
(57)【要約】
【課題】筋肉の分化および生存を促進する有用な治療法を提供すること。このような治療
法は色々な神経性および筋肉の疾患および障害の治療に有用である。
【解決手段】平滑筋の筋細胞上の受容体と結合するかまたは平滑筋の筋細胞の第２のメッ
センジーシステムを活性化するポリペプチドまたは化合物を含有してなる、平滑筋の筋細
胞の分裂促進、成長、分化または生存を誘導することによって平滑筋障害を治療または予
防するための医薬品。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
平 滑 筋 の 筋 細 胞 上 の 受 容 体 と 結 合 す る か ま た は 平 滑 筋 の 筋 細 胞 の 第 ２ の メ ッ セ ン ジ ー シ ス
テ ム を 活 性 化 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 を 含 有 し て な る 、 平 滑 筋 の 筋 細 胞 の 分 裂 促 進
、 成 長 、 分 化 ま た は 生 存 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 平 滑 筋 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の
医 薬 品 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 が 、
ａ ） 配 列 番 号 １ ３ ３ ま た は １ ５ ９ に 記 載 さ れ る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｅ 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
ｂ ） 配 列 番 号 １ ３ ２ に 記 載 さ れ る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｆ 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド ；
ｃ ） 式
　 　 　 　 　 　 　 Ｙ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ
（ 式 中 、 Ｙ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ は 図 ３ ０ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 １ ３ ３ ～ １
３ ５ 、 １ ３ ７ ～ １ ４ ３ 、 １ ４ ６ 、 １ ５ ６ お よ び １ ５ ９ ） か ら 構 成 さ れ 、 式 中 、 Ｙ は ポ リ ペ
プ チ ド セ グ メ ン ト Ｅ （ 配 列 番 号 １ ３ ３ お よ び １ ５ ９ ） か ら な る か ま た は 存 在 せ ず 、 式 中 、
Ｚ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｇ （ 配 列 番 号 １ ３ ７ ） か ら な る か ま た は 存 在 せ ず 、 そ し て 式
中 、 Ｘ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　
Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ
′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ 、
Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、
Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ
　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 ま た は Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ か ら な る ； こ こ で 、 前
記 ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト は 、 Ａ が 配 列 番 号 １ ３ ５ 、 Ｂ が 配 列 番 号 １ ３ ４ 、 Ｃ が 配 列 番 号
１ ５ ６ 、 Ｃ ／ Ｄ が 配 列 番 号 １ ３ ８ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ が 配 列 番 号 １ ３ ９ 、 Ｄ が 配 列 番 号 １ ４ ０ 、 Ｄ
′ が 配 列 番 号 １ ４ １ 、 Ｈ が 配 列 番 号 １ ４ ６ 、 Ｋ が 配 列 番 号 １ ４ ２ 、 Ｌ が 配 列 番 号 １ ４ ３ で
示 さ れ る ） に よ っ て 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ；
ｄ ） 式
　 　 　 　 　 　 　 Ｗ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ
（ 式 中 、 Ｗ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ は 図 ３ ０ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 １ ３ ２ 、 １
３ ４ 、 １ ３ ５ 、 １ ３ ７ ～ １ ４ ３ 、 １ ４ ６ お よ び １ ５ ６ ） か ら 構 成 さ れ 、 式 中 、 Ｗ は ポ リ ペ
プ チ ド セ グ メ ン ト Ｆ （ 配 列 番 号 １ ３ ２ ） か ら な る か ま た は 存 在 せ ず 、 式 中 、 Ｚ は ポ リ ペ プ
チ ド セ グ メ ン ト Ｇ （ 配 列 番 号 １ ３ ７ ） か ら な る か ま た は 存 在 せ ず 、 そ し て 式 中 、 Ｘ は ポ リ
ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ ′
　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、
Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′
　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ
′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　
Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 ま た は Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ か ら な る ； こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド セ グ メ ン ト は 、 Ａ が 配 列 番 号 １ ３ ５ 、 Ｂ が 配 列 番 号 １ ３ ４ 、 Ｃ が 配 列 番 号 １ ５ ６ 、 Ｃ ／
Ｄ が 配 列 番 号 １ ３ ８ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ が 配 列 番 号 １ ３ ９ 、 Ｄ が 配 列 番 号 １ ４ ０ 、 Ｄ ′ が 配 列 番 号
１ ４ １ 、 Ｈ が 配 列 番 号 １ ４ ６ 、 Ｋ が 配 列 番 号 １ ４ ２ 、 Ｌ が 配 列 番 号 １ ４ ３ で 示 さ れ る ） に
よ っ て 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ；
ｅ ） 筋 細 胞 の ｐ １ ８ ５ e r b B 2 受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 化 合 物 ;
ｆ ） 上 皮 成 長 因 子 様 （ Ｅ Ｇ Ｆ － 様 ） ド メ イ ン か ら な る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 上 皮 成 長
因 子 様 ド メ イ ン が
　 ｉ ） 配 列 番 号 １ ５ ０ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ １ ） ；
　 ii） 配 列 番 号 １ ５ １ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ２ ） ；
　 iii） 配 列 番 号 １ ５ ２ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ３ ） ；
　 iv） 配 列 番 号 １ ５ ３ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ４ ） ；
　 ｖ ） 配 列 番 号 １ ５ ４ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ５ ） ； お よ び
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　 vi） 配 列 番 号 １ ５ ５ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ６ ） ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド ；
ｇ ）
　 ｉ ） ラ ッ ト Ｉ － Ｅ Ｊ 形 質 転 換 さ れ た 線 維 芽 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ３ ５ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド
因 子 ;
　 ii） Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 　 ヒ ト 胸 部 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ７ ５ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子 ;
　 iii） ラ ッ ト Ｉ － Ｅ Ｊ 形 質 転 換 さ れ た 線 維 芽 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ４ ４ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ
ド 因 子 ;
　 iv） Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ ２ ３ １ 　 ヒ ト 胸 部 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ４ ５ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子 ;
　 ｖ ） Ａ Ｔ Ｌ － ２ ヒ ト Ｔ 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ７ ～ １ ４ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子 ;
　 vi） 活 性 化 さ れ た マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 単 離 さ れ た ２ ５ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子
;
　 vii） ウ シ 腎 臓 か ら 単 離 さ れ た ２ ５ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子 ;
　 viii） Ａ Ｒ Ｉ Ａ ポ リ ペ プ チ ド ; お よ び
　 ix） ０ ～ ２ Ａ 前 グ リ ア 細 胞 を 刺 激 す る ４ ６ ～ ４ ７ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ； お よ び
ｈ ） Ｇ Ｇ Ｆ － IIIか ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 医 薬 品 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 １ ３ ３ ま た は １ ５ ９ に 記 載 さ れ る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ
れ る Ｅ 配 列 か ら な る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 １ ３ ２ に 記 載 さ れ る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｆ 配 列 か
ら な る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 式
　 　 　 　 　 　 　 Ｙ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ
 （ 式 中 、 Ｙ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ は 図 ３ ０ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 １ ３ ２ ～
１ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ５ ９ ） か ら 構 成 さ れ 、 式 中 、 Ｙ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｅ
か ら な る か ま た は 存 在 せ ず 、 式 中 、 Ｚ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｇ か ら な る か ま た は 存 在
せ ず 、 そ し て 式 中 、 Ｘ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　
Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ 、
Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　
Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ
′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ
′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 ま た は Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ か ら な
る ） に よ っ て 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 式
　 　 　 　 　 　 　 Ｗ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ
 （ 式 中 、 Ｗ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ は 図 ３ ０ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 １ ３ ２ ～
１ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ５ ９ ） か ら 構 成 さ れ 、 式 中 、 Ｗ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｆ
か ら な る か ま た は 存 在 せ ず 、 式 中 、 Ｚ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｇ か ら な る か ま た は 存 在
せ ず 、 そ し て 式 中 、 Ｘ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　
Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ 、
Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　
Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ
′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ
′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 ま た は Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ か ら な
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る ） に よ っ て 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 化 合 物 が 平 滑 筋 の 筋 細 胞 の ｐ １ ８ ５ e r b B 2 受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 化 合 物 か ら な る
請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 上 皮 成 長 因 子 様 （ Ｅ Ｇ Ｆ － 様 ） ド メ イ ン か ら な る 医 薬 品 で あ っ て 、 該
上 皮 成 長 因 子 様 ド メ イ ン が
　 ｉ ） 配 列 番 号 １ ５ ０ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ １ ） ；
　 ii） 配 列 番 号 １ ５ １ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ２ ） ；
　 iii） 配 列 番 号 １ ５ ２ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ３ ） ；
　 iv） 配 列 番 号 １ ５ ３ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ４ ） ；
　 ｖ ） 配 列 番 号 １ ５ ４ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ５ ） ； お よ び
　 vi） 配 列 番 号 １ ５ ５ （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ６ ） ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 請 求 項 １
記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が
　 ｉ ） ラ ッ ト Ｉ － Ｅ Ｊ 形 質 転 換 さ れ た 線 維 芽 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ３ ５ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド
因 子 ;
　 ii） Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ 　 ヒ ト 胸 部 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ７ ５ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子 ;
　 iii） ラ ッ ト Ｉ － Ｅ Ｊ 形 質 転 換 さ れ た 線 維 芽 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ４ ４ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ
ド 因 子 ;
　 iv） Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ ２ ３ １ 　 ヒ ト 胸 部 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ４ ５ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子 ;
　 ｖ ） Ａ Ｔ Ｌ － ２ ヒ ト Ｔ 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ７ ～ １ ４ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子 ;
　 vi） 活 性 化 さ れ た マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 単 離 さ れ た ２ ５ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子
;
　 vii） ウ シ 腎 臓 か ら 単 離 さ れ た ２ ５ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子 ;
　 viii） Ａ Ｒ Ｉ Ａ ポ リ ペ プ チ ド ; お よ び
　 ix） ０ ～ ２ Ａ 前 グ リ ア 細 胞 を 刺 激 す る ４ ６ ～ ４ ７ ｋ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 因 子
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が Ｇ Ｇ Ｆ － IIIか ら な る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 Ｅ 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 １ ８ ５ か ら な る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 １ １ 】
５ ０ 　 Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 が 、 前 記 Ｅ 配 列 か ら な る 前 記 ペ プ チ ド か ら 開 裂 さ れ る 請 求 項 １ ま
た は ２ 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 Ｆ 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド が 、 図 ３ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 １ ３ ２ 、
１ ３ ４ 、 １ ３ ５ )を 有 す る Ｆ Ｂ Ａ ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト 、 図 ３ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 (配 列 番 号 １ ３ ２ 、 １ ３ ４ 、 １ ３ ６ )を 有 す る Ｆ Ｂ Ａ ′ ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト 、 図 ３ ０
に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 １ ３ ２ 、 １ ３ ５ 、 １ ５ ９ )を 有 す る Ｆ Ｅ Ｂ Ａ ポ リ ペ プ チ
ド セ グ メ ン ト 、 ま た は 図 ３ ０ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列
(配 列 番 号 １ ３ ２ ～ １ ３ ４ 、 １ ３ ６ 、 １ ５ ９ )を 有 す る Ｆ Ｅ Ｂ Ａ ′ ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト
か ら な る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 組 換 え ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ２ で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 可 能 な 遺 伝 子 構 造 に あ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 請 求 項
１ ～ １ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 医 薬 品 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 平 滑 筋 障 害 が 動 脈 硬 化 、 血 管 障 害 、 ま た は 先 天 性 血 管 疾 患 も し く は 障 害 で あ る 請 求 項
１ ～ １ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 医 薬 品 。
【 請 求 項 １ ６ 】
平 滑 筋 の 筋 細 胞 増 殖 の 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 品 で あ っ て 、 請 求 項
１ ～ １ ４ の い ず れ か １ 項 に 定 義 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 と 結 合 す る 抗 体 を 含 有 し
て な る 医 薬 品 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 治 療 ま た は 予 防 が ヒ ト の 治 療 ま た は 予 防 で あ る 請 求 項 １ ～ １ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の
医 薬 品 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 脊 椎 動 物 種 に お い て 見 出 さ れ た 、 筋 細 胞 の た め の 成 長 、 分 化 お よ び 生 存 因 子
で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と に よ る 、 筋 組 織 の 疾 患 お よ び 障 害 の 予 防 的 ま た は 肯 定
的 （ affirmative） 治 療 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 成 長 し た （ adult） 脊 椎 動 物 に お け る 筋 組 織 は 付 随 細 胞 （ satellite cells） と 呼 ば れ る
予 備 の 筋 芽 細 胞 か ら 再 生 す る で あ ろ う 。 付 随 細 胞 は 筋 組 織 全 体 に 分 布 し て お り 、 損 傷 ま た
は 疾 患 が な け れ ば 有 糸 分 裂 的 に 静 止 し て い る 。 筋 肉 損 傷 の の ち 、 ま た は 疾 患 か ら の 回 復 の
間 に 、 付 随 細 胞 は 細 胞 周 期 に 再 び 入 り 、 増 殖 し て １ ） 既 存 の 筋 線 維 に 入 る か 、 ２ ） 新 し い
筋 線 維 を 形 成 す る 多 角 性 筋 管 に 分 化 す る で あ ろ う 。 筋 芽 細 胞 は 最 終 的 に 既 存 の 筋 線 維 に 置
き か わ る 筋 線 維 を 生 じ る か 既 存 の 筋 線 維 と 融 合 し 、 こ れ に よ っ て 収 縮 装 置 成 分 の 合 成 に よ
る 線 維 帯 径 （ girth） が 増 す 。 こ の 過 程 は 、 た と え ば 誘 導 さ れ た 筋 線 維 変 性 （ degradation
） に 続 く ホ 乳 動 物 に お い て 起 こ る ほ ぼ 完 全 な 再 生 に よ っ て 例 証 さ れ る ； 前 筋 細 胞 （ muscle
 progenitor cells） は 増 殖 し 再 生 す る 筋 線 維 と と も に 融 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 成 長 し た （ お よ び 未 成 長 の （ embryonic） ） 筋 芽 細 胞 の イ ン ビ ト ロ の 増 殖 お よ び 分 化 を
制 御 す る い く つ か の 成 長 因 子 が 同 定 さ れ て い る 。 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） は 筋 細 胞
に 対 し て 分 裂 促 進 性 （ mitogenic） で あ り 、 筋 肉 分 化 の 阻 害 剤 で あ る 。 ト ラ ン フ ォ ー ミ ン
グ 成 長 因 子 β （ Ｔ Ｇ Ｆ β ） は 筋 芽 細 胞 の 増 殖 に は 効 果 が な い が 、 筋 肉 分 化 の 阻 害 材 で あ る
。 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 類 （ Ｉ Ｇ Ｆ ｓ ） は 齧 歯 動 物 に お け る 筋 芽 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 の
両 方 を 刺 激 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 血 小 板 由 来 成 長 因 子 （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ） も ま た 筋 芽 細 胞 に
対 し て 分 裂 促 進 性 で あ り 、 筋 細 胞 の 分 化 の 有 力 な 阻 害 剤 で あ る （ 参 照 ： Floriniお よ び Mag
ri, 1989:256:C701～ C711） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 脊 椎 動 物 種 に お い て 筋 組 織 お よ び ニ ュ ー ロ ン の い ず れ も が 筋 芽 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 を
刺 激 す る 因 子 の 有 力 な ソ ー ス で あ る 。 起 源 が 神 経 系 （ す な わ ち 、 神 経 原 性 ） で あ る 神 経 筋
シ ス テ ム を 冒 す 疾 患 に お い て 、 冒 さ れ た 神 経 が 分 布 す る （ innervate） 筋 組 織 は 麻 痺 し 進
行 性 で 衰 え る 。 末 梢 神 経 の 再 生 と 神 経 学 的 お よ び ミ オ パ シ ャ ー 性 （ myopathic） の 疾 患 か
ら の 回 復 の 間 に 、 ニ ュ ー ロ ン は 前 記 の 筋 肉 の 再 生 を 誘 い 出 す 成 長 因 子 の ソ ー ス を 提 供 す る
か も し れ ず 、 衰 弱 と 萎 縮 か ら の 筋 肉 の 修 復 の メ カ ニ ズ ム を 提 供 し う る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 最 近 記 載 さ れ た 成 長 因 子 の フ ァ ミ リ ー 、 ニ ュ ー レ グ リ ン （ neuregulin） 類 は 駆 動 ニ ュ ー
ロ ン （ motor neurons） （ Marchioniら 、 Nature 362:313, 1993） お よ び 炎 症 性 細 胞 （ Tara
khovskyら 、 Oncogene 6:2187-2196(1991))に よ っ て 合 成 さ れ る 。 ニ ュ ー レ グ リ ン 類 お よ び
関 連 の ｐ １ ８ ５ erbB2結 合 因 子 は 精 製 さ れ 、 ク ロ ー ン 化 さ れ 、 発 現 さ れ て い る （ Benvenist
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eら 、 PNAS 82:3930-3934、 1985； Kimuraら 、 Nature 348:257-260、 1990； Davisお よ び Str
oobant、 J. Cell. Biol. 110： 1353-1360、 1990； Wenら 、 Cell 69:559、 1992； Yardenお
よ び Ullrich、 Ann. Rev. Biochem. 57:443、 1988； Holmesら 、 Science 256:1205、 1992；
Dobashiら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. 88:8582、 1991； Lupuら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. 
89:2287、 1992） 。 組 換 え ニ ュ ー レ グ リ ン 類 は 末 梢 グ リ ア に 対 し て 分 裂 促 進 性 で あ る こ と
が 示 さ れ （ Marchionniら 、 Nature 362:313、 1993） 、 神 経 筋 接 合 （ junction） の 形 成 に 影
響 を 与 え る こ と が 示 さ れ て い る （ Fallsら 、 Cell 72:801、 1993） 。 し た が っ て 再 生 す る ニ
ュ ー ロ ン と 神 経 原 性 疾 患 お よ び 神 経 損 傷 か ら の 修 復 に 関 係 す る 炎 症 性 細 胞 に よ り 駆 動 ニ ュ
ー ロ ン （ motor neurons） の 再 ミ エ リ ン 化 （ remyelination） お よ び そ れ ら の タ ー ゲ ッ ト と
の 適 当 な 連 結 （ connection） を 形 成 す る 能 力 を 調 整 す る 因 子 の ソ ー ス を 提 供 す る 。 筋 肉 が
再 度 分 布 し た （ reinnervated） の ち 、 駆 動 ニ ュ ー ロ ン は 筋 肉 の 成 長 お よ び 生 存 を 刺 激 す る
、 筋 肉 に 対 す る 因 子 を 提 供 す る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 現 在 、 筋 肉 の 分 化 お よ び 生 存 を 促 進 す る 有 用 な 治 療 法 は な い 。 こ の よ う な 治 療 法 は 色 々
な 神 経 性 お よ び 筋 肉 の 疾 患 お よ び 障 害 の 治 療 に 有 用 で あ ろ う 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 我 々 は 筋 細 胞 の 増 大 さ れ た 分 裂 促 進 分 化 お よ び 生 存 が 、 グ リ ア 成 長 因 子 、 活 性 を 誘 導 す
る ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 （ Ａ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 ヘ レ グ リ ン （ heregulin） 類 、 ニ ュ ー 分 化 因 子 （ n
eu differentiation factor） お よ び よ り 一 般 的 な ニ ュ ー レ グ リ ン 類 な ど の 前 記 し た タ ン
パ ク 質 を 用 い て 達 成 さ れ う る こ と を 発 見 し た 。 我 々 は こ れ ら の 化 合 物 が 筋 細 胞 の 増 殖 お よ
び 筋 管 の 分 化 と 生 存 の 両 方 を 誘 導 し う る こ と を 発 見 し た 。 こ れ ら の 現 象 は 骨 格 筋 組 織 に 加
え て 心 臓 組 織 お よ び 平 滑 筋 組 織 に お い て 起 こ り う る 。 し た が っ て 、 先 の 化 合 物 、 こ れ ら の
化 合 物 の 合 成 を 誘 導 す る 制 御 化 合 物 お よ び 筋 肉 上 の 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ っ て ま た は
リ ガ ン ド － 受 容 体 複 合 体 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 第 ２ の メ ッ セ ン ジ ャ ー シ ス テ ム を ほ か の 手
段 に よ っ て 刺 激 す る こ と に よ り こ れ ら の 化 合 物 を ま ね る 小 さ な 分 子 は 、 す べ て 筋 肉 疾 患 の
た め の 予 防 的 ま た は 肯 定 的 治 療 法 と し て 極 め て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 新 規 な 観 点 は 筋 細 胞 の 分 裂 促 進 、 生 存 、 成 長 お よ び 分 化 を 誘 導 す る 成 長 因 子 と
し て 先 に 挙 げ た タ ン パ ク 質 の 使 用 を 包 含 す る 。 こ れ ら の 効 果 を 達 成 す る た め の 筋 細 胞 の 治
療 は こ こ に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 筋 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ う る 。 治
療 は 正 味 の 筋 肉 の 損 失 を 遅 ら せ る ま た は 停 止 す る 、 な い し は 脊 椎 動 物 中 に プ レ ウ エ ン ト （
prewent） な 筋 肉 の 量 ま た は 質 を 増 大 す る た め に 提 供 さ れ う る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ れ ら の 因 子 は 、 脊 椎 動 物 に 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 関 連 化 合 物 を 投 与 す る こ と に
よ り 脊 椎 動 物 （ 好 ま し く は ホ 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト ） に お い て 筋 細 胞 の 分 裂 促 進 、
分 化 、 お よ び 生 存 を 生 じ る た め に 用 い う る 。 筋 肉 に 対 す る ニ ュ ー レ グ リ ン の 効 果 は 、 た と
え ば ミ オ シ ン の 重 鎖 の 緩 徐 な お よ び 早 い ア イ ソ フ ォ ー ム な ど の 収 縮 装 置 の 特 別 の ア イ ソ フ
ォ ー ム の 合 成 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 筋 肉 の パ フ ォ ー マ ン ス に お け る 増 加 を 引 き 起 こ す こ
と に よ り 、 こ れ に 限 定 さ れ な い が ジ ス ト ロ フ ィ ン （ dystrophin） な ど の 保 護 分 子 の 合 成 を
誘 導 す る こ と に よ っ て 筋 線 維 の 生 存 を 促 進 す る こ と に よ り ； お よ び ／ ま た は た と え ば 神 経
筋 接 合 で ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 分 子 を 増 加 す る こ と に よ っ て 筋 肉 へ の 神 経 の 分 布 （ innerv
ation） を 増 大 す る こ と に よ り 発 生 し う る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 筋 細 胞 と い う 用 語 は 筋 組 織 に 寄 与 す る い か な る 細 胞 を も 意 味 す る 。 菌
筋 細 胞 、 付 随 細 胞 、 筋 管 、 お よ び 筋 原 線 維 組 織 は す べ て 「 筋 細 胞 」 と い う 用 語 に 包 含 さ れ
、 す べ て 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 治 療 さ れ う る 。 筋 細 胞 効 果 は 骨 格 筋 、 心 筋 お よ び 平 滑 筋 に
誘 導 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 分 裂 促 進 は 骨 格 筋 、 平 滑 筋 ま た は 心 筋 の 、 筋 芽 細 胞 ま た は 付 随 細 胞 を 包 含 す る 筋 細 胞 に
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誘 導 さ れ う る 。 こ こ で 用 い ら れ る 分 裂 促 進 と は 患 者 の 新 し い 筋 細 胞 の 産 生 が 結 果 と し て お
こ る い か な る 細 胞 分 裂 を も 意 味 す る 。 さ ら に 詳 し く は 、 イ ン ビ ト ロ の 分 裂 促 進 は ２ つ の 倍
加 時 間 と 等 し い 時 間 、 標 識 試 薬 に 細 胞 が さ ら さ れ る と き 、 処 理 さ れ て い な い 細 胞 の ５ ０ ％
、 よ り 好 ま し く は １ ０ ０ ％ 、 も っ と も 好 ま し く は ３ ０ ０ ％ と 比 較 し た 分 裂 指 数 に お け る 増
加 と し て 定 義 さ れ る 。 分 裂 指 数 は Ｓ 期 （ す な わ ち 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ ） の 間 に の み 取 込 ま れ る ト レ
ー サ ー の 存 在 に お い て 成 長 す る と き 、 標 識 さ れ た 核 を も つ 培 養 物 中 の 細 胞 の 分 数 （ fracti
on） で あ り 倍 加 時 間 は 培 養 物 中 の 細 胞 数 が ２ 倍 に 増 加 す る の に 必 要 な 平 均 時 間 と し て 定 義
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 イ ン ビ ボ の 分 裂 促 進 に 対 す る 効 果 は 、 Ｓ 期 （ す な わ ち 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ ） の 間 に の み 取 込 ま れ
る ト レ ー サ ー に さ ら さ れ た ホ 乳 動 物 の 筋 組 織 に お け る 標 識 さ れ た 付 随 細 胞 の 外 観 に よ り 測
定 さ れ る よ う な 付 随 細 胞 活 性 化 に お け る 増 加 と し て 定 義 さ れ る 。 有 用 な 治 療 薬 に お い て 、
ホ 乳 動 物 が １ ５ 分 間 よ り も 長 い 期 間 標 識 試 薬 に さ ら さ れ 、 治 療 用 量 の 分 裂 促 進 剤 を 投 与 し
た の ち １ ０ 時 間 か ら ２ ４ 時 間 の 間 に 組 織 を ア ッ セ イ す る ば あ い 、 コ ン ト ロ ー ル の ホ 乳 動 物
と 比 較 し て 少 な く と も １ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ お よ び も っ と も 好 ま し く
は ２ ０ ０ ％ よ り も 多 く 付 随 細 胞 の 活 性 化 を 増 大 す る 化 合 物 と し て イ ン ビ ボ で 定 義 さ れ る 。
ま た は 、 イ ン ビ ボ の 付 随 細 胞 活 性 化 は 免 疫 学 的 ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 析 方 法 に よ っ て 中 間 体 の フ
ィ ラ メ ン ト 　 ビ メ ン チ ン （ filament vimentin） の 外 観 を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 検 出
し う る 。 ビ メ ン チ ン が ア ッ セ イ さ れ る と き 、 有 用 な 分 裂 促 進 剤 は 治 療 上 有 用 な 投 薬 用 量 が
与 え ら れ た ば あ い 筋 組 織 に お け る ビ メ ン チ ン の 検 出 可 能 な レ ベ ル の 発 現 を 引 き 起 こ す も の
と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ こ で 用 い る 筋 発 生 は 筋 管 を 生 じ る 筋 芽 細 胞 の い か な る 融 合 を も 意 味 す る 。 も っ と も 好
ま し く は 筋 発 生 に 対 す る 効 果 は 筋 芽 細 胞 の 融 合 お よ び 筋 肉 の 分 化 プ ロ グ ラ ム の 実 施 可 能 性
に お け る 増 大 と し て 定 義 さ れ る 。 有 用 な 筋 原 性 治 療 薬 は イ ン ビ ト ロ の 融 合 指 数 に お け る い
ず れ か の 増 加 を 授 与 す る 化 合 物 と し て 定 義 さ れ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 化 合 物 は コ ン ト ロ
ー ル と 比 較 し て 融 合 指 数 に お け る 少 な く と も ２ ． ０ 倍 の 増 加 を 授 与 し 、 も っ と も 好 ま し く
は 、 化 合 物 は ３ 倍 ま た は そ れ よ り 大 き い 増 加 を 授 与 す る 。 融 合 指 数 は 培 養 物 中 に 存 在 す る
核 の 総 数 と 比 較 し た 培 養 物 中 の 多 核 化 さ れ た 細 胞 （ multinucleated cells） に 存 在 す る 核
の 分 数 と し て 定 義 さ れ る 。 先 に よ っ て 与 え ら れ た 割 合 は 筋 原 性 化 合 物 に ６ 日 間 さ ら さ れ た
の ち に ア ッ セ イ し た 細 胞 に つ い て で あ り 処 理 さ れ て い な い コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る 。 筋 発
生 は ま た 筋 管 に お け る 面 積 あ た り の 核 数 を ア ッ セ イ す る こ と に よ り ま た は ウ エ ス タ ン 分 析
に よ る 筋 肉 に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て も 決 定 し う る 。 好 ま し
く は 、 化 合 物 は た と え ば こ こ で 与 え ら れ た ア ッ セ イ を 用 い て 筋 管 の 密 度 に お い て 少 な く と
も ２ ． ０ 倍 の 増 加 を 授 与 し 、 も っ と も 好 ま し く は 化 合 物 は ３ 倍 ま た は そ れ よ り 多 く の 増 加
を 授 与 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 筋 肉 の 成 長 は 線 維 サ イ ズ に お け る 増 大 お よ び ／ ま た は 線 維 の 数 の 増 加 に よ っ て 生 じ う る
。 こ こ で 用 い る 筋 肉 の 成 長 と は Ａ ） 湿 重 量 に お け る 増 加 、 Ｂ ） タ ン パ ク 質 含 有 量 の 増 加 、
Ｃ ） 筋 線 維 数 の 増 加 、 ま た は Ｄ ） 筋 線 維 の 直 径 に お け る 増 加 に よ っ て 測 定 し う る 。 筋 線 維
の 成 長 に お け る 増 加 は 断 面 の エ リ プ シ ス （ elipsis） の マ イ ナ ー な 軸 と し て 定 義 さ れ る と
き 直 径 に お け る 増 加 と し て 定 義 す る こ と が で き る 。 有 用 な 治 療 薬 と し て 同 様 に 処 理 さ れ た
コ ン ト ロ ー ル 動 物 （ す な わ ち 、 筋 肉 成 長 化 合 物 で 処 理 さ れ て い な い 変 性 し た 筋 組 織 を 持 つ
動 物 ） と 比 較 し て 、 筋 肉 が す で に 少 な く と も １ ０ ％ 変 性 し て い る 動 物 の １ ０ ％ ま た は そ れ
よ り 多 く 、 よ り 好 ま し く は ５ ０ ％ よ り も 多 く 、 も っ と も 好 ま し く は １ ０ ０ ％ よ り 多 く 、 湿
重 量 、 タ ン パ ク 質 含 有 量 お よ び ／ ま た は 直 径 を 増 大 す る も の で あ る 。 筋 線 維 の 数 を 増 加 す
る こ と に よ り 成 長 を 増 大 す る 化 合 物 は 、 少 な く と も １ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ２ ０
％ 、 お よ び も っ と も 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 病 ん だ 組 織 に お け る 線 維 の 数 を 増 加 す る
ば あ い 治 療 薬 と し て 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 百 分 率 は 化 合 物 が 投 与 さ れ 局 所 的 に 作 用 す る と
き の 比 較 し う る 処 理 さ れ て お ら ず 病 ん で い な い ホ 乳 動 物 に お け る ま た は 対 側 性 （ contrala
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teral） の 病 ん で い な い 筋 肉 に お け る ベ ー サ ル レ ベ ル と 比 較 し て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 筋 線 維 の 生 存 と は 壊 疽 ま た は ア ポ プ ト ー シ ス （ apoptosis） に よ っ て
証 明 さ れ る よ う な 筋 線 維 の 損 失 の 防 止 （ prevention） ま た は 筋 線 維 の 損 失 の ほ か の メ カ ニ
ズ ム の 防 止 を 意 味 す る 。 こ こ で 用 い ら れ る 生 存 と は 処 理 さ れ て い な い コ ン ト ロ ー ル と 比 較
し て 少 な く と も １ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 お よ び も っ と も 好 ま し く は 少
な く と も ３ ０ ０ ％ の 細 胞 死 の 割 合 （ rate） に お け る 減 少 を 示 す 。 生 存 の 割 合 は 、 細 胞 が 分
化 ８ 日 後 （ す な わ ち 培 地 を ２ ０ ％ か ら ０ ． ５ ％ 血 清 の も の に 変 え て ８ 日 後 ） に 培 養 物 中 の
死 ん だ 細 胞 に 特 異 的 な 染 料 （ た と え ば プ ロ ピ ジ ウ ム イ オ ダ イ ド な ど ） で 染 色 さ れ う る 細 胞
を カ ウ ン ト す る こ と に よ り 測 定 し う る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 筋 肉 の 再 生 と は そ れ に よ り 前 筋 細 胞 か ら 新 し い 筋 線 維 を 形 成 す る 過 程
を 意 味 す る 。 再 生 に 有 用 な 治 療 薬 は 前 記 の よ う に 、 少 な く と も １ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も ２ ０ ％ 、 お よ び も っ と も 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ の 新 し い 線 維 の 数 に お け る 増
加 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 筋 細 胞 の 分 化 と は た と え ば 収 縮 装 置 な ど の 筋 線 維 の 成 分 （ 筋 原 線 維 ）
を 特 定 す る 筋 の 発 達 プ ロ グ ラ ム の 誘 導 を 意 味 す る 。 分 化 に 有 用 な 治 療 薬 は 同 様 に 処 理 さ れ
た コ ン ト ロ ー ル 動 物 に お け る 等 価 な 組 織 と 比 較 し て 少 な く と も １ ０ ％ ま た は そ れ よ り 多 く
、 よ り 好 ま し く は ５ ０ ％ ま た は そ れ よ り 多 く 、 お よ び も っ と も 好 ま し く は １ ０ ０ ％ よ り も
多 く 病 ん だ 組 織 に お け る 筋 線 維 の い ず れ か の 成 分 の 量 を 増 加 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 筋 肉 の 萎 縮 と は 筋 線 維 帯 径 に お け る 重 大 な 損 失 を 意 味 す る 。 重 大 な 萎
縮 に よ っ て 病 ん で い な い 、 損 傷 さ れ て い な い ま た は 正 常 に 利 用 さ れ る 組 織 と 比 較 し て 少 な
く と も １ ０ ％ の 病 ん だ 損 傷 さ れ て い る ま た は 用 い ら れ て い な い 筋 組 織 に お け る 筋 線 維 の 直
径 の 減 少 が 意 味 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ こ に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は ほ か の 化 合 物 を 用 い る 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 方 法
も ま た 本 発 明 の 一 部 で あ る 。 治 療 さ れ う る 筋 障 害 の 例 に は た と え ば ミ オ パ シ ー 、 ジ ス ト ロ
フ ィ ー 、 神 経 筋 の 伝 導 性 疾 患 （ myoneural conductive diseases） 、 外 傷 性 筋 損 傷 、 お よ
び 神 経 損 傷 な ど の 骨 格 筋 疾 患 お よ び 障 害 が 含 ま れ る 。 た と え ば 心 筋 症 、 虚 血 性 の ダ メ ー ジ
、 先 天 性 疾 患 、 お よ び 外 傷 性 損 傷 な ど の 心 筋 病 理 も 、 た と え ば 動 脈 硬 化 、 血 管 病 変 、 お よ
び 先 天 性 血 管 疾 患 な ど の 平 滑 筋 疾 患 お よ び 障 害 が 治 療 さ れ う る よ う に 、 本 発 明 の 方 法 を 用
い て 治 療 さ れ う る 。 た と え ば 、 デ ュ シ ェ ー ヌ 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 ベ ッ カ ー 型 ジ ス ト ロ フ
ィ ー 、 お よ び 重 症 筋 無 力 症 は し か し 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 治 療 さ れ う る ３ 種 の 疾 患 で あ る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 本 発 明 は た と え ば 横 紋 筋 肉 種 な ど の 筋 細 胞 起 源 の 腫 瘍 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 方
法 を 包 含 す る 。 こ れ ら の 方 法 は こ こ に 記 載 さ れ た １ つ ま た は そ れ よ り 多 く の ポ リ ペ プ チ ド
の 結 合 を 阻 害 し 、 腫 瘍 に 寄 与 す る 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 物 質 を 有 効 量 で 投 与 す る こ と を 包
含 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 神 経 親 和 性 因 子 の 欠 除 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 に か か っ た 患 者
を 治 療 す る た め に も 用 い う る 。 神 経 親 和 性 因 子 の 欠 除 に よ っ て 意 味 さ れ る こ と は 神 経 筋 接
合 お よ び ／ ま た は 筋 肉 強 度 に お け る 検 出 し う る 減 少 を 生 じ る に 足 る 影 響 を 受 け な い 個 体 と
比 較 し て 神 経 親 和 性 因 子 の 減 少 し た 量 で あ る 。 神 経 親 和 因 子 は 影 響 を 受 け な い 個 体 に 認 め
ら れ る も の よ り も １ ０ ％ よ り 低 い レ ベ ル で 存 在 し う る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 記 因 子 は 影 響
を 受 け な い 個 体 に み と め ら れ る も の よ り も ２ ０ ％ 低 い レ ベ ル で 存 在 し 、 も っ と も 好 ま し く
は 同 様 の 状 況 下 で 影 響 を 受 け な い 個 体 と 比 較 し て ８ ０ ％ レ ベ ル が 下 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ニ ュ ー レ グ リ ン タ ン パ ク 質 が 同 じ 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る と い う 事
実 を 利 用 す る 。 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 （ お よ び そ れ ら の 結 果 と し て
生 じ る タ ン パ ク 質 の 変 種 ） は こ の 遺 伝 子 に 由 来 し こ れ ら の 産 物 の 多 く は ｐ １ ８ ５ e r g B 2 へ
の 結 合 お よ び そ の 活 性 化 を 示 す 。 こ の 遺 伝 子 の 産 物 は 筋 細 胞 分 裂 促 進 活 性 （ 以 下 の 実 施 例
１ お よ び ２ 参 照 ） 、 分 化 （ 実 施 例 ３ お よ び ６ ） 、 お よ び 生 存 （ 実 施 例 ４ お よ び ５ ） を 示 す
た め に 用 い ら れ て い る 。 本 発 明 は 筋 細 胞 分 裂 促 進 剤 、 分 化 因 子 、 お よ び 生 存 因 子 の よ う な
記 載 さ れ た 活 性 を も つ ニ ュ ー レ グ リ ン 遺 伝 子 の 既 知 の 産 物 （ こ こ お よ び 先 に 挙 げ た 文 献 に
記 載 さ れ た ） の す べ て に 対 す る 使 用 を 提 供 す る 。 も っ と も 好 ま し く は 組 換 え ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ２
（ ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ ） は こ れ ら の 方 法 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は ま た ほ か の ま だ 天 然 に は 単 離 さ れ て い な い 、 ニ ュ ー レ グ リ ン 遺 伝 子 の ス プ ラ イ
シ ン グ 変 異 体 の 使 用 に 関 す る 。 図 ２ ９ は ス プ ラ イ シ ン グ の 既 知 の パ タ ー ン を 示 す 。 こ れ ら
の パ タ ー ン は ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ ー ン 反 応 実 験 （ polymerase chain reaction experiments
） （ 逆 転 写 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ に つ い て ） 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ そ の 中 で 表 わ さ れ た よ う な ） の
分 析 、 お よ び ニ ュ ー レ グ リ ン 類 を コ ー ド す る 公 開 さ れ た 配 列 の 分 析 （ Pelesら 、 Cell :2
05(1992)お よ び Wenら 、 Cell :559(1992)） に 由 来 す る 。 こ こ に 開 示 さ れ た 追 加 の パ タ ー
ン と 同 様 に 、 こ れ ら の パ タ ー ン は 存 在 す る 考 え ら れ る ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 を 表 わ す 。 ス
プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 は 、 こ こ に リ フ ァ レ ン ス に よ り 組 込 ま れ る １ ９ ９ ３ 年 ３ 月 ２ ４ 日 に 出
願 さ れ た 、 Ｕ Ｓ Ｓ Ｎ 　 ０ ８ ／ ０ ３ ６ ， ５ ５ ５ 、 Goodearlら に 充 分 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 詳 し く は 、 筋 細 胞 の 細 胞 分 裂 、 生 存 、 分 化 お よ び 増 殖 は 、 式
　 　 　 　 　 　 　 Ｗ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ
（ 式 中 、 Ｗ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ は 図 ３ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 １ ３ ２ 、 １
３ ４ 、 １ ３ ５ 、 １ ３ ７ ～ １ ３ ９ 、 １ ５ ６ ） か ら 構 成 さ れ 、 式 中 、 Ｗ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ
ン ト Ｆ か ら な る か ま た は 存 在 せ ず 、 式 中 、 Ｚ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｇ か ら な る か ま た
は 存 在 せ ず 、 そ し て 式 中 、 Ｘ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ 、 Ｃ
／ Ｄ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ ′
　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ
／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、
Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ
′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 ま た は Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ
か ら な る ） に よ っ て 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 筋 細 胞 と を 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び （ ま た
は ） 式
　 　 　 　 　 　 　 Ｙ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ
（ 式 中 、 Ｙ Ｂ Ａ Ｚ Ｃ Ｘ は 図 ３ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 １ ３ ３ ～ １
３ ５ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ９ ） か ら 構 成 さ れ 、 式 中 、 Ｙ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｅ か ら な る か
ま た は 存 在 せ ず 、 式 中 、 Ｚ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｇ か ら な る か ま た は 存 在 せ ず 、 そ し
て 式 中 、 Ｘ は ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／
Ｄ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ
／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　
Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　
Ｈ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ 、 Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ 、 Ｃ
／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｌ 、 ま た は Ｃ ／ Ｄ 　 Ｃ ／ Ｄ ′ 　 Ｄ ′ 　 Ｈ Ｋ Ｌ か ら な る ） に よ っ
て 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 筋 細 胞 と を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 一 般 に 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ － 末 端 は Ｆ ま た は Ｅ ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト メ ン ト で は
じ ま る 。 Ｆ ポ リ ペ プ チ ド が 存 在 す る と き タ ン パ ク 質 の 成 熟 （ maturation） に よ り 開 裂 し 成
熟 し た ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ う る 。 Ｅ 配 列 が 存 在 す る と き Ｎ 末 端 の シ グ ナ ル 配 列 を 表 わ す は
じ め の ５ ０ ア ミ ノ 酸 が ポ リ ペ プ チ ド か ら な く な り う る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 リ フ ァ レ ン ス に よ り こ こ に 組 込 ま れ る 、 １ ９ ９ ２ 年 ８ 月 １ ７ 日 に 出
願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 Ｓ Ｎ ０ ７ ／ ９ ３ １ ， ０ ４ １ の
　 － Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ ２ ３ １ ヒ ト 胸 部 細 胞 系 （ human breast cell line） か ら 単 離 さ れ た ３ ０
ｋ Ｄ の ポ リ ペ プ チ ド 因 子 、 ま た は
　 － グ リ ア 細 胞 に 対 す る 形 質 転 換 さ れ た ラ ッ ト 、 Ｉ － Ｅ Ｊ 線 維 芽 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ３
５ ｋ Ｄ の ポ リ ペ プ チ ド 因 子 、 ま た は
　 － Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ － ３ ヒ ト 胸 部 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ７ ５ ｋ Ｄ の ポ リ ペ プ チ ド 因 子 、 ま た は
　 － ラ ッ ト Ｉ － Ｅ Ｊ 形 質 転 換 さ れ た 線 維 芽 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ４ ４ ｋ Ｄ の ポ リ ペ プ チ ド
因 子 、 ま た は
　 － 活 性 化 さ れ た マ ウ ス 腹 膜 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 単 離 さ れ た ２ ５ ｋ Ｄ の ポ リ ペ プ チ ド 因 子
、 ま た は
　 － Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ ２ ３ １ ヒ ト 胸 部 細 胞 か ら 単 離 さ れ た ４ ５ ｋ Ｄ の ポ リ ペ プ チ ド 因 子 、 ま た
は
　 － グ リ ア 細 胞 に 対 す る Ａ Ｔ Ｌ － ２ ヒ ト Ｔ 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た ７ ～ １ ４ ｋ Ｄ の ポ リ ペ プ
チ ド 因 子 、 ま た は
　 － ウ シ 腎 臓 細 胞 か ら 単 離 さ れ た ２ ５ ｋ Ｄ の ポ リ ペ プ チ ド 因 子 、 ま た は
　 － 脳 か ら 単 離 さ れ た ４ ２ ｋ Ｄ 　 Ａ Ｒ Ｉ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 因 子 ； ０ ～ ２ Ａ の 前 グ リ ア 細 胞 （
glial progenitor cells） を 刺 激 す る ４ ６ ～ ４ ７ ｋ Ｄ の ポ リ ペ プ チ ド 因 子 ； ま た は
　 － ４ ３ ～ ４ ５ ｋ Ｄ の ポ リ ペ プ チ ド 因 子 、 Ｇ Ｇ Ｆ Ｉ Ｉ Ｉ 、 １ ７ ５ の 筋 細 胞 へ の 適 用 に よ り
筋 細 胞 を 治 療 す る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ の 筋 細 胞 の 治 療 に 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ １ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ
２ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ３ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ４ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ５ 、 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 図 ３ ７ か ら
４ ２ お よ び 配 列 含 号 １ ５ ０ か ら １ ５ ５ を そ れ ぞ れ 用 い る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 本 発 明 に は 筋 細 胞 の 治 療 の た め の 図 ４ ４ に 示 さ れ る 配 列 の Ｇ Ｇ Ｆ ２ ポ リ ペ プ チ ド の
投 与 が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 追 加 の 重 要 な 観 点 は 、
（ ａ ） 約 ３ ０ ｋ Ｄ か ら 約 ３ ６ ｋ Ｄ の 分 子 量 で 、 お よ び １ つ ま た は そ れ よ り 多 く の 以 下 の ペ
プ チ ド 配 列 を そ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 含 む 、 胎 児 子 ウ シ 血 漿 の 存 在 下 、 グ リ ア 細 胞 分 裂 促 進
活 性 を も つ こ と も 知 ら れ て い る ベ ー シ ッ ク な ポ リ ペ プ チ ド 因 子 ：
　 Ｆ Ｋ Ｇ Ｄ Ａ Ｈ Ｔ Ｅ 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： １ ）
　 Ａ Ｓ Ｌ Ａ Ｄ Ｅ Ｙ Ｅ Ｙ Ｍ Ｘ Ｋ 　 （ 配 列 番 号 ： ２ ）
　 Ｔ Ｅ Ｔ Ｓ Ｓ Ｓ Ｇ Ｌ Ｘ Ｌ Ｋ 　 　 （ 配 列 番 号 ： ３ ）
　 Ａ Ｓ Ｌ Ａ Ｄ Ｅ Ｙ Ｅ Ｙ Ｍ Ｒ Ｋ 　 （ 配 列 番 号 ： ７ ）
　 Ａ Ｇ Ｙ Ｆ Ａ Ｅ Ｘ Ａ Ｒ 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： １ １ ）
　 Ｔ Ｔ Ｅ Ｍ Ａ Ｓ Ｅ Ｑ Ｇ Ａ 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： １ ３ ）
　 Ａ Ｋ Ｅ Ａ Ｌ Ａ Ａ Ｌ Ｋ 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： １ ４ ）
　 Ｆ Ｖ Ｌ Ｑ Ａ Ｋ Ｋ 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： １ ５ ）
　 Ｅ Ｔ Ｑ Ｐ Ｄ Ｐ Ｇ Ｑ Ｉ Ｌ Ｋ Ｋ Ｖ Ｐ Ｍ Ｖ Ｉ Ｇ Ａ Ｙ Ｔ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： １ ６ ５ ）
　 Ｅ Ｙ Ｋ Ｃ Ｌ Ｋ Ｆ Ｋ Ｗ Ｆ Ｋ Ｋ Ａ Ｔ Ｖ Ｍ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： １ ７ ）
　 Ｅ Ｘ Ｋ Ｆ Ｙ Ｖ Ｐ 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： １ ９ ）
　 Ｋ Ｌ Ｅ Ｆ Ｌ Ｘ Ａ Ｋ 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： ３ ２ ） ； お よ び
（ ｂ ） 約 ５ ５ ｋ Ｄ か ら 約 ６ ３ ｋ Ｄ の 分 子 量 を も ち 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 く の 以 下 の ペ プ
チ ド 配 列 を そ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 含 む 、 胎 児 子 ウ シ 血 漿 の 存 在 下 グ リ ア 細 胞 分 裂 促 進 を 刺
激 す る こ と も 知 ら れ て い る 筋 細 胞 を 治 療 す る の に 用 い ら れ る ベ ー シ ッ ク な ポ リ ペ プ チ ド 因

