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O b2 74— BKtEZ O NS 74— Dru~x b TS T7 4 —%EA

2
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BOEDII LI VEREE T ENTE D,

AREADE VNTE. BARTF R LEZENSDE, FLEZEhSDT
I MEOERICE. BEFIROY DNV BEBABEEAWSGZ LB TESE,
DEI>BIEL LTIE. FIZIE Z700XFVEEE £ FoF o AFLMIE. ~
YA RUYNTIVEIE. 7 AFIVEE. 4 —-ROUNNFFIRUTUIITIV
J—=)VEE, 4—AFIARC e RUNLT7 I VS, PAMERS., 4—t ko
SAFWAFNTZ zZ) 7R P 7 I RAFIVEE. R 720073 RigE. 4
-2, -TVAMFI TN ROFUAFN)T =) F UG 4 (2,4
—UAPEYT7z=)l—Fmoc 73 JIFI) 7/ FUOBEREEHITEI L
DTEDR, COLIRBEEZAN., a—7IVELAIHEEEEZBEYICHEEL
ETIBE BRNEL TR ORI EOEFEED I, BRAMORERS HEL
Fev., Bl LTHRESE 2, RDOBRBRICHEIED» S ¥ > N\ I BE2Y D BT L AR
CHREREEEZREL. SSUEFREBEPTHTFAY RINVT 1 FEEGTERRIG
RERL. BRIDY UV BEZEIIZENSDT7 I FMEERBT %, Al L =R
73 BOBACELTR, 5 S EARICHEATE 5 EEELEEZ AL
BT EDTERD RIS, AAINVHEDA I FEXL V. ANVEY A I FERELTE
DCC. N,N-2AVT7OENANEIAL IR, M- FV-N-3-CAFNTI T
OYV) HIVRYA I RREBAWVSLNS, TheIzLBEMELICIET £ I
NS (B 2L HOBt, HOOBt) & & & ITIR#E 7 I /B2 EREEICHNT 2
F =ik, AHEBEKYF /=13 HOBt =25 )Vd BWid HOOBt = XF )L e LTH S
D UDRET I VBOFEM 2T R BRICHEIBICHENT 2D TE S,

FRE7I VBOEEHLOEELOBEICAVWShZBERLELTIK. Y2/ H
MBERIBICFEALS 2 ZEDBHSNTWAEED SHEERIRINS 5, FIZIE,
N, N=YAFNWFENVLTIFR, N, N=JAFILPELI;7I K, N=XF)VE
OU RUREDET7I R, BIEXAFL Y, 7oofmivakEDNny LR
KFHE., M)7NVADZY ) —IREDTII—)VEE, PAFINVINFFY iz
EDANVEFFYFRE BYDY, OPFFYV, T2 D75 02EQT—F
VI, 72 b MUV, TOEFZMINREDZ YN, BEEEAFIV, BEER
IFNVREDZATNVES Z2NWIEX NS DBEEDESYREMAVWSLNS. RIS
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MEZSY UV EEATERRIGICERAINE S 2 EBHSh TV 2EED S#EE
BIRE W, BERN—-20°C~50°COEED» SHEEERIN S, EbIhE73
/BFEARTER 1.5~4 ZBRHTHVWONG, ZVER) URIGEAWETR
FORER, WEDT+ I RBEIIRERZDOBRMZEITRD LR {HBERILER
DRGFTZEICEID T AREEERITRIEDTED. RIGEEDELTH T2
MEDFONRNWE ZIT, BKEBRE X7 FIVS I35V - EAVTERR
W7/ BETEFMETBILICL 2T, BORBICEEEEZRVWESIZT
BTEDTED,

FRlo7 I EOREEL LTE. #IZIE. Z. Boc, t — XU FNFFTH
WHRZIW, AVERNWVZNVFFIAIIVERZIIN, 4 =X MFIRUDNFFHIVEA
=), CI-Z, Br-I, ¥~ FIAXTANK)L, M) IVFa7EFIV, 7
ZOA), FWVIN, 2=ZbOT7zZNVANT =), VT zZ)VHERT 4/
FAA I, Fmoc REBHWSLNE, HIVRFIIIVERE HIZIE PVvFIVTR
FE BRI AF). TFIV, 7TOEN, TFIV, t=TF), ¥ray
FI, 7OAFUN, PTONTFI, oaFTFI, 2=FIIUFIVR
COESHR. MRS LRBR7ZVFNVZZFIE), 7INVFITZATIVE
(FIZE, NUPNVIZAF), 4—ZbOXRYUIVI AT, 4 —A PFIRY
PIWIAFIN, 4=2700XRPNVIEIFIN, XX RUNZZIFIL), 7
TFVIWZRTIE, RUUNWAFTANWFEZNVRE RSV MM, t =T bFIA
WHRZIWWE KZY KRB, PIFNLMERSI D RMERECK>TRETAILDTE
%, £V OKBER, HIE XAFNVEEERE—FIMLICL>oTRET S
TEeDTEDR, TOXXFIVBICHETZ2E L LT, HIZE 7EFLERED
{E4R (C1-6) PIVh ) A)NE, ROV NEREDOTOAIVE, XUV TF
SHIHZNE, T hFIAHINRDNVEREDRBEDPSFEINDIEREHAN
BB, £ =—FILICETREL LT FIZE RUVLVE FIIE
FOESZNWE t—-TFNERETH B, FO D7 =/ —)WEKBEEDR
EHEeLTE MAIE Bzl Cl2-Bzl, 2—=haRUD)V, Br-L, t =T FNV
BREBHAWSNE, EXFT L DA IF)—VOFREEL LT, HIZIE, Tos.
4-A FF2=2,3,6—FD)XAFNUNRELZNFZIV, DNP, RUDIFFTA
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FIv. Bum. Boc. Trt. Fmoc m&EDHNSN B,

FERIOANFXF O NVEOFE LI NE DL LTI, FIZIE. ST 2EREK
V. 7Y FOEET TN (PIVa—) (BIZE Rv& 270072 ) =), 2,4,5
—hM)onoOZx) =) 2 4= =0Tz ) =) TP XFILTIO—)L.
NZ=bOZ7=xz/—)u, HONB, N-t FOF¥L X7 I K, N—k Foxs7¥
A 2R, HOB) LDTRFV) REDAWLNG, BROT I ) £OEMLS
NizdDE LT FIZE. HSTEVVB7I FBEVWSh S, FELXORE
(ig) FEe LT, FIZIE. Pd-EH 30t Pd-RER L OISO EE T
TOKEIRHPTORBABETP. F2. FK 7 vbKE. X¥ L 2KV, b
DIZNWABDAE AWKV, M) 7VAOERH 20 h s DESERZEIC
LBBUED, DAV TOENZFLPIY, NVZFLFTIL, EXRYIY,
EXSVURECIDERENE, FAWE7 E-7hF MO AL ZETR
CHRWON S, BIECEREIC K 2MMRRIZ. —fRICH—20°C~40°COEE
TITRODNE D BB BWTE FIZIE, 7=V =, 7z /=), F%7
SV RAZ TV =), NS T, UAFIINANT 4 K, 1,4—T%
POFA=N, L, 2— 2 v FANRED LD BAF A L HIRRORINDE
MTHDe ey EXAFTLDA IFVREEREL LTHAVWLN S 2,4—3 =
POz VERFAT7 = /—VRBIZEVBREEN, PITr77 D10 K
—IVREELE LTHVWSONETIVINVEIZFIEKD 1,2—-4 > O FF—)b, 1,4
—TE I IFFA—NVIREDIFET OBIILIC X BBERHELSNT, FAKBEF L)
DLABHR, BT UVEZTPRECIBZTIVAVALBICL>TIBREINS,

FRORIGICEES TRETRVEREDFRELR S CITFRER, BLUZOGRE
OB, RISCHEE T2 EEEOBEERSIZAMORESE I AHOFEDLS
HEERLD B, ¥V NN VHEDT7 I RMEREBBRIDFEE LTk, FIXIE. T7
ANVEFIRIGT IV BOa—ANVRFINEET7 I FMELTRELEE. 7
IVEPICARTF R (U0 8) HEFREOHEE TEIELHE. HATFEK
HONKED a—7 I VHDOBRERDOHEBR V=Y VN IE L CERBOAIE
FUNEODREEDHEZRELEZY VNV BLEERE L, COBY LN BEEH
WL L S REABRETTHASI ¥ S, MERBOHEMIC OWTIIAIZLART
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Hb, MEACEDEOSNEREY NN VERBRUE. RIEEAECKDTART
DREELEREL. MEOHMI VNI BEEELILHTED. ZOMS VTR
OB ERRNERZHE L OBRL, FEWH 2 HEEET 2 2 L THED
SUNTED7INEEBBEIEDNTED I U NITEDIRATINAARERE ST,
PIZIE. ANVEFORE I VBO a—AIVARFINVEERFREDO 7V —)VER
LBELT7IVBIZAFNELER, YO0 BO7 I FMALRBRICL T, FfE
DY NI EDIRFIEEEDLIEDTE S,

EREDEFTF K EiidZOIRIX. BELRHDATF KOEREICRE > T,
5B VEARHED Y o BEBLRATF F—ETRT 3 2 LIk o> T
THIENTED, NTF FOARKEE LT HIRIE. EHEEHE. WEEEK
BEOVWTHICE>THRV, TiRbE, KRFOEIITF REHERLE DS
RT7F R LR 7 IVBLBRAMS L EMEI Y, LAWDIREEEZETIE
BIXREEEZRB T I LICLI D ENORTF RERETEZI LN TES, OF
DREEHEPCHFEREORB S LT, FIZIE. UTICEHShEHFEDBHITS5N
% o M.Bodanszky 3 & tf M.A.Ondetti. Peptide Synthesis, Interscience
Publishers, New York (1966 ££);Schroeder 3 & 7F Luebke. The Peptide, Academic
Press, New York (1965 4F) ; REE kM. X7F FEROER L KR, AE(K)
(1975 %) ;R BRI BLUMERE, £LPERREBEE 1. 4V JEDRE IV,
205, (1977 £) ; REBNEL. REEXRORER. 8 4 &, ~7FFEH &
IIBRE, . RAGEEEORIE, FIZIE, B - BE - #547D7
NTST74— KO NS 7 14— - BREGEREEEAGDE TERERDE
ARTF P ERBUEMTIIENTES, FIRNAETELNIHARTTF FIE
BMAETHIEAE. REOFEHBVIFNICELZAEICL > THERBICE
BTBIEDTE, BICETELSAEGEER. DHOHEHIVWEZNICEL S
FEC K o CHEMERE 2 IZMOBICERTIIENTE S,

BREDY 0 ERI—-FKTBDNAL LTI, gk URREHDS N7
Bx 22— M7 2EEESNZ2EETH2HD0THNEINDPRZIDTH>TH L
g7z, 7/ LDNA, ¥/ LDNAS 4 75—, miac L /=Ml - M&mkoD c
DNA. miidL7=fifg - $BMEKDCDNASA 77— AEDNADOWTHh

2

—
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THdWho FA 7 —CEHTEINIY—E, NIF VAT 7—D, 75X
k. 2RI F, 77—V 3 RREVWTNTH>TH L. /. miad LM -
ML D total RNAF/ZIEmMRNAESGZHAK L= DZAWTER Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction (LU F. RT-PCRELBEFRT D)
ICL>TBIET AL TE S, ARBHADY U NI EHZI—-FTHDNAELLT
i, PIZIE, BEFIES 2 TROINLBEETEZEETLIDNA, ILEENE
B2 TEROLINZEHEEFNENA I M) DY PREBTFTNATVE LT
DEEFRFEE L. ARBPEDOY N BEEBERICABEOEYE (F). HMISRES
M) 2ET25 0B %E20—FT3DNARETHNIMTH LW,

L b BRI, BFIBS 1 TROINB7IVBESEETIY VN VEE
J—FK¥TBDNALLTIE. BFIES 2 TRDOEINIEREEFE2ETHDNAR
EhEWSN5,

BRBOWANTF F#I2—FKTBDNAEL LTI, Bk LEARRBHDERS N
7F k&OD— RT3 EEEFIZEET 20D THNEV PRI LD TH>TH &
Vo . ¥ LDNA, ¥V LDNASA 75—, miicl =Mk - MHxK
DcDNA. FECL=ME - 8 EKDcDNAS A 73— AElDNADW
THhTHLEVe BRRBEOHARNTF FZ2I—-FT3DNALLTE. AIZE B
TIBE 2 TERDOINDEREF2ET2DNADOHSEEESE2ETH5DNA.
FIGESIBS 2 TROEINZBEEFIENAZ M) D20 MREHFTTNA
T4 X7 AHEEESIEE L. ZBAOY NI BLEBNICEEDOEMLZE
$T255 N EEI—FT3DNADHMERESIZETEDNAREDANS
N3,

EREDY VNI EEEHARTF K (UTF. They N VEERI—F
TBHEDNADIZ O—= YV BLURROHAICBNTX. Chedy N0 RE:R
BIIARPDY VNN ELBEIET 25805 2) 223 —-FT73DNADY

- O—Z VT OFEELTIE. KEHDSY LN HORMEEESE2ET 5 EHD

NAZ7SAT—52AVWTEEAHOP CREICL>THEETZH,, FHITEYR
Ry —IZFHBRAATEDNAZBREBEDY I\ BO—EdH Wit £HEEE2 2 —
FeADNAWHED LLIZEEDNAZBEWTERLE DEDONA TN 54 L



5
10
PY
15
20
®
25

WO 03/048199 PCT/JP2/12752

13

—2aLEE>TERNTAIEDNTED NI TN FAE—2aLDHEE H
ZIE. Molecular Cloning. 2nd. J. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Lab.
Press, 1989 ICEEMOABER IR > TITRI LW TE B, i, TROS A
7o) —2EAT IS RMTOERASAEICRBOGTEIR>TITRI 2N
T& %o DNADKHEES OEHIZ. DHOF Y b, HIZIE MutanTM-G (EiH

i () B, MutanTM-K (FidE (#F) %) & %FWT. Gapped duplex #%

Kunkel EREDBELHDAEH D2 NWEZFNSLICE U2 AEICR>TITRI
EDT&ED, 70— b7 o0 B2 —-FT3DNAIZERICLDZD
FE. FREBFFZICLDHIBERTHLLED, Vo h—%2fULiED LTHER
THILEWTES, ZDNAIRKZFDS’ KFANICHIFREEGEI RV EULTODAT
G. GTG. TTGZEL. £/3° RKFEAICIFIERELarFLLTOTA
A. TGAFRETAGEZELTVWTE LWV, e OBFREIAD F 2 PRIERK
I PR BERAKDNATPY7I—2ANTAMT 2L TES, BF
BOY U N7BOREBRNT & —i&. #IZE (1) ERADY >INV BZI—K
TH5DNA»SEHNETADNAKAZUIDHL, (0) ZDNAKRZELSR
RPN —DT7OE—F —DOTRICEFE TSI LICLVEETIIENTE
=

R FZ— LT, KBEERO7>523I K (fl. pBR322, pBR32
5, pUC12, pUC13, pET30). HWEEmREDOZ7ZXIF (fl. p
UB110, pTP5, pC194), BEHEX7>XIK (H. pSH1I,
PSH15), AZ7—=UREDODNIFIVFT77—=Y, LhOUANVR, 7Y
ZFPUANR, NF¥Fa20OAINWRAREDENTAIVAREDM, pA1—11,
pXT1. pRe/CMV, pRc/RSV. pcDNAI/NeorEMAW
bh3, XRATHNWSNZ 70— —L LTiE. BEFORRICAVWIEE
ARG U TETR7O0E—Y —ThHhhENWDIRZHDTH L. FIZIE. Bl
JAE2BEL LTHWAEHBAIX. SRa7oE®E—¥%—. SV40#H7OE—%
— HIV-LTR7DE®—%— CMVZDE—%—, HSV-TK7OE—
F—igEBHIFoNE, ThoDH5E, CMV (Y4 FXHOTAIIVR) 70E
—¥— SRa70%—4—REERVWBIODBHELWV, BEMFZY LT
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BETHABEE. trp70E—¥9—, lac70E—4%— recA”7OoE
—4%—. APL 7DE—%—, lpp70x—%—, TT7O0E—F—T2 XM,
BEDBNFINVARBETHAHBEIE. SPO170E—4—, SPO270E—%
—, penP7oE—4%—RY BEIEBSTHAIHEEE. PHOSTDE—4
—, PGK7on®—%—, GAP70E&—4%—, ADHZ7OE—4—RREDIFE

W BEMEHMETH 2HBEIE. RUARYT70E—4— P107DE

—F—TREBHFE LW,

BB H—Zid. LEofiic, FFEICED TN P— BRY—H— S
V4 0HEEAVYY (LUF. SV40or itBMT25E8H05H2) REEEE
LTWB3DEAND I LD TED, BRY—AH—& LT FIZIE, YEFD

ERBECER (LT, dhfreBMT256052) BEF (AVhL¥Fe—

M (MTX) fittE) 7o ey ) UittegEF (T, Ampr BT 2545
DHD) 2ATA S UMEREF (LUF. Neor LT 2HBEMPHS. G
4 18fitE). AF~A L U TR EFEDHITSND, HiZ, dhf r&E&F
REF vy 4 =—INLZX5—Hl@ZANWTdhf r@&rFEER~—A—-&LT
FRATES, HRIGEERZF IV E2EERVERICE>THERTE %,
. RBICGUT. BELE> VT FHIVESR. AFBRADS /37 BHD NG
KENSHMT %, HBEDT Y =) e PEETH 2B, PhoA - 2 7 FHIVESI.
OmpA « ¥ FFIEFIRED, BEBNFNRABETHIHBEE. a—-7I7—
S TFNEF BTFVYY - LT FVERIRED, BEFRETHIEE
iE. MFa -7 F)VEHI. SUC2 - Y7 FNVESIRE, BEIEHMMRET
HEBECIE. AV )y T NVER, a—A4 5 —T7z0 VT F
IVELHI, FESDF - T FNVBSIREDBZENZNFIEATE 2, TOLSICLTH
RINEERPOY NI EE2I—FT2DNAZEETHNIY—Z2ANWT,
EEGRGZEET LI ENTE S,

EEL LT FIZE I/IUE)EE\H%NZF% B, Bk,
BH. Bl VWSS, =z ) e 7PEBEOEMSSIE LT, HIZIE,
Ty xJk 72" (Escherichiacoli) K12 -DH1 -DHb5a (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, Vol. 60, 160(1968))\ JM103 (Nucleic Acids Research,

®
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Vol.9, 309(1981))., J A2 21 (Journal of Molecular Biology, Vol. 120,
517(1978)). HB 1 0 1 (Journal of Molecular Biology, Vol. 41, 459(1969)).
C6 00 (Genetics, Vol. 39, 440(1954)) RRE¥DBAVWSNZ, NFLIEBEE
LT, PIZE NFIVR - 3 7F )L R (Bacillus subtilis) MI 114 (Gene,
Vol.24, 255(1983), 2 0 7—2 1 (Journal of Biochemistry, Vol.95, 87(1984))
BREDPRAVWOND. BRI LTI, BRI, YvhoosEX 2L EYT

(Saccharomyces cerevisiae) AH22, AH22R-, NA87-11A, D
KD-5D,20B—-12,>V¥vhov4 -t H>~(Schizosaccharomyces
pombe) NCYC1913, NCYC2036, k7 /$XhU X (Pichia
pastoris) KM7 1 2 & HBHAVWS K3,

EBlfllae LT, BIZIE. Y1 VRABACNPVOBEIZ. BEEBOSHH
k#kft#fE (Spodoptera frugiperda cell ; S f#Bf2). Trichoplusia ni @
BERDOMG 1 #if3. Trichoplusia ni MSEHE®D High FiveTM #f2. Mamestra
brassicae DML E /=1 Estigmena acrea HRDOMIER EDH VSN B, ¥
TIWZAPBmMNP VOBEE, Bkl (Bombyx mori N #IfZ ; BmN#l
B REBAWSND. &S Mg LTk, fIZiE. ST 9#ifa (ATCC CRL1T1L),
ST 2 1#ka (WAL, Vaughn, J.L.%. In Vivo, 13, 213-217(1977)) & HH
Wohz,Ble LTk FIZIE ha1 2058z EHAENS R 3 (FHS. Nature,
Vol. 315, 58 2(1985)), Bifilar LTk, AIZIE. PIL#ECOS -
7, Vero, Fyr A Z—INLRY—HlECHO (LLF. CHOMz&m:D), d
hf r@#EcFREF YA =—IXNLRY—HECHO (LUIF. CHO (dhfr
-) MifaLegad), O LAMRE, <Y RAtT-20, vURIzo—v#il,
Zv FGH3, e PFL#RAREDPHNWSONS, 5. FEDEFRE R,
Pl Z k., REMifa,. wEML. 7 7S, KIS M. BRMKE. XY
YEY LM, 3V AR, B, CREARE. PORHIRE. MM
fe. RrEMiRe. Sie. FERsMRS. SsMiiE (B, ~r o7 r—y. THIEE. B
flig. 7F2o)0F>—Mike. EimMie. PR, TR, FIEK. BER),
B3R, EIRMiE. MEMIS. BAE. B34, BEAE. FLARMRE. R
b U< GBI, ¥l TS IO, B U < aEmany)

\

—
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REZAWBILHTAEETH D, =¥z Ve TREZFEEER T 5ITIE. FIZIE.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol.69, 2110(1972)% Gene, Vol. 17,107(1982)
BREICEHDOFEIR > TITRIZEDTE D,

NFNRABEEFEEGRT 221X, #Z21E. Molecular & General Genetics,
Vol. 168, 111(1979) 2 LIl A BEICR > TITROI e HTE 3, BEEE
BT 5k, F12IE. Methods in Enzymology, Vol. 194, 182—187(1991).
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol.75, 1929(1978)7z &iCE#BDABEICHK > TIT
ROZIEDTEZ, EEMREFAEERZEHERT ZICE. fZE.
Bio/Technology, 6, 47-55(1988) %2 LIZERE D HEIK > TITRDI T LM TE S,

BYiila 2 LRER TSI, fAE. Al IT2A8 FARIEXR D
b2—)v, 263—267(1995) (FxtF&1T). Virology, Vol. 52, 456 (1973) iZ
SEHDTEIK S TITRIZELNTES, ZOLDICLT. NI EEI—FK
T5DNAZSETHIRBENRI Y —CRAGHRIN-EEEREEBLI LN T
&3, BEMTL 2V ETER. NFILABRETH 2HELBKREERT D,
BECFEHINDE L LTSS ELTH D, ZOFICITFHIEEERBRK
DEFBICLERRER. 2XF. B ZOMPEERXLOONZ, REFLL
Tk FIZIEE. V3=, TP 2, TEtERn. alirl, BERE
LT BRI 7o LB, BBIEHR,. 23— XF—7 -V h— 7
by A¥A Y. ATFR, KEH. SL A ¥ amibikzEOE~EE -IXE8Y
B, Sy LT M JBlehve v A, UVBITAEF M) YA, it
RIAIOLREDBHITOND, iz BRI, ¥ IV EREERTF
REZFMLUTE L0, EHOPp HIFF S ~8HEE L,

Iz VEePREREREBERTAEOEMME LTiX. FIZIE. FVva—-X. AY
/B AEESTM 915t (Miiler, Journal of Experiments inMolecular Genetics,
431-433, Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1972) AS#FF L, 22
CRBICLID7OE—S -2 8RB EZ DI, FIZE. 3/8-1VF
DIWPZOUNVBRDELIREREMZIBIEDTES, BEHFTZY 2V E7RED
BE. EBRIIEER 15~43°CTH 3 ~24 BRETRL. LBIZL b, BRPERM
EMZ2ZLHTESR, BEDPNFLIEREDHS. EHEILEEN 30~40°CT
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6 ~24 BRITTRL. REICL D BRPHERZMZISZLHTED,
BEELVERTHINEGRAZERT M. B LT, BIXIE, /N—72
A—)V & — (Burkholder) &5t (Bostian, K.L.%. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA),Vol.77, 4505(1980))% 0. 5 %A+ 3 VB2 EH T 5 S DI (Bitter, G.
A. 5. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol.81, 5330(1984))hdiFoh 3, HEih
Dp HIFH 5 ~8ICTAET 2DHEFE L, ERIZBFELN 20 °C~35 CTH 24
~T2 BRETRL. BEIGU GERPEBEMR 3. BEMSERMEE IR
BTH IR E R T P8, B & U T, Grace’s Insect Medium (Grace,
T.C.C., Nature,195,788(1962)) ICIEEHML U/= 10% > MBEZEOHRNYZEE

MZ7=bDREBANSND, BHOP HIZHK 6.2~6.4 CHRBTHOMFEL

Vo HEIEERK 2T°CTH 3~ 5 ARIFRL. LB U TERPRIEEMZ
5o EEVBYMILTH 2RI AZ TR T 288, e LTiE. #IAE W
5 ~20% DRLRFIME # & 1M E Mt (Science, Vol.122, 501(1952)), DM
EM#g#h (Virology, Vol.8, 396(1959)). RPMI 1640 #Z#h (The Jounal of the
American Medical Association, Vol.199, 519(1967)). 199 ¥t (Proceeding of
the Society for the Biological Medicine, Vol.73,1(1950)) =& BHEWWS
%o PHIZHNE6~8THIDDHE L\, HFHETEFEHN 30°C~40°CTH 15~60
RETRV, DB UTERCHERZMZ 2. LEO LT LT, EREHRK
DHBIMIERBEDOY VSNV BEERBLODDZ I LB TE S,
HIECERYD S RERD S VB ESRER T 212, FIZIE TEROAE
CEDITRDIZENTES, RIEHDY > NI BE2ERERD 2 W ZMiad 5
HIBICBL TR, BRE. DAOSETEED 2 WIHizzED). ThzEy
RAREICRRE L, BER. VVF—LBIV/ ERIEEHRBRREICL>TE
EHDNVTHREBEEL =05, ELSEEPABICL D& U BOMMEHRZE
BEHEREDEERVO NS, EEHOFIIREPER S/ 7V 0 REDER

CBEMAS. DU X—-100M REDRAEBELHDETNTHTE LW,

BREPICY NI EDPFUWINBEEICE. BRETH. ThEKRANDEE
TEEH DWW LEL 208 L. LE2ED 2. ZOLIICLTELSAE
BERLE H2VEHERPICEENDY OV EOREZ. BRDHOM -

/S 4
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DN N F - D YREFCEWTRHEEINEIEES. FIZIE. B BHlEE.
BRE. ODIEABAE, MIRA. SEE (F. FEAE. FTEABIES. L8 KB
. BIMERE. M. BFERE. MBIbE. EEE. TS, oRFE. EME. B
BlEE) REDRFTH D, ELIPPRBET2AEEIBVEBHTII LN
T& %o £z, FRHAOHUKIL. HRECHEMER COBREPIZEETEEEHD
GUONTAEZRETDDIERTIENTES, £ ARHEDY LN Y
HEZRRNTIEDCEAT 2HEN S LADFER, BREOZSEROEEHD
5 N EHEDRE. BIRHIIERICBIT 2 EARBEOY DN EOEFHOMMTRY
DEDICFERTEIIENTES,

REHOTUAEZEE T HERARED S > NNV BEDEME TN T 2EHEE
TEERBHEOTUER (PRIE) . FIZIE. BA. SiE. BE. OEAMERE.
R, SFEE (B, FEEHE. FEREES. AE. KBE. ais. s,
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BhEE. MEFE. BhuE. REES) REDERROER - FHAIREDERL
LTHERTEIENTES, ARPADY LISV EZIINT 2RO MUk
& FIRE. & BiEg. B8, WRARE. BRE. S8R (fl. FEFE.
FEAREES. IS, KBE. BiiE. e, SEE. EFE. BE. &
GBIEE) REDERDER « FHAREOEEL UTHEATAILNTED, #&
t bEfdkiL. Nat Biotechnol, 14, 845-851. (1996) . Nat Genet. 15, 146
- 156. (1997). PNAS, 97(2), 722—727 (2000) FHICEHMDAEICE UTER
THIEDTES, UTF. (5) ARHOMMEZESETIEE) TBWT, FE
IR FFIRE LU MubGiE 2 RBBHOTUK LR T 5. 2RO Z2HE
T3 LEEREBDER - FHAIK. TOFEHF L LT, ERZHLYRAABOER
ML UT. b MEREMWAREY (Bl >y b o¥F EYT TH U,
23, A4 X, PIRE) I U TREOMEIZERONICHEETEILHTE S,
BE5EIE. BE5RNR. HREER, BR. BEV—FRECL-OTHERDY, Hl
ZiE. BRADFEANEES BEOER - FHOEDICERT2EEICE. AFH
OfifkE 1EBE LT, E# 0.01~200g, ke HERE, %L <1 0.1~ 10
kg KBERE, S5ICFFLLIE 0.11~5mg/ kg hERE%R. 1H1~5[H
BE.FEULLE1IHI~3REE, BREFHICIDERETIONERETH 5.
fDIEROKZEB LI UROBREDEGL INICETIEEZRETIILHTE %o
TERDBFFICEVEAGICIK, ZOERITBUTHEE LTS LW, REHOTURIR,
ZNERF HITEYREEERME LTES T2 TES, LEKREFICHAN
SN AEFMBEMIE. LiLE 320 L EEERICHFESINE 2185, FRA
H LLIEHEEF L 2EDIDTH D, pHr2EEWT. BOFEIZEEO/RELC
BT 3R LTREZIND, ThDL, FIZE EORSOLOOMEBPIE L
Tk, BEEE RO, EANICIESESH (BRik. 74 NV 3—FT1 T
FEEETe). AF. BRE. 85, A7eVE (V7 bATRIVEIEED). YO
v 78l AL BEHREEBITFONE, DD 2HKDIEEELAHOTEICL o
TREZh, EHABICBVTEREAV SN 2K FRAL LJEERERZS
BT2H5DTH5, FIZIE, FRAAOIEMA, BRI L LTIE. 2 TARA,
. A7V VBRI OLREDSENWS NS,

A4

A
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ZBABDEFIRDETIES X, LUTOEFERT,

(EFIES 1) AEHEO~Y NI F—E 0 60190 k% >0 B (MBE)
D7 I BB ETT,

(BeFBES2) BVBES 1 TRDLEINDI T I VEBRSNEET 2 ERBBADOA) I
py—rnl 60190 Bky >0 E (MER) 23— FT2DNADEERSI%
AN S

(BFIES 3) ERFISTHOSNETS 4 ~v— (&) DNADEREEFI% T
To

(FFEE4) ERFISTHWSNETS 14— (&) DNADEBEES %R
R

ZiBDOEERI 3 TR NZEREE AT =) 7 3 (Escherichia coli)
M toxin/pET30EK/LIC/DHS i, ¥rk 14 & 10 A 17 HEr S HAERBEE DL
EIHER 1 TE | i 1 PRE 6 OMIITBIEAEXRRNAEHFEA (IPOD)
RrEMFTEL LV —ICHFTEBSFERM BP—8218 & LTHFEEN T3,
T, BROERESI 4 TESNENA 7)) F—= (hybridoma) 78— No.4 iZ
BALB-c/P3U1/004-1G9 & LT, ¥rk14 £ 10 E 23 H» 5 BERERBIRE
DEMAR 1 THE 1 i 1 osksE 6 DM ITBRE AEEEHRHREHMER (IPO
D) HFFEMFT LV —-ICHFLEBESFERM BP 8222 L LTHFaESLTW
%o F-NnNA4 7)) KF—= (hybridoma) 7 @—> No.101 ¥BALB-¢/P3U
1/101-1C10- 2 LT, ¥ai 14 10 B 23 B S HEAERBEDSEITRRITH
1 Fih 1 PREE 6 OMIMITREANEERMASHZA (IPOD) HFEMFT
LU —ICHFEESFERM BP—8223 L LTHFEFESINT VWS, ENA T
k—= (hybridoma) 72— No.116 iZBALB-¢/P3U1/116-5D7 & LT,
FRR14FE 10 B2 H> S HARRBREDCIEME 1 TH 1 Hih 1 R85 6 Ot
TITBEEANEERMRAMER (IPOD) HFEYWFEL I —CFEEST
ERM BP—-8224 £ LTHFEENTWA,
£yt |
LAITFIC, EEGIZHIFTAREZ S 5 ICEERICEHAT 225, FRALZNIC
BEXNZ2HDTERN, 2B, KBEZAVWTOEGFRE®EZE. EL¥a>
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— 70 —="% (Molecular Cloning) IZEE&E XN TNBHEICH >,
KEGIL NVIANTS—n o REPOBEREZRKEMET 2 HE
AN)IANRTEZ—ER VR T TREALINTVWIDERZAT (FIZIE.,

American Type Culture Collection 25 AF) T3 . itliﬁ%ﬁifﬁﬁt}‘ﬁéé}

BEERT 2 EHBTES, KEMFITIEANY NI - DY 6OIQQ DR %

FAWlo D58k % . £7 BrainHeart Infusion ZFXREEH (Difco #E&L) 5%

i (Sigma #HH) ZWMUAEREMEANWT, RE 37°C. BE 0% E

OMFLHESRET (€0, 5—10%) icBNT 2-5 MfE (9 1-2 ER) HE&ELU =,

BT TRREETIA FMELTVWRWT E2HR L. BIFRIEEERHRTZL

7=#&. Brain Heart Infusion #EXigHr (Difco #HB) ICMBFZHMET 5% 2,

6= —0—AFN-QF—-T70FFIAMN)ERMLEDDICEE L. R

CEUEATTRELEBREREI LR, 2, 6-C—0-XAFIV—0F—-7

OFFAMUVEEZEHR2%. 1%, 0.5%& LEdDICBELTHW L,

DNWT, 0.5% 2, 6= —0—-AFNV—-L—270FFZ M) IO Brain
Heart Infusion #{KEEHICTEE 37°C. MIFRMESEMT. 100—120rpn I2TH
16 FERERER. 10000xg, 20 4RO LAV Yy MROEGKERBE. hE
10mM Tris-HC1 pH7.7(LUF ASE@R & ME5R, pHIZEHBS V82 E W pl6.08 TH
5DTHK pH6.1 UETHNITLW) DEFEERP TEEEREREL, —80°CIc—F
RREFER, BE, BEEERLID%E, 100000xg, 60 SREELL. ZBIC
SEELUEREBRSOAERE LT » -

COMERICH LT NO%MRTHERZTo2. ChICK DB Z L
BOKFOEDRERE—X%2 b o TRBEM A VRBBIEIC T/ F oI D
< 22 7 4 — (Amersham Pharmacia Biotech AB & DEAE Sephacel) #4T-7zo
FEARE RIS ARBENE, BHRICIZABEWRICEE 0.3M DE Nall Zinx 7= &
DEAVZ. INSICX D BEGERMHEZTV. 7573 Y OERZANT,
E—SHEEEAZY 2 VICHET LTS Y s VHOMBEOEERZFEM L =, &F
filiid WST &HZE ((#k) BHZILZHAZERR Cell Counting Kit) ZAWTok. I v
PO—IVEHRLT, HFRCEERODRVWEERZRLUZES L., HBNELE
DENMBHRDO—HT2EH %2, EXRBORBRE O EDOETEH@EL. ROBRT

0 &
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BICAWSZY Y 7 VESE Lz,

Wi, RE TS RATLDRRDZ 7O N 274 —-TH5, BkEro~
b 25 7 4 — (Amersham Pharmacia Biotech AB & Phenyl Sepharose CL-4B) %
BIR U= PEAEERICIE 10oM ) D EEREEWRIC IMBREE7 =D 0%MA Ed
D% AV, BHEEEICE 100 VU CEEREHIC 0% FL o) a—-vERAN
2o BENEBHZToER. &Y 7NVOFMEEE L BRRICITo =,

X5, RIEEIBL ST 7IVE, BURFOROLER/ NI RY
—ZX &Y OTHRBENZT XM 07 b5 7 4 —(Apersham Pharmacia Biotech
AB @ RESOURCE Q) THitE U7z FEEERICIZAZER. BHEERICIZAL
BRI 1 MO NaCl 2= DZAWE, IhSICL D RENICOFEN
41000 ODE—45 U NIEDINY KTz 2B, 70574 —DELIR
Fid, b eRBZLITHRETH D, T/, THICEMTEILHEEETH
%o

BONEEB—DISY FEI——T )7L P TN—§@EEF 7OvF1
BT hOE N D—2EE i (KU EZYFY U702 K) BICEEL,
PIJBU—VZUY—TEIT L7z, ZTORER. KICEBELELD L, BT —
FR—=Z (N)anss—rnl) 2269) OEETFE HP1037 ONKET I /&
EFI& 95% (20 BEF 191BE) OFET—H L=, (K1)

ERES 2 BEFLENRAEBEICLSZ7 I EBESS LU DNA &5

KEREFITIIANVINZFZ—ED0Y 60190 OBk Z W=D B LS I,
BRROERRZAN) NI =D 22695 OB TFEADNTTICBIRbIT
B b, TIGR(The Institute for Genomic Research)DF—¥N—X%#KFETEZ
Cick b, HET2EEFEBEHELD 3, ThickhAUanNss—EDY
22695 OFEETFHE HP1037 HSAEEI S > /8 7 B2 O — F L TWAZ DR L 7=,

INEHEICERBHEDBRD I O—=V T R{To5. TROB, ANJIND S
—bnl 60190 27> 7L — & LT, ATEENICEREFE HPI037 & 2D
FHROBEFEEHPI036 B LU THROERLFE HP1038 ZHEIC LI-BERT AT
—ZHEEH (5 AL 3 ) FRLTY -T2 X %727/ DNA RUAS—
Cid. REMEDHZ27N—T7 ) —F 1 7D DEFERL. 754 v—0DH
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FHAEWDO TS T —HAEHEETHLDICHEEL. 5 ‘Hlrse 3 fH
SEHES—T T UANTOREEIICUE. TOLDICLTHESNE INAEY
. BEVROBINES2IIR U, 2. CO7 I VEBKRES%R, BFIES IR
L7,

EHEH 3

BEFEBIICLDERY VNV EBORRER.

