
(57)【要約】
本発明は概して、最近同定された痛みの感覚に関与するＧタンパク質共役受容体（図６Ｂ
）のファミリーの１つであるヒトＭｒｇＤポリペプチドに関する。痛みの感覚を変化させ
る際にアゴニストおよびアンタゴニストを利用する方法とともに、ヒトＭｒｇＤのアゴニ
ストおよびアンタゴニストを同定する特定の方法が提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ３ ５ の ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も ８ ０ ％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 単 離
Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ３ ５ の 単 離 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 は 、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 は 、 真 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 は 、 ハ ム ス タ ー 胚 腎 （ Ｈ Ｅ Ｋ ） 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
　 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 さ れ た 請 求 項 １ に 記 載 の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ 分
子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の
キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド ［ の ｃ 末 端 内 の エ ピ ト ー プ ］ に 特 異 的 に 結
合 す る 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 断 片 お よ び ヒ ト 化 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 抗 体 は 、 ア ゴ ニ ス ト 抗 体 お よ び 中 和 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 体 で あ る 、 請
求 項 １ １ に 記 載 の 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 薬 学 的 に 許 容 可 能 な キ ャ リ ア と 混 合 し た 、 請 求 項 １ に 記 載 の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 含
む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 薬 学 的 に 許 容 可 能 な キ ャ リ ア と 混 合 し た 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 Ｍ ｒ ｇ Ｄ 抗 体 を 含 む 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 容 器 、
　 薬 学 的 に 許 容 可 能 な キ ャ リ ア と 混 合 し た 請 求 項 １ の 単 離 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
　 哺 乳 類 に お い て 痛 み を 治 療 す る 組 成 物 の 使 用 説 明 書
を 含 む 製 品 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 哺 乳 類 か ら 得 ら れ る 組 織 試 料 に お い て 、 請 求 項 １ に 記 載 の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
を 確 認 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 試 料 を 抗 Ｍ ｒ ｇ Ｄ 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 前 記 試 料
へ の 前 記 抗 体 の 結 合 を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 組 織 試 料 は 、 後 根 神 経 節 か ら 得 ら れ る 試 料 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
　 哺 乳 類 に お い て 痛 み の 感 知 を 変 化 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 す る
方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 試 験 化 合 物 を 請 求 項 １ に 記 載 の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 ｂ ） 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド と 複 合 体 を 形 成 す る 試 験 化 合 物 を 同 定 す る 工 程 と 、
　 ｃ ） 痛 み を 患 う 動 物 モ デ ル に お い て 、 ｂ ） で 同 定 さ れ た 試 験 化 合 物 の 効 果 を 測 定 す る 工
程 と 、
　 ｄ ） 哺 乳 類 に お い て 痛 み の 感 知 を 変 化 さ せ る た め に 有 用 で あ る と し て 、 動 物 モ デ ル に お
い て 痛 み の 感 知 を 変 化 さ せ る 化 合 物 を 同 定 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 型 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ９ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ３ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る
、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 化 合 物 は 、 痛 み の 感 知 を 増 大 さ せ る 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 化 合 物 は 、 痛 み の 感 知 を 減 少 さ せ る 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 工 程 ａ ） に お い て 前 記 試 験 化 合 物 の 少 な く と も １ つ 、 ま た は 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド
が 、 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 固 体 支 持 体 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 工 程 ａ ） に お い て 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 膜 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る
、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求
項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 工 程 ａ ） に お い て 、 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細
胞 か ら 調 製 さ れ る 細 胞 膜 の 画 分 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 試 験 化 合 物 は 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 擬 似 体 、 抗 体 、 有 機 低 分 子 お よ び 無 機 低 分 子 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 試 験 化 合 物 は 、 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 工 程 ａ ） に お い て 前 記 試 験 化 合 物 は 、 固 定 化 さ れ た 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と に よ り
固 体 支 持 体 に 固 着 さ れ る 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 識 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 試 験 化 合 物 は 、 標 識 さ れ た 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 試 験 化 合 物 は 、 細 胞 抽 出 物 中 に 含 有 さ れ た 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法
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。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 細 胞 抽 出 物 は 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る 細 胞 か ら 調 製
さ れ た 抽 出 物 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 細 胞 抽 出 物 は 、 後 根 神 経 節 細 胞 か ら 調 製 さ れ た 抽 出 物 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 断 片 を 、 試 験 化 合 物 お よ び
Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ チ ド リ ガ ン ド と 、 結 合 が 起 こ り 得 る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 ｂ ） 前 記 試 験 化 合 物 の 、 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド へ の 前 記 Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ チ ド の 結 合
を 妨 害 す る 能 力 を 決 定 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 型 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ３ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る
、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 、 前 記 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 前 に 、 前 記 Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ
チ ド と 接 触 さ せ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 生 じ る こ と が 可 能 な 宿 主 細 胞 に お い て 、 請 求 項 １ に
記 載 の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 工 程 と 、
　 ｂ ） 前 記 宿 主 細 胞 を 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 ｃ ） 前 記 宿 主 細 胞 に お い て セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 測 定 す る 工 程 と 、
　 ｄ ） 哺 乳 類 に お い て 感 覚 認 識 を 変 化 さ せ る 際 に 有 用 で あ る ア ゴ ニ ス ト と し て 、 前 記 測 定
し た セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 増 大 さ せ る 化 合 物 を 同 定 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ３ ５ の ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求
項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 は 、 真 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 は 、 ハ ム ス タ ー 胚 腎 （ Ｈ Ｅ Ｋ ） 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 は 、 Ｇ α １ ５ を 発 現 す る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 測 定 す る こ と は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 変 化 を 測 定 す
る こ と を 含 む 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 変 化 は 、 Ｆ Ｕ Ｒ Ａ － ２ カ ル シ ウ ム 指 示 色 素 を 用 い て 測 定 さ
れ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 測 定 す る こ と は 、 前 記 細 胞 の 膜 を 通 る 電 流 の 流 れ を 測 定
す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 感 覚 認 識 は 、 痛 み の 感 知 で あ る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 生 じ る こ と が 可 能 な 宿 主 細 胞 に お い て 、 請 求 項 １ に
記 載 の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 工 程 と 、
　 ｂ ） 前 記 宿 主 細 胞 を 、 Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 ｃ ） 前 記 宿 主 細 胞 を 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 ｄ ） 前 記 宿 主 細 胞 に お い て セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 測 定 す る 工 程 と 、
　 ｅ ） Ｍ ｒ ｇ Ｄ ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 、 前 記 Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ チ ド に 対 す る 前 記 測 定 し た セ
カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 変 化 さ せ る 化 合 物 を 同 定 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ３ ５ の ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求
項 ５ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 抗 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 候 補 抗 体 を 調 製 す る 工
程 と 、
　 ｂ ） セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 生 じ る こ と が 可 能 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 宿 主 細
胞 に お い て 、 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ （ 配 列 番 号 ３ ５ ） を 発 現 さ せ る 工 程 と 、
　 ｃ ） 前 記 宿 主 細 胞 を 、 候 補 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 ｄ ） 前 記 宿 主 細 胞 に お い て セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 測 定 す る 工 程 と 、
　 ｅ ） ア ゴ ニ ス ト 抗 体 と し て 、 前 記 測 定 し た セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 増 大 さ せ る 抗
体 を 同 定 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 工 程 ａ ） に お い て 、 前 記 候 補 抗 体 は 、 配 列 番 号 ３ ５ の ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ に 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 で あ る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 　 ［ 発 明 の 分 野 ］
　 本 発 明 は 包 括 的 に は 、 正 常 な 動 物 で は 発 現 さ れ る が 、 ニ ュ ー ロ ゲ ニ ン － １ 欠 損 動 物 で は
発 現 さ れ な い 新 規 の 遺 伝 子 に 関 す る 。 本 発 明 は 特 に 、 後 根 神 経 節 （ dorsal root ganglion
） 中 で 発 現 さ れ る 、 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の 新 規 の フ ァ ミ リ ー お よ び ２ つ の 膜 貫 通 セ グ
メ ン ト タ ン パ ク 質 の 新 規 の フ ァ ミ リ ー 、 な ら び に 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 中 で 特 異 的 に 発
現 さ れ る 遺 伝 子 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 　 ［ 関 連 技 術 の 説 明 ］
　 急 性 お よ び 慢 性 の 難 治 性 の 痛 み の 治 療 は 、 製 薬 産 業 に お け る 薬 剤 開 発 の 主 要 な 目 的 で あ
る 。 痛 み の 感 知 は 、 末 梢 的 に は 皮 膚 に 、 か つ 中 枢 的 に は 脊 髄 に 向 け て 突 出 す る 後 根 神 経 節
（ Ｄ Ｒ Ｇ ） 中 の 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に よ り 媒 介 さ れ る 。 こ れ ら の ニ ュ ー ロ ン は 、 痛 み の 感
知 に 関 与 す る シ グ ナ ル 伝 達 分 子 、 例 え ば 受 容 体 、 イ オ ン チ ャ ネ ル お よ び 神 経 ペ プ チ ド を 発
現 し て い る 。
そ の 例 の 一 つ と し て 、 い わ ゆ る バ ニ ロ イ ド 受 容 体 （ Vanilloid Receptor） － １ （ Ｖ Ｒ － １
） が 挙 げ ら れ 、 こ れ は カ プ サ イ シ ン （ チ リ ペ ッ パ ー ） な ら び に 熱 お よ び 酸 に よ り 活 性 化 さ
れ る 。 こ の よ う な 痛 み の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 は 、 感 知 経 路 の 陽 性 ま た は 陰 性 モ ジ ュ レ ー タ ー
と し て 作 用 す る こ と に よ り 、 間 接 的 に 痛 み の 感 知 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。 こ の よ う な シ グ ナ
ル 伝 達 分 子 と 相 互 作 用 す る 薬 剤 、 例 え ば 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト な ど の 探
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索 は 、 痛 み の 治 療 の た め の 新 規 の 療 法 の 発 見 へ の 重 要 な ア プ ロ ー チ で あ る 。 し た が っ て 痛
み の 感 知 性 （ 「 侵 害 受 容 」 ） 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に よ っ て 伝 達 さ れ る 新 規 の 候 補 シ グ ナ ル 伝 達
分 子 は 、 新 規 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 薬 剤 発 見 の 試 み の た め の 非 常 に 望 ま し い 標 的 で
あ る 。 本 発 明 者 等 は 、 以 前 に 、 ニ ュ ー ロ ゲ ニ ン （ Ｎ ｇ ｎ ） と 呼 ば れ る 塩 基 性 ヘ リ ッ ク ス －
ル ー プ － ヘ リ ッ ク ス （ ｂ Ｈ Ｌ Ｈ ） 転 写 因 子 の 新 規 の フ ァ ミ リ ー を 同 定 し た が 、 こ れ は Ｄ Ｒ
Ｇ に お け る 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 発 達 に 不 可 欠 で あ る 。 種 々 の Ｎ ｇ ｎ は 、 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 種
々 の サ ブ セ ッ ト の 発 達 に 必 要 と さ れ る 。 特 に Ｎ ｇ ｎ １ は 、 す べ て で な い と し て も ほ と ん ど
の 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 発 達 に 必 要 で あ る 。 Ｎ ｇ ｎ １ - / - 突 然 変 異 マ ウ ス で は 、 Ｄ Ｒ
Ｇ は 存 在 し 続 け る も の の 、 サ イ ズ が 縮 小 し 、 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン の 大 多 数 が な く な っ て い
る こ と が 、 ｔ ｒ ｋ Ａ お よ び Ｖ Ｒ － １ の よ う な マ ー カ ー に よ り 確 認 さ れ る （ Ma et al. Gene
s & Develop, 13:1717－ 1728, （ 1999） ） 。 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 野 生 型 （ 正 常 ） の Ｄ Ｒ
Ｇ 中 で 発 現 さ れ る が Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ 中 で は 発 現 さ れ な い 遺 伝 子 を 単 離 す る こ と が で き
れ ば 、 分 化 中 の ま た は 成 熟 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 中 で 発 現 さ れ る 、 新 規 の 薬 剤 標 的 分 子
の 同 定 に つ な が り 得 る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 痛 み は 、 通 常 は 組 織 損 傷 の 天 然 型 の 影 響 で あ る が 、 治 癒 過 程 が 開 始 す る と 、 損 傷 に 関 連
し た 痛 み お よ び 圧 痛 が 消 散 す る 。 し か し な が ら 、 明 白 な 損 傷 を 伴 わ ず に 痛 み が 生 じ た り 、
初 期 傷 害 後 に 痛 み が 長 引 く た め に 苦 し ん だ り す る 患 者 も い る 。 さ ら に 慢 性 ま た は 難 治 性 の
痛 み は 、 あ る 種 の 疾 病 、 例 え ば 骨 変 性 疾 患 、 末 期 癌 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ お よ び 反 射 性 交 感 神 経 性 ジ
ス ト ロ フ ィ ー （ Ｒ Ｓ Ｄ ） な ど に 関 連 し て 起 こ り 得 る 。 こ の よ う な 患 者 は 、 依 存 性 お よ び 耐
容 性 の よ う な 問 題 が あ る た め に 、 オ ピ オ イ ド 化 合 物 、 例 え ば モ ル ヒ ネ 等 の 現 在 利 用 可 能 な
痛 み 軽 減 （ 抗 侵 害 受 容 ） 薬 に よ る 軽 減 処 置 を 受 け る こ と が で き な い 可 能 性 が あ る 。 し た が
っ て 、 痛 み 、 特 に 慢 性 の 痛 み を 治 療 す る た め の 新 規 治 療 薬 の 需 要 が 高 く な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 　 ［ 発 明 の 概 要 ］
　 本 発 明 者 等 は 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い て ポ ジ テ ィ ブ 選 択 を
行 い 、 野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ で 発 現 さ れ る が 、 Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ で は 発 現 さ れ な い 遺 伝 子 の ス ク
リ ー ニ ン グ を 実 行 し た 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 Ｖ Ｒ － １ な ど の 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ
ン の 機 能 に 関 与 す る 既 知 の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 及 び 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 中 で 高 い 特 異 性
で 発 現 さ れ る 新 規 の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 両 方 を 同 定 し た 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 正 常 マ ウ
ス 中 で 発 現 さ れ る が 、 Ｎ ｇ ｎ １ ヌ ル 突 然 変 異 マ ウ ス に お い て は 発 現 さ れ な い 新 規 の 遺 伝 子
の 発 見 を 含 む 。 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 単 離 さ れ た 新 規 遺 伝 子 の フ ァ ミ リ ー は 、 Ｇ タ ン パ ク
質 共 役 受 容 体 の 特 徴 で あ る ７ つ の 膜 貫 通 セ グ メ ン ト を 有 す る 受 容 体 タ ン パ ク 質 ｍ ｒ ｇ を コ
ー ド し て い る 。 そ の 後 の 染 色 実 験 （ 図 ２ 、 図 ２ Ａ ～ 図 ２ Ｄ 参 照 ） に よ っ て 、 ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子
が Ｄ Ｒ Ｇ 中 の 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト 中 で 特 異 的 に 発 現 す る こ と を 確 証 し た 。 こ
の ス ク リ ー ニ ン グ で 単 離 さ れ る 別 の 新 規 の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー ｄ ｒ ｇ － １ ２ は 、 ２ つ の 膜 貫
通 セ グ メ ン ト を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ４ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 分 子 に 対 し て 少 な く と も ７ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 、
配 列 番 号 ４ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 対 し
て 少 な く と も ７ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 単 離 核 酸 分 子 、 配 列 番 号 ４ ９ の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 離 核 酸 分 子 、 お よ び 配 列 番 号 ４ ９ の Ｍ ｒ ｇ Ｄ
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 単 離 核 酸 分 子 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 単 離 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 発 現 調 節 エ レ メ ン ト に 、 制 御 要 素 の 発 現 を 調 節 す
る こ と が で き る よ う に 連 結 さ れ た 上 述 の 核 酸 分 子 を 含 み 、 、 さ ら に 単 離 さ れ た 上 記 核 酸 分
子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 。 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 有 す る よ う に 形 質 転 換
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し た 宿 主 細 胞 、 お よ び タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る 条 件 下 で 本 発 明 の 核 酸 分 子 で 形 質 転 換 し た
宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程 を 含 む タ ン パ ク 質 の 産 生 方 法 を 含 む 。 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 （ 例
え ば 、 大 腸 菌 ） ま た は 真 核 細 胞 （ 例 え ば 、 ハ ム ス タ ー 胚 腎 臓 （ Ｈ Ｅ Ｋ ） 細 胞 ま た は 酵 母 細
胞 ） を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 述 の 単 離 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 配
列 番 号 ３ ５ の ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 単 離 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ
チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 配 列 の よ
う な 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 断 片 な ら び に ヒ
ト 化 抗 体 を 含 む 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な キ ャ リ ア と 混 合 し た Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ
ド ま た は 抗 Ｍ ｒ ｇ Ｄ 抗 体 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 ま た 、 組 成 物 、 容 器 、 お よ び 哺 乳 類 に
お い て 感 知 を 変 化 さ せ る た め の 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 指 示 書 を 含 む 製 品 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 類 に お い て 痛 み の 感 知 の 変 化 に 使 用 す る こ と が で き
る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 試 験 化 合 物 を 本 発 明 の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド の 少 な
く と も 一 部 に お い て 接 触 さ せ る 。 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 試 験 化 合 物 は 、 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト の よ う な 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ て も よ い 。 さ ら に 、 好 ま し く は 、 試 験 化 合
物 ま た は Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か を 標 識 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド と の 複 合 体 の 形 成 が 可 能 な 試 験 化 合 物 が 同 定 さ れ る 。 こ れ ら の 化
合 物 の 影 響 を 、 痛 み を 患 う 動 物 モ デ ル で 測 定 し 、 動 物 モ デ ル に お い て 痛 み の 感 知 を 変 化 さ
せ る 化 合 物 は 、 哺 乳 類 に お い て 痛 み の 感 知 を 変 化 さ せ る 際 に 有 用 な も の と し て 同 定 さ れ る
。 化 合 物 は 、 痛 み の 感 知 を 増 大 、 ま た は 減 少 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 型 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し
く は 配 列 番 号 ３ ５ の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 か
ら 調 製 さ れ る 細 胞 膜 ま た は 細 胞 膜 の 分 画 中 に 存 在 し 得 る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ
Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン (immunoadhesin)中 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 試 験 化 合 物 は 、 好 ま し く は 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 擬 似 体 、 抗 体 、 有 機 低 分 子 お よ び 無 機
低 分 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 試 験 化 合 物 は ペ プ チ ド で あ る
。 ペ プ チ ド は 、 固 定 化 抗 体 へ の 特 異 的 結 合 に よ り 固 体 支 持 体 に 固 着 さ せ る こ と が で き る 。
さ ら に 、 試 験 化 合 物 は 、 細 胞 抽 出 物 、 特 に 、 後 根 神 経 節 細 胞 の よ う な Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る 細 胞 か ら 調 製 さ れ る 細 胞 抽 出 物 中 に 含 有 さ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 断 片 を 、 試 験 化 合 物 、 お よ び Ｒ
Ｆ ア ミ ド ペ プ チ ド の よ う な リ ガ ン ド と 結 合 が 起 こ り 得 る 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と に よ り 、
Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 Ｍ ｒ ｇ
Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 前 に 、 Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 。 試
験 化 合 物 の 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド へ の Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ チ ド の 結 合 を 妨 げ る 能 力 が 決 定 さ
れ る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 型 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し
く は 配 列 番 号 ３ ５ の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 類 に お い て 感 知 を 変 化 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る Ｍ ｒ ｇ Ｄ
ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト は 、 痛 み の 感 知 を 増 大 ま た は
減 少 さ せ る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答
が 可 能 な 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 宿 主 細 胞 は 、 真 核 細 胞 、 好 ま し く は
ハ ム ス タ ー 胚 腎 臓 （ Ｈ Ｅ Ｋ ） 細 胞 、 よ り 好 ま し く は Ｇ α １ ５ を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 で あ る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 宿 主 細 胞 を 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応
答 を 測 定 す る 。 測 定 し た セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 増 大 さ せ る 化 合 物 は 、 哺 乳 類 に お
い て 感 知 を 変 化 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る ア ゴ ニ ス ト と し て 同 定 さ れ る 。 一 実 施
形 態 と し て 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー 応 答 を 測 定 す る 。 こ れ に は 、 例 え ば 、 Ｆ Ｕ Ｒ Ａ － ２ 指 示 薬 色 素 を 使 用 す る こ と が で き る
。 別 の 実 施 形 態 で は 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 は 、 細 胞 膜 を 通 る 電 流 の 流 れ を 測 定 す
る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 類 に お い て 感 覚 認 識 障 害 を 治 療 す る 際 に 有 用 で あ る Ｍ ｒ
ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、 上 記 方 法 は 、 痛 み の
感 知 を 変 化 さ せ る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 配 列 番 号 ３ ５ の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ
チ ド を 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 示 す こ と が で き る 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ る 。 次 に
、 宿 主 細 胞 を 、 Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ チ ド 、 お よ び １ つ ま た は そ れ 以 上 の 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ
る 。 例 え ば 上 述 の 方 法 に よ り セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 測 定 し 、 Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ チ ド
に 対 す る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 変 化 さ せ る 化 合 物 が 、 痛 み の よ う な 感 覚 認 識 障 害
を 治 療 す る 際 に 有 用 で あ る ア ゴ ニ ス ト と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 類 に お い て 痛 み の 感 知 を 変 化 さ せ る た め に 使 用 す
る こ と が で き る 抗 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、
上 記 方 法 は 、 痛 み を 患 う 哺 乳 類 に お い て 痛 み を 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 抗 Ｍ
ｒ ｇ Ｄ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 配 列 番 号 ３ ５ の Ｍ ｒ ｇ
Ｄ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 候 補 抗 体 が 調 製 さ れ る 。 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま
し く は 配 列 番 号 ３ ５ の Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド を 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 示 す こ と
が 知 ら れ て い る 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ る 。 次 に 、 宿 主 細 胞 を 、 候 補 抗 体 と 接 触 さ せ て 、 セ
カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 測 定 す る 。 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 増 大 さ せ る 抗 体 は
、 哺 乳 類 に お い て 痛 み を 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る ア ゴ ニ ス ト 抗 体 と し て 同 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ ア ゴ ニ ス ト の 哺 乳 類 へ の 投 与 に よ り 、 哺 乳 類 に お い て 痛 み を 治
療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ア ゴ ニ ス ト は 、 配 列 番 号 ３ ５ の ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ ポ
リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 　 ［ 好 ま し い 実 施 形 態 の 詳 細 な 説 明 ］
　 Ｉ ． 概 要
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 正 常 マ ウ ス の Ｄ Ｒ Ｇ 中 で 発 現 さ れ る が 、 Ｎ ｇ ｎ １ ヌ ル 突 然 変
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異 マ ウ ス に お い て は 発 現 さ れ な い 新 規 の 遺 伝 子 の 発 見 に 基 づ い て い る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に
よ り 単 離 さ れ る 新 規 の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の １ つ は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の 特 徴 で あ る
７ つ の 膜 貫 通 セ グ メ ン ト を 有 す る 受 容 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ の 新 規 の ７ つ の 膜 貫
通 受 容 体 は 癌 遺 伝 子 ｍ ａ ｓ に 最 も 密 接 に 関 連 し て お り 、 し た が っ て 暫 定 的 に ｍ ａ ｓ 関 連 遺
伝 子 － ３ （ ｍ ｒ ｇ ３ ） と 呼 ば れ た 。 ｍ ｒ ｇ ３ は 、 現 在 は Ｍ ｒ ｇ Ａ １ と し て 既 知 で あ り 、 こ
の 用 語 は 本 明 細 書 中 で は 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 Ｍ ａ ｓ 関 連 遺 伝 子 （ Ｍ ｒ ｇ ） フ ァ ミ リ ー の
ほ ぼ ５ ０ の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ て お り 、 そ の 多 く は 非 ペ プ チ ド 作 動 性 侵 害 受 容 器 中 で 特 異 的
に 発 現 す る 。 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の 大 フ ァ ミ リ ー は 、 他 の 種 類 の 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 、 例
え ば 嗅 覚 お よ び 味 覚 ニ ュ ー ロ ン 中 で も 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ フ ァ ミ リ ー は 、 ３ つ の 主 要 サ ブ フ ァ ミ リ ー （ Ｍ ｒ ｇ Ａ 、 Ｂ お よ
び Ｃ ） を 含 有 し 、 そ の 各 々 が １ ０ よ り 多 い 高 重 複 遺 伝 子 、 な ら び に Ｍ ａ ｓ １ 、 Ｒ ｔ ａ 、 Ｍ
ｒ ｇ Ｄ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｅ な ど の 単 一 コ ピ ー 遺 伝 子 か ら 成 る （ 図 ６ Ｂ ） 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ サ ブ フ ァ ミ
リ ー は 、 マ ウ ス に お い て は 少 な く と も ２ ０ の 遺 伝 子 ： Ｍ ｒ ｇ Ａ １ （ 配 列 番 号 ２ ） ； Ｍ ｒ ｇ
Ａ ２ （ 配 列 番 号 ４ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ ３ （ 配 列 番 号 ６ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ （ 配 列 番 号 １ １ ） ； Ｍ ｒ ｇ
Ａ ５ （ 配 列 番 号 ２ １ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ ６ （ 配 列 番 号 ２ ３ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ ７ （ 配 列 番 号 ２ ５ ） ； Ｍ
ｒ ｇ Ａ ８ （ 配 列 番 号 ２ ７ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ ９ （ 配 列 番 号 ５ ３ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ０ （ 配 列 番 号 ５ ５
） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ １ １ （ 配 列 番 号 ５ ７ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ２ （ 配 列 番 号 ５ ９ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ３ （ 配
列 番 号 ６ １ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ４ （ 配 列 番 号 ６ ３ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ５ （ 配 列 番 号 ６ ５ ） ； Ｍ ｒ ｇ
Ａ １ ６ （ 配 列 番 号 ６ ７ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ７ （ 配 列 番 号 ６ ９ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ８ （ 配 列 番 号 ７ １
） ； Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ９ （ 配 列 番 号 ７ ３ ） ； お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ ２ ０ （ 配 列 番 号 ７ ５ ） か ら 成 る 。 Ｍ
ｒ ｇ Ａ サ ブ フ ァ ミ リ ー に 最 も 密 接 に 関 連 す る ４ つ の ヒ ト 配 列 ： Ｍ ｒ ｇ Ｘ １ （ 配 列 番 号 １ ６
） ； Ｍ ｒ ｇ Ｘ ２ （ 配 列 番 号 １ ８ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｘ ３ （ 配 列 番 号 ３ １ ） ； お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｘ ４ （ 配
列 番 号 ３ ３ ） も 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ｂ サ ブ フ ァ ミ リ ー は 、 マ ウ ス に お い て は 少 な く と も １ ２ の 遺 伝 子 ： Ｍ ｒ ｇ Ｂ １ （
配 列 番 号 ３ ９ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｂ ２ （ 配 列 番 号 ４ １ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｂ ３ （ 配 列 番 号 ４ ３ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｂ
４ （ 配 列 番 号 ４ ５ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｂ ５ （ 配 列 番 号 ４ ７ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｂ ６ （ 配 列 番 号 ７ ７ ） ； Ｍ ｒ
ｇ Ｂ ７ （ 配 列 番 号 ７ ９ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｂ ８ （ 配 列 番 号 ８ １ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｂ ９ （ 配 列 番 号 ８ ３ ） ；
Ｍ ｒ ｇ Ｂ １ ０ （ 配 列 番 号 ８ ５ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｂ １ １ （ 配 列 番 号 ８ ７ ） ； お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｂ １ ２ （
配 列 番 号 ８ ９ ） か ら 成 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ｃ サ ブ フ ァ ミ リ ー の １ ０ の 遺 伝 子 ： Ｍ ｒ ｇ Ｃ １ （ 配 列 番 号 ９ １ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｃ ２ （
配 列 番 号 ９ ３ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｃ ３ （ 配 列 番 号 ９ ５ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｃ ４ （ 配 列 番 号 ９ ７ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｃ
５ （ 配 列 番 号 ９ ９ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｃ ６ （ 配 列 番 号 １ ０ １ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｃ ７ （ 配 列 番 号 １ ０ ３ ） ；
Ｍ ｒ ｇ Ｃ ８ （ 配 列 番 号 １ ０ ５ ） ； Ｍ ｒ ｇ Ｃ ９ （ 配 列 番 号 １ ０ ７ ） ； お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｃ １ ０ （
配 列 番 号 １ ０ ９ ） が マ ウ ス に お い て 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ｄ サ ブ フ ァ ミ リ ー の 一 つ の 遺 伝 子 、 ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｄ （ 配 列 番 号 ４ ９ ） が マ ウ ス に お い
て 同 定 さ れ て お り 、 そ の オ ー ソ ロ グ 遺 伝 子 、 ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｄ （ 配 列 番 号 ３ ５ ） が ヒ ト に お い て
同 定 さ れ て い る 。 同 様 に 、 Ｍ ｒ ｇ Ｅ サ ブ フ ァ ミ リ ー の 一 つ の 遺 伝 子 、 マ ウ ス に お い て ｍ Ｍ
ｒ ｇ Ｅ （ 配 列 番 号 ５ １ ） 、 な ら び に ヒ ト に お い て ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｅ （ 配 列 番 号 ３ ７ ） が 同 定 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 　 他 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ サ ブ フ ァ ミ リ ー の 場 合 と 同 様 に 、 Ｍ ｒ ｇ Ｃ サ ブ フ ァ ミ リ ー の す べ て の 遺
伝 子 を 含 む 多 数 の Ｍ ｒ ｇ が 偽 遺 伝 子 で あ る と 思 わ れ る 。 い く つ か の Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 近 く の Ｌ
１ レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン エ レ メ ン ト の 存 在 は 、 偽 遺 伝 子 拡 張 が Ｌ １ 媒 介 性 形 質 導 入 に よ り
促 進 さ れ た 可 能 性 を 高 め る （ Goodier et al. Hum Mol Genet 9:653－ 7（ 2000） ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 全 体 と し て ほ ぼ ４ ０ の 無 傷 コ ー ド 配 列 を 含 む マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ Ａ お よ び Ｂ サ ブ フ ァ ミ リ ー と
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は 対 照 的 に 、 ４ つ の み の 無 傷 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｘ 配 列 が 同 定 さ れ た 。 残 り の １ ０ の ヒ ト Ｍ ｒ ｇ 配
列 は 、 偽 遺 伝 子 で あ る と 思 わ れ る 。 他 の 関 連 受 容 体 、 例 え ば ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｄ お よ び ｈ Ｍ ａ ｓ １
を 含 め る と 、 こ の フ ァ ミ リ ー に お け る 無 傷 ヒ ト コ ー ド 配 列 の 総 数 は ９ に な る （ 図 ６ Ｂ ） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 が さ れ る 前 ま で は 、 第 一 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン は 異 な る 化 学 的 刺 激 を 特 異 的 に
識 別 せ ず 、 む し ろ Ｖ Ｒ １ の よ う な 広 範 に 反 応 す る 受 容 体 に よ っ て 種 々 の 有 害 な 刺 激 を 検 出
す る と 考 え ら れ て い た （ Tominaga et al. Neuron 21:531－ 43（ 1998） ） 。 Ｍ ｒ ｇ の 発 現
は 、 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 間 の 分 子 多 様 化 が 予 期 し な い 程 度 に 起 こ る こ と を 明 示 す る 。
感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 約 １ ３ ～ １ ４ ％ が Ｍ ｒ ｇ Ａ １ を 発 現 し 、 一 方 １ ７ ～ １ ８ ％ が Ｍ ｒ ｇ Ｄ を
発 現 し 、 そ し て こ れ ら ２ つ の 集 団 間 の 重 複 は １ ５ ％ だ け で あ る 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ + 集 団 は 、 Ｍ
ｒ ｇ Ａ ２ ～ ８ を 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン の ほ と ん ど ま た は す べ て を 含 む と 思 わ れ る 。 し か し な
が ら 、 こ れ ら の 後 者 の Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 は 、 同 一 ニ ュ ー ロ ン 中 で す べ て 発 現 さ れ る と い う わ
け で は な い 。 し た が っ て 、 ８ つ の Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｄ は 、 少 な く と も ６ つ の 異
な る ニ ュ ー ロ ン サ ブ 集 団 を 規 定 し 、 残 り の １ ６ Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 は さ ら に 多 く の 多 様 性 を 付
加 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ａ お よ び Ｄ が と も に Ｉ Ｂ ４ + 、 Ｖ Ｒ １ - 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 中 で 発 現 さ れ る と い う こ と
は 顕 著 で あ る 。 Ｉ Ｂ ４ + ニ ュ ー ロ ン は 、 ラ ミ ナ Ｉ Ｉ ｉ に 向 け て 突 出 す る こ と が 知 ら れ て お
り （ Snider and McMahon Neuron 20:629－ 32（ 1998） ） 、 こ れ は 、 神 経 損 傷 を 伴 う よ う な
慢 性 の 痛 み に 関 与 す る （ Malmberg et al. Science 278:279－ 83（ 1997） ） 。 Ｖ Ｒ １ は 、
熱 刺 激 、 お よ び カ プ サ イ シ ン の よ う な 化 学 的 刺 激 の 両 方 に よ り 活 性 化 さ れ る （ Caterina e
t al. Nature 389:816－ 824（ 1997） ; Tominaga et al. Neuron 21:531－ 43（ 1998） ） が
、 Ｖ Ｒ １ + ニ ュ ー ロ ン は 有 害 機 械 的 刺 激 の 感 知 に は 必 要 で な い （ Caterina et al. Science
 288:306－ 13（ 2000） ） 。 こ れ は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ + ニ ュ ー ロ ン の 機 能 の う ち の １ つ に よ っ て 、
神 経 障 害 性 ま た は 炎 症 性 の 痛 み を 伴 う 有 害 な 機 械 的 刺 激 が 感 知 さ れ て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 中 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 推 定 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の フ ァ ミ
リ ー の 存 在 は 、 こ れ ら の 分 子 が 痛 み の 感 知 の 主 要 媒 介 物 質 ま た は モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ
と を 示 唆 す る 。 し た が っ て 、 慢 性 難 治 性 の 痛 み の 管 理 の た め に 、 こ れ ら の 受 容 体 の 活 性 を
調 節 す る 内 因 性 お よ び 合 成 の 両 方 の リ ガ ン ド を 同 定 す る こ と は 非 常 に 興 味 深 い 。 実 際 、 異
種 細 胞 発 現 系 に お け る リ ガ ン ド ス ク リ ー ニ ン グ は 、 こ れ ら の 受 容 体 が 、 そ の 原 型 リ ガ ン ド
が 軟 体 動 物 心 臓 興 奮 性 ペ プ チ ド Ｆ Ｍ Ｒ Ｆ － ア ミ ド で あ る Ｒ Ｆ － ア ミ ド 神 経 ペ プ チ ド と 相 互
作 用 し 得 る こ と を 示 す （ Price and Greenberg Science 197:670－ 671（ 1977） ） 。 哺 乳 動
物 Ｒ Ｆ － ア ミ ド ペ プ チ ド と し て は 、 Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ お よ び Ｎ Ｐ Ａ Ｆ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら は 、
後 脊 髄 の Ｉ お よ び Ｉ Ｉ 層 の ニ ュ ー ロ ン 中 で 発 現 さ れ る 共 通 の プ ロ ペ プ チ ド 前 駆 物 質 に 由 来
す る （ Vilim et al. Mol Pharmacol 55:804－ 11（ 1999） ） 。 Ｍ ｒ ｇ 発 現 感 覚 ニ ュ ー ロ ン
の シ ナ プ ス 末 端 部 に お け る こ の 神 経 ペ プ チ ド Ｆ Ｆ 前 駆 物 質 の 発 現 、 機 能 性 ア ッ セ イ に お い
て こ れ ら の 受 容 体 を 活 性 化 し 得 る Ｎ Ｐ Ａ Ｆ お よ び Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ の 能 力 、 な ら び に 背 側 角 に お け
る 第 一 感 覚 求 心 神 経 上 に こ の よ う な ペ プ チ ド の た め の 結 合 部 位 が 存 在 す る こ と （ Gouarder
es et al. Synapse 35:45－ 52（ 2000） ） は 、 こ れ ら の 神 経 ペ プ チ ド が ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で の
Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 に 関 す る リ ガ ン ド で あ る こ と を 示 す 。 Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ ／ Ｎ Ｐ Ａ Ｆ ペ プ チ ド の 鞘 内 注
射 は 、 例 え ば 神 経 障 害 性 の 痛 み （ Xu et al. Peptides 20:1071－ 7（ 1999） ） を 含 め た い
く つ か の 慢 性 の 痛 み を 患 う モ デ ル に お い て 長 期 残 存 性 抗 侵 害 受 容 作 用 を 生 じ る （ Panula e
t al Brain Res. 848:191－ 6（ 1999） ） で 論 評 さ れ て い る ） の で 、 こ れ ら の デ ー タ は さ ら
に 、 Ｍ ｒ ｇ が 痛 み の 調 節 に 直 接 関 与 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 マ ウ ス 侵 害 受 容 器 に よ り 発 現 さ れ る Ｍ ｒ ｇ 間 の 多 様 性 の 範 囲 は 、 異 な る 末 梢 標 的 、 例 え
ば 腸 、 皮 膚 、 毛 包 、 血 管 、 骨 お よ び 筋 肉 を 神 経 支 配 す る 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に よ り 、 異 な る Ｍ
ｒ ｇ が 発 現 さ れ る と い う 可 能 性 を 示 唆 す る 。 こ れ ら の 標 的 は 、 異 な る Ｍ ｒ ｇ ご と に 異 な る
リ ガ ン ド を 分 泌 し 得 る 。 別 の 可 能 性 と し て 、 異 な る Ｍ ｒ ｇ を 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン は 末 梢 侵
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害 受 容 器 感 受 性 の 共 通 の モ ジ ュ レ ー タ ー に 応 答 す る が 異 な る 親 和 性 を 有 す る こ と も 考 え ら
れ る 。 こ の よ う な メ カ ニ ズ ム に よ り 、 例 え ば 、 こ の よ う な モ ジ ュ レ ー タ ー の 濃 度 が 徐 々 に
ベ ー ス ラ イ ン に 戻 る に つ れ て 、 創 傷 治 癒 中 の 侵 害 受 容 器 の 集 団 に お け る 正 常 刺 激 感 応 性 は
徐 々 に 回 復 す る 。 こ の よ う な 段 階 的 応 答 は 、 異 な る サ ブ セ ッ ト の 侵 害 受 容 器 の 活 性 化 閾 値
と 結 び つ け ら れ 得 る か 、 あ る い は 活 性 化 閾 値 を 決 定 さ え し 得 る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ で 単
離 さ れ る 別 の 新 規 の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー ｄ ｒ ｇ － １ ２ は 、 ２ つ の 推 定 膜 貫 通 セ グ メ ン ト を 有
す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 ｄ ｒ ｇ － １ ２ は 、 マ ウ ス （ 配 列 番 号 １ ４ ） 、 お よ び ヒ ト （
配 列 番 号 ２ ９ ） に お い て 同 定 さ れ た 。 ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 ｍ
ｒ ｇ 遺 伝 子 と 同 様 に 、 こ の 遺 伝 子 が Ｄ Ｒ Ｇ 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト 中 で も 特 異 的 に 発
現 さ れ る こ と が 示 さ れ る 。 こ れ は 膜 タ ン パ ク 質 で あ る の で 、 こ れ ら の ニ ュ ー ロ ン に よ る シ
グ ナ ル 伝 達 に も 関 与 し 得 る 。 こ の タ ン パ ク 質 と 他 の 既 知 の タ ン パ ク 質 と の 間 に 明 白 な 相 同
性 は 認 め ら れ な い が 、 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 中 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る ２ つ の プ リ ン 受 容
体 （ Ｐ 2 Ｘ 2 お よ び Ｐ 2 Ｘ 3 ） は 同 様 の 二 回 膜 貫 通 ト ポ ロ ジ ー を 有 す る と い う こ と は 注 目 に 値
す る 。 し た が っ て 、 フ ァ ミ リ ー ｄ ｒ ｇ － １ ２ は 侵 害 受 容 感 覚 形 質 導 入 ま た は そ の 調 節 に 関
与 す る 受 容 体 ま た は イ オ ン チ ャ ネ ル も コ ー ド す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 慢 性 難 治 性 の 痛 み お よ び 神 経 障 害 性 の 痛 み の 治 療 に お い
て 、 そ れ ら の 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る 治 療 薬 と し て 、 お よ び 作 用 物 質 の 標 的 と し て 役 立
つ 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 痛 み の シ グ ナ ル の 受 容 、 伝 達 お よ び 伝 送 の よ う な 侵 害 受 容 性 に
関 連 し た 生 物 学 的 プ ロ セ ス を 調 節 す る 作 用 物 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｉ Ｉ ． 特 定 の 実 施 形 態
　 Ａ ． 定 義
　 別 記 し な い 限 り 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語 は 、 本 発 明 が 属 す る
技 術 分 野 の 当 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ る の と 同 一 の 意 味 を 有 す る 。 例 え ば 、 Singleton et a
l., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 2nd ed., J. Wiley & Sons （
New York, NY 1994） ； Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Co
ld Springs Harbor Press（ Cold Springs Harbor NY 1989） を 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 の 目
的 の た め に 、 以 下 の 用 語 は 下 記 の よ う に 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 「 タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 ひ と つ に は 、
配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２
７ 、 ２ ９ 、 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ９ 、 ４ １ 、 ４ ３ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 、 ４ ９ 、 ５ １ 、 ５ ３
、 ５ ５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、 ７ １ 、 ７ ３ 、 ７ ５ 、 ７ ７ 、 ７ ９ 、
８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ 、 ８ ９ 、 ９ １ 、 ９ ３ 、 ９ ５ 、 ９ ７ 、 ９ ９ 、 １ ０ １ 、 １ ０ ３ 、 １ ０
５ 、 １ ０ ７ お よ び １ ０ ９ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 指 す 。 本 用 語 は 、
天 然 の ア レ ル 変 異 体 、 な ら び に 上 記 で 特 定 的 に 列 挙 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と わ ず か に 異 な る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 も 指 す 。 ア レ ル 変 異 体 は 、 上 記 で 引 用 し た も の と わ ず か に
異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 保 有 す る が 、 依 然 と し て そ の タ ン パ ク 質 に 対 し て 同 一 ま た は 類 似 の
生 物 学 的 機 能 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 願 明 細 書 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 す る 同 一 性 ま た は 相 同 性 は 、 最 大 パ ー セ ン テ ー
ジ の 相 同 性 を 達 成 す る た め に 、 必 要 な 場 合 は 配 列 を ア ラ イ ン し 、 ギ ャ ッ プ を 導 入 し た 後 に
、 既 知 の ペ プ チ ド と 同 一 で あ る 候 補 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン テ ー ジ に よ っ て 定 義
さ れ る 。 こ の 際 、 配 列 同 一 性 の 一 部 と し て い か な る 保 存 的 置 換 も 考 慮 し な い （ 関 連 パ ラ メ
ー タ ー に 関 し て は セ ク シ ョ ン Ｂ を 参 照 ） 。 融 合 タ ン パ ク 質 、 あ る い は ペ プ チ ド 配 列 に お け
る Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 ま た は 内 部 配 列 の 伸 長 、 欠 失 ま た は 挿 入 は 、 相 同 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な い
と 解 釈 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 は 、 Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ Ｗ （ Thompson et al. Nucleic Acids Res 22:4673－ 80
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（ 1994） ） を 用 い て ア ラ イ ン す る こ と が で き 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 レ ベ ル で
の 相 同 性 ま た は 同 一 性 は 、 配 列 類 似 性 検 索 用 に 作 成 さ れ た プ ロ グ ラ ム ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｐ 、 ｂ ｌ
ａ ｓ ｔ ｎ 、 ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｘ 、 ｔ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｎ お よ び ｔ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｘ （ Karlin, et al. Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 87:2264－ 2268（ 1990） お よ び Altschul, S.F. J. Mol. Evol. 36
:290－ 300（ 1993） 、 こ れ ら の 記 載 内 容 全 体 が 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る ） に
よ り 用 い ら れ る ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ 基 本 局 所 ア ラ イ ン メ ン ト 検 索 ツ ー ル ；
Basic Local Alignment Search Tool） 分 析 す る こ と に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ
ロ グ ラ ム に よ り 用 い ら れ る ア プ ロ ー チ は 、 ま ず ク エ リ ー 配 列 お よ び デ ー タ ベ ー ス 配 列 間 の
類 似 セ グ メ ン ト を 考 察 し 、 次 に 同 定 さ れ た す べ て の 対 の 統 計 学 的 有 意 性 を 評 価 し 、 最 後 に
有 意 性 の あ る 予 め 選 択 し た 閾 値 を 満 た す 対 の み を 集 約 す る 。 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 類 似 性 検
索 に お け る 基 本 的 問 題 を 考 察 す る た め に は 、 Altschul et al.（ Nature Genetics 6:119－
129（ 1994） ） （ こ の 記 載 内 容 全 体 が 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る ） を 参 照 さ れ
た い 。 ヒ ス ト グ ラ ム 、 記 述 、 ア ラ イ ン メ ン ト 、 予 測 （ す な わ ち 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列 に 対 す
る 対 と な る 塩 基 を 報 告 す る た め の 統 計 学 的 有 意 閾 値 ） 、 カ ッ ト オ フ 、 マ ト リ ッ ク ス お よ び
フ ィ ル タ ー の 検 索 パ ラ メ ー タ ー は 、 デ フ ォ ル ト 設 定 で あ る 。 ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｐ 、 ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｘ
、 ｔ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｎ お よ び ｔ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｘ に よ り 用 い ら れ る デ フ ォ ル ト 評 価 マ ト リ ッ ク ス は
、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ ６ ２ マ ト リ ッ ク ス で あ る （ Henikoff, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 89: 10915－ 10919（ 1992） 、 こ の 記 載 内 容 全 体 が 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る
） 。 ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｎ に 関 し て は 、 評 価 マ ト リ ッ ク ス は 、 Ｍ （ す な わ ち マ ッ チ ン グ 残 基 対 に 関
す る 報 酬 ス コ ア ） 対 Ｎ （ す な わ ち ミ ス マ ッ チ ン グ 残 基 に 関 す る ペ ナ ル テ ィ ー ス コ ア ） の 比
率 に よ り 設 定 さ れ 、 こ の 場 合 、 Ｍ お よ び Ｎ に 関 す る デ フ ォ ル ト 値 は そ れ ぞ れ ５ お よ び － ４
で あ る 。 ４ つ の ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｎ パ ラ メ ー タ ー は 以 下 の よ う に 調 整 さ れ た ： Ｑ ＝ １ ０ （ gap cr
eation penalty） ； Ｒ ＝ １ ０ （ gap extension penalty） ； ｗ ｉ ｎ ｋ ＝ １ （ ク エ リ ー に 沿
っ た す べ て の ｗ ｉ ｎ ｋ 番 目 の 位 置 で ワ ー ド ヒ ッ ト を 生 成 す る ） ； お よ び ｇ ａ ｐ ｗ ＝ １ ６ （
ギ ャ ッ プ 化 ア ラ イ ン メ ン ト が 生 成 さ れ る 幅 内 で ウ イ ン ド ウ 幅 を 設 定 ） 。 等 価 Ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｐ
パ ラ メ ー タ ー 環 境 は 、 Ｑ ＝ ９ ； Ｒ ＝ ２ ； ｗ ｉ ｎ ｋ ＝ １ ； お よ び ｇ ａ ｐ ｗ ＝ ３ ２ で あ っ た 。
Ｇ Ｃ Ｇ パ ッ ケ ー ジ バ ー ジ ョ ン １ ０ ． ０ で 利 用 可 能 な 配 列 間 の 最 適 適 合 比 較 は 、 Ｄ Ｎ Ａ パ ラ
メ ー タ ー Ｇ Ａ Ｐ ＝ ５ ０ （ gap creation penalty） お よ び Ｌ Ｅ Ｎ ＝ ３ （ gap extension pena
lty） を 使 用 し 、 タ ン パ ク 質 比 較 に お け る 等 価 設 定 は Ｇ Ａ Ｐ ＝ ８ お よ び Ｌ Ｅ Ｎ ＝ ２ で あ る
。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 変 異 体 」 は 、 天 然 型 配 列 内 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 挿 入 、 欠 失 、 修 飾
お よ び ／ ま た は 置 換 に よ っ て 、 例 え ば ｍ ｒ ｇ ３ （ 配 列 番 号 ２ ） に 関 し て 図 １ に 示 し た よ う
な 、 本 発 明 の 天 然 型 配 列 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 と は 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し つ つ も 、 生 物
学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 変 異 体 と し て は 、 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 の 、 好 ま
し く は 少 な く と も １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 の 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も １ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 の
、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も ２ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 し 、 対 応 す る 天 然 型 配 列 ポ リ ペ
プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 保 有 す る ペ プ チ ド 断 片 が 挙 げ ら れ る 。 変 異 体 は 、 １ つ ま た は そ れ
以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 天 然 型 配 列 の Ｎ ま た は Ｃ 末 端 に 、 ま た は 天 然 型 配 列 内 に 付 加 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド も 含 む 。 さ ら に 変 異 体 と し て は 、 多 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 し 、 １ つ ま た は
そ れ 以 上 の 異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 に よ り 任 意 に 置 換 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド も 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 「 保 存 的 変 異 体 」 と は 、 タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 機 能 に 悪 影 響
を 及 ぼ さ な い ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 が 生 じ た も の を 指 す 。 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 は 、 変 化 し
た 配 列 が 、 タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 生 物 学 的 機 能 を 妨 げ る か ま た は 崩 壊 さ せ る 場 合 、 タ ン パ
ク 質 に 悪 影 響 を 及 ぼ す と い う 。 例 え ば タ ン パ ク 質 の 全 体 的 電 荷 、 構 造 ま た は 疎 水 性 ／ 親 水
性 特 性 は 、 生 物 学 的 活 性 に 悪 影 響 を 及 ぼ さ ず に 変 化 し 得 る 。 し た が っ て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 例 え ば ペ プ チ ド を よ り 疎 水 性 ま た は 親 水 性 に す る な ど し て 、 タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性
に 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い よ う に 変 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、
１ ９ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ２ ９ 、 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ９ 、 ４ １ 、 ４ ３ 、 ４
５ 、 ４ ７ 、 ４ ９ 、 ５ １ 、 ５ ３ 、 ５ ５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、 ７ １
、 ７ ３ 、 ７ ５ 、 ７ ７ 、 ７ ９ 、 ８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ 、 ８ ９ 、 ９ １ 、 ９ ３ 、 ９ ５ 、 ９ ７ 、
９ ９ 、 １ ０ １ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ７ お よ び １ ０ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 連 し た 「 タ ン パ
ク 質 フ ァ ミ リ ー 」 と し て は 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト に 加 え て 、 ほ か の 生 物 体 の 後 根 神 経 節 か ら
単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 開 示 さ れ た マ ウ ス お よ び ヒ ト タ ン パ ク 質 の よ う な こ
れ ら の タ ン パ ク 質 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー の 他 の タ ン パ ク 質 を 同 定 お よ び 単 離
す る た め に 用 い ら れ る 方 法 は 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 別 記 し な い 限 り 、 「 Ｍ ｒ ｇ 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 任 意 の １ つ ま た
は そ れ 以 上 の 哺 乳 動 物 ｍ ａ ｓ 関 連 遺 伝 子 （ Ｍ ｒ ｇ ） 受 容 体 （ す な わ ち 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ～ ８ 、
Ｍ ｒ ｇ Ｂ 、 Ｍ ｒ ｇ Ｃ 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ 、 Ｍ ｒ ｇ Ｅ 、 Ｍ ｒ ｇ Ｘ １ ～ ４ 、 お よ び す で に 既 知 で あ る か
、 ま た は 将 来 同 定 さ れ る ｍ ａ ｓ 関 連 遺 伝 子 （ Ｍ ｒ ｇ ） フ ァ ミ リ ー の 任 意 の そ の 他 の 受 容 体
） 、 例 え ば マ ウ ス ま た は ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 の 天 然 型 配 列 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 変
異 体 ； Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 細 胞 外 ド メ イ ン ； な ら び に キ メ ラ Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 （ こ れ ら の 各 々 は 本 明
