
(57)【要約】
【課題】癌遺伝子を用いた癌の検出方法、癌治療及び／又は予防効果を有する化合物のス
クリーニング方法、及び癌治療及び／又は予防用医薬組成物を提供すること。
【解決手段】ヒト・オキュロスパニン遺伝子の発現を指標とした癌の検出方法、及び、ヒ
ト・オキュロスパニンを特異的に認識し、癌細胞に対する細胞障害性活性を有する抗体を
含む医薬組成物の提供等。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と 特 異 的 に 結 合 し 、 該 蛋 白 質 を 発 現 し て い る 細 胞 に 対 し 細 胞 障 害
活 性 を 持 つ 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 及 び ／ 又 は 配 列 表 の 配 列 番 号
４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 し 、 該 蛋 白 質 を 発 現 し て い る 細
胞 に 対 し 細 胞 傷 害 活 性 を 持 つ 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
細 胞 傷 害 活 性 が 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載
の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
細 胞 傷 害 活 性 が 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載
の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
細 胞 傷 害 活 性 が 補 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 活 性 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 又 は ２
に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
細 胞 傷 害 活 性 が ア ポ ト ー シ ス 誘 導 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 抗 体
。
【 請 求 項 ７ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 乃 至 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 抗
体 。
【 請 求 項 ８ 】
マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ Ｏ ３ Ｂ ８ － ２ Ｃ ９ － ４ Ｆ ３ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ６ ２ ７ ） か ら 産
生 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
ヒ ト 化 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 乃 至 ８ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
完 全 ヒ ト 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 乃 至 ７ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 癌 の 検 出 方 法 ：
１ ） 被 験 者 よ り 採 取 し た 検 体 よ り 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を 抽 出 す る 工 程 ；
２ ） 正 常 人 よ り 採 取 し た 検 体 よ り 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を 抽 出 す る 工 程 ；
３ ） 上 記 工 程 １ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と 上 記 工 程 ２ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 に お け る 、 下 記
の ａ ） 又 は ｂ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 ；
ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、
ｂ ） 上 記 ａ ） に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
４ ） 上 記 工 程 １ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と 上 記 工 程 ２ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と の 間 に お け る
上 記 工 程 ３ ） に よ っ て 測 定 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 量 の 差 を 解 析 し 、 上 記 工 程 １ ）
に 記 載 の 被 験 者 の 癌 を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ３ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 癌 の 検 出 方 法 ：
１ ） 被 験 者 よ り 採 取 し た 検 体 に お け る 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る 蛋 白 質 及 び ／ 又 は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る 蛋 白 質 の 発 現 量 を 測 定
す る 工 程 ；
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２ ） 正 常 人 か ら 採 取 し た 検 体 に お け る 、 上 記 工 程 １ ） に 記 載 の 蛋 白 質 の 少 な く と も い ず れ
か 一 つ の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 ；
３ ） 上 記 工 程 １ ） で 検 出 さ れ た 蛋 白 質 の 発 現 量 と 上 記 工 程 ２ ） で 測 定 さ れ た 該 蛋 白 質 の 発
現 量 の 差 を 解 析 し 、 被 験 者 の 癌 を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 １ ４ 】
癌 が 皮 膚 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
癌 が メ ラ ノ ー マ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 量 を 測 定 す る 方 法 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、
ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 又 は ラ ン オ ン ・ ア ッ
セ イ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ 、 １ ４ 及 び １ ５ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 量 を 測 定 す る 方 法 が 検 体 由 来 の 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ 群 又 は 該 Ｄ Ｎ Ａ 群 の
各 Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ で 作 製 さ れ た 遺 伝 子 チ ッ プ 又 は ア レ イ を 用 い る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ 、 １ ４ 及 び １ ５ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
蛋 白 質 の 発 現 量 の 測 定 方 法 が 、 該 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は リ ガ ン ド を 用 い る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ３ 乃 至 １ ５ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
蛋 白 質 の 発 現 量 の 測 定 方 法 が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ ッ ト ブ ロ
ッ ト 法 又 は 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ３ 乃
至 １ ５ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
下 記 の １ ） 乃 至 ３ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ 以 上 を 含 む 癌 の 検 出 用 キ ッ
ト ：
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 異 的
に 増 幅 す る た め の １ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 の 連 続 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ；
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る た め の １ ５ ヌ ク
レ オ チ ド 以 上 の 連 続 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ；
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 固 定 さ
れ た 固 相 化 試 料 。
【 請 求 項 ２ １ 】
下 記 の １ ） 及 び ２ ） の 少 な く と も 一 つ を 含 む 癌 の 検 出 用 キ ッ ト ：
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 及 び ／ 又 は 配 列 表 の 配 列
番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 蛋 白 質 を 検 出 す る た
め の 抗 体 ；
２ ） 上 記 １ ） に 記 載 の 抗 体 に 結 合 し 得 る 二 次 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
癌 が 皮 膚 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ０ 又 は ２ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
癌 が メ ラ ノ ー マ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ０ 又 は ２ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 １ 乃 至 １ １ に 記 載 の 抗 体 の 少 な く と も い ず れ か 一 つ を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、
癌 の 治 療 用 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は 該 配 列 の 部 分 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 癌 の 治 療 用 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
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癌 が 皮 膚 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ４ 又 は ２ ５ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 医 薬 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
癌 が メ ラ ノ ー マ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ４ 又 は ２ ５ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 医
薬 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 癌 治 療 に 用 い る こ と が で き る 抗 体 、 該 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る こ と を
特 徴 と す る 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 、 癌 の 検 出 方 法 、 癌 の 検 出 用 キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 腫 瘍 細 胞 は 、 細 胞 の 種 類 に 応 じ て 固 有 な 抗 原 蛋 白 質 （ 以 下 、 腫 瘍 関 連 抗 原 と 記 載 す る こ
と が あ る ） を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ こ で 、 こ の 腫 瘍 関 連 抗 原 を タ ー ゲ ッ ト と し
て 腫 瘍 に 対 す る 新 た な 治 療 方 法 を 開 発 し よ う と す る 試 み が 検 討 さ れ て い る 。 腫 瘍 関 連 抗 原
に 対 し て 特 異 的 な 抗 原 － 抗 体 反 応 を 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 種 々 の 生 体 免 疫 反 応 （ 抗
体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 活 性 (ADCC)、 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 (CDC)等 ） を 誘 導 し て 癌 細
胞 を 攻 撃 し 、 細 胞 死 を 誘 導 す る 事 が 知 ら れ て い る の で 、 腫 瘍 の 治 療 に 有 用 な モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 開 発 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 腫 瘍 の 治 療 に 有 用 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 転 移 性 乳 癌 、 急 性 骨 髄 性 白
血 病 、 難 治 性 慢 性 リ ン パ 腫 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 多 発 性 骨 髄 腫 な ど 、 幾 つ か の 腫 瘍 種 に
限 ら れ た も の が 知 ら れ て い る だ け で あ り 、 他 の 腫 瘍 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 取 得 が 求 め ら れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 腫 瘍 の 治 療 に 有 用 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る た め に は 、 腫 瘍 細 胞 で 特 異 的 に 発 現
し て い る 蛋 白 質 を 同 定 し 、 該 蛋 白 質 を 抗 原 と し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る こ と が 有
用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン （ human oculospanin） は 、 網 膜 色 素 上 皮 及 び 眼 球 脈 絡 膜 で 発
現 し て い る 遺 伝 子 よ り イ ク ス プ レ ス ド ・ シ ー ク エ ン ス ・ タ グ （ Expressed Sequence Tag: 
EST） ク ロ ー ン と し て 取 得 さ れ た 蛋 白 質 で あ る (例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 。 )。 ヒ ト ・ オ
キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 は 1068bpの オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム を 有 し 、 ヒ ト ・ オ キ
ュ ロ ス パ ニ ン は ３ ５ ５ ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 DNA配 列 か ら 推 定 さ れ る 分 子 量 は 、 36.4kDaで あ
る が ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と 腫 瘍 と の 関 係 は 明 ら か と は な っ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　
【 非 特 許 文 献 １ 】 「 モ レ キ ュ ラ ー ・ ビ ジ ョ ン （ Molecular Vision） 」 、 ２ ０ ０ ２ 年 、 第 ８
巻 、 ２ － ５ － ２ ２ ０
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 癌 で 特 異 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 を 見 出 し 、 該 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と に よ
る 癌 の 検 出 方 法 、 該 検 出 方 法 に 用 い る 癌 検 出 用 キ ッ ト 、 該 遺 伝 子 の 発 現 産 物 に 特 異 的 に 結
合 し 、 細 胞 障 害 活 性 を 持 つ 抗 体 、 該 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 む 癌 の 治 療 用 医 薬 組 成 物 を 提
供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 は ヒ ト 癌 組 織 で 特 異 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 を 探 索 し 、 機 能 が 不 明 で あ っ た 、 ヒ ト
・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン （ human oculospanin） 遺 伝 子 の 発 現 量 が メ ラ ノ ー マ 細 胞 で 顕 著 に 増
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加 し て い る こ と を 見 出 し 、 該 遺 伝 子 を 用 い た 癌 の 検 出 方 法 、 癌 の 検 出 用 キ ッ ト 並 び に 、 抗
ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 を 含 有 す る 、 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 を 提 供 し 、 本 発 明 を 完 成 さ
せ た 。
す な わ ち 、 本 発 明 は 、
（ １ ） 　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と 特 異 的 に 結 合 し 、 該 蛋 白 質 を 発 現 し て い る 細 胞 に 対 し
細 胞 障 害 活 性 を 持 つ 抗 体 、
（ ２ ） 　 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 及 び ／ 又 は 配 列 表 の
配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 し 、 該 蛋 白 質 を 発 現 し
て い る 細 胞 に 対 し 細 胞 傷 害 活 性 を 持 つ 抗 体 、
（ ３ ） 　 細 胞 傷 害 活 性 が 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 又 は （
２ ） に 記 載 の 抗 体 、
（ ４ ） 　 細 胞 傷 害 活 性 が 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 又 は （
２ ） に 記 載 の 抗 体 、
（ ５ ） 　 細 胞 傷 害 活 性 が 補 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 活 性 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ）
又 は （ ２ ） に 記 載 の 抗 体 、
（ ６ ） 　 細 胞 傷 害 活 性 が ア ポ ト ー シ ス 誘 導 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 又 は （ ２ ） に
記 載 の 抗 体 、
（ ７ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ
に 記 載 の 抗 体 、
（ ８ ） 　 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ Ｏ ３ Ｂ ８ － ２ Ｃ ９ － ４ Ｆ ３ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ６ ２ ７
） か ら 産 生 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 抗 体 。
（ ９ ） 　 ヒ ト 化 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 乃 至 （ ８ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
抗 体 、
（ １ ０ ） 　 完 全 ヒ ト 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 乃 至 （ ７ ） の い ず れ か 一 つ に 記
載 の 抗 体 、
（ １ １ ） 　 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 乃 至 （ １ ０ ） の い ず れ か 一 つ に 記
載 の 抗 体 、
（ １ ２ ） 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 癌 の 検 出 方 法 ：
１ ） 被 験 者 よ り 採 取 し た 検 体 よ り 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を 抽 出 す る 工 程 ；
２ ） 正 常 人 よ り 採 取 し た 検 体 よ り 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を 抽 出 す る 工 程 ；
３ ） 上 記 工 程 １ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と 上 記 工 程 ２ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 に お け る 、 下 記
の ａ ） 又 は ｂ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 ；
ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、
ｂ ） 上 記 ａ ） に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
４ ） 上 記 工 程 １ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と 上 記 工 程 ２ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と の 間 に お け る
上 記 工 程 ３ ） に よ っ て 測 定 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 量 の 差 を 解 析 し 、 上 記 工 程 １ ）
に 記 載 の 被 験 者 の 癌 を 検 出 す る 工 程 、
（ １ ３ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 癌 の 検 出 方 法 ：
１ ） 被 験 者 よ り 採 取 し た 検 体 に お け る 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る 蛋 白 質 及 び ／ 又 は 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の 発 現
量 を 測 定 す る 工 程 ；
２ ） 正 常 人 か ら 採 取 し た 検 体 に お け る 、 上 記 工 程 １ ） に 記 載 の 蛋 白 質 の 少 な く と も い ず れ
か 一 つ の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 ；
３ ） 上 記 工 程 １ ） で 検 出 さ れ た 蛋 白 質 の 発 現 量 と 上 記 工 程 ２ ） で 測 定 さ れ た 該 蛋 白 質 の 発
現 量 の 差 を 解 析 し 、 被 験 者 の 癌 を 検 出 す る 工 程 、
（ １ ４ ） 　 癌 が 皮 膚 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ２ ） 又 は （ １ ３ ） の い ず れ か 一 つ に
記 載 の 方 法 、
（ １ ５ ） 　 癌 が メ ラ ノ ー マ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ２ ） 又 は （ １ ３ ） の い ず れ か 一
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つ に 記 載 の 方 法 、
（ １ ６ ） 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 量 を 測 定 す る 方 法 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ
ロ ッ ト 法 、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 又 は ラ ン
オ ン ・ ア ッ セ イ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ２ ） 、 （ １ ４ ） 及 び （ １ ５ ） の い ず れ か 一
つ に 記 載 の 方 法 、
（ １ ７ ） 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 量 を 測 定 す る 方 法 が 検 体 由 来 の 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ 群 又 は 該
Ｄ Ｎ Ａ 群 の 各 Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ で 作 製 さ れ た 遺 伝 子 チ ッ プ 又 は ア レ イ を 用
い る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ２ ） 、 （ １ ４ ） 及 び （ １ ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 、
（ １ ８ ） 　 蛋 白 質 の 発 現 量 の 測 定 方 法 が 、 該 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は リ ガ ン ド
を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ３ ） 乃 至 （ １ ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 、
（ １ ９ ） 　 蛋 白 質 の 発 現 量 の 測 定 方 法 が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス
ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 又 は 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （
１ ３ ） 乃 至 （ １ ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 、
（ ２ ０ ） 　 下 記 の １ ） 乃 至 ３ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ 以 上 を 含 む 癌 の
検 出 用 キ ッ ト ：
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 異 的
に 増 幅 す る た め の １ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 の 連 続 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ；
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る た め の １ ５ ヌ ク
レ オ チ ド 以 上 の 連 続 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ；
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 固 定 さ
れ た 固 相 化 試 料 。
（ ２ １ ） 　 下 記 の １ ） 及 び ２ ） の 少 な く と も 一 つ を 含 む 癌 の 検 出 用 キ ッ ト ：
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 及 び ／ 又 は 配 列 表 の 配 列
番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 蛋 白 質 を 検 出 す る た
め の 抗 体 ；
２ ） 上 記 １ ） に 記 載 の 抗 体 に 結 合 し 得 る 二 次 抗 体 。
（ ２ ２ ） 　 癌 が 皮 膚 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ２ ０ ） 又 は （ ２ １ ） に 記 載 の キ ッ ト 、
（ ２ ３ ） 　 癌 が メ ラ ノ ー マ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ２ ０ ） 又 は （ ２ １ ） に 記 載 の キ ッ
ト 、
（ ２ ４ ） 　 （ １ ） 乃 至 （ １ １ ） に 記 載 の 抗 体 の 少 な く と も い ず れ か 一 つ を 含 有 す る こ と を
特 徴 と す る 、 癌 の 治 療 用 医 薬 組 成 物 、
（ ２ ５ ） 　 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は 該 配 列 の 部 分 配 列 に 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 癌 の 治 療 用 医 薬 組 成 物 、
（ ２ ６ ） 　 癌 が 皮 膚 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ２ ４ ） 又 は （ ２ ５ ） の い ず れ か 一 つ に
記 載 の 医 薬 組 成 物 、
（ ２ ７ ） 　 癌 が メ ラ ノ ー マ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ２ ４ ） 又 は （ ２ ５ ） の い ず れ か 一
つ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 、
か ら な る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン が メ ラ ノ ー マ で 発 現 量 が 顕 著 に 増 加 し て い る こ
と が 見 出 さ れ 、 該 遺 伝 子 を 用 い た 癌 の 検 出 方 法 、 癌 の 検 出 用 キ ッ ト が 提 供 さ れ 、 更 に 、 オ
キ ュ ロ ス パ ニ ン に 対 す る 細 胞 傷 害 活 性 を 有 す る 抗 体 、 該 抗 体 を 含 む 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物 が
提 供 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に お い て 、 癌 治 療 効 果 を 有 す る 化 合 物 と は 、 癌 の 増 殖 を 抑 制 す る 活 性 、 癌 を
縮 小 す る 活 性 を 有 す る 化 合 物 を い う 。 な お 、 本 明 細 書 中 に お い て は 、 「 癌 」 と 「 腫 瘍 」 は
同 じ 意 味 に 用 い て い る 。 本 明 細 書 中 に お い て 、 「 遺 伝 子 」 と い う 語 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ の み な ら
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ず そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び そ の ｃ Ｒ Ｎ Ａ も 含 ま れ る も の と す る 。 し た が っ て 、 本 発 明
に お け る 「 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 」 に は 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び ｃ Ｒ Ｎ Ａ が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 中 に お い て 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」
と い う 語 は 核 酸 と 同 じ 意 味 で 用 い て お り 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 プ ロ ー ブ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 及 び プ ラ イ マ ー も 含 ま れ て い る 。 本 明 細 中 に お い て は 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と 「 蛋 白 質
」 は 区 別 せ ず に 用 い て い る 。 ま た 、 本 明 細 書 中 に お い て 、 「 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 」 と は 、 Ｒ Ｎ Ａ を
含 ん で い る 画 分 を い う 。 ま た 、 本 明 細 書 中 に お い て 、 「 細 胞 」 に は 、 動 物 個 体 内 の 細 胞 、
培 養 細 胞 も 含 ん で い る 。 本 明 細 書 中 に お い て 、 「 細 胞 の 癌 化 」 と は 、 細 胞 が 接 触 阻 止 現 象
へ の 感 受 性 を 喪 失 す る こ と や 、 足 場 非 依 存 性 増 殖 を 示 す こ と 等 、 細 胞 が 異 常 な 増 殖 を 示 す
こ と を い い 、 こ の よ う な 異 常 な 増 殖 を 示 す 細 胞 を 「 癌 細 胞 」 と い う 。 本 明 細 書 に お い て は
、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン が 有 す る 細 胞 の 癌 化 活 性 等 と 同 等 の 機 能 を 有 す る 蛋 白 質 も ヒ ト
・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と い う 。 な お 本 発 明 に お け る 癌 遺 伝 子 （ Ｏ ｎ ｃ ｏ ｇ ｅ ） と い う 語 に は
癌 遺 伝 子 の 他 に 癌 原 遺 伝 子 、 前 癌 遺 伝 子 （ Ｐ ｒ ｏ ｔ ｏ － Ｏ ｎ ｃ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ） も 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に お け る 、 「 細 胞 傷 害 」 と は 、 何 ら か の 形 で 、 細 胞 に 病 理 的 な 変 化 を も た ら す こ
と を い い 、 直 接 的 な 外 傷 に と ど ま ら ず 、 Ｄ Ｎ Ａ の 切 断 や 塩 基 の 二 量 体 の 形 成 、 染 色 体 の 切
断 、 細 胞 分 裂 装 置 の 損 傷 、 各 種 酵 素 活 性 の 低 下 な ど あ ら ゆ る 細 胞 の 構 造 や 機 能 上 の 損 傷 を
い う 。 本 発 明 に お け る 「 細 胞 障 害 活 性 」 と は 上 記 細 胞 傷 害 を 引 き 起 こ す こ と を い う 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と は 、 市 販 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 ExpressHyb Hybridization Solution（ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） 中
、 ６ ８ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と 、 又 は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 固 定 し た フ ィ ル タ ー を 用 い て ０ ． ７
－ １ ． ０ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 存 在 下 ６ ８ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 ０ ． １ － ２ 倍
濃 度 の Ｓ Ｓ Ｃ 溶 液 （ １ 倍 濃 度 Ｓ Ｓ Ｃ と は １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ５ ｍ Ｍ 　 ク エ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム か ら な る ） を 用 い 、 ６ ８ ℃ で 洗 浄 す る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る 条 件 又 は そ
れ と 同 等 の 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を い う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 １ ． ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン
　 （ １ ） 　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 特 異 的 発 現 の 確 認
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 は 、 ヒ ト 各 種 細 胞 株 群 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 量 の 解 析 の
結 果 、 他 の 組 織 に 比 べ て メ ラ ニ ン 細 胞 で 有 意 に 高 い 発 現 量 を 示 し 、 さ ら に 、 正 常 な メ ラ ニ
ン 細 胞 に 比 べ メ ラ ノ ー マ に お い て 有 意 に 発 現 量 が 増 加 し て い る こ と が 本 発 明 者 ら に よ っ て
見 出 さ れ た 。 例 え ば 、 メ ラ ニ ン 細 胞 、 リ ン パ 芽 球 、 グ リ ア 細 胞 、 上 皮 細 胞 の 間 で ヒ ト ・ オ
キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 を 比 較 す る と 、 メ ラ ニ ン 細 胞 で 有 意 に 発 現 量 が 高 く 、 ま た 、 正 常
な 皮 膚 細 胞 と メ ラ ノ ー マ に お け る ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 を 比 較 す る と 、 メ ラ ノ
ー マ に お い て 顕 著 に 発 現 量 が 高 い こ と が 、 本 発 明 者 ら に よ っ て 見 出 さ れ た 。 し た が っ て 、
ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン は 細 胞 の 癌 化 及 び ／ 又 は 癌 細 胞 の 増 殖 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ
る 。 す な わ ち 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 各 細 胞 、 及 び ／ 又 は 各 組 織 に お け る 発 現 量 を 測
定 す る こ と で ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 過 剰 発 現 に 起 因 し て 発 生 す る 癌 化 及 び ／ 又 は 癌 細
胞 、 の 増 殖 の 状 態 を 判 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 癌 と し て は 、 例 え ば 、 皮 膚 癌 、 特
に メ ラ ノ ー マ を 挙 げ る こ と が で き る が 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 が 他 の 組 織 よ り
有 意 に 増 殖 し て い る 癌 で あ れ ば 皮 膚 癌 以 外 の 癌 に も 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム （ Open Reading F
rame: ORF） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ て お り 、 そ の ア ミ ノ 酸
配 列 は 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ て い る 。 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｇ ｅ
ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ に Homo sapiens oculospanin (OCSP), mRNA（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｎ Ｍ ＿ ０
３ １ ９ ４ ５ ） と し て 登 録 さ れ て お り 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ に 登 録 さ れ て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に も 示 さ れ て お り 、 ORFは 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド
番 号 ６ ５ 乃 至 １ １ ２ ９ に 示 さ れ て い る 。 ま た 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ に 登 録 さ れ て い る ヒ ト ・ オ
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キ ュ ロ ス パ ニ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ て い
る 。 な お 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸
が 置 換 、 欠 失 、 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と 同 等 の 生 物
活 性 を 有 す る 蛋 白 質 も ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ２ ． 癌 の 検 出 方 法
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン は 癌 細 胞 、 特 に メ ラ ノ ー マ で 高 い 発 現 が 認 め ら れ る の で 細 胞 、
特 に 皮 膚 細 胞 の 癌 化 及 び ／ 又 は 癌 細 胞 の 増 殖 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る 。 な お 、 「 検 体
」 と は 、 被 験 者 や 臨 床 検 体 等 か ら 得 ら れ た 、 血 液 、 体 液 、 前 立 腺 、 精 巣 、 陰 茎 、 膀 胱 、 腎
臓 、 口 腔 、 咽 頭 、 口 唇 、 舌 、 歯 肉 、 鼻 咽 頭 、 食 道 、 胃 、 小 腸 、 大 腸 、 結 腸 、 肝 臓 、 胆 嚢 、
膵 臓 、 鼻 、 肺 、 骨 、 軟 部 組 織 、 皮 膚 、 乳 房 、 子 宮 、 卵 巣 、 脳 、 甲 状 腺 、 リ ン パ 節 、 筋 肉 、
脂 肪 組 織 等 の 組 織 又 は 排 泄 物 等 の 試 料 を 意 味 す る が 、 本 発 明 に お い て は 皮 膚 又 は リ ン パ 節
が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 （ １ ） ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 利 用 し た 癌 の 検 出 方 法
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 利 用 し た 癌 の 検 出 方 法 は 、 具 体 的 に は 、 以 下
の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 方 法 で あ る 。
１ ） 被 験 者 よ り 採 取 し た 検 体 よ り 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を 抽 出 す る 工 程 ；
２ ） 正 常 人 よ り 採 取 し た 検 体 よ り 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を 抽 出 す る 工 程 ；
３ ） 上 記 工 程 １ ） に 記 載 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と 上 記 工 程 ２ ） に 記 載 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 に お け る ヒ
ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 ；
４ ） 上 記 工 程 １ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と 上 記 工 程 ２ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と の 間 に お け る
上 記 工 程 ３ )に よ っ て 測 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 量 の 差 を 解 析 し 、 上 記 工 程 １ ） に 記 載 の 被
験 者 の 癌 を 検 出 す る 工 程 。
以 下 、 各 工 程 を 具 体 的 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ａ ） 　 工 程 １ ） 被 験 者 よ り 採 取 し た 検 体 よ り 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を 抽 出 す る 工 程 ；
　 検 体 か ら 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を 抽 出 す る に 際 し て は 、 適 切 な 実 験 の 倫 理 基 準 に 適 し た 方 法 で 入
手 し た ヒ ト 由 来 組 織 を Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 用 の 溶 媒 （ 例 え ば フ ェ ノ ー ル 等 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 不
活 性 化 す る 作 用 を 有 す る 成 分 を 含 む も の ） で 直 接 溶 解 す る か 又 は 、 該 組 織 の 細 胞 を 破 壊 し
な い よ う に 、 ス ク レ ー パ ー で 慎 重 に 掻 き と る か 、 も し く は ト リ プ シ ン 等 の 蛋 白 質 分 解 酵 素
を 用 い て 穏 や か に 組 織 か ら 細 胞 を 抽 出 す る な ど の 方 法 に よ り 、 細 胞 を 回 収 し た 後 、 速 や か
に Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 工 程 に 移 行 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 方 法 と し て は 、 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン ・ 塩 化 セ シ ウ ム 超 遠 心 法 、 チ オ シ
ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン ・ ホ ッ ト フ ェ ノ ー ル 法 、 グ ア ニ ジ ン 塩 酸 法 、 酸 性 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ
ン ・ フ ェ ノ ー ル ・ ク ロ ロ ホ ル ム 法 （ Chomczynski,P.　 and　 Sacchi,N., Anal.Biochem. (1
987),162,156-159） な ど を 採 用 し う る が 、 酸 性 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン ・ フ ェ ノ ー ル ・ ク
ロ ロ ホ ル ム 法 が 好 適 で あ る 。 ま た 、 市 販 の Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 用 試 薬 （ 例 え ば 、 Ｉ Ｓ Ｏ Ｇ Ｅ Ｎ （ ニ
ッ ポ ン ジ ー ン （ 株 ） 製 ） 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｚ Ｏ Ｌ 試 薬 （ ギ ブ コ ・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） ） 等 を 試 薬
に 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 得 ら れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 は 、 必 要 に 応 じ て さ ら に ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み に 精 製 し て 用 い る の が 好 ま
し い 。 精 製 方 法 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば ビ オ チ ン 化 し た オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ロ ー ブ に
ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 吸 着 さ せ 、 さ ら に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 固 定 化 し た 常 磁 性 粒 子 に 、 ビ オ チ ン ／
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 間 の 結 合 を 利 用 し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 捕 捉 し 洗 浄 操 作 の 後 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 溶 出
す る こ と に よ り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） セ ル ロ ー ス カ
ラ ム に ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 吸 着 さ せ て 、 次 に こ れ を 溶 出 し て 精 製 す る 方 法 も 採 用 し 得 る 。 た だ し 、
本 発 明 の 方 法 の た め に は 、 こ れ ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 精 製 工 程 は 必 須 で は な く 、 検 出 対 象 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 発 現 の 検 出 が 可 能 で あ る 限 り に お い て 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を そ の 後 の 工 程 に 用 い
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る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ｂ ） 　 工 程 ２ ） 正 常 人 よ り 採 取 し た 検 体 よ り 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を 抽 出 す る 工 程 ：
本 発 明 に お い て 、 正 常 人 と は 、 癌 を 有 さ な い 人 を 意 味 す る 。 正 常 人 で あ る か 否 か は 、 ヒ ト
・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 濃 度 を 測 定 し 、 あ ら か じ め 正 常 人 の 値 と し て 決 め ら れ て い る 数 値 範
囲 に 入 る か 否 か で 判 定 す る こ と も で き る し 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 と 、 正 常 人
の 癌 の 形 成 度 の 相 関 を あ ら か じ め 調 べ て お く こ と に よ っ て 、 被 験 者 か ら 採 取 し た 検 体 に お
け る ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 被 験 者 が 、 正 常 人 で あ る か
否 か を 判 定 す る こ と も で き る 。 正 常 人 よ り の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 の 調 製 は 、 上 記 工 程 １ ） と 同 様
に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ｃ ） 　 工 程 ３ ） 上 記 工 程 １ ） に 記 載 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と 上 記 工 程 ２ ） に 記 載 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画
分 に お け る ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 ：
　 こ こ で 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 は 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 量 で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 の 測 定 方 法 と し て 、 固 相 化 試 料 を 用 い た 測 定 方
法 と 、 そ の 他 の い く つ か の 測 定 方 法 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 （ ａ ） 　 固 相 化 試 料 を 用 い た 測 定 方 法
　 （ ｉ ） 　 固 相 化 試 料
　 固 相 化 試 料 と し て は 、 例 え ば 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 （ イ ） 遺 伝 子 チ ッ プ ：
　 デ ー タ ベ ー ス 上 の Ｅ Ｓ Ｔ （ ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｅ ｄ 　 ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ｔ ａ ｇ ） 配 列 又 は
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を も と に 合 成 し た ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 固 相 化 さ れ た 遺 伝 子 チ
ッ プ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 チ ッ プ と し て は ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス （ Ａ ｆ
ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｘ ） 社 製 の 遺 伝 子 チ ッ プ (Lipshutz,R.J. et al., Nature　 Genet. (1999)
21,suppliment,20-24)を 用 い る こ と が で き る が 、 こ れ に 限 定 さ れ ず 、 公 知 の 方 法 に 基 づ き
作 製 し て も よ い 。 ヒ ト 細 胞 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 解 析 す る 場 合 に は 、 ヒ ト 由 来 の も の が 好 ま し
く 、 例 え ば 、 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 社 製 ヒ ト Ｕ ９ ５ セ ッ ト 又 は Ｕ １ ３ ３ セ ッ ト を 用 い る こ と
が で き る 。 し か し な が ら 、 そ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 近 縁 種 の 動 物 由 来 の も の も 使 用 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 （ ロ ） ヒ ト 、 全 Ｒ Ｎ Ａ あ る い は 特 定 の 組 織 か ら 得 た 全 Ｒ Ｎ Ａ よ り 作 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又
は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が 固 相 化 さ れ た 、 ア レ イ 又 は メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー ：
　 上 記 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 ヒ ト の Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス 等 の 配 列 情 報 を 基 に
作 製 さ れ た プ ラ イ マ ー で 逆 転 写 酵 素 反 応 や Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 す る こ と に よ り ク ロ ー ン 化 さ れ た
も の で あ る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 あ ら か じ め 腫 瘍 を 有 す る ヒ ト と 腫 瘍 を
有 さ な い ヒ ト の 間 で 発 現 量 の 異 な る 全 Ｒ Ｎ Ａ を 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 （ Diatchenki,L,et 
al, Proc． Natl.Acad.Sci.USA, (1996)93,6025-6030） 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ
イ 法 （ Liang,P.,et alNucleic Acids Res. ,(1992) 23,3685-3690） な ど を 利 用 し て 選 択
さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 ま た 、 ア レ イ や フ ィ ル タ ー は 市 販 の も の （ 例 え ば 、 イ ン テ リ
ジ ー ン ： タ カ ラ バ イ オ 社 製 等 ） を 使 用 し て も よ い し 、 上 記 ｃ Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を
市 販 の ス ポ ッ タ ー で （ 例 え ば 、 Ｇ Ｍ Ｓ ４ １ ７ ア レ イ ヤ ー ： タ カ ラ バ イ オ 社 製 等 ） を 用 い て
固 相 化 す る こ と に よ り 作 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 （ ii） 　 プ ロ ー ブ の 作 製 と 解 析
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　 標 識 プ ロ ー ブ は 、 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ ク ロ ー ン で は な く 、 発 現 し て い る 全 て の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 標
識 し た も の を 用 い る 。 プ ロ ー ブ 作 製 の た め の 出 発 材 料 と し て は 精 製 し て い な い ｍ Ｒ Ｎ Ａ を
用 い て も よ い が 、 前 述 の 方 法 で 精 製 し た ポ リ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い る こ と が 望 ま し い 。 以
下 に 、 各 種 固 相 化 試 料 を 用 い た 場 合 の 、 標 識 プ ロ ー ブ の 調 製 方 法 と 検 出 、 解 析 方 法 に つ い
て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 （ イ ） ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 社 製 遺 伝 子 チ ッ プ ：
　 ア フ ィ メ ト リ ク ス 社 製 遺 伝 子 チ ッ プ に 添 付 さ れ た プ ロ ト コ ー ル （ ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 社
発 現 解 析 技 術 マ ニ ュ ア ル ） に 従 っ て ビ オ チ ン 標 識 し た ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 作 製 す る 。 次 い
で ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 社 製 遺 伝 子 チ ッ プ に 添 付 の プ ロ ト コ ー ル （ 発 現 解 析 技 術 マ ニ ュ ア ル
） に 従 っ て 、 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 社 製 の 解 析 装 置 （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｃ ｈ ｉ ｐ 　 Ｆ ｌ ｕ ｉ ｄ ｉ ｃ ｓ
　 Ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ４ ０ ０ ） を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 解 析 を 行 い 、 ア ビ ジ ン
に よ る 発 光 を 検 出 、 解 析 を 行 う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 （ ロ ） ア レ イ ：
　 逆 転 写 酵 素 反 応 で ポ リ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 作 製 す る 際 に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 が
で き る よ う に ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 標 識 し て お く こ と が 必 要 で あ り 、 蛍 光 色 素 で 標 識 す る 場 合 に は 、
蛍 光 色 素 （ 例 え ば Ｃ ｙ ３ 、 Ｃ ｙ ５ な ど ） で 標 識 さ れ た ｄ － Ｕ Ｔ Ｐ な ど を 加 え て お く こ と に
よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 蛍 光 標 識 す る 。 こ の と き 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 由 来 の ポ リ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ と 対
照 細 胞 由 来 の ポ リ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ を そ れ ぞ れ 異 な る 色 素 で 標 識 し て お け ば 、 後 の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 に は 両 者 を 混 合 し て 用 い る こ と が で き る 。 ア レ イ と し て 例 え ば 、 タ カ ラ
バ イ オ （ 株 ） 社 の 市 販 ア レ イ を 用 い る 場 合 、 同 社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 及 び 洗 浄 を 行 っ て 、 蛍 光 シ グ ナ ル 検 出 機 （ 例 え ば Ｇ Ｍ Ｓ ４ １ ８ ア レ イ ス キ ャ ナ ー （
タ カ ラ バ イ オ （ 株 ） 社 製 ） 等 ） で 蛍 光 シ グ ナ ル を 検 出 後 、 解 析 を 行 う 。 た だ し 、 使 用 す る
ア レ イ と し て は 市 販 の も の に 限 定 さ れ ず 、 自 家 製 の も の 、 特 別 に 作 製 し た も の で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 （ ハ ） メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー ：
　 逆 転 写 酵 素 で ポ リ （ Ａ ） + Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 作 製 す る 際 に 、 放 射 性 同 位 元 素 （ 例 え
ば 、 ｄ － Ｃ Ｔ Ｐ 等 を 加 え る こ と に よ り 標 識 プ ロ ー ブ を 調 製 し 、 常 法 に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 行 い 、 例 え ば 、 市 販 の フ ィ ル タ ー 製 マ イ ク ロ ア レ ー で あ る 、 ア ト ラ ス シ ス テ ム
（ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 を 行 っ た 後 、 解 析 装 置 （
例 え ば 、 ア ト ラ ス イ メ ー ジ ： ク ロ ン テ ッ ク 社 製 等 ） を 用 い て 検 出 、 解 析 を 行 う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 前 記 （ イ ） 乃 至 （ ハ ） の い ず れ に 記 載 の 方 法 も 、 同 一 ロ ッ ト の 固 相 化 試 料 に ヒ ト 各 組 織
由 来 の プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 こ の と き 、 使 用 す る プ ロ ー ブ 以 外 の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 以 外 の 条 件 は 同 じ と す る 。 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い る 場 合 に は 、 そ れ ぞ れ の
プ ロ ー ブ を 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 し て お け ば 一 つ の 固 相 化 試 料 に 両 プ ロ ー ブ の 混 合 物 を 一
度 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 蛍 光 強 度 を 読 み 取 る こ と が で き る (Brown、 P.O. et al. Nature
　 Genet., (1999)21, supplement, p.33－ 37)。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 （ ｂ ） 　 そ の 他 の 測 定 方 法