10

20

30

40

50

(10) JP 2007-332153 A 2007.12.27



子 ：
　 Ｖ Ｈ Ｑ Ｖ Ｗ Ａ Ａ Ｋ 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： ３ ３ ）
　 Ｙ Ｉ Ｆ Ｆ Ｍ Ｅ Ｐ Ｅ Ａ Ｘ Ｓ Ｓ Ｇ （ 配 列 番 号 ： ３ ４ ）
　 Ｌ Ｇ Ａ Ｗ Ｇ Ｐ Ｐ Ａ Ｆ Ｐ Ｖ Ｘ Ｙ （ 配 列 番 号 ： ３ ５ ）
　 Ｗ Ｆ Ｖ Ｖ Ｉ Ｅ Ｇ Ｋ 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： ３ ６ ）
　 Ａ Ｓ Ｐ Ｖ Ｓ Ｖ Ｇ Ｓ Ｖ Ｑ Ｅ Ｌ Ｑ Ｒ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： ３ ７ ）
　 Ｖ Ｃ Ｌ Ｌ Ｔ Ｖ Ａ Ａ Ｌ Ｐ Ｐ Ｔ 　 （ 配 列 番 号 ： ３ ８ ）
　 Ｋ Ｖ Ｈ Ｑ Ｖ Ｗ Ａ Ａ Ｋ 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： ４ ８ ）
　 Ｋ Ａ Ｓ Ｌ Ａ Ｄ Ｓ Ｇ Ｅ Ｙ Ｍ Ｘ Ｋ （ 配 列 番 号 ： ４ ９ ）
　 Ｄ Ｌ Ｌ Ｌ Ｘ Ｖ 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： ３ ９ ）
を 用 い る 筋 細 胞 の 治 療 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 よ り 小 さ な 分 子 量 の ポ リ ペ プ チ ド 因 子 に 、 お よ び よ り 大 き な 分 子 量 の ポ リ ペ プ チ ド 因 子
に 由 来 す る 、 前 記 し た ペ プ チ ド 配 列 の 使 用 の た め の 方 法 は ま た 本 発 明 の 観 点 で あ る 。 前 記
ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は そ れ 自 体 有 用 な 研 究 道 具 お よ び 治 療 薬 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は さ ら に 筋 細 胞 を 治 療 す る の に 有 用 な 活 性 を も ち 、
（ ａ ） そ れ ぞ れ 図 ２ ７ Ａ 、 ２ ７ Ｂ ま た は ２ ７ Ｃ 、 配 列 番 号 １ ２ ９ ～ １ ３ １ の い ず れ か １ つ
に 示 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ；
（ ｂ ） 図 ２ １ 、 配 列 番 号 ８ ５ に 示 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ；
（ ｃ ） 図 ２ ７ Ａ 、 配 列 番 号 １ ２ ９ に 示 さ れ る 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド ２ ８ １ ～ ５ ５ ７ に よ っ て
示 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； ま た は
（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） に よ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の い ず れ か １ つ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
う る Ｄ Ｎ Ａ 配 列
に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 因 子 を 用 い る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 筋 細 胞 分 裂 促 進 剤 と し て の 以 下 の 因 子 ：
（ ａ ） ウ シ 脳 下 垂 体 材 料 か ら え ら れ た ば あ い 、 還 元 コ ン デ ィ シ ョ ン で あ っ て も な く て も 、
Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 上 で 約 ３ ０ ｋ Ｄ か ら 約 ３ ６ ｋ Ｄ の み か け 上 の （
observed） 分 子 量 を も ち 、 筋 細 胞 の 分 裂 を 刺 激 す る こ と を 含 む 筋 細 胞 分 裂 促 進 活 性 を も ち
、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 用 い て 単 離 さ れ た ば あ い ４ ℃ で ０ ． １ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 に お け る １ ０
週 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の の ち 該 活 性 の 少 な く と も ５ ０ ％ を 保 つ ベ ー シ ッ ク な ポ リ ペ プ
チ ド 因 子 ； お よ び
（ ｂ ） ウ シ 脳 下 垂 体 材 料 か ら え ら れ た ば あ い 、 非 還 元 コ ン デ ィ シ ョ ン 下 、 Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 上 約 ５ ５ ｋ Ｄ か ら 約 ６ ３ ｋ Ｄ の み か け 上 の 分 子 量 を も ち 、 そ の
ヒ ト の 等 価 物 が Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ に よ っ て コ ー ド さ れ 筋 細 胞 分 裂 促 進 活 性
を も ち 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 用 い て 単 離 さ れ た と き に ４ ℃ 　 ０ ． １ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 に お い て
４ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た の ち 活 性 の 少 な く と も ５ ０ ％ を 保 つ ベ ー シ ッ ク な ポ リ ペ プ
チ ド 因 子 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 し た が っ て 本 発 明 の ほ か の 重 要 な 観 点 は 以 下 の 使 用 で あ る ：
（ ａ ） 筋 細 胞 の 分 裂 を 刺 激 す る こ と を 含 む 細 胞 分 裂 促 進 活 性 を も つ 一 連 の ヒ ト お よ び ウ シ
ポ リ ペ プ チ ド 因 子 。 こ れ ら の ペ プ チ ド 配 列 は そ れ ぞ れ 図 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ お よ び ３ ３ 、 配
列 番 号 １ ３ ２ ～ １ ３ ３ に 示 さ れ る 。
（ ｂ ） 筋 細 胞 の 分 裂 を 刺 激 す る こ と を 含 む 細 胞 分 裂 促 進 活 性 を も ち 、 Lupuら 、 Science 
:1552(1990)； Lupuら 、 Proc.Natl.Acad.Sci USA :2287(1992)； Holmesら 、 Science 
:1205(1992)； Pelesら 、 :205(1992)； Yardenお よ び Peles Biochemistry :3543(1991
)； Dobashiら 、 Proc.Natl.Acad.Sci. :8582(1991)； Davisら 、 Biochem.Biophys.Res.Com
mun. :1536(1991)； Beaumontら 、 特 許 出 願 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ １ ／ ０ ３ ４ ４ ３ （ １ ９ ９ ０ ）
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； Bottenstein、 １ ／ ４ ／ ９ ４ に 発 行 さ れ た 、 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ７ ６ ， １ ４ ５ 号 ； お よ び G
reeneら 、 特 許 出 願 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ １ ／ ０ ２ ３ ３ １ （ １ ９ ９ ０ ） に 概 説 さ れ た 手 順 に し た
が い 精 製 お よ び 特 徴 づ け ら れ た 一 連 の ポ リ ペ プ チ ド 因 子 。
（ ｃ ） 筋 細 胞 の 分 裂 を 刺 激 す る こ と を 含 む グ リ ア 細 胞 分 裂 促 進 活 性 を も つ ポ リ ペ プ チ ド 因
子 （ Ｇ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ Ｐ ５ ） 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 図 ３ １ 、 配 列 番 号 １ ４ ４ に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 筋 芽 細 胞 を イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ の 筋 細 胞 分 裂 促 進 剤 と し て 前 記 の ポ リ ペ プ チ ド に
接 触 さ せ る こ と に よ り 筋 芽 細 胞 の 分 裂 促 進 を 刺 激 す る 方 法 は 本 発 明 の 特 徴 と し て 包 含 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 筋 細 胞 治 療 は 、 発 現 し う る 遺 伝 子 構 築 物 に お け る 前 記 の ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 投 与 す る こ と に よ っ て も 達 成 し う る 。 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は
細 胞 へ Ｄ Ｎ Ａ を 送 達 す る た め の 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 技 術 を 用 い て 患 者 に 投
与 さ れ う る 。 た と え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 電 気 内 孔 法 ま た は リ ポ ソ ー ム は Ｄ Ｎ Ａ を
送 達 す る た め に 用 い う る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 天 然 の ソ ー ス （ 組 織 ま た は 細 胞 系 ） か ら 抽 出 さ れ た よ う な ま た は 組 換 え 手 段 に
よ り 調 製 さ れ た よ う な タ ン パ ク 質 の 先 に 挙 げ た フ ァ ミ リ ー の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 特 異 的 に ｐ １ ８ ５ e r b B 2 受 容 体 に 結 合 す る 、 ほ か の 化 合 物 、 と く に ペ プ チ ド も ま た 筋 細
胞 分 裂 促 進 剤 と し て 本 発 明 に し た が っ て 用 い る こ と が で き る 。 候 補 の 化 合 物 を ル ー チ ン に
ｐ １ ８ ５ e r b B 2 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 も し そ れ が 結 合 す れ ば 、 つ
ぎ に こ こ に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て グ リ ア 細 胞 分 裂 促 進 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 重 大 な 活 性 の 低 下 を 示 さ な い 先 の ポ リ ペ プ チ ド 因 子 の い か な る 改 変 物 ま た は 等
価 物 の 使 用 を 包 含 す る 。 た と え ば 、 ア ミ ノ 酸 含 有 量 （ content） ま た は 配 列 が 活 性 に 実 質
的 な 悪 影 響 な し に 変 更 さ れ る 改 変 は 含 ま れ る 。 よ っ て こ こ に 含 ま れ る 効 果 お よ び 使 用 は 、
し た が っ て 本 発 明 の 一 部 で あ る 。 改 変 さ れ た ま た は 等 価 の 因 子 を 用 い て こ の よ う な 使 用 お
よ び 効 果 を と も な っ て 組 立 て ら れ る た め に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 先 に 記 載 さ れ そ れ ぞ れ 図 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ お よ び ３ ３ 、 配 列 番 号 １ ３ ２ ～ １ ４ ６ に 示 さ
れ た ヒ ト ペ プ チ ド 配 列 は 、 天 然 の ソ ー ス （ 適 当 な 組 織 か ら 調 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー ） か ら 全 長 の 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ Ｓ ） と し て 単 離 す る こ と が で き る 、 ま た は 当 業 者
に よ っ て 個 々 の エ ク ソ ン （ た と え ば 、 別 個 の エ ク ソ ン と し て 誘 導 さ れ た ） を と も な う Ｄ Ｎ
Ａ 構 築 物 と し て 組 立 て る こ と が で き る 一 連 の ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 先 に 定 義 さ れ た よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 有 効 量 投 与 す る こ と に よ る 、 筋 細 胞
を 治 療 す る た め の 、 す な わ ち 筋 肉 の 分 裂 促 進 、 筋 発 生 、 分 化 、 ま た は 生 存 を 誘 導 す る た め
の 、 医 薬 品 を 製 造 す る 方 法 を 包 含 す る 。 こ の よ う な 医 薬 品 は ポ リ ペ プ チ ド を 薬 学 上 有 効 な
担 体 と と も に 投 与 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 そ れ ぞ れ 薬 学 的 ま た は 獣 医 学 的 （ veterinary） 使 用 の た め に 製 剤
化 さ れ た 先 に 定 義 さ れ た 因 子 の い ず れ か か ら な る 、 適 宜 許 容 し う る 希 釈 剤 、 担 体 ま た は 賦
形 剤 （ excipient） お よ び ／ ま た は 単 位 投 薬 用 量 形 態 を と も な う 薬 学 上 ま た は 獣 医 学 上 の
製 剤 の 使 用 で あ る 。 本 発 明 の 因 子 を 用 い る ば あ い 、 通 常 の 薬 学 的 ま た は 獣 医 学 上 の プ ラ ク
テ ィ ス が 適 切 な 製 剤 ま た は 組 成 物 を 提 供 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 一 部 と し て 用 い る べ き 製 剤 は 、 非 経 口 投 与 、 た と え ば 静 脈 内 、 皮
下 、 筋 肉 、 眼 窩 内 、 眼 科 用 、 脳 室 内 （ intraventricular） 、 頭 蓋 内 、 嚢 内 、 脊 椎 内 （ intr
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aspinal） 、 槽 内 （ intracisternal） 、 腹 腔 内 、 局 所 、 鼻 内 、 エ ア ロ ゾ ル 、 乱 切 （ scarifi
cation） 投 与 、 お よ び ま た 経 口 、 頬 側 、 直 腸 ま た は 腟 投 与 に 適 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ま た 本 発 明 の 製 剤 は 、 本 発 明 の 方 法 に 効 果 の あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 発
現 す る 宿 主 細 胞 の 患 者 へ の 移 植 に よ り 、 ま た は 本 発 明 の 製 剤 を 放 出 す る 外 科 的 イ ン プ ラ ン
ト の 使 用 に よ り 投 与 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 非 経 口 製 剤 は 液 体 溶 液 （ liquid solution） ま た は 懸 濁 液 の 形 態 で あ っ て も よ く ； 経 口
投 与 の た め に 、 製 剤 は 錠 剤 ま た は カ プ セ ル 剤 の 形 態 で あ っ て も よ く ； 鼻 内 製 剤 と し て 粉 末
、 点 鼻 液 、 ま た は エ ア ロ ゾ ル の 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 製 剤 を 製 造 す る た め に 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 は 、 た と え ば 「 Remington's Ph
armaceutical Sciences」 に お い て 知 ら れ て い る 。 非 経 口 投 与 用 の 製 剤 は 、 た と え ば 賦 形
剤 と し て 滅 菌 水 ま た は 滅 菌 生 理 食 塩 水 、 た と え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の ポ リ ア ル
キ レ ン グ リ コ ー ル 、 野 菜 起 源 の 油 、 ま た は 水 素 化 さ れ た ナ フ タ レ ン を 含 有 し て も よ く 、 生
体 適 合 性 、 生 体 分 解 性 の （ biodegradable） の ラ ク チ ド ポ リ マ ー 、 ま た は ポ リ オ キ シ エ チ
レ ン － ポ リ オ キ シ プ ロ ピ レ ン コ ポ リ マ ー を 本 因 子 の 放 出 を コ ン ト ロ ー ル す る た め に 用 い て
も よ い 。 因 子 の た め の ほ か の 可 能 性 の あ る 非 経 口 の 送 達 シ ス テ ム は エ チ レ ン － ビ ニ ル ア セ
テ ー ト コ ポ リ マ ー 粒 子 、 浸 透 ポ ン プ 、 イ ン プ ラ ン ト で き る 注 入 シ ス テ ム 、 お よ び リ ポ ソ ー
ム を 含 む 。 吸 入 用 製 剤 は 賦 形 剤 と し て 、 た と え ば ラ ク ト ー ス を 含 ん で も よ く 、 ま た た と え
ば ポ リ オ キ シ エ チ レ ン － ９ － ラ ウ リ ル エ ー テ ル 、 グ リ コ ー ル 酸 塩 お よ び デ オ キ シ コ ー ル 酸
塩 を 含 有 す る 水 性 溶 液 で あ っ て も よ く 、 ま た 点 鼻 液 の 形 態 、 ま た は 鼻 内 に 適 用 さ れ る ゲ ル
と し て 投 与 す る た め の 油 状 溶 液 で あ っ て も よ い 。 ま た 非 経 口 投 与 製 剤 も 頬 側 投 与 の た め に
グ リ コ ー ル 酸 、 直 腸 投 与 用 に メ ト キ シ サ リ チ ル 酸 、 ま た は 腟 投 与 用 に ク エ ン 酸 を 含 有 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 因 子 は 単 独 の 活 性 試 薬 と し て 用 い て も よ く 、 ま た ほ か の 活 性 成 分 、 た と え ば 、 神 経 学
上 の 疾 患 に お い て ニ ュ ー ロ ン の 生 存 を 容 易 に し う る で あ ろ う ほ か の 成 長 因 子 、 ま た は ペ プ
チ ダ ー ゼ ま た は プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 と 組 合 せ て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 製 剤 に お け る 本 因 子 の 濃 度 は 、 投 与 さ れ る 投 薬 量 、 お よ び 投 与 経 路 を 含 む 、 多
数 の 問 題 に 依 存 し て 変 わ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 般 的 な 用 語 と し て 、 本 発 明 の 因 子 は 、 非 経 口 投 与 の た め に 約 ０ ． １ か ら １ ０ ％ ｗ ／ ｖ
の 化 合 物 を 含 有 す る 水 性 生 理 学 的 緩 衝 液 に 提 供 さ れ て も よ い 。 一 般 的 な 用 量 範 囲 は １ 日 あ
た り 約 １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 か ら 約 １ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 で あ り ； 好 ま し い 用 量 範 囲 は １ 日 あ た り ０
． ０ １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 か ら 約 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 で あ る 。 投 与 さ れ る べ き 好 ま し い 投 薬
量 （ dosage） は 、 取 り く ま れ る （ addressed） 病 理 学 的 コ ン デ ィ シ ョ ン の 進 行 の タ イ プ と
程 度 、 患 者 の 全 身 の 健 康 、 製 剤 の 調 合 お よ び 投 与 経 路 に 依 存 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 利 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 因 子 は ま た 標 準 的 な 技 術 に つ づ く 、 た と え ば モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 抗 体 を 作 製 す る た め に 免 疫 原 と し て 用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら
の 抗 体 は 、 代 っ て 治 療 ま た は 診 断 目 的 で 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 因 子 の 正 常 で
な い レ ベ ル に 起 因 す る 筋 疾 患 に 関 係 す る で あ ろ う コ ン デ ィ シ ョ ン が こ の よ う な 抗 体 を 用 い
る こ と に よ り 追 跡 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 標 準 的 な 方 法 を 用 い る 単 離 さ れ た サ ン プ ル に つ い て の ア ッ セ イ を 用 い る と き に イ ン ビ ト
ロ の 技 術 を 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 に 、 た と え ば 腫 瘍 の イ メ ー ジ ン グ の 当 該 技 術 分 野 の
た め の 技 術 を 用 い る 体 外 に イ メ ー ジ さ れ う る 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ が つ け ら れ る イ メ ー ジ ン
グ 方 法 も 用 い う る 。
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【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 一 般 的 な 観 点 は 、 好 ま し く は 筋 肉 の 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 の た め の 、
医 薬 品 の 製 造 に お け る 本 発 明 の 因 子 の 使 用 で あ る 。 「 Ｇ Ｇ Ｆ ２ 」 と い う 名 称 は Ｇ Ｇ Ｆ － II
タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド 配 列 デ ー タ を 用 い て す で に 単 離 さ れ た す べ て の ク ロ ー ン （
す な わ ち 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ３ ） の た め に 用 い ら れ 、 単 独 で 存 在 す る と
き （ す な わ ち Ｇ Ｇ Ｆ ２ ま た は ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ ） 、 Ｇ Ｇ Ｆ － IIタ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド
配 列 デ ー タ を 用 い て 単 離 さ れ る プ ラ ス ミ ド に よ り コ ー ド さ れ る 組 換 え ヒ ト タ ン パ ク 質 （ す
な わ ち 、 プ ラ ス ミ ド Ｈ Ｂ Ｓ ５ か ら の 昆 虫 細 胞 に お い て 生 産 さ れ る よ う な ） を 示 す た め に 用
い ら れ る 。 Ｇ Ｇ Ｆ Ｈ Ｂ Ｓ ５ ク ロ ー ン か ら の 組 換 え ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ を Ｇ Ｇ Ｆ ２ 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ お
よ び Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ ポ リ ペ プ チ ド と よ ぶ 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 治 療 （ treating） と は 筋 細 胞 の 分 裂 促 進 、 生 存 お よ び ／ ま た は 分 化 を
増 大 す る 、 お よ び ／ ま た は 筋 肉 の 委 縮 お よ び 変 性 を 減 ら す 目 的 で こ こ に 記 載 さ れ た 化 合 物
の い か な る 投 与 も 意 味 す る 。 も っ と も 好 ま し く は 治 療 は 筋 細 胞 の 疾 患 ま た は 障 害 の 徴 症 ま
た は 進 行 を 減 少 ま た は 衰 え さ せ る た め で あ る 。 ま た こ こ で 用 い ら れ る 治 療 は 健 康 な 個 体 に
お け る 筋 細 胞 を 増 加 す る ま た は 変 え る た め に 化 合 物 を 投 与 す る こ と を 意 味 す る 。 治 療 は 前
記 の よ う に 、 こ こ に 記 載 さ れ た 化 合 物 に 感 受 性 の あ る ま た は 反 応 す る 筋 細 胞 の 有 効 量 の 化
合 物 と の 接 触 に よ り 成 し 遂 げ ら れ う る 。 こ こ に 記 載 さ れ た 化 合 物 の 阻 害 剤 も 筋 細 胞 増 殖 の
疾 患 を 停 止 す る ま た は 遅 ら せ る た め に も 用 い う る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 本 発 明 は 、 単 離 さ れ 精 製 さ れ た ニ ュ ー レ グ リ ン 因 子 お よ び こ れ ら の 因 子 を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 、 こ れ ら の 因 子 の 筋 肉 外 濃 度 を 増 加 す る 制 御 化 合 物 、 お よ び イ ン ビ ボ お よ び イ ン
ビ ト ロ の 筋 細 胞 の 生 存 、 分 化 お よ び 筋 細 胞 分 裂 促 進 を 誘 導 す る こ れ ら の 因 子 の 擬 態 （ mime
tics） で あ る 化 合 物 の 使 用 に 適 し て い る 。 Ｇ Ｇ Ｆ ／ ｐ １ ８ ５ e r b B 2 と 結 合 す る ニ ュ ー レ グ
リ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 多 数 の 可 変 的 に サ イ ズ 化 さ れ （ variably-sized） 、
特 異 的 に ス プ ラ イ ス さ れ る （ differentially-spliced） Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 産 生 し 、 こ れ ら に
よ り 一 連 の タ ン パ ク 質 の 増 加 （ rise） が 与 え ら れ る と い う こ と は 明 ら か で あ る 。 こ れ ら の
タ ン パ ク 質 は 異 な る 長 さ の も の で あ り 、 い く つ か の 共 通 の ペ プ チ ド 配 列 と い く つ か の 独 自
の ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の 因 子 が 単 一 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る と い う 結 論 は
、 ウ シ 下 垂 体 後 葉 お よ び ヒ ト 胸 部 癌 細 胞 （ Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ － ２ ３ １ ） ） か ら 回 収 可 能 な 特 異
的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に よ っ て 支 持 さ れ る 。 こ の 結 論 の さ ら な る 支 持 は 筋
組 織 の た め の 両 分 裂 促 進 剤 （ こ こ に 開 示 さ れ た よ う な ） と し て お よ び ｐ １ ８ ５ e r b B 2 受 容
体 の リ ガ ン ド （ 以 下 参 照 ） と し て 作 用 す る タ ン パ ク 質 の サ イ ズ 範 囲 か ら 導 き 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｇ Ｇ Ｆ ／ ｐ １ ８ ５ e r b B 2 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 相 同 で あ る と い う 事 実 を
支 持 す る さ ら な る 証 拠 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 比 較 か ら く る 。 Holmesら 、 （ Science :12
05-1210,1992） は 受 容 体 タ ン パ ク 質 ｐ １ ８ ５ e r b B 2 と 特 異 的 に 相 互 に 作 用 す る ４ ５ キ ロ ダ
ル ト ン の ヒ ト タ ン パ ク 質 （ ヘ レ グ リ ン － α ） の 精 製 を 論 証 す る 。 Pelesら （ Cell :205(1
992)） お よ び Wenら （ Cell :559(1992)） は 「 ニ ュ ー 分 化 因 子 （ neu differentiation fa
ctor） 」 （ Ｎ Ｄ Ｆ ） と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ラ ッ ト 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 相 補 的
Ｄ Ｎ Ａ を 記 載 す る 。 Ｎ Ｄ Ｆ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 翻 訳 産 物 は ｐ １ ８ ５ e r b B 2 結 合 活 性 を も つ 。 い く
つ か の ほ か の グ ル ー プ が ｐ １ ８ ５ e r b B 2 結 合 活 性 を も つ 種 々 の 分 子 量 の タ ン パ ク 質 の 精 製
を 報 告 し て い る 。 こ れ ら の グ ル ー プ は Lupuら （ (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2
287)； Yardenお よ び Peles（ (1991) Biochemistry 30:3543） ； Lupuら （ (1990) Science 2
49:1552)） ； Dobashiら （ (1991) Biochem. Biophys. Res. Comm. 179:1536） ； お よ び Hua
ngら （ (1992) J. Biol. Chem. 257:11508-11512） を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 我 々 は ｐ １ ８ ５ e r b B 2 受 容 体 結 合 タ ン パ ク 質 は 筋 細 胞 分 裂 促 進 を 刺 激 し 、 し た が っ て 筋
管 形 成 （ 筋 発 生 ） を 刺 激 す る こ と を 見 出 し た 。 こ の 刺 激 に よ り 結 果 と し て 筋 芽 細 胞 の 形 成
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の 増 大 お よ び 筋 管 （ 筋 発 生 ） の 形 成 の 増 大 が 起 こ る 。 こ こ に 記 載 さ れ た 化 合 物 も 筋 肉 の 成
長 、 分 化 、 お よ び 筋 細 胞 の 生 存 の 増 大 を 刺 激 す る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の リ ガ ン ド は 限
定 さ れ な い が 、 Ｇ Ｇ Ｆ の （ GGF's） ニ ュ ー レ グ リ ン 、 ヘ レ グ リ ン 、 Ｎ Ｄ Ｆ 、 お よ び Ａ Ｒ Ｉ
Ａ を 含 む 。 こ の 分 裂 促 進 活 性 の 結 果 と し て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び 関 連 化 合 物 は 筋 組 織 の 外 傷 性 の ダ メ ー ジ ま た は 疾 患 に か か っ て
い る 患 者 に 投 与 さ れ う る 。 分 裂 促 進 の 目 的 で 提 供 さ れ る す べ て の 方 法 は 筋 発 生 の た め に 有
用 で あ る と 理 解 さ れ る 。 こ れ ら の リ ガ ン ド （ た と え ば 抗 体 ま た は ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト な
ど ） の 阻 害 剤 は 筋 肉 に 由 来 す る 腫 瘍 の 治 療 の た め に 投 与 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 こ れ ら の 化 合 物 は こ こ （ 実 施 例 ９ ～ １ ７ ） に お よ び Holmesら 、 Science :1205(1992)
； Pelesら 、 Cell :205(1992)； Wenら 、 Cell :559(1992);Lupuら 、 Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 89:2287(1992);Yardenお よ び Peles、 Biochemistry 30:3543(1991);Lupuら 、 Sc
ience 249:1552(1990);Dobashiら 、 Biochem. Biophys. Res. Comm. 179:1536(1991)； Hua
ngら 、 J. Biol. Chem. 257:11508-11512(1992);Marchionniら 、 Nature 362:313,(1993)に
； お よ び こ こ に リ フ ァ レ ン ス に よ り 組 込 ま れ る す べ て の Ｇ Ｇ Ｆ － III特 許 に 記 載 さ れ た プ
ロ ト コ ル を 用 い て え る こ と が で き る 。 こ れ ら の 化 合 物 の 多 く に つ い て 配 列 が 提 供 さ れ 特 徴
が 記 載 さ れ る 。 配 列 に つ い て は 図 ８ ～ １ １ 、 ２ ０ ～ ２ ７ Ｃ 、 ２ ９ ～ ３ ４ 、 ３ ６ ～ ４ ４ 、 お
よ び ４ ６ を 参 照 。 タ ン パ ク 質 の 特 徴 に つ い て は 図 １ ２ ～ １ ９ 、 ２ ８ 　 ３ ５ 、 ４ ５ Ａ お よ び
４ ５ Ｂ を 参 照 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 化 合 物 は 以 下 の 実 施 例 に 提 供 さ れ た 方 法 を 用 い て イ ン ビ ト ロ の そ れ ら の 有 用 性 に つ い て
ア ッ セ イ し う る 。 イ ン ビ ボ の 試 験 は 実 施 例 １ お よ び Sklarら 、 In Vitro Cellular and Dev
elopmental Biology 27A:433-434,1991に 記 載 さ れ た よ う に 行 な い う る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 本 発 明 は 、 筋 肉 の 分 裂 促 進 を 誘 導 す る た め の ほ か の 天 然 に 生 じ る Ｇ Ｇ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に
加 え て 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ２ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ ６ ～ １ ４ ７ 、 １ ６ ０ 、 お よ び １
６ １ ） の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト と 実 質 的 に 相 同 な タ ン パ ク 質 の い ず れ か の 使 用 の た め の
方 法 を も 包 含 す る 。 ま た 対 立 遺 伝 子 の ア レ ル 変 異 体 （ allelic variations） ； 天 然 の 突 然
変 異 体 （ mutants） ； 誘 導 さ れ た 突 然 変 異 体 ； 天 然 に 生 じ る 核 酸 と 高 い ま た は 低 い ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー コ ン デ ィ シ ョ ン （ stringency conditions） の 下 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ
Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ 高 い お よ び 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 定 義 に つ い て
は 、 リ フ ァ レ ン ス に よ り こ こ に 組 込 ま れ る 、 Current Protocols in Molecular Biology. 
John Wiley & Sons、 New York、 1989、 6.3.1-6.3.6を 参 照 ） の 使 用 ； お よ び Ｇ Ｇ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る 抗 血 清 に よ り 特 異 的 に 結 合 さ れ る ポ リ ぺ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 使 用 が
包 含 さ れ る 。 用 語 は ま た 筋 肉 の 分 裂 促 進 の 誘 導 の た め に 図 ２ ８ か ら の 配 列 か ら な る Ｇ Ｇ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 も 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 以 下 の 、 実 施 例 ８ か ら わ か る で あ ろ う よ う に 、 本 因 子 は 細 胞 の タ イ プ の あ る 範 囲 に 分 裂
促 進 活 性 を 示 す 。 製 剤 お よ び ／ ま た は 医 薬 品 ま た は そ れ ら の 製 造 に 関 連 す る 先 の 本 発 明 の
一 般 的 な 記 述 は 明 確 に 適 当 な 生 産 物 お よ び 使 用 を 包 含 す る た め に 組 立 て ら れ る べ き で あ る
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ こ に 記 載 さ れ る 請 求 の 範 囲 の 追 加 の 根 拠 を 提 供 す る 一 連 の 実 験 が 続 く 。 本 発 明 に 関 連
す る 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を 特 定 的 に 限 定 さ れ る よ う に 組 立 て ら れ る べ き で は な く 、 ま た
本 発 明 の こ の よ う な 変 異 は 現 在 知 ら れ て お り の ち に 開 発 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ １ 】
　 実 施 例 は 組 換 え ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ２ （ ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ ） が 第 １ 代 ヒ ト 筋 肉 培 養 物 に 数 種 の 効 果 を
授 与 す る と い う 我 々 の 発 見 を 例 証 す る 。 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ は 筋 肉 培 養 物 に 対 す る ３ つ の 独 立 し
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た 生 物 学 的 活 性 ア ッ セ イ に お け る 重 大 な 効 果 を も つ 。 ポ リ ペ プ チ ド は サ ブ コ ン フ ル エ ン ト
の 静 止 し た 筋 芽 細 胞 の 増 殖 に よ り 測 定 さ れ る よ う な 分 裂 促 進 を 増 大 し 、 成 長 因 子 の 存 在 下
コ ン フ ル エ ン ト の 筋 芽 細 胞 に よ り 分 化 を 増 大 し 、 染 色 除 外 の 損 失 に よ り 測 定 さ れ る よ う な
分 化 さ れ た 筋 管 の 生 存 を 増 大 し 、 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 合 成 を 増 大 し た 。 こ れ ら の 活 性 は
、 筋 肉 修 復 、 再 生 、 お よ び 筋 肉 変 性 に 対 す る 予 防 的 効 果 を 誘 導 す る 際 の Ｇ Ｇ Ｆ ２ お よ び ほ
か の ニ ュ ー レ グ リ ン 類 の 有 効 性 （ efficacy） を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 ク ロ ー ン Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ を 、 実 施 例 １ ４ に 記 載 し た ご と く に 、 組 換 え バ ク ロ ウ イ ル ス
感 染 昆 虫 細 胞 で 発 現 さ せ 、 得 ら れ た 組 換 え ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ２ を 培 養 （ ４ ０ μ ｌ ／ ｍ ｌ で 添 加 し
た な ら し 培 地 ） 中 の 筋 芽 細 胞 に 添 加 し た 。 筋 芽 細 胞 （ ０ ５ ７ Ａ 細 胞 ） を ２ ４ ウ ェ ル ・ デ ィ
ッ シ ュ 中 で 前 密 集 ま で 増 殖 さ せ た 。 培 地 を 除 去 し 、 ４ ０ μ ｌ ／ ｍ ｌ の 濃 度 に て 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２
な ら し 培 地 と 共 に あ る い は そ れ 無 く し て 、 ０ .５ ％ 胎 児 子 ウ シ 血 清 を 含 有 す る Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で
置 き 換 え た 。 培 地 を ２ 日 後 に 交 換 し 、 細 胞 を 固 定 し 、 ５ 日 後 に 染 色 し た 。 合 計 核 を 、 筋 芽
細 胞 に お け る 核 数 と し て 計 数 し た （ 表 １ ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 Ｇ Ｇ Ｆ 処 理 し た 筋 芽 細 胞 は 、 分 裂 促 進 活 性 を 示 す 未 処 理 対 照 （ ３ ９ ５ 核 ） よ り も 増 加 し
た 数 の 合 計 核 （ ６ ３ ６ 核 ） を 示 し た 。 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ 処 理 し た 筋 芽 細 胞 は 、 未 処 理 対 照 （ ２
０ ４ 核 ） よ り も か な り 大 き い 数 の 核 （ ３ ８ １ 核 ） を 有 し て い た 。 か く し て 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２
は 、 増 殖 お よ び 細 胞 生 存 の 増 大 を 通 じ て 、 合 計 核 数 を 増 大 さ せ る 。 ま た 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ は
筋 管 の 形 成 も 増 強 す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 分 裂 促 進 活 性 は 、 浸 透 圧 ミ ニ ポ ン プ を 介 し て Ｇ Ｇ Ｆ ２ お よ び ［ 3 Ｈ ］ チ
ミ ジ ン を ラ ッ ト 筋 肉 に 継 続 的 に 供 給 す る こ と に よ っ て in vivoで 測 定 す る こ と が で き る 。
筋 肉 の バ ル ク は 、 処 理 の １ お よ び ２ 週 間 後 の 湿 重 量 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 複 製 は 、
Shamお よ び ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ － 処 理 筋 肉 に お け る オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー （ Sklar et al., In
 Vitro Cellular and Developmental Biology 27A:433-434, 1991） の た め に コ ー テ ィ ン
グ し た 後 に セ ク シ ョ ン 中 の 標 識 核 を 計 数 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 ま た 、 脱 神 経 筋 を
こ れ ら の 方 法 を 介 し て こ の ラ ッ ト 動 物 モ デ ル で 調 べ た が 、 こ の 方 法 は 、 筋 肉 の 萎 縮 お よ び
修 復 に お け る ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 役 割 の 評 価 を 可 能 と す る 。 ま た 、 平 均 線 維 径 を 、 萎 縮 の 防 止
に 対 す る Ｆ Ｇ Ｆ の 効 果 を 評 価 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 休 止 初 代 ク ロ ー ン ・ ヒ ト 筋 芽 細 胞 は 前 記 し た ご と く に 調 製 し た （ Sklar, R., Hudson, A
., Brown, R., In vitro Cellular and Developmental Biology 1991; 27A:433-434)。 休
止 細 胞 を 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 の １ ０ μ Ｍ   Ｂ ｒ ｄ Ｕ 、 ０ .５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ の 存 在 下 で 、 示 し た 試 薬 （
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ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ な ら し 培 地 、 メ チ ル プ レ ド ニ ソ ロ ン を 含 む あ る い は 含 ま な い Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 、 お よ
び 対 照 培 地 ） で 処 理 し た 。 ２ 日 後 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で ３ ０ 分
間 固 定 し 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し た 。 次 い で 、 細 胞 を 抗 － Ｂ ｒ ｄ Ｕ 抗 体 と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 抗 体 結 合 を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 で 可 視 化 し た 。 次 い で 、 染 色 核 の
数 を 領 域 当 た り に つ き 定 量 し た 。 結 果 は 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ は 対 照 よ り も 大 き い 、 領 域 当 た り の 標
識 核 の 数 の 増 大 を 誘 導 す る こ と を 示 す （ 表 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 血 小 板 由 来 成 長 因 子 （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ） を 陽 性 対 照 と し て 用 い た 。 ま た 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 他 に
、 メ チ ル プ レ ド ニ ソ ロ ン （ コ ル チ コ ス テ ロ イ ド ） を 用 い た が 、 Ｄ Ｎ Ａ の 標 識 に 有 意 な 増 加
は 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 、 均 質 （ ＞ ９ ５ ％ 純 度 ） ま で 精 製 し た ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ は 、 ヒ ト 筋 芽 細 胞 に 対 し て 分 裂
促 進 を 示 す （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ま た 、 組 換 え ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ２ は 、 初 代 ヒ ト 筋 芽 細 胞 の 分 裂 促 進 を 引 き 起 こ す （ 表 ２ お よ び
図 １ 参 照 ） 。 分 裂 促 進 ア ッ セ イ は 前 記 し た ご と く に 行 う 。 次 い で 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 陽 性 細 胞 の 数
を 細 胞 の 合 計 数 で 割 る こ と に よ っ て 有 糸 分 裂 指 標 が 計 算 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】