細 書 中 で 定 義 さ れ て い る ） を 指 す 。 本 用 語 は 特 に 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ フ ァ ミ リ ー の 天 然 型 配 列 マ ウ
ス Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 、 例 え ば 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 １ ２ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ５ ３ 、 ５
５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、 ７ １ 、 ７ ３ お よ び ７ ５ ； Ｍ ｒ ｇ Ｂ フ ァ
ミ リ ー の 天 然 型 配 列 マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 、 例 え ば 配 列 番 号 ３ ９ 、 ４ １ 、 ４ ３ 、 ４ ５ 、 ４ ７
、 ７ ７ 、 ７ ９ 、 ８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ お よ び ８ ９ ； Ｍ ｒ ｇ Ｃ フ ァ ミ リ ー の 天 然 型 配 列 マ
ウ ス Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 、 例 え ば 配 列 番 号 ９ １ 、 ９ ３ 、 ９ ５ 、 ９ ７ 、 ９ ９ 、 １ ０ １ 、 １ ０ ３ 、 １
０ ５ 、 １ ０ ７ お よ び １ ０ ９ ； Ｍ ｒ ｇ Ｄ フ ァ ミ リ ー の 天 然 型 配 列 マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 、 例 え
ば 配 列 番 号 ４ ９ ； Ｍ ｒ ｇ Ｅ フ ァ ミ リ ー の 天 然 型 配 列 マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 、 例 え ば 配 列 番 号
５ １ ； そ れ ら の ヒ ト 相 同 体 、 並 び に 配 列 番 号 １ ６ 、 １ ８ 、 ３ １ お よ び ３ ３ の 「 Ｍ ｒ ｇ Ｘ 」
と 呼 ば れ る 天 然 型 配 列 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 ｍ ａ ｓ 関 連 遺 伝 子 」 、 「 ｍ ｒ ｇ 」 お よ び 「 Ｍ ｒ ｇ 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で は 互
換 的 に 用 い ら れ る 。 さ ら に 用 語 ｍ ｒ ｇ ３ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ お よ び ｍ Ｍ ｒ ｇ Ａ １ 、 用 語 ｍ ｒ ｇ ４
、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ２ お よ び ｍ Ｍ ｒ ｇ Ａ ２ 、 用 語 ｍ ｒ ｇ ５ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ３ お よ び ｍ Ｍ ｒ ｇ Ａ ３ 、 用 語
ｍ ｒ ｇ ８ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ お よ び ｍ Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ 、 用 語 ｍ ｒ ｇ ９ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ５ お よ び ｍ Ｍ ｒ ｇ Ａ
５ 、 用 語 ｍ ｒ ｇ １ ０ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ６ お よ び ｍ Ｍ ｒ ｇ Ａ ６ 、 用 語 ｍ ｒ ｇ １ １ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ７ お よ
び ｍ Ｍ ｒ ｇ Ａ ７ 、 用 語 ｍ ｒ ｇ １ ２ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ８ お よ び ｍ Ｍ ｒ ｇ Ａ ８ 、 用 語 ヒ ト １ 、 Ｍ ｒ ｇ
Ｘ １ お よ び ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｘ １ 、 用 語 ヒ ト ２ 、 Ｍ ｒ ｇ Ｘ ２ お よ び ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｘ ２ 、 用 語 ヒ ト ４ 、 Ｍ
ｒ ｇ Ｘ ３ お よ び ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｘ ３ な ら び に 用 語 ヒ ト ５ 、 Ｍ ｒ ｇ Ｘ ４ お よ び ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｘ ４ は 、 そ
れ ぞ れ 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 用 語 は す べ て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 天 然 型 配 列
Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 、 な ら び に 機 能 的 誘 導 体 、 例 え ば そ の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 天 然 型 」 ま た は 「 天 然 型 配 列 」 の Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 は 、 そ の 調
製 方 式 に 関 係 な く 、 任 意 の 哺 乳 動 物 種 （ ヒ ト を 含 む ） に お け る 天 然 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 ま た は 天
然 ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 し た が っ て 、 天 然 型 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 ま た は
天 然 型 配 列 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 、 も し く は 天 然 型 ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 ま た は 天 然 型 配 列 ｄ ｒ ｇ －
１ ２ 受 容 体 は 、 天 然 か ら 単 離 さ れ る か 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 の 技 術 に よ り 生 成 さ れ る か 、 化
学 的 に 合 成 さ れ る か 、 も し く は こ れ ら の 方 法 、 ま た は 同 様 の 方 法 の 任 意 の 組 合 せ に よ り 生
成 す る こ と が で き る 。 天 然 型 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 お よ び 天 然 型 ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 に は 、 特 に 、
天 然 に 生 じ た ア レ ル 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で
あ る 、 も し く は 以 下 に 発 見 さ れ た こ れ ら の 受 容 体 の ア イ ソ フ ォ ー ム ま た は ス プ ラ イ シ ン グ
さ れ た 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 細 胞 外 ド メ イ ン 」 （ Ｅ Ｃ Ｄ ） は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン を 本 質 的 に 含
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有 し な い 、 す な わ ち そ れ ら の ド メ イ ン が １ ％ 未 満 、 好 ま し く は そ れ ら の ド メ イ ン が ０ ． ５
～ ０ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は そ れ ら の ド メ イ ン が ０ ． １ ～ ０ ％ で あ る Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 ま た は ｄ
ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 の 形 態 を い う 。 通 常 は 、 Ｅ Ｃ Ｄ は 、 例 え ば ｍ ｒ ｇ ３ に 関 し て 図 １ Ａ に 示
さ れ て い る よ う な （ Ｅ １ 、 Ｅ ２ 等 ） 、 天 然 型 Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ
ク 質 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｅ Ｃ Ｄ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 、 好 ま し く は
少 な く と も 約 ６ ５ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ８ ０ ％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 よ り い っ そ う 好 ま し く は ９
５ ％ か ら 少 な く と も ９ ９ ％ ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 、 そ し て 最 終 的 に は １ ０ ０ ％ の 同
一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 し た が っ て 下 記 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 第 一 予 測 細 胞 外 ド メ イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ １ ） は 、 お よ そ Ｍ ｒ ｇ Ａ １ に 関 し て は １ ～ ２ １ 、 Ｍ ｒ
ｇ Ａ ２ に 関 し て は １ ～ ２ １ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ３ に 関 し て は １ ～ ２ １ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ に 関 し て は １ ～
２ １ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ５ に 関 し て は １ ～ ３ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ６ に 関 し て は １ ～ １ ７ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ７ に 関 し
て は １ ～ ２ １ 、 お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ ８ に 関 し て は １ ～ ２ １ の ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 第 二 予 測 細 胞
外 ド メ イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ２ ） は 、 お よ そ Ｍ ｒ ｇ Ａ １ に 関 し て は ７ ０ ～ ８ ７ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ２ に 関 し
て は ７ ０ ～ ８ ８ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ３ に 関 し て は ７ ０ ～ ８ ８ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ に 関 し て は ７ ０ ～ ８ ８ 、
Ｍ ｒ ｇ Ａ ５ に 関 し て は ５ ２ ～ ７ ０ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ６ に 関 し て は ６ ６ ～ ８ ４ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ７ に 関 し
て は ７ ０ ～ ８ ８ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ８ に 関 し て は ７ ０ ～ ８ ８ の ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 第 三 予 測 細 胞 外
ド メ イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ３ ） は 、 お よ そ Ｍ ｒ ｇ Ａ １ に 関 し て は １ ４ ９ ～ １ ６ ０ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ２ に 関
し て は １ ５ ０ ～ １ ６ １ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ３ に 関 し て は １ ５ ０ ～ １ ６ １ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ に 関 し て は １
５ ０ ～ １ ６ １ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ５ に 関 し て は １ ３ ２ ～ １ ４ ４ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ６ に 関 し て は １ ４ ６ ～ １
５ ７ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ７ に 関 し て は １ ５ ０ ～ １ ６ １ 、 お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ ８ に 関 し て は １ ５ ０ ～ １ ６
１ の ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 第 四 予 測 細 胞 外 ド メ イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ４ ） は 、 お よ そ Ｍ ｒ ｇ Ａ １ に 関
し て は ２ ２ ２ ～ ２ ２ ４ ４ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ２ に 関 し て は ２ ２ ３ ～ ２ ４ ５ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ３ に 関 し て は
２ ２ ３ ～ ２ ４ ２ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ に 関 し て は ２ ２ ３ ～ ２ ４ ５ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ５ に 関 し て は ２ ０ ５ ～
２ ２ ５ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ６ に 関 し て は ２ １ ９ ～ ２ ４ １ 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ７ に 関 し て は ２ ２ ３ ～ ２ ４ ５ 、
お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ ８ に 関 し て は ２ ２ ３ ～ ２ ４ ５ の ア ミ ノ 酸 か ら な る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 ｄ ｒ ｇ － １ ２ 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 目 下 既 知 の ま た は 将 来 同 定
さ れ る 任 意 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 哺 乳 動 物 （ マ ウ ス や ヒ ト 等 の 天 然 型 配 列 哺 乳 動 物 を 含
む ） の ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 、 ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 変 異 体 ； ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 細 胞 外 ド メ
イ ン ； な ら び に キ メ ラ ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 を 指 す （ こ れ ら は 各 々 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ
て い る ） 。 本 用 語 は 特 に 、 天 然 型 配 列 マ ウ ス ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 、 例 え ば 配 列 番 号 １ ４ 、
な ら び に 任 意 の ヒ ト 相 同 体 、 例 え ば ヒ ト ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 （ 配 列 番 号 ２ ９ ） を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 「 核 酸 」 は 、 上 記 の よ う な タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を コ ー
ド す る か 、 こ の よ う な ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 相 補 的 で あ る か 、 こ の よ う な 核 酸
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 適 当 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で そ れ と 安 定 的 に 結 合 を 維 持
で き る か 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 全 体 で 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、
７ ５ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ ま た は ９ ５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 示 す か 、 あ る い は ペ プ
チ ド 配 列 と の 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ま た は ７ ５ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ０ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約
９ ０ ％ ま た は ９ ５ ％ ま た は そ れ よ り 高 い 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ
ま た は Ｄ Ｎ Ａ と し て 定 義 さ れ る 。 特 に 意 図 さ れ る の は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ お よ び ア ン チ セ ン ス 分 子 、 な ら び に 代 替 的 な 主 鎖 を 基 礎 と す る 核 酸 で あ り 、 天 然 由 来 の
も の か 、 合 成 さ れ た も の か に か か わ ら ず 、 代 替 的 塩 基 を 含 む も の を 含 む 。 し か し な が ら 、
さ ら に 、 こ の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ズ 用 ま た は 相 補 的 核 酸 は 、 新 規 な も の で あ り 、 か つ 、 従
来 の 核 酸 と 比 較 し て 非 自 明 で あ る も の と し て 定 義 さ れ 、 こ れ を コ ー ド す る か 、 適 当 に ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で こ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 、 ま た は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 核 酸 と 相 補 的 で あ る 配 列 を 含 む 。
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【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 核 酸 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ヌ ク レ オ チ ド と い う 用 語 は 互
換 可 能 で あ り 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 で 構 成 さ れ る 場 合 、 ま た は 修 飾 結 合 、 例 え ば ホ ス ホ
ト リ エ ス テ ル 、 ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 、 シ ロ キ サ ン 、 カ ル ボ ネ ー ト 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ス
テ ル 、 ア セ ト ア ミ デ ー ト 、 カ ル バ メ ー ト 、 チ オ エ ー テ ル 、 架 橋 ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 、 架 橋
メ チ レ ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 架 橋 ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 、 架 橋 ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 、 架 橋 メ チ レ
ン ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 架
橋 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ま た は ス ル ト ン 結 合 で 構 成 さ れ る 場 合 、 お よ び こ の よ う な 結 合 の 組
合 せ で 構 成 さ れ る 場 合 に 関 係 な く 、 任 意 の 核 酸 を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 核 酸 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ヌ ク レ オ チ ド と い う 用 語 は 特 に 、 ５ つ の 生 物 学 的 生 成 塩
基 （ ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 チ ミ ン 、 シ ト シ ン お よ び ウ ラ シ ル ） 以 外 の 塩 基 を 含 む 核 酸 も 含
む 。 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、
５ － ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ４ － ア セ チ ル
シ ト シ ン 、 ５ － （ カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ウ ラ シ ル 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ
メ チ ル － ２ － チ オ ウ リ ジ ン 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル － ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド ロ ウ
ラ シ ル 、 β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ル ク エ オ シ ン 、 イ ノ シ ン 、 Ｎ ６ － イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、
１ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 １ － メ チ ル イ ノ シ ン 、 ２ ， ２ － ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 ２ － メ チ ル ア デ
ニ ン 、 ２ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ３ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 Ｎ ６ － ア デ ニ ン
、 ７ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ５ － メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ア ミ ノ メ チ ル －
２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 β － Ｄ － マ ン ノ シ ル ク エ オ シ ン 、 ５ ´ － メ ト キ シ カ ル ボ キ シ メ チ ル ウ
ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ウ ラ シ ル 、 ２ － メ チ ル チ オ － Ｎ ６ － イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ
シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 （ ｖ ） 、 ワ イ ブ ト キ ソ シ ン 、 シ ュ ー ド ウ ラ シ ル 、 ク エ オ シ ン 、 ２ －
チ オ シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、
５ － メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ
酢 酸 （ ｖ ） 、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ３ － （ ３ － ア ミ ノ － ３ － Ｎ － ２ － カ ル ボ キ
シ プ ロ ピ ル ） ウ ラ シ ル 、 （ ａ ｃ ｐ ３ ） ｗ 、 お よ び ２ ， ６ － ジ ア ミ ノ プ リ ン を 含 む が こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 修 飾 塩 基 部 分 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 さ ら に 本 発 明 に 用 い ら れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 ２ － フ ル オ ロ ア ラ ビ ノ
ー ス 、 キ シ ル ロ ー ス お よ び ヘ キ ソ ー ス を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 群 か ら 選 択 さ れ る 少
な く と も １ つ の 修 飾 糖 部 分 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と は 、 （ １ ） 洗 浄 の た め に 低 イ オ ン 強 度 お よ び 高 温 の 条 件
、 例 え ば ０ ． ０ １ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ ／ ０ ． ０ ０ １ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ
Ｓ 、 ５ ０ ℃ を 用 い る か 、 あ る い は （ ２ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 に 変 性 剤 、 例 え ば ホ ル
ム ア ミ ド を 、 例 え ば ５ ０ ％ （ ｖ ｏ ｌ ／ ｖ ｏ ｌ ） ホ ル ム ア ミ ド （ ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
ン ／ ０ ． １ ％ フ ィ コ ー ル ／ ０ ． １ ％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ／ ｐ Ｈ ６ ． ５ の ５ ０ ｍ Ｍ の 燐 酸
ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 を 含 む ） を 、 ７ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ７ ５ ｍ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム と
共 に ４ ２ ℃ で 用 い る 条 件 で あ る 。 別 の 例 は 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ７ ５
Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ
Ｈ ６ ． ８ ） 、 ０ ． １ ％ ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ × デ ン ハ ル ト 溶 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子
Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ び １ ０ ％ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン の ４ ２ ℃ で の
使 用 、 さ ら に ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で ４ ２ ℃ で の 洗 浄 と い う 条 件 で あ る
。 明 白 か つ 検 出 可 能 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の シ グ ナ ル を 適 切 に 得 る た め に 、 当 業 者 は
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 を 容 易 に 決 定 し 、 か つ 変 更 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 核 酸 分 子 は 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 夾 雑 核 酸 分 子 か
ら 当 該 核 酸 分 子 が 実 質 的 に 分 離 さ れ る 場 合 に 、 「 単 離 さ れ る 」 と い わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 コ ー ド 核 酸 分 子 の 断 片 と は 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
配 列 の 一 部 分 を 指 す 。 断 片 の サ イ ズ は 、 意 図 さ れ た 用 途 に よ り 決 定 さ れ る 。 例 え ば 断 片 が
タ ン パ ク 質 の 活 性 部 分 を コ ー ド す る た め に 選 択 さ れ る 場 合 、 断 片 は タ ン パ ク 質 の 機 能 性 領
域 （ 単 数 ま た は 複 数 ） を コ ー ド す る た め に 十 分 な 大 き さ で あ る 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 予 測
抗 原 領 域 に 対 応 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 断 片 が 調 製 さ れ 得 る （ 図 ３ お よ び 図 ４ 参 照 ） 。
断 片 が 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー と し て 用 い ら れ る 場 合 に は 、 断 片 長 は 、 プ ロ
ー ビ ン グ ／ プ ラ イ ミ ン グ 中 に 相 対 的 に 少 数 の 擬 陽 性 を 得 る よ う に 選 択 さ れ る （ セ ク シ ョ ン
Ｈ の 考 察 参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 高 度 関 連 遺 伝 子 相 同 体 と は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ （ 配 列 番 号 ２ ） の よ う な 本 発 明 の 天 然 型 配 列 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 、
７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 よ り い っ そ う 好 ま し く は 、 １ ％ の 増 分 で 少 な く と も 約 ８ ５ ％ か
ら 少 な く と も 約 ９ ９ ％ ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 「 哺 乳 動 物 」 と い う 用 語 は 、 哺 乳 動 物 種 に 属 す る 個 体 と し て 定 義 さ れ 、 そ の 例 と し て は
、 ヒ ト 、 家 畜 お よ び 農 場 動 物 、 な ら び に 動 物 園 、 ス ポ ー ツ ま た は ペ ッ ト 用 の 動 物 、 例 え ば
ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ マ 、 ネ コ ま た は ウ シ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し く
は 本 明 細 書 中 の 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 機 能 的 誘 導 体 」 と し て は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 、 な ら び に 対 応 す る 天 然 型 ポ リ ペ プ チ
ド の 定 性 的 生 物 学 的 活 性 を 保 有 す る 限 り 天 然 型 ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 誘 導 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 Ｍ ｒ ｇ リ ガ ン ド 」 と は 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 し 、 好 ま し く は Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 を
活 性 化 す る 分 子 を 意 味 す る 。 Ｍ ｒ ｇ リ ガ ン ド の 例 と し て は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ 受 容 体 、 例 え ば Ｍ ｒ
ｇ Ａ １ に 対 す る Ｒ Ｆ － ア ミ ド 神 経 ペ プ チ ド 、 例 え ば Ｆ Ｍ Ｒ Ｆ 、 Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ 、 Ｎ Ｐ Ａ Ｆ 、 Ｎ Ｐ
Ｆ Ｆ お よ び Ｒ Ｆ Ｒ Ｐ － １ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 分 子 の Ｍ ｒ ｇ と の 結 合
能 は 、 例 え ば Ｍ ｒ ｇ を 発 現 す る 細 胞 か ら 調 製 さ れ る 膜 分 画 と に 対 す る 推 定 リ ガ ン ド の 結 合
能 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 同 様 に 、 ｄ ｒ ｇ － １ ２ リ ガ ン ド は 、 ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 し 、 好 ま し く は
ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 を 活 性 化 す る 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 キ メ ラ 」 分 子 は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 ま た は 結 合 さ れ た 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ペ プ
チ ド 、 変 異 体 、 あ る い は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の １ つ ま た は そ れ 以 上 の ド メ イ ン を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド で あ る 。 キ メ ラ 分 子 は 一 般 に 、 天 然 型 配 列 ポ リ ペ プ チ ド と 共 通 の 少 な く と も １
つ の 生 物 学 的 特 性 を 有 す る 。 キ メ ラ 分 子 の 例 と し て 、 精 製 目 的 の た め に エ ピ ト ー プ タ グ 付
け さ れ た 分 子 が 挙 げ ら れ る 。 他 に 、 キ メ ラ 分 子 と し て 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 エ ピ ト ー プ タ グ 付 け 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 「 タ グ ポ リ ペ プ チ ド
」 に 融 合 さ れ た Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ を 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 タ グ ポ リ ペ
プ チ ド は 、 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る エ ピ ト ー プ を 提 供 す る た め に 十 分 な 残 基 を 有 す る
が 、 そ れ は Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ の 生 物 学 的 活 性 と 相 互 作 用 し な い よ う 十 分 に 短 い 。
タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 そ れ に 対 す る 抗 体 が 実 質 的 に 他 の エ ピ ト ー プ と 交 差 反
応 し な い よ う 、 か な り 独 特 で あ る 。 適 切 な タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 に 少 な く と も ６ つ の
ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 通 常 は 約 ８ ～ ５ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 （ 好 ま し く は 約 ９ ～ ３ ０ 残 基 ） を 有 す る
。 好 ま し い の は ポ リ ヒ ス チ ジ ン 配 列 で あ り 、 こ れ は ニ ッ ケ ル を 結 合 し て 、 記 載 さ れ た よ う
な Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る タ グ 付 け タ ン パ ク 質 の 単 離 を 可 能 に す る （ 例 え
ば Lindsay et al. Neuron 17:571－ 574（ 1996） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 生 物 学 的 特 性 を 刺 激
す る 分 子 ま た は 化 合 物 で あ る 。 こ れ ら の 例 と し て は 、 有 機 低 分 子 お よ び 無 機 低 分 子 、 ペ プ
チ ド 、 ペ プ チ ド 擬 似 体 お よ び ア ゴ ニ ス ト 抗 体 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 と い う 用 語 は 最 も 広 範 な 意 味 で 用 い ら れ 、 そ し て ア ゴ ニ ス ト の 結 合
を 阻 止 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 受 容 体 に よ り 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 、 部 分 的 に ま た
は 全 体 的 に 、 遮 断 、 抑 制 ま た は 中 和 す る 任 意 の 分 子 ま た は 化 合 物 を 指 す 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト
と し て は 、 有 機 低 分 子 お よ び 無 機 低 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 擬 似 体 お よ び 中 和 抗 体 が 挙
げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 単 離 形 態 で あ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 タ ン パ
ク 質 は 、 物 理 的 、 機 械 的 ま た は 化 学 的 方 法 に よ り 、 普 通 は タ ン パ ク 質 と 会 合 し て い る 細 胞
構 成 分 を 当 該 タ ン パ ク 質 か ら 除 去 し た 場 合 に 、 単 離 さ れ た と い う 。 単 離 タ ン パ ク 質 を 得 る
た め の 標 準 精 製 方 法 を 、 当 業 者 は 容 易 に 用 い る こ と が で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 本 発 明 の
単 離 タ ン パ ク 質 は 多 数 の 細 胞 構 成 分 か ら 単 離 ま た は 精 製 さ れ て い る も の の 、 依 然 と し て 細
胞 膜 断 片 ま た は 膜 構 成 成 分 と 会 合 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 し た が っ て 「 単 離 Ｍ ｒ ｇ 」 お よ び 「 単 離 ｄ ｒ ｇ － １ ２ 」 は 、 そ れ ぞ れ 、 タ ン パ ク 質 供 給
源 か ら 精 製 さ れ る か 、 ま た は 組 換 え 方 法 ま た は 合 成 方 法 に よ り 調 製 さ れ 、 精 製 さ れ た Ｍ ｒ
ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 精 製 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ は 、 他 の
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 実 質 的 に 含 ま な い 。 「 実 質 的 に 含 ま な い 」 と は 、 こ こ で は
、 約 ５ ％ 未 満 、 好 ま し く は 約 ２ ％ 未 満 、 さ ら に 好 ま し く は 約 １ ％ 未 満 、 さ ら に よ り 好 ま し
く は 約 ０ ． ５ ％ 未 満 、 最 も 好 ま し く は 約 ０ ． １ ％ 未 満 の 他 の 供 給 源 の タ ン パ ク 質 の 混 入 を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 本 質 的 に 純 粋 な 」 タ ン パ ク 質 と は 、 組 成 物 の 総 重 量 を 基 礎 に し て 少 な く と も 約 ９ ０ 重
量 ％ の タ ン パ ク 質 を 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ 重 量 ％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ０ 重 量 ％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ 重 量 ％ の タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物
を 意 味 す る 。 「 本 質 的 に 均 質 な 」 タ ン パ ク 質 と は 、 組 成 物 の 総 重 量 を 基 礎 に し て 少 な く と
も 約 ９ ９ 重 量 ％ の タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 生 物 学 的 特 性 」 と は 、 生 物 学 的 活 性 ま た は 免 疫 学 的 活 性 で あ っ て 、 こ の 場 合 、 生 物 学
的 活 性 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 機 能 以 外 の 、 天 然
型 配 列 ま た は 本 明 細 書 中 の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド 分 子 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 生 物 学 的 機 能 （
抑 制 性 ま た は 刺 激 性 の い ず れ か ） を 指 し 、 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 機 能 の 特 性 は 免 疫 学 的 活
性 と 呼 ば れ る 。 生 物 学 的 特 性 と し て は 特 に 、 本 明 細 書 中 の 受 容 体 分 子 の 天 然 リ ガ ン ド を 結
合 す る 能 力 、 好 ま し く は 特 異 的 結 合 、 さ ら に 好 ま し く は 高 親 和 性 を 伴 う 特 異 的 結 合 を す る
機 能 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 「 抗 体 」 （ Ａ ｂ ） お よ び 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 （ Ｉ ｇ ） は 、 同 一 の 構 造 的 特 徴 を 有 す る 糖
タ ン パ ク 質 で あ る 。 抗 体 は 特 定 の 抗 原 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 示 す が 、 一 方 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン は 抗 体 、 お よ び 抗 原 特 異 性 を 欠 く そ の 他 の 抗 体 様 分 子 の 両 方 を 含 む 。 抗 原 特 異 性 を 欠 く
そ の 他 の 抗 体 様 分 子 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば リ ン パ 系 に よ り 低 レ ベ ル で 産 生 さ れ 、 そ し
て 骨 髄 腫 に よ り 高 レ ベ ル で 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 天 然 型 抗 体 」 お よ び 「 天 然 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 は 、 通 常 は 、 ２ つ の 同 一 の 軽 （ Ｌ ） 鎖
お よ び ２ つ の 同 一 の 重 （ Ｈ ） 鎖 か ら 成 る ヘ テ ロ 四 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 各 軽 鎖 は 、 １
つ の 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 重 鎖 に 連 結 さ れ る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 連 結 の 数 は 異 な
る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 間 で 変 わ る 。 各 重 鎖 お よ び 軽 鎖 は 、 規 則 正 し い 間 隔
の 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 も 有 す る 。 各 重 鎖 は 、 一 端 に 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ H ） を 、 そ れ に 続
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い て 多 数 の 定 常 ド メ イ ン を 有 す る 。 各 軽 鎖 は 、 一 端 に 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ L ） を 、 そ の 他 方
の 端 に 定 常 ド メ イ ン を 有 す る 。 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン は 重 鎖 の 第 一 定 常 ド メ イ ン と 直 線 状 に
並 び 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン は 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン と 直 線 状 に 並 ぶ 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、
軽 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び 重 鎖 可 変 ド メ イ ン 間 に 界 面 を 形 成 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で は 最 も 広 範 な 意 味 で 用 い ら れ 、 特 に ヒ ト 、 非 ヒ ト
（ 例 え ば マ ウ ス ） お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 完 全 長 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ）
、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 多 重 特 異 性 抗 体 （ 例 え ば 二 特 異 性 抗 体 ） お よ び そ れ ら が 所 望 の 生
物 学 的 活 性 を 示 す 限 り 抗 体 断 片 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 「 抗 体 断 片 」 は 、 完 全 長 抗 体 の 一 部 分 、 一 般 的 に は そ れ ら の 抗 原 結 合 性 ド メ イ ン ま た は
可 変 ド メ イ ン を 含 む 。 抗 体 断 片 の 例 と し て は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ´ 、 Ｆ （ ａ ｂ ´ ） 2 お よ び
Ｆ ｖ 断 片 、 最 小 組 み 換 え 二 重 特 異 性 抗 体 、 線 状 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 分 子 、 お よ び 抗 体 断 片 か
ら 生 成 さ れ る 多 特 異 性 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 一 集 団 を 構 成 す る 個
々 の 抗 体 が 、 少 量 で 存 在 し 得 る と 考 え 得 る 天 然 突 然 変 異 体 を の ぞ い て 同 一 で あ る 抗 体 の 集
団 か ら 得 ら れ る 抗 体 を 指 す 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 特 異 性 が 高 く 、 単 一 の 抗 原 部 位 に 特
異 的 で あ る 。 さ ら に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 調 製
さ れ 得 る 。 例 え ば 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler et al., Nat
ure 256:495（ 1975） に 最 初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ り 作 製 さ れ 得 る か 、 あ る
い は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ り 作 製 さ れ 得 る （ 例 え ば 米 国 特 許 第 ４ ， ８ １ ６ ， ５ ６ ７ 号 参 照 ）
。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 例 え ば Clackson et al., Nature 352:624－ 628（ 1991） お
よ び Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581－ 597（ 1991） に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て 、 フ
ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら も 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 明 細 書 中 で は 特 に 、 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 の 一 部 分 が 特 定
の 種 に 由 来 す る 抗 体 中 の 、 ま た は 特 定 の 抗 体 ク ラ ス ま た は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 中 の 対
応 す る 配 列 と 同 一 で あ る か ま た は 相 同 で あ る 「 キ メ ラ 」 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） を 含 む が
、 一 方 、 鎖 （ 単 数 ま た は 複 数 ） の 残 り 部 分 は 、 別 の 種 に 由 来 す る 抗 体 中 の 、 ま た は 別 の 抗
体 ク ラ ス ま た は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 中 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 で あ る か ま た は 相 同 で あ
る 。 キ メ ラ 抗 体 の 断 片 も 含 ま れ る が 、 但 し そ れ ら は 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す （ 米 国 特 許
第 ４ ， ８ １ ６ ， ５ ６ ７ 号 お よ び Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851
－ 6855（ 1984） ） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 「 ヒ ト 化 」 型 非 ヒ ト （ 例 え ば マ ウ ス ） 抗 体 は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 配
列 を 含 む 抗 体 で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 と は 一 般 に 、 そ の 超 可 変 領 域 残 基 が 、 所 望 の 特 異 性 、 親
和 性 お よ び 容 量 を 有 す る 非 ヒ ト 種 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ ま た は 非 ヒ ト 霊 長 類 か
ら の 超 可 変 領 域 残 基 に よ り 置 き 換 え ら れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る 。 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の 枠 組 み 構 造 領 域 （ Ｆ Ｒ ） の 残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ り 置 き 換 え ら れ 得 る 。 さ
ら に ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 中 に ま た は ド ナ ー 抗 体 中 に 見 出 さ れ な い 残 基 を 含 み
得 る 。 概 し て 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 少 な く と も １ つ の 、 典 型 的 に は ２ つ の 可 変 ド メ イ ン を 実 質
的 に す べ て 含 む が 、 こ の 場 合 、 す べ て の ま た は 実 質 的 に す べ て の 超 可 変 領 域 が 非 ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン の も の に 対 応 す る か 、 あ る い は す べ て の ま た は 実 質 的 に す べ て の Ｆ Ｒ は ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を 有 す る も の で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 典 型 的 に は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
も の で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 （ Ｆ ｃ ） の 少 な く と も 一 部 も 任 意 に 含 む 。 さ ら な る 詳
細 に 関 し て は 、 Jones et al., Nature 321:522－ 525（ 1986） ； Reichmann et al., Natur
e 332:323－ 329（ 1988） お よ び Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593－ 596（ 1992） を
参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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　 「 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 タ ン パ ク 質 抗 原 上 に あ り 、 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ
ク ロ ー ナ ル ） 抗 体 の た め の 結 合 部 位 を 指 す た め に 用 い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 「 ア ゴ ニ ス ト 抗 体 」 と は 、 本 発 明 の 受 容 体 の た め の リ ガ ン ド で あ り 、 し た が っ て 天 然 型
配 列 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ の １ つ ま た は そ れ 以 上 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 活 性 化 か つ ／
ま た は 刺 激 し 得 る 抗 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 「 中 和 抗 体 」 と は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 遮 断 す る か ま た は 有 意
に 低 減 し 得 る 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る よ う な 抗 体 分 子 を 意 味 す る 。 例 え ば 中 和 抗 体 は 、
既 知 の リ ガ ン ド に よ り Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 活 性 化 を 抑 制 ま た は 低 減 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 「 Ｍ ｒ ｇ イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 と い う 用 語 は 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 分 子 （ 天 然 ま た
は 変 異 体 ） お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 少 な く と も 一 部 分 を 含 む キ メ ラ 分 子 を 指 す 。 免 疫
グ ロ ブ リ ン 配 列 は 、 好 ま し く は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン で あ る が 、 必 ず し も そ う で あ
る 必 要 は な い 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 、 ヒ ト 抗 体 の 特 性 の 多 く を 保 有 し 得 る 。 イ ム ノ ア ド ヘ
シ ン は 、 適 切 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ヒ ン ジ お よ び 定 常 ド メ イ ン （ Ｆ ｃ ） 配 列 に 連 結 さ れ た
所 望 の 特 異 性 を 有 す る ヒ ト タ ン パ ク 質 配 列 か ら 構 築 さ れ 得 る た め 、 当 該 結 合 特 異 性 は 、 全
ヒ ト 構 成 成 分 を 用 い て 達 成 さ れ 得 る 。 こ の よ う な イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 患 者 に 対 す る 免 疫 原
性 が 最 小 限 で あ り 、 長 期 ま た は 反 復 使 用 に 対 し て も 安 全 で あ る 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 構 造 の
２ つ の 機 能 部 位 が 異 な る 特 異 性 を 有 す る 場 合 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 、 二 重 特 異 性 抗 体 と の
類 似 性 に よ り 、 「 二 特 異 性 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 「 治 療 」 と は 、 患 者 が 表 す 疾 患 、 障 害 ま た は 生 理 学 的 状 態 に
対 応 し て 行 う 臨 床 的 診 療 行 為 で あ る 。 治 療 の 目 的 と し て は 、 症 状 の 軽 減 ま た は 予 防 、 疾 患
、 障 害 ま た は 状 態 の 進 行 ま た は 悪 化 の 遅 延 ま た は 停 止 、 な ら び に 疾 患 、 障 害 ま た は 状 態 の
寛 解 が 挙 げ ら れ る 。 「 治 療 」 と は 、 治 療 上 の 処 置 お よ び 予 防 的 ま た は 防 止 的 手 段 の 両 方 を
指 す 。 治 療 を 必 要 と す る も の と し て は 、 疾 患 ま た は 障 害 ま た は 望 ま し く な い 生 理 学 的 状 態
の 影 響 を 受 け た も の 、 及 び 疾 患 ま た は 障 害 ま た は 望 ま し く な い 生 理 学 的 状 態 が 防 止 さ れ る
べ き も の が 含 ま れ る 。 特 に 治 療 に は 、 既 存 の 状 態 ま た は 障 害 に 起 因 す る 痛 み を 含 め た 痛 み
の 軽 減 、 あ る い は 痛 み が 発 生 す る で あ ろ う と 考 え ら れ る 状 況 に お い て 痛 み の 防 止 を 含 み 得
る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 「 制 御 」 と い う 用 語 お よ び そ の 文 法 的 に 変 形 し た 用 語 は 、 例 え
ば 痛 み の 存 在 、 ま た は 発 生 の よ う な 望 ま し く な い 事 象 の 防 止 、 部 分 ま た は 完 全 抑 制 、 軽 減
、 遅 延 ま た は 減 速 を 指 す た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 「 有 効 量 」 と い う 用 語 は 、 有 益 な ま た は 望 ま し い 臨 床 結 果 を も た ら す た め に 十 分 な 量 を
指 す 。 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 量 は 、 疾 患 、 障 害 ま た は 望 ま し く な い 生 理
学 的 状 態 を 治 療 す る た め に 有 効 で あ る 量 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 「 痛 み 」 と は 、 接 触 、 圧 力 、 熱 お よ び 寒 冷 の 感 知 と は 区 別 さ れ る 、 神 経 組 織 に よ り 認 識
さ れ る 感 覚 の 経 験 で あ る 。 痛 み の 感 覚 の 範 囲 、 な ら び に 個 体 に よ る 痛 み の 感 知 は 変 動 す る
た め 、 痛 み の 明 確 な 定 義 は ほ ぼ 不 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 状 況 で は 、 「 痛 み 」 は 、 考 え 得 る
最 も 広 範 な 意 味 で 用 い ら れ 、 そ の 例 と し て は 組 織 損 傷 お よ び 組 織 炎 症 に 関 連 し た 痛 み の よ
う な 侵 害 受 容 の 痛 み 、 有 害 刺 激 に 関 連 し た 痛 み 、 急 性 の 痛 み 、 慢 性 の 痛 み お よ び 神 経 障 害
性 の 痛 み が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 「 急 性 の 痛 み 」 は し ば し ば 、 特 定 の 原 因 お よ び 目 的 に 伴 っ て 一 時 的 で あ り 、 一 般 に 持 続
性 心 理 学 的 反 応 を 生 じ な い 。 急 性 の 痛 み は 、 柔 組 織 損 傷 中 に 、 感 染 お よ び 炎 症 を 伴 っ て 起
こ り 得 る 。 そ れ は 、 そ の 原 因 を 処 置 す る こ と に よ り 、 か つ 痛 み を 治 療 す る た め の 鎮 痛 薬 お
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よ び 感 染 を 治 療 す る た め の 抗 生 物 質 を 用 い た 併 用 方 法 に よ り 、 調 節 お よ び 除 去 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 「 慢 性 の 痛 み 」 と は 、 急 性 の 痛 み と は 明 瞭 に 異 な り 、 よ り 複 雑 で あ る 。 慢 性 の 痛 み は 時
間 制 限 を 有 さ ず 、 し ば し ば 明 ら か な 原 因 を 有 さ ず 、 明 白 な 生 物 学 的 効 果 を 示 さ な い こ と が
あ る 。 慢 性 の 痛 み は 、 患 者 お よ び 医 療 提 供 者 の 両 者 を 困 惑 さ せ る 多 数 の 心 理 学 的 問 題 を 誘
発 し て 、 無 力 感 、 絶 望 感 と い っ た 感 情 を も た ら し 得 る 。 慢 性 の 痛 み の 最 も 一 般 的 な 原 因 と
し て は 、 下 背 部 痛 、 頭 痛 、 再 発 性 顔 面 痛 、 癌 に 関 連 し た 痛 み お よ び 関 節 炎 痛 が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 痛 み は 、 そ れ が 神 経 学 的 機 能 不 全 を 伴 う 場 合 、 「 神 経 障 害 性 」 と 呼 ば れ る 。 「 神 経 障 害
性 の 痛 み 」 に は 、 複 雑 で 変 動 性 の 病 因 が あ る 。 そ れ は 典 型 的 に は 、 痛 覚 過 敏 （ 痛 み の 閾 値
低 下 お よ び 痛 み の 感 知 増 強 ） に よ り 、 な ら び に 異 痛 （ 無 害 な 機 械 的 ま た は 熱 刺 激 か ら の 痛
み ） に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 神 経 障 害 性 の 痛 み は 、 通 常 は 慢 性 で あ り 、 「 通 常 の 痛 み 」 （
障 害 受 容 性 の 痛 み ） の た め の 同 一 の 治 療 薬 剤 は 効 果 を 示 さ な い 傾 向 が あ り 、 し た が っ て 治
療 は 非 常 に 困 難 で あ る 。 神 経 障 害 性 の 痛 み は 、 外 傷 、 糖 尿 病 、 帯 状 ヘ ル ペ ス ま た は 後 期 癌
の よ う な 疾 患 、 あ る い は 化 学 的 損 傷 （ 例 え ば 擬 似 ヌ ク レ オ チ ド 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 薬 を 含 め た 作 用 物
質 の 副 作 用 の よ う な ） に よ り 神 経 が 損 害 を 受 け た 場 合 、 い つ で も 発 症 し 得 る 。 そ れ は 、 切
断 術 （ 例 え ば 乳 房 切 除 ） 後 に も 発 症 し 得 る 。 神 経 障 害 性 の 痛 み の 例 と し て は 、 単 一 神 経 根
障 害 、 三 叉 神 経 痛 、 ヘ ル ペ ス 後 神 経 痛 、 複 合 局 所 性 の 痛 み 症 候 群 お よ び 種 々 の 末 梢 神 経 障
害 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ は 、 正 常 術 後 痛 、 外 傷 関 連 の 痛 み お よ び 関 節 炎 の 慢 性 の 痛 み を 含 む
「 通 常 の 痛 み 」 ま た は 「 侵 害 受 容 の 痛 み 」 と 対 照 を 成 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 「 末 梢 神 経 障 害 」 は 、 末 梢 神 経 に 影 響 を 及 ぼ す 神 経 変 性 障 害 で あ っ て 、 し ば し ば 運 動 機
能 障 害 、 感 覚 機 能 障 害 、 感 覚 運 動 機 能 障 害 ま た は 自 律 神 経 性 機 能 不 全 の う ち の １ つ ま た は
そ れ ら の 組 合 せ と し て 表 徴 さ れ る 。 末 梢 神 経 障 害 は 、 例 え ば 糖 尿 病 （ 糖 尿 病 性 神 経 障 害 ）
、 ア ル コ ー ル 症 お よ び 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ ） の よ う な 疾 患 ま た は 障 害 、 癌 に
お け る 細 胞 増 殖 抑 制 薬 療 法 の よ う な 治 療 法 、 あ る い は 遺 伝 的 疾 病 素 質 に 起 因 し 得 る 末 梢 感
覚 ニ ュ ー ロ ン の 変 性 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 遺 伝 的 後 天 性 末 梢 神 経 障 害 と し て は 、 例 え ば
ク ラ ッ ベ 病 、 異 染 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー お よ び シ ャ ル コ ー － マ リ ー － ト ゥ ー ス （ Ｃ Ｍ Ｔ ）
病 が 挙 げ ら れ る 。 末 梢 神 経 障 害 は し ば し ば 痛 み を 伴 う 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 」 キ ャ リ ア 、 例 え ば 賦 形 剤 ま た は 安 定 剤 は 、 用 い ら れ る 投 与 量 お
よ び 用 い ら れ る 濃 度 で そ れ に 暴 露 さ れ る 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 に 対 し て 非 毒 性 で あ る 。 し ば
し ば 生 理 学 的 に 許 容 可 能 な キ ャ リ ア は 、 リ ン 酸 緩 衝 液 ま た は ク エ ン 酸 緩 衝 液 の よ う な 水 性
ｐ Ｈ 緩 衝 溶 液 で あ る 。 生 理 学 的 に 許 容 可 能 な キ ャ リ ア は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 以 下 の 物
質 を 含 み 得 る ： 酸 化 防 止 剤 （ 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 ） 、 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） ポ リ
ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） 、 親 水 性 ポ
リ マ ー （ 例 え ば ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ） 、 ア ミ ノ 酸 、 炭 水 化 物 （ 例 え ば グ ル コ ー ス 、 マ ン
ノ ー ス ま た は デ キ ス ト リ ン ） 、 キ レ ー ト 化 剤 （ 例 え ば Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 、 糖 ア ル コ ー ル （ 例 え ば
マ ン ニ ト ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル ） 、 塩 生 成 対 イ オ ン （ 例 え ば ナ ト リ ウ ム ） 、 な ら び に 非
イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ （ 商 標 ） 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） お
よ び プ ル ロ ニ ッ ク ス （ 商 標 ） ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 「 ペ プ チ ド 擬 似 体 」 は 、 本 発 明 の 受 容 体 と の 相 互 作 用 に お い て 、 ペ プ チ ド の 代 わ り と し
て 作 用 す る 分 子 で あ る （ Morgan et al., Ann. Reports Med. Chem. 24:243－ 252（ 1989）
） 。 ペ プ チ ド 擬 似 体 は 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 ペ プ チ ド の 構 造 的 お よ び 機 能 的 特 徴 を 有
す る 合 成 体 を 含 む 。 ペ プ チ ド 擬 似 体 は 、 ア ミ ノ 酸 お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド 結 合 を 含 む こ と
も 含 ま な い こ と も あ る 。 「 ペ プ チ ド 擬 似 体 」 と い う 用 語 は 、 ペ プ ト イ ド お よ び オ リ ゴ ペ プ
ト イ ド も 含 み 得 る が 、 こ れ ら は 、 Ｎ 置 換 ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ マ ー で あ る （ Si
mon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:9367－ 9371（ 1972） ） 。 さ ら に ペ プ チ ド 擬
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似 体 と し て 含 ま れ る の は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー で あ り 、 こ れ は 規 定 ア ミ ノ 酸 長 を 有 す る よ
う 設 計 さ れ た ペ プ チ ド の 集 合 で あ り 、 そ れ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の す べ て の 考 え 得 る 配 列 を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 Ａ ． 後 根 神 経 節 の 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 中 で 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質
　 本 発 明 は 、 単 離 ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 お よ び 単 離 ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の タ ン パ
ク 質 の ア レ ル 変 異 体 お よ び そ れ ら の タ ン パ ク 質 の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 体 を 提 供 す る 。 本 発
明 の い く つ か の Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０
、 １ ２ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ９ 、 ４ １ 、
４ ３ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 、 ４ ９ 、 ５ １ 、 ５ ３ 、 ５ ５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６
９ 、 ７ １ 、 ７ ３ 、 ７ ５ 、 ７ ７ 、 ７ ９ 、 ８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ 、 ８ ９ 、 ９ １ 、 ９ ３ 、 ９ ５
、 ９ ７ 、 ９ ９ 、 １ ０ １ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ７ お よ び １ ０ ９ で 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の い
く つ か の ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 １ ４ 、 １ ９ お よ び ２ ９
で 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は さ ら に 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １
８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ２ ９ 、 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ９ 、 ４ １ 、 ４ ３
、 ４ ５ 、 ４ ７ 、 ４ ９ 、 ５ １ 、 ５ ３ 、 ５ ５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、
７ １ 、 ７ ３ 、 ７ ５ 、 ７ ７ 、 ７ ９ 、 ８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ 、 ８ ９ 、 ９ １ 、 ９ ３ 、 ９ ５ 、 ９
７ 、 ９ ９ 、 １ ０ １ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ７ お よ び １ ０ ９ で 記 述 さ れ る 配 列 の 挿 入 変 異 体
、 欠 失 変 異 体 ま た は 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 通 常 、 変 異 体 、 ア レ ル 変 異 体 、 保 存 的 置 換 変 異 体 お よ び 他 の 種 に お け る 対 応 す る 相 同 体
を 含 む タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 属 す る タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １
２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ２ ９ 、 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ７
、 ３ ９ 、 ４ １ 、 ４ ３ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 、 ４ ９ 、 ５ １ 、 ５ ３ 、 ５ ５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、
６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、 ７ １ 、 ７ ３ 、 ７ ５ 、 ７ ７ 、 ７ ９ 、 ８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ 、 ８ ９ 、 ９
１ 、 ９ ３ 、 ９ ５ 、 ９ ７ 、 ９ ９ 、 １ ０ １ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ７ お よ び １ ０ ９ で 記 述 さ れ
る 配 列 と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ ま た は 約 ６ ０ ～ ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 、 さ ら に 好 ま
し く は 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 上 記 の 配 列 と の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と し て は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １
８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ２ ９ 、 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ９ 、 ４ １ 、 ４ ３
、 ４ ５ 、 ４ ７ 、 ４ ９ 、 ５ １ 、 ５ ３ 、 ５ ５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、
７ １ 、 ７ ３ 、 ７ ５ 、 ７ ７ 、 ７ ９ 、 ８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ 、 ８ ９ 、 ９ １ 、 ９ ３ 、 ９ ５ 、 ９
７ 、 ９ ９ 、 １ ０ １ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ７ お よ び １ ０ ９ で 開 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る 分 子 、 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 約 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、
３ ５ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 連 続 配 列 を 有 す る そ れ ら の 断 片 、 １ つ ま た は そ れ 以
上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 開 示 し た コ ー ド 配 列 の Ｎ ま た は Ｃ 末 端 ま た は そ の 内 部 に 挿 入 さ れ て
い る ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 別 の 残 基 に よ り 置 換 さ れ
て い る 開 示 し た 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 、 あ る い は 上 記 の よ う な そ れ ら の 断 片 が 挙 げ ら
れ る 。 こ の よ う な 断 片 は 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド と も 呼 ば れ 、 抗 原 領 域 、 既 知 の タ
ン パ ク 質 ド メ イ ン に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 領 域 と し て 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の 機 能 性 領
域 、 な ら び に 顕 著 な 親 水 性 の 領 域 を 含 み 得 る 。 そ れ ら の 領 域 は 、 市 販 の タ ン パ ク 質 配 列 分
析 ソ フ ト ウ ェ ア 、 例 え ば Ｍ Ａ Ｃ Ｖ Ｅ Ｃ Ｔ Ｏ Ｒ （ 商 標 ） （ Oxford Molecular） を 用 い る こ と
に よ り 、 す べ て 容 易 に 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 意 図 さ れ る 変 異 体 と し て は さ ら に 、 例 え ば 相 同 組 換 え 、 部 位 特 異 的 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変
異 誘 発 に よ り 、 予 定 の 突 然 変 異 を 起 こ し た 変 異 体 、 他 の 動 物 種 、 例 え ば ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、
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ブ タ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 霊 長 類 種 （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） の 対 応
す る タ ン パ ク 質 や タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の ア レ ル 変 異 体 ま た は そ の 他 の 天 然 の 変 異 体 、 な
ら び に 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 以 外 の 部 分 （ 例 え ば 酵 素 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 の よ う な 検
出 可 能 部 分 ） に お い て タ ン パ ク 質 が 置 換 、 化 学 的 、 酵 素 的 ま た は そ の 他 の 適 切 な 手 段 に よ
り 共 有 的 に 修 飾 さ れ た 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン （ 例 え ば リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン 、 細 胞 外 ド メ イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン
（ 例 え ば ７ つ の 膜 貫 通 セ グ メ ン ト お よ び サ イ ト ゾ ル ル ー プ 、 ま た は ２ つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン
お よ び サ イ ト ゾ ル ル ー プ を 含 む ） 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン ） 、 な ら び に 活
性 部 位 は す べ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 中 に 見 出 さ れ 得 る 。 こ の よ う な
ド メ イ ン は 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 作 製 の た め に 、 お よ び 本 発 明 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ア ッ セ イ
の た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 天 然 型 配 列 タ ン パ ク 質 の 、 あ る い は 本 発 明 で 同 定 さ れ た 種 々 の ド メ イ ン の 変 異
は 、 例 え ば 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 技 術 を 用 い て な さ れ 得 る 。 変 異 は 、 例 え ば タ ン パ
ク 質 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の ド メ イ ン 中 に お い て 、 他 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 に よ り 少 な く と も
１ つ の ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 天 然 型 配 列 タ ン パ ク 質 と 比
較 し た 場 合 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る １ つ
ま た は そ れ 以 上 の コ ド ン の 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 に よ り 産 生 す る こ と が で き る 。 相 同 の 既
知 の タ ン パ ク 質 分 子 の 配 列 と 、 変 化 し た Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 と
