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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　被験者が多発性嚢胞腎を発症しているまたは発症するリスクを有しているか否かを検査

支援する方法であって、以下の工程：

（ａ）被験者由来の試料から、表１または表３に記載の遺伝子から成る群より選択される

１もしくは２以上から全部の遺伝子（ＰＣＳＫ１を除く）の発現量を測定する工程；およ

び

（ｂ）前記発現量が、対照試料における該遺伝子の発現量と比較して高い場合、該被験者

が多発性嚢胞腎を発症している、または発症するリスクを有している、と判定する工程、

を含む方法。

【請求項２】

　被験者が多発性嚢胞腎を発症しているまたは発症するリスクを有しているか否かを検査

する方法であって、以下の工程：

（ａ）被験者由来の試料から、表２または表４に記載の遺伝子から成る群より選択される

１もしくは２以上から全部の遺伝子の発現量を測定する工程；および

（ｂ）前記発現量が、対照試料における該遺伝子の発現量と比較して減少する場合、該被

験者が多発性嚢胞腎を発症している、または発症するリスクを有している、と判定する工

程、

を含む方法。

【請求項３】
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　 前 記 被 験 者 由 来 の 試 料 が 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 細 胞 抽 出 液 、 尿 、 リ ン パ 液 、 組 織 液 、 腹 水

、 髄 液 、 お よ び そ の 他 の 体 液 、 あ る い は 組 織 ま た は 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く

と も 1種 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 前 記 被 験 者 由 来 の 試 料 が 、 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の ｉ Ｐ Ｓ 細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 内 皮

細 胞 で あ り 、 工 程 （ ａ ） に お け る 遺 伝 子 が 表 １ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る

前 記 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 前 記 被 験 者 由 来 の 試 料 が 、 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の ｉ Ｐ Ｓ 細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 内 皮

細 胞 で あ り 、 工 程 （ ａ ） に お け る 遺 伝 子 が 表 ２ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る

遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 被 験 者 由 来 の 試 料 が 、 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の ｉ Ｐ Ｓ 細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 平 滑

筋 細 胞 で あ り 、 工 程 （ ａ ） に お け る 遺 伝 子 が 表 ３ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ

る 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 被 験 者 由 来 の 試 料 が 、 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の ｉ Ｐ Ｓ 細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 平 滑

筋 細 胞 で あ り 、 工 程 （ ａ ） に お け る 遺 伝 子 が 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ

る 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 以 下 の 工 程 ：

（ ａ ） 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 患 者 の 体 細 胞 由 来 の ｉ Ｐ Ｓ 細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 内

皮 細 胞 と 接 触 さ せ る 工 程 、

（ ｂ ） 表 １ お よ び 表 ２ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ た １ も し く は ２ 以 上 か ら 全

部 の 遺 伝 子 （ Ｐ Ｃ Ｓ Ｋ １ を 除 く ） の 発 現 量 も し く は 転 写 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

（ ｃ ） 候 補 物 質 と 接 触 さ せ な か っ た 場 合 と 比 較 し て 、 表 １ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ た １ も

し く は ２ 以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 （ Ｐ Ｃ Ｓ Ｋ １ を 除 く ） の 前 記 発 現 量 も し く は 転 写 活 性 が 減

少 し た 場 合 、 前 記 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と 判 定 す る 工 程 、 あ る

い は 、 表 ２ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ た １ も し く は ２ 以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 前 記 発 現 量 も

し く は 転 写 活 性 が 増 加 し た 場 合 、 前 記 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と

し て 選 別 す る 工 程 、

を 含 む 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 以 下 の 工 程 ：

（ ａ ） 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 患 者 の 体 細 胞 由 来 の ｉ Ｐ Ｓ 細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 平

滑 筋 細 胞 と 接 触 さ せ る 工 程 、

（ ｂ ） 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ た １ も し く は ２ 以 上 か ら 全

部 の 遺 伝 子 の 発 現 量 も し く は 転 写 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

（ ｃ ） 候 補 物 質 と 接 触 さ せ な か っ た 場 合 と 比 較 し て 、 表 ３ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ た １ も

し く は ２ 以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 前 記 発 現 量 も し く は 転 写 活 性 が 減 少 し た 場 合 、 前 記 候 補

物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と 判 定 す る 工 程 、 あ る い は 、 表 ４ か ら 成 る 群

よ り 選 択 さ れ た １ も し く は ２ 以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 前 記 発 現 量 も し く は 転 写 活 性 が 増 加

し た 場 合 、 前 記 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と し て 選 別 す る 工 程 、

を 含 む 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 前 記 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 が 、 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｒ Ｎ Ａ も し く は ｃ Ｄ Ｎ Ａ

量 を 測 定 す る 工 程 で あ る 、 請 求 項 ８ ま た は 請 求 項 ９ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】
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　 本 発 明 は 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 検 査 の た め の 方 法 お よ び 疾 患 マ ー カ ー 、 並 び に 、 該 疾 患 の 治

療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 多 発 性 嚢 胞 腎 (Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease (A DPK D))は 、 日 本 国 に

お い て 約 4,000人 に 1人 の 頻 度 で 発 症 し 、 推 定 2万 人 か ら 5万 人 の 患 者 数 で あ る と 言 わ れ て お

り 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 原 発 性 糸 球 体 体 腎 炎 、 お よ び 高 血 圧 性 腎 硬 化 症 に 続 く 4番 目 に 高 頻 度

な 透 析 導 入 に 至 る 末 期 慢 性 腎 不 全 の 原 因 疾 患 で あ る 。 本 疾 患 の 腎 臓 に お け る 主 な 病 態 と し

て 、 嚢 胞 の 多 発 が 認 め ら れ る 。 腎 外 の 病 態 と し て 、 肝 臓 、 膵 臓 、 脾 臓 、 生 殖 器 、 ク モ 膜 な

ど で の 嚢 胞 形 成 、 脳 動 脈 瘤 お よ び 大 動 脈 瘤 、 心 弁 膜 症 、 大 腸 憩 室 、 ヘ ル ニ ア 等 が 確 認 さ れ

て い る 。 典 型 的 な 発 症 年 齢 は 中 年 で あ る が 、 年 齢 層 は 新 生 児 か ら 80歳 ま で 幅 広 い 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 本 疾 患 は 、 PK D1ま た は PK D2の 遺 伝 子 変 異 を 原 因 と す る 常 染 色 体 優 性 疾 患 で あ る （ 特 許 文

献 １ － ３ ） 。 し か し 当 該 遺 伝 子 を コ ー ド す る 配 列 は 、 大 変 大 き く そ の 変 異 を 特 定 す る こ と

は 容 易 で は な い 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 そ こ で 、 多 発 性 嚢 胞 腎 を 早 期 に 検 出 す る 方 法 が 所 望 さ れ て お り 、 GLIS3遺 伝 子 の 発 現 が

減 少 す る こ と を 指 標 と し た 診 断 方 法 の 報 告 も あ る （ 特 許 文 献 ４ ） 。 さ ら に 、 多 発 性 嚢 胞 腎

の 患 者 か ら 採 取 し た 細 胞 を 用 い て 樹 立 し た iPS細 胞 を 血 管 内 皮 細 胞 ま た は 血 管 平 滑 筋 細 胞

へ 誘 導 し 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の マ ー カ ー と な る 遺 伝 子 を 見 出 し て い る （ 特 許 文 献 ５ ） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 表 2001-520502号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 表 2004-504038号 公 報

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 2009-065988号 公 報

【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 2006-288265号 公 報

【 特 許 文 献 ５ 】 W O2012/060109

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 被 験 者 の 試 料 か ら 疾 患 マ ー カ ー を 比 較 し て 、 多 発 性 嚢 胞 腎 を 検 査 （ あ る い は

、 検 出 ま た は 診 断 ） す る 方 法 、 お よ び 該 疾 患 の 疾 患 マ ー カ ー を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る

。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は さ ら に 、 該 疾 患 マ ー カ ー を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 多 発 性 嚢 胞 腎 を 予 防 ま た は

治 療 す る の に 有 用 な 薬 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 、 な ら び に 該 疾 患 の 治 療 に 有 用 な 薬 物

も し く は 医 薬 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 者 ら は 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 所 定 の 一 又 は 複 数 の 遺 伝 子 の 発

現 上 昇 （ 増 加 ） 、 ま た は 所 定 の 一 又 は 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 下 降 （ 減 少 ） の 有 無 や そ の 程 度

を 指 標 に し て 、 多 発 性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い る こ と ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る こ と

を 特 異 的 に 検 出 で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 特 徴 を 有 す る 。

［ １ ］ 　 被 験 者 が 多 発 性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い る ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る か 否 か

を 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：

（ ａ ） 被 験 者 由 来 の 試 料 か ら 、 表 １ ま た は 表 ３ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る

1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 ； お よ び
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（ ｂ ） 前 記 発 現 量 が 、 対 照 試 料 に お け る 該 遺 伝 子 の 発 現 量 と 比 較 し て 高 い 場 合 、 該 被 験 者

が 多 発 性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い る 、 ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る 、 と 判 定 す る 工 程 、

を 含 む 方 法 。

［ ２ ］ 　 被 験 者 が 多 発 性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い る ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る か 否 か

を 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：

（ ａ ） 被 験 者 由 来 の 試 料 か ら 、 表 ２ ま た は 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る

1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 ； お よ び

（ ｂ ） 前 記 発 現 量 が 、 対 照 試 料 に お け る 該 遺 伝 子 の 発 現 量 と 比 較 し て 高 い 場 合 、 該 被 験 者

が 多 発 性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い な い 、 ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い な い 、 と 判 定 す る 工

程 、

を 含 む 方 法 。

［ ３ ］ 　 前 記 被 験 者 由 来 の 試 料 が 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 細 胞 抽 出 液 、 尿 、 リ ン パ 液 、 組 織 液

、 腹 水 、 髄 液 、 お よ び そ の 他 の 体 液 、 あ る い は 組 織 ま た は 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る

少 な く と も 1種 で あ る 、 ［ １ ］ ま た は ［ ２ ］ の 方 法 。

［ ４ ］ 　 前 記 被 験 者 由 来 の 試 料 が 、 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管

内 皮 細 胞 で あ り 、 工 程 （ ａ ） に お け る 遺 伝 子 が 表 １ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ

れ る 遺 伝 子 で あ る 、 ［ １ ］ の 方 法 。

［ ５ ］ 　 前 記 被 験 者 由 来 の 試 料 が 、 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管

内 皮 細 胞 で あ り 、 工 程 （ ａ ） に お け る 遺 伝 子 が 表 ２ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ

れ る 遺 伝 子 で あ る 、 ［ ２ ］ の 方 法 。

［ ６ ］ 　 前 記 被 験 者 由 来 の 試 料 が 、 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管

平 滑 筋 細 胞 で あ り 、 工 程 （ ａ ） に お け る 遺 伝 子 が 表 ３ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択

さ れ る 遺 伝 子 で あ る 、 ［ １ ］ の 方 法 。

［ ７ ］ 　 前 記 被 験 者 由 来 の 試 料 が 、 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管

平 滑 筋 細 胞 で あ り 、 工 程 （ ａ ） に お け る 遺 伝 子 が 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択

さ れ る 遺 伝 子 で あ る 、 ［ ２ ］ の 方 法 。

［ ８ ］ 　 以 下 の 工 程 ：

（ ａ ） 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 患 者 の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 内 皮

細 胞 と 接 触 さ せ る 工 程 、

（ ｂ ） 表 １ お よ び 表 ２ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ た 1も し く は 2以 上 か ら 全 部

の 遺 伝 子 の 発 現 量 も し く は 転 写 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

（ ｃ ） 候 補 物 質 と 接 触 さ せ な か っ た 場 合 と 比 較 し て 、 表 １ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ た 1も

し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 前 記 発 現 量 も し く は 転 写 活 性 が 減 少 し た 場 合 、 前 記 候 補

物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と 判 定 す る 工 程 、 あ る い は 、 表 ２ か ら 成 る 群

よ り 選 択 さ れ た 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 前 記 発 現 量 も し く は 転 写 活 性 が 増 加 し

た 場 合 、 前 記 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と し て 選 別 す る 工 程 、

を 含 む 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

［ ９ ］ 　 以 下 の 工 程 ：

（ ａ ） 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 患 者 の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 平 滑

筋 細 胞 と 接 触 さ せ る 工 程 、

（ ｂ ） 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ た 1も し く は 2以 上 か ら 全 部

