
(57)【要約】

　本発明は、転写調節因子及びその関連する方法に関す

る。本発明は、さらに、転写因子によって調節される遺

伝子の同定、転写調節因子の異常な機能に関連する疾患

の治療、及び転写調節因子活性の調整（modulation）に

よる、肝細胞又は膵臓細胞で発現される遺伝子を含む遺

伝子発現の調整に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト 中 の い ず れ の 遺 伝 子 が 細 胞 中 に 発 現 し た 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ
れ る か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 細 胞 か ら ク ロ マ チ ン を 選 択 的 に 単 離 し 、 単 離 ク ロ マ チ ン を 生 成 す る ス テ ッ プ
と 、
　 （ ｂ ） 前 記 単 離 ク ロ マ チ ン か ら ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を 選 択 的 に 単 離 し 、 結 合 ク ロ マ
チ ン フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 結 合 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト に は 前
記 転 写 調 節 因 子 が 結 合 し て い る 、 ス テ ッ プ と 、
　 （ ｃ ） 前 記 結 合 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を 増 幅 し 、 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を 生 成
し 、 且 つ 、 前 記 単 離 ク ロ マ チ ン を 増 幅 し 、 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン を 生 成 す る ス テ ッ
プ と 、
　 （ ｄ ） 前 記 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン 及 び 前 記 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を Ｄ Ｎ Ａ
マ イ ク ロ ア レ イ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ
が 、
　 　 （ １ ） 少 な く と も １ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 実 験 ス ポ ッ ト で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の 実 験 ス ポ ッ ト
は 実 験 Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 そ れ ぞ れ の 実 験 Ｄ Ｎ Ａ は 前 記 サ ブ セ ッ ト 中 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー
領 域 を 含 む 、 実 験 ス ポ ッ ト 、 及 び
　 　 （ ２ ） 少 な く と も １ ０ ０ 個 の コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の コ ン ト ロ ー
ル ス ポ ッ ト は コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 そ れ ぞ れ の コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ は 非 プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を 含 む 、 コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト
　 を 含 む 、 ス テ ッ プ と 、
　 （ ｅ ） 前 記 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 前 記 ス ポ ッ ト の そ れ ぞ れ に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 シ グ
ナ ル を 、
　 　 （ １ ） 前 記 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン 、 及 び
　 　 （ ２ ） 前 記 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト
　 に よ っ て 生 成 さ れ た シ グ ナ ル 間 で 決 定 及 び 比 較 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 み 、
　 あ る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む ス ポ ッ ト が 、 前 記 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン よ
り も 前 記 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト に よ っ て よ り 高 い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル を 示 す 場
合 、 前 記 サ ブ セ ッ ト 中 の 当 該 遺 伝 子 が 前 記 細 胞 に お い て 前 記 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ
れ る と 考 え ら れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト の 各 実 験 ス ポ ッ ト へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル を 、 前
記 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト の 前 記 コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル
に よ っ て 標 準 化 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト の 各 実 験 ス ポ ッ ト へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル を 、 前
記 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト の 前 記 コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト へ の 平 均 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ
ベ ル を 引 く こ と に よ っ て 標 準 化 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 よ り 高 い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル が 、 少 な く と も ２ 倍 の よ り 高 い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
レ ベ ル を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 転 写 調 節 因 子 が 前 記 細 胞 に 天 然 の も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 転 写 調 節 因 子 が 組 換 え 転 写 調 節 因 子 で は な い 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 細 胞 が 初 代 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
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　 前 記 細 胞 が ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 細 胞 が 移 植 用 グ レ ー ド の ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ス テ ッ プ （ ｂ ） が 転 写 調 節 因 子 の 免 疫 沈 降 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ス テ ッ プ （ ｃ ） が ラ イ ゲ ー シ ョ ン 媒 介 型 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｍ － Ｐ Ｃ Ｒ ） を 含 む
、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 、 前 記 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の 少 な く と も ７ ０ ０ ｂ ｐ
上 流 か ら 少 な く と も ２ ０ ０ ｂ ｐ 下 流 ま で を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 、 少 な く と も ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 又 は ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 を 含
む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 、 少 な く と も ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 で あ っ て 、 当 該
遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の ３ ｋ ｂ 上 流 か ら １ ｋ ｂ 下 流 ま で に 及 ぶ 領 域 と 同 一 で あ る 配 列 を 含
む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 非 プ ロ モ ー タ ー 領 域 が オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 転 写 調 節 因 子 が 基 本 転 写 因 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 転 写 調 節 因 子 が 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ 又 は Ｔ Ａ Ｔ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請
求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 細 胞 中 の 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 を 使 用
し て 、 転 写 調 節 因 子 が 前 記 細 胞 中 の さ ら な る 転 写 調 節 因 子 を 調 節 す る か を 決 定 す る ス テ ッ
プ を 含 み 、 少 な く と も １ つ の さ ら な る 転 写 調 節 因 子 が 前 記 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ
る と 決 定 さ れ た 場 合 に 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク が 同 定 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 実 験 Ｄ Ｎ Ａ が 、 前 記 さ ら な る 転 写 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 、 請 求 項 １ ８
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 細 胞 中 の 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 を 使 用
し て 、 転 写 調 節 因 子 が 、
　 （ ｉ ） 当 該 転 写 調 節 因 子 自 体 の プ ロ モ ー タ ー 、 又 は
　 （ ｉ ｉ ） 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー
を 調 節 す る か を 決 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 実 験 Ｄ Ｎ Ａ が 、
　 （ ａ ） 前 記 転 写 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 及 び
　 （ ｂ ） 前 記 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー
を 含 む 、 ス テ ッ プ を 含 み 、
　 前 記 転 写 調 節 因 子 が 当 該 転 写 調 節 因 子 自 体 を 調 節 す る か 、 又 は 前 記 転 写 調 節 因 子 が 前 記
複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の 少 な く と も １ つ を 調 節 す る 場 合 、 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク が 同
定 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 細 胞 中 の 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の そ れ ぞ れ に つ い て 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 を 繰 り 返 す こ と に
よ っ て 、 前 記 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の そ れ ぞ れ に よ っ て 調 節 さ れ る 、 サ ブ セ ッ ト 中 の 前 記 遺
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伝 子 を 決 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 実 験 Ｄ Ｎ Ａ は 前 記 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の そ れ ぞ れ
の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 、 ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ） 前 記 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の い ず れ か が 、 前 記 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の
少 な く と も １ つ に よ っ て 調 節 さ れ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、
　 前 記 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の い ず れ か が 前 記 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の 少 な く と
も １ つ に よ っ て 調 節 さ れ る 場 合 、 前 記 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク が 同 定 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 あ る 遺 伝 子 が 、 前 記 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の １ つ を 超 え る 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調
節 さ れ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ヒ ト 細 胞 中 の プ ロ モ ー タ ー の 占 有 を 決 定 す る た め の Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ で あ っ て 、
　 （ １ ） 少 な く と も １ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 実 験 ス ポ ッ ト で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の 実 験 ス ポ ッ ト は
実 験 Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 そ れ ぞ れ の 実 験 Ｄ Ｎ Ａ は 前 記 サ ブ セ ッ ト 中 の ヒ ト 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を 含 む 、 実 験 ス ポ ッ ト 、 及 び
　 （ ２ ） 少 な く と も １ ０ ０ 個 の コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の コ ン ト ロ ー ル
ス ポ ッ ト は コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 そ れ ぞ れ の コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ は 非 プ ロ モ ー タ ー
領 域 を 含 む 、 コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト
を 含 み 、
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 少 な く と も ７ ５ ％ は 、 前 記 転 写 開 始 部 位 の 少 な く と も ７ ０ ０ ｂ
ｐ 上 流 か ら 少 な く と も ２ ０ ０ ｂ ｐ 下 流 ま で を 含 む 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 転 写 調 節 因 子 が 全 体 的 転 写 調 節 因 子 で あ る か を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 組 織 か ら ク ロ マ チ ン を 選 択 的 に 単 離 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ） 候 補 全 体 的 転 写 調 節 因 子 が 結 合 し て い る 前 記 ク ロ マ チ ン か ら プ ロ モ ー タ ー 領 域 を
同 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｃ ） 基 本 転 写 機 構 の メ ン バ ー が 結 合 し て い る 前 記 ク ロ マ チ ン か ら プ ロ モ ー タ ー 領 域 を
同 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｄ ） ス テ ッ プ （ ｂ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｃ ） で 同 定 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 比 較 し 、 （
ｉ ） 前 記 候 補 全 体 的 転 写 調 節 因 子 及 び 前 記 基 本 転 写 機 構 の 前 記 メ ン バ ー の 両 方 が 結 合 し て
い る プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 数 と 、 （ ｉ ｉ ） 前 記 基 本 転 写 機 構 の 前 記 メ ン バ ー が 結 合 し て い る
プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 数 と の 比 を 決 定 す る 、 ス テ ッ プ と
を 含 み 、
　 前 記 比 が ０ ． ２ を 超 え る 場 合 に 、 転 写 調 節 因 子 は 全 体 的 転 写 調 節 因 子 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ス テ ッ プ （ ｂ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｃ ） が 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て 行 わ れ る 、 請
求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ が 、
　 （ ｉ ） 少 な く と も １ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 実 験 ス ポ ッ ト で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の 実 験 ス ポ ッ ト は
実 験 Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 そ れ ぞ れ の 実 験 Ｄ Ｎ Ａ は 前 記 サ ブ セ ッ ト 中 の ヒ ト 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を 含 む 、 実 験 ス ポ ッ ト 、 及 び
　 （ ｉ ｉ ） 少 な く と も １ ０ ０ 個 の コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の コ ン ト ロ ー
ル ス ポ ッ ト は コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 そ れ ぞ れ の コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ は 非 プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を 含 む 、 コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト
を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 基 本 転 写 機 構 の 前 記 メ ン バ ー が 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ 又 は Ｔ Ａ Ｔ Ａ 結 合 タ ン パ
ク 質 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
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　 前 記 組 織 が 移 植 用 グ レ ー ド の 組 織 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 組 織 が 新 た に 単 離 さ れ た ヒ ト 組 織 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 組 織 が 、 障 害 を 患 う 被 験 体 に 由 来 す る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 障 害 が 、 過 形 成 状 態 で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 被 験 体 の 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る た め の 治 療 薬 の 開 発 の た め の 少 な く と も １ つ の 標 的 遺
伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 障 害 の 少 な く と も １ つ の 形 態 が 転 写 調 節 因 子 又 は 転 写
調 節 因 子 と 疑 わ れ る も の の 活 性 の 変 化 に 起 因 し 、
　 （ ａ ） 細 胞 中 の 前 記 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ） 前 記 転 写 調 節 因 子 が 広 域 作 用 転 写 調 節 因 子 で あ る か 又 は 狭 域 作 用 転 写 調 節 因 子 で
あ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 前 記 転 写 調 節 因 子 が 広 域 作 用 転 写 調 節 因 子 で あ る 場
合 、 前 記 転 写 調 節 因 子 が 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 で あ り 、 前 記 転 写 調 節 因 子 が 狭 域
作 用 転 写 調 節 因 子 で あ る 場 合 、
　 　 （ ｉ ） 前 記 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 が 前 記 障 害 の 原
因 で あ る 可 能 性 が 高 い か を 決 定 し 、 前 記 障 害 の 原 因 で あ る 可 能 性 が 高 い 遺 伝 子 が 治 療 薬 の
開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 あ り 、 且 つ
　 　 （ ｉ ｉ ） 前 記 細 胞 中 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ 、 且 つ
　 　 　 （ １ ） 転 写 調 節 因 子 を コ ー ド す る か 、 ま た は
　 　 　 （ ２ ） 転 写 調 節 因 子 を コ ー ド す る と 疑 わ れ る
少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 に つ い て 、 ス テ ッ プ （ ａ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｂ ） に お け る 前 記 転 写
調 節 因 子 を 前 記 遺 伝 子 と 変 更 し て 、 ス テ ッ プ （ ａ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｂ ） を 繰 り 返 す ス テ ッ
プ と
を 含 み 、
　 こ れ に よ り 、 被 験 体 の 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る た め の 治 療 薬 の 開 発 の た め の 少 な く と も
１ つ の 標 的 遺 伝 子 を 同 定 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 細 胞 中 の 前 記 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る ス テ ッ プ が 、 染 色 体 規
模 の 位 置 分 析 を 含 む 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 細 胞 中 の 前 記 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る ス テ ッ プ が 、 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 転 写 調 節 因 子 が 、 主 要 調 節 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 主 要 調 節 遺 伝 子 が 、 Ｓ Ｏ Ｘ １ － １ ８ 、 Ｏ Ｃ Ｔ ６ 、 Ｐ Ａ Ｘ ３ 、 ミ オ カ ル ジ ン 、 Ｇ Ａ Ｔ
Ａ １ － ６ 、 Ｔ Ｃ Ｆ １ ／ Ｈ Ｎ Ｆ １ Ａ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ Ａ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ６ 、 Ｎ Ｇ Ｎ ３ 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ 、 Ｆ Ｏ
Ｘ Ａ １ － ３ 、 Ｉ Ｐ Ｆ １ 、 Ｇ Ａ Ｔ Ａ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ３ 、 Ｎ Ｋ Ｘ ２ ． １ 、 Ｃ Ｄ Ｘ 、 Ｆ Ｔ Ｆ ／ Ｎ Ｒ ５ Ａ
２ 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ β 、 Ｓ Ｃ Ｌ １ 、 Ｓ Ｋ Ｉ Ｎ １ 、 又 は 転 写 因 子 の ニ ュ ー ロ ゲ ニ ン 、 Ｌ Ｋ 、 Ｌ Ｍ
Ｏ 、 Ｓ Ｏ Ｘ 、 Ｏ Ｃ Ｔ 、 Ｐ Ａ Ｘ 、 Ｇ Ａ Ｔ Ａ 若 し く は Ｍ ｙ ｏ Ｄ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 、
請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 転 写 調 節 因 子 が 、 Ｐ Ａ Ｘ ３ 、 Ｅ Ｇ Ｒ － １ 、 Ｅ Ｇ Ｒ － ２ 、 Ｏ Ｃ Ｔ ６ 、 Ｓ Ｏ Ｘ フ ァ ミ リ
ー メ ン バ ー 、 Ｇ Ａ Ｔ Ａ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 Ｐ Ａ Ｘ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 Ｏ Ｃ Ｔ フ ァ ミ リ
ー メ ン バ ー 、 Ｒ Ｆ Ｘ ５ 、 Ｗ Ｈ Ｎ 、 Ｇ Ａ Ｔ Ａ １ 、 Ｖ Ｄ Ｒ 、 Ｃ Ｒ Ｘ 、 Ｃ Ｂ Ｐ 、 Ｍ ｅ Ｃ Ｐ ２ 、 Ａ
Ｍ Ｌ １ 、 ｐ ５ ３ 、 Ｐ Ｌ Ｚ Ｆ 、 Ｐ Ｍ Ｌ 、 Ｒ ｂ 、 Ｗ Ｔ １ 、 Ｎ Ｒ ３ Ｃ ２ 、 Ｇ Ｃ Ｃ Ｒ 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ
、 Ｓ Ｉ Ｍ １ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ｌ α 、 Ｈ Ｎ Ｆ ｌ β 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 、 Ｐ Ｄ Ｘ １ 、 Ｍ Ａ Ｆ Ａ 、 Ｆ Ｏ Ｘ Ａ ２ 、
又 は Ｎ Ｅ Ｕ Ｒ Ｏ Ｄ １ で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 細 胞 が 、 前 記 障 害 で 機 能 が 低 下 し た 組 織 に 由 来 す る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 広 域 作 用 遺 伝 子 が 前 記 細 胞 中 の 少 な く と も 約 ２ ． ５ ％ の 前 記 遺 伝 子 を 調 節 し 、 前 記
狭 域 作 用 遺 伝 子 が 前 記 細 胞 中 の 約 ２ ． ５ ％ 未 満 の 前 記 遺 伝 子 を 調 節 す る 、 請 求 項 ３ ２ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 遺 伝 子 が 、 転 写 調 節 因 子 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と 少 な く と も ３ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列
の 同 一 性 を 有 す る 場 合 、 当 該 遺 伝 子 が 転 写 調 節 因 子 を コ ー ド す る と 疑 わ れ る 、 請 求 項 ３ ２
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 細 胞 中 の 前 記 転 写 調 節 因 子 が 、 変 異 転 写 調 節 因 子 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 細 胞 中 の 前 記 転 写 調 節 因 子 が 、 変 化 し た 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 遺 伝 子 の 変 異 に よ っ て 前 記 障 害 に 関 連 す る 少 な く と も １ つ の 表 現 型 又 は 症 状 が も た
ら さ れ る 場 合 、 前 記 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 が 、 前 記 障 害 の 原 因 で あ る 可
能 性 が 高 い 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 遺 伝 子 が 、 前 記 障 害 で 損 な わ れ る 経 路 で 機 能 す る 酵 素 又 は シ グ ナ ル 伝 達 分 子 を コ ー
ド す る 場 合 、 前 記 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 が 、 前 記 障 害 の 原 因 で あ る 可 能
性 が 高 い 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 転 写 調 節 因 子 の 前 記 活 性 の 変 化 は 、 少 な く と も １ つ の 以 下 ：
　 （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 前 記 転 写 調 節 因 子 の 結 合 親 和 性 の 変 化 、
　 （ ｂ ） Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ホ ロ 酵 素 又 は 第 ２ の 転 写 調 節 因 子 に 結
合 す る 前 記 転 写 調 節 因 子 の 能 力 の 変 化 、
　 （ ｃ ） リ ガ ン ド に 対 す る 前 記 転 写 調 節 因 子 の 結 合 親 和 性 の 変 化 、
　 （ ｄ ） 前 記 転 写 調 節 因 子 の 発 現 レ ベ ル 又 は 発 現 パ タ ー ン の 変 化 、 又 は
　 （ ｅ ） ホ モ 多 量 体 又 は ヘ テ ロ 多 量 体 を 形 成 す る 前 記 転 写 調 節 因 子 の 能 力 の 変 化
を 含 む 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 障 害 が 、 少 な く と も １ つ の 以 下 ： 脳 、 脊 髄 、 心 臓 、 動 脈 、 食 道 、 胃 、 小 腸 、 大 腸 、
肝 臓 、 膵 臓 、 肺 、 腎 臓 、 尿 路 、 卵 巣 、 乳 房 、 子 宮 、 精 巣 、 陰 茎 、 結 腸 、 前 立 腺 、 骨 、 筋 肉
、 軟 骨 、 甲 状 腺 、 副 腎 、 下 垂 体 、 骨 髄 、 血 液 、 胸 腺 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 皮 膚 、 目 、 耳 、 鼻
、 歯 又 は 舌 の 機 能 低 下 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 治 療 薬 が 、 小 分 子 薬 物 、 ア ン チ セ ン ス 試 薬 、 抗 体 、 ペ プ チ ド 、 リ ガ ン ド 、 脂 肪 酸 、
ホ ル モ ン 、 又 は 代 謝 産 物 を 含 む 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 被 験 体 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 転 写 調 節 因 子 が 、 転 写 活 性 化 因 子 又 は 転 写 抑 制 因 子 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 転 写 調 節 因 子 が 前 記 細 胞 に 天 然 の も の で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
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　 前 記 転 写 調 節 因 子 が 、 前 記 細 胞 と 異 な る 種 も の で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 転 写 調 節 因 子 が ウ イ ル ス 転 写 調 節 因 子 で あ る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 被 験 体 の Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性
を 増 加 さ せ る 治 療 有 効 量 の 薬 剤 を 前 記 被 験 体 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 被 験 体 の Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 低 転 写 活 性 に 関 連 す る 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｈ
Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 増 加 さ せ る 治 療 有 効 量 の 薬 剤 を 前 記 被 験 体 に 投 与 す る ス テ ッ
プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 被 験 体 の Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 高 転 写 活 性 に 関 連 す る 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｈ
Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 減 少 さ せ る 治 療 有 効 量 の 薬 剤 を 前 記 被 験 体 に 投 与 す る ス テ ッ
プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 肝 細 胞 又 は 膵 臓 細 胞 に お け る 全 体 的 転 写 活 性 を 増 加 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 を Ｈ
Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 増 加 さ せ る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 肝 細 胞 又 は 膵 臓 細 胞 に お け る 全 体 的 転 写 活 性 を 減 少 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 を Ｈ
Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 減 少 さ せ る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 肝 細 胞 中 の 図 １ ３ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ っ
て 、 前 記 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ １ α の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法
。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 膵 臓 細 胞 中 の 図 １ ４ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ
っ て 、 前 記 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ １ α の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方
法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 肝 細 胞 中 の 図 １ ６ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ っ
て 、 前 記 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ６ の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 膵 臓 細 胞 中 の 図 １ ７ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ
っ て 、 前 記 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ６ の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法
。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 肝 細 胞 中 の 図 １ ８ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ っ
て 、 前 記 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法
。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 膵 臓 細 胞 中 の 図 １ ９ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ
っ て 、 前 記 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方
法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 細 胞 中 で 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 転 写 的 に 活 性 な 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ
て 、
　 （ ａ ） 組 織 か ら ク ロ マ チ ン を 選 択 的 に 単 離 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ） 前 記 転 写 調 節 因 子 が 結 合 し て い る 前 記 ク ロ マ チ ン の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 同 定 す る
ス テ ッ プ と 、
　 （ ｃ ） 前 記 基 本 転 写 機 構 の メ ン バ ー が 結 合 し て い る 前 記 ク ロ マ チ ン の プ ロ モ ー タ ー 領 域
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を 同 定 す る ス テ ッ プ と
　 （ ｄ ） ス テ ッ プ （ ｂ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｃ ） で 同 定 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 比 較 し て 、
重 複 す る 遺 伝 子 を 決 定 す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、
　 前 記 重 複 す る 遺 伝 子 が 、 前 記 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 転 写 的 に 活 性 な 遺 伝 子 で
あ る 、 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
［ 関 連 出 願 の 相 互 参 照 ］
　 本 出 願 は 、 2003年 11月 26日 付 で 出 願 さ れ た 、 「 Ｈ Ｎ Ｆ 転 写 因 子 に よ る 膵 臓 及 び 肝 臓 の 遺
伝 子 発 現 の 制 御 」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 60/525318号 、 2004年 2月 6日 付 で 出 願 さ れ た 、
「 Ｈ Ｎ Ｆ 転 写 因 子 に よ る 膵 臓 及 び 肝 臓 の 遺 伝 子 発 現 の 制 御 」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 60/5
42520号 、 2004年 2月 13日 付 で 出 願 さ れ た 、 「 Ｈ Ｎ Ｆ 転 写 因 子 に よ る 膵 臓 及 び 肝 臓 の 遺 伝 子
発 現 の 制 御 」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 60/544835号 、 及 び 2004年 2月 26日 付 で 出 願 さ れ た 、
「 転 写 調 節 因 子 及 び そ の 方 法 」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 60/547933号 の 出 願 日 の 利 益 を 主
張 す る 。 引 用 さ れ た 出 願 の 全 て の 教 示 は 、 本 明 細 書 中 に 引 用 す る こ と で 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
［ 財 政 的 支 援 ］
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 発 明 は 、 そ の 全 体 又 は 一 部 が 、 米 国 エ ネ ル ギ ー 省 コ ン ピ ュ ー タ 分 子
生 物 学 プ ロ グ ラ ム （ Department of Energy Program for Computational Molecular Biolo
gy） に よ っ て 支 援 さ れ た 。 合 衆 国 政 府 は 、 本 発 明 に 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
［ 発 明 の 背 景 ］
　 遺 伝 子 発 現 は 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 結 合 し て 補 因 子 及 び 転 写 装 置 （ apparatus） を プ ロ
モ ー タ ー に 動 員 す る 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 制 御 さ れ て い る （ １ ～ ３ ） 。 転 写 調 節 因 子 自 体
の 発 現 も 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ 、 １ つ の 遺 伝 子 を 複 数 の 転 写 因 子 に よ っ て 調 節 す
る こ と が で き る 。 こ れ ら の 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク 又 は 経 路 の 結 果 と し て 、 細 胞 中 の １ つ の 転 写
調 節 因 子 の 誤 っ た 調 節 に よ り 、 転 写 調 節 因 子 が 活 性 な ネ ッ ト ワ ー ク 中 で 複 数 の 遺 伝 子 が 異
常 に 発 現 し 、 生 物 に 疾 患 を 引 き 起 こ し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 現 在 の 同 定 方 法 は 、 典 型 的 に は 、 転 写 調 節 因
子 を 発 現 す る 細 胞 及 び 転 写 調 節 因 子 を 発 現 し な い コ ン ト ロ ー ル 細 胞 中 の 候 補 標 的 の ｍ Ｒ Ｎ
Ａ レ ベ ル の 比 較 を 含 む 。 し ば し ば 、 こ の 比 較 は 、 所 与 の 細 胞 型 に お け る 組 換 え 転 写 調 節 因
子 の 過 剰 発 現 、 及 び 、 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と し て の コ ン ト ロ ー ル 組 換 え タ ン パ ク 質 を 過 剰 発
現 す る か 、 又 は 組 換 え タ ン パ ク 質 を 全 く 発 現 し な い 細 胞 の 使 用 を 含 む 。 し か し 、 細 胞 株 の
使 用 及 び 導 入 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 に よ っ て 人 為 的 性 質 が 与 え ら れ る と 、 こ の よ う な 手 法 か ら
得 ら れ た 結 果 は 、 生 物 に お け る 天 然 の 転 写 調 節 因 子 に よ る in vivo調 節 を 反 映 す る こ と が
で き な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ゲ ノ ム 規 模 （ wide） の 分 析 方 法 が 最 近 使 用 さ れ 、 こ の 方 法 に よ り 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ
レ ビ シ エ に お い て コ ー ド さ れ た 標 識 （ tagged） 転 写 調 節 因 子 が ど の よ う に し て 生 き た 酵 母
細 胞 中 の ゲ ノ ム と 関 与 す る の か を 決 定 し 、 こ れ ら の 細 胞 の 転 写 調 節 回 路 を モ デ ル 化 さ れ て
き て い る （ ４ ） 。 こ れ ら の 方 法 は 、 い く つ か の 転 写 調 節 因 子 の 標 的 遺 伝 子 を 同 定 す る た め
に ヒ ト 組 織 培 養 細 胞 で も 使 用 さ れ て い る （ ５ ～ ７ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し 、 転 写 調 節 因 子 が 、 特 定 の 組 織 、 特 に 、 新 た に 単 離 し た 初 代 組 織 （ こ の 転 写 調 節
因 子 は 、 そ の in vivo特 異 性 を 維 持 す る 可 能 性 が 高 い ） を 特 徴 づ け る 全 体 的 （ global） 遺
伝 子 発 現 プ ロ グ ラ ム を ど の よ う に し て 制 御 す る の か を 決 定 す る た め の ゲ ノ ム 規 模 の 分 析 方
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法 を 開 発 す る が 依 然 と し て 必 要 で あ る 。 さ ら に 、 転 写 調 節 因 子 の 異 常 な 機 能 に よ っ て 引 き
起 こ さ れ る 疾 患 に 対 す る 治 療 標 的 を 同 定 す る こ と が 可 能 な よ う に 、 所 与 の 転 写 ア ク チ ベ ー
タ ー が 部 分 的 に で も 作 用 す る 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク 又 は 経 路 を 同 定 す る 必 要 が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の 一 態 様 は 、 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト 中 の い ず れ の 遺 伝 子 が 細 胞 中 に 発 現 し た 転 写 調
節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 転 写 調 節 因 子 を 発 現 す る 細
胞 か ら ク ロ マ チ ン を 選 択 的 に 単 離 し 、 単 離 ク ロ マ チ ン を 生 成 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｂ ） 単 離
ク ロ マ チ ン か ら ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を 選 択 的 に 単 離 し 、 結 合 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト
を 生 成 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 結 合 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト に は 転 写 調 節 因 子 が 結 合 し て
い る 、 ス テ ッ プ と 、 （ ｃ ） 結 合 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を 増 幅 し 、 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ
メ ン ト を 生 成 し 、 且 つ 、 単 離 ク ロ マ チ ン を 増 幅 し 、 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン を 生 成 す
る ス テ ッ プ と 、 （ ｄ ） 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン 及 び 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を Ｄ
Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る ス テ ッ プ で あ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ
は 、 （ １ ） 少 な く と も １ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 実 験 ス ポ ッ ト で あ っ て 、 実 験 ス ポ ッ ト は そ れ ぞ れ
実 験 Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 実 験 Ｄ Ｎ Ａ は そ れ ぞ れ サ ブ セ ッ ト 中 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含
む 、 実 験 ス ポ ッ ト 、 及 び （ ２ ） 少 な く と も １ ０ ０ 個 の コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト で あ っ て 、 コ
ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト は そ れ ぞ れ コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ は そ れ ぞ
れ 非 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 、 コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト を 含 む 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る ス
テ ッ プ と 、 （ ｅ ） マ イ ク ロ ア レ イ 上 の ス ポ ッ ト の そ れ ぞ れ に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 シ グ
ナ ル を 、 （ １ ） 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン 、 及 び （ ２ ） 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト に
よ っ て 生 成 さ れ た シ グ ナ ル 間 で 決 定 及 び 比 較 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー
領 域 を 含 む ス ポ ッ ト が 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン よ り も 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト に
よ っ て よ り 高 い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル を 示 す 場 合 、 サ ブ セ ッ ト 中 の 当 該 遺 伝 子 が 細 胞 中
の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る と 考 え ら れ る 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 中 の 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク 又 は 経 路 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 本 発 明 は 、 細 胞 中 の 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 本 明 細 書 中 に 記
載 の 任 意 の 方 法 を 使 用 し て 転 写 調 節 因 子 が 細 胞 中 の さ ら な る 転 写 調 節 因 子 を 調 節 す る か を
決 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 少 な く と も １ つ の さ ら な る 転 写 調 節 因 子 が 転 写 調 節 因 子 に よ っ
て 調 節 さ れ る 場 合 、 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク が 同 定 さ れ る 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 細 胞 中 の 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 本 明 細 書 に 記
載 の 任 意 の 方 法 を 使 用 し て 、 転 写 調 節 因 子 が 、 （ ｉ ） 転 写 調 節 因 子 自 体 の プ ロ モ ー タ ー 、
又 は （ ｉ ｉ ） 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー を 調 節 す る か 決 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て
、 実 験 Ｄ Ｎ Ａ が 、 （ ａ ） 転 写 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 及 び （ ｂ ） 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の
プ ロ モ ー タ ー を 含 む 、 ス テ ッ プ を 含 み 、 転 写 調 節 因 子 が 転 写 調 節 因 子 自 体 を 調 節 す る か 、
又 は 転 写 調 節 因 子 が 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の 少 な く と も １ つ を 調 節 す る 場 合 、 転 写 調
節 ネ ッ ト ワ ー ク が 同 定 さ れ る 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 細 胞 中 の 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 複 数
の 転 写 調 節 因 子 の そ れ ぞ れ に つ い て 転 写 調 節 因 子 の 標 的 を 同 定 す る 方 法 を 繰 り 返 す こ と に
よ っ て 、 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の そ れ ぞ れ に よ っ て 調 節 さ れ る サ ブ セ ッ ト 中 の 遺 伝 子 を 決 定
す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 実 験 Ｄ Ｎ Ａ は 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の そ れ ぞ れ の プ ロ モ ー タ ー 領 域
を 含 む 、 ス テ ッ プ と 、 （ ｂ ） 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の い ず れ か が 複 数 の 転 写 調 節 因 子
の う ち の 少 な く と も １ つ に よ っ て 調 節 さ れ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 複 数 の 転 写
調 節 因 子 の う ち の い ず れ か が 、 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の 少 な く と も １ つ に よ っ て 調 節
さ れ る 場 合 、 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク が 同 定 さ れ る 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト 細 胞 中 の プ ロ モ ー タ ー の 占 有 (occupancy)を 決 定 す る た め の Ｄ Ｎ Ａ
マ イ ク ロ ア レ イ で あ っ て 、 （ １ ） 少 な く と も １ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 実 験 ス ポ ッ ト で あ っ て 、 実