　 筋 肉 培 養 分 化 に 対 す る 精 製 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ （ ９ ５ ％ 純 度 ） の 効 果 を 調 査 し た （ 図 ２ ） 。 培
地 の 血 清 含 量 を ２ ０ ％ か ら ０ .５ ％ ま で 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 、 密 集 筋 芽 細 胞 培 養 を 誘
導 し て 分 化 さ せ た 。 テ ス ト 培 養 を 、 ６ 日 間 、 示 し た 濃 度 の ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ で 処 理 し 、 培 地 を
２ 日 毎 に 新 鮮 な も の と し た 。 次 い で 、 培 養 を 固 定 し 、 染 色 し 、 核 の 数 を １ ミ リ リ ッ ト ル 当
た り で 計 数 し た 。 図 ２ に お け る デ ー タ は 、 対 照 に 対 す る 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ が 存 在 し た 場 合 に
お け る 、 筋 管 中 の 核 数 の 大 き な 増 加 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 分 化 し た 筋 管 の 生 存 は 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ 処 理 に よ っ て 有 意 に 増 加 し た 。 筋 肉 培 養 を ｒ ｈ Ｇ
Ｇ Ｆ ２ の 存 在 下 で 分 化 さ せ 、 種 々 の 時 間 に お い て 、 死 ん だ 筋 管 の 数 を ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム
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染 色 法 に よ っ て 計 数 し た 。 図 ３ か ら 分 か る よ う に 、 死 ん だ 筋 管 の 数 は 、 分 化 ４ 、 ５ 、 ６ お
よ び ８ 日 に お い て 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ 処 理 培 養 で は よ り 低 か っ た 。 筋 管 に お け る 核 の 数 は 、 分
化 ８ 日 後 、 非 処 理 培 養 と 比 較 し て 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ 処 理 に よ っ て 有 意 に 増 加 し た 。 特 に 、 ギ ム ザ
染 色 の 後 に 同 一 プ レ ー ト で 計 数 し た 場 合 、 対 照 は ８ .６ 筋 核 ／ ｍ ｍ 2 を 示 し た の に 対 し 、 ｒ
ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ 処 理 培 養 は ５ ７ .２ 筋 核 ／ ｍ ｍ 2 （ Ｐ ＝ ０ ． ０ ３ ５ ） を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ま た 、 筋 肉 培 養 に 対 し て 公 知 の 効 果 を 有 す る 他 の 成 長 因 子 で 生 存 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 ｒ
ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ 効 果 は 、 テ ス ト し た 成 長 因 子 の 中 で ユ ニ ー ク で あ っ た （ 図 ４ ） 。 こ の 実 験 に お
い て 、 種 々 の 成 長 因 子 の 示 し た 濃 度 に て 、 培 養 を 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ 処 理 プ レ ー ト と 平 行 し て
処 理 し た 。 筋 管 の 生 存 は 、 ０ ５ ７ Ａ 筋 芽 細 胞 の 分 化 ８ 日 後 に お い て 前 記 し た ご と く に 測 定
し た 。 因 子 の 濃 度 は 以 下 の 通 り で あ っ た ：
ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ ： １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ； ヒ ト 血 小 板 由 来 成 長 因 子 ； ２ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ； ヒ ト 塩 基
性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ： ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ； ヒ ト 上 皮 成 長 因 子 ： ３ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ； ヒ ト 白 血
球 阻 害 因 子 ： １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ； ヒ ト ・ イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 Ｉ ： ３ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ； ヒ ト ・
イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 II： ２ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 分 化 し た 筋 管 の 死 滅 か ら の 観 察 さ れ た 保 護 は 、 多 数 の 筋 疾 患 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 筋
肉 の 変 性 の 関 与 に 対 す る 治 療 と し て 希 望 が 持 て る も の で あ る 。 か く し て 、 ニ ュ ー レ グ リ ン
の 筋 肉 外 濃 度 を 増 大 さ せ る 薬 剤 は 予 防 効 果 を 有 し 得 る か 、 あ る い は 筋 肉 消 耗 性 障 害 の 進 行
を 遅 延 さ せ 、 お よ び 筋 肉 の 分 化 、 修 復 、 コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 、 お よ び 再 生 の 速 度 を 増 大 さ
せ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 筋 管 生 存 に 対 す る ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 陽 性 効 果 は 、 変 性 障 害 に お け る 可 能 な 効 力 を 反 映 し 得
た 。 筋 管 生 存 に 対 す る こ れ ら の 効 果 を 、 ク ロ ー ン 化 に 由 来 す る 初 代 デ ュ シ ェ ー ヌ （ Duchen
ne） 型 筋 芽 細 胞 に つ い て テ ス ト し て 、 正 常 な 筋 肉 培 養 で 観 察 さ れ る 応 答 が 疾 患 に 対 す る 個
体 に 由 来 す る 培 養 で も 示 さ れ 得 る か 否 か を 判 断 し た 。 図 ５ に 示 す デ ー タ は 、 正 常 個 体 で 用
い る 同 一 筋 肉 培 養 条 件 （ 前 記 実 施 例 ４ ） を 用 い て 得 ら れ た 。 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ は 、 対 照 と 比 較
し て 、 分 化 し た Duchenne型 筋 肉 培 養 に お い て 、 死 滅 し た 筋 管 の 数 を 有 意 に 低 下 さ せ た （ ｐ
＝ ０ .０ ３ ２ ） 。 濃 度 は 以 下 の 通 り で あ っ た ： Ｇ Ｇ Ｆ ２ ： １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ； ヒ ト 血 小 板
由 来 成 長 因 子 ： ２ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ； ヒ ト ・ イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 Ｉ ： ３ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 実 施 例 は 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ は 分 化 し た Duchenne型 筋 管 の 生 存 も 促 進 し 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ は
ホ 乳 動 物 に お け る 筋 肉 の 変 性 お よ び 消 耗 の 進 行 を 遅 延 し も し く は 防 止 し 得 る と い う 強 力 な
証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 培 養 溶 解 物 の ウ ェ ス タ ン 分 析 に よ っ て 、 筋 肉 培 養 分 化 に 対 す る 精 製 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 効 果
も 調 べ た 。 筋 特 異 的 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 、 三 連 処 理 お よ び 未 処 理 培 養 で 測 定 し た 。 こ れ
ら の 培 養 を 調 製 し 、 プ レ ー ト の サ イ ズ を １ ５ ０ ｍ ｍ ま で 増 大 し 、 筋 肉 培 養 層 を Sklar, R.,
 お よ び Brown, R.（ J. Neurol. Sci. 101:73-81, 1991)に 記 載 さ れ て い る ご と く に ウ ェ ス
タ ン 分 析 用 に 掻 き 落 と し た 以 外 は 前 記 し た ご と く に 処 理 し 、 テ ス ト し た 。 表 Ａ に 提 示 す る
結 果 は 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ 処 理 が 、 ジ ス ト ロ フ ィ ン 、 ミ オ シ ン 重 鎖 （ Ｍ Ｈ Ｃ 、 成 人 ス ロ ー （ sl
ow） お よ び フ ァ ス ト （ fast） ア イ ソ フ ォ ー ム ） を 含 め た い く つ か の 筋 肉 特 異 的 タ ン パ ク 質
の レ ベ ル を 増 大 さ せ る が 、 Ｈ Ｓ Ｐ ７ ２ ま た は Ｍ Ｈ Ｃ ネ オ ネ イ ト （ neonate） ア イ ソ フ ォ ー
ム の レ ベ ル を 、 ウ ェ ス タ ン に 負 荷 し た タ ン パ ク 質 の 量 当 た り 同 様 の レ ベ ル ま で は 増 大 さ せ
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実 施 例 ５
ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ は 、 Duchenne型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 遺 伝 子 座 に お け る 遺 伝 欠 陥 を 持 つ 分 化 筋 管
の 生 存 を 促 進 す る

実 施 例 ６
分 化 プ ロ グ ラ ム に 対 す る ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ 効 果 ： Ｍ Ｈ Ｃ  slowお よ び ジ ス ト ロ フ ィ ン タ ン パ ク
質 の 誘 導



な い こ と を 示 す 。 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ に よ っ て 誘 導 さ れ た 筋 肉 特 異 的 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 、 筋
核 ／ ｍ ｍ 2 の 数 の 定 量 的 増 加 と 同 様 で あ っ た （ 表 ３ ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 成 人 ミ オ シ ン 重 鎖 ア イ ソ フ ォ ー ム （ ス ロ ー は タ イ プ Ｉ ヒ ト 筋 線 維 で 見 出 さ れ ； フ ァ ス ト
は タ イ プ ２ Ａ お よ び ２ Ｂ ヒ ト 筋 線 維 で 見 出 さ れ る ） に お け る ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ 依 存 性 増 加 は 、
ネ オ ネ イ タ ル （ neonatal） ア イ ソ フ ォ ー ム が ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ 処 理 に よ っ て 有 意 に 増 加 さ れ な
か っ た の で 、 筋 管 の 成 熟 を 表 す で あ ろ う 。 ラ ッ ト 筋 の 発 生 の 間 に 、 Ｍ Ｈ Ｃ ア イ ソ フ ォ ー ム
は フ ェ イ タ ル （ fatal） 形 態 か ら ネ オ ネ イ タ ル ア イ ソ フ ォ ー ム に ス イ ッ チ し 、 続 い て 、 成
熟 成 人 ス ロ ー お よ び フ ァ ス ト Ｍ Ｈ Ｃ ア イ ソ フ ォ ー ム に ス イ ッ チ す る （ Periasamy et al. J
. Biol. Chem. 259:13573-13578, 1984; Periasamy et al.，  J. Biol. Chem. 260:15856
-15862, 1985;Wieczorek et al. J. Cell Biol. 101:618-629, 1985） 。 筋 肉 は 、 神 経 細
胞 も し く は 組 織 の 不 存 在 下 で 、 こ れ ら の ア イ ソ フ ォ ー ム の 変 換 の う ち の い く つ か を 自 律 的
に 受 け 得 る が 、 マ ウ ス 筋 外 植 体 は マ ウ ス 脊 髄 の 存 在 下 で 培 養 し た 場 合 の み 成 人 フ ァ ス ト Ｍ
Ｈ Ｃ ア イ ソ フ ォ ー ム を 発 現 す る （ Ecob-Prince et al. J. Cell Biol. 103:995-1005, 198
6） 。 Ｍ Ｈ Ｃ ア イ ソ フ ォ ー ム 変 換 が 神 経 に よ っ て 影 響 さ れ る と い う さ ら な る 証 拠 が Whalen 
et al.（ Deve. Biol. 141:24-40, 1990)に よ っ て 確 立 さ れ ； ノ テ キ シ ン 処 理 ラ ッ ト ヒ ウ メ
筋 の 再 生 の 後 、 成 人 フ ァ ス ト Ｍ Ｈ Ｃ ア イ ソ フ ォ ー ム の 変 換 が 新 し い 脱 神 経 筋 で 産 生 さ れ た
が 、 神 経 支 配 再 生 筋 は フ ァ ス ト お よ び ス ロ ー 成 人 Ｍ Ｈ Ｃ ア イ ソ フ ォ ー ム を 共 に 産 生 し た 。
か く し て 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ は 成 人 Ｍ Ｈ Ｃ ア イ ソ フ ォ ー ム の 合 成 を 増 加 さ せ る と い う 表 ３ に お
け る 証 拠 は 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ が 、 ニ ュ ー ロ ン 神 経 支 配 を 模 擬 し 得 る 筋 肉 の 発 生 的 成 熟 を 誘 導
し 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

　 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 （ Ａ ｃ ｈ Ｒ ） サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 発 現 は 筋 細 胞 を ニ ュ ー レ
グ リ ン に 暴 露 す る こ と に よ っ て 誘 導 で き る 。 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 者 ら は 、 筋 細 胞 を ｒ ｈ
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実 施 例 ７
ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ を 含 め た ニ ュ ー レ グ リ ン は 筋 肉 に お け る ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 の 合 成 を 誘 導
す る



