
(57)【要約】
本発明は、インスリンシグナル伝達経路に関与するタンパク質の同定方法を開示する。ま
た、本発明はインスリンシグナル伝達経路の調節異常と関係する病的症状を処置、予防ま
たは改善するための新規治療薬の開発に適する標的を開示する。また、本発明は当該症状
を処置、予防または改善する方法、そのための医薬組成物、ならびにインスリンシグナル
伝達経路の調節異常と関係する病的症状を処置するための治療上有用な化合物の同定方法
に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す
る 方 法 で あ っ て 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク
質 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 当 該 症 状 が II型 糖 尿 病 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 当 該 症 状 が Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 対 象 に お け る 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 す る も
の で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 タ ン パ ク 質 に 対 す る １ 種 以 上 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン
ト で あ り 、 そ の 場 合 の 当 該 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト が 、 当 該 対 象 に お け る 当 該 タ ン パ
ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 し 得 る も の で あ る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 対 象 に お け る 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 向 上 さ せ る
も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 対 象 に お け る 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る も の
で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 三 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ
イ ム 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 siＲ Ｎ Ａ 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る １ 種 以 上 の 物 質 を 含 ん で な り 、 こ こ で 当 該 物 質 が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現
を 阻 害 す る よ う に 設 計 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 対 象 に お け る 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 上 昇 さ せ る も
の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す
る 方 法 で あ っ て 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク
質 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に 投 与 す
る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 当 該 症 状 が II型 糖 尿 病 で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 当 該 症 状 が Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 対 象 に お け る 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 す る も
の で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 タ ン パ ク 質 に 対 す る １ 種 以 上 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン
ト で あ り 、 こ こ で 当 該 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト が 、 当 該 対 象 に お け る 当 該 タ ン パ ク 質
の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 し 得 る も の で あ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 対 象 に お け る 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 向 上 さ せ る
も の で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 対 象 に お け る 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る も の
で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 三 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ
イ ム 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 siＲ Ｎ Ａ 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る １ 種 以 上 の 物 質 を 含 ん で な り 、 こ こ で 当 該 物 質 が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現
を 阻 害 す る よ う に 設 計 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 対 象 に お け る 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 上 昇 さ せ る も
の で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す
る た め に 有 用 な モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ
ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 調 整 す る 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー
の 能 力 を 分 析 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 当 該 方 法 が 、 当 該 症 状 の 動 物 モ デ ル に お い て 観 察 さ れ る 病 理 学 的 影 響 を 改 善 さ せ る 同 定
さ れ た モ ジ ュ レ ー タ ー の 能 力 に つ い て 分 析 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 当 該 方 法 が 、 当 該 症 状 を 有 す る 対 象 の 臨 床 研 究 に お い て 観 察 さ れ る 病 理 学 的 影 響 を 改 善
さ せ る 同 定 さ れ た モ ジ ュ レ ー タ ー の 能 力 に つ い て 分 析 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ９
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 当 該 症 状 が II型 糖 尿 病 で あ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 当 該 症 状 が Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 で あ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す
る た め に 有 用 な モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ
ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 調 整 す る 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の
能 力 を 分 析 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 当 該 方 法 が 、 当 該 症 状 の 動 物 モ デ ル に お い て 観 察 さ れ る 病 理 学 的 効 果 を 逆 転 さ せ る 同 定
さ れ た 阻 害 モ ジ ュ レ ー タ ー の 能 力 に つ い て 分 析 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 当 該 方 法 が 、 当 該 症 状 を 有 す る 対 象 の 臨 床 研 究 に お い て 観 察 さ れ る 病 理 学 的 影 響 を 改 善
さ せ る 同 定 さ れ た 阻 害 モ ジ ュ レ ー タ ー の 能 力 に つ い て 分 析 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項
２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 当 該 症 状 が II型 糖 尿 病 で あ る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 当 該 症 状 が Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 で あ る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す
る 必 要 の あ る 対 象 に お い て 、 有 効 量 の 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 有 し て な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 当 該 症 状 が II型 糖 尿 病 で あ る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
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【 請 求 項 ３ １ 】
　 当 該 症 状 が Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 で あ る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 す る も の で あ る 、 請 求 項
２ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 タ ン パ ク 質 に 対 す る １ 種 以 上 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン
ト で あ り 、 こ こ で 当 該 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を
阻 害 し 得 る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 向 上 さ せ る も の で あ る 、 請 求
項 ２ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ９
記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 三 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ
イ ム 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 siＲ Ｎ Ａ 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る １ 種 以 上 の 物 質 を 含 ん で な り 、 こ こ で 当 該 物 質 が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現
を 阻 害 す る よ う に 設 計 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 上 昇 さ せ る も の で あ る 、 請 求 項
２ ５ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 に 罹 患 し 、 表 ４ ま た は 表 ５
に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー で の 処
置 に 適 し た 候 補 と な り 得 る 対 象 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 当 該 対 象 か ら 採 取 し た 生 体 サ ン プ ル
中 い ず れ か １ 種 以 上 の 当 該 タ ン パ ク 質 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 分 析 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 対
照 と 比 較 し て 変 化 し た レ ベ ル を 有 す る 対 象 は 、 モ ジ ュ レ ー タ ー 処 置 に 適 す る 候 補 で あ り 得
る と す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 に 罹 患 し 、 表 ４ ま た は 表 ５
に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー で の 処
置 に 適 し た 候 補 と な り 得 る 対 象 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 当 該 対 象 か ら 採 取 し た 生 体 サ ン プ ル
中 い ず れ か １ 種 以 上 の 当 該 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 検 出 す る こ と 含 み 、 こ こ で 対 照 と 比 較 し
て 変 化 し た レ ベ ル を 有 す る 対 象 は 、 モ ジ ュ レ ー タ ー 処 置 に 適 す る 候 補 で あ り 得 る と す る こ
と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す
る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 対 象 に お い て 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ
ン パ ク 質 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に つ い て 分 析 す る こ と ； お よ び
　 （ ｂ ） 当 該 タ ン パ ク 質 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル が 対 照 に 比 較 し て 変 化 し て い る 対 象 に 、 当 該 症
状 の 病 的 影 響 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す る た め に 、 有 効 量 の 当 該 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ジ
ュ レ ー タ ー を 投 与 す る こ と ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 当 該 症 状 が II型 糖 尿 病 で あ る 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 当 該 症 状 が Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 で あ る 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ３ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 上 昇 さ せ る も の で あ る 、 請 求 項
４ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る も の で あ る 、 請 求 項 ４
０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す
る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 対 象 に お い て 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ
ン パ ク 質 の レ ベ ル に つ い て 分 析 す る こ と ； そ し て
　 （ ｂ ） 当 該 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 対 照 に 比 較 し て 変 化 し て い る 対 象 に 、 当 該 症 状 の 病 的
影 響 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す る た め に 、 有 効 量 の 当 該 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ
ー を 投 与 す る こ と ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 当 該 症 状 が II型 糖 尿 病 で あ る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 当 該 症 状 が Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 で あ る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 向 上 さ せ る も の で あ る 、 請 求
項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 す る も の で あ る 、 請 求 項
４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 生 体 サ ン プ ル 中 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ
ク 質 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 検 出 す る 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、
　 （ ａ ） 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ；
　 （ ｂ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る 本 発 明 の 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ
リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｄ ） （ ｃ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 ；
　 （ ｅ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な Ｒ Ｎ Ａ ｉ 配 列 ；
を 含 ん で な り 、 そ の 場 合 、 成 分 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） ま た は （ ｅ ） が 実 質 的 な
成 分 を 含 み 得 る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 生 体 サ ン プ ル 中 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ
ク 質 の レ ベ ル を 検 出 す る 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、
　 （ ａ ） 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ；
　 （ ｂ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る 本 発 明 の 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ
リ ペ プ チ ド ；
　 （ ｄ ） （ ｃ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 ；
　 （ ｅ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な Ｒ Ｎ Ａ ｉ 配 列 ；
を 含 ん で な り 、 そ の 場 合 、 成 分 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） ま た は （ ｅ ） が 実 質 的 な
成 分 を 含 み 得 る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
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　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 遺 伝 的 修 飾 因 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 　 （ ａ ） Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 ん
で な る ゲ ノ ム を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ハ エ を 提 供 し （ 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 組 織 特 異 的 制
御 配 列 に 操 作 可 能 に 結 合 し て い る ） 、 そ し て 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 し 、 こ こ で 当 該 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 の 発 現 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 表 現 型 を 提 示 す る 当 該 ハ エ に お い て 生 じ る こ と ；
　 　 （ ｂ ） 当 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ハ エ と 、 既 知 も し く は 予 測 さ れ る 遺 伝 子 に 突 然 変 異 を
含 む ハ エ を 交 配 さ せ る こ と ； そ し て
　 　 （ ｃ ） 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 当 該 突 然 変 異 を 担 持 し 、 対 照 と 比 較 し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
表 現 型 の 修 飾 さ れ た 発 現 を 提 示 す る ハ エ に つ い て 、 当 該 交 配 の 子 孫 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ を エ ン コ ー ド し 、 当 該 組 織 特 異 的 発 現 制 御 配 列
が 眼 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー で あ る ey－ Ｇ al４ を 含 ん で な る 、 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 発 現 が 「 小 眼 」 表 現 型 を 提 示 す る 当 該 ハ エ に て 生 じ る 、 請 求 項 ５ ３ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す
る 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ５ ２ の 方 法 に 従 い 同 定 し た 遺
伝 子 修 飾 因 子 の ヒ ト 相 同 体 を 同 定 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 当 該 症 状 が II型 糖 尿 病 で あ る 請 求 項 ５ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 当 該 症 状 が Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 で あ る 請 求 項 ５ ５ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 方 法 、 イ ン ス リ
ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 す る た め に 有 用 な 化 合 物 を 同 定
す る 方 法 、 な ら び に イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 症 状 を 処 置 、 予 防
ま た は 改 善 す る た め の 方 法 お よ び 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 多 く の 細 胞 プ ロ セ ス の 調 節 に は 、 関 連 タ ン パ ク 質 の ネ ッ ト ワ ー ク を 介 し て 細 胞 を 経 由 す
る 細 胞 外 情 報 の 伝 達 が 関 与 し て い る 。 シ グ ナ ル 伝 達 メ カ ニ ズ ム に お け る 障 害 は 、 特 定 の 疾
患 と 関 連 し て い る 可 能 性 が あ り 、 例 え ば 、 II型 糖 尿 病 も し く は イ ン ス リ ン 非 依 存 性 糖 尿 病
（ Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ ） が 、 主 と し て イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 障 害 に よ る も の と 考 え ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 の 分 子 メ カ ニ ズ ム に つ い て は 、 広 範 に 概 括 論 評 さ れ て い る （ Av
ruch, J. (1998).. Mol Cell Biochem 182, 31－ 48; Combettes－ Souverain, M., and Is
sad, T. (1998). Diabetes Metab 24, 477－ 89; Kahn, B. B. (1998) Cell 92, 593－ 6; 
Virkamaki, A., et al.  (1999). J Clin Invest 103, 931－ 43） 。 線 虫 お よ び シ ョ ウ ジ
ョ ウ バ エ で の 最 近 の 遺 伝 子 研 究 は 、 無 脊 椎 動 物 お よ び 哺 乳 動 物 に お け る イ ン ス リ ン 経 路 の
顕 著 な 保 存 性 を 示 し て い る （ Paradis, S.et al. (1999) Genes Dev 13, 1438－ 52; Weink
ove, D., and Leevers, S. J. (2000). Curr Opin Genet Dev 10, 75－ 80） 。 さ ら に 、 イ
ン ス リ ン 経 路 の 多 く の 局 面 が 、 ヒ ト と シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ と の 間 で 保 存 さ れ て い る 。 例 え ば
、 ヒ ト の イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 最 近 知 ら れ た 遺 伝 子 の 殆 ど す べ て が 、 シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ に も 見 出 さ れ 、 同 様 の 生 化 学 的 機 能 を 有 し て い る 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 出 願 人 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 わ る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 方 法 を 、 モ デ
ル 系 と し て シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ を 用 い て 本 明 細 書 に 開 示 す る 。 当 該 方 法 を 用 い て 、 本 出 願 人
は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 わ る 数 種 の 新 規 タ ン パ ク 質 を 発 見 し 、 そ れ を 本 明 細
書 に 記 載 す る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 お よ び 当 該 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 イ
ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 糖 尿 病 お よ び 他 の 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防
ま た は 改 善 す る た め の 治 療 薬 開 発 の 医 薬 標 的 と し て の 役 割 を 果 た し 得 る こ と が 、 本 明 細 書
に て 予 測 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 出 願 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ を 使 用 す る 方 法 に つ い て 開 示 す る 。 本 方 法 に よ り 同 定 さ
れ る シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 遺 伝 子 の ヒ ト 相 同 体 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 に
関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す る 治 療 薬 開 発 の た め の 適 当 な 標 的 で あ る 。 従
っ て 、 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 II型 糖 尿 病 お よ び Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 な ど の
当 該 症 状 を 処 置 ま た は 改 善 す る た め に 有 用 な モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 ａ
） 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機
能 を 調 整 す る か 、 お よ び ／ ま た は 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 調 整 す る 、 候 補 モ ジ ュ レ
ー タ ー の 能 力 を 分 析 す る こ と を 含 む 方 法 に 関 し 、 そ し て さ ら に ｂ ） イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝
達 経 路 の 調 節 異 常 に 関 係 す る 病 的 症 状 の 動 物 モ デ ル に お い て 、 お よ び ／ ま た は 当 該 症 状 を
有 す る 対 象 の 臨 床 研 究 に お い て 、 観 察 さ れ る 病 理 学 的 影 響 を 改 善 さ せ る 能 力 に つ い て 分 析
す る こ と も ま た 含 み 得 る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 II型 糖 尿 病 お よ び Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 を
含 む イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 に 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善
す る 方 法 で あ っ て 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ
ク 質 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 に 関
し 、 こ こ で 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 例 え ば 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 す る か
、 ま た は 向 上 さ せ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 当 該 タ ン パ ク 質 に
対 す る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な り 、 こ こ で 当 該 抗 体 は 、 当 該 対 象 に お け る
当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 し 得 る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る か 、 ま た は 上 昇 さ せ る 。 さ
ら な る 態 様 に お い て 、 前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 三 重 ら
せ ん Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ イ ム 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 siＲ Ｎ Ａ 、 お よ び 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ま た は 一 本
鎖 Ｒ Ｎ Ａ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 物 質 を 含 ん で な り 、 こ こ で 当 該 物 質 は 当 該
タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る よ う に 設 計 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 II型 糖 尿 病 お よ び Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 を
含 む イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 に 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善
す る 方 法 で あ っ て 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ
ク 質 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 を 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に 投 与
す る こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。 様 々 な 態 様 に お い て 、 当 該 医 薬 組 成 物 は 、 当 該 タ ン パ ク 質
に 対 す る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な る か （ こ こ で 当 該 抗 体 が 、 当 該 対 象 に お
け る 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 し 得 る も の で あ る ） 、 お よ び ／ ま た は ア ン チ セ
ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 三 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ イ ム 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 siＲ Ｎ Ａ
、 お よ び 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ま た は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 物 質 を 含
ん で な る （ こ こ で 当 該 物 質 が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る よ う に 設 計 さ れ て
い る ） 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 II型 糖 尿 病 お よ び Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 を
含 む イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善
す る 必 要 の あ る 対 象 に お い て 、 有 効 量 の 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 有 し て な る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 一
態 様 に お い て 、 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 例 え ば 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 す
る か 、 ま た は 向 上 さ せ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー は 当 該 タ ン パ ク 質
に 対 す る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な り 、 当 該 抗 体 は 、 例 え ば 、 当 該 タ ン パ ク
質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 し 得 る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 当 該 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻
害 す る か 、 ま た は 上 昇 さ せ 得 る モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 ん で な る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 当
該 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 核 酸 配 列 に 対 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 三 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ イ ム 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 siＲ Ｎ Ａ 、 ま た は 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
あ る い は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 物 質 を 含 ん で な り 、 こ こ で 当
該 物 質 は 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る よ う に 設 計 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す
る 病 的 症 状 に 罹 患 し 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン
パ ク 質 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー で の 処 置 に 適 当 な 候 補 と な り 得 る 対 象 の 診 断 方 法 で あ っ て
、 当 該 対 象 か ら 採 取 し た 生 体 サ ン プ ル 中 い ず れ か １ 種 以 上 の 当 該 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 検
出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 対 照 と 比 較 し て 変 化 し た レ ベ ル を 有 す る 対 象 は 、 モ ジ ュ レ ー タ
ー 処 置 に 適 当 な 候 補 で あ り 得 る と す る こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す
る 病 的 症 状 に 罹 患 し 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン
パ ク 質 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー で の 処 置 に 適 し た 候 補 と な り 得 る 対 象 の 診 断 方 法 で あ っ て
、 当 該 対 象 か ら 採 取 し た 生 体 サ ン プ ル 中 い ず れ か １ 種 以 上 の 当 該 タ ン パ ク 質 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ
ベ ル を 分 析 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 対 照 と 比 較 し て 変 化 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 有 す る 対 象
は 、 モ ジ ュ レ ー タ ー 処 置 に 適 す る 候 補 で あ り 得 る と す る こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 な お さ ら な る 局 面 に お い て は 、 II型 糖 尿 病 お よ び Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 を 含 む イ
ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 に 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す る 方
法 で あ っ て 、 （ ａ ） 対 象 に お い て 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る タ ン パ ク 質 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 レ ベ ル に つ い て 分 析 す る
こ と ； そ し て （ ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 変 化 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 レ
ベ ル を 有 す る 対 象 に 、 当 該 症 状 の 病 的 効 果 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す る た め に 有 効 量 の 当
該 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー を 投 与 す る こ と ；
を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー は 当 該 タ ン パ ク 質 の
生 化 学 的 機 能 ま た は 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る か 、 ま た は 上 昇 さ せ る も の で
あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 に お い て は 、 生 体 サ ン プ ル 中 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ
ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る い ず れ か １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル ま た は タ
ン パ ク 質 レ ベ ル を 検 出 す る た め に 必 要 な 成 分 を 含 ん で な る 分 析 方 法 お よ び 診 断 キ ッ ト が 提
供 さ れ 、 こ こ で 当 該 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る い ず れ か １ 種 以 上 の タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； 当 該 タ
ン パ ク 質 に 相 補 性 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 当 該 タ ン パ ク 質 の い ず れ か １ 種 以 上 ま た は そ の フ
ラ グ メ ン ト の 抗 体 （ 当 該 タ ン パ ク 質 の い ず れ か １ 種 以 上 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に 結 合 す
る ） ； を 含 ん で な る 。 好 適 な 態 様 に お い て 、 か か る キ ッ ト は キ ッ ト 成 分 の 使 用 法 に つ き 詳
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述 す る 説 明 書 を も 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 II型 糖 尿 病 お よ び Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 を 含 む イ ン ス リ ン シ グ ナ
ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 に 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す る た め の 医 薬 の 製 造
に お け る 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 に 対
す る モ ジ ュ レ ー タ ー の 使 用 に 関 す る 。 一 態 様 に お い て 、 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー は ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 三 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ イ ム 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 siＲ Ｎ Ａ 、
お よ び 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 物 質 を 含 ん で な り
、 こ こ で 当 該 物 質 は 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る よ う に 設 計 さ れ た も の で あ る
。 な お さ ら な る 態 様 に お い て 、 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー は 当 該 タ ン パ ク 質 に 対 す る １ 種 以 上 の
抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な り 、 こ こ で 当 該 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、
例 え ば 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 し 得 る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 医 薬 と し て 使 用 す る た め の 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー に 関 す る 。 一 態 様 に お い て 、 当 該 モ
ジ ュ レ ー タ ー は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 三 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ イ ム 、 Ｒ
Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 siＲ Ｎ Ａ 、 お よ び 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
１ 種 以 上 の 物 質 を 含 ん で な り 、 こ こ で 当 該 物 質 は 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る
よ う に 設 計 さ れ た も の で あ る 。 な お さ ら な る 態 様 に お い て 、 当 該 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 当 該
タ ン パ ク 質 に 対 す る １ 種 以 上 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な り 、 こ こ で 当 該 抗
体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 し 得 る も の
で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は ま た 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る タ ン
パ ク 質 を 同 定 す る 方 法 に 関 す る ； 当 該 方 法 は 、 優 性 ネ ガ テ ィ ブ Ｐ Ｉ ３ Ｋ 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト
Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 ん で な る ゲ ノ
ム を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ハ エ を 提 供 す る こ と （ 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 組 織 特 異 的 制 御 配
列 に 操 作 可 能 に 結 合 し て い る ） 、 お よ び 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 す る こ と を 含 み 、 そ の 場 合
に 対 照 と 比 較 し て 、 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 発 現 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 表 現 型 を 提 示 す る 当 該 ハ
エ に お い て 生 じ る こ と ； 当 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ハ エ と 既 知 も し く は 予 測 さ れ る 遺 伝 子 に
突 然 変 異 を 含 む ハ エ を 交 配 さ せ る こ と ； お よ び 、 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 当 該 突 然 変 異 を 担 持 し
、 適 し た 対 照 と 比 較 し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 表 現 型 の 修 飾 さ れ た 発 現 を 提 示 す る ハ エ に つ
い て 、 当 該 交 配 の 子 孫 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と ； を 含 む 。 一 態 様 に お い て 、 当 該 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 は Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ を エ ン コ ー ド し 、 当 該 組 織 特 異 的 発 現 制 御 配 列 は 、 眼 特 異 的
エ ン ハ ン サ ー で あ る ey－ Ｇ al４ を 含 ん で な り 、 ま た 、 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 発 現 は 「 小 眼 」 表
現 型 を 提 示 す る 当 該 ハ エ に て 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は II型 糖 尿 病 お よ び Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 を 含 む イ
ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 に 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す る 治
療 薬 開 発 の た め の 薬 物 標 的 を 同 定 す る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 上 述 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ タ ン パ ク 質 の ヒ ト 相 同 体 を 同 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の 目 的 、 特 徴 、 利 点 お よ び 局 面 は 、 以 下 の 記 載 か ら 当 業 者 に 明 ら か と な
ろ う 。 し か し 、 以 下 の 説 明 お よ び 特 定 の 例 は 、 本 発 明 の 好 適 な 態 様 を 示 す も の で は あ る が
、 説 明 を 目 的 と す る だ け の も の で あ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 開 示 さ れ た 発 明 の 精
