
(57)【要約】

本発明は、多型性OCT1ポリヌクレオチドに関する。さら

に、本発明は、本発明のポリヌクレオチドを含んでなる

遺伝子またはベクター、および本発明のポリヌクレオチ

ドまたは遺伝子で遺伝操作した宿主細胞に関する。さら

に、本発明は、分子変異ポリペプチドまたはそのフラグ

メントの製造法、分子変異ポリペプチドを発現しうる細

胞の製造法、および本発明のポリヌクレオチドまたは遺

伝子によってコードされたか、または本発明の方法によ

って得られたかまたは本発明の方法によって製造した細

胞から得られるポリペプチドまたはそのフラグメントに

関する。さらに、本発明は、本発明のポリペプチドに特

異的に結合する抗体に関する。さらに、本発明はトラン

スジェニック非ヒト動物に関する。本発明は、1つまた

は複数の前記ポリヌクレオチド、遺伝子、ベクター、ポ

リペプチド、抗体または宿主細胞を含んでなる固体支持

体にも関する。さらに、多型を同定する方法、プロドラ

ッグまたは薬剤または阻害剤を同定し、得る方法も本発

明に含まれる。さらに、本発明は、医薬組成物の製造法

、および疾患の診断法に関する。さらに、本発明は、本
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (a)配 列 番 号 ： ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16ま た は 17の 核 酸
配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(b)配 列 番 号 ： 28、 29、 30、 31、 32ま た は 33の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(c)OCT1遺 伝 子 に 対 し て 少 な く と も 70％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 80％ 、
少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ ま た は 少 な く と も 95％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 こ こ で 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 OCT1遺 伝 子 (GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :GI:9581
607)の 109130位 、 109211位 、 119220位 、 123551位 、 126806位 、 126846位 、 126863位 ～ 1268
65位 、 126922位 、 126915位 、 130672位 、 141819位 、 142951位 、 141961位 ま た は 142993位 に
少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 置 換 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 を 有 す る ；
(d)OCT1遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ こ で 該 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は OCT1遺 伝 子 (GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :GI:9581607)の 109130位 、 109211位 、
119220位 、 123551位 、 126806位 、 126846位 、 126922位 、 126915位 、 130672位 、 141819位 、
142951位 、 141961位 ま た は 142993位 に 対 応 す る 位 置 に 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド の 置
換 を 有 す る か 、 ま た は OCT1遺 伝 子 (GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :GI:9581607)の 126863位 ～
126865位 に 対 応 す る 位 置 に ３ ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 を 有 す る ；
(e)OCT1遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ こ で 該 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は OCT1遺 伝 子 (GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :GI:9581607)の 126806位 、 141819位 、
142951位 ま た は 142993位 に 対 応 す る 位 置 に Ａ 、 OCT1遺 伝 子 (GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :G
I:9581607)の 109211位 ま た は 126846位 に 対 応 す る 位 置 に Ｃ 、 OCT1遺 伝 子 (GenBankア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 :GI:9581607)の 126922位 ま た は 130672位 に 対 応 す る 位 置 に Ｇ 、 OCT1遺 伝 子 (Gen
Bankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :GI:9581607)の 109130位 、 119220位 、 123551位 、 126915位 ま た は
141961位 に 対 応 す る 位 置 に Ｔ を 有 す る か 、 ま た は OCT1遺 伝 子 (GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号
:GI:9581607)の 126863位 ～ 126865位 に 対 応 す る 位 置 に ATG欠 失 を 有 す る ；
(f)OCT1ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ こ で 該 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド (GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :GI:2511670)の 61位 、 88位 、 401
位 、 414位 ま た は 465位 に ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む ； お よ び
(g)OCT1ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ こ で 該 ポ リ ペ プ
チ ド は OCT1ポ リ ペ プ チ ド (GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :GI:2511670)の 61位 に Ｒ か ら Ｃ へ の
ア ミ ノ 酸 置 換 、 88位 に Ｃ か ら Ｒ へ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 401位 に Ｇ か ら Ｓ へ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 4
14位 に Ｇ か ら Ａ へ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 420位 に Ｍ の ア ミ ノ 酸 欠 失 ま た は 465位 に Ｇ か ら Ｒ へ の
ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 、
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ト ラ ン ス ポ ー タ ー OCT1の 基 質 で あ る 化 合 物 の 異 常 な 血 清 お よ
び ／ ま た は 細 胞 内 濃 度 の 結 果 と し て の 薬 物 治 療 の 副 作 用 、 ま た は 活 性 の 低 下 、 ま た は 薬 物
治 療 の 非 活 性 に 関 連 す る 請 求 項 1記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 DNAま た は RNAで あ る 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し て な る 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 お よ び ／ ま た は 置 換 が 対 応 す る 野 生 型 遺 伝 子 と 比 べ て 変 異 遺 伝 子 の 変
化 し た 発 現 を も た ら す 請 求 項 ４ 記 載 の 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ４ ま た は ５ 記 載 の 遺 伝 子 を
含 ん で な る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
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　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 発 現 制 御 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ 、 原 核 生 物 細 胞 も し く は 真 核 生
物 細 胞 ま た は そ の 単 離 さ れ た 画 分 に お け る 発 現 が 可 能 に な る 請 求 項 ６ 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ も し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 ま た
は 請 求 項 ６ も し く は ７ 記 載 の ベ ク タ ー で 遺 伝 子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ９ 】
　 (a)請 求 項 ８ 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ； お よ び
(b)培 養 物 か ら 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 を 収 集 す る 工 程
を 含 む 、 分 子 変 異 体 OCT1ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ も し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 ま た
は 請 求 項 ６ も し く は ７ 記 載 の ベ ク タ ー で 細 胞 を 遺 伝 子 操 作 す る 工 程 を 含 む 、 分 子 変 異 体 OC
T1ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が で き る 細 胞 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る か 、 請 求 項 ４ も し く
は ５ 記 載 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る か 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ う る か 、 請 求
項 １ ０ 記 載 の 方 法 に よ り 作 製 さ れ た 細 胞 に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ に 規 定 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 置 換 か ら 生 じ る １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む
エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ る 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の 少 な く と も １ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ も し く は ５
記 載 の 遺 伝 子 ま た は 請 求 項 ６ も し く は ７ 記 載 の ベ ク タ ー を 含 有 し て な る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ で あ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非
ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の １ つ ま た は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ も し く は ５
記 載 の 遺 伝 子 、 請 求 項 ６ も し く は ７ 記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 １ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請
求 項 １ ２ も し く は １ ３ 記 載 の 抗 体 ま た は 固 定 化 形 態 の 請 求 項 ８ 記 載 の 宿 主 細 胞 を 含 有 し て
な る 固 相 支 持 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 固 相 支 持 体 が 膜 、 ガ ラ ス -ま た は ポ リ プ ロ ピ レ ン -ま た は シ リ コ ン -チ ッ プ 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド -結 合 ビ ー ズ ま た は ビ ー ズ ア レ イ で あ り 、 光 学 フ ィ ル タ ー 基 板 上 に 組 立 て ら れ て
い る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 固 相 支 持 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 (a)個 体 の 複 数 の サ ブ グ ル ー プ か ら 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は 請 求 項 ４ も し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 を 単 離 す る 工 程 、 こ こ で １ つ の サ ブ グ ル ー プ は OCT1関
連 疾 患 の 有 病 性 を 有 さ ず 、 少 な く と も １ つ 以 上 の さ ら な る サ ブ グ ル ー プ は OCT1関 連 疾 患 の
有 病 性 を 有 す る ； お よ び
(b)OCT1関 連 疾 患 の 有 病 性 を 有 さ な い 該 １ つ の サ ブ グ ル ー プ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺
伝 子 の 核 酸 配 列 と 、 OCT1関 連 疾 患 の 有 病 性 を 有 す る 該 少 な く と も １ つ よ り 多 く の さ ら な る
サ ブ グ ル ー プ と 比 較 す る こ と に よ り 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 を 同 定 す る 工 程
を 含 む 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 の イ ン ビ ト ロ 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
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　 (a)薬 物 活 性 に 応 答 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と が で き る 成 分 の 存 在 下 に お
い て 、 請 求 項 １ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 １ ７ ま た は １ ８ 記 載 の 固 相 支 持 体 、 請 求 項
１ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ も し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 ま た は 請 求 項
６ も し く は ７ 記 載 の ベ ク タ ー を 含 有 す る 分 子 変 異 体 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 と プ ロ ド ラ ッ グ
ま た は 薬 物 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ 対 象 の 化 合 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
(b)プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 活 性 か ら 生 じ る シ グ ナ ル の 存 在 も し く は 非 存 在 ま た は シ グ ナ
ル の 増 大 も し く は 減 少 を 検 出 す る 工 程 、 こ こ で シ グ ナ ル の 非 存 在 、 存 在 、 増 大 ま た は 減 少
は 推 定 上 の プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 の 指 標 で あ る 、
を 含 む 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 体 の 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る プ ロ ド ラ ッ グ ま た
は 薬 物 を 同 定 し 、 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 (a)薬 物 活 性 に 応 答 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と が で き る 成 分 の 存 在 下 で 、
請 求 項 １ １ 記 載 の タ ン パ ク 質 、 請 求 項 １ ７ ま た は １ ８ 記 載 の 固 相 支 持 体 ま た は 請 求 項 １ ～
３ の い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ４ も し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 ま た は 請 求
項 ６ も し く は ７ 記 載 の ベ ク タ ー を 含 有 す る 分 子 変 異 体 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 と 、 阻 害 活 性
に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ 対 象 の 化 合 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
(b)阻 害 活 性 か ら 生 じ る シ グ ナ ル の 存 在 も し く は 非 存 在 ま た は シ グ ナ ル の 増 大 も し く は 減
少 を 検 出 す る 工 程 、 こ こ で シ グ ナ ル の 非 存 在 ま た は 減 少 は 推 定 上 の イ ン ヒ ビ タ ー の 指 標 で
あ る 、
を 含 む 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 体 の 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー を 同 定 し 、 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 細 胞 が 請 求 項 ８ 記 載 の 細 胞 で あ る か 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る か 、 ま
た は 請 求 項 １ ５ も し く は １ ６ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 に よ り 得 ら れ る 請 求 項
２ ０ ま た は ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 (a)請 求 項 ８ 記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 細 胞 、 請 求 項 １ １
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 １ ７ も し く は １ ８ 記 載 の 固 相 支 持 体 と 、 OCT1ポ リ ペ プ チ
ド と 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 第 一 の 分 子 と を 接 触 さ せ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 該 第 一
の 分 子 の 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 ；
(b)該 第 一 の 複 合 体 と ス ク リ ー ニ ン グ 対 象 の 化 合 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
(c)該 化 合 物 が 該 第 一 の 複 合 体 の 該 第 一 の 分 子 と 置 き 換 わ る か 否 か を 測 定 す る 工 程 、
を 含 む 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 体 の 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る プ ロ ド ラ ッ グ ま た
は 薬 物 を 同 定 し 、 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 (a)請 求 項 ８ 記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 細 胞 、 請 求 項 １ １
記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は 請 求 項 １ ７ も し く は １ ８ 記 載 の 固 相 支 持 体 と 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド
と 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 第 一 の 分 子 と を 接 触 さ せ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と 該 第 一 の 分 子
と の 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 ；
(b)該 第 一 の 複 合 体 と ス ク リ ー ニ ン グ 対 象 の 化 合 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
(c)該 化 合 物 が 該 第 一 の 複 合 体 の 該 第 一 の 分 子 と 置 き 換 わ る か 否 か を 測 定 す る 工 程 、
を 含 む 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 の 分 子 変 異 体 の 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る イ ン ヒ ビ タ
ー を 同 定 し 、 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 該 測 定 工 程 が 、 該 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 該 化 合 物 の 第 二 の 複 合 体 の 形 成 を 測 定 す る こ と を
含 む 請 求 項 ２ ３ ま た は ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 測 定 工 程 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ な い 該 第 一 の 分 子 の 量 を 測 定 す る こ と を 含
む 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ５ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 第 一 の 分 子 が 標 識 さ れ て い る 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ６ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ７ い ず れ か 記 載 の 方 法 の 工 程 ； お よ び 同 定 さ れ 、 得 ら れ た 化 合 物 ま た は
そ の 誘 導 体 を 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 形 態 に 製 剤 化 す る さ ら な る 工 程 を 含 む 医 薬 組 成 物 の 製
造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 被 験 体 由 来 の 試 料 中 の 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ４ も
し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 の 存 在 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 OCT1遺 伝 子 の 分 子 変 異 体 の 存 在 に 関
連 す る 障 害 ま た は か か る 障 害 に 対 す る 罹 患 性 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 １ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 請 求 項 １ ２ ～ １ ４ い ず れ か 記 載 の 抗 体 を 測
定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 被 験 体 由 来 の 試 料 中 の 請 求 項 １ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 １ ２ ～ １ ４ い ず れ か
記 載 の 抗 体 の 存 在 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 OCT1遺 伝 子 の 分 子 変 異 体 体 の 存 在 に 関 連 す る 障
害 ま た は か か る 障 害 に 対 す る 罹 患 性 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 障 害 が 、 ト ラ ン ス ポ ー タ ー OCT1の 基 質 で あ る 化 合 物 の 異 常 な 血 清 お よ び ／ ま た は 細
胞 内 濃 度 の 結 果 と し て の 薬 物 治 療 の 副 作 用 、 ま た は 活 性 の 減 少 、 ま た は 非 活 性 を 含 む 請 求
項 ２ ９ ～ ３ １ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 DNA塩 基 配 列 決 定 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 PCRに 基 づ く ア ッ セ イ 、 蛍 光 染 料 お よ び
消 光 剤 に 基 づ く PCRア ッ セ イ （ Taqman PCR検 出 系 ） 、 RFLPに 基 づ く 方 法 、 一 本 鎖 コ ン ホ メ
ー シ ョ ン 多 型 （ SSCP） 、 変 性 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ DGGE） 、 温 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ TGGE）
、 化 学 的 ミ ス マ ッ チ 開 裂 （ CMC） 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 析 に 基 づ く 系 、 質 量 分 析 に 基 づ く 方 法
、 侵 襲 性 開 裂 ア ッ セ イ 、 多 型 率 塩 基 配 列 決 定 （ PRS） 、 マ イ ク ロ ア レ イ 、 ロ ー リ ン グ サ ー
ク ル 伸 長 ア ッ セ イ 、 HPLCに 基 づ く 方 法 、 DHPLCに 基 づ く 方 法 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 長 ア
ッ セ イ （ OLA） 、 伸 長 に 基 づ く ア ッ セ イ （ ARMS(増 幅 不 応 性 変 異 系 )、 ALEX(増 幅 不 応 性 変 異
線 状 伸 長 )、 SBCE(単 一 塩 基 鎖 伸 長 )） 、 分 子 標 識 ア ッ セ イ 、 イ ン ベ ー ダ ー （ サ ー ド ウ ェ ー
ブ 法 ） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 ア ッ セ イ 、 5'-ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ に 基 づ く 方 法 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 電 気 泳 動 （ CAE） 、 ピ ロ シ ー ケ ン シ ン グ 、 タ ン パ ク 質
ト ラ ン ケ ー シ ョ ン ア ッ セ イ （ PTT） 、 免 疫 学 的 検 定 法 、 ハ プ ロ タ イ プ 分 析 、 お よ び 固 相 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 リ バ ー ス ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 チ ッ プ ） を 含 む 請 求
項 ２ ９ ～ ３ ２ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 (a)請 求 項 １ ～ ３ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ４ も し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 と 固
相 支 持 体 上 の 固 定 化 さ れ た 標 的 と の 相 互 作 用 が 可 能 な 条 件 下 で 、 請 求 項 １ ７ も し く は １ ８
記 載 の 固 相 支 持 体 と 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 お よ び ；
(b)固 相 支 持 体 上 の 該 固 定 化 標 的 へ の 該 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 遺 伝 子 の 結 合 を 測 定 す る 工
程 、
を 含 む 、 試 料 中 の 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ４ も し く は
５ 記 載 の 遺 伝 子 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 固 相 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ た 標 的 へ の 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 の 結 合 が
前 記 疾 患 の 存 在 も し く は 非 存 在 ま た は 該 疾 患 の 有 病 性 の 指 標 で あ る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法
の 工 程 を 含 む 疾 患 の イ ン ビ ト ロ 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ も し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 、 請
求 項 ６ も し く は ７ 記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 １ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 １ ２ ～ １
４ い ず れ か 記 載 の 抗 体 を 含 有 し て な る 診 断 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
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　 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ も し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 、 請
求 項 ６ も し く は ７ 記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 １ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 １ ２ ～ １
４ い ず れ か 記 載 の 抗 体 を 含 有 し て な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 疾 患 を 診 断 す る た め の 診 断 組 成 物 の 調 製 の た め の 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ も し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 、 請 求 項 ６ も し く は ７ 記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求
項 １ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 ： 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、 26も し く は 27
