
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ＩｇＡ腎症の疾患原因の解明、治療あるいは患者の負担を軽減した診断方法を提
供する。
【解決手段】ＩｇＡ腎症患者白血球より、ディファレンシャル・ディスプレイ法を用いた
ＩｇＡ腎症に関与するＤＮＡおよびその取得方法、前記ＤＮＡの塩基配列に基づくオリゴ
ヌクレオチドを用いたＩｇＡ腎症関連遺伝子のｍＲＮＡ検出方法およびＩｇＡ腎症関連遺
伝子の転写及び前記ｍＲＮＡ翻訳抑制方法、並びに前記オリゴヌクレオチド含むＩｇＡ腎
症診断薬および治療薬。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 １ か ら ３ に 塩 基 配 列 を 有 す る IgA腎 症 関 連 遺 伝 子 の DNA。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る DNA。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ ２ 記 載 の DNAの 塩 基 配 列 の

を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ２ 記 載 の DNAと 相 補 的 な 塩 基 配 列 の

を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ３ お よ び ４ 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て IgA腎 症 関 連 遺 伝 子 の mRN
Aを 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ３ お よ び ４ 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 IgA腎 症 診 断 薬 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ３ お よ び ４ 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 IgA腎 症 関 連 遺 伝 子 の
転 写 お よ び 該 mRNAの 翻 訳 を 抑 制 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ３ お よ び ４ 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 IgA腎 症 治 療 薬 。
【 請 求 項 ９ 】
　 IgA腎 症 患 者 白 血 球 よ り 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ 法 を 用 い た

IgA腎 症 関 連 遺 伝 子 の 取 得 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 ３ ２ に ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ０ 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNA。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 １ 塩 基 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ １ 記 載 の DNA。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ２ 記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る DNA。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ １ ～ １ ３ 記 載 の DNAと ベ ク タ ー と か ら な る 組 み 換 え ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ４ 記 載 の 組 み 換 え ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ５ 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 培 養 物 中 に 請 求 項 １ ０ 記 載 の 蛋 白 質 を 生
成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 蛋 白 質 を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ０ 記 載 の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ７ 記 載 の 抗 体 を 用 い て 該 蛋 白 質 を 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ７ 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 IgA腎 症 診 断 薬 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ７ 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 IgA腎 症 治 療 薬 。
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０ 示 さ れ る