験 ス ポ ッ ト は そ れ ぞ れ 実 験 Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 実 験 Ｄ Ｎ Ａ は そ れ ぞ れ サ ブ セ ッ ト 中 の ヒ ト 遺 伝
子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 、 実 験 ス ポ ッ ト 、 及 び （ ２ ） 少 な く と も １ ０ ０ 個 の コ ン ト ロ
ー ル ス ポ ッ ト で あ っ て 、 コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト は そ れ ぞ れ コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 コ
ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ は そ れ ぞ れ 非 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 、 コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト を 含 み 、
プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 少 な く と も ７ ５ ％ は 、 転 写 開 始 部 位 の 少 な く と も ７ ０ ０ ｂ ｐ 上 流 か ら
少 な く と も ２ ０ ０ ｂ ｐ 下 流 ま で を 含 む 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 転 写 調 節 因 子 が 全 体 的 転 写 調 節 因 子 (global transcriptional re
gulator)で あ る か を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 組 織 か ら ク ロ マ チ ン を 選 択 的 に 単 離 す
る ス テ ッ プ と 、 （ ｂ ） 候 補 全 体 的 転 写 調 節 因 子 が 結 合 し て い る ク ロ マ チ ン か ら プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｃ ） 基 本 転 写 機 構 の メ ン バ ー が 結 合 し て い る ク ロ マ チ ン
か ら プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｄ ） ス テ ッ プ （ ｂ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｃ ）
で 同 定 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 比 較 し 、 （ ｉ ） 候 補 全 体 的 転 写 調 節 因 子 及 び 基 本 転 写 機
構 の メ ン バ ー の 両 方 が 結 合 し て い る プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 数 と 、 （ ｉ ｉ ） 基 本 転 写 機 構 の メ
ン バ ー が 結 合 し て い る プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 数 と の 間 の 比 を 決 定 す る 、 ス テ ッ プ と を 含 み 、
比 が ０ ． ２ を 超 え る 場 合 に 、 転 写 調 節 因 子 が 全 体 的 転 写 調 節 因 子 で あ る 、 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 治 療 薬 の 標 的 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 被
験 体 の 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る た め の 治 療 薬 の 開 発 の た め の 少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子
を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 障 害 の 少 な く と も １ つ の 形 態 が 転 写 調 節 因 子 内 又 は 転 写 調 節 因
子 と 疑 わ れ る も の の 活 性 の 変 化 に 起 因 し 、 （ ａ ） 細 胞 中 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ
る 遺 伝 子 を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｂ ） 転 写 調 節 因 子 が 広 域 作 用 転 写 調 節 因 子 で あ る か 又
は 狭 域 作 用 転 写 調 節 因 子 で あ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 転 写 調 節 因 子 が 広 域 作 用
転 写 調 節 因 子 で あ る 場 合 、 転 写 調 節 因 子 は 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 で あ り 、 転 写 調
節 因 子 が 狭 域 作 用 転 写 調 節 因 子 で あ る 場 合 、 （ ｉ ） 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 少 な
く と も １ つ の 遺 伝 子 が 障 害 の 原 因 で あ る 可 能 性 が 高 い か を 決 定 し 、 障 害 の 原 因 で あ る 可 能
性 が 高 い 遺 伝 子 が 治 療 薬 の 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 で あ り 、 か つ （ ｉ ｉ ） 細 胞 中 の 転 写 調
節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ 、 且 つ （ １ ） 転 写 調 節 因 子 を コ ー ド す る か 、 ま た は （ ２ ） 転 写 調
節 因 子 を コ ー ド す る と 疑 わ れ る 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 に つ い て 、 ス テ ッ プ （ ａ ） 及 び ス
テ ッ プ （ ｂ ） に お け る 前 記 転 写 調 節 因 子 を 前 記 遺 伝 子 と 変 更 し て 、 ス テ ッ プ （ ａ ） 及 び ス
テ ッ プ （ ｂ ） を 繰 り 返 す ス テ ッ プ と を 含 み 、 こ れ に よ り 被 験 体 の 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る
た め の 治 療 薬 の 開 発 の た め の 少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 を 同 定 す る 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 疾 患 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 被 験
体 の Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 増 加
さ せ る 治 療 有 効 量 の 薬 剤 を 被 験 体 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 の Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 低 転 写 活 性 に 関 連 す る 障 害 を 治 療 又 は 予
防 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 増 加 さ せ る 治 療 有 効 量 の 薬 剤 を 被 験
体 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。 関 連 す る 一 態 様 は 、 被 験 体 の Ｈ Ｎ Ｆ ４ α
の 高 転 写 活 性 に 関 連 す る 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写
活 性 を 減 少 さ せ る 治 療 有 効 量 の 薬 剤 を 被 験 体 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 肝 細 胞 又 は 膵 臓 細 胞 に お け る 全 体 的 転 写 活 性 を 増 加 さ せ る 方 法 で あ っ て
、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 増 加 さ せ る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 提
供 す る 。 関 連 す る 一 態 様 は 、 肝 細 胞 又 は 膵 臓 細 胞 に お け る 全 体 的 転 写 活 性 を 減 少 さ せ る 方
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法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 減 少 さ せ る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 態 様 は 、 肝 細 胞
中 の 図 １ ３ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞
を Ｈ Ｎ Ｆ １ α の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
関 連 す る 一 態 様 は 、 膵 臓 細 胞 中 の 図 １ ４ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を
調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ １ α の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ
プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 肝 細 胞 中 の 図 １ ６ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル
を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ６ の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ
プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。 関 連 す る 一 態 様 は 、 膵 臓 細 胞 中 の 図 １ ７ に 記 載 の 遺 伝 子 の う
ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ６ の 転 写 活 性 を 調 節 す
る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 肝 細 胞 中 の 図 １ ８ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現
レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ
る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。 関 連 す る 一 態 様 は 、 膵 臓 細 胞 中 の 図 １ ９ に 記 載 の 遺
伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 転 写 活
性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 細 胞 中 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 転 写 活 性 遺 伝 子 を 同 定 す る 方
法 を 提 供 す る 。 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 中 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 転 写 活
性 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 組 織 か ら ク ロ マ チ ン を 選 択 的 に 単 離 す る ス テ ッ
プ と 、 （ ｂ ） 転 写 調 節 因 子 が 結 合 し て い る ク ロ マ チ ン の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 同 定 す る ス テ
ッ プ と 、 （ ｃ ） 基 本 転 写 機 構 の メ ン バ ー が 結 合 し て い る ク ロ マ チ ン の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を
同 定 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｄ ） ス テ ッ プ （ ｂ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｃ ） で 同 定 さ れ た プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を 比 較 し て 、 重 複 す る 遺 伝 子 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 重 複 す る 遺 伝 子 が 転 写 調
節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 転 写 活 性 遺 伝 子 で あ る 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ １ 】
［ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ］
〔 Ｉ ． 概 要 〕
　 一 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 転 写 調 節 因 子 に 関 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の い く つ か
の 態 様 は 、 細 胞 中 の 特 定 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 転 写 が 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 方 法 を 提
供 す る 。 い く つ か の こ れ ら の 方 法 は 、 細 胞 中 の 転 写 調 節 因 子 に 物 理 的 に 関 連 す る プ ロ モ ー
タ ー 領 域 の ク ロ マ チ ン 沈 降 及 び ／ 又 は Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 の 組 み 合 わ せ を 使 用 し て
転 写 調 節 因 子 中 の プ ロ モ ー タ ー の 占 有 を 決 定 す る こ と を 含 む 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の
い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ は 、 プ ロ モ ー タ ー Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 実 験 ス ポ
ッ ト 及 び 非 プ ロ モ ー タ ー Ｄ Ｎ Ａ を 含 む コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト の 両 方 を 含 む 。 本 明 細 書 中 に
記 載 の 方 法 を 、 任 意 の 細 胞 型 （ 移 植 用 グ レ ー ド の ヒ ト 初 代 組 織 が 含 ま れ る ） に 適 用 す る こ
と が で き る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 、 細 胞 型 間 又 は 健 常 な 被 験 体 及
び 罹 患 被 験 体 等 の ２ つ の 集 団 間 で 転 写 調 節 因 子 の 機 能 を 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 関 連 す る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク 又 は 経 路 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
い く つ か の 方 法 は 、 所 与 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 転 写 調 節 因 子 を 同 定 す る こ と
、 及 び 、 任 意 選 択 的 に 、 こ れ ら の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 決 定 す る こ と
を 含 む 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 同 定 す る こ と が で き る 経 路 に は 、 自 己 調 節 経
路 、 多 成 分 経 路 、 フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド 経 路 、 及 び 多 成 分 ル ー プ 経 路 、 並 び に 調 節 鎖 （ regu
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latory chain） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 転 写 調 節 因 子 が 全 体 的 転 写 調 節 因 子 で あ る か を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る
。 い く つ か の 態 様 で は 、 こ の よ う な 方 法 は 、 転 写 調 節 因 子 及 び 基 本 転 写 機 構 の メ ン バ ー の
両 方 の プ ロ モ ー タ ー の 占 有 を 決 定 す る こ と を 含 む 。 転 写 調 節 因 子 及 び 基 本 転 写 機 構 の メ ン
バ ー に よ る プ ロ モ ー タ ー の 占 有 の 比 較 に よ り 、 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 及 び 調 節 さ れ る
転 写 活 性 プ ロ モ ー タ ー が 同 定 可 能 で あ る 。 他 の 方 法 は 、 試 験 さ れ る プ ロ モ ー タ ー の セ ッ ト
か ら ゲ ノ ム 中 の 総 プ ロ モ ー タ ー メ ン バ ー 数 を 推 定 し 、 特 定 の 転 写 因 子 の 制 御 下 に お け る 細
胞 中 の 転 写 活 性 プ ロ モ ー タ ー 概 数 を 決 定 す る か 、 又 は 転 写 調 節 因 子 が 全 体 的 転 写 調 節 因 子
で あ る か を 決 定 す る こ と を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 疾 患 を 治 療 す る た め の 治 療 標 的 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の
１ つ の 特 定 の 態 様 は 、 被 験 体 の 障 害 、 好 ま し く は 、 障 害 の 少 な く と も １ つ の 形 態 が 転 写 調
節 因 子 又 は 転 写 調 節 因 子 を コ ー ド す る と 疑 わ れ る 遺 伝 子 の 活 性 の 変 化 に 起 因 す る 障 害 を 治
療 又 は 予 防 す る た め の 治 療 薬 の 開 発 の た め の 少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 の 同 定 に 関 す る
。 本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ た 治 療 標 的 を 同 定 す る た め の い く つ か の 方 法 は 、 転 写 調 節 因 子 が
細 胞 中 で 調 節 す る 遺 伝 子 の 少 な く と も サ ブ セ ッ ト の 同 定 等 に よ っ て 疾 患 に 関 連 す る 転 写 調
節 因 子 が 広 域 作 用 転 写 調 節 因 子 又 は 狭 域 作 用 転 写 調 節 因 子 で あ る か を 決 定 す る こ と を 含 み
、 広 域 作 用 転 写 調 節 因 子 が 治 療 薬 の 標 的 で あ る 。 転 写 調 節 因 子 が 狭 域 作 用 転 写 調 節 因 子 で
あ る 場 合 、 転 写 調 節 因 子 が 調 節 す る 遺 伝 子 を さ ら に 試 験 し 、 い ず れ か の 遺 伝 子 が 広 域 作 用
転 写 調 節 因 子 （ 転 写 調 節 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 ） で あ る か 、 又 は い ず れ か の 遺 伝 子 が 病
状 の 原 因 と な る か （ す な わ ち 、 そ れ ら の 遺 伝 子 が 病 状 を 悪 化 さ せ る 経 路 又 は ネ ッ ト ワ ー ク
を 調 節 す る か ） を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 疾 患 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 は 、 Ｉ Ｉ 型 糖
尿 病 等 の 代 謝 障 害 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 は 、 治 療 有 効 量 の Ｈ Ｎ Ｆ ４
α の 全 体 的 転 写 活 性 を 増 加 さ せ る 薬 剤 を 被 験 体 に 投 与 す る こ と に よ る 被 験 体 の Ｉ Ｉ 型 糖 尿
病 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 調 整 す
る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 肝 細 胞 及 び 膵 臓 細 胞 中 の Ｈ Ｎ Ｆ １ α 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α
、 又 は Ｈ Ｎ Ｆ ６ に よ っ て 転 写 が 調 節 さ れ る 遺 伝 子 に つ い て の 出 願 人 に よ る 所 見 に 一 部 基 づ
く 。 関 連 す る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｈ Ｎ Ｆ １ α 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 、 又 は Ｈ Ｎ Ｆ ６ の 転 写 活 性 又
は 発 現 の 調 整 に よ る 図 １ ３ ～ 図 １ ９ に 記 載 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 調 整 す る 方 法 及 び 異 常
な 発 現 に 関 連 す る 病 状 を 緩 和 す る 方 法 を 提 供 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 肝 細 胞 、 膵 臓 細
胞 、 又 は そ の 両 方 に お け る 遺 伝 子 発 現 を 調 整 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
〔 Ｉ Ｉ ． 定 義 〕
　 便 宜 上 、 明 細 書 、 実 施 例 、 及 び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 中 で 使 用 す る 一 定 の 用 語 を こ こ に
集 め る 。 他 で 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 用 語 及 び 科 学 用 語 は 、
本 発 明 に 属 す る 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ て い る 意 味 と 同 義 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 冠 詞 「 ａ 」 及 び 「 ａ ｎ 」 は 、 １ つ 又 は １ つ を 超 え る （ す な わ ち 、 少 な く と も １ つ の ） 文
法 上 の 冠 詞 の 対 象 物 を 言 う た め に 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 。 例 と し て 、 「 an element」 は
、 １ つ の 要 素 又 は １ つ を 超 え る 要 素 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 用 語 「 含 ま れ る 」 は 、 句 「 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 」 を 意 味 す る た め に 本 明
細 書 中 で 使 用 さ れ 、 こ の 句 と 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 用 語 「 又 は 」 は 、 他 で 明 確 に 示 さ れ な い 限 り 、 用 語 「 及 び ／ 又 は 」 を 意 味 す る た め に 本
明 細 書 中 で 使 用 さ れ 、 こ の 用 語 と 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 用 語 「 等 」 は 、 句 「 等 で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 」 を 意 味 す る た め に 本 明 細 書 中
で 使 用 さ れ 、 こ の 句 と 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 治 療 を 受 け る べ き 「 患 者 」 又 は 「 被 験 体 」 は 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動
物 の い ず れ か 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 を 意 味 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 用 語 「 ア ル フ ァ 」 及 び 「 α 」 は 交 換 可 能 に 使 用 さ れ 、 用 語 「 ベ ー タ 」 及 び 「 β 」 も 同 様
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 用 語 「 コ ー ド す る 」 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 転 写 に 起 因 す る Ｒ Ｎ Ａ 産 物 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 翻 訳 に
起 因 す る タ ン パ ク 質 、 又 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 転 写 及 び そ の 後 の Ｒ Ｎ Ａ 産 物 の 翻 訳 に 起 因 す る タ
ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 核 酸 の 転 写 を 指 示 す る 核 酸 配 列 で あ る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 転 写 開
始 部 位 付 近 の 核 酸 配 列 （ 例 え ば 、 Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス ） を 含 む （ 例 え ば 、 Butler and Kadon
aga (2002) Genes Dev. 16: 2583-2592;Georgel (2002) Biochem. Cell Biol. 80: 295-3
00を 参 照 の こ と ） 。 プ ロ モ ー タ ー は ま た 、 任 意 選 択 的 に 、 遠 位 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 又
は リ プ レ ッ サ ー エ レ メ ン ト を 含 み 、 こ れ ら は 転 写 開 始 部 位 の い ず れ か の 部 位 に 数 千 塩 基 対
も 存 在 し 得 る 。 「 構 成 性 」 プ ロ モ ー タ ー は 、 ほ と ん ど の 環 境 条 件 下 及 び 発 生 条 件 下 で 活 性
で あ る プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 「 誘 導 性 」 プ ロ モ ー タ ー は 、 例 え ば 、 特 定 の 環 境 条 件 下 又 は
発 生 条 件 下 で 活 性 で あ る か 活 性 化 さ れ る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 用 語 「 発 現 」 は 、 Ｄ Ｎ Ａ か ら ポ リ ペ プ チ ド が 産 生 さ れ る 過 程 を 意 味 す る た め に 本 明 細 書
中 で 使 用 さ れ る 。 こ の 過 程 は 、 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ の 転 写 及 び こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ポ リ ペ プ チ
ド へ の 翻 訳 を 含 む 。 使 用 さ れ る 文 脈 に 依 存 し て 、 「 発 現 」 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 、 又 は
そ の 両 方 の 産 生 を い う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 用 語 「 組 換 え 」 は 、 天 然 で 隣 接 し な い 配 列 を 含 む 任 意 の 核 酸 を 意 味 す る た め に 本 明 細 書
中 で 使 用 さ れ る 。 組 換 え 核 酸 を 、 例 え ば 、 分 子 生 物 学 的 方 法 を 使 用 し て in vitroで 生 成 す
る か 、 又 は 例 え ば 、 相 同 組 換 え 又 は 非 相 同 組 換 え に よ る 新 規 の 染 色 体 位 置 へ の 核 酸 の 挿 入
に よ っ て in vivoで 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 用 語 「 転 写 調 節 因 子 」 は 、 一 定 の 環 境 条 件 下 で プ ロ モ ー タ ー 駆 動 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 転 写 を 防
止 又 は 阻 害 す る よ う に 作 用 す る 生 化 学 的 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 リ プ レ ッ サ ー 又 は 核 阻 害 タ
ン パ ク 質 ） 、 又 は 一 定 の 環 境 条 件 下 で プ ロ モ ー タ ー 駆 動 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 転 写 を 可 能 に す る 若
し く は 刺 激 す る よ う に 作 用 す る 生 化 学 的 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 イ ン デ ュ ー サ ー 又 は エ ン ハ
ン サ ー ） を い う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 用 語 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 は 、 紙 、 ナ イ ロ ン 、 若 し く は 他 の 膜 型 、 フ ィ ル タ ー 、 チ ッ プ 、
ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 又 は 任 意 の 他 の 適 切 な 固 体 支 持 体 等 の 基 板 （ substrate） 上 で 合 成 さ れ
た 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア レ イ を い う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 用 語 「 障 害 」 及 び 「 疾 患 」 は 、 包 含 的 に 使 用 さ れ 、 身 体 の 任 意 の 部 位 、 器 官 、 又 は 系 （
又 は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ ） の 正 常 な 構 造 又 は 機 能 か ら の 任 意 の 逸 脱 を い う 。 特 定 の
疾 患 は 、 特 徴 的 な 症 状 及 び 徴 候 （ 生 物 学 的 変 化 、 化 学 的 変 化 、 及 び 物 理 的 変 化 が 含 ま れ る
） に よ っ て 現 さ れ 、 し ば し ば 、 種 々 の 他 の 要 因 （ 人 口 統 計 学 的 要 因 、 環 境 要 因 、 雇 用 要 因
、 遺 伝 的 要 因 、 及 び 病 歴 要 因 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に 関 連 す る 。 一 定 の
特 徴 的 な 徴 候 、 症 状 、 及 び 関 連 す る 要 因 を 種 々 の 方 法 に よ っ て 定 量 し 、 重 要 な 診 断 情 報 を
得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 用 語 「 細 胞 中 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 」 又 は 「 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 」 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル 、 並
び に 細 胞 中 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 前 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 新 生 転 写 物 、 転 写 物 プ ロ セ シ ン グ 中
間 体 、 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び 分 解 産 物 の レ ベ ル を い う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 用 語 「 調 整 」 は 、 応 答 の 上 方 制 御 （ す な わ ち 、 活 性 化 又 は 刺 激 ） 、 下 方 制 御 （ す な わ ち
、 阻 害 又 は 抑 制 ） 、 又 は こ れ ら ２ つ が 組 み 合 わ せ て 起 こ る こ と 若 し く は 個 別 に 起 こ る こ と
を い う 。 「 調 整 因 子 （ modulator） 」 は 、 調 整 す る 化 合 物 又 は 分 子 で あ り 、 例 え ば 、 ア ゴ
ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 活 性 化 因 子 、 刺 激 因 子 、 抑 制 因 子 、 又 は イ ン ヒ ビ タ ー で あ り 得
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド Ｘ ） の 生 物 活 性 を 模 倣 す る
又 は 上 方 制 御 す る （ 例 え ば 、 増 強 す る か 捕 捉 す る ） 薬 剤 を い う 。 ア ゴ ニ ス ト は 、 野 生 型 タ
ン パ ク 質 又 は 野 生 型 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ の 生 物 活 性 を 有 す る 誘 導 体 で あ り 得 る 。
ア ゴ ニ ス ト は ま た 、 遺 伝 子 発 現 を 上 方 制 御 す る 又 は 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 の 生 物 活
性 を 増 加 さ せ る 化 合 物 で あ り 得 る 。 ア ゴ ニ ス ト は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の 別 の 分 子 （ 例 え ば
、 標 的 ペ プ チ ド 又 は 核 酸 ） と の 相 互 作 用 を 増 加 さ せ る 化 合 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 下 方 制 御 す る （
例 え ば 、 抑 制 す る 又 は 阻 害 す る ） 薬 剤 を い う 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 タ ン パ ク 質 と 別 の 分 子
（ 例 え ば 、 標 的 ペ プ チ ド 又 は 酵 素 基 質 ） と の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 又 は 減 少 す る 化 合 物
で あ り 得 る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は ま た 、 遺 伝 子 発 現 を 下 方 制 御 す る か 、 又 は 発 現 タ ン パ ク 質
の 存 在 量 を 減 少 さ せ る 化 合 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 用 語 「 予 防 的 」 又 は 「 治 療 上 の 」 処 置 は 、 １ つ 又 は 複 数 の 本 組 成 物 の 被 験 体 へ の 投 与 を
い う 。 望 ま し く な い 病 態 の 臨 床 症 状 （ 例 え ば 、 宿 主 動 物 の 疾 患 又 は 他 の 望 ま し く な い 状 態
） の 前 に 投 与 す る 場 合 、 処 置 は 予 防 的 で あ る の に 対 し て （ す な わ ち 、 望 ま し く な い 病 態 の
発 症 か ら 宿 主 を 保 護 す る ） 、 望 ま し く な い 病 態 の 発 現 後 に 投 与 す る 場 合 、 処 置 は 治 療 的 で
あ る （ す な わ ち 、 既 存 の 望 ま し く な い 病 態 又 は 病 態 由 来 の 副 作 用 を 減 少 、 改 善 、 又 は 維 持
す る こ と が 意 図 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 用 語 「 治 療 効 果 」 は 、 薬 理 学 的 に 活 性 な 物 質 に 起 因 す る 動 物 、 特 に 哺 乳 動 物 、 さ ら に 特
に ヒ ト に お け る 局 所 効 果 又 は 全 身 効 果 を い う 。 し た が っ て 、 こ の 用 語 は 、 疾 患 の 診 断 、 治
癒 、 軽 減 、 治 療 、 若 し く は 予 防 、 又 は 動 物 若 し く は ヒ ト に お け る 望 ま し い 身 体 的 若 し く は
精 神 的 な 発 達 及 び 病 態 の 強 化 で の 使 用 が 意 図 さ れ る 任 意 の 物 質 を 意 味 す る 。 句 「 治 療 有 効
量 」 は 、 任 意 の 治 療 に 適 用 可 能 な 合 理 的 利 益 ／ リ ス ク 比 で い く ら か の 望 ま し い 局 所 効 果 又
は 全 身 効 果 が 生 じ る よ う な 物 質 の 量 を 意 味 す る 。 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 化 合 物 の 治 療 有 効
量 は 、 そ の 治 療 指 標 及 び 溶 解 度 等 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 発 見 さ れ た
一 定 の 化 合 物 を 、 こ の よ う な 治 療 に 適 用 可 能 な 合 理 的 利 益 ／ リ ス ク 比 を 生 じ る の に 十 分 な
量 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 標 識 さ れ た 」 プ ロ ー ブ は 、 分 光 学 的 手 段 、 光 化 学 的 手 段 、 生 化 学 的 手 段 、 免 疫 化 学 的
手 段 、 同 位 体 手 段 、 又 は 化 学 的 手 段 に よ っ て 直 接 又 は 間 接 的 に 検 出 可 能 で あ る 。 例 え ば 、
有 用 な 標 識 に は 、 3 2 Ｐ 、 3 3 Ｐ 、 3 5 Ｓ 、 1 4 Ｃ 、 3 Ｈ 、 1 2 5 Ｉ 、 安 定 同 位 体 、 蛍 光 色 素 、 及 び フ
ル オ レ ッ テ （ fluorette） （ Rozinov and Nolan (1998) Chem. Biol 5: 713-728; Molecul
ar Probes, Inc. (2003) Catalogue, Molecular Probes, Eugene Oreg.） 、 高 電 子 密 度 試
薬 、 酵 素 及 び ／ 又 は 基 質 （ 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 又 は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ を 使 用 す る ア ッ セ イ と 同 様 に 酵 素 結 合 免 疫 ア ッ セ イ で 使 用 さ れ る ） が 含 ま れ る 。 標 識
又 は 検 出 可 能 部 分 は 、 典 型 的 に は 、 検 出 す べ き 分 子 に リ ン カ ー 又 は 化 学 結 合 を 介 し て 共 有
結 合 し て い る か 、 又 は イ オ ン 結 合 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 結 合 、 若 し く は 水 素 結 合 を 介 し て
結 合 し て い る 。 「 放 射 性 標 識 」 は 、 共 有 結 合 手 段 又 は 非 共 有 結 合 手 段 を 介 し て 放 射 性 同 位
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体 が 結 合 し た 化 合 物 を い う 。 「 フ ル オ ロ フ ォ ア 」 は 、 第 １ の 波 長 の 放 射 エ ネ ル ギ ー を 吸 収
し 、 第 ２ の よ り 長 い 波 長 の 放 射 エ ネ ル ギ ー を 放 出 す る 化 合 物 又 は 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 標 識 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 プ ロ ー ブ の 存 在 を プ ロ ー ブ に
結 合 し た 標 識 の 存 在 の 検 出 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る よ う に 標 識 に リ ン カ ー 若 し く は
化 学 結 合 を 介 し て 共 有 結 合 す る か 、 又 は イ オ ン 結 合 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 結 合 、 静 電 結 合
、 若 し く は 水 素 結 合 を 介 し て 非 共 有 結 合 し た 核 酸 プ ロ ー ブ 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
。 プ ロ ー ブ を 、 好 ま し く は 、 同 位 体 、 発 色 団 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 色 原 体 等 を 使 用 し て 直 接
標 識 す る か 、 又 は ビ オ チ ン 等 を 使 用 し て 間 接 的 に 標 識 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 複 合 体 又 は
ア ビ ジ ン 複 合 体 を 後 に 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 核 酸 プ ロ ー ブ 」 は 、 通 常 は 相 補 的 塩 基 対 合 （ 例 え ば 、 水 素 結 合 の 形 成 ） に よ っ て 相 補
配 列 の 標 的 核 酸 に 結 合 す る こ と が で き る 核 酸 で あ る 。 プ ロ ー ブ に は 、 天 然 の 塩 基 （ 例 え ば
、 Ａ 、 Ｇ 、 Ｃ 、 又 は Ｔ ） 又 は 修 飾 塩 基 （ 例 え ば 、 ７ － デ ア ザ グ ア ノ シ ン 、 イ ノ シ ン 等 ） が
含 ま れ 得 る 。 プ ロ ー ブ 中 の 塩 基 を 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 以 外 の 結 合 に よ っ て 連 結 す る こ
と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 、 構 成 塩 基 が ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 よ り も む し ろ ペ プ チ ド 結 合 に
よ っ て 連 結 さ れ る ペ プ チ ド 核 酸 で あ り 得 る 。 プ ロ ー ブ が ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 の ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー に 依 存 し て プ ロ ー ブ 配 列 と の 完 全 な 相 補 性 を 欠 く 標 的 配 列 に 結 合 す る こ と が で
き る こ と が 当 業 者 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 小 分 子 」 は 、 分 子 量 が １ ０ ｋ Ｄ 未 満 、 典 型 的 に は ２ ｋ Ｄ 未 満 、 好 ま し く は １ Ｋ Ｄ 未 満
の 分 子 と 定 義 す る 。 小 分 子 に は 、 無 機 分 子 、 有 機 分 子 、 無 機 成 分 を 含 む 有 機 分 子 、 放 射 性
原 子 を 含 む 分 子 、 合 成 分 子 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 及 び 抗 体 模 倣 物 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 治 療 薬 と し て 、 小 分 子 は 、 巨 大 分 子 よ り も 細 胞 に 対 し て よ り 透 過 性 が 高 く 、
分 解 に 対 す る 感 受 性 が 低 く 、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 傾 向 が 低 い 。 小 分 子 毒 素 に つ い て 記 載 が
あ り 、 例 え ば 、 Steart他 に 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 6,326,482号 を 参 照 の こ と 。 小 分 子 は 、
分 子 量 が 約 １ ０ ０ ０ ｋ Ｄ ａ 未 満 の 組 成 物 を い う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
〔 Ｉ Ｉ Ｉ ． 転 写 標 的 及 び 転 写 ネ ッ ト ワ ー ク の 同 定 〕
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト 中 の い ず れ の 遺 伝 子 が 細 胞 中 の 転 写 調 節 因 子
に よ っ て 調 節 さ れ る か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 転 写 調 節 因 子 を 発 現 す る 細 胞 か ら
ク ロ マ チ ン を 選 択 的 に 単 離 し 、 単 離 ク ロ マ チ ン を 生 成 す る 、 ス テ ッ プ と 、 （ ｂ ） 単 離 ク ロ
マ チ ン か ら ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を 選 択 的 に 単 離 し 、 結 合 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を 生
成 す る 、 ス テ ッ プ で あ っ て 、 結 合 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト に は 転 写 調 節 因 子 が 結 合 し て い
る 、 ス テ ッ プ と 、 （ ｃ ） 結 合 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を 増 幅 し 、 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ
ン ト を 生 成 し 、 且 つ 、 単 離 ク ロ マ チ ン を 増 幅 し 、 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン を 生 成 す る
ス テ ッ プ と 、 （ ｄ ） 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン 及 び 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を Ｄ Ｎ
Ａ マ イ ク ロ ア レ イ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る ス テ ッ プ で あ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ は
、 （ １ ） 少 な く と も １ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 実 験 ス ポ ッ ト で あ っ て 、 実 験 ス ポ ッ ト は そ れ ぞ れ 実
験 Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 実 験 Ｄ Ｎ Ａ は そ れ ぞ れ サ ブ セ ッ ト 中 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む
、 実 験 ス ポ ッ ト 、 及 び （ ２ ） 少 な く と も １ ０ ０ 個 の コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト で あ っ て 、 コ ン
ト ロ ー ル ス ポ ッ ト は そ れ ぞ れ コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ は そ れ ぞ れ
非 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 、 コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト を 含 む 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る ス テ
ッ プ と 、 （ ｅ ） マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 各 ス ポ ッ ト に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 シ グ ナ ル を 、 （
１ ） 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン 、 及 び （ ２ ） 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト に よ っ て 生 成
さ れ た シ グ ナ ル の 間 で 決 定 及 び 比 較 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を
含 む ス ポ ッ ト が 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン よ り も 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト に よ っ て
よ り 高 い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル を 示 す 場 合 、 サ ブ セ ッ ト 中 の 遺 伝 子 が 細 胞 中 の 転 写 調 節
因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る と 考 え ら れ る 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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　 ク ロ マ チ ン 、 特 に 転 写 調 節 因 子 が 結 合 し て い る ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト の 単 離 方 法 を 、
当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 方 法 （ 転 写 調 節 因 子 の ク ロ マ チ ン へ の 架 橋 、 ク ロ マ チ ン の 断 片 化 、
及 び 転 写 調 節 因 子 の 免 疫 沈 降 が 含 ま れ る ） に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 が 結 合 し て い る ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を 、 ク ロ
マ チ ン 免 疫 沈 降 （ Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ） を 使 用 し て 単 離 す る 。 簡 潔 に 述 べ れ ば 、 こ の 技 術 は 、 対 応 す
る 抗 原 （ す な わ ち 、 転 写 調 節 因 子 ） を 含 む ク ロ マ チ ン 複 合 体 を 免 疫 沈 降 す る た め の 特 異 的
抗 体 の 使 用 及 び 免 疫 沈 降 物 中 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 試 験 を 含 む 。 抗 体 に よ る 特 定
の 配 列 の 免 疫 沈 降 は 、 抗 原 と 特 定 の 配 列 と の 相 互 作 用 を 示 す 。 例 え ば 、 O'Neill et al.in
 Methods in Enzymology, Vol. 274, Academic Press, San Diego, 1999, pp. 189-197; 
Kuo et al. (1999) Method 19: 425-433; and Ausubel et al., supra, Chapter 21を 参
照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 技 術 を 以 下 の よ う に 適 用 す る 。 天 然 の 転 写 調
節 因 子 又 は 組 換 え 転 写 調 節 因 子 等 の 目 的 の 転 写 調 節 因 子 を 発 現 す る 細 胞 を 、 当 該 転 写 調 節
因 子 が ク ロ マ チ ン に 安 定 に 結 合 し て い る 場 合 、 転 写 調 節 因 子 と ク ロ マ チ ン と を 架 橋 す る 薬
剤 で 処 理 す る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 架 橋 は ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
架 橋 で あ る （ Solomon, M. J. and Varshavsky, A. , Proc. Natl. Sci. USA 82: 6470-64
74; Orlando, V., TIBS, 25: 99-104） 。 Ｕ Ｖ 光 も 使 用 す る こ と が で き る （ Pashev et al.
 Trends Biochem Sci. 1991; 16 (9): 323-6; Zhang L et al.Biochem Biophys Res Comm
un. 2004; 322 (3): 705-11） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 架 橋 後 、 細 胞 の 核 酸 を 単 離 し 、 超 音 波 処 理 等 に よ っ て 剪 断 し 、 転 写 調 節 因 子 に 指 向 す る
抗 体 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 抗 体 － 抗 原 複 合 体 を 沈 降 し 、 架 橋 を 無 効 に し （ 例 え
ば 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 誘 導 性 Ｄ Ｎ Ａ － タ ン パ ク 質 架 橋 を 加 熱 に よ っ て 無 効 に す る こ と が で
き る ） 、 免 疫 沈 降 し た Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 成 分 を 特 定 の 配 列 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 ） の 存
在 に つ い て 試 験 す る 。 抗 体 は 、 転 写 調 節 因 子 上 の エ ピ ト ー プ に 直 接 結 合 す る こ と が で き る
か 、 又 は 抗 Ｍ ｙ ｃ 抗 体 （ Santa Cruz Biotechnology, sc-764） と 共 に 使 用 す る 場 合 、 調 節
因 子 上 の ｍ ｙ ｃ タ グ 等 の タ グ に 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 又 は 転 写 調 節 因 子 に 対 し て 使 用 し た タ グ に 親 和
性 を 示 す 非 抗 体 薬 を 、 抗 体 の 代 わ り に 使 用 す る 。 例 え ば 、 転 写 調 節 因 子 が ６ ヒ ス チ ジ ン タ
グ 等 の 親 和 性 タ グ を 含 む 場 合 、 複 合 体 を 、 ニ ッ ケ ル 含 有 セ フ ァ ロ ー ス に 対 す る ア フ ィ ニ テ
ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 範 囲 内 で の Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 法 の さ
ら な る 変 形 形 態 を 、 Kurdistani et al. Methods. 2003 31(1): 90-5; O'Neill et al. Me
thods. 2003,31(1): 76-82; Spencer et al., Methods. 2003; 31 (1): 67-75; and Orla
ndo et al. Methods 11: 205-214 (1997)に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 方 法 の 別 の 実 施 形 態
で は 、 コ ン ト ロ ー ル 免 疫 沈 降 反 応 由 来 の 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を 、 コ ン ト ロ ー ル と
し て 単 離 ク ロ マ チ ン の 代 わ り に 使 用 す る 。 例 え ば 、 試 験 さ れ る 転 写 因 子 と 反 応 し な い 抗 体
を 、 ク ロ マ チ ン Ｉ Ｐ 手 順 で 使 用 し て コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン を 単 離 し 、 次 い で 、 転 写 調 節
因 子 と 反 応 し な い 抗 体 を 使 用 し て 単 離 し た ク ロ マ チ ン と 比 較 す る こ と が で き る 。 好 ま し い
実 施 形 態 で は 、 試 験 さ れ る 転 写 因 子 と 反 応 し な い 抗 体 は 、 他 の 転 写 調 節 因 子 又 は Ｄ Ｎ Ａ 結
合 タ ン パ ク 質 と も 反 応 し な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン 及 び 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト を
、 そ の 全 体 に お い て 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 媒 介 型 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｍ － Ｐ Ｃ Ｒ ） を 使
用 し て 対 応 す る テ ン プ レ ー ト Ｄ Ｎ Ａ か ら 生 成 す る （ 例 え ば 、 Current Protocols in Molec
ular Biology, Ausubel, F. M. et al., eds.1991及 び 米 国 特 許 出 願 第 2003/0143599号 （