の 遺 伝 子 の 発 現 量 も し く は 転 写 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

（ ｃ ） 候 補 物 質 と 接 触 さ せ な か っ た 場 合 と 比 較 し て 、 表 ３ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ た 1も

し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 前 記 発 現 量 も し く は 転 写 活 性 が 減 少 し た 場 合 、 前 記 候 補

物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と 判 定 す る 工 程 、 あ る い は 、 表 ４ か ら 成 る 群

よ り 選 択 さ れ た 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 前 記 発 現 量 も し く は 転 写 活 性 が 増 加 し

た 場 合 、 前 記 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と し て 選 別 す る 工 程 、

を 含 む 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

［ １ ０ ］ 　 前 記 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 が 、 遺 伝 子 の mRN A、 cRN Aも し く は cD N A量 を

測 定 す る 工 程 で あ る 、 ［ ８ ］ ま た は ［ ９ ］ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
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【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 多 発 性 嚢 胞 腎 を 検 査 す る こ と 、 お よ び 該 疾 患 の 予 防 も し く は 治 療

に 有 用 な 薬 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 は 、 対 照 試 料 と 比 較 し て 、 表 １ お よ び 表 ３ に 記 載 の 少 な く と も 1種 の 遺 伝 子 の 発

現 上 昇 （ 増 加 ） 、 ま た は 表 ２ お よ び 表 ４ に 記 載 の 少 な く と も 1種 の 遺 伝 子 の 発 現 下 降 （ 減

少 ） の 有 無 や そ の 程 度 を 測 定 （ 定 性 お よ び /ま た は 定 量 的 測 定 ） し 、 そ れ を 指 標 と す る こ

と に よ っ て 多 発 性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い る こ と ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る こ と を 特

異 的 に 検 出 す る こ と が で き 、 こ れ に よ っ て 該 疾 患 の 検 査 を 正 確 に 行 う こ と が で き る と い う

知 見 に 基 づ く 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 上 記 遺 伝 子 の 発 現 上 昇 /下 降 の 有 無 ま た は そ の 程

度 を 測 定 （ 定 性 お よ び /ま た は 定 量 的 測 定 ） し 、 そ れ を 指 標 と す る こ と に よ っ て 、 被 験 者

に つ い て 多 発 性 嚢 胞 腎 の 罹 患 の 有 無 ま た は そ の 程 度 を 検 査 す る こ と の で き る ツ ー ル と し て

有 用 な 疾 患 マ ー カ ー を 提 供 す る 。 こ の よ う な 疾 患 マ ー カ ー と し て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た

は 抗 体 か ら 成 る 検 出 試 薬 が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

＜ 疾 患 マ ー カ ー と し て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ＞

　 本 発 明 は 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 疾 患 マ ー カ ー と し て 、 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の

遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） 配 列 中 の 連 続 す る 少 な く と も 1

5塩 基 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は そ れ に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す

る 。 当 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の ORF配 列 は 、 NCBIの Accession番 号 よ り 容 易 に 入 手 で き る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 こ こ で 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 相 補 鎖 、 逆 鎖 ） と は 、 ORF配 列 、 ま た は 該 ORF配 列 に

お い て 連 続 し た 少 な く と も 15塩 基 長 の 塩 基 配 列 を 有 す る 配 列 （ 部 分 配 列 ） （ こ こ で は 便 宜

上 、 こ れ ら ORF配 列 及 び 部 分 配 列 を 「 正 鎖 」 と も い う ） に 対 し て 、 A:Tお よ び G:Cと い っ た

塩 基 対 関 係 に 基 づ い て 、 塩 基 的 に 相 補 的 な 関 係 に あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る も の で

あ る 。 た だ し 、 こ の よ う な 相 補 鎖 は 、 対 象 と す る 正 鎖 の 塩 基 配 列 に 対 し て 完 全 な 相 補 配 列

で あ る 場 合 に 限 ら ず 、 対 象 と す る 正 鎖 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ

と が で き る 程 度 の 相 補 関 係 を 有 す る も の で あ っ て も よ い 。 な お 、 こ こ で ス ト リ ン ジ ェ ン ト

な 条 件 は 、 Berger and Kim mel(1987,Guide to Molecular Cloning Techniques Methods i

n Enzymology,Vol.152,Academic Press,San Diego CA） に 教 示 さ れ る よ う に 、 複 合 体 或 い

は プ ロ ー ブ を 結 合 す る 核 酸 の 融 解 温 度 (Tm)に 基 づ い て 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば ハ イ

ブ リ ダ イ ズ 後 の 洗 浄 条 件 と し て 、 通 常 「 1× SSC、 0.1％ SDS、 37℃ 」 程 度 の 条 件 を 挙 げ る こ

と が で き る 。 相 補 鎖 は か か る 条 件 で 洗 浄 し て も 対 象 と す る 正 鎖 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 状 態 を 維

持 す る も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 特 に 制 限 さ れ な い が 、 よ り 厳 し い ハ イ ブ リ ダ イ ズ 条 件

と し て 「 0.5× SSC、 0.1％ SDS、 42℃ 」 程 度 の 洗 浄 条 件 、 さ ら に 厳 し く は 「 0.1× SSC、 0.1

％ SDS、 65℃ 」 程 度 の 洗 浄 条 件 で 洗 浄 し て も 正 鎖 と 相 補 鎖 と が ハ イ ブ リ ダ イ ズ 状 態 を 維 持

す る 条 件 を 挙 げ る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 こ の よ う な 相 補 鎖 と し て 、 対 象 の 正 鎖 の 塩

基 配 列 と 完 全 に 相 補 的 な 関 係 に あ る 塩 基 配 列 か ら な る 鎖 、 並 び に 当 該 鎖 と 少 な く と も 90％

、 好 ま し く は 少 な く と も 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ ま た は 99％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 塩 基 配

列 か ら な る 鎖 を 例 示 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 ま た 、 正 鎖 側 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 当 該 ORF配 列 ま た は そ の 部 分 配 列 を 有 す る も の

だ け で な く 、 上 記 相 補 鎖 の 塩 基 配 列 に 対 し て さ ら に 相 補 的 な 関 係 に あ る 塩 基 配 列 か ら な る

鎖 を 含 め る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 さ ら に 上 記 正 鎖 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 相 補 鎖 （ 逆 鎖 ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 各 々 一
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本 鎖 の 形 態 で 疾 患 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ て も 、 ま た 二 本 鎖 の 形 態 で 疾 患 マ ー カ ー と し て

使 用 さ れ て も よ い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 以 上 よ り 、 本 発 明 の 多 発 性 嚢 胞 腎 の 疾 患 マ ー カ ー は 、 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記

載 さ れ る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の ORF配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い し 、 そ の

相 補 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 。 ま た 、 当 該 遺 伝 子 に 由 来 す る ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド を 選 択 的 に （ も し く は 、 特 異 的 に ） 認 識 す る も の で あ れ ば 、 上 記 ORF配 列 ま た

は そ の 相 補 配 列 の 各 々 部 分 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 。 こ の 場 合 、 上

記 ORF配 列 ま た は そ の 相 補 配 列 の 塩 基 配 列 か ら 任 意 に 選 択 さ れ る 少 な く と も 15個 、 少 な く

と も 18個 、 少 な く と も 19個 、 少 な く と も 20個 、 少 な く と も 30個 、 少 な く と も 40個 、 少 な く

と も 50個 、 少 な く と も 60個 、 少 な く と も 70個 、 ま た は 少 な く と も 100個 の 連 続 し た 塩 基 長

を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 な お 、 こ こ で 「 選 択 的 に （ も し く は 、 特 異 的 に ） 認 識 す る 」 と は 、 例 え ば ノ ー ザ ン ブ ロ

ッ ト 法 ま た は マ イ ク ロ ア レ イ 法 を 用 い る 場 合 に は 、 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の

遺 伝 子 ま た は こ れ ら に 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 特 異 的 に 検 出 で き る こ と 、 ま た RT-PCR

法 を 用 い る 場 合 に は 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 ま た は こ れ ら に 由 来 す る

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 特 異 的 に 増 幅 、 生 成 さ れ る こ と を 意 味 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ

と な く 、 当 業 者 が 上 記 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 ま た は マ イ ク ロ ア レ イ 法 に お け る 検 出 物 ま た は

上 記 RT-PCR法 に お け る 生 成 物 が 、 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 ま た は こ れ

に 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来 す る と 判 断 で き る も の で あ れ ば よ い 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 そ の よ う な 本 発 明 の 疾 患 マ ー カ ー は 、 当 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を も と に 、 例 え ば primer 3

（ http://primer3.ut.ee/） あ る い は ベ ク タ ー NTI（ Infomax社 製 ） を 利 用 し て 設 計 す る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 具 体 的 に は 、 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を primer3ま た は

ベ ク タ ー NTIの ソ フ ト ウ エ ア に か け て 得 ら れ る 、 プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ の 候 補 配 列 、

若 し く は 少 な く と も 当 該 配 列 を 一 部 に 含 む 配 列 を プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 で 用 い ら れ る 疾 患 マ ー カ ー は 、 上 述 す る よ う に 連 続 す る 少 な く と も 15塩 基 、 少 な

く と も 18塩 基 、 少 な く と も 19塩 基 、 少 な く と も 20塩 基 、 少 な く と も 30塩 基 、 少 な く と も 40

塩 基 、 ま た は 少 な く と も 50塩 基 、 少 な く と も 60塩 基 、 少 な く と も 70塩 基 、 ま た は 少 な く と

も 100塩 基 の 長 さ を 有 す る も の で あ れ ば よ い が 、 具 体 的 に は マ ー カ ー の 用 途 に 応 じ て 、 長

さ を 適 宜 選 択 し 設 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の 疾 患 マ ー カ ー は 、 上 記 遺 伝 子 の 発 現 ・ 転 写 に よ っ て 生 じ た RN Aま た は そ れ に 由

来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 cD N A） を 特 異 的 に 認 識 し 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー と

し て 、 ま た は 当 該 RN Aま た は そ れ に 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 cD N A） を 特 異 的

に 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 上 記 疾 患 マ ー カ ー を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 検 査 も し く は 検 出 に お い て プ ラ イ マ ー と し て 用 い

る 場 合 に は 、 通 常 15bpか ら 100bp、 好 ま し く は 15bpか ら 50bp、 よ り 好 ま し く は 20bpか ら 35b

pの 塩 基 長 を 有 す る も の が 例 示 で き る 。 ま た 検 出 プ ロ ー ブ と し て 用 い る 場 合 に は 、 通 常 15b

pか ら 全 配 列 の 塩 基 数 、 好 ま し く は 15bpか ら 1kb、 よ り 好 ま し く は 50bpか ら 500bpの 塩 基 長

を 有 す る も の が 例 示 で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の 疾 患 マ ー カ ー を プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る と き に は 、 プ ロ ー ブ は 、 放 射 性 同 位 元

素 （
3 2
P、

3 3
Pな ど ） 、 蛍 光 物 質 （ フ ル オ レ サ ミ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ダ ン シ
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ル 、 そ れ ら の 誘 導 体 な ど ） 、 化 学 発 光 物 質 、 ま た は 酵 素 な ど で 標 識 さ れ て い て も よ く 、 か

か る 標 識 疾 患 マ ー カ ー は プ ロ ー ブ （ 検 出 マ ー カ ー ） と し て 好 適 に 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の 疾 患 マ ー カ ー は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 マ イ ク ロ ア レ イ 法 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法

、 RT-PCR法 、 in situハ イ ブ リ ダ ー ゼ ー シ ョ ン 法 な ど と い っ た 、 特 定 の 遺 伝 子 、 mRN Aお よ

び cD N Aを 特 異 的 に 認 識 し 、 ま た 検 出 す る 公 知 の 方 法 に お い て 、 常 法 に 従 っ て プ ラ イ マ ー ま

た は プ ロ ー ブ と し て 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

＜ 疾 患 マ ー カ ー と し て の 抗 体 ＞

　 本 発 明 は ま た 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 疾 患 マ ー カ ー と し て 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載

の 遺 伝 子 の 発 現 産 物 （ タ ン パ ク 質 ） を 特 異 的 に 認 識 す る こ と の で き る 抗 体 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 の 抗 体 は 、 そ の 形 態 に 特 に 制 限 は な く 、 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の タ