　 上 記 以 外 の 測 定 方 法 と し て サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ク ロ ー ニ ン グ 法 （ 実 験 医 学 別 冊 　 新 　 遺 伝
子 工 学 ハ ン ド ブ ッ ク 、 羊 土 社 刊 (1996) p.32-35参 照 ） 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ
法 （ 基 礎 生 化 学 実 験 法 ４ 　 核 酸 ・ 遺 伝 子 実 験 　 II.応 用 編 、 東 京 化 学 同 人 (2001), p125-12
8） 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い た 方 法 （ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ （ 例 え ば 、 ｐ Ｃ Ａ Ｔ ３ － Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ ベ ク タ ー ： プ ロ メ ガ 社 製 を 使 用 。 ） や β － ガ ラ ク ト
シ ダ ー ゼ （ 例 え ば 、 ｐ β ｇ ａ ｌ － Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ ： プ ロ メ ガ 社 製 を 使 用 。 ） 、 分 泌 型 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ 例 え ば 、 ｐ Ｓ Ｅ Ａ Ｐ ２ － Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ ： ク ロ ン テ ッ ク 社 製 を 使 用 。 ） 、 緑
色 蛍 光 蛋 白 質 （ ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ － ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｔ  ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ） （ 例 え ば 、 ｐ Ｅ
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Ｇ Ｆ Ｐ － １ ： ク ロ ン テ ッ ク 社 製 を 使 用 。 ） ） が あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
工 程 ４ ） 上 記 工 程 １ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と 上 記 工 程 ２ ） 由 来 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 画 分 と の 間 に お
け る 上 記 工 程 ３ )に よ っ て 測 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 量 の 差 を 解 析 し 、 上 記 工 程 １ ） に 記 載
の 被 験 者 の 癌 を 検 出 す る 工 程 。 　 正 常 人 由 来 の 検 体 と 被 験 者 由 来 の 検 体 と の 間 で ヒ ト ・ オ
キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 の 差 を 解 析 し 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 が 有 意 に 増 加 し
て い る 検 体 で は 癌 、 特 に 皮 膚 癌 、 更 に は メ ラ ノ ー マ が 存 在 す る 可 能 性 が 高 い と 判 定 す る こ
と が で き 、 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。 発 現 量 が 有 意 に 増 加 し て い る と は 、 例 え ば 、 ア フ
ィ メ ト リ ッ ク ス 社 の 遺 伝 子 チ ッ プ を 用 い て 、 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 社 の ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ａ ｒ ｒ ａ
ｙ 　 Ｓ ｕ ｉ ｔ ｅ 　 Ｖ ｅ ｒ ． ３ ． ０ を 用 い て 解 析 し た 場 合 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 由 来 の 遺 伝 子 の
Ａ ｖ ｅ ｒ ａ ｇ ｅ 　 ｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｃ ｅ 値 が 正 常 メ ラ ニ ン 細 胞 に 比 べ て 有 意 に 増 加 し て い
る 場 合 を い う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 濃 度 を 測 定 し 、 あ ら か じ め 正 常 人 の 値 と し て 決
め ら れ て い る 数 値 範 囲 に 入 る か 否 か を 解 析 し 正 常 人 の 値 と し て 決 め ら れ て い る 範 囲 を 超 え
て い る 場 合 に は 癌 を 有 す る と 判 定 す る こ と で 癌 を 検 出 す る こ と も で き る し 、 ヒ ト ・ オ キ ュ
ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 と 、 正 常 人 の 癌 の 形 成 度 の 相 関 を あ ら か じ め 調 べ て お く こ と に
よ っ て 、 被 験 者 か ら 採 取 し た 検 体 に お け る ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定
す る こ と に よ っ て 被 験 者 が 、 正 常 人 で あ る か 否 か を 判 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 （ ３ ） 　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 （ 蛋 白 質 の 発 現 量 ） を 利 用 し た 癌 の 検 出 方 法
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 を 利 用 し た 癌 の 検 出 方 法 は 、 具 体 的 に は 、 以 下 の 工 程
１ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 方 法 で あ る 。
１ ） 被 験 者 よ り 採 取 し た 検 体 に お け る 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程
：
２ ） 正 常 人 よ り 採 取 し た 検 体 に お け る 、 上 記 １ ） に 記 載 の 蛋 白 質 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程
：
３ ） 上 記 工 程 １ ） で 測 定 さ れ た 蛋 白 質 の 発 現 量 と 上 記 工 程 ２ ） で 測 定 さ れ た 該 蛋 白 質 の 発
現 量 の 差 を 解 析 し 、 被 験 者 の 癌 を 検 出 す る 工 程 。
以 下 、 各 工 程 を 具 体 的 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 a)　 工 程 １ ） 被 験 者 よ り 採 取 し た 検 体 に お け る 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 を 測
定 す る 工 程 ：
　 （ ａ ） 　 検 体 よ り 蛋 白 質 測 定 用 試 料 の 調 製
　 検 体 は 、 必 要 に 応 じ て 高 速 遠 心 を 行 う こ と に よ り 、 不 溶 性 の 物 質 を 除 去 し た 後 、 以 下 の
よ う に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ／ Ｒ Ｉ Ａ 用 試 料 や ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 用 試 料 と し て 調 製 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ／ Ｒ Ｉ Ａ 用 試 料 と し て は 、 例 え ば 回 収 し た 、 皮 膚 又 は リ ン パ 節 を そ の ま ま 使
用 す る か 、 緩 衝 液 で 適 宜 希 釈 し た も の を 用 い る 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 用 （ 電 気 泳 動 用 ） 試
料 は 、 例 え ば 、 皮 膚 又 は リ ン パ 節 の 抽 出 液 を そ の ま ま 使 用 す る か 、 緩 衝 液 で 適 宜 希 釈 し て
、 Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 用 の ２ － メ ル カ ト ル エ タ ノ ー ル を 含 む サ ン プ ル 緩
衝 液 （ シ グ マ （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） 社 製 等 ） と 混 合 す る 。 ド ッ ト ／ ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト の 場 合 は 、
例 え ば 回 収 し た 皮 膚 又 は リ ン パ 節 の 抽 出 液 そ の も の 、 又 は 緩 衝 液 で 適 宜 希 釈 し た も の を 、
ブ ロ ッ テ ィ ン グ 装 置 を 使 用 す る な ど し て 、 直 接 メ ン ブ レ ン へ 吸 着 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 （ ｂ ） 　 試 料 の 固 相 化
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た 試 料 中 の 蛋 白 質 を 特 異 的 に 検 出 す る た め に は 、 試 料 を 免 疫 沈
降 法 、 リ ガ ン ド の 結 合 を 利 用 し た 方 法 等 に よ っ て 、 沈 殿 さ せ 、 固 相 化 せ ず に 検 出 す る こ と
も で き る し 、 そ の ま ま 検 出 す る 該 試 料 を 固 相 化 す る こ と も で き る 。 蛋 白 質 を 固 相 化 す る 場
合 に お い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 又 は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 に 用 い ら
れ る メ ン ブ レ ン と し て は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン （ 例 え ば 、 バ イ オ ラ ッ ド 社 製 等 ）
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、 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン （ 例 え ば 、 ハ イ ボ ン ド － Ｅ Ｃ Ｌ （ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ）
等 ） 、 コ ッ ト ン メ ン ブ レ ン （ 例 え ば 、 ブ ロ ッ ト ア ブ ソ ー ベ ン ト フ ィ ル タ ー （ バ イ オ ラ ッ ド
社 製 ） 等 ） 又 は ポ リ ビ ニ リ デ ン ・ ジ フ ル オ リ ド （ Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ ） メ ン ブ レ ン （ 例 え ば 、 バ イ オ
ラ ッ ド 社 製 等 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ／ Ｒ Ｉ Ａ 法 で 蛋 白 質 の 検 出 ・ 定 量 を 行 う た め に は 、 専 用 の ９ ６ 穴 プ レ ー ト
（ 例 え ば 、 イ ム ノ プ レ ー ト ・ マ キ シ ソ ー プ （ ヌ ン ク 社 製 ） 等 ） に 試 料 又 は そ の 希 釈 液 （ 例
え ば ０ ． ０ ５ ％ 　 ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ 以 下 「 Ｐ Ｂ Ｓ 」 と い う
） で 希 釈 し た も の ） を 入 れ て ４ ℃ 乃 至 室 温 で 一 晩 、 又 は ３ ７ ℃ で １ 乃 至 ３ 時 間 静 置 す る こ
と に よ り 、 ウ ェ ル 内 底 面 に 蛋 白 質 を 吸 着 さ せ て 固 相 化 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に 対 す る 抗 体 は 、 常 法 を 用 い て （ 例 え ば 、 新 生 化 学 実 験 講 座 １
、 蛋 白 質 １ 、 p.389-397、 1992参 照 。 ） 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 又 は ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス
パ ニ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ る 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を 動 物 に 免 疫 し 、 生 体 内 に 産 生
さ れ る 抗 体 を 採 取 、 精 製 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば
、 Kohler and Milstein, Nature 256, 495-497, 1975、 Kennet, R. ed., Monoclonal Ant
ibody p.365-367, 1980, Prenum Press, N.Y.） に 従 っ て 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に 対
す る 抗 体 を 産 生 す る 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 さ せ る こ と に よ り ハ イ ブ リ ド
ー マ を 樹 立 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 な お 、 抗 原 と な る ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン は ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 を 遺 伝 子 操
作 に よ り 宿 主 細 胞 に 産 生 さ せ る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 ヒ ト ・ オ キ
ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 を 発 現 可 能 な ベ ク タ ー を 作 製 し 、 こ れ を 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 該 遺 伝 子
を 発 現 さ せ 、 発 現 し た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン を 精 製 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 （ ｃ ） 　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 の 測 定
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る 蛋 白 質 の 発 現 量 で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 発 現 量 の 測 定 は 、 上 記 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 や
ド ッ ト ／ ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 等 公 知 の 方 法 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 b)　 工 程 ２ ） 正 常 人 よ り 採 取 し た 検 体 に お け る 、 上 記 １ ） に 記 載 の 蛋 白 質 の 発 現 量 を 測
定 す る 工 程 ：
　 正 常 人 よ り 採 取 し た 検 体 に お け る ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 の 測 定 は 上 記 工 程 １
） と 同 様 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 c)　 工 程 ３ ） 上 記 工 程 １ ） で 測 定 さ れ た 蛋 白 質 の 発 現 量 と 上 記 工 程 ２ ） で 測 定 さ れ た 該
蛋 白 質 の 発 現 量 の 差 を 解 析 し 、 被 験 者 の 癌 を 検 出 す る 工 程 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 正 常 人 由 来 の 検 体 と 被 験 者 由 来 の 検 体 と の 間 で ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 の 差 を
解 析 し 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 が 有 意 に 増 加 し て い る 検 体 で は 癌 、 特 に 皮 膚 癌
、 更 に は メ ラ ノ ー マ が 存 在 す る 可 能 性 が 高 い と 判 定 す る こ と が で き 、 癌 を 検 出 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 濃 度 を 測 定 し 、 あ ら か じ め 正 常 人 の 値 と し て 決 め ら れ
て い る 数 値 範 囲 に 入 る か 否 か を 解 析 し 正 常 人 の 値 と し て 決 め ら れ て い る 範 囲 を 超 え て い る
場 合 に は 癌 を 有 す る と 判 定 す る こ と で 癌 を 検 出 す る こ と も で き る し 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ
ニ ン の 発 現 量 と 、 正 常 人 の 癌 の 形 成 度 の 相 関 を あ ら か じ め 調 べ て お く こ と に よ っ て 、 被 験
者 か ら 採 取 し た 検 体 に お け る ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 被
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験 者 が 、 正 常 人 で あ る か 否 か を 判 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ３ ． ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 及 び ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 検 定
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 及 び ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン は 、 ヒ ト の 正 常 組 織 の 間 で
は メ ラ ニ ン 細 胞 で 発 現 量 が 有 意 に 増 加 し て お り 、 更 に 、 正 常 な メ ラ ニ ン 細 胞 に 比 べ 、 メ ラ
ノ ー マ で 発 現 量 が 有 意 に 増 加 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 機 能 を 調 べ る 方 法 と し て は 、 ま ず 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン
を 発 現 し て い る 細 胞 由 来 の ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 法 等 、 公 知 の 方 法 に 従 い 、 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る 。 こ の 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を マ ウ ス
又 は ヒ ト 細 胞 に 導 入 し て 高 発 現 さ せ 、 細 胞 に 影 響 が 生 じ る か 否 か を 検 討 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 動 物 個 体 内 で 発 現 さ せ る た め に は 、 得 ら れ た 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ウ イ ル ス ベ ク
タ ー に 組 み 込 み 、 動 物 に 投 与 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 遺 伝 子 導 入
方 法 と し て は 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 等 の Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス
、 又 は Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 組 み 込 ん で 導 入 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 な か で も 、 レ
ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 用 い た 方 法
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 非 ウ イ ル ス 性 の 遺 伝 子 導 入 方 法 と し て は 、 発 現 プ ラ ス ミ ド を 直 接 筋 肉 内 に 投 与 す る 方 法
（ Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 法 ） 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン
法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 等 が 挙 げ ら れ 、 な か で も 、 Ｄ Ｎ Ａ ワ
ク チ ン 法 、 リ ポ ソ ー ム 法 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 、 培 養 細 胞 に 対 し て 、 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 由 来 の 筋 肉 細 胞 、
肝 細 胞 、 脂 肪 細 胞 、 あ る い は 筋 肉 細 胞 、 肝 細 胞 、 脂 肪 細 胞 、 皮 膚 細 胞 等 へ 導 入 し 、 高 発 現
さ せ 、 各 標 的 細 胞 の 有 す る 機 能 、 具 体 的 に は 、 糖 や 脂 質 の 産 生 や 取 り 込 み 、 あ る い は グ リ
コ ー ゲ ン の 蓄 積 等 の 糖 脂 質 代 謝 を 調 節 す る 機 能 、 あ る い は 細 胞 の 形 態 に ど の 様 な 影 響 が 現
れ る か を 検 討 す る こ と が で き る 。 逆 に 、 試 験 す る 遺 伝 子 の 全 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る ア ン チ セ ン ス
核 酸 を 、 細 胞 に 導 入 し 、 各 標 的 細 胞 の 機 能 や 形 態 に ど の 様 な 影 響 が 出 る か を 調 べ る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 動 物 又 は 細 胞 に 導 入 す る に あ た っ て は 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー 及 び 形 質
発 現 に 関 わ る 配 列 を 含 む ベ ク タ ー に 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 組 み 込 み 、 該 ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を 形 質
転 換 さ せ る 。 脊 椎 動 物 細 胞 の 発 現 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 通 常 発 現 し よ う と す る 遺 伝 子 の
上 流 に 位 置 す る プ ロ モ ー タ ー 、 Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ ス 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 及 び 転 写
終 結 配 列 等 を 有 す る も の を 使 用 で き 、 さ ら に こ れ は 必 要 に よ り 複 製 起 点 を 有 し て も よ い 。
該 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の 初 期 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る ｐ Ｓ Ｖ ２ ｄ ｈ ｆ ｒ （
Subramani,S. et al., Mol.Cell.Biol.,(1981)1, p.854-864） 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
ｐ Ｌ Ｎ Ｃ Ｘ 、 ｐ Ｌ Ｎ Ｓ Ｘ 、 ｐ Ｌ Ｘ Ｉ Ｎ 、 ｐ Ｓ Ｉ Ｒ （ ク ロ ン テ ッ ク （ Ｃ ｌ ｏ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ ） 社
製 ） 、 コ ス ミ ド ベ ク タ ー ｐ Ａ ｘ Ｃ ｗ （ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定
さ れ な い 。 該 発 現 ベ ク タ ー は 、 ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ Ｄ Ｅ Ａ Ｅ ） － デ キ ス ト ラ ン 法 （ Lu
thman,H.and　 Magnusson,G., Nucleic Acids Res. (1983) 11,p.1295-1308） 、 リ ン 酸 カ
ル シ ウ ム － Ｄ Ｎ Ａ 共 沈 殿 法 (Graham,F.L.and van der Eb,A.J. Virology,(1973) 52, p.45
6-457)、 及 び 電 気 パ ル ス 穿 孔 法 (Neumann, E.et al., EMBO J.(1982) 1, p.841-845)な ど
に よ り サ ル の 細 胞 で あ る Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 (Gluzman,Y. Cell(1981) 23,p.175-182,ATCC： Ｃ Ｒ Ｌ
－ １ ６ ５ ０ )や チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ： Ｃ Ｃ Ｌ － ６
１ ） の ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 欠 損 株 （ Urlaub,G. and Chasin, L.A. Proc. Natl. Acad. S
ci. USA(1980) 77, p.4126－ 4220） 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 由 来 ２ ９ ３ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ： Ｃ Ｒ Ｌ －
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１ ５ ７ ３ ） 等 に 取 り 込 ま せ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 か く し て 所 望 の 形
質 転 換 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 遺 伝 子 操 作 に よ り 、 正 常 動 物 に お い て 、 目 的 と す る 遺 伝 子 が 高 発 現 す る よ う に ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 し 、 細 胞 の 形 態 に ど の 様 な 影 響 が 現 れ る か を 検 討 す る こ と も
可 能 で あ る 。 逆 に 、 メ ラ ノ ー マ を 有 す る 動 物 に お い て 、 対 象 と す る 遺 伝 子 を 破 壊 し た ノ ッ
ク ア ウ ト 動 物 を 作 製 し 細 胞 の 状 態 を 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ４ ． ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 及 び ／ 又 は ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 検 出 用 キ ッ ト
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 及 び ／ 又 は ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン は 、 以 下 の １ ） 乃 至
５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ 以 上 を 含 む キ ッ ト を 用 い て 検 出 す る こ と が
で き る 。
１ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 異 的
に 増 幅 す る た め の １ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 の 連 続 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ；
２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る た め の １ ５ ヌ ク
レ オ チ ド 以 上 の 連 続 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ；
３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 固 定 さ
れ た 固 相 化 試 料 ；
４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 蛋
白 質 を 検 出 す る た め の 抗 体 ；
５ ） 上 記 ４ ） に 記 載 の 抗 体 に 結 合 し 得 る 二 次 抗 体 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 前 記 １ ） 記 載 の プ ラ イ マ ー は 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配
列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） に 基 づ き 市 販 の プ ラ イ マ ー 設 計 ソ フ ト （
た と え ば 、 Wisconsin GCG package Version 10.2） を 用 い る 等 、 常 法 に よ り 容 易 に 設 計 し
、 増 幅 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な プ ラ イ マ ー と し て は 例 え ば 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に
記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る た め に は 配 列 表 の 配 列 番 号
５ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ
れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま
た 、 前 記 ２ ） に 記 載 の プ ロ ー ブ は 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 １ ０ ０ 乃 至 １ ５ ０ ０ 塩 基 長 、 好 ま し く は ３ ０ ０ 乃 至 ６ ０ ０
塩 基 長 で あ る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー や プ ロ ー ブ は 、 適 当 な 標 識 に よ り ラ ベ ル （ 例 え ば 、 酵
素 標 識 、 放 射 性 標 識 、 蛍 光 標 識 等 ） さ れ て い て も よ く 、 ま た 、 リ ン カ ー を 付 加 し て い て も
よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 上 記 ３ ） に 記 載 の 固 相 化 試 料 は 、 上 記 ２ ） に 記 載 の プ ロ ー ブ を ガ ラ ス 板 、 ナ イ ロ ン メ ン
ブ レ ン 等 の 固 相 に 固 定 す る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 こ の よ う な 固 相 化 試 料 の 作 成 方 法 に つ
い て は 、 既 に 「 ２ ． 癌 の 検 出 方 法 」 の 項 の 「 （ １ ） ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現
量 を 利 用 し た 癌 の 検 出 方 法 」 の 項 中 の 「 （ １ ） 固 相 化 試 料 を 用 い た 測 定 方 法 」 の 項 で 説 明
し た 通 り で あ り 、 例 え ば 、 遺 伝 子 チ ッ プ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ 、 オ リ ゴ ア レ イ 、 メ ン ブ レ ン フ
ィ ル タ ー 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト に は 、 更 に 耐 熱 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ
、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ の 混 合 物 ） 及 び 緩 衝 液 を 含 め る こ と も で き る 。 耐 熱 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ と し て は Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｌ Ａ 　 Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ
ｓ ｅ （ 宝 酒 造 社 製 ） 、 Ｔ ｔ ｈ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｐ ｆ ｕ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ な ど が 例
示 で き る 。 緩 衝 液 は 使 用 す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に 応 じ て 選 ば れ 、 必 要 に 応 じ て Ｍ ｇ ２ ＋

な ど が 添 加 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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　 前 記 、 ４ ） 及 び ５ ） に 記 載 の 抗 体 は 上 記 「 「 ２ ． 癌 の 検 出 方 法 」 の 項 の 「 （ ３ ） 　 ヒ ト
・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 発 現 量 （ 蛋 白 質 の 発 現 量 ） を 利 用 し た 癌 の 検 出 方 法 」 の 項 や 「 ５ ．
抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ パ ニ ン 抗 体 の 製 造 」 の 項 に 記 載 し た 方 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
該 抗 体 は 、 適 当 な 標 識 に よ り ラ ベ ル （ 例 え ば 、 酵 素 標 識 、 放 射 性 標 識 、 蛍 光 標 識 等 ） さ れ
て い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 及 び ／ 又 は ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の
検 出 に 用 い る こ と が で き 、 癌 の 有 無 の 判 定 や 、 癌 の 増 殖 を 抑 制 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ
に も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ５ ． 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ パ ニ ン 抗 体 の 製 造
（ １ ） 　 抗 原 の 調 製
　 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ パ ニ ン 抗 体 を 作 製 す る た め の 抗 原 と し て は 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ パ ニ ン 又
は そ の 少 な く と も ６ 個 の 連 続 し た 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は こ れ
ら に 任 意 の ア ミ ノ 酸 配 列 や 担 体 が 付 加 さ れ た 誘 導 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン は 、 ヒ ト の 腫 瘍 組 織 あ る い は 腫 瘍 細 胞 か ら 直 接 精 製 し て 使 用 す
る こ と が で き 、 ま た 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ パ ニ ン を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ に て 合 成 す る 、 あ る い は
遺 伝 子 操 作 に よ り 宿 主 細 胞 に 産 生 さ せ る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 遺 伝 子 操 作 で は
、 具 体 的 に は 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ パ ニ ン を 発 現 可 能 な ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ 後 、 転 写 と 翻 訳
に 必 要 な 酵 素 、 基 質 及 び エ ネ ル ギ ー 物 質 を 含 む 溶 液 中 で 合 成 す る 、 あ る い は 他 の 原 核 生 物
、 又 は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る こ と に よ っ て ヒ ト ・ オ キ ュ ロ パ ニ ン を 発 現 さ
せ る こ と に よ り 、 該 蛋 白 質 を 得 る こ と が 出 来 る 。 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ パ ニ ン の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 、 文 献 (Graeme Wistow, Steven L. Bernstein, M. Keith Wyatt, Robert 
N. Fariss, Amita Behal, Jeffrey W. Touchman, Gerard Bouffard, Don Smith, and Kat
herine Perterson (2002) Expressed sequence tag analysis of human RPE/choroids fo
r the NEIBank Project:Over 6000 non-redundant transcripts, npvel and splice vari
ants, Molecular Vision 8:2-5-220)に 記 載 さ れ て お り 、 GenBankに ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ｎ
Ｍ ＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ で 登 録 さ れ て お り 、 ま た 、 そ の Ｏ Ｒ Ｆ は 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に も 記 載 さ
れ て い る 。 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 例 え ば 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン を 発 現
し て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し て 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 特 異 的
に 増 幅 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ 以 下 「 Ｐ Ｃ Ｒ 」 と い う ） ［ Saiki,
 R. K., et al. (1988) Science 239, 487-49 参 照 ］ を 行 な う 、 い わ ゆ る Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り
取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の イ ン ・ ビ ト ロ （ ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ） 合 成 と し て は 、 例 え ば ロ シ ュ ・ ダ イ
ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 製 の ラ ピ ッ ド ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン シ ス テ ム （ Ｒ Ｔ Ｓ ） が 挙 げ ら れ る
が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 Ｒ Ｔ Ｓ を 用 い る 場 合 を 例 に 挙 げ る と 、 目 的 の 遺 伝 子 を Ｔ ７ プ ロ
モ ー タ ー に よ り 制 御 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ れ を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ の 反
応 系 に 添 加 す る と 、 最 初 に 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ よ り Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 転 写
さ れ 、 そ の 後 大 腸 菌 溶 解 液 中 の リ ボ ソ ー ム 等 に よ り 翻 訳 が 行 わ れ 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド が
反 応 液 中 に 合 成 さ れ る (Biochemica, 1, 20-23 (2001), Biochemica, 2, 28-29 (2001)。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 原 核 細 胞 の 宿 主 と し て は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （ Escherichia coli） や 枯 草 菌 （ Bacillus s
ubtilis） な ど が 挙 げ ら れ る 。 目 的 の 遺 伝 子 を こ れ ら の 宿 主 細 胞 内 で 形 質 転 換 さ せ る に は
、 宿 主 と 適 合 し 得 る 種 由 来 の レ プ リ コ ン す な わ ち 複 製 起 点 と 、 調 節 配 列 を 含 ん で い る プ ラ
ス ミ ド ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る 。 ま た 、 ベ ク タ ー と し て は 、 形 質 転 換 細 胞 に
表 現 形 質 （ 表 現 型 ） の 選 択 性 を 付 与 す る こ と が で き る 配 列 を 有 す る も の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 例 え ば 、 大 腸 菌 と し て は Ｋ １ ２ 株 な ど が よ く 用 い ら れ 、 ベ ク タ ー と し て は 、 一 般 に ｐ Ｂ
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Ｒ ３ ２ ２ や ｐ Ｕ Ｃ 系 の プ ラ ス ミ ド が 用 い ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 公 知 の 各 種 菌 株
、 及 び ベ ク タ ー が い ず れ も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 大 腸 菌 に お い て は 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ trp） プ ロ モ ー タ ー 、 ラ
ク ト ー ス （ lac） プ ロ モ ー タ ー 、 ト リ プ ト フ ァ ン ・ ラ ク ト ー ス （ tac） プ ロ モ ー タ ー 、 リ ポ
プ ロ テ イ ン （ lpp） プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 伸 張 因 子 Tu（ tufB） プ ロ モ ー タ ー 等 が
挙 げ ら れ 、 ど の プ ロ モ ー タ ー も 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 枯 草 菌 と し て は 、 例 え ば ２ ０ ７ － ２ ５ 株 が 好 ま し く 、 ベ ク タ ー と し て は ｐ Ｔ Ｕ Ｂ ２ ２ ８
（ Ohmura, K. et al. (1984) J. Biochem. 95, 87-93） な ど が 用 い ら れ る が 、 こ れ に 限 定
さ れ る も の で は な い 。 枯 草 菌 の α － ア ミ ラ ー ゼ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 連 結 す る こ と に よ り 、 菌 体 外 で の 分 泌 発 現 も 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 真 核 細 胞 の 宿 主 細 胞 に は 、 脊 椎 動 物 、 昆 虫 、 酵 母 な ど の 細 胞 が 含 ま れ 、 脊 椎 動 物 細 胞 と
し て は 、 例 え ば 、 サ ル の 細 胞 で あ る Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 （ Gluzman, Y. (1981) Cell 23, 175-182
、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ － １ ６ ５ ０ ） 、 マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ
Ｒ Ｌ － １ ６ ５ ８ ） や チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ
－ ６ １ ） の ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 欠 損 株 （ Urlaub, G. and Chasin, L. A. (1980) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 77, 4126-4220） 等 が よ く 用 い ら れ て い る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 脊 椎 動 物 細 胞 の 発 現 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 通 常 発 現 し よ う と す る 遺 伝 子 の 上 流 に 位 置
す る プ ロ モ ー タ ー 、 Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ ス 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 及 び 転 写 終 結 配 列 等
を 有 す る も の を 使 用 で き 、 さ ら に こ れ は 必 要 に よ り 複 製 起 点 を 有 し て も よ い 。 該 発 現 ベ ク
タ ー の 例 と し て は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ （
イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の 初 期 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る ｐ Ｓ Ｖ ２ ｄ ｈ ｆ ｒ （ Subr
amani, S. et al. (1981) Mol. Cell. Biol. 1, 854-864） 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 宿 主 細 胞 と し て 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 あ る い は Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 用 い る 場 合 を 例 に 挙 げ る と 、
発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 複 製 起 点 を 有 し 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 あ る い は Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞
に お い て 自 立 増 殖 が 可 能 で あ り 、 さ ら に 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 終 結 シ グ ナ ル 、 及 び Ｒ
Ｎ Ａ ス プ ラ イ ス 部 位 を 備 え た も の を 用 い る こ と が で き る 。 該 発 現 ベ ク タ ー は 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ －
デ キ ス ト ラ ン 法 （ Luthman, H. and Magnusson, G. (1983) Nucleic Acids Res. 11, 1295
-1308） 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム － Ｄ Ｎ Ａ 共 沈 殿 法 （ Graham, F. L. and van der Eb, A. J. (
1973) Virology 52, 456-457） 、 及 び 電 気 パ ル ス 穿 孔 法 （ Neumann, E. et al. (1982) EM
BO J. 1, 841-845） な ど に よ り Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 あ る い は Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 に 取 り 込 ま せ る こ
と が で き 、 か く し て 所 望 の 形 質 転 換 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 宿 主 細 胞 と し て Ｃ Ｈ
Ｏ 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 発 現 ベ ク タ ー と 共 に 、 抗 生 物 質 Ｇ ４ １ ８ 耐 性 マ ー カ ー と し て 機
能 す る ｎ ｅ ｏ 遺 伝 子 を 発 現 し 得 る ベ ク タ ー 、 例 え ば ｐ Ｒ Ｓ Ｖ ｎ ｅ ｏ （ Sambrook, J. et al
. (1989) : “ Molecular Cloning A Laboratory Manual“  Cold Spring Harbor Laborato
ry, NY） や ｐ Ｓ Ｖ ２ ｎ ｅ ｏ （ Southern, P. J. and Berg, P. (1982) J. Mol. Appl. Gene
t. 1, 327-341） な ど を コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 Ｇ ４ １ ８ 耐 性 の コ ロ ニ ー を 選 択 す る こ
と に よ り 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド を 安 定 に 産 生 す る 形 質 転 換 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 は 、 常 法 に 従 い 培 養 す る こ と が で き 、 該 培 養 に よ
り 細 胞 内 、 又 は 細 胞 外 に 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド が 産 生 さ れ る 。 該 培 養 に 用 い ら れ る 培 地 と し
て は 、 採 用 し た 宿 主 細 胞 に 応 じ て 慣 用 さ れ る 各 種 の も の を 適 宜 選 択 で き 、 例 え ば 、 上 記 Ｃ
Ｏ Ｓ 細 胞 で あ れ ば 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 や ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ 以 下 「 Ｄ Ｍ Ｅ
Ｍ 」 と い う ） な ど の 培 地 に 、 必 要 に 応 じ ウ シ 胎 児 血 清 な ど の 血 清 成 分 を 添 加 し た も の を 使
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用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 上 記 培 養 に よ り 、 形 質 転 換 体 の 細 胞 内 又 は 細 胞 外 に 産 生 さ れ る 組 換 え 蛋 白 質 は 、 該 蛋 白
質 の 物 理 的 性 質 や 化 学 的 性 質 な ど を 利 用 し た 各 種 の 公 知 の 分 離 操 作 法 に よ り 分 離 ・ 精 製 す
る こ と が で き る 。 該 方 法 と し て は 、 具 体 的 に は 例 え ば 、 通 常 の 蛋 白 質 沈 殿 剤 に よ る 処 理 、
限 外 濾 過 、 分 子 ふ る い ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ゲ ル 濾 過 ） 、 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ
ン 交 換 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 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） な ど の 各 種 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 透 析 法 、 こ れ ら の 組 合 せ な ど を
例 示 で き る 。 ま た 、 発 現 さ せ る 組 換 え 蛋 白 質 に ６ 残 基 か ら な る ヒ ス チ ジ ン を 繋 げ る こ と に
よ り 、 ニ ッ ケ ル ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム で 効 率 的 に 精 製 す る こ と が で き る 。 上 記 方 法 を 組 合
せ る こ と に よ り 容 易 に 高 収 率 、 高 純 度 で 目 的 と す る ポ リ ペ プ チ ド を 大 量 に 製 造 で き る 。