Ｇ Ｇ Ｆ ２ と 接 触 さ せ る こ と は Ａ ｃ ｈ Ｒ サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 合 成 を 誘 導 で き る こ と を
示 し た 。 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ 暴 露 に 続 く こ の 誘 導 は 、 ２ つ の 方 法 で 観 察 さ れ た ： ま ず 、 本 発 明 者
ら は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 構 築 物 の 産 物 を 介 し て ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン の 発 現 の 増 加 を 検 出 し 、
第 ２ に 、 本 発 明 者 ら は 、 ア ル フ ァ － ブ ン ガ ロ ト キ シ ン の 細 胞 へ の 結 合 の 増 加 を 検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 以 下 の 例 で は 、 マ ウ ス 筋 芽 細 胞 系 Ｃ ２ を 用 い た 。 Ｃ ２ 細 胞 は 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン 全 長 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ に 連 結 し た マ ウ ス の Ａ Ｃ ｈ Ｒ デ ル タ サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 の ５ ’ 調 節 配 列 を 含 有 す る
ト ラ ン ス ジ ー ン で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ Baldwin and Burden, 1988. J. Cell Biol. 10
7:2271-2279） 。 こ の レ ポ ー タ ー 構 築 物 は 、 培 地 に 分 泌 さ れ た 成 長 ホ ル モ ン の 量 を ア ッ セ
イ す る こ と に よ っ て Ａ Ｃ ｈ Ｒ デ ル タ 遺 伝 子 の 発 現 の 誘 導 の 測 定 を 可 能 と す る 。 該 系 は 、 培
地 中 の 血 清 濃 度 を ２ ０ ％ か ら ０ .５ ％ に 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 誘 導 し て 筋 管 を 形 成 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 特 に 、 Ａ Ｃ ｈ Ｒ － ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン レ ポ ー タ ー 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た マ ウ ス Ｃ
２ 筋 芽 細 胞 を 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ で の 処 理 に 続 く ｈ Ｇ Ｈ の 発 現 に つ き ア ッ セ イ し た 。 ２ つ の 別
々 の 実 験 の 結 果 を 表 ４ な ら び に 図 ６ （ ｈ Ｇ Ｈ 発 現 ） お よ び ７ （ ｈ Ｇ Ｈ 発 現 お よ び ア ル フ ァ
－ ブ ン ガ ロ ト キ シ ン 結 合 ） に ま と め る 。 示 し た の は 、 分 泌 さ れ た ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン に つ い
て の 、 お よ び ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ で 処 理 し た 筋 肉 培 養 か ら の ブ ン ガ ロ ト キ シ ン 結 合 に つ い て の 、
用 量 応 答 曲 線 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 Ｃ ２ 筋 管 を ３ ７ ℃ に て １ 時 間 、 冷 し た α － Ｂ Ｔ Ｘ （ ２ ０ ｎ Ｍ ） で 処 理 し 、 培 地 で ２ 回 洗
浄 し 、 次 い で 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ で 処 理 し た 。 培 地 を １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で
調 整 し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 培 地 を 取 り 出 し 、 ｈ Ｇ Ｈ ア ッ セ イ の た め に 保 存 し た 。 ３ ７ ℃ に て
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、 筋 肉 培 養 を 1 2 5 Ｉ － α － Ｂ Ｔ Ｘ （ ２ ０ ｎ Ｍ ） で １ 時 間 処 理 し 、 洗 浄 し 、 １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含
有 す る Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 掻 き 入 れ た 。 非 特 異 的 結 合 は 冷 し た α － Ｂ Ｔ Ｘ （ ４ ０ ｎ Ｍ ） の 存 在 下 で
測 定 し た 。 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト を 放 射 能 に つ き 計 数 し 、 合 計 タ ン パ ク 質 量 に つ い て ア ッ セ イ
し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 存 在 は 、 ｈ Ｇ Ｈ 遺 伝 子 発 現 の 増 加 を ２ 倍 以 上 に 導 き 、 そ れ に よ り 、 ｒ ｈ
Ｇ Ｇ Ｆ ２ は ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 の デ ル タ サ ブ ユ ニ ッ ト の 合 成 を 誘 導 し た こ と が 示 さ れ る
。 さ ら に 、 増 大 し た ブ ン ガ ロ ト キ シ ン 結 合 は 、 こ れ ら の サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 機 能 的
ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 へ の 取 込 み と 一 致 す る 。 こ れ ら の デ ー タ の 解 釈 を 補 強 す る た め に 、
ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ に 応 答 す る は ず の な い 、 メ タ ロ チ エ ン ・ プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ た ｈ Ｇ Ｈ レ
ポ ー タ ー を 有 す る 培 養 で 、 分 析 を 繰 り 返 し た 。 そ の 対 照 実 験 の 結 果 は 、 ｈ Ｇ Ｈ 応 答 は Ａ ｃ
ｈ Ｒ デ ル タ サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 対 照 エ レ メ ン ト の 転 写 活 性 化 を 通 じ て 媒 介 さ れ る こ と を 示
し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ が 、 自 己 免 疫 疾 患 重 症 筋 無 力 症 の た め の 治 療 の 一 部 と し
て Ａ ｃ ｈ Ｒ ｓ を 補 給 す る の に 有 用 で あ り 得 る こ と を 示 す 。 ま た 、 こ の 活 性 は 、 筋 肉 の 再 神
経 支 配 の 鍵 と な る 工 程 を 刺 激 す る こ と に よ っ て 末 梢 神 経 再 生 お よ び ニ ュ ー ロ パ シ ー の 治 療
に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 単 一 の ミ ク ロ 培 養 を Ｄ Ｎ Ａ 合 成 、 細 胞 形 態 学 、 細 胞 数 お よ び 細 胞 抗 原 の 発 現 に つ い て 調
査 さ れ る の を 可 能 と す る 定 量 的 方 法 を 用 い て 、 Ｇ Ｇ Ｆ Ｉ お よ び IIを 共 に 含 有 す る 高 度 に 精
製 さ れ た 試 料 の 分 裂 促 進 活 性 を 実 験 し た 。 こ の 技 術 は Muir et al.,（ Analytical Biochem
istry 185, 377-382, 1990)に よ っ て 従 前 に 報 告 さ れ て い る 方 法 を 改 変 し た 。 主 な 改 変 は
、 １ ） 未 被 覆 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 使 用 、 ２ ） ウ ェ ル 当 た り の 細 胞 数 、 ３ ） １ ０ ％
子 ウ シ 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） の 代 わ り の ５ ％ 子 ウ シ 血 漿 （ Ｆ Ｂ Ｐ ） の 使 用 、 お よ び ４ ） 同 時 に 培
養 に 添 加 し た 、 分 裂 促 進 剤 お よ び ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン （ Ｂ ｒ ｄ Ｕ ） の 存 在 下 に お け る
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 で あ る 。 加 え て 、 固 定 前 に 細 胞 単 層 を 洗 浄 し な い で 、 細 胞 の 喪 失
を 回 避 し 、 マ ウ ス 抗 － Ｂ ｒ ｄ Ｕ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 －
マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ｉ ｇ Ｇ ） 抗 体 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を ２ 倍 に し て ア ッ セ イ の
感 度 を 増 大 さ せ た 。 細 胞 培 養 条 件 に 対 し て 適 当 な 改 変 を 加 え た 後 、 ラ ッ ト 坐 骨 神 経 シ ュ ワ
ン 細 胞 に つ い て 最 適 化 し た ア ッ セ イ も い く つ か の 細 胞 系 で 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 第 １ 日 目 に 、 精 製 し た シ ュ ワ ン 細 胞 を 、 ５ ％ Ｆ Ｂ Ｐ ／ ダ ル ベ ッ コ の 改 良 イ ー グ ル 培 地 （
Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） （ ５ ,０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ ェ ル ） 中 の 未 被 覆 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 平 板 培 養 し た 。
第 ２ 日 目 に 、 Ｇ Ｇ Ｆ ま た は 他 の テ ス ト 因 子 、 な ら び に 最 終 濃 度 １ ０ μ ｍ の Ｂ ｒ ｄ Ｕ を 培 養
に 添 加 し た 。 ４ ８ 時 間 後 （ 第 ４ 日 ） に 、 培 地 に ア ス ピ レ ー タ ー を か け る こ と に よ っ て Ｂ ｒ
ｄ Ｕ の 取 込 み を 停 止 さ せ 、 室 温 に て ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル の ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ２ ０ 分 間 細
胞 を 固 定 し た 。 次 に 、 細 胞 を 水 で 洗 浄 し 、 ３ ７ ℃ に て ２ Ｎ  Ｈ Ｃ ｌ  １ ０ ０ μ ｌ で １ ０ 分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 さ せ た 。 ア ス ピ レ ー シ ョ ン に 続 き 、 ウ ェ ル
に ０ .１ Ｍ ホ ウ 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ .０ ） を 満 た す こ と に よ っ て 残 存 す る 酸 を 中 和 し 、 細 胞 を
リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 し た 。 次 い で 、 細 胞 を ５ ０ μ ｌ の ブ ロ ッ キ ン グ 緩
衝 液 （ ０ .１ ％ ト リ ト ン Ｘ  １ ０ ０ お よ び ２ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ ） で ３ ７ ℃ に
て １ ５ 分 間 処 理 し た 。 ア ス ピ レ ー シ ョ ン の 後 、 マ ウ ス 抗 － Ｂ ｒ ｄ Ｕ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （
Dako Corp., Santa Barbara, CA)（ ５ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 に 希 釈 し た １
.４ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ０ .１ ％ ト リ ト ン Ｘ － １
０ ０ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ３ 回 洗 浄 す る こ と に よ っ て 未 結 合 抗 体 を 除 去 し 、 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ － 結 合 ヤ ギ 抗 － マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ Dako Corp., Santa Barbara, CA)（ ５ ０ μ ｌ ／ ウ

10

20

30

40

50

(21) JP 2007-332153 A 2007.12.27

実 施 例 ８
精 製 さ れ た Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ － IIの さ ら な る 分 裂 促 進 活 性

Ｉ ． 分 裂 促 進 テ ス ト の 方 法



ェ ル 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 に 希 釈 し た ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ ／ ト リ ト ン 中 で ３ 回 洗 浄 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 最 後 に 濯 い だ 後 、 ０ .０ ５ ％
可 溶 性 ク ロ モ ゲ ン ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ Ｏ Ｐ Ｄ ） お よ び ０ .０ ２ ％ Ｈ 2 Ｏ 2 を 含 有 す る
５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ／ ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ５ .０ ） の １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル を ウ ェ ル に 与 え た
。 各 ウ ェ ル か ら の ８ ０ μ ｌ を 、 ２ Ｎ 硫 酸 の ４ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル を 含 有 す る 清 浄 な プ レ ー ト に
ピ ペ ッ ト で 加 え る こ と に よ っ て 、 室 温 に て ５ ～ ２ ０ 分 後 に 反 応 を 停 止 さ せ た 。 プ レ ー ト リ
ー ダ ー （ Dynatech Labs)を 用 い 、 ４ ９ ０ ｎ ｍ で 吸 光 度 を 記 録 し た 。 細 胞 単 層 を 含 有 す る ア
ッ セ イ プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 基 質 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ Ｄ Ａ Ｂ ） の １ ０ ０ μ ｌ
／ ウ ェ ル お よ び ０ .０ ２ ％ Ｈ 2 Ｏ 2 を 添 加 し て 不 溶 性 生 成 物 を 生 じ さ せ る こ と に よ っ て Ｂ ｒ
ｄ Ｕ － Ｄ Ｎ Ａ に つ い て 免 疫 細 胞 化 学 的 に 染 色 し た 。 １ ０ ～ ２ ０ 分 後 、 水 で 洗 浄 す る こ と に
よ っ て 染 色 反 応 を 停 止 さ せ 、 倒 立 顕 微 鏡 を 用 い て Ｂ ｒ ｄ Ｕ － 陽 性 核 を 観 察 し 、 計 数 し た 。
場 合 に よ っ て は 、 陰 性 核 が ０ .０ ０ １ ％ ト ル イ ジ ン ブ ル ー で カ ウ ン タ ー 染 色 さ れ 、 前 記 し
た ご と く に 計 数 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 ス ウ ィ ス （ Swiss）  ３ Ｔ ３  線 維 芽 細 胞 ： 空 気 中 １ ０ ％ Ｃ Ｏ 2 の 湿 潤 雰 囲 気 中 、 ３ ７ ℃ に
て 、 フ ロ ー ・ ラ ブ ズ （ Flow Labs） か ら の 細 胞 を 、 １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 、 ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト
レ プ ト マ イ シ ン を 補 足 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 で 維 持 し た 。 細 胞 に 栄 養 を 与 え 、 ２ 日 毎 に 継 代 培 養
し た 。 分 裂 促 進 ア ッ セ イ の た め に 、 完 全 培 地 中 ５ ,０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 に て 細 胞 を
平 板 培 養 し 、 細 胞 が 密 集 し 休 止 す る ま で １ 週 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 血 清 含 有 培 地 を 取 り
出 し 、 細 胞 単 層 を 無 血 清 培 地 で ２ 回 洗 浄 し た 。 分 裂 促 進 剤 お よ び １ ０ μ Ｍ の Ｂ ｒ ｄ Ｕ を 含
有 す る 無 血 清 培 地 １ ０ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｇ Ｇ Ｆ
お よ び 血 清 ま た は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ （ 陽 性 対 照 と し て ） に 対 す る 用 量 応 答 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Ｂ Ｈ Ｋ （ ベ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 臓 ） ２ １  Ｃ １ ３ 線 維 芽 細 胞 ： 空 気 中 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 の 湿 潤 雰 囲
気 中 、 ３ ７ ℃ に て 、 ５ ％ ト リ プ ト ー ゼ ホ ス フ ェ ー ト ブ ロ ス 、 ５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 、 ペ ン シ リ ン お よ
び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 補 足 し た グ ラ ス ゴ ウ 改 良 イ ー グ ル 培 地 （ Ｇ Ｍ Ｅ Ｍ ） 中 で 、 ユ ー ロ
ピ ー ア ン ・ コ レ ク シ ョ ン ・ オ ブ ・ ア ニ マ ル ・ セ ル ・ カ ル チ ャ ー ズ （ European Collection 
of Animal Cell Cultures)（ Ｅ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ ） か ら の 細 胞 を 維 持 し た 。 細 胞 に 栄 養 を 与 え る か
、 あ る い は ２ 日 な い し ３ 日 毎 に 継 代 培 養 し た 。 分 裂 促 進 ア ッ セ イ の た め に 、 完 全 培 地 中 ２
,０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 で 細 胞 を ２ ４ 時 間 平 板 培 養 し た 。 次 い で 、 血 清 含 有 培 地 を 取
り 出 し 、 無 血 清 培 地 で 洗 浄 し た 後 、 ０ .１ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 含 有 Ｇ Ｍ Ｅ Ｍ ま た は Ｇ Ｍ Ｅ Ｍ 単 独 １ ０
０ μ ｌ で 置 き 換 え た 。 Ｇ Ｇ Ｆ お よ び Ｆ Ｃ Ｓ ま た は ｂ Ｆ Ｇ Ｆ （ 陽 性 対 照 と し て ） を 添 加 し 、
１ ０ μ Ｍ  Ｂ ｒ ｄ Ｕ と 一 致 さ せ 、 ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 細 胞 培 養 を シ ュ
ワ ン 細 胞 に つ い て 前 記 し た ご と く 加 工 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 Ｃ ６ ラ ッ ト 膠 腫 細 胞 系 ： 空 気 中 １ ０ ％ Ｃ Ｏ 2 の 湿 潤 雰 囲 気 中 、 ３ ７ ℃ に て 、 ５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ
、 ５ ％ ウ マ 血 清 （ Ｈ Ｓ ） 、 ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 有 す る Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 で
、 ３ ９ 継 代 で 得 ら れ た 細 胞 を 維 持 し た 。 細 胞 に 栄 養 を 与 え る か 、 あ る い は ３ 日 毎 に 継 代 培
養 し た 。 分 裂 促 進 ア ッ セ イ の た め に 、 完 全 培 地 中 ２ ,０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 で 細 胞 を
平 板 培 養 し 、 ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 無 血 清 培 地 中 で 洗 浄 し た 後 、 １ ： １
の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ お よ び ０ .１ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 含 有 Ｆ １ ２ 培 地 の 混 合 物 で 置 き 換 え た 。 次 い で 、 Ｇ Ｇ Ｆ
、 Ｆ Ｃ Ｓ お よ び α Ｆ Ｃ Ｆ に 対 す る 用 量 応 答 を 行 い 、 他 の 細 胞 型 に つ い て 前 記 し た ご と く に
細 胞 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 加 工 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 Ｐ Ｃ １ ２ （ ラ ッ ト 副 腎 ク ロ ム 親 和 性 細 胞 腫 細 胞 ） ： 空 気 中 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 の 湿 潤 雰 囲 気 中 、
３ ７ ℃ に て 、 コ ラ ー ゲ ン 被 覆 フ ラ ス コ 中 、 １ ０ ％ Ｈ Ｓ 、 ５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 、 ペ ニ シ リ ン お よ び ス
ト レ プ ト マ イ シ ン を 補 足 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ 中 で 、 Ｅ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ か ら の 細 胞 を 維 持 し た
。 培 地 の ８ ０ ％ を 置 き 換 え る こ と に よ っ て 、 ３ 日 毎 に 細 胞 を 栄 養 を 与 え た 。 コ ラ ー ゲ ン 被
覆 プ レ ー ト （ ５ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル コ ラ ー ゲ ン 、 Vitrogen Collagen Corp.、 １ ： ５ ０ 希 釈 、
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II． 分 裂 促 進 ア ッ セ イ で 用 い た 細 胞 系



３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 ） 上 、 完 全 培 地 中 ３ ,０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 に て 細 胞 を 平 板 培 養 し
、 ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 新 鮮 な Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 単 独 ま た は １ ｍ Ｍ イ ン ス リ ン も
し く は １ ％ Ｆ Ｃ Ｓ を 含 有 す る 新 鮮 な Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ で 培 地 を 置 き 換 え た 。 陽 性 対 照 と し て の Ｆ Ｃ
Ｓ ／ Ｈ Ｓ （ １ ： ２ ） に 対 す る お よ び Ｇ Ｇ Ｆ に 対 す る 用 量 応 答 を 前 記 し た ご と く に 行 っ た 。
４ ８ 時 間 後 、 細 胞 を 固 定 し 、 前 記 し た ご と く Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 本 実 施 例 に 示 し た す べ て の 実 験 は 、 Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ － II（ Ｇ Ｇ Ｆ ｓ ） の 混 合 物
を 含 有 す る セ フ ァ ロ ー ス １ ２ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 精 製 工 程 か ら の 高 度 に 精 製 し た 試 料 を 用
い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ま ず 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み ア ッ セ イ で 得 ら れ た 結 果 を 、 J. P. Brockes（ Methods Enzymol. 
147:217, 1987)に よ っ て 記 載 さ れ て い る 、 分 裂 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ へ の ［ １ ２ ５ ］ Ｉ － Ｕ ｄ Ｒ 取
込 み に 基 づ い て シ ュ ワ ン 細 胞 に つ い て の 古 典 的 分 裂 促 進 ア ッ セ イ と 比 較 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 図 １ ２ は 、 同 一 細 胞 培 養 条 件 （ ５ ,０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ ェ ル 、 ５ ％ Ｆ Ｂ Ｐ ／ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 、 Ｇ
Ｇ Ｆ の 存 在 下 で ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト ） で 行 っ た 、 ２ つ の ア ッ セ イ で 得 ら れ た デ ー タ の
比 較 を 示 す 。 明 ら か に 示 さ れ る ご と く 、 結 果 は 同 等 で あ る が 、 グ ラ フ の 左 側 、 す な わ ち Ｇ
Ｇ Ｆ の 低 濃 度 へ の 曲 線 の シ フ ト に よ っ て 示 さ れ る ご と く 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み ア ッ セ イ は 、 わ
ず か に よ り 感 度 が 良 好 の よ う で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 「 分 裂 促 進 テ ス ト 方 法 」 の セ ク シ ョ ン で 述 べ た ご と く 、 Ｏ Ｐ Ｄ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 の
可 溶 性 生 成 物 の 強 度 を 読 む こ と に よ っ て 免 疫 反 応 性 Ｂ ｒ ｄ Ｕ － Ｄ Ｎ Ａ を 定 量 し た 後 、 細 胞
単 層 を 含 有 す る オ リ ジ ナ ル の ア ッ セ イ プ レ ー ト は 第 ２ の 反 応 を 受 け て 不 溶 性 Ｄ Ａ Ｂ 生 成 物
が 生 じ 、 こ れ は Ｂ ｒ ｄ Ｕ 陽 性 核 を 染 色 す る 。 次 い で 、 ミ ク ロ 培 養 を 倒 立 顕 微 鏡 で 調 査 で き
、 細 胞 の 形 態 学 お よ び Ｂ ｒ ｄ Ｕ － 陽 性 お よ び 陰 性 核 の 数 を 観 察 で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 図 １ ３ Ａ お よ び 図 １ ３ Ｂ に お い て 、 ４ ９ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 読 む こ と に よ っ て 評 価
し た Ｂ ｒ ｄ Ｕ － Ｄ Ｎ Ａ 免 疫 反 応 性 を 、 同 一 培 養 で 計 数 し た 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ － 陽 性 核 の 数 に 対 し
て 、 ウ ェ ル 当 た り の 細 胞 の 合 計 数 に 対 す る Ｂ ｒ ｄ Ｕ － 陽 性 核 の パ ー セ ン テ ー ジ に 対 し て 比
較 す る 。 標 準 偏 差 は １ ０ ％ 未 満 で あ っ た 。 ２ つ の 評 価 方 法 は 非 常 に 良 好 な 相 関 を 示 し 、 最
高 用 量 の Ｇ Ｇ Ｆ に お け る 値 間 の 矛 盾 は 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ － 陽 性 と し て 検 出 さ れ た 細 胞 に お け る Ｄ
Ｎ Ａ 合 成 の 異 な る 程 度 に よ っ て 説 明 で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 従 っ て 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み ア ッ セ イ は 、 （ １ ２ ５ ） Ｉ － Ｕ ｄ Ｒ 取 込 み ア ッ セ イ と 比 較 し た
場 合 、 シ ュ ワ ン 細 胞 上 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 に つ い て の さ ら な る 有 用 な 情 報 を 提
供 で き る 。 例 え ば 、 図 １ ５ に 報 告 す る デ ー タ は 、 Ｇ Ｇ Ｆ は シ ュ ワ ン 細 胞 に 作 用 し て Ｄ Ｎ Ａ
合 成 を 誘 導 で き る が 、 よ り 低 用 量 で は 、 ４ ８ 時 間 後 に ミ ク ロ 培 養 中 に 存 在 す る 陰 性 細 胞 の
数 を 増 加 さ せ る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 該 ア ッ セ イ を 異 な る 起 源 の い く つ か の 細 胞 系 に 用 い た 。 図 １ ５ に お い て 、 Ｇ Ｇ Ｆ に 対 す
る シ ュ ワ ン 細 胞 お よ び Swiss ３ Ｔ ３ 線 維 芽 細 胞 の 分 裂 促 進 応 答 を 比 較 し た ;３ Ｔ ３ 線 維 芽
細 胞 で 得 ら れ た 弱 い 応 答 に も 拘 わ ら ず 、 い く つ か の 明 瞭 に Ｂ ｒ ｄ Ｕ － 陽 性 の 核 が こ れ ら の
培 養 で 検 出 さ れ た 。 Ｆ Ｃ Ｓ ま た は ヒ ト 組 換 え Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ の い く つ か の 用 量 の 存 在 下 で 、 対 照
培 養 を 平 行 し て 行 い 、 細 胞 は 適 当 な 刺 激 に 対 し て 応 答 し 得 る こ と が 示 さ れ た （ 図 示 せ ず ）
。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 Ｂ Ｈ Ｋ ２ １  Ｃ １ ３ 細 胞 系 を 用 い て 、 Ｇ Ｇ Ｆ に 応 答 す る 線 維 芽 細 胞 の 能 力 を さ ら に 調 べ
た 。 腎 臓 由 来 の こ れ ら の 線 維 芽 細 胞 は 接 触 阻 止 を 示 さ な い か 、 あ る い は 密 集 し た 場 合 に は
休 止 状 態 に 達 す る 。 従 っ て 、 細 胞 活 性 を 危 う く す る こ と な く 非 常 に 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
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III． 分 裂 促 進 ア ッ セ イ の 結 果



増 殖 を 有 す る よ う に 実 験 条 件 を 設 計 し た 。 図 １ ６ お よ び 図 １ ７ に よ っ て 示 さ れ る ご と く 、
Ｇ Ｇ Ｆ は 、 Ｂ Ｈ Ｋ ２ １  Ｃ １ ３ 細 胞 に 対 す る 有 意 な 分 裂 促 進 活 性 を 有 す る 。 図 １ ６ は 、 ０ .
１ ％ Ｆ Ｃ Ｓ の 存 在 下 で Ｇ Ｇ Ｆ に よ っ て 刺 激 さ れ た Ｂ Ｈ Ｋ  ２ １  Ｃ １ ３ 細 胞 に よ る Ｂ ｒ ｄ Ｕ
の Ｄ Ｎ Ａ へ の 取 込 み を 示 す 。 Ｆ Ｃ Ｓ に 対 す る 良 好 な 分 裂 促 進 応 答 は 、 細 胞 培 養 条 件 が 限 定
的 で な い こ と を 示 す 。 図 １ ７ に お い て 、 Ｇ Ｇ Ｆ の 分 裂 促 進 効 果 は 、 ウ ェ ル 当 た り の 、 Ｂ ｒ
ｄ Ｕ － 陽 性 お よ び Ｂ ｒ ｄ Ｕ － 陰 性 の 数 と し て 、 お よ び 計 数 し た 細 胞 の 合 計 数 と し て 表 す 。
デ ー タ は 、 二 連 で 行 っ た ２ つ の 実 験 の 代 表 で あ り ； ウ ェ ル 当 た り 少 な く と も ３ つ の フ ィ ー
ル ド を 計 数 し た 。 低 用 量 に お け る 増 殖 効 果 に 加 え て シ ュ ワ ン 細 胞 で 観 察 さ れ た ご と く 、 Ｇ
Ｇ Ｆ は ま た 非 応 答 性 細 胞 の 生 存 数 を 増 加 さ せ る 。 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 陽 性 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ は 培
地 に 添 加 し た Ｇ Ｇ Ｆ の 増 加 す る 量 に 比 例 す る 。 高 濃 度 の Ｇ Ｇ Ｆ の 存 在 下 に お け る ４ ８ 時 間
後 に お け る 細 胞 の 合 計 数 は 少 な く と も ２ 倍 と な り 、 Ｇ Ｇ Ｆ は Ｂ Ｈ Ｋ ２ １  Ｃ １ ３ 細 胞 で Ｄ
Ｎ Ａ 合 成 お よ び 増 殖 を 誘 導 す る こ と が 確 認 さ れ る 。 同 一 条 件 下 、 ２ ％ Ｆ Ｃ Ｓ の 存 在 下 で ４
８ 時 間 維 持 し た 細 胞 は 約 ６ 倍 の 増 加 を 示 し た （ 図 示 せ ず ） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 Ｃ ６ 膠 腫 細 胞 は 、 グ リ ア 細 胞 特 性 を 研 究 す る 有 用 な モ デ ル を 提 供 し た 。 発 現 さ れ た 表 現
型 は 、 細 胞 の 継 代 に 依 存 す る ら し く 、 細 胞 は 初 期 段 階 に お け る 星 状 膠 細 胞 の 表 現 型 、 お よ
び 後 の 段 階 に お け る （ 継 代 ７ ０ を 超 え る ） 稀 突 起 膠 細 胞 の 表 現 型 に よ く 似 て い る 。 こ れ ら
の 実 験 で 用 い た Ｃ ６ 細 胞 は 継 代 ３ ９ な い し 継 代 ５ ２ の も の で あ っ た 。 Ｃ ６ 細 胞 は 高 度 に 増
殖 性 の 集 団 で あ り 、 従 っ て 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み の 非 常 に 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 有 す る よ う
に 実 験 条 件 を 最 適 化 し た 。 Ｆ Ｃ Ｓ に 対 す る 用 量 応 答 に よ っ て 示 さ れ る ご と く （ 図 １ ８ ） 、
分 裂 促 進 応 答 に 有 意 に 影 響 す る こ と な く 、 細 胞 活 性 を 維 持 す る の に ０ .１ ％ の 血 清 の 存 在
が 必 要 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 図 １ ９ に お い て 、 ａ Ｆ Ｇ Ｆ （ 酸 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ） お よ び Ｇ Ｇ Ｆ に 対 す る 分 裂 促 進
応 答 は 、 Ｆ Ｃ Ｓ （ ８ ％ ） の 存 在 下 で 得 ら れ た 最 大 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み の パ ー セ ン テ ー ジ と し て
表 す 。 値 は 、 二 連 で 行 っ た ２ つ の 実 験 の 平 均 で あ る 。 Ｇ Ｇ Ｆ の 効 果 は ａ Ｆ Ｇ Ｆ の 純 粋 な 調
製 物 の そ れ に 匹 敵 す る も の で あ っ た 。 ａ Ｆ Ｇ Ｆ は Ｃ ６ 細 胞 に 特 異 的 な 成 長 因 子 と し て 記 載
さ れ （ Lim R. et al., Cell Regulation :741-746,1990)、 そ の 理 由 で 、 そ れ は 陽 性 対 照
と し て 用 い ら れ た 。 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 陽 性 お よ び 陰 性 細 胞 の 直 接 計 数 は 、 ミ ク ロ 培 養 に お け る 高 細
胞 密 度 の た め 可 能 で は な か っ た 。 こ れ ま で 報 告 し た 細 胞 系 と は 対 照 的 に 、 Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 は
、 Ｐ Ｃ １ ２ が 血 清 （ 細 胞 の 維 持 に ル ー チ ン 的 に 使 用 さ れ る Ｆ Ｃ Ｓ ま た は Ｈ Ｓ の 混 合 物 ） に
応 答 で き る 培 養 条 件 下 で 処 理 す る 場 合 、 Ｇ Ｇ Ｆ Ｓ に 対 す る い ず れ の 明 ら か な 応 答 性 も 示 さ
な か っ た 。 そ れ に も 拘 わ ら ず 、 ウ ェ ル 当 た り の 平 板 培 養 し た 細 胞 の 数 は Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 の 挙
動 に 影 響 を 与 え る ら し く 、 従 っ て 、 さ ら な る 実 験 が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】

　 ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 実 験 は 、 高 度 に 精 製 し た ウ シ 下 垂 体 Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ － IIを 用
い て 行 っ た 。 配 列 を 記 載 す る の に 通 常 の 一 文 字 コ ー ド を 用 い た 。 ペ プ チ ド は 、 １ １ ％ Ｓ Ｄ
Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ の ５ ５ － ６ ５ Ｒ Ｄ 領 域 か ら 流 出 （ 前 記 し た マ ー カ ー に 対 す る Ｍ Ｗ ） し た 物 質
に つ い て 行 っ た Ｇ Ｇ Ｆ － IIの リ シ ル エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ 消 化 を 用 い 、 還 元 し カ ル ボ キ シ メ
チ ル 化 し た 試 料 に つ き 行 っ た 、 リ シ ル エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ お よ び プ ロ テ ア ー ゼ Ｖ ８ 消 化 に
よ っ て 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 合 計 ２ １ の ペ プ チ ド 配 列 （ 図 ８ 、 配 列 番 号 １ ～ ２ ０ 、 １ ６ ５ 参 照 ） が Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ に つ き
得 ら れ 、 そ の う ち １ ２ の ペ プ チ ド （ 図 ９ 、 配 列 番 号 １ 、 ２ ２ ～ ２ ９ 、 １ ７ 、 １ ９ お よ び ３
２ 参 照 ） が 現 在 の タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス に は 存 在 せ ず 、 従 っ て 、 ユ ニ ー ク な 配 列 を 表 す
。 合 計 １ ２ の ペ プ チ ド 配 列 （ 図 １ ０ 、 配 列 番 号 ４ ２ ～ ５ ０ お よ び １ ６ １ － １ ６ ３ ） が Ｇ Ｇ
Ｆ － IIに つ い て 得 ら れ 、 そ の う ち １ ０ の ペ プ チ ド （ 図 １ １ 、 配 列 番 号 ４ ２ ～ ５ ０ ） が 現 在
の タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス に 存 在 せ ず 、 従 っ て 、 ユ ニ ー ク な 配 列 を 表 す （ 例 外 は 、 少 数 の
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実 施 例 ９
精 製 し た Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ － IIの ア ミ ノ 酸 配 列



残 基 で あ れ ば 恐 ら く は 重 要 で な い 多 く の タ ン パ ク 質 に お い て 同 一 の 配 列 を 示 す ペ プ チ ド Ｇ
Ｇ Ｆ － II ０ ６ で あ る ） 。 こ れ ら の 新 規 な 配 列 は 、 Ｇ Ｇ Ｆ Ｉ お よ び IIの 真 実 の ア ミ ノ 酸 配
列 の 一 部 に 極 め て 対 応 し て い る よ う で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 明 ら か に 高 度 に 関 連 す る 、 Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ  ０ ７ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ － II １ ２ の 配 列 に 特 別 の 注 意
を 払 う こ と が で き る 。 類 似 性 は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド の 配 列 は 、 ほ と ん ど 確 か に 割 り 当 て ら
れ た Ｇ Ｇ Ｆ 種 の も の で あ り 、 汚 染 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る も の で は ほ と ん ど な い よ う で あ る
こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 加 え て 、 ペ プ チ ド Ｇ Ｇ Ｆ － II ０ ２ に お い て 、 配 列 Ｘ  Ｓ  Ｓ は 、 Ｘ で 示 さ れ る 位 置 の ア
ス パ ラ ギ ン 上 の Ｎ 結 合 カ ル ボ ヒ ド レ ー ト 残 基 の 存 在 と 合 致 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 一 般 に 、 図 ８ お よ び １ ０ に お い て 、 Ｘ は 未 知 の 残 基 を 表 し 、 こ れ は 、 配 列 決 定 サ イ ク ル
に は 同 等 の サ イ ズ の １ を 超 え る シ グ ナ ル が あ る か 、 あ る い は シ グ ナ ル が 存 在 し な い の で 、
単 一 の 位 置 が 確 実 性 を 持 っ て 呼 ば れ な い 配 列 決 定 サ イ ク ル を 示 す 。 星 印 は 、 最 後 で あ る と
考 え ら れ る ア ミ ノ 酸 が そ の ペ プ チ ド に 存 在 す る 最 後 の ア ミ ノ 酸 で あ る ペ プ チ ド 示 す 。 残 り
の ペ プ チ ド に お い て 、 最 後 で あ る と 考 え ら れ る ア ミ ノ 酸 の 後 の シ グ ナ ル 強 度 は 、 配 列 の 命
名 を そ の ペ プ チ ド 末 端 ま で 継 続 す る の に 不 十 分 で あ っ た 。 右 側 の カ ラ ム は 、 Ｎ Ｂ Ｒ Ｆ お よ
び Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 分 析 す る た め の Ｇ Ｃ Ｇ パ ッ ケ ー ジ Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ お よ び Ｔ Ｆ Ａ
Ｓ Ｔ Ａ プ ロ グ ラ ム を 用 い た コ ン ピ ュ ー タ ー デ ー タ ベ ー ス サ ー チ の 結 果 を 示 す 。 こ の カ ラ ム
に お け る タ ン パ ク 質 の 名 称 は 、 そ の 配 列 の 一 部 の 、 最 大 ２ つ の ミ ス マ ッ チ を 可 能 と す る と
考 え ら れ る ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 と の 同 一 性 を 示 す 。 疑 問 符 は ３ つ の 可 能 な ミ ス マ ッ チ を
示 す 。 用 い た 略 字 は 以 下 の 通 り で あ る 。
Ｈ Ｍ Ｇ － １ 　 　 　 　 高 移 動 性 群 タ ン パ ク 質 － １
Ｈ Ｍ Ｇ － ２ 　 　 　 　 高 移 動 性 群 タ ン パ ク 質 － ２
Ｌ Ｈ － ア ル フ ァ 　 　 黄 体 形 成 ホ ル モ ン ア ル フ ァ サ ブ ユ ニ ッ ト
Ｌ Ｈ － ベ ー タ 　 　 　 黄 体 形 成 ホ ル モ ン ベ ー タ サ ブ ユ ニ ッ ト
【 ０ １ ０ ８ 】

