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(57)【要約】

前駆脂肪細胞より脂肪細胞分化誘導開始後１２時間以内、特に６時間前後に産出され、配

列番号１と同一もしくは少なくとも９３％の同一性、及び配列番号９と同一の塩基配列を

含むポリヌクレオチドまたは該ポリヌクレオチドに相補的なポリヌクレオチド、及び配列

番号２で表されるタンパク質の全長にわたり同一もしくは少なくとも９６％の同一性、或

いは配列番号１０で表されるアミノ酸配列を含むタンパク質が提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る 機 能 を 有 し 且 つ 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ

れ る 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ２ 】

配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ９ ３ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配

列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ３ 】

配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ に 対 し て 同 一 も し く は 少 な く と

も ９ ３ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に

相 補 的 な 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ４ 】

請 求 項 １ 、 ２ ま た は ３ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ る ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド 。

【 請 求 項 ５ 】

脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化

を 促 進 す る タ ン パ ク 質 。

【 請 求 項 ６ 】

配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る タ ン パ ク 質 の 全 長 に わ た り 同 一 も し く は 少 な く と も ９ ６ ％ の 相 同 性

を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 ５ 記 載 の タ ン パ ク 質 。

【 請 求 項 ７ 】

配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 も し く は 少 な く と も ９ ３ ％ の 相 同 性 を 有 す

る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド を 含 有 す る 組 み 換 え ベ ク タ ー 。

【 請 求 項 ８ 】

請 求 項 ７ 記 載 の 組 み 換 え ベ ク タ ー を 保 持 す る 形 質 転 換 体 。

【 請 求 項 ９ 】

請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 免 疫 学 的 に 特 異 的 な 抗 体 。

【 請 求 項 １ ０ 】

請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の タ ン パ ク 質 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ ま た は ア ゴ ナ イ ズ す る 化 合 物 の 同 定

方 法 で あ っ て 、

（ ａ ） 請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 ま た は 請 求 項 ５ ま た は ６ 記

載 の タ ン パ ク 質 に 応 答 す る 細 胞 に 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と ；

（ ｂ ） 結 合 、 ま た は 機 能 的 応 答 の 刺 激 も し く は 阻 害 を 観 察 す る こ と ； あ る い は 候 補 化 合 物

と 接 触 し た 細 胞 の 請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の タ ン パ ク 質 の 活 性 に 関 す る 能 力 を 接 触 し な か っ

た 同 種 の 細 胞 と 比 較 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る ア ゴ ニ ス ト 。

【 請 求 項 １ ２ 】

請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト 。

【 請 求 項 １ ３ 】

請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の タ ン パ ク 質 の 生 成 に 十 分 な 条 件 下 で 、 請 求 項 ８ 記 載 の 形 質 転 換 体

を 培 養 し 、 培 地 ま た は 形 質 転 換 体 か ら タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る タ ン パ ク 質

ま た は そ の 塩 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配

列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含

有 す る 医 薬 。

【 請 求 項 １ ５ 】
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配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配

列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち

、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 。

【 請 求 項 １ ６ 】

配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ に わ た り 同 一 も し く は 少 な く と

も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に

相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 。

【 請 求 項 １ ７ 】

配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配

列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有

す る 診 断 薬 。

【 請 求 項 １ ８ 】

配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配

列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち

、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 診 断 薬 。

【 請 求 項 １ ９ 】

配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ に わ た り 同 一 も し く は 少 な く と

も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に

相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド を 含 む 診 断 薬 。

【 請 求 項 ２ ０ 】

請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 を 含 有 し て い る 医 薬 。

【 請 求 項 ２ １ 】

請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 の 連 続 す る 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か

ら な る ペ プ チ ド を 含 む 医 薬 。

【 請 求 項 ２ ２ 】

請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 を 含 有 し て い る 診 断 薬 。

【 請 求 項 ２ ３ 】

請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 の 連 続 す る 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か

ら な る ペ プ チ ド を 含 む 診 断 薬 。

【 請 求 項 ２ ４ 】

請 求 項 ９ 記 載 の 抗 体 を 含 有 す る 医 薬 。

【 請 求 項 ２ ５ 】

請 求 項 ９ 記 載 の 抗 体 を 含 有 す る 診 断 薬 。

【 請 求 項 ２ ６ 】

請 求 項 １ １ 記 載 の ア ゴ ニ ス ト を 含 有 し て い る 医 薬 。

【 請 求 項 ２ ７ 】

請 求 項 １ １ 記 載 の ア ゴ ニ ス ト を 含 有 し て い る 診 断 薬 。

【 請 求 項 ２ ８ 】

請 求 項 １ ２ 記 載 の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 有 し て い る 医 薬 。

【 請 求 項 ２ ９ 】

請 求 項 １ ２ 記 載 の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 有 し て い る 診 断 薬 。

【 請 求 項 ３ ０ 】

肥 満 症 、 高 血 圧 症 、 高 脂 血 症 、 糖 尿 病 、 並 び に 動 脈 硬 化 に よ る 心 臓 病 及 び 脳 卒 中 か ら 選 ば

れ た 生 活 習 慣 病 の 治 療 薬 で あ る 請 求 項 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 ２ ０ 、 ２ １ 、 ２ ４ 、 ２ ６ ま た は

２ ８ 記 載 の 医 薬 。

【 請 求 項 ３ １ 】

肥 満 症 、 高 血 圧 症 、 高 脂 血 症 、 糖 尿 病 、 並 び に 動 脈 硬 化 に よ る 心 臓 病 及 び 脳 卒 中 か ら 選 ば

れ た 生 活 習 慣 病 の 診 断 薬 で あ る 請 求 項 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ ２ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ ま た は
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２ ９ 記 載 の 診 断 薬 。

【 請 求 項 ３ ２ 】

肥 満 症 の 治 療 薬 で あ る 請 求 項 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 ２ ０ 、 ２ １ 、 ２ ４ 、 ２ ６ ま た は ２ ８ 記 載

の 医 薬 。

【 請 求 項 ３ ３ 】

肥 満 症 の 診 断 薬 で あ る 請 求 項 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ ２ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、 ２ ７ ま た は ２ ９ 記 載

の 診 断 薬 。

【 請 求 項 ３ ４ 】

配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ９ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配

列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ３ ５ 】

配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ に わ た り 同 一 も し く は 少 な く と も

８ ９ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相

補 的 な 請 求 項 １ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。

【 請 求 項 ３ ６ 】

請 求 項 ３ ４ ま た は ３ ５ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ る ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド 。

【 請 求 項 ３ ７ 】

配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の タ ン パ ク 質 の 全 長 に わ た り 同 一 も し く は 少 な く と

も ９ ３ ％ の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 ５ 記 載 の タ ン パ ク 質 。

【 請 求 項 ３ ８ 】

請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ ま た は ア ゴ ナ イ ズ す る 化 合 物 の 同 定 方 法 で

あ っ て 、

（ ａ ） 請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 ま た は 請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク

質 に 応 答 す る 細 胞 に 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と ；

（ ｂ ） 結 合 、 ま た は 機 能 的 応 答 の 刺 激 も し く は 阻 害 を 観 察 す る こ と ； あ る い は 候 補 化 合 物

と 接 触 し た 細 胞 の 請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 の 活 性 に 関 す る 能 力 を 接 触 し な か っ た 同 種

の 細 胞 と 比 較 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。

【 請 求 項 ３ ９ 】

請 求 項 ３ ８ 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る ア ゴ ニ ス ト 。

【 請 求 項 ４ ０ 】

請 求 項 ３ ８ 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト 。

【 請 求 項 ４ １ 】

請 求 項 ３ ４ ま た は ３ ５ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 組 み 換 え ベ ク タ ー 。

【 請 求 項 ４ ２ 】

請 求 項 ４ １ 記 載 の 組 み 換 え ベ ク タ ー を 保 持 す る 形 質 転 換 体 。

【 請 求 項 ４ ３ 】

請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 免 疫 学 的 に 特 異 的 な 抗 体 。

【 請 求 項 ４ ４ 】

請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 の 生 成 に 十 分 な 条 件 下 で 、 請 求 項 ４ ２ 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培

養 し 、 培 地 ま た は 形 質 転 換 体 か ら タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る タ

ン パ ク 質 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ４ ５ 】

請 求 項 ３ ４ ま た は ３ ５ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し て い る 医 薬 。

【 請 求 項 ４ ６ 】

配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補

的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド を 含 む 医 薬 。

【 請 求 項 ４ ７ 】
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配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １

０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 。

【 請 求 項 ４ ８ 】

請 求 項 ３ ４ ま た は ３ ５ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し て い る 診 断 薬 。

【 請 求 項 ４ ９ 】

配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補

的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド を 含 む 診 断 薬 。

【 請 求 項 ５ ０ 】

配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １

０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 診 断 薬 。

【 請 求 項 ５ １ 】

請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 を 含 有 し て い る 医 薬 。

【 請 求 項 ５ ２ 】

請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 の 連 続 す る 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

ペ プ チ ド を 含 む 医 薬 。

【 請 求 項 ５ ３ 】

請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 を 含 有 し て い る 診 断 薬 。

【 請 求 項 ５ ４ 】

請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 の 連 続 す る 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

ペ プ チ ド を 含 む 診 断 薬 。

【 請 求 項 ５ ５ 】

請 求 項 ４ ３ 記 載 の 抗 体 を 含 有 す る 医 薬 。

【 請 求 項 ５ ６ 】

請 求 項 ４ ３ 記 載 の 抗 体 を 含 有 す る 診 断 薬 。

【 請 求 項 ５ ７ 】

請 求 項 ３ ９ 記 載 の ア ゴ ニ ス ト を 含 有 し て い る 医 薬 。

【 請 求 項 ５ ８ 】

請 求 項 ３ ９ 記 載 の ア ゴ ニ ス ト を 含 有 し て い る 診 断 薬 。

【 請 求 項 ５ ９ 】

請 求 項 ４ ０ 記 載 の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 有 し て い る 医 薬 。

【 請 求 項 ６ ０ 】

請 求 項 ４ ０ 記 載 の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 有 し て い る 診 断 薬 。

【 請 求 項 ６ １ 】

肥 満 症 、 高 血 圧 症 、 高 脂 血 症 、 糖 尿 病 、 並 び に 動 脈 硬 化 に よ る 心 臓 病 及 び 脳 卒 中 か ら 選 ば

れ た 生 活 習 慣 病 の 治 療 薬 で あ る 請 求 項 ４ ５ 、 ４ ６ 、 ４ ７ 、 ５ １ 、 ５ ２ 、 ５ ５ 、 ５ ７ ま た は

５ ９ 記 載 の 医 薬 。

【 請 求 項 ６ ２ 】

肥 満 症 、 高 血 圧 症 、 高 脂 血 症 、 糖 尿 病 、 並 び に 動 脈 硬 化 に よ る 心 臓 病 及 び 脳 卒 中 か ら 選 ば

れ た 生 活 習 慣 病 の 診 断 薬 で あ る 請 求 項 ４ ８ 、 ４ ９ 、 ５ ０ 、 ５ ３ 、 ５ ４ 、 ５ ６ 、 ５ ８ ま た は

６ ０ 記 載 の 診 断 薬 。

【 請 求 項 ６ ３ 】

肥 満 の 治 療 薬 で あ る 請 求 項 ４ ５ 、 ４ ６ 、 ４ ７ 、 ５ １ 、 ５ ２ 、 ５ ５ 、 ５ ７ ま た は ５ ９ 記 載 の

医 薬 。

【 請 求 項 ６ ４ 】

肥 満 の 診 断 薬 で あ る 請 求 項 ４ ８ 、 ４ ９ 、 ５ ０ 、 ５ ３ 、 ５ ４ 、 ５ ６ 、 ５ ８ ま た は ６ ０ 記 載 の

診 断 薬 。

【 請 求 項 ６ ５ 】
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配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て 、 ｎ ａ ｎ ｏ ｃ ｈ ｉ ｐ を 用 い る 方 法 、 ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 方 法 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ を 用 い る 方 法 、 質 量 分

析 計 を 用 い る 方 法 、 プ ラ イ マ ー エ ク ス テ ン シ ョ ン を 用 い る 方 法 か ら 選 ば れ た 方 法 を 適 用 す

る こ と を 特 徴 と す る 塩 基 多 型 を 調 べ る 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

技 術 分 野

本 発 明 は 、 脂 肪 細 胞 分 化 の 初 期 に 発 現 す る ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ク ロ ー ン ２

４ タ ン パ ク 質 に 関 し 、 さ ら に は 該 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 の 抗 体 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ア ゴ

ニ ス ト 、 お よ び こ れ ら の 製 造 、 並 び に こ れ ら の 物 質 を 含 有 す る 医 薬 お よ び 診 断 薬 に 関 す る

。

背 景 技 術

栄 養 過 剰 に よ る 肥 満 は 、 糖 尿 病 ・ 高 血 圧 ・ 動 脈 硬 化 な ど の 深 刻 な 生 活 習 慣 病 の 最 大 の 要 因

と な っ て い る 。 今 後 の 生 命 科 学 ・ 健 康 科 学 を 考 え る う え で 、 肥 満 の 分 子 機 構 を 解 明 す る こ

と は 必 須 の 課 題 と い え る 。 肥 満 に 直 接 関 わ る の は 脂 肪 細 胞 で あ り 、 脂 肪 細 胞 生 成 過 程 が 解

明 さ れ れ ば 肥 満 の 治 療 に 直 結 す る 。 近 年 の 分 子 生 物 学 の 発 展 に 伴 い 、 脂 肪 細 胞 分 化 の 機 構

が 解 明 さ れ つ つ あ る 。 そ こ に は キ ー と な る 遺 伝 子 群 が 存 在 し 、 こ れ ら が 巧 妙 に 情 報 を や り

取 り す る ネ ッ ト ワ ー ク を 形 成 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。

脂 肪 細 胞 分 化 過 程 は 複 雑 な ス テ ッ プ よ り 成 り 、 脂 肪 芽 細 胞 （ Ａ ｄ ｉ ｐ ｏ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ） → 前

駆 脂 肪 細 胞 （ Ｐ ｒ ｅ ａ ｄ ｉ ｐ ｏ ｃ ｙ ｔ ｅ ） → 脂 肪 細 胞 （ Ａ ｄ ｉ ｐ ｏ ｃ ｙ ｔ ｅ ） へ 分 化 す る

。 培 養 細 胞 や 遺 伝 子 改 変 個 体 を 用 い た 系 な ど に よ り 脂 肪 細 胞 分 化 に 密 接 に 関 与 す る 転 写 因

子 が 、 近 年 、 明 ら か に な り つ つ あ る 。

Ｐ Ｐ Ａ Ｒ （ Ｐ ｅ ｒ ｏ ｘ ｉ ｓ ｏ ｍ ｅ 　 Ｐ ｒ ｏ ｌ ｉ ｆ ｅ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ － Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ａ ｔ ｅ ｄ 　 Ｒ

ｅ ｃ ｅ ｐ ｔ ｏ ｒ ， ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 剤 応 答 性 レ セ プ タ ー ） 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ （ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ

／ Ｅ ｎ ｈ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ － Ｂ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ ｇ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ） フ ァ ミ リ ー 、 及 び Ｓ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ －

１ ／ Ａ Ｄ Ｄ １ （ Ｓ ｔ ｅ ｒ ｏ ｌ 　 Ｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ 　 Ｅ ｌ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ 　 Ｂ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ ｇ

　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 １ ま た は Ａ ｄ ｉ ｐ ｏ ｃ ｙ ｔ ｅ 　 Ｄ ｅ ｔ ｅ ｒ ｍ ｉ ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ａ ｎ ｄ

　 Ｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ － ｄ ｅ ｐ ｅ ｎ ｄ ｅ ｎ ｔ 　 Ｆ ａ ｃ ｔ ｏ ｒ 　 １ ） は 脂 肪 細

胞 の 分 化 に 最 も 重 要 な 転 写 因 子 と い わ れ て い る 。

Ｐ Ｐ Ａ Ｒ は 、 フ ァ ミ リ ー を 形 成 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ 、 そ の 中 で も Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ は 脂

肪 細 胞 分 化 に 特 に 重 要 で あ る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。 す な わ ち 、 脂 肪 芽 細 胞 や 前 駆 脂

肪 細 胞 に お い て 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ を 強 制 的 に 発 現 さ せ る と 脂 肪 細 胞 に 分 化 す る こ と が 明 ら か に

な っ て い る 。 こ の 結 果 は 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ が 脂 肪 細 胞 の 分 化 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と を

証 明 し て い る と 言 え る 。

Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ も Ｐ Ｐ Ａ Ｒ と 同 様 に フ ァ ミ リ ー を 形 成 し て お り 、 最 近 に な っ て 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ α

が Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ と 同 じ よ う に 脂 肪 細 胞 分 化 の マ ス タ ー レ ギ ュ レ ー タ ー と し て 機 能 し て い る こ

と が 明 ら か に さ れ て い る 。 ま た 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ β と Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ δ は 分 化 の 初 期 に 発 現 し 、 Ｃ

／ Ｅ Ｂ Ｐ α と Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ の 発 現 を 制 御 し て い る と 考 え ら れ て い る 。

Ｓ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ １ ／ Ａ Ｄ Ｄ １ は 、 脂 肪 細 胞 の 分 化 を 促 進 す る こ と が 知 ら れ て い る 一 方 、 脂 肪 細

胞 の 分 化 過 程 に お い て Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ の リ ガ ン ド 生 成 に 関 わ っ て い る こ と も 明 ら か に さ れ て い

る 。

前 記 ３ 種 類 の 転 写 因 子 群 （ Ｐ Ｐ Ａ Ｒ 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ 、 Ｓ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ １ ／ Ａ Ｄ Ｄ １ ） が 、 ク ロ ス

ト ー ク す る こ と に よ り 分 化 過 程 が 進 行 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。

前 記 ３ 種 類 の 転 写 因 子 群 は 、 脂 肪 細 胞 の 分 化 の 比 較 的 初 期 か ら 発 現 が 上 昇 す る こ と が 明 ら

か に さ れ て お り 、 複 数 の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る マ ス タ ー レ ギ ュ レ ー タ ー と 考 え ら れ

て い る 。 こ れ ら の 転 写 因 子 群 を 発 現 時 期 の 面 か ら 見 る と 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ β と Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ δ に

お い て 比 較 的 初 期 に 発 現 が 増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し 、 前 駆 脂 肪 細 胞 よ り 脂 肪

細 胞 へ 分 化 す る 最 も 初 期 に 、 即 ち 、 分 化 開 始 か ら 半 日 （ １ ２ 時 間 ） 以 内 に 、 ど の よ う な 遺

伝 子 が 活 性 化 さ れ て い る か に つ い て は ほ と ん ど 明 ら か に さ れ て い な い 。

前 駆 脂 肪 細 胞 よ り 脂 肪 細 胞 へ 分 化 す る 最 も 初 期 、 即 ち 、 分 化 開 始 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ

れ る 遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 、 そ の 程 度 、 遺 伝 子 産 物 と し て の タ ン パ ク 質 の 有 無 、 そ の 量 、 発
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現 し て い る 場 所 の 特 定 、 ま た 、 遺 伝 子 の 変 異 を 分 析 す る こ と は 、 肥 満 の メ カ ニ ズ ム を 解 明

し 、 さ ら に 肥 満 の 進 行 状 況 を 適 切 に 把 握 し 、 肥 満 の 予 防 あ る い は 治 療 に 役 立 た せ る 上 で 極

め て 重 要 な 要 素 と な り う る 。 そ の た め に 、 こ の 遺 伝 子 の 特 定 な ら び に こ の 遺 伝 子 産 物 で あ

る タ ン パ ク 質 を 特 定 し 、 こ う し た 遺 伝 子 あ る い は タ ン パ ク 質 を 検 出 、 あ る い は 測 定 す る こ

と が 望 ま れ る 。

そ こ で 本 発 明 は 、 前 駆 脂 肪 細 胞 よ り 脂 肪 細 胞 へ 分 化 開 始 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る 遺 伝

子 を 見 出 し 、 該 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー 、 該 ベ ク タ ー を 保 持 す る 形 質 転 換 体 、 該 形 質 転 換 体

か ら 生 産 さ れ る タ ン パ ク 質 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 、 該 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 、 該

タ ン パ ク 質 に 対 す る ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 こ れ ら の 化 合 物 を 含 む 医 薬 、 診 断

薬 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

発 明 の 開 示

本 発 明 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 研 究 を 行 っ た 結 果 、 前 駆 脂 肪 培 養 細 胞 株 と し て

周 知 の マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ － ９ ２ ． １ ． ） を 用 い 、 分 化 の

最 も 初 期 の 過 程 で 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 解 析 す る た め に 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 前 と 誘 導 ３ 時

間 後 に お い て サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 １ ０ ０ 近 い ク

ロ ー ン が 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 の

発 現 が 上 昇 し 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る 遺 伝 子 と し て 得 ら れ

た が 、 そ の う ち 、 特 に 発 現 が 優 れ た 遺 伝 子 と し て 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド が 得 ら れ た 。 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 は 、 マ ウ ス の

脂 肪 細 胞 分 化 の 初 期 、 即 ち 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 前 と 誘 導 ３ 時 間 後 に 発 現 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ

り 決 定 さ れ た 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド と 呼 ぶ 。

即 ち 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る 機 能 を 有 し 且 つ 脂 肪 細 胞 分

化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド で あ る 。

本 明 細 書 に お い て 、 活 性 化 と は 、 発 現 す る こ と あ る い は 発 現 が 亢 進 す る こ と を 意 味 す る 。

配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た

は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ． ｎ ｃ ｂ ｉ ．

ｎ ｌ ｍ ． ｎ ｉ ｈ ． ｇ ｏ ｖ ／ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ／ に お い て 検 索 し た と こ ろ 、 機 能 が 全 く 記 載 さ れ て

い な い チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 が 該 当 し 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 が Ａ

Ｆ ３ ７ １ ３ ７ ２ で 、 ２ ７ ９ ４ ｂ ｐ の 長 さ で 登 録 さ れ て い る こ と が 分 か っ た 。 配 列 番 号 １ で

表 さ れ る 塩 基 配 列 と 該 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 と の 相 同 性 は ８

８ ． １ ２ ％ で あ り 、 ま た 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 開 始 コ ド ン か ら 終 始 コ

ド ン ま で （ 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ ま で ） と 前 記 公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ

ー の Ｏ Ｒ Ｆ の 配 列 の 相 同 性 は 、 ９ １ ． ７ ２ ％ で あ る 。

本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 、 も し

く は 少 な く と も ９ ３ ％ 、 ９ ５ ％ ま た は ９ ８ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘

導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 且

つ 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。

ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２

５ ２ ０ に わ た り 同 一 も し く は 少 な く と も ９ ３ ％ 、 ９ ５ ％ ま た は ９ ８ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩

基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で

あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 し 且 つ 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る 機

能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。

配 列 番 号 １ で 表 さ れ る マ ウ ス の 塩 基 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ き 、 新 規 な 塩 基 配 列 の

ヒ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ヒ ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ に よ り 決 定 さ れ た の で 、 該 塩 基 配

列 を 配 列 番 号 ９ に 示 す 。

即 ち 、 本 発 明 の ヒ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分

化 を 促 進 す る 機 能 を 有 し 且 つ 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る 性 質 を
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有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る

。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ヒ ト の ク ロ ー ン ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド と 呼 ぶ 。

ま た 、 本 発 明 の ヒ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か

ら ２ ４ ２ ５ を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド で あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る 機 能 を 有 し 且 つ 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以

内 に 活 性 化 さ れ る 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。

配 列 番 号 １ で 表 さ れ る マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る ヒ

ト の ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 一 致 率 は 、 ２ ０ ８ ９ ／ ２ ４ ４ ４ （ ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ 　 ｖ

ｓ 　 ｈ ｕ ｍ ａ ｎ ） 、 即 ち 、 ８ ５ ． ４ ７ ％ と な る 。

前 記 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 と 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の ヒ

ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 同 性 は ８ ７ ． ３ ６ ％ で あ り 、 ま た 、 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配

列 の ヒ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 開 始 コ ド ン か ら 終 始 コ ド ン ま で （ 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６

か ら ２ ４ ２ ５ ま で ） と 前 記 公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の Ｏ Ｒ Ｆ の 配 列 の 相 同 性 は 、 ８

７ ． ５ ３ ％ で あ る 。

配 列 番 号 ９ の 観 点 か ら 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ

ー の Ｏ Ｒ Ｆ の 配 列 の 相 同 性 （ ８ ７ ． ３ ６ ％ ） の 関 係 か ら 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、

配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ９ ％ 、 ９ １ ％ ま た は ９ ３ ％ の

相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 む 。

前 記 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る ヒ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 開 始 コ ド ン か ら 終 始 コ ド ン ま で

（ 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ ま で ） と 前 記 公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の Ｏ Ｒ Ｆ

の 配 列 の 相 同 性 （ ８ ７ ． ５ ３ ％ ） の 関 係 か ら 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ９

で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ に わ た り 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ９ ％ 、 ９

１ ％ ま た は ９ ３ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。

本 発 明 の 上 記 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 、 特 に ６ 時 間

前 後 の マ ウ ス の 細 胞 、 ヒ ト の 細 胞 、 そ の 他 の 動 物 の 細 胞 か ら 抽 出 す る こ と が で き る 。 ま た

、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 細 胞 ・ 組 織 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 細 胞 ・ 組 織 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 、

合 成 Ｄ Ｎ Ａ の 何 れ か ら で も 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の 「 ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド 」 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ が あ る 。

本 明 細 書 で 単 に 「 ク ロ ー ン 」 と 呼 ぶ 場 合 に は 、 ク ロ ー ン ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ク ロ ー ン ２

４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る こ と が あ る 。

本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 、 特 に ６ 時 間 前 後 に 活 性 化

さ れ る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。

本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、 下 記 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配

列 の 全 長 に わ た り 少 な く と も ９ ６ ％ 、 ９ ８ ％ ま た は １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配

列 を 含 む タ ン パ ク 質 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １ で 表

さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ に わ た り 少 な く と も ９ ６ ％

、 ９ ８ ％ ま た は １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 翻 訳

産 物 で あ る 。

下 記 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配

列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 マ ウ ス の 脂 肪 細 胞 分 化 の 初 期 に 活 性 化 さ れ る タ ン パ ク 質

が 挙 げ ら れ る 。 該 タ ン パ ク 質 を マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 と 呼 ぶ 。

ま た 、 本 発 明 の ヒ ト の タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ

ク 質 で あ る 。 本 発 明 の ヒ ト の タ ン パ ク 質 は 、 下 記 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

の 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 翻 訳 産 物 で あ る 。 本

発 明 は 配 列 番 号 １ ０ の 観 点 か ら 、 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の タ ン パ ク 質 の 全

長 に わ た り 少 な く と も ９ ３ ％ 、 ９ ５ ％ ま た は ９ ７ ％ の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む

請 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 を 含 む 。

下 記 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト の 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内
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、 特 に 、 ６ 時 間 前 後 に 活 性 化 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る タ ン パ

ク 質 で あ る 。 該 タ ン パ ク 質 を ヒ ト の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 と 呼 ぶ 。

本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 降 に 発 現 す る タ ン パ ク

質 で あ る Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ α ， Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ δ 、 Ｓ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ － １ の 発 現 に 関 係 し 、 特

に 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ の 発 現 に 密 接 に 関 係 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ フ ァ ミ リ ー や

Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ フ ァ ミ リ ー 、 Ｓ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ － １ ／ Ａ Ｄ Ｄ １ な ど の 転 写 因 子 に 直 接 的 あ る い は 間 接

的 に 作 用 し て い る と 考 え ら れ る し 、 或 い は こ れ 以 外 の 経 路 を 刺 激 し て い る 可 能 性 も 考 え ら

れ る 。

本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 翻 訳 産 物 と し て 生 産 さ

れ る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド は 、 肥 満 、 高 血 圧 、 高 脂 血 症 、 糖 尿 病 、 動 脈 硬 化 に よ る 心

臓 病 や 脳 卒 中 等 か ら 選 ば れ る 生 活 習 慣 病 の 治 療 ま た は 診 断 に 有 用 で あ る 。

配 列 の 相 同 性

本 発 明 に お け る 相 同 性 に 関 す る 記 載 に お い て 、 例 え ば 、 「 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く

と も ９ ３ ％ の 相 同 性 」 と す る 理 由 は 、 ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ． ｎ ｃ ｂ ｉ ． ｎ ｌ ｍ ． ｎ ｉ ｈ

． ｇ ｏ ｖ ／ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ／ に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 が Ａ Ｆ ３ ７ １ ３ ７ ２ で 、 ２ ７ ９ ４ ｂ ｐ の 長

さ で 登 録 さ れ て い る チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 と 、 配 列 番 号 １ で 表 さ

れ る 塩 基 配 列 と の 相 同 性 は ８ ８ ． １ ２ ％ で あ り 、 ま た 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に

お け る 開 始 コ ド ン か ら 終 始 コ ド ン ま で （ 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ ま で ） と 前 記

公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の Ｏ Ｒ Ｆ の 配 列 の 相 同 性 は 、 ９ １ ． ７ ２ ％ で あ る こ と か ら

、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 を 除 外 す る た め で あ る 。

ま た 、 本 発 明 の 別 の 発 明 に お い て 「 塩 基 配 列 の 全 長 に わ た り 相 同 性 を 少 な く と も ８ ０ ％ 」

と す る 理 由 は 、 マ ウ ス と ヒ ト の 間 に は ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で ８ ４ ％ の 相 同 性 が あ る こ と が 既 に

報 告 さ れ て い る か ら で あ る ［ Ｙ ． Ｚ ｈ ａ ｎ ｇ ら 、 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ， 第 ３ ７ ２ 巻 、 第 ４ ２ ５ 頁

（ １ ９ ９ ４ ） 、 特 開 平 ８ － ３ ３ ３ ３ ９ ４ 号 公 報 ］ 。 高 血 圧 、 糖 尿 病 、 肥 満 な ど の 生 活 習 慣

病 に 関 わ る 遺 伝 子 群 は 相 同 性 が 動 物 間 で ８ ０ ％ 以 上 保 存 さ れ て い る こ と が 分 か っ て い る （

特 開 平 １ １ － ７ ５ ８ ６ ５ 号 公 報 ） こ と か ら 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 本 発 明 の タ

ン パ ク 質 に お い て も ヒ ト な ど の 霊 長 類 、 ウ サ ギ な ど の 齧 歯 類 な ど も 本 配 列 を 基 本 と し 、 相

同 性 が ８ ０ ％ 以 上 を 越 え る と 考 え る こ と が 妥 当 で あ る 。 該 妥 当 性 は 、 前 記 し た と お り 、 配

列 番 号 １ で 表 さ れ る マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る ヒ ト

の ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 一 致 率 が 、 ８ ５ ． ４ ７ ％ で あ る こ と か ら も 実 証 さ れ

る 。

本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ

本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ の 手 段 と し て は 、 例 え

ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 部 分 塩 基 配 列 を 有 す る 合 成 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法

に よ っ て 増 幅 す る か 、 ま た は 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ Ｄ Ｎ Ａ を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の

一 部 あ る い は 全 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 も し く は 合 成 Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 標 識 し た も の と

の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 選 別 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 方

法 は 、 例 え ば 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ （ Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ｉ ｎ ｇ ） ２

ｎ ｄ （ Ｊ ． Ｓ ａ ｍ ｂ ｒ ｏ ｏ ｋ 　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｃ ｏ ｌ ｄ 　 Ｓ ｐ ｒ ｉ ｎ ｇ 　 Ｈ ａ ｒ ｂ ｏ ｒ 　

Ｌ ａ ｂ ． Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， １ ９ ８ ９ ） に 記 載 の 方 法 な ど に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。 ま た 、

市 販 の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 場 合 、 添 付 の 使 用 説 明 書 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と

が で き る 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 目 的 に よ り そ の ま ま 、 ま た

は 所 望 に よ り 制 限 酵 素 で 消 化 し た り 、 リ ン カ ー を 付 加 し た り し て 使 用 す る こ と が で き る 。

該 Ｄ Ｎ Ａ は そ の ５ ＇ 末 端 側 に 翻 訳 開 始 コ ド ン と し て の Ａ Ｔ Ｇ を 有 し 、 ま た ３ ＇ 末 端 側 に は

翻 訳 終 止 コ ド ン と し て の Ｔ Ａ Ａ 、 Ｔ Ｇ Ａ ま た は Ｔ Ａ Ｇ を 有 し て い て も よ い 。 こ れ ら の 翻 訳

開 始 コ ド ン や 翻 訳 終 止 コ ド ン は 、 適 当 な 合 成 Ｄ Ｎ Ａ ア ダ プ タ ー を 用 い て 付 加 す る こ と も で

き る 。

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ る ベ ク タ ー 等

本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 も し く は 少 な く と も

９ ３ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相
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補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 さ せ た 組 み 換 え ベ ク タ ー で あ り 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 １

で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有

さ せ た 組 み 換 え ベ ク タ ー で あ る 。

ま た 、 ヒ ト の 脂 肪 細 胞 分 化 に 関 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 配

列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的

な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 さ せ た 組 み 換 え ベ ク タ ー で あ り 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ９ で 表

さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 さ せ た 組 み 換 え ベ ク タ ー で あ る 。

本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー は 既 知 の 方 法 で 構 築 す る こ と が 可 能 で あ

る 。 こ う し た 目 的 に 適 し た ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 部 位 の 上 流 に プ

ロ モ ー タ ー 領 域 を 有 す る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 既 知 の も の を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、

宿 主 細 胞 に よ り 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 宿 主 を 大 腸 菌 な ど の 細 菌 に し た 場 合