（ ２ ） 　 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 例 と し て 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と
特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 そ の 取 得 方 法 は 、 以 下 に
記 載 す る 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 に あ た っ て は 、 一 般 に 下 記 の よ う な 作 業 工 程 が 必 要 で あ る 。
す な わ ち 、
（ ａ ） 抗 原 と し て 使 用 す る 生 体 高 分 子 の 精 製 、
（ ｂ ） 抗 原 を 動 物 に 注 射 す る こ と に よ り 免 疫 し た 後 、 血 液 を 採 取 し そ の 抗 体 価 を 検 定 し て
脾 臓 摘 出 の 時 期 を 決 定 し て か ら 、 抗 体 産 生 細 胞 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｃ ） 骨 髄 腫 細 胞 （ 以 下 「 ミ エ ロ ー マ 」 と い う ） の 調 製 、
（ ｄ ） 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ と の 細 胞 融 合 、
（ ｅ ） 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 群 の 選 別 、
（ ｆ ） 単 一 細 胞 ク ロ ー ン へ の 分 割 （ ク ロ ー ニ ン グ ） 、
（ ｇ ） 場 合 に よ っ て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 製 造 す る た め の ハ イ ブ リ ド ー マ の 培
養 、 又 は ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 し た 動 物 の 飼 育 、
（ ｈ ） こ の よ う に し て 製 造 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 理 活 性 、 及 び そ の 結 合 特 異 性 の
検 討 、 あ る い は 標 識 試 薬 と し て の 特 性 の 検 定 、 等 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 以 下 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 法 を 上 記 工 程 に 沿 っ て 詳 述 す る が 、 該 抗 体 の 作 製 法 は
こ れ に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 脾 細 胞 以 外 の 抗 体 産 生 細 胞 及 び ミ エ ロ ー マ を 使 用 す る こ と も で
き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 （ ａ ） 抗 原 の 精 製
　 抗 原 と し て は 、 前 記 し た よ う な 方 法 で 調 製 し た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 又 は そ の 一 部 を
使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 組 換 え 体 細 胞 よ り 調 製 し た 膜
画 分 、 又 は ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 組 換 え 体 細 胞 自 身 、 さ ら に 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法
を 用 い て 、 化 学 合 成 し た 本 発 明 の 蛋 白 質 の 部 分 ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 使 用 す る こ と も で き
る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 （ ｂ ） 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製 　 工 程 （ ａ ） で 得 ら れ た 抗 原 と 、 フ ロ イ ン ド の 完 全 又 は 不 完
全 ア ジ ュ バ ン ト 、 又 は カ リ ミ ョ ウ バ ン の よ う な 助 剤 と を 混 合 し 、 免 疫 原 と し て 実 験 動 物 に
免 疫 す る 。 実 験 動 物 は 公 知 の ハ イ ブ リ ド ー マ 作 製 法 に 用 い ら れ る 動 物 を 支 障 な く 使 用 す る
こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 た と え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 ウ マ 等 を 使
用 す る こ と が で き る 。 た だ し 、 摘 出 し た 抗 体 産 生 細 胞 と 融 合 さ せ る ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 入 手
容 易 性 等 の 観 点 か ら 、 マ ウ ス 又 は ラ ッ ト を 被 免 疫 動 物 と す る の が 好 ま し い 。 ま た 、 実 際 に
使 用 す る マ ウ ス 及 び ラ ッ ト の 系 統 は 特 に 制 限 は な く 、 マ ウ ス の 場 合 に は 、 た と え ば 各 系 統
 Ａ 、 AKR 、 BALB/c、 BDP 、 BA、 CE、 C3H 、 57BL、 C57BR 、 C57L、 DBA 、 FL、 HTH 、 HT1 
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、 LP、 NZB 、 NZW 、 RF、 R III、 SJL 、 SWR 、 WB、 129 等 が 、 ま た ラ ッ ト の 場 合 に は 、 た
と え ば 、 Low 、 Lewis 、 Spraque 、 Daweley 、 ACI 、 BN、 Fischer等 を 用 い る こ と が で き
る 。 こ れ ら の マ ウ ス 及 び ラ ッ ト は 例 え ば 日 本 ク レ ア 、 日 本 チ ャ － ル ス リ バ ー 、 日 本 SLC、 T
he Jackson Laboratories等 実 験 動 物 飼 育 販 売 業 者 よ り 入 手 す る こ と が で き る 。 こ の う ち
、 後 述 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 融 合 適 合 性 を 勘 案 す れ ば 、 マ ウ ス で は  BALB/c 系 統 が 、 ラ ッ
ト で は low 系 統 が 被 免 疫 動 物 と し て 特 に 好 ま し い 。 ま た 、 抗 原 の ヒ ト と マ ウ ス で の 相 同 性
を 考 慮 し 、 自 己 抗 体 を 除 去 す る 生 体 機 構 を 低 下 さ せ た マ ウ ス 、 す な わ ち 自 己 免 疫 疾 患 マ ウ
ス を 用 い る こ と も 好 ま し い 。 な お 、 こ れ ら マ ウ ス 又 は ラ ッ ト の 免 疫 時 の 週 齢 は 、 好 ま し く
は ５ ～ １ ２ 週 齢 、 さ ら に 好 ま し く は ６ ～ ８ 週 齢 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 又 は こ の 組 換 え 体 に よ っ て 動 物 を 免 疫 す る に は 、 例 え ば 、 Weir
,D.M.,Handbook of Experimental Immunology Vol.I. II. III.,Blackwell Scientific P
ublications, Oxford (1987)、 Kabat,E.A. and Mayer,M.M., Experimental Immunochemis
try, Charles C Thomas Publisher Spigfield,Illinois (1964) 等 に 詳 し く 記 載 さ れ て い
る 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 免 疫 法 の う ち 、 こ の 発 明 に お い て 好 適 な 方
法 を 具 体 的 に 示 せ ば 、 た と え ば 以 下 の と お り で あ る 。 す な わ ち 、 ま ず 、 抗 原 で あ る 膜 蛋 白
画 分 、 も し く は 抗 原 を 発 現 さ せ た 細 胞 を 動 物 の 皮 内 又 は 腹 腔 内 に 投 与 す る 。 た だ し 、 免 疫
効 率 を 高 め る た め に は 両 者 の 併 用 が 好 ま し く 、 前 半 は 皮 内 投 与 を 行 い 、 後 半 又 は 最 終 回 の
み 腹 腔 内 投 与 を 行 う と 、 特 に 免 疫 効 率 を 高 め る こ と が で き る 。 抗 原 の 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル は
、 被 免 疫 動 物 の 種 類 、 個 体 差 等 に よ り 異 な る が 、 一 般 に は 、 抗 原 投 与 回 数 ３ ～ ６ 回 、 投 与
間 隔 ２ ～ ６ 週 間 が 好 ま し く 、 投 与 回 数 ３ ～ ４ 回 、 投 与 間 隔 ２ ～ ４ 週 間 が さ ら に 好 ま し い 。
投 与 回 数 を 過 度 に 増 や す と 抗 原 を 浪 費 し 、 ま た 投 与 間 隔 を 広 げ す ぎ る と 動 物 の 老 化 に よ る
細 胞 の 低 活 性 化 を 招 く た め に 好 ま し く な い 。 ま た 、 抗 原 の 投 与 量 は 、 動 物 の 種 類 、 個 体 差
等 に よ り 異 な る が 、 一 般 に は 、 0.05～ 5 ml、 好 ま し く は  0.1～ 0.5ml 程 度 と す る 。 追 加 免
疫 は 、 以 上 の 通 り の 抗 原 投 与 の １ ～ ６ 週 間 後 、 好 ま し く は ２ ～ ４ 週 間 後 、 さ ら に 好 ま し く
は ２ ～ ３ 週 間 後 に 行 う 。 こ の 追 加 免 疫 の 時 期 が ６ 週 間 目 よ り 遅 す ぎ る か 、 あ る い は １ 週 間
目 よ り 早 す ぎ る と 追 加 免 疫 の 効 果 が 少 な い 。 な お 、 追 加 免 疫 を 行 う 際 の 抗 原 投 与 量 は 、 動
物 の 種 類 、 大 き さ 等 に よ り 異 な る が 、 一 般 に 、 例 え ば マ ウ ス の 場 合 に は 、 0.05～ 5 ml、 好
ま し く は  0.1～ 0.5 ml、 さ ら に 好 ま し く は  0.1～ 0.2 ml程 度 と す る 。 不 必 要 の 大 量 投 与 は
免 疫 効 果 を 低 下 さ せ る だ け で な く 、 被 免 疫 動 物 に と っ て も 好 ま し い も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 上 記 追 加 免 疫 か ら １ ～ １ ０ 日 後 、 好 ま し く は ２ ～ ５ 日 後 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ～ ３ 日 後
に 被 免 疫 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞 を 含 む 脾 臓 細 胞 又 は リ ン パ 球 を 無 菌 的 に 取 り 出 す 。 な お 、
そ の 際 に 抗 体 価 を 測 定 し 、 抗 体 価 が 十 分 高 く な っ た 動 物 を 抗 体 産 生 細 胞 の 供 給 源 と し て 用
い れ ば 、 以 後 の 操 作 の 効 率 を 高 め る こ と が で き る 。 　 こ こ で 用 い ら れ る 抗 体 価 の 測 定 法 と
し て は 、 Ｒ Ｉ Ａ 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 蛍 光 抗 体 法 、 受 身 血 球 凝 集 反 応 法 な ど 種 々 の 公 知 技 術
が あ げ ら れ る が 、 検 出 感 度 、 迅 速 性 、 正 確 性 、 及 び 操 作 の 自 動 化 の 可 能 性 な ど の 観 点 か ら
、 Ｒ Ｉ Ａ 法 又 は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 が よ り 好 適 で あ る 。

　 本 発 明 に お け る 抗 体 価 の 測 定 は 、 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ れ ば 、 以 下 に 記 載 す る よ う な
手 順 に よ り 行 う こ と が で き る 。 ま ず 、 精 製 又 は 部 分 精 製 し た 抗 原 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 ９ ６ 穴 プ
レ ー ト 等 の 固 相 表 面 に 吸 着 さ せ 、 さ ら に 抗 原 が 吸 着 し て い な い 固 相 表 面 を 抗 原 と 無 関 係 な
蛋 白 質 、 例 え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 以 下 「 Ｂ Ｓ Ａ 」 と い う ） に よ り 覆 い 、 該 表 面 を 洗 浄
後 、 第 一 抗 体 と し て 段 階 希 釈 し た 試 料 （ 例 え ば マ ウ ス 血 清 ） に 接 触 さ せ 、 上 記 抗 原 に 試 料
中 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 結 合 さ せ る 。 さ ら に 第 二 抗 体 と し て 酵 素 標 識 さ れ た マ ウ ス 抗 体
に 対 す る 抗 体 を 加 え て マ ウ ス 抗 体 に 結 合 さ せ 、 洗 浄 後 該 酵 素 の 基 質 を 加 え 、 基 質 分 解 に 基
づ く 発 色 に よ る 吸 光 度 の 変 化 等 を 測 定 す る こ と に よ り 、 抗 体 価 を 算 出 す る 。 　 こ れ ら の 脾
臓 細 胞 又 は リ ン パ 球 か ら の 抗 体 産 生 細 胞 の 分 離 は 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 Kohler et al.,
 Nature, 256, 495, 1975; Kohler et al., Eur.J.Immnol., 6,511, 1977; Milstein et 
al., Nature, 266, 550, 1977; Walsh, Nature, 266, 495, 1977） に 従 っ て 行 う こ と が で
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き る 。 例 え ば 、 脾 臓 細 胞 の 場 合 に は 、 細 胞 を 細 切 し て ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ で 濾 過 し た 後 、
イ ー グ ル 最 小 必 須 培 地 （ Ｍ Ｅ Ｍ ） に 浮 遊 さ せ て 抗 体 産 生 細 胞 を 分 離 す る 一 般 的 方 法 を 採 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 （ ｃ ） 　 骨 髄 腫 細 胞 （ 以 下 、 「 ミ エ ロ ー マ 」 と い う ） の 調 製
　 細 胞 融 合 に 用 い る ミ エ ロ ー マ 細 胞 に は 特 段 の 制 限 は な く 、 公 知 の 細 胞 株 か ら 適 宜 に 選 択
し て 用 い る こ と が で き る 。 た だ し 、 融 合 細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る 際 の 利 便 性 を
考 慮 し て 、 そ の 選 択 手 続 が 確 立 し て い る Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ (Hpoxanthine-guanine phosphoribosy
l transferase)欠 損 株 を 用 い る の が 好 ま し い 。 す な わ ち 、 マ ウ ス 由 来 の X63-Ag8(X63)、 NS
1-Ag4/1(NS1)、 P3X63-Ag8.Ul(P3Ul)、 X63-Ag8.653(X63.653)、 SP2/0-Ag14(SP2/0)、 MPC11
-45.6TG1.7(45.6TG)、 FO、 S149/5XXO、 BU.1等 、 ラ ッ ト 由 来 の 210.RSY3.Ag.1.2.3(Y3)等 、
ヒ ト 由 来 の U266AR(SKO-007)、 GM1500・ GTG-A12(GM1500)、 UC729-6、 LICR-LOW-HMy2(HMy2)
、 8226AR/NIP4-1(NP41)等 で あ る 。 こ れ ら の Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 欠 損 株 は 例 え ば 、 American Type C
ulture Collection (ATCC)等 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 適 当 な 培 地 、 例 え ば ８ － ア ザ グ ア ニ ン 培 地 ［ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培
地 に グ ル タ ミ ン 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 及 び ウ シ 胎 児 血 清 （ 以 下
「 Ｆ Ｃ Ｓ 」 と い う ） を 加 え た 培 地 に ８ － ア ザ グ ア ニ ン を 加 え た 培 地 ] 、 イ ス コ フ 改 変 ダ ル
ベ ッ コ 培 地 （ Iscove’ s Modified Dulbecco’ s Medium ； 以 下 「 Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ 」 と い う ） 、 又
は ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ Dulbecco’ s Modified Eagle Medium； 以 下 「 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ
」 と い う ） で 継 代 培 養 す る が 、 細 胞 融 合 の ３ 乃 至 ４ 日 前 に 正 常 培 地 ［ 例 え ば 、 １ ０ ％ 　 Ｆ
Ｃ Ｓ を 含 む Ａ Ｓ Ｆ １ ０ ４ 培 地 （ 味 の 素 （ 株 ） 社 製 ） ］ で 継 代 培 養 し 、 融 合 当 日 に ２ × １ ０
7 以 上 の 細 胞 数 を 確 保 し て お く 。

　 （ ｄ ） 細 胞 融 合 　 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 融 合 は 、 公 知 の 方 法 （ Weir,D.M.,
Handbookof Experimental Immunology Vol.I. II. III.,Blackwell Scientific Publicat
ions, Oxford (1987)、 Kabat,E.A. and Mayer,M.M., Experimental Immunochemistry, Ch
arles C Thomas Publisher Spigfield,Illinois (1964) 等 ） に 従 い 、 細 胞 の 生 存 率 を 極
度 に 低 下 さ せ な い 程 度 の 条 件 下 で 適 宜 実 施 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば
、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 高 濃 度 ポ リ マ ー 溶 液 中 で 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と
を 混 合 す る 化 学 的 方 法 、 電 気 的 刺 激 を 利 用 す る 物 理 的 方 法 等 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の
う ち 、 上 記 化 学 的 方 法 の 具 体 例 を 示 せ ば 以 下 の と お り で あ る 。 す な わ ち 、 高 濃 度 ポ リ マ ー
溶 液 と し て ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い る 場 合 に は 、 分 子 量 1500～ 6000、 好 ま し く は 20
00～ 4000の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 溶 液 中 で 、 ３ ０ ～ ４ ０ ℃ 、 好 ま し く は ３ ５ ～ ３ ８ ℃ の
温 度 で 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を １ ～ １ ０ 分 間 、 好 ま し く は ５ ～ ８ 分 間 混 合 す る
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 （ ｅ ） ハ イ ブ リ ド ー マ 群 の 選 択
上 記 細 胞 融 合 に よ り 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 方 法 は 特 に 制 限 は な い が 、 通 常 Ｈ Ａ Ｔ
（ ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ ア ミ ノ ブ テ リ ン ・ チ ミ ジ ン ） 選 択 法 〔 Kohler et al., Nature, 256, 
495 (1975); Milstein at al., Nature 266, 550 (1977)〕 が 用 い ら れ る 。 こ の 方 法 は 、
ア ミ ノ ブ テ リ ン で 生 存 し 得 な い Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 欠 損 株 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 用 い て ハ イ ブ リ ド ー
マ を 得 る 場 合 に 有 効 で あ る 。 す な わ ち 、 未 融 合 細 胞 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ を Ｈ Ａ Ｔ 培 地 で 培
養 す る こ と に よ り 、 ア ミ ノ ブ テ リ ン に 対 す る 耐 性 を 持 ち 合 わ せ た ハ イ ブ リ ド ー マ の み を 選
択 的 に 残 存 さ せ 、 か つ 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 （ ｆ ） 単 一 細 胞 ク ロ ー ン へ の 分 割 (ク ロ ー ニ ン グ )
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ニ ン グ 法 と し て は 、 例 え ば メ チ ル セ ル ロ ー ス 法 、 軟 ア ガ ロ ー ス
法 、 限 界 希 釈 法 等 の 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 〔 例 え ば Barbara, B.M. and Stanle
y, M.S. ： Selected Methods in Cellular Immunology, W.H. Freeman and Company, San

10

20

30

40

50

(19) JP 2004-290187 A 2004.10.21



 Francisco（ 1980） 参 照 〕 。 こ の ク ロ ー ニ ン グ 法 と し て は 、 プ レ ー ト の １ ウ ェ ル に １ 個 の
ハ イ ブ リ ド ー マ が 含 ま れ る よ う に 希 釈 し て 培 養 す る 限 界 希 釈 法 、 軟 寒 天 培 地 中 で 培 養 し コ
ロ ニ ー を 回 収 す る 軟 寒 天 法 、 マ イ ク ロ マ ニ ュ ピ レ ー タ ー に よ っ て １ 個 づ つ の 細 胞 を 取 り 出
し 培 養 す る 方 法 、 セ ル ソ ー タ ー に よ っ て １ 個 の 細 胞 を 分 離 す る 「 ソ ー タ ク ロ ー ン 」 な ど が
挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 方 法 の う ち 、 特 に 限 界 希 釈 法 が 好 適 で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 マ イ ク
ロ プ レ ー ト に ラ ッ ト 胎 児 由 来 繊 維 芽 細 胞 株 、 あ る い は 正 常 マ ウ ス 脾 臓 細 胞 、 胸 腺 細 胞 、 腹
水 細 胞 な ど の フ ィ ー ダ ー (feeder)を 接 種 し て お く 。 一 方 、 あ ら か じ め ハ イ ブ リ ド ー マ を ０
． ２ ～ ０ ． ５ 個 ／ ０ ． ２ ｍ ｌ に な る よ う に 培 地 中 で 希 釈 し 、 こ の 希 釈 し た ハ イ ブ リ ド ー マ
の 浮 遊 液 を 各 ウ ェ ル に ０ ． １ ｍ ｌ ず つ 入 れ 、 一 定 期 間 毎 （ 例 え ば ３ 日 毎 ） に 約 １ ／ ３ の 培
地 を 新 し い も の に 交 換 し な が ら ２ 週 間 程 度 培 養 を 続 け る こ と に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ の ク
ロ ー ン を 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 抗 体 価 の 認 め ら れ た ウ ェ ル に つ い て 、 例 え ば 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を ２ ～ ４ 回
繰 返 し 、 安 定 し て 抗 体 価 の 認 め ら れ た も の を 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 と し て 選 択 す る 。 こ の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド
ー マ 株 の ひ と つ は 、 Ｏ ３ Ｂ ８ － ２ Ｃ ９ － ４ Ｆ ３ と 命 名 さ れ 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 研 究 所
特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に ２ ０ ０ ４ 年 ２ 月 １ ７ 日 付 け で 、 寄 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ６
２ ７ と し て 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 （ ｇ ） ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
　 こ の よ う に し て 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 こ れ を 培 養 す る こ と に よ り 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 効 率 よ く 得 る こ と が で き る が 、 培 養 に 先 立 ち 、 目 的 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 望 ま し い 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ に
は そ れ 自 体 既 知 の 方 法 が 採 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 に お け る 抗 体 価 の 測 定 は 、 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ れ ば 、 以 下 に 記 載 す る よ う な
手 順 に よ り 行 う こ と が で き る 。 ま ず 、 精 製 又 は 部 分 精 製 し た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 、 も
し く は ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン を 発 現 さ せ た 細 胞 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 ９ ６ 穴 プ レ ー ト 等 の 固 相
表 面 に 吸 着 さ せ 、 さ ら に 抗 原 が 吸 着 し て い な い 固 相 表 面 を 抗 原 と 無 関 係 な 蛋 白 質 、 例 え ば
ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 以 下 「 Ｂ Ｓ Ａ 」 と い う ） に よ り 覆 い 、 該 表 面 を 洗 浄 後 、 第 一 抗 体 と
し て 段 階 希 釈 し た 試 料 （ 例 え ば マ ウ ス 血 清 ） に 接 触 さ せ 、 上 記 抗 原 に 試 料 中 の 抗 ヒ ト ・ オ
キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 を 結 合 さ せ る 。 さ ら に 第 二 抗 体 と し て 酵 素 標 識 さ れ た マ ウ ス 抗 体 に 対
す る 抗 体 を 加 え て マ ウ ス 抗 体 に 結 合 さ せ 、 洗 浄 後 該 酵 素 の 基 質 を 加 え 、 基 質 分 解 に 基 づ く
発 色 に よ る 吸 光 度 の 変 化 等 を 測 定 す る こ と に よ り 、 抗 体 価 を 算 出 す る 。 な お 、 こ の よ う な
ス ク リ ー ニ ン グ は 、 上 記 の よ う に ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ し た 後 で 行 っ て も よ い し
、 そ の 前 に 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 以 上 の 通 り の 方 法 に よ っ て 得 た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 液 体 窒 素 中 又 は ８ ０ ℃ 以 下 の 冷 凍 庫
中 に 凍 結 状 態 で 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ を 完 了 し た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 培 地 を Ｈ Ｔ 培 地 か ら 正 常 培 地 に 換 え て 培 養
さ れ る 。 大 量 培 養 は 、 大 型 培 養 瓶 を 用 い た 回 転 培 養 、 あ る い は ス ピ ナ ー 培 養 で 行 わ れ る 。
こ の 大 量 培 養 に お け る 上 清 を 、 ゲ ル 濾 過 等 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 精 製 す る こ と に
よ り 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 ま た
、 同 系 統 の マ ウ ス （ 例 え ば 、 上 記 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ ） 、 あ る い は Ｎ ｕ ／ Ｎ ｕ マ ウ ス の 腹 腔 内
に ハ イ ブ リ ド ー マ を 注 射 し 、 該 ハ イ ブ リ ド － マ を 増 殖 さ せ る こ と に よ り 、 本 発 明 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 含 む 腹 水 を 得 る こ と が で き る 。 腹 腔 内 に 投 与 す る 場 合 に は 、 事 前 （
３ ～ ７ 日 前 ） に ２ ， ６ ， １ ０ ， １ ４ － テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン （ 2,6,10,14-tetramethy
l pentadecane） （ プ リ ス タ ン ） 等 の 鉱 物 油 を 投 与 す る と 、 よ り 多 量 の 腹 水 が 得 ら れ る 。
た と え ば ， ハ イ ブ リ ド ー マ と 同 系 統 の マ ウ ス の 腹 腔 内 に 予 め 免 疫 抑 制 剤 を 注 射 し 、 Ｔ 細 胞
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を 不 活 性 化 し た 後 、 ２ ０ 日 後 に １ ０ 6  ～ １ ０ 7  個 の ハ イ ブ リ ド ー マ ・ ク ロ ー ン 細 胞 を 血 清
を 含 ま な い 培 地 中 に 浮 遊 （ ０ ． ５ ｍ ｌ ） さ せ て 腹 腔 内 に 投 与 し 、 通 常 腹 部 が 膨 満 し 、 腹 水
に た ま っ た と こ ろ で マ ウ ス よ り 腹 水 を 採 取 す る 。 こ の 方 法 に よ り 、 培 養 液 中 に 比 べ て 約 １
０ ０ 倍 以 上 の 濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 上 記 方 法 に よ り 得 た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば Weir, D.M.:Handbook of Experimen
tal Immunology Vol. Ｉ ， II， III, Blackwell Scientific Publications, Oxford (1978
) に 記 載 さ れ て い る 方 法 で 精 製 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 硫 安 塩 析 法 、 ゲ ル 濾 過 法 、
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 等 で あ る 。 こ れ
ら の 方 法 の う ち 、 硫 安 塩 析 法 を ３ ～ ４ 回 、 好 ま し く は ３ ～ ６ 回 繰 り 返 す こ と に よ っ て 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し こ の 方 法 で は 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 収 率 が 極 め て 低 く な る 。 そ の た め 、 硫 安 分 画 法 を １ ～ ２ 回 行 っ た 粗 精 製 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 に つ い て 、 ゲ ル 濾 過 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 法 等 か ら 選 ば れ た 少 な く と も １ 種 類 、 好 ま し く は ２ 種 類 の 方 法 を 行 う こ と
に よ っ て 、 高 純 度 に 精 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 高 収 率 で 得 る こ と が で き る 。 硫 安 塩
析 法 と 他 法 と の 組 合 せ 及 び 順 序 と し て は 、 a)硫 安 塩 析 法 － イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
法 － ゲ ル 濾 過 法 、 b)硫 安 塩 析 法 － イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 － ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 c)硫 安 塩 析 法 － ゲ ル 濾 過 法 － ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 等
を 例 示 す る こ と が で き る が 、 高 純 度 で か つ 高 収 率 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る た め に は 、
上 記 c)の 組 合 せ が 特 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 精 製 の 簡 便 な 方 法 と し て は 、 市 販 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 精 製 キ ッ ト （ 例 え ば 、 Ｍ Ａ ｂ Ｔ
ｒ ａ ｐ 　 Ｇ IIキ ッ ト ； フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 等 を 利 用 す る こ と も で き る 。