　 Ｇ Ｇ Ｆ － IIヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 単 離 お よ び ク ロ ー ニ ン グ は 、 ペ プ チ ド 配 列 情 報 お よ び ラ
イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ を 用 い 、 こ こ に 概 略 を 述 べ る ご と く 行 い 、 ま た 、 後 記 す る ご と
く に 行 っ た 。 図 １ ０ お よ び １ １ の ペ プ チ ド は 、 Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ 配 列 の 単 離 お よ び ク ロ ー ニ ン グ
、 続 い て の こ こ に 記 載 す る 技 術 に つ い て の 出 発 点 と し て 用 い る こ と が で き る の が 認 識 さ れ
よ う 。 事 実 、 図 ２ ０ 、 配 列 番 号 ５ １ ～ ８ ４ は 、 こ の 目 的 の た め の 可 能 な 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ロ ー ブ を 示 し 、 図 ２ ２ 、 配 列 番 号 ８ ６ ～ １ １ ５ は 、 可 能 な Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を リ
ス ト す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は Ｇ Ｇ Ｆ － IIに 関 し こ の 手 段 に よ っ て 得 ら
れ る は ず で あ り 、 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 お よ び か か る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 一 体 化 さ せ る 発 現 ベ ク タ
ー 、 か か る 構 築 物 ／ ベ ク タ ー を 一 体 化 さ せ る こ と に よ っ て 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 宿 主 細 胞 、
お よ び か か る 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 も 同 様 で あ る 。 本 発 明
は か か る 主 題 に も 関 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　 変 性 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー プ ロ ー ブ は 、 （ 精 製 Ｇ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 か ら 生 成 し た ペ プ チ ド に 由
来 す る ） ア ミ ノ 酸 配 列 を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 逆 翻 訳 す る こ と に よ っ て 設 計 し た 。 オ リ ゴ マ
ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の コ ー デ ィ ン グ 鎖 ま た は 非 コ ー デ ィ ン グ 鎖 い ず れ か を 表 す 。 セ リ ン 、 ア
ル ギ ニ ン ま た は ロ イ シ ン が オ リ ゴ マ ー 設 計 に 含 ま れ る 場 合 、 ２ つ の 別 々 の 合 成 物 を 調 製 し
て 不 明 確 さ を 回 避 し た 。 例 え ば 、 セ リ ン は ５ ３ ７ お よ び ５ ３ ８ ま た は ６ ０ ９ お よ び ６ １ ０
に お け る ご と く Ｔ Ｃ Ｎ ま た は Ａ Ｇ Ｙ に よ っ て コ ー ド さ れ た 。 同 様 の コ ド ン 分 裂 が ア ル ギ ニ
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実 施 例 １ ０
Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ － IIペ プ チ ド を 含 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 単 離 お よ び ク ロ ー ニ ン グ

Ｉ ． オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー の 設 計 お よ び 合 成



ン ま た は ロ イ シ ン で な さ れ て い る （ 例 え ば 、 ５ ４ ４ 、 ５ ４ ５ ） 。 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー は 、 ０
.２ マ ク イ ロ モ ル 規 模 の 合 成 で 働 く β － シ ア ノ エ チ ル 化 学 を 用 い 、 バ イ オ サ ー チ （ Biosear
ch） ８ ７ ５ ０ 　 ４ － カ ラ ム で 合 成 し た 。 オ リ ゴ マ ー を カ ラ ム （ ５ ０ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム Ｃ
ｐ Ｇ 樹 脂 ） か ら 切 断 し 、 ５ ５ ～ ６ ０ ℃ で ６ ～ ２ ４ 時 間 濃 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 中 で 脱 保 護 し
た 。 脱 保 護 オ リ ゴ マ ー を 真 空 下 （ Speedvac） で 乾 燥 し 、 １ ５ ％ ア ク リ ル ア ミ ド （ ２ ０ モ ノ
： １ ビ ス ） の ゲ ル 、 ７ Ｍ 尿 素 を 含 有 す る ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 緩 衝 液 に て の 電 気 泳 動
に よ っ て 精 製 し た 。 Ｕ Ｖ シ ャ ド ウ イ ン グ に よ っ て 、 ゲ ル 中 に て 全 長 オ リ ゴ マ ー を 検 出 し 、
次 い で 、 バ ン ド を 切 り 出 し 、 振 と う し つ つ ４ ～ １ ６ 時 間 、 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー を １ .５ ｍ ｌ
ず つ の 水 に 溶 出 さ せ た 。 溶 出 物 を 乾 燥 し 、 ０ .１ ｍ ｌ の 水 に 再 溶 解 さ せ 、 吸 光 度 測 定 を ２
６ ０ ｎ ｍ で 行 っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 濃 度 は 以 下 の 式 に 従 っ て 求 め た 。
（ Ａ ２ ６ ０ ｘ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ ） （ ６ ０ .６ ／ 長 さ ＝ ｘ μ Ｍ ）
　 す べ て の オ リ ゴ マ ー を 水 の 添 加 に よ っ て ５ ０ μ Ｍ 濃 度 に 調 整 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 前 記 の ご と く 設 計 し た 変 性 プ ロ ー ブ を 図 ２ ０ 、 配 列 番 号 ５ ４ ～ ８ ８ に 示 す 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 以 下 の 改 変 を 施 し た 、 プ ロ ー ブ で 用 い た も の と 実 質 的 に 同 一 の 方
法 に よ っ て 調 製 し た 。 制 限 部 位 を 含 有 す る １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド の リ ン カ ー を 、 ベ ク タ ー に
ク ロ ー ニ ン グ す る の に 用 い る た め 縮 重 オ リ ゴ マ ー の ５ ’ 末 端 に 含 ま せ た 。 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 は 、
１ ,０ ０ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム Ｃ ｐ Ｇ 樹 脂 を 用 い て １ マ イ ク ロ モ ル の 規 模 で 行 い 、 す べ て の
４ 種 の ヌ ク レ オ チ ド が 通 常 は 縮 重 プ ロ ー ブ に 一 体 化 さ れ る 位 置 で イ ノ シ ン を 用 い た 。 Ｐ Ｃ
Ｒ プ ラ イ マ ー の 精 製 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 精 製 に 続 い て の エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 含 む も の で あ っ た
。
【 ０ １ １ ３ 】

　 ウ シ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は Stratagene(カ タ ロ グ 番 号 :945701)か ら 購 入 し た 。 該
ラ イ ブ ラ リ ー は ベ ク タ ー ラ ム ダ Ｄ ａ ｓ ｈ IIに ク ロ ー ン 化 し た ２ × １ ０ 6 　 １ ５ ～ ２ ０ ｋ ｂ  
Ｓ ａ ｕ ３ Ａ ｌ 部 分 ウ シ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 含 有 す る も の で あ っ た 。 ウ シ 全 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー は Clonetech (カ タ ロ グ 番 号 :BL10139)か ら 購 入 し た 。 相 補 Ｄ Ｎ Ａ ラ ブ ラ リ ー は 、 ウ シ 全
脳 、 ウ シ 下 垂 体 お よ び ウ シ 下 垂 体 後 葉 か ら 調 製 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 構 築 し た （ ヴ ァ イ ト ロ ジ
ェ ン （ Vitrogen） 中 ： ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） ） 。 Vitrogen調 製 し た ２ つ の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に お い て ； １ の ラ イ ブ ラ リ ー は ベ ク タ ー ラ ム ダ ｇ １ ０ に お け る も の で あ り
、 他 の ラ イ ブ ラ リ ー は ベ ク タ ー ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ Ｉ に お け る も の で あ っ た （ プ ラ ス ミ ド ラ イ ブ ラ
リ ー ） 。 ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） ラ イ ブ ラ リ ー は ベ ク タ ー ラ ム ダ 　 ユ ニ ザ ッ プ （ un
izap） に て 調 製 し た 。 集 合 的 に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は １ ４ ０ ０ 万 の 一 次 組 換 え フ ァ ー
ジ を 含 有 す る も の で あ っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 プ レ ー ト 当 た り １ ５ ０ ,０ ０ ０ な い し ２ ０ ０ ,０ ０ ０ フ ァ ー ジ プ ラ ー ク に て 、 ウ シ ゲ ノ ム
ラ イ ブ ラ リ ー を ２ ３ × ２ ３ ｃ ｍ の プ レ ー ト （ Ｎ ｕ ｎ ｃ ） 上 の 大 腸 菌 Ｋ １ ２ 宿 主 株 Ｌ Ｅ ３ ９
２ に 平 板 培 養 し た 。 各 プ レ ー ト は 、 約 １ の ウ シ ゲ ノ ム 当 量 を 示 し た 。 ３ ７ ℃ に お け る 一 晩
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 該 プ レ ー ト を 冷 却 し 、 Maniatis et al． （ 2:60-81） の 手 法
に 従 っ て 複 製 フ ィ ル タ ー を 調 製 し た 。 ４ つ の プ ラ ー ク リ フ ト を 各 プ レ ー ト か ら 非 荷 電 ナ イ
ロ ン 膜 （ Pall Biodyne A ま た は MSI Nitropure） に 調 製 し た 。 Ｕ Ｖ 光 の 下 で ５ 分 間 架 橋 さ
せ る か 、 あ る い は ８ ０ ℃ 、 真 空 下 で ２ 時 間 加 熱 す る こ と に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ を 該 膜 に 固 定 化 し
た 。 供 給 業 者 の 仕 様 に 従 い 、 ガ ン マ ３ ２ Ｐ  Ａ Ｔ Ｐ （ New England Nuclear:６ ５ ０ ０ Ｃ ｉ
／ ミ リ モ ル ） と 共 に Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ (New England Biolabs)を 用 い て Ｄ Ｎ
Ａ プ ロ ー ブ を 標 識 し た 。 略 言 す れ ば 、 ３ ７ ℃ に て 、 ６ ０ ０ μ Ｃ ｉ ガ ン マ 3 2 Ｐ － Ａ Ｔ Ｐ お よ
び ５ ユ ニ ッ ト の Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ の 存 在 下 で 、 ５ ０ ピ コ モ ル の 縮 重 Ｄ Ｎ Ａ オ
リ ゴ マ ー を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を 終 結 さ せ 、 ゲ ル 電 気 泳 動 負 荷 緩 衝 液 を 添
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II． ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ



加 し 、 次 い で 、 電 気 泳 動 に よ っ て 放 射 性 同 位 体 標 識 プ ロ ー ブ を 精 製 し た 。 ３ ２ Ｐ 標 識 プ ロ
ー ブ を ゲ ル ス ラ イ ス か ら 切 り 出 し 、 水 中 に 溶 出 さ せ た 。 別 法 と し て 、 Schowalterお よ び So
mmer, Anal. Biochem 177:90-94 (1989)の プ ロ ト コ ル に 従 っ て α － ３ ２ Ｐ － ｄ Ａ Ｔ Ｐ ま た
は α － ３ ２ Ｐ  ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 一 体 化 す る こ と に よ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 介 し
て 標 識 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で 標 識 し た プ ロ ー ブ を 、 セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ － １ ５ ０ カ ラ ム で 脱 塩
す る こ と に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 Ｇ Ｍ Ｃ 緩 衝 液 （ ０ .５ ２ Ｍ  Ｎ ａ Ｐ ｉ 、 ７ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 １ .５ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
、 ０ .１ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 　 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ  ｔ Ｒ Ｎ Ａ ） 中 で プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ
び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 洗 浄 は 、 オ リ ゴ ウ ォ ッ シ ュ （ oligowash） （ １ ６ ０
ｍ ｌ  １ Ｍ  Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4 、 ２ ０ ０ ｍ ｌ  ２ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ８ .０ ｍ ｌ  ０ .５ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １
０ ０ ｍ ｌ  ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ６ ３ ２ ｍ ｌ  Ｈ 2 Ｏ ） 中 で 行 っ た 。 典 型 的 に は 、 １ ０ の ウ シ ゲ
ノ ム 当 量 の 複 製 コ ピ ー を 表 す ２ ０ の フ ィ ル タ ー （ 各 々 ４ ０ ０ ｓ ｑ ． セ ン チ メ ー タ ー ） を 、
１ ０ ０ ピ コ モ ル の 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ （ １ ２ ８ ～ ５ １ ２ 倍 縮 重 ） を 含 む ２ ０
０ ｍ ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
は 、 縮 重 プ ロ ー ブ に つ い て 計 算 し た 最 小 融 解 温 度 の ５ ℃ 以 下 で 一 晩 起 こ さ せ た 。 最 小 融 解
温 度 の 計 算 は 、 Ａ Ｔ 対 に つ き ２ ℃ を 、 Ｇ Ｃ 対 に つ き ４ ℃ を 見 積 も っ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 フ ィ ル タ ー は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 で 反 復 し て 交 換 し た オ リ ゴ ウ ォ ッ シ ュ 中 で
４ な い し ５ 時 間 、 お よ び 最 後 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ 長 に 応 じ た 温 度 に て １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 ３
.２ Ｍ 塩 化 テ ト ラ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム で ３ ０ 分 間 ２ 回 洗 浄 し た 。 ２ ０ 量 体 に つ い て は 、 最
終 洗 浄 温 度 は ６ ０ ℃ で あ っ た 。 フ ィ ル タ ー を 取 り 付 け 、 次 い で 、 増 感 ス ク リ ー ン （ Dupont
 Cronex Lightening Plus)を 用 い て Ｘ － 線 フ ィ ル ム （ Kodak XAR5） に 暴 露 し た 。 通 常 、 －
８ ０ ℃ に お け る ３ 日 な い し ５ 日 間 の フ ィ ル ム 暴 露 が 、 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ン に
お け る 二 連 シ グ ナ ル を 検 出 す る の に 十 分 で あ っ た 。 結 果 の 分 析 に 続 き 、 フ ィ ル ム を ス ト リ
ッ プ し 、 再 プ ロ ー ブ で き る 。 フ ィ ル タ ー は 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ｐ Ｈ ８ ） を 含 有 す る １
％ Ｓ Ｄ Ｓ の 溶 液 中 、 フ ル パ ワ ー の マ イ ク ロ 波 オ ー ブ ン 中 で の １ ５ 分 間 の ２ 回 の 連 続 的 サ イ
ク ル を 通 じ て イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て ス ト リ ッ プ し た 。 少 な く と も ３ な い し ４ サ
イ ク ル の ス ト リ ッ ピ ン グ お よ び 種 々 の プ ロ ー ブ で の 再 プ ロ ー ビ ン グ に よ り フ ィ ル タ ー を 採
取 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 こ れ ら の 手 法 は で 記 載 さ れ て い る 標 準 的 な プ ロ ト コ ル に 従 う も の で あ っ
た （ Maniatis et al 2:60-2:81)。
【 ０ １ １ ８ 】

　 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 供 給 業 者 （ New England Biolabs)に よ っ て 推 奨 さ れ る 条 件 に 従
い 、 組 換 え フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ 試 料 （ ２ マ イ ク ロ グ ラ ム ） を 消 化 し た 。 ３ ７ ℃ に お け る ４ 時 間
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 き 、 ０ .１ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び ３ 容 量 の エ タ ノ ー ル の 存 在
下 で 、 反 応 生 成 物 を 沈 殿 さ せ た 。 沈 殿 さ せ た Ｄ Ｎ Ａ を 遠 心 に よ っ て 収 集 し 、 ７ ５ ％ エ タ ノ
ー ル 中 で 濯 ぎ 、 乾 燥 し た 。 す べ て の 懸 濁 し た 試 料 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 負 荷 し た （ 典 型 的 に
は 、 Ｔ Ａ Ｅ 緩 衝 液 ； ０ .０ ４ Ｍ ト リ ス ア セ テ ー ト 、 ０ .０ ０ ２ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中 １ ％ ） 。 １ セ
ン チ メ ー タ ー 当 た り １ ボ ル ト に て ４ な い し ２ ０ 時 間 、 ゲ ル を 泳 動 さ せ た 。 マ ー カ ー は ラ ム
ダ Ｈ ｉ ｎ ｄ 　 III  Ｄ Ｎ Ａ 断 片 お よ び ／ ま た は φ Ｘ １ ７ ４ Ｈ ａ ｅ III Ｄ Ｎ Ａ （ New England
 Biolabs)を 含 む も の で あ っ た 。 ゲ ル を ０ .５ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ ｌ の 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染
色 し 、 写 真 を 撮 っ た 。 サ ザ ー ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に つ い て は 、 ０ .１ ２ ５ Ｎ  Ｈ Ｃ ｌ で の 処 理
に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ を ま ず ゲ ル 中 で 脱 プ リ ン 化 し 、 ０ .５ Ｎ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ で 変 性 し 、 ２ ０ × Ｓ Ｓ Ｃ
（ ３ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０ .０ ３ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 中 に て 非 荷 電 ナ イ ロ ン 膜 に 移 し
た 。 ブ ロ ッ テ ィ ン グ は ６ 時 間 か ら ２ ４ 時 間 ま で 行 い 、 次 い で 、 ０ .５ ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ  ｐ Ｈ ７
.５ 、 ０ .１ ５ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 中 で 中 和 し 、 次 い で 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － ホ ウ 酸 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 中
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III． 組 換 え フ ァ ー ジ の 単 離 、 増 殖 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 調 製
組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法

IV． Ｄ Ｎ Ａ 消 化 お よ び サ ザ ー ン ブ ロ ッ ト を 用 い る 単 離 し た ク ロ ー ン の 分 析



で 簡 単 に 濯 い だ 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 架 橋 に つ い て は 、 フ ィ ル タ ー を ま ず 透 明 プ ラ ス チ ッ ク ラ ッ プ に 包 み 、 次 い で 、 Ｄ Ｎ Ａ 側
を 紫 外 光 に ５ 分 間 暴 露 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 は ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ
ー ニ ン グ に つ い て 記 載 し た ご と く に 行 っ た （ 本 実 施 例 の セ ク シ ョ ン ２ 参 照 ） 。 同 様 の 遺 伝
子 が 他 の 種 に 存 在 す る か 否 か を 判 断 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に わ ず か に
修 飾 を 施 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ フ ィ ル タ ー は コ ロ ネ テ ッ ク （ Clonetech） （ カ タ ロ グ 番 号 ７ ７ ５ ３
－ １ ） か ら 購 入 し 、 そ れ は 、 レ ー ン 当 た り 種 々 の 種 か ら の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 消 化 Ｄ Ｎ Ａ を ５ マ イ
ク ロ グ ラ ム を 含 有 す る も の で あ っ た 。 前 記 し た セ ク シ ョ ン ２ に 記 載 し た ご と く Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅
反 応 に よ っ て プ ロ ー ブ を 標 識 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 １ ０ ％ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン を
含 有 す る ８ ０ ％ 緩 衝 液 Ｂ （ ２ ｇ の ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ２ ｇ の Ｆ ｉ ｃ ｏ ｌ ｌ － ４ ０ ０ 、
２ ｇ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ５ ０ ｍ ｌ の １ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ .５ ） 、 ５ ８ ｇ の Ｎ
ａ Ｃ ｌ 、 １ ｇ の ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ０ ｇ の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ９ ５ ０ ｍ ｌ の
Ｈ 2 Ｏ ） 中 で 行 っ た 。 プ ロ ー ブ は 、 １ ０ 分 間 煮 沸 し 、 次 い で 、 氷 水 中 で 迅 速 に 冷 却 す る こ
と に よ っ て 変 性 し た 。 プ ロ ー ブ を 、 １ ｍ ｌ 当 た り １ ０ 6 ｄ ｐ ｍ 3 2 Ｐ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 緩 衝 液 に 添 加 し 、 ６ ０ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 フ ィ ル タ ー を 、 ６ ０ ℃ で ま ず 緩
衝 液 Ｂ 中 で 、 続 い て ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 次 い で １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で
洗 浄 し た 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に つ い て は 、 実 験 、 最 終 洗 浄 を ０ .１ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 １ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ 中 で 温 度 を ６ ５ ℃ ま で 上 昇 さ せ て 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 サ ザ ー ン ブ ロ ッ ト デ ー タ を 用 い て 、 ゲ ノ ム ク ロ ー ン の 制 限 地 図 を 作 成 し 、 い ず れ の サ ブ
断 片 が Ｇ Ｇ Ｆ プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た か を 示 し た （ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の た め の 候 補
） 。
【 ０ １ ２ １ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 消 化 物 （ 例 え ば 、 ５ マ イ ク ロ グ ラ ム ） を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 負 荷 し 、 次 い で 、
適 当 な 断 片 を 染 色 後 の ゲ ル か ら 切 り 出 し た 。 ガ ラ ス ビ ー ズ へ の 吸 着 お よ び 供 給 業 者 （ Bio 
101)に よ っ て 記 載 さ れ て い る プ ロ ト コ ル を 用 い る 溶 出 に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。 回 収 し
た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ｎ ｇ ） を 、 Ｔ ４ リ ガ ー ゼ （ New England Biolabs)を 用 い 、
ｐ Ｃ Ｕ １ ８ の 誘 導 体 で あ る 線 状 化 脱 リ ン 酸 化 ベ ク タ ー 、 例 え ば ｐ Ｔ ３ Ｔ ７ （ Ambion） に 連
結 し た 。 こ の ベ ク タ ー は 大 腸 菌 β ラ ク タ マ ー ゼ を 担 持 し 、 よ っ て 、 形 質 転 換 体 は ア ン ピ シ
リ ン を 含 有 す る プ レ ー ト で 選 択 で き る 。 ま た 、 該 ベ ク タ ー は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 相 補
性 を 宿 主 細 胞 に 供 給 し 、 従 っ て 、 非 組 換 体 （ ブ ル ー ） は イ ソ プ ロ ピ ル チ オ ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ お よ び Bluogal（ Bethesda Research Labs)を 用 い て 検 出 で き る 。 連 結 反 応 の 一 部 を 用 い
て 、 大 腸 菌 Ｋ １ ２  Ｘ Ｌ ｌ  blueコ ン ピ テ ン ト 細 胞 （ ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） カ タ ロ
グ 番 号 ： ２ ０ ０ ２ ３ ６ ） を 形 質 転 換 し 、 次 い で 、 ア ン ピ シ リ ン １ ｍ ｌ 当 た り ５ ０ マ イ ク ロ
グ ラ ム を 含 有 す る Ｌ Ｂ プ レ ー ト で 形 質 転 換 体 を 選 択 し た 。 白 色 コ ロ ニ ー を 選 択 し 、 プ ラ ス
ミ ド ミ ニ プ レ プ （ preps） を Ｄ Ｎ Ａ 消 化 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 の た め に 調 製 し た 。 選 択 し
た ク ロ ー ン を 再 テ ス ト し て 、 そ の イ ン サ ー ト Ｄ Ｎ Ａ が Ｇ Ｇ Ｆ プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る か 否 か を 判 断 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 標 準 的 な プ ロ ト コ ル に 従 い 、 ５ ｍ ｌ 培 養 か ら 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 を 調 製 し た 。
配 列 決 定 は 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル ［ Sanger et al. PNAS;USA :5463 (1977)］ に 従 い
、 セ ク エ ナ ー ゼ （ Sequenase） ２ .０ お よ び ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 キ ッ ト （ Ｕ Ｓ
 Biochemical） を 用 い て ジ デ オ キ シ 鎖 停 止 法 に よ っ て 行 っ た 。 別 法 と し て 、 配 列 決 定 は 、
サ イ ク ル 配 列 決 定 キ ッ ト （ New England Biolabs; Bethesda Research Laboratories)を 用
い て Ｄ Ｎ Ａ サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Perkin Elmer, モ デ ル ４ ８ ０ ０ ） で 行 い 、 ５ ’ 末 端 標 識
プ ラ イ マ ー を 用 い 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 行 っ た 。 配 列 プ ラ イ マ ー は 配 列 キ ッ ト で 供 給
さ れ た も の か 、 あ る い は ク ロ ー ン か ら 決 定 さ れ た 配 列 に 従 っ て 合 成 し た も の で あ っ た 。 ６
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％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド の ０ .４ ｍ ｍ 厚 配 列 決 定 用 ゲ ル に 配 列 決 定 反 応 物 を 負 荷 し 、 解 像 し
た 。 ゲ ル を 乾 燥 し 、 Ｘ － 線 フ イ ル ム に 暴 露 し た 。 典 型 的 に は 、 標 準 的 な 配 列 決 定 キ ッ ト を
用 い る 場 合 、 ３ ５ Ｓ を 取 り 込 み 、 サ イ ク ル 配 列 決 定 反 応 の た め に ３ ２ Ｐ 末 端 標 識 プ ラ イ マ
ー を 用 い た 。 ゲ ル の 底 部 か ら 頂 部 ま で （ ５ ’ 方 向 か ら ３ ’ ） の 配 列 を Ｄ Ｎ Ａ 配 列 エ デ ィ タ
ー に 読 み 込 み 、 ジ ェ ネ テ ィ ク ス ・ コ ン ピ ュ ー タ ・ グ ル ー プ （ Genetics Computer Group）
（ Ｇ Ｃ Ｇ 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 ） に よ っ て 供 給 さ れ て い る プ ロ グ ラ ム を 用 い て デ ー タ を 解
析 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】