神 と 範 囲 内 で の 様 々 な 変 更 と 改 変 が 、 以 下 の 説 明 を 通 読 す る こ と で 、 ま た 本 開 示 の 他 の 部
分 を 通 読 す る こ と で 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か と な ろ う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
［ 図 面 の 簡 単 な 説 明 ］
　 図 １ は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 導 入 遺 伝 子 の eyＧ al４ 、 Ｕ Ａ Ｓ 、 Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ Ｎ お よ び Ｕ Ａ
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Ｓ Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 交 配 の 図 式 で あ る 。
　 図 ２ は 、 Ｘ 染 色 体 致 死 Ｐ 因 子 挿 入 系 統 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る 交 配 の 図 式
で あ る 。
　 図 ３ は 、 第 二 染 色 体 致 死 Ｐ 因 子 挿 入 系 統 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る 交 配 の 図
式 で あ る 。
　 図 ４ は 、 第 三 染 色 体 致 死 Ｐ 因 子 挿 入 系 統 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る 交 配 の 図
式 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
［ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ］
　 本 明 細 書 に 引 用 す る 特 許 出 願 、 特 許 お よ び 参 考 文 献 は す べ て そ の 全 文 を 参 照 に よ り 本 明
細 書 の 一 部 と す る 。
　 以 下 の 説 明 に 使 用 す る 略 号 は 以 下 の と お り で あ る ：
Ｉ Ｒ Ｓ ： イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー 基 質
Ｐ Ｉ ３ Ｋ ： ホ ス ホ イ ノ シ チ ド ３ － キ ナ ー ゼ
Ｐ Ｄ Ｋ ： ３ ’ － ホ ス ホ イ ノ シ チ ド 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ ： 染 色 体 １ ０ か ら 除 去 さ れ た ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び テ ン シ ン 相 同 体
Ｐ Ｋ Ｂ ： プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｂ ； Ａ kt１ と し て も 知 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る に 際 し て は 、 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 お よ び 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ に お け る 多
く の 常 套 技 術 を 使 用 す る 。 こ れ ら の 技 法 は 文 献 上 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 以 下 に 説 明 が あ る
： Current Protocols in Molecular Biology, Volumes I, IIお よ び III, 1997 (F. M. Au
subel ed.); Sambrookら 、 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edi
tion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; DNA Cloning
: A Practical Approach, Volumes Iお よ び II, 1985 (D. N. Glover ed.); Oligonucleot
ide Synthesis, 1984 (M. L. Gait ed.); Nucleic Acid Hybridization, 1985, (Hames a
nd Higgins); Transcription and Translation, 1984 (Hames and Higgins eds.); Anima
l Cell Culture, 1986 (R. I. Freshney ed.); Immobilized Cells and Enzymes, 1986 (
IRL Press); Perbal, 1984, A Practical Guide to Molecular Cloning; the series, Me
thods in Enzymology (Academic Press, Inc.); Gene Transfer Vectors for Mammalian 
Cells, 1987 (J. H. Miller and M. P. Calos eds., Cold Spring Harbor Laboratory); 
and Methods in Enzymology Vol. 154 and Vol. 155 (そ れ ぞ れ 、 Wuと Grossman、 お よ び W
u, eds)。 よ く 知 ら れ た シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 分 子 遺 伝 学 的 技 技 術 に つ い て は 、 文 献 ： Rober
t, D.B., Drosophila, A Practical Approach (IRL Press, Washington D.C. 1986)に 記
載 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ハ エ 保 存 株 に つ い て の 説 明 は 、 http://flybase.bio.indiana.edu の フ ラ イ ベ ー ス （ Fly
base） デ ー タ ベ ー ス に 見 出 す こ と が で き る 。
　 本 明 細 書 に て 参 照 し た ス ト ッ ク セ ン タ ー は 、 イ ン デ ィ ア ナ 州 ブ ル ー ミ ン ト ン （ Blooming
ton） お よ び ハ ン ガ リ ー の セ ゲ ド （ Szeged） に そ れ ぞ れ 所 在 す る ブ ル ー ミ ン ト ン ・ ス ト ッ
ク セ ン タ ー お よ び セ ゲ ド ・ ス ト ッ ク セ ン タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に て 使 用 す る 場 合 、 単 数 形 の 不 定 冠 詞 お よ び 定 冠
詞 は 、 文 意 が 明 ら か に 他 の こ と を 示 し て い な い 限 り 、 複 数 の 意 味 を 含 む 。 従 っ て 、 例 え ば
、 単 数 形 で 「 抗 体 」 と い う 場 合 、 １ 種 以 上 の 抗 体 （ 類 ） お よ び 当 業 者 周 知 の そ の 等 価 物 な
ど を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 核 酸 配 列 」 と は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト も し く は 部 分 、 さ ら に ゲ ノ ム 起 源 も し く
は 合 成 起 源 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 示 し 、 そ れ ら は 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で も よ く 、 か つ セ
ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ ン ス 鎖 を 示 し 得 る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 ア ン チ セ ン ス 」 と は 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配
列 に 相 補 性 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 用 語 「 ア ン チ セ ン ス 鎖 」 は 、 核 酸 鎖 が 「 セ ン ス 鎖
」 に 相 補 性 で あ る 核 酸 鎖 を 意 味 す る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 例 え ば 、 対 象 の 遺 伝 子 を 、 相
補 鎖 の 合 成 を 可 能 と す る ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー に 逆 方 向 に 連 結 す る こ と に よ る 合 成 方 法 を
含 む 、 い ず れ の 方 法 で も 製 造 可 能 で あ る 。 こ の 転 写 さ れ た 鎖 を 細 胞 に 導 入 す る 場 合 、 細 胞
が 産 生 す る 天 然 の 配 列 と 組 合 わ さ り 、 二 本 鎖 を 形 成 す る 。 結 果 と し て 、 こ れ ら の 二 本 鎖 は
さ ら な る 転 写 ま た は 翻 訳 を 遮 断 す る 。 「 ネ ガ テ ィ ブ 」 と い う 表 記 は 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 に 関
し て 使 用 し 、 「 ポ ジ テ ィ ブ 」 と は 、 セ ン ス 鎖 に 関 し て 使 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 」 と は 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） 配 列 の 一 部 に 相 補 性 で あ る Ｄ Ｎ
Ａ を い い 、 一 般 に 逆 転 写 酵 素 を 使 用 し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 調 製 物 か ら 合 成 さ れ る 。
　 本 明 細 書 に て 意 図 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 三 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ア
プ タ マ ー 、 リ ボ ザ イ ム 、 siＲ Ｎ Ａ 、 お よ び 二 本 鎖 も し く は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ は 、 核 酸 配 列 を 指
向 す る も の で あ り 、 結 果 と し て 選 択 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 遺 伝 子 発 現 の 遺 伝 子 特 異 的
阻 害 を 生 じ る こ と と な る 。 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 知 識 を 駆 使 し て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し
て 最 強 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 生 じ る ア ン チ セ ン ス 分 子 を 設 計 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、
リ ボ ザ イ ム は 、 遺 伝 子 の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 認 識 し て 、 そ れ を 切 断 す る よ う に 合 成
さ れ 得 る （ Cech. J. Amer. Med Assn. 260:3030 (1988)） 。 遺 伝 子 発 現 の 標 的 阻 害 に 使 用
す る た め の か か る 分 子 の 設 計 技 術 は 、 当 業 者 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に て 言 及 す る 個 々 の タ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 ヒ ト ま た は そ の 他 の 種 か ら の 部 分 形 状 、 イ ソ 型 、 変 異 体 、 前 駆 体 形 状 、 全 長 タ ン パ ク 質
、 上 記 い ず れ か の 配 列 も し く は フ ラ グ メ ン ト を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 な ど を 包 含 す る こ れ ら
タ ン パ ク 質 の い ず れ か ま た は す べ て を 含 む 。 当 業 者 に と っ て 明 瞭 な タ ン パ ク 質 相 同 体 ま た
は オ ー ソ ロ グ と は 、 こ の 定 義 に 含 ま れ る 。 ま た 、 こ の 用 語 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー な
ど の あ ら ゆ る 種 の 天 然 起 源 か ら 、 な ら び に 発 現 系 を 含 ん で な る 遺 伝 子 工 学 に よ り 調 製 し た
宿 主 細 胞 か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 、 ま た は 例 え ば 自 動 化 ペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ ー を 使 用
す る 化 学 合 成 、 ま た は か か る 方 法 の 組 合 せ に よ り 調 製 さ れ る タ ン パ ク 質 を 示 す 。 か か る ペ
プ チ ド の 単 離 お よ び 調 製 手 段 は 、 技 術 的 に 十 分 に 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 の 用 語 「 サ ン プ ル 」 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 使 用 す る 。 対 象
か ら の 生 体 サ ン プ ル は 、 血 液 、 尿 、 脳 組 織 、 初 代 細 胞 系 、 不 死 化 細 胞 系 、 ま た は そ の タ ン
パ ク 質 活 性 も し く は 遺 伝 子 発 現 を 分 析 し 得 る そ の 他 の 生 体 物 質 を 含 み 得 る 。 生 体 サ ン プ ル
は 例 え ば 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 分 析 の た め に 精 製 し 得 る 血 液 、 腫 瘍 ま た は
他 の 標 品 を 含 ん で い て よ い ； そ の 分 析 に は 、 例 え ば 、 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス （ Affymetrix）
チ ッ プ な ど の 常 套 の ガ ラ ス チ ッ プ マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 ま た は そ の 他 の 常
套 法 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 の 用 語 「 抗 体 」 と は 、 エ ピ ト ー プ 決 定 因 子 に 結 合 し 得 る 未 処
理 の 分 子 な ら び に そ の フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば 、 Ｆ a、 Ｆ (ab')２ 、 お よ び Ｆ vを 示 す 。 特 定
の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 は 、 免 疫 抗 原 と し て 興 味 の あ る 小 ペ プ チ ド を 含 む 未 処 理 ポ
リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 調 製 さ れ 得 る 。 動 物 を 免 疫 す る た め に 使 用 す る ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 に よ り 誘 導 す る か 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 す る
こ と が 可 能 で あ り 、 そ し て 担 体 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る こ と が で き る 。 化 学 的 に ペ プ チ ド と
カ ッ プ リ ン グ さ れ る 一 般 に 使 用 さ れ る 担 体 は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び チ ロ グ ロ ブ リ ン
を 含 む 。 次 い で 、 カ ッ プ リ ン グ し た ペ プ チ ド を 動 物 （ 例 ： マ ウ ス 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ
ト ま た は ウ サ ギ ） の 免 疫 に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 の 用 語 「 ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 ヒ ト の 抗 体 に よ り 密 接 に 類 似 さ せ
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る た め に 、 非 抗 原 結 合 領 域 に お い て ア ミ ノ 酸 が 置 換 わ っ て い る が 、 当 初 の 結 合 能 を な お 維
持 す る 抗 体 分 子 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 治 療 的 有 効 量 」 と は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 を
処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す る た め に 十 分 な 薬 物 の 量 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 の 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 」 生 物 と は 、 そ の ゲ ノ ム に 外 来 遺 伝
物 質 を 挿 入 さ れ た 生 物 を 示 す 。 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ハ エ 」
と は 、 そ の ゲ ノ ム に 無 作 為 に 挿 入 さ れ た 同 じ ま た は 他 の 生 物 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む シ ョ
ウ ジ ョ ウ バ エ の 胚 、 幼 虫 お よ び 成 虫 形 状 で あ る 。 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ が 好 ま し い が 、
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 属 で あ れ ば い ず れ の ハ エ も 本 発 明 に 使 用 し 得 る と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 導 入 遺 伝 子 の 「 異 所 性 」 発 現 と は 、 組 織 ま た は 細 胞 で の 、
ま た は 正 常 で は 発 現 し な い 特 定 の 発 達 段 階 で の 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 表 現 型 」 と は 、 遺 伝 子 構 成 と 環 境 影 響 の 両 方 に よ り 決 定
さ れ る 生 物 の 観 察 可 能 な 物 理 的 ま た は 生 化 学 的 特 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 用 語 「 転 写 因 子 」 と は 、 真 核 細 胞 に お い て 転 写 の 開 始 ま た は 調 節 に 必 要 な タ ン パ ク 質 を
示 す 。 例 え ば 、 眼 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー Ｇ Ｍ Ｒ は 、 眼 特 異 的 転 写 因 子 で あ る Ｇ Ｌ Ａ Ｓ Ｓ の 結
合 部 位 で あ る （ Moses, K and Rubin, GM Genes Dev.  5(4):583－ 93 (1991)） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 の 「 Ｕ Ａ Ｓ 」 領 域 と は 、 Ｇ Ａ Ｌ － ４ 転 写 活 性 化 因 子 に よ り 認
識 さ れ る 上 流 の 活 性 化 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 対 照 」 ハ エ と は 、 対 照 幼 虫 ま た は ハ エ が 表 現 型 の 修 飾 に
つ い て 試 験 す べ き 突 然 変 異 を も た な い 以 外 、 本 発 明 方 法 に て 使 用 さ れ る 幼 虫 ま た は ハ エ と
同 じ 遺 伝 子 型 で あ る 幼 虫 ま た は ハ エ を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 形 質 転 換 ベ ク タ ー 」 と は 、 生 物 の ゲ ノ ム に Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の
組 込 み を 仲 介 す る 転 移 因 子 技 術 に 使 用 す る 修 飾 さ れ た 転 移 因 子 で あ り 、 当 業 者 に 熟 知 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 上 昇 」 と は 、 例 え ば 、 表 ４ ま た は 表 ５ に
示 し た ヒ ト タ ン パ ク 質 な ど の タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 天 然 の 内 生 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ
る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 量 が 、 対 照 に 比 べ て 多 い こ と を 示 す 。 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 し た
ヒ ト タ ン パ ク 質 な ど の タ ン パ ク 質 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 上 昇 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経
路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 に 罹 患 し て い る 個 体 の 組 織 ま た は 細 胞 に 現 れ 得 る も の で
、 当 該 症 状 に 罹 患 し て い な い 対 象 で の レ ベ ル と 比 較 す る 。 取 分 け 、 当 該 症 状 に 罹 患 し て い
る 対 象 の レ ベ ル は 、 当 該 症 状 に 罹 患 し て い な い ヒ ト の 対 応 す る 組 織 に 認 め ら れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ
量 の 少 な く と も 約 ２ 倍 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ５ 倍 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ０
倍 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ０ ０ 倍 で あ り 得 る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の か か る 上 昇 レ ベ ル は 、
健 常 個 体 の レ ベ ル に 比 べ て 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状
を 有 す る 個 体 で 、 か か る ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 翻 訳 さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 結 果 と し て 上 昇 さ
せ る こ と と な り 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 形 質 転 換 ベ ク タ ー 」 と は 、 転 移 因 子 配
列 を 含 み 、 か つ 生 物 の ゲ ノ ム に お い て Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 組 込 み を 仲 介 し 得 る Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド
で あ る 。 こ の 技 術 は 当 業 者 に 熟 知 さ れ て い る 。
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 小 眼 表 現 型 」 で は 、 適 切 な 対 照 と 比 較 し て 、 眼 組 織 の 細
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胞 サ イ ズ が 縮 小 し て い る こ と を 特 徴 と す る （ Leevers, SJ et al. EMBO J. 1996 Dec 2; 1
5 (23):6584－ 94） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 を 得 る 方 法 は 、 当
業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Ｐ 因 子 を 介 す る 形 質 転 換 に つ い て 一 般 に 用 い ら れ る 文 献 は 、
以 下 の も の で あ る ： Spradling, 1986, 「 P element mediated transformation」 , In Dro
sophila（ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お け る Ｐ 因 子 仲 介 形 質 転 換 ） : A practical approach (ed.
 D. B. Roberts), pp175－ 197, IRL Press, Oxford, UK。 Ｅ Ｐ 因 子 技 術 は 二 成 分 系 を 示 し
、 酵 母 Ｇ al４ 転 写 活 性 化 因 子 を 利 用 し 、 内 在 性 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 遺 伝 子 の 転 写 を 異 所 性 に
調 節 す る た め に 使 用 す る 。 こ の 技 術 に つ い て は 以 下 に 記 載 さ れ て い る （ Brand and Perrim
on, 1993。 「 Targeted gene expression as a means of altering cell fates and gener
ating dominant phenotypes」 (細 胞 運 命 を 変 え 、 優 性 表 現 型 を 生 成 さ せ る 手 段 と し て の 標
的 遺 伝 子 発 現 )、  Development 118, pp401－ 415 and in : Rorth et al, 1998, 「 System
atic gain－ of－ function genetics in Drosophila」 （ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お け る 系 統 的
機 能 獲 得 遺 伝 学 ）  Development, 125(6), pp1049－ 1057） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 宿 主 細 胞 」 と は 、 何 ら か の 手 段 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 形 質 転 換 、 ウ イ ル ス 感
染 な ど に よ り 細 胞 中 に 導 入 さ れ た 異 種 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 異 種 」 と は 、 「 異 な る 天 然 起 源 の 」 を 意 味 す る か 、 ま た
は 非 天 然 状 態 に あ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 宿 主 細 胞 を 別 の 生 物 、 特 に 別 の 種 由 来 の Ｄ
Ｎ Ａ ま た は 遺 伝 子 で 形 質 転 換 す る 場 合 、 そ の 遺 伝 子 は そ の 宿 主 細 胞 に と っ て 異 種 で あ り 、
ま た そ の 遺 伝 子 を 担 持 す る 宿 主 細 胞 の 子 孫 に と っ て も 異 種 で あ る 。 同 様 に 、 異 種 と は 、 同
じ 天 然 起 源 の 細 胞 型 由 来 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 か つ 同 じ 天 然 起 源 の 細 胞 型 に 挿 入 さ
れ た も の で は あ る が 、 非 天 然 状 態 、 例 え ば 、 異 な る コ ピ ー 数 で 存 在 す る か 、 ま た は 異 な る
調 節 因 子 の 制 御 下 に あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 ベ ク タ ー 」 分 子 と は 、 異 種 核 酸 を 挿 入 し 得 る 核 酸 分 子 で あ り 、 ま た 適 し た 宿 主 細 胞 に
導 入 し 得 る も の で あ る 。 ベ ク タ ー と は 好 ま し く は 、 １ ヶ 所 以 上 の 複 製 開 始 点 を 有 し 、 そ の
１ ヶ 所 以 上 の 部 位 に 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 し 得 る も の で あ る 。 多 く の 場 合 、 ベ ク タ ー は 、 ベ
ク タ ー を 有 す る 細 胞 を 、 ベ ク タ ー を も た な い 細 胞 か ら 選 択 す る こ と の で き る 便 利 な 手 段 で
あ る ； 例 え ば 、 ベ ク タ ー に は 薬 物 耐 性 遺 伝 子 を エ ン コ ー ド す る 。 一 般 的 な ベ ク タ ー は 、 プ
ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 、 お よ び 「 人 工 染 色 体 」 （ 主 と し て 酵 母 お よ び バ ク テ リ ア に お
い て ） を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 プ ラ ス ミ ド 」 は 本 明 細 書 に お い て 一 般 的 に 、 当 業 者 の 熟 知 す る 標 準 的 命 名 基 準 に 従 っ
て 、 小 文 字 の ｐ か ら 始 め 、 お よ び ／ ま た は そ れ に 引 続 き 大 文 字 お よ び ／ ま た は 数 字 に よ り
命 名 さ れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 し た 出 発 プ ラ ス ミ ド は 、 市 販 品 と し て 入 手 し 得 る か 、 非 制 限
条 件 で 公 的 に 入 手 し 得 る か 、 ま た は 既 知 の 公 開 手 法 を 常 法 ど お り に 適 用 す る こ と で 、 入 手
可 能 な プ ラ ス ミ ド か ら 構 築 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ り 使 用 し 得 る 多 く の プ ラ ス ミ ド
お よ び そ の 他 の ク ロ ー ニ ン グ ・ 発 現 ベ ク タ ー は 、 周 知 の も の で あ り 、 当 業 者 が 容 易 に 入 手
し 得 る 。 さ ら に 、 当 業 者 は 、 本 発 明 で の 使 用 に 適 当 な 多 く の 他 の プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 か か る プ ラ ス ミ ド な ら び に 他 の ベ ク タ ー の 性 質 、 構 築 お よ び 使 用 に つ い
て は 、 本 明 細 書 の 開 示 か ら 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か と な る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 用 語 「 単 離 」 と は 、 当 該 物 質 を そ の も と の 環 境 （ 例 え ば 、 天 然 産 の 場 合 に は 自 然 環 境 ）
か ら 取 り 出 し た こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 生 き た 動 物 に 存 在 す る 天 然 産 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 離 さ れ た も の で は な い が 、 同 じ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ
ペ プ チ ド で あ っ て も 、 自 然 系 に 共 存 す る 物 質 の あ る も の ま た は す べ て か ら 分 離 し た も の は
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、 た と え そ れ が 引 続 き 自 然 系 に 再 導 入 さ れ た と し て も 、 単 離 し た も の で あ る 。 か か る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 ベ ク タ ー の 一 部 と な り 得 る か 、 お よ び ／ ま た は か か る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 成 分 の 一 部 で あ り 得 、 な お 単 離 さ れ た も の で は あ る が 、 か か る ベ
ク タ ー ま た は 成 分 は 、 そ の 自 然 環 境 の 一 部 で は な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 転 写 制 御 配 列 」 ま た は 「 発 現 制 御 配 列 」 と は 、 開 始
配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 お よ び プ ロ モ ー タ ー 配 列 な ど の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 し 、 操 作 可 能 に
連 結 し た タ ン パ ク 質 エ ン コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 の 転 写 を 誘 発 、 抑 制 、 ま た は 別 の 制 御 を す
る 配 列 で あ る 。 そ れ ら は 組 織 特 異 的 お よ び 発 生 段 階 特 異 的 で あ る 。 「 ヒ ト 転 写 制 御 配 列 」
と は 、 本 発 明 の 表 ４ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る ヒ ト 遺 伝 子 と 共 に 通 常 見 出 さ
れ る 転 写 制 御 配 列 で あ り 、 そ れ ぞ れ の ヒ ト 染 色 体 に て 見 出 さ れ る 。 「 非 ヒ ト 転 写 制 御 配 列
」 は ヒ ト ゲ ノ ム に は 見 出 さ れ な い 転 写 制 御 配 列 で あ る 。
　 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 類 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質
（ 類 ） 」 と 互 換 性 の あ る 用 語 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た タ ン パ ク 質 の 「 化 学 的 誘 導 体 」 と は 、 通 常 は 当 該 分 子
の 一 部 で は な い 付 加 的 な 化 学 的 部 分 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 か か る 部 分 は 、 前 記 分 子
の 溶 解 性 、 吸 収 性 、 生 物 学 的 半 減 期 な ど を 改 善 す る こ と が で き る 。 前 記 部 分 は 、 あ る い は
、 前 記 分 子 の 毒 性 を 低 下 さ せ 、 前 記 分 子 の 不 所 望 の 副 作 用 を 除 去 ま た は 減 弱 さ せ 得 る 。 か
か る 効 果 を 仲 介 し 得 る 部 分 は 、 例 え ば 、 レ ミ ン ト ン の 薬 学 （ Remington's Pharmaceutical
 Sciences, 16th ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa. (1980)） に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た タ ン パ ク 質 （ す な わ ち 、 「 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 さ れ た タ ン パ
ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の モ ジ ュ レ ー タ ー 」 ） を 「 調 整 す る 」 物 質 の 能
力 と は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る か 、 お よ び ／ ま た
は 当 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る 物 質 の 能 力 で あ る 。 か か る 調 整 は 、 当 該 タ ン パ
ク 質 と 相 互 作 用 す る 他 の タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 関 連 調 節 タ ン パ ク 質 ま た は 当 該 タ ン パ ク 質
に よ り 修 飾 さ れ る タ ン パ ク 質 の 能 力 に も 影 響 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 と は 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に ポ リ ペ プ
チ ド （ 例 ： 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド ） を 調 整 し 得 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物
活 性 を 上 昇 さ せ 得 る 分 子 （ す な わ ち 、 モ ジ ュ レ ー タ ー ） を 示 す 。 ア ゴ ニ ス ト は 、 タ ン パ ク
質 、 核 酸 、 炭 水 化 物 、 ま た は そ の 他 の 分 子 を 含 み う る 。 遺 伝 子 転 写 ま た は タ ン パ ク 質 の 生
化 学 的 機 能 を 高 め る モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 そ れ ぞ れ 転 写 を 増 大 さ せ る か 、 ま た は 当 該 タ ン パ
ク 質 の 生 化 学 的 性 質 ま た は 活 性 を 刺 激 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 ま た は 「 イ ン ヒ ビ タ ー 」 と は 、 当
該 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 遮 断 ま た は 阻 害 す る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 ： 表 ４ ま た は 表 ５ に 示
し た ポ リ ペ プ チ ド ） を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 調 整 し 得 る 分 子 （ す な わ ち 、 モ ジ ュ レ ー タ ー
） を 示 す 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び イ ン ヒ ビ タ ー は 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 炭 水 化 物 、 ま た は
そ の 他 の 分 子 を 含 み 得 る 。 遺 伝 子 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 す る モ ジ ュ
レ ー タ ー は 、 そ れ ぞ れ 遺 伝 子 発 現 ま た は 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 活 性 を 低 下 さ せ る も の
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的
症 状 」 と は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 糖 尿 病 、 例 え ば 、 II型 糖 尿 病 、 妊 娠 糖 尿 病 お よ
び Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 性 症 候 群 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に て 一 般 的 に 言 及 す る 場 合 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 さ れ た も の か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は 遺 伝 子 は 、 ヒ ト 型 の 遺 伝 子 を 示 す 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 の イ ン ビ ボ ・ モ デ ル 」 は
、 当 業 者 の 熟 知 す る 糖 尿 病 の イ ン ビ ボ ・ モ デ ル を 含 む 。 か か る イ ン ビ ボ ・ モ デ ル は 以 下 を
含 む ： Ｐ Ｐ Ａ Ｒ － ガ ン マ の 共 通 pro１ ２ 対 立 遺 伝 子 と ２ 型 糖 尿 病 の 関 連 性 （ Altshuler, D.
 et al., Nature Genet. 76－ 80, 2000） 、 ヒ ト イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー 遺 伝 子 の 欠 陥 （ Kad
owaki, T., et al. Science 240: 787－ 790, 1988） 、 マ ウ ス に お け る イ ン ス リ ン レ セ プ
タ ー 基 質 １ 遺 伝 子 の 欠 陥 （ Abe, H.; et al., J. Clin. Invest. 101: 1784－ 1788, 1998
） 、 お よ び ヒ ト に お け る グ リ コ ー ゲ ン 合 成 酵 素 の 欠 陥 （ Groop, L. C et al., New Eng. J
. Med. 328: 10－ 14, 1993） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 、 モ デ ル 生 物 と し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ハ エ 、 す な わ ち キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ
エ （ Drosophila melanogaster） を 使 用 す る こ と を 含 む 方 法 を 開 示 す る （ 該 ハ エ の ゲ ノ ム
は 遺 伝 子 Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ を エ ン コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 ん で な る ） 。 常 套 の 発 現
制 御 シ ス テ ム を 、 Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ペ プ チ ド を 含 む 、 興 味 の あ る タ ン パ ク 質 の 異 所 性
発 現 を 達 成 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 か か る 発 現 は 、 生 化 学 経 路 の 障 害 と 変 化 し た
表 現 型 の 生 成 を 生 じ 得 る 。 か か る 発 現 制 御 シ ス テ ム の 一 つ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 組 織 特 異 的 発
現 遺 伝 子 の 発 現 制 御 配 列 （ 例 ： プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー ） の 直 接 的 な 融 合 を 伴 う
。 使 用 し 得 る 組 織 特 異 的 発 現 制 御 シ ス テ ム は 、 二 成 分 系 Ｇ al４ － 転 写 活 性 化 シ ス テ ム （ Br
and and Perrimon, Development 118:401－ 415 (1993)） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 Ｇ al４ シ ス テ ム で は 酵 母 の 転 写 活 性 化 因 子 Ｇ al４ を 使 用 し 、 組 織 特 異 的 方 法 で 興 味 の あ
る 遺 伝 子 の 発 現 を 推 進 す る 。 Ｇ al４ 遺 伝 子 は 、 常 套 の 形 質 転 換 シ ス テ ム を 用 い て ハ エ ゲ ノ
ム に 無 作 為 に 挿 入 さ れ て お り 、 結 果 と し て 一 時 的 な 組 織 特 異 的 方 法 に て 発 現 を 推 進 す る ゲ
ノ ム エ ン ハ ン サ ー の 制 御 の 下 に く る こ と と な る 。 個 々 の ハ エ の 株 は 確 立 さ れ て い る が 、 こ
れ を 「 ド ラ イ バ ー 」 と 呼 称 し 、 こ れ ら の 挿 入 を 担 持 す る （ Brand and Perrimon,  Develop
ment 118:401－ 415 (1993)） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Ｇ al４ シ ス テ ム に お い て は 、 興 味 の あ る 遺 伝 子 を 形 質 転 換 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し 、 結
果 と し て 転 写 は 、 Ｕ Ａ Ｓ 配 列 （ pstream ctivating equence： 上 流 活 性 化 配 列 ） 、 Ｇ al
４ － 応 答 因 子 の 制 御 下 に あ る 。 興 味 の あ る 配 列 の Ｕ Ａ Ｓ 遺 伝 子 を 担 持 す る ハ エ 株 を 、 組 織
特 異 エ ン ハ ン サ ー の 制 御 下 に Ｇ al４ 遺 伝 子 を 発 現 す る ハ エ 株 と 交 配 さ せ る と 、 前 記 遺 伝 子
は 組 織 特 異 パ タ ー ン で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 成 虫 組 織 に お い て 容 易 に 可 視 化 し 、 従 っ て 遺 伝 的 ス ク リ ー ン に 使 用 し 得 る 表 現 型 を 生 成
さ せ る た め に 、 ハ エ 発 生 の 後 期 に お い て 発 現 を 推 進 す る Ｇ al４ 「 ド ラ イ バ ー 」 を 、 本 発 明
に お い て 使 用 し 得 る 。 こ れ ら の ド ラ イ バ ー を 使 用 す る と 、 発 現 は 翅 、 眼 、 脚 、 異 な る 感 覚
器 官 お よ び 脳 に 欠 陥 を 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら の 「 ド ラ イ バ ー 」 は 、 例 え ば 、 無 翅 （
apterous） － Ｇ al４ （ 翅 ） 、 エ ラ ヴ （ elav） － Ｇ al４ （ Ｃ Ｎ Ｓ ） 、 セ ブ ン レ ス （ sevenles
s） － Ｇ al４ 、 無 眼 （ eyeless） － Ｇ al４ （ ey－ Ｇ al４ と も 呼 称 ） お よ び ｐ Ｇ Ｍ Ｒ － Ｇ al４
（ 眼 ） を 含 む 。 Ｇ al４ 系 統 の 説 明 と そ の 特 異 的 発 現 パ タ ー ン に つ い て の 記 録 は 、 フ ラ イ ・
ベ ー ス （ http://flybase.bio.indiana.edu） に て 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 種 々 の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 、 本 明 細 書 に 記 載 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ を 作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 前 記 構 築 物 は 、 転 写 さ れ る 領 域 の 上
流 に Ｕ Ａ Ｓ 配 列 を 配 置 す る 、 ｐ Ｕ Ａ Ｓ Ｔ ベ ク タ ー （ Brand and Perrimon, Development 11
8:401－ 415 (1993)） に ク ロ ー ン 化 し た Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ 配 列 を 含 み 得 る 。 こ れ ら 構
築 物 の ハ エ ゲ ノ ム へ の 挿 入 は 、 Ｐ 因 子 組 換 え 、 ホ ボ （ Hobo） 因 子 組 換 え （ Blackman et al
., EMBO J. 8:211－ 217 (1989)） 、 相 同 組 換 え （ Rong and Golic,  Science 288:2013－ 2
018 (2000)ま た は 当 業 者 既 知 の 他 の 標 準 的 技 術 に よ り 起 こ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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　 上 記 検 討 の よ う に 、 異 所 性 に 発 現 し た 遺 伝 子 は 、 特 定 の 生 化 学 的 経 路 の 中 断 に よ り 、 変
化 し た 表 現 型 を 生 じ 得 る 。 同 じ 生 化 学 的 経 路 に お い て 作 用 す る 遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 、 変 化
し た 表 現 型 の 修 飾 を 引 き 起 こ す と 予 期 さ れ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 無 眼 － Ｇ al４ お よ び Ｕ Ａ
Ｓ － Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ の 両 方 を 担 持 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ハ エ を 、 イ ン ス リ ン シ グ
ナ ル 伝 達 経 路 に て 作 用 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る ； こ の 場 合 の 同 定
は 、 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ハ エ と 、 既 知 も し く は 予 測 さ れ る 遺 伝 子 に 突 然 変 異 を 含 む ハ
エ を 交 配 し 、 無 眼 － Ｇ al４ ／ Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ハ エ の 変 化 し た 表
現 型 に つ い て 定 量 的 ま た は 定 性 的 修 飾 を 示 す ハ エ の 交 配 子 孫 を 、 対 照 と 比 較 し て ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と に よ り 行 う 。 こ の よ う に 、 こ の シ ス テ ム は 、 Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ 産 物 の
機 能 の 解 明 、 な ら び に そ れ ら と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る 他 の 遺 伝 子 の 同 定 に 非
常 に 便 利 で あ る 。 ス ク リ ー ン さ れ 得 る 突 然 変 異 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 既 知 遺 伝
子 の 機 能 喪 失 対 立 遺 伝 子 、 欠 失 株 、 Ｐ 因 子 が 生 成 す る 「 エ ン ハ ン サ ー － ト ラ ッ プ 」 株 、 お
よ び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の ゲ ノ ム に Ｇ al４ － 誘 発 性 構 築 物 （ そ の 挿 入 隣 接 位 に お い て 遺 伝 子
の 異 所 性 発 現 を 活 性 化 し 得 る ） を 無 作 為 に 挿 入 す る こ と に よ っ て 生 成 す る 機 能 獲 得 突 然 変
異 な ど を 含 む 。 こ こ で 企 図 す る こ と は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る 遺 伝 子 を
こ の 方 法 で 同 定 す る こ と 、 ま た こ れ ら の 遺 伝 子 を イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常
と 関 係 す る 病 的 症 状 を 処 置 す る た め の 治 療 薬 開 発 の た め の 標 的 と し て 使 用 す る こ と で あ る
。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 方 法 に よ り 同 定 さ れ 、 ま た 本 明 細 書 に 開 示 す る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の ヒ ト 相 同 体 の
核 酸 分 子 は 、 例 え ば 、 標 的 遺 伝 子 調 節 に お い て 有 用 な 標 的 遺 伝 子 ア ン チ セ ン ス 分 子 と し て
、 お よ び ／ ま た は 標 的 遺 伝 子 核 酸 配 列 の 増 幅 反 応 に お け る ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て
、 作 用 し 得 る 。 さ ら に 、 か か る 配 列 は 、 リ ボ ザ イ ム お よ び ／ ま た は 三 重 ら せ ん 配 列 の 一 部
と し て 、 ま た は siＲ Ｎ Ａ ま た は 二 本 鎖 も し く は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 標 的 と し て 使 用 可 能 で あ り
