
(57)【要約】
本発明は、 INSP093と命名され、ここではタンパク質を分泌するものとして同定された、
特にインターロイキン (IL)8-様ケモカインファミリーの構成員としての、新規なタンパク
質、及びこれらタンパク質及びこれをコードする遺伝子由来の核酸配列の、疾患の診断、
予防及び治療における使用に関するものである。

JP 2006-526386 A 2006.11.24



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (i) 配 列 番 号 10に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
　 (ii) IL-8様 の ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー の 一 員 と し て 機 能 す る 、 あ る い は 上 記 (i)の ポ リ ペ
プ チ ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は
　 (iii) 上 記 (i)又 は (ii)と 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、
　 (i) 配 列 番 号 12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
　 (ii) IL-8様 の ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー の 一 員 と し て 機 能 す る 、 あ る い は 上 記 (i)の ポ リ ペ
プ チ ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は
　 (iii) 上 記 (i)又 は (ii)と 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、
　 (i) 配 列 番 号 10又 は 配 列 番 号 12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、
　 (ii) IL-8様 の ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー の 一 員 と し て 機 能 す る 、 あ る い は 上 記 (i)の ポ リ ペ
プ チ ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は
　 (iii) 上 記 (i)又 は (ii)と 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1又 は 2記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10又 は 配
列 番 号 12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 で あ り 、 か つ IL-8様 の ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー の 一 員
で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 請 求 項 の 何 れ か 1項 に 記 載 の 項 目 (iii)記 載 の 、 機 能 的 に 等
価 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10又 は 配 列 番 号 12に 記 載 の ア
ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 活 性 フ ラ グ メ ン ト と 、 80％ を 越 え る 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 85％ 、 90
％ 、 95％ 、 98％ 又 は 99％ を 越 え る 配 列 同 一 性 を 持 つ 、 上 記 請 求 項 1～ 5の 何 れ か 1項 に 記 載
の フ ラ グ メ ン ト 又 は 機 能 的 に 等 価 な も の と し て の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10又 は 配 列 番 号 12に 記 載 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド と 、 有 意 な 構 造 上 の 相 同 性 を 示 す 、 上 記 請 求 項 1～ 6の 何 れ
か 1項 記 載 の 、 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10又 は 配 列 番 号 12に 記 載 の ア
ミ ノ 酸 配 列 由 来 の 、 7又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 、 請 求 項 1～ 3の 何 れ か 1項 に 記
載 の 項 目 (i)の ポ リ ペ プ チ ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 請 求 項 1～ 3及 び 5の 何 れ か 1項 に
記 載 の フ ラ グ メ ン ト と し て の 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 上 記 請 求 項 の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 精 製 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 9及 び /又 は 配 列 番 号 11に 記 載
の 核 酸 配 列 を 含 む 、 又 は そ の 重 複 等 価 配 列 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 7記 載 の
精 製 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 9及 び /又 は 配 列 番 号 11に 記 載
の 核 酸 配 列 か ら な る 、 又 は そ の 重 複 等 価 配 列 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 7又 は 8
記 載 の 精 製 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
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　 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の 下 で 、 請 求 項 7～ 10の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 と ハ イ
ブ リ ッ ド 化 す る 、 精 製 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 7～ 11の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 し た 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の IL-8様 の ケ モ カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 特 異 的 に
結 合 す る 、 リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 抗 体 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 活 性 レ ベ ル を 、 増 減 す る 化 合
物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド の 如 何 な る 生 物 学 的 な 効 果 を も 誘 発 す る こ と な し に 、 請 求 項 1～ 7の 何 れ
か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 、 請 求 項 16記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 天 然 の 又 は 変 性 さ れ た 基 質 、 リ ガ ン ド 、 酵 素 、 レ セ プ タ ー 又 は 構 造 的 も し く は 機 能 的 模
擬 物 質 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 疾 患 の 治 療 又 は 診 断 に お い て 使 用 す る た め の 、 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド 、 請 求 項 7～ 11の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 13
記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 14又 は 15記 載 の リ ガ ン ド 、 又 は 請 求 項 16～ 18の 何 れ か 1項 に 記 載
の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 患 者 に お け る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 由 来 の 組 織 内 の 、 請 求 項 1～ 7の 何 れ
か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 天 然 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る か 、 あ る
い は 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 評 価 す る 工 程 と 、 該 発 現 又 は
活 性 の レ ベ ル を 、 コ ン ト ロ ー ル の レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 と を 含 み 、 該 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル
と 異 な る レ ベ ル が 、 疾 患 の 指 標 と な る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 イ ン ビ ト ロ で 行 う 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 (a) 請 求 項 14又 は 15記 載 の リ ガ ン ド と 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と を 、 リ ガ ン ド -ポ リ ペ プ チ
ド 複 合 体 を 生 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び (b) 該 複 合 体 を 検 出 す る 工
程 と を 含 む 、 請 求 項 20又 は 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 a) 該 患 者 を 由 来 と す る 組 織 の サ ン プ ル と 、 核 酸 プ ロ ー ブ と を 、 請 求 項 7～ 11の 何 れ か 1
項 に 記 載 の 核 酸 分 子 と 該 プ ロ ー ブ と の 間 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 可 能 と す る ス ト
リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 b) コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル と 該 プ ロ ー ブ と を 、 上 記 工 程 a)に お い て 使 用 し た も の と 同 一
の 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 c) 該 サ ン プ ル に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 と を 含 み 、 該 コ ン ト
ロ ー ル サ ン プ ル に お け る 該 ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 レ ベ ル と は 異 な る 、 該 患 者 サ ン プ ル に お け
る 該 ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 レ ベ ル の 検 出 が 、 疾 患 の 指 標 と な る 、 請 求 項 20又 は 21記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 a) 該 患 者 の 組 織 由 来 の 核 酸 サ ン プ ル と 核 酸 プ ラ イ マ ー と を 、 請 求 項 7～ 11の 何 れ か 1項
に 記 載 の 核 酸 分 子 と 該 プ ラ イ マ ー と の 間 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 可 能 と す る ス ト
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リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 b) コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル と 該 プ ラ イ マ ー と を 、 上 記 工 程 a)に お い て 使 用 し た も の と 同
一 の 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 c) 該 サ ン プ ル 核 酸 を 増 幅 す る 工 程 と 、
　 d) 該 患 者 及 び コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル 両 者 由 来 の 増 幅 さ れ た 核 酸 の レ ベ ル を 検 出 す る 工
程 と を 含 み 、 該 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル 内 の 該 増 幅 核 酸 レ ベ ル と は 有 意 に 異 な る 、 該 患 者 サ
ン プ ル 内 の 該 増 幅 核 酸 レ ベ ル の 検 出 が 、 疾 患 の 指 標 と な る 、 請 求 項 20又 は 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 a) 疾 患 に つ き テ ス ト す べ き 患 者 由 来 の 組 織 を 得 る 工 程 と 、
　 b) 該 組 織 サ ン プ ル か ら 、 請 求 項 7～ 11の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 単 離 す る 工 程 と
、
　 c) 該 核 酸 分 子 に お け る 、 該 疾 患 の 指 標 と し て の 、 該 疾 患 と 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 を
検 出 す る こ と に よ り 、 該 患 者 を 該 疾 患 に つ い て 診 断 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 20又 は 21記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 更 に 、 該 核 酸 分 子 を 増 幅 し て 、 増 幅 さ れ た 生 成 物 を 生 成 す る 工 程 と 、 該 増 幅 生 成 物 に お
け る 突 然 変 異 の 有 無 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る 核 酸 プ ロ ー ブ と 、 該 核 酸 分 子 と を 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
条 件 下 で 接 触 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 分 子 を 生 成 す る 工 程 、 こ こ で 該 ハ イ ブ リ ッ ド 二
本 鎖 分 子 は 、 疾 患 と 関 連 す る 突 然 変 異 に 相 当 す る 任 意 の 部 分 に お い て 、 該 核 酸 プ ロ ー ブ の
未 ハ イ ブ リ ッ ド 化 部 分 を 有 し ； 及 び 該 疾 患 関 連 突 然 変 異 の 有 無 に 係 る 指 標 と し て の 、 該 プ
ロ ー ブ ス ト ラ ン ド の 未 ハ イ ブ リ ッ ド 化 部 分 の 有 無 を 検 出 す る 工 程 に よ っ て 、 該 患 者 に お け
る 該 突 然 変 異 の 有 無 を 検 出 す る 、 請 求 項 25又 は 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 該 疾 患 が 、 新 生 物 、 黒 色 腫 、 肺 、 結 腸 直 腸 、 胸 部 、 膵 臓 、 頭 部 及 び 頚 部 並 び に 他 の 固 形
腫 瘍 を 包 含 す る 細 胞 増 殖 疾 患 ； 骨 髄 増 殖 性 疾 患 、 例 え ば 白 血 病 、 非 -ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、
白 血 球 減 少 症 、 血 小 板 減 少 症 、 血 管 形 成 障 害 、 カ ポ ジ ー 肉 腫 ； ア レ ル ギ ー 、 炎 症 性 腸 疾 患
、 関 節 炎 、 乾 癬 及 び 気 道 炎 症 、 喘 息 、 及 び 器 官 移 植 の 拒 絶 反 応 を 包 含 す る 自 己 免 疫 /炎 症
性 疾 患 ； 高 血 圧 、 浮 腫 、 ア ン ギ ナ 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 血 栓 症 、 敗 血 症 、 シ ョ ッ ク
、 再 灌 流 傷 害 及 び 虚 血 を 包 含 す る 心 臓 血 管 障 害 ； 中 枢 神 経 系 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 脳
傷 害 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 及 び 痛 み を 包 含 す る 神 経 系 の 障 害 ； 発 育 異 常 ； 真 性 糖 尿 病 、 骨
粗 鬆 症 、 及 び 肥 満 、 AIDS及 び 腎 疾 患 を 包 含 す る 代 謝 異 常 ； ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、
真 菌 感 染 症 、 寄 生 虫 性 感 染 症 、 亜 致 死 性 内 毒 素 血 症 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 羊 膜 腔 の 微 生 物
感 染 、 回 帰 熱 の ヤ リ ッ シ ュ -ヘ ル ク ス ハ イ マ ー 反 応 、 中 枢 神 経 系 の 感 染 症 、 急 性 膵 炎 、 潰
瘍 性 大 腸 炎 、 蓄 膿 症 、 溶 血 性 尿 毒 症 症 候 群 、 髄 膜 炎 菌 疾 患 、 胃 感 染 症 、 百 日 咳 、 腹 膜 炎 、
乾 癬 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 敗 血 症 、 喘 息 及 び 糸 球 体 腎 炎 を 包 含 す る 感 染 症 を 含 む が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 、 請 求 項 20～ 27の 何 れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 疾 患 が 、 IL-8様 の ケ モ カ イ ン が 関 与 し て い る 疾 患 で あ る 、 請 求 項 20～ 27の 何 れ か 1項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 、 IL-8様 ケ モ カ イ ン タ ン パ ク 質 と し て
の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 7～ 11の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸
分 子 、 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 13記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 14又 は 15記 載 の リ ガ ン
ド 又 は 請 求 項 16～ 18の 何 れ か 1項 に 記 載 の 化 合 物 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 薬 理 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 7～ 11の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核
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酸 分 子 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 新 生 物 、 黒 色 腫 、 肺 、 結 腸 直 腸 、 胸 部 、 膵 臓 、 頭 部 及 び 頚 部 並 び に 他 の 固 形 腫 瘍 を 包 含
す る 細 胞 増 殖 疾 患 ； 骨 髄 増 殖 性 疾 患 、 例 え ば 白 血 病 、 非 -ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 白 血 球 減 少
症 、 血 小 板 減 少 症 、 血 管 形 成 障 害 、 カ ポ ジ ー 肉 腫 ； ア レ ル ギ ー 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 関 節 炎 、
乾 癬 及 び 気 道 炎 症 、 喘 息 、 及 び 器 官 移 植 の 拒 絶 反 応 を 包 含 す る 自 己 免 疫 /炎 症 性 疾 患 ； 高
血 圧 、 浮 腫 、 ア ン ギ ナ 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 血 栓 症 、 敗 血 症 、 シ ョ ッ ク 、 再 灌 流 傷
害 及 び 虚 血 を 包 含 す る 心 血 管 障 害 ； 中 枢 神 経 系 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 脳 傷 害 、 筋 萎 縮
性 側 索 硬 化 症 及 び 痛 み を 包 含 す る 神 経 系 の 障 害 ； 発 育 異 常 ； 真 性 糖 尿 病 、 骨 粗 鬆 症 、 及 び
肥 満 、 AIDS及 び 腎 疾 患 を 包 含 す る 代 謝 異 常 ； ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 、
寄 生 虫 性 感 染 症 、 亜 致 死 性 内 毒 素 血 症 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 羊 膜 腔 の 微 生 物 感 染 、 回 帰 熱
の ヤ リ ッ シ ュ -ヘ ル ク ス ハ イ マ ー 反 応 、 中 枢 神 経 系 の 感 染 症 、 急 性 膵 炎 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、
蓄 膿 症 、 溶 血 性 尿 毒 症 症 候 群 、 髄 膜 炎 菌 疾 患 、 胃 感 染 症 、 百 日 咳 、 腹 膜 炎 、 乾 癬 、 リ ウ マ
チ 性 関 節 炎 、 敗 血 症 、 喘 息 及 び 糸 球 体 腎 炎 を 包 含 す る 感 染 症 を 治 療 す る 医 薬 の 製 造 に お い
て 使 用 す る た め の 、 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 7～ 11の 何 れ か
1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 13記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 14又
は 15記 載 の リ ガ ン ド 、 請 求 項 16～ 18の 何 れ か 1項 に 記 載 の 化 合 物 、 又 は 請 求 項 31記 載 の 薬
理 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 IL-8様 の ケ モ カ イ ン が 関 与 し て い る 疾 患 を 治 療 す る 医 薬 の 製 造 に お い て 使 用 す る た め の
、 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 7～ 11の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸
分 子 、 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 13記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 14又 は 15記 載 の リ ガ ン
ド 、 請 求 項 16～ 18の 何 れ か 1項 に 記 載 の 化 合 物 、 又 は 請 求 項 31記 載 の 薬 理 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 患 者 に お け る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載
の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 7～ 11の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー 、
請 求 項 13記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 14又 は 15記 載 の リ ガ ン ド 、 請 求 項 16～ 18の 何 れ か 1項 に
記 載 の 化 合 物 、 又 は 請 求 項 31記 載 の 薬 理 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 健 康 な 患 者 に お け る 天 然 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル と 比 較 し て
、 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 に お け る 該 遺 伝 子 の 発 現 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が よ り 低 下
し て い る 疾 患 に 対 し て 、 該 患 者 に 投 与 さ れ た 該 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 ベ ク タ ー 、 リ ガ
ン ド 、 化 合 物 又 は 組 成 物 が 、 ア ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 健 康 な 患 者 に お け る 天 然 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル と 比 較 し て
、 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 に お け る 該 遺 伝 子 の 発 現 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が よ り 高 く
な っ て い る 疾 患 に 対 し て 、 該 患 者 に 投 与 さ れ た 該 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 ベ ク タ ー 、 リ
ガ ン ド 、 化 合 物 又 は 組 成 物 が 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 患 者 に お け る 疾 患 の 治 療 処 置 を 追 跡 す る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 由 来 の 組 織 に お け る 、 請
求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 活 性 レ ベ ル 、 又 は 請 求 項 7～ 11の 何
れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 の 発 現 レ ベ ル を 、 所 定 期 間 に 渡 り 追 跡 す る 工 程 を 含 み 、 該 所 定
期 間 に 渡 る 該 発 現 又 は 活 性 レ ベ ル の 、 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル に 向 か う 変 化 が 、 該 疾 患 の 減 退
を 表 す 指 標 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 疾 患 の 治 療 及 び /又 は 診 断 に お い て 効 果 的 な 、 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 1
～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 請 求 項 7～ 11の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 と
、 該 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 分 子 に 対 す る 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 持 つ と 思 わ れ る 、 1種 又 は
そ れ 以 上 の 化 合 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び 該 核 酸 分 子 又 は ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合
す る 化 合 物 を 選 別 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 同 定 方 法 。

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-526386 A 2006.11.24



【 請 求 項 ４ ０ 】
　 疾 患 の 診 断 に と っ て 有 用 な キ ッ ト で あ っ て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 請 求 項 7～ 11
の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 、 第 一 の 容
器 ； 該 核 酸 分 子 を 増 幅 す る の に 有 用 な プ ラ イ マ ー を 含 む 、 第 二 の 容 器 ； 及 び 該 疾 患 の 診 断
を 簡 略 化 す る た め の 、 該 プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー の 使 用 に 関 連 す る 取 扱 説 明 書 を 含 む こ と
を 特 徴 と す る 、 上 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 更 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ て い な い RNAを 消 化 す る た め の 試 薬 を 収 容 し た 、 第 三 の 容 器
を も 含 む 、 請 求 項 40記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 核 酸 分 子 の ア レ イ を 含 み 、 そ の 少 な く と も 一 つ が 、 請 求 項 7～ 11の 何 れ か 1項 に 記 載 の 核
酸 分 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 、 1種 又 は そ れ 以 上 の 抗 体 、 及
び 該 抗 体 と 該 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 結 合 反 応 を 検 出 す る の に 有 用 な 試 薬 を 含 む こ と を 特 徴
と す る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 1～ 7の 何 れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 よ り 高 い 又 は よ り 低 い レ ベ ル で 発 現
し 、 又 は こ れ を 発 現 し な い よ う に 形 質 転 換 さ れ て い る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 又 は ノ ッ ク ア
ウ ト 非 -ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 請 求 項 44記 載 の 非 -ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と 、 候 補 化 合 物 と を 接 触 さ せ 、 か つ 該
動 物 の 疾 患 に 及 ぼ す 該 化 合 物 の 効 果 を 測 定 す る こ と に よ る 、 疾 患 を 治 療 す る の に 有 効 な 化
合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 こ こ に お い て 、 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 と し て 、 特 に イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-8
様 の ケ モ カ イ ン 群 の 構 成 員 と し て 同 定 さ れ た 、 INSP093及 び INSP094と 呼 ば れ る 新 規 な タ ン
パ ク 質 、 及 び 疾 患 の 診 断 、 予 防 及 び 治 療 に お け る 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 及 び こ れ ら を コ ー ド
す る 遺 伝 子 由 来 の 核 酸 配 列 の 使 用 に 関 連 す る 。
　 こ こ に 引 用 す る 全 て の 刊 行 物 、 特 許 及 び 特 許 出 願 は 、 そ の 全 体 を こ こ に 参 考 文 献 と し て
組 み 入 れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 機 能 ゲ ノ ム 学 の 時 代 が 、 機 を 熟 し た こ と か ら 、 薬 物 発 見 の プ ロ セ ス は 、 現 在 根 本 的 な 変
革 期 に あ る 。 「 機 能 ゲ ノ ム 学 (functional genomics)」 な る 用 語 は 、 対 象 と す る タ ン パ ク
質 配 列 に 機 能 を 帰 属 さ せ る た め の バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス 手 段 を 利 用 す る 方 法 に 適 用
さ れ る 。 配 列 デ ー タ 発 生 速 度 が 、 研 究 室 の 、 こ れ ら タ ン パ ク 配 列 に 機 能 を 帰 属 さ せ る 能 力
を 、 凌 駕 し て い る こ と か ら 、 こ の よ う な 手 段 が 、 益 々 必 要 と な っ て き て い る 。
　 バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス 手 段 の 能 力 及 び 精 度 が 高 ま る に つ れ て 、 こ れ ら の 手 段 は 、
迅 速 に 、 生 化 学 的 な 特 徴 付 け に 関 す る 従 来 の 技 術 に 取 っ て 代 り つ つ あ る 。 事 実 、 本 発 明 を
同 定 す る に 際 し て 使 用 し て い る 、 最 新 の バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス 手 段 は 、 高 度 に 信 頼
す る こ と の で き る 、 結 果 を 出 す こ と を 可 能 と す る 。
　 様 々 な 機 関 及 び 工 業 的 な 組 織 体 が 、 配 列 デ ー タ を 検 討 し て い る 。 と い う の は 、 こ れ ら が
利 用 可 能 で あ り 、 し か も 多 大 な 発 見 が 、 継 続 的 に な さ れ て い る か ら で あ る 。 し か し な が ら
、 更 な る 遺 伝 子 及 び こ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド を 、 研 究 の 目 的 及 び 薬 物 発 見 の 目 的
で 同 定 し 、 か つ 特 徴 付 け す る た め の 、 絶 え 間 な い 需 要 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を 製 造 し 、 ま た 分 泌 す る 細 胞 の 能 力 は 、 多 く の 生 物 学 的 な 過 程 に と っ
て 中 心 と な る も の で あ る 。 酵 素 、 成 長 因 子 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 及 び シ グ ナ ル
発 生 分 子 は 、 全 て 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る 。 こ れ は 、 分 泌 小 胞 と 細 胞 膜 と の 融 合 を 通 し て
行 わ れ る 。 全 て の 場 合 で は な い が 、 多 く の 場 合 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 小 胞 体 に 導 か れ 、
シ グ ナ ル ペ プ チ ド に よ っ て 分 泌 小 胞 に 送 ら れ る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 細 胞 質 か ら 膜 結 合
区 画 、 例 え ば 分 泌 小 胞 ま で の 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 輸 送 に 影 響 を 与 え る 、 シ ス 作 用 配 列 で あ
る 。 分 泌 小 胞 に 送 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 分 泌 さ れ る か 、 あ る い は
細 胞 膜 内 に 保 持 さ れ る 。 細 胞 膜 内 に 保 持 さ れ る 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 1又 は そ れ 以 上 の 貫 膜
ド メ イ ン を 持 つ で あ ろ う 。 細 胞 の 機 能 発 揮 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 演 じ る 、 分 泌 タ ン パ ク
質 の 例 は 、 サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (接 着 性 分 子 )、 プ ロ
テ ア ー ゼ 、 及 び 成 長 並 び に 分 化 因 子 で あ る 。 こ れ ら タ ン パ ク 質 の 特 性 に 関 す る 幾 つ か の 説
明 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】

　 こ れ ら シ グ ナ ル 発 生 分 子 は 、 サ イ ト カ イ ン と は 異 な り 、 化 学 走 性 誘 発 の 原 因 と な り 、 又
は 移 動 を 支 配 す る 。 こ れ ら は 高 度 に 特 異 的 で あ り 、 そ の 事 実 は 、 IL-8が 、 単 球 で は な く 、
顆 粒 球 に 対 し て 走 化 性 で あ る と い う 事 実 に よ っ て 示 さ れ る 。 ケ モ カ イ ン は 、 4つ の 保 存 さ
れ た シ ス テ イ ン 残 基 を 含 み 、 ま た 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 位 置 に 基 い て 、 3つ の 群 、 即
ち α (CXC)、 β (CC)及 び γ (C)に 分 け ら れ る 。 最 初 の 2つ の シ ス テ イ ン が 、 他 の ア ミ ノ 酸 に
よ り 分 離 さ れ て い る 場 合 、 こ の ケ モ カ イ ン は 、 該 α 群 の 一 員 で あ り 、 一 方 該 最 初 の 2つ の
シ ス テ イ ン 残 基 は 、 該 β 群 の 構 成 員 で は 、 相 互 に 隣 接 し て い る 。 該 γ 群 の 構 成 員 は 、 そ の
N-末 端 に お い て 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 2つ で は な く 、 一 つ だ け 含 ん で い る 。 こ れ ら α 及 び β
群 に お い て 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 第 一 及 び 第 三 残 基 間 及 び 第 二 及 び 第 四 残 基 間 に 形 成 さ
れ る 。
　 ケ モ カ イ ン の 特 異 性 は 、 細 胞 表 面 上 の 特 異 的 レ セ プ タ ー の 存 在 に 依 存 し て い る 。 ケ モ カ
イ ン は 、 白 血 球 の 移 動 に お い て あ る 役 割 を 演 じ て い る 。 活 性 化 の 際 に 、 白 血 球 細 胞 骨 格 の
改 造 作 用 が 誘 発 さ れ て 、 結 果 的 に 該 細 胞 が 平 坦 化 さ れ 、 か つ 血 管 内 空 間 か ら 組 織 空 間 に 移
行 す る 。 ケ モ カ イ ン と 7-貫 膜 G-タ ン パ ク 質 結 合 レ セ プ タ ー と の 相 互 作 用 は 、 応 答 細 胞 に お
け る 細 胞 内 遊 離 カ ル シ ウ ム の 迅 速 な 蓄 積 に 導 く 。 こ の 移 動 は 、 化 学 走 性 、 呼 吸 バ ー ス ト 及
び 白 血 球 の 接 着 性 相 互 作 用 の 上 向 き 調 節 に と っ て 重 要 で あ る 。 ケ モ カ イ ン は 、 ま た 好 中 球
、 単 球 、 リ ン パ 球 及 び 好 酸 球 上 の 接 着 性 分 子 の 発 現 を 調 節 す る こ と が 、 明 ら か に さ れ て い
る 。 例 え ば 、 MIP-1α 及 び RANTESは 、 単 球 と 内 皮 と の 接 着 を 引 起 し 、 一 方 MIP-1β は 、 CD8 +

T-細 胞 の 内 皮 に 対 す る 接 着 を 誘 発 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 従 っ て 、 こ れ ら ド メ イ ン に 係 る 増 大 し つ つ あ る 知 見 は 、 上 記 の よ う な 疾 患 状 態 及 び 関 連
す る 疾 患 状 態 に 導 く 、 根 本 的 な 経 路 に 関 す る 理 解 を 高 め 、 か つ こ れ ら 疾 患 を 治 療 す る た め
の 、 よ り 一 層 効 果 的 な 遺 伝 子 及 び /又 は 薬 物 療 法 の 開 発 に お い て 、 極 め て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 INSP093及 び /又 は INSP094ポ リ ペ プ チ ド が 、 IL-8様 ケ モ カ イ ン で あ る と
い う 発 見 に 基 づ く も の で あ る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 局 面 に 係 る 一 態 様 で は 、 以 下 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
(i) 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4及 び /又 は 配 列 番 号 6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
；
(ii) 該 IL-8様 ケ モ カ イ ン 群 の 一 員 と し て 機 能 し 、 あ る い は 上 記 (i)の ポ リ ペ プ チ ド と 共 通
の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は
(iii) 上 記 (i)又 は (ii)と 機 能 的 に 等 価 な も の と し て の ポ リ ペ プ チ ド 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 該 第 一 局 面 に 従 う ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の よ う な も の で あ る ：
(i) 配 列 番 号 6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
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(ii) 該 IL-8様 の ケ モ カ イ ン 群 の 一 員 と し て 機 能 す る 、 あ る い は 上 記 (i)の ポ リ ペ プ チ ド と
共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は
(iii) 上 記 (i)又 は (ii)と 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド 。
　 本 発 明 に 係 る こ の 第 一 の 局 面 に 従 う 第 二 の 態 様 に よ れ ば 、 以 下 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を
提 供 す る ：
(i) 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4及 び /又 は 配 列 番 号 6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ
ド 、
(ii) 該 IL-8様 の ケ モ カ イ ン 群 の 一 員 と し て 機 能 す る 、 あ る い は 上 記 (i)の ポ リ ペ プ チ ド と
共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は
(iii) 上 記 (i)又 は (ii)と 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 配 列 番 号 2に 記 載 の 配 列 を 持 つ 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 に お い て 「 INSP093エ キ ソ ン Aポ
リ ペ プ チ ド 」 と 呼 ぶ 。 配 列 番 号 4に 記 載 の 配 列 を 持 つ 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 に お い て 「 I
NSP093エ キ ソ ン Bポ リ ペ プ チ ド 」 と 呼 ぶ 。 配 列 番 号 6に 記 載 の 配 列 を 持 つ 該 ポ リ ペ プ チ ド は
、 以 下 に お い て 「 INSP093部 分 ポ リ ペ プ チ ド 」 と 呼 ぶ 。
　 INSP093エ キ ソ ン Aヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 1)の 開 始 点 に 、 メ チ オ ニ ン 開 始 コ ド ン が
存 在 し な い と い う 事 実 を 考 察 す る と 、 配 列 番 号 1の 5'末 端 に 更 に エ キ ソ ン が 存 在 で き 、 こ
れ ら が 、 配 列 番 号 2に お い て 与 え ら れ る 配 列 の 開 始 点 に 対 す る N-末 端 と な る ア ミ ノ 酸 を 与
え る で あ ろ う こ と は 、 極 め て あ り そ う な こ と と 考 え ら れ る 。 ま た 、 INSP093エ キ ソ ン B(配
列 番 号 3)の 3'末 端 に 停 止 コ ド ン が 存 在 し な い こ と も 重 要 で あ り 、 従 っ て 配 列 番 号 4に 与 え
ら れ た 配 列 の 末 端 に 対 す る C-末 端 で あ る 、 ア ミ ノ 酸 を 与 え る で あ ろ う 、 該 ゲ ノ ム に お け る
配 列 番 号 3に 対 す る 更 な る エ キ ソ ン 3'が 存 在 す る こ と も 、 本 出 願 人 に と っ て は 、 極 め て あ
り そ う な こ と と 考 え ら れ る 。
　 こ こ で 使 用 す る 「 INSP093ポ リ ペ プ チ ド 」 な る 用 語 は 、 該 INSP093エ キ ソ ン Aポ リ ペ プ チ
ド 、 INSP093エ キ ソ ン Bポ リ ペ プ チ ド 及 び INSP093部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 、 ポ リ ペ プ
チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 第 一 局 面 に 係 る 、 第 三 の 態 様 で は 、 以 下 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
(i) 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10及 び /又 は 配 列 番 号 12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド ；
(ii) 該 IL-8様 ケ モ カ イ ン 群 の 一 員 と し て 機 能 し 、 あ る い は 上 記 (i)の ポ リ ペ プ チ ド と 共 通
の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は
(iii) 上 記 (i)又 は (ii)と 機 能 的 に 等 価 な も の と し て の ポ リ ペ プ チ ド 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 該 第 一 局 面 に 従 う ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の よ う な も の で あ る ：
(i) 配 列 番 号 10に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
(ii) 該 IL-8様 の ケ モ カ イ ン 群 の 一 員 と し て 機 能 す る 、 あ る い は 上 記 (i)の ポ リ ペ プ チ ド と
共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は
(iii) 上 記 (i)又 は (ii)と 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド 。
　 本 発 明 の 該 第 一 の 局 面 に 従 う 第 四 の 態 様 で は 、 以 下 の 如 き ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る ：
(i) 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10及 び /又 は 配 列 番 号 12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド 、
(ii) 該 IL-8様 の ケ モ カ イ ン 群 の 一 員 と し て 機 能 す る 、 あ る い は 上 記 (i)の ポ リ ペ プ チ ド と
共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は
(iii) 上 記 (i)又 は (ii)と 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 配 列 番 号 8に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 に お い て 「 INSP094エ キ ソ ン Aポ リ
ペ プ チ ド 」 と 呼 ぶ 。 配 列 番 号 10に 記 載 の 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 に お い て 「 INSP
094部 分 ポ リ ペ プ チ ド 」 と 呼 ぶ 。
　 INSP094エ キ ソ ン Aヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 7)の 開 始 点 に 、 メ チ オ ニ ン 開 始 コ ド ン が
存 在 し な い と い う 事 実 を 考 察 す る と 、 配 列 番 号 7の 5'末 端 に 更 に エ キ ソ ン が 存 在 で き 、 こ
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れ ら が 、 配 列 番 号 2に お い て 与 え ら れ る 配 列 の 開 始 点 に 対 す る N-末 端 と な る ア ミ ノ 酸 を 与
え る で あ ろ う こ と は 、 極 め て あ り そ う な こ と と 考 え ら れ る 。 ま た 、 INSP094エ キ ソ ン A(配
列 番 号 7)の 3'末 端 に 停 止 コ ド ン が 存 在 し な い こ と も 重 要 で あ り 、 従 っ て 配 列 番 号 8に 与 え
ら れ た 配 列 の 末 端 に 対 す る C-末 端 で あ る 、 ア ミ ノ 酸 を 与 え る で あ ろ う 、 該 ゲ ノ ム に お け る
配 列 番 号 7に 対 す る 更 な る エ キ ソ ン 3'が 存 在 す る こ と も 、 本 出 願 人 に と っ て は 、 極 め て あ
り そ う な こ と と 考 え ら れ る 。
　 こ こ で 使 用 す る 「 INSP094ポ リ ペ プ チ ド 」 な る 用 語 は 、 該 INSP094エ キ ソ ン Aポ リ ペ プ チ
ド 及 び INSP094部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 「 該 IL-8様 の ケ モ カ イ ン 群 の 一 員 と し て 機 能 す る 」 な る 表 現 に よ り 、 我 々 は 、 該 IL-8様
の ケ モ カ イ ン 群 の ポ リ ペ プ チ ド に 保 存 さ れ て い る 特 長 と し て 同 定 で き 、 結 果 的 に ポ リ ペ プ
チ ド と リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 が 、 完 全 な 長 さ を 持 つ 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 と 比 較 し て
、 実 質 的 に 有 害 な 影 響 を 与 え な い よ う な 、 ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 構 造 上 の 特 徴 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド を 意 味 す る 。 特 に 、 我 々 は 、 同 一 ド メ イ ン 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 生 成 を 可 能 と す る 、
該 ポ リ ペ プ チ ド 内 部 の 特 定 の 位 置 に お け る 、 シ ス テ イ ン 残 基 の 存 在 を 意 味 す る 。 IL-8様 の
ケ モ カ イ ン と し て 機 能 す る 能 力 は 、 ア ッ セ イ キ ッ ト 、 例 え ば 70pg/ml程 度 の 低 い IL-8濃 度
の 検 出 を 可 能 と す る 、 ヒ ュ ー マ ン (Human) IL-8ELISA(IBL, ハ ン ブ ル グ )を 用 い て 測 定 す る
こ と が で き る 。
　 構 造 -活 性 関 係 に 関 す る 研 究 は 、 ケ モ カ イ ン が 、 そ の ア ミ ノ 末 端 領 域 を 利 用 す る こ と に
よ り 、 レ セ プ タ ー と 結 合 し 、 か つ こ れ を 活 性 化 す る こ と を 示 し て い る 。 タ ン パ ク 分 解 的 消
化 、 突 然 変 異 誘 発 、 又 は こ の 領 域 に お け る ア ミ ノ 酸 に 対 す る 化 学 的 な 修 飾 は 、 拮 抗 作 用 を
持 つ 化 合 物 の 発 生 を 可 能 と す る (Loetscher P & Clark-Lewis I, J Leukoc Biol, 2001, 6
9:881-884; Lambeir A等 , J Biol Chem, 2001, 276:29839-29845; Proost P等 , Blood, 2
001, 98(13):3554-3561)。 こ の よ う に 、 該 ア ミ ノ 末 端 領 域 、 又 は 対 応 す る ケ モ カ イ ン の 他
の 領 域 に お け る 、 1又 は そ れ 以 上 の 残 基 の 、 特 異 的 な 修 飾 (欠 失 、 非 -保 存 性 の 置 換 )に 起 因
す る 拮 抗 性 の 分 子 は 、 炎 症 性 疾 患 及 び 自 己 免 疫 疾 患 に 対 す る 治 療 の 可 能 性 を 持 つ も の と 考
え ら れ る (WO 02/28419; WO 00/27880; WO 99/33989; Schwarz MK & Wells TN, Curr Opin
 Chem Biol, 1999, 3:407-17)。 従 っ て 、 本 特 許 出 願 の 更 な る 目 的 は 、 該 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド を 変 性 す る こ と に よ り 生 成 さ れ る 、 こ の 種 の ア ン タ ゴ ニ ス ト で 代 表 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 関 連 す る 試 薬 の 治 療 的 用 途 は 、 動 物 細 胞 、 組 織 及 び モ デ ル を
使 用 し た 、 イ ン ビ ボ /イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ (Coleman RA等 , Drug Discov Today, 2001, 6:1
116-1126; Li AP, Drug Discov Today, 2001, 6:357-366; Methods Mol Biol, Vol.138,
「 ケ モ カ イ ン ズ プ ロ ト コ ー ル ズ (Chemokines Protocols)」 Proudfoot AI等 編 , フ マ ナ プ レ
ス 社 (Humana Press Inc.), 2000; Methods Enzymol, Vol. 287 & 288, ア カ デ ミ ッ ク プ レ
ス (Academic Press), 1997)、 あ る い は 薬 物 発 見 及 び 臨 床 前 開 発 中 の 、 ケ モ カ イ ン 及 び 他
の 生 物 学 的 な 製 品 の 妥 当 性 に 関 し て 公 知 の 、 イ ン シ リ コ (in silico)/計 算 機 法 (Johnson D
E & Wolfgang GH, Drug Discov Today, 2000, 5:445-454)に よ っ て 、 (安 全 性 、 薬 物 動 態
学 及 び 効 能 に よ り )評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 特 許 出 願 は 、 新 規 な ケ モ カ イ ン -様 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 一 連 の 関 連 す る 試 薬 を 開 示 す
る も の で あ り 、 こ れ ら は 適 当 に 処 方 さ れ た 薬 理 組 成 物 に お け る 活 性 成 分 と し て 、 諸 疾 患 、
例 え ば 細 胞 増 殖 性 障 害 、 自 己 免 疫 性 /炎 症 性 障 害 、 心 血 管 障 害 、 神 経 系 の 障 害 、 発 育 障 害
、 代 謝 異 常 、 感 染 性 及 び 他 の 病 理 学 的 状 態 の 治 療 も し く は 予 防 に お い て 有 用 で あ り 得 る 。
特 に 、 ケ モ カ イ ン の 既 知 の 特 性 を 与 え る こ と に よ っ て 、 こ こ に 開 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 及
び 薬 剤 は 、 異 常 な 又 は 欠 陥 の あ る 細 胞 移 動 を 含 む 状 態 を 、 処 置 す る は ず で あ る 。 こ の よ う
な 状 態 の 非 -限 定 的 な 例 は 、 以 下 の 通 り で あ る ： 関 節 炎 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 (RA)、 乾 癬 性
関 節 炎 、 骨 関 節 炎 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 (SLE)、 全 身 性 硬 化 症 、 強 皮 症 、 多 発 性 筋 炎 、 糸 球
体 腎 炎 、 線 維 症 、 肺 線 維 症 及 び 炎 症 、 ア レ ル ギ ー 性 又 は 過 敏 性 疾 患 、 皮 膚 炎 、 喘 息 、 慢 性
閉 塞 性 肺 疾 患 (COPD)、 炎 症 性 腸 疾 患 (IBD)、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 多 発 性 硬 化 症 、