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 ： 34も し く は 35の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 請 求 項 １ ２ ～ １ ４ い ず れ か 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 組 成 物 の 調 製 の た め の 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ も し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 、 請 求 項 ６ も し く は ７ 記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求
項 １ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 ： 18、 19、 20、 21、 22、 23、 24、 25、 26も し く は 27
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 ： 34も し く は 35の ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 請 求 項 １ ２ ～ １ ４ い ず れ か 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 疾 患 が 、 ト ラ ン ス ポ ー タ ー OCT1の 基 質 で あ る 化 合 物 の 異 常 な 血 清 お よ び ／ ま た は 細
胞 内 濃 度 の 結 果 と し て の 薬 物 治 療 の 副 作 用 、 ま た は 活 性 の 減 少 、 ま た は 非 活 性 を 含 む 請 求
項 ３ ８ ま た は ３ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ４ も し く は ５ 記 載 の 遺 伝 子 、 請
求 項 ６ も し く は ７ 記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 １ １ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 １ ２ ～ １ ４ い
ず れ か 記 載 の 抗 体 、 請 求 項 ８ 記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 １ ５ も し く は １ ６ 記 載 の ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た は 請 求 項 １ ７ も し く は １ ８ 記 載 の 固 相 支 持 体 を 含 有 し て な る 単 一
ヌ ク レ オ チ ド 多 型 の 検 出 の た め の 診 断 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
技 術 分 野
　 本 発 明 は 、 多 型 性 OCT1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 遺 伝 子 ま た は ベ ク タ ー 、 お よ び 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
遺 伝 子 で 遺 伝 操 作 し た 宿 主 細 胞 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 分 子 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド ま
た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 製 造 法 、 分 子 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し う る 細 胞 の 製 造 法 、 お
よ び 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ た か 、 ま た は 本 発 明 の 方
法 に よ っ て 得 ら れ た か ま た は 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 製 造 し た 細 胞 か ら 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ
ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 に 関 す る 。 本
発 明 は 、 1つ ま た は 複 数 の 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗
体 ま た は 宿 主 細 胞 を 含 ん で な る 固 体 支 持 体 に も 関 す る 。 さ ら に 、 多 型 を 同 定 す る 方 法 、 プ
ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 ま た は 阻 害 剤 を 同 定 し 、 得 る 方 法 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 さ ら に 、 本
発 明 は 、 医 薬 組 成 物 の 製 造 法 、 お よ び 疾 患 の 診 断 法 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 法 に 関 す る 。 さ ら に 、 診 断 用 組 成 物 お よ び 医 薬 組 成 物 も 本 発 明
に 含 ま れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は 抗 体 の 使 用 に 関 す る 。 最 後 に 、 本 発 明 は 診 断 用 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 の 本 文 に お い て 、 い く つ か の 文 献 が 引 用 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 引 用 さ れ て い
る 各 文 献 （ 任 意 の 製 造 会 社 の 仕 様 書 、 使 用 説 明 書 等 ） お よ び そ れ ら に 引 用 さ れ て い る 参 考
文 献 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
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　 OCTフ ァ ミ リ ー は 電 気 発 生 輸 送 体 の サ ブ フ ァ ミ リ ー を 含 み 、 該 サ ブ フ ァ ミ リ ー は 、 種 々
の 有 機 陽 イ オ ン を 転 移 さ せ 、 サ ブ タ イ プ OCT1、 OCT2お よ び OCT3を 含 む （ Dresser, J. Phar
m. Sci. 90(2001), 397-421； Koepsell, J. Membr. Biol. 167(1999), 103-117） 。 ヒ ト O
CT1（ hOCT1、 遺 伝 子 SLC22A1） は 、 12個 の 膜 貫 通 型 ド メ イ ン （ TMD） を 有 す る と 予 測 さ れ （
Gorboulev, DNA Cell Biol. 16(1997), 871-881） 、 TMD1/2間 に 1つ の 大 き い 、 細 胞 外 に 局
在 す る 親 水 ル ー プ を 含 有 す る （ Meyer-Wentrup, Biochem. Biophys. Res. Commun. 248(19
98),673-678） 。 OCT1は 、 肝 細 胞 の 類 洞 膜 に お い て 最 も 強 く 発 現 さ れ （ Meyer-Wentrup, Bi
ochem. Biophys. Res. Commun. 248(1998),673-678） 、 腸 、 胎 盤 、 腎 臓 お よ び 心 臓 の 上 皮
細 胞 お よ び ニ ュ ー ロ ン に お い て 、 よ り 低 い レ ベ ル で 発 現 さ れ る （ Arndt, Am. J. Physiol.
 Renal. Physiol. 281(2001), F454-468； Chen, J. Neurosci. 21(2001),6348-6361； Wes
sler, Br. J. Pharmacol. 134(2001),951-956） 。 OCT1は 、 様 々 な 構 造 お よ び 分 子 量 を 有
す る 種 々 の 有 機 陽 イ オ ン を 転 移 さ せ 、 該 有 機 陽 イ オ ン は 下 記 の も の を 包 含 す る ： 内 因 性 化
合 物 、 例 え ば 、 コ リ ン 、 グ ア ニ ジ ン 、 ド ー パ ミ ン 、 セ ロ ト ニ ン 、 ヒ ス タ ミ ン 、 ア セ チ ル コ
リ ン 、 ノ ル エ ピ ネ フ リ ン 、 ク レ ア チ ニ ン 、 お よ び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 お よ び F 2 α 、 な ら
び に 外 因 性 化 合 物 、 例 え ば 、 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ TEA） 、 1-メ チ ル -4-フ ェ ニ ル ピ
リ ジ ニ ウ ム （ MPP） 、 N-メ チ ル キ ニ ン 、 お よ び N-(4,4-ア ゾ -n-ペ ン チ ル )-21-デ オ キ シ ア ジ
マ リ ニ ウ ム 、 お よ び 薬 物 、 例 え ば 、 プ ロ カ イ ン ア ミ ド 、 デ シ プ ラ ミ ン 、 ア マ ン タ ジ ン 、 胆
汁 酸 -シ ス プ ラ チ ン 誘 導 体 、 例 え ば 、 シ ス -ジ ア ミ ン -ク ロ ロ -コ リ ル グ リ シ ネ ー ト -プ ラ チ
ナ (II)お よ び シ ス -ジ ア ミ ン -ビ ス ウ ル ソ デ オ キ シ コ レ ー ト -プ ラ チ ナ (II)、 ア ジ ド チ ミ ン
（ AZT） お よ び 2'デ オ キ シ ツ ベ ル シ ジ ン （ Arndt, Am. J. Physiol. Renal. Physiol. 281(
2001), F454-468； Dresser, J. Pharm. Sci. 90(2001), 397-421； Gorboulev, DNA Cell 
Biol. 16(1997), 871-881； Kimura, J. Pharmacol. Exp. Ther. 301(2002),293-298； van
 Montfoort, J. Pharmacol. Exp. Ther. 298(2001),110-115； Briz, Mol. Pharmacol.61(
2002), 853-860； http://bigfoot.med.unc.edu/watkinsLab/intesinfo.htm） 。 OCT1は 下
記 の も の に よ っ て 阻 害 さ れ る ： 非 転 移 陽 イ オ ン 、 陰 イ オ ン 、 非 荷 電 化 合 物 お よ び 薬 物 、 例
え ば 、 プ ラ ゾ シ ン 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 フ ェ ノ キ シ ベ ン ザ ミ ン 、 シ
ア ニ ン 863、 お よ び HIVプ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 薬 、 イ ン ジ ナ ビ ル 、 ネ フ ィ ナ ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル 、
サ キ ナ ビ ル （ Arndt, Am. J. Physiol. Renal. Physiol. 281(2001), F454-468； Zhang, D
rug Metab. Dispos. 28(2000), 329-334； Hayer-Zillgen, Br. J. Pharmacol.136(2002),
 829-836） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 OCT1は 、 陽 イ オ ン の 肝 排 出 に お い て 主 要 な 役 割 を 果 た し （ Briz, Mol. Pharmacol. 61(2
002),853-860； Dresser, J. Pharm. Sci. 90(2001),397-421； Gorboulev, DNA Cell Biol
. 16(1997),871-881； van Montfoort, J. Pharmacol. Exp. Ther. 298(2001),110-115； K
oepsell, J. Membr. Biol. 167(1999),103-117） 、 間 隙 空 間 か ら の 神 経 伝 達 物 質 の 除 去 に
関 与 し （ Chen, J. Neurosci.21(2001), 6348-6361） 、 ア セ チ ル コ リ ン の 細 胞 放 出 を 仲 介
し （ Wessler, Br. J. Pharmacol.134(2001), 951-956） 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン の 排 出 に 関
与 し て い る （ Kimura, J. Pharmacol. Exp. Ther. 301(2002),293-298） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 多 く の 薬 物 ま た は 他 の 治 療 は 、 種 々 の 個 体 に お い て 極 め て 変 動 的 な 安 全 性 お よ び 有 効 性
を 有 す る こ と が 既 知 で あ る 。 そ の よ う な 変 動 性 の 結 果 と し て 、 特 定 の 薬 物 ま た は 他 の 治 療
は 、 1つ の 個 体 に お い て 有 効 で あ り う る が 、 他 の 個 体 に お い て 非 有 効 で あ る か ま た は 充 分
に 許 容 さ れ な い 場 合 が あ る 。 従 っ て 、 薬 物 が 非 有 効 で あ る 個 体 に そ の よ う な 薬 物 を 投 与 す
る こ と は 費 用 お よ び 時 間 の 浪 費 で あ り 、 そ の 間 に 患 者 の 状 態 が 有 意 に 悪 化 す る 場 合 も あ る
。 さ ら に 、 薬 物 が 許 容 さ れ な い 個 体 に 薬 物 を 投 与 す る こ と は 、 患 者 の 状 態 の 直 接 的 悪 化 を
生 じ る 場 合 が あ り 、 患 者 の 死 を 招 く 場 合 さ え あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 体 内 に お け る 特 定 薬 物 の 経 路 は 、 吸 収 、 分 布 、 代 謝 お よ び 排 泄 を 包 含 す る 。 い く つ か の
薬 物 に 関 し て 、 選 択 さ れ た 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ に お け る 測 定 可 能 な 個 体 間 変 化 は 90％ を 超
え て 遺 伝 性 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 し か し 、 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ に お け る 個 体 間 変 化
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に 寄 与 す る 遺 伝 的 根 拠 は 大 部 分 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 薬 物 動 態 パ ラ メ ー タ に お け る 個 体 間 変 化 に 加 え て 、 薬 物 療 法 に お け る 他 の 主 要 な 問 題 は
、 薬 物 へ の 暴 露 の 結 果 と し て の 肝 副 作 用 の 発 生 で あ る 。 肝 毒 性 は 、 下 記 の 薬 物 を 包 含 す る
一 般 に 使 用 さ れ て い る 種 々 の 薬 物 に 関 し て 記 載 さ れ て い る ： 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬 、 高
血 圧 症 薬 、 抗 糖 尿 病 薬 （ 例 え ば 、 グ リ ク ラ ジ ド 、 ト ロ グ リ タ ゾ ン ） 、 抗 痙 攣 薬 （ 例 え ば 、
バ ル プ ロ 酸 ） 、 「 ス タ チ ン 」 の よ う な 脂 質 降 下 薬 、 向 精 神 薬 、 お よ び 抗 菌 薬 （ Chitturi, 
Semin. Liver Dis. 22(2002),169-83； Brown, Semin Liver Dis 22(2002),157-67） 。 肝
毒 性 有 害 薬 物 応 答 は 、 主 流 薬 物 種 に 関 し て さ え 、 多 く の 有 望 な 療 法 を 減 少 さ せ て い る （ Ch
itturi, Semin. Liver Dis. 22(2002)） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ の よ う な 薬 物 に よ っ て 誘 発 さ れ る 肝 副 作 用 は 、 肝 内 胆 汁 鬱 滞 の よ う な 肝 疾 患 に 類 似 し
て い る か ま た は そ れ と 同 様 の 表 現 型 を 有 す る 場 合 が 多 い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 輸 送 タ ン パ ク 質 は 、 薬 物 誘 発 肝 疾 患 お よ び 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 に お い て も 役 割 を 担 っ て
い る （ Jansen, Ned Tijdschr Geneeskd 144(2000),2384-91） 。 1つ の 重 大 な メ カ ニ ズ ム は
、 薬 物 お よ び そ れ ら の 代 謝 産 物 （ 即 ち 、 エ ス ト ロ ゲ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン A、 リ フ ァ ン ピ シ
ン 、 グ リ ベ ン ク ラ ミ ド 、 リ フ ァ マ イ シ ン ） の 胆 汁 酸 塩 の 排 出 阻 害 で あ り 、 こ れ は 毒 性 胆 汁
酸 塩 の 細 胞 内 蓄 積 、 そ の 結 果 と し て 起 こ る 毒 性 肝 細 胞 壊 死 、 そ れ に 続 く 肝 硬 変 を 生 じ る （
Stieger, Gastroenterology 118(2000), 422-30） 。 薬 物 に よ っ て 生 じ る 肝 損 傷 お よ び 胆
汁 鬱 滞 は 、 ま す ま す 認 識 さ れ て い る 肝 疾 患 原 因 で あ る 。 そ れ は 、 単 純 黄 疸 、 胆 汁 鬱 滞 性 肝
炎 、 お よ び 肝 外 胆 管 閉 塞 を 擬 態 し う る 胆 管 傷 害 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 お よ び 致 死 的 結 果
を 招 く 危 険 性 を 有 す る 硬 化 性 胆 管 炎 を 包 含 す る 傷 害 の 広 域 臨 床 病 理 ス ペ ク ト ル を 生 じ る （
Lewis, Clin Liver Dis. 3(1999), 433-64） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 肝 毒 性 、 例 え ば 、 薬 物 療 法 の 副 作 用 と し て の 肝 内 胆 汁 鬱 滞 お よ び こ の 状 態 の 臨 床 的 発 現
で あ る 黄 疸 は 、 全 人 口 の 2～ 5％ を 入 院 さ せ る 原 因 で あ る と 推 測 さ れ 、 高 齢 者 で は 20％ に も
達 す る 。 人 口 の 高 齢 化 、 お よ び 高 齢 患 者 に お け る 多 種 薬 物 療 法 の 一 般 的 普 及 に 伴 っ て 、 薬
物 誘 発 肝 内 胆 汁 鬱 滞 に よ る 黄 疸 が さ ら に 増 え る こ と が 予 想 さ れ る （ Feuer, Drug Metabol.
 Drug Interact. 10(1992),1-161） 。 さ ら に 、 過 去 数 十 年 間 わ た っ て 臨 床 使 用 に 導 入 さ れ
た 新 薬 の 増 加 を 反 映 し て 、 薬 物 誘 発 肝 疾 患 の 発 病 率 は 増 え 続 け て い る と 考 え ら れ る （ Lewi
s, Med. Clin. North Am. 84(2000),1275-311） 。 し か し 、 疾 患 状 態 の 開 始 前 に 、 薬 物 誘
発 肝 損 傷 お よ び 薬 物 誘 発 胆 汁 鬱 滞 （ DIC） の よ う な 胆 汁 鬱 滞 障 害 に 対 す る 個 体 の 罹 患 性 を
予 測 す る 診 断 手 段 は 現 在 得 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 薬 物 療 法 に お い て 増 え つ つ あ る 他 の 問 題 は 、 薬 物 /薬 物 相 互 作 用 で あ る 。 例 え ば 、 抗 レ
ト ロ ウ イ ル ス 療 法 、 特 に AIDSの 治 療 に お い て HIV1ウ イ ル ス を 根 絶 す る こ と を 目 的 と し た 療
法 は 、 イ ン ジ ナ ビ ル 、 ネ フ ィ ナ ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル ま た は サ キ ナ ビ ル の よ う な HIVプ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 薬 を 包 含 す る 種 々 の 薬 物 の 併 用 適 用 か ら な る 。 多 剤 併 用 療 法 は 、 ウ イ ル ス の 逆 転
写 酵 素 、 ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 に よ っ て ウ イ ル ス の 複 製 お よ び 増 殖 を 標
的 と す る 薬 物 の 同 時 適 用 を 一 般 に 含 む 。 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 薬 は 、 OCT1の よ う な 輸 送 体 の 基
質 で あ る 陽 イ オ ン 薬 物 の 輸 送 を 強 力 に 阻 害 し 、 潜 在 的 薬 物 /薬 物 相 互 作 用 を 生 じ る （ Zhang
, Drug Metab. Dispos. 28(2000), 329-334） 。 し か し 、 こ れ ま で の と こ ろ 、 有 機 陽 イ オ
ン の 輸 送 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 生 じ る 該 薬 物 -薬 物 相 互 作 用 の 発 生 お よ び 程 度 は 、 個 々
の 患 者 に つ い て 予 測 で き な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ヒ ト OCT1は 、 薬 物 を 包 含 す る 種 々 の 化 合 物 を 輸 送 す る 輸 送 体 で あ る 。 し か し 、 OCT1遺 伝
子 に お け る 遺 伝 的 多 型 の 存 在 、 な ら び に 薬 物 の 安 全 性 、 許 容 性 お よ び 有 効 性 に 密 接 な 関 係
を 有 す る 薬 理 学 的 活 性 化 合 物 お よ び そ れ ら の 代 謝 産 物 の 輸 送 に お け る 、 そ の よ う な 変 化 性
の 影 響 に つ い て は 、 知 ら れ て い な い 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 っ て 、 OCT基 質 を 含 む 治 療 の 治 療 有 効 性 ま た は 安 全 性 を 診 断 し 予 測 す る 手 段 お よ び 方
法 、 あ る い は OCT1の 機 能 不 全 ま た は 調 節 不 全 に 基 づ く 種 々 の 疾 患 お よ び 障 害 を 診 断 し 治 療
す る 手 段 お よ び 方 法 は ま だ 得 ら れ て い な い が 、 極 め て 必 要 と さ れ て い る 。 従 っ て 、 本 発 明
の 基 礎 を な す 技 術 的 課 題 は 、 前 記 の 要 求 に 答 え る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の 技 術 的 課 題 の 解 決 は 、 請 求 の 範 囲 に 特 徴 を 記 載 し た 態 様 を 提 供 す る こ と に よ っ て 達
成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
発 明 の 要 旨
　 本 発 明 は 、 下 記 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
関 す る ：
　 （ a） 配 列 番 号 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16ま た は 17の 核
酸 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
　 （ b） 配 列 番 号 28、 29、 30、 31、 32ま た は 33の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
　 （ c） OCT1遺 伝 子 に 対 し て 、 少 な く と も 70％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 8
0％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 ま た は 少 な く と も 95％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 核
酸 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 OCT1遺 伝 子 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： G
I:9581607） の 107155、 107265、 107278、 109130、 109211、 119220、 123551、 126806、 126
846、 126863～ 126865、 126922、 126915、 130672、 141819、 142951、 141961ま た は 142993
位 に お け る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 交 換 あ る い は ヌ ク レ オ チ ド 欠 失
を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
　 （ d） OCT1遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 OCT1遺 伝 子 （ GenBankア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:9581607） の 107155、 107265、 107278、 109130、 109211、 119220、 12
3551、 126806、 126846、 126922、 126915、 130672、 141819、 142951、 141961ま た は 142993
位 に 対 応 す る 位 置 に お け る 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 あ る い は OCT1遺 伝 子 （ G
enBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:9581607） の 126863～ 126865位 に 対 応 す る 位 置 に お け る 3
個 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
　 (e)OCT1遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 OCT1遺 伝 子 （ GenBa
nkア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:9581607） の 107155、 107265、 126806、 141819、 142951ま た は
142993位 に 対 応 す る 位 置 に A、 OCT1遺 伝 子 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:9581607） の
107278、 109211ま た は 126846位 に 対 応 す る 位 置 に C、 OCT1遺 伝 子 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 ： GI:9581607） の 126922ま た は 130672位 に 対 応 す る 位 置 に G、 OCT1遺 伝 子 （ GenBankア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:9581607） の 109130、 119220、 123551、 126915ま た は 141961位 に 対
応 す る 位 置 に T、 あ る い は OCT1遺 伝 子 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:9581607） の 1268
63～ 126865位 に 対 応 す る 位 置 に ATG欠 失 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
　 (f)OCT1ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て
、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:2511670） の 61、 88、 401、 414ま
た は 465位 に ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； な ら び に
　 (g)OCT1ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て
、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:2511670） の 61位 に Rか ら Cへ の ア
ミ ノ 酸 置 換 、 88位 に Cか ら Rへ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 401位 に Gか ら Sへ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 414位 に
Gか ら Aへ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 420位 に Mの ア ミ ノ 酸 欠 失 、 ま た は 465位 に Gか ら Rへ の ア ミ ノ 酸
置 換 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に 関 し て 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 ま た は 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の 変 異 体 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 変 異 体 は 、 本 発 明 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に 構 造 ま た は 組 成 に お い て そ れ ら と 異 な る
変 異 体 の 基 準 ま た は 野 生 型 配 列 を 有 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 基 準 ま た は 野 生 型 配 列 は 、
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GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:9581607お よ び GI:2511669で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド の 基 準 ま た は 野 生 型 配 列 は 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:2511670で あ る 。 構 造 ま
た は 組 成 の 違 い は 、 一 般 に ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び /ま た は 欠 失 に よ っ て
生 じ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 欠 失 は 、 OCT1遺 伝 子 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:958160
7） の 126863～ 126865位 に 対 応 す る 位 置 の ATG欠 失 、 お よ び OCT1遺 伝 子 （ GenBankア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 ： GI:9581607） の 126880～ 126887位 に 対 応 す る 位 置 の TGGTAAGT欠 失 で あ る 。 好
ま し く は 、 本 発 明 に 含 ま れ る 該 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 ま た は 欠 失 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の
対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 変 化 を 生 じ る 。
　 変 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ
ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト も 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い
う 用 語 は 、 配 列 番 号 に よ っ て 、 お よ び 下 記 の 表 に お い て 特 定 さ れ る 核 酸 配 列 、 な ら び に そ
れ に 対 す る 逆 相 補 核 酸 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る の が 好 ま し い 。 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド な ら び に 前 記 の そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 不 充
分 な お よ び /ま た は 変 化 し た 薬 物 取 込 み を 包 含 す る OCT1機 能 不 全 ま た は 調 節 不 全 (dysregul
ations)に 関 係 し て い る こ と が 特 性 付 け ら れ て い る 。 本 発 明 に お い て 示 す 該 機 能 不 全 ま た