B FHEBRZIEZRICEKRBERH W, X7 ¥ —i%, pET-30EK/LIC ~o % —

(Novagen #t) %. RIBAKBEZ BL2I(DES) ZH W=, BABGFIX. EHHEH
2Trao—=vrLkAyansy—tn) 60190 HkDOBERY NNV EEI—
FLTW3HDIZ sense $ED 5° {IC GACGACGACAAG AT hiE hi=EFHES 3 %
774 —& LT, /= antisense 84D 5 {8iZ 1% GAGGAGAAGCCCGGTTA Ao
NEEFIBES 4275 4Av— UTPREICE DR L. COERHLAERAER
=% 25mMdATP & 100mM DTTDEHETTTA DNA RN A Z—EBIT DRI F—D
LICsite ic&S5 L5 ICHID Clé’%%}:‘:?&ot@%\ 25mM EDTA Z#ZE FTHOIE L 7=o
EREN-BRZAEBEY -V VAL, BESIES 1 LE-THHT L EEIAL
=&, REAKRBE BL2IDE)~EE&EHE L. 0ug/ml HF~A P 228 1B
TR L,

ODggo 2557 0.4 < SN B E T 37°C. 250rpm THREEEL, 1V 7OV —
R—=F—-FFHS7 M FEREE M ERBLDICIZ. 522 RKRERAKIC
RET5, MEY NN VBEIHAGKEEHRL TWEED, COBERD S KBE
3 0EU L. BugBuster X3 L UF Benzonase Nuclease (& &I Novagen £t)
SR DUEY NV EOBAKRE R Y VNI EE FFINVREBEF DA
-RUFPZ)WVFI FS)V (SDS-PAGE) ERVKkERETH# L. BRELCLD, B
—REETEINY FEERELEE, VI7r—)VTF 4 7 Le—5#38 L UHD
BMEWMBREE AT, WST X () BHZ{L2ERt5ERr Cell Counting Kit) (2
LDy O— N EDHEET k. TORE, EERICARRELAD. ¥R
G UoNTEBIBNTHRRY NI BLRIEDEMEZABDBICE =, H5ICE
FFERETHI -~ IT TR, EFE FBMHRRCENT S ERRENE
EHDOZEEER LR, (K2) £t bOMOEBKOARS T, HAEME—

“//
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fRiCLgGREEEE T A LRI N, (K3, X4)

E 6 4

T/ 7 0—FIVIAMBRIEDIESL : BALB/C ©™H 2 240 ug D&RBE) 7 4 —
WT 4 2 T EHBBEMBEZEAFTICODITI T2 AR TRS TR0, BRGES
4 HREOSOADOEEEEHEL. RF UV AA VY2 THEEABEL. 1 —T)
X e IZRA-TVEYIPIVATA DL (MEM) CFES . BIRAREEER
ZiF/z. MEEMEICAWSMlgE LT, BALB/C ¥ REkIzo—<#faP3~
X63. Ag 8. Ul (P3U1) ZAWE (ALY MY IRS VL2044
—PY k4 nmY— 81, 1 (1978)), AIROEEAIE. B (R4 Fov—. 256,
495 (1975)) ICHEELTITR oo TRbLB. EREMAEB LU P 2Z2hzhi
BESHALRVWMEM T IESRE L., BIEMIEE P MOHEZ6.6:1i1Ck3 &
SIEELT. 750 BET 15 4EERLETR> THEZMBEI ¥R, LEZ2RS
WKBRELZR. MBEEIZSL. %RV FL > - 1) a—)v (PEG) 6000
(FOAMIZE (BR)) % 0.3ml AOZ. 37°CEBAEGT 7T HRBELTREETR-
oo BAERMRICIRLICMEM 25N L. A5 150l @ MEM 210X /= 750 @%E 15
SEEO LT LEEERRE L. COMTBME 10%4FKRNEELSET 5 GIT
XFA L (FIHEE (BR)) (GIT—10%FCS) i P3UL 5 Iml %y 2x10°Fic 72
BEDICEEL. UWRYNVFTF4va (B (B) &) 1 9z)vlinl $©2
168 U )VICHBTE L=, $BFER. Mifa% 3T°CT SUBRBH RS > Fa—4—mh
THR U, 24 BEHHAT (ERFH o F 2 IXI0M, 73/ 7FU L 4x10M,
FITPY 1.6X10M) BEAT GIT—10%FCS i (HAT H5t1) % 1 Y x)uy)
lml F¥O&HBMTBILITL b, HAT BIRIEEZBAIA L /=, HAT BIRIERIZ, B8
BtE4. THR®EICIBEZ 1ol £ T/d&. 1nl @ HAT A EMT 32 Lk
DREFELTz0 N 7D F—<DiEREIE. Mid@maR IBETRDHON, LEER
U7, BHEEFEPOTUEMIE. UTOEETHE L. TROE, ATYZA
L2707 UHMEEAETA /07 L= DR TIVICEE FE 100u] BLU
I8y 77— C T 200 fFICHIR U 7= HRP AZ8EMEE 10011 2R 4°CT—HK
NS Be A7V —PMEPBS THFELZDB, I VIA L2 T0T ) ke
BYA707V— P efRTIED. STYFATOICL/ 707 ) UHik
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(1g6 E5. ¥ I#8Y) % 100ug/nl & 0. 1M [REGLEEE. pHI.6 &% 96
IV 207 L —MI 100l FOoMmEL. 4°CT 24 BKREME L. IS,
TL—bE) CBEEEEAEK (PBS, pH7.4) THRELEZDOL. D 2 VOKRE
DA ZLE D B5% 70y 72— (SHFEME) 3L 0.1%NaN,
Z=¢s PBS, pH7.2 % 3001 T7043E L, 4°CTARS L $ 24 REELE Lk,
LEe IO RA L2707 ) VKR4 707 L — ORI TIVICINY T
7—EC [0.2%BSA. 0.4 M NaCl, 0.4% 70w 7 T—2X, 0.05%CHAPS (3— ((=
SIRTOEN) PAFNVPUEZL) 7O ZINVEVEE), 2 oM EDTA B &

U 0.1%NaN, 25T 0.02 M U > ERAEEWE. PH7. 0] THEIRL £~ v XHiME 100«

1 Zin% 4°CT 16 BRARGZ ¥/, WiC, 7L — b%& PBS. pH7.4 T L 1=
D5, HRP E#b TGC-839 ~7'F F(26-34) 10041 #MAEET 7 BEAKGE
e 8y 7 7—C[1%BSA, 0.4 M NaCl, 3L U°2 mM EDTA Z2&3 0.02 MV >~
EEfEERR. PH7.0]T 100 fSICHIR U= LECEMER) 3 TIES L7 HRP #R8kMLY) 7 +
—WF 4 U TBRY VN EFE Uk, WIS, &7V — b % PBS, pHT.4 Tk
L7=Db, B LOBREEZ M/ /700 2 WN—FF I F—EEHV T
21 (KIRKEGAARD &PERRY LAB. 7 L ERE b &) 1001 ZAZERT 10 43
MREEEIZLIECIDBELE. RisZ 1M VB 100u] 2MAFELESERE
DB, 450mm DIRNE (Abs.450) 2 7L — kU —&— (MIP-120, 0 F3t&)
THE Lo TS DHEIHVEN L OBEEERNE L, TORR, 123
Uz VOFRSTUAMDBDOSN= 18 TV EEBRL. N1 7)Y F—<:5ERZ
BELE. 526 Y x)LD/NA 7)) k—=, No.4, No.53, No.61, No.76. No. 101
BELU No. 116 iCoWTidk, FREICL 70— JicfF Lz, Z70—=2 7
CEELTiE. 74 —#—#llla& LT BALR/C =D XDfgfsilia% ~ =)V &) 5X
1P EICR2 LS MR, 70—V 7%, B8 EFEDOHAMEZ BRO A &
SROTHELE. BiEZo— it No.4. No.101 BLU No. 116 TH ok T
NS ERBEMBROAKESENA 7Y F—= & L,

EHER 5

T)70—FNFHEKDI SR - TS ZAOHRE

KFEG| 4 MDD FZEIRE N, VY X 1g6 AKBEE~YA 707V — M 2ER

("~
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Lo Thibb, YEAYTEAS L) 707 Lk (16 EH. ¥ais) »
100,g/m] &5 0.1 M pRESLEME. PHO.6 /AWEE 96 mz)boA 2O 7L — hic
10021 TOMEL. 4°CT 24 BEREIRE Li=o RIS, 7L— %) L REEHE
2157k (PBS. pHT.4) TEe¥# L7=D B, ¥ T LORBIDRELSEIE SE ¢ =8 25%
TOvZT—2R (ZEFLEMHE) BLU0.1%NaN, #22c PBS. pH7.2 % 3001
TOMEL. 4CTOR LS 24 BRLE LR, RIS, AYHE 1g6 HikkEa
4707 L—ho, Ny 77— EC 50ul BLUNAAS v kP L U5 4
THELEL TRy NCEENBY T4 THREIORE 1000 BMi. 4°CT1
HEGE e 7L — & PBS, pHT.4 THEHE. L3NS T F—ViEg L2
EMZ., 4°CTlHRGE €/=. 7L — b % PBS DHT.4 THEEE. /Sw 77— C
T 100 f5ICFIR U 7= LEREMRI 3 TR U 7= HRP 4Z3b ) 7 4 — L5 4 > U BE
& U E 100u] EMAERT6RBRGE ¥, % 7L — k% PBS. pHT.4
THELEDSD, EMEH 4 CTROBECHVER LOBREEEEAE LR, 2
DFER. TheDNAT) F—DEETZE/ 70—FNTHEDI SR - BT
25 ZixNo.4 (1g61). No.101 (IgG2b). No.116 (Ig62a) T o7 e

E s 6 |

INA T F—==D~ D REEIKIL : A 7)) kF—=_ No.4. No.101 B LT No. 116
KDWTIYUREKIEZERERE L=, HEDPULDHIXII)IVA AV 0.50] ZIEHENE
Sxh~E~o X (BALB/C. ) 12 1~3x10° &)V /D LEENA T F—7%
BERERHE 5 LEDb, 6~20 HRICHESHEKERER U, £/ 270—F )UK
RIB O NBEAKE ) 7074 L —ARS AL VES L. B15 Bk 25 0]
FEROEOIEER (3.5M NaCl, 0.05% NaN, =% 1.5M 27U >, pHI.0) T
ERLEDS, Hoh UOHRAEERTEELLEYILEFY b 70740 —
A—7HDO—XZ (Repligen #t8) h 5 LI U, 5 EHuE £ 5 EEE Gk (0. 05% Na,
&t 0.1 7 T UBAEER. pH3.0) TIEH U7. ¥HEIE PBS. pHT.4 1L
T 4C. 2HESBEN LE=DS, 0.22un D7 4 )V — (I VRPHE) CLhB
BB L 4°CH 50z —80°CTHEE L,

=R T

Y 2 0—F VAMBRFURDER
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ESEOMEEES s EMEE 4.lng #7004 FELF VY b Y (—

BELTYYFCETEEL, | EEESSCAIEZ 704 Y PREL7 I 28
Y MEBALUTHETEE U, Sk, BRI U2 MRIZEOI K > TIRES %
BREL. mEEH.

EREF 8 MEZED Western Blotting (= X 2 ##47:

EREGI 3 TEBAEELEC.2-ANVAT by ) —)VEET SDS-Sample Buffer
%10%Z T Peptide-PAGE (TEFCO) TEXIkEI L. Ih% PVDF & (Amersham) 1=
ESHNCE L=, —RItkE LT, £EF 4 . EMEFI 6 THASHGK Qug/
ml) %AV, ZRFEICIE BRP (Horseradish peroxidase) #ZBAV Y FB L
v R 1g6 Hitk (2000 {EF] ; Dako) =AW=, Rid ECL Western Blot
Detection System (Amersham) ZAEWTITR o7/, TR, & 1 Rk
BY I\ BERRBETHIIE#HR L. (X5)

EfEFI 9

EER (R 0.2~0.1m), CME¥NVO—X, ZPIVFUBANYTLARZNZEN
0.5ml AR T DASAICTIEL, M) REEEW 10nM pH7.7 TEE{LE. 0.50] D
)7 A —IVF 4 LT UEENEEE T AMEE 4000 22 hZ2hOh 5 AICHML
FIREETHS LEEKZ L. 25°C, 60 SRIEE. TOM. MU REEBRDH L.
M) ZEBERICEROMEZZEE L DE, ARGTHEL:Z. TOR. T
RTDOATLEERLT, 100u] SOBTLALDOESRL. 5K MY RER
B EEHS LI 0.50] DDEMLT 100] DOREL=, FRIMBKIZEFERRA
D&Mz FEMFEBICHRDET 2-3 @, 800xg, 10 AfEOL. WL IR
BR 101 &% 10mM H ')25‘%@5?{5 901 IzEmmLdboEBEEI PO —)V
L. B 10ul % 0.9%&1E 100M b U XAEEHwICHMLZSOEEMED Y
Po—)L U, LROHS AL DABRE N Y Y ZIVICHRIMERE 100 50 1 A5
(DEIFEHDLHE L. HEIETNVF TN T L — b)) —%— (Biorad) TiEH
LIATE/ O U EMEE2RAE 45miIc L hEHRITA2ILICkhBI ko7
(X6)

ErEp1 0

EHFIO TR ONERHNS LA SOLEICE—S/iE ( N FEFEMR) »
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Beh, HEEELE2TF PSSV I OLBZAVWEZAEEDOEDTHEWS TE
CEDBELE. E—SHEIE 96 "7V — M 24 K. —R% 7%= Db 10000 5
OIEET D, EEBROADEME I bOD—)L &SRR, BLT 200MOEE%
HLUBETY PO—VDZRZNOZRICMA. 2 37°C. 12 KEEET %,
5 ZoD#%. Cell Counting Kit (BRXNESHBLCHIZEA) ZAVWT. WSTEICLD
MESh2EEE2 415m BROBRAKETER L=, (K7, X8)
EXE LOMADTEEM
KEBEOY UNVBEIZZDRFIRTF Ria i, BIZIE, BOWBES L
LTERTAILNTED, TEARHOMGKEIE. BIRESD SEROMmKE.
10 #. K. Eh0XREY UNJEORERLTIIAYINIZ— O VIZ LB
REFRICZ B LD TE D, TEEARFOY NN VBOEEREICFERATSZ
EDTED, S5, BEEDS VNV EIX. KBFOY NV EOEHEZRE
FERET2LEMER V-V T2 -00REE LTERATH %,
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FEROHEA
1. BFIBS | TREINZ 7 I VBENICHT2E—-E202<E87 0%LUE
BB N0BILRDZILERHHETIMBEES LNV E,
2. BFIBE I TRINDZ7I VEBEFN S LWHIREZES2ETII L2
BETHEKELZRDOY > NIV BEOHHNRTF K,
3. ANVaNIH—bn ) TEEINZFEKE L £ 25HKOMEEES o8
7B
4. BREBE1FLZ28EBOMIEREESY NNV HEI— FT5E5IFES2DODN
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SEQUENCE LISTING
<110> Hiroyuki OHNO
<120> Cytotoxic Protein
<130> 200212050
<160> 4
210> 1
<211> 357
<212> PRT
<213> Helicobacter pylori

<400> 1
Met Lys Gly Leu Glu Arg Glu Ser His Phe Thr Leu Asp Glu Asn Ala

1 5 10 15
Met Phe Phe Glu Cys Ala Tyr Ser Cys Asp Asn Ala Leu Phe Leu Gln
20 25 30
Leu Glu Asp Arg Ser Phe Phe Ile Thr Asp Ser Arg Tyr Thr Gln Glu
35 40 45
Ala Lys Glu Ser Ile Gln Pro Lys Asn Gly Val Leu Ala Glu Val Ile
50 55 60
Glu Ser Ser Asp Leu Val GIn Ser Thr Ile Asp Leu Ile Ala Lys His
65 70 75 80
Ser Val Lys Lys Leu Phe Phe Asp Pro Asn Gln Val Asn Leu GIn Thr
85 ' 90 95
Tyr Lys Arg Leu Asp Ser Ala Ile Gly Asn Lys Val Ile Leu Glu Gly
100 105 110
Val Pro Ser Tyr His Arg Gln Lys Arg Ile Ile Lys Asn Asn His Glu
115 120 125
Ile Gln Leu Leu Lys Lys Ser Gln Ala Leu Asn Val Glu Ala Phe Glu
130 135 140
Asn Phe Ala Glu Tyr Val Lys Lys Ile Phe Asp Glu Lys Glu Ser Leu

24

—
[/,\3
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24

145 150 155 160
Ser Glu Arg Tyr Leu Gln His Lys Val Lys Asp Phe Leu Thr Lys Glu
165 170 175
Gly Val Tyr Asp Leu Ser Phe Glu Pro Ile Leu Ala Leu Asn Ala Asn
180 185 190
Ala Ser Lys Pro His Ala Leu Pro Ser Ala Lys Asp Phe Leu Lys Ala
195 200 205
Glu His Ser Ile Leu Leu Asp Met Gly Ile Lys Tyr Glu Arg Tyr Cys
| 210 215 220
Ser Asp Arg Thr Arg Thr Ala Phe Phe Asp Pro Lys Asp Phe Val Phe
225 230 | 235 240
Lys Arg Glu Gln Ser Phe Lys Asp Lys Glu Ser Gln Lys Ile Tyr Asp
245 250 255
Ile Val Lys Glu Ala Gln Glu Lys Ala Ile Ser Gly lle Arg Ala Gly
260 265 270
Met Thr Gly Lys Glu Ala Asp Ser Leu Ala Arg Gly Val Ile Ser Asp
275 280 285
Tyr Gly Tyr Gly Gln Tyr Phe Thr His Ser Thr Gly His Gly Ile Gly
290 295 300
Leu Asp Ile His Glu Leu Pro Tyr Ile Ser Ser Arg Ser Glu Thr Ile Leu
305 310 315 320
Glu Glu Gly Met Val Phe Ser Val Glu Pro Gly e Tyr Ile Pro Gly
325 330 335
Phe Phe Gly Val Arg Ile Glu Asp Leu Val Val lle Lys Asn Ser Arg
340 345 350
Ala Glu Leu Leu
355
210> 2
211> 1071
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<212> DNA

<213> Helicobacter pylori

<400> 2

atgaaaggat tagaaagaga atcgcatttc acgcttgatg aaaacgegat gtttttigag
tgtgcttata gttgcgataa tgetttgttt ttgcaattag aggatcgete gttttttate
actgattctc gctacactca agaagctaaa gaaagcattic agcctaaaaa tggegtttta
gcggaagtga tagaatccag cgatttagtc caaagcacga ttgatttgat cgcaaaacac
tcggttaaaa agctecttttt tgatcccaat caagtgaatt tgcaaaccta caagegtttg
gattcggcga ttgggaataa ggttatttta gagggegtge ctagttacca ccgecaaaaa
cgcatcatta aaaacaatca tgugatccaa ctcctcaaaa aatctcaage gttgaatgtt
gaagcttttig aaaattttge cgagtatgtg aaaaagattt ttgatgaaaa agagtccttig
agcgageggt atttgecagea taaggttaag gactttttga ctaaagaggg ggtttatgat
ctgagctitg agectatttt agecttgaat gegaacgega geaaacccca tgetttgect
agtgcgaagg attttttaaa agcggagcat agcattcttt tggatatggg gatcaaatac
gaacgctatt gctcggatag gactcgeacg getttttttg accctaaaga ttttgtette
aaaagagagc agagittcaa ggataaagag agtcaaaaga tttatgacat tgtgaaagaa
gcgcaagaaa aggetatttc aggtattaga gegggcatga ccggtaaaga ageggacage
ttggctaggg gagtgattag cgattatggt tatgggcaat atttcactca cagcactgga
catggcattg gcttagacat tcatgagett ccttatattt catcgegeag tgaaaccatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

ttagaagagg gcatgetgtt ttetgtagag cctgggattt atatcectgg attttttggg 1020

gtgcgecattg aagatttagt gptgatcaaa aattctaggg ctgagetttt g

<210> 3

211> 32

<212> DNA

<213> Helicobacter pylori

<400> 3
gacgacgaca agatgaaagg attagaaaga ga 32

1071

%
L
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<Subject of Search>

(1) Claim 16
Claim 16 relates to a compound which is defined by a desired property

of “promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth in
claimlor2”oritssalt. Althoughclaiml6 involves any compounds having
this property, only part of the claimed compounds are disclosed in the
description in the meaning as defined in PCT Article 5. It is recognized
that claim 16 is not supported by the description in the meaning as deflned
in PCT Article 6.

Although the common technical knowledge at the point of the application
is taken into consideration, the scope of “the compound promoting or
inhibiting the activity of a protein as set forth in claim 1 or 2 or
its salt” cannot be specified. Thus, claim 16 also fails to fulfill the:
requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6.

Such being the case, this search was made on the compounds specifically
stated as promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth
in claim 1l or 2 (namely, showing an anti-M toxin effect) or salts thereof.

(2) Claims 17 and 18

Claim 17 relates to a drug containing a compound which is defined
by a desired property of “inhibiting the cytotoxic activity of a protein
as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells” or its salt.
Although claim 17 involves any compounds having this property, only part
of the claimed compounds are disclosed in the description in the meaning
asdefinedinPCTArticle 5. Itisrecognizedthatclaiml7isnot supported
by the description in the meaning as defined in PCT Article 6.

Although the common technical knowledge at thepoint of the application
is taken into consideration, the scope of “inhibiting the cytotoxic
activity of a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal
cells” cannot be specified. Thus, claim 17 also fails to fulfill the
requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6.

Such being the case, this search was made on drugs containing the
compounds specifically stated as inhibiting the cytotoxic activity of
a protein as set fort inclaim 1l or 2 on warm-blooded animal cells (namely,
showing an anti-M toxin effect) or salts thereof.

The same applies to claim 18 depending on claim 17.
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Specification
CYTOTOXIC PROTEIN AND UTILIZATION THEREOF
Field of the Invention

This invention relates to a new cytotoxic protein (M toxin, mucous layer

devastating toxin) produced by Helicobacter pylori and the use.
Background Art

It has been considered that the human gets many gastritis, gastric ulcer
and gastric cancer by Helicobacter pylori. A distinct direct cytotoxic factor
causing destruction of gastric epithelial cells and irreversible cell death at the
beginning of these diseases has not been specified. A factor changing pH
environment and immunity reaction in the stomach, a factor adhering to
gastric epithelial cells by Helicobacter pylori, or move properties of bacteria
themselves has been indicated as a factor developing such diseases.
However, it has been unclear hitherto that gastric mucosal destruction
triggering gastritis, gastric ulcer and gastric cancer is injured in any process,
or what is a direct responsible factor to the gastric mucosal destruction.
The only is that vacuolating toxin having cytotoxicity is isolated, but it has
week cytotoxic activity and reversible cytotoxic activity. As a fatal cytotoxic
factor of a pathogenic factor, it has not been found in vivo and in vitro.

Many researchers estimate that Helicobacter pylori, as described in the
above, in the environment stomach in vivo, secretes a direct cytotoxic factor
for gastric mucosal cells.. Considering the importance of diseases, all
sequences of the gene is confirmed in 1996. However, in spite of the use of
serum, it is impossible to isolate and identify the presumable toxin due to
separation conditions, with difficult culture conditions and purification
conditions and unfixed valuation systems of the toxin.

Problems to be solved by the invention

One problem is that responsible protein causing gastritis, gastric ulcer and

gastric cancer by Helicobacter pylori infection is found, a mass production
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method of the toxic protein is established, new M toxin is identified, and
diagnosis and screening method is established. Using these methods, it is
desired that responsible toxin of a cytotoxic factor for gastric mucosal cells is
controlled, and preventive and treating agents of gastritis, gastric ulcer, gastric cancer
and the like are developed and a method for using the toxin is found.

Disclosure of the Invention

Inventors of this invention have studied earnestly to resolve the above-
mentioned problem, and identified a new toxin that causes irreversible cell
death when Helicobacter pyloriis cultured under serum-free conditions that is
similar to environment in the stomach different from usual. It has been found
that this toxin has a toxic power 1000 to 100000 times per unit of above-
mentioned vacuolating toxin, and it causes irreversible cell death for various
warm-blooded animal cells comprising not only gastric epithelial cells but also
immunocytes. The inventors of this invention have repeatedly researched on
these views to attain to the present invention.

Namely, this invention provides the following. (1) A cytotoxic protein
comprising a protein having at least 70 % or more identity for the amino acid
sequence represented by SEQ ID No. 1. (2) A partial peptide of the cytotoxic
protein described in claim 1, characterized in that the protein has the same
cytotoxic activity as that of the amino acid séquence represented by SEQ ID
No. 1. (3) The cytotoxic protein of claim 1 or claim 2 wherein the protein is
produced with Helicobacter pylori. (4) The cytotoxin protein of claim 1 or
claim 2 wherein the protein is obtained by culturing a transformant which is
transformed with a recombination vector containing DNA of SEQ ID No. 2
coding the cytotoxin protein of claim 1 or 2. (5) The cytotoxin protein of claim
4 wherein the transformant is deposited by deposition No. FERM BP-8218 at
National Institute of Advanced Industrial Scienc and Technology (IPOD).

(6) An antitumor agent which contains the cytotoxic protein of claim 1 or 2.

(7) A monoclonal antibody specific against the cytotoxic protein which is
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obtained by immunization of the cytotoxic protein of claim 1 or 2 against a
mammal. (8) The monoclonal antibody of claim 7 which is produced with a
hybridoma clone of deposition No. FERM BP-8222. (9) The monoclonal

antibody of claim 7 which is produced with a hybridoma clone of deposition No.

FERM BP-8223. (10) The monoclonal antibody of claim 7 which is produced
with a hybridoma clone of depositjon No. FERM BP-8224. (11) A polyclonal
antibody specific against the cytotoxic protein which is obtained by
immunization of the cytotoxic protein of claim 1 or 2 against a mammal. (12)
A method for detecting and diagnosing the cytotoxic protein of claim 1 or 2
wherein the monoclonal antibody or polyclonal antibody described in any one
of claims 7-11 is used. (13) An agent for preventing and treating gastric
cancer, gastritis and gastric ulcer triggered by the cytotoxic protein of claim 1
or 2, wherein the monoclonal antibody or polyclonal antibody described in any
one of claims 7-11 are used. (14) A method for screening a compound
promoting or inhibiting activ-ity of the protein of claim 1 or 2, wherein cell
multiplication inhibition activity, cytotoxic activity or cell death is judged by
comparison between negative or positive control groups with a warm-blooded
animal cell. (15) A kit for screening a compound or its salt promoting or
inhibiting activity of the protein of claim 1 or 2, wherein the protein of claim 1
or 2 is comprised. (16) Acompound or its salt promoting or inhibiting activity
of the protein of claim 1 or 2, wherein the compound is obtained by the
screening method of claim 14 or with the kit for screening of claim 15. (17) A
medicine containing a compound or its salt, wherein the compound has
activity inhibiting cytotoxic activity of warm-blooded animal cells with the
protein of claim 1 or 2. (18) A medicine of claim 17, which is an agent for
preventing or treating gaétﬁﬁs, gastric ulcer, gastric cancer and a disease
showing that it is caused with M toxin by the screening method of cliam 14 or
with the screening kit of claim 15.

Brief Description of the Drawings
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Fig. 1 shows an anion exchange chromatography of the sample obtained in
Example 1. a shows activity of M toxin for each fraction and absorbances of
the elute protein. b shows SDS-PAGE by silver stain of fraction 16 to fraction
22 in the chromatography of a. ¢ shows bands of protein toxin transferred to
a PVDF membrane by electroblotting. d and e show morphologic changes of
HeLa cell 24 hours after exposure to the control extract and the cytotoxin
including extract at a concentration of 1nM, respectively. Scale bar, 50 . m.

Fig. 2 shows cell morphologic change with the gene recombinant toxin
obtained in Example 3. a shows a negative contlol of HeLa cells after 6 hours.
b and ¢ show HeLa cells after 3 hours and after 6 hours of 5 nM addition of
recombinant M toxin. d shows CRL7407(ATCC) normal human gastric cells
of negative control after 6 hours. ¢ and f show CRL7407 cells after 3 hours
and 6 hours of 5nM addition of recombinant M toxin.

Fig. 3 shows sensitivity for M toxin of several kinds of cancer cells in
Example 3. It was determined by a WST method. X axis shows
concentration of M toxin in a substrate, and Y axis shows directly absorbance
of wavelength 415nm or by a relative ratio when the absorbance of a negative
control is estimated as 100%. HLF: rat hepatoma. colon 26: carcinoma of the
mouse colon.

Fig. 4is as shown in Fig. 3. T24: human cancer of the bladder. OVK18:
human ovarian cancer. KLM-1: human pancreatic cancer. A-549: human
lung cancer. Ca9-22: human cancer of the gam. CRL1500: human cancer of
the breast.

Fig. 5 shows western blotting of monoclonal antibody which is conducted in
Example 8. All dilution magnifications of cultured supernatants of
hybridoma cells are 20 times.

Fig. 6 shows M toxin activity with calcium alginate as an adsorbent in
Example 9. The negative control contains 10mM Tris buffer pH?7.7 alone as a

substrate, and the positive control contains a substrate and 10 mM M toxin.
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X axis shows each fraction numaber passed through a calcium alginate
column. An average concentration of each fraction is 10nM. and any one of
the fractions shows at least 10 nM or more. When red corpuscles are
destroyed, hemoglobin concentration in the solution is increased. Y axis
shows 415nm absorbance.

Fig. 7 shows, in Example 10, % viability of HeLa cells showing M toxin
inhibition activity by adsorption of activated carbon in Example 10. X axis
shows each elute fraction number of column. M toxin concentrations are
average 10nM and any one of them is at least 10nM or more. Y axis shows %
obtained by dividing the value of the toxicity of each fraction by a positive
control which is measured by a WST method.

Fig. 8 shows as shown in Fig. 7. It shows % viability in HeLa cells of
CM-cellulose and calcium alginate showing M toxin inhibition activity by
adsorption in Example 10.

Best Mode for Carrying Out the Invention

The protein having the same amino acid sequence or substantially identical
amino acid sequence with the amino acid sequence represented by SEQ ID
No.1 of this invention may be a protein originating from bacteria strains of
Helicobacter pylori, for example, NCTC 11637, NCTC 11916, DT 61A, NCTC
11639, R85-13 6P, R85-13-12F, R85-13-11P, T81213-NTB, J99. 4. U2-1, 85D08,
MC903. MC123. Tx30a, 26695, UA 1182and the like, or my be a synthesized
protein.

As substantially the same amino acid sequence as the amino acid sequence
represented by SEQ ID No. 1, amino acid sequences having homology of about
70% or more, preferably about 80 % or more, more preférably about 90% or
more, further more preferably about 95% or more can be exemplified. As a
protein having substantially the same amino acid sequence as the amino acid
sequence represented by SEQ ID No.1, a protein having substantially the

same amino acid sequence and substantially the same activity as that of the
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protein having the amino acid sequence represented by SEQ ID No. 1 can be

exemplified. As substantially the same activity, a cell multiplication
inhibition activity, a cytotoxic activity or an activity causing cell death can be
exemplified. The term of substantially the same means that these activities
have tha same quality, for example, in physiological chemistry or
pharmacology. Accordingly, it is preferred that the activity of cytotoxin and
the like has the same quality, for example, about 0.1-100 times, preferably
about 0.5-10 times, more preferably about 0.5-2 times. The degree of these
activities or quantity factors of molecular weights of proteins may be different.
The activities of a cell multiplication inhibition activity, a cytotoxic activity or
an activity causing cell death can be determined by well-known methods, for
example, by the screening method undermentioned.

As the protein of this invention, the following proteins can be exemplified:
an amino acid sequence deleting 1-150 (preferably 1-50) amino acids in the
amino acid sequence represented by SEQ ID No.1; an amino acid sequence
adding 1-100 (preferably 1-30) amino acids in the amino acid sequence
represented by SEQ ID No. 1; an amino acid sequence inserting 1-50
(preferably 1-30) amino acids in the amino acid sequence represented by SEQ
ID No. 1; an amino acid sequence that 1-50 (preferably 1-30) amino acids in
the amino acid sequence represented by SEQ ID No. 1 are substituted by the
other amino acids; or a protein containing a combination of these amino acid
sequences, what is called muain.

When an amino acid sequence is iserted, deleted or substituted as described
in the above, the position of insertion, deletion or substitution is not
specifically limited.

In the protein of this specification, according to a usual practice, the left side
is an N end (an amino end) and the right side is a C end (a carboxyl end). In
the proteins of this invention, which comprises the protein having the amino

acid sequence represented by SEQ ID No.1, the C end is usually a carboxyl
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group (-COOH) or a carboxylate (-COQO-), but it may be an amid (-CONH,) or
an ester group (-COOR), wherein R is a C,, alkyl group of methyl, ethyl, n-
propyl, isopropyl, n-butyl and the like, a C,; cycloalkyl group of cyclopentyl,
cyclohexyl and the like, a C,;, aryl group of phenyl, «-naphthyl and the like,
benzyl, phenetyl and the like, a phenyl-C,, alkyl group of benzyl, phenetyl
and the like, or a C,,, aralkyl group of an «a-naphthyl-C,, alkyl group of «-
naphthylmethyl and the like. When the protein of this invention has a
carboxyl group (or carboxylate) at a position other than the C end, proteins
having an amidic or esterified group are contained in the protein of this
invention. As the ester, the ester of the above-mentioned C end may be used.
In the proteins of this invention, further, there is a protein that the amino
group of an amino acid residue (for example, a methionin residue) at the N
end is protected by a protective group (for example, a C,; acyl group of a C 4
alkanoyl group or the like of a formyl group, acetyl group or the like); a protein
that the glutamic acid residue of the N end produced by incision in vivo is
changed into pyrroglutamic acid group; a protein that the substituent group
on the side chain of an amino acid in the molecular (for example, -OH, -SH, an
amino group, an imidazole group, an indol group, a guanidino group or the
like) is protected by a suitable protective group (for example, a C, 4 acyl group
or the like of C, alkanoyl group or the like of a formyl gi'oup); or a conjugated
protein or the like of so-called glycoproteins that the sugar chain is bound.

As the partial peptide of the protein of this invention, it may be a partial
peptide of the above-mentioend proteins of this invention, and preferably, it
has similar activities (for example, a cell multiplication inhibition activity, a
cytotoxic activity or the like) to the proteins of this invention. As an example,
a peptide of an amino acid sequence having at least 20% or more, preferably
50% or more, more preferably 70% or more, further preferably 90% or more,
and most preferably 95% or more in the amino acid sequence of this invention,

and having a cell multiplication inhibition activity, a cytotoxic activity or an
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activity causing cell death can be utilized. The partial peptide of this
invention may be the following peptides: 1-5 (prederably 1-3) amino acids are
deleted in the amino acid sequence; 1-10 (preferably 1-5 (more preferably 1-3))
amino acids added to the amino acid sequence; 1-5 (preferably 1-3) amino
acids are inserted into the amino acid sequence; or 1-5 (preferably 1-3) amino
acids are substituted by the other amino acids.

Although the partial peptide of this invention has usually a carboxyl group
(-COOBR) or carboxylate (-COO-) at the C end, as shown in the above proteins
of this invention, the C end may be amide (-CONH,) or ester (COOR) wherein
R is the same meaning as shown in the above. In the partial peptide of this
invention, further, as shown in the above proteins of this invention, there is a
peptide that the amino group of an amino acid residue (for example, a
methionin residue) at the N end is protected by a protective group; a protein
that the glutamic acid residue of the N end produced by incision in vivo is
changed into pyrroglutamic acid group; a protein that the substituent group
on the side chain of an amino acid in the molecular is protected by a suitable
protective group; or a conjugated protein or the like of so-called glycoproteins
that the sugar chain is bound. The partial peptide of this invention can be
used as an antigen for constructing an antibody, so that a cell multiplication
inhibition activity, a cytotoxic activity or the like is no necessarily required.

As the salt of the protein or partial peptide of this invention, salts of
physiologically allowable acids (for example, inorganic acids or organic acids)
or bases (for example, alkali metal salts) can be used, and preferably
physiologically allowable acid addition salts, can be used. As such salts, for
example, there are salts of inorganic acids (for example, hydrochloric acid,
phosphoric acid, hydrobromic acid, sulfuric acid), organic acids (for example,
acetic acid, formic acid, propionic acid, fumaric acid, maleic acid, succinic acid,
tartaric acid, citric acid, malic acid, oxalic acid, benzoic acid, methane sulfonic

acid, benzene sulfonic acid). The proteins and the salts of this invention can

>/Z\



10

15

20

25

be produced by well-known preparation methods of proteins from any kinds of
strains of above-mentioned Helicobacter pylori, or by culturing a transformant
containing DNA that after-mentioned protein is coded. They further can be
produced in accordance with after-mentioned method for syntheizing peptides.
When the proteins are produced from any kinds of strains of Helicobacter
pylorz, proteins in bacterial cells are centrifuged off by ultrsonic crushing,
then they are extracted by ammonium sulfate precipitation or the like, and
the extracted liquid is purified and separated by combined chromatography
such as ion exchange chromatography and hydrophobic chromatography.