の 比 較 に よ り 、 ど の ア ミ ノ 酸 残 基 が 所 望 の 生 物 学 的 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 、 挿 入 、
置 換 ま た は 欠 失 さ れ 得 る か に つ い て の 指 針 を 提 供 す る こ と が で き る 。 特 に 、 相 同 性 が 高 い
領 域 で 起 こ る ア ミ ノ 酸 配 列 変 化 の 数 を 最 小 限 に 抑 え る こ と は 、 有 益 で あ る だ ろ う 。 ア ミ ノ
酸 置 換 は 、 あ る ア ミ ノ 酸 を 、 同 様 の 構 造 的 特 性 お よ び ／ ま た は 化 学 的 特 性 を 有 す る 別 の ア
ミ ノ 酸 で 置 き 換 え る こ と 、 例 え ば セ リ ン に よ る ロ イ シ ン の 置 換 、 す な わ ち 保 存 的 ア ミ ノ 酸
置 換 の 結 果 で あ り 得 る 。 挿 入 ま た は 欠 失 は 、 任 意 に 約 １ ～ ５ ア ミ ノ 酸 の 範 囲 で あ り 得 る 。
許 容 可 能 な 変 異 は 、 配 列 中 に ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、 欠 失 ま た は 置 換 を 系 統 的 に 起 こ し 、 そ の 結
果 生 じ た 変 異 体 の 活 性 を 、 完 全 長 配 列 ま た は 成 熟 天 然 型 配 列 に よ り 示 さ れ る 活 性 に 対 し て
試 験 す る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て も 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 断 片 は 、 例 え ば
完 全 長 天 然 型 タ ン パ ク 質 と 比 較 し た 場 合 に 、 Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 が 切 断 さ れ て い る か 、 あ
る い は 内 部 残 基 を 欠 く こ と も あ る 。 あ る 種 の 断 片 は 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ ポ リ ペ プ
チ ド の 所 望 の 生 物 学 的 活 性 に 不 可 欠 で な い ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 く 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 Ｍ ｒ ｇ 断 片 ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 断 片 は 、 多 数 あ る 従 来 技 術 の い ず れ か に よ り 調 製 す る こ
と が で き る 。 所 望 の ペ プ チ ド 断 片 は 、 化 学 的 に 合 成 さ れ る か 、 ま た は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 残
基 に よ り 規 定 さ れ る 部 位 で タ ン パ ク 質 を 切 断 す る 既 知 の 酵 素 を 用 い て タ ン パ ク 質 を 処 理 す
る な ど の 酵 素 消 化 に よ り 生 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ は 、 適 切 な 制 限 酵 素 を 用 い て 消 化 さ れ 、 所 望 の 断 片 が 単 離 さ れ 得 る 。 さ ら に 別 の 適 切 な
技 術 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 、 増 幅 す る こ と を 含 む 。 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 所 望 の 末 端 を 規 定 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に お い て ５ ´ お よ び ３ ´ プ ラ イ マ ー と し て 用 い ら れ る 。 好 ま し く は
Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 天 然 型 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ ポ リ ペ
プ チ ド と そ れ ぞ れ 少 な く と も １ つ の 生 物 学 的 活 性 お よ び ／ ま た は 免 疫 学 的 活 性 を 共 有 す る
。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 そ れ ぞ れ 天 然 型 配 列 に 対 応 し た 必 要 な 生 物 学 的 特 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を 作 製
す る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 の 疎 水 親 水 指 数 が 検 討 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 あ る 種 の ア ミ ノ 酸 は 、 生 物
学 的 活 性 が 有 意 に 変 化 す る こ と な く 、 同 様 の 疎 水 親 水 指 数 ま た は ス コ ア を 有 す る 他 の ア ミ
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ノ 酸 に 置 換 し 得 る こ と が 既 知 で あ る 。 し た が っ て 、 ＋ ４ ． ５ の 疎 水 親 水 指 数 を 有 す る イ ソ
ロ イ シ ン は 一 般 に 、 バ リ ン （ ＋ ４ ． ２ ） ま た は ロ イ シ ン （ ＋ ３ ． ８ ） に 置 換 す る こ と が で
き 、 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 に 有 意 の 影 響 を 及 ぼ す こ と は な い と 予 測 さ れ る 。 同 様 に
、 通 常 は 、 リ シ ン （ － ３ ． ９ ） は ア ル ギ ニ ン （ － ４ ． ５ ） に 置 換 す る こ と が で き 、 基 礎 的
な ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 特 性 に お け る 任 意 の 有 意 の 変 化 は な い と 予 測 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸
置 換 の 選 択 に 関 す る そ の 他 の 考 察 と し て は 、 側 鎖 置 換 基 の 類 似 性 、 例 え ば 種 々 の ア ミ ノ 酸
の サ イ ズ 、 求 電 子 性 、 電 荷 が 挙 げ ら れ る 。 概 し て 、 ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン お よ び セ リ ン ； ア
ル ギ ニ ン お よ び リ シ ン ； グ ル タ ミ ン 酸 お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 ； セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン ；
な ら び に バ リ ン 、 ロ イ シ ン お よ び イ ソ ロ イ シ ン は 互 換 可 能 性 で あ り 、 生 物 学 的 特 性 に お け
る 任 意 の 有 意 の 変 化 は な い と 予 測 さ れ る 。 こ の よ う な 置 換 は 、 一 般 に 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換
と 呼 ば れ 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 内 で の 好 ま し い 種 類 の 置 換 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 非 保 存 的 置 換 は 、 あ る ク ラ ス の ア ミ ノ 酸 が 、 別 の ク ラ ス の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 必 然 的 に 交
換 さ れ る こ と で あ る 。 こ の よ う な 置 換 残 基 は 、 保 存 的 置 換 部 位 に も 、 さ ら に 好 ま し く は 残
り の （ 非 保 存 ） 部 位 に も 導 入 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 変 異 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 、 ア ラ ニ ン 走 査 突 然 変 異 誘 発 、 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異
誘 発 な ど の 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 を 用 い て 起 こ す こ と が で き る 。 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ
－ １ ２ 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 す る た め に 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 （ Carter et al., Nucl.
 Acids Res., 13:4331（ 1986） ; Zoller et al., Nucl. Acids Res., 10:6487（ 1987） ）
、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 （ Wells et al., Gene, 34:315（ 1985） ） 、 制 限 選 択 突 然 変 異 誘
発 （ Wells et al., Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317:415（ 1986） ） ま た は そ
の 他 の 既 知 の 技 術 を ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 走 査 ア ミ ノ 酸 分 析 は 、 生 物 学 的 活 性 に 有 意 の 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 置 換 で き る １ つ ま た
は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 好 ま し い 走 査 ア ミ ノ 酸 の う ち の １
つ は 、 比 較 的 小 さ い 中 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 と し て は 、 ア ラ ニ ン 、 グ リ
シ ン 、 セ リ ン お よ び シ ス テ イ ン が 挙 げ ら れ る 。 ア ラ ニ ン は 、 最 も 一 般 的 な ア ミ ノ 酸 で あ る
こ と の ほ か に 、 そ れ が β 炭 素 の 向 こ う に 側 鎖 を 排 除 し 、 変 異 体 の 主 鎖 立 体 配 座 を 変 更 す る
こ と は な い と 考 え ら れ る た め 好 ま し い （ Cunningham and Wells, Science, 244:1081－ 108
5（ 1989） ） 。 さ ら に ア ラ ニ ン は し ば し ば 、 内 側 ま た は 外 側 の 位 置 の 両 方 に 見 出 さ れ る （ C
reighton, The Proteins, （ W.H. Freeman & Co., N.Y.） ; Chothia, J. Mol. Biol., 15
0:1（ 1976） ） 。 ア ラ ニ ン 置 換 が 十 分 な 量 の 変 異 を 生 じ な い 場 合 、 等 比 体 積 ア ミ ノ 酸 を 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 下 記 の よ う に 、 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 属 す る タ ン パ ク 質 が ： １ ） タ ン パ ク 質 の 少 な く
と も １ つ の 活 性 を 調 節 す る 作 用 物 質 を 同 定 す る た め に 、 ２ ） タ ン パ ク 質 に 関 す る 結 合 パ ー
ト ナ ー を 同 定 す る た め に 、 ３ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め
の 抗 原 と し て 、 ４ ） 治 療 上 の 標 的 と し て 、 ５ ） 痛 み の 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 特 定 集 団 に 対 す る
診 断 マ ー カ ー と し て 、 な ら び に ６ ） 構 造 に 基 づ く リ ガ ン ド 同 定 の た め の 標 的 と し て 用 い ら
れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 Ｂ ． 核 酸 分 子
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２
１ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ２ ９ 、 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ９ 、 ４ １ 、 ４ ３ 、 ４ ５ 、 ４ ７
、 ４ ９ 、 ５ １ 、 ５ ３ 、 ５ ５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、 ７ １ 、 ７ ３ 、
７ ５ 、 ７ ７ 、 ７ ９ 、 ８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ 、 ８ ９ 、 ９ １ 、 ９ ３ 、 ９ ５ 、 ９ ７ 、 ９ ９ 、 １
０ １ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ７ ま た は １ ０ ９ を 有 す る ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク
質 、 お よ び 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 関 連 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 、 好 ま し く
は 単 離 形 態 で 提 供 す る 。 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 の ８ つ の 完 全 長 変 異 体 （ ｍ Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ～ ８ ） を コ ー
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ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 図 ６ Ａ （ 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 １ １ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 ２ ４ 、 ２ ６ ） に 提
示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 好 ま し い 分 子 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 ２ ０ 、 ２ ２
、 ２ ４ 、 ２ ６ ま た は ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、 ３ ８ 、 ４ ０ 、 ４ ２ 、 ４ ４ 、 ４ ６ 、 ４
８ 、 ５ ０ 、 ５ ２ 、 ５ ４ 、 ５ ６ 、 ５ ８ 、 ６ ０ 、 ６ ２ 、 ６ ４ 、 ６ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ０ 、 ７ ２ 、 ７ ４
、 ７ ６ 、 ７ ８ 、 ８ ０ 、 ８ ２ 、 ８ ４ 、 ８ ６ 、 ８ ８ 、 ９ ０ 、 ９ ２ 、 ９ ４ 、 ９ ６ 、 ９ ８ 、 １ ０ ０
、 １ ０ ２ 、 １ ０ ４ 、 １ ０ ６ ま た は １ ０ ８ の 相 補 体 と 上 記 で 定 義 し た ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ し て 機 能 的 ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ る 。 好 ま し い ハ イ
ブ リ ダ イ ズ 分 子 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 ２ ０ 、 ２ ２
、 ２ ４ 、 ２ ６ 、 ま た は ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、 ３ ８ 、 ４ ０ 、 ４ ２ 、 ４ ４ 、 ４ ６ 、
４ ８ 、 ５ ０ 、 ５ ２ 、 ５ ４ 、 ５ ６ 、 ５ ８ 、 ６ ０ 、 ６ ２ 、 ６ ４ 、 ６ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ０ 、 ７ ２ 、 ７
４ 、 ７ ６ 、 ７ ８ 、 ８ ０ 、 ８ ２ 、 ８ ４ 、 ８ ６ 、 ８ ８ 、 ９ ０ 、 ９ ２ 、 ９ ４ 、 ９ ６ 、 ９ ８ 、 １ ０
０ 、 １ ０ ２ 、 １ ０ ４ 、 １ ０ ６ ま た は １ ０ ８ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ま た は コ ー ド
配 列 の 相 補 鎖 と 上 記 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 供 給 源 に よ っ て 限 定 さ れ な い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の も の 、 任 意 の 組 換 え 体 が 供 給 源 の も の 、 ｉ ｎ  ｖ ｉ
ｔ ｒ ｏ で ま た は 化 学 合 成 に よ り 合 成 さ れ る も の で あ っ て よ い 。 ヌ ク レ オ チ ド は Ｄ Ｎ Ａ ま た
は Ｒ Ｎ Ａ で あ り 得 る し 、 二 本 鎖 、 一 本 鎖 ま た は 部 分 的 二 本 鎖 形 態 で 存 在 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 で 有 用 な 核 酸 と し て は 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の よ
う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ザ イ ム 、 遺 伝 子 療 法 の た め の Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た
は Ｒ Ｎ Ａ キ メ ラ 、 種 々 の 構 造 的 形 態 の Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 超 ら
せ ん Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 三 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ ） 、 Ｚ － Ｄ Ｎ Ａ 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 核 酸 は 、 大 量 に 核 酸 を 調 製 す る た め に 典 型 的 に 用 い ら れ る 任 意 の 従 来 手 段
に よ り 、 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 方
法 に よ り 、 市 販 の 試 薬 お よ び 合 成 機 を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば Gait
, 1985, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press, Oxford, Engl
and参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 Ｍ ｒ ｇ 核 酸 配 列 ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 任 意 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体
、 特 に ｍ Ｒ Ｎ Ａ 前 駆 物 質 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ ま た は プ ロ セ シ ン グ の 産 物 で あ る ｍ Ｒ Ｎ
Ａ 転 写 体 を 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 修 飾 ヌ ク レ オ シ ド 結 合 を 有 す る 核 酸 も 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。 核 酸 を 修
飾 す る こ と に よ り 、 例 え ば 分 解 に 対 し て よ り 強 い 耐 性 を 有 し 得 る 。 こ の よ う な 核 酸 は 、 当
該 技 術 分 野 で 既 知 の 試 薬 お よ び 方 法 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば ホ ス ホ ネ ー ト
、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 メ ト キ シ エ チ ル ホ
ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 ホ ル ム ア セ タ ー ル 、 チ オ ホ ル ム ア セ タ ー ル 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル シ リ ル 、
ア セ ト ア ミ デ ー ト 、 カ ル バ メ ー ト 、 ジ メ チ レ ン ス ル フ ィ ド （ － Ｃ Ｈ 2 － Ｓ － Ｃ Ｈ 2 ） 、 ジ メ
チ レ ン － ス ル ホ キ シ ド （ － Ｃ Ｈ 2 － Ｓ Ｏ － Ｃ Ｈ 2 ） 、 ジ メ チ レ ン － ス ル ホ ン （ － Ｃ Ｈ 2 － Ｓ
Ｏ 2 － Ｃ Ｈ 2 ） 、 ２ ´ － Ｏ － ア ル キ ル お よ び ２ ´ － デ オ キ シ － ２ ´ － フ ル オ ロ ホ ス ホ ロ チ オ
エ ー ト ヌ ク レ オ シ ド 結 合 を 含 む 核 酸 の 合 成 方 法 が 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 用 い ら れ る ヌ ク レ オ チ ド は α － ア ノ マ ー ヌ ク レ オ チ
ド で あ る 。 α － ア ノ マ ー ヌ ク レ オ チ ド は 、 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ と 特 異 的 二 重 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形
成 す る が 、 こ の 場 合 、 通 常 の β 単 位 と は 逆 に 、 そ の 鎖 は 互 い に 平 行 に 結 合 す る （ Gautier 
et al., 1987, Nucl. Acids Res. 15:6625－ 6641） 。 ヌ ク レ オ チ ド は 、 ２ ´ － Ｏ － メ チ ル
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ Inoue et al., 1987, Nucl. Acids Res. 15:6131－ 6148） ま た は キ メ
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ラ Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 類 縁 体 （ Inoue et al., 1987, FEBS Lett. 215:327－ 330） で あ り 得 る
。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 核 酸 を 精 製 す る た め の 手 段 は 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 当 業 者 は 、 特 定 の 状
況 下 で 最 適 な 精 製 方 法 を 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 選 択 は 、 ひ と つ に は Ｄ Ｎ Ａ の
サ イ ズ 、 精 製 さ れ る 量 お よ び 所 望 の 純 度 に 基 づ い て す る こ と が で き る 。 例 え ば 核 酸 は 、 逆
相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ま た は イ オ ン 交 換 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は ゲ ル 電 気 泳
動 に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ コ ー ド 配 列 の 少 な く と も １ ０ ヌ ク レ オ チ ド （ す な わ ち ハ イ ブ
リ ダ イ ズ 可 能 部 分 ） を 有 す る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 精 製 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は
そ の 相 補 体 も 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は Ｍ ｒ ｇ コ ー ド 配 列 の う ち の 、 少 な く と も ２ ５ 個 の （ 連 続 ） ヌ ク レ オ チ ド 、 ５ ０ 個 の ヌ
ク レ オ チ ド 、 １ ０ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 １ ５ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ２ ０ ０ 個 の ヌ ク レ
オ チ ド 、 ま た は 完 全 長 Ｍ ｒ ｇ コ ー ド 配 列 を 含 む 。 核 酸 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ り 得 る
。 さ ら に 本 発 明 は 、 上 記 の コ ー ド 配 列 の 相 補 体 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｍ ｒ ｇ コ ー ド 配 列 の 少 な
く と も １ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ ま た は ２ ０ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 完 全
長 Ｍ ｒ ｇ コ ー ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 体 、 Ｍ ｒ ｇ の ペ プ チ ド 断 片 、 Ｍ ｒ ｇ の 切 断 形 態 お よ び Ｍ ｒ
ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 、 本 発 明 の 方 法 に 有 用 で あ り 得 る 。 融
合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 完 全 長 Ｍ ｒ ｇ 配 列 、 切 断 形 態 の Ｍ ｒ ｇ
、 ま た は 非 関 連 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 融 合 さ れ た Ｍ ｒ ｇ の ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば マ ー カ ー と し て 用 い ら れ 得 る 蛍 光 タ ン パ ク 質 ま た は 発 光 タ ン パ ク
質 の よ う な 例 え ば Ｉ ｇ Ｆ ｃ ド メ イ ン に 融 合 さ れ た ま た は 酵 素 に 融 合 さ れ た ド メ イ ン ） が 挙
げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 さ ら に 、 少 な く と も 一 部 に お い て 、 誘 導 さ れ た 進 化 の 形 態 、 例 え ば 遺 伝 子 シ ャ ッ フ リ ン
グ ま た は 反 復 配 列 組 み 換 え が 起 こ っ た 結 果 、 生 成 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 体 を 、 本 発
明 の 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば こ の よ う な 技 術 を 用 い る こ と に よ り 、 Ｍ ｒ ｇ ま た
は ｄ ｒ ｇ － １ ２ と 類 似 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る が 、 機 能 的 ま た は 構 造 的 特 徴 が 変 化 し た
新 規 の 配 列 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー ド す る Ｍ ｒ ｇ の 高 度 関 連 遺 伝 子 相 同 体 も 、 本 発 明 に
有 用 で あ ろ う 。 高 度 関 連 相 同 体 は 、 Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 と 機 能 的 活 性 を 共 有 す る タ ン パ ク 質
を コ ー ド し 得 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 コ ー ド 核 酸 分 子 の 断 片 を 提 供 す る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ）
の た め の プ ロ ー ブ ま た は 特 異 的 プ ラ イ マ ー と し て 、 あ る い は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 配 列 を 合 成 す る た め に 用 い ら れ る 本 発 明 の コ ー ド 核 酸 分 子 の 断 片 （ す な わ ち 合
成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） は 、 化 学 的 技 術 に よ り 、 例 え ば Matteucci等 （ J. Am. Chem. Soc.
 103:3185－ 3191, 1981） の ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 法 に よ り 、 ま た は 自 動 合 成 法 を 用 い て 容
易 に 合 成 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 既 知 の 方 法 に よ り 、 例 え ば 遺 伝 子 の 種 々 の 調 節 セ グ メ ン ト を
規 定 す る 一 群 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 と 、 そ の 後 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 連 結 反 応 と
に よ り 、 完 全 修 飾 遺 伝 子 を 構 築 し 、 よ り 大 き い Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 容 易 に 調 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の コ ー ド 核 酸 分 子 は さ ら に 、 診 断 目 的 お よ び 試 験 目 的 の た め の 検 出 可 能 標 識 を 含
む よ う に 修 飾 す る こ と が で き る 。 種 々 の こ の よ う な 標 識 は 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 本
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明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 配 列 分 子 と と も に 容 易 に 用 い る こ と が で き る 。 適 切 な 標 識 と し て は
、 ビ オ チ ン 、 放 射 能 標 識 ヌ ク レ オ チ ド 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明
の 核 酸 分 子 の 標 識 さ れ た 変 異 体 を 生 成 す る た め に 、 当 業 者 は 任 意 の こ の よ う な 標 識 を 容 易
に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 以
下 で さ ら に 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換 え 分 子 を 生 成 す る こ と が で
き る 。 さ ら に 本 発 明 の 方 法 は 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ コ ー ド 配 列 お よ び 異 種 タ ン パ ク
質 の 第 二 コ ー ド 配 列 を 含 む 融 合 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 Ｃ ． そ の 他 の 関 連 核 酸 分 子 の 単 離
　 上 記 の よ う に 、 ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 同 定 お よ
び 特 徴 付 け を す る こ と に よ り 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 配 列 の ほ か に 、 同 一 タ ン パ ク 質 フ
ァ ミ リ ー の そ の 他 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 、 当 業 者 は 単 離 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 質 的 に 、 適 切 な 細 胞 か ら 調 製 さ れ た 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 抗
体 プ ロ ー ブ を 生 成 す る た め に 、 当 業 者 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、
１ ６ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ２ ９ 、 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ９ 、 ４
１ 、 ４ ３ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 、 ４ ９ 、 ５ １ 、 ５ ３ 、 ５ ５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７
、 ６ ９ 、 ７ １ 、 ７ ３ 、 ７ ５ 、 ７ ７ 、 ７ ９ 、 ８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ 、 ８ ９ 、 ９ １ 、 ９ ３ 、
９ ５ 、 ９ ７ 、 ９ ９ 、 １ ０ １ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ７ あ る い は １ ０ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 容
易 に 用 い る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 精 製 タ ン パ ク 質 （ 下 記 の よ う な ） で 免 疫 化 し た ウ
サ ギ の よ う な 哺 乳 動 物 か ら の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 、 あ る い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い
て 、 哺 乳 動 物 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば ラ ム ダ ｇ ｔ Ｉ Ｉ ラ イ ブ ラ リ
ー ） を プ ロ ー ブ し て 、 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 他 の タ ン パ ク 質 に 関 す る 適 切 な コ ー ド 配 列
を 得 る こ と が で き る 。 ク ロ ー ン 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ 、 そ れ
自 体 の 制 御 配 列 を 用 い て 直 接 発 現 さ れ 、 あ る い は タ ン パ ク 質 の 発 現 に 用 い ら れ る 特 定 の 宿
主 に 適 し た 制 御 配 列 を 用 い た 構 築 に よ り 発 現 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 あ る い は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た コ ー ド 配 列 の 一 部 は 、 合 成 さ れ 、 任 意 の 哺 乳 動 物 生
物 体 由 来 の 細 胞 か ら の 、 特 に Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る と 考 え ら れ る 細 胞 か ら の Ｍ ｒ ｇ
タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 属 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 検 索 す る た め の プ ロ ー ブ
と し て 用 い ら れ 得 る 。 約 １ ８ ～ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る （ 約 ６ ～ ７ ア ミ ノ 酸 長 を コ ー
ド す る ） オ リ ゴ マ ー が 調 製 さ れ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ
ン グ す る た め に 用 い ら れ 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 ま た は 過 度 の レ ベ ル の 擬 陽 性 を
排 除 す る た め に 十 分 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 コ ー ド 配 列 の
５ ´ ま た は ３ ´ 末 端 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 よ り 長 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 生 成 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 生 成 す る た め に は 、 複 数 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と が 必 要 と さ れ 得 る 。 さ ら に 、 完 全 ５ ´ 末 端 コ ー ド 領 域 を 生 成 す る た め に Ｒ Ａ Ｃ Ｅ （
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 末 端 の 迅 速 増 幅 ） 技 術 の よ う な 技 術 を 用 い る こ と が 必 要 で あ り 得 る 。 Ｒ Ａ Ｃ Ｅ は
、 不 完 全 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ´ 末 端 を 増 幅 す る た め の Ｐ Ｃ Ｒ を 基 に し た 戦 略 の 一 つ で あ る 。 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の ５ ´ 末 端 を 生 成 す る た め に 、 ア ン カ ー プ ラ イ マ ー お よ び ３ ´ プ ラ イ マ ー を 用 い て ５
´ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ － Ｒ ｅ ａ ｄ ｙ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 上 で Ｐ Ｃ Ｒ は 実 行 さ れ る 。 次 に 、 ア ン カ ー プ ラ イ マ
ー お よ び ネ ス テ ッ ド ３ ´ プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 二 次 Ｐ Ｃ Ｒ が 実 施 さ れ る 。 い っ た ん 完 全 長
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 生 成 さ れ れ ば 、 そ れ は ア ミ ノ 酸 配 列 に 翻 訳 さ れ て 、 同 定 可 能 領 域 、 例 え ば
翻 訳 開 始 お よ び 終 結 部 位 が 側 面 に 位 置 す る 連 続 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 、 潜 在 的 シ
グ ナ ル 配 列 、 そ し て 最 後 は 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ た タ ン パ ク 質 配 列 と の 全 体 的 構 造 的 類 似
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性 に 関 し て 検 査 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 関 連 核 酸 分 子 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に お け る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ
マ ー 対 を 用 い る こ と に よ り 検 索 さ れ て 、 コ ー ド 核 酸 分 子 を 選 択 的 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と
が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ た タ ン パ ク 質 コ ー ド
配 列 を 基 礎 に し て 設 計 さ れ た 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー プ ー ル で あ り 得 る 。 反 応
の た め の 鋳 型 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ で も よ く 、 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 遺 伝
子 の ア レ ル を 発 現 す る こ と が 既 知 で あ る か ま た は 考 え ら れ る 、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 細 胞 株 ま
た は 組 織 、 例 え ば Ｄ Ｒ Ｇ 組 織 か ら 調 製 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 （ Ｒ Ｔ ） に よ り 得 ら れ る 。
こ の よ う な Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 変 性 ／ ア ニ ー リ ン グ ／ 伸 長 サ イ ク ル は 当 該 技
術 分 野 に 既 知 で あ り 、 他 の コ ー ド 核 酸 分 子 を 単 離 す る 用 途 に 容 易 に 適 応 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 増 幅 配 列 が Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ コ ー ド 配 列 の 配 列 を 表 し て い る こ と を 確 認 す る た
め に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 シ ー ケ ン シ ン グ さ れ 得 る 。 次 に Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 は
、 種 々 の 方 法 に よ り 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 例 え ば 増 幅
断 片 は 標 識 さ れ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る こ と が で き る
。 あ る い は 標 識 断 片 を 用 い て 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り ゲ ノ
ム ク ロ ー ン を 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 は 、 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 単 離 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ は
、 適 切 な 細 胞 ま た は 組 織 供 給 源 、 例 え ば 後 根 神 経 節 （ Ｄ Ｒ Ｇ ） か ら 単 離 さ れ 、 Ｒ Ｔ 反 応 は
、 一 次 鎖 合 成 を 誘 導 す る た め に 、 増 幅 断 片 の ほ と ん ど の ５ ´ 末 端 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る 。 次 に 、 そ の 結 果 生 じ た Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ
ハ イ ブ リ ッ ド を 、 末 端 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 に よ っ て グ ア ニ ン を 用 い て 「 末 端 伸 長 」 し
、 ハ イ ブ リ ッ ド を Ｒ Ｎ Ａ ア ー ゼ Ｈ で 消 化 し 、 次 に 、 ポ リ Ｃ プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 二 次 鎖 合
成 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 増 幅 断 片 の 上 流 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 単 離 が 可 能 に
な る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ｍ ｒ ｇ お よ び ｄ ｒ ｇ － １ ２ フ ァ ミ リ ー の 他 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 既 存
の ゲ ノ ム 情 報 ま た は そ の 他 の 配 列 情 報 に お い て 、 任 意 の 利 用 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ を 用 い た
方 法 、 例 え ば Ｐ Ｓ Ｉ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Altschul, et al.（ 1997）  Nucleic Acids Res. 25:3
389－ 3402） 、 Ｐ Ｈ Ｉ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Zhang, et al.（ 1998） , Nucleic Acids Res. 26:39
86－ 3990） 、 ３ Ｄ － Ｐ Ｓ Ｓ Ｍ （ Kelly et al. J. Mol. Biol. 299（ 2） :499－ 520（ 2000）
） 、 な ら び に そ の 他 の コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い た 分 析 法 （ Shi et al. Biochem. Biophys. R
es. Commun. 262（ 1） : 132－ 8（ 1999） お よ び Matsunami et al. Nature 404 （ 6778） :6
01－ 4（ 2000） ） （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 用 い て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 遺 伝 子 の 突 然 変 異 体 ま た は ア レ ル 変 異 体 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
も 単 離 す る こ と が で き る 。 突 然 変 異 体 ま た は 変 異 体 タ ン パ ク 質 の 考 え ら れ る 供 給 源 は 、 Ｄ
Ｒ Ｇ 組 織 の よ う な Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ を 発 現 す る こ と が 既 知 の 組 織 で あ っ て 、 Ｍ ｒ
ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ の 突 然 変 異 体 ま た は 変 異 体 の 形 態 を 保 有 す る と 推 定 さ れ る 個 体 か ら
得 ら れ る 組 織 で あ る 。 こ の よ う な 個 体 は 、 例 え ば 痛 み の 刺 激 に 対 す る 応 答 性 の 増 大 ま た は
低 減 を 実 証 す る こ と に よ り 同 定 さ れ 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、 突 然 変 異 体 あ る い は 変 異 Ｍ ｒ
ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 遺 伝 子 は Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 第 一 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鎖
は 、 変 異 体 を 保 有 す る と 推 定 さ れ る 組 織 か ら 単 離 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と オ リ ゴ － ｄ Ｔ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 逆 転 写 酵 素 に よ り 新 規 の 鎖 を 伸 長 す る こ と に よ り 合 成 す
る こ と が で き る 。 次 に 、 第 二 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は 、 正 常 遺 伝 子 の ５ ´ 末 端 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 合 成 さ れ る 。 次 に 、 こ れ ら ２ つ の プ ラ イ マ ー を 用
い て 、 生 成 物 を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し 、 適 切 な ベ ク タ ー 中 で ク ロ ー ニ ン グ し 、 当 業 者 に 既 知
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の 方 法 に よ り Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 分 析 を 行 う 。 突 然 変 異 Ｍ ｒ ｇ ア レ ル の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 正 常 Ｍ ｒ
ｇ ア レ ル の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 、 突 然 変 異 Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 産 物 の 機 能 の あ ら ゆ
る 損 失 ま た は 変 化 の 原 因 と な る 突 然 変 異 （ 単 数 ま た は 複 数 ） を 突 き 止 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 あ る い は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 、 突 然 変 異 Ｍ ｒ ｇ ア レ ル を 保 有 す る と 考 え ら れ る か ま た
は そ れ が 既 知 で あ る 個 体 か ら 得 ら れ る Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 構 築 さ れ る か 、 あ る い は 、 突 然 変 異
Ｍ ｒ ｇ ア レ ル を 発 現 す る こ と が 既 知 の ま た は そ れ が 考 え ら れ る 組 織 か ら の Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て
構 築 さ れ 得 る 。 次 に 、 非 損 傷 Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 ま た は そ の 任 意 の 適 切 な 断 片 を 標 識 し 、 こ の よ
う な ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 対 応 す る 突 然 変 異 Ｍ ｒ ｇ ア レ ル を 同 定 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 用
い る こ と が で き る 。 次 に 、 突 然 変 異 Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 配 列 を 含 有 す る ク ロ ー ン を 精 製 し 、 当 業
者 に 既 知 の 方 法 に よ り 配 列 の 分 析 を 行 う 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 さ ら に 、 例 え ば こ の よ う な 突 然 変 異 Ｍ ｒ ｇ ア レ ル を 保 有 す る と 考 え ら れ る 個 体 中 で 突 然
変 異 Ｍ ｒ ｇ ア レ ル を 発 現 す る こ と が 既 知 の 組 織 、 ま た は そ れ が 考 え ら れ る 組 織 か ら 単 離 さ
れ た Ｒ Ｎ Ａ か ら 合 成 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と が で き
る 。 こ の よ う に し て 、 推 定 突 然 変 異 組 織 に よ り 作 製 さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 、 以 下 に 記 載 す る
よ う に 、 正 常 Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 を 用 い て 、 標 準 抗 体 ス ク リ ー ニ ン
グ 法 に よ っ て 発 現 さ せ 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 Ｄ ． 核 酸 分 子 を 含 む 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子
　 本 発 明 は さ ら に 、 コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 （ ｒ Ｄ Ｎ Ａ ） を 提 供 す る 。 本
明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 ｒ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ に て 分 子 操 作 を 施 し た Ｄ Ｎ Ａ 分
子 で あ る 。 ｒ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 生 成 す る 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 例 え ば 、 Sambro
ok et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, 1989; Cold Sprin
g Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NYを 参 照 さ れ た い 。 好 ま し い ｒ Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 に お い て 、 コ ー ド Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 制 御 配 列 お よ び ／ ま た は ベ ク タ ー 配 列 に 、 こ れ
が 機 能 す る よ う に 連 結 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 任 意 に コ ー ド 配 列 の 発 現 を 誘 導 す る 調 節 エ レ メ ン ト と 結 合
し て い る 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ コ ー ド 配 列 お よ び ／ ま た は そ れ ら の 相 補 体 の い ず れ
か １ つ を 含 む Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー を 企 図 す る 。 本 発 明 の 配 列 を コ ー ド す る タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ
ー の 一 つ が 、 こ れ が 機 能 す る よ う に 結 合 し た ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 発 現 制 御 配 列 の 選 択
は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の よ う に 、 タ ン パ ク 質 発 現 、 形 質 転 換 さ れ る べ き 宿 主 細 胞 な ど の
所 望 の 機 能 特 性 に 直 接 依 存 す る 。 本 発 明 に よ り 意 図 さ れ る ベ ク タ ー は 、 少 な く と も ｒ Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 に 含 ま れ る 構 造 遺 伝 子 の 複 製 、 ま た は 該 遺 伝 子 の 宿 主 染 色 体 へ の 挿 入 、 好 ま し く は
該 遺 伝 子 の 発 現 を も 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク タ ー の 両 方 は 、 ベ ク タ ー が １ つ ま た は そ れ 以 上 の
選 択 宿 主 細 胞 に お い て 複 製 す る こ と を 可 能 に す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー
に お い て 、 こ の 配 列 は 、 ベ ク タ ー が 宿 主 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ と は 独 立 し て 複 製 す る こ と を 可 能 に
し て 、 か つ 複 製 起 点 ま た は 自 己 複 製 配 列 を 含 む も の で あ る 。 か か る 配 列 は 、 様 々 な 細 菌 、
酵 母 お よ び ウ イ ル ス に 関 し て 既 知 で あ る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ の 複 製 起 点 は 、 ほ と ん
ど の グ ラ ム 陰 性 菌 に 適 し て お り 、 ２ μ プ ラ ス ミ ド 起 点 は 、 酵 母 に 適 し て お り 、 様 々 な ウ イ
ル ス 起 点 （ Ｓ Ｖ ４ ０ 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｖ Ｓ Ｖ ま た は Ｂ Ｐ Ｖ ） は 、 哺 乳 動 物
細 胞 に お け る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 生 物 体 の 少 な く と も １ つ の 種 類 に て 複 製 可 能 で あ る こ と に 加 え て 、 ほ と ん ど の 発 現 ベ ク
タ ー は 、 発 現 用 の 別 の 生 物 体 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ベ ク タ ー は
、 大 腸 菌 に て 複 製 さ れ た 後 、 同 一 ベ ク タ ー が 発 現 用 の 酵 母 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ る 。
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【 ０ １ ３ ５ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ は ま た 、 宿 主 ゲ ノ ム へ の 挿 入 に よ り 増 幅 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 バ シ ラ ス 属 ゲ ノ ム 配
列 に 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む ベ ク タ ー を 用 い た バ シ ラ ス 属 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、
ゲ ノ ム に よ る 相 同 組 換 え お よ び ベ ク タ ー 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ の 挿 入 を も た ら す 。 こ の タ イ プ の 系
の １ つ の 欠 点 は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 切 除 す る た め に 制 限 酵 素 消 化 が 必 要 で あ る た め 、 所 定 の タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 回 収 が 、 外 因 的 に 複 製 さ れ た ベ ク タ ー の Ｄ Ｎ Ａ の 回 収 よ
り も 複 雑 で あ る こ と で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 発 現 の 調 節 が 可 能 な よ う に 連 結 さ れ る 、 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 発 現 を 調 節 す る た め に
使 用 さ れ る 発 現 制 御 エ レ メ ン ト は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 構
成 的 プ ロ モ ー タ ー 、 分 泌 シ グ ナ ル 、 お よ び 他 の 調 節 エ レ メ ン ト が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 好 ま し く は 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 例 え ば 、 宿 主 細 胞 培 地 に お け る 栄 養
分 に 応 答 す る よ う に 容 易 に 制 御 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 コ ー ド 核 酸 分 子 を 含 有 す る ベ ク タ ー は 、 原 核 生 物 レ プ リ コ ン 、 す な わ
ち 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で 形 質 転 換 し た 原 核 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 細 菌 宿 主 細 胞 ） の 染 色 体 外 で
、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 自 己 複 製 お よ び 維 持 を 誘 導 す る 能 力 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 み 得 る
。 か か る レ プ リ コ ン は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 さ ら に 、 原 核 生 物 レ プ リ コ ン を 含 む
ベ ク タ ー は ま た 、 そ の 発 現 が 薬 剤 耐 性 の よ う な 検 出 可 能 な マ ー カ ー を 付 与 す る 遺 伝 子 を 含
ん で も よ い 。 典 型 的 な 細 菌 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 は 、 ア ン ピ シ リ ン ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン に 対
す る 耐 性 を 付 与 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 原 核 生 物 レ プ リ コ ン を 含 む ベ ク タ ー は 、 大 腸 菌 の よ う な 細 菌 宿 主 細 胞 に お い て コ ー ド 遺
伝 子 配 列 の 発 現 （ 転 写 お よ び 翻 訳 ） を 誘 導 す る こ と が 可 能 な 原 核 生 物 ま た は バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ の プ ロ モ ー タ ー を さ ら に 含 み 得 る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 結 合 お
よ び 転 写 の 開 始 を 可 能 に す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ り 形 成 さ れ る 発 現 制 御 エ レ メ ン ト で あ る 。 細
菌 宿 主 に 適 合 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 典 型 的 に 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 挿 入 す る
た め に 便 利 な 制 限 部 位 を 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に て 提 供 さ れ る 。 典 型 的 な か か る ベ ク タ
ー プ ラ ス ミ ド は 、 BioRad Laboratories （ Richmond、 CA） か ら 入 手 可 能 な ｐ Ｕ Ｃ ８ 、 ｐ Ｕ
Ｃ ９ 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ お よ び ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ９ 、 な ら び に Pharmacia （ Piscataway、 NJ） か ら 入
手 可 能 な ｐ Ｐ Ｌ お よ び ｐ Ｋ Ｋ ２ ２ ３ で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 真 核 細 胞 と 適 合 す る 発 現 ベ ク タ ー 、 好 ま し く は 脊 椎 動 物 細 胞 と 適 合 す る 発 現 ベ ク タ ー も
ま た 、 コ ー ド 配 列 を 含 む ｒ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 形 成 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 真 核 細 胞
発 現 ベ ク タ ー は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 幾 つ か の 商 業 的 供 給 元 か ら 入 手 可 能 で あ る
。 典 型 的 に 、 所 望 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 挿 入 す る た め に 便 利 な 制 限 部 位 を 含 む か か る ベ ク
タ ー が 提 供 さ れ る 。 典 型 的 に 、 か か る ベ ク タ ー は 、 ｐ Ｓ Ｖ Ｌ お よ び ｐ Ｋ Ｓ Ｖ － １ ０ （ Phar
macia） 、 ｐ Ｂ Ｐ Ｖ － １ ／ ｐ Ｍ Ｌ ２ ｄ （ International Biotechnologies, Inc.） 、 ｐ Ｔ Ｄ
Ｔ １ （ ATCC,＃ 31255） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の よ う な
真 核 生 物 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 お よ び 同 様 の 真 核 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の ｒ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ る 真 核 細 胞 発 現 ベ ク タ ー は 、 真 核 細 胞
に て 有 効 な 選 択 マ ー カ ー 、 好 ま し く は 薬 剤 耐 性 選 択 マ ー カ ー を さ ら に 含 ん で も よ い 。 こ の
遺 伝 子 は 、 選 択 培 地 に て 培 養 す る 形 質 転 換 宿 主 細 胞 の 生 存 ま た は 成 長 に 必 要 な 因 子 を コ ー
ド す る 。 選 択 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ て い な い 宿 主 細 胞 は 、 培 地 で 生 存 し な
い で あ ろ う 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 抗 生 物 質 ま た は 他 の 毒 素 （ 例 え ば ア ン ピ シ リ ン 、 ネ
オ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン ） に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る か 、 栄
養 要 求 株 の 欠 損 を 補 完 す る か 、 あ る い は 培 地 か ら 与 え ら れ て い な い 重 要 な 栄 養 分 を 供 給 す
る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 好 ま し い 薬 剤 耐 性 マ ー カ ー は 、 そ の 発 現 が ネ オ マ イ シ ン 耐 性
、 す な わ ち ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ ｎ ｅ ｏ ） 遺 伝 子 を も た ら す 遺 伝 子 で
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あ る （ Southern et al., J. Mol. Anal. Genet. 1:327－ 341, 1982） 。 選 択 可 能 な マ ー カ
ー は 任 意 に 、 個 々 の プ ラ ス ミ ド 上 に 配 置 す る こ と が で き 、 ま た 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
に よ り 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 選 択 系 の 一 例 に て 、 哺 乳 動 物 細 胞 形 質 転 換 体 は 、 ベ ク タ ー （ 複 数 可 ） を 取 り 込 ん だ お か
げ で 、 形 質 転 換 体 の み が 生 存 す る こ と が 可 能 で あ る よ う な 選 択 強 制 条 件 下 に 置 か れ る 。 選
択 強 制 条 件 は 、 培 地 に お け る 選 択 作 用 物 質 の 濃 度 を 徐 々 に 増 加 す る こ と に よ り 強 く さ れ 、
そ れ に よ り 選 択 遺 伝 子 お よ び 所 望 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 両 方 の 増 幅 を 刺 激 す
る 。 増 幅 は 、 成 長 に 不 可 欠 な タ ン パ ク 質 の 産 生 の た め に 要 求 さ れ る 遺 伝 子 が 、 組 換 え 細 胞
の 続 く 世 代 の 染 色 体 内 で タ ン デ ム に 反 復 さ れ る プ ロ セ ス で あ る 。 Ｍ ｒ ｇ の よ う な さ ら に 高
い レ ベ ル の 所 望 の タ ン パ ク 質 は 、 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ か ら 合 成 さ れ る 。 増 幅 可 能 な 遺 伝 子 の 例 と し
て は 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン － Ｉ お よ び Ｉ Ｉ 、 ア デ ノ シ ン デ ア
ミ ナ ー ゼ 、 お よ び オ ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 し た が っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216
（ 1980） に 記 載 さ れ る よ う に 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 活 性 を 欠 損 し た チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ
Ｈ Ｏ ） 細 胞 を 調 製 お よ び 増 殖 す る 。 次 に 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 選 択 遺 伝 子 で 形 質 転 換 し
、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ の 競 合 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る メ ト ト レ キ セ ー ト （ Ｍ ｔ ｘ ） を 含 有 す る 培 地 に て
培 養 す る こ と に よ り 、 形 質 転 換 体 を 同 定 す る 。 次 に 、 形 質 転 換 細 胞 を 、 増 大 し た レ ベ ル の
メ ト ト レ キ セ ー ト に 曝 露 す る 。 こ れ に よ り 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 遺 伝 子 の 多 重 コ ピ ー の 合 成 、 同 時 に
所 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば 、 Ｍ ｒ ｇ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） の よ う な 、
発 現 ベ ク タ ー を 含 む 他 の Ｄ Ｎ Ａ の 多 重 コ ピ ー の 合 成 が 引 き 起 こ さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 あ る い は 、 宿 主 細 胞 は 、 Ｍ ｒ ｇ の よ う な 所 定 の タ ン パ ク 質 、 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ タ ン パ ク 質
、 お よ び ア ミ ノ グ リ コ シ ド ３ ´ － ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ａ Ｐ Ｈ ） の よ う な 別 の 選 択
可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で 形 質 転 換 ま た は 同 時 形 質 転 換 さ れ 得 る 。 次 に 、
形 質 転 換 体 は 、 ア ミ ノ グ リ コ シ ド 系 抗 生 物 質 （ 例 え ば カ ナ マ イ シ ン 、 ネ オ マ イ シ ン ま た は
Ｇ ４ １ ８ ） の よ う な 、 選 択 マ ー カ ー と し て の 選 択 作 用 物 質 を 含 む 培 地 で の 増 殖 に よ り 選 択
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 上 述 の よ う に 、 発 現 ベ ク タ ー お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 通 常 、 宿 主 生 物 体 に よ り 認
識 さ れ 、 か つ 所 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る よ う に 連
結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 構 造 遺 伝 子 の 開 始 コ ド ン の 上 流 （ ５ ´ ）
に 位 置 す る 非 翻 訳 配 列 （ 一 般 に 約 １ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 内 ） で あ り 、 そ の プ ロ モ ー タ ー が
発 現 を 調 節 す る こ と が で き る よ う に 連 結 し て い る 、 Ｍ ｒ ｇ 核 酸 配 列 の よ う な 特 定 の 核 酸 配
列 の 転 写 お よ び 翻 訳 を 制 御 す る 。 そ の プ ロ モ ー タ ー は 、 誘 導 性 で あ っ て も 、 ま た は 構 造 性
で あ っ て も よ い 。 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 温 度 変 化 の よ う な 、 培 養 条 件 の 一 定 の 変 化 に 応
答 し て 、 そ れ ら の 制 御 下 に て Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 大 し た レ ベ ル の 転 写 を 開 始 す る 。 所 定 の タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る よ う に プ ロ モ ー タ ー を 連 結 す る 方
法 が 、 多 種 の プ ロ モ ー タ ー に つ い て 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 天 然 型 Ｍ ｒ ｇ プ ロ モ ー タ
ー 配 列 ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 お よ び 多 く の 異 種 プ ロ モ ー タ ー の 両 方 が 、
Ｍ ｒ ｇ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 お よ び ／ ま た は 発 現 を 誘 導 す る た め に 使 用
さ れ 得 る 。 し か し な が ら 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー は 、 天 然 型 プ ロ モ ー タ ー と 比 較 し て 、 一 般 に
所 望 の タ ン パ ク 質 の よ り 高 い 転 写 お よ び 高 収 率 を 達 成 す る た め 、 好 ま し く 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 原 核 生 物 宿 主 に つ い て 使 用 す る た め に 適 し た プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 β － ラ ク
タ マ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 系 お よ び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 が 挙 げ ら れ る （ Chang et al., 
Nature, 275:615 （ 1978） ; Goeddel et al., Nature, 281:544 （ 1979） ） 。 し か し な が
ら 、 他 の 細 菌 プ ロ モ ー タ ー が 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 適 切 で あ る 。 細 菌 系 で 使 用 す る
た め の プ ロ モ ー タ ー は ま た 、 所 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 調 節 す る こ と
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が で き る よ う に 連 結 さ れ 得 る シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ー ノ （ Ｓ ． Ｄ ． ） 配 列 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 真 核 細 胞 に お い て 使 用 す る こ と が 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 も ま た 既 知 で あ る 。 実 質 的 に
す べ て の 真 核 生 物 遺 伝 子 が 、 転 写 開 始 部 位 の 約 ２ ５ ～ ３ ０ 塩 基 上 流 に 位 置 す る Ａ Ｔ リ ッ チ
領 域 を 有 す る 。 多 く の 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の ７ ０ ～ ８ ０ 塩 基 の 上 流 に 見 出 さ れ る 別 の 配
列 は 、 Ｃ Ｘ Ｃ Ａ Ａ Ｔ 領 域 （ こ こ で 、 Ｘ は 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド で よ い ） で あ る 。 た い て い の
真 核 生 物 遺 伝 子 の ３ ´ 末 端 に 、 コ ー ド 配 列 の ３ ´ 末 端 へ の ポ リ Ａ 尾 鎖 の 付 加 の た め の シ グ
ナ ル で あ り 得 る Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ 配 列 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 配 列 す べ て が 、 真 核 生 物 発 現 ベ ク
タ ー に 挿 入 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 酵 母 宿 主 に つ い て 使 用 す る た め に 適 切 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 例 と し て は 、 ３ － ホ ス ホ グ
リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ 用 の プ ロ モ ー タ ー （ Hitzeman et al., J. Biol. Chem., 255:2073 （
1980） ） 、 ま た は 他 の 解 糖 系 酵 素 （ Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 （ 1968）
; Holland, Biochemistry, 17:4900 （ 1978） ） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 酵 母 に お い て 使 用 す る た め の 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー も ま た 既 知 で あ り 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ シ ト ク ロ ム Ｃ 、 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 に 関 連 し た 分 解 酵 素 、 メ
タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － ３ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 な ら び に マ ル ト ー
ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス の 利 用 を 担 う 酵 素 の た め の プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 含 ま れ る 。 酵 母 発 現
に 使 用 す る た め の 適 切 な ベ ク タ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー は 、 欧 州 特 許 第 ７ ３ ， ６ ５ ７ 号 に さ
ら に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 エ ン ハ ン サ ー も 、 酵 母 プ ロ モ ー タ ー と と も に 使 用 す る の も 好 ま
し い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 の ベ ク タ ー か ら の Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 転 写 は ま た 、 ウ イ ル ス （
ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 ト リ 肉
腫 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 最 も 好 ま し く
は サ ル ウ イ ル ス ４ ０ （ Ｓ Ｖ ４ ０ ） な ど ） の ゲ ノ ム か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー 、 異 種 哺 乳 動
物 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー ） か
ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー 、 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 天
然 型 配 列 に 一 般 に 関 連 し た プ ロ モ ー タ ー か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー に よ り 制 御 さ れ 、 か か
る プ ロ モ ー タ ー は 宿 主 細 胞 系 に 適 合 す る 性 質 を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 転 写 は 、 ベ ク タ ー に エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と に よ り 活 性 化 さ れ 得 る 。 エ ン ハ ン
サ ー は 、 そ の 転 写 を 増 加 す る よ う に プ ロ モ ー タ ー に 作 用 す る 、 通 常 約 １ ０ ～ ３ ０ ０ ｂ ｐ 長
の Ｄ Ｎ Ａ の シ ス 作 用 性 エ レ メ ン ト で あ る 。 哺 乳 動 物 遺 伝 子 由 来 の 多 く の エ ン ハ ン サ ー 配 列
（ グ ロ ビ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 、 α － フ ェ ト プ ロ テ イ ン 、 お よ び イ ン ス リ ン ） が
現 在 既 知 で あ る 。 好 ま し く は 、 真 核 細 胞 ウ イ ル ス 由 来 の エ ン ハ ン サ ー が 使 用 さ れ る で あ ろ
う 。 例 と し て は 、 複 製 起 点 の 末 端 に 位 置 す る Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー （ ｂ ｐ １ ０ ０ ～ ２ ７ ０
） 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 起 点 の 末 端 に 位 置 す る ポ
リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー が 挙 げ ら れ る 。 エ ン ハ ン サ ー
は 、 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 に 対 し て ５ ´ 位 ま た は ３ ´ 位 に あ る ベ ク タ ー に 結 合 さ れ 得 る が
、 プ ロ モ ー タ ー か ら の 部 位 ５ ´ に 位 置 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 真 核 宿 主 細 胞 （ 酵 母 、 真 菌 、 昆 虫 、 植 物 、 動 物 、 ヒ ト 、 ま た は 他 の 多 細 胞 生 物 体 由 来 の
有 核 細 胞 ） に て 使 用 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー は ま た 、 転 写 の 終 結 お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 に 必
要 な 配 列 を 含 む で あ ろ う 。 こ れ ら の 配 列 は 多 く の 場 合 、 真 核 生 物 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ
、 も し く は ウ イ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ´ 、 お よ び 時 折 ３ ´ 非 翻 訳 領 域 に 見 出 さ
れ 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 上 述 の 成 分 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の