、 遺 伝 子 調 節 に 採 用 す る こ と が で き る 。 な お さ ら に 、 か か る 分 子 は 本 明 細 書 に 開 示 す る よ
う に 、 診 断 キ ッ ト の 成 分 と し て も 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 遺 伝 子 が 、 正 常 ま た は 野 生 型 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 こ の 遺 伝
子 を 用 い て 遺 伝 子 の 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 を 単 離 す る こ と が で き る 。 か か る 単 離 は 、 遺 伝 的
な 根 拠 を 有 す る こ と が 判 明 し て い る 、 ま た は そ の 疑 い の あ る 過 程 お よ び 障 害 に お い て 好 適
で あ る 。 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的
症 状 に 関 連 す る 病 的 症 候 に 寄 与 す る 遺 伝 子 型 を 有 す る こ と の 判 明 し て い る 、 ま た は そ の 疑
い の あ る 個 体 か ら 単 離 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 症 状 と し て は 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 II型 糖 尿 病 ま た は Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 が 含 ま れ る （ Taylor, S.I and Ariogl
uo, E. (1998) J. Basic Clin. Physiol. Pharmacol. 9, 419－ 439） 。 突 然 変 異 対 立 遺 伝
子 お よ び 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 産 物 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 診 断 分 析 シ ス テ ム に 利 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 突 然 変 異 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 当 業 者 周 知 の Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 を 用 い る こ と に よ り 単
離 さ れ 得 る 。 こ の 場 合 、 第 一 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鎖 は 、 オ リ ゴ － ｄ Ｔ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 突 然 変
異 対 立 遺 伝 子 を 担 持 す る と 推 定 さ れ る 個 体 に お い て 発 現 さ れ る こ と が 判 明 し て い る 、 ま た
は そ の 疑 い の あ る 組 織 か ら 単 離 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と に よ り 、 か つ
逆 転 写 酵 素 に よ り 新 し い 鎖 を 伸 長 す る こ と に よ り 合 成 さ れ 得 る 。 次 い で 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 二
鎖 は 、 正 常 遺 伝 子 の ５ ’ 端 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て
合 成 さ れ る 。 こ れ ら ２ つ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 次 い で 生 成 物 を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し 、 適
当 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し 、 当 業 者 周 知 の 方 法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析 に 付 す 。 突 然 変 異
遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 正 常 遺 伝 子 を 比 較 す る こ と に よ り 、 突 然 変 異 遺 伝 子 産 物 の 機 能 の 喪
失 ま た は 変 化 に 関 与 す る 突 然 変 異 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 別 法 と し て 、 ゲ ノ ム ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し 、 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 を 担 持
す る 疑 い の あ る 、 ま た は そ の こ と が 判 明 し て い る 個 体 に お い て 、 興 味 の あ る 遺 伝 子 を 発 現
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し て い る こ と が 判 明 し て い る 、 ま た は そ の 疑 い の あ る 組 織 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ そ れ
ぞ れ を 用 い て ス ク リ ー ン す る こ と が で き る 。 次 い で 、 正 常 遺 伝 子 ま た は そ の 適 当 な フ ラ グ
メ ン ト を 標 識 し 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 相 当 す る 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の プ ロ ー
ブ と し て 使 用 す る 。 次 い で 、 こ の 遺 伝 子 を 含 む ク ロ ー ン を 、 技 術 的 に 日 常 化 し た 方 法 に よ
り 精 製 し 、 さ ら に 上 記 の よ う に 配 列 解 析 に 付 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 さ ら に 、 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 を 担 持 す る 疑 い の あ る 、 ま た は そ の こ と が 判 明 し て い る 個
体 に お い て 、 対 象 の 遺 伝 子 を 発 現 し て い る こ と の 判 明 し て い る 、 ま た は そ の 疑 い の あ る 組
織 か ら 単 離 し た Ｄ Ｎ Ａ ま た は 合 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 し て 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す
る こ と が で き る 。 本 方 法 に お い て は 、 推 定 突 然 変 異 組 織 が 産 生 す る 遺 伝 子 産 物 を 発 現 さ せ
、 下 記 の よ う に 、 標 準 的 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 正 常 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 作 製 し た 抗 体
と と も に 使 用 し 、 選 抜 す る こ と が で き る 。 （ ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に つ い て の 参 照 例 ： Harl
ow, E. and Lane, eds., 1988, 「 Antibodies: A Laboratory Manual」 , Cold Spring Ha
rbor Press, Cold Spring Harbor） 。 突 然 変 異 が 変 化 し た 機 能 を 有 す る 発 現 遺 伝 子 産 物 を
生 じ る 場 合 （ 例 え ば 、 ミ ス セ ン ス 突 然 変 異 の 結 果 と し て ） 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の セ ッ ト
は 突 然 変 異 遺 伝 子 産 物 と 交 差 反 応 す る 可 能 性 が 高 い 。 か か る 標 識 抗 体 と の 反 応 に よ り 検 出
さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー ク ロ ー ン は 精 製 可 能 で あ り 、 上 記 の よ う に 配 列 解 析 に 付 す こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 配 列
を 含 ん で な る 核 酸 、 ま た は そ の 機 能 的 誘 導 体 は 、 正 常 な 生 体 機 能 、 例 え ば 、 正 常 な イ ン ス
リ ン を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 促 進 す る た め に 遺 伝 子 療 法 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。 遺
伝 子 療 法 と は 、 対 象 に 核 酸 を 投 与 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 治 療 法 を 示 す 。 本 発 明 の こ の
態 様 に お い て 、 核 酸 は そ の エ ン コ ー ド す る タ ン パ ク 質 を 産 生 し 、 そ れ が 正 常 な イ ン ス リ ン
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 促 進 す る こ と に よ っ て 治 療 効 果 を 仲 介 す る 。
　 技 術 分 野 に て 利 用 可 能 な 任 意 の 遺 伝 子 療 法 を 、 本 発 明 方 法 に よ り 使 用 し 得 る 。 例 示 と な
る 方 法 を 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 好 適 な 局 面 に お い て 、 該 治 療 薬 は 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 核 酸 を 含 ん で
な り 、 該 核 酸 は 適 切 な 宿 主 に お い て 表 ４ ま た は 表 ５ の タ ン パ ク 質 あ る い は そ の フ ラ グ メ ン
ト も し く は キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 で あ る 。 取 分 け 、 か か る 核 酸
は 、 表 ４ ま た は 表 ５ の タ ン パ ク 質 の コ ー ド 領 域 に 操 作 可 能 に 連 結 す る プ ロ モ ー タ ー を 有 し
、 当 該 プ ロ モ ー タ ー は 誘 発 性 ま た は 構 成 性 で あ り 、 オ プ シ ョ ン と し て 組 織 特 異 的 で あ る 。
も う 一 つ の 特 定 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 は 、 表 ４ ま た は 表 ５ の タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 お
よ び 他 の 所 望 の 配 列 が 、 ゲ ノ ム の 所 望 部 位 に て 相 同 性 組 換 え を 促 進 す る 領 域 で 挟 ま れ た 核
酸 と し て 使 用 さ れ 、 結 果 と し て 表 ４ ま た は 表 ５ の 核 酸 を 染 色 体 内 で 発 現 さ せ る （ Koller a
nd Smithies, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932－ 8935; Zijlstra et al., 19
89, Nature 342:435－ 438） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 該 核 酸 を 患 者 に 送 達 す る に は 、 直 接 的 に 行 う か （ こ の 場 合 は 患 者 を 核 酸 ま た は 核 酸 担 持
ベ ク タ ー に 直 接 接 触 さ せ る ） 、 ま た は 間 接 的 に 行 う （ こ の 場 合 に は イ ン ビ ト ロ で 細 胞 を 核
酸 に よ り 形 質 転 換 し 、 次 い で 患 者 に 移 植 す る ） 。 こ れ ら ２ つ の 方 法 は 、 そ れ ぞ れ イ ン ビ ボ
ま た は エ キ ソ ビ ボ 遺 伝 子 療 法 と し て 知 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て は 、 前 記 核 酸 は イ ン ビ ボ で 直 接 投 与 さ れ 、 こ れ に よ り エ ン コ ー ド さ
れ た 産 物 を 産 生 す る た め に 発 現 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 技 術 上 既 知 の 様 々 な 方 法 、 例 え ば 、
そ れ を 適 切 な 核 酸 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 構 築 し 、 そ れ を 細 胞 内 に 存 在 す る よ う に 投 与
す る こ と に よ り 、 例 え ば 、 欠 陥 も し く は 減 弱 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー
を 用 い て 感 染 さ せ る こ と に よ り （ 参 照 例 ： 米 国 特 許 第 ４ ,９ ８ ０ ,２ ８ ６ 号 公 報 お よ び そ の
他 の 後 記 文 献 ） 、 ま た は む き 出 し の Ｄ Ｎ Ａ を そ の ま ま 注 射 す る こ と に よ り 、 ま た は 微 粒 子
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衝 撃 を 使 用 す る こ と に よ り （ 例 ： 遺 伝 子 銃 、 バ イ オ リ ス テ ィ ッ ク （ Biolistic） 、 デ ュ ポ
ン ） 、 ま た は 脂 質 も し く は 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー も し く は 形 質 移 入 剤 で の コ ー テ ィ ン グ 、 リ
ポ ソ ー ム 、 微 粒 子 も し く は マ イ ク ロ カ プ セ ル へ の 被 膜 包 埋 な ど に よ り 、 ま た は 核 に 侵 入 す
る こ と の 判 明 し て い る ペ プ チ ド に 連 結 し て 投 与 す る こ と に よ り 、 ま た は レ セ プ タ ー を 介 し
た エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 受 け や す い リ ガ ン ド に 連 結 し て 投 与 す る こ と な ど に よ り 、 実 施 さ
れ 得 る （ 参 照 例 ： 米 国 特 許 第 ５ ,１ ６ ６ ,３ ２ ０ ； ５ ,７ ２ ８ ,３ ９ ９ ； ５ ,８ ７ ４ ,２ ９ ７ ；
お よ び ６ ,０ ３ ０ ,９ ５ ４ 号 公 報 ； こ れ ら は す べ て そ の 全 文 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と
す る ） （ こ れ ら は 該 レ セ プ タ ー を 特 異 的 に 発 現 す る 細 胞 型 を 標 的 と す る た め に 使 用 さ れ 得
る ） 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て は 、 核 酸 － リ ガ ン ド 複 合 体 を 形 成 し 得 、 こ の 複 合 体 に お け
る リ ガ ン ド は 、 融 合 誘 導 ウ イ ル ス 性 ペ プ チ ド を 含 み 、 エ ン ド ソ ー ム を 分 裂 さ せ て 核 酸 の リ
ソ ソ ー ム 分 解 を 回 避 す る 。 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 前 記 核 酸 は 特 定 レ セ プ タ ー を
標 的 と す る こ と に よ り 、 細 胞 特 異 的 取 り 込 み お よ び 発 現 に 対 し イ ン ビ ボ で 標 的 化 す る こ と
が で き る （ 参 照 例 ： Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ６ １ ８ ０ ； Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ３ １ ６ ； Ｗ Ｏ ９ ３
／ １ ４ １ ８ ８ ； お よ び Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ２ ０ ２ ２ １ 号 公 報 ） 。 別 法 と し て 、 前 記 核 酸 を 細 胞 内 に
導 入 し 、 相 同 組 換 え に よ り 発 現 さ せ る た め に 宿 主 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ 内 に 取 り 込 ま せ る こ と が で き
る （ 参 照 例 ： 米 国 特 許 第 ５ ,４ １ ３ ,９ ２ ３ ； ５ ,４ １ ６ ,２ ６ ０ ； お よ び ５ ,５ ７ ４ ,２ ０ ５
号 公 報 ; Zijlstra et al., 1989, Nature 342:435－ 438） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て は 、 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ウ
イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る 。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る （
参 照 例 ： 米 国 特 許 第 ５ ,２ １ ９ ,７ ４ ０ ； ５ ,６ ０ ４ ,０ ９ ０ ； お よ び ５ ,８ ３ ４ ,１ ８ ２ 号 公
報 ） 。 こ れ ら の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の パ ッ ケ ー ジ ン グ と 宿 主 細 胞
Ｄ Ｎ Ａ へ の 組 み 込 み に 必 要 の な い レ ト ロ ウ イ ル ス 配 列 を 除 去 す る た め に 修 飾 さ れ て い る 。
遺 伝 子 療 法 に 使 用 さ れ る 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 核 酸 を 、 ベ ク タ ー に ク ロ
ー ン 化 し 、 患 者 に 対 し て の 遺 伝 子 送 達 を 容 易 に す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 遺 伝 子 療 法 に 使 用 さ れ 得 る そ の 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。 ア デ
ノ ウ イ ル ス は 特 に 、 呼 吸 器 系 上 皮 細 胞 に 遺 伝 子 を 送 達 す る た め の 魅 力 的 な ビ ヒ ク ル で あ る
。 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 呼 吸 器 官 上 皮 細 胞 に 自 然 に 感 染 し 、 そ こ で 軽 度 の 疾 患 を 引 き 起 こ す
。 ア デ ノ ウ イ ル ス に も と づ く 送 達 系 の 他 の 標 的 は 、 肝 臓 、 中 枢 神 経 系 、 内 皮 細 胞 、 お よ び
筋 肉 で あ る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 非 分 裂 細 胞 に 感 染 し 得 る と い う 利 点 を も つ 。 ア デ ノ ウ イ
ル ス に も と づ く 遺 伝 子 療 法 を 実 施 す る た め の 方 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ,８
２ ４ ,５ ４ ４ ； ５ ,８ ６ ８ ,０ ４ ０ ； ５ ,８ ７ １ ,７ ２ ２ ； ５ ,８ ８ ０ ,１ ０ ２ ； ５ ,８ ８ ２ ,８
７ ７ ； ５ ,８ ８ ５ ,８ ０ ８ ； ５ ,９ ３ ２ ,２ １ ０ ； ５ ,９ ８ １ ,２ ２ ５ ； ５ ,９ ９ ４ ,１ ０ ６ ； ５
,９ ９ ４ ,１ ３ ２ ； ５ ,９ ９ ４ ,１ ３ ４ ； ６ ,０ ０ １ ,５ ５ ７ ； お よ び ６ ,０ ３ ３ ,８ ８ ４ ３ 号 公
報 に 記 載 が あ る ； こ れ ら の す べ て に つ い て そ の 全 文 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ ） も ま た 、 遺 伝 子 療 法 で の 使 用 に 関 し て 提 案 さ れ て い る 。
Ａ Ａ Ｖ の 調 製 法 お よ び 利 用 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ,１ ７ ３ ,４ １ ４ ； ５ ,２
５ ２ ,４ ７ ９ ； ５ ,５ ５ ２ ,３ １ １ ； ５ ,６ ５ ８ ,７ ８ ５ ； ５ ,７ ６ ３ ,４ １ ６ ； ５ ,７ ７ ３ ,２
８ ９ ； ５ ,８ ４ ３ ,７ ４ ２ ； ５ ,８ ６ ９ ,０ ４ ０ ； ５ ,９ ４ ２ ,４ ９ ６ ； お よ び ５ ,９ ４ ８ ,６ ７
５ 号 公 報 に 記 載 が あ る ； こ れ ら の す べ て に つ い て そ の 全 文 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と
す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 遺 伝 子 療 法 の も う 一 つ の 方 法 は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸
カ ル シ ウ ム を 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は ウ イ ル ス 感 染 な ど の 方 法 に よ る 組 織 培
養 に お け る 細 胞 へ 遺 伝 子 を 転 移 さ せ る こ と を 伴 う 。 通 常 、 転 移 方 法 は 、 選 択 可 能 な マ ー カ
ー を 細 胞 に 転 移 さ せ る こ と を 含 む 。 次 い で 、 細 胞 を 選 択 条 件 下 に 置 き 、 転 移 を 取 り 込 み 、
そ の 転 移 さ れ た 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 単 離 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の 細 胞 を 患 者 に 送 達 す
る 。
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【 ０ ０ ７ ５ 】
　 得 ら れ る 組 換 え 細 胞 は 、 技 術 上 既 知 の 様 々 な 方 法 で 患 者 に 送 達 さ れ 得 る 。 好 適 な 態 様 に
お い て は 、 上 皮 細 胞 を 、 例 え ば 、 皮 下 に 注 射 す る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て は 、 組 換 え 皮
膚 細 胞 を 皮 膚 移 植 片 と し て 患 者 に 適 用 す る 。 組 換 え 血 液 細 胞 （ 例 ； 造 血 幹 細 胞 ま た は 始 原
細 胞 ） は 、 好 ま し く は 静 脈 内 投 与 さ れ る 。 使 用 し よ う と す る 場 合 の 細 胞 量 は 所 望 の 効 果 、
患 者 の 状 態 な ど に 依 存 す る が 、 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 遺 伝 子 療 法 を 目 的 と し て 核 酸 を 導 入 し 得 る 細 胞 は 、 所 望 の 利 用 可 能 な 細 胞 型 を 包 含 し 、
限 定 さ れ る も の で は な い が 、 上 皮 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 角 化 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 筋 肉 細 胞 、 肝
細 胞 ； Ｔ リ ン パ 球 、 Ｂ リ ン パ 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 巨 核 球 、 顆 粒 球 な ど の
血 液 細 胞 ； 種 々 の 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 、 特 に 造 血 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 、 例 え ば 、 骨 髄
、 臍 帯 血 、 末 梢 血 、 胎 児 肝 臓 な ど か ら 得 ら れ る 細 胞 を 含 む 。
　 好 適 な 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 療 法 に 使 用 す る 細 胞 は 患 者 に 対 し て 自 己 由 来 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 遺 伝 子 療 法 に 組 換 え 細 胞 を 使 用 す る 態 様 に お い て は 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ポ リ ペ プ
チ ド の 核 酸 を 細 胞 に 導 入 し 、 そ の 細 胞 ま た は そ の 子 孫 が ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 得 る よ う に
し 、 次 い で そ の 組 換 え 細 胞 を 治 療 効 果 を 求 め て イ ン ビ ボ で 投 与 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て
は 、 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 を 使 用 す る 。 イ ン ビ ボ で 単 離 維 持 し 得 る 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は
始 原 細 胞 を 、 潜 在 的 に 本 発 明 の 態 様 に 従 っ て 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る 幹 細 胞 は 、 限
定 さ れ る も の で は な い が 、 造 血 幹 細 胞 （ Ｈ Ｓ Ｃ ） 、 皮 膚 お よ び 腸 管 内 層 な ど の 上 皮 組 織 の
幹 細 胞 、 胎 児 心 筋 細 胞 、 肝 幹 細 胞 （ 参 照 例 ： Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ８ ５ ９ ８ ） 、 お よ び 神 経 幹 細 胞
（ Stemple and Anderson, 1992, Cell 71:973－ 985） を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 上 皮 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ Ｃ ） ま た は 角 化 細 胞 を 、 既 知 方 法 に よ り 皮 膚 お よ び 腸 管 内 層 な ど の 組
織 か ら 得 る こ と が で き る （ Rheinwald, 1980, Meth. Cell Bio. 21A:229） 。 皮 膚 な ど の 重
層 上 皮 組 織 で は 、 胚 層 内 で 幹 細 胞 の 有 糸 分 裂 に よ り 再 生 が 起 こ る ； 前 記 層 は 基 底 層 に 密 接
し て い る 。 腸 管 内 層 内 の 幹 細 胞 は こ の 組 織 の 迅 速 な 再 生 速 度 を 提 供 す る 。 患 者 ま た は ド ナ
ー か ら の 皮 膚 ま た は 腸 管 内 層 か ら 得 ら れ る Ｅ Ｓ Ｃ ま た は 角 化 細 胞 は 、 組 織 培 養 で 増 殖 し 得
る （ Pittelkow and Scott, 1986, Mayo Clinic Proc. 61:771） 。 Ｅ Ｓ Ｃ が ド ナ ー に よ っ
て 提 供 さ れ る 場 合 、 宿 主 対 移 植 片 の 反 応 性 を 抑 制 す る 方 法 （ 例 ： 緩 和 な 免 疫 抑 制 を 促 進 す
る た め の 照 射 、 薬 物 ま た は 抗 体 投 与 ） も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 造 血 幹 細 胞 （ Ｈ Ｓ Ｃ ） に 関 し て は 、 Ｈ Ｓ Ｃ の イ ン ビ ト ロ で の 単 離 、 増 殖 、 お よ び 維 持 に
備 え る 何 ら か の 方 法 を 、 本 発 明 の こ の 態 様 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ を 達 成 し
得 る 技 術 は 、 （ ａ ） 将 来 の 宿 主 、 ま た は ド ナ ー か ら 単 離 し た 骨 髄 細 胞 由 来 の Ｈ Ｓ Ｃ 培 養 物
を 単 離 お よ び 確 立 す る こ と ； ま た は （ ｂ ） 同 種 異 系 ま た は 異 種 系 で あ り 得 る す で に 確 立 し
た 長 期 Ｈ Ｓ Ｃ 培 養 物 を 使 用 す る こ と ； を 含 む 。 非 自 己 由 来 Ｈ Ｓ Ｃ は 、 好 ま し く は 将 来 の 宿
主 ／ 患 者 の 移 植 免 疫 反 応 を 抑 制 す る 方 法 と 組 合 せ て 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に
お い て 、 ヒ ト 骨 髄 細 胞 は 針 吸 引 に よ り 後 部 腸 骨 稜 か ら 得 ら れ 得 る （ 参 照 例 ： Kodo et al.,
 1984, J. Clin. Invest. 73:1377－ 1384） 。 本 発 明 の 好 適 な 態 様 に お い て 、 Ｈ Ｓ Ｃ は 高
濃 度 で 、 ま た は 実 質 的 に 純 粋 な 形 状 で 調 製 さ れ 得 る 。 濃 厚 化 は 長 期 培 養 の 前 、 そ の 間 、 ま
た は そ の 後 に 実 施 可 能 で あ り 、 技 術 分 野 上 既 知 の 技 術 に よ り 実 施 さ れ 得 る 。 骨 髄 細 胞 の 長
期 培 養 は 、 例 え ば 、 改 良 デ ク ス タ ー （ Dexter） 細 胞 培 養 法 （ Dexter et al., 1977, J. Ce
ll Physiol. 91:335） ま た は ウ イ ッ ト ロ ッ ク － ウ イ ッ ト （ Witlock－ Witte） 培 養 法 （ Witl
ock and Witte, 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:3608－ 3612） に よ り 確 立 さ れ 維
持 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 療 法 を 目 的 と し て 導 入 さ れ る 核 酸 は 、 コ ー ド 領 域 に 操 作 可
能 に 連 結 す る 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で な り 、 そ の 結 果 、 適 切 な 転 写 イ ン デ ュ ー サ
ー の 有 無 を 制 御 す る こ と に よ り 核 酸 の 発 現 が 制 御 可 能 と な る 。
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【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状
を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 の タ ン パ ク 質 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に 投 与
す る こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。 一 態 様 に お い て 、 前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー は 当 該 タ ン パ ク 質 に
対 す る １ 種 以 上 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 こ こ で 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン
ト は 、 当 該 対 象 に お け る 当 該 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 を 阻 害 し 得 る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 明 細 書 に は 、 １ つ 以 上 の 異 な っ て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 し 得 る
抗 体 の 製 造 法 が 記 載 さ れ て い る 。 か か る 抗 体 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ｍ Ａ b） 、 ヒ ト 化 ま た は キ メ ラ 化 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Ｆ a
bフ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ (ab’ )２ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ ab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り 産 生 さ れ る フ ラ
グ メ ン ト 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ （ anti－ Id） 抗 体 、 お よ び 上 記 い ず れ か の エ ピ ト ー プ 結 合 フ
ラ グ メ ン ト を 含 む 。 か か る 抗 体 は 、 例 え ば 、 生 体 サ ン プ ル 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 検 出 に て
、 あ る い は タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 の 阻 害 方 法 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 か か る 抗
体 は 疾 患 処 置 法 の 一 部 と し て 利 用 さ れ 得 、 お よ び ／ ま た は 診 断 技 術 の 一 部 と し て 使 用 可 能
で あ り 、 そ れ に よ っ て 例 え ば 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 レ ベ ル に つ い
て 、 ま た は こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 形 状 の 存 在 に つ い て 、 患 者 を テ ス ト す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 生 産 の た め に は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド ま
た は そ の 一 部 を 注 射 す る こ と に よ り 種 々 の 宿 主 動 物 を 免 疫 す る こ と が で き る 。 か か る 宿 主
動 物 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ほ ん の 一 部 を 例 示 す れ ば 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ヤ ギ 、
ニ ワ ト リ お よ び ラ ッ ト を 含 む 。 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 し 、 宿 主 の 種 に 対 応 し て 免 疫 応
答 を 上 昇 さ せ る こ と が で き る ； そ の 例 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 フ ロ イ ン ト （ Freu
nd's） （ 完 全 お よ び 不 完 全 ） 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の 鉱 質 ゲ ル 、 リ ソ レ シ チ ン な ど の
界 面 活 性 物 質 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ イ ル エ マ ル ジ ョ ン
、 ス カ シ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 お よ び Ｂ Ｃ Ｇ （ カ ル メ ッ ト － ゲ ラ ン ウ
シ 型 結 核 菌 ） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル ブ ム （ Corynebacterium parvum） な ど の 潜
在 的 に 有 用 な ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 な ど の 抗 原 、 ま た は そ の 抗 原 性 機 能 的 誘 導 体 で
免 疫 し た 動 物 の 血 清 に 由 来 す る 抗 体 分 子 の 不 均 一 な 集 団 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生
産 の た め に は 、 上 記 の よ う な 宿 主 動 物 を 、 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分
を 、 上 記 の ア ジ ュ バ ン ト と と も に 注 射 に よ り 免 疫 す る と よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 特 定 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 均 一 な 集 団 で あ り 、 連 続 的 な 細 胞 株
培 養 に よ り 抗 体 分 子 を 生 産 す る た め の 技 術 に よ り 取 得 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は
、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 コ ー ラ ー と ミ ル シ ュ タ イ ン の ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Kohler a
nd Milstein, 1975, Nature 256:495－ 497; 米 国 特 許 第 ４ ,３ ７ ６ ,１ １ ０ 号 公 報 ） 、 ヒ ト
Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kosbor et al., 1983, Immunology Today 4:72; Cole et al
., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026－ 2030） 、 お よ び Ｅ Ｂ Ｖ ハ イ ブ リ ド ー マ
技 術 （ Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Alan R. Liss,
 Inc., pp. 77－ 96） を 含 む 。 か か る 抗 体 は 、 Ｉ gＧ 、 Ｉ gＭ 、 Ｉ gＥ 、 Ｉ gＡ 、 Ｉ gＤ お よ び
そ の サ ブ ク ラ ス を 包 含 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の も の で あ る 。 本 発 明 の ｍ Ａ bを 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 培 養 し 得 る 。 イ ン ビ ボ で の 高 力 価 ｍ Ａ
bの 生 産 は こ の 方 法 を 現 在 の 好 適 な 生 産 方 法 と す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 さ ら に 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 の 生 産 用 に 開 発 さ れ た 技 術 （ Morrison et al., 1984, Proc. N
atl. Acad. Sci., 81:6851－ 6855; Neuberger et al., 1984, Nature, 312:604－ 608; Ta
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keda et al., 1985, Nature, 314:452－ 454） 、 す な わ ち 、 適 切 な 抗 原 特 異 性 の マ ウ ス 抗
体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 を 、 適 切 な 生 物 活 性 を 有 す る ヒ ト 抗 体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 と 一 緒 に ス プ
ラ イ シ ン グ す る 方 法 が 使 用 さ れ 得 る 。 キ メ ラ 抗 体 は 異 な る 部 分 が 異 な る 動 物 種 に 由 来 す る
分 子 で あ り 、 例 え ば 、 マ ウ ス ｍ Ａ bの 可 変 領 域 も し く は 超 可 変 領 域 、 お よ び ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 定 常 領 域 を 有 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 別 法 と し て 、 一 本 鎖 抗 体 の 調 製 に つ い て の 記 載 が あ る （ 米 国 特 許 第 4,946,778号 公 報 ； B
ird, 1988, Science 242:423－ 426; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 85:5879－ 5883; and Ward et al., 1989, Nature 334:544－ 546） ； こ の 方 法 を 適 用 し て
、 差 次 的 発 現 遺 伝 子 － 一 本 鎖 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 一 本 鎖 抗 体 は 、 Ｆ v領 域 の 重
鎖 フ ラ グ メ ン ト と 軽 鎖 フ ラ グ メ ン ト を ア ミ ノ 酸 架 橋 を 介 し て 連 結 し 、 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド
と す る こ と に よ り 形 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 「 ヒ ト 化 抗 体 」 の 生 産 に 有 用 な 技 術 を 、 本 明 細 書 に 開 示 し た ポ リ ペ プ
チ ド 、 フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 、 お よ び 機 能 的 等 価 物 に 対 す る 抗 体 を 製 造 す る た め に 適 用 す
る こ と が で き る 。 か か る 技 術 は 以 下 に 開 示 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第 ５ ,９ ３ ２ ,４ ４ ８ ； ５
,６ ９ ３ ,７ ６ ２ ； ５ ,６ ９ ３ ,７ ６ １ ； ５ ,５ ８ ５ ,０ ８ ９ ； ５ ,５ ３ ０ ,１ ０ １ ； ５ ,９ １ ０ ,
７ ７ １ ； ５ ,５ ６ ９ ,８ ２ ５ ； ５ ,６ ２ ５ ,１ ２ ６ ； ５ ,６ ３ ３ ,４ ２ ５ ； ５ ,７ ８ ９ ,６ ５ ０ ；
５ ,５ ４ ５ ,５ ８ ０ ； ５ ,６ ６ １ ,０ １ ６ ； お よ び ５ ,７ ７ ０ ,４ ２ ９ 号 公 報 ； こ れ ら の す べ て
に つ い て そ の 全 文 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 特 定 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 既 知 技 術 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 例 え
ば 、 か か る フ ラ グ メ ン ト は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 抗 体 分 子 を ペ プ シ ン 消 化 す る こ
と に よ っ て 調 製 さ れ 得 る Ｆ (ab’ )２ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ (ab’ )２ フ ラ グ メ ン ト の ジ ス ル フ ィ
ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ り 生 成 さ れ 得 る Ｆ abフ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 あ る い は 、 Ｆ ab発 現
ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し （ Huse et al., 1989, Science, 246:1275－ 1281） 、 所 望 の 特 異 性
を も つ モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｆ abフ ラ グ メ ン ト を 迅 速 か つ 容 易 に 同 定 し 得 る よ う に す る こ と も で
き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 に て 検 討 し た よ う に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 生 体 サ ン プ ル 中 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開
示 し た タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 検 出 す る 診 断 キ ッ ト に 、 な ら び に イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路
の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症 状 に 罹 患 し て い る 対 象 を 診 断 す る 方 法 に 、 好 適 に 使 用 さ れ 得
る ； 該 対 象 は 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 し た タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質
に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー で の 処 置 に 適 当 な 候 補 で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 当 該 検 出 工 程 は
当 該 適 し た 組 織 細 胞 （ 例 ： 生 体 サ ン プ ル ） と 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ
ラ グ メ ン ト に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 接 触 さ せ 、 当 該 抗 体 と 当 該 適 し た 組 織 、 細 胞 も し く
は サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド と の 特 異 的 な 結 合 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ に ポ リ ペ プ チ
ド に 対 す る 特 異 的 結 合 が 検 出 さ れ た 場 合 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ
の フ ラ グ メ ン ト が 存 在 す る こ と を 示 す と す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 検 出 の 容 易 さ の た め に 特 に 好 適 な の は 、 サ ン ド イ ッ チ 分 析 で あ る が 、 こ の 分 析 に は 多 く
の 変 法 が 存 在 し 、 そ の す べ て を 本 発 明 が 包 含 す る も の と す る 。 例 え ば 、 典 型 的 な フ ォ ワ ー
ド 分 析 で は 、 非 標 識 抗 体 を 固 体 基 体 に 固 相 化 し 、 試 験 す べ き サ ン プ ル を 結 合 し た 分 子 と 接
触 さ せ る 。 適 当 な 時 間 、 す な わ ち 、 抗 体 － 抗 原 二 成 分 複 合 体 の 形 成 を 可 能 と す る 十 分 な 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 時 点 で 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 誘 発 し 得 る レ ポ ー タ ー 分 子 で
標 識 し た 第 二 抗 体 を 加 え 、 抗 体 － 抗 原 － 標 識 抗 体 の 三 成 分 複 合 体 を 形 成 す る の に 十 分 な 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 未 反 応 物 質 を 洗 い 流 し 、 シ グ ナ ル を 観 察 し て 抗 原 の 存 在 を 判 定 す
る か 、 ま た は 既 知 量 の 抗 原 を 含 む 対 照 サ ン プ ル と 比 較 す る こ と に よ り 定 量 さ れ 得 る 。 フ ォ
ワ ー ド 分 析 の 変 法 と し て は 、 サ ン プ ル と 抗 体 の 両 方 を 同 時 に 結 合 し た 抗 体 に 加 え る 同 時 分
析 法 、 ま た は 標 識 し た 抗 体 と 試 験 す べ き サ ン プ ル を 先 ず 組 合 せ て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ
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を 非 標 識 表 面 結 合 抗 体 に 加 え る リ バ ー ス 分 析 法 を 含 む 。 こ れ ら の 技 術 は 当 業 者 周 知 で あ り
、 僅 か な 変 更 が 可 能 で あ る こ と は 容 易 に 分 か る 。 本 明 細 書 に て 使 用 す る 場 合 、 「 サ ン ド イ
ッ チ 分 析 」 に は 基 本 的 な ２ サ イ ト 法 に 基 づ く す べ て の 変 法 を 包 含 す る も の と す る 。 本 発 明
の 免 疫 分 析 に と っ て 唯 一 の 制 限 フ ァ ク タ ー は 、 標 識 抗 体 が 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ リ ペ プ チ ド
ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に 特 異 的 な 抗 体 で な け れ ば な ら な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ の 型 の 分 析 で 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る レ ポ ー タ ー 分 子 は 、 酵 素 、 発 蛍 光 団 ま た は 放 射
性 核 種 を 含 む 分 子 で あ る 。 酵 素 免 疫 分 析 の 場 合 、 酵 素 は 通 常 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド ま た は
過 ヨ ウ 素 酸 に よ り 第 二 抗 体 に 結 合 さ れ る 。 し か し 、 容 易 に 認 め う る よ う に 、 多 様 な 異 な る
連 結 技 術 が 存 在 し 、 そ れ は 当 業 者 周 知 で あ る 。 一 般 的 に 使 用 さ れ る 酵 素 は 、 特 に 、 西 洋 わ
さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ベ ー タ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ お よ び ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 む 。 特 定 の 酵 素 と と も に 使 用 さ れ る 基 質 は 、 対 応 す る 酵 素 に よ っ
て 水 解 さ れ 、 検 出 可 能 な 色 変 化 を 生 じ る よ う に 一 般 に 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 リ ン 酸 ｐ － ニ
ト ロ フ ェ ニ ル は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 接 合 体 と の 使 用 に 適 当 で あ り ； ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
接 合 体 の 場 合 は 、 １ ,２ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ま た は ト ル イ ジ ン が 共 通 し て 使 用 さ れ る 。
発 蛍 光 基 質 を 採 用 す る こ と も 可 能 で あ り 、 こ の 場 合 は 上 記 の 色 素 原 基 質 よ り も む し ろ 蛍 光
産 物 を 生 じ る 。 次 い で 適 し た 基 質 含 有 溶 液 を 三 級 複 合 体 に 加 え る 。 前 記 基 質 は 、 第 二 抗 体
に 連 結 さ れ た 酵 素 と 反 応 し 、 定 量 的 に 可 視 シ グ ナ ル を 生 じ る ； こ れ を さ ら に 分 光 光 度 法 に
よ り 定 量 し て 、 血 清 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 評 価 す る
。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 あ る い は 、 フ ル オ レ セ イ ン お よ び ロ ー ダ ミ ン な ど の 蛍 光 化 合 物 を 、 そ の 結 合 能 を 変 え る
こ と な く 抗 体 に 化 学 的 に カ ッ プ ル 結 合 さ せ る 。 特 定 の 波 長 光 の 照 射 に よ り 活 性 化 す る と 、
蛍 光 色 素 標 識 抗 体 は 光 エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し 、 前 記 分 子 の 励 起 状 態 を 誘 発 し 、 次 い で 特 徴 的
な 長 波 長 の 光 を 発 す る 。 発 光 は 光 学 顕 微 鏡 に よ り 目 視 検 出 可 能 な 特 徴 的 な 色 と し て 現 れ る