は 調 節 不 全 は 、 OCT1の 基 質 で あ る 化 合 物 の 血 清 お よ び /ま た は 細 胞 内 濃 度 の 変 化 の 結 果 と
し て 、 副 作 用 、 薬 物 療 法 の 減 少 し た 活 性 、 ま た は 薬 物 療 法 へ の 無 応 答 を 生 じ る 。 少 な く と
も 、 一 部 の 患 者 に お い て 、 本 発 明 に お い て 示 す 該 機 能 不 全 は 、 疾 患 ま た は 障 害 、 あ る い は
該 疾 患 ま た は 障 害 へ の 罹 患 性 (prevalence)を 生 じ う る 。 好 ま し く は 、 以 下 に 詳 し く 記 載 す
る よ う に 、 該 障 害 は 、 輸 送 体 OCT1の 基 質 で あ る 化 合 物 の 、 異 常 な 血 清 お よ び /ま た は 細 胞
内 濃 度 に よ っ て 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 OCT1遺 伝 子 へ の 少 な く と も 70％ 、 好 ま し く は 少 な く と も
75％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 ま た は 少 な く と も 95％ の 配 列
同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 し 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 OCT1遺 伝 子 （ GenBan
kア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:9581607） の 107155、 107265、 107278、 109130、 109211、 11922
0、 123551、 126806、 126846、 126863～ 126865、 126922、 126915、 130672、 141819、 14295
1、 141961位 ま た は 142993に お い て 、 少 な く と も 1個 の ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 交 換 ま
た は ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と い う 用 語 は 、 OCT1機 能 不 全 ま た
は 調 節 不 全 に 関 係 し て い る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
う る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 従 っ て 、 該 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 、 該
機 能 不 全 お よ び 調 節 不 全 に 関 係 し て い る 。 好 ま し く は 、 OCT1機 能 不 全 ま た は 調 節 不 全 に 関
係 し て い る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る 該 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 OCT1機 能 不 全 ま た は 調 節 不 全 に 関 係 し て い る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は そ の 一 部 に 対 し て 少 な く と も 70％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 95％ ま た は 少 な く と も
100％ の 同 一 性 で あ る 。 従 っ て 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ぞ れ RNAま た は DNA試 料 の 、
ノ ザ ン ま た は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に お け る プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る か 、 ま た は そ れ ぞ れ
の 大 き さ に 依 存 し て PCR分 析 に お け る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と し て 使 用 で き る 。
本 発 明 は 、 例 え ば 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト 分 析 (EMSA)に よ っ て 、 DNA-タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を
分 析 す る の に 有 用 な ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 む 。 好 ま し く は 、 該 ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 長 さ に お い て 、 少 な く と も 10個 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 15個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 長 さ に お い て 、 少 な く と も 100個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 200
個 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 500個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
　 核 酸 分 子 を 使 用 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 験 の 実 施 方 法 は 当 該 分 野 に お い て よ く 知
ら れ て お り 、 即 ち 、 当 業 者 は 、 ど の よ う な ハ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 本 発 明 に 使 用 す べ
き か を 認 識 し て い る 。 そ の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 標 準 的 教 本 、 例 え ば 、
Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory(1989)N.Y.に
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記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 に 好 ま し い も の は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 下 に 、 OCT1機 能 不 全 ま た は 調 節 不 全 に 関 係 し て い る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
そ の 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 即 ち 、 本 発 明 の OCT1ポ リ ペ プ
チ ド と 異 な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 無 関 係 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 当 業 者 に 容 易 に 理 解 さ れ る よ う に 、 塩 基 組 成 、 相 補 鎖
の 長 さ 、 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 間 の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 不 適 正 の 数 に 加 え て 、 塩 濃
度 、 温 度 ま た は 有 機 溶 媒 の よ う な 条 件 に よ っ て 影 響 を 受 け る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 温 度 条
件 は 、 通 常 30℃ を 超 え る 温 度 、 一 般 に 37℃ 、 好 ま し く は 45℃ を 超 え る 温 度 で あ る 。 ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 塩 条 件 は 、 通 常 1000mM未 満 、 一 般 に 500mM未 満 、 好 ま し く は 200mM未 満 で あ る
。 し か し 、 パ ラ メ ー タ の 組 み 合 わ せ が 、 い か な る 単 一 パ ラ メ ー タ の 測 度 よ り か な り 重 要 で
あ る （ 例 え ば 、 Wetmurお よ び Davidson, 1968参 照 ） 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 、 特 定 条 件 下 に 、 二
重 鎖 DNAに 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 三 重 鎖 ま た は よ り 高 い オ ー ダ ー の DNA複 合 体 を 形
成 す る 場 合 も あ る 。 そ の よ う な プ ロ ー ブ の 製 造 、 お よ び 好 適 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条
件 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る OCT1遺 伝 子 の 核 酸 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 70％
、 好 ま し く は 少 な く と も 75％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ ま た は
少 な く と も 95％ の 同 一 性 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 核 酸 配 列 に 関 す る 「 配 列 同 一 性 パ ー セ ン ト 」 ま た は 「 同 一 性 」 と い う 用 語 は 、 最 大 対 応
に 並 べ た 場 合 に 、 同 じ で あ る 2つ の 配 列 に お け る 残 基 に 関 す る 。 配 列 同 一 性 比 較 の 範 囲 は
、 少 な く と も 9個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 一 般 に 少 な く と も 20個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 一 般 的 に
は 少 な く と も 24個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 典 型 的 に は 少 な く と も 28個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 典 型
的 に は 少 な く と も 32個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と も 36個 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は
そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 に 及 び う る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 測 定 す る の に 使 用
で き る 当 分 野 で 既 知 の 種 々 の ア ル ゴ リ ズ ム が 存 在 す る 。 例 え ば 、 Fasta、 GCGバ ー ジ ョ ン 6.
6に お け る プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 比 較 す る こ と が で き る 。 Fasta
は 、 問 合 せ 配 列 と 検 索 配 列 と の 最 大 重 複 領 域 の ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 配 列 同 一 性 パ ー セ ン
ト を 提 供 す る （ 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Pearson, 1980） 。 例 え ば 、 核 酸 配
列 間 の 配 列 同 一 性 パ ー セ ン ト は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る GCGバ ー ジ ョ ン 6.1
に お い て 提 供 さ れ て い る よ う に 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ （ 語 長 6、 お よ び ス コ ア リ ン グ マ
ト リ ッ ク ス の NOPAMフ ァ ク タ ） を 使 用 し て Fastaに よ っ て 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 対 応 す る 」 と い う 語 句 は 、 そ れ ぞ れ 、 先 行 す る ヌ ク レ オ
チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 の 数 だ け に よ っ て 、 位 置 が 決 め ら れ な い こ と を 意 味 す る 。 欠 失 ま た は
置 換 し て い る 場 合 が あ る 本 発 明 の 所 定 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 の 位 置 は 、 遺 伝 子 ま た
は ポ リ ペ プ チ ド に お け る 他 の 位 置 の 欠 失 ま た は 付 加 的 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 に よ っ
て 変 化 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ る 「 対 応 す る 位 置 」 と い う 語 句 に よ っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド
ま た は ア ミ ノ 酸 が 指 示 番 号 に お い て 異 な っ て い る 場 合 が あ る が 、 類 似 し た 隣 接 ヌ ク レ オ チ
ド ま た は ア ミ ノ 酸 を な お 有 し て い る 場 合 が あ る も の と 理 解 さ れ る 。 交 換 さ れ て い る か ま た
は 欠 失 し た ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 で あ る 場 合 が あ る 該 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸
も 、 「 対 応 す る 位 置 」 と い う 語 句 に 包 含 さ れ る 。 該 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 は 、 例 え
ば 、 そ れ ら に 隣 接 す る も の と 共 に 、 遺 伝 子 発 現 の 調 節 、 対 応 す る RNAま た は RNA編 集 の 安 定
性 に 関 与 し 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 機 能 ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ を コ ー ド す る 配 列 を 形 成
し う る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 例 え ば 「 126863～ 126865位 」 は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 対 応 す る 野 生 型 バ ー ジ ョ ン の 12
6863～ 126865位 に お い て 欠 失 し て い る 1個 ま た は そ れ 以 上 の 欠 失 ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 3個
の ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 ） を 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 む こ と を 意 味 す る 。 同 じ 形 態 に 設 計 さ
れ た 前 記 態 様 に お い て 記 載 し た 全 て の 他 の 位 置 番 号 に 関 し て 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 、 同 じ
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こ と が 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 OCT1遺 伝 子 に お け る 遺 伝 的 変 化 の 形 式 お よ び 集 団 分 布 を 、 多 く の 個 体
か ら の ヒ ト 該 遺 伝 子 の 関 連 領 域 の 配 列 分 析 に よ っ て 分 析 し た 。 OCT1遺 伝 子 を 包 含 す る 全 遺
伝 子 の 個 々 の 遺 伝 子 構 成 を 内 包 す る 個 体 の ゲ ノ ム DNAは 、 個 体 の 血 液 試 料 か ら 容 易 に 精 製
で き る こ と は よ く 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 個 々 の DNA試 料 を 、 血 液 試 料 を 提 供 し た 個 体 に
存 在 す る OCT1遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 の 配 列 構 成 分 析 に 使 用 す る 。 配 列 分 析 を 、 該 遺 伝 子 の 関
連 領 域 の PCR増 幅 、 次 に 、 PCR生 成 物 の 精 製 、 次 に 、 確 立 さ れ た 方 法 （ 例 え ば 、 ABIダ イ タ
ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ ） を 使 用 し た 自 動 DNA塩 基 配 列 決 定 に よ っ て 行 っ
た 。
　 ヒ ト 血 液 ゲ ノ ム DNAか ら の PCR生 成 物 の 直 接 DNA塩 基 配 列 決 定 に よ っ て 、 個 体 の 遺 伝 子 型
を 決 定 し 、 OCT1遺 伝 子 の 新 し い 変 異 体 を 同 定 す る 試 み に お い て 、 考 慮 す べ き 1つ の 重 要 な
パ ラ メ ー タ は 、 各 ヒ ト が 、 各 常 染 色 体 遺 伝 子 の 2つ の 遺 伝 子 複 写 （ 二 倍 体 ） を 有 す る （ 一
般 に 、 極 め て 少 な い 異 常 例 外 を 有 す る ） こ と で あ る 。 こ れ に よ り 、 ホ モ 接 合 配 列 変 異 だ け
で な く ヘ テ ロ 接 合 変 異 も 明 確 に 同 定 で き る よ う に 、 配 列 の 評 価 に お い て 、 か な り の 注 意 が
払 わ れ た 。 OCT1遺 伝 子 （ ホ モ 接 合 お よ び ヘ テ ロ 接 合 ） の 新 し い 多 型 性 の 同 定 お よ び 特 性 決
定 の 種 々 の 工 程 に つ い て の 詳 細 は 、 下 記 の 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 過 去 20年 間 に 、 遺 伝 子 異 質 性 が 薬 物 応 答 の バ リ エ ー シ ョ ン の 重 要 な 原 因 で あ る こ と が ま
す ま す 認 識 さ れ て い る 。 多 く の 科 学 文 献 （ Meyer, Ann. Rev. Pharmacol.Toxicol. 37(199
7), 269-296お よ び West, J. Clin. Pharmacol.37(1997), 635-648） は 、 あ る 薬 物 が あ る
患 者 に お い て 他 の 患 者 よ り よ く 作 用 す る か ま た は 高 毒 性 で あ る 場 合 さ え あ り 、 薬 物 に 対 す
る 患 者 の 応 答 の こ の よ う な バ リ エ ー シ ョ ン は 、 分 子 ベ ー ス (molecular basis)に 関 連 づ け
ら れ る こ と を 明 確 に 示 し て い る 。 こ の 「 薬 理 ゲ ノ ム 科 学 的 」 概 念 は 、 患 者 の 薬 物 へ の 応 答
と 遺 伝 的 プ ロ フ ィ ー ル と の 相 関 関 係 に 焦 点 を 当 て て い る （ Marshall, Nature Biotechnolo
gy, 15(1997),954-957； Marshall, Nature Biotechnology, 15(1997), 1249-1252） 。 薬
物 療 法 に 関 す る こ の 集 団 変 化 性 に 関 し て 、 副 作 用 な し に 特 定 の 薬 物 に 反 応 す る こ と が で き
る 患 者 の 同 定 お よ び 選 択 に 有 用 な 手 段 と し て 、 薬 理 ゲ ノ ム 科 学 が 提 示 さ れ て い る 。 こ の 同
定 ／ 選 択 は 、 例 え ば 患 者 の 血 液 の 白 血 球 か ら の DNAを ゲ ノ タ イ ピ ン グ (genotyping)す る こ
と に よ る 、 遺 伝 子 多 型 の 分 子 診 断 、 お よ び 疾 患 の 特 性 付 け に 基 く こ と が で き る （ Bertz, C
lin. Pharmacokinet. 32(1997),210-256； Engel. J. Chromatogra. B. Biomed. Appl. 67
8(1996), 93-103） 。 必 要 の な い 薬 物 、 効 果 の な い 薬 物 お よ び 副 作 用 の あ る 薬 物 に 多 く の
コ ス ト を 要 し て い る の で 、 米 国 に お け る 健 康 維 持 機 関 お よ び 多 く の ヨ ー ロ ッ パ 諸 国 に お け
る 政 府 公 共 健 康 部 門 の よ う な 健 康 管 理 設 立 者 に と っ て 、 こ の 薬 理 ゲ ノ ム 科 学 的 ア プ ロ ー チ
は 、 健 康 管 理 の 向 上 お よ び 経 費 削 減 の 両 方 の 方 法 を 提 示 し う る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 変 異 遺 伝 子 (variant genes)に お け る 変 異 は 、 ア ミ ノ 酸 欠 失 、 挿 入 、 特 に 置 換
を 、 単 独 か ま た は 組 み 合 わ せ て 生 じ る 場 合 あ る 。 野 生 型 遺 伝 子 ま た は 他 の 変 異 形 に お い て
、 そ の よ う な 変 異 を 遺 伝 子 的 に 操 作 す る こ と も 当 然 可 能 で あ る 。 該 遺 伝 子 の DNA配 列 に そ
の よ う な 修 飾 を 導 入 す る 方 法 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Sambrook, Molecu
larCloning A LaboratoryManual, Cold Spring Harbor Laboratory(1989) N.Y.参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 の 種 類 を 調 査 す る た め に 、 イ ン タ ー ネ ッ ト
か ら 得 ら れ る BRASMOLの よ う な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し う る 。 さ ら に 、 他 の 適 切
な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 折 り 畳 み シ ミ ュ レ ー シ ョ ン お よ び 構 造 モ チ ー フ (s
tructural motifs)の コ ン ピ ュ ー タ 再 設 計 (redesign)を 行 う こ と が で き る （ Olszewski, Pr
oteins 25(1996), 286-299； Hoffman, Comput. Appl. Biosci. 11(1995), 675-679） 。 精
密 な タ ン パ ク 質 モ デ ル の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 分 析 お よ び エ ネ ル ギ ー 分 析 に 、 コ ン ピ ュ ー タ を
使 用 す る こ と が で き る （ Monge, J. Mol. Biol. 247(1995), 995-1012； Renouf, Adv. Exp
. Med. Biol. 376(1995),37-45） 。 こ れ ら の 分 析 は 、 OCT1に よ る 薬 物 の 結 合 お よ び /ま た
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は 輸 送 に お け る 特 定 の 変 異 の 作 用 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 折 り 畳 み ま た は 安 定 性 に お け る そ
の 作 用 を 同 定 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に
お け る 、 該 ア ミ ノ 酸 欠 失 ま た は 置 換 は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 置 換 ま た は 欠
失 、 あ る い は そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ に よ る 。 好 ま し く は 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 ま た は
欠 失 は 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:2511670） の 61位 に 対 応 す
る 位 置 に お け る Rか ら Cへ の ア ミ ノ 酸 置 換 ； OCT1ポ リ ペ プ チ ド （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番
号 ： GI:2511670） の 88位 に 対 応 す る 位 置 に お け る Cか ら Rへ の ア ミ ノ 酸 置 換 ； お よ び 、 OCT1
ポ リ ペ プ チ ド （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： GI:2511670） の 401位 に 対 応 す る 位 置 に お け
る Gか ら Sへ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 生 じ う る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 に よ っ て 示 す 変 異 に よ っ て 生 物 学 的 ま た は 免 疫 学 的 特 性 が 変 化 し
て い る 。 該 変 化 し た 特 性 の 例 は 、 例 え ば 、 薬 物 輸 送 の 不 全 、 ま た は 野 生 型 OCT1タ ン パ ク 質
の 基 質 で あ る い く つ か の ま た は 全 て の 薬 物 の 輸 送 能 力 の 完 全 な 喪 失 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ
る 、 基 質 特 異 性 の 変 化 ま た は 輸 送 活 性 の 変 化 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に よ っ て 検 出 さ れ る OCT1遺 伝 子 に お け る 変 異 は 、 表 1～ 4に 示 さ れ て い る 。 標 準 プ
ロ ト コ ル 後 の 変 異 分 析 の 方 法 は 、 実 施 例 、 お よ び 本 発 明 で 引 用 さ れ て い る 文 献 に 詳 し く 記
載 さ れ て い る 。 一 般 に 、 そ の よ う な 方 法 は 、 表 現 型 ス ペ ク ト ル 、 な ら び に 変 化 し た 薬 物 輸
送 に 関 係 し た 機 能 不 全 ま た は 調 節 不 全 お よ び 障 害 に 関 係 し た 疾 患 ま た は 状 態 の 重 複 臨 床 特
性 を 評 価 す る た め に 、 本 発 明 に よ っ て 使 用 さ れ る 。 都 合 の よ い こ と に 、 該 変 異 体 の 特 性 付
け は 、 OCT1の 基 質 で あ る 薬 物 で の 、 ま た は 前 記 の よ う な OCT1の 基 質 （ 例 え ば 、 セ ロ ト ニ ン
、 ア セ チ ル コ リ ン 等 ） に 関 係 し た 生 物 学 的 経 路 に 作 用 す る か ま た は 阻 害 す る 薬 物 で の 、 向
上 し た 治 療 用 の 診 断 ア ッ セ イ の 開 発 の 基 礎 を 形 成 し う る 。 本 発 明 に よ り 、 薬 物 取 込 み の 変
化 、 お よ び OCT1輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 基 質 特 異 性 の 変 化 を 生 じ る 多 型 性 が 見 出 さ れ た 。 こ れ
は 、 重 要 な 生 物 医 学 的 な 意 味 を 有 し う る 。 変 化 し た 薬 物 動 態 の 結 果 と し て 、 薬 物 有 効 性 、
安 全 性 お よ び 許 容 性 に 密 接 な 関 係 を 有 す る 薬 物 の 持 続 期 間 お よ び 強 度 の 増 加 が 、 こ れ ら の
変 異 の キ ャ リ ア ー に 期 待 で き る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 に よ り 、 OCT1遺 伝 子 の 多 型 が 、 肝 臓 副 作 用 お よ び 胆 汁 う っ 滞 に 関 係 し て
い る こ と が 確 認 さ れ た 。 従 っ て 、 OCT1遺 伝 子 の ゲ ノ タ イ ピ ン グ は 、 肝 毒 性 お よ び 胆 汁 う っ
滞 の よ う な 疾 患 に 罹 患 す る 危 険 性 が 高 い 患 者 の 診 断 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 に よ り 、 重 大 な
肝 疾 患 を 予 防 す る た め に モ ニ タ ー す べ き 患 者 、 ま た は 変 更 し た 薬 物 療 法 に 関 し て 前 も っ て
選 択 し う る 患 者 を 、 同 定 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 型 は 、 絶 対 的 に 予 測 的 で あ る こ と は ま
れ で あ り 、 即 ち 、 特 定 遺 伝 子 型 を 有 す る 集 団 が 特 定 表 現 型 の 高 発 生 を 示 す 場 合 、 そ の 遺 伝
子 型 を 有 す る 個 体 が 全 て そ の 表 現 型 を 示 す わ け で は な い 。 し か し 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て
い る よ う に 患 者 を ゲ ノ タ イ ピ ン グ す る こ と は 、 OCT1基 質 で の 治 療 に 対 し て 患 者 が 有 す る 結
果 を 予 測 す る 助 け に な る こ と は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ る 。
　 本 発 明 に よ れ ば 、 OCT1遺 伝 子 の 変 異 体 は 、 HIV治 療 を 包 含 す る 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 療 法 の
間 の 薬 物 相 互 作 用 の 個 体 差 に 寄 与 し う る 。 抗 ウ イ ル ス 療 法 の 種 々 の 成 分 は 、 AZTの よ う な O
CT1輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 サ キ ナ ビ ル 、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル 、 イ ン ジ ナ ビ ル 、
リ ト ナ ビ ル ） ま た は 基 質 で あ る 。 従 っ て 、 OCT1変 異 体 の ゲ ノ タ イ ピ ン グ は 、 OCT1基 質 の 細
胞 取 込 み お よ び 分 布 、 例 え ば OCT1活 性 お よ び そ の 結 果 と し て の 薬 物 応 答 を 予 測 す る の に 有
用 で あ る 。
　 よ り 好 ま し く は 、 該 OCT1多 型 性 の 診 断 は 、 本 発 明 の OCT1変 異 体 を 、 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 療
法 の 間 の 個 体 応 答 お よ び /ま た は 副 作 用 と 関 係 付 け る の に 有 用 で あ り 、 即 ち 、 OCT1遺 伝 子
の 遺 伝 子 構 成 に 基 づ い て 薬 物 － 薬 物 相 互 作 用 の 発 生 お よ び 程 度 を 予 測 す る こ と を 可 能 に す
る 。 そ の 結 果 、 こ の OCT1診 断 は 、 予 測 さ れ た 薬 物 － 薬 物 相 互 作 用 を 補 正 す る こ と を 可 能 に
す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 変 異 の 該 分 析 方 法 は 、 例 え ば 、 下 記 の も の で あ る ： DNA塩 基 配 列 決 定 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
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ー シ ョ ン 法 、 PCRに 基 づ く ア ッ セ イ 、 蛍 光 染 料 お よ び 消 光 剤 に 基 づ く PCRア ッ セ イ （ Taqman
 PCR検 出 系 ） 、 RFLPに 基 づ く 方 法 、 一 本 鎖 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 多 型 （ SSCP） 、 変 性 勾 配 ゲ ル
電 気 泳 動 （ DGGE） 、 温 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ TGGE） 、 化 学 不 適 正 開 裂 （ CMC） 、 ヘ テ ロ 二
本 鎖 分 析 に 基 づ く 系 、 質 量 分 析 に 基 づ く 方 法 、 侵 襲 性 開 裂 ア ッ セ イ 、 多 型 率 塩 基 配 列 決 定
（ PRS） 、 マ イ ク ロ ア レ イ 、 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 伸 長 ア ッ セ イ 、 HPLCに 基 づ く 方 法 、 DHPLC