　 か く し て 得 ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ン に 対 し て 高 い 抗 原 特 異
性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 （ ｈ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 検 定
　 か く し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ 及 び サ ブ ク ラ ス の 決 定 は 以 下 の よ
う に 行 う こ と が で き る 。 ま ず 、 同 定 法 と し て は オ ク テ ル ロ ニ ー （ Ouchterlony） 法 、 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 法 、 又 は Ｒ Ｉ Ａ 法 が 挙 げ ら れ る 。 オ ク テ ル ロ ニ ー 法 は 簡 便 で は あ る が 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 濃 度 が 低 い 場 合 に は 濃 縮 操 作 が 必 要 で あ る 。 一 方 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 又 は Ｒ Ｉ Ａ 法
を 用 い た 場 合 は 、 培 養 上 清 を そ の ま ま 抗 原 吸 着 固 相 と 反 応 さ せ 、 さ ら に 第 二 次 抗 体 と し て
各 種 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ 、 サ ブ ク ラ ス に 対 応 す る 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ 、 サ ブ ク ラ ス を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 さ ら
に 簡 便 な 方 法 と し て 、 市 販 の 同 定 用 の キ ッ ト （ 例 え ば 、 マ ウ ス タ イ パ ー キ ッ ト ； バ イ オ ラ
ッ ド 社 製 ） 等 を 利 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 さ ら に 、 蛋 白 質 の 定 量 は 、 フ ォ ー リ ン ロ ウ リ ー 法 、 及 び ２ ８ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 ［ １
． ４ （ Ｏ Ｄ ２ ８ ０ ） ＝ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ］ よ り 算 出 す る 方 法 に よ り 行 う こ と
が で き る 。 　 （ ３ ） ヒ ト 化 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 作 製
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ （ 以 下 、 単 に 「 Ｉ ｇ Ｇ 」 と い う 。 ） は 、 分 子 量 約 ２ ３ ０ ０ ０ の 軽 ポ リ
ペ プ チ ド 鎖 （ 以 下 「 軽 鎖 」 と い う 。 ） 、 分 子 量 約 ５ ０ ０ ０ ０ の 重 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 （ 以 下 「
重 鎖 」 と い う 。 ） 各 ２ 本 ず つ か ら 構 成 さ れ る 。 重 鎖 、 軽 鎖 と も 約 １ １ ０ 残 基 か ら な る 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 が 保 存 さ れ て い る 領 域 の 繰 り 返 し 構 造 を 持 ち 、 こ れ ら は Ｉ ｇ Ｇ の ３ 次 元 構 造 の
基 本 単 位 （ 以 下 、 「 ド メ イ ン 」 と い う 。 ） を 構 成 す る 。 重 鎖 及 び 軽 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 連 続 し
た ４ 個 、 及 び ２ 個 の ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ て い る 。 重 鎖 、 軽 鎖 い ず れ に お い て も 、 ア ミ ノ
末 端 の ド メ イ ン は 他 の ド メ イ ン に 比 べ 各 抗 体 分 子 間 で の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 が 大 き く 、 こ
の ド メ イ ン は 可 変 ド メ イ ン （ variable domain : 以 下 、 「 Ｖ ド メ イ ン 」 と い う 。 ） と 呼 ば
れ る 。 Ｉ ｇ Ｇ の ア ミ ノ 末 端 に お い て は 、 重 鎖 、 軽 鎖 の Ｖ ド メ イ ン が 相 補 的 に 会 合 し 可 変 領
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域 を 形 成 し て い る 。 こ れ に 対 し 、 残 余 の ド メ イ ン は 、 全 体 と し て 定 常 領 域 を 形 成 す る 。 定
常 領 域 は 、 各 動 物 種 に 特 徴 的 な 配 列 を 有 し 、 例 え ば 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ の 定 常 領 域 は ヒ ト Ｉ ｇ
Ｇ の 定 常 領 域 と は 異 な っ て い る の で 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ は ヒ ト の 免 疫 系 に よ っ て 異 物 と し て 認
識 さ れ 、 そ の 結 果 、 ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 （ Human Anti Mouse Antibody ： 以 下 「 Ｈ Ａ Ｍ Ａ 」
と い う 。 ） 応 答 が 起 こ る （ シ ュ ロ ッ フ ら 、 Cancer Res.,  879-85 (1985)参 照 ） 。 従 っ
て 、 マ ウ ス 抗 体 は ヒ ト に 繰 返 し 投 与 す る こ と は で き な い 。 こ の よ う な 抗 体 を ヒ ト に 投 与 す
る た め に は 、 抗 体 の 特 異 性 を 保 持 し た ま ま Ｈ Ａ Ｍ Ａ 応 答 を 起 こ さ な い よ う に 抗 体 分 子 を 修
飾 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Ｘ 線 結 晶 構 造 解 析 の 結 果 に よ れ ば 、 一 般 に 、 こ の よ う な ド メ イ ン は ３ 本 か ら ５ 本 の β 鎖
か ら な る 逆 平 行 β シ ー ト が 二 層 重 な り 合 っ た 長 円 筒 状 の 構 造 を と る 。 可 変 領 域 で は 、 重 鎖
、 軽 鎖 の Ｖ ド メ イ ン そ れ ぞ れ に つ き 各 ３ 個 の ル ー プ が 集 合 し 、 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。
こ の 各 ル ー プ は 相 補 性 決 定 領 域 （ complementarity determining region： 以 下 、 「 Ｃ Ｄ Ｒ
」 と い う 。 ） と 呼 ば れ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 が 最 も 著 し い 。 可 変 領 域 の Ｃ Ｄ Ｒ 以 外 の 部 分
は 、 一 般 に 、 Ｃ Ｄ Ｒ の 構 造 を 保 持 す る 役 割 を 有 し 、 「 フ レ ー ム ワ ー ク 」 と 呼 ば れ る 。 カ バ
ト ら は 、 重 鎖 、 軽 鎖 の 可 変 領 域 の 一 次 配 列 を 多 数 収 集 し 、 配 列 の 保 存 性 に 基 づ き 、 そ れ ぞ
れ の 一 次 配 列 を Ｃ Ｄ Ｒ 及 び フ レ ー ム ワ ー ク に 分 類 し た 表 を 作 成 し た （ カ バ ト ら 、 SEQUENCE
S OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, 5th edition, NIH publication, No.91-3242, E.A. Kaba
tt et al. 参 照 ） 。 ま た 、 各 フ レ ー ム ワ ー ク は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 共 通 の 特 徴 を 有 す る 複 数
の サ ブ グ ル ー プ に 分 類 さ れ た 。 さ ら に 、 ヒ ト と マ ウ ス の 間 で 対 応 す る フ レ ー ム ワ ー ク が 存
在 す る こ と も 見 い だ さ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 こ の よ う な Ｉ ｇ Ｇ の 構 造 的 特 徴 に 関 す る 研 究 か ら 以 下 の ヒ ト 化 抗 体 の 作 製 法 が 考 案 さ れ
た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 研 究 初 期 の 段 階 で は 、 マ ウ ス 由 来 抗 体 の 可 変 領 域 を ヒ ト 由 来 の 定 常 領 域 に 接 合 し た キ メ
ラ 抗 体 が 提 案 さ れ た （ Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. , 6851-6855, (1984) 参 照 ） 。
し か し 、 そ の よ う な キ メ ラ 抗 体 は 、 依 然 と し て 、 多 く の 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む の で 、
特 に 長 期 間 投 与 し た 場 合 に は Ｈ Ａ Ｍ Ａ 応 答 を 誘 導 し う る （ Begentら  Br. J. Cancer, , 
487, (1990) 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ヒ ト に 対 し Ｈ Ａ Ｍ Ａ 応 答 を 発 現 す る 可 能 性 の あ る 、 非 ヒ ト ほ 乳 動 物 由 来 の ア ミ ノ 酸 残 基
を 更 に 少 な く す る 方 法 と し て 、 Ｃ Ｄ Ｒ 部 分 の み を ヒ ト 由 来 の 抗 体 に 組 み 込 む 方 法 が 提 案 さ
れ た （ Nature,  522-525, (1986)参 照 ） が 、 一 般 に 、 抗 原 に 対 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 活
性 を 保 持 す る に は Ｃ Ｄ Ｒ の み の 移 植 で は 不 十 分 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 一 方 、 チ ョ ッ チ ア ら は 、 1987年 、 Ｘ 線 結 晶 構 造 解 析 デ ー タ を 用 い 、
(i) Ｃ Ｄ Ｒ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に は 、 抗 原 に 直 接 結 合 す る 部 位 と Ｃ Ｄ Ｒ 自 体 の 構 造 を 維 持 す
る 部 位 と が 存 在 し 、 Ｃ Ｄ Ｒ の 取 り 得 る 三 次 元 構 造 は 、 複 数 の 典 型 的 な パ タ ー ン （ カ ノ ニ カ
ル 構 造 ） に 分 類 さ れ る こ と 、
(ii)カ ノ ニ カ ル 構 造 の ク ラ ス は 、 Ｃ Ｄ Ｒ の み な ら ず フ レ ー ム ワ ー ク 部 分 の 特 定 の 位 置 の ア
ミ ノ 酸 の 種 類 に よ っ て 決 定 さ れ る こ と 、 を 見 い だ し た （  J. Mol. Biol.,  901-917, 
(1987)参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ の 知 見 に 基 づ き 、 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 法 を 用 い る 場 合 、 Ｃ Ｄ Ｒ の 配 列 に 加 え 一 部 の フ レ ー ム ワ
ー ク の ア ミ ノ 酸 残 基 も ヒ ト 抗 体 に 移 植 す る 必 要 性 が 示 唆 さ れ た （ 特 表 平 4-502408号 参 照 ）
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 一 般 に 、 移 植 す べ き Ｃ Ｄ Ｒ を 有 す る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の 抗 体 は 「 ド ナ ー 」 、 Ｃ Ｄ Ｒ が
移 植 さ れ る 側 の ヒ ト 抗 体 は 「 ア ク セ プ タ ー 」 と 定 義 さ れ る が 、 本 発 明 も こ の 定 義 に 従 う こ
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と に す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 法 を 実 施 す る 際 に 考 慮 す べ き 点 は 、 可 能 な 限 り Ｃ Ｄ Ｒ の 構 造 を 保 存 し 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン 分 子 の 活 性 を 保 持 す る こ と に あ る 。 こ の 目 的 を 達 成 す る た め ：
(i) ア ク セ プ タ ー は 、 い ず れ の サ ブ グ ル ー プ に 属 す る も の を 選 択 す べ き か ；
(ii)ド ナ ー の フ レ ー ム ワ ー ク か ら い ず れ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 選 択 す べ き か
の ２ 点 に 留 意 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ク ィ ー ン ら は 、 ド ナ ー の フ レ ー ム ワ ー ク の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 以 下 の 基 準 の 少 な く と も ひ
と つ に 該 当 す る 場 合 、 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 と と も に ア ク セ プ タ ー に 移 植 す る デ ザ イ ン の 方 法 を 提 唱
し た （ 特 表 平 4-502408号 参 照 ） ：
(a) ア ク セ プ タ ー の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 中 の ア ミ ノ 酸 が そ の 位 置 に お い て 稀 で あ り 、 ド ナ
ー の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 が ア ク セ プ タ ー の 前 記 位 置 に お い て 普 通 で あ る 。
(b) 該 ア ミ ノ 酸 が Ｃ Ｄ Ｒ の ひ と つ の す ぐ 近 く で あ る 。
(c) 該 ア ミ ノ 酸 が 三 次 元 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ デ ル に お い て Ｃ Ｄ Ｒ の 約 ３ Å 以 内 に 側 鎖 原 子 を
有 し 、 そ し て 抗 原 と 又 は ヒ ト 化 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ と 相 互 作 用 す る こ と が で き る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 鎖 又 は 軽 鎖 を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ は 、 上 記 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 酵 素 で ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 し て か ら 、 該 抗 体 の
重 鎖 又 は 軽 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を そ れ ぞ れ 単 離 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 に あ た っ て は 、 グ ア ニ ジ ン ・ チ オ シ ア ネ ー ト ・ ホ ッ ト ・ フ ェ ノ ー ル 法 、
グ ア ニ ジ ン ・ チ オ シ ア ネ ー ト － グ ア ニ ジ ン ・ 塩 酸 法 な ど も 採 用 し う る が 、 グ ア ニ ジ ン ・ チ
オ シ ア ネ ー ト ・ 塩 化 セ シ ウ ム 法 が 好 適 で あ る 。 細 胞 か ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 調 製 は 、 ま ず 全 Ｒ Ｎ
Ａ を 調 製 し 、 該 全 Ｒ Ｎ Ａ か ら オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） セ ル ロ ー ス や オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） ラ テ ッ ク ス ビ ー
ズ 等 の ポ リ （ Ａ ） + Ｒ Ｎ Ａ 精 製 用 担 体 を 用 い て 精 製 す る 方 法 、 又 は 細 胞 ラ イ セ ー ト か ら 該
担 体 を 用 い て 直 接 精 製 す る 方 法 に よ り 実 施 で き る 。 全 Ｒ Ｎ Ａ の 調 製 方 法 と し て は 、 ア ル カ
リ シ ョ 糖 密 度 勾 配 遠 心 分 離 法 ［ Dougherty, W. G. and Hiebert, E. (1980) Viology 101,
 466-474参 照 ］ 、 グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト ・ フ ェ ノ ー ル 法 、 グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト
・ ト リ フ ル オ ロ セ シ ウ ム 法 、 フ ェ ノ ー ル ・ Ｓ Ｄ Ｓ 法 等 も 採 用 し 得 る が 、 グ ア ニ ジ ン チ オ シ
ア ネ ー ト 及 び 塩 化 セ シ ウ ム を 用 い る 方 法 ［ Chirgwin, J. M., et al. (1979) Biochemistr
y 18, 5294- 5299参 照 ］ が 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 上 記 の ご と く し て 得 ら れ た ポ リ （ Ａ ） + Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 逆 転 写 酵 素 反 応 に よ り 一
本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 後 、 こ の 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 す る こ と が で
き る 。 こ の 方 法 と し て は Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ 法 ［ Efstratiadis, A., et al. (1976) Cel1 7
, 279-288 参 照 ］ 、 グ ブ ラ ー － ホ フ マ ン 法 ［ Gubler, U. and Hoffman, B. J. (1983) Gen
e 25, 263-269 参 照 ］ 、 オ カ ヤ マ － バ ー グ 法 ［ Okayama, H. and Berg, P. (1982) Mol. C
ell. Biol. 2, 161-170 参 照 ］ 等 を 採 用 し 得 る が 、 本 発 明 に お い て は 、 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
鋳 型 と し て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ 以 下 「 Ｐ Ｃ Ｒ 」 と い う ） ［ Saiki, R. K., et al. (19
88) Science 239, 487-49 参 照 ］ を 行 な う 、 い わ ゆ る Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 が 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 得 ら れ た
組 換 え ベ ク タ ー を 大 腸 菌 等 の 微 生 物 に 導 入 し て 形 質 転 換 さ せ 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 あ る
い は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 等 を 指 標 と し て 形 質 転 換 体 を 選 択 す る こ と が で き る 。 大 腸 菌 の 形 質
転 換 は 、 ハ ナ ハ ン 法 ［ Hanahan, D. (1983) J. Mol. Biol. 166, 557-580 参 照 ］ 、 す な わ
ち 塩 化 カ ル シ ウ ム や 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 又 は 塩 化 ル ビ ジ ウ ム を 共 存 さ せ て 調 製 し た コ ン ピ テ
ン ト 細 胞 に 、 該 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー を 加 え る 方 法 に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 な お 、
ベ ク タ ー と し て ブ ラ ス ミ ド を 用 い る 場 合 は 、 上 記 の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 有 す る こ と が 必 要 で
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あ る 。 ま た 、 プ ラ ス ミ ド 以 外 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 、 例 え ば ラ ム ダ 系 の フ ァ ー ジ 等 を 用
い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 上 記 に よ り 得 ら れ た 形 質 転 換 株 か ら 、 目 的 の 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 各 サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 株 を 選 択 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば
以 下 に 示 す 各 種 方 法 を 採 用 で き る 。 な お 、 上 記 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 目 的 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 特
異 的 に 増 幅 し た 場 合 は 、 こ れ ら の 操 作 を 省 略 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 （ ａ ） ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い る 方 法
　 目 的 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 部 又 は 一 部 が 解 明 さ れ て い る 場 合 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 の 一
部 に 対 応 す る セ ン ス ス ト ラ ン ド と ア ン チ セ ン ス ス ト ラ ン ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー を 合 成 し 、 こ れ ら を 組 合 せ て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ［ Saiki, R. K., et al. (1988) Sc
ience 239, 487-49 参 照 ］ を 行 な い 、 目 的 の 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 重 鎖 あ る い は
軽 鎖 サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 増 幅 す る 。 こ こ で 用 い る 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ と し て は
、 例 え ば 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の ｍ Ｒ
Ｎ Ａ よ り 逆 転 写 酵 素 反 応 に て 合 成 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の よ う に し て 調 製 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 市 販 の キ ッ ト 等 を 利 用 し て 直 接 プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー に 組 み 込 む こ と も で き る し 、 該 断 片 を 3 2 Ｐ 、 3 5 Ｓ あ る い は ビ オ チ ン 等 で 標 識 し 、 こ れ
を プ ロ ー ブ と し て 用 い て コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 行 う こ と に よ り 目 的 の ク ロ ー ン を 選 択 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 各 サ ブ ユ ニ ッ ト の 部
分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 調 べ る 方 法 と し て は 、 電 気 泳 動 や カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 周 知
の 方 法 を 用 い て 各 サ ブ ユ ニ ッ ト を 単 離 し て か ら 、 自 動 プ ロ テ イ ン シ ー ク エ ン サ ー （ 例 え ば
、 島 津 製 作 所 （ 株 ） 製  PPSQ-10） 等 を 利 用 し て そ れ ぞ れ の サ ブ ユ ニ ッ ト の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸
配 列 を 解 析 す る 方 法 が 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 上 記 の ご と く し て 得 ら れ た 目 的 の 形 質 転 換 株 よ り 、 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 蛋 白 質 の 各 サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 採 取 す る 方 法 は 、 公 知 の 方 法
［ Maniatis, T., et al. (1982) in "Molecular Cloning A Laboratory Manual" Cold Sp
ring Harbor Laboratory, NY. 参 照 ］ に 従 い 実 施 で き る 。 例 え ば 細 胞 よ り ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ
に 相 当 す る 画 分 を 分 離 し 、 該 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ よ り 目 的 と す る サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 切 り 出 す こ と に よ り 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 （ ｂ ） 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る ス ク リ ー ニ ン グ 法
　 目 的 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 部 又 は 一 部 が 解 明 さ れ て い る 場 合 （ 該 配 列 は 、 複 数 個 連
続 し た 特 異 的 配 列 で あ れ ば 、 目 的 蛋 白 質 の ど の 領 域 の も の で も よ い ） 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 に
対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し （ こ の 場 合 、 コ ド ン 使 用 頻 度 を 参 考 に 推 測 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は 考 え ら れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 組 合 せ た 複 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の い ず れ も 採 用 で き 、 ま た 後 者 の 場 合 イ ノ シ ン を 含 ま せ て そ の 種 類 を 減 ら す こ と も で き る
） 、 こ れ を プ ロ ー ブ （ 3 2 Ｐ 、 3 5 Ｓ あ る い は ビ オ チ ン 等 で 標 識 す る ） と し て 、 形 質 転 換 株 の
Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 固 定 し た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 得 ら れ た ポ ジ
テ ィ ブ 株 を 選 別 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 の 決 定 は 、 例 え ば マ キ サ ム － ギ ル バ ー ト の 化 学 修
飾 法 ［ Maxam, A. M. and Gilbert, W. (1980) in "Methods in Enzymology" 65, 499-576
参 照 ］ や ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 終 結 法 ［ Messing, J. and Vieira, J. (1982) Gene 1
9, 269-276参 照 ］ 等 に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
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　 ま た 近 年 、 蛍 光 色 素 を 用 い た 自 動 塩 基 配 列 決 定 シ ス テ ム が 普 及 し て い る （ 例 え ば パ ー キ
ン エ ル マ ー ジ ャ パ ン 社 製 シ ー ク エ ン ス ロ ボ ッ ト "CATALYST 800"及 び モ デ ル 373AＤ Ｎ Ａ シ ー
ク エ ン サ 一 等 ） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 こ う し た シ ス テ ム を 利 用 す る こ と で 、 Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 操 作 を 能 率 よ く 、 か
つ 安 全 に 行 う こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う に し て 決 定 さ れ た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 各 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 及 び 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 各 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ か ら 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 及 び 軽 鎖 は 、 い ず れ も 可 変 領 域 及 び 定 常 領 域 か ら な り 、 可 変 領
域 は さ ら に 相 補 性 決 定 領 域 （ 以 下 「 Ｃ Ｄ Ｒ 」 と 記 す ； 重 鎖 ・ 軽 鎖 と も に 各 ３ か 所 ） 及 び そ
れ ら に 隣 接 す る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ 重 鎖 ・ 軽 鎖 と も に 各 ４ か 所 ） か ら な る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の う ち 、 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 抗 原 の 種 類 に 関 係 な く 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン サ ブ
ク ラ ス が 同 一 で あ る 抗 体 間 で は 共 通 で あ る 。 一 方 、 可 変 領 域 、 特 に Ｃ Ｄ Ｒ の ア ミ ノ 酸 配 列
は 各 抗 体 に 固 有 の も の で あ る が 、 数 多 く の 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ を 比 較 し た 研 究 に よ
れ ば 、 Ｃ Ｄ Ｒ の 位 置 や フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 の 長 さ は 、 同 じ サ ブ グ ル ー プ に 属 す る 抗 体 サ ブ
ユ ニ ッ ト の 間 で は ほ ぼ 類 似 し て い る こ と が 知 ら れ て い る ［ Kabat, E. A., et al. (1991) 
in "Sequence of Proteins of Immunological Interest Vol.II": U.S. Department of H
ealth and Human Services参 照 ］ 。 従 っ て 、 例 え ば 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 各 ア ミ ノ 酸 配 列 と そ れ ら 公 知 の ア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ と を
比 較 す る こ と に よ り 、 各 ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る Ｃ Ｄ Ｒ や フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 及 び 定 常 領 域
の 位 置 を 決 定 す る こ と が で き る 。 な お 、 Ｆ Ｒ Ｈ 1 、 す な わ ち 重 鎖 の 最 も Ｎ 末 端 側 の フ レ ー
ム ワ ー ク 領 域 の 鎖 長 に つ い て は 、 通 常 （ ３ ０ ア ミ ノ 酸 ） よ り 短 い こ と が あ り 、 例 え ば 、 該
フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 が 最 小 １ ８ ア ミ ノ 酸 で あ る 例 な ど が 知 ら れ て い る ［ 前 出  Kabat et al
. 参 照 ］ 。 こ の こ と か ら 本 発 明 の 抗 体 に お い て は 、 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 と し て
の 機 能 を 損 な わ な い 限 り に お い て 、 重 鎖 の Ｎ 末 端 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 鎖 長 を １ ８ ア ミ
ノ 酸 以 上 ３ ０ ア ミ ノ 酸 以 下 と す る が 、 好 適 に は ３ ０ ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 な お 、 上 記 の よ う に し て 決 定 さ れ た 軽 鎖 又 は 重 鎖 の そ れ ぞ れ の Ｃ Ｄ Ｒ と 同 じ ア ミ ノ 酸 配
列 、 も し く は そ の 中 の 連 続 し た 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 、 人 為 的 な 修 飾 操 作
を 施 し て 該 Ｃ Ｄ Ｒ が 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 分 子 中 で 形 成 す る 立 体 構 造 に 近 付 け る
こ と に よ り 、 単 独 で ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に 対 す る 結 合 活 性 を 付 与 せ し め る こ と が 可 能
で あ る ［ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ３ ３ １ ５ ７ ３ 号 公 報 参 照 ］ 。 し た が っ て 、 そ の よ う に 修 飾
さ れ た 、 Ｃ Ｄ Ｒ と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 、 も し く は そ の 中 の 連 続 し た 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る ペ プ チ ド も 、 本 発 明 の 分 子 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 任 意 の 一 つ も し く は 二 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ た 改 変 体 を 作 製 す
る に あ た っ て は 、 カ セ ッ ト 変 異 法 ［ 岸 本 利 光 、 “ 新 生 化 学 実 験 講 座 ２ ・ 核 酸 III 　 組 換 え
Ｄ Ｎ Ａ 技 術 ”  242-251参 照 ］ な ど に 従 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 こ の 様 な 各 種 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば フ ォ ス フ ァ イ ト ・ ト リ エ ス テ ル 法 ［ Hunkapiller, M.,
 et al. (1984) Nature 310, 105-111参 照 ］ 等 の 常 法 に 従 い 、 核 酸 の 化 学 合 成 に よ り 製 造
す る こ と も で き る 。 な お 、 所 望 ア ミ ノ 酸 に 対 す る コ ド ン は 、 そ れ 自 体 が 公 知 で あ り 、 そ の
選 択 も 任 意 で よ く 、 例 え ば 使 用 す る 宿 主 の コ ド ン 使 用 頻 度 を 考 慮 し て 常 法 に 従 い 決 定 す る
こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ ら ヌ ク レ オ チ ド 配 列 コ ド ン の 一 部 改 変 は 、 常 法 に 従 い 、 所 望 の 改
変 を コ ー ド す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー を 利 用 し た 部 位 特 異 的 変 異 導
入 法 （ サ イ ト ス ペ シ フ ィ ッ ク ・ ミ ュ ー タ ジ ェ ネ シ ス ） ［ Mark, D.F., et al. (1984) Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 81, 5662-5666参 照 ］ 等 に 従 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
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　 ま た 、 あ る Ｄ Ｎ Ａ が 本 発 明 の 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 鎖 又 は
軽 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 否 か は 、 例 え ば 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 、 ラ ン ダ ム
プ ラ イ マ ー 法 ［ Feinberg, A.P. and Vogelstein, B. (1983) Anal. biochem. 132, 6-13 
参 照 ］ や ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 法 ［ Maniatis, T., et al. (1982) in "Molecular Cl
oning A laboratory Manual" Cold Spring Harbor Laboratory, NY. 参 照 ］ 等 に 従 い ［ α
－ 3 2 Ｐ ］ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 等 で 標 識 し た プ ロ ー ブ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 、 以 下 に 記 載 す る よ う な 実 験 を 行
う こ と に よ り 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ま ず 調 べ よ う と す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 例 え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 や ナ イ ロ ン 膜 等 に 吸 着 さ せ 、
必 要 に 応 じ て ア ル カ リ 変 性 等 の 処 理 を 行 っ て か ら 、 加 熱 あ る い は 紫 外 線 等 に よ り 固 相 化 さ
せ る 。 こ の 膜 を 、 ６ × Ｓ Ｓ Ｃ （ １ × Ｓ Ｓ Ｃ は ０ ． １ ５ Ｍ 　 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ０ １ ５ Ｍ
　 ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム 溶 液 ） と ５ ％ 　 デ ン ハ ー ト 溶 液 、 ０ ． １ ％ 　 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム （ Ｓ Ｄ Ｓ ） を 含 む プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 浸 し 、 ５ ５ ℃ で ４ 時 間 以 上 保 温
し て か ら 、 先 に 調 製 し た プ ロ ー ブ を 同 様 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 最 終 比 活 性
１ × １ ０ 6 ｃ ｐ ｍ ／ ｍ ｌ と な る よ う に 加 え 、 ６ ０ ℃ で 一 晩 保 温 す る 。 そ の 後 、 膜 を 室 温 下
で ６ × Ｓ Ｓ Ｃ で ５ 分 間 の 洗 浄 す る 操 作 を 数 回 繰 り 返 し 、 さ ら に ２ × Ｓ Ｓ Ｃ で ２ ０ 分 間 洗 浄
し て か ら 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 う 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 上 記 の よ う な 方 法 を 利 用 し て 、 任 意 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー か
ら 、 本 発 明 の ヒ ト 化 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 重 鎖 又 は 軽 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る こ と が で き る ［ Maniatis, T., et al. (1982) in "
Molecular Cloning A laboratory Manual" Cold Spring Harbor Laboratory, NY. 参 照 ］
。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 上 記 の ご と く し て 得 ら れ る 各 Ｄ Ｎ Ａ を 、 そ れ ぞ れ 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と に よ り 、
原 核 生 物 又 は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 そ れ ら の 宿 主 細 胞 で 各 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ
と が 可 能 で あ る 。 発 現 方 法 は 上 記 「 ５ ． 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 製 造 」 の 項 の 「
（ １ ） 抗 原 の 調 製 」 の 項 に 記 載 し た 方 法 と 同 一 の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 形 質 転 換 体 の 細 胞 内 又 は 細 胞 外 に 生 産 さ れ る 、 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 蛋 白 質 を
含 む 画 分 は 、 該 蛋 白 質 の 物 理 的 性 質 や 化 学 的 性 質 等 を 利 用 し た 各 種 公 知 の 蛋 白 質 分 離 操 作
法 に よ り 、 分 離 ・ 精 製 す る こ と が で き る 。 か か る 方 法 と し て は 、 具 体 的 に は 例 え ば 通 常 の
蛋 白 質 沈 澱 剤 に よ る 処 理 、 限 外 濾 過 、 分 子 ふ る い ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ゲ ル 濾 過 ） 、 吸 着
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 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 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） 等 の 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 透 析 法 、 及
び こ れ ら の 組 合 せ 等 を 採 用 で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ヒ ト 化 す る た め に は 、 決 定 さ れ
た Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 全 体 及 び Ｆ Ｒ 配 列 の 一 部 の ア ミ ノ 酸 残 基 を ヒ ト 抗 体 へ 移 植 す る よ う に 、 可 変
領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 設 計 す る 必 要 が あ る 。 こ の 設 計 は 、 以 下 の 方 法 に 従 う 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 従 来 、 ヒ ト 化 の デ ザ イ ン を 行 う 場 合 、 ア ク セ プ タ ー の サ ブ グ ル ー プ の 選 択 指 針 と し て は
、 a)天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 公 知 の ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 、 軽 鎖 の 天 然 の 組 合 せ を そ っ く り
そ の ま ま 用 い る 、
b)重 鎖 、 軽 鎖 が 属 す る サ ブ グ ル ー プ と し て の 組 合 せ は 保 存 す る が 、 重 鎖 、 軽 鎖 と し て は 、
そ れ ぞ れ 異 な る ヒ ト 抗 体 に 由 来 し 、 ド ナ ー の 重 鎖 、 軽 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 性 が 高 い ア
ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 を 用 い る 、
の い ず れ か が 選 択 さ れ て い る 。 本 発 明 に お い て も 、 上 記 の 指 針 に 従 う こ と が で き る が 、 こ
れ ら と 異 な る 方 法 と し て 、
c)サ ブ グ ル ー プ の 組 合 せ を 考 慮 す る こ と な く 、 ド ナ ー の Ｆ Ｒ と 最 も 同 一 性 の 高 い 重 鎖 、 軽
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鎖 の Ｆ Ｒ を ヒ ト 抗 体 の 一 次 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー の 中 か ら 選 択 す る 、
と い う 方 法 を 採 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 選 択 法 に よ り 、 ド ナ ー 及 び ア ク セ プ タ
ー 間 で の 、 Ｆ Ｒ 部 分 の ア ミ ノ 酸 の 同 一 性 を 少 な く と も ７ ０ ％ 以 上 と す る こ と が 可 能 と な る
。 こ の 方 法 を 採 用 す る こ と に よ り 、 ド ナ ー よ り 移 植 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 を よ り 少 な く す
る こ と が 可 能 と な り 、 Ｈ Ａ Ｍ Ａ 応 答 誘 導 を 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ま た 、 抗 体 分 子 の 一 次 配 列 よ り 三 次 構 造 を 予 測 す る 操 作 （ 以 下 、 こ の 操 作 を 「 分 子 モ デ
リ ン グ 」 と い う ） は そ の 予 測 精 度 に 限 界 が あ り 、 そ の ド ナ ー が 属 す る サ ブ グ ル ー プ に お い
て 稀 に し か 出 現 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 の 役 割 を 十 分 に 特 定 す る こ と が で き な い 。 ク ィ ー ン ら
の 方 法 に 従 い 、 か か る 位 置 に お い て ド ナ ー 、 ア ク セ プ タ ー の い ず れ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 選 択
す べ き か を 判 断 す る こ と は 一 般 に 困 難 で あ る 。 c)の 選 択 法 に よ れ ば 、 こ の よ う な 判 断 を す
る 機 会 を 著 し く 減 少 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ド ナ ー の Ｃ Ｄ Ｒ の 構 造 及 び 機 能 を 維 持 す る た め に 重 要 な ド ナ ー の Ｆ Ｒ 由
来 の ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る た め の 新 規 な 方 法 を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 こ の ヒ ト 化 の 方 法 を
さ ら に 改 良 し て い る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 軽 鎖 、 重 鎖 そ れ ぞ れ の ヒ ト ア ク セ プ タ ー 分 子 が 選 択 さ れ た 後 、 ド ナ ー の Ｆ Ｒ よ り 移 植 す
る ア ミ ノ 酸 残 基 を 選 択 す る 方 法 は 、 以 下 に 記 載 す る 通 り で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ド ナ ー と ア ク セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 を 並 べ 、 両 者 の Ｆ Ｒ の 対 応 す る 位 置 で ア ミ ノ 酸 残
基 が 異 な っ て い た 場 合 、 ど ち ら の 残 基 を 選 択 す る べ き か を 決 定 す る 必 要 が あ る が 、 こ の 選
択 に お い て は 、 ド ナ ー 由 来 の Ｃ Ｄ Ｒ の 三 次 元 構 造 を 損 な わ な い よ う 選 択 を 行 う 必 要 が あ る
。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 ク ィ ー ン ら は 前 述 の 特 表 平 ４ － ５ ０ ２ ４ ０ ８ 号 に お い て 、 Ｆ Ｒ 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 以
下 の 要 件 の 少 な く と も ひ と つ に 該 当 す る 場 合 、 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 と と も に ア ク セ プ タ ー に 移 植 す
る 方 法 を 提 唱 し た ：
１ ） ア ク セ プ タ ー の ヒ ト Ｆ Ｒ 領 域 中 の ア ミ ノ 酸 が そ の 位 置 に お い て 稀 で あ り 、 ド ナ ー の 対
応 す る ア ミ ノ 酸 が ア ク セ プ タ ー の 前 記 位 置 に お い て 普 通 で あ る ；
２ ） 該 ア ミ ノ 酸 が Ｃ Ｄ Ｒ の ひ と つ の す ぐ 近 く で あ る ；
３ ） 該 ア ミ ノ 酸 が 三 次 元 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ デ ル に お い て Ｃ Ｄ Ｒ の 約 ３ Å 以 内 に 側 鎖 原 子 を
有 し 、 そ し て 抗 原 と 又 は ヒ ト 化 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ と 相 互 作 用 す る こ と が で き る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ こ で ２ ） で 示 さ れ た 残 基 は し ば し ば ３ ） の 性 質 を 示 す こ と よ り 、 本 発 明 で は こ の ２ ）
の 要 件 を 削 除 し 、 別 に 新 た に ２ 種 の 要 件 を 設 け る 。 す な わ ち 、 本 発 明 で は 、 Ｃ Ｄ Ｒ と 共 に
移 植 す べ き ド ナ ー の Ｆ Ｒ 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 に つ い て は ：
ａ ） ア ク セ プ タ ー の Ｆ Ｒ 中 の ア ミ ノ 酸 が そ の 位 置 に お い て 稀 で あ り ド ナ ー の 対 応 す る ア ミ
ノ 酸 が 当 該 位 置 に お い て 普 通 で あ る か ；
ｂ ） 該 ア ミ ノ 酸 が 三 次 元 構 造 モ デ ル に お い て 、 Ｃ Ｄ Ｒ の 構 成 ア ミ ノ 酸 原 子 と 抗 原 又 は 移 植
す べ き Ｃ Ｄ Ｒ ル ー プ と の 相 互 作 用 が 予 想 さ れ る か ；
ｃ ） 当 該 位 置 が カ ノ ニ カ ル ク ラ ス 決 定 残 基 で あ る か ；
ｄ ） 当 該 位 置 が 重 鎖 と 軽 鎖 の 接 触 面 を 構 成 す る か 、
で あ る 場 合 に 、 ド ナ ー の Ｆ Ｒ か ら 当 該 ア ミ ノ 酸 残 基 を 移 植 す る こ と に す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ａ ） の 要 件 で は 、 前 述 し た カ バ ト の 表 に 従 い 、 同 一 サ ブ ク ラ ス の 抗 体 に つ い て 当 該 位 置
で ９ ０ ％ 以 上 の 頻 度 で 見 い だ さ れ る ア ミ ノ 酸 を 「 普 通 」 、 １ ０ ％ 未 満 の 頻 度 で 見 い だ さ れ
る ア ミ ノ 酸 を 「 稀 」 と 定 義 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ｃ ） の 要 件 で は 、 「 当 該 位 置 が カ ノ ニ カ ル ク ラ ス 決 定 残 基 で あ る か 」 否 か に つ い て は 、
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前 述 し た チ ョ ッ チ ア の 表 に 従 い 、 一 義 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ｂ ） 、 ｄ ） の 要 件 に つ い て は 、 予 め 抗 体 可 変 領 域 の 分 子 モ デ リ ン グ が 必 要 と な る 。 分 子
モ デ リ ン グ 用 ソ フ ト ウ ェ ア と し て は 、 市 販 の も の な ら い ず れ の も の も 採 用 し 得 る が 、 好 適
に は 、 Ａ ｂ Ｍ （ オ ッ ク ス フ ォ ー ド ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ リ ミ テ ィ ッ ド 社 製 ） を 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 分 子 モ デ リ ン グ の 予 測 精 度 に は 一 定 の 限 界 が あ る の で 、 本 発 明 に お い て は 、 種 々 の 抗 体
の 可 変 領 域 の Ｘ 線 結 晶 解 析 の 実 験 結 果 を 参 照 す る こ と に よ り 、 分 子 モ デ リ ン グ か ら 得 ら れ
る 構 造 予 測 の 確 か ら し さ を ２ 段 階 に 区 別 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 Ａ ｂ Ｍ 等 の 分 子 モ デ リ ン グ 用 ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 構 築 さ れ た と こ
ろ の 可 変 領 域 の ３ 次 元 構 造 に お い て 、 ２ 原 子 間 の 距 離 が 、 各 々 の フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 半 径
の 和 に ０ ． ５ Å を 加 え た 値 よ り 短 い と き 、 当 該 ２ 原 子 間 は フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 接 触 し て い
る と 推 定 し た 。 主 鎖 及 び 側 鎖 の ア ミ ド 窒 素 、 カ ル ボ ニ ル 酸 素 な ど 極 性 の 原 子 間 距 離 が 平 均
の 水 素 結 合 距 離 で あ る ２ ． ９ Å に ０ ． ５ Å 加 え た 距 離 よ り 短 い 場 合 は 、 そ の 間 に 水 素 結 合
が 存 在 す る と 推 定 し た 。 さ ら に 、 相 反 す る 電 価 を 持 つ 原 子 間 が 、 ２ ． ８ ５ Å に ０ ． ５ Å 加
え た 距 離 よ り 短 い 場 合 は 、 そ の 間 に イ オ ン 対 が 形 成 さ れ て い る も の と 推 定 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 一 方 、 種 々 の 抗 体 の 可 変 領 域 の Ｘ 線 結 晶 構 造 解 析 の 実 験 結 果 か ら 、 サ ブ グ ル ー プ と 無 関
係 に 、 高 頻 度 に Ｃ Ｄ Ｒ と の 接 触 が 見 い だ さ れ る Ｆ Ｒ 上 の 位 置 と し て 、 軽 鎖 で は 、 １ 、 ２ 、
３ 、 ４ 、 ５ 、 ２ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ６ 、 ４ ６ 、 ４ ８ 、 ４ ９ 、 ５ ８ 、 ６ ９ 、 ７ １ 、 ８ ８ 番 の 位 置 、
重 鎖 で は 、 ２ 、 ４ 、 ２ ７ 、 ２ ８ 、 ２ ９ 、 ３ ０ 、 ３ ６ 、 ３ ８ 、 ４ ６ 、 ４ ７ 、 ４ ８ 、 ４ ９ 、 ６
６ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、 ７ １ 、 ７ ３ 、 ７ ８ 、 ９ ２ 、 ９ ３ 、 ９ ４ 、 １ ０ ３ 番 の 位 置 が 特 定 さ れ る （
数 字 は い ず れ も 前 出 カ バ ト ら の 文 献 に お い て 定 義 さ れ る ア ミ ノ 酸 番 号 を 表 わ す 。 以 下 に お
い て 同 じ ） 。 分 子 モ デ リ ン グ と 同 じ 基 準 を 適 用 し た 場 合 、 こ れ ら の 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 は
、 公 知 の 抗 体 可 変 領 域 の ３ 分 の ２ に お い て Ｃ Ｄ Ｒ の ア ミ ノ 酸 残 基 と の 接 触 が 認 め ら れ る 。
こ れ ら の 知 見 に 基 づ き 、 ｂ ） の 「 該 ア ミ ノ 酸 が 三 次 元 構 造 モ デ ル に お い て 、 Ｃ Ｄ Ｒ の 構 成
ア ミ ノ 酸 原 子 が 抗 原 又 は 移 植 す べ き Ｃ Ｄ Ｒ ル ー プ と の 相 互 作 用 が 予 想 さ れ る 」 と は 、 以 下
の 要 件 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 分 子 モ デ リ ン グ に お い て 、 Ｆ Ｒ と Ｃ Ｄ Ｒ と の 接 触 の 可 能 性 が 予 見 さ れ た Ｆ Ｒ の 位 置 が 、
Ｘ 線 結 晶 解 析 に よ り 実 験 的 に Ｆ Ｒ と Ｃ Ｄ Ｒ と の 接 触 が 高 頻 度 に 検 出 さ れ る 位 置 の い ず れ か
に 一 致 す る 場 合 は 、 ド ナ ー の ア ミ ノ 酸 残 基 の 移 植 を 優 先 す る 。
そ れ 以 外 の 場 合 は 、 こ の 要 件 ｂ ） は 考 慮 し な い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ｄ ） の 「 当 該 位 置 が 重 鎖 と 軽 鎖 の 接 触 面 を 構 成 す る 」 と は 、 以 下 の 要 件 を 意 味 す る 。 種
々 の 抗 体 の 可 変 領 域 の Ｘ 線 結 晶 解 析 の 実 験 結 果 か ら 、 軽 鎖 に お い て は 、 ３ ６ 、 ３ ８ 、 ４ ３
、 ４ ４ 、 ４ ６ 、 ４ ９ 、 ８ ７ 、 ９ ８ 番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 重 鎖 に お い て は 、 ３ ７ 、 ３ ９ 、 ４
５ 、 ４ ７ 、 ９ １ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ４ 番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 高 頻 度 に 重 鎖 － 軽 鎖 間 接 触 を す
る こ と が 認 め ら れ て い る 。 分 子 モ デ リ ン グ に お い て 、 重 鎖 － 軽 鎖 間 接 触 の 可 能 性 が 予 見 さ
れ 、 そ の 位 置 が 上 述 の 位 置 の い ず れ か に 一 致 す る 場 合 は 、 ド ナ ー の ア ミ ノ 酸 残 基 の 移 植 を
優 先 す る 。 そ れ 以 外 の 場 合 は 、 こ の 要 件 ｄ ） は 考 慮 し な い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 化 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ は 、 以 下 に 記 載 す る 方 法 で 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 例 え ば 、 ６ ０ 乃 至 ７ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 複 数
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 、 セ ン ス 側 及 び ア ン チ セ ン ス 側 に お い て 互 い 違 い に な る よ う に
化 学 合 成 し 、 そ の 後 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を ア ニ ー リ ン グ し 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ に よ り 結
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合 し 、 所 望 の ヒ ト 化 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 別 の 方 法 と し て 、 ア ク セ プ タ ー の 可 変 領 域 の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を ヒ ト
リ ン パ 球 よ り 分 離 し 、 Ｃ Ｄ Ｒ を コ ー ド す る 領 域 に 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で ヌ ク レ オ チ ド 置 換
を 行 う こ と に よ り 、 制 限 酵 素 切 断 配 列 を 導 入 す る 。 対 応 す る 制 限 酵 素 で 該 領 域 を 切 断 し た
後 、 ド ナ ー の Ｃ Ｄ Ｒ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 合 成 し 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ に よ り 結 合
し て 、 所 望 の ヒ ト 化 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 で は 、 好 適 に は 以 下 に 述 べ る オ ー バ ー ラ ッ プ ・ エ ク ス テ ン シ ョ ン ・ Ｐ Ｃ
Ｒ 法 （ ホ ル ト ン ら 、 Gene, , 61-68, (1989) 参 照 ） に 従 い 、 所 望 の ヒ ト 化 抗 ヒ ト ・ オ キ
ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 す な わ ち 、 接 続 を 所 望 す る ２ 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ コ ー ド す る ２ 種 の Ｄ Ｎ Ａ を 、
便 宜 的 に （ Ａ ） 及 び （ Ｂ ） と す る 。 （ Ａ ） の ５ ’ 側 に ア ニ ー ル す る ２ ０ 乃 至 ４ ０ ヌ ク レ オ
チ ド の セ ン ス プ ラ イ マ ー （ 以 下 、 こ の プ ラ イ マ ー を （ Ｃ ） と す る 。 ） 及 び （ Ｂ ） の ３ ’ 側
に ア ニ ー ル す る ２ ０ 乃 至 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド の ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ 以 下 、 こ の プ ラ イ
マ ー を （ Ｄ ） と す る ） を 化 学 合 成 す る 。 さ ら に 、 （ Ａ ） の ３ ’ 側 の ２ ０ 乃 至 ３ ０ ヌ ク レ オ
チ ド と （ Ｂ ） の ５ ’ 側 ２ ０ 乃 至 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 連 結 し た 、 キ メ ラ 型 の セ ン ス プ ラ イ マ
ー （ 以 下 、 こ の プ ラ イ マ ー を （ Ｅ ） と す る ） 及 び こ れ に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
（ 以 下 、 こ の プ ラ イ マ ー を （ Ｆ ） と す る ） を 合 成 す る 。 （ Ａ ） を 含 む 適 当 な ベ ク タ ー Ｄ Ｎ
Ａ
を 基 質 に し て 、 セ ン ス プ ラ イ マ ー （ Ｃ ） 及 び キ メ ラ 型 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ Ｆ ） を 用
い た Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と に よ り 、 （ Ａ ） の ３ ’ 末 端 に （ Ｂ ） の ５ ’ 末 端 側 ２ ０ 乃 至 ３ ０ ヌ ク
レ オ チ ド が 付 加 し た Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と が で き る （ こ の 新 た に 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を （ Ｇ ） と す
る ） 。 同 様 に 、 （ Ｂ ） を 含 む 適 当 な ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ を 基 質 に し て 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
ー （ Ｄ ） 及 び キ メ ラ 型 セ ン ス プ ラ イ マ ー （ Ｅ ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と に よ り 、 （ Ｂ ）
の ５ ’ 末 端 に （ Ａ ） の ３ ’ 末 端 側 ２ ０ 乃 至 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド が 付 加 し た Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と
が で き る （ こ の 新 た に 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を （ Ｈ ） と す る 。 ） 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た （ Ｇ
） と （ Ｈ ） は 、 （ Ｇ ） の ３ ’ 側 ４ ０ 乃 至 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド と （ Ｈ ） の ５ ’ 側 ４ ０ 乃 至 ６ ０
ヌ ク レ オ チ ド に お い て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 保 持 し て い る 。 増 幅 さ れ た （ Ｇ ） 及 び
（ Ｈ ） を 混 合 し て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 場 合 、 １ 回 目 の 変 性 反 応 で （ Ｇ ） と （ Ｈ ） は １ 本 鎖 に な
り 、 そ の 後 の ア ニ ー リ ン グ 反 応 で 殆 ど の Ｄ Ｎ Ａ は 元 に 戻 る が 、 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ に つ い て は 相
補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 領 域 で ア ニ ー リ ン グ す る ヘ テ ロ Ｄ Ｎ Ａ ２ 本 鎖 を 形 成 す る 。 そ の 後 の
伸 長 反 応 で 、 突 出 し た １ 本 鎖 部 分 が 修 復 さ れ 、 （ Ａ ） と （ Ｂ ） が 連 結 し た キ メ ラ 型 の Ｄ Ｎ
Ａ （ 以 下 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ を （ Ｉ ） と す る 。 ） を 得 る こ と が で き る 。 さ ら に こ の （ Ｉ ） を 基 質
と し て 、 セ ン ス プ ラ イ マ ー （ Ｃ ） と ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ Ｄ ） を 用 い Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ
と に よ り 、 （ Ｉ ） を 増 幅 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で は 、 抗 ヒ ト ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン
マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ Ｒ 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 さ ら に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｉ ｇ Ｇ
の 分 泌 シ グ ナ ル を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 そ れ ぞ れ ケ ー ス ・ バ イ ・ ケ ー ス に よ り （ Ａ ） 及 び
（ Ｂ ） と し て 上 記 の 連 結 反 応 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 な お 、 所 望 ア ミ ノ 酸 に 対 す る コ ド ン は 、 そ れ 自 体 公 知 で あ り 、 そ の 選 択 も 任 意 で よ く 、
例 え ば 使 用 す る 宿 主 の コ ド ン 使 用 頻 度 を 考 慮 し て 常 法 に 従 い 決 定 で き る 。 こ れ ら ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 コ ド ン の 一 部 改 変 は 、 常 法 に 従 い 、 所 望 の 改 変 を コ ー ド す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー を 利 用 し た サ イ ト ス ペ シ フ ィ ッ ク ・ ミ ュ ー タ ジ ェ ネ シ ス （ site s
pecific mutagenesis ） （ Mark, D. F., et al.(1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81,
 5662-5666参 照 ） 等 に 従 う こ と が で き る 。 し た が っ て 、 各 プ ラ イ マ ー を 化 学 合 成 す る 際 に
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、 予 め 点 突 然 変 異 を 導 入 す る よ う に 各 プ ラ イ マ ー を 設 計 す る こ と に よ り 、 所 望 の 抗 ヒ ト ・
オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と が で き る
。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 本 発 明 の 各 Ｄ Ｎ Ａ を そ れ ぞ れ 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と に よ
り 、 原 核 生 物 又 は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ れ ら ベ
ク タ ー に 適 当 な プ ロ モ ー タ ー 及 び 形 質 発 現 に 関 わ る 配 列 を 導 入 す る こ と に よ り 、 各 々 の 宿
主 細 胞 に お い て 各 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 上 記 方 法 に よ り 、 容 易 に 高 収 率 、 高 純 度 で 組 換 え 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 を 製 造
で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 （ ４ ） 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 完 全 ヒ ト 抗 体 の 作 製
　 完 全 ヒ ト 抗 体 と は 、 ヒ ト 染 色 体 由 来 の 抗 体 の 遺 伝 子 配 列 の み を 有 す る ヒ ト 抗 体 を 意 味 す
る 。 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 体 の H鎖 と L鎖 の 遺 伝 子 を 含 む ヒ ト
染 色 体 断 片 を 有 す る ヒ ト 抗 体 産 生 マ ウ ス を 用 い た 方 法 （ Tomizuka, K.et al.,Nature Gene
tics, 16, p.133-143, 1997.; Kuroiwa, Y.et.al., Nuc. Acids Res., 26, p.3447-3448,
 1998.; Yoshida, H.et.al., Animal Cell Technology: Basic and Applied Aspects vol
. 10, p.69-73 (Kitagawa, Y.,Matuda, T. and Iijima, S. eds.), Kluwer Academic Pub
lishers, 1999.; Tomizuka, K.et.al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 722-727, 200
0.等 を 参 照 。 ） や 、 ヒ ト 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー よ り 選 別 し た フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 由 来 の ヒ ト
抗 体 を 取 得 す る 方 法 (Wormstone, I. M.et.al, Investigative Ophthalmology & Visual S
cience. 43(7), p.2301-8, 2002; Carmen, S. et.al., Briefings in Functional Genomi
cs and Proteomics,1 (2), p.189-203, 2002; Siriwardena, D. et.al., Opthalmology, 
109(3), p.427-431, 2002等 参 照 。 )に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 こ の よ う に し て 作 製 さ れ る 組 換 え 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 が ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ
ニ ン と 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 確 認 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 マ ウ ス 免 疫 時 に 抗 体 価 の
評 価 を 行 う 場 合 と 同 様 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 が 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ６ ． 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 を 含 有 す る 医 薬