ン パ ク 質 ま た は そ の 一 部 を 免 疫 抗 原 と す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

で あ っ て も よ い 。 ま た 、 抗 体 は 、 キ メ ラ 抗 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト /マ ウ ス キ メ ラ 抗 体 ） 、 ヒ ト

化 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 な ど で あ っ て も よ い し 、 あ る い は 、 こ れ ら の 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト （ 例 え

ば 、 Fab、 Fab'、 F(ab') 2 、 Fc、 Fv、 scFvな ど ） で あ っ て も よ い 。 タ ン パ ク 質 の 一 部 と は 、

当 該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 、 た と え ば 10～ 20

ア ミ ノ 酸 、 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド で も 良 い 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 前 記 抗 体 の 製 造 方 法 は 、 す で に 周 知 で あ り 、 本 発 明 の 抗 体 も こ れ ら の 常 法 に 従 っ て 製 造

す る こ と が で き る （ Current protocols in Molecular Biology edit.Ausubel et al.(198

7) Publish.John Wiley and Sons.Section 11.12-11.13） 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 に は 、 常 法 に 従 っ て 大 腸 菌 等 で

発 現 し 精 製 し た 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 、 あ

る い は 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 し て 、 家 兎 等 の 非 ヒ ト 動 物 に 免 疫

し 、 該 免 疫 動 物 の 血 清 か ら 常 法 に 従 っ て 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 非 ヒ ト 動 物 に 免 疫 に お い

て 、 宿 主 動 物 に 応 じ て 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 免 疫 学 的 反 応 を 高 め る こ と に よ っ て 行

っ て も 良 い 。 限 定 は さ れ な い が 、 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト

； 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム の よ う な ミ ネ ラ ル ゲ ル ； 並 び に リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ

ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 乳 剤 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 及 び ジ ニ ト ロ

フ ェ ノ ー ル の よ う な 表 面 活 性 物 質 ； BCG（ カ ル メ ッ ト － ゲ ラ ン 桿 菌 ） や コ リ ネ バ ク テ リ ウ

ム － パ ル ヴ ム な ど の ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト な ど が あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 一 方 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 に は 、 上 述 の 免 疫 さ れ た 非 ヒ ト 動 物 か ら 得 ら れ た 脾 臓

細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と を 細 胞 融 合 さ せ て 調 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 中 か ら 例 え ば H AT選

択 と 標 的 ポ リ ペ プ チ ド と の 親 和 性 ア ッ セ イ に よ っ て 得 る こ と が で き る （ Current protocol

s in Molecular Biology edit .Ausubel et al.(1987) Publish.John Wiley and Sons.Sec

tion 11.4-11.11） 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 ま た 、 抗 体 の 作 製 に 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺

伝 子 の 配 列 情 報 に 基 づ い て 、 D N Aク ロ ー ニ ン グ 、 各 プ ラ ス ミ ド の 構 築 、 宿 主 へ の ト ラ ン ス

フ ェ ク シ ョ ン 、 形 質 転 換 体 の 培 養 お よ び 培 養 物 か ら の タ ン パ ク 質 の 回 収 の 操 作 に よ り 得 る

こ と が で き る 。 こ れ ら の 操 作 は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 、 あ る い は 文 献 記 載 の 方 法 （ Molecu

lar Cloning,T.Maniatis et al. ,CSH Laboratory(1983),D N A Cloning,D M.Glover,IRL PRE

SS(1985)） な ど に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 遺 伝 子 が 所 望 の 宿 主 細 胞 中 で 発 現

で き る 組 み 換 え D N A（ 発 現 ベ ク タ ー ） を 作 成 し 、 こ れ を 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 形 質 転 換 し 、

該 形 質 転 換 体 を 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 物 か ら 、 目 的 タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と に よ っ て 実

施 す る こ と が で き る 。 ま た 、 別 の 手 法 と し て 、 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝
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子 が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 情 報 に 従 っ て 、 一 般 的 な 化 学 合 成 法 （ ペ プ チ ド 合 成 ） に よ

っ て 製 造 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 な お 、 本 発 明 の 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 に

は 、 そ の 相 同 物 も 包 含 さ れ る 。 該 相 同 物 と し て は 、 当 該 遺 伝 子 が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列

に お い て 、 1も し く は 複 数 、 好 ま し く は 1も し く は 数 個 、 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 ま た は 付

加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る か 、 あ る い は 、 少 な く と も 90％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 95

％ 、 96％ も し く は 97％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 98％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99

％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 同 等 の 生 物 学 的 機 能 を 有 す る か 、

お よ び /ま た は 免 疫 学 的 活 性 に お い て 同 等 の 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 挙 げ る こ と が で き

る 。 こ の よ う な 相 同 物 は 、 人 種 間 の 多 型 、 突 然 変 異 、 ス プ ラ イ ス 変 異 な ど の 変 異 に 基 づ い

た 変 異 体 を 包 含 す る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 配 列 同 一 性 」 な る 用 語 は 、 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は 2

つ の 塩 基 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 、 ア ミ ノ 酸 も し く は 塩 基 （ ヌ ク レ オ チ ド ） の 同 一 性 が 最 大 に な

る よ う に 、 ギ ャ ッ プ を 導 入 し て か も し く は ギ ャ ッ プ を 導 入 し な い で 、 整 列 （ ア ラ イ ン メ ン

ト ） さ せ た と き 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 総 数 も し く は 塩 基 の 総 数 に 対 す る 同 一 ア ミ ノ 酸 残 基 数 も

し く は 同 一 塩 基 数 の 百 分 率 （ ％ ） と し て 定 義 し う る 。 配 列 同 一 性 は 、 例 え ば NCBIサ ー バ 、

ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/に お い て 見 出 さ れ 得 る BLAST（ Altschul SF, et al, (1997) Nuc

leic Acids Res. 25(17):3389-402ま た は (1990) J Mol Biol. 215(3):403-10） を 用 い て

実 行 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 さ ら に ま た 、 タ ン パ ク 質 に お け る ア ミ ノ 酸 の 変 異 数 や 変 異 部 位 は 、 そ の 生 物 学 的 機 能 及

び /ま た は 免 疫 学 的 活 性 が 保 持 さ れ る 限 り 制 限 は な い 。 生 物 学 的 機 能 や 免 疫 学 的 活 性 を 喪

失 す る こ と な く ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 ど の よ う に 、 何 個 置 換 、 挿 入 あ る い は 欠 失 さ れ れ ば よ い

か を 決 定 す る 指 標 は 、 当 業 者 に 周 知 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば D N A Star softwar

eを 用 い て 見 出 す こ と が で き る 。 例 え ば 変 異 数 は 、 典 型 的 に は 、 全 ア ミ ノ 酸 の う ち 10％ 以

内 で あ り 、 好 ま し く は 全 ア ミ ノ 酸 の う ち 5％ 以 内 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 全 ア ミ ノ 酸 の

う ち 1％ 以 内 で あ る 。 ま た 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 当 該 ア ミ ノ 酸 で 置 換 し た 後 に 得 ら れ る

タ ン パ ク 質 が 同 等 の 生 物 学 的 機 能 お よ び /ま た は 免 疫 学 的 活 性 を 保 持 し て い る 限 り 、 特 に

制 限 さ れ な い 。 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 保 持 の 観 点 か ら 、 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 可 溶

性 、 疎 水 性 、 親 水 性 な ら び に 両 親 媒 性 な ど 、 置 換 前 の ア ミ ノ 酸 と 類 似 し た 電 気 的 性 質 、 構

造 的 性 質 な ど の 性 質 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ る 。 例 え ば 、 Ala、 Val、 Leu、 Ile、 Pro、 Met、

Phe及 び Trpは 互 い に 非 極 性 ア ミ ノ 酸 に 分 類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Gly、 Ser、 Thr、 Cys、

Tyr、 Asn及 び Glnは 互 い に 非 荷 電 性 ア ミ ノ 酸 に 分 類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Asp及 び Gluは

互 い に 酸 性 ア ミ ノ 酸 に 分 類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ま た Lys、 Arg及 び Hisは 互 い に 塩 基 性

ア ミ ノ 酸 に 分 類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ゆ え に 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 の 性 質 を 指 標 と し て 同

群 に 属 す る ア ミ ノ 酸 の 中 か ら を 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 本 発 明 の

抗 体 は そ れ ぞ れ 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る タ ン パ ク 質 に 特

異 的 に 結 合 す る 性 質 を 有 す る こ と か ら 、 該 抗 体 を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 被 験 者 由 来 の 試

料 中 に 含 ま れ る 上 記 タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 し 、 ま た 定 量 す る こ と が で き る 。 す な わ ち

、 多 発 性 嚢 胞 腎 を 検 査 （ 検 出 ま た は 診 断 ） す る た め に 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

＜ 多 発 性 嚢 胞 腎 の 検 査 方 法 ＞

　 本 発 明 は 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 検 査 方 法 と し て 、 次 の （ ａ -１ ） お よ び （ ｂ -１ ） の 工 程 を 含

む 方 法 を 提 供 す る ：

（ ａ -１ ） 被 験 者 由 来 の 試 料 か ら 、 表 １ ま た は 表 ３ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ

れ る 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
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（ ｂ -１ ） 前 記 発 現 量 が 、 対 照 試 料 に お け る 発 現 量 と 比 較 し て 高 い 場 合 、 該 被 験 者 が 多 発

性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い る 、 ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る 、 と 判 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 同 様 に 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 検 査 方 法 と し て 、 次 の （ ａ -２ ） お よ び （ ｂ -２ ） の 工 程 を 含 む

方 法 を 提 供 す る ：

（ ａ -２ ） 被 験 者 由 来 の 試 料 か ら 、 表 ２ ま た は 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ

れ る 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

（ ｂ -２ ） 前 記 発 現 量 が 、 対 照 試 料 に お け る 発 現 量 と 比 較 し て 高 い 場 合 、 該 被 験 者 が 多 発

性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い な い 、 ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い な い 、 と 判 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 対 照 試 料 」 な る 用 語 は 、 特 に 断 ら な い 限 り 、 多 発 性 嚢 胞 腎 を 罹

患 し て い な い 健 常 者 由 来 の 試 料 で あ る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に お い て 、 健 常 者 と は 、 少

な く と も 多 発 性 嚢 胞 腎 を 罹 患 し て い な い 者 を 意 味 し 、 他 の 疾 患 や 感 染 症 等 の 罹 患 に つ い て

は 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 健 常 者 由 来 の 試 料 は 、 被 験 者 由 来 の 試 料 と 同 様 に 調 製 す る こ と が

で き る 。 「 対 照 試 料 に お け る 発 現 量 」 は 、 被 験 者 由 来 の 試 料 と 同 様 の 工 程 で 得 ら れ る 所 定

の 遺 伝 子 の 発 現 量 の 測 定 結 果 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 に お い て 、 発 現 量 が 「 高 い 」 と は 、 例 え ば 、 対 照 と 比 較 し て 当 該 発 現 量 が 高 い こ

と を 意 味 し 、 例 え ば 、 1.5倍 以 上 、 2倍 以 上 、 3倍 以 上 、 好 ま し く は 5倍 以 上 、 さ ら に 好 ま し

く は 10倍 以 上 、 高 い の で あ れ ば 、 よ り 高 い 信 頼 性 を も っ て 、 該 被 験 者 に つ い て 疾 患 の 発 症

の 有 無 、 ま た は 発 症 す る リ ス ク の 有 無 を 認 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 被 験 者 由 来 の 試 料 も し く は 健 常 者 由 来 の 対 照 試 料 と し て 、 血 液 、 血 清

、 血 漿 、 細 胞 抽 出 液 、 尿 、 リ ン パ 液 、 組 織 液 、 腹 水 、 髄 液 、 ま た は そ の 他 の 体 液 、 あ る い

は 組 織 ま た は 細 胞 （ 例 え ば 、 腎 組 織 ま た は 腎 細 胞 、 iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 体 細 胞 な

ど ） を 用 い る こ と が で き る 。 前 記 iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 体 細 胞 と し て 、 例 え ば 尿 細

管 細 胞 、 集 合 管 細 胞 、 胆 管 細 胞 、 肝 細 胞 、 膵 管 細 胞 、 膵 細 胞 、 腸 管 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 血 管