に 基 づ く 方 法 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 長 ア ッ セ イ （ OLA） 、 伸 長 に 基 づ く ア ッ セ イ （ ARMS(
増 幅 不 応 性 変 異 系 )、 ALEX(増 幅 不 応 性 変 異 線 状 伸 長 )、 SBCE(単 一 塩 基 鎖 伸 長 )） 、 分 子 標
識 ア ッ セ イ 、 イ ン ベ ー ダ ー 法 （ Third wave technologies社 ） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 ア ッ セ
イ 、 5'-ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ に 基 づ く 方 法 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン キ ャ ピ ラ リ ー ア レ
イ 電 気 泳 動 （ CAE） 、 パ イ ロ シ ー ケ ン シ ン グ 、 タ ン パ ク 質 ト ラ ン ケ ー シ ョ ン ア ッ セ イ （ PTT
） 、 免 疫 学 的 検 定 法 、 ハ プ ロ タ イ プ 分 析 、 お よ び 固 相 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ド ッ ト ブ
ロ ッ ト 、 リ バ ー ス ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 チ ッ プ ） 。 該 方 法 は 、 当 分 野 に お い て 極 め て よ く 知 ら
れ て お り 、 例 え ば 、 Siitari, Nucleic acid diagnostics market, Technology Review 12
5/2002, ISDN1239-758X, Caplin, Biochemica 1(1999), 5-8； Neville, BioTechniques 3
2(2002), 34-43； Shi 47(2001),164-72, Underhill, Genome Res 7(1997), 996-1005； Oe
fner, J. Chromatogr B Biomed Sci Appl 739(2000),345-55、 米 国 特 許 出 願 第 2001004985
6号 に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト は 、 例 え ば Applied
 biosystemsか ら 、 商 業 的 に 入 手 し う る 。 多 く の 患 者 の 綿 密 な 臨 床 特 性 付 け に 基 づ い て 、
表 現 型 を 、 こ れ ら の 変 異 に 相 関 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 前 記 に 指 定 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も 2つ 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 即 ち 、 前 記
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 含 ま れ て い る か ま た は 下 記 の 表 1～ 4お よ び 表 6に 示 さ れ て い る 少 な く
と も 2つ の 変 異 を 含 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 、 本 発 明 に お い
て 示 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 含 ま れ る 。 本 発 明 の 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 対 立 遺 伝 子 お
よ び ハ プ ロ タ イ プ と も 称 さ れ る 。 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 含 ま れ る そ れ ら の 変 異 ま た は 変
異 体 は 、 マ ー カ ー 多 型 ま た は 機 能 多 型 で あ り う る 。 こ れ ら の 変 異 体 は 、 遺 伝 的 疾 患 お よ び
集 団 の 研 究 を 包 含 す る 遺 伝 的 分 析 お よ び 診 断 の 多 く の 局 面 で 使 用 で き る 。 以 下 の 2種 類 の
遺 伝 的 分 析 が 一 般 に 行 わ れ る ： 連 鎖 お よ び 関 連 研 究 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 遺 伝 子 の 規 定 さ れ た 遺 伝 的 変 異 は 、 あ る 場 合 に 、 対 応 す る 表 現 型 に 直 接 関 連 付 け る こ と
が で き る 。 し か し 、 多 く の 場 合 、 ハ プ ロ タ イ プ の 決 定 は 、 単 一 多 型 の 決 定 よ り 、 表 現 型 に
関 し て よ り 予 測 的 で あ る こ と が 知 ら れ て い る （ Judson, Pharmacogenomics 1(2000), 15-2
6； Judson, Pharmacogenomics 2(2001), 7-10； Bader, Pharmacogenomics 2(2001), 11-2
4） 。 ハ プ ロ タ イ ピ ン グ を 行 う 方 法 は 、 当 該 分 野 の 専 門 家 に よ く 知 ら れ て い る 。 分 子 ハ プ
ロ タ イ ピ ン グ に 加 え て 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を ハ プ ロ タ イ プ 分 析 に 使 用 で き る （ 例 え
ば 、 ftp://linkage.rockefeller.edu/software/eh ;www.bioinf.mdc-berlin.de/projects
/hap参 照 ） 。
　 好 ま し い ハ プ ロ タ イ プ は 、 OCT1遺 伝 子 （ 配 列 番 号 21） の 17939位 に お い て TGGTAAGTの 欠
失 に 連 鎖 し て い る Met408Val多 型 （ 配 列 番 号 24、 35） で あ り ； イ ン ト ロ ン 9（ 配 列 番 号 16）
に お け る SNP 33012G>Tは 、 エ キ ソ ン 10（ 配 列 番 号 17） に お け る 34044G>A変 異 体 に 連 鎖 し ；
OCT1遺 伝 子 （ 配 列 番 号 1） の プ ロ モ ー タ ー に お け る -1795G>A置 換 は 、 エ キ ソ ン 1（ 配 列 番 号
22） に お け る 156T>C変 異 に 連 鎖 し ； イ ン ト ロ ン 2（ 配 列 番 号 6） に お け る 10270C>T変 異 体 は
、 イ ン ト ロ ン 5（ 配 列 番 号 7） に お け る 14602C>T置 換 に 連 鎖 し て い る 。 最 も 好 ま し い ハ プ ロ
タ イ プ は 、 OCT1遺 伝 子 （ 配 列 番 号 21） の 17939位 に お い て TGGTAAGTの 欠 失 に 連 鎖 し て い る M
et408Val多 型 （ 配 列 番 号 24、 35） で あ る 。 当 然 、 こ れ ま で に 見 出 さ れ て い な い 他 の SNPも
、 こ れ ら の 規 定 ハ プ ロ タ イ プ の よ り 大 き い 領 域 に 存 在 し う る 。 こ れ に よ っ て 、 前 記 タ ン パ
ク 質 に よ っ て 擬 態 し う る 遺 伝 子 の そ の よ う な 変 異 形 ま た は 類 似 し た 変 異 形 を 有 す る 患 者 に
お け る 薬 物 の 薬 理 学 的 プ ロ フ ィ ー ル に お け る 、 OCT1遺 伝 子 お よ び /ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に お け る 該 変 異 の 相 乗 作 用 を 研 究 す る こ と が 可 能
と な る 。 該 相 乗 作 用 の 分 析 は 、 OCT1機 能 不 全 ま た は 調 節 不 全 、 ま た は 前 記 の 変 化 し た 薬 物
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輸 送 に 関 係 し た 疾 患 の 開 始 に つ い て の よ り 深 い 洞 察 を 与 え る こ と が 期 待 さ れ る 。 そ の よ う
な よ り 深 い 洞 察 は 、 OCT1機 能 不 全 ま た は 調 節 不 全 、 ま た は 変 化 し た 輸 送 に 関 係 し た 疾 患 用
の 診 断 組 成 物 お よ び 医 薬 組 成 物 の 開 発 に 極 め て 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に 関 す る 「 対 立 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 特 定 部 位 に お け る 被 検 者 ま た は 患 者 の 核
酸 配 列 に 存 在 す る 特 定 ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 定 義 で き る 。 多 く の 場 合 、 遺 伝 子 型 は 、 ヒ ト
集 団 に お い て 変 化 す る こ と が 知 ら れ て い る 単 一 多 型 部 位 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に 関 し て 、 「 ハ プ ロ タ イ プ 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 染 色 体 、 例 え ば 特 定 の 遺 伝 子
に お け る 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 多 型 ヌ ク レ オ チ ド 、 即 ち 変 異 体 ま た は 変 異 体 の 、 シ ス 配
置 を 意 味 す る 。 ハ プ ロ タ イ プ は 、 多 型 ヌ ク レ オ チ ド の 相 に 関 す る 情 報 を 含 有 し 、 こ の 情 報
は 、 ど の 組 の 変 異 体 ま た は 変 異 体 が 父 親 か ら 遺 伝 し 、 ま た 母 親 か ら 遺 伝 し た か を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 当 業 者 に 明 ら か で あ る よ う に 、 本 発 明 か ら 推 測 さ れ る 遺 伝 的 知 識 は 、 患 者 の 遺 伝 子 型 を
正 確 に か つ 信 頼 性 を も っ て 特 性 付 け す る の に 使 用 で き る 。 好 都 合 に も 、 輸 送 体 OCT1の 基 質
で あ る 化 合 物 の 異 常 な 血 清 濃 度 お よ び /ま た は 細 胞 内 濃 度 に よ っ て 生 じ る OCT1機 能 不 全 ま
た は 調 節 不 全 、 な ら び に /あ る い は 本 明 細 書 に 記 載 し た OCT1機 能 不 全 ま た は 調 節 不 全 に 関
係 し た 疾 患 ま た は 疾 患 の へ 罹 患 性 を 予 測 し 、 予 防 し う る か 、 ま た は そ れ に 応 じ て 治 療 措 置
を 適 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 前 記 に よ り 、 所 定 薬 物 が 異 常 な 作 用 を 示 す 場 合 、 本 発
明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 患 者 の 個 々 の 遺 伝 構 成 の 知 識 に 基 づ い て 、 好 適 な 個 々 の 治
療 法 を 設 計 す る こ と が で き 、 下 記 に さ ら に 記 載 す る よ う に 、 改 良 し た 療 法 を 開 発 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 般 に 、 OCT1タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル お よ び 活 性 に よ っ て 定 義 さ れ る OCT1「 状 態 」 は 、
輸 送 体 OCT1の 基 質 で あ る 化 合 物 の 異 常 な 血 清 お よ び /ま た は 細 胞 内 濃 度 に よ っ て 生 じ る 疾
患 を 包 含 す る 多 く の 疾 患 ま た は 障 害 に お い て 変 化 し う る だ け で な く （ 前 記 参 照 ） 、 遺 伝 子
変 異 ／ 多 型 に よ り 、 正 常 組 織 に お い て も 変 化 し う る 。 OCT1の 発 現 お よ び /ま た は 活 性 の 変
化 に 関 係 し て い る 多 型 の 同 定 は 、 例 え ば 薬 物 取 込 み お よ び 輸 送 の 予 測 、 お よ び 薬 物 の 副 作
用 を 包 含 す る そ の 後 の 治 療 結 果 の 予 測 に 重 要 で あ る 。 従 っ て 、 OCT1機 能 を 示 す OCT1変 異 の
分 析 は 、 OCT1の 基 質 で あ る 薬 物 で の 治 療 の 重 要 な 手 段 で あ り 、 本 発 明 に よ っ て 可 能 に な っ
た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 に よ っ て 示 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 法 医 学 マ ー
カ ー と し て も 有 用 で あ り 、 こ れ は 、 例 え ば 暴 力 犯 罪 ま た は あ ら ゆ る 他 の 暴 力 に よ っ て 殺 さ
れ た か ま た は 死 に 、 よ く 知 ら れ た 従 来 の 法 医 学 的 方 法 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き な い 被
験 体 の 同 定 を 向 上 さ せ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 含 ま れ る 多 型 を 、 被 験 体 の ゲ ノ ム
に お い て 検 出 す る こ と に 基 づ く 法 医 学 的 方 法 の 適 用 は 、 顔 の 特 徴 の よ う な 他 の 死 体 特 徴 に
よ る 同 定 が 不 可 能 な ほ ど 死 体 が ひ ど く 損 傷 し て い る 場 合 に 特 に 適 し て い る 。 こ れ は 、 例 え
ば 、 一 般 に 完 全 に 損 傷 し て い る 水 中 で 発 見 さ れ た 死 体 の 場 合 に あ て は ま る 。 都 合 の よ い こ
と に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 提 供 に 基 づ く 方 法 は 、 そ れ を 実 施 す る た め に 、 最 少 量
の 組 織 ま た は 細 胞 を 必 要 と す る だ け で あ る 。 該 組 織 ま た は 細 胞 は 、 血 液 小 滴 、 毛 根 、 角 質
上 皮 、 唾 液 小 滴 、 精 子 等 で あ る 。 被 験 体 を 同 定 す る た め に 、 そ の よ う な 最 少 量 の 組 織 ま た
は 細 胞 を 必 要 と す る だ け な の で 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 含 ま れ る 多 型 を 、 法 医 学 マ
ー カ ー と し て 使 用 し て 、 暴 力 ま た は 強 姦 の よ う な 犯 罪 に お け る あ る 者 の 有 罪 を 立 証 す る こ
と も で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 含 ま れ る 多 型 を 、 父 子 関 係 の 証 明 に 使
用 す る こ と も で き る 。 本 明 細 書 に 示 す 法 医 学 的 方 法 に よ れ ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 存 在 ま た は 不 存 在 を 決 定 し 、 同 定 す べ き 被 験 体 に 由 来 す る こ と が 明 ら か な 基 準 試 料 と 比
較 す る 。 被 験 体 の 試 料 に お け る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 ま た は 不 存 在 、 あ る い は
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 含 ま れ る 多 型 を 検 出 す る こ と を 必 要 と す る 法 医 学 的 方 法 は 、
例 え ば PCRに 基 づ く 方 法 で あ る こ と が で き 、 こ の 方 法 は 、 法 医 学 試 料 と し て 最 少 量 の 組 織
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ま た は 細 胞 し か 使 用 で き な い 場 合 に 特 に 適 し て い る 。 一 方 、 充 分 な 組 織 ま た は 細 胞 を 入 手
で き る 場 合 は 、 ハ イ ブ リ ダ ー ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く 方 法 を 実 施 し て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 存 在 ま た は 不 存 在 を 検 出 し う る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 本
明 細 書 に 示 す 個 々 の 目 的 に 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 結 果 と し て 、 本 発 明 に よ り 、
前 記 の 局 面 に 関 す る 向 上 し た 信 頼 性 の あ る 予 測 を 可 能 に す る 法 医 学 的 手 段 が 得 ら れ る 。
　 前 記 と 同 様 に 、 輸 送 体 OCT1の 基 質 で あ る 化 合 物 の 異 常 な 血 清 お よ び /ま た は 細 胞 内 濃 度
に よ っ て 生 じ る 副 作 用 ま た は 薬 物 療 法 の 活 性 の 減 少 ま た は 薬 物 療 法 の 不 活 性 と 、 本 発 明 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と を 関 連 付 け る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 DNAま た は RNAで あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 DNA、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 RNAま た は 合 成 的 に 生
成 し た DNAま た は RNA、 ま た は そ れ ら の 任 意 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 独 か ま た は 組 み 合 わ せ て
含 む 組 換 え 生 成 し た キ メ ラ 核 酸 分 子 で あ り う る 。 好 ま し く は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 遺 伝 子 工 学 に お い て 一 般 に 使 用 さ れ る ベ ク タ ー 、 特 に プ ラ
ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス お よ び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 一 部 で あ る 。 そ の よ う な ベ ク タ
ー は 、 好 適 な 宿 主 細 胞 に お い て 、 好 適 な 条 件 下 で 、 該 ベ ク タ ー の 選 択 を 可 能 に す る マ ー カ
ー 遺 伝 子 の よ う な 付 加 的 遺 伝 子 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 遺 伝 子 に も 関 す る 。
　 遺 伝 子 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 構 造 因 子 、 な ら び に 該 遺 伝 子 の 発 現 の 調 節 に 関 与
す る 調 節 因 子 を 含 む こ と は 、 当 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 構 造 因 子 は 、 エ キ ソ ン に
よ っ て 代 表 さ れ 、 こ れ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し う る か 、 ま た は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー
ド し て い な い が 、 そ れ に も か か わ ら ず RNA機 能 に 関 与 し て い る （ 例 え ば 、 RNAの 安 定 性 ま た
は RNAの 核 輸 出 を 調 節 す る こ と に よ っ て ） RNAに 対 し て コ ー ド し う る 。
　 遺 伝 子 の 調 節 因 子 は 、 プ ロ モ ー タ ー 因 子 ま た は エ ン ハ ン サ ー 因 子 を 含 み 、 そ れ ら は 両 方
と も 遺 伝 子 発 現 の 転 写 制 御 に 関 与 し う る 。 プ ロ モ ー タ ー は 遺 伝 子 の 構 造 因 子 の 上 流 に 見 ら
れ る こ と は 当 分 野 に お い て 極 め て よ く 知 ら れ て い る 。 し か し 、 エ ン ハ ン サ ー 因 子 の よ う な
調 節 因 子 は 、 遺 伝 子 の 全 座 に わ た っ て 分 布 し て い る の が 見 ら れ る 。 該 因 子 は 、 例 え ば 、 イ
ン ト ロ ン 、 遺 伝 子 の エ キ ソ ン を 分 離 す る ゲ ノ ム DNAの 領 域 に 存 在 し う る 。 プ ロ モ ー タ ー ま
た は エ ン ハ ン サ ー 因 子 は 、 該 プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー 因 子 を 含 む 遺 伝 子 の 調 節 に
関 与 し て い る ポ リ ペ プ チ ド を 誘 引 す る か ま た は そ れ に 結 合 す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド フ ラ グ メ ン ト に 対 応 す る 。 例 え ば 、 該 遺 伝 子 の 調 節 に 関 与 し て い る ポ リ ペ プ チ ド は 、
い わ ゆ る 転 写 因 子 を 含 む 。
　 該 イ ン ト ロ ン は 、 適 切 な 遺 伝 子 発 現 に 必 要 と さ れ る 他 の 調 節 因 子 を 含 み う る 。 イ ン ト ロ
ン は 、 一 般 に 、 遺 伝 子 の エ キ ソ ン と 一 緒 に 転 写 さ れ て 、 エ キ ソ ン お よ び イ ン ト ロ ン 配 列 の
両 方 を 含 有 す る 初 期 RNA転 写 物 を 生 じ る 。 イ ン ト ロ ン が コ ー ド し た RNA配 列 は 、 RNAス プ ラ
イ シ ン グ と し て 既 知 の 過 程 に よ っ て 通 常 は 除 去 さ れ る 。 し か し 、 該 過 程 も 、 RNA転 写 物 に
存 在 す る 調 節 配 列 を 必 要 と し 、 該 調 節 配 列 は イ ン ト ロ ン に よ っ て コ ー ド し う る 。
　 さ ら に 、 転 写 制 御 お よ び 適 切 な RNAプ ロ セ シ ン グ お よ び /ま た は 安 定 性 の 制 御 に お け る 機
能 に 加 え て 、 遺 伝 子 の 調 節 因 子 は 、 遺 伝 子 座 の 遺 伝 子 安 定 性 の 制 御 に も 関 与 し う る 。 該 因
子 は 、 例 え ば 組 換 え 事 象 を 制 御 す る か 、 ま た は DNAの 特 定 構 造 ま た は 染 色 体 に お け る DNAの
配 置 を 維 持 す る 作 用 を す る 。
　 従 っ て 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 が 、 前 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の エ キ ソ ン
に お い て 、 な ら び に 前 記 過 程 に 関 与 す る 調 節 領 域 に お い て 、 発 生 し う る 。 例 え ば イ ン ト ロ
ン を 含 む 、 遺 伝 子 座 全 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 分 析 は 、 前 記 を 考 慮 し て 、 望 ま し い 。 本 発
明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 含 ま れ る 多 型 は 、 OCT1遺 伝 子 の 増 加 ま た は 減 少 し た 転 写 、 遺 伝 子
の RNA転 写 物 の 安 定 化 、 お よ び プ ラ イ マ リ ー RNA転 写 物 の プ ロ セ シ ン グ の 変 更 を 含 む メ カ ニ
ズ ム に よ っ て 、 OCT1タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル に 影 響 を 与 え う る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 お よ び /ま
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た は 置 換 が 、 対 応 す る 野 生 型 遺 伝 子 と 比 較 し て 、 変 異 遺 伝 子 の 変 化 し た 発 現 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 本 発 明 の 遺 伝 子 を 含 む
ベ ク タ ー に 関 す る 。
　 該 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー で あ り う る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 複 製 適 格 性 ま た は 複 製 欠 損 性 で あ り う る
。 後 者 の 場 合 、 ウ イ ル ス 増 殖 は 、 一 般 に 、 補 足 宿 主 ／ 細 胞 に お い て の み 生 じ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 は 、 宿 主 に お け る 増 殖 用 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー
を 含 有 す る ベ ク タ ー に 結 合 し う る 。 一 般 に 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 DEAE法 を 用 い て 、 エ
フ ェ ク テ ン (Qiagen, Hilden, Germany)の よ う な 化 学 物 質 を 使 用 し た 縮 合 形 態 に お い て 、
ま た は 荷 電 リ ピ ド と の 複 合 体 に お い て 、 ま た は 炭 素 に 基 づ く ク ラ ス タ ー に お い て 、 リ ン 酸
カ ル シ ウ ム 沈 降 物 の よ う な 沈 降 物 に 導 入 さ れ る 。 あ る い は 、 ベ ク タ ー は 、 マ イ ク ロ イ ン ジ
ェ ク シ ョ ン に よ っ て 導 入 さ れ る 。 ベ ク タ ー が ウ イ ル ス で あ る 場 合 、 宿 主 細 胞 へ の 適 用 前 に
、 適 切 な パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 を 使 用 し て イ ン ビ ト ロ で パ ッ ケ ー ジ ン グ し う る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー の よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 原 核 ま た は 真 核
細 胞 ま た は そ れ ら の 単 離 フ ラ ク シ ョ ン に お け る 発 現 を 可 能 に す る 発 現 制 御 配 列 に 操 作 的 に
連 鎖 さ せ る 。
　 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 は 、 好 ま し く は 翻 訳 可 能 な mRNAへ の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 転
写 を 含 む 。 真 核 細 胞 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 発 現 を 確 実 に す る 調 節 因 子 は 、 当
業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 そ れ ら は 、 一 般 に 、 転 写 の 開 始 を 確 実 に す る 調 節 配 列 、 お よ び
任 意 に 、 転 写 の 終 止 お よ び 転 写 物 の 安 定 化 を 確 実 に す る ポ リ -Aシ グ ナ ル を 含 む 。 付 加 的 調
節 因 子 は 、 転 写 な ら び に 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー を 包 含 し う る 。 原 核 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を 可
能 に す る 可 能 な 調 節 因 子 は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 に お け る lac、 trpま た は tacプ ロ モ ー タ ー を
含 み 、 真 核 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を 可 能 に す る 調 節 因 子 の 例 は 、 酵 母 に お け る AOX1ま た は
GAL1プ ロ モ ー タ ー 、 あ る い は 哺 乳 動 物 お よ び 他 の 動 物 の 細 胞 に お け る CMV-、 SV40-、 RSV-
プ ロ モ ー タ ー （ ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス ） 、 CMV-エ ン ハ ン サ ー 、 SV40-エ ン ハ ン サ ー ま た は グ
ロ ビ ン イ ン ト ロ ン で あ る 。 転 写 の 開 始 に 関 与 す る 因 子 の 他 に 、 そ の よ う な 調 節 因 子 は 、 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 下 流 の SV40-ポ リ -A部 位 ま た は tk-ポ リ -A部 位 の よ う な 転 写 終 止 シ グ ナ ル
も 含 み う る 。 こ れ に 関 し て 、 下 記 の よ う な 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー が 当 分 野 で 既 知 で あ る ： Ok
ayama-Berg cDNA発 現 ベ ク タ ー pcDV1（ Pharmacia） 、 pCDM8、 pRc/CMV、 pcDNA1、 pcDNA3（ i
nvitrogen） 、 pSPORT1（ GIBCO BRL） 、 pFastBac（ Invitrogen） 、 pYES（ Invitrogen） 、 p
OG1（ van Montfoort,JPET 298(2001), 110-115） 。 好 ま し く は 、 該 ベ ク タ ー は 、 発 現 ベ ク
タ ー お よ び /ま た は 遺 伝 子 ト ラ ン ス フ ァ ー ま た は タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー で あ る 。 レ ト
ロ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ま た は ウ シ
パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス の よ う な ウ イ ル ス に 由 来 す る 発 現 ベ ク タ ー を 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は ベ ク タ ー の 標 的 細 胞 集 団 へ の 輸 送 に 使 用 し う る 。 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方
法 を 使 用 し て 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 構 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Sambrook, Mole
cularCloning A LaboratoryManual, Cold Spring Harbor Laboratory(1989), N.Y.お よ び
Ausubel, Current Protocolsin Molecular Biology, Green PublishingAssociates and W
iley Interscience, N.Y.(1994)に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 参 照 ） 。 ま た は 、 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク タ ー を 、 標 的 細 胞 へ の 輸 送 用 に 、 リ ポ ソ ー ム 中 に 再 構 成 す る こ と
が で き る 。 「 そ れ ら の 単 離 フ ラ ク シ ョ ン 」 と い う 語 句 は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー か ら RNAを 転
写 す る こ と が で き る か 、 ま た は 転 写 お よ び 翻 訳 す る こ と が で き る 真 核 細 胞 も し く は 組 織 ま
た は 原 核 細 胞 も し く は 組 織 の フ ラ ク シ ョ ン を 意 味 す る 。 該 フ ラ ク シ ョ ン は 、 RNAの 転 写 、
ま た は RNAの 転 写 お よ び 該 RNAの ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 に 必 要 と さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 む 。
該 単 離 フ ラ ク シ ョ ン は 、 例 え ば 、 網 状 赤 血 球 の よ う な 真 核 細 胞 の 核 お よ び 細 胞 質 の フ ラ ク
シ ョ ン で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