10

20

30

40

50

(31) JP 2006-504641 A 2006.2.9



標 準 技 術 を 用 い て 容 易 に 構 築 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 構 築 し た プ ラ ス ミ ド に お い て 正 確 な 配 列 を 確 認 す る た め の 分 析 に 関 し て 、 プ ラ ス ミ ド を
、 大 腸 菌 に て 複 製 し 、 精 製 し て 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 に よ り 分 析 し て 、 お よ び ／
ま た は 従 来 法 に よ り 配 列 決 定 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 調 製 に お い て 特 に 有 用 な の は 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 哺 乳 動 物 細 胞 で の 一 過 性 の 発 現 を 提 供 す る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 一 過 性 発
現 は 、 宿 主 細 胞 が 発 現 ベ ク タ ー の 多 く の コ ピ ー を 蓄 積 し 、 次 に 発 現 ベ ク タ ー に よ り コ ー ド
さ れ る 高 レ ベ ル の ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 す る よ う に 、 宿 主 細 胞 に て 効 率 的 に 複 製 す る こ と が
可 能 な 発 現 ベ ク タ ー の 使 用 を 含 む （ 上 述 の Sambrook et al., pp. 16.17－ 16.22） 。 一 過
性 の 発 現 系 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ポ ジ テ ィ ブ
識 別 に 便 利 で あ り 、 所 望 の 生 物 学 的 特 性 ま た は 生 理 学 的 特 性 に よ る か か る ポ リ ペ プ チ ド の
ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す る 。 し た が っ て 、 一 過 性 の 発 現 系 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の
生 物 学 的 に 活 性 な 類 似 体 お よ び 変 異 体 の 同 定 の た め に 、 な ら び に そ れ ら の ア ゴ ニ ス ト お よ
び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 の た め に 、 本 発 明 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 組 換 え 脊 椎 動 物 細 胞 培 養 に お け る Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ の 合 成 へ の 応 用 に 適 切 な 他
の 方 法 、 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 特 定 の 状 況 に 応 じ て 容
易 に 応 用 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 Ｅ ． 外 因 的 に 供 給 さ れ る コ ー ド 核 酸 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を さ ら に
提 供 す る 。 宿 主 細 胞 は 、 原 核 生 物 系 ま た は 真 核 生 物 系 で あ り 得 る が 、 好 ま し く は 真 核 生 物
系 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 に 有 用 な 真 核 細 胞 は 、 細 胞 系 が 細 胞 培 養 法 に 適 合 性 で あ り 、
発 現 ベ ク タ ー の 増 殖 お よ び 遺 伝 子 産 物 の 発 現 と 適 合 性 で あ る 限 り は 限 定 さ れ な い 。 か か る
宿 主 細 胞 は 、 複 合 体 プ ロ セ シ ン グ お よ び グ ル コ シ ル 化 活 性 能 力 が あ る 。 原 則 と し て 、 脊 椎
動 物 培 養 由 来 で あ ろ う と 無 脊 椎 動 物 培 養 由 来 で あ ろ う と 、 任 意 の よ り 高 度 な 真 核 細 胞 培 養
が 実 行 可 能 で あ る 。 好 ま し い 真 核 生 物 宿 主 細 胞 と し て は 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 お よ び 哺
乳 動 物 細 胞 、 好 ま し く は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ ル ま た は ヒ ト 細 胞 系 に 由 来 す る も の の よ う な
脊 椎 動 物 細 胞 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し い 真 核 生 物 宿 主 細 胞 と し て
は 、 Ｃ Ｃ Ｌ ６ １ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 可 能 な チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細
胞 、 Ｃ Ｒ Ｌ  １ ６ ５ ８ と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 可 能 な Ｎ Ｉ Ｈ ス イ ス マ ウ ス 胚 細 胞 （ Ｎ Ｉ Ｈ
／ ３ Ｔ ３ ） 、 仔 ハ ム ス タ ー 腎 細 胞 （ Ｂ Ｈ Ｋ ） 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 、 お よ び 同 様 の 真 核 組 織
培 養 細 胞 系 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 培 養 に お け る 脊 椎 動 物 細 胞 の 増 殖 は 、 日 常 的 な 手 法 で あ る 。 例 え ば 、 Tissue Culture, 
Academic Press, Kruse and Patterson, editors （ 1973） を 参 照 さ れ た い 。 容 易 に 培 養
さ れ 得 る 有 用 な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 系 の さ ら な る 例 は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ で 形 質 転 換 し た サ ル 腎 臓 Ｃ
Ｖ １ 系 （ Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 、  Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ  １ ６ ５ １ ） 、 マ ウ ス セ ル ト リ 細 胞 （ Ｔ Ｍ ４ 、 Mat
her, Biol. Reprod., 23:243－ 251 （ 1980） ） 、 サ ル 腎 細 胞 （ Ｃ Ｖ １  Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ  
７ ０ ） 、 ア フ リ カ グ リ ー ン モ ン キ ー 腎 細 胞 （ Ｖ Ｅ Ｒ Ｏ － ７ ６ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ － １ ５ ８
７ ） 、 ヒ ト 子 宮 頚 癌 腫 細 胞 （ Ｈ Ｅ Ｌ Ａ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ２ ） 、 イ ヌ 腎 細 胞 （ Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 、
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ  ３ ４ ） 、 バ ッ フ ァ ロ ー ラ ッ ト 肝 臓 細 胞 （ Ｂ Ｒ Ｌ  ３ Ａ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ
 １ ４ ４ ２ ） 、 ヒ ト 肺 細 胞 （ Ｗ １ ３ ８ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ  ７ ５ ） 、 ヒ ト 肝 臓 細 胞 （ Ｈ ｅ ｐ  
Ｇ ２ 、 Ｈ Ｂ  ８ ０ ６ ５ ） 、 お よ び マ ウ ス 乳 腺 腫 瘍 （ Ｍ Ｍ Ｔ  ０ ６ ０ ５ ６ ２ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ
Ｌ ５ １ ） で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
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　 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 に は 、 標 準 的 手 法 に よ り ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 ま た は ｄ ｒ ｇ －
１ ２ タ ン パ ク 質 の い ず れ か を 発 現 す る こ と が 可 能 な Ｒ Ｎ Ａ を 直 接 注 入 し て も よ い （ Tomina
ga et al. Jpn J. Pharmacol. 83（ 1） :20－ 4 （ 2000） ; Tominaga et al. Neuron 21（ 3
） :531－ 43 （ 1998） 、 お よ び Bisogno et al. Biochem, Biophys. Res. Commun. 262（ 1
） 275－ 84 （ 1999） を 参 照 ） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 宿 主 細 胞 と し て 使 用 す る こ と が で き る 無 脊 椎 細 胞 の 例 と し て は 、 植 物 細 胞 お よ び 昆 虫 細
胞 が 挙 げ ら れ る 。 数 多 く の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 株 お よ び 変 異 体 、 な ら び に 相 当 す る 許 容 昆 虫
宿 主 細 胞 が 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 さ
ら に 、 植 物 細 胞 培 養 物 が 既 知 で あ り 、 例 え ば Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ コ ー ド Ｄ Ｎ Ａ を 含
む よ う に 操 作 さ れ た ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に
よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を コ ー ド す る ｒ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 発 現 さ せ る た め
に 、 任 意 の 原 核 生 物 宿 主 を 使 用 す る こ と が で き る 。 適 切 な 原 核 生 物 と し て は 、 グ ラ ム 陰 性
細 菌 ま た は グ ラ ム 陽 性 細 菌 の よ う な 真 正 細 菌 、 例 え ば 腸 内 細 菌 科 （ Enterobacteriaceae）
（ 例 え ば 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 ） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 属 、 エ ル ウ ィ ニ ア 属 、
ク レ ブ シ エ ラ 属 、 プ ロ テ ウ ス 属 、 サ ル モ ネ ラ 属 （ 例 え ば 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 ） 、 セ ラ チ ア 属
（ 例 え ば 、 霊 菌 ） 、 お よ び 赤 痢 菌 属 ） 、 な ら び に 桿 菌 属 （ 例 え ば 枯 草 菌 お よ び バ シ ラ ス ・
リ シ ェ ニ フ ォ ル ミ ス （ B.licheniformis） （ 例 え ば 、 １ ９ ８ ９ 年 ４ 月 １ ２ 日 に 公 開 さ れ た
Ｄ Ｄ 第 ２ ６ ６ ， ７ １ ０ 号 に 開 示 さ れ る バ シ ラ ス ・ リ シ ェ ニ フ ォ ル ミ ス ４ １ Ｐ の よ う な 桿 菌
） ） 、 緑 膿 菌 の よ う な シ ュ ー ド モ ナ ス 属 、 お よ び ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 が 挙 げ ら れ る 。 好
ま し い 原 核 細 胞 宿 主 は 、 大 腸 菌 で あ る 。 さ ら に 、 宿 主 細 胞 は 、 最 小 量 の タ ン パ ク 質 分 解 酵
素 を 分 泌 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 原 核 生 物 の ほ か に 、 糸 状 菌 ま た は 酵 母 の よ う な 真 核 微 生 物 は 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １
２ コ ー ド ベ ク タ ー 用 の 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 宿 主 ま た は 発 現 宿 主 で あ る 。 例 え ば 、 サ ッ カ ロ
ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） を 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 分
裂 酵 母 属 （ Schizosaccharomyces pombe） （ Beach et al. Nature, 290:140 （ 1981） 、 欧
州 特 許 第 １ ３ ９ ， ３ ８ ３ 号 ） 、 ク ル イ ベ ロ マ イ セ ス 属 （ Kluyveromyces） 宿 主 （ 米 国 特 許
第 ４ ， ９ ４ ３ ， ５ ２ ９ 号 、 上 述 の Fleer et al.） （ 例 え ば Ｋ ． ラ ク テ ィ ス （ lactis） （ Ｍ
Ｗ ９ ８ － ８ Ｃ 、 Ｃ Ｂ Ｓ ６ ８ ３ 、 Ｃ Ｂ Ｓ ４ ５ ７ ４ 、 Louvencourt et al., J. Bacteriol., 7
37 （ 1983） ） 、 Ｋ ． フ ラ ギ リ ス （ fragilis） （ ATCC １ ２ ， ４ ２ ４ ） 、 Ｋ ． ブ ル ガ リ ク ス
（ bulgaricus） （ ATCC １ ６ ， ０ ４ ５ ） 、 Ｋ ． ウ ィ ッ ケ ラ ミ イ （ wickeramii） （ ATCC ２ ４
， １ ７ ８ ） 、 Ｋ ． ワ ル チ イ （ waltii） （ ATCC ５ ６ ， ５ ０ ０ ） 、 Ｋ ． ド ロ ソ フ ィ ラ ル ム （ d
rosophilarum） （ ATCC ３ ６ ， ９ ０ ６ 、 上 述 の Van den Berg et al.） 、 Ｋ ． サ ー モ ト レ ラ
ン ス （ thermotolerans） 、 お よ び Ｋ ． マ ル キ シ ア ヌ ス （ marxianus） ） 、 ヤ ロ ウ ィ ア （ yar
rowia） （ 欧 州 特 許 第 ４ ０ ２ ， ２ ２ ６ 号 ） 、 ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） （ 欧
州 特 許 第 １ ８ ３ ， ０ ７ ０ 号 、 Sreekrishna et al. J. Basic Microbiol., 28:265－ 278 （
1988） ） 、 カ ン ジ ダ 属 、 ト リ コ デ ル マ ・ レ エ シ ア （ Trichoderma reesia） （ 欧 州 特 許 第 ２
４ ４ ， ２ ３ ４ 号 ） 、 ア カ パ ン カ ビ 属 Neurospora crassa（ Case et al. Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, 76:5259－ 5263 （ 1979） ） 、 シ ュ ワ ン ニ オ マ イ セ ス ・ オ ク シ デ ン タ リ ス （ Sch
wanniomyces occidentalis） （ 欧 州 特 許 第 ３ ９ ４ ， ５ ３ ８ 号 ） の よ う な シ ュ ワ ン ニ オ マ イ
セ ス 属 、 な ら び に 糸 状 菌 （ 例 え ば ア カ パ ン カ ビ 属 、 ペ ニ シ リ ン 属 、 ト リ ポ ク ラ ジ ウ ム 属 （
Tolypocladium） （ 国 際 公 開 第 ９ １ ／ ０ ０ ３ ５ ７ 号 ） 、 お よ び Ａ ． ニ ド ゥ ラ ン ス （ nidulan
s） （ Ballance et al. Biochem. Biophys. Res. Commun., 112:284－ 289 （ 1983） ; Tilb
urn et al., Gene, 26:205－ 221 （ 1983） ; Yelton et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
, 81: 1470－ 1474 （ 1989） ） お よ び Ａ ． ニ ガ ー （ niger） （ Kelly et al. EMBO J., 4:47
5－ 479 （ 1985） ） の よ う な ア ス ペ ル ギ ル ス 宿 主 ） の よ う な 多 数 の 他 の 属 、 種 お よ び 株 が
一 般 に 利 用 可 能 で あ り 、 本 明 発 明 に て 有 用 で あ る 。
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【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 の ｒ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に よ る 適 切 な 細 胞 宿 主 の 形 質 転 換 は 、 典 型 的 に 使 用 す る ベ ク タ ー
型 お よ び 用 い る 宿 主 系 に よ っ て 決 ま る 既 知 の 方 法 に よ り 達 成 さ れ る 。 原 核 宿 主 細 胞 の 形 質
転 換 に 関 し て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン お よ び 塩 処 理 法 が 典 型 的 に 使 用 さ れ 、 例 え ば Cohe
n et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:2110, （ 1972） 、 お よ び Maniatis et al., Mo
lecular Cloning,A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY （ 1982） を 参 照 さ れ た い 。 ｒ Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る ベ ク タ ー で の 脊 椎 動 物 細 胞 の
形 質 転 換 に 関 し て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 陽 イ オ ン 性 脂 質 ま た は 塩 処 理 法 が 典 型 的 に
用 い ら れ 、 例 え ば 、 Graham et al. Virol. 52:456, （ 1973） 、 Wigler et al. Proc. Nat
l. Avad. Sci. USA 76: 1373－ 76, （ 1979） を 参 照 さ れ た い 。 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 は
好 ま し く 用 い ら れ る 。 し か し な が ら 、 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン お よ び 細 菌 原 形 質 融 合
を 含 む 細 胞 に Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る 他 の 方 法 も ま た 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 組 換 え チ ャ ネ ル の 一 過 性 の 発 現 に 関 し て 、 Ｎ ａ + 電 流 ま た は 細 胞 内 Ｎ ａ + レ ベ ル の 測 定 用
の 形 質 転 換 宿 主 細 胞 は 典 型 的 に 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 技 術 （ Ukomadu et al. Neuron 8,
 663－ 676 （ 1992） ） を 用 い て 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 の よ う な 細 胞 に 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー プ ラ
ス ミ ド （ 例 え ば ｐ Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ  Ｌ ａ ｎ ｔ ｅ ｒ ｎ － １ 、 Life Technologies） と 構 築 物 を 同 時
に ト ラ ン ス ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 ４ ８ 時 間 後 、 緑 色 の 蛍 光 を 伴 う
細 胞 が 、 記 録 用 に 選 択 さ れ る （ Dib－ Hajj et al. FEBS Lett. 416, 11－ 14 （ 1997） ） 。
同 様 に 、 実 施 例 ４ に 記 載 す る よ う に 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 の 一 過 性 発 現 の 測 定 お よ び 受 容 体 活 性
化 に 応 答 し た 細 胞 内 Ｃ ａ 2 + の 変 化 の 測 定 に お い て も 、 Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 は 、 Ｍ ｒ ｇ 発 現 構 築 物 お
よ び 蛍 光 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド を 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 得 る 。 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 は 典
型 的 に 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Life Technologies） を 補 充 し た 高 グ ル コ ー ス Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培
地 （ Life Technologies） に お い て 増 殖 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る た め に 使 用 さ れ る 原 核 細 胞 は 、 上 述 の Sambrook等 に 一
般 に 記 載 さ れ る よ う に 、 適 切 な 培 地 に て 培 養 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る た め に 使 用 さ れ る 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 は 、 Ｈ ａ ｍ 'ｓ Ｆ
１ ０ （ Sigma） 、 最 小 必 須 培 地 （ （ Ｍ Ｅ Ｍ ） 、 Sigma） 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ （ Sigma） 、
お よ び ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） 、 Sigma） の よ う な 市 販 の 培 地 を 含 む
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 様 々 な 培 地 に て 培 養 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ham et al.
 Meth. Enz., 58:44 （ 1979） 、 Barnes et al. Anal. Biochem. 102:255 （ 1980） 、 米 国
特 許 第 ４ ， ７ ６ ７ ， ７ ０ ４ 号 、 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ５ ７ ， ８ ６ ６ 号 、 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ２ ７
， ７ ６ ２ 号 、 米 国 特 許 第 ４ ， ５ ６ ０ ， ６ ５ ５ 号 、 ま た は 米 国 特 許 第 ５ ， １ ２ ２ ， ４ ６ ９ 号
、 国 際 公 開 第 ９ ０ ／ ０ ３ ４ ３ ０ 号 、 国 際 公 開 第 ８ ７ ／ ０ ０ １ ９ ５ 号 、 ま た は 米 国 特 許 再 審
査 第 ３ ０ ， ９ ８ ５ 号 に 記 載 さ れ る 培 地 の い ず れ も 、 宿 主 細 胞 用 培 地 と し て 使 用 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら の 培 地 の い ず れ も 、 必 要 な 場 合 に ホ ル モ ン お よ び ／ ま た は 他 の 成 長 因 子 （
例 え ば 、 イ ン シ ュ リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 ま た は 上 皮 成 長 因 子 ） 、 塩 （ 例 え ば 、 塩 化 ナ
ト リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 お よ び リ ン 酸 塩 ） 、 緩 衝 液 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ
） 、 ヌ ク レ オ シ ド （ 例 え ば 、 ア デ ノ シ ン お よ び チ ミ ジ ン ） 、 抗 生 物 質 、 微 量 元 素 、 お よ び
グ ル コ ー ス ま た は 等 価 エ ネ ル ギ ー 源 を 補 充 し て も よ い 。 任 意 の 他 の 必 要 な サ プ リ メ ン ト は
ま た 、 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ る よ う に 、 適 切 な 濃 度 で 含 入 さ れ 得 る 。 培 養 条 件 は 、 発 現 に
関 し て 選 択 し た 宿 主 細 胞 で す で に 使 用 し た も の で あ り 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 開 示 に て 言 及 さ れ る 宿 主 細 胞 は 、 培 養 細 胞 、 な ら び に 宿 主 動 物 内 に あ る 細 胞 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 形 質 転 換 に 成 功 し た 細 胞 、 す な わ ち 、 本 発 明 の ｒ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 細 胞 は 、 選 択 マ ー カ
ー を 用 い た 選 択 を 含 む 既 知 の 技 術 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ｒ Ｄ Ｎ
Ａ の 導 入 に よ り 生 じ る 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ し て 、 単 一 コ ロ ニ ー を 生 産 す る こ と が で き る 。
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こ れ ら の コ ロ ニ ー か ら の 細 胞 を 収 集 し 、 溶 解 し て 、 Southern, J. Mol. Biol. 98:503, （
1975） ま た は Berent et al., Biotech. 3:208, （ 1985） に よ り 記 載 さ れ る よ う な 方 法 を
用 い て 、 ｒ Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 に つ い て そ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ 内 容 物 を 検 査 す る か 、 ま た は 以 下 に 記 載
の よ う な 免 疫 学 的 方 法 に よ り 細 胞 か ら 生 産 さ れ る タ ン パ ク 質 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 遺 伝 子 増 幅 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 発 現 は 、 本 明 細 書 中 に 提 供 す る 配 列 に 基 づ い て 、 適 切
な 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い た 、 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 定 量 化 す る た め の ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201－ 5205 （ 1980）
） 、 ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ Ｄ Ｎ Ａ 分 析 ） 、 ま た は ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 含 む 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 技 術 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 様 々 な 標 識 、 最
も 一 般 的 に は 放 射 性 同 位 体 、 特 に 3 2 Ｐ を 用 い る こ と が で き る 。 遺 伝 子 発 現 を 測 定 す る 免 疫
学 的 方 法 と し て は 、 組 織 切 片 ま た は 培 養 液 中 の 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 、 な ら び に 培 地
ま た は 体 液 に お け る タ ン パ ク 質 レ ベ ル を ア ッ セ イ す る こ と が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 組 織 化 学 的
染 色 技 術 を 用 い る 場 合 、 脱 水 お よ び 固 定 化 に よ り 細 胞 試 料 を 調 製 し た 後 、 遺 伝 子 産 物 に 特
異 的 な 標 識 抗 体 を 結 合 さ せ る が 、 酵 素 標 識 、 蛍 光 標 識 、 発 光 標 識 な ど は 通 常 視 覚 的 に 検 出
可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 試 料 液 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 お よ び ／ ま た は ア ッ セ イ に 有 用 な 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル の い ず れ か で あ り 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る よ う に 調 製 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 Ｆ ． ｒ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 用 い た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 生 産
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 用 い て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 生 産 す る
方 法 を 提 供 す る 。 包 括 的 に は 、 組 換 え 型 の タ ン パ ク 質 の 生 産 は 典 型 的 に 、 以 下 の 工 程 を 含
む 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 第 一 に 、 本 発 明 の ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分
子 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １ １ ５ ～ １ ０ ２ ６ 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １
１ ５ ～ １ ０ ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド １ ３ ７ ～ １ ０ ５ １ 、 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ
ド １ ３ ７ ～ １ ０ ５ ４ 、 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド １ ６ ５ ～ １ ０ ７ ０ 、 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ
オ チ ド １ ６ ５ ～ １ ０ ７ ３ 、 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ ４ ５ ０ 、 配 列 番 号 ９ の ヌ ク レ オ
チ ド １ ～ ４ ５ ９ 、 配 列 番 号 １ １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ８ ２ ０ ～ ２ ７ ３ ４ 、 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク
レ オ チ ド １ ７ ０ ～ ５ ７ ４ 、 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド １ ７ ０ ～ ５ ７ ７ 、 配 列 番 号 １ ５ の
ヌ ク レ オ チ ド ３ ２ ８ ～ １ ２ ９ ３ 、 配 列 番 号 １ ５ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ２ ８ ～ １ ２ ９ ６ 、 配 列 番
号 １ ７ の ヌ ク レ オ チ ド １ ７ １ ～ １ １ ６ ０ 、 配 列 番 号 １ ７ の ヌ ク レ オ チ ド １ ７ １ ～ １ １ ６ ３
、 配 列 番 号 ２ ０ の ヌ ク レ オ チ ド ８ ３ ～ ９ ４ ３ 、 配 列 番 号 ２ ０ の ヌ ク レ オ チ ド ８ ３ ～ ９ ４ ６
、 配 列 番 号 ２ ２ の ヌ ク レ オ チ ド １ ６ ～ ９ １ ８ 、 配 列 番 号 ２ ２ の ヌ ク レ オ チ ド １ ６ ～ ９ ２ １
、 配 列 番 号 ２ ４ の ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ６ ～ １ ０ ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ ４ の ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ６ ～
１ ０ ２ ３ 、 配 列 番 号 ２ ６ の ヌ ク レ オ チ ド ４ ５ ～ ９ ５ ９ 、 配 列 番 号 ２ ６ の ヌ ク レ オ チ ド ４ ５
～ ９ ６ ２ 、 配 列 番 号 ２ ８ の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ ４ ０ ５ 、 お よ び 配 列 番 号 ２ ８ の ヌ ク レ オ チ ド
１ ～ ４ ０ ８ ） を 得 る 。 こ れ ら の 配 列 の よ う に 、 コ ー ド 配 列 が イ ン ト ロ ン に よ り 中 断 さ れ な
い 場 合 、 そ れ は 任 意 の 宿 主 に お け る 発 現 に ま さ に 適 し て い る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 次 に 、 核 酸 分 子 を 、 好 ま し く は 上 述 の よ う に 適 切 な 制 御 配 列 に よ っ て 発 現 が 調 節 で き る
よ う に 連 結 し て 、 タ ン パ ク 質 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む 発 現 ユ ニ ッ ト を 形 成 す
る 。 発 現 ユ ニ ッ ト を 用 い て 、 適 切 な 宿 主 を 形 質 転 換 し 、 形 質 転 換 し た 宿 主 を 、 組 換 え タ ン
パ ク 質 の 生 産 が 可 能 な 条 件 下 に て 培 養 す る 。 任 意 に 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を 、 培 地 ま た は 細
胞 か ら 単 離 す る 。 タ ン パ ク 質 の 回 収 お よ び 精 製 は 、 不 純 物 が 許 容 さ れ る 場 合 、 ま た は 組 換
え 細 胞 が 例 え ば ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ に て 使 用 さ れ る 場 合 、 必 ず し も 必 要 で な い 。
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【 ０ １ ７ ４ 】
　 先 述 の 工 程 の そ れ ぞ れ は 、 様 々 な 態 様 で 実 行 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 所 望 の コ ー ド
配 列 を 、 ゲ ノ ム 断 片 か ら 得 て 、 適 切 な 宿 主 に 直 接 使 用 し て も よ い 。 様 々 な 宿 主 に て 発 現 を
調 整 す る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 は 、 上 述 の よ う に 、 適 切 な レ プ リ コ ン お よ び 制
御 配 列 を 用 い て 達 成 さ れ る 。 制 御 配 列 、 発 現 ベ ク タ ー お よ び 形 質 転 換 の 方 法 は 、 遺 伝 子 を
発 現 す る た め に 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 型 に よ り 決 定 さ れ る こ と は 、 上 述 し た 。 適 切 な 制 限 部
位 が 、 一 般 に 利 用 可 能 で な い 場 合 、 コ ー ド 配 列 の 末 端 に 付 加 さ れ 、 こ れ ら の ベ ク タ ー に 挿
入 す る た め の 切 除 可 能 な 遺 伝 子 を 提 供 し 得 る 。 当 業 者 は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を 生 産 す る た
め に 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 と と も に 使 用 す る た め の 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 宿 主 ／ 発 現
系 を 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ は 、 相 同 組 換 え に よ り 生 じ 得 る 。 簡 潔 に 述
べ る と 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ コ ー ド 遺 伝 子 を 含 む 初 代 ヒ ト 細 胞 を ベ ク タ ー で 形 質 転
換 し 、 該 ベ ク タ ー は 増 幅 を 可 能 に す る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ （ Ｄ Ｈ
Ｆ Ｒ ） ） お よ び Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 の 遺 伝 子 座 に て Ｄ Ｎ Ａ 配 列
と 相 同 的 な 少 な く と も 約 １ ５ ０ ｂ ｐ 長 の 少 な く と も １ つ の フ ラ ン キ ン グ 領 域 を 含 む 。 増 幅
を 可 能 に す る 遺 伝 子 は 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 遺 伝 子 の 発 現 を 妨 害 し な い よ う に 位 置
し な け れ ば な ら な い 。 形 質 転 換 時 に 、 構 築 物 は 、 初 代 細 胞 の ゲ ノ ム に 相 同 的 に 組 み 込 ま れ
る よ う に な り 、 増 幅 を 可 能 に す る 領 域 を 規 定 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 次 に 、 構 築 物 中 に 存 在 す る 増 幅 を 可 能 に す る 遺 伝 子 マ ー カ ー ま た は 他 の マ ー カ ー に 基 づ
い て 、 形 質 転 換 細 胞 を 選 択 す る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 存 在 は 、 宿 主 ゲ ノ ム に 構 築 物 が 存 在 す
る こ と お よ び 組 込 ま れ て い る こ と を 証 明 す る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 、 こ れ に 続 く シ ー ケ ン シ ン グ ま た は
制 限 断 片 分 析 を 用 い て 、 相 同 組 換 え が 生 じ た こ と を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 次 に 、 増 幅 可 能 領 域 の 全 体 を 、 同 定 し た 初 代 細 胞 か ら 単 離 し て 、 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す
る 。 次 に 、 増 幅 可 能 領 域 を 含 む ク ロ ー ン を 選 択 し た 後 、 増 幅 作 用 物 質 と の 処 理 に よ り 増 幅
す る 。 最 終 的 に 、 遺 伝 子 を 発 現 さ せ 、 所 望 の タ ン パ ク 質 を 生 産 す る た め に 、 宿 主 細 胞 を 増
殖 さ せ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 直 接 的 に 生 産 す る だ け で な く 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 ポ リ
ペ プ チ ド と し て 、 組 換 え 的 に 生 産 し て も よ い 。 一 実 施 形 態 で は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド は 、 シ
グ ナ ル 配 列 で あ っ て も よ い 。 一 般 に 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 ベ ク タ ー の 成 分 で あ り 得 る か 、 ま
た は 、 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る Ｍ ｒ ｇ も し く は ｄ ｒ ｇ － １ ２ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 で あ り 得 る 。 選 択
さ れ る 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ 、 プ ロ セ シ ン グ さ れ る
（ す な わ ち 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド に よ り 切 断 さ れ る ） 配 列 で あ る 。 原 核 宿 主 細 胞 に お け る 発
現 に 関 し て 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ 、 ｌ ｐ
ｐ 、 お よ び 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ リ ー ダ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 原 核 生 物 シ
グ ナ ル 配 列 で あ っ て も よ い 。 酵 母 分 泌 に 関 し て 、 天 然 型 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば 酵 母 イ ン
ベ ル タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 α 因 子 リ ー ダ ー （ サ ッ カ ロ ミ セ ス 属 お よ び ク ル イ ベ ロ マ イ セ ス 属 α
因 子 リ ー ダ ー 、 ま た は 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 お よ び Ｃ ． ア ル ビ カ ン ス グ ル コ ア ミ
ラ ー ゼ リ ー ダ ー を 含 む ） に よ り 置 換 さ れ て も よ い 。 任 意 の 天 然 型 シ グ ナ ル 配 列 は 、 哺 乳 動
物 細 胞 発 現 に 適 し て い る 。 あ る い は 、 そ れ は 、 関 連 タ ン パ ク 質 か ら の シ グ ナ ル 配 列 、 な ら
び に ウ イ ル ス 分 泌 リ ー ダ ー （ 例 え ば 、 単 純 ヘ ル ペ ス ｇ Ｄ シ グ ナ ル ） に よ り 置 換 さ れ て も よ
い 。 か か る 前 駆 物 質 領 域 の た め の Ｄ Ｎ Ａ は 、 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 で 、 成 熟 タ ン パ ク 質
ま た は そ の 可 溶 性 変 異 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 連 結 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 例 え ば 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 位 置 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ
得 る マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 蛍 光 タ ン パ ク 質 の よ う な マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド が
当 該 技 術 分 野 に て 既 知 で あ る だ ろ う 。 好 ま し い マ ー カ ー タ ン パ ク 質 は 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン
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パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 Ｇ ． Ｍ ｒ ｇ ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾
　 Ｍ ｒ ｇ お よ び ｄ ｒ ｇ － １ ２ な ら び に そ れ ら の 各 変 異 体 の 共 有 結 合 的 修 飾 は 本 発 明 の 範 囲
に 含 ま れ る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 定 ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 誘 導 体
化 す る 有 機 試 薬 と 反 応 さ せ る 。 二 官 能 性 作 用 物 質 に よ る 誘 導 体 化 は 、 例 え ば 非 水 溶 性 支 持
マ ト リ ッ ク ス ま た は そ の 表 面 に 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は Ｍ ｒ ｇ 断 片 も し く は 誘 導 体 を 架 橋 す る た め
に 有 用 で あ り 、 抗 Ｍ ｒ ｇ 抗 体 の 精 製 、 な ら び に 結 合 パ ー ト ナ ー お よ び リ ガ ン ド を 同 定 す る
方 法 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は Ｍ ｒ ｇ 断 片 は 、 結 合 特 異 性 お よ
び エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 調 節 す る た め に 、 互 い に 架 橋 さ れ て も よ い 。 多 く の 架 橋 剤 が 当 該 技
術 分 野 で 既 知 で あ り 、 １ ， １ － ビ ス （ ジ ア ゾ ア セ チ ル ） － ２ － フ ェ ニ ル エ タ ン 、 グ ル タ ル
ア ル デ ヒ ド 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ビ ス － Ｎ － マ レ イ ミ ド － １ ， ８ －
オ ク タ ン の よ う な 二 官 能 性 マ レ イ ミ ド 、 お よ び メ チ ル － ３ － ［ （ ｐ － ア ジ ド フ ェ ニ ル ） ジ
チ オ ］ プ ロ ピ オ イ ミ デ ー ト の よ う な 作 用 物 質 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 他 の 意 図 さ れ る 修 飾 と し て は 、 グ ル タ ミ ニ ル 残 基 お よ び ア ス パ ラ ギ ニ ル 残 基 の 、 そ れ ぞ
れ 相 当 す る グ ル タ ミ ル 残 基 お よ び ア ス パ ル チ ル 残 基 へ の 脱 ア ミ ド 化 、 プ ロ リ ン お よ び リ シ
ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 セ リ ル 残 基 ま た は ト レ オ ニ ル 残 基 の 水 酸 基 の リ ン 酸 化 、 リ シ ン 、 ア
ル ギ ニ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン 側 鎖 の α ア ミ ノ 基 の メ チ ル 化 （ T.E. Creighton, Proteins: St
ructure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79－ 86 
（ 1983） ） 、 Ｎ － 末 端 ア ミ ン の ア セ チ ル 化 、 お よ び 任 意 の Ｃ 末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア ミ ド
化 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 型 の 修 飾 も 意 図 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の グ リ コ シ
ル 化 型 の 改 変 方 法 が 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 例 え ば 、 天 然 型 配 列 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ
－ １ ２ に 見 ら れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 炭 水 化 物 部 分 は 、 化 学 的 に 、 酵 素 的 に 、 ま た は グ
リ コ シ ル 化 部 位 の 修 飾 に よ り 除 去 さ れ て も よ い 。 あ る い は 、 例 え ば 直 接 的 に 炭 水 化 物 部 分
の 組 成 を 操 作 す る こ と よ り 、 あ る い は ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 す る こ と で 天 然 型 配 列 Ｍ ｒ ｇ ま
た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ に 存 在 し な い グ ル コ シ ル 化 部 位 を 付 加 す る こ と に よ り 、 さ ら に グ リ コ シ
ル 化 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 別 の タ イ プ の 共 有 結 合 的 修 飾 は 、 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ４ ０ ， ８ ３
５ 号 、 米 国 特 許 第 ４ ， ４ ９ ６ ， ６ ８ ９ 号 、 米 国 特 許 第 ４ ， ３ ０ １ ， １ ４ ４ 号 、 米 国 特 許 第
４ ， ６ ７ ０ ， ４ １ ７ 号 、 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ９ １ ， １ ９ ２ 号 、 ま た は 米 国 特 許 第 ４ ， １ ７ ９
， ３ ３ ７ 号 に 記 載 さ れ た 方 法 で 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 も し く は 誘 導 体 を 、 様 々 な
非 タ ン パ ク 質 ポ リ マ ー （ 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ
コ ー ル ま た は ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン ） の １ つ に 連 結 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 別 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 さ れ た
Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ を 含 む キ メ ラ 分 子 を 形 成 す る 方 法 に て 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 か か る キ メ ラ 分 子 は 、 抗 タ グ 抗 体 が 選 択 的 に 結 合 さ れ 得 る エ ピ ト ー プ
を 有 す る タ グ ポ リ ペ プ チ ド と 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ と の 融 合 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ タ
グ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 置 か れ る の が 一 般 で あ る 。 エ
ピ ト ー プ タ グ は 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 同 定 を 可 能 に し 、 な ら び に エ ピ ト ー プ タ グ に 結 合 す
る 抗 タ グ 抗 体 ま た は 別 の タ イ プ の ア フ ィ ニ テ ィ マ ト リ ッ ク ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に
よ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 に す る 。 多 数 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ れ ら に 対 す
る そ れ ぞ れ の 抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 既 知 の タ グ と し て は 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン
（ ｐ ｏ ｌ ｙ － ｈ ｉ ｓ ） タ グ ま た は ポ リ ヒ ス チ ジ ン － グ リ シ ン （ ｐ ｏ ｌ ｙ － ｈ ｉ ｓ － ｇ ｌ ｙ
） タ グ 、 ｆ ｌ ｕ ｅ  Ｈ Ａ タ グ ポ リ ペ プ チ ド （ Field et al., Mol. Cell. Biol., 8:2159－ 2
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165 （ 1988） ） 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ タ グ （ Evan et al., Molecular and Cellular Biology, 5:3
610－ 3616 （ 1985） ） 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 Ｄ （ ｇ Ｄ ） タ グ （ Paborsky e
t al., Protein Engineering, 3（ 6） :547－ 553 （ 1990） ） 、 お よ び Ｆ ｌ ａ ｇ ペ プ チ ド （
Hopp et al., Bio Technology, 6:1204－ 1210 （ 1988） ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 キ メ ラ 分 子 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 特 定 領 域 と
、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ と の 融 合 を 含 む 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン を 生 産 す る た め に 、 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 断 片 も し く は 特 定 ド メ イ ン （ 複 数 可 ） は 、 Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の
Ｆ ｃ 領 域 と 融 合 さ れ 得 る 。 典 型 的 に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 領 域 配 列 と 融 合 さ れ る 。 本
発 明 に お け る 使 用 の た め の Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ は 一 般 的 に 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 の Ｎ 末 端 を コ ー ド す る 核 酸 に Ｃ 末 端 で 融 合 し た Ｍ ｒ ｇ ま
た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 の 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 、 ま
た は そ れ ら の 断 片 か ら 調 製 さ れ る 。 Ｎ 末 端 融 合 も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 の イ ム ノ ア ド へ シ ン に お い て は 必 要 で は な い が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 は 、 Ｍ ｒ ｇ
ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に 共 有 結 合 さ れ て い る か 、 あ る
い は Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ に 直 接 融 合 さ れ て 、 存 在 し て も よ い 。 共 有 結 合 さ せ る た め
に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 重 鎖 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 同 時 に 発 現 さ れ て も よ い 。 ハ イ ブ リ ッ ド 重 鎖
お よ び ハ イ ブ リ ッ ド 軽 鎖 は 、 ２ つ の ジ ス ル フ ィ ド 連 結 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 － 軽 鎖 対 を 含 む