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-515954 A 2007.6.21



そ の 教 示 全 体 が 本 明 細 書 中 に 引 用 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と ） 。 特 定 の
実 施 形 態 で は 、 Ｌ Ｍ － Ｐ Ｃ Ｒ は 、 Ｌ Ｍ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と に
よ る 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ の 蛍 光 標 識 を 含 む 。 マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し た ク ロ マ チ ン の 操 作 及 び 試 験
の さ ら な る 変 形 形 態 は 、 米 国 特 許 第 6,410,243号 （ そ の 教 示 が 本 明 細 書 中 で 参 考 と し て 援
用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 米 国 特 許 第 6,410,243号 等 に 記 載 の よ う に 、 標 識 プ ロ ー ブ 又 は 非
標 識 プ ロ ー ブ は 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ る 。 「 バ イ オ チ ッ プ 」 又
は 「 ア レ イ 」 と も 呼 ば れ る マ イ ク ロ ア レ イ は 、 典 型 的 に は 、 化 学 反 応 及 び 生 化 学 反 応 を 行
う た め の 直 径 が μ ｍ か ら ｍ ｍ の 範 囲 の 小 型 の デ バ イ ス で あ り 、 特 に 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に
適 切 で あ る 。 ア レ イ を 、 本 質 的 に 半 導 体 産 業 及 び ／ 又 は 生 化 学 産 業 で 既 知 且 つ 利 用 可 能 な
任 意 の 及 び 全 て の 技 術 を 使 用 し た ミ ク ロ 電 子 工 学 及 び ／ 又 は マ イ ク ロ 加 工 に よ っ て 構 築 す
る こ と が で き る が 、 こ の よ う な 技 術 が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 沈 殿 及 び ス ク リ ー ニ ン グ を
受 け 入 れ る こ と が 可 能 で あ り 、 且 つ 適 合 可 能 で あ る 場 合 に 限 ら れ る 。 マ ク ロ ア レ イ は 、 マ
ク ロ ア レ イ の サ ン プ ル 処 理 が 速 く 、 且 つ プ ロ フ ィ ー ル 及 び 他 の デ ー タ の 生 成 コ ス ト が 低 い
点 で 特 に 望 ま し い 。 マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し た ク ロ マ チ ン の 操 作 及 び 試 験 の さ ら な る 変 形
形 態 は 、 米 国 特 許 第 6,410,243号 （ そ の 教 示 が 本 明 細 書 中 で 参 考 と し て 援 用 さ れ る ） に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 記 載 の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン 及 び 増 幅 ク ロ マ チ ン フ
ラ グ メ ン ト を 、 ゲ ノ ム の 全 て 又 は サ ブ セ ッ ト （ 例 え ば 、 染 色 体 （ 単 数 又 は 複 数 ） ） を 示 す
実 験 ス ポ ッ ト を 含 む Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る 。 増 幅 コ ン ト ロ ー ル
ク ロ マ チ ン と 比 較 し た 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト 由 来 の マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 各 実 験 ス ポ
ッ ト の 蛍 光 強 度 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が そ の 特 定 の ス ポ ッ ト に 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ 領 域 に 結 合
す る か を 示 す 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 全 ゲ ノ ム に わ た る タ ン パ ク
質 － Ｄ Ｎ Ａ 相 互 作 用 を 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 遺
伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の 少 な く と も ７ ０ ０ ｂ ｐ 上 流 か ら 少 な く と も ２ ０ ０ ｂ ｐ 下 流 を 含 む 。
い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 少 な く と も 約 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 又 は ６
０ ヌ ク レ オ チ ド 長 を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ の ス ポ ッ ト 上 に 見 出 さ れ
る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 少 な く と も ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 み 、 こ の 配 列 は
上 記 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の ３ ｋ ｂ 上 流 か ら １ ｋ ｂ 下 流 ま で に 及 ぶ 領 域 と 同 一 で あ る 。 い
く つ か の 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ は 、 非 プ ロ モ ー タ ー Ｄ Ｎ Ａ の コ ン ト ロ ー ル
ス ポ ッ ト を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 非 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ
レ ー ム を 含 む 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 非 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 結
合 せ ず 、 且 つ 好 ま し く は 試 験 さ れ る 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 し な い ゲ ノ ム 領 域 を 含 む 。
い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 全 て の 実 験 ス ポ ッ ト 又 は コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト が そ れ ぞ れ 実 験
Ｄ Ｎ Ａ 又 は コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ を 含 む と は 限 ら な い 。 さ ら に 、 い く つ か の 特 定 の 実 施 形 態
で は 、 い く つ か の ス ポ ッ ト は 、 プ ロ モ ー タ ー Ｄ Ｎ Ａ を 含 む コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。 当
業 者 は 、 所 与 の 適 用 の た め の 実 験 ス ポ ッ ト 数 又 は コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト 数 を 決 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト の 各
実 験 ス ポ ッ ト へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル を 、 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト の コ ン ト ロ ー
ル ス ポ ッ ト へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル に よ っ て 標 準 化 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 各 実
験 ス ポ ッ ト で の 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル か ら コ ン ト ロ ー ル
ス ポ ッ ト へ の 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト の 平 均 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル を 差 し 引 く こ と
に よ っ て 標 準 化 を 行 う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 マ イ ク ロ ア レ イ 由 来 の デ ー タ の 分 析 方 法 は 当 該 分 野 で 十 分 に 説 明 さ れ て お り 、 例 え ば 、
DNA Microarrays: A Molecular Cloning Manual, Ed by Bowtel and Sambrook (Cold Spr
ing Harbor Laboratory Press, 2002); Microarrays for an Integrative Genomics byKo
hana (MIT Press,2002) ; A Biologist's Guide to Analysis of DNA Microarray Data, 
by Knudsen (Wiley, John & Sons, Incorporated, 2002); and DNA Microarrays: A Prac
tical Approach, Vol. 205 by Schema (Oxford University Press, 1999); and Methods 
of Microarray Data AnalysisII, ed by Lin et al. (Kluwer Academic Publishers, 200
2)（ そ の 全 体 が 本 明 細 書 中 に 引 用 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 任 意 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 は 細 胞 に 天 然
の も の で あ る 。 「 天 然 の も の で あ る 」 は 、 転 写 調 節 因 子 が 細 胞 中 に 天 然 に 存 在 す る こ と を
意 味 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 は 、 組 換 え 転 写 調 節 因 子 で あ る 。 い く つ か の
実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 は 、 細 胞 の 転 写 調 節 因 子 と 異 な る 種 が 起 源 で あ る 。 い く つ か
の 実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 は 、 ウ イ ル ス 転 写 調 節 因 子 で あ る 。 こ の よ う な 実 施 形 態 で
は 、 細 胞 を ウ イ ル ス 及 び ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 十 分 な 時 間 発 現 さ せ た 後 に 感 染 細 胞 か ら 抽
出 し た ク ロ マ チ ン と 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 転 写 調 節
因 子 は 、 ミ ス セ ン ス 変 異 、 短 縮 、 若 し く は 挿 入 配 列 、 又 は 他 の 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質
由 来 の 全 ド メ イ ン を 有 す る 。 タ グ に よ り 調 節 因 子 の 免 疫 沈 降 を 容 易 に す る こ と が で き る の
で 、 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 標 識 組 換 え 転 写 調 節 因 子 を 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 一 定 の 実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 は 、 特 定 の 転 写 因 子 、 コ ア ク チ ベ ー タ ー 、
コ リ プ レ ッ サ ー 、 又 は こ れ ら の 複 合 体 を 含 む 。 転 写 因 子 は 、 プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト 、 エ
ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 及 び サ イ レ ン サ ー エ レ メ ン ト 等 の 特 定 の 同 族 Ｄ Ｎ Ａ エ レ メ ン ト に
結 合 し 、 遺 伝 子 発 現 の 調 節 を 担 う 。 転 写 因 子 は 、 細 胞 に 関 す る 文 脈 に 依 存 し て 転 写 の ア ク
チ ベ ー タ ー 、 転 写 の リ プ レ ッ サ ー 、 又 は そ の 両 方 で あ り 得 る 。 転 写 因 子 は 、 既 知 で あ る か
若 し く は 同 定 さ れ た 転 写 因 子 の 任 意 の ク ラ ス 又 は 型 に 属 し 得 る 。 既 知 の フ ァ ミ リ ー 又 は 構
造 的 に 関 連 す る 転 写 因 子 の 例 に は 、 ヘ リ ッ ク ス － ル ー プ － ヘ リ ッ ク ス 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー
、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 、 リ ン グ フ ィ ン ガ ー 、 及 び ホ ル モ ン 受 容 体 が 含 ま れ る 。 転 写 因 子 を 、 疾
患 と の そ の 既 知 の 関 連 又 は １ つ 若 し く は 複 数 の 遺 伝 子 の 調 節 に 基 づ い て 選 択 す る こ と も で
き る 。 例 え ば 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ 、 Ｒ ｅ ｌ ／ Ｎ ｆ － ｋ Ｂ 、 ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ Ｄ 、 ｃ － ｆ ｏ ｓ 、 ｃ － ｊ ｕ
ｎ 、 及 び Ｅ ２ Ｆ 等 の 転 写 因 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 任 意 の 転 写 コ ア ク チ ベ
ー タ ー 又 は コ リ プ レ ッ サ ー に 指 向 す る 抗 体 も 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る こ と が で き る 。 特 定
の コ ア ク チ ベ ー タ ー の 例 に は 、 Ｃ Ｂ Ｐ 、 Ｃ Ｔ Ｉ Ｉ Ａ 、 及 び Ｓ Ｒ Ａ が 含 ま れ 、 コ リ プ レ ッ サ
ー の 特 定 の 例 に は 、 ｍ Ｓ ｉ ｎ ３ タ ン パ ク 質 、 Ｍ Ｉ Ｔ Ｒ 、 及 び Ｌ Ｅ Ｕ Ｎ Ｉ Ｇ が 含 ま れ る 。 さ
ら に 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ラ ー ゼ （ Ｈ Ａ Ｔ ） 及 び ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｄ Ａ Ｃ ） 等 の 転
写 複 合 体 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 を
使 用 し て 決 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 初 代 細 胞 で あ る 。 初 代 細 胞 を 、
生 物 か ら 直 接 単 離 し 、 in vitroで 最 少 に 継 代 し 、 そ れ に よ り 生 物 中 の 細 胞 の ほ と ん ど の 表
現 型 の 特 徴 が 保 存 さ れ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 初 代 細 胞 は 、 ex vivoで １ ０ 回 未 満 倍 加
し た 初 代 細 胞 で あ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 移 植 用 グ レ ー ド の 組 織 又 は 新 た
に 単 離 し た 組 織 に 由 来 す る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の ア ッ セ イ で 使 用 さ れ る 細 胞 型 は 、 任 意 の
細 胞 型 で あ り 得 る 。 細 胞 は 、 後 生 動 物 又 は 酵 母 等 の 単 細 胞 生 物 由 来 の 原 核 細 胞 若 し く は 真
核 細 胞 で あ り 得 る 。 い く つ か の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 げ っ 歯 類 、 霊 長 類 、 又 は
ヒ ト 由 来 の 細 胞 等 の 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 。 細 胞 は 、 野 生 型 細 胞 又 は 組 換 え 手 段 若 し く は 変
異 誘 発 物 質 へ の 曝 露 に よ っ て 遺 伝 子 修 飾 さ れ た 細 胞 で あ り 得 る 。 細 胞 は 、 形 質 転 換 細 胞 又
は 不 死 化 細 胞 で あ り 得 る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 罹 患 生 物 に 由 来 す る 。 い く
つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 過 形 成 状 態 等 の 疾 患 を 引 き 起 こ す 遺 伝 的 変 異 を 含 む 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 移 植 用 グ レ ー ド の 組 織 又 は 新 た に 単 離 し た 組 織 に 由
来 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 障 害 を 罹 患 し て い る か 又 は 罹 患 し て い る 疑 い
の あ る 被 験 体 等 の 組 織 生 検 に 由 来 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 を 、 体 液 又 は 分 泌 液 （ 血
清 、 血 漿 、 唾 液 、 涙 、 汗 、 精 液 、 羊 水 、 膣 分 泌 物 、 鼻 汁 （ nasal secretion） 、 滑 液 、 髄
液 、 痰 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 、 水 疱 液 （ blister fluid） 、 膿 、 便 、 及 び 頭 蓋 内 液 （ intracr
anial fluid） が 含 ま れ る ） か ら 単 離 す る 。 細 胞 は 、 生 細 胞 、 又 は ホ ル マ リ ン 、 Ｂ ５ 、 ツ
ェ ン ケ ル 固 定 液 、 ル ゴ ー ル 液 、 カ ル ノ ア 固 定 液 、 Ｆ １ ３ 固 定 液 、 若 し く は 他 の 防 腐 剤 等 で
の 処 理 に よ っ て 保 存 さ れ た 細 胞 、 又 は 凍 結 に よ っ て 保 存 さ れ た 細 胞 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 ク ロ マ チ ン の 単 離 前 に 化
合 物 又 は 薬 物 等 の 薬 剤 で 処 理 さ れ て い る 。 い く つ か の 好 ま し い 薬 剤 に は 、 転 写 調 節 因 子 に
結 合 す る か 又 は そ の 発 現 を 調 節 す る 薬 剤 が 含 ま れ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 所 与 の 転
写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 、 薬 剤 と 接 触 さ せ た 細 胞 及 び 薬 剤 と 接 触 さ せ な い
細 胞 の 両 方 又 は 異 な る 量 の 薬 剤 と 接 触 さ せ た 細 胞 で 決 定 す る 。 こ の よ う な 方 法 を 使 用 し て
、 遺 伝 子 の 型 及 び ／ 又 は 転 写 調 節 因 子 が こ れ ら の 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す る 範 囲 を 変 化 さ せ
る 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 手 法 を 使 用 し て 、 転 写 調 節 因 子 の
活 性 、 特 異 性 、 又 は 発 現 を 変 化 さ せ る 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 方 法 の い く つ か の 実
施 形 態 で は 、 増 幅 コ ン ト ロ ー ル ク ロ マ チ ン よ り も 増 幅 ク ロ マ チ ン フ ラ グ メ ン ト に よ る よ り
高 い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル は 、 少 な く と も ２ 倍 の よ り 高 い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル を 含
む 。 当 業 者 は 、 よ り 高 い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 レ ベ ル を 構 成 す る 閾 値 を 、 特 定 の 適 用 の た め に
調 整 す る こ と が で き る 。 よ り 高 い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ る と 標 的 サ イ ズ が よ り 小 さ く な る
こ と が 予 想 さ れ る が 、 そ の 閾 値 を 超 え る 所 与 の 遺 伝 子 が in vivoに て 細 胞 で 転 写 調 節 因 子
に よ っ て 調 節 さ れ る 確 か ら し さ が よ り 高 く な る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 方 法 の 他 の 実 施 形 態
で は 、 転 写 調 節 因 子 は 、 基 本 転 写 因 子 又 は 基 本 転 写 機 構 の 成 分 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で
は 、 基 本 転 写 機 構 の 成 分 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ ｐ ｏ Ｉ Ｉ 、 ｐ ｏ Ｉ Ｉ Ｉ 、 ｐ ｏ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ
、 Ｔ Ｂ Ｐ 、 Ｎ Ｔ Ｆ － １ 、 及 び Ｓ ｐ １ が 含 ま れ る ） 及 び Ｔ Ｆ Ｉ Ｉ Ｄ の 任 意 の 他 の 成 分 （ 例 え
ば 、 Ｔ Ａ Ｆ （ 例 え ば 、 Ｔ Ａ Ｆ ２ ５ ０ 、 Ｔ Ａ Ｆ １ ５ ０ 、 Ｔ Ａ Ｆ １ ３ ５ 、 Ｔ Ａ Ｆ ９ ５ 、 Ｔ Ａ Ｆ
８ ０ 、 Ｔ Ａ Ｆ ５ ５ 、 Ｔ Ａ Ｆ ３ １ 、 Ｔ Ａ Ｆ ２ ８ 、 及 び Ｔ Ａ Ｆ ２ ０ ） が 含 ま れ る ） 、 又 は ポ リ
メ ラ ー ゼ ホ ロ 酵 素 の 任 意 の 他 の 成 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 細 胞 中 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 転 写 活 性 遺 伝 子 の 同 定
方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 は 何 か を 決 定 す る
こ と 及 び ど の 遺 伝 子 が 細 胞 中 で 転 写 活 性 を 示 す の か を 決 定 す る こ と を 含 む 。 １ つ の 実 施 形
態 で は 、 転 写 活 性 を 示 す 遺 伝 子 の セ ッ ト は 、 そ の プ ロ モ ー タ ー が Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ
等 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 又 は 基 本 転 写 機 構 の メ ン バ ー に よ っ て 結 合 さ れ る 遺 伝 子 の セ ッ ト
で あ る 。 或 い は 、 転 写 活 性 を 示 す 遺 伝 子 を 、 当 該 分 野 で 既 知 の 他 の 技 術 を 使 用 し て 同 定 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 転 写 調 節 因 子 を 発 現 す る 細 胞 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 回 収 し 、 コ ー ド
配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ に て 試 験 し て ど の 遺 伝 子 が 転 写 さ れ る の か を 決 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 中 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 転 写 活 性 遺
伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 組 織 か ら ク ロ マ チ ン を 選 択 的 に 単 離 す る ス テ ッ プ と
、 （ ｂ ） 転 写 調 節 因 子 が 結 合 し て い る ク ロ マ チ ン の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 同 定 す る ス テ ッ プ
と 、 （ ｃ ） 基 本 転 写 機 構 の メ ン バ ー が 結 合 し て い る ク ロ マ チ ン の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 同 定
す る ス テ ッ プ と 、 （ ｄ ） ス テ ッ プ （ ｂ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｃ ） で 同 定 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 領
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域 を 比 較 し て 重 複 す る 遺 伝 子 を 決 定 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 重 複 す る 遺 伝 子 が 転 写 調 節 因
子 に よ っ て 調 節 さ れ る 転 写 活 性 遺 伝 子 で あ る 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 関 連 す る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 転 写 調 節 因 子 が 全 体 的 転 写 調 節 因 子 で あ る か を 決 定 す る
方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の 方 法 は 、 転 写 調 節 因 子 が 全 体 的 転 写 調 節 因 子 で あ る か を 評 価 す る
方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 組 織 か ら ク ロ マ チ ン を 選 択 的 に 単 離 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｂ ） 候 補 全
体 的 転 写 調 節 因 子 が 結 合 し て い る ク ロ マ チ ン か ら プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 同 定 す る ス テ ッ プ と
、 （ ｃ ） 基 本 転 写 機 構 の メ ン バ ー が 結 合 し て い る ク ロ マ チ ン か ら プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 同 定
す る ス テ ッ プ と 、 （ ｄ ） ス テ ッ プ （ ｂ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｃ ） で 同 定 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 領
域 を 比 較 し 、 （ ｉ ） 候 補 全 体 的 転 写 調 節 因 子 及 び 基 本 転 写 機 構 の メ ン バ ー が 結 合 し て い る
プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 数 と 、 （ ｉ ｉ ） 基 本 転 写 機 構 の メ ン バ ー が 結 合 し て い る プ ロ モ ー タ ー
領 域 の 数 と の 間 の 比 を 決 定 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 比 が ０ ． ２ を 超 え る 場 合 に 当 該 転 写 調
節 因 子 が 全 体 的 転 写 調 節 因 子 で あ る 、 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 上 記 の 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ス テ ッ プ （ ｂ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｃ ） を 、 Ｄ Ｎ Ａ マ
イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し て 行 う 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ は 、 （ ｉ ） 少
な く と も １ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 実 験 ス ポ ッ ト で あ っ て 、 実 験 ス ポ ッ ト は そ れ ぞ れ 実 験 Ｄ Ｎ Ａ を
含 み 、 実 験 Ｄ Ｎ Ａ は そ れ ぞ れ サ ブ セ ッ ト 中 の ヒ ト 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 、 実 験
ス ポ ッ ト 、 及 び （ ｉ ｉ ） 少 な く と も １ ０ ０ 個 の コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト で あ っ て 、 コ ン ト ロ
ー ル ス ポ ッ ト は そ れ ぞ れ コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 コ ン ト ロ ー ル Ｄ Ｎ Ａ は そ れ ぞ れ 非 プ
ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 、 コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト を 含 む 。 任 意 の マ イ ク ロ ア レ イ 型 又 は ア レ
イ 型 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 上 記 の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 機 構 の メ ン バ ー は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ
Ｉ 等 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｔ Ａ Ｔ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 、 又 は Ｔ Ｆ Ｉ Ｉ Ｄ の 任 意 の 他 の 成 分
（ 例 え ば 、 Ｔ Ａ Ｆ （ 例 え ば 、 Ｔ Ａ Ｆ ２ ５ ０ 、 Ｔ Ａ Ｆ １ ５ ０ 、 Ｔ Ａ Ｆ １ ３ ５ 、 Ｔ Ａ Ｆ ９ ５ 、
Ｔ Ａ Ｆ ８ ０ 、 Ｔ Ａ Ｆ ５ ５ 、 Ｔ Ａ Ｆ ３ １ 、 Ｔ Ａ Ｆ ２ ８ 、 及 び Ｔ Ａ Ｆ ２ ０ ） が 含 ま れ る ） で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 細 胞 中 の 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク 又 は 経 路 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 本 発
明 に よ っ て 提 供 さ れ る 方 法 に よ り 、 図 ２ Ｂ 等 に 示 す 調 節 モ チ ー フ の 調 節 モ チ ー フ を 同 定 可
能 で あ る 。 調 節 経 路 に は 、 例 え ば 、 特 定 の 条 件 下 で 細 胞 機 能 を 制 御 す る 経 路 が 含 ま れ 得 る
。 調 節 経 路 は 、 例 え ば 、 系 の 成 分 の 活 性 若 し く は 生 化 学 物 質 の 活 性 、 遺 伝 子 発 現 、 又 は 他
の 経 路 型 の 変 化 に よ っ て 細 胞 機 能 を 制 御 す る 。 活 性 の 変 化 に は 、 例 え ば 、 特 定 の 条 件 下 で
の 発 現 、 活 性 、 又 は 経 路 成 分 の 物 理 的 相 互 作 用 に お け る 変 化 の 誘 導 が 含 ま れ る 。 調 節 経 路
の 特 定 の 例 に は 、 細 胞 成 長 シ グ ナ ル の 存 在 に 反 応 し た 細 胞 分 化 の 阻 害 並 び に ガ ラ ク ト ー ス
の 存 在 及 び 抑 制 す る 糖 の 非 存 在 に 反 応 し た ガ ラ ク ト ー ス の 輸 送 及 び 触 媒 反 応 の 活 性 化 等 の
生 化 学 系 の 環 境 刺 激 に 反 応 し て 細 胞 機 能 を 活 性 化 さ せ る 経 路 が 含 ま れ る 。 用 語 「 成 分 」 は
、 ネ ッ ト ワ ー ク 又 は 経 路 に 関 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 生 化 学 系 、 ネ ッ ト ワ ー ク 、 又 は 経 路 の
分 子 構 成 要 素 （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 他 の 高 分 子 、 又 は 他 の 生 体 分 子 等 ） を 意 味
す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 １ つ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 中 の 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
本 明 細 書 中 に 記 載 の 任 意 の 方 法 等 を 使 用 し て 、 転 写 調 節 因 子 が 細 胞 中 の さ ら な る 転 写 調 節
因 子 を 調 節 す る か を 決 定 す る こ と を 含 み 、 少 な く と も １ つ の さ ら な る 転 写 調 節 因 子 が 転 写
調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 場 合 に 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク が 同 定 さ れ る 、 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 細 胞 中 の 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 本 明 細
書 中 に 記 載 の 任 意 の 方 法 等 の 使 用 に よ っ て 、 転 写 調 節 因 子 が 、 （ ｉ ） 転 写 調 節 因 子 自 体 の
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プ ロ モ ー タ ー 、 又 は （ ｉ ｉ ） 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー を 調 節 す る か を 決 定 す る
ス テ ッ プ で あ っ て 、 実 験 Ｄ Ｎ Ａ が 、 （ ａ ） 転 写 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 及 び （ ｂ ） 複 数
の 転 写 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 、 ス テ ッ プ を 含 み 、 転 写 調 節 因 子 が 転 写 調 節 因 子 自
体 を 調 節 す る か 、 又 は 転 写 調 節 因 子 が 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の 少 な く と も １ つ を 調 節
す る 場 合 、 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク が 同 定 さ れ る 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 細 胞 中 の 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の そ れ ぞ れ に つ い て 本 明 細 書 中 に 記 載 の １ つ の 方 法 の 繰 り 返 す
こ と に よ っ て 、 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の そ れ ぞ れ に よ っ て 調 節 さ れ る サ ブ セ ッ ト 中 の 遺 伝 子
を 決 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 実 験 Ｄ Ｎ Ａ が 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の そ れ ぞ れ の プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を 含 む 、 ス テ ッ プ と 、 （ ｂ ） 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の い ず れ か が 複 数 の 転 写 調
節 因 子 の そ れ ぞ れ の う ち の 少 な く と も １ つ に よ っ て 調 節 さ れ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ と を
含 み 、 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の そ れ ぞ れ の う ち の い ず れ か が 複 数 の 転 写 調 節 因 子 の う ち の 少
な く と も １ つ に よ っ て 調 節 さ れ る 場 合 、 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク が 同 定 さ れ る 、 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 同 定 す る 方 法 の 特 定 の 実 施 形 態 は 、 複 数 の 転 写
調 節 因 子 の う ち １ つ に よ っ て 調 節 さ れ る 任 意 の 遺 伝 子 も 任 意 の 他 の 転 写 調 節 因 子 の 標 的 で
あ る か を 決 定 す る こ と を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 調 節 モ チ ー フ の 同 定 の た め の ア ル ゴ リ ズ ム を 提 供 し 、 こ の ア ル ゴ リ
ズ ム は 、 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 方 法 等 の 本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ た
任 意 の 方 法 と 併 せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 ２ つ の デ ー タ 行 列 を 作
製 す る 。 全 行 列 Ｄ は 、 バ イ ナ リ エ ン ト リ ー Ｄ ｉ ｊ か ら な り 、 こ れ は 、 １ が 調 節 因 子 ｊ の 遺