。 免 疫 蛍 光 法 と Ｅ Ｉ Ａ 技 術 は 共 に 、 技 術 分 野 上 十 分 に 確 立 さ れ て お り 、 本 発 明 に と っ て 特
に 好 適 で あ る 。 し か し 、 他 の レ ポ ー タ ー 分 子 、 例 え ば 、 放 射 同 位 体 、 化 学 発 光 ま た は 生 物
発 光 分 子 を 採 用 す る こ と も で き る 。 当 業 者 に は 必 要 な 用 途 に 合 わ せ て 操 作 を ど の よ う に 変
え る べ き か 容 易 に 分 か る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は ま た 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 し た タ ン パ ク 質 の 発 現 を 核 酸 レ ベ ル
で 阻 害 す る 物 質 を 含 ん で な る 。 か か る 分 子 は リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 三 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 siＲ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 二 本 鎖 も し く は 一 本
鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 含 み 、 か か る タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 核 酸 の 適 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 向
け た も の で あ る 。 こ れ ら の 阻 害 性 分 子 は 、 当 業 者 に よ り 不 当 な 負 担 ま た は 実 験 な し に 常 套
の 技 術 を 用 い て 創 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 発 現 の 変 更 （ 例 ： 阻 害 ） は 、 本 明 細 書 に て
検 討 し た ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 の 制 御 領 域 、 す な わ ち 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ
ン ハ ン サ ー 、 お よ び イ ン ト ロ ン に 対 す る ア ン チ セ ン ス 分 子 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 設 計 す
る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 転 写 開 始 部 位 、 例 え ば 、 開 始 部 位 の － １ ０ と ＋
１ ０ 位 置 の 間 の 部 位 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。 そ れ に も か
か わ ら ず 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 最 も 強 く ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る も の を 創 製 す る た め に は 、 遺 伝 子 の
全 領 域 を ア ン チ セ ン ス 分 子 を 設 計 す る た め に 用 い て よ く 、 ま た か か る 適 当 な ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 製 造 し 、 か つ 当 業 者 の 熟 知 す る 標 準 的 分 析 手 法 に よ り 同 定 す る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 同 様 に 、 遺 伝 子 発 現 の 阻 害 は 「 三 重 ら せ ん 」 塩 基 対 合 方 法 を 用 い て も 達 成 さ れ 得 る 。 三
重 ら せ ん 対 合 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 、 ま た は 調 節 分 子 が 結 合 す る た め に 十 分 に 開 く
た め の 二 重 ら せ ん の 能 力 を 阻 害 す る た め に 有 用 で あ る 。 三 重 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 す る 最 近 の 治 療
薬 の 進 歩 は 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ Gee, J.E. et al. (1994) In: Huber, B.E. and B. I
. Carr, Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co., Mt. Kisco, 
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N.Y.） 。 こ れ ら の 分 子 は ま た 、 転 写 産 物 が リ ボ ソ ー ム に 結 合 す る の を 防 止 す る こ と に よ り
、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 遮 断 す る よ う に 設 計 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 リ ボ ザ イ ム 、 酵 素 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 、 Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 切 断 を 触 媒 す る こ と に よ り 遺 伝 子 発 現
を 阻 害 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 リ ボ ザ イ ム の 作 用 メ カ ニ ズ ム は 、 リ ボ ザ イ ム 分 子 が 相
補 性 の 標 的 Ｒ Ｎ Ａ に 配 列 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し 、 次 い で エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る
切 断 を 伴 う 。 使 用 し 得 る 例 と し て は 、 工 学 的 に 調 製 し た 「 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 」 ま た は 「 ヘ
ア ピ ン 」 モ チ ー フ リ ボ ザ イ ム 分 子 を 含 み 、 遺 伝 子 配 列 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 切 断 を
特 異 的 か つ 効 率 的 に 触 媒 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 可 能 性 の あ る Ｒ Ｎ Ａ 標 的 内 の
特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 以 下 の 配 列 ： Ｇ Ｕ Ａ 、 Ｇ Ｕ Ｕ お よ び Ｇ Ｕ Ｃ を 含 む リ ボ ザ イ
ム 切 断 部 位 に つ い て 標 的 分 子 を 走 査 す る こ と に よ り ま ず 同 定 さ れ る 。 同 定 し た 後 、 切 断 部
位 を 含 む 標 的 遺 伝 子 の 領 域 に 相 当 す る １ ５ 個 な い し ２ ０ 個 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 短 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ 配 列 に つ い て 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 実 施 不 可 能 と し 得 る 二 次 構 造 の 特 徴 を 評 価 す る
こ と が で き る 。 候 補 標 的 の 適 合 性 も ま た 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 分 析 を 用 い て 、 相 補 性 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の し 易 さ に つ い て 試 験 す る こ と に よ り 評 価 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 リ ボ ザ イ ム 法 は 、 細 胞 を リ ボ ザ イ ム に 暴 露 す る か 、 ま た は か か る 小 Ｒ Ｎ Ａ リ ボ ザ イ ム 分
子 の 細 胞 中 で の 発 現 を 誘 発 す る こ と を 含 む （ Grassi and Marini, 1996, Annals of Medic
ine 28: 499－ 510; Gibson, 1996, Cancer and Metastasis Reviews 15: 287－ 299） 。 本
明 細 書 に て 検 討 し た 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 つ に 相 当 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 標 的 と し た ハ ン
マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム お よ び ヘ ア ピ ン 型 リ ボ ザ イ ム の 細 胞 内 発 現 を 利 用 し て 、 前 記 遺 伝
子 に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 阻 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 、 リ ボ ザ イ ム 配 列 を 取 り 込 む Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 形 状 で 、 細 胞 に
直 接 送 達 さ れ る か 、 ま た は 所 望 の リ ボ ゾ ー ム Ｒ Ｎ Ａ を エ ン コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー と し て
細 胞 に 導 入 さ れ る こ と が で き る 。 リ ボ ザ イ ム は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 す る の に 触 媒 と し て 有 効
な 十 分 な 数 で イ ン ビ ボ に て 通 常 通 り に 発 現 し 、 そ れ に よ っ て 細 胞 で の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 量 を
改 変 す る （ Cotten et al., 1989  EMBO J. 8:3861－ 3866） 。 特 に 、 通 常 の 周 知 の 規 則 に
従 っ て 設 計 し 、 例 え ば 、 標 準 的 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 に よ り 合 成 し た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を コ ー
ド す る リ ボ ザ イ ム は 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 の ア ン チ コ ド ン ス テ ム お よ び ル ー
プ に お け る 制 限 酵 素 部 位 に 結 合 可 能 で あ り 、 そ れ を 次 い で 技 術 分 野 上 常 套 の 方 法 に よ り 興
味 の あ る 細 胞 に 形 質 転 換 し 、 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 誘 発 可 能 な プ ロ モ ー
タ ー （ 例 ： グ ル コ コ ル チ コ イ ド ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 応 答 要 素 ） を こ の 構 築 物 に 導 入 し
、 リ ボ ザ イ ム 発 現 を 選 択 的 に 制 御 し 得 る よ う に す る 。 飽 和 使 用 の た め に 、 高 度 か つ 構 成 的
に 活 性 な プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 ｔ Ｄ Ｎ Ａ 遺 伝 子 （ す な わ ち 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ を
エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 ） は そ の サ イ ズ が 小 さ い こ と 、 転 写 が 高 率 で あ る こ と 、 ま た 異 な る
種 類 の 組 織 に て 遍 在 的 に 発 現 す る た め に 、 こ の 適 用 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 そ れ 故 、 リ ボ ザ イ ム は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 事 実 上 開 裂 す る よ う に 通 常 設 計 さ れ 、 ま た 細 胞
は か か る リ ボ ザ イ ム 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で 常 法 ど お り に 形 質 転 換 さ れ 、 制 御 可 能 か つ
触 媒 と し て 有 効 な 量 の リ ボ ザ イ ム を 発 現 す る よ う に す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 細 胞 内 の
実 質 的 に い ず れ の Ｒ Ｎ Ａ 種 に つ い て も 、 そ の 存 在 量 を 加 減 ま た は 不 安 定 に さ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 リ ボ ザ イ ム 配 列 は 、 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド に つ い て 記 載 し た の と 本 質 的 に 同 じ 方 法
で 改 変 可 能 で あ る ； 例 え ば 、 リ ボ ザ イ ム 配 列 は 改 変 さ れ た 塩 基 部 分 を 含 み 得 る 。
　 ま た 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー も 細 胞 中 に 導 入 さ れ る か 、 ま た は 細 胞 中 で 発 現 さ れ て 、 Ｒ Ｎ Ａ
存 在 量 ま た は 活 性 を 改 変 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー は Ｔ atお よ び Ｒ evＲ Ｎ Ａ （
Good et al., 1997, Gene Therapy 4: 45－ 54） な ど の タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な Ｒ Ｎ
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Ａ リ ガ ン ド で あ り 、 そ の 翻 訳 を 特 異 的 に 阻 害 し 得 る も の で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 遺 伝 子 発 現 の 遺 伝 子 特 異 的 阻 害 も 常 套 の 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て 達 成 し
得 る 。 か か る 技 術 に つ い て は そ の 記 載 が 国 際 特 許 出 願 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ３ ２ ６ １ ９ 号 公 報 （ そ の
全 文 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 見 出 し 得 る 。 さ ら に 、 siＲ Ｎ Ａ も 遺 伝 子 発 現
を 阻 害 す る 手 段 と し て 有 用 で あ る と 証 明 さ れ て い る （ Cullen, BR Nat. Immunol. 2002 Ju
l;3(7):597－ 9, Martinez, J. et al. Cell 2002 Sept.6;110(5):563） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 分 子 、 三 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー 、 dsＲ Ｎ Ａ 、 ssＲ Ｎ
Ａ 、 siＲ Ｎ Ａ お よ び リ ボ ザ イ ム は 、 技 術 分 野 上 、 核 酸 分 子 合 成 の 既 知 方 法 に よ り 調 製 し 得
る 。 こ れ ら は 固 相 ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 化 学 合 成 な ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成
す る 技 術 を 含 む 。 別 法 と し て 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 本 明 細 書 に て 検 討 し た ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 子
を エ ン コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を イ ン ビ ト ロ 転 写 お よ び イ ン ビ ボ 転 写 に よ り 生 成 さ せ る こ と
が で き る 。 か か る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 Ｔ ７ ま た は Ｓ Ｐ ６ な ど の 適 当 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ
モ ー タ ー を も つ 広 範 な ベ ク タ ー に 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 ア ン チ セ ン ス
Ｒ Ｎ Ａ を 、 構 成 的 に ま た は 誘 導 可 能 に 合 成 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 細 胞 株 、 細 胞 ま た は 組 織
に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ベ ク タ ー は 多 く の 利 用 可 能 な 手 段 に よ り 細 胞 ま た は 組 織 に 導 入 可 能 で あ り 、 イ ン ビ ボ 、
イ ン ビ ト ロ ま た は エ キ ソ ビ ボ で 使 用 さ れ 得 る 。 エ キ ソ ビ ボ 療 法 で は 、 ベ ク タ ー を 患 者 か ら
取 り 出 し た 幹 細 胞 に 導 入 可 能 で あ り 、 そ の 同 じ 患 者 に 戻 す 自 己 移 植 の た め に ク ロ ー ン 増 殖
す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ る 送 達 お よ び リ ポ ソ ー ム 注 射 に よ る 送 達 は
、 技 術 分 野 上 周 知 の 方 法 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 し た タ ン パ ク 質 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 検 出 は 、 鎖 長 が 少 な く と も 約 ２ ０ ヌ
ク レ オ チ ド の 単 離 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 生 体 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る か 、 ま た は さ ら に
生 体 サ ン プ ル 由 来 の 単 離 Ｒ Ｎ Ａ も し く は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 接 触 さ せ る こ と か ら な る ； 該 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 （ 例 ： ０ .１ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ ま た は Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％
Ｓ Ｄ Ｓ 、 ６ ５ ℃ ） で 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 単 離 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 は 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト
で あ る か 、 ま た は や や 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト で あ っ て も よ い 。 前 記 核 酸 分 子 が デ オ キ シ
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 「 オ リ ゴ 」 ） で あ る 場 合 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 ６ × Ｓ
Ｓ Ｃ ／ ０ .０ ５ ％ ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 中 、 ３ ７ ℃ （ １ ４ 塩 基 オ リ ゴ に 対 し て ） 、 ４ ８ ℃
（ １ ７ 塩 基 オ リ ゴ に 対 し て ） 、 ５ ５ ℃ （ ２ ０ 塩 基 オ リ ゴ に 対 し て ） 、 お よ び ６ ０ ℃ （ ２ ３
塩 基 オ リ ゴ に 対 し て ） で 洗 浄 す る こ と を 示 し う る 。 様 々 な 組 成 物 の 核 酸 に 対 し て の か か る
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 適 切 な 範 囲 は 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る ： Krause and Aaron
son (1991), Methods in Enzymology, 200:546－ 556； さ ら に 上 記  Maniatis et al.。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 一 部 の 事 例 に お い て 、 機 能 不 全 と 関 連 す る 遺 伝 子 の 変 異 し た 形 状 の 検 出 は 、 該 遺 伝 子 の
発 現 不 足 、 発 現 過 剰 ま た は 変 化 し た 空 間 的 も し く は 一 過 性 の 発 現 を 原 因 と す る 疾 患 、 ま た
は 該 疾 患 に 対 す る 罹 病 性 の 診 断 に 加 え 得 る か 、 ま た は 診 断 を 確 定 す る 診 断 手 段 を 提 供 す る
。 該 遺 伝 子 に 突 然 変 異 を も つ 個 体 は 種 々 の 技 術 に よ り Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 診 断 用 の 核 酸 、 特 に ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 対 象 の 細 胞 、 例 え ば 、 血 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 生 検 ま た
は 剖 検 材 料 か ら 取 得 さ れ 得 る 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 検 出 の た め に 直 接 使 用 さ れ 得 る か 、 ま た は
分 析 前 に Ｐ Ｃ Ｒ も し く は 他 の 増 幅 技 術 を 用 い る こ と に よ り 酵 素 的 に 増 幅 さ れ 得 る 。 Ｒ Ｎ Ａ
ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ も ま た 、 同 様 の 様 式 で 使 用 さ れ 得 る 。 欠 失 お よ び 挿 入 は 、 正 常 の 遺 伝 子 型
と 比 較 し て 、 増 幅 産 物 の サ イ ズ に 変 化 の あ る こ と に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 点 突 然 変 異 は 、 増
幅 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 開 示 し た 遺 伝 子 が エ ン コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド を エ ン
コ ー ド す る 標 識 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る こ と に よ り 同 定 さ れ 得 る 。
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完 全 に マ ッ チ し た 配 列 は 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ 消 化 に よ る か 、 ま た は 融 解 温 度 差 に よ り 、 ミ ス マ ッ
チ 二 重 鎖 と 識 別 さ れ 得 る 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 相 違 は ま た 、 変 性 剤 の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 の ゲ ル
中 、 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 電 気 泳 動 移 動 度 の 変 化 に よ り 、 ま た は 直 接 的 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定
に よ り 検 出 さ れ 得 る （ 例 ： Myers et al., Science (1985) 230:1242） 。 特 定 位 置 で の 配
列 変 化 は ま た 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ と Ｓ １ 保 護 な ど の ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 分 析 、 ま た は 化 学 的 切 断 法
に よ り 解 明 さ れ 得 る （ 参 照 ： Cotton et al., Proc Natl Acad Sci USA (1985) 85: 4397
－ 4401） 。 さ ら に 、 か か る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て 、 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ リ ペ プ チ ド ま
た は フ ラ グ メ ン ト を エ ン コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
ブ の ア レ イ を 構 築 し て 、 例 え ば 、 遺 伝 子 突 然 変 異 の 効 率 的 な ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し 得 る
。 ア レ イ に よ る 技 術 は 周 知 か つ 一 般 的 に 適 用 可 能 で あ り 、 遺 伝 子 発 現 、 遺 伝 子 連 鎖 、 お よ
び 遺 伝 子 可 変 性 を 含 む 分 子 遺 伝 学 の 様 々 な 問 題 を 処 理 す る た め に 使 用 さ れ 得 る （ 参 照 例 ：
M. Chee et al., Science, Vol 274, pp 610－ 613 (1996)） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 診 断 分 析 は 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 の 上 記 方
法 に よ る 検 出 を 介 し て 、 疾 患 に 対 す る 感 受 性 を 診 断 ま た は 判 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら
に 、 か か る 疾 患 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル が 異 常 に 低 下 ま た は 上 昇 し て い
る 対 象 に 由 来 す る サ ン プ ル か ら 判 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り 診 断 さ れ 得 る 。 発 現 の 低 下
ま た は 上 昇 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 定 量 用 の 技 術 分 野 上 既 知 の 方 法 を 用 い て 、 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル
で 測 定 さ れ 得 る ； か か る 方 法 は 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ な ど の 核 酸 増 幅 、 Ｒ Ｎ ア
ー ゼ 保 護 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 で あ る 。 宿 主 由
来 の サ ン プ ル 中 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド な ど 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 決 定 に 使 用 さ れ 得 る 分
析 技 術 は 、 当 業 者 周 知 で あ る 。 か か る 分 析 法 は 、 放 射 性 免 疫 分 析 、 競 合 結 合 分 析 、 ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 な ど で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 従 っ て 、 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル （ ま た は タ ン パ ク 質 レ ベ ル
） を 検 出 す る 診 断 キ ッ ト に 関 し 、 該 キ ッ ト は ：
　 （ ａ ） 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ；
　 （ ｂ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が エ ン コ ー ド す る 本 発 明 の 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ リ ペ プ
チ ド ；
　 （ ｄ ） （ ｃ ） の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 ；
　 （ ｅ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な Ｒ Ｎ Ａ ｉ 配 列 ；
を 含 ん で な る 。
　 認 識 す べ き こ と は 、 か か る キ ッ ト に お い て 、 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） ま た は （
ｅ ） は 実 質 的 な 成 分 を 含 み 得 る こ と で あ る 。 か か る キ ッ ト は 、 疾 患 ま た は 疾 患 に 対 す る 感
受 性 の 診 断 、 特 に 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 疾 患 ま た は 症 状 、
例 え ば 、 II型 糖 尿 病 ま た は Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 の 診 断 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 染 色 体 存 在 部 位 に と っ て も 有 用 で あ る 。 前 記 配 列 は 、 個
々 の ヒ ト 染 色 体 上 の 特 定 の 位 置 を 特 異 的 に 標 的 と し 、 ま た 特 定 の 位 置 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
す る こ と が で き る 。 染 色 体 に 関 連 す る 配 列 の マ ッ ピ ン グ は 、 こ れ ら の 配 列 と 遺 伝 子 関 連 疾
患 を 相 関 さ せ る 上 で 重 要 な 第 一 段 階 で あ る 。 配 列 が 正 確 な 染 色 体 位 置 に 配 置 さ れ る と 、 染
色 体 上 の 配 列 の 物 理 的 位 置 を 遺 伝 子 地 図 デ ー タ と 相 関 さ せ る こ と が で き る 。 か か る デ ー タ
は 、 例 え ば 、 ヒ ト の メ ン デ ル の 遺 伝 の 法 則 （ V. McKusick, Mendelian Inheritance in Ma
n） に 見 出 さ れ る （ ジ ョ ン ・ ホ プ キ ン ス 大 学 ウ ェ ル シ ュ （ Welch） 医 学 図 書 館 か ら オ ン ラ イ
ン で 利 用 可 能 ） 。 同 じ 染 色 体 領 域 に 位 置 決 定 し た 遺 伝 子 と 疾 患 の 関 係 を 、 次 い で 、 連 鎖 解
析 に よ り 確 認 す る （ 物 理 的 に 隣 接 す る 遺 伝 子 の 同 時 遺 伝 ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 罹 患 お よ び 非 罹 患 個 体 間 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム 配 列 の 差 異 も ま た 、 決 定 さ れ 得 る 。 罹
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患 個 体 の 一 部 ま た は 全 部 に 、 正 常 個 体 に は な い 突 然 変 異 が 観 察 さ れ る 場 合 、 そ の 場 合 の 突
然 変 異 は 該 疾 患 の 原 因 因 子 で あ る と み な す 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 上 記 に 検 討 し た 治 療 効 果 の い ず れ か を 目 的 と す る 医 薬 組 成 物
を 、 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 、 添 加 物 ま た は 賦 形 剤 と 共 に 投 与 す る こ と に 関 す る 。 か か る
医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド 、 擬 似 薬 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア
ン タ ゴ ニ ス ト 、 表 ４ ま た は 表 ５ の ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の 遺 伝 子 の 機 能 の イ ン ヒ ビ タ ー
ま た は 他 の モ ジ ュ レ ー タ ー な ど を 含 ん で な る 。 前 記 組 成 物 は 単 独 で 、 ま た は 安 定 化 化 合 物
な ど の 少 な く と も １ 種 の 他 の 薬 剤 と 組 合 せ て 投 与 さ れ 得 る ； 前 記 組 成 物 は 無 菌 の 生 物 適 合
性 医 薬 担 体 、 例 え ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 生 理 食 塩 水 、 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 、 デ キ
ス ト ロ ー ス 、 お よ び 水 と 共 に 投 与 さ れ 得 る 。 前 記 組 成 物 は 患 者 に 単 独 で 、 ま た は 他 の 作 用
因 子 、 薬 物 ま た は ホ ル モ ン と 組 合 せ て 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 さ ら に 、 上 記 の タ ン パ ク 質 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 ま
た は 他 の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 他 の 適 切 な 治 療 剤 と 組 合 せ て 投 与 さ れ 得 る 。 組 合 せ 療 法 に 使
用 す る 適 切 な 薬 剤 の 選 択 は 、 通 常 の 薬 学 の 原 則 に 従 っ て 、 当 業 者 が な し 得 る 。 治 療 剤 の 組
合 せ は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 異 常 と 関 連 す る 病 的 症 状 の 処 置 、 予 防 ま た は 改 善
を 実 施 す る た め に 相 乗 的 に 作 用 し 得 る 。 こ の 方 法 を 用 い て 、 各 薬 剤 の 低 用 量 で の 治 療 効 果
を 達 成 す る こ と が 可 能 で あ り 、 従 っ て 、 悪 影 響 を 及 ぼ す 副 作 用 の 可 能 性 を 低 下 さ せ る こ と
が で き る 。 表 ４ ま た は 表 ５ に 示 し た ヒ ト ・ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ
ー ド す る 遺 伝 子 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び 他 の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 技 術 上 一 般
的 に 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 調 製 し 得 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 が 包 含 す る 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 経 口 、 静 脈 内 、
筋 肉 内 、 関 節 内 、 動 脈 内 、 骨 髄 内 、 硬 膜 下 腔 内 、 脳 室 内 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、
腸 管 内 、 局 所 的 、 舌 下 、 ま た は 直 腸 経 由 を 含 む 多 く の 投 与 経 路 に よ り 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 有 効 成 分 に 加 え て 、 こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 、 有 効 成 分 を 医 薬 と し て 使 用 し 得 る 製 剤 に 加
工 す る こ と を 容 易 に す る 添 加 物 と 補 助 剤 を 含 ん で な る 適 当 な 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 を 含
ん で い て よ い 。 製 剤 化 技 術 と 投 与 に 関 す る さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、 レ ミ ン ト ン の 薬 学 （
マ ー ッ ク ・ パ ブ リ ッ シ ン グ （ Maack Publishing Co.） 、 イ ー ス ト ン 、 ペ ン シ ル ヴ ェ ニ ア ）
に 見 出 し 得 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 技 術 分 野 上 周 知 の 医 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 を 用 い て 、 経 口
投 与 に 適 す る 投 与 形 態 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 か か る 担 体 は 、 前 記 医 薬 組 成 物 を 患 者
が 服 用 す る た め に 、 錠 剤 、 丸 剤 、 糖 衣 丸 、 カ プ セ ル 、 液 剤 、 ゲ ル 剤 、 シ ロ ッ プ 、 ス ラ リ ー
、 懸 濁 液 な ど と し て 製 剤 化 す る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 経 口 用 医 薬 製 剤 は 、 活 性 化 合 物 と 固 体 添 加 剤 を 組 合 せ て 得 ら れ 、 所 望 に よ り 得 ら れ る 混
合 物 を 磨 砕 し 、 顆 粒 混 合 物 を 加 工 処 理 し 、 所 望 に よ り 適 当 な 補 助 剤 を 添 加 し た 後 、 錠 剤 ま
た は 糖 衣 錠 コ ア を 得 る 。 適 当 な 添 加 剤 は 、 炭 水 化 物 ま た は タ ン パ ク 質 賦 形 剤 、 例 え ば 、 乳
糖 、 ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル な ど の 糖 類 ； ト ウ モ ロ コ シ 、 コ ム ギ 、
コ メ 、 バ レ イ シ ョ 、 ま た は そ の 他 の 植 物 か ら の デ ン プ ン ； メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ
プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ま た は ナ ト リ ウ ム ・ カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス な ど の セ ル
ロ ー ス ； ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ト ラ ガ カ ン ト な ど の ガ ム ； お よ び ゼ ラ チ ン お よ び コ ラ ー ゲ ン な ど
の タ ン パ ク 質 で あ る 。 所 望 に よ り 、 崩 壊 剤 ま た は 可 溶 化 剤 、 例 え ば 、 架 橋 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ
リ ド ン 、 寒 天 、 ア ル ギ ン 酸 、 ま た は そ の 塩 （ ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど ） を 加 え 得 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 糖 衣 錠 コ ア は 、 濃 厚 糖 溶 液 な ど の 適 当 な コ ー テ ィ ン グ 剤 と と も に 使 用 さ れ 得 る ； 該 糖 溶
液 は 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 タ ル ク 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 カ ー ボ ポ ー ル ゲ ル 、 ポ リ エ チ レ ン
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グ リ コ ー ル 、 お よ び ／ ま た は 二 酸 化 チ タ ン 、 ラ ッ カ ー 溶 液 、 お よ び 適 当 な 有 機 溶 媒 も し く
は そ の 溶 媒 混 合 物 を も 含 有 し 得 る 。 製 品 の 確 認 の た め に 、 ま た は 活 性 化 合 物 の 量 、 す な わ
ち 、 用 量 を 特 徴 づ け る た め に 、 染 料 ま た は 色 素 を 錠 剤 も し く は 糖 衣 コ ー テ ィ ン グ 剤 に 加 え
て も よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 経 口 的 に 使 用 し 得 る 医 薬 製 剤 は 、 押 し 込 み 式 ゼ ラ チ ン 製 カ プ セ ル 、 な ら び に グ リ セ ロ ー
ル も し く は ソ ル ビ ト ー ル な ど で コ ー テ ィ ン グ し た 軟 封 入 ゼ ラ チ ン 製 カ プ セ ル を 含 む 。 押 し
込 み 式 カ プ セ ル は 、 乳 糖 も し く は デ ン プ ン な ど の 賦 形 剤 ま た は 結 合 剤 、 タ ル ク も し く は ス
テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど の 滑 沢 剤 、 お よ び 所 望 に よ れ ば 安 定 化 剤 な ど と 混 合 し た 有 効
成 分 を 含 み 得 る 。 軟 カ プ セ ル に お い て 、 活 性 化 合 物 を 、 安 定 化 剤 の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下
に 、 脂 肪 油 、 液 体 、 ま た は 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の 適 当 な 液 体 に 溶 解 ま た は 懸
濁 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 非 経 口 投 与 に 適 す る 医 薬 製 剤 は 水 溶 液 、 好 ま し く は 、 ハ ン ク ス 溶 液 、 リ ン ガ ー 溶 液 ま た
は 生 理 緩 衝 食 塩 水 な ど の 生 理 的 に 適 合 す る 緩 衝 液 中 で 製 剤 化 さ れ 得 る 。 水 性 注 射 懸 濁 液 は
、 懸 濁 液 の 粘 性 を 増 す 物 質 、 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム ・ カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ソ ル ビ
ト ー ル 、 ま た は デ キ ス ト ラ ン な ど を 含 み 得 る 。 さ ら に 、 活 性 化 合 物 の 懸 濁 液 は 、 適 し た 油
状 注 射 懸 濁 液 と し て 調 製 さ れ 得 る 。 適 当 な 親 油 性 溶 媒 ま た は ビ ヒ ク ル は 、 ゴ マ 油 な ど の 脂
肪 油 、 オ レ イ ン 酸 エ チ ル も し く は ト リ グ リ セ リ ド な ど の 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ま た は リ ポ
ソ ー ム を 含 む 。 非 脂 質 ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー は 送 達 に も 使 用 さ れ 得 る 。 所 望 に よ り
、 懸 濁 液 は 高 濃 度 溶 液 の 調 製 を 可 能 と す る た め に 、 化 合 物 の 溶 解 度 を 上 げ る 適 当 な 安 定 化
剤 ま た は 作 用 因 子 を も 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 局 所 ま た は 鼻 腔 投 与 用 に は 、 特 定 の 障 壁 を 通 過 さ せ る の に 適 切 な 浸 透 剤 を 製 剤 に お い て
使 用 す る 。 か か る 浸 透 剤 は 一 般 に 技 術 分 野 上 既 知 で あ る 。
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 技 術 分 野 上 既 知 の 方 法 、 例 え ば 、 常 套 の 混 合 、 溶 解 、 顆 粒 化 、
糖 衣 製 剤 、 溶 離 、 懸 濁 化 、 被 包 形 成 、 封 じ 込 み 、 ま た は 凍 結 乾 燥 工 程 な ど に よ る 技 術 分 野
上 既 知 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 該 医 薬 組 成 物 は 、 塩 と し て 提 供 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 塩 酸
、 硫 酸 、 酢 酸 、 乳 酸 、 酒 石 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 コ ハ ク 酸 を 含 む 多 く の 酸 と 一 緒 に 形 成 さ れ 得 る
。 塩 は 対 応 す る 遊 離 塩 基 の 形 状 で あ る よ り も 、 水 性 ま た は 他 の プ ロ ト ン 性 溶 媒 に よ り 可 溶
性 と な る 傾 向 が あ る 。 他 の 事 例 に て 好 適 な 製 剤 は 凍 結 乾 燥 粉 末 で あ り 、 以 下 の い ず れ か ま
た は 全 部 を 含 有 し 得 る ： １ ～ ５ ０ ｍ Ｍ ヒ ス チ ジ ン 、 ０ .１ ％ ～ ２ ％ ス ク ロ ー ス 、 お よ び ２
～ ７ ％ マ ン ニ ト ー ル 、 ｐ Ｈ 範 囲 ４ .５ ～ ５ .５ ； こ れ を 使 用 前 に 緩 衝 液 と 組 合 わ せ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 医 薬 組 成 物 を 調 製 し た 後 、 そ れ を 適 し た 容 器 に 入 れ 、 適 応 症 状 の 処 置 に つ い て の ラ ベ ル
を 貼 付 す る 。 か か る ラ ベ ル に は 、 投 与 量 、 投 与 回 数 、 お よ び 投 与 方 法 が 含 ま れ う る 。
　 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た 医 薬 組 成 物 と は 、 使 用 目 的 を 達 成 す る た め に 有 効 な 量 の 有 効 成
分 を 含 有 す る 組 成 物 で あ る 。 有 効 用 量 の 判 断 は 当 業 者 の 能 力 内 の こ と で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 い ず れ の 化 合 物 に つ い て も 、 治 療 的 有 効 用 量 は 、 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 培 養 分 析 に お
い て 、 ま た は 通 常 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 も し く は ブ タ な ど の 動 物 モ デ ル に お い て 評 価
さ れ 得 る 。 動 物 モ デ ル は 、 適 し た 投 与 濃 度 範 囲 お よ び 経 路 を 判 定 す る た め に も 使 用 さ れ 得
る 。 か か る 情 報 は 、 さ ら に ヒ ト に お け る 有 用 な 投 与 用 量 と 経 路 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ
得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 治 療 有 効 用 量 と は 、 症 候 ま た は 症 状 を 改 善 す る 有 効 成 分 の 量 を 示 す 。 治 療 の 有 効 性 お よ
び 毒 性 は 、 細 胞 培 養 ま た は 実 験 動 物 に お け る 標 準 的 医 薬 手 法 に よ り 、 例 え ば 、 Ｅ Ｄ ５ ０ （
母 集 団 の ５ ０ ％ に 治 療 的 に 有 効 な 用 量 ） お よ び Ｌ Ｄ ５ ０ （ 母 集 団 の ５ ０ ％ が 死 に 至 る 用 量
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） と し て 判 定 さ れ 得 る 。 毒 性 作 用 と 治 療 作 用 間 の 用 量 比 が 治 療 指 数 で あ り 、 Ｌ Ｄ ５ ０ ／ Ｅ
Ｄ ５ ０ の 比 と し て 表 わ さ れ る 。 大 き な 治 療 指 数 を 示 す 医 薬 組 成 物 が 好 ま し い 。 細 胞 培 養 分
析 と 動 物 実 験 か ら 得 ら れ る デ ー タ を 、 ヒ ト で 使 用 す る 投 与 量 範 囲 を 公 式 化 す る た め に 使 用
す る 。 か か る 組 成 物 に 含 ま れ る 投 与 量 は 、 毒 性 が わ ず か で あ る か ま た は 毒 性 の な い Ｅ Ｄ ５
０ を 含 む 循 環 濃 度 の 範 囲 内 で あ る こ と が 好 ま し い 。 投 与 量 は こ の 範 囲 内 で 、 採 用 す る 投 与
形 態 、 患 者 の 感 受 性 、 お よ び 投 与 経 路 に よ っ て 変 わ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 正 確 な 投 与 量 は 、 処 置 を 必 要 と す る 対 象 に 関 係 す る 因 子 を 考 慮 し て 医 師 が 判 定 す る 。 投
与 量 と 投 与 は 、 活 性 部 分 の レ ベ ル が 十 分 と な る よ う に 、 ま た は 所 望 の 作 用 を 維 持 す る よ う
に 調 整 さ れ る 。 考 慮 す べ き 因 子 は 、 病 状 の 重 篤 度 、 対 象 の 全 身 の 健 康 状 態 、 対 象 の 年 齢 、
体 重 お よ び 性 別 、 食 事 、 投 与 時 間 と 頻 度 、 薬 物 の 組 合 せ 、 反 応 感 受 性 、 お よ び 治 療 に 対 す
る 耐 性 ／ 応 答 を 含 む 。 長 時 間 作 用 型 医 薬 組 成 物 を 、 ３ ～ ４ 日 ご と に １ 回 、 １ 週 間 ご と に １
回 、 ２ 週 間 ご と に １ 回 投 与 す る が 、 こ れ は 特 定 剤 形 の 半 減 期 お よ び ク リ ア ラ ン ス 速 度 に 左
右 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 通 常 の 投 与 量 は 、 投 与 経 路 に も よ る が 、 総 用 量 約 １ ｇ ま で と し て 、 ０ .１ ～ １ ０ ０ ,０ ０
０ マ イ ク ロ グ ラ ム で 変 わ り 得 る 。 特 定 の 投 与 量 と 送 達 方 法 に 関 す る 手 引 き は 、 文 献 に 提 供
さ れ て お り 、 ま た 一 般 に そ の 技 術 分 野 の 医 師 が 入 手 し 得 る 。 当 業 者 は ヌ ク レ オ チ ド に つ い
て 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の イ ン ヒ ビ タ ー に つ い て と は 異 な る 剤 形 を 採 用 す る こ と が あ る 。
同 様 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 定 の 細 胞 、 条 件 、 部 位 な ど に 特 異 的
で あ る 。 タ ン パ ク 質 の 経 口 投 与 に 適 当 な 医 薬 製 剤 に つ い て は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ,０
０ ８ ,１ １ ４ ； ５ ,５ ０ ５ ,９ ６ ２ ； ５ ,６ ４ １ ,５ １ ５ ； ５ ,６ ８ １ ,８ １ １ ； ５ ,７ ０ ０ ,４
８ ６ ； ５ ,７ ６ ６ ,６ ３ ３ ； ５ ,７ ９ ２ ,４ ５ １ ； ５ ,８ ５ ３ ,７ ４ ８ ； ５ ,９ ７ ２ ,３ ８ ７ ； ５
,９ ７ ６ ,５ ６ ９ ； お よ び ６ ,０ ５ １ ,５ ６ １ 号 公 報 に 記 載 が あ る 。
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 説 明 す る が 、 い か な る 意 味 で も そ の 範 囲 を 限 定 す る も の で
は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ２ ７ 】
　 以 下 に 示 す 実 施 例 を 実 施 す る た め に 以 下 の 方 法 を 採 用 す る ：