　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 に 検 出 さ れ 、 か つ Ｇ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 有 す る オ ー プ ン
リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 下 垂 体 Ｒ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 介 し て 延 長 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ は 、 グ ア ニ
ジ ン 中 性 － Ｃ ｓ Ｃ ｌ 手 法 （ Chirgwin et al. Biochemistry 18:5294 (1979)） に 従 い 凍 結
ウ シ 組 織 （ Pelfreeze） か ら 調 製 し た 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 Ｒ Ｎ Ａ は オ リ ゴ － ｄ Ｔ セ ル ロ ー ス
カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Aviv and Leder PNAS (USA) 69:1408 (1972)） に よ っ て 選 択
し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 パ ー キ ン ・ エ ル マ ー 社 製 Ｐ Ｃ Ｒ ／ Ｒ Ｎ Ａ キ ッ ト 番 号 ： Ｎ ８ ０ ８ － ０ ０ １ ７ を 用 い て ｃ Ｄ
Ｎ Ａ に 変 換 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ア デ ニ ル 化 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 い ず れ か で 開 始 し て 、 特 異 的
Ｄ Ｎ Ａ 標 的 配 列 を 増 幅 し た 。 第 １ 鎖 逆 転 写 反 応 は １ μ ｇ の 鋳 型 Ｒ Ｎ Ａ と 、 制 限 酵 素 認 識 部
位 リ ン カ ー を 付 加 し た オ リ ゴ ｄ Ｔ の プ ラ イ マ ー ま た は 制 限 部 位 が 付 加 し た ク ロ ー ン 化 配 列
か ら 決 定 し た 特 異 的 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー い ず れ か と を 用 い た 。 第 ２ 鎖 を 生 成 す る に は
、 プ ラ イ マ ー は 、 ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 反 応 で 用 い た プ ラ ス 鎖 ユ ニ ー ク 配 列 （ Frohman et. al. PN
AS (USA) 85:8998 (1988)） で あ る か 、 あ る い は 第 １ 鎖 反 応 生 成 物 を ｄ Ａ Ｔ Ｐ で タ ー ミ ナ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ テ ー リ ン グ す る こ と に よ っ て 第 ２ の 標 識 部 位 が 付 加 さ れ て い る 場 合
に は 制 限 部 位 が 付 加 さ れ た オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー で あ っ た （ 例 え ば 、 ５ ’ race反 応 、 Froh
man et al.、 前 掲 ） 。 別 法 と し て 、 ア ン カ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に お い て は 、 第 ２ 鎖 プ ラ イ マ ー
は 縮 重 し 、 従 っ て 、 個 々 の ペ プ チ ド 配 列 を 表 す 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 増 幅 プ ロ フ ィ ー ル は 以 下 の 一 般 的 ス キ ー ム の 通 り で あ る ： １ ） ９ ５ ℃ に お け る ５ 分 間 の
浸 漬 フ ァ イ ル ； ２ ） ９ ５ ℃ 、 １ 分 間 の 加 熱 サ イ ク ル フ ァ イ ル ； １ 分 間 、 ４ ５ ℃ 、 ５ ０ ℃ ま
た は ５ ５ ℃ の ア ニ ー リ ン グ 温 度 に 下 げ る ； １ 分 間 ア ニ ー リ ン グ 温 度 に 維 持 す る ； １ 分 間 に
わ た っ て ７ ２ ℃ ま で 上 げ る ； ７ ２ ℃ で １ 分 間 ま た は １ 分 間 プ ラ ス １ ０ 秒 間 の 自 己 延 長 に て
延 長 さ せ る ； ３ ） ７ ２ ℃ 、 ５ 分 間 の 延 長 サ イ ク ル 、 お よ び ４ ） 有 限 時 間 で の ４ ℃ に お け る
浸 漬 フ ァ イ ル 。 加 熱 サ イ ク ル フ ァ イ ル （ ＃ ２ ） は 、 通 常 、 ３ ０ サ イ ク ル 行 っ た 。 １ セ ン チ
メ ー タ ー 当 た り ４ ボ ル ト に て 、 ３ 時 間 の 、 Ｔ Ａ Ｅ 緩 衝 液 中 に お け る 、 ２ ％ Ｎ ｕ ｓ ｉ ｅ ｖ ｅ
１ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で の 電 気 泳 動 に よ っ て 、 各 １ ０ ０ μ ｌ の 増 幅 反 応 の １ ６ μ ｌ の 試 料 を
分 析 し た 。 ゲ ル を 染 色 し 、 次 い で 、 非 荷 電 ナ イ ロ ン 膜 に ブ ロ ッ ト し 、 こ れ を 、 プ ラ イ マ ー
に 対 し て 内 部 に あ る 標 識 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ で プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 産 物 の 特 異 的 セ ッ ト は ブ ロ ッ テ ィ ン グ 実 験 で 同 一 で あ り 得 、 そ の 位 置 を 精 製
お よ び 再 増 幅 の ガ イ ド と し て 用 い た 。 適 当 に は 、 選 択 し た 試 料 の 残 存 部 分 を 分 取 用 ゲ ル に
負 荷 し 、 続 い て 、 電 気 泳 動 の 後 に 、 ０ .５ ｍ ｍ 厚 の ４ な い し ５ の ス ラ イ ス （ 特 異 的 産 物 の
予 測 さ れ る 位 置 を 括 弧 に 入 れ る ） を ゲ ル か ら 採 取 し た 。 ア ガ ロ ー ス を 潰 し 、 次 い で 、 ４ ０
℃ に て 、 ０ .５ ｍ ｌ の 電 気 泳 動 緩 衝 液 に ２ ～ １ ６ 時 間 浸 漬 し た 。 潰 し た ア ガ ロ ー ス を ２ 分
間 遠 心 し 、 水 性 相 を 新 し い 試 験 管 に 移 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 元 の 反 応 と 同 一 セ ッ ト の プ ラ イ マ ー お よ び 反 応 プ ロ フ ィ ー ル を 用 い 、 溶 出 し た 物 質 ５ マ
イ ク ロ リ ッ ト ル （ 生 成 物 の 概 略 １ ％ ） に つ い て 再 増 幅 を 行 っ た 。 再 増 幅 反 応 が 完 了 す る と
、 ク ロ ロ ホ ル ム で 試 料 を 抽 出 し 、 新 し い 試 験 管 に 移 し た 。 濃 縮 し た 制 限 酵 素 緩 衝 液 お よ び
酵 素 を 反 応 に 添 加 し て 、 リ ン カ ー 中 に 存 在 す る 制 限 部 位 に て 切 断 し た 。 消 化 し た Ｐ Ｃ Ｒ 産
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物 を 電 気 泳 動 に よ っ て 精 製 し 、 次 い で 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の セ ク シ ョ ン で 前 記 し た ご と く
に ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 は 前 記 し た ご と く に 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　 断 片 組 立 て プ ロ グ ラ ム を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 組 み 立 て 、 Ｇ Ｃ Ｇ プ ロ グ ラ ム 　 ゲ ル ア セ ン
ブ ル （ GelAssemble） 、 地 図 お よ び ト ラ ン ス レ ー ト （ Translate） に よ っ て ア ミ ノ 酸 配 列 を
推 定 し た 。 推 定 し た タ ン パ ク 質 配 列 を 疑 問 配 列 と し て 用 い て 、 ワ ー ド サ ー チ （ WordSearch
） を 使 用 し て タ ン パ ク 質 配 列 デ ー タ ベ ー ス を サ ー チ し た 。 分 析 は 、 Ｖ Ｍ Ｓ ５ .１ 下 で 操 作
す る Ｖ Ａ Ｘ  Station　 ３ １ ０ ０ 　 ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン で 行 っ た 。 デ ー タ ベ ー ス サ ー チ は 、
Ｇ Ｃ Ｇ バ ー ジ ョ ン ７ .０ を 用 い て ス ウ ィ ス プ ロ ッ ト （ SwissProt） リ リ ー ス 番 号 ２ １ で 行 っ
た 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 示 し た ご と く 、 ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ － IIを コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 同 定 す る た め に 、 縮 重 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を Ｇ Ｇ Ｆ － IIペ プ チ ド 配 列 か ら 設 計 し た 。 Ｇ Ｇ Ｆ － II １ ２ （ 配 列
番 号 ４ ４ ） 、 す な わ ち 、 精 製 し た Ｇ Ｇ Ｆ － II調 製 の リ シ ル エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ 消 化 を 介 し
て 生 成 し た ペ プ チ ド は （ 図 １ ６ お よ び １ ２ 参 照 ） 、 Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ  ０ ７ （ 配 列 番 号 ３ ９ ） 、
す な わ ち 、 精 製 し た Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ 調 製 か ら 生 成 し た ト リ プ シ ン ペ プ チ ド と 強 い ア ミ ノ 酸 配 列
相 同 性 を 示 し た 。 か く し て 、 Ｇ Ｇ Ｆ － II １ ２ を 用 い て １ ０ の 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ を 得 た （ 各 々 、 図 ２ ０ 中 の オ リ ゴ ６ ０ ９ 、 ６ １ ０ お よ び ６ ４ ９ な い し ６ ５ ６ 、 配 列
番 号 ６ ６ 、 ６ ７ 、 ６ ８ お よ び ７ ５ 参 照 ） 。 フ ィ ル タ ー の 二 連 セ ッ ト を 、 Ｇ Ｇ Ｆ － II １ ２
の ２ つ の 重 複 部 分 を コ ー ド す る プ ロ ー ブ の ２ つ の セ ッ ト （ セ ッ ト １ ＝ ６ ０ ９ 、 ６ １ ０ ； セ
ッ ト ２ ＝ ６ ４ ９ ～ ５ ６ ５ ６ ） で プ ロ ー ブ し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル は 観 察 さ
れ た が 、 １ つ の ク ロ ー ン の み が 両 プ ロ ー ブ セ ッ ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 ク ロ ー ン （ Ｇ Ｇ
Ｆ ２ Ｂ Ｇ １ と 命 名 ） を 精 製 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｇ １ か ら の Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 両 プ ロ
ー ブ セ ッ ト は そ の ウ シ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 確 認 さ れ 、 さ ら に 、 両 プ ロ
ー ブ は ク ロ ー ン 内 の 同 一 セ ッ ト の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 と 反 応 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 実 験 に
基 づ き 、 元 の ク ロ ー ン の ４ ｋ ｂ  Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ サ ブ 断 片 を 同 定 し 、 サ ブ ク ロ ー ン し 、 部 分 的
に 配 列 決 定 し た 。 図 ２ １ は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ９ ） 、 な ら び に プ ロ ー ブ ６ ０
９ お よ び ６ ５ ０ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 を 包 む 最 初 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の リ ー デ ィ ン グ の
推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し 、 こ の ウ シ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 が ペ プ チ ド １ ２ （ Ｋ Ａ Ｓ Ｌ Ａ Ｄ Ｓ
Ｇ Ｅ Ｙ Ｍ ） を コ ー ド す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 さ ら な る 配 列 分 析 は 、 Ｇ Ｇ Ｆ － II １ ２ は 、 推 定 ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｉ 遺 伝 子 お よ び ｃ Ｄ Ｎ
Ａ を 表 す 重 複 配 列 の 単 離 の 出 発 点 と な っ た ６ ６ ア ミ ノ 酸 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （
後 記 参 照 ） に 存 在 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 い く つ か の Ｐ Ｃ Ｒ 方 法 を 用 い て 、 推 定 ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ － II遺 伝 子 に つ い て の さ ら な る コ ー デ
ィ ン グ 配 列 を 得 た 。 全 Ｒ Ｎ Ａ お よ び オ リ ゴ ｄ Ｔ － 選 択 （ ポ リ Ａ 含 有 ） Ｒ Ｎ Ａ 試 料 は 、 ウ シ
全 下 垂 体 、 下 垂 体 前 葉 、 下 垂 体 後 葉 、 お よ び 視 床 下 部 か ら 調 製 し た 。 図 ２ ２ 、 配 列 番 号 １
０ ９ － １ １ ９ に 示 し た リ ス ト か ら の プ ラ イ マ ー を 用 い 、 片 側 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 （ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ ） を 用
い て 、 ３ ’ お よ び ５ ’ 両 方 向 で ｃ Ｄ Ｎ Ａ 末 端 を 増 幅 し 、 ア ン カ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は さ ら な る
Ｇ Ｇ Ｆ － IIペ プ チ ド を 表 す 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー で 行 っ た 。 図 ２ ９ は 、 そ れ
ら の 実 験 で 得 ら れ た 隣 接 Ｄ Ｎ Ａ 構 造 お よ び 配 列 を ま と め る 。 ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 反 応 か ら 、 ３ つ
の 別 の ス プ ラ イ ス し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 得 ら れ 、 こ れ を ク ロ ー ン 化 し 、 配 列 決 定 し た 。 ５ ’
Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 反 応 は 、 少 な く と も ５ ２ ア ミ ノ 酸 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 す る さ ら な る エ ク ソ
ン の 発 見 に 導 い た 。 そ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ り 、 ペ プ チ ド Ｇ Ｇ Ｆ － II－ ６ 、 お よ
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び Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ － １ ８ （ 後 記 参 照 ） に 類 似 の 配 列 が 明 ら か に さ れ た 。 ア ン カ ー ド Ｐ Ｃ Ｒ 反 応
は 、 ３ ０ ０ ｂ ｐ の さ ら な る ｃ Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト 内 に 含 ま れ る ペ プ チ ド Ｇ Ｇ Ｆ － II－ １ 、 ２
、 ３ お よ び １ ０ の （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 同 定 に 導 い た 。 こ の セ グ メ ン ト （ す な
わ ち 、 セ グ メ ン ト Ｅ 、 図 ３ ０ 参 照 ） の ５ ’ リ ミ ッ ト は 、 ペ プ チ ド Ｇ Ｇ Ｆ － II－ １ を コ ー ド
し 、 か つ Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で 用 い ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 定 義 さ れ る （ さ ら な る ５ ’
配 列 デ ー タ は 、 実 施 例 １ １ に お け る ヒ ト ・ ク ロ ー ン に つ い て 記 載 し た ご と く 存 在 す る ） 。
か く し て 、 こ の ク ロ ー ン は 存 在 す る 合 計 し て ９ つ の 新 規 な Ｇ Ｇ Ｆ － IIペ プ チ ド 配 列 の う ち
の ６ つ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ク ロ ー ン 化 遺 伝 子 は 、 見 い 出 さ れ た コ ー デ ィ ン グ 配 列 （ 後 記 、 図 ３ ０ 参 照 ） の 本 発 明 者
に よ る 位 置 決 め を 可 能 と し た Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｇ １ の 物 理 的 地 図 を 構 築 す る こ と に よ っ て ま ず 特
徴 付 け ら れ た 。 前 記 し た コ ー デ ィ ン グ 配 列 か ら の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 こ の フ ァ ー ジ ク ロ ー
ン 上 の エ ク ソ ン を 含 有 す る さ ら な る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 同 定 す る の に 、 ま た 、 両 方 向 で 重 複 す る
ク ロ ー ン を 同 定 す る の に 用 い ら れ た 。 推 定 ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ － II遺 伝 子 は 少 な く と も ５ つ の コ ー
デ ィ ン グ セ グ メ ン ト に 分 割 さ れ る 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト は 、 普 遍 的 な 遺 伝 暗 号 を 用 い
て ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 翻 訳 で き る 不 連 続 長 さ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 定 義 さ れ る 。 図 ３ ６ に 記 載 し
、 本 出 願 で 言 及 し た コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト は 、 １ ） Ｇ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 内 に 存 在 す る 特 定 の エ
ク ソ ン （ 例 え ば 、 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト ａ ） 、 ま た は ２ ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 サ ブ グ ル ー
プ に 出 現 す る ２ 以 上 の エ ク ソ ン の セ ッ ト に 由 来 す る も の で あ り 、 こ こ に 、 各 セ ッ ト は 、 示
し た 遺 伝 子 産 物 に お け る ご と く 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト に 翻 訳 で き る 。 請 求 の 範 囲
で 言 及 す る ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト は 同 種 Ｄ Ｎ Ａ コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の 翻 訳 産 物 で あ
る 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ａ お よ び Ｂ の み が 、 こ れ ま で に エ ク ソ ン と し て 定 義 さ れ て お
り 、 配 列 決 定 さ れ 、 マ ッ ピ ン グ さ れ て い る 。 同 定 さ れ た 隣 接 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 要 約 は 図
３ １ に 示 す 。 エ ク ソ ン は そ の 発 見 の 順 に （ ア ル フ ァ ベ ッ ト 順 に て ） リ ス ト す る 。 イ ン ト ロ
ン ／ エ ク ソ ン 境 界 よ り 、 エ ク ソ ン Ｂ は 、 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｅ お よ び コ ー デ ィ ン グ セ
グ メ ン ト Ａ を 結 合 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 中 に 包 含 さ れ 得 る こ と が 明 ら か で あ る 。 す な わ ち 、 エ ク ソ
ン Ｂ は 、 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 損 な う こ と な く ス プ ラ イ シ ン グ で き な い 。 従 っ て 、 本 発
明 者 ら は 、 ３ つ の 別 の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン が 推 定 ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ － II ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 １ 、
２ お よ び ３ を 生 じ 得 る こ と を 示 す 。 各 々 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ １ .Ｃ Ｄ Ｓ 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ２ .Ｃ
Ｄ Ｓ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ３ .Ｃ Ｄ Ｓ と 命 名 さ れ た こ れ ら の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 、 各 々 、
図 ２ ７ Ａ （ 配 列 番 号 １ ２ ９ ） 、 ２ ７ Ｂ （ 配 列 番 号 １ ３ ０ ） 、 お よ び ２ ７ Ｃ （ 配 列 番 号 １ ３
１ ） に 示 す 。 ３ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 も 図 ２ ７ Ａ （ 配 列 番 号 １ ２ ９ ） 、
２ ７ Ｂ (配 列 番 号 １ ３ ０ ） 、 お よ び ２ ７ Ｃ （ 配 列 番 号 １ ３ １ ） に 示 す 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ３ つ の 推 定 構 造 は 長 さ ２ ０ ６ 、 ２ ８ １ お よ び ２ ５ ７ ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
。 推 定 タ ン パ ク 質 配 列 の 第 １ の １ ８ ３ 残 基 は す べ て の ３ つ の 遺 伝 子 産 物 で 同 一 で あ る 。 １
８ ４ 位 に お い て 、 ク ロ ー ン は か な り 異 な る 。 ま た 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ １ に お け る グ リ シ ン に
つ い て の コ ド ン Ｇ Ｇ Ｔ は 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ２ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ３ の た め の ス プ ラ イ ス
ド ナ ー と し て 働 き 、 こ れ は 別 々 に 、 各 々 、 エ ク ソ ン Ｃ 、 Ｃ ／ Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ ’ お よ び Ｄ ま た は
Ｃ 、 Ｃ ／ Ｄ お よ び Ｄ に 付 加 さ れ 、 図 ３ ２ （ 配 列 番 号 １ ４ ５ ） に 示 す 。 Ｇ Ｇ Ｆ IIＢ Ｐ Ｐ １ は
、 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ａ ス プ ラ イ ス 連 結 部 を 次 の 介 在 配 列 （ イ ン ト ロ ン ） ま で 読 み 過
ご す こ と に よ っ て 生 じ る 切 形 （ truncated） 遺 伝 子 産 物 で あ る 。 こ れ は 、 図 ３ ０ （ 配 列 番
号 １ ３ ６ ） に お け る コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ａ ’ を 表 す 。 転 写 体 は カ ノ ニ カ ル Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ
Ａ ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 に 隣 接 し て 終 わ り 、 本 発 明 者 ら は 、 こ の 切 形 遺 伝 子 産 物 が ボ ナ ・ フ
ァ イ ド （ bona fide） 成 熟 転 写 体 を 表 す こ と を 示 す 。 他 の ２ つ の よ り 長 い 遺 伝 子 産 物 は 同
一 の ３ ’ 非 翻 訳 配 列 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 を 共 に 有 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 す べ て の ３ つ の こ れ ら の 分 子 は 、 ９ つ の 新 規 な Ｇ Ｆ Ｆ － IIペ プ チ ド 配 列 （ 図 １ １ 参 照 ）
の う ち の ６ つ を 含 有 し 、 他 の ペ プ チ ド は Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ － １ ８ （ 図 ２ ６ 参 照 ） に 対 し 高 度 に 相
同 で あ る 。 こ の 知 見 は 、 こ の 組 換 え 分 子 が ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ － IIの 少 な く と も 一 部 を コ ー ド す る
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高 い 確 率 を 与 え る 。 さ ら に 、 ３ つ の ペ プ チ ド に つ い て の 計 算 さ れ た 等 電 点 は Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ お
よ び IIの 物 理 的 特 性 に 合 致 す る 。 Ｇ Ｇ Ｆ － IIの 分 子 サ イ ズ は 大 ま か ６ ０ ｋ Ｄ で あ る の で 、
３ つ の Ｄ Ｎ Ａ の う ち 最 大 の も の は 、 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 数 の ほ と ん ど 半 分 を 持 つ タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 Ｂ お よ び Ａ エ ク ソ ン を 含 む プ ロ ー ブ を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 介 し て 標 識 し 、 ウ シ 下 垂 体 後 葉 か ら
単 離 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ か ら 作 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 用 い た
。 １ の ク ロ ー ン （ Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｂ Ｐ ５ ） は 図 ２ ９ に 示 し た パ タ ー ン を 示 し 、 コ ー デ ィ ン グ セ
グ メ ン ト Ａ お よ び Ｃ の 間 に さ ら な る Ｄ Ｎ Ａ コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト （ Ｇ ） を 含 有 す る 。 全
核 酸 配 列 を 図 ３ １ に 示 す （ 配 列 番 号 １ ４ ４ ） 。 最 長 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム か ら の
予 測 さ れ る 翻 訳 産 物 は ２ ４ １ ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ま た 、 前 記 し た プ ロ ー ブ を 用 い 、 ウ シ 下 垂
体 後 葉 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 第 ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 （ Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ４ ） を 単 離 し た 。 こ の ク ロ
ー ン は 、 図 ２ ９ に 示 す パ タ ー ン を 示 し た 。 こ の ク ロ ー ン は ５ ’ 末 端 が 不 完 全 で あ る が 、 コ
ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｇ お よ び Ｄ を 欠 く と い う 意 味 で ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 で あ る 。 ま た
、 Ｂ Ｐ Ｐ ４ は 領 域 Ｃ ／ Ｄ を 超 え て 領 域 Ｈ 、 Ｋ お よ び Ｌ を 持 つ 新 規 な ３ ’ 末 端 を 示 す 。 Ｂ Ｐ
Ｐ ４ の 配 列 は 図 ３ ３ に 示 す （ 配 列 番 号 １ ４ ６ ） 。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 Ｇ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 は タ ン パ ク 質 の 新 し い ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 他 の ホ
乳 動 物 Ｄ Ｎ Ａ に 関 し て の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ イ ・ ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 （ Ｄ
Ｎ Ａ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 実 験 ） に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 こ の ウ シ 組 換 え 分 子 か ら の Ｄ Ｎ Ａ プ
ロ ー ブ は テ ス ト し た 種 々 の 試 料 に お い て 特 異 的 配 列 を 容 易 に 検 出 で き る こ と を 明 ら か に 示
し た 。 ま た 、 高 度 に 相 同 性 の 配 列 が ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ で 検 出 さ れ る 。 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ
ィ ー は 図 ２ ８ に 示 す 。 ラ ッ ト お よ び ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る レ ー ン に お け る シ グ ナ ル は 、 Ｇ
Ｇ Ｆ 遺 伝 子 の ラ ッ ト お よ び ヒ ト 同 等 物 を 表 し 、 こ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る い く つ か
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 は 最 近 Holems et al.（ Science 256: 1205 (1992)） お よ び Wen et al.
（ Cell :559 (1992)） に よ っ て 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 脳 幹 か ら 調 製 し た ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ ス ト ラ タ ジ ー ン カ タ ロ グ 番 号 ９ ３ ５ ２ ０
６ ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ IIコ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｅ か ら の
配 列 を 含 有 す る い く つ か の ヒ ト ・ ク ロ ー ン を 単 離 し た 。 こ の 戦 略 は 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ ペ プ チ ド （
Ｇ Ｇ Ｆ ２ に 対 し て ユ ニ ー ク ） の ほ と ん ど お よ び ウ シ Ｅ セ グ メ ン ト を 含 有 す る ク ロ ー ン か ら
の 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 の 間 の 強 力 な リ ン ク に 基 づ い て 追 求 さ れ た も の で あ っ た 。 こ の
ラ イ ブ ラ リ ー は 、 以 下 に リ ス ト す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ９ １ ４ ～ ９ １ ９ を 用 い て 、 実 施 例
８ 、 セ ク シ ョ ン IIに 記 載 さ れ た ご と く に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
［ 外 １ ］
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ０ 】
　 こ れ ら の プ ロ ー ブ で 検 出 さ れ た ク ロ ー ン を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て さ ら に 分 析
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実 施 例 １ ２
ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ２ を コ ー ド す る ヒ ト 配 列 の 単 離



し た 。 ま た 、 セ グ メ ン ト Ａ か ら の ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 産 物 を 標 識 す る こ と に よ
っ て 産 生 さ れ た 、 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ａ （ 図 ３ ０ 参 照 ） に 由 来 す る プ ロ ー ブ を 用 い て
初 代 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 Ａ お よ び Ｅ 由 来 プ ロ ー ブ の 双 方 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る い く つ か の ク ロ ー ン を 選 択 し 、 特 定 ク ロ ー ン Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ を さ ら な る 分 析 の た
め に 選 択 し た 。 こ の ク ロ ー ン は コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の パ タ ー ン （ 図 ３ ０ に 示 す ご と く
Ｅ Ｂ Ａ Ｃ Ｃ ／ Ｄ ’ Ｄ ） に よ っ て 表 さ れ る 。 こ の ク ロ ー ン に お け る Ｅ セ グ メ ン ト は 図 ３ ０ で
示 し た Ｅ の 切 形 ウ シ バ ー ジ ョ ン の ヒ ト 同 等 物 で あ る 。 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ が 、 記 載 し た す べ
て の 「 推 定 」 Ｇ Ｇ Ｆ － II候 補 の う ち Ｇ Ｇ Ｆ － IIを コ ー ド す る 最 も そ う で あ ろ う 候 補 で あ る
。 コ ー デ ィ ン グ 配 列 セ グ メ ン ト Ｅ の 長 さ は ７ ８ ６ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ ス 非 翻 訳 配 列 の ２ ６ ４
塩 基 対 で あ る 。 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 予 測 さ れ る サ イ ズ は
ほ ぼ ４ ２ ３ ア ミ ノ 酸 （ ほ ぼ ４ ５ キ ロ ダ ル ト ン 、 図 ４ ４ 参 照 、 配 列 番 号 ： ２ １ ） で あ り 、 こ
れ は 、 Ｇ Ｇ Ｆ － IIか ら の 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 形 態 の サ イ ズ と 同 様 で あ る （ 実 施 例 ２ ０ 参
照 ） 。 加 え て 、 図 ２ ６ に リ ス ト し た Ｇ Ｇ Ｆ － IIペ プ チ ド の ７ つ は 、 領 域 Ｅ か ら 予 測 さ れ る
タ ン パ ク 質 配 列 の 範 囲 内 に あ る 同 等 配 列 を 有 す る 。 ペ プ チ ド II－ ６ お よ び II－ １ ２ は 例 外
で あ り 、 各 々 、 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｂ お よ び コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ａ の 範 囲 内 で あ
る 。 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ イ ン サ ー ト を
含 有 す る ベ ク タ ー （ Bluescript SK [Stratagene Inc.] 図 ４ ７ 参 照 ） に 存 在 す る バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 駆 動 さ れ る in vitro転 写 系 で 産 生 さ れ た 。 こ の Ｒ Ｎ
Ａ は 無 細 胞 （ ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 ） 転 写 系 で 転 写 さ れ 、 タ ン パ ク 質 産 物 の サ イ ズ は ４ ５ ｋ ｄ
で あ っ た 。 加 え て 、 無 細 胞 タ ン パ ク 質 を シ ュ ワ ン 細 胞 分 裂 促 進 ア ッ セ イ で 検 定 し て 、 生 物
学 的 活 性 を 確 認 し た 。 な ら し 培 地 で 処 理 し た シ ュ ワ ン 細 胞 は 、 1 2 5 Ｉ － ウ リ ジ ン の 取 込 み
で 測 定 し て 増 加 し た 増 殖 、 お よ び １ ８ ５ キ ロ ダ ル ト ン 範 囲 に お け る タ ン パ ク 質 の チ ロ シ ン
上 の リ ン 酸 化 の 双 方 を 示 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 か く し て 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ に よ っ て コ ー ド さ れ る 産 物 の サ イ ズ お よ び 図 １ １ に 示 し た
ウ シ ペ プ チ ド に 対 し て 高 度 に 相 同 性 の ヒ ト ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 存 在 に よ り
、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ が ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の ヒ ト 同 等 物 を コ ー ド す る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ の ク
ロ ー ン で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 か ら 調 製 し た な ら し 培 地 は シ ュ ワ ン 細 胞 分 裂 促 進 活 性 を 誘 導
す る と い う 事 実 に よ り 、 （ Ｂ Ｐ Ｐ ５ 遺 伝 子 産 物 と は 異 な り ） Ｇ Ｇ Ｆ IIＨ Ｂ Ｓ ５ 遺 伝 子 産 物
が 分 泌 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。 加 え て 、 Ｇ Ｇ Ｆ Ｂ IIＢ Ｐ Ｐ ５ 遺 伝 子 産 物 は 、 ｐ １ ８ ５ e r

b B 2 の ご と き 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ま た は 密 接 に 関 連 す る 受 容 体 を 介 す る シ ュ ワ ン 細 胞
増 殖 応 答 を 媒 介 す る ら し い (実 施 例 １ ９ 参 照 )。
【 ０ １ ４ ２ 】

　 （ 実 施 例 １ ２ に 記 載 し 、 ま た Ｈ Ｂ Ｓ ５ と し て 言 及 し た ） ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ２ を コ ー ド す る Ｇ Ｇ
Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を ベ ク タ ー  ｐ ｃ Ｄ Ｌ － Ｓ Ｒ α ２ ９ ６ に ク ロ ー ン 化 し 、 Ｃ
Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 を Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 法 に よ っ て １ ０ ０ ｍ ｍ デ ィ ッ シ ュ に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 細 胞 溶 解 物 お よ び 一 時 的 に 発 現 す る Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら の な ら し 培 地 を ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 後 ３ お よ び ４ 日 に 収 穫 し た 。 溶 解 物 を 調 製 す る に は 、 細 胞 単 層 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄
し 、 ３ 回 の 凍 結 ／ 解 凍 の サ イ ク ル に よ っ て 溶 解 し た デ ィ ッ シ ュ か ら ０ .２ ５ Ｍ ト リ ス － Ｈ
Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ の １ ５ ０ μ ｍ 中 に 掻 き 取 っ た 。 細 胞 夾 雑 物 を ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 を 回 収 し た
。 な ら し 培 地 試 料 （ ７ ｍ ｌ ｓ ． ） を 収 集 し 、 次 い で 、 濃 縮 し 、 製 造 業 者 （ Amicon, Beverl
y, MA)に よ っ て 記 載 さ れ て い る ご と く セ ン ト リ プ レ ッ プ （ Centriprep） -10お よ び セ ン ト
リ コ ン （ Centricon） -10ユ ニ ッ ト を 用 い 、 緩 衝 液 を １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 ｐ Ｈ ７ .４ と 取 り 替
え た 。 ラ ッ ト 神 経 シ ュ ワ ン 細 胞 を 、 前 記 し た ご と く に 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 前 駆 体 の 取 込 み に つ い
て ア ッ セ イ し た 。 な ら し 培 地 お よ び 細 胞 溶 解 物 試 料 を Marchionni et al., Nature 362:31
3 (1993） に 記 載 さ れ て い る ご と く シ ュ ワ ン 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ で テ ス ト し た 。 Ｇ Ｇ Ｆ ２ を
コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ は 、 タ ン パ ク 質 産 物 の 分 泌 を 培 地 に 向 け た 。
細 胞 溶 解 物 を 用 い る ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 し て 、 最 小 活 性 が 細 胞 内 部 で 検 出 可 能 で あ っ た
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実 施 例 １ ３
ホ 乳 動 物 お よ び 昆 虫 細 胞 に お け る ヒ ト 組 換 え Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 発 現



