 物 か ら 摘 出 し 、 秤 量 し た 。 各 個 々 の 腫 瘍 の 重 量
は 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ ／ Ｖ Ｃ Ｃ － １ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 と 比 較 し た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ ／ ベ ク タ ー
ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 に つ き 表 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 ヒ ト 乳 房 か ら の 正 常 お よ び 癌 腫 組 織 の イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を 示 す 図 で あ る 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ セ ン ス 制 御 プ ロ ー ブ を 用 い る イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 正 常 な 乳 房 組 織 （ Ａ ） 、 ま た は 乳 癌 腫 （ Ｄ ） で は 染 色 を 示 さ ず 、
他 方 、 ア ン チ セ ン ス Ｖ Ｃ Ｃ － １ プ ロ ー ブ は 、 正 常 な 乳 腺 （ Ｂ ） の 管 上 皮 細 胞 、 お よ び （ Ｅ
） 乳 癌 腫 か ら の 腫 瘍 細 胞 の ほ と ん ど 全 て に お い て 淡 い 染 色 を 示 す 。 正 常 お よ び 癌 腫 双 方 の
組 織 の 系 列 的 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン で 染 色 す る （ Ｃ お よ び Ｆ ） 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 肺 癌 腫 お よ び 正 常 な 肺 組 織 の イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 示 す 図 で あ る 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を 用 い る イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン は 、 肺 腫 瘍 （ Ａ ） の 全 体 で Ｖ Ｃ Ｃ － １ メ ッ セ ー ジ の 染 色 を 示 す 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １
ア ン チ セ ン ス で プ ロ ー ブ さ れ た 正 常 な ヒ ト 肺 組 織 の 切 片 は 、 い ず れ の シ グ ナ ル も 示 さ な か
っ た （ Ｃ ） 。 組 織 の 系 列 的 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン （ Ｂ お よ び Ｄ ） で 染 色 す
る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 ネ ズ ミ 乳 腺 の イ ン ・ サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す 図 で あ
る 。 Ｖ Ｃ Ｃ － １ セ ン ス 制 御 （ Ａ ） お よ び ア ン チ セ ン ス （ Ｂ ） プ ロ ー ブ を 用 い る イ ン ・ サ イ
チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 マ ウ ス 乳 腺 の 管 上 皮 の 染 色 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 他 の 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に 対 す る 内 皮 細 胞 に お け る Ｖ Ｃ Ｃ － １
過 剰 発 現 の 効 果 を 示 す 図 で あ る 。 ヒ ト Ｖ Ｃ Ｃ － １ 遺 伝 子 を 含 む ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ま た は い
ず れ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 も 欠 く 対 照 ア デ ノ ウ イ ル ス で Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 を 感 染 さ せ た 。 継 続 し た
培 養 の ２ ４ 時 間 後 、 Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 定 量 的 リ ア ル タ イ ム 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 に よ
っ て ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 比 較 し た 。 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 シ ク ロ フ ィ リ ン を 用 い て 、 テ ス
ト し た Ｒ Ｎ Ａ の 量 の 差 を 正 規 化 し た 。 点 線 は 、 対 照 で 感 染 さ せ た 細 胞 を 用 い て 各 遺 伝 子 に
つ き 得 ら れ た 相 対 的 値 を 示 す 。 示 さ れ た 値 は 、 ２ つ の 独 立 し た ア ッ セ イ の 平 均 ± Ｓ Ｔ Ｄ を
表 す 。 こ こ に 示 さ れ た ５ つ の 遺 伝 子 は 、 テ ス ト さ れ た ２ ４ 内 の 最 大 示 差 発 現 を 持 つ も の を
表 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 11月 25日 (2004.11.25)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   9/14     (2006.01)   9/14     (2006.01)   9/14     (2006.01)   9/14     (2006.01)   9/14     (2006.01)   9/14     (2006.01)   9/14     (2006.01)   9/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/14    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)  11/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  11/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)  13/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  13/12    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  17/02     (2006.01)  17/02     (2006.01)  17/02     (2006.01)  17/02     (2006.01)  17/02     (2006.01)  17/02     (2006.01)  17/02     (2006.01)  17/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/02    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)  17/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/06    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  19/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  19/02     (2006.01)  19/02     (2006.01)  19/02     (2006.01)  19/02     (2006.01)  19/02     (2006.01)  19/02     (2006.01)  19/02     (2006.01)  19/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  19/02    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  19/08     (2006.01)  19/08     (2006.01)  19/08     (2006.01)  19/08     (2006.01)  19/08     (2006.01)  19/08     (2006.01)  19/08     (2006.01)  19/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  19/08    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  19/10     (2006.01)  19/10     (2006.01)  19/10     (2006.01)  19/10     (2006.01)  19/10     (2006.01)  19/10     (2006.01)  19/10     (2006.01)  19/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  19/10    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  21/00     (2006.01)  21/00     (2006.01)  21/00     (2006.01)  21/00     (2006.01)  21/00     (2006.01)  21/00     (2006.01)  21/00     (2006.01)  21/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  21/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)  21/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  21/04    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  25/02     (2006.01)  25/02     (2006.01)  25/02     (2006.01)  25/02     (2006.01)  25/02     (2006.01)  25/02     (2006.01)  25/02     (2006.01)  25/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/02    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  25/14     (2006.01)  25/14     (2006.01)  25/14     (2006.01)  25/14     (2006.01)  25/14     (2006.01)  25/14     (2006.01)  25/14     (2006.01)  25/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/14    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)  25/16     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/16    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)  25/28     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/28    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  27/02     (2006.01)  27/02     (2006.01)  27/02     (2006.01)  27/02     (2006.01)  27/02     (2006.01)  27/02     (2006.01)  27/02     (2006.01)  27/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  27/02    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)  27/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  27/06    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)  29/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  29/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  29/00    １０１　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  35/04     (2006.01)  35/04     (2006.01)  35/04     (2006.01)  35/04     (2006.01)  35/04     (2006.01)  35/04     (2006.01)  35/04     (2006.01)  35/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/04    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)  37/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/02    　　　　          　　　　　
                        Ｃ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７Ｋ  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)  14/52     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １０５　          　　　　　
                        Ｃ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７Ｋ  16/24     (2006.01)  16/24     (2006.01)  16/24     (2006.01)  16/24     (2006.01)  16/24     (2006.01)  16/24     (2006.01)  16/24     (2006.01)  16/24     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　          　　　　　
                        Ｃ１２ＭＣ１２ＭＣ１２ＭＣ１２ＭＣ１２ＭＣ１２ＭＣ１２ＭＣ１２Ｍ   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)   1/00     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  14/52    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)   1/15     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  16/24    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｍ   1/00    　　　Ａ          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/15    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２Ｐ  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)  21/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ  21/02    　　　Ｃ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/02    　　　　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)  37/00     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｍ          　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/08     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  37/00    １０２　          　　　　　
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CPC分类号 A61K38/00 A61P1/02 A61P1/04 A61P1/16 A61P11/00 A61P13/12 A61P17/02 A61P17/06 A61P19/00 
A61P19/02 A61P19/08 A61P19/10 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P25/02 A61P25/14 A61P25
/16 A61P25/28 A61P27/02 A61P27/06 A61P29/00 C07K14/522