10

20

30

40

50

(9) JP 2006-526386 A 2006.11.24



敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 HIV感 染 症 、 移 植 拒 絶 反 応 、 創 傷 治 癒 、 転 移 、 子 宮 内 膜 症 、 肝 炎 、 肝
臓 線 維 症 、 癌 、 無 痛 覚 症 、 及 び ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 と 関 連 し た 脈 管 炎 症 。
　 第 二 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 局 面 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
、 精 製 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 好 ま し く は 、 こ の 精 製 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 1(上 記 の INSP093エ キ ソ ン Aポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 3(上 記 の INSP093エ キ ソ ン Bポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配
列 番 号 5(上 記 の INSP093部 分 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 7(上 記 の INSP094エ キ
ソ ン Aポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )及 び /又 は 配 列 番 号 9(上 記 の INSP094部 分 ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る )に 記 載 の 核 酸 配 列 を 含 む も の で あ る か 、 あ る い は こ れ ら 配 列 の 何 れ か 一 つ の
重 複 等 価 配 列 （ redundant equivalent） 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
　 本 発 明 は 、 更 に 配 列 番 号 1(上 記 の INSP093エ キ ソ ン Aポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列
番 号 3(上 記 の INSP093エ キ ソ ン Bポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 5(上 記 の INSP093部
分 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )、 配 列 番 号 7(上 記 の INSP094エ キ ソ ン Aポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る )及 び /又 は 配 列 番 号 9(上 記 の INSP094部 分 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )に 記 載 の 核 酸
配 列 か ら な る 、 精 製 さ れ た 核 酸 分 子 、 又 は こ れ ら 配 列 の 何 れ か 一 つ の 重 複 等 価 配 列 又 は そ
の フ ラ グ メ ン ト と し て の 精 製 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 第 三 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の 下 で 、 上 記 本 発 明 の 第
二 の 局 面 の 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ッ ド 化 し た 、 精 製 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 第 四 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 の 局 面 の 核 酸 分 子 を 含 む 、
発 現 ベ ク タ ー 等 の ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
　 第 五 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 第 四 の 局 面 の ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換
し た 、 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。
　 第 六 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の 該 IL-8様 の ケ モ カ イ ン 群 の
構 成 員 と し て の タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 提 供 す る 。
　 第 七 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
天 然 遺 伝 子 の 発 現 を 変 更 す る 、 又 は 上 記 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節
す る の に 効 果 的 な 化 合 物 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の 第 七 の 局 面 に 従 う 化 合 物 は 、 該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性
レ ベ ル を 、 増 大 (作 動 )又 は 低 下 (相 殺 )す る こ と が で き る 。 重 要 な こ と は 、 該 INSP093及 び I
NSP094ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 の 同 定 が 、 疾 患 の 治 療 及 び /又 は 診 断 に お い て 効 果 的 な 化 合 物
の 同 定 を 可 能 と す る 、 ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 設 計 を 可 能 と す る こ と で あ る 。 本 発 明 の 第 六 及
び 第 七 の 局 面 に よ る リ ガ ン ド 及 び 化 合 物 は 、 こ の よ う な 方 法 を 利 用 し て 同 定 す る こ と が で
き る 。 こ れ ら 方 法 を 、 本 発 明 の 特 徴 と し て こ こ に 含 め る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 第 八 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 IL-8様 の ケ モ カ イ ン 群 の 構 成 員 が 関 与 し て い る 疾 患 の
治 療 又 は 診 断 に お い て 使 用 す る た め の 、 上 記 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上
記 本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 の 局 面 の 核 酸 分 子 、 又 は 上 記 本 発 明 の 第 四 の 局 面 の ベ ク タ ー 、 又
は 上 記 本 発 明 の 第 五 の 局 面 の 宿 主 細 胞 、 又 は 上 記 本 発 明 の 第 六 の 局 面 の リ ガ ン ド 、 又 は 上
記 本 発 明 の 第 七 の 局 面 の 化 合 物 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 疾 患 は 新 生 物 、 黒 色 腫 、 肺 、 結 腸
直 腸 、 胸 部 、 膵 臓 、 頭 部 及 び 頚 部 並 び に 他 の 固 形 腫 瘍 を 包 含 す る 細 胞 増 殖 疾 患 ； 骨 髄 増 殖
性 疾 患 、 例 え ば 白 血 病 、 非 -ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 白 血 球 減 少 症 、 血 小 板 減 少 症 、 血 管 形 成
障 害 、 カ ポ ジ ー 肉 腫 ； ア レ ル ギ ー 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 関 節 炎 、 乾 癬 及 び 気 道 炎 症 、 喘 息 、 及
び 器 官 移 植 の 拒 絶 反 応 を 包 含 す る 自 己 免 疫 /炎 症 性 疾 患 ； 高 血 圧 、 浮 腫 、 ア ン ギ ナ 、 ア テ
ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 血 栓 症 、 敗 血 症 、 シ ョ ッ ク 、 再 灌 流 傷 害 及 び 虚 血 を 包 含 す る 心 血 管
障 害 ； 中 枢 神 経 系 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 脳 傷 害 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 及 び 痛 み を 包 含
す る 神 経 系 の 障 害 ； 発 育 異 常 ； 真 性 糖 尿 病 、 骨 粗 鬆 症 、 及 び 肥 満 、 AIDS及 び 腎 疾 患 を 包 含
す る 代 謝 異 常 ； ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 、 寄 生 虫 性 感 染 症 を 包 含 す る 感
染 症 及 び 他 の 病 理 学 的 な 状 態 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 該 疾 患 は 、 該 IL-8様 ケ モ カ イ ン 群
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が 関 与 し て い る 疾 患 、 例 え ば 亜 致 死 性 内 毒 素 血 症 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 羊 膜 腔 の 微 生 物 感
染 、 回 帰 熱 の ヤ リ ッ シ ュ -ヘ ル ク ス ハ イ マ ー 反 応 、 中 枢 神 経 系 の 感 染 症 、 急 性 膵 炎 、 潰 瘍
性 大 腸 炎 、 蓄 膿 症 、 溶 血 性 尿 毒 症 症 候 群 、 髄 膜 炎 菌 疾 患 、 胃 感 染 症 、 百 日 咳 、 腹 膜 炎 、 乾
癬 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 敗 血 症 、 喘 息 及 び 糸 球 体 腎 炎 で あ る 。 こ れ ら 分 子 は 、 ま た こ の よ
う な 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お い て も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 第 九 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者 に お け る 疾 患 の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と に あ り 、
該 方 法 は 、 該 患 者 由 来 の 組 織 内 の 、 本 発 明 の 上 記 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
、 天 然 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る か 、 あ る い は 本 発 明 の 上 記 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ
ド の 活 性 を 評 価 す る 工 程 、 及 び 該 発 現 又 は 活 性 の レ ベ ル を 、 コ ン ト ロ ー ル の レ ベ ル と 比 較
す る 工 程 を 含 み 、 こ の 方 法 に お い て は 、 該 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル と 異 な る レ ベ ル が 、 疾 患 の
指 標 と な る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 好 ま し く は イ ン ビ ト ロ で 行 わ れ る 。 同 様 な 方 法 を 、 患 者
内 の 疾 患 の 治 療 処 置 を 追 跡 す る た め に 使 用 で き 、 こ こ で は 、 所 定 期 間 （ period of time）
に 渡 り 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 分 子 の 発 現 レ ベ ル 又 は 活 性 レ ベ ル の 、 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル
に 向 か う 変 化 が 、 該 疾 患 の 退 行 を 示 す 。
　 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 好 ま し い 方 法 は 、 (a) 本 発 明 の 第
六 局 面 の リ ガ ン ド と 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と を 、 リ ガ ン ド -ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 （ complex）
を 生 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び (b) 該 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 と を 含
む 。
　 当 業 者 は 、 本 発 明 の 第 九 局 面 に 従 う 、 多 数 の 異 な る 方 法 、 例 え ば 短 い プ ロ ー ブ と 核 酸 と
の ハ イ ブ リ ッ ド 化 、 点 突 然 変 異 分 析 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 、 及 び 抗 体 を 使 用
し て 、 異 常 タ ン パ ク レ ベ ル を 検 出 す る 方 法 等 が 存 在 す る こ と に 気 付 く で あ ろ う 。 短 期 又 は
長 期 に 渡 り 、 同 様 な 方 法 を 利 用 し て 、 患 者 内 の 追 跡 す べ き 疾 患 を 治 療 処 置 す る こ と も 可 能
で あ る 。 本 発 明 は 、 ま た 疾 患 を 診 断 す る た め に 、 こ れ ら 方 法 に お い て 有 用 な キ ッ ト を も 提
供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 第 十 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 局 面 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 、 IL-8様 ケ
モ カ イ ン と し て の 使 用 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 、 IL-8様 ケ モ カ イ ン タ ン パ
ク と し て の 適 当 な 使 用 法 は 、 細 胞 成 長 、 代 謝 又 は 分 化 の レ ギ ュ レ ー タ と し て の 使 用 、 レ セ
プ タ ー /リ ガ ン ド 対 の 一 部 と し て の 使 用 、 及 び 上 に 与 え ら れ た リ ス ト か ら 選 択 さ れ る 、 生
理 的 又 は 病 理 学 的 状 態 に 関 す る 診 断 マ ー カ ー と し て の 使 用 を 包 含 す る 。
　 第 11の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 薬 理 組 成 物 を 提 供 す る も の で あ り 、 こ の 組 成 物 は 、 本 発
明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 局 面 の 核 酸 分 子 、 又 は 本 発 明
の 第 四 局 面 の ベ ク タ ー 、 又 は 本 発 明 の 第 五 局 面 の 宿 主 細 胞 、 又 は 本 発 明 の 第 六 局 面 の リ ガ
ン ド 、 又 は 本 発 明 の 第 七 局 面 の 化 合 物 を 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 共 に 含 有 す る 。
　 第 12の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 疾 患 を 診 断 又 は 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お い て 使
用 す る た め の 、 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 局 面 の 核
酸 分 子 、 又 は 本 発 明 の 第 四 局 面 の ベ ク タ ー 、 又 は 本 発 明 の 第 五 局 面 の 宿 主 細 胞 、 又 は 本 発
明 の 第 六 局 面 の リ ガ ン ド 、 又 は 本 発 明 の 第 七 局 面 の 化 合 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 13の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者 に お け る 疾 患 の 治 療 法 を 提 供 す る も の で あ り 、 該
方 法 は 、 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 局 面 の 核 酸 分 子
、 又 は 本 発 明 の 第 四 局 面 の ベ ク タ ー 、 又 は 本 発 明 の 第 五 局 面 の 宿 主 細 胞 、 又 は 本 発 明 の 第
六 局 面 の リ ガ ン ド 、 又 は 本 発 明 の 第 七 局 面 の 化 合 物 を 、 患 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 。
　 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 遺 伝 子 の 発 現 、 又 は 本 発 明 の 第 一
の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 健 康 な 患 者 に お け る 該 発 現 又 は 活 性 の レ ベ ル と 比 較 し た
場 合 に 、 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 に お い て よ り 低 い よ う な 疾 患 に つ い て は 、 該 患 者 に 投 与 さ れ
る 該 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 リ ガ ン ド 又 は 化 合 物 は 、 ア ゴ ニ ス ト と な る は ず で あ る 。 逆
に 、 該 天 然 遺 伝 子 の 発 現 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 健 康 な 患 者 に お け る 該 発 現 又 は 活
性 の レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 に 、 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 に お い て よ り 高 い よ う な 疾 患 に つ い て
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は 、 該 患 者 に 投 与 さ れ る 該 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 リ ガ ン ド 又 は 化 合 物 は 、 ア ン タ ゴ ニ
ス ト と な る は ず で あ る 。 こ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト の 例 は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 リ ボ
ザ イ ム 及 び リ ガ ン ド 、 例 え ば 抗 体 を 包 含 す る 。
　 第 14の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 よ り 高 い 又 は
よ り 低 い レ ベ ル で 発 現 し 、 又 は こ れ を 発 現 し な い よ う に 形 質 転 換 さ れ て い る 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 又 は ノ ッ ク ア ウ ト 非 -ヒ ト 動 物 を 提 供 す る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
は 、 疾 患 研 究 用 の 極 め て 有 用 な モ デ ル で あ り 、 ま た こ の よ う な 疾 患 の 治 療 又 は 診 断 に お い
て 有 効 な 、 化 合 物 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 管 理 体 制 に お い て 使 用 す る こ と も 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 を 利 用 す る の に 使 用 で き る 標 準 的 な 技 術 及 び 手 順 の 概 要 を 、 以 下 に 与 え る 。 本 発
明 が 、 記 載 さ れ る こ れ ら 特 定 の 方 法 論 、 プ ロ ト コ ー ル 、 細 胞 系 、 ベ ク タ ー 及 び 試 薬 に 限 定
さ れ る も の で は な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。 ま た 、 こ こ で 使 用 す る 用 語 は 、 特 定 の 態 様
を 説 明 す る 目 的 に お い て の み 使 用 す る も の で あ り 、 こ の 用 語 に よ っ て 本 発 明 が 何 等 限 定 さ
れ る も の で は な い と 、 理 解 す べ き で あ る 。 本 発 明 の 内 容 は 、 添 付 し た 特 許 請 求 の 範 囲 に よ
っ て の み 限 定 さ れ る も の で あ る 。
　 本 明 細 書 に お い て は 、 ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 に 対 し て 標 準 的 な 略 号 を 用 い る 。
　 本 発 明 の 実 施 で は 、 特 に 断 ら な い 限 り 、 当 業 者 の 実 務 範 囲 に あ る 、 分 子 生 物 学 、 微 生 物
学 、 組 換 え DNA技 術 及 び 免 疫 学 の 公 知 の 技 術 を 使 用 す る 。
　 こ の よ う な 技 術 は 、 文 献 に お い て 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 参 照 す る の に 特 に 適 し た テ キ
ス ト の 例 は 、 以 下 に 列 挙 す る 通 り で あ る ： サ ム ブ ロ ッ ク モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ ； ア ラ
ボ ラ ト リ ー マ ニ ュ ア ル (Sambrook Molecular Cloning; A Laboratory Manual),第 二 版 (198
9)； DNAク ロ ー ニ ン グ (DNA Cloning), vols. I & II (D.N. Glover編 , 1985); オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 合 成 (Oligonucleotide Synthesis)(M.J. Gait編 , 1984); 核 酸 の ハ イ ブ リ ッ ド 化
(Nucleic Acid Hybridization)(B.D. Hames & S.J. Higgins編 , 1984); 転 写 及 び 翻 訳 (Tr
anscription and Translation)(B.D. Hames & S.J. Higgins編 , 1984); 動 物 細 胞 培 養 (An
imal Cell Culture)(R.I. Freshney編 , 1986); 固 定 化 細 胞 及 び 酵 素 (Immobilized Cells 
and Enzymes)(IRLプ レ ス , 1986); B. Perbal, 分 子 ク ロ ー ニ ン グ に 関 す る 実 務 ガ イ ド (A P
ractical Guide to Molecular Cloning)(1984); 酵 素 学 に お け る 方 法 (the Methods in En
zymology)シ リ ー ズ (ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 社 ),特 に vols. 154 & 155; 哺 乳 動 物 細 胞 に 関 す
る 遺 伝 子 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー (Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells)(J.H. M
iller & M.P. Calos編 , 1987,コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ラ ボ ラ ト リ ー );細 胞 及 び 分 子
生 物 学 に お け る 免 疫 化 学 的 方 法 (Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biolog
y)(Mayer & Walker編 , 1987,ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 、 ロ ン ド ン ); Scopes, (1987),タ ン パ ク
質 の 精 製 ： 原 理 と 実 際 (Protein Purification: Principles and Practice)(ス プ リ ン ガ ー
フ ェ ア ラ グ (Springer Verlag), N.Y.);及 び 実 験 的 免 疫 学 の 手 引 き (Handbook of Experime
ntal Immunology), vols. I-IV (D.M. Weir & C.C. Blackwell編 , 1986)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 ペ プ チ ド 結 合 、 又 は 修 飾 ペ プ チ ド 結 合 、 即
ち ペ プ チ ド ア イ ソ ス タ ー に よ っ て 相 互 に 結 合 し た 、 2又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 任 意
の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を 含 む 。 こ の 用 語 は 、 単 鎖 (ペ プ チ ド 及 び オ リ ゴ ペ プ チ ド )及 び
よ り 長 い 連 鎖 (タ ン パ ク 質 )両 者 に 関 連 す る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 成 熟 タ ン パ ク 質 状 態 で あ り 得 、 ま た プ レ -、 プ ロ -又 は プ レ プ
ロ -タ ン パ ク で あ り 得 、 該 プ レ -、 プ ロ -又 は プ レ プ ロ -タ ン パ ク の 開 裂 に よ り 活 性 化 し て 、
活 性 な 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 該
プ レ -、 プ ロ -又 は プ レ プ ロ -配 列 は 、 リ ー ダ ー 又 は 分 泌 配 列 で あ り 得 、 ま た 該 成 熟 ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 の 精 製 の 目 的 で 使 用 さ れ る 配 列 で あ り 得 る 。
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 融 合 タ ン パ ク の 一 部 を 形 成 し 得 る 。 例 え ば 、 分 泌
又 は リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ -配 列 、 精 製 に お い て 役 立 つ 配 列 、 又 は 例 え ば 組 換 え 体 の 製 造 中
に 、 よ り 高 い タ ン パ ク の 安 定 性 を 付 与 す る 配 列 を 含 む こ と が で き る 、 1又 は そ れ 以 上 の 追
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加 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と が 、 し ば し ば 有 利 で あ る 。 あ る い は ま た 、 も し く は 付 随 的 に
、 該 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の 化 合 物 、 例 え ば 該 ポ リ ペ プ チ ド の 半 減 期 を 長 く す る 化 合 物
(例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル )と 融 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 20種 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 以 外 の ア ミ ノ 酸 、 即 ち 翻 訳
後 の プ ロ セ シ ン グ 等 の 自 然 の 過 程 に よ り 、 あ る い は 当 分 野 に お い て 周 知 の 化 学 的 変 性 技 術
に よ っ て 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に お い て 通 常 存
在 し 得 る 、 該 公 知 の 修 飾 と し て は 、 グ リ コ シ ル 化 、 脂 質 の 付 着 、 硫 酸 化 、 グ ル タ ミ ン 酸 残
基 等 の γ -カ ル ボ キ シ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 及 び ADP-リ ボ シ ル 化 が あ る 。 他 の 可 能 な 修 飾
は ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 フ ラ ビ ン の 共 有 結 合 に よ る 付 着 、 ヘ ム 部 分 の 共 有 結
合 に よ る 付 着 、 ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 結 合 に よ る 付 着 、 脂 質 誘 導 体
の 共 有 結 合 に よ る 付 着 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 共 有 結 合 に よ る 付 着 、 架 橋 、 環 化
、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 、 脱 メ チ ル 化 、 共 有 結 合 性 の 架 橋 の 形 成 、 シ ス テ イ ン の 形 成 、
ピ ロ グ ル タ メ ー ト の 形 成 、 ホ ル ミ ル 化 、 GPIア ン カ ー 形 成 、 ヨ ウ 素 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス
ト イ ル 化 、 酸 化 、 タ ン パ ク 分 解 プ ロ セ シ ン グ 、 ホ ス ホ リ ル 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ
レ ノ イ ル 化 (selenoylation)、 ア ル ギ ニ ル 化 等 の 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る ア ミ ノ 酸 の tRNA媒
介 付 加 、 及 び ユ ビ キ チ ン 化 を 包 含 す る 。
　 修 飾 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 骨 格 、 そ の ア ミ ノ 酸 側 鎖 、 及 び そ の ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末
端 を 含 む 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の ど の 部 分 で も 起 こ り 得 る 。 事 実 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 又 は
カ ル ボ キ シ ル 末 端 、 又 は こ れ ら 両 者 に お け る 、 共 有 結 合 に よ る 遮 断 は 、 天 然 に 産 す る ポ リ
ペ プ チ ド 及 び 合 成 ポ リ ペ プ チ ド に お い て 共 通 で あ り 、 ま た こ の よ う な 修 飾 は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド に お い て も 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に お い て 起 こ る こ れ ら 修 飾 は 、 し ば し ば 該 ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 し た 方 法 の
関 数 で あ る 。 組 換 え に よ り 製 造 し た ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 、 そ の 大 部 分 に お け る 該 修 飾 の
性 質 及 び 程 度 は 、 特 定 の 宿 主 細 胞 の 翻 訳 後 の 修 飾 能 力 及 び 問 題 と す る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 中 に 存 在 す る 修 飾 シ グ ナ ル に よ っ て 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化
パ タ ー ン は 、 異 な る 型 の 宿 主 細 胞 間 で 変 化 す る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 任 意 の 適 当 な 方 法 で 製 造 で き る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は
、 単 離 さ れ た 天 然 に 産 す る ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 細 胞 培 養 物 か ら 精 製 さ れ た も の )、 組 換
え 技 術 に よ り 製 造 し た ポ リ ペ プ チ ド (融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む )、 合 成 に よ り 製 造 し た ポ リ ペ
プ チ ド 又 は こ れ ら 方 法 の 組 合 せ に よ り 製 造 し た ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
　 本 発 明 の 第 一 局 面 に よ る 、 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 INSP093及 び INSP094ポ リ ペ
プ チ ド と 相 同 性 の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 2種 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 一 方 の ポ リ ペ プ
チ ド の 配 列 が 、 そ の 他 方 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 に 対 し て 十 分 に 高 い 同 一 性 又 は 類 似 性 の 度
合 い を 持 つ 場 合 に 、 こ こ で 使 用 す る 用 語 の 意 味 と し て の 、 「 相 同 」 で あ る と い わ れ る 。 「
同 一 性 」 と は 、 整 列 さ れ た 配 列 中 の 、 任 意 の 特 定 位 置 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 こ
れ ら 配 列 間 で 同 一 で あ る こ と を 示 す 。 「 類 似 性 」 と は 、 整 列 さ れ た 配 列 中 の 、 任 意 の 特 定
位 置 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 こ れ ら 配 列 間 で 類 似 型 の も の で あ る こ と を 示 す 。 同
一 性 又 は 類 似 性 の 度 合 い は 、 容 易 に 計 算 で き る (計 算 機 に よ る 分 子 生 物 学 (Computational 
Molecular Biology), A.M. Lesk編 , Oxford University Press, NY, 1988; バ イ オ コ ン ピ
ュ ー テ ィ ン グ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ッ ク ス 及 び ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ツ (Biocomputing Informatic
s and Genome Projects), D.W. Smith編 , ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス , NY, 1993; 配 列 デ ー タ の
コ ン ピ ュ ー タ 解 析 (Computer Analysis of Sequence Data), Part I, A.M. Griffin & H.G
. Griffin編 , フ マ ナ プ レ ス , NJ, 1994; 分 子 生 物 学 に お け る 配 列 分 析 (Sequence Analysi
s in Molecular Biology), von Heinje, G., ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス , 1987; 及 び 配 列 分 析
、 プ ラ イ マ ー ((Sequence Analysis Primer), M. Gribskov & J. Devereux編 , M Stockton
 Press, NY, 1991)。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 相 同 ポ リ ペ プ チ ド は 、 従 っ て 該 INSP093及 び INSP094ポ リ ペ プ チ ド の 、 天 然 産 の 生 物 学 的
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変 異 体 (例 え ば 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 誘 導 し た 種 内 の 、 対 立 変 異 体 又 は 地 理 的 変 異 体 )及 び 突
然 変 異 体 (例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 挿 入 又 は 欠 失 を 含 む 突 然 変 異 体 )を 包 含 す る 。 こ の よ う
な 突 然 変 異 体 は 、 1以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 保 存 性 又 は 非 -保 存 性 の ア ミ ノ 酸 残 基 (好 ま し
く は 、 保 存 性 ア ミ ノ 酸 残 基 )で 置 換 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き 、 ま た こ の
よ う な 置 換 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 遺 伝 コ ー ド に よ っ て コ ー ド さ れ る も の で あ っ て も 、 コ ー ド さ
れ な い も の あ っ て も よ い 。 典 型 的 な こ の 種 の 置 換 は 、 Ala、 Val、 Leu及 び Ile間 で 、 Serと T
hrと の 間 で 、 酸 性 残 基 Aspと Gluと の 間 で 、 Asnと Glnと の 間 で 、 塩 基 性 残 基 Lysと Argと の 間
で 、 あ る い は 芳 香 族 性 残 基 Pheと Tyrと の 間 で 起 こ る 。 特 に 好 ま し い も の は 、 幾 つ か の 、 即
ち 5と 10、 1と 5、 1と 3、 1と 2又 は 1の み の ア ミ ノ 酸 が 、 任 意 の 組 合 せ で 置 換 、 欠 失 又 は 付 加
さ れ て い る 変 異 体 で あ る 。 と り わ け 好 ま し い も の は 、 沈 黙 置 換 、 付 加 及 び 欠 失 で あ り 、 こ
れ ら は 該 タ ン パ ク 質 の 特 性 及 び 活 性 を 変 更 し な い 。 同 様 に 、 こ の 点 に 関 し て 特 に 好 ま し い
も の は 、 保 存 性 の 置 換 で あ る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 体 は 、 ま た 1又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸
残 基 が 、 置 換 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
　 典 型 的 に は 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド 間 の 30％ を 越 え る 同 一 性 は 、 機 能 的 に 等 価 な も の を 示
す も の と 考 え ら れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 第 一 局 面 の 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は 、
80％ を 越 え る 、 該 INSP093及 び INSP094ポ リ ペ プ チ ド と の 、 又 は そ の 活 性 フ ラ グ メ ン ト と の
配 列 同 一 性 を 持 つ 。 よ り 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 夫 々 85％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ 又 は
99％ を 越 え る 程 度 の 同 一 性 を 持 つ 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 ま た 1又 は そ れ 以 上 の 構 造 的 な 整
列 技 術 を 利 用 し て 同 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も 良 い 。 例 え ば 、 バ イ オ ペ ン ジ ウ ム (B
iopendium T M )検 索 デ ー タ ベ ー ス を 生 成 す る の に 使 用 す る 研 究 手 段 の 一 局 面 を 構 成 す る 、 イ
ン フ ァ ー マ チ カ ゲ ノ ム ス レ ッ ダ ー (Inpharmatica Genome Threader)技 術 を 用 い て (PCT出 願
WO 01/69507を 参 照 の こ と )、 現 時 点 に お い て 未 知 の 機 能 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る こ
と が で き る 。 該 未 知 の 機 能 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド は 、 該 INSP093及 び INSP094ポ リ ペ プ チ ド と
比 較 し て 低 い 配 列 同 一 性 を 持 つ が 、 該 INSP093及 び INSP094ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と の 、 有 意 な
構 造 上 の 相 同 性 を 持 つ こ と に よ っ て 、 該 IL-8様 の ケ モ カ イ ン 群 の 構 成 員 で あ る と 予 想 さ れ
て い る 。 「 有 意 な 構 造 上 の 祖 同 姓 」 と は 、 イ ン フ ァ ー マ チ カ ゲ ノ ム ス レ ッ ダ ー が 、 2種 の
タ ン パ ク 質 に つ い て 、 10％ 及 び そ れ 以 上 の 確 実 性 に て 、 構 造 上 の 相 同 性 を 分 け 合 っ て い る
も の と 予 測 し た こ と を 意 味 す る 。
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ま た 該 INSP093又 は INSP094ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ
メ ン ト も し く は 該 INSP093又 は INSP094ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 に 等 価 な フ ラ グ メ ン ト を 含 む
が 、 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 該 IL-8様 ケ モ カ イ ン 群 の 構 成 員 で あ る か 、 あ る い は 該 INSP
093又 は INSP094ポ リ ペ プ チ ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ こ と を 条 件 と す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 フ ラ グ メ ン ト 」 と は 、 該 INSP093又 は INSP094ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ
の 機 能 的 等 価 物 の 一 種 の 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て で は な い が 、 そ の 一 部 と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 こ れ ら フ ラ グ メ ン ト は 、 少 な く と も n個 の 、 該 配 列 由
来 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 ま た 特 定 の 配 列 に 依 存 し て 、 こ の nは 、 好 ま し く は 7又 は そ
れ 以 上 (例 え ば 、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20又 は そ れ 以 上 )で あ る 。 小 さ な フ ラ グ メ ン ト
が 、 抗 原 決 定 基 を 形 成 し 得 る 。
　 完 全 な 長 さ の 該 INSP093及 び INSP094ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト は 、 夫 々 該 INSP093及
び INSP094ポ リ ペ プ チ ド 配 列 内 の 2又 は 3個 の 隣 接 す る エ キ ソ ン 配 列 の 組 合 せ か ら な る も の
で あ り 得 る 。 例 え ば 、 こ の よ う な 組 合 せ は 、 該 INSP093ポ リ ペ プ チ ド の エ キ ソ ン A及 び エ キ
ソ ン Bを 含 む 。 こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 め ら れ る 。 本 発 明 の 更 に 好
ま し い フ ラ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 12に 与 え ら れ て い る も の 、 即 ち 本 発 明 に お い て ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た INSP094の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
　 こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 「 そ れ 自 体 独 立 し た (free-standing)」 も の で あ り 得 、 即
ち 他 の ア ミ ノ 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 で も 、 こ れ と 融 合 さ れ た も の で も な く 、 あ る い は
こ れ ら は 、 よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド 内 に 含 ま れ 、 そ の 一 部 又 は 領 域 を 構 成 す る も の で あ っ
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て も 良 い 。 よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド 内 に 含 ま れ る 場 合 、 本 発 明 の フ ラ グ メ ン ト は 、 最 も 好
ま し く は 単 一 の 連 続 す る 領 域 を 構 成 す る 。 例 え ば 、 幾 つ か の 好 ま し い 態 様 は 、 ア ミ ノ 末 端
に 対 し て 融 合 し た プ レ -及 び /又 は プ ロ -ポ リ ペ プ チ ド 領 域 を 持 つ フ ラ グ メ ン ト 及 び /又 は 該
フ ラ グ メ ン ト の カ ル ボ キ シ 末 端 に 対 し て 融 合 し た 追 加 の 領 域 を 持 つ フ ラ グ メ ン ト に 関 連 す
る 。 し か し 、 幾 つ か の フ ラ グ メ ン ト は 、 単 一 の 大 き な ポ リ ペ プ チ ド 内 に 含 ま れ る も の で あ
り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト (少 な く と も 一 つ の 抗 原 決 定 基 を
含 む )は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 免 疫 特 異 的 で あ る 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 等 の リ ガ ン ド を 生 成 す る の に 利 用 で き る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 す る ク ロ ー ン の 単 離 又 は 同 定 の た め に 、 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に よ る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 の 目 的 で 使 用 で き る 。 こ れ ら 抗 体 は 、 ま た 当 業 者 に は 明 ら か
な 如 く 、 他 に も 用 途 が あ る が 、 特 に 診 断 又 は 治 療 用 助 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
　 上 記 用 語 「 免 疫 特 異 的 (immunospecific)」 と は 、 こ れ ら の 抗 体 が 、 公 知 の 他 の 関 連 す る
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー よ り も 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 実 質 的 に
大 き な ア フ ィ ニ テ ィ ー を 持 つ こ と を 意 味 す る 。 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 抗 体 」 と は 、 完 全 な
分 子 並 び に そ の フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は Fab、 F(ab')2及 び Fvを 意 味 し 、 こ れ ら は 問 題 と す
る 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 本 発 明 の 第 一 局 面 の
ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 。
　 「 実 質 的 に 大 き な ア フ ィ ニ テ ィ ー 」 な る 用 語 に よ っ て 、 我 々 は 、 既 知 の 分 泌 さ れ た タ ン
パ ク 質 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー と 比 較 し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ
ー に 、 測 定 可 能 な 増 加 が 見 ら れ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 ま し く は 、 こ の ア フ ィ ニ テ ィ ー は 、 既 知 の 分 泌 さ れ た タ ン パ ク 質 、 例 え ば 該 IL-8ケ モ
カ イ ン 群 タ ン パ ク の 構 成 員 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー よ り も 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し
て 、 少 な く と も 1.5倍 、 2倍 、 5倍 、 10倍 、 100倍 、 10 3 -倍 、 10 4 -倍 、 10 5 -倍 、 10 6 -倍 又 は そ
れ 以 上 で あ る 。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 望 ま し い 場 合 に は 、 選 択 さ れ た 哺 乳 動 物 、 例 え ば マ ウ ス 、 ウ サ ギ
、 ヤ ギ 又 は ウ マ を 、 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド に よ り 、 免 疫 感 作 す る こ と が で き る
。 該 動 物 を 免 疫 感 作 す る の に 使 用 す る 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 誘 導 す
る こ と が で き 、 あ る い は 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 望 ま し く は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は
、 担 体 タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド を 化 学 的 に 結 合 で
き る 、 通 常 使 用 さ れ る 担 体 は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン 及 び キ ー ホ ー ル リ ン
ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン を 含 む 。 次 い で 、 こ の 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 動 物 の 免 疫 感 作 の
た め に 使 用 す る 。 こ の 免 疫 化 し た 動 物 由 来 の 血 清 を 集 め 、 公 知 の 手 順 、 例 え ば イ ム ノ ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 処 理 す る 。
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 、 当 業 者 は 容 易 に 製 造
で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る た め の 一 般 的 な 方
法 は 周 知 で あ る (例 え ば 、 Kohler, G. & Milstein, C., Nature, 1975, 256:495-497; Koz
bor等 , Immunology Today, 1983, 4:72; Cole等 , モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 癌 治 療 (Monocl
onal Antibodies and Cancer Therapy), pp. 77-96, Alan R. Liss, Inc. (1985)を 参 照
の こ と )。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 製 造 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の パ ネ ル を 、 様
々 な 特 性 、 例 え ば イ ソ タ イ プ 、 エ ピ ト ー プ 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 等 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 こ れ ら に 対 し て 導 か れ た 、 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド
の 精 製 に お い て 、 特 に 有 用 で あ る 。 あ る い は ま た 、 対 象 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 、 例 え ば 当 分 野 に お い て 公 知 の PCR技 術 に よ っ て 単
離 し 、 ま た 適 当 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 か つ そ こ で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 非 -
ヒ ト 可 変 部 が 、 ヒ ト 定 常 部 と 結 合 も し く は 融 合 す る キ メ ラ 抗 体 (例 え ば 、 Liu等 , Proc. Na
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tl. Acad. Sci. USA, 1987, 84:3439)も 、 有 用 で あ り 得 る 。
　 こ の 抗 体 は 、 例 え ば ヒ ト 化 に よ っ て 、 個 体 内 で 、 低 免 疫 原 性 の も の と な る よ う に 変 性 す
る こ と が で き る (以 下 の 文 献 を 参 照 の こ と ： Jones等 , Nature, 1986, 321:522; Verhoeyen
等 , Science, 1988, 239:1534; Kabat等 , J. Immunol., 1991, 147:1709; Queen等 , Proc
. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86:10029; Gorman等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 19
91, 88:34181;及 び Hodgson等 , Bio/Technology, 1991, 9:421)。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 ヒ
ト 化 抗 体 」 と は 、 非 -ヒ ト ド ナ ー 抗 体 の 重 鎖 及 び /又 は 軽 鎖 の 可 変 部 ド メ イ ン に お け る CDR
ア ミ ノ 酸 及 び 選 択 さ れ た 他 の ア ミ ノ 酸 が 、 ヒ ト 抗 体 に お け る 等 価 な ア ミ ノ 酸 の 代 わ り に 置
換 さ れ て い る 、 抗 体 分 子 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 こ の ヒ ト 化 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 体 と 厳 密 に 類 似
す る が 、 該 ド ナ ー 抗 体 の 結 合 能 を 持 つ 。
　 更 に ま た 、 該 抗 体 は 、 「 二 重 特 異 性 」 抗 体 で あ り 得 、 こ れ は 2つ の 異 な る 抗 体 結 合 ド メ
イ ン を 持 つ 抗 体 で あ り 、 各 ド メ イ ン は 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 は 、 関 連 す る 抗 体 の 存 在 に つ き ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 、 ヒ ト
由 来 の リ ン パ 細 胞 の 、 PCR増 幅 さ れ た V-遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー か ら 、 あ る い は ナ イ ー ブ (na
ive)ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 活 性 を 持 つ 、 抗 体 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の 選 別 の た め に 利 用 で き る (McCafferty, J.等 , Nature, 1990, 348:552-554; Ma
rk, J.等 , Biotechnology, 1992, 10:779-783)。 こ れ ら 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー は 、 ま た 連
鎖 シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て も 改 善 で き る (Clackson, T.等 , Nature, 1991, 352:624-628)
。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ れ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ れ 、 上 記 技 術 に よ り 生 成 さ れ た 抗 体 は 、 イ
ム ノ ア ッ セ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)又 は 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ (ELIS
A)に お け る 試 薬 と し て 使 用 で き る 点 で 、 付 随 的 な 有 用 性 を 持 つ 。 こ れ ら 用 途 に お い て 、 こ
れ ら 抗 体 は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 性 分 子 又 は 酵 素 等 の 、 分 析 に よ り 検 出 可 能 な 試 薬 で 標
識 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 第 二 及 び 第 三 局 面 の 好 ま し い 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6
、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10及 び 配 列 番 号 12に 記 載 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 及 び 機 能 的 に
等 価 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ る 。 こ れ ら の 核 酸 分 子 は 、 こ こ に 記 載 す る 方 法
並 び に 用 途 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 好 ま し く は 少 な く と も
n個 の 、 こ こ に 記 載 す る 該 配 列 由 来 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ こ で 特 定 の 配 列 に
依 存 し て 、 こ の nは 、 10又 は そ れ 以 上 (例 え ば 、 12、 14、 15、 18、 20、 25、 30、 35、 40又 は
そ れ 以 上 )で あ る 。
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 ま た 上 記 の 核 酸 分 子 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 (例 え ば 、 ア ン チ セ ン
ス 又 は プ ロ ー ビ ン グ の た め の )を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 mRNA等 の RNA、 例 え ば cDNA、 合 成 DNA又 は ゲ ノ ム DNA等 を 包 含 す る D
NAの 形 状 を 持 つ こ と が で き る 。 こ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 ク ロ ー ニ ン グ 、 化 学 的 な 合 成 技 術
、 又 は こ れ ら の 組 合 せ に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 固 相 ホ ス ホ
ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 合 成 等 の 技 術 を 用 い て 、 ゲ ノ ム 又 は cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 あ る い は 生
物 か ら の 分 離 に よ っ て 、 製 造 す る こ と が で き る 。 RNA分 子 は 、 一 般 に DNA配 列 の イ ン ビ ボ 又
は イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ っ て 、 生 成 し 得 る 。
　 こ れ ら の 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 何 れ で あ っ て も 良 い 。 一 本 鎖 DNAは 、 セ ン ス ス ト
ラ ン ド と し て も 知 ら れ る 、 コ ー ド ス ト ラ ン ド で あ り 得 、 あ る い は ア ン チ セ ン ス ス ト ラ ン ド
と し て も 知 ら れ る 、 非 -コ ー ド ス ト ラ ン ド で あ っ て も 良 い 。
　 用 語 「 核 酸 分 子 」 と は 、 ま た DNA及 び RNAの 類 似 体 、 例 え ば 修 飾 さ れ た 骨 格 を 持 つ も の 及
び ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)を 含 む 。 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 PNA」 と は 、 好 ま し く は リ ジ ン で 終 端
す る 、 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド 骨 格 と 結 合 し た 、 少 な く と も 5個 の ヌ ク レ オ チ ド に 相
当 す る 長 さ を 持 つ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 又 は ア ン チ -ジ ー ヌ (an
ti-gene)剤 を 意 味 す る 。 該 末 端 リ ジ ン は 、 こ の 構 造 に 溶 解 性 を 付 与 す る 。 PNAは 、 ペ ギ レ
ー ト 化 (pegylated)し て 、 細 胞 内 で の そ の 寿 命 を 延 長 す る こ と が で き 、 こ こ で 該 PNAは 、 相
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補 性 の 一 本 鎖 DNA及 び RNAと 優 先 的 に 結 合 し か つ 転 写 物 の 伸 長 を 停 止 す る こ と が で き る (Nie
lsen, P.E.等 , Anticancer Drug Des., 1993, 8:53-63)。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 こ こ に 記 載 す る 核 酸 分 子 の 1種 又 は そ
れ 以 上 の コ ー ド 配 列 と 同 一 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ れ ら の 分 子 は 、 ま た 遺 伝 的 コ ー ド 縮 重 の 結 果 と し て 、 ポ リ ペ プ チ ド ： 配 列 番 号 2、 配
列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10又 は 配 列 番 号 12を コ ー ド す る 、 異 な っ た 配
列 を 持 つ こ と が で き る 。 こ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 該 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 自 体 に 対 す る コ ー ド
配 列 ； 該 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る コ ー ド 配 列 及 び 追 加 の コ ー ド 配 列 、 例 え ば プ ロ -、 プ
レ -又 は プ レ プ ロ -ポ リ ペ プ チ ド 配 列 等 の リ ー ダ ー 又 は 分 泌 配 列 を コ ー ド す る も の ； 上 記 追
加 の コ ー ド 配 列 と の 組 合 せ で 又 は 単 独 で 、 転 写 (終 止 シ グ ナ ル を 含 む )、 リ ボ ソ ー ム 結 合 及
び mRNAの 安 定 性 に お い て あ る 役 割 を 演 じ る 、 転 写 さ れ た 、 非 -翻 訳 配 列 等 の 、 非 -コ ー ド 5'
及 び 3'配 列 を 包 含 す る 、 更 な る 追 加 の 、 非 -コ ー ド 配 列 を 含 む 、 該 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド に 対
す る コ ー ド 配 列 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の 核 酸 分 子 は 、 ま た 付 随 的
な 官 能 性 を も た ら す も の 等 の 、 追 加 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 、 付 随 的 な 配 列 を 含 む こ と も
で き る 。
　 本 発 明 の 第 二 及 び 第 三 局 面 の 核 酸 分 子 は 、 ま た 該 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 又 は そ の
機 能 的 な 等 価 物 及 び 本 発 明 の 第 一 局 面 の フ ラ グ メ ン ト を も コ ー ド し 得 る 。 こ の よ う な 核 酸
分 子 は 、 天 然 に 産 す る 変 異 型 、 例 え ば 天 然 に 産 す る ア レ リ ッ ク 変 異 型 で あ り 得 、 あ る い は
該 分 子 は 、 天 然 に 産 す る こ と が 知 ら れ て い な い 変 異 型 で あ り 得 る 。 該 核 酸 分 子 の 天 然 産 以
外 の こ の よ う な 変 異 型 は 、 突 然 変 異 誘 発 技 術 、 例 え ば 核 酸 分 子 、 細 胞 又 は 器 官 に 適 用 さ れ
る も の を 含 む こ れ ら 技 術 に よ り 、 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の 点 に 関 連 し て 、 変 異 型 と し て は 、 特 に ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 に よ っ て 、
上 記 核 酸 分 子 と は 異 な る 変 異 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 は 、 1又
は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 該 変 異 体 は 、 コ ー ド 、 非 -コ ー ド 領 域 又 は 両 者 に お い
て 変 更 す る こ と が で き る 。 コ ー ド 領 域 に お け る 変 更 は 、 保 存 性 又 は 非 -保 存 性 ア ミ ノ 酸 の
置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 を 発 生 す る 可 能 性 が あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 該 遺 伝 子 生 成 物 (ポ リ ペ プ チ ド )の ク ロ ー ニ ン グ 、 プ ロ セ ッ
シ ン グ 、 及 び /又 は 発 現 を 含 む 様 々 な 理 由 で 、 当 業 者 に お い て 一 般 的 に 公 知 の 方 法 を 用 い
て 、 操 作 す る こ と が で き る 。 ラ ン ダ ム フ ラ グ メ ン ト 化 及 び 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト 及 び 合 成 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の PCR再 集 合 (PCR reassembly)に よ る DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 該 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 操 作 す る た め に 使 用 で き る 技 術 と し て 含 ま れ る 。 サ イ ト 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を
利 用 し て 、 新 た な 制 限 サ イ ト の 挿 入 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 、 コ ド ン の 優 先 性 の 変
更 、 切 片 変 異 型 の 生 成 、 突 然 変 異 の 導 入 等 を 可 能 と す る 。
　 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 異 種 配 列 と 結 合 し 、 融 合 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 結 合 核 酸 分 子 を 得 る こ と を 可 能 と す る 。 こ の よ う な 結 合 核 酸 分 子
は 、 本 発 明 の 第 二 又 は 第 三 の 局 面 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 阻 害 剤 に
関 す る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 こ の よ う な 結 合 核 酸 分 子 を 用