。 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｆ Ｂ １ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ Ｐ ５  ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 産 物 の 分 泌 を 細 胞 外 培 地 に 向 け
な か っ た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン か ら の Ｇ Ｇ Ｆ 活 性 は 細 胞 溶 解 物 で の み 検 出 可 能 で き た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ま た 、 組 換 え Ｇ Ｇ Ｆ ２ を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 発 現 さ せ た 。 Ｇ Ｇ Ｆ ２ を コ ー ド す る Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ
Ｓ ５  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ベ ク タ ー ｐ ｃ ｄ ｈ ｆ ｒ ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 部 位 に ク ロ ー ン 化 し 、 リ
ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 法 に よ っ て 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 陰 性 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 系 （ Ｇ Ｇ ４ ４ ） に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 ９ ６ － ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て ヌ ク レ オ チ ド お よ び ヌ ク レ オ シ ド の な い α 培 地
（ Gibco） で ク ロ ー ン を 選 択 し た 。 ３ 週 間 後 、 個 々 の ク ロ ー ン か ら の な ら し 培 地 試 料 を 、 M
archionni et al., Nature 362:313 (1993)に 記 載 さ れ て い る ご と く シ ュ ワ ン 細 胞 増 殖 ア
ッ セ イ に よ っ て Ｇ Ｇ Ｆ の 発 現 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 有 意 な レ ベ ル の Ｇ Ｇ Ｆ 活 性 を
培 地 に 分 泌 し た 安 定 ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 な ら し 培 地 の 異 な る 容 量 ア リ コ ー ト
か ら の シ ュ ワ ン 細 胞 増 殖 活 性 を 用 い て 、 図 ４ ６ に 示 す 用 量 応 答 曲 線 を 得 た （ Grahamお よ び
Van Der Eb, Virology 52:456、 1973)。 こ の 物 質 を 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ 特 異 的 ペ プ チ ド に 対 し て 生
起 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 で プ ロ ー ブ し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 し た 。 ほ ぼ ６ ５
Ｋ ｄ （ 下 垂 体 か ら 抽 出 し た Ｇ Ｆ Ｇ ２ の 予 測 サ イ ズ ） の バ ン ド が 特 異 的 に 標 識 さ れ た （ 図 ４
８ 、 レ ー ン １ ２ ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ま た 、 バ ク ロ ウ イ ル ス 発 現 を 用 い て 、 組 換 え Ｇ Ｇ Ｆ ２ を イ ン サ ー ト 細 胞 中 で 発 現 さ せ た
。 ３ ～ ５ の 多 重 度 （ １ ０ 6 細 胞 ／ ｍ ｌ ） に て 、 Ｓ ｆ ９ イ ン サ ー ト 細 胞 を 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ
５  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 含 有 す る バ ク ロ ウ イ ル ス で 感 染 さ せ 、 Ｓ ｆ ９ ０ ０ － Ｉ Ｉ 培 地 で 培
養 し た 。 シ ュ ワ ン 細 胞 分 裂 促 進 活 性 が 細 胞 外 培 地 に 分 泌 さ れ た 。 フ ォ ル ス コ リ ン の 不 存 在
下 、 異 な る 容 量 の 昆 虫 細 胞 な ら し 培 地 を シ ュ ワ ン 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ で テ ス ト し て 、 用 量 応
答 曲 線 を 得 た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ま た 、 こ の 物 質 を 、 前 記 し た Ｇ Ｇ Ｆ Ｉ Ｉ 特 異 的 抗 体 で プ ロ ー ブ し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
（ 図 ４ ５ Ｂ ） で 分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 実 施 例 で 用 い た 方 法 は 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 組 換 え ヒ ト お よ び ウ シ ・ グ リ ア 成 長 因 子 の シ ュ ワ ン 細 胞 分 裂 促 進 活 性 は 以 下 の よ う に 測
定 し た ： 一 時 的 ホ 乳 動 物 発 現 実 験 か ら 得 ら れ た 粗 組 換 え Ｇ Ｇ Ｆ 調 製 を 用 い 、 培 養 し た シ ュ
ワ ン 細 胞 の 分 裂 促 進 応 答 を ５ μ Ｍ フ ォ ル ス コ リ ン の 存 在 下 で 測 定 し た 。 ［ 1 2 5 Ｉ ］ － Ｕ ｒ
ｄ の 取 込 み は 、 「 方 法 （ Methods） 」 に 記 載 し た ご と く ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ま た は モ ッ
ク ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら 得 ら れ た 物 質 に １ ８ ～ ２ ４ 時 間 暴 露 し た 後 に 測 定
し た 。 ４ セ ッ ト の 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 の デ ー タ を 示 す 。 部 分 的 に 精 製 さ れ た 天 然 ウ シ 下
垂 体 Ｇ Ｇ Ｆ （ カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 画 分 ； Goodearl et al., 提 出 ） に 対 す る 分 裂
促 進 応 答 は 、 １ ０ ０ パ ー セ ン ト 活 性 の 標 準 と し て 示 す （ Ｇ Ｇ Ｆ ） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 図 ４ ６ 、 配 列 番 号 １ ６ ６ ～ １ ６ ８ ） を ｐ ｃ Ｄ Ｌ － Ｓ Ｒ α ２ ９ ６ （ Takebe et 
al., Mol. Cell Biol. 8:466-472 (1988)） に ク ロ ー ン 化 し 、 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 を Ｄ Ｅ Ａ Ｅ
－ デ キ ス ト ラ ン 法 （ Sambrook et al., In Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 第
2版 （ Cold Spring Harbor Laboratoey Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989)） に よ っ
て １ ０ ０ ｍ ｍ デ ィ ッ シ ュ に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ３ ま た は ４ 日
に 、 細 胞 溶 解 物 ま た は な ら し 培 地 を 収 穫 し た 。 溶 解 物 を 調 製 す る に は 、 細 胞 単 層 を Ｐ Ｂ Ｓ
で 洗 浄 し 、 デ ィ ッ シ ュ か ら 掻 き 取 り 、 ０ .２ ５ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ の １ ５ ０ μ ｌ 中
、 ３ 回 の 凍 結 ／ 解 凍 サ イ ク ル に よ っ て 溶 解 さ せ た 。 細 胞 夾 雑 物 を ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 を 回
収 し た 。 な ら し 培 地 試 料 （ ７ ｍ ｌ ｓ ） を 収 集 し 、 次 い で 、 濃 縮 し 、 製 造 業 者 （ Amicon, Be
verly, MA)に よ っ て 記 載 さ れ て い る ご と く セ ン ト リ プ レ ッ プ -10お よ び セ ン ト リ コ ン -10ユ
ニ ッ ト を 用 い 、 緩 衝 液 を １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 ｐ Ｈ ７ .４ と 取 り 替 え た 。 ラ ッ ト 坐 骨 神 経 シ ュ
ワ ン 細 胞 を 、 記 載 さ れ て い る ご と く （ Davis and Stroobant, J. Cell Biol. 110:1353-13
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60 (1990)); Brockes et al., Brain Res. 165:105-118 (1979))、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 前 駆 体 の 取
込 み に つ い て ア ッ セ イ し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 組 換 え Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 な ら し 培 地 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 以 下 の ご と く に 行 っ た ： 組 換 え Ｃ
Ｈ Ｏ ク ロ ー ン を Ｍ Ｃ Ｄ Ｂ ３ ０ ２ 無 タ ン パ ク 質 中 で ３ 日 間 培 養 し た 。 な ら し 培 地 ２ ｍ ｌ を 収
穫 し 、 濃 縮 し 、 １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ .４ に 関 し て 緩 衝 液 を 交 換 し 、 凍 結 乾 燥
し た 。 ペ レ ッ ト を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 試 料 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 還 元 性 Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 電 気 泳 動 に
付 し 、 Ｇ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド 抗 体 で の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 分 析 し た 。 Ｃ Ｈ Ｏ 対 照
は 、 未 ト ラ ン ス フ ェ ク ト Ｃ Ｈ Ｏ － Ｄ Ｇ ４ ４ 宿 主 か ら の な ら し 培 地 を 用 い て な し 、 Ｃ Ｈ Ｏ   
Ｈ Ｂ Ｓ ５ レ ベ ル は 、 組 換 え ク ロ ー ン か ら の な ら し 培 地 を 用 い て ア ッ セ イ し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　 Ｇ Ｇ Ｆ 配 列 の フ ァ ミ リ ー の 推 定 構 造 は 、 （ Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ４ に よ っ て 表 さ れ る ） 最 長 形
態 が 、 細 胞 外 部 分 が 上 皮 成 長 因 子 に 似 た ド メ イ ン を 含 有 す る 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る こ と を 示 す （ Carpenterお よ び Wahl, in Peptide Growth Factorsお よ び Their Receptor
s I, pp. 69-133, Springer-Verlag, NY 1991参 照 ） 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｃ お よ び
Ｃ ／ Ｄ ま た は Ｃ ／ Ｄ ’ ペ プ チ ド 配 列 に 存 在 す る シ ス テ イ ン の 位 置 は 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ
） ペ プ チ ド 配 列 中 の 相 同 残 基 に 関 し て 保 存 さ れ て い る （ 図 ３ ２ 、 配 列 番 号 １ ４ ７ ～ １ ４ ９
参 照 ） 。 こ れ は 、 細 胞 外 ド メ イ ン が 受 容 体 認 識 部 位 お よ び 生 物 学 的 活 性 化 部 位 と し て 働 く
こ と を 示 す 。 変 異 体 形 態 の う ち い く つ か は Ｈ 、 Ｋ 、 お よ び Ｌ コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト を 欠
き 、 か く し て 、 分 泌 さ れ る 拡 散 可 能 な 生 物 学 的 活 性 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ 得 る 。 Ｅ Ｇ
Ｆ － 様 ド メ イ ン （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｇ Ｇ Ｆ  Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 グ
リ ア 細 胞 分 裂 促 進 活 性 を 刺 激 す る 十 分 な 生 物 学 的 活 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 こ の タ ン パ ク 質 の 膜 結 合 バ ー ジ ョ ン は 、 胚 形 成 の 間 に ま た は 神 経 再 生 の 間 に ニ ュ ー ロ ン
の 表 面 で 発 現 さ れ れ ば （ こ こ に 、 ニ ュ ー ロ ン の 表 面 は 増 殖 す る シ ュ ワ ン 細 胞 の 表 面 に 親 和
性 で あ る ） 、 シ ュ ワ ン 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 分 泌 さ れ た （ 非 膜 結 合 ） Ｇ Ｇ Ｆ は 分 泌 地 点 か ら い く ら か の 距 離 に て シ ュ ワ ン 細 胞 と 相 互
反 応 で き る 古 典 的 に 拡 散 可 能 な 因 子 と し て 働 き 得 る 。 他 の 形 態 は 、 組 織 の 損 傷 お よ び 細 胞
の 破 壊 を 介 し て 源 に よ り 細 胞 内 か ら 放 出 さ れ 得 る 。 分 泌 さ れ る Ｇ Ｇ Ｆ の 例 は Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ
Ｓ ５ に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 で あ り ； こ れ は 、 細 胞 の 外 部 に 向 け ら れ る こ と が 判
明 し て い る 唯 一 の 公 知 Ｇ Ｇ Ｆ で あ る 。 分 泌 は 、 恐 ら く は 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ に よ っ て コ ー
ド さ れ た 組 換 え Ｇ Ｇ Ｆ ２ 内 に 含 有 さ れ る Ｎ － 末 端 ド メ イ ン で あ る 、 領 域 Ｅ に の み 見 出 さ れ
る Ｎ － 末 端 疎 水 性 配 列 を 介 し て 媒 介 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 他 の Ｇ Ｇ Ｆ 類 は ス ク リ ー ニ ン グ さ れ な い よ う で あ る 。 こ れ ら Ｇ Ｇ Ｆ 類 は 、 筋 肉 の 損 傷 の
結 果 と し て 放 出 さ れ る 損 傷 性 反 応 体 （ injury response forms） で あ り う る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 （ Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ に よ っ て コ ー ド さ れ る ） Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 予 測 さ れ る タ ン パ ク 質 構 造 な ら
び に 領 域 Ｂ お よ び Ａ を 含 有 す る 他 の タ ン パ ク 質 の 他 の 領 域 は ヒ ト 基 底 膜 硫 酸 ヘ パ リ ン プ ロ
テ オ グ リ カ ン コ ア タ ン パ ク 質 に 対 す る 類 似 性 を 示 す 。 こ れ ら の Ｇ Ｇ Ｆ 中 に 畳 み 込 ま れ た Ｃ
２ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 第 ２ シ ス テ イ ン の 隣 に 位 置 す る ペ プ チ ド Ａ Ｄ Ｓ Ｇ Ｅ Ｙ は 、 そ の 基 底 膜
ラ ミ ナ タ ン パ ク 質 で 見 い 出 さ れ る ２ ２ の Ｃ － ２ リ ピ ー ト の う ち ９ つ で 生 じ る 。 こ の 証 拠 は
、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 ニ ュ ー ロ ン お よ び グ リ ア に 関 連 す る も の の ご と き マ ト リ ッ ク ス
タ ン パ ク 質 と 関 連 し 得 る こ と を 強 く 示 し 、 標 的 部 位 に お け る グ リ ア 成 長 因 子 の 隔 離 方 法 を
示 唆 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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　 生 物 学 的 活 性 を ア ッ セ イ す る た め に Ｇ Ｇ Ｆ の 全 長 ま た は 部 分 を 得 る に は 、 ク ロ ー ン 化 Ｄ
Ｎ Ａ を 用 い て タ ン パ ク 質 を 過 剰 生 産 さ せ る こ と が で き る 。 い く つ か の ア プ ロ ー チ を 用 い る
こ と が で き る 。 前 記 配 列 を 含 有 す る 組 換 え 大 腸 菌 を 構 築 す る こ と が で き る 。 ｐ Ｎ Ｈ ８ ａ ま
た は ｐ Ｈ Ｈ １ ６ ａ （ Stratagene, Inc.)の ご と き 発 現 系 を 以 下 の 製 造 方 法 に よ っ て こ の 目
的 で 用 い る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 こ れ ら の 配 列 を ホ 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、
過 剰 生 産 細 胞 系 を 構 築 す る こ と が で き る 。 例 と し て 、 こ の 目 的 で は 、 Ｇ Ｇ Ｆ を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 、 ク ロ ー ン Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ５ が Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 で 発 現 さ れ て お り 、 ｐ Ｍ Ｓ Ｘ Ｎ Ｄ 発 現 ベ
ク タ ー （ Lee and Nathans, J. Biol. Chem. , 3521-3527, (1981)） を 用 い チ ャ イ ニ ー
ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 Ｇ Ｇ Ｆ  Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 有 す る こ の ベ
ク タ ー は 確 立 さ れ た 手 法 を 用 い て 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 一 時 的 発 現 を 調 べ る こ と が で き る か 、 あ る い は メ ト ト レ キ セ ー ト の 存 在 下 で Ｇ ４ １ ８ －
耐 性 ク ロ ー ン を 増 殖 さ せ て 、 （ ｐ Ｍ Ｓ Ｘ Ｎ Ｄ ベ ク タ ー に 含 有 さ れ る ） ｄ ｈ ｆ ｒ 遺 伝 子 を 増
幅 さ せ 、 該 過 程 に お い て 、 隣 接 す る Ｇ Ｇ Ｆ タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 同 時 増 幅 さ せ る
細 胞 に つ い て 選 択 す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 は 全 く タ ン パ ク 質 の 無 い 培 地 （ Hamilton
 and Ham, In Vitro , 537-547 (1977)） で 維 持 す る こ と が で き る の で 、 所 望 の タ ン パ
ク 質 は 培 地 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 実 施 例 １ ７ で 産 生 さ れ た 抗 血 清 を 用 い る ウ ェ ス タ
ン 分 析 を 用 い て 、 過 剰 生 産 細 胞 の な ら し 培 地 中 で 所 望 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 所 望 の タ ン パ ク 質 （ ｒ Ｇ Ｇ Ｆ ２ ） は 、 以 下 の ご と く Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 一 時 的 に 発 現 さ せ る こ
と に よ っ て な ら し 培 地 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 ｒ Ｇ Ｇ Ｆ Ｉ Ｉ を な ら し 培 地 か ら 収 穫 し
、 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ － Ｈ Ｓ ） を 用 い て 部 分 的 に 精 製 し た 。 カ
ラ ム は ３ ３ .３ ｍ Ｍ  Ｍ Ｅ Ｓ 、 ｐ Ｈ ６ .０ で 平 衡 化 し た 。 な ら し 培 地 は １ ０ ｍ ｌ ／ 分 の 流 速
で 負 荷 し た 。 シ ユ ワ ン 細 胞 増 殖 活 性 お よ び （ 前 記 し た Ｇ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 血 清 を 用 い る ） 免 疫 反 応 性 を 含 有 す る ピ ー ク を ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 １ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、
ｐ Ｈ ８ .０ で 溶 出 さ せ た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ま た 、 安 定 し た チ ャ ィ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 系 を 用 い て ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ を 発 現 さ せ る
。 な ら し 培 地 か ら 収 穫 し た ｒ Ｇ Ｇ Ｆ ２ を 、 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｐ Ｏ Ｒ Ｏ Ｓ
－ Ｈ Ｓ ） を 用 い て 部 分 的 に 精 製 し た 。 カ ラ ム は Ｐ Ｂ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ .４ で 平 衡 化 さ せ た 。 な ら
し 培 地 は １ ０ ｍ ｌ ／ 分 で 負 荷 し た 。 シ ュ ワ ン 細 胞 増 殖 活 性 お よ び （ Ｇ Ｇ Ｆ ２ ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 血 清 を 用 い る ） 免 疫 反 応 性 を 含 有 す る ピ ー ク を ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ
ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ .０ で 溶 出 さ せ た 。 増 殖 な ら び に 免 疫 反 応 性 双 方 に 関 し 、 さ ら な る ピ ー ク
が ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 １ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ .０ で 観 察 さ れ た （ 図 ４ ５ ） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ は 、 高 分 解 工 程 と し て の 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； 陽 イ オ ン 交
換 ／ 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 第 ２ の 高 分 解 工 程 と し て 必 要 で あ れ ば ） ； ウ イ ル ス 不 活 化
工 程 お よ び 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の ご と き Ｄ Ｎ Ａ 除 去 工 程 を 用 い て さ ら に 精 製
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 陽 イ オ ン 交 換 カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ た 組 換 え Ｇ Ｇ Ｆ ２ ピ ー ク の シ ュ ワ ン 細 胞 増 殖 活 性 は 以
下 の よ う に 測 定 し た ： 培 養 し た シ ュ ワ ン 細 胞 の 分 裂 促 進 応 答 を 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 　 １ Ｍ  
Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ .０ に よ っ て 溶 出 さ せ た ピ ー ク を 用 い 、 ５ Ｍ フ ォ ル ス コ リ ン の 存 在 下 で
測 定 し た 。 ピ ー ク は ２ ０  １ 、 １ ０  １ （ １ ： １ ０ ） お よ び （ １ ： １ ０ ０ ） １ ０  １ で 添 加
し た 。 1 2 5 Ｉ － ウ リ ジ ン の 取 込 み を 測 定 し 、 １ ８ ～ ２ ４ 時 間 の 暴 露 の 後 に （ Ｃ Ｐ Ｍ ） と し
て 測 定 し 、 表 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 Ｇ Ｇ Ｆ ２ の ペ プ チ ド に 対 し て 生 起 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る イ ム ノ ブ ロ ッ ト は 以
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下 の ご と く に 行 っ た ： １ ０  １ の 異 な る 画 分 を ４ ～ １ ２ ％ の グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル で 泳 動 さ せ
た 。 該 ゲ ル を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ペ ー パ ー に 移 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ブ ロ ッ ト を ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ
で ブ ロ ッ ク し 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ － 特 異 的 抗 体 （ １ ： ２ ５ ０ 希 釈 ） で プ ロ ー ブ し た 。 1 2 5 Ｉ プ ロ テ
イ ン Ａ （ １ ： ５ ０ ０ 希 釈 、 比 活 性 ＝ ９ .０ ／ Ｃ ｉ ／ ｇ ） を 第 ２ 抗 体 と し て 用 い た 。 イ ム ノ
ブ ロ ッ ト を コ ダ ッ ク 社 製 Ｘ － 線 フ ィ ル ム に ６ 時 間 暴 露 し た 。 １ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ で 溶 出 さ せ た
ピ ー ク 画 分 は ６ ９ Ｋ で 免 疫 反 応 性 バ ン ド を 示 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 陽 イ オ ン 交 換 カ ラ ム で の Ｇ Ｇ Ｆ ２ 精 製 は 以 下 の ご と く に 行 っ た ： ｒ Ｇ Ｇ Ｆ Ｉ Ｉ を 発 現 す
る Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 な ら し 培 地 を １ ０ ｍ ｌ ／ 分 で 陽 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 負 荷 し た 。 該 カ ラ ム を Ｐ
Ｂ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ .４ で 平 衡 化 し た 。 溶 出 は 各 々 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ ， 　 ５ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ
ｌ 、 ｐ Ｈ ８ .０ お よ び ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ ， １ Ｍ  Ｎ Ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８ .０ で 達 成 し た 。 前 記
し た シ ュ ワ ン 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ （ Ｃ Ｐ Ｍ ） を 用 い て す べ て の 画 分 を 分 析 し た 。 タ ン パ ク 質
濃 度 （ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） は 、 標 準 と し て Ｂ Ｓ Ａ を 用 い る ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド （ Bradford） ア ッ セ
イ に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 各 画 分 １ ０  ｌ を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 い 、 免 疫 反 応 性 お よ び シ ュ ワ ン 細 胞 活
性 は 共 移 動 す る の が 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ を 用 い 、 タ ン パ ク 質 を 手 法 の 種 々 の 時 点 で ア ッ セ イ す る こ
と が で き る 。 別 法 と し て 、 前 記 し た シ ュ ワ ン 細 胞 分 裂 促 進 ア ッ セ イ を 用 い て 、 全 長 ク ロ ー
ン ま た は そ の い ず れ か の 生 物 学 的 活 性 タ ン パ ク 質 の 発 現 産 物 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る
。 全 長 ク ロ ー ン Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ は Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 で 一 時 的 に 発 現 さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 の 細 胞 内 抽 出 物 は 、 実 施 例 ８ に 記 載 し た シ ュ ワ ン 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法 で
ア ッ セ イ し た 場 合 、 生 物 学 的 活 性 を 示 す 。 加 え て 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ５ を コ ー ド す る 全 長 ク
ロ ー ン を Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 で 一 時 的 に 発 現 さ せ た 。 こ の 場 合 、 細 胞 抽 出 物 お よ び な ら し 培 地 は 共
に 、 実 施 例 ８ に 記 載 し た シ ュ ワ ン 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ で 生 物 学 的 活 性 を 示 す 。 （ ヘ レ グ リ ン
を 包 含 す る ） Ｇ Ｇ Ｆ 遺 伝 子 に 由 来 す る ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ の フ ァ ミ リ ー の
い ず れ の メ ン バ ー も こ の よ う に し て 発 現 さ せ る こ と が で き 、 当 業 者 が シ ュ ワ ン 細 胞 増 殖 ア
ッ セ イ で ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 別 法 と し て 、 ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 Ｎ ｅ ｕ 分 化 因 子 （ Ｎ Ｄ Ｆ ） を Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 で 発 現
さ せ た Wen et al.（ Cell :559 (1992） ） に 従 い 、 他 の 変 異 体 か ら 組 換 え 物 質 を 単 離 す
る こ と が で き る 。 ｐ Ｊ Ｔ － ２ 真 核 生 物 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
は Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ り 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 終 結 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ
ル で ３ ’ が フ ラ ン ク さ れ て い る 。 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 を 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て 以
下 の ご と く に ｐ Ｊ Ｔ － ２ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ： ６ × １ ０ 6 細 胞 （ Ｄ
Ｍ Ｅ Ｍ お よ び １ ０ ％ Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ の ０ .８ ｍ ｌ 中 ） を ０ .４ ｃ ｍ の キ ュ ベ ッ ト に 移 し 、 Ｔ Ｅ 溶 液
（ １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ８ .０ ） ） 、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） １ ０ μ ｌ 中 、 プ ラ ス ミ ド
Ｄ Ｎ Ａ ２ ０ μ ｇ と 混 合 し た 。 ２ ０ ０ ｏ ｈ ｍ に 設 定 し た パ ル ス コ ン ト ロ ー ラ ー ユ ニ ッ ト を 装
備 し た Bio-Rad Gene パ ル サ ー 装 置 を 用 い 、 １ ６ ０ ０ Ｖ お よ び ２ ５ μ Ｆ に て エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン を 室 温 で 行 っ た 。 次 い で 、 細 胞 を Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ の ２ ０ ｍ ｌ に 希 釈 し
、 Ｔ ７ ５ フ ラ ス コ （ Falcon)に 移 し た 。 ３ ７ ℃ に お け る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の １ ４ 時 間 後
、 培 地 を Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、 １ ％ Ｆ Ｂ Ｓ で 置 き 換 え 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を さ ら に ４ ８ 時 間 継 続 し
た 。 細 胞 か ら 収 穫 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 を 含 有 す る な ら し 培 地 は 、 こ の タ ン パ ク 質 に つ い
て の 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 系 に お い て 生 物 学 的 活 性 を 示 し た 。 こ の 細 胞 系 （ 培 養 し た ヒ ト
胸 カ ル シ ノ ー マ 細 胞 系 Ａ Ｕ ５ ６ ５ ） を 組 換 え 物 質 で 処 理 し た 。 処 理 し た 細 胞 は 、 ｅ ｒ ｂ Ｂ
２ 受 容 体 の 活 性 化 に 特 徴 的 な 形 態 学 的 変 化 を 示 し た 。 ま た 、 こ の タ イ プ の な ら し 培 地 を シ
ュ ワ ン 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ で テ ス ト す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
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　 ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 可 能 な ベ ク ー ｐ ｃ ｄ ｈ ｆ ｒ ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ に ク ロ ー
ン 化 し 、 安 定 な 発 現 の た め に Ｃ Ｈ Ｏ － Ｄ Ｇ ４ ４ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ
２ が な ら し 培 地 に 分 泌 さ れ た 。 組 換 え Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 分 泌 さ れ る 能 力 は 、 恐 ら く は 、 Ｎ － 末 端
疎 水 性 ス ト レ ッ チ （ シ グ ナ ル 配 列 ） に よ り 媒 介 さ れ る 。 一 旦 粗 小 胞 体 を 横 切 っ て 成 長 す る
タ ン パ ク 質 の 輸 送 を 開 始 し た な ら ば 、 シ グ ナ ル 配 列 は 特 異 的 部 位 に お い て 成 熟 タ ン パ ク 質
か ら 切 断 さ れ る 。 発 現 さ れ 精 製 さ れ た ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の Ｎ － 末 端 配 列 分 析 は 後 記 に て 示 す 切
断 部 位 を 示 す 。 タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 に お け る 最 初 の ５ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 は 、 後 記
す る Ｎ － 末 端 配 列 分 析 に よ っ て 確 認 さ れ た （ 表 ５ ） 。
【 ０ １ ６ ７ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ８ 】
　 以 下 の 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ８ ５ ） は 、 ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 す 。 影 を 付 け た 領
域 は 切 断 さ れ た シ グ ナ ル 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ９ 】
［ 外 ２ ］
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【 ０ １ ７ ０ 】
　 影 を 付 け た 領 域 は 、 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の Ｎ － 末 端 に お け る 実 験 的 に 決 定 し た １ ５ の ア ミ ノ 酸
残 基 を 表 し 、 Ａ 5 0 － Ｇ 5 1 結 合 が シ グ ナ ル 配 列 の 切 断 部 位 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ７ １ 】

　 こ こ に 引 用 し て 本 明 細 書 の 一 部 と み な す 、 １ ９ ９ ２ 年 １ ０ 月 ２ ３ 日 付 け 出 願 の 米 国 特 許
出 願 ０ ７ ／ ９ ６ ５ ,１ ７ ３ 号 に 記 載 さ れ て い る 他 の ニ ュ ー レ グ リ ン を 更 新 す る （ updating)
方 法 に よ り 、 ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 の 結 果 と し て 生 じ る ４ つ の 密 接 に 関 連 す る 配 列 （ ヘ レ グ
リ ン α 、 β １ 、 β ２ 、 β ３ ） が 産 生 さ れ て い る 。 Peles et al.(Cell :205 (1992)） 、
お よ び Wen et al. (Cell :559 (1992)） は 、 ｐ １ ８ ５ e r b B 2 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 に 関
与 す る 実 施 例 １ ～ ９ お よ び １ １ に 記 載 さ れ た も の と 同 様 の 精 製 お よ び ク ロ ー ニ ン グ ア プ ロ
ー チ を 用 い て も う １ つ の ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 を （ ラ ッ ト か ら ） 単 離 し て い る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ク ロ ー ン は 、 （ 形 質 転 換 ラ ッ ト 線 維 芽 細 胞 系 か ら ｐ １ ８ ５ e r b B 2 結 合 タ ン パ ク 質 を 精 製 し
配 列 決 定 す る こ と に よ り ） 以 下 の よ う に し て 得 ら れ た 。 ｐ １ ８ ５ e r b B 2 結 合 タ ン パ ク 質 は
な ら し 培 地 か ら 以 下 の ご と く に 精 製 さ れ た 。 ５ ０ ０ ロ ー ラ ー ボ ト ル （ 合 計 １ ２ ０ リ ッ ト ル
） の ３ つ の 収 穫 物 か ら の プ ー ル さ れ た な ら し 培 地 を ０ .２ μ フ ィ ル タ ー を 通 す 濾 過 に よ っ
て 清 澄 化 し 、 ２ ０ ｋ ｄ 分 子 量 カ ッ ト オ フ の 膜 を 用 い 、 ペ リ コ ン （ Pelicon） 限 外 濾 過 系 に
て ３ １ 倍 濃 縮 し た 。 す べ て の 精 製 工 程 は 、 フ ァ ル マ シ ア 社 製 の フ ァ ス ト タ ン パ ク 質 液 体 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー シ ス テ ム を 用 い る こ と に よ っ て 行 っ た 。 濃 縮 し た 物 質 を ヘ パ リ ン － セ フ
ァ ロ ー ス の カ ラ ム （ １ ５ ０ ｍ ｌ 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で 予 め 平 衡 化 ） に 直
接 負 荷 し た 。 ２ ８ ０ ｎ ｍ 波 長 で の 吸 光 度 が 検 出 さ れ な く な る ま で 、 ０ .２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を
含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ で カ ラ ム を 洗 浄 し た 。 次 い で 、 結 合 タ ン パ ク 質 を Ｎ ａ Ｃ ｌ の 連 続 的 グ ラ ジ
エ ン ト （ ０ .２ Ｍ か ら １ .０ Ｍ ） （ ２ ５ ０ ｍ ｌ ） で 溶 出 し 、 ５ ｍ ｌ ず つ の 画 分 を 収 集 し た 。
試 料 （ 収 集 し た 画 分 か ら の ０ .０ １ ｍ ｌ ） を キ ナ ー ゼ 刺 激 活 性 の 定 量 ア ッ セ イ で 用 い た 。
３ 回 カ ラ ム を 流 し て （ 合 計 容 量 ＝ ３ ６ ０ ｍ ｌ ） 活 性 画 分 を プ ー ル し 、 Ｙ Ｍ １ ０ 限 外 濾 過 膜
（ Amicon, Danvers, MA） を 用 い る こ と に よ っ て 濃 縮 し 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 濃 度 １ .７ Ｍ
に 到 達 す る ま で 添 加 し た 。 遠 心 （ １ ０ ,０ ０ ０ × ｇ 、 １ ５ 分 ） に よ っ て 清 澄 化 し た 後 、 プ
ー ル し た 物 質 を フ ェ ニ ル － セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム （ Ｈ Ｒ １ ０ ／ １ ０ 、 フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） に
負 荷 し た 。 該 カ ラ ム を ０ .１ Ｍ  Ｎ ａ 2 Ｐ Ｏ 4 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） 中 の （ Ｎ Ｈ 4 ） 2 Ｓ Ｏ 4 の グ ラ ジ エ
ン ト （ １ .７ Ｍ な い し 無 塩 ） ４ ５ ｍ ｌ で 展 開 し 、 ２ ｍ ｌ ず つ の 画 分 を 収 集 し 、 （ 実 施 例 １
９ に 記 載 し た ） キ ナ ー ゼ 刺 激 に つ き ア ッ セ イ し た （ 試 料 当 た り ０ .０ ０ ２ ｍ ｌ ） 。 活 性 の
主 要 ピ ー ク を プ ー ル し 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ .３ ） に 対 し て 透 析 し
た 。 モ ノ － Ｓ 陽 イ オ ン 交 換 カ ラ ム （ Ｈ Ｒ ５ ／ ５ 、 フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） を ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム で 予 め 平 衡 化 し た 。 活 性 物 質 （ タ ン パ ク 質 ０ .８ ８ ４ ｍ ｇ ； ３ ５ ｍ ｌ ） を 負 荷 し
た 後 、 カ ラ ム を 出 発 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 次 い で 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ の グ ラ ジ エ ン ト に て 、 １ ｍ ｌ ／ 分
の 液 速 で 展 開 し た 。 キ ナ ー ゼ 刺 激 活 性 物 を ０ .４ ５ ～ ０ .５ ５ Ｍ 塩 に て 回 収 し 、 各 ２ ｍ ｌ ず
つ の ４ つ の 画 分 に わ た っ て 展 開 し た 。 こ れ ら を プ ー ル し 、 Ｃ ｕ 2 + キ レ ー ト 化 カ ラ ム に 直 接
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負 荷 し た （ １ .６ ｍ ｌ 、 Ｈ Ｒ ２ ／ ５ キ レ ー ト 化 セ フ ァ ロ ー ス 、 フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 。 タ ン
パ ク 質 の ほ と ん ど は 樹 脂 に 吸 着 し た が 、 そ れ ら は 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム の ３ ０ ｍ ｌ 直 線 グ ラ
ジ エ ン ト （ ０ ～ １ Ｍ ） で 徐 々 に 溶 出 し た 。 活 性 は ０ .０ ５ な い し ０ .２ Ｍ  Ｎ Ｈ 4 Ｃ ｌ の 範 囲
で 、 タ ン パ ク 質 の 単 一 ピ ー ク に て 溶 出 し た 。 精 製 の 種 々 の 工 程 か ら の 試 料 を 、 ゲ ル 電 気 泳
動 、 続 い て の Ｉ Ｃ Ｎ か ら の キ ッ ト （ Costa Mesa, CA） を 用 い る 銀 染 色 に よ っ て 分 析 し 、 そ
の タ ン パ ク 質 含 量 を バ イ オ － ラ ド （ Bio-Rad） (Richmond, CA)か ら の キ ッ ト を 用 い る ク ー
マ シ ー ブ ル ー 染 料 結 合 ア ッ セ イ で 測 定 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ｐ ４ ４ タ ン パ ク 質 （ １ ０ μ ｇ ） を ０ .１ Ｍ 炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ .８ ） ２
０ ０ μ ｌ 中 で 復 元 し た 。 １ ： １ ０ の 酵 素 － 対 － 基 質 の 比 に て 、 ３ ７ ℃ で 、 Ｌ － １ － ト シ ル
－ ア ミ ド 　 ２ － フ ェ ニ ル エ チ ル ク ロ ロ メ チ ル ケ ト ン － 処 理 ト リ プ シ ン （ Serva)で １ ８ 時 間
消 化 を 行 っ た 。 得 ら れ た ペ プ チ ド 混 合 物 を 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て 分 離 し 、 ヴ ィ ダ ッ ク （ Vy
dac） C4ミ ク ロ カ ラ ム （ ２ .１ ｍ ｍ 　 ｉ ． ｄ ． × １ ５ ｃ ｍ 、 ３ ０ ０ Å ） お よ び ダ イ オ ー ド －
ア レ イ 検 出 器 お よ び ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン を 装 備 し た Ｈ Ｐ  １ ０ ９ ０ 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー シ ス テ ム を 用 い て ２ １ ５ ｎ ｍ で モ ニ タ ー し た 。 カ ラ ム を ０ .１ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ 移
動 相 Ａ ） で 平 衡 化 し 、 溶 出 は ７ ０ 分 間 に わ た る ０ ％ ～ ５ ５ ％ 移 動 相 Ｂ （ ０ .１ ％ ト リ フ ル
オ ロ 酢 酸 中 の ９ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル ） か ら の 直 線 グ ラ ジ エ ン ト で 行 っ た 。 液 速 は ０ .２ ｍ
ｌ ／ 分 で あ り 、 カ ラ ム 温 度 は ２ ５ ℃ で 制 御 し た 。 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 系 か ら 手 動 で 収 集 し た ペ プ チ ド
ピ ー ク の １ ／ ３ ア リ コ ー ト を 、 エ ド マ ン 分 解 に よ る Ｎ － 末 端 配 列 分 析 に よ っ て 特 徴 付 け た
。 ２ ７ .７ 分 （ Ｔ ２ ７ .７ ） 後 に 溶 出 し た 画 分 は 混 合 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 し 、 還 元 の
後 に 以 下 の ご と く さ ら に 再 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 し た ： ペ プ チ ド 画 分 の ７ ０ ％ ア リ コ ー
ト を 真 空 中 で 乾 燥 し 、 ０ .２ Ｍ 炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ .８ ） １ ０ ０ μ ｌ 中 で
復 元 し た 。 Ｄ Ｔ Ｔ （ 終 濃 度 ２ ｍ Ｍ ） を 溶 液 に 添 加 し 、 こ れ を 、 次 い で 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 ヴ ィ ダ ッ ク カ ラ ム (２ .１ ｍ ｍ 　 ｉ ． ｄ ． × １ ５ ｃ ｍ ） を 用
い 、 還 元 し た ペ プ チ ド 混 合 物 を 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て 分 離 し た 。 溶 出 条 件 お よ び 液 速 は 前
記 と 同 じ で あ る 。 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 は 、 オ ン － ラ イ ン の フ ェ ニ ル チ オ ヒ ダ ン ト
イ ン （ Ｐ Ｔ Ｈ ） ア ミ ノ 酸 ア ナ ラ イ ザ ー お よ び モ デ ル ９ ０ ０ デ ー タ 解 析 シ ス テ ム （ Hunkapil
ler et al. (1985) , J.E. Shively編 （ Clif
ton, New Jersey: Humana Press, p. 223-247)） を 備 え た モ デ ル ４ ７ ７ タ ン パ ク 質 シ ー ケ
ン サ ー （ Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA） で 行 っ た 。 予 め ポ リ ブ レ ン お よ
び Ｎ ａ Ｃ ｌ で サ イ ク ル を 行 っ た ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 処 理 し た ガ ラ ス 繊 維 デ ィ ス ク に タ ン パ ク
質 を 負 荷 し た 。 Ｐ Ｈ Ｔ － ア ミ ノ 酸 分 析 は 、 デ ュ ア ル シ リ ン ジ ポ ン プ お よ び 逆 相 （ Ｃ － １ ８
） の 狭 い 孔 の カ ラ ム （ Applied Biosystems, ２ .１ ｍ ｍ × ２ ５ ０ ｍ ｍ ） を 用 い て ミ ク ロ 液
体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー シ ス テ ム （ Model 120)で 行 っ た 。 標 準 的 な 手 法 （ Maniatis et al.,
 Molecular Cloning: A Laboratory Manial (Cold Spring Harbor, New York (1982)))に
よ っ て Ｒ Ｎ Ａ を ラ ッ ト １ － Ｅ Ｊ 細 胞 か ら 単 離 し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ セ パ レ ー タ キ ッ ト （ Clontech L
ab, Inc., Palo Alto, CA)を 用 い て ポ リ （ Ａ ） + を 選 択 し た 。 (Ｂ Ｒ Ｌ  Life Technologies
, Inc., Bethesda, MDか ら の )ス ー パ ー ス ク リ プ ト （ Superscript） キ ッ ト で ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合
成 し た 。 カ ラ ム 分 画 し た 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｓ ａ ｌ １ － お よ び Ｎ ｏ ｔ １ － 消 化 の ｐ Ｊ Ｔ － ２
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 す な わ ち ｐ Ｃ Ｄ － Ｘ ベ ク タ ー （ Okayama お よ び Berg, Mol. Cell Bi
ol. 3:280 (1983） ） の 誘 導 体 に 連 結 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン (Dower et al., Nucl. 
Acids. Res., 16:6127 (1988))に よ っ て Ｄ Ｈ １ ０ Ｂ 大 腸 菌 細 胞 に 形 質 転 換 し た 。 Ｎ Ｄ Ｆ の
Ｎ － 末 端 の タ ン パ ク 質 配 列 （ 残 基 ５ ～ ２ ４ ） お よ び Ｔ ４ ０ .０ ト リ プ テ ッ ク （ tryptic） ペ
プ チ ド （ 残 基 ７ ～ １ ２ ） に 由 来 す る ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で 、 ほ ぼ ５ × １ ０
5 初 代 形 質 転 換 体 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 そ の 各 配 列 は 以 下 の 通 り で あ る （ Ｎ は す べ て の
４ つ の ｎ ｔ を 示 す ） ：
【 ０ １ ７ ３ 】
［ 外 ３ ］
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【 ０ １ ７ ４ 】
　 Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ と 共 に ［ γ － 3 2 Ｐ ］ Ａ Ｔ Ｐ で 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 末 端 標 識 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー の 複 製 セ ッ ト を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 用 い
た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 ６ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ６ .
８ ） 、 ０ .１ ％ ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ２ × デ ン ハ ー ト 溶 液 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ サ ケ 精 子 Ｄ
Ｎ Ａ 、 お よ び ２ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド （ プ ロ ー ブ １ に つ き ） ま た は ホ ル ム ア ミ ド 無 し （ プ ロ ー
ブ ２ に つ き ） を 含 有 す る も の で あ っ た 。 ５ ０ ℃ で 、 ０ .５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ２ ｍ
Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ プ ロ ー ブ １ に つ き ） で フ ィ ル タ ー を 洗 浄 す る か 、 あ る い は ３ ７ ℃ で 、 ２ ×
Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ２ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ プ ロ ー ブ ２ に つ き ） で フ ィ ル タ ー を 洗 浄 し た
。 フ ィ ル タ ー の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー は 両 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る １ ０ の ク ロ ー
ン を 与 え た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン を 、 前 記 し た ご と き 再 平 板 培 養 お よ び プ ロ ー ブ ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 精 製 し た 。 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ
（ Appied Biosystems） ３ ７ ３ Ａ 自 動 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン サ ー お よ び ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス
テ ム ズ ・ タ ッ ク ・ ダ イ デ オ キ シ （ Taq DyeDeoxy） （ 商 品 名 ） タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル 配 列
決 定 キ ッ ト を 用 い て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し た 。 い く つ か の 場 合 、 製 造 業 者 の 指
示 に 従 い 、 米 国 バ イ オ ケ ミ カ ル ズ 社 （ Biochemicals） か ら の ［ 3 5 Ｓ ］ ｄ Ａ Ｔ Ｐ （ Amersham
)お よ び セ ク エ ナ ー ゼ （ Sequenase） （ 商 品 名 ） キ ッ ト を 用 い て 配 列 を 得 た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ
ー ン ４ ４ の 両 鎖 は 、 プ ラ イ マ ー と し て 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と に よ っ て 配 列
決 定 し た 。 最 も ５ ’ の ３ ５ ０ ｎ ｔ の 配 列 は 、 ７ つ の 独 立 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン で 決 定 さ れ
た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン は 、 図 ２ ７ （ Ｎ Ｄ Ｆ ） に 示 し た パ タ ー ン を 示 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】

　 Lupe et al. (Science 249, 1552 (1990))お よ び こ こ に 引 用 し て 本 明 細 書 の 一 部 と み な
す Lippmanお よ び Lupe（ 国 際 出 願 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ １ ／ ０ ３ ４ ４ ３ (１ ９ ９ ０ )） は 、 ヒ ト 胸
癌 細 胞 系 Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ － ２ ３ １ の な ら し 培 地 か ら タ ン パ ク 質 を 精 製 し て い る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 Lupe et al.（ Proc. Natl. Acad. Sci. 89, 2287 (1992)） は 、 ｐ １ ８ ５ e r b B 2 受 容 体 に
結 合 す る も う １ つ の タ ン パ ク 質 を 精 製 し て い る 。 こ の 特 定 の タ ン パ ク 質 ｐ ７ ５ は 、 １ ０ ％
子 ウ シ 血 清 （ GIBCO)を 補 足 し た 改 良 イ ー グ ル 培 地 （ Ｉ Ｍ Ｅ Ｍ ： GIBCO)中 で 増 殖 し た Ｓ Ｋ Ｂ
ｒ － ３ （ ヒ ト 胸 癌 細 胞 系 ） の 増 殖 で 用 い た な ら し 培 地 か ら 精 製 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ７ 】