上 述 の 「 ５ ． 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ パ ニ ン 抗 体 の 製 造 」 の 項 に 記 載 さ れ た 方 法 で 得 ら れ る 抗 ヒ
ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 中 か ら 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 生 物 活 性 を 中 和 す る 抗 体
又 は ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン を 発 現 す る 癌 細 胞 を 特 異 的 に 傷 害 す る 抗 体 を 得 る こ と が で き
る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 生 体 内 で の ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 生 物 活 性 、 即 ち 、 細 胞 の 癌 化
を 阻 害 す る こ と か ら 、 医 薬 と し て 、 特 に 癌 に 対 す る 治 療 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。 ｉ
ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 に よ る ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 生 物
活 性 の 中 和 活 性 は 例 え ば 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 に お け る 細 胞
の 癌 化 の 抑 制 活 性 で 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン を 過 剰 発 現
し て い る マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 株 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ を 培 養 し 、 培 養 系 に 種 々 の 濃 度 で 抗 ヒ ト ・ オ キ
ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 を 添 加 し 、 フ ォ ー カ ス 形 成 、 コ ロ ニ ー 形 成 及 び ス フ ェ ロ イ ド 増 殖 に 対 す
る 抑 制 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗
体 に よ る 癌 細 胞 の 傷 害 活 性 は 例 え ば 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 に
対 し て 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 示 す 抗 体 依 存 性 細 胞 障 害 活 性 、 補 体 依 存 性 細 胞 障
害 活 性 又 は 補 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 障 害 活 性 で 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト ・ オ キ
ュ ロ ス パ ニ ン を 過 剰 発 現 し て い る ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を 培 養 し 、 培 養 系 に 種 々 の 濃 度 で 抗 ヒ ト ・
オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 を 添 加 し 、 さ ら に マ ウ ス 脾 臓 細 胞 を 添 加 し て 適 当 時 間 培 養 後 の 、 ヒ
ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 過 剰 発 現 細 胞 に 対 す る 細 胞 死 誘 導 率 を 測 定 す る こ と が で き る 。 ｉ ｎ
　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 実 験 動 物 を 利 用 し た 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 癌 に 対 す る 治 療 効 果
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は 、 例 え ば 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン を 過 剰 に 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 同
ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 を 投 与 し 、 癌 細 胞 の 変 化 を 測 定 す る こ と が で き る 。 　 こ の よ
う に し て 得 ら れ た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 生 物 活 性 を 中 和 す る 抗 体 又 は ヒ ト ・ オ キ ュ ロ
ス パ ニ ン を 発 現 す る 癌 細 胞 を 特 異 的 に 傷 害 す る 抗 体 は 、 医 薬 と し て 特 に 癌 の 治 療 を 目 的 と
し た 医 薬 組 成 物 と し て 、 あ る い は こ の よ う な 疾 患 の 免 疫 学 的 診 断 の た め の 抗 体 と し て 有 用
で あ る 。 癌 の 種 類 と し て は 、 皮 膚 癌 や 皮 膚 癌 の 一 種 で あ る メ ラ ノ ー マ を 好 適 に 挙 げ る こ と
が で き る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 、 治 療 に 有 効 な 量 の 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 と 薬 学 上 許 容 さ れ る 希 釈 剤
、 担 体 、 可 溶 化 剤 、 乳 化 剤 、 保 存 剤 及 び ／ 又 は 補 助 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 も 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 に お い て 許 容 さ れ る 製 剤 に 用 い る 物 質 と し て は 好 ま し く は 投 与 量 や
投 与 濃 度 に お い て 、 医 薬 組 成 物 を 投 与 さ れ る 者 に 対 し て 非 毒 性 の も の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 ｐ H、 浸 透 圧 、 粘 度 、 透 明 度 、 色 、 等 張 性 、 色 、 無 菌 性 、 安 定
性 、 溶 解 率 、 徐 放 率 、 吸 収 率 、 浸 透 率 を 変 え た り 、 維 持 し た り 、 保 持 し た り す る た め の 製
剤 用 の 物 質 を 含 む こ と が で き る 。 製 剤 用 の 物 質 と し て 以 下 の も の を 挙 げ る こ と が で き る が
、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い ： グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン
又 は リ ジ ン 等 の ア ミ ノ 酸 類 、 抗 菌 剤 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 又 は 亜 硫 酸 水 素 ナ
ト リ ウ ム 等 の 抗 酸 化 剤 、 リ ン 酸 、 、 ク エ ン 酸 、 ホ ウ 酸 バ ッ フ ァ ー 、 炭 酸 水 素 、 ト リ ス － 塩
酸 （ Tris-Hcl） 溶 液 等 の 緩 衝 剤 、 マ ン ニ ト ー ル や グ リ シ ン 等 の 充 填 剤 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン
四 酢 酸 （ EDTA） 等 の キ レ ー ト 剤 、 カ フ ェ イ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ン 、 β － シ ク ロ デ キ ス
ト リ ン や ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル － β － シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 等 の 錯 化 剤 、 グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ
ー ス 又 は デ キ ス ト リ ン 等 の 増 量 剤 、 単 糖 類 、 二 糖 類 や グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス や デ キ ス ト
リ ン 等 の 他 の 炭 水 化 物 、 着 色 剤 、 香 味 剤 、 希 釈 剤 、 乳 化 剤 や ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ン 等 の 親
水 ポ リ マ ー 、 低 分 子 量 ポ リ ペ プ チ ド 、 塩 形 成 対 イ オ ン 、 塩 化 ベ ン ズ ア ル コ ニ ウ ム 、 安 息 香
酸 、 サ リ チ ル 酸 、 チ メ ロ サ ー ル 、 フ ェ ネ チ ル ア ル コ ー ル 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 、 プ ロ ピ ル パ ラ
ベ ン 、 ク ロ レ キ シ ジ ン 、 ソ ル ビ ン 酸 又 は 過 酸 化 水 素 等 の 防 腐 剤 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン
・ グ リ コ ー ル 又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 溶 媒 、 マ ン ニ ト ー ル 又 は ソ ル ビ ト ー ル 等 の
当 ア ル コ ー ル 、 懸 濁 剤 、 PEG、 ソ ル ビ タ ン エ ス テ ル 、 ポ リ ソ ル ビ テ ー ト 20や ポ リ ソ ル ビ テ
ー ト 80等 ポ リ ソ ル ビ テ ー ト 、 ト リ ト ン （ triton） 、 ト ロ メ タ ミ ン （ tromethamine） 、 レ シ
チ ン 又 は コ レ ス テ ロ ー ル 等 の 界 面 活 性 剤 、 ス ク ロ ー ス や ソ ル ビ ト ー ル 等 の 安 定 化 増 強 剤 、
塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム や マ ン ニ ト ー ル ・ ソ ル ビ ト ー ル 等 の 弾 性 増 強 剤 、 輸 送 剤 、
希 釈 剤 、 賦 形 剤 、 及 び ／ 又 は 薬 学 上 の 補 助 剤 。 こ れ ら の 製 剤 用 の 物 質 の 添 加 量 は 、 抗 ヒ ト
・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 重 量 に た い し て ０ ． ０ １ ～ １ ０ ０ 倍 、 特 に ０ ． １ ～ １ ０ 倍 添 加
す る の が 好 ま し い 。 製 剤 中 の 好 適 な 医 薬 組 成 物 の 組 成 は 当 業 者 に よ っ て 、 適 用 疾 患 、 適 用
投 与 経 路 な ど に 応 じ て 適 宜 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 　 医 薬 組 成 物 中 の 賦 形 剤 や 担 体 は 液 体 で も 固 体 で も よ い 。 適 当 な 賦 形 剤 や 担 体 は 注 射 用
の 水 や 生 理 食 塩 水 、 人 工 脳 脊 髄 液 や 非 経 口 投 与 に 通 常 用 い ら れ て い る 他 の 物 質 で も よ い 。
中 性 の 生 理 食 塩 水 や 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む 生 理 食 塩 水 を 担 体 に 用 い る こ と も で き る 。 医 薬
組 成 物 に は ｐ H7.0－ 8.5の Trisバ ッ フ ァ ー や pH4.0-5.5の 酢 酸 バ ッ フ ァ ー や そ れ ら に ソ ル ビ
ト ー ル や 他 の 化 合 物 を 含 む こ と も で き る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 選 択 さ れ た 組 成 で 必 要 な
純 度 で 適 当 な 薬 剤 と し て 、 凍 結 乾 燥 品 あ る い は 液 体 と し て 準 備 さ れ る 。 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ
ス パ ニ ン 抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 は ス ク ロ ー ス の よ う な 適 当 な 賦 形 剤 を 用 い た 凍 結 乾 燥 品 と
し て 成 型 さ れ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 非 経 口 投 与 用 に 調 製 す る こ と も で き る し 、 経 口 に よ る 消 化 管 吸 収
用 に 調 製 す る こ と も で き る 。 製 剤 の 組 成 及 び 濃 度 は 投 与 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き
る し 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 に 含 ま れ る 、 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の ヒ ト ・ オ キ ュ ロ
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ス パ ニ ン に 対 す る 親 和 性 、 即 ち 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に 対 す る 解 離 定 数 （ Ｋ ｄ 値 ） に
対 し 、 親 和 性 が 高 い （ Ｋ ｄ 値 が 低 い ） ほ ど 、 ヒ ト へ の 投 与 量 を 少 な く 薬 効 を 発 揮 す る こ と
が で き る の で 、 こ の 結 果 に 基 づ い て 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 人 に 対 す る 投 与 量 を 決 定 す る こ
と も で き る 。 投 与 量 は 、 ヒ ト 型 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 を ヒ ト に 対 し て 投 与 す る 際
に は 、 約 ０ ． １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ を １ ～ ３ ０ 日 間 に １ 回 投 与 す れ ば よ い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 形 態 と し て は 、 点 滴 を 含 む 注 射 剤 、 坐 剤 、 経 鼻 剤 、 舌 下 剤 、 経 皮
吸 収 剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ７ ． 直 接 相 互 作 用 す る 物 質 の 探 索
　 本 発 明 の 他 の 一 つ の 態 様 と し て は 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 活 動 を 抑 制 す る よ う な 物
質 を 得 る こ と を 目 的 と し た 、 該 蛋 白 質 の 立 体 構 造 を ベ ー ス と し た ド ラ ッ グ デ ザ イ ン の 手 法
を 含 む 。 こ の よ う な 手 法 は 、 ラ シ ョ ナ ル ド ラ ッ グ デ ザ イ ン 法 と し て 知 ら れ て お り 、 酵 素 活
性 な ど の 機 能 や 、 リ ガ ン ド 、 コ フ ァ ク タ ー 、 又 は Ｄ Ｎ Ａ へ の 結 合 な ど を 効 率 よ く 阻 害 も し
く は 活 性 化 さ せ る よ う な 化 合 物 の 探 索 に 利 用 さ れ て い る 。 こ の 例 と し て 、 す で に 上 市 さ れ
て い る 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 剤 で あ る プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 剤 が よ く 知 ら れ て い る 。 本 発 明 の ヒ ト ・ オ キ
ュ ロ ス パ ニ ン の 三 次 元 構 造 解 析 に お い て も 、 Ｘ ― 線 結 晶 解 析 や 核 磁 気 共 鳴 法 と い っ た 一 般
的 に よ く 知 ら れ て い る 手 法 が 利 用 で き る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン
の 機 能 を 抑 制 す る 物 質 の 探 索 に は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ド ラ ッ グ デ ザ イ ン （ Ｃ Ａ Ｄ Ｄ ） を 活 用
し た 設 計 も 可 能 で あ る 。 こ の 例 と し て は 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 治 療 の 新 た な ゲ ノ ム 新 薬 と し
て 期 待 さ れ て い る Ａ Ｐ － １ の 働 き を 阻 害 す る 低 分 子 化 合 物 （ 国 際 特 許 出 願 公 開 Ｗ Ｏ ９ ９ ／
５ ８ ５ １ ５ 号 ） な ど が 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に
直 接 結 合 す る か 、 あ る い は ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と 他 の 因 子 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ
と に よ り 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 機 能 を 抑 制 す る よ う な 物 質 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 さ ら に 、 他 の 一 つ の 態 様 は 、 本 発 明 の ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン が 会 合 す る ポ リ ペ プ チ ド
、 す な わ ち ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 に 関 す る 。 す な わ ち 、 本 発 明 は 、
ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 活 性 を 調 節 す る パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す
る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 一 つ の 態 様 は 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に 被 験 蛋 白 質 試 料 を
接 触 さ せ 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に 結 合 す る 蛋 白 質 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 。 こ の よ う な
方 法 と し て は 、 例 え ば 、 精 製 し た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン を 用 い て 、 こ れ に 結 合 す る 蛋 白
質 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 を 行 う 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 な 方 法 の 一 例 を 示 せ ば 、 ヒ ト ・
オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に ヒ ス チ ジ ン ６ 個 よ り な る 配 列 を ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ と し て 融 合 し た も
の を 作 製 し て 、 こ れ を 細 胞 の 抽 出 液 （ 予 め ニ ッ ケ ル － ア ガ ロ ー ス カ ラ ム に チ ャ ー ジ し て 、
こ の カ ラ ム を 素 通 り し た 画 分 ） と ４ ℃ で １ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 こ の 混 合 物
に 別 途 ニ ッ ケ ル － ア ガ ロ ー ス 担 体 を 加 え て ４ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ニ ッ ケ ル －
ア ガ ロ ー ス 担 体 を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 十 分 洗 浄 し た 後 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル を 加 え る こ
と に よ り 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 細 胞 抽 出 液 中 の 蛋 白 質 を 溶 出 さ せ
て 精 製 し 、 こ の 構 造 を 決 定 す る 。 こ の よ う に し て 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と 直 接 結 合 す
る 蛋 白 質 、 及 び ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と の 結 合 活 性 は 持 た な い が 、 サ ブ ユ ニ ッ ト と し て
ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に 直 接 結 合 す る 蛋 白 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 間 接 的 に ヒ
ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン に 結 合 す る 蛋 白 質 が 精 製 で き る ［ 実 験 医 学 別 冊 、 バ イ オ マ ニ ュ ア ル
シ リ ー ズ ５ 「 転 写 因 子 研 究 法 」 ｐ ｐ ２ １ ５ － ２ １ ９ （ 羊 土 社 刊 ） ］ 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 別 の 方 法 と し て は 、 フ ァ ー ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ［ 実 験 医 学 別 冊 、 「 新 遺 伝 子 工 学 ハ ン
ド ブ ッ ク 」 ｐ ｐ ７ ６ － ８ １ （ 羊 土 社 刊 ） ］ や 、 酵 母 や 哺 乳 類 動 物 細 胞 を 用 い た ツ ー ハ イ ブ
リ ッ ド シ ス テ ム 法 ［ 実 験 医 学 別 冊 、 「 新 遺 伝 子 工 学 ハ ン ド ブ ッ ク 」 ｐ ｐ ６ ６ － ７ ５ （ 羊 土
社 刊 ） 、 「 チ ェ ッ ク メ イ ト ・ マ ン マ リ ア ン ・ ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム 」 （ プ ロ メ ガ 社 製
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） ］ に よ る ク ロ ー ニ ン グ も 可 能 で あ る が 、 こ れ ら の 方 法 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 こ の よ う に し て 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と 直 接 も し く は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る パ ー ト
ナ ー 蛋 白 質 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 得 ら れ れ ば 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 と の
相 互 作 用 を 阻 害 す る 物 質 の 機 能 的 ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、
例 え ば 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン と グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と の 融 合 蛋 白 質
を 調 製 し て 、 抗 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 抗 体 で 覆 っ た マ イ ク ロ プ レ ー ト に 結
合 さ せ た 後 、 ビ オ チ ン 化 し た 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 を こ の 融 合 蛋 白 質 と 接 触 さ せ 、 該 融 合 蛋
白 質 と の 結 合 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 化 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 検 出 す る 。 ビ オ チ ン 化 し
た 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 添 加 の 際 、 被 験 物 質 も 添 加 し 、 融 合 蛋 白 質 と 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 と
の 結 合 を 促 進 あ る い は 阻 害 す る 物 質 を 選 択 す る 。 こ の 方 法 で は 、 融 合 蛋 白 質 に 直 接 作 用 す
る 物 質 又 は 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 に 直 接 作 用 す る 物 質 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 融 合 蛋 白 質 と 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 と の 結 合 が 間 接 的 で あ り 、 何 ら か の 別 の 因 子 を 介 し て
い る よ う な 場 合 に は 、 例 え ば 該 因 子 を 含 む よ う な 細 胞 抽 出 液 存 在 下 で 、 同 様 に 上 記 ア ッ セ
イ を 行 う 。 こ の 場 合 に は 、 該 因 子 に 対 し て 作 用 す る よ う な 物 質 も 選 択 さ れ る 可 能 性 が あ る
。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ま た 、 得 ら れ た パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 が 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 機 能 を 抑 制 す る 活 性 を
有 し て い る 場 合 に は 、 既 に 記 載 し た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 ベ ク タ ー を 応 用
し た 試 験 方 法 に 従 っ て 、 抗 癌 剤 、 例 え ば 、 前 立 腺 癌 の 治 療 剤 と し て 有 用 な 候 補 物 質 の ス ク
リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 得 ら れ た パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 が 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス
パ ニ ン の 機 能 を 抑 制 す る 活 性 を 有 し て い る 場 合 に は 、 こ の よ う な 抑 制 因 子 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 癌 の 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 同 定 さ れ た 阻 害 因 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 し 、
該 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 合
成 し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー や ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と に よ り 取
得 で き る 。 ま た 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン の 機 能 の 阻 害 活 性 を 有 す る ぺ プ チ ド が 、 ラ ン ダ
ム に 合 成 さ れ た 人 工 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 で あ る 場 合 は 、 該 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ を 化 学 合 成 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 遺 伝 子 治 療 に お い て は 、 そ の よ う に し て 得 ら れ た 阻 害 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 例 え
ば ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 、 該 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 有 す る ウ イ ル ス （ 無 毒 化
さ れ た も の ） を 患 者 に 感 染 さ せ る 。 患 者 体 内 で は 抗 癌 因 子 が 産 生 さ れ 、 癌 細 胞 の 増 殖 抑 制
機 能 を 有 す る の で 、 癌 の 治 療 が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 遺 伝 子 治 療 剤 を 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 と し て は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 利 用 し た 遺 伝 子 導
入 方 法 、 あ る い は 非 ウ イ ル ス 性 の 遺 伝 子 導 入 方 法 （ 日 経 サ イ エ ン ス ,1994年 4月 号 ,20-45頁
、 実 験 医 学 増 刊 ,12(15)(1994)、 実 験 医 学 別 冊 「 遺 伝 子 治 療 の 基 礎 技 術 」 ,羊 土 社 （ 1996）
） の い ず れ の 方 法 も 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 遺 伝 子 導 入 方 法 と し て は 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ
ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス
、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 シ ン ビ ス ウ イ ル ス 等 の Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 又 は Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 、 阻 害 因
子 あ る い は そ の 変 異 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 組 み 込 ん で 導 入 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 こ の
う ち 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 用
い た 方 法 が 、 特 に 好 ま し い 。 非 ウ イ ル ス 性 の 遺 伝 子 導 入 方 法 と し て は 、 発 現 プ ラ ス ミ ド を
直 接 筋 肉 内 に 投 与 す る 方 法 （ Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 法 ） 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 法 、 マ
イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 等 が 挙 げ ら
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れ 、 特 に Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 法 、 リ ポ ソ ー ム 法 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ま た 遺 伝 子 治 療 剤 を 実 際 に 医 薬 と し て 作 用 さ せ る に は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 直 接 体 内 に 導 入 す る イ
ン ビ ボ （ in vivo） 法 及 び ヒ ト か ら あ る 種 の 細 胞 を 取 り 出 し 体 外 で Ｄ Ｎ Ａ を 該 細 胞 に 導 入
し 、 そ の 細 胞 を 体 内 に 戻 す エ ク ス ビ ボ （ ex vivo） 法 が あ る （ 日 経 サ イ エ ン ス ,1994年 4月
号 ,20-45頁 、 月 刊 薬 事 ,36(1),23-48（ 1994） 、 実 験 医 学 増 刊 , 12 (15)(1994)） 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 例 え ば 、 該 遺 伝 子 治 療 剤 が イ ン ビ ボ 法 に よ り 投 与 さ れ る 場 合 は 、 疾 患 、 症 状 等 に 応 じ 、
静 脈 、 動 脈 、 皮 下 、 皮 内 、 筋 肉 内 等 、 適 当 な 投 与 経 路 に よ り 投 与 さ れ る 。 ま た イ ン ビ ボ 法
に よ り 投 与 す る 場 合 は 、 該 遺 伝 子 治 療 剤 は 一 般 的 に は 注 射 剤 等 と さ れ る が 、 必 要 に 応 じ て
慣 用 の 担 体 を 加 え て も よ い 。 ま た 、 リ ポ ソ ー ム 又 は 膜 融 合 リ ポ ソ ー ム （ セ ン ダ イ ウ イ ル ス
－ リ ポ ソ ー ム 等 ） の 形 態 に し た 場 合 は 、 懸 濁 剤 、 凍 結 剤 、 遠 心 分 離 濃 縮 凍 結 剤 等 の リ ポ ソ
ー ム 製 剤 と す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は 該 配
列 の 部 分 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 い わ ゆ る ア ン チ セ ン ス 治 療 に 用 い る こ と が
で き る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 に
相 補 的 な 、 通 常 １ ５ 乃 至 ３ ０ ｍ ｅ ｒ か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 、 も し く は そ の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、
メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 又 は モ ル フ ォ リ ノ 誘 導 体 な ど の 安 定 な Ｄ Ｎ Ａ 誘 導 体 、 ２ ’ － Ｏ － ア ル
キ ル Ｒ Ｎ Ａ な ど の 安 定 な Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 体 と し て 用 い ら れ 得 る 。 そ の よ う な ア ン チ セ ン ス 分 子
を 、 微 量 注 入 、 リ ポ ソ ー ム カ プ セ ル 化 に よ り 、 あ る い は ア ン チ セ ン ス 配 列 を 有 す る ベ ク タ
ー を 利 用 し て 発 現 さ せ る な ど 、 本 発 明 の 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 で 、 細 胞 に 導 入 す る
こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ン チ セ ン ス 療 法 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 が コ ー ド す る 蛋 白 質 の 活 性 が 増 加 し す ぎ る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病 気 の 治
療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 上 記 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 と し て 有 用 な 組 成 物 は 、 医 薬 と し て 許
容 で き る 担 体 の 混 合 な ど の 公 知 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 担 体 と 製 造 方 法
の 例 は 、 Applied Antisense Oligonucleotide Technology（ 1998 Wiley－ Liss、 Inc． ）
に 記 載 さ れ て い る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 製 剤 は 、 そ れ 自 体 あ る い は 適
宜 の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 、 賦 形 剤 、 希 釈 剤 等 と 混 合 し 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 顆 粒 剤 、 散
剤 若 し く は シ ロ ッ プ 剤 等 に よ り 経 口 的 に 、 又 は 、 注 射 剤 、 坐 剤 、 貼 付 剤 、 若 し く は 、 外 用
剤 等 に よ り 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 製 剤 は 、 賦 形 剤 （ 例 え ば 、 乳 糖 、
白 糖 、 葡 萄 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル の よ う な 糖 誘 導 体 ； ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン 、
バ レ イ シ ョ デ ン プ ン 、 α 澱 粉 、 デ キ ス ト リ ン の よ う な 澱 粉 誘 導 体 ； 結 晶 セ ル ロ ー ス の よ う
な セ ル ロ ー ス 誘 導 体 ； ア ラ ビ ア ゴ ム ； デ キ ス ト ラ ン ； プ ル ラ ン の よ う な 有 機 系 賦 形 剤 ； 及
び 、 軽 質 無 水 珪 酸 、 合 成 珪 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 珪 酸 カ ル シ ウ ム 、 メ タ 珪 酸 ア ル ミ ン 酸 マ グ ネ
シ ウ ム の よ う な 珪 酸 塩 誘 導 体 ； 燐 酸 水 素 カ ル シ ウ ム の よ う な 燐 酸 塩 ； 炭 酸 カ ル シ ウ ム の よ
う な 炭 酸 塩 ； 硫 酸 カ ル シ ウ ム の よ う な 硫 酸 塩 等 の 無 機 系 賦 形 剤 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ）
、 滑 沢 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム
の よ う な ス テ ア リ ン 酸 金 属 塩 ； タ ル ク ； コ ロ イ ド シ リ カ ； ビ ー ズ ワ ッ ク ス 、 ゲ イ 蝋 の よ う
な ワ ッ ク ス 類 ； 硼 酸 ； ア ジ ピ ン 酸 ； 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な 硫 酸 塩 ； グ リ コ ー ル ； フ マ ル
酸 ； 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム ； Ｄ Ｌ ロ イ シ ン ； ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 マ グ ネ
シ ウ ム の よ う な ラ ウ リ ル 硫 酸 塩 ； 無 水 珪 酸 、 珪 酸 水 和 物 の よ う な 珪 酸 類 ； 及 び 、 上 記 澱 粉
誘 導 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 結 合 剤 （ 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ
ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 マ ク ロ ゴ ー ル 、 及 び 、 前 記
賦 形 剤 と 同 様 の 化 合 物 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 低 置 換 度 ヒ ド ロ キ シ
プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス カ ル シ
ウ ム 、 内 部 架 橋 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム の よ う な セ ル ロ ー ス 誘 導 体 ； カ ル
ボ キ シ メ チ ル ス タ ー チ 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル ス タ ー チ ナ ト リ ウ ム 、 架 橋 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド
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ン の よ う な 化 学 修 飾 さ れ た デ ン プ ン ・ セ ル ロ ー ス 類 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 乳 化 剤 （
例 え ば 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 ビ ー ガ ム の よ う な コ ロ イ ド 性 粘 土 ； 水 酸 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 水 酸 化
ア ル ミ ニ ウ ム の よ う な 金 属 水 酸 化 物 ； ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 カ ル シ ウ ム
の よ う な 陰 イ オ ン 界 面 活 性 剤 ； 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム の よ う な 陽 イ オ ン 界 面 活 性 剤 ； 及 び
、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ア ル キ ル エ ー テ ル 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル
、 シ ョ 糖 脂 肪 酸 エ ス テ ル の よ う な 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 安 定 剤
（ メ チ ル パ ラ ベ ン 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン の よ う な パ ラ オ キ シ 安 息 香 酸 エ ス テ ル 類 ； ク ロ ロ ブ
タ ノ ー ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 フ ェ ニ ル エ チ ル ア ル コ ー ル の よ う な ア ル コ ー ル 類 ； 塩 化
ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ； フ ェ ノ ー ル 、 ク レ ゾ ー ル の よ う な フ ェ ノ ー ル 類 ； チ メ ロ サ ー ル ； デ ヒ
ド ロ 酢 酸 ； 及 び 、 ソ ル ビ ン 酸 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 矯 味 矯 臭 剤 （ 例 え ば 、 通 常 使 用
さ れ る 、 甘 味 料 、 酸 味 料 、 香 料 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 希 釈 剤 等 の 添 加 剤 を 用 い て
周 知 の 方 法 で 製 造 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 を 患 者 へ 導 入 す る 方 法 に つ い て は 、 上 記 に 加 え て コ ロ イ ド 分 散 系 を 用 い
る こ と が で き る 。 コ ロ イ ド 分 散 系 は 化 合 物 の 生 体 内 の 安 定 性 を 高 め る 効 果 や 、 特 定 の 臓 器
、 組 織 又 は 細 胞 へ 化 合 物 を 効 率 的 に 輸 送 す る 効 果 が 期 待 さ れ る 。 コ ロ イ ド 分 散 系 は 、 通 常
用 い ら れ る も の で あ れ ば 限 定 し な い が 、 高 分 子 複 合 体 、 ナ ノ カ プ セ ル 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア 、
ビ ー ズ 、 及 び 水 中 油 系 の 乳 化 剤 、 ミ セ ル 、 混 合 ミ セ ル 及 び リ ポ ソ ー ム を 包 含 す る 脂 質 を ベ
ー ス と す る 分 散 系 を 挙 げ る 事 が で き 、 好 ま し く は 、 特 定 の 臓 器 、 組 織 又 は 細 胞 へ 化 合 物 を
効 率 的 に 輸 送 す る 効 果 の あ る 、 複 数 の リ ポ ソ ー ム 、 人 工 膜 の 小 胞 で あ る （ Mannino et al.
,Biotechniques,1988,6,682;Blume and Cevc,Biochem.et Biophys.Acta,1990,1029,91;La
ppalainen et al.,Antiviral Res.,1994,23,119;Chonn and Cullis,Current Op.Biotech.
,1995,6,698 ） 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 ０ ． ２ － ０ ． ４  μ ｍ の サ イ ズ 範 囲 を と る 単 膜 リ ポ ソ ー ム は 、 巨 大 分 子 を 含 有 す る 水 性
緩 衝 液 の か な り の 割 合 を 被 包 化 し 得 、 化 合 物 は こ の 水 性 内 膜 に 被 胞 化 さ れ 、 生 物 学 的 に 活
性 な 形 態 で 脳 細 胞 へ 輸 送 さ れ る （ Fraley et al.,Trends Biochem.Sci.,1981,6,77 ） 。 リ
ポ ソ ー ム の 組 成 は 、 通 常 、 脂 質 、 特 に リ ン 脂 質 、 と り わ け 相 転 移 温 度 の 高 い リ ン 脂 質 を １
種 又 は そ れ 以 上 の ス テ ロ イ ド 、 特 に コ レ ス テ ロ ー ル と 通 常 複 合 し た も の で あ る 。 リ ポ ソ ー
ム 生 産 に 有 用 な 脂 質 の 例 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ホ ス
フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 ス フ ィ ン ゴ 脂 質 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 セ レ ブ ロ シ ド 及
び ガ ン グ リ オ シ ド の よ う な ホ ス フ ァ チ ジ ル 化 合 物 を 包 含 す る 。 特 に 有 用 な の は ジ ア シ ル ホ
ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル で あ り 、 こ こ で は 脂 質 部 分 が １ ４ － １ ８ の 炭 素 原 子 、 特 に １ ６
－ １ ８ の 炭 素 原 子 を 含 有 し 、 飽 和 し て い る （ １ ４ － １ ８ の 炭 素 原 子 鎖 の 内 部 に 二 重 結 合 を
欠 い て い る ） 。 代 表 的 な リ ン 脂 質 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ
ジ ル コ リ ン 及 び ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン を 包 含 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 リ ポ ソ ー ム を 包 含 す る コ ロ イ ド 分 散 系 の 標 的 化 は 、 受 動 的 又 は 能 動 的 の い ず れ か で あ っ
て も よ い 。 受 動 的 な 標 的 化 は 、 洞 様 毛 細 血 管 を 含 有 す る 臓 器 の 網 内 系 細 胞 へ 分 布 し よ う と
す る リ ポ ソ ー ム 本 来 の 傾 向 を 利 用 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 一 方 、 能 動 的 な 標 的 化 は
、 例 え ば 、 ウ イ ル ス の 蛋 白 質 コ ー ト （ Morishita et al.,Proc.Natl.Acad.Sci.(U.S.A.),1
993,90,8474 ） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 又 は そ の 適 切 な 結 合 部 分 ） 、 糖 、 糖 脂 質 又 は 蛋 白
質 （ 又 は そ の 適 切 な オ リ ゴ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ） の よ う な 特 定 の リ ガ ン ド を リ ポ ソ ー ム
へ 結 合 さ せ る こ と 、 又 は 天 然 に 存 在 す る 局 在 部 位 以 外 の 臓 器 及 び 細 胞 型 へ の 分 布 を 達 成 す
る た め に リ ポ ソ ー ム の 組 成 を 変 え る こ と に よ っ て リ ポ ソ ー ム を 修 飾 す る 手 法 等 を 挙 げ る 事
が で き る 。 標 的 化 さ れ た コ ロ イ ド 分 散 系 の 表 面 は 様 々 な や り 方 で 修 飾 さ れ 得 る 。 リ ポ ソ ー
ム で 標 的 し た デ リ バ リ ー シ ス テ ム で は 、 脂 質 二 重 層 と の 緊 密 な 会 合 に お い て 標 的 リ ガ ン ド
を 維 持 す る た め に 、 リ ポ ソ ー ム の 脂 質 二 重 層 へ 脂 質 基 が 取 込 ま れ 得 る 。 脂 質 鎖 を 標 的 リ ガ
ン ド と 結 び つ け る た め に 様 々 な 連 結 基 が 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の デ
リ バ リ ー が 所 望 さ れ る 細 胞 の 上 に 支 配 的 に 見 出 さ れ る 特 定 の 細 胞 表 面 分 子 に 結 合 す る 標 的
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リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、 （ １ ） デ リ バ リ ー が 所 望 さ れ る 細 胞 に よ っ て 支 配 的 に 発 現 さ れ る 特
定 の 細 胞 受 容 体 と 結 合 し て い る 、 ホ ル モ ン 、 成 長 因 子 又 は そ の 適 切 な オ リ ゴ ペ プ チ ド フ ラ
グ メ ン ト 、 又 は （ ２ ） 標 的 細 胞 上 で 支 配 的 に 見 出 さ れ る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 結 合
す る 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 又 は そ の 適 切 な フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、
Ｆ ａ ｂ  ； Ｆ  （ ａ ｂ '） 2 ） 、 で あ り 得 る 。 ２  種 又 は そ れ 以 上 の 生 物 活 性 剤 は 、 単 一 の リ
ポ ソ ー ム 内 部 で 複 合 し 、 投 与 す る こ と も で き る 。 内 容 物 の 細 胞 内 安 定 性 及 び ／ 又 は 標 的 化
を 高 め る 薬 剤 を コ ロ イ ド 分 散 系 へ 追 加 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 そ の 使 用 量 は 症 状 、 年 齢 等 に よ り 異 な る が 、 経 口 投 与 の 場 合 に は 、 １ 回 当 り 下 限 １ mg（
好 適 に は 、 ３ ０ mg） 、 上 限 ２ ０ ０ ０ mg（ 好 適 に は 、 １ ５ ０ ０ mg） を 、 注 射 の 場 合 に は 、 １
回 当 り 下 限 ０ ． １ mg（ 好 適 に は 、 ５ mg） 、 上 限 １ ０ ０ ０ mg（ 好 適 に は 、 ５ ０ ０ mg） を 皮 下
注 射 、 筋 肉 注 射 又 は 静 脈 注 射 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ７ ４ 】
以 下 、 実 施 例 を 示 し て こ の 発 明 を 詳 細 か つ 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 な お 、 下 記 実 施 例 に お い て 遺 伝 子 操 作 に 関 す る 各 操 作 は 特 に
明 示 が な い 限 り 、 「 モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ （ Molecular Cloning） 」 （ Sambrook, J.,
 Fritsch, E.F.及 び Maniatis, T.著 , Cold SpringHarbor Laboratory Pressよ り 1989年 に
発 刊 ） に 記 載 の 方 法 に よ り 行 う か 、 又 は 、 市 販 の 試 薬 や キ ッ ト を 用 い る 場 合 に は 市 販 品 の
指 示 書 に 従 っ て 使 用 し た 。  
【 ０ １ ７ ５ 】
　 実 施 例 １ 　 癌 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 の 選 別
　 　 配 列 表 の 配 列 番 号 １ と 部 分 的 に 重 複 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る Ｅ Ｓ Ｔ プ ロ ー ブ （
Affimetrix Genechip HG-133 probe 223795＿ at： ア フ ィ メ ト リ ク ス 社 製 ） に つ い て 、 Ｇ
ｅ ｎ ｅ Ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ 社 製 の デ ー タ ベ ー ス （ GeneExpress Software System Release 1.4.2）
を 用 い て 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 各 種 細 胞 株 内 で の ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 比 較 し た 結 果 、 メ ラ ニ ン 細
胞 （ メ ラ ノ サ イ ト ： melanocyte） ８ 例 は 、 他 の 細 胞 株 群 、 す な わ ち 血 球 系 細 胞 サ ン プ ル １
２ 例 、 グ リ ア 細 胞 株 サ ン プ ル ６ 例 、 上 皮 系 細 胞 サ ン プ ル ６ ２ 例 と 比 較 し て 有 意 に 高 く 転 写
さ れ て い た （ 順 に Ｐ 値 ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ 、 ＝ ０ ． ０ ０ ０ ７ 、 ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ 　 図 １ 上 パ ネ ル
）
次 に 組 織 由 来 サ ン プ ル で の ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 比 較 し た 。 健 常 人 皮
膚 サ ン プ ル 66例 、 及 び メ ラ ノ ー マ サ ン プ ル 33例 に つ い て 転 写 量 を 比 較 し た と こ ろ 、 メ ラ ノ
ー マ サ ン プ ル に お い て 有 意 に 高 く 転 写 さ れ て い た （ Ｐ 値 ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ ： 図 １ 下 パ ネ ル ）
。 ま た 、 健 常 人 皮 膚 サ ン プ ル 66例 と 、 メ ラ ノ ー マ サ ン プ ル の う ち 、 皮 膚 組 織 由 来 サ ン プ ル
１ ２ 例 を 比 較 し た と こ ろ 、 メ ラ ノ ー マ サ ン プ ル に お い て 有 意 に 高 く 転 写 さ れ て い た （ Ｐ 値
＝ ０ ． ０ ０ ０ ７ ： 図 ２ 上 パ ネ ル ） 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 一 方 、 健 常 人 皮 膚 サ ン プ ル 66例 と 、 メ ラ ノ ー マ サ ン プ ル の う ち 、 リ ン パ 節 組 織 由 来 サ ン
プ ル １ ２ 例 を 比 較 し た と こ ろ 、 メ ラ ノ ー マ サ ン プ ル に お い て 有 意 に 高 く 転 写 さ れ て い た （
Ｐ 値 ＝ ０ ． ０ ０ ０ ３ ： 図 ２ 下 パ ネ ル ） 。
さ ら に 、 健 常 人 リ ン パ 節 由 来 サ ン プ ル １ ３ 例 と 、 メ ラ ノ ー マ サ ン プ ル の う ち 、 リ ン パ 節 組
織 由 来 サ ン プ ル １ ２ 例 を 比 較 し た と こ ろ 、 メ ラ ノ ー マ サ ン プ ル に お い て 有 意 に 高 く 転 写 さ
れ て い た （ Ｐ 値 ＝ ０ ． ０ ０ １ １ ： 図 ３ パ ネ ル ） 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 実 施 例 ２ 　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 取 得 と 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築
　 ａ ） Ｐ Ｃ Ｒ 反 応
ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー と し て
5’ -CACCATGGAGGAGGGGGAGAGGAGCCC－ 3’ （ プ ラ イ マ ー １ ： 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ）
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及 び 、
5’ -GCCCCGGGCGGGTTTGGCAGCGG-3’ (プ ラ イ マ ー ２ ： 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ )
の 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 常 法 に 従 っ て 合 成 し た 。 な お 、 プ ラ イ マ ー １ は ヒ ト
・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 開 始 コ ド ン 上 流 に Ｋ ｏ ｚ ａ ｋ 配 列 と し て ４ 塩 基 、 CACCを 付 加
し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ 乃 至 ２ ３ か ら
な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ５ ’ 側 に ４ 塩 基 配 列 （ CACC） 付 加 し た 塩 基 配 列 か ら な る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で あ る 。 こ の CACC配 列 は 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ ／ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ へ
の 組 み 込 み の 際 に ベ ク タ ー ３ ’ 末 端 と 相 補 鎖 を 形 成 す る た め 、 遺 伝 子 の 方 向 性 を 保 持 し た
ベ ク タ ー へ の 組 み 込 み を 可 能 と し て い る 。 プ ラ イ マ ー ２ は 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ
チ ド 番 号 １ ０ ４ ３ 乃 至 １ ０ ６ ５ か ら な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 鎖 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド で あ る 。
Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は Ｐ Ｌ Ａ Ｔ Ｉ Ｎ Ｕ Ｍ 　 Ｐ ｆ ｘ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ （ イ ン ビ ト ロ ジ
ェ ン 社 製 ） を 添 付 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い て 行 っ た 。 具 体 的 に は 、 得 ら れ た フ ァ ー ス ト
ス ト ラ ン ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 ０ ． １ μ ｌ に １ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ／ μ ｌ の 濃 度 の 合 成 プ ラ イ マ ー １ と 合 成
プ ラ イ マ ー ２ を そ れ ぞ れ １ ． ５ μ ｌ 、 １ ０ Ｘ 　 Ｐ ｆ ｘ 　 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｆ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｂ ｕ
ｆ ｆ ｅ ｒ 　 ５ μ ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 　 Ｍ ｉ ｘ を １ ． ５ μ ｌ 、 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４