10

20

30

40

50

(17) JP 2006-516182 A 2006.6.29



　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 遺 伝 子 ま た は 本 発 明 の ベ ク タ
ー を 使 用 し て 遺 伝 的 に 操 作 し た 宿 主 細 胞 に も 関 す る 。
　 該 宿 主 細 胞 は 、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 で あ っ て よ い （ 前 記 参 照 ） 。 宿 主 細 胞 に 存 在 し て い
る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ て い て も
よ く 、 ま た は 染 色 体 外 に 維 持 さ れ て も よ い 。 こ れ に 関 し て 、 本 発 明 の 組 換 え DNA分 子 は 、
相 同 組 換 え に よ っ て 変 異 遺 伝 子 を 修 復 す る か ま た は 変 異 遺 伝 子 を 作 製 す る た め に 、 「 遺 伝
子 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 」 お よ び /ま た は 「 遺 伝 子 置 換 」 に 使 用 し う る こ と も 理 解 さ れ る も の
と す る （ 例 え ば 、 Mouellic, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87(1990), 4712-4716； Joyne
r, Gene Targeting, A Practical Approach,Oxford University Press参 照 ） 。
　 宿 主 細 胞 は 、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 、 例 え ば 、 細 菌 、 昆 虫 、 真 菌 、 植 物 、 動 物 、 哺 乳 動 物
、 ま た は 、 好 ま し く は ヒ ト 細 胞 で あ っ て よ い 。 好 ま し い 真 菌 細 胞 は 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ
セ ス 属 の 細 胞 、 特 に S. cerevisiae種 の 細 胞 で あ る 。 好 ま し い 動 物 細 胞 は 、 例 え ば 、 ツ メ
ガ エ ル 属 卵 母 細 胞 で あ る 。 「 原 核 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 用 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 形 質 転 換 ま た は 感 染 さ せ る こ と が で き る 全 て の 細 菌 を 包 含 す る こ と を
意 味 す る 。 原 核 生 物 宿 主 と し て は 、 グ ラ ム 陰 性 な ら び に グ ラ ム 陽 性 細 菌 、 例 え ば 、 E. Col
i, S. typhimurium、 Serratia marcescensお よ び Bacillus subtilisが 挙 げ ら れ る 。 本 発
明 の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 形 態 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 当 業 者 に 一
般 に 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 に よ っ て 、 宿 主 を 形 質 転 換 す る か ま た は 感 染 さ せ る こ と が で
き る 。 融 合 さ せ 、 操 作 可 能 に 連 鎖 さ せ た 遺 伝 子 を 製 造 し 、 そ れ ら を 細 菌 ま た は 動 物 細 胞 に
お い て 発 現 さ せ る 方 法 は 、 当 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る （ 前 記 Sambrook） 。 そ こ に 記
載 さ れ て い る 遺 伝 子 構 築 物 お よ び 方 法 を 、 例 え ば 原 核 生 物 宿 主 に お け る 、 本 発 明 の 変 異 ポ
リ ペ プ チ ド の 発 現 に 使 用 で き る 。 一 般 に 、 挿 入 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 効 な 転 写 を 促
進 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 、 宿 主 に 関 連 し て 使 用 す る 。 発 現 ベ ク
タ ー は 一 般 に 、 複 製 起 点 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び タ ー ミ ネ ー タ 、 な ら び に 形 質 転 換 し た 細 胞
の 表 現 型 選 択 を 付 与 し う る 特 異 遺 伝 子 を 含 有 す る 。 形 質 転 換 原 核 生 物 宿 主 は 、 当 分 野 で 既
知 の 方 法 に よ っ て 、 発 酵 槽 に お い て 増 殖 さ せ 、 培 養 し て 、 最 適 細 胞 増 殖 を 得 る こ と が で き
る 。 次 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 、 増 殖 培 地 、 細 胞 溶 解 産 物 ま た は 細 胞 膜 フ ラ ク シ ョ ン か
ら 単 離 す る 。 微 生 物 的 に 、 ま た は 他 の 方 法 で 発 現 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 お よ び
精 製 は 、 任 意 の 一 般 的 方 法 、 例 え ば 、 分 取 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 お よ び 免 疫 学 的 分 離 、
例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 を 含 む 分 離 に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 従 っ て 、 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 分 子 変 異 体 OCT1ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ
メ ン ト の 製 造 法 で あ っ て 、 前 記 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ； お よ び 、 該 タ ン パ ク 質 ま た は フ
ラ グ メ ン ト を 培 養 物 か ら 回 収 す る 工 程 を 包 含 す る 製 造 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 分 子 変 異 体 OCT1ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し う る 細 胞 の 製 造 法
で あ っ て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 遺 伝 子 ま た は 本 発 明 の ベ ク タ ー を 使 用 し
て 、 細 胞 を 遺 伝 的 に 操 作 す る 工 程 を 包 含 す る 製 造 法 に 関 す る 。
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 細 胞 を 使 用 し て 、 例 え ば 、 D. L. Spector, R. D. Goldm
an、 L.A. Leinwand, Cell, a Lab manual, CSH Press 1998に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ っ
て 薬 物 を 試 験 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 該 細 胞 を 使 用 し て 、 OCT1遺 伝 子 に お け る 変 異 に
よ っ て 生 じ た 欠 損 を 補 足 す る 能 力 に つ い て 、 既 知 の 薬 物 お よ び 未 知 の そ れ ら の 誘 導 体 を 研
究 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 宿 主 細 胞 は 、 OCT1遺 伝 子 の 野 生 型 対 立 遺 伝
子 、 好 ま し く は 両 方 の 対 立 遺 伝 子 が 欠 け て お り 、 そ し て /ま た は そ れ ら の 対 立 遺 伝 子 の 少
な く と も 1つ が 変 異 し て い る の が 好 ま し い 。 理 論 的 に は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ
っ て 構 成 さ れ た 対 立 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 は 、 相 同 置 換 に よ っ て 野 生 型 遺 伝 子 座 に 導 入 し う
る 。 ま た は 、 正 常 対 立 遺 伝 子 を 越 え る 変 異 対 立 遺 伝 子 の 強 い 過 剰 発 現 、 お よ び 同 じ レ ベ ル
で 正 常 対 立 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る 組 換 え 細 胞 系 と の 比 較 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 分 析 系
と し て 使 用 し う る 。 前 記 の 方 法 で 得 ら れ る 細 胞 を 、 下 記 に 示 す ス ク リ ー ニ ン グ 法 に も 使 用
し う る 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 本 発 明 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ
れ る か 、 あ る い は 前 記 方 法 に よ っ て 得 ら れ た か ま た は 前 記 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ た 細 胞 か
ら 得 ら れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 に 関 す る 。 こ れ に 関 し て 、 本 発 明 の 変 異 ポ リ ペ
プ チ ド を 、 当 分 野 で 既 知 の 従 来 法 に よ っ て さ ら に 修 飾 し う る こ と も 理 解 さ れ る 。 本 発 明 に
よ っ て 該 変 異 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 ま た は そ の 阻 害
に 関 係 し た 部 分 を 決 定 す る こ と も で き る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 お よ び
「 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 互 換 的 で あ る 。 さ ら に 、 該 用 語 が 包 含 す る こ と は 、 標 準 教
本 知 識 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に も 関 す る 。
　 都 合 の よ い こ と に 、 抗 体 は 、 前 記 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 有 す る エ ピ
ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る か ま た は そ れ に 結 合 す る 。 本 発 明 の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る
抗 体 は 、 本 発 明 の 精 製 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ か ら 誘 導 さ れ る （ 合 成 ） 断 片 を 抗 原 と し て 使
用 し て 、 よ く 知 ら れ た 方 法 に よ っ て 作 製 で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 Koehle
rお よ び Milstein, Nature 256(1975), 495、 お よ び Galfre, Meth. Enzymol. 73(1981),3
に 最 初 に 記 載 さ れ た 技 術 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き 、 そ の 方 法 は 、 免 疫 処 置 し た 哺 乳 動
物 に 由 来 す る 脾 臓 細 胞 へ の マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 融 合 を 含 ん で な る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様
に お い て 、 該 抗 体 は 、 該 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 抗 体 、 霊 長 類 化 抗 体 、 キ メ ラ
化 抗 体 ま た は そ れ ら の 断 片 で あ り 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 合 成 抗 体 、 抗 体 断 片 、 例 え ば 、 Fab
、 Fvま た は scFv断 片 等 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 化 学 修 飾 誘 導 体 も 包 含 す る 。 さ ら に 、
前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 ま た は そ れ ら の 断 片 は 、 例 え ば 、 Harlowお よ び Lane,「 Ant
ibodies, A Laboratory Manual」 、 CSH Press, Cold Spring Harbor, 1988に 記 載 さ れ て
い る 方 法 を 使 用 し て 得 ら れ 得 る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド の
免 疫 沈 降 お よ び 免 疫 学 的 局 在 決 定 、 な ら び に 、 例 え ば 組 換 え 有 機 体 に お け る 、 該 変 異 ポ リ
ペ プ チ ド の 存 在 の モ ニ タ リ ン グ 、 お よ び 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 化 合 物 の 同 定
に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 BIAコ ア 系 に 使 用 さ れ る 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 を 使 用 し て 、 本 発 明
の タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る フ ァ ー ジ 抗 体 の 有 効 性 を 増 加 さ せ る こ と が で き る （
Schier, Human Antibodies Hybridomas7(1996), 97-105； Malmborg, J. Immunol. Method
s 183(1995), 7-13） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 前 記 の ヌ ク レ オ チ ド 交 換 に よ っ て 生 じ る 1つ
ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 有 す る エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る 。
　 ホ ス ホ － チ ロ シ ン 残 基 の よ う な 修 飾 ア ミ ノ 酸 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 、 当 分 野 に お い
て よ く 知 ら れ て い る 。 同 様 に 、 本 発 明 に よ っ て 、 エ ピ ト ー プ に お け る 単 一 ア ミ ノ 酸 交 換 さ
え 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 、 前 記 の よ く 知 ら れ た 方 法 に よ っ て 産 生 し う る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 前 記 を 考 慮 し て 、 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 1つ の 前 記 の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 遺 伝 子 ま た は
本 発 明 の ベ ク タ ー を 含 ん で な る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 に も 関 す る 。
　 本 発 明 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 作 製 法 も 含 み 、 該 方 法 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を 生 殖 細 胞 、 胚 性 細 胞 、 幹 細 胞 ま た は 卵 子 ま た は そ れ ら か ら 誘
導 し た 細 胞 に 導 入 す る こ と を 含 ん で な る 。 非 ヒ ト 動 物 を 下 記 の 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 使 用
す る こ と が で き 、 該 動 物 は 、 健 康 な 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で あ る か ま た は 疾 患 ま た は
障 害 を 有 し て い て も よ く 、 該 疾 患 は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 に お け る 少 な く と も 1つ の 変 異 に よ
っ て 生 じ た 疾 患 で あ る の が 好 ま し い 。 そ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 例 え ば 、 前
記 の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 形 態 に 関 す る 薬 物 の 薬 理 学 的 調 査 に 好 適 で あ り 、 な ぜ な ら 、
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こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 少 な く と も そ れ ら の 機 能 ド メ イ ン は 、 上 位 真 核 生 物 、 特 に 哺
乳 動 物 に お け る 種 間 に 保 存 さ れ る か ら で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 胚 の 作 製 お よ び そ れ ら
の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 、 A. L. Joyner 編 , Gene Targeting,A Practical Approach
 (1993), Oxford University Pressに 記 載 の よ う に 行 う こ と が で き る 。 胚 の DNAは 、 例 え
ば 、 適 切 な プ ロ ー ブ を 使 用 す る サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 使 用 す る か 、 ま た は PCR法 に 基 づ い て 、
解 析 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 本 発 明 の 、 ま た は 前 記 方 法 に よ っ て 得 ら れ
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を 含 ん で な る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ
ム ス タ ー 、 イ ヌ 、 サ ル 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 カ エ ル 、 線 虫 、 例 え ば Caenorhabditis elegans、
ミ バ エ 類 、 例 え ば Drosophila melanogaster、 ま た は 魚 、 例 え ば シ ビ レ エ イ ま た は ゼ ブ ラ
フ ィ ッ シ ュ で あ り 、 そ れ ら に お い て 、 好 ま し く は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー の 存
在 が 本 発 明 の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 生 じ る よ う に 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ
ー が 該 非 ヒ ト 動 物 の ゲ ノ ム に 安 定 に 組 み 込 ま れ て い る の が 好 ま し い 。 そ れ は 、 同 じ か ま た
は 異 な る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 の 1つ ま た は い く つ か の コ ピ ー を 含 ん で
よ い 。 こ の 動 物 は 、 心 臓 血 管 研 究 用 の 研 究 モ デ ル を 含 む 多 く の 用 途 を 有 し 、 従 っ て 、 心 臓
血 管 障 害 に よ っ て 生 じ た 疾 患 の 療 法 、 処 置 等 の 開 発 に お け る 新 規 か つ 貴 重 な 動 物 を 提 供 す
る 。 従 っ て 、 こ の 場 合 、 哺 乳 動 物 は マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の よ う な 実 験 用 動 物 で あ る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 従 っ て 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 マ ウ ス 、
ラ ッ ト ま た は セ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ で あ る 。
　 多 く の 報 告 は 、 該 動 物 が 、 薬 物 代 謝 お よ び 輸 送 お よ び そ の 欠 乏 ま た は 癌 の 研 究 用 の モ デ
ル 生 体 と し て 特 に 適 し て い る こ と を 示 し て い る 。 都 合 の よ い こ と に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 は 、 該 モ デ ル 生 体 を 使 用 し て 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 種 々 の 好 適 な 方 法 が 利 用 可
能 で あ る こ と に よ っ て 、 容 易 に 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は 、 固 定 化 形 態 の 本 発 明 の 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ
ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 ま た は 宿 主 細 胞 を 含 ん で な る 固 相 支 持 体 に も 関 す る 。
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 固 相 支 持 体 」 と い う 用 語 は 、 該 固 定 化 標 的 を 運 ぶ の に 好
適 な 可 撓 性 ま た は 非 可 撓 性 支 持 体 を 意 味 す る 。 該 固 相 支 持 体 は 、 均 質 ま た は 不 均 質 で あ っ
て よ い 。 例 え ば 、 該 固 相 支 持 体 は 、 例 え ば 可 撓 性 お よ び 固 定 化 に 関 し て 、 同 じ か ま た は 異
な る 特 性 を 有 す る 種 々 の 材 料 か ら な る も の で も よ く 、 ま た は 、 該 固 相 支 持 体 は 、 可 撓 性 お
よ び 固 定 化 特 性 も 含 む 複 数 の 特 性 を 示 す 1つ の 材 料 か ら 構 成 し て も よ い 。 そ の よ う な 支 持
体 は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 特 に 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な カ ラ ム 材 料 (column materi
als)、 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 、 磁 性 ビ ー ズ 、 コ ロ イ ド 金 属 粒 子 、 ガ ラ ス
お よ び /ま た は シ リ コ ン チ ッ プ お よ び 表 面 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ス ト リ ッ プ 、 膜 、 シ ー ト 、
ジ ュ ラ サ イ ト (duracytes)、 反 応 ト レ ー の 穴 お よ び 壁 、 プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ 等 が 挙 げ ら
れ る 。 よ く 知 ら れ た 担 体 の 例 は 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ
ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ア ミ ロ ー ス 、 天 然 お よ
び 改 質 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ア ガ ロ ー ス お よ び 磁 鉄 鉱 で あ る 。 該 固 相 支 持 体
は 、 ガ ラ ス － 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン － ま た は シ リ コ ン － チ ッ プ 、 膜 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合
ヒ ー ズ ま た は ビ ー ズ ア レ イ (bead arrays)を 含 み う る 。
　 「 固 定 化 」 と い う 用 語 は 、 目 的 と す る 分 子 種 が 、 固 相 支 持 体 に 固 定 さ れ て い る 、 好 ま し
く は そ れ に 共 有 結 合 し て い る こ と を 意 味 す る 。 こ の 共 有 結 合 は 、 分 子 種 の 分 子 性 質 に 依 存
す る 種 々 の 手 段 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 さ ら に 、 分 子 種 は 、 静 電 力 、 疎 水 的 ま た は 親
水 的 相 互 作 用 、 フ ァ ン ・ デ ル ・ ヴ ァ ー ル ス 力 、 ま た は フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 固
相 支 持 体 に 固 定 す る こ と も で き る 。 前 記 の 物 理 化 学 的 相 互 作 用 は 、 一 般 に 分 子 間 の 相 互 作
用 に お い て 生 じ る 。 例 え ば 、 前 記 の タ イ プ の 相 互 作 用 に よ っ て 、 ビ オ チ ニ ル 化 ポ リ ペ プ チ
ド を 、 ア ビ ジ ン 被 覆 固 相 支 持 体 に 固 定 し う る 。 さ ら に 、 抗 体 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 、 抗
体 被 覆 固 相 支 持 体 に 固 定 し て も よ い 。 さ ら に 、 固 定 化 は 、 固 相 支 持 体 の 化 学 的 特 性 に も 依
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存 す る 。 例 え ば 、 核 酸 分 子 を 、 紫 外 線 架 橋 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー ま た は 加 熱 の よ う な 標
準 法 に よ っ て 、 膜 に 固 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 固 相 支 持 体 は 膜 で あ り 、 ガ ラ ス － ま た は ポ リ プ ロ ピ