伝 子 間 領 域 ｉ へ の 結 合 を 示 し 、 ０ は 結 合 事 象 な し を 示 す 。 調 節 行 列 Ｒ は 、 Ｄ の サ ブ セ ッ ト
で あ り 、 調 節 因 子 の 列 と 同 一 の 順 序 で 各 調 節 因 子 に 割 り 当 て た 遺 伝 子 間 領 域 に 対 応 す る 行
の み を 含 む 。 Matlab（ 商 標 ） ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 分 析 を 行 う こ と が で き る 。 各 モ チ ー
フ を 求 め る た め の ア ル ゴ リ ズ ム を 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 自 己 調 節 モ チ ー フ ： Ｒ の 対 角 線 上 の 各 非 ゼ ロ エ ン ト リ ー を 求 め る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド ル ー プ ： そ れ ぞ れ の 主 な 調 節 因 子 （ Ｒ 列 ） に つ い て 、 結 合 し た 調 節
因 子 に 対 応 す る 非 ゼ ロ エ ン ト リ ー を 求 め る 。 そ れ ぞ れ の 主 な 調 節 因 子 ／ 二 次 調 節 対 に つ い
て 、 両 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 さ れ る Ｄ 中 の 全 て の 行 を 求 め る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 多 成 分 ル ー プ ： そ れ ぞ れ の 調 節 因 子 （ Ｒ 列 ） に つ い て 、 調 節 因 子 が 結 合 す る 調 節 因 子 を
求 め る 。 こ れ ら の そ れ ぞ れ に つ い て 、 調 節 因 子 が 結 合 す る 調 節 因 子 を 求 め る 。 こ れ ら の い
ず れ も が 元 の 調 節 因 子 で あ る 場 合 、 ２ つ の 多 成 分 ル ー プ で あ る 。 他 の 全 て に つ い て 、 調 節
因 子 が 結 合 す る 調 節 因 子 を 求 め る 。 こ れ ら の い ず れ も が 元 の 調 節 因 子 で あ る 場 合 、 ３ つ の
多 成 分 ル ー プ で あ る 。 よ り 大 き な ル ー プ を 求 め る た め に 繰 り 返 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 単 一 （ single） 入 力 モ ジ ュ ー ル ： た っ た １ つ の 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 さ れ る 遺 伝 子 間 領
域 を 求 め る 。 す な わ ち 、 各 行 の 合 計 が １ で あ る よ う に Ｄ 行 の サ ブ セ ッ ト を と る 。 次 い で 、
そ れ ぞ れ の 調 節 因 子 （ 列 ） に つ い て 、 非 ゼ ロ エ ン ト リ ー を 求 め る 。 各 セ ッ ト （ ３ つ を 超 え
る 遺 伝 子 間 領 域 ） は Ｓ Ｉ Ｍ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 多 入 力 モ ジ ュ ー ル ： １ つ を 超 え る 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 さ れ る 遺 伝 子 間 領 域 を 求 め る 。
す な わ ち 、 各 行 の 合 計 が １ を 超 え る に よ う Ｄ 行 の サ ブ セ ッ ト を と る 。 次 い で 、 そ れ ぞ れ の
行 に つ い て 、 同 一 の 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 さ れ る 任 意 の 他 の 行 を 求 め る 。 同 一 の 調 節 因 子
に よ っ て 結 合 さ れ る 列 の 集 合 は 、 Ｍ Ｉ Ｍ に 対 応 す る 。 一 旦 行 が Ｍ Ｉ Ｍ に 割 り 当 て ら れ る と
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、 さ ら な る 分 析 の た め に こ の 行 を 取 り 出 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 調 節 因 子 鎖 ： 各 調 節 因 子 （ Ｒ 列 ） に つ い て 、 再 帰 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 全 長 の 鎖 を 求
め る 。 す な わ ち 、 鎖 中 に 結 合 す る 前 に プ ロ モ ー タ ー が 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 さ れ る そ れ ぞ
れ の 鎖 に つ い て 、 調 節 因 子 が 結 合 す る 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー を 求 め る 。 鎖 が 終 了 す る ま
で 繰 り 返 す 。 鎖 を 終 了 さ せ る た め の 可 能 な 方 法 は 以 下 の ３ つ 存 在 す る :い か な る 他 の 調 節
因 子 の プ ロ モ ー タ ー に も 結 合 し な い 調 節 因 子 、 調 節 因 子 自 体 の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 す る 調
節 因 子 、 又 は 鎖 中 で よ り 早 く 別 の 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 す る 調 節 因 子 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク の 同 定 方 法 等 の 本 明 細 書 中 に 記 載 の 任 意 の 方 法 の １ つ の 好 ま し い 実 施
形 態 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 中 の 実 験 Ｄ Ｎ Ａ は 、 さ ら な る 転 写 調 節 因 子 又 は 転 写 調 節 因 子 を
コ ー ド す る と 疑 わ れ る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 。 当 業 者 は 、 こ の よ う な マ イ ク ロ
ア レ イ に よ り 、 調 節 経 路 の 成 分 を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 １ つ の 転 写 調 節 因 子 を
は じ め と し て 、 転 写 調 節 因 子 が 調 節 す る 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法
等 の 任 意 の 方 法 を 使 用 し て 同 定 す る 。 例 え ば 、 １ つ の 同 定 さ れ た 遺 伝 子 自 体 が 第 ２ の 転 写
調 節 因 子 で あ る か 、 又 は 転 写 調 節 因 子 を コ ー ド す る と 疑 わ れ る 場 合 、 第 ２ の 転 写 調 節 因 子
が 調 節 す る 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト が 同 定 さ れ る 、 等 で あ る 。 さ ら に 、 第 １ 及 び 第 ２ の 転 写 調
節 因 子 が 調 節 す る 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト を 比 較 し て 、 両 サ ブ セ ッ ト 中 に 任 意 の 遺 伝 子 が 見 出
さ れ る か を 決 定 す る こ と が で き る 。 そ う で あ れ ば 、 フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド モ チ ー フ （ 調 節 ネ
ッ ト ワ ー ク 単 位 ） が 同 定 さ れ る 。 同 様 に 、 第 ２ の 転 写 調 節 因 子 が 第 １ の 転 写 調 節 因 子 を 調
節 す る こ と が 見 出 さ れ た 場 合 、 フ ィ ー ド バ ッ ク ル ー プ が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
〔 ４ ． 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る た め の 治 療 薬 の 開 発 〕
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 治 療 薬 の 開 発 の た め の 標 的 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明
の １ つ の 態 様 は 、 被 験 体 の 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る た め の 治 療 薬 の 開 発 の た め の 少 な く と
も １ つ の 標 的 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 障 害 の 少 な く と も １ つ の 形 態 が 転 写 調 節 因
子 又 は 転 写 調 節 因 子 と 疑 わ れ る も の の 活 性 の 変 化 に 起 因 し 、 （ ａ ） 細 胞 中 の 転 写 調 節 因 子
に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る ス テ ッ プ と 、 （ ｂ ） 転 写 調 節 因 子 が 広 域 作 用 転 写 調
節 因 子 で あ る か 又 は 狭 域 作 用 転 写 調 節 因 子 で あ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 転 写 調
節 因 子 が 広 域 作 用 転 写 調 節 因 子 で あ る 場 合 、 当 該 転 写 調 節 因 子 が 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的
遺 伝 子 で あ り 、 転 写 調 節 因 子 が 狭 域 作 用 転 写 調 節 因 子 で あ る 場 合 、 （ ｉ ） 転 写 調 節 因 子 に
よ っ て 調 節 さ れ る 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 が 障 害 の 原 因 で あ る 可 能 性 が 高 い か を 決 定 し て
、 障 害 の 原 因 で あ る 可 能 性 が 高 い 遺 伝 子 が 治 療 薬 の 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 あ り 、 且 つ （
ｉ ｉ ） 細 胞 中 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ 、 且 つ （ １ ） 転 写 調 節 因 子 を コ ー ド す る か
、 又 は （ ２ ） 転 写 調 節 因 子 を コ ー ド す る と 疑 わ れ る 、 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 に つ い て 、
ス テ ッ プ （ ａ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｂ ） に お け る 前 記 転 写 調 節 因 子 を 前 記 遺 伝 子 と 変 更 し て 、
ス テ ッ プ （ ａ ） 及 び ス テ ッ プ （ ｂ ） を 繰 り 返 す 、 ス テ ッ プ を 含 み 、 そ れ に よ り 、 被 験 体 の
障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る た め の 治 療 薬 の 開 発 の た め の 少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 が 同 定
さ れ る 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 の 同 定 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 中 で 転 写 調
節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 、 染 色 体 規 模 の 位 置 分 析 、 転 写 調 節 因 子 を 発 現 す る 細
胞 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 分 析 を 使 用 す る か 、 又 は 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子
の 同 定 の た め の 本 明 細 書 中 に 記 載 の 任 意 の 方 法 の 使 用 に よ っ て 同 定 す る 。 い く つ か の 方 法
は 、 Gabrielson et al., Obesity Research, 8 (5), 374- 384 (2000)に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ マ
イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ 等 の Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ の 使 用 を 含 み
得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 の 同 定 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で
は 、 転 写 調 節 因 子 は 、 主 要 調 節 遺 伝 子 (master regulatory gene)で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態
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で は 主 要 調 節 遺 伝 子 は 、 Ｓ Ｏ Ｘ １ － １ ８ 、 Ｏ Ｃ Ｔ ６ 、 Ｐ Ａ Ｘ ３ 、 ミ オ カ ル ジ ン 、 Ｇ Ａ Ｔ Ａ
１ － ６ 、 Ｔ Ｃ Ｆ １ ／ Ｈ Ｎ Ｆ １ Ａ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ Ａ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ６ 、 Ｎ Ｇ Ｎ ３ 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ 、 Ｆ Ｏ Ｘ
Ａ １ － ３ 、 Ｉ Ｐ Ｆ １ 、 Ｇ Ａ Ｔ Ａ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ３ 、 Ｎ Ｋ Ｘ ２ ． １ 、 Ｃ Ｄ Ｘ 、 Ｆ Ｔ Ｆ ／ Ｎ Ｒ ５ Ａ ２
、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ β 、 Ｓ Ｃ Ｌ １ 、 Ｓ Ｋ Ｉ Ｎ １ 、 又 は 転 写 因 子 の ニ ュ ー ロ ゲ ニ ン 、 Ｌ Ｋ 、 Ｌ Ｍ Ｏ
、 Ｓ Ｏ Ｘ 、 Ｏ Ｃ Ｔ 、 Ｐ Ａ Ｘ 、 Ｇ Ａ Ｔ Ａ 、 若 し く は Ｍ ｙ ｏ Ｄ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 は 、 Ｐ Ａ Ｘ ３ 、 Ｅ Ｇ
Ｒ － １ 、 Ｅ Ｇ Ｒ － ２ 、 Ｏ Ｃ Ｔ ６ 、 Ｓ Ｏ Ｘ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 Ｇ Ａ Ｔ Ａ フ ァ ミ リ ー メ ン バ
ー 、 Ｐ Ａ Ｘ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 Ｏ Ｃ Ｔ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 Ｒ Ｆ Ｘ ５ 、 Ｗ Ｈ Ｎ 、 Ｇ Ａ Ｔ
Ａ １ 、 Ｖ Ｄ Ｒ 、 Ｃ Ｒ Ｘ 、 Ｃ Ｂ Ｐ 、 Ｍ ｅ Ｃ Ｐ ２ 、 Ａ Ｍ Ｌ １ 、 ｐ ５ ３ 、 Ｐ Ｌ Ｚ Ｆ 、 Ｐ Ｍ Ｌ 、 Ｒ
ｂ 、 Ｗ Ｔ １ 、 Ｎ Ｒ ３ Ｃ ２ 、 Ｇ Ｃ Ｃ Ｒ 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ 、 Ｓ Ｉ Ｍ １ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ｌ α 、 Ｈ Ｎ Ｆ ｌ β 、
Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 、 Ｐ Ｄ Ｘ １ 、 Ｍ Ａ Ｆ Ａ 、 Ｆ Ｏ Ｘ Ａ ２ 、 又 は Ｎ Ｅ Ｕ Ｒ Ｏ Ｄ １ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 活 性 の 変 化 に よ り 疾 患 を 引 き 起 こ し 得 る 転 写 調 節 因 子 を 、 生 物 中 の 複 数 又 は 全 て の 組 織
で 発 現 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 任 意 の 複 数 の 細 胞 型 を 治 療 薬 の 同 定 で 使 用 す る こ と が で
き る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 の 同 定 方 法 の い く つ か の 実 施 形
態 で は 、 細 胞 は 、 そ の 機 能 が 障 害 で 低 下 す る 組 織 に 由 来 す る 。 例 え ば 、 膵 臓 細 胞 を 糖 尿 病
に 使 用 す る こ と が で き 、 心 筋 細 胞 を 心 筋 梗 塞 に 使 用 す る こ と が で き 、 ニ ュ ー ロ ン を ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 の 同 定 方 法 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、
広 域 作 用 遺 伝 子 は 細 胞 中 の 少 な く と も 約 １ ％ 、 ２ ％ 、 又 は よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２
． ５ ％ の 遺 伝 子 を 調 節 し 、 狭 域 作 用 遺 伝 子 は 細 胞 中 の 約 １ ％ 、 ２ ％ 、 又 は ２ ． ５ ％ 未 満 の
遺 伝 子 を 調 節 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 は 、 転 写 調 節 因 子 の 少 な く と も
Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 内 で 少 な く と も 約 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 又 は ５ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 同 一
で あ る 場 合 に 転 写 調 節 因 子 を コ ー ド す る 疑 い が あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 並 び に 核 酸 及 び
ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 実 施 方 法 は 当 該 分 野 で 既 知 で あ る 。 比 較 の た め の 最
適 な 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 、 Smith and Waterman,Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981)の 局
所 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム ;Needleman and Wunsch,J Mol Biol 48: 443 (1970)の 相 同 性 ア ラ
イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム ;Pearson and Lipman, Proc.Natl. Acad. Sci.8: 2444 (1988)の
類 似 性 検 索 方 法 ;こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ ュ ー タ 化 さ れ た 実 行 プ ロ グ ラ ム （ lntelli
genetics, Mountain View, Calif.の PC/Gene プ ロ グ ラ ム 中 の CLUSTAL、 Wisconsin Geneti
cs Software Package, Genetics Computer Group (GCG), 7 Science Dr. , Madison, Wis
. , USA の GAP、 BESTFIT、 BLAST、 FASTA、 及 び TFASTAが 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い
） に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 CLUSTALプ ロ グ ラ ム は 、 Higgins and Sharp, Gene, 73: 23
7-244,1988 ; Higgins and Sharp, CABIOS: 11-13,1989 ; Corpet, et al., Nucleic Aci
ds Research, 16: 881-90,1988 ; Huang, et al.,Computer Applications in the Biosci
ences 8: 1-7,1992 ;及 び Pearson, et al., Methods in Molecular Biology 24: 7-331,1
994で 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 の 同 定 方 法 の い く つ か の 特 定 の 実 施
形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 は 、 こ の 遺 伝 子 の 変 異 に よ っ て 障 害 に
関 連 す る 少 な く と も １ つ の 表 現 型 又 は 症 状 が 生 じ る 場 合 、 障 害 の 原 因 で あ る 可 能 性 が 高 い
と い わ れ る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 は 、 障 害 で 機
能 が 低 下 す る 経 路 で 機 能 す る 酵 素 又 は シ グ ナ ル 伝 達 分 子 を こ の 遺 伝 子 が コ ー ド す る 場 合 、
障 害 の 原 因 で あ る 可 能 性 が 高 い と い わ れ る 。 例 え ば 、 疾 患 が Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 （ 高 血 糖 症 に よ
っ て 特 徴 づ け ら れ る 障 害 ） で あ る 場 合 、 糖 輸 送 体 を コ ー ド す る 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節
さ れ る 遺 伝 子 、 解 糖 工 程 若 し く は 糖 新 生 工 程 の 触 媒 に 関 与 す る 酵 素 、 又 は イ ン ス リ ン の 産
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生 、 分 泌 、 若 し く は シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 遺 伝 子 は 、 障 害 の 原 因 で あ る 可 能 性 が 高 い と
い わ れ る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 は 、 遺 伝 子
の 変 異 対 立 遺 伝 子 が 疾 患 の 少 な く と も １ つ の 形 態 の 「 感 受 性 遺 伝 子 座 」 に 遺 伝 的 に 関 連 す
る 場 合 、 障 害 の 原 因 で あ る 可 能 性 が 高 い と 言 わ れ る 。 特 定 の 疾 患 の 「 感 受 性 遺 伝 子 座 」 は
、 疾 患 の 開 始 又 は 進 行 に 関 与 す る 配 列 又 は 遺 伝 子 座 で あ る 。 感 受 性 遺 伝 子 座 は 、 例 え ば 、
マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー に よ っ て 同 定 さ れ る か 、 又 は 定 義 さ れ た １ つ の ヌ ク レ オ チ ド
多 型 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 遺 伝 子 又 は マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 反 復 で あ り 得 る 。 一 般
に 、 特 定 の 疾 患 に 関 与 す る 感 受 性 遺 伝 子 及 び そ の 遺 伝 子 座 を 、 科 学 刊 行 物 で 見 出 す こ と が
で き る が 、 実 験 で 確 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 の 同 定 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で
は 、 転 写 調 節 因 子 の 活 性 の 変 化 は 、 少 な く と も １ つ の 以 下 ： （ ａ ） Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る 転 写 調
節 因 子 の 結 合 親 和 性 の 変 化 、 （ ｂ ） Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ ホ ロ 酵 素 、
又 は 第 ２ の 転 写 調 節 因 子 に 結 合 す る 転 写 調 節 因 子 の 能 力 の 変 化 、 （ ｃ ） リ ガ ン ド に 対 す る
転 写 調 節 因 子 の 結 合 親 和 性 の 変 化 、 （ ｄ ） 転 写 調 節 因 子 の 発 現 レ ベ ル 又 は 発 現 パ タ ー ン の
変 化 、 又 は （ ｅ ） ホ モ 多 量 体 又 は ヘ テ ロ 多 量 体 を 形 成 す る 転 写 調 節 因 子 の 能 力 の 変 化 を 含
む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 は 、 転 写 調 節 因 子 の 変 異 形 態
を 含 む 。 転 写 調 節 因 子 の 好 ま し い 変 異 形 態 は 、 治 療 薬 が 模 索 さ れ て い る 疾 患 を 引 き 起 こ す
変 異 形 態 で あ る 。 こ の よ う な 実 施 形 態 は 、 疾 患 の 少 な く と も １ つ の 形 態 を 引 き 起 こ す 変 異
転 写 調 節 因 子 の 標 的 特 異 性 が 変 化 し 、 こ れ に よ り 、 当 該 転 写 調 節 因 子 が 調 節 す る 遺 伝 子 又
は 当 該 転 写 調 節 因 子 が 転 写 を 調 節 す る 程 度 が 、 当 該 転 写 調 節 因 子 の 非 変 異 形 態 と 比 較 し て
変 化 す る 場 合 、 特 に 好 ま し い 。 こ の よ う な 実 施 形 態 は 、 転 写 調 節 因 子 の 野 生 型 形 態 を 使 用
し た 場 合 に 同 定 す る こ と が で き な か っ た 治 療 標 的 を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ
Ａ 結 合 ド メ イ ン の 変 異 は 、 種 々 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 配 列 に 対 す る そ の 親 和 性 の 変 化 に よ っ て 転 写
調 節 因 子 の 標 的 特 異 性 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 転 写 調 節 因 子 の 変 異 に よ り 、 低 形 質 （ hypomorphic） 、 高 形 質 （ hypermorphic） 、 又 は
新 形 質 （ neomorphic） の 表 現 型 を 得 る こ と が で き る こ と が 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 変 異 は 、
一 般 に 、 転 写 調 節 因 子 の 活 性 を 減 少 さ せ る こ と が で き る か 、 一 般 に 、 活 性 を 増 加 さ せ る こ
と が で き る か 、 又 は 新 規 の 性 質 （ 標 的 範 囲 の 変 更 又 は ア ク チ ベ ー タ ー の リ プ レ ッ サ ー へ の
変 化 若 し く は そ の 逆 等 ） を 付 与 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 任 意 の 方 法 、 特 に
治 療 薬 の 同 定 方 法 で は 、 任 意 の こ れ ら の 活 性 の 変 化 を 有 す る 転 写 調 節 因 子 を 発 現 す る 細 胞
を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 を 、 転 写 調 節 因 子 が 関 連 す る 任 意 の 障 害 に 適 用 す る こ と が で き
る 。 疾 患 及 び 疾 患 を 引 き 起 こ す 転 写 調 節 因 子 の 例 を 、 当 業 者 に よ る 科 学 文 献 及 び 医 学 文 献
（ Medical Genetics, L. V. Jorde et al., Elsevier Science 2003, and Principles of
 Internal Medicine,15th edition, ed by Braunwald et al., McGraw-Hill, 2001; Amer
ican Medical Association Complete Medical Encyclopedia (Random House, Incorporat
ed, 2003); and The Mosby Medical Encyclopedia, ed by Glanze (Plume, 1991)が 含 ま
れ る ） に 見 出 す こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 障 害 は 、 少 な く と も １ つ の 以 下
： 脳 、 脊 髄 、 心 臓 、 動 脈 、 食 道 、 胃 、 小 腸 、 大 腸 、 肝 臓 、 膵 臓 、 肺 、 腎 臓 、 尿 路 、 卵 巣 、
乳 房 、 子 宮 、 精 巣 、 陰 茎 、 結 腸 、 前 立 腺 、 骨 、 筋 肉 、 軟 骨 、 甲 状 腺 、 副 腎 、 下 垂 体 、 骨 髄
、 血 液 、 胸 腺 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 皮 膚 、 目 、 耳 、 鼻 、 歯 又 は 舌 の 機 能 低 下 に よ っ て 特 徴 づ
け ら れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 の 同 定 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で
は 、 被 験 体 は 哺 乳 動 物 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 被 験 体 は ヒ ト で あ る 。 本 明 細 書 中
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に 記 載 の 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 遺 伝 子 の 同 定 方 法 の い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 治 療 薬 は
、 小 分 子 薬 物 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 抗 体 、 ペ プ チ ド 、 リ ガ ン ド 、 脂 肪 酸 、 ホ ル モ ン 、 又 は
代 謝 産 物 を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ る ア ン チ セ ン ス 核 酸 作 用 に は 、 細 胞 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ レ ベ
ル 等 で 細 胞 条 件 下 に て 遺 伝 子 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 （ 例 え ば 結 合 ） し 、 こ れ に
よ り 、 例 え ば 、 転 写 及 び ／ 又 は 翻 訳 の 阻 害 に よ っ て こ の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 従 来 の 塩 基 対 の 相 補 性 、 又 は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 へ の 結 合 の
場 合 、 二 重 ら せ ん の 主 溝 中 の 特 異 的 相 互 作 用 に よ っ て 結 合 す る こ と が で き る 。 好 ま し い ア
ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ ｈ Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 任 意 の 他 の 形 態 を
含 む 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 、 そ の in vivo安 定 性 を 増 加 さ せ る 等 の た め に 化 学 修 飾 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ は 、 真 核 細 胞 中 で 起 こ り 得 る 配 列 特 異 的 な 転 写 後 の 遺 伝 子 抑 制 過 程 で あ る 。 一
般 に 、 こ の 過 程 は 、 特 定 の 配 列 と 相 同 な 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） に よ っ て 誘 導 さ れ る
特 定 の 配 列 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 分 解 を 含 む 。 例 え ば 、 特 定 の 一 本 鎖 ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｓ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ）
配 列 に 対 応 す る 長 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 そ の メ ッ セ ー ジ を 不 安 定 に し 、 対 応 す る 遺 伝 子
の 発 現 を 「 干 渉 す る 」 。 し た が っ て 、 任 意 の 選 択 さ れ た 遺 伝 子 を 、 こ の 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 全 部 又 は 実 質 的 部 分 に 対 応 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 移 入 に よ っ て 抑 制 す る こ と が で き る 。 長 い
ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ が 発 現 さ れ る 場 合 、 最 初 に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ｉ Ｉ に よ っ て よ り 短 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ
Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ い く つ か の 例 で は 、 わ ず か ２ １ ～ ２ ２ 塩 基 対 長 ） に プ ロ セ シ ン グ
さ れ る よ う で あ る 。 さ ら に 、 比 較 的 短 い 相 同 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 移 入 又 は 発 現 に よ っ て Ｒ Ｎ Ａ ｉ
を 生 じ る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ る 遺 伝 子 抑 制 を 生 じ る に は 約 ３ ０ 塩 基 対 未 満 の ｄ ｓ
Ｒ Ｎ Ａ が 好 ま し い （ Hunter et al. (1975) J Biol Chem 250: 409-17; Manche et al. (1
992) Mol Cell Biol 12: 5239-48; Minks et al. (1979) J Biol Chem 254: 10180-3;及
び Elbashir et al. (2001) Nature 411: 494-8参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 抗 体 に は 、 例 え ば 、 任 意 の ア イ ソ タ イ プ の 全 抗 体 （ Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｅ 等
） が 含 ま れ 、 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 哺 乳 動 物 ） タ ン パ ク 質 と も 特 異 的 に 反 応 す る そ の フ ラ グ
メ ン ト も 含 ま れ る 。 抗 体 を 従 来 の 技 術 を 使 用 し て 断 片 化 し 、 フ ラ グ メ ン ト を 上 記 の 全 抗 体
に 記 載 の 様 式 と 同 一 の 様 式 で 有 用 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 し た が っ
て 、 こ の 用 語 に は 、 一 定 の タ ン パ ク 質 と 選 択 的 に 反 応 す る こ と が で き る 抗 体 分 子 の タ ン パ
ク 質 分 解 的 切 断 部 分 又 は 組 換 え 調 製 部 分 の セ グ メ ン ト が 含 ま れ る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質
分 解 フ ラ グ メ ン ト 及 び ／ 又 は 組 換 え フ ラ グ メ ン ト の 非 限 定 的 な 例 に は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー
に よ っ て 連 結 し た Ｖ ［ Ｌ ］ ド メ イ ン 及 び ／ 又 は Ｖ ［ Ｈ ］ ド メ イ ン を 含 む Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ
’ ） ２ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ ｖ 、 及 び 単 鎖 抗 体 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） が 含 ま れ る 。 ｓ ｃ Ｆ ｖ を 共 有 結 合 又
は 非 共 有 結 合 さ せ 、 ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 結 合 部 位 を 有 す る 抗 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。
本 発 明 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 又 は 抗 体 の 他 の 精 製
調 製 物 及 び 組 換 え 抗 体 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ペ プ チ ド 模 倣 物 に は 、 天 然 の 親 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 作 用 （ 単 数 又 は 複 数 ） を 模 倣 す る こ
と が で き る ペ プ チ ド 様 構 造 エ レ メ ン ト を 含 む 化 合 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ホ ル モ ン に は 、 一 定 の 細 胞 又 は 組 織 に よ っ て 産 生 さ れ 、 体 内 の 他 の 場 所 に 存 在 す る 別 の
細 胞 又 は 組 織 で 特 定 の 生 物 学 的 変 化 又 は 活 性 を 引 き 起 こ す 多 数 の 生 化 学 物 質 の う ち の い ず
れ も が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 代 謝 産 物 に は 、 代 謝 又 は 代 謝 過 程 に よ っ て 産 生 さ れ た 任 意 の 物 質 が 含 ま れ る 。 本 明 細 書
中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 代 謝 」 は 、 組 織 及 び 組 織 中 の 細 胞 で 生 じ る 分 子 又 は 化 合 物 の 形 質
転 換 に 関 与 す る 種 々 の 化 学 反 応 を い う 。