ま た は ５ '末 端 側 の 15～ 40塩 基 も し く は 翻 訳 開 始 領 域
に あ る 10～ 50塩 基

ま た は ５ '末 端 側 の 15～ 40塩 基 も し く は 翻 訳
開 始 領 域 に あ る 10～ 50塩 基

／ ま た は

／ ま た は

／ ま た は

／ ま た は

、 請 求 項 １ 記
載 の DNAを 含 む

示 さ れ る

に 示 さ れ る

の い ず れ か １ 項 に



【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 健 常 人 の 白 血 球 と 比 較 し て 、 IgA腎 症 患 者 の 白 血 球 に お い て 発 現 が 変 動 す る m
RNAに 着 目 し 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ 法 を 用 い た 新 規 遺 伝 子 の 取 得 お よ び そ
の 方 法 に 関 す る 。 ま た 、 新 規 蛋 白 質 お よ び 該 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 、 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る
DNA、 該 蛋 白 質 お よ び 該 DNAの 検 出 方 法 、 な ら び に IgA腎 症 の 診 断 お よ び 治 療 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 IgA腎 症 と は 、 腎 臓 の 糸 球 体 内 に 血 液 由 来 と 考 え ら れ る IgA免 疫 複 合 体 が 沈 着 す る こ と を
特 徴 と す る 慢 性 糸 球 体 腎 炎 で あ る 。 日 本 で は 原 発 性 腎 疾 患 の 30％ 以 上 を 占 め 、 単 一 の 腎 疾
患 と し て は 最 も 多 く 、 そ の う ち の 15～ 30％ は 予 後 不 良 で 腎 不 全 へ 移 行 す る 。 し か し な が ら
、 IgA腎 症 の 疾 患 の 原 因 は ま だ 不 明 で あ る た め 、 根 本 的 な 治 療 法 は な い 。 ま た 、 IgA腎 症 の
確 定 診 断 は 、 腎 臓 の 一 部 を 生 検 し 、 メ サ ン ギ ウ ム に お け る IgA免 疫 複 合 体 の 沈 着 を 免 疫 学
的 染 色 に よ り 確 認 す る 方 法 で あ る た め 、 患 者 へ の 負 担 は 大 き い 。
　 IgA腎 症 の 患 者 は 約 50％ の 症 例 で 血 中 IgAの 値 が 高 い こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献
１ 、 ２ ） 。 血 液 中 の IgAの 産 生 は Ｂ 細 胞 が 、 そ の 産 生 の 制 御 は Ｔ 細 胞 が 担 っ て い る と い わ
れ て お り 、 ま た 、 IgA患 者 の 末 梢 Ｔ 細 胞 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン で あ る イ ン タ ー ロ イ キ ン
４ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ５ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ６ あ る い は Ｔ Ｇ Ｆ － β (transforming growth
 factor-β )の 産 生 が 健 常 人 に 比 べ て 高 い と い う 報 告 （ 非 特 許 文 献 ３ 、 ４ ） 、 末 梢 リ ン パ
球 に お い て 、 イ ン テ グ リ ン で あ る Ｖ Ｌ Ａ (very late activation)－ ４ お よ び Ｖ Ｌ Ａ － ５ が
よ り 強 く 活 性 化 し て い る と い う 報 告 （ 非 特 許 文 献 ５ ） が な さ れ て い る 。 こ れ ら の こ と か ら
、 IgA腎 症 は 免 疫 系 の 異 常 に よ り IgAの 産 生 が 過 剰 と な り 、 血 液 中 の IgA免 疫 複 合 体 が 糸 球
体 に 沈 着 し 、 沈 着 し た IgA免 疫 複 合 体 に 対 す る 補 体 系 の 活 性 化 等 が 糸 球 体 に 影 響 を 及 ぼ し
障 害 を お こ し て い る と 考 え ら れ て い る が 、 IgA腎 症 の 原 因 に つ い て は ま だ わ か っ て い な い
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 デ ィ ジ ー ジ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ キ ド ニ ー （ Diseases of the Kidney） 第 ５ 版
(1993)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 ネ フ ロ ン (Nephron),29,170(1981)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 ク リ ニ カ ル ・ ア ン ド ・ エ ク ス ペ リ メ ン タ ル ・ イ ム ノ ロ ジ ー (Clinical & 
Experimental Immuonlogy)， 103， 125(1996)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 キ ド ニ ー ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル (Kidney International)， 46， 862(1994
)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 ネ フ ロ ロ ジ ー 、 ダ イ ア リ シ ス 、 ト ラ ン ス プ ラ ン テ ー シ ョ ン (Nephrology
， Dialysis， Transplantation),10， 1342(1995)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 IgA腎 症 の 疾 患 原 因 の 解 明 、 治 療 あ る い は 患 者 の 負 担 を 軽 減 し た 診 断 が 望 ま れ て い る 。
本 発 明 は 、 IgA腎 症 に 関 与 す る 新 規 DNAお よ び そ の 取 得 方 法 を 提 供 す る こ と 、 ま た 、 IgA腎
症 に 関 与 す る 新 規 蛋 白 質 お よ び 該 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 、 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNA、 な ら
び に そ れ ら を 用 い た 治 療 薬 お よ び 診 断 薬 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ か ら ３ １ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る IgA腎 症 関 連 遺 伝 子 の DNA、 該
DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNAに 関 す る 。 本 発 明 の DNAお よ び
該 DNAと 相 補 的 な 塩 基 配 列 の 部 分 断 片 に 基 づ く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て IgΛ 腎 症 関 連
遺 伝 子 の mRNAを 検 出 す る 方 法 、 そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 IgA腎 症 診 断 薬 に 関
す る 。 本 発 明 の DNAお よ び 該 DNAと 相 補 的 な 塩 基 配 列 の 部 分 断 片 に 基 づ く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
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ド を 用 い て 、 IgA腎 症 関 連 遺 伝 子 の 転 写 お よ び 該 mRNAの 翻 訳 を 抑 制 す る 方 法 、 そ れ ら の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 IgA腎 症 治 療 薬 に 関 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 IgA腎 症 患 者 白 血 球 よ
り 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ 法 を 用 い た IgA腎 症 関 連 遺 伝 子 の 取 得 方 法 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ３ ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 、 な ら び に 本 発 明
の 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNA、 配 列 番 号 １ 記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る DNA、 ま た は こ れ ら の 塩 基
配 列 を 有 す る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNAに 関 す る 。 ま た 本
発 明 は 、 該 DNAと ベ ク タ ー と か ら な る 組 み 換 え ベ ク タ ー 、 該 組 み 換 え ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞
に 導 入 し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 、 お よ び 該 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 培 養 物 中 に 本 発 明
の 蛋 白 質 を 生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 蛋 白 質 を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 製 造 方 法 に 関
す る 。 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 、 該 抗 体 を 用 い て 該 蛋 白 質 を 免 疫 学
的 に 認 識 す る 方 法 、 該 抗 体 を 含 む IgA腎 症 診 断 薬 な ら び に 該 抗 体 を 含 む IgA腎 症 治 療 薬 に 関
す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 で は 、 新 規 遺 伝 子 を 取 得 す る た め に 、 IgA腎 症 患 者 お よ び 健 常 人 の 白 血 球 に お け
る mRNAの 発 現 量 の 差 異 に 注 目 し た デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ 法 ［ Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ レ タ ー
ズ （ FEBS Letters） ， 231(1994)］ を 用 い て い る 。 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ
法 と は 、 発 現 様 式 を 指 標 に 新 規 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ る 。 す な わ ち 、 細 胞 か
ら 抽 出 し た 全 RNAあ る い は mRNAに 対 し 、 各 種 プ ラ イ マ ー を 用 い て ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ イ ン
・ リ ア ク シ ョ ン （ PCR） 反 応 を 行 い 、 健 常 人 の 白 血 球 に 比 べ IgA腎 症 患 者 の 白 血 球 で 、 そ の
発 現 量 が 顕 著 に 増 加 あ る い は 減 少 す る 新 規 な 遺 伝 子 の cDNA増 幅 断 片 を 取 得 す る 方 法 で あ る
。 以 下 に そ の 方 法 に つ い て 述 べ る 。
　 IgA腎 症 患 者 お よ び 健 常 人 の 白 血 球 か ら 全 RNAを 調 製 す る 方 法 と し て は 、 チ オ シ ア ン 酸 グ
ア ニ ジ ン － ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 セ シ ウ ム 法 ［ Methods in Enzymol.,154,3(1987)］ 、 AGPC法
〔 実 験 医 学 ， 1937， (1991)〕 ま た は RNA回 収 用 キ ッ ト RNAeasy（ QIAGEN社 ） な ど が あ げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 全 RNAか ら ポ リ （ A） + RNAを 調 製 す る 方 法 と し て は 、 オ リ ゴ （ dT） 固 定 化 セ ル ロ ー ス
カ ラ ム 法 ［ モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ － ニ ン グ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル （ 第 ２ 版 ） ］ な
ど が あ げ ら れ る 。 ま た 、 IgA腎 症 患 者 の 白 血 球 お よ び 健 常 人 の 白 血 球 か ら mRNAを 調 製 す る
キ ッ ト と し て は 、 フ ァ ー ス ト ・ ト ラ ッ ク ・ mRNA・ ア イ ソ レ ー シ ョ ン ・ キ ッ ト （ Fast Track
 mRNA Isolation Kit;イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 、 ク イ ッ ク ・ プ レ ッ プ ・ mRNA・ ピ ュ リ フ ィ
ケ ー シ ョ ン ・ キ ッ ト （ Quick Prep mRNA Purification Kit； フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） な ど が あ
げ ら れ る 。
　 続 い て 、 IgA腎 症 患 者 の 白 血 球 お よ び 健 常 人 の 白 血 球 か ら 抽 出 し た RNAか ら 、 ア ン カ ー プ
ラ イ マ ー を 用 い て cDNAを 合 成 し 、 続 い て 、 該 cDNAに 対 し て 5'末 端 を 蛍 光 標 識 し た ア ン カ ー
プ ラ イ マ ー と 任 意 プ ラ イ マ ー と を 用 い て PCR反 応 を 行 う 。 ア ン カ ー プ ラ イ マ ー と は 、 チ ミ
ジ ン を 除 く 、 ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン あ る い は シ ト シ ン の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 mRNAの 3'末
端 ポ リ Ａ 配 列 に 会 合 す る オ リ ゴ ｄ Ｔ 配 列 の 3'末 端 に 付 加 し た プ ラ イ マ ー で あ る 。 任 意 プ ラ
イ マ ー と は 、 多 種 類 の cDNAの 配 列 に 対 し て 増 幅 し 、 か つ 一 度 の 反 応 で 多 数 の cDNA増 幅 断 片
を 得 る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の こ と で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ と し て
は 、 10mer程 度 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 PCR反 応 後 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 フ ル オ ロ イ メ ー ジ ャ ー で 蛍 光 を 検
出 す る 。 そ し て 、 IgA腎 症 患 者 お よ び 健 常 人 の 白 血 球 由 来 の cDNA増 幅 断 片 の 泳 動 パ タ ー ン
を 比 較 し 、 発 現 増 幅 が 変 動 し て い る cDNA断 片 を ゲ ル か ら 回 収 し 、 該 cDNA増 幅 断 片 を ベ ク タ