い て 、 市 販 品 と し て 入 手 で き る 抗 体 に よ り 認 識 で き る 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る の に 有
用 で あ り 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 と 、 異 種 タ ン パ ク 質
の 配 列 と の 間 に 位 置 す る 開 裂 サ イ ト を 含 む よ う に 操 作 し て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 異 種 タ
ン パ ク 質 か ら 開 裂 し 、 か つ こ れ か ら 精 製 し 得 る よ う に す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 ま た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 、 部 分 的 に 相
補 的 で あ り 、 ま た そ の 結 果 と し て 該 コ ー ド 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る (ハ イ ブ リ
ッ ド 化 )、 ア ン チ セ ン ス 分 子 を 含 む 。 こ の よ う な ア ン チ セ ン ス 分 子 、 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 タ ー ゲ ッ
ト 核 酸 を 識 別 し 、 特 異 的 に こ れ と 結 合 し 、 か つ そ の 転 写 を 阻 止 す る よ う に 設 計 す る こ と が
で き る (例 え ば 、 Cohen, J.S. Trends in Pharm. Sci., 1989, 10:435; Okano, J. Neuroc
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hem. 1991, 56:560; O'Connor, J. Neurochem. 1991, 56:560; Lee等 , Nucleic Acids Re
s. 1979, 6:3073; Cooney等 , Science, 1988, 241:456; Dervan等 , Science, 1991, 251:
1360を 参 照 の こ と )。 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 ハ イ ブ リ ッ ド 化 」 と は 、 2つ の 核 酸 分 子 の 、 水
素 結 合 に よ る 相 互 の 結 合 を 意 味 す る 。 典 型 的 に は 、 1個 の 分 子 が 固 体 担 体 に 固 定 さ れ 、 ま
た 他 方 の 分 子 は 溶 液 中 で 遊 離 状 態 に あ る 。 次 い で 、 こ れ ら 2つ の 分 子 を 、 水 素 結 合 に と っ
て 好 ま し い 条 件 下 で 、 相 互 に 接 触 状 態 に 置 く こ と が で き る 。 こ の 結 合 に 影 響 を 及 ぼ す 因 子
は 、 溶 媒 の 型 及 び 体 積 、 反 応 温 度 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 時 間 、 撹 拌 、 該 液 相 中 の 分 子 の 、 該 固
体 担 体 へ の 非 -特 異 的 な 結 合 を 遮 断 す る 試 薬 (デ ン ハ ー ト 試 薬 又 は BLOTTO)； 該 分 子 の 濃 度
、 分 子 の 結 合 速 度 を 高 め る た め の 試 薬 (デ キ ス ト ラ ン サ ル フ ェ ー ト 又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル )、 及 び ハ イ ブ リ ッ ド 化 後 の 洗 浄 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 包 含 す る (Sambrook等
の [上 記 文 献 ]を 参 照 の こ と )。
　 タ ー ゲ ッ ト 分 子 と 完 全 に 相 補 的 な 分 子 の ハ イ ブ リ ッ ド 化 の 阻 害 は 、 当 分 野 に お い て 公 知
で あ る 如 く 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 ア ッ セ イ を 利 用 し て 検 討 す る こ と が で き る (例 え ば 、 Sambroo
k等 の [上 記 文 献 ]を 参 照 の こ と )。 従 っ て 、 実 質 的 に 相 同 な 分 子 は 、 Wahl, G.M. & S.L. Be
rger (Methods Enzymol. 1987, 152:399-407)及 び Kimmel, A.R. (Methods Enzymol. 1987
, 152:507-511)に お い て 教 示 さ れ て い る よ う に 、 様 々 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 タ
ー ゲ ッ ト 分 子 と 完 全 に 相 補 的 な 分 子 の 結 合 と 競 合 し 、 か つ 阻 害 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 と は 、 非 常 に 似 通 っ て い る 分 子 同 士 の 結 合 を 、 異 な る 分 子 間 の
結 合 よ り も 好 ま し い も の と す る 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 反 応 に お け る 条 件 を 意 味 す る 。 高 ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ッ ド 化 条 件 は 、 50％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 5XSSC(150mMの NaCl、 15mMの
ク エ ン 酸 3ナ ト リ ウ ム )、 50mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.6)、 5xデ ン ハ ー ト 溶 液 、 10％ デ キ
ス ト ラ ン サ ル フ ェ ー ト 、 及 び 20μ g/mlの 変 性 、 剪 断 サ ケ 精 液 DNAを 含 む 溶 液 中 で 、 42℃ に
て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 該 フ ィ ル タ ー を 約 65℃ に て 0.1X SSCで 洗 浄 す る も の と し
て 定 義 さ れ る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 こ の ハ イ ブ リ ッ ド 化 反 応 を 35℃ に て 行 う こ
と を 含 む (Sambrook等 の [上 記 文 献 ]を 参 照 の こ と )。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 の た め に
使 用 す る こ れ ら 条 件 は 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 で あ る 。
　 本 発 明 の こ の 局 面 の 好 ま し い 態 様 は 、 該 INSP093又 は INSP094ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
核 酸 分 子 に 対 し て 、 同 一 性 が 、 全 長 に 渡 り 少 な く と も 70％ で あ る 核 酸 分 子 、 及 び こ の よ う
な 核 酸 分 子 に 対 し て 実 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 で あ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の こ の 局 面 に
よ る 核 酸 分 子 は 、 こ の よ う な コ ー ド 配 列 に 対 し て 、 同 一 性 が 、 全 長 に 渡 り 少 な く と も 80％
で あ る 領 域 を 含 み 、 あ る い は 該 コ ー ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 な 核 酸 分 子 で あ る 。 こ の 点 に 関
連 し て 、 該 コ ー ド 配 列 に 対 し て 、 同 一 性 が 、 全 長 に 渡 り 少 な く と も 90％ 、 好 ま し く は 少 な
く と も 95％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 98％ 、 99％ 又 は そ れ 以 上 で あ る 核 酸 分 子 が 、 特 に
好 ま し い 。 こ の 点 に 関 連 し て 好 ま し い 態 様 は 、 該 INSP093又 は INSP094ポ リ ペ プ チ ド と 同 一
の 生 物 学 的 機 能 又 は 活 性 を 実 質 的 に 維 持 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で あ る
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 検 出 す る た め の 方 法 を も 提 供 す る も の で あ り 、 こ の
方 法 は 、 以 下 に 列 挙 す る 諸 工 程 を 含 む ： (a) 本 発 明 に よ る 核 酸 プ ロ ー ブ と 、 生 物 学 的 サ ン
プ ル と を 、 デ ュ プ レ ッ ク ス を 形 成 す る ハ イ ブ リ ッ ド 化 条 件 下 で 、 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び (b
) 形 成 さ れ る あ ら ゆ る こ の よ う な デ ュ プ レ ッ ク ス を 検 出 す る 工 程 。
　 以 下 に お い て 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る こ と の で き る ア ッ セ イ と の 関 連 で 、 付 随 的 に 論
じ る よ う に 、 上 記 の よ う な 核 酸 分 子 は 、 RNA、 cDNA又 は ゲ ノ ム DNAに 対 す る ハ イ ブ リ ッ ド 化
用 の プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て 、 該 INSP093又 は INSP094ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 完 全 な 長
さ の cDNA及 び ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 し 、 ま た こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 対 し
て 高 い 配 列 類 似 性 を 持 つ 、 相 同 又 は オ ー ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 の cDNA及 び ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離
す る こ と が で き る 。
　 こ の 点 に 関 連 し て 、 当 分 野 に お い て 公 知 の 、 特 に 以 下 の 技 術 を 利 用 す る こ と が で き 、 ま
た こ れ ら を 例 示 の 目 的 で 以 下 に 論 じ る 。 DNAの 配 列 決 定 法 及 び 分 析 法 は 周 知 で あ り 、 ま た
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当 分 野 に お い て 一 般 的 に 利 用 で き 、 実 際 に 、 こ こ で 論 じ る 本 発 明 の 多 く の 態 様 を 実 施 す る
の に 利 用 で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 酵 素 、 例 え ば DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ウ フ ラ グ メ
ン ト 、 シ ー ケ ナ ー ゼ (Sequenase; OH、 ク リ ー ブ ラ ン ド の USバ イ オ ケ ミ カ ル 社 (US Biochemi
cal Corp.))、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ (パ ー キ ン エ ル マ ー (Perkin Elmer))、 熱 安 定 性 T7ポ リ メ ラ
ー ゼ (IL、 シ カ ゴ の ア マ ー シ ャ ム (Amersham))、 又 は ポ リ メ ラ ー ゼ と プ ル ー フ リ ー デ ィ ン グ
エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 例 え ば ギ ブ コ /BRL(MD、 ガ イ ザ ー ス バ ー グ )に よ り 市 販 さ れ て い る 、
ELONGASE増 幅 シ ス テ ム (Amplification System)に お い て 見 出 さ れ る も の と の 組 合 せ を 使 用
す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 配 列 決 定 法 は 、 ハ ミ ル ト ン ミ ク ロ ラ ブ (Hamilton Micro 
Lab) 2200 (NV、 レ ノ の ハ ミ ル ト ン 社 )、 ペ ル チ ェ サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (Peltier Thermal C
ycler)(PTC200; MA、 ウ ォ ー タ ー タ ウ ン の MJリ サ ー チ (MJ Research)社 )及 び ABIキ ャ タ リ ス
ト (Catalyst)及 び 373及 び 377DNAシ ー ケ ン サ (Sequencers;パ ー キ ン エ ル マ ー )等 の 装 置 を 使
用 し て 、 自 動 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 該 INSP093ポ リ ペ プ チ ド と 等 価 な 機 能 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 単 離
す る た め の 一 つ の 方 法 は 、 当 分 野 に お い て 認 識 さ れ て い る 標 準 的 な 手 順 を 用 い て 、 天 然 又
は 人 工 的 に 設 計 し た プ ロ ー ブ を 用 い て 、 ゲ ノ ム 又 は cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 精 査 す る こ と で あ
る (例 え ば 、 ア ウ ス ベ ル (Ausubel)等 (編 )の 「 カ レ ン ト プ ロ ト コ ー ル イ ン モ レ キ ュ ラ ー バ イ
オ ロ ジ ー (Current Protocols in Molecular Biology)」 , Greene Publishing Associatio
n & John Wiley Interscience, NY, 1989, 1992を 参 照 の こ と )。 適 当 な コ ー ド 遺 伝 子 (配
列 番 号 1、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 7及 び 配 列 番 号 9)由 来 の 核 酸 配 列 に 相 当 す る 、
あ る い は こ れ に 対 し て 相 補 的 な 、 少 な く と も 15個 の 、 好 ま し く は 少 な く と も 30個 の 、 及 び
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 50個 の 、 連 続 す る 塩 基 を 含 む プ ロ ー ブ が 、 特 に 有 用 な プ ロ ー ブ
で あ る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 分 析 に よ り 検 出 可 能 な 試 薬 で 標 識 し て 、 そ の 同 定 を 簡 略
化 す る こ と が で き る 。 有 用 な 試 薬 は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 性 染 料 及 び 検 出 可 能 な 生 成 物
の 形 成 を 触 媒 す る こ と の で き る 酵 素 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ
を 使 用 す る こ と に よ り 、 当 業 者 は 、 ヒ ト 、 哺 乳 動 物 又 は 他 の 動 物 源 由 来 の 、 対 象 と す る タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 ゲ ノ ム DNA、 cDNA又 は RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 相 補 的 な コ ピ ー を
単 離 し 、 か つ こ の よ う な 源 を 、 関 連 す る 配 列 、 例 え ば 該 群 (family)、 タ イ プ 及 び /又 は サ
ブ タ イ プ の 付 随 的 な 構 成 員 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 多 く の 場 合 に お い て 、 単 離 cDNA配 列 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 が 、 通 常 は 5'
末 端 に お い て 、 短 く 切 断 さ れ る 点 に お い て 、 不 完 全 で あ る 。 幾 つ か の 方 法 を 利 用 し て 、 完
全 な 長 さ の cDNAを 得 、 も し く は 短 い cDNAを 伸 長 す る 。 部 分 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 使 用 し
、 か つ 当 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 方 法 を 利 用 し て 、 こ の よ う な 配 列 を 伸 長 し て 、 上 流 側
の 配 列 、 例 え ば プ ロ モ ー タ 及 び 調 節 要 素 を 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 使 用 可 能 な 方
法 の 一 つ は 、 cDNA末 端 の 迅 速 な 増 幅 (Rapid Amplification of cDNA Ends)方 法 に 基 く も の
で あ る (RACE； 例 え ば Frohman等 , PNAS USA 1988, 85:8998-9002を 参 照 )。 例 え ば 、 マ ラ ソ
ン (Marathon T M )技 術 (ク ロ ン テ ッ ク ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 (Clontech Laboratories Inc.))に よ
っ て 代 表 さ れ る 、 こ の 技 術 の 最 近 の 改 良 は 、 よ り 長 い cDNAに 関 す る 探 索 を 、 大 幅 に 簡 略 化
し た 。 「 制 限 -サ イ ト 」 PCRと 呼 ば れ る 、 幾 分 異 な る 技 術 は 、 既 知 の 遺 伝 子 座 と 隣 接 す る 未
知 の 核 酸 配 列 を 探 し 出 す た め に 、 普 遍 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る (Sarkar, G., PCR Methods A
pplic., 1993, 2:318-322)。 ま た 、 逆 PCRを 利 用 し て 、 既 知 領 域 に 基 い て 、 多 様 型 プ ラ イ
マ ー を 用 い て 、 配 列 を 増 幅 し 、 あ る い は 伸 長 す る こ と が で き る (Triglia, T.等 , Nucleic 
Acids Res., 1988, 16:8186)。 使 用 で き る も う 一 つ の 方 法 は 、 捕 獲 PCRで あ り 、 こ の 方 法
は ヒ ト 及 び 酵 母 の 人 工 染 色 体 DNAに お け る 既 知 の 配 列 に 隣 接 す る DNAフ ラ グ メ ン ト の PCR増
幅 を 含 む (Lagerstrom, M.等 , PCR Methods Applic., 1991, 1:111-119)。 未 知 の 配 列 を 捜
し 出 す た め に 使 用 で き る も う 一 つ の 方 法 は 、 Parkar, J.D.等 の 方 法 (Nucleic Acids Res.,
 1991, 19:3055-3060)で あ る 。 更 に 、 PCR、 ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー 、 及 び プ ロ モ ー タ フ ァ
イ ン ダ (PromoterFinder T M )ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 、 ゲ ノ ム DNAを 探 す こ と が で き る (CA, 
パ ロ ア ル ト の ク ロ ン テ ッ ク (Clontech)社 )。 こ の 方 法 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
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す る 必 要 性 を 排 除 し 、 ま た イ ン ト ロ ン /エ キ ソ ン 結 合 を 見 出 す 上 で 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 完 全 な 長 さ の cDNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る に 際 し て 、 よ り 大 き な cDNAを 含 め る よ う に 、 サ
イ ズ -選 別 さ れ て い る ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 遺 伝 子 の 5'領 域 を
含 む 配 列 を よ り 多 く 含 む 点 に お い て 、 無 秩 序 に 感 作 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー が 好 ま し い 。 無 秩
序 に 感 作 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 は 、 オ リ ゴ d(T)ラ イ ブ ラ リ ー が 、 完 全 な 長 さ の cDNAを
生 成 し な い 状 況 に 対 し て 、 特 に 好 ま し い 可 能 性 が あ る 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 、 5'非 -転
写 調 節 領 域 に 、 配 列 を 伸 長 す る た め に 有 用 で あ り 得 る 。
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 染 色 体 を 局 在 化 す る た め に 使 用 で き る
。 こ の 技 術 に お い て 、 核 酸 分 子 を 、 特 に 目 標 と し 、 ま た 個 々 の ヒ ト 染 色 体 上 の 特 定 の 位 置
で 、 こ れ と ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る 染 色 体 と 関 連 す る 配 列 の マ ッ
ピ ン グ は 、 遺 伝 子 関 連 疾 患 と 、 こ れ ら 配 列 と の 確 証 的 関 連 付 け に お い て 重 要 な 段 階 で あ る
。 一 度 、 配 列 が 、 正 確 な 染 色 体 位 置 に 関 し て マ ッ ピ ン グ (位 置 決 定 )さ れ る と 、 該 染 色 体 上
の 該 配 列 の 物 理 的 な 位 置 は 、 遺 伝 子 マ ッ プ デ ー タ と 関 連 付 け す る こ と が で き る 。 こ の よ う
な デ ー タ は 、 例 え ば V. McKusick, ヒ ト に お け る メ ン デ ル 遺 伝 (Mendelian Inheritance in
 Man)(ジ ョ ー ン ズ ホ プ キ ン ス 大 学 ウ エ ル チ メ デ ィ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー (Johns Hopkins Unive
rsity Welch Medical Library)を 通 し て オ ン ラ イ ン で 入 手 可 能 で あ る )に 見 ら れ る 。 次 い
で 、 同 一 の 染 色 体 領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る 遺 伝 子 と 疾 患 と の 関 連 性 を 、 結 合 分 析 (物
理 的 に 隣 接 す る 遺 伝 子 の 同 時 遺 伝 )に よ っ て 同 定 す る 。 こ れ は 、 位 置 ク ロ ー ニ ン グ 又 は 他
の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 、 疾 患 遺 伝 子 を 探 索 す る 研 究 者 に 、 価 値 あ る 情 報 を 提 供 す る 。
一 旦 、 該 疾 患 又 は 症 候 群 が 、 特 定 の ゲ ノ ム 領 域 に 対 す る 遺 伝 的 結 合 に よ っ て 、 大 雑 把 に 局
在 化 さ れ れ ば 、 該 当 領 域 に 関 す る あ ら ゆ る 配 列 マ ッ ピ ン グ が 、 更 な る 検 討 の た め の 、 関 連
又 は 調 節 遺 伝 子 を 表 す 可 能 性 が あ る 。 該 核 酸 分 子 は 、 ま た 正 常 な 、 キ ャ リ ヤ と し て の 又 は
罹 患 し た 個 体 に お け る 、 転 位 、 逆 位 等 に よ る 、 染 色 体 位 置 に お け る 差 異 の 検 出 の た め に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 ま た 組 織 の 局 在 化 に と っ て も 価 値 が あ る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 ま
た 組 織 内 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 パ タ ー ン を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 検 出 に よ
り 、 決 定 す る こ と を 可 能 と す る 。 こ れ ら 技 術 は 、 そ の 場 で の ハ イ ブ リ ッ ド 化 技 術 及 び ヌ ク
レ オ チ ド 増 幅 技 術 、 例 え ば PCR技 術 を 包 含 す る 。 こ れ ら の 研 究 に よ り 得 ら れ る 結 果 は 、 該
生 物 に お け る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 機 能 の 指 標 を 与 え る 。 更 に 、 mRNAの 正 常 な 発 現 パ タ
ー ン と 、 突 然 変 異 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る mRNAに よ る 発 現 パ タ ー ン と の 比 較 研 究 は 、
疾 患 に お け る 突 然 変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 役 割 に 関 す る 有 益 な 見 識 を 与 え る 。 こ の よ う な 不 適
当 な 発 現 は 、 時 間 的 、 空 間 的 又 は 定 量 的 特 性 を 持 つ も の で あ る 。
　 遺 伝 子 の ス ラ イ シ ン グ 法 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 内 在 的 発 現 を
ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と も 可 能 で あ る 。 RNA干 渉 (RNAi)(Elbashir, SM等 , Nature
, 2001, 411:494-498)は 、 利 用 す る こ と の で き る 、 配 列 特 異 的 な 転 写 後 の 遺 伝 子 サ イ レ ン
ト 化 法 (gene silencing)の 一 つ で あ る 。 短 い dsRNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 イ ン ビ ト ロ で
合 成 し 、 か つ 細 胞 内 に 導 入 す る 。 こ れ ら dsRNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 、 配 列 特 異 的 結 合 は
、 タ ー ゲ ッ ト mRNAの 分 解 を 開 始 さ せ 、 タ ー ゲ ッ ト タ ン パ ク 発 現 を 減 少 又 は 削 除 す る 。
　 上 で 評 価 し た 遺 伝 子 サ イ レ ン ト 化 法 の 有 効 性 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 測 定 (例 え ば 、 ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る )を 通 し て 、 ま た TaqManを 基 本 と す る 方 法 を 利 用 し て 、 R
NAレ ベ ル で 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 み 、 ま た ク ロ ー ニ ン グ 又 は 発 現 ベ ク タ ー で
あ り 得 る 。 本 発 明 の ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 又 は 形 質 導 入 す る
こ と の で き る 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 何 れ で あ っ て も 良 い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 宿 主 細 胞 内 に 含 ま れ る ベ ク タ ー 中 の コ ー ド 核 酸 分 子 の 発 現 に
よ り 、 組 換 え 体 と し て 作 る こ と が で き る 。 こ の よ う な 発 現 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、
ま た そ の 多 く は 、 Sambrook等 [上 記 文 献 ]及 び Fernandez & Hoeffler(1998, 編 ,「 遺 伝 子 発
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現 系 。 発 現 技 術 に 関 す る 特 徴 を 利 用 (Gene expression systems. Using nature for the a
rt of expression)」 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 、 サ ン ジ エ ゴ 、 ロ ン ド ン 、 ボ ス ト ン 、 NY、 シ ド
ニ ー 、 東 京 、 ト ロ ン ト ） に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。
　 一 般 に 、 所 定 の 宿 主 内 で ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る た め に は 、 核 酸 分 子 を 維 持 し 、 増 殖 さ
せ 又 は 発 現 さ せ る の に 適 し た 、 任 意 の 系 又 は ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 適 当
な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 様 々 な 周 知 か つ ル ー チ ン 技 術 、 例 え ば Sambrook等 [上 記 文 献 ]に 記
載 さ れ て い る 技 術 の 何 れ か に よ っ て 、 発 現 系 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 該 コ ー ド
遺 伝 子 は 、 制 御 要 素 、 例 え ば プ ロ モ ー タ 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 系 (バ ク テ リ ア 発 現 の 場 合 )及 び
場 合 に よ っ て は オ ペ レ ー タ の 制 御 下 に 置 い て 、 該 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 該 DNA
配 列 を 、 該 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 内 の RNAに 転 写 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 適 当 な 発 現 系 の 例 は 、 例 え ば 染 色 体 、 エ ピ ソ ー ム 及 び ウ イ ル ス 由 来 の 系 、 例 え ば バ ク テ
リ ア プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 、 酵 母 エ ピ ソ ー ム 、 挿 入 要 素 、 酵
母 染 色 体 要 素 、 ウ イ ル ス 、 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 パ ポ ー バ ウ イ ル ス 、 例 え ば SV40、 ワ
ク チ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 及 び レ ト ロ ウ イ
ル ス 由 来 の ベ ク タ ー 又 は こ れ ら の 組 合 せ 、 例 え ば コ ス ミ ド 及 び フ ァ ー ジ ミ ド を 含 む 、 プ ラ
ス ミ ド 及 び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 遺 伝 子 要 素 由 来 の も の を 包 含 す る 。 ヒ ト の 人 工 的 な 染 色 体
(HACs)も 、 プ ラ ス ミ ド 内 に 含 ま れ 、 か つ 発 現 し 得 る も の よ り も 大 き な DNAフ ラ グ メ ン ト を
放 出 す る の に 使 用 で き る 。 ベ ク タ ー pCR4-TOPO-INSP094(図 7)、 pENTR-INSP094-6HIS(図 11)
、 pEAK12d-INSP094-6HIS(図 12)及 び pDEST12.2-INSP094-6HIS(図 13)が 、 INSP094に 関 連 す
る 本 発 明 の 局 面 に 従 っ て 使 用 す る の に 適 し た ベ ク タ ー の 、 好 ま し い 例 で あ る 。
　 特 に 適 し た 発 現 系 は 、 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 又 は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ
ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た バ ク テ リ ア 等 の 微 生 物 ； 酵 母 発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た
酵 母 ； ウ イ ル ス (例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス )発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 昆 虫 細 胞
系 ； ウ イ ル ス (例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 CaMV； タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス
、 TMV)発 現 ベ ク タ ー 又 は バ ク テ リ ア 発 現 ウ イ ル ス (例 え ば 、 Ti又 は pBR322プ ラ ス ミ ド )に よ
り 形 質 転 換 さ れ た 植 物 細 胞 系 ； 又 は 動 物 細 胞 系 を 包 含 す る 。 ま た 、 細 胞 を 含 ま な い 翻 訳 系
を 使 用 し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 、 宿 主 細 胞 へ の 導 入 は 、 多 く の 標 準 的 な
実 験 室 マ ニ ュ ア ル 例 え ば Davis等 の 分 子 生 物 学 に お け る 基 本 的 な 方 法 (Basic Methods in M
olecular Biology)(1986)及 び Sambrook等 [上 記 文 献 ]に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ り 、 行 う
こ と が で き る 。 特 に 適 し た 方 法 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAE-デ キ
ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン
、 カ チ オ ン 性 脂 質 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 形 質 導 入 、 ス ク
レ イ プ ロ ー デ ィ ン グ (scrape loading)、 弾 道 導 入 又 は 感 染 を 包 含 す る (例 え ば 、 Sambrook
等 , 1989 [上 記 文 献 ]; Ausubel等 , 1991 [上 記 文 献 ]; Spector, Goldman & Leinwald, 19
98を 参 照 の こ と )。 真 核 生 物 細 胞 に お い て 、 発 現 系 は 、 該 系 の 必 要 に 応 じ て 、 一 時 的 (例 え
ば 、 エ ピ ソ ー ム 性 )又 は 永 続 的 (染 色 体 へ の 組 込 み )の 何 れ か で あ り 得 る 。
　 該 コ ー ド 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 小 胞 体 の 内 腔 、 細 胞 質 空 間 又 は 細 胞 外 環 境 に 、 該 翻 訳 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド を 分 泌 す る た め に 望 ま し い 、 コ ン ト ロ ー ル 配 列 を コ ー ド す る 配 列 、 例 え ば
シ グ ナ ル ペ プ チ ド 又 は リ ー ダ ー 配 列 を 含 ん で も 、 含 ま な く て も 良 い 。 こ れ ら シ グ ナ ル は 、
該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 内 在 性 で あ り 得 、 あ る い は こ れ ら は 、 異 種 シ グ ナ ル で あ り 得 る 。
リ ー ダ ー 配 列 は 、 翻 訳 後 の プ ロ セ ッ シ ン グ に お い て 、 バ ク テ リ ア 宿 主 に よ り 除 去 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 コ ン ト ロ ー ル 配 列 に 加 え て 、 該 宿 主 細 胞 の 成 長 と 相 対 的 に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 調
節 す る こ と を 可 能 と す る 、 調 節 配 列 を 付 加 す る こ と が 望 ま し い 可 能 性 が あ る 。 調 節 配 列 の
例 は 、 調 節 化 合 物 の 存 在 を 含 む 化 学 的 又 は 物 理 的 な 刺 激 、 又 は 様 々 な 温 度 又 は 代 謝 条 件 に
応 答 し て 、 遺 伝 子 発 現 の 増 減 を 引 起 す も の で あ る 。 調 節 配 列 は 、 該 ベ ク タ ー の 非 -翻 訳 領
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域 の も の 、 例 え ば エ ン ハ ン サ 、 プ ロ モ ー タ 及 び 5'及 び 3'未 翻 訳 領 域 で あ る 。 こ れ ら は 、 宿
主 細 胞 タ ン パ ク と 相 互 作 用 し て 、 転 写 及 び 翻 訳 を 行 う 。 こ の よ う な 調 節 配 列 の 長 さ 及 び 特
異 性 は 、 変 動 し 得 る 。 使 用 し た ベ ク タ ー 系 及 び 宿 主 に 依 存 し て 、 構 成 的 及 び 誘 導 性 プ ロ モ
ー タ を 含 む 、 任 意 の 数 の 適 当 な 転 写 及 び 翻 訳 要 素 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 バ ク テ
リ ア 系 内 で ク ロ ー ニ ン グ す る 場 合 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ 、 例 え ば Bluescriptフ ァ ー ジ ミ ド (C
A、 ラ ジ ョ ラ の ス ト ラ タ ジ ー ヌ (Stratagene))又 は pSportl T M プ ラ ス ミ ド (ギ ブ コ BRL)等 の ハ
イ ブ リ ッ ド lacZプ ロ モ ー タ 等 を 使 用 す る こ と が で き る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ポ リ ヘ ド リ ン プ
ロ モ ー タ を 、 昆 虫 細 胞 内 で 使 用 す る こ と が で き る 。 植 物 細 胞 ゲ ノ ム 由 来 (例 え ば 、 熱 シ ョ
ッ ク 、 RUBISCO及 び 貯 蔵 タ ン パ ク 遺 伝 子 )又 は 植 物 ウ イ ル ス (例 え ば 、 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ
又 は リ ー ダ ー 配 列 )由 来 の プ ロ モ ー タ 又 は エ ン ハ ン サ を 、 こ の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す
る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 系 に お い て は 、 哺 乳 動 物 遺 伝 子 又 は 哺 乳 動 物 ウ イ ル ス 由 来
の プ ロ モ ー タ が 好 ま し い 。 該 配 列 の 複 数 の コ ピ ー を 含 む 細 胞 系 を 生 成 す る 必 要 が あ る 場 合
に は 、 SV40又 は EBVに 基 く ベ ク タ ー を 、 適 当 な 選 別 マ ー カ ー と 共 に 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー を 、 適 当 な 核 酸 コ ー ド 配 列 が 、 適 当 な 調 節 配 列 を 含 む ベ ク タ ー 内 に 位 置 す
る よ う に 構 築 す る 。 こ こ で 、 該 調 節 配 列 に 対 す る 、 該 コ ー ド 配 列 は 、 こ の コ ー ド 配 列 が 、
該 調 節 配 列 の 「 制 御 」 の 下 で 転 写 さ れ る よ う に 、 配 置 さ れ 、 か つ 配 向 さ れ て い る 。 即 ち 、
該 コ ン ト ロ ー ル 配 列 に お い て 該 DNA分 子 と 結 合 し て い る RNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 該 コ ー ド 配 列
を 転 写 す る 。 幾 つ か の 場 合 に お い て 、 該 配 列 を 修 飾 し て 、 こ れ を 、 適 当 な 配 向 で 、 該 コ ン
ト ロ ー ル 配 列 に 結 合 で き る こ と が 必 要 で あ る 。 即 ち 、 該 読 み 取 り 枠 を 維 持 す る こ と が 必 要
で あ り 得 る 。
　 該 コ ン ト ロ ー ル 配 列 又 は 他 の 調 節 配 列 を 、 ベ ク タ ー 内 に 挿 入 す る 前 に 、 該 核 酸 コ ー ド 配
列 と 連 結 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 該 コ ー ド 配 列 は 、 既 に 該 コ ン ト ロ ー ル 配 列 及
び 適 当 な 制 限 サ イ ト を 含 ん で い る 発 現 ベ ク タ ー に 、 直 接 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
　 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 、 長 期 に 渡 り 、 高 収 率 で 生 産 す る た め に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し
い 。 例 え ば 、 対 象 と す る 該 ポ リ ペ プ チ ド を 安 定 に 発 現 す る 細 胞 系 は 、 ウ イ ル ス 起 源 の 複 製
及 び /又 は 内 在 性 の 発 現 要 素 及 び 選 別 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 、 同 一 の 又 は 別 々 の ベ ク タ
ー 内 に 含 む こ と の で き る 、 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 該 ベ ク タ ー
の 導 入 に 続 い て 、 細 胞 を 選 別 培 地 で の 培 養 に 切 り 替 え る 前 に 、 こ れ ら を 1-2日 間 に 渡 り 、
栄 養 強 化 培 地 で 育 成 す る こ と が で き る 。 選 別 可 能 な マ ー カ ー を 用 い る 目 的 は 、 選 別 に 対 す
る 抵 抗 性 を 付 与 す る こ と に あ り 、 そ の 存 在 は 、 該 導 入 さ れ た 配 列 を 首 尾 よ く 発 現 す る 細 胞
の 育 成 及 び 回 収 を 可 能 と す る 。 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン を 、 こ の 種 の 細
胞 に と っ て 適 当 な 、 組 織 培 養 技 術 を 用 い て 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 発 現 用 の 宿 主 と し て 利 用 で き る 哺 乳 動 物 細 胞 系 は 、 当 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 ア メ リ
カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン (American Type Culture Collection; ATCC)か ら 入 手
で き る 、 多 く の 不 死 化 細 胞 系 を 包 含 し 、 例 え ば チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)、 HeLa
、 ベ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 臓 (BHK)、 サ ル の 腎 臓 (COS)、 C127、 3T3、 BHK、 HEK 293、 ボ ウ エ (Bo
wes)黒 色 腫 、 及 び ヒ ト 肝 細 胞 癌 腫 (例 え ば 、 Hep G2)細 胞 及 び 多 く の 他 の 細 胞 系 を 含 む が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 に お い て 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス /昆 虫 細 胞 発 現 系 用 の 物 質 は 、 市 販 品
と し て 、 特 に CA、 サ ン ジ エ ゴ の イ ン ビ ト ロ ゲ ン (Invitrogen)社 か ら 、 キ ッ ト (マ ッ ク ス バ
ッ ク (MaxBac)キ ッ ト )と し て 入 手 で き る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 一 般 に 当 業 者 に は 公 知 で あ り
、 Summers & Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No.1555 (1987)
に 十 分 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 系 に お い て 使 用 す る の に 特 に 適 し た 宿 主 細 胞 は 、 昆 虫 細 胞
、 例 え ば ド ロ ソ フ ィ ラ (Drosophila) S2及 び ス ポ ド プ テ ラ (Spodoptera) Sf9細 胞 で あ る 。
　 当 分 野 に お い て 公 知 の 、 多 く の 植 物 細 胞 培 養 物 及 び 全 植 物 遺 伝 子 発 現 系 が あ る 。 適 当 な
植 物 細 胞 遺 伝 子 発 現 系 の 例 は 、 米 国 特 許 第 5,693,506号 、 同 第 5,659,122号 及 び 同 第 5,608,
143号 に 記 載 さ れ て い る も の を 包 含 す る 。 植 物 細 胞 培 養 物 中 の 遺 伝 子 発 現 系 の 更 な る 例 は
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、 Zenk, Phytochemistry, 1991, 30:3861-3863に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 特 に 、 プ ロ ト プ ラ ス ト を 単 離 し 、 か つ 培 養 し て 全 再 生 植 物 を 与 え る こ と の で き る 、 全 て
の 植 物 を 使 用 す る こ と が で き 、 従 っ て 全 植 物 を 回 収 す る こ と が で き 、 こ れ は 該 伝 達 さ れ た
遺 伝 子 を 含 む 。 実 際 に 、 全 て の 植 物 は 、 培 養 細 胞 又 は 組 織 か ら 再 生 す る こ と が で き る 。 サ
ト ウ キ ビ 、 サ ト ウ ダ イ コ ン 、 綿 、 果 実 及 び 他 の 樹 木 、 マ メ 科 植 物 及 び 野 菜 の 主 な 種 の 全 て
を 含 む が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。
　 特 に 好 ま し い バ ク テ リ ア 宿 主 細 胞 の 例 は 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス (streptococci)、 ス タ フ
ィ ロ コ ッ カ ス (staphylococci)、 E.コ リ (E. coli)、 ス ト レ プ ト ミ セ ス (Streptomyces)、 及
び バ チ ル ス ズ ブ チ リ ス (Bacillus subtilis)細 胞 を 包 含 す る 。
　 真 菌 発 現 用 に 特 に 適 し た 宿 主 細 胞 の 例 は 、 酵 母 細 胞 (例 え ば 、 S.セ レ ビ シ ア エ (S. cerev
isiae))及 び ア ス ペ ル ギ ル ス (Aspergillus)細 胞 を 含 む 。
　 形 質 転 換 細 胞 系 を 回 収 す る の に 使 用 で き る 、 多 数 の 選 別 系 が 、 当 分 野 に お い て 公 知 で あ
る 。 そ の 例 は 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (Wigler, M.等 , Cell, 1977, 11:223-
32)及 び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Lowy, I.等 , Cell, 1980, 22:817-2
3)遺 伝 子 を 含 み 、 こ れ ら は 夫 々 、 tk - 又 は aprt± 細 胞 に お い て 使 用 で き る 。 ま た 、 代 謝 拮
抗 物 質 、 抗 生 物 質 又 は 除 草 剤 耐 性 を 、 選 別 用 の 基 礎 と し て 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば メ
ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ (DHFR)(Wigler, M.
等 , Proc. Natl. Acad. Sci., 1980, 77:3567-70)； ア ミ ノ グ リ コ シ ド ネ オ マ イ シ ン 及 び G
-418に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 、 npt(Colbere-Garapin, F.等 , J. Mol. Biol., 1981, 150:
1-14)； 及 び 夫 々 ク ロ ル ス ル フ ロ ン (Chlorsulfuron)及 び ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン (phosphinotr
icin)ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 対 す る 耐 性 を 付 与 す る als又 は patで あ る 。 更 な る 選 別
可 能 な 遺 伝 子 が 記 載 さ れ て お り 、 そ の 例 は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 有 無 は 、 対 象 と す る 遺 伝 子 も 存 在 し 、 そ の 存 在 及 び 発 現 を 、 確 認
す る 必 要 が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 例 え ば 、 関 連 す る 配 列 が 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 配 列 内 に
挿 入 さ れ て い る 場 合 、 こ の 適 当 な 配 列 を 含 む 形 質 転 換 細 胞 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 機 能 が 無 い
こ と に よ っ て 同 定 で き る 。 あ る い は ま た 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 、 単 一 の プ ロ モ ー タ の 制 御 の
下 で 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 と 、 縦 列 状 態 で 配 置 す る こ と が で き る 。 誘
導 又 は 選 別 に 応 答 す る 、 こ の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 通 常 該 縦 列 遺 伝 子 の 発 現 を も 示 す
。
　 あ る い は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 ま た 該 ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に は 公 知 の 様 々 な 手 順 で 同 定 で き る 。 こ れ ら の 手 順 は 、
DNA-DNA又 は DNA-RNAハ イ ブ リ ッ ド 化 、 及 び タ ン パ ク 質 バ イ オ ア ッ セ イ 、 例 え ば 蛍 光 活 性 化
細 胞 選 別 (FACS)、 又 は イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 (例 え ば 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ [
ELISA]及 び ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ [RIA])を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 こ れ ら は 、 膜 、
溶 液 又 は チ ッ プ を 基 本 と す る 、 核 酸 又 は タ ン パ ク 質 の 検 出 及 び /又 は 定 量 用 の 技 術 を 包 含
す る (Hampton, R.等 , 血 清 学 的 方 法 (Serological Methods), 研 究 室 用 マ ニ ュ ア ル (a Labo
ratory Manual), APS Press, MN、 セ ン ト ポ ー ル 及 び Maddox, D.E.等 , J. Exp. Med., 198
3, 158:1211-1216を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 広 範 囲 に 渡 る 標 識 及 び 複 合 化 技 術 が 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 ま た 様 々 な 核 酸 及 び ア ミ ノ
酸 ア ッ セ イ に お い て 利 用 で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 関 連 す る
配 列 を 検 出 す る た め の 、 標 識 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 化 又 は PCRプ ロ ー ブ を 製 造 す る た め の 手
段 は 、 オ リ ゴ 標 識 化 (oligolabelling)、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 末 端 標 識 、 又 は 標 識
し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る PCR増 幅 を 包 含 す る 。 あ る い は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 配 列 は 、 mRNAプ ロ ー ブ を 製 造 す る た め に 、 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す
る こ と が で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 当 業 者 に お い て 公 知 で あ り 、 市 販 品 と し て 入 手 可
能 で あ り 、 ま た イ ン ビ ト ロ に て 、 適 当 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば T7、 T3、 又 は SP6及 び 標
識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 添 加 に よ り 、 RNAプ ロ ー ブ を 合 成 す る た め に 利 用 で き る 。 こ れ ら
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の 手 順 は 、 様 々 な 市 販 品 と し て 入 手 で き る キ ッ ト (フ ァ ル マ ー シ ア ＆ ア ッ プ ジ ョ ン (MI、 カ
ラ マ ゾ ー )； プ ロ メ ガ (WI、 マ デ ィ ソ ン )； 及 び U.S.バ イ オ ケ ミ カ ル 社 (U.S. Biochemical C
orp., OH、 ク リ ー ブ ラ ン ド ))を 用 い て 、 実 施 す る こ と が で き る 。
　 欠 失 を 容 易 に す る た め に 使 用 で き る 、 適 当 な リ ポ ー タ 分 子 又 は ラ ベ ル は 、 放 射 性 核 種 、
酵 素 及 び 蛍 光 性 物 質 、 化 学 発 光 物 質 又 は 色 素 原 物 質 並 び に 基 質 、 補 助 因 子 、 阻 害 剤 、 磁 性
粒 子 等 を 含 む 。
　 本 発 明 に よ る 核 酸 分 子 は 、 ま た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に 齧 歯 目 の 動 物 を 創 造 す る
の に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 本 発 明 の 更 な る 局 面
を 構 成 す る 。 こ れ は 、 体 細 胞 の 変 性 に よ り 、 あ る い は 生 殖 系 列 療 法 （ germ line therapy
） に よ っ て 局 所 的 に 行 っ て 、 遺 伝 性 の 修 飾 を 組 込 む こ と が で き る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の モ ジ ュ レ ー タ と し て 効 果 的 な 薬 物 分 子 に 対 す る
、 動 物 モ デ ル の 生 成 に お い て 、 特 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 又 は エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 酸 抽 出 、 ア ニ オ ン 又 は カ チ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 及 び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 周 知 の 方 法 に よ っ て 、 組 換 え 細 胞 培
養 物 か ら 回 収 し 、 か つ 精 製 す る こ と が で き る 。 精 製 の た め に は 、 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー が 特 に 有 用 で あ る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 そ の 単 離 及 び /又 は 生 成 中 に 変 性 す る 場 合
に は 、 そ の 活 性 な 立 体 配 座 を 再 生 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 再 生 用 の 周 知 の 技 術 を 利 用 す る
こ と が で き る 。
　 ま た 、 特 殊 な ベ ク タ ー 構 造 を 使 用 し て 、 所 望 の 如 く 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 配 列 と 、 可 溶 性 の タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る で あ ろ う 、 ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 結 合 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 簡 略 化 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 精 製 を 簡 略 化 す る ド メ イ ン の 例 は 、 金 属 キ レ ー ト 化 ペ プ チ ド 、 例 え
ば 固 定 化 金 属 上 で の 精 製 を 可 能 と す る ヒ ス チ ジ ン -ト リ プ ト フ ァ ン モ ジ ュ ー ル 、 固 定 化 免
疫 グ ロ ブ リ ン 上 で の 精 製 を 可 能 と す る プ ロ テ イ ン Aド メ イ ン 、 及 び FLAGS/ア フ ィ ニ テ ィ ー
精 製 シ ス テ ム (WA、 シ ア ト ル の イ ム ネ ッ ク ス 社 (Immunex Corp.))に お い て 使 用 さ れ る ド メ
イ ン を 包 含 す る 。 開 裂 可 能 な リ ン カ ー 配 列 、 例 え ば フ ァ ク タ XA又 は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ (CA
、 サ ン ジ エ ゴ の イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 )に 対 し て 特 異 的 な も の の 、 該 精 製 ド メ イ ン と 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド と の 間 へ の 挿 入 は 、 精 製 を 容 易 化 す る 目 的 で 利 用 で き る 。 こ の よ う な 発 現 ベ
ク タ ー の 一 つ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 準 備 す る 。
該 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 チ オ レ ド キ シ ン 又 は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 開 裂 サ イ ト よ り も 先 行 す る 、
幾 つ か の ヒ ス チ ジ ン 残 基 と 融 合 し て い る 。 こ れ ら の ヒ ス チ ジ ン 残 基 は 、 IMAC(Porath, J.
等 , Prot. Exp. Purif., 1992, 3:263-281に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 固 定 化 金 属 イ オ ン ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )に よ る 精 製 を 簡 略 化 す る が 、 チ オ レ ド キ シ ン 又 は エ ン
テ ロ キ ナ ー ゼ 開 裂 サ イ ト は 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 該 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め の 手 段
を 与 え る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る ベ ク タ ー に 関 す る 議 論 は 、 Kroll, D.J.等 (DNA Cell
 Biol., 1993, 12:441-453)に よ っ て 与 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド を 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 目 的 で 発 現 さ せ る 場 合 に
は 、 一 般 に 、 こ れ を 発 現 す る 宿 主 細 胞 の 表 面 に お い て 製 造 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の 点 に
関 連 し て 、 該 宿 主 細 胞 は 、 例 え ば 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 別 (FACS)又 は イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー 技
術 を 用 い て 、 該 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 使 用 す る 前 に 収 穫 す る こ と が で き る 。 該 ポ リ ペ
プ チ ド が 該 培 地 中 に 分 泌 さ れ る 場 合 、 該 培 地 を 回 収 し て 、 発 現 さ れ た 該 ポ リ ペ プ チ ド を 回
収 し 、 か つ 精 製 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 で 製 造 さ れ る 場 合 、 該 ポ リ ペ プ
チ ド を 回 収 す る に 先 立 っ て 、 ま ず 該 細 胞 を 溶 解 す る 必 要 が あ る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 様 々 な 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の 何 れ か に お い て 、 化 合 物 の
ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 化 合 物 は 、
該 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル 又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル を 、 活 性 化 (活 発 化 )又 は 阻
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害 (拮 抗 、 相 殺 )す る こ と が で き 、 ま た 本 発 明 の 更 な る 局 面 を 構 成 す る 。 好 ま し い 化 合 物 は
、 本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 天 然 遺 伝 子 の 発 現 を 変 更 し 、 あ る い は
本 発 明 の 第 一 局 面 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る の に 有 効 で あ る 。
　 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 は 、 例 え ば 細 胞 、 細 胞 を 含 ま な い 処 方 物 、 化 学 ラ
イ ブ ラ リ ー 又 は 天 然 生 成 物 の 混 合 物 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ゴ ニ ス ト 又 は
ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 天 然 又 は 変 性 基 質 、 リ ガ ン ド 、 酵 素 、 レ セ プ タ ー 、 又 は 構 造 的 又 は 機
能 的 擬 似 物 質 で あ り 得 る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に 関 す る 適 当 な 概 説 に 関 し て は
、 Coligan等 , Current Protocols in Immunology, 1991, 1(2):第 5章 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 高 い 可 能 性 で 良 好 な ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る と 考 え ら れ る 化 合 物 は 、 結 合 し た 際 に 、 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 な 効 果 を 誘 発 す る こ と な し に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 分
子 で あ る 。 有 力 な ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 小 さ な 有 機 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し て 、 そ の 活 性 を 阻 害 し 、 も し く は 消 滅 さ せ る 抗 体 を 包 含 す る
。 こ の よ う に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 細 胞 結 合 分 子 と の 結 合 を 、 阻 害 す る こ と が で き 、
結 果 的 に 該 ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 生 物 学 的 活 性 が 阻 止 さ れ る 。
　 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に お い て 使 用 さ れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 溶 液 中 で
遊 離 状 態 と し 、 固 体 担 体 に 固 定 し 、 細 胞 表 面 上 に 担 持 さ せ 、 又 は 細 胞 内 に 配 置 さ せ る こ と
が で き る 。 一 般 に 、 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 手 順 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 適 当 な
細 胞 又 は 細 胞 膜 の 使 用 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 結 合 、 又 は 機 能 的 応 答 の 刺 激 又 は 阻 害
を 観 察 す る た め の テ ス ト 化 合 物 と 接 触 さ れ る 。 該 テ ス ト 化 合 物 と 接 触 状 態 に あ る 、 該 細 胞
の 該 機 能 的 な 応 答 を 、 次 に 該 テ ス ト 化 合 物 と 接 触 し て い な い コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と を 比 較 す
る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 適 当 な 検 出 系 を 用 い て 、 該 テ ス ト 化 合 物 が 、 該 ポ リ ペ プ チ ド
の 活 性 化 に よ る 、 シ グ ナ ル の 発 生 を 結 果 す る か 否 か を 評 価 す る こ と を 可 能 と す る 。 活 性 化
の 阻 害 剤 は 、 一 般 に 既 知 の ア ゴ ニ ス ト の 存 在 下 で 検 定 さ れ 、 ま た 該 テ ス ト 化 合 物 の 存 在 下
に お け る 、 該 ア ゴ ニ ス ト に よ っ て 活 性 化 に 及 ぼ さ れ る 効 果 が 、 観 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 を 同 定 す る た め の 、 好 ま
し い 方 法 は 、 以 下 の 諸 工 程 を 含 む ：
(a) 本 発 明 の 第 一 局 面 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 、 表 面 上 に 発 現 す る 細 胞 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド
と の 結 合 を 可 能 と す る 条 件 の 下 で 、 ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 、 こ こ
で 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ れ に 対 す る あ る 化 合 物 の 結 合 に 応 答 し て 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を
発 生 す る こ と の で き る 、 第 二 の 成 分 と 結 合 し て い る ； 及 び
(b) 該 化 合 物 と 該 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 に よ り 発 生 す る シ グ ナ ル の レ ベ ル を 測 定 す る
こ と に よ っ て 、 該 化 合 物 が 該 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し 、 か つ 活 性 化 又 は 阻 害 す る か 否 か を 決
定 す る 工 程 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め の 、 更 に 好 ま し
い 方 法 は 、 以 下 の 諸 工 程 を 含 む ：
(a) 該 ポ リ ペ プ チ ド を 、 表 面 上 に 発 現 す る 細 胞 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 を 可 能 と す る