　 ハ エ （ キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ； ブ ル ー ミ ン ト ン ・ ス ト ッ ク セ ン タ ー お よ び セ ゲ ド ・ ス
ト ッ ク セ ン タ ー ） を 、 す べ て 当 業 者 の 熟 知 す る 方 法 に 従 っ て 、 標 準 の ト ウ モ ロ コ シ 粉 末 餌
で 飼 育 す る 。 す べ て の 交 配 を 、 簡 便 な 方 法 を 用 い て ２ ５ ℃ で 実 施 す る 。 平 均 体 、 ま た は 組
換 え を 防 止 し 、 少 な く と も １ 個 の 優 性 形 態 学 的 マ ー カ ー を 担 持 す る 特 別 な 染 色 体 を 使 用 し
、 Ｃ yＯ 、 Ｔ Ｍ ３ お よ び Ｔ Ｍ ６ Ｂ を 含 め る 。 使 用 し た ハ エ は す べ て 白 色 遺 伝 子 座 の ｗ １ １

１ ８ 突 然 変 異 体 対 立 遺 伝 子 を 担 持 す る 。 本 明 細 書 で 言 及 し て い な い 突 然 変 異 お よ び 標 準 的
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 遺 伝 子 の 命 名 に つ い て は す で に 記 載 が あ り 、 当 業 者 の 熟 知 す る と こ ろ で
あ る （ Lindsley, D. L., and Zimm, G. (1992). The Genome of Drosophila melanogaste
r (New York: Academic Press); http://flybase.bio.indiana.edu） 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　 ey－ Ｇ al４ 株 （ 「 無 眼 － Ｇ al４ 」 と も い う ） 株 は 、 ブ ル ー ミ ン ト ン ・ ス ト ッ ク セ ン タ ー
（ ブ ル ー ミ ン ト ン 、 イ リ ノ イ ） か ら 入 手 す る 。 こ の 株 に お い て 、 酵 母 転 写 因 子 Ｇ al４ は 、
ハ エ の 眼 の 前 駆 体 細 胞 お よ び 成 熟 細 胞 に て 発 現 す る 。 Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ お よ
び Ｕ Ａ Ｓ － Ｐ Ｋ Ｂ 株 を 用 い る （ Leevers et al, EMBO J. 1996 Dec 2;15(23):6584－ 94; S
taveley, et al. Curr Biol. 1998 May 7;8(10):599－ 602） 。 Ｅ Ｐ 挿 入 株 は ブ ル ー ミ ン ト
ン ・ ス ト ッ ク セ ン タ ー お よ び セ ゲ ド ・ ス ト ッ ク セ ン タ ー か ら 入 手 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 ey－ Ｇ al４ と Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ 導 入 遺 伝 子 両 方 を 有 す る 組 換 え 第 二 染 色 体
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の 生 成 に つ き 、 以 下 に 記 載 す る ： ｗ ； ey－ Ｇ al４ ／ Ｃ yＯ ハ エ を 、 yw； Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０
Ｄ ９ ５ ４ Ａ ハ エ と 交 配 す る 。 遺 伝 子 型 w／ y w； ey－ Ｇ al４ ／ Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４