In the synthesis of the protein, the partial peptide, salts thereof or amide
thereof of this invention, commertially available resins for synthesizing
proteins can be used. As such resins, the following resins can be exemplified:
chloromethyl resin, hydroxymethyl resin, benzhydrylamine resin,
aminomethyl resin, 4-benzyloxybenzylalcohol resin, 4-methylbenzhydryl-
amine resin, PAM resin, 4-hydroxymethylmethylphenylacetoamidemethyl
resin, polyacrylamide resin, 4-(2',4'-dimethoxyphenylhydroxymethyl)phenoxy
resin, 4-(2',4'-dimethoxyphenyl-Fmoc aminoethyl) phenoxy resin. Using such
resins, an amino acid that a-amino groups and functional groups of side
chains are suitably protected is condensed on the resin to meet to the desired
protein sequence by a well-known condensation method. At the end of
reaction, the protein is cut off from the resin and several protecting groups are
deleted. Then, the desired proteins or amides thereof are obtained by a
method for forming internal disulfide bonds in a high dilution solution.
Concerning the above-mentioned condensation of protected amino acids,
several kinds of activated agents for protein synthesis can be used, and
particularly, carbodiimides can be used. As such carbodiimides, DCC, N,N'-
diisopropylcarbodiimide, N-ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
and the like can be used. In activation by these carbodiimides, the protected

amino acid can be directly added to the resin with an additional agent for
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controlling racemization (for example, HOBt or HOOBY), or it can be added

the resin after previous activation of the protected amino acid as a symmetric
acid anhydride or, HOBt ester or HOOBt ester.

As the solvent used in the activation of the protected amino acid or the
condensation with the resin, it can be selected from known solvents usable for
the protein condensation reaction. As such solvent, acid amides such as
N,N-dimethylformamide, N,N-dimethylacetoamide and N-methylpyrolidone,
halogenated hydrocarbons such as methylene chloride and chloroform,
alcohols such as trifuloroethanol, sulfoxydes such as dimethylsulfoxide,
pyridine, eters such as dioxane and tetrahydrofuran, nitriles such as
acetonitrile and propionitrile, esters such as methyl acetate and ethyl acetate,
and mixtures thereof can be used. The reaction temperature is suitably
selected from the known ranges that can be used in the reaction for forming
protein bonds, and usually, it is suitably selected from -20°C ~ 50 °C.
Activeted amino acid derivatives are usually used by 1.5-4 times of the mole
equivalent. As a test result of ninhydrin reaction, when the condensation is
insufficient, the condensation reactions can be repeated without the deletion
of the protected groups to conduct sufficient condensation. When sufficient
condensation can not be conducted by the repeated reactions, unreacted
amino acids are acetylated with acetic anhydride or acetyiimidazole, so that
subsequent reactions have no influence.

As the protected groups of amino groups of starting materials, for example,
Z , Boc, t-pentyloxycarbonyl, isobornyloxycarbonyl, 4-methoxybenzyloxy-
carbonyl, Cl-Z, Br-Z, adamantyloxycarbonyl, trifluoroacetyl, phthaloyl, formyl,
2-nitrophenylsulfenyl, diphenylphosphinothioyl, Fmoc and the like can be
used. The carboxyl groups can be protected, for example, by alkyl-
esterification (for example, alkylesteration of straight, branched or cyclic
chains of methyl, ethyl, propyl, butyl, t-butyl, cyclopentyl, cyclohexyl,
cycloheptyl, cyclooctyl and 2-adamantyl), aralkylesteration (for example,
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benzylester, 4-nitrobenzylester, 4-methoxybenzylester, 4-chlorobenzylester,
benzhydrylester), phenacylesteration, benzyloxycarbonylhydradidation, t-
butoxycarbonylhydradidation, tritylhydradidation and the like. The hydroxyl
group of serine can be prtected, for example, by esterification or etheration. As
the suitable groups of this esterification, for example, lower (C,,) alkanoyl
groups such as an acetyl group, an acyl group such as a benzoyl group, or
groups derived from carbonate such as a benzyloxycarbonyl group and
ethoxycarbonyl group can be used. As groups suitable to the etheration, a
benzyl group, a tetrahydropyranyl group and a t-butyl group can be
exemplified. As the protected groups of phenolic hydroxyl groups of tyrosine,
for examle, Bzl, C,,-Bzl, 2-nitrobenzyl, Br-Z and t-butyl can be used. As the
protected groups of imidazole of histidine, for example, Tos, 4-methoxy-2,3,6-
trimethylbenzenesulfonyl, DNP, benzyloxymethyl, Bum, Boc, Trt and Fmoc
can be used.

As the activated carboxyl' groups of starting materials, for example,
corresponding acid anhydrides, azides and activated esters (esters of alcohol
(for example, pentachlorophenol, 2,4,5-trichlorophenol, 2,4-dinitrophenol,
cyanomethylalcohol, paranitrophenol, HONB, N-hydroxysuccimide, N-
hydroxyphthalimide and HOBt)) can be used. As the activated amino groups
of starting materials, for example, corresponding phosphoric amides can be
used. As a method for removing (elimination) of the protected groups, for
example, catalytic reduction in hydrogen stream in the presence of a catalyst
of Pd-black or Pd-charcoal; acid treatment with anhydrous hydrogen fluoride,
methan sulfonic acid, trifluoromethan sulfonic acid, trfluoroacetic acid or their
mixtures; base treatment with diisopropylethylamine, triethylamine,
piperidine, piperadine or the like; or reduction with sodium in liquid ammonia
can be used. The elimination reaction by using the above acid treatment is
conducted usually at a temperature of—20°C~40°C. In the acid treatment,

it is efficient to add a cation catching agent such as anisol, phenol, thioanisol,
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metacresol, paracresol, dimethylsulfide, 1,4-butandithiol or 1,2-ethandithiol.
The 2,4-dinitrophenyl group used as an imidazole protection group of histidine
is removed by thiophenol treatment. The formyl group used as an indole
protection group of tryptophan is removed by acid treatment in the presence
of the above 1,2-ethanedithiol, 1,4-butanedithiol or the like, and further it can
be removed by alkali treatment with a diluted sodium hydroxide solution,
diluted ammmonia or the like.

The protection of functional groups that should not participate in the
reaction of starting materials and the protected groups, elimination of the
protected groups, activation of the functional group that participate in the
reaction or the like can be suitablly selected from well-known groups and
means. As the other methods for obtaining amides of proteins, for example,
an « -carboxyl group of carboxy end-group amino acid is protected by
amidation, a peptide chair. (protein) is elongated to the desired chain length at
the side of the amino chain, a protein that the protected group of the «-amino
group at the N-end of the peptide chain is eliminated and a protein that the
protected group of the carboxyl group at the C-end of the peptide are produced,
and the both peptide are condensed in a mixture solution as described above.
The particular of the condensation reaction is as mentioned in the above.
The protected protein obtained by the condensation is purified, all protected
groups are removed by the above method, and crude protein can be obtained.
The crude protein is purified by using a known purification means, main
fructions are lyophilized and an desired amide of the protein can be obtained.
For obtaining esters of the protein, for example, « -carboxyl groups of
carboxy-end amino acids are condensed with desired alcohols to obtain amino
acid esters, the esters arz treated as shown in amides of the protein, and
desired esters of the protein can be obtained.

The partial peptide or the salts of this invention can be produced by well-
known methods for synthesizing peptides or by cutting the protein of this
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invention with a suitable peptidase. As the method for synthesizing the
peptide, for example, a solid-phase synthesis mathod or liquid-phase
synthesis method can be used. Namely, a partial peptide able to constitute
the partial peptide of this invention or an amino acid is condensed with the
remaining parts, when the product has a protected group, the protected group
is eliminated, and the desired peptide can be produced.

As well-known condensation methods and the elimination of the protected
groups, for example, the following methods are exemplified. M.Bodanszky and
M.A.Ondetti, Peptide Synthesis, Interscience Publishers, New York (1966);
Schroeder and Luebke, The Peptide, Academic Press, New York (1965); Nobuo
Izumiya et al., Fundament and Experiments of Peptide Synthesis, Maruzen
Co., (1975); Haruaki Yajima and Shunpei Sakakibara, Biochemical
Experiment Lectures 1, Chemistry of Proteins IV, 205 (1977); Haruaki Yajima
supervised, Continued Develqpment of Medicines, Vol.14, Peptide Synthesis,
Hirokawa Shoten. After the reaction, further, the partial peptide of this
invention can be purified by usual purification methods, for example, solvent
extraction, distillation, column chromatography, liquid chromatography,
recrystalization and their combination. When the partial peptide is obtained
by the above methods, it can be changed into a suitable salt by a known
method or the similar method. When a salt of the partil peptide is obtained,
it can be changed into a released compound or the other salt by a known
method or the similar method.

As the DNA coding the protein of this invention, any compounds that a base
sequence coding the above-mentioned protein of this invention is contained
can be used. Further. a genome DNA, a genome DNA library, the above-
mentioned cDNA derived from cells and tissues, the above-mentioned cDNA
library derived from cells and tissues, or synthetic DNA can be used. A
vector used in the library can be selected from any one of bacteriophage,

plasmid, cosmid, phagemid and the like. Using a total RNA or mRNA fruction
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prepred from the above cells or tissues, it can be directly amplified by Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction (called as a RT-PCR method
hereinafter) . As the DNA coding the protein of this invention, any one of the
following DNAs can be exemplified: for example, a DNA containing a base
sequence represented by SEQ ID No.2, or a DNA, which has a base sequence
hybridizing with a base sequence represented by SEQ ID No.2 under
highstringent conditions and codes the protein having substantially the same
activity as the protein of this invention (for example, citotoxin activity).

Further embodying, As the DNA coding a protein having the amino acid
sequence represented by SEQ ID No. 1, the DNA having the base sequence
represented by SEQ ID No. 2 can be used.

As the DNA coding the partial peptide of this invention, any one of DNAs
containing the above base sequence coding the partial peptide of this
invention can be used. Further. a genome DNA, a genome DNA library, the
above-mentioned cDNA derived from cells and tissues, the above-mentioned
c¢DNA library derived from cells and tissues, or synthetic DNA can be used.
As the DNA coding the partial peptide of this invention, for example, any one
of the following DNAs can be exemplified: for example, a DNA having a partial
sequence of DNA having a base sequence represented by SEQ ID No.2, or a
DNA having a prtial sequence of DNA, which has a base sequence hybridizing
with a base sequence represented by SEQ ID No.2 under highstringent
conditions and codes the protein having substantially the same activity as the
protein of this invention (for example, citotoxin activity).

As cloning methods of the DNA perfectly coding the protein of this invention
or the partial peptide (hereinafter, in the description of the cloning and
expression of the DNA coding these protein and the like, case by case, these
protein and the like is shorten as the protein of this invention) , using a
synthesized DNA primer having the partial base sequence of the protein of
this invention, it is amplifyed by a known PCR method, or the DNA combined
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In a suitable vector is selected by hybridization with a DNA fraction or a

synthesized DNA that codes a part or all region of the protein of this invention.

The hybridization method can be conducted by the description of, for example,
Molecular Cloning, 2, J. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Lab. Press
(1989). When a commertially available liblary is used, it can be conducted by
the method described in an attached explanation. In the change of DNA base
sequences, using a known kit such as MutanTM-G (produced by Takara
Shuzou Co.) , MutanTM-K (produced by Takara Shuzou Co.) or the like, a
Gapped duplex method, a Kunkel method, well-known methods or similar
methods can be conducted. The DNA coding a cloned protein can be used as
1t is, or by digesting with a restriction enzyme as desired, or by addition of a
linker. The DNA may have ATG, GTG or TTG as a translation initiation
codon at the 5' end side and TAA, TGA or TAG as a translation termination
codon at the 3' end side. The translation initiation codon and the translation
termination codon can be ad(ied by using a suitable synthetic DNA adapter.
The expression vector of the protein of this invention can be produced, for
example, by means (i) that an desired DNA is cutt off from the DNA coding the
protein of this invention, and (i) that the DNA fraction is bonded to the
downstream of the promoter in a suitable expression vector.

As the vector, a plasmid derived from Echerichia coli (such as pBR322,
pBR325, pUC12, pUC13 or pET30), a plasmid derived from Bacillus subtilis
(such as pUBI110, pTP5 or pC194), a plasmid (such as pSH19, pSH15),
bacteriophage derived from yeast, a bacteriophage such as A phage, an
animal virus such as a retro virus, a vaccinia virus, a Baculo virus or the like,
pAl-11, pXT1, pRc/CMYV, pR¢/RSV or pcDNAI/Neo can be used. As the
promoter used in this invention, any promoters suitable for the host used in
the expression of genes can be used. For example, when animal cells are
used as the host, a SR @ promoter, SV40 early promoter, HIV - LTR
promoter, CMV promoter or HSV-TK promoter can be exemplified. In these
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promoters, the CMV (cytomegalovirus) promoter, SR ¢ promoter can be
preferably used. When the host is an Echerichia family fungus, a trp
promoter, lac promoter, recA promoter, APL promoter, lpp promoter or T7
promoter is preferred. When the host is a Bacillus family fungus, a SPO1
promoter, SPO2 promoter or penP promoter is preferred. When the host is
yeast, a PHO5 promoter, PGK promoter, GAP promoter or ADH promoter is
preferred. When the host is an insect cell, a polyhedrin promoter, P10
promoter or the like preferred.

As the expression vectors other than the above vectors, if desired, vectors
containing an enhancer, a selection marker, SV40 replication origin
(occationally abbreviated as SV40ori hereinafter) or the like can be used. As
the selection marker, for example, a dihydro folic acid reduction enzyme
(occationally abbreviated as dhfr hereinafter) gene (methotrxate (MTX)
resistance), an ampicillin resistance gene (occationally abbreviated as Ampr
hereinafter), a neomycin resistance gene (occationally abbreviated as Neor
hereinafter) G418 resistance and kanamycin resistance gene can be
exemplified. Particularly, when the dhfr gene is used as a selection marker
by using Chinese hamster cells defective a dhfr gene, combinant cells can be
selected by a medium not containing thymidine. If necessary, further, a signal
sequence fitted to the host is added to N end sides of the protein of this
invention. When the host is an FEcherichia family fungus, a PhoA signal
sequence, OmpA signal sequence or the like can be used. When the host is a
Bacillus family fungus, an «a-amylase signal sequence, a subtilicin signal
sequence or the like can be used. When the host is yeast, an MF a signal
sequence, a SUC2 signal sequence, a SUC2 signal sequence or the like can be
used. When the host is an animal cell, an insulin signal sequence, an a-
interferon siganl sequence, an antibody molecular signal sequence or the like
can be used. Using a vector containing the DNA coding such constructed

protein of this invention, a transformant can be produced.
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As the host, for example, an Genus FEcherichia, a Genus Bacillus, yeast;
insect cells, insects, animal cells or the like can be used. As an embodiment
of Genus FEcherichia, for example, Escherichia coli K12, DH1, DH5a (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, Vol.60, 160(1968)) , JM103 (Nucleic Acids Research,
Vol.9, 309(1981)) , JA221 (Journal of Molecular Biology, Vol.120, 517(1978)) ,
HB101 (Journal of Molecular Biology,Vol.41, 459(1969)) ,C600 (Genetics,
Vol.39, 440(1954)) or the like can be used. As Genus Bacillus, for example,
Bacillus subtilis MI114 ( Gene, Vol.24, 255(1983), 207-21 ( Journal of
Biochemistry, Vol.95, 87(1984)) or the like can be used. As the yeast, for
example, Saccharomyces cerevisiae AH22, AH22R, NA87-11A, DKD-5D, 20B-
12, Schizosaccharomyces pombe NCYC1913, NCYC2036, Pichia pastoris
KMT71 or the like can be used.

As the insect cells, for example, when the virus is AcNPV, Spodoptera
frugiperda cell; Sf cells, MG1 cells derived from midintestine of Trichoplusia
ni, High Five TM cells derived from the egg of Trichoplusia ni, cells derived
from Mamestra brassicae, cells derived from Estigmena acrea or the like can
be used. When the virus is BmNPV, Bombyx mori N cells; BmN cells or the
like can be used. As the Sf cells, for example, Sf9 cells (ATCC CRL1711) , Sf21
cells (Vaughn, J.L. et al., In Vivo, 13, 213-217(1977)) or the like can be used.
As the insects, for example, larvae of silkworms can be used (Maeda et al,
Nature, Vol. 315, 592(1985)). As the animal cells, for example, monkey cell
COS-7, Vero, chinese hamster cell CHO (abbreviated as a CHO cell
hereinafter), dhfr gene defective chainese hamstercell CHO (abbreviated as a
CHO(dhfr-) cell hereinafter), mouse L cells, mouse AtT-20, mouse myeloma
cells, rat GH3, human FL cells or the like can be used. Moreover, several
kinds of normal human cells, for example, liver cells, splenocytes, nerve cells,
neuroglia, spleen8 cells, bone marrow cells, mesangium cells, Langerhans
cells, skin cells, epithelium cells, endothelium, fibroblast, fibrocells, muscle

cells, fat cells, immunological cells (for example, macrophages, T cells, B cells,
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natural killer cells, mast cells, neutrophils, basophils, eosinophils, monocytes),
megakaryocytes, synovial cells, cartilages, bone cells, osteoblasts, osteclasts|
mammary grand cells, hepatic cells, interstitial cells, or precursor cells, stem
cells or cancer cells of these cells can be used. For the transformation of
Genus Echerichia, for example, it can be conducted by the method described
in Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol.69, 2110(1972), Gene, Vol. 17, 107(1982) or
the like.

For the transformation of Genus Bacillus, for example, it can be conducted
by the method described in Molecular & General Genetics, Vol. 168,
111(1979) or the like. For the transformation of yeast, for example, it can be
conducted by the method described in Methods in Enzymology, Vol. 194, 182
—187(1991), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol.75, 1929(1978) or the like. For
the transformation of insect cells or insects, for example, it can be conducted
by the method described in Bio/Technology, 6, 47-55(1988) or the like.

For the transformation of animal cells, for example, it can be conducted by
the method described in Cell Engineering, separate volume 8, New Cell
engineering Experiment protocol, 263-267(1995), published by Shujunsha,
and Virology, Vol. 52, 456 (1973) . Using the above methods, transformants,
which are transformed with expression vectors containing DNA coding the
protein, can be obtained. When the transformants that the hosts are Genus
Echerichia or Genus BaaiUus are cultured, a liquid medium is suitable as the
medium used in the culture. In the medium, carbon sources, nitrogen
sources, inorganic and the like, which are necessary for the growing of the
transformants, are contained. As the carbon sources, for example, glucose,
dexitrin, soluble starch, succrose or the like can be exemplified. As the
nitrogen sources, for example, inorganic or organic materials such as
ammonium salts, nitrates, corn steep liquor, peptone, casein, meat extract,
bean cakes, potato extract and the like can be used. As the inorganic

materials, for example, calcium chloride, monosodium phosphate and
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magnesium chloride can be exemplified. Yeast extract, vitamines, growth-
stimulating materials or the like can be added. About pH 5-8 of the medium
is preferrably used.

As the medium for culturing Genus Escherichia, for example, a M9 medium
containing glucose and casamino acid (Miller, Journal of Experiments in
Molecular Genetics, 431-433, Cold Spring Harbor Laboratory, New York
1972) is preferred. If necessary, for efficient action of the promoter, for
example, an agent such as 35 -indolyl acrylic acid can be added. When the
host is Genus Escherichia, the culture is usually concducted at a temperature
of about 15~43°C for about 3 ~24 hours, if necessary, aeration or stirring
can be added. When the host is Bacillus family fungi, the culture is usually
conducted at a temperature of about 30~40°C for about 6 ~24 hous, if
necessary, aeration or stirring can be added.

When the transfomant that the host is yeast is cultured, as the medium, for
example, a Burkholder minimal medium (Bostian, K.L.et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, Vol.77, 4505(1980)) or a SD medium containing 0.5% casamino acid
(Bitter, G. A. et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol.81, 5330(1984)) can be
exemplified. About pH 5-8 of the medium is preferrably used. The culture
is usually conducted at a temperature of about 20~35°C for about 24~72
hours, if necessary, aeration or stirring can be added. When the
transformant that the host is an insect cell or an insect is cultured, as the
medium, Grace's Insect Medium (Grace, T.C.C., Nature,195,788(1962)) can be
used by suitably adding an addition of immobilized 10% bovine serum or the
like. About pH 6.2-5.4 of the medium is preferrably used. The culture is
usually conducted at a temperature of about 27°C for about 3~5 days, if
necessary, aeration or stirring can be added. When the transformant that
the host is an animal cell, as the medium, for example, a MEM medium
containing about 5~20% fetus bovine serum (Science, Vol.122, 501(1952)),
a DMEM medium (Virology, Vol.8, 396(1959)) , an RPMI 1640 medium (The
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Jounal of the American Medical Association, Vol.199, 519(1967)) , a 199
medium (Proceeding of the Society for the Biological Medicine,
Vol.73,1(1950)) or the like can be used. About pH 6-8 of the medium is
preferrably used. The culture is usually conducted at a temperature of about
30~40°C for about 15~60 hours, if necessary, aeration or stirring can be
added. As descrived in the above, the protein of this invention can be
produced out of the cells of the transformants.

For separation and purification of the protein of theis invention, for example,
the following methods can be suitably used. When the protein of this
invention is extracted from the cultured fungi or cells, after the culture, the
fungi or cells are collected by a well-known method, suspended in a suitable
buffer, and destroyed by ultrasound, lysozyme and/or freze-thawing or the like.
Then, the crude extracted liquid of the protein is obtained by centrifugation or
filtration. A protein denaturant such as urea or guanidine hydrochloride, or
a surface-active agent such as tritonX-100TM can be contained in the buffer.
When the protein is secreted in the medium liquid, after the culture is
finished, the fungi or cells and supernatant are separated by a well-known
method, and the supernatant is collected. @ Such obtained culture
supernatant or the protein contained in the extracted liquid is purified by a
combination of well-known separation and purification methods. These
well-known separation and purification methods are methods using salting-
out techniques or solubilities by a solvent precipitation method, a dialysis
method, a method using a difference in the molecuar weight such as
ultrafiltration and SDS-polyacrylamide gel electrophoresis or the like, a
method using a difference of the charge such as ion exchange chromatography,
a method using a difference of hydrophobic such as hydrophobic
chromatography, a method wusing specific affinity such as afinity
chromatography, a method using a difference of hydrophobic such as reverse

phase high-speed liquid chromatography, a method using a difference of
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isoelectric points such as isoelectrcophoresis can be used.

When such a protein is obtained in the form of free, it can be converted into
a salt by a well-known method or a similar method. On the other hand,
when the protein is obtained in the form of a salt, it can be converted into a
free form or the other salt by a well-known method or a similar method. The
protein produced by a recombinant may be further reacted with a suitable
protein modification enzyme before or after purifying the protein to optionally
modify or partially remove the polypeptide. As the protein modification
enzyme, for example, trypsin, chymotrypsin, arginylendopeptidase, protein
kinase, glycosidase or the like may be used. The activitis of such obtained
protein of this invention or salts thereof may be determined by a bond
experiment with a labeled ligand and enzyme immunoassay using a specific
antibody or the like.

The antibodies for the prqtein, the partial peptide or the salts of this
mvention, may be a polyclonal antibody or monoclonal antibody on condition
that the antibodies can recognize the protein, the partial peptide and the salts.
The antibodies for the protein, the partial peptide or the salts of this invention
(in the following description of antibodies, these protein and the like may be
abbreviated as the protein of this invention) may be produced by using the
protein as the antigen and by a well-known production method of antibodies
or anti-serum.

Production of a monoclonal antibody
(a) Production of cells of monoclonal antibody production: The protein of this
invention is administered to a warm-blodded animal at a position, which can
produce an antibody by the administration, with itself or a carrier or a diluent.
In the administration, to enhance the effect of antibody production, a complete
Freund's adjuvant or an incomplete Freund's adjuvant may be administered.
The administration is usually conducted once for each 2~ 6 weeks, and

total is 2 ~10 times. The warm-blooded animals are, for example, monkeys,
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rabbits, dogs, guinea pigs, mice, rats, sheep, goats, chickens and the like,

preferably mice and rats. At the production of cells for producing a

monoclonal antibody, the warm-blooded animal immunized with an antigen,
for example, mice are used. A mouse recognizable an antibody value is
selected from the mice, the spleen or the lymph is collected after 2~5 days of
the final immunization, and the cells of monoclonal antibody production
contained in the spleen or the lymph are fused with myeloma cells of the same
kind or different kind of animals to prepare a hybridoma for producing a
monoclonal antibody. The antibody value in the antiserum may be
determined, for example, by a method that the antiserum is reacted with an
after-mentioned labeled protein, and the activity of the labeléd agent bound to
the antibody is measured. The fusion operation may be conducted by a
known method such as a method of Kohler and Milstein (Nature, 256, 495
(1975)). As the fusion promotion agent, for example, polyethylene glycol
(PEG), a Sendai virus or the like, preferably PEG may be used.

As the myeloma, for example, myloma celles of warm-biooded animals such
as NS-1, P3U1, SP2/0, AP-1 and AP-1, preferably P3U1 can be exemplified.
The preferabl ratio of the number of the antibody production cells (spleen
cells) to the number of myeloma cellsis around 1:1~20:1. PEG (preferably,
PEG1000-PEG6000) is added in the concentration of around 10~80%, and
incubation is conducted at a temperature of 20~40°C, preferably 30~37°C for

1 ~10 minutes, and cell fusion is efficiently performed. In screening of a
hybridoma of monoclonal antibody production, several kinds of methods can
be used, for example, there are a method that a supernatant of hyblidoma
culture is added to a solid phase (such as a micro plate) adsorbing a protein
antigen directly or with a carrier, and an anti-immunoglobulin antibody;
which is labeled with a radioactive material or an enzyme yeast, (when the
cells for using in cell fusion is a mouse, an anti-mouse immunoglobulin is

used) or a protein A is added so as to detect the monoclonal antibody bound to
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the solid phase; and a method that a supernatant of hyblidoma culture is =\

added to a solid phase adsorbing an anti-immunoglobulin antibody or a *

protein A, a protein labeling a radioactive material or an enzyme yeast is
added, and the monoclonal antibody bound to the solid phase is detected. The
selection of the monoclonal antibody may be conducted by a known method or
a similar method thereof. Usually, it may be conducted by a medium for
animal cells that HAT (hypoxanthine, amino pterin, thymidine) is added. As
the medium for selection and breeding, any medium that the hyblidoma can
breed may be used. As an example, a RPMI 1640 medium containing 1 ~
20%, preferably 10~20% bovine fetus serum, a GIT medium containing 1
~10% bovine fetus serum (produced by Wako Junyaku Kougyou Co.) or a
medium not containing serum for hybridoma culture (SFM-101, Nissui
Seiyaku Co.) may be used. The culture temperature is usually 20~40°C,
preferably about 37°C. The culture time is usually 5 days~ 3 weeks,
preferably 1 week~ 2 weeks. The culture may be usually conductedin a 5%
carbon dioxide. The antibody value of the supernatant of hyblidoma culture
can be determined as shown in the above-mentioned method for measuring
the antibody value in the antiserum.
(b) Purification of the monoclonal antibody: The separation and purification of
the monoclonal antibody may be conducted by a known method, for example, a
separation and purification method for immunogloblins (such as a salting-out
method, an alcohol precipitation method, a isoelectric precipitation method,
an electrophoresis method, a adsorption and desorption method with an ion-
exchanger (for example, DEAE), a ultracentrifuge method, a gel filtration
method, or a specific purification method that only an antibody is cllected with
an active absorbant such as an antigen-binding solid phase or protein A or
protein G, and the bond is released to obtain the antibody).
(Production of the polyclonal antibody]
The "polyclonal antibody of this invention can be produced by a known
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method or a similar method. As an example, using an immunoanigen
(protein antigen) itself or a complex of the immunoantigen and a carrier
protein, it immunizes to a warm-blooded animal by using the same method as
in the above-mentioed method for producing a monoclonal antibody, materials
containing the antibody for the protein of this invention are collected, and the
antibody is separated and purified. As to the complex of an immunoantigen
for immunizing a warm-blooded animal and a carrier protein, the kind of the
carrier protein and a mixture ratio of the carrier to a hapten are not important,
on condition that the antibody can be efficiently produced for the hapten
immunized by closslinking with the carrier. For example, the bovine serum
albumin, bovine cyclogloblin, hemocyanin or the like can be used for coupling
with the hapten at a weight ratio of about 0.1~20, preferably about 1~5 to 1
of hapten. In the coupling of the hapten and the carrier, several kinds of
condensation agents such as active ester agents containing glutaraldehyde,
carbodiimide, maleimid active ester, a thiol group and a dithiopyridyl group
can be used. The products from the condensation are administered to the
parts of warm-blooded animals able to produce the antibody, along with itself
or a carrier or a diluent. To enhancé the ability of antibody production at the
administration, a complete Freund's adjuvant or incomplete Freund's
adjuvant may be administered. The administration is usually conducted
once for every 2 ~ 6 weeks, and total is about 3 ~10 times. The polyclonal
antibody can be collected from blood, ascites, preferably blood of the warm-
blooded animal immunized by the above method. The polyclonal antibody
value in the antiserum is determined by the same method described in the
above determination of the antibody value in the antiserum. The separation
and purification of the polyclonal antibody can be conducted by the same
method of separation and purification of immunogloblin as in that of the
above separation and purification of the monoclonal antibody.

The treating agents containing the protein or the partial peptide of this
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; invention and the protein of this invention and the like have cancer cytotoxic w
activity, so that the agents may be used as agents for extracting disease
tissues (the extract contains all and partial, preferably partial extract), and
particularly, for treating fixed cancer. When the protein of this invention and

5 the like is used as the above treating and preventing agents, it is used after it
is purified to at least 90%, preferably 95% or more, more preferably 98% or
more, and further preferably 99% or more.

The inhibition activity of cancer cell proliferation of the protein of this
invention or the like can be determined by a known method, or a cytotoxin

10  activity or an activity causing cell death is determined by known method or a
similar method, preferably by the method described in the after-mentioed
experiments. As the test compounds, for example, peptides, proteins, non-

. peptide compounds, synthetic compounds, fermentation products, cell extract,
plant extract, animal tissue extract and blood plasma can be exemplified.

15 These compounds may be new compounds or known compounds. _

The compounds or the salts obtained by the screening method or the kit for
screening of this invention are selected from the above test compounds, for
example, peptides, proteins, non-peptide compounds, synthetic compounds,
fermentation products, cell extract, plant extract, animal tissue extract and

20 blood plasma. These compounds have an activity inhibiting the cytotoxic
activity of the protein of this invention or the like or the inhibition activity of
cancer cell proliferation of the protein of this invention or the like. As the

. salts of the compounds, the salts similar to the salts of the protein of this
invention can be used.

25 When the compounds obtained by using the screening method or the kit for
screening are used as the above treating agents, they can be used by usual
means. For example, they are used as tablets, capsules, elixirs,
microcapsules, sterile solutions, suspension or the like. As such obtained

pharmaceutical preparations are safety and have low toxicity, for example,
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they may be administered to a human or a warm-blooded animal (such as
mice, rats, rabbits, goats, pigs, cows, horses, birds, cats, dogs, monkeys and
the like). The dosage weights of the compounds or salts thereof are changed
by the action, the disease, the dosage route or the like. Commonly, in
adults (estimated at 60 kg weight), about 0.1~100mg of the compound per
day, preferably about 1.0~50mg, more preferbly about 1.0~20mg can be
administered. In parenteral administration, the dosage of the compounds
that is variable by the object, the disease and the like, usually in adults
(estimated at 60 kg weight), is suitably about 0.01~30mg of the compound
per day, more preferably about 0.1~20mg, further preferably about 0.1~
10mg by intravenous injection. In the other animals, the dosage of the
weight estimated at 60kg can be used.

Screening of the candidate compounds of medicine for diseases: Since the
protein or the like of this invention have a cytotoxic activity, the compounds or
the salts promoting the function (such as a cytotoxic activity) of the protein or
the like of this invention, for example, may be used as agents for treating
cancers. On the other hand, the salts inhibiting the function of the protein or
the like of this invention, for example, may be used as agents for treating and
preventing gastritis and gastric ulcer. Accordingly, the protein or the like of
this invention are effectively used as reagents for screening the compounds or
the salts that promote or inhibit the function of the protein or the like of this
invention.

Namely, this invention provides (1) a screening method characterized in
that the protein or the partial peptide or the salts of this invention are used,
and the method screens the compounds promoting the function (such as a
cytotoxic activity) of the protein or the partial peptide or the salts of this
invention, or the method screens the compounds inhibiting the function (such
as a cytotoxic activity) of the protein or the partial peptide or the salts of this

invention. The compounds promoting the function may be abbriviated as
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'‘promoters’ and the coripounds inhibiting the function is abbreviated as
'inhibitors' hereinafter.

Moreover, this invention provides (2) a kit for screening promoters or
inhibitors, characterized in that the protein or the prtial peptide or the salts of
this invention are contained. The above kit may be abbreviated as 'a kit for
screening of this invention' hereinafter.

In embodiment, for example, in the above (1), it provides a screening
method of promoters or inhibitors, characterixed in that comparison is
conducted between case (i) and case (ii). The case (i) is that the protein or the
partial peptide or the salts of this invention are contacted with a cell, which is
a normal cell containing a blood cell derived from a tissue of the above warm-
blooded animals (preferably human) or the above-mentioned cancer cell. The
case (ii) is that the protein or the partial peptide or the salts of this invention
are contacted with a cell, whiqh is a normal cell containing a blood cell derived
from a tissue of the above warm-blooded animals (preferably human) or the
above-mentioned cancer cell, and a test compound.

In embodiment, further, in the above (2), it provides a kit for screening
promoters or inhibitors, characterixed in that it contains the protein or the
prtial peptide or the salts of this invention, and a cell that is a normal cell
containing a blood cell derived from a tissue of the above warm-blooded
animals (preferably human) or the above-mentioned cancer cell or the like.

Further, concretely, in the screening method, case (i) and case (i) are
characterized in that the cytotoxic activities of the protein and the like of this
invention are determined and compared.

The cytotoxic activity, the cell multiplication inhibition activity, and the
activity causing cell death of the protein or the like of this invention can be
determined by a known method or a similar method. However, more
concretely, using established cell lines and the like, further, a substrate

containing the test compound, a negative control which is a substrate not
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containing the test compound, and a positive control which is a substrate
containing M toxin, these three or two are used. Comparing the cell numbers
under the conditions satisfyable in statistical significance, inhibition activity
of the cytotoxic activity or the cell multiplication activity, or the specified
sample having the inhibition activity of the cytotoxic activity or the cell
multiplication activity can be detected by existence or absence of the activities
or increase and decrease. The cells used in the detection method are, for
example, normal cells containing a blood cell derived from a tissue of the
above warm-blooded animals (preferably human) or the above-mentioned
cancer cells of several kinds of warm-blooded animals (for example, cancer of
the endometrium, endometrioma, breast cancer, cancer of the stomach,
hepatic carcinoma, spleen cancer, carcinoma of the galbladder, colon cancer,
prostatic cancer, lung cancer, renal cancer, neuroblastoma, cancer of the
urinary bladdar, malignant melanoma, cancer of the tongue, carcinoma of the
gingiva, mouse fibroblast, African green monkey kidney. rat liver cancer, and
the like).

As the test compunds, for example, peptides, proteins, non-peptide
compounds, synthetic compounds, fermentation products, cell extracts, plant
extracts, animal tissue extracts and the like can be exemplified. These
compounds may be new compounds or known compounds. For conducting
the above screening method, the protein or the like of this invention is
suspended in buffer suitable to the screening, and the samples of the protein
or the like of this invention are prepared. As the buffer, phosphate buffer of
pH about 4 ~10 (preferably, pH about 6 ~ 8 ) , Tris-hydrochloride buffer or
the like, which does not inhibit the reaction of the protein or the like of this
invention and the test compounds, may be used.

As concrete screening method, after the screening examination, @ a
method for directly observing the cell changes under a microscope and

counting the cells with a hemocytometer or the like, @ a method that the
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change of potassium, hemoglobins and the like, which are eluted from cells by
the cell dath, is catched, @ a method for determining the remaining cells
after the vreaction with tetrazolium salts or the like, @ a method for
determining the remining living cells with a radioactive labelled subsatance,
@ a method for confirming the cell death by induction of cell apoptosis and
the like can be exemplified. For example, as a compound increasing the
cytotoxic activity of the protein or the like of this invention, a test compound
in which the cytotoxic activity in the above case (ii) compared with the above
case (1) is increased by about 20% or more, more preferably 30 % or more,
further preferably 50% or more, can be selected. On the other hand, as a
compound inhibiting the cytotoxic activity of the protein or the like of this
invention, a test compound in which the cytotoxic activity in the above case
(i) compared with the above case (i) is inhibited by about 20% or more, more
preferably 30 % or more, further preferably 50% or more, can be selected.
These may be conducted as a method for high throughput screening. In the
following, as method @), a method for determining hemoglobins by hemolytic
reaction and as method @, a WST method are respectively used. In the
methods, active carbon, CM cellulose and calcium alginate are selected as
adsorbents which show the anti-M toxin activity.

It is further possible to examine and compare the solutions containing these
anion control, positive control and test compounds with animal models to
confirm the effects of the animal levelé of the anti-M toxic materials. In
these cases, many kinds of warm-blooded animals may be used. Particularly,
a mouse, a rat, a dog, and a monkey may be used. As infected models, a
Mongolian gerbil, a mouse and a monkey are effectively used.

When the compounds obtained by the screening method or the kit for
screening of this invention are used as the above treating and preventing
agents, these compounds can be used by usual means. For example, using

the same methods of the pharmaceutical preparations of the protein of the
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invention, they are used as tablets, capsules, elixirs, microcapsules, steril
solutions, suspension or the like. As such obtained preparations are safety
and have low toxicity, for example, they may be administered to a human or a
warm-blooded animal (such as a mouse, a rat, a rabbit, a goat, a pig, a cow, a
horse, a bird, a cat, a dog, a monkey and the like). The dosage weights of the
compounds or salts thereof are changed by the action, the disease, the dosage
route or the like. When the compounds are used for increasing the function
of the protein or the like of this invention as a tissue regeneration agent after
removing the disease tissues, commonly, in adults (estimated at 60 kg weight),
about 0.1~100mg of the compound per day, preferably about 1.0~50mg, more
preferbly about 1.0~20mg can be orally administered. For the other animals,
the dosage of the weight estimated at 60kg can be used.