条 件 の 下 で 、 ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 、 こ こ で 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、
こ れ に 対 す る あ る 化 合 物 の 結 合 に 応 答 し て 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 す る こ と の で き る
、 第 二 の 成 分 と 結 合 し て い る ； 及 び
(b) 該 化 合 物 と 該 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 に よ り 発 生 す る シ グ ナ ル の レ ベ ル を 、 該 化 合
物 が 存 在 し な い 場 合 の シ グ ナ ル レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ り 、 該 化 合 物 が 該 ポ リ ペ プ チ ド
と 結 合 し 、 か つ 活 性 化 又 は 阻 害 す る か 否 か を 決 定 す る 工 程 。
　 更 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 上 記 し た 一 般 的 な 方 法 は 、 標 識 さ れ た 又 は 標 識 さ れ て い な
い 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る リ ガ ン ド の 存 在 下 で 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定
す る 工 程 を 更 に 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め の 、 別 の 態 様 は
、 以 下 の 工 程 を 含 む ：
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　 該 ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 を 可 能 と す る 条 件 の 下 で 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 、 表 面 に 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド を 持 つ 細 胞 、 又 は こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 細 胞 膜 と 、 リ ガ ン ド と
の 結 合 の 阻 害 を 測 定 す る 工 程 、 及 び 該 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し た リ ガ ン ド の 量 を 測 定 す る 工
程 。 リ ガ ン ド 結 合 量 を 低 下 す る こ と の で き る 化 合 物 は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で
あ る と 考 え ら れ る 。 好 ま し く は 、 リ ガ ン ド は 標 識 さ れ て い る 。
　 よ り 具 体 的 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 方 法 は 、 以 下 の 諸 工 程 を 含 む ：
(a) 標 識 し た リ ガ ン ド と 、 細 胞 表 面 に お い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 全 細 胞 、 又
は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 細 胞 膜 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
(b) 該 全 細 胞 又 は 該 細 胞 膜 と 結 合 し た 、 標 識 リ ガ ン ド の 量 を 測 定 す る 工 程 ；
(c) 標 識 さ れ た リ ガ ン ド と 、 上 記 工 程 (a)の 該 全 細 胞 又 は 該 細 胞 膜 と の 混 合 物 に 、 候 補 化
合 物 を 添 加 し 、 か つ 得 ら れ る 混 合 物 を 平 衡 状 態 に す る 工 程 ；
(d) 該 工 程 (c)の 完 了 後 、 該 全 細 胞 又 は 該 細 胞 膜 と 結 合 し た 標 識 リ ガ ン ド の 量 を 測 定 す る
工 程 ； 及 び
(e) 上 記 工 程 (b)及 び (d)に お い て 結 合 し た 、 該 標 識 リ ガ ン ド に お け る 差 異 を 比 較 す る 工 程
。 結 果 的 に 、 該 工 程 (d)に お け る 結 合 量 に 減 少 を 生 じ た 該 化 合 物 が 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン
タ ゴ ニ ス ト で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 該 INSP094ポ リ ペ プ チ ド が 、 上 記 ア ッ セ イ に お い て 、 用 量 依 存 型 の 様 式 で 、 免 疫 系 及 び /
又 は 神 経 系 の 細 胞 増 殖 及 び 分 化 を 変 調 す る こ と を 理 解 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 該 INSP
094ポ リ ペ プ チ ド の 「 機 能 的 な 等 価 物 」 は 、 上 記 ア ッ セ イ に お い て 、 用 量 依 存 型 の 様 式 で
、 同 一 の 成 長 並 び に 分 化 調 節 活 性 の 何 れ か を 呈 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 用 量 依 存 型 の
活 性 の 程 度 は 、 該 INSP094ポ リ ペ プ チ ド の も の と 同 一 で あ る 必 要 は な い が 、 好 ま し く は 、
該 「 機 能 的 な 等 価 物 」 は 、 該 INSP094ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し た 場 合 に 、 所 定 の 活 性 に 関 す
る ア ッ セ イ に お い て 、 実 質 的 に 同 様 な 用 量 依 存 性 を 示 す で あ ろ う 。
　 上 記 態 様 の 幾 つ か に お い て 、 簡 単 な 結 合 ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と が で き 、 こ こ で 該 ポ リ
ペ プ チ ド を 担 持 す る 表 面 に 対 す る テ ス ト 化 合 物 の 結 合 性 は 、 該 テ ス ト 化 合 物 に 直 接 又 は 間
接 的 に 結 合 し た 標 識 に よ っ て 、 あ る い は 標 識 さ れ た 競 合 物 質 と の 競 合 を 含 む ア ッ セ イ に お
い て 検 出 さ れ る 。 他 の 態 様 で は 、 競 合 的 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 利 用 す る こ と が で
き 、 こ こ で は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 で き る 中 和 抗 体 が 、 結 合 に 関 し て 、 テ ス ト 化 合 物 と
特 異 的 に 競 合 す る 。 こ の よ う に 、 該 抗 体 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 な 結 合 ア フ ィ
ニ テ ィ ー を 持 つ 、 任 意 の 化 合 物 の 存 在 を 検 出 す る の に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 細 胞 内 で の 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 製 造 に 及 ぼ す 、 添 加 し た テ ス ト 化
合 物 の 効 果 を 検 出 す る よ う に 、 ア ッ セ イ を 設 計 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 当 分 野 に お い て 公 知 の 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 、
分 泌 さ れ た 又 は 細 胞 -結 合 レ ベ ル を 測 定 す る よ う に 、 ELISAを 構 成 す る こ と が で き 、 ま た こ
れ を 、 適 当 に 操 作 さ れ た 細 胞 又 は 組 織 に よ る 、 ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 を 阻 害 又 は 増 強 す る こ
と の で き る 化 合 物 を 探 索 す る た め に 使 用 で き る 。 次 い で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と 該 テ ス ト す べ
き 化 合 物 と の 間 の 結 合 複 合 体 の 形 成 を 、 測 定 す る こ と が で き る 。 IL-8ア ッ セ イ の 例 は 、 ペ
リ キ ン コ ン パ ク ト ヒ ュ ー マ ン (Pelikine compact Human) IL-8 ELISA(リ サ ー チ ダ イ ア グ ノ
ス テ ィ ッ ク ス (Research Diagnostics))、 IL-8(タ イ タ ー ジ ム (TiterZyme T M ))イ ム ノ ア ッ セ
イ キ ッ ト (ア ッ セ イ デ ザ イ ン 社 (Assay Designs, Inc.))及 び イ ム ラ イ ト (Immulite T M ) IL-8
テ ス ト (ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク プ ロ ー ダ ク ツ 社 (Diagnostic Products Corporation))を 包
含 す る 。
　 使 用 可 能 な も う 一 つ の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 は 、 対 象 と す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 適
当 な 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 持 つ 化 合 物 の 高 い ス ク リ ー ニ ン グ 能 力 を 与 え る (国 際 特 許 出 願 W
O 84/03564を 参 照 )。 こ の 方 法 で は 、 多 数 の 異 な る 小 さ な テ ス ト 化 合 物 を 、 固 体 基 質 上 に
合 成 し 、 次 い で こ れ ら を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 さ せ 、 洗 浄 す る こ と が で き る 。 該 ポ
リ ペ プ チ ド を 固 定 化 す る 一 つ の 方 法 は 、 非 -中 性 抗 体 を 用 い る こ と で あ る 。 次 い で 、 結 合
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し た ポ リ ペ プ チ ド を 、 当 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た
、 生 成 し た ポ リ ペ プ チ ド を 、 プ レ ー ト 上 に 直 接 被 覆 し て 、 上 記 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術
で 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 分 野 に お い て 公 知 の 、 標 準 的 な レ セ プ タ ー 結 合 技 術 を 用 い
て 、 膜 -結 合 し た 又 は 可 溶 性 レ セ プ タ ー を 同 定 す る た め に 使 用 で き 、 該 結 合 技 術 は 、 例 え
ば リ ガ ン ド 結 合 及 び 架 橋 ア ッ セ イ で あ り 、 そ こ で は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 放 射 性 同 位 元 素
で 標 識 さ れ て お り 、 あ る い は そ の 検 出 又 は 生 成 を 簡 単 化 す る 、 ペ プ チ ド 配 列 と 融 合 さ れ て
お り 、 ま た 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 推 定 上 の レ セ プ タ ー の 源 (例 え ば 、 細 胞 、 細 胞 膜 、 細 胞 上
澄 み 、 組 織 抽 出 物 、 又 は 体 液 )と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 こ の 結 合 の 効 力 は 、 生 物 物
理 的 な 技 術 、 例 え ば 表 面 プ ラ ス モ ン レ ゾ ナ ン ス 及 び ス ペ ク ト ル 分 析 を 用 い て 測 定 で き る 。
結 合 ア ッ セ イ は 、 該 レ セ プ タ ー の 精 製 及 び ク ロ ー ニ ン グ の た め に 利 用 で き る が 、 該 ポ リ ペ
プ チ ド と そ の レ セ プ タ ー と の 結 合 と 競 合 す る 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ
ニ ス ト を 同 定 す る こ と も で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 標 準 的 な 方 法
は 、 当 分 野 に お い て 十 分 に 理 解 さ れ て い る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 上 記 の よ う な ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー 、 基
質 、 酵 素 を 同 定 す る 方 法 に お い て 有 用 な 、 ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト を も 含 む 。
　 本 発 明 は 、 こ れ ら の ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー 、 基 質 及 び 酵
素 、 並 び に 上 記 方 法 に よ っ て 発 見 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 又 は 抗 原 性 を 変 調 す
る 他 の 化 合 物 を も 包 含 す る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 リ ガ ン ド 又 は 化 合 物 を 、 適 当 な 製 薬 上 の
担 体 と 共 に 含 む 薬 理 組 成 物 を も 提 供 す る 。 こ れ ら 組 成 物 は 、 治 療 薬 又 は 診 断 用 の 試 薬 と し
て 、 ワ ク チ ン と し て 、 又 は 以 下 に お い て 詳 細 に 概 説 す る よ う に 、 他 の 免 疫 原 性 組 成 物 と し
て 適 し た も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 に よ れ ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 リ ガ ン ド 又 は 化 合 物 [X]を 含
む 組 成 物 は 、 こ の 組 成 物 の 全 量 [X+Y] (こ こ で 、 Yは 不 純 物 で あ る )に 対 し て 少 な く と も 85
質 量 ％ が Xで あ る 場 合 に は 、 不 純 物 (Y)を 「 実 質 的 に 含 ま な い 」 も の で あ る 。 好 ま し く は 、
Xは 該 組 成 物 全 重 量 [X+Y]の 少 な く と も 約 90質 量 ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 95％ 、 98
％ 、 又 は 99質 量 ％ で あ り さ え す る 。
　 こ れ ら 薬 理 組 成 物 は 、 好 ま し く は 治 療 上 有 効 な 量 の 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子
、 リ ガ ン ド 又 は 化 合 物 を 含 む べ き で あ る 。 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 治 療 上 有 効 な 量 」 と は 、
標 的 と す る 疾 患 又 は 状 態 を 治 療 し 、 改 善 し 又 は 予 防 す る に 要 す る 、 あ る い は 検 出 可 能 な 治
療 又 は 予 防 効 果 を 示 す の に 要 す る 治 療 薬 の 量 を 意 味 す る 。 任 意 の 化 合 物 に 対 し て 、 治 療 上
有 効 な 用 量 は 、 初 め に 例 え ば 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 培 養 ア ッ セ イ 、 通 常 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 又
は ブ タ で あ る 動 物 モ デ ル に お い て 見 積 も る こ と が で き る 。 該 動 物 モ デ ル は 、 ま た 適 当 な 濃
度 範 囲 又 は 投 与 経 路 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 次 い で 、 こ の よ う な 情
報 を 使 用 し て 、 ヒ ト に お け る 有 用 な 用 量 及 び 投 与 経 路 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ヒ ト を 対 象 と す る 際 の 、 正 確 な 有 効 量 は 、 疾 患 状 態 の 重 篤 度 、 該 対 象 の 一 般 的 な 健 康 状
態 、 該 対 象 の 年 齢 、 体 重 及 び 性 別 、 食 事 、 投 与 時 間 と そ の 頻 度 、 薬 物 の 組 合 せ 、 反 応 に 対
す る 敏 感 性 及 び 治 療 に 対 す る 寛 容 度 /応 答 性 に 依 存 す る で あ ろ う 。 こ の 量 は 、 ル ー チ ン 実
験 に よ り 決 定 す る こ と が で き 、 ま た 臨 床 医 の 判 断 の 範 囲 内 に あ る 。 一 般 に 、 有 効 投 与 量 は
、 0.01mg/kg～ 50mg/kgな る 範 囲 、 好 ま し く は 0.05mg/kg～ 10mg/kgな る 範 囲 内 に あ る 。 組 成
物 は 、 個 別 に 患 者 に 投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は 他 の 薬 剤 、 薬 物 又 は ホ ル モ ン と の 組 合
せ で 投 与 す る こ と が で き る 。
　 薬 理 組 成 物 は 、 ま た 治 療 薬 の 投 与 の た め に 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む こ と も で き る
。 こ の よ う な 担 体 は 、 抗 体 及 び 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 遺 伝 子 及 び 他 の 治 療 薬 、 例 え ば リ ポ ソ
ー ム を 含 む が 、 該 担 体 そ れ 自 体 は 、 該 組 成 物 を 受 容 れ る 個 体 に と っ て 有 害 な 抗 体 の 製 造 を
誘 発 す る こ と が 無 く 、 し か も 不 当 に 毒 性 を 示 す こ と な し に 投 与 で き る も の で あ る こ と を 条
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件 と す る 。 適 当 な 担 体 は 、 大 き な 、 徐 々 に 代 謝 さ れ る 巨 大 分 子 、 例 え ば タ ン パ ク 質 、 多 糖
類 、 ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 ポ リ マ ー ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 コ ポ リ マ ー 及 び 不 活 化 さ
れ た ウ イ ル ス 粒 子 で あ り 得 る 。
　 こ こ で は 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 塩 、 例 え ば 塩 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 リ ン 酸 塩 、 硫 酸 塩 等 の
無 機 酸 の 塩 ； 及 び 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 マ ロ ン 酸 塩 、 安 息 香 酸 塩 等 の 有 機 酸 と の 塩 を
使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 に 関 す る 十 分 な 議 論 は 、 レ ミ ン ト ン の
製 薬 科 学 (Remington's Pharmaceutical Sciences)(Mack Pub. Co. N.J. 1991)に お い て 入
手 で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 治 療 組 成 物 に お け る 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 は 、 更 に 水 、 塩 水 、 グ リ セ ロ ー ル 及 び エ タ ノ
ー ル 等 の 液 体 を 含 む こ と も で き る 。 更 に 、 湿 潤 剤 又 は 乳 化 剤 、 pH緩 衝 物 質 等 の 補 助 的 物 質
も 、 こ の よ う な 組 成 物 に 存 在 し 得 る 。 こ の よ う な 担 体 は 、 該 薬 理 組 成 物 を 、 患 者 に 摂 取 さ
せ る た め に 、 錠 剤 、 ピ ル 、 糖 衣 剤 、 カ プ セ ル 、 液 剤 、 ゲ ル 、 シ ロ ッ プ 、 ス ラ リ ー 剤 、 懸 濁
剤 と し て 処 方 す る こ と を 可 能 と す る 。
　 一 旦 処 方 し た 後 に は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 対 象 に 直 接 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 す べ
き 対 象 は 、 動 物 で あ り 得 、 特 に ヒ ト を 治 療 の 対 象 と す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 で 使 用 す る 該 薬 理 組 成 物 は 、 あ ら ゆ る 数 の 経 路 で 、 例 え ば 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内
、 動 脈 内 、 延 髄 内 、 鞘 内 、 心 室 内 、 経 皮 (ト ラ ン ス デ ル マ ル (transdermal)又 は ト ラ ン ス ク
タ ニ ア ス (transcutaneous))(例 え ば 、 WO98/20734を 参 照 )、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 内 、 経 小 腸
、 局 所 、 舌 下 、 膣 内 、 又 は 直 腸 内 投 与 手 段 を 含 む (こ れ ら に 限 定 さ れ な い )経 路 で 投 与 で き
る 。 遺 伝 子 銃 又 は ハ イ ポ ス プ レ イ を 使 用 し て 、 本 発 明 の 薬 理 組 成 物 を 投 与 す る こ と も で き
る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら 治 療 組 成 物 は 、 注 射 可 能 な 、 溶 液 又 は 懸 濁 液 と し て 、 注 射 前 に 液
状 ビ ヒ ク ル の 溶 液 又 は 懸 濁 液 と す る の に 適 し た 、 固 体 形 状 で 調 製 で き る 。
　 こ の 組 成 物 の 直 接 的 な 放 出 は 、 一 般 に 注 射 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 又 は 筋 肉 内 投 与 に よ
っ て 達 成 さ れ 、 あ る い は 組 織 の 間 隙 空 間 に 放 出 さ れ る 。 こ れ ら 組 成 物 は 、 ま た 病 巣 に 投 与
す る こ と も 可 能 で あ る 。 投 薬 に よ る 治 療 は 、 単 一 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル 又 は 多 重 投 与 ス ケ ジ ュ
ー ル で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 特 定 の 疾 患 状 態 に お い て 顕 著 で あ る 場 合 、 幾 つ か の 方
法 を 利 用 で き る 。 そ の 一 つ の 方 法 は 、 上 記 の よ う に 、 対 象 に 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 共
に 、 阻 害 性 化 合 物 (ア ン タ ゴ ニ ス ト )を 投 与 す る こ と を 含 む が 、 そ の 量 は 、 例 え ば リ ガ ン ド
、 基 質 、 酵 素 、 レ セ プ タ ー の 結 合 を 遮 断 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 第 二 の シ グ ナ ル を 阻
害 す る こ と に よ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 阻 害 し 、 結 果 的 に こ の 異 常 な 状 態 を 軽 減 す
る の に 有 効 な も の で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 体 で あ る 。 最 も 好
ま し く は 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 前 に 記 載 し た よ う に 、 そ の 免 疫 原 性 を 最 小 化 す る た め に 、
キ メ ラ 及 び /又 は ヒ ト 化 さ れ た も の で あ る 。
　 も う 一 つ の 方 法 に お い て 、 問 題 と す る 、 リ ガ ン ド 、 基 質 、 酵 素 、 レ セ プ タ ー に 対 す る 結
合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 維 持 す る 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 型 を 投 与 す る こ と が で き る 。 典 型
的 に は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 関 連 す る 部 分 を 保 持 し て い る フ ラ グ メ ン ト と し て 投 与 す る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 別 の 方 法 に お い て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 は 、 発 現 遮 断 技 術 、 例 え
ば 内 部 で 生 成 さ れ る 又 は 外 部 か ら 投 与 さ れ た 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 (上 記 の よ う な )の 使
用 に よ り 阻 害 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 発 現 の 変 更 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝
子 の 調 節 領 域 (シ グ ナ ル 配 列 、 プ ロ モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ 及 び イ ン ト ロ ン )又 は コ ン ト ロ ー ル
5'に 対 す る 、 相 補 配 列 又 は ア ン チ セ ン ス 分 子 (DNA、 RNA又 は PNA)を 設 計 す る こ と に よ っ て
得 る こ と が で き る 。 同 様 に 、 阻 害 は 、 「 ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 」 塩 基 対 形 成 法 を 利 用 し て 達
成 で き る 。 ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 対 形 成 法 は 、 こ の 対 形 成 が 、 ダ ブ ル ヘ リ ッ ク ス の 、 ポ リ メ
ラ ー ゼ 、 転 写 フ ァ ク タ 又 は 調 節 分 子 の 結 合 を 受 容 れ る 十 分 な 能 力 を 阻 害 す る こ と か ら 、 有
用 で あ る 。 ト リ プ レ ッ ク ス DNAを 用 い る 最 近 の 治 療 に お け る 進 歩 は 、 文 献 に 記 載 さ れ て い
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る （ Gee, J.E.等 (1994) In: Huber, B.E. & B.I. Carr, 分 子 的 及 び 免 疫 学 的 研 究 法 (Mole
cular and Immunologic Approaches),フ ツ ラ (Futura)出 版 社 NY、 Mt.キ ス コ )。 該 相 補 配 列
及 び ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 ま た 転 写 生 成 物 の 、 リ ボ ソ ー ム に 対 す る 結 合 を 阻 害 す る こ と に
よ り 、 mRNAの 翻 訳 を 遮 断 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は こ れ を イ ン ビ ボ で の 発 現 に よ り そ の 場 で 生 成 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 更 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 そ の コ ー ド mRNA配 列 に 対 し て 特 異 的 な リ ボ ザ イ
ム を 用 い る こ と に よ り 阻 害 し 得 る 。 リ ボ ザ イ ム は 、 触 媒 的 に 活 性 な RNAで あ り 、 こ れ は 天
然 又 は 合 成 何 れ で あ っ て も 良 い (例 え ば 、 Usman, N.等 , Curr. Opin. Struct. Biol., 199
6, 6(4):527-33を 参 照 の こ と )。 合 成 リ ボ ザ イ ム は 、 選 択 さ れ た 位 置 で mRNAを 特 異 的 に 開
裂 す る よ う に 設 計 し て 、 該 mRNAの 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 を 阻 害 す る こ と が で き る 。
リ ボ ザ イ ム は 、 通 常 RNA分 子 に お い て 見 ら れ る よ う に 、 天 然 リ ボ ー ス ホ ス フ ェ ー ト 骨 格 及
び 天 然 塩 基 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ま た 、 こ の リ ボ ザ イ ム は 、 非 -天
然 型 骨 格 、 例 え ば 2'-O-メ チ ル RNAを 用 い て 合 成 し 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 分 解 か ら 保 護
す る こ と が で き 、 ま た 修 飾 し た 塩 基 を 含 む こ と が で き る 。
　 RNA分 子 を 変 性 し て 、 細 胞 内 安 定 性 を 高 め 、 か つ 半 減 期 を 延 長 す る こ と が 可 能 で あ る 。
可 能 な 変 性 は 、 該 分 子 の 5'及 び /又 は 3'末 端 に お け る フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 付 加 、 又 は 該 分
子 骨 格 内 で の 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 で は な く 、 寧 ろ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 又 は 2'-O-メ チ
ル の 使 用 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の 概 念 は 、 PNAの 製 造 に お い て 固 有 の も の
で あ り 、 非 -伝 統 的 塩 基 、 例 え ば イ ノ シ ン 、 キ ュ ー オ シ ン （ queosine） 及 び ブ ト シ ン 並 び
に ア セ チ ル -、 メ チ ル -、 チ オ -及 び 同 様 に 修 飾 さ れ た 形 状 に あ る ア デ ニ ン 、 シ チ ジ ン 、 グ
ア ニ ン 、 チ ミ ン 及 び /又 は ウ リ ジ ン を 含 め る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 分 子 全 て に 拡 張 で き
る 。 上 記 塩 基 は 、 内 在 性 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 、 容 易 に 認 識 さ れ る も の で は な い
。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 過 少 発 現 及 び そ の 活 性 と 関 連 し た 、 異 常 な 状 態 を 処 置 す
る た め に 、 幾 つ か の 方 法 を 利 用 す る こ と が で き る 。 そ の 一 つ は 、 対 象 に 、 治 療 的 に 有 効 な
量 の 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 活 性 化 す る 化 合 物 、 即 ち 上 記 し た ア ゴ ニ ス ト を 投 与 し て 、 該 異 常
な 状 態 を 軽 減 す る 工 程 を 含 む 。 あ る い は 、 適 当 な 製 薬 担 体 と 組 み 合 わ せ た 、 治 療 的 量 の 該
ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 関 連 す る 生 理 的 な バ ラ ン ス を 回 復 さ せ る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 遺 伝 子 療 法 を 利 用 し て 、 該 対 象 内 に お け る 関 連 細 胞 に よ る 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 内 的 生 産
を 行 う こ と が で き る 。 欠 陥 遺 伝 子 を 、 修 正 さ れ た 治 療 用 の 遺 伝 子 で 置 換 す る こ と に よ っ て
、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 不 適 当 な 生 産 性 を 、 永 続 的 に 処 置 す る 目 的 で 、 遺 伝 子 療 法 を 利 用 す る
。
　 本 発 明 の 遺 伝 子 療 法 は 、 イ ン ビ ボ 又 は エ ク ス ビ ボ (ex vivo)に て 実 施 で き る 。 エ ク ス ビ
ボ 遺 伝 子 療 法 は 、 患 者 細 胞 の 単 離 及 び 精 製 、 治 療 遺 伝 子 の 導 入 及 び 遺 伝 的 に 変 更 し た 細 胞
の 患 者 へ の 再 度 の 導 入 を 必 要 と す る 。 逆 に 、 イ ン ビ ボ 遺 伝 子 療 法 は 、 患 者 細 胞 の 単 離 及 び
精 製 を 必 要 と し な い 。
　 該 治 療 用 遺 伝 子 は 、 典 型 的 に 患 者 に 投 与 す る た め に 「 包 装 さ れ る 」 。 遺 伝 子 放 出 ビ ヒ ク
ル は 、 非 -ウ イ ル ス 性 の ビ ヒ ク ル 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム 、 又 は 複 製 能 力 に 乏 し い ウ イ ル ス 、
例 え ば Berkner, K.L., Curr. Top. Microbiol. Immunol., 1992, 158:39-66に 記 載 さ れ て
い る よ う な ア デ ノ ウ イ ル ス 、 又 は Muzyczka, N., Curr. Top. Microbiol. Immunol., 1992
, 158:97-129及 び 米 国 特 許 第 5,252,479号 に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 ア デ ノ -関 連 ウ イ ル ス
(AAV)ベ ク タ ー で あ り 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 、 複
製 能 力 に 乏 し い レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 内 で 発 現 す る よ う に 操 作 す る こ と が で き る 。 次 い
で 、 こ の 発 現 構 築 物 を 単 離 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る RNAを 含 む 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で 、 形 質 導 入 し た パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 内 に 導 入 す る 。 結 果 的 に 、 該 パ
ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 は 、 今 や 、 対 象 と す る 遺 伝 子 を 含 む 感 染 ウ イ ル ス 粒 子 を 製 造 す る 。 こ れ
ら の 産 生 細 胞 は 、 イ ン ビ ボ で 細 胞 を 操 作 し 、 か つ イ ン ビ ボ で 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 行 う
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た め に 、 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る (遺 伝 子 療 法 及 び 他 の 分 子 遺 伝 学 的 治 療 法 (Gene The
rapy and other Molecular Genetic-based Therapeutic Approaches),第 20章 (及 び そ こ に
引 用 さ れ て い る 文 献 )、 ヒ ュ ー マ ン モ レ キ ュ ラ ー ジ ェ ネ チ ッ ク ス (Human Molecular Geneti
cs)(1996), T. Strachan & A.P. Read, BIOS サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク (Scientific)出 版 社 )
。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 他 の 方 法 は 、 該 治 療 用 の 遺 伝 子 が 、 直 接 血 流 中 又 は 筋 肉 組 織 内 に 注 射 さ れ る 、 「 裸 の DN
A」 の 投 与 で あ る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 分 子 が 、 疾 患 の 原 因 薬 剤 と な っ て い る 状 況 下 で は 、 本 発
明 は 、 こ れ ら を ワ ク チ ン に お い て 使 用 し て 、 該 疾 患 原 因 薬 剤 に 対 す る 抗 体 を 生 成 す る 方 法
を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 予 防 的 (即 ち 、 感 染 防 止 )又 は 治 療 的 (即 ち 、 感 染 後 の 疾 患 の 治 療 )
何 れ で あ っ て も 良 い 。 こ の よ う な ワ ク チ ン は 、 免 疫 感 作 抗 原 、 免 疫 原 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ
ン パ ク 質 又 は 核 酸 を 、 通 常 上 記 の よ う な 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 共 に 含 有 し 、 該 担 体 は 、
そ れ 自 体 、 こ の 組 成 物 を 受 容 れ る 個 人 に 対 し て 有 害 な 抗 体 の 生 産 を 誘 発 し な い 、 任 意 の 担
体 を 包 含 す る 。 更 に 、 こ れ ら の 担 体 は 、 免 疫 刺 激 剤 (ア ジ ュ バ ン ト )と し て 機 能 す る こ と も
で き る 。 そ の 上 、 該 抗 原 又 は 免 疫 原 は 、 バ ク テ リ ア ト キ ソ イ ド 、 例 え ば ジ フ テ リ ア 、 狂 犬
病 、 コ レ ラ 、 H.ピ ロ リ 及 び 他 の 病 原 体 由 来 の ト キ ソ イ ド と 複 合 化 す る こ と も 可 能 で あ る 。
　 ポ リ ペ プ チ ド は 胃 に お い て 分 解 さ れ る 恐 れ が あ る の で 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ワ ク チ ン は
、 好 ま し く は 腸 管 外 (例 え ば 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 又 は 皮 内 注 射 )投 与 さ れ る 。 腸 管 外
投 与 に 適 し た 処 方 物 は 、 水 性 及 び 非 水 性 滅 菌 注 射 溶 液 を 含 み 、 こ れ ら は 酸 化 防 止 剤 、 バ ッ
フ ァ ー 、 静 菌 剤 、 レ シ ピ エ ン ト の 血 液 に 対 し て 該 処 方 物 を 等 張 性 に す る 溶 質 を 含 む こ と が
で き 、 ま た 水 性 及 び 非 水 性 滅 菌 懸 濁 液 を も 含 み 、 こ れ ら は 懸 濁 剤 又 は 増 粘 剤 を 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 処 方 物 は 、 単 位 投 与 容 器 内 又 は 多 重 投 与 容 器 内 で 調 製 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 封 止 さ れ た ア ン プ ル 及 び バ イ ア ル を 、 凍 結 乾 燥 さ れ た 状 態 で 保 存 す る こ と が
で き 、 こ れ ら は 、 使 用 の 直 前 に 無 菌 液 状 担 体 の 添 加 の み を 必 要 と す る 。 投 与 量 は 、 該 ワ ク
チ ン の 特 異 的 な 活 性 に 依 存 し 、 ま た 容 易 に ル ー チ ン 実 験 に よ り 決 定 で き る 。
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 の 遺 伝 子 的 放 出 も 、 国 際 特 許 出 願 WO98/55607
に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 効 果 的 で あ る 。
　 ジ ェ ッ ト 注 入 (jet injection)と 呼 ば れ る 技 術 (例 え ば 、 www.powderject.comを 参 照 の こ
と )も 、 ワ ク チ ン 組 成 物 の 処 方 に お い て 有 用 で あ る 。
　 予 防 接 種 に 関 す る 多 く の 適 当 な 方 法 及 び ワ ク チ ン 放 出 系 が 、 国 際 特 許 出 願 WO00・ 29428
に 記 載 さ れ て い る 。
　 本 発 明 は 、 ま た 本 発 明 に よ る 核 酸 分 子 の 、 診 断 用 試 薬 と し て の 使 用 に も 関 連 す る 。 機 能
不 全 と 関 連 す る 本 発 明 の 核 酸 分 子 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 遺 伝 子 の 、 突 然 変 異 型 の 検 出 は
、 診 断 手 段 を も た ら し 、 こ の 手 段 は 、 又 は 該 遺 伝 子 の 過 少 発 現 、 過 剰 発 現 又 は 変 更 さ れ た
空 間 的 又 は 時 間 的 な 発 現 に 起 因 す る 、 疾 患 又 は 疾 患 に 対 す る 感 受 性 の 診 断 に 追 加 し 、 あ る
い は こ れ を 定 義 す る こ と を 可 能 と す る 。 遺 伝 子 に 突 然 変 異 を 含 む 個 体 は 、 様 々 な 技 術 で 決
定 さ れ る 、 DNAレ ベ ル に よ っ て 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 診 断 用 の 核 酸 分 子 は 、 対 象 の 細 胞 、 例 え ば 血 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 の 生 検 又 は 剖 検 材 料 か
ら 得 る こ と が で き る 。 該 ゲ ノ ム DNAは 、 検 出 の た め に 直 接 使 用 す る こ と が で き 、 ま た 分 析
に 先 立 っ て 、 PCR、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)、 ス ト ラ ン ド 置 換 増 幅 (SDA)、 又 は 他 の 増 幅 技
術 (Saiki等 , Nature, 1986, 324:163-166; Bej等 , Crit. Rev. Biochem. Molec. Biol., 
1991, 26:301-334; Birkenmeyer等 , J. Virol. Meth., 1991, 35:117-126; Van Brunt, J
., Bio/Technology, 1990, 8:291-294を 参 照 )を 利 用 す る こ と に よ り 、 酵 素 を 利 用 し て 増
幅 す る こ と が で き る 。
　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の こ の 局 面 は 、 患 者 に お け る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ
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の 方 法 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る 工
程 及 び こ の 発 現 レ ベ ル と 、 コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル と を 比 較 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 該 コ ン ト
ロ ー ル レ ベ ル と 異 な る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 疾 患 存 在 の 指 標 と な る 。 こ の 方 法 は 以 下 の よ
う な 諸 工 程 を 含 む こ と が で き る ：
a) 該 患 者 を 由 来 と す る 組 織 の サ ン プ ル と 、 核 酸 プ ロ ー ブ と を 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 と 該 プ
ロ ー ブ と の 間 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 可 能 と す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 接 触
さ せ る 工 程 と 、
b) コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル と 該 プ ロ ー ブ と を 、 上 記 工 程 a)に お い て 使 用 し た も の と 同 一 の
条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
c) 該 サ ン プ ル に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 と を 含 み 、
こ こ で 、 該 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル に お け る 該 ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 レ ベ ル と は 異 な る 、 該 患
者 サ ン プ ル に お け る 該 ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 レ ベ ル の 検 出 が 、 疾 患 の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 更 な る 局 面 は 、 以 下 の 様 な 諸 工 程 を 含 む 、 診 断 法 を 包 含 す る ：
a) 疾 患 に つ き テ ス ト す べ き 患 者 由 来 の 組 織 を 得 る 工 程 と 、
b) 該 組 織 サ ン プ ル か ら 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 単 離 す る 工 程 と 、
c) 該 核 酸 分 子 に お け る 、 該 疾 患 と 関 連 す る 突 然 変 異 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 、 該 患
者 を 該 疾 患 に つ い て 診 断 す る 工 程 。
　 上 記 方 法 に お け る 核 酸 分 子 の 検 出 を 助 け る た め に 、 例 え ば PCRを 利 用 す る 増 幅 段 階 を 含
む こ と が で き る 。
　 欠 失 及 び 挿 入 は 、 正 常 な 遺 伝 子 型 と 比 較 し た 際 の 、 該 増 幅 生 成 物 の サ イ ズ に お け る 変 化
に よ り 検 出 で き る 。 点 突 然 変 異 は 、 増 幅 さ れ た DNAと 、 本 発 明 の 標 識 し た RNA、 あ る い は ま
た 本 発 明 の 標 識 さ れ た ア ン チ セ ン ス DNA配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る こ と に よ り 同 定 で き る
。 完 全 に 一 致 す る 配 列 は 、 RNase消 化 、 又 は 溶 融 温 度 に お け る 差 異 を 評 価 す る こ と に よ っ
て 、 適 合 し な い 二 重 鎖 か ら 識 別 す る こ と が で き る 。 該 患 者 に お け る 突 然 変 異 の 有 無 は 、 DN
Aと 、 ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 分 子 を 形 成 す る た め の ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 こ の DNAと ハ
イ ブ リ ッ ド 化 す る 核 酸 プ ロ ー ブ と を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 検 出 す る こ と が で き る 。 こ
こ で 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 分 子 は 、 疾 患 と 関 連 す る 突 然 変 異 と 対 応 す る 任 意 の 部 分 に 、
該 核 酸 プ ロ ー ブ ス ト ラ ン ド の ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ て い な い 部 分 を 含 み 、 ま た 該 DNAス ト ラ
ン ド の 対 応 す る 部 分 に お け る 疾 患 関 連 突 然 変 異 の 有 無 の 指 標 と し て 、 該 プ ロ ー ブ ス ト ラ ン
ド の ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ て い な い 部 分 の 有 無 を 検 出 す る 。
　 か か る 診 断 は 、 出 生 前 及 び 新 生 児 の テ ス ト に 対 し て さ え も 、 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 点 突 然 変 異 及 び 基 準 遺 伝 子 と 「 突 然 変 異 」 遺 伝 子 と の 間 の 他 の 配 列 差 は 、 他 の 周 知 の 技
術 、 例 え ば 直 接 的 DNA配 列 決 定 又 は 一 本 鎖 の 配 座 多 形 性 等 に よ り 同 定 す る こ と が で き る (Or
ita等 , Genomics, 1989, 5:874-879を 参 照 の こ と )。 例 え ば 、 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー を 、 二
本 鎖 PCR生 成 物 又 は 改 良 PCRに よ っ て 生 成 さ れ た 、 一 本 鎖 鋳 型 分 子 と 共 に 使 用 す る こ と が で
き る 。 こ の 配 列 決 定 は 、 放 射 性 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し た 公 知 の 手 順 に よ り 、 又
は 蛍 光 性 タ グ を 用 い た 自 動 配 列 決 定 手 順 に よ っ て 行 わ れ る 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAセ グ
メ ン ト を 、 特 定 の DNAセ グ メ ン ト を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と も で き る
。 こ の 方 法 の 感 度 は 、 PCRと 組 み 合 わ せ た 場 合 、 大 幅 に 高 め ら れ る 。 更 に 、 点 突 然 変 異 及
び 他 の 配 列 上 の 変 動 、 例 え ば 多 形 性 は 、 上 記 の よ う に し て 、 例 え ば 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド だ
け 異 な る 配 列 の 、 PCR増 幅 の た め に 、 対 立 遺 伝 子 -特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ
と に よ っ て 、 検 出 す る こ と が で き る 。
　 DNA配 列 差 は 、 変 性 剤 の 存 在 下 又 は 不 在 下 で の 、 ゲ ル 中 で の DNAフ ラ グ メ ン ト の 電 気 泳 動
移 動 度 に お け る 変 動 に よ り 、 あ る い は 直 接 的 な DNA配 列 決 定 に よ っ て 検 出 す る こ と も 可 能
で あ る (例 え ば 、 Myers等 , Science, 1985, 230:1242)。 特 定 の 位 置 に お け る 配 列 変 化 も 、
ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 、 例 え ば RNase及 び S1保 護 又 は 化 学 的 開 裂 法 に よ っ て 明 ら か に
す る こ と が で き る (Cotton等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1985, 85:4397-4401を 参 照
の こ と )。
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【 ０ ０ ６ ９ 】
　 公 知 の ゲ ル 電 気 泳 動 法 及 び DNA配 列 決 定 法 に 加 え て 、 突 然 変 異 、 例 え ば マ イ ク ロ 欠 失 (mi
crodeletions)、 異 数 性 、 転 座 、 逆 位 を も 、 そ の 場 で の 分 析 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き
る (例 え ば 、 Keller等 , DNA Probes, 1993, 第 2版 ,ス ト ッ ク ト ン プ レ ス (Stockton Press),
 NY, NY, USAを 参 照 の こ と )、 即 ち 細 胞 内 の DNA又 は RNA配 列 は 、 こ れ ら を 単 離 し 、 及 び /又
は 膜 上 に 固 定 化 す る 必 要 な し に 、 突 然 変 異 に つ き 分 析 す る こ と が で き る 。 そ の 場 で の 蛍 光
ハ イ ブ リ ッ ド 化 (FISH)は 、 現 時 点 に お い て 最 も 一 般 的 に 利 用 さ れ る 方 法 で あ り 、 ま た FISH
に 関 す る 多 く の 概 説 が 提 出 さ れ て い る (例 え ば 、 Tranchuck等 , Science, 1990, 250:559-5
62及 び Trask等 , Trends, Genet., 1991, 7:149-154を 参 照 の こ と )。
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 分 子 を 含 む 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア
レ イ を 、 遺 伝 的 変 異 、 突 然 変 異 及 び 多 形 性 を 効 果 的 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 構 築 す
る こ と が で き る 。 ア レ イ 技 術 は 周 知 で あ り 、 一 般 的 な 応 用 性 を 有 し 、 ま た 遺 伝 子 発 現 、 遺
伝 子 結 合 、 及 び 遺 伝 子 の 変 異 性 を 包 含 す る 、 分 子 遺 伝 学 に お け る 様 々 な 問 題 点 を 扱 う 上 で
利 用 す る こ と が で き る (例 え ば 、 M. Chee等 , Science, 1996, 274:610-613を 参 照 の こ と )
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 一 態 様 に お い て 、 該 ア レ イ は 、 PCT出 願 WO95/11995(Chee等 )； Lockhart, D.J.等 , Nat. 
Biotech., 1996, 14:1675-1680;及 び Schena, M.等 , Proc. Natl. Acad. Sci., 1996, 93:
10614-10619に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 、 製 造 し 、 か つ 使 用 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 対 は 、 2～ 1,000,000以 上 な る 範 囲 で あ り 得 る 。 こ れ ら オ リ ゴ マ ー は 、 光 -誘 発 科 学 的
方 法 を 利 用 し て 、 基 質 上 で 、 指 定 さ れ た 場 所 で 合 成 さ れ る 。 該 基 質 は 、 紙 、 ナ イ ロ ン 、 又
は 他 の 型 の 膜 、 フ ィ ル タ 、 チ ッ プ 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 又 は 任 意 の 他 の 適 当 な 固 体 支 持 体 で あ
り 得 る 。 別 の 局 面 で は 、 PCT出 願 WO95/25116(Baldeschweiler等 )に 記 載 さ れ て い る よ う に
、 化 学 的 な カ ッ プ リ ン グ 手 順 及 び イ ン ク ジ ェ ッ ト 塗 布 装 置 を 用 い て 、 該 基 質 の 表 面 上 に オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る こ と が で き る 。 別 の 態 様 で は 、 ド ッ ト (又 は ス ロ ッ ト )ブ ロ ッ
ト に 類 似 す る 、 「 グ リ ッ ド 状 」 の ア レ イ を 使 用 し て 、 cDNAフ ラ グ メ ン ト 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 配 置 さ せ 、 か つ こ れ と 基 質 表 面 と を 排 気 系 、 熱 、 UV、 機 械 的 又 は 化 学 的 結 合 手 順
を 用 い て 、 結 合 す る こ と が で き る 。 上 記 の よ う な ア レ イ は 、 手 作 業 で 、 又 は 利 用 可 能 な デ
バ イ ス (ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 又 は ド ッ ト ブ ロ ッ ト 装 置 )、 材 料 (任 意 の 適 当 な 固 体 支 持 体 )、 及
び 装 置 (ロ ボ ッ ト 装 置 を 含 む )を 利 用 し て 製 造 で き 、 ま た 8、 24、 96、 384、 1536又 は 6144個
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 2～ 1,000,000以 上 な る 範 囲 内 の 任 意 の 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む こ と が で き 、 こ の よ う な 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 市 販 品 と し て 入 手 で き
る 装 置 の 効 果 的 な 使 用 に と っ て 適 し て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 上 で 論 じ た 方 法 に 加 え て 、 疾 患 は 、 対 象 由 来 の サ ン プ ル か ら 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は RNAレ
ベ ル の 異 常 な 増 加 又 は 減 少 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 方 法 に よ っ て 、 診 断 す る こ と が で き る 。
発 現 に お け る 増 大 又 は 減 少 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 定 量 の た め に 、 当 分 野 に お い て 周 知 の
何 れ か の 方 法 、 例 え ば 核 酸 増 幅 、 例 え ば PCR、 RT-PCR、 RNase保 護 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 及 び 他 の ハ イ ブ リ ッ ド 化 法 を 利 用 し て 、 RNAの レ ベ ル に つ き 測 定 で き る 。
　 宿 主 由 来 の サ ン プ ル に お け る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 測 定 す る た め に 利 用 で
き る ア ッ セ イ 技 術 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 上 に お い て 幾 分 詳 し く 論 じ た (ラ ジ オ イ ム
ノ ア ッ セ イ 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 及 び ELISAア ッ セ イ を 包 含 す
る )。 本 発 明 の こ の 局 面 は 、 診 断 法 を 提 供 す る も の で あ り 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の 諸 工 程 を
含 む ： (a) 上 記 の リ ガ ン ド と 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と を 、 リ ガ ン ド -ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 を
生 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び (b) 該 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 。
　 ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル を 測 定 す る た め の 、 ELISA(前 に 記 載 し た よ う な )、 RIA、 及 び FACS等
の プ ロ ト コ ー ル は 、 付 随 的 に 、 変 更 さ れ た 又 は 異 常 な ポ リ ペ プ チ ド 発 現 レ ベ ル に 関 す る 診
断 の 基 礎 を 与 え る 。 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 正 常 な 又 は 標 準 的 な 値 は 、 正 常 な 哺 乳 動 物 の 対 象
か ら 採 取 し た 、 体 液 又 は 細 胞 抽 出 物 と 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と を 、 複 合 体 の 形 成
に 適 し た 条 件 下 で 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 設 定 さ れ る 。 こ の 標 準 的 な 複 合 体 形 成 量 は 、 様
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々 な 方 法 、 例 え ば 測 光 的 手 段 に よ り 低 了 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に よ り 特 徴 付
け ら れ る 状 態 又 は 疾 患 の 診 断 の た め に 、 あ る い は 本 発 明 の 該 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 リ
ガ ン ド 及 び 他 の 化 合 物 で 治 療 し て い る 患 者 を 、 監 視 す る た め の ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る
こ と が で き る 。 診 断 の 目 的 に と っ て 有 用 な 抗 体 は 、 治 療 法 に 関 連 し て 上 記 し た も の と 同 様
な 方 法 で 製 造 で き る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 診 断 ア ッ セ イ は 、 ヒ ト 体 液 及 び 細 胞 又 は 組
織 の 抽 出 物 に お け る 該 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 、 抗 体 及 び 標 識 を 使 用 す る 方 法 を 含
む 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 変 性 し 又 は 変 性 せ ず に 使 用 で き 、 ま た こ れ ら を 、 共 有 結 合 的 に 又 は
非 -共 有 結 合 的 に リ ポ ー タ 分 子 と 結 合 す る こ と に よ っ て 、 標 識 す る こ と が で き る 。 当 分 野
に お い て 公 知 の 広 範 囲 に 及 ぶ リ ポ ー タ 分 子 を 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 幾 つ か は 上 に 記 載
さ れ て い る 。
　 対 象 、 コ ン ト ロ ー ル 及 び 生 検 処 理 し た 組 織 由 来 の 疾 患 サ ン プ ル 中 で 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド の 量 を 、 そ の 標 準 値 と 比 較 す る 。 該 標 準 値 と 対 象 の 値 と の 間 の ズ レ は 、 疾 患 を 診 断 す
る た め の パ ラ メ ー タ を 設 定 す る 。 診 断 ア ッ セ イ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 、 不 在 及 び 過 剰 発
現 間 の 識 別 、 及 び 治 療 に よ る 介 入 が あ っ た 際 の ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル の 調 節 を 監 視 す る た め
に 、 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 動 物 研 究 、 臨 床 上 の 試 み 又 は 個 々 の
患 者 に 対 す る 治 療 を 監 視 す る 際 に 、 特 定 の 治 療 処 置 養 生 の 効 能 を 評 価 す る の に 使 用 す る こ
と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 診 断 用 の キ ッ ト は 、 以 下 の も の を 含 む こ と が で き る ：
(a) 本 発 明 の 核 酸 分 子 ；
(b) 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ； 又 は
(c) 本 発 明 の リ ガ ン ド 。
　 本 発 明 の 一 局 面 に お い て 、 診 断 キ ッ ト は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 本 発 明 に よ る 核
酸 分 子 と ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 、 第 一 の 容 器 ； 該 核 酸 分 子 を 増 幅 す
る の に 有 用 な プ ラ イ マ ー を 含 む 、 第 二 の 容 器 ； 及 び 疾 患 の 診 断 を 容 易 に す る た め の 、 該 プ
ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー の 使 用 に 関 連 す る 取 扱 説 明 書 を 含 む 。 こ の キ ッ ト は 、 更 に ハ イ ブ リ
ッ ド 化 さ れ て い な い RNAを 消 化 す る た め の 試 薬 を 収 容 し た 、 第 三 の 容 器 を も 含 む こ と が で
き る 。
　 本 発 明 の 別 の 局 面 に お い て は 、 診 断 キ ッ ト は 、 核 酸 分 子 の ア レ イ を 含 み 、 そ の 少 な く と
も 一 つ は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 で あ り 得 る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 、 診 断 キ ッ ト は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合
す る 、 1種 又 は そ れ 以 上 の 抗 体 、 及 び 該 抗 体 と 該 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 結 合 反 応 を 検 出 す
る の に 有 用 な 試 薬 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ の よ う な キ ッ ト は 、 上 記 IL-8様 ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー の 構 成 員 が 関 与 し て い る 、 疾 患
又 は 該 疾 患 に 罹 り 易 さ を 診 断 す る 上 で 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 疾 患 は 、 新 生 物 、 黒 色 腫 、
肺 、 結 腸 直 腸 、 胸 部 、 膵 臓 、 頭 部 及 び 頚 部 並 び に 他 の 固 形 腫 瘍 を 包 含 す る 細 胞 増 殖 疾 患 ；
骨 髄 増 殖 性 疾 患 、 例 え ば 白 血 病 、 非 -ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 白 血 球 減 少 症 、 血 小 板 減 少 症 、
血 管 形 成 障 害 、 カ ポ ジ ー 肉 腫 ； ア レ ル ギ ー 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 関 節 炎 、 乾 癬 及 び 気 道 炎 症 、
喘 息 、 及 び 器 官 移 植 の 拒 絶 反 応 を 包 含 す る 自 己 免 疫 /炎 症 性 疾 患 ； 高 血 圧 、 浮 腫 、 ア ン ギ
ナ 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 血 栓 症 、 敗 血 症 、 シ ョ ッ ク 、 再 灌 流 傷 害 及 び 虚 血 を 包 含 す
る 心 血 管 障 害 ； 中 枢 神 経 系 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 脳 傷 害 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 及 び 痛
み を 包 含 す る 神 経 系 の 障 害 ； 発 育 異 常 ； 真 性 糖 尿 病 、 骨 粗 鬆 症 、 及 び 肥 満 、 AIDS及 び 腎 疾
患 を 包 含 す る 代 謝 異 常 ； ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 及 び 寄 生 虫 性 感 染 症 、
並 び に 他 の 病 理 的 な 状 態 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の 疾 患 は 、 該 IL-8様 ケ モ カ イ ン
フ ァ ミ リ ー の 構 成 員 が 関 与 し て い る も の 、 例 え ば 亜 致 死 性 内 毒 素 血 症 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク
、 羊 膜 腔 の 微 生 物 感 染 、 回 帰 熱 の ヤ リ ッ シ ュ -ヘ ル ク ス ハ イ マ ー 反 応 、 中 枢 神 経 系 の 感 染
症 、 急 性 膵 炎 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 蓄 膿 症 、 溶 血 性 尿 毒 症 症 候 群 、 髄 膜 炎 菌 疾 患 、 胃 感 染 症 、
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百 日 咳 、 腹 膜 炎 、 乾 癬 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 敗 血 症 、 喘 息 及 び 糸 球 体 腎 炎 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 本 発 明 の 様 々 な 局 面 及 び 態 様 を 、 特 に INSP093及 び INSP094ポ リ ペ プ チ ド を 参 照 し て 、 実
施 例 に よ っ て 、 以 下 に よ り 詳 し く 記 載 す る 。