は 、 ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ 、 ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ 、 ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ 、 λ Ｐ Ｌ

プ ロ モ ー タ な ど を 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 酵 母 を 宿 主 と す る 場 合 に は 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ

ロ モ ー タ 、 Ａ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ 、 Ｐ Ｇ Ｋ プ ロ モ ー タ 、 Ｐ Ｈ ０ ５ プ ロ モ ー タ な ど が 挙 げ ら れ る

。 動 物 由 来 の 細 胞 を 宿 主 と し た 場 合 に は 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ 、 Ｓ Ｖ ４

０ ウ イ ル ス 由 来 の プ ロ モ ー タ 、 Ｅ Ｆ － １ α プ ロ モ ー タ 、 β ア ク チ ン プ ロ モ ー タ 、 メ タ ロ チ

オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ な ど が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る ベ ク タ ー に

お け る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 部 位 下 流 に は 、 転 写 終 結 シ グ ナ ル が あ る こ と が 望

ま し い 。 さ ら に 、 該 ベ ク タ ー に は 薬 剤 耐 性 マ ー カ ー な ど の 識 別 マ ー カ ー が あ る こ と が 望 ま

し い 。

宿 主

本 発 明 で 使 用 可 能 な 宿 主 に は 、 例 え ば 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 、 バ チ ル ス 属 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細

胞 、 昆 虫 、 動 物 細 胞 な ど を 用 い る こ と が で き る 。

エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 の 具 体 例 と し て は 、 Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 ｃ ｏ ｌ ｉ 　 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 〔

Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ５ ３ ３ ２ ３ 、 東 洋 紡 株 式 会 社 製 〕 、 Ｊ Ｍ １ ０ ３ 〔 ヌ ク イ レ ッ ク ・ ア シ ッ ズ ・ リ サ

ー チ ， （ Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ ） ， ９ 巻 ， ３ ０ ９ （ １ ９ ８ １ ）

〕 ， Ｋ １ ２ ・ Ｄ Ｈ １ 〔 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ

イ エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ

Ａ ） ， ６ ０ 巻 ， １ ６ ０ （ １ ９ ６ ８ ） 〕 ， Ｊ Ａ ２ ２ １ 〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・

バ イ オ ロ ジ ー （ Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ 　 ｏ ｆ 　 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ） 〕 ， １ ２

０ 巻 ， ５ １ ７ （ １ ９ ７ ８ ） 〕 ， Ｈ Ｂ １ ０ １ 〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ

ジ ー ， ４ １ 巻 ， ４ ５ ９ （ １ ９ ６ ９ ） 〕 ， Ｃ ６ ０ ０ 〔 ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス （ Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ

） ， ３ ９ 巻 ， ４ ４ ０ （ １ ９ ５ ４ ） 〕 な ど が 挙 げ ら れ る 。

バ チ ル ス 属 菌 と し て は 、 例 え ば 、 バ チ ル ス ・ サ ブ チ ル ス （ Ｂ ａ ｃ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ 　 ｓ ｕ ｂ ｔ ｉ

ｌ ｉ ｓ ） Ｍ Ｉ １ １ ４ 〔 ジ ー ン ， ２ ４ 巻 ， ２ ５ ５ （ １ ９ ８ ３ ） 〕 ， ２ ０ ７ － ２ １ 〔 ジ ャ ー ナ

ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー （ Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ 　 ｏ ｆ 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ ） ，

９ ５ 巻 ， ８ ７ （ １ ９ ８ ４ ） 〕 な ど が 挙 げ ら れ る 。

酵 母 と し て は 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス セ レ ビ シ エ （ Ｓ ａ ｃ ｃ ｈ ａ ｒ ｏ ｍ ｙ ｃ ｅ ｓ 　 ｃ

ｅ ｒ ｅ ｖ ｉ ｓ ｉ ａ ｅ ） Ａ Ｈ ２ ２ ， Ａ Ｈ ２ ２ Ｒ － ， Ｎ Ａ ８ ７ － １ １ Ａ ， Ｄ Ｋ Ｄ － ５ Ｄ ， ２ ０

Ｂ － １ ２ 、 シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス ポ ン ベ （ Ｓ ｃ ｈ ｉ ｚ ｏ ｓ ａ ｃ ｃ ｈ ａ ｒ ｏ ｍ ｙ ｃ ｅ ｓ 　 ｐ

ｏ ｍ ｂ ｅ ） Ｎ Ｃ Ｙ Ｃ １ ９ １ ３ ， Ｎ Ｃ Ｙ Ｃ ２ ０ ３ ６ 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ピ キ ア パ ス ト リ ス （

Ｓ ａ ｃ ｃ ｈ ａ ｒ ｏ ｍ ｙ ｃ ｅ ｓ 　 ｐ ｉ ｃ ｊ ｉ ａ ｐ ａ ｓ ｔ ｏ ｒ ｉ ｓ ） な ど が 挙 げ ら れ る 。

昆 虫 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス が Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ の 場 合 は 、 夜 盗 蛾 の 幼 虫 由 来 株 化 細 胞

（ Ｓ ｐ ｏ ｄ ｏ ｐ ｔ ｅ ｒ ａ 　 ｆ ｒ ｕ ｇ ｉ ｐ ｅ ｒ ｄ ａ 　 ｃ ｅ ｌ ｌ ； Ｓ ｆ 細 胞 ） 、 Ｔ ｒ ｉ ｃ ｈ ｏ

ｐ ｌ ｕ ｓ ｉ ａ 　 ｎ ｉ の 中 腸 由 来 の Ｍ Ｇ １ 細 胞 、 Ｔ ｒ ｉ ｃ ｈ ｏ ｐ ｌ ｕ ｓ ｉ ａ 　 ｎ ｉ の 卵 由 来

の Ｈ ｉ ｇ ｈ 　 Ｆ ｉ ｖ ｅ Ｔ Ｍ 細 胞 、 Ｍ ａ ｍ ｅ ｓ ｔ ｒ ａ 　 ｂ ｒ ａ ｓ ｓ ｉ ｃ ａ ｅ 由 来 の 細 胞 ま た

は Ｅ ｓ ｔ ｉ ｇ ｍ ｅ ｎ ａ 　 ａ ｃ ｒ ｅ ａ 由 来 の 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ウ イ ル ス が Ｂ ｍ Ｎ Ｐ Ｖ

の 場 合 は 、 蚕 由 来 株 化 細 胞 （ Ｂ ｏ ｍ ｂ ｙ ｘ 　 ｍ ｏ ｒ ｉ 　 Ｎ 細 胞 ； Ｂ ｍ Ｎ 細 胞 ） な ど が 挙 げ

ら れ る 。 該 Ｓ ｆ 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 Ｓ ｆ ９ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ １ ７ １ １ ） 、 Ｓ ｆ
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２ １ 細 胞 （ 以 上 、 Ｖ ａ ｕ ｇ ｈ ｎ ， Ｊ ． Ｌ ． ら 、 イ ン ・ ヴ ィ ボ （ ｉ ｎ 　 Ｖ ｉ ｖ ｏ ） ， １ ３ ，

２ １ ３ － ２ １ ７ ， （ １ ９ ７ ７ ） ） な ど が 挙 げ ら れ る 。

昆 虫 と し て は 、 例 え ば 、 カ イ コ の 幼 虫 な ど が 挙 げ ら れ る 〔 前 田 ら 、 ネ イ チ ャ ー （ Ｎ ａ ｔ ｕ

ｒ ｅ ） ， ３ １ ５ 巻 ， ５ ９ ２ （ １ ９ ８ ５ ） 〕 。

動 物 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 サ ル 細 胞 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ ， Ｖ ｅ ｒ ｏ ， チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 細

胞 Ｃ Ｈ Ｏ （ 以 下 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 と 略 記 ） ， ｄ ｈ ｆ ｒ 遺 伝 子 欠 損 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 細 胞

Ｃ Ｈ Ｏ 〔 略 語 ： Ｃ Ｈ Ｏ （ ｄ ｈ ｆ ｒ － ） 細 胞 〕 ， マ ウ ス Ｌ 細 胞 ， マ ウ ス Ａ ｔ Ｔ － ２ ０ ， マ ウ

ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 ， ラ ッ ト Ｇ Ｈ ３ ， ヒ ト Ｆ Ｌ 細 胞 な ど が 用 い ら れ る 。

形 質 転 換 体 の 製 造

本 発 明 の 形 質 転 換 体 は 、 前 記 組 み 換 え ベ ク タ ー を 前 記 宿 主 に 保 持 さ せ た も の で あ る 。

エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ

ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン ジ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ

． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ） ， ６ ９ 巻 ， ２ １ １ ０ （ １ ９ ７ ２ ） や ジ ー ン （ Ｇ ｅ ｎ ｅ ） ，

１ ７ 巻 ， １ ０ ７ （ １ ９ ８ ２ ） な ど に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。

バ チ ル ス 属 菌 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ア ン ド ・ ジ ェ ネ ラ ル ・ ジ ェ ネ

テ ィ ッ ク ス （ Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 ＆ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｌ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ ） ， １ ６ ８ 巻

， １ １ １ （ １ ９ ７ ９ ） な ど に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。

酵 母 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 メ ッ ソ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ ー （ Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ

　 ｉ ｎ 　 Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ） ， １ ９ ４ 巻 ， １ ８ ２ － １ ８ ７ （ １ ９ ９ １ ） 、 プ ロ シ ー ジ

ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ

ス エ ー （ Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ） ， ７ ５ 巻 ， １ ９ ２ ９ （ １ ９ ７

８ ） な ど に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。

昆 虫 細 胞 ま た は 昆 虫 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 バ イ オ ／ テ ク ノ ロ ジ ー （ Ｂ ｉ ｏ ／ Ｔ ｅ

ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ） ， ６ ， ４ ７ － ５ ５ （ １ ９ ８ ８ ） ） な ど に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ

と が で き る 。

動 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 細 胞 工 学 別 冊 ８ 新 細 胞 工 学 実 験 プ ロ ト コ ー ル ． ２

６ ３ － ２ ６ ７ （ １ ９ ９ ５ ） （ 秀 潤 社 発 行 ） 、 ヴ ィ ロ ロ ジ ー （ Ｖ ｉ ｒ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ） ， ５ ２ 巻

， ４ ５ ６ （ １ ９ ７ ３ ） に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。

形 質 転 換 体 の 培 養

本 発 明 の 形 質 転 換 体 の 培 養 は 以 下 の 条 件 を 考 慮 し た タ ン パ ク 質 の 生 成 に 十 分 な 条 件 下 で 、

形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 培 地 ま た は 形 質 転 換 体 か ら タ ン パ ク 質 を 回

収 す る こ と が で き る 。

宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 、 バ チ ル ス 属 菌 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 養 に 使 用 さ れ

る 培 地 と し て は 液 体 培 地 が 適 当 で あ り 、 そ の 中 に は 該 形 質 転 換 体 の 生 育 に 必 要 な 炭 素 源 、

窒 素 源 、 無 機 物 そ の 他 が 含 有 せ し め ら れ る 。 炭 素 源 と し て は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 デ キ

ス ト リ ン 、 可 溶 性 澱 粉 、 シ ョ 糖 な ど 、 窒 素 源 と し て は 、 例 え ば 、 ア ン モ ニ ウ ム 塩 類 、 硝 酸

塩 類 、 コ ー ン ス チ ー プ ・ リ カ ー 、 ペ プ ト ン 、 カ ゼ イ ン 、 肉 エ キ ス 、 大 豆 粕 、 バ レ イ シ ョ 抽

出 液 な ど の 無 機 ま た は 有 機 物 質 、 無 機 物 と し て は 、 例 え ば 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 二 水

素 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 酵 母 、 ビ タ ミ ン 類 、 生 長 促 進

因 子 な ど を 添 加 し て も よ い 。 培 地 の ｐ Ｈ は 約 ５ ～ ８ が 望 ま し い 。

エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 を 培 養 す る 際 の 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 カ ザ ミ ノ 酸 を 含 む

Ｍ ９ 培 地 〔 ミ ラ ー （ Ｍ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ ） ， ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ エ ク ス ペ リ メ ン ツ ・ イ ン ・ モ レ

キ ュ ラ ー ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス （ Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ 　 ｏ ｆ 　 Ｅ ｘ ｐ ｅ ｒ ｉ ｍ ｅ ｎ ｔ ｓ 　 ｉ ｎ 　

Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ ） ， ４ ３ １ － ４ ３ ３ ， Ｃ ｏ ｌ ｄ 　 Ｓ ｐ ｒ ｉ ｎ ｇ 　

Ｈ ａ ｒ ｂ ｏ ｒ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙ ， Ｎ ｅ ｗ 　 Ｙ ｏ ｒ ｋ 　 １ ９ ７ ２ 〕 が 好 ま し い 。 こ こ

に 必 要 に よ り プ ロ モ ー タ ー を 効 率 よ く 働 か せ る た め に 、 例 え ば 、 ３ β － イ ン ド リ ル ア ク リ

ル 酸 の よ う な 薬 剤 を 加 え る こ と が で き る 。 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 の 場 合 、 培 養 は 通 常 約

１ ５ ～ ４ ３ ℃ で 約 ３ ～ ２ ４ 時 間 行 な い 、 必 要 に よ り 、 通 気 や 撹 拌 を 加 え る こ と も で き る 。

宿 主 が バ チ ル ス 属 菌 の 場 合 、 培 養 は 通 常 約 ３ ０ ～ ４ ０ ℃ で 約 ６ ～ ２ ４ 時 間 行 な い 、 必 要 に

よ り 通 気 や 撹 拌 を 加 え る こ と も で き る 。 宿 主 が 酵 母 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 地
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と し て は 、 例 え ば 、 バ ー ク ホ ー ル ダ ー （ Ｂ ｕ ｒ ｋ ｈ ｏ ｌ ｄ ｅ ｒ ） 最 小 培 地 〔 Ｂ ｏ ｓ ｔ ｉ ａ

ｎ ， Ｋ ． Ｌ ． ら 、 「 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ

エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ

） ， ７ ７ 巻 ， ４ ５ ０ ５ （ １ ９ ８ ０ ） 〕 や ０ ． ５ ％ カ ザ ミ ノ 酸 を 含 有 す る Ｓ Ｄ 培 地 〔 Ｂ ｉ ｔ

ｔ ｅ ｒ ， Ｇ ． Ａ ． ら 、 「 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・

サ イ エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ

Ｓ Ａ ） ， ８ １ 巻 ， ５ ３ ３ ０ （ １ ９ ８ ４ ） 〕 が 挙 げ ら れ る 。 培 地 の ｐ Ｈ は 約 ５ ～ ８ に 調 整 す

る の が 好 ま し い 。 培 養 は 通 常 約 ２ ０ ℃ ～ ３ ５ ℃ で 約 ２ ４ ～ ７ ２ 時 間 行 な い 、 必 要 に 応 じ て

通 気 や 撹 拌 を 加 え る 。

宿 主 が 昆 虫 細 胞 ま た は 昆 虫 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 地 と し て は 、 Ｇ ｒ ａ ｃ ｅ ＇

ｓ 　 Ｉ ｎ ｓ ｅ ｃ ｔ 　 Ｍ ｅ ｄ ｉ ｕ ｍ （ Ｇ ｒ ａ ｃ ｅ ， Ｔ ． Ｃ ． Ｃ ． ， ネ イ チ ャ ー （ Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ

ｅ ） ， １ ９ ５ ， ７ ８ ８ （ １ ９ ６ ２ ） ） に 非 動 化 し た １ ０ ％ ウ シ 血 清 等 の 添 加 物 を 適 宜 加 え

た も の な ど が 用 い ら れ る 。 培 地 の ｐ Ｈ は 約 ６ ． ２ ～ ６ ． ４ に 調 整 す る の が 好 ま し い 。 培 養

は 通 常 約 ２ ７ ℃ で 約 ３ ～ ５ 日 間 行 な い 、 必 要 に 応 じ て 通 気 や 撹 拌 を 加 え る 。

宿 主 が 動 物 細 胞 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 約 ５ ～ ２ ０ ％ の

胎 児 牛 血 清 を 含 む Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 〔 サ イ エ ン ス （ Ｓ ｅ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ） ， １ ２ ２ 巻 ， ５ ０ １ （ １ ９

５ ２ ） 〕 ， Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 〔 ヴ ィ ロ ロ ジ ー （ Ｖ ｉ ｒ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ） ， ８ 巻 ， ３ ９ ６ （ １ ９ ５ ９

） 〕 ， Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ザ ・ ア メ リ カ ン ・ メ デ ィ カ ル ・ ア ソ シ

エ ー シ ョ ン （ Ｔ ｈ ｅ 　 Ｊ ｏ ｕ ｎ ａ ｌ 　 ｏ ｆ 　 ｔ ｈ ｅ 　 Ａ ｍ ｅ ｒ ｉ ｃ ａ ｎ 　 Ｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ａ ｌ

　 Ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ） １ ９ ９ 巻 ， ５ １ ９ （ １ ９ ６ ７ ） 〕 ， １ ９ ９ 培 地 〔 プ ロ シ ー ジ

ン グ ・ オ ブ ・ ザ ・ ソ サ イ エ テ ィ ・ フ ォ ー ・ ザ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ メ デ ィ ス ン （ Ｐ ｒ ｏ ｃ ｅ

ｅ ｄ ｉ ｎ ｇ 　 ｏ ｆ 　 ｔ ｈ ｅ 　 Ｓ ｏ ｃ ｉ ｅ ｔ ｙ 　 ｆ ｏ ｒ 　 ｔ ｈ ｅ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ ａ ｌ 　

Ｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ ） ， ７ ３ 巻 ， １ （ １ ９ ５ ０ ） 〕 な ど が 用 い ら れ る 。 ｐ Ｈ は 約 ６ ～ ８ で あ

る の が 好 ま し い 。 培 養 は 通 常 約 ３ ０ ℃ ～ ４ ０ ℃ で 約 １ ５ ～ ６ ０ 時 間 行 な い 、 必 要 に 応 じ て

通 気 や 撹 拌 を 加 え る 。 以 上 の よ う に し て 、 形 質 転 換 体 の 細 胞 内 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 生

成 せ し め る こ と が で き る 。

無 細 胞 系 に よ る タ ン パ ク 質 生 成

上 述 し た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ っ て タ ン パ ク 質 を 生 成 さ せ る 以 外 に 、 イ ン ビ ト ロ

テ ッ ク 社 （ ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ． ｉ ｎ ｂ ｉ ｔ ｒ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ． ｃ ｏ ． ｊ ｐ ／ ） の 高 効 率 無

細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 シ ス テ ム や Ｒ ｏ ｃ ｈ ｅ 社 の イ ン ビ ト ロ ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン ・ ト ラ ン ス

ク リ プ シ ョ ン シ ス テ ム な ど を 用 い た 無 細 胞 培 養 シ ス テ ム を 用 い る こ と に よ っ て 、 当 該 タ ン

パ ク 質 を 生 成 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。

タ ン パ ク 質 の 分 離 精 製

上 記 培 養 物 か ら 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 分 離 精 製 す る に は 、 例 え ば 、 下 記 の 方 法 に よ り 行 な

う こ と が で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 培 養 菌 体 あ る い は 細 胞 か ら 抽 出 す る に 際 し て は 、

培 養 後 、 公 知 の 方 法 で 菌 体 あ る い は 細 胞 を 集 め 、 こ れ を 適 当 な 緩 衝 液 に 懸 濁 し 、 超 音 波 、

リ ゾ チ ー ム お よ び ／ ま た は 凍 結 融 解 な ど に よ っ て 菌 体 あ る い は 細 胞 を 破 壊 し た の ち 、 遠 心

分 離 や ろ 過 に よ り タ ン パ ク 質 の 粗 抽 出 液 を 得 る 方 法 な ど が 適 宜 用 い ら れ る 。 緩 衝 液 の 中 に

尿 素 や 塩 酸 グ ア ニ ジ ン な ど の 蛋 白 質 変 性 剤 や 、 ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ （ 登 録 商 標 、 Ｕ ｎ ｉ ｏ

ｎ 　 Ｃ ａ ｒ ｂ ｉ ｄ ｅ 社 製 ） な ど の 界 面 活 性 剤 が 含 ま れ て い て も よ い 。 こ れ ら の 公 知 の 分 離

、 精 製 法 と し て は 、 塩 析 や 溶 媒 沈 澱 法 な ど の 溶 解 度 を 利 用 す る 方 法 、 透 析 法 、 限 外 ろ 過 法

、 ゲ ル ろ 過 法 、 お よ び Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 な ど の 主 と し て 分 子 量

の 差 を 利 用 す る 方 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 荷 電 の 差 を 利 用 す る 方 法 、 ア

フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 特 異 的 新 和 性 を 利 用 す る 方 法 、 逆 相 高 速 液 体 ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 疎 水 性 の 差 を 利 用 す る 方 法 、 等 電 点 電 気 泳 動 法 な ど の 等 電 点 の 差 を

利 用 す る 方 法 な ど が 用 い ら れ る 。

上 記 各 方 法 で 得 ら れ る タ ン パ ク 質 が 遊 離 体 で 得 ら れ た 場 合 に は 、 公 知 の 方 法 あ る い は そ れ

に 準 じ る 方 法 に よ っ て 塩 に 変 換 す る こ と が で き 、 逆 に 塩 で 得 ら れ た 場 合 に は 公 知 の 方 法 あ

る い は そ れ に 準 じ る 方 法 に よ り 、 遊 離 体 ま た は 他 の 塩 に 変 換 す る こ と が で き る 。 な お 、 組

換 え 体 が 産 生 す る タ ン パ ク 質 を 、 精 製 前 ま た は 精 製 後 に 適 当 な 蛋 白 修 飾 酵 素 を 作 用 さ せ る
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こ と に よ り 、 任 意 に 修 飾 を 加 え た り 、 ポ リ ペ プ チ ド を 部 分 的 に 除 去 す る こ と も で き る 。 蛋

白 修 飾 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 ア ル ギ ニ ル エ ン ド ペ プ チ ダ

ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ な ど が 用 い ら れ る 。 か く し て 生 成 す る 本 発 明

の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 の 存 在 は 、 標 識 し た リ ガ ン ド と の 結 合 実 験 お よ び 特 異 抗 体 を 用

い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ な ど に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。

ヒ ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ

脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 前 記 に 決

定 し た 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る マ ウ ス の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ 　 Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ 　 Ｓ ｅ ｑ

ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ （ Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ 　 Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ 　 Ｄ ａ ｔ ａ ｂ ａ ｓ ｅ ） で ホ モ ロ ジ ー サ ー チ す

る こ と に よ っ て 相 同 性 の 高 い 配 列 を 見 出 し て 、 ヒ ト ホ モ ロ グ の 全 長 を 予 測 す る こ と が で き

る 。 ヒ ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ に は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 な ど が 適 用 で き る 。 こ の よ う に し て

予 測 し 、 実 際 に Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 配 列 決 定 を 行 っ た ヒ ト ホ モ ロ グ の 全 長 は 、 配 列 番 号

９ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 で あ る 。 ま た 、 配 列 番 号 ９ で 示 さ れ る ヒ ト ホ モ ロ グ の 全 長 の 塩 基 配

列 か ら 、 該 塩 基 配 列 は ８ ０ ０ ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ り 、 該

タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 １ ０ で あ る と 予 想 さ れ る 。

ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び ア ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法

本 発 明 の タ ン パ ク 質 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ ま た は ア ゴ ナ イ ズ す る 化 合 物 の 同 定 方 法 は 次 の 工 程

（ ａ ） （ ｂ ） の 工 程 を 含 む 。

（ ａ ） 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 ま た は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 応 答 す る 細 胞

に 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程 ；

（ ｂ ） 結 合 、 ま た は 機 能 的 応 答 の 刺 激 も し く は 阻 害 を 観 察 す る 工 程 ； あ る い は 候 補 化 合 物

と 接 触 し た 細 胞 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 に 関 す る 能 力 を 接 触 し な か っ た 同 種 の 細 胞 と

比 較 す る 工 程 。

上 記 同 定 方 法 に よ り 、 本 発 明 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 或 い は ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る こ と が で き る

。

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 方 法 ； ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 診 断

診 断 対 象 者 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 化 に 関 連 し た 、 診 断 対 象 者 に お け る 疾 病 、 ま た は

か か る 疾 病 に 対 す る 感 受 性 の 診 断 は 次 の よ う に 行 う こ と が で き る 。 即 ち 、 診 断 対 象 者 の ゲ

ノ ム 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 塩 基 配 列 中 の 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を 決

定 す る こ と ； お よ び ／ ま た は 該 対 象 者 由 来 の 試 料 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 存 在 ま た は 量

を 分 析 す る こ と に よ り 行 う 。

本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 あ る い は 測 定 す る に は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩

基 配 列 か ら 連 続 す る ８ 塩 基 以 上 １ ０ ０ 塩 基 以 下 の 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 合 成 し 、 細 胞

あ る い は 血 液 な ど か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ Ａ に 変 換

し な が ら 増 幅 す る 、 あ る い は Ｔ ７ － ｂ ａ ｓ ｅ ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 増 幅 法 （ Ｖ ａ ｎ 　 Ｇ ｅ ｌ ｄ ｅ ｒ

Ｒ ． Ｎ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ， ８ ７ ： １ ６ ６ ３

－ １ ６ ６ ７ ， １ ９ ９ ０ ） に よ り 、 目 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 し 、 増 幅 さ れ た ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド を 種 々 の 電 気 泳 動 で 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 Ｃ ｙ ３ － ｄ Ｕ Ｔ Ｐ あ る い は

、 Ｃ ｙ ５ － ｄ Ｕ Ｔ Ｐ を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 時 に 添 加 し て 、 増 幅 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 蛍 光

標 識 し 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 等 （ Ｂ ｒ ｏ ｗ ｎ ， Ｐ ． Ｏ ． ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ： Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　

Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ． ， ２ １ 　 ｓ ｕ ｐ ． ： ３ ３ － ３ ７ ， １ ９ ９ ９ ） に よ り 検 出 す る こ と も 可 能 で あ

る 。

ま た 、 抽 出 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 定 量 す る 方 法 と し て は 、 蛍 光 色 素 を 用 い た 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 法

が 行 わ れ る （ 羊 土 社 　 ｎ ｏ ｎ － Ｒ Ｉ 実 験 の 最 新 プ ロ ト コ ー ル 　 栗 原 ら 編 　 １ ９ ９ ９ 　 ８ ３

－ ８ ９ ） 。 こ の 方 法 に よ り 、 細 胞 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ が ど の 程 度 存 在 す る か が わ か る 。 こ の 発 現

の 程 度 に よ っ て 、 肥 満 の 状 況 を 把 握 す る こ と が で き る 。

Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 同 時 に 検 出 、 測 定 す る こ と も

可 能 で あ る 。 例 え ば 、 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 肥 満 な ど の 生 活 習 慣 病 に 関 連 す る 、 本 発 明 の ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 基 盤 上 に 結 合 さ せ て お き 、 上 述 し た よ う な

方 法 で 、 検 体 か ら 調 製 し た 標 識 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 反 応 さ せ て ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 活
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性 化 し て い る の か 、 存 在 し て い る の か と い う こ と を 判 定 す る こ と が 可 能 と な る 。 こ の 判 定

に よ っ て 、 生 活 習 慣 病 の 状 況 を 把 握 し 、 治 療 に 役 立 て る こ と が 可 能 に な る 。 ま た 、 本 発 明

の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 複 数 の 肥 満 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 基 盤 上 に 結 合 さ せ て お き 、

同 様 の 手 技 に よ り 、 肥 満 の 状 況 、 程 度 を 把 握 す る こ と が 可 能 と な り 、 治 療 に 役 立 て る こ と

が 可 能 と な る 。

ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る に は ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 社 の Ａ Ｂ Ｉ 　

Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ ３ １ ０ あ る い は Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ ３ １ ０ ０ あ る い は Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ ３ ７ ０ ０ な ど を 利 用 し

た キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 に よ る 検 出 も 可 能 で あ る 。

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 特 定 の 核 酸 塩 基 が 他 の 塩 基 と 置 換 さ れ て い る こ と に よ り 、 遺 伝 子 産

物 と し て の タ ン パ ク 質 の 活 性 が 変 化 す る 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の そ の 受 容 体 へ の 結 合 能 が

変 化 す る 、 或 い は 該 タ ン パ ク 質 の 薬 剤 に 対 し て の 反 応 性 が 変 化 す る 、 或 い は 該 タ ン パ ク 質

の 安 定 性 が 変 化 す る 、 或 い は 該 タ ン パ ク 質 の 合 成 が 途 中 で 停 止 し て し ま う な ど の 、 遺 伝 子

多 型 （ ｓ ｉ ｎ ｇ ｌ ｅ 　 ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｏ ｔ ｉ ｄ ｅ 　 ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｏ ｒ ｐ ｈ ｉ ｓ ｍ ｓ 、 以 下 Ｓ Ｎ Ｐ

ｓ ） が 、 非 常 に 重 要 で あ る こ と が わ か っ て き て い る が 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お い

て も 、 こ の Ｓ Ｎ Ｐ ｓ を 検 出 す る 意 義 は 非 常 に 重 要 で あ る 。

本 発 明 の 脂 肪 細 胞 分 化 関 連 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 高 密 度 の Ｓ Ｎ Ｐ マ ー カ ー の 遺 伝 子 地 図 が

つ く ら れ れ ば ， 糖 尿 病 の 原 因 遺 伝 子 を 特 定 で き る Ｓ Ｎ Ｐ ｓ を 用 い て 健 康 者 と 患 者 間 の 比 較

が 容 易 に で き る ． 高 密 度 の Ｓ Ｎ Ｐ マ ッ プ を 使 え ば 家 族 と 関 連 の な い 大 規 模 な サ ン プ ル を 用

い て 相 関 解 析 （ Ｗ ｈ ｏ ｌ ｅ 　 Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ 　 Ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｓ ｔ ｕ ｄ ｙ ） が 可

能 と な る 。 Ｓ Ｎ Ｐ ｓ は 、 特 に １ 塩 基 が 置 換 す る こ と に よ り 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 が 変 化 し 、

こ の 変 化 に よ っ て 本 来 の 蛋 白 質 の 物 性 の 変 化 が 生 じ る 。 例 え ば 、 酵 素 に お い て は 活 性 中 心

近 傍 の ア ミ ノ 酸 が 変 化 す る こ と に よ る 酵 素 活 性 の 低 下 や 亢 進 が 挙 げ ら れ 、 受 容 体 で あ れ ば

受 容 中 心 近 傍 の ア ミ ノ 酸 が 変 化 す る こ と に よ る 結 合 力 の 低 下 や 上 昇 が 挙 げ ら れ る 。 そ れ ぞ

れ の 人 の 遺 伝 子 多 型 に 応 じ て 、 薬 剤 の 投 与 量 を 調 整 し た り 、 異 な る 薬 剤 を 選 択 す る こ と を

テ ー ラ ー ド メ デ ィ シ ン な ど と 云 わ れ る 。

本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お け る Ｓ Ｎ Ｐ ｓ を 検 出 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ア メ リ カ

Ｎ ａ ｎ ｏ ｇ ｅ ｎ 社 （ ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ． ｎ ａ ｎ ｏ ｇ ｅ ｎ ． ｃ ｏ ｍ ） の ｎ ａ ｎ ｏ ｃ ｈ ｉ

ｐ を 用 い る 方 法 （ Ｇ ｉ ｌ ｌ ｅ ｓ ら 、 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 ３ ６ ５

－ ３ ７ ０ 　 １ ７ 　 １ ９ ９ ９ ） 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 方 法 （ ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ

ｗ ｗ ． ｐ ｙ ｒ ｏ ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ ． ｃ ｏ ｍ ） 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ を 用 い

た 方 法 、 質 量 分 析 計 を 用 い る 方 法 （ Ｌ ｅ ｇ ｌ ｅ ｒ ら 、 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｕ ｓ ｉ ｏ ｎ ， ３ ６ ： ４

２ ６ － ４ ３ １ 、 １ ９ ９ ６ ） 、 プ ラ イ マ ー エ ク ス テ ン シ ョ ン を 用 い た 方 法 、 Ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ｅ ｘ

法 （ Ｉ ａ ｎ ｎ ｏ ｎ ｅ ら 、 Ｃ ｙ ｔ ｏ ｍ ｅ ｔ ｒ ｙ ， ３ ９ ： １ ３ １ － １ ４ ０ ， ２ ０ ０ ０ ） な ど が

適 用 可 能 で あ る 。

上 記 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 の た め に 構 成 さ れ る 診 断 薬 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基

配 列 の 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

或 い は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０

個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 診 断 薬 が 挙 げ ら れ る 。

ま た 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ に わ た り 同 一 も し く は 少

な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 診 断 薬 と す る こ と が で き る 。 特 に 、 ヒ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検

出 の た め に 構 成 さ れ る 診 断 薬 は 、 配 列 番 号 ９ に 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０

個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 診 断 薬 で あ る 。

さ ら に 好 ま し い ヒ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 の た め に 構 成 さ れ る 診 断 薬 は 、 配 列 番 号 ９

で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基

配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 診 断 薬 で あ る 。

タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 検 出 、 お よ び タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 の 検 出
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、 お よ び 診 断 へ の 応 用

本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る に は 、 免 疫 測 定 法 が 一 般 的 に 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 配 列 番

号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ０ で 示 さ れ る タ ン パ ク 質 、 あ る い は そ れ ら の 各 配 列 に 含 ま れ る ３ 個

以 上 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド を 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ブ タ

、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ニ ワ ト リ な ど に 免 疫 し て 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 免 疫 を 行