10

20

30

40

50

(25) JP 2007-515954 A 2007.6.21



【 ０ １ ０ ７ 】
　 リ ガ ン ド に は 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 任 意 の 物 質 が 含 ま れ る 。 転 写 調 節 因 子 タ ン
パ ク 質 の リ ガ ン ド は 、 核 ホ ル モ ン 受 容 体 に 結 合 す る エ ス ト ロ ゲ ン 等 の 調 節 タ ン パ ク 質 に 結
合 す る 物 質 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 転 写 調 節 因 子 へ の リ ガ ン ド 結 合 は 高 親 和 性 で
起 こ る 。 用 語 「 リ ガ ン ド 」 は 、 物 質 （ 単 離 及 び ／ 又 は 精 製 さ れ て い る 天 然 リ ガ ン ド 、 合 成
リ ガ ン ド 、 及 び ／ 又 は 組 換 え リ ガ ン ド 、 天 然 リ ガ ン ド の ホ モ ロ グ （ 例 え ば 、 別 の 哺 乳 動 物
由 来 ） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を い う 。 用 語 「 リ ガ ン ド 」 は 、 受 容 体 活 性
を 有 す る イ ン ヒ ビ タ ー 又 は プ ロ モ ー タ ー で あ る 物 質 及 び 受 容 体 に 選 択 的 に 結 合 す る が 、 イ
ン ヒ ビ タ ー 活 性 又 は プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 欠 く 物 質 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 は 、 病 状 の 診 断 に 関 す る 。 遺 伝 子 の 「 転 写 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト
」 又 は リ ス ト 及 び 任 意 選 択 的 に 所 与 の 転 写 調 節 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 範 囲 を 、 健 常 な 個
体 及 び 障 害 を 罹 患 し た 個 体 か ら 得 る こ と が で き る 。 ２ 群 間 の フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト の 比 較 に
よ り 、 ２ 群 の う ち の １ つ に 特 異 的 な 遺 伝 子 を 定 義 し 、 こ れ に よ り 、 患 者 が 障 害 の リ ス ク が
あ る か 、 又 は 罹 患 し て い る リ ス ク の 診 断 と し て 役 立 ち 得 る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 Ｈ Ｎ Ｆ
４ ａ の 転 写 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト を 使 用 し て 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 を 診 断 す る 。 被 験 体 の 肝 臓 又 は
膵 臓 の 生 検 か ら 、 こ の よ う な 分 析 の た め の 細 胞 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 転 写 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 疾 患 診 断 分 析 を 、 特 定 の 疾 患 の 原 因 と な
る 転 写 調 節 因 子 に 適 用 し て 疾 患 を 診 断 す る 。 こ の 手 法 を 、 被 験 体 中 の 転 写 調 節 遺 伝 子 の 対
立 遺 伝 子 の 遺 伝 子 型 同 定 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 被 験 体 の Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の 遺
伝 子 型 同 定 は 、 新 規 の 対 立 遺 伝 子 を 明 ら か に す る こ と が で き る 。 患 者 の 組 織 中 の Ｈ Ｎ Ｆ ４
ａ の 「 転 写 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 」 の 使 用 に よ り 、 当 業 者 は 、 変 異 が Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ 活 性 に ど の
よ う な 影 響 を 及 ぼ す の か を 決 定 し 、 こ れ に よ り 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 を 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
〔 ５ ． Ｈ Ｎ Ｆ の 調 節 に よ る 疾 患 の 予 防 ／ 治 療 方 法 〕
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 は 、 転 写 調 節 因 子 （ 特 に 、 Ｈ Ｎ Ｆ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ） の 活 性
の 調 節 に よ る 疾 患 の 治 療 又 は 予 防 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 被 験 体 の Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 を 治
療 又 は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 治 療 有 効 量 の Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 増 加 さ せ る 薬
剤 を 被 験 体 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。 米 国 特 許 第 5,849,485号 は 、 Ｈ
Ｎ Ｆ － ４ ａ 活 性 の 調 節 因 子 の 単 離 方 法 及 び 単 離 ア ッ セ イ を 記 載 し て お り 、 こ れ は 、 本 明 細
書 中 に 引 用 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 被 験 体 の Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 低 転 写 活 性 に 関 連 す る 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る 方
法 で あ っ て 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 増 加 さ せ る 治 療 有 効 量 の 薬 剤 を 被 験 体 に 投 与
す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。 関 連 す る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 被 験 体 の Ｈ Ｎ Ｆ ４
α の 高 転 写 活 性 に 関 連 す る 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転
写 活 性 を 減 少 さ せ る 治 療 有 効 量 の 薬 剤 を 被 験 体 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 関 連 す る 態 様 は 、 肝 細 胞 又 は 膵 臓 細 胞 に お け る 全 体 的 転 写 活 性 を 増
加 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 増 加 さ せ る 薬 剤 と 接 触 さ せ
る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 肝 細 胞 又 は 膵 臓 細 胞 に お け る 全
体 的 転 写 活 性 を 減 少 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 全 体 的 転 写 活 性 を 減 少 さ せ
る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 出 願 人 は 、 肝 細 胞 及 び 膵 臓 細 胞 中 の Ｈ Ｎ Ｆ － １ ａ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ 、 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ６ に よ っ て
転 写 的 に 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 Ｈ Ｎ Ｆ 転 写 因 子 の 発 現 レ
ベ ル 又 は 転 写 調 節 活 性 を 調 整 す る 薬 剤 の 細 胞 と の 接 触 又 は 被 験 体 へ の 投 与 に よ る 、 細 胞 又
は 被 験 体 中 の こ れ ら の 遺 伝 子 の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。