　 INSP093の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 8)を 、 ゲ ノ ム ス レ ッ ダ (Genome Threader T M )
を 用 い て 、 バ イ オ ペ ン デ ィ ウ ム (Biopendium)デ ー タ ベ ー ス か ら 、 PDB構 造 に 対 し て 、 探 索
を 行 っ た 。 最 大 の 一 致 (図 1)は 、 CXC-ケ モ カ イ ン と し て 注 釈 を つ け た 、 PDBエ ン ト リ ー (ent
ry)に 関 す る も の で あ っ た 。 更 に 、 ゲ ノ ム ス レ ッ ダ は 、 該 INSP093ポ リ ペ プ チ ド が 、 高 い 信
頼 度 (65％ )で 、 該 ト ッ プ ヒ ッ ト (top hit)と 同 様 に し て フ ォ ー ル デ ィ ン グ す る も の と 予 測
し て い る 。 図 2は 、 該 ト ッ プ 構 造 、 lqg7(ス ト ロ マ 細 胞 由 来 の フ ァ ク タ -1α )に 対 し て 、 INS
P093の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 8)に 関 し て 、 ゲ ノ ム ス レ ッ ダ に よ り 得 ら れ た 、 実
際 の 配 列 -構 造 ア ラ イ メ ン ト を 示 す 図 で あ る 。