　 ま た 、 Pelesら (Cell 69， 205(1992))は 、 ラ ッ ト 細 胞 か ら １ ８ ５ e r b B 2 刺 激 リ ガ ン ド を 精
製 し て い る 。 Holmesら (Science 256, 1205 (1992))は 、 ｐ １ ８ ５ e r b B 2 に 結 合 し そ れ を 刺
激 す る ヒ ト 細 胞 か ら ヘ レ グ リ ン α を 精 製 し て い る 。 Tarakovsky et al., Oncogene 6:218 
(1991)は 、 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 単 離 さ れ た ２ ５ ｋ Ｄ の ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ ｅ ｕ 受 容 体
へ の 結 合 、 ｐ １ ８ ５ e r b B 2 相 同 性 を 示 し て お り 、 こ こ に 引 用 し て 本 明 細 書 の 一 部 と み な す
。
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ｐ １ ８ ５ e r b B 2 受 容 体 に 結 合 す る 他 の タ ン パ ク 質 の 精 製 お よ び ア ッ セ イ
Ｉ ． ｇ ｐ ３ ０ お よ び ｐ ７ ０ の 精 製

II． 他 の ｐ １ ８ ５ e r b B 2 リ ガ ン ド



【 ０ １ ７ ８ 】

　 Yardenお よ び Peles (Biochemistry 30, 3543 (1991))は １ ８ ５ e r b B 2 受 容 体 を 刺 激 す る
３ ５ キ ロ ダ ル ト ン の 糖 タ ン パ ク 質 を 同 定 し て い る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 他 の 文 献 に お い て 、 Davisら (Biochem. Biophys. Res. Commun. 179, 1536 (1991))， Pr
oc. Natl. Acad. Sci. 88, 8582 (1991)) お よ び Greeneら (国 際 出 願 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ １ ／
０ ２ ３ ３ １ （ １ ９ ９ ０ )） は 、 ヒ ト Ｔ － 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｌ － ２ ） 細 胞 系 の な ら し 培 地 か ら の タ
ン パ ク 質 の 精 製 を 記 載 し て い る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 こ こ に 引 用 し て 本 明 細 書 の 一 部 と み な す 、 Huangら (1992, J. Biol. Chem. 257:11508-1
1512)は 、 ウ シ 腎 臓 か ら さ ら な る neu／ erb B2リ ガ ン ド 成 長 因 子 を 単 離 し て い る 。 ２ ５ ｋ Ｄ
ポ リ ペ プ チ ド 因 子 は 、 カ ラ ム 分 画 、 続 い て の Ｄ Ｅ Ａ Ｅ ／ セ ル ロ ー ス （ Ｄ Ｅ ５ ２ ） 、 ス ル フ
ァ デ ッ ク ス （ Sulfadex） (硫 酸 化 セ フ ァ デ ッ ク ス G-50)、 ヘ パ リ ン -セ フ ァ ロ ー ス 4B、 お よ
び ス ー パ ー デ ッ ク ス (Superdex) 75（ フ ァ ス ト タ ン パ ク 質 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )の 連 続
的 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 単 離 さ れ た 。 因 子 Ｎ Ｅ Ｌ － Ｇ Ｆ は neu/erb B2遺 伝 子
産 物 の チ ロ シ ン 特 異 的 自 己 リ ン 酸 化 を 刺 激 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】

　 Ａ Ｒ Ｉ Ａ 、 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 合 成 を 刺 激 す る ４ ２ ｋ Ｄ タ ン パ ク 質 は 、 ジ ェ ラ ル ド ・
フ ィ ッ シ ュ バ ッ ハ （ Gerald Fischbach） （ Falls et al., (1993) Cell 72:801-815)の 研
究 所 で 単 離 さ れ て い る 。 Ａ Ｒ Ｉ Ａ は １ ８ ５ e r b B 2 に 類 似 す る １ ８ ５ Ｋ ｄ ａ 筋 肉 膜 貫 通 タ ン
パ ク 質 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 誘 導 し 、 培 養 し た 胚 性 筋 管 で ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 合 成 を 刺
激 す る 。 Ａ Ｒ Ｉ Ａ は ま ず は Ｇ Ｇ Ｆ ／ ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ リ ガ ン ド 群 タ ン パ ク 質 の メ ン バ ー で あ る ら
し く 、 こ れ は 、 グ リ ア 細 胞 分 裂 促 進 刺 激 お よ び 本 明 細 書 に 記 載 し た 例 え ば Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 適 用
で 潜 在 的 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】

　 増 殖 を 誘 導 す る 十 分 な レ ベ ル の グ リ ア 成 長 因 子 で の 処 理 に 続 き 、 ラ ッ ト ・ シ ュ ワ ン 細 胞
は 、 タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の 刺 激 を 示 す 。 実 施 例 ９ に 概 略 を 示 し た 手 法 に 従 い 、 種
々 の 量 の 部 分 的 に 精 製 し た Ｇ Ｇ Ｆ を ラ ッ ト ・ シ ュ ワ ン 細 胞 の 初 代 培 養 に 適 用 し た 。 シ ュ ワ
ン 細 胞 は 、 ポ リ Ｄ － リ シ ン 被 覆 し た ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ １ ０ ％ 子 ウ シ 血 清
／ ５ μ Ｍ フ ォ ル ス コ リ ン ／ Ｇ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｍ １ ｍ Ｌ 当 た り ０ .５ μ ｇ （ ウ ェ ル 当 た り ０ .５ ｍ Ｌ
） で 増 殖 さ せ た 。 密 集 し た ら 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ ウ ェ ル 当 た り ０ .５ ｍ Ｌ の １ ０ ％ 子 ウ シ 血 清 を
細 胞 に 与 え 、 休 止 す る ま で イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に 一 晩 放 置 し た 。 翌 日 、 細 胞 に Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／
１ ０ ％ 子 ウ シ 血 清 の ０ .２ ｍ Ｌ を 与 え 、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に １ 時 間 放 置 し た 。 次 い で 、
テ ス ト 試 料 を 、 要 求 さ れ る 異 な る 濃 度 お よ び 異 な る 時 間 に て 直 接 培 地 に 添 加 し た 。 次 い で
、 細 胞 を 、 沸 騰 す る 溶 解 緩 衝 液 （ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｍ Ｍ 、 ｐ Ｈ ６ .８ ； Ｓ Ｄ Ｓ ， ２ ％
， β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ， ５ ％ ； ジ チ オ ス レ イ ト ー ル ， ０ .１ Ｍ ； グ リ セ ロ ー ル ， １
０ ％ ； ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ， ０ .４ ％ ； バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ， １ ０ ｍ Ｍ ） 中 で 溶 解
し 、 沸 騰 す る 水 浴 中 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 直 接 分 析 す る か 、 あ る い は －
７ ０ ℃ で 凍 結 し た 。 ７ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 で 泳 動 さ せ 、 次 い で 、 Towbin et al.
 (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:4350-4354に よ っ て 記 載 さ れ て い る 標 準 的 な 手
法 を 用 い て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 電 気 ブ ロ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 、 試 料 を 分 析 し た 。
ブ ロ ッ ト し た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス を 、 Kampsお よ び Selton (1988) Oncogene 2:305-315に 記
載 さ れ て い る 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 で プ ロ ー ブ し た 。 プ ロ ー ブ し た
ブ ロ ッ ト を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー フ ィ ル ム に 一 晩 暴 露 し 、 標 準 的 な 実 験 方 法 を 用 い て 展
開 し た 。 デ ン シ ト メ ト リ ー 測 定 は 、 ウ ル ト ラ ス キ ャ ン （ Ultrascan） Ｘ Ｌ 増 強 レ ー ザ ー デ
ン シ ト メ ー タ ー （ Ｌ Ｋ Ｂ ） を 用 い て 行 っ た 。 分 子 量 の 測 定 は 、 予 め 染 色 し た 高 分 子 量 の ス
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III． Ｎ Ｄ Ｆ 単 離

IV． ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 誘 導 活 性 （ Ａ Ｒ Ｉ Ａ ） の 精 製

実 施 例 １ ９
Ｇ Ｇ Ｆ に よ っ て 媒 介 さ れ る タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン リ ン 酸 化



タ ン ダ ー ド （ Sigma)に 対 し て 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 リ ン 酸 化 お よ び シ ュ ワ ン 細 胞 増 殖 の 用 量
応 答 は 非 常 に 似 て い る （ 図 ３ ３ ） 。 リ ン 酸 化 バ ン ド の 分 子 量 は ｐ １ ８ ５ e r b B 2 の 分 子 量 に
非 常 に 近 い 。 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ ク ロ ー ン で Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 翻 訳 体 か ら 調 製 し た な ら し 培 地 で シ
ュ ワ ン 細 胞 を 処 理 し た 場 合 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｇ Ｇ Ｆ と 、 １ ８ ５
e r b B 2 の 活 性 化 と の 予 測 さ れ る 相 互 作 用 と よ く 相 関 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 こ の 実 験 を 組 換 え Ｇ Ｇ Ｆ ２ で 反 復 し た 。 Ｇ Ｇ Ｆ ２ ク ロ ー ン （ Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ ） で 安 定
に 形 質 転 換 し た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 系 に 由 来 す る な ら し 培 地 は 、 前 記 し た ア ッ セ イ を 用 い る と 、 タ
ン パ ク 質 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 刺 激 す る 。 モ ッ ク ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 は こ の 活
性 を 刺 激 し な い 。
【 ０ １ ８ ４ 】

　 Ｇ Ｇ Ｆ － II候 補 ク ロ ー ン Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ １ 、 ２ お よ び ３ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 予 測 さ れ る
タ ン パ ク 質 配 列 は 、 多 数 の コ ン セ ン サ ス Ｎ － グ リ コ シ ル 化 モ チ ー フ を 含 有 す る 。 Ｇ Ｇ Ｆ Ｉ
Ｉ ０ ２ ペ プ チ ド 配 列 に お け る ギ ャ ッ プ は 、 こ れ ら の モ チ ー フ の う ち の １ つ に お け る ア ス パ
ラ ギ ン 残 基 に 合 致 し 、 こ れ は 、 炭 水 化 物 は 恐 ら く は こ の 部 位 に て 結 合 し て い る こ と を 示 す
。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 Ｇ Ｇ Ｆ の Ｎ － グ リ コ シ ル 化 は 、 Ｎ － グ ル カ ナ ー ゼ 、 す な わ ち 、 炭 水 化 物 と タ ン パ ク 質 に
お け る ア ス パ ラ ギ ン 残 基 と の 間 の 共 有 結 合 を 切 断 す る 酵 素 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
後 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に お け る 移 動 度 変 化 を 観 察 す る こ と に よ っ て 調 べ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 Ｇ Ｇ Ｆ － IIの Ｎ － グ ル カ ナ ー ゼ 処 理 に よ り 、 Ｍ Ｗ ４ ０ ～ ４ ２ ｋ Ｄ の 主 た る バ ン ド お よ び
４ ５ ～ ４ ８ ｋ Ｄ ａ の 従 た る バ ン ド が 生 じ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
活 性 　 約 ４ ５ ～ ５ ０ ｋ Ｄ ａ に お け る 単 一 の 脱 グ リ コ シ ル 化 種
　 ま た 、 Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ で の 活 性 溶 出 実 験 は 、 Ｎ － グ ル カ ナ ー ゼ で 処 理 し た 場 合 に 電 気 泳 動 移
動 度 の 増 大 を 示 し 、 こ れ は 、 Ｍ Ｗ ２ ６ ～ ２ ８ ｋ Ｄ ａ の 活 性 種 を 与 え る 。 用 い た 試 料 に お け
る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 の た め Ｎ － 脱 グ リ コ シ ル 化 バ ン ド は 割 り 当 て で き な い に も 拘 わ ら
ず 、 銀 染 色 に よ り 、 移 動 度 の シ フ ト が あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ８ 】
【 図 １ 】 筋 芽 細 胞 の 分 裂 促 進 ア ッ セ イ に お け る ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 筋 管 中 の 核 数 に 対 す る ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 分 化 さ れ た 筋 管 の 生 存 に 対 す る ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 効 果 を 示 す 生 存 ア ッ セ イ の グ ラ フ
で あ る 。
【 図 ４ 】 ヒ ト 血 小 板 由 来 成 長 因 子 、 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 、 ヒ ト 上 皮 成 長 因 子 、 ヒ ト 白
血 球 阻 害 因 子 、 お よ び ヒ ト イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 Ｉ お よ び IIと 比 較 し た 分 化 さ れ た 筋 管
に 対 す る ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 効 果 を 示 す 生 存 ア ッ セ イ の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 ｒ ｈ Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 存 在 下 デ ュ シ ェ ー ヌ 型 ジ ス ト ロ フ ィ ー 細 胞 の 増 加 し た 生 存 を 示 す
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 Ａ ｃ ｈ Ｒ デ ル タ サ ブ ユ ニ ッ ト 転 写 コ ン ト ロ ー ル 要 素 の コ ン ト ロ ー ル 下 ｈ Ｇ Ｈ 受 容
体 遺 伝 子 か ら の Ｃ ２ 細 胞 に お け る ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン （ ｈ Ｇ Ｈ ） 発 現 の 増 加 の グ ラ フ で あ る
。 こ の 増 加 は 培 地 へ の Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 添 加 に 結 び つ く 。
【 図 ７ 】 Ｃ ２ 細 胞 に Ｇ Ｇ Ｆ ２ の 量 を 増 加 し て 添 加 し た の ち の ｈ Ｇ Ｈ 受 容 体 合 成 お よ び Ａ ｃ
ｈ Ｒ ｓ へ の バ ン ガ ロ ト キ シ ン （ bungarotoxin） （ Ｂ Ｔ Ｘ ） の 結 合 の 増 加 の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ 、 配 列 番 号 １ ～ ２ ０ お よ び １ ６ ５ に 由 来 す る ペ プ チ ド 配 列 で あ る （ 以
下 の 実 施 例 １ １ ～ １ ３ 参 照 ） 。
【 図 ９ 】 パ ネ ル Ａ は 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 設 計 す る た め に 用 い た Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ
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実 施 例 ２ ０
Ｇ Ｇ Ｆ の Ｎ － グ リ コ シ ル 化



ペ プ チ ド の 配 列 で あ り 、 変 性 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 示 す （ 配 列 番 号 １ 、 １ ７ お よ び ２ ２ ～ ２
９ ） 。 パ ネ ル Ａ の 配 列 の う ち の い く つ か は 合 成 ペ プ チ ド を 設 計 す る た め に も 用 い ら れ た 。
パ ネ ル Ｂ は 変 性 プ ロ ー ブ ま た は 変 性 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 設 計 の た め に は 短 す ぎ た （ ６ ア ミ
ノ 酸 よ り 少 な い ） 新 規 な ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 １ ７ お よ び ３ ２ ） の 表 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 Ｇ Ｇ Ｆ － II、 配 列 番 号 ４ ２ ～ ５ ０ お よ び １ ６ ５ に 由 来 す る ペ プ チ ド 配 列 で あ る
（ 以 下 の 実 施 例 １ １ ～ １ ３ 参 照 ） 。
【 図 １ １ 】 パ ネ ル Ａ に 、 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ お よ び 変 性 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を
設 計 す る た め に 用 い ら れ た Ｇ Ｇ Ｆ － IIペ プ チ ド の 配 列 を 列 挙 す る （ 配 列 番 号 ４ ２ ～ ４ ９ ）
。 パ ネ ル Ａ の 配 列 の う ち の い く つ か は 合 成 ペ プ チ ド を 設 計 す る た め に 用 い ら れ た 。 パ ネ ル
Ｂ は 変 性 プ ロ ー ブ ま た は 変 性 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 設 計 の た め に は 短 す ぎ た （ ６ ア ミ ノ 酸 よ
り 少 な い ） 新 規 な ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ５ ０ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 実 施 例 ８ に 関 連 し 、 本 発 明 の 因 子 の 分 裂 促 進 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ Ａ 、 １ ３ Ｂ は 実 施 例 ８ に 関 連 し 、 本 発 明 の 因 子 の 分 裂 促 進 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 実 施 例 ８ に 関 連 し 、 本 発 明 の 因 子 の 分 裂 促 進 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 実 施 例 ８ に 関 連 し 、 本 発 明 の 因 子 の 分 裂 促 進 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 実 施 例 ８ に 関 連 し 、 本 発 明 の 因 子 の 分 裂 促 進 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 実 施 例 ８ に 関 連 し 、 本 発 明 の 因 子 の 分 裂 促 進 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 実 施 例 ８ に 関 連 し 、 本 発 明 の 因 子 の 分 裂 促 進 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 実 施 例 ８ に 関 連 し 、 本 発 明 の 因 子 の 分 裂 促 進 活 性 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 実 施 例 １ ０ に 関 連 し 、 以 下 に 簡 単 に 説 明 す る 。 　 図 ２ ０ は 図 ７ 、 パ ネ ル Ａ お よ
び 図 ９ 、 パ ネ ル Ａ の 新 規 な ペ プ チ ド 配 列 か ら 設 計 さ れ た 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
（ 配 列 番 号 ５ １ ～ ８ ４ ） を 列 挙 す る 。
【 図 ２ １ 】 実 施 例 １ ０ に 関 連 し 、 以 下 に 簡 単 に 説 明 す る 。 　 図 ２ １ （ 配 列 番 号 ８ ５ ） は 組
換 え ウ シ ゲ ノ ム フ ァ ー ジ Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｇ １ か ら の 推 定 さ れ る (putative)一 続 き の ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ
－ II遺 伝 子 配 列 を 示 し 、 こ れ は 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ６ ０ ９ お よ び ６ ５ ０ （ 図
１ ８ 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ６ ６ お よ び ６ ９ ） の 結 合 部 位 を 含 む 。 図 は 第 ３ リ ー デ ィ ン グ フ レ
ー ム 内 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の コ ー デ ィ ン グ ス ト ラ ン ド お よ び 推 定 さ れ た (deduced)ア ミ ノ 酸 配 列
で あ る 。 因 子 ２ か ら の ペ プ チ ド １ ２ の 配 列 （ ボ ー ル ド (bold)） は 、 ６ ６ ア ミ ノ 酸 の オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ヌ ク レ オ チ ド ７ ５ ２ ７ ２ ） の 一 部 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 実 施 例 １ ０ に 関 連 し 、 以 下 に 簡 単 に 説 明 す る 。 　 図 ２ ２ は 変 性 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ
ー （ パ ネ ル Ａ 、 配 列 番 号 ８ ６ ～ １ ０ ４ ） お よ び 下 垂 体 前 葉 か ら の Ｒ Ｎ Ａ 中 に 存 在 す る ウ シ
Ｇ Ｇ Ｆ － IIを コ ー ド す る 配 列 の セ グ メ ン ト を 単 離 す る た め の 実 験 に お い て 用 い ら れ た 独 自
な Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ パ ネ ル Ｂ 、 配 列 番 号 １ ０ ５ ～ １ １ ５ ） を 列 挙 す る 。
【 図 ２ ３ 】 実 施 例 １ ０ に 関 連 し 、 以 下 に 簡 単 に 説 明 す る 。 　 図 ２ ３ に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 実 験 で
え ら れ た ９ 個 の 別 個 の 隣 接 す る (contiguous)ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ － II　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 構 造 お よ び 配 列 を
示 す 。 図 の 上 に 付 し た 線 は 特 徴 付 け が な さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 構 造 に 寄 与 す る コ ー デ ィ ン グ 配 列
の 図 解 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 実 施 例 １ ０ に 関 連 し 、 以 下 に 簡 単 に 説 明 す る 。 　 図 ２ ４ は Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｇ １ の ウ
シ 組 換 え フ ァ ー ジ の 物 理 的 地 図 (physical map)で あ る 。 ウ シ フ ラ グ メ ン ト は お お よ そ ２ ０
ｋ ｂ の 長 さ で ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ － II遺 伝 子 の ２ つ の エ ク ソ ン （ ボ ー ル ド ） を 含 む 。 酵 素 Ｘ ｂ ａ ｌ
、 Ｓ ｐ ｅ ｌ 、 Ｎ ｄ ｅ ｌ 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 、 Ｋ ｐ ｎ ｌ 、 お よ び Ｓ ｓ ｔ Ｉ に 対 す る 制 限 部 位 を こ の
物 理 的 地 図 に 記 し て い る 。 影 を 付 し た 部 分 は 配 列 決 定 の た め に サ ブ ク ロ ー ン 化 さ れ た フ ラ
グ メ ン ト に 対 応 す る 。
【 図 ２ ５ 】 実 施 例 １ ０ に 関 連 し 、 以 下 に 簡 単 に 説 明 す る 。 　 図 ２ ５ は 推 定 さ れ る ウ シ Ｇ Ｇ
Ｆ － II遺 伝 子 の ３ つ の 副 遺 伝 子 産 物 (alternative gene products)の 構 造 を 図 式 的 に 示 す
。 エ ク ソ ン は Ａ か ら Ｅ ま で そ れ ら の 発 見 の 順 に 列 挙 す る 。 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン
１ 、 ２ お よ び ３ は 、 ３ つ の オ ー バ ー ラ ッ プ す る 推 定 さ れ た タ ン パ ク 質 構 造 （ Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ
Ｐ １ 、 ２ 、 お よ び ３ ） を つ く り 、 そ れ ら を 種 々 の 図 ２ ７ Ａ 、 ２ ７ Ｂ 、 ２ ７ Ｃ （ 後 記 ） に 表
わ す 。
【 図 ２ ６ 】 実 施 例 １ ０ に 関 連 し 、 以 下 に 簡 単 に 説 明 す る 。 　 図 ２ ６ （ 配 列 番 号 １ １ ６ ～ １
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２ ８ ） で は 、 図 ９ お よ び 図 １ １ に 列 挙 さ れ た 新 規 な ペ プ チ ド 配 列 を も つ 、 図 ２ ７ Ａ 、 図 ２
７ Ｂ お よ び 図 ２ ７ Ｃ に 示 す 推 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の 配 列 （ 後 記 ） に お い て 同 定 さ れ る Ｇ Ｇ
Ｆ － Ｉ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ － II配 列 を 比 較 す る 。 図 に よ っ て ９ つ の 新 規 な Ｇ Ｇ Ｆ － IIペ プ チ ド 配
列 の う ち ６ つ が こ れ ら 推 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の 配 列 に 対 す る こ と が 示 さ れ る 。 Ｇ Ｇ Ｆ － Ｉ
配 列 と 類 似 の ２ つ の ペ プ チ ド 配 列 も ま た 見 出 さ れ た 。
【 図 ２ ７ 】 実 施 例 １ ０ に 関 連 し 、 以 下 に 簡 単 に 説 明 す る 。 　 図 ２ ７ （ 配 列 番 号 １ ２ ９ ） は
図 ２ ５ の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン 番 号 １ か ら え ら れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の コ ー デ ィ ン グ ス ト ラ ン ド
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 こ の 推 定 さ れ る ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ － II遺 伝 子
の 部 分 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ２ ０ ６ ア ミ ノ 酸 長 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 ボ ー ル ド で 示 す ペ
プ チ ド は 図 ９ お よ び 図 １ １ に 示 す リ ス ト か ら 同 定 さ れ た も の で あ る 。 潜 在 的 な グ リ コ シ ル
化 部 位 に 下 線 を 付 す （ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ に 加 え て ） ； 　 図 ２ ７ （ 配 列
番 号 １ ３ ０ ） は 図 ２ ５ に お け る ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン 番 号 ３ か ら え ら れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の コ
ー デ ィ ン グ ス ト ラ ン ド Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 こ の 推 定 さ れ る
ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ － II遺 伝 子 の 部 分 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ２ ５ ７ ア ミ ノ 酸 長 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 。 ボ ー ル ド で 示 す ペ プ チ ド は 図 ９ お よ び 図 １ １ に お け る リ ス ト か ら 同 定 さ れ た も の で あ
る 。 潜 在 的 な グ リ コ シ ル 化 部 位 に 下 線 を 付 す （ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ に 加
え て ） 。
【 図 ２ ８ 】 実 施 例 １ ６ に 関 連 し 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 上 で の 種 々 の ホ 乳 動 物 Ｄ Ｎ Ａ へ の 推 定 さ
れ る ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ － II遺 伝 子 配 列 の 交 差 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム
を 示 す 。 フ ィ ル タ ー は 図 に 列 挙 す る 種 か ら の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ （ レ ー ン あ た
り ５ μ ｇ ） の レ ー ン を 含 む 。 図 ２ ４ 中 の 物 理 的 地 図 に よ り 予 想 さ れ る よ う に ウ シ Ｄ Ｎ Ａ 中
の ４ ｋ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 含 め て 、 プ ロ ー ブ は 各 Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル 中 に 強 い 単 一 バ ン ド を 検 出
す る 。 比 較 的 小 さ い 強 度 の バ ン ド も ま た 観 察 さ れ 、 こ れ ら は 関 連 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 し う
る 。 他 の ホ 乳 動 物 Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル の そ れ ぞ れ か ら の 強 く ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る バ ン ド は 、 お
そ ら く は こ れ ら の 種 の Ｇ Ｇ Ｆ － II相 同 物 を 示 す 。
【 図 ２ ９ 】 代 表 的 な ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 の ダ イ ア グ ラ ム で あ る 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン
ト は Ｆ 、 Ｅ 、 Ｂ 、 Ａ 、 Ｇ 、 Ｃ 、 Ｃ ／ Ｄ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ 、 Ｄ 、 Ｄ ′ 、 Ｈ 、 Ｋ お よ び Ｌ で 示 さ れ る
。 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 に 由 来 し た ペ プ チ ド 配 列 の 位 置 を 「 ○ 」 に よ っ て 示 す 。
【 図 ３ ０ Ａ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｂ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｃ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン

10

20

30

40

50

(45) JP 2007-332153 A 2007.12.27



グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｄ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｅ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｆ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｇ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｈ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｉ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
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【 図 ３ ０ Ｊ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｋ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｌ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｍ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｎ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ ０ Ｏ 】 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 １ ３ ６ ～ １ ４ ３ 、 １ ５ ６ 、 １ ５ ７ 、 １ ６ ９ ～ １ ７ ８ ） は 、
Ｇ Ｇ Ｆ の コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 予 測 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 を 示 す 。 列
１ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 列 ２ は ウ シ Ｇ Ｇ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 表 わ し 、 列 ３ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ （ ヘ レ グ リ ン ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し （ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 の マ ッ チ (matches)を 垂 直 線 で 示 す ） ま た 列 ４ は ヒ ト Ｇ Ｇ Ｆ ／ ヘ レ グ リ ン の 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ し 、 こ の 配 列 は 予 測 さ れ る ウ シ の 配 列 と は 異 な る 。 コ ー デ ィ ン
グ セ グ メ ン ト Ｅ 、 Ａ ′ お よ び Ｋ は ウ シ の 配 列 の み を 示 す 。 コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト Ｄ ′ は
ヒ ト （ ヘ レ グ リ ン ） の 配 列 の み を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ （ 配 列 番 号 １ ４ ４ ） は 、 Ｂ Ｐ Ｐ ５ の 予 測 さ れ る Ｇ Ｇ Ｆ ２ ア ミ ノ 酸 配 列 お
よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 上 側 の 列 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し 、 下 側 の 列 は 予 測 さ
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れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ す 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ ２ （ 配 列 番 号 １ ４ ５ ） は 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ２ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 お
よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 上 側 の 列 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し 、 下 側 の 列 は 予 測 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ す 。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ３ （ 配 列 番 号 １ ４ ６ ） は 、 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ４ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 お
よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 上 側 の 列 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 わ し 、 下 側 の 列 は 予 測 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 わ す 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ４ （ 配 列 番 号 １ ４ ７ ～ １ ４ ９ ） は 、 ２ つ の Ｇ Ｇ Ｆ ペ プ チ ド 配 列 （ Ｇ Ｇ Ｆ ２
Ｂ Ｐ Ｐ ４ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｂ Ｐ Ｐ ５ ） の ヒ ト Ｅ Ｇ Ｆ （ ｈ Ｅ Ｇ Ｆ ） と の ア ラ イ ン メ ン ト を 記 す
。 星 印 は 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン の 位 置 を 示 す 。
【 図 ３ ５ 】 Ｇ Ｇ Ｆ の 量 の 増 加 に 応 じ た Ｇ Ｇ Ｆ 活 性 （ シ ュ ワ ン 細 胞 分 裂 促 進 能 ア ッ セ イ ） お
よ び 約 ２ ０ ０ ｋ Ｄ タ ン パ ク 質 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 （ 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
と と も に 展 開 さ れ た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム 上 で の ２ ０ ０ ｋ Ｄ の バ ン ド
の 強 度 ） の レ ベ ル を 記 す 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ０ に 示 す 配 列 に 由 来 す る ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 の リ ス ト で あ る 。
【 図 ３ ７ 】 Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ １ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 下 部 、 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 上 部
で あ る （ 配 列 番 号 １ ５ ０ ） 。
【 図 ３ ８ 】 Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ２ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 下 部 、 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 上 部
で あ る （ 配 列 番 号 １ ５ １ ） 。
【 図 ３ ９ 】 Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ３ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 下 部 、 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 上 部
で あ る （ 配 列 番 号 １ ５ ２ ） 。
【 図 ４ ０ 】 Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ４ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 下 部 、 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 上 部
で あ る （ 配 列 番 号 １ ５ ３ ） 。
【 図 ４ １ 】 Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ５ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 下 部 、 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 上 部
で あ る （ 配 列 番 号 １ ５ ４ ） 。
【 図 ４ ２ 】 Ｅ Ｇ Ｆ Ｌ ６ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 下 部 、 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 上 部
で あ る （ 配 列 番 号 １ ５ ９ ） 。
【 図 ４ ３ 】 ク ロ ー ン の ス ケ ー ル コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト 地 図 で あ る 。 Ｔ ３ は ク ロ ー ン か ら
ｍ Ｒ Ｎ Ａ を つ く る た め に 用 い ら れ た バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー の こ と で あ る 。 Ｒ ＝
フ ラ ン キ ン グ す る Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 制 限 酵 素 部 位 。 ５ ′ Ｕ Ｔ は ５ ′ 非 翻 訳 領 域 の こ と で あ る 。 Ｅ
、 Ｂ 、 Ａ 、 Ｃ 、 Ｃ ／ Ｄ ′ お よ び Ｄ は コ ー デ ィ ン グ セ グ メ ン ト の こ と で あ る 。 Ｏ ＝ 翻 訳 開 始
部 位 。 Λ ＝ ウ シ Ｅ セ グ メ ン ト と 相 同 な 領 域 の ５ ′ 限 界 （ 実 施 例 １ ７ 参 照 ） ま た ３ ′ Ｕ Ｔ は
３ ′ 非 翻 訳 領 域 の こ と で あ る 。
【 図 ４ ４ 】 Ｇ Ｇ Ｆ ２ Ｈ Ｂ Ｓ ５ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 中 部 ） お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ 上 部 ） で あ る （ 配 列 番 号 ２ １ ） 。 下 部 （ 間 欠 (intermittent)配 列 ） は 、 Ｇ Ｇ Ｆ － II調 製
物 に 由 来 し た ペ プ チ ド 配 列 を 表 わ す （ 図 ８ 、 ９ 参 照 ） 。
【 図 ４ ５ Ａ 】 分 画 に よ る 陽 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 上 の ｒ Ｇ Ｇ Ｆ の 精 製 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ ５ Ｂ 】 図 ４ ５ Ａ に 示 さ れ た 画 分 と Ｇ Ｇ Ｆ IIに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト の 写 真 で あ る 。
【 図 ４ ６ 】 Ｇ Ｇ Ｆ Ｈ Ｂ Ｓ ５ 、 Ｇ Ｇ Ｆ Ｈ Ｆ Ｂ １ お よ び Ｇ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ Ｐ ５ ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を
示 す （ 配 列 番 号 ： １ ６ ６ 、 １ ６ ７ 、 お よ び １ ６ ８ ） 。
【 図 ４ ７ 】 プ ラ ス ミ ド ｐ ｃ Ｄ Ｈ Ｒ Ｆ ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ の 地 図 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】
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【 図 ３ ０ Ａ 】 【 図 ３ ０ Ｂ 】

【 図 ３ ０ Ｃ 】 【 図 ３ ０ Ｄ 】
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【 図 ３ ０ Ｅ 】 【 図 ３ ０ Ｆ 】

【 図 ３ ０ Ｇ 】 【 図 ３ ０ Ｈ 】
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【 図 ３ ０ Ｉ 】 【 図 ３ ０ Ｊ 】

【 図 ３ ０ Ｋ 】 【 図 ３ ０ Ｌ 】
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【 図 ３ ０ Ｍ 】 【 図 ３ ０ Ｎ 】

【 図 ３ ０ Ｏ 】 【 図 ３ １ 】
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【 図 ３ ２ 】 【 図 ３ ３ 】

【 図 ３ ４ 】 【 図 ３ ５ 】
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【 図 ３ ６ 】 【 図 ３ ７ 】

【 図 ３ ８ 】

【 図 ３ ９ 】

【 図 ４ ０ 】

【 図 ４ １ 】

【 図 ４ ２ 】
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【 図 ４ ３ 】 【 図 ４ ４ 】

【 図 ４ ５ Ａ 】 【 図 ４ ５ Ｂ 】
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【 図 ４ ６ 】 【 図 ４ ７ 】
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