免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 構 造 を 与 え る た め に 、 分 泌 時 に 共 有 結 合 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 二 重 特 異 性 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン も ま た 作 製 す る こ と が で き る 。 二 重 特 異 性 イ ム ノ ア ド ヘ シ
ン は 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ ド メ イ ン 、 お よ び 別 の 受 容 体 由 来 の 細 胞 外 ド メ イ ン の よ
う な ド メ イ ン と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 明 細 書 中 の イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は
、 そ れ ぞ れ が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 し た ２ つ の 異 な る Ｍ ｒ ｇ 受 容 体
部 分 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の キ メ ラ 分 子 は 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ あ る い は
そ の 断 片 も し く は ド メ イ ン （ 複 数 可 ） と 、 異 種 受 容 体 ま た は そ の 断 片 も し く は ド メ イ ン （
複 数 可 ） と の 融 合 を 含 む 。 異 種 受 容 体 は 、 関 連 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ フ ァ ミ リ ー の タ
ン パ ク 質 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 完 全 に 関 連 の な い も の で あ っ て も よ い 。 特 定 リ ガ ン ド
に 関 す る 所 望 の リ ガ ン ド 特 異 性 ま た は 所 望 の 親 和 性 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 を 得 る た め に
、 あ る い は 所 望 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 を 得 る た め に 、 Ｍ ｒ ｇ タ ン パ
ク 質 ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク 質 に 融 合 さ れ る 異 種 タ ン パ ク 質 が 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 Ｈ ． 分 子 プ ロ ー ブ も し く は 診 断 プ ロ ー ブ と し て ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ を 使 用 す る 方 法
　 本 発 明 の 配 列 お よ び 抗 体 、 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド は 、 感 覚 の 認 識 、 特 に 痛 み の 感 知
に 関 連 も し く は 関 与 し た 細 胞 ま た は 組 織 の 検 出 の た め の 分 子 プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と
が で き る 。 多 く の 方 法 が 、 ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ に お い て 本 発 明 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 を 検 出
す る た め に 使 用 さ れ 得 る が 、 好 ま し い プ ロ ー ブ と し て は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 お よ び 抗 ｍ ｒ
ｇ ま た は 抗 ｄ ｒ ｇ － １ ２ 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 発 明 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 検 出 用 プ ロ ー ブ は 、 緑 内 障 ま た は 慢 性 の 痛 み の よ う な
特 定 の 病 状 の た め に 、 あ る い は 感 覚 の 認 識 を 増 大 ま た は 抑 制 す る た め に 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ
ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク 質 の 関 与 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 特 に 、 例 え ば 異 痛
症 、 痛 覚 過 敏 ま た は 慢 性 の 痛 み を 有 す る 患 者 、 ま た は 緑 内 障 の よ う な 疾 患 も し く は 障 害 を
有 す る 患 者 の よ う な 、 感 覚 認 識 の 変 化 を 示 す 患 者 に お い て 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 Ｍ ｒ ｇ
ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 発 現 が 増 加 ま た は 減 少 し て い る か ど う か を 決 定 す る 際 に 有 用 で あ り 得
る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 減 少 ま た は 過 剰 発 現 を 決 定 す る こ と は 、 例 え ば 、 Ｍ ｒ
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ｇ も し く は ｄ ｒ ｇ － １ ２ ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る よ う な 、 障 害 を 治 療
す る 治 療 上 の ア プ ロ ー チ を 特 定 す る 際 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ま た 、 病 状 、 特 に 痛 み を 患 う 動 物 モ デ ル で の Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 発 現 レ ベ ル の 変
化 の 決 定 は 、 そ の 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る 化 合 物 に よ っ て 、 効 果 的 に 治 療 す る こ と が で
き る 障 害 の 種 類 を 特 定 す る 際 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ 、 例 え ば ア ン チ セ ン ス 分 子 お よ び 抗 体 は 、 Ｍ ｒ ｇ 変 異 体 ま た
は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 変 異 体 の 突 然 変 異 体 ま た は 変 異 体 形 態 の 発 現 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ
と が で き る 。 か か る 変 異 体 を 検 出 す る 能 力 は 、 特 定 の 病 状 、 お よ び 特 定 の 患 者 が 感 じ て い
る 症 状 に お け る 変 異 体 の 関 与 を 特 定 す る 際 に 有 用 で あ り 得 る 。 疾 患 も し く は 障 害 に お け る
Ｍ ｒ ｇ 変 異 体 ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ の 変 異 体 の 関 与 を 特 定 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 治 療 、 ま
た は 受 容 体 変 異 体 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投
与 す る よ う な 、 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 の た め の 治 療 上 の ア プ ロ ー チ を 提 案 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 互 い の 関 係 を 含 め た 様 々 な Ｍ ｒ ｇ お よ び ｄ ｒ ｇ － １ ２ フ
ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の 正 確 な 発 現 パ タ ー ン を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 図 ２ の ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 鏡 画 像 に よ る と 、 新 生 野 生 型 （
Ｗ Ｔ ） マ ウ ス お よ び ニ ュ ー ロ ゲ ニ ン １ ヌ ル 突 然 変 異 （ Ｎ ｇ ｎ １ - / - ） マ ウ ス 由 来 の 後 根 神
経 節 （ Ｄ Ｒ Ｇ ） の 横 断 切 片 に お け る 配 列 番 号 ２ （ 「 ｍ ｒ ｇ ３ 」 ） お よ び 配 列 番 号 ４ （ 「 ｍ
ｒ ｇ ４ 」 ） の ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス 染 色 が 局 在 化 し て い る こ と を 示 す 。 白 点
線 は 、 Ｄ Ｒ Ｇ の 輪 郭 を 描 い て お り 、 黒 点 線 は 、 脊 髄 の 輪 郭 を 描 い て い る 。 Ｎ ｇ ｎ １ - / - 突
然 変 異 体 に て 、 Ｄ Ｒ Ｇ の 大 き さ が 、 ３ つ の 他 の 別 個 の マ ー カ ー （ ｔ ｒ ｋ Ａ 、 Ｖ Ｒ － １ お よ
び Ｓ Ｎ Ｓ － Ｔ Ｔ Ｘ ｉ （ Ma et al., （ 1999） ） を 用 い て 同 定 し た 場 合 、 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ
ー ロ ン の 損 失 に 起 因 し て 、 激 し く 減 少 し て い る こ と に 留 意 さ れ た い 。 ｍ ｒ ｇ ３ は 、 Ｗ Ｔ マ
ウ ス に て Ｄ Ｒ Ｇ サ ブ セ ッ ト で 発 現 さ れ る （ Ａ ） が 、 Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ に は 存 在 し な い （
Ｂ ） 。 ｍ ｒ ｇ ４ は 、 ｍ ｒ ｇ ３ よ り も 小 さ い Ｄ Ｒ Ｇ サ ブ セ ッ ト で 発 現 さ れ る （ Ｃ ） 。 ｍ ｒ ｇ
４ も ま た 、 Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ に は 存 在 し な い （ Ｄ ） 。 Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ に お け る ｍ ｒ ｇ
発 現 ニ ュ ー ロ ン の 損 失 は 、 こ れ ら の ニ ュ ー ロ ン が 侵 害 受 容 性 で あ る 可 能 性 が 高 い こ と を 示
す 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 後 根 神 経 節 （ Ｄ Ｒ Ｇ ） ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト で の ｍ ｒ ｇ の 発 現 を 図 ２ Ａ に 示 す 。 野 生
型 マ ウ ス （ ａ ～ ｉ ） お よ び ｎ ｇ ｎ １ - / - （ ｊ ） 突 然 変 異 新 生 マ ウ ス 由 来 の Ｄ Ｒ Ｇ の 凍 結 し
た 横 断 切 片 を ア ン チ セ ン ス ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て ア ニ ー リ ン グ し て 、 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 抗 体 を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 視 化 し た 。 陽 性 シ グ
ナ ル を 濃 紫 染 色 と し て 示 す 。 Ｔ ｒ ｋ Ａ は 、 野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ ン の 大 部 分 で 発 現 さ れ る
（ ａ ） が 、 ｎ ｇ ｎ １ - / - の ニ ュ ー ロ ン で は 存 在 し な い （ デ ー タ を 示 さ ず ） 。 ８ 個 の ｍ ｒ ｇ
遺 伝 子 の そ れ ぞ れ が 、 野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ に お け る ニ ュ ー ロ ン の 小 さ な サ ブ セ ッ ト で 発 現 さ れ （
ｂ ～ ｉ ） 、 ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ で は 完 全 に 存 在 し な い （ ｊ 以 外 に デ ー タ を 示 さ ず ） 。 黒 点
線 は 、 ｎ ｇ ｎ １ - / - 突 然 変 異 Ｄ Ｒ Ｇ の 輪 郭 を 描 い て い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 図 ２ Ｂ で は 、 ｍ ｒ ｇ は 、 Ｔ ｒ ｋ Ａ + 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン に よ り 発 現 さ れ る 。 二 重 標 識 技
術 を 用 い て 、 Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ ン に お け る Ｔ ｒ ｋ Ａ （ 緑 、 ［ ｂ 、 ｅ ］ ） お よ び ｍ ｒ ｇ （ 赤 、
［ ａ 、 ｄ ］ ） を 同 時 局 在 化 し た 。 二 重 標 識 実 験 中 、 ｍ ｒ ｇ ３ （ ａ ～ ｃ ） ま た は ｍ ｒ ｇ ５ （
ｄ ～ ｆ ） フ ル オ レ セ イ ン 標 識 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の い ず れ か を 用 い て 、 野 生 型 Ｄ
Ｒ Ｇ の 凍 結 切 片 を ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 後 、 抗 Ｔ ｒ ｋ Ａ 抗 体 免 疫 染 色 し た 。
同 一 の ２ つ の 枠 （ ａ お よ び ｂ 、 ｄ お よ び ｅ ） は 、 同 時 局 在 化 の 程 度 を 明 ら か に す る た め に
デ ジ タ ル 方 式 で 重 ね 合 わ せ た （ ｃ 、 ｆ ） 。 ｍ ｒ ｇ ３ ま た は ｍ ｒ ｇ ５ の い ず れ か と の Ｔ ｒ ｋ
Ａ の 同 時 局 在 化 は 、 合 併 画 像 に て 黄 色 の よ う に 見 え る （ そ れ ぞ れ 、 ｃ 、 ｆ ） 。 白 矢 頭 は 、
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二 重 陽 性 細 胞 の 例 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 図 ２ Ｃ で は 、 ｍ ｒ ｇ お よ び Ｖ Ｒ １ が 、 Ｄ Ｒ Ｇ に お け る ２ つ の 異 な る 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン
の 集 団 を 規 定 す る 。 ｍ ｒ ｇ ３ ま た は ｍ ｒ ｇ ５ フ ル オ レ セ イ ン 標 識 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ
ー ブ の い ず れ か を 用 い た ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ 赤 ） と 抗 Ｖ Ｒ － １ 抗 体
免 疫 染 色 （ 緑 ） と の 組 合 せ に よ り 、 ｍ ｒ ｇ ３ （ ａ ～ ｃ ） も ｍ ｒ ｇ ５ （ ｄ ～ ｆ ） も 、 Ｖ Ｒ －
１ 陽 性 ニ ュ ー ロ ン に よ り 発 現 さ れ な い こ と を 実 証 し た 。 併 合 画 像 （ ｃ 、 ｆ ） で は 、 ｍ ｒ ｇ
３ ま た は ｍ ｒ ｇ ５ の い ず れ か と の Ｖ Ｒ １ の 同 時 局 在 化 は 存 在 し な か っ た 。 白 矢 頭 は 、 ｍ ｒ
ｇ 発 現 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン で あ る が 、 Ｖ Ｒ １ 陰 性 の 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン を 指 し 示 す 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 図 ２ Ｄ で は 、 ｍ ｒ ｇ が 、 Ｉ Ｂ ４ + 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン に よ り 発 現 さ れ る こ と が わ か る 。
二 重 標 識 技 術 を 用 い て 、 Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ ン に お け る Ｉ Ｂ ４ （ 緑 、 ［ ｂ 、 ｅ ］ ） お よ び ｍ ｒ
ｇ （ 赤 、 ［ ａ 、 ｄ ］ ） を 同 時 局 在 化 し た 。 ｍ ｒ ｇ ３ お よ び ｍ ｒ ｇ ５ の 発 現 は 、 上 述 の よ う
に 、 ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 可 視 化 し た 。 続 い て 同 一 Ｄ Ｒ Ｇ 切 片 を
Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 レ ク チ ン に よ り Ｉ Ｂ ４ 結 合 を 施 し た 。 併 合 画 像 （ ｃ 、 ｆ ） で は 、 ｍ ｒ ｇ お よ
び Ｉ Ｂ ４ 染 色 と の 間 に 広 範 囲 の 重 な り が 存 在 し た （ 矢 頭 で 示 し た 黄 色 い ニ ュ ー ロ ン ） 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 正 常 組 織 に お け る 、 お よ び 疾 患 の 動 物 モ デ ル か ら 、 あ る い は 疾 患 ま た は 障 害 を 患 う 患 者
か ら 摂 取 し た 組 織 に お け る 本 発 明 の 受 容 体 の 発 現 パ タ ー ン に 関 す る 情 報 は 、 受 容 体 の 生 物
学 的 機 能 を さ ら に 規 定 す る 際 に 、 お よ び 特 定 の 疾 患 ま た は 障 害 に 関 与 す る 特 定 受 容 体 ま た
は 受 容 体 の 組 合 せ に 対 し て 、 治 療 方 法 を 適 合 さ せ る 際 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 Ｉ ． 結 合 パ ー ト ナ ー の 同 定 方 法
　 以 下 に よ り 詳 述 す る よ う に 、 数 個 の ペ プ チ ド が 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 の 内 因 性 リ ガ ン ド と し て
推 定 的 に 同 定 さ れ た 。 特 に 、 Ｎ Ｐ Ａ Ｆ お よ び Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ を 含 む Ｒ Ｆ － ア ミ ド ペ プ チ ド は 、 幾
つ か の Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 を 効 果 的 に 刺 激 す る こ と が わ か っ た 。 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 の さ ら な る 新 規 リ
ガ ン ド お よ び ｄ ｒ ｇ － １ ２ の リ ガ ン ド を 同 定 す る た め に 、 こ れ ら の 受 容 体 に 結 合 す る 化 合
物 を 同 定 す る こ と が ま ず 必 要 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 の 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は リ ガ ン ド を 単 離 お よ び 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 Ｍ ｒ ｇ
と 相 互 作 用 す る 巨 大 分 子 は 、 こ の 議 論 の た め に 「 結 合 パ ー ト ナ ー 」 と 名 付 け る 。 以 下 の 議
論 は 具 体 的 に は 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 に 関 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 す る こ と に 関 す る が 、 本 発
明 の ア ッ セ イ は 同 様 に ｄ ｒ ｇ － １ ２ に 関 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ
と が で き る と 意 図 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 受 容 体 結 合 は 、 天 然 の 供 給 源 か ら 単 離 さ れ る か 、 ま た は 直 接 合 成 さ れ る Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 を
用 い て 試 験 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 上 述 の 組 換 え 法 に よ り 得 ら れ る Ｍ ｒ ｇ 受 容
体 が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 本 発 明 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 化 合 物 と し て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド （ ラ ン ダ
ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Lam, K.S. et al., 1991, Nature 354:82
－ 84; Houghten, R. et al., 1991, Nature 354:84－ 86を 参 照 ） 、 お よ び Ｄ お よ び ／ ま た
は Ｌ 配 置 ア ミ ノ 酸 か ら 作 製 さ れ る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー 由 来 の 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー
を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い ） 、 ホ ス ホ ペ プ チ ド （ ラ ン ダ ム ま た は 部 分 的 縮 重 指 向 性 ホ
ス ホ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 、 例 え ば Songyang, Z. et al.,
 1993, Cell 72:767－ 778を 参 照 ） 、 ペ プ チ ド 擬 似 体 、 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 ま た は 単 鎖 抗 体 、 Ｆ Ａ
ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ´ ） 2 お よ び Ｆ Ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー 断 片 、 な ら び に そ れ ら の エ ピ ト ー プ 結
合 断 片 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 、 お よ び 有 機 低 分 子 ま た は 無 機 低 分 子 が 挙 げ ら
れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
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　 候 補 ま た は 試 験 化 合 物 の Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 と の 結 合 能 力 は 、 例 え ば 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ に て
、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 測 定 す る こ と が で き る 。 競 合 結 合 実 験 で は 、 受 容 体 に 結 合 し た 別
の 化 合 物 の ５ ０ ％ が 置 換 す る た め に 必 要 な 試 験 化 合 物 濃 度 （ Ｉ Ｃ 5 0 ） が 、 結 合 親 和 性 の 尺
度 と し て 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 受 容 体 に 結 合 し た 別 の 化 合 物 と は 、 Ｒ Ｆ － ア ミ
ド ペ プ チ ド の よ う な 、 高 親 和 性 で Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る リ ガ ン ド で
あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 生 化 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 免 疫 ア ッ セ イ 、 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ お よ び タ ン パ
ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 含 む 様 々 な ア ッ セ イ 形 式 を 用 い る こ と が で き 、 そ れ ら の
す べ て が 当 該 技 術 分 野 で 十 分 に 特 徴 づ け さ れ て い る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ア ッ セ イ は 、 試 験
化 合 物 を 固 相 上 に 固 着 す る こ と 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 を 含 む 非 固 定 化 成 分 を 添 加 す る こ と 、 反 応
終 了 時 に 固 相 上 に 固 着 し た Ｍ ｒ ｇ ／ 試 験 化 合 物 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 代 替 的 実 施
形 態 で は 、 試 験 化 合 物 を 固 着 す る の で は な く 、 Ｍ ｒ ｇ を 固 体 表 面 上 へ 固 着 さ せ る こ と も で
き る 。 両 方 の 状 況 に て 、 複 合 体 の 同 定 を 可 能 に す る た め に 、 試 験 化 合 物 ま た は Ｍ ｒ ｇ 受 容
体 の い ず れ か が 、 直 接 的 あ る い は 間 接 的 に 標 識 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｍ ｒ ｇ － Ｉ ｇ イ ム ノ ア ド
ヘ シ ン を 固 体 支 持 体 に 固 着 し 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と も で き
る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト は 、 好 ま し く は 、 固 相 と し て 利 用 さ れ 、 固 着 成 分 は 、 非 共 有
結 合 ま た は 共 有 結 合 に よ り 固 定 化 さ れ 得 る 。 非 共 有 結 合 は 、 タ ン パ ク 質 溶 液 で 固 体 表 面 を
単 に コ ー テ ィ ン グ し て 、 乾 燥 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 固 定 化 さ
れ る べ き タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 固 定 化 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 タ
ン パ ク 質 を 固 体 表 面 に 固 着 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 ま た 、 反 応 は 、 液 相 で 行 う こ と が で き 、 反 応 産 物 を 未 反 応 成 分 か ら 分 離 し 、 複 合 体 を 検
出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 溶 液 中 で 形 成 さ れ る 任 意 の 複 合 体 を 固 着 す る た め の Ｍ ｒ ｇ
ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 、 あ る い は 試 験 化 合 物 に 特 異 的 な 固 定 化 抗
体 、 お よ び 固 着 し た 複 合 体 を 検 出 す る た め の 考 え 得 る 複 合 体 以 外 の 成 分 に 特 異 的 な 標 識 抗
体 を 用 い る こ と に よ り 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 こ れ ら の 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 、 潜 在 的 結 合 パ ー ト ナ ー が 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 会 合 で
き る 条 件 下 に て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 断 片 （ 例 え ば 、 細 胞 外 ド
メ イ ン 断 片 ） を 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 潜 在 的 結 合 パ ー ト ナ ー 、 ま た は 細 胞 の 抽 出 物 も し
く は 分 画 と 混 合 す る 。 混 合 後 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 会 合 し た ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 分 子 を 混 合 物 か ら 分 離 す る 。 次 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し た
結 合 パ ー ト ナ ー を 取 り 出 し 、 同 定 し 、 さ ら に 分 析 す る 。 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 お よ び 単 離
す る た め に 、 全 Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ６
、 １ ８ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ９ 、 ４ １ 、 ４ ３ 、 ４ ５ 、
４ ７ 、 ４ ９ 、 ５ １ 、 ５ ３ 、 ５ ５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、 ７ １ 、 ７
３ 、 ７ ５ 、 ７ ７ 、 ７ ９ 、 ８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ 、 ８ ９ 、 ９ １ 、 ９ ３ 、 ９ ５ 、 ９ ７ 、 ９ ９
、 １ ０ １ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ７ ま た は １ ０ ９ の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 が 使
用 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 Ｍ ｒ ｇ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 細 胞 抽 出 物 は 、 溶 解 細 胞 ま た は 破 壊 細 胞 か ら 作 製 さ れ る 調 製
物 あ る い は 分 画 で あ る 。 細 胞 抽 出 物 の 好 ま し い 供 給 源 は 、 Ｄ Ｒ Ｇ に 由 来 す る 細 胞 で あ ろ う
。 あ る い は 、 細 胞 抽 出 物 は 、 正 常 ヒ ト 腎 組 織 を 含 む 任 意 の 組 織 、 ま た は 利 用 可 能 な 細 胞 系
、 特 に 腎 臓 由 来 細 胞 系 に 由 来 す る 細 胞 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 様 々 な 方 法 を 用 い て 、 細 胞 抽 出 物 を 得 る こ と が で き る 。 細 胞 は 、 物 理 的 ま た は 化 学 的 な
破 壊 方 法 を 用 い て 破 壊 す る こ と が で き る 。 物 理 的 破 壊 方 法 と し て は 、 超 音 波 処 理 お よ び 機
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械 的 剪 断 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 化 学 的 溶 解 方 法 と し て は 、 洗 浄 剤 溶 解
お よ び 酵 素 溶 解 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 方 法 で 使 用 す る た め の 抽 出 物
を 得 る た め に 、 当 業 者 は 、 細 胞 抽 出 物 を 調 製 す る 方 法 を 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 細 胞 抽 出 物 が い っ た ん 調 製 さ れ る と 、 そ の 抽 出 物 は 、 タ ン パ ク 質 が 結 合 パ ー ト ナ ー と 会
合 し 得 る 条 件 下 に て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 混 合 さ れ る 。 あ る い は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上
の 既 知 の 化 合 物 ま た は 分 子 を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 混 合 す る こ と が で き る 。 様 々 な 条 件 を
使 用 す る こ と が で き 、 最 も 好 ま し い の は 、 ヒ ト 細 胞 の 細 胞 質 に お い て 見 ら れ る 条 件 に 非 常
に 近 い 条 件 で あ る 。 モ ル 浸 透 圧 濃 度 、 ｐ Ｈ 、 温 度 お よ び 使 用 す る 細 胞 抽 出 物 濃 度 の よ う な
条 件 は 、 結 合 パ ー ト ナ ー と タ ン パ ク 質 と の 会 合 を 最 適 化 す る た め に 変 化 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 適 切 な 条 件 下 で 混 合 し た 後 、 結 合 し た 複 合 体 を 混 合 物 か ら 分 離 す る 。 混 合 物 を 分 離 す る
た め に 、 様 々 な 技 術 を 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗
体 は 、 結 合 パ ー ト ナ ー 複 合 体 を 免 疫 沈 降 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 密 度 ／ 沈 降 物 遠 心 分 離 の よ う な 標 準 的 な 化 学 的 分 離 技 術 を 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 抽 出 物 中 に 見 ら れ る 非 会 合 細 胞 構 成 成 分 お よ び ／ ま た は 未 結 合 化 合 物 ま た は 分 子 を 除 去
し た 後 、 従 来 法 を 用 い て 、 複 合 体 か ら 結 合 パ ー ト ナ ー を 解 離 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
解 離 は 、 混 合 物 の 塩 濃 度 ま た は ｐ Ｈ を 変 え る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 混 合 抽 出 物 か ら 、 会 合 し た 結 合 パ ー ト ナ ー 対 を 分 離 す る の を 補 助 す る た め に 、 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 を 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 を 、 ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス マ ト リ ッ ク ス ま た は ア ク リ ル ビ ー ズ に 結 合 す る こ と が で き る 。 固 体 支 持 体 へ の タ
ン パ ク 質 の 結 合 は 、 抽 出 物 中 に 見 ら れ る 他 の 構 成 成 分 か ら 、 ペ プ チ ド ／ 結 合 パ ー ト ナ ー 対
を 分 離 す る た め に 役 立 つ 。 同 定 し た 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 単 一 タ ン パ ク 質 、 ま た は ２ つ も し
く は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 ま た は 任 意 の 他 の 高 分 子 か ら 構 成 さ れ る 複 合 体 の い ず れ か で あ
り 得 る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 あ る い は 、 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 Takayama et al. Methods Mol. Biol. 69:171－ 84 （ 19
97） ま た は Sauder et al. J. Gen. Virol. 77（ 5） : 991－ 6の 手 順 に し た が っ て フ ァ ー ウ
ェ ス タ ン ア ッ セ イ を 用 い て 同 定 す る こ と も で き 、 あ る い は エ ピ ト ー プ で タ グ 付 け し た タ ン
パ ク 質 ま た は Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 同 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 結 合 パ ー ト ナ ー は ま た 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 全 細 胞 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 す る こ
と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 は 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 の よ う な 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 が 通
常 は 発 現 さ れ な い 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 。 次 に 、 Ｍ ｒ ｇ を 発 現 す る 細 胞 を 、 好 ま し く は
放 射 性 マ ー カ ー ま た は 蛍 光 マ ー カ ー で あ ら か じ め 標 識 し た 潜 在 的 結 合 パ ー ト ナ ー と 接 触 さ
せ る 。 続 い て 、 細 胞 を 洗 浄 し て 、 未 結 合 物 質 を 除 去 し 、 潜 在 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 細 胞 と の
結 合 を 評 価 す る 。 例 え ば 、 フ ィ ル タ ー 上 で 細 胞 を 収 集 し 、 放 射 活 性 を 計 数 す る こ と に よ り
評 価 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て い な い 細 胞 ま た は 見 せ か け の ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞
に 潜 在 的 結 合 パ ー ト ナ ー が 結 合 す る 量 を バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と し て 減 算 す る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 こ の タ イ プ の ア ッ セ イ は 、 幾 つ か の 代 替 的 様 式 で 実 行 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 実
施 形 態 で は 、 全 細 胞 で は な く 、 Ｍ ｒ ｇ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら の 、 ま た は Ｍ ｒ ｇ
を 発 現 す る こ と が 既 知 の 細 胞 か ら の 細 胞 膜 分 画 を 用 い て 、 ア ッ セ イ が 行 わ れ る 。 別 の 実 施
形 態 で は 、 精 製 Ｍ ｒ ｇ は 、 ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る 膜 を 生 産 す る た め に 脂 質 に て リ フ
ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
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　 あ る い は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る た め に 、
細 胞 ベ ー ス の 系 に て 使 用 す る こ と が で き る （ 国 際 公 開 第 ９ ９ ／ ５ ５ ３ ５ ６ 号 を 参 照 ） 。 こ
れ ら の 系 を 用 い て 、 他 の タ ン パ ク 質 パ ー ト ナ ー 対 を 同 定 し 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 核 酸 分 子
を 使 用 す る た め に 容 易 に 適 応 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 と 相 互 作 用 す る 溶 解 性 タ ン パ ク 質 、 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 、 ま た は 細 胞 内 タ ン
パ ク 質 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 － タ ン
パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る た め に 適 切 な 任 意 の 方 法 を 用 い て も よ い 。 Ｍ ｒ ｇ と 相 互 作 用 す
る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 伝 統 的 な 方 法 に は 、 免 疫 共 沈 降 、 架 橋 、 お よ
び グ ラ ジ エ ン ト ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に よ る 共 精 製 が あ る 。 か か る ア ッ セ イ に
関 し て 、 Ｍ ｒ ｇ 成 分 は 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の 溶 解 性 誘 導 体 、 所 定 ド メ イ ン に 相 当
す る ペ プ チ ド 、 あ る い は Ｍ ｒ ｇ の 幾 つ か の 領 域 を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 Ｍ ｒ ｇ と 相 互 作 用 す る こ と が 可 能 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 時 同 定 す る 方 法
を 使 用 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の 方 法 と し て は 、 例 え ば 標 識 Ｍ ｒ ｇ ま た は そ れ ら の 変 異
体 を 用 い て 、 発 現 ラ イ ブ ラ イ リ ー を 精 査 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 Ｍ ｒ ｇ 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で タ ン パ
ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る 一 方 法 は 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム で あ る 。 こ の シ ス テ ム
は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 Clontech（ Palo Alto, CA） か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 簡 潔 に 言 う と 、 一 方 が Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 、 あ る い は そ れ ら に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ
ド ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 に 融 合 さ れ た 転 写 活 性 化 因 子 タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を
含 み 、 他 方 は 未 知 の 標 的 タ ン パ ク 質 に 融 合 さ れ た 転 写 活 性 化 因 子 タ ン パ ク 質 の 活 性 化 ド メ
イ ン を 含 む ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 が 用 い ら れ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 調 節 領 域
が 転 写 活 性 化 因 子 の 結 合 部 位 を 含 有 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｂ Ｓ ま た は ｌ ａ ｃ
Ｚ ） を 含 有 す る 酵 母 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） の 株 に て
発 現 さ れ る 。 ど ち ら か の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の み で は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 活
性 化 す る こ と は で き な い が 、 二 つ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 に よ り 、 機 能 的 活
性 化 因 子 タ ン パ ク 質 が 再 構 成 さ れ 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を も た ら し 、 そ れ は レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 産 物 を ア ッ セ イ す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、 Ｄ Ｒ Ｇ 細 胞 の よ う な 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 を 発 現 す る こ と が
知 ら れ て い る 組 織 ま た は 細 胞 か ら 得 ら れ る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｒ Ｇ 細 胞 か ら 調 製 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 結 合 パ ー ト ナ ー は ま た 、 既 知 の リ ガ ン ド の 相 互 作 用 を 妨 害 ま た は 崩 壊 す る そ れ ら の 能 力
に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 を 活 性 化 し な い 結 合 パ ー ト ナ ー で あ っ て も 、
既 知 の リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 を 妨 害 す る 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 身 体 中 の Ｍ ｒ ｇ 活 性 を 調 節 ま
た は 増 大 す る 際 、 お よ び ／ ま た は Ｍ ｒ ｇ 活 性 （ ま た は そ れ ら の 欠 損 ） に 関 連 し た 障 害 を 制
御 す る 際 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 Ｍ ｒ ｇ お よ び 既 知 の リ ガ ン ド と の 間 の 相 互 作 用 を 妨 害 す る 化 合 物 は 、 Ｍ ｒ ｇ 、 あ る い は
そ れ ら の あ る 種 の 変 異 体 ま た は 断 片 、 お よ び Ｒ Ｆ － ア ミ ド ペ プ チ ド の よ う な 既 知 の 結 合 パ
ー ト ナ ー を 含 む 反 応 混 合 物 を 、 こ の ２ つ を 相 互 作 用 お よ び 結 合 さ せ る た め に 十 分 な 条 件 か
つ 十 分 な 時 間 で 調 製 し 、 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 同 定 さ れ 得 る 。 抑 制 活 性 に 関 し て 化
合 物 を 試 験 す る た め に 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に て 、 反 応 混 合 物 を 調 製 す る
。 試 験 化 合 物 は 、 反 応 混 合 物 中 に 初 め か ら 含 入 す る こ と も で き 、 あ る い は Ｍ ｒ ｇ お よ び そ
の 結 合 パ ー ト ナ ー の 添 加 の 後 に 、 続 い て 添 加 す る こ と も で き る 。 対 照 反 応 混 合 物 を 試 験 混
合 物 な し で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 Ｍ ｒ ｇ お よ び 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 任 意 の 複 合 体 の
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形 成 を 検 出 す る 。 対 照 反 応 中 で 複 合 体 を 形 成 す る 一 方 、 試 験 化 合 物 を 含 有 す る 反 応 混 合 物
中 で は そ の 複 合 体 を 形 成 し な い こ と は 、 化 合 物 が Ｍ ｒ ｇ お よ び 既 知 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 相
互 作 用 を 妨 害 し て い る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 試 験 化 合 物 お よ び 正 常 な Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 を
含 む 反 応 混 合 物 内 の 複 合 体 形 成 と 、 試 験 化 合 物 お よ び 突 然 変 異 Ｍ ｒ ｇ を 含 む 反 応 混 合 物 内
の 複 合 体 形 成 と を 比 較 す る こ と が で き る 。 こ の 比 較 は 、 突 然 変 異 体 、 す な わ ち 突 然 変 異 し
た Ｍ ｒ ｇ の 相 互 作 用 を 特 異 的 に 崩 壊 す る が 、 正 常 な Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 は 崩 壊 し
な い 化 合 物 を 同 定 し よ う と す る 場 合 に 重 要 で あ る だ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 反 応 物 の 添 加 の 順 序 は 、 試 験 さ れ る 化 合 物 に 関 す る 種 々 の 情 報 を 得 る た め に 変 化 さ せ る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 競 合 に よ り 相 互 作 用 を 妨 害 す る 試 験 化 合 物 は 、 試 験 物 質 の 存 在 下
に て 結 合 反 応 を 実 施 す る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 試 験 化 合 物 は 、 Ｍ
ｒ ｇ お よ び 既 知 の 結 合 パ ー ト ナ ー が 添 加 さ れ る よ り も 前 に 、 あ る い は そ れ と 同 時 に 反 応 混
合 物 に 添 加 さ れ る 。 あ る い は 、 予 め 形 成 し た 複 合 体 を 崩 壊 す る 能 力 を 有 す る 試 験 化 合 物 は
、 複 合 体 が 形 成 さ れ た 後 に 、 反 応 混 合 物 に 試 験 化 合 物 を 添 加 す る こ と に よ り 同 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 代 替 的 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ と 相 互 作 用 性 結 合 パ ー ト ナ ー の 予 備 形 成 複 合 体 を
調 製 し 、 こ の 場 合 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は そ の 結 合 パ ー ト ナ ー の い ず れ か が 標 識 さ れ て い る が 、 そ
の 標 識 が 発 生 す る シ グ ナ ル は 、 複 合 体 の 形 成 に よ り 抑 え ら れ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ，
１ ０ ９ ， ４ ９ ６ 号 （ Rubenstein） を 参 照 、 こ れ は イ ム ノ ア ッ セ イ の た め に こ の ア プ ロ ー チ
を 利 用 す る ） 。 予 備 形 成 複 合 体 を 形 成 す る グ ル ー プ の １ つ と 競 合 し て 置 換 す る 試 験 化 合 物
を 添 加 す る と 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え る シ グ ナ ル が 発 生 す る 結 果 と な る 。 こ の よ う に し
て 、 相 互 作 用 を 崩 壊 す る 試 験 物 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 Ｍ ｒ ｇ を 発 現 す る 全 細 胞 、 Ｍ ｒ ｇ を 発 現 す る 細 胞 か ら 調 製 さ れ る 膜 分 画 、 ま た は リ フ ォ
ー ル デ ィ ン グ さ れ た Ｍ ｒ ｇ を 含 む 膜 は 、 上 述 の ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
し か し な が ら 、 こ れ ら と 同 じ ア ッ セ イ が 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 の 一 方 ま た は 両 方 の 代 わ り に
、 Ｍ ｒ ｇ の 結 合 ド メ イ ン お よ び ／ ま た は 相 互 作 用 性 パ ー ト ナ ー も し く は 結 合 パ ー ト ナ ー （
結 合 パ ー ト ナ ー が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 ） に 相 当 す る ペ プ チ ド 断 片 を 用 い て 行 う こ と が で
き る 。 当 該 技 術 分 野 で 通 常 用 い ら れ る 任 意 の 多 数 の 方 法 を 用 い て 、 結 合 部 位 を 同 定 お よ び
単 離 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 と し て は 、 Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の
突 然 変 異 誘 発 、 お よ び 既 知 の リ ガ ン ド の 結 合 崩 壊 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ が 挙 げ ら れ る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 同 定 し た 化 合 物 は 、 例 え ば 、 野 生 型 Ｍ ｒ ｇ お よ び ／ ま た は 突 然 変 異 Ｍ ｒ ｇ の 活 性 を 調 節
す る 際 に 有 用 で あ っ た り 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 の 生 物 学 的 機 能 を 詳 し く 調 べ る 際 に 有 用 で あ っ た
り 、 正 常 な Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 相 互 作 用 を 崩 壊 、 ま た は そ れ 自 体 か か る 相 互 作 用 を 崩 壊 も し く は
活 性 化 し 得 る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ に て 利 用 す る こ と が で き る 可 能 性 が
あ り 、 か つ 治 療 上 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 Ｊ ． 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 作 用 物 質 の 同 定 方 法
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク 質 、 あ る い は ｍ
ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 媒 介 経 路 に 関 与 す る 別 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 調
節 す る 作 用 物 質 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 作 用 物 質 は 、 適 切 な 細 胞 へ （ 例 え ば 、 Ｄ
Ｒ Ｇ の 細 胞 へ ） 侵 入 し て 、 遺 伝 子 の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 可 能 な ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド
擬 似 体 、 お よ び 有 機 低 分 子 で あ り 得 る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Ｍ ｒ ｇ も し く は ｄ ｒ ｇ
－ １ ２ 、 ま た は ｍ ｒ ｇ 媒 介 経 路 に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 調 節 す る 作 用 物 質 は 、 例 え ば
、 痛 み の 感 知 の よ う な 感 覚 を 増 大 ま た は 減 少 さ せ る た め に 、 緑 内 障 を 治 療 す る た め に 、 あ
る い は 創 傷 治 癒 を 増 大 ま た は 減 少 さ せ る た め に 、 治 療 上 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