　 INSP094の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 10)を 、 ゲ ノ ム ス レ ッ ダ (Genome Threader T M )
を 用 い て 、 バ イ オ ペ ン デ ィ ウ ム デ ー タ ベ ー ス か ら 、 PDB構 造 に 対 し て 、 探 索 を 行 っ た 。 最
大 の 一 致 (図 3)は 、 CC-ケ モ カ イ ン と し て 注 釈 を つ け た 、 PDBエ ン ト リ ー に 関 す る も の で あ
っ た 。 更 に 、 ゲ ノ ム ス レ ッ ダ は 、 該 INSP094ポ リ ペ プ チ ド が 、 高 い 信 頼 度 (65％ )で 、 該 ト
ッ プ ヒ ッ ト と 同 様 に し て フ ォ ー ル デ ィ ン グ す る も の と 予 測 し て い る 。 図 4は 、 該 ト ッ プ 構
造 、 lhum(ホ モ サ ピ エ ン ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 性 タ ン パ ク 質 1β )に 対 し て 、 INSP094の 部 分
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 10)に 関 し て 、 ゲ ノ ム ス レ ッ ダ に よ り 得 ら れ た 、 実 際 の 配 列 -
構 造 ア ラ イ メ ン ト を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

1. ゲ ノ ム DNA由 来 の INSP094の PCR
　 該 INSP094の 予 測 さ れ た コ ー ド 配 列 の 一 部 領 域 を 含 む 、 264bpの PCR生 成 物 を 、 遺 伝 子 -特
異 的 ク ロ ー ニ ン グ プ ラ イ マ ー (INSP094-CP1及 び INSP094-CP2、 表 1、 図 5及 び 6)を 用 い て 、
ゲ ノ ム DNAか ら 増 幅 し た 。 こ の PCRは 、 1X AmpliTaq T M (パ ー キ ン エ ル マ ー (Perkin Elmer))
バ ッ フ ァ ー 、 200μ Mの dNTP、 各 50pMの ク ロ ー ニ ン グ プ ラ イ マ ー 、 2.5単 位 の AmpliTaq T M (パ
ー キ ン エ ル マ ー (Perkin Elmer))及 び 100ngの ゲ ノ ム DNA(ノ バ ゲ ン 社 (Novagen Inc.))を 含
む 、 最 終 体 積 50μ l内 で 、 以 下 の よ う に プ ロ グ ラ ム さ れ た MJリ サ ー チ DNAエ ン ジ ン (MJ Rese
arch DNA Engine)を 用 い て 行 っ た ： 94℃ に て 2分 間 ； 94℃ に て 30秒 間 、 51℃ に て 30秒 間 及
び 72℃ に て 30秒 間 の 30サ イ ク ル ； 次 い で 72℃ に て 7分 間 の 1サ イ ク ル 、 及 び 4℃ に 維 持 す る
サ イ ク ル 。
　 こ の 増 幅 生 成 物 は 、 1X TAEバ ッ フ ァ ー (イ ン ビ ト ロ ゲ ン (Invitrogen)社 )中 の 0.8％ ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 上 で 可 視 化 し 、 ま た 予 想 さ れ た 分 子 量 に お い て 移 動 す る PCR生 成 物 を 、 ウ イ ザ
ー ド PCRプ レ プ ス DNA精 製 シ ス テ ム (Wizard PCR Preps DNA Purification System);プ ロ メ
ガ (Promega)社 )を 用 い て 、 該 ゲ ル か ら 精 製 し た 。
2. PCR用 の 遺 伝 子 特 異 的 ク ロ ー ニ ン グ プ ラ イ マ ー
　 18～ 25塩 基 な る 範 囲 の 長 さ を 持 つ 、 PCRプ ラ イ マ ー 対 を 、 プ ラ イ マ ー デ ザ イ ナ ー ソ フ ト
ウ エ ア (Primer Designer Software)(サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク ＆ エ デ ュ ケ ー シ ョ ナ ル ソ フ ト
ウ エ ア (Scientific & Educational Software), PO Box 72045, Durham, NC 27722-2045, 
USA)を 用 い て 、 実 際 の cDNAの コ ー ド 配 列 を 増 幅 す る よ う に 設 計 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー は 、 5
5± 10℃ に 近 い Tm及 び 40-60％ な る 範 囲 の GC含 有 率 を 持 つ よ う に 、 最 適 化 さ れ た 。 タ ー ゲ ッ
ト 配 列 (殆 ど 又 は 全 く 特 異 的 開 始 作 用 を 示 さ な い )に 対 し て 高 い 選 択 性 を 持 つ 、 プ ラ イ マ ー
を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
3. PCR生 成 物 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
　 イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 か ら 購 入 し た TOPOク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト を 用 い 、 ま た そ の 製 造 業 者 に よ
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実 施 例