ー に 組 み 込 み 、 通 常 用 い ら れ る 塩 基 配 列 解 析 方 法 、 例 え ば Sangerら の ジ デ オ キ シ 法 ［ Proc
． Natl． Acad． Sci.,U.S.A., ， 5463(1977)］ 等 に よ っ て 分 析 す る こ と に よ り 、 該 DNAの
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塩 基 配 列 を 決 定 す る こ と が で き る 。
　 DNA断 片 を 組 み 込 む ベ ク タ ー と し て は 、 pDIRECT 〔 ヌ ク レ イ ッ ク ・ ア シ ッ ド ・ リ サ ー チ (
Nucleic Acids Research)  6069(1990)〕 、 pCR-Script Amp SK(+)〔 ス ト ラ タ ジ ー ン 社
製 、 ス ト ラ テ ジ ー ズ (Strategies)，  6264(1992)〕 、 pT7Blue（ ノ バ ジ ー ン 社 製 ） 、 pCR 
II〔 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー (Biotechnology), ， 657(1991)〕 、 pCR
-TRAP（ ジ ー ン ハ ン タ ー 社 製 ） お よ び pNoTA T 7 （ ５ プ ラ イ ム → ３ プ ラ イ ム 社 製 ） な ど が あ げ
ら れ る 。
　 塩 基 配 列 の 分 析 は 、 塩 基 配 列 自 動 分 析 装 置 、 例 え ば ３ ７ ３ Ａ ・ DNAシ ー ク エ ン サ ー （ ア
プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 ） 等 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の DNAと し て は 、 配 列 番 号 １ か ら ３ １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る DNAも し く は 該
DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配 列 な ど が あ げ ら れ る 。
　 配 列 番 号 １ か ら ３ １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る DNAと は 、 該 蛋 白 質 の 本 来 有 す る 活 性 を 失 わ な い 範 囲 内 で 、 置 換 、 欠 失 、 挿 入 あ る
い は 付 加 な ど の 変 異 が 一 カ 所 以 上 導 入 さ れ た DNAで 、 配 列 番 号 １ か ら ３ １ に 示 さ れ る 塩 基
配 列 を 有 す る DNAま た は そ の 断 片 を プ ロ ー ブ と し て 、 コ ロ ニ ー ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
法 あ る い は プ ラ ー ク ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 ［ モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ ラ
ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル (Molecular Cloning， A laboratory manual)、 第 ２ 版 〔 サ ン ブ ル
ッ ク (Sambrook)、 フ リ ッ チ (Fritsch)、 マ ニ ア チ ス (Maniatis)編 集 、 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)、 1989年
刊 〕 、 以 下 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル 第 ２ 版 と 記 す
］ に よ り 得 ら れ る DNAを 示 す 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の DNAの 塩 基 配 列 に 基 づ く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て IgA腎 症 に 関 与 す る mRNAを
検 出 す る 方 法 と し て は 、 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 〔 Molecular Cloning， A lab
oratory manual Second edition， Cold Spring Harbor Laboratory Press(1989)〕 、 PCR
法 〔 PCR プ ロ ト コ ー ル ズ (PCR Protocols),ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス (Academic Press)（ 1990
） 〕 な ど が あ げ ら れ る 。 特 に 、 RT（ Room Tempreture） － PCR法 は 、 簡 便 で あ り 、 IgA腎 症
の 診 断 に 利 用 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 ヒ ト か ら 採 血 し 、 白 血 球 を 回 収 し 、 そ こ か
ら 単 離 し た RNAを 、 オ リ ゴ （ dT） プ ラ イ マ ー と 逆 転 写 酵 素 を 用 い て cDNAに 変 換 し た 後 、 検
出 し た い mRNAに 対 応 す る 一 組 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR反 応 を 行 い 、
増 幅 断 片 を 検 出 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と し て は 、 検 出 し た い mRNAの 一 部 の 塩 基 配 列 に お い て 、
５ '末 端 側 の 塩 基 配 列 に 相 当 す る セ ン ス プ ラ イ マ ー お よ び ３ '末 端 側 の 塩 基 配 列 に 相 当 す る
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー が あ げ ら れ る 。 た だ し 、 mRNAに お い て ウ ラ シ ル に 相 当 す る 塩 基 は
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に お い て チ ミ ジ ン と な る 。
　 セ ン ス プ ラ イ マ ー お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て は 、 両 者 の 融 解 温 度 (Ｔ m )お よ
び 塩 基 数 が 極 端 に 変 わ る こ と の な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る の が 好 ま し い 。 塩 基 数 と
し て は 、 15～ 40merが 好 ま し い 。
　 上 述 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 さ せ る 塩 基 配 列 部 分 と し て は 、 mRNA
の い か な る 塩 基 配 列 領 域 で も よ い が 、 塩 基 配 列 の 長 さ が 50bpか ら 2kbpで あ り 、 反 復 配 列 あ
る い は GC（ グ ア ニ ン ・ シ ト シ ン ） 塩 基 に 富 む 配 列 を 含 ま ぬ 塩 基 配 列 領 域 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 同 様 に ア ン チ セ ン ス RNA／ DNA〔 化 学 ， 681(1991)、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー (Biotec
hnology) ， 358(1992)〕 を 用 い て 、 DNAの 転 写 も し く は mRNAの 翻 訳 を 抑 制 す る こ と に よ り I
gA腎 症 の 治 療 に 利 用 す る こ と も で き る 。
　 ア ン チ セ ン ス RNA／ DNA技 術 を 用 い て 該 蛋 白 質 の 生 産 を 抑 制 す る に は 、 本 発 明 の 該 蛋 白 質
を コ ー ド す る DNAの 一 部 の 塩 基 配 列 、 好 ま し く は 翻 訳 開 始 領 域 に あ る 10～ 50塩 基 の 塩 基 配
列 を 基 に し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 ・ 調 製 し 、 生 体 内 に 投 与 す る に こ と に よ り 可 能 で
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あ る 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 と し て は 、 本 発 明 の 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNA
の ア ン チ セ ン ス 鎖 の 塩 基 配 列 の 一 部 と 一 致 す る も の 、 あ る い は 該 蛋 白 質 の 活 性 発 現 を 抑 制
す る 活 性 を 失 わ な い 範 囲 内 で 改 変 し た も の を 利 用 で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て は DN
A、 RNAま た は そ の 誘 導 体 た と え ば メ チ ル 体 や フ ォ ス フ ォ ロ チ オ エ ー ト 体 を 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 前 述 し た 方 法 で 得 ら れ た cDNA断 片 か ら DNA全 長 を 得 る に は 、 前 述 し た cDNA増 幅 断 片 を プ
ロ ー ブ と し て 、 各 種 cDNAラ イ ブ ラ リ ー よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り ス ク リ ー ニ ン グ
し て 得 る こ と が で き る 。 以 下 に 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 法 に つ い て 述 べ る 。
　 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 作 製 法 と し て は 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・
マ ニ ュ ア ル （ 第 ２ 版 ） や カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ー ル ズ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー
、 サ プ ル メ ン ト １ ～ ３ ４ 等 に 記 載 さ れ た 方 法 、 あ る い は 市 販 の キ ッ ト 、 例 え ば ス ー パ ー ス
ク リ プ ト ・ プ ラ ス ミ ド ・ シ ス テ ム ・ フ ォ ー ・ cDNA・ シ ン セ シ ス ・ ア ン ド ・ プ ラ ス ミ ド ・ ク
ロ ー ニ ン グ （ Super Script T M PlasmidSystem for cDNA Synthesis and Plasmid Cloning、
ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 製 ） や ザ ッ プ -cDNA・ シ ン セ シ ス ・ キ ッ ト ［ ZAP-cDNA Synthesis 
Kit、 ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） 社 製 ］ を 用 い る 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。 さ ら に 、 cDN
Aラ イ ブ ラ リ ー を 市 販 し て い る 場 合 も あ り 、 本 発 明 に お け る 、 ギ ブ コ Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 の ヒ ト 白
血 球 cDNAラ イ ブ ラ リ ー な ど cDNAラ イ ブ ラ リ ー そ の も の の 市 販 品 も あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 の 際 の 、 細 胞 か ら 抽 出 し た mRNAを 鋳 型 と し て 合 成 し た cDNAを 組
み 込 む ベ ク タ ー は 、 該 cDNAを 組 み 込 め る ベ ク タ ー で あ れ ば い か な る も の で も 用 い る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 ZAP Express〔 ス ト ラ テ ジ ー ズ (Strategies) 58(1992)〕 、 pBluescrip
t II SK(+)〔 ヌ ク レ イ ッ ク ・ ア シ ッ ド ・ リ サ ー チ (Nucleic Acids Research)  9494(19
89)〕 、 λ  zap II（ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） 、 λ gt10、 λ gt11〔 DNAク ロ ー ニ ン グ 、 ア ・ プ
ラ ク テ ィ カ ル ・ ア プ ロ ー チ (DNA Cloning,A Practical Approach)， 49(1985)〕 、 La
mbda BlueMid（ ク ロ ー ン テ ッ ク 社 製 ） 、 λ ExCell、 pT7T3 18U（ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 、 pcD
2〔 モ レ キ ュ ラ ー ・ ア ン ド ・ セ ル ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー (Mol． Cell． Biol.) ， 280(1983)〕
お よ び pUC18〔 ジ ー ン (Gene)， ， 103(1985)〕 等 が 用 い ら れ る 。 ベ ク タ ー に よ り 構 築 さ れ
る cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 導 入 す る 大 腸 菌 と し て は 、 該 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 導 入 、 発 現 お よ び
維 持 で き る も の で あ れ ば い か な る も の で も 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば XL1-Blue MRF'
〔 ス ト ラ テ ジ ー ズ (Strategies)， ， 81（ 1992） 〕 、 C600〔 ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス (Genetics)
， ， 440（ 1954） 〕 、 Y1088、 Y1090〔 サ イ エ ン ス (Science)， ， 778(1983)〕 、 NM522
〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー (J． Mol． Biol.), ， 1(1983)〕 、 K
802〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー (J． Mol． Biol.),  118(1966)
〕 お よ び JM105〔 ジ ー ン (Gene)， ， 275(1985)〕 等 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 せ ず に 、 cDNAを 合 成 後 両 端 に ア ダ プ タ ー を 付 加 し 、 こ の
ア ダ プ タ ー の 塩 基 配 列 と 増 幅 断 片 の 塩 基 配 列 に 基 づ い た プ ラ イ マ ー で PCRを 行 う 5'-RACE(
apid mplification of DNA nds)お よ び 3'-RACE［ プ ロ シ ー デ ィ ン グ ス ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ
シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン ス ・ オ ブ ・ ザ ・ USA(Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A),
,8998(1988)］ に よ っ て も 得 る こ と が で き る 。 ま た 塩 基 配 列 に 基 づ い た PCR法 、 あ る い は