レ ン － ま た は シ リ コ ン － チ ッ プ は 、 光 学 フ ィ ル タ ー 基 材 に 結 合 さ せ た (assembled)オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 結 合 ビ ー ズ ま た は ビ ー ズ ア レ イ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 多 型 を 同 定 す る イ ン ビ ト ロ の 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 下 記 の 工 程 を
含 ん で な る ：
　 （ a） 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 を 、 個 体 の 複 数 の サ ブ グ ル ー プ か ら 分 離
す る 工 程 で あ っ て 、 1つ の サ ブ グ ル ー プ は 、 OCT1関 連 疾 患 へ の 有 病 性 を 有 さ ず 、 少 な く と
も 1つ ま た は そ れ 以 上 の 他 の サ ブ ク ル ー プ は OCT1関 連 疾 患 へ の 有 病 性 を 有 し て い る 工 程 ；
お よ び
　 （ b） OCT1関 連 疾 患 へ の 有 病 性 を 有 さ な い 該 1つ の サ ブ グ ル ー プ の 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は 該 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 を 、 OCT1関 連 疾 患 へ の 有 病 性 を 有 す る 該 少 な く と も 1つ ま た は そ
れ 以 上 の 他 の サ ブ ク ル ー プ と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 多 型 を 同 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 有 病 性 (prevalence)」 と い う 用 語 は 、 個 体 が 、 OCT1機 能
不 全 ま た は 調 節 不 全 に 関 係 し た 1つ ま た は そ れ 以 上 の 疾 患 に 罹 患 性 で あ る か 、 ま た は 1つ ま
た は そ れ 以 上 の 該 疾 患 を 既 に 有 し て い る こ と を 意 味 す る 。 そ れ に よ っ て 、 1つ の OCT1関 連
疾 患 を 使 用 し て 、 他 の OCT1関 連 疾 患 へ の 罹 患 性 を 決 定 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 OCT1変 異
体 に よ っ て 変 化 し た 薬 物 輸 送 は 、 例 え ば 輸 送 体 OCT1の 基 質 で あ る 化 合 物 の 異 常 な 血 清 お よ
び /ま た は 細 胞 内 濃 度 に よ っ て 生 じ る 疾 患 へ の 、 有 病 性 を 示 唆 し う る 。 さ ら に 、 該 疾 患 の
発 症 に つ い て の 有 病 性 を 示 唆 す る 症 状 は 、 当 分 野 に お い て 極 め て よ く 知 ら れ て お り 、 Psch
yrembel, Stedman and Harrison's(Principles of internal medicine 第 15版 (2001), Mc
Graw Hill, ISBN 0-07-0025113490)の よ う な 標 準 医 学 教 本 に 充 分 に 記 載 さ れ て い る 。 都 合
の よ い こ と に 、 OCT1機 能 不 全 ま た は 調 節 不 全 、 ま た は そ れ に 基 づ く 1つ ま た は そ れ 以 上 の
疾 患 に 関 連 し た 本 発 明 の 多 型 は 、 該 疾 患 へ の 有 病 性 を 有 さ な い サ ブ グ ル ー プ と 比 較 し て 、
該 疾 患 へ の 有 病 性 を 有 す る 個 体 サ ブ グ ル ー プ に お い て 多 い は ず で あ る 。 従 っ て 、 前 記 の 方
法 は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の OCT1関 連 疾 患 ま た は そ れ へ の 罹 患 性 を 示 唆 す る 多 型 の 、 迅 速
か つ 信 頼 性 の あ る 検 出 を 可 能 に す る 。
 都 合 の よ い こ と に 、 表 現 型 を 前 も っ て 選 択 す る こ と に よ っ て 、 有 病 性 を 有 さ な い 多 数 の
個 体 を 、 多 型 に 関 し て 一 般 に 選 別 し う る 。 そ れ に よ っ て 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の OCT1関 連
疾 患 に 相 関 し な い 多 型 を 含 む 基 準 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 該 基 準 配 列 に 基 づ い て 、 効 率
的 か つ 信 頼 性 を も っ て 関 連 多 型 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 体 の 活 性 を 調 節 し う る
プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 を 同 定 し 、 得 る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 下 記 の 工 程 を 含 ん で な る ：
　 （ a） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 本 発 明 の 固 相 支 持 体 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
分 子 変 異 体 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 、 本 発 明 の 遺 伝 子 ま た は ベ ク タ ー を 、 薬 物 活 性 に 反 応 し
て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 与 え う る 成 分 の 存 在 下 に 、 プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 の 活 性 に 関 し
て 選 別 す べ き 化 合 物 に 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
　 （ b） プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 の 活 性 に よ っ て 生 じ る シ グ ナ ル の 存 在 ま た は 非 存 在 、 あ
る い は シ グ ナ ル の 増 加 ま た は 減 少 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 シ グ ナ ル の 非 存 在 、 存 在 、 増
加 ま た は 減 少 が 、 推 定 プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 で あ る こ と を 示 唆 す る 工 程 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お け る 「 化 合 物 」 と い う 用 語 は 、 同 定 さ れ 得 る か ま た は さ れ 得 な い 単 一
の 物 質 ま た は 複 数 の 物 質 を 包 含 す る 。 該 化 合 物 は 、 化 学 的 に 合 成 し う る か 、 ま た は 微 生 物
発 酵 に よ っ て 作 製 し う る が 、 例 え ば 、 試 料 、 例 え ば 、 植 物 、 動 物 ま た は 微 生 物 か ら の 細 胞
抽 出 物 に 含 ま れ る こ と も あ る 。 さ ら に 、 該 化 合 物 は 、 そ れ ぞ れ 、 当 分 野 に お い て 既 知 で あ
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る が 阻 害 剤 と し て 有 効 で あ る こ と が こ れ ま で 知 ら れ て い な い も の で あ り 得 る 。 複 数 の 化 合
物 を 、 例 え ば 、 培 地 に 添 加 し う る か 、 ま た は 本 発 明 の 細 胞 ま た は 非 ヒ ト 動 物 に 注 射 し う る
。
　 化 合 物 を 含 有 す る 試 料 を 本 発 明 の 方 法 で 同 定 す る 場 合 、 目 的 と す る 化 合 物 を 含 有 す る こ
と が 確 認 さ れ て い る 原 試 料 か ら 化 合 物 を 分 離 す る こ と が で き る か 、 ま た は 、 例 え ば そ れ が
複 数 の 異 な る 化 合 物 か ら な る 場 合 、 原 試 料 を さ ら に 再 分 割 し て 1試 料 当 た り の 異 な る 物 質
の 数 を 減 ら し 、 原 試 料 の 再 分 割 部 分 を 使 用 し て そ の 方 法 を 繰 り 返 す こ と が で き る 。 次 に 、
例 え ば 、 本 明 細 書 ま た は 文 献 （ Spectorら 、 Cells manual、 前 記 参 照 ） に 記 載 さ れ て い る
方 法 に よ っ て 、 該 試 料 ま た は 化 合 物 が 、 所 望 の 特 性 を 示 す か ど う か を 決 定 す る こ と が で き
る 。 試 料 の 複 雑 性 に 依 存 し て 、 好 ま し く は 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 し た 試 料 が 限 定 さ れ
た 数 か ま た は 唯 1つ の 物 質 を 含 有 す る よ う に な る ま で 、 前 記 の 工 程 を 数 回 行 う こ と が で き
る 。 好 ま し く は 、 該 試 料 は 、 同 様 の 化 学 的 お よ び /ま た は 物 理 的 特 性 の 物 質 を 含 み 、 最 も
好 ま し く は 、 該 物 質 は 同 じ で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 先 行 文 献 に 記 載 さ れ て い る
他 の 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ に よ る か 、 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 使 用 し 改 変
す る こ と に よ っ て 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 実 施 で き 、 設 計 で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法
を 実 施 す る た め に ど の よ う な 付 加 的 化 合 物 （ 例 え ば 、 必 要 で あ れ ば 、 特 定 化 合 物 を 先 駆 物
質 に 変 換 す る 酵 素 ） を 使 用 し う る か を 当 業 者 は 容 易 に 理 解 す る 。 本 発 明 の 方 法 の そ の よ う
な 調 整 は 、 充 分 に 当 業 者 の 技 術 範 囲 内 で あ り 、 過 度 の 実 験 を 行 わ ず に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に 使 用 で き る 化 合 物 は 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 抗 体 、 小 有 機 化 合 物 、 リ
ガ ン ド 、 ペ オ チ ド 擬 似 体 、 PNA等 を 包 含 す る 。 該 化 合 物 は 、 本 発 明 の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア
ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 し う る 。 該 化 合 物 は 、 既 知 の 薬 物 の 機 能 誘 導 体 (functional deri
vatives)ま た は 類 似 体 で あ る こ と も で き る 。 化 学 誘 導 体 お よ び 類 似 体 の 作 製 法 は 、 当 業 者
に よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 Beilstein, Handbook of Organic Chemistry, Springer e
dition New York Inc., 175 Fifth Avenue, New York, N.Y. 10010 U.S.A.お よ び Organic
 Synthesis, Wiley, New York, USAに 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 該 誘 導 体 お よ び 類 似 体 は
、 当 業 者 に 既 知 で あ る か ま た は 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ っ て 、 そ れ ら の 作 用 に つ い て 試 験
す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 例 え ば 下 記 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 ペ プ チ ド 擬 似 体 お よ び /
ま た は 適 切 な 薬 物 誘 導 体 お よ び 類 似 体 の コ ン ピ ュ ー タ 補 助 設 計 を 使 用 す る こ と も で き る 。
そ の よ う な 類 似 体 は 、 既 知 の OCT1基 質 お よ び /ま た は 阻 害 剤 お よ び /ま た は 調 節 剤 の 基 礎 構
造 を 有 す る 分 子 を 含 む （ 下 記 参 照 ） 。
　 相 補 的 構 造 モ チ ー フ の コ ン ピ ュ ー タ 補 助 探 索 に よ る 、 推 定 阻 害 因 子 と 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド と の 相 互 作 用 部 位 の 同 定 の た め に 、 適 切 な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る こ と が
で き る （ Fassina, Immunomethods 5(1994), 114-120） 。 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド の コ
ン ピ ュ ー タ 補 助 設 計 用 の 他 の 適 切 な コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は 、 先 行 文 献 、 例 え ば 、 Berry,
 Biochem. Soc. Trans. 22(1994), 1033-1036； Wodak, Ann, N.Y. Acad. Sci. 501(1987)
, 1-13； Pabo,Biochemistry 25 (1986), 5987-5991に 記 載 さ れ て い る 。 前 記 コ ン ピ ュ ー タ
解 析 か ら 得 た 結 果 を 、 本 発 明 の 方 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 し て 、 例 え ば 、 既 知 の 阻 害 剤 、 類
似 体 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト を 最 適 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 本 明 細 書 に 記
載 さ れ て い る 方 法 に よ っ て 、 連 続 化 学 修 飾 に よ る ペ プ チ ド 擬 似 体 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ
ラ リ ー の 合 成 お よ び 得 ら れ た 化 合 物 の 試 験 に よ っ て 、 適 切 な ペ プ チ ド 擬 似 体 お よ び 他 の 阻
害 剤 を 同 定 す る こ と も で き る 。 ペ プ チ ド 擬 似 体 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 お よ
び 使 用 の 方 法 は 、 先 行 文 献 、 例 え ば 、 Ostresh, Methods in Enzymology267(1996), 220-2
34お よ び Dorner, Bioorg. Med. Chem. 4(1996), 709-715に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 該
化 合 物 お よ び 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 三 次 元 お よ び /ま た は 結 晶 学 的 構 造 を 、 ペ プ チ ド 擬
似 薬 の 設 計 に 使 用 す る こ と が で き る （ Rose, Biochemistry 35(1996), 12933-12944； Rute
nber, Bioorg. Med. Chem. 4(1996), 1545-1558） 。 例 え ば 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 標 準 法
に よ っ て 、 該 化 合 物 を 得 る 方 法 は 極 め て よ く 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 該 化 合 物 を 形 成 ま た
は 作 製 す る 方 法 も 本 発 明 の 方 法 に 含 ま れ る 。 要 約 す れ ば 、 本 発 明 は 、 輸 送 体 OCT1の 基 質 で
あ る 化 合 物 の 異 常 な 血 清 お よ び /ま た は 細 胞 内 濃 度 に よ っ て 生 じ る OCT1関 連 疾 患 の 特 定 形
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態 の 治 療 の た め に 、 特 定 用 量 で 使 用 さ れ る 化 合 物 を 同 定 し 、 得 る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 前 記 の 定 義 は 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 、 以 下 に 記 載 す る 全 て の 方 法 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 体 の 活 性 の 阻 害 剤 を 同
定 し 、 得 る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 下 記 の 工 程 を 含 ん で な る ：
　 （ a） 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 固 相 支 持 体 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 分 子 変 異 体 遺
伝 子 を 発 現 す る 細 胞 、 ま た は 本 発 明 の 遺 伝 子 ま た は ベ ク タ ー を 、 薬 物 活 性 に 反 応 し て 検 出
可 能 な シ グ ナ ル を 与 え う る 成 分 の 存 在 下 に 、 阻 害 活 性 に 関 し て 選 別 す べ き 化 合 物 に 接 触 さ
せ る 工 程 ； お よ び
　 （ b） 阻 害 活 性 に よ っ て 生 じ る シ グ ナ ル の 存 在 ま た は 非 存 在 、 あ る い は シ グ ナ ル の 増 加
ま た は 減 少 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 シ グ ナ ル の 非 存 在 ま た は 減 少 が 、 推 定 阻 害 剤 で あ る
こ と を 示 唆 す る 工 程 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 細 胞 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る か 、
ま た は 上 記 の よ う に ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 か ら 得 ら れ る 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 体 の 活 性 を 調 節 し
う る プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 を 同 定 し 、 得 る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 下 記 の 工 程 を 含 ん で な
る ：
　 （ a） 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 宿 主 細 胞 、 細 胞 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 固 相
支 持 体 と 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 第 一 の 分 子 と を 接 触 さ せ 、 該
ポ リ ペ プ チ ド と 該 第 一 の 分 子 と の 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 ；
　 （ b） 該 第 一 の 複 合 体 と ス ク リ ー ニ ン グ 対 象 の 化 合 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
　 （ c） 該 化 合 物 が 該 第 一 の 複 合 体 の 該 第 一 の 分 子 と 置 き 換 わ る か 否 か を 測 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 好 都 合 に は 、 該 方 法 に お い て 、 該 測 定 工 程 が 、 該 タ ン パ ク 質 と 該 阻 害 剤 候 補 と の 第 二 の
複 合 体 の 形 成 を 測 定 す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 該 測 定 工 程 は 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 し
て い な い 該 第 一 の 分 子 の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 前 記 方 法 の 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 第 一 の 分 子 は 、 例 え ば 放 射 性 ま た は 蛍 光 標 識
を 有 す る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は 基 質 お よ び /
ま た は 阻 害 剤 お よ び /ま た は 調 節 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 体 の 活 性 を 調 節 し う
る 阻 害 剤 を 同 定 し 、 得 る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 下 記 の 工 程 を 含 ん で な る ：
　 （ a） 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 宿 主 細 胞 ま た は 細 胞 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は 固
相 支 持 体 と 、 OCT1ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 第 一 の 分 子 と を 接 触 さ せ 、
該 タ ン パ ク 質 と 該 第 一 の 分 子 と の 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 ；
　 （ b） 該 第 一 の 複 合 体 と ス ク リ ー ニ ン グ 対 象 の 化 合 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
　 （ c） 該 化 合 物 が 該 第 一 の 複 合 体 の 該 第 一 の 分 子 と 置 き 換 わ る か 否 か を 測 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 測 定 工 程 は 、 該 タ ン パ ク 質 と 該 化 合 物 と の 第
二 の 複 合 体 の 形 成 を 測 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 測 定 工 程 は 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い
な い 該 第 一 の 分 子 の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 の よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 第 一 の 分 子 が 標 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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　 さ ら に 、 本 発 明 は 医 薬 組 成 物 の 作 製 方 法 に も 関 し 、 該 方 法 は 、 前 記 方 法 の 工 程 、 お よ び
同 定 し て 得 ら れ た 化 合 物 ま た は そ の 誘 導 体 を 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 形 態 に 製 剤 化 す る 追 加 工
程 を 含 ん で な る 。
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 治 療 的 に 有 用 な 化 合 物 を 、 前 記 の よ う に 、 配 合 し 、 患
者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 使 用 、 お よ び 当 業 者 に よ っ て 適 切 で あ る と 判 断 さ れ る 治 療 用
量 、 お よ び 「 医 薬 組 成 物 」 の 定 義 に つ い て は 、 下 記 を 参 照 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 医 薬 組 成 物 の 作 製 方 法 も 含 み 、 該 方 法 は 、 前 記 方 法 の 工 程 、 な ら び に
治 療 的 適 用 お よ び 本 発 明 の 方 法 で 診 断 さ れ た 患 者 の 疾 患 の 予 防 ま た は 回 復 に 好 適 な 形 態 に
薬 物 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ を 製 剤 化 す る こ と を 含 ん で な る 。
　 イ ン ビ ボ 投 与 後 の 薬 物 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ は 代 謝 さ れ て 、 排 泄 に よ る か ま た は 1つ ま た
は そ れ 以 上 の 活 性 ま た は 不 活 性 代 謝 産 物 へ の 代 謝 に よ っ て 除 去 さ れ る （ Meyer, J. Pharma
cokinet. Biopharm.24(1996), 449-459） 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 し 、 得 た
実 際 の 化 合 物 ま た は 阻 害 剤 を 使 用 す る よ り む し ろ 、 患 者 に お い て 活 性 に 変 換 さ れ る プ ロ ド
ラ ッ グ の よ う な 対 応 す る 配 合 物 を 使 用 す る こ と が で き る 。 プ ロ ド ラ ッ グ お よ び 薬 物 の 適 用
に 関 し て と り う る 予 防 策 は 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ 概 観 の た め に 、 Ozama, J. Toxicol.
 Sci. 21(1996), 323-329参 照 ） 。
　 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 薬 物 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ は 、 以 下 に 記 載 す る
医 薬 の 誘 導 体 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は 、 OCT1遺 伝 子 の 分 子 変 異 体 の 存 在 に 関 係 し た 疾 患 、 ま た は そ の よ う な 疾 患 へ の
罹 患 性 を 診 断 す る 方 法 に も 関 し 、 該 方 法 は 、 被 験 体 由 来 の 試 料 に お け る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 の 存 在 を 決 定 す る こ と を 含 ん で な る 。
　 本 発 明 の こ の 態 様 に よ れ ば 、 疾 患 の 状 態 ま た は そ の よ う な 疾 患 へ の 罹 患 性 を 試 験 す る 方