う 際 に 、 通 常 、 ア ジ ュ バ ン ト と い わ れ る 物 質 を 加 え る の が 一 般 的 で あ る 。 ア ジ ュ バ ン ト と

し て は 、 フ ロ イ ン ト の コ ン プ リ ー ト ア ジ ュ バ ン ト 、 イ ン コ ン プ リ ー ト ア ジ ュ バ ン ト 、 明 礬

な ど 種 々 の 公 知 の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る こ と が が き る 。 マ ウ ス を 免 疫 し た 場 合 で は 、 一 定

期 間 免 疫 を 行 っ た 後 、 免 疫 し た マ ウ ス の 脾 臓 を 取 り 出 し て 、 抗 体 産 生 細 胞 で あ る こ の 脾 臓

細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ て 、 ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ て 配 列 番 号 ２ の タ ン パ ク 質 を 特

異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 。

ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 す る こ と に よ っ て 、 産 生 す る 抗 体 を 種 々 の 方 法 で 精 製 し 、 得 ら れ た

抗 体 を 固 相 に 結 合 さ せ る 。 こ れ と は 別 に 、 該 抗 体 を 酵 素 、 蛍 光 色 素 、 金 属 コ ロ イ ド 、 ラ テ

ッ ク ス 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ な ど で 標 識 し て 標 識 化 抗 体 を 得 る 。 前 記 固 相 化 抗 体 と 該 標 識 化 抗

体 を 、 細 胞 、 血 液 あ る い は そ の 分 画 フ ラ ク シ ョ ン を 検 体 と し て 反 応 さ せ 、 固 相 に 結 合 し た

標 識 物 の 有 無 、 あ る い は 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 検 体 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 量 を 測

定 す る こ と が で き る 。

本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 脂 肪 細 胞 内 に 特 異 的 に 見 出 さ れ る た め に 、 そ の 量 を 測 定 す る こ と

に よ っ て 肥 満 の 程 度 、 状 況 を 把 握 す る こ と が 可 能 と な る 。

検 体 中 に 含 ま れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る に は 、 該 タ ン パ ク 質 あ る い は 該 タ ン

パ ク 質 の 一 部 と な る ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 、 家 兎 、 ネ ズ ミ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ な ど に 免 疫 し て

抗 体 を 調 製 す る （ こ の 場 合 、 特 定 の 認 識 部 位 に 結 合 す る こ と が 出 来 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

を 調 製 す る こ と も 含 ま れ る 。 ） 。 こ こ で 得 ら れ た 抗 体 を 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ラ テ ッ ク ス 、 ニ

ト ロ セ ル ロ ー ス な ど の 材 質 の も の に 物 理 的 に 吸 着 さ せ る 、 あ る い は 、 抗 体 に ビ オ チ ン を 予

め 導 入 し て お き 、 固 相 に 予 め 結 合 さ せ て お い た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン な ど と

反 応 さ せ て 固 相 を 調 製 す る 、 あ る い は 、 固 相 上 に 存 在 す る カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基 、 ス

ル フ ヒ ド リ ル 基 な ど を 介 し て 、 抗 体 を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 抗 体 結 合 固 相 を 調 製 す

る 。 こ こ で 得 ら れ た 抗 体 結 合 固 相 と 、 細 胞 、 血 液 あ る い は そ の 分 画 フ ラ ク シ ョ ン を 検 体 と

し て 反 応 さ せ 、 検 体 中 に 含 ま れ る 抗 原 を 固 相 に 結 合 さ せ 、 次 い で 、 抗 体 結 合 固 相 に 結 合 し

た 抗 原 に 、 上 述 し た 工 程 に よ っ て 調 製 し た 抗 体 に 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素 、 蛍 光 色 素 、 核

酸 、 ビ オ チ ン な ど の 標 識 を 結 合 さ せ た 標 識 抗 体 を 反 応 さ せ る 。 な お 、 抗 体 結 合 固 相 と 検 体

と 標 識 抗 体 を 反 応 さ せ る 工 程 は 、 同 時 に 行 う こ と も で き る 。 こ う し て 固 相 に 結 合 し た 標 識

物 を 、 測 定 す る こ と に よ っ て 検 体 中 に 含 ま れ る 該 タ ン パ ク 質 を 測 定 す る こ と が 出 来 る 。

抗 体 を 検 出 す る 方 法 は 、 こ れ と は 別 に 以 下 の よ う な 方 法 で も 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 本 発

明 の タ ン パ ク 質 あ る い は 該 タ ン パ ク 質 の 一 部 と な る ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 固 相 化 し て 抗 原

固 定 化 固 相 と し 、 次 い で 、 該 抗 原 固 定 化 固 相 に 対 し て 、 抗 原 に 標 識 し た 物 質 と 、 細 胞 、 血

液 あ る い は そ の 分 画 フ ラ ク シ ョ ン を 検 体 と し て 反 応 さ せ 、 結 合 し た 標 識 物 を 、 定 量 す る こ

と に よ っ て 、 検 体 中 に 含 ま れ る 抗 体 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の タ

ン パ ク 質 に 対 し て 免 疫 学 的 に 特 異 的 な 抗 体 を 検 出 す る 診 断 薬 を 構 築 で き る 。

以 上 、 い ず れ も 抗 原 あ る い は 抗 体 を 直 接 固 相 化 し た 反 応 系 を 説 明 し た が 、 米 国 特 許 第 ５ ，

７ ８ ９ ， １ ６ ５ の よ う に 、 固 相 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 さ せ て お き 、 こ の オ リ ゴ ヌ ク

レ オ チ ド に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 さ せ た 抗 原 あ る い は 抗 体 を 結 合 さ せ た 反 応

系 も 適 用 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 特 開 平 １ ０ － ２ ５ ３ ６ ３ ２ 号 公 報 、 Ｅ Ｐ ０ ９ ０ ５ ５ １ ７ Ａ

１ の 記 載 に あ る よ う に 、 異 な る 項 目 を 同 時 に 検 出 あ る い は 測 定 す る こ と も 可 能 と な る 。 例

え ば 、 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 肥 満 な ど の 生 活 習 慣 病 に 関 連 す る マ ー カ ー を 同 時 に 検 出 す る こ と

に よ り 、 ど の タ ン パ ク 質 が ど の 程 度 検 出 さ れ る か に よ っ て 生 活 習 慣 病 が ど の 程 度 の レ ベ ル

で あ る の か を 判 断 す る こ と も 可 能 に な る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 肥 満 関 連 の タ ン パ ク 質 あ る

い は ペ プ チ ド な ど の マ ー カ ー を 同 時 に 検 出 、 測 定 す る こ と に よ っ て 、 肥 満 の 状 況 を 把 握 し

治 療 に 役 立 て る こ と も 可 能 に な る と 考 え ら れ る 。

本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 あ る い は 該 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 免 疫 学 的 に 検 出 す る た め に は
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上 述 し た 方 法 以 外 に 、 免 疫 凝 集 法 に よ る 方 法 （ 特 開 平 ６ － ３ ３ ５ ８ 号 公 報 ） 、 Ｂ ｉ ａ ｃ ｏ

ｒ ｅ 　 Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ 　 Ａ Ｂ （ ス ウ ェ ー デ ン ） 社 （ ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ．

ｂ ｉ ａ ｃ ｏ ｒ ｅ ． ｃ ｏ ． ｊ ｐ ） の Ｂ Ｉ Ａ ｃ ｏ ｒ ｅ な ど に よ る 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ Ｓ ｕ ｒ

ｆ ａ ｃ ｅ 　 Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｏ ｎ 　 Ｒ ｅ ｓ ｏ ｎ ａ ｎ ｃ ｅ ＝ Ｓ Ｐ Ｒ ） に よ る 方 法 、 水 晶 発 振 子 を 用

い た 方 法 （ 特 開 平 ９ － ２ ９ ２ ３ ９ ７ 号 公 報 ） 、 な ど に よ る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。

以 上 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の に 構 成 さ れ る 診 断 薬 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質

ま た は そ の 塩 を 含 有 し て い る 診 断 薬 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 好 ま し い 態 様 の 本 発 明 の 診 断 薬

は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 の 連 続 す る 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン

パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 含 む 診 断 薬 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る

た め の 別 の 診 断 薬 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 含 有 す る 診 断 薬 が 挙 げ ら れ る 。

治 療 目 的 の 使 用

本 発 明 は 、 過 剰 ま た は 不 十 分 な 量 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は 該 タ ン パ ク 質 の 一 部 を 構

成 す る ペ プ チ ド の 活 性 に 関 連 す る 、 肥 満 症 、 高 血 圧 症 、 高 脂 血 症 、 糖 尿 病 、 腎 臓 疾 患 、 イ

ン ス リ ン 耐 性 、 脂 肪 異 栄 養 、 Ｃ Ｎ Ｓ 疾 患 、 並 び に 動 脈 硬 化 に よ る 心 臓 病 又 は 脳 卒 中 、 等 の

生 活 習 慣 病 の ご と き 異 常 な 状 態 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は 該 タ

ン パ ク 質 の 一 部 を 構 成 す る ペ プ チ ド の 活 性 が 過 剰 な 場 合 、 い く つ か の 方 法 を 用 い る こ と が

で き る 。

１ つ の 手 段 は 、 有 効 量 の 上 記 阻 害 剤 化 合 物 （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） を 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と

調 合 し て な る 医 薬 を 治 療 対 象 者 に 投 与 し て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は ペ プ チ ド へ の リ

ガ ン ド の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る こ と あ る い は 第 ２ の シ グ ナ ル を 阻 害 す る こ と に よ り 活 性 化 を

阻 害 し 、 そ の こ と に よ り 異 常 な 状 態 を 改 善 す る こ と を 特 徴 と す る 。

他 の 手 段 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 活 性 化 す る 治 療 上 有 効 量 の 化 合 物 （ す な わ ち 、

ア ゴ ニ ス ト ） を 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 調 合 し て な る 医 薬 を 投 与 し 、 そ の こ と に よ り 異 常

な 状 態 を 改 善 す る こ と を 特 徴 と す る 。

も う １ つ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は ペ プ チ ド と 競 争 し て リ ガ ン

ド に 結 合 す る 能 力 を 有 し て い る 可 溶 性 形 態 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は ペ プ チ ド ま た は

そ れ ら の 塩 を 投 与 し て も よ い 。 か か る 競 争 物 質 の 典 型 的 な 具 体 例 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ

る い は 該 タ ン パ ク 質 の 一 部 を 構 成 す る ペ プ チ ド を 含 む 。 即 ち 、 本 発 明 の 医 薬 は 該 タ ン パ ク

質 或 い は そ の 塩 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 或 い は そ の 塩 の 連 続 す る 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸

か ら な る ペ プ チ ド を 含 む 医 薬 と す る こ と が で き る 。

さ ら に も う １ つ の 方 法 に お い て 、 発 現 ブ ロ ッ ク 法 を 用 い て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た

は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 し て 、 遺 伝 子 の 活 性 化 を 阻 害 し

て も よ い 。

こ の よ う な 本 発 明 の 医 薬 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基

配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 医 薬 で あ る 。 好 ま し

く は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る

塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 で あ

り 、 さ ら に 好 ま し く は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ 番 目 に わ た り 同 一 も し

く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は 該 ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 、 相 補 的 で あ り 且 つ 連 続 す る 少 な く と も

１ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 で あ る 。

特 に 、 ヒ ト の ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て は 、 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列

を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。

好 ま し く は 、 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す

る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ９ に お け る 、 ２ ６ か

ら ２ ４ ２ ５ 番 目 の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的

な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 、 相 補 的 で あ り 且 つ 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有
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す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 で あ る 。

こ れ ら の 医 薬 は 、 Ａ Ｔ Ｇ の 前 後 の 配 列 の ア ン チ セ ン ス を 治 療 薬 に 利 用 す る も の で あ る 。 こ

れ ら の 医 薬 に は 公 知 の 方 法 で 、 細 胞 内 で 生 成 し た 、 あ る い は 別 個 に 投 与 さ れ た 、 ア ン チ セ

ン ス 配 列 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｏ ｌ ｉ ｇ ｏ ｄ ｅ ｏ ｘ ｙ ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｏ ｔ ｉ ｄ ｅ ｓ

　 ａ ｓ 　 Ａ ｎ ｔ ｉ ｓ ｅ ｎ ｓ ｅ 　 Ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ ｓ 　 ｏ ｆ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ

ｉ ｏ ｎ ， Ｃ Ｒ Ｃ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， Ｂ ｏ ｃ ａ 　 Ｒ ａ ｔ ｏ ｎ ， Ｆ Ｌ （ １ ９ ８ ８ ） 中 、 Ｏ ＇ Ｃ ｏ ｎ

ｎ ｏ ｒ ， Ｊ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ （ １ ９ ９ １ ） ５ ６ ： ５ ６ ０ 。 別 法 と し て 、 遺 伝 子 と と も

に 三 重 ら せ ん を 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し て も よ い 。 例 え ば 、 Ｌ ｅ ｅ 　 ｅ ｔ 　

ａ ｌ ． ， Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ （ １ ９ ７ ９ ） ６ ： ３ ０ ７ ３ ； Ｃ ｏ ｏ ｎ ｅ ｙ

　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． ， Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ （ １ ９ ８ ８ ） ２ ４ １ ： ４ ５ ６ ； Ｄ ｅ ｒ ｖ ａ ｎ 　 ｅ ｔ 　 ａ

ｌ ． ， Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ （ １ ９ ９ １ ） ２ ５ １ ： １ ３ ６ ０ 。 こ れ ら の オ リ ゴ マ ー は そ れ 自 体 投

与 す る こ と が で き 、 あ る い は 関 連 オ リ ゴ マ ー を イ ン ビ ボ で 活 性 化 さ せ る こ と も で き る 。

別 法 と し て 、 遺 伝 子 治 療 を 用 い て 、 治 療 対 象 者 中 の 細 胞 に よ る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

の 細 胞 内 で の 生 成 を 有 効 な ら し め て も よ い 。 例 え ば 、 上 記 の ご と く 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド を 処 理 加 工 し て 複 製 欠 損 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 入 れ て 活 性 化 す る よ う に し て も よ

い 。 次 い で 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 構 築 物 を 単 離 し 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る

Ｒ Ｎ Ａ を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン し た パ ッ ケ ー ジ ン

グ 細 胞 中 に 導 入 し て 、 次 い で パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 が 目 的 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 感 染 性

ウ イ ル ス 粒 子 を 生 成 す る よ う に し て も よ い 。 こ れ ら の プ ロ デ ュ ー サ ー 細 胞 を 治 療 対 象 者 に

投 与 し て 細 胞 を イ ン ビ ボ で 処 理 加 工 し て 、 イ ン ビ ボ で タ ン パ ク 質 を 活 性 化 す る よ う に し て

も よ い 。 遺 伝 子 治 療 の 方 法 に は 、 Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ 　 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ ，

Ｔ ． Ｓ ｔ ｒ ａ ｃ ｈ ａ ｎ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ａ ． Ｐ ． Ｒ ｅ ａ ｄ ， Ｂ Ｉ Ｏ Ｓ 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ 　

Ｐ ｕ ｂ ｌ ｉ ｓ ｈ ｅ ｒ ｓ 　 Ｌ ｔ ｄ （ １ ９ ８ ６ ） 中 、 第 ２ ０ 章 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｔ ｈ ｅ ｒ ａ ｐ ｙ 　

ａ ｎ ｄ 　 ｏ ｔ ｈ ｅ ｒ 　 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ － ｂ ａ ｓ ｅ ｄ 　 Ｔ ｈ ｅ ｒ ａ ｐ

ｅ ｕ ｔ ｉ ｃ 　 Ａ ｐ ｐ ｒ ｏ ａ ｃ ｈ ｅ ｓ （ お よ び そ の 中 の 引 用 文 献 ） が 適 用 可 能 で あ る 。

本 発 明 の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 、 ま た は ヒ ト の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 あ る い は そ れ ら

の タ ン パ ク 質 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 か ら な る ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 含 有 さ せ て

医 薬 と す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 を 投 与 し た 場 合 に は 、 脂 肪 細 胞 分 化 活 性 を 減 弱

さ せ る こ と が 期 待 で き る 。

処 方 お よ び 投 与

本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 増 強 さ れ た 活 性 化 を 必 要 と す る 治 療 対 象 者 の 治 療 方 法 に お い て は 、

可 溶 性 形 態 の 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 全 長 に わ た り 同 一 も し く は 少 な

く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 の 一

部 を 構 成 す る ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 塩 、 な ら び に 該 タ ン パ ク 質 ま た は 該 タ ン パ ク 質 の

一 部 を 構 成 す る ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 ま た は そ

れ ら の 小 型 分 子 の 治 療 上 有 効 量 を 医 薬 と し て 治 療 対 象 者 に 投 与 し て も よ い 。

か か る 処 方 は 、 治 療 上 有 効 量 の 前 記 物 質 、 ま た は そ れ ら の 塩 、 お よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る 担

体 ま た は 賦 形 剤 を 含 ん で な る 。 か か る 担 体 と し て は 、 セ イ ラ イ ン 、 緩 衝 化 セ イ ラ イ ン 、 デ

キ ス ト ロ ー ス 、 水 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 お よ び そ れ ら の 混 合 物 が 挙 げ ら れ る が 、

こ れ ら に 限 ら な い 。 処 方 は 投 与 経 路 に 適 し た も の と す べ き で あ り 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て

い る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 成 分 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 を 充 填 し た 、 １ 個 ま た は そ

れ 以 上 の 容 器 を 含 ん で な る 医 薬 パ ッ ク お よ び キ ッ ト に も 関 す る 。

本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 化 合 物 を 単 独 で 使 用 し て も よ く 、 あ る い は 治 療 化 合 物 の ご

と き 他 の 化 合 物 と 一 緒 に 使 用 し て も よ い 。 医 薬 組 成 物 の 全 身 投 与 の 好 ま し い 形 態 は 、 注 射

、 典 型 的 に は 静 脈 注 射 を 包 含 す る 。 皮 下 、 筋 肉 内 ま た は 腹 腔 内 の ご と き 他 の 注 射 経 路 を 用

い る こ と も で き る 。 全 身 投 与 の た め の 別 の 手 段 は 、 胆 汁 酸 塩 ま た は フ シ ジ ン 酸 ま た は 他 の

界 面 活 性 剤 の ご と き 浸 透 剤 を 用 い る 経 粘 膜 ま た は 経 皮 投 与 を 包 含 す る 。 さ ら に 、 腸 溶 処 方

ま た は カ プ セ ル 処 方 が う ま く 処 方 さ れ る な ら ば 、 経 口 投 与 も 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 化 合 物

の 投 与 は 局 所 的 な も の で あ っ て も よ く 、 膏 薬 、 パ ス タ 、 ゲ ル 等 の 形 態 で あ っ て も よ い 。

必 要 な 用 量 範 囲 は 、 ペ プ チ ド 、 投 与 経 路 、 処 方 の 性 質 、 治 療 対 象 者 の 症 状 の 性 質 、 お よ び
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担 当 医 師 の 判 断 に よ る 。 適 当 な 用 量 は 治 療 対 象 者 の 体 重 １ ｋ ｇ あ た り ０ ． １ な い し １ ０ ０

μ ｇ の 範 囲 で あ る 。 し か し な が ら 、 種 々 の 使 用 化 合 物 お よ び 種 々 の 投 与 経 路 の さ ま ざ ま な

有 効 性 を 考 慮 す れ ば 、 必 要 な 用 量 は 広 範 囲 な も の と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 経 口 投 与 に は 静 脈

注 射 よ り も 多 い 用 量 が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 当 該 分 野 に お い て よ く 理 解 さ れ た 最 適 化

の た め の 標 準 的 な 常 套 的 実 験 を 用 い て こ れ ら の 用 量 の 変 更 を 行 う こ と が で き る 。

し ば し ば 「 遺 伝 子 治 療 」 と 称 さ れ る 上 記 治 療 方 法 に お い て 、 治 療 に 使 用 す る 本 発 明 の タ ン

パ ク 質 を 治 療 対 象 者 中 に お い て 生 成 さ せ る こ と も で き る 。 よ っ て 、 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル

ス プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ

Ｎ Ａ の ご と き ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 治 療 対 象 者 由 来 の 細 胞 を エ ク ス ビ ボ で 処 理 加 工 し

て も よ い 。 次 い で 、 処 理 さ れ た 細 胞 を 治 療 対 象 者 に 導 入 す る 。

実 施 例 １

脂 肪 細 胞 へ の 分 化 の 確 認

脂 肪 細 胞 に 分 化 す る こ と が 可 能 な マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ － ９

２ ． １ ． ） を 、 基 本 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ， ４ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｋ Ｍ ， １ ０ ％ Ｃ ａ ｌ ｆ 　 Ｓ ｅ ｒ ｕ

ｍ ） を 用 い て ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 、 ３ ７ ℃ に お い て ｃ ｏ ｌ ｌ ａ ｇ ｅ ｎ 　 ｔ ｙ ｐ ｅ 　 Ｉ 　 ｄ ｉ ｓ ｈ （

Ｆ Ａ Ｌ Ｃ Ｏ Ｎ 社 製 ） 中 で 培 養 し た 。 細 胞 が コ ン フ レ ン ト に 達 し て か ら ２ 日 間 お き 、 細 胞 が

休 止 期 に 入 っ た 後 、 培 地 を 分 化 誘 導 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ， ４ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｋ Ｍ ， １ ０ ％ Ｆ Ｂ

Ｓ ， ０ ． ５ ｍ Ｍ 　 １ － メ チ ル － ３ － イ ソ ブ チ ル キ サ ン チ ン （ 以 下 、 Ｍ ｉ ｘ と 呼 ぶ ） 、 １ ０

μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 イ ン シ ュ リ ン 、 １ μ Ｍ 　 Ｄ ｅ ｘ ａ ｍ ｅ ｔ ｈ ａ ｓ ｏ ｎ ｅ （ 以 下 、 Ｄ ｅ ｘ と 呼 ぶ

） に 変 え こ の 分 化 条 件 に お い て ４ ８ 時 間 培 養 し 、 培 地 を 分 化 促 進 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ， ４ ０ μ

ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｋ Ｍ ， １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ ， ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ ） に 変 え た 。 ２ 日 お き に

分 化 促 進 培 地 で 培 地 交 換 を 行 っ た 。 マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ －

９ ２ ． １ ． ） は 、 ４ 日 目 頃 か ら 小 さ な 脂 肪 滴 を 含 み 始 め 、 一 週 間 後 に は 成 熟 し た 脂 肪 細 胞

へ 分 化 す る こ と を 確 認 し た 。

実 施 例 ２

ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 調 製

脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 前 と 分 化 誘 導 開 始 ３ 時 間 後 の マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ

． Ｃ Ｃ Ｌ － ９ ２ ． １ ． ） か ら Ｔ Ｒ Ｉ ｚ ｏ ｌ （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 　 Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） を 用 い て 、 Ｔ Ｒ Ｉ

ｚ ｏ ｌ （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 　 Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） に 添 付 さ れ て い る 取 扱 説 明 書 に 従 い 、 各 々 の マ ウ ス ３

Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 起 源 の 全 量 Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し た 。 こ れ ら の 各 全 量 Ｒ Ｎ Ａ か ら Ｏ ｌ ｉ ｇ ｏ ｔ ｅ

ｘ － ｄ Ｔ 　 ３ ０ （ 第 一 化 学 薬 品 社 製 ） を 用 い て 、 添 付 さ れ て い る 取 扱 説 明 書 に 従 っ て 、 脂

肪 細 胞 分 化 誘 導 前 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 ３ 時 間 後 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し た 。

実 施 例 ３

Ｐ Ｃ Ｒ － ｓ ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｓ ｕ ｂ ｔ ｒ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 法 に よ る 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 後

３ 時 間 目 の 活 性 化 の 測 定

公 知 の Ｐ Ｃ Ｒ 　 ｓ ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 ｓ ｕ ｂ ｔ ｒ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｋ ｉ ｔ （ Ｃ Ｌ Ｏ Ｎ Ｔ

Ｅ Ｃ Ｈ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｉ ｅ ｓ 社 製 ） に 従 っ て 以 下 の ｉ ） － ｖ ｉ ｉ ） 工 程 を 行 っ た 。

ｉ ） テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成

前 記 実 施 例 ２ で 調 製 し た マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ － ９ ２ ． １ ．

） 由 来 の 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 前 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を ド ラ イ バ ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し 、 前 記 実 施 例 ２ で 調 製

し た 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 ３ 時 間 後 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を テ ス タ ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し た 。 こ れ ら の ド ラ イ バ

ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び テ ス タ ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら １ 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 次 い で 、 ２ 本 鎖 の ド ラ

イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。

ｉ ｉ ） 制 限 酵 素 Ｒ ｓ ａ Ｉ に よ る ２ 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 切 断

前 記 工 程 ｉ ） で 得 ら れ た ２ 本 鎖 の ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ と テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 各 々 を 制 限 酵

素 Ｒ ｓ ａ Ｉ で 切 断 し 、 平 滑 末 端 （ ｂ ｌ ｕ ｎ ｔ 　 ｅ ｎ ｄ ） の 断 片 を 作 っ た 。 　 ｉ ｉ ｉ ） ア ダ

プ タ ー の ラ イ ゲ ー シ ョ ン

前 記 工 程 ｉ ｉ ） で 得 ら れ た 切 断 さ れ た テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 二 つ の グ ル ー プ に 分 け 、 一 方 に

ア ダ プ タ ー １ を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 他 方 に ア ダ プ タ ー ２ を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。

ｉ ｖ ） フ ァ ー ス ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
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前 記 工 程 ｉ ｉ ｉ ） で 得 ら れ た ア ダ プ タ ー を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た ２ 種 類 の テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ

と 過 剰 量 の ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の 間 で 別 々 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。

ｖ ） セ カ ン ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

さ ら に 過 剰 量 の ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 、 前 記 ｉ ｖ ） 工 程 で 得 ら れ た ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ を

ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て な る ２ 種 類 の テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 わ せ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を

行 っ た 。

ｖ ｉ ） フ ァ ー ス ト Ｐ Ｃ Ｒ

前 記 ｉ ｖ ） 工 程 で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ２ 種 類 の ア ダ プ タ ー

部 位 間 で 共 通 な プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 行 っ て Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 さ せ た 。

ｖ ｉ ｉ ） セ カ ン ド Ｐ Ｃ Ｒ

最 後 に ２ 種 類 の ア ダ プ タ ー 部 位 に 特 異 的 な ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 行 い Ｄ

Ｎ Ａ を 増 幅 さ せ た 。

ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て な る テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 増 幅 さ れ な か っ た 。 一

方 、 テ ス タ ー 特 異 的 、 つ ま り 分 化 誘 導 ３ 時 間 後 に 活 性 化 が 増 加 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

（ 遺 伝 子 ） の み 増 幅 さ れ た 。

実 施 例 ４

Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 及 び ク ロ ー ン ２ ４ の プ ラ ス ミ ド

図 １ に ク ロ ー ン ２ ４ マ ウ ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 略 図 を 示 す 。 前 記 実 施 例 ３ の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 で

得 ら れ た セ カ ン ド Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 行 っ た 後 の 増 幅 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 反 応 液 を フ ェ

ノ ー ル 抽 出 、 Ｃ Ｉ Ａ Ａ 抽 出 後 、 Ｅ ｔ Ｏ Ｈ 沈 殿 を 行 い 、 Ｄ Ｎ Ａ の ペ レ ッ ト を 滅 菌 水 １ ７ μ ｌ

に 溶 解 し 、 １ ０ ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ の Ｒ ｓ ａ Ｉ で １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） ， １

０ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ， １ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 条 件 下 、 ３ ７ ℃ 一 晩 反 応 さ せ ア ダ プ タ ー を 切 断 し た

。 ０ ． ７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 後 、 Ｄ Ｅ ８ １ （ Ｗ ｈ ａ ｔ ｍ ａ ｎ 社 製 ） を 用 い て 精 製

し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 Ｓ ｕ （ 図 １ 参 照 ） を 得 た 。

該 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 Ｓ ｕ の 情 報 を 元 に プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 ５ ＇ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ を 行 っ た 結 果 、 約 ２

Ｋ の バ ン ド が 得 ら れ た の で 、 こ れ を 回 収 し て ヌ ク レ オ チ ド Ｒ － ５ ＇ と 呼 ん だ （ 図 １ 参 照 ）

。 該 ヌ ク レ オ チ ド Ｒ － ５ ＇ を Ｔ ベ ク タ ー （ ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｋ Ｓ ＋ ） に サ ブ ク ロ

ー ニ ン グ し て 、 Ｄ Ｓ Ｑ － １ ０ ０ ０ （ 島 津 製 作 所 社 製 ） に よ り 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 一 方

、 ク ロ ー ン ２ ４ の ３ ＇ 側 の 配 列 を 用 い て デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 す る と 一 致 す る 塩 基 配

列 が Ｅ Ｓ Ｔ に 登 録 さ れ て お り 、 こ の 塩 基 配 列 を 参 考 に プ ラ イ マ ー を 設 計 し Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を

行 っ た 。 そ の 結 果 、 約 ７ ０ ０ ｂ ｐ の バ ン ド が 得 ら れ た の で 、 こ れ を 回 収 し て ヌ ク レ オ チ ド

Ｒ Ｔ と 呼 ん だ （ 図 １ 参 照 ） 。 該 、 ヌ ク レ オ チ ド Ｒ Ｔ を Ｔ ベ ク タ ー （ ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ

ｔ 　 Ｋ Ｓ ＋ ） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 、 Ｄ Ｓ Ｑ － １ ０ ０ ０ （ 島 津 製 作 所 社 製 ） に よ り 、 塩

基 配 列 を 決 定 し た 。 こ の よ う に し て 、 マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ

－ ９ ２ ． １ ． ） 由 来 の ク ロ ー ン ２ ４ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 全 長 で あ る ２ ７ ８ ２ ｂ ｐ の ク ロ ー ン ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド を 得 た 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 呼 ぶ 。

翻 訳 開 始 コ ド ン は １ ０ ０ 塩 基 目 の Ａ Ｔ Ｇ を 翻 訳 開 始 コ ド ン と 仮 定 し た 。 そ の 結 果 ク ロ ー ン

２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ８ ０ ７ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る と 予 想 さ れ た 。 決 定 し

た ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 と 、 該 塩 基 配 列 か ら 予 想 し た ア ミ ノ 酸 配 列 に

対 し て デ ー タ ベ ー ス を 用 い た ホ モ ロ ジ ー 検 索 を ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ． ｎ ｃ ｂ ｉ ． ｎ ｌ ｍ

． ｎ ｉ ｈ ． ｇ ｏ ｖ ／ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ／ に お い て 検 索 し た と こ ろ 、 機 能 が 全 く 記 載 さ れ て い な い

チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 が 該 当 し 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 が Ａ Ｆ ３ ７

１ ３ ７ ２ で 、 ２ ７ ９ ４ ｂ ｐ の 長 さ で 登 録 さ れ て い る こ と が 分 か っ た 。 配 列 番 号 １ で 表 さ れ

る 塩 基 配 列 と 該 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 と の 相 同 性 は ８ ８ ． １

２ ％ で あ り 、 ま た 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 開 始 コ ド ン か ら 終 始 コ ド ン ま

で （ 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ ま で ） と 前 記 公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来

の Ｏ Ｒ Ｆ の 配 列 の 相 同 性 は 、 ９ １ ． ７ ２ ％ で あ る か ら 、 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は

新 規 の 遺 伝 子 で あ る と 考 え ら れ る 。

５ ＇ 末 端 を 脱 リ ン 酸 化 し た ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｋ Ｓ ＋ ／ Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ ベ ク タ ー ５ ０ ｎ

ｇ と Ｄ Ｎ Ａ 断 片 １ ５ ０ ｎ ｇ を そ れ ぞ れ ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 行 っ た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応
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液 １ ． ２ μ ｌ を コ ン ピ テ ン ト セ ル と し て Ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｃ ｈ ｉ ａ 　 ｃ ｏ ｌ ｉ 　 Ｊ Ｍ １ ０ ９

〔 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ５ ３ ３ ２ ３ 、 東 洋 紡 株 式 会 社 製 〕 に ｈ ｅ ａ ｔ 　 ｓ ｈ ｏ ｃ ｋ 法 に よ り ト ラ ン ス フ

ォ ー ム し て 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ク ロ ー ン ２ ４ の プ ラ ス ミ ド を 得 た 。 本 実 施 例 ４ で 製

造 さ れ た 形 質 転 換 体 は 、 国 際 寄 託 当 局 で あ る 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物

寄 託 セ ン タ ー に Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ８ ０ ３ と し て 寄 託 さ れ て い る 。 該 形 質 転 換 体 は 、 該 国

際 寄 託 当 局 に ２ ０ ０ ０ 年 １ １ 月 ２ ９ 日 （ 原 寄 託 日 ） に Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ８ １ ３ １ 号 と し て

原 寄 託 さ れ 、 そ し て 、 該 原 寄 託 よ り ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 １ ６ 日 に ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ く 寄

託 へ 移 管 さ れ た 。

実 施 例 ５

塩 基 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定

ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 の 決 定 は 、 Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ 　 ３ １ ０ （ Ｐ ｅ

ｒ ｋ ｉ ｎ － Ｅ ｌ ｍ ｅ ｒ 社 製 ） お よ び Ｄ Ｓ Ｑ 　 １ ０ ０ ０ （ 島 津 製 作 所 社 製 ） を 用 い て 行 っ た

。 得 ら れ た ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 を 、 配 列 番 号 １ に 示 す 。 ク ロ ー ン ２

４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ２ ７ ８ ２ 塩 基 か ら 構 成 さ れ て い る こ と が 分 か っ た 。 ま た 、 ク ロ ー ン

２ ４ ポ リ ペ プ チ ド の コ ド ン 配 列 か ら ア ミ ノ 酸 配 列 を 推 定 す る と 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ア