DNA合 成 機 で 化 学 合 成 す る 方 法 に よ っ て 得 る こ と も で き る 。 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら の cDNA
ク ロ ー ン の 選 択 と し て は 、 ア イ ソ ト ー プ あ る い は 蛍 光 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い た コ ロ ニ ー
・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 あ る い は プ ラ ー ク ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 ［ モ レ キ ュ ラ
ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル  第 ２ 版 ］ に よ り 選 択 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 プ ラ イ マ ー を 調 製 し 、 ポ リ (A) + RNAあ る い は mRNAか ら 合 成 し た cDNAあ る い は cDN
Aラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ イ ン ・ リ ア ク シ ョ ン (PCR)法 ［ モ レ キ ュ
ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル （ 第 ２ 版 ） 、 カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ー
ル ズ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー 、 サ プ ル メ ン ト １ ～ ３ ４ ］ に よ り cDNAを 調 製 す
る こ と も で き る 。

10

20

30

40

50

(6) JP 2007-289184 A 2007.11.8

 5,
 17,

Vol.1,

,3
33

5
39 222

 166
 16,

38

r
a c e

85



【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 方 法 に よ り 選 択 さ れ た cDNAク ロ ー ン を 、 適 当 な 制 限 酵 素 な ど で 切 断 後 、 pBluescrip
t KS(+)（ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） 等 の プ ラ ス ミ ド に ク ロ ー ニ ン グ し 、 通 常 用 い ら れ る 塩 基
配 列 解 析 方 法 、 例 え ば Sangerら の ジ デ オ キ シ 法 [Proc． Natl． Acad． Scl.,U.S.A.,  54
63(1977)］ 等 に よ っ て 分 析 す る こ と に よ り 、 該 DNAの 塩 基 配 列 を 決 定 す る こ と が で き る 。
塩 基 配 列 の 分 析 は 、 塩 基 配 列 自 動 分 析 装 置 、 例 え ば ３ ７ ３ Ａ ・ DNAシ ー ク エ ン サ ー （ ア プ
ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 ） 等 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
　 得 ら れ た 塩 基 配 列 の 新 規 性 の 確 認 は 、 GenBank、 EMBLお よ び DDBJな ど の 塩 基 配 列 デ ー タ
ベ ー ス に よ り 行 う 。
　 上 記 方 法 に よ っ て 得 ら れ た DNAと し て は 、 例 え ば 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す
る DNAも し く は 該 DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNAが あ げ ら れ る
。 ま た 、 該 塩 基 配 列 よ り 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 と し て は 、 配 列 番 号 ３ ２
記 載 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 蛋 白 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 新 規 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAの 調 製 お よ び 発 現 は 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・
ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル （ 第 ２ 版 ） 、 カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ー ル ズ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー
・ バ イ オ ロ ジ ー （ Current Protocols in Molecular Biology） 、 サ プ ル メ ン ト １ ～ ３ ４ (S
upplement 1～ 34)［ ア ウ ス ベ ル (Ausubel)、 ブ レ ン ト (Brent)、 キ ン グ ス ト ン (Kingston)、
ム ー ア (Moore)、 セ イ ド マ ン (Seidman)、 ス ミ ス (Smith)、 ス ツ ー ル (Struhl)編 集 、 グ リ ー
ン ・ パ ブ リ シ ン グ ・ ア ソ シ エ イ ツ ・ ア ン ド ・ ウ エ イ リ ー イ ン タ ー サ イ エ ン ス (Green Publi
shing Associates and Wiley-Interscience)発 行 、 1987-1996年 版 、 以 下 、 カ レ ン ト ・ プ
ロ ト コ ー ル ズ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー 、 サ プ ル メ ン ト １ ～ ３ ４ と 記 す ］ 等 に
記 載 さ れ た 方 法 に よ っ て 、 行 な う こ と が で き る 。
　 す な わ ち 、 前 述 し た 方 法 に よ り 得 ら れ た 全 長 DNAを 適 当 な ベ ク タ ー の プ ロ モ ー タ ー 下 流
に 挿 入 し た 組 換 え 体 ベ ク タ ー を 造 成 し 、 そ れ を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の
蛋 白 質 を 発 現 す る 形 質 転 換 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 宿 主 と し て は 、 細 菌 、 酵 母 、 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 な ど 、 目 的 と す る 遺 伝 子 を 発 現 で き る
も の で あ れ ば 、 い ず れ で も よ い 。 細 菌 と し て は 、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ （
） 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス （ ） 、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ク エ フ ァ シ ネ ス

（ ） 、 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ラ バ ム （
） 、 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ラ ク ト フ ァ ー メ ン タ ム （

） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル タ ミ ク ム （ ） 、 ミ ク ロ バ ク
テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア フ ィ ラ ム （ ） 等 の エ シ ェ リ ヒ ア 属
、 セ ラ チ ア 属 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 、 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム 属 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 、 バ チ
ル ス 属 等 の 微 生 物 が 例 示 さ れ る 。 酵 母 と し て は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （

） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ ( )、 ク リ
ュ イ ベ ロ ミ セ ス ・ ラ ク チ ス ( )、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ プ ル ラ ン ス （

） 、 シ ュ ワ ニ オ ミ セ ス ・ ア ル ビ ウ ス （ ）
等 が 例 示 さ れ る 。 動 物 細 胞 と し て は 、 ヒ ト の 細 胞 で あ る ナ マ ル バ 細 胞 、 サ ル の 細 胞 で あ る
Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー の 細 胞 で あ る Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 等 が 例 示 さ れ る 。 昆 虫 細
胞 と し て は 、 Spodoptera frugiperda の 卵 母 細 胞 で あ る Ｓ ｆ ９ 、 Ｓ ｆ ２ １ ［ バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス ・ イ ク ス プ レ ッ シ ョ ン ・ ベ ク タ ー ズ 、 ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル (Baculovirus E
xpression Vectors、 A Laboratory Manual)、 オ レ リ ー (Oreilly)、 ミ ラ ー (Miller)、 ル ー
コ ウ (Luckow)著 、 ダ ブ リ ュ ー ・ エ イ チ ・ フ リ ー マ ン ・ ア ン ド ・ カ ン パ ニ ー (W.H.Freeman a
nd Company)、 ニ ュ ー ヨ ー ク (NewYork)、 1992年 版 （ 以 下 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ・ ス イ ク ス プ レ
ッ シ ョ ン ・ ベ ク タ ー ズ 、 ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル と 記 す ） ］ 、 Trichoplusia niの
卵 細 胞 で あ り 、 フ ァ ー ミ ン ジ ェ ン (Pharmingen)社 か ら High5と し て 市 販 さ れ て い る Tn5等 が
例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
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　 本 発 明 の DNAを 導 入 す る ベ ク タ ー と し て は 、 該 DNAを 組 み 込 む こ と が で き 、 宿 主 細 胞 で 発
現 で き る も の で あ れ ば い か な る ベ ク タ ー で も 用 い る こ と が で き る 。
　 細 菌 、 例 え ば エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ （ ） を 宿 主 細 胞 と し て 用 い る 場 合
に は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 配 列 、 本 発 明 の DNA、 転 写 終 結 配 列 、 場 合 に よ っ て
は プ ロ モ ー タ ー の 制 御 配 列 よ り 構 成 さ れ て い る の が 好 ま し い 。
　 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 pKYP10（ 特 開 昭  58-110600） 、 pLSA1〔 ア グ リ カ ル チ
ュ ラ ル ・ ア ン ド ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー (Agric.Biol.Chem.) 277,(1989)〕 、
ｐ Ｇ Ｅ Ｌ １ 〔 Proc.Natl.Acad.Sci,USA, 4306,(1985)〕 等 が 用 い ら れ る 。
　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 大 腸 菌 等 の 宿 主 細 胞 中 で 発 現 で き る も の で あ れ ば い ず れ を 用 い
て も よ い 。 例 え ば 、 trpプ ロ モ ー タ ー （ Ｐ  trp） 、 lacプ ロ モ ー タ ー （ Ｐ  lac） 、 Ｔ ７  lac
プ ロ モ ー タ ー 、 Ｐ Ｌ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｐ Ｒ プ ロ モ ー タ ー な ど の 、 大 腸 菌 や フ ァ ー ジ 等 に 由 来
す る プ ロ モ ー タ ー が 用 い ら れ る 。 Ｐ  trpを ２ つ 直 列 さ せ た プ ロ モ ー タ ー （ Ｐ  trp× ２ ） 、
tacプ ロ モ ー タ ー の よ う に 人 為 的 に 設 計 改 変 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 等 を 用 い て も よ い 。
　 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 と し て は 、 シ ャ イ ン － ダ ル ガ ノ （ Shine-Dalgarno） 配 列 （ 以 下 、 Ｓ
Ｄ 配 列 と 略 記 す る ） と 開 始 コ ド ン の 間 を 適 当 な 距 離 （ 例 え ば 、 ６ ～ １ ８ 塩 基 ） に 調 節 し て
用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー に お い て は 、 本 発 明 の DNAの 塩 基 配 列 が 宿 主 細 胞 で の 発 現 に 最
適 な コ ド ン と な る よ う に 、 必 要 に 応 じ て 塩 基 を 置 換 し て 用 い る こ と が 好 ま し い 。
　 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー に お い て は 、 本 発 明 の DNAの 発 現 に は 転 写 終 結 配 列 は 必 ず し も
必 要 で は な い が 、 好 適 に は 構 造 遺 伝 子 の 直 下 に 転 写 終 結 配 列 を 配 置 す る こ と が 好 ま し い 。
　 細 菌 へ の 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 細 菌 に DNAを 導 入 す る 方 法 で あ れ ば 、 例
え ば 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン を 用 い る 方 法 [Proc． Natl． Acad． Scl.， USA，  2110-2114(19
72)］ 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 法 （ 特 開 昭 63-2483942） 等 、 い ず れ の 方 法 も 用 い ら れ る 。
　 酵 母 を 宿 主 細 胞 と し て 用 い る 場 合 に は 、 発 現 ベ ク タ ー と し て 、 例 え ば 、 YEp13（ ATCC371
15） 、 YEp24（ ATCC37051） 、 YCp50（ ATCC37419） 等 が 用 い ら れ る 。
　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 酵 母 中 で 発 現 で き る も の で あ れ ば い ず れ の も の を 用 い て も よ い
が 、 例 え ば 、 ヘ キ ソ ー ス キ ナ ー ゼ 等 の 解 糖 系 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 gal 1プ ロ モ ー タ
ー 、 gal 10プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク 蛋 白 質 プ ロ モ ー タ ー 、 MFα 1プ ロ モ ー タ ー 、 CUP
 1プ ロ モ ー タ ー 等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 酵 母 へ の 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 酵 母 に DNAを 導 入 す る 方 法 で あ れ ば 、 例
え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 [Methods． Enzymol., ， 182-187(1990)]、 ス フ ェ ロ
プ ラ ス ト 法 [Proc． Natl． Acad． Sci.， USA,  1929-1933(1978)]、 酢 酸 リ チ ウ ム 法 ［ J
． Bacteriol., ， 163-168(1983)］ 等 、 い ず れ の 方 法 も 用 い ら れ る 。
　 動 物 細 胞 を 宿 主 細 胞 と し て 用 い る 場 合 に は 、 発 現 ベ ク タ ー と し て 、 例 え ば 、 pAGE107〔
特 開 平 3-22979； サ イ ト テ ク ノ ロ ジ ー (Cytotechnology) ,133， (1990)〕
， pAS3-3（ 特 開 平 2-227075） ， pAMoERC3Sc， pcDM8〔 ネ イ チ ャ ー (Nature) ,840， (1987
)〕 、 ｐ cDNA Ｉ ／ Amp、 ｐ cDNA Ｉ （ い ず れ も フ ナ コ シ 社 製 ） 等 が 用 い ら れ る 。
　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 動 物 細 胞 中 で 発 現 で き る も の で あ れ ば い か な る も の を 用 い て も
よ い が 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） の IE(immediate early)遺 伝 子 の プ ロ
モ ー タ ー 、 SV40あ る い は メ タ ロ チ オ ネ イ ン の プ ロ モ ー タ ー 等 が あ げ ら れ る 。 ま た 、 ヒ ト Ｃ
Ｍ Ｖ の IE遺 伝 子 の エ ン ハ ン サ ー を プ ロ モ ー タ ー と と も に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 動 物 細 胞 へ の 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 動 物 細 胞 に DNAを 導 入 す る 方 法 で あ
れ ば 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 ［ Cytotechnology， ， 133(1990)］ 、 リ ン 酸 カ
ル シ ウ ム 法 （ 特 開 平 2-227075） 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 ［ Proc． Natl． Acad． Sci.， USA，
， 7413(1987)］ 等 、 い ず れ の 方 法 も 用 い ら れ る 。