法 を 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 遺 伝 子 ま た は 核 酸 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば サ ザ
ン ま た は ノ ザ ン ブ ロ ッ ト ま た は イ ン サ イ チ ュ 解 析 の 形 態 に お い て 、 行 う こ と が で き る 。 該
核 酸 配 列 は 、 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 ま た は 非 コ ー ド 領 域 、 例 え ば イ ン ト ロ ン に 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し う る 。 相 補 配 列 を 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る 場 合 、 該 核 酸 分 子 を 再 び ノ ザ ン ブ ロ ッ ト
に 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 該 試 験 を 、 例 え ば 遺 伝 子 の 転 写 の 、 実 際 の ブ ロ ッ キ ン
グ と 共 に 行 う こ と が で き 、 従 っ て 治 療 的 適 切 性 を 有 す る と 期 待 さ れ る 。 さ ら に 、 プ ラ イ マ
ー ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 、 前 記 OCT1遺 伝 子 ま た は 対 応 す る mRNAの 1つ に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 使 用 さ れ る 核 酸 は 、 当 然
、 例 え ば 放 射 性 マ ー カ ー ま た は 他 の マ ー カ ー を 組 み 込 む か ま た は 結 合 さ せ る こ と に よ っ て
、 簡 便 に 標 識 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な マ ー カ ー は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 該 核
酸 分 子 の 標 識 付 け は 、 従 来 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら に 、 変 異 OCT1遺 伝 子 の 存 在 ま た は 発 現 は 、 い ず れ か の 対 応 す る 核 酸 配 列 に 特 異 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 お よ び 標 準 法 に よ っ て PCR反
応 を 行 う こ と に よ っ て 、 監 視 す る こ と が で き る 。 前 記 の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー の 特 異
的 ハ イ ブ リ ダ ー ゼ ー シ ョ ン は 、 好 ま し く は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 に お い て 行 わ れ る 。 用 語 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 は 、 当
分 野 で よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Sambrookら 、 「 Molecular Cloning, A LaboratoryMan
ual」 第 2版 、 CSH Press, Cold Spring Harbor, 1989； 「 Nucleic Acid Hybridization, A
 Practical Approach」 、 Hamesお よ び Higgins編 、 IRL Press, Oxford, 1985参 照 ） 。 さ ら
に 、 被 験 体 か ら 得 た mRNA、 cRNA、 cDNAま た は ゲ ノ ム DNAを 塩 基 配 列 決 定 し て 、 （ 本 発 明 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 に お け る 変 異 の 特 徴 的 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト に な り う る ） 変
異 を 同 定 し う る 。 本 発 明 は 、 被 験 体 か ら 得 た DNAま た は RNAの RFLPに よ っ て 、 そ の よ う な フ
ィ ン ガ ー プ リ ン ト を 生 じ さ せ る 方 法 を さ ら に 含 み 、 任 意 に 、 DNAま た は RNAを 解 析 前 に 増 幅
さ せ て よ く 、 そ の 方 法 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 RNAフ ィ ン ガ ー プ リ ン ト は 、 例 え ば
、 被 験 体 か ら 得 た RNA試 料 を 、 好 適 な RNA酵 素 、 例 え ば 、 RNase T 1 、 RNase T 2 等 ま た は リ ボ
ザ イ ム を 使 用 し て 消 化 し 、 そ し て 、 例 え ば 電 気 泳 動 的 に 分 離 し 、 前 記 の よ う に RNA断 片 を
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検 出 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
　 本 発 明 の 前 記 態 様 の さ ら な る 変 更 は 、 な ん ら 過 度 の 実 験 を 行 わ ず に 、 本 発 明 の 開 示 （ 例
え ば 実 施 例 参 照 ） か ら 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 考 案 で き る 。 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 本
発 明 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 使 用 す る こ と に よ っ て 該 決 定 を 行 う 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の
方 法 に 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 ヒ ス チ ジ ン フ ラ グ (flags)ま た は ビ オ チ ン 分 子 の よ う な 検 出 可
能 な タ グ で 標 識 し う る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は 、 OCT1遺 伝 子 の 分 子 変 異 体 体 の 存 在 に 関 係 し た 疾 患 、 ま た は そ の よ う な 疾 患 へ
の 罹 患 性 を 診 断 す る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 被 験 体 由 来 の 試 料 に お け る 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド ま た は 抗 体 の 存 在 を 決 定 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 診 断 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 輸 送 体 OCT1の 基 質 で あ る 化 合 物 の 異 常 な 血 清 お よ び /
ま た は 細 胞 内 濃 度 の 結 果 と し て 、 該 疾 患 が 、 副 作 用 、 ま た は 薬 物 療 法 の 減 少 し た 活 性 、 ま
た は 薬 物 療 法 の 不 活 性 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 記 の 方 法 は 、 DNA塩 基 配 列 決 定 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 法 、 PCRに 基 づ く ア ッ セ イ 、 蛍 光 染 料 お よ び 消 光 剤 に 基 づ く PCRア ッ セ イ （ Taqm
an PCR検 出 系 ） 、 RFLPに 基 づ く 方 法 、 一 本 鎖 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 多 型 （ SSCP） 、 変 性 勾 配 ゲ
ル 電 気 泳 動 （ DGGE） 、 温 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ TGGE） 、 化 学 不 適 正 開 裂 （ CMC） 、 ヘ テ ロ
二 本 鎖 解 析 に 基 づ く 系 、 質 量 解 析 に 基 づ く 方 法 、 侵 襲 性 開 裂 ア ッ セ イ 、 多 型 率 塩 基 配 列 決
定 （ PRS） 、 マ イ ク ロ ア レ イ 、 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 伸 長 ア ッ セ イ 、 HPLCに 基 づ く 方 法 、 DHP
LCに 基 づ く 方 法 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 長 ア ッ セ イ （ OLA） 、 伸 長 に 基 づ く ア ッ セ イ （ ARM
S(増 幅 不 応 性 変 異 系 )、 ALEX(増 幅 不 応 性 変 異 線 状 伸 長 )、 SBCE(単 一 塩 基 鎖 伸 長 )） 、 分 子
ビ ー コ ン (beacon)ア ッ セ イ 、 イ ン ベ ー ダ ー （ サ ー ド ウ ェ ー ブ (Third wave） 法 ） 、 リ ガ ー
ゼ 連 鎖 反 応 ア ッ セ イ 、 5'-ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ に 基 づ く 方 法 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
キ ャ ピ ラ リ ー ア レ イ 電 気 泳 動 （ CAE） 、 ピ ロ シ ー ケ ン シ ン グ (pyrosequencing)、 タ ン パ ク
質 ト ラ ン ケ ー シ ョ ン ア ッ セ イ （ PTT） 、 免 疫 学 的 検 定 法 、 ハ プ ロ タ イ プ 解 析 、 お よ び 固 相
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 リ バ ー ス ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 チ ッ プ ） を 含 む 。
該 方 法 は 、 当 分 野 に お い て 極 め て よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 試 料 に お け る 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 の 検 出 方 法
に 関 し 、 該 方 法 は 下 記 の 工 程 を 含 ん で な る ：
　 （ a） 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 と 固 相 支 持 体 上 の 固 定 化 標 的 と の 相 互 作
用 を 可 能 に す る 条 件 下 に 、 前 記 の 固 相 支 持 体 を 試 料 に 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
　 （ b） 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 遺 伝 子 の 、 固 相 支 持 体 上 の 該 固 定 化 標 的 へ の 結 合 を
測 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 「 接 触 さ せ る 」 と い う 語 句 は 、 固 相 支 持 体 上 の 固 定 化 標 的 と
、 試 料 に 存 在 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 と の 直 接 接 触 を 可 能 に す る 全 て
の 方 法 を 含 む 。 好 ま し く は 、 接 触 は 、 液 体 ま た は ゲ ル 中 か 、 ま た は 少 な く と も 湿 っ た 雰 囲
気 中 で 行 う 。 固 定 化 標 的 と 、 試 料 に 存 在 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 と の
相 互 作 用 を 可 能 に す る か ま た は 増 加 さ せ る 好 適 な 緩 衝 剤 を 、 液 体 ま た は ゲ ル に 補 充 し て い
て も よ い 。 こ の 目 的 に 好 適 な 液 体 ま た は ゲ ル は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 Cheu
ng, Nat. Genet. 21(1999), 15-9に 記 載 さ れ て い る 。 よ り 好 ま し く は 、 電 場 を 使 用 し て 、
固 定 化 標 的 と 試 料 と の 接 触 を 促 進 す る 。
　 「 相 互 作 用 を 可 能 に す る 条 件 」 と い う 語 句 は 、 好 ま し く は 、 特 異 的 相 互 作 用 が 生 じ る 条
件 を 意 味 す る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 6287850号 に 開 示 さ れ て い る よ う に 、 相 互 作 用 の 特 異 性
は 、 原 理 的 に 、 培 養 液 の イ オ ン 強 度 、 温 度 、 電 場 に よ っ て 制 御 さ れ る か 、 ま た は 使 用 さ れ
る 攪 拌 シ ス テ ム に 依 存 す る 。 当 業 者 は 、 日 常 試 験 に よ っ て 、 検 出 に 好 適 な 条 件 を 調 整 す る
こ と が で き る 。 好 ま し く は 「 相 互 作 用 を 可 能 に す る 条 件 」 と い う 語 句 は 、 リ ガ ー ゼ に よ る
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か ま た は 化 学 的 ま た は 光 化 学 的 反 応 に よ っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 さ せ る 反 応 を 意 味
す る 。 検 出 の た め に 、 蛍 光 、 化 学 発 光 、 質 量 分 光 測 定 法 、 な ら び に 導 電 率 お よ び 電 子 的 方
法 を 包 含 す る 方 法 を 、 例 え ば Watson, Current opinion in Biotechnology 9(1998), 609-
614に 記 載 の よ う に 、 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 は 、 前 記 の 方 法 の 工 程 を 含 ん で な る イ ン ビ ト ロ 疾 患 診 断 法 に も 関 し 、 該 方 法 に お
い て 、 該 支 持 体 上 の 該 固 定 化 標 的 へ の 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 の 結 合 は 、 該 疾 患
の 存 在 ま た は 非 存 在 、 ま た は 該 疾 患 へ の 有 病 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た
は 抗 体 を 含 ん で な る 診 断 組 成 物 に も 関 す る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た
は 抗 体 を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 に も 関 す る 。
　 例 え ば 抗 体 を 含 ん で な る こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 、 都 合 の よ い こ と に 、 薬 物 投 与 に 一 般 に
使 用 さ れ る 任 意 の 経 路 、 例 え ば 、 経 口 的 、 局 所 的 、 非 経 口 的 に 、 ま た は 吸 引 に よ っ て 、 投
与 し う る 。 許 容 さ れ る 塩 と し て は 、 酢 酸 塩 、 メ チ ル エ ス テ ル 、 HCl、 硫 酸 塩 、 塩 化 物 等 が
挙 げ ら れ る 。 化 合 物 は 、 従 来 法 に よ っ て 薬 物 と 標 準 医 薬 担 体 と を 組 み 合 わ す こ と に よ っ て
作 製 さ れ る 慣 用 的 な 投 与 形 態 に お い て 投 与 し う る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 所 望 さ れ る 調 製 物 に
適 し た 成 分 を 、 混 合 し 、 粒 状 化 し 、 そ し て 圧 縮 す る か ま た は 溶 解 さ せ る 工 程 を 含 み う る 。
医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 の 形 態 ま た は 特 性 は 、 そ れ と 組 み 合 わ さ れ る 活 性 成
分 の 量 、 投 与 経 路 、 ま た は よ く 知 ら れ た 他 の 変 化 物 に よ っ て 決 ま る こ と は 理 解 さ れ る 。 担
体 は 、 製 剤 の 他 の 成 分 に 適 合 性 で あ り 、 そ れ の 受 容 者 に 有 害 で な い と い う 意 味 に お い て 、
「 許 容 さ れ る 」 も の で な け れ ば な ら な い 。 使 用 さ れ る 医 薬 担 体 は 、 例 え ば 、 固 体 ま た は 液
体 で あ っ て よ い 。 固 体 担 体 の 例 は 、 ラ ク ト ー ス 、 白 土 、 ス ク ロ ー ス 、 タ ル ク 、 ゼ ラ チ ン 、
寒 天 、 ペ ク チ ン 、 ア カ シ ア 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 等 で あ る 。 液 体 担
体 の 例 は 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 シ ロ ッ プ 、 落 花 生 油 お よ び オ リ ー ブ 油 の よ う な 油 、 水
、 エ マ ル ジ ョ ン 、 種 々 の タ イ プ の 湿 潤 剤 、 滅 菌 溶 液 等 で あ る 。
　 同 様 に 、 担 体 ま た は 希 釈 剤 は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 遅 延 物 質 、 例 え ば 単 独 か ま た
は ワ ッ ク ス と 共 に 使 用 さ れ る グ リ セ リ ル モ ノ ス テ ア レ ー ト ま た は グ リ セ リ ル ジ ス テ ア レ ー
ト を 包 含 し う る 。 投 薬 計 画 は 、 主 治 医 お よ び 他 の 臨 床 的 要 因 に よ っ て 、 好 ま し く は 前 記 の
方 法 の い ず れ か 1つ に よ っ て 、 決 め ら れ る 。 医 学 分 野 で よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 あ る 1人
の 患 者 の 投 与 量 は 、 患 者 の 体 格 、 体 表 面 積 、 年 齢 、 投 与 さ れ る 特 定 化 合 物 、 性 別 、 投 与 時
刻 お よ び 経 路 、 全 身 的 健 康 状 態 、 お よ び 併 用 投 与 さ れ る 他 の 薬 物 を 包 含 す る 多 く の 要 因 に
依 存 す る 。 経 過 は 、 定 期 的 評 価 に よ っ て 監 視 さ れ う る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 の 変 異 型 を コ ー ド す る RNAに 特 異 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る か 、 ま た は 本 発 明 の 変
異 ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る が 、 機 能 的 野 生 型 形 態 を 認 識 し な い か ま た は 実 質 的 に
認 識 し な い 抗 体 を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 の 使 用 は 、 細 胞 に お け る 変 異 形 態 の 濃 度 を 減 少 す
べ き 場 合 に 考 え ら れ る 。
　 本 発 明 に よ り 、 具 体 的 な 薬 物 の 選 択 、 投 薬 計 画 、 お よ び 対 応 す る 治 療 す べ き 患 者 を 、 本
発 明 に よ っ て 決 め る こ と が で き る 。 考 慮 さ れ る 患 者 群 に 依 存 し て 処 方 者 が 用 量 調 整 を 予 測
し う る よ う に す る こ と に よ っ て 、 間 違 っ た 薬 物 を 間 違 っ た 患 者 に 間 違 っ た 用 量 で 処 方 す る
の を 防 止 す る 情 報 と 共 に 、 投 薬 提 案 が 製 剤 ラ ベ ル に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 疾 患 の 診 断 用 の 診 断 組 成 物 の 作 製 に お け る 、 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 ： 18、 19、 20、 21、 22、 23
、 24、 25、 26ま た は 27の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 ： 34
ま た は 35の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 体 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 疾 患 の 治 療 用 の 医 薬 組 成 物 の 作 製 に お け る 、 本 発 明
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の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 ： 18、 19、 20、 21、 22
、 23、 24、 25、 26ま た は 27の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号
： 34ま た は 35の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 体 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 機 能 的 か つ 発 現 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 細 胞 に 導 入 す る こ
と が で き 、 次 に 、 こ の 細 胞 が 目 的 と す る タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 。 治 療 遺 伝 子 を エ ク ス ビ ボ
ま た は イ ン ビ ボ 法 に よ っ て 細 胞 に 導 入 す る こ と に 基 づ く 遺 伝 子 治 療 は 、 遺 伝 子 導 入 の 最 も
重 要 な 適 用 の 1つ で あ る 。 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 遺 伝 子 治 療 に 好 適 な ベ ク タ ー お よ び
方 法 は 、 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 当 業 者 に 既 知 で あ る （ 例 え ば 、 下 記 文 献 を 参 照 ： Giorda
no, Nature Medicine 2(1996), 534-539； Schaper, Circ. Res. 79(1996),911-919； Ande
rson, Science 256(1992),808-813； Isner, Lancet 348(1996),370-374； Muhlhauser, Ci
rc. Res. 77(1995), 1077-1086； Wang, Nature Medicine 2(1996), 714-716； WO 94/2946
9； WO 97/00957ま た は Schaper, Current Opinion in Biotechnology 7(1996), 635-640、
お よ び そ れ ら に 引 用 さ れ て い る 文 献 ） 。 遺 伝 子 は 、 細 胞 へ の 直 接 導 入 、 ま た は リ ポ ソ ー ム
ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ） に よ る 導 入 用 に 、
設 計 し う る 。 好 ま し く は 、 該 細 胞 を 、 生 殖 系 細 胞 、 胚 性 細 胞 ま た は 卵 細 胞 で あ る か あ る い
は そ れ ら か ら 誘 導 さ れ 、 最 も 好 ま し く は 、 該 細 胞 は 幹 細 胞 で あ る 。
　 前 記 か ら 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 の 使 用 に お い て 、 特 定 細 胞 へ の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
の 発 現 お よ び /ま た は タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ を 可 能 に す る 調 節 因 子 に 、 核 酸 配 列 を 作 動 可 能 に
連 結 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に 使 用 し う る 好 適 な 遺 伝 子 送 達 系 は 、 特 に 、 リ ポ ソ ー
ム 、 受 容 体 媒 介 送 達 系 、 裸 の DNA、 お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス を 包 含 し う る 。 遺 伝 子 治 療
の た め の 、 体 の 特 定 部 位 へ の 核 酸 の 輸 送 は 、 Williams（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88(
1991),2726-2729） に よ っ て 記 載 さ れ て い る よ う な バ イ オ リ ス テ ッ ク 送 達 系 を 使 用 し て 行
っ て も よ い 。 組 換 え DNAで 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 標 準 法 は 、 分 子 生 物 学 の 当 業
者 に 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 WO 94/29469参 照 ； 前 記 も 参 照 ） 。 遺 伝 子 治 療 は 、 本 発 明 の
組 換 え DNA分 子 ま た は ベ ク タ ー を 患 者 に 直 接 投 与 す る こ と に よ る か 、 ま た は 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー で 細 胞 を エ ク ス ビ ボ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 患 者 に 注 入 す る こ と に よ っ て 、 実 施 し う る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 使 用 の よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 疾 患 は 、 輸 送 体 OCT1の 基 質 で あ る 化 合 物
の 異 常 な 血 清 お よ び /ま た は 細 胞 内 濃 度 の 結 果 と し て の 、 副 作 用 、 ま た は 薬 物 療 法 の 減 少
し た 活 性 ま た は 不 活 性 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗
体 、 宿 主 細 胞 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た は 固 相 支 持 体 を 含 ん で な る 単 一 ヌ ク レ
オ チ ド 多 型 の 検 出 用 の 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 さ ら な る 成 分 、 例 え ば 、 選 択 マ ー カ ー 、 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
細 胞 お よ び 動 物 の 作 製 に 好 適 な 選 択 培 地 の 成 分 を 含 有 し う る 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 本 発 明
の 方 法 を 実 施 す る の に 使 用 す る こ と が で き 、 特 に 、 種 々 の 用 途 、 例 え ば 、 診 断 分 野 に お い