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A A01K67/027 A61K39/395.T A61K48/00 A61P1/02 A61P1/04 A61P1/16 A61P3/10 
A61P5/14 A61P9/04 A61P9/06 A61P9/10 A61P9/14 A61P11/00 A61P13/12 A61P17/02 A61P17/06 
A61P19/00 A61P19/02 A61P19/08 A61P19/10 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P25/02 A61P25
/14 A61P25/16 A61P25/28 A61P27/02 A61P27/06 A61P29/00 A61P29/00.101 A61P35/00 A61P35/04 
A61P37/00 A61P37/02 A61P43/00.105 A61P43/00.111 C07K14/52 C07K16/24 C12M1/00.A C12N1/15 
C12N1/19 C12N1/21 C12P21/02.C C12Q1/02 C12Q1/68.A G01N33/15.Z G01N33/50.Z G01N33/53.D 
G01N33/53.M G01N37/00.102 C12N15/00.F C12N5/00.A A61K37/02 C12P21/08

F-TERM分类号 2G045/AA25 2G045/AA40 2G045/CB17 2G045/DA12 2G045/DA13 2G045/DA14 2G045/DA36 2G045
/DA77 2G045/FB02 2G045/FB03 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/BA21 4B024/BA41 4B024/CA04 
4B024/CA09 4B024/CA11 4B024/CA20 4B024/DA01 4B024/DA02 4B024/DA05 4B024/DA11 4B024
/EA04 4B024/GA11 4B024/HA01 4B024/HA14 4B029/AA07 4B029/CC02 4B029/CC08 4B029/FA15 
4B063/QA01 4B063/QA13 4B063/QA18 4B063/QA19 4B063/QQ08 4B063/QQ43 4B063/QQ79 4B063
/QR32 4B063/QR55 4B063/QR62 4B063/QS25 4B063/QS34 4B063/QX02 4B064/AG02 4B064/AG27 
4B064/CA10 4B064/CA19 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064/DA13 4B065/AA91X 4B065/AA93Y 4B065
/AB01 4B065/AC14 4B065/BA01 4B065/CA24 4B065/CA25 4B065/CA44 4B065/CA46 4C084/AA02 
4C084/AA06 4C084/AA07 4C084/AA13 4C084/BA01 4C084/BA20 4C084/BA21 4C084/CA36 4C084
/DA01 4C084/DA58 4C084/NA14 4C084/ZA011 4C084/ZA021 4C084/ZA151 4C084/ZA161 4C084
/ZA201 4C084/ZA331 4C084/ZA361 4C084/ZA441 4C084/ZA591 4C084/ZA661 4C084/ZA671 4C084
/ZA681 4C084/ZA751 4C084/ZA811 4C084/ZA891 4C084/ZA941 4C084/ZA961 4C084/ZA971 4C084
/ZB011 4C084/ZB081 4C084/ZB111 4C084/ZB131 4C084/ZB151 4C084/ZB211 4C084/ZB261 4C084
/ZC021 4C084/ZC061 4C084/ZC351 4C085/AA14 4C085/BB01 4C085/BB11 4C085/CC03 4C085
/DD62 4C085/EE01 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/CA40 
4H045/DA01 4H045/DA76 4H045/EA20 4H045/EA50 4H045/FA74

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/8cf7dfda-990a-4025-8d84-ffe4b41d8799
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明一般涉及鉴定其表达在血管生成中被调节的核酸及其编码的多
肽，特别是VCC1。 这些核酸和蛋白质先前未被鉴定为在血管生成中具
有生物学作用。 本发明进一步涉及调节VCC1表达和/或活性的化合物。 
提供了使用这些化合物调节VCC-1表达和治疗与VCC-1表达有关的疾病
的方法。 还包括诊断VCC1相关血管生成性疾病的方法。

https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/029250808/publication/JP2006506043A?q=JP2006506043A