Quantification of the protein or the partial peptide or the salts of this
invention:

The antibodies for the protein and the like of this invention (occasionally,
abbreviated as the antibodies of this invention, hereinafter) can specifically
recognize the protein and the like of this invention, so that they can be used
for quantification of the protein and the like of this invention in test liquid,
particularly, quantification by a sandwich immunization technique. Namely,
this invention provides (i) a method for quantifying the protein and the like
of this invention in test liquid, characterized in that the antibody of this
invention and test liquid and the protein and the like of this invention are
conpetitively reacted, the ratios of the labelled protein and the like of this
invention that bind to the antibody are determined, and (ii) a method for
quantifying the protein and the like of this invention in test liquid,
characterized in that the test liquid and the antibody insolubilized on a carrier
and the other labelled antibody of this invention are reacted at the same time
or continuously, and then the activity of the labeling agent on the insolubilized

carrier is determined. In the above quantitative method (ii), preferably, one
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antibody is an antibody recognizing the N ends of the protein and the like of
this invention, the other antibody is an antibody reacting with the C ends of
the protein and the like of this invention.

Moreover, using a monoclonal antibody for the protein and the like of this
invention (ocasionally abbreviated as a monoclonal antibody of this invention,
hereinafter), the quantification of the protein and the like of this invention
can be conducted, and further, the detection can be conducted by using tissue
dyeing. As these objects, antibody moleculars themselves may be used, or
F(ab")2, Fab', or Fab fraction of antibody moleculars may be used. The
quantification of the protein and the like of this invention using of this
invention should not be limited. For example, the quantity of the antibody,
antigen or antibody-antigen complex corresponding to the quantity of the
antigen (for example, the quantity of the protein) in the test liquid is
chemically or physically detected, the obtained quantity is determined by a
standard curve that is formed by standard liquid containing the antigen of a
known quantity. As examples, nephelometry, a competition method, an
immunometric method, and a sandwich method are preferably usable.
Considering sensitivity and specificity, the after-mentioned sandwich method
is preferred. As the labelling agents used in a determination method with a
labelled substance, for example, a radioactive isotope, enzyme, fluorescence
substance, luminescent substance and the like are exemplified. As the
radioactive isotope, for example, (***1 ), (**'I), ((H). (*C) may be used.
As the enzyme, stable and high active isotopes, for example, 3 -galactosidase,
G -glucosidase, alkaliphosphatase, peroxidase, a dehydrogenase of malic acid
and the like may be used. As the fluorescence substance, for example,
fluorescamine, fluorescein isothiocyanate and the like may be used. As the
luminescent substance, for example, luminol, luminol derivatives, luciferin,
lucigenin and the like may be used. Moreover, for the bind of an antibody or

an antigen and a labelling agent, a biotin-avidin type may be used.
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The insolubilization of an antigen or an antibody may be conducted M

physical adsorption, or the chemical bonding usually used for the
insolubilization of proteins or enzymes. As the carrier, insoluble
polysaccharides such as agarose, dextran and cellulose, synthetic resins such
as polystyrene, polyacrylamide and silicone or glass can be exemplified. In
the sandwich method, the test liquid is reacted with the insolubilized
monoclonal antibody of this invention (primary reaction), then it is reacted
with the other labelled monoclonal antibody of this inevention (secondary
reaction), and the activity of the labelling agent on the insolubilized carrier is
determined to determine the quantity of the protein of this invention in the
test liquid. The primary reaction and the secondary reaction can be changed.
Otherwise these reactions may be conducted at the same time or by sliding
the starting times. The Jabelling agent and the isolubilizing method may be
treated the same as these reactions. In the immuno assay by using the
sandwich method, it is unnecessary that the antibody used as an antibody for
a solid phase or an antibody for labelling is one kind. A mixture of two or
more kinds of antibodies may be used for improving the determination
sensitivity. In the determination method of the protein and the like of this

invention by using the sandwich method of this invention, the monoclonal

- antibodies used in the primary reaction and the secondary reaction preferably

have different parts that the protein and the like of this invention is bound.
Namely, as to the antibodies used in the primary reaction and the secondary
reaction, for example, when the antibody used in the secondary reaction
recognaize the C end of the protein and the like of this invention, the antibody
used in the primary reaccion preferably recognize a part except the C end, for
example, the N end.

The monoclonal antibody of this invention may be used in a determination

system except the sandwich method such as a competition method, or an

- immunometric method or nephelometry. In the competition method,
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antigens and labelled antigens in test liquid are competitively reacted with
antibodies, and then unreacted labelled antibodies (F) and labelled antigens
(B) bound to the antibodies are separated (B/F separation), the labelled
quantity of B or F is determined, and the antigen quantity is quantified. In
the reaction method, soluble antibodies are used as antibodies. In the B/F
separation, a liquid phase method that polyethyleneglycol or the second
antibody for the above antibody is used, and a solid phase method that a solid
phase antibody is used as the first antibody, or a soluble antibody is used as
the first antibody and a solid phase antibody is used as the second antibody
are exemplified. In the immunometric method, the antigens and the solid
phase antigens in the test liquid are competitively reacted with labelled
antibodies of a definite amount and then the solid phase and the liquid pahse
are separated. Otherwise, the antigens in the test liquid and the labelled
antibodies of an excess amount are reacted, the solid phase antibodies are
added to bind the unreacted labelled antibodies to the solid phase, and the
solid phase and the liquid phase are separated. Continuously, the labelled
quantity of any one of the both phases is determined, and the antigen quantity
in the test liquid is determined. In the nephelometry, the quantity of
unsoluble precipitates occured as the result of the antigen-antibody reaction
in the gel or in the solution is determained. When the quantity of antigens in
the test liquid is little and a small amount of precipitates are obtained,
lasernephelometry using laser scattering and the like may be preferably used.

When these immunological determination methods are applied in the
determination method of this invention, special conditions and establishment
of operations are unnecessary. Adding common technical ideas in the fields
to usual conditions and operation methods in each method, the determination
systems of the protein and the like of this invention may be constructed. As
to the details of these common technical means, general books, specialized

books may be referenced. For example, Kan Irie edited, Radiocimmuno Assay,
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Kodan-sha (1974), Kan Irie edited, Radioimmuno Assay, continued, Kodanw

sha (1979), Eiji Ishikawa et al. edited, Immunoenzymometric Assay, Igaku
Shoin (1978), Eiji Ishikawa et al. edited, Immunoenzymometric Assay, 2™
edition, Igaku Shoin (1982), Eiji Ishikawa et al. edited, Immunoenzymometric
Assay, 3rd edition, Igaku Shoin (1987), Methods in ENZYMOLOGY, Vol.70,
Immunochemical Techniques (Part A): ibid, Vol.73, Immunochemical
Techniques (Part B), ibid., Vol.74, Immunochemical Techniques (Part C), ibid.,
Vol.84 (Immunochemical Techniques (Part D: Selected Immunoassays), ibid.,
Vol.92 (Immunochemical Techniques (Part E: Monoclonal Antibodies and
General Immunoassay Methods), ibid., Vol.121 Immunochemical Techniques
(Part I: Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies), all are published
by Academic Press Co. can be referenced. As described above, by using the
antibody of this invention, the protein and the like of this invention can be
sensitively quantified. Moreover, by quantifying the concentrations of the
protein and the like of this invention by using the antibody of this
invention,when the incresed concentrations of the protein and the like of this
invention are detected in patients of Helicobacter pylort infection, patients
have diseases, for example, gastritis, gastric ulcer, gastric cancer, valvular
disease, diabetes mellitus, various cancers (such as cancer of the endometrium,
endometrioma, breast cancer, colon cancer, prostatic cancer, lung cancer,
hepatic carcinoma, spleen cancer, carcinoma of the galbladder, renal cancer,
neuroblastoma, cancer of the bladdar, malignant melanoma and the like).
Otherwise, it is possible to diagnose that the possibility of future morbidity is
high. The antibody of this invention can be used for detection of the protein
and the like of this invention in test liquid such as body fluid or tissues. Itis
used for formation of the antibody column for using purifying the protein and
the like of this invention, detection of the protein and the like of this invention
in each fraction at the purification, and analysis of the behavior of the protein

and the like of this invention in test cells.
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The medicine containing the antibody of this invention, the antibody of this—

mvention (neutralizing antibody) having an action for neutralizing the
activities of the protein and the like of this invention can be used as medicines
for treating and preventing diseases such as gastritis, gastric ulcer, gastric
cancer, valvular disease, diabetes mellitus, various cancers (such as cancer of
the endometrium, endometrioma, breast' cancer, colon cancer, prostatic cancer,
lung cancer, renal carcinoma, neuroblastoma, cancer of the bladdar,
malignant melanoma and the like). The humanized antibody of this
invention for the protein and the like of this invention can be used as
medicines for treating and preventing diseases such as gastritis, gastric ulcer,
gastric cancer, valvular disease, diabetes mellitus, various cancers (such as
cancer of the endometrium, endometrioma, breast cancer, colon cancer,
prostatic cancer, lung cancer, renal carcinoma, neuroblastoma, cancer of the
bladdar, malignant melanomg and the like). The humanized antibody can be
formed with reference to the methods described in Nat Biotechnol, 14, 845-851
(1996), Nat Genet. 15, 146-156 (1997) and PNAS, 97(2), 722-727 (2000). In
the following, these néutra]izing antibody and humanized antibody of this
invention are abbreviated as the antibody of this invention.

The above treating and preventing agents containing the antibody of this
inventioncan can be orally or parenterally administered as liquid as it is or a
medicine composition of a suitable dosage form to human or mammalia (such
as a mouse, a rabbit, a goat, a pig, a cow, a cat, a dog, a monkey and the like).
The dosage of the agents is changed by the object, the disease, the condition of
illness, the dosage route or the like. When the agents are used for treating or
preventing a tumor of the endometrium, a dose of the antibody of this
invention is usually 0.01~20mg kg weight, preferably 0.1~ 10mg kg
weight, more preferably 0.1~ 5 mg kg weight about 1-5 times per day,
preferably about 1-3 times per day. It is conveniant to administer the agent

by an intravenous injection. A dosage in the other parenteral or oral
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administration also may be according to the above dosage. When the
condition of illness is very severe, the dosage may be increased in proportion
to the condition. The antibody of this invention can be administered as it is
or as a suitable medical composition. The medical composition used in the
administration contains a pharmacologically allowable carrier for the above
antibody or the salt, a diluent or an excipient. Such a composition may be
provided as a dosage form suitable for oral or parenteral administration.
Namely, for example, as the composition for oral administration, the dosage
form is solid or liquid, concretely a tablet (containing a sugar-coated tablet
and a film coated tablet), a pill, a granule, powder, a capsule (containing a soft
capsule), syrup, emulsion, suspension or the like. Such a composition is
prepared by a known method, and it may contain the carrier usually used, a
diluent or an excipient. For example, as the carrier for the tablet and the
excipient, lactose, starch, sucrose, magnesium stearate and the like can be
used.

After-mentioned sequence numbers of the sequence listing show the
following sequence.

SEQ ID No.1: it shows an amino acid sequence deribed from Helicobacter
pylor1 60190 (M toxin).

SEQ ID No.2: it shows a base sequence of DNA that codes derived from
Helicobacter pylori 60190 protein (M toxin) of this invention having the amino
acid sequence represented by SEQ ID No.1.

SEQ ID No.3: it shows a base sequence of the primer (synthetic) DNA ﬁsed
in Example 3.

SEQ ID No.4: it shows a base sequence of the primer (synthetic) DNA used
in Example 3.

The transformant, Escherichia coli M toxin/pET30EK/LIC/DH5 «
obtained in after-mentioned Example 3 has been deposited by deposit No.
FERM BP-8218 on 17 October 2002 at National Institute of Advanced
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Industrial Scienc and Technology (IPOD). Moreover, the hybridoma clone
No. 4 obtained in after-mentioned Example 4 has been deposited by deposit
No. FERM BP-8222 as BALB-c/P3U 1/004-1G9 on 23 October 2002 at
National Institute of Advanced Industrial Scienc and Technology (IPOD).

Further, the hybridoma clone No.101has been deposited by deposit No. FERM
BP-8223 as BALB-c/P3U 1/101-1C 10 on 23 October 2002 at National
Institute of Advanced Industrial Scienc and Technology (IPOD). The
hybridoma clone No.116 has been deposited by deposit No. FERM BP-8224 as
BALB-c/P3U1/116-5D 7 on 23 October 2002 at National Institute of
Advanced Industrial Scienc and Technology (IPOD).

37

Examples

This invention will be understood more readily in reference to the following
examples. However, these examples are intended to illustrate this invention
and are not to be construed to limit the scope of the invention. The gene
manipulation using E.coli was according to the method described in Molecular
Cloning.

Example 1: A method for purifying and extracting the toxin of this invention
from Helicobacter pylori

Helicobacter pylori can be obtained by a separated strain which has already
established (for example, from American Type Culture Collection) or by
culturing a strain separated from clinical test samples. In this example, a
separated strain of Helicobacter pylori 60190 was used. Using an agar
medium that 5% bovine serum (produced by Sigma Co.) was added to a Brain
Heart Infusion agar medium (poduced by Difco Co.), this separated strain was
subcultured in 2-5 passages for about 1-2 weeks at a temperature of 37°C and
a humidity of 90% or more under microaerobic conditions (CO, 5-10%). It
was confirmed under a microscope that the cells were not died or not in a
colloi form but grown satisfactorily. The cells were transferred to Brain

Heart Infusion agar culture (produced by Difco Co.) plate containing not
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serum but 5% 2,6-di-O-methyl- (3 -cyclodextrin. After the culture and grown
conditions were confirmed under the same conditions as described in the
above, the cells were transferred to cultures containing 2,6-di-O-methyl- G-
cyclodextrin with gradual stepwise decreases, i.e., 2%, 1% and 0.5% of the
concentration.

In a liquid culture of Brain Heart Infusion containing 0.5% 2,6-di-O-methyl-
0 -cyclodextrin, the cells were cultured at a temperature of 37°C under
microaerobic conditions for about 16 hours, while agitated with a rotary
shaker at 100-120rpm. Pelletal bacteria cells were collected in by
centrifugation at 10000 X g for 20 minutes. These were suspended in 10mM
Tris-HCl pH7.7 buffer (abbreviated as buffer A, hereinafter. The pH is fully
6.1 or more, because the pH of aimed protein is pI 6.08.) and sonicated. After
storing overnight at a temperature of —80°C, the cells were sonicated again
and centrifuged at 100000 X g for 60 minutes. Only the most upper layer of
separated three layers was extracted.

The extract liquid was crudely purified with a 70% solution of ammonium
sulfat. The resulting extract was purified by ion exchange chromatography
with anion exchange resin of beads having relatively big particle diameters
(DEAE Sephacel of Amersham Pharmacia Biotech AB). The buffer A was
used as equilibrium buffer, and a mixture of the buffer A and a solution of
0.3M NaCl salt was used as eluate. Using the buffer A and the eluate, the
cells were extracted by ccncentration gradient. A suitable quantity of each
fraction was added dropwise on wells that HeLa cells were seeded, and cell
viability was evaluated in each well. The evaluation was conducted by using
WST assay using Cell Counting kits (DOJIN Laboratories). Comparing with
a control, fractions showing significantly less viability and fractions having
relatively coinciding increase curves of the protein were evaluated along with
the results of electrophoresis to use as sample fractions for the next

purification process.
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Hydrophobic chromatography (Phenyl Sepharose CL-4B, Amersham
Pharmacia Biotech AB) that has a different separation system from that of the
next time was selected. Equilibrium buffer containing 1M ammonium
sulfate in 10mM phosphate buffer was used. Elution buffer containing 40%
ethylene glycol in 10mM phosphate buffer was used. After the cells were
extracted by concentration gradient, each sample was evaluated by the same
method as described in the above.

The samples extracted by the above process were extracted again by anion
exchange chromatography with beads having relatively small particle
diameters (RESOURCE Q of Amersham Pharmacia Biotech AB). The buffer
A was used as equilibrium buffer, and a mixture of the buffer A and a solution
of 1M NaCl salt was used as elution buffer. Using the chromatography, a
single band of protein of about 41000 of a molecular weight was finally
obtained. The kind and order of these chromatographys may be changed and
may be further added. |

After the resulting signal band was stained with Coomassie Brilliant Blue,
it was transcripted on a nitrocellulose membrane or ( polyvinylidene
difluoride) membrane with a blotting apparatus and analyzed with an amino
acid sequencer. As the results, as described in the a‘bove, the amino acid
sequences of N ends of gene locus HP1037 of a registered database
(Helicobacter pylori 22695) matched with 95% (19 bases in 20 bases). (Fig. 1)

Example 2: Amino acid sequences and .DNA sequences by a gene
technological production method

In this example, a separation strain of Helicobacter pylori 60190 was used.
As described in the above, all gene analyses of Helicobacter pylori 22695 of
different strains were already done. Homologous gene locus can be
estimated by the search for the database of TIGR (The Institute for Genomic
Research). It was found that gene locus HP1037 of Helicobacter pylori 22695

coded the homologous protein.
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From the results, the cloning of the protein of this invention was performed.
Namely, Helicobacter pylori 60190 was used as a tempIate, firstly,
conveniently plural groups of suitable primers based on gene locus HP1037
and gene locus HP1036 of the upstream and gene locus ’HP1038 of the
downstream were formed (at 5' site and 3' site) to perform sequening. DNA
polymerase having proofreading function was used. Each group of primers
was constituted so as to contain sufficient mutual primer parts, and plural
sequencings from 5' site and 3' site were performed. The resulting DNA
sequences were shown in SEQ ID No. 2 of the sequence listing. The amino
acid sequences were shown in SEQ ID No.1.

Example 3

Expression experiment of the toxic protein by gene recombination

E.coli was used in the expression experiment. Vector pET-30EK/LIC
(producted by Novagen Co.) and E.coli BL21 (DE3) for expression were used.
The sense primer was SEQ ID No.3 inserting GACGACGACAAG at 5' site of
the sense chain to the code of the toxic protein derived from Helicobacter
pylori 60190 that was cloned in Example 2. The antisense primer was SEQ ID
No.4 inserting GAGGAGAAGCCCGGTTA at 5' site. Inserting genes were
formed by a PCR method by using the above primers. The inserted genes were
prepared in the presence of 25mM dATP and 100mM DTT with T4 DNA
polymerase to fit for LIC site of the vector and Warﬁled in the presence of
25mM EDTA. The formed recombinant was again sequenced to confirm that
was identical with SEQ ID No. 1. It was further transformed into E.coli
BL21 (DE3) for expression, and cultured in a LB medium contining 30 & g/ml
of kanamyecin.

Shake culture was conducted to obtain about 0.4 of ODg, at a temperature
of 37°C at 250rpm. Isopropyl-beta-thiogalactoside was added to obtain the
final concentration of 1mM, and further the mixture was shaked for 2 hours.

Since the fused protein formed an inclusion body, E.coli was collected with

53
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centrifugation, and the inclusion body of the protein was obtained with a
BugBuster reagent and Benzonase Nuclease (both are available from Novagen
Co.) . The protein was separated by an electrophoresis method of sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE), and the corresponding single
band was confirmed by silver stain. The protein was then refolded and
compared with the control with a WST reagent (Dojin Chemical Laboratories
Ltd. Cell Counting Kit) by using HeLa cells and the other warm-blooded
animal cells. As the results, significant differences of survival were
evalua;ted, and it was found that the expression protein had equal activities to
those of purified protein. It was found that the expression protein had the
same activities to the normal human gastric cells as Hel.a cells of cervical
cancer cells. (Fig.2). It was also found that not only to the other human
tissues, but also to manmalian cells the protein had broad activities. (Fig. 3,
Fig.4).

Example 4

Forming of monoclonal anti-M toxic antibody:

Expression M toxin 240 1 g, which had been refolded, was subcutaneously
administered two times at several positions of BALB/C mouse. After 4 days
of final immunization, the mouse spleen was excised and press filtered with
stainless meshes, and suspended on Eagle's modified minimum essential
medium (MEM) to obtain a suspended solution of spleen cells. As the cells
used for cell fusion, Myeloma cells P3-X63. Ag 8. Ul (P3U1) derived from
BALB/C mouse was used as the cells used in the cell fusion. (Current topics in
microbiology and immunology, 81, 1(1978)J, The cell fusion was conducted in
accordance with the origin method (Nature, 256, 495 (1975)) . Namely, épleen
cells and P3U1 were washed respectively with MEM not containing serum
three times and mixed at 6.6 : 1 of a ratio of spleen cells and P3U1 numbers.
Cells were precipitated by centifugation at 750 X g for 15 minutes. All of the

supernatant was removed, and the precipitate was unfastened, 0.3 ml of 45%

A
N

=




10

15

20

25

42 )v

polyethylene glycol (PEG) 6000 (Producted by Wako Junyaku Co.) was added,

and the mixture was permitted to stand in a warm water tank of 37°C for 7

minutes to perform the fusion. After the fusion, MEM in limited amounts
was added to the cells, and MEM of total 15 ml was added. The mixture was
centrifuged at 750 X g for 15 minutes and the supernatant was removed. The
cell precipitate was suspended in GIT medium (producted by Wako Junyaku
Co.) (GIT-10% FCS) containing 10% bovine fetal serum to obtain P3U1 of 2 X
10°per 1 ml, and seeded into 24-well multi dishes (producted by Iwaki Co.) at
1 ml per well in 168 wel's. After seeding, the cells were incubated in 5%
carbon dioxide incubator at a temperature of 37°C. After 24 hours, GIT—
10%FCS medium (HAT medium) containing HAT (hypoxanthin 1X 10“M,
aminopterin 4 X 10'M and thymidine 1.6 X10°M) was added at 1 ml per well
to initiate HAT selective cultivation. After 4 and 7 days, 1ml of the old liquid
was discurded and the HAT selective cultivation was continued by adding 1
ml of the HAT medium. Multiplication of hybridoma was found after 9 days
of the cell fusion, and the supernatant was collected. The antibody value on
the supernatant was determined by the following method. Namely, the
culture supernatant 100 «1 and HRP-labelled M toxin 100 1, which is diluted
to 200-fold with buffer C, were added into each well of microplates binding

" anti-mouse immunoglobulin antibody, and reacted overnight at a temperature

of 4°C. After the plates were washed with PBS, to make microplates binding
anti-mouse immunoglobulin antibody, firstly, a 0.1M carbonate buffer solution,
pH9.6 containing goat anti-mouse immunoglobulin antibody (IgG fraction,
producted by DAKO Co.) 100 tg,/ml was pipetted into 96-well microplates at
100 1 per plate, and is permitted to stand for 24 hours at a temperature of
4°C. Then, the plates were washed with phosphate-buffered saline (PBS,
pH7.4) , 25% Brock Ace (trademark, producted by Yukijirushi Milk Products
Co.) and PBS, pH7.2 containing 0.1% NaN; were pipetted at each 300 1 to
block excess binding parts of the well and treated for at least 24 hours at a
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temperature of 4°C. To each well of the above microplates binding anti-
mouse immunoglobulin antibody, mouse anti-serum 100 1, which is diluted
with buffer EC [0.02M phospahte buffer, pH7.0 containing 0.2%BSA, 0.4 M
NaCl, 0.4% Brock Ace, 0.05% CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl-
ammonio}- 1-propanesulfonate), 2mM EDTA and 0.1%NaN;,], was added and
reacted for 16 hours at a temperature of 4°C. Then, the plates were washed
with PBS, pH7.4, and HRP-labelled refolding toxin protein 100 /] was added
and reacted for 7 hours at room temperature. The above refolding toxin
protein was prepared in the above Example 3 by diluting to 100-fold with
buffer C [0.02M phosphate buffer, pH7.0, containing 1%BSA, 0.4 M NaCl and
2mM EDTA]. The plates were then washed with PBS, pH7.4, a TMB
microwell peroxidase substitute system (KIRKEGAARD & PERRY LAB.
available from Funakoshi Yakuhin) 10041 was added, and reacted at room
temperature for 10 minutes to determine the enzyme activity on the solid
phase. After the reaction Wés stopped by adding 1M phosphoric acid 100 1,
the absorbance at 450nm was determined with a plate reader (MTP-120,
producted by Corona Co.). According these methods, the enzyme activity on
the solid phase was determined. As the results, 18 wells that the antibody
value is found were selected from 123 wells, and the hyBridomas were frozen
and stored. Hybridomas of 6 wells, No.4, No.53, No.61, No.76, No.101 and
No.116 were cloned by dilution method. In the cloning, thymocytes of
BALB/C mouse as feeder cells were added at 5 X 10° per well After the
cloning, the antibody value of the supernatant was determined by the same
method. Positive clones were No.4, No.101 and No.116. These clones were
as antibody-producing hybridomas of expression M toxin.

Example 5

Determination of a class and a subclass of monoclonal antibodies:

By the method described in Example 4, anti-rabbit IgG-binding micro plates

were formed. Namely, 0.1M carbonate buffer containing goat anti-
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pH9.6 was pipetted into 96-well microplates at 100 11 per well and left at a
temperature of 4°C for 24 hours. The plates were then washed with
phosphate-buffered saline (PBS, pH7.4), 25% Block Ace (trademark,
producted by Yukijirushi Milk Products Co.) and PBS, pH7.2 containing 0.1%
NaN;, were pipetted at each 3001 to block excess binding parts of the well
and treated for at least 24 hours at a temperature of 4°C. To the anti-rabbit
IgG antibody-binding microplates, buffer EC 50 11 and subtype specific
antibody 10041 containing in an iso-type typing kit producted by Bio-Rad
Laboratories were added to react for one day at a temperature of 4°C. After
the plates were washed with PBS, pH7.4, the culture supernatant of the
hybridomas described above was added and reacted for one day at a
temperature of 4°C. The plates was washed with PBS, pH7.4, and HRP-
labelled refolding toxin protein 1001, which was prepared in the above
Example 3 by diluting to 100-fold with buffer C [0.02M phosphate buffer,
pH7.0, containing 1%BSA, 0.4 M NaCl and 2mM EDTA], was added and
reacted for 6 hours at room temperature. The plates were washed with PBS,
pH7.4, and the enzyme activity on the solid phase was determined by the
method described in Example 4. As the results, the subclasses of the
monoclonal antibody porduced by these hybridomas were No.4 (IgG1), No.101
(IgG2b) and No.116 (IgG2a). ’

Example 6

A method for producing mouse ascites fluid of hybridoms:

Hybridomas, No.4, No.101 and No. 116 were mouse ascites. Mineral oil
0.5ml was parentherally administered to mice, previously. To the mice
(BALB/C, female), the above s were parentherally sdministered at 1-3 X 10°
cells/mouse, and the ascites containing the antibody were collected after 6-20
days. The monoclonal antibody was purified from the obtained ascites with a
protein-A column. Namely, the ascites about 25ml were diluted with the
same volume of binding buffer (3.5M NaCl, 1.5M glycin containing 0.05%
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NaNj;, pH9.0), the solution was precipitate to a recombinant protein-A-agalose
(Repligen Co.) column that was previously equilibrated with binding buffer,
the specific antibody was eluted with elution buffer (0.1M citric acid buffer,
pH3.0 containing 0.05% NaN,). The elution liquid was dialyzed with PBS,
pH7.4 at a temperature of 4°C for 2 days, and filtered for removing bacilli
with a filter of 0.22 4« m (producted by Millipore Co.) or stored at a
temperature of —80°C.

Example 7 Preparation of polyclonal antibody M toxin

Cytotoxic protein M toxin of this invention 4.1mg was mixed with Freund’ s
complete adjuvant and the mixture was subcutaneously immunized to a rabbit.

After one week, the same amount of the M toxin was mixed with Freund’ s

~ incomplete adjuvant and the mixture was further subcutaneously immunized to

the rabbit. After the immunization, collected blood was centrifuged to remove
hemocyte components, and anti-serum was obtained.

Example 8 |
Analysis of M toxin by Western Blotting:

SDS-Sample Buffer containing 2-mercaptoethanol was added to the
supernatant obtained in Example 3, the mixture was electrophoresed with
Peptide-PAGE (TEFCO) and electrically transferred to a PVDFmemmbrane
(Amersham). Each antibody (2 £ g/ml) obtained in Exampie 4 and Example 6
was used as primary antibody. HRP (Horseradish peroxidase) -labelled-anti-
rabbit and anti-mouse IgG antibodies (2000-fold dilution; Dako) was used as
secondary antibody. The coloration was performed with an ECL Western
Blot Detection System (Amersham). As the results, it was confirmed that each
primary antibody recognized the expression protein. (Fig.5).

Example 9

Active carbon (0.2~0.1mm of diameter), CM cellulose and calcium alginate,
each 0.5ml, were charged in three colums. After equilibrating with Tris
buffer 10mM, pH7.7, 0.5ml of M toxin 400nM having refolded activity was
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added into each column, and these column was plugged and allowed to stand
for 60 minutes at a temperature of 25°C. Meanwhile, Tris buffer alone and
Tris buffer containing the same M toxin were allowed to stand under the same
conditions. All columns were then opened, each 100 1 dropping from
columns was separated, further, each Tris-buffer 0.5ml was added to each
column, and each 100 «1 was collected. Whole blood of normal adults was
centrifuged 2-3 times at 800 X g for 10 minutes until the supernatant became
transpalent.  The precipitated erythrocytes 10 41 added to 10mM Tris buffer
990 £1 was used as a positive control. Similarly, the precipitated
erythrocytes 10 11 added to 0.9% salt 10mM Tris buffer was used as a
negative control. Samples were collected from the above columns.
Erythrocytes of 1 volume per 100 volume of the sample were added to the
samples. The controls and the samples were compared by the eluted
hemoglobin relative concentration with a multiple plate reader (Biorad) by
measuring as an absorbance of 415nm. (Fig. 6).

Example 10

The ratios that HeLa cells (human cancer cells of the uterine cervix) were
exposed to the fractions from each columns of Examole 9 and the viability
were determined by a WST method using a tetrazolium salt. HeLa cells were
cultured in 96-well plates for 24 hours at a ratio of 10000 cells per well. A
negative control of culture liquid only, each sample liquid, and a positive
control of 20nM of the toxin protein were respectively added to each well, and
thsese were cultured for 12 hoursat at a temperature of 37°C. Using a Cell
Counting Kit (DOJIN LABORATORIES Ltd. Co.) , the ratios of cell viability
detected by a WST method were measured as an absorbance of 415nm
wavelength. (Fig. 7, Fig. 8).

Industrial Applicability
The protein and the partial peptide of this invention and the like can be

used, for example, as treating agents of cancers. The antibody of this
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Sequence Listing
<110> Hiroyuki OHNO
<120> Cytotoxic Protein
<130> 200212050
<160> 4
<210> 1
<211> 357
<212> PRT
<213> Helicobacter pylori
<400> 1
Met Lys Gly Leu Glu Arg Glu Ser His Phe Thr Leu Asp Glu Asn Ala
1 5 10 15
Met Phe Phe Glu Cys Ala Tyr Ser Cys Asp Asn Ala Leu Phe Leu GIn
20 25 30
Leu Glu Asp Arg Ser Phe Phe Ile Thr Asp Ser Arg Tyr Thr Gln Glu
35 40 45
Ala Lys Glu Ser Ile Gln Pro Lys Asn Gly Val Leu Ala Glu Val Ile
50 55 60
Glu Ser Ser Asp Leu Val Gln Ser Thr Ile Asp Leu Ile Ala Lys His
65 70 75 80
Ser Val Lys Lys Leu Phe Phe Asp Pro Asn Gln Val Asn Leu Gln Thr
85 90 95
Tyr Lys Arg Leu Asp Ser Ala Ile Gly Asn Lys Val Ile Leu Glu Gly
100 105 110
Val Pro Ser Tyr His Arg GIn Lys Arg Ile Ile Lys Asn Asn His Glu
115 120 125
Ile Gln Leu Leu Lys Lys Ser GIn Ala Leu Asn Val Glu Ala Phe Glu
130 135 140
Asn Phe Ala Glu Tyr Val Lys Lys Ile Phe Asp Glu Lys Glu Ser Leu
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145 150 155 160
Ser Glu Arg Tyr Leu Gln His Lys Val Lys Asp Phe Leu Thr Lys Glu
165 170 175
Gly Val Tyr Asp Leu Ser Phe Glu Pro Ile Leu Ala Leu Asn Ala Asn
180 185 190
Ala Ser Lys Pro His Ala Leu Pro Ser Ala Lys Asp Phe Leu Lys Ala
195 200 205
Glu His Ser Ile Leu Leu Asp Met Gly Ile Lys Tyr Glu Arg Tyr Cys
210 215 220
Ser Asp Arg Thr Arg Thr Ala Phe Phe Asp Pro Lys Asp Phe Val Phe
225 230 235 240
Lys Arg Glu Gln Ser Phe Lys Asp Lys Glu Ser GIn Lys Ile Tyr Asp
245 250 255
Ile Val Lys Glu Ala Gln Glu Lys Ala Ile Ser Gly Ile Arg Ala Gly
260 265 270
Met Thr Gly Lys Glu Ala Asp Ser Leu Ala Arg Gly Val Ile Ser Asp
275 280 285
Tyr Gly Tyr Gly Gln Tyr Phe Thr His Ser Thr Gly His Gly Ile Gly
290 295 300
Leu Asp Ile His Glu Leu Pro Tyr Ile Ser Ser Arg Ser Glu Thr Ile Leu
305 310 315 320
Glu Glu Gly Met Val Phe Ser Val Glu Pro Gly Ile Tyr Ile Pro Gly
325 - 330 335
Phe Phe Gly Val Arg Ile Glu Asp Leu Val Val Ile Lys Asn Ser Arg
340 345 350
Ala Glu Leu Leu
355

<210> 2
<211> 1071
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<212> DNA

<213> Helicobacter pylori

<400> 2

atgaaaggat tagaaagaga atcgcatttc acgcttgatg aaaacgcgat gttttttgag 60
tgtgettata gttgegataa tgetttgttt ttgecaattag aggatcgete gttttttate 120
actgattctc gctacactca agaagctaaa gaaagcattc agcctaaaaa tggegtttta 180
gcggaagtga tagaatccag cgatttagtc caaagcacga ttgatttgat cgcaaaacac 240
tcggttaaaa agctcttttt tgatcccaat caagtgaatt tgcaaaccta caagegtttg 300
gattcggega ttgggaataa ggttatttta gagggegtge ctagttacca ccgecaaaaa 360
cgcatcatta aaaacaatca tgagatccaa ctectcaaaa aatctcaage gttgaatgtt 420
gaagcttttg aaaattttge cgagtatgtg aaaaagattt ttgatgaaaa agagtccttg 480
agcgageggt atttgcagca taaggttaag gactttttga ctaaagaggg ggtttatgat 540
ctgagctttg agcctatttt agccttgaat gcgaacgega gcaaacccca tgetttgect 600
agtgcgaagg attttttaaa agcggagcat agcattcttt tggatatggg gatcaaatac 660
gaacgctatt gctcggatag gactcgcacg getttttttg accctaaaga ttttgtettc 720
aaaagagagc agagtttcaa ggataaagag agtcaaaaga tttatgacat tgtgaaagaa 780
gcgcaagaaa aggctatttc aggtattaga gegggeatga ccggtaaaga ageggacage 840
ttggctaggg gagtgattag cgattatggt tatgggcaat atttcactca cageactgga 900
catggcattg gcttagacat tcatgagctt ccttatattt catcgegcag tgaaaccatt 960

-ttagaagagg gcatggtgtt ttctgtagag cctgggattt atatccctgg attttttggg 1020

gtgegeattg aagatttagt ggtgatcaaa aattctaggg ctgagetttt g 1071

<210> 3

<211> 32

<212> DNA

<213> Helicobacter pylori

<400> 3
gacgacgaca agatgaaagg attagaaaga ga 32
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CLAIMS

1. A cytotoxic protein comprising a protein having at least 70 % or more

identity for the amino acid sequence represented by SEQ ID No. 1.

2. Apartial peptide of the cytotoxic protein described in claim 1, characterized
in that the protein has thé same cytotoxic activity as that of the amino acid
sequence represented by SEQ ID No. 1.

3. The cytotoxic protein of claim 1 or claim 2 wherein the protein is produced
with Helicobacter pylori.

4. The cytotoxin protein of claim 1 or claim 2 wherein the protein is obtained
by culturing a transformant which is transformed with a recombination vector
containing DNA of SEQ ID No. 2 coding the cytotoxin protein of claim 1 or 2.

5. The cytotoxin protein of claim 4 wherein the transformant is deposited by
deposition No. FERM BP-8218 at National Institute of Advanced Industrial
Scienc and Technology (IPOD),

6. An antitumor agent which contains the cytotoxic protein of claim 1 or 2.

7. A monoclonal antibody specific against the cytotoxic protein which is
obtained by immunization of the cytotoxic protein of claim 1 or 2 against a
mammal.

8. The monoclonal antibody of claim 7 which is produced with a hybridoma
clone of deposition No. FERM BP-8222.

9. The monoclonal antibody of claim 7 which is produced with a hybridoma
clone of deposition No. FERM BP-8223.

10. The monoclonal antibody of claim 7 which is produced with a hybridoma
clone of deposition No. FERM BP-8224.

11. A polyclonal antibody specific against the cytotoxic protein which is
obtained by immunization of the cytotoxic protein of claim 1 or 2 against a
mammal.

12. A method for detecting and diagnosing the cytotoxic protein of claim 1 or
2 wherein the monoclonal antibody or polyclonal antibody described in any
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one of claims 7-11 is used.

13. An agent for preventing and treating gastric cancer, gastritis, gastric
ulcer triggered by the cytotoxic protein of claim 1 or 2, wherein the monoclonal
antibody or polyclonal antibody described in any one of claims 7-11 are used.

14. A method for screening a compound promoting or inhibiting activity of
the protein of claim 1 or 2, wherein cell multiplication inhibition activity,
cytotoxic activity or cell death is judged by comparison between negative or
positive control groups with a warm-blooded animal cell.