内 皮 細 胞 ま た は 血 管 平 滑 筋 細 胞 が 例 示 さ れ る 。 こ こ で 、 iPS細 胞 か ら 尿 細 管 細 胞 、 集 合 管

細 胞 、 胆 管 細 胞 、 肝 細 胞 、 膵 管 細 胞 、 膵 臓 細 胞 、 腸 管 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 血 管 内 皮 細 胞 ま た

は 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 製 造 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 胚 様 体 も し く は 形 成 し た テ ラ ト ー

マ か ら 適 宜 抽 出 す る こ と で 得 る こ と が で き る （ 例 え ば 、 特 開 2006-239169） 。 肝 細 胞 は 、

特 に 限 定 さ れ な い が 、 W O2006/082890、 特 開 2010-75631ま た は Hay DC, et al, Proc Natl

Acad Sci U S A, 105, 12301-6 2008に 記 載 の 方 法 で 作 製 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 膵

臓 細 胞 は 、 W O2007/103282に 記 載 の 方 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 iPS細 胞

な ら び に 血 管 内 皮 細 胞 ま た は 血 管 平 滑 筋 細 胞 は 、 後 述 の 方 法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 被 験 者 由 来 の 試 料 と し て 、 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 内 皮 細

胞 を 用 い た 場 合 、 本 発 明 は 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 検 査 方 法 と し て 、 次 の （ ａ -３ ） お よ び （ ｂ -

３ ） の 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る ：

（ ａ -３ ） 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 内 皮 細 胞 に お い て 、 表 １ に

記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定

す る 工 程 、 お よ び

（ ｂ -３ ） 前 記 発 現 量 が 、 対 照 試 料 に お け る 発 現 量 と 比 較 し て 高 い 場 合 、 該 被 験 者 が 多 発

性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い る 、 ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る 、 と 判 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 同 様 に 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 検 査 方 法 と し て 、 次 の （ ａ -４ ） お よ び （ ｂ -４ ） の 工 程 を 含 む

方 法 を 提 供 す る ：

（ ａ -４ ） 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 内 皮 細 胞 に お い て 、 表 ２ に

記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定
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す る 工 程 、 お よ び

（ ｂ -４ ） 前 記 発 現 量 が 、 対 照 試 料 に お け る 発 現 量 と 比 較 し て 高 い 場 合 、 該 被 験 者 が 多 発

性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い な い 、 ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い な い 、 と 判 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は さ ら に 、 被 験 者 由 来 の 試 料 と し て 、 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の

iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 平 滑 筋 細 胞 を 用 い た 場 合 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 検 査 方 法 と し て

、 次 の （ ａ -５ ） お よ び （ ｂ -５ ） の 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る ：

（ ａ -５ ） 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 平 滑 筋 細 胞 に お い て 、 表 ３

に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測

定 す る 工 程 、 お よ び

（ ｂ -５ ） 前 記 発 現 量 が 、 対 照 試 料 に お け る 発 現 量 と 比 較 し て 高 い 場 合 、 該 被 験 者 が 多 発

性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い る 、 ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る 、 と 判 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 同 様 に 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 検 査 方 法 と し て 、 次 の （ ａ -６ ） お よ び （ ｂ -６ ） の 工 程 を 含 む

方 法 を 提 供 す る ：

（ ａ -６ ） 被 験 者 の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 平 滑 筋 細 胞 に お い て 、 表 ４

に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測

定 す る 工 程 、 お よ び

（ ｂ -６ ） 前 記 発 現 量 が 、 対 照 試 料 に お け る 発 現 量 と 比 較 し て 高 い 場 合 、 該 被 験 者 が 多 発

性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い な い 、 ま た は 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い な い 、 と 判 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 本 発 明 に お い て 、 遺 伝 子 の 発 現 量 の 測 定 は 、 上 述 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 抗 体 か ら

成 る 疾 患 マ ー カ ー を 用 い て 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 疾 患 マ ー カ ー と し て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 場 合 、 試 料 は 、 被 験 者 か ら 単 離 さ れ た

細 胞 ま た は iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 体 細 胞 で あ る こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 測 定 対 象 物 と し て mRN A、 ノ ン コ ー デ ィ ン グ RN Aま た は そ れ か ら 調 製 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド （ 例 え ば 、 cD N A、 cRN Aな ど ） を 利 用 す る 場 合 、 下 記 の 工 程 を 用 い る こ と が で き る 。

（ i） 被 験 者 の 試 料 か ら 調 製 さ れ た mRN A、 ノ ン コ ー デ ィ ン グ RN Aま た は そ れ か ら 転 写 さ れ た

相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 前 述 の 疾 患 マ ー カ ー と を 結 合 さ せ る 工 程 、

（ ii） 該 疾 患 マ ー カ ー に 結 合 し た 被 験 者 の 試 料 由 来 の RN Aま た は 該 RN Aか ら 転 写 さ れ た 相 補

的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ cD N A） を 、 上 記 疾 患 マ ー カ ー の 存 在 量 を 指 標 と し て 測 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 工 程 （ ii） に お け る 測 定 は 、 前 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 疾 患 マ ー カ ー を プ ラ イ マ

ー ま た は プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、 上 記 mRN A等 を 対 象 に し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 サ ザ ン ブ

ロ ッ ト 法 、 RT-PCR法 、 マ イ ク ロ ア レ イ 法 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 法 な ど の

公 知 の 方 法 を 行 う こ と に よ り 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 ま た は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 利 用 す る 場 合 は 、 本 発 明 の 前 述 の 疾 患 マ

ー カ ー を プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と に よ っ て 、 mRN A等 中 の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 量 を 検 出 ま た

は 測 定 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 疾 患 マ ー カ ー （ RN Aに 対 し て は 相 補 鎖 ）

を 放 射 性 同 位 元 素 （ RI;例 え ば
3 2
P、

3 3
Pな ど ） や 蛍 光 物 質 な ど で 標 識 し 、 そ れ を 、 常 法 に

従 っ て ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン 等 に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 被 験 者 の 生 体 組 織 由 来 の mRN A等 と ハ イ

ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 形 成 さ れ た 疾 患 マ ー カ ー と mRN A等 と の 二 重 鎖 を 、 疾 患 マ ー カ ー の 標

識 物 （ RIも し く は 蛍 光 物 質 等 ） に 由 来 す る シ グ ナ ル を 放 射 線 検 出 器 （ Typhoon FLA 9000、

GEヘ ル ス ケ ア 社 製 等 ） ま た は 蛍 光 検 出 器 等 で 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 を 例 示 す る こ と が で

き る 。 あ る い は 、 AlkPhos Direct Labeling and Detection System（ A mersham Pharmacia

 Biotech社 製 ） を 用 い て 、 該 Systemに 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 疾 患 マ ー カ ー を 標 識 し

、 被 験 者 の 生 体 組 織 由 来 の mRN A等 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 疾 患 マ ー カ ー の 標 識 物 に 由
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来 す る シ グ ナ ル を マ ル チ バ イ オ イ メ ー ジ ャ ー STOR M860（ A mersham Pharmacia Biotech社 製

） で 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 を 使 用 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 RT-PCR法 を 利 用 す る 場 合 は 、 本 発 明 の 上 記 疾 患 マ ー カ ー を プ ラ イ マ ー と し て 用 い る こ と

に よ っ て 、 RN A等 中 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 検 出 ま た は 測 定 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、

被 験 者 の 試 料 か ら 調 製 さ れ た RN A等 か ら 常 法 に 従 っ て cD N Aを 調 製 し て 、 こ れ を 鋳 型 と し て

標 的 の 遺 伝 子 領 域 が 増 幅 で き る よ う に 、 本 発 明 の 疾 患 マ ー カ ー を プ ラ イ マ ー と し て 用 い 、

常 法 に 従 っ て PCR法 を 行 い 、 得 ら れ た 増 幅 二 本 鎖 D N Aを 検 出 す る 方 法 を 例 示 す る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 PCR法 は 、 変 性 、 ア ニ ー リ ン グ お よ び 伸 長 の 各 段 階 を 1サ イ ク ル と し て こ れ を 例 え ば 20～

40サ イ ク ル 実 施 す る こ と を 含 む 。 変 性 は 、 2本 鎖 D N Aを 1本 鎖 に 分 離 す る 段 階 で あ り 、 通 常

、 94～ 98℃ で 約 10秒 ～ 2分 の 処 理 を 行 う 。 ア ニ ー リ ン グ は 、 1本 鎖 の 鋳 型 D N Aに 、 セ ン ス プ

ラ イ マ ー ま た は ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー を 結 合 す る 段 階 で あ り 、 通 常 、 約 50～ 68℃ で 約 10

秒 ～ 1分 の 処 理 を 行 う 。 伸 長 は 、 鋳 型 D N Aに 沿 っ て プ ラ イ マ ー を 伸 長 す る 段 階 で あ り 、 通 常

、 72℃ で 約 20秒 ～ 10分 の 処 理 を 行 う 。 上 記 サ イ ク ル の 開 始 前 に 、 2本 鎖 D N Aを 変 性 条 件 と 同

様 の 条 件 で 前 処 理 し て も よ く 、 ま た 、 上 記 サ イ ク ル の 完 了 後 に 、 伸 長 条 件 と 同 様 の 条 件 で

後 処 理 し て も よ い 。 PCRで は 、 PCRバ ッ フ ァ ー と 耐 熱 性 D N Aポ リ メ ラ ー ゼ が 使 用 さ れ 、 増 幅

産 物 は 例 え ば 電 気 泳 動 に よ っ て 確 認 さ れ う る 。 PCRは 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー な ど の 市 販 の P

CR装 置 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 さ ら に ま た 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 利 用 す る 場 合 は 、 本 発 明 の 上 記 疾 患 マ ー カ ー を D N Aプ ロ

ー ブ （ 1本 鎖 ま た は 2本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） と し て 貼 り 付 け た D N Aチ ッ プ を 用 意 し 、 こ れ

に 被 験 者 の 生 体 組 織 由 来 の RN Aか ら 常 法 に よ っ て 調 製 さ れ た cRN Aと ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て

、 形 成 さ れ た D N Aと cRN Aと の 二 本 鎖 に 、 別 途 RIや 蛍 光 物 質 等 で 標 識 し て な る 本 発 明 の 疾 患

マ ー カ ー を 標 識 プ ロ ー ブ と し て 結 合 さ せ て 検 出 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の よ う

に 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 検 出 ま た は 測 定 す る こ と が で き る D N Aチ ッ プ と し て は 、 Affymetri

x社 の Gene Chipを 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 測 定 対 象 物 と し て タ ン パ ク 質 を 用 い る 場 合 は 、 本 発 明 の 疾 患 マ ー カ ー と し て の 抗 体 と 接

触 さ せ て 、 当 該 抗 体 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ

ト 法 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 定 量 法 (enzyme-linked im munosorbent assay： ELISA)な ど 公 知 の

検 出 方 法 で 、 本 発 明 の 疾 患 マ ー カ ー を 指 標 と し て 検 出 し 、 ま た 定 量 す る 方 法 を 挙 げ る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 は 、 一 次 抗 体 と し て 本 発 明 の 上 記 疾 患 マ ー カ ー と し て の 抗 体 を 用

い た 後 、 二 次 抗 体 と し て 上 記 一 次 抗 体 に 結 合 性 を 有 す る
1 2 5

Ｉ な ど の 放 射 性 同 位 元 素 、 西

洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） な ど の 酵 素 ま た は 蛍 光 物 質 で 標 識 し て な る 抗 体 を 用 い

て 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド と 疾 患 マ ー カ ー （ 一 次 抗 体 ） と の 複 合 体 を 標 識 し

、 次 い で 該 放 射 性 同 位 元 素 も し く は 蛍 光 物 質 由 来 の シ グ ナ ル を 放 射 線 測 定 器 （ Typhoon FL

A 9000、 GEヘ ル ス ケ ア 社 製 な ど ） も し く は 蛍 光 検 出 器 で 検 出 し て 測 定 す る こ と に よ っ て 実

施 で き る 。 あ る い は 、 一 次 抗 体 と し て 本 発 明 の 上 記 疾 患 マ ー カ ー と し て の 抗 体 を 用 い た 後

、 ECL Plus Western Blotting Detection System（ A mersham Pharmacia Biotech社 製 ） を

用 い て 、 該 Systemに 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 検 出 し 、 マ ル チ バ イ オ イ メ ー ジ ャ ー STOR