　 昆 虫 細 胞 を 宿 主 細 胞 と し て 用 い る 場 合 に は 、 例 え ば カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ー ル ズ ・ イ ン ・
モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー 、 サ プ ル メ ン ト 1-３ ４ 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ・ イ ク ス プ レ ッ シ
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ョ ン ・ ベ ク タ ー ズ 、 ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル 等 に 記 載 さ れ た 方 法 に よ っ て 、 タ ン パ
ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 以 下 に 述 べ る 組 換 え 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー お よ び
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 昆 虫 細 胞 に 共 導 入 し て 昆 虫 細 胞 培 養 上 清 中 に 組 換 え ウ イ ル ス を 得 た の
ち 、 さ ら に 組 換 え ウ イ ル ス を 昆 虫 細 胞 に 感 染 さ せ 、 タ ン パ ク 質 発 現 昆 虫 細 胞 を 取 得 す る 。
　 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 pVL1392、 pVL1393、 pBlueBacIII（ と も に イ ン
ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 等 が 用 い ら れ る 。
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と し て は 、 例 え ば 、 夜 盗 蛾 科 昆 虫 に 感 染 す る ウ イ ル ス で あ る ア ウ ト グ
ラ フ ァ ・ カ リ フ ォ ル ニ カ ・ ヌ ク レ ア ー ・ ポ リ ヘ ド ロ シ ス ・ ウ イ ル ス (Autographa californ
ica nuclear polyhedrosis virus)な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 組 換 え ウ イ ル ス を 調 製 す る た め の 、 昆 虫 細 胞 へ の 上 記 組 換 え 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー と 上 記
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 共 導 入 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ 特 開 平 2-227075
） 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 ［ Proc． Natl． Acad． Scl.， USA， ， 7413(1987)］ 等 が 用 い ら
れ る 。
　 以 上 の よ う に し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 培 養 物 中 に 本 発 明 の 蛋 白 質 を 生
成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 採 取 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 製 造 す る こ と が で き る
。
　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 す る 方 法 は 、 宿 主 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 通 常 の 方 法
に 従 っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 大 腸 菌 あ る い は 酵 母 等 の 微 生 物 を 宿 主 細 胞 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と
し て は 、 微 生 物 が 資 化 し 得 る 炭 素 源 、 窒 素 源 、 無 機 塩 類 等 を 含 有 し 、 形 質 転 換 体 の 培 養 を
効 率 的 に 行 え る 培 地 で あ れ ば 天 然 培 地 、 合 成 培 地 の い ず れ を 用 い て も よ い 。
　 炭 素 源 と し て は 、 グ ル コ ー ス 、 フ ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 糖 蜜 、 デ ン プ ン 、 デ ン プ ン
加 水 分 解 物 等 の 炭 水 化 物 、 酢 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 等 の 有 機 酸 、 エ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー ル な
ど の ア ル コ ー ル 類 が 用 い ら れ る 。
　 窒 素 源 と し て は 、 ア ン モ ニ ア 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 酢 酸 ア ン モ ニ ウ
ム 、 り ん 酸 ア ン モ ニ ウ ム 等 の 無 機 酸 も し く は 有 機 酸 の ア ン モ ニ ウ ム 塩 ま た は そ の 他 の 含 窒
素 化 合 物 の 他 、 ペ プ ト ン 、 肉 エ キ ス 、 酵 母 エ キ ス 、 コ ー ン ス チ ー プ リ カ ー 、 カ ゼ イ ン 加 水
分 解 物 、 大 豆 粕 お よ び 大 豆 粕 加 水 分 解 物 、 各 種 発 酵 菌 体 ま た は そ の 消 化 物 等 が 用 い ら れ る
。
　 無 機 物 と し て は 、 り ん 酸 第 一 カ リ ウ ム 、 り ん 酸 第 二 カ リ ウ ム 、 り ん 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 硫
酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 第 一 鉄 、 硫 酸 マ ン ガ ン 、 硫 酸 銅 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム
等 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 培 養 は 、 通 常 振 盪 培 養 ま た は 深 部 通 気 攪 拌 培 養 な ど の 好 気 的 条 件 下 、 15～ 40℃ で 16～ 96
時 間 行 う 。 培 養 期 間 中 、 ｐ Ｈ は 3.0～ 9.0に 保 持 す る 。 ｐ Ｈ の 調 整 は 、 無 機 ま た は 有 機 の 酸
、 ア ル カ リ 溶 液 、 尿 素 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 ア ン モ ニ ア な ど を 用 い て 行 う 。
　 培 養 中 は 必 要 に 応 じ て 、 ア ン ピ シ リ ン や テ ト ラ サ イ ク リ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し
て も よ い 。
　 プ ロ モ ー タ ー と し て 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物
を 培 養 す る と き に は 、 必 要 に 応 じ て イ ン デ ュ ー サ ー を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。 例 え ば 、 la
cプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ソ プ ロ
ピ ル － β － Ｄ － チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ） 等 を 、 trpプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発
現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ン ド ー ル ア ク リ ル 酸 （ Ｉ Ａ Ａ ） 等
を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 動 物 細 胞 を 宿 主 細 胞 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て は 、 一 般 に 使 用 さ
れ て い る Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 、 Ｅ ａ ｇ ｌ ｅ の Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 ま た は こ れ ら 培 地 に 牛 胎 児 血 清
等 を 添 加 し た 培 地 等 が 用 い ら れ る 。 培 養 は 、 通 常 5%CO 2 存 在 下 、 35～ 37℃ で ３ ～ ７ 日 間 行
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い 、 培 養 中 は 必 要 に 応 じ て 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ペ ニ シ リ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て も
よ い 。
　 昆 虫 細 胞 を 宿 主 細 胞 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て は 、 一 般 に 使 用 さ
れ て い る TNM-FH培 地 ［ フ ァ ー ミ ン ジ ェ ン （ Pharmingen） 社 製 ］ 、 Sf900IISFM［ ラ イ フ テ ク
ノ ロ ジ ー ズ （ Life Technologles） 社 製 ］ 、 ExCell400、 ExCell405［ い ず れ も JRHバ イ オ サ
イ エ ン シ ー ズ （ JRH Biosciences） 社 製 ］ 等 が 用 い ら れ る 。 培 養 は 、 25～ 30℃ で 1～ 4日 間
行 い 、 培 養 中 は 必 要 に 応 じ て 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 が 、 細 胞 内 に 溶 解 状 態 で 発 現 し た 場 合 ま た は 細 胞 内 に 不 溶 体 を 形 成 し た
場 合 に は 、 培 養 終 了 後 、 細 胞 を 遠 心 分 離 し 、 水 系 緩 衝 液 に け ん 濁 後 、 超 音 波 法 、 フ レ ン チ
プ レ ス 法 な ど に よ り 細 胞 を 破 砕 し 、 そ の 遠 心 分 離 上 清 に 該 蛋 白 質 を 回 収 す る 。
　 さ ら に 、 細 胞 内 に 不 溶 体 を 形 成 し た 場 合 に は 、 不 溶 体 を タ ン パ ク 質 変 性 剤 で 可 溶 化 後 、
タ ン パ ク 質 変 性 剤 を 含 ま な い あ る い は タ ン パ ク 質 変 性 剤 の 濃 度 が タ ン パ ク 質 が 変 性 し な い
程 度 に 希 薄 な 溶 液 に 希 釈 、 或 い は 透 析 し 、 タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 を 形 成 せ し め る こ と が で
き る 。
　 本 発 明 の 蛋 白 質 あ る い は そ の 糖 修 飾 体 等 の 誘 導 体 が 細 胞 外 に 分 泌 さ れ た 場 合 に は 、 培 養
上 清 に 該 蛋 白 質 あ る い は そ の 糖 鎖 付 加 体 等 の 誘 導 体 を 回 収 す る こ と が で き る 。 単 離 精 製 に
つ い て は 、 溶 媒 抽 出 、 有 機 溶 媒 に よ る 分 別 沈 殿 、 塩 析 、 透 析 、 遠 心 分 離 、 限 外 ろ 過 、 イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 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 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 結 晶 化 、 電 気 泳 動 な ど の
分 離 操 作 を 単 独 あ る い は 組 み 合 わ せ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 は 配 列 番 号 ３ ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い た 、 化 学 合 成 法 に よ
っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 、 あ る い は 配 列 番 号 ３ ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 化 学 合 成
し た 本 発 明 の 蛋 白 質 の 一 部 で あ る ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 免 疫 す る こ と に よ り 、 抗 体 を 製 造
す る こ と が で き る 。 す な わ ち 免 疫 し た 動 物 の 脾 細 胞 と マ ウ ス の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 さ
せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し 、 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 す る か 、 動 物 に 投 与 し て 該 動 物
を 腹 水 癌 化 さ せ 、 該 培 養 液 ま た は 腹 水 を 採 取 す る こ と に よ り 本 発 明 の 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 免 疫 し た 動 物 の 免 疫 血 清 を 採 取 す る こ と
に よ り 本 発 明 の 蛋 白 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗
体 は IgA腎 症 の 診 断 や 治 療 に 利 用 す る こ と が で き る 。