ミ ノ 酸 が ８ ０ ７ 個 の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が 分 か る 。 ク ロ ー ン ２ ４ タ

ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 示 す 。

実 施 例 ６

既 存 塩 基 配 列 、 ア ミ ノ 酸 配 列 と の 比 較

ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ペ プ チ ド の 塩 基 配 列 お よ び ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ

い て 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ 、 Ｅ Ｓ Ｔ 、 Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ 　 Ｐ ｒ ｏ ｔ の 各 々 の デ ー タ ベ ー ス

で ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行 っ た 。 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ お よ び Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ を 行 っ た 結 果 、 ク ロ ー ン ２ ４

ポ リ ペ プ チ ド の 塩 基 配 列 に つ い て は 登 録 さ れ て い る 機 能 が 既 知 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 相

同 性 が 無 く 、 前 駆 脂 肪 細 胞 が 脂 肪 細 胞 に 分 化 す る 際 に 特 異 的 に 活 性 化 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド と し て 新 規 の 物 質 で あ る こ と が 分 か っ た 。

ま た 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ Ｐ を 行 っ た 結 果 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て も

登 録 さ れ て い る 機 能 が 既 知 の タ ン パ ク 質 と は 相 同 性 が 無 く 、 前 駆 脂 肪 細 胞 が 脂 肪 細 胞 に 分

化 す る 際 に 特 異 的 に 活 性 化 さ れ る タ ン パ ク 質 と し て 新 規 の 物 質 で あ る こ と が 分 か っ た 。

実 施 例 ７

イ ン サ ー ト の 回 収 お よ び プ ロ ー ブ の 作 成

前 記 実 施 例 ４ で 得 ら れ た サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ク ロ ー ン ２ ４ の プ ラ ス ミ ド を Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ

ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ｉ ｎ ｇ に 記 載 の 方 法 に 従 い ア ル カ リ Ｓ Ｄ Ｓ 法 に よ り 調 製 し 、 こ の プ ラ

ス ミ ド を 制 限 酵 素 Ｘ ｂ ａ Ｉ ， Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ で 切 断 後 、 １ ． ０ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳

動 し 、 イ ン サ ー ト に 相 当 す る バ ン ド を Ｄ Ｅ ８ １ （ Ｗ ｈ ａ ｔ ｍ ａ ｎ 社 製 ） を 用 い て 回 収 し た

。 ５ ０ ～ １ ０ ０ ｎ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を Ｂ ｃ ａ Ｂ Ｅ Ｓ Ｔ
Ｔ Ｍ

　 Ｌ ａ ｂ ｅ ｌ ｉ ｎ ｇ 　 ｋ ｉ ｔ （ Ｔ

ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 社 製 ） を 用 い て ［ α －
３ ２

Ｐ ］ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ （ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ

ｉ ａ 　 ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ 社 製 ） で 標 識 し 、 標 識 プ ロ ー ブ を 得 た 。 得 ら れ た 標 識 プ ロ ー ブ を Ｓ

ｅ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － ５ ０ （ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 　 ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ 社

製 ） を 用 い た カ ラ ム に 通 し 、
３ ２

Ｐ 標 識 プ ロ ー ブ を 調 製 し た 。

実 施 例 ８

ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析

脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 前 （ ０ 時 間 ） と 分 化 誘 導 開 始 ０ ． ５ 、 １ 、 ３ 、 ６ 、 １ ２ 、 ２ ４ 時 間

後 の マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ － ９ ２ ． １ ． ） か ら そ れ ぞ れ 調 製

し た 総 Ｒ Ｎ Ａ ２ ５ μ ｇ を １ ％ 変 性 ゲ ル （ ２ ％ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ ｄ ｅ ｈ ｙ ｄ ｅ ， １ × Ｍ ｏ ｐ ｓ ，

１ ％ ア ガ ロ ー ス ） で 電 気 泳 動 し た 。 ゲ ル を ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ 　 ２ ５ 分 （ ア ル カ リ 変 性 ）

、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ａ ｃ （ ｐ Ｈ ４ ． ０ ） 、 ４ ０ 分 （ 中 和 ） 処 理 後 、 Ｒ Ｎ Ａ を Ｈ ｙ ｂ ｏ ｎ

ｄ Ｎ ＋ （ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 　 ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ 社 製 ） に ト ラ ン ス フ ァ

ー し た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー は １ ２ 時 間 以 上 行 い 、 バ ッ フ ァ ー は ２ ０ × Ｓ Ｓ Ｃ を 用 い た 。 ト ラ

ン ス フ ァ ー し た フ ィ ル タ ー を ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ ， ５ 分 間 処 理 後 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ で 洗 浄 し 、

８ ０ ℃ 、 ２ 時 間 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 Ｕ Ｖ 照 射 を 行 い 固 定 し た 。
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ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー （ ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ ， ５ ０ ％ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ ｄ ｅ ｈ ｙ ｄ ｅ ，

５ × Ｄ ｅ ｎ ｈ ａ ｌ ｔ ＇ ｓ ， ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ， ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 ｓ ａ ｌ ｍ ｏ ｎ 　 ｓ ｐ ｅ ｒ ｍ

　 Ｄ Ｎ Ａ ） で ４ ２ ℃ 一 晩 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ

ン バ ッ フ ァ ー を 新 し く 変 え た 後 、 熱 変 性 し た プ ロ ー ブ を 加 え ４ ２ ℃ 一 晩 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ

ー シ ョ ン を 行 っ た 。 そ の 後 、 フ ィ ル タ ー を 一 次 洗 浄 液 （ ２ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 　 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ）

を 用 い て 室 温 で １ ０ 分 間 、 さ ら に 一 次 洗 浄 液 を 用 い て ５ ５ ～ ６ ５ ℃ で １ ５ 分 間 、 二 次 洗 浄

液 （ １ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 　 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） を 用 い て ６ ５ ℃ で １ ５ 分 間 、 三 次 洗 浄 液 （ ０ ． ５ ×

Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 　 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） を 用 い て ６ ５ ℃ で １ ０ 分 間 の 条 件 で 洗 浄 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ

ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 得 ら れ た 結 果 を 、 図 ２ に 示 す 。

図 ２ の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム に よ れ ば 、 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ペ プ チ ド よ り 調 製 し た 標 識 プ ロ ー

ブ は 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 前 （ ０ 時 間 ） の 細 胞 か ら 調 製 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と は 反 応 し な い が

、 分 化 誘 導 開 始 ６ 時 間 目 を ピ ー ク と し て 、 ３ 時 間 目 か ら １ ２ 時 間 目 の 細 胞 か ら 調 製 し た ｍ

Ｒ Ｎ Ａ は 反 応 す る こ と が 分 か っ た 。 こ の こ と か ら 、 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ペ プ チ ド に ク ロ ー ニ

ン グ さ れ て い る 配 列 は 、 脂 肪 細 胞 分 化 に 特 異 的 に 活 性 化 さ れ て い る 配 列 で あ る こ と が 分 か

っ た 。

実 施 例 ９

ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 局 在 部 位 の 特 定

ｉ ） プ ラ ス ミ ド の 構 築

配 列 番 号 １ で 示 さ れ る ク ロ ー ン ２ ４ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 長 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅

し 、 回 収 精 製 後 、 Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｃ ｌ ｏ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ 社 製 ） に サ

ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。

ｉ ｉ ） プ ラ ス ミ ド の 精 製

前 記 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た プ ラ ス ミ ド を 、 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ 法 に よ り 、 塩 化 セ

シ ム を 用 い て ２ 回 超 遠 心 分 離 を 行 い 、 ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。

ｉ ｉ ｉ ） ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

ｌ ｉ ｐ ｏ ｆ ｅ ｃ ｔ ａ ｍ ｉ ｎ ｅ （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 　 Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） 法 を 用 い 、 前 記 工 程 で 得 ら れ た

ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 、 脂 肪 細 胞 に 分 化 す る 機 能 が 失 わ れ た マ ウ ス Ｎ Ｉ Ｈ ／

３ Ｔ ３ 　 ｃ ｌ ｏ ｎ ｅ 　 ５ ６ １ １ 細 胞 （ Ｊ Ｃ Ｒ Ｂ 　 ０ ６ １ ５ ） に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た

。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を ２ 日 後 に Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で ３ 回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 径 ６ ｃ

ｍ の シ ャ ー レ に 収 容 さ れ て い る ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） ３ ｍ ｌ で ３

０ 分 間 処 理 し て 細 胞 を 固 定 し た 。 次 い で 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 二 回 洗 浄 し 、 洗 浄 後 蛍 光 顕 微 鏡

（ Ｂ Ｘ － ５ ０ 、 Ｏ Ｌ Ｙ Ｍ Ｐ Ｕ Ｓ 社 製 ） で Ｇ Ｆ Ｐ の 発 現 を 観 察 し た 。 図 ３ （ ｃ ） は 、 上 記 工

程 に よ り 細 胞 内 に 発 現 し た Ｇ Ｆ Ｐ を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 ３ （ ａ ） は 対 照 と し て 細 胞

全 体 を 写 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 ３ （ ｂ ） は Ｄ Ａ Ｐ Ｉ 法 に よ り 細 胞 質 内 の 核 の み を 染 色

し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。

図 ３ （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 写 真 を 比 較 す る と 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ

は 核 内 の み に 存 在 す る こ と が 明 ら か で あ る 。 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 推 定 さ る

ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構 造 を 形 成 す る か ど う か に つ

い て 、 他 の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構 造 を 持 つ タ ン パ ク 質 で あ る ｃ － ｆ ｏ ｓ 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ α 、 Ｃ

Ｒ Ｅ Ｂ 、 Ｊ ｕ ｎ 　 Ｂ と を 比 較 す る と 、 何 れ の タ ン パ ク 質 も 、 そ の 配 列 に お い て ロ イ シ ン と

ロ イ シ ン の 間 隔 が ７ 個 又 は １ ４ 個 で 共 通 す る た め に 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 も ロ イ シ ン

ジ ッ パ ー 構 造 を 持 つ と 推 定 さ れ る 。 ま た 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ

が 核 内 の み に 存 在 す る こ と は 、 該 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構 造 を 介 し て ダ イ マ ー を 形 成 し 、 核 内

で 転 写 因 子 と し て 機 能 し て い る た め と 推 定 さ れ る 。 図 ４ は ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ペ プ チ ド の 模

式 図 で あ り 、 該 配 列 中 に お い て 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構 造 と 考 え ら れ る 配 列 部 位 を 特 に 示 す

。

実 施 例 １ ０

ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 株 の 作 製

ｉ ） プ ラ ス ミ ド の 構 築

ク ロ ー ン ２ ４ の 塩 基 配 列 ８ ７ ｂ ｐ か ら ２ ６ ３ ６ ｂ ｐ を 下 記 の 配 列 番 号 １ １ で 表 さ れ る 塩 基
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配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 上 層 プ ラ イ マ ー と し 、 下 記 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る 塩 基 配

列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 下 層 プ ラ イ マ ー と し て Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ － Ｔ ａ ｑ 　 Ｇ ｏ ｌ ｄ （ Ｐ ｅ ｒ

ｋ ｉ ｎ － Ｅ ｌ ｍ ｅ ｒ 社 製 ） を 用 い て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し た 。 ０ ． ８ ％ ア ガ ロ ー ス で

電 気 泳 動 し 、 Ｄ Ｅ ８ １ （ Ｗ ｈ ａ ｔ ｍ ａ ｎ 社 製 ） で 回 収 精 製 後 、 Ｔ ベ ク タ ー （ ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ

ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｓ Ｋ ＋ ） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ト ラ ン ス フ ォ ー ム に は 大 腸 菌 Ｄ Ｈ ５ α を

用 い た 。 塩 基 配 列 を Ｄ Ｓ Ｑ － １ ０ ０ ０ （ 島 津 製 作 所 社 製 ） に よ り 確 認 後 、 制 限 酵 素 Ｂ ａ ｍ

Ｈ Ｉ 、 Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 切 断 し フ ラ グ メ ン ト を 回 収 精 製 し 、 ｐ Ｄ Ｏ Ｎ － Ａ Ｉ （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 社 製

） の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ 部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。

ｉ ｉ ） プ ラ ス ミ ド の 調 製

Ｃ Ｏ Ｎ Ｃ Ｅ Ｒ Ｔ （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 　 Ｂ Ｒ Ｌ 社 の 登 録 商 標 ） Ｈ ｉ ｇ ｈ 　 ｐ ｕ ｒ ｉ ｔ ｙ 　 Ｐ ｌ ａ ｓ

ｍ ｉ ｄ 　 Ｍ ｉ ｄ ｉ ｐ ｒ ｅ ｐ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 　 Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） を 用 い て そ の 取

扱 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。

ｉ ｉ ｉ ） Ｐ Ｔ ６ ７ パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 の 培 養

１ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む 高 グ ル コ ー ス ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 　 Ｂ Ｒ Ｌ 社 製

） 中 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 、 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。

ｉ ｖ ） ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び ウ イ ル ス 液 の 回 収

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 う 前 日 に 、 Ｐ Ｔ － ６ ７ 細 胞 を １ ０ ｃ ｍ 　 ｐ ｌ ａ ｔ ｅ あ た り ７ ．

０ × １ ０
５

個 ま い た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 当 日 に ク ロ ー ン ２ ４ の 全 長 配 列 を 挿 入 し た ｐ

Ｄ Ｏ Ｎ － Ａ Ｉ （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 社 製 ） あ る い は イ ン サ ー ト を 含 ま な い ｐ Ｄ Ｏ Ｎ － Ａ Ｉ 　 １ ４

μ ｇ を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後

７ ２ 時 間 の 細 胞 培 養 上 清 を ウ ィ ル ス 液 と し て 回 収 し た 。

ｖ ） 標 的 細 胞 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ の 培 養

１ ０ ％ ｃ ａ ｌ ｆ 　 ｓ ｅ ｒ ｕ ｍ を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ 日 水 製 薬 株 式 会 社 製 ）

中 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 、 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。

ｖ ｉ ） ウ ィ ル ス の 感 染 及 び 単 一 細 胞 株 の ク ロ ー ニ ン グ

感 染 前 日 に 標 的 細 胞 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ を １ ０ ｃ ｍ 　 ｐ ｌ ａ ｔ ｅ あ た り ５ ． ０ × １ ０
５

個 ま い

た 。 感 染 当 日 ８ μ ｇ ／ ｍ ｌ ポ リ ブ レ ン （ Ｓ Ｉ Ｇ Ｍ Ａ 社 製 ） と 共 に 作 製 し た ウ ィ ル ス 液 ５ ｍ

ｌ を 含 む 培 養 液 を 標 的 細 胞 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ に 加 え た 。 感 染 ２ ４ 時 間 後 に 細 胞 を １ ／ ４ 、 １

／ １ ０ 、 １ ／ １ ０ ０ 、 １ ／ １ ０ ０ ０ へ と 段 階 希 釈 し 、 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｇ ４ １ ８ （ ナ カ

ラ イ テ ス ク 社 製 ） を 含 む 培 地 中 で １ ０ 日 間 程 度 培 養 し 、 Ｇ ４ １ ８ 耐 性 の 細 胞 株 、 す な わ ち

目 的 遺 伝 子 が 染 色 体 中 に 組 み 込 ま れ た 細 胞 、 即 ち 、 ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３

細 胞 株 を 得 た 。

実 施 例 １ １

作 製 し た 細 胞 の ク ロ ー ン ２ ４ 発 現 の 確 認

ｉ ） 総 Ｒ Ｎ Ａ の 回 収

前 記 実 施 例 １ ０ で 得 ら れ た ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 、 及 び 空 ベ ク タ ー を

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た コ ン ト ロ ー ル Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 の 双 方 か ら Ｔ Ｒ Ｉ ｚ ｏ ｌ （ Ｇ

Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 　 Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） に 添 付 さ れ て い る 取 扱 説 明 書 に 従 い 総 Ｒ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。

ｉ ｉ ） プ ロ ー ブ の 作 製

ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｓ Ｋ ＋ ク ロ ー ン ２ ４ を 制 限 酵 素 、 Ｐ ｓ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ０ ． ８ ％

ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 後 、 ク ロ ー ン ２ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 に 相 当 す る １ ． ２ ｋ ｂ ｐ の バ ン ド を 精

製 し た 。 ６ ０ ｎ ｇ に 相 当 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を Ｂ ｃ ａ Ｂ Ｅ Ｓ Ｔ （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 社 の 登 録 商 標 ）

Ｌ ａ ｂ ｅ ｌ ｉ ｎ ｇ 　 ｋ ｉ ｔ （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 社 製 ） を 用 い て ［ α －
３ ２

Ｐ ］ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ （ Ａ ｍ

ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 　 ｂ ｉ ｏ ｔ ｃ ｈ 社 製 ） で 標 識 し プ ロ ー ブ を 調 製 し た 。
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ｉ ｉ ｉ ） ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析

回 収 し た 総 Ｒ Ｎ Ａ １ ０ μ ｇ を １ ％ 変 性 ゲ ル （ ２ ％ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ ｄ ｅ ｈ ｙ ｄ ｅ 、 １ × Ｍ Ｏ Ｐ

Ｓ 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ） で 電 気 泳 動 し た 。 ゲ ル を ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ 　 ２ ５ 分 （ ア ル カ リ 変

性 ） 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ａ ｃ （ ｐ Ｈ ４ ． ０ ） ４ ０ 分 （ 中 和 処 理 ） し た 後 に 、 Ｒ Ｎ Ａ を Ｈ

ｙ ｂ ｏ ｎ ｄ 　 Ｎ ＋ （ 商 品 名 、 Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 　 ｂ ｉ ｏ ｔ ｃ ｈ 社 製

） に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー は １ ２ 時 間 以 上 行 い 、 バ ッ フ ァ ー は ２ ０ × Ｓ Ｓ

Ｃ を 用 い た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー し た フ ィ ル タ ー を ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ で ５ 分 間 処 理 後 、 ２ ×

Ｓ Ｓ Ｃ で 洗 浄 し 、 ８ ０ ℃ ２ 時 間 乾 燥 後 、 Ｕ Ｖ 照 射 を 行 い 固 定 し た 。

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー （ ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ５ ０ ％ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｍ ｉ ｄ ｅ 、 ５ × Ｄ

ｅ ｎ ｈ ａ ｌ ｔ ＇ ｓ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 ｓ ａ ｌ ｍ ｏ ｎ 　 ｓ ｐ ｅ ｒ ｍ 　 Ｄ Ｎ

Ａ ） で ４ ２ ℃ 一 晩 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ

フ ァ ー を 新 し く 替 え た 後 、 熱 変 性 し た プ ロ ー ブ 加 え ４ ２ ℃ 一 晩 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

を 行 っ た 。 そ の 後 、 フ ィ ル タ ー を １ 次 洗 浄 液 （ ２ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） を 用 い た

４ ２ ℃ １ ５ 分 間 、 更 に 洗 浄 液 を 替 え て ６ ５ ℃ １ ５ 分 間 洗 浄 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を

行 っ た 。 得 ら れ た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を 図 ５ に 示 す 。

こ の 結 果 か ら 、 実 施 例 １ ０ に お い て 調 製 し た ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 株

中 で 、 実 施 例 １ ０ ｉ ） に お い て 構 築 し た プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る ク ロ ー ン ２ ４ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ が

発 現 し て い る こ と が わ か っ た 。

実 施 例 １ ２

ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 の 脂 肪 細 胞 分 化

ｉ ） 分 化 誘 導

前 記 実 施 例 １ ０ で 得 ら れ た ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 を １ ０ ％ ｃ ａ ｌ ｆ 　

ｓ ｅ ｒ ｕ ｍ を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ 日 水 製 薬 株 式 会 社 製 ） 中 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下

、 ３ ７ ℃ で ｃ ｏ ｌ ｌ ａ ｇ ｅ ｎ 　 ｔ ｙ ｐ ｅ 　 Ｉ 　 ｄ ｉ ｓ ｈ （ Ｆ Ａ Ｌ Ｃ Ｏ Ｎ 社 製 ） 中 で 培 養 し

た 。 細 胞 が コ ン フ レ ン ト に 達 し て か ら ２ 日 後 に 細 胞 が 休 止 期 に 入 っ た 後 、 培 地 を 分 化 誘 導

培 地 〔 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ 　 １ － メ チ ル － ３ － イ ソ ブ チ ル キ サ ン チ ン （

以 下 、 Ｍ Ｉ Ｘ と 呼 ぶ ） 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ イ ン シ ュ リ ン 、 １ μ Ｍ 　 Ｄ ｅ ｘ ａ ｍ ｅ ｔ ｈ ａ ｓ ｏ

ｎ ｅ （ 以 下 、 Ｄ Ｅ Ｘ と 呼 ぶ ） 、 Ｂ Ｒ Ｌ ４ ９ ６ ５ ３ （ Ｓ ｍ ｉ ｔ ｈ ｋ ｌ ｉ ｎ ｅ 　 Ｂ ｅ ｅ ｃ ｈ ａ

ｍ 　 Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｅ ｕ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ 社 製 ） 〕 に 変 え 、 こ の 条 件 で ４ ８ 時 間 培 養 し 、 培 地 を

分 化 促 進 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ イ ン シ ュ リ ン 、 Ｂ Ｒ Ｌ ４ ９ ６ ５ ３

） に 変 え た 。 ２ 日 お き に 分 化 促 進 培 地 で 培 地 交 換 を 行 い 、 ８ 日 後 ま で 培 養 を 継 続 し た 。

ｉ ｉ ） Ｏ ｉ ｌ － Ｒ ｅ ｄ － Ｏ 染 色

分 化 誘 導 後 ８ 日 目 の 細 胞 の 培 養 液 を 除 か ず に 氷 冷 し た ４ ％ ｐ ａ ｒ ａ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ ｄ ｅ ｈ ｙ

ｄ ｅ ／ Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） ５ ｍ ｌ を 加 え 、 室 温 で ２ ０ 分 間 放 置 し た 。 培 地 を 除 き 氷 冷 し た ４ ％ ｐ

ａ ｒ ａ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ ｄ ｅ ｈ ｙ ｄ ｅ ／ Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） ５ ｍ ｌ を 加 え 、 室 温 で １ 時 間 放 置 し た 。

蒸 留 水 で ３ 回 洗 浄 し 、 Ｏ ｉ ｌ － Ｒ ｅ ｄ － Ｏ 染 色 液 （ ０ ． ５ ％ Ｏ ｉ ｌ － Ｒ ｅ ｄ － Ｏ 、 ６ ０ ％

２ － プ ロ パ ノ ー ル ） を ５ ｍ ｌ 加 え 室 温 に １ 時 間 放 置 し た 。 蒸 留 水 で ３ 回 洗 浄 後 、 風 乾 し た

。 染 色 し た プ レ ー ト を 図 ７ に 示 す 。 顕 微 鏡 で 観 察 し た と こ ろ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で は 脂 肪 滴

は 確 認 さ れ な か っ た が ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 で は 脂 肪 滴 の 蓄 積 が 確 認

さ れ た 。 す な わ ち 、 脂 肪 細 胞 に 分 化 し た こ と が 確 認 さ れ た 。

実 施 例 １ ３

ヒ ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ

ｉ ） Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ 　 Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ 　 Ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ （ Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ 　 Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ 　 Ｄ ａ

ｔ ａ ｂ ａ ｓ ｅ ） を 用 い た ヒ ト ホ モ ロ グ の 配 列 の 予 想

前 記 実 施 例 ７ で 決 定 し た ク ロ ー ン ２ ４ マ ウ ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 長 配 列 を Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ 　 Ｇ

ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ 　 Ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 　 ｔ ｈ ｅ 　 Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ 　 ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ （

ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ． ｎ ｃ ｂ ｉ ． ｎ ｌ ｍ ． ｎ ｉ ｈ ． ｇ ｏ ｖ ／ ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ ／ ｓ ｅ ｑ ／ ）

で ホ モ ロ ジ ー サ ー チ す る こ と に よ っ て 相 同 性 の 高 い 配 列 を １ ０ 番 染 色 体 上 に 見 出 し た 。 イ

ニ シ ャ ル メ チ オ ニ ン を 含 む エ キ ソ ン を 第 １ エ キ ソ ン と し た と き 、 該 配 列 は 計 ２ １ 個 の エ キ

ソ ン に よ り 構 成 さ れ て い た 。 全 て の エ キ ソ ン 、 イ ン ト ロ ン 間 に は ｇ ｔ － ａ ｇ ル ー ル が 保 存
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さ れ て い た こ と か ら ヒ ト ホ モ ロ グ の 全 長 配 列 を 予 想 す る こ と が 出 来 た 。

ｉ ｉ ） Ｈ ｅ ｌ ａ 細 胞 の 培 養

ヒ ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 行 っ た 。 テ ン プ レ ー ト に は Ｈ ｅ ｌ ａ 細

胞 を 用 い た 。 Ｈ ｅ ｌ ａ 細 胞 の 培 養 に は Ｍ Ｅ Ｍ （ 商 品 名 、 日 水 製 薬 株 式 会 社 製 ） 、 １ ０ ％ Ｆ

Ｂ Ｓ （ 商 品 名 、 大 日 本 製 薬 株 式 会 社 製 ） を 用 い た 。

ｉ ｉ ｉ ） 総 Ｒ Ｎ Ａ の 回 収

コ ン フ レ ン ト に 培 養 し た Ｈ ｅ ｌ ａ 細 胞 か ら Ｔ Ｒ Ｉ ｚ ｏ ｌ （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 　 Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） を 用

い て 、 そ の 取 扱 説 明 書 に 従 い 、 総 Ｒ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。

ｉ ｖ ） Ｒ ｅ ｖ ｅ ｒ ｓ ｅ 　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ａ ｓ ｅ 　 Ｃ ｏ ｕ ｐ ｌ ｅ ｄ 　 Ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ

ａ ｓ ｅ 　 Ｃ ｈ ａ ｉ ｎ 　 Ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ る ヒ ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ

ン グ

前 記 工 程 ｉ ） で 予 想 さ れ た 全 長 配 列 を も と に 下 記 の 配 列 番 号 ３ ～ ８ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と し て 組 み 合 わ せ て 用 い 、 下 記 組 成 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応

組 成 で Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト に は 前 記 工 程 ｉ ｉ ） 及 び ｉ ｉ ｉ ） で

作 製 し た Ｈ ｅ ｌ ａ 細 胞 の 総 Ｒ Ｎ Ａ か ら Ｒ ｅ ｖ ｅ ｒ Ｔ ｒ ａ 　 Ｄ ａ ｓ ｈ （ Ｔ Ｏ Ｙ Ｏ Ｂ Ｏ 社 製 ）

を 用 い て そ の 取 扱 説 明 書 に 従 っ て 作 製 し た 。

Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 組 成 ：

上 記 プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ は 、 配 列 番 号 ３ ／ 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ５ ／ 配 列 番 号 ６ 、 配

列 番 号 ７ ／ 配 列 番 号 ８ と し 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 反 応 条 件 は 、 １ ｃ ｙ ｃ ｌ ｅ ： ９ ４ ℃ ２ 分 、 ３

０ ｃ ｙ ｃ ｌ ｅ ｓ ： ９ ４ ℃ １ ５ 秒 、 ６ ０ ℃ ３ ０ 秒 、 ６ ８ ℃ ２ 分 と し た 。

ｖ ） Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 の 精 製 及 び 塩 基 配 列 の 決 定

Ｐ Ｃ Ｒ の 反 応 生 成 物 を ０ ． ７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 後 、 Ｄ Ｅ ８ １ （ Ｗ ｈ ａ

ｔ ｍ ａ ｎ 社 製 ） を 用 い て 回 収 精 製 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｋ Ｓ ＋ に

サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 Ｄ Ｓ Ｑ － １ ０ ０ ０ （ 島 津 製 作 所 社 製 ） に よ り 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た

。 ま た 、 配 列 番 号 ３ ／ 配 列 番 号 ４ よ り 得 ら れ た 反 応 性 生 物 は サ ブ ク ロ ー ニ ン グ せ ず に Ｇ ｅ

ｎ ｅ 　 Ｒ ａ ｐ ｉ ｄ （ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 　 ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ 社 製 ） に よ

り 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。

ｖ ｉ ） ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ の 全 長 配 列 の 決 定

図 ６ に ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 略 図 を 示 す 。 配 列 番 号 ３ ／ 配 列 番 号 ４ の 組 み

合 わ せ に よ り Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 検 出 し た ３ ９ ４ ｂ ｐ の バ ン ド に つ い て 配 列 を 決 定 し 、

該 バ ン ド を Ｒ Ｔ － １ と 称 し た 。 こ の 領 域 に お け る 配 列 は 前 記 工 程 ｉ ） に よ り 予 想 し た 配 列
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と １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。

配 列 番 号 ５ ／ 配 列 番 号 ６ の 組 み 合 わ せ に よ り Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 検 出 し た １ ５ ５ ４ ｂ ｐ

の バ ン ド に つ い て 配 列 を 決 定 し 、 該 バ ン ド を Ｒ Ｔ － ２ と 称 し た 。 予 想 し た 配 列 と の 一 致 率

は 、 １ ５ ５ ３ ／ １ ５ ５ ４ で 、 ９ ９ ． ９ ４ ％ で あ っ た 。

配 列 番 号 ７ ／ 配 列 番 号 ８ の 組 み 合 わ せ に よ り Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 検 出 し た ９ ０ ７ ｂ ｐ の

バ ン ド に つ い て 配 列 を 決 定 し 、 該 バ ン ド を Ｒ Ｔ － ３ と 称 し た 。 こ の 領 域 に お け る 配 列 は 前

記 工 程 ｉ ） に よ り 予 想 し た 配 列 と １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。

上 記 の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 長

の 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 。

ま た 、 配 列 番 号 ２ に 示 し た マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 番 号 ９ に 示 し た

ヒ ト ホ モ ロ グ と の 一 致 率 は 、 ２ ０ ８ ９ ／ ２ ４ ４ ４ ＝ ８ ５ ． ４ ７ ％ で あ っ た 。

ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お い て 、 マ ウ ス ク ロ ー ン ２ ４ に お い て イ ニ

シ ャ ル メ チ オ ニ ン と 定 め た ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る ２ ６ 塩 基 目 の Ａ Ｔ Ｇ を 翻 訳 開 始 コ ド ン と 仮

定 し た 。 そ の 結 果 、 ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ８ ０ ０ ア ミ ノ 酸 か ら な

る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る と 予 想 さ れ 、 該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配

列 番 号 １ ０ で あ る と 予 想 さ れ る 。

実 施 例 １ ４

ク ロ ー ン ２ ４ に 対 す る 抗 体 の 確 認

ｉ ） マ レ イ ミ ド 基 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ の 調 製

Ｋ ｅ ｙ ｈ ｏ ｌ ｅ 　 ｌ ｉ ｍ ｐ ｅ ｔ 　 ｈ ｅ ｍ ｏ ｃ ｙ ａ ｎ ｉ ｎ （ 商 品 名 、 Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ

社 製 、 以 下 、 Ｋ Ｌ Ｈ と 称 す 。 ） ５ ｍ ｇ を 含 む ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ ． ０

と Ｅ Ｍ Ｃ Ｓ （ 商 品 名 、 同 仁 化 学 社 製 ） １ ｍ ｇ を ３ ７ ℃ １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 ０ ． １ Ｍ リ ン

酸 緩 衝 液 ｐ Ｈ ６ ． ０ で 平 衡 化 し た Ｐ Ｄ １ ０ （ 商 品 名 、 ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク

社 製 ） で 未 反 応 の Ｅ Ｍ Ｃ Ｓ を 除 去 し 、 マ レ イ ミ ド 基 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 得 た 。

ｉ ｉ ） Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ の 調 製

前 記 工 程 ｉ ） で 得 ら れ た マ レ イ ミ ド 基 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ ２ ｍ ｇ と 、 配 列 番 号 ２ の マ ウ ス の ク ロ ー

ン ２ ４ タ ン パ ク 質 に お け る 、 ２ ６ ６ 番 目 か ら ２ ８ ２ 番 目 ま で の １ ７ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る

配 列 で あ る 、 Ｌ ｙ ｓ 　 Ａ ｓ ｐ 　 Ｉ ｌ ｅ 　 Ｔ ｈ ｒ 　 Ｐ ｒ ｏ 　 Ｓ ｅ ｒ 　 Ｔ ｙ ｒ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｉ ｌ

ｅ 　 Ａ ｒ ｇ 　 Ｐ ｒ ｏ 　 Ｌ ｅ ｕ 　 Ｔ ｈ ｒ 　 Ｇ ｌ ｕ 　 Ａ ｌ ａ 　 Ｇ ｌ ｕ 　 Ｌ ｙ ｓ （ 配 列 番 号 １ ３

、 以 下 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ と 称 す 。 ） な る 配 列 の 末 端 に 、 Ｃ ｙ ｓ を 導 入 し た 、 Ｃ ｙ ｓ 　 Ｌ

ｙ ｓ 　 Ａ ｓ ｐ 　 Ｉ ｌ ｅ 　 Ｔ ｈ ｒ 　 Ｐ ｒ ｏ 　 Ｓ ｅ ｒ 　 Ｔ ｙ ｒ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｉ ｌ ｅ 　 Ａ ｒ ｇ 　 Ｐ

ｒ ｏ 　 Ｌ ｅ ｕ 　 Ｔ ｈ ｒ 　 Ｇ ｌ ｕ 　 Ａ ｌ ａ 　 Ｇ ｌ ｕ 　 Ｌ ｙ ｓ （ 配 列 番 号 １ ４ ） １ ｍ ｇ と を 、

３ ７ ℃ １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 未 反 応 の ペ プ チ ド を 透 析 に よ り 除 去 し 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ 導