M860（ A mersham Pharmacia Biotech社 製 ） で 測 定 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 ELISA（ 例 え ば 、 sandwich ELISA） 法 は 、 上 述 し た 免 疫 学 的 方 法 は 当 業 者 に 公 知 の 方 法

に よ り 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 具 体 的 に は 、 ELISAは 、 本 発 明 の 疾 患 マ ー カ ー と し て の 抗

体 を 含 む 溶 液 を 一 次 抗 体 と し て プ レ ー ト な ど の 支 持 体 に 加 え 、 当 該 抗 体 を 固 定 す る 。 プ レ

ー ト を 洗 浄 後 、 タ ン パ ク 質 の 非 特 異 的 な 結 合 を 防 ぐ た め 、 例 え ば BSAな ど で ブ ロ ッ キ ン グ
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す る 。 再 び 洗 浄 し 、 試 料 を プ レ ー ト に 加 え る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 洗 浄 し 、 例 え ば

ビ オ チ ン 標 識 抗 体 な ど の 標 識 抗 体 を 二 次 抗 体 と し て 加 え る 。 適 度 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の

後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 と

結 合 し た ア ビ ジ ン を 加 え る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 ア ビ ジ ン に 結 合

し て い る 酵 素 に 対 応 し た 基 質 を 加 え 、 基 質 の 酵 素 的 変 化 な ど を 指 標 に 所 望 の タ ン パ ク 質 量

を 検 出 す る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

＜ iPS細 胞 の 製 造 方 法 ＞

　 人 工 多 能 性 幹 (iPS)細 胞 は 、 特 定 の 初 期 化 因 子 を 、 体 細 胞 に 作 用 さ せ る こ と に よ っ て 作

製 す る こ と が で き る 、 ES細 胞 と ほ ぼ 同 等 の 特 性 を 有 す る 体 細 胞 由 来 の 人 工 の 幹 細 胞 で あ る

（ K. Takahashi and S. Yamanaka (2006) Cell , 126:663-676; K. Takahashi et al. (20

07), Cell , 131:861-872; J. Yu et al. (2007), Science, 318:1917-1920; Nakagawa, M

.ら ,Nat. Biotechnol. 26:101-106 (2008)； 国 際 公 開 W O2007/069666） 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 初 期 化 因 子 は 、 ES細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 、 そ の 遺 伝 子 産 物 も し く は non-co

rding RN Aま た は ES細 胞 の 未 分 化 維 持 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 遺 伝 子 、 そ の 遺 伝 子 産 物 も し

く は non-coding RN A、 あ る い は 低 分 子 化 合 物 に よ っ て 構 成 さ れ て も よ い 。 初 期 化 因 子 に 含

ま れ る 遺 伝 子 と し て 、 例 え ば 、 Oct3/4、 Sox2、 Sox1、 Sox3、 Sox15、 Sox17、 Klf4、 Klf2、

c-Myc、 N-Myc、 L-Myc、 Nanog、 Lin28、 Fbx15、 ERas、 ECAT15-2、 Tcl1、 beta-catenin、 Li

n28b、 Sall1、 Sall4、 Esrrb、 Nr5a2、 Tbx3ま た は Glis1等 が 例 示 さ れ 、 こ れ ら の 初 期 化 因

子 は 、 単 独 で 用 い て も 良 く 、 組 み 合 わ せ て 用 い て も 良 い 。 初 期 化 因 子 の 組 み 合 わ せ と し て

は 公 知 の 組 合 せ を 利 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 W O2007/069666、 W O2008/118820、 W O2009

/007852、 W O2009/032194、 W O2009/058413、 W O2009/057831、 W O2009/075119、 W O2009/0790

07、 W O2009/091659、 W O2009/101084、 W O2009/101407、 W O2009/102983、 W O2009/114949、 W

O2009/117439、 W O2009/126250、 W O2009/126251、 W O2009/126655、 W O2009/157593、 W O2010

/009015、 W O2010/033906、 W O2010/033920、 W O2010/042800、 W O2010/050626、 W O 2010/056

831、 W O2010/068955、 W O2010/098419、 W O2010/102267、 W O 2010/111409、 W O 2010/111422

、 W O2010/115050、 W O2010/124290、 W O2010/147395、 W O2010/147612、 Huangfu D, et al.

(2008), Nat. Biotechnol. , 26: 795-797、 Shi Y, et al. (2008), Cell Stem Cell , 2:

525-528、 Eminli S, et al. (2008), Stem Cells. 26:2467-2474、 Huangfu D, et al. (2

008), Nat Biotechnol. 26:1269-1275、 Shi Y, et al. (2008), Cell Stem Cell , 3, 568

-574、 Zhao Y, et al. (2008), Cell Stem Cell , 3:475-479、 Marson A, (2008), Cell S

tem Cell , 3, 132-135、 Feng B, et al. (2009), Nat Cell Biol. 11:197-203、 R.L. Jud

son et al. , (2009), Nat. Biotechnol. , 27:459-461、 Lyssiotis CA, et al. (2009), P

roc Natl Acad Sci U S A. 106:8912-8917、 Kim JB, et al. (2009), Nature. 461:649-6

43、 Ichida JK, et al. (2009), Cell Stem Cell . 5:491-503、 Heng JC, et al. (2010),

 Cell Stem Cell . 6:167-74、 Han J, et al. (2010), Nature. 463:1096-100、 Mali P, e

t al. (2010), Stem Cells. 28:713-720、 Maekawa M, et al. (2011), Nature. 474:225-

9.に 記 載 の 組 み 合 わ せ が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 初 期 化 因 子 は 、 そ の 形 態 に 応 じ た 公 知 の 方 法 に て 体 細 胞 へ 接 触 、 ま た は 体 細 胞 内 へ 導 入

す れ ば よ い 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 タ ン パ ク 質 の 形 態 の 場 合 、 例 え ば リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 細 胞 膜 透 過 性 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、

HIV由 来 の TATお よ び ポ リ ア ル ギ ニ ン ） と の 融 合 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン な ど の 手 法 に

よ っ て 体 細 胞 内 に 導 入 し て も よ い 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 D N Aの 形 態 の 場 合 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 、 プ ラ ス ミ ド 、 人 工 染 色 体 な ど の ベ ク タ ー 、 リ ポ

フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン な ど の 手 法 に よ っ て 体 細 胞 内 に 導

入 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ
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ル ス ベ ク タ ー （ 以 上 、 Cell, 126, pp.663-676, 2006; Cell , 131, pp.861-872, 2007; Sc

ience, 318, pp.1917-1920, 2007） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Science, 322, 945-949,

2008)、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ W O2010/008054） な ど

が 例 示 さ れ る 。 ま た 、 人 工 染 色 体 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば ヒ ト 人 工 染 色 体 (H AC)、 酵 母

人 工 染 色 体 (Y AC)、 細 菌 人 工 染 色 体 (BAC、 PAC)な ど が 含 ま れ る 。 プ ラ ス ミ ド と し て は 、 哺

乳 動 物 細 胞 用 プ ラ ス ミ ド を 使 用 し う る (Science, 322:949-953, 2008)。 ベ ク タ ー に は 、 核

初 期 化 物 質 が 発 現 可 能 な よ う に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 配 列 、 タ

ー ミ ネ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 サ イ ト な ど の 制 御 配 列 を 含 む こ と が で き る し 、 さ ら に 、 必

要 に 応 じ て 、 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 (例 え ば カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子

、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 な ど ） 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 、 ジ フ テ リ ア ト キ シ ン 遺

伝 子 な ど の 選 択 マ ー カ ー 配 列 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)、 β グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ (G US)、 FL

A Gな ど の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 配 列 な ど を 含 む こ と が で き る 。 ま た 、 上 記 ベ ク タ ー に は 、 体 細

胞 へ 一 旦 導 入 し て 作 用 さ せ た 後 、 初 期 化 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 も し く は プ ロ モ ー タ ー と

そ れ に 結 合 す る 初 期 化 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 共 に 切 除 す る た め に 、 そ れ ら の 前 後 に Lo

xP配 列 を 有 し て も よ い 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 初 期 化 因 子 が RN Aの 形 態 の 場 合 、 例 え ば リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン

な ど の 手 法 に よ っ て 体 細 胞 内 に 導 入 し て も 良 い 。 分 解 を 抑 制 す る た め 、 5-メ チ ル シ チ ジ ン

お よ び pseudouridine (TriLink Biotechnologies)を 取 り 込 ま せ た RN Aを 初 期 化 因 子 と し て

用 い て も 良 い （ Warren L, (2010) Cell Stem Cell . 7:618-630） 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 iPS細 胞 誘 導 の た め の 培 養 液 は 、 例 え ば 、 10～ 15％ FBSを 含 有 す る D M E M、 D M E M/F12又 は D M

E培 養 液 （ こ れ ら の 培 養 液 に は さ ら に 、 LIF、 penicill in/streptomycin、 puromycin、 L-グ

ル タ ミ ン 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 類 、 β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル な ど を 適 宜 含 む こ と が で き る 。

） ま た は 市 販 の 培 養 液 （ 例 え ば 、 マ ウ ス ES細 胞 培 養 用 培 養 液 (TX-W ES培 養 液 、 ト ロ ン ボ Ｘ

社 )、 霊 長 類 ES細 胞 培 養 用 培 養 液 （ 霊 長 類 ES/iPS細 胞 用 培 養 液 、 リ プ ロ セ ル 社 ） 、 無 血 清

培 地 （ mTeSR、 Stemcell Technology社 ） ） な ど が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 iPS細 胞 誘 導 の 例 と し て は 、 た と え ば 、 37℃ 、 5％ CO 2 存 在 下 に て 、 10％ FBS含 有 D M E M又 は

D M E M/F12培 養 液 上 で 体 細 胞 と 初 期 化 因 子 と を 接 触 さ せ 約 4～ 7日 間 培 養 し 、 そ の 後 、 細 胞 を

フ ィ ー ダ ー 細 胞 (た と え ば 、 マ イ ト マ イ シ ン C処 理 STO細 胞 、 SNL細 胞 等 )上 に ま き な お し 、

体 細 胞 と 初 期 化 因 子 の 接 触 か ら 約 10日 後 か ら bFGF含 有 霊 長 類 ES細 胞 培 養 用 培 養 液 で 培 養 す

る こ と に よ っ て 、 該 接 触 か ら 約 30～ 約 45日 又 は そ れ 以 上 の の ち に ES様 コ ロ ニ ー を 生 じ さ せ

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 あ る い は 、 37℃ 、 5% CO 2 存 在 下 に て 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 (た と え ば 、 マ イ ト マ イ シ ン C処 理

STO細 胞 、 SNL細 胞 等 )上 で 10％ FBS含 有 D M E M培 養 液 （ こ れ に は さ ら に 、 LIF、 ペ ニ シ リ ン /ス

ト レ プ ト マ イ シ ン 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 L-グ ル タ ミ ン 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 類 、 β -メ ル カ プ

ト エ タ ノ ー ル な ど を 適 宜 含 む こ と が で き る 。 ） で 体 細 胞 と 初 期 化 因 子 を 接 触 さ せ て 培 養 し

、 約 25～ 約 30日 又 は そ れ 以 上 の の ち に ES様 コ ロ ニ ー を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 望 ま し く

は 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 代 わ り に 、 初 期 化 さ れ る 体 細 胞 そ の も の を 用 い る （ Takahashi K, e

t al. (2009), PLoS One. 4:e8067ま た は W O2010/137746） 、 も し く は 細 胞 外 基 質 （ 例 え ば

、 Laminin-5（ W O2009/123349） 、 Laminin-10（ US2008/0213885） 、 そ の 断 片 （ W O2011/043

405） お よ び マ ト リ ゲ ル （ BD社 ） ） を 用 い る 方 法 が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 こ の 他 に も 、 血 清 を 含 有 し な い 培 地 を 用 い て iPS細 胞 を 樹 立 す る 方 法 も 例 示 さ れ る （ Sun

 N, et al. (2009), Proc Natl Acad Sci U S A. 106:15720-15725） 。 さ ら に 、 樹 立 効 率

を 上 げ る た め 、 低 酸 素 条 件 （ 0.1％ 以 上 、 15％ 以 下 の 酸 素 濃 度 ） に よ り iPS細 胞 を 樹 立 し て

も 良 い （ Yoshida Y, et al. (2009), Cell Stem Cell . 5:237-241ま た は W O2010/013845）