を １ μ ｌ 、 Ｐ Ｌ Ａ Ｔ Ｉ Ｎ Ｕ Ｍ 　 Ｐ ｆ ｘ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ 　 ０ ． ５ μ ｌ 、 １
０ Ｘ 　 Ｐ Ｃ Ｒ ｘ 　 Ｅ ｎ ｈ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 Ｓ ｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 １ ０ μ ｌ 、 滅 菌 精 製 水 ２ ８ ． ９
μ ｌ を 添 加 し 、 ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 溶 液 を 作 製 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 Ｐ ｅ ｌ ｔ ｉ ｅ ｒ 　
Ｔ ｈ ｅ ｒ ｍ ａ ｌ 　 Ｃ ｙ ｃ ｌ ｅ ｒ 　 Ｔ Ｐ Ｃ － ２ ０ ０ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ ｎ ｇ ｉ ｎ ｅ （ エ ム ジ ェ ー リ
サ ー チ （ Ｍ Ｊ 　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ ） 社 製 ） に よ り 行 っ た 。 ま ず ９ ４ ℃ で ２ 分 加 熱 し た 後 、
引 き 続 き ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ６ ５ ℃ で ２ 分 の 温 度 サ イ ク ル を ５ 回 、 続 い て ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、
６ ０ ℃ で ４ ０ 秒 、 ６ ８ ℃ で １ 分 ２ ０ 秒 の 温 度 サ イ ク ル を ５ 回 、 続 い て ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ５
５ ℃ で ４ ０ 秒 、 ６ ８ ℃ で １ 分 ２ ０ 秒 の 温 度 サ イ ク ル を ５ 回 、 続 い て ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ５ ０
℃ で ４ ０ 秒 、 ６ ８ ℃ で １ 分 ２ ０ 秒 の 温 度 サ イ ク ル を ３ ５ 回 繰 り 返 し 、 最 後 に ６ ８ ℃ で １ ０
分 間 保 温 し て か ら 、 ４ ℃ に 保 存 し た 。 目 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 反 応 物 を １ ． ５ ％ の ア ガ ロ ー ス ゲ
ル で 電 気 泳 動 し 、 Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ １ ０ ６ ９ ｂ ｐ ） の 増 幅 を 確 認 後 、 Ｓ ．
Ｎ ． Ａ ． Ｐ ． 　 Ｕ Ｖ － Ｆ ｒ ｅ ｅ 　 Ｇ ｅ ｌ 　 Ｐ ｕ ｒ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｋ ｉ ｔ （ イ ン ビ ト
ロ ジ ェ ン 社 製 ） を そ の 添 付 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い る こ と に よ り ア ガ ロ ー ス ゲ ル よ り Ｄ
Ｎ Ａ を 精 製 し た 。 精 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 濃 度 は 、 １ Ｄ 　 Ｉ ｍ ａ ｇ ｅ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ 　
Ｓ ｏ ｆ ｔ ｗ ａ ｒ ｅ 　 Ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 ３ ． ５ （ Ｋ ｏ ｄ ａ ｋ 　 Ｄ ｉ ｇ ｉ ｔ ａ ｌ 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ
ｃ ｅ 　 Ｅ Ｄ Ａ Ｓ ２ ９ ０ ： コ ダ ッ ク 社 製 ） を 用 い 、 １ ｋ ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｌ ａ ｄ ｄ ｅ ｒ （ イ ン ビ
ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 濃 度 標 準 物 に し て 測 定 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 ｂ ） ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ ／ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ベ ク タ ー へ の ク ロ
ー ニ ン グ
ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ 　 Ｄ ｉ ｒ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ 　 Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ｉ ｎ ｇ 　 Ｋ ｉ ｔ ｓ 　 （ イ ン ビ
ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 添 付 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い 、 実 施 例 ２ ａ ） に よ っ て 得 ら れ た Ｎ Ｍ
＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ ／ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Ｎ
Ｍ ＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 キ ッ ト 付 属 の 反 応 バ ッ フ ァ ー 中 で Ｔ ｏ ｐ ｏ ｉ ｓ ｏ ｍ ｅ ｒ
ａ ｓ ｅ を 結 合 さ せ て あ る ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ ／ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ベ ク タ ー と 混 合 し 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ た 反 応 物 を 用 い て 大 腸 菌 Ｏ ｎ ｅ Ｓ ｈ ｏ ｔ 　 Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ
ｉ ｃ ａ ｌ ｌ ｙ 　 Ｃ ｏ ｍ ｐ ｅ ｔ ｅ ｎ ｔ 　 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 形 質 転 換
し 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の カ ナ マ イ シ ン を 含 む Ｌ Ｂ 寒 天 培 地 上 で 培 養 し た 。 そ の 結 果 カ ナ マ イ
シ ン 耐 性 を 示 し て 生 育 し て き た 大 腸 菌 コ ロ ニ ー を 選 択 し て 、 １ ｍ ｌ の ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の カ
ナ マ イ シ ン を 含 む 液 体 Ｔ Ｂ 培 地 中 で ３ ７ ℃ で 一 晩 培 養 し 、 Ｍ ｏ ｎ ｔ ａ ｇ ｅ 　 Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｉ
ｄ 　 Ｍ ｉ ｎ ｉ ｐ ｒ ｅ ｐ ９ ６ 　 Ｋ ｉ ｔ （ ミ リ ポ ア 社 製 ） を 利 用 す る こ と に よ り プ ラ ス ミ ド Ｄ
Ｎ Ａ を 単 離 精 製 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ に つ い て 、 Ｂ ｉ ｇ Ｄ ｙ ｅ 　 Ｔ ｅ ｒ ｍ ｉ ｎ
ａ ｔ ｏ ｒ 　 ｖ ３ ． ０ 　 Ｃ ｙ ｃ ｌ ｅ 　 Ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ 　 Ｒ ｅ ａ ｄ ｙ 　 Ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ
ｎ 　 Ｋ ｉ ｔ を そ の 添 付 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い る こ と に よ り 反 応 を 行 っ た 後 、 Ａ Ｂ Ｉ 　
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Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ 　 ３ １ ０ ０ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｚ ｅ ｒ （ ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製
） に よ り ヌ ク レ オ チ ド 配 列 解 析 を 行 い 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 （ Ａ Ｃ Ｃ Ｅ
Ｓ Ｓ Ｉ Ｏ Ｎ 　 Ｎ Ｏ ． Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ 　 に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の Ｏ ｐ ｅ ｎ 　 Ｒ ｅ
ａ ｄ ｉ ｎ ｇ Ｆ ｒ ａ ｍ ｅ を 有 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ） が 、 ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ ／ Ｄ － Ｔ
Ｏ Ｐ Ｏ ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ て い る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 次 に 発 現 用 ベ ク タ ー ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ /Ｄ Ｅ Ｓ Ｔ ４ ０ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） へ Ｇ Ａ
Ｔ Ｅ Ｗ Ａ Ｙ Ｔ Ｍ シ ス テ ム を 用 い て 遺 伝 子 の 乗 せ 替 え を 行 っ た 。 す な わ ち 、 Ｇ Ａ Ｔ Ｅ Ｗ Ａ Ｙ
Ｔ Ｍ 　 Ｌ Ｒ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ａ ｓ ｅ Ｔ Ｍ 　 Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｅ 　 Ｍ ｉ ｘ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） ４ μ
ｌ 、 Ｌ Ｒ 　 Ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ 　 ４ μ ｌ 、 ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ ／ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ -Ｎ Ｍ
＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ 　 ０ ． ３ μ ｇ 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ /Ｄ Ｅ Ｓ Ｔ ４ ０ 　 ０ ． ３ μ ｇ を Ｔ Ｅ バ ッ
フ ァ ー で ２ ０ μ ｌ に 調 製 し 、 ２ ５ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 ２ μ ｌ の Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ
ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｋ を 加 え 、 ３ ７ ℃ に て １ ０ 分 間 反 応 さ せ る 。 得 ら れ た 反 応 物 を 用 い て 大 腸 菌 Ｏ
ｎ ｅ Ｓ ｈ ｏ ｔ 　 Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ ｌ ｙ 　 Ｃ ｏ ｍ ｐ ｅ ｔ ｅ ｎ ｔ 　 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ
（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 形 質 転 換 し 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 含 む Ｌ Ｂ 寒 天
培 地 上 で 培 養 し た 。 そ の 結 果 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 を 示 し て 生 育 し て き た 大 腸 菌 コ ロ ニ ー を 選
択 し て 、 １ ０ ０ ｍ ｌ の ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 含 む 液 体 Ｌ Ｂ 培 地 中 で ３ ７ ℃ で 一
晩 培 養 し 、 Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｉ ｄ 　 Ｍ Ａ Ｘ Ｉ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ｑ Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ 社 製 ） を 利 用 す る こ と に よ
り プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ pcDNA3.1-DEST40-NM＿ 031945） を 単 離 精 製 し た 。
実 施 例 ３ 　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 細 胞 へ の 導 入 と 発 現 さ れ た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス
パ ニ ン 遺 伝 子 産 物 の 確 認 、 及 び 免 疫 原 と し て の ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 の 膜 画 分
の 調 製
　 ａ ） プ ラ ス ミ ド pcDNA3.1-DEST40-NM＿ 031945の Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン
実 施 例 ２ に よ っ て 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド pcDNA3.1-DEST40-NM＿ 031945を Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 に
以 下 の よ う に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は
（ 株 ） Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 製 の Ｌ ｉ ｐ ｏ ｆ ｅ ｃ ｔ ａ ｍ ｉ ｎ ｅ Ｔ Ｍ 　 ２ ０ ０ ０ 　 Ｒ ｅ ａ ｇ
ｅ ｎ ｔ を 用 い て リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ り 行 っ た 。 す な わ ち 、 ま ず Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を ６ 穴
プ レ ー ト に て セ ミ コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を 抗 生 物 質 の 入 っ て い な い
、 １ ０ ％ 　 ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 一 度 洗 浄 し た の ち 、 ２ ０ ０ μ ｌ の 抗 生 物 質 の 入
っ て い な い 、 １ ０ ％ 　 ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を 加 え た 。 次 に １ ． ５ ｍ ｌ エ ッ ペ ン ド
ル フ チ ュ ー ブ 中 に 無 血 清 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） １ ０ ０ μ ｌ と 、 上 記 方 法 に て 回 収 し た プ ラ ス ミ
ド Ｄ Ｎ Ａ （ pcDNA3.1-DEST40-NM＿ 031945） ２ μ ｇ を 加 え 、 混 合 し た 。 別 の １ ． ５ ｍ ｌ エ ッ
ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 に 無 血 清 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） ９ ６ μ ｌ と 、 Ｌ ｉ ｐ ｏ ｆ ｅ ｃ ｔ ａ ｍ ｉ ｎ
ｅ Ｔ Ｍ 　 ２ ０ ０ ０ 　 Ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ 　 ４ μ ｌ を 加 え 、 混 合 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 と Ｌ ｉ ｐ ｏ ｆ
ｅ ｃ ｔ ａ ｍ ｉ ｎ ｅ 溶 液 を 混 合 し 、 室 温 に て ２ ０ 分 間 放 置 し た 。 そ の 後 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｌ ｉ ｐ ｏ
ｆ ｅ ｃ ｔ ａ ｍ ｉ ｎ ｅ 混 合 液 を 細 胞 に 加 え 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 Ｃ Ｏ ２ 下 で 培 養 し た 。 ４ 時 間 後
　 １ ０ ％ 　 ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 　 １ ｍ ｌ を 細 胞 に 加 え 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 Ｃ Ｏ ２ 下
で 一 晩 培 養 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ｂ ） プ ラ ス ミ ド pcDNA3.1-DEST40-NM＿ 031945の Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 で の 発 現 の 確 認
こ の よ う に し て 得 ら れ た 細 胞 培 養 物 を 回 収 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 ま な い ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ
ー ル 又 は pcDNA3.1-DEST40-NM＿ 031945で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 得 た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を Ｐ
Ｂ Ｓ （ － ） 緩 衝 液 （ （ 株 ） Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 製 ） で 洗 浄 し た 。 細 胞 を Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） 用 の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む サ ン プ
ル 緩 衝 液 （ バ イ オ ラ ッ ド 社 製 ） に 溶 解 し 、 １ ２ ． ５ ％ 　 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ e　 パ
ジ ェ ル 　 Ｅ － Ｔ １ ２ ． ５ Ｌ 　 ア ト ー （ 株 ） 社 製 ） を 用 い て 、 還 元 条 件 下 で Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ を 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 電 気 泳 動 後 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か ら バ ン ド を 転 写 緩 衝 液 （ １ ９ ２ ｍ Ｍ 　 グ リ シ ン
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、 ２ ０ ％ 　 メ タ ノ ー ル 、 ２ ５ ｍ Ｍ 　 ト リ ス ） 中 で ゲ ル メ ン ブ レ ン 転 写 装 置 （ マ リ ソ ル 社 製
、 Ｎ Ｐ ７ ５ １ ３ ） を 用 い て ４ ℃ 、 １ ２ ０ 分 、 ２ ０ ０ ｍ Ａ の 条 件 で Ｐ ｏ ｌ ｙ ｖ ｉ ｎ ｙ ｌ ｉ ｄ
ｅ ｎ ｅ 　 Ｄ ｉ ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ｉ ｄ ｅ （ Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ ） メ ン ブ レ ン （ ミ リ ポ ア 社 製 ） に 転 写 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 転 写 後 の Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ メ ン ブ レ ン に つ い て 、 抗 Ｖ ５ タ グ 抗 体 （ （ 株 ） Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ
製 ） を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 ま ず Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ メ ン ブ レ ン を ブ
ロ ッ ク エ ー ス ((株 )雪 印 製 )に て 、 ブ ロ ッ キ ン グ （ 室 温 で ３ ０ 分 間 を １ 回 ） し た 後 、 プ ラ ス
チ ッ ク バ ッ グ （ 商 品 名 ハ イ ブ リ バ ッ ク 、 コ ス モ バ イ オ （ 株 ） 社 製 ） に 入 れ 、 抗 Ｖ ５ タ グ 抗
体 （ １ ０ ０ ０ 倍 希 釈 ） 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス 　 ５ ｍ ｌ 添 加 し て 室 温 で １ 時 間 振 と う し た 。 １ 時
間 後 、 メ ン ブ レ ン を 取 り 出 し ０ ． ０ ５ ％ の ツ イ ー ン ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ 以 下 「 ０ ． ０ ５ ％
　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ － Ｐ Ｂ Ｓ 」 と い う ） で 洗 浄 し た （ 室 温 で １ ５ 分 間 を １ 回 、 次 い で ５ 分 間
を ２ 回 ） そ の 後 、 メ ン ブ レ ン を 新 し い プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グ に 移 し 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 標 識 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） を ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ
ｅ ｎ ２ ０ － Ｐ Ｂ Ｓ で ５ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 し た 溶 液 ３ ０ ｍ ｌ を 入 れ 、 を 室 温 で １ 時 間 振 と う し
た 。 １ 時 間 後 、 メ ン ブ レ ン を 取 り 出 し 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ － Ｐ Ｂ Ｓ で １ ５ 分 間
× １ 回 、 次 い で ５ 分 間 × ４ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 メ ン ブ レ ン を ラ ッ プ フ ィ ル ム 上 に 置 き 、
Ｅ Ｃ Ｌ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 溶 液 （ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） を 用 い て 、
抗 Ｖ ５ タ グ 抗 体 が 結 合 す る バ ン ド の 検 出 を 行 っ た （ メ ン ブ レ ン を ラ ッ プ フ ィ ル ム 上 に 置 き
、 Ｅ Ｃ Ｌ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 溶 液 に １ 分 間 浸 し た 後 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム を 感 光 さ せ
た （ １ 分 間 ） ） 。 そ の 結 果 、 抗 Ｖ ５ タ グ 抗 体 に よ り 、 pcDNA3.1-DEST40-NM＿ 031945プ ラ ス
ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 し て 得 ら れ た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 に 特 異 的 な バ ン ド が 検 出 さ れ た （ 図 ４ ）
。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 ｃ ） 　 プ ラ ス ミ ド pcDNA3.1-DEST40-NM＿ 031945の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ － ３ Ｔ ３ 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン
Ｂ Ａ Ｌ Ｂ － ３ Ｔ ３ 細 胞 （ American Type Culture Collection No. Ｃ Ｃ Ｌ -１ ６ ３  ） を 、
１ ０ ％ 　 ウ シ 血 清 （ ギ ブ コ 社 製 ） （ 以 下 「 Ｃ Ｓ 」 と い う ） を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル
培 地 （ 以 下 「 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 」 と い う ： 日 水 製 薬 （ 株 ） 社 製 ） を 入 れ た 細 胞 培 養 用 フ ラ ト レ イ （
培 養 面 積 ５ ０ ０ ｃ ｍ 2 ； 住 友 ベ ー ク ラ イ ト （ 株 ） 社 製 ） 3枚 中 で セ ミ コ ン フ ル エ ン ト に な る
ま で ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 炭 酸 ガ ス 下 で 培 養 し た 後 、 pcDNA3.1-DEST40-NM＿ 031945を Ｂ Ａ Ｌ Ｂ －
３ Ｔ ３ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ － ３ Ｔ ３ 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン は （ 株 ） Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｔ ｈ ｅ ｒ ａ ｐ ｙ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ 製 の Ｇ ｅ ｎ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ Ｔ Ｍ 　
２ 　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ を 用 い て リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ り 行 っ た
。 す な わ ち 、 細 胞 を 無 血 清 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） で 一 度 洗 浄 し た の ち 、 ５ ０ ０ ｍ ｌ の 無 血 清 培
地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） を 加 え た 。 次 に ５ ０ ｍ ｌ フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ 中 に Ｎ ｅ ｗ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｄ ｉ ｌ
ｕ ｅ ｎ ｔ 　 ６ ｍ ｌ と 、 上 記 方 法 に て 回 収 し た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ pcDNA3.1-DEST40-NM＿ 03
1945） ２ ４ ０ μ ｇ を 加 え 、 混 合 し た 。 別 の ５ ０ ｍ ｌ フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ 中 に 無 血 清 培 地 （
Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） ４ ． ８ ｍ ｌ と 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ Ｔ Ｍ 　 ２ 　 Ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ 　 １ ２ ０ ０ μ
ｌ を 加 え 、 混 合 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 と Ｇ ｅ ｎ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ Ｔ Ｍ 　 ２ 溶 液 を 混 合 し 、 室 温 に
て ２ ０ 分 間 放 置 し た 。 そ の 後 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｇ ｅ ｎ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ Ｔ Ｍ 　 ２ 混 合 液 を 細 胞 に 加
え （ ４ ｍ ｌ /ト レ イ ） 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 Ｃ Ｏ ２ 下 で 培 養 し た 。 ４ 時 間 後 　 ２ ０ ％ 　 ウ シ 血
清 を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 　 ５ ０ ｍ ｌ /ト レ イ を 細 胞 に 加 え 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 Ｃ Ｏ ２ 下 で 一 晩 培 養
し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ｄ ） 細 胞 膜 画 分 の 調 製
　 上 記 の 方 法 に て 培 養 し た 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） 緩 衝 液 （ （ 株 ） Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 製 ）
で 洗 浄 す る 。 セ ル ス ク レ ー パ ー (住 友 ベ ー ク ラ イ ト （ 株 ） 社 製 )を 用 い て 細 胞 を 回 収 し 、 ５
ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ バ ッ フ ァ ー 　 ｐ Ｈ ８ ． ０ 　 ７ ｍ ｌ に 懸 濁 す る 。 ４ ℃ に て ３ ０ 分 間 細 胞 溶 液
を 放 置 す る 。 Ｄ ｏ ｕ ｎ ｃ ｅ 　 Ｔ ｙ ｐ ｅ 　 Ｂ 　 ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー （ ３ ０ ス ト ロ ー ク ） に て 細
胞 を 破 砕 す る 。 １ ０ ０ ０ Ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 す る 。 上 清 を ７ ８ ０ ０ ０ Ｇ 　 １
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０ ０ 分 間 、 超 遠 心 分 離 機 (日 立 （ 株 ） 製 )に て 遠 心 し 、 沈 殿 を 回 収 す る 。 シ ョ 糖 密 度 勾 配 に
よ り 、 膜 画 分 を 濃 縮 す る 。 す な わ ち 、 沈 殿 を ５ ７ ％ シ ョ 糖 　 ０ .２ ５ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ バ ッ フ
ァ ー ｐ Ｈ ８ ． ０ 　 ３ ｍ Ｌ に 溶 解 す る 。 超 遠 心 用 チ ュ ー ブ に 移 し か え 、 そ の 細 胞 溶 液 の 上 へ
３ ７ ． ２ ％ ５ ７ ％ シ ョ 糖 　 ０ .２ ５ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ バ ッ フ ァ ー ｐ Ｈ ８ ． ０ 　 ３ ｍ Ｌ 、 ０ ． ２
５ Ｍ ５ ７ ％ シ ョ 糖 　 ０ .２ ５ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ バ ッ フ ァ ー ｐ Ｈ ８ ． ０ 　 １ ． ５ ｍ Ｌ を 重 層 す る
。 超 遠 心 分 離 機 に て 、 ７ ５ ５ ０ ０ Ｇ 　 １ ６ 時 間 遠 心 す る 。 チ ュ ー ブ 中 の 溶 液 を 上 方 よ り １
ｍ Ｌ ず つ 回 収 す る 。 各 フ ラ ク シ ョ ン に １ ０ ｍ Ｌ の ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ バ ッ フ ァ ー 　 ｐ Ｈ ８ ．
０ を 加 え 、 ７ ８ ０ ０ ０ Ｇ 　 １ 時 間 超 遠 心 し 、 沈 殿 を 回 収 す る 。 沈 殿 に ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ バ
ッ フ ァ ー 　 ｐ Ｈ ８ ． ０ 　 ５ ０ ０ μ ｌ を 加 え 、 Ｄ ｏ ｕ ｎ ｃ ｅ 　 Ｔ ｙ ｐ ｅ 　 Ｂ 　 ホ モ ジ ェ ナ イ
ザ ー （ １ ０ ス ト ロ ー ク ） に て 細 胞 溶 液 を 均 一 化 す る 。 発 現 確 認 の 項 で 述 べ た ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 、 細 胞 膜 画 分 を 同 定 し 、 免 疫 原 と す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 実 施 例 ４ 　 マ ウ ス の 免 疫 及 び 細 胞 融 合
　 （ ４ － １ ） 　 免 疫
　 実 施 例 ３ で 得 ら れ た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 の 膜 画 分 溶 液 　 １ ｍ ｌ （ 全 蛋 白 質
量 ; １ ０ ０ μ ｇ ） を ４ ～ １ ０ 週 令 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス 雌 （ 日 本 エ ス エ ル シ ー 社 よ り 購 入
） 腹 腔 内 に 投 与 し た 。 ２ 週 間 後 、 同 様 の 膜 画 分 溶 液 （ ２ ０ μ ｇ 蛋 白 質 ／ マ ウ ス ） を 腹 腔 内
に 投 与 し 追 加 免 疫 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 （ ４ － ２ ） 　 細 胞 融 合
　 追 加 免 疫 ３ 日 後 の マ ウ ス よ り 脾 臓 を 摘 出 し 、 こ れ を ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ
７ ． ３ ） 、 ３ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ０ ５ ｍ Ｍ 　 β － メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル 、 ５ ０ 単 位 ／ ｍ ｌ 　 ペ ニ シ リ ン 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 ３ ０ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 を 含 む 無 血 清 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 （ １ ０ ． ４ ｇ ／ リ ッ ト ル
　 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 「 ニ ッ ス イ 」 （ １ ） ： 日 水 製 薬 （ 株 ） 社 製 ） （ 以 下 「 無 血 清 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
培 地 」 と い う ） １ ０ ｍ ｌ 中 に 入 れ 、 メ ッ シ ュ （ セ ル ス ト レ イ ナ ー ： フ ァ ル コ ン 社 製 ） 上 で
ス パ ー テ ル を 用 い て つ ぶ す 。 メ ッ シ ュ を 通 過 し た 細 胞 懸 濁 液 を 遠 心 し て 脾 臓 細 胞 を 沈 澱 さ
せ た 後 、 こ の 脾 臓 細 胞 を 無 血 清 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 で ２ 回 洗 浄 し て か ら 、 無 血 清 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 に
懸 濁 し て 細 胞 数 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 一 方 、 １ ０ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ （ ギ ブ コ ・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） を 含 む Ａ Ｓ Ｆ １ ０ ４ 培 地 （ 味 の
素 （ 株 ） 社 製 ） （ 以 下 「 血 清 入 り Ａ Ｓ Ｆ 培 地 」 と い う ） に て 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 炭 酸 ガ ス 存
在 下 で 細 胞 濃 度 が １ × １ ０ 8 細 胞 ／ ｍ ｌ を 越 え な い よ う に 培 養 し た ミ エ ロ ー マ 細 胞 　 Ｎ Ｓ
１ （ American Type Culture Collection TIB-18 ） を 同 様 に 無 血 清 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 で 洗 浄 し
、 無 血 清 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 に 懸 濁 し て 細 胞 数 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ３ × １ ０ 7 個 相 当 の Ｎ Ｓ １ 細 胞 懸 濁 液 と 、 ３ × １ ０ 8 個 相 当 の 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を 混 合 し 、
遠 心 後 、 上 清 を 完 全 に 除 去 す る 。 以 下 の 細 胞 融 合 の 操 作 は 、 ペ レ ッ ト の 入 っ た プ ラ ス チ ッ
ク 遠 沈 管 を 温 水 を 入 れ た ビ ー カ ー 中 で ３ ７ ℃ に 保 温 し な が ら 実 施 す る 。 こ の ぺ レ ッ ト に 、
５ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 　 １ ５ ０ ０ （ ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 製
） １ ｍ ｌ を 、 ピ ペ ッ ト の 先 で ぺ レ ッ ト を 撹 拌 し な が ら ゆ っ く り 添 加 し た 後 、 予 め ３ ７ ℃ に
加 温 し て お い た 無 血 清 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 １ ｍ ｌ を ２ 回 に 分 け て ゆ っ く り 添 加 し 、 さ ら に ７ ｍ ｌ
の 無 血 清 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 を 添 加 す る 。 遠 心 後 、 上 清 を 除 去 し 、 １ ０ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ を 含 む ヒ ポ キ
サ ン チ ン ・ ア ミ ノ プ テ リ ン ・ チ ミ ジ ン 培 地 （ 以 下 「 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 」 と い う ； ベ ー リ ン ガ ー ・
マ ン ハ イ ム 社 製 ） １ ０ ｍ ｌ を 、 ピ ペ ッ ト の 先 で ゆ っ く り 撹 拌 し な が ら 添 加 す る 。 さ ら に １
０ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ を 含 む Ｈ Ａ Ｔ 培 地 　 ２ ０ ｍ ｌ を 添 加 し た 後 に 、 細 胞 培 養 用 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ
レ ー ト に １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル ず つ 分 注 し 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 炭 酸 ガ ス 下 で 培 養 す る 。 ７ ～ ８ 日
後 、 培 地 が 黄 色 味 を 帯 び た ウ ェ ル に は 新 し い Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル ず つ 加 え た
。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 融 合 細 胞 を 、 以 下 に 記 載 す る 限 界 希 釈 法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ
に 供 す る 。
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【 ０ １ ９ ０ 】
　 （ ４ － ３ ） 　 限 界 希 釈
　 ４ ～ １ ０ 週 令 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス 雌 （ 日 本 エ ス エ ル シ ー 社 よ り 購 入 ） よ り 胸 腺 を 摘 出
後 、 メ ッ シ ュ （ セ ル ス ト レ イ ナ ー ； フ ァ ル コ ン 社 製 ） 上 で ス パ ー テ ル を 用 い て つ ぶ し 、 メ
ッ シ ュ を 通 過 し た 細 胞 を １ ０ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ を 含 む ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ チ ミ ジ ン 培 地 （ 以 下 「 Ｈ
Ｔ 培 地 」 と い う ； ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 製 ） で ２ 回 洗 浄 す る 。 マ ウ ス １ 匹 分 の 胸 腺
細 胞 を １ ０ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ を 含 む Ｈ Ｔ 培 地 　 ３ ０ ｍ ｌ に 懸 濁 し た も の を フ ィ ー ダ ー 細 胞 液 と し
た 。 上 記 （ ４ － ２ ） で 得 ら れ た 融 合 細 胞 を 含 む 培 養 液 を 、 細 胞 密 度 に 応 じ て フ ィ ー ダ ー 細
胞 液 で １ ０ 乃 至 １ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 さ ら に 融 合 細 胞 の 密 度 が ５ 細 胞 ／ ｍ ｌ 、 １ 細 胞 ／ ｍ ｌ
、 ０ ． ５ 細 胞 ／ ｍ ｌ と な る よ う に 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 液 で 段 階 希 釈 す る 。 こ の よ う に し て 調
製 し た 各 試 料 を 、 細 胞 培 養 用 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル ず つ 分 注 し 、
３ ７ ℃ 、 ５ ％ 炭 酸 ガ ス 下 で ５ 日 間 培 養 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 （ ４ － ４ ） 　 選 別
　 （ ４ － ４ － １ ） 細 胞 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 の 維 持 培 養 は 、 RPMI1640（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） に
10%牛 胎 児 血 清 （ Moregate Biotech社 製 ） 、 20mM HEPES（ シ グ マ 社 製 ） 、 55μ M ２ ー メ ル
カ プ ト エ タ ノ ー ル （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 添 加 し た 培 地 （ 培 地 ） に て 、 37℃ 、 5%CO 2
下 で 行 う 。 対 数 増 殖 期 に あ る ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を 2× 10 4 cells／ cm 2 で 細 胞
培 養 用 フ ラ ス コ へ ま き こ み 、 3日 間 培 養 す る 。 こ の よ う に 調 製 し た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ
ン 発 現 細 胞 を 全 て 50mlチ ュ ー ブ へ 移 し 、 HITACHI himac CF8DLで 1000rpm、 5分 間 遠 心 分 離
す る （ 遠 心 分 離 条 件 1） 。 上 清 を 除 き 、 培 地 で ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を 懸 濁 後
、 0.4%ト リ パ ン ブ ル ー 溶 液 （ シ グ マ 社 製 ） を 使 用 し 、 生 細 胞 数 を 計 測 す る 。 培 地 で ヒ ト ・
オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を 生 細 胞 10 7 cells/mlに 調 製 し 、 96穴 Ｕ 底 プ レ ー ト に 100μ l/we
llず つ 分 注 す る 。 96穴 Ｕ 底 プ レ ー ト を HITACHI himac CF8DLで 15000rpm、 1分 間 遠 心 分 離 し
（ 遠 心 分 離 条 件 2） 、 上 清 を 200μ lチ ッ プ で 抜 き 取 っ た 。 96穴 Ｕ 底 プ レ ー ト の 側 面 を た た
い て ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を 懸 濁 後 、 氷 中 で 冷 や し た 培 地 で 10μ g/ml、 5μ g/m
l、 2.5μ g/mlの 濃 度 に 調 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 100μ l/wellず つ 添 加 す る 。 15
分 毎 に 96穴 Ｕ 底 プ レ ー ト を プ レ ー ト ミ キ サ ー （ フ ジ レ ビ オ 社 製 ） で 攪 拌 し な が ら 、 4℃ で 1
.5時 間 反 応 さ せ る 。 反 応 終 了 後 、 96穴 Ｕ 底 プ レ ー ト を 遠 心 分 離 条 件 2で 遠 心 分 離 し 、 上 清
を 200μ lチ ッ プ で 抜 き 取 る 。 PBS(-)（ 日 水 製 薬 社 製 ） に 5%牛 胎 児 血 清 を 添 加 し た 溶 液 （ PB
S-5%FBS） を 200μ l/wellず つ 添 加 し 、 プ レ ー ト ミ キ サ ー で 攪 拌 後 、 遠 心 分 離 条 件 2で 遠 心
分 離 し 、 上 清 を 200μ lチ ッ プ で 抜 き 取 る 。 以 上 の 操 作 を こ の あ と 2回 行 う 。 96穴 Ｕ 底 プ レ
ー ト の 側 面 を た た い て ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を 懸 濁 後 、 氷 中 で 冷 や し た PBS-5%
FBSで 500倍 に 希 釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ヒ ト IgG抗 体 （ Kirkegaard & Perry Labora
tories社 製 ） を 100μ l/wellず つ 添 加 し 、 15分 毎 に 96穴 Ｕ 底 プ レ ー ト を プ レ ー ト ミ キ サ ー
で 攪 拌 し な が ら 、 4℃ で 1.5時 間 反 応 さ せ る 。 反 応 終 了 後 、 96穴 Ｕ 底 プ レ ー ト を 遠 心 分 離 条