10

20

30

40

50

(44) JP 2006-504641 A 2006.2.9



　 か か る ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の 核 酸 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 任 意
の 利 用 可 能 な 手 段 を 利 用 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 作 用 物 質 は 、 細
胞 中 の 遺 伝 子 も し く は ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 核 酸 の 発 現 を 増 大 ま た は 減 少 す る 調 節 が 可 能 で あ
る 場 合 に 、 本 発 明 の 核 酸 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ４ 、 １ ６ 、
１ ８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ 、 ２ ９ 、 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ９ 、 ４ １ 、 ４
３ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 、 ４ ９ 、 ５ １ 、 ５ ３ 、 ５ ５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９
、 ７ １ 、 ７ ３ 、 ７ ５ 、 ７ ７ 、 ７ ９ 、 ８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ 、 ８ ９ 、 ９ １ 、 ９ ３ 、 ９ ５ 、
９ ７ 、 ９ ９ 、 １ ０ １ 、 １ ０ ３ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ７ ま た は １ ０ ９ の 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る と い う 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 一 ア ッ セ イ 形 式 で は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム お よ び ／ ま た は
５ ´ ま た は ３ ´ 調 節 配 列 と 、 任 意 の ア ッ セ イ 可 能 な 融 合 パ ー ト ナ ー と の 間 で の レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 融 合 を 含 む 細 胞 系 を 調 製 し て も よ い 。 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 お よ び ク ロ ラ ム
フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 数 多 く の ア ッ セ イ 可
能 な 融 合 パ ー ト ナ ー が 既 知 で あ り 、 容 易 に 利 用 可 能 で あ る （ Alam et al. Anal. Biochem.
 188:245－ 254 （ 1990） ） 。 次 に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 融 合 を 含 む 細 胞 系 を 、 適 切 な 条 件 下 お
よ び 時 間 で 、 試 験 さ れ る べ き 作 用 物 質 に 曝 露 す る 。 作 用 物 質 に 曝 露 し た 試 料 と 対 照 試 料 と
の 間 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 差 異 は 、 ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 作 用 物 質 を 同 定 す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 さ ら な る ア ッ セ イ 形 式 は 、 本 発 明 の ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
核 酸 の 発 現 を 調 節 す る 作 用 物 質 の 能 力 を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 、 本 発 明 の 核 酸 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 直 接 的 に モ ニ タ ー
す る こ と が で き る 。 適 切 な 条 件 下 お よ び 時 間 で 、 細 胞 系 を 試 験 さ れ る べ き 作 用 物 質 に 曝 露
し て 、 Sambrook et al.（ Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed. Cold Spri
ng Harbor Laboratory Press, 1989） に 開 示 さ れ る よ う な 標 準 的 手 順 に よ り 、 全 Ｒ Ｎ Ａ ま
た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 単 離 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 作 用 物 質 に 曝 露 し た 細 胞 お よ び 対 照 細 胞 間 の Ｒ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル の 差 異 を 検 出 す る た め の
プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の 核 酸 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、
標 的 核 酸 と の み ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ を 設 計 す る こ と が 好 ま し い が 、 必 ず し も 必 要
で は な い 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で は 、 非 常 に 相 補 性 の 高 い 核 酸 の み ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 が 起 こ る 。 し た が っ て 、 ア ッ セ イ 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に よ っ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド
を 形 成 す る た め に ２ つ の 核 酸 鎖 間 に 存 在 す べ き 相 補 性 の 量 が 決 定 さ れ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー は 、 プ ロ ー ブ ： 標 的 ハ イ ブ リ ッ ド 、 お よ び 潜 在 的 プ ロ ー ブ ： 非 標 的 ハ イ ブ リ ッ ド と の
間 の 安 定 性 の 差 異 が 最 大 に な る よ う に 選 択 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 プ ロ ー ブ は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 に よ り 、 本 発 明 の 核 酸 か ら 設 計 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 プ ロ ー ブ の Ｇ ＋ Ｃ 含 有 量 、 お よ び プ ロ ー ブ 長 は 、 そ の 標 的 配 列 へ の プ ロ ー ブ
結 合 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。 プ ロ ー ブ の 特 異 性 を 最 適 化 す る 方 法 は 一 般 に 、 Sambrook et al
. （ Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed. Cold Spring Harbor Laborator
y Press, NY, 1989） 、 ま た は Ausubel et al. （ Current Protocols in Molecular Biolo
gy, Greene Publishing Co., NY, 1995） に て 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 、 各 プ ロ ー ブ に 応 じ て 、 Sambrook et al.お よ び Ausub
el et al.に 記 載 さ れ る よ う な 既 知 の 方 法 を 用 い て 変 更 さ れ る 。 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ
Ａ  Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て 濃 縮 し た Ｒ Ｎ Ａ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 任 意 の 利 用 可 能 な 形 式
で 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ Ａ  Ｒ Ｎ Ａ に 関 し て 濃 縮 し た
Ｒ Ｎ Ａ は 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ 、 そ の 固 体 支 持 体 は 、 プ ロ ー ブ が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る と 考 え ら れ る 条 件 下 で 、 本 発 明 の 配 列 の 少 な く と も １ つ 、 ま た は 少 な く と も そ の １
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つ の 一 部 を 含 む 、 少 な く と も １ つ の プ ロ ー ブ に 曝 露 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 本 発 明 の 配 列 の
少 な く と も １ つ 、 あ る い は そ の １ つ の 一 部 を 含 む 核 酸 断 片 は 、 シ リ コ ン チ ッ プ ま た は 多 孔
質 ガ ラ ス ウ ェ ハ ー の よ う な 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ 得 る 。 次 に 、 そ の ウ ェ ハ ー は 、 固 定 し た
配 列 が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 考 え ら れ る 条 件 下 に て 、 試 料 由 来 の 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ ま
た は ポ リ Ａ  Ｒ Ｎ Ａ に 曝 露 さ れ 得 る 。 か か る ウ ェ ハ ー お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用
い る 方 法 は 、 広 範 に 利 用 可 能 で あ り 、 そ れ ら は 例 え ば Beattieに よ り 開 示 さ れ る （ 国 際 公
開 第 ９ ５ ／ １ １ ７ ５ ５ ） 。 所 定 の プ ロ ー ブ が 、 未 処 理 細 胞 集 団 、 お よ び 作 用 物 質 に 曝 露 し
た 細 胞 集 団 の Ｒ Ｎ Ａ 試 料 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 を 有 す る か を 検 査 す る こ と に
よ り 、 ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 増 大 ま た は 減 少 の 方 向 に 調 節
す る 作 用 物 質 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 定 性 的 お よ び 定 量 的 分 析 の た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン も ま た 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ
ｅ プ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ （ す な わ ち 、 Ｒ Ｐ Ａ 、 Ma et al. Methods 10: 273－ 238 （ 199
6） を 参 照 ） を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。 簡 潔 に 言 う と 、 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る ｃ
Ｄ Ｎ Ａ お よ び フ ァ ー ジ 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 依 存 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｔ
７ 、 Ｔ ３ ま た は Ｓ Ｐ ６ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ） を 含 む 発 現 媒 体 を 、 フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー の
下 流 に あ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の ３ ´ 末 端 に て 線 状 化 し 、 続 い て か か る 線 状 化 分 子 は 、 ｉ ｎ  ｖ
ｉ ｔ ｒ ｏ 転 写 に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 標 識 ア ン チ セ ン ス 転 写 物 の 合 成 の た め の 鋳 型 と し て 使 用 さ
れ る 。 次 に 、 ８ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ４ ０ ｍ Ｍ  Ｐ ｉ ｐ ｅ ｓ 、 ｐ Ｈ ６ ． ４ 、 ０ ． ４ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ
ｌ お よ び １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む 緩 衝 液 中 で 一 晩 、 ４ ５ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に
よ り 、 標 識 転 写 物 を 単 離 Ｒ Ｎ Ａ （ す な わ ち 、 全 ま た は 分 画 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） の 混 合 物 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ せ る 。 次 に 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド を 、 ４ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ａ お
よ び ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む 緩 衝 液 中 で 消 化 さ せ る 。 外 来 性 タ ン パ ク 質 を
不 活 性 化 し 、 さ ら に 抽 出 後 、 分 析 用 に 試 料 を 尿 素 ／ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 に 載 せ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 別 の ア ッ セ イ 形 式 で は 、 ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 遺 伝 子 産 物 を 生 理 学 的 に 発 現 す る 産
物 、 細 胞 ま た は 細 胞 系 が ま ず 同 定 さ れ る 。 そ の よ う に 同 定 さ れ た 細 胞 お よ び ／ ま た は 細 胞
系 は 、 適 切 な 表 面 伝 達 メ カ ニ ズ ム お よ び ／ ま た は サ イ ト ゾ ル カ ス ケ ー ド と 、 作 用 物 質 と の
外 因 性 の 接 触 に 関 し て 、 転 写 装 置 の 調 節 の 忠 実 度 が 維 持 さ れ る た め に 必 要 な 細 胞 機 構 を 含
む こ と が 予 想 さ れ る 。 次 に 、 か か る 細 胞 ま た は 細 胞 系 は 、 本 遺 伝 子 産 物 に 特 有 な １ つ ま た
は そ れ 以 上 の 抗 原 断 片 に 融 合 さ れ た 本 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 構 造 遺 伝 子 の 末 端 を 含 む 制
御 能 力 が あ る 非 翻 訳 ５ ´ ま た は ３ ´ プ ロ モ ー タ ー を 含 む 発 現 媒 体 （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド ま
た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） 構 築 物 を 用 い て 形 質 導 入 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る が 、 こ こ
で 上 記 断 片 は 、 上 記 プ ロ モ ー タ ー の 転 写 制 御 下 に あ り 、 分 子 量 が 天 然 に 存 在 す る ポ リ ペ プ
チ ド と 区 別 す る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 免 疫 学 的 に 明 瞭 な タ グ を さ ら に 含 み
得 る ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 す る 。 か か る プ ロ セ ス は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 次 に 、 上 記 に 概 説 し た 形 質 導 入 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 ま た は 細 胞 系 を 適 切
な 条 件 下 に て 作 用 物 質 と 接 触 さ せ て 、 例 え ば 作 用 物 質 は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 賦 形 剤 を 含
み 、 生 理 学 的 ｐ Ｈ に あ る リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 、 生 理 学 的 ｐ Ｈ に あ る イ ー グ ル
平 衡 塩 溶 液 （ Ｂ Ｓ Ｓ ） 、 血 清 を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ も し く は Ｂ Ｓ Ｓ 、 あ る い は ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ
ー ト し た Ｐ Ｂ Ｓ も し く は Ｂ Ｂ Ｓ お よ び ／ ま た は 血 清 を 含 む 条 件 培 地 の よ う な 、 生 理 学 的 緩
衝 水 溶 液 中 に 含 ま れ る 細 胞 と 接 触 さ せ る 。 上 記 条 件 は 、 当 業 者 に よ り 必 要 と 思 わ れ る 場 合
に 調 節 さ れ 得 る 。 作 用 物 質 と の 細 胞 の 接 触 に 続 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 分 画 を プ ー ル し 、 免 疫
学 的 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 免 疫 沈 降 ま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ） に よ り さ ら に
処 理 さ れ る べ き 抗 体 と 接 触 で き る よ う に 、 上 記 細 胞 を 破 壊 し て 、 可 溶 化 液 の ポ リ ペ プ チ ド
を 分 画 す る 。 「 作 用 物 質 に 接 触 さ せ た 」 試 料 か ら 単 離 さ れ る タ ン パ ク 質 プ ー ル は 、 賦 形 剤
の み を 細 胞 と 接 触 さ せ た 対 照 試 料 と 比 較 さ れ 、 対 照 試 料 と 比 較 し た 「 作 用 物 質 に 接 触 さ せ
た 」 試 料 か ら 免 疫 学 的 に 発 生 さ れ る シ グ ナ ル の 増 加 ま た は 減 少 が 、 作 用 物 質 の 有 効 性 の 識
別 に 用 い ら れ る で あ ろ う 。
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【 ０ ２ ３ ９ 】
　 適 用 し た 作 用 物 質 に 応 答 し た Ｍ ｒ ｇ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の 差 異 を 同 定 す る た め の 上 述 の プ
ロ ー ブ は ま た 、 哺 乳 動 物 集 団 、 例 え ば 感 覚 認 識 レ ベ ル の 異 な る 集 団 に お け る Ｍ ｒ ｇ  ｍ Ｒ
Ｎ Ａ の 発 現 の 差 異 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 の 発 現 の 差 異 を 同 定 す
る 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 神 経 障 害 性 の 痛 み
を 感 じ て い る 患 者 、 あ る い は Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 が 役 割 を 果 た し 得 る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 う 患 者
、 例 え ば 緑 内 障 を 患 う 患 者 の よ う に 、 変 化 し た 感 覚 認 識 を 示 す 患 者 か ら 採 取 し た 組 織 ま た
は 細 胞 か ら 調 製 さ れ 、 Ｍ ｒ ｇ 発 現 レ ベ ル は 、 上 述 の プ ロ ー ブ を 用 い て 定 量 化 さ れ る 。 次 に
、 Ｍ ｒ ｇ 発 現 レ ベ ル を 他 の 集 団 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 、 Ｍ ｒ ｇ 発 現 が 感 覚 認 識 の 変 化 に
お い て 果 た す 役 割 を 決 定 す る こ と が で き 、 か つ Ｍ ｒ ｇ 発 現 レ ベ ル の 増 加 お よ び 減 少 を 目 的
と し た 治 療 が 適 切 で あ る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 Ｋ ． Ｄ Ｒ Ｇ 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の タ ン パ ク 質 レ ベ ル ま た は タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ
の 活 性 を 調 節 す る 作 用 物 質 の 同 定 方 法 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 、 本 発 明 の ｍ ｒ ｇ ま
た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル お よ び ／ ま た は 少 な く と も １ つ の 活 性 を
調 節 す る 作 用 物 質 あ る い は 条 件 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 か か る 方 法 ま た は ア ッ セ イ は
、 所 望 の 活 性 を モ ニ タ ー ま た は 検 出 す る 任 意 の 手 段 を 利 用 し 得 る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 一 形 式 で は 、 試 験 さ れ る べ き 作 用 物 質 に 曝 露 さ れ て い な い 対 照 細 胞 集 団 と 比 較 し た 、 試
験 さ れ る べ き 作 用 物 質 に 曝 露 さ れ た 細 胞 集 団 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 相 対 量 が ア ッ セ イ さ
れ 得 る 。 こ の 形 式 で 、 特 定 抗 体 の よ う な プ ロ ー ブ は 、 異 な る 細 胞 集 団 に お け る タ ン パ ク 質
の 発 現 の 差 異 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い ら れ る 。 細 胞 系 ま た は 集 団 を 適 切 な 条 件 下 お よ び
時 間 で 試 験 さ れ る べ き 作 用 物 質 に 曝 露 す る 。 曝 露 細 胞 系 ま た は 集 団 、 お よ び 対 照 の 非 暴 露
細 胞 系 ま た は 集 団 か ら 、 細 胞 可 溶 化 液 を 調 製 す る こ と が で き る 。 次 に 細 胞 可 溶 化 液 を プ ロ
ー ブ を 用 い て 分 析 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容 体 を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る 動
物 を 、 特 定 の 環 境 的 刺 激 に さ ら し 、 刺 激 に さ ら す こ と に よ り 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２
タ ン パ ク 質 の 発 現 に お い て 生 じ る 変 化 を 測 定 す る 。 特 定 位 置 に て 特 定 の Ｍ ｒ ｇ を 発 現 す る
よ う に 生 産 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 使 用 し て
も よ い 。 環 境 的 刺 激 は 、 例 え ば 、 ス ト レ ス を 引 き 起 こ す 条 件 へ の 曝 露 、 あ る い は 有 害 な 刺
激 ま た は 痛 み を 伴 う 刺 激 へ の 曝 露 で あ り 得 る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 環 境 的 刺 激 に 応
答 し た Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 発 現 レ ベ ル の 差 異 は 、 Ｍ ｒ ｇ の 生 物 学 的 役 割 、 お よ び 使 用 し た 刺 激 に
関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 可 能 性 に 対 す る 洞 察 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 抗 体 プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 が 、 免 疫 原 性 を 高
め る た め に 十 分 な 長 さ で あ る 場 合 、 あ る い は そ れ が 望 ま し い 場 合 ま た は そ れ が 必 要 で あ る
場 合 に 、 適 切 な キ ャ リ ア と 結 合 さ せ て 、 そ れ ら の 結 合 体 を 用 い て 、 適 切 な 免 疫 化 プ ロ ト コ
ル に て 適 切 な 哺 乳 動 物 宿 主 を 免 疫 化 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 Ｂ Ｓ Ａ 、 Ｋ Ｌ Ｈ ま た は 他
の キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 の よ う な キ ャ リ ア と の 免 疫 原 性 結 合 体 を 調 製 す る 方 法 は 、 当 該 技 術
分 野 で 既 知 で あ る 。 場 合 に よ っ て は 、 例 え ば カ ル ボ ジ イ ミ ド 試 薬 を 用 い た 直 接 的 な 結 合 が
効 果 的 で あ る 。 他 の 場 合 で は 、 ハ プ テ ン へ の 接 近 を 提 供 す る た め に Pierce Chemical Co. 
（ Rockford, IL） に よ り 供 給 さ れ る よ う な 連 結 試 薬 が 望 ま し い 。 ハ プ テ ン ペ プ チ ド は 、 ア
ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 の い ず れ か に て シ ス テ イ ン 残 基 に よ っ て 伸 長 さ せ る こ と が
で き 、 あ る い は 例 え ば キ ャ リ ア へ の 連 結 を 容 易 に す る た め に シ ス テ イ ン 残 基 を 点 在 さ せ る
こ と も で き る 。 免 疫 原 の 投 与 は 、 当 該 技 術 分 野 で 一 般 に 理 解 さ れ て い る よ う に 、 一 般 に 適
切 な 期 間 に わ た る 注 入 に よ り 、 か つ 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 実 施 さ れ る 。 免 疫 化 ス ケ
ジ ュ ー ル 中 、 抗 体 形 成 の 妥 当 性 を 決 定 す る た め に 抗 体 力 価 が 調 べ ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
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　 こ の よ う に し て 生 産 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 は 、 幾 つ か の 用 途 に 満 足 な も の で あ り 得
る が 、 薬 学 的 組 成 物 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 調 製 物 を 使 用 す る の が 好 ま し い 。 所 望 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 化 細 胞 系 は 、 一 般 に 知 ら れ て い る よ う に 、 Kohler and
 Milstein Nature 256:495－ 497 （ 1975） の 標 準 的 方 法 、 あ る い は リ ン パ 球 ま た は 脾 細 胞
の 不 死 化 を も た ら す 変 法 を 用 い て 調 製 さ れ 得 る 。 所 望 の 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 化 細 胞 系 は 、
抗 原 が ペ プ チ ド ハ プ テ ン 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 で あ る イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り ス
ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 所 望 の 抗 体 を 分 泌 す る 適 切 な 不 死 化 細 胞 培 養 が 同 定 さ れ る と 、 ｉ ｎ
 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 、 あ る い は 腹 水 液 中 生 産 の い ず れ か に よ り 、 細 胞 を 培 養 す る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 次 に 、 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 培 養 上 清 か ら 、 ま た は 腹 水 上 清 か ら 回 収 す る 。 免 疫
学 的 に 有 意 な 部 分 を 含 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 の 断 片 を
ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 な ら び に 無 傷 抗 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ´ ま た
は Ｆ （ ａ ｂ ´ ） 2 断 片 の よ う な 免 疫 学 的 に 反 応 性 の 断 片 の 使 用 は 、 こ れ ら の 断 片 が 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 全 体 よ り も 免 疫 原 性 が 一 般 に 低 い た め 、 特 に 治 療 上 の 状 況 で 多 く の 場 合 好 ま し い
。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 抗 体 ま た は 断 片 は ま た 、 現 在 の 技 術 を 用 い て 、 組 換 え 手 段 に よ り 生 産 す る こ と が で き る
。 タ ン パ ク 質 の 所 望 の 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 領 域 は ま た 、 以 下 に 詳 述 す る よ う に 、
ヒ ト 化 抗 体 の よ う な 複 数 種 起 源 を 有 す る キ メ ラ の 状 況 で 生 産 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 １ ． ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定
　 本 発 明 は 、 Ｍ ｒ ｇ お よ び ／ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 生 物 学 的 特 性 を
有 す る ア ゴ ニ ス ト あ る い は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ア ッ セ
イ を 提 供 す る 。 Ｍ ｒ ｇ ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 感 覚 認 識 、 特 に 侵 害 受 容 に 関
連 し た 問 題 を 防 止 ま た は 治 療 す る た め に 有 用 で あ り 得 る 。 Ｍ ｒ ｇ ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ
ゴ ニ ス ト は 、 感 覚 認 識 、 特 に 痛 み の 感 知 を 変 更 さ せ 得 る 。 例 え ば 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 ア ゴ ニ ス
ト と し て 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 の 活 性 化 を 刺 激 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き 、 し た が っ て 、 痛 み の 感 知 を 低 減 す る こ と に よ り 、 痛 み を 患 う 哺 乳 動 物 を 治 療 す る た め
に 有 効 で あ り 得 る 。 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 例 え ば 、 Ｍ
ｒ ｇ 受 容 体 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 減 少 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ は 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 の
応 答 性 が 増 大 し て い る 突 然 変 異 を 含 む 場 合 に 、 ま た は Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 が 過 剰 発 現 し て い る 場
合 に 有 用 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 糖 尿 病 の 幾 つ か の 形 態 の
よ う な 、 感 覚 応 答 性 が 低 減 す る 疾 患 の よ う に 、 適 切 な 場 合 に 哺 乳 動 物 の 痛 み に 対 す る 感 受
性 を 増 大 す る た め に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ は 、 受 容 体 に リ ガ ン ド が 結
合 し た 後 の 細 胞 応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と に よ り 、 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ま た は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ
ｖ ｏ で 実 施 す る こ と が で き る 。 ア ゴ ニ ス ト は 細 胞 性 応 答 を も た ら す 一 方 で 、 ア ン タ ゴ ニ ス
ト は 、 細 胞 性 応 答 に 対 し て 影 響 し な い が 、 既 知 の ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 細 胞 性 応 答 を 防 止 す
る こ と が 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 　 ａ ． 小 分 子
　 小 分 子 は 、 Ｍ ｒ ｇ ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 能 力 を 有 す る こ と が
で き 、 し た が っ て 、 Ｍ ｒ ｇ の 生 物 学 的 活 性 上 の 影 響 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で
き る 。 小 分 子 は 、 好 ま し く は 、 １ ０ ｋ Ｄ 未 満 、 よ り 好 ま し く は ５ ｋ Ｄ 未 満 、 さ ら に 好 ま し
く は ２ ｋ Ｄ 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 。 か か る 小 分 子 は 、 天 然 の 小 分 子 、 合 成 有 機 化 合 物 ま た
は 合 成 無 機 化 合 物 、 ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 擬 似 体 を 含 み 得 る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 に
お け る 小 分 子 は 、 こ れ ら の 形 態 に 限 定 さ れ な い 。 小 分 子 の 広 範 な ラ イ ブ ラ リ ー が 市 販 さ れ
、 所 望 の 活 性 に よ っ て こ れ ら の 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 各 種 ア ッ セ イ は 、 当 該 技
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術 分 野 で 既 知 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 Ｍ ｒ ｇ ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 小 分 子 の 候 補 は 、 好 ま し く は 、 潜 在 的 ア ゴ ニ
ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 迅 速 な 同 定 を 可 能 に す る ア ッ セ イ に て ま ず 同 定 さ れ る 。 か か
る ア ッ セ イ の 例 は 、 結 合 ア ッ セ イ で あ り 、 こ こ で 上 述 の よ う に 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 へ の 候 補 分
子 の 結 合 能 力 が 測 定 さ れ る 。 別 の 例 で は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ に 対 す る Ｆ Ｍ Ｒ Ｆ ア ミ ド の よ う な 、
既 知 の リ ガ ン ド の 結 合 を 妨 害 す る 候 補 分 子 の 能 力 を 測 定 す る 。 続 い て 、 Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質
に 結 合 す る 能 力 、 ま た は 既 知 の リ ガ ン ド の 結 合 を 妨 害 す る 能 力 に よ り 同 定 さ れ る 候 補 分 子
は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 生 物 学 的 活 性 を 刺 激 す る 能 力 に 関 し て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 は 、 試 験 さ れ る べ き 作 用 物 質 （ 単 数 ま た は 複 数 ） へ 曝 露 し た
際 の 細 胞 に お け る 生 理 学 的 変 化 を ア ッ セ イ す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ｍ ｒ ｇ お よ び ／ ま た
は ｄ ｒ ｇ － １ ２ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 に お い て モ ニ タ ー さ れ 得 る 。 か か る 生 理 学 的 変
化 と し て は 、 細 胞 膜 を 通 過 す る 電 流 の 流 れ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 は 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 生 じ る こ と が で き る 細
胞 で あ っ て 、 か つ Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ を 正 常 に 発 現 し な い 細 胞 に お い て 発 現 さ せ る
。 次 に 、 細 胞 を 所 定 の 化 合 物 と 接 触 さ せ て 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 の 変 化 を 測 定 す
る 。 こ れ ら の 変 化 を モ ニ タ ー ま た は ア ッ セ イ す る 方 法 は 、 容 易 に 利 用 可 能 で あ る 。 例 え ば
、 本 発 明 の ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 α サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る Ｇ α １ ５ を 発 現 す る 細 胞
に て 発 現 さ れ 得 る が 、 該 Ｇ タ ン パ ク 質 α サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 Chandrashekar et al. Cell 10
0: 703－ 711, （ 2000） に 開 示 さ れ る よ う に 、 Ｆ Ｕ Ｒ Ａ － ２ カ ル シ ウ ム 指 示 色 素 を 用 い て
、 単 一 細 胞 レ ベ ル に て モ ニ タ ー さ れ 得 る 細 胞 内 カ ル シ ウ ム ［ Ｃ ａ 2 + ］ を 増 加 さ せ る 受 容 体
の 活 性 化 に 関 連 す る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 実 施 例 ５ に て よ り 詳 述 す る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 同 様 の ア ッ セ イ も ま た 、 Ｍ ｒ ｇ も し く は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 活 性 化 の 阻 害 剤 ま た は ア ン タ ゴ ニ
ス ト を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ を 発 現 す
る 細 胞 で あ っ て 、 か つ 受 容 体 活 性 化 に 対 す る 定 量 可 能 な 応 答 を も た ら し 得 る 細 胞 を 、 既 知
の Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 活 性 化 因 子 、 お よ び 試 験 さ れ る べ き 化 合 物 と 接 触 さ せ る 。 一
実 施 形 態 で は 、 Ｇ α １ ５ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ １ を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 を 、 Ｆ Ｍ Ｒ Ｆ ア ミ ド お よ
び 試 験 さ れ る べ き 化 合 物 と 接 触 さ せ る 。 細 胞 性 応 答 、 こ の 場 合 に は ［ Ｃ ａ 2 + ］ の 増 加 が 測
定 さ れ る 。 既 知 の 活 性 化 因 子 だ け で 処 理 し た 場 合 と 比 較 し た 、 減 少 し た 応 答 は 、 そ の 化 合
物 が 活 性 化 の 阻 害 剤 と し て 作 用 し て い る こ と 示 す 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 か か る ア ッ セ イ は 、 任 意 の 方 法 で 構 成 さ れ て も よ い が 、 特 に 好 ま し い 形 式 は 、 ハ イ ス ル
ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ （ Ｈ Ｔ Ｐ ） が 可 能 な も の で あ る 。 本 発 明 の Ｈ Ｔ Ｐ ア ッ セ イ で は 、
一 日 に 、 数 千 も の 異 な る モ ジ ュ レ ー タ ー ま た は リ ガ ン ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能
で あ る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル を 用 い て 、 別 個 の ア ッ セ イ 、 例 え
ば 上 述 の よ う に 分 子 内 カ ル シ ウ ム の 増 加 に よ っ て 、 受 容 体 活 性 を 調 節 す る 試 験 化 合 物 の 能
力 に 基 づ い た ア ッ セ イ を 実 行 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 上 述 の 方 法 に て ア ッ セ イ さ れ る 作 用 物 質 は 、 ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ 得 る か 、 あ る い は 合 理
的 に 選 択 ま た は 設 計 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 作 用 物 質 が 、 本 発 明 の タ ン パ ク
質 の 単 独 で の 会 合 に 関 与 し た 特 定 配 列 、 ま た は そ の 会 合 基 質 （ 結 合 パ ー ト ナ ー 等 ） の 会 合
に 関 与 し た 特 定 配 列 を 考 慮 せ ず に ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ る 場 合 に 、 作 用 物 質 は 、 ラ ン ダ ム に
選 択 さ れ る と 言 わ れ る 。 ラ ン ダ ム に 選 択 し た 作 用 物 質 の 例 は 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た
は ペ プ チ ド コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 あ る い は 生 物 体 の 成 長 ブ ロ ス の 使 用 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 作 用 物 質 が 、 作 用 物 質 の 作 用 と 関 連 し た 標 的 部 位 の 配 列 お よ
び ／ ま た は そ の 立 体 配 座 を 考 慮 す る 非 ラ ン ダ ム な 基 礎 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 場 合 に 、 作 用
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物 質 は 、 合 理 的 に 選 択 ま た は 設 計 さ れ る と 言 わ れ る 。 所 定 の 部 位 は 、 膜 貫 通 領 域 内 の ペ プ
チ ド 、 こ れ ら の 膜 貫 通 領 域 間 の 細 胞 質 お よ び 細 胞 外 ペ プ チ ド ル ー プ 、 あ る い は Ｎ 末 端 細 胞
外 ド メ イ ン ま た は Ｃ 末 端 細 胞 内 ド メ イ ン 内 の 選 択 配 列 で あ っ て も よ い 。 作 用 物 質 は 、 こ れ
ら の 部 位 を 構 成 す る ペ プ チ ド 配 列 を 利 用 す る こ と に よ り 合 理 的 に 選 択 、 ま た は 合 理 的 に 設
計 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 作 用 物 質 は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 小 分 子 、 ビ タ ミ ン 誘 導 体 、 な ら び に 炭 水 化 物
で あ り 得 る 。 優 勢 阻 害 タ ン パ ク 質 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 こ れ ら の タ
ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 断 片 、 ま た は こ れ ら の タ ン パ ク 質
の 擬 似 体 を 細 胞 に 導 入 し て 、 機 能 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 擬 似 体 」 は
、 親 ペ プ チ ド と 化 学 的 に は 異 な る 構 造 で あ る が 、 親 ペ プ チ ド と 組 織 分 布 的 お よ び 機 能 的 に
類 似 し た 構 造 を 提 供 す る た め の 、 ペ プ チ ド 分 子 の 一 つ の ま た は 幾 つ か の 領 域 の 修 飾 体 を 指
す （ Grant GA. in: Meyers （ ed.）  Molecular Biology and Biotechnology （ New York,
 VCH Publishers, 1995） , pp. 659－ 664を 参 照 ） 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の 作 用 物 質 の 構 造
的 性 質 に 関 し て 限 定 さ れ な い こ と を 容 易 に 理 解 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド 作 用 物 質 は 、 従 来 技 術 で 既 知 で あ る よ う に 、 標 準 的 な 固 相 （ ま た は 溶
液 相 ） ペ プ チ ド 合 成 法 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 市 販 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 装 置 を 用 い て 合 成 し て も よ く 、 ま た 標 準
的 な 組 換 え 生 産 系 を 用 い て 組 換 え 的 に 生 産 し て も よ い 。 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ な い ア ミ
ノ 酸 が 含 ま れ る 場 合 に は 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 を 用 い た 生 産 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 　 ｂ ． 抗 体
　 本 発 明 の 別 の 種 類 の 作 用 物 質 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 非 常 に 重 要 な 位 置 で の 免 疫 反 応
性 を 有 す る 抗 体 で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 ヒ ト も し く は 非 ヒ ト の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た
は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 得 て 、 ア ゴ ニ ス ト 抗 体 ま た は 中 和 抗 体 と し て 作 用 し 得 る 。 そ
れ ら に は 、 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 、 抗 体 の グ リ コ シ ル 化 変 異 体 お よ び 抗 体 の 断 片 が 含
ま れ る 。 抗 体 作 用 物 質 は 、 抗 原 領 域 と し て 、 抗 体 に よ り 標 的 と さ れ る こ と を 目 的 と す る タ
ン パ ク 質 部 分 を 含 む ペ プ チ ド で 、 適 切 な 哺 乳 動 物 被 験 体 を 免 疫 化 す る こ と に よ り 得 ら れ る
。 か か る 抗 体 産 生 の 一 般 的 技 術 、 お よ び ア ゴ ニ ス ト 抗 体 ま た は 中 和 抗 体 の 選 択 は 、 当 該 技
術 分 野 で 既 知 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体
、 ヒ ト 抗 体 、 異 種 複 合 抗 体 、 ま た は 抗 体 断 片 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 抗 体 は 、 組 換 え 方 法 を
含 む 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 Ｍ ｒ ｇ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 お よ び 中 和 抗 体 は 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 に 結 合 す る 能 力 に 基 づ い て 予 備
的 に 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 技 術 を 用
い て 、 様 々 な 抗 体 を Ｍ ｒ ｇ に 結 合 す る 能 力 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。
次 に 、 Ｍ ｒ ｇ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 お よ び 中 和 抗 体 は 、 そ れ ら の 生 物 活 性 に 基 づ い て 、 候 補 と し
た 抗 体 の 群 か ら 同 定 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 は 、 Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク
質 を 発 現 し 、 か つ セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 系 を 有 す る 細 胞 に お い て 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ
ャ ー 系 の 活 性 化 を 誘 発 す る そ れ ら の 能 力 に よ り 同 定 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｇ α １ ５ を 過 剰 発 現
し 、 か つ ｍ ｒ ｇ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 を 、 潜 在 的 Ｍ ｒ ｇ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 と 接
触 さ せ て も よ い 。 実 施 例 ５ に 記 載 す る よ う に 測 定 さ れ る 細 胞 内 カ ル シ ウ ム の 増 加 は 、 そ の
候 補 と し た 抗 体 が ア ゴ ニ ス ト 抗 体 で あ る こ と を 示 す で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 中 和 抗 体 の 同 定 は 、 Ｍ ｒ ｇ を 発 現 す る 細 胞 を 、 Ｒ Ｆ － ア ミ ド ペ プ チ ド の よ う な 既 知 の Ｍ
ｒ ｇ リ ガ ン ド 、 な ら び に 候 補 と し た 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び Ｍ ｒ ｇ 活 性 化 に 対 す る
抗 体 の 効 果 を 観 察 す る こ と を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 Ｇ α １ ５ を 過 剰 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞
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に て 発 現 さ れ る Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 を 、 Ｆ Ｍ Ｒ Ｆ ア ミ ド の よ う な Ｍ ｒ ｇ リ ガ ン ド 、 お よ び 候 補 と
し た 中 和 抗 体 と 接 触 さ せ る 。 実 施 例 ５ に 記 載 す る よ う に 測 定 さ れ る リ ガ ン ド に 対 す る 応 答
性 の 減 少 は 、 そ の 候 補 と し た 抗 体 が 中 和 抗 体 で あ る こ と を 示 す で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 　 ｃ ． 他 の ア ン タ ゴ ニ ス ト
　 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ リ ガ ン ド に 限
定 さ れ な い 。 他 の ア ン タ ゴ ニ ス ト に は 、 内 因 性 リ ガ ン ド を 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る が 、 生
物 学 的 応 答 を 媒 介 す る こ と が で き な い 天 然 型 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 ま た は 天 然 型 ｄ ｒ ｇ － １ ２ 受 容
体 の 変 異 体 が 含 ま れ る 。 Ｍ ｒ ｇ リ ガ ン ド ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ リ ガ ン ド を 結 合 す る 可 溶 性 受
容 体 お よ び イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 、 結 合 部 位 付 近 の リ ガ ン ド を 特 異 的 に 結 合 し 、 天 然 型 受 容
体 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 抗 体 で あ り 得 る た め 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 用 い る こ と が で き
る 。 こ れ ら の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 上 述 の ア ッ セ イ に て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 　 ｄ ． コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ
　 コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ お よ び 検 索 技 術 は 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る
こ と が で き る 化 合 物 の 同 定 ま た は す で に 同 定 し た 化 合 物 の 改 良 を 可 能 に す る 。 い っ た ん ア
ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト が 同 定 さ れ れ ば 、 リ ガ ン ド 結 合 部 位 の よ う な 活 性 部 位 ま た
は 領 域 が 決 定 さ れ る 。 活 性 部 位 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 を 用 い て （ 例 え ば リ ガ ン ド
結 合 に 対 す る 様 々 な ア ミ ノ 酸 置 換 ま た は 欠 失 の 影 響 を 決 定 す る こ と に よ り 、 あ る い は Ｘ 線
結 晶 学 の よ う な 、 そ の 天 然 リ ガ ン ド と の 関 連 化 合 物 ま た は 組 成 物 の 複 合 体 の 研 究 か ら ） 同
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 次 に 、 活 性 部 位 の 三 次 元 幾 何 学 構 造 は 、 例 え ば 、 Ｘ 線 結 晶 学 、 Ｎ Ｍ Ｒ 、 化 学 的 架 橋 ま た
は 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 他 の 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 。 コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ を 利 用 し て
、 実 験 結 果 が 明 確 で な い 構 造 に 関 す る 予 測 を 立 て る こ と が で き る 。 分 子 モ デ リ ン グ シ ス テ
ム の 例 は 、 Ｃ Ｈ Ａ Ｒ Ｍ ｍ お よ び Ｑ Ｕ Ａ Ｎ Ｔ Ａ プ ロ グ ラ ム （ Polygen Corporation, Waltham
, MA） で あ る 。 い っ た ん 予 測 構 造 が 決 定 さ れ る と 、 活 性 部 位 と 相 互 作 用 す る こ と が 可 能 な
構 造 を 有 す る 化 合 物 を 見 つ け 出 す た め に 、 そ れ ら の 分 子 構 造 に 関 す る 情 報 と と も に 化 合 物
を 含 む デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と に よ り 、 候 補 と す る 調 節 化 合 物 が 同 定 さ れ 得 る 。 こ の
検 索 か ら 見 つ け 出 さ れ る 化 合 物 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 の 潜 在 的 モ ジ ュ レ ー タ ー で
あ り 、 上 述 の ア ッ セ イ に て 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 上 述 す る よ う に 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ に て 同 定 さ れ る 試 験 化 合 物 の ア ゴ ニ ス ト 活 性 ま た
は ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 は 、 動 物 、 例 え ば 以 下 に 詳 述 す る よ う な Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 を 過 剰 発 現 す
る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 用 い た ア ッ セ イ に て さ ら に 解 明 さ れ 得 る 。 一 実 施 形 態 で は 、
潜 在 的 Ｍ ｒ ｇ ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト の 投 与 が 、 有 害 な 刺 激 ま た は 痛 み を 伴 う 刺
激 の よ う な 感 覚 刺 激 に 対 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 応 答 性 に 及 ぼ す 効 果 を 測 定 す る 。
か か る 化 合 物 の 治 療 上 の 有 用 性 は 、 上 記 の タ イ プ の 実 験 に よ り 、 あ る い は 特 定 障 害 の 動 物
モ デ ル （ 例 え ば 、 神 経 障 害 性 の 痛 み を 患 う 動 物 モ デ ル ） に て 試 験 す る こ と に よ り 確 認 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 Ｌ ． タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ の 活 性 を 調 節 す る 作 用 物 質 の 使 用 。
　 実 施 例 に て 提 供 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ の タ ン パ ク 質 お よ び
核 酸 は 、 Ｄ Ｒ Ｇ の 一 次 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に て 発 現 さ れ る 。 さ ら に 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 は
、 創 傷 修 復 の 役 割 を 果 た す 特 殊 皮 膚 細 胞 に て 発 現 さ れ る 。 さ ら に 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 に 相 同 的
な タ ン パ ク 質 は 、 眼 の 小 柱 網 に て 発 現 さ れ 、 眼 圧 の 調 節 に お い て 役 割 を 果 た す と 提 唱 さ れ
て き た （ Gonzalez et al. Invest. Ophth. Vis. Sci. 41: 3678－ 3693 （ 2000） ） 。 し た
が っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 少 な く と も １ つ の 活 性 を 調 節
す る 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 作 用 物 質 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 Ｍ ｒ
ｇ 受 容 体 を 直 接 活 性 化 す る リ ガ ン ド を 提 供 す る 。
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【 ０ ２ ６ ８ 】
　 ア ゴ ニ ス ト や ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ う な タ ン パ ク 質 や 作 用 物 質 の 発 現 を 増 加 ま た は 減 少 の
方 向 に 調 節 す る 作 用 物 質 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 お よ び 活 性 に 関 連 し た 生 物 学 的 プ ロ
セ ス お よ び 病 理 学 的 プ ロ セ ス を 調 節 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｆ － ア ミ ド ペ プ チ ド を 含 む Ｍ ｒ
ｇ 受 容 体 を 活 性 化 す る 幾 つ か の 作 用 物 質 が 、 実 施 例 に て 同 定 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明
は 、 神 経 障 害 性 の 痛 み を 含 む 痛 み の よ う な 感 覚 認 識 障 害 を 治 療 す る 方 法 、 な ら び に 創 傷 治
癒 を 促 進 す る 方 法 、 損 傷 後 に 正 常 感 受 性 を 回 復 す る 方 法 、 お よ び 眼 の 症 状 、 特 に 緑 内 障 の
よ う な 圧 力 に 関 連 し た 症 状 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 図 お よ び 実 施 例 に 記 載 す る よ う に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 侵 害 受 容 の 生 物 学 的
プ ロ セ ス に 関 連 し 、 そ れ ら は ま た 、 病 理 学 的 プ ロ セ ス と み な す こ と も で き る 。 本 明 細 書 中
で 使 用 す る 場 合 、 作 用 物 質 が 、 プ ロ セ ス の 度 合 い 、 厳 格 性 ま た は 種 類 を 変 化 さ せ る 場 合 、
作 用 物 質 は 、 生 物 学 的 ま た は 病 理 学 的 プ ロ セ ス を 調 節 す る と 言 わ れ る 。 例 え ば 、 痛 み の シ
グ ナ ル の 神 経 伝 達 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 も し く は 少 な く と も １ つ の 活 性 を 、 何 ら
か の 方 法 で 、 増 加 、 減 少 、 ま た は 調 節 す る 作 用 物 質 の 投 与 に よ り 阻 止 あ る い は 調 節 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 な ら び に そ れ ら の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ り 治 療 す る
こ と が で き る 痛 み は 、 い か な る 場 合 に お い て も 限 定 さ れ ず 、 該 痛 み と し て は 、 疾 患 ま た は
障 害 に 関 連 し た 痛 み 、 組 織 損 傷 に 関 連 し た 痛 み 、 炎 症 に 関 連 し た 痛 み 、 任 意 の 種 類 の 有 害
な 刺 激 に 関 連 し た 痛 み 、 お よ び 末 梢 神 経 障 害 に 関 連 し た 痛 み を 含 む 神 経 障 害 性 の 痛 み 、 な
ら び に 原 因 が 同 定 で き な い 痛 み が 含 ま れ る 。 痛 み は 、 主 観 的 で あ っ て も よ く 、 客 観 的 に 同
定 可 能 な 作 用 ま た は 応 答 と 関 連 す る 必 要 は な い 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 痛 み の 治 療 の ほ か に 、 本 発 明 の 化 合 物 お よ び 方 法 は 、 感 覚 応 答 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る
た め に 有 用 で あ り 得 る 。 刺 激 に 対 す る 応 答 性 の 減 少 を 特 徴 と す る 幾 つ か の 病 状 に て 、 例 え
ば 糖 尿 病 に て 、 有 害 な 刺 激 お よ び 痛 み を 伴 う 刺 激 を 含 む 刺 激 に 対 す る 応 答 性 を 増 加 さ せ る
た め に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 痛 み お よ び 末 梢 神 経 障 害 に 関 連 し た 慢 性 病 状 の よ う な あ る 種 の 症 状 、 特 に 欠 損 Ｍ ｒ ｇ 遺
伝 子 に 起 因 す る 症 状 は 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 リ ガ ン ド に 対 す る 応 答 性 を 増 加 さ せ る こ と に よ り 利
益 を 得 る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 症 状 は 、 か か る 症 状 を 患 う 患 者 の 細 胞 に お
い て 機 能 的 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 の 数 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、
Ｍ ｒ ｇ コ ー ド 核 酸 を 用 い た 遺 伝 子 治 療 に よ り 細 胞 中 の Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 の 発 現 を 増 加 す る こ と
が で き る 。 こ れ に は 、 単 一 治 療 に よ り 持 続 性 効 果 が 達 成 さ れ る 遺 伝 子 治 療 、 お よ び 発 現 の
増 加 が 一 過 性 で あ る 遺 伝 子 治 療 の 両 方 が 含 ま れ る 。 適 切 な 細 胞 中 の Ｍ ｒ ｇ の 選 択 的 発 現 は
、 組 織 特 異 的 に 、 も し く は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー に よ り 制 御 さ れ る Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 を 使 用 す る
こ と に よ り 、 ま た は 組 換 え Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 を 保 有 す る 複 製 欠 陥 ウ イ ル ス を 用 い て 限 局 性 感 染
を 生 じ る こ と に よ り 、 あ る い は 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 任 意 の 他 の 方 法 に よ り 達 成 さ
れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 過 剰 な Ｍ ｒ ｇ 、 Ｍ ｒ ｇ リ ガ ン ド に 対 す る 過 敏 症 、 ま た は Ｍ ｒ ｇ
の 過 剰 な 活 性 化 を 患 う 患 者 は 、 Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 に 相 当 す る ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ ま
た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 有 効 量 投 与 す る こ と に よ り 、 し た が
っ て Ｍ ｒ ｇ の 発 現 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 治 療 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 哺 乳 動 物 が 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に よ り 媒 介 さ れ る 病 理 学 的
ま た は 生 物 学 的 プ ロ セ ス の 調 節 を 必 要 と す る 限 り 、 治 療 さ れ る べ き 被 験 体 は 、 任 意 の 哺 乳
動 物 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 被 験 体 は 、 痛 み を 感 じ て い て も よ く 、 あ る い は 手 術 の よ う な 痛
み を 伴 う 事 象 を 控 え て い る 状 態 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 は 、 ヒ ト 被 験 体 の 治 療 に て 特 に 有
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用 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 に て 、 本 発 明 の Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 断 片 、 Ｍ ｒ ｇ 変 異 体 、 Ｍ
ｒ ｇ ア ゴ ニ ス ト 、 Ｍ ｒ ｇ ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は 抗 Ｍ ｒ ｇ 抗 体 の よ う な 本 発 明 の 組 成 物 を 有
効 量 、 患 者 に 投 与 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 作 用 物 質 は 、 単 独 で 、 あ る い は 特 定 の 生 物 学 的 ま た は 病 理 学 的 プ ロ セ ス を 調 節
す る 他 の 作 用 物 質 と 併 用 し て 提 供 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 作 用 物 質 を 、 他 の 既 知 の 薬
剤 と 併 用 し て 投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は １ つ も し く は そ れ 以 上 の 他 の 病 理 学 的 プ ロ セ
ス の 存 在 ま た は 非 存 在 下 に て 生 じ る 痛 み の 治 療 中 に 使 用 さ れ る 鎮 痛 薬 あ る い は 非 鎮 痛 薬 と
併 用 し て も よ い 。 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 作 用 物 質 は 、 ２ つ の
作 用 物 質 が 同 時 投 与 さ れ る か 、 あ る い は 作 用 物 質 が 同 時 に 作 用 す る よ う な 方 法 で 別 個 に 投
与 さ れ る 場 合 に 、 併 用 し て 投 与 さ れ る と 言 わ れ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 作 用 物 質 は 、 既 知 の 方 法 に し た が っ て 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト 患 者 に 投 与
さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 作 用 物 質 は 、 非 経 口 、 皮 下 、 静 脈 内 、 筋 内 、 腹 腔 内 、 脳 脊
髄 内 、 関 節 内 、 滑 液 包 内 、 鞘 内 、 経 皮 、 局 所 、 吸 入 ま た は 頬 経 路 に よ り 投 与 さ れ 得 る 。 そ
れ ら は 、 輸 液 ま た は ボ ー ラ ス 注 射 に よ り 連 続 的 に 投 与 し て も よ い 。 一 般 に 、 作 用 物 質 は 、
障 害 が 認 め ら れ る 部 位 へ 部 位 特 異 的 な 方 法 で 供 給 さ れ る べ き で あ る 。 あ る い は 、 経 口 経 路
投 与 を 併 用 し て も よ い 。 投 与 さ れ る 投 薬 量 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 年 齢 、 健 康 状 態 、 お よ び 体
重 、 も し 存 在 す る の で あ れ ば 同 時 に 施 さ れ て い る 治 療 の 種 類 、 治 療 頻 度 、 お よ び 所 望 の 効
果 の 性 質 に 依 存 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 作 用 物 質 の 毒 性 お よ び 治 療 上 の 有 効 性 は 、 細 胞 培 養 ま た は 実 験 動 物 に て 標 準 的
薬 学 的 手 法 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 有 毒 な 副 作 用 を 示 す 作 用 物 質 が 使 用 さ れ 得 る 限
り は 、 副 作 用 を 低 減 す る た め に 、 所 望 の 作 用 部 位 へ か か る 化 合 物 を 特 異 的 に 供 給 で き る 供
給 系 を 設 計 す る こ と に 注 意 を 払 う べ き で あ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 個 々 の 必 要 性 が 様 々 で あ る と 同 時 に 、 各 成 分 の 有 効 量 の 最 適 範 囲 の 決 定 は 、 当 該 既 知 技
術 の 範 囲 内 で あ る 。 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 に 関 し て 、 作 用 物 質 の 適 切 な 投 薬 量 は 、 治 療 さ
れ る べ き 疾 患 の 型 、 疾 患 の 重 篤 性 お よ び 経 過 、 作 用 物 質 が 予 防 目 的 ま た は 治 療 目 的 で 投 与
さ れ る か ど う か 、 こ れ ま で の 治 療 、 患 者 の 臨 床 的 病 歴 お よ び 作 用 物 質 に 対 す る 応 答 、 な ら
び に 主 治 医 の 判 断 に 依 存 す る で あ ろ う 。 治 療 上 の 薬 剤 は 、 一 度 に 、 ま た は 一 連 の 治 療 に わ
た っ て 、 患 者 に 適 切 に 投 与 さ れ る 。 典 型 的 な 投 薬 量 は 、 ０ ． １ ～ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 よ
り な る 。 好 ま し い 投 薬 量 は 、 ０ ． １ ～ １ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 よ り な る 。 最 も 好 ま し い 投 薬 量
は 、 ０ ． １ ～ １ μ ｇ ／ ｋ ｇ よ り な る 。 症 状 に よ っ て は 、 数 日 ま た は そ れ 以 上 に わ た る 反 復
投 与 に よ っ て 、 病 状 の 望 ま し い 抑 制 が 起 き る ま で 治 療 が 続 け ら れ る 。 こ の 療 法 の 経 過 は 、
従 来 の 技 術 お よ び 従 来 の ア ッ セ イ に よ り 簡 単 に モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 薬 理 学 的 に 活 性 な 作 用 物 質 の ほ か に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 作 用 部 位 へ 供 給 す る た め に 薬
学 的 に 使 用 さ れ 得 る 調 製 物 へ と 活 性 化 合 物 を 加 工 し や す く す る 賦 形 剤 お よ び 助 剤 を 含 む 、
薬 学 的 に 許 容 可 能 な 適 切 な キ ャ リ ア を 含 み 得 る 。 非 経 口 投 与 の た め の 適 切 な 配 合 物 と し て
は 、 水 溶 性 形 態 、 例 え ば 水 溶 性 塩 の よ う な 活 性 化 合 物 の 水 性 溶 液 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、
適 切 な 油 状 注 射 懸 濁 液 と し て の 活 性 化 合 物 の 懸 濁 液 を 投 与 し て も よ い 。 適 切 な 親 油 性 溶 媒
ま た は 媒 質 と し て は 、 脂 肪 油 （ 例 え ば 、 ゴ マ 油 ） 、 ま た は 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル （ 例 え ば 、
オ レ イ ン 酸 エ チ ル ま た は ト リ グ リ セ リ ド ） が 挙 げ ら れ る 。 水 性 注 射 懸 濁 液 は 、 懸 濁 液 の 粘
度 を 増 加 さ せ る 物 質 を 含 有 し て も よ く 、 例 え ば カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、
ソ ル ビ ト ー ル 、 お よ び ／ ま た は デ キ ス ト ラ ン が 挙 げ ら れ る 。 任 意 に 、 懸 濁 液 は ま た 、 安 定
剤 を 含 有 し て も よ い 。 細 胞 へ 供 給 す る た め に 、 作 用 物 質 を 被 包 す る た め の リ ポ ソ ー ム を 使
用 す る こ と も で き る 。 作 用 物 質 は ま た 、 タ ン パ ク 質 を 含 む 固 形 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 性 支
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持 体 を 含 む 、 持 続 的 放 出 性 配 合 物 と し て 調 製 す る こ と も で き る 。 持 続 的 放 出 性 調 製 物 は 、
ゲ ル 、 フ ィ ル ム ま た は カ プ セ ル の 形 態 を と り 得 る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 本 発 明 に よ る 全 身 投 与 の た め の 薬 学 的 配 合 物 は 、 経 腸 、 非 経 口 ま た は 局 所 投 与 用 に 配 合
さ れ 得 る 。 実 際 に は 、 ３ つ の タ イ プ す べ て の 配 合 物 は 、 有 効 成 分 の 全 身 投 与 を 達 成 す る た
め に 同 時 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 経 口 投 与 に 適 切 な 配 合 物 と し て は 、 硬 質 ま た は 軟 質 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 、 丸 剤 、 被 覆 錠 剤
を 含 む 錠 剤 、 エ リ キ シ ル 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ ま た は 吸 入 薬 、 お よ び そ れ ら の 制 御 放 出 性 形
態 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 際 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 単 独 で 、 あ る い は 他 の 治 療 薬 ま た は 診
断 薬 と 併 用 し て 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、
一 般 に 受 け 入 れ ら れ て い る 医 学 上 の 実 践 に し た が っ て 、 こ れ ら の 症 状 の た め に 典 型 的 に 処
方 さ れ る 他 の 化 合 物 と 一 緒 に 同 時 投 与 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ
に て 、 通 常 、 ヒ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス の よ う
な 哺 乳 動 物 に て 、 あ る い は ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ に て 利 用 さ れ 得 る 。 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で 使 用 さ れ
る 場 合 、 化 合 物 は 、 滅 菌 性 で な く て は な ら な い 。 こ れ は 、 滅 菌 濾 過 膜 を 通 し た 濾 過 に よ り
容 易 に 達 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 　 ａ ． 製 品
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 上 述 の 障 害 の 治 療 に 有 用 な 物 質 を 含 有 す る 製 品 が 提 供 さ れ
る 。 製 品 は 、 容 器 お よ び 、 容 器 上 の ま た は 容 器 に 付 随 し た ラ ベ ル も し く は 添 付 文 書 （ 複 数
可 ） を 含 む 。 適 切 な 容 器 と し て は 、 例 え ば 、 ボ ト ル 、 バ イ ア ル 、 シ リ ン ジ 等 が 挙 げ ら れ る
。 容 器 は 、 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク の よ う な 様 々 な 材 料 か ら 形 成 さ れ 得 る 。 容 器 は 、 症
状 を 治 療 す る た め に 効 果 的 な 組 成 物 を 収 容 し 、 滅 菌 ア ク セ ス ポ ー ト を 有 し 得 る （ 例 え ば 、
容 器 は 、 皮 下 注 射 針 に よ り 突 き 刺 す こ と が 可 能 な ス ト ッ パ ー を 有 す る 静 脈 溶 液 バ ッ グ ま た
は バ イ ア ル で あ っ て も よ い ） 。 組 成 物 中 の 少 な く と も １ つ の 活 性 な 作 用 物 質 は 、 Ｍ ｒ ｇ ア
ゴ ニ ス ト で あ る 。 ラ ベ ル ま た は 添 付 文 書 は 、 組 成 物 が 、 感 覚 認 識 障 害 を 治 療 す る 、 例 え ば
神 経 障 害 性 の 痛 み を 低 減 す る よ う な 選 ば れ た 症 状 を 治 療 す る た め に 使 用 さ れ る こ と を 示 す
。 一 実 施 形 態 で は 、 ラ ベ ル ま た は 添 付 文 書 は 、 Ｍ ｒ ｇ ア ゴ ニ ス ト を 含 む 組 成 物 が 、 痛 み 、
緑 内 障 を 治 療 す る た め に 、 あ る い は 創 傷 治 癒 を 促 進 す る た め に 使 用 で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 Ｍ ． ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
　 ｍ ｒ ｇ お よ び ／ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 配 列 に 相 当 す る 突 然 変 異 遺 伝 子 、 ノ ッ ク ア ウ ト 遺 伝
子 ま た は 改 変 遺 伝 子 を 含 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 も ま た 本 発 明 に 含 ま れ る 。 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 組 換 え 遺 伝 的 物 質 、 外 因 性 遺 伝 的 物 質 ま た は ク ロ ー ン 化 遺 伝 的 物 質
を 実 験 的 に 移 入 し た 遺 伝 子 改 変 動 物 で あ る 。 か か る 遺 伝 的 物 質 は 、 多 く の 場 合 「 導 入 遺 伝
子 」 と 命 名 さ れ る 。 導 入 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 、 こ の 場 合 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １
１ 、 １ ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 ２ ０ 、 ２ ２ 、 ２ ４ 、 ２ ６ ま た は ２ ８ 、 ３ ０ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ６ 、
３ ８ 、 ４ ０ 、 ４ ２ 、 ４ ４ 、 ４ ６ 、 ４ ８ 、 ５ ０ 、 ５ ２ 、 ５ ４ 、 ５ ６ 、 ５ ８ 、 ６ ０ 、 ６ ２ 、 ６
４ 、 ６ ６ 、 ６ ８ 、 ７ ０ 、 ７ ２ 、 ７ ４ 、 ７ ６ 、 ７ ８ 、 ８ ０ 、 ８ ２ 、 ８ ４ 、 ８ ６ 、 ８ ８ 、 ９ ０
、 ９ ２ 、 ９ ４ 、 ９ ６ 、 ９ ８ 、 １ ０ ０ 、 １ ０ ２ 、 １ ０ ４ 、 １ ０ ６ ま た は １ ０ ８ の 形 態 が 、 特
定 の 核 酸 配 列 が 他 の 位 置 で は 通 常 は 見 出 さ れ な い ゲ ノ ム の 位 置 に て 、 あ る い は 導 入 遺 伝 子
用 の 正 常 な 位 置 に て 組 み 込 ま れ 得 る 。 さ ら に 導 入 遺 伝 子 は 、 非 機 能 性 変 異 体 を コ ー ド し 得
る 。 導 入 遺 伝 子 は 、 標 的 動 物 種 と 同 一 種 ま た は 異 種 の ゲ ノ ム に 由 来 す る 核 酸 配 列 か ら 構 成
さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 「 生 殖 細 胞 系 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 的 改 変 ま た は 遺 伝 情 報 が 生
殖 細 胞 系 に 導 入 さ れ 、 そ れ に よ り ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 遺 伝 情 報 を 子 孫 に 伝 え る た め
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の 能 力 が 付 与 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 指 す 。 実 際 に か か る 子 孫 が そ の 改 変 ま た は
遺 伝 情 報 の い く ら か ま た は 全 て を 保 有 す る 場 合 、 そ れ ら も ま た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で
あ る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 改 変 ま た は 遺 伝 情 報 は 、 レ シ ピ エ ン ト が 属 す る 動 物 種 に と っ て 外 来 性 で あ っ て も よ く 、
特 定 の 個 々 の レ シ ピ エ ン ト に と っ て の み 外 来 性 で あ っ て も よ く 、 あ る い は レ シ ピ エ ン ト が
す で に 保 有 し て い る 遺 伝 情 報 で あ っ て も よ い 。 最 後 の 場 合 で は 、 改 変 遺 伝 子 ま た は 導 入 遺
伝 子 は 、 天 然 型 遺 伝 子 と 異 な っ て 発 現 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク
ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 胚 幹 細 胞 に お け る 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 、 な ら び に 組 換 え ウ イ ル ス
感 染 お よ び 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 を 含 む 種 々 様 々 な 方 法 に よ り 生 産 さ れ 得 る （ 例 え ば
、 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ３ ６ ， ８ ６ ６ 号 、 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ０ ２ ， ３ ０ ７ 号 、 Mullins et al.
 Hypertension 22（ 4） :630－ 633 （ 1993） 、 Brenin et al. Surg. Oncol. 6（ 2） 99－ 11
0 （ 1997） 、 Tuan （ ed.） , Recombinant Gene Expression Protocols, Methods in Mole
cular Biology No. 62, Humana Press （ 1997） を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 活 性 発 癌 遺 伝 子 配 列 を 発 現 す る マ ウ ス （ 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ３ ６ ， ８ ６ ６ 号 ） 、 サ ル Ｓ Ｖ
４ ０  Ｔ 抗 原 を 発 現 す る マ ウ ス （ 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ２ ８ ， ９ １ ５ 号 ） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン
調 節 因 子 １ （ Ｉ Ｒ Ｆ － １ ） の 発 現 を 欠 如 し た マ ウ ス （ 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ３ １ ， ４ ９ ０ 号 ）
、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 機 能 不 全 を 示 す マ ウ ス （ 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ２ ３ ， ７ １ ９ 号 ） 、 血 圧 制
御 に 関 与 し た 少 な く と も １ つ の ヒ ト 遺 伝 子 を 発 現 す る マ ウ ス （ 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ３ １ ， ４
８ ９ 号 ） 、 天 然 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 現 れ る 症 状 に 対 し て 非 常 に 類 似 性 を 示 す マ ウ ス （ 米
国 特 許 第 ５ ， ７ ２ ０ ， ９ ３ ６ 号 ） 、 細 胞 接 着 を 媒 介 す る 能 力 が 低 減 し た マ ウ ス （ 米 国 特 許
第 ５ ， ６ ０ ２ ， ３ ０ ７ 号 ） 、 ウ シ 成 長 ホ ル モ ン 遺 伝 子 を 保 有 す る マ ウ ス （ Clutter et al.
 Genetics 143（ 4） : 1753－ 1760 （ 1996） ） 、 ま た は 完 全 ヒ ト 抗 体 反 応 を 生 じ る こ と が
で き る マ ウ ス （ McCarthy The Lancet 349 （ 9049） : 405 （ 1997） ） を 含 む 多 く の 組 換 え
マ ウ ス ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 生 産 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト は 、 ほ と ん ど の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 実 験 に と っ て 一 般 的 に 好 ま れ る
動 物 で あ る も の の 、 場 合 に よ っ て は 、 代 替 的 動 物 種 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い か 、 あ る い
は 代 替 的 動 物 種 の 使 用 が 必 要 で さ え あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 手 法 は 、 例 え ば 、 ヒ ツ ジ 、
ヤ ギ 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 サ ル 、 チ ン パ ン ジ ー 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 、 ウ シ お よ び モ ル モ
ッ ト を 含 め た 種 々 の 非 マ ウ ス 動 物 に お い て 首 尾 よ く 利 用 さ れ て き た （ 例 え ば 、 Kim et al.
 Mol. Reprod. Dev. 46（ 4） : 515－ 526 （ 1997） 、 Houdebine Reprod. Nutr. Dev. 35 
（ 6）  609－ 617 （ 1995） 、 Petters Reprod. Fertil. Dev. 6（ 5） : 643－ 645 （ 1994）
、 Schnieke et al. Science 278 （ 5346） : 2130－ 2133 （ 1997）  お よ び Amoah J. Anima
l Science 75（ 2） : 578－ 585 （ 1997） を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 組 換 え コ ン ピ テ ン ト 哺 乳 動 物 細 胞 に 核 酸 断 片 を 導 入 す る 方 法 は 、 複 数 の 核 酸 分 子 を 同 時
に 形 質 転 換 す る た め に 好 都 合 な 任 意 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ８ ９
， ７ ４ ３ 号 お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ０ ２ ， ３ ０ ７ 号 で の 開 示 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 を 生 産 す る 詳 細 な 手 法 は 、 当 業 者 に 容 易 に 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 特 定 の Ｍ ｒ ｇ ま た は ｄ ｒ ｇ － １ ２ 遺 伝 子 を 欠 如 し た マ ウ ス 、 あ る い は 特 定 の Ｍ ｒ ｇ ま た
は ｄ ｒ ｇ － １ ２ の 発 現 が 増 加 ま た は 減 少 し た マ ウ ス は 、 Ｍ ｒ ｇ が 感 覚 応 答 、 特 に 痛 み を 伴
う 刺 激 に 対 す る 応 答 を 含 む 行 動 に ど の よ う に 影 響 を 及 ぼ す か を 決 定 す る た め の ア ッ セ イ に
て 使 用 す る こ と を 企 図 す る 。 特 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 Ｍ ｒ ｇ が 機 械 的 、 熱 的
ま た は 化 学 的 と い っ た 特 定 型 の 有 害 な 刺 激 に 対 す る 応 答 を 媒 介 す る か ど う か を 決 定 す る た
め に 使 用 さ れ る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 天 然 型 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 を 欠 如 し た