。
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【 ０ ０ ６ ６ 】

　 iPS細 胞 の 樹 立 効 率 を 高 め る た め の 成 分 と し て 、 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ （ H D AC） 阻 害

剤 （ 例 え ば 、 バ ル プ ロ 酸 (VPA)、 ト リ コ ス タ チ ン A、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 M C 1293、 M344等 の

低 分 子 阻 害 剤 、 H D ACに 対 す る siRN Aお よ び shRN A（ 例 、 H D AC1 siRN A Smartpool（ 登 録 商 標

） (Millipore)、 HuSH 29mer shRN A Constructs against H D AC1 (OriGene)等 ） 等 の 核 酸

性 発 現 阻 害 剤 な ど ） 、 M EK阻 害 剤 （ 例 え ば 、 PD184352、 PD98059、 U0126、 SL327お よ び PD03

25901） 、 Glycogen synthase kinase-3阻 害 剤 （ 例 え ば 、 Bioお よ び CHIR99021） 、 D N Aメ チ

ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 5-azacytidine） 、 ヒ ス ト ン メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ

ラ ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 BIX-01294 等 の 低 分 子 阻 害 剤 、 Suv39hl、 Suv39h2、 SetDBlお よ び

G9aに 対 す る siRN Aお よ び shRN A等 の 核 酸 性 発 現 阻 害 剤 な ど ） 、 L-channel calcium agonist

 (例 え ば Bayk8644)、 酪 酸 、 TGFβ 阻 害 剤 ま た は ALK5阻 害 剤 （ 例 え ば 、 LY364947、 SB431542

、 616453お よ び A-83-01） 、 p53阻 害 剤 （ 例 え ば p53に 対 す る siRN Aお よ び shRN A） 、 ARID3A

阻 害 剤 （ 例 え ば 、 ARID3Aに 対 す る siRN Aお よ び shRN A） 、 miR-291-3p、 miR-294、 miR-295お

よ び mir-302な ど の miRN A、 Wnt Signaling（ 例 え ば soluble Wnt3a） 、 神 経 ペ プ チ ド Y、 プ

ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 類 （ 例 え ば 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2お よ び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン J2） 、 hT

ERT、 SV40LT、 UTF1、 IRX6、 GLISl、 PITX2、 D M RTBl等 が 知 ら れ て い る 。 iPS細 胞 の 樹 立 の 際

に は か か る 樹 立 効 率 の 改 善 目 的 に て 用 い ら れ る 成 分 を 添 加 し た 培 養 液 を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 上 記 培 養 の 間 に は 、 培 養 開 始 2日 目 以 降 か ら 毎 日 1回 新 鮮 な 培 養 液 と 培 養 液 交 換 を 行 う 。

核 初 期 化 に 使 用 す る 体 細 胞 の 細 胞 数 は 、 限 定 さ れ な い が 、 培 養 デ ィ ッ シ ュ 100cm
2
あ た り 約

5× 10
3
～ 約 5× 10

6
細 胞 の 範 囲 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 iPS細 胞 は 、 形 成 し た コ ロ ニ ー の 形 状 に よ り 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 方 、 体 細 胞

が 初 期 化 さ れ た 場 合 に 発 現 す る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Oct3/4、 Nanog） と 連 動 し て 発 現 す る 薬

剤 耐 性 遺 伝 子 を マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 導 入 し 、 対 応 す る 薬 剤 を 含 む 培 養 液 （ 選 択 培 養 液 ）

で 培 養 を 行 う こ と に よ り 樹 立 し た iPS細 胞 を 選 択 す る こ と が で き る 。 ま た 、 マ ー カ ー 遺 伝

子 と し て 蛍 光 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 導 入 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 す る こ と に よ っ て 、 発 光 酵 素

遺 伝 子 の 場 合 は 発 光 基 質 を 加 え る こ と に よ っ て 、 iPS細 胞 を 選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 、 iPS細 胞 誘 導 の た め の 「 体 細 胞 」 は 、 以 下 の も の に 限 定 さ れ な

い が 、 例 え ば 、 角 質 化 す る 上 皮 細 胞 （ 例 、 角 質 化 表 皮 細 胞 ） 、 粘 膜 上 皮 細 胞 （ 例 、 舌 表 層

の 上 皮 細 胞 ） 、 外 分 泌 腺 上 皮 細 胞 （ 例 、 乳 腺 細 胞 ） 、 ホ ル モ ン 分 泌 細 胞 （ 例 、 副 腎 髄 質 細

胞 ） 、 代 謝 ・ 貯 蔵 用 の 細 胞 （ 例 、 肝 細 胞 ） 、 境 界 面 を 構 成 す る 内 腔 上 皮 細 胞 （ 例 、 I型 肺

胞 細 胞 ） 、 内 鎖 管 の 内 腔 上 皮 細 胞 （ 例 、 血 管 内 皮 細 胞 ） 、 運 搬 能 を も つ 繊 毛 の あ る 細 胞 （

例 、 気 道 上 皮 細 胞 ） 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 泌 用 細 胞 （ 例 、 線 維 芽 細 胞 ） 、 収 縮 性 細 胞 （

例 、 平 滑 筋 細 胞 ） 、 血 液 と 免 疫 系 の 細 胞 （ 例 、 Tリ ン パ 球 ） 、 感 覚 に 関 す る 細 胞 （ 例 、 桿

細 胞 ） 、 自 律 神 経 系 ニ ュ ー ロ ン （ 例 、 コ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン ） 、 感 覚 器 と 末 梢 ニ ュ ー ロ

ン の 支 持 細 胞 （ 例 、 随 伴 細 胞 ） 、 中 枢 神 経 系 の 神 経 細 胞 と グ リ ア 細 胞 （ 例 、 星 状 グ リ ア 細

胞 ） 、 色 素 細 胞 （ 例 、 網 膜 色 素 上 皮 細 胞 ） 、 お よ び そ れ ら の 前 駆 細 胞 (組 織 前 駆 細 胞 ) が

例 示 さ れ る 。 ま た 、 体 細 胞 は 、 細 胞 の 分 化 の 程 度 に 特 に 制 限 は な く 、 未 分 化 な 前 駆 細 胞 (

体 性 幹 細 胞 も 含 む )で あ っ て も 、 最 終 分 化 し た 成 熟 細 胞 で あ っ て も 、 同 様 に 本 発 明 に お け

る 体 細 胞 の 起 源 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ こ で 未 分 化 な 前 駆 細 胞 と し て は 、 た と え

ば 神 経 幹 細 胞 、 造 血 幹 細 胞 、 間 葉 系 幹 細 胞 、 歯 髄 幹 細 胞 等 の 組 織 幹 細 胞 （ 体 性 幹 細 胞 ） が

挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

＜ 血 管 内 皮 細 胞 の 分 化 誘 導 方 法 ＞

　 前 述 の よ う に し て 得 ら れ た iPS細 胞 か ら 、 血 管 内 皮 細 胞 を 製 造 す る た め 、 次 の 工 程 ：

（ 1） コ ー テ ィ ン グ 処 理 さ れ た 培 養 皿 上 で 霊 長 類 ES/iPS細 胞 用 培 地 を 用 い て 接 着 培 養 す る

工 程 、

（ 2） 培 地 へ 各 種 添 加 剤 を 加 え て 培 養 す る 工 程 、
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（ 3） 無 血 清 培 地 へ 増 殖 因 子 を 加 え て 培 養 す る 工 程 、

（ 4） VEGFR2陽 性 、 TRA1陰 性 お よ び VE-cadherin陽 性 の 細 胞 を 分 離 す る 工 程 、 お よ び

（ 5） コ ー テ ィ ン グ 処 理 さ れ た 培 養 皿 上 で 血 管 内 皮 細 胞 用 増 殖 培 地 を 用 い て 接 着 培 養 す る

工 程 、

を 含 む 分 化 誘 導 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 本 発 明 に お け る 血 管 内 皮 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 VE-cadherin、 CD31、 CD34、 eN OSな ど の

血 管 内 皮 細 胞 マ ー カ ー を 発 現 し 敷 石 状 の 外 観 を 持 つ 細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 上 記 工 程 (1)の 前 に 、 iPS細 胞 は 任 意 の 方 法 で 解 離 さ せ る こ と が で き る 。 こ こ で 、 解 離 の

方 法 と し て は 、 力 学 的 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 と コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 解 離 溶 液 （ 例 え ば

、 Accutase
T M

ま た は Accumax
T M

が 挙 げ ら れ る ） ま た は コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の み を 有 す る 分 離

液 を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 ま た 、 工 程 （ 1） お よ び 工 程 （ 5） に お け る コ ー テ ィ ン グ 剤 と し て は 、 例 え ば 、 マ ト リ ゲ

ル （ BD） 、 I型 コ ラ ー ゲ ン 、 IV型 コ ラ ー ゲ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ラ ミ ニ ン 、 ヘ パ ラ ン 硫 酸 プ ロ テ

オ グ リ カ ン 、 ま た は エ ン タ ク チ ン 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は

、 工 程 （ 1） で は I型 コ ラ ー ゲ ン で あ り 、 工 程 （ 5） で は 、 IV型 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 血 管 内 皮 細 胞 を 製 造 す る た め の 培 地 は 、 動 物 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 培 地 を 基 礎 培 地 と

し て 調 製 す る こ と が で き る 。 基 礎 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 IM D M培 地 、 Medium 199培 地 、 Ea

gle＇ s Minimum Essential Medium (E M E M)培 地 、 α M E M培 地 、 Doulbecco＇ s modified Eag

le＇ s Medium (D M E M)培 地 、 Ham＇ s F12培 地 、 RPMI 1640培 地 、 Fischer＇ s培 地 、 お よ び こ

れ ら の 混 合 培 地 な ど が 包 含 さ れ る 。 さ ら に 、 培 地 に は 、 血 清 が 含 有 さ れ て い て も よ い し 、

あ る い は 無 血 清 で も よ い 。 必 要 に 応 じ て 、 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 Knoc

kout Serum Replacement(KSR)(ES細 胞 培 養 時 の FBSの 血 清 代 替 物 )、 脂 肪 酸 、 イ ン ス リ ン 、

コ ラ ー ゲ ン 前 駆 体 、 微 量 元 素 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 3＇ -チ オ ー ル グ リ セ ロ ー ル な ど

の 1つ 以 上 の 血 清 代 替 物 を 含 ん で も よ い し 、 脂 質 、 ア ミ ノ 酸 、 L-グ ル タ ミ ン 、 Glutamax（ I

nvitrogen） 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 ビ タ ミ ン 、 抗 生 物 質 、 抗 酸 化 剤 、 ピ ル ビ ン 酸 、 緩 衝 剤 、

無 機 塩 類 、 N2サ プ リ メ ン ト （ Invitrogen） 、 B27サ プ リ メ ン ト （ Invitrogen） 、 GSK-3α /

β 阻 害 剤 、 お よ び VEGFな ど の 増 殖 因 子 等 の 物 質 を 1つ 以 上 含 有 し う る 。 こ れ ら の 添 加 剤 を

予 め 含 有 し た 培 地 と し て 、 霊 長 類 ES/iPS細 胞 用 培 地 （ ReproCELL） 、 Stem Pro
T M

（ invitro

gen） 、 血 管 内 皮 細 胞 用 増 殖 培 地 （ Lonza） な ど が 例 示 さ れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 培 地 と し

て 、 工 程 （ 1） で は 、 霊 長 類 ES/iPS細 胞 用 培 地 、 工 程 （ 2） で は 、 N2サ プ リ メ ン ト 、 B27サ

プ リ メ ン ト お よ び GSK-3α /β 阻 害 剤 が 添 加 さ れ た 霊 長 類 ES/iPS細 胞 用 培 地 、 工 程 （ 3） で

は 、 VEGFを 含 有 し た Stem Pro
T M

、 お よ び 工 程 （ 5） で は 、 血 管 内 皮 細 胞 用 増 殖 培 地 が 例 示

さ れ る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 こ こ で 、 GSK-3α /β 阻 害 剤 と し て 、 SB216763、 SB415286、 FRAT1/FRAT2、 Lithium、 Kemp

aullone、 Alsterpaullone、 Indiubin-3'-oxime、 BIO、 TDZD-8お よ び Ro31-8220が 例 示 さ れ

る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 培 養 温 度 は 、 以 下 に 限 定 さ れ な い が 、 約 30～ 40℃ 、 好 ま し く は 約 37℃ で あ り 、 CO 2 含 有