件 2で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 200μ lチ ッ プ で 抜 き 取 っ た 。 PBS-5%FBSを 200μ l/wellず つ 添 加
し 、 プ レ ー ト ミ キ サ ー で 攪 拌 後 、 遠 心 分 離 条 件 2で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 200μ lチ ッ プ で 抜
き 取 る 。 以 上 の 操 作 を こ の あ と 2回 行 る 。 96穴 Ｕ 底 プ レ ー ト の 側 面 を た た い て ヒ ト ・ オ キ
ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を 懸 濁 後 、 室 温 に し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 用 発 色 基 質 （ ナ カ ラ イ テ ス
ク 社 製 ） を 100μ l/wellず つ 添 加 し 、 プ レ ー ト ミ キ サ ー で 10分 間 攪 拌 す る 。 遠 心 分 離 条 件 2
で 遠 心 分 離 後 、 上 清 50μ l/wellを 96穴 平 底 プ レ ー ト へ 移 し 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー （ 1420 ARV
O マ ル チ ラ ベ ル カ ウ ン タ ー 、 パ ー キ ン エ ル マ ー 社 製 ） で 405nmの 吸 収 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 （ ４ － ４ － ２ ） フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー
　 実 施 例 ３ で 取 得 し た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を 、 １ ０ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ
Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 中 で 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 炭 酸 ガ ス 下 で 培 養 し 増 殖 さ せ て か ら 、 １ × １ ０ 7 細 胞
／ ｍ ｌ に 調 製 し た 細 胞 懸 濁 液 を 、 Ｕ 字 底 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ ヌ ン ク 社 製 ） に ５ ０ μ
ｌ ／ ウ ェ ル ず つ 分 注 し 、 遠 心 分 離 （ ９ ０ × ｇ 、 ４ ℃ 、 １ ０ 分 ） す る 。 上 清 を 除 去 し 、 上 記
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（ ４ － ３ ） で 培 養 す る 融 合 細 胞 の 培 養 上 清 を ５ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え て 撹 拌 し た 後 、 氷 上 で
１ 時 間 静 置 し て か ら 、 遠 心 分 離 （ ９ ０ × ｇ 、 ４ ℃ 、 １ ０ 分 ） し て 上 清 を 除 去 す る 。 ペ レ ッ
ト を １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 緩 衝 液 （ ５ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ 、 ０ ． ０ ４ ％ （
ｗ ／ ｖ ） 　 ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ） で ２ 回 洗 浄 し た 後 、 ５ ０ ０ 倍 希 釈 し た フ ル オ
レ ッ セ イ ン － ５ － イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ Fluorescein-5-isothiocyanate； 以 下 「 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ
」 と い う ） 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 Ｉ ｇ Ｇ 画 分 （ オ ル ガ ノ ン ・ テ ク ニ カ 社 製 ） ５ ０ μ
ｌ を 二 次 抗 体 と し て 加 え 、 氷 上 で １ 時 間 静 置 す る 。 遠 心 分 離 （ ９ ０ × ｇ 、 ４ ℃ 、 １ ０ 分 ）
し て 上 清 を 除 去 し て か ら 、 ペ レ ッ ト を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 緩 衝 液 １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル
で ２ 回 洗 浄 後 、 ３ ． ７ ％ 　 ホ ル マ リ ン 溶 液 　 ５ ０ μ ｌ を 添 加 し 、 氷 上 で １ ０ 分 静 置 す る こ
と に よ り 細 胞 を 固 定 す る 。 遠 心 分 離 （ ９ ０ × ｇ 、 ４ ℃ 、 １ ０ 分 ） し て 上 清 を 除 去 し て か ら
、 再 度 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 緩 衝 液 １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で 洗 浄 し 、 ペ レ ッ ト を フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー 用 緩 衝 液 １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル に 懸 濁 し た も の を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 試 料
と す る 。 各 試 料 中 の 細 胞 の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 蛍 光 強 度 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （ エ ピ ッ ク ス ・ エ リ
ー ト ； コ ー ル タ ー 社 製 ） で 測 定 す る （ 励 起 波 長 ： ４ ８ ８ ｎ ｍ 、 検 出 波 長 ： ５ ３ ０ ｎ ｍ ） 。
そ の 結 果 、 融 合 細 胞 培 養 上 清 を 添 加 し な か っ た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 （ Ｆ Ｉ Ｔ
Ｃ 蛍 光 強 度 約 ０ ． ３ ） よ り も 明 ら か に 高 値 （ 約 １ ０ ０ － １ ０ ０ ０ ） の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 蛍 光 強 度 を
示 し た 試 料 に 対 応 す る 融 合 細 胞 を 選 別 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 （ ４ － ５ ） 　 ク ロ ー ニ ン グ
　 上 記 （ ４ － ４ ） で 選 別 さ れ る 細 胞 群 に つ い て 、 上 記 （ ４ － ３ ） か ら （ ４ － ４ ） の 一 連 の
工 程 を ５ 回 繰 り 返 す こ と に よ り 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 と 結 合 す る が 導 入 前 の
細 胞 と 結 合 し な い 単 一 な 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 数 ク ロ ー ン 得 る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 実 施 例 ５ 　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 実 施 例 ４ で 作 出 さ れ る マ ウ ス － マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 １ ０ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ を 含 む Ａ Ｓ Ｆ
培 地 　 １ リ ッ ト ル 中 で 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 炭 酸 ガ ス 下 で 培 養 し 、 １ × １ ０ 6 細 胞 ／ ｍ ｌ と な
る ま で 増 殖 さ せ る 。 培 養 液 を 遠 心 分 離 （ １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ２ 分 間 ） し 、 上 清 を 捨 て 、 沈 澱
し た 細 胞 を 無 血 清 Ａ Ｓ Ｆ 培 地 で １ 回 洗 浄 後 、 無 血 清 Ａ Ｓ Ｆ 培 地 １ リ ッ ト ル に 再 懸 濁 し 、 ３
７ ℃ 、 ５ ％ 　 炭 酸 ガ ス 下 で ４ ８ 時 間 培 養 す る 。 こ の 培 養 液 を 遠 心 分 離 （ １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、
２ 分 間 ） し 、 上 清 を 回 収 し て 透 析 チ ュ ー ブ （ 排 除 限 界 分 子 量 １ ２ ０ ０ ０ － １ ４ ０ ０ ０ ； ギ
ブ コ ・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） に 入 れ 、 １ ０ 倍 量 の １ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ
Ｈ ８ ． ０ ） に 対 し て 透 析 す る 。 こ の 透 析 チ ュ ー ブ 内 液 か ら の Ｉ ｇ Ｇ の 粗 精 製 を 、 高 速 液 体
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 装 置 （ Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ シ ス テ ム ； フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） を 用 い て 以 下 に 記 載 す
る 条 件 で 行 う ：
カ ラ ム ： 　 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ フ ァ ロ ー ス 　 Ｃ Ｌ － ６ Ｂ カ ラ ム （ カ ラ ム サ イ ズ １ ０ ｍ ｌ ； フ ァ ル
マ シ ア 製 ） ；
溶 媒 ： 　 １ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ）
流 速 ： 　 １ ｍ ｌ ／ 分 ；
溶 出 ： 　 １ Ｍ 　 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 直 線 濃 度 勾 配 （ ０ － ５ ０ ％ 、 １ ８ ０ 分 ） 。
溶 出 液 を ５ ｍ ｌ ず つ 分 画 し 、 各 分 画 中 の 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 価 を 、 ヒ ト ・ オ キ
ュ ロ ス パ ニ ン 蛋 白 質 を 用 い た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 検 定 す る 。 ま ず 、 実 施 例 ３ で 調 製 す る ヒ
ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 よ り 調 製 し た 膜 画 分 溶 液 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ
レ ー ト 中 に １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 入 れ 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 保 温 し た 後 、 こ の 溶 液 を 捨 て 、 各 ウ
ェ ル を Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 　 １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３ 回 洗 浄 す る 。 次 に ２ ％ 　 ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 　 １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル を 入 れ て ３ ７ ℃ で １ 時 間 保 温 す る 。 Ｐ Ｂ Ｓ －
Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 　 １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３ 回 洗 浄 し た 後 に 、 各 溶 出 分 画 　 １ ０ ０ μ ｌ を 入 れ て
３ ７ ℃ で １ 時 間 保 温 す る 。 さ ら に 、 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 　 １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３ 回 洗 浄
し た 後 に 、 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ で ２ ０ ０ ０ 倍 希 釈 し た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗
マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ ア マ シ ャ ム 社 製 ） １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル を 添 加 し て ３ ７ ℃ で
１ 時 間 反 応 さ せ 、 Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 　 １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ３ 回 洗 浄 す る 。 次 に 西 洋 ワ
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サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 （ バ イ オ ラ ッ ド 社 製 ） １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル を 入 れ て ５ 分 間 静 置
し た 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 各 ウ ェ ル の ４ １ ５ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 そ の 結 果 、 吸 光 度 の 大 き か っ た 分 画 を 集 め 、 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 用 カ ラ ム （ ハ イ ト
ラ ッ プ ・ プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム 、 カ ラ ム 体 積 　 ５ ｍ ｌ ； フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） ２ 本 に 供 与 す る
。 カ ラ ム 内 を ２ ５ ｍ ｌ ／ カ ラ ム の 平 衡 化 緩 衝 液 （ ２ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ
Ｈ ７ ． ０ ） ） に て 洗 浄 し た 後 に 、 １ ５ ｍ ｌ ／ カ ラ ム の 溶 出 緩 衝 液 （ ０ ． １ Ｍ 　 グ リ シ ン －
塩 酸 （ ｐ Ｈ ２ ． ７ ） ） に て 抗 体 を 溶 出 す る 。 そ れ ぞ れ の 溶 出 液 は 、 １ ． １ ２ ５ ｍ ｌ の １ Ｍ
　 ト リ ス － 塩 酸 （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） を 入 れ た 試 験 管 内 に 受 け 、 溶 出 終 了 後 た だ ち に 遠 心 管 型 限
外 濾 過 器 （ セ ン ト リ プ レ ッ プ １ ０ ； グ レ ー ス ジ ャ パ ン （ 株 ） 製 ） の 上 部 に 入 れ て 、 ３ ０ ０
０ × ｇ 、 ４ ℃ で ２ 時 間 遠 心 し た 。 濾 過 器 下 部 に 回 収 さ れ た 濾 液 を 除 去 後 、 上 部 に １ ５ ｍ ｌ
の Ｐ Ｂ Ｓ を 加 え て 、 再 び ３ ０ ０ ０ × ｇ 、 ４ ℃ で ２ 時 間 遠 心 す る 操 作 を ５ 回 繰 り 返 す 。 た だ
し ５ 回 目 の 遠 心 は 濾 過 器 上 部 内 の 液 量 が ０ ． ５ ｍ ｌ に な る ま で 行 い 、 こ の 濾 過 器 上 部 に 残
っ た 液 を 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 試 料 と す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 実 施 例 ６ 　 細 胞 傷 害 活 性
　 生 物 活 性 の 指 標 と し て 、 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 （ 実 施 例 ３ ） を ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 法 で 計 数 後 、 １ ０
％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｍ ｏ ｒ ｅ ｇ ａ ｔ ｅ 社 製 ） を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ
ン 社 製 、 以 下 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 ） で １ × １ ０ ６ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｌ に 調 製 し た 。 ２ ． ５ μ ｌ の
ｂ ｉ ｓ （ ａ ｃ ｅ ｔ ｏ ｘ ｙ ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ ） ２ ， ２ ’ ： ６ ’ ， ２ ’ ’ － ｔ ｅ ｒ ｐ ｙ ｒ ｉ ｄ ｉ ｎ
ｅ － ６ ， ６ ’ ’ － ｄ ｉ ｃ ａ ｒ ｂ ｏ ｘ ｙ ｌ ｉ ｃ 　 ａ ｃ ｉ ｄ （ Ｂ Ａ Ｔ Ｄ Ａ 標 識 試 薬 、 パ ー キ ン
エ ル マ ー 社 製 ） を 添 加 後 よ く 攪 拌 し 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 二 酸 化 炭 素 存 在 下 ３ ０ 分 間 、 途 中 ５ 分
間 隔 で 転 倒 混 和 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 １ ０ ｍ ｌ を 添 加 し て 攪 拌 後 １
５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 こ の 洗 浄 操 作 を さ ら に ２ 回 繰 り 返 す 。 こ の よ う に し て
得 ら れ た Ｂ Ａ Ｔ Ｄ Ａ 標 識 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 １ ０ ｍ
ｌ に 再 懸 濁 し 、 あ ら か じ め Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 で １ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 調 製 し た 精 製 マ ウ ス 抗
ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 　 も し く は 　 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 添 加 し て ４ ℃ に ３ ０
分 間 静 置 し た ９ ６ 穴 丸 底 マ イ ク ロ プ レ ー ト に ５ ０ μ l（ ５ ｘ １ ０ ３ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） ず つ 播 種
し て ４ ℃ で さ ら に ３ ０ 分 間 静 置 す る 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル ウ ェ ル に は 精 製 マ ウ ス 抗 ヒ ト ・ オ
キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 　 も し く は 　 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 の 代 り に Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 を 添
加 す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 以 下 の よ う に 調 製 す る 。 あ ら か じ め １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の マ ク ロ フ ァ
ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ シ グ マ 社 製 ） 存 在 下 で ３ 日 間 培 養 し た Ｊ ７ ７ ４ Ａ ． １ 細 胞 （ 大 日
本 製 薬 ） を ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 法 で 計 数 後 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 で １ × １ ０ ６ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ
ｌ に 調 製 す る 。 先 の ９ ６ 穴 丸 底 マ イ ク ロ プ レ ー ト に １ ０ ０ μ l（ １ ｘ １ ０ ５ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ）
ず つ 播 種 し て プ レ ー ト を １ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 し 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 二 酸 化 炭 素 存 在 下
４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 陽 性 コ ン ト ロ ー ル ウ ェ ル に は 、 Ｂ Ａ Ｔ Ｄ Ａ 標 識 ヒ ト ・ オ キ ュ
ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を 完 全 に 殺 傷 す る た め エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 代 り に １ ％ Ｔ ｒ ｉ ｏ ｎ Ｘ －
１ ０ ０ を 添 加 す る 。 ４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 各 ウ ェ ル か ら ２ ０ μ ｌ の 培 養 上 清 を 採 取
し て ９ ６ 穴 白 色 プ レ ー ト に 移 し 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 溶 液 （ パ ー キ ン エ ル マ ー 社 製 ） ２ ０ ０ μ l
を 添 加 す る 。 室 温 で １ ５ 分 間 振 と う 後 、 時 間 分 解 蛍 光 を 測 定 す る 。
各 ウ ェ ル の 細 胞 死 誘 導 率 は 以 下 の 計 算 式 よ り 算 出 す る 。 細 胞 死 誘 導 率 （ ％ ） ＝ （ 各 テ ス ト
ウ ェ ル の カ ウ ン ト － 陰 性 コ ン ト ロ ー ル ウ ェ ル の カ ウ ン ト ） ／ （ 陽 性 コ ン ト ロ ー ル ウ ェ ル の
カ ウ ン ト － 陰 性 コ ン ト ロ ー ル ウ ェ ル の カ ウ ン ト ） ｘ １ ０ ０
　 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 の み の コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し 、 精 製 マ ウ ス 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ
ニ ン 抗 体 若 し く は ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 の 添 加 に よ り 、 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 へ
の 細 胞 死 の 誘 導 が 認 め ら れ る 。
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【 ０ １ ９ ９ 】
　 実 施 例 ７ 　 免 疫 原 及 び 抗 体 検 出 系 抗 原 と し て の ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 及 び そ
の 膜 画 分 の 調 製
　 ａ ） プ ラ ス ミ ド pEF-DEST51- NM_031945の 構 築
　 ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ 　 Ｄ ｉ ｒ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ 　 Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ｉ ｎ ｇ 　 Ｋ ｉ ｔ ｓ 　 （ イ ン
ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 添 付 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い 、 実 施 例 ２ ａ ） に よ っ て 得 ら れ た Ｎ
Ｍ ＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ ／ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 キ ッ ト 付 属 の 反 応 バ ッ フ ァ ー 中 で Ｔ ｏ ｐ ｏ ｉ ｓ ｏ ｍ ｅ
ｒ ａ ｓ ｅ を 結 合 さ せ て あ る ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ ／ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ベ ク タ ー と 混 合 し 室 温 で ３ ０ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ た 反 応 物 を 用 い て 大 腸 菌 Ｏ ｎ ｅ Ｓ ｈ ｏ ｔ 　 Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ 　 Ｃ ｈ ｅ
ｍ ｉ ｃ ａ ｌ ｌ ｙ 　 Ｃ ｏ ｍ ｐ ｅ ｔ ｅ ｎ ｔ 　 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 形 質 転
換 し 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の カ ナ マ イ シ ン を 含 む Ｌ Ｂ 寒 天 培 地 上 で 培 養 し た 。 そ の 結 果 カ ナ マ
イ シ ン 耐 性 を 示 し て 生 育 し て き た 大 腸 菌 コ ロ ニ ー を 選 択 し て 、 １ ｍ ｌ の ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の
カ ナ マ イ シ ン を 含 む 液 体 Ｔ Ｂ 培 地 中 で ３ ７ ℃ で 一 晩 培 養 し 、 Ｍ ｏ ｎ ｔ ａ ｇ ｅ 　 Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ
ｉ ｄ 　 Ｍ ｉ ｎ ｉ ｐ ｒ ｅ ｐ ９ ６ 　 Ｋ ｉ ｔ （ ミ リ ポ ア 社 製 ） を 利 用 す る こ と に よ り プ ラ ス ミ ド
Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 精 製 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ に つ い て 、 Ｂ ｉ ｇ Ｄ ｙ ｅ 　 Ｔ ｅ ｒ ｍ ｉ
ｎ ａ ｔ ｏ ｒ 　 ｖ ３ ． ０ 　 Ｃ ｙ ｃ ｌ ｅ 　 Ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ 　 Ｒ ｅ ａ ｄ ｙ 　 Ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ
ｏ ｎ 　 Ｋ ｉ ｔ を そ の 添 付 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い る こ と に よ り 反 応 を 行 っ た 後 、 Ａ Ｂ Ｉ
　 Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ 　 ３ １ ０ ０ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｚ ｅ ｒ （ ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社
製 ） に よ り ヌ ク レ オ チ ド 配 列 解 析 を 行 い 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 （ Ａ Ｃ Ｃ
Ｅ Ｓ Ｓ Ｉ Ｏ Ｎ 　 Ｎ Ｏ ． Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ 　 に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の Ｏ ｐ ｅ ｎ 　 Ｒ
ｅ ａ ｄ ｉ ｎ ｇ Ｆ ｒ ａ ｍ ｅ を 有 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ） が 、 ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ ／ Ｄ －
Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ て い る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 次 に 発 現 用 ベ ク タ ー ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ /Ｄ Ｅ Ｓ Ｔ ４ ０ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） へ Ｇ Ａ
Ｔ Ｅ Ｗ Ａ Ｙ Ｔ Ｍ シ ス テ ム を 用 い て 遺 伝 子 の 乗 せ 替 え を 行 っ た 。 す な わ ち 、 Ｇ Ａ Ｔ Ｅ Ｗ Ａ Ｙ
Ｔ Ｍ 　 Ｌ Ｒ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ａ ｓ ｅ Ｔ Ｍ 　 Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｅ 　 Ｍ ｉ ｘ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） ４ μ
ｌ 、 Ｌ Ｒ 　 Ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ 　 ４ μ ｌ 、 ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ ／ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ -Ｎ Ｍ
＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ 　 ０ ． ３ μ ｇ 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ /Ｄ Ｅ Ｓ Ｔ ４ ０ 　 ０ ． ３ μ ｇ を Ｔ Ｅ バ ッ
フ ァ ー で ２ ０ μ ｌ に 調 製 し 、 ２ ５ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 ２ μ ｌ の Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ
ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｋ を 加 え 、 ３ ７ ℃ に て １ ０ 分 間 反 応 さ せ る 。 得 ら れ た 反 応 物 を 用 い て 大 腸 菌 Ｏ
ｎ ｅ Ｓ ｈ ｏ ｔ 　 Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ ｌ ｙ 　 Ｃ ｏ ｍ ｐ ｅ ｔ ｅ ｎ ｔ 　 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ
（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 形 質 転 換 し 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 含 む Ｌ Ｂ 寒 天
培 地 上 で 培 養 し た 。 そ の 結 果 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 を 示 し て 生 育 し て き た 大 腸 菌 コ ロ ニ ー を 選
択 し て 、 １ ０ ０ ｍ ｌ の ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 含 む 液 体 Ｌ Ｂ 培 地 中 で ３ ７ ℃ で 一
晩 培 養 し 、 Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｉ ｄ 　 Ｍ Ａ Ｘ Ｉ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ｑ Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ 社 製 ） を 利 用 す る こ と に よ
り プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ pcDNA3.1-DEST40-NM_031945） を 単 離 精 製 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 同 様 に 発 現 用 ベ ク タ ー ｐ Ｅ Ｆ /Ｄ Ｅ Ｓ Ｔ ５ １ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） へ Ｇ Ａ Ｔ Ｅ Ｗ Ａ
Ｙ Ｔ Ｍ シ ス テ ム を 用 い て 遺 伝 子 の 乗 せ 替 え を 行 っ た 。 す な わ ち 、 Ｇ Ａ Ｔ Ｅ Ｗ Ａ Ｙ Ｔ Ｍ 　 Ｌ
Ｒ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ａ ｓ ｅ Ｔ Ｍ 　 Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｅ 　 Ｍ ｉ ｘ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） ４ μ ｌ 、 Ｌ Ｒ
　 Ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ 　 ４ μ ｌ 、 ｐ Ｅ Ｎ Ｔ Ｒ ／ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ -Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ １
９ ４ ５ 　 ０ ． ３ μ ｇ 、 ｐ Ｅ Ｆ /Ｄ Ｅ Ｓ Ｔ ５ １ 　 ０ ． ３ μ ｇ を Ｔ Ｅ バ ッ フ ァ ー で ２ ０ μ ｌ に
調 製 し 、 ２ ５ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ る 。 反 応 後 、 ２ μ ｌ の Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｋ を 加 え
、 ３ ７ ℃ に て １ ０ 分 間 反 応 さ せ る 。 得 ら れ た 反 応 物 を 用 い て 大 腸 菌 Ｏ ｎ ｅ Ｓ ｈ ｏ ｔ 　 Ｔ Ｏ
Ｐ １ ０ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ ｌ ｙ 　 Ｃ ｏ ｍ ｐ ｅ ｔ ｅ ｎ ｔ 　 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン
社 製 ） を 形 質 転 換 し 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 含 む Ｌ Ｂ 寒 天 培 地 上 で 培 養 し た 。
そ の 結 果 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 を 示 し て 生 育 し て き た 大 腸 菌 コ ロ ニ ー を 選 択 し て 、 １ ０ ０ ｍ ｌ
の ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン ピ シ リ ン を 含 む 液 体 Ｌ Ｂ 培 地 中 で ３ ７ ℃ で 一 晩 培 養 し 、 Ｐ ｌ ａ ｓ
ｍ ｉ ｄ 　 Ｍ Ａ Ｘ Ｉ 　 Ｋ ｉ ｔ （ Ｑ Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ 社 製 ） を 利 用 す る こ と に よ り プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ
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（ pEF-DEST51- NM_031945） を 単 離 精 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 ｂ ） 　 プ ラ ス ミ ド pEF-DEST51- NM_031945の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ － ３ Ｔ ３ 細 胞 及 び ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 へ
の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ － ３ Ｔ ３ 細 胞 （ 理 研 clone A31） を 、 １ ０ ％ 　 ウ シ 血 清 （ GIBCO製 ） （ 以 下 「 Ｂ
Ｓ 」 と い う ） を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ 以 下 「 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 」 と い う ： SIGMA社 製
） を 入 れ た 細 胞 培 養 用 150mmDish（ 培 養 面 積 148ｃ ｍ 2 ； IWAKI社 製 ） 330枚 中 で セ ミ コ ン フ
ル エ ン ト に な る ま で ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 炭 酸 ガ ス 下 で 培 養 し た 後 、 pEF-DEST51- NM_031945を
Ｂ Ａ Ｌ Ｂ － ３ Ｔ ３ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ － ３ Ｔ ３ 細 胞 へ の ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン は （ 株 ） Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｔ ｈ ｅ ｒ ａ ｐ ｙ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ 製 の Ｇ ｅ ｎ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ
ｅ ｒ Ｔ Ｍ 　 ２ 　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ を 用 い て リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に
よ り 行 っ た 。 す な わ ち 、 細 胞 を 無 血 清 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） で 一 度 洗 浄 し た の ち 、 20ｍ ｌ の 無
血 清 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） を 加 え た 。 次 に ５ ０ ｍ ｌ フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ 中 に Ｎ ｅ ｗ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　
Ｄ ｉ ｌ ｕ ｅ ｎ ｔ を 0.6ｍ ｌ と 、 上 記 方 法 に て 回 収 し た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ pEF-DEST51- NM_
031945） 24μ ｇ を 加 え 、 混 合 し た 。 別 の ５ ０ ｍ ｌ フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ 中 に 無 血 清 培 地 （ Op
ti-MEM I;GIBCO社 製 ） 0.35　 ｍ ｌ と 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ Ｔ Ｍ 　 ２ 　 Ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ 　
84μ ｌ を 加 え 、 混 合 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 と Ｇ ｅ ｎ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ Ｔ Ｍ 　 ２ 溶 液 を 混 合 し 、 室
温 に て ２ ０ 分 間 放 置 し た 。 そ の 後 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｇ ｅ ｎ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ Ｔ Ｍ 　 ２ 混 合 液 を 細 胞
に 加 え （ 1ｍ ｌ /dish） 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 Ｃ Ｏ ２ 下 で 培 養 し た 。 3時 間 後 　 10％ 　 ウ シ 血 清
を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 　 20ｍ ｌ /dishに 培 地 交 換 し て 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 Ｃ Ｏ ２ 下 で 一 晩 培 養 し た
。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 ま た 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｆ － Ｄ Ｅ Ｓ Ｔ ５ １ － Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ を ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に 以 下 の
よ う に 導 入 し た 。 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 へ の 導 入 は 、 Ｌ Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ａ Ｍ Ｉ Ｎ Ｅ ２ ０ ０ ０ 試 薬 （
Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｏ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 社 ） を 用 い て 行 っ た 。 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を ２ ． ５ × １ ０ ５ 個 ／ ９ ． ２
ｃ ｍ ２ の 密 度 で ま き 込 み 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 炭 酸 ガ ス 下 で 一 晩 培 養 し た 。 ５ ｍ ｌ ポ リ プ ロ ピ レ
ン 製 チ ュ ー ブ で 、 １ ０ μ ｌ の Ｌ Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ａ Ｍ Ｉ Ｎ Ｅ ２ ０ ０ ０ 試 薬 と ２ ５ ０ μ ｌ の Ｏ
Ｐ Ｔ Ｉ － Ｍ Ｅ Ｍ 　 Ｉ 　 Ｒ ｅ ｄ ｕ ｃ ｅ ｄ － Ｓ ｅ ｒ ｕ ｍ 　 Ｍ ｅ ｄ ｉ ｕ ｍ （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｏ ｒ ｏ ｇ
ｅ ｎ 社 ） を 混 合 し 、 室 温 で ５ 分 間 反 応 さ せ た 。 別 の ５ ｍ ｌ ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 チ ュ ー ブ で 、
４ μ ｇ の プ ラ ス ミ ド ｐ Ｅ Ｆ － Ｄ Ｅ Ｓ Ｔ ５ １ － Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ １ ９ ４ ５ と ２ ５ ０ μ ｌ の Ｏ Ｐ Ｔ Ｉ
－ Ｍ Ｅ Ｍ 　 Ｉ 　 Ｒ ｅ ｄ ｕ ｃ ｅ ｄ － Ｓ ｅ ｒ ｕ ｍ 　 Ｍ ｅ ｄ ｉ ｕ ｍ を 混 合 し た 。 Ｌ Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ
Ｔ Ａ Ｍ Ｉ Ｎ Ｅ 溶 液 と Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を 混 合 し 、 室 温 で ２ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 一 晩 培 養 し た ２ ９
３ Ｔ 細 胞 の 培 養 上 清 を 除 き 、 ２ ｍ ｌ ／ ９ ． ２ ｃ ｍ ２ の 割 合 で 抗 生 物 質 が 入 っ て い な い １ ０
％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｍ ｏ ｒ ｅ ｇ ａ ｔ ｅ 社 ） を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ
社 ） を 添 加 し た 。 Ｌ Ｉ Ｐ Ｏ Ｆ Ｅ Ｃ Ｔ Ａ Ｍ Ｉ Ｎ Ｅ ― Ｄ Ｎ Ａ 混 合 液 を ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 へ 添 加 し 、
３ ７ ℃ 、 ５ ％ 炭 酸 ガ ス 下 で ２ 日 間 晩 培 養 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 ｃ ） 細 胞 膜 画 分 の 調 製 （ 10L分 ）
　 上 記 の 方 法 に て 培 養 し た 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） 緩 衝 液 （ 大 日 本 製 薬 （ 株 ） 製 ） で 洗 浄 し た
。 セ ル ス ク レ ー パ ー (IWAKI社 製 )を 用 い て 細 胞 を 回 収 し 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ バ ッ フ ァ ー 　
ｐ Ｈ 7.4 230ｍ ｌ に 懸 濁 し た 。 ４ ℃ に て ３ ０ 分 間 細 胞 溶 液 を 放 置 し た 。 Ｄ ｏ ｕ ｎ ｃ ｅ 　 Ｔ
ｙ ｐ ｅ 　 Ｂ 　 ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー （ 50ス ト ロ ー ク ） に て 細 胞 を 破 砕 し た 。 １ ０ ０ ０ Ｇ で １ ０
分 間 、 遠 心 分 離 機 （ KUBOTA製 ） に て 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 上 清 を ７ ８ ０ ０ ０ Ｇ 　 １ ０ ０ 分 間 、 超 遠 心 分 離 機 (BECKMAN製 )に て 遠 心 し 、 沈 殿 を 回 収
し た 。 沈 殿 に 57％ ス ク ロ ー ス  in Tris Bufferを 14ml加 え 、 重 層 し 、 78000G、 16時 間 、 4℃
で シ ョ 糖 密 度 勾 配 に て 遠 心 し 、 上 層 の 膜 画 分 を 回 収 し た 。 膜 画 分 に 5mM Trisバ ッ フ ァ ー  p
H7.4 55mlを 加 え 、 78000G、 60分 、 4℃ で 遠 心 し 、 沈 殿 を 回 収 し た 。 沈 殿 に ５ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ
ｓ バ ッ フ ァ ー 　 ｐ Ｈ 7.4　 1500μ ｌ を 加 え 、 Ｄ ｏ ｕ ｎ ｃ ｅ 　 Ｔ ｙ ｐ ｅ 　 Ｂ 　 ホ モ ジ ェ ナ イ
ザ ー （ １ ０ ス ト ロ ー ク ） に て 細 胞 溶 液 を 均 一 化 し た 。 発 現 確 認 の 項 で 述 べ た ウ エ ス タ ン ブ