　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 例 を 示 す 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
＜ IgA 腎 症 患 者 お よ び 健 常 人 の 白 血 球 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ ＞
（ １ ） IgA腎 症 患 者 お よ び 健 常 人 の 白 血 球 か ら の 全 RNAの 取 得
　 IgA腎 症 の 患 者 ５ 名 お よ び 健 常 人 ５ 名 各 々 か ら 20ml採 血 し 、 1000単 位 ／ mlヘ パ リ ン ナ ト
リ ウ ム 溶 液 （ 清 水 製 薬 社 製 ） 500μ lを 添 加 し て 凝 固 を 抑 制 後 、 遠 心 チ ュ ー ブ に 移 し 、 室 温
で 3,300rpm、 15分 間 遠 心 後 、 白 血 球 画 分 と し て 中 間 層 の バ フ ィ ー コ ー ト を 別 の 遠 心 チ ュ ー
ブ に 移 し た 。 AGPC法 〔 実 験 医 学 ， 1937， (1991)〕 に よ り 全 RNAを 取 得 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ ２ ） IgA腎 症 患 者 お よ び 健 常 人 の 白 血 球 全 RNAを 用 い た 蛍 光 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス
プ レ イ
　 そ れ ぞ れ の 全 RNA2.5μ gに つ い て 蒸 留 水 を 全 体 が ９ μ lに な る よ う に 添 加 し 、 5'末 端 を フ
ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ 以 下 、 FITCと 称 す ） で 蛍 光 標 識 し た ア ン カ ー プ ラ イ マ
ー （ サ ワ デ ィ ー 社 製  ５ ０ μ M） １ μ lを 加 え て 70℃ で ５ 分 間 加 熱 後 、 す ぐ 氷 冷 し た 。 蛍 光
標 識 ア ン カ ー プ ラ イ マ ー と し て は 以 下 に 示 す ３ 種 類 の 配 列 (FAH:5'-FITC-GT 1 5 A-3'、 FGH:5
'-FITC-GT 1 5 G-3'、 FCH:5'-FITC-GT 1 5 C-3')の う ち の １ 種 類 ず つ 反 応 に 用 い る の で 、 １ サ ン
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プ ル の 全 RNAに つ い て 計 ３ 組 の 反 応 を 行 っ た 。 ５ × 逆 転 写 酵 素 反 応 用 緩 衝 液 〔 250mMト リ ス
（ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン （ Tris） -HCl(pH8.3)、 375mM KCl、 15mM MgCl 2 〕 ４ μ
l、 100mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） ２ μ l、 10mM ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ
Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ｄ Ｃ Ｔ Ｐ ） １ μ l、 蒸 留 水 １ μ l、 逆 転 写 酵 素 SUPERSCRIPT II RNase H Rever
se Transcriptase（ Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） １ μ l（ 200単 位 ） を 添 加 し て 混 合 し 、 室 温 で 10分 間 静 置
後 、 42℃ で 50分 間 反 応 さ せ て cDNAを 合 成 し 、 90℃ ５ 分 間 加 熱 し て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 こ の
反 応 液 に Ｔ Ｅ 緩 衝 液 〔 10mM Tris-HCl(pH8.0)、 1mMエ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 二 ナ ト リ ウ ム (
EDTA)（ pH8.0） 〕 40μ lを 添 加 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 続 い て 、 合 成 し た 各 々 の cDNA１ μ lに 、 蒸 留 水 14.7μ l、 10× PCR用 緩 衝 液 〔 100mM Tris-
HCl(pH8.8)、 500mM KCl、 15mM MgCl 2 、 １ ％ ト ラ イ ト ン Ｘ -100〕 ２ μ l、 2.5mM dNTP 0.8μ
l、 50μ M蛍 光 標 識 ア ン カ ー プ ラ イ マ ー （ FAH、 FGH、 FGHの う ち cDNA合 成 時 に 用 い た の と 同
じ 種 類 の も の ） 0.3μ l、 10μ M任 意 プ ラ イ マ ー （ オ ペ ロ ン 社 製 ） １ μ l、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ G
ene Taq（ ニ ッ ポ ン ジ ー ン 社 製 、 ５ 単 位 ／ μ l） 0.2μ lを 添 加 し 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー に セ
ッ ト し た 。 94℃ で ３ 分 間 、 40℃ で ５ 分 間 、 72℃ で ５ 分 間 反 応 さ せ た 後 、 95℃ で 15秒 間 、 40
℃ で ２ 分 間 、 72℃ で １ 分 間 か ら な る 工 程 を １ サ イ ク ル と し て 27サ イ ク ル 反 応 を 行 い 、 最 後
に 72℃ で ５ 分 間 反 応 さ せ て PCRを 行 っ た 。 蛍 光 標 識 ア ン カ ー プ ラ イ マ ー と し て は 前 述 し た
３ 種 類 の う ち か ら １ 種 類 、 任 意 プ ラ イ マ ー と し て は 、 オ ペ ロ ン 社 製 の OPD-1～ 20、 OPE-1～
20お よ び OPV-1～ 20の ６ ０ 種 類 の う ち か ら １ 種 類 を 組 み 合 わ せ て 反 応 を 行 う た め 、 合 計 １
８ ０ 組 、 さ ら に 蛍 光 標 識 ア ン カ ー プ ラ イ マ ー FGHと 任 意 プ ラ イ マ ー OPB-2（ オ ペ ロ ン 社 製 ）
の 反 応 も 行 う た め 、 １ つ の 全 RNAに つ い て 合 計 で １ ８ １ 組 の 反 応 を 行 っ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 各 々 の PCR反 応 液 ４ μ lに 電 気 泳 動 サ ン プ ル 用 溶 液 (95％ ホ ル ム ア ミ ド 、 0.1％ キ シ レ ン シ
ア ノ ー ル 、 0.1％ ブ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー )３ μ lを 添 加 し 、 95℃ で ２ 分 間 加 熱 後 す ぐ 氷 冷
し 、 ６ ％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 、 1500V、 2.5時 間 で 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 電 気 泳 動 用 緩 衝 液 と
し て は 89mM Tris、 89mMホ ウ 酸 、 ２ mM EDTAを 用 い た 。
　 フ ル オ ロ イ メ ー ジ ャ ー （ モ レ キ ュ ラ ー ・ ダ イ ナ ミ ッ ク ス 社 製 ） を 用 い て 電 気 泳 動 後 の ゲ
ル の 蛍 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 PCRで 増 幅 し た 断 片 を 検 出 し 、 比 較 し た 。 健 常 人 ５ 例 に
比 較 し て 、 IgA腎 症 患 者 の 白 血 球 ５ 例 で 共 通 し て 顕 著 に 増 加 あ る い は 減 少 し た バ ン ド を 記
録 し た 。
　 再 度 、 別 の IgA腎 症 患 者 ３ 例 と 健 常 人 ３ 例 か ら 全 く 同 様 に 全 RNAを 取 得 し 、 同 様 に デ ィ フ
ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ を 行 い 、 ２ 度 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ で と も に
増 加 あ る い は 減 少 が み ら れ た １ ９ ７ バ ン ド を ゲ ル か ら 切 り 出 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 切 り 出 し た ゲ ル の 約 1/4に 蒸 留 水 38μ l、 10× PCR用 緩 衝 液 ５ μ l、 2.5mM dNTP４ μ l、 ア
ン カ ー プ ラ イ マ ー （ 蛍 光 標 識 な し ： サ ワ デ ィ ー 社 製  34μ Ｍ ） 0.6μ l、 10μ M任 意 プ ラ イ マ