10

20

30

40

50

(26) JP 2007-515954 A 2007.6.21



【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 肝 細 胞 中 の 図 １ ３ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る
方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ １ α の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む
、 方 法 を 提 供 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 は ま た 、 膵 臓 細 胞 中 の 図 １ ４ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の
い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ １ α の 転 写 活 性 を 調 節 す る
薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 肝 細 胞 中 の 図 １ ６ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節
す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ６ の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含
む 、 方 法 を 提 供 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 膵 臓 細 胞 中 の 図 １ ７ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い
ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ６ の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤
と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 肝 細 胞 中 の 図 １ ８ に 記 載 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を
調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 転 写 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ
プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 膵 臓 細 胞 中 の 図 １ ９ に 記 載 の 遺 伝 子 の う
ち の い ず れ か の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 転 写 活 性 を 調 節
す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 Ｈ Ｎ Ｆ － ４ ａ 又 は 任 意 の 他 の Ｈ Ｎ Ｆ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 転 写 活 性 を 調 整 す る 薬 剤 を 、
Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の 発 現 レ ベ ル 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 活 性 、 又 は 転 写 促 進 活 性 を 増 加 さ せ る 能 力 に つ い て
化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 使 用 す る こ と が で き る
１ つ の ア ッ セ イ 形 式 は 、 ２ つ の 遺 伝 子 構 築 物 を 使 用 す る 。 一 方 の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 適 切 な
細 胞 株 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 場 合 に 目 的 の 転 写 調 節 因 子 を 連 続 し て 発 現 す る プ ラ ス ミ
ド で あ る 。 Ｃ Ｖ － １ 細 胞 が 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ る 。 第 ２ の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 転 写 調 節 因 子
の 調 節 下 で レ ポ ー タ ー 、 例 え ば 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド で あ る 。 例 え ば 、
Ｈ Ｎ Ｆ － ４ の リ ガ ン ド と し て 作 用 す る 化 合 物 が 評 価 さ れ る べ き で あ る 場 合 、 プ ラ ス ミ ド の
１ つ は 、 Ｃ Ｖ － １ 細 胞 等 の 適 切 な 細 胞 株 中 で Ｈ Ｎ Ｆ － ４ 受 容 体 を 発 現 す る 構 築 物 で あ ろ う
。 第 ２ の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 Ｈ Ｎ Ｆ － ４ 応 答 エ レ メ ン ト が 挿 入 さ れ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子
に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 有 す る で あ ろ う 。 試 験 す べ き 化 合 物 が Ｈ Ｎ Ｆ － ４ 受 容 体 の ア
ゴ ニ ス ト で あ る 場 合 、 リ ガ ン ド は 受 容 体 と 複 合 体 を 形 成 し 、 得 ら れ た 複 合 体 は 応 答 エ レ メ
ン ト に 結 合 し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 転 写 を 開 始 す る 。 細 胞 が 溶 解 し た 時 に ル シ フ ェ ラ
ー ゼ の 基 質 を 添 加 す る 。 得 ら れ た 化 学 発 光 を 分 光 光 度 計 で 測 定 す る 。 用 量 応 答 曲 線 が 得 ら
れ 、 こ れ を 既 知 の リ ガ ン ド の 活 性 と 比 較 す る こ と が で き る 。 Ｃ Ａ Ｔ 及 び 他 の 酵 素 を 含 む 、
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 以 外 の 他 の レ ポ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ウ イ ル ス 構 築 物 を 使 用 し て 、 受 容 体 及 び レ ポ ー タ ー の 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と が で き る 。
通 常 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー は ア デ ノ ウ イ ル ス で あ る 。 こ の 好 ま し い ア ッ セ イ に 関 す る さ ら な
る 詳 細 に つ い て は 、 本 明 細 書 に 引 用 す る こ と で 組 み 込 ま れ る 、 1991年 1月 1日 発 行 の 米 国 特
許 第 4,981,784号 及 び こ れ も 本 明 細 書 に 引 用 す る こ と で 組 み 込 ま れ る 、 Evans他 の WO88/031
68号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 こ の 同 一 の 基 本 「 ア ゴ ニ ス ト 」 ア ッ セ イ を 使 用 し て Ｈ Ｎ Ｆ － ４ ａ ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定
す る こ と が で き る 。 一 定 量 の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 種 々 の 量 の 試 験 化 合 物 と 共 に 細 胞 に 添 加 し
て 、 用 量 応 答 曲 線 を 作 成 す る 。 化 合 物 が ア ン タ ゴ ニ ス ト の 場 合 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 が 抑
制 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 Ｈ Ｎ Ｆ 転 写 因 子 の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト の さ ら な る 単 離 方 法 は 、 米 国 特 許 第 6,
187,533号 及 び 同 第 5,620,887号 に 記 載 さ れ て い る 。 転 写 因 子 の 活 性 を 調 整 す る 薬 剤 を 同 定
す る 方 法 を 記 載 し て い る さ ら な る 米 国 特 許 に は 、 米 国 特 許 第 5,804,374号 及 び 同 第 5,298,4
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29号 、 並 び に 米 国 特 許 公 報 第 2004/0033942A1号 、 2003/0077664号 、 2003/0215829号 、 及 び
2003/0039980号 が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 任 意 の 方 法 を 、 Ｈ Ｎ Ｆ 転 写 因 子 の い ず れ
の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め に 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 米 国
特 許 第 6,303,653号 は 、 Ｈ Ｎ Ｆ － ４ 活 性 の 調 整 因 子 を 記 載 し て い る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 内 因 性 脂 肪 酸 リ ガ ン ド と 複 合 体 化 し た
Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の 既 知 の 結 晶 構 造 に 基 づ い て 設 計 す る こ と も で き る （ DhePaganon, J. Biol. C
hem. 277 (41), 37973-37976） 。 米 国 特 許 公 報 第 2002/0072587号 は 、 そ の 結 晶 構 造 に 基 づ
い た 、 Ｈ Ｎ Ｆ タ ン パ ク 質 の よ う な 核 受 容 体 で あ る エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 の ア ゴ ニ ス ト の 同 定
方 法 を 記 載 し て い る 。 当 業 者 は 、 こ の よ う な 方 法 を 、 Ｈ Ｎ Ｆ － １ ａ 、 Ｈ Ｎ Ｆ － ４ ａ 、 及 び
Ｈ Ｎ Ｆ ６ に 容 易 に 適 用 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 構 造 に 基 づ い た 合 理 的 薬 物 設 計 の さ
ら な る 例 を 、 米 国 特 許 又 は 公 報 第 6,236,946号 、 6,684,162号 、 2004/0014153号 、 2003/012
4699号 、 2003/0077628号 、 2002/0151028号 、 2002/0072587号 、 及 び 2003/0211588号 に 見 出
す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
〔 ６ ． 治 療 薬 〕
　 １ つ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 治 療 薬 を 含 む 組 成 物 の 投 与 を 含 む 、 被 験 体 の 疾 患 の 治 療 方
法 を 提 供 す る 。 「 治 療 薬 （ therapeutic agent） 」 又 は 「 治 療 薬 （ therapeutic） 」 は 、 ホ
ス ト （ host） に 対 し て 所 望 の 生 物 学 的 効 果 を も た ら す こ と が で き る 薬 剤 を い う 。 化 学 療 法
薬 及 び 遺 伝 毒 性 物 質 は 、 生 物 起 源 と 対 照 的 に 化 合 物 を 起 源 と す る こ と が 一 般 に 既 知 の 治 療
薬 の 例 で あ り 、 こ れ ら は そ れ ぞ れ 特 定 の 作 用 機 構 に よ っ て 治 療 効 果 が 得 ら れ る 。 生 物 起 源
の 治 療 薬 の 例 に は 、 成 長 因 子 、 ホ ル モ ン 、 及 び サ イ ト カ イ ン が 含 ま れ る 。 種 々 の 治 療 薬 が
当 該 分 野 で 既 知 で あ り 、 そ の 効 果 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 一 定 の 治 療 薬 は 、 細 胞
の 増 殖 及 び 分 化 を 調 節 す る こ と が で き る 。 例 と し て 、 化 学 療 法 用 ヌ ク レ オ チ ド 、 薬 物 、 ホ
ル モ ン 、 非 特 異 的 （ 非 抗 体 ） タ ン パ ク 質 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 標 的 核 酸 配 列 （
例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 ） に 結 合 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） 、 ペ プ チ ド 、 及 び
ペ プ チ ド 模 倣 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 組 成 物 は 薬 学 的 組 成 物 で あ る 。 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る 薬 学 的 組
成 物 を 、 １ つ 又 は 複 数 の 生 理 学 的 に 許 容 可 能 な キ ャ リ ア 又 は 賦 形 剤 を 使 用 し た 従 来 の 様 式
で 処 方 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 化 合 物 並 び に そ の 生 理 学 的 に 許 容 可 能 な 塩 及 び 溶
媒 和 化 合 物 を 、 例 え ば 、 エ ア ゾ ー ル 、 静 脈 内 経 路 、 経 口 経 路 、 又 は 局 所 経 路 に よ る 投 与 の
た め に 処 方 す る こ と が で き る 。 投 与 は 、 病 変 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 又 は 静 脈 内 へ の
注 射 ； 注 入 ； リ ポ ソ ー ム 媒 介 送 達 ； 局 所 、 鞘 内 、 歯 肉 ポ ケ ッ ト 、 経 直 腸 、 気 管 支 内 、 鼻 腔
内 、 経 粘 膜 、 腸 内 、 経 口 、 眼 内 、 又 は 耳 へ の 送 達 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 例 示 的 組 成 物 は 、 任 意 選 択 的 に 許 容 可 能 な キ ャ リ ア を 含 む リ ポ ソ ー ム 系 等 の 送
達 系 を 使 用 し て 、 転 写 調 節 因 子 の 発 現 又 は 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る 化 合 物 を 含 む 。 好
ま し い 実 施 形 態 で は 、 注 射 の た め に 組 成 物 を 処 方 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 技 術 及 び 処 方 物 を 、 一 般 に 、 Remmington's Pharmaceutical Sciences, Meade Publishi
ng Co., Easton, PAに 見 出 す こ と が で き る 。 全 身 投 与 の た め に 、 注 射 （ 筋 肉 内 、 静 脈 内 、
腹 腔 内 、 及 び 皮 下 へ の 注 射 が 含 ま れ る ） が 好 ま し い 。 注 射 の た め に 、 本 発 明 の 化 合 物 を 、
溶 液 、 好 ま し く は ハ ン ク ス 液 又 は リ ン ゲ ル 液 等 の 生 理 学 的 に 適 合 可 能 な 緩 衝 液 中 に 処 方 す
る こ と が で き る 。 さ ら に 、 化 合 物 を 、 固 体 形 態 に 処 方 し 、 使 用 直 前 に 再 溶 解 又 は 懸 濁 す る
こ と が で き る 。 凍 結 乾 燥 形 態 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 経 口 投 与 の た め に 、 薬 学 的 組 成 物 は 、 例 え ば 、 結 合 剤 （ 例 え ば 、 ア ル フ ァ 化 ト ウ モ ロ コ
シ デ ン プ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 又 は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス ） ； 充 填
剤 （ 例 え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 又 は リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム ） ； 潤 滑 剤 （
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例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク 、 又 は シ リ カ ） ； 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 ジ ャ ガ イ
モ デ ン プ ン 又 は デ ン プ ン グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） ； 又 は 湿 潤 剤 （ 例 え ば 、 ラ ウ リ ル 硫 酸
ナ ト リ ウ ム ） 等 の 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 賦 形 剤 を 使 用 し た 従 来 の 手 段 に よ っ て 調 製 し た 錠 剤
又 は カ プ セ ル の 形 態 を と る こ と が で き る 。 錠 剤 を 、 当 該 分 野 で 既 知 の 方 法 に よ っ て コ ー テ
ィ ン グ す る こ と が で き る 。 経 口 投 与 の た め の 液 体 調 製 物 は 、 例 え ば 、 溶 液 、 シ ロ ッ プ 、 又
は 懸 濁 液 の 形 態 を 取 る こ と が で き る か 、 使 用 前 に 水 又 は 他 の 適 切 な 溶 剤 （ vehicle） で 構
成 す る た め の 乾 燥 製 品 と し て 存 在 し 得 る 。 こ の よ う な 液 体 調 製 物 を 、 懸 濁 剤 （ 例 え ば 、 ソ
ル ビ ト ー ル シ ロ ッ プ 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 又 は 水 素 化 食 用 脂 肪 ） ； 乳 化 剤 （ 例 え ば 、 レ シ
チ ン 又 は ア カ シ ア ） ； 非 水 性 賦 形 剤 （ 例 え ば 、 ア チ オ ン ド 油 （ ationd oil） 、 油 性 エ ス テ
ル 、 エ チ ル ア ル コ ー ル 、 又 は 分 留 植 物 油 ） ； 及 び 防 腐 剤 （ 例 え ば 、 メ チ ル 若 し く は プ ロ ピ
ル － ｐ － ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ エ ー ト 、 又 は ソ ル ビ ン 酸 ） 等 の 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 添 加 剤 を 使
用 し た 従 来 の 手 段 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 調 製 物 は ま た 、 必 要 に 応 じ て 、 緩 衝 塩
、 香 味 物 質 、 着 色 料 、 及 び 甘 味 料 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 経 口 投 与 用 調 製 物 を 、 活 性 化 合 物 を 制 御 放 出 さ せ る た め に 適 切 に 処 方 す る こ と が で き る
。 口 腔 投 与 の た め に 、 組 成 物 は 、 従 来 の 様 式 で 処 方 さ れ た 錠 剤 又 は ロ ゼ ン ジ の 形 態 を 取 る
こ と が で き る 。 吸 入 に よ る 投 与 の た め に 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る た め の 化 合 物 を 、 適 切
な 噴 射 剤 （ 例 え ば 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ
ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン 、 二 酸 化 炭 素 、 又 は 他 の 適 切 な ガ ス ） を 使 用 し て 、 圧 縮 パ ッ ク 又 は 噴
霧 器 か ら エ ア ゾ ー ル ス プ レ ー 調 製 物 の 形 態 で 都 合 良 く 送 達 さ せ る 。 圧 縮 エ ア ゾ ー ル の 場 合
、 投 薬 単 位 を 、 定 量 を 送 達 さ せ る た め の バ ル ブ を 設 け る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き
る 。 吸 入 器 又 は 注 入 器 で 使 用 す る た め の ゼ ラ チ ン 等 の カ プ セ ル 及 び カ ー ト リ ッ ジ を 、 化 合
物 と ラ ク ト ー ス 又 は デ ン プ ン 等 の 適 切 な 粉 末 基 剤 と の 粉 末 混 合 物 を 含 ん で 処 方 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 注 射 （ 例 え ば 、 ボ ー ラ ス 注 射 又 は 連 続 注 入 ） に よ る 非 経 口 投 与 の た め に 化 合 物 を 処 方 す
る こ と が で き る 。 注 射 用 処 方 物 は 、 防 腐 剤 を 添 加 し た 単 位 投 薬 形 態 （ 例 え ば 、 ア ン プ ル 又
は 複 数 回 投 与 用 コ ン テ ナ ） の 形 態 で 存 在 し 得 る 。 組 成 物 は 、 懸 濁 液 、 溶 液 、 又 は 油 性 又 は
水 性 媒 体 （ vehicle） の 乳 濁 液 等 の 形 態 を 取 る こ と が で き 、 懸 濁 剤 、 安 定 剤 、 及 び ／ 又 は
分 散 剤 等 の 配 合 剤 （ formulatory agent） を 含 み 得 る 。 或 い は 、 有 効 成 分 は 、 使 用 前 に 適
切 な 賦 形 剤 （ 例 え ば 、 滅 菌 無 発 熱 物 質 水 ） で 構 成 す る た め の 粉 末 形 態 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 化 合 物 を 、 例 え ば 、 コ コ ア バ タ ー 又 は 他 の グ リ セ リ ド 等 の 従 来 の 座 剤 の 基 剤 を 含 む 座 剤
又 は 持 続 性 （ retention） 浣 腸 剤 等 の 直 腸 組 成 物 で 処 方 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 処 方 物 に 加 え て 、 化 合 物 を デ ポ ー 調 製 物 と し て 処 方 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 長 期
作 用 処 方 物 を 、 移 植 （ 例 え ば 、 皮 下 又 は 筋 肉 内 ） 又 は 筋 肉 内 注 射 に よ っ て 投 与 す る こ と が
で き る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 化 合 物 を 、 適 切 な 高 分 子 材 料 若 し く は 疎 水 性 材 料 （ 例 え ば
、 許 容 可 能 な 油 を 含 む 乳 濁 液 ） 、 又 は イ オ ン 交 換 樹 脂 を 使 用 し て 処 方 す る こ と が で き る か
、 又 は や や 溶 け に く い 誘 導 体 （ 例 え ば 、 や や 溶 け に く い 塩 ） と し て 処 方 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ３ １ 】
　 経 粘 膜 手 段 又 は 経 皮 手 段 に よ っ て も 全 身 投 与 す る こ と が で き る 。 経 粘 膜 又 は 経 皮 投 与 の
た め に 、 浸 透 す べ き バ リ ア に 対 す る 浸 透 剤 を 処 方 物 中 で 使 用 す る 。 こ の よ う な 浸 透 剤 は 、
当 該 分 野 で 一 般 に 既 知 で あ り 、 例 え ば 、 経 粘 膜 投 与 用 の 胆 汁 塩 及 び フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 が 含
ま れ 、 さ ら に 、 界 面 活 性 剤 を 使 用 し て 浸 透 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 経 粘 膜 投 与 は 、 鼻
内 噴 霧 に よ る か 座 剤 を 使 用 す る こ と が で き る 。 局 所 投 与 の た め に 、 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー を
、 当 該 分 野 で 一 般 に 既 知 の 軟 膏 、 蝋 膏 、 ゲ ル 、 又 は ク リ ー ム に 処 方 す る 。 洗 浄 液 を 局 所 的
に 使 用 し て 、 損 傷 又 は 炎 症 を 治 療 し 、 治 癒 を 促 進 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
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　 所 望 な ら ば 、 組 成 物 を 、 有 効 成 分 を 含 む １ つ 又 は 複 数 の 単 位 投 薬 形 態 を 含 み 得 る パ ッ ク
又 は 分 注 デ バ イ ス に 存 在 さ せ る こ と が で き る 。 パ ッ ク は 、 例 え ば 、 金 属 箔 又 は ブ リ ス タ ー
パ ッ ク 等 の プ ラ ス チ ッ ク 箔 （ plastic foil） を 含 み 得 る 。 パ ッ ク 又 は 分 注 デ バ イ ス に 、 投
与 説 明 書 を 添 付 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 核 酸 の 投 与 を 含 む 治 療 の た め に 、 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー を 、 種 々 の 投 与 様 式 （ 全 身 投 与 及
び 局 所 投 与 又 は 局 在 化 投 与 が 含 ま れ る ） の た め に 処 方 す る こ と が で き る 。 技 術 及 び 処 方 物
を 、 一 般 に 、 Remmington's Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co.,Easton, P
Aに 見 出 す こ と が で き る 。 全 身 投 与 の た め に 、 注 射 （ 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 結 節 内 （ i
ntranodal） 、 及 び 皮 下 へ の 注 射 が 含 ま れ る ） が 好 ま し く 、 注 射 の た め に 、 本 発 明 の オ リ
ゴ マ ー を 、 溶 液 、 好 ま し く は ハ ン ク ス 液 又 は リ ン ゲ ル 液 等 の 生 理 学 的 に 適 合 可 能 な 緩 衝 液
中 に 処 方 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 オ リ ゴ マ ー を 、 固 体 形 態 に 処 方 し 、 使 用 直 前 に 再 溶
解 又 は 懸 濁 す る こ と が で き る 。 凍 結 乾 燥 形 態 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 経 粘 膜 手 段 又 は 経 皮 手 段 に よ っ て 全 身 投 与 す る こ と も で き 、 又 は 化 合 物 を 経 口 投 与 す る
こ と が で き る 。 経 粘 膜 又 は 経 皮 投 与 の た め に 、 浸 透 す べ き バ リ ア に 対 す る 浸 透 剤 を 処 方 物
中 で 使 用 す る 。 こ の よ う な 浸 透 剤 は 、 当 該 分 野 で 一 般 に 既 知 で あ り 、 例 え ば 、 経 粘 膜 投 与
用 の 胆 汁 塩 及 び フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 界 面 活 性 剤 を 使 用 し て 浸 透 を 容 易
に す る こ と が で き る 。 経 粘 膜 投 与 は 、 鼻 内 噴 霧 に よ る か 座 剤 を 使 用 す る こ と が で き る 。 経
口 投 与 の た め に 、 オ リ ゴ マ ー を 、 カ プ セ ル 、 錠 剤 、 及 び 強 壮 薬 （ tonic） 等 の 従 来 の 経 口
投 与 形 態 に 処 方 す る 。 局 所 投 与 の た め に 、 オ リ ゴ マ ー を 、 当 該 分 野 で 一 般 に 既 知 の 軟 膏 、
蝋 膏 、 ゲ ル 、 又 は ク リ ー ム に 処 方 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 薬 剤 及 び 組 成 物 の 毒 性 及 び 治 療 有 効 性 を 、 細 胞 培 養 又 は 実 験 動 物 に お け る 標 準
的 な 薬 学 的 手 順 （ 例 え ば 、 Ｌ Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５ ０ ％ の 致 死 用 量 ） 及 び Ｅ Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５
０ ％ の 治 療 有 効 用 量 ） の 決 定 ） に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 毒 作 用 と 治 療 効 果 と の 間
の 用 量 比 は 治 療 指 数 で あ り 、 Ｌ Ｄ ５ ０ ／ Ｅ Ｄ ５ ０ 比 と し て 示 す こ と が で き る 。 治 療 指 数 が
高 い 化 合 物 が 好 ま し い 。 有 害 な 副 作 用 を 示 す 化 合 物 を 使 用 す る こ と が で き る が 、 罹 患 組 織
部 位 に こ の よ う な 化 合 物 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 送 達 系 を 設 計 す る に あ た っ て 、 非 感 染 細 胞
へ の 潜 在 的 損 傷 を 最 小 に し 、 そ れ に よ り 副 作 用 を 軽 減 す る よ う に 注 意 を 払 う べ き で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 細 胞 培 養 ア ッ セ イ 及 び 動 物 研 究 か ら 得 た デ ー タ を 、 ヒ ト 用 の 投 薬 量 範 囲 の 策 定 で 使 用 す
る こ と が で き る 。 こ の よ う な 化 合 物 の 投 薬 量 は 、 好 ま し く は 、 ほ と ん ど 又 は 全 く 毒 性 の な
い Ｅ Ｄ 5 0 を 含 む 循 環 濃 度 範 囲 内 で あ る 。 投 薬 量 は 、 使 用 さ れ る 投 薬 形 態 及 び 利 用 さ れ る 投
与 経 路 に 応 じ て こ の 範 囲 内 で 変 化 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る 任 意 の 化 合 物 に つ い
て 、 細 胞 培 養 ア ッ セ イ か ら 治 療 有 効 用 量 を 最 初 に 評 価 す る こ と が で き る 。 細 胞 培 養 で 決 定
し た Ｉ Ｃ 5 0 （ す な わ ち 、 症 状 の 最 大 阻 害 度 の 半 分 を 達 成 す る 試 験 化 合 物 の 濃 度 ） を 含 む 循
環 血 漿 濃 度 範 囲 を 達 成 す る た め に 、 動 物 モ デ ル に お け る 用 量 を 策 定 す る こ と が で き る 。 こ
の よ う な 情 報 を 使 用 し て 、 ヒ ト で 有 用 な 用 量 を よ り 正 確 に 決 定 す る こ と が で き る 。 血 漿 レ
ベ ル を 、 例 え ば 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 の 有 効 量 は 、 約 １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験
体 体 重 と 約 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 と の 間 で あ る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 の 有 効 量
は 、 約 ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 と 約 ４ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 と の 間 で あ る 。 １ つ の 実 施
形 態 で は 、 薬 剤 の 有 効 量 は 、 約 ３ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 と 約 ３ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 と
の 間 で あ る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 の 有 効 量 は 、 約 ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 と 約 ２ ０
ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 と の 間 で あ る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 の 有 効 量 は 、 約 ５ ｍ ｇ ／
ｋ ｇ 被 験 体 体 重 と 約 １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 と の 間 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 を １ 日 あ た り 少 な く と も １ 回 投 与
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す る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 を 毎 日 投 与 す る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 を １ 日 お き
に 投 与 す る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 を ６ ～ ８ 日 毎 に 投 与 す る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、
薬 剤 を 毎 週 投 与 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 化 合 物 及 び ／ 又 は 薬 剤 の 被 験 体 へ の 投 与 量 に 関 し て 、 当 業 者 は 、 ど の よ う に し て 適 量 を
決 定 す る か を 理 解 し て い る で あ ろ う 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 量 又 は 量 は 、 障 害
を 阻 害 す る か 、 障 害 を 治 療 す る か 、 被 験 体 を 治 療 す る か 、 被 験 体 が 障 害 に 羅 患 す る の を 予
防 す る の に 十 分 な 量 で あ ろ う 。 こ の 量 を 、 有 効 量 と 見 な す こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 簡 潔
な 適 定 実 験 を 実 施 し て 被 験 体 の 治 療 に 必 要 な 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 組 成 物
の 用 量 は 、 被 験 体 及 び 使 用 さ れ る 特 定 の 投 与 経 路 に 応 じ て 変 化 す る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は
、 投 薬 量 は 、 約 ０ ． １ μ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 ～ １ ０ ０ ， ０ ０ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 の 範
囲 で あ り 得 る 。 組 成 物 に 基 づ い て 、 用 量 を 、 連 続 ポ ン プ 又 は 定 期 的 間 隔 等 で 連 続 的 に 送 達
さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 １ つ 又 は 複 数 の 個 別 の 場 合 。 当 業 者 は 、 特 定 の 組 成 物 の 複
数 回 投 与 の 望 ま し い 時 間 間 隔 を 、 過 度 に 実 験 す る こ と な く 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 有 効 量 は 、 特 に 、 化 合 物 の サ イ ズ 、 化 合 物 の 生 分 解 性 、 化 合 物 の 生 物 活 性 、 及 び 化 合 物
の 生 物 学 的 利 用 能 に 基 づ き 得 る 。 化 合 物 が 急 速 に 分 解 さ れ ず に 生 物 学 的 に 利 用 可 能 且 つ 活
性 が 高 い 場 合 、 よ り 少 量 で 有 効 で あ る 。 有 効 量 は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 化 合 物 の 形 態 、 化
合 物 の サ イ ズ 、 及 び 化 合 物 の 生 物 活 性 に も 依 存 す る 。 当 業 者 は 、 化 合 物 に つ い て 日 常 的 に
経 験 的 活 性 試 験 を 行 っ て バ イ オ ア ッ セ イ に お け る 生 物 活 性 を 決 定 し 、 そ れ に よ り 、 有 効 量
を 決 定 す る こ と が で き る 。 上 記 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 化 合 物 の 有 効 量 は 、 約 １ ． ０
ｎ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 ～ 約 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 を 含 む 。 上 記 方 法 の 別 の 実 施 形 態
で は 、 化 合 物 の 有 効 量 は 、 約 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 ～ 約 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重
を 含 む 。 上 記 方 法 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 化 合 物 の 有 効 量 は 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 ～
約 １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 を 含 む 。 上 記 方 法 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 化 合 物 の 有 効 量 は 、
約 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 ～ 約 １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 被 験 体 体 重 を 含 む 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 化 合 物 、 組 成 物 、 及 び ／ 又 は 薬 剤 を 投 与 す る 場 合 に 関 し て 、 当 業 者 は 、 こ の よ う な 化 合
物 及 び ／ 又 は 薬 剤 を い つ 投 与 す る の か を 決 定 す る こ と が で き る 。 一 定 の 期 間 又 は 周 期 及 び
特 定 の 間 隔 で 投 与 を 継 続 す る こ と が で き る 。 化 合 物 を 、 １ 時 間 、 １ 日 、 １ 週 間 、 １ ヶ 月 、
１ 年 （ 例 え ば 、 持 続 放 出 形 態 で ） で 送 達 さ せ る か 、 １ 度 に 送 達 さ せ る こ と が で き る 。 送 達
は 、 一 定 期 間 の 連 続 的 送 達 （ 例 え ば 、 静 脈 内 送 達 ） で あ り 得 る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法
の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 を １ 日 に 少 な く と も １ 回 投 与 す る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法
の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 を 毎 日 投 与 す る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態
で は 、 薬 剤 を １ 日 お き に 投 与 す る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤
を ６ ～ ８ 日 毎 に 投 与 す る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 を 毎 週 投
与 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
〔 実 施 例 〕
　 一 般 的 に 記 載 さ れ て き た 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 を 参 照 し て よ り 容 易 に 理 解 さ れ る で あ
ろ う が 、 実 施 例 は 、 本 発 明 の 一 定 の 態 様 及 び 実 施 形 態 の 例 示 の み を 目 的 と し 、 本 発 明 を 制
限 す る こ と を 意 図 せ ず 、 当 業 者 は 、 上 記 の 教 示 及 び 以 下 の 実 施 例 か ら 、 特 許 請 求 の 範 囲 に