10

20

30

40

50

(45) JP 2004-290187 A 2004.10.21



ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 、 細 胞 膜 画 分 を 同 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 実 施 例 ８ 　 マ ウ ス の 免 疫 及 び 細 胞 融 合
　 ａ ） 　 免 疫
　 実 施 例 ７ で 得 ら れ た ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 発 現 細 胞 1× 10 7 cellを 5週 令 の Ｂ Ａ
Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス 雌 （ 日 本 エ ス エ ル シ ー よ り 購 入 ） 腹 腔 内 に 投 与 し た 。 2,4,6,8週 間 後 、 同
様 の ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 発 現 細 胞 （ 1× 10 7 cell／ マ ウ ス ） を 腹 腔 内 に 投 与 し 追
加 免 疫 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 ｂ ） 　 細 胞 融 合
　 追 加 免 疫 4日 後 の マ ウ ス よ り 脾 臓 を 摘 出 し 、 こ れ を 10ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ 7.4
） 、 0.02ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 300μ g/ml　 L-グ ル タ ミ ン 酸 を 含 む 無 血 清 MEM
培 地 （ イ ー グ ル MEM培 地 「 ニ ッ ス イ 」 （ １ ） ： 日 水 製 薬 （ 株 ） 社 製 9.4g/L） （ 以 下 「 無 血
清 MEM培 地 」 と い う ） 10ｍ ｌ 中 に 入 れ 、 21G’ の 注 射 針 と ピ ン セ ッ ト を 使 い 脾 臓 細 胞 を 扱 き
出 し た 。 こ の 細 胞 懸 濁 液 を 遠 心 し て 脾 臓 細 胞 を 沈 澱 さ せ た 後 、 こ の 脾 臓 細 胞 を 無 血 清 MEM
培 地 で ２ 回 洗 浄 し て か ら 、 無 血 清 MEM培 地 に 懸 濁 し て 細 胞 数 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 一 方 、 １ 5％ 　 Ｆ Ｂ Ｓ （ GIBCO社 製 ） 、 306μ g/mlグ ル タ ミ ン 酸 、 0.05mM　 β -メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル を 含 む ミ エ ロ ー マ 増 殖 培 地 （ 以 下 「 ME培 地 」 と い う ） に て 、 ３ ７ ℃ 、 7％ 　 炭
酸 ガ ス 存 在 下 で 細 胞 濃 度 が 1× 10 6 細 胞 ／ ｍ ｌ を 越 え な い よ う に 培 養 し た ミ エ ロ ー マ 細 胞 SP
2/0を 同 様 に 無 血 清 MEM培 地 で 洗 浄 し 、 無 血 清 MEM培 地 に 懸 濁 し て 細 胞 数 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 脾 臓 細 胞 の 1/5個 相 当 の SP2/0細 胞 懸 濁 液 と 、 全 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を 混 合 し 、 遠 心 後 、 上 清
を 完 全 に 除 去 し た 。 以 下 の 細 胞 融 合 の 操 作 は 、 ペ レ ッ ト の 入 っ た プ ラ ス チ ッ ク 遠 沈 管 を 室
温 で 実 施 し た 。 こ の ぺ レ ッ ト に 、 40％ （ ｗ ／ ｖ ） 　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 4000（ Merck
　 社 製 ） 1ｍ ｌ を 、 遠 心 管 を 振 り な が ら ゆ っ く り 添 加 し た 後 、 予 め ３ ７ ℃ に 加 温 し て お い
た 無 血 清 MEM培 地 9ｍ ｌ を 3回 に 分 け て ゆ っ く り 添 加 し た 。 遠 心 後 、 上 清 を 除 去 し 、 20％ 　
Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ ア ミ ノ プ テ リ ン ・ チ ミ ジ ン 培 地 （ 以 下 「 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 」 と い
う ； SIGMA社 製 ） 2.5× 10 6 cells/ｍ ｌ に な る よ う に 、 ピ ペ ッ ト の 先 で ゆ っ く り 撹 拌 し な が
ら 添 加 し た 。 細 胞 培 養 用 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル ず つ 分 注 し 、 ３ ７
℃ 、 7％ 炭 酸 ガ ス 下 で 培 養 し た 。 1日 後 、 HAT培 地 を 全 wellに 100μ l添 加 し 、 そ の 後 も ２ 、
３ 日 毎 に 交 換 し た 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 融 合 細 胞 を 、 以 下 に 記 載 す る 限 界 希 釈 法 に よ
る ス ク リ ー ニ ン グ に 供 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 ｃ ） 　 限 界 希 釈
上 記 ｂ ） で 得 ら れ た 融 合 細 胞 を 含 む 培 養 液 を 、 HT培 地 （ 2 n d  cloning以 降 は HY培 地 ） で 細
胞 の 密 度 が 1cell/well（ 10cells/ml） 、 5 cells/well(50cells/ml)と な る よ う に 段 階 希 釈
し た 。 こ う し て 調 整 し た 各 試 料 を あ ら か じ め 100μ lの HY培 地 を 各 wellに 分 注 し て お い た 96
wellプ レ ー ト に 、 100μ l/wellず つ 分 注 し 、 37℃ 、 7％ 炭 酸 ガ ス 下 で 10日 間 培 養 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ｄ ） 　 選 別
　 ｄ － １ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 実 施 例 ７ で 取 得 し た 細 胞 膜 画 分 を 1μ g/mlで 50μ l/wellず つ 96穴 EIAプ レ ー ト (COSTAR社
製 )へ 分 注 し た 。 1日 間 4度 で 放 置 後 、 プ レ ー ト 内 の 抗 原 液 を よ く 振 り 捨 て 、 PBS(-)に 1％ BS
Aを 添 加 し た 溶 液 を 80μ l/well添 加 し 、 プ レ ー ト シ ー ル を し 、 使 用 時 ま で 4℃ で 保 存 し た 。
使 用 時 に 室 温 に 戻 し 、 0.1% Tween20入 り PBS(PBS-T)を 通 し た Serawasher(Bio-Tec社 製 )で
プ レ ー ト を 3回 洗 浄 し た 。 一 次 抗 体 と し て 細 胞 融 合 後 10-12日 経 過 し た 細 胞 培 養 上 清 50μ l
を 加 え 、 室 温 で 一 時 間 静 置 し た 。 一 次 抗 体 反 応 終 了 後 、 PBS-Tで 3回 洗 浄 し 、 PBS-Tに 0.5%B
SAを 添 加 し た 溶 液 （ 抗 体 希 釈 液 ） で 5000倍 に 希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ
ス IgG抗 体 （ BIO SOURCE社 製 ） を 50μ ｌ /wellず つ 添 加 し 、 室 温 で 一 時 間 静 置 し た 。 二 次 抗
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体 反 応 終 了 後 、 室 温 に 戻 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 用 発 色 基 質 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸
2Na6H 2 O（ pNPP、 和 光 純 薬 工 業 社 製 ） を 1mg/ml濃 度 で pNPPBuffer（ 97ml/lジ エ タ ノ ー ル ア
ミ ン 、 0.1g/l MgCl 2 ・ 6H 2 O PH9.8） に 溶 解 し 、 100μ l/well加 え た 。 プ レ ー ト リ ー ダ ー （
ナ ル ジ ェ ン ク イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 製 ） で 405nm、 630nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ｄ － ２ ） フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー
　 実 施 例 ７ で 取 得 し た HEK293培 養 細 胞 を 、 １ ０ ％ 　 Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む DMEM培 地 中 で 、 ３ ７ ℃ 、
５ ％ 炭 酸 ガ ス 下 で 培 養 し 増 殖 さ せ 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 24時 間 培 養 し て か ら 、 2× 10 7

　 細 胞 ／ ｍ ｌ に 調 製 し た 細 胞 懸 濁 液 を 、 Ｖ 字 底 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ Corning社 製 ）
に 50μ ｌ ／ ウ ェ ル ず つ 分 注 し 、 遠 心 分 離 （ 1000　 × ｇ 、 20℃ 、 5分 ） し た 。 上 清 を 除 去 し
、 上 記 ｃ ） で 培 養 す る 融 合 細 胞 の 培 養 上 清 を 50μ ｌ ／ ウ ェ ル 加 え て 撹 拌 し た 後 、 氷 上 で 0.
75時 間 静 置 し て か ら 、 遠 心 分 離 （ 1000× ｇ 、 20℃ 、 5分 ） し て 上 清 を 除 去 し た 。 ペ レ ッ ト
を 150μ ｌ ／ ウ ェ ル の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 緩 衝 液 （ ５ ％ 　 Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む MEM） で ２ 回 洗
浄 し た 後 、 33倍 希 釈 し た フ ル オ レ ッ セ イ ン － ５ － イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ Fluorescein-5-is
othiocyanate； 以 下 「 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 」 と い う ） 標 識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 Ｉ ｇ Ｇ 画 分 （ 和
光 純 薬 工 業 社 製 ） 100μ ｌ を 二 次 抗 体 と し て 加 え 、 氷 上 で 0.75時 間 静 置 し た 。 遠 心 分 離 （ 1
000× ｇ 、 20℃ 、 5分 ） し て 上 清 を 除 去 し て か ら 、 ペ レ ッ ト を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 緩 衝
液 150μ ｌ ／ ウ ェ ル で 2回 洗 浄 し 、 ペ レ ッ ト を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 緩 衝 液 500μ ｌ ／ ウ
ェ ル に 懸 濁 し た も の を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 試 料 と し た 。 各 試 料 中 の 細 胞 の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 蛍
光 強 度 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （ FC500； BECKMAN社 製 ） で 測 定 し た （ 励 起 波 長 ： ４ ８ ８ ｎ
ｍ 、 検 出 波 長 ： ５ ３ ０ ｎ ｍ ） 。 そ の 結 果 、 融 合 細 胞 培 養 上 清 を 添 加 し な か っ た HEK293 tra
nsient発 現 細 胞 よ り も 高 値 の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 蛍 光 強 度 を 示 し た 試 料 に 対 応 す る 融 合 細 胞 を 選 別 し
た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 ｅ ） 　 ク ロ ー ニ ン グ
　 上 記 ｄ ） で 選 別 さ れ る 細 胞 群 に つ い て 、 上 記 ｃ ） か ら ｄ ） の 一 連 の 工 程 を 2回 繰 り 返 す
こ と に よ り 、 HEK293 transient発 現 細 胞 と 結 合 す る が 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 プ ラ
ス ミ ド 導 入 前 の 細 胞 と 結 合 し な い 単 一 な 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 数 ク ロ ー ン 得 た
。 こ の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 株 の ひ と つ は 、 Ｏ ３ Ｂ ８ － ２ Ｃ ９ －
４ Ｆ ３ と 命 名 さ れ 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に ２ ０ ０ ４ 年 ２ 月
１ ７ 日 付 け で 、 寄 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ６ ２ ７ と し て 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 実 施 例 ９ 　 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 実 施 例 ８ で 作 製 さ れ た マ ウ ス － マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 1× 10 6 cells/mlと な る よ う HY
培 地 に 懸 濁 し 、 37℃ 、 7% CO 2 下 で 3日 間 静 置 し た 。 こ う し て 得 ら れ た 培 養 液 を 遠 心 分 離 （ 1
600rpm、 5min） し 、 上 清 を 回 収 し て IgGの 粗 精 製 を 以 下 の 条 件 で 行 っ た 。
結 合 バ ッ フ ァ ー ： pH7.0　 （ 20mM Na 2 HPO 4 ・ 12H 2 O, 20mM Na 2 HPO 4 ・ 2H 2 O）
溶 出 バ ッ フ ァ ー ： pH3.0 100mM グ リ シ ン -HCl
中 和 バ ッ フ ァ ー ： pH9.0 1M Tris-HCl
ProteinG担 体 （ Amersiam Biosciences社 製 を 必 要 量 分 取 し 、 エ タ ノ ー ル 除 去 後 、 超 純 水 で
2回 wash、 結 合 バ ッ フ ァ ー で 1回 wash後 、 結 合 バ ッ フ ァ ー を 加 え て 、 50％ ゲ ル ス ラ リ ー と し
た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 に ProteinGゲ ル ス ラ リ ー を 加 え 、 一 昼 夜 4℃ で rotate後 、 結 合 バ
ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 溶 出 バ ッ フ ァ ー を 加 え 、 抗 体 を 溶 出 さ せ た 。 溶 出 液 は
溶 出 バ ッ フ ァ ー の 1/10量 の 中 和 バ ッ フ ァ ー を 入 れ た チ ュ ー ブ 内 に 受 け た 。 溶 出 液 は サ ン プ
ル チ ュ ー ブ 型 限 外 濾 過 器 （ amicon Ultrafree-MC:Millipore社 製 の 上 部 に 入 れ て 、 5000× g
、 4℃ 、 20分 間 で 遠 心 し 、 濾 過 器 下 部 に 回 収 さ れ た ろ 液 を 除 去 し つ つ 、 濾 過 器 上 部 の 液 量
が 50μ lを 下 回 ら な い よ う 溶 出 液 を 添 加 し た 。 溶 出 液 を 全 て 添 加 し た 後 、 PBS(-)を 溶 出 液
の 3倍 分 の volumeを 加 え 、 Buffer交 換 し 、 こ の 濾 過 器 上 部 に 残 っ た 液 を 抗 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ
ロ ス パ ニ ン 抗 体 試 料 と し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
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　 実 施 例 １ ０ 　 細 胞 傷 害 活 性
　 生 物 活 性 の 指 標 と し て 、 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 を 測 定 し た 。 実 施 例 ７ で 作 製 さ れ た ヒ
ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 法 で 計 数 後 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （
Ｍ ｏ ｒ ｅ ｇ ａ ｔ ｅ 社 製 ） を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 、 以 下 Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ 培 地 ） で ８ × １ ０ ５ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ０ ． ４ ｍ ｌ に 調 製 し た 。 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ｉ ｕ ｍ － ５ １
（ ク ロ ム 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） ４ ０ μ ｌ を 添 加 後 、 ３ ７ ℃ 、
５ ％ 二 酸 化 炭 素 存 在 下 、 ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 ８ ｍ ｌ を 添 加 し て 攪 拌
後 １ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 こ の 洗 浄 操 作 を さ ら に ２ 回 繰 り 返 し た 。 こ の よ う
に し て 得 ら れ た Ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ｉ ｕ ｍ － ５ １ 標 識 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
培 地 ４ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し 、 あ ら か じ め Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 で ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ に 調 製 し た 精 製 マ ウ ス 抗
ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 ５ ０ μ lを 添 加 し た ９ ６ 穴 丸 底 マ イ ク ロ プ レ ー ト に ５ ０ μ l（
１ × １ ０ ４ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） ず つ 播 種 し て ４ ℃ で ３ ０ 分 間 静 置 し た 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル ウ ェ
ル 　 も し く は 　 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 測 定 用 ウ ェ ル に は 精 製 マ ウ ス 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン
抗 体 の 代 り に Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 を 添 加 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 す な わ ち Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ － ｎ ｕ ／ ｎ ｕ マ ウ ス
（ メ ス ・ ７ 週 齢 ） よ り 定 法 に 従 っ て 脾 臓 細 胞 を 採 取 し 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 法 で 計 数 後 Ｒ
Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 で １ ． ５ × １ ０ ７ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｌ に 調 製 し た 。 先 の ９ ６ 穴 丸 底 マ イ ク ロ プ
レ ー ト に １ ０ ０ μ l（ １ ． ５ × １ ０ ６ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） ず つ 播 種 し て プ レ ー ト を １ ５ ０ ０ ｒ
ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 し 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 二 酸 化 炭 素 存 在 下 ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 陽 性 コ
ン ト ロ ー ル ウ ェ ル に は 、 Ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ｉ ｕ ｍ － ５ １ 標 識 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を
完 全 に 殺 傷 す る た め エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 代 り に ２ ％ Ｔ ｒ ｉ ｏ ｎ Ｘ － １ ０ ０ を 添 加 し た 。 バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド 測 定 用 ウ ェ ル に は エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 代 り に Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 を 添 加 し た 。 ４
時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 各 ウ ェ ル か ら ５ ０ μ lの 培 養 上 清 を 採 取 し て ９ ６ 穴 ル ー マ プ レ
ー ト （ パ ー キ ン エ ル マ ー 社 製 ） に 移 し た 。 ５ ０ ℃ で 一 晩 乾 燥 さ せ 、 各 ウ ェ ル の Ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ
ｉ ｕ ｍ － ５ １ 量 を マ イ ク ロ プ レ ー ト シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー （ Ｔ ｏ ｐ Ｃ ｏ ｕ ｎ ｔ 　 Ｎ
Ｔ Ｘ 、 パ ー キ ン エ ル マ ー 社 製 ） で 測 定 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 各 ウ ェ ル の 細 胞 死 誘 導 率 は 以 下 の 計 算 式 よ り 算 出 し た 。 細 胞 死 誘 導 率 （ ％ ） ＝ （ 各 テ ス
ト ウ ェ ル の カ ウ ン ト － バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 測 定 用 ウ ェ ル の カ ウ ン ト ） ／ （ 陽 性 コ ン ト ロ ー ル
ウ ェ ル の カ ウ ン ト － バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 測 定 用 ウ ェ ル の カ ウ ン ト ） × １ ０ ０
　 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し 、 精 製 マ ウ ス 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 の 添 加 に よ り 、
ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 へ の 細 胞 死 の 誘 導 が 認 め ら れ た （ 図 ５ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ８ 】
【 図 １ 】 上 ： 各 種 細 胞 株 内 で の ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 示 す 図 。 下 ： 健
常 人 皮 膚 サ ン プ ル と メ ラ ノ ー マ サ ン プ ル に お け る ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量
を 示 す 図 。
【 図 ２ 】 上 ： 健 常 人 皮 膚 サ ン プ ル と 皮 膚 組 織 由 来 メ ラ ノ ー マ サ ン プ ル に お け る ヒ ト ・ オ キ
ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 示 す 図 。 下 ： 健 常 人 皮 膚 サ ン プ ル と リ ン パ 節 組 織 由 来 メ ラ
ノ ー マ サ ン プ ル に お け る ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 示 す 図 。
【 図 ３ 】 健 常 人 リ ン パ 節 由 来 サ ン プ ル と リ ン パ 節 組 織 由 来 メ ラ ノ ー マ サ ン プ ル に お け る ヒ
ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 示 す 図 。
【 図 ４ 】 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 遺 伝 子 産 物 の Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 で の 発 現 を 示 す 図 。
【 図 ５ 】 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 細 胞 を 用 い た 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 抗 体 に よ る
抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 を 示 す 図 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ２ １ ９ 】
　 　 　 　 　 配 列 番 号 ５ ： ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 増 幅 用 Ｐ Ｃ Ｒ セ ン ス プ ラ イ マ ー
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【 図 １ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 3月 24日 (2004.3.24)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ １ 】
　 抗 体 価 の 認 め ら れ た ウ ェ ル に つ い て 、 例 え ば 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を ２ ～ ４ 回
繰 返 し 、 安 定 し て 抗 体 価 の 認 め ら れ た も の を 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 と し て 選 択 す る 。 こ の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド
ー マ 株 の ひ と つ は 、 Ｏ ３ Ｂ ８ － ２ Ｃ ９ － ４ Ｆ ３ と 命 名 さ れ 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 研
究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に ２ ０ ０ ４ 年 ２ 月 １ ７ 日 付 け で 、 寄 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０
８ ６ ２ ７ と し て 寄 託 さ れ て い る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ １ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ １ ３ 】
　 ｅ ） 　 ク ロ ー ニ ン グ
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　 上 記 ｄ ） で 選 別 さ れ る 細 胞 群 に つ い て 、 上 記 ｃ ） か ら ｄ ） の 一 連 の 工 程 を 2回 繰 り 返 す
こ と に よ り 、 HEK293 transient発 現 細 胞 と 結 合 す る が 抗 ヒ ト ・ オ キ ュ ロ ス パ ニ ン 発 現 プ ラ
ス ミ ド 導 入 前 の 細 胞 と 結 合 し な い 単 一 な 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 数 ク ロ ー ン 得 た
。 こ の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 株 の ひ と つ は 、 Ｏ ３ Ｂ ８ － ２ Ｃ ９ －
４ Ｆ ３ と 命 名 さ れ 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に ２ ０ ０ ４ 年
２ 月 １ ７ 日 付 け で 、 寄 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ０ ８ ６ ２ ７ と し て 寄 託 さ れ て い る 。
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解决的问题：提供使用癌基因检测癌症的方法，筛选具有癌症治疗和/或
预防作用的化合物的方法以及用于癌症治疗和/或预防的药物组合物。 一
种以人眼球蛋白基因表达为指标来检测癌症的方法，以及包含特异性识
别人眼球蛋白并对细胞具有细胞毒活性的抗体的药物组合物。 [选择图]
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