入 Ｋ Ｌ Ｈ を 得 た 。

ｉ ｉ ｉ ） Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ の 調 製

マ レ イ ミ ド 基 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ ２ ｍ ｇ と 、 配 列 番 号 ２ の マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 に お け

る 、 ４ ２ ６ 番 目 か ら ４ ４ ６ 番 目 ま で の ２ １ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 で あ る 、 Ｌ ｅ ｕ 　 Ａ

ｒ ｇ 　 Ｉ ｌ ｅ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｇ ｌ ｕ 　 Ｖ ａ ｌ 　 Ｇ ｌ ｕ 　 Ｖ ａ ｌ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ａ ｓ ｐ 　 Ｔ

ｈ ｒ 　 Ｇ ｌ ｕ 　 Ａ ｓ ｐ 　 Ｉ ｌ ｅ 　 Ａ ｓ ｎ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｐ ｒ ｏ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ａ ｒ ｇ 　 Ｐ ｈ ｅ （ 配

列 番 号 １ ５ 、 以 下 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ と 称 す 。 ） な る 配 列 の 末 端 に 、 Ｃ ｙ ｓ を 導 入 し た 、

Ｃ ｙ ｓ 　 Ｌ ｅ ｕ 　 Ａ ｒ ｇ 　 Ｉ ｌ ｅ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｇ ｌ ｕ 　 Ｖ ａ ｌ 　 Ｇ ｌ ｕ 　 Ｖ ａ ｌ 　 Ｌ ｙ ｓ 　

Ｌ ｙ ｓ 　 Ａ ｓ ｐ 　 Ｔ ｈ ｒ 　 Ｇ ｌ ｕ 　 Ａ ｓ ｐ 　 Ｉ ｌ ｅ 　 Ａ ｓ ｎ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｐ ｒ ｏ 　 Ｌ ｙ ｓ 　

Ａ ｒ ｇ 　 Ｐ ｈ ｅ （ 配 列 番 号 １ ６ ） １ ｍ ｇ と を 、 ３ ７ ℃ １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 未 反 応 の ペ プ

チ ド を 透 析 に よ り 除 去 し 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 得 た 。

ｉ ｖ ） Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ の 調 製

マ レ イ ミ ド 基 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ ２ ｍ ｇ と 、 配 列 番 号 ２ の マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 に お け

る 、 ７ ５ ０ 番 目 か ら ７ ６ ５ 番 目 ま で の １ ６ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 で あ る 、 Ｇ ｌ ｕ 　 Ｓ

ｅ ｒ 　 Ｓ ｅ ｒ 　 Ｈ ｉ ｓ 　 Ｓ ｅ ｒ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ａ ｒ ｇ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ａ ｓ ｐ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｐ ｈ ｅ 　 Ｌ

ｅ ｕ 　 Ｐ ｒ ｏ 　 Ｇ ｌ ｙ 　 Ａ ｓ ｐ 　 Ｓ ｅ ｒ （ 配 列 番 号 １ ７ 、 以 下 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ と 称 す

。 ） な る 配 列 の 末 端 に 、 Ｃ ｙ ｓ を 導 入 し た 、 Ｃ ｙ ｓ 　 Ｇ ｌ ｕ 　 Ｓ ｅ ｒ 　 Ｓ ｅ ｒ 　 Ｈ ｉ ｓ 　
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Ｓ ｅ ｒ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ａ ｒ ｇ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ａ ｓ ｐ 　 Ｌ ｙ ｓ 　 Ｐ ｈ ｅ 　 Ｌ ｅ ｕ 　 Ｐ ｒ ｏ 　 Ｇ ｌ ｙ 　

Ａ ｓ ｐ 　 Ｓ ｅ ｒ （ 配 列 番 号 １ ８ ） １ ｍ ｇ と を 、 ３ ７ ℃ １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 未 反 応 の ペ プ

チ ド を 透 析 に よ り 除 去 し 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 得 た 。

ｖ ） 家 兎 に 対 す る 免 疫

前 記 工 程 ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） に よ り 調 製 し た 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ 、 Ｐ Ｅ

Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ 、 そ れ ぞ れ ５ ０ μ ｇ を フ ロ イ ン

ト ・ コ ン プ リ ー ト ・ ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し て エ マ ル ジ ョ ン を 作 製 し 、 こ れ を そ れ ぞ れ 家 兎

背 部 皮 下 に 免 疫 し た 。 さ ら に 、 こ の 免 疫 １ ヶ 月 後 に 同 エ マ ル ジ ョ ン を 用 い て 追 加 免 疫 を 行

い 、 こ の １ 週 間 後 に 各 々 の 家 兎 に つ い て 採 血 を 行 っ た 。

ｖ ｉ ） ブ ロ ッ キ ン グ 済 み ペ プ チ ド 固 相 化 モ ジ ュ ー ル の 調 製

前 記 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 由 来 の Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ ， Ｐ Ｅ Ｐ Ｅ Ｉ Ｄ Ｅ ８ お よ び Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ

Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ 、 並 び に 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 由 来 で は な い 、 マ ウ ス 由 来 の １ ４ 個 の ア ミ

ノ 酸 か ら な る Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ２ （ 配 列 番 号 １ ９ ） お よ び １ ３ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る Ｐ Ｅ Ｐ

Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ５ （ 配 列 番 号 ２ ０ ） を そ れ ぞ れ Ｐ Ｂ Ｓ （ 日 水 製 薬 社 製 ） で 希 釈 し て 、 １ ０ μ ｇ ／

ｍ ｌ に な る よ う に 各 ペ プ チ ド 溶 液 を 調 製 し た 。 各 ペ プ チ ド 溶 液 を 、 そ れ ぞ れ 、 ９ ６ 穴 タ イ

タ ー プ レ ー ト モ ジ ュ ー ル （ Ｎ ａ ｌ ｇ ｅ 　 Ｎ ｕ ｎ ｃ 　 Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ 社 製 ） に

５ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し 、 ３ ７ ℃ １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド を 固 相 化 し

た 。 こ の 後 、 モ ジ ュ ー ル を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 ０ ． ５ ％ の 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ を

２ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し 、 ３ ７ ℃ １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。

ｖ ｉ ｉ ） 前 記 工 程 ｖ ） で 調 製 し た 各 家 兎 抗 ペ プ チ ド 血 清 を Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ ０ ０ 倍 希 釈 し た も

の を 、 前 記 工 程 ｖ ｉ ） で 調 製 し た 、 ブ ロ ッ キ ン グ 済 み ペ プ チ ド 固 相 化 モ ジ ュ ー ル に 、 そ れ

ぞ れ ５ ０ μ ｌ 分 注 し 、 ３ ７ ℃ １ 時 間 反 応 さ せ た 。 モ ジ ュ ー ル を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ

シ ダ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 家 兎 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ Ｂ ｉ ｏ ｓ ｏ ｕ ｒ ｃ ｅ 　 Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｎ ａ ｔ ｉ ｏ

ｎ ａ ｌ 社 製 ） を Ｐ Ｂ Ｓ で １ ５ ０ ０ 倍 希 釈 し た も の を ５ ０ μ ｌ 分 注 し 、 ３ ７ ℃ １ 時 間 反 応 さ

せ た 。 モ ジ ュ ー ル を 洗 浄 後 、 Ａ Ｂ Ｔ Ｓ 　 ｐ ｅ ｒ ｏ ｘ ｉ ｄ ａ ｓ ｅ 　 ｓ ｕ ｂ ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ｅ （ Ｋ

Ｐ Ｌ 社 製 ） を 加 え 、 室 温 １ ０ 分 間 反 応 後 、 Ａ Ｂ Ｔ Ｓ 　 ｐ ｅ ｒ ｏ ｘ ｉ ｄ ａ ｓ ｅ 　 ｓ ｔ ｏ ｐ 　

ｓ ｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎ （ Ｋ Ｐ Ｌ 社 製 ） を 加 え 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 こ の 成

績 を 図 ８ に 示 し た 。 こ の 成 績 か ら 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 免 疫 し た 抗 体 は Ｐ Ｅ Ｐ

Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ を 固 定 し た モ ジ ュ ー ル に 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 免 疫 し た 抗 体 は Ｐ Ｅ

Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ を 固 相 化 し た モ ジ ュ ー ル に 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 免 疫 し た 抗 体

は Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ を 固 相 化 し た モ ジ ュ ー ル に 反 応 し 、 他 の ペ プ チ ド を 固 相 化 し た モ ジ

ュ ー ル に は 反 応 し な い こ と が わ か っ た 。

本 実 施 例 の 結 果 か ら 、 本 発 明 の マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 の 一 部 を 家

兎 に 免 疫 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 が 得 ら れ る こ と が 確 認 で き た 。 こ の 抗 体 を 用 い る と 、 免

疫 し た 抗 原 あ る い は 免 疫 し た 抗 原 か ら 構 成 さ れ る タ ン パ ク 質 を 測 定 す る 免 疫 検 出 系 を 構 築

可 能 で あ る こ と が 分 か る 。

産 業 上 の 利 用 可 能 性

本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 は 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 、 特

に ６ 時 間 前 後 の 細 胞 か ら 抽 出 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 並 び に タ ン パ ク 質 で あ り 、 脂 肪 細 胞

分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 と し て は 新

規 な も の で あ る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 は 、 肥 満 の メ カ ニ ズ ム を 解

明 し 、 さ ら に 肥 満 の 進 行 状 況 を 適 切 に 把 握 し 、 肥 満 の 予 防 あ る い は 治 療 に 役 立 た せ る 上 で

極 め て 有 用 な 物 質 で あ る 。

本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 並 び に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 推 定 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は ペ

プ チ ド 、 お よ び こ れ ら の ペ プ チ ド に 対 す る 、 抗 体 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト は 、

肥 満 を 含 む 糖 尿 病 ・ 高 血 圧 ・ 動 脈 硬 化 な ど の 生 活 習 慣 病 の 治 療 、 お よ び 診 断 に 有 用 で あ る

。

【 配 列 表 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

図 １ は 、 ク ロ ー ン ２ ４ マ ウ ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 略 図 、 及 び サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ

断 片 Ｓ ｕ の 情 報 を 元 に し た 、 ク ロ ー ン ２ ４ の 塩 基 配 列 の 決 定 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 示 す 。

図 ２ は 、 ク ロ ー ン ２ ４ よ り 調 製 し た 標 識 プ ロ ー ブ は 、 分 化 誘 導 開 始 ６ 時 間 目 を ピ ー ク と し

て 、 ３ 時 間 目 か ら １ ２ 時 間 目 の 細 胞 か ら 調 製 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 反 応 す る こ と を 示 す オ ー ト ラ

ジ オ グ ラ ム で あ る 。

図 ３ （ ｃ ） は 、 細 胞 内 に 発 現 し た ク ロ ー ン ２ ４ の Ｇ Ｆ Ｐ を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 ３ （

ａ ） は 対 照 し と て 細 胞 全 体 を 写 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 ３ （ ｂ ） は Ｄ Ａ Ｐ Ｉ 法 に よ り 細

胞 質 内 の 核 の み を 染 色 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。

図 ４ は 、 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ペ プ チ ド の 模 式 図 で あ り 、 該 配 列 中 に お い て 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ

ー 構 造 と 考 え ら れ る 配 列 部 位 を 特 に 示 す 。

図 ５ は 、 ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 示 す 。

図 ６ は 、 ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 略 図 を 示 す 。

図 ７ は 、 分 化 誘 導 後 ８ 日 目 の ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 及 び コ ン ト ロ ー ル

細 胞 の Ｏ ｉ ｌ － Ｒ ｅ ｄ － Ｏ 染 色 の 結 果 を 示 す 。

図 ８ は 、 ク ロ ー ン ２ ４ に 対 す る 抗 体 を 確 認 す る た め に 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 を 構 成 す

る 一 部 の ペ プ チ ド で あ る Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ を 各 々

免 疫 し て 得 た 各 抗 体 は 、 各 ペ プ チ ド を 固 相 化 し た モ ジ ュ ー ル に 反 応 す る こ と を 示 す グ ラ フ

で あ る 。

30

40



(44) JP  WO2003/048358  A1  2003.6.12

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 手 続 補 正 書 】

【 提 出 日 】 平 成 16年 6月 22日 (2004.6.22)

【 手 続 補 正 １ 】

【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書

【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文

【 補 正 方 法 】 変 更

【 補 正 の 内 容 】

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 脂 肪 細 胞 分 化 の 初 期 に 発 現 す る ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ク ロ ー ン

２ ４ タ ン パ ク 質 に 関 し 、 さ ら に は 該 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 の 抗 体 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ア

ゴ ニ ス ト 、 お よ び こ れ ら の 製 造 、 並 び に こ れ ら の 物 質 を 含 有 す る 医 薬 お よ び 診 断 薬 に 関 す

る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 栄 養 過 剰 に よ る 肥 満 は 、 糖 尿 病 ・ 高 血 圧 ・ 動 脈 硬 化 な ど の 深 刻 な 生 活 習 慣 病 の 最 大 の 要

因 と な っ て い る 。 今 後 の 生 命 科 学 ・ 健 康 科 学 を 考 え る う え で 、 肥 満 の 分 子 機 構 を 解 明 す る

こ と は 必 須 の 課 題 と い え る 。 肥 満 に 直 接 関 わ る の は 脂 肪 細 胞 で あ り 、 脂 肪 細 胞 生 成 過 程 が

解 明 さ れ れ ば 肥 満 の 治 療 に 直 結 す る 。 近 年 の 分 子 生 物 学 の 発 展 に 伴 い 、 脂 肪 細 胞 分 化 の 機

構 が 解 明 さ れ つ つ あ る 。 そ こ に は キ ー と な る 遺 伝 子 群 が 存 在 し 、 こ れ ら が 巧 妙 に 情 報 を や

り 取 り す る ネ ッ ト ワ ー ク を 形 成 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 脂 肪 細 胞 分 化 過 程 は 複 雑 な ス テ ッ プ よ り 成 り 、 脂 肪 芽 細 胞 （ Ａ ｄ ｉ ｐ ｏ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ） →

前 駆 脂 肪 細 胞 （ Ｐ ｒ ｅ ａ ｄ ｉ ｐ ｏ ｃ ｙ ｔ ｅ ） → 脂 肪 細 胞 （ Ａ ｄ ｉ ｐ ｏ ｃ ｙ ｔ ｅ ） へ 分 化 す
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る 。 培 養 細 胞 や 遺 伝 子 改 変 個 体 を 用 い た 系 な ど に よ り 脂 肪 細 胞 分 化 に 密 接 に 関 与 す る 転 写

因 子 が 、 近 年 、 明 ら か に な り つ つ あ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor, ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 剤 応

答 性 レ セ プ タ ー ) 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ (CCA AT／ Enhancer- Binding Protein)フ ァ ミ リ ー 、 及 び Ｓ

Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ － １ ／ Ａ Ｄ Ｄ １ (Sterol Regulatory Element Binding Protein 1 ま た は Adipo

cyte Determination and Differentiation-dependent Factor 1)は 脂 肪 細 胞 の 分 化 に 最 も

重 要 な 転 写 因 子 と い わ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ は 、 フ ァ ミ リ ー を 形 成 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ 、 そ の 中 で も Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ は

脂 肪 細 胞 分 化 に 特 に 重 要 で あ る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。 す な わ ち 、 脂 肪 芽 細 胞 や 前 駆

脂 肪 細 胞 に お い て 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ を 強 制 的 に 発 現 さ せ る と 脂 肪 細 胞 に 分 化 す る こ と が 明 ら か

に な っ て い る 。 こ の 結 果 は 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ が 脂 肪 細 胞 の 分 化 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と

を 証 明 し て い る と 言 え る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ も Ｐ Ｐ Ａ Ｒ と 同 様 に フ ァ ミ リ ー を 形 成 し て お り 、 最 近 に な っ て 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ

α が Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ と 同 じ よ う に 脂 肪 細 胞 分 化 の マ ス タ ー レ ギ ュ レ ー タ ー と し て 機 能 し て い る

こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 ま た 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ β と Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ δ は 分 化 の 初 期 に 発 現 し 、

Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ α と Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ の 発 現 を 制 御 し て い る と 考 え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 Ｓ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ １ ／ Ａ Ｄ Ｄ １ は 、 脂 肪 細 胞 の 分 化 を 促 進 す る こ と が 知 ら れ て い る 一 方 、 脂 肪

細 胞 の 分 化 過 程 に お い て Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ の リ ガ ン ド 生 成 に 関 わ っ て い る こ と も 明 ら か に さ れ て

い る 。

　 前 記 ３ 種 類 の 転 写 因 子 群 （ Ｐ Ｐ Ａ Ｒ 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ 、 Ｓ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ １ ／ Ａ Ｄ Ｄ １ ） が 、 ク ロ

ス ト ー ク す る こ と に よ り 分 化 過 程 が 進 行 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 前 記 ３ 種 類 の 転 写 因 子 群 は 、 脂 肪 細 胞 の 分 化 の 比 較 的 初 期 か ら 発 現 が 上 昇 す る こ と が 明

ら か に さ れ て お り 、 複 数 の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る マ ス タ ー レ ギ ュ レ ー タ ー と 考 え ら

れ て い る 。 こ れ ら の 転 写 因 子 群 を 発 現 時 期 の 面 か ら 見 る と 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ β と Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ δ

に お い て 比 較 的 初 期 に 発 現 が 増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し 、 前 駆 脂 肪 細 胞 よ り 脂

肪 細 胞 へ 分 化 す る 最 も 初 期 に 、 即 ち 、 分 化 開 始 か ら 半 日 （ １ ２ 時 間 ） 以 内 に 、 ど の よ う な

遺 伝 子 が 活 性 化 さ れ て い る か に つ い て は ほ と ん ど 明 ら か に さ れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 前 駆 脂 肪 細 胞 よ り 脂 肪 細 胞 へ 分 化 す る 最 も 初 期 、 即 ち 、 分 化 開 始 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化

さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 、 そ の 程 度 、 遺 伝 子 産 物 と し て の タ ン パ ク 質 の 有 無 、 そ の 量 、

発 現 し て い る 場 所 の 特 定 、 ま た 、 遺 伝 子 の 変 異 を 分 析 す る こ と は 、 肥 満 の メ カ ニ ズ ム を 解

明 し 、 さ ら に 肥 満 の 進 行 状 況 を 適 切 に 把 握 し 、 肥 満 の 予 防 あ る い は 治 療 に 役 立 た せ る 上 で

極 め て 重 要 な 要 素 と な り う る 。 そ の た め に 、 こ の 遺 伝 子 の 特 定 な ら び に こ の 遺 伝 子 産 物 で

あ る タ ン パ ク 質 を 特 定 し 、 こ う し た 遺 伝 子 あ る い は タ ン パ ク 質 を 検 出 、 あ る い は 測 定 す る

こ と が 望 ま れ る 。

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 そ こ で 本 発 明 は 、 前 駆 脂 肪 細 胞 よ り 脂 肪 細 胞 へ 分 化 開 始 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る 遺

伝 子 を 見 出 し 、 該 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー 、 該 ベ ク タ ー を 保 持 す る 形 質 転 換 体 、 該 形 質 転 換

体 か ら 生 産 さ れ る タ ン パ ク 質 、 該 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 、 該 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 、

該 タ ン パ ク 質 に 対 す る ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 こ れ ら の 化 合 物 を 含 む 医 薬 、 診

断 薬 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ １ 】
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　 本 発 明 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 研 究 を 行 っ た 結 果 、 前 駆 脂 肪 培 養 細 胞 株 と し

て 周 知 の マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ － ９ ２ ． １ ． ） を 用 い 、 分 化

の 最 も 初 期 の 過 程 で 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 解 析 す る た め に 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 前 と 誘 導 ３

時 間 後 に お い て サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 １ ０ ０ 近 い

ク ロ ー ン が 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る タ ン パ ク 質

の 発 現 が 上 昇 し 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る 遺 伝 子 と し て 得 ら

れ た が 、 そ の う ち 、 特 に 発 現 が 優 れ た 遺 伝 子 と し て 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド が 得 ら れ た 。 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 は 、 マ ウ ス

の 脂 肪 細 胞 分 化 の 初 期 、 即 ち 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 前 と 誘 導 ３ 時 間 後 に 発 現 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ に

よ り 決 定 さ れ た 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド と 呼 ぶ 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 即 ち 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る 機 能 を 有 し 且 つ 脂 肪 細 胞

分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド で あ る 。

　 本 明 細 書 に お い て 、 活 性 化 と は 、 発 現 す る こ と あ る い は 発 現 が 亢 進 す る こ と を 意 味 す る

。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま

た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/BL

AST/に お い て 検 索 し た と こ ろ 、 機 能 が 全 く 記 載 さ れ て い な い チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来

の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 が 該 当 し 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 が Ａ Ｆ ３ ７ １ ３ ７ ２ で 、 ２ ７ ９ ４ ｂ ｐ の

長 さ で 登 録 さ れ て い る こ と が 分 か っ た 。 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 該 チ ャ イ ニ ー ズ

ハ ム ス タ ー 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 と の 相 同 性 は ８ ８ ． １ 2 ％ で あ り 、 ま た 、 配 列 番 号

１ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 開 始 コ ド ン か ら 終 始 コ ド ン ま で （ 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か

ら ２ ５ ２ ０ ま で ） と 前 記 公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の Ｏ Ｒ Ｆ の 配 列 の 相 同 性 は 、 ９ １

． ７ ２ ％ で あ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 、 も

し く は 少 な く と も ９ ３ ％ 、 ９ ５ ％ ま た は ９ ８ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化

誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、

且 つ 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら

２ ５ ２ ０ に わ た り 同 一 も し く は 少 な く と も ９ ３ ％ 、 ９ ５ ％ ま た は ９ ８ ％ の 相 同 性 を 有 す る

塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

で あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 し 且 つ 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る

機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る マ ウ ス の 塩 基 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ き 、 新 規 な 塩 基 配 列

の ヒ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ヒ ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ に よ り 決 定 さ れ た の で 、 該 塩 基

配 列 を 配 列 番 号 ９ に 示 す 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 即 ち 、 本 発 明 の ヒ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 脂 肪 細 胞

分 化 を 促 進 す る 機 能 を 有 し 且 つ 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る 性 質

を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ

る 。 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ヒ ト の ク ロ ー ン ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド と 呼 ぶ 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ま た 、 本 発 明 の ヒ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６
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か ら ２ ４ ２ ５ を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ

チ ド で あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る 機 能 を 有 し 且 つ 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間

以 内 に 活 性 化 さ れ る 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る

ヒ ト の ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 一 致 率 は 、 ２ ０ ８ ９ ／ ２ ４ ４ ４ (mouse vs hum

an) 、 即 ち 、 ８ ５ ． ４ ７ ％ と な る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 前 記 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 と 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の

ヒ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 同 性 は ８ ７ ． ３ ６ ％ で あ り 、 ま た 、 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基

配 列 の ヒ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 開 始 コ ド ン か ら 終 始 コ ド ン ま で （ 塩 基 配 列 の 番 号 ２

６ か ら ２ ４ ２ ５ ま で ） と 前 記 公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の Ｏ Ｒ Ｆ の 配 列 の 相 同 性 は 、

８ ７ ． ５ ３ ％ で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 配 列 番 号 ９ の 観 点 か ら 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス

タ ー の Ｏ Ｒ Ｆ の 配 列 の 相 同 性 （ ８ ７ ． ３ ６ ％ ） の 関 係 か ら 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は

、 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ９ ％ 、 ９ １ ％ ま た は ９ ３ ％

の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 む 。 　

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 前 記 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る ヒ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お け る 開 始 コ ド ン か ら 終 始 コ ド ン ま

で （ 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ ま で ） と 前 記 公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の Ｏ Ｒ

Ｆ の 配 列 の 相 同 性 （ ８ ７ ． ５ ３ ％ ） の 関 係 か ら 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号

９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ に わ た り 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ９ ％ 、

９ １ ％ ま た は ９ ３ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 の 上 記 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 、 特 に ６ 時

間 前 後 の マ ウ ス の 細 胞 、 ヒ ト の 細 胞 、 そ の 他 の 動 物 の 細 胞 か ら 抽 出 す る こ と が で き る 。 ま

た 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 細 胞 ・ 組 織 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 細 胞 ・ 組 織 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー

、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ の 何 れ か ら で も 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の 「

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ が あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 明 細 書 で 単 に 「 ク ロ ー ン 」 と 呼 ぶ 場 合 に は 、 ク ロ ー ン ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ク ロ ー ン

２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る こ と が あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 、 特 に ６ 時 間 前 後 に 活 性

化 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、 下 記 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸

配 列 の 全 長 に わ た り 少 な く と も ９ ６ ％ 、 ９ ８ ％ ま た は １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸

配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １ で

表 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ に わ た り 少 な く と も ９ ６

％ 、 ９ ８ ％ ま た は １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 翻

訳 産 物 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 下 記 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る ア ミ

ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 に は 、 マ ウ ス の 脂 肪 細 胞 分 化 の 初 期 に 活 性 化 さ れ る タ ン パ ク 質

が 挙 げ ら れ る 。 該 タ ン パ ク 質 を マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 と 呼 ぶ 。

【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 ま た 、 本 発 明 の ヒ ト の タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン

パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の ヒ ト の タ ン パ ク 質 は 、 下 記 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド の 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 翻 訳 産 物 で あ る 。

本 発 明 は 配 列 番 号 １ ０ の 観 点 か ら 、 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の タ ン パ ク 質 の

全 長 に わ た り 少 な く と も ９ ３ ％ 、 ９ ５ ％ ま た は ９ ７ ％ の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含

む タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 を 含 む 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 下 記 配 列 番 号 １ ０ で 表 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト の 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以

内 、 特 に 、 ６ 時 間 前 後 に 活 性 化 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化 を 促 進 す る タ ン

パ ク 質 で あ る 。 該 タ ン パ ク 質 を ヒ ト の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 と 呼 ぶ 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 降 に 発 現 す る タ ン パ

ク 質 で あ る Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ α , Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ δ 、 Ｓ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ － １ の 発 現 に 関 係 し 、

特 に 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ の 発 現 に 密 接 に 関 係 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ フ ァ ミ リ ー

や Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ フ ァ ミ リ ー 、 Ｓ Ｒ Ｅ Ｂ Ｐ － １ ／ Ａ Ｄ Ｄ １ な ど の 転 写 因 子 に 直 接 的 あ る い は 間

接 的 に 作 用 し て い る と 考 え ら れ る し 、 或 い は こ れ 以 外 の 経 路 を 刺 激 し て い る 可 能 性 も 考 え

ら れ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 翻 訳 産 物 と し て 生 産

さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド は 、 肥 満 、 高 血 圧 、 高 脂 血 症 、 糖 尿 病 、 動 脈 硬 化 に よ る

心 臓 病 や 脳 卒 中 等 か ら 選 ば れ る 生 活 習 慣 病 の 治 療 ま た は 診 断 に 有 用 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 配 列 の 相 同 性

　 本 発 明 に お け る 相 同 性 に 関 す る 記 載 に お い て 、 例 え ば 、 「 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な

く と も ９ ３ ％ の 相 同 性 」 と す る 理 由 は 、 http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/に ア ク セ ッ

シ ョ ン 番 号 が Ａ Ｆ ３ ７ １ ３ ７ ２ で 、 ２ ７ ９ ４ ｂ ｐ の 長 さ で 登 録 さ れ て い る チ ャ イ ニ ー ズ ハ

ム ス タ ー 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 と 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と の 相 同 性 は ８ ８ ． １

２ ％ で あ り 、 ま た 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 開 始 コ ド ン か ら 終 始 コ ド ン ま

で （ 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ ま で ） と 前 記 公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の Ｏ

Ｒ Ｆ の 配 列 の 相 同 性 は 、 ９ １ ． ７ ２ ％ で あ る こ と か ら 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 を 除 外 す る た め

で あ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 別 の 発 明 に お い て 「 塩 基 配 列 の 全 長 に わ た り 相 同 性 を 少 な く と も ８ ０ ％

」 と す る 理 由 は 、 マ ウ ス と ヒ ト の 間 に は ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で ８ ４ ％ の 相 同 性 が あ る こ と が 既

に 報 告 さ れ て い る か ら で あ る ［ Y. Zhangら 、 Nature, 第 ３ ７ ２ 巻 、 第 ４ ２ ５ 頁 （ １ ９ ９ ４

） 、 特 開 平 ８ － ３ ３ ３ ３ ９ ４ 号 公 報 ］ 。 高 血 圧 、 糖 尿 病 、 肥 満 な ど の 生 活 習 慣 病 に 関 わ る

遺 伝 子 群 は 相 同 性 が 動 物 間 で ８ ０ ％ 以 上 保 存 さ れ て い る こ と が 分 か っ て い る （ 特 開 平 １ １

－ ７ ５ ８ ６ ５ 号 公 報 ） こ と か ら 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に

お い て も ヒ ト な ど の 霊 長 類 、 ウ サ ギ な ど の 齧 歯 類 な ど も 本 配 列 を 基 本 と し 、 相 同 性 が ８ ０

％ 以 上 を 越 え る と 考 え る こ と が 妥 当 で あ る 。 該 妥 当 性 は 、 前 記 し た と お り 、 配 列 番 号 １ で

表 さ れ る マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る ヒ ト の ク ロ ー ン

２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 一 致 率 が 、 ８ ５ ． ４ ７ ％ で あ る こ と か ら も 実 証 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ

　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ の 手 段 と し て は 、 例

え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 部 分 塩 基 配 列 を 有 す る 合 成 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ

法 に よ っ て 増 幅 す る か 、 ま た は 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ Ｄ Ｎ Ａ を 本 発 明 の タ ン パ ク 質

の 一 部 あ る い は 全 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 も し く は 合 成 Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 標 識 し た も の
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と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 選 別 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の

方 法 は 、 例 え ば 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ （ Molecular Cloning ） ２ nd（ J. Sambroo

k et al. , Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989 ） に 記 載 の 方 法 な ど に 従 っ て 行 な う こ

と が で き る 。 ま た 、 市 販 の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 場 合 、 添 付 の 使 用 説 明 書 に 記 載 の 方 法

に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 目 的 に

よ り そ の ま ま 、 ま た は 所 望 に よ り 制 限 酵 素 で 消 化 し た り 、 リ ン カ ー を 付 加 し た り し て 使 用

す る こ と が で き る 。 該 Ｄ Ｎ Ａ は そ の ５ ＇ 末 端 側 に 翻 訳 開 始 コ ド ン と し て の Ａ Ｔ Ｇ を 有 し 、

ま た ３ ＇ 末 端 側 に は 翻 訳 終 止 コ ド ン と し て の Ｔ Ａ Ａ 、 Ｔ Ｇ Ａ ま た は Ｔ Ａ Ｇ を 有 し て い て も

よ い 。 こ れ ら の 翻 訳 開 始 コ ド ン や 翻 訳 終 止 コ ド ン は 、 適 当 な 合 成 Ｄ Ｎ Ａ ア ダ プ タ ー を 用 い

て 付 加 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ る ベ ク タ ー 等

　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 も し く は 少 な く と

も ９ ３ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に

相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 さ せ た 組 み 換 え ベ ク タ ー で あ り 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号

１ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含

有 さ せ た 組 み 換 え ベ ク タ ー で あ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 ま た 、 ヒ ト の 脂 肪 細 胞 分 化 に 関 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、

配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補

的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 さ せ た 組 み 換 え ベ ク タ ー で あ り 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ９ で

表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 さ せ た 組 み 換 え ベ ク タ ー で あ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー は 既 知 の 方 法 で 構 築 す る こ と が 可 能 で

あ る 。 こ う し た 目 的 に 適 し た ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 部 位 の 上 流 に

プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 有 す る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 既 知 の も の を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り

、 宿 主 細 胞 に よ り 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 宿 主 を 大 腸 菌 な ど の 細 菌 に し た 場

合 は 、 ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ 、 ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ 、 ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ 、 λ Ｐ

Ｌ プ ロ モ ー タ な ど を 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 酵 母 を 宿 主 と す る 場 合 に は 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ

プ ロ モ ー タ 、 Ａ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ 、 Ｐ Ｇ Ｋ プ ロ モ ー タ 、 Ｐ Ｈ ０ ５ プ ロ モ ー タ な ど が 挙 げ ら れ

る 。 動 物 由 来 の 細 胞 を 宿 主 と し た 場 合 に は 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ 、 Ｓ Ｖ

４ ０ ウ イ ル ス 由 来 の プ ロ モ ー タ 、 Ｅ Ｆ － １ α プ ロ モ ー タ 、 β ア ク チ ン プ ロ モ ー タ 、 メ タ ロ

チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ な ど が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る ベ ク タ ー

に お け る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 部 位 下 流 に は 、 転 写 終 結 シ グ ナ ル が あ る こ と が

望 ま し い 。 さ ら に 、 該 ベ ク タ ー に は 薬 剤 耐 性 マ ー カ ー な ど の 識 別 マ ー カ ー が あ る こ と が 望

ま し い 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 宿 主

　 本 発 明 で 使 用 可 能 な 宿 主 に は 、 例 え ば 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 、 バ チ ル ス 属 菌 、 酵 母 、 昆 虫

細 胞 、 昆 虫 、 動 物 細 胞 な ど を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 の 具 体 例 と し て は 、 E s c h e r i c h i a c o l i　 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 〔 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ５ ３ ３

２ ３ 、 東 洋 紡 株 式 会 社 製 〕 、 Ｊ Ｍ １ ０ ３ 〔 ヌ ク イ レ ッ ク ・ ア シ ッ ズ ・ リ サ ー チ ， （ Nuclei

c Acids Research） ， ９ 巻 ， ３ ０ ９ ( １ ９ ８ １ ) 〕 ， Ｋ １ ２ ・ Ｄ Ｈ １ 〔 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ

・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー

（ Proc. Natl . Acad. Sci.Ｕ Ｓ Ａ ） ， ６ ０ 巻 ， １ ６ ０ ( １ ９ ６ ８ ) 〕 ， Ｊ Ａ ２ ２ １ 〔 ジ ャ

ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー （ Journal of Molecular Biology） 〕 ， １ ２

０ 巻 ， ５ １ ７ ( １ ９ ７ ８ ) 〕 ， Ｈ Ｂ １ ０ １ 〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ

ジ ー ， ４ １ 巻 ， ４ ５ ９ ( １ ９ ６ ９ ) 〕 ， Ｃ ６ ０ ０ 〔 ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス （ Genetics） ， ３ ９
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巻 ， ４ ４ ０ ( １ ９ ５ ４ ) 〕 な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 バ チ ル ス 属 菌 と し て は 、 例 え ば 、 バ チ ル ス ・ サ ブ チ ル ス （ B a c i l l u s s u b t i l i s ） Ｍ Ｉ １

１ ４ 〔 ジ ー ン ， ２ ４ 巻 ， ２ ５ ５ ( １ ９ ８ ３ ) 〕 ， ２ ０ ７ － ２ １ 〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ

オ ケ ミ ス ト リ ー （ Journal of Biochemistry ） ， ９ ５ 巻 ， ８ ７ ( １ ９ ８ ４ ) 〕 な ど が 挙 げ

ら れ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 酵 母 と し て は 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス セ レ ビ シ エ （ S a c c h a r o m y c e s c e r e v i s i a e） Ａ

Ｈ ２ ２ ， Ａ Ｈ ２ ２ Ｒ - ， Ｎ Ａ ８ ７ － １ １ Ａ ， Ｄ Ｋ Ｄ － ５ Ｄ ， ２ ０ Ｂ － １ ２ 、 シ ゾ サ ッ カ ロ

マ イ セ ス ポ ン ベ （ S c h i z o s a c c h a r o m y c e s p o m b e  ） Ｎ Ｃ Ｙ Ｃ １ ９ １ ３ ， Ｎ Ｃ Ｙ Ｃ ２ ０ ３ ６ 、

サ ッ カ ロ マ イ セ ス ピ キ ア パ ス ト リ ス （ S a c c h a r o m y c e s p i c j i a p a s t o r i s） な ど が 挙 げ ら れ る

。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 昆 虫 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス が Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ の 場 合 は 、 夜 盗 蛾 の 幼 虫 由 来 株 化 細

胞 （ S p o d o p t e r a f r u g i p e r d a cell； Ｓ ｆ 細 胞 ） 、 T r i c h o p l u s i a n i の 中 腸 由 来 の Ｍ Ｇ １ 細

胞 、 T r i c h o p l u s i a n i の 卵 由 来 の High FiveT M 細 胞 、 M a m e s t r a b r a s s i c a e由 来 の 細 胞 ま た

は E s t i g m e n a a c r e a 由 来 の 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ウ イ ル ス が Ｂ ｍ Ｎ Ｐ Ｖ の 場 合 は 、 蚕 由

来 株 化 細 胞 （ B o m b y x m o r i N 細 胞 ； Ｂ ｍ Ｎ 細 胞 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 該 Ｓ ｆ 細 胞 と し て は

、 例 え ば 、 Ｓ ｆ ９ 細 胞 （ ATCC CRL1711） 、 Ｓ ｆ ２ １ 細 胞 （ 以 上 、 Vaughn, J.L.ら 、 イ ン ・

ヴ ィ ト ロ （ in V i t r o） ,13, 213-217,(1977) ） な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 昆 虫 と し て は 、 例 え ば 、 カ イ コ の 幼 虫 な ど が 挙 げ ら れ る 〔 前 田 ら 、 ネ イ チ ャ ー （ Nature

） ， ３ １ ５ 巻 ， ５ ９ ２ ( １ ９ ８ ５ ) 〕 。

　 動 物 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 サ ル 細 胞 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ ， Ｖ ero ， チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 細

胞 Ｃ Ｈ Ｏ （ 以 下 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 と 略 記 ） ， ｄ ｈ ｆ ｒ 遺 伝 子 欠 損 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 細 胞

Ｃ Ｈ Ｏ 〔 略 語 ： Ｃ Ｈ Ｏ （ ｄ ｈ ｆ ｒ - ） 細 胞 〕 ， マ ウ ス Ｌ 細 胞 ， マ ウ ス Ａ ｔ Ｔ － ２ ０ ， マ ウ

ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 ， ラ ッ ト Ｇ Ｈ ３ ， ヒ ト Ｆ Ｌ 細 胞 な ど が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 形 質 転 換 体 の 製 造

　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 は 、 前 記 組 み 換 え ベ ク タ ー を 前 記 宿 主 に 保 持 さ せ た も の で あ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ

ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン ジ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Proc. N a t . Acad.