10

20

30

40

50

(55) JP 2006-504641 A 2006.2.9



ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 ま た は Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 発 現 レ ベ ル が 改 変 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス は 、 圧 力 、 温 度 、 お よ び 他 の 有 害 な 刺 激 に 対 す る そ れ ら の 感 受 性 を 決 定 す る た
め に 試 験 さ れ る で あ ろ う 。 刺 激 に 対 す る 感 受 性 を 決 定 す る た め の ア ッ セ イ は 、 当 該 技 術 分
野 で 既 知 で あ る 。 こ れ ら と し て は 、 機 械 的 な 痛 み （ フ ォ ン ・ フ ラ イ 毛 ま た は テ イ ル ピ ン チ
） 、 熱 に よ る 痛 み （ ホ ッ ト プ レ ー ト ア ッ セ イ に て 全 速 力 で 動 く か 、 ま た は 飛 び 回 る た め の
潜 伏 期 間 ） 、 化 学 的 な 痛 み （ カ プ サ イ シ ン ま た は ホ ル マ リ ン の よ う な 有 害 な 物 質 が 脚 に 注
射 さ れ る 場 合 の 、 全 速 力 で 動 く た め の 潜 伏 期 間 ） 、 内 臓 の 痛 み （ 酢 酸 の 腹 腔 内 注 射 に 応 答
し た 腹 部 ス ト レ ッ チ ン グ ） 、 お よ び 神 経 障 害 性 の 痛 み に 対 す る 応 答 性 を 測 定 す る ア ッ セ イ
が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｍ ｒ ｇ が 欠 失 さ
れ た マ ウ ス は 、 様 々 な 強 度 の 様 々 な 痛 み を 伴 う 刺 激 に 対 す る そ れ ら の 応 答 性 に 関 し て 試 験
さ れ る で あ ろ う 。 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 に よ り 媒 介 さ れ る 感 覚 応 答 を 決 定 す る こ と に よ り 、 Ｍ ｒ ｇ
受 容 体 を 刺 激 ま た は 抑 制 す る こ と が 知 ら れ て い る 治 療 薬 が 、 こ れ ら の タ イ プ の 応 答 を 含 む
こ と が 知 ら れ て い る 病 状 の 治 療 の た め に 選 択 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 応 答 を 含 む 疾 患
の 治 療 を 特 異 的 に ね ら っ た 治 療 薬 は 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 を 標 的 と す る こ と に よ り 開 発 さ れ 得 る
。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ヒ ト Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス が 生 産 さ れ る 。 次 に 、 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 の 発 現 パ タ ー ン を 決 定 す る こ と
が で き 、 様 々 な 感 覚 様 式 に 対 す る ヒ ト Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 の 発 現 の 効 果 を 研 究 す る こ と が 可
能 で あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の マ ウ ス に お い て 、 潜 在 的 治 療 薬 の 有 効 性 を 研 究 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 さ ら に 、 特 定 の Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 の 影 響 は 、 病 状 の 動 物 モ デ ル に て
研 究 す る こ と が で き る 。 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 レ ベ ル お よ び 活 性 化 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る こ と に
よ る 影 響 を 同 定 す る こ と に よ り 、 疾 患 を 治 療 す る た め に 有 用 な 治 療 方 法 を 開 発 す る こ と が
で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 発 現 レ ベ ル が 増 加 ま た は 減 少 し た マ ウ ス は 、 神 経
障 害 性 の 痛 み の モ デ ル に て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 さ ら に 、 Ｍ ｒ ｇ 発 現 レ ベ ル を 操 作 し た マ ウ ス は 、 鎮 痛 薬 の よ う な 、 痛 み に 対 す る 応 答 性
を 調 節 す る こ と が 知 ら れ て い る 化 合 物 に 対 す る 応 答 能 力 に 関 し て 試 験 す る こ と が で き る 。
こ の よ う に し て 、 さ ら に 、 痛 み の 感 知 に お け る Ｍ ｒ ｇ の 役 割 が 解 明 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Ｍ
ｒ ｇ を 欠 如 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 既 知 の 鎮 痛 薬 に 対 し て 応 答 が な け れ ば
、 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 が 鎮 痛 薬 の 作 用 を 媒 介 す る 役 割 を 果 た す こ と を 示 す で あ ろ う 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 別 の 好 ま し い ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 が グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 （
Ｇ Ｆ Ｐ ） の よ う な マ ー カ ー ま た は ト レ ー サ ー を 発 現 す る よ う に 改 変 さ れ る も の で あ る 。 マ
ー カ ー ま た は ト レ ー サ ー の 発 現 パ タ ー ン を 検 査 す る こ と に よ り 、 Ｍ ｒ ｇ を 含 有 す る ニ ュ ー
ロ ン お よ び 他 の 細 胞 の 正 確 な 位 置 お よ び 投 影 が マ ッ ピ ン グ さ れ 得 る 。 こ の 情 報 を 、 特 定 の
病 状 に お け る 関 与 が す で に 同 定 さ れ て い る ニ ュ ー ロ ン お よ び 他 の 細 胞 の 位 置 お よ び 投 影 と
比 較 す る 。 こ の よ う に し て 、 本 発 明 の 化 合 物 が 治 療 に お い て 使 用 さ れ る 可 能 性 が さ ら に 高
ま り 得 る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 Ｎ ． 診 断 方 法
　 実 施 例 に て 記 載 す る よ う に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 は 、 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 、 お
よ び 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に お け る 生 物 学 的 も し く は 病 理 学 的 活 性 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 診 断 あ
る い は モ ニ タ ー す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 遺 伝 子 ま た は タ ン パ
ク 質 の 発 現 を 観 察 し て 、 急 性 の 痛 み 、 慢 性 難 治 性 の 痛 み 、 ま た は 異 痛 症 に 関 連 し た 感 覚 神
経 活 性 が 正 常 か 異 常 か を 区 別 す る こ と が で き る 。 発 現 レ ベ ル は 、 神 経 異 常 の 様 々 な 段 階 ま
た は 重 篤 性 を 区 別 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 ま た は タ ン パ ク 質
を 用 い て 、 痛 み の 伝 達 に 関 与 し た 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 病 理 学 的 状 態 を 診 断 す る 一 手 段 は 、 生
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存 被 験 体 か ら 組 織 を 得 る こ と を 含 む 。 こ れ ら の 被 験 体 は 、 痛 み を 患 う 非 ヒ ト 動 物 モ デ ル で
あ り 得 る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 分 子 生 物 学 的 ツ ー ル の 使 用 は 、 法 医 学 的 技 術 に お い て 日 常 的 に な っ て き た 。 例 え ば 、 核
酸 プ ロ ー ブ は 、 法 医 学 的 ／ 病 理 学 的 検 体 に お い て 、 本 発 明 の 配 列 の す べ て ま た は 少 な く と
も 一 部 を 含 む 核 酸 分 子 の 発 現 を 決 定 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 さ ら に 、 核 酸 ア ッ セ イ は
、 転 写 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 分 析 を 実 施 す る 任 意 の 手 段 に よ り 実 行 さ れ 得 る 。 核 酸 分 析 の ほ か
に 、 本 発 明 の 法 医 学 的 方 法 は 、 遺 伝 子 発 現 の 増 大 ま た は 減 少 の 調 節 を 決 定 す る た め に 、 本
発 明 の タ ン パ ク 質 を 標 的 と し 得 る （ Shiverick et al., Biochim Biophys Acta 393 （ 1）
: 124－ 33 （ 1975） ） 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 組 織 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ ま た は 他 の プ ロ テ ア ー ゼ で 処 理 し 、 細 胞 溶 解 し や
す い 組 織 を 作 製 す る こ と を 含 み 得 る （ Semenov et al., Biull Eksp Biol Med 104（ 7） : 
113－ 6 （ 1987） ） 。 さ ら に 、 分 析 用 の 腎 組 織 ま た は 他 の 組 織 の 種 々 の 領 域 か ら 生 検 試 料
を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 分 子 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ は 、 任 意 の 利 用 可 能 な 形
式 で あ り 得 る 。 核 酸 分 子 用 の 典 型 的 な ア ッ セ イ と し て は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ベ ー ス
、 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は
ペ プ チ ド の 検 出 の た め の 典 型 的 な ア ッ セ イ に は 、 ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ 結 合 ア ッ セ イ 等 の よ う な
任 意 の 利 用 可 能 な 形 式 で の 抗 体 プ ロ ー ブ の 使 用 が 含 ま れ る 。 Harlow et al., Antibodies:
 A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988 ans Section Gを 参 照 さ
れ た い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ア ッ セ イ は 、 適 切 な 対 照 と と も に 実 行 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 上 記 方 法 は ま た 、 他 の 組 織 ま た は 器 官 に お け る 病 状 を 検 出 す る た め の プ ロ ト コ ル お よ び
方 法 を 含 む 他 の 診 断 プ ロ ト コ ル に お い て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 Ｏ ． 一 次 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に お い て 発 現 さ れ る 他 の 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 。
　 実 施 例 に 記 載 す る よ う に 、 本 発 明 の ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 お よ び ｄ ｒ ｇ － １ ２ 遺 伝 子 は 、 野 生 型
の Ｄ Ｒ Ｇ に て 発 現 さ れ る が 、 Ｎ ｇ ｎ １ 突 然 変 異 マ ウ ス の Ｄ Ｒ Ｇ で は 発 現 さ れ な い 遺 伝 子 を
濃 縮 さ せ 、 抑 制 Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の 方 法 （ Clontech） を 用 い て 、 Ｒ Ｎ Ａ 同 定 し た 。 こ の 一 般 的
な 方 法 を 用 い て 、 Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ ン の 侵 害 受 容 サ ブ セ ッ ト の 発 達 ま た は 存 在 に 必 要 な 他 の
遺 伝 子 を 発 現 し な い ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 生 産 す る こ と に よ り 他 の Ｄ Ｒ Ｇ 特 異 的 遺
伝 子 を 同 定 お よ び 単 離 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｔ ｒ ｋ Ａ - / - マ ウ ス は 、 侵 害 受 容 Ｄ Ｒ
Ｇ ニ ュ ー ロ ン に 関 連 し た 他 の 遺 伝 子 を 単 離 す る た め に 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る こ
と が で き る （ Lindsay Philos. Trans R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 351 （ 1338） : 365
－ 73 （ 1996） 、 お よ び Walsh et al. J. Neurosci. 19（ 10） : 4155－ 68を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 さ ら な る 説 明 が な く て も 、 先 述 の 説 明 お よ び 以 下 の 例 示 的 な 実 施 例 を 用 い て 、 当 業 者 は
、 本 発 明 の 化 合 物 を 作 製 お よ び 利 用 す る こ と が で き 、 ま た 特 許 請 求 し た 方 法 を 実 施 す る こ
と が で き る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 以 下 の 実 用 的 な 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施
形 態 を 具 体 的 に 指 摘 し 、 い か な る 場 合 に お い て も 本 開 示 の 残 部 を 限 定 す る も の と 解 釈 さ れ
る べ き で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 侵 害 受 容 に 関 与 す る 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 、 野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ お よ び Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ
Ｒ Ｇ 間 の ポ ジ テ ィ ブ 選 択 に よ る デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 。
　 こ れ ま で の 研 究 は 、 ｂ Ｈ Ｌ Ｈ 転 写 因 子 で あ る ニ ュ ー ロ ゲ ニ ン １ （ Ｎ ｇ ｎ １ ） （ Ma et al
. Cell 87: 43－ 52 （ 1996） ） が 、 後 根 神 経 節 （ Ｄ Ｒ Ｇ ） に お け る 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ
ン の 細 胞 の 予 定 運 命 の 決 定 に 必 要 で あ る こ と を 示 し た （ Ma et al. Genes & Dev. 13: 171
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7－ 1728 （ 1999） ） 。 Ｎ ｇ ｎ １ - / - 突 然 変 異 マ ウ ス 胚 に お い て 、 全 部 で は な い が ほ と ん ど
の ｔ ｒ ｋ Ａ + ニ ュ ー ロ ン （ こ れ は 、 侵 害 受 容 サ ブ ク ラ ス を 含 む ） は 生 成 さ れ て い な い 。 こ
の 突 然 変 異 体 の 表 現 型 を 利 用 し て 、 新 生 期 野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ お よ び Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ か ら ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を と る こ と に よ り 、 か か る ニ ュ ー ロ ン に て 特 異 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 単 離 し た 。
野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 集 団 で は 発 現 さ れ る が 、 Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 集 団 で は
発 現 さ れ な い 遺 伝 子 は 、 ｔ ｒ ｋ Ａ + 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 新 生 児 野 生 型 マ ウ ス ま た は Ｎ ｇ ｎ １ - / - マ ウ ス の 後 根 神 経 節 （ Ｄ Ｒ Ｇ ） か ら 全 Ｒ Ｎ Ａ を
単 離 し た （ Ma et al. Genes Develop. 13: 1717－ 1728（ 1999） , Fode et al. Neuron 20
: 483－ 494 （ 1988） 、 お よ び Ma et al. Neuron 20:469－ 482 （ 1988） を 参 照 ） 。 次 に 、
抑 制 Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の 方 法 （ Clontech） を 用 い て 、 野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ で は 発 現 さ れ る が 、 Ｎ ｇ ｎ
１ 突 然 変 異 Ｄ Ｒ Ｇ で は 発 現 さ れ な い 遺 伝 子 を 濃 縮 し た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｓ ｃ
ｒ ｉ ｐ ｔ 逆 転 写 酵 素 （ Gibco） を 使 用 し て 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 Ｓ ｍ ａ ｒ ｔ Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 キ ッ ト （ Clontech） を 用 い て 増 幅 し た 。 増 幅 し た
野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｐ Ｃ Ｒ セ レ ク ト サ ブ ト ラ
ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ト コ ル （ Clontech） に て 、 そ れ ぞ れ テ ス タ ー お よ び
ド ラ イ バ ー と し て 使 用 し た 。 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ ー ニ ン
グ に よ り 、 Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 比 べ て 、 野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が
濃 縮 さ れ た 幾 つ か の ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン を 、 ヌ ク レ オ チ ド シ ー ケ ン シ
ン グ お よ び ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り さ ら に 分 析 し た 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 約 １ ， ６ ０ ０ 個 の 陽 性 の 遺 伝 子 が 、 最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 同 定 さ れ 、 こ れ ら の
う ち １ ４ ２ 個 を シ ー ケ ン シ ン グ し た 。 こ れ ら の う ち ５ ０ 個 が 既 知 の 遺 伝 子 を 表 し 、 ９ ２ 個
が 新 規 遺 伝 子 を 表 し た （ 表 ２ を 参 照 ） 。 既 知 の 遺 伝 子 の 中 に 、 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に
て 特 異 的 に 発 現 さ れ る 幾 つ か の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 が 存 在 し た 。 こ れ ら に は 、 Ｖ Ｒ － １ 、 カ
ル シ ト ニ ン 遺 伝 子 関 連 ペ プ チ ド （ Ｃ Ｇ Ｒ Ｐ ） 、 テ ト ロ ド ト キ シ ン 非 感 受 性 ナ ト リ ウ ム チ ャ
ネ ル （ Ｓ Ｎ Ｓ － Ｔ Ｔ Ｘ ｉ ） お よ び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル キ ナ ー ゼ が 含 ま れ て い た 。 新 規 遺
伝 子 の 中 に は 、 イ オ ン チ ャ ネ ル ま た は 受 容 体 に 特 徴 的 な 構 造 的 特 徴 を 有 す る 幾 つ か の コ ー
ド タ ン パ ク 質 が 存 在 し 、 ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り Ｄ Ｒ Ｇ 感 覚 ニ ュ ー
ロ ン の サ ブ セ ッ ト に て 特 異 的 に 発 現 さ れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ れ ら の 分 子 に つ い て
実 施 例 ２ お よ び ３ に て さ ら に 詳 述 す る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に お い て 特 異 的 に 発 現 さ れ る 推 定 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の 新
規 フ ァ ミ リ ー 。
　 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 単 離 さ れ た 新 規 遺 伝 子 の 中 に 、 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の 特 徴 で
あ る ７ つ の 膜 貫 通 セ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 １ ） を 有 す る 受 容 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ２ つ
の 別 個 の ク ロ ー ン が 存 在 し た 。 単 離 し た 新 規 の ７ つ の 膜 貫 通 受 容 体 は 、 発 癌 遺 伝 子 （ ｍ ａ
ｓ ） に 最 も 密 接 に 関 連 し て お り 、 し た が っ て 、 ｍ ａ ｓ 関 連 遺 伝 子 － ３ （ ｍ ｒ ｇ ３ ） と 命 名
し た 。 ｍ ｒ ｇ ３ は ま た 、 ｍ ａ ｓ 関 連 遺 伝 子 Ａ １ 、 す な わ ち Ｍ ｒ ｇ Ａ １ と し て も 知 ら れ て い
る 。 ｍ ｒ ｇ ３ に 関 す る 完 全 コ ー ド 配 列 を 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 推 定 し た （ 図 １ Ａ お よ び
配 列 番 号 ２ ） 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ は 、 Ｍ Ａ Ｓ １ に 対 し て 有 意 な 相 同 性 （ ３ ５ ％ 同 一 性 ） を 示 す （
Young et al. Cell 45: 711－ 9 （ 1986） 。 そ れ は ま た 、 Ｍ ａ ｓ 関 連 遺 伝 子 １ （ Ｍ Ｒ Ｇ １
） （ Monnot et al. Mol Endocrinol 5: 1477－ 87 （ 1991） ） お よ び ラ ッ ト 胸 大 動 脈 （ Ｒ
Ｔ Ａ ） （ Ross et al. Proc Natl Acad Sci USA 87:3052－ 6 （ 1990） ） と 呼 ば れ る ２ つ の
他 の 哺 乳 動 物 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ と 有 意 な 相 同 性 （ ３ ０ ～ ３ ５ ％ 同 一 性 ） を 共 有 す る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 か か る Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 は 、 嗅 覚 ニ ュ ー ロ ン お よ び 味 覚 ニ ュ ー ロ ン の よ う な 他 の
種 類 の 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に て 発 現 さ れ る が 、 こ の 種 類 の 分 子 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 化 受 容 体
（ Ｐ Ａ Ｒ ） を 除 い て 、 Ｄ Ｒ Ｇ 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に 関 し て 、 こ れ ま で に 報 告 さ れ て な い 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 プ ロ ー ブ と し て ｍ ｒ ｇ ３ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 、 マ ウ ス Ｄ Ｒ Ｇ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー お よ び
マ ウ ス ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 ｍ ｒ ｇ ４ （ Ｍ ｒ ｇ Ａ
２ ） 、 ｍ ｒ ｇ ５ （ Ｍ ｒ ｇ Ａ ３ ） 、 ｍ ｒ ｇ ６ 、 ｍ ｒ ｇ ７ 、 ｍ ｒ ｇ ８ （ Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ ） 、 ｍ ｒ ｇ
９ （ Ｍ ｒ ｇ Ａ ５ ） 、 ｍ ｒ ｇ １ ０ （ Ｍ ｒ ｇ Ａ ６ ） 、 ｍ ｒ ｇ １ １ （ Ｍ ｒ ｇ Ａ ７ ） 、 お よ び ｍ ｒ
ｇ １ ２ （ Ｍ ｒ ｇ Ａ ８ ） と 命 名 さ れ る 、 密 接 に 関 連 し た ９ 個 の 遺 伝 子 を さ ら に 同 定 し た 。 そ
れ ら の う ち 、 ｍ ｒ ｇ ４ 、 ｍ ｒ ｇ ５ お よ び ｍ ｒ ｇ ８ ～ １ ２ は 、 完 全 長 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム を 含 む （ 図 １ を 参 照 ） 。 ブ ラ ス ト プ ロ グ ラ ム を 用 い て デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ
と に よ り 、 ２ つ の ヒ ト 相 同 体 が 見 出 さ れ た 。 ８ 個 の ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 、 す な わ ち ｍ ｒ ｇ ３ ～ ８
お よ び ヒ ト １ ～ ２ の タ ン パ ク 質 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 そ れ ら が 新 規 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体
遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー を 規 定 す る こ と を 示 唆 し た （ 図 １ Ａ ） 。
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【 ０ ３ １ １ 】
　 特 に 、 Ｐ ０ マ ウ ス Ｄ Ｒ Ｇ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ～ ４ を 単 離 し 、 フ ィ ル
タ ー 上 に 配 列 し た マ ウ ス ゲ ノ ム Ｂ Ａ Ｃ ラ イ ブ ラ リ ー （ Incyte Genomics） か ら Ｍ Ｒ Ｇ  Ａ ５
～ ８ の 全 Ｏ Ｒ Ｆ を 含 有 す る ク ロ ー ン を 単 離 し た 。 図 ６ Ａ は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ～ ８ の ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 し 、 膜 貫 通 ド メ イ ン な ら び に 細 胞 質 お よ び 細 胞 外 ル ー プ を 示
す 。 さ ら に 、 ク エ リ ー と し て Ｍ ｒ ｇ Ａ １ を 用 い て 、 Ｔ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て
Celeraマ ウ ス お よ び ヒ ト （ Venter et al. Science 291: 1304－ 51 （ 2001） ） ゲ ノ ム デ ー
タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と に よ り 、 他 の マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ Ａ 配 列 、 な ら び に 他 の ヒ ト Ｍ ｒ ｇ 配 列
を 同 定 し た 。 表 ３ は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 が 互 い に 高 度 に 相 同 性 で あ る こ と を 示 す 。 あ る 特 徴
的 な 保 存 残 基 の 存 在 と 組 み 合 わ せ て 、 高 度 の 相 同 性 は 、 そ れ ら が Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の Ｍ Ａ Ｓ フ ァ ミ
リ ー の 新 規 サ ブ フ ァ ミ リ ー を 規 定 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ フ ァ ミ リ ー の 遺 伝 子 を さ ら に 同 定 す る た め に 、 ク エ リ ー と し て Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １
お よ び Ｍ Ｒ Ｇ Ａ ４ タ ン パ ク 質 配 列 を 用 い て 、 Celeraマ ウ ス 断 片 デ ー タ ベ ー ス （ ２ ０ ０ １ 年
１ 月 ７ 日 掲 載 、 １ ８ ， ２ ５ １ ， ３ ７ ５ 個 の 断 片 ） に 対 し て Ｔ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ 検 索 を 実 行 し た
。 こ れ ら の 検 索 に よ り 、 ２ ９ ９ 個 の 特 有 の マ ウ ス ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 同 定 し た 。 こ れ ら の
断 片 の 配 列 を ダ ウ ン ロ ー ド し 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で Ｇ Ｅ Ｌ Ｍ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ （ GCG Wisc
onsin Package） を 用 い て コ ン テ ィ グ を 構 築 し た （ ９ ０ ％ 同 一 性 、 ２ ０ ｎ ｔ 最 小 重 複 ） 。
Ｇ Ｅ Ｌ Ｍ Ｅ Ｒ Ｇ Ｅ を 再 び 実 行 し て （ ８ ０ ％ 同 一 性 、 ２ ０ ｎ ｔ 最 小 重 複 ） 、 さ ら に デ ー タ セ
ッ ト を 絞 り こ ん だ 。 次 に 、 各 コ ン テ ィ グ か ら の コ ン セ ン サ ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 Ｂ Ｌ Ａ
Ｓ Ｔ Ｎ を 用 い て Celeraマ ウ ス 断 片 デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 照 会 し 、 構 築 の た め の さ ら な る 配
列 を 同 定 し た （ 最 終 ｎ ＝ ５ ３ ６ の 断 片 ） 。 最 終 構 築 か ら の コ ン セ ン サ ス 配 列 を Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ
フ ォ ー マ ッ ト 済 デ ー タ ベ ー ス に 入 れ た 。 次 に 、 ク エ リ ー と し て Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ を 用 い て Ｔ Ｆ Ａ
Ｓ Ｔ Ｙ に よ り こ の デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し て 、 変 異 性 の ゲ ノ ム 配 列 が タ ン パ ク 質 へ 終 止 コ ド
ン ま た は フ レ ー ム シ フ ト を 導 入 し た か ど う か に 関 わ ら ず 、 各 コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら の 潜 在
的 コ ー ド 領 域 を 同 定 し た （ Pearson, W.R. （ 1999） . Flexible similarity searching wi
th the FASTA3 program package. In Bioinformatics Methods and Protocols, S. Misen
er and S.A. Krawetz, eds. （ Totowa, NJ: Humana Press） , pp. 185－ 219） 。 次 に 、 こ
れ ら の 検 索 か ら の タ ン パ ク 質 配 列 を 、 系 統 学 的 分 析 の た め に 単 一 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ フ ォ ー マ ッ ト
済 フ ァ イ ル に 結 集 さ せ た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 こ の 分 析 を 用 い て 、 マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ Ａ サ ブ フ ァ ミ リ ー の １ ６ 個 の さ ら な る 遺 伝 子 を 同 定 し
た （ 図 ６ Ｂ ） 。 こ の サ ブ フ ァ ミ リ ー の ほ か に 、 Ｍ ｒ ｇ Ｂ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｃ と 呼 ば れ る ２ つ の
密 接 に 関 連 し た Ｍ ｒ ｇ サ ブ フ ァ ミ リ ー も ま た 発 見 さ れ た （ 図 ６ Ｂ ） 。 マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ Ｂ 遺 伝
子 に お け る Ｏ Ｒ Ｆ の 存 在 を 確 認 す る た め に 、 高 性 能 の Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 Ｃ ５ ７ Ｂ ｌ ／ ６ マ
ウ ス ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｂ １ ～ ５ 、 ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｄ 、 お よ び ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｅ を 増 幅 し た 。 幾
つ か の 別 個 の ク ロ ー ン を シ ー ケ ン シ ン グ し 、 Ｏ Ｒ Ｆ 予 測 を 確 認 し た 。 構 築 し た Celera配 列
に お け る 数 多 く の 終 止 コ ド ン お よ び フ レ ー ム シ フ ト の 存 在 は 、 ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｃ 遺 伝 子 が 偽 遺 伝
子 で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ｂ サ ブ フ ァ ミ リ ー が １ ４ 個 の 遺 伝 子 を 含 む の に 対 し 、 Ｍ ｒ ｇ Ｃ は １ ２ 個 の 遺 伝 子
を 有 す る 。 こ れ ら の サ ブ フ ァ ミ リ ー そ れ ぞ れ の 間 の 配 列 同 一 性 パ ー セ ン ト は 、 ５ ０ ％ よ り
も 大 き い （ 表 ３ ） 。 際 立 っ て 、 １ ２ 個 の Ｍ ｒ ｇ Ｃ の 遺 伝 子 す べ て が 、 複 数 の 早 発 性 終 止 コ
ド ン 、 早 発 性 フ レ ー ム シ フ ト 突 然 変 異 、 ま た は そ の 両 方 を 含 有 す る た め 、 す べ て 偽 遺 伝 子
の よ う で あ る （ 図 １ Ｂ 、 “ Ψ ” ） 。 し た が っ て 、 総 合 し て 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｂ サ ブ
フ ァ ミ リ ー は 、 ３ ６ 個 の 完 全 長 Ｏ Ｒ Ｆ を 含 む 。
【 ０ ３ １ ５ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ １ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 配 列 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト （ 右 上 、 太 字 ） お よ び 類 似 性 パ ー セ ン ト （ 左 下 ）
を 示 す 。 「 ｈ Ｍ Ｒ Ｇ 」 は 、 ヒ ト Ｍ Ｒ Ｇ ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し 、 「 ｍ Ｍ Ｒ Ｇ 」 は 、 マ ウ ス Ｍ Ｒ
Ｇ 配 列 を 示 す 。 「 ｈ Ｍ Ｒ Ｇ Ｘ 」 は 、 ｍ Ｍ Ｒ Ｇ Ａ お よ び ｍ Ｍ Ｒ Ｇ Ｂ 配 列 の ヒ ト 相 同 体 を 示 す
た め に 使 用 さ れ る （ 図 １ Ｂ ） 。 値 は 、 Ｇ Ｃ Ｇ パ ッ ケ ー ジ 中 の Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ ラ ム を 用 い た 包
括 的 な ア ラ イ ン メ ン ト か ら 得 た 値 で あ る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
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　 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Altschul et al. Journal of Molecular Biology 215: 403－ 410 （ 1990
） ） お よ び Hidden Markovモ デ ル （ Ｈ Ｍ Ｍ （ Eddy. Bioinformatics 14, 755－ 63 （ 1998）
） の 両 方 を 用 い た Celera（ Venter et al. Science 291: 1304－ 51 （ 2001） ） お よ び パ ブ
リ ッ ク （ Consortium. Nature 409: 860－ 921 （ 2001） ） ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 検 索
に よ り 、 ４ 個 の 密 接 に 関 連 し た （ 「 ～ ５ ０ ％ 同 一 性 」 ） 完 全 長 ヒ ト 遺 伝 子 、 お よ び 少 な く
と も １ ０ 個 の ヒ ト 偽 遺 伝 子 が 明 ら か と な っ た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 ク エ リ ー と し て ｍ Ｍ ｒ ｇ
Ａ １ タ ン パ ク 質 配 列 を 用 い て 、 Celeraヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス （ Venter et al. Science 
291: 1304－ 51 （ 2001） ） に 対 し て Ｔ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ 検 索 を 実 行 し た 。 こ の 検 索 に て 同 定 さ
れ る ゲ ノ ム 配 列 を ダ ウ ン ロ ー ド し 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ フ ォ ー マ ッ ト 済 デ ー タ ベ ー ス に 入 れ て 、 Ｔ
Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ｙ を 用 い て 検 索 し て 、 タ ン パ ク 質 の 非 重 複 性 セ ッ ト を 同 定 し た 。 ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｘ ３ 、
ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｅ 、 お よ び ｈ Ｍ ｒ ｇ Ψ ８ を 除 い て 、 パ ブ リ ッ ク ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 （ Consortium. Na
ture 409: 860－ 921 （ 2001） ） の 同 様 の 分 析 か ら 、 す べ て の ヒ ト Ｍ ｒ ｇ が 別 個 に 同 定 さ
れ た 。 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｘ １ ～ ４ 配 列 は 、 遺 伝 子 を 含 有 す る ヒ ト Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン に 由 来 す る Ｐ Ｃ
Ｒ 増 幅 産 物 か ら 別 個 に 立 証 さ れ た 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 明 確 な オ ル ソ ロ ガ ス 対 が な い 状 態 に て 、 ヒ ト 遺 伝 子 は 、 系 統 樹 に よ る と Ｍ ｒ ｇ Ｂ サ ブ フ
ァ ミ リ ー よ り も マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ Ａ サ ブ フ ァ ミ リ ー に 類 似 し て い る よ う に 見 え る （ 図 ６ Ｂ 、 ｈ
Ｍ ｒ ｇ Ｘ １ ～ ４ ） が 、 本 発 明 者 等 は 、 現 段 階 で ヒ ト 遺 伝 子 を ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｘ 遺 伝 子 と 称 す る 。
Ｍ ｒ ｇ Ａ 、 Ｂ お よ び Ｃ サ ブ フ ァ ミ リ ー の ほ か に 、 本 発 明 者 等 が Ｍ ｒ ｇ Ｄ ～ Ｆ と 命 名 し た も
の を 含 む 多 数 の さ ら な る Ｍ ａ ｓ － １ 関 連 オ ー フ ァ ン Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が こ の 検 索 に よ り 同 定 さ れ た
（ 図 ６ Ｂ ） 。 Ｍ ｒ ｇ Ｄ の よ う な こ れ ら の 配 列 の 幾 つ か は 、 明 確 な ヒ ト オ ル ソ ロ グ を 有 す る
（ 図 ６ Ｂ 、 ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｄ ） 。 ｈ Ｍ ｒ ｇ Ｄ お よ び ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｄ は 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で は ５ ８ ％
の 同 一 性 を 有 し 、 ７ ３ ％ の 類 似 性 を 有 し て い て 、 一 方 、 ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル で は ７ ３ ％ の
同 一 性 を 有 す る 。 ま と め て 、 本 発 明 者 等 は 、 こ の フ ァ ミ リ ー に 属 す る ほ ぼ ４ ５ 個 の マ ウ ス
の 、 お よ び ９ 個 の ヒ ト の 完 全 コ ー ド 配 列 を 同 定 し た 。
【 ０ ３ １ ９ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 配 列 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト （ 右 上 、 太 字 ） お よ び 類 似 性 パ ー セ ン ト （ 左 下 ）
を 示 す 。 「 ｈ Ｍ Ｒ Ｇ 」 は 、 ヒ ト Ｍ Ｒ Ｇ ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し 、 「 ｍ Ｍ Ｒ Ｇ 」 は 、 マ ウ ス Ｍ Ｒ
Ｇ 配 列 を 示 す 。 「 ｈ Ｍ Ｒ Ｇ Ｘ 」 は 、 ｍ Ｍ Ｒ Ｇ Ａ お よ び ｍ Ｍ Ｒ Ｇ Ｂ 配 列 の ヒ ト 相 同 体 を 示 す
た め に 使 用 さ れ る （ 図 １ Ｂ ） 。 値 は 、 Ｇ Ｃ Ｇ パ ッ ケ ー ジ 中 の Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ ラ ム を 用 い た 包
括 的 な ア ラ イ ン メ ン ト か ら 得 ら れ た 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 Ｍ Ｒ Ｇ 受 容 体 は 、 外 見 上 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の な い 、 短 い （ ３ ～ ２ １ ア ミ ノ 酸 ） Ｎ 末 端 を
有 し 、 細 胞 外 に 位 置 す る と 予 測 さ れ る 。 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン は 、 高 度 に
保 存 さ れ 、 受 容 体 が 共 有 機 能 を 有 す る こ と を 示 唆 す る 。 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ フ ァ ミ リ ー 受 容 体 の ほ と
ん ど の 多 岐 に わ た る 領 域 は 、 細 胞 外 ル ー プ に 局 在 化 し て い る よ う で あ り （ 図 ６ Ａ ） 、 こ れ
ら の 受 容 体 が 、 異 な る リ ガ ン ド 、 あ る い は 同 一 リ ガ ン ド で あ っ て も 異 な る 親 和 性 を 有 す る
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リ ガ ン ド を 認 識 す る こ と を 示 唆 す る 。 興 味 深 い こ と に 、 本 発 明 者 等 は 、 マ ウ ス 株 Ｃ ５ ７ Ｂ
Ｌ ／ ６ Ｊ お よ び １ ２ ９ Ｓ ｖ Ｊ 間 の Ｍ ｒ ｇ Ａ １ コ ー ド 配 列 に お い て １ ２ 個 の 一 塩 基 多 型 を 同
定 し た 。 こ れ ら の １ ２ 個 の 変 化 は 、 ６ 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 生 じ る 結 果 と な り 、 そ れ ら す べ
て は 、 保 存 的 で あ る か 、 ま た は 他 の フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 に よ り 同 じ 位 置 に て 発 現 さ れ る 置 換
残 基 で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 巨 大 マ ウ ス ゲ ノ ム コ ン テ ィ グ を 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ 配 列 を 含 有 す る 重 複 Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン を 分 析 す
る こ と に よ り 構 築 し た （ 図 ６ Ｃ ） 。 こ の コ ン テ ィ グ に は 、 ３ 個 の 偽 遺 伝 子 を 含 む ７ 個 の Ｍ
ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 が 存 在 し て い た 。 か か る ク ラ ス タ ー 形 成 は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ コ ー ド 遺 伝 子 フ ァ ミ リ
ー の 共 通 の 特 徴 で あ る （ Xie et al. Mamm Genome 11: 1070－ 8 （ 2000） ） 。 際 立 っ て 、
ヒ ト Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 す べ て （ Ｍ ａ ｓ １ お よ び Ｍ ｒ ｇ １ を 除 く ） は 、 第 １ １ 番 目 染 色 体 に 位 置
し 、 そ れ ら は ま た 、 ヒ ト 嗅 覚 受 容 体 遺 伝 子 す べ て の ５ ０ ％ を 含 有 す る 。 マ ウ ス Ｂ Ａ Ｃ コ ン
テ ィ グ （ 図 ６ Ｃ ） に お け る Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 の 全 て は 、 多 く の 他 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ コ ー ド 遺 伝 子 と
同 様 に 、 Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン を 有 す る 完 全 長 Ｏ Ｒ Ｆ を コ ー ド す る 。 Celeraマ ウ ス ゲ ノ ム デ ー
タ ベ ー ス を 用 い て 、 各 Ｍ ｒ ｇ Ａ コ ー ド 領 域 に 隣 接 す る 配 列 を 獲 得 お よ び 分 析 し た 。 こ の 分
析 に よ り 、 少 な く と も ６ 個 の Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 が そ れ ら の コ ー ド 配 列 の ～ ６ ５ ０ ｂ ｐ 下 流 に
位 置 す る Ｌ １ レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン 配 列 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 ６ Ｂ 、 「 Ｌ １
」 で 示 す ） 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 ８ 個 の 完 全 長 ｍ ａ ｓ 関 連 遺 伝 子 ｍ ｒ ｇ ３ ～ ５ 、 お よ び ｍ ｒ ｇ ８ ～ １ ２ の す べ て は 、 ｎ ｇ
ｎ １ - / - 突 然 変 異 Ｄ Ｒ Ｇ に て 排 除 さ れ る Ｄ Ｒ Ｇ 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト に お い て そ れ
ら が 発 現 さ れ る こ と か ら 示 さ れ る よ う に 、 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に て 濃 縮 さ れ る （ 図 ２
お よ び 図 ２ Ａ ） 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に て 特 異 的 に 発 現 さ れ る 新 規 の ２ つ の 膜 貫 通 セ グ メ ン ト タ ン パ
ク 質 。
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ に て 単 離 さ れ る 別 の 新 規 遺 伝 子 ｄ ｒ ｇ １ ２ （ 配 列 番 号 １ ３ ） は 、 ２
つ の 推 定 膜 貫 通 セ グ メ ン ト を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る （ 配 列 番 号 １ ４ ） 。 ｉ ｎ  ｓ
ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 と 同 様 に 、 こ の 遺 伝 子 ｄ ｒ ｇ １ ２ も ま た
Ｄ Ｒ Ｇ 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト に お い て 特 異 的 に 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。 こ の タ ン パ
ク 質 と デ ー タ ベ ー ス 中 の 他 の 配 列 と の 間 に 明 白 な 相 同 性 は 存 在 し な い が 、 侵 害 受 容 感 覚 ニ
ュ ー ロ ン に て 特 異 的 に 発 現 さ れ る ２ つ の プ リ ン 受 容 体 （ Ｐ 2 Ｘ 2 お よ び Ｐ 2 Ｘ 3 ） が 、 類 似 し
た 二 連 膜 貫 通 ト ポ ロ ジ ー を 有 す る こ と は 注 目 に 値 す る 。 し た が っ て 、 ｄ ｒ ｇ １ ２ は ま た 、
侵 害 受 容 感 覚 伝 達 ま た は そ の 調 節 に 関 与 し た 受 容 体 あ る い は イ オ ン チ ャ ネ ル を コ ー ド す る
と 思 わ れ る 。 ｄ ｒ ｇ １ ２ ヒ ト 配 列 （ 配 列 番 号 １ ９ ） の 相 同 領 域 の 疎 水 性 を 、 図 ４ の ｄ ｒ ｇ
１ ２ マ ウ ス 配 列 の 相 同 領 域 の 疎 水 性 と 比 較 す る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 ｍ ｒ ｇ お よ び ｄ ｒ ｇ － １ ２ 遺 伝 子 は 、 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に て 特 異 的 に 発 現 さ れ る
。
　 ｍ ｒ ｇ フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 お よ び ｄ ｒ ｇ － １ ２ 遺 伝 子 に 関 す る 機 能 は 、 以 下 に 記 載 す る よ
う な リ ガ ン ド の 同 定 を 考 慮 し つ つ 、 そ れ ら の 構 造 お よ び 発 現 パ タ ー ン に 基 づ い て 、 予 測 さ
れ る 。 Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 が Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ ン に て 発 現 さ れ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、
ジ オ キ シ ゲ ニ ン （ dioxygenin） 標 識 リ ボ プ ロ ー ブ を 用 い た ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 実 施 し た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 Ｐ ０ マ ウ ス の 子 か ら 組 織 を 得 て 、 ４ ％ パ ラ ホ ル ム
ア ル デ ヒ ド 中 に て ４ ℃ で 一 晩 固 定 し 、 ３ ０ ％ シ ョ 糖 中 で 一 晩 凍 結 保 護 し 、 Ｏ Ｃ Ｔ 中 に 包 埋
し た 。 組 織 切 片 を １ ８ μ ｍ に て 低 温 維 持 装 置 上 で 横 方 向 に 切 断 し た 。 ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を
用 い て 、 こ れ ま で に 記 載 さ れ た よ う に 、 凍 結 切 片 に 関 し て 非 同 位 体 性 ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 し た （ Ma et al. Cell 87: 43－ 52 （ 1996） ; Perez et al. D
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evelopment 126: 1715－ 1728 （ 1999） ） 。 ８ 個 の Ｍ ｒ ｇ Ａ 、 ５ 個 の Ｍ ｒ ｇ Ｂ お よ び Ｍ ｒ
ｇ Ｄ を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。 少 な く と も １ ０ 個 の Ｄ Ｒ Ｇ を 分 析 し て 、 各 プ ロ ー ブ に 関
し て 陽 性 で あ る ニ ュ ー ロ ン 数 を 計 数 し た 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 ８ 個 の Ｍ ｒ ｇ Ａ （ Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ～ ８ ） す べ て を 含 む Ｍ ｒ ｇ お よ び ｄ ｒ ｇ １ ２ 遺 伝 子 は 、 マ
ウ ス の 後 根 神 経 節 （ Ｄ Ｒ Ｇ ） に お け る 小 径 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト に て 発 現 さ れ る （
図 ７ Ｂ ～ 図 ７ Ｉ ） 。 重 要 な こ と に 、 ８ 個 す べ て の Ｍ ｒ ｇ Ａ の 発 現 は 、 差 し 引 き ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ニ ン グ の パ タ ー ン と 合 致 し て 、 Ｎ ｇ ｎ １ - / - 動 物 の Ｄ Ｒ Ｇ に て 事 実
上 存 在 し な か っ た （ 図 ７ Ｊ ） 。 検 査 し た ８ 個 の Ｍ ｒ ｇ Ａ ク ロ ー ン の 中 で 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ は 、
Ｄ Ｒ Ｇ 中 の 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 内 で 最 も 広 範 に 発 現 す る （ １ ３ ． ５ ％ ） 。 他 の Ｍ ｒ ｇ Ａ は 、 Ｄ
Ｒ Ｇ 切 片 中 の 数 個 の 細 胞 に て 発 現 さ れ る だ け で あ る （ ０ ． ２ ～ １ ． ５ ％ の 範 囲 の Ｄ Ｒ Ｇ ニ
ュ ー ロ ン ） 。 こ の 存 在 量 の 差 に よ っ て 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ の み が オ リ ジ ナ ル の ス ク リ ー ニ ン グ に
よ っ て 単 離 さ れ た 理 由 が 説 明 で き る 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ～ ８ の 発 現 パ タ ー ン の 明 ら か な 差 異 は 、
異 な る 軸 レ ベ ル か ら の Ｄ Ｒ Ｇ に て 認 め ら れ な か っ た 。 身 体 の い か な る 他 の 組 織 に お い て も
、 ま た は こ れ ま で 検 査 し た 神 経 系 の い か な る 他 の 領 域 に お い て も 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現
が こ れ ま で は 検 出 さ れ な か っ た と い う 点 で 、 こ の 発 現 は 非 常 に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 と 同 様 に 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ も ま た 、 Ｄ Ｒ Ｇ 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト に て 特
異 的 に 発 現 す る （ 以 下 を 参 照 、 図 １ ５ ） 。 対 照 的 に 、 Ｍ ｒ ｇ Ｂ １ ～ ５ は 、 Ｄ Ｒ Ｇ に て 発 現
が 検 出 で き な か っ た 。 し か し な が ら 、 ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｂ １ 発 現 は 、 新 生 児 マ ウ ス の 皮 膚 の 表 皮 層
中 の 、 な ら び に 脾 臓 お よ び 顎 下 腺 中 の 散 乱 細 胞 に て 観 察 さ れ た （ 図 １ ３ お よ び 図 １ ４ ） 。
こ れ ら の 細 胞 は 、 創 傷 修 復 に お い て 役 割 を 果 た す 免 疫 細 胞 の よ う で あ る 。 ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｂ ２ も
ま た 、 こ の 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。 対 照 的 に 、 ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｂ ３ 、 ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｂ ４ お よ び ｍ Ｍ ｒ ｇ
５ は 、 こ れ ら の 組 織 の い ず れ に お い て も 発 現 さ れ な い よ う で あ る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い て 、 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ は 、 ヒ ト 後 根 神 経 節 ニ ュ ー ロ ン に お い て
発 現 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 ヒ ト Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ ン 由 来 の 総 Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ μ ｇ を 含 有 す る
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 、 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 ４ ． ４ ｋ ｂ の 転 写
物 が 検 出 さ れ た 。 さ ら な る 分 析 に よ り 、 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ は 、 ヒ ト 脳 、 心 臓 、 骨 格 筋 、 胸 腺 、
結 腸 、 膵 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 小 腸 、 胎 盤 、 肺 ま た は 末 梢 血 白 血 球 で は 発 現 さ れ な い こ と が 示
さ れ た 。 し た が っ て 、 ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｄ と 同 様 に 、 ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ は 、 痛 み の 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に 非
常 に 制 限 さ れ た 発 現 を 示 す 。 さ ら に 、 デ ー タ は 、 マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ Ｄ お よ び ヒ ト Ｍ ｒ ｇ Ｄ が 機
能 的 オ ル ソ ロ グ で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｍ ｒ ｇ お よ び ｄ ｒ ｇ １ ２ 遺 伝 子 が 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に て 発 現 さ れ る
こ と を 示 す 。 し か し な が ら 、 Ｄ Ｒ Ｇ は 、 種 々 の タ イ プ の 感 覚 （ 例 え ば 、 熱 、 痛 み 、 触 覚 お
よ び 体 位 ） を 助 長 す る 種 々 の 種 類 の ニ ュ ー ロ ン を 含 む 。 Ｎ ｇ ｎ １ 突 然 変 異 は 、 個 々 の マ ー
カ ー ｔ ｒ ｋ Ａ 、 Ｖ Ｒ － １ お よ び Ｓ Ｎ Ｓ － Ｔ Ｔ Ｘ ｉ の 発 現 に よ り 同 定 さ れ る Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ
ン の 侵 害 受 容 （ 有 害 な 刺 激 感 覚 ） サ ブ セ ッ ト の そ れ ぞ れ を 独 立 し て 、 大 部 分 ま た は 完 全 に
排 除 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Ma et al. Genes & Dev. 13:1717－ 1728 （ 1999） ） た め
、 ｍ ｒ ｇ フ ァ ミ リ ー お よ び ｄ ｒ ｇ １ ２ 遺 伝 子 を 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン が Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ
に お い て 大 部 分 ま た は 完 全 に 排 除 さ れ る と い う 事 実 に よ り 個 々 の 同 定 が さ れ る （ 図 ２ ） 。
し た が っ て 、 Ｎ ｇ ｎ １ - / - 突 然 変 異 Ｄ Ｒ Ｇ に お け る ｍ ｒ ｇ お よ び ｄ ｒ ｇ － １ ２ 発 現 ニ ュ ー
ロ ン の 損 失 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に て 発 現 さ れ る 可 能 性 が 非 常 に
高 い こ と を 示 す 。 他 の 種 類 の 少 数 の 感 覚 ニ ュ ー ロ ン （ ｔ ｒ ｋ Ｂ + お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ + ） は 、 同
様 に Ｎ ｇ ｎ １ - / - 突 然 変 異 体 に て 排 除 さ れ る も の の 、 ｍ ｒ ｇ お よ び ｄ ｒ ｇ １ ２ 遺 伝 子 は 、
こ れ ら の 種 類 の 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に て 発 現 さ れ な い と 思 わ れ る 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら が ｍ ｒ
ｇ お よ び ｄ ｒ ｇ １ ２ 発 現 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 大 部 分 で あ る 場 合 に Ｎ ｇ ｎ １ - / - 突 然 変 異 体 に
て 残 さ れ る と 予 測 さ れ る が 、 そ の 予 測 が 事 実 と は 異 な る か ら で あ る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
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　 Ｎ ｇ ｎ １ - / - マ ウ ス か ら の Ｄ Ｒ Ｇ に お け る Ｍ ｒ ｇ Ａ の 発 現 の 欠 如 は 、 そ れ ら が 皮 膚 感 覚
ニ ュ ー ロ ン に お い て 発 現 さ れ る と い う 概 念 と 合 致 す る 。 さ ら に 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ + 細 胞 の 分 布
は 、 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の マ ー カ ー で あ る ｔ ｒ ｋ Ａ を 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン の 分 布 と 類
似 し て い た （ McMahon et al. Neuron 12: 1161－ 71 （ 1994） ; Snider and Silos－ Santi
ago Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 351:395－ 403（ 1996） ） （ 図 ７ Ａ 、 図 ７ Ｂ ）
。 Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 が ｔ ｒ ｋ Ａ + 細 胞 に て 発 現 さ れ る か ど う か を 直 接 決 定 す る た め に 、 新 生
期 Ｄ Ｒ Ｇ に お い て 、 抗 ｔ ｒ ｋ Ａ 抗 体 を 用 い た 免 疫 標 識 と 合 わ せ て 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ 、 Ａ ３ お よ
び Ａ ４ に 関 し て ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 し た 。 フ ル オ レ セ イ ン － Ｕ
Ｔ Ｐ 標 識 ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｐ ） 結 合 抗 フ ル オ レ セ イ ン 抗
体 （ １ ： ２ ０ ０ ０ 、 Roche） を 用 い て 検 出 し 、 フ ァ ス ト レ ッ ド （ Roche） を 用 い て 発 色 さ せ
て 、 赤 色 蛍 光 シ グ ナ ル を 発 生 さ せ た 。 蛍 光 ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施
し た 後 、 切 片 を Ｔ ｒ ｋ Ａ に 対 す る 一 次 抗 体 （ １ ： ５ ０ ０ ０ 、 Louis Reichardt博 士 か ら 寄
贈 ） 、 Ｖ Ｒ １ （ １ ： ５ ０ ０ ０ 、 D. Julius博 士 か ら 寄 贈 ） 、 Ｃ Ｇ Ｒ Ｐ （ １ ： ５ ０ ０ 、 Chemi
con） 、 ま た は サ ブ ス タ ン ス Ｐ （ １ ： １ ０ ０ ０ 、 Diasorin） に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 す
べ て の 抗 体 は 、 １ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 お よ び ０ ． １ ％ ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ を 含 有 す る １ × Ｐ Ｂ
Ｓ に て 希 釈 し た 。 一 次 抗 体 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を ４ ℃ に て 一 晩 実 施 し た 。 使 用 し た 二 次 抗
体 は 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ ４ ８ ８ に 結 合 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ （ １ ： ２ ５ ０ 、 Molecular Probes
） で あ っ た 。 Griffonia simplicifolia Ｉ Ｂ ４ レ ク チ ン で の 二 重 標 識 の た め に 、 ｉ ｎ  ｓ
ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 、 １ ２ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 Ｉ Ｂ ４ レ ク チ ン
（ Sigma） と と も に 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 抗 ｔ ｒ ｋ Ａ 抗 体 と ｍ ｒ ｇ ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い た 二 重 標 識 実 験 に よ り 、 ｍ
ｒ ｇ 、 具 体 的 に は Ｍ ｒ ｇ Ａ が 、 Ｄ Ｒ Ｇ に て ｔ ｒ ｋ Ａ + 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン に よ り 同 時 発 現
さ れ る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 ７ Ｂ お よ び 図 ８ Ａ ～ Ｃ を 参 照 ） 。 同 様 の 結 果 が Ｍ ｒ ｇ Ｄ に 関
し て 得 ら れ た （ 図 ８ Ｄ ） 。 合 わ せ て 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｄ が Ｄ Ｒ
Ｇ に お い て 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に よ り 特 異 的 に 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 侵 害 受 容 器 の 特 定 の サ ブ セ ッ ト に て Ｍ ｒ ｇ が 発 現 さ れ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 さ
ら な る 実 験 を 行 っ た 。 上 述 す る よ う に 、 抗 Ｖ Ｒ １ 標 識 、 お よ び イ ソ レ ク チ ン Ｂ ４ （ Ｉ Ｂ ４
） 標 識 し た 、 ｍ ｒ ｇ ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い た さ ら な る 二 重 標 識 実 験 に よ り 、
ｍ ｒ ｇ は Ｉ Ｂ ４ + 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン に よ り 選 択 的 に 発 現 さ れ る が 、 一 方 、 Ｖ Ｒ － １ 発 現
侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン に お い て は 発 現 さ れ な い こ と を 示 し た （ 図 ２ Ｃ お よ び 図 ２ Ｄ ） 。 特 に
、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ 、 Ａ ３ 、 Ａ ４ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｄ プ ロ ー ブ を 用 い た ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン と 共 に 用 い た Ｉ Ｂ ４ に よ る 併 用 蛍 光 標 識 に よ り 、 こ れ ら の 受 容 体 が Ｉ Ｂ ４ + ニ
ュ ー ロ ン に よ り 発 現 さ れ （ 図 ８ Ｅ ～ 図 ８ Ｈ ） 、 こ の サ ブ セ ッ ト に 対 す る 発 現 が 制 限 さ れ 得
る こ と を 明 確 に 示 し た 。 こ の 結 果 は 、 こ れ ら の Ｍ ｒ ｇ が Ｉ Ｉ ｉ 層 に 突 き 出 た 非 ペ プ チ ド 作
動 性 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン に よ り 発 現 さ れ る こ と を 示 す （ Snider and McMahon Neuron 20: 
629－ 32 （ 1998） ） 。 こ の 結 果 に 合 致 し て 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ + の 大 部 分 （ ９ ０ ％ ） 、 お よ び Ｍ
ｒ ｇ Ａ ３ + 、 Ａ ４ + お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｄ + 全 て の 細 胞 が 、 物 質 Ｐ の 発 現 を 欠 如 す る （ 図 ８ Ｉ ～ 図
８ Ｌ ） 。 同 様 に 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ + の 大 部 分 の 細 胞 （ ７ ０ ％ ） 、 お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ ３ + 、 Ａ ４ + お
よ び Ｍ ｒ ｇ Ｄ + の 全 て の 細 胞 が 、 Ｃ 線 維 侵 害 受 容 器 に よ り 発 現 さ れ る 別 の 神 経 ペ プ チ ド で
あ る Ｃ Ｇ Ｒ Ｐ を 発 現 し な い （ 図 ８ Ｍ ～ 図 ８ Ｐ ） 。 こ れ ま で の 研 究 は 、 Ｉ Ｂ ４ + 侵 害 受 容 ニ
ュ ー ロ ン が 、 神 経 損 傷 に 起 因 す る 神 経 障 害 性 痛 み に 関 与 す る こ と を 示 し た （ Malmberg, A.
 B. et al. Science 278: 279－ 83 （ 1997） ） 。 疱 疹 後 神 経 痛 、 反 射 性 交 感 神 経 性 ジ ス ト
ロ フ ィ ー 、 お よ び 幻 肢 痛 を 含 む 神 経 障 害 性 の 痛 み は 、 最 も 管 理 し に く い 痛 み で あ る 。 Ｍ ｒ
ｇ は 、 神 経 障 害 性 の 痛 み を 媒 介 す る 本 質 的 な 役 割 を 果 た し 、 神 経 障 害 性 の 痛 み を 管 理 す る
た め の 代 替 的 解 決 法 を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 最 近 の 研 究 に よ る と 、 Ｉ Ｂ ４ + 侵 害 受 容 器 の 神 経 化 学 的 お よ び 機 能 的 に 異 な っ た ２ つ の
サ ブ 集 団 ： バ ニ ロ イ ド 受 容 体 Ｖ Ｒ １ を 発 現 す る も の （ Caterina et al. Science 288: 306
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－ 13 （ 1997） ） 、 お よ び 発 現 し な い も の （ Michael and Priestley J Neurosci 19: 1844
－ 54 （ 1999） ; Stucky and Lewin J Neurosci 19: 6497－ 505 （ 1999） ） の 存 在 に 関 す
る 証 拠 が 提 供 さ れ て い る 。 抗 Ｖ Ｒ １ 抗 体 免 疫 染 色 と 合 わ せ た Ｍ ｒ ｇ Ａ プ ロ ー ブ お よ び Ｍ ｒ
ｇ Ｄ プ ロ ー ブ を 用 い た ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ 、 Ａ ３
、 Ａ ４ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｄ を 発 現 す る 細 胞 集 団 が 、 Ｖ Ｒ １ + （ Ｖ Ｒ １ を 発 現 す る ） 細 胞 と 相 容
れ な い こ と が 顕 著 に 示 さ れ た （ 図 ８ Ｑ ～ 図 ８ Ｔ ） 。 ま と め る と 、 こ れ ら の 発 現 デ ー タ に よ
り 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｄ 遺 伝 子 が 、 Ｉ Ｂ ４ + お よ び Ｖ Ｒ １ - で あ る 非 ペ プ チ ド 作
動 性 皮 膚 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の サ ブ ク ラ ス に お い て 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ る （ 図 ９ ） 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ は 、 他 の Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 と と も に 同 時 発 現 さ れ る
　 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ は 、 他 の Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 よ り も 広 く 発 現 さ れ （ 図 ２ ） 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ｍ
ｒ ｇ Ａ ２ ～ ８ は 、 侵 害 受 容 器 の 異 な る サ ブ セ ッ ト ま た は 重 複 サ ブ セ ッ ト に よ り 発 現 さ れ る
こ と を 示 唆 す る 。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン お よ び フ ル オ レ セ イ ン で 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い た 二 重
標 識 ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 研 究 は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ３ ま た は Ｍ ｒ ｇ Ａ ４
を 発 現 す る ほ と ん ど の ニ ュ ー ロ ン も し く は 全 部 の ニ ュ ー ロ ン が Ｍ ｒ ｇ Ａ １ を 同 時 発 現 す る
こ と を 示 し た （ 図 １ ０ Ａ ～ 図 １ ０ Ｆ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 チ ラ ミ ド 増 幅 を 用 い た Ｍ ｒ ｇ Ａ
３ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ に 関 す る ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル に お け る 蛍
光 は 多 く の 場 合 、 フ ァ ス ト レ ッ ド に よ り 検 出 さ れ る Ｍ ｒ ｇ Ａ １  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 細 胞 質 発 現 に
よ り 区 切 ら れ る 核 内 ド ッ ト と し て 出 現 し た （ 図 １ ０ Ｆ ） 。 か か る ド ッ ト は 、 低 感 度 フ ァ ス
ト レ ッ ド 検 出 方 法 を 用 い る と 観 測 さ れ ず 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ + 細 胞 の 核 に て の み 観 察 さ れ た 。 同
様 の 核 内 ド ッ ト が 、 フ ェ ロ モ ン 受 容 体 遺 伝 子 発 現 の 研 究 に て こ れ ま で に 観 察 さ れ て お り 、
転 写 部 位 を 表 す こ と が 示 唆 さ れ て き た （ Pantages and Dulac Neuron 28: 835－ 845 （ 200
0） ） 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ 、 ３ お よ び ４ に 関 す る 結 果 は 、 よ り 稀 な Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 （ Ｍ ｒ ｇ Ａ ２
～ ８ ） を 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ を も 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト で あ る
こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ａ ２ ～ Ａ ８ が 同 一 の ニ ュ ー ロ ン に て 発 現 さ れ る の か 、 ま た は 異 な る ニ ュ ー ロ ン に
て 発 現 さ れ る の か ど う か の 問 題 に 取 り 組 む た め に 、 単 一 プ ロ ー ブ に よ り 標 識 さ れ る ニ ュ ー
ロ ン 数 を 、 ７ つ 全 て の プ ロ ー ブ の 混 合 物 に よ り 標 識 さ れ る ニ ュ ー ロ ン 数 と 比 較 し た （ Buck
 and Axel Cell 65: 175－ 187 （ 1991） ） 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ に 対 す る 別 個 の プ ロ ー ブ に よ る 標
識 よ り も 、 約 ３ 倍 以 上 の ニ ュ ー ロ ン （ ４ ． ５ ％ 対 １ ％ ） が 混 合 プ ロ ー ブ に よ り 標 識 さ れ （
図 １ ０ Ｊ 、 図 １ ０ Ｋ ） 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が 、 同 一 の ニ ュ ー ロ ン 集 団 に て す べ て 同 時 発 現 さ
れ る わ け で は な い こ と を 示 す 。 し か し な が ら 、 混 合 プ ロ ー ブ に よ り 標 識 さ れ る ニ ュ ー ロ ン
の パ ー セ ン ト （ ４ ． ５ ％ ） は 、 ７ つ の 別 個 の プ ロ ー ブ の そ れ ぞ れ に よ り 標 識 さ れ る ニ ュ ー
ロ ン の パ ー セ ン ト の 総 計 （ ６ ． ６ ％ ） よ り は 小 さ か っ た の で 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ２ ～ Ａ ８ の 発 現 は
、 一 定 の 重 複 が 存 在 す る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 単 一 プ ロ ー ブ を 用 い る 場 合 よ り も 混 合 プ ロ
ー ブ を 用 い た 場 合 に 、 よ り 高 い シ グ ナ ル 強 度 が 個 々 の ニ ュ ー ロ ン に て 観 察 さ れ た 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｄ プ ロ ー ブ を 用 い た 二 重 標 識 実 験 も ま た 実 施 し た 。 こ れ ら の タ
ン パ ク 質 は 、 図 ６ Ｂ お よ び 表 ３ に 示 す よ う に 、 ６ ０ ％ だ け の 配 列 類 似 性 を 共 有 す る 。 こ れ
ら の 実 験 の 結 果 に よ っ て 、 こ れ ら ２ つ の 受 容 体 を 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン 間 の 重 複 は 、 ほ ん の
部 分 的 で あ る こ と を 示 し た （ 図 １ ０ Ｇ ～ 図 １ ０ Ｉ ） 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ま た は Ｍ ｒ ｇ Ｄ を 発 現 す
る ニ ュ ー ロ ン の 約 １ ５ ％ （ １ １ ８ ／ ７ ８ ６ ） は 両 遺 伝 子 を 同 時 発 現 し た 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ + 細
胞 の ３ ４ ％ （ １ １ ８ ／ ３ ４ ４ ） が Ｍ ｒ ｇ Ｄ を 同 時 発 現 し た の に 対 し て 、 Ｍ ｒ ｇ Ｄ + 細 胞 の
２ ６ ． ７ ％ （ １ １ ８ ／ ４ ４ ２ ） が Ｍ ｒ ｇ Ａ １ を 同 時 発 現 し た 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 合 わ せ て 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｉ Ｂ ４ + 、 Ｖ Ｒ １ - 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 少 な く と も ３ つ の 別
個 の サ ブ 集 団 ： Ｍ ｒ ｇ Ａ １ + Ｍ ｒ ｇ Ｄ + 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ + Ｍ ｒ ｇ Ｄ - 、 お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ １ - Ｍ ｒ
ｇ Ｄ + の 存 在 を 示 す 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ + サ ブ セ ッ ト は さ ら に 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｍ ｒ ｇ Ａ ２
～ Ａ ８ を 発 現 す る 異 な る サ ブ セ ッ ト に 分 割 さ れ る 。
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【 ０ ３ ３ ８ 】
　 Ｍ ｒ ｇ フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 は 、 推 定 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） を コ ー ド す る
　 ｍ ｒ ｇ フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 の コ ー ド ア ミ ノ 酸 配 列 の 疎 水 性 プ ロ ッ ト は 、 ７ つ の 膜 貫 通 セ グ
メ ン ト を 有 す る 膜 タ ン パ ク 質 を 予 測 す る 。 か か る 構 造 は 、 「 Ｇ タ ン パ ク 質 」 を 通 じ て シ グ
ナ ル 伝 達 す る 受 容 体 に 特 徴 的 で あ る 。 Ｇ タ ン パ ク 質 は 、 環 状 ヌ ク レ オ チ ド （ ｃ Ａ Ｍ Ｐ 、 ｃ
Ｇ Ｍ Ｐ ） 、 Ｉ Ｐ 3 お よ び 細 胞 内 遊 離 カ ル シ ウ ム （ Ｃ ａ + + ） の よ う な 「 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ
ャ ー 」 分 子 の 生 成 ま た は 減 少 に 関 与 す る 酵 素 を 活 性 化 あ る い は 抑 制 す る 細 胞 質 分 子 の フ ァ
ミ リ ー で あ る 。 続 い て 、 か か る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 分 子 は 、 イ オ ン チ ャ ネ ル お よ び 他
の 受 容 体 の よ う な 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 他 の 分 子 を 活 性 化 あ る い は 抑 制 す る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） は 、 膜 受 容 体 の 最 大 の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の １ つ
を 構 成 し 、 異 な る リ ガ ン ド に 特 異 的 な 受 容 体 の 多 く の サ ブ フ ァ ミ リ ー を 含 む 。 こ れ ら の リ
ガ ン ド に は 、 身 体 に よ り 製 造 さ れ る 神 経 伝 達 物 質 お よ び 神 経 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ
ノ ル ア ド レ ナ リ ン 、 ア ド レ ナ リ ン 、 ド ー パ ミ ン 、 お よ び サ ブ ス タ ン ス Ｐ 、 ス マ ト ス タ チ ン
） 、 な ら び に 外 界 に 存 在 す る 感 覚 分 子 （ 臭 気 物 質 、 風 味 物 質 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 ｍ ｒ ｇ フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 は 高 度 に 相 同 性 で あ る が 、 最 も 多 岐 に わ た る 領 域 は 、 細 胞 外 ド
メ イ ン で あ っ た （ 図 ６ Ａ 参 照 ） 。 ｍ ｒ ｇ フ ァ ミ リ ー の 細 胞 外 ド メ イ ン の 可 変 性 は 、 そ れ ら
が 異 な る リ ガ ン ド を 認 識 し 得 る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 ｍ ｒ ｇ フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 が Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を コ ー ド し 、 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に て 特 異 的 に
発 現 さ れ る と い う 事 実 は 、 こ れ ら の 受 容 体 が 、 痛 み 、 熱 も し く は 他 の 有 害 な 刺 激 の 感 知 ま
た は 調 節 に 、 直 接 的 あ る い は 間 接 的 に 関 与 す る こ と を 示 唆 す る 。 し た が っ て 、 ｍ ｒ ｇ コ ー
ド 受 容 体 は 、 痛 み 、 熱 も し く は 他 の 有 害 な 刺 激 の 感 知 ま た は 調 節 を す る た め に 効 果 の あ る
薬 剤 を 同 定 す る た め の 標 的 と し て 有 用 で あ る 。 最 も 有 用 な 型 の 薬 剤 （ ア ゴ ニ ス ト 性 ま た は
ア ン タ ゴ ニ ス ト 性 ） の 性 質 は 、 か か る 有 害 な 刺 激 の 感 覚 に 対 し て こ れ ら の 受 容 体 が 受 け る
一 般 的 な 影 響 の 性 質 に 依 存 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 ｍ ｒ ｇ コ ー ド 受 容 体 が 一 般 に 負 に 作 用
す る 場 合 、 痛 み を 抑 制 ま た は 抑 圧 す る た め に 、 ア ゴ ニ ス ト 性 薬 剤 が 有 用 な 治 療 薬 と な り 、
反 対 に 、 受 容 体 が 一 般 に 正 に 作 用 す る 場 合 、 痛 み を 促 進 ま た は 増 大 す る た め に 、 ア ン タ ゴ
ニ ス ト 性 薬 剤 が 有 用 な 治 療 薬 と な る で あ ろ う 。 あ る 種 の 臨 床 場 面 に お い て 、 例 え ば 糖 尿 病
に 関 連 し た 抹 消 神 経 感 覚 神 経 障 害 に お い て 、 有 害 な 刺 激 に 対 す る 感 受 性 を 高 め る た め に 有
用 で あ り 得 る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 痛 み の 感 知 に 対 す る ｍ ｒ ｇ コ ー ド Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 影 響 の 性 質 は 、 マ ウ ス に お け る こ れ ら の 遺
伝 子 の 標 的 突 然 変 異 の 表 現 型 の 結 果 に よ り 明 ら か と な り 得 る 。 例 え ば 、 か か る マ ウ ス が 有
害 な 刺 激 に 対 す る 感 受 性 が 増 大 し た 場 合 、 受 容 体 は 一 般 に 痛 み に 対 す る 応 答 を 抑 制 ま た は
抑 圧 す る た め に 機 能 し 、 ま た そ の 逆 に お い て も 機 能 す る こ と を 結 論 付 け る こ と が で き た 。
あ る い は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 用 い て 、 ｍ ｒ ｇ コ ー ド 受 容 体 に 強 固 に 結 合
す る 小 分 子 を 同 定 し て も よ い 。 か か る 分 子 は 、 ２ つ の カ テ ゴ リ ー ： ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン
タ ゴ ニ ス ト に 分 類 さ れ る と 予 測 さ れ る 。 ア ゴ ニ ス ト が 、 受 容 体 依 存 性 様 式 で 細 胞 内 セ カ ン
ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 経 路 を 活 性 化 す る 能 力 に よ り 同 定 さ れ る 一 方 で 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 そ
れ ら を 抑 制 す る 能 力 に よ り 同 定 さ れ る で あ ろ う 。 次 に 、 痛 み の 感 受 性 の 動 物 モ デ ル で の か
か る 薬 剤 の 試 験 は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 機 能 に 関 す る さ ら な る 情 報 を 明 ら か に す る で あ ろ う 。 例 え
ば 分 子 が ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ に て 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 し 、 か つ 、 そ れ ら が ｉ ｎ  
ｖ ｉ ｖ ｏ で 有 害 な 刺 激 に 対 す る 感 受 性 ま た は 応 答 性 を 抑 圧 す る 場 合 に 、 受 容 体 は 一 般 に 、
痛 み の 感 覚 を 促 進 ま た は 増 大 す る た め に 機 能 す る こ と が 結 論 付 け ら れ 得 る 。 逆 に 、 受 容 体
ア ゴ ニ ス ト が ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ に て 痛 み の 感 覚 を 抑 圧 し 、 一 方 ア ン タ ゴ ニ ス ト が そ れ を 増 大
す る 場 合 、 受 容 体 は 一 般 に 、 痛 み の 感 覚 を 抑 圧 ま た は 抑 制 す る た め に 機 能 す る と 結 論 付 け
る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
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　 ｄ ｒ ｇ １ ２ は 、 推 定 膜 貫 通 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 を コ ー ド す る
　 ｄ ｒ ｇ １ ２ 遺 伝 子 の コ ー ド ア ミ ノ 酸 配 列 の 疎 水 性 プ ロ ッ ト は 、 膜 タ ン パ ク 質 が ２ つ の 膜
貫 通 セ グ メ ン ト を 有 し て い る こ と を 予 測 さ せ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ
ト ー プ タ グ 付 け 様 式 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 培 養 細 胞 の 免 疫 染 色 に よ り 膜 局 在 化 し て い る
こ と が 立 証 さ れ た 。 Ｄ Ｒ Ｇ １ ２ ア ミ ノ 酸 配 列 は タ ン パ ク 質 の 既 知 の フ ァ ミ リ ー に 対 し て 相
同 性 は な か っ た も の の 、 そ の 二 連 膜 貫 通 構 造 は 、 そ れ が 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 の い く つ か の
局 面 に お い て 、 例 え ば 受 容 体 、 イ オ ン チ ャ ネ ル ま た は 別 の 受 容 体 の モ ジ ュ レ ー タ ー も し く
は イ オ ン チ ャ ネ ル の モ ジ ュ レ ー タ ー に 関 与 す る こ と を 強 く 示 唆 す る 。 こ の 予 測 は 、 類 似 し
た 二 連 膜 貫 通 ト ポ ロ ジ ー で あ る プ リ ン 作 動 性 Ｐ 2 Ｘ 2 お よ び Ｐ 2 Ｘ 3 受 容 体 を 有 す る ２ つ の 既
知 の 受 容 体 が 、 Ｄ Ｒ Ｇ １ ２ と 同 様 に 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に て 特 異 的 に 発 現 さ れ る と い
う 公 知 の 知 見 に よ り 支 持 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 こ の 構 造 デ ー タ 、 お よ び 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に お い て 特 異 的 に 発 現 す る こ と を 考 慮
す れ ば 、 Ｍ Ｒ Ｇ １ ２ が 、 有 害 な 刺 激 の 感 知 ま た は 調 節 に 、 直 接 的 あ る い は 間 接 的 に 関 与 す
る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 ｄ ｒ ｇ １ ２ コ ー ド タ ン パ ク 質 は 、 痛 み の 治 療 の た め の 新 規
治 療 薬 の 開 発 用 の 有 用 な 標 的 で あ る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 Ｍ ｒ ｇ タ ン パ ク 質 は 、 神 経 ペ プ チ ド の た め の 受 容 体 で あ る 。
　 上 述 の よ う に 、 Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 構 造 は 、 そ れ ら が 受 容 体
と し て 機 能 す る こ と を 示 す 。 Ｍ ｒ ｇ 受 容 体 に 関 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る た め に 、 選 択 し た
Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 を 、 カ ル シ ウ ム 放 出 ア ッ セ イ に て 試 験 し た 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ ４
を 含 む Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 を 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 ヒ ト 胚 腎 （ Ｈ Ｅ Ｋ ） ２
９ ３ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 得 ら れ 、 １ ０ ％ ウ
シ 胎 児 血 清 を 補 充 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 で 培 養 し た 。 Aurora Biosciences Corporationか ら Ｇ α