記 載 の 発 明 の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 他 の Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 、 転 写 調 節 因 子 、 細 胞
型 、 抗 体 、 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 条 件 、 又 は デ ー タ 分 析 法 （ こ れ ら に 制 限 さ れ な い ） を 使 用 す る こ と が
で き る と 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 実 施 に は 、 適 切 な 場 合 で あ っ て 他 で 示 さ な い 限 り 、 細 胞 生 物 学 、 細 胞 培 養 、 分
子 生 物 学 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 学 、 微 生 物 学 、 ウ イ ル ス 学 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 免 疫
学 の 従 来 の 技 術 を 使 用 し 、 こ れ ら は 当 業 者 の 範 囲 内 で あ る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 文 献 に 記
載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Ed., ed. by Sa
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mbrook and Russell (Cold Spring Harbor Laboratory Press: 2001); the treatise, Me
thods In Enzymology (Academic Press,Inc., N. Y.) ; Using Antibodies, Second Edit
ion by Harlow and Lane, Cold Spring Harbor Press, New York, 1999; Current Protoc
ols in Cell Biology, ed. by Bonifacino, Dasso, Lippincott-Schwartz, Harford, and
 Yamada, John Wiley and Sons,Inc., New York, 1999;及 び PCR Protocols, ed. by Bart
lett et al., Humana Press, 2003を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 種 々 の 刊 行 物 、 特 許 、 及 び 特 許 出 願 が 本 願 を 通 し て 引 用 さ れ て お り 、 そ の 内 容 全 体 が 本
明 細 書 に 引 用 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
［ 実 験 手 順 ］
　 以 下 の 実 験 の 実 施 に お い て 以 下 の 手 順 に 従 っ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
〔 ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 〕
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の プ ロ ト コ ー ル は 、 Ren 2001を 修 正 し た も の で あ る 。 簡 潔 に 述 べ れ ば
、 細 胞 を 最 終 濃 度 １ ％ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に て 室 温 で １ ０ ～ ２ ０ 分 間 固 定 し 、 回 収 し 、 １
× Ｐ Ｂ Ｓ で リ ン ス し た 。 得 ら れ た 細 胞 ペ レ ッ ト を 超 音 波 処 理 し 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に 架 橋
し た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 因 子 特 異 的 抗 体 を 使 用 し た 免 疫 沈 降 に よ っ て 濃 縮 す る 。 架 橋
の 無 効 化 （ reversal） 後 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 媒 介 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｌ Ｍ － Ｐ Ｃ Ｒ ） を 使 用 し て 濃 縮 Ｄ
Ｎ Ａ を 増 幅 し 、 そ の 後 、 高 濃 度 の ク レ ノ ー 酵 素 （ Klenow polymerase） 及 び ｄ Ｎ Ｔ Ｐ － フ
ル オ ロ フ ォ ア を 使 用 し て 蛍 光 標 識 す る 。 免 疫 沈 降 に よ っ て 濃 縮 し て い な い Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル
を 、 Ｌ Ｍ － Ｐ Ｃ Ｒ に 供 し 、 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 す る 。 標 識 Ｄ Ｎ Ａ の Ｉ Ｐ 濃 縮 及 び
非 濃 縮 プ ー ル を 、 １ ３ ， ０ ０ ０ 個 の ヒ ト 遺 伝 子 間 領 域 を 含 む １ つ の Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ
と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る （ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 及 び 結 合 部 位 の 決 定 の 説 明 に つ い て は
以 下 を 参 照 の こ と ） 。 肝 細 胞 実 験 の た め に 、 典 型 的 に は 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 あ た り ２ ．
５ × １ ０ ７ 個 の 肝 細 胞 を 使 用 す る 。 こ れ ら の 肝 細 胞 を 、 標 準 的 な 肝 臓 灌 流 技 術 に よ っ て 単
離 し 、 直 後 に １ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 で 架 橋 し 、 リ ン ス し 、 急 速 冷 凍 し た 。 膵 臓 か ら の
単 離 か ら １ 時 間 後 と ５ 時 間 後 と の 間 に 、 島 調 製 物 を 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 処 理 し た 。 最 低
限 の ３ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 生 き た 島 等 価 物 （ 約 ２ × １ ０ 7 個 の β 細 胞 ） を 固 定 し 、 上 記 の よ う
に 処 理 し た 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の ３ つ の 実 験 に つ い て の 典 型 的 な 島 の 純 度 は 、 ８ ０ ％ 超 の
生 存 度 で ７ ０ ％ 超 で あ っ た 。 Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ６ 、 及 び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ は 、 わ
ず か ３ ０ ， ０ ０ ０ 個 の 島 等 価 物 を 使 用 し て 質 の 高 い 結 果 が 得 ら れ た 。 Ｈ Ｎ Ｆ １ ａ Ｃ ｈ Ｉ Ｐ
は 、 有 意 に よ り 多 い 材 料 （ 典 型 的 に は 、 ８ ， ０ ０ ０ 個 の 島 ） を 必 要 と し 、 肝 細 胞 を 使 用 し
て 得 ら れ た 結 果 よ り も い く ら か 濃 縮 比 （ enrichment ratio） が 低 い 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
〔 ヒ ト １ ３ Ｋ  Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 〕
　 全 ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 有 す る こ と が 理 想 で あ ろ う が 、 技 術 上
の 制 限 及 び コ ス ト に よ り 、 出 願 は 、 こ の マ イ ク ロ ア レ イ 中 に 含 め る た め の ゲ ノ ム の 最 も 関
連 す る 部 分 を 選 択 し た 。 近 位 プ ロ モ ー タ ー 中 の 転 写 結 合 部 位 の 有 意 な 比 率 が 転 写 開 始 部 位
の １ ｋ ｂ 以 内 で あ る の で 、 出 願 人 は 、 プ ロ モ ー タ ー ア レ イ へ の プ リ ン ト の た め の こ れ ら の
ゲ ノ ム 領 域 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 出 願 人 は 、 NCBI RefSeqデ ー タ ベ ー
ス か ら １ ５ ， ０ ０ ０ 個 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し 、 こ れ ら を 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ を 使 用 し て 、 ヒ ト ゲ ノ
ム の NCBI Build 22（ 2001年 ４ 月 ） に マ ッ ピ ン グ し た 。 複 数 の ス プ ラ イ ス 変 異 型 が 記 載 さ
れ て い る 場 合 、 出 願 人 は 、 最 も 上 流 の 部 位 を 使 用 し 、 Transcriptional Start Sites (htt
p://elmo.ims.utokyo.acjp/dbtss/)の デ ー タ ベ ー ス と の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ て ５ ’ 末 端
を 検 証 し た 。 増 幅 す べ き 配 列 を 、 こ の 転 写 開 始 部 位 に 対 す る ゲ ノ ム 領 域 － ７ ５ ０ ｂ ｐ ～ ＋
２ ５ ０ ｂ ｐ か ら 抽 出 し た 。 非 特 異 的 結 合 を 制 御 す る た め に 、 長 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ オ ー プ ン リ
ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 由 来 の ９ つ の 増 幅 領 域 を 、 ア レ イ 上 に 含 め た 。 さ ら な る ネ ガ テ ィ ブ コ
ン ト ロ ー ル と し て デ ー タ の 標 準 化 で 使 用 す る た め に 、 出 願 人 は 、 増 幅 の た め の ヒ ト 遺 伝 子
の 長 エ キ ソ ン 内 の １ ５ ８ 個 の Ｏ Ｒ Ｆ 領 域 を 選 択 す る 。 ア レ イ の Ｄ Ｎ Ａ 成 分 を 調 製 す る た め
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に 、 Primer3プ ロ グ ラ ム (http://wwwgenome.wi.mit.edu/genome#software/other/primer3.
html） を 使 用 し 、 上 記 配 列 を 使 用 し て プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 全 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 中 に １ Ｍ ベ
タ イ ン が 存 在 す る こ と 以 外 は 、 標 準 的 条 件 を 使 用 し て 、 こ れ ら の プ ラ イ マ ー 組 に 対 し て Ｐ
Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 ベ タ イ ン は 、 増 幅 反 応 の 成 功 率 を 増 加 さ せ る こ と が 経 験 的 に 認 め ら れ て い
た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 検 証 し た と こ ろ 、 １ ３ ， ０ ０ ０ 個 の Ｐ Ｃ Ｒ 対 の う ち の ７ ０ ％ か ら
適 切 な サ イ ズ の 強 い バ ン ド が 得 ら れ た 。 し か し 、 出 願 人 は 、 ア ガ ロ ー ス Ｅ ｔ Ｂ ｒ ゲ ル 分 析
に よ っ て 検 出 不 可 能 な Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 濃 縮 し て Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ 上 に プ リ ン ト し た 場 合 に 有 効
な 正 の シ グ ナ ル を 得 る こ と が で き る こ と に 留 意 し た 。 Biotechnology Research Institute
 of the National Research Council of Canada (http://www.irb-bri.cnrc-nrc.gc.ca/)
の プ ロ グ ラ ム の BRIDNAsuiteに よ っ て Ｐ Ｃ Ｒ の 質 を 評 価 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 酢 酸 ア ン モ
ニ ウ ム ／ イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 沈 降 に よ っ て 反 応 混 合 物 か ら 回 収 し 、 蒸 発 を 最 小 限 に し 、 且 つ
ス ポ ッ ト の 質 を 改 善 す る た め に １ ． ５ Ｍ ベ タ イ ン を 含 む ３ × Ｓ Ｓ Ｃ に 再 懸 濁 し た 。 出 願 人
は 、 Cartesian PixSys 5500ア レ イ ヤ ー を 使 用 し て 、 増 幅 産 物 を Ｇ Ａ Ｐ Ｓ コ ー テ ィ ン グ ガ
ラ ス ス ラ イ ド （ Corning） 上 に プ リ ン ト し た 。 ア レ イ の 質 を 、 バ ッ チ 式 に 基 づ い た 、 Ｃ ｙ
３ 又 は Ｃ ｙ ５ に 共 有 結 合 し た 配 列 中 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 そ の 後
の チ ッ プ の 質 の 直 接 目 視 検 査 と 組 み 合 わ せ た ス ポ ッ ト の 有 用 率 の 計 算 に よ っ て 決 定 し た 。
２ つ の 独 立 し た 方 法 を 使 用 し て 、 生 成 後 に Ｈ ｕ １ ３ Ｋ ア レ イ を 再 マ ッ ピ ン グ し た 。 第 １ に
、 出 願 人 は 、 2003年 8月 に 最 終 的 に 発 表 さ れ た ヒ ト ゲ ノ ム に 対 す る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト に
対 し て 電 子 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 第 ２ に 、 出 願 人 は 、 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー を 抽 出 す る た め
に 使 用 し た 配 列 を 、 2003年 8月 に 最 終 的 に 発 表 さ れ た ヒ ト ゲ ノ ム に 対 す る プ ラ イ マ ー の セ
ッ ト に 対 し て Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 検 索 を 行 っ た 。 後 援 し て い る ウ ェ ブ サ イ ト か ら ダ ウ ン ロ ー ド 可 能
な デ ー タ セ ッ ト は 、 転 写 開 始 部 位 に 対 す る 各 整 列 プ ロ モ ー タ ー の 位 置 を 報 告 し て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
〔 デ ー タ の 品 質 管 理 〕
（ １ ． Ｃ ｈ Ｉ Ｐ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 品 質 管 理 ）
　 各 ア レ イ 実 験 か ら 得 た 生 デ ー タ を 、 複 数 の 品 質 管 理 レ ベ ル に 供 し た 。 第 １ に 、 実 施 さ れ
て い る 各 ス キ ャ ン を 視 覚 的 に 試 験 し た 。 可 能 な 場 合 は い つ で も 、 全 て の 不 備 （ 例 え ば 、 擦
れ 、 不 鮮 明 な ス ポ ッ ト ） を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ 上 の サ ン プ ル を 繰 り 返 し た 。 出 願 人 は ま た
、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む コ ン ト ロ ー ル ス ポ ッ ト か ら 信 頼 で き る シ グ ナ ル が 得 ら れ な
い と も 判 断 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
（ ２ ． 結 合 部 位 の 決 定 及 び エ ラ ー モ デ ル ）
　 ス キ ャ ニ ン グ し た 画 像 を 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｐ ｉ ｘ （ ｖ ３ ． １ 又 は ｖ ４ ． ０ ） を 使 用 し て 分 析 し
、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 除 去 強 度 値 を 得 た 。 各 ス ポ ッ ト は 、 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 し た
Ｉ Ｐ 濃 縮 及 び 非 濃 縮 Ｄ Ｎ Ａ の 両 方 に 結 合 す る 。 し た が っ て 、 各 ス ポ ッ ト か ら 、 免 疫 沈 降 Ｄ
Ｎ Ａ 及 び ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る ２ チ ャ ン ネ ル の 蛍 光 強 度 情 報 が 得 ら れ る 。 ス ラ イ ド に 対
す る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 説 明 す る た め に 、 部 位 特 異 的 転 写 因 子 （ 例 え ば
、 Ｈ Ｎ Ｆ １ ａ ） に 対 し て コ ン ト ロ ー ル ブ ラ ン ク ス ポ ッ ト 組 の 強 度 の 中 央 値 を 差 し 引 き 、 広
域 作 用 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ  Ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ ） に 対 し て コ ン
ト ロ ー ル Ｏ Ｒ Ｆ ス ポ ッ ト 組 の 強 度 の 中 央 値 を 差 し 引 い た 。 マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 し た 異 な る 量 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 及 び 免 疫 沈 降 Ｄ Ｎ Ａ を 補 正 す る た め に 、 Ｉ Ｐ 濃 縮 Ｄ Ｎ Ａ
チ ャ ネ ル の 強 度 の 中 央 値 を 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ チ ャ ネ ル の 中 央 値 で 割 り 、 こ の 標 準 化 因 子 を 、
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ チ ャ ネ ル 中 の 各 強 度 に 適 用 し た 。 次 に 、 出 願 人 は 、 全 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 試 験
の セ ッ ト を 通 し た 各 遺 伝 子 間 領 域 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ チ ャ ネ ル 中 の 強 度 に 対 す る Ｉ Ｐ 濃 縮 チ ャ
ネ ル 中 の 強 度 の 比 の 対 数 を 計 算 し た 。 Ｉ Ｐ 濃 縮 チ ャ ネ ル に つ い て 調 整 し た 強 度 値 を 、 こ れ
ら の 比 か ら 計 算 し た 。 次 い で 、 全 チ ッ プ エ ラ ー モ デ ル （ Hughes 2000; Lee 2002） を 使 用
し て 、 各 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 各 ス ポ ッ ト の 信 頼 値 を 計 算 し 、 各 実 験 の 反 復 デ ー タ を 合 わ せ
て 各 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 最 終 平 均 比 及 び 信 頼 値 を 得 た 。 エ ラ ー モ デ ル 中 の 結 合 Ｐ 値 が ０ ．
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０ ０ １ 未 満 で あ る か 、 免 疫 沈 降 に お け る 濃 縮 が 少 な く と も ２ 倍 で あ る 場 合 、 遺 伝 子 を 「 結
合 」 遺 伝 子 組 に 含 め た 。
【 ０ １ ５ １ 】
〔 推 定 結 合 の 確 認 〕
　 本 明 細 書 で 報 告 し た ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 デ ー タ の 正 確 さ を 、 い く つ か の 手 法 を 使 用 し て 評
価 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
（ １ ． 従 来 の Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 実 験 を 使 用 し た 偽 陽 性 率 の 評 価 ）
　 遺 伝 子 特 異 的 レ ベ ル に て 本 発 明 者 ら の 研 究 室 （ laboratory） で 行 っ た 従 来 の 独 立 し た Ｃ
ｈ Ｉ Ｐ 実 験 を 、 ６ つ の 異 な る 調 節 因 子 を 含 む 位 置 分 析 デ ー タ に よ っ て 同 定 し た １ ０ ０ 個 の
結 合 相 互 作 用 に わ た っ て 確 認 し た （ http://web.wi.mit.edu/young/pancregulatorsを 参 照
の こ と ） 。 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 本 発 明 者 ら の 偽 陽 性 の 経 験 的 比 率 は 多 く て も １ ６ ％ で あ
る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ の 比 率 は 、 酵 母 転 写 因 子 の 大 規 模 調 査 で 見 出 さ れ た 比 率 よ り も 幾
ら か 高 く （ Lee 2002） 、 こ れ は お そ ら く ヒ ト ゲ ノ ム の さ ら な る 複 雑 さ を 反 映 し て い る 。 図
９ 及 び １ ０ は 、 肝 細 胞 に お け る Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ 及 び Ｈ Ｎ Ｆ １ ａ に つ い て の Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 実 験 の 典 型
的 な 検 証 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ３ 】
（ ２ ． 以 前 の 文 献 と の 比 較 ）
　 出 願 人 は 、 初 代 ヒ ト 組 織 に お け る 転 写 調 節 因 子 の ゲ ノ ム 標 的 に つ い て の 以 前 の 研 究 を 見
出 せ な か っ た 。 し か し 、 多 数 の Ｈ Ｎ Ｆ １ ａ 標 的 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ 標 的 が モ デ ル 生 物 及 び ヒ ト
癌 （ ほ と ん ど が 肝 臓 癌 ） 細 胞 株 で 同 定 さ れ て お り 、 こ れ ら の 標 的 を 、 図 １ ４ に ま と め て い
る 。 例 え ば 、 ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 に よ り 、 以 前 に Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の 標 的 で あ る こ と が 示 唆 さ
れ て お り 、 且 つ １ ３ Ｋ  Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ 上 に 含 ま れ る ６ ８ 個 の 肝 細 胞 遺 伝 子 の う ち の ３ ０ 個
を 同 定 し た 。 同 様 に 、 ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 に よ り 、 以 前 に Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の 標 的 で あ る こ と
が 示 唆 さ れ て お り 、 且 つ １ ３ Ｋ  Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ 上 に 含 ま れ る ８ １ 個 の 肝 細 胞 遺 伝 子 の う ち
の ２ １ 個 を 同 定 し た 。 本 明 細 書 中 に 報 告 し た 標 的 と 文 献 で 報 告 さ れ た 標 的 と の 間 の 相 違 は
、 多 数 の 要 因 （ 特 に 、 （ １ ） 転 写 因 子 の 結 合 を 探 索 す る た め に １ ｋ ｂ の プ ロ モ ー タ ー フ ラ
グ メ ン ト の 使 用 に 制 限 さ れ て い る こ と 、 （ ２ ） 本 発 明 者 ら の 閾 値 基 準 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー 、 （ ３ ） モ デ ル 生 物 及 び ／ 又 は 細 胞 株 中 の 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク と 初 代 ヒ ト 組 織 中 の 調 節 ネ
ッ ト ワ ー ク と の 間 の 相 違 、 （ ４ ） 文 献 の 間 接 的 技 術 （ す な わ ち 、 ゲ ル シ フ ト 及 び 一 過 性 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ） と ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 と の 間 の 相 違 、 （ ５ ） 組 織 単 離 の 影 響 が 含
ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に 起 因 し 得 る 。 よ り 総 括 的 な 考 察 を 、 http://web.wi.
mit.edu/young/pancregulatorsで 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
〔 結 合 デ ー タ 由 来 の 調 節 モ チ ー フ 〕
　 ネ ッ ト ワ ー ク モ チ ー フ を 発 見 す る た め に 、 ２ つ の デ ー タ 行 列 を 作 成 し た 。 全 行 列 Ｄ は 、
バ イ ナ リ エ ン ト リ ー Ｄ ｉ ｊ か ら な り 、 こ れ は 、 １ が 調 節 因 子 ｊ の 遺 伝 子 間 領 域 ｉ へ の 結 合
を 示 し 、 ０ は 結 合 事 象 な し を 示 す 。 調 節 行 列 Ｒ は 、 Ｄ の サ ブ セ ッ ト で あ り 、 調 節 因 子 の 列
と 同 一 の 順 序 で 各 調 節 因 子 に 割 り 当 て た 遺 伝 子 間 領 域 に 対 応 す る 行 の み を 含 む 。 Matlabで
全 分 析 を 行 っ た 。 各 モ チ ー フ を 求 め る た め に 使 用 し た ア ル ゴ リ ズ ム を 以 下 に 記 載 す る 。 自
己 調 節 モ チ ー フ ： Ｒ の 対 角 線 上 の 各 非 ゼ ロ エ ン ト リ ー を 求 め る 。 フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド ル ー
プ ： そ れ ぞ れ の 主 な 調 節 因 子 （ Ｒ 列 ） に つ い て 、 結 合 し た 調 節 因 子 に 対 応 す る 非 ゼ ロ エ ン
ト リ ー を 求 め る 。 そ れ ぞ れ の 主 な 調 節 因 子 ／ 二 次 調 節 対 に つ い て 、 両 調 節 因 子 に よ っ て 結
合 さ れ た Ｄ 中 の 全 て の 行 を 求 め る 。 多 成 分 ル ー プ ： そ れ ぞ れ の 調 節 因 子 （ Ｒ 列 ） に つ い て
、 調 節 因 子 が 結 合 す る 調 節 因 子 を 求 め る 。 こ れ ら の そ れ ぞ れ に つ い て 、 調 節 因 子 が 結 合 す
る 調 節 因 子 を 求 め る 。 こ れ ら の い ず れ か が 元 の 調 節 因 子 で あ る 場 合 、 ２ つ の 多 成 分 ル ー プ
で あ る 。 他 の 全 て に つ い て 、 調 節 因 子 に 結 合 す る 調 節 因 子 を 求 め る 。 こ れ ら の い ず れ か が
元 の 調 節 因 子 で あ る 場 合 、 ３ つ の 多 成 分 ル ー プ で あ る 。 よ り 大 き な ル ー プ を 求 め る た め に
繰 り 返 す 。 単 一 （ single） 入 力 モ ジ ュ ー ル ： た っ た １ つ の 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 さ れ る 遺
伝 子 間 領 域 を 求 め る 。 す な わ ち 、 各 行 の 合 計 が １ で あ る よ う に Ｄ 行 の サ ブ セ ッ ト を と る 。
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次 い で 、 そ れ ぞ れ の 調 節 因 子 （ 列 ） に つ い て 、 非 ゼ ロ エ ン ト リ ー を 求 め る 。 各 セ ッ ト （ ３
つ を 超 え る 遺 伝 子 間 領 域 ） は Ｓ Ｉ Ｍ で あ る 。 多 入 力 モ ジ ュ ー ル ： １ つ を 超 え る 調 節 因 子 に
よ っ て 結 合 さ れ る 遺 伝 子 間 領 域 を 求 め る 。 す な わ ち 、 各 行 の 合 計 が １ を 超 え る に よ う Ｄ 行
の サ ブ セ ッ ト を と る 。 次 い で 、 そ れ ぞ れ の 行 に つ い て 、 同 一 の 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 さ れ
る 任 意 の 他 の 行 を 求 め る 。 同 一 の 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 さ れ る 列 の 集 合 は 、 Ｍ Ｉ Ｍ に 対 応
す る 。 一 旦 行 が Ｍ Ｉ Ｍ に 割 り 当 て ら れ る と 、 さ ら な る 分 析 の た め に こ の 行 を 取 り 出 す 。 調
節 因 子 鎖 ： 各 調 節 因 子 （ Ｒ 列 ） に つ い て 、 再 帰 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 全 長 の 鎖 を 求 め る
。 す な わ ち 、 鎖 中 に 結 合 す る 前 に プ ロ モ ー タ ー が 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 さ れ る そ れ ぞ れ の
鎖 に つ い て 、 調 節 因 子 が 結 合 す る 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー を 求 め る 。 鎖 が 終 了 す る ま で 繰
り 返 す 。 鎖 を 終 了 さ せ る た め の 可 能 な 方 法 は 以 下 の ３ つ 存 在 す る :い か な る 他 の 調 節 因 子
の プ ロ モ ー タ ー に も 結 合 し な い 調 節 因 子 、 調 節 因 子 自 体 の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 す る 調 節 因
子 、 又 は 鎖 中 で よ り 早 く 別 の 調 節 因 子 の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 す る 調 節 因 子 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ５ ５ 】
　 肝 臓 及 び 膵 臓 は 、 長 期 に わ た り ど の よ う に し て 器 官 が 発 生 す る の か を 理 解 す る た め の 研
究 の 被 験 体 で あ り 、 転 写 レ ベ ル で 調 節 さ れ る （ ８ ～ １ ２ ） 。 転 写 調 節 因 子 Ｈ Ｎ Ｆ １ α （ ホ
メ オ ド メ イ ン タ ン パ ク 質 ） 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α （ 核 受 容 体 ） 、 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ６ （ ワ ン カ ッ ト （ onec
ut） フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー ） は 、 肝 臓 中 の 連 結 ネ ッ ト ワ ー ク で 協 力 し て 作 用 す る が 、 ヒ ト
膵 島 中 の こ の 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク の 構 造 に つ い て は あ ま り 知 ら れ て い な い 。 ３ つ の 全 転 写 調
節 因 子 は 、 肝 臓 及 び 膵 島 の 正 常 な 機 能 に 必 要 で あ る （ １ ３ ～ １ ８ ） 。 Ｈ Ｎ Ｆ １ α 及 び Ｈ Ｎ
Ｆ ４ α の 変 異 は 、 若 年 発 症 の 成 人 型 糖 尿 病 の ３ 型 形 態 及 び １ 型 形 態 （ Ｍ Ｏ Ｄ Ｙ ３ 及 び Ｍ Ｏ
Ｄ Ｙ １ ） （ ２ ５ 歳 未 満 で の 真 性 糖 尿 病 の 発 症 及 び 遺 伝 的 形 質 の 常 染 色 体 優 性 パ タ ー ン に よ
っ て 特 徴 づ け ら れ る イ ン ス リ ン 分 泌 性 膵 臓 β 細 胞 の 遺 伝 子 障 害 ） の 原 因 で あ る （ １ ９ ） 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 出 願 人 は 、 発 現 が 正 常 な β 細 胞 中 の こ れ ら の 転 写 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ る 膵 島 遺 伝 子 の
ゲ ノ ム 規 模 の 分 析 に よ り 、 Ｍ Ｏ Ｄ Ｙ を 特 徴 づ け る 異 常 な β 細 胞 機 能 の 分 子 基 盤 へ の 洞 察 を
提 供 す る こ と が で き る と 仮 定 し た 。 出 願 人 は 、 膵 島 中 の 転 写 因 子 Ｈ Ｎ Ｆ １ α 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α
、 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ６ に よ っ て 占 め ら れ る 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 各 組 織 中 で 転 写 さ れ る 遺 伝 子 を 、
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ の ゲ ノ ム の 占 有 に よ っ て 同 定 し た 。 出 願 人 は こ の 情 報 を 使 用 し 、
こ れ ら の 組 織 中 の 転 写 調 節 回 路 の マ ッ ピ ン グ を 開 始 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 出 願 人 は 、 最 初 に 、 組 織 ド ナ ー か ら 単 離 し た ヒ ト 肝 細 胞 及 び 膵 島 中 の Ｈ Ｎ Ｆ １ α に よ っ
て 結 合 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 同 定 す る た め に 、 ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 （ ２ ０ ） を 使 用 し た
（ 図 １ Ａ ） 。 各 組 織 に つ い て 、 Ｈ Ｎ Ｆ １ α － Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 を 、 ３ つ の 別 個 の 実 験 に お い て
ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 に よ っ て 濃 縮 し た 。 出 願 人 は 、 １ ３ ， ０ ０ ０ 個 の ヒ ト 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ ー 領 域 の 一 部 を 含 む あ つ ら え の Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 構 築 し た （ Ｈ ｕ  １ ３ Ｋ ア レ
イ ） 。 出 願 人 は 、 開 始 部 位 が National Center for Biotechnology Information annotati
onに 基 づ い て 最 良 に 特 徴 づ け ら れ る 遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の ７ ０ ０ ｂ ｐ 上 流 及 び ２ ０ ０ ｂ
ｐ 下 流 に わ た る 領 域 を タ ー ゲ テ ィ ン グ し た （ ２ ０ ） 。 多 数 の エ ン ハ ン サ ー が よ り 離 れ た 位
置 に 存 在 す る に も か か わ ら ず 、 最 も 既 知 の 転 写 因 子 の 結 合 部 位 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー の こ
れ ら の 開 始 部 位 の 近 位 領 域 内 に 生 じ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 こ れ ら の ゲ ノ ム 位 置 実 験 の 結 果 に よ り 、 Ｈ Ｎ Ｆ １ α が 肝 細 胞 中 の 少 な く と も ２ ２ ２ 個 の
標 的 遺 伝 子 に 結 合 し 、 こ れ は Ｈ ｕ  １ ３ Ｋ ア レ イ 上 の 遺 伝 子 の １ ． ６ ％ に 相 当 す る こ と が
明 ら か と な っ た （ 図 １ １ ） （ ２ ０ ） 。 こ の 結 果 を 、 独 立 し た 従 来 の ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 実
験 を 使 用 し て 検 証 し 、 こ れ に よ り 、 遺 伝 子 特 異 的 調 節 因 子 を 使 用 し た ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 デ
ー タ に お け る 偽 陽 性 の 頻 度 が 、 本 発 明 者 ら の 閾 値 基 準 を 使 用 し た 場 合 に １ ６ ％ に 過 ぎ な い
こ と が 示 唆 さ れ た （ ２ ０ ） 。 初 代 ヒ ト 肝 細 胞 中 で Ｈ Ｎ Ｆ １ α に よ っ て 占 め ら れ る と 出 願 人
が 見 出 し た 遺 伝 子 は 、 そ の 機 能 が 肝 細 胞 生 化 学 の 有 意 な 断 面 （ cross-section） を 示 す 産
物 を コ ー ド す る 。 結 果 に よ り 、 Ｈ Ｎ Ｆ １ α が 糖 新 生 及 び 関 連 経 路 に お け る 多 数 の 中 心 的 な
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律 速 工 程 の 転 写 調 節 に 寄 与 す る こ と が 確 認 さ れ る 。 Ｈ Ｎ Ｆ １ α は ま た 、 そ の 産 物 が 正 常 な
肝 機 能 （ 炭 水 化 物 の 合 成 及 び 貯 蔵 、 脂 質 代 謝 （ コ レ ス テ ロ ー ル 及 び ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 の
合 成 ） 、 解 毒 （ シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 合 成 ） 、 及 び 血 清 タ ン パ ク 質 （ ア ル ブ ミ ン 、 補 体 、
及 び 凝 固 因 子 ） の 合 成 が 含 ま れ る ） の 中 心 で あ る 遺 伝 子 に 結 合 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 出 願 人 は 、 次 に 、 ヒ ト 膵 島 中 の Ｈ Ｎ Ｆ １ α 標 的 遺 伝 子 を 同 定 し た （ 図 １ １ ） （ ２ ０ ） 。
Ｈ Ｎ Ｆ １ α は 、 島 中 の １ ０ ６ 個 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 占 め （ Ｈ ｕ  １ ３ Ｋ ア レ イ
プ ロ モ ー タ ー の ０ ． ８ ％ ） 、 そ の ３ ０ ％ が 肝 細 胞 中 の Ｈ Ｎ Ｆ １ α に よ っ て 結 合 さ れ た （ 図
１ Ｂ ） 。 島 で は 、 肝 細 胞 中 よ り も 少 な い シ ャ ペ ロ ン 及 び 酵 素 が Ｈ Ｎ Ｆ １ α に よ っ て 結 合 さ
れ 、 Ｈ Ｎ Ｆ １ α に よ っ て 調 節 さ れ る 受 容 体 及 び シ グ ナ ル 伝 達 機 構 は 、 二 組 織 間 で 異 な る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｈ Ｎ Ｆ １ α は 、 以 前 に 、 肝 細 胞 及 び 島 細 胞 中 の 多 数 の 遺 伝 子 の 調 節 に 関 与 し て い る と 考
え ら れ て き た （ １ ３ 、 １ ６ 、 ２ ０ （ 図 １ ５ ） ） 。 本 明 細 書 中 に 報 告 し た 直 接 ゲ ノ ム 結 合 デ
ー タ に よ り 、 多 数 で あ る が 全 て で は な い こ れ ら の 遺 伝 子 を 確 認 し た 。 相 違 は 、 少 な く と も
一 部 は 、 ゲ ノ ム 規 模 の デ ー タ に お け る 結 合 に 関 す る 本 発 明 者 ら の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 基 準
に 起 因 し 得 、 こ の 基 準 は 位 置 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ た 直 接 標 的 遺 伝 子 に 対 す る 本 発 明 者 ら
の 信 頼 が 増 す が 、 in vivoで の 標 的 の 実 際 の 数 値 を 過 小 評 価 し て い る 可 能 性 が 高 い 。 さ ら
に 、 ア レ イ 上 に プ リ ン ト さ れ た 近 位 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は か な り 多 数 の 転 写 因 子 の 結 合 配 列