15. A kit for screening a compound or its salt promoting or inhibiting
activity of the protein of claim 1 or 2, wherein the protein of claim 1 or 2 is
comprised.

16. A compound or its salt promoting or inhibiting activity of the protein of
claim 1 or 2, wherein the compound is obtained by the screening method of
claim 14 or with the kit for screening of claim 15.

17. A medicine containing ;1 compound or its salt, wherein the compound
has activity inhibiting cytotoxic activity of warm-blooded animal cells with the
protein of claim 1 or 2.

18. A medicine of claim 17, which is an agent for preventing or treating
gastritis, gastric ulcer, gastric cancer and a disease showing that it is caused
with M toxin by the screening method of cliam 14 or with the screening kit of

claim 15.
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ABSTRACT

This invention relates to a new cytotoxic protein (M toxin, mucous layer

devastating toxin) produced by Helicobacter pylori and the use.

This invention provides a cytotoxic protein (M toxin) produced by
Helicobacter pylori, a partial peptide, and an antitumor agent containing the
cytotoxic protein. The protein is obtained by culturing a transformant which
is transformed with a recombination vector containing DNA coding the

cytotoxin protein. This invention provides further the use of the protein.
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Especificacion
PROTEINA CITOTOXICA Y SU UTILIZACION
Campo de la Invencion

- Esta invencion se relaciona con una nueva proteina citotoxica (Toxina
M, toxina destructora de la mucosa) producida por Helicobacter pylori y la

utilizacion.

Arte Antecedente

Se ha considerado que el humano padece de mucha gastritis y ulcera
géstricé y contrae mucho cancer gastrico por Helicobacter pylori. No se ha
esPécificado un factor citotdxico claro y directo como el causante de la
destruccién de las células epiteliales gastricas y una muerte irreversible de
las éélulas al comienzo de estas enfermedades. Se ha indicado un factor que
modifica el pH del medio y la reaccion de inmunidad en el estémago, un
factor que se adhiere a las células epiteliales gastricas por Helicobacter
pylori, u otras propiedades de la bacteria misma como factores que
desencadenan estas enfermedades. Sin embargo, hasta la fecha no hay
claridad que la destruccién de la mucosa gastrica que desencadena la
gastritis, la ulcera géstrica y el cancer gastrico se lesiona durante un proceso,
o cual es el factor directamente responsable de la destruccién de la mucosa
gastrica. Lo Unico es que la toxina de vacuolacidon que posee una
citotoxicidad se aisla pero tiene una actividad citotoxica débil y una
actividad citotoxica reversible. No se ha encontrado un factor citotoxico

fatal de un factor patoégeno in vivo ni in vitro.

Muchos investigadores consideran que la Helicobacter pylori, como

se describe arriba, en el medio del estébmago in vivo, secreta un factor
citotoxico directo para las células de la mucosa gastrica. Considerando la
importancia de las enfermedades, fodas las secuencias del gen se
confirmaron en 1996. Sin embargo, a pesar de la utilizacién de suero, es
imposible aislar e identificar la posible toxina debido a las condiciones de
T

separacion, a unas condiciones de cultivo y de purificacion dificiles y a
causa de unos sistemas de evaluacidn no determinados de la toxina.

Problemas que la invencion debe resolver.



Un problema es que se encontrd la proteina responsable de causar
gastritis, ulcera géstrica y céncer gastrico por infeccion con Helicobacter
pylori, se establecié un método de produccién masiva de la proteina tdxica,
se identifico una nueva toxina M y se estableci6é un método de diagnostico y
deteccion.  Utilizando estos métodos se desea controlar} la toxina
responsable de un factor citotdxico para las células de la mucosa gastrica y
desarrollar unos agentes de prevencidn y tratamiento para gastritis, tlcera
gastrica y cancer gastrico y se encuentra un método para emplear la toxina.

Divulgacion de la Invencion

Los inventores de esta invencion han estudiado con gran seriedad para
resolver el problema descrito anteriormente e identificaron una nueva toxina
que causa la muerte irreversible de las células cuando se cultiva
Helicobacter pylori bajo condiciones libres de suero similares a las de]
medio del estémago y diferentes de las usuales. Se ha encontrado que esta
toxina tiene una capaéidad de toxicidad de 1000 a 100000 veces mayor por
unidad que la toxina de vacuolacién previamente citada, y causa la muerte
irreversible de las células de varias células de animales de sangre caliente
comprendiendo no solo células epiteliales gdstricas sino también
inmunocitos. Los inventores de esta invencién han investigado
continuamente sobre estos aspectos para llegar a la presente invencion.

A saber, esta dispone lo siguiente. (1) Una proteina citotoxica
comprendiendo una proteina teniendo una identidad de por lo menos 70 % o
mas de la secuencia de aminoécidos representada por SEC ID No. 1. (2)
Una peptida parcial de la proteina citotoxica descrita en la reivindicacion 1,
caracterizada en que la proteina tiene la misma actividad citot6xica que la de
la secuencia de aminoéacidos representada por SEC ID No. 1. (3) La
proteina citotoxica de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2 donde la
proteina se produce con Helicobacter pylori. (4) La proteina citotoxina de
la reivindicacién 1 o de la reivindicacién 2 donde la proteina se obtiene al
cultivar un transformante que se transforma con un vector de recombinacién
conteniendo ADN de SEC ID No. 2 codificando la proteina citotoxina de la

reivindicacidén 1 o 2. (5) La proteina citotoxina de la reivindicacion 4 donde
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el transformante se deposita bajo declaracion No. FERM BP-8218 en el
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (IPOD).

(6) Un agente antineoplasico que contiene la proteina citotoxica de la
reivindicacién 1 o 2. (7) Un anticuerpo monoclonal especifico contra la
proteina citotoxica que se obtiene por medio de la inmunizacion de la
proteina citotoxica de la reivindicacién 1 o 2 contra un mamifero. (8) El
anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 7 que se produce con un clon de
hibridloma de la declaracion No. FERM BP-8222. (9) El anticuerpo
monoclonal de la reivindicacién 7 que se produce con un clon de hibridoma
de la declaracion No. FERM BP-8223. (10) El anticuerpo monoclonal de la
reivindicacién 7 que se produce con un clon de hibridoma de la declaracién
No. FERM BP-8224. (11) Un anticuerpo policlonal especifico contra la
proteina citotdxica que se obtiene por medio de la inmunizacién de lg
proteina citotéxica de la reivindicacion 1 o 2 contra un mamifero. (12) Un
método para detectar y diagnosticar la proteina citotéxica de la
reivindicacion 1 o 2 donde se utiliza el anticuerpo monoclonal o el
anticuerpo policlonal descrito en cualquiera de las reivindicaciones 7-11.
(13) Un agente para prevenir y tratar el cancer gastrico, la gastritis y la
Glcera gastrica desencadenados por la proteina citotoxica de la
reivindicacién 1 o 2, donde se utiliza el anticuerpo monoclonal o el
anticuerpo policlonal descrito en cualquiera de las reivindicaciones 7-11.
(14) Un método para cribar un compuesto que promueve o inhibe la
actividad de la proteina de la reivindicacion 1 o 2, donde la inhibicion de la
actividad de multiplicacion de las células, la actividad citotdxica o la
muerte de las células se determinan por medio de la comparacion de grupos
de control negativos o positivos con una célula de un animal de sangre
caliente. (15) Un estuche para cribar un compuesto o su sal promoviendo o

inhibiendo la actividad de la proteina de la reivindicacion 1 o 2, que

comprende la proteina de la reivindicacion 1 o 2. (16) Un compuesto o su

sal promoviendo o inhibiendo la actividad de la proteina de la reivindicacion
1 0 2, donde se obtiene el compuesto por medio del método de cribado de la

reivindicacion 14 o con el estuche de cribado de la reivindicacion 15. (17)



Un medicamento conteniendo un compuesto o su sal, donde el compuesto
tiene una actividad inhibiendo la actividad citotéxica de las células de
animales de sangre caliente con la proteina de la reivindicacién 1 o 2. (18)
Un medicamento de la reivindicacion 17, que es un agente para prevenir o
tratar gastritis, Ulcera gastrica, cancer gastrico y una enfermedad que
evidencie que es causada por la Toxina M por medio del método de cribado
de la reivindicacidn 14 o con el estuche de cribado de la reivindicacion 15.
Breve Descripcion de los Dibujos

La Fig. 1 muestra una cromatografia de intercambio de aniones de la
muestra obtenida en el Ejemplo 1. a muestra'la actividad de la Toxina M
para cada fraccién y las absorciones de la proteina levigada. b muestra
SDS-PAGE por cepa argentafin de la fraccion 16 a la fraccién 22 en la
cromatografia de a. ¢ muestra bandas de toxinas de proteinas transferidas a
una membrana PVDF por inmunoelectrotransferencia. d y e muestran los
cambios morfologicos de la célula HeLa 24 horas después de su exposicion
al extracto de control y la citotoxina incluyendo el extracto a una
concentracion de 1nM, respectivamente. Escala bar, S50um.

~ LaFig. 2 muestra los cambios morfologicos de la célula con la toxina
del gen recombinado. obtenida en el Ejemplo 3. a muestra un control
negativo de las células HeLa después de 6 horas. by ¢ muestran las células
HeLa después de 3 horas y después de 6 horas de una adicién de 5 nM de
una toxina M recombinada. d muestra células gastricas humanas normales
CRL7407(ATCC) de contrc;l negativo después de 6 horas, ey f muestran
células CRL7407 después de 3 horas y de 6 horas de una adicioén de otros 5
nM de toxina M recombinada.

La Fig. 3 muestra la sensibilidad de la Toxina M ante diferentes tipos
de células cancerosas en el Ejemplo 3. Se determiné por medio de un
método WST. El eje X muestra la concentracion de la Toxina M en un
substrato y el eje Y muestra directamente la absorcién con una longitud de
onda de 415nm o por una proporcion relativa cuando la absorcion de un
control negativo se estima como el 100%. HLF: hepatoma en rata. colon 26:

carcinoma del colon del raton.
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La Fig. 4 es como se muestra en la Fig. 3. T24: cancer humano de la
vejiga. OVKI18: cancer humano del ovario. KLM-1: cancer humano de
péancreas. A-549: cancer humano de pulmoén. Ca9-22: cancer humano de
encia. CRL1500: cancer humano de seno.

La Fig. 5 muestra la inmunotransferencia del anticuerpo monoclonal
que se efectlia en el Ejemplo 5. Todos los aumentos de dilucién de los
elementos sobrenadantes cultivados de las células de hibridoma
corresponden a 20 veces. . |
| La Fig. 6 muestra la actividad de la Toxina M con alginato de calcio
como absorbente en el Ejemplo 9. El control negativo contiene 10 mM de
solucion amdrtiguadora Tris de pH 7.7 solo como sustrato y el control
positivo contiene un sustrato y 10 mM de Toxina M. El eje X muestra cada
numero de fracciéon que se pasa a través de una columna de alginato de
calcio. Una concentracién promedio de cada fraccion es de 10 nM y
cualquiera de las fracciones muestra por lo menos 10 nM o mas. Cuando se
destruyen los corpusculos rojos, la concentracion de hemoglobina en la
solucion aumenta. El eje Y muestra la absorcion de 415nm.

La Fig. 7 muestra, en el Ejemplo 10, el % de viabilidad de que las
células HeLa muestren una inhibicién de la actividad de la Toxina M por la
absorcién de carbono activado en el Ejemplo 10. El eje X muestra cada
numero de columna de la fraccion levigada. Las concentraciones de la
Toxina M son en promedio de 10 nM y cualquiera de ellas es por lo menos
de 10 nM o mas. El eje Y muestra el % obtenido al dividir el valor de la
toxicidad de cada fraccién por un control positivo que se mide por medio de
un método WST.

La Fig. 8 es como aparece en la Fig. 7. Muestra el % de viabilidad en
las células HeLa de CM-celulosa y alginato de calcio mostrando una
inhibicion de la actividad de la Toxina M por absorcién en el Ejemplo 10.

Mejor Forma para Llevar a Cabo la Invencion

La proteina que tiene la misma secuencia de aminoacidos o una

secuencia de aminodcidos sustancialmente idéntica que la secuencia de

aminoacidos representada por SEC ID No. 1 de esta invencion puede ser una

g/

.



proteina originada en cepas bacterianas de Helicobacter pylori, por ejemplo,
NCTC 11637, NCTC 11916, DT 61A, NCTC 11639, R85-13 6P, R85-13-
12F, R85-13-11P, T81213-NTB, J99, 4, U2-1, 85D08, MC903, MC123,
Tx30a, 26695, UA 1182 y similares o puede ser una proteina sintetizada.

Como una secuencia de aminoacidos sustancialmente similar a la
secuencia de aminodcidos representada por SEC ID No. 1, se pueden
ejemplificar secuencias de aminoacidos con una homologia de alrededor de
70% o mas, preferiblemente alrededor de 80 % o mads, mas preferiblemente
alrededor de 90% o mas, aiin mas preferiblemente alrededor de 95% o mas.
Como una proteina teniendo sustancialmente la misma secuencia de
aminodcidos que la secuencia de aminoécidos representada por SEC ID No.
1, se puede ejemplificar una proteina teniendo sustancialmente la misma
secuencia de aminoécidos y sustancialmente la misma actividad que la de la
proteina teniendo la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID No.
1. Una inhibicién de la actividad de multiplicacion de células, una actividad
citotéxica o una actividad que causa la muerte de las células se puede
ejemplificar como sustancialmente la misma actividad. El término
sustancialmente la misma significa que estas actividades tienen la misma
caracteristica, por ejemplo en quimica fisioldgica o en farmacologia. Por lo
tanto, se prefiere que la actividad de la citotoxina y similares tenga la misma
caracteristica, por ejemplo alrededor de 0.1-100 veces, preferiblemente
alrededor de 0.5-10 veces, més preferiblemente alrededor de 0.5-2 veces. El
grado de estas actividades o los factores de cantidad de los pesos
moleculares de las proteinas pueden ser diferentes. Las actividades de una
actividad de inhibicién de la multiplicacion de células, una actividad
citotdxica o una actividad causando la muerte de las células se puede
determinar mediante métodos muy conocidos, por ejemplo, por el método
de cribado citado. G_ |

Como la proteina( de esta invencion, se pueden ejemplificar las
siguientes proteinas: una secuencia de aminoacidos eliminando los
aminoacidos 1-150 (preferiblemente 1-50) en la secuencia de aminoécidos

representada por SEC ID No. I; una secuencia de aminodcidos agregando

4



los aminodacidos 1-100 (preferiblemente 1-30) a la secuencia de aminoacidos
representada por SEC ID No. 1; una secuencia de aminoécidos insertando
los aminoacidos 1-50 (preferiblemente 1-30) en la secuencia de aminodcidos
representada por SEC ID No. 1; una secuencia de aminodcidos donde los
aminoacidos 1-50 (preferiblemente 1-30) de la secuencia de aminoécidos
representada por SEC ID No. 1 se substituye por los otros aminoacidos o
por una proteina conteniendo una combinacion de estas secuencias de
aminoacidos que se denomina mucina.

Cuando se inserta, elimina o sustituye una secuencia de aminoéacidos
como se describe arriba, la posicion de insercion, eliminacion o sustitucion
no esta especificamente limitada.

En la proteina de esta especificacion, de conformidad con la practica
comun, el lado izquierdo es un extremo N (un extremo amina) y el lado

derecho es un extremo C (un extremo carboxilo). En las proteinas de esta

invencion, que comprende la proteina teniendo la secuencia de aminoacidos

representada por SEC ID No. 1, por lo general el extremo C es un grupo
carboxilo (-<COOH) o un carboxilato (-COO-), pero puede ser una amida (-
CONH,) o un grupo éster (-COOR), donde R es un grupo alquilo Cy.¢ de
metilo, etilo, n-propilo, isopropilb, n-butilo y similares, un grupo
cicloalquilo Cs.3 de éiclopentilo, ciclohexilo y similares, un grupo arilo Ce.
12 de fenilo, a-naftilo y similares, bencilo, fenetilo y similares, un grupo
fenilo-C;.; alquilo de bencilo, fenetilo y similares o un grupo aralquilo Cr.i4
de un grupo alquilo oc—naftilo-Cl-z grupo alquilo de o-naftilmetilo 'y
similares. Cuando la proteina de esta invencién tiene un grupo carboxilo (o
carboxilato) en una posicion distinta al extremo C, las proteinas que tienen
un grupo amidico o esterificado se contienen en la proteina de esta
invencion. Como éster, se puede utilizar el éster del extremo C citado
arriba.  Entre las proteinas de esta invencion, existe ademas una proteina
que es un residuo del grupo amina de los aminodcidos (por ejemplo, un
residuo de metionina) en el extremo N que estd protegida por un grupo de
proteccion (por ejemplo, un grupo acilo Cy.¢ de un grupo alcanoilo Cy6 0

similares de un grupo formilo, acetilo o similar); una proteina producida por
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el residuo del 4cido glutdmico en el extremo N mediante una incisién in
vivo que se convierte a un grupo acido pirroglutamico; una proteina del
grupo radical en el lado de la cadena de aminoacidos en la molécula (por
ejemplo, -OH, -SH, un grupo amina, un grupo imidazole, un grupo indol, un
grupo guanidino o similar) estd protegida por un grupo de proteccion
apropiado (por ejemplo, un grupo acilo Cy.¢ o similar de un grupo alcanoilo
de Ci.¢ 0 similar de un grupo formilo); o una proteina conjugada o similar a
las denominadas glicoproteinas a la cual se fija la cadena de azucar.

Como la peptida parcial de la proteina de esta invencidn, puede ser
una 'peptida parcial de las proteinas de esta invencion previamente descritas
y preferiblemente con actividades similares (por ejemplo, una actividad de
inhibicion de la multiplicacion de células, una actividad citotdxica o similar)
a las proteinas de esta invencion. Como un ejemplo, se puede emplear una
peptida de una secuencia de aminoécidos teniendo por lo menos 20% o mas,
preferiblemente 50% o més, mas preferiblemente 70% o mds, aun mas
preferiblemente 90% o mds, y mads preferiblemente 95% o mas en la
secuencia de aminodcidos de esta invencion, y teniendo una actividad de
inhibicién de la multiplicacién de células, una actividad citotéxica o una
actividad causando la muerte de las células. La peptida parcial de esta
invencion puede ser una de las siguientes peptidas: los aminodcidos 1-5
(preferiblemente 1-3) se eliminan en la secuencia de aminodcidos; los
aminoacidos 1-10 (preferiblemente 1-5 (mas preferiblemente 1-3)) se
agregan a la secuencia de aminoacidos; los aminodcidos 1-5
(preferiblemente 1-3) se insertan en la secuencia de aminodcidos; o los
aminodcidos 1-5 (preferiblemente 1-3) se sustituyen por los otros
aminoacidos.

Aunque por lo general la peptida parcial de esta invencioén tiene un
grupo carboxilo (-COOH) o carboxilato (-COO-) en el extremo C, como se
muestra en las anteriores proteinas de esta invencion, el extremo C puede ser
una amida (-CONH,) o un éster (COOR) donde R tiene el mismo
significado que el descrito arriba. Ademas en la peptida parcial de esta

invencién, como se muestra en las proteinas anteriores de esta invencion,
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hay una peptida que es un residuo del grupo amina de los aminoécidos (por
ejemplo, un residuo de metionina) en el extremo N que estd protegida por un
grupo de proteccién; una proteina producida por el residuo de acido
glutdmico en el extremo N que por medio de una incisién in vivo se
modifica a un grupo de acido pirroglutamico; una proteina del grupo radical
en el lado de la cadena de aminodacidos en la molécula que estd protegida
por un grupo de proteccion apropiado; o una proteina conjugada o similar de
las denominadas glicoproteinas a la cual se fija la cadena de azicar. La
peptida parcial de esta invencion se puede emplear como un antigeno para
construir un anticuerpo, de manera que no se requiere necesariamente una
actividad de inhibicion de la multiplicacion de células, una actividad
citotoxica o similar.

Como la sal de la proteina o de la peptida parcial de esta invencion, s¢
pueden emplear sales de 4cidos fisiologicamente permitidos (por ejemplo,
dcidos inorganicos o 4cidos organicos) o bases (por ejemplo, sales de
metales alcalinos), y preferiblemente se pueden emplear sales de adicion de
acidos fisioldgicamente permitidos. Como estas sales por ejemplo, existen
sales de 4cidos inorgénicos, acidos fosféricos, acidos hidrobrémicos, acidos
sulfaricos), acidos organicos (por ejemplo éacido acético, acido férmico,
acido propidnico, acido fumaérico, acido mal'eico, acido succinico, 4cido
tartarico, 4cido citrico, 4cido malico, dcido oxalico, 4cido benzoico, acido
metano sulfénico, 4cido benceno sulfénico). Las proteinas y las sales de
esta invencidn se pueden producir mediante métodos de preparacion muy
conocidos de proteinas a partir de cualquier clase de cepas Helicobacter
pylori previamente citado, o cultivando un transformante conteniendo el
ADN en el cual se codifica la citada proteina. Adicionalmente se pueden
producir de conformidad con el método de sintesis de peptidas citado.
Cuando las proteinas se producen a partir de cualquier clase de cepas de
Helicobacter pylori, las proteinas en las células bacterianas se centrifugan
mediante el triturado ultrasénico, luego se extraen con una precipitacion de

sulfato de amonio o similar, y el liquido extraido se purifica y se separa por



medio de una cromatografia combinada como una cromatografia de
intercambio de iones y una cromatografia hidrofoba.

En la sintesis de la proteina, la peptida parcial, las sales de las mismas
o'las amidas de las mismas de esta invencion, se pueden emplear resinas
disponibles en el comercio para sintetizar las proteinas. Como estas resinas,
se pueden ejemplificar las siguientes: resina de clorometilo, resina de
hidroximetilo, resina de benzidrilamina, resina de aminometilo, resina de 4-
benciloxibencilalcohol, resina de 4-metilobenzohidril-amina, resina de
PAM, resina de 4-hidroximetilmetilfenilacetoamidametilo, resina de
polié.crilamida, resina de 4-(2',4'-dimetoxifenilohidroximetilo)fenoxi, resina
de 4-(2',4'-dimetoxifenilo-Fmoc aminoetilo) fenox. Utilizando estas resinas,
un aminoécido de los grupos a-amino y grupos funcionales de las cadenas
de los lados protegidos en forma apropiada se condensa en la resina para
obtener la secuencia de proteinas deseada por medio de un método de
condensacion bien conocido. Al final de la reaccidn, la proteina se retira de
la resina por medio de un corte y se eliminan varios grupos de proteccion.
Luego las proteinas deseadas o las amidas de estas se obtienen por medio de
un método que forma unos enlaces disulfidos internos en una solucion de
alta dilucion. En relacién con la condensacién citada arriba de los
aminoéacidos protegidos, se pueden emplear varias clases de agentes
activados para la sintesis de la proteina, y en particular se pueden emplear
carbodiimidas. Como estas carbodiimidas, se puede utilizar DCC, N,N'-
diisopropilcarbodiimida, = N-etilo-N'-(3-dimetilaminopropilo)carbodiimida
y similares. En la activacién por estas carbodiimidas, los aminodcidos
protegidos se pueden agregar directamente a la resina con un agente
adicional para controlar la racemizacioén (por ejemplo, HOBt o HOOB), o
se puede agregar a la resina después de la activacion previa del aminodcido
protegido como un dcido anhidro simétrico o un éster HOOBt.

Como el solvente empleado en la activacion del aminoécido protegido
o en la condensacién de la resina, se puede seleccionar entre los solventes
conocidos que se pueden emplear para la reaccion de condensacion de la

proteina. Como este solvente, se pueden emplear amidas dcidas como N,N-
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dimetilformamida, = N,N-dimetilacetoamida y  N-metilopirrrolidona,
hidrocarburos halogenados como cloruro de metileno y cloroformo,
alcoholes como trifluoroetanol, sulfoxidas como dimetilsulfoxida, piridina,
ésteres como dioxano y tetrahidrofurano, nitrilos como acetonitrilo y
propionitrilo, ésteres como acetato de metilo y acetato de etilo y mezclas de
los mismos. La temperatura de la reaccion se selecciona en forma apropiada
entre los rangos conocidos que se pueden emplear en la reaccion para formar
los enlaces de las proteinas, y por lo general se selecciona apropiadamente
entre -20 °C ~ 50 °C. Por lo general los derivados activados de los
aminoécidos se emplean a 1.5-4 veces el equivalente de los moles. Como
un resultado de la prueba de la reacciéon con ninhidrina cuando la
condensacion es insuficiente, las reacciones de condensacién se pueden
repetir sin eliminar los grupos protegidos para efectuar una condensacion
suficiente. Cuando no se puede efectuar una condensacion suficiente por
medio de reacciones repetidas, los aminoécidos sin reaccionar se acetilan
con anhidro acético o acetiimidazole, para que las siguientes reacciones no
tengan ninguna influencia.

Como grupos protegidos de grupos amina de los materiales de inicio

se pueden emplear por ejemplo Z, Boc, t-pentiloxicarbonilo,

isoborniloxicarbonilo, 4-metoxibenciloxicarbonilo, Cl-Z, Br-Z,
adamantiloxicarbonilo, trifluoroacetilo, ftaloilo, formilo, 2-
nitrofenilsulfenilo, difenilfosfinotioilo, Fmoc y similares. = Los grupos

-carboxilo se pueden proteger por ejemplo con una alquilo esterificacion (por

ejemplo, alquiloesterificacién de cadenas rectas, ramificadas o ciclicas de
metilo, etilo, propilo, butilo, t-butilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo,
ciclooctilo y 2-adamantilo), aralquiloesterificacion (por ejemplo, bencilo
éster, 4-nitrobencilo éster, 4-metoxibencilo éster, 4-clorobencilo éster,
bencidrilo  éster), fenacilesterificaciéon, la hidratacién del grupo

benciloxicarbonilo, la hidratacién del grupo t-butoxicarbonilo, la hidratacion

del tritilo y similares. El grupo hidroxilo de serina se puede proteger por /

ejemplo, con esterificacion o eterificacion. Como grupos apropiados de esta

esterificacion, se pueden utilizar por ejemplo, grupos alcanoilos menores
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(Ci.5) como un grupo acetilo, un grupo acilo como un grupo benzoilo o
grupos derivados de carbonatos como un grupo benciloxicarbonilo y un
grupo etoxicarbonilo. Como grupos apropiados para la eterificacion se
puede ejemplificar un grupo bencilo, un grupo tetrahidropiranilo y un grupo
t-butilo. Como los grupos protegidos de grupos fendlicos hidroxilos de
tirosina, se puede emplear por ejemplo, Bzl, C,-Bzl, 2-nitrobencilo, Br-Z y
t-butilo. Como los grupos' protegidos de imidazole de histidina se puede
emplear por ejemplo, Tos, 4-metoxi-2,3,6- trimetilobenzenosulfonilo, DNP,
benciloximetilo, Bum, Boc, Trt y Fmoc.

~ Como grupos carboxilo activados de los materiales de inicio, se
pueden usar por ejemplo los 4cidos anhidros, las azidas y los ésteres
activados  correspondientes  (ésteres de . alcohol (por ejemplo,
pentaclorofenol, 2,4,5-triclorofenol, 2,4-dinitrofenol, cianometilalcohol,
paranitrofenol, HONB, N-hidroxisuccimida, N-hidroxiftalimida y HOBt)).
Como grupos amino activados de los materiales de inicio, por ejemplo se
pueden emplear las amidas fosforicas correspondientes. Como un método
para retirar (eliminacidn de) los grupos protegidos por ejemplo se puede
utilizar una reduccién catalitica del flujo de hidrogeno en presencia de un
catalizador de Pd-black o Pd-charcoal; un tratamiento acido con fluoruro
anhidro de hidrégeno, 4acido metano sulfénico, 4cido trifluorometano
sulfénico, acido trifluoroacético o sus mezclas; el tratamiento de las bases
con diisopropiletilamina, trietilamina, piperidina, piperadina o similares; o la
reduccién con sodio en amonio liquido. La reaccién de eliminacion
empleando el tratamiento 4cido anterior por lo general se realiza a una
temperatura de -20°C~40°C. En el tratamiento 4cido, es eficiente agregar
un agente capturador de catién como anisol, fenol, tioanisol, metacresol,
paracresol, dimetilsulfida, 1,4-butanditiol o 1,2-etanditiol. El grupo 2,4-
dinitrofenilo empleado como un grupo de proteccién imidazole de histidina
se retira mediante el tratamiento con tiofenol. El grupo formilo utilizado
como un grupo de proteccion indol de triptofano se retira con un tratamiento

con 4cido en presencia de 1,2-etanoditiol, 1,4-butanoditiol o similares
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descritos arriba, y ademas se puede retirar con un tratamiento alcalino con
una solucidn diluida de hidroxido de sodio, amonio diluido o similar.

La protecciéh de los grupos funcionales que no deben participar en la
reaccién de los materiales de inicio y los grupos protegidos, la eliminacioén
de los grupos protegidos, la activacién del grupo funcional que participa en
la reaccion o similares se pueden seleccionar en forma apropiada entre
grupos y medios muy conocidos. Otros métodos para obtener amidas de
proteinas por ejemplo incluyen que un grupo- a-carboxilo de aminoécidos
con un grupo final carboxilo se protege con la amidacion; una cadena
pepﬁda (proteina) se alarga hasta alcanzar la longitud de cadena deseada en
el extremo de la cadena amina; una proteina en el grupo protegido del grupo
a-amino en el extremo N de la cadena peptida se elimina y una proteina en
el grupo protegido del grupo carboxilo en el extremo C de la peptida s¢
produce, y ambas peptidas se condensan en una solucién de mezcla como se
describi6 arriba. Los pormenores de la reaccion de condensacion son como
se mencionan arriba. La proteina protegida obtenida por condensacion se
purifica, todos los grupos protegidos se retiran por medio del método
anterior y se puede obtener una proteina cruda.  La proteina cruda se
purifica por medio de un método de purificaciéon bien conocido, las
fracciones principales se liofilizan y se puede obtener una amida deseada de
la proteina. Para obtener ésteres de la proteina, por ejemplo, grupos a -
carboxilo de aminoacidos con extremos carboxilo se condensan con
alcoholes deseados para obtener aminodcido ésteres, los ésteres se tratan
como se muestra en las amidas de la proteina y se pueden obtener los ésteres
deseados de la proteina.

La peptida parcial o las sales de esta invencién se pueden producir por
métodos bien conocidos para sintetizar las peptidas o fraccionando la
proteina de esta invencién con una peptidasa apropiada. Como método para
sintetizar la peptida se puede emplear por ejemplo un método de sintesis de
fase sélida o un método de sintesis de fase liquida. A saber, una peptida
parcial capaz de constituir la peptida parcial de esta invencién o un

aminoacido se condensa con las partes restantes, cuando el producto tiene
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un grupo protegido, el grupo protegido se elimina y se puede producir la
peptida deseada. |

Como métodos de condensacién y eliminacion de los grupos
protegidos bien conocidos, por ejemplo se ejemplifican los siguientes
métodos.  M.Bodanszky y M.A.Ondetti, Peptide Synthesis, Interscience
Publishers, New York (1966); Schroeder y Luébke, The Peptide, Academic
Press, New York (1965); Nobuo Izumiya y colaboradores, Fundament and
Experiments of Peptide Synthesis, Maruzen Co., (1975); Haruaki Yajima y
Shunpei Sakakibara, Biochemical Experiment Lectures 1, Chemistry of
Proteins IV, 205 (1977); Haruaki Yajima supervisado, Continued
Development of Medicines, Vol. 14, Peptide Synthesis, Hirokawa Shoten.
Ademas después de la reaccidn, la peptida parcial de esta invencién se
puede purificar por medio de los métodos de purificacion usuales, por
ejemplo por extraccién de solventes, destilado, cromatografia por columna,
cromatografia liquida, recristalizacién y combinaciones de estas. Cuando se
obtiene la peptida parcial a través de los métodos anteriores, se puede
modificar a una sal apropiada por medio de un método conocido o por un
método similar. Cuando se obtiene una sal de la peptida parcial, se puede
cambiar a un compuesto liberado o a otra sal por medio de un método
conocido o por el método similar.

Como el ADN que codifica la proteina de esta invencion, se puede
emplear cualquier compuesto que contenga la codificacién de la secuencia
base de la proteina citada de esta invencion. Ademds se puede emplear un
genoma ADN, una biblioteca de genoma ADN, la cADN citada arriba
derivada de células y tejidos o ADN sintético. Se puede emplear un vector
usado en la biblioteca de cualquiera de un bacteriéfago, plasmido, cosmido,
fagomidio y similares. Usando un ARN total o una fraccion de mARN
preparado a partir de las células o los tejidos anteriores, se puede ampliar
directamente mediante una Reaccién en Cadena por Polimerasa de
Transcriptasa Reversa (en adelante se denomina un método RT-PCR).
Como el ADN codificando la proteina de esta invencion, se puede

ejemplificar cualquiera de los siguientes ADNs: por ejemplo un ADN
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conteniendo una secuencia base representada por SEC ID No.2, o un ADN
que tiene una secuencia base cruzada con una secuencia base representada
por SEC ID No.2 bajo condiciones muy severas y que codifica la proteina
teniendo sustancialmente la misma actividad que la proteina de esta
invencion (por ejemplo la actividad citotoxina).

En otra incorporacién, como el ADN codificando una proteina
teniendo la secuencia de aminodacidos representada por SEC ID No. 1, se
puede emplear el ADN teniendo la secuencia base representada por SEC ID
No. 2.

~ Como el ADN codificando la peptida parcial de esta invencidn, se
puede utilizar cualquiera de los ADNs conteniendo la secuencia base
anterior codificando la peptida parcial de esta invencién. Ademds se puede
emplear un genoma ADN, una biblioteca de genoma ADN, el cADN citadq
arriba derivado de células y tejidos, la biblioteca de cADN citada arriba
derivada de células y tejidos o el ADN sintético. Como el ADN codificando
la peptida parcial de esta invencidn, por ejemplo se puede ejemplificar
cualquiera de los siguientes ADNs: un ADN con una secuencia parcial de
ADN con una secuencia base representada por SEC ID No.2, o un ADN
teniendo una secuencia parcial de ADN que tiene una secuencia base
cruzada con una secuencia base representada por la SEQ 3D No. 2 bajo
condiciones severas y que codifica la proteina teniendo sustancialmente la
misma actividad que la proteina de esta invencion (por ejemplo la actividad
citotoxina).

Como métodos de clonacién del ADN codificando perfectamente la
proteina de esta invencion o la peptida parcial (én adelante, en la descripcion
de la clonacién y la expresion del ADN codificando esta proteina y
similares, caso por caso, estas proteinas y similares se acortan como la
proteina de esta invencion), usando un preparado sintetizado de ADN con la
secuencia base parcial de la proteina de esta invencion, se amplifica por un

método conocido PCR, o se combina el ADN en un vector apropiado

seleccionado para la hibridacién con una fraccién del ADN o un ADN

sintetizado que codifica una parte o toda la region de la proteina de esta
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invencion. El método de hibridacion se puede realizar mediante la
descripcion por ejemplo de Molecular Cloning, 2™ J. Sambrook y
colaboradores, Cold Spring Harbor Lab. Press (1989). Cuando se emplea
una biblioteca disponible en el comercio, se puede utilizar el método
descrito en una explicacion adjunta.  En la modificacion de las secuencias
base del ADN, empleando un estuche conocido como el MutanTM-G
(producido por Takara Shuzou Co.), MutanTM-K (producido por Takara
Shuzou Co.) o similar, se puede emplear un método duplex Gapped, un
método Kunkel, métodos muy conocidos o métodos similares. Se puede
utilizar el ADN codificando una proteina clonada tal y como estd o se puede
digerir por medio de una enzima de restriccion segiin se desea o mediante la
adicion de un enlazante. El ADN puede tener ATG, GTG o TTG como el
codon de inicio de la traduccidn en el extremo 5'y TAA, TGA o TAG comq
el codon de terminacion de la traduccién en el extremo 3°. Se puede
agregar el coddn de inicio de la traduccién y el codén de terminacion de la
traduéciéh empleando un adaptador sintético apropiado del ADN. El vector
de expresién de la proteina de esta invencion se puede producir por ejemplo
por medios (i) que un ADN deseado se fracciona del ADN que codifica la
proteina de esta invencién, y (ii) que la fracciéon del ADN estd ligada
corriente abajo del activador en un vector de expresion apropiado.

Como el vector, se puede utilizar un plasmido derivado de Echerichia
coli (como pBR322, pBR325, pUCI2, pUCI3 o pET30), un pldsmido
derivado de Bacillus subtilis (como pUB110, pTP5 o pC194), un plasmido
(como pSHI19, pSH15), un bacteriéfago derivado de levadura, un
bacteriéfago como Afago, un virus animal como un retro virus, un virus de la
vacuna, un Baculo virus o similares, pAl-11, pXTl, pRc/CMV, pRc/RSV o
pcADNI/Neo. Como el activador utilizado en esta invencion, se puede usar
cualquier activador apropiado para el anfitrién empleado en la expresidn de
los genes. Por ejemplo, cuando se emplean células de animales como
anfitrionas, se puede ejemplificar un activador SR «, un activador precoz
SV40, un activador HIV + LTR, un activador CMV o un activador HSV-

TK. En estos activadores, el activador CMV (citomegalovirus),
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preferiblemente se puede emplear el activador SR a. Cuando el anfitrién es
un hongo de la familia Echerichia, se prefiere un activador trp, un activador
léc, un activador recA, un activador APL, un activador Ipp o un activador
T7. Cuando el anfitrién es un hongo de la familia Bacillus, se prefiere un
activador SPOI, un activador SPO2 o un activador penP. Cuando el
anfitrion es una levadura, se prefiere un activador PHOS, un activador
PGK, un activador GAP o un activador ADH. Cuando el anfitrién es una
célula de un insecto, se preﬁere un activador de polihedrina, un activador
P10 o similares.