 Sci. Ｕ Ｓ Ａ ） ， ６ ９ 巻 ， ２ １ １ ０ ( １ ９ ７ ２ ) や ジ ー ン （ Gene） ， １ ７ 巻 ， １ ０ ７ ( １

９ ８ ２ ) な ど に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 バ チ ル ス 属 菌 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ア ン ド ・ ジ ェ ネ ラ ル ・ ジ ェ

ネ テ ィ ッ ク ス （ Molecular ＆ General Genetics ） ， １ ６ ８ 巻 ， １ １ １ ( １ ９ ７ ９ ) な ど

に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 酵 母 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ ー （ Methods in E

nzymology ） ， １ ９ ４ 巻 ， １ ８ ２ － １ ８ ７ （ １ ９ ９ １ ） 、 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・

ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Proc. Natl

. Acad. Sci.Ｕ Ｓ Ａ ） ， ７ ５ 巻 ， １ ９ ２ ９ ( １ ９ ７ ８ ） な ど に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 昆 虫 細 胞 ま た は 昆 虫 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 バ イ オ ／ テ ク ノ ロ ジ ー （ Bio/Techno

logy） ,6, 47-55(1988) ） な ど に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。

　 動 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 細 胞 工 学 別 冊 ８ 新 細 胞 工 学 実 験 プ ロ ト コ ー ル ．

２ ６ ０ － ２ ７ ２ （ １ ９ ９ ４ ） （ 秀 潤 社 発 行 ） 、 ヴ ィ ロ ロ ジ ー （ Virology） ， ５ ２ 巻 ， ４ ５
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６ ( １ ９ ７ ３ ) に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 形 質 転 換 体 の 培 養

　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 の 培 養 は 以 下 の 条 件 を 考 慮 し た タ ン パ ク 質 の 生 成 に 十 分 な 条 件 下 で

、 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 培 地 ま た は 形 質 転 換 体 か ら タ ン パ ク 質 を

回 収 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 、 バ チ ル ス 属 菌 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 養 に 使 用 さ

れ る 培 地 と し て は 液 体 培 地 が 適 当 で あ り 、 そ の 中 に は 該 形 質 転 換 体 の 生 育 に 必 要 な 炭 素 源

、 窒 素 源 、 無 機 物 そ の 他 が 含 有 せ し め ら れ る 。 炭 素 源 と し て は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 デ

キ ス ト リ ン 、 可 溶 性 澱 粉 、 シ ョ 糖 な ど 、 窒 素 源 と し て は 、 例 え ば 、 ア ン モ ニ ウ ム 塩 類 、 硝

酸 塩 類 、 コ ー ン ス チ ー プ ・ リ カ ー 、 ペ プ ト ン 、 カ ゼ イ ン 、 肉 エ キ ス 、 大 豆 粕 、 バ レ イ シ ョ

抽 出 液 な ど の 無 機 ま た は 有 機 物 質 、 無 機 物 と し て は 、 例 え ば 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 二

水 素 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 酵 母 、 ビ タ ミ ン 類 、 生 長 促

進 因 子 な ど を 添 加 し て も よ い 。 培 地 の ｐ Ｈ は 約 ５ ～ ８ が 望 ま し い 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 を 培 養 す る 際 の 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 カ ザ ミ ノ 酸 を 含

む Ｍ ９ 培 地 〔 ミ ラ ー （ Miller） ， エ ク ス ペ リ メ ン ツ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ

ク ス （ E x p e r i m e n t s in Molecular Genetics ） ， ４ ３ １ － ４ ３ ５ ， Cold Spring Harbor L

aboratory, New York １ ９ ７ ２ 〕 が 好 ま し い 。 こ こ に 必 要 に よ り プ ロ モ ー タ ー を 効 率 よ く

働 か せ る た め に 、 例 え ば 、 ３ β － イ ン ド リ ル ア ク リ ル 酸 の よ う な 薬 剤 を 加 え る こ と が で き

る 。 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 の 場 合 、 培 養 は 通 常 約 １ ５ ～ ４ ３ ℃ で 約 ３ ～ ２ ４ 時 間 行 な い

、 必 要 に よ り 、 通 気 や 撹 拌 を 加 え る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 宿 主 が バ チ ル ス 属 菌 の 場 合 、 培 養 は 通 常 約 ３ ０ ～ ４ ０ ℃ で 約 ６ ～ ２ ４ 時 間 行 な い 、 必 要

に よ り 通 気 や 撹 拌 を 加 え る こ と も で き る 。 宿 主 が 酵 母 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培

地 と し て は 、 例 え ば 、 バ ー ク ホ ー ル ダ ー （ Burkholder） 最 小 培 地 〔 Bostian, K. L.ら 、 「

プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・

ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Proc. Natl . Acad. Sci.Ｕ Ｓ Ａ ） ， ７ ７ 巻 ， ４ ５ ０ ４ ( １ ９ ８ ０ ) 〕

や ０ . ５ ％ カ ザ ミ ノ 酸 を 含 有 す る Ｓ Ｄ 培 地 〔 Bitter, G. A. ら 、 「 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ

ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Pr

oc. Natl . Acad. Sci.Ｕ Ｓ Ａ ） ， ８ １ 巻 ， ５ ３ ３ ０ （ １ ９ ８ ４ ） 〕 が 挙 げ ら れ る 。 培 地 の

ｐ Ｈ は 約 ５ ～ ８ に 調 整 す る の が 好 ま し い 。 培 養 は 通 常 約 ２ ０ ℃ ～ ３ ５ ℃ で 約 ２ ４ ～ ７ ２ 時

間 行 な い 、 必 要 に 応 じ て 通 気 や 撹 拌 を 加 え る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 宿 主 が 昆 虫 細 胞 ま た は 昆 虫 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 地 と し て は 、 Grace's In

sect Medium （ Grace, T . D . C . ,ネ イ チ ャ ー （ Nature） ,195,7 8 9(1962)） に 非 動 化 し た １ ０

％ ウ シ 血 清 等 の 添 加 物 を 適 宜 加 え た も の な ど が 用 い ら れ る 。 培 地 の ｐ Ｈ は 約 ６ ． ２ ～ ６ ．

４ に 調 整 す る の が 好 ま し い 。 培 養 は 通 常 約 ２ ７ ℃ で 約 ３ ～ ５ 日 間 行 な い 、 必 要 に 応 じ て 通

気 や 撹 拌 を 加 え る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 宿 主 が 動 物 細 胞 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 約 ５ ～ ２ ０ ％

の 胎 児 牛 血 清 を 含 む Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 〔 サ イ エ ン ス （ S c i e n c e ） ， １ ２ ２ 巻 ， ５ ０ ４ ( １ ９ ５ ５

) 〕 ， Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 〔 ヴ ィ ロ ロ ジ ー （ Virology） ， ８ 巻 ， ３ ９ ７ ( １ ９ ５ ９ ) 〕 ， Ｒ Ｐ Ｍ

Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ザ ・ ア メ リ カ ン ・ メ デ ィ カ ル ・ ア ソ シ エ ー シ ョ ン （

The J o u r n a l of the A merican Medical Association ） １ ９ ９ 巻 ， ５ １ ９ ( １ ９ ６ ７ ) 〕

， １ ９ ９ 培 地 〔 プ ロ シ ー ジ ン グ ・ オ ブ ・ ザ ・ ソ サ イ エ テ ィ ・ フ ォ ー ・ ジ ・ エ キ ス ペ リ メ ン

タ ル ・ バ イ オ ロ ジ ー ・ ア ン ド ・ メ デ ィ ス ン （ P r o c e e d i n g s of the Society for E x p e r i m e n

t a l  B i o l o g y  a n d Medicine　 ） ， ７ ３ 巻 ， １ ( １ ９ ５ ０ ) 〕 な ど が 用 い ら れ る 。 ｐ Ｈ は 約

６ ～ ８ で あ る の が 好 ま し い 。 培 養 は 通 常 約 ３ ０ ℃ ～ ４ ０ ℃ で 約 １ ５ ～ ６ ０ 時 間 行 な い 、 必
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要 に 応 じ て 通 気 や 撹 拌 を 加 え る 。 以 上 の よ う に し て 、 形 質 転 換 体 の 細 胞 内 に 本 発 明 の タ ン

パ ク 質 を 生 成 せ し め る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 無 細 胞 系 に よ る タ ン パ ク 質 生 成

　 上 述 し た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ っ て タ ン パ ク 質 を 生 成 さ せ る 以 外 に 、 イ ン ビ ト

ロ テ ッ ク 社 （ http://w w w. i n v i t r o t e c h .co.jp/)の 高 効 率 無 細 胞 タ ン パ ク 質 合 成 シ ス テ ム や

Ｒ ｏ ｃ ｈ ｅ 社 の イ ン ビ ト ロ ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン ・ ト ラ ン ス ク リ プ シ ョ ン シ ス テ ム な ど を 用

い た 無 細 胞 培 養 シ ス テ ム を 用 い る こ と に よ っ て 、 当 該 タ ン パ ク 質 を 生 成 さ せ る こ と も 可 能

で あ る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 タ ン パ ク 質 の 分 離 精 製

　 上 記 培 養 物 か ら 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 分 離 精 製 す る に は 、 例 え ば 、 下 記 の 方 法 に よ り 行

な う こ と が で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 培 養 菌 体 あ る い は 細 胞 か ら 抽 出 す る に 際 し て は

、 培 養 後 、 公 知 の 方 法 で 菌 体 あ る い は 細 胞 を 集 め 、 こ れ を 適 当 な 緩 衝 液 に 懸 濁 し 、 超 音 波

、 リ ゾ チ ー ム お よ び ／ ま た は 凍 結 融 解 な ど に よ っ て 菌 体 あ る い は 細 胞 を 破 壊 し た の ち 、 遠

心 分 離 や ろ 過 に よ り タ ン パ ク 質 の 粗 抽 出 液 を 得 る 方 法 な ど が 適 宜 用 い ら れ る 。 緩 衝 液 の 中

に 尿 素 や 塩 酸 グ ア ニ ジ ン な ど の 蛋 白 質 変 性 剤 や 、 ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ （ 登 録 商 標 、 Union

Carbide 社 製 ） な ど の 界 面 活 性 剤 が 含 ま れ て い て も よ い 。 こ れ ら の 公 知 の 分 離 、 精 製 法 と

し て は 、 塩 析 や 溶 媒 沈 澱 法 な ど の 溶 解 度 を 利 用 す る 方 法 、 透 析 法 、 限 外 ろ 過 法 、 ゲ ル ろ 過

法 、 お よ び Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 な ど の 主 と し て 分 子 量 の 差 を 利 用

す る 方 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 荷 電 の 差 を 利 用 す る 方 法 、 ア フ ィ ニ テ ィ

ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 特 異 的 新 和 性 を 利 用 す る 方 法 、 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ ー な ど の 疎 水 性 の 差 を 利 用 す る 方 法 、 等 電 点 電 気 泳 動 法 な ど の 等 電 点 の 差 を 利 用 す る 方

法 な ど が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 上 記 各 方 法 で 得 ら れ る タ ン パ ク 質 が 遊 離 体 で 得 ら れ た 場 合 に は 、 公 知 の 方 法 あ る い は そ

れ に 準 じ る 方 法 に よ っ て 塩 に 変 換 す る こ と が で き 、 逆 に 塩 で 得 ら れ た 場 合 に は 公 知 の 方 法

あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法 に よ り 、 遊 離 体 ま た は 他 の 塩 に 変 換 す る こ と が で き る 。 な お 、

組 換 え 体 が 産 生 す る タ ン パ ク 質 を 、 精 製 前 ま た は 精 製 後 に 適 当 な 蛋 白 修 飾 酵 素 を 作 用 さ せ

る こ と に よ り 、 任 意 に 修 飾 を 加 え た り 、 ポ リ ペ プ チ ド を 部 分 的 に 除 去 す る こ と も で き る 。

蛋 白 修 飾 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 ア ル ギ ニ ル エ ン ド ペ プ チ

ダ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ な ど が 用 い ら れ る 。 か く し て 生 成 す る 本 発

明 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 の 存 在 は 、 標 識 し た リ ガ ン ド と の 結 合 実 験 お よ び 特 異 抗 体 を

用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ な ど に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 ヒ ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ

　 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 前 記 に

決 定 し た 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る マ ウ ス の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ 　 Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ 　 Ｓ ｅ

ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ （ Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ 　 Ｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｅ 　 Ｄ ａ ｔ ａ ｂ ａ ｓ ｅ ） で ホ モ ロ ジ ー サ ー チ

す る こ と に よ っ て 相 同 性 の 高 い 配 列 を 見 出 し て 、 ヒ ト ホ モ ロ グ の 全 長 を 予 測 す る こ と が で

き る 。 ヒ ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ に は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 な ど が 適 用 で き る 。 こ の よ う に し

て 予 測 し 、 実 際 に Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 配 列 決 定 を 行 っ た ヒ ト ホ モ ロ グ の 全 長 は 、 配 列 番

号 ９ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 で あ る 。 ま た 、 配 列 番 号 ９ で 示 さ れ る ヒ ト ホ モ ロ グ の 全 長 の 塩 基

配 列 か ら 、 該 塩 基 配 列 は ８ ０ ０ ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ り 、

該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 １ ０ で あ る と 予 想 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び ア ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法

　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ ま た は ア ゴ ナ イ ズ す る 化 合 物 の 同 定 方 法 は 次 の 工

程 （ ａ ） （ ｂ ） の 工 程 を 含 む 。

（ ａ ） 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 ま た は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 応 答 す る 細 胞
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に 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程 ；

（ ｂ ） 結 合 、 ま た は 機 能 的 応 答 の 刺 激 も し く は 阻 害 を 観 察 す る 工 程 ； あ る い は 候 補 化 合 物

と 接 触 し た 細 胞 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 に 関 す る 能 力 を 接 触 し な か っ た 同 種 の 細 胞 と

比 較 す る 工 程 。

　 上 記 同 定 方 法 に よ り 、 本 発 明 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 或 い は ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 方 法 ； ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 診 断

　 診 断 対 象 者 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 化 に 関 連 し た 、 診 断 対 象 者 に お け る 疾 病 、 ま た

は か か る 疾 病 に 対 す る 感 受 性 の 診 断 は 次 の よ う に 行 う こ と が で き る 。 即 ち 、 診 断 対 象 者 の

ゲ ノ ム 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 塩 基 配 列 中 の 変 異 の 存 在 ま た は 不 存 在 を

決 定 す る こ と ； お よ び ／ ま た は 該 対 象 者 由 来 の 試 料 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 存 在 ま た は

量 を 分 析 す る こ と に よ り 行 う 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 あ る い は 測 定 す る に は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の

塩 基 配 列 か ら 連 続 す る ８ 塩 基 以 上 １ ０ ０ 塩 基 以 下 の 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 合 成 し 、 細

胞 あ る い は 血 液 な ど か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ Ａ に 変

換 し な が ら 増 幅 す る 、 あ る い は Ｔ ７ － ｂ ａ ｓ ｅ ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 増 幅 法 （ Van Gelder R.N. et

 al. ; Proc.Natl .Acad.Sci.USA,87:1663-1667,1990） に よ り 、 目 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増

幅 し 、 増 幅 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 種 々 の 電 気 泳 動 で 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た

、 Ｃ ｙ ３ － ｄ Ｕ Ｔ Ｐ あ る い は 、 Ｃ ｙ ５ － ｄ Ｕ Ｔ Ｐ を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 時 に 添 加 し て 、

増 幅 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 蛍 光 標 識 し 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 等 （ Brown, P.O.et al.:Natu

re Genet. ,21 sup.:33-37,1999） に よ り 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 ま た 、 抽 出 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 定 量 す る 方 法 と し て は 、 蛍 光 色 素 を 用 い た 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ

法 が 行 わ れ る （ 羊 土 社 　 ｎ ｏ ｎ － Ｒ Ｉ 実 験 の 最 新 プ ロ ト コ ー ル 　 栗 原 ら 編 　 １ ９ ９ ９ 　 ８

３ － ８ ９ ） 。 こ の 方 法 に よ り 、 細 胞 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ が ど の 程 度 存 在 す る か が わ か る 。 こ の 発

現 の 程 度 に よ っ て 、 肥 満 の 状 況 を 把 握 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 同 時 に 検 出 、 測 定 す る こ と

も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 肥 満 な ど の 生 活 習 慣 病 に 関 連 す る 、 本 発 明 の ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 基 盤 上 に 結 合 さ せ て お き 、 上 述 し た よ う

な 方 法 で 、 検 体 か ら 調 製 し た 標 識 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 反 応 さ せ て ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が

活 性 化 し て い る の か 、 存 在 し て い る の か と い う こ と を 判 定 す る こ と が 可 能 と な る 。 こ の 判

定 に よ っ て 、 生 活 習 慣 病 の 状 況 を 把 握 し 、 治 療 に 役 立 て る こ と が 可 能 に な る 。 ま た 、 本 発

明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 複 数 の 肥 満 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 基 盤 上 に 結 合 さ せ て お き

、 同 様 の 手 技 に よ り 、 肥 満 の 状 況 、 程 度 を 把 握 す る こ と が 可 能 と な り 、 治 療 に 役 立 て る こ

と が 可 能 と な る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る に は ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 の Ａ Ｂ

Ｉ 　 Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ ３ １ ０ あ る い は Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ ３ １ ０ ０ あ る い は Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ ３ ７ ０ ０ な ど を 利

用 し た キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 に よ る 検 出 も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 特 定 の 核 酸 塩 基 が 他 の 塩 基 と 置 換 さ れ て い る こ と に よ り 、 遺 伝 子

産 物 と し て の タ ン パ ク 質 の 活 性 が 変 化 す る 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の そ の 受 容 体 へ の 結 合 能

が 変 化 す る 、 或 い は 該 タ ン パ ク 質 の 薬 剤 に 対 し て の 反 応 性 が 変 化 す る 、 或 い は 該 タ ン パ ク

質 の 安 定 性 が 変 化 す る 、 或 い は 該 タ ン パ ク 質 の 合 成 が 途 中 で 停 止 し て し ま う な ど の 、 遺 伝

子 多 型 （ single nucleotide polymorphisms 、 以 下 Ｓ Ｎ Ｐ ｓ ） が 、 非 常 に 重 要 で あ る こ と

が わ か っ て き て い る が 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お い て も 、 こ の Ｓ Ｎ Ｐ ｓ を 検 出 す る

意 義 は 非 常 に 重 要 で あ る 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】

　 本 発 明 の 脂 肪 細 胞 分 化 関 連 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 高 密 度 の Ｓ Ｎ Ｐ ｓ マ ー カ ー の 遺 伝 子 地

図 が つ く ら れ れ ば ， 糖 尿 病 の 原 因 遺 伝 子 を 特 定 で き る Ｓ Ｎ Ｐ ｓ を 用 い て 健 康 者 と 患 者 間 の

比 較 が 容 易 に で き る 。 高 密 度 の Ｓ Ｎ Ｐ ｓ マ ッ プ を 使 え ば 家 族 と 関 連 の な い 大 規 模 な サ ン プ

ル を 用 い て 相 関 解 析 （ Whole Genome Association Study） が 可 能 と な る 。 Ｓ Ｎ Ｐ ｓ は 、 特

に １ 塩 基 が 置 換 す る こ と に よ り 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 が 変 化 し 、 こ の 変 化 に よ っ て 本 来 の 蛋

白 質 の 物 性 の 変 化 が 生 じ る 。 例 え ば 、 酵 素 に お い て は 活 性 中 心 近 傍 の ア ミ ノ 酸 が 変 化 す る

こ と に よ る 酵 素 活 性 の 低 下 や 亢 進 が 挙 げ ら れ 、 受 容 体 で あ れ ば 受 容 中 心 近 傍 の ア ミ ノ 酸 が

変 化 す る こ と に よ る 結 合 力 の 低 下 や 上 昇 が 挙 げ ら れ る 。 そ れ ぞ れ の 人 の 遺 伝 子 多 型 に 応 じ

て 、 薬 剤 の 投 与 量 を 調 整 し た り 、 異 な る 薬 剤 を 選 択 す る こ と を テ ー ラ ー ド メ デ ィ シ ン な ど

と 云 わ れ る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お け る Ｓ Ｎ Ｐ ｓ を 検 出 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ア メ リ

カ Nanogen 社 （ http://w w w.nanogen.com） の nanochipを 用 い る 方 法 （ Gillesら 、 Nature b

iotechnology 1 7 ,  3 6 5 - 3 7 0 , 1999） 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 方 法 （ http://w w w

.pyrosequencing.com に お け る " P r i n c i p l e  o f  P y r o s e q u e n c i n g " ） 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 又 は Ｄ

Ｎ Ａ ア レ イ を 用 い た 方 法 、 質 量 分 析 計 を 用 い る 方 法 （ Leglerら 、 Transfusion,36:426-43

1、 1996 ） 、 プ ラ イ マ ー エ ク ス テ ン シ ョ ン を 用 い た 方 法 、 Ｌ ｕ ｍ ｉ ｎ ｅ ｘ 法 （ Iannone ら

、 Cytometry,39:131-140,2000 ） な ど が 適 用 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 上 記 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 の た め に 構 成 さ れ る 診 断 薬 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩

基 配 列 の 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド 或 い は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １

０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 診 断 薬 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 ま た 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ に わ た り 同 一 も し く は

少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す

る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 診 断 薬 と す る こ と が で き る 。 特 に 、 ヒ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の

検 出 の た め に 構 成 さ れ る 診 断 薬 は 、 配 列 番 号 ９ に 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １

０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 診 断 薬 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 さ ら に 好 ま し い ヒ ト の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 の た め に 構 成 さ れ る 診 断 薬 は 、 配 列 番 号

９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 の 番 号 ２ ６ か ら ２ ４ ２ ５ の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は

該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩

基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 診 断 薬 で あ る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 検 出 、 お よ び タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 の 検

出 、 お よ び 診 断 へ の 応 用

　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る に は 、 免 疫 測 定 法 が 一 般 的 に 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 配 列

番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ０ で 示 さ れ る タ ン パ ク 質 、 あ る い は そ れ ら の 各 配 列 に 含 ま れ る ３

個 以 上 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド を 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ブ

タ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ニ ワ ト リ な ど に 免 疫 し て 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 免 疫 を

行 う 際 に 、 通 常 、 ア ジ ュ バ ン ト と い わ れ る 物 質 を 加 え る の が 一 般 的 で あ る 。 ア ジ ュ バ ン ト

と し て は 、 フ ロ イ ン ト の コ ン プ リ ー ト ア ジ ュ バ ン ト 、 イ ン コ ン プ リ ー ト ア ジ ュ バ ン ト 、 明

礬 な ど 種 々 の 公 知 の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る こ と が が き る 。 マ ウ ス を 免 疫 し た 場 合 で は 、 一

定 期 間 免 疫 を 行 っ た 後 、 免 疫 し た マ ウ ス の 脾 臓 を 取 り 出 し て 、 抗 体 産 生 細 胞 で あ る こ の 脾

臓 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ て 、 ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ て 配 列 番 号 ２ の タ ン パ ク 質 を

特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】

　 ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 す る こ と に よ っ て 、 産 生 す る 抗 体 を 種 々 の 方 法 で 精 製 し 、 得 ら れ

た 抗 体 を 固 相 に 結 合 さ せ る 。 こ れ と は 別 に 、 該 抗 体 を 酵 素 、 蛍 光 色 素 、 金 属 コ ロ イ ド 、 ラ

テ ッ ク ス 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ な ど で 標 識 し て 標 識 化 抗 体 を 得 る 。 前 記 固 相 化 抗 体 と 該 標 識 化

抗 体 を 、 細 胞 、 血 液 あ る い は そ の 分 画 フ ラ ク シ ョ ン を 検 体 と し て 反 応 さ せ 、 固 相 に 結 合 し

た 標 識 物 の 有 無 、 あ る い は 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 検 体 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 量 を

測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 脂 肪 細 胞 内 に 特 異 的 に 見 出 さ れ る た め に 、 そ の 量 を 測 定 す る こ

と に よ っ て 肥 満 の 程 度 、 状 況 を 把 握 す る こ と が 可 能 と な る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 検 体 中 に 含 ま れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る に は 、 該 タ ン パ ク 質 あ る い は 該 タ

ン パ ク 質 の 一 部 と な る ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 、 家 兎 、 ネ ズ ミ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ な ど に 免 疫 し

て 抗 体 を 調 製 す る （ こ の 場 合 、 特 定 の 認 識 部 位 に 結 合 す る こ と が 出 来 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 を 調 製 す る こ と も 含 ま れ る 。 ） 。 こ こ で 得 ら れ た 抗 体 を 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ラ テ ッ ク ス 、

ニ ト ロ セ ル ロ ー ス な ど の 材 質 の も の に 物 理 的 に 吸 着 さ せ る 、 あ る い は 、 抗 体 に ビ オ チ ン を

予 め 導 入 し て お き 、 固 相 に 予 め 結 合 さ せ て お い た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン な ど

と 反 応 さ せ て 固 相 を 調 製 す る 、 あ る い は 、 固 相 上 に 存 在 す る カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基 、

ス ル フ ヒ ド リ ル 基 な ど を 介 し て 、 抗 体 を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 抗 体 結 合 固 相 を 調 製

す る 。 こ こ で 得 ら れ た 抗 体 結 合 固 相 と 、 細 胞 、 血 液 あ る い は そ の 分 画 フ ラ ク シ ョ ン を 検 体

と し て 反 応 さ せ 、 検 体 中 に 含 ま れ る 抗 原 を 固 相 に 結 合 さ せ 、 次 い で 、 抗 体 結 合 固 相 に 結 合

し た 抗 原 に 、 上 述 し た 工 程 に よ っ て 調 製 し た 抗 体 に 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素 、 蛍 光 色 素 、

核 酸 、 ビ オ チ ン な ど の 標 識 を 結 合 さ せ た 標 識 抗 体 を 反 応 さ せ る 。 な お 、 抗 体 結 合 固 相 と 検

体 と 標 識 抗 体 を 反 応 さ せ る 工 程 は 、 同 時 に 行 う こ と も で き る 。 こ う し て 固 相 に 結 合 し た 標

識 物 を 、 測 定 す る こ と に よ っ て 検 体 中 に 含 ま れ る 該 タ ン パ ク 質 を 測 定 す る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 抗 体 を 検 出 す る 方 法 は 、 こ れ と は 別 に 以 下 の よ う な 方 法 で も 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 本

発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は 該 タ ン パ ク 質 の 一 部 と な る ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 固 相 化 し て 抗

原 固 定 化 固 相 と し 、 次 い で 、 該 抗 原 固 定 化 固 相 に 対 し て 、 抗 原 に 標 識 し た 物 質 と 、 細 胞 、

血 液 あ る い は そ の 分 画 フ ラ ク シ ョ ン を 検 体 と し て 反 応 さ せ 、 結 合 し た 標 識 物 を 、 定 量 す る

こ と に よ っ て 、 検 体 中 に 含 ま れ る 抗 体 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の

タ ン パ ク 質 に 対 し て 免 疫 学 的 に 特 異 的 な 抗 体 を 検 出 す る 診 断 薬 を 構 築 で き る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 以 上 、 い ず れ も 抗 原 あ る い は 抗 体 を 直 接 固 相 化 し た 反 応 系 を 説 明 し た が 、 米 国 特 許 第 ５

， ７ ８ ９ ， １ ６ ５ の よ う に 、 固 相 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 さ せ て お き 、 こ の オ リ ゴ ヌ

ク レ オ チ ド に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 さ せ た 抗 原 あ る い は 抗 体 を 結 合 さ せ た 反

応 系 も 適 用 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 特 開 平 １ ０ － ２ ５ ３ ６ ３ ２ 号 公 報 、 Ｅ Ｐ ０ ９ ０ ５ ５ １ ７

Ａ １ の 記 載 に あ る よ う に 、 異 な る 項 目 を 同 時 に 検 出 あ る い は 測 定 す る こ と も 可 能 と な る 。

例 え ば 、 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 肥 満 な ど の 生 活 習 慣 病 に 関 連 す る マ ー カ ー を 同 時 に 検 出 す る こ

と に よ り 、 ど の タ ン パ ク 質 が ど の 程 度 検 出 さ れ る か に よ っ て 生 活 習 慣 病 が ど の 程 度 の レ ベ

ル で あ る の か を 判 断 す る こ と も 可 能 に な る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 肥 満 関 連 の タ ン パ ク 質 あ

る い は ペ プ チ ド な ど の マ ー カ ー を 同 時 に 検 出 、 測 定 す る こ と に よ っ て 、 肥 満 の 状 況 を 把 握

し 治 療 に 役 立 て る こ と も 可 能 に な る と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 あ る い は 該 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 免 疫 学 的 に 検 出 す る た め に