Ａ の 未 交 配 娘 を 、 w／ Ｙ ； Ｓ p／ Ｃ yＯ ； Ｍ Ｋ Ｒ Ｓ ,ry／ Ｔ Ｍ ２ ,ry オ ス と 交 配 す る 。 遺 伝 子
型  w／ Ｙ ； ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ Ｃ yＯ ； Ｍ Ｋ Ｒ Ｓ ,ry／ Ｔ Ｍ ２ ,ry
／ ＋ を も つ オ ス の 子 孫 を 、 小 眼 表 現 型 に も と づ き 選 択 し 、 w／ w； Ｓ p／ Ｃ yＯ ； Ｍ Ｋ Ｒ Ｓ ,r
y／ Ｔ Ｍ ２ ,ry 未 交 配 の メ ス と 交 配 し 、 w； ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／
Ｃ yＯ ； Ｍ Ｋ Ｒ Ｓ ,ry／ Ｔ Ｍ ２ ,ry／ ＋ 保 存 株 を 確 立 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】

　 Ｘ 染 色 体 Ｅ Ｐ 挿 入 系 統 の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る 交 配 に つ き 、 以 下 に 記 載 す る ： Ｘ 染
色 体 Ｅ Ｐ 挿 入 系 統 （ Ｅ Ｐ (Ｘ )） の オ ス を  w;ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／
Ｃ yＯ ； Ｍ Ｋ Ｒ Ｓ ,ry／ Ｔ Ｍ ２ ,ry／ ＋ の メ ス と 交 配 す る 。 遺 伝 子 型 Ｅ Ｐ (Ｘ )／ w； ey－ Ｇ al
４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ お よ び w／ Ｙ ； ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９