Como vectores de expresion diferentes a los vectores descritos arriba,
si se desea se pueden emplear vectores conteniendo un intensificador, un
etiqueteador de seleccion, una replicacion de origen SV40 (en adelante a
veces se emplea abreviado como SV40ori) o similares. Por ejemplo como el
etiqueteador de seleccion se puede ejemplificar un gen (resistencia a
metotrexato (MTX)) con una enzima de reduccion acida dihidrofdlica (en
adelante a veces se emplea abreviado como dhfr), un gen resistente a la
ampicilina (en adelante a veces se emplea abreviado como Ampr), un gen de
resistencia a la neomicina (en adelante a veces se emplea abreviado como
Neor) de resistencia G418 y un gen de resistencia a la kanamicina.

Particularmente, cuando se utiliza el gen dhfr como un etiqueteador de

seleccion empleando un gen defectuoso dhfr de unas células de hamster

chino, se pueden seleccionar las células recombinantes por un medio que no
contenga timidina. De ser necesario se agrega una secuencia sefializadora
en el anfitridn en los extremos N de la proteina de esta invencién. Cuando
el anfitrion es un hongo de la familia Echerichia, se puede usar una
secuencia sefializadora PhoA, una secuencia sefializadora OmpA o
similares. Cuando el anfitrién es un hongo de la familia Bacillus, se puede
emplear una secuencia sefializadora de una amilasa, una secuencia
sefializadora de subtilicina. Cuando el anfitrién es una levadura, se puede
utilizar una secuencia sefializadora MF a, una secuencia sefializadora SUC2,
una secuencia sefializadora SUC2 o similares. Cuando el anfitrién es una

célula animal, se puede emplear una secuencia sefializadora de insulina, una
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secuencia sefializadora de o-interferon, una secuencia sefializadora de
anticuerpo molecular o similar. Se puede producir un transformante
utilizando un vector conteniendo la codificacién de ADN de la proteina
construida en esta invencic’)n.' |

Como anfitrién se puede emplear por ejemplo una especie Echerichia,

una especie Bacillus, levadura, células de insectos, células de animales o

similares. Como una incorporacidn de la especie Echerichia, por ejemplo se
puede usar Eschezichia coli K12, DH1, DHSa (Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
Vol. 60, 1'60(1968)), JM103 (Nucleic Acids Research, Vol. 9, 309(1981)),
JA221 (Journal of Molecular Biology, Vol. 120, 517(1978)), HB101
(Journal of Molecular Biology, Vol. 41, 459(1969)),C600 (Genetics, Vol.
39, 440(1954)) o similares. Como una especie Bacillus por ejemplo se
pueden emplear Bacillus subtilis MI114 (Gene, Vol. 24, 255(1983), 207-21
(Journal of Biochemistry, Vol. 95, 87(1984)) o similares. Como levadura,
por ejemplo se puede emplear, Saccharomyces cerevisiae AH22, AH22R,
NAS87-11A, DKD-5D, 20B-12, Schizosaccharomyces pombe NCYC1913,
NCYC2036, Pichia pastoris KM71 o similares.

Como las células de insectos, por ejemplé, cuando el virus es AcNPV,
se pueden usar células Spodoptera frugiperda; células Sf, células MGI
derivadas del intestino medio de Trichoplusia ni, células High Five TM
derivadas de los huevos de Tdchoplusia ni, células derivadas de Mamestra
brassicae, células derivadas de Estigmena acrea o similares. Cuando el virus
es BmNPV, se pueden emplear células Bombyx mori N; células BmN o
similares. Como las células Sf por ejemplo se pueden usar células Sf9,
(ATCC CRL1711), células Sf2] (Vaughn, J.L. y colaboradores, In Vivo, 13,
213-217(1977)) o similares. Como los insectos, por ejemplo se pueden
emplear las larvas del gusano de seda (Maeda y colaboradores, Nature, Vol.
315, 592(1985)). Como las células animales por ejemplo se pueden usar
células de mono COS-7, Vero, célula de hamster chino CHO (en adelante a
veces se emplea abreviado como CHO), un gen defectuoso dhfr de célula de
hamster chino CHO (en adelante a veces se emplea abreviado como célula

CHO(dhfr-)), células L de raton , raton AtT-20, células de mieloma de raton,
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raton GH3, células humanas FL o similares. Por otra parte, se pueden
utilizar varias clases de células humanas normales por ejemplo, hepatocitos,

esplenocitos, neuronas, neurogliocitos, células B del bazo, células de la

médula Osea, células del mesangio, células Langerhans, células de la

epidermis, células epiteliales, células del endotelio, fibroblastos,
fibrocélulas, células musculares, adipocitos, células inmunolégicas (por
ejemplo, macrofagas, células T, células B, linfocitos citoliticos, mastocitos,
neutrofilos, basofilos, eosinoéfilos, monocitos), megacariocitos, células
sinoviales, cartilagos, osteocitos, osteoblastos, osteoclastos, células de la
gle’mdula mamaria, hepatocitos, células intersticiales o células precursoras,
hemocitoblastos o células canéerosas de estas células. Para la
transformacidn de la especie Echerichia, por ejemplo se puede efectuar
mediante el método descrito en Proc. Nad. Acad. Sci. USA, Vol. 69,
2110(1972), Gene, Vol. 17, 107(1982) o similar.

Para la transformacion de la especie Bacillus, por ejemplo se puede
efectuar por medio del método descrito en Molecular & General Genetics,
Vol. 168, 111(1979) o similar., Para la transformacién de almidon por
ejemplo, se puede realizar mediante el método descrito en Methods in
Enzymology, Vol. 194, 182-187(1991), Proc. Nad. Acad. Sci. USA, Vol. 75,
1929(1978) o similar. Para la transformacion de las células de los insectos
por ejemplo se puede efectuar por medio del método descrito en
Bio/Technology, 6, 47-55(1988) o similar.

Para la transformacién de células animales, por ejemplo se puede
realizar a través del método descrito en Cell Engineering, Volumen
Separado 8, New Cell Engineering Experiment Protocol, 263-267(1995),
publicado por Shujunsha, y Virology, Vol. 52, 456 (1973). Empleando los
anteriores métodos, se pueden obtener los transformantes que se
transforman con vectores de expresion conteniendo el ADN que codifica la
proteina. Cuando se cultivan los transformantes cuyos anfitriones son la
especie Echerichia o la especie Bacillus, un medio liquido es el indicado

como el medio para el cultivo. En el medio se contienen fuentes de

- carbono, fuentes de nitrogeno, elementos inorgénicos y similares que se
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requieren para el crecimiento de los transformantes:. Como fuentes de
carbono, se pueden ejemplificar por ejemplo glucosa, dextrina, almidén
soluble, sacarosa o similares. Como las fuentes de nitrégeno se pueden
emplear por ejemplo materiales orgdnicos o inorganicos como sales de
amonio, nitratos, licor de extracto de maiz, peptona, caseina, extracto de
carne, tortas de semillas, extracto de papas y similares. Como materiales
inorganicos se pueden ejemplificar por ejemplo el cloruro de calcio, el
fosfato monosédico y el cloruro de magnesio. Se pueden agregar extractos
de levadura, vitaminas, materiales que estirnulan el crecimiento o similares.
Preferiblemente se usa un medio con un pH de alrededor de 5-8

Como el medio para cultivar la especie Escherichia se prefiere por
ejemplo, un medio M9 conteniendo glucosa y casaminoacido (Miller,
Journal of Experiments in Molecular Genetics, 431-433, Cold Spring Harbor
Laboratory, New York 1972). En caso de que sea necesario para una
eficiente accion del activador, se puede agregar por ejemplo un agente como
el dcido 3 P-indolilo acrilico. Cuando el anfitrién es de la especie
Escherichia, por lo general el cultivo se efectia a una temperatura entre
alrededor de 15~43 °C por unas 3 ~24 horas, y si es necesario se puede
ventilar o revolver. Cuando el anfitrién es de la familia de los hongés
Bacillus por lo general el cultivo se efectiia a una temperatura de alrededor
30~40 °C por unas 6~24 horas, y si es necesario se puede ventilar o
revolver.

Cuando se cultiva el transformante donde la levadura es el anfitrion,

se puede ejemplificar como medio, por ejemplo un medio minimo

Burkholder (Bostian, K.L. y colaboradores Proc. Nad. Acad. Sd. USA, Vol

77, 4505(1980)) o un medio SD conteniendo 0.5% casaminodcido (Bitter,
G. A. y colaboradores Proc. Nati. Acad. Sd. USA, Vol. 81, 5330 (1984)).
Preferiblemente se emplea un medio con un pH de alrededor de 5-8. Por lo
general el cultivo se efect(la a una temperatura de alrededor de 20~35 °C
por unas 24~72 horas, y si es necesario se puede ventilar o revolver.
Cuando se cultiva el transformante cuyo anfitrién es una célula de insecto o

un insecto, se puede emplear como medio el Insect Medium de Grace
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(Grace, T.C.C., Nature, 195,788(1962)) al agregar en forma apropiada un
10% de suero bovino inmovilizado o similar. Preferiblemente se utiliza un
medio con un pH de alrededor de 6.2-5.4. Por lo general el cultivo se
efectia a una temperatura de alrededor de 27°C durante unos 3~5 dias, y si
eé necesario se puede ventilar o revolver. Cuando se cultiva el
transformante cuyo anfitrion es una célula animal, se puede emplear como
medio por ejemplo un medio MEM conteniendo alrededor de 5~20% de
suero fetal bovino (Science, Vol. 122, 501(1952)), un medio DMEM
(Virology, Vol. 8, 396 (1959)), un medio RPMI 1640 (The Journal of the
American Medical Association, Vol. 199, 519 (1967), un medio 199
(Proceeding of the Society for the Biological Medicine, Vol. 73,1 (1950)) o
similar. Preferiblemente se usa un medio con un pH de alrededor de pH 6-8.
Por lo general el cultivo se efectia a una temperatura de alrededor de 30~4Q
°C durante unas 15~60 horas, y si es necesario se ventila o se revuelve.
Como se describid arriba, la proteina de esta invencion se puede producir a
partir de las células de los transformantes.

Para la separacién y purificacién de la proteina de esta invencidn, por
ejemplo se pueden emplear los siguientes métodos en forma apropiada.
Cuando la proteina de esta invencién se extrae de un cultivo o de unas
células de hongos, después del cultivo se recolectan los hongos o las células

por medio de un método bien conocido, se suspenden en una solucion

‘amortiguadora apropiada y se destruyen con ultrasonido, lisozima, y / o

- congelamiento y descongelamiento o similares. Luego se obtiene el liquido

crudo extraido de la proteina por un proceso de centrifugado o filtracion,
La solucién amortiguadora puede contener un desnaturalizante de la
proteina como urea o hidrocloruro de guanidina o un agente tensioactivo
como tritonX-100TM. Cuando la proteina se secreta en el medio liquido,

una vez se termina el cultivo, el hongo o las células y el sobrenadante se

separan mediante un método bien conocido, y el sobrenadante se recolecta.

El cultivo del sobrenadante obtenido en esta forma o la proteina contenida
en el liquido extraido se purifica por medio de unos métodos muy conocidos

de separacion y purificaciéon. Estos métodos bien conocidos de separacion
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y purificacién, y que se pueden utilizar, son métodos que emplean unas
técnicas de precipitacion, coagulacion o separacion de una sustancia en una
solucion mediante la adicién de sal (“Salting-out Techniques”) o
solubilidades por medio de un método de precipitacién de solventes, un
método de dialisis, un método que emplea la diferencia del peso molecular
como el ultrafiltrado y la electroforesia SDS-poliacrilamida en gel o
similares, un método que utiliza la diferencia de cargas como una
cromatografia de intercambio de iones, un método que utiliza la diferencia
hidréfoba como la cromatografia hidréfoba, un método empleando una
afinidad especifica como una cromatografia por afinidad, un método
empleando una diferencia hidréfoba como una cromatografia liquida a alta
velocidad de fase inversa, un método usando una diferencia de puntos
isoeléctricos como la isoelectroforesia. ,

Cuando dicha proteina se obtiene en forma libre, se puede convertir
en una sal por un método muy conocido o similar. Por otro lado, cuando la
proteina se obtiene en forma de sal, se puede convertir a una forma libre o a
la otra sal por un método muy conocido o similar. La proteina producida
por medio de un recombinante se puede hacer reaccionar de nuevo con una
enzima de modificacién apropiada para la proteina antes o después de
purificar la proteina opcionalmente para modificar o retirar la polipeptida
parcialmente. Como la enzima de modificacién de la proteina se puede
utilizar por ejemplo, tripsina, quimotripsina, arginilendopeptidasa, proteina
quinasa, glicosidasa o similares. Las actividades de la proteina de esta
invencion obtenida asi o las sales de la misma se pueden determinar con un
experimento de fijacion con un ligando de etiquetado y un inmunoanalisis
con enzimas empleando un anticuerpo especifico o similar.

Los anticuerpos de la proteina, la peptida parcial o las sales de esta

invencién, pueden ser anticuerpos policlonales o anticuerpos monoclonales.

con la condicién de que los anticuerpos puedan reconocer la proteina, la
peptida parcial y las sales. Se pueden producir los anticuerpos de la
proteina, de la peptida parcial o de las sales de esta invencion (en la

siguiente descripcion de anticuerpos, esta proteina y similares se pueden
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abreviar como la proteina de esta invencién) utilizando la proteina como el
antigeno por medio de un método de produccién de anticuerpos o antisuero
muy conocido. |

Produccion de un anticuerpo monoclonal
(a) Produccion de células a partir de la produccidn de anticuerpos
monoclonales: La proteina de esta invencion se administra a un animal de
sangre caliente en la posicion que puede producir un anticuerpo debido a la
administracion del mismo con un excipiente o un diluyente. En la
administracién, para mejorar el efecto de la produccion de anticuerpos, se
puede administrar un potenciador Freund completo o un potenciador Freund
incompleto. Por lo general la administracion se efectia una vez cada 2~6
semanas y para un total de 2~10 veces.

Animales de sangre caliente son por ejemplo, monos, conejos, perros,
cobayos, ratones, ratas, carneros, cabras, pollos y similares, preferiblemente
ratones y ratas. En la produccion de células para producir un anticuerpo
monoclonal, por ejemplo se utilizan ratones como el animal de sangre
caliente inmunizado con un antigeno. Un valor de anticuerpo reconocible
por un ratén se selecciona del bazo o de los ganglios linfaticos del raton, de
2~5 dias después de la inmunizacion final, y la produccion de células del
anticuerpo monoclonal contenido en el bazo o en los ganglios linféticos se
fusiona con células con mieloma de la misma clase o de diferentes clases de
animales para preparar un hibridoma y producir un anticuerpo monoclonal.
El valor del anticuerpo en el antisuero se puede determinar por ejemplo por
un método en el cual el antisuero se hace reaccionar con la proteina
etiqueteada y citada a continuacién, y se mide la actividad del agente
etiqueteado que se fij6 al anticuerpo. La operacion de fusién se puede
realizar mediante un método bien conocido como un método de Kohler y
Milstein (Nature, 256, 495 (1975). Y como el agente de promocion de la
fusién por ejemplo se puede emplear polietilenglicol (PEG), un virus Sendai
o similar, y preferiblemente PEG. |

Como el mieloma, se pueden ejemplificar por ejemplo células de

mieloma de animales de sangre caliente como NS-1, P3U1, SP2/0, AP-1
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yAP-1, preferiblemente P3U1. Una proporcion preferible del namero de las
células de produccion de anticuerpos (células del bazo) frente al nimero de
células de mieloma es alrededor de 1:1 ~20:1. Se agrega PEG
(preferiblemente, PEG1000-PEG6000) a una concentracion de alrededor de
10~80% y se incuba a una temperatura de 20~40 °C, preferiblemente 30~37
°C durante 1~10 minutos y la fusion celular se realiza en forma eficiente.
Al efectuar un cribado de un hibridoma de produccién de anticuerpos
monoclonales, se pueden emplear diversos tipos de métodos, por ejemplo,
existe un método donde se agrega un sobrenadante al cultivo del hibridoma
a una fase sélida (como una microplaca) absorbiendo el antigeno de la
proteina directamente o a través de un excipiente, y un anticuerpo anti-
inmunoglobulina, que estd etiqueteado con un material radioactivo o una
enzima de la levadura, (cuando las células que se van a usar en la fusion
celular son de un ratén, se utiliza una inmunoglobuliha anti ratén) o se
agrega una proteina A con el fin de detectar el anticuerpo monoclonal
enlazado a la fase sélida; y un método donde un sobrenadante del cultivo de’
hibridoma se agrega a una fase sélida absorbiendo un anticuerpo de anti
inmunoglobulina o una proteina A, una proteina etiqueteada con un material
radioactivo o una enzima de la levadura, y se detecta el anticuerpo
monoclonal enlazado a la fase solida. La seleccién del anticuerpo
monoclonal se puede efectuar por medio de un método conocido o un
método similar para ello. Por lo general se puede efectuar en un medio para
células animales a las cuales se les agrega HAT (hipoxantina, amino pterina,
timidina). Como el medio para la seleccién y reproduccién, se puede
emplear cualquier medio en el cual se pueda reproducir el hibridoma. Como
un ejemplo se puede utilizar un medio RPMI 1640 conteniendo 1~20%,
preferiblemente 10~20% de suero fetal bovino, un medio GIT conteniendo
1~10% de suero fetal bovino (producido por Wako Junyaku Kougyou Co.) o
un medio que no contenga suero para el cultivo del hibridoma (SFM-101,
Nissui Seiyaku Co.). Por lo general la temperatura del cultivo es de 20~40
°C, preferiblemente alrededor de 37°C. El tiempo del cultivo por lo general

es de alrededor de 5 dias ~ 3 semanas, preferiblemente 1 semana ~ 2
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semanas. Por lo general el cultivo se puede efectuar en un 5 % de didxido
de carbono. El valor del anticuerpo del sobrenadante del cultivo del
hibridoma se puede determinar como aparece en el método descrito arriba
para medir el valor del] anticuerpo en el antisuero.

(b) Purificacion del anticuerpo monoclonal: La separacion y purificacion
del anticuerpo monoclonal se puede efectuar por medio de un método
conocido, por ejemplo un método de separacidon y purificacién para
inmunoglobulinas (como el método de precipitar, coagular o separar una
sustancia de una solucidén por medio de la adicién de una sal, un método de
preéipitacién con alcohol, un método de precipitacion isoeléctrico, un
método de electroforesia, un método de absorcién y rechazo con un
intercambio de iones (por ejemplo, DEAE), un método de ultracentrifugado,
un método de filtraciéon por gel o un método especifico de purificacién
donde Unicamente se recolecta un anticuerpo con un absorbente activo como
un antigeno de fijacion en fase sélida o una proteina A, o una proteina G y el
enlace se libera para obtener el anticuerpo).

[Produccién del anticuerpo policlonal]

El anticuerpo policlonal de esta invencion se puede producir por un
método conocido o similar. Como un ejemplo, usando un inmunoantigeno
(proteina antigeno) mismo o un complejo del inmunoantigeno y una
proteina de transporte, se inmuniza un animal de sangre caliente empleando
el mismo método que en el método descrito arriba para producir un
anticuerpo monoclonal, se recolectan los materiales conteniendo el
anticuerpo para la proteina de esta invencién y el anticuerpo se separa y se
purifica. En cuanto al complejo de un inmunoantigeno para inmunizar un

animal de sangre caliente y una proteina transportadora, el tipo de proteina

transportadora y la proporcion de la mezcla del excipiente a un hapteno no

son importantes, siempre que el anticuerpo se pueda producir efectivamente
para que el hapteno se inmunice por medio de un enlace cruzado con el
excipiente. Por ejemplo, la albimina de suero bovino, la cicloglobulina
bovina, la hemocianina o similares se pueden emplear para acoplarlos con el

hapteno a una proporcidon por peso de alrededor 0.1~20, preferiblemente
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alrededor de 1~5 a 1 de hapteno. Al acoplar el hapteno y el excipiente, se
pueden emplear varias clases de agentes de condensacion como agentes
ésteres activos conteniendo glutaraldehido, carbodiimida, éster activo
maleimido, un grupo tiol y un grupo ditiopiridilo. Los productos de la
condensacion se administran a las partes de animales de sangre caliente
capaces de producir el anticuerpo, junto con el mismo o con un excipiente o
diluyente. Para aumentar la capacidad de produccion de anticuerpos durante
la administracion se puede administrar un potenciador Freund completo o un
potenciador Freund incompleto. Por lo general la administracién se efectia
una vez cada 2~6 semanas, vy en total es entre 3 ~10 veces. El anticuerpo
policlonal se puede recolectar a partir de la sangre, ascitis, preferiblemente
sangre del animal de sangre caliente inmunizada con el método descrito
anteriormente. El valor del anticuerpo policlonal en el antisuero s¢
determina por el mismo método descrito en la determinacién anterior del
valor del anticuerpo en el antisuero. La separacion y purificacion del
anticuerpo policlonal se puede realizar mediante el mismo método de
separacién y purificacion de la inmunoglobulina que el que se utiliz6 en la
anterior separacion y purificacion del cuerpo monoclonal.

Los agentes tratantes que contienen la proteina o la peptida parcial de
esta invencion y la proteina de esta invencion y similares tienen la actividad
citotéxica del cancer, de manera que los agentes se pueden emplear como
agentes para extraer tejidos enfermos (el extracto contiene todo el extracto y
una parte del extracto, preferiblemente una parte del extracto), y
particularmente para tratar el cancer arreactivo. Cuando la proteina de esta
invencion y similares se emplean como los agentes anteriores de tratamiento
y prevencion, se utilizan después de ser purificados a por lo menos 90%,
preferiblemente 95% o maés, mas preferiblemente 98% o maés, y ain mas
preferiblemente 99% o mas.

La actividad inhibidora de la proliferacion de células cancerosas de la
proteina de esta invencién o similares se puede determinar por un método
conocido o por la actividad de una citotoxina o por una actividad que causa

la muerte celular que se determina por un método conocido o por un método

26



S

similar, preferiblemente por el método descrito en los experimentos citados

mas adelante. Como los compuestos de prueba, por ejemplo se pueden \

ejemplificar las peptidas, proteinas, compuestos no peptidas, compuestos
sintéticos, productos de fermentacion, extracto de células, extracto de
plantas, extracto de tejidos animales y plasma sanguineo. Estos compuestos
pueden ser nuevos o conocidos.

Los compuestos o las sales obtenidos por el método de cribado o por
el estuche de cribado de esta invencidn se seleccionan entre los compuestos
de prueba citados arriba, por ejemplo, peptidas, proteinas, compuestos no
pepﬁdas, compuestos sintéticos, productos de fermentacion, extracto de
células, extracto de plantas, extracto de tejidos animales y plasma
sanguineo. Estos compuestos tienen una actividad que inhibe la actividad
citotoxica de la proteina de esta invencién o similares o la actividad de
inhibicién de la proliferacion de células cancerosas de la proteina de esta
invencioén o similares. Como las sales de los compuestos, se puede utilizar
sales similares a las sales de la proteina de esta invencidn.

Cuando los compuestos obtenidos mediante el método de cribado o
con el estuche de cribado se utilizan como los agentes tratantes descritos
arriba, se pueden emplear en las formas usuales. Por ejemplo, se utilizan
como tabletas, cdpsulas, elixires, microcapsulas, soluciones estériles,
suspensiones o similares. Las preparaciones farmacéuticas obtenidas en
esta forma son seguras y de baja toxicidad, por ejemplo se pueden
administrar a un humano o a un animal de sangre caliente (como ratones,
ratas, conejos, cabras, cerdos, vacas, caballos, aves, gatos, perros, monos y
similares). Los pesos de las dosis de los compuestos o las sales de los
mismos se modifican por la accion, la enfermedad, la ruta de la dosis o
similares. Por lo general, en los adultos (con un peso estimado de 60 kg) se
pueden administrar alrededor de 0.1~100 mg del compuesto por dia,
preferiblemente alrededor de 1.0~50 mg, mas preferiblemente alrededor de
1.0~20 mg. Para la administracion parenteral, la dosis de los compuestos
varia segun el objetivo, la enfermedad y similares, por lo general en adultos

(con un peso estimado de 60 kg) lo apropiado son alrededor de 0.01~30 mg
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del compuesto por dia, mas preferiblemente alrededor de 0.1~20 mg, ain
mas preferiblemente alrededor de 0.1~10 mg por medio de una inyeccién
intravenosa. En los otros animales, se puede emplear la dosis por peso
estimado de 60 kg.

El cribado de los- compuestos candidatos a medicamentos para
enfermedades: Puesto que la proteina o similar de esta invencidn tiene una
actividad citotoxica, los compuestos o las sales promocionando la funcién
(como una actividad citotoxica) de la proteina o similar de esta invencidn,
por ejemplo, se pueden emplear como agentes para tratar el cancer. Por
otro lado, las sales inhibiendo la funcién de la proteina o similar de esta
invencion, por ejemplo, se pueden emplear como agentes para tratar y
prevenir la gastritis y la Glcera géastrica. Por lo tanto, la proteina o similar
de esta invencidén se utiliza efectivamente como reactivo para cribar los
compuestos o las sales que promueven o inhiben la funcién de la proteina o
similar de esta invencidn.

A saber, esta invencidén dispone (1) un método de cribado
caracterizado por la utilizacion de la prbteina o la peptida parcial o las sales
de esta invencién, y el método de cribado de los compuestos promoviendo la
funcién (como una actividad citotoxica) de la proteina o la p-eptida parcial o
las sales de esta invencion, o el método de cribado de los compuestos que
inhiben la funcién (como una actividad citotoxica) de la proteina o la
peptida parcial o las sales de esta invencion. En adelante, los compuestos
que promueven la funcion se pueden abreviar como ‘activadores' y los
compuestos que inhiben la funcidn se abrevian como ‘inhibidores’.

M4s atn, esta invencién provee (2) un estuche para cribar los
activadores o inhibidores, caracterizados en que contienen la proteina o la
peptida parcial o las sales de esta invencién. En adelante el estuche anterior
se puede abreviar como un ‘estuche de cribado de esta invencidn'.

En una incorporacion por ejemplo, en el (1) anterior se dispone un
método de cribado de activadores o inhibidores, caracterizado en que la
comparacion se efectia entre el caso (i) y el caso (ii). El caso (i) es que la

proteina o la peptida parcial o las sales de esta invencion entran en contacto

28




con una célula, que es una célula normal conteniendo una célula sanguinea
derivada de un tejido de los animales de sangre caliente citados arriba
(preferiblemente humano) o la célula cancerosa citada arriba. El caso (ii) es
que la proteina o la peptida parcial o las sales de esta invencion entran en
contacto con una célula, que es una célula normal conteniendo una célula
sanguinea derivada de un tejido de los animales de sangre caliente citados
arriba (preferiblemente humano) o la célula cancerosa citada arriba y un
compuesto de prueba.

En otra incorporacidn, en el (2) arriba, se dispone un estuche para
cribar los activadores o inhibidores, caracterizado pordue contiene la
proteina o la peptida parcial o las sales de esta invencion, y una célula que
es una célula normal conteniendo una célula sanguinea derivada de un tejido
de los animales de sangre caliente citados arriba (preferiblemente humano)
o la célula cancerosa citada arriba o similar.

Ademas, concretamente en el método de cribado, el caso (i) y el caso
(ii) se caracterizan en que se determinan y comparan ‘vlas actividades
citotdxicas de la proteina y similares de esta invencion.

La actividad citotoxica, la actividad de inhibicion de la multiplicacion
de células y la actividad causando la muerte celular de la proteina o similar
de esta invencion se puede determinar por medio de un método conocido o
por un método similar, Sin embargo, mas concretamente se utilizan las
lineas de células establecidas y similar, ademds de un sustrato conteniendo
el compuesto de prueba, un control negativo que es un sustrato que no
contiene el compuesto de prueba y un control positivo que es un sustrato
conteniendo la toxina M, estos dos o tres se utilizan. Al comparar los
nameros de células bajo condiciones satisfactorias estadisticamente
significativas, la actividad de inhibicion de la actividad citotdxica o la
actividad de la multiplicacién de las células, o la muestra especifica
exhibiendo la actividad de la actividad citotéxica o la actividad de la
multiplicacion de las células se puede detectar por medio de la existencia o
de la ausencia de las actividades o por el incremento o la reduccion. Las

células empleadas en el método de deteccién son por ejemplo células
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normales conteniendo una célula sanguinea derivada de un

tejido de los

animales de sangre caliente citados arriba (preferiblemente humano) o de las

células cancerosas citadas arriba de varias clases de anim

caliente (por ejemplo, cancer de endometrio, endometrioma, ¢

cancer de estdbmago, carcioma hepético, cancer del bazo, ca

vesicula biliar, céancer del colon, cancer de prdstata, cénc

ales de sangre
ancer de seno,
rcinoma de la

gr de pulmon,

cancer renal, neuroblastoma, cancer de la vejiga, melanoma maligno, cancer

de la lengua, carcinoma gingival, fibroblasto de ratén, rifién

africano cancer hepatico en ratas y similares).

de mono verde

Como cOmpueStos de prueba se puedén ejemplificar] por ejemplo,

peptidas, proteinas, compuestos no peptidas, compues

tos sintéticos,

productos de fermentacién, extractos de células, extractas de plantas,

extractos de tejido animal y similares.

compuestos nuevos o conocidos. Para llevar a cabo el mét

Estos compuest

ps pueden ser

odo de cribado

anterior, la proteina o similar de esta invencion se suspende en una solucion

amortiguadora apropiada para el cribado y sé preparan las

proteina o similar de esta invencidn.

puede emplear una solucién amortiguadora fosfato con un p

de 4~10 (preferiblemente un pH alrededor de 6~8),

amortiguadora Tris-hidroclorhidrato o similar, que no inhibe
la proteina o similar de esta invencion y los compuestos de pr
Como un método de cribado concreto, después del exa

se pueden ejemplificar @ un método para observar di

cambios de las células bajo un microscopio y contar las

hemocitémetro o similar, @ un método donde se captura

potasio, las hemoglobinas y similares que se levigan de las

de la muerte celular ® un método para determinar las ¢

después de la reaccién con sales de tetrazolio o similares, @
determinar las células vivas restantes con una sustancia etig
radioactivo, ® un método para confirmar la muerte celular
induccion de la apoptosis celular y similar. Por ejen

compuesto que aumenta la actividad citotoxica de la prote

Como solucién am

muestras de la
ortiguadora se
H de alrededor
una solucion
la reaccion de
ueba.

men de cribado
rectamente los
células con un
el cambio del
células a causa
¢lulas restantes
un método para
jueteada con un
por medio de la
1plo, como un

ina o similar de
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esta invencion, se puede seleccionar un compuesto de prueba en el cual la

actividad citotoxica del caso (ii) anterior comparado con el caso (i) anterior

se aumenta en alrededor de 20% o mas, mas preferiblemente 30 % o mas,

ain mads preferiblemente 50% o mas. Por otro lado, como|un compuesto

que inhibe la actividad citotoxica de la proteina o similar de

esta invencion,

se puede seleccionar un compuesto de prueba en el cual la actividad

citotdxica en el caso (ii) arriba comparada con el caso (i) arriba se inhibe por

alrededor de 20% o mas, mas preferiblemente 30 % o

preferiblemente 50% o mds. Estos se pueden realizar como

mas, ain mas

un método para

un cribado de alto rendimiento. En el siguiente, como un método®, un

método para determinar las hemoglobinas por medio de

hemolitica y como un método @, un

respectivamente. En los métodos, se selecciona un carbono

una reaccion

método WST se utilizan

activo, celulosa

CM vy alginato de calcio como los absorbentes que muestran la actividad

anti-Toxina M.
Adicionalmente es posible examinar y comparar las

contienen este control de aniones, el control positivo y los

soluciones que

compuestos de

prueba con modelos animales para confirmar los efectos en los niveles de

los animales de los materiales toxicos anti-M. En estos casos se pueden

emplear muchas clases de animales de sangre caliente. En particular se

puede emplear un ratdn, un perro y un mono. Como modelgs infectados, se

puede emplear con efectividad un gerbo mongdlico, un ratén
Cuando los compuestos obtenidos por medio del mét
el estuche de cribado de esta invencidén se utilizan como

tratamiento y prevencion descritos arriba, estos compue

y un mono.
do de cribado o
los agentes de

stos se pueden

emplear en las formas usuales. Por ejemplo, usando los mismos métodos de

las preparaciones farmacéuticas de la proteina de la invenc
como tabletas, cépsulas, elixires, microcapsulas, solug

suspensiones o similares. Las preparaciones obtenidas en

ion, se emplean
iones estériles,

esta forma son

seguras y de baja toxicidad, por ejemplo se pueden administrar a un humano

o animal de sangre caliente (como un raton, una rata, un cg

nejo, una cabra,

un cerdo, una vaca, un caballo, un ave, un gato, un perro y mono y similar).
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Los pesos de las dosis de los compuestos o las sales del mismo se cambian

por la accion, la enfermedad, la ruta de la dosis o similar] Cuando los

compuestos se utilizan para aumentar la funcién de la proteina o similar de
esta invencién con un agente de regeneracion de tejido despuéds de retirar los
tejidos enfermos, por lo general en los adultos (con un peso gstimado de 60
kg) se pueden administrar en forma oral alrededor de 0.1~100 mg del
compuesto por dia, preferiblemente alrededor de 1.0~50 mg, mas
preferiblemente alrededor de 1.0~20 mg. Para los otros animales, se puede
emplear el peso de la dosis calculada a 60 kg.
~ Cuantificacién de la proteina o la peptida parcial o las sales de esta
invencion:
Los anticuerpos para la proteina y similares de esta|invencién (en
adelante, ocasionalmente se abrevian como los anticugrpos de esta
invencidn,) especificamente pueden reconocer la proteina y similares de esta
invencién de manera que se pueden emplear para la cuantificacion de la
proteina y similar de esta invencién en un liquido de prueba, particularmente
por medio de una técnica de inmunizacion de sandwich. | A saber, esta
invencién dispone (i) un método para cuantificar la proteina y similar de
esta invencion en un liquido de prueba caracterizado en que ¢l anticuerpo de
esta invencion y el liquido de prueba y la proteina y similar de esta
invenciéon se hacen reaccionar en forma competitiva, se |determinan las
proporciones de la proteina etiqueteada y similar de esta invencién que se
fija al anticuerpo y (ii) un método para cuantificar la proteina y similar de
esta invencidn en un liquido de prueba caracterizado en que el liquido de

prueba y el anticuerpo insolubilizado en un excipiente y el|otro anticuerpo

etiqueteado de esta invencion se hacen reaccionar al misn

no tiempo o en

forma continua y luego se determina la actividad del agente de etiqueteado

en el excipiente insolubilizado. En el método cuantitati
preferiblemente, un anticuerpo es un anticuerpo que recong
N de la proteina y similar de esta invencion, el otro ar
anticuerpo que reacciona con los extremos C de la proteina ]

invencion.

yo anterior (ii),
ce los extremos
iticuerpo es un

y similar de esta




Mads aln, utilizando un anticuerpo monoclonal paral la proteina y

similar de esta invencion (en adelante ocasionalmente se abrevia como un

anticuerpo monoclonal de esta invencion), la cuantificacién de la proteina y

similar de esta invencion se puede efectuar, y ademas, la detgccién se puede

completar usando un colorante para tejidos. Como estos obj
usar anticuerpos moleculares mismos o fracciones F(ab")2,
anticuerpos moleculares. La cuantificaciéon de la proteina y
invencion y los usos de esta invencién no se deben limitar. ]
cantidad del anticuerpo, del antigeno o del complejo de

antigeno correspondiendo a la cantidad de antigeno (p¢

2tos, se pueden
Fab', o Fab de
similar de esta
Por ejemplo, la
| anticuerpo —

or ejemplo, la

|
|
|
‘ cantidad de la proteina) en el liquido de prueba se detecta en|forma quimica
o fisica, la cantidad obtenida se determina por medio de una curva de
' estandar que se forma por medio de un liquido estdndar conteniendo el
| antigeno a una cantidad conocida. Como ejemplos preferiblemente se
1 pueden emplear nefelometrias, un método de competencia, un método
inmunométrico y un método de sandwich. Considerando la sensibilidad y la
especificidad, se prefiere el método de sandwich citado. Como agentes de;
etiqueteado usados en el método de determinacion con unma sustancia de
etiqueteado, por ejemplo se ejemplifica un isétopo radioactiyo, una enzima,
| una sustancia fluorescente, una sustancia luminiscente. Como el isétopo
radioactivo por ejemplo se puede emplear [*°T], [*'1], [*H], ['*C]. Como la
@ enzima se pueden emplear isotopos estables y altamente activos por
ejemplo, P-galactosidasa, B -glucosidasa, alcalifosfatasa, peroxidasa, una
hidrogenasa de acido malico y similar. Como sustancia fluorescente, por
| ejemplo, se puede emplear fluorescamina, fluoresceina isotiiocianato y
similar. Como la sustancia luminiscente por ejemplo se puede usar,
luminol, derivados del luminol, luciferina, ludgenina y similares. Mas aun,
para la fijacién de un anticuerpo o de un antigeno y de¢ un agente de
etiqueteado, se puede utilizar un antigeno y un agente de etiqueteado de tipo
biotina — avidina.
La insolubilizacién de un antigeno o de un anticuerpo se puede‘

efectuar mediante la absorciéon fisica o la fijacién quimica empleada

33




usualmente para la insolubilizaciéon de proteinas o enzimas.

excipiente se pueden ejemplificar polisacaridos insolubles
dextrano y celulosa, resinas sintéticas como poliestireno, p
silicona o vidrio. En el método de sandwich, el liquido de

reaccionar con el anticuerpo monoclonal insolubilizado de

Como
como agarosa,
oliacrilamida y
prueba se hace

esta invencion

(reaccion primaria) y luego se hace reaccionar con el gtro anticuerpo

monoclonal etiqueteado de esta invencién (reaccién secundaria) y se

determina la actividad del agente de etiqueteado en

insolubilizado para determinar la cantidad de la proteina de

el excipiente

esta invencion

en el liquido de prueba. La reaccion primaria y la reaccion secundaria se

pueden cambiar.

mismo tiempo o cambiando los tiempos de inicio. El agente

y el método de insolubilizacién se pueden tratar de la misma |

reacciones. En el inmunoensayo que emplea el método de s

necesario que el anticuerpo empleado como un anticuerpo pa
o un anticuerpo de etiqueteado sea de un tipo. Se puede emp
de dos o mas tipos de anticuerpos para mejorar la sen
determinacién. En el método de determinacién de la protef
esta invencién mediante el uso del método de sandwich de
los anticuerpos monoclonales empleados en la reaccién pi
reaccion secundaria preferiblemente tienen enlaces de dife
proteina y similar de esta invencidon. A saber, en cuanto
usados en la reaccién primaria y en la reaccién secundar]
cuando el anticuerpo usado en la reaccion secundaria recono
de la proteina y similar de esta invencion, el anticuerpo
reaccion primaria preferiblemente reconoce una parte except
por ejemplo el extremo N.
El anticuerpo monoclonal de esta invencidn se pus
sistema de determinacion excepto en el método sandwic
método de competencia o un método inmunometrico o uf

En el método de competencia, los antigenos y los antigenos

un liquido de prueba se hacen reaccionar competitivamente

De lo contrario, estas reacciones se pues

len efectuar al
de etiqueteado
forma que estas
andwich, no es
ra la fase solida
ear una mezcla
sibilidad de la
na y similar de
esta invencidn,
rimaria y en la
rentes partes la
los anticuerpos

a, por ejemplo

ce el extremo C

empleado en la

o el extremo C,

sde usar en un

h tal como un

1a nefelometria.

etiqueteados en

con anticuerpos
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y luego los anticuerpos etiqueteados sin reaccionar (F) y|los antigenos
etiqueteados (B) fijados a los anticuerpos se separan (separacion B/F), se
determina la cantidad etiqueteada de B o F y se cuantifica [la cantidad de
antigeno. En el método de reaccidn, se emplean anticuerpos|solubles como
anticuerpos. En la separacién B/F, un método de fase liquida donde se
utiliza polietilenglicol o el segundo anticuerpo del anticuerpo citado arriba,
y un método de fase sélida donde se emplea un anticuerpo|de fase sélida
como el primer anticuerpo, o se emplea un anticuerpo sgluble como el
primer anticuerpo y un anticuerpo de fase sélida se emplea cagmo el segundo
antiéuerpo se ejemplifican. En el método inmunométrico, los antigenos y
los antigenos en fase sélida en el liquido de prueba se hacen reaccionar en
forma competitiva con anticuerpos etiqueteados con una cantidad definida y
luego se separan la fase soélida yvla fase liquida. De lg contrario, los

antigenos en el liquido de prueba y los anticuerpos etiqueteados con una

cantidad excesiva reaccionan, los anticuerpos-de la fase s

para fijar los anticuerpos etiqueteados sin reaccionar a la fa

separan la fase solida y la fase liquida. Continuamente
cantidad etiqueteada de cualquiera de las dos fases y s
cantidad del antigeno en el liquido de prueba.
determina la cantidad de sustancias precipitadas insolubles g
reacciéon antigeno - anticuerpo en el gel o en la solucior
cantidad de antigenos en el liquido de prueba es baja y
sustancias precipitadas es pequefla, preferiblemente se p
nefelometria lasérica que emplea una dispersion por laser.