空 気 の 雰 囲 気 下 で 培 養 が 行 わ れ 、 CO 2 濃 度 は 、 好 ま し く は 約 2～ 5％ で あ る 。 培 養 時 間 は 、

特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 工 程 （ 1） は 、 1日 か ら 2日 間 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 1日 間 で

あ り 、 工 程 （ 2） は 、 2日 か ら 5日 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 3日 間 で あ り 、 工 程 （ 3） は 、 3日

間 か ら 7日 間 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 5日 間 で あ り 、 工 程 （ 5） は 、 3日 以 上 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 VEGFR2陽 性 、 TRA1陰 性 お よ び VE-cadherin陽 性 の 細 胞 は 、 VEGFR2、 TRA1お よ び VE-cadher

inの 抗 体 に よ り 染 色 し た 細 胞 か ら フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 等 を 用 い て 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法

10

20

30

40

50



(16) JP  6621195  B2  2019.12.18

に よ り 分 離 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

＜ 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 分 化 誘 導 方 法 ＞

　 血 管 平 滑 筋 細 胞 を 製 造 す る た め 、 上 述 の 血 管 内 皮 細 胞 の 作 製 工 程 （ 1） か ら （ 3） と 同 様

の 工 程 お よ び そ の 後 の （ 4＇ ） お よ び （ 5＇ ） の 工 程 ：

（ 1） コ ー テ ィ ン グ 処 理 さ れ た 培 養 皿 上 で 霊 長 類 ES/iPS細 胞 用 培 地 を 用 い て 接 着 培 養 す る

工 程 、

（ 2） 培 地 へ 各 種 添 加 剤 を 加 え て 培 養 す る 工 程 、

（ 3） 無 血 清 培 地 へ 増 殖 因 子 を 加 え て 培 養 す る 工 程 、

（ 4＇ ） VEGFR2陽 性 、 TRA1陰 性 お よ び VE-cadherin陰 性 の 細 胞 を 分 離 す る 工 程 、 お よ び

（ 5＇ ） コ ー テ ィ ン グ 処 理 さ れ た 培 養 皿 上 で 増 殖 因 子 を 含 有 す る 培 地 を 用 い て 接 着 培 養 す

る 工 程 、

を 含 む 分 化 誘 導 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 本 発 明 に お け る 血 管 平 滑 筋 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 α 平 滑 筋 ア ク チ ン 、 カ ル ポ ニ ン な ど の

血 管 平 滑 筋 細 胞 マ ー カ ー を 発 現 し 紡 錐 形 を 呈 す る 細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 工 程 （ 5＇ ） に お け る 培 地 は 、 動 物 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 培 地 を 基 礎 培 地 と し て 調 製

す る こ と が で き る 。 基 礎 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 IM D M培 地 、 Medium 199培 地 、 Eagle＇ s M

inimum Essential Medium (E M E Mま た は M E M)培 地 、 α M E M培 地 、 Doulbecco＇ s modified Ea

gle＇ s Medium (D M E M)培 地 、 Ham＇ s F12培 地 、 RPMI 1640培 地 、 Fischer＇ s培 地 、 お よ び

こ れ ら の 混 合 培 地 な ど が 包 含 さ れ る 。 さ ら に 、 培 地 に は 、 血 清 が 含 有 さ れ て い て も よ い し

、 あ る い は 無 血 清 で も よ い 。 必 要 に 応 じ て 、 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 Kn

ockout Serum Replacement(KSR)(ES細 胞 培 養 時 の FBSの 血 清 代 替 物 )、 脂 肪 酸 、 イ ン ス リ ン

、 コ ラ ー ゲ ン 前 駆 体 、 微 量 元 素 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 3＇ -チ オ ー ル グ リ セ ロ ー ル な

ど の 1つ 以 上 の 血 清 代 替 物 を 含 ん で も よ い し 、 脂 質 、 ア ミ ノ 酸 、 L-グ ル タ ミ ン 、 Glutamax

（ Invitrogen） 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 ビ タ ミ ン 、 抗 生 物 質 、 抗 酸 化 剤 、 ピ ル ビ ン 酸 、 緩 衝 剤

、 無 機 塩 類 、 N2サ プ リ メ ン ト （ Invitrogen） 、 B27サ プ リ メ ン ト （ Invitrogen） 、 GSK-3α

/β 阻 害 剤 、 お よ び PD GF-BBな ど の 増 殖 因 子 等 の 物 質 を 1つ 以 上 含 有 し う る 。 好 ま し い 培 地

と し て 、 2% FCSお よ び PD GF-BBを 含 有 す る M E Mが 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 培 養 温 度 は 、 以 下 に 限 定 さ れ な い が 、 約 30～ 40℃ 、 好 ま し く は 約 37℃ で あ り 、 CO 2 含 有

空 気 の 雰 囲 気 下 で 培 養 が 行 わ れ 、 CO 2 濃 度 は 、 好 ま し く は 約 2～ 5％ で あ る 。 培 養 時 間 は 、

特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 工 程 （ 5＇ ） は 、 3日 以 上 で あ る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 VEGFR2陽 性 、 TRA1陰 性 お よ び VE-cadherin陰 性 細 胞 は 、 VEGFR2、 TRA1お よ び VE-cadherin

の 抗 体 に よ り 染 色 し た 細 胞 か ら フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 等 を 用 い て 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に

よ り 分 離 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

＜ ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ＞

　 本 発 明 は 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 な 薬 剤 で あ る 候 補 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン

グ 方 法 を 提 供 す る 。 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 指 標 と し

て 用 い る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 通 じ て 該 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 が 同 定 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て 、 以

下 の 工 程 を 含 み 得 る ：

　 （ A-１ ） 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 患 者 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 体 細 胞 と 接 触

さ せ る 工 程 、

　 （ B-１ ） 表 １ ま た は 表 ３ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1も し く は 2以 上 か ら

全 部 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
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　 （ C-１ ） 候 補 物 質 と 接 触 さ せ な か っ た 場 合 と 比 較 し て 、 前 記 発 現 量 が 減 少 し た 場 合 、 多

発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と 判 定 す る 工 程 、

　 あ る い は 、

　 （ A-２ ） 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 患 者 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 体 細 胞 と 接 触

さ せ る 工 程 、

　 （ B-２ ） 表 ２ ま た は 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1も し く は 2以 上 か ら

全 部 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

　 （ C-２ ） 候 補 物 質 と 接 触 さ せ な か っ た 場 合 と 比 較 し て 、 前 記 発 現 量 が 増 加 し た 場 合 、 多

発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と 判 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 こ こ で 、 iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 体 細 胞 と し て 、 尿 細 管 細 胞 、 集 合 管 細 胞 、 胆 管 細 胞

、 肝 細 胞 、 膵 管 細 胞 、 膵 臓 細 胞 、 腸 管 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 血 管 内 皮 細 胞 ま た は 血 管 平 滑 筋 細

胞 が 例 示 さ れ 、 好 ま し く は 、 血 管 内 皮 細 胞 ま た は 血 管 平 滑 筋 細 胞 で あ る 。 iPS細 胞 か ら 尿

細 管 細 胞 、 集 合 管 細 胞 、 胆 管 細 胞 、 肝 細 胞 、 膵 管 細 胞 、 膵 臓 細 胞 、 腸 管 細 胞 、 生 殖 細 胞 、

血 管 内 皮 細 胞 ま た は 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 製 造 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 胚 様 体 も し く は

形 成 し た テ ラ ト ー マ か ら 適 宜 抽 出 す る こ と で 得 る こ と が で き る （ 例 え ば 、 特 開 2006-23916

9） 。 肝 細 胞 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 W O2006/082890、 特 開 2010-75631ま た は Hay DC, et

 al, Proc Natl Acad Sci U S A, 105, 12301-6 2008に 記 載 の 方 法 で 作 製 す る こ と が で き

る 。 同 様 に 、 膵 臓 細 胞 は 、 W O2007/103282に 記 載 の 方 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 i

PS細 胞 な ら び に 血 管 内 皮 細 胞 ま た は 血 管 平 滑 筋 細 胞 は 、 前 述 の 方 法 に よ り 製 造 す る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 好 ま し く は 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て 、 血 管 内

皮 細 胞 を 用 い る 方 法 で あ り 、 以 下 の 工 程 を 含 み 得 る ：

　 （ A-３ ） 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 患 者 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 内 皮 細 胞

と 接 触 さ せ る 工 程 、

　 （ B-３ ） 表 １ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝

子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

　 （ C-３ ） 候 補 物 質 と 接 触 さ せ な か っ た 場 合 と 比 較 し て 、 前 記 発 現 量 が 減 少 し た 場 合 、 多

発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と 判 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 あ る い は 、

　 （ A-４ ） 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 患 者 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 内 皮 細 胞

と 接 触 さ せ る 工 程 、

　 （ B-４ ） 表 ２ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝

子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

　 （ C-４ ） 候 補 物 質 と 接 触 さ せ な か っ た 場 合 と 比 較 し て 、 前 記 発 現 量 が 増 加 し た 場 合 、 多

発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と 判 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 好 ま し く は 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て 、 血 管 平

滑 筋 細 胞 を 用 い る 方 法 と し て 、 以 下 の 工 程 を 含 み 得 る ：

　 （ A-５ ） 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 患 者 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 平 滑 筋 細

胞 と 接 触 さ せ る 工 程 、

　 （ B-５ ） 表 ３ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝

子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

　 （ C-５ ） 候 補 物 質 と 接 触 さ せ な か っ た 場 合 と 比 較 し て 、 前 記 発 現 量 が 減 少 し た 場 合 、 多

発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と 判 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 あ る い は 、

　 （ A-６ ） 候 補 物 質 を 、 多 発 性 嚢 胞 腎 患 者 由 来 の iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 血 管 平 滑 筋 細
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胞 と 接 触 さ せ る 工 程 、

　 （ B-６ ） 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 1も し く は 2以 上 か ら 全 部 の 遺 伝

子 の 発 現 量 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

　 （ C-６ ） 候 補 物 質 と 接 触 さ せ な か っ た 場 合 と 比 較 し て 、 前 記 発 現 量 が 増 加 し た 場 合 、 多

発 性 嚢 胞 腎 の 治 療 剤 ま た は 予 防 剤 と 判 定 す る 工 程 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 前 記 発 現 量 は 前 述 の 疾 患 マ ー カ ー を 用 い て 検 出 し て も よ く 、 他 の 態 様

と し て 、 当 該 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 に よ り 制 御 さ れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い て 検 出 し て

も よ い 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 本 発 明 に お い て 、 表 １ 、 表 ２ 、 表 ３ お よ び 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 の 転 写 調 節 領 域 は 当 該 遺

伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 に 基 づ き ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 さ れ 得 る 。 当 該 遺 伝 子 の

転 写 調 節 領 域 に よ り 制 御 さ れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 は 、 当 該 転 写 調 節 領 域 配 列 へ

機 能 的 に 連 結 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 配 列 を 含 有 す る ベ ク タ ー を 細 胞 へ 導 入 す る こ と に よ っ

て 作 製 さ れ 得 る 。 こ の 他 の 態 様 と し て 、 相 同 組 換 え 法 を 用 い て 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ

り 当 該 転 写 調 節 領 域 の 下 流 へ 機 能 的 に 連 結 す る よ う に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 配 列 を 挿 入 し て も

よ い 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 上 述 の ベ ク タ ー の 導 入 な ら び に 相 同 組 換 え 法 は 、 体 細 胞 、 iPS細 胞 、 血 管 内 皮 細 胞 お よ

び 血 管 平 滑 筋 細 胞 の い ず れ の 態 様 に お い て 実 施 さ れ て も よ い が 、 相 同 組 換 え 法 は 、 iPS細

胞 に お い て 実 施 さ れ る こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 、 適 切 な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 当 技 術 分 野 で 周 知 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用

い る こ と が で き 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)、 黄 色 蛍 光 タ ン パ ク 質

（ YFP） 、 赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ RFP） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 β グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ (G US)、 β -

ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 HRPま た は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ な ど を

用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て は 、 任 意 の 候 補 物 質 を 用 い る こ と が で き 、 非 限 定