て ま た は 研 究 ツ ー ル と し て 使 用 し う る 。 本 発 明 の キ ッ ト の パ ー ツ は 、 各 成 分 に 依 存 し て バ
イ ア ル ま た は 他 の 適 切 な 手 段 に 個 々 に 装 填 す る か 、 ま た は 好 適 な 容 器 ま た は 多 容 器 ユ ニ ッ
ト に お い て 組 み 合 わ せ て 装 填 す る こ と が で き る 。 キ ッ ト の 作 製 は 、 好 ま し く は 、 当 業 者 に
既 知 の 標 準 法 に よ っ て 行 う 。 キ ッ ト は 、 前 記 の 本 発 明 の 方 法 の い ず れ か 1つ に よ っ て ポ リ
ペ プ チ ド 、 遺 伝 子 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 形 態 の 発 現 を 検 出 す る 方 法 に 使 用 で き 、
例 え ば 、 前 記 ま た は 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 免 疫 学 的 方 法 、 例 え ば 、 ラ ジ オ イ ム
ノ ア ッ セ イ ま た は 酵 素 免 疫 法 、 あ る い は 好 ま し く は 核 酸 ハ リ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び /
ま た は 増 幅 法 、 な ら び に 本 発 明 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 使 用 し た 場 合 の 薬 物 動
態 試 験 を 使 用 し て 検 出 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 核 酸 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 下 記 の 表 1～ 4に 示 す 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 図 面 は 本 発 明 を 説 明 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 例 示 す る も の に す ぎ ず 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の と 理 解 す べ き で な い 下 記 の 生 物 学 的
実 施 例 を 参 照 し て 、 本 発 明 を 説 明 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
実 施 例 １ ： ヒ ト 有 機 カ チ オ ン 輸 送 体 OCT1の 変 異 の 同 定
　 多 特 異 性 カ チ オ ン 輸 送 体 OCT1（ SLC22A1） を コ ー ド す る 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 的 変 異 の 系
統 的 ス ク リ ー ニ ン グ を 、 白 人 個 体 に お い て 行 っ た 。 そ の た め に 、 倫 理 的 承 認 お よ び 書 面 で
の イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト の 後 に 、 57人 の 健 康 な （ 病 歴 、 臨 床 検 査 お よ び 日 常 実 験 室 パ
ラ メ ー タ に 基 づ く ） 白 人 （ 平 均 (標 準 偏 差 )年 齢 43.1(17.6)、 男 性 40人 、 女 性 17人 ） か ら 血
液 を 採 取 し た 。 190人 の 健 康 な 白 人 （ 平 均 （ 標 準 偏 差 ） 年 齢 38.8(11.3)、 男 性 129人 、 女 性
61人 ） の 第 二 群 を 、 同 じ 医 学 的 、 臨 床 的 、 実 験 的 お よ び 倫 理 的 原 則 に よ っ て 集 め て 、 選 択
し た 遺 伝 子 型 の 集 団 頻 度 を 確 定 し た 。 Qiampシ ス テ ム （ Qiagen, Hilden, Germany） を Qiag
en 9604ロ ボ ッ ト に 使 用 し て 、 DNAを 単 離 し た 。 特 定 OCT1遺 伝 子 （ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン
番 号  GI:9581607） の 増 幅 用 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 塩 基 配 列 決 定
に よ っ て 多 型 の 同 定 を 行 い 、 断 片 （ 11エ キ ソ ン お よ び 2kbの プ ロ モ ー タ ー 領 域 ） を 、 完 全
エ キ ソ ン お よ び 少 な く と も 50bpの 各 隣 接 イ ン ト ロ ン に 及 ぶ よ う に 設 計 し た 。 精 製 し た PCR
断 片 の DNA配 列 を 、 ABI3700キ ャ ピ ラ リ ー シ ー ケ ン サ ー （ ABI, Weiterstadt, Germany） に
よ っ て 得 、 phredPhrapソ フ ト ウ ェ ア （ University of Washington） を 使 用 し て 合 成 (assem
ble)し た 。
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【 ０ ０ ９ ０ 】
　 OCT1遺 伝 子 断 片 を 特 異 的 に 増 幅 す る の に 使 用 し た プ ラ イ マ ー の 配 列 を 、 表 5に 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 少 な く と も 50bpの 隣 接 イ ン ト ロ ン お よ び 2kbの プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る OCT1の 全 11エ キ
ソ ン を 塩 基 配 列 決 定 す る こ と に よ っ て 、 25の ヌ ク レ オ チ ド 変 異 を 検 出 し た 。 16の 変 異 に つ
い て 、 追 加 の 190人 の 白 人 を 解 析 す る こ と に よ っ て 、 集 団 頻 度 を 確 定 し た 。 変 異 の 位 置 お
よ び そ れ ら の 遺 伝 子 型 頻 度 を 、 表 6に 示 す 。 3つ の 変 異 が プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 し 、 10の
変 異 が コ ー ド 領 域 に 存 在 し 、 12の 変 異 が イ ン ト ロ ン に 存 在 し た 。 こ れ ら の 変 異 の う ち の 8
つ は ア ミ ノ 酸 交 換 を 生 じ 、 い く つ か の 変 異 は 全 調 査 対 象 に お い て 関 連 し て い た 。 変 異 Met4
08Valは 17939位 に お け る TGGTAAGTの 欠 失 に 関 連 し 、 イ ン ト ロ ン 9に お け る SNP 33012G>Tは
エ キ ソ ン 10に お け る サ イ レ ン ト 変 異 34044G>Aに 関 連 し 、 プ ロ モ ー タ ー に お け る -1795G>A置
換 は エ キ ソ ン 1に お け る サ イ レ ン ト 156T>C変 異 に 関 連 し 、 イ ン ト ロ ン 2に お け る 10270C>Tは
イ ン ト ロ ン 5に お け る 14602C>T置 換 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
【 表 ５ 】
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【 ０ ０ ９ ３ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ 　 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 GI:9581607の ゲ ノ ム 配 列 を 基 準 配 列 と し て 使 用 し 、 GI:45
06998は OCT1の cDNA配 列 を 与 え る 。 GI:9581607に お け る エ キ ソ ン 3お よ び 4の 不 正 確 注 釈 は
、 本 発 明 者 ら の 解 析 に 影 響 を 与 え な か っ た 。 ヌ ク レ オ チ ド 番 号 付 け の た め に 、 ATG開 始 コ
ド ン （ GI:9581607の 108950-108952位 ） の Aを +1で 表 す 。 Aの 後 の 第 一 ヌ ク レ オ チ ド を +2で
表 し 、 ATGの Aの 前 の 第 一 ヌ ク レ オ チ ド を -1で 表 す 。 * は 、 National Center of Biotechnol
ogy Informationの SNPデ ー タ ベ ー ス に も 示 さ れ て い る が 、 検 証 さ れ て い な い 変 異 を 示 す 。
ｂ  機 能 に つ い て 解 析 。 ｄ  大 溶 質 促 進 物 質 (major solute facilitators)の ス ー パ ー フ ァ
ミ リ ー に 保 存 さ れ て い る TMD8と 9の 間 の 細 胞 内 ル ー プ 。 ｃ  57人 の 対 照 を 調 査 。 ｄ  247人 の
被 験 体 を 調 査 。 TMD： 膜 貫 通 型 ド メ イ ン 。 N： 首 尾 よ く 遺 伝 子 型 決 定 さ れ た 対 象 の 数 。 Wt：
基 準 遺 伝 子 型 （ GI:9581607お よ び GI:251169） 用 の ホ モ 接 合 体 。 Het： ヘ テ ロ 接 合 遺 伝 子 型
。 Mut： 変 異 用 の ホ モ 接 合 体 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 ２ ： ヒ ト 有 機 カ チ オ ン 輸 送 体 OCT1の 変 異 の 機 能 的 結 果
　 輸 送 測 定 に よ っ て 、 OCT1変 異 体 を 機 能 的 に 特 性 付 け す る た め に 、 特 定 部 位 変 異 誘 発 を 使
用 し て 、 ツ メ ガ エ ル 属 卵 母 細 胞 に お け る OCT1お よ び OCT1変 異 体 の 組 換 え 発 現 用 プ ラ ス ミ ド
を 作 製 し た 。 全 体 と し て 、 5つ の ミ ス セ ン ス 変 異 を 輸 送 測 定 に よ っ て 特 性 付 け し た 。 予 測
さ れ る 第 9膜 貫 通 型 ド メ イ ン （ TMD） お よ び 第 5細 胞 内 ル ー プ に お け る 点 変 異 を 除 外 し た が
、 そ の 理 由 は 、 ラ ッ ト の OCT1に お け る 点 変 異 は 、 こ れ ら の 変 異 が 機 能 変 化 を 生 じ な い こ と
を 示 し た か ら で あ る （ 非 公 開 デ ー タ ） 。 特 性 付 け し た 変 異 を 、 大 細 胞 外 ル ー プ （ Arg61Cys
、 Cys88Arg） 、 TMD 2（ Phe160Leu） 、 TMD 8と 9の 間 の 高 度 保 存 短 細 胞 内 ル ー プ （ Koepsell
, J. Membr. Biol. 167(1999),103-117, Gorboulev, DNA Cell Biol. 16(1999), 871-881
） (Gly401Ser)、 お よ び TMD 9（ Met420del） に 局 在 化 さ せ る 。
　 重 複 伸 長 法 を 使 用 し て PCRに よ っ て 、 点 変 異 を 野 生 型 （ wt） OCT1に 導 入 し 、 Gorboulevら
（ Gorboulev, DNA Cell Biol. 16(1999), 871-881） に 記 載 の よ う に 、 変 異 を 有 す る 増 幅
物 (amplificates)を OCT1 wtに ク ロ ー ン 化 し た 。 OCT1変 異 の 存 在 を 、 DNA塩 基 配 列 決 定 、 お
よ び /ま た は Xenopus laevis卵 母 細 胞 に お け る 発 現 に よ っ て 確 認 し 、 OCT1 wtお よ び OCT1変
異 体 を 、 適 切 な ベ ク タ ー 系 に ク ロ ー ン 化 し た （ Arndt, Am J. Physiol. Renal Physiol. 2
81(2001), F454-468） 。 Xenopus laevis卵 母 細 胞 に お け る 発 現 の た め に 、 OCT1 wtお よ び
変 異 体 を 含 有 す る pOG1ベ ク タ ー を 、 Not Iで 線 状 に し 、 セ ン ス cRNAを 、 記 載 さ れ て い る よ
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う に 転 写 し た （ Arndt, Am. J. Physiol. Renal Physiol. 281(2001), F454-468） 。 デ フ
ォ リ キ ュ レ ー シ ョ ン (defolliculation)の 後 、 各 cRNAを 、 10ng/卵 母 細 胞 で 卵 母 細 胞 に 注 入
し た 。 16℃ で 3日 間 培 養 し た 後 、 [ 3 H]MPP、 [ 1 4 C]TEAお よ び [ 3 H]セ ロ ト ニ ン を 使 用 し て 取 込
み の 測 定 を 行 っ た 。 100μ Mの 阻 害 因 子 シ ア ニ ン 863の 存 在 ま た は 非 存 在 に お い て 、 指 定 の
基 質 濃 度 を 使 用 し て 、 卵 母 細 胞 を 30分 間 培 養 し た 。 同 じ バ ッ チ か ら の 卵 母 細 胞 を 使 用 し て
、 サ イ ド － バ イ － サ イ ド (side-by-side)実 験 に お い て 、 変 異 体 を OCT1 wtと 比 較 し た （ Arn
dt, Am J. Physiol. Renal Physiol. 281(2001), F454-468） 。 各 デ ー タ ポ イ ン ト は 、 8～
10卵 母 細 胞 に 対 応 し た 。 ヒ ル 式 を デ ー タ に 適 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 K 0 . 5 値 を 推 定 し た 。
平 均 値 ± 標 準 偏 差 を 示 す 。 差 異 の 有 意 性 を 、 不 対 (unpaired)ス チ ュ ー デ ン ト の t検 定 に よ
っ て 検 定 し た 。
　 図 1aは 、 変 異 体 Arg61Cysに よ る 0.1μ M[ 3 H]MPPの 取 込 み が 70％ 減 少 し 、 変 異 体 Cys88Arg
お よ び Gly401Serに よ る MPP取 込 み が 98％ 以 上 減 少 し た こ と を 示 す 。 こ れ に 対 し て 、 変 異 体
Phe160Leuお よ び Met420delに よ る 0.1μ M[ 3 H]MPPの 取 込 み は 、 OCT1 wtと 有 意 に 異 な ら ず 、
野 生 型 と 同 じ 、 基 質 活 性 に つ い て の 半 最 大 濃 度 （ K 0 . 5 ） 値 （ 図 1b） お よ び 最 大 発 現 輸 送 率
（ デ ー タ を 示 さ ず ） を 示 し た 。 Phe160Leu変 異 体 に つ い て 、 OCT1 wtと 比 較 し て 、 同 様 の K 0
. 5 値 （ 図 1b） お よ び 32± 16％ （ n=3） 減 少 し た V m a x 値 が 観 測 さ れ た 。 変 異 が 基 質 選 択 性 に
作 用 す る か ど う か 、 お よ び Cy88Argお よ び Gly401Ser変 異 体 が 、 他 の カ チ オ ン を MPPよ り よ
く 輸 送 し う る か ど う か を 調 査 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 0.1μ M[ 3 H]MPP、 10μ M[ 1 4 C]TEA
お よ び 1μ M[ 3 H]セ ロ ト ニ ン の 取 込 み を 、 平 行 し て 、 OCT1 wtと 比 較 し て 、 測 定 し た 。 変 異
体 Arg61Cys、 Phe160Leuお よ び Met420delに つ い て 、 3つ の 独 立 実 験 に お い て 、 基 質 選 択 性
に お け る 有 意 な 変 化 は 検 出 さ れ な か っ た （ デ ー タ を 示 さ ず ） 。 こ れ に 対 し て 、 Cys88Argお
よ び Gly401Ser変 異 体 に つ い て 、 基 質 特 異 性 に お け る 有 意 な 変 化 が 観 測 さ れ た （ 図 1c、 d）
。 野 生 型 と 比 較 し た こ れ ら の 変 異 体 に お い て 、 10μ M TEAお よ び 1μ Mセ ロ ト ニ ン の 取 込 み
は 、 0.1μ M MPPの 取 込 み よ り 、 減 少 が 有 意 に 少 な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
実 施 例 ３ ： ヒ ト 有 機 カ チ オ ン 輸 送 体 OCT1の 変 異 と 薬 物 誘 発 胆 汁 う っ 滞 と の 相 関
　 ヒ ト OCT1は 、 カ チ オ ン の 肝 臓 取 込 み に お い て 主 要 な 役 割 を し （ Briz, Mol. Pharmacol. 
61(2002),853-860； Dresser, J. Pharm. Sci. 90(2001),397-421； Gorboulev, DNA Cell 
Biol. 16(1999),871-881, Koepsell, J. Membr. Biol. 167(1999), 103-117； van Montfo
ortl, J. Pharmacol.Exp. Ther. 298(2001),110-115） 、 間 隙 空 間 か ら の 神 経 伝 達 物 質 の
除 去 に 関 与 し （ Chen, J. Neurosci.21(2001), 6348-6361） 、 ア セ チ ル コ リ ン の 細 胞 放 出
を 媒 介 し （ Wessler, Br. J. Pharmacol.134(2001), 951-956） 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン の 排
出 に 関 与 し て い る （ Kimura, J. Pharmacol. Exp, Ther. 301(2002),293-298） 。 生 理 学 的
基 質 （ ア セ チ ル コ リ ン 、 セ ロ ト ニ ン ） を 包 含 す る 種 々 の 化 合 物 な ら び に 薬 物 に お け る こ の
直 接 的 作 用 に よ っ て 、 OCT1の 機 能 的 に 重 要 な 変 異 が 、 逸 脱 し た 薬 物 作 用 の 原 因 に な り う る
か ま た は そ れ に 寄 与 し う る 。 従 っ て 、 OCT1変 異 は 、 OCT1変 異 体 の 保 因 者 で あ る 個 々 の 患 者
に お け る 、 薬 物 活 性 の 減 少 ま た は そ の 反 対 に 薬 物 の 副 作 用 の 発 生 に 関 係 し う る 。 変 化 し た
薬 物 動 態 の 結 果 、 薬 物 有 効 性 、 安 全 性 お よ び 許 容 性 に 影 響 す る 薬 物 の 持 続 時 間 お よ び 強 度
の 増 加 が 、 機 能 的 OCT1変 異 体 の 保 因 者 に お い て 予 測 さ れ う る 。 表 7は 、 薬 物 誘 発 胆 汁 う っ
滞 に 罹 患 し た 患 者 に お け る 、 OCT1変 異 体 の 解 析 結 果 を 示 す 。 こ の 患 者 コ ホ ー ト に お け る OC
T1変 異 体 の 頻 度 を 、 薬 物 誘 発 胆 汁 う っ 滞 （ DIC） が 観 察 さ れ な い 対 照 群 と 比 較 し た 。 最 も
顕 著 な こ と は 、 Met408Val SNP（ 配 列 番 号 ： 24、 35） お よ び 関 連 8bp欠 失 （ 配 列 番 号 ： 21）
と 、 薬 物 誘 発 胆 汁 う っ 滞 の 発 生 と の 有 意 な 関 連 性 で あ る 。 こ れ ら の 多 型 は 、 正 常 集 団 の 30
％ で 生 じ る に す ぎ な い が 、 薬 物 誘 発 副 作 用 を 有 す る 患 者 に お い て は 、 多 型 の 頻 度 は 70％ よ
り 大 で あ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の OCT1多 型 の 診 断 は 、 薬 物 療 法 の 副 作 用 に 遭 遇 す る 極 め て 高
い 個 体 リ ス ク を 、 統 計 学 的 有 意 性 を も っ て 予 測 す る の に 有 用 で あ る 。 こ の よ う に 、 OCT1遺
伝 子 型 決 定 は 、 薬 物 療 法 の 好 ま し く な い 副 作 用 を 予 測 し 、 そ れ に よ っ て 制 御 し 防 止 す る の
に 有 効 な 手 段 と し て 役 立 つ 。 OCT1多 型 と 臨 床 的 表 現 型 と の 関 連 性 の 他 の 例 は 、 対 照 と 比 較
し た 、 OCT1遺 伝 子 の 遺 伝 的 変 異 体 Gly401Serと 、 薬 物 療 法 の 結 果 と し て 肝 副 作 用 を 有 す る
患 者 と の 有 意 な 相 関 で あ る （ 表 8） 。
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【 ０ ０ ９ ６ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 薬 物 誘 発 胆 汁 う っ 滞 （ DIC） の 発 症 に お け る 、 OCT1遺 伝 子 の Met408Val多 型 の 影 響 を 調 査
す る た め に 、 SNP-遺 伝 子 型 に よ っ て 被 験 体 を 群 分 け し た 。 対 照 と DIC患 者 と 間 に お い て 、 A
お よ び G保 因 者 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 に お け る 有 意 差 が 観 察 で き た （ p=0.041） 。 有 意 差 は 、 関
連 変 異 体 17939delTGGTAAGTに つ い て も 観 察 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 肝 毒 性 副 作 用 の 発 症 に お け る 、 OCT1遺 伝 子 の Gly401Val多 型 の 影 響 を 調 査 す る た め に 、 S
NP-遺 伝 子 型 に よ っ て 被 験 体 を 群 分 け し た 。 群 間 の 遺 伝 子 型 の 分 布 は 、 統 計 学 的 に 有 意 で
あ り （ p=0.025、 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 立 検 定 、 2面 ） 、 肝 毒 性 の 発 生 に お け る こ の 多 型 の
関 連 性 を 反 映 し て い る 。 有 意 差 は 、 2群 間 の Aお よ び G担 体 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 に お い て も 観
察 で き た （ p=0.012） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
実 施 例 ４ ： 多 型 の 連 関 は 、 薬 物 誘 発 胆 汁 う っ 滞 に 関 連 し て い る ヒ ト 有 機 カ チ オ ン 輸 送 体 OC
T1の 対 立 遺 伝 子 お よ び ハ プ ロ タ イ プ を 規 定 す る 。
　 い く つ か の 場 合 に お い て 、 遺 伝 子 の 規 定 さ れ た 遺 伝 的 変 異 を 、 対 応 す る 表 現 型 に 直 接 関
連 付 け る こ と が で き る 。 し か し 、 多 く の 他 の 場 合 、 ハ プ ロ タ イ プ の 決 定 、 即 ち 、 規 定 さ れ
た 対 立 遺 伝 子 の 組 み 合 わ せ を 知 る こ と よ っ て 、 単 一 多 型 の 決 定 よ り 多 く 表 現 型 を 予 測 し う
る こ と が 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 連 関 群 お よ び 対 立 遺 伝 子 へ の OCT1対 立 遺 伝 子 を 、 決 定 し
、 指 定 (assign)す る こ と が 重 要 で あ る 。 こ の 情 報 は 、 次 の ハ プ ロ タ イ プ 決 定 な ら び に 機 能
的 対 立 遺 伝 子 お よ び 変 異 対 立 遺 伝 子 の 同 定 に 重 要 で あ る 。 種 々 の 個 体 に お い て 同 定 さ れ た
SNPの 解 析 は 、 い く つ か の OCT1 SNPが 互 い に 関 連 し て い る こ と を 示 す 。 こ れ は 、 OCT1対 立
遺 伝 子 を 規 定 す る ： Met408Val多 型 は 、 17939位 に お け る TGGTAAGTの 欠 失 に 関 連 し て い る こ
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と が 見 出 さ れ 、 イ ン ト ロ ン 9に お け る SNP 33012G>Tは エ キ ソ ン 10に お け る 同 義 多 型 34044G>
Aに 関 連 し 、 プ ロ モ ー タ ー に お け る -1795G>A置 換 は エ キ ソ ン 1に お け る 同 義 156T>C変 異 に 関
連 し 、 イ ン ト ロ ン 2に お け る 10270C>Tは イ ン ト ロ ン 5に お け る 14602C>T置 換 に 関 連 し て い る
。 明 ら か に 、 こ れ ま で に 見 出 さ れ て い な い 他 の SNPも 、 こ れ ら の 規 定 対 立 遺 伝 子 の よ り 大
き い 領 域 に 存 在 す る こ と が で き る が 、 こ こ に 記 載 し た 情 報 は 、 対 立 遺 伝 子 お よ び 対 立 遺 伝
子 ク ラ ス タ ー を 明 確 に 同 定 す る の に 充 分 で あ る 。
　 薬 物 誘 発 胆 汁 う っ 滞 に 関 係 し て い る こ と が 同 定 さ れ た Met408-Val多 型 （ 実 施 例 3参 照 ）
は 、 少 な く と も 2つ の 位 置 に お い て 、 OCT1野 生 型 配 列 と 異 な る 対 立 遺 伝 子 に 属 し て い る 。
従 っ て 、 薬 物 誘 発 胆 汁 う っ 滞 の 予 測 用 の 診 断 ア ッ セ イ は 、 SNPに 限 定 さ れ ず 、 む し ろ 、 こ
れ ら の 多 型 の 存 在 ま た は 非 存 在 に よ っ て 規 定 さ れ る 対 立 遺 伝 子 の 決 定 か ら な る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 OCT1の ミ ス セ ン ス 変 異 の 機 能 的 特 性 決 定 で あ る 。 OCT1 wtお よ び OCT1変
異 体 を 、 ツ メ ガ エ ル 属 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ せ 、 並 べ て 解 析 し た 。 放 射 標 識 有 機 カ チ オ
ン の シ ア ニ ン 863阻 害 性 取 込 み を 、 30分 間 に わ た っ て 測 定 し た 。 a） OCT1と 比 較 し た 、 種 々
の 変 異 体 に よ る 0.1μ M[ 3 H]MPPの 取 込 み 。 3～ 8の 各 測 定 の 平 均 取 込 み お よ び 標 準 偏 差 を 示
す 。 OCT1 wtと 比 較 し た 差 に 関 し て * * * P<0.001。 卵 母 細 胞 の 種 々 の バ ッ チ に お い て 、 OCT1 
wtに よ っ て 示 さ れ た 0.1μ M[ 3 H]MPPの シ ア ニ ン 863阻 害 性 取 込 み は 、 0.9～ 1.8pmol× 卵 母 細
胞 - 1 × 30分 - 1 で あ っ た 。 水 を 注 入 し た 対 照 卵 母 細 胞 の シ ア ニ ン 863阻 害 性 取 込 み は 、 0.02p
mol× 卵 母 細 胞 - 1 × 30分 - 1 よ り 常 に 低 か っ た 。 b） OCT1 wtお よ び OCT1変 異 体 に よ る MPP取 込
み の 濃 度 依 存 性 。 MPP取 込 み を 、 9種 類 の 異 な る MPP濃 度 で 測 定 し 、 ヒ ル 式 を デ ー タ に 適 合
さ せ て K 0 . 5 値 を 求 め た 。 3（ 変 異 体 ） ま た は 6（ wt） の 独 立 実 験 の 平 均 K 0 . 5 ± SDを 示 す 。 c,
d） OCT1 wtと 比 較 し た 、 Cys88Arg(c)お よ び Gly401Ser(d)に よ る MPP、 TEAお よ び セ ロ ト ニ
ン の 取 込 み 。 同 じ 卵 母 細 胞 バ ッ チ お よ び 基 質 を 使 用 し て 、 0.1μ M MPP、 10μ M TEAお よ び 1
μ Mセ ロ ト ニ ン の 取 込 み を 並 べ て 測 定 し た 。 3実 験 の 平 均 値 ± SDを 示 す 。 * P<0.05、 * * P<0.0
1、 * * * P<0.001。
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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