Cuando estos métodos de determinaciéon inmunoldgic
el método de determinacién de esta invencidn, no se requie
especiales ni es necesario establecer unas operaciones. 4
ideas técnicas comunes a los campos de unas condiciones

métodos de operacion de cada método, se pueden constru

de determinacion de la proteina y similar de esta invencion.

q

»3

En la n

ida se agregan
se solida, y se
e determina la
e determina la
efelometria, se
ue resultd de la
. Cuando la

la cantidad de

uede usar una

a se aplican en

ren condiciones

Al agregar unas

usuales y a los

r unos meétodos

En cuanto a los

detalles de estos medios técnicos comunes, se pueden buscar referencias en

libros generales y en libros especializados. Por ejemplo, s

e pueden remitir
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a Kan Irie editado, Radioimmune Assay, Kodan-sha (1974), Kan Irie

editado, Radioimmuno Assay, continuado, Kodan- sha (1979), Eiji Ishikawa

y colaboradores, editado, Immunoenzymometric Assay, Igak
Eiji Ishikawa y colaboradores, editado, Immunoenzymome
edicion, Igaku Shoin (1982), Eiji Ishikawa y colaborag
Immunoenzymometric Assay, 3era edicion, Igaku Shoin (198§
ENZYMOLOGY, Vol. 70, Immunochemical Techniques (
Vol. 73, (Part B), ibi
Immunochemical Techniques (Part C), ibid., Vol. 84 (Im
(Part D: Selected
(Immunochemical Techniques (Part E: Monoclonal Antibodi

Immunochemical Techniques

Techniques Immunoassays),

Immunoassay Methods), ibid., Vol. 121 (Immunochemical T

I: Hibridoma Technology and Monoclonal Antibodies), to

ibid.,

1 Shoin (1978),
tric Assay, 2"
lores, editado,
7), Methods in
Part A): ibid.,
d., Vol. 74,
imunochemical
Vol. 92
es and General
echniques (Part
dos publicados

por Academic Press Co. Como se describio arriba, al usar €l anticuerpo de

esta invencion, la proteina y similar de esta invencion se pu
sensiblemente. M4s atn, al cuantificar ‘las concentraciones ¢
similar de esta invencién empleando el anticuerpo de esta iny
las concentraciones aumentadas de la proteina y similar de es
detectan en pacientes con infeccidon por Helicobacter pylori
tienen enfermedades por ejemplo, gastritis, Ulcera gastrica,
enfermedades valvulares, diabetes sacarina, diversos tipos d
cancer de endometrio, endometrioma, cancer de seno, ca
cancer de prostata, cancer de pulmon, carcinoma hepético, ¢
carcinoma de la vesicula biliar, cancer renal, neuroblastomn
vejiga, melanoma maligno y similares).
diagnosticar que la posibilidad de la morbilidad futura es alt
de esta invencidn se puede utilizar para la deteccion de la pr
de esta invencion en liquidos de prueba como fluidos o tej
Se utiliza para la formacioén de la columna del anticuerpo |
proteina y similar de esta invencion, para defectar la prote

esta invencion en cada fraccidn de la purificacidon y ¢

lede cuantificar
le la proteina y
rencion, cuando
sta invencion se
, los pacientes
cancer gastrico,
e cancer (como
ncer del colon,
rancer del bazo,

1a, cancer de la

De lo contrTio, es posible

. El anticuerpo
oteina y similar
idos del cuerpo.
para purificar la
ina y similar de

Jel analisis del
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comportamiento de la proteina y similar de esta invencion

prueba.

en células de

El medicamento que contiene el anticuerpo de esta invencidn, el

anticuerpo de esta invencién (el anticuerpo neutralizante)

teniendo una

accion para neutralizar las actividades de la proteina y similar de esta

invencion se pueden emplear como medicamentos para tratar y prevenir

enfermedades como gastritis, Glcera gastrica, cancer gastrigo, enfermedad

valvular, diabetes sacarina, diversos tipos de céncer (como

cancer de

endometrio, endometrioma, céncer de seno, cancer del colon, cancer de

prostata, cancer de pulmon, carcinoma renal, neuroblastom
vejiga, melanoma maligno y similares). El anticuerpo hum
invencion para la proteina y similar de esta invencidn se

como medicamento para tratar y prevenir enfermedades

q, cancer de la
anizado de esta
puede emplear

como gastritis,

Glcera gastrica, cdncer gastrico, enfermedad valvular, dinetes sacarina,

diversos tipos de cancer (como cancer de endometrio,

endometrioma,

cancer de seno, cdncer del colon, cancer de prostata, cancer de pulmon,

carcinoma renal, neuroblastoma, cancer de la vejiga, melan
similares). El anticuerpo humanizado se puede formar con
métodos descritos en Nat Biotechnol, 14, 845-851 (1996),
146-156 (1997) y PNAS, 97(2), 722-727 (2000). A co
anticuerpo neutralizante y este anticuerpo humanizado de es
abrevian como el anticuerpo de esta invencién.

Los agentes de tratamiento y prevencion citados arrib

oma maligno y
referencia a los
Nat Genet. 15,
ntinuacion este

ta invencion se

A que contienen

el anticuerpo de esta invencién se pueden administrar en forma oral o

parenteral como un liquido o como se encuentra o una con

medicamento con una forma de dosis apropiada a un h

iposicion de un

umano 0 a un

mamifero (como un ratén, un conejo, una cabra, un cerdo, una vaca, un gato,

un perro, un mono y similar). La dosis de los agentes varia
la enfermedad, el grado de la enfermedad, la ruta de la
Cuando los agentes se utilizan para tratar o prevenir
endometrio, por lo general una dosis del anticuerpo de es

0.01~20 mg/kg por peso, preferiblemente 0.1~10 mg/kg

segun el objeto,

dosis o similar.

un tumor del
ta invencion es

por peso, mas
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preferiblemente 0.1~ 5 mg/kg por peso entre alrededor de 1
dia. Es conveniente administrar el agente por medio de

intravenosa. Una dosis en otra administracién parenteral

y S veces por
una inyeccion

1 oral también

puede estar acorde con la dosis anterior. Cuando el estado de la enfermedad

es muy severo, se puede incrementar la dosis proporcionalmente al estado.

El anticuerpo de esta invencion se puede administrar como e
composicion médica apropiada. La composicion médica
administracion contiene un excipiente farmacéuticamente ap
anticuerpo descrito arriba o la sal, un diluyente o un ex
corhposicién se puede administrar como una forma de dosis

una administracion apropiada oral o parenteral. A saber por

5td 0 COmo una
utilizada en la
ropiado para el
cipiente. Esta
apropiada para

ejemplo, como

la composicion para la administracién oral, la forma de dosis es un sélido o

un liquido, concretamente una tableta (conteniendo una gragea y una tableta

recubierta con una pelicula), una pastilla, un granulo, un polyo, una capsula

(conteniendo una cdpsula blanda), un jarabe, una emulsion, una suspension

o similar. Dicha composicién se prepara por medio de un método conocido

y puede contener el excipiente empleado normalmente, un

excipiente. Por ejemplo, como el medio de transporte de

diluyente o un

la tableta y el

excipiente se puede emplear lactosa, almidén, sacarosa, estearato de

magnesio y similares.

Los siguientes numeros de secuencia del listado

muestran la siguiente secuencia

de secuencias

SEC ID No. l: muestra una secuencia de aminodcidos derivada de

Helicobacter pylori 60190 (Toxina M).

SEC ID No. 2: muestra una secuencia base de ADN de codigos

derivada de Helicobacter pylori60190 proteina (Toxina M) de esta

invencion teniendo la secuencia de aminodacidos representada por la SEC ID

No. 1.

SEC ID No.3: muestra una secuencia base del ADN preparado

(sintético) usado en el Ejemplo 3.

SEC ID No.4: muestra una secuencia base del ADN preparado

(sintético) usado en el Ejemplo 3.
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El transformante, Escherichia coli Toxina M/pET30EK/LIC/DHS a

obtenido en el Ejemplo 3 citado a continuacién fue depositado bajo

declaracion No. PERM BP-8218 el 17 de octubre de 2002
Institute of Advanced Industrial Science and Technology (IP

el clon del hibridoma No. 4 obtenido en el Ejemplo 4 citado
fue depositado bajo declaracion No. FERM BP-8222

en el National
OD). Mas aun,
a continuacion

como BALB-

C/P3U1/004-1G9 el 23 de octubre de 2002 en el National Institute of
Advanced Industrial Science and Technology (IPOD). Ademds, el clon del

hibridoma No. 101 fue depositado bajo declaracién No. F
como BALB-¢/P 3U 1/101-1 C 10 el 23 de octubre de 2002

Institute of Advanced Industrial Science and Technology (I

ERM BP-8223
en el National

POD). EI clon

de hibridoma No. 116 fue depositado bajo declaracion No. FERM BP-8224

como BALB-C/P3U1/116-5D7 el 23 de octubre de 2002

Institute of Advanced Industrial Science and Technology (IP(

Ejemplos

Esta invencién se entendera con mayor facilidad con |

siguientes ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos tienen

ilustrar esta invencion y no se deben interpretar de manera

ambito de la invenciéon. La manipulacién de genes E.coli

conformidad con el método descrito en Molecular Cloning.

Ejemplo 1: Un método para purificar y extraer la
invencion de Helicobacter pylori.

Se puede obtener Helicobacter pylori con una ce]
establecida (por ejemplo, de American Type Culture C
cultivar una cepa a partir de muestras clinicas de ensayos. b
se utiliz6 una cepa separada de Helicobacter pylori 6019
medio agar al cual se agregd 5% de suero bovino (producido
a un medio agar de Infusién Cerebro Corazén (producido
esta cepa separada se sub-cultivé en 2-5 pasos. durante 1 — 2
temperatura de 37°C y una humedad de 90% o mas, bajo u
maés microaerdbicas (CO, 5-10%). Bajo un microscopio §

las células no estaban muertas ni estaban en forma colloi ¢

en el National
DD).

referencia a los
como finalidad
que limiten el

se efectud de

toxina de esta

pa separada ya
pllection) o al
n este ejemplo,
0. Usando un
por Sigma Co.)
por Difco Co.),

semanas a una

has condiciones

e confirmé que

5ino que habian
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crecido satisfactoriamente. Las células se transfirieron a una|placa con un
cultivo agar Infusion Cerebro Corazén (producido por Difcg Co.) que no
contenia suero sino 5% de 2,6-di-O-metilo-B-ciclodextrina. | Después de
confirmar que el cultivo y el crecimiento se encontraban bajo las mismas
condiciones que las que se citan arriba, las células se transfirieron a cultivos
conteniendo 2,6-di-O-metilo-B-ciclodextrina con unas reducciones graduales
por pasos, es decir 2%, 1% y 0.5% de la concentracion.

En un cultivo liquido de Infusion Cerebro Corazén conteniendo 0.5%
de 2,6-di-O-metilo-B-ciclodextrina, se cultivaron las células a una
temperatura de 37 °C bajo condiciones microaerdbicas durante unas 16
horas mientras se agitaba en un agitador rotatorio a 100-120 rpm. Se
recolectaron células de bacteria‘ Pelletal por medio de centrifugacion a
10000 Xg durante 20 minutos. Estas se suspendieron en| una solucion
amortiguadora 10 mM Tris-HCI pH 7.7 (en adelante abreviada como
amortiguador A. El pH total es 6.1 o mas, porque el pH |de la proteina
buscada es pH 6.08.) y se dispersaron por sonicacién. | Después de
guardarlas durante la noche a una temperatura de —80°C, nuevamente las
células se dispersaron por sonicacion y se centrifugaron [a 100000 Xg
durante 60 minutos. Unicamente se extrajo la capa superior d/e las tres capas
separadas.

El extracto liquido se purificé crudamente con una solycién de suifato
de amonio al 70%. El extracto resultante se purificé por|medio de una
cromatografia de intercambio de iones con una resina de globulos de
intercambio de aniones con unos didmetros de particula bastante grandes
(DEAE Sephacel de Amersham Pharmada Biotech AB). El amortiguador A

se empled como una solucién amortiguadora de equilibrio, y se empled una

mezcla del amortiguador A y una solucién de sal de NaCl a 0.3M como

eluido. Usando el amortiguador A y el eluido se extrajgron las células
mediante un gradiente de concentracion. Se agregé una cantidad apropiada
de cada fraccién en forma de gotas en los pozos donde s¢ sembraron las
Células HeLa y se evalud una viabilidad de células en cada pozo. La

evaluacion se efectué por medio de un ensayo WST usando Estuches de
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Conteo de Células (laboratorios DOJIN). Se compard con un control, y se

evaluaron las fracciones que mostraron una viabilidad significativamente

inferior y las fracciones que mostraron unas curvas dg¢ crecimiento

relativamente similares de la proteina junto con los res

ultados de la

electroforesis para utilizarlas como fracciones de muestra para el siguiente

proceso de purificacion.

Se seleccion6 una cromatografia hidrofoba (Phenyl Sepharose CL-4B,

Amersham Pharmada Biotech AB) que tiene un sistema

diferente que el de la siguiente vez. Se empled una solucién

de separacion

amortiguadora

de équilibrio conteniendo 1M de sulfato de amonio en 10 mM de solucién

amortiguadora.  Se utiliz6 la solucidn amortiguadora
conteniendo 40% de etilenglicol en 10 mM de soluciéon am
fosfato. Despﬁés de extraer las células por gra'diente de concs
muestra se evalud con el mismo método descrito arriba.

Las muestras extraidas por el proceso citado arriba

nuevamente por medio de una cromatografia de intercambio

de levigacion
prtiguadora de

2ntracion, cada

se extrajeron

de aniones con

globulos con unos didmetros de particula relativamente pequefios

(RESOURCE Q de Amersham Pharmada Biotech AB).
soluciéon amortiguadora A como un amortiguador de eq
solucion de sal de NaCl a 1 M como un amortiguador
Utilizando la cromatografia, finalmente se obtuvo una sola by
con un peso molecular de alrededor de 41000. EIl tipo y el
cromatografias se pueden modificar o se pueden afiadir otras.

Después de que la brida sefializadora resultante |

Coomassie Brilliant Blue, se transcriptd a una membrana

Se utilizo la
uilibrio y una
de levigacion.
ida de proteina

orden de estas

.

ue tefiida con

nitrocelulosa o

(una membrana de polivinilideno difluoruro) con
inmunotransferencia y se analizé con un secuenciador
Como los resultados, de la misma forma que se descr
secuencias de aminoacidos de los extremos N del locus del
una base de datos registrada (Helicobacter pylori 22695) cot
95% (19 bases en 20 bases). (Fig. 1)

aparato de
aminoacidos.
Ibié arriba, las
gen HP1037 de

1cordaban en un
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Ejemplo 2: Secuencias de aminoacidos y secuencias de ADN con un

método de produccion tecnoldgica de genes

En este ejemplo se utilizé una cepa de separacién Helicpbacter pylori

60190.
Como se describid arriba, ya se habian efectuado todos
Helicobacter pylori 22695 de diferentes cepas. Se puede

locus del gen homologo en la busqueda en la base de datos

los analisis de
determinar el

de TIGR (The

Institute for Genomic Research). Se encontr6 que el locus del gen HP 1037

de Helicobacter pylori 22695 codificaba la proteina homologa.

A partir de los resultados se efectud la clonacion de la proteina de esta

invencidon. A saber, se utilizdé la Helicobacter pylori 60190 como una

plantilla, en primer lugar se formaron grupos plurales
preparados apropiados basados en el locus del gen HP 1037 y
gen HP 1036 corriente arriba y del locus del gen HP 1038 ¢

sitio 5' y en el sitio 3') para completar la secuencia. §

apropiados de
en el locus del
sorriente (en el

e empled una

polimerasa de ADN para la funciones de correcciéon de pryebas.  Cada

grupo de preparados se conformd de manera que contenia suficientes partes

mutuas del preparado y se realizaron varias secuencias en g
Las secuencias resultantes de ADN se mostraron en la SEC ID No. 2 del
listado de secuencias. Las secuencias de aminoacidos se
SEC ID No. 1.

Ejemplo 3

Experimento de expresion de la proteina toxica por re

s sitios 5'y 3'.

muestran en la

combinacion de

gen E.coli se utiliz6 en el experimento de expresion. Se empleod el vector

pET-30EK/LIC (producido por Novagen Co.) y Kcoli'BL2|
expresion. El preparado de sensibilidad fue la SEC ID N
GACGACGCAAG en el sitio 5' de la cadena de sensibilidad

proteina toxica derivada de Helicobacter pylori 60190 qus

| (DE3) para la
0. 3 insertando
| al cddigo de la

se clonod en el

Ejemplo 2. El preparado de antisensibilidad fue la SEC ID No. 4 insertando

GAGGAGAAGCCCGGTTA en el sitio 5. Se formar

insercion por medio de un método PCR empleando

los genes de

los preparados

anteriores. Los genes insertados se prepararon en presencia de 25 mM de
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\]A(O

dATP y 100 mM de DTT con polimerasa de ADN T4 para e] sitio LIC del

vector y se calenté en presencia de 25mM de EDTA. El|recombinante

formado se secuencidé nuevamente para confirmar que era idéntico a la SEC
ID No. 1. Se transformé de Nuevo a E.coli BL21 (DE3) para su expresion y
se cultivé en un medio LB conteniendo 30 pg/ml of kanamicina.
Se agit6 el cultivo para obtener alrededor de 0.4 dg ODgy a una

temperatura de 37°C a 250 rpm. Se agregd isopropilo-betartiogalactosida

para obtener una concentraciéon final de 1mM, y ademds la mezcla se agitd

durante 2 horas. Puesto que la proteina fusionada formoé|un cuerpo de

inclusidn, se recolect6 E.coli mediante centrifugado y el cuerpo de inclusion
de la proteina se obtuvo con un reactivo BugBuster y Benzqnase Nuclease

(ambos disponibles en Novagen Co.) . La proteina se separg por medio de

un método de electroforesia de gel de sodio dodecil sulfato|poliacrilamida

(SDS-PAGE), y la respectiva brida unica se confirmé por una brida

argentafin. Luego la proteina se replegd y se compardé con eljcontrol con un

reactivo WST (Dojin Chemical Laboratories Ltd. Cell

usando células HelLa y otras células de animales de sangre ¢

encontrd que la proteina de expresion tenia las mismas acti
de la proteina purificada. Se encontr6 que la proteina de exp

mismas actividades que las células gastricas humanas norn

(Fig.2).

encontrd que la proteina tenia amplias actividades no solo

células HeLa de las células del cancer cervical.

tejidos humanos sino también sobre las células de los mar
Fig.4).
Ejemplo 4
Formando un anticuerpo monoclonal anti — Téxico M:
La expresion de la Toxina M 240 pg, que se replegd §
forma subcutdnea dos veces en diferentes posiciones de B
dias después de la inmunizacién final, se extrajo el bazo del
por presion por medio de un tramado sin manchas y se s

medio Eagle's modificado minimo esencial (MEM) pa

]

resultados, se evaluaron unas diferencias significativas de sup

Counting Kit)
liente. Como
ervivencia y se
yidades que las
resion tenia las
nales como las
[gualmente se

sobre los otros

niferos (Fig. 3,

e administro en

ALB/C raton. 4

ratén y se filtro

uspendid en un

ra obtener una
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solucion de suspensiones de células de bazo. Como las célul

as usadas para

la fusion celular, se emplearon células de mioma P3-X63. Ag 8. Ul (P3U1)

derivadas de BALB/C raton como las células usadas en la

fusion celular.

[Temas actuales en microbiologia e inmunologia, 81, 1 (1978)],. La fusién

celular se efectud de conformidad con el método de origen

495 (1975)]. A saber, las células del bazo y P3U1 se lava

[Nature, 256,

ron tres veces

respectivamente con MEM que no contenia suero y se mezclaron a una

proporcién de 6.6 : 1 de células del bazo y nimero P3Ul1. Ias células se

precipitaron por centrifugado a 750 x g durante 15 minutos.

Se retiraron

todos los sobrenadantes y se liberd el precipitado; se agregaron 0.3 ml de

poliestilenglicol al 45% (PEG) 6000 (Producido por Wako J
se dejo reposar la mezcla en un tanque de agua tibia a 3
minutos para efectuar la fusiéon. Después de la fusidn,
cantidades limitadas de MEM a las células y se agregd un tot

MEM. La mezcla se centrifugd a 750 X g durante 15 minuto

unyaku Co.) y
7°C durante 7
se agregaron

al de 15 ml de

5 y se retiraron

los sobrenadantes. El precipitado de las células se suspendip en un medio

GIT (producido por Wako Junyaku Co.) (GIT-10% PCS) conteniendo 10%

de suero fetal bovino para obtener P3U1 de 2 X 10°por 1 ml, [y se sembré en’

placas de 24 pozos (producidas por Iwaki Co.) a 1 ml pok pozo en 168

pozos.
incubadora de didxido de carbono al 5% a una tempers

Después de 24 horas, se agregd GIT— 10% medio FCS

Después del semillamiento, las células se incubaron en una

tura de 37°C.
(medio HAT)

conteniendo HAT (hipoxantina 1X10*M, aminopterina 4X10M y timidina

1.6 X 10°M) a 1 ml por pozo para iniciar el cultivo selectivo de HAT.

Después de 4 y 7 dias, se descarté 1 ml del liquido viejo y

cultivo selectivo de HAT agregando 1 ml de medio

se continud el

HAT. Una

multiplicacion del hibridoma se noté 9 dias después de la fusion celular y el

sobrenadante se recolectd. El valor del anticuerpo en el jobrenadante se

determiné con el siguiente método. A saber, se agreg

sobrenadante 100 pl y la Toxina M etiqueteada HRP 100 ul, que esta

diluido a un multiplo de 200 con solucion amortiguadora C,

a cada pozo de

las microplacas fijando el anticuerpo de inmunoglobulina anti ratdn, y se
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dejo reaccionar durante la noche a una temperatura de 4°C.

Después las

placas se lavaron con PBS, para que las placas fijaran el anticuerpo de la

inmunoglobulina anti ratdn, en primer lugar se agregdé 100 pg/ml mediante

pipeta, de una solucion amortiguadora de carbonato a 0.1M

conteniendo el anticuerpo de inmunoglobulina cabra anti

¢on un pH 9.6

raton (fraccion

IgG, producido por DAKO Co.) a micro placas de 96 pozos a 100 pl por

placa y se dejd reposar durante 24 horas a una temperatura

e 4°C. Luego

las placas se lavaron con solucidn salina con solucion amortiguadora de

fosfato (PBS, pH 7.4), 25% Brock Ace (marca registrada,
Yuldjirushi Milk Products Co.) y PBS, pH 7.2 conteniendo 0.

producido por
1% de NaNj se

agregaron mediante pipetas a cada 300 pl para bloquear una fijacion

excesiva del pozo y se tratd por lo menos durante 24

temperatura de 4°C. A cada pozo de las placas anteriore

horas a una

5 se agregd el

anticuerpo de inmunoglobulina de fijacion anti raton, raton antisuero 100 pl,

que se diluyé con

soluciéon amortiguadora EC [0.02M

solucidon

amortiguadora fosfato, con pH 7.0 conteniendo 0.2% de BSA, 0.4 M de

NaCl, 04% Brock Ace, 005 % de
colamidopropilo)dimetilo-ammonio]-I-propanosulfonato), 2m
0.1% de NaNj], y se dejaron reaccionar durante 16 horas a u
de 4°C. Luego las placas se lavaron con PBS, pH 7.4, y se 4
la proteina con la toxina replegante etiqueteada HRP y se

durante 7 horas a temperatura ambiente. La anterior pro

CHAPS

3-[(3-
M de EDTA y
na temperatura
greg6 100ul de
dejo reaccionar

leina de toxina

replegante se prepar6 en el Ejemplo 3 arriba diluyendo a un multiplo de 100

con una solucién amortiguadora C [0.02M de solucién amortiguadora de

fosfato, pH 7.0, conteniendo 1% de BSA, 0.4 M de NaCl y 2

Luego las placas se lavaron con PBS, pH 7.4, se agregaro

mM de EDTA].
n 100 pl de un

sistema de sustitucion de peroxidasa de micropozos TMB (KIRKEGAARD

& PERRY LAB. Disponible en Funakoshi Yakuhin) y se d

temperatura ambiente durante 10 minutos para determinar la

pjO reaccionar a

enzima en la fase s6lida. Luego se detuvo la reaccion agregando 100 ul 1M

de 4cido fosférico, se determind la absorbencia a 450 nm ¢on un lector de

placas (MTP-120, producido por Corona Co.). De acufrdo con estos
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métodos, se determino la actividad de la enzima en la fase sélig
resultados, se seleccionaron 18 pozos donde se encontrd

anticuerpo entre 123 pozos, y los hibridomas se congelaron y

da. Como los

el valor del

almacenaron.

Los hibridomas de los pozos, No. 4, No. 53, No. 61, No. 76, No. 101 y No.

116 se clonaron por el método de dilucion. En la clonacion se agregaron

timocitos de BALB/C ratdn como las células de alimentacion

a 5 X 10°por

pozo. Después de la clonacién, se determind el valor del anticuerpo del

sobrenadante por el mismo método. Los clones positivos fueron No. 4, No.

101 y No. 116. Estos clones fueron los hibridomas de
antiéuerpo de la expresion de la Toxina M.

Ejemplo 5

produccién de

Determinacién de una clase y de una subclase de anticuerpos

monoclonales:

Con el método descrito en el Ejemplo 4, se formaron microplacas anti

conejo de fijacion IgG. A saber, se agreg6 mediante pipeta 0.

1M de soluciéon

amortiguadora carbonato conteniendo anti cabra de pH 9.6 a unas

microplacas de 96 pozos a 100ul por pozo y se dejaron a una
4°C durante 24 horas. Luego las placas se lavaron con una

amortiguada con fosfato (PBS, pH 7.4), 25% Block Ace (m

temperatura de
solucién salina

arca registrada,

producida por Yukijirushi Milk Products Co.) y se agregd mediante pipeta

PBS, pH 7.2 conteniendo 0.1% de NaN; a cada 300 pl pa

partes excesivas de fijacion del pozo y se tratd por lo me

ra bloquear las

nos durante 24

horas a una temperatura de 4°C. A las microplacas de anticyierpo anti ratén

IgG de fijacion de anticuerpos se agregd 50 ul de solucion

amortiguadora

EC y 100 pl del subtipo especifico de anticuerpo conteniendo un estuche de

iso-tipo producido por Bio-Rad Laboratories y se dejo reaccionar durante un

dia a una temperatura de 4°C. Después las placas se lavargn con PBS, pH

7.4, se agreg6 el cultivo de sobrenadantes de hibridoma desgrito arriba y se

dejo reaccionar durante un dia a una temperatura de 4°C.

Las placas se

lavaron con PBS, pH 7.4, v se agregaron 100 pl de la proteina de toxina

replegante etiqueteada HRP que se preparé en el Ejemplo 3 arriba diluyendo

a un multiplo de 100 con solucién amortiguadora C [0.02M solucidn
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amortiguadora de fosfato con pH 7.0, conteniendo 1% de BSA, 0.4 M de

NaCl 2mM de EDTA], y se dejo reaccionar durante 6 horas|a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron con PBS, pH 7.4, y la 4actividad de la
enzima en la fase sélida se determiné por el método descrito|en el Ejemplo
4. Como los resultados, las subclases del anticuerpo monoclonal producido
por estos hibridomas fueron No. 4 (IgGl), No. 101 (IgG2b) y No. 116
(IgG2a).
Ejemplo 6
Un método para producir ascitas fluidas de raton a partir de
hibridomas:
Los hibridomas No. 4, No. 101 y No. 116 fueron ascitas de ratdn.
Previamente se administrd 0.5 ml de aceite mineral en forma parenteral a los
ratones. A los ratones (BALB/C, hembras), lo anterior se| administrd en
forma parenteral a 1-3 X 10° células / ratén y las ascitas conteniendo el
anticuerpo se recolectaron después de 6-20 dias. El anticuerpo monoclonal
se purificé a partir de las ascitas obtenidas con una columna|de proteina-A. |
A saber, alrededor de 25 ml de ascitas se diluyeron con el mismo volumen
de solucién amortiguadora de fijacién (3.5M de NaCl, 1/5M de glicina
conteniendo 0.05% de NaNj, pH 9.0), la solucion se precipitd a una columna
de recombinante proteina-A-agalosa (Repligen Co.) previamente equilibrada
con una solucidon amortiguadora de fijacion, el anticuerpo especifico se
levigd con wuna soluciéon amortiguadora de ' levigagion (solucidn
amortiguadora de acido citrico a 0.1M, pH 3.0 conteniendo 0J05% de NaN3).
El liquido de la levigacion se sometié a didlisis con PBS| pH 7.4 a una
temperatura de 4°C durante 2 dias, y se filtré para retirar el bacilli con un
filtro de 0.22 pm (producido por by Millipore Co.) o almacenando a una

temperatura de—80°C.

Ejemplo 7 Preparaci6n del anticuerpo policlonal Toxin
Se mezcld 4.1 mg de la proteina citotdxica de la To
invencion con un potenciador completo de Freund y la mez
subcutdneamente a un conejo. Después de una semana, se n

cantidad de la Toxina M con un potenciador incompleto

a M

xina M de esta
cla se inmunizo
1ezcld la misma

de Freund y la
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mezcla luego se inmunizé en forma subcutanea en un conejo.

Después de la

inmunizacion, se recolectd la sangre del conejo y se centrifugd para retirar

los componentes del hematocito y se obtuvo el-antisuero.

Ejemplo 8

Andlisis de la Toxina M por Inmunotransferencia (Western Blotting):
Se agregd solucién amortiguadora SDS-de muestra ¢
mercaptoetanol al sobrenadante obtenido en el Ejemplo 3

sometio a electroforesia con Peptida-PAGE (TEFCO) y s

onteniendo 2-
, la mezcla se

e transfirido en

forma eléctrica a una membrana PVDF (Amersham). Cadal anticuerpo (2

ug/ml) obtenido en el Ejemplo 4 y en el Ejemplo 6 se emple6 como el

anticuerpo primario. Se empleé HRP (Peroxidasa de rdbano picante) —

etiqueteado con anticuerpos IgG anti conejo y anti ratén (dilucién en

multiplos de 2000; Dako) como el anticuerpo secundario. L

h coloracion se

efectud por medio de un sistema de detecciéon ECL de inmunotransferencia

(Amersham). Como los resultados se confirmd que c
primario reconocid la proteina de expresion. (Fig.5).
Ejemplo 9
Se cargd carbono activo (0.2~0.Imm de diametro),
alginato de calcio, cada uno a 0.5ml, en tres columnas

equilibrarlas con soluciéon amortiguadora Tris 10mM, pH 7.

0.5ml de Toxina M 400 nM teniendo una actividad rep

ada anticuerpo

CM celulosa y
Después de
7, se agregaron

legada a cada

columna, y estas columnas se taponaron y se dejaron repgsar durante 60

minutos a una temperatura de 25°C. Mientras tanto, se dejo

amortiguadora Tris sola y la solucién amortiguadora Tris

misma Toxina M reposaran bajo las mismas condiciones.

abrieron todas las columnas y luego se separaron cada 100
las columnas, ademas se agregaron 0.5 ml de la solucién amq
a cada columna y se recolectaron cada 100 pl. Se centrifug
de adultos normales 2 — 3 veces a 800 X g durante 10 minu
sobrenadante se volvid transparente.
precipitados agregados a 10 mM de la solucion amortiguad

como control positivo.  Similarmente, los 10 pl de eritroci

que la solucion
conteniendo la
Luego se
ul que caian de

prtiguadora Tils

tos hasta que el

Se utilizaron 10ul de los eritrocitos

ora Tris 990 pl

tos precipitados
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agregados a 10 mM de una sal de la solucion amortiguadora Tris al 0.9% se
emplearon como un control negativo. Se recolectaron muestras de las
columnas anteriores. Se agregaron eritrocitos de 1 volﬁmen por 100
volumenes de la muestra a las muestras. Los controles y lés muestras se
compararon con la concentracidn relativa de hemoglobina lévigada con un
lector multiple de placas' (Biorad) mediante la medicidbn como una
absorbencia de 415 nm. (Fig. 6). |

Ejemplo 10

Se determinaron las proporciones a las cuales las células Hela
(céfulas humanas con céncer de cervix uterino) estuvieron expuestas a las
fracciones de cada columna del Ejemplo 9 y se determiné 1@ viabilidad por
un método WST ‘usando una sal de tetrazolio. Las células HeLa se
cultivaron en placas de 96 pozos durante 24 horas a unafproporcién de
10000 células por pozo. Unicamente se agregd respectivamente un liquido
dé cultivo de control negativo, cada muestra de liquido y un control positivo
de 20 nM de la proteina toxina a cada pozo y estos se cultivairon durante 12
horas a una temperatura de 37°C. Empleando un Estuche de Conteo de
Células (DOJIN LABORATORIES Ltd. Co.), se midieron las proporciones
de la viabilidad de las células detectadas por un método WST como una
absorbencia de una Jongitud de onda de 415nm. (Fig. 7, Fig. 8).