1 5 を 安 定 に 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ － Ｇ α 1 5 細 胞 系 が 提 供 さ れ 、 Ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｇ ｅ ｌ （ 商 標 ）
（ 成 長 因 子 を 減 じ た Ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｇ ｅ ｌ 、 Becton Dickinson、 血 清 を 含 ま な い Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で １
： ２ ０ ０ 希 釈 ） で 被 覆 し た フ ラ ス コ 上 で 成 長 さ せ 、 １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 児 血 清 、 ２ ｍ
Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 ０ ． １ ｍ Ｍ の 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 １ ｍ Ｍ の ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ２
５ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 お よ び ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ブ ラ ス ト シ ジ ン Ｓ を 補 充 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ Gibc
oBRL） 中 で ３ ７ ℃ に て 維 持 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 、 Ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｇ ｅ ｌ で 被
覆 し た ３ ５ ｍ ｍ の ガ ラ ス 底 皿 （ Bioptech Inc., Butler, PA） 上 に 細 胞 を 播 種 し た 。 １ ６
～ ２ ４ 時 間 後 、 Ｆ ｕ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ ６ （ Roche） を 用 い て 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ａ ４ の Ｃ 末 端 に 融 合 し た Ｇ Ｆ Ｐ の 可 視 化 に よ り
概 算 さ れ 、 典 型 的 に ６ ０ ％ を 超 え た 。 さ ら に 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ コ ー ド 配 列 の Ｃ 末 端 に 対 し て Ｇ Ｆ
Ｐ を 融 合 す る こ と に よ り 、 受 容 体 の 細 胞 内 分 布 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に お け る
そ れ ら の 膜 組 込 み を 可 視 的 に 確 認 す る こ と が 可 能 に な っ た （ 図 １ １ Ｄ ） 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 カ ル シ ウ ム 放 出 ア ッ セ イ の 感 受 性 を 増 加 す る た め に 、 幾 つ か の 実 験 に て 、 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ － Ｇ
Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 Ｇ α 1 5 を 発 現 す る よ う に 改 質 さ れ た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 に て 発 現 さ
れ 、 細 胞 内 遊 離 Ｃ ａ 2 + の 放 出 を 誘 発 す る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 連 結 す る （ Offerm
ann and Simon J Biol Chem 270: 15175－ 80 （ 1995） ） 。 こ の カ ル シ ウ ム 放 出 は 、 蛍 光
指 示 色 素 と し て Ｆ ｕ ｒ ａ － ２ を 用 い て 比 較 測 定 的 に （ ratiometrically） に モ ニ タ ー さ れ
得 る （ Tsien et al. Cell Calcium 6: 145－ 57 （ 1985） ） （ 図 １ １ Ａ ～ 図 １ １ Ｃ ） 。 こ
の 異 種 発 現 系 は 、 味 覚 受 容 体 用 の リ ガ ン ド を 同 定 す る た め に こ れ ま で 使 用 さ れ て き た （ Ch
andrashekar et al. Cell 100: 703－ 11 （ 2000） ） 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ は 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 受 容 体 に 対 し て 最 高 の 配 列 類 似 性 を 示 す の で 、 細 胞 内 Ｃ
ａ 2 + 放 出 ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ を 活 性 化 す る 能 力 に 関 し て 約 ４ ５ 個 の 候 補 ペ プ チ
ド を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 、 １ １ ｍ Ｍ の Ｄ
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－ グ ル コ ー ス お よ び １ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 を 有 す る ハ ン ク ス の 平 衡 塩 溶 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４
） （ ア ッ セ イ 緩 衝 液 ） で 一 度 洗 浄 し 、 ２ μ Ｍ の Ｆ ｕ ｒ ａ － ２ Ａ Ｍ （ Molecular Probes） を
室 温 に て ９ ０ 分 間 、 回 転 さ せ な が ら 負 荷 し た 。 負 荷 し た 細 胞 を ア ッ セ イ 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄
し 、 微 小 灌 流 チ ャ ン バ （ Bioptech） に 入 れ た 。 チ ャ ン バ を Olympus Ｉ Ｍ Ｔ ２ 倒 立 顕 微 鏡 の
最 上 部 に 置 き 、 Olympus Ｄ Ｐ ｌ ａ ｎ Ａ ｐ ｏ ４ ０ Ｘ 油 浸 対 物 レ ン ズ に よ り 結 像 し た 。 ７ ５ Ｗ
の キ セ ノ ン 球 で 試 料 を 照 射 し 、 コ ン ピ ュ ー タ 制 御 フ ィ ル タ ー 交 換 器 （ Lambda－ 10; Shutte
r Instruments） を 用 い て 、 励 起 波 長 を 切 替 え た 。 蛍 光 を 検 出 す る 際 に 、 冷 却 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ
ラ （ Photometric） を 使 用 し た 。 励 起 波 長 ４ ０ ０ ｎ ｍ 、 ２ 色 ５ ０ ５ ｎ ｍ ロ ン グ パ ス フ ィ ル
タ ー 、 お よ び ５ ３ ５ ｎ ｍ の エ ミ ッ タ ー バ ン ド パ ス （ Chroma Technology） を 用 い て 、 フ ィ
ー ル ド 内 の Ｇ Ｆ Ｐ 陽 性 細 胞 を 同 定 し た 。 同 じ フ ィ ー ル ド 内 で 、 励 起 波 長 ３ ４ ０ ｎ ｍ お よ び
３ ８ ０ ｎ ｍ 、 な ら び に 発 光 波 長 ５ １ ０ ｎ ｍ に て カ ル シ ウ ム 測 定 を 実 施 し た 。 ア ッ セ イ 緩 衝
液 で ア ゴ ニ ス ト を 希 釈 し 、 微 小 灌 流 ポ ン プ （ Bioptech） に よ り 溶 液 変 化 が 達 成 さ れ た 。 Ｇ
Ｆ Ｐ 陽 性 細 胞 か ら 生 じ る Ｆ ｕ ｒ ａ － ２ 蛍 光 シ グ ナ ル （ ３ ４ ０ ｎ ｍ 、 ３ ８ ０ ｎ ｍ お よ び ３ ４
０ ／ ３ ８ ０ 比 ） を 、 Ａ ｘ ｏ ｎ  Ｉ ｍ ａ ｇ ｉ ｎ ｇ  Ｗ ｏ ｒ ｋ ｂ ｅ ｎ ｃ ｈ ４ ． ０ ソ フ ト ウ ェ ア （
Axon） を 用 い て 、 ０ ． ４ ま た は １ 秒 間 隔 で 連 続 的 に モ ニ タ ー お よ び 収 集 し た 。 計 装 の 較 正
は 、 ガ ラ ス 底 皿 （ MatTek Corp.） に て 標 準 カ ル シ ウ ム 溶 液 （ Molecular probes） を 用 い て
実 施 し た 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 濃 度 １ μ Ｍ に て 、 数 多 く の 神 経 ペ プ チ ド に よ り 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ 発 現 細 胞 が 、 幾 分 か 活 性 化
さ れ た （ 図 １ ２ Ａ ） 。 こ れ ら の 神 経 ペ プ チ ド の 中 に は 、 Ａ Ｃ Ｔ Ｈ 、 Ｃ Ｇ Ｒ Ｐ － Ｉ お よ び Ｃ
Ｇ Ｒ Ｐ － Ｉ Ｉ 、 Ｎ Ｐ Ｙ な ら び に ソ マ ト ス タ チ ン （ Ｓ Ｓ Ｔ ） が 含 ま れ て い た 。 そ れ に も か か
わ ら ず 、 多 く の 他 の ペ プ チ ド ホ ル モ ン （ ア ン ギ オ テ ン シ ン Ｉ ～ Ｉ Ｉ Ｉ な ら び に ニ ュ ー ロ キ
ニ ン Ａ お よ び Ｂ 、 α － Ｍ Ｓ Ｈ お よ び γ ２ － Ｍ Ｓ Ｈ を 含 む ） は 、 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ を 活 性 化 し な か
っ た （ 図 １ ２ Ａ 以 外 に デ ー タ を 示 さ ず ） 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ は 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｅ １ お よ び
ア ラ キ ド ン 酸 の よ う な エ コ サ ノ イ ド リ ガ ン ド に よ っ て は 、 わ ず か に 活 性 化 さ れ た だ け で あ
っ た （ デ ー タ を 示 さ ず ） 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ 発 現 Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 に お け る 最 も 効 果 的 な 応 答 は 、 Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ お よ び 軟 体 動 物 心 臓
作 用 性 神 経 ペ プ チ ド Ｆ Ｍ Ｒ Ｆ ア ミ ド を 含 む Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ チ ド に よ り 誘 発 さ れ た （ Price 
and Greenberg Science 197:670－ 671 （ 1977） ） （ Ｐ ｈ ｅ － Ｍ ｅ ｔ － Ａ ｒ ｇ － Ｐ ｈ ｅ －
ア ミ ド ） （ 図 １ １ Ｃ 、 図 １ ２ Ａ ） 。 次 に 、 共 通 の プ ロ ペ プ チ ド 前 駆 物 質 か ら 切 断 さ れ る （
Vilim et al. Mol Pharmacol 55: 804－ 11 （ 1999） ） ２ つ の 哺 乳 動 物 Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ チ
ド 、 Ｎ Ｐ Ａ Ｆ お よ び Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ を 試 験 し た 。 １ μ Ｍ で の Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ に 対 す る Ｍ ｒ ｇ Ａ １ 発 現 細
胞 の 応 答 は 、 Ｆ Ｍ Ｒ Ｆ ア ミ ド を 用 い た 場 合 に 見 ら れ る 応 答 と 類 似 し て い る 一 方 で 、 Ｎ Ｐ Ａ
Ｆ に 対 す る 応 答 は 、 有 意 に 低 か っ た （ 図 １ ２ Ａ ） 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ は ま た 、 ２ つ の 他 の Ｒ Ｆ ア
ミ ド リ ガ ン ド 、 γ 1 － Ｍ Ｓ Ｈ お よ び ｓ ｃ ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ に よ っ て も わ ず か に 活 性 化 さ
れ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ａ ４ の 活 性 化 の 特 異 性 を さ ら に 検 査 す る た め に 、 初 期 ス ク リ ー ニ ン グ
に よ っ て 見 い だ し た 最 良 の 候 補 リ ガ ン ド を 、 Ｒ Ｆ ア ミ ド ペ プ チ ド に 対 す る 応 答 を 保 持 す る
こ の 系 に て 発 現 さ れ る Ｇ α 1 5 － Ｍ ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ａ ４ が 欠 如 し た Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 に て 発 現 さ れ
る こ れ ら の 同 一 受 容 体 に 関 し て 試 験 し （ 図 １ ２ Ｂ 、 図 １ ２ Ｃ ） 、 初 期 ス ク リ ー ニ ン グ に お
い て 見 ら れ る 細 胞 内 Ｃ ａ 2 + 放 出 応 答 が 、 外 因 性 Ｇ α 1 5 の 存 在 に 依 存 し て い な い こ と を 実 証
す る 。 こ の こ と は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ が Ｇ ｑ ま た は Ｇ ｉ を 介 し て Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 に て 作 用 す る こ と を 示
す 。 Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ に 対 す る Ｍ ｒ ｇ Ａ １ 発 現 Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 の 応 答 は 、 Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ に 対 す る 応 答 よ り 低
く 、 Ｎ Ｐ Ａ Ｆ に 対 し て は 応 答 し な か っ た （ 図 １ ２ Ｂ ） 。 反 対 に 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ 発 現 細 胞 は 、
Ｎ Ｐ Ａ Ｆ に 対 し て 応 答 し た が 、 Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ ま た は Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ に は 応 答 し な か っ た （ 図 １ ２ Ｃ ）
。 両 方 の 場 合 に お い て 、 Ｇ α 1 5 発 現 細 胞 に お い て 見 ら れ る Ｎ Ｐ Ｙ に 対 す る 応 答 （ 図 １ １ Ａ
） は 完 全 に 失 わ れ る 一 方 で 、 Ｃ Ｇ Ｒ Ｐ － Ｉ Ｉ お よ び Ａ Ｃ Ｔ Ｈ に 対 す る 応 答 は 相 当 減 少 し た
。
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【 ０ ３ ５ １ 】
　 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ａ ４ を 活 性 化 す る こ と が 可 能 な Ｒ Ｆ ア ミ ド リ ガ ン ド の 最 低 濃 度 を 決 定
す る た め に 、 よ り 大 き な 感 受 性 を も た ら す Ｇ α 1 5 を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 に て 、 用 量 応 答 実
験 を 実 施 し た （ 図 １ ２ Ｄ 、 図 １ ２ Ｅ ） 。 こ れ ら の 実 験 は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ が ナ ノ モ ル 濃 度 の Ｆ
Ｌ Ｒ Ｆ に よ り （ 図 １ ２ Ｄ 、 Ｅ Ｃ 5 0 約 ２ ０ ｎ Ｍ ） 、 お よ び 概 し て そ れ よ り も よ り 高 濃 度 の Ｎ
Ｐ Ｆ Ｆ に よ り （ 図 １ ２ Ｄ 、 Ｅ Ｃ 5 0 約 ２ ０ ０ ｎ Ｍ ） 活 性 化 さ れ 得 る 一 方 で 、 Ｎ Ｐ Ａ Ｆ は か な
り 効 果 が 少 な い こ と を 示 す 。 対 照 的 に 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ は 、 Ｎ Ｐ Ａ Ｆ に よ り 十 分 に 活 性 化 さ れ
（ 図 １ ２ Ｅ 、 Ｅ Ｃ 5 0 約 ６ ０ ｎ Ｍ ） 、 Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ お よ び Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ に よ り か な り 弱 く 活 性 化 さ れ
た 。 ど ち ら の 受 容 体 も 、 異 な る 前 駆 物 質 か ら 生 産 さ れ る 一 連 の Ｒ Ｆ ア ミ ド リ ガ ン ド で あ る
Ｒ Ｆ Ｒ Ｐ － １ 、 ２ ま た は ３ に 応 答 し た 強 力 な 活 性 化 を 示 さ な か っ た （ Hinuma et al. Nat 
Cell Biol 2: 703－ 8 （ 2000） ） 。 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ ４
が 、 こ の 系 に お け る 種 々 の Ｒ Ｆ ア ミ ド リ ガ ン ド に 対 す る 種 々 の 選 択 性 を 示 す こ と が 確 認 さ
れ る 。 対 照 的 に 、 こ れ ら の 受 容 体 は 、 Ａ Ｃ Ｔ Ｈ に 対 し て は 同 様 に 応 答 し た （ そ れ ぞ れ 、 Ｍ
ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ａ ４ に 関 し て Ｅ Ｃ 5 0 ～ ６ ０ お よ び ２ ０ ０ ｎ Ｍ 、 デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 最 終 的 に 、 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ 受 容 体 お よ び Ｍ Ａ Ｓ １ と の 間 の 配 列 類 似 性 を 考 え て 、 Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ 、 Ｎ
Ｐ Ａ Ｆ お よ び Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ に 対 す る 外 因 性 Ｍ ａ ｓ １ を 発 現 す る 細 胞 の 応 答 性 を 試 験 し た 。 Ｍ Ａ
Ｓ １ は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ の い ず れ と も 異 な る プ ロ フ ィ ー ル を 示 し た （ 図 １ ２
Ｆ ） 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ と 同 様 に 、 そ れ は 、 ペ プ チ ド の 同 程 度 の 濃 度 （ Ｅ Ｃ 5 0 約 ４ ０ ０ ｎ Ｍ ） に
て Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ に よ り 活 性 化 さ れ た が 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ と 異 な り 、 そ れ は 、 Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ に よ り あ ま り
活 性 化 さ れ な か っ た 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ と は 対 照 的 に 、 Ｍ Ａ Ｓ １ は 、 Ｎ Ｐ Ａ Ｆ に 対 し て 十 分 に 応
答 し な か っ た 。 こ の 受 容 体 を 活 性 化 す る と こ れ ま で に 報 告 さ れ て い た リ ガ ン ド で あ る ア ン
ギ オ テ ン シ ン Ｉ お よ び Ｉ Ｉ に 対 し て 曝 露 し て も 、 Ｍ Ａ Ｓ － １ 発 現 細 胞 に て 応 答 は 検 出 さ れ
な か っ た （ Jackson, T. R., et al. Nature 335: 437－ 40 （ 1988） ） 。 Ｍ Ａ Ｓ １ は ま た
Ａ Ｃ Ｔ Ｈ に 対 し て も 応 答 し な か っ た 。 し た が っ て 、 こ の 異 種 系 で 発 現 さ れ る Ｍ Ａ Ｓ １ 、 Ｍ
ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ は 、 Ｒ Ｆ ア ミ ド フ ァ ミ リ ー リ ガ ン ド に よ り す べ て 活 性 化 さ れ る
が 、 異 な る リ ガ ン ド 感 受 性 お よ び 選 択 性 を 有 す る （ 表 ４ ） 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 示 し た リ ガ ン ド に よ る 示 し た 受 容 体 の 活 性 化 の 相 対 的 有 効 性 を 示 す 。 定 量 化 に 関 し て は
、 図 ６ を 参 照 さ れ た い 。 「 ＋ ＋ ＋ 」 は 、 １ ０ ｎ ｍ ＜ Ｅ Ｃ 5 0 ＜ １ ０ ０ ｎ Ｍ を 示 し 、 「 ＋ ＋ 」
は 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ ＜ Ｅ Ｃ 5 0 ＜ ５ ０ ０ ｎ Ｍ を 示 し 、 「 ＋ ／ － 」 は 、 １ μ Ｍ に て 見 ら れ る 弱 い 応
答 を 示 す 。 詳 細 に 関 し て は 、 図 ６ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 約 ５ ０ 個 の Ｍ Ａ Ｓ １ 関 連 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 か ら 構 成 さ れ る 新 規 フ ァ ミ リ ー が 同 定
さ れ た 。 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト に お い て 、 こ れ ら の 受 容 体 の 幾 つ か の 種 類
が 特 異 的 に 発 現 す る こ と は 、 こ れ ら の 受 容 体 が 痛 み の 感 知 ま た は 調 節 に て 役 割 を 果 た す こ
と を 示 す 。 一 貫 し て 、 こ れ ら の 受 容 体 は 、 無 痛 覚 を 媒 介 す る こ と が 知 ら れ て い る Ｒ Ｆ ア ミ
ド 神 経 ペ プ チ ド に よ り 活 性 化 さ れ る こ と が わ か っ た 。 結 果 と し て 、 こ れ ら の 受 容 体 は 、 抗
侵 害 受 容 薬 剤 の た め の 新 規 標 的 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
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　 本 発 明 は 、 上 述 の 例 を 参 照 し て 詳 細 に 記 載 し て き た が 、 各 種 変 更 は 、 本 発 明 の 思 想 を 逸
脱 す る こ と な く な さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の
範 囲 に よ っ て の み 制 限 さ れ る 。 本 出 願 に て 参 照 し た す べ て の 引 用 特 許 、 特 許 出 願 お よ び 刊
行 物 は 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ５ ７ 】
【 図 １ 】 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ お よ び １ ２ 、 な ら び に ｍ ｒ ｇ フ ァ ミ リ ー の ２ つ の
ヒ ト タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 １ ６ お よ び １ ８ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 領 域 の ア ラ イ ン メ ン ト
を 示 す 。
【 図 １ Ａ － １ 】 ｍ ｒ ｇ が 新 規 の Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー を 規 定 す る こ と
を 示 す 。 Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ａ ｌ Ｗ を 用 い て ８ つ の マ ウ ス 完 全 長 ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 を ア
ラ イ ン し た 。 予 測 タ ン パ ク 質 の ５ ０ ％ よ り 大 き い 同 一 残 基 を 暗 色 陰 影 で 示 す 。 保 存 的 置 換
は 明 灰 色 で 目 立 た せ て い る 。 予 測 膜 貫 通 ド メ イ ン １ ～ ７ の お よ そ の 位 置 を Ｔ Ｍ １ ～ Ｔ Ｍ ７
と し て 配 列 の 上 部 に 示 す 。 予 測 細 胞 外 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ れ Ｅ １ ～
Ｅ ７ お よ び Ｃ １ ～ Ｃ ７ と し て 示 す 。
【 図 １ Ａ － ２ 】 ｍ ｒ ｇ が 新 規 の Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー を 規 定 す る こ と
を 示 す 。 Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ａ ｌ Ｗ を 用 い て ８ つ の マ ウ ス 完 全 長 ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 を ア
ラ イ ン し た 。 予 測 タ ン パ ク 質 の ５ ０ ％ よ り 大 き い 同 一 残 基 を 暗 色 陰 影 で 示 す 。 保 存 的 置 換
は 明 灰 色 で 目 立 た せ て い る 。 予 測 膜 貫 通 ド メ イ ン １ ～ ７ の お よ そ の 位 置 を Ｔ Ｍ １ ～ Ｔ Ｍ ７
と し て 配 列 の 上 部 に 示 す 。 予 測 細 胞 外 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ れ Ｅ １ ～
Ｅ ７ お よ び Ｃ １ ～ Ｃ ７ と し て 示 す 。
【 図 １ Ａ － ３ 】 ｍ ｒ ｇ が 新 規 の Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー を 規 定 す る こ と
を 示 す 。 Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ａ ｌ Ｗ を 用 い て ８ つ の マ ウ ス 完 全 長 ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 を ア
ラ イ ン し た 。 予 測 タ ン パ ク 質 の ５ ０ ％ よ り 大 き い 同 一 残 基 を 暗 色 陰 影 で 示 す 。 保 存 的 置 換
は 明 灰 色 で 目 立 た せ て い る 。 予 測 膜 貫 通 ド メ イ ン １ ～ ７ の お よ そ の 位 置 を Ｔ Ｍ １ ～ Ｔ Ｍ ７
と し て 配 列 の 上 部 に 示 す 。 予 測 細 胞 外 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ れ Ｅ １ ～
Ｅ ７ お よ び Ｃ １ ～ Ｃ ７ と し て 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ に お け る ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 顕 微 鏡 像 は 、 新 生 野 生 型
（ Ｗ Ｔ ） マ ウ ス お よ び ニ ュ ー ロ ゲ ニ ン １ ヌ ル 突 然 変 異 （ Ｎ ｇ ｎ １ - / - ） マ ウ ス か ら の 後 根
神 経 節 （ Ｄ Ｒ Ｇ ） の 横 断 切 片 中 の 配 列 番 号 ２ （ 「 ｍ ｒ ｇ ３ 」 ） お よ び 配 列 番 号 ４ （ 「 ｍ ｒ
ｇ ４ 」 ） の ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス 染 色 の 局 在 化 を 示 す 。 白 点 線 は Ｄ Ｒ Ｇ の 輪
郭 を 描 き 、 黒 点 線 は 脊 髄 の 輪 郭 を 描 く 。 ３ つ の 他 の 別 々 の マ ー カ ー （ ｔ ｒ ｋ Ａ 、 Ｖ Ｒ － １
お よ び Ｓ Ｎ Ｓ － Ｔ Ｔ Ｘ ｉ （ Ma et al.,（ 1999） ） ） を 用 い て 同 定 し た 場 合 、 Ｎ ｇ ｎ １ - / -

突 然 変 異 体 お い て 、 Ｄ Ｒ Ｇ の 大 き さ が 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 損 失 に 起 因 し て 、 激 し く
減 少 す る こ と に 留 意 さ れ た い 。 ｍ ｒ ｇ ３ は Ｗ Ｔ マ ウ ス に お け る Ｄ Ｒ Ｇ の サ ブ セ ッ ト 中 で は
発 現 さ れ る （ Ａ ） が 、 Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ 中 に は 存 在 し な い （ Ｂ ） 。 ｍ ｒ ｇ ４ は 、 ｍ ｒ ｇ
３ が 発 現 さ れ る Ｄ Ｒ Ｇ の サ ブ セ ッ ト よ り さ ら に 小 さ い Ｄ Ｒ Ｇ の サ ブ セ ッ ト 中 で 発 現 さ れ る
（ Ｃ ） 。 こ れ は ま た Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ の 中 に は 存 在 し な い （ Ｄ ） 。 Ｎ ｇ ｎ １ - / - Ｄ Ｒ Ｇ 中
に ｍ ｒ ｇ 発 現 ニ ュ ー ロ ン が 存 在 し な い こ と は 、 こ れ ら の ニ ュ ー ロ ン が 侵 害 受 容 性 で あ る 可
能 性 が 高 い こ と を 示 す 。
【 図 ２ Ａ 】 後 根 神 経 節 （ Ｄ Ｒ Ｇ ） ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト 中 の ｍ ｒ ｇ の 発 現 を 示 す 。 野 生
型 （ ａ ～ ｉ ） お よ び ｎ ｇ ｎ １ - / - （ ｊ ） 突 然 変 異 新 生 マ ウ ス か ら の Ｄ Ｒ Ｇ の 凍 結 横 断 切 片
を ア ン チ セ ン ス ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て ア ニ ー リ ン グ し て 、 ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ － 結 合 抗 体 を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 視 化 し た 。 陽 性 シ グ ナ ル を 濃
紫 染 色 と し て 示 す 。 Ｔ ｒ ｋ Ａ は 、 野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ ン の 大 部 分 に お い て 発 現 さ れ る （
ａ ） が 、 し か し ｎ ｇ ｎ １ - / - 中 に は 存 在 し な い （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 ８ つ の ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子
（ ｂ ～ ｉ ） の 各 々 は 、 野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ 中 の ニ ュ ー ロ ン の 小 サ ブ セ ッ ト 中 で 発 現 さ れ 、 ｎ ｇ ｎ
１ - / - Ｄ Ｒ Ｇ 中 で は 完 全 に 存 在 し な い （ ｊ 以 外 の デ ー タ は 示 さ ず ） 。 黒 点 線 は 、 ｎ ｇ ｎ １ -

/ - 突 然 変 異 Ｄ Ｒ Ｇ の 輪 郭 を 描 く 。
【 図 ２ Ｂ 】 ｍ ｒ ｇ が Ｔ ｒ ｋ Ａ + 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン に よ り 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。 二 重 標
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識 技 術 を 用 い て 、 Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ ン 中 の Ｔ ｒ ｋ Ａ （ ｂ 、 ｅ ） お よ び ｍ ｒ ｇ （ ａ 、 ｄ ） を 同
時 局 在 化 し た 。 二 重 標 識 実 験 中 、 ｍ ｒ ｇ ３ （ ａ ～ ｃ ） ま た は ｍ ｒ ｇ ５ （ ｄ ～ ｆ ） フ ル オ ロ
セ イ ン 標 識 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の ど ち ら か を 用 い て 、 ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 抗 Ｔ ｒ ｋ Ａ 抗 体 免 疫 染 色 を 野 生 型 Ｄ Ｒ Ｇ の 凍 結 切 片 に て 施 し た
。 同 一 の ２ つ の フ レ ー ム （ ａ お よ び ｂ 、 ｄ お よ び ｅ ） を デ ジ タ ル 方 式 で 重 ね 合 わ せ て 、 同
時 局 在 化 の 程 度 を 明 示 し た （ ｃ 、 ｆ ） 。 白 矢 頭 は 、 二 重 陽 性 細 胞 の 例 を 示 す 。
【 図 ２ Ｃ 】 ｍ ｒ ｇ お よ び Ｖ Ｒ １ が 、 Ｄ Ｒ Ｇ 中 の 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン の ２ つ の 異 な る 集 団 を
規 定 す る こ と を 示 す 。 ｍ ｒ ｇ ３ ま た は ｍ ｒ ｇ ５ フ ル オ レ セ イ ン 標 識 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ
ロ ー ブ を 用 い た ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 抗 Ｖ Ｒ １ 抗 体 免 疫 染 色 の 組
合 せ は 、 ｍ ｒ ｇ ３ （ ａ ～ ｃ ） お よ び ｍ ｒ ｇ ５ （ ｄ ～ ｆ ） 共 に Ｖ Ｒ １ － 陽 性 ニ ュ ー ロ ン に よ
り 発 現 さ れ な い こ と を 実 証 し た 。 併 合 画 像 （ ｃ 、 ｆ ） で は 、 ｍ ｒ ｇ ３ ま た は ｍ ｒ ｇ ５ と の
Ｖ Ｒ １ の 同 時 局 在 化 は 認 め ら れ な い 。 白 矢 頭 は 、 ｍ ｒ ｇ を 発 現 す る が 、 Ｖ Ｒ １ 陰 性 で あ る
侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン を 指 す 。
【 図 ２ Ｄ 】 ｍ ｒ ｇ が Ｉ Ｂ ４ + 侵 害 受 容 ニ ュ ー ロ ン に よ り 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。 二 重 標 識
技 術 を 用 い て 、 Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ ン 中 の Ｉ Ｂ ４ （ ｂ 、 ｅ ） お よ び ｍ ｒ ｇ （ ａ 、 ｄ ） を 同 時 局
在 化 し た 。 上 記 と 同 様 に ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 ｍ ｒ ｇ ３ お よ び
ｍ ｒ ｇ ５ の 発 現 を 可 視 化 し た 。 そ の 後 、 同 一 Ｄ Ｒ Ｇ 切 片 に Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 レ ク チ ン に よ り Ｉ
Ｂ ４ 結 合 を 施 し た 。 併 合 画 像 （ ｃ 、 ｆ ） で は 、 ｍ ｒ ｇ 染 色 お よ び Ｉ Ｂ ４ 染 色 間 の 広 範 な 重
複 が 認 め ら れ た （ 黄 色 ニ ュ ー ロ ン を 矢 頭 で 示 す ） 。
【 図 ３ 】 （ Ａ ） ｍ ｒ ｇ ３ （ 配 列 番 号 ２ ） 、 （ Ｂ ） ヒ ト １ 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 １ ５ ） 、 お よ び
（ Ｃ ） ヒ ト ２ 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 １ ７ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 の 膜 貫 通 領 域 を 予 測 す る 疎 水 性 プ ロ
ッ ト を 比 較 す る 。 陽 性 値 が 高 い ほ ど よ り 疎 水 性 で あ る こ と を 示 す 。
【 図 ４ 】 （ Ａ ） マ ウ ス ｄ ｒ ｇ １ ２ （ 配 列 番 号 １ ４ ） ； （ Ｂ ） ヒ ト ｄ ｒ ｇ １ ２ （ 配 列 番 号 １
９ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 の 膜 貫 通 領 域 を 予 測 す る 疎 水 性 プ ロ ッ ト を 比 較 す る 。
【 図 ５ 】 ｍ ｒ ｇ ９ （ 配 列 番 号 ２ １ ） 、 ｍ ｒ ｇ １ ０ （ 配 列 番 号 ２ ３ ） 、 ｍ ｒ ｇ １ １ （ 配 列 番
号 ２ ５ ） 、 お よ び ｍ ｒ ｇ １ ２ （ 配 列 番 号 ２ ７ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 の 膜 貫 通 領 域 を 予 測 す る 疎
水 性 プ ロ ッ ト を 比 較 す る 。
【 図 ６ Ａ － １ 】 株 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ マ ウ ス か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら 推 定 さ れ る Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ ～ Ａ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。 膜
貫 通 （ Ｔ Ｍ １ ～ Ｔ Ｍ ７ ） 、 細 胞 外 （ Ｅ １ ～ Ｅ ４ ） お よ び 細 胞 質 （ Ｃ １ ～ Ｃ ４ ） ド メ イ ン の
予 測 位 置 を 、 ア ラ イ ン し た 配 列 上 に 示 す 。
【 図 ６ Ａ － ２ 】 株 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ マ ウ ス か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら 推 定 さ れ る Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ ～ Ａ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。 膜
貫 通 （ Ｔ Ｍ １ ～ Ｔ Ｍ ７ ） 、 細 胞 外 （ Ｅ １ ～ Ｅ ４ ） お よ び 細 胞 質 （ Ｃ １ ～ Ｃ ４ ） ド メ イ ン の
予 測 位 置 を 、 ア ラ イ ン し た 配 列 上 に 示 す 。
【 図 ６ Ａ － ３ 】 株 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ マ ウ ス か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら 推 定 さ れ る Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ ～ Ａ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。 膜
貫 通 （ Ｔ Ｍ １ ～ Ｔ Ｍ ７ ） 、 細 胞 外 （ Ｅ １ ～ Ｅ ４ ） お よ び 細 胞 質 （ Ｃ １ ～ Ｃ ４ ） ド メ イ ン の
予 測 位 置 を 、 ア ラ イ ン し た 配 列 上 に 示 す 。
【 図 ６ Ｂ 】 デ ー タ ベ ー ス 検 索 か ら 同 定 さ れ た Ｍ Ｒ Ｇ フ ァ ミ リ ー 成 員 の 系 統 発 生 的 分 析 を 示
す 。 Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ Ｗ を 用 い て 、 Ｍ Ｒ Ｇ す べ て の タ ン パ ク 質 配 列 を ア ラ イ ン し た （ Thomps
on et al. Nucleic Acids Res 22:4673－ 80（ 1994） ） 。 Ｎ ｅ ｉ ｇ ｈ ｂ ｏ ｒ － Ｊ ｏ ｉ ｎ ｉ
ｎ ｇ 法 お よ び １ ， ０ ０ ０ ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 試 験 を 用 い た Ｐ Ｈ Ｙ Ｌ Ｕ Ｐ ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ
ー ジ に よ り 、 樹 状 図 を 作 成 し た 。 枝 の 水 平 長 は 、 ア ミ ノ 酸 の 数 の 変 化 に 比 例 す る 。 垂 直 距
離 は 任 意 で あ る 。 そ れ ら の 停 止 コ ド ン の レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン 配 列 ～ ６ ５ ０ ｎ ｔ ３ ´ を 有
す る マ ウ ス （ ｍ ） Ｍ ｒ ｇ 遺 伝 子 を 強 調 表 示 す る （ Ｌ １ ） 。 偽 遺 伝 子 を コ ー ド す る と 予 測 さ
れ る 遺 伝 子 は す べ て 、 プ サ イ （ Ψ ） の 記 号 で 示 す 。
【 図 ６ Ｃ 】 重 複 Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン の 分 析 か ら 推 定 さ れ た 一 マ ウ ス Ｍ ｒ ｇ ク ラ ス タ ー の 染 色 体
構 成 を 示 す 。 ク ラ ス タ ー は 、 ４ つ の 完 全 長 Ｏ Ｒ Ｆ お よ び ３ つ の 偽 遺 伝 子 を 含 む 。
【 図 ７ 】 図 ７ Ａ は 、 Ｎ Ｇ Ｆ 受 容 体 ｔ ｒ ｋ Ａ の 発 現 に よ り 明 示 さ れ る よ う な 生 後 ０ 日 目 （ Ｐ
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０ ） Ｄ Ｒ Ｇ 中 の 侵 害 受 容 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 分 布 を 示 す 。 こ の 集 団 は 、 Ｎ ｇ ｎ １ - / - 突 然 変
異 体 に お い て 選 択 的 に 排 除 さ れ る （ Ma et al. Genes & Dev. 13:1717－ 1728（ 1999） ） 。
　 　 図 ７ Ｂ は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ を 検 出 す る ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い た ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ は 、 図 ７ Ａ に 示 し た 隣 接 切 片 上 の ｔ ｒ ｋ Ａ + ニ ュ ー ロ
ン と 同 様 の パ タ ー ン で 発 現 さ れ る 。 　 　 図 ７ Ｃ は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ２ ～ Ｍ ｒ ｇ Ａ ８ を 検 出 す る ｃ
Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い た ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す 。 　 　 図 ７ Ｊ は 、
Ｍ ｒ ｇ Ａ １ 発 現 が 、 他 の Ｍ ｒ ｇ Ａ 遺 伝 子 の 発 現 （ 示 さ れ て い な い ） と 同 様 に 、 Ｎ ｇ ｎ １ - /

- マ ウ ス 中 で 排 除 さ れ る こ と を 示 す 。 残 り の Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ ン は 点 線 で 境 界 を 画 す る 領 域
中 に 存 在 し 、 一 般 的 ニ ュ ー ロ ン マ ー カ ー の 発 現 に よ り 可 視 化 さ れ 得 る 。
【 図 ８ 】 Ｍ ｒ ｇ Ａ の 発 現 が 、 内 部 Ｉ Ｉ 層 に 向 か っ て 突 出 す る 非 ペ プ チ ド 作 動 性 侵 害 受 容 器
に 制 限 さ れ る こ と を 示 す 。 ｔ ｒ ｋ Ａ （ Ａ ～ Ｄ ） 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ （ Ｉ ～ Ｌ ） 、 Ｃ Ｇ Ｒ Ｐ （
Ｍ ～ Ｐ ） 、 Ｖ Ｒ １ （ Ｑ ～ Ｔ ） の 蛍 光 抗 体 検 出 ま た は 蛍 光 イ ソ レ ク チ ン Ｉ Ｂ ４ （ Ｉ Ｂ ４ ； Ｅ
～ Ｈ ） に よ る 染 色 と 組 合 せ た 、 指 示 Ｍ ｒ ｇ プ ロ ー ブ を 用 い た ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 共 焦 点 顕 微 鏡 像 を 示 す 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ + ま た は Ｍ ｒ ｇ Ｄ + 細 胞 は ｔ ｒ ｋ Ａ お よ び Ｉ
Ｂ ４ を 同 時 発 現 す る （ Ａ ～ Ｈ 、 矢 頭 ） が 、 ほ と ん ど が ｓ ｕ ｂ Ｐ 、 Ｃ Ｇ Ｒ Ｐ ま た は Ｖ Ｒ １ を
発 現 し な い （ Ｉ ～ Ｔ 、 矢 頭 ； Ｉ 、 Ｍ の 矢 印 は 、 Ｓ ｕ ｂ Ｐ お よ び Ｃ Ｇ Ｒ Ｐ を 同 時 発 現 す る Ｍ
ｒ ｇ Ａ １ + ニ ュ ー ロ ン の マ イ ナ ー の サ ブ セ ッ ト を 示 す ） 。
【 図 ９ 】 Ｉ Ｉ ｉ 層 に 向 け て 突 出 す る 非 ペ プ チ ド 作 動 性 Ｉ Ｂ ４ + 、 Ｖ Ｒ １ - 感 覚 ニ ュ ー ロ ン へ
の Ｍ ｒ ｇ Ａ （ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｄ ） 発 現 の 制 限 の 模 式 図 で あ る （ Snider and McMahon Neuron 
20: 629－ 32（ 1998） ） 。 Ｉ Ｉ ｉ 層 中 の シ ナ プ ス 後 ニ ュ ー ロ ン は Ｐ Ｋ Ｃ γ を 発 現 す る 。
【 図 １ ０ 】 個 々 の 感 覚 ニ ュ ー ロ ン が 複 数 の Ｍ ｒ ｇ Ａ を 同 時 発 現 す る こ と を 示 す 。 （ Ａ ～ Ｃ
） Ｍ ｒ ｇ Ａ １ （ Ａ ） お よ び Ａ ３ （ Ｂ ） を 用 い た 二 重 標 識 ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 。 （ Ｄ ～ Ｆ ） Ｍ ｒ ｇ Ａ １ （ Ｄ ） お よ び Ａ ４ （ Ｅ ） を 用 い た 二 重 標 識 。 両 方 の 場 合 に
、 Ｍ ｒ ｇ Ａ ３ ま た は Ａ ４ を 発 現 す る 細 胞 は 、 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ を 発 現 す る も の の サ ブ セ ッ ト で あ
る （ Ｃ 、 Ｆ 、 矢 頭 ） 。 （ Ｆ ） の 矢 印 は 、 転 写 の 部 位 を 表 し 得 る Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ 発 現 の 核 内 ド ッ
ト を 示 す 。 （ Ｇ ～ Ｉ ） Ｍ ｒ ｇ Ａ １ お よ び Ｍ ｒ ｇ Ｄ を 用 い た ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ で の 二 重 標 識 。
２ つ の 集 団 間 の 多 少 の 重 複 が 観 察 さ れ る （ Ｉ 、 矢 頭 ） が 、 一 方 、 ほ と ん ど の 細 胞 は あ る 受
容 体 は 発 現 す る が 、 他 の も の は 発 現 し な い （ Ｉ 、 矢 印 ） 。 Ｍ ｒ ｇ Ａ １ ま た は Ｍ ｒ ｇ Ｄ を 発
現 す る 細 胞 の う ち 、 約 １ ５ ％ が 、 両 遺 伝 子 を 同 時 発 現 す る 。 パ ネ ル （ Ｃ 、 Ｆ 、 Ｉ ） の 右 に
付 し た 垂 直 バ ー は 、 Ｙ 軸 に 沿 っ て 見 ら れ る ｚ シ リ ー ズ を 表 し 、 パ ネ ル の 下 の 水 平 バ ー は ｘ
軸 に 沿 っ て 見 ら れ る ｚ シ リ ー ズ を 表 す 。 （ Ｊ 、 Ｋ ） そ れ ぞ れ の 単 一 Ｍ ｒ ｇ Ａ プ ロ ー ブ （ Ｊ
） お よ び ７ つ の Ｍ ｒ ｇ Ａ プ ロ ー ブ の 混 合 物 （ Ｋ ） を 用 い て 得 ら れ た ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル の 比 較 。 約 １ ％ の ニ ュ ー ロ ン が Ｍ ｒ ｇ Ａ ４ プ ロ ー ブ に よ り 標 識
さ れ 、 一 方 、 ～ ４ ． ５ ％ が 混 合 プ ロ ー ブ に よ り 標 識 さ れ た 。 個 々 の Ｍ ｒ ｇ Ａ ２ ～ ８ プ ロ ー
ブ に よ り 標 識 さ れ た ニ ュ ー ロ ン の パ ー セ ン テ ー ジ の 和 は ～ ６ ． ６ ％ で あ り 、 こ れ は 、 こ の
集 団 内 に 部 分 重 複 が 存 在 す る こ と を 示 唆 す る 。 （ Ｌ ） ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ 分 析 に よ り 明 示 さ れ
た 遺 伝 子 発 現 の 組 合 せ を 示 す ベ ン 図 。 例 え ば Ｍ ｒ ｇ Ａ ２ ～ ８ が Ｍ ｒ ｇ Ｄ と 部 分 的 に 重 複 す
る か ど う か 、 わ れ わ れ に は 分 か ら な い た め 、 図 は 、 サ ブ セ ッ ト の 数 の 控 え め の 概 算 で あ る
。 円 の 大 き さ は 比 例 し て い な い 。
【 図 １ １ 】 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 の Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ に よ り 引 き 出 さ れ る 細 胞 内 遊 離 Ｃ
ａ + + の 増 大 を 示 す 。 （ Ａ 、 Ｂ ） お よ び （ Ｅ 、 Ｆ ） は 、 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ － Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質
（ Ａ ～ Ｄ ） ま た は Ｇ Ｆ Ｐ 単 独 （ Ｅ ～ Ｈ ） を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ － Ｇ α 1 5 細 胞 中 で の ３ ４ ０ ｎ ｍ
（ Ａ 、 Ｅ ） お よ び ３ ８ ０ ｎ ｍ （ Ｂ 、 Ｆ ） で の Ｆ ｕ ｒ ａ － ２ 蛍 光 を 示 す 。 画 像 は 、 １ μ Ｍ の
Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ ア ミ ド の 添 加 の ２ 分 後 に 撮 っ た 。 内 在 性 Ｇ Ｆ Ｐ 蛍 光 に よ り 明 示 さ れ た Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １
－ Ｇ Ｆ Ｐ の 核 周 囲 斑 点 状 分 布 （ Ｄ 、 矢 頭 ） は Ｅ Ｒ － ゴ ル ジ 網 状 構 造 に 特 徴 的 で あ り 、 こ れ
は 受 容 体 の 膜 取 込 み お よ び 細 胞 内 輸 送 を 示 す 。 こ れ に 対 比 し て 、 対 照 Ｇ Ｆ Ｐ タ ン パ ク 質 は
細 胞 質 で あ る （ Ｈ ） 。 細 胞 内 Ｃ ａ 2 + （ ［ Ｃ ａ 2 + ］ i ） 放 出 は 、 Ｆ Ｕ Ｒ Ａ － ２  ３ ４ ０ ｎ Ｍ ／
３ ８ ０ ｎ Ｍ 発 光 比 か ら 決 定 さ れ た （ Ｃ 、 Ｇ ） 。 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ 発 現 細 胞 （ し か し 周 囲 の 非 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト 細 胞 で は な い ） は ３ ４ ０ ／ ３ ８ ０ ｎ ｍ で の Ｆ ｕ ｒ ａ － ２ 蛍 光 の 比 率 の 増 大 を
示 す （ Ｃ 、 矢 頭 ） が 、 こ れ は ［ Ｃ ａ 2 + ］ i の 増 大 を 示 す こ と に 留 意 さ れ た い 。 こ れ に 対 比
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し て 、 対 照 Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 細 胞 に お い て は こ の よ う な 増 大 は 観 察 さ れ な い （ Ｇ ） 。 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １
発 現 細 胞 に お い て 観 察 さ れ た ３ ４ ０ ／ ３ ８ ０ ｎ ｍ で の 蛍 光 の 増 大 は 、 リ ガ ン ド の 付 加 に 依
存 し た （ 図 示 せ ず ） 。
【 図 １ ２ Ａ 】 神 経 ペ プ チ ド リ ガ ン ド に よ り 異 種 細 胞 中 で 発 現 さ れ る Ｍ Ｒ Ｇ Ａ 受 容 体 の 活 性
化 を 示 す 。 １ μ Ｍ の 濃 度 で 指 示 リ ガ ン ド を 用 い て 、 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ － Ｇ α 1 5

細 胞 （ Offermanns and Simon. J Biol Chem 270:15175－ 80（ 1995） ） を 試 験 し た 。 デ ー
タ は 、 カ ル シ ウ ム 応 答 を 示 す Ｇ Ｆ Ｐ 陽 性 （ す な わ ち ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ） 細 胞 の 平 均
パ ー セ ン テ ー ジ を 示 す 。 指 示 さ れ た ア ゴ ニ ス ト で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 細 胞 中
の 内 因 性 受 容 体 に よ る 任 意 の 応 答 を 示 し た も の は な か っ た 。 Ｒ Ｆ ア ミ ド 神 経 ペ プ チ ド で あ
る Ｆ Ｍ Ｒ Ｆ 、 Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ お よ び Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ 、 な ら び に Ｎ Ｐ Ｙ 、 Ａ Ｃ Ｔ Ｈ 、 Ｃ Ｇ Ｒ Ｐ － Ｉ お よ び
Ｉ Ｉ そ し て ソ マ ト ス タ チ ン （ Ｓ Ｓ Ｔ ） が 最 強 応 答 を 生 じ た こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 図 １ ２ Ｂ 】 Ｇ α 1 5 を 欠 く Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 中 で 発 現 さ れ た Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ の リ ガ ン ド 選 択 性 を 示 す
。 （ Ａ ） の 場 合 と 同 様 に 、 １ μ Ｍ の 濃 度 で 細 胞 を リ ガ ン ド に 曝 露 し た 。
【 図 １ ２ Ｃ 】 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ ４ の リ ガ ン ド 選 択 性 を 示 す 。 図 １ ２ Ｂ お よ び １ ２ Ｃ に 提 示 し た デ ー
タ は 、 ほ と ん ど の 有 効 リ ガ ン ド に 対 す る 応 答 が Ｇ α 1 5 の 存 在 に 依 存 し な い こ と を 示 す 。 Ｍ
Ｒ Ｇ Ａ １ 発 現 細 胞 は Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ お よ び Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ に 応 答 す る が 、 Ｎ Ｐ Ａ Ｆ に は 応 答 せ ず 、 一 方
逆 に Ｍ Ｒ Ｇ Ａ ４ 発 現 細 胞 は Ｎ Ｐ Ａ Ｆ に 応 答 す る が 、 Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ ま た は Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ に 応 答 し な い
こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 図 １ ２ Ｄ 】 選 択 Ｒ Ｆ ア ミ ド 神 経 ペ プ チ ド に 対 し て Ｈ Ｅ Ｋ － Ｇ α 1 5 細 胞 中 で 発 現 さ れ る Ｍ
Ｒ Ｇ Ａ １ に 関 す る 用 量 － 応 答 曲 線 を 示 す 。 各 デ ー タ 点 は 、 少 な く と も ３ つ の 個 々 の 決 定 の
平 均 （ ± ） Ｓ ． Ｅ ． Ｍ ． を 表 す 。 各 決 定 に 関 し て 、 少 な く と も ２ ０ の Ｇ Ｆ Ｐ + 細 胞 を 分 析
し た 。 そ の 後 、 ５ μ Ｍ 濃 度 の Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ に 対 し て 同 一 細 胞 に よ り 示 さ れ る 最 大 応 答 に 、 各 リ
ガ ン ド 濃 度 で の 応 答 を 標 準 化 し た 。 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ （ Ｄ ） は Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ （ 四 角 、 Ｅ Ｃ 5 0 約 ２ ０ ｎ
Ｍ ） に 対 し て 最 高 感 受 性 を 、 そ し て Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ （ 丸 、 Ｅ Ｃ 5 0 約 ２ ０ ０ ｎ Ｍ ） に 対 し て は よ り
低 い 感 受 性 を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｅ 】 選 択 Ｒ Ｆ ア ミ ド 神 経 ペ プ チ ド に 対 し て Ｈ Ｅ Ｋ － Ｇ α 1 5 細 胞 中 で 発 現 さ れ る Ｍ
Ｒ Ｇ Ａ ４ に 関 す る 用 量 － 応 答 曲 線 を 示 す 。 各 デ ー タ 点 は 、 少 な く と も ３ つ の 個 々 の 決 定 の
平 均 （ ± ） Ｓ ． Ｅ ． Ｍ ． を 表 す 。 各 決 定 に 関 し て 、 少 な く と も ２ ０ の Ｇ Ｆ Ｐ + 細 胞 を 分 析
し た 。 そ の 後 、 ５ μ Ｍ 濃 度 の Ｎ Ｐ Ａ Ｆ に 対 し て 同 一 細 胞 に よ り 示 さ れ る 最 大 応 答 に 、 各 リ
ガ ン ド 濃 度 で の 応 答 を 標 準 化 し た 。 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ ４ は 、 Ｎ Ｐ Ａ Ｆ （ 三 角 、 Ｅ Ｃ 5 0 約 ６ ０ ｎ Ｍ ）
に よ り 優 先 的 に 活 性 化 さ れ る 。
【 図 １ ２ Ｆ 】 選 択 Ｒ Ｆ ア ミ ド 神 経 ペ プ チ ド に 対 し て Ｈ Ｅ Ｋ － Ｇ α 1 5 細 胞 中 で 発 現 さ れ る Ｍ
Ａ Ｓ １ に 関 す る 用 量 － 応 答 曲 線 を 示 す 。 各 デ ー タ 点 は 、 少 な く と も ３ つ の 個 々 の 決 定 の 平
均 （ ± ） Ｓ ． Ｅ ． Ｍ ． を 表 す 。 各 決 定 に 関 し て 、 少 な く と も ２ ０ の Ｇ Ｆ Ｐ + 細 胞 を 分 析 し
た 。 そ の 後 、 ５ μ Ｍ 濃 度 の Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ に 対 し て 同 一 細 胞 に よ り 示 さ れ る 最 大 応 答 に 、 各 リ ガ
ン ド 濃 度 で の 応 答 を 標 準 化 し た 。 Ｍ Ａ Ｓ １ は 、 Ｍ Ｒ Ｇ Ａ １ と 同 様 に 、 同 様 の 効 果 を 有 す る
Ｎ Ｐ Ｆ Ｆ （ Ｅ Ｃ 5 0 約 ４ ０ ０ ｎ Ｍ ） に よ り 活 性 化 さ れ る が 、 Ｆ Ｌ Ｒ Ｆ （ 四 角 ） に よ り 同 様 に
活 性 化 さ れ る わ け で は な い 。
【 図 １ ３ 】 新 生 マ ウ ス の 矢 状 断 面 に お け る 、 ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｂ １ の 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。 染 色 パ
タ ー ン は 、 ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｂ １ 遺 伝 子 が 、 皮 膚 の 上 皮 層 中 、 脾 臓 中 お よ び 顎 下 腺 中 の 分 散 細 胞 中
で 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ３ に 示 し た 脾 臓 お よ び 皮 膚 中 で の ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｂ １ 発 現 の 高 倍 率 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 成 体 後 根 神 経 節 中 で の ｍ Ｍ ｒ ｇ Ｄ の 発 現 を 示 す 。
【 配 列 表 】
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摘要(译)

技术领域本发明一般涉及人MrgD多肽，其是参与最近鉴定的疼痛感觉的G蛋白偶联受体家族之一（图6B）。提供了鉴定人MrgD的
激动剂和拮抗剂的具体方法，以及利用激动剂和拮抗剂改变疼痛感的方法。
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