的 に 、 例 え ば 、 細 胞 抽 出 物 、 細 胞 培 養 上 清 、 微 生 物 発 酵 産 物 、 海 洋 生 物 由 来 の 抽 出 物 、 植

物 抽 出 物 、 精 製 タ ン パ ク 質 又 は 粗 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド 化 合 物 、 合 成 低 分 子

化 合 物 、 及 び 天 然 化 合 物 が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 本 発 明 に お い て 、 候 補 物 質 は ま た 、 （ 1） 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 、 （ 2） デ コ ン ヴ ォ ル ー

シ ョ ン を 用 い る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 、 （ 3） 「 1ビ ー ズ 1化 合 物 （ one-bead one-compound）

」 ラ イ ブ ラ リ ー 法 、 及 び （ 4） ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 別 を 使 用 す る 合 成 ラ イ

ブ ラ リ ー 法 を 含 む 当 技 術 分 野 で 公 知 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 法 に お け る 多 く の ア

プ ロ ー チ の い ず れ か を 使 用 し て 得 る こ と が で き る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 別

を 使 用 す る 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 法 は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に 限 定 さ れ る が 、 そ の 他 の 4

つ の ア プ ロ ー チ は ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー 、 又 は 化 合 物 の 低 分 子 化 合 物 ラ イ ブ ラ

リ ー に 適 用 で き る （ Lam (1997) Anticancer Drug Des. 12: 145-67） 。 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー

の 合 成 方 法 の 例 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 見 出 さ れ 得 る （ DeWitt et al. (1993) Proc. Nat

l . Acad. Sci. USA 90: 6909-13; Erb et al. (1994) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 91:

11422-6; Zuckermann et al. (1994) J. Med. Chem. 37: 2678-85; Cho et al. (1993) S

cience 261: 1303-5; Carell et al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; C

arell et al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061; Gallop et al. (1994) J

. Med. Chem. 37: 1233-51） 。 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 溶 液 （ Houghten (1992) Bio/Tech

niques 13: 412-21を 参 照 の こ と ） 又 は ビ ー ズ （ Lam (1991) Nature 354: 82-4） 、 チ ッ プ

（ Fodor (1993) Nature 364: 555-6） 、 細 菌 （ 米 国 特 許 第 5,223,409号 ） 、 胞 子 （ 米 国 特

許 第 5,571,698号 、 同 第 5,403,484号 、 及 び 同 第 5,223,409号 ） 、 プ ラ ス ミ ド （ Cull et al.
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 (1992) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 89: 1865-9） 若 し く は フ ァ ー ジ （ Scott and Smith

 (1990) Science 249: 386-90; Devlin (1990) Science 249: 404-6; Cwirla et al. (19

90) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 87: 6378-82; Felici (1991) J. Mol. Biol. 222: 301

-10; 米 国 特 許 出 願 第 2002103360号 ） と し て 作 製 さ れ 得 る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 で さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 範 囲 は そ れ ら 実 施 例 に 限

定 さ れ な い も の と す る 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

[実 施 例 1]

＜ 線 維 芽 細 胞 ＞

　 7名 の 多 発 性 嚢 胞 腎 患 者 よ り 同 意 の も と 生 検 し た 皮 膚 を 培 養 し て 、 PK線 維 芽 細 胞 と し て

用 い た 。 一 方 、 7名 の 多 発 性 嚢 胞 腎 を 発 症 し て い な い 日 本 人 の 皮 膚 線 維 芽 細 胞 を nonPK線 維

芽 細 胞 と し て 用 い た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

＜ iPS細 胞 誘 導 ＞

　 Oct3/4、 Sox2、 Klf4お よ び c-Mycに 対 す る ヒ ト cD N Aを 、 Takahashi, K. et al. , Cell , 1

31(5), 861, 2007に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス を 用 い て 前 記 線 維 芽 細 胞 へ 導 入

し た 。 同 様 に 、 Oct3/4、 Sox2お よ び Klf4に 対 す る ヒ ト cD N Aを 、 Nakagawa, M. et al. , Nat

 Biotechnol 26 (1), 101, 2008に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス を 用 い て 前 記 線

維 芽 細 胞 へ 導 入 し た 。 遺 伝 子 導 入 後 6日 目 に 、 線 維 芽 細 胞 を SNLフ ィ ー ダ ー 細 胞 上 に 移 し 、

翌 日 よ り 4 ng/mlの bFGF（ Wako） を 添 加 し た 霊 長 類 ES細 胞 用 培 養 液 へ 培 地 を 交 換 し た 。 出

現 し た コ ロ ニ ー を ピ ッ ク ア ッ プ し て 、 各 線 維 芽 細 胞 に つ き 1つ の iPS細 胞 株 を 選 択 し 、 7種

の PK線 維 芽 細 胞 由 来 iPS細 胞 株 （ PK-iPSC） お よ び 7種 の nonPK線 維 芽 細 胞 由 来 iPS細 胞 株 （ n

onPK-iPSC） を 作 製 し た 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

[実 施 例 2]

＜ 血 管 内 皮 細 胞 へ の 分 化 誘 導 ＞

　 各 iPS細 胞 株 コ ロ ニ ー を 適 度 な サ イ ズ に 破 砕 し 、 I型 コ ラ ー ゲ ン コ ー テ ィ ン グ デ ィ ッ シ ュ

（ IW A KI） 上 に 散 布 し 、 霊 長 類 ES/iPS細 胞 用 培 地 （ ReproCELL） で 1日 間 培 養 し デ ィ ッ シ ュ

面 に 接 着 さ せ た 。 2日 目 か ら GSK-3α /β inhibitor（ Sigma） 、 N2 supplement、 B27 suppl

ement（ invitrogen） を 添 加 し さ ら に 3日 間 培 養 し た 。 そ し て 、 培 地 を ヒ ト 造 血 幹 細 胞 用 無

血 清 培 地 （ invitrogen） に 変 更 し 、 50ng/ml VEGF（ Peprotec Inc） を 添 加 し さ ら に 5日 間

培 養 し た 後 、 細 胞 を 解 離 し 、 VEGFR2陽 性 、 TRA1-60陰 性 お よ び VE-cadherin陽 性 細 胞 を FACS

に よ り 分 離 し た 。 続 い て 、 分 離 し た 細 胞 を IV型 コ ラ ー ゲ ン コ ー テ ィ ン グ デ ィ ッ シ ュ （ Bect

on Dickinson） に 散 布 し 血 管 内 皮 細 胞 用 増 殖 培 地 （ Lonza） 中 で 培 養 し 、 VE-cadherin、 CD

31、 CD34、 eN OSな ど の 血 管 内 皮 細 胞 マ ー カ ー を 発 現 し 敷 石 状 の 外 観 を 持 つ 血 管 内 皮 細 胞 シ

ー ト を 構 築 し た 段 階 で 血 管 内 皮 細 胞 （ EC） と し て 回 収 し た 。 7種 の PK-iPSCお よ び 7種 の non

PK-iPSCか ら そ れ ぞ れ ECを 作 製 し た （ PK-ECお よ び nonPK-EC） 。

【 ０ １ ０ ０ 】

[実 施 例 3]

＜ 血 管 平 滑 筋 細 胞 へ の 分 化 誘 導 ＞

　 各 iPS細 胞 株 コ ロ ニ ー を 適 度 な サ イ ズ に 破 砕 し 、 I型 コ ラ ー ゲ ン コ ー テ ィ ン グ デ ィ ッ シ ュ

（ IW A KI） 上 に 散 布 し 、 霊 長 類 ES/iPS細 胞 用 培 地 （ ReproCELL） で 1日 間 培 養 し デ ィ ッ シ ュ

面 に 接 着 さ せ た 。 2日 目 か ら GSK-3α /β inhibitor（ Sigma） 、 N2 supplement、 B27 suppl

ement（ invitrogen） を 添 加 し さ ら に 3日 間 培 養 し た 。 そ し て 、 培 地 を ヒ ト 造 血 幹 細 胞 用 無

血 清 培 地 （ invitrogen） に 変 更 し さ ら に 5日 間 培 養 し た 後 、 細 胞 を 解 離 し 、 VEGFR2陽 性 、 T

RA1-60陰 性 お よ び VE-cadherin陰 性 細 胞 を FACSに よ り 分 離 し た 。 続 い て 、 分 離 し た 細 胞 を I

型 コ ラ ー ゲ ン コ ー テ ィ ン グ デ ィ ッ シ ュ （ IW A KI） に 散 布 し さ ら に 2% FCSお よ び 20ng/ml PD G

F-BB（ Peprotec Inc） を 含 有 す る M E M中 で 培 養 し 、 α 平 滑 筋 ア ク チ ン 、 カ ル ポ ニ ン 等 の 血
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管 平 滑 筋 細 胞 マ ー カ ー を 発 現 し 紡 錐 形 を 呈 す る 血 管 平 滑 筋 細 胞 （ SM C） に 分 化 誘 導 し 回 収

し た 。 7種 の PK-iPSCお よ び 7種 の nonPK-iPSCか ら そ れ ぞ れ SM C（ PK-SM Cお よ び nonPK-SM C）

を 作 製 し た 。

【 ０ １ ０ １ 】

[実 施 例 4]

＜ 遺 伝 子 発 現 確 認 ＞

　 得 ら れ た PK-ECお よ び nonPK-ECか ら 抽 出 し た RN Aを 用 い て Agilent Technologies社 の マ イ

ク ロ ア レ イ に よ り 有 意 に ２ 倍 以 上 差 が あ る 遺 伝 子 を 確 認 し た 。 PK-ECに お い て ２ 倍 発 現 が

多 い 遺 伝 子 を 表 １ に 示 し 、 PK-ECに お い て ２ 倍 発 現 が 少 な い 遺 伝 子 を 表 ２ に 示 す 。

【 ０ １ ０ ２ 】 10
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【 表 １ 】
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【 ０ １ ０ ３ 】
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【 表 ２ 】
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【 ０ １ ０ ４ 】

　 同 様 に 、 得 ら れ た PK-SM Cお よ び nonPK-SM Cか ら 抽 出 し た RN Aを 用 い て Agilent Technologi

es社 の マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 有 意 に ２ 倍 以 上 差 が あ る 遺 伝 子 を 確 認 し た 。 PK-SM Cに お い て

２ 倍 発 現 が 多 い 遺 伝 子 を 表 ３ に 示 し 、 PK-SM Cに お い て ２ 倍 発 現 が 少 な い 遺 伝 子 を 表 ４ に 示

す 。

【 ０ １ ０ ５ 】
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【 表 ３ 】
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【 ０ １ ０ ６ 】
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【 表 ４ 】
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【 ０ １ ０ ７ 】

　 以 上 の 結 果 か ら 、 対 象 か ら 作 製 し た iPS細 胞 由 来 の ECに お い て 表 １ に 記 載 の 遺 伝 子 が 対

照 と 比 較 し て 高 い 場 合 、 当 該 対 象 は 、 多 発 性 嚢 胞 腎 に 罹 患 し て い る 可 能 性 が 高 い と 言 え る

。 一 方 、 対 象 か ら 作 製 し た iPS細 胞 由 来 の ECに お い て 表 ２ に 記 載 の 遺 伝 子 が 対 照 と 比 較 し

て 高 い 場 合 、 当 該 対 象 は 、 多 発 性 嚢 胞 腎 に 罹 患 し て い な い 可 能 性 が 高 い と 言 え る 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 ま た 、 対 象 か ら 作 製 し た iPS細 胞 由 来 の SM Cに お い て 表 ３ に 記 載 の 遺 伝 子 が 対 照 と 比 較 し

て 高 い 場 合 、 当 該 対 象 は 、 多 発 性 嚢 胞 腎 に 罹 患 し て い る 可 能 性 が 高 い と 言 え る 。 一 方 、 対

象 か ら 作 製 し た iPS細 胞 由 来 の SM Cに お い て 表 ４ に 記 載 の 遺 伝 子 が 対 照 と 比 較 し て 高 い 場 合

、 当 該 対 象 は 、 多 発 性 嚢 胞 腎 に 罹 患 し て い な い 可 能 性 が 高 い と 言 え る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ０ ９ 】

　 本 発 明 に よ り 、 多 発 性 嚢 胞 腎 の 検 査 方 法 、 な ら び に そ の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う

こ と が 可 能 に な り 、 医 療 上 大 変 有 用 で あ る 。
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