５ ４ Ａ ／ ＋ の 成 虫 子 孫 を 比 較 の た め に 選 択 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ハ エ を 、 ツ ア イ ス 製 解 剖 顕 微 鏡 （ カ ー ル ・ ツ ア イ ス ・ イ ン ク 、 ソ ー ン ウ ッ ド 、 ニ ュ ー ヨ
ー ク ） 下 で 検 討 す る 。 少 な く と も ５ 匹 の Ｅ Ｐ (Ｘ )／ w； ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ

９ ５ ４ Ａ ／ ＋ ハ エ の 眼 に つ い て 、 少 な く と も ５ 匹 の w／ Ｙ ； ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ ｐ １ １
０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ の 眼 と 比 較 す る （ 上 記 参 照 ） 。 ２ 群 の ハ エ の 平 均 眼 サ イ ズ が 目 視 検 査 で
有 意 に 異 な っ て い る な ら ば 、 Ｅ Ｐ (Ｘ )系 統 を 有 力 な 陽 性 株 と し て 選 択 す る 。 次 い で 、 多 数
の ハ エ の 眼 サ イ ズ を 測 定 す る こ と に よ り 統 計 的 解 析 を 行 う （ 下 記 参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ２ 】

　 第 二 染 色 体 Ｅ Ｐ 挿 入 系 統 の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る 交 配 に つ き 、 以 下 に 記 載 す る ： 第
二 染 色 体 Ｅ Ｐ 挿 入 系 統 （ Ｅ Ｐ (２ )） の オ ス ま た は 未 交 配 メ ス を  w； ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ －
Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ Ｃ yＯ ； Ｍ Ｋ Ｒ Ｓ ,ry／ Ｔ Ｍ ２ ,ry／ ＋ 未 交 配 メ ス ま た は オ ス と 交 配
す る 。 少 な く と も ５ 匹 の ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ Ｃ yＯ の 子 孫 の ハ エ
の 眼 を 、 同 じ 性 別 の 少 な く と も ５ 匹 の ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ Ｅ Ｐ (
２ )子 孫 ハ エ の 眼 と 比 較 す る 。 Ｅ Ｐ (Ｘ )系 統 の 場 合 と 同 じ 基 準 を 用 い て 有 力 な 陽 性 Ｅ Ｐ (２
)株 を 選 択 し た 。 同 様 に 統 計 解 析 を 用 い て 陽 性 株 を 確 認 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】

　 第 三 染 色 体 Ｅ Ｐ 挿 入 系 統 の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る 交 配 に つ き 、 以 下 に 記 載 す る ： ス
ト ッ ク セ ン タ ー か ら 入 手 し た Ｅ Ｐ (３ )を 、 Ｔ Ｍ ３ ま た は Ｔ Ｍ ６ Ｂ 平 均 体 に よ り 平 均 化 す る
。 第 三 染 色 体 Ｅ Ｐ 挿 入 系 統 （ Ｅ Ｐ (３ )） の オ ス ま た は 未 交 配 メ ス を  w； ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ
Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ Ｃ yＯ ； Ｍ Ｋ Ｒ Ｓ ,ry／ Ｔ Ｍ ２ ,ry／ ＋ 未 交 配 メ ス ま た は オ ス と
交 配 す る 。 少 な く と も ５ 匹 の ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ ； Ｅ Ｐ (３ )／
＋ の 子 孫 の ハ エ の 眼 を 、 同 じ 性 別 の 少 な く と も ５ 匹 の ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９

５ ４ Ａ ／ ＋ ； 平 均 体 ／ ＋ 子 孫 ハ エ の 眼 と 比 較 す る 。 Ｅ Ｐ (Ｘ )系 統 の 場 合 と 同 じ 基 準 を 用 い
て 有 力 な 陽 性 Ｅ Ｐ (３ )株 を 選 択 し た 。 同 様 に 統 計 解 析 を 用 い て 陽 性 株 を 証 明 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】

　 各 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 型 に つ い て 、 ２ ０ 匹 の ハ エ の 眼 を キ ャ ノ ン デ ジ タ ル カ メ ラ 付 き の ツ
ア イ ス 解 剖 顕 微 鏡 を 使 用 し て 、 写 真 を 撮 る （ コ ダ ッ ク ・ プ ロ フ ェ ッ シ ョ ナ ル Ｄ Ｃ Ｓ ５ ２ ０
、 イ ー ス ト マ ン ・ コ ダ ッ ク 、 ロ チ ェ ス タ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク ） 。 画 像 処 理 は フ ォ ト シ ョ ッ プ
５ .０ ソ フ ト ウ エ ア に よ り 行 う （ ア ド ベ ・ シ ス テ ム ス ・ イ ン コ ー ポ レ ー テ ッ ド 、 サ ン ホ セ
、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） 。 眼 の サ イ ズ を 見 積 も る た め に （ 写 真 に も と づ く 二 次 元 表 面 積 ） 、 眼
は 楕 円 形 に 近 似 さ せ 、 さ ら に 眼 の 長 軸 （ ａ ） と 短 軸 （ ｂ ） の 両 方 を 測 定 す る 。 眼 の サ イ ズ
は ((ａ ＋ b)/４ )２ π と し て 計 算 す る 。 ス テ ュ ー デ ン ト の ｔ － 検 定 （ 片 側 二 標 本 不 等 分 散 ）
を 用 い て 、 ２ つ の 遺 伝 子 型 の 眼 の 平 均 サ イ ズ 間 に 統 計 的 有 意 差 （ ｐ ＜ ０ .０ ５ ） が あ る か
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を 試 験 す る 。 ｔ － 検 定 を 適 用 す る 前 に 、 眼 の サ イ ズ の デ ー タ ま た は そ の ｌ og 変 換 値 を コ
ル モ ゴ ロ フ － ス ミ ル ノ フ （ Kolmogorov－ Smirnov） 試 験 を 用 い て 正 規 性 に つ い て 試 験 す る
（ Sokal, R.R. and Rohlf, F.J. (1981) Biometry.  W.H.Freeman and Company, New Yor
k. 716pp） 。 ウ イ ン ド ウ ズ 版 ２ .０ ３ 用 シ グ マ ス タ ッ ト （ Ｓ Ｐ Ｓ Ｓ イ ン ク 、 シ カ ゴ 、 イ リ
ノ イ ） を 眼 の サ イ ズ の 統 計 解 析 に 使 用 す る 。 Ｅ Ｐ (Ｘ )挿 入 は Ｘ 染 色 体 上 に あ る の で 、 Ｅ Ｐ
(Ｘ )／ Ｙ ； ＋ ／ ＋ × Ｘ ／ Ｘ ； ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ 平 均 体 は 、 遺 伝
子 型 Ｅ Ｐ (Ｘ )／ Ｘ ； ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ を も つ が 、 内 部 比 較 に
必 要 な 遺 伝 子 型 Ｘ ／ Ｘ ； Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ は も た な い 子 孫 を 生 じ る 。 従
っ て 、 外 部 Ｘ ／ Ｘ ； Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ の ハ エ を 使 用 す る （ 表 ２ 参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ５ 】

　 ２ つ の 確 立 さ れ た 遺 伝 子 技 術 を 用 い て 、 本 明 細 書 に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ を 創 製 す る 。 そ の 一 つ は 遺 伝 子 の 組 織 特 異 的 転 写 用 の 二 成 分 Ｇ al４ ／ Ｕ Ａ Ｓ シ
ス テ ム で あ る 。 こ の シ ス テ ム で は 、 組 織 Ｘ に お い て 酵 母 転 写 因 子 Ｇ al４ を 発 現 す る ハ エ 株
（ し ば し ば 、 Ｇ al４ 系 統 ま た は Ｇ al４ ド ラ イ バ ー と い う ） を 、 遺 伝 子 Ｙ に 融 合 し た Ｇ al４
結 合 部 位 Ｕ Ａ Ｓ （ 上 流 活 性 化 配 列 ； upstream activation sequence） （ Ｕ Ａ Ｓ － Ｙ ） を 有
す る 導 入 遺 伝 子 を 担 持 す る ハ エ 株 と 交 配 す る 。 従 っ て 、 そ の 子 孫 で は 遺 伝 子 Ｙ が 組 織 Ｘ に
お い て 特 異 的 に 発 現 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 使 用 し た そ の 他 の 遺 伝 的 方 法 は 、 Ｅ Ｐ 因 子 突 然 変 異 誘 発 で あ る （ Rorth, P., et al. 19
98 Development 125, 1049－ 57） 。 Ｅ Ｐ 因 子 は 、 一 端 に Ｕ Ａ Ｓ 配 列 と 基 礎 プ ロ モ ー タ ー を
含 む 合 成 修 飾 Ｐ 因 子 で あ る 。 Ｅ Ｐ 因 子 は 、 し ば し ば 遺 伝 子 の ５ ’ 端 で シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ゲ
ノ ム に 任 意 に 挿 入 さ れ 得 る 。 Ｅ Ｐ 因 子 は Ｕ Ａ Ｓ 配 列 と 基 礎 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 唯 一 の 末 端
を も ち 非 対 称 で あ る た め 、 近 傍 遺 伝 子 上 の Ｅ Ｐ 挿 入 の 効 果 が 挿 入 さ れ た Ｅ Ｐ 因 子 の 配 向 の
影 響 を 受 け る 。 Ｅ Ｐ 因 子 の Ｕ Ｓ Ａ と 基 礎 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 末 端 に 隣 接 し て 位 置 す る 遺 伝
子 は 、 し ば し ば Ｇ Ａ Ｌ ４ 依 存 的 に 発 現 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 し か し 、 Ｅ Ｐ 挿 入 は ま た
近 傍 遺 伝 子 の シ ス － エ レ メ ン ト を 破 壊 し 、 Ｇ al４ 非 依 存 性 様 式 で そ の 発 現 に 影 響 す る 。 Ｅ
Ｐ 挿 入 株 の 大 型 コ レ ク シ ョ ン が 公 的 に 入 手 し 得 る （ 参 照 ： www.fruitfly.org)。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 Ｎ ６ ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー （ ロ シ ュ ・ ア プ ラ イ ド ・ サ イ エ ン ス 、 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス 、 イ
ン デ ィ ） を 、 逆 転 写 反 応 用 に 使 用 す る 。 各 転 写 単 位 の プ ラ イ マ ー 対 と プ ロ ー ブ は 、 ア プ ラ
イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ （ フ ォ ス タ ー シ テ ィ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア ） か ら 商 品 と し て 入 手 可 能
で あ る 。 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ は 、 Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム ７ ７ ０ ０ 配 列 検 出 シ ス テ ム を 用 い て 製 造
業 者 （ ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ ） の 指 図 に 従 い 実 施 す る 。 ２ ５ μ ｌ の 反 応 中 、 プ ラ
イ マ ー 濃 度 は ０ .２ ｐ ｍ ｏ ｌ ／ μ ｌ で あ り 、 プ ロ ー ブ 濃 度 は ０ .１ μ Ｍ で あ る 。 サ イ ク ル は
５ ０ ℃ で ２ 分 間 、 ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 、 次 い で ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 、 ６ ０ ℃ で １ 分 間 を ４ ０ サ イ
ク ル と す る 。 デ ー タ を 、 Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム ７ ７ ０ ０ 配 列 検 出 シ ス テ ム （ ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ
シ ス テ ム ズ ） 用 の ユ ー ザ ー ブ レ タ ン ＃ ２ マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ た 相 対 標 準 曲 線 法 を 用 い て
解 析 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は す べ て 常 套 の 方 法 に 従 い 、 各 サ ン プ ル 中 の リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク
質 rp４ ９ 遺 伝 子 の 内 在 性 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 使 用 す る こ と に よ り 正 規 化 す る 。 Ｘ 染 色 体 Ｅ Ｐ 系
統 株 に つ い て は 、 Ｅ Ｐ ／ ＋ 未 交 配 メ ス を  hspＧ al４ ／ Ｃ yＯ オ ス と 交 配 す る 。 遺 伝 子 型 Ｅ
Ｐ ／ Ｙ ； hspＧ al４ ／ ＋ の メ ス の 子 孫 を 集 め 、 １ バ イ ア ル あ た り ハ エ １ ０ 匹 を ８ バ イ ア ル
作 る 。 ４ バ イ ア ル を ２ ５ ℃ に 維 持 し 、 ４ バ イ ア ル を ６ サ イ ク ル の 熱 シ ョ ッ ク に 付 し 、 各 サ
イ ク ル で の 休 息 は ３ ７ ℃ で １ 時 間 、 お よ び ２ ５ ℃ で ３ 時 間 と す る 。 常 套 の 方 法 を 用 い 、 総
Ｒ Ｎ Ａ を 、 熱 シ ョ ッ ク 後 の 各 熱 シ ョ ッ ク バ イ ア ル お よ び 非 熱 シ ョ ッ ク バ イ ア ル か ら の ハ エ
１ ０ 匹 か ら 調 製 す る 。 遺 伝 子 型 ＋ ／ Ｙ ； hspＧ al４ ／ ＋ 、 遺 伝 子 型 Ｅ Ｐ ／ Ｙ ； ＋ ／ Ｃ yＯ 、
遺 伝 子 型 ＋ ／ Ｙ ； ＋ ／ Ｃ yＯ の 子 孫 を 同 様 に 処 理 し 、 総 Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 す る 。 従 っ て 、 各 Ｅ
Ｐ 系 統 株 の 各 転 写 分 析 単 位 に つ い て 、 以 下 の デ ー タ 表 を 得 る （ た だ し 、 hs は 熱 シ ョ ッ ク
を 示 し 、 nhs は 非 熱 シ ョ ッ ク を 示 す ） ：
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ス テ ュ ー デ ン ト の ｔ － 検 定 を 用 い 、 値 Ａ と Ａ ’ の 間 に 統 計 的 差 が あ る か ど う か を 判 定 す
る 。 差 が あ る 場 合 、 Ｇ al４ と Ｅ Ｐ 間 の 相 互 作 用 を 介 し て 作 用 し 得 る 熱 シ ョ ッ ク 依 存 性 効 果
が あ る こ と を 示 し て い る 。 熱 シ ョ ッ ク 単 独 、 Ｇ al４ 単 独 お よ び Ｅ Ｐ 単 独 の 独 立 し た 効 果 を
補 正 す る た め に 、 （ Ａ ’ /Ａ ） /（ (Ｂ ’ /Ｂ ＋ Ｃ ’ /Ｃ ＋ Ｄ ’ /Ｄ )/３ ） の 比 を 決 定 し 、 転 写
単 位 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に 対 す る Ｅ Ｐ の Ｇ al４ 依 存 性 効 果 を 示 す た め に 用 い る （ 表 ４ 、 「 Ｇ al４
効 果 」 の 欄 参 照 ） 。 Ｅ Ｐ 挿 入 は 、 近 傍 転 写 単 位 の シ ス 調 節 エ レ メ ン ト の 機 能 を 挿 入 点 で 破
壊 す る 。 こ の 挿 入 効 果 は Ｇ al４ か ら 独 立 し て い る （ 表 ４ 、 「 挿 入 効 果 」 の 欄 参 照 ） 。 こ の
効 果 を 判 定 す る た め に 、 ス テ ュ ー デ ン ト の ｔ － 検 定 を 用 い 、 値 Ｃ と Ｄ の 間 に 統 計 的 差 が あ
る か ど う か を 判 定 す る 。 差 が 存 在 す る 場 合 、 Ｃ ／ Ｄ 比 は 転 写 単 位 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に 対 す る Ｅ
Ｐ の 挿 入 効 果 を 示 す た め に 用 い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 同 じ 方 法 を 用 い て 、 第 二 染 色 体 と 第 三 染 色 体 Ｅ Ｐ 細 胞 株 を 解 析 す る 。
実 施 例 １
　 初 期 遺 伝 子 ス ク リ ー ン
　 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ・ イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め
の 遺 伝 子 修 飾 因 子 ス ク リ ー ン を 基 礎 と し て 容 易 に 可 視 可 能 な 成 虫 表 現 型 を 生 成 さ せ る た め
に 、 ハ エ の 眼 に お け る こ の 経 路 機 能 の 破 壊 を 検 討 し た 。 こ れ は 、 （ １ ） 眼 が ハ エ に と っ て
本 質 的 で は な い こ と 、 （ ２ ） 眼 の 表 現 型 が 容 易 に ス コ ア 化 さ れ る こ と 、 ま た （ ３ ） 成 長 過
程 の 眼 の イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 低 下 さ せ る と 小 眼 表 現 型 を 生 じ る こ と 、 を 理 由 と す る
（ Leevers, SJ et al, EMBO J. 1996 Dec 2;15(23):6584－ 94） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 小 眼 表 現 型 に も と づ く 遺 伝 子 修 飾 因 子 ス ク リ ー ン が 機 能 す る た め に は 、 該 表 現 型 が 既 知
の イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 変 化 さ せ る こ と に よ り 修 飾 し 得 る も の で
な け れ ば な ら な い と 、 我 々 は 理 由 付 け た 。 こ れ は 我 々 が 観 察 し た 事 実 で あ る 。 小 眼 表 現 型
は Ｕ Ａ Ｓ － Ｐ Ｋ Ｂ 導 入 遺 伝 子 経 由 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｐ Ｋ Ｂ の 過 剰 発 現 に よ り 抑 制 さ れ 、
Ｐ Ｉ ３ Ｋ の 下 流 で 作 用 す る 。 逆 に 、 小 眼 表 現 型 は ま た 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ の 過 剰 発 現 に よ り 増 強 さ
れ 、 Ｐ Ｉ ３ Ｋ に ア ン タ ゴ ニ ス ト 様 に 作 用 す る （ 参 照 ： Goberdhan, D. C. et al.(1999) Ge
nes Dev 13, 3244－ 58.; Huang, H., et al., Development 126, 5365－ 72） 。 こ れ ら の
結 果 は 我 々 が Ｅ Ｐ 挿 入 株 （ 近 傍 遺 伝 子 の Ｇ Ａ Ｌ ４ － 依 存 性 過 剰 発 現 を し ば し ば 引 き 起 こ す
） を 用 い る 遺 伝 子 修 飾 因 子 ス ク リ ー ン に よ り 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お い て 新 し
い 遺 伝 子 を 同 定 し 得 る こ と を 証 明 し て い る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達
に お い て ポ ジ テ ィ ブ に 作 用 す る か （ 小 眼 表 現 型 の サ プ レ ッ サ ー ） 、 あ る い は ネ ガ テ ィ ブ に
作 用 し 得 る （ 小 眼 表 現 型 の エ ン ハ ン サ ー ） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 我 々 は 発 育 途 上 の 眼 に Ｇ al４ を 発 現 す る ey－ Ｇ al４ 導 入 遺 伝 子 、 お よ び Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１
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１ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ 導 入 遺 伝 子 を 用 い る こ と に よ り 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｐ Ｉ ３ Ｋ 触 媒 単 位 の 優
性 ネ ガ テ ィ ブ 型 を 発 現 さ せ 得 る （ Hazelett, D. J., et al. (1998). Development 125, 3
741－ 51.； Leevers, SJ et al, EMBO J. 1996 Dec 2;15(23):6584－ 94)。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 に て 検 討 す る よ う に 、 ey－ Ｇ al４ お よ び Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ 導 入 遺
伝 子 両 方 を 含 む 染 色 体 を 担 持 す る ハ エ は 、 野 生 型 対 照 の ハ エ と 比 べ て 小 さ な 眼 を も つ 。 こ
の 小 さ な 眼 の 浸 透 度 が １ ０ ０ ％ で あ る こ と は 、 こ の イ ン ス リ ン 経 路 に お い て Ｄ p１ １ ０ Ｄ