ー ２ μ l、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Gene Taq 0.5μ lを 添 加 し 、 94℃ で ３ 分 間 加 熱 後 、 95℃ で 15秒
間 、 40℃ で ２ 分 間 、 72℃ で １ 分 間 か ら な る 工 程 を １ サ イ ク ル と し て 30サ イ ク ル 反 応 を 行 い
、 最 後 に 72℃ で ５ 分 間 反 応 さ せ て PCRを 行 っ た 。 ア ン カ ー プ ラ イ マ ー お よ び 任 意 プ ラ イ マ
ー の 組 み 合 わ せ に つ い て は 、 最 初 に 行 っ た デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ 法 と 同 様 の
も の を 用 い た 。 反 応 後 の 液 を フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム （ １ ： １ ） 抽 出 し 、 さ ら に ク ロ ロ
ホ ル ム － イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル （ ２ ４ ： １ ） 抽 出 後 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 を し た 。 こ れ を 精 製
す る た め 1.5％ 低 融 点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 〔 シ ー プ ラ ー ク GTG(SEAPLAQUE GTG： FMCバ イ オ プ ロ
ダ ク ツ 社 製 ） 〕 で 電 気 泳 動 し て エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色 を し 、 増 幅 断 片 を 切 り 出 し た 。
こ れ を 65℃ で 15分 間 加 熱 し て ア ガ ロ ー ス を 融 解 さ せ 、 フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し 、
さ ら に ク ロ ロ ホ ル ム － イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 抽 出 後 エ タ ノ ー ル 沈 殿 を し 、 10μ lの Ｔ Ｅ 緩
衝 液 に 溶 解 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 増 幅 断 片 １ μ lと PCR断 片 ク ロ ー ニ ン グ 用 ベ ク タ ー pT7BlueT-Vector（ ノ バ ジ ェ ン 社 製 ）
１ μ lを 混 合 し 、 DNAラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト ver.1（ 宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て 、 キ ッ ト の 指 示
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に 従 い 、 プ ラ ス ミ ド に 増 幅 断 片 を 組 み 込 ん だ 。 大 腸 菌 DH5α （ ギ ブ コ BRL社 製 ） を 形 質 転 換
し 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 株 を 得 た 。 該 形 質 転 換 株 コ ロ ニ ー を 蒸 留 水 20μ lに 懸 濁 し 、 10× PCR
用 緩 衝 液 2.5μ l、 2.5mM dNTP２ μ l、 34μ Mア ン カ ー プ ラ イ マ ー 0.3μ l、 10μ M任 意 プ ラ イ
マ ー １ μ l、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Gene Taq 0.5μ lを 添 加 し 、 増 幅 断 片 の 再 増 幅 と 同 じ 条 件 で P
CRを 行 っ て 電 気 泳 動 を し 、 最 初 の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ 時 と 同 じ 長 さ の 断 片
が 増 幅 す る こ と か ら 、 該 プ ラ ス ミ ド に 増 幅 断 片 が 組 み 込 ま れ た こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 増 幅 断 片 の 塩 基 配 列 は DNAシ ー ク エ ン サ ー （ パ ー キ ン エ ル マ ー 社 製 ） を 用 い て 決 定 し た
。 塩 基 配 列 決 定 に 用 い た 試 薬 お よ び 方 法 に つ い て は パ ー キ ン エ ル マ ー 社 の ダ イ プ ラ イ マ ー
サ イ ク ル シ ー ク エ ン ン シ ン グ （ Dye primer cycle sequencing） キ ッ ト を 使 用 し 、 キ ッ ト
の 指 示 に 従 っ た 。 こ こ で 得 ら れ た 塩 基 配 列 中 に あ る 制 限 酵 素 部 位 で 、 も と の デ ィ フ ァ レ ン
シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ 時 の 反 応 物 を 切 断 し て 電 気 泳 動 し 、 切 り 出 し た 増 幅 断 片 に 相 当 す る
バ ン ド が 確 か に 切 断 さ れ て 泳 動 位 置 が 変 化 す る こ と を 確 認 し た 。 得 ら れ た 塩 基 配 列 を 塩 基
配 列 デ ー タ ベ ー ス GenBankと 比 較 し 、 一 致 す る 塩 基 配 列 が デ ー タ ベ ー ス 中 の 既 存 の 塩 基 配
列 に は な い も の 、 デ ー タ ベ ー ス の 塩 基 配 列 の 中 で expressed sequence tagと の み 一 致 す る
も の を ６ ６ ク ロ ー ン 選 択 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
＜ RT-PCRに よ る mRNAの 発 現 の 特 異 性 の 検 出 ＞
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た IgA腎 症 患 者 ５ 例 お よ び 健 常 者 ５ 例 の 白 血 球 か ら の 全 RNA２ μ gに 対
し て 一 本 鎖 cDNA合 成 キ ッ ト Superscript preamplification system（ Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） を 用 い
て 、 キ ッ ト に 付 属 の オ リ ゴ dTプ ラ イ マ ー に よ り 一 本 鎖 cDNAを 合 成 し た 。 具 体 的 試 薬 お よ び
方 法 は 、 キ ッ ト に 付 属 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 。 反 応 後 の 溶 液 21μ lに 蒸 留 水 399μ lを 添
加 し て 全 体 を 420μ lに し 、 そ の う ち の 10μ lを 用 い て 、 RT-PCRに よ り 各 増 幅 断 片 に 対 応 す
る mRNAの 発 現 量 を 検 出 し た 。 す な わ ち 、 白 血 球 一 本 鎖 cDNA 10μ lに 蒸 留 水 15.8μ l、 10× P
CR用 緩 衝 液 ４ μ l、 2.5mM ｄ Ｎ Ｔ Ｐ  3.2μ l、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ  ２ μ l、 10μ M遺 伝 子 特 異 的 5'末 端
側 セ ン ス プ ラ イ マ ー ２ μ l、 10μ M遺 伝 子 特 異 的 3'側 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ２ μ l、 １ 単
位 ／ μ lに 希 釈 し た DNAポ リ メ ラ ー ゼ Gene Taq２ μ lを 添 加 し 、 97℃ ５ 分 間 加 熱 し 、 氷 中 で
５ 分 間 冷 却 し た 後 、 94℃ で 30秒 間 、 65℃ で １ 分 間 、 72℃ で ２ 分 間 か ら な る 工 程 を １ サ イ ク
ル と し て 24～ 35サ イ ク ル の PCR反 応 を 行 っ た 。 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 後 、 0.01%サ イ
バ ー グ リ ー ン （ 宝 酒 造 社 製 ） で 染 色 し 、 増 幅 し た 断 片 の 量 を フ ル オ ロ イ メ ー ジ ャ ー で 定 量
し 、 mRNAの 相 対 発 現 量 と し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 mRNAの 量 を 校 正 す る た め に 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 で あ る グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ － リ
ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Ｇ ３ Ｐ Ｄ Ｈ ） 遺 伝 子 に つ い て 特 異 的 プ ラ イ マ ー
　 　 　 5'-CCCATCACCATCTTCCAGGAGC-3' 
　 　 　 5'-TTCACCACCTTCTTGATGTCATCATA-3' 