実 施 例 1： INSP093の ゲ ノ ム ス レ ッ ダ に よ る 結 果

実 施 例 2： INSP094の ゲ ノ ム ス レ ッ ダ に よ る 結 果

実 施 例 3： INSP094の ク ロ ー ニ ン グ



っ て 指 定 さ れ た 条 件 を 使 用 し て 、 PCR生 成 物 を 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I変 性 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク
タ (pCR4-TOPO)内 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 4μ lの ゲ ル 精 製 PCR生 成 物
を 、 室 温 に て 15分 間 、 1μ lの TOPOベ ク タ ー 及 び 1μ lの 塩 溶 液 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
次 い で 、 こ の 反 応 混 合 物 を 、 以 下 の よ う に し て E.コ リ 菌 株 TOP10(イ ン ビ ト ロ ゲ ン )に 、 形
質 転 換 し た ： ワ ン シ ョ ッ ト (One Shot)TOP10細 胞 の ア リ コ ー ト 50μ lを 、 氷 上 で 解 凍 し 、 2
μ lの TOPO反 応 液 を 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を 、 氷 上 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 42℃
に て 正 確 に 30秒 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 該 混 合 物 に 熱 シ ョ ッ ク を 与 え た 。 サ
ン プ ル を 氷 に 戻 し 、 250μ lの 加 温 し た SOC培 地 (室 温 )を 添 加 し た 。 サ ン プ ル を 、 振 と う (22
0rpm)し つ つ 37℃ に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ の 形 質 転 換 混 合 物 を 、 ア ン ピ
シ リ ン (100μ g/ml)を 含 む L-ブ ロ ス (LB)プ レ ー ト 上 に 置 き 、 37℃ に て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 コ ロ ニ ー 含 有 イ ン サ ー ト を 、 コ ロ ニ ー PCRに よ っ て 同 定 し た 。
4. コ ロ ニ ー PCR
　 コ ロ ニ ー を 、 滅 菌 し た 爪 楊 枝 を 用 い て 、 50μ lの 無 菌 水 中 に 接 種 し た 。 次 に 、 こ の 接 種
物 の 10μ lア リ コ ー ト を 、 上 記 の よ う に 全 反 応 体 積 20μ lに て 、 PCRに 掛 け た が 、 使 用 し た
プ ラ イ マ ー は T7及 び T3で あ っ た 。 サ イ ク ル 条 件 は 、 以 下 の 通 り で あ っ た ： 94℃ に て 2分 間
； 94℃ に て 30秒 間 、 48℃ に て 30秒 間 及 び 72℃ に て 30秒 間 の 30サ イ ク ル 。 次 い で 、 サ ン プ ル
を 更 に 分 析 す る 前 に 、 4℃ に 維 持 し た (維 持 サ イ ク ル )。
　 PCR反 応 性 生 物 を 、 1X TAEバ ッ フ ァ ー 中 で 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 析 し た 。 予 想 さ れ
た PCR生 成 物 の サ イ ズ (多 重 ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト 又 は MCSの た め に 、 約 264bp cDNA + 105bp)
を 与 え る コ ロ ニ ー を 、 ア ン ピ シ リ ン (100μ g/ml)を 含 む 5mlの L-ブ ロ ス (LB)中 で 、 37℃ に て
一 夜 、 振 と う (220rpm)し つ つ 成 長 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
5. プ ラ ス ミ ド DNAの 製 造 及 び 配 列 決 定
　 ミ ニ プ レ プ (Miniprep)プ ラ ス ミ ド DNAを 、 キ ア プ レ プ タ ー ボ (Qiaprep Turbo) 9600ロ ボ
ッ ト 装 置 (キ ア ゲ ン (Qiagen))又 は (ウ イ ザ ー ド プ ラ ス SVミ ニ プ レ プ ス (Wizard Plus SV Min
ipreps)キ ッ ト (プ ロ メ ガ (Promega)カ タ ロ グ No.1460)を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 指 示 に 従
っ て 、 5mlの 培 養 液 か ら 製 造 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAは 、 100μ lの 滅 菌 水 で 溶 出 し た 。 こ の DN
A濃 度 は 、 エ ッ ペ ン ド ル フ (Eppendorf) BOフ ォ ト メ ー タ を 用 い て 測 定 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNA
(200-500ng)を 、 ビ ッ グ ダ イ タ ー ミ ネ ー タ 装 置 (ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ (Applied Bio
systems)カ タ ロ グ No.4390246)を 用 い て 、 そ の 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 プ ラ イ マ ー T7及
び T3に よ り 、 DNA配 列 決 定 に 掛 け た 。 こ れ ら プ ラ イ マ ー の 配 列 を 表 1に 示 す 。 配 列 決 定 反 応
生 成 物 は 、 Dye-Exカ ラ ム (キ ア ゲ ン )又 は モ ン タ ー ジ (Montage) SEQ 96ク リ ー ン ア ッ プ プ レ
ー ト (ミ リ ポ ア (Millipore)カ タ ロ グ No.LSKS09624)を 用 い て 精 製 し 、 次 い で ア プ ラ イ ド バ
イ オ シ ス テ ム ズ (Applied Biosystems) 3700配 列 決 定 装 置 で 分 析 し た 。
　 配 列 決 定 分 析 に よ り 、 該 予 測 さ れ た INSP094配 列 に 対 し て 100％ の 一 致 性 を 示 す 一 つ の ク
ロ ー ン を 同 定 し た 。 こ の ク ロ ー ニ ン グ さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 配 列 を 、 図 6に 示 す 。 こ の ク
ロ ー ニ ン グ さ れ た PCR生 成 物 (pCR4-TOPO-INSP094)(プ ラ ス ミ ド ID.13736)の プ ラ ス ミ ド マ ッ
プ を 、 図 7に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 次 い で 、 DNA配 列 決 定 に よ り 同 定 さ れ た INSP094の 完 全 な コ ー ド 配 列 (ORF)を 含 む pCR4-TO
POク ロ ー ン (pCR4-TOPO-INSP094、 プ ラ ス ミ ド ID.13736)(図 7)を 使 用 し て 、 該 イ ン サ ー ト を
、 ゲ ー ト ウ エ イ (Gateway T M )ク ロ ー ニ ン グ 法 (イ ン ビ ト ロ ゲ ン )を 利 用 し て 、 哺 乳 動 物 細 胞
発 現 ベ ク タ ー pEAK12d(図 9)及 び pDEST12.2(図 10)内 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。
1. イ ン フ レ ー ム 6HISタ グ 配 列 と 融 合 し た 、 ゲ ー ト ウ エ イ 相 溶 性 INSP094 ORFの 生 成
　 こ の ゲ ー ト ウ エ イ ク ロ ー ニ ン グ 法 の 第 一 段 階 は 、 2段 階 PCR反 応 を 含 み 、 該 反 応 は 、 attB
1組 換 え サ イ ト 及 び コ ザ ッ ク (Kozak)配 列 に よ っ て 、 5'末 端 に 隣 接 す る 及 び イ ン フ レ ー ム (i
n frame)6ヒ ス チ ジ ン (6HIS)タ グ を コ ー ド す る 配 列 、 停 止 コ ド ン 及 び attB2組 換 え サ イ ト (
ゲ ー ト ウ エ イ 相 溶 性 cDNA)に よ り 、 3'末 端 に 隣 接 す る INSP094の ORFを 生 成 す る 。 最 初 の PCR
反 応 液 (最 終 体 積 50μ l)は 、 1.5μ lの pCR4-TOPO-INSP094(プ ラ ス ミ ド ID 13736)、 1.5μ lの
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dNTPs(10mM)、 10μ lの 10X Pfxポ リ メ ラ ー ゼ バ ッ フ ァ ー 、 1μ lの MgSO4(50mM)、 各 0.5μ lの
遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー (100μ M)(INSP094-EX1及 び INSP094-EX2)、 2.5μ lの 10Xエ ン ハ ン
サ (Enhanncer T M )溶 液 (イ ン ビ ト ロ ゲ ン )及 び 1μ lの プ ラ チ ヌ ム (Platinum) Pfx DNAポ リ メ
ラ ー ゼ (イ ン ビ ト ロ ゲ ン )を 含 む 。 こ の PCR反 応 は 、 95℃ で 2分 間 の 最 初 の 変 性 段 階 ； 引 続 き
94℃ に て 15秒 間 、 55℃ に て 30秒 間 及 び 68℃ に て 2分 間 の 処 理 か ら な る 25サ イ ク ル ； 及 び 4℃
で の 維 持 サ イ ク ル を 利 用 し て 行 っ た 。 増 幅 生 成 物 は 、 1X TAEバ ッ フ ァ ー (イ ン ビ ト ロ ゲ ン )
中 の 、 0.8％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 可 視 化 し 、 予 想 さ れ た 分 子 量 に お い て 移 動 す る 製 品 を 、
ウ イ ザ ー ド PCRプ レ プ ス DNA精 製 シ ス テ ム (Wizard PCR Preps DNA Purification System);
プ ロ メ ガ (Promega)社 )を 用 い て 、 該 ゲ ル か ら 精 製 し 、 そ の 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 50μ
lの 滅 菌 し た 水 中 に 回 収 し た 。 第 二 の PCR反 応 液 (最 終 体 積 50μ l)は 、 10μ lの 生 成 さ れ た PC
R製 品 、 1.5μ lの dNTPs(10mM)、 5μ lの 10X Pfxポ リ メ ラ ー ゼ バ ッ フ ァ ー 、 1μ lの MgSO4(50m
M)、 各 0.5μ lの ゲ ー ト ウ エ イ 変 換 プ ラ イ マ ー (100μ M)(GCPフ ォ ー ワ ー ド 及 び GCPリ バ ー ス )
及 び 0.5μ lの プ ラ チ ヌ ム Pfx DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 含 む 。 こ の 第 二 PCR反 応 に 関 す る 条 件 は 、
以 下 の 通 り で あ っ た ： 95℃ に て 1分 間 ； 94℃ に て 15秒 間 、 50℃ に て 30秒 間 及 び 68℃ に て 3分
間 か ら な る 4サ イ ク ル ； 94℃ に て 15秒 間 、 55℃ に て 30秒 間 及 び 68℃ に て 3分 間 か ら な る 25サ
イ ク ル ； 及 び こ れ に 続 く 4℃ で の 維 持 サ イ ク ル 。 PCR生 成 物 は 、 ウ イ ザ ー ド PCRプ レ プ ス DNA
精 製 シ ス テ ム (プ ロ メ ガ )を 、 そ の 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 し て 、 ゲ ル 精 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
2. ゲ ー ト ウ エ イ 相 溶 性 INSP094 ORFの 、 ゲ ー ト ウ エ イ エ ン ト リ ー ベ ク タ pDONR221及 び 発 現
ベ ク タ pEAK12d及 び pDEST12.2へ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
　 該 ゲ ー ト ウ エ イ ク ロ ー ニ ン グ 法 の 第 二 段 階 は 、 該 ゲ ー ト ウ エ イ 変 性 PCR生 成 物 の 、 以 下
の よ う な 、 ゲ ー ト ウ エ イ エ ン ト リ ー (Gateway entry)ベ ク タ ー pDONR221(イ ン ビ ト ロ ゲ ン 、
図 8)へ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 含 む ： PCR2か ら の 精 製 し た 生 成 物 5μ lを 、 1μ lの pDONR221ベ
ク タ ー (0.15μ l/μ g)、 2μ lの BPバ ッ フ ァ ー 及 び 1.5μ lの BPク ロ ー ナ ー ゼ (clonase)酵 素 混
合 物 (イ ン ビ ト ロ ゲ ン )と 共 に 、 最 終 体 積 10μ lに て 、 RTで 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の
反 応 を 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K(2μ g)の 添 加 に よ り 停 止 さ せ 、 37℃ に て 更 に 10分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 こ の 反 応 系 の ア リ コ ー ト (2μ l)を 、 以 下 の よ う に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン す る
こ と に よ り 、 E.コ リ DH10B細 胞 を 形 質 転 換 す る の に 使 用 し た ： DH10Bエ レ ク ト ロ コ ン ピ ー テ
ン ト (electro-competent)細 胞 (イ ン ビ ト ロ ゲ ン )の ア リ コ ー ト 30μ lを 、 氷 上 で 解 凍 し 、 こ
の BP反 応 混 合 物 2μ lを 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を 、 冷 却 し た 0.1cmの エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン 用 の キ ュ ベ ッ ト に 移 し 、 こ れ ら 細 胞 を 、 バ イ オ ラ ド ジ ー ン -パ ル サ ー (BioRad Gene-Puls
er T M )を 、 そ の 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 し て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た 。 室 温 ま
で 予 め 加 温 し た 、 SOC培 地 (0.5ml)を 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 直 後 に 添 加 し た 。 こ の 混
合 物 を 、 15mlの ス ナ ッ プ -キ ャ ッ プ チ ュ ー ブ に 移 し 、 振 と う (220rpm)し つ つ 37℃ に て 1時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 形 質 転 換 混 合 物 の ア リ コ ー ト (10μ l及 び 50μ l)を 、 次 に カ ナ マ
イ シ ン (40μ g/ml)を 含 む L-ブ ロ ス (LB)プ レ ー ト 上 に 置 き 、 37℃ に て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 プ ラ ス ミ ド ミ ニ -プ レ プ DNAを 、 キ ア プ レ プ タ ー ボ 9600ロ ボ ッ ト 装 置 (キ ア ゲ ン )を 用 い て
、 得 ら れ た コ ロ ニ ー 6由 来 の 5ml培 養 物 か ら 調 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNA(200-500ng)を 、 ビ ッ
グ ダ イ タ ー ミ ネ ー タ 装 置 (ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ カ タ ロ グ No.4390246)を 、 そ の 製 造
業 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 し て 、 21M13及 び M13Revプ ラ イ マ ー に よ り DNA配 列 決 定 に 掛 け た 。
こ れ ら プ ラ イ マ ー の 配 列 を 表 1に 示 す 。 配 列 決 定 反 応 液 は 、 Dye-Exカ ラ ム (キ ア ゲ ン )又 は
モ ン タ ー ジ SEQ 96ク リ ー ン ア ッ プ プ レ ー ト (ミ リ ポ ア カ タ ロ グ No.LSKS09624)を 用 い て 精 製
し 、 次 い で ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ 3700シ ー ケ ン サ で 分 析 し た 。
　 正 確 な 配 列 (pENTR-INSP094-6HIS、 プ ラ ス ミ ド ID13979、 図 11)を 含 む ク ロ ー ン の 一 種 由
来 の プ ラ ス ミ ド 溶 出 液 (2μ l)を 、 次 に 、 1.5μ lの pEAK12dベ ク タ ー 又 は pDEST12.2ベ ク タ ー
(図 9＆ 10)(0.1μ g/μ l)、 2μ lの LRバ ッ フ ァ ー 及 び 1.5μ lの LRク ロ ー ナ ー ゼ (イ ン ビ ト ロ ゲ
ン )を 含 有 す る 組 換 え 反 応 に お い て 、 最 終 体 積 10μ l中 で 使 用 し た 。 こ の 混 合 物 を 、 RTに て
1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K(2μ g)の 添 加 に よ り 停 止 さ せ 、 37℃ に て 更 に 10

10

20

30

40

50

(36) JP 2006-526386 A 2006.11.24



分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 反 応 の ア リ コ ー ト (1μ l)を 、 以 下 の よ う に エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 E.コ リ DH10B細 胞 を 形 質 転 換 す る の に 使 用 し た ： DH10Bエ レ ク ト
ロ コ ン ピ ー テ ン ト 細 胞 (イ ン ビ ト ロ ゲ ン )の ア リ コ ー ト 30μ lを 、 氷 上 で 解 凍 し 、 こ の LR反
応 混 合 物 1μ lを 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を 、 冷 却 し た 0.1cmの エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 用 の
キ ュ ベ ッ ト に 移 し 、 こ れ ら 細 胞 を 、 バ イ オ ラ ド ジ ー ン -パ ル サ ー (BioRad Gene-PulserT M )
を 、 そ の 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 し て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た 。 室 温 ま で 予 め
加 温 し た 、 SOC培 地 (0.5ml)を 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の 直 後 に 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を
、 15mlの ス ナ ッ プ -キ ャ ッ プ チ ュ ー ブ に 移 し 、 振 と う (220rpm)し つ つ 37℃ に て 1時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 こ の 形 質 転 換 混 合 物 の ア リ コ ー ト (10μ l及 び 50μ l)を 、 次 に ア ン ピ シ リ ン
(100μ g/ml)を 含 む L-ブ ロ ス (LB)プ レ ー ト 上 に 置 き 、 37℃ に て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 プ ラ ス ミ ド ミ ニ -プ レ プ DNAを 、 キ ア プ レ プ タ ー ボ 9600ロ ボ ッ ト 装 置 (キ ア ゲ ン )を 用 い て
、 各 ベ ク タ ー 中 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 、 得 ら れ た コ ロ ニ ー 6由 来 の 5ml培 養 物 か ら 調 製
し た 。 pEAK12dベ ク タ ー 中 の プ ラ ス ミ ド DNA(200-500ng)を 、 上 記 の 如 く 、 pEAK12F及 び pEAK
12Rプ ラ イ マ ー に よ る 、 DNA配 列 決 定 に 掛 け た 。 pDEST12.2ベ ク タ ー 中 の プ ラ ス ミ ド DNA(200
-500ng)を 、 上 記 の 如 く 、 21M13及 び M13Revプ ラ イ マ ー に よ る 、 DNA配 列 決 定 に 掛 け た 。 こ
れ ら プ ラ イ マ ー の 配 列 を 表 1に 示 す 。
　 CsCl勾 配 精 製 し た マ キ シ -プ レ プ (maxi-prep)DNAを 、 該 配 列 が 明 ら か に さ れ た ク ロ ー ン (
pEAK12d-INSP094-6HIS、 プ ラ ス ミ ド ID No.13981、 図 12、 及 び pDEST12.2-INSP094-6HIS、
プ ラ ス ミ ド ID No.13980、 図 13)各 々 の 1種 の 培 養 液 500mlか ら 、 サ ム ブ ル ッ ク J.等 , 1989 (
モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ 、 ラ ボ ラ ト リ ー マ ニ ュ ア ル (Molecular Cloning, a Laboratory
 Manual),第 2版 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ラ ボ ラ ト リ ー プ レ ス (Cold Spring Harbor 
Laboratory Press)刊 )に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 調 製 し 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 1μ g/μ l
な る 濃 度 に て 、 滅 菌 水 中 に 再 度 懸 濁 し 、 -20℃ に て 保 存 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 今 や 、 こ こ に 記 載 し た ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 い て 、 イ ン ビ ト ロ に お け る 、
該 INSP094ポ リ ペ プ チ ド の 組 織 内 分 布 及 び 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め の 、 更 な る 実 験 を 行
う こ と が で き る 。
　 INSP094に 対 す る 転 写 物 の 存 在 は 、 異 な る ヒ ト 組 織 由 来 の cDNAを PCR増 幅 す る こ と に よ り
、 検 討 す る こ と が で き る 。 こ の INSP094転 写 物 は 、 テ ス ト し た サ ン プ ル 中 に 、 極 め て 低 レ
ベ ル で 存 在 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 該 RNA調 製 物 中 の 少 量 の ゲ ノ ム 汚 染 が 、 誤 っ た 正
の 結 果 を 与 え る の で 、 様 々 な ヒ ト 組 織 に お け る 転 写 物 存 在 を 確 認 す る た め の 実 験 を 設 計 す
る に 際 し て は 、 細 心 の 注 意 が 必 要 と な る 。 こ の よ う に 、 逆 転 写 の た め に 使 用 す る 前 に 、 全
て の RNAを DNAseで 処 理 す べ き で あ る 。 更 に 、 各 組 織 に 対 し て 、 逆 転 写 を 行 わ な い 、 コ ン ト
ロ ー ル 反 応 (-ve RTコ ン ト ロ ー ル )を 設 定 す る こ と が で き る 。
　 例 え ば 、 各 組 織 由 来 の 全 RNA1μ gを 使 用 し て 、 マ ル チ ス ク リ プ ト (Multiscript)逆 転 写 酵
素 (ABI)及 び ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 cDNAを 生 成 す る こ と が で き る 。 各
組 織 に 対 し て 、 該 逆 転 写 酵 素 以 外 の 全 て の 成 分 を 添 加 す る 、 コ ン ト ロ ー ル 反 応 (-ve RTコ
ン ト ロ ー ル )を 計 画 す る こ と が で き る 。 該 逆 転 写 さ れ た RNAサ ン プ ル 及 び -RTコ ン ト ロ ー ル
に 基 い て 、 各 組 織 に 関 し て PCR反 応 を 設 定 す る 。 INSP094-特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 こ こ に 与
え ら れ た 配 列 情 報 に 基 い て 、 容 易 に 設 計 す る こ と が で き る 。 -RTコ ン ト ロ ー ル に お け る 生
成 物 の 存 在 し な い 事 実 と 共 に 、 該 逆 転 写 さ れ た サ ン プ ル に お け る 、 正 確 な 分 子 量 を 持 つ 生
成 物 の 存 在 は 、 該 当 す る 組 織 中 の 転 写 物 の 存 在 に 関 す る 証 拠 で あ る と 考 え ら れ る 。 あ ら ゆ
る 適 当 な cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 、 上 記 の よ う に し て 得 た も の 以 外 に も 、 該 INSP094
転 写 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 該 INSP094ポ リ ペ プ チ ド の 組 織 分 布 パ タ ー ン は 、 こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 と 関 連 し て
、 更 に 有 用 な 情 報 を 与 え る で あ ろ う 。 ま た 、 更 な る 実 験 を 、 pEAK12d-INSP094-6HIS発 現 ベ
ク タ ー を 用 い て 行 う こ と が 、 今 や 可 能 で あ る 。 哺 乳 動 物 細 胞 系 の こ れ ら ベ ク タ ー に よ る ト
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ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 該 INSP094タ ン パ ク の 高 レ ベ ル で の 発 現 を 可 能 と し 、 ま た こ の よ
う に し て 該 INSP094ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 な 特 徴 の 継 続 的 な 研 究 を 可 能 と す る 。 以 下 に 挙
げ る 物 質 及 び 方 法 は 、 こ の よ う な 実 験 に 適 し た 物 質 及 び 方 法 の 例 で あ る ：

　 エ プ シ ュ タ イ ン バ ー ル ウ イ ル ス の 核 抗 原 (Epstein-Barr virus Nuclear Antigen)を 発 現
す る 、 ヒ ト 胚 腎 293細 胞 (HEK293-EBNA、 イ ン ビ ト ロ ゲ ン )Ex-細 胞 VPRO血 清 -フ リ ー 培 地 (種
子 保 存 、 維 持 培 地 、 JRH)中 に 懸 濁 状 態 で 維 持 さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 前 の 16～ 20時
間 (Day-1)に お い て 、 細 胞 を 2xT225フ ラ ス コ に 播 種 し た (DMEM/F12(1:1)含 有 2％ FBS播 種 培
地 (JRH)中 で 、 2x10 5 細 胞 /mlな る 密 度 に て 、 フ ラ ス コ 当 た り 50ml)。 翌 日 (ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 日 0)、 JetPEITM試 薬 (2μ l/μ gの プ ラ ス ミ ド DNA,ポ リ プ ラ ス (PolyPlus)-ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン )を 用 い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 引 起 す 。 各 フ ラ ス コ に 対 し て 、 プ ラ ス ミ
ド DNAを 、 GFP(蛍 光 リ ポ ー タ 遺 伝 子 )DNAに よ っ て 、 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ る 。 次
い で 、 こ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 を 、 2xT225フ ラ ス コ に 添 加 し 、 37℃ (5％ CO 2 )に て
6日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 正 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 確 認 を 、 1日 目 及 び 6日 目 に 定 性
的 蛍 光 実 験 に よ り 実 施 す る こ と が で き る (ア キ シ オ バ ー ト 10ザ イ ス (Axiovert 10 Zeiss))
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 6日 目 (収 穫 日 )に 、 2本 の フ ラ ス コ 由 来 の 上 澄 み を プ ー ル し 、 濃 縮 (例 え ば 、 4℃ に て 、 40
0gま で )し 、 か つ 特 有 の 同 定 装 置 を 備 え た ポ ッ ト 内 に 配 置 す る 。 一 つ の ア リ コ ー ト (500μ l
)を 、 6HIS-タ グ タ ン パ ク 質 QC(内 部 バ イ オ プ ロ セ シ ン グ QC)用 と し て 保 存 す る 。
　 ス ケ ー ル ア ッ プ し た バ ッ チ を 、 BP/PEI/HH/02/04と し て 引 用 さ れ る 、 「 懸 濁 細 胞 の PEIト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 と 呼 ば れ る プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 剤 と し て
の 、 ポ リ サ イ エ ン ス (Polyscience)か ら 入 手 で き る ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン (PolyEthyleneImin
e)を 用 い て 、 製 造 す る こ と が で き る 。

　 C-末 端 6Hisタ グ を 持 つ 組 換 え タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 、 該 培 養 培 地 の サ ン プ ル を 、 冷 バ ッ
フ ァ ー A(50mM NaH 2 PO 4 ; 600mM NaCl; 8.7%(w/v)グ リ セ ロ ー ル 、 pH 7.5)で 希 釈 す る 。 次 に
、 こ の サ ン プ ル を 滅 菌 フ ィ ル タ (ミ リ ポ ア )を 介 し て 濾 過 し 、 無 菌 の 角 型 培 地 ボ ト ル (ナ ル
ゲ ン (Nalgene)製 )中 で 、 4℃ に て 保 存 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ の 精 製 は 、 自 動 サ ン プ ル 搭 載 装 置 (ラ ボ マ チ ッ ク (Labomatic))と 接 続 し た 、 VISIONワ
ー ク ス テ ー シ ョ ン (ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ 製 )上 で 、 4℃ に て 行 う 。 こ の 精 製 手 順 は
、 2つ の 連 続 す る 段 階 、 即 ち Niイ オ ン で 帯 電 し た 、 ポ ロ ス (Poros) 20MC(ア プ ラ イ ド バ イ オ
シ ス テ ム ズ 製 )カ ラ ム (4.6x50mm、 0.83ml)上 で の 、 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 こ れ に 続 く セ フ ァ デ ッ ク ス G-25メ ジ ア ム (ア マ ー シ ャ ム フ ァ ル マ ー シ ア )カ ラ ム (1.0x1
0cm)上 で の ゲ ル 濾 過 で 構 成 さ れ る 。 該 第 一 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 段 階 に 関 連 し て 、 該 金 属
ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 30カ ラ ム 容 積 の EDTA溶 液 (100mM EDTA、 1mM NaCl、 pH 8.0)で 再
生 し 、 15カ ラ ム 容 積 の 100mM NiSO 4 溶 液 で 洗 浄 す る こ と に よ り 、 Niイ オ ン を 再 度 付 加 し 、 1
0カ ラ ム 体 積 の バ ッ フ ァ ー A、 次 い で 7カ ラ ム 体 積 の バ ッ フ ァ ー B(50mM NaH 2 PO 4 、 600mM NaC
l、 8.7％ (w/v)グ リ セ ロ ー ル 、 400mMの イ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH 7.5)で 洗 浄 し 、 最 終 的 に 15mMの
イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 15カ ラ ム 体 積 の バ ッ フ ァ ー Aで 平 衡 化 さ せ る 。 該 サ ン プ ル を 、 該 ラ ボ
マ チ ッ ク サ ン プ ル 搭 載 装 置 に よ っ て 、 200mlの サ ン プ ル ル ー プ に 移 し 、 次 い で 10ml/分 な る
流 量 で 、 該 Ni金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 充 填 す る 。 こ の カ ラ ム を 、 12カ ラ ム 体 積 の バ ッ
フ ァ ー A、 次 い で 28カ ラ ム 体 積 の 、 20mMの イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む バ ッ フ ァ ー Aで 洗 浄 す る 。 こ
の 20mMの イ ミ ダ ゾ ー ル 洗 浄 中 に 、 緩 く 結 合 し た 汚 染 タ ン パ ク 質 は 、 該 カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ
る 。 該 組 換 え His-タ グ タ ン パ ク 質 は 、 最 終 的 に 10カ ラ ム 体 積 の バ ッ フ ァ ー Bに よ り 、 流 量 2
ml/分 に て 溶 出 さ れ 、 ま た 溶 出 す る タ ン パ ク 質 は 回 収 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 該 第 二 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 段 階 に 関 連 し て 、 該 セ フ ァ デ ッ ク ス G-25ゲ ル -濾 過 カ ラ ム
は 、 2mlの バ ッ フ ァ ー D(1.137M NaCl、 2.7mM KCl、 1.5mM KH 2 PO 4 、 8mM Na 2 HPO 4 、 pH 7.2)
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で 再 生 し 、 次 い で 4カ ラ ム 体 積 の バ ッ フ ァ ー C(137mM NaCl、 2.7mM KCl、 1.5mM KH 2 PO 4 、 8m
M Na 2 HPO 4 、 20％ (w/v)グ リ セ ロ ー ル 、 pH 7.4)で 平 衡 化 さ せ る 。 こ の Ni-カ ラ ム か ら 溶 出 す
る ピ ー ク 画 分 を 、 該 VISIONの 組 込 ま れ た サ ン プ ル 搭 載 装 置 を 介 し て 、 該 セ フ ァ デ ッ ク ス G-
25カ ラ ム に 自 動 的 に 充 填 し 、 タ ン パ ク 質 を 流 量 2ml/分 に て バ ッ フ ァ ー Cで 溶 出 す る 。 こ の
画 分 を 、 滅 菌 し た 遠 心 分 離 用 の フ ィ ル タ (ミ リ ポ ア )を 介 し て 濾 過 し 、 -80℃ に て 凍 結 し 、
か つ 保 存 す る 。 こ の サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を 、 抗 -His抗 体 を 用 い て 、 SDS-PAGE(4-12% NuP
AGEゲ ル 、 ノ ベ ッ ク ス (Novex))ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 す る 。 こ の NuPAGEゲ ル は 、 0.1％
ク ー マ シ ー ブ ル ー R250染 色 溶 液 (30％ メ タ ノ ー ル 、 10％ 酢 酸 )中 で 、 室 温 に て 1時 間 染 色 し
、 次 い で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 透 明 に な り 、 ま た タ ン パ ク 質 の バ ン ド が 、 明 ら か に 見 え る ま
で 、 20％ メ タ ノ ー ル 、 7.5％ 酢 酸 中 で 脱 染 色 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 こ の 電 気 泳 動 に 引 続 き 、 該 タ ン パ ク 質 を 該 ゲ ル か ら 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 電 気 的 に 転
写 さ せ る (electro-transferred)。 こ の 膜 は 、 バ ッ フ ァ ー E(137mM NaCl、 2.7mM KCl、 1.5m
M KH 2 PO 4 、 8mM Na 2 HPO 4 、 0.1％ ツ イ ー ン (Tween) 20、 pH 7.4)中 の 5％ ミ ル ク 粉 末 で 、 室 温
に て 1時 間 遮 断 さ せ 、 次 い で 2.5％ ミ ル ク 粉 末 中 の 2羽 の ウ サ ギ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 -His抗
体 (G-18及 び H-15、 各 0.2μ g/ml、 サ ン タ ク ル ー ズ (Santa Cruz))の 混 合 物 と 共 に 、 バ ッ フ
ァ ー E中 で 4℃ に て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 室 温 に て 、 更 に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
、 こ の 膜 を 、 バ ッ フ ァ ー E(3x10分 )で 洗 浄 し 、 次 い で 2.5％ ミ ル ク 粉 末 を 含 む バ ッ フ ァ ー E
で 1/3000倍 に 希 釈 し た 、 第 二 の HRP-複 合 化 抗 -ウ サ ギ 抗 体 (DAKO、 HRP 0399)と 共 に 、 室 温
に て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 バ ッ フ ァ ー E(3x10分 )で 洗 浄 し た 後 、 こ の 膜 を ECRキ ッ ト (
ア マ ー シ ャ ム フ ァ ル マ ー シ ア )で 1分 間 現 像 す る 。 こ の 膜 を 、 引 続 き ハ イ パ ー フ ィ ル ム (Hyp
erfilm)(ア マ ー シ ャ ム フ ァ ル マ ー シ ア )に 暴 露 し 、 該 現 像 し た 膜 及 び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
像 を 肉 眼 で 分 析 す る 。
　 ク ー マ シ ー 染 色 に よ っ て 検 出 可 能 な タ ン パ ク 質 バ ン ド を 示 す サ ン プ ル に つ い て 、 該 タ ン
パ ク 質 濃 度 は 、 標 準 と し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 用 い て 、 BCAタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ キ ッ ト (
ピ ア ー ス (Pierce))を 利 用 し て 測 定 で き る 。
　 更 に 、 細 胞 系 に お け る こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 又 は そ の 発 現 の 低 減 を 、 該 宿 主 細
胞 ゲ ノ ム の 、 転 写 活 性 に 及 ぼ す 効 果 の 決 定 に 利 用 す る こ と が で き る 。 該 INSP094ポ リ ペ プ
チ ド の 二 量 化 用 パ ー ト ナ ー 及 び 同 時 リ プ レ ッ サ ー (co-repressors)は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 法 と 組 合 わ せ た 免 疫 沈 降 及 び 質 量 ス ペ ク ト ル 法 と 組 合 わ せ た 免 疫 沈 降 に よ っ て 同 定 で き
る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 細 胞 培 養 物 又 は 動 物 モ デ ル を 用 い た 、 ケ モ カ イ ン の 特 異 性 、 効 力 、 及 び 効 能 を テ ス ト す
る た め に 、 幾 つ か の ア ッ セ イ 、 例 え ば イ ン ビ ト ロ 走 化 性 ア ッ セ イ (Proudfoot A.等 , J. Bi
ol. Chem., 2001, 276:10620-10626; Lusti-Narasimhan M.等 , J. Biol. Chem., 1995, 2
70:2716-21)、 又 は マ ウ ス 耳 の 膨 潤 (Garrigue JL等 , Contact Dermatitis, 1994, 30:231-
7)が 開 発 さ れ て い る 。 有 用 な 道 具 及 び 生 成 物 (抗 体 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 放 射 性 標
識 し た タ ン パ ク 質 等 )を 生 成 す る た め の 、 多 く の 他 の ア ッ セ イ 及 び 技 術 が 、 ケ モ カ イ ン に
対 し て 与 え ら れ た 論 評 及 び 書 物 中 に 記 載 さ れ て お り (Methods Mol. Biol., 2000, vol.138
「 ケ モ カ イ ン ズ プ ロ ト コ ー ル ズ (Chemokines Protocols)」 Proudfoot AI等 編 , フ マ ナ プ レ
ス (Humana Press)刊 ; Methods Enzymol.. 1997, 287 & 288,ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス (Academi
c Press)刊 )、 ま た よ り 正 確 な 方 法 で 、 本 発 明 の ケ モ カ イ ン -様 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 関 連 す る
薬 剤 の 生 物 学 的 な 活 性 を 、 可 能 な 治 療 又 は 診 断 法 及 び 用 途 と の 関 連 で 明 ら か に す る た め に
、 利 用 す る こ と も で き る 。
　 以 下 の イ ン ビ ト ロ で の 細 胞 を 基 本 と す る 、 ト リ -レ プ リ カ ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 の 、 コ ン カ ナ バ リ ン A(Con A)に よ っ て 誘 発 さ れ る サ イ ト カ イ ン 分 泌 に 及 ぼ す 効 果 を 測
定 す る が 、 こ こ で 該 コ ン カ ナ バ リ ン Aは 、 様 々 な ヒ ト の 抹 消 血 単 核 細 胞 (hPBMC)、 IL-2、 IF
N-γ 、 TNF-α 、 IL-5、 IL-4及 び IL-10に 関 す る サ イ ト カ イ ン ビ ー ズ ア ッ セ イ (CBA)に よ っ て
測 定 さ れ る 、 例 え ば ヒ ュ ー マ ン Th1/Th2サ イ ト カ イ ン (Human Th1/Th2 Cytokine) CBAキ ッ
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ト (ベ ク ト ン -デ ィ ッ キ ン ソ ン (Becton-Dickinson))に よ っ て 測 定 さ れ る 細 胞 に 、 作 用 を 及
ぼ す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 最 適 条 件 は 、 96-ウ エ ル プ レ ー ト に お い て 、 100,000細 胞 /ウ エ ル 及 び 2％ グ リ セ ロ ー ル 中
で 、 最 終 体 積 100μ lで あ る 。 マ イ ト ジ ェ ン (ConA)の 最 適 濃 度 は 、 5ng/mlで あ る 。 こ の ア ッ
セ イ に 関 す る 最 適 時 間 は 、 48時 間 で あ る 。 読 出 し 選 択 は 、 該 CBAで あ る 。