を 含 む に も か か わ ら ず 、 多 数 の 遺 伝 子 は ま た 、 Ｈ ｕ  １ ３ Ｋ ア レ イ 上 に 存 在 し な い よ り 遠
位 の プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト 及 び エ ン ハ ン サ ー に よ っ て 調 節 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 出 願 人 は ま た 、 ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 を 使 用 し て ヒ ト 肝 細 胞 及 び 膵 島 中 の Ｈ Ｎ Ｆ ６ に よ
っ て 結 合 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 同 定 し た （ 図 １ Ｂ ； 図 １ ６ 及 び １ ７ ） （ ２ ０ ） 。 Ｈ Ｎ Ｆ ６
は 、 肝 細 胞 中 の 少 な く と も ２ ２ ２ 個 の 遺 伝 子 及 び 膵 島 中 の １ ８ ９ 個 の 遺 伝 子 に 結 合 し 、 そ
れ ぞ れ ア レ イ 上 の プ ロ モ ー タ ー の １ ． ７ ％ 及 び １ ． ４ ％ を 示 し た 。 Ｈ Ｎ Ｆ ６ に よ っ て 占 め
ら れ る ほ ぼ 半 分 の プ ロ モ ー タ ー は 二 組 織 で 共 通 で あ り 、 Ｃ Ｄ Ｋ ２ 等 の 多 数 の 重 要 な 細 胞 周
期 調 節 因 子 を 含 ん で い た （ ２ ０ ） 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 に よ り 、 肝 細 胞 及 び 膵 島 に お い て Ｈ Ｎ Ｆ ４ α に つ い て 驚 く べ き 結
果 が 明 ら か と な っ た （ 図 １ Ｂ ） 。 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 で 濃 縮 し た 遺 伝 子 数 は 、
典 型 的 な 部 位 特 異 的 調 節 因 子 で 見 出 さ れ た よ り も は る か に 多 か っ た 。 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α は 、 肝 細
胞 中 の Ｈ ｕ  １ ３ Ｋ  Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 示 さ れ た 遺 伝 子 の 約 １ ２ ％ に 結 合 し 、 膵 島
で は １ １ ％ に 結 合 し た 。 ヒ ト 細 胞 に お い て 出 願 人 が プ ロ フ ァ イ リ ン グ し た 他 の 転 写 因 子 は
、 １ ３ Ｋ ア レ イ 上 に 示 さ れ た ２ ． ５ ％ を 超 え る プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 結 合 す る こ と が 見 出 さ
れ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ６ つ の 独 立 し た 一 連 の 証 拠 は 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 結 果 が 不 十 分 な 抗 体 特 異 性 又 は マ イ ク ロ ア
レ イ 分 析 の エ ラ ー に 起 因 せ ず 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α が 通 常 は 肝 細 胞 及 び 膵 島 中 の 多 数 の プ ロ モ ー タ
ー に 関 連 す る と い う 見 解 を 支 持 す る こ と を 示 す （ ２ ０ ） 。 第 １ に 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 異 な る 部
分 を 認 識 す る ２ つ の 異 な る 抗 体 を 使 用 し て 本 質 的 に 同 一 の 結 果 が 得 ら れ た 。 第 ２ に 、 ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 抗 体 の 特 異 性 が 高 い こ と を 示 し た 。 第 ３ に 、 出 願 人 は 、 従
来 の 遺 伝 子 特 異 的 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 に よ っ て 肝 細 胞 中 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の ５ ０ 個 を 超 え る 無 作
為 に 選 択 し た 標 的 で の 結 合 を 検 証 し た 。 第 ４ に 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α に 対 す る 抗 体 を Jurkat細 胞 、
Ｕ ９ ３ ７ 細 胞 、 及 び Ｂ Ｊ Ｔ 細 胞 （ Ｈ Ｎ Ｆ ４ α を 発 現 し な い ） を 使 用 し た コ ン ト ロ ー ル 実 験
で Ｃ ｈ Ｉ Ｐ の た め に 使 用 し た 場 合 、 本 発 明 者 ら の 基 準 に よ っ て 各 細 胞 株 中 に わ ず か １ ７ 個
の プ ロ モ ー タ ー が 同 定 さ れ 、 こ れ は こ の 系 に お け る 固 有 の ノ イ ズ の 十 分 に 範 囲 内 で あ る 。
第 ５ に 、 ウ サ ギ 及 び ヤ ギ 由 来 の 前 免 疫 抗 体 （ ２ つ の 異 な る 抗 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 抗 体 は ウ サ ギ 及 び
ヤ ギ に 由 来 す る ） を 肝 細 胞 に お け る コ ン ト ロ ー ル 実 験 で 使 用 し た 場 合 、 同 定 さ れ た 標 的 数
は 、 ノ イ ズ の 範 囲 内 で あ る 。 最 後 に 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 結 果 が 正 し い 場 合 、 出 願 人 は 、 Ｈ Ｎ Ｆ
４ α に よ っ て 結 合 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 組 が 主 に 各 組 織 中 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ に よ っ
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て 結 合 さ れ た プ ロ モ ー タ ー の サ ブ セ ッ ト で あ る と 予 想 し 、 出 願 人 は 、 こ れ が 真 で あ る こ と
を 見 出 し た （ 以 下 を 参 照 の こ と ） 。 出 願 人 は 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α が こ れ ら の 組 織 中 で 広 範 に 作 用
す る 転 写 因 子 で あ り 、 こ れ は 異 常 に 豊 富 な 構 成 的 に 活 性 な 転 写 因 子 で あ る と い う 所 見 と 一
致 す る と 結 論 づ け る （ １ １ ） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 出 願 人 は 、 次 に 、 肝 細 胞 及 び 膵 島 で 活 発 に 転 写 さ れ る Ｈ ｕ  １ ３ Ｋ マ イ ク ロ ア レ イ 上 に
示 さ れ た 遺 伝 子 を 同 定 し 、 そ れ に よ り 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α に よ っ て 結 合 さ れ る 活 発 に 転 写 さ れ た
遺 伝 子 の 画 分 を 決 定 す る こ と が で き る （ 図 ２ Ｃ ） 。 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 し た 転 写
レ ベ ル の プ ロ フ ァ イ リ ン グ に よ っ て こ れ ら の 組 織 の ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム を 正 確 に 決 定 す
る こ と は 困 難 で あ る 。 転 写 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 組 織 Ｒ Ｎ Ａ 集 団 を 比 較 す る こ と が で き る
基 準 Ｒ Ｎ Ａ 集 団 が 必 要 で あ り 、 適 切 な 基 準 Ｒ Ｎ Ａ の 生 成 に は 限 度 が あ る 。 こ の 限 度 を 回 避
す る た め に 、 出 願 人 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ が 真 核 細 胞 中 で 活 発 に 転 写 さ れ る タ ン パ
ク 質 コ ー ド 遺 伝 子 組 を 占 め る と い う 事 実 を 活 用 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ 抗 体 を 使 用
し た 位 置 分 析 は 、 こ れ ら の 活 発 に 転 写 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る （ ７ 、 ２ １ ）
。 出 願 人 は 、 Ｈ ｕ  １ ３ Ｋ ア レ イ 上 の 遺 伝 子 の ２ ３ ％ （ ２ ９ ８ ４ 個 の 遺 伝 子 ） が 肝 細 胞 中
で Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ に よ っ て 結 合 さ れ 、 １ ９ ％ （ ２ ４ ２ ６ 個 の 遺 伝 子 ） が 島 細 胞 中
で Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ に よ っ て 結 合 さ れ た こ と を 見 出 し た （ ２ ０ ） 。 肝 細 胞 及 び 島 中
の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ に よ っ て 占 め ら れ た 遺 伝 子 組 は 実 質 的 に 重 複 し （ 島 と 比 較 し て
８ １ ％ 重 複 ） 、 二 組 織 の 関 連 と 一 致 し た （ ２ ２ ） 。 予 想 ど お り 、 肝 細 胞 及 び 膵 島 中 の Ｈ Ｎ
Ｆ ４ α に よ っ て 占 め ら れ る 遺 伝 子 の 大 部 分 （ そ れ ぞ れ ８ ０ ％ 及 び ７ ３ ％ ） も 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ に よ っ て 占 め ら れ た 。 著 し く 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ に よ っ て 占 め ら れ た
遺 伝 子 の う ち の ４ ２ ％ （ １ ２ ６ ２ ／ ２ ９ ８ ４ ） は 、 肝 細 胞 中 で Ｈ Ｎ Ｆ ４ α に よ っ て 結 合 さ
れ 、 ４ ３ ％ （ １ ０ ４ ７ ／ ２ ４ ２ ６ ） は 島 中 で Ｈ Ｎ Ｆ ４ α に よ っ て 結 合 さ れ た （ 図 １ Ｃ ） 。
比 較 す る と 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ 濃 縮 プ ロ モ ー タ ー の わ ず か ６ ％ 及 び ２ ％ も 、 そ れ ぞ
れ 肝 細 胞 及 び 島 中 で Ｈ Ｎ Ｆ ４ α に よ っ て 結 合 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 以 前 の 研 究 は 、 Ｈ Ｎ Ｆ １ α 、 Ｈ Ｍ Ｆ ４ α 、 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ６ は 、 肝 細 胞 及 び 島 中 の 多 数 の 発
生 機 能 及 び 代 謝 機 能 を 協 力 的 に 調 節 す る 転 写 因 子 の ネ ッ ト ワ ー ク の 中 心 に あ る こ と を 示 す
（ ９ 、 １ ３ 、 １ ５ 、 １ ７ ） 。 こ れ ら の 因 子 の 直 接 in vivo標 的 の 本 発 明 者 ら の 系 統 的 分 析
に よ り 、 初 代 ヒ ト 組 織 に お け る 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク の 理 解 が 有 意 に 広 が っ た （ 図 ２ Ａ ） 。 こ
れ ら の 二 組 織 に お け る 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク の 比 較 に よ り 、 Ｈ Ｎ Ｆ １ α 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 、 及 び Ｈ
Ｎ Ｆ ６ が ２ つ の 組 織 中 の 転 写 因 子 及 び 補 因 子 の 巨 大 集 団 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ
ー を 占 め る こ と が 明 ら か と な る （ ２ ０ ） 。 Ｈ Ｎ Ｆ １ α 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 、 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ６ に よ っ
て 占 め ら れ る 転 写 因 子 の 正 確 な 組 及 び こ れ ら が Ｈ Ｎ Ｆ 調 節 因 子 に よ っ て 占 め ら れ る 範 囲 は
、 こ れ ら の 二 組 織 間 で 実 質 的 に 異 な っ て い た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 転 写 因 子 結 合 デ ー タ を 使 用 し て 、 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク モ チ ー フ （ 機 械 的 モ デ ル を 示 唆 す る
転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク 構 造 の 簡 潔 な 単 位 ） を 同 定 し た （ 図 ２ Ｂ ） （ ４ 、 ２ ３ ） 。 本 発 明 者
ら の デ ー タ に よ り 、 Ｈ Ｎ Ｆ １ α 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ４ α が 肝 細 胞 及 び 島 の 両 方 で １ つ の 別 の プ ロ モ
ー タ ー を 占 め 、 多 成 分 ル ー プ を 形 成 す る と い う 以 前 の 報 告 が 確 認 さ れ る （ ２ ４ ～ ２ ６ ） 。
多 成 分 ル ー プ に よ り 、 フ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 能 力 が 提 供 さ れ 、 ２ つ の 代 替 的 状 態 の 間 で 切 り
替 わ る こ と が で き る 二 重 安 定 系 が 生 成 さ れ る （ ２ ３ ） 。 Ｈ Ｎ Ｆ １ α と Ｈ Ｎ Ｆ ４ α と の 間 に
存 在 す る 多 成 分 ル ー プ が 膵 臓 β 細 胞 の 最 終 表 現 型 の 安 定 化 を 担 う こ と が 示 唆 さ れ た （ ２ ６
） 。 出 願 人 は ま た 、 Ｈ Ｍ Ｆ ６ が 各 組 織 の ８ ０ 個 を 超 え る 遺 伝 子 を 含 む 肝 細 胞 及 び 膵 島 に お
け る フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド モ チ ー フ の 主 な 調 節 因 子 と し て 役 立 つ こ と を 見 出 し た （ 図 ２ ０ 及
び ２ ２ ） 。 例 え ば 、 肝 細 胞 で は 、 Ｈ Ｎ Ｆ ６ は 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α ７ プ ロ モ ー タ ー に 結 合 し 、 Ｈ Ｎ
Ｆ ６ 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ４ α は 共 に ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ （ 糖 新 生 の 鍵 と
な る 酵 素 ） を コ ー ド す る Ｐ Ｃ Ｋ １ に 結 合 す る （ 図 ２ Ｂ ） 。 フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド ル ー プ は 、
一 過 性 よ り も む し ろ 持 続 的 入 力 に 感 受 性 を 示 す よ う に 設 計 さ れ た ス イ ッ チ と し て 作 用 す る
こ と が で き る （ ２ ３ ） 。 Ｈ Ｎ Ｆ １ α 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 、 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ６ は ま た 、 肝 細 胞 及 び 島 中
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の 遺 伝 子 組 へ の 集 合 的 結 合 に よ っ て 多 入 力 モ チ ー フ を 形 成 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の 調
節 モ チ ー フ に よ り 、 複 数 の 入 力 シ グ ナ ル に よ る 遺 伝 子 発 現 の 調 整 が 示 唆 さ れ る 。 出 願 人 は
ま た 、 Ｈ Ｎ Ｆ ６ 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 、 及 び Ｈ Ｎ Ｆ １ α が Ｔ Ｈ Ｒ Ａ と 共 に 調 節 鎖 モ チ ー フ （ Ｎ Ｒ １
Ｄ １ ） を 形 成 す る こ と を 見 出 し 、 調 節 鎖 モ チ ー フ は 一 過 性 配 列 中 の 転 写 事 象 の 順 序 付 け の
た め の 最 も 簡 潔 な 回 路 ロ ジ ッ ク を 示 す （ ４ 、 ２ ３ ） 。 こ れ ら の 調 節 モ チ ー フ の さ ら な る 例
を 、 図 ２ ０ 及 び 図 ２ ３ に 見 出 す こ と が で き る （ ２ ０ ） 。 図 ２ ０ ～ 図 ２ ４ の パ ネ ル Ａ 及 び Ｂ
は 、 Ｈ Ｎ Ｆ 転 写 因 子 及 び そ の 調 節 ル ー プ に よ っ て 占 め ら れ る 転 写 調 節 因 子 を 示 す 。 図 ４ ～
図 １ ０ は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 実 験 に よ っ て 得 ら れ た さ ら な る コ ン ト ー ル 及 び デ ー タ を 示
す 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 者 ら の 結 果 に よ り 、 核 ホ ル モ ン 受 容 体 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α が 活 発 に 転 写 さ れ る 遺 伝 子 の ほ
と ん ど 半 分 へ の 直 接 結 合 に よ る 肝 臓 及 び 膵 島 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム の 巨 大 画 分 の 調 節 に 寄
与 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ れ は 、 何 故 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α が こ れ ら の 組 織 の 発 生 及 び 適 切 な 機 能
に 重 要 で あ る の か を 説 明 す る 可 能 性 が 高 い （ １ ２ ～ １ ５ 、 １ ７ 、 １ ８ ） 。 お そ ら く 最 も 重
要 に は 、 本 発 明 者 ら の 結 果 に よ り 、 ス プ ラ イ ス 変 異 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α ７ の 島 特 異 的 Ｐ ２ プ ロ モ ー
タ ー 中 の 多 型 が Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 の リ ス ク を 非 常 に 増 加 さ せ 得 る と い う 最 近 の 発 見 に 対 す る メ
カ ニ ズ ム の 説 明 が 示 唆 さ れ る （ ２ ７ ～ ３ ０ ） 。 出 願 人 は 、 複 数 の Ｈ Ｎ Ｆ 因 子 が 健 常 な ヒ ト
の 初 代 島 中 の Ｐ ２ プ ロ モ ー タ ー に 直 接 結 合 す る こ と を 見 出 し た 。 こ れ ら の 因 子 の 結 合 部 位
の 変 化 に よ っ て Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 発 現 が 誤 調 節 さ れ 、 こ れ に よ り 、 標 的 が 下 方 制 御 さ れ 、 β 細 胞
の 機 能 障 害 及 び 糖 尿 病 を 引 き 起 こ し 得 る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ９ 】
【 図 １ Ａ － １ Ｃ 】 ヒ ト 組 織 中 の Ｈ Ｎ Ｆ 調 節 因 子 の ゲ ノ ム 規 模 の 位 置 分 析 を 示 す 図 で あ る 。
（ Ａ ） 肝 細 胞 及 び 膵 島 を 組 織 分 配 プ ロ グ ラ ム か ら 得 た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド で 処 理 し て 転 写 因 子 を Ｄ Ｎ Ａ 相 互 作 用 部 位 に 架 橋 さ せ た 。 細 胞 を 採 取 し 、 細 胞 溶 解 物 中
の ク ロ マ チ ン を 、 超 音 波 処 理 に よ っ て 剪 断 し た 。 調 節 因 子 － Ｄ Ｎ Ａ 複 合 体 を 、 特 異 的 抗 体
を 使 用 し た ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 に よ っ て 濃 縮 し 、 架 橋 を 無 効 に し （ reversed） 、 濃 縮 Ｄ Ｎ
Ａ フ ラ グ メ ン ト 及 び コ ン ト ロ ー ル ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 媒 介 Ｐ Ｃ
Ｒ を 使 用 し て 増 幅 し た 。 個 別 の フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 し た 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ 調 製 物 を 混 合 し 、 プ
ロ モ ー タ ー ア レ イ 上 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ た 。 （ Ｂ ） 肝 細 胞 （ 上 ） 及 び 膵 島 （ 下 ） 中 の
Ｈ Ｎ Ｆ １ α 、 Ｈ Ｎ Ｆ ６ 、 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 結 合 プ ロ モ ー タ ー の 重 複 を 示 す ベ ン 図 で あ る 。 （
Ｃ ） 肝 細 胞 中 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ が 占 め る 遺 伝 子 集 合 を 円 で 示 し 、 Ｈ Ｎ Ｆ １ α 、 Ｈ
Ｎ Ｆ ６ 、 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ４ α に 結 合 す る 遺 伝 子 を チ ャ ー ト の 一 部 分 （ fraction） と し て 集 合 的
に 外 側 に 描 く 。 Ｈ Ｎ Ｆ １ α 、 Ｈ Ｎ Ｆ ６ 、 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ４ α の 相 対 的 寄 与 率 を 枠 取 り し た 弧 （
framing arc） と し て 示 す 。
【 図 ２ Ａ － ２ Ｂ 】 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク 及 び モ チ ー フ を 示 す 図 で あ る 。 （ Ａ ） Ｈ Ｎ Ｆ １ α
、 Ｈ Ｎ Ｆ ６ 、 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ４ α は 、 組 織 特 異 的 転 写 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク の 中 心 に あ る 。 例 示 の
た め に 選 択 さ れ た こ れ ら の 例 で は 、 調 節 タ ン パ ク 質 及 び そ の 遺 伝 子 標 的 を 、 そ れ ぞ れ 円 及
び ボ ッ ク ス と し て 示 す 。 実 線 の 矢 印 は 、 タ ン パ ク 質 － Ｄ Ｎ Ａ 相 互 作 用 を 示 し 、 調 節 因 子 を
コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 そ の タ ン パ ク 質 産 物 と 破 線 で 繋 ぐ 。 Ｐ ２ プ ロ モ ー タ ー （ ２ ４ 、 ２ ５
） と し て も 既 知 の Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ ７ プ ロ モ ー タ ー は 、 最 近 、 主 要 ヒ ト 糖 尿 病 感 受 性 遺 伝 子 座 に
関 連 す る と さ れ た （ テ キ ス ト を 参 照 の こ と ） 。 （ Ｂ ） 肝 細 胞 中 の 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク モ チ ー
フ の 例 。 例 え ば 、 多 成 分 ル ー プ で は 、 Ｈ Ｎ Ｆ １ α タ ン パ ク 質 は Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ ー に 結 合 し 、 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α タ ン パ ク 質 は Ｈ Ｎ Ｆ １ α 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 す る 。
こ れ ら の ネ ッ ト ワ ー ク モ チ ー フ を 、 種 々 の ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し た 結 合 デ ー タ の 検 索 に よ
っ て 明 ら か に し た 。 使 用 し た ア ル ゴ リ ズ ム 及 び 見 出 さ れ た モ チ ー フ の 全 リ ス ト の 詳 細 に つ
い て は 、 （ ２ ０ ） を 参 照 の こ と 。
【 図 ３ 】 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る た め の 治 療 薬 の 開 発 の た め の 主 要 調 節 因 子 の 少 な く と も
１ つ の 標 的 遺 伝 子 の 同 定 の た め の ス ト ラ テ ジ ー の １ つ の 実 施 形 態 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 抗 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 抗 体 ｓ ｃ － ６ ５ ５ ６ 及 び ｓ ｃ － ８ ９ ８ ７ を 使 用 し 、 肝 細 胞 を 使 用 し
た ２ つ の 単 一 の 独 立 し た Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 実 験 の 重 複 を 示 す ベ ン 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 ｓ ｃ － ６ ５ ５ ６ 抗 体 を 使 用 し 、 ５ ０ μ ｇ の 細 胞 溶 解 物 タ ン パ ク 質 を 使 用 し た Ｈ ｅ
ｐ Ｇ ２ 細 胞 中 の Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 図 で あ る 。 下 の 泳 動 バ ン ド は 、 約
５ ０ ｋ Ｄ ａ で あ り 、 こ れ は Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の 標 準 分 子 量 で あ り 、 上 の 泳 動 バ ン ド は Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ
二 量 体 の 特 有 の 位 置 で あ る 。 ｓ ｃ － ６ ５ ５ ６ に 対 す る Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の 抗 体 特 異 性 を 示 す 非 常
に 類 似 し た ゲ ル は 、 Santa Cruzウ ェ ブ サ イ ト （ www.scbt.com） で 利 用 可 能 で あ る 。
【 図 ６ Ａ － ６ Ｄ 】 Ｊ ｕ ｒ ｋ ａ ｔ 細 胞 （ Ｔ リ ン パ 球 由 来 、 ６ Ａ ） 、 Ｂ Ｊ － Ｔ 細 胞 （ 包 皮 線 維
芽 細 胞 由 来 、 ６ Ｂ ） お よ び Ｕ ９ ３ ７ 細 胞 （ 大 食 細 胞 由 来 、 ６ Ｃ ） を 用 い て 抗 Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ 抗
体 で あ る ｓ ｃ － ６ ５ ５ ６ に よ り 行 っ た 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 の 試 み （ attempted） の 散 布
図 で あ る 。 ア レ イ 分 析 に お け る 固 有 の ノ イ ズ を 示 す た め に 、 出 願 人 は 、 分 割 し 、 ２ つ の フ
ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 し 、 ア レ イ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ た 、 入 力 Ｄ Ｎ Ａ の サ ン プ ル の 散 布
図 を 占 め す 。 抗 Ｈ Ｎ Ｆ １ ａ 抗 体 で あ る ｓ ｃ － ６ ５ ４ ７ 抗 体 を 使 用 し て 行 っ た 同 一 の コ ン ト
ロ ー ル 実 験 で は 、 本 質 的 に 同 一 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 図 ７ 】 肝 細 胞 を 使 用 し 、 市 販 の 免 疫 前 ウ サ ギ 血 清 を 使 用 し て 行 っ た ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降
の 散 布 図 で あ る （ 左 ） 。 ヤ ギ 免 疫 前 血 清 及 び 異 な る 個 体 由 来 の ２ つ の ウ サ ギ 血 清 に よ り 、
類 似 の 散 布 図 が 得 ら れ た 。 比 較 の た め に 、 出 願 人 は 、 肝 細 胞 を 使 用 し 、 抗 Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ 抗 体
で あ る ｓ ｃ － ６ ５ ５ ６ を 使 用 し た 等 価 な Ｃ ｈ Ｉ Ｐ の 散 布 図 を 示 す （ 右 ） 。
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【 図 ８ 】 肝 細 胞 及 び 膵 島 に お け る Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 及 び Ｒ Ｎ Ａ  Ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ に よ っ て 結 合 さ れ た
プ ロ モ ー タ ー 組 の 重 複 を 示 す ベ ン 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 架 橋 ヒ ト 肝 細 胞 を 使 用 し 、 抗 Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 抗 体 で あ る ｓ ｃ － ６ ５ ５ ６ を 使 用 し た 、
遺 伝 子 特 異 的 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 反 応 の 複 合 ゲ ル （ composite gel） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 架 橋 ヒ ト 肝 細 胞 を 使 用 し 、 抗 Ｈ Ｎ Ｆ １ α 抗 体 で あ る ｓ ｃ － ６ ５ ４ ７ を 使 用 し た
、 遺 伝 子 特 異 的 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 反 応 の 複 合 ゲ ル を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 ヒ ト 肝 細 胞 及 び 膵 島 中 の Ｈ Ｎ Ｆ １ ａ を 占 め る 近 位 プ ロ モ ー タ ー の 部 分 的 リ ス ト
を 示 す 図 で あ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 を 、 ProtoGoプ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 機 能 カ テ ゴ リ ー に 割
り 当 て た 。 こ の 自 動 化 Ｇ Ｏ オ ン ト ロ ジ ー デ ー タ ベ ー ス 中 に 含 ま れ な い 遺 伝 子 を Locuslink
情 報 を 使 用 し て 割 り 当 て た 。 各 組 織 ／ カ テ ゴ リ ー 組 み 合 わ せ に つ い て ４ つ の 遺 伝 子 を 示 す
。 い く つ か の 組 み 合 わ せ に つ い て 、 ４ 個 未 満 の プ ロ モ ー タ ー を 標 的 と 見 な し た 。 仮 説 上 の
機 能 的 に 特 徴 づ け ら れ て い な い 遺 伝 子 は 示 し て い な い 。 標 的 の 完 全 な リ ス ト は 、 図 １ ３ 及
び 図 １ ４ で 利 用 可 能 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 Ｂ Ｊ － Ｔ 及 び 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 組 に お け る Ｈ Ｎ Ｆ 因 子 の 占 有 を 示 す 図 で
あ る 。 （ * ） は 、 Ｂ Ｊ － Ｔ と 一 次 組 織 と の 間 の 比 較 に Ｈ ｕ １ ３ Ｋ ア レ イ プ ロ モ ー タ ー の サ
ブ セ ッ ト の み を 使 用 し た こ と を 示 す が 、 こ れ は 、 Ｒ Ｎ Ａ  Ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ を よ り 小 さ な プ ロ ト
タ イ プ ア レ イ を 使 用 し て Ｂ Ｊ － Ｔ 細 胞 に プ ロ フ ァ イ リ ン グ し た か ら で あ る 。 上 記 分 数 の 分
母 は 、 Ｂ Ｊ － Ｔ に 特 異 的 又 は 一 次 組 織 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー 中 に 占 め る Ｒ Ｎ Ａ  Ｐ ｏ ｌ
Ｉ Ｉ 組 中 に 占 め る 目 的 の Ｈ Ｎ Ｆ 因 子 の 標 的 数 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 肝 細 胞 中 の Ｈ Ｎ Ｆ １ α 結 合 プ ロ モ ー タ ー を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 膵 島 中 の Ｈ Ｎ Ｆ １ α 結 合 プ ロ モ ー タ ー を 示 す 。
【 図 １ ５ Ａ － １ ５ Ｄ 】 調 節 さ れ る と 以 前 に 示 唆 さ れ て い る 遺 伝 子 を 示 す 図 で あ る 。 「 直 接
」 結 合 は 、 in vivoChIP及 び in vivoフ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ で あ り 、 「 in vitro」 結 合 は 、
主 に ゲ ル 移 動 度 遅 滞 ア ッ セ イ 及 び in vitroフ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ で あ り 、 「 間 接 的 」 は 、
主 に 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で あ る 。 「 配 列 ベ ー ス 」 は 、 結 合 を 定 量 す る た め に 多 数
の 異 な る 基 準 を 使 用 す る 。 い く つ か の 重 複 報 告 を 省 略 し て い る が 、 こ れ ら は 最 近 の 大 量 ス
ク リ ー ニ ン グ の 少 数 で あ る か ら で あ る こ と に 留 意 の こ と （ 例 え ば 、 Tronche 1997, Shih 2
001等 ） 。
【 図 １ ６ 】 肝 細 胞 中 の Ｈ Ｎ Ｆ ６ 結 合 プ ロ モ ー タ ー を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 膵 島 中 の Ｈ Ｎ Ｆ ６ 結 合 プ ロ モ ー タ ー を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ８ Ａ － １ ８ Ｃ 】 肝 細 胞 中 の Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 結 合 プ ロ モ ー タ ー を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ９ Ａ － １ ９ Ｃ 】 膵 島 中 の Ｈ Ｎ Ｆ ４ α 結 合 プ ロ モ ー タ ー を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ０ Ａ － ２ ０ Ｂ 】 肝 細 胞 中 の フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド 調 節 モ チ ー フ を 示 す 図 で あ る 。 こ こ
に 記 載 の 調 節 モ ジ ュ ー ル は 、 実 施 例 に 記 載 の も の か ら 得 た 。 Ｈ Ｎ Ｆ １ ａ 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の
み を 含 む フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド は 、 多 成 分 ル ー プ 中 の そ れ ぞ れ の 他 の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 す
る の で 、 多 入 力 モ チ ー フ で も あ る 。
【 図 ２ １ Ａ － ２ １ Ｂ 】 肝 細 胞 に お け る 多 入 力 モ チ ー フ を 示 す 図 で あ る 。 こ こ に 記 載 の 調 節
モ ジ ュ ー ル は 、 実 施 例 に 記 載 の も の か ら 得 た 。 Ｈ Ｎ Ｆ ６ ／ Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ 及 び Ｈ Ｎ Ｆ １ ａ ／ Ｈ
Ｎ Ｆ ４ ａ の Ｍ Ｉ Ｍ を 、 フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド モ チ ー フ と し て 図 ２ ０ に 列 挙 し て い る 。
【 図 ２ ２ Ａ － ２ ２ Ｂ 】 膵 島 に お け る フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド 調 節 モ チ ー フ を 示 す 図 で あ る 。 こ
こ に 記 載 の 調 節 モ ジ ュ ー ル は 、 Supporting Online Materialに 記 載 の も の か ら 得 た 。 Ｈ Ｎ
Ｆ １ ａ 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の み を 含 む フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド は 、 多 成 分 ル ー プ 中 の そ れ ぞ れ の 他
の プ ロ モ ー タ ー に 結 合 す る の で 、 多 入 力 モ チ ー フ で も あ る 。
【 図 ２ ３ Ａ － ２ ３ Ｂ 】 膵 島 に お け る 多 入 力 モ チ ー フ を 示 す 図 で あ る 。 こ こ に 記 載 の 調 節 モ
ジ ュ ー ル は 、 Supporting Online Materialに 記 載 の も の か ら 得 た 。 Ｈ Ｎ Ｆ ６ ／ Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ
及 び Ｈ Ｎ Ｆ １ ａ ／ Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の Ｍ Ｉ Ｍ を 、 フ ィ ー ド フ ォ ワ ー ド と し て 図 ２ ２ に 列 挙 し て い
る 。
【 図 ２ ４ Ａ － ２ ４ Ｂ 】 Ｈ Ｎ Ｆ １ ａ 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ に よ っ て 占 有 さ れ る 転 写 調 節 因 子 を 示 す
図 で あ る 。 肝 細 胞 及 び 島 中 の Ｈ Ｎ Ｆ １ ａ 及 び Ｈ Ｎ Ｆ ４ ａ の 下 流 の Ｄ Ｎ Ａ 調 節 因 子 の ネ ッ ト
ワ ー ク 。 遺 伝 子 オ ン ト ロ ジ ー の 「 Ｄ Ｎ Ａ 調 節 因 子 」 カ テ ゴ リ ー 中 の 標 的 遺 伝 子 を ま と め 、
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機 能 別 サ ブ カ テ ゴ リ ー に 従 っ て 列 挙 す る 。

【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】
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【 図 １ Ｃ 】 【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】
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【 図 ６ Ｃ 】 【 図 ６ Ｄ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ Ａ 】 【 図 １ ５ Ｂ 】
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【 図 １ ５ Ｃ 】 【 図 １ ５ Ｄ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ Ａ 】 【 図 １ ８ Ｂ 】

【 図 １ ８ Ｃ 】 【 図 １ ９ Ａ 】
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【 図 １ ９ Ｂ 】 【 図 １ ９ Ｃ 】

【 図 ２ ０ Ａ 】 【 図 ２ ０ Ｂ 】
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【 図 ２ １ Ａ 】 【 図 ２ １ Ｂ 】

【 図 ２ ２ Ａ 】 【 図 ２ ２ Ｂ 】
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【 図 ２ ３ Ａ 】 【 図 ２ ３ Ｂ 】

【 図 ２ ４ 】

(51) JP 2007-515954 A 2007.6.21



【 国 際 調 査 報 告 】
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