は 上 述 し た 方 法 以 外 に 、 免 疫 凝 集 法 に よ る 方 法 （ 特 開 平 ６ － ３ ３ ５ ８ 号 公 報 ） 、 Biacore

International AB（ ス ウ ェ ー デ ン ） 社 （ http://w w w.biacore.co.jp） の BIAcore な ど に よ

る 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ Surface Plasmon Resonance ＝ SPR ） に よ る 方 法 、 水 晶 発 振 子 を

用 い た 方 法 （ 特 開 平 ９ － ２ ９ ２ ３ ９ ７ 号 公 報 ） 、 な ど に よ る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】
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　 以 上 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の に 構 成 さ れ る 診 断 薬 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク

質 ま た は そ の 塩 を 含 有 し て い る 診 断 薬 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 好 ま し い 態 様 の 本 発 明 の 診 断

薬 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 の 連 続 す る 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る タ

ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 含 む 診 断 薬 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す

る た め の 別 の 診 断 薬 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 含 有 す る 診 断 薬 が 挙 げ ら れ る

。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 治 療 目 的 の 使 用

　 本 発 明 は 、 過 剰 ま た は 不 十 分 な 量 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は 該 タ ン パ ク 質 の 一 部 を

構 成 す る ペ プ チ ド の 活 性 に 関 連 す る 、 肥 満 症 、 高 血 圧 症 、 高 脂 血 症 、 糖 尿 病 、 腎 臓 疾 患 、

イ ン ス リ ン 耐 性 、 脂 肪 異 栄 養 、 Ｃ Ｎ Ｓ 疾 患 、 並 び に 動 脈 硬 化 に よ る 心 臓 病 又 は 脳 卒 中 、 等

の 生 活 習 慣 病 の ご と き 異 常 な 状 態 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は 該

タ ン パ ク 質 の 一 部 を 構 成 す る ペ プ チ ド の 活 性 が 過 剰 な 場 合 、 い く つ か の 方 法 を 用 い る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 １ つ の 手 段 は 、 有 効 量 の 上 記 阻 害 剤 化 合 物 （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） を 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体

と 調 合 し て な る 医 薬 を 治 療 対 象 者 に 投 与 し て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は ペ プ チ ド へ の

リ ガ ン ド の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る こ と あ る い は 第 ２ の シ グ ナ ル を 阻 害 す る こ と に よ り 活 性 化

を 阻 害 し 、 そ の こ と に よ り 異 常 な 状 態 を 改 善 す る こ と を 特 徴 と す る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 他 の 手 段 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 活 性 化 す る 治 療 上 有 効 量 の 化 合 物 （ す な わ ち

、 ア ゴ ニ ス ト ） を 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 調 合 し て な る 医 薬 を 投 与 し 、 そ の こ と に よ り 異

常 な 状 態 を 改 善 す る こ と を 特 徴 と す る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 も う １ つ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は ペ プ チ ド と 競 争 し て リ ガ

ン ド に 結 合 す る 能 力 を 有 し て い る 可 溶 性 形 態 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 あ る い は ペ プ チ ド ま た

は そ れ ら の 塩 を 投 与 し て も よ い 。 か か る 競 争 物 質 の 典 型 的 な 具 体 例 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質

あ る い は 該 タ ン パ ク 質 の 一 部 を 構 成 す る ペ プ チ ド を 含 む 。 即 ち 、 本 発 明 の 医 薬 は 該 タ ン パ

ク 質 或 い は そ の 塩 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 或 い は そ の 塩 の 連 続 す る 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ

酸 か ら な る ペ プ チ ド を 含 む 医 薬 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 さ ら に も う １ つ の 方 法 に お い て 、 発 現 ブ ロ ッ ク 法 を 用 い て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま

た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 し て 、 遺 伝 子 の 活 性 化 を 阻 害

し て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 こ の よ う な 本 発 明 の 医 薬 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩

基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 医 薬 で あ る 。 好 ま

し く は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一 も し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す

る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 で

あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る １ ０ ０ か ら ２ ５ ２ ０ 番 目 に わ た り 同 一 も

し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は 該 ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配

列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 で あ る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 特 に 、 ヒ ト の ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て は 、 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配

列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む

。 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有
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す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ９ に お け る 、 ２ ６

か ら ２ ４ ２ ５ 番 目 の 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補

的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の う ち 、 連 続 す る 少 な く と も １ ０ 個 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド を 含 む 医 薬 で あ る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 こ れ ら の 医 薬 は 、 Ａ Ｔ Ｇ の 前 後 の 配 列 の ア ン チ セ ン ス を 治 療 薬 に 利 用 す る も の で あ る 。

こ れ ら の 医 薬 に は 公 知 の 方 法 で 、 細 胞 内 で 生 成 し た 、 あ る い は 別 個 に 投 与 さ れ た 、 ア ン チ

セ ン ス 配 列 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhib

itors of Gene Expression,CRC Press,Boca Raton, FL(1988) 中 、 O k a n o ,  J . N e u r o c h e m  V

o l . 5 6 ,  p 5 6 0 ( 1 9 9 1 )  。 別 法 と し て 、 遺 伝 子 と と も に 三 重 ら せ ん を 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ド を 提 供 し て も よ い 。 例 え ば 、 Lee et al. ,Nucleic Acids Res(1979)6:3073; Cooney e

t al. , Science(1988)241:456; Dervan et al. ,Science(1991)251:1360。 こ れ ら の オ リ ゴ

マ ー は そ れ 自 体 投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は 関 連 オ リ ゴ マ ー を イ ン ビ ボ で 活 性 化 さ せ る

こ と も で き る 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 別 法 と し て 、 遺 伝 子 治 療 を 用 い て 、 治 療 対 象 者 中 の 細 胞 に よ る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド の 細 胞 内 で の 生 成 を 有 効 な ら し め て も よ い 。 例 え ば 、 上 記 の ご と く 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド を 処 理 加 工 し て 複 製 欠 損 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 入 れ て 活 性 化 す る よ う に し て も

よ い 。 次 い で 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 構 築 物 を 単 離 し 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い

る Ｒ Ｎ Ａ を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン し た パ ッ ケ ー ジ

ン グ 細 胞 中 に 導 入 し て 、 次 い で パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 が 目 的 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 感 染

性 ウ イ ル ス 粒 子 を 生 成 す る よ う に し て も よ い 。 こ れ ら の プ ロ デ ュ ー サ ー 細 胞 を 治 療 対 象 者

に 投 与 し て 細 胞 を イ ン ビ ボ で 処 理 加 工 し て 、 イ ン ビ ボ で タ ン パ ク 質 を 活 性 化 す る よ う に し

て も よ い 。 遺 伝 子 治 療 の 方 法 に は 、 Human Molecular Genetics,T.Strachan and A.P.Read

,BIOS Scientific Publishers Ltd(199 6) 中 、 第 ２ ０ 章 、 Gene Therapy and other Molec

ular Genetic-based Therapeutic Approaches （ お よ び そ の 中 の 引 用 文 献 ） が 適 用 可 能 で

あ る 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 本 発 明 の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 、 ま た は ヒ ト の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 あ る い は そ れ

ら の タ ン パ ク 質 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 か ら な る ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 含 有 さ せ

て 医 薬 と す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 を 投 与 し た 場 合 に は 、 脂 肪 細 胞 分 化 活 性 を 減

弱 さ せ る こ と が 期 待 で き る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 処 方 お よ び 投 与

　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 増 強 さ れ た 活 性 化 を 必 要 と す る 治 療 対 象 者 の 治 療 方 法 に お い て は

、 可 溶 性 形 態 の 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 全 長 に わ た り 同 一 も し く は 少

な く と も ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 の

一 部 を 構 成 す る ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 塩 、 な ら び に 該 タ ン パ ク 質 ま た は 該 タ ン パ ク 質

の 一 部 を 構 成 す る ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 ま た は

そ れ ら の 小 型 分 子 の 治 療 上 有 効 量 を 医 薬 と し て 治 療 対 象 者 に 投 与 し て も よ い 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 か か る 処 方 は 、 治 療 上 有 効 量 の 前 記 物 質 、 ま た は そ れ ら の 塩 、 お よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る

担 体 ま た は 賦 形 剤 を 含 ん で な る 。 か か る 担 体 と し て は 、 セ イ ラ イ ン 、 緩 衝 化 セ イ ラ イ ン 、

デ キ ス ト ロ ー ス 、 水 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 お よ び そ れ ら の 混 合 物 が 挙 げ ら れ る が

、 こ れ ら に 限 ら な い 。 処 方 は 投 与 経 路 に 適 し た も の と す べ き で あ り 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ

て い る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 上 記 本 発 明 成 分 の １ 種 ま た は そ れ 以 上 を 充 填 し た 、 １ 個 ま た は

そ れ 以 上 の 容 器 を 含 ん で な る 医 薬 パ ッ ク お よ び キ ッ ト に も 関 す る 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 化 合 物 を 単 独 で 使 用 し て も よ く 、 あ る い は 治 療 化 合 物 の

ご と き 他 の 化 合 物 と 一 緒 に 使 用 し て も よ い 。 医 薬 組 成 物 の 全 身 投 与 の 好 ま し い 形 態 は 、 注
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射 、 典 型 的 に は 静 脈 注 射 を 包 含 す る 。 皮 下 、 筋 肉 内 ま た は 腹 腔 内 の ご と き 他 の 注 射 経 路 を

用 い る こ と も で き る 。 全 身 投 与 の た め の 別 の 手 段 は 、 胆 汁 酸 塩 ま た は フ シ ジ ン 酸 ま た は 他

の 界 面 活 性 剤 の ご と き 浸 透 剤 を 用 い る 経 粘 膜 ま た は 経 皮 投 与 を 包 含 す る 。 さ ら に 、 腸 溶 処

方 ま た は カ プ セ ル 処 方 が う ま く 処 方 さ れ る な ら ば 、 経 口 投 与 も 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 化 合

物 の 投 与 は 局 所 的 な も の で あ っ て も よ く 、 膏 薬 、 パ ス タ 、 ゲ ル 等 の 形 態 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 必 要 な 用 量 範 囲 は 、 ペ プ チ ド 、 投 与 経 路 、 処 方 の 性 質 、 治 療 対 象 者 の 症 状 の 性 質 、 お よ

び 担 当 医 師 の 判 断 に よ る 。 適 当 な 用 量 は 治 療 対 象 者 の 体 重 １ ｋ ｇ あ た り ０ ． １ な い し １ ０

０ μ ｇ の 範 囲 で あ る 。 し か し な が ら 、 種 々 の 使 用 化 合 物 お よ び 種 々 の 投 与 経 路 の さ ま ざ ま

な 有 効 性 を 考 慮 す れ ば 、 必 要 な 用 量 は 広 範 囲 な も の と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 経 口 投 与 に は 静

脈 注 射 よ り も 多 い 用 量 が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 当 該 分 野 に お い て よ く 理 解 さ れ た 最 適

化 の た め の 標 準 的 な 常 套 的 実 験 を 用 い て こ れ ら の 用 量 の 変 更 を 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 し ば し ば 「 遺 伝 子 治 療 」 と 称 さ れ る 上 記 治 療 方 法 に お い て 、 治 療 に 使 用 す る 本 発 明 の タ

ン パ ク 質 を 治 療 対 象 者 中 に お い て 生 成 さ せ る こ と も で き る 。 よ っ て 、 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ

ル ス プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ ま た は

Ｒ Ｎ Ａ の ご と き ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 治 療 対 象 者 由 来 の 細 胞 を エ ク ス ビ ボ で 処 理 加 工

し て も よ い 。 次 い で 、 処 理 さ れ た 細 胞 を 治 療 対 象 者 に 導 入 す る 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 脂 肪 細 胞 へ の 分 化 の 確 認

　 脂 肪 細 胞 に 分 化 す る こ と が 可 能 な マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ －

９ ２ ． １ ． ） を 、 基 本 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ , 40μ g/ml K M, 10% Calf Serum ） を 用 い て ５ ％ 　

Ｃ Ｏ 2  、 ３ ７ ℃ に お い て collagen type I dish (FALCO N社 製 ) 中 で 培 養 し た 。 細 胞 が コ ン

フ レ ン ト に 達 し て か ら ２ 日 間 お き 、 細 胞 が 休 止 期 に 入 っ た 後 、 培 地 を 分 化 誘 導 培 地 （ Ｄ Ｍ

Ｅ Ｍ , 40μ g/ml K M, 10% FBS, 0.5m M １ － メ チ ル － ３ － イ ソ ブ チ ル キ サ ン チ ン （ 以 下 、 Mi

x と 呼 ぶ ） 、 １ ０ μ g/ml　 イ ン シ ュ リ ン 、 １ μ M Dexamethasone(以 下 、 Dex と 呼 ぶ ） に 変

え こ の 分 化 条 件 に お い て ４ ８ 時 間 培 養 し 、 培 地 を 分 化 促 進 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ , ４ ０ μ g/ml K

M,１ ０ ％ FBS, ５ μ g/ml insulin） に 変 え た 。 ２ 日 お き に 分 化 促 進 培 地 で 培 地 交 換 を 行 っ

た 。 マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ － ９ ２ ． １ ． ） は 、 ４ 日 目 頃 か ら

小 さ な 脂 肪 滴 を 含 み 始 め 、 一 週 間 後 に は 成 熟 し た 脂 肪 細 胞 へ 分 化 す る こ と を 確 認 し た 。

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 調 製

　 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 前 と 分 化 誘 導 開 始 ３ 時 間 後 の マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ

ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ － ９ ２ ． １ ． ） か ら TRIzol（ GIBCO BRL 社 製 ） を 用 い て 、 TRIzol（ GIBCO BRL

社 製 ） に 添 付 さ れ て い る 取 扱 説 明 書 に 従 い 、 各 々 の マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 起 源 の 全 量 Ｒ

Ｎ Ａ を 調 製 し た 。 こ れ ら の 各 全 量 Ｒ Ｎ Ａ か ら Oligotex-dT ３ ０ ( 第 一 化 学 薬 品 社 製 ) を 用

い て 、 添 付 さ れ て い る 取 扱 説 明 書 に 従 っ て 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 前 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 、 脂 肪 細 胞

分 化 誘 導 ３ 時 間 後 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し た 。

【 実 施 例 ３ 】

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 P C R - s e l e c t  c D N A  S u b t r a c t i o n  法 に よ る 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 後 ３ 時 間 目 の 活 性 化 の 測 定

　 公 知 の PCR selectｃ Ｄ Ｎ Ａ subtraction kit (CLO NTECH Laboratories 社 製 ) に 従 っ て

以 下 の ｉ ） － vii)工 程 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 ｉ ） テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成

　 前 記 実 施 例 ２ で 調 製 し た マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ － ９ ２ ． １

． ） 由 来 の 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 前 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を ド ラ イ バ ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し 、 前 記 実 施 例 ２ で 調

製 し た 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 ３ 時 間 後 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を テ ス タ ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し た 。 こ れ ら の ド ラ イ

10

20

30

40

50



(60) JP  WO2003/048358  A1  2003.6.12

バ ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び テ ス タ ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら １ 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 次 い で 、 ２ 本 鎖 の ド

ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 ii) 制 限 酵 素 RsaIに よ る ２ 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 切 断

　 前 記 工 程 ｉ ） で 得 ら れ た ２ 本 鎖 の ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ と テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 各 々 を 制 限

酵 素 RsaIで 切 断 し 、 平 滑 末 端 （ ｂ ｌ ｕ ｎ ｔ 　 ｅ ｎ ｄ ） の 断 片 を 作 っ た 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 iii)ア ダ プ タ ー の ラ イ ゲ ー シ ョ ン

　 前 記 工 程 ii)で 得 ら れ た 切 断 さ れ た テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 二 つ の グ ル ー プ に 分 け 、 一 方 に

ア ダ プ タ ー １ を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 他 方 に ア ダ プ タ ー ２ を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 iv） フ ァ ー ス ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

　 前 記 工 程 iii)で 得 ら れ た ア ダ プ タ ー を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た ２ 種 類 の テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ と

過 剰 量 の ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の 間 で 別 々 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。

【 ０ １ ０ １ 】

　 ｖ ） セ カ ン ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

　 さ ら に 過 剰 量 の ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 、 前 記 iｖ ） 工 程 で 得 ら れ た ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ

を ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て な る ２ 種 類 の テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 わ せ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

を 行 っ た 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 vi) フ ァ ー ス ト Ｐ Ｃ Ｒ

　 前 記 iv)工 程 で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ２ 種 類 の ア ダ プ タ ー

部 位 間 で 共 通 な プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 行 っ て Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 さ せ た 。

【 ０ １ ０ ３ 】

　 vii)セ カ ン ド Ｐ Ｃ Ｒ

　 最 後 に ２ 種 類 の ア ダ プ タ ー 部 位 に 特 異 的 な ２ 種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 行 い

Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 さ せ た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 ド ラ イ バ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て な る テ ス タ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 増 幅 さ れ な か っ た 。

一 方 、 テ ス タ ー 特 異 的 、 つ ま り 分 化 誘 導 ３ 時 間 後 に 活 性 化 が 増 加 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド （ 遺 伝 子 ） の み 増 幅 さ れ た 。

【 実 施 例 ４ 】

【 ０ １ ０ ５ 】

　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 及 び ク ロ ー ン ２ ４ の プ ラ ス ミ ド

　 図 １ に ク ロ ー ン ２ ４ マ ウ ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 略 図 を 示 す 。 前 記 実 施 例 ３ の サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法

で 得 ら れ た セ カ ン ド Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 行 っ た 後 の 増 幅 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 反 応 液 を フ

ェ ノ ー ル 抽 出 、 Ｃ Ｉ Ａ Ａ 抽 出 後 、 Ｅ ｔ Ｏ Ｈ 沈 殿 を 行 い 、 Ｄ Ｎ Ａ の ペ レ ッ ト を 滅 菌 水 17μ l

に 溶 解 し 、 １ ０ units の RsaIで １ ０ m M　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ pH 7.5） , １ ０ m M　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ

2  , １ m MＤ Ｔ Ｔ 条 件 下 、 ３ ７ ℃ 一 晩 反 応 さ せ ア ダ プ タ ー を 切 断 し た 。 ０ ． ７ ％ ア ガ ロ ー ス

ゲ ル で 電 気 泳 動 後 、 Ｄ Ｅ ８ １ （ Whatman 社 製 ） を 用 い て 精 製 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 Ｓ ｕ （ 図 １

参 照 ） を 得 た 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 該 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 Ｓ ｕ の 情 報 を 元 に プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 ５ ＇ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ を 行 っ た 結 果 、 約

２ Ｋ の バ ン ド が 得 ら れ た の で 、 こ れ を 回 収 し て ヌ ク レ オ チ ド Ｒ － ５ ＇ と 呼 ん だ （ 図 １ 参 照

） 。 該 ヌ ク レ オ チ ド Ｒ － ５ ＇ を Ｔ ベ ク タ ー （ pBluescript KS +) に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て

、 Ｄ Ｓ Ｑ － １ ０ ０ ０ （ 島 津 製 作 所 社 製 ） に よ り 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 一 方 、 ク ロ ー ン ２

４ の ３ ＇ 側 の 配 列 を 用 い て デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 す る と 一 致 す る 塩 基 配 列 が Ｅ Ｓ Ｔ に

登 録 さ れ て お り 、 こ の 塩 基 配 列 を 参 考 に プ ラ イ マ ー を 設 計 し Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 そ の

結 果 、 約 ７ ０ ０ ｂ ｐ の バ ン ド が 得 ら れ た の で 、 こ れ を 回 収 し て ヌ ク レ オ チ ド Ｒ Ｔ と 呼 ん だ

（ 図 １ 参 照 ） 。 該 、 ヌ ク レ オ チ ド Ｒ Ｔ を T ベ ク タ ー （ pBluescript KS +) に サ ブ ク ロ ー ニ
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ン グ し て 、 Ｄ Ｓ Ｑ － １ ０ ０ ０ （ 島 津 製 作 所 社 製 ） に よ り 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 こ の よ う

に し て 、 マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ － ９ ２ ． １ ． ） 由 来 の ク ロ ー

ン ２ ４ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 全 長 で あ る ２ ７ ８ ２ ｂ ｐ の ク ロ ー ン ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 た 。 該 ポ リ ヌ

ク レ オ チ ド を ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 呼 ぶ 。

【 ０ １ ０ ７ 】

　 翻 訳 開 始 コ ド ン は １ ０ ０ 塩 基 目 の Ａ Ｔ Ｇ を 翻 訳 開 始 コ ド ン と 仮 定 し た 。 そ の 結 果 ク ロ ー

ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ８ ０ ７ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る と 予 想 さ れ た 。 決 定

し た ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 と 、 該 塩 基 配 列 か ら 予 想 し た ア ミ ノ 酸 配 列

に 対 し て デ ー タ ベ ー ス を 用 い た ホ モ ロ ジ ー 検 索 を http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/に

お い て 検 索 し た と こ ろ 、 機 能 が 全 く 記 載 さ れ て い な い チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来 の ｍ Ｒ

Ｎ Ａ の 配 列 が 該 当 し 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 が Ａ Ｆ ３ ７ １ ３ ７ ２ で 、 ２ ７ ９ ４ ｂ ｐ の 長 さ で

登 録 さ れ て い る こ と が 分 か っ た 。 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 該 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス

タ ー 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 と の 相 同 性 は ８ ８ ． １ ２ ％ で あ り 、 ま た 、 配 列 番 号 １ で 表

さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 開 始 コ ド ン か ら 終 始 コ ド ン ま で （ 塩 基 配 列 の 番 号 １ ０ ０ か ら ２ ５

２ ０ ま で ） と 前 記 公 知 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 由 来 の Ｏ Ｒ Ｆ の 配 列 の 相 同 性 は 、 ９ １ ．

７ ２ ％ で あ る か ら 、 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 新 規 の 遺 伝 子 で あ る と 考 え ら れ る 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 ５ ＇ 末 端 を 脱 リ ン 酸 化 し た pBluescript KS+/EcoRV ベ ク タ ー ５ ０ ngと Ｄ Ｎ Ａ 断 片 １ ５ ０

ngを そ れ ぞ れ ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 行 っ た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 液 １ ． ２ μ l を コ ン ピ テ

ン ト セ ル と し て E s c h e r i c h i a c o l i　 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 〔 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ５ ３ ３ ２ ３ 、 東 洋 紡 株 式 会 社 製

〕 に heat shock法 に よ り ト ラ ン ス フ ォ ー ム し て 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ク ロ ー ン ２ ４ の

プ ラ ス ミ ド を 得 た 。 本 実 施 例 ４ で 製 造 さ れ た 形 質 転 換 体 は 、 国 際 寄 託 当 局 で あ る 独 立 行 政

法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ７ ８ ０ ３ と し て 寄 託

さ れ て い る 。 該 形 質 転 換 体 は 、 該 国 際 寄 託 当 局 に ２ ０ ０ ０ 年 １ １ 月 ２ ９ 日 （ 原 寄 託 日 ） に

Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － １ ８ １ ３ １ 号 と し て 原 寄 託 さ れ 、 そ し て 、 該 原 寄 託 よ り ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月

１ ６ 日 に ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ く 寄 託 へ 移 管 さ れ た 。

【 実 施 例 ５ 】

【 ０ １ ０ ９ 】

　 塩 基 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定

　 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 の 決 定 は 、 ABI PRISM 310 （ Perkin-Elmer社

製 ） お よ び DSQ 1000（ 島 津 製 作 所 社 製 ） を 用 い て 行 っ た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク

レ オ チ ド の 塩 基 配 列 を 、 配 列 番 号 １ に 示 す 。 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ２ ７ ８ ２ 塩

基 か ら 構 成 さ れ て い る こ と が 分 か っ た 。 ま た 、 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ド ン 配

列 か ら ア ミ ノ 酸 配 列 を 推 定 す る と 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ア ミ ノ 酸 が ８ ０ ７ 個 の ク ロ ー ン

２ ４ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が 分 か る 。 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配

列 番 号 ２ に 示 す 。

【 実 施 例 ６ 】

【 ０ １ １ ０ 】

　 既 存 塩 基 配 列 、 ア ミ ノ 酸 配 列 と の 比 較

　 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 お よ び ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配

列 に つ い て 、 Genbank 、 E M BL、 EST 、 Swiss Protの 各 々 の デ ー タ ベ ー ス で ホ モ ロ ジ ー 検 索

を 行 っ た 。 FASTA お よ び BLASTNを 行 っ た 結 果 、 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列

に つ い て は 登 録 さ れ て い る 機 能 が 既 知 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 相 同 性 が 無 く 、 前 駆 脂 肪 細

胞 が 脂 肪 細 胞 に 分 化 す る 際 に 特 異 的 に 活 性 化 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て 新 規 の 物 質 で

あ る こ と が 分 か っ た 。

【 ０ １ １ １ 】

　 ま た 、 BLASTNP を 行 っ た 結 果 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て も 登 録

さ れ て い る 機 能 が 既 知 の タ ン パ ク 質 と は 相 同 性 が 無 く 、 前 駆 脂 肪 細 胞 が 脂 肪 細 胞 に 分 化 す

る 際 に 特 異 的 に 活 性 化 さ れ る タ ン パ ク 質 と し て 新 規 の 物 質 で あ る こ と が 分 か っ た 。

【 実 施 例 ７ 】
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【 ０ １ １ ２ 】

　 イ ン サ ー ト の 回 収 お よ び プ ロ ー ブ の 作 成

　 前 記 実 施 例 ４ で 得 ら れ た サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ク ロ ー ン ２ ４ の プ ラ ス ミ ド を Molecula

r Cloning に 記 載 の 方 法 に 従 い ア ル カ リ Ｓ Ｄ Ｓ 法 に よ り 調 製 し 、 こ の プ ラ ス ミ ド を 制 限 酵

素 XbaI, HindIII で 切 断 後 、 １ ． ０ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 イ ン サ ー ト に 相 当 す

る バ ン ド を Ｄ Ｅ ８ １ （ Whatman 社 製 ） を 用 い て 回 収 し た 。 ５ ０ ～ １ ０ ０ ngの Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を

BcaBEST 
T M
 Labeling kit （ TaKaRa社 製 ） を 用 い て ［ α - 

3 2
P ］ dCTP（ A mersham pharmac

ia biotech社 製 ） で 標 識 し 、 標 識 プ ロ ー ブ を 得 た 。 得 ら れ た 標 識 プ ロ ー ブ を Sephadex G-5

0 （ A mersham pharmacia biotech社 製 ） を 用 い た カ ラ ム に 通 し 、
3 2
Ｐ 標 識 プ ロ ー ブ を 調 製

し た 。

【 実 施 例 ８ 】

【 ０ １ １ ３ 】

　 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析

　 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 前 （ ０ 時 間 ） と 分 化 誘 導 開 始 ０ ． ５ 、 １ 、 ３ 、 ６ 、 １ ２ 、 ２ ４ 時

間 後 の マ ウ ス ３ Ｔ ３ － Ｌ １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ － ９ ２ ． １ ． ） か ら そ れ ぞ れ 調

製 し た 総 Ｒ Ｎ Ａ ２ ５ μ g を １ ％ 変 性 ゲ ル （ ２ ％ formaldehyde， １ × Mops, １ ％ ア ガ ロ ー ス

） で 電 気 泳 動 し た 。 ゲ ル を ５ ０ m M NaO H ２ ５ 分 （ ア ル カ リ 変 性 ） 、 ２ ０ ０ m M NaO Ac（ pH４

． ０ ） 、 ４ ０ 分 (中 和 ) 処 理 後 、 RN A を HybondN+（ A mersham pharmacia biotech社 製 ） に

ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー は １ ２ 時 間 以 上 行 い 、 バ ッ フ ァ ー は ２ ０ × SSC を 用

い た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー し た フ ィ ル タ ー を ５ ０ m M NaO H ， ５ 分 間 処 理 後 、 ２ × SSC で 洗 浄 し

、 ８ ０ ℃ 、 ２ 時 間 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 U V照 射 を 行 い 固 定 し た 。

【 ０ １ １ ４ 】

　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー (５ × SSPE,５ ０ ％ formaldehyde, ５ × D e n h a r d t ' s

, ０ ． １ ％ SDS, ２ ０ μ g/ml salmon sperm Ｄ Ｎ Ａ ) で ４ ２ ℃ 一 晩 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ

ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー を 新 し く 変 え た 後 、 熱 変 性 し た プ

ロ ー ブ を 加 え ４ ２ ℃ 一 晩 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 そ の 後 、 フ ィ ル タ ー を 一 次

洗 浄 液 （ ２ × SSPE ０ ． １ ％ SDS） を 用 い て 室 温 で １ ０ 分 間 、 さ ら に 一 次 洗 浄 液 を 用 い て

５ ５ ～ ６ ５ ℃ で １ ５ 分 間 、 二 次 洗 浄 液 （ １ × SSPE ０ ． １ ％ SDS） を 用 い て ６ ５ ℃ で １ ５

分 間 、 三 次 洗 浄 液 （ ０ ． ５ × SSPE ０ ． １ ％ SDS） を 用 い て ６ ５ ℃ で １ ０ 分 間 の 条 件 で 洗

浄 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 得 ら れ た 結 果 を 、 図 ２ に 示 す 。

【 ０ １ １ ５ 】

　 図 ２ の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム に よ れ ば 、 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド よ り 調 製 し た 標 識

プ ロ ー ブ は 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 前 （ ０ 時 間 ） の 細 胞 か ら 調 製 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と は 反 応 し

な い が 、 分 化 誘 導 開 始 ６ 時 間 目 を ピ ー ク と し て 、 ３ 時 間 目 か ら １ ２ 時 間 目 の 細 胞 か ら 調 製

し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 反 応 す る こ と が 分 か っ た 。 こ の こ と か ら 、 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 配 列 は 、 脂 肪 細 胞 分 化 に 特 異 的 に 活 性 化 さ れ て い る 配 列 で あ る

こ と が 分 か っ た 。

【 実 施 例 ９ 】

【 ０ １ １ ６ 】

　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 局 在 部 位 の 特 定

　 ｉ ） プ ラ ス ミ ド の 構 築

　 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る ク ロ ー ン ２ ４ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 長 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増

幅 し 、 回 収 精 製 後 、 Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 pEGFP （ Clontech社 製 ） に サ ブ ク ロ ー ニ

ン グ し た 。

【 ０ １ １ ７ 】

　 ii） プ ラ ス ミ ド の 精 製

　 前 記 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た プ ラ ス ミ ド を 、 Triton lysis法 に よ り 、 塩 化 セ シ ウ ム を 用

い て ２ 回 超 遠 心 分 離 を 行 い 、 ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。

【 ０ １ １ ８ 】

　 iii ） ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
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　 lipofectamine (GIBCO BRL社 製 ) 法 を 用 い 、 前 記 工 程 で 得 ら れ た ス ー パ ー コ イ ル プ ラ ス

ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 、 脂 肪 細 胞 に 分 化 す る 機 能 が 失 わ れ た マ ウ ス Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 　 ｃ ｌ ｏ ｎ ｅ 　

５ ６ １ １ 細 胞 （ Ｊ Ｃ Ｒ Ｂ 　 ０ ６ １ ５ ） に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ

れ た 細 胞 を ２ 日 後 に PBS(-)で ３ 回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 径 ６ ｃ ｍ の シ ャ ー レ に 収 容 さ れ て い

る ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） ３ ｍ ｌ で ３ ０ 分 間 処 理 し て 細 胞 を 固 定 し

た 。 次 い で 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 二 回 洗 浄 し 、 洗 浄 後 蛍 光 顕 微 鏡 （ BX-50 、 OLY MPUS 社 製 ） で

Ｇ Ｆ Ｐ の 発 現 を 観 察 し た 。 図 ３ （ ｃ ） は 、 上 記 工 程 に よ り 細 胞 内 に 発 現 し た Ｇ Ｆ Ｐ を 示 す

顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 ３ （ ａ ） は 対 照 と し て 細 胞 全 体 を 写 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 ３ （

ｂ ） は Ｄ Ａ Ｐ Ｉ 法 に よ り 細 胞 質 内 の 核 の み を 染 色 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。

【 ０ １ １ ９ 】

　 図 ３ （ ａ ） ～ （ ｃ ） の 写 真 を 比 較 す る と 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ

Ａ は 核 内 の み に 存 在 す る こ と が 明 ら か で あ る 。 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 推 定 さ

る ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構 造 を 形 成 す る か ど う か に

つ い て 、 他 の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構 造 を 持 つ タ ン パ ク 質 で あ る ｃ － ｆ ｏ ｓ 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ α 、

Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ 、 Ｊ ｕ ｎ 　 Ｂ と を 比 較 す る と 、 何 れ の タ ン パ ク 質 も 、 そ の 配 列 に お い て ロ イ シ ン

と ロ イ シ ン の 間 隔 が 7個 又 は １ ４ 個 で 共 通 す る た め に 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 も ロ イ シ

ン ジ ッ パ ー 構 造 を 持 つ と 推 定 さ れ る 。 ま た 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ

Ａ が 核 内 の み に 存 在 す る こ と は 、 該 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構 造 を 介 し て ダ イ マ ー を 形 成 し 、 核

内 で 転 写 因 子 と し て 機 能 し て い る た め と 推 定 さ れ る 。 図 ４ は ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ペ プ チ ド の

模 式 図 で あ り 、 該 配 列 中 に お い て 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構 造 と 考 え ら れ る 配 列 部 位 を 特 に 示

す 。

【 実 施 例 １ ０ 】

【 ０ １ ２ ０ 】

　 ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 株 の 作 製

　 ｉ ） プ ラ ス ミ ド の 構 築

　 ク ロ ー ン ２ ４ の 塩 基 配 列 ８ ７ ｂ ｐ か ら ２ ６ ３ ６ ｂ ｐ を 下 記 の 配 列 番 号 １ １ で 表 さ れ る 塩

基 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 上 層 プ ラ イ マ ー と し 、 下 記 の 配 列 番 号 １ ２ で 表 さ れ る 塩 基