Aplicabilidad Industrial

La proteina y la peptida parcial de esta invencién y similares se
pueden usar por ejemplo como agentes para el tratamiento del cancer. El
anticuerpo de esta invencion se puede utilizar para identificar la proteina de
esta invencion en la sangre, los tejidos, la orina y lés excrementos
recolectados de pacientes de ensayos y para confirmar la infeccién con
Helicobacter pylori. Ademas se utiliza para la cuantificacion de la proteina
de esta invencién. La proteina de esta invencion se puede emplear como un
agente de cribado de los compuestos que aumentan o inhiben las actividades

de la proteina de esta invencion.
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Listado de secuencias

<110> Hiroyuki OHNO
<120> Proteina citotoxica
<130> 200212050
<160> 4
<210> 1
<211> 357
<212>PRT
<213> Helicobacter pylori
<400> 1
Met Lys Gly Leu Glu Arg Glu Ser His Phe Thr Leu Asp Glu Asn Ala
1 5 10 15
Met Phe Phe Glu Cys Ala Tyr Ser Cys Asp Asn Ala Leu Phe Leu Gln
20 25 30
Leu Glu Asp Arg Ser Phe Phe Ile Thr Asp Ser Arg Tyr Thr Gln Glu
35 40 45 |
Ala Lys Glu Ser Ile Gln Pro Lys Asn Gly Val Leu Ala Glu Val Ile
50 55 60 ‘
Glu Ser Ser Asp Leu Val Gln Ser Thr Ile Asp Leu Ile Ala Lyé His
65 70 75 80
Ser Val Lys Lys Leu Phe Phe Asp Pro Asn Gln Val Asn Leu Gln Thr
85 90 95
Tyr Lys Arg Leu Asp Ser Ala Ile Gly Asn Lys Val Ile Leu Glu Gly
100 105 | 110
Val Pro Ser Tyr His Arg Gln Lys Arg Ile Ile Lys Asn Asn His Glu
115 | 120 125 |
Ile Gln Leu Leu Lys Lys Ser Gln Ala Leu Asn Val Glu Ala Phe Glu
130 135 140 _‘
Asn Phe Ala Glu Tyr Val Lys Lys Ile Phe Asp Glu Lys Glu Ser Leu
145 150 155 160
Ser Glu Arg Tyr Leu Gln His Lys Val Lys Asp-Phe Leu Thr Lys Glu
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165 170 175

Gly Val Tyr Asp Leu Ser Phe Glu Pro Ile Leu Ala Leu Asn Ala Asn \

180 185 190
Ala Ser Lys Pro His Ala Leu Pro Ser Ala Lys Asp Phe Leu Lys Ala
195 200 205 |
Glu His Ser Ile Leu Leu Asp Met Gly Ile Lys Tyr Glu Arg T}{r Cys
210 215 220
Ser Asp Arg Thr Arg Thr Ala Phe Phe Asp Pro Lys Asp Phe Val Phe
225 230 235 240
Lyé Arg Glu GIn Ser Phe Lys Asp Lys Glu Ser Gln Lys Ile Tyr Asp
245 250 255
Ile Val Lys Glu Ala Gln Glu Lys Ala Ile Ser Gly Ile Arg Ala Gly
260 265 270 |
Met Thr Gly Lys Glu Ala Asp Ser Leu Ala Arg Gly Val Ile Ser ASp
275 280 285
Tyr Gly Tyt Gly Gln Tyr Phe Thr His Ser Thr Gly His Gly Ile Gly
290 295 300
Leu Asp Ile His Glu Leu Pro Tyr Ile Ser Ser Arg Ser Glu Thr Ile Leu
305 310 315 320
Glu Glu Gly Met Val Phe Ser Val Glu Pro Gly Ile Tyr Ile Pro Gly
325 330 335
Phe Phe Gly Val Arg Ile Glu Asp Leu Val Val Ile Lys Asn Sér Arg
340 345 350 “
Ala Glu Leu Leu
355
<210>2
<211> 1071
<212>DNA
<213> Helicobacter pylori
<400> 2 |
atgaaaggat tagaaagaga atcgcatttc acgcttgatg aaaacgcgat gtttttﬂgag 60
tgtgcttata gttgegataa tgcetttgttt ttgeaattag aggategcte gttttttate | 120
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actgattctc gectacactca agaagctaaa gaaagcattc agcctaaaaa tggcgt‘jctta 180

[ 17

gcggaagtga tagaatccag cgatttagtc caaageacga ttgatttgat cgcaaaacac 240
tcggttaaaa agctcttttt tgatcccaat caagtgaatt tgcaaaccta caagcgtttg 300
gattcggega ttgggaataa ggttatitta gagggegtge ctagttacca ccgccaéaaa 360
cgcatcatta aaaacaatca tgagatccaa ctcctcaaaa aatctcaage gttgaatigtt 420
gaagcttttg aaaattttge cgagtatgtg aaaaagattt ttgatgaaaa agagtccttég 480
agcgagceggt atttgcagea taaggttaag gactttttga ctaaagaggg ggtttatéat 540
ctgagctttg agcctatttt agecttgaat gcgaacgega gecaaacceca tgctttg;:ct 600
agtgcgaagg attttttaaa agcggagcat agcattcttt tggatatggg gatcaaa’ftac 660
gaaégctatt geteggatag gactcgcacg getttttttg accctaaaga ttttgtcttic 720
aaaagagagc agagtttcaa ggataaagag agtcaaaaga tttatgacat tgtgaéagaa 780
gecgcaagaaa aggctatttc aggtattaga gecgggeatga ccggtaaaga agcgfgacagc 840
ttggctaggg gagtgattag cgattatggt tatgggcaat atttcactca cagcactéga 900 .
catggcattg gcttagacat tcatgagcett ccttatattt catcgegeag tgaaaccait 960
ttagaagagg gcatggtgtt ttctgtagag cetgggattt atatcectgg attttttggig 1020
gtgcgeattg aagatttagt ggtgatcaaa aattctaggg ctgagetttt g f 1071
<210>3 | '

<211>32

<212> DNA

<213> Helicobacter pylori

<400> 3

gacgacgaca agatgaaagg attagaaaga ga 32
<210>4 |

<211>37

<212> DNA

<213> Helicobacter pylori

<400> 4

gaggagaagc ccggttacaa aagctcagee ctagaat - 37
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REIVINDICACIONES

. 1. Una proteina citotéxica comprendiendo una proteina teniendo por
lo menos una identidad del 70 % o mayor de la secuencia de aminodcidos

representada por la SEC ID No. 1.

~2. Una peptida parcial de la proteina citotoxica descrita en la

reivindicacion 1, caracterizada en que la proteina tiene la misma actividad

citotoxica que la de la secuencia de aminoacidos representada por SEC ID

No. 1.
3. La proteina citotdxica de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2
donde la proteina se produce con Helicobacter pylori.
-4, La proteina citotoxina de la reivindicacién 1 o de la reivindicacion
2 donde la proteina se obtiene cultivando un transformante que se

transforma con un vector de combinacién conteniendo el ADN de SEC ID

No, 2 codificando la proteina citotoxina de la reivindicacién 1 o 2.

. La proteina citotoxina de la reivindicacién 4 donde el transformante
se deposita bajo declaraciéon No. FERM BP-8218 en el National Institute of
Advanced Industrial Science and Technology (IPOD).

6. Un agente antineoplasico que contiene la proteina citotoxica de la
reivindicacion 1 o 2.
‘(@Un anticuerpo monoclonal especifico contra la proteina citotoxica

que se obtiene por la inmunizacion de la proteina citotéxica de la

g
TN

reivindicacion 1 o 2 contra un mamifero. =
8. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 7 que se produce con
un clon de hibridoma de la declaracion No. FERM BP-8222.
+9. El anticuefpo monoclonal de la reivindicacion 7 qué se produce con
un clon de hibridoma de la declaracion No. FERM BP-8223.
»10. El anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 7 que se produce
con un clon de hibridoma de la declaracién No. FERM BP-8224.
N /il\‘ Un anticuerpo monoclonal especifico contra la proteina citotoxica
que se obtiene por medio de la inmunizacion de la proteina citotéxica de la

reivindicacién 1 o 2 contra un mamifero. __—

F4
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L s ST *\‘v12 Un método para detectar y diagnosticar la proteina citotdxica de la 3
/ reivindicacién 1 o 2 donde se utiliza el anticuerpo monoclonal o policlonal
que estd descrito en cualquiera de las reivindicaciones 7-11. |

13. Un agente para prevenir y tratar el cancer gastrico, la gastritis, la
Ulcera gastrica desencadenados por la proteina citotoxica de la
reivindicacion 1 o 2, donde se emplea el anticuerpo monoclonal o el

anticuerpo policlonal descrito en cualquiera de las reivindicaciones 7-11.

rei

¢
" _actividad de la proteina de la reivindicacién 1 o 2, donde la actividad de

~14. Un método de cribado de un compuesto que promueve o inhibe la

r o iqhibicién de la multiplicacion de célu%as, la actividad citotoxica o la muerte
gt églciilar se juzga al compararse por medio de grupos de control negativos o
‘ positivos con una célula de animal de sangre caliente.
| . / 15. Un estuche para cribar un compuesto o su sal que promueve 0
inhibe la actividad de la proteina de la reivindicacién 1 o 2, que comprende
| la proteina de la reivindicacion 1 o 2.
‘ /‘“/;, 16. Un compuésto o su sal que promueve o inhibe la actividad de la
proteina de la reivindicacion 1 o 2, donde el compuesto se obtiene mediante
| | el método de cribado de la reivindicacion 14 o con el estuche de cribado de
1 la reivindicacién 15.

17. Un medicamento conteniendo un compuesto o su sal, donde el
compuesto tiene una actividad que inhibe la actividad citotdxica de las
4P células de animales de sangre caliente con la proteina de la reivindicacion 1
1 o 2.

) 18. Un medicamento de la reivindicacién 17, que es un agente para
prevenir o tratar la gastritis, la tlcera gastrica, el céncer gastrico y una
enfermedad que demuestre que fue causada por la Toxina M mediante el
método de cribado de la reivindicacién 14 o por medio del estuche de

cribado de la reivindicacion 15.
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Esta invencion se relaciona con una nueva proteina citotéxica (Toxina
M, toxina destructora de la mucosa) producida por by Helicobacter pylori'y
el uso.

Esta invencion dispone una proteina citotdxica (Toxina M) producida
por Helicobacter pylori, una peptida parcial y un agente antineopldsico que
contienen la proteina citotoxica. La proteina se obtiene por medio dei
cultivo de un transformante que se transforma con un vector recombinante
conteniendo ADN- que codifica la proteina citotoxina. Esta invencion

dispone ademads el uso de la proteina.

55



AS: ‘761 2" ’

hen e

PATENT COOPERATION TREATY
PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT
(FCT Articlc 36 and Rujc 70)

¥

Applicant’s or ugent’s file reference

FOR FURTHER ACTION See Notification of Transmittal of International Preftminary
PCT-QHNO Examination Repart (Form PCT/IPLA/416)

Internationul appiication No. tntemational ﬁlmg date (day/monshfycar) Priority Date (dawimonth/year)
- PCT/JP02/12752 05. 12. 02 05. 12. 01

International Patent Classification (IPC) or national classification and i1PC

Applicant
OHNO, Hiroyuki

pA

T

This international preliminary examination report has been prepared by thic International Preliminary Examination Authority
and s trausnitted ta the applicant according to Article 36,

This REPORT congists of atotal of _ 5 sheets, including this cover sheet.

D This report is also accorapanied by ANNEXES, i.e., sheets of the deseription, claitns and/or drawings which have been
umended and are the basis for this report and/or sheets coraining rectifications made before this Authont} (see Rule
70.16 and Section 607 of tha Administrative Instructions under the PCT).

These amckes congist of % total of 4 — shests.

This Teport contains indicatons relating to the following items:

Basis of the opinion

[ erionity

E Non-establishment of apinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
D Lack of unity of invention

<2 H R

Reasoned statcment unde Rulc 66.2(a)(if) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

(] Certain docrancats cited

2 8

[T] Cortain defects in the interostional application
VIL @ Certain observations on the intcrnational application

Date of submission of the demand Date of completion of this report

25. 06. 03 ' 20. 11. Q3

Name and mriling address of the IPEA/ P Authorized officer

Teiephone No. 03-3581-1101

Form PCTAAPEA/409 (caver shect) (July 1998)




154

International application No.

TTERMNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCT/JP02/12752

1. Basis of the report

1. With regard to the elements of the intemational application:*
the international application as originally filed

m the description:
pages . ,asoriginally filed
pages » filed with the demand
pages _______, filed with the fetter of

B the claims:
pasces » a8 originally Gled
pages » as arnended (together with any statement) under Article 19
pages , filed with the demand
pages ____, filed with the letter of

D the drawings:
pages . a3 originally filed
pages ______, filed with the demand
pages , filed with the letter of

[J the sequence listing part of the description: S

pages , a$ originally filed
pages , filed with the demand
pages , filed with the latter of

‘With regard to the lxnguage, all the clerents mearked above were availabie or fumished to this Authority in the lsnguage in
which the intermational apptication was filed, unlcss otherwise indicated under this item.

These clements were available or firmished t this Authority in the following 1:mguagc which is:
[:] the language of a translstion furnished for the purposes of international search (nnder Rule 23.1(b)).
D the language of publication of the intcrnational application (under Rule 48.3(h)).

D the language of the transiation fucnished for the purposes of international prefiminary cxamination (wnder Rue 55.2 sad/
or 55.3).

3. With regard to any nucieotide and/or amino acid sequence disclosed in the internationul application, the intcrational
prefiminary examinagion was carried out on the basis of the sequence listing:

contained in the international spplication in printed form.

1

filed together with the international application in computer readabie form.
firmished subscquently to this Authority in written form.
furnished subscquently to this Authority in computer readablc form.

The statement that the snbsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the
international application as filed has been fumnished.

E The statement that the informution recorded inn computer readable form is idcatical to the wriitcn sequence listing bas
been finnished

4. [] Theamendments have resulted in the cancellation of:

ooowxd

D the degcription, pages N
D the claaps, Nos.
{1 e drawings, sheots/fig

5. [_] This report has been established as if (some of) the amendments had uot been made, since they have been considered t go
beyond the disclosurc as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).**

* Replacement sheets which have been fionished 1o the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to
in this report as ., originally filed ™ and are not annexed 10 shis repore since they do not contain amendments (Rutes 70 16 and
70.17).

** 4ny replacemens sheet conzaining such amendments raest be rg@rred to under item J ad annexed to this report.

Form PCT/IPEA/409 (Box I) (fuly 1998))




Intzrnational application No.
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCT/dP02/12752

V. Reasoned statement under Article 35(2) witk regard to novelty, inveative step or industrial applicability;
citations and ¢explanations supporting such statement

1.  Starement

Novelty (N) Claims 2. 4-11, 13-15 YES
Claims 1, 3, 16-18 NO

Inventive stcp (IS) C-laims 6, 13-15 YES
Claims T-5, 7-11, 16-18 NO

Induswial applicability 1A) Claims ~ 1-11, 13-18 YES
Claims NO

Citations and explanations (Rule 70.7)

X#k1:Database PIR Accession No.A71938,September 20,1999, Nature,1999,V0l.397,N0.6715,p.176-80
ICHR2: Nature,1997,V0l.1388,No.6642,p.539-47

HER3 WO 01/70955 A2(ELITRA PHARMACEUTICALS, INC.),2001.09.27

CHER4 WO 97/37044 A1(ASTRA AKTIEBOLAG),1997.10.09
XC#R5:Lancet,1992,Vol.339,N0.8794,p.629-31.

C#ER6 - JP 2000-063280 A(R B T3#430£41),2000.02.29

ICER7:WO 99/18938 A1(PERIO PRODUCTS LTD.),2001.10.23

Form PCI/IFEA/409 (Box V) (July 1998)



International application No.

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCT/JP02/12752

VIII. Certain observation on the international application

(1) Claim Io —
Claim 16 relates to a compound which is defined by a desired property

of “promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth in
claimlor2”oritssalt. BAlthoughclaim1l6 involves any compounds having
this property, only part of the claimed compounds are disclosed in the
description in the meaning as defined in PCT Article 5. It is recognized
that claim 16 is not supported by the description in the meaning as defined
in PCT Article 6. :
Although the common technical knowledge at thepoint of the application
is taken into consideration, the scope of “the compound promoting or
inhibiting the activity of a protein as set forth in claim 1 or 2 or
its salt” cannot be specified. Thus, claim 16 also fails to fulfill the-
requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6.
Such being the case, this search was made on the compounds specifically
stated as promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth
in claim 1l or 2 (namely, showing an anti-M toxin effect) or salts thereof.

(2) Claims 17 and 18
Claim 17 relates to a drug containing a compound which is defined

by a desired property of “inhibiting the cytotoxic activity of a protein
as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells” or its salt.
Although claim 17 involves any compounds having this property, only part
of the claimed compounds are disclosed in the description in the meaning
asdefinedinPCTArticleS5. Itisrecognizedthatclaiml7isnot supported
by the description in the meaning as defined in PCT Article 6.

Although the common technical knowledge at the pointof the application
is taken into consideratien, the scope of “inhibiting the cytotoxic
activity of a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal
cells” cannot be specified. Thus, claim 17 also fails to fulfill the
requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6.

Such being the case, this search was made on drugs containing the
compounds specifically stated as inhibiting the cytotoxic activity of
a protein as set fort inclaim 1l or 2 on warm~blooded animal cells (namely,
showing an anti-M toxin effect) or salts thereof.

The same applies to claim 18 depending on claim 17.
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Regla 70.16 y Seccion 607 de las instrucciones administrativas bajo el PCT).

Estos anexos comprenden un total de hojas.

3. Este informe contiene datos con respecto a los siguientes puntos:

I Base del Informe
1L D Prioridad
m Sin elaboracién de un dictamen sobre novedad, actividad inventiva y posibilidad de aplicacién industrial
v D Falta de unidad de la invencion
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR
INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No. PCT/JP02/12752

I. Bases del Informe
1. Con respecto a los elementos de la solicitud internacional

la solicitud internacional como se presenté inicialmente
[ ta descripcion:

paginas como se presentaron inicialmente
paginas presentadas con la peticion
paginas presentadas con la carta de

] 1as reivindicaciones:

paginas como se presentaron inicialmente
paginas como se modificaron (junto con cualquier declaracion) bajo el Articulo 19
paginas como se presentaron con la peticién
paginas presentadas con la carta de
O fos dibujos:
paginas como se presentaron inicialmente
paginas presentadas con la peticion
paginas presentadas con la carta de

[ 1a secuencia de la lista de la descripcion:

3.

4.

paginas como se presentaron inicialmente
paginas presentadas con ia peticion
paginas presentadas con la carta de

En lo concerniente al idioma, todos los elementos indicados mas arriba estuvieron a disposicion de
esta Administracién o le fueron enviados en el idioma en el cual se radicé la solicitud internacional,
salvo indicacién en contrario consignada bajo este punto.

Estos elementos estuvieron a disposicion de esta Administraciéon o le fueron enviados en el idioma
siguiente: , que es:

O

O
O

el idioma de una traduccién enviada para efectos de la bisqueda internacional (segin ia regla
23.1 (b)).

el idioma de publicacion de la solicitud internacional (segun la regia 48.3 (b)).

el idioma de la traduccién enviada para efectos del examen preliminar internacional (segun la
regla 55.2 y/o 55.3).

En lo que concierne a cualquier secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos divulgada en la
solicitud internacional, el examen preliminar internaciona! se llevo a cabo sobre la base del listado de
secuencias:

oooxo

Xl

contenido en la solicitud internacional, por escrito.

presentado con la solicitud internacional, en formato de lectura por computador.
remitido posteriormente a la administracion, por escrito.

remitido posteriormente a fa administracién, en formato de lectura por computador.

se ha rendido la declaracién, segun la cual el listado de secuencias por escrito y suministrado
posteriormente no va mas alla de la divulgacion hecha en la solicitud tal como se radico.

se ha rendido la declaracién, segun la cual las informaciones registradas en formato de lectura
por computador son idénticas a las de los listados de secuencias, presentados por escrito.

Las modificaciones han acarreado la anulacion:

|
]
O

de la descripcion, paginas:
de las reivindicaciones, Nos.:
de los dibujos, hojas:

Formato PCT/IPEA/409 (Cuadros 1} (Julio 1998)



INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR Solicitud Internacional No. PCT/JP02/12752
INTERNACIONAL

5. [ E! presente informe se prepard sin tener en cuenta (algunas de) las modificaciones, que s8
consideraron que van mas aila de la exposicidén de la invencién, como se indica en el Cuadro
Adicional (regla 70.2 (c¢)).**
* Toda hoja intercambiable suministrada a la Oficina receptora en respuesta a una invitacién
bajo el Articulo 14 se conoce en este informe como “presentada inicialmente” y no se anexan a
este informe puesto que no contienen ninguna modificacion (Reglas 70.16 y 70.17).
*(Toda hoja intercambiable que incluya modificaciones de esta indole debe indicarse en el
punto 1y anexarse al presente informe.)

lil. Sin elaboracién de un dictamen sobre novedad, actividad inventiva y posibilidad de aplicacién
industrial.

[] Reivindicacién 12.

V. Declaracion motivada bajo Articulo 35(2) en cuanto a la novedad, la actividad inventiva y la
posibilidad de aplicacién industrial; citas y explicaciones sustentando esta declaracién

1. DECLARACION

Novedad (N) Reivindicaciones 2, 4-11, 13-15 Sl
Reivindicaciones 1, 3, 16-18 NO

® Actividad Inventiva (IS) Reivindicaciones 6, 13-15 sl
Reivindicaciones 1-5, 7-11, 16-18 NO

Posibilidad de Aplicacién Industrial (1A) 1-11, 13-18 Si
NO

Citas y explicaciones (Regla 70.7)

Acceso Base de Datos PIR No. A71938 Septiembre 29, 1999, Nature,1999,Vol.397,No.6715,p.176-80
Nature, 1977, Vol,1388,N0.6642,p.539-47

WO 01/70955 A2 (ELITRA PHARMACEUTICALS, INC.),2001.09.27

WO 97/37044 A1 (ASTRA AKTIEBOLAG),1997.10.09

Lancet,1992,V0l.339,N0.8794,p.629-31

JP 2000-063280 A,2000.02.29

WO 99/18938 A1(PERIO PRODUCTS LTD),2001.10.23

Formato PCT/IPEA/409 (Cuadros |- 111-V) (Julio 1998)
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR Solicitud Internacional No. PCT/JP02/12752
INTERNACIONAL

VIIl. Ciertas observaciones sobre la aplicacién internacional

(1) Reivindicacion 16

La Reivindicacion 16 hace referencia a un compuesto que se define por medio de una propiedad deseada
de “promover o inhibir la actividad de una proteina como se establece en la reivindicacién 1 0 2" o su sal.
Aungue la reivindicaciéon 16 comprende cualquier compuesto que tenga esta propiedad, unicamente una
parte de los compuestos reivindicados se revela en la descripcién en el significado como se define en el
Articulo V del PCT. Se reconoce que la reivindicacion 16 no esta soportada por la descripcion en el
significado como se define en el Articulo 6 del PCT.

Aunqgue se tiene en cuenta el conocimiento técnico ordinario en el punto de la aplicacién, no se puede
especificar el ambito del “compuesto promoviendo o inhibiendo la actividad de una proteina como se
establece en la Reivindicacién 1 0 2 o su sal”. Por lo tanto, la Reivindicacién 16 tampoco cumple con el
requisito de claridad en el significado como se define en el Articulo 6 del PCT.

Dado el caso, esta busqueda se efectud sobre los compuestos sobre los cuales especificamente se
afirma que promueven o inhiben la actividad de una proteina como se establece en la Reivindicacion 1 0 2
(es decir, que muestran un efecto anti-toxina M) o sales de los mismos.

(2) Reivindicaciones 17y 18

La Reivindicacion 17 hace referencia a un farmaco conteniendo un compuesto que se define por medio de
una propiedad deseada de “inhibir la actividad citotéxica de una proteina como se establece en la
Reivindicacion 1 o 2 en las células de un animal de sangre caliente” o su sal. Aungue la Reivindicacion 17
comprende cualquier compuesto que tenga esta propiedad, unicamente una parte de los compuestos
reivindicados se revela en la descripcion en el significado como se define en el Articulo V del PCT. Se
reconoce que la reivindicacion 17 no esta soportada por la descripcion en el significado como se define en
el Articulo 6 del PCT.

Aunque se tiene en cuenta el conocimiento técnico ordinario en el punto de la aplicacion, no se puede
especificar el ambito de “inhibir la actividad citotdxica de una proteina como se establece en la
Reivindicacién 1 o 2 en células de animales de sangre caliente”. Por lo tanto, la Reivindicacion 17
tampoco cumple con el requisito de claridad en el significado como se define en el Articulo 6 del PCT.

Dado el caso, esta busqueda se efectud sobre los compuestos sobre los cuales especificamente se
afirma que inhiben la actividad citotoxica de una proteina como se establece en la Reivindicacion 102 en
células de animales de sangre caliente (es decir, que muestran un efecto anti-toxina M) o sales de los
mismos.

Lo mismo aplica para la reivindicaciéon 18 que depende de la reivindicacion 17.
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(1) Claim 16
Claim 16 relates to a compound which is defined by a desired property

of “promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth in
claimlor2”oritssalt. Althoughclaiml6 involves any compounds having
this property, only part of the claimed compounds are disclosed in the
description in the meaning as defined in PCT Article 5. It is recognized
that claim 16 is not supported by the description in the meaning as deflned
in PCT Article 6.

Although the common technical knowledge at the point of the application
is taken into consideration, the scope of “the compound promoting or
inhibiting the activity of a protein as set forth in claim 1 or 2 or

its salt” cannot be specified. Thus, claim 16 also fails to fulfill the:

requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6.
Such being the case, this search was made on the compounds specifically

stated as promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth

in claim 1l or 2 (namely, showing an anti-M toxin effect) or salts thereof.

(2) Claims 17 and 18
Claim 17 relates to a drug containing a compound which is defined

by a desired property of “inhibiting the cytotoxic activity of a protein
as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells” or its salt.
Although claim 17 involves any compounds having this property, only part
of the claimed compounds are disclosed in the descrlptlon in the meaning
asdefinedinPCTArticle5. Itisrecognizedthatclaiml7isnot supported
by the description in the meaning as defined in PCT Article 6.

Although the common technical knowledge at the point of the application
is taken into consideration, the scope of “inhibiting the cytotoxic
activity of a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal
cells” cannot be specified. Thus, claim 17 also fails to fulfill the
requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6.

Such being the case, this search was made on drugs containing the
compounds specifically stated as inhibiting the cytotoxic activity of
a protein as set fort inclaim 1 or 2 on warm-blooded animal cells (namely,
showing an anti-M toxin effect) or salts thereof.

The same applies to claim 18 depending on claim 17.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (July 1998)
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Claim 12 pertains to diagnostic methods to be practiced on the human body,
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is not required, under the provisions of Article 17(2) (a) (i) of the PCT and
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of any additional fee.

3. D As only some of the required additional scarch fees were timely paid by the applicant, this international search report covers

only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. r_—] No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this intemational search report is
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<Subject of Search>

(1) Claim 16
Claim 16 relates to a compound which is defined by a desired property

of “promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth in
claimlor2”oritssalt. Althoughclaiml6 involves any compounds having
this property, only part of the claimed compounds are disclosed in the
description in the meaning as defined in PCT Article 5. It is recognized
that claim 16 is not supported by the description in the meaning as defined
in PCT Article 6. '
Although the common technical knowledge at the point of the applfcation
is taken into consideration, the scope of “the compound promoting or
inhibiting the activity of a protein as set forth in claim 1 or 2 or
its salt” cannot be specified. Thus, claim 16 also fails to fulfill the:
requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6.
Such being the case, this search was made on the compounds specifically
stated as promoting or inhibiting the activity of a protein as set forth
in claim 1l or 2 (namely, showing an anti-M toxin effect) or salts thereof.

(2) Claims 17 and 18

Claim 17 relates to a drug containing a compound which is defined
by a desired property of “inhibiting the cytotoxic activity of a protein
as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells” or its salt.
Although claim 17 involves any compounds having this property, only part
of the claimed compounds are disclosed in the description in the meaning
asdefinedinPCTArticleS5. Itisrecognizedthatclaiml7isnotsupported
by the description in the meaning as defined in PCT Article 6.

Although the common technical knowledge at the point of the application
is taken into consideration, the scope of “inhibiting the cytotoxic
activity of a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal
cells” cannot be specified. Thus, claim 17 also fails to fulfill the
requirement of clearness in the meaning as defined in PCT Article 6.

Such being tHe case, this search was made on drugs containing the
compounds specifically stated as inhibiting the cytotoxic activity of
a protein as set fort in claim 1 or 2 on warm-blooded animal cells (namely,
showing an anti-M toxin effect) or salts thereof.

The same applies to claim 18 depending on claim 17.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (July 1998)
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Yo {(nosotros) | (We) Hiroyuki OHNO .
domiciledin  1-12-10-204, Fukuei, Ichika shi,

domiciliado(s) en

Nombrolamos) a: RAMIRO CASTRO DUQUE vy/o .
HECTOR GOMEZ MEJA., de Bogotd, Colombia,
apoderados verdaderos v legales con poder especiale
amplic y suficiente, para recabar de las oficinas y
sutoridades colombianas sdministrativas, judicisles y
de policfa, en cusiquier instancia o recurso. la .
obtencién de patentes de -invencitn, registros de
marcas, diseftos industriales,. .modelos de utilidad,
depésitos de nombres comercialas y ensafias, registros
de derechos de autor y. contratos sobre los mismos,
obtencién de certificados de obtentor de variedades
vegetales, asl como -sua prérrogas, renovaciones,
anotaciones ‘de traspsso, cambios de nombre y/o
domicilio; elaborar, tramitar y registrar contratos de
licencia y licencias de cualesquiers clases: intervenir
como- demandante o como demandado en cuakjuler
instancia y recurso ante. cuatquier juez, corporacidn,
funcionario publico o autoridsd en acciones judiciales,
administrativas y de policfa tales como: oposiciones al
registro de marcas; acciones de caducidad,
cancelacidn y nulidad; acciones reivindicatoriss,
acciones derivadas de ls obtencidn o explatacién de
licencias; acciones de competencie desleal; demsandas
penales: acciones de indemnizacion de perjuicios,
reclamos y observaciones a solicitudes de patentes,
diseiios industriales, modelos ds utilidad, en el gjercicio
de medidas cauteisras y an otrag acciones o maedidas
sirnilares. ’

A este efecto, [o(s) facuitolamos) para elevar
solicitudes, formular descripciones, enmiendas,
protestas, declarasciones, oposiciones, cancelaciones,
nulidades, apelaciones y reclamos; pagar impuestos,
cuotss y gravimenes presoritos. por 18 l8y; renunciar o
desistir @ derechos concsdidos © en  curso de
concesidn; recibir toda clase de documaentos y valores,
~ dando el descargo respectivo, v, en generel, para dar
ante dichas autoridades todos los pasos necesarios al
efecto indicade y tomar.:todee lss medidas que
creyeren conducentes al resguardo de mis (nuestras
Intereses). con todass las demss tfacultades legales
necesarias. -

Este. poder comprende. la . facuitad de ratificer o
. confirmar en.mi (nuestro}  nombre lo actuado as!
como la facultad de desistir, transigir, comprometer, ¥
la de sustitvido en todo o en parte vy revocar
sustituciones, Asimismo nombroiamos) a:

{ruestrosi apoderados en Colombia, con fg
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Chiba 272-0137 Japan

Hersby appoint RAMIRO CASTRO DUQUE end/or
HECTOR GOMEZ MEJA, 4f Bogotd, Colombia, my
{oun) true and lawful attorneys with special, ample and
sufficient power to obtain from 1the Colombian
administrative, judicial and police offices and
suthorities, in any instance, privileges ot patents of
invention, registration of wrademarks, industrial designs
and utility models: registration of commercial names
and emblems, registration of copyright and contracts
related thereto, certificates of obtainers of vegetables
varleties, as well as extensions, renéwals and racordsl
of assignments and changes of neme and domicile
talated to the above; t0 prepare, prosecute and register
licenses of any kind; 1o act es plaintitf or defendant in
any instance of recourse, and befors any judge,
corporation, public official or authority in judicial,
administrative and police actions, such as: oppositions
ta the registration of trademarks; caducity, canceilation
and nullity actions; claim actions derived from the

. obtaining or explotation of ficenses, action of unfair

competition; penal demands, actions of indemnities for
damages: claims or observations on patem
applications, models, industrial designs and utility
models; in the axercise of preventive measuras: and in
other actians or similar proceedings.

To that effect they hereby empowered to file
applications, formulate descriptions, amendments,
protests, declarations, oppositions, cancellations,
nullities, appesis and claims; to pay taxes, quotas and
sssessments prescribed by law, renounce or waiva the
tights granted or in the process of granting: to receive
all kinds of documents and valusbles, giving the
respective release of receipt, and, in general, 1o take
before soid authorities the necessary steps to such
effact, and any meossures that they may deem
pertinent to the safeguard of my (our} interestls)
with all the other necessary legal powers.

This powsr includes the facuity to ratity or confirm
desist, settle and compromise on my {our) behalf, and
to substitute this power in whole or in part and to
revoke substitutions, At the same time | {(We) hereby
aopoing RAMIRO CASTRQ DUQUE end/or HECTOR
EZ MEJIA, domiciled in Carrera 7 No. 16-56, Piso

A, my {our) attorney(s) in fact, with powers to receive

notitications and to desig
attorneys.
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3. acting in the capacity of Notary of the Tokyo Legal Affairs Bureau

bears the seal/stamp of

-

Certified
5. at Tokyo 5/20/2004
7. by the Ministry of Foreign Affairs
8. 04- NO 024701
9.

Seal/stamp:

TARIO| CUARENTA
Agustin®isnivo Zbrare -

g OCFs. o\  Lolomdia
I —— . T

Shinichi HAGIWARA
For the Minister for Foreign Affairs
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TRADUCCION OFICIAL NO.398/2004.-

EL TEXTQ (QUE FIGHUE ES TRADUCTION FIEL Y COMFLETA DE UN DOCUMENTO ESCRITC EN

INGLEZ, Y LLEVA EL

SELIG Y LA FIRMA DE HELENA URIBE DE LEMOINE, TRADUCTORA F INTERPRETE OFICIAL, SEGIN FL?S:‘."LI"C.‘JI”?N

Neoo 3618 EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA EL 6 DE SEPT. DE [972.

TRADUCCION DE LOS SELLOS QUE APARECEN EN EL PODER OTORGADO

POR HIROYUKI OHNO, DOMILICILIADO EN 1-12-10-204 FUKUEI,

ICHIKAWA~SHI, CHIBA 272-0137, JAPON, A LOS DOCTORES RAMIRO

CASTRO DUQUE Y/O HECTOR GOMEZ MEJIA.

OTORGADO Y FIRMADO EN CHIBA, JAPON, EL 14 DE MAYO DE 2004.

FIRMADO: HIROYUKI OHNO.

REGISTRO NO. 0575

" CERTIFICADO NOTARIAL

POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE KAZUTOSHI FUNAHASHI,,un AGENTE

DE HIROYUKI OHNO, declardé en mi presencia que el mencionado

HIROYUKI OHNO reconocid haber firmado el documento adjunto.

 FECHADO A LOS 20 DIAS DEL MES DE MAYO DE 2004.

FIRMADO: KO ITO, NOTARIO
1-1-1 SHIMBASHI, MINATO-KU, TOKIO, JAPON

OFICINA DE ASUNTOS LEGALES DE TOKIO

HAY SELLO EN RELIEVE DEL NOTARIO.

s e = o - s —————— . - ——— T —————

MINISTERIO
JUSTICiA




TRADUCCION OFICIAL NO.398/2004.-

10.

HELENA URIBE DE LEMOINE

APOSTILLA

(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)
PAfS: JAPON
EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO:
HA SIDO FIRMADO POR: KO ITO
ACTUANDO EN SU CALIDAD DE: NOTARIO DE LA OFICINA DE
ASUNTOS LEGALES DE TOKIO

LLEVA EL SELLO DE:

CERTIFICADO

EN TOKIO

EL DIA 20 DE MAYO DE 2004

POR EL MINISTERIO bE RELACIONES EXTERIORES

04- NO. 024701

SELLO: HAY SELLO DEL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES
DE JAPéN .

FIRMADO POR: SHINICHI HAGIWARA, POR EL MINISTERIO DE

RELACIONES EXTERIORES.




o SUPERINDUSTRIA Y COMERCID
Radicacion : B4862951 GuBGsRRG Folios: 178

Fecha {AMD): 2w84-87-81 16:31:13

Tramite  : B11 BCT-MATENT 379 FASE NACI 411 FRESENTAC
Dependencia; 2828 DIVISION DE WUEVAS CREACIONES .

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
v / USUARIC  RADICADOR
PATENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD () ( ’{
- lndlcacson de que se solicita la concesion de una patente. . { ) ( /
- Datos de identificacion del solicitante o de la persona que se presenta la solicitud.  { ) { /
Descripcion de la invencién. { ) { )
Dibujos de ser estos partinentes. {) { /)/
. - Comprobante de Pago de las tasas estabiecidas.
* .. COMPLETA ( INCOMPLETA ( ) ()
DISENO INDUSTRIAL ( )
- Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial { ) ()
- Datos de identificacion del solicitante o de la persona quepresenta  ( ) { )

- la solicitud.
- Representacion grafica o fotografica del Diseiio Industrial o muestra del

Material que incorpora el disefio. () ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas { ) ()
" COMPLETA () | INCOMPLETA () ()
ESQUEMA DE TRAZADO (.
- Indicacién de que solicita el registro de un Esquema de trazado. () ()
- Datos de Identificaclon del solcitante o de la persona que presenta
La solicitud. () ()
Representacion grafica del esquema de trazado () ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas. { ) ()
INCOMPLETA () ()

COMPLETA

Firma Responsable:

Fecha:




Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogota D C
Doctor(a) Oficio N° SR
RAMIRO CASTRO DUQUE ’
Apoderado
HIROYUKI OHNO
ASUNTO:
Radicaciéon N° 04-62951
Solicitud internacional PCT/JP02/12752
Fecha inicio fase nacional 05/07/2004
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 416
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:

e La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesion del
derecho de patente del inventor al solicitante o a su causante (Art. 26-k)
Decision 486).

o El solicitante debe presentar un nuevo titulo, que permita identificar la
materia de la cual trata la solicitud, ya que el relacionado no se encuentra
con la precisiobn necesaria para identificar claramente el objeto de la
solicitud de patente (Regla 4.3 PCT, Art. 27, 27 Decisién 486, Circular
Unica 5.2.9).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presente ofjei6 copforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto dgl titdlo prirdero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMEN ESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Division de Nuevas Creaciones.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,
Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5,7 y 10

202044 08 AGJ 2364 Conmutador: 3 820840 Fax: 3 505220

Sede CAN: Tr. 40A No. 38-50 3153265 al 69
Fax: 3 505220. Linea 9800-910 165
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