同 様 の 反 応 を 行 い 、 各 遺 伝 子 の mRNAの 発 現 量 を G3PDH mRNAの 発 現 量 に 対 す る 比 で
校 正 し た 後 、 IgA腎 症 患 者 ５ 例 の 平 均 値 と 健 常 者 ５ 例 の 平 均 値 を 比 較 し 、 そ の 値 に 差 の あ
る 遺 伝 子 ３ １ ク ロ ー ン に つ い て  IgA腎 症 患 者 で 発 現 量 が 変 化 し て い る 遺 伝 子 と し て 選 択 し
た 。 表 １ － １ お よ び 表 １ － ２ に 、 選 択 さ れ た 遺 伝 子 に つ い て ま と め た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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、 下 記 の ：
（ 配 列 番 号 ９ ５ ）

（ 配 列 番 号 ９ ６ ）
を 用 い て



【 表 １ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
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【 表 １ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ れ ら の 遺 伝 子 に つ い て の プ ラ イ マ ー と 、 検 体 白 血 球 の mRNA由 来 cDNAと を 、 RT-PCR法 に
よ り 反 応 さ せ て 、 遺 伝 子 増 幅 を 観 察 す る こ と で 、 IgA腎 症 の 診 断 が 可 能 と な る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
＜ INP377-A cDNAの ク ロ ー ン 化 ＞
（ １ ） INP377-A cDNAク ロ ー ン の 単 離
　 ベ ク タ ー に pCMV-SPORT（ ギ ブ コ BRL社 ） を 用 い た ヒ ト 白 血 球 cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ ギ ブ コ B
RL社 製 ） か ら 、 ジ ー ン ト ラ ッ パ ー cDNAポ ジ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン シ ス テ ム （ GENE TRAPPER c
DNA Positive Selection Sysytem ギ ブ コ BRL社 製 ） を 用 い て 、 INP377-A cDNA ク ロ ー ン を
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取 得 し た 。 す な わ ち 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を Gene II蛋 白 と エ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIを 用 い て
、 一 本 鎖 に し た 後 、 INP377-A遺 伝 子 と 対 応 す る ビ オ チ ン 化 し た 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド （ 実 施 例 ２ で 用 い た 5'側 セ ン ス プ ラ イ マ ー を 用 い た ） を プ ロ ー ブ と し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ せ 、 さ ら に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 付 加 し た マ グ ネ テ ィ ッ ク ビ ー ズ で プ ロ ー ブ を 結 合 さ せ て
単 離 さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い た 一 本 鎖 cDNAク ロ ー ン を プ ロ ー ブ か ら は ず し た 後 、 DN
Aポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 二 本 鎖 に し て 大 腸 菌 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 、 INP377-A cDNAク
ロ ー ン を ア ン ピ シ リ ン 耐 性 株 と し て 出 現 さ せ た 。 具 体 的 試 薬 お よ び 方 法 は キ ッ ト に 付 加 す
る プ ロ ト コ ー ル に し た が っ た 。 そ れ ぞ れ の 形 質 転 換 株 コ ロ ニ ー を 蒸 留 水 18μ lに 懸 濁 し 、 1
0× PCR用 緩 衝 液 2.5μ l、 2.5mMdNTP ２ μ l、 10μ M遺 伝 子 特 異 的 5'側 セ ン ス プ ラ イ マ ー １ μ
l、 10μ M遺 伝 子 特 異 的 3'側 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー １ μ l、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Gene Taq 0.5
μ lを 添 加 し 、 RT-PCRと 同 じ 条 件 で PCRを 行 っ て 電 気 泳 動 を し 、 プ ラ イ マ ー の 位 置 か ら 推 定
さ れ る 約 200bpの INP377-A cDNA断 片 が 増 幅 す る 形 質 転 換 株 を INP377-A cDNAク ロ ー ン と し
て 単 離 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ の ク ロ ー ン か ら 公 知 の 方 法 （ モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ
ュ ア ル  第 ２ 版 ） に 従 っ て プ ラ ス ミ ド DNAを 単 離 し 、 こ の プ ラ ス ミ ド を pGTINP377A-46Cと 名
付 け た 。 ま た プ ラ ス ミ ド DNAを 制 限 酵 素 SalＩ お よ び NotＩ （ と も に 宝 酒 造 社 製 ） で 消 化 後
、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た と こ ろ 、 cDNAの サ イ ズ は 約 ３ kbで あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ ２ ） INP377-A cDNAの 塩 基 配 列 の 決 定
　 pGTINP377A-46C中 の INP377-A cDNAの 塩 基 配 列 を パ ー キ ン エ ル マ ー 社 の 377DNAシ ー ク エ
ン サ ー を 用 い て 決 定 し た 。 塩 基 配 列 決 定 の た め の 具 体 的 試 薬 お よ び 方 法 は パ ー キ ン エ ル マ
ー 社 の ダ イ プ ラ イ マ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ FSレ デ ィ ー リ ア ク シ ョ ン (Dye primer cy
cle sequensing FS Ready Reaction)キ ッ ト を 使 用 し 、 キ ッ ト の 指 示 に 従 っ た 。 得 ら れ た
塩 基 配 列 を 配 列 番 号 １ に 示 し た 。 こ の 塩 基 配 列 に は 143ア ミ ノ 酸 か ら な る オ ー プ ン リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） が 存 在 し た 。 377-Aの cDNAの 塩 基 配 列 を デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し た と
こ ろ 、 N末 の 137ア ミ ノ 酸 に 相 当 す る 部 分 は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の ガ ン 抑 制 遺 伝 子 Sxlと 相
同 性 を も つ ヒ ト の 遺 伝 子 LUCA15の N末 137ア ミ ノ 酸 に 相 当 す る 部 分 と 一 致 す る が 、 そ の 後 に
、 全 く 相 同 性 の な い 塩 基 配 列 が 続 き 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ デ ィ ス プ レ イ で 得 ら れ た 配 列
は 、 こ の 全 く 相 同 性 の な い 塩 基 配 列 中 に 存 在 す る こ と が わ か っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 得 ら れ る 新 規 遺 伝 子 を 用 い る こ と に よ り IgA腎 症 の 治 療 や 診 断 が 可 能 で あ
る 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
配 列 番 号 １ ： 二 本 鎖 ； ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状 ； ｃ Ｄ Ｎ Ａ ； 起 源 ： 白 血 球
配 列 番 号 ２ ： 二 本 鎖 ； ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状 ； ｃ Ｄ Ｎ Ａ ； 起 源 ： 白 血 球
配 列 番 号 ３ ： 二 本 鎖 ； ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状 ； ｃ Ｄ Ｎ Ａ ； 起 源 ： 白 血 球
配 列 番 号 ３ ：
配 列 番 号 ４ ： 二 本 鎖 ； ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状 ； ｃ Ｄ Ｎ Ａ ； 起 源 ： 白 血 球
配 列 番 号 ４ ：
配 列 番 号 ４ ：
配 列 番 号 ４ ：
配 列 番 号 ５ ～ ８ ： 二 本 鎖 ； ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状 ； ｃ Ｄ Ｎ Ａ ； 起 源 ： 白 血 球
配 列 番 号 ９ ： 二 本 鎖 ； ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状 ； ｃ Ｄ Ｎ Ａ ； 起 源 ： 白 血 球
配 列 番 号 ９ ：
配 列 番 号 ９ ：
配 列 番 号 ９ ：
【 ０ ０ ４ ７ 】
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ｎ は ａ 、 ｃ 、 ｇ 又 は ｔ を 表 す （ 存 在 位 置 ： 53～ 58）

ｎ は ａ 、 ｃ 、 ｇ 又 は ｔ を 表 す （ 存 在 位 置 ： 29）
ｎ は ａ 、 ｃ 、 ｇ 又 は ｔ を 表 す （ 存 在 位 置 ： 32）
ｎ は ａ 、 ｃ 、 ｇ 又 は ｔ を 表 す （ 存 在 位 置 ： 35）

ｎ は ａ 、 ｃ 、 ｇ 又 は ｔ を 表 す （ 存 在 位 置 ： 72）
ｎ は ａ 、 ｃ 、 ｇ 又 は ｔ を 表 す （ 存 在 位 置 ： 127）
ｎ は ａ 、 ｃ 、 ｇ 又 は ｔ を 表 す （ 存 在 位 置 ： 150）



配 列 番 号 １ ０ ～ １ ２ ： 二 本 鎖 ； ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状 ； ｃ Ｄ Ｎ Ａ ； 起 源 ： 白 血 球
配 列 番 号 １ ３ ： 二 本 鎖 ； ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状 ； ｃ Ｄ Ｎ Ａ ； 起 源 ： 白 血 球
配 列 番 号 １ ３ ：
配 列 番 号 １ ３ ：
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种诊断方法，以阐明IgA肾病的原因，进行治疗或
减轻患者的负担。 解决方案：从IgA肾病患者的白细胞中，使用差示显示
法和涉及该方法的IgA肾病涉及的DNA及其获得方法，并使用基于DNA核
苷酸序列的寡核苷酸对IgA肾病相关基因进行mRNA检测。 一种方法，一
种抑制IgA肾病相关基因的转录和mRNA翻译的方法，以及一种包含该寡
核苷酸的IgA肾病诊断剂和治疗剂。 [选择图]无