配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 下 層 プ ラ イ マ ー と し て Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ － Ｔ ａ ｑ 　 Ｇ ｏ ｌ ｄ （ Ｐ ｅ

ｒ ｋ ｉ ｎ － Ｅ ｌ ｍ ｅ ｒ 社 製 ） を 用 い て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し た 。 ０ ． ８ ％ ア ガ ロ ー ス

で 電 気 泳 動 し 、 Ｄ Ｅ ８ １ （ Ｗ ｈ ａ ｔ ｍ ａ ｎ 社 製 ） で 回 収 精 製 後 、 Ｔ ベ ク タ ー （ ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ

ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｓ Ｋ ＋ ） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ト ラ ン ス フ ォ ー ム に は 大 腸 菌 Ｄ Ｈ ５ α

を 用 い た 。 塩 基 配 列 を Ｄ Ｓ Ｑ － １ ０ ０ ０ （ 島 津 製 作 所 社 製 ） に よ り 確 認 後 、 制 限 酵 素 Bam H

Ｉ 、 Xho Ｉ で 切 断 し フ ラ グ メ ン ト を 回 収 精 製 し 、 ｐ Ｄ Ｏ Ｎ － Ａ Ｉ （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 社 製 ） の

Bam HＩ 、 Sal Ｉ 部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。

【 ０ １ ２ １ 】

　 配 列 番 号 １ １

CGC A G G CCT A A G G AT G A A G GC G

　 配 列 番 号 １ ２

CA G G GT CTT CTG TG G CCC TGC TCC

【 ０ １ ２ ２ 】

　 ii） プ ラ ス ミ ド の 調 製

　 CO NCERT （ GIBCO BRL 社 の 登 録 商 標 ） High purity Plasmid Midiprep Systems(GIBCO

BRL 社 製 ） を 用 い て そ の 取 扱 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。

【 ０ １ ２ ３ 】

　 iii)Ｐ Ｔ ６ ７ パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 の 培 養

　 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む 高 グ ル コ ー ス ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ GIBCO BRL 社 製 ） 中 、

５ ％ Ｃ Ｏ 2  下 、 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。

【 ０ １ ２ ４ 】

　 iv） ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び ウ イ ル ス 液 の 回 収

　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 う 前 日 に 、 Ｐ Ｔ － ６ ７ 細 胞 を １ ０ ｃ ｍ 　 ｐ ｌ ａ ｔ ｅ あ た り ７
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． ０ × １ ０
5  
個 ま い た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 当 日 に ク ロ ー ン ２ ４ の 全 長 配 列 を 挿 入 し た

ｐ Ｄ Ｏ Ｎ － Ａ Ｉ （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 社 製 ） あ る い は イ ン サ ー ト を 含 ま な い ｐ Ｄ Ｏ Ｎ － Ａ Ｉ 　 １

４ μ ｇ を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

後 ７ ２ 時 間 の 細 胞 培 養 上 清 を ウ ィ ル ス 液 と し て 回 収 し た 。

【 ０ １ ２ ５ 】

　 ｖ ） 標 的 細 胞 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ の 培 養

　 １ ０ ％ ｃ ａ ｌ ｆ 　 ｓ ｅ ｒ ｕ ｍ を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ 日 水 製 薬 株 式 会 社 製

） 中 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2  下 、 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。

【 ０ １ ２ ６ 】

　 vi） ウ ィ ル ス の 感 染 及 び 単 一 細 胞 株 の ク ロ ー ニ ン グ

　 感 染 前 日 に 標 的 細 胞 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ を １ ０ ｃ ｍ 　 ｐ ｌ ａ ｔ ｅ あ た り ５ ． ０ × １ ０
5  
個 ま

い た 。 感 染 当 日 ８ μ ｇ ／ ｍ ｌ ポ リ ブ レ ン （ Ｓ Ｉ Ｇ Ｍ Ａ 社 製 ） と 共 に 作 製 し た ウ ィ ル ス 液 ５

ｍ ｌ を 含 む 培 養 液 を 標 的 細 胞 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ に 加 え た 。 感 染 ２ ４ 時 間 後 に 細 胞 を １ ／ ４ 、

１ ／ １ ０ 、 １ ／ １ ０ ０ 、 １ ／ １ ０ ０ ０ へ と 段 階 希 釈 し 、 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｇ ４ １ ８ （ ナ

カ ラ イ テ ス ク 社 製 ） を 含 む 培 地 中 で １ ０ 日 間 程 度 培 養 し 、 Ｇ ４ １ ８ 耐 性 の 細 胞 株 、 す な わ

ち 目 的 遺 伝 子 が 染 色 体 中 に 組 み 込 ま れ た 細 胞 、 即 ち 、 ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ

３ 細 胞 株 を 得 た 。

【 実 施 例 １ １ 】

【 ０ １ ２ ７ 】

　 作 製 し た 細 胞 の ク ロ ー ン ２ ４ 発 現 の 確 認

　 ｉ ） 総 Ｒ Ｎ Ａ の 回 収

　 前 記 実 施 例 １ ０ で 得 ら れ た ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 、 及 び 空 ベ ク タ ー

を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た コ ン ト ロ ー ル Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 の 双 方 か ら Ｔ Ｒ Ｉ ｚ ｏ ｌ （

Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 　 Ｂ Ｒ Ｌ 社 製 ） に 添 付 さ れ て い る 取 扱 説 明 書 に 従 い 総 Ｒ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。

【 ０ １ ２ ８ 】

　 ii） プ ロ ー ブ の 作 製

　 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｓ Ｋ ＋ ク ロ ー ン ２ ４ を 制 限 酵 素 、 Pst I で 切 断 し 、 ０ ． ８ ％

ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 後 、 ク ロ ー ン ２ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 に 相 当 す る １ ． ２ ｋ ｂ ｐ の バ ン ド を 精

製 し た 。 ６ ０ ｎ ｇ に 相 当 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を Ｂ ｃ ａ Ｂ Ｅ Ｓ Ｔ （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 社 の 登 録 商 標 ）

Ｌ ａ ｂ ｅ ｌ ｉ ｎ ｇ 　 ｋ ｉ ｔ （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 社 製 ） を 用 い て [ α －
3 2
Ｐ ]ｄ Ｃ Ｔ Ｐ （ A mersh

am pharmacia biotch 社 製 ） で 標 識 し プ ロ ー ブ を 調 製 し た 。

【 ０ １ ２ ９ 】

　 iii)ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析

　 回 収 し た 総 Ｒ Ｎ Ａ １ ０ μ ｇ を １ ％ 変 性 ゲ ル （ ２ ％ formaldehyde、 １ × Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 、 １ ％ ア

ガ ロ ー ス ） で 電 気 泳 動 し た 。 ゲ ル を ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ 　 ２ ５ 分 （ ア ル カ リ 変 性 ） 、 ２ ０

０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ａ ｃ （ ｐ Ｈ ４ ． ０ ） ４ ０ 分 （ 中 和 処 理 ） し た 後 に 、 Ｒ Ｎ Ａ を Ｈ ｙ ｂ ｏ ｎ ｄ

Ｎ ＋ （ 商 品 名 、 A mersham pharmacia biotch 社 製 ） に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 ト ラ ン ス フ ァ

ー は １ ２ 時 間 以 上 行 い 、 バ ッ フ ァ ー は ２ ０ × Ｓ Ｓ Ｃ を 用 い た 。 ト ラ ン ス フ ァ ー し た フ ィ ル

タ ー を ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ で ５ 分 間 処 理 後 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ で 洗 浄 し 、 ８ ０ ℃ ２ 時 間 乾 燥 後 、

Ｕ Ｖ 照 射 を 行 い 固 定 し た 。

【 ０ １ ３ ０ 】

　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー （ ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ５ ０ ％ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｍ ｉ ｄ ｅ 、 ５ ×

D e n h a r d t ' s、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 　 ｓ ａ ｌ ｍ ｏ ｎ 　 ｓ ｐ ｅ ｒ ｍ 　 Ｄ Ｎ Ａ ） で

４ ２ ℃ 一 晩 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー

を 新 し く 替 え た 後 、 熱 変 性 し た プ ロ ー ブ 加 え ４ ２ ℃ 一 晩 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ

た 。 そ の 後 、 フ ィ ル タ ー を １ 次 洗 浄 液 （ ２ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） を 用 い た ４ ２ ℃

１ ５ 分 間 、 更 に 洗 浄 液 を 替 え て ６ ５ ℃ １ ５ 分 間 洗 浄 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た

。 得 ら れ た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を 図 ５ に 示 す 。

【 ０ １ ３ １ 】

　 こ の 結 果 か ら 、 実 施 例 １ ０ に お い て 調 製 し た ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞
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株 中 で 、 実 施 例 １ ０ ｉ ） に お い て 構 築 し た プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る ク ロ ー ン ２ ４ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ

が 発 現 し て い る こ と が わ か っ た 。

【 実 施 例 １ ２ 】

【 ０ １ ３ ２ 】

　 ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 の 脂 肪 細 胞 分 化

　 ｉ ） 分 化 誘 導

　 前 記 実 施 例 １ ０ で 得 ら れ た ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 を １ ０ ％ ｃ ａ ｌ ｆ

　 ｓ ｅ ｒ ｕ ｍ を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ 日 水 製 薬 株 式 会 社 製 ） 中 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2

下 、 ３ ７ ℃ で ｃ ｏ ｌ ｌ ａ ｇ ｅ ｎ 　 ｔ ｙ ｐ ｅ 　 Ｉ 　 ｄ ｉ ｓ ｈ （ Ｆ Ａ Ｌ Ｃ Ｏ Ｎ 社 製 ） 中 で 培 養

し た 。 細 胞 が コ ン フ レ ン ト に 達 し て か ら ２ 日 後 に 細 胞 が 休 止 期 に 入 っ た 後 、 培 地 を 分 化 誘

導 培 地 〔 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ 　 １ － メ チ ル － ３ － イ ソ ブ チ ル キ サ ン チ ン

（ 以 下 、 Ｍ Ｉ Ｘ と 呼 ぶ ） 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ イ ン シ ュ リ ン 、 １ μ Ｍ 　 Ｄ ｅ ｘ ａ ｍ ｅ ｔ ｈ ａ ｓ

ｏ ｎ ｅ （ 以 下 、 Ｄ Ｅ Ｘ と 呼 ぶ ） 、 Ｂ Ｒ Ｌ ４ ９ ６ ５ ３ （ Smithkline Beecham Pharmaceutica

l 社 製 ） 〕 に 変 え 、 こ の 条 件 で ４ ８ 時 間 培 養 し 、 培 地 を 分 化 促 進 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、 １ ０ ％

Ｆ Ｂ Ｓ 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ イ ン シ ュ リ ン 、 Ｂ Ｒ Ｌ ４ ９ ６ ５ ３ ） に 変 え た 。 ２ 日 お き に 分 化 促 進

培 地 で 培 地 交 換 を 行 い 、 ８ 日 後 ま で 培 養 を 継 続 し た 。

【 ０ １ ３ ３ 】

　 ii） Ｏ ｉ ｌ － Ｒ ｅ ｄ － Ｏ 染 色

　 分 化 誘 導 後 ８ 日 目 の 細 胞 の 培 養 液 を 除 か ず に 氷 冷 し た ４ ％ ｐ ａ ｒ ａ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ ｄ ｅ ｈ

ｙ ｄ ｅ ／ Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） ５ ｍ ｌ を 加 え 、 室 温 で ２ ０ 分 間 放 置 し た 。 培 地 を 除 き 氷 冷 し た ４ ％

ｐ ａ ｒ ａ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ ｄ ｅ ｈ ｙ ｄ ｅ ／ Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） ５ ｍ ｌ を 加 え 、 室 温 で １ 時 間 放 置 し た

。 蒸 留 水 で ３ 回 洗 浄 し 、 Ｏ ｉ ｌ － Ｒ ｅ ｄ － Ｏ 染 色 液 （ ０ ． ５ ％ Ｏ ｉ ｌ － Ｒ ｅ ｄ － Ｏ 、 ６ ０

％ ２ － プ ロ パ ノ ー ル ） を ５ ｍ ｌ 加 え 室 温 に １ 時 間 放 置 し た 。 蒸 留 水 で ３ 回 洗 浄 後 、 風 乾 し

た 。 染 色 し た プ レ ー ト を 図 ７ に 示 す 。 顕 微 鏡 で 観 察 し た と こ ろ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で は 脂 肪

滴 は 確 認 さ れ な か っ た が ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 で は 脂 肪 滴 の 蓄 積 が 確

認 さ れ た 。 す な わ ち 、 脂 肪 細 胞 に 分 化 し た こ と が 確 認 さ れ た 。

【 実 施 例 １ ３ 】

【 ０ １ ３ ４ 】

　 ヒ ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ

　 ｉ ） NCBI Genome Sequencing（ Human Genome Database ） を 用 い た ヒ ト ホ モ ロ グ の 配 列

の 予 想

　 前 記 実 施 例 ７ で 決 定 し た ク ロ ー ン ２ ４ マ ウ ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 長 配 列 を NCBI Genom

e Sequencingの BLAST the Human genome（ http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/ ）

で ホ モ ロ ジ ー サ ー チ す る こ と に よ っ て 相 同 性 の 高 い 配 列 を １ ０ 番 染 色 体 上 に 見 出 し た 。 フ

ァ ー ス ト メ チ オ ニ ン を 含 む エ キ ソ ン を 第 １ エ キ ソ ン と し た と き 、 該 配 列 は 計 ２ １ 個 の エ キ

ソ ン に よ り 構 成 さ れ て い た 。 全 て の エ キ ソ ン 、 イ ン ト ロ ン 間 に は gt-ag ル ー ル が 保 存 さ れ

て い た こ と か ら ヒ ト ホ モ ロ グ の 全 長 配 列 を 予 想 す る こ と が 出 来 た 。

【 ０ １ ３ ５ 】

　 ii) Hela細 胞 の 培 養

　 ヒ ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ は RT-PCRに よ り 行 っ た 。 テ ン プ レ ー ト に は Hela細 胞 を 用 い

た 。 Hela細 胞 の 培 養 に は M E M （ 商 品 名 、 日 水 製 薬 株 式 会 社 製 ） 、 １ ０ ％ FBS （ 商 品 名 、 大

日 本 製 薬 株 式 会 社 製 ） を 用 い た 。

【 ０ １ ３ ６ 】

　 iii)総 Ｒ Ｎ Ａ の 回 収

　 コ ン フ レ ン ト に 培 養 し た Hela細 胞 か ら TRIzol（ GIBCO BRL 社 製 ） を 用 い て 、 そ の 取 扱 説

明 書 に 従 い 、 総 Ｒ Ｎ Ａ を 回 収 し た 。

【 ０ １ ３ ７ 】

　 iv） Reverse Transcriptase Coupled Polymerase Chain Reaction （ RT-PCR） に よ る ヒ

ト ホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ

　 前 記 工 程 ｉ ） で 予 想 さ れ た 全 長 配 列 を も と に 下 記 の 配 列 番 号 ３ ～ ８ で 表 さ れ る 塩 基 配 列
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の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と し て 組 み 合 わ せ て 用 い 、 下 記 組 成 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反

応 組 成 で Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト に は 前 記 工 程 ii ） 及 び iii)で 作

製 し た Hela細 胞 の 総 Ｒ Ｎ Ａ か ら ReverTra Dash （ TO Y OBO社 製 ） を 用 い て そ の 取 扱 説 明 書 に

従 っ て 作 製 し た 。

【 ０ １ ３ ８ 】

配 列 番 号 ３ (upper layer ): 5'-GCC G GC ATT CAT TTA A G G CC-3 '

配 列 番 号 ４ (lower layer ): 5'-CTT CGC ATG A AC A G G CTC AC-3 '

配 列 番 号 ５ (upper layer ): 5'-CA G ATC CCA A GC TTT CGC-3'

配 列 番 号 ６ (lower layer ): 5'-A GC A A A CTT G GC A A G ACC-3'

配 列 番 号 ７ (upper layer ): 5'-A A G A A G GCC CA G A G G TCA-3'

配 列 番 号 ８ (lower layer ): 5'-GTC CAC TG A CTT CAT TCC-3'

【 ０ １ ３ ９ 】

Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 組 成 ：

2 μ l　 　 １ ０ × PCR buffer for K O D-Plus-

2 μ l　 　 　 ２ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ

0.8 μ l　 ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ 4

2 μ l　 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト

1.2 μ l　 上 層 及 び 下 層 プ ラ イ マ ー （ 各 １ ０ ｍ Ｍ ）

11.6μ l　 ｓ ｔ ｅ ｒ ｉ ｌ ｅ 　 Ｈ 2  Ｏ 　

0.4 μ l　 K O D-Plus-D N A Polymerase(１ ． ０ Ｕ ／ μ l)

【 ０ １ ４ ０ 】

　 上 記 プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ は 、 配 列 番 号 ３ ／ 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ５ ／ 配 列 番 号 ６ 、

配 列 番 号 ７ ／ 配 列 番 号 ８ と し 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 反 応 条 件 は 、 1 cycle : 94℃ ２ 分 、 ３ ０ c

ycles : ９ ４ ℃ １ ５ 秒 、 ６ ０ ℃ ３ ０ 秒 、 ６ ８ ℃ ２ 分 と し た 。

【 ０ １ ４ １ 】

　 ｖ ） Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 の 精 製 及 び 塩 基 配 列 の 決 定

　 Ｐ Ｃ Ｒ の 反 応 生 成 物 を ０ ． ７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 後 、 DE81（ Whatman

社 製 ） を 用 い て 回 収 精 製 し た 。 D N A 断 片 を pBluescript KS+ に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 DSQ-

1000（ 島 津 製 作 所 社 製 ） に よ り 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 ま た 、 配 列 番 号 ３ ／ 配 列 番 号 ４ よ

り 得 ら れ た 反 応 性 生 物 は サ ブ ク ロ ー ニ ン グ せ ず に Gene Rapid（ A mersham pharmacia biote

ch社 製 ） に よ り 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。

【 ０ １ ４ ２ 】

　 vi） ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ の 全 長 配 列 の 決 定

　 図 ６ に ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 略 図 を 示 す 。 配 列 番 号 ３ ／ 配 列 番 号 ４ の 組

み 合 わ せ に よ り Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 検 出 し た ３ ９ ４ ｂ ｐ の バ ン ド に つ い て 配 列 を 決 定 し

、 該 バ ン ド を Ｒ Ｔ － １ と 称 し た 。 こ の 領 域 に お け る 配 列 は 前 記 工 程 ｉ ） に よ り 予 想 し た 配

列 と １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 ０ １ ４ ３ 】

　 配 列 番 号 ５ ／ 配 列 番 号 ６ の 組 み 合 わ せ に よ り Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 検 出 し た １ ５ ５ ４ ｂ

ｐ の バ ン ド に つ い て 配 列 を 決 定 し 、 該 バ ン ド を Ｒ Ｔ － ２ と 称 し た 。 予 想 し た 配 列 と の 一 致

率 は 、 １ ５ ５ ３ ／ １ ５ ５ ４ で 、 ９ ９ ． ９ ４ ％ で あ っ た 。

【 ０ １ ４ ４ 】

　 配 列 番 号 ７ ／ 配 列 番 号 ８ の 組 み 合 わ せ に よ り Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 検 出 し た ９ ０ ７ ｂ ｐ

の バ ン ド に つ い て 配 列 を 決 定 し 、 該 バ ン ド を Ｒ Ｔ － ３ と 称 し た 。 こ の 領 域 に お け る 配 列 は

前 記 工 程 ｉ ） に よ り 予 想 し た 配 列 と １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 ０ １ ４ ５ 】

　 上 記 の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全

長 の 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 。

　 ま た 、 配 列 番 号 ２ に 示 し た マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 番 号 ９ に 示 し

た ヒ ト ホ モ ロ グ と の 一 致 率 は 、 ２ ０ ８ ９ ／ ２ ４ ４ ４ ＝ ８ ５ ． ４ ７ ％ で あ っ た 。
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【 ０ １ ４ ６ 】

　 ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に お い て 、 マ ウ ス ク ロ ー ン ２ ４ に お い て フ

ァ ー ス ト メ チ オ ニ ン と 定 め た ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る ２ ６ 塩 基 目 の Ａ Ｔ Ｇ を 翻 訳 開 始 コ ド ン と

仮 定 し た 。 そ の 結 果 、 ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ８ ０ ０ ア ミ ノ 酸 か ら

な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る と 予 想 さ れ 、 該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、

配 列 番 号 １ ０ で あ る と 予 想 さ れ る 。

【 実 施 例 １ ４ 】

【 ０ １ ４ ７ 】

　 ク ロ ー ン ２ ４ に 対 す る 抗 体 の 確 認

　 ｉ ） マ レ イ ミ ド 基 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ の 調 製

　 Ｋ ｅ ｙ ｈ ｏ ｌ ｅ 　 ｌ ｉ ｍ ｐ ｅ ｔ 　 ｈ ｅ ｍ ｏ ｃ ｙ ａ ｎ ｉ ｎ （ 商 品 名 、 Calbiochem社 製 、 以

下 、 Ｋ Ｌ Ｈ と 称 す 。 ） ５ ｍ ｇ を 含 む ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ ． ０ と Ｅ Ｍ Ｃ

Ｓ （ 商 品 名 、 同 仁 化 学 社 製 ） １ ｍ ｇ を ３ ７ ℃ １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液

ｐ Ｈ ６ ． ０ で 平 衡 化 し た Ｐ Ｄ １ ０ （ 商 品 名 、 ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） で

未 反 応 の Ｅ Ｍ Ｃ Ｓ を 除 去 し 、 マ レ イ ミ ド 基 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 得 た 。

【 ０ １ ４ ８ 】

　 ii) Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ の 調 製

　 前 記 工 程 ｉ ） で 得 ら れ た マ レ イ ミ ド 基 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ 　 ２ ｍ ｇ と 、 配 列 番 号 ２ の マ ウ ス の ク

ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 に お け る 、 ２ ６ ６ 番 目 か ら ２ ８ ２ 番 目 ま で の １ ７ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら

な る 配 列 で あ る 、 Lys Asp Ile Thr Pro Ser Tyr Lys Ile Arg Pro Leu Thr Glu Ala Glu

Lys （ 配 列 番 号 １ ３ 、 以 下 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ と 称 す 。 ） な る 配 列 の 末 端 に 、 Cys を 導 入

し た 、 Cys Lys Asp Ile Thr Pro Ser Tyr Lys Ile Arg Pro Leu Thr Glu Ala Glu Lys （

配 列 番 号 １ ４ ） １ ｍ ｇ と を 、 ３ ７ ℃ １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 未 反 応 の ペ プ チ ド を 透 析 に よ り

除 去 し 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 得 た 。

【 ０ １ ４ ９ 】

　 iii)Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ の 調 製

　 マ レ イ ミ ド 基 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ 　 ２ ｍ ｇ と 、 配 列 番 号 ２ の マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 に

お け る 、 ４ ２ ６ 番 目 か ら ４ ４ ６ 番 目 ま で の ２ １ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 で あ る 、 Leu Ar

g Ile Lys Glu Val Glu Val Lys Lys Asp Thr Glu Asp Ile Asn Lys Pro Lys Arg Phe （

配 列 番 号 １ ５ 、 以 下 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ と 称 す 。 ） な る 配 列 の 末 端 に 、 Cys を 導 入 し た 、

Cys Leu Arg Ile Lys Glu Val Glu Val Lys Lys Asp Thr Glu Asp Ile Asn Lys Pro Lys

Arg Phe （ 配 列 番 号 １ ６ ） １ ｍ ｇ と を 、 ３ ７ ℃ １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 未 反 応 の ペ プ チ ド を

透 析 に よ り 除 去 し 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 得 た 。

【 ０ １ ５ ０ 】

　 iv) Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ の 調 製

　 マ レ イ ミ ド 基 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ 　 ２ ｍ ｇ と 、 配 列 番 号 ２ の マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 に

お け る 、 ７ ５ ０ 番 目 か ら ７ ６ ５ 番 目 ま で の １ ６ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 で あ る 、 Glu Se

r Ser His Ser Lys Arg Lys Asp Lys Phe Leu Pro Gly Asp Ser （ 配 列 番 号 １ ７ 、 以 下 Ｐ

Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ と 称 す 。 ） な る 配 列 の 末 端 に 、 Cys を 導 入 し た 、 Cys Glu Ser Ser His

Ser Lys Arg Lys Asp Lys Phe Leu Pro Gly Asp Ser （ 配 列 番 号 １ ８ ） １ ｍ ｇ と を 、 ３ ７

℃ １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 未 反 応 の ペ プ チ ド を 透 析 に よ り 除 去 し 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ 導 入

Ｋ Ｌ Ｈ を 得 た 。

【 ０ １ ５ １ 】

　 ｖ ） 家 兎 に 対 す る 免 疫

　 前 記 工 程 ii） 、 iii ） 、 ｉ ｖ ） に よ り 調 製 し た 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ 、 Ｐ Ｅ Ｐ

Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ 、 そ れ ぞ れ ５ ０ μ ｇ を フ ロ イ ン ト

・ コ ン プ リ ー ト ・ ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し て エ マ ル ジ ョ ン を 作 製 し 、 こ れ を そ れ ぞ れ 家 兎 背

部 皮 下 に 免 疫 し た 。 さ ら に 、 こ の 免 疫 １ ヶ 月 後 に 同 エ マ ル ジ ョ ン を 用 い て 追 加 免 疫 を 行 い

、 こ の １ 週 間 後 に 各 々 の 家 兎 に つ い て 採 血 を 行 っ た 。

【 ０ １ ５ ２ 】
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　 ｖ i ） ブ ロ ッ キ ン グ 済 み ペ プ チ ド 固 相 化 モ ジ ュ ー ル の 調 製

　 前 記 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 由 来 の Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ ， Ｐ Ｅ Ｐ Ｅ Ｉ Ｄ Ｅ ８ お よ び Ｐ Ｅ Ｐ

Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ 、 並 び に 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 由 来 で は な い 、 マ ウ ス 由 来 の １ ４ 個 の ア

ミ ノ 酸 か ら な る Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ２ （ 配 列 番 号 １ ９ ） お よ び １ ３ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る Ｐ Ｅ

Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ５ （ 配 列 番 号 ２ ０ ） を そ れ ぞ れ Ｐ Ｂ Ｓ （ 日 水 製 薬 社 製 ） で 希 釈 し て 、 １ ０ μ ｇ

／ ｍ ｌ に な る よ う に 各 ペ プ チ ド 溶 液 を 調 製 し た 。 各 ペ プ チ ド 溶 液 を 、 そ れ ぞ れ 、 ９ ６ 穴 タ

イ タ ー プ レ ー ト モ ジ ュ ー ル （ Nalge Nunc International社 製 ） に ５ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し 、 ３

７ ℃ １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド を 固 相 化 し た 。 こ の 後 、 モ ジ ュ ー ル

を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 ０ ． ５ ％ の 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ を ２ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し 、

３ ７ ℃ １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。

【 ０ １ ５ ３ 】

　 ｖ ｉ ｉ ） 　 前 記 工 程 ｖ ） で 調 製 し た 各 家 兎 抗 ペ プ チ ド 血 清 を Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ ０ ０ 倍 希 釈 し

た も の を 、 前 記 工 程 ｖ ｉ ） で 調 製 し た 、 ブ ロ ッ キ ン グ 済 み ペ プ チ ド 固 相 化 モ ジ ュ ー ル に 、

そ れ ぞ れ ５ ０ μ ｌ 分 注 し 、 ３ ７ ℃ １ 時 間 反 応 さ せ た 。 モ ジ ュ ー ル を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 家 兎 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ Biosource International 社 製 ） を Ｐ Ｂ

Ｓ で １ ５ ０ ０ 倍 希 釈 し た も の を ５ ０ μ ｌ 分 注 し 、 ３ ７ ℃ １ 時 間 反 応 さ せ た 。 モ ジ ュ ー ル を

洗 浄 後 、 ABTS peroxidase substrate （ KPL 社 製 ） を 加 え 、 室 温 １ ０ 分 間 反 応 後 、 ABTS p

eroxidase stop solution （ KPL 社 製 ） を 加 え 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。

こ の 成 績 を 図 ８ に 示 し た 。 こ の 成 績 か ら 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 免 疫 し た 抗 体 は

Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ を 固 定 し た モ ジ ュ ー ル に 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 免 疫 し た 抗 体

は Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ を 固 相 化 し た モ ジ ュ ー ル に 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ 導 入 Ｋ Ｌ Ｈ を 免 疫 し

た 抗 体 は Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ １ ０ を 固 相 化 し た モ ジ ュ ー ル に 反 応 し 、 他 の ペ プ チ ド を 固 相 化 し

た モ ジ ュ ー ル に は 反 応 し な い こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ５ ４ 】

　 本 実 施 例 の 結 果 か ら 、 本 発 明 の マ ウ ス の ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 の 一 部 を

家 兎 に 免 疫 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 が 得 ら れ る こ と が 確 認 で き た 。 こ の 抗 体 を 用 い る と 、

免 疫 し た 抗 原 あ る い は 免 疫 し た 抗 原 か ら 構 成 さ れ る タ ン パ ク 質 を 測 定 す る 免 疫 検 出 系 を 構

築 可 能 で あ る こ と が 分 か る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ５ ５ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 は 、 脂 肪 細 胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 、

特 に ６ 時 間 前 後 の 細 胞 か ら 抽 出 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 並 び に タ ン パ ク 質 で あ り 、 脂 肪 細

胞 分 化 誘 導 開 始 後 １ ２ 時 間 以 内 に 活 性 化 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 と し て は

新 規 な も の で あ る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 は 、 肥 満 の メ カ ニ ズ ム を

解 明 し 、 さ ら に 肥 満 の 進 行 状 況 を 適 切 に 把 握 し 、 肥 満 の 予 防 あ る い は 治 療 に 役 立 た せ る 上

で 極 め て 有 用 な 物 質 で あ る 。

【 ０ １ ５ ６ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 並 び に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 推 定 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は

ペ プ チ ド 、 お よ び こ れ ら の ペ プ チ ド に 対 す る 、 抗 体 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト は

、 肥 満 を 含 む 糖 尿 病 ・ 高 血 圧 ・ 動 脈 硬 化 な ど の 生 活 習 慣 病 の 治 療 、 お よ び 診 断 に 有 用 で あ

る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ １ ５ ７ 】

【 図 １ 】 ク ロ ー ン ２ ４ マ ウ ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 略 図 、 及 び サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ

断 片 Ｓ ｕ の 情 報 を 元 に し た 、 ク ロ ー ン ２ ４ の 塩 基 配 列 の 決 定 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 示 す 。

【 図 ２ 】 ク ロ ー ン ２ ４ よ り 調 製 し た 標 識 プ ロ ー ブ は 、 分 化 誘 導 開 始 ６ 時 間 目 を ピ ー ク と し

て 、 ３ 時 間 目 か ら １ ２ 時 間 目 の 細 胞 か ら 調 製 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 反 応 す る こ と を 示 す オ ー ト ラ

ジ オ グ ラ ム で あ る 。

【 図 ３ 】 図 ３ （ ｃ ） は 、 細 胞 内 に 発 現 し た ク ロ ー ン ２ ４ の Ｇ Ｆ Ｐ を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る

。 図 ３ （ ａ ） は 対 照 し と て 細 胞 全 体 を 写 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 ３ （ ｂ ） は Ｄ Ａ Ｐ Ｉ 法
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に よ り 細 胞 質 内 の 核 の み を 染 色 し た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。

【 図 ４ 】 ク ロ ー ン ２ ４ ポ リ ペ プ チ ド の 模 式 図 で あ り 、 該 配 列 中 に お い て 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ

ー 構 造 と 考 え ら れ る 配 列 部 位 を 特 に 示 す 。

【 図 ５ 】 ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 示 す 。

【 図 ６ 】 ク ロ ー ン ２ ４ ヒ ト ホ モ ロ グ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 略 図 を 示 す 。

【 図 ７ 】 分 化 誘 導 後 ８ 日 目 の ク ロ ー ン ２ ４ 過 剰 発 現 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 細 胞 及 び コ ン ト ロ ー ル

細 胞 の Ｏ ｉ ｌ － Ｒ ｅ ｄ － Ｏ 染 色 の 結 果 を 示 す 。

【 図 ８ 】 ク ロ ー ン ２ ４ に 対 す る 抗 体 を 確 認 す る た め に 、 ク ロ ー ン ２ ４ タ ン パ ク 質 を 構 成 す

る 一 部 の ペ プ チ ド で あ る Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ４ 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ 、 Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ Ｉ Ｄ Ｅ ８ を 各 々

免 疫 し て 得 た 各 抗 体 は 、 各 ペ プ チ ド を 固 相 化 し た モ ジ ュ ー ル に 反 応 す る こ と を 示 す グ ラ フ

で あ る 。

【 手 続 補 正 ２ 】

【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書

【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表

【 補 正 方 法 】 変 更

【 補 正 の 内 容 】

【 配 列 表 】

2003048358000001.app
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摘要(译)

由脂肪细胞分化诱导开始12小时内由前脂肪细胞产生的多核苷酸，其包
含与SEQ ID NO：1相同或至少93％同源的碱基序列或与SEQ ID NO：9
相同的碱基序列或互补的多核苷酸包括与SEQ ID NO：2所示蛋白质相同
或至少96％同源的氨基酸序列或包含SEQ ID NO：10所示氨基酸序列的
蛋白质。
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