　 バ フ ィ ー コ ー ト 1～ 2は 、 DEMCで 希 釈 す る 。 そ の 後 、 25mlの 希 釈 し た 血 液 を 、 50mlフ ァ ル
コ ン (Falcon)チ ュ ー ブ 内 の 、 フ ィ コ ー ル (Ficoll)の 15mlの 層 に 徐 々 に 添 加 し 、 こ れ ら チ ュ
ー ブ を 遠 心 分 離 処 理 (2000rpm、 20分 、 室 温 、 ブ レ ー キ な し )す る 。 次 い で 、 間 期 (リ ン グ )
を 集 め 、 こ れ ら の 細 胞 を 25mlの DMEMで 洗 浄 し 、 次 い で 遠 心 分 離 処 理 す る (1200rpm、 5分 間 )
。 こ の 手 順 を 3回 繰 返 す 。 バ フ ィ ー コ ー ト は 、 約 600x10 6 個 の 全 細 胞 を 与 え る 。
2. ス ク リ ー ニ ン グ
　 1.25x10 6 細 胞 /mlを 含 む 液 80μ lを 、 DMEM+2.5%ヒ ト 血 清 +1％ L-グ ル タ ミ ン +1％ ペ ニ シ リ
ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン で 希 釈 し 、 そ の 後 96-ウ エ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 加 え る 。
ウ エ ル 当 た り 10μ lを 添 加 す る (ウ エ ル 当 た り 1条 件 )： タ ン パ ク 質 は 、 PBS+20%グ リ セ ロ ー
ル で 希 釈 し た (該 タ ン パ ク 質 の 最 終 的 な 希 釈 率 は 1/10で あ っ た )。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 次 い で 、 10μ lの ConA刺 激 物 (Stimulant)(50μ g/ml)を 、 各 ウ エ ル に 添 加 す る (ウ エ ル 当
た り 1条 件  - ConAの 最 終 濃 度 は 5μ g/mlで あ る )。
　 48時 間 後 に 、 細 胞 上 澄 み を 集 め 、 ま た ヒ ト サ イ ト カ イ ン を 、 ヒ ュ ー マ ン Th1/Th2サ イ ト
カ イ ン CBAキ ッ ト ベ ク ト ン -デ ィ ッ キ ン ソ ン に よ っ て 測 定 す る 。

　 (更 な る 詳 細 に つ い て は 、 こ の CBAキ ッ ト に お け る 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 を 参 照 の こ と )
。
i) 混 合 ヒ ュ ー マ ン Th1/Th2捕 獲 ビ ー ズ (Human Th1/Th2 Capture Beads)の 調 製
　 こ の 実 験 に 必 要 な ア ッ セ イ チ ュ ー ブ の 数 を 決 定 す る 。
　 各 捕 獲 ビ ー ズ の 懸 濁 液 を 、 混 合 前 に 数 秒 間 激 し く 撹 拌 す る 。 分 析 す べ き 各 ア ッ セ イ に 関
連 し て 、 各 捕 獲 ビ ー ズ の ア リ コ ー ト 10μ lを 、 「 混 合 捕 獲 ビ ー ズ 」 な る ラ ベ ル を 貼 っ た 単
一 の チ ュ ー ブ に 添 加 す る 。 こ の ビ ー ズ 混 合 物 を 十 分 に 撹 拌 す る 。
ii) テ ス ト サ ン プ ル の 調 製
　 上 澄 み を 、 ア ッ セ イ ダ イ リ ュ ー エ ン ト (Assay Diluent)を 用 い て 稀 釈 (1:4)す る (20μ lの
上 澄 み +60μ lの ア ッ セ イ ダ イ リ ュ ー エ ン ト )。 次 い で 、 こ の サ ン プ ル 希 釈 液 を 、 96ウ エ ル
の 、 円 錐 状 の 底 部 を 持 つ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (ヌ ン ク (Nunc))に 該 サ ン プ ル を 移 す 前
に 、 混 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
iii) ヒ ュ ー マ ン Th1/Th2サ イ ト カ イ ン CBAア ッ セ イ 手 順
　 該 希 釈 し た 上 澄 み 50μ lを 、 96ウ エ ル の 、 円 錐 状 の 底 部 を 持 つ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト (ヌ ン ク )に 添 加 す る 。 該 混 合 捕 獲 ビ ー ズ 液 50μ lを 添 加 し 、 次 い で 50μ lの ヒ ュ ー マ ン Th
1/Th2 PEデ ィ テ ク シ ョ ン リ エ ー ジ ェ ン ト (Detection Reagent)を 添 加 す る 。 次 に 、 こ の プ
レ ー ト を 、 RTに て 、 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 直 接 光 に 暴 露 さ れ な い よ う に 保 護 し 、 次 に 1
500rpmに て 5分 間 遠 心 分 離 処 理 す る 。 次 に 、 得 ら れ る 上 澄 み を 注 意 し て 捨 て る 。 次 の 工 程
に お い て 、 200μ lの 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を 、 各 ウ エ ル に 2度 添 加 し 、 1500rpmに て 5分 間 遠 心 分
離 処 理 し 、 か つ 得 ら れ る 上 澄 み を 注 意 し て 捨 て る 。 130μ lの 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を 、 そ の 後 各
ウ エ ル に 添 加 し 、 該 ビ ー ズ ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 さ せ る 。 こ れ ら の サ ン プ ル を 、 フ ロ ー サ イ ト
メ ー タ で 、 最 終 的 に 分 析 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の デ ー タ を 、 CBAア プ リ ケ ー シ ョ ン ソ フ ト
ウ エ ア 、 ア ク テ ィ ビ テ ィ ー ベ ー ス ＆ マ イ ク ロ ソ フ ト エ ク セ ル (Application Software, Act
ivity Base and Microsoft Excel)ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 分 析 す る 。
　 こ の ア ッ セ イ の 読 み 出 し に よ り 、 イ ン ビ ト ロ に て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 、 全 て の テ ス
ト し た サ イ ト カ イ ン (IFN-γ 、 TNF-α 、 IL-2、 IL-4、 IL-5、 IL-10)に 対 し て 、 不 変 の 阻 害
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作 用 を 持 つ か 否 か に つ い て 評 価 す る こ と が で き る 。
　 更 に 、 EC50値 に 基 い て 、 何 れ の サ イ ト カ イ ン が 、 最 も 阻 害 さ れ 、 ま た 該 当 す る サ イ ト カ
イ ン に 対 し て 特 別 に 関 連 す る こ と が 知 ら れ て い る 、 特 異 的 な 自 己 免 疫 /炎 症 性 疾 患 を 導 く
か を 、 容 易 に 評 価 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ４ 】
配 列 リ ス ト
配 列 番 号 1 (INSP093ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ キ ソ ン A)
       1  ATGTCAGCAC AACATGGTCT TGTTTCCAAA TTTGGGCTGG GGCTTCTGCT CCTTGGGGAC
      61  AAATACTTTC AAAGACATGA ACAATCAAAA CCTCATCAAG AAGAAATAGA CAACCTGCAT
     121  AGCCCT

配 列 番 号 2 (INSP093ポ リ ペ プ チ ド 配 列 エ キ ソ ン A)
       1  MSAQHGLVSK FGLGLLLLGD KYFQRHEQSK PHQEEIDNLH SP

配 列 番 号 3 (INSP093ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ キ ソ ン B)
       1  GACCTGCCCA CGCCGGGACA CCCGGTGACA CTCCACTCCC TCTGCTTTTG CAGCCCCCGG
      61  GGGACCCTCC TCGAGGGCCC CATGTCTTCT GGGTTCCATC GCTTTGAGGT AGAAAATCTG
     121  AGGCCTCAAA CTGCCCCCAA AGCAGGCAAA GGTCAGATGT GTGGAGAGAG GATGGCGAGG
     181  ATGGCAAGGA CGGCCAAGGA GGGTCGCCCC AGGTGCCTGG ACCCAGGTTT GTCCCGCACC
     241  CCGCACCCTG GCCCACATGT CTTCCTTCCC CATAGCCCCA CCCCAGCATC CTGGCACCAG
     301  TGGGCTCCTG GTGGCACTGG CTGGATGCTG

配 列 番 号 4 (INSP093ポ リ ペ プ チ ド 配 列 エ キ ソ ン B)
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       1  DLPTPGHPVT LHSLCFCSPR GTLLEGPMSS GFHRFEVENL RPQTAPKAGK GQMCGERMAR
      61  MARTAKEGRP RCLDPGLSRT PHPGPHVFLP HSPTPASWHQ WAPGGTGWML

配 列 番 号 5 (INSP093部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
       1  ATGTCAGCAC AACATGGTCT TGTTTCCAAA TTTGGGCTGG GGCTTCTGCT CCTTGGGGAC
      61  AAATACTTTC AAAGACATGA ACAATCAAAA CCTCATCAAG AAGAAATAGA CAACCTGCAT
     121  AGCCCTGACC TGCCCACGCC GGGACACCCG GTGACACTCC ACTCCCTCTG CTTTTGCAGC
     181  CCCCGGGGGA CCCTCCTCGA GGGCCCCATG TCTTCTGGGT TCCATCGCTT TGAGGTAGAA
     241  AATCTGAGGC CTCAAACTGC CCCCAAAGCA GGCAAAGGTC AGATGTGTGG AGAGAGGATG
     301  GCGAGGATGG CAAGGACGGC CAAGGAGGGT CGCCCCAGGT GCCTGGACCC AGGTTTGTCC
     361  CGCACCCCGC ACCCTGGCCC ACATGTCTTC CTTCCCCATA GCCCCACCCC AGCATCCTGG
     421  CACCAGTGGG CTCCTGGTGG CACTGGCTGG ATGCTGTAG

配 列 番 号 6 (INSP093部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
       1  MSAQHGLVSK FGLGLLLLGD KYFQRHEQSK PHQEEIDNLH SPDLPTPGHP VTLHSLCFCS
      61  PRGTLLEGPM SSGFHRFEVE NLRPQTAPKA GKGQMCGERM ARMARTAKEG RPRCLDPGLS
     121  RTPHPGPHVF LPHSPTPASW HQWAPGGTGW ML

配 列 番 号 7 (INSP094ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ キ ソ ン A)
       1  AATACCGAGA ATGATTTTTA TGAGATCTGT GGAAATCAGT CACATCATCA CGACAATGCA
      61  AGAATAAAGA AGTTAGTAGA TGGCCTTGAG TTTTCCCAAA CAATGGCATT TTCTGCTACC
     121  AAAATAAATA TGTTATTCAG TCAGAACCAC TGGACTATAA GAAGTATATT CCATTCTGGT
     181  TTTTACTGGG GGAAAGGATG TTGCCACAAG ATGTCAGTCC ATTTATTCAT TCATATATCC
     241  AATAGATATT TTATGACCAC TTCCATGTGC CAGGAGATGG CTAAGATCCT TGGAAGACAG
     301  ATAAAATGCT ACCTACCAAC TCAAAGTCCA GTTAGGGAGT CAGGGGGTAA AACAATATTC

配 列 番 号 8 (INSP094ポ リ ペ プ チ ド 配 列 エ キ ソ ン A)
       1  NTENDFYEIC GNQSHHHDNA RIKKLVDGLE FSQTMAFSAT KINMLFSQNH WTIRSIFHSG
      61  FYWGKGCCHK MSVHLFIHIS NRYFMTTSMC QEMAKILGRQ IKCYLPTQSP VRESGGKTIF

配 列 番 号 9 (INSP094部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
       1  AATACCGAGA ATGATTTTTA TGAGATCTGT GGAAATCAGT CACATCATCA CGACAATGCA
      61  AGAATAAAGA AGTTAGTAGA TGGCCTTGAG TTTTCCCAAA CAATGGCATT TTCTGCTACC
     121  AAAATAAATA TGTTATTCAG TCAGAACCAC TGGACTATAA GAAGTATATT CCATTCTGGT
     181  TTTTACTGGG GGAAAGGATG TTGCCACAAG ATGTCAGTCC ATTTATTCAT TCATATATCC
     241  AATAGATATT TTATGACCAC TTCCATGTGC CAGGAGATGG CTAAGATCCT TGGAAGACAG
     301  ATAAAATGCT ACCTACCAAC TCAAAGTCCA GTTAGGGAGT CAGGGGGTAA AACAATATTC

配 列 番 号 10 (INSP094部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
       1  NTENDFYEIC GNQSHHHDNA RIKKLVDGLE FSQTMAFSAT KINMLFSQNH WTIRSIFHSG
      61  FYWGKGCCHK MSVHLFIHIS NRYFMTTSMC QEMAKILGRQ IKCYLPTQSP VRESGGKTIF 

配 列 番 号 11 (ク ロ ー ニ ン グ し た INSP094の 部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
       1  ATGGCATTTT CTGCTACCAA AATAAATATG TTATTCAGTC AGAACCACTG GACTATAAGA
      61  AGTATATTCC ATTCTGGTTT TTACTGGGGG AAAGGATGTT GCCACAAGAT GTCAGTCCAT
     121  TTATTCATTC ATATATCCAA TAGATATTTT ATGACCACTT CCATGTGCCA GGAGATGGCT
     181  AAGATCCTTG GAAGACAGAT AAAATGCTAC CTACCAACTC AAAGTCCAGT TAGGGAGTCA
     241  GGGGGTAAAA CAATATTCTA GCACA

配 列 番 号 12 (ク ロ ー ニ ン グ し た INSP094の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )
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       1 MAFSATKINM LFSQNHWTIR SIFHSGFYW GKGCCHKMS VHLFIHISN RYFMTTSMCQ 
      61 EMAKILGRQI KCYLPTQSPV RESGGKTIF
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 図 １ 】 INSP093部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 6)に 関 す る 、 ス タ ン ド ア ロ ー ン ゲ ノ ム ス
レ ッ ダ ー (Stand alone Genome Threader)に よ る 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ 】 INSP093部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 6)と 、 ト ッ プ ヒ ッ ト (top hit)、 iqg7(ス
ト ロ マ 細 胞 -由 来 の フ ァ ク タ -1α )と の 間 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ３ 】 INSP094部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 10)に 関 す る 、 ス タ ン ド ア ロ ー ン ゲ ノ ム
ス レ ッ ダ ー (Stand alone Genome Threader)に よ る 結 果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 INSP094部 分 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 (配 列 番 号 10)と 、 ト ッ プ ヒ ッ ト (top hit)、 1hum(
ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 性 タ ン パ ク 質 1β )と の 間 の ア ラ イ メ ン ト 。
【 図 ５ 】 翻 訳 を 含 む 、 INSP094の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 図 ６ 】 プ ラ イ マ ー INSP094-CP1及 び INSP094-CP2を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た 、 PCR生 成 物
の 、 翻 訳 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 図 ７ 】 pCR4-TOPO-INSP094の マ ッ プ 。
【 図 ８ 】 pDONR221の マ ッ プ 。
【 図 ９ 】 発 現 ベ ク タ ー pEAK12dの マ ッ プ 。
【 図 １ ０ 】 発 現 ベ ク タ ー pDEST12.2の マ ッ プ 。
【 図 １ １ 】 pENTR-INSP094-6HISの マ ッ プ 。
【 図 １ ２ 】 pEAK12d-INSP094-6HISの マ ッ プ 。
【 図 １ ３ 】 pDEST12.2-INSP094-6HISの マ ッ プ 。
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【 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 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  35/12     (2006.01)  35/12     (2006.01)  35/12     (2006.01)  35/12     (2006.01)  35/12     (2006.01)  35/12     (2006.01)  35/12     (2006.01)  35/12     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  35/12    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  35/64     (2006.01)  35/64     (2006.01)  35/64     (2006.01)  35/64     (2006.01)  35/64     (2006.01)  35/64     (2006.01)  35/64     (2006.01)  35/64     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  35/64    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  36/00     (2006.01)  36/00     (2006.01)  36/00     (2006.01)  36/00     (2006.01)  36/00     (2006.01)  36/00     (2006.01)  36/00     (2006.01)  36/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  35/78    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  35/74     (2006.01)  35/74     (2006.01)  35/74     (2006.01)  35/74     (2006.01)  35/74     (2006.01)  35/74     (2006.01)  35/74     (2006.01)  35/74     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  35/74    　　　Ａ          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  45/00     (2006.01)  45/00     (2006.01)  45/00     (2006.01)  45/00     (2006.01)  45/00     (2006.01)  45/00     (2006.01)  45/00     (2006.01)  45/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  45/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｄ          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  38/43     (2006.01)  38/43     (2006.01)  38/43     (2006.01)  38/43     (2006.01)  38/43     (2006.01)  38/43     (2006.01)  38/43     (2006.01)  38/43     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｈ          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)  39/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  37/48    　　　　          　　　　　
                        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)           Ａ６１Ｋ  39/00    　　　Ｈ          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)  35/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)   7/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/02    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   9/00     (2006.01)   9/00     (2006.01)   9/00     (2006.01)   9/00     (2006.01)   9/00     (2006.01)   9/00     (2006.01)   9/00     (2006.01)   9/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   7/04    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  37/08     (2006.01)  37/08     (2006.01)  37/08     (2006.01)  37/08     (2006.01)  37/08     (2006.01)  37/08     (2006.01)  37/08     (2006.01)  37/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/08    　　　　          　　　　　
                        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   1/04    　　　　          　　　　　
                        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  19/02    　　　　          　　　　　
                        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  17/06    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  11/06     (2006.01)  11/06     (2006.01)  11/06     (2006.01)  11/06     (2006.01)  11/06     (2006.01)  11/06     (2006.01)  11/06     (2006.01)  11/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  11/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  11/06    　　　　          　　　　　
                        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  37/06    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   9/12     (2006.01)   9/12     (2006.01)   9/12     (2006.01)   9/12     (2006.01)   9/12     (2006.01)   9/12     (2006.01)   9/12     (2006.01)   9/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  29/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)   9/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/12    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   7/02     (2006.01)   7/02     (2006.01)   7/02     (2006.01)   7/02     (2006.01)   7/02     (2006.01)   7/02     (2006.01)   7/02     (2006.01)   7/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/10    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   7/02    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   9/08     (2006.01)   9/08     (2006.01)   9/08     (2006.01)   9/08     (2006.01)   9/08     (2006.01)   9/08     (2006.01)   9/08     (2006.01)   9/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/04    　　　　          　　　　　
                        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   9/08    　　　　          　　　　　
                        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  25/00    　　　　          　　　　　
                        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  25/28    　　　　          　　　　　
                        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  21/04    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   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)           Ａ６１Ｐ  25/02    １０１　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)   3/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   5/10    　　　　          　　　　　
                        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   3/10    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   3/04     (2006.01)   3/04     (2006.01)   3/04     (2006.01)   3/04     (2006.01)   3/04     (2006.01)   3/04     (2006.01)   3/04     (2006.01)   3/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  19/10    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)  37/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   3/04    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/04    　　　　          　　　　　
                        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  31/18    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   3/00     (2006.01)   3/00     (2006.01)   3/00     (2006.01)   3/00     (2006.01)   3/00     (2006.01)   3/00     (2006.01)   3/00     (2006.01)   3/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  13/12    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  31/12     (2006.01)  31/12     (2006.01)  31/12     (2006.01)  31/12     (2006.01)  31/12     (2006.01)  31/12     (2006.01)  31/12     (2006.01)  31/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   3/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  31/10     (2006.01)  31/10     (2006.01)  31/10     (2006.01)  31/10     (2006.01)  31/10     (2006.01)  31/10     (2006.01)  31/10     (2006.01)  31/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/12    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)  33/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/10    　　　　          　　　　　
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                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)  39/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  33/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ   1/18     (2006.01)   1/18     (2006.01)   1/18     (2006.01)   1/18     (2006.01)   1/18     (2006.01)   1/18     (2006.01)   1/18     (2006.01)   1/18     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  39/02    　　　　          　　　　　
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                        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)           Ａ６１Ｐ  29/00    １０１　          　　　　　
                        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)           Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　          　　　　　
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   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(
AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,
GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,
DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,M
G,MK,MN,MW,MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC
,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100114007
            弁理士　平山　孝二
(72)発明者  ファガン　リチャード　ジョセフ
            イギリス　ダブリュー１ティー　２エヌユー　ロンドン　チャーロット　ストリート　６０　イン
            ファーマティカ　リミテッド内
(72)発明者  フェルプス　クリストファー　ベンジャミン
            イギリス　ダブリュー１ティー　２エヌユー　ロンドン　チャーロット　ストリート　６０　イン
            ファーマティカ　リミテッド内
(72)発明者  デイヴィス　マーク　ダグラス
            イギリス　ダブリュー１ティー　２エヌユー　ロンドン　チャーロット　ストリート　６０　イン
            ファーマティカ　リミテッド内
(72)発明者  ヨーク　メラニー
            スイス　ツェーハー１２３２　コンフィニョン　シュマン　ド　ヴイヨネックス　２０アー
Ｆターム(参考) 2G045 AA40  CB01  CB17  DA12  DA13  DA14  DA36  FB02  FB03  FB15 
　　　　 　　  4B024 AA01  AA11  BA26  CA01  GA11  HA01  HA12 
　　　　 　　  4B063 QA19  QQ02  QQ53  QQ79  QR32  QR55  QS34  QX01 
　　　　 　　  4B065 AA90Y AB01  AC14  BA02  CA24  CA44  CA46 
　　　　 　　  4C084 AA01  AA02  AA07  AA13  AA17  BA01  BA08  BA22  BA23  CA18 
　　　　 　　        DA12  DC01  NA14  ZA02  ZA08  ZA15  ZA16  ZA21  ZA34  ZA36 
　　　　 　　        ZA42  ZA45  ZA51  ZA54  ZA59  ZA66  ZA68  ZA70  ZA81  ZA89 
　　　　 　　        ZA94  ZA96  ZA97  ZB08  ZB09  ZB11  ZB13  ZB15  ZB26  ZB27 
　　　　 　　        ZB33  ZB35 
　　　　 　　  4C085 AA03  AA13  AA14  CC03  DD61  DD62 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA03  BC42  BC43  CB07  DA38  EA17  EA18  MA01  MA04 
　　　　 　　        NA14  ZA02  ZA08  ZA15  ZA16  ZA21  ZA34  ZA36  ZA42  ZA45 
　　　　 　　        ZA51  ZA54  ZA59  ZA66  ZA68  ZA70  ZA81  ZA89  ZA94  ZA96 
　　　　 　　        ZA97  ZB08  ZB09  ZB11  ZB13  ZB15  ZB26  ZB27  ZB33  ZB35 
　　　　 　　        ZB37  ZC04  ZC21  ZC35  ZC37  ZC42 
　　　　 　　  4C087 AA01  BB21  BB33  BB63  BC30  BC83  CA12  NA14  ZA02  ZA08 
　　　　 　　        ZA15  ZA16  ZA21  ZA34  ZA36  ZA42  ZA45  ZA51  ZA54  ZA59 
　　　　 　　        ZA66  ZA68  ZA70  ZA81  ZA89  ZA94  ZA96  ZA97  ZB08  ZB09 

(55) JP 2006-526386 A 2006.11.24



　　　　 　　        ZB11  ZB13  ZB15  ZB26  ZB27  ZB33  ZB35 
　　　　 　　  4C088 AA01  AA11  AA12  AA17  AB01  AB11  AC01  AC15  BA06  NA14 
　　　　 　　        ZA02  ZA08  ZA15  ZA16  ZA21  ZA34  ZA36  ZA42  ZA45  ZA51 
　　　　 　　        ZA54  ZA59  ZA66  ZA68  ZA70  ZA81  ZA89  ZA94 

(56) JP 2006-526386 A 2006.11.24



专利名称(译) <无法获取翻译>

公开(公告)号 JP2006526386A5 公开(公告)日 2007-02-15

申请号 JP2004561676 申请日 2003-12-19

[标]申请(专利权)人(译) 阿雷斯贸易股份有限公司

申请(专利权)人(译) 战神托盘资金兴业ANONYME

[标]发明人 ファガンリチャードジョセフ
フェルプスクリストファーベンジャミン
デイヴィスマークダグラス
ヨークメラニー

发明人 ファガン リチャード ジョセフ
フェルプス クリストファー ベンジャミン
デイヴィス マーク ダグラス
ヨーク メラニー

IPC分类号 C12N15/09 C07K14/54 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 C12Q1/68 A01K67/027 A61K38/00 
A61K31/7088 A61K35/76 A61K48/00 A61K35/12 A61K35/64 A61K36/00 A61K35/74 A61K45/00 
A61K39/395 A61K38/43 A61K39/00 A61P35/00 A61P35/02 A61P7/04 A61P9/00 A61P37/08 A61P1/04 
A61P19/02 A61P17/06 A61P11/00 A61P11/06 A61P37/06 A61P29/00 A61P9/12 A61P9/10 A61P7/02 
A61P31/04 A61P9/08 A61P25/00 A61P25/28 A61P21/04 A61P25/02 A61P5/10 A61P3/10 A61P19/10 
A61P3/04 A61P37/04 A61P31/18 A61P13/12 A61P3/00 A61P31/12 A61P31/10 A61P33/00 A61P39/02 
A61P1/18 A61P27/16 A61P43/00 G01N33/53 G01N37/00 G01N33/15 G01N33/50

CPC分类号 A61P1/04 A61P1/18 A61P3/00 A61P3/04 A61P3/10 A61P5/10 A61P7/02 A61P7/04 A61P9/00 A61P9
/08 A61P9/10 A61P9/12 A61P11/00 A61P11/06 A61P13/12 A61P17/06 A61P19/02 A61P19/10 A61P21
/04 A61P25/00 A61P25/02 A61P25/28 A61P27/16 A61P29/00 A61P31/04 A61P31/10 A61P31/12 
A61P31/18 A61P33/00 A61P35/00 A61P35/02 A61P37/04 A61P37/06 A61P37/08 A61P39/02 A61P43
/00 C07K14/5421

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A C07K14/54 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/00.A C12Q1/68.A A01K67/027 
A61K37/02 A61K31/7088 A61K35/76 A61K48/00 A61K35/12 A61K35/64 A61K35/78.Z A61K35/74.A 
A61K45/00 A61K39/395.D A61K39/395.H A61K37/48 A61K39/00.H A61P35/00 A61P35/02 A61P7/04 
A61P9/00 A61P37/08 A61P1/04 A61P19/02 A61P17/06 A61P11/00 A61P11/06 A61P37/06 A61P29/00 
A61P9/12 A61P9/10 A61P7/02 A61P31/04 A61P9/08 A61P25/00 A61P25/28 A61P21/04 A61P25/02.
101 A61P5/10 A61P3/10 A61P19/10 A61P3/04 A61P37/04 A61P31/18 A61P13/12 A61P3/00 A61P31
/12 A61P31/10 A61P33/00 A61P39/02 A61P1/18 A61P27/16 A61P29/00.101 A61P43/00.111 G01N33
/53.M G01N37/00.102 G01N33/15.Z G01N33/50.Z G01N33/53.D

F-TERM分类号 2G045/AA40 2G045/CB01 2G045/CB17 2G045/DA12 2G045/DA13 2G045/DA14 2G045/DA36 2G045
/FB02 2G045/FB03 2G045/FB15 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/BA26 4B024/CA01 4B024/GA11 
4B024/HA01 4B024/HA12 4B063/QA19 4B063/QQ02 4B063/QQ53 4B063/QQ79 4B063/QR32 4B063
/QR55 4B063/QS34 4B063/QX01 4B065/AA90Y 4B065/AB01 4B065/AC14 4B065/BA02 4B065/CA24 
4B065/CA44 4B065/CA46 4C084/AA01 4C084/AA02 4C084/AA07 4C084/AA13 4C084/AA17 4C084
/BA01 4C084/BA08 4C084/BA22 4C084/BA23 4C084/CA18 4C084/DA12 4C084/DC01 4C084/NA14 
4C084/ZA02 4C084/ZA08 4C084/ZA15 4C084/ZA16 4C084/ZA21 4C084/ZA34 4C084/ZA36 4C084
/ZA42 4C084/ZA45 4C084/ZA51 4C084/ZA54 4C084/ZA59 4C084/ZA66 4C084/ZA68 4C084/ZA70 
4C084/ZA81 4C084/ZA89 4C084/ZA94 4C084/ZA96 4C084/ZA97 4C084/ZB08 4C084/ZB09 4C084
/ZB11 4C084/ZB13 4C084/ZB15 4C084/ZB26 4C084/ZB27 4C084/ZB33 4C084/ZB35 4C085/AA03 
4C085/AA13 4C085/AA14 4C085/CC03 4C085/DD61 4C085/DD62 4C086/AA01 4C086/AA03 4C086
/BC42 4C086/BC43 4C086/CB07 4C086/DA38 4C086/EA17 4C086/EA18 4C086/MA01 4C086/MA04 
4C086/NA14 4C086/ZA02 4C086/ZA08 4C086/ZA15 4C086/ZA16 4C086/ZA21 4C086/ZA34 4C086

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/bfb38825-7ef4-4b19-9c22-9b87f70f28e9


/ZA36 4C086/ZA42 4C086/ZA45 4C086/ZA51 4C086/ZA54 4C086/ZA59 4C086/ZA66 4C086/ZA68 
4C086/ZA70 4C086/ZA81 4C086/ZA89 4C086/ZA94 4C086/ZA96 4C086/ZA97 4C086/ZB08 4C086
/ZB09 4C086/ZB11 4C086/ZB13 4C086/ZB15 4C086/ZB26 4C086/ZB27 4C086/ZB33 4C086/ZB35 
4C086/ZB37 4C086/ZC04 4C086/ZC21 4C086/ZC35 4C086/ZC37 4C086/ZC42 4C087/AA01 4C087
/BB21 4C087/BB33 4C087/BB63 4C087/BC30 4C087/BC83 4C087/CA12 4C087/NA14 4C087/ZA02 
4C087/ZA08 4C087/ZA15 4C087/ZA16 4C087/ZA21 4C087/ZA34 4C087/ZA36 4C087/ZA42 4C087
/ZA45 4C087/ZA51 4C087/ZA54 4C087/ZA59 4C087/ZA66 4C087/ZA68 4C087/ZA70 4C087/ZA81 
4C087/ZA89 4C087/ZA94 4C087/ZA96 4C087/ZA97 4C087/ZB08 4C087/ZB09 4C087/ZB11 4C087
/ZB13 4C087/ZB15 4C087/ZB26 4C087/ZB27 4C087/ZB33 4C087/ZB35 4C088/AA01 4C088/AA11 
4C088/AA12 4C088/AA17 4C088/AB01 4C088/AB11 4C088/AC01 4C088/AC15 4C088/BA06 4C088
/NA14 4C088/ZA02 4C088/ZA08 4C088/ZA15 4C088/ZA16 4C088/ZA21 4C088/ZA34 4C088/ZA36 
4C088/ZA42 4C088/ZA45 4C088/ZA51 4C088/ZA54 4C088/ZA59 4C088/ZA66 4C088/ZA68 4C088
/ZA70 4C088/ZA81 4C088/ZA89 4C088/ZA94

代理人(译) 小川伸男

优先权 2002029854 2002-12-20 GB

其他公开文献 JP2006526386A

摘要(译)

本发明涉及称为INSP093的蛋白质，在本文中被鉴定为分泌的蛋白质，
特别是白介素（IL）8样趋化因子家族的成员，并且涉及这些蛋白质和来
自编码基因的核酸序列在诊断中的用途， 预防和治疗疾病。