９ ５ ４ Ａ タ ン パ ク 質 の 強 力 な 阻 害 効 果 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ゲ ノ ム は 約 １ ４ ,０ ０ ０ 個 の 予 測 遺 伝 子 を 含 む （ Adams et al., 2000 
Science 287 2185－ 95） 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 予 測 転 写 産 物 に よ っ て 規 定 さ れ る （ 場 合 に よ
り 転 写 単 位 ま た は 「 セ レ ラ 転 写 産 物 」 （ Ｃ Ｔ な た は Ｃ Ｇ ） と い う ； 参 照 ： www,Celera.com
） 。 既 知 機 能 お よ び 予 測 さ れ る 機 能 に も と づ き 、 こ れ ら の 遺 伝 子 ま た は 転 写 単 位 は 、 異 な
る 機 能 カ テ ゴ リ ー ま た は 「 ビ ン （ bin） 」 に 分 類 さ れ る 。 公 的 に 利 用 可 能 な Ｅ Ｐ 株 を 解 析
す る と 、 該 株 が ４ ８ ３ 遺 伝 子 （ Ｃ Ｔ ） の 開 始 コ ド ン （ Ａ Ｔ Ｇ ） か ら 上 流 に １ ０ Ｋ ｂ の 距 離
内 に 挿 入 さ れ た Ｅ Ｐ 因 子 を も つ １ ５ ３ ６ Ｅ Ｐ 株 で あ る こ と が 分 か る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ／ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 、 ト ラ ン ス ポ ー タ ー 、 リ ガ ン ド
結 合 タ ン パ ク 質 、 転 写 因 子 、 酵 素 お よ び そ の 他 の タ イ プ の 分 子 の 機 能 的 ビ ン に 属 す る 。 機
能 的 ビ ン カ テ ゴ リ ー は 、 セ レ ラ ・ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ・ ジ ャ ン ボ リ ー ・ リ リ ー ス １ （ Celera
 Drosophila Jamboree Release 1） に も と づ く 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 初 期 ス ク リ ー ン と し て 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ／ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は そ の 相 互 作 用 因 子
を エ ン コ ー ド す る ６ ８ の 予 測 遺 伝 子 に 隣 接 し て 挿 入 さ れ た Ｅ Ｐ 因 子 を 有 す る １ １ ２ Ｅ Ｐ 株
を 、 ey－ Ｇ al４  Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ 染 色 体 と 上 記 の よ う に 検 討 し た 成 虫 子 孫 の
眼 を も つ ハ エ に 交 配 す る 。 ３ 種 の Ｅ Ｐ 株 は Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ 、 Ｅ Ｐ (３ )３ ５ ５ ３ 、 Ｅ
Ｐ (Ｘ )０ ３ ８ ２ お よ び Ｅ Ｐ (３ )３ ４ ５ ９ が 誘 発 す る 小 眼 表 現 型 を 抑 制 し 得 る も の で あ り 、
そ れ を 以 下 に 記 載 す る ：
【 ０ １ ４ ５ 】

　 統 計 解 析 が 確 認 す る の は 、 Ｅ Ｐ (３ )３ ５ ５ ３ が Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ の サ プ レ ッ サ ー で
あ る こ と で あ る 。 Ｘ Ｘ ； ey－ Ｇ al４  Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ ハ エ の 眼 の 平 均 サ
イ ズ は 、 ８ .３ ９ × １ ０ － ２ ｍ ｍ ２ で あ り 、 一 方 そ の 姉 妹 の Ｘ Ｘ ； ey－ Ｇ al４  Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ
p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ ； Ｅ Ｐ (３ )３ ５ ５ ３ ／ ＋ ハ エ の 眼 の 平 均 サ イ ズ は 、 １ .１ ９ × １ ０
－ １ ｍ ｍ ２ で あ る 。 ２ つ の 平 均 に は 有 意 に 差 が あ る （ ｐ ＜ ０ .０ ０ １ 、 以 降 ス テ ュ ー デ ン
ト の ｔ － 検 定 ） 。 Ｘ Ｙ ； ey－ Ｇ al４  Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ ハ エ の 眼 の 平 均 サ
イ ズ は 、 そ の 兄 弟 Ｘ Ｙ ； ey－ Ｇ al４  Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ ； Ｅ Ｐ (３ )３ ５ ５
３ ／ ＋ ハ エ の 平 均 サ イ ズ よ り も 小 さ い （ ７ .３ ９ × １ ０ － ２ ｍ ｍ ２ 対 ９ .２ ９ × １ ０ － ２ ｍ
ｍ ２ 、 ｐ ＜ ０ .０ ０ １ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｅ Ｐ (３ )３ ５ ５ ３ が Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ を 原
因 と す る 小 眼 表 現 型 を 抑 制 す る こ と を 示 す 。 下 記 表 １ 参 照 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ ） 交 配  X/Y;+/+; EP(3)3553/TM6B,Tb ×  XX; ey－ Gal4, UAS－ Dp110 D 9 5 4 A /CyO; +/+ の
略 記 子 孫 表 現 型 。 TM6Bお よ び CyOは 平 均 体 染 色 体 で あ る （ 上 記 方 法 の 項 参 照 ） 。
ｂ ） ス テ ュ ー デ ン ト の ｔ － 検 定 は 行 １ と 行 ２ の 平 均 が ｐ ＜ ０ .０ ０ １ の 有 意 な レ ベ ル で 異
な る こ と を 示 し 、 行 ３ お よ び 行 ４ の 平 均 は ｐ ＜ ０ .０ ０ １ の 有 意 な レ ベ ル で 異 な る こ と を
示 す 。
ｃ ） S.D. は 標 準 偏 差 を 表 す 。
ｄ ） 測 定 し た 眼 の 総 数 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Ｅ Ｐ (３ )３ ５ ５ ３ は 第 三 染 色 体 上 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 遺 伝 子 Ｐ k６ １ Ｃ の ５ ’ 末 端 非 コ
ー ド 配 列 に 挿 入 さ れ た Ｅ Ｐ 因 子 を 有 す る が 、 こ の ハ エ は 哺 乳 動 物 の Ｐ Ｄ Ｋ １ の オ ー ソ ロ グ
で あ る （ ジ ェ ン バ ン ク 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ６ １ ３ ） （ http://flybase.bio.indiana.edu
） 。 Ｐ Ｋ ６ １ Ｃ は 、 Ｅ Ｐ (３ )３ ５ ５ ３ 挿 入 部 位 の 両 側 の １ ０ Ｋ b領 域 内 に 見 出 さ れ る 唯 一
の 遺 伝 子 で あ る 。 Ｅ Ｐ (３ )３ ５ ５ ３ 因 子 に 対 す る Ｐ k６ １ Ｃ 遺 伝 子 の 相 対 位 置 は 、 Ｐ k６ １
Ｃ の ５ ’ 末 端 が Ｅ Ｐ (３ )３ ５ ５ ３ 因 子 の Ｕ Ａ Ｓ 含 有 末 端 近 位 と な る よ う な 位 置 で あ る （ ht
tp://flybase.bio.indiana.edu） 。 従 っ て 、 Ｇ Ａ Ｌ ４ が シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｐ Ｄ Ｋ １ の 発 現
を 誘 発 す る と 期 待 さ れ る 。 Ｐ Ｄ Ｋ １ は イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お い て Ｐ Ｉ ３ Ｋ の 下
流 で 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る の で 、 Ｐ Ｄ Ｋ １ の 過 剰 発 現 が Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ 誘 発
表 現 型 を 抑 制 す る と 予 測 さ れ る 。 従 っ て 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に Ｐ Ｄ Ｋ １ が 関 与
す る と す れ ば 、 Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ 誘 発 小 眼 表 現 型 の サ プ レ ッ サ ー と し て の Ｅ Ｐ (３ )３
５ ５ ３ の 同 定 は 、 我 々 の 遺 伝 子 ス ク リ ー ン を イ ン ス リ ン 経 路 に 関 す る 分 子 の 同 定 に 使 用 し
得 る こ と を 、 強 く 示 唆 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】

　 統 計 的 解 析 で は 、 Ｅ Ｐ (Ｘ )０ ３ ８ ２ が Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ 過 剰 発 現 に よ り 誘 発 さ れ る
小 眼 表 現 型 を 有 意 に 抑 制 す る こ と も 確 認 す る 。 Ｅ Ｐ (Ｘ )０ ３ ８ ２ ／ Ｘ ； ey－ Ｇ al４ , Ｕ Ａ
Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ ハ エ の 眼 の 平 均 サ イ ズ （ １ .０ ４ × １ ０ － １ ｍ ｍ ２ ） は 、 Ｘ
Ｘ ； ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ ハ エ の 平 均 サ イ ズ （ ９ .０ ５ × １ ０ －

２ ｍ ｍ ２ ； ｐ ＜ ０ .０ ０ ０ １ ） よ り も 有 意 に 大 き く 、 Ｅ Ｐ (Ｘ )０ ３ ８ ２ が Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５

４ Ａ の 機 能 を 抑 制 す る こ と を 示 し て い る 。 下 記 表 ２ 参 照 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ ） 行 １ お よ び ２ は 、 ス ト ッ ク ｗ ／ Ｙ ； ey－ Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ Ｃ y
Ｏ の 略 記 表 現 型 を 示 す 。 行 ３ ～ ４ は 、 交 配 Ｅ Ｐ (Ｘ )０ ３ ８ ２ ／ Ｙ ； ＋ ／ ＋ × ｗ ／ ｗ ； ey－
Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ Ｃ yＯ の 略 記 子 孫 表 現 型 を 示 す 。 Ｃ yＯ は 平 均 体 染
色 体 で あ る （ 上 記 方 法 の 項 参 照 ） 。
ｂ ） 行 １ ～ ２ の ハ エ は 同 胞 で あ る 。 行 ３ ～ ４ の ハ エ は 同 胞 で あ る 。 し か し 、 行 １ ～ ２ の ハ
エ は 行 ３ ～ ４ の 同 胞 で は な い 。 従 っ て 、 彼 ら は 眼 の 大 き さ を 含 め 、 身 体 の 大 き さ に 影 響 す
る 幾 分 異 な る 成 長 条 件 を 経 験 し て い る は ず で あ る 。 従 っ て 、 そ れ ら の 間 で 意 味 の あ る 眼 の
サ イ ズ の 比 較 の た め に 、 行 ３ ～ ４ の 測 定 し た 眼 の サ イ ズ は 、 共 通 の 表 現 型 Ｘ Ｙ ； ey－ Ｇ al
４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ （ 行 ２ 、 欄 １ ； 行 ４ 、 欄 １ ） の ハ エ は 同 じ 平 均 眼 サ
イ ズ を も つ べ き で あ る と い う 仮 定 に も と づ き 補 正 す る 。 行 ３ ～ ４ で 測 定 し た ２ ０ 個 の 眼 の
そ れ ぞ れ を 、 フ ァ ク タ ー ０ .９ ８ １ に よ り 補 正 す る （ ７ .２ ４ × １ ０ － ２ ／ ７ .３ ８ × １ ０
－ ２ 、 欄 ３ 参 照 ） 。 こ の 欄 は 補 正 し た 眼 サ イ ズ の 平 均 を 示 す 。 ス テ ュ ー デ ン ト の ｔ － 検 定
は 行 １ と 行 ３ の 平 均 が ｐ ＜ ０ .０ ０ １ の 有 意 レ ベ ル で 異 な る こ と を 示 す 。
ｃ ） 標 準 偏 差 は 補 正 し た 眼 サ イ ズ に も と づ く 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 Ｅ Ｐ (Ｘ )０ ３ ８ ２ 株 は Ｘ 染 色 体 上 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 遺 伝 子 コ ル ク ス ク リ ュ ー （ csw）
（ ヒ ト タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ Ｓ Ｈ Ｐ － ２ 遺 伝 子 の ハ エ オ ー ソ ロ グ で あ る ） （
ジ ェ ン バ ン ク 受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ２ ８ ３ ４ ） の ５ ’ 末 端 に 挿 入 さ れ た Ｅ Ｐ 因 子 を 有 す る 。
挿 入 部 位 は csw ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ジ ェ ン バ ン ク 受 託 番 号 Ｕ １ ９ ９ ０ ９ ； www.fruitfly.org） の 開
始 部 位 の ２ ０ １ ヌ ク レ オ チ ド 上 流 で あ る 。 Ｅ Ｐ (Ｘ )０ ３ ８ ２ 因 子 に 対 す る  csw 遺 伝 子 の
相 対 位 置 は 、 csw の ５ ’ 末 端 が Ｅ Ｐ (Ｘ )０ ３ ８ ２ 因 子 の 非 Ｕ Ａ Ｓ 含 有 末 端 に 近 位 と な る よ
う な 位 置 で あ る 。 Ｅ Ｐ (Ｘ )０ ３ ８ ２ 挿 入 部 位 の 他 の 側 の １ ０ Ｋ b領 域 内 に 見 出 さ れ る 他 の
遺 伝 子 は な い 。 定 量 的 リ ア ル タ イ ム Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い 、 cswＲ Ｎ Ａ レ ベ ル に 対 す る Ｅ Ｐ
の 作 用 は 分 析 の レ ベ ル で 検 出 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 Ｓ Ｈ Ｐ － ２ お よ び  csw は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー お よ び Ｅ Ｄ Ｇ Ｐ レ セ プ タ ー の 関 与 す る
経 路 な ど 、 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お い て ポ ジ テ ィ ブ な 役 割 を 演
じ る こ と が 示 さ れ て い る （ Allard et al., (1996. Development 122, 1137－ 46; Bennett
, A. M., et al. (1994). Proc Natl Acad Sci U S A 91, 7335－ 9; Feng, G. S. et al.
  (1993) Science 259, 1607－ 11; Perkins, L. A.,et al.,  (1996). Dev Biol 180, 63
－ 81; Vogel, W.,et al. 1993  Science 259, 1611－ 4; .Xiao, S., et al. (1994) J Bi
ol Chem 269, 21244－ 8)。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 Ｓ Ｈ Ｐ － ２ は ま た イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 に 関 わ っ て い る が 、 し か し 、 そ れ が ポ ジ テ ィ
ブ の 役 割 を 果 た し て い る の か 、 ネ ガ テ ィ ブ の 役 割 を 果 た し て い る の か は 現 在 未 知 で あ る （
Kharitonenkov, A. et al.,  (1995). J Biol Chem 270, 29189－ 93; Maegawa, H., et a
l.(1999) J Biol Chem 274, 30236－ 43.; Myers, M. G., et al.  (1998) J Biol Chem 2
73, 26908－ 14; Ugi, S., et al. J Biol Chem 271, 12595－ 602） 。
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【 ０ １ ５ １ 】
　 Ｓ Ｈ Ｐ － ２ は 哺 乳 動 物 の イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お い て 既 知 遺 伝 子 で あ る た め 、
そ れ は 本 明 細 書 に 開 示 し た 修 飾 因 子 ス ク リ ー ン を 用 い て 、 ヒ ト 糖 尿 病 に 関 連 す る 分 子 の 同
定 に 使 用 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 Ｅ Ｐ (３ )３ ４ ５ ９ に よ る Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ 誘 発 小 眼 表 現 型 の 抑 制 は 統 計 的 に 有 意 で
あ る 。 Ｘ Ｘ お よ び Ｘ Ｙ ハ エ 両 方 に お い て 、 Ｅ Ｐ (３ )３ ４ ５ ９ 挿 入 の 存 在 は 、 ey－ Ｇ al４ ,
Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０ Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ ＋ ハ エ の 眼 の 平 均 サ イ ズ を 増 加 さ せ る （ Ｘ Ｘ ハ エ ： ９ .７
１ × １ ０ － ２ ｍ ｍ ２ 対 ９ .０ ９ × １ ０ － ２ ｍ ｍ ２ 、 ｐ ＜ ０ .０ ５ ； Ｘ Ｙ ハ エ ： ８ .１ ０ × １
０ － ２ ｍ ｍ ２ 対 ７ .１ ３ × １ ０ － ２ ｍ ｍ ２ 、 ｐ ＜ ０ .０ ０ ３ ） 。 以 下 の 表 ３ 参 照 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ａ ） 交 配 X/Y; +/+; EP(3)3459/TM6B,Sb,Tb ×  X/X; ey－ Gal4, UAS－ Dp110D954A/CyO; +/
+の 略 記 子 孫 遺 伝 子 型 。 TM6Bお よ び CyOは 平 均 体 染 色 体 で あ る （ 上 記 方 法 の 項 参 照 ） 。
ｂ ） ス テ ュ ー デ ン ト の ｔ － 検 定 は 行 １ と 行 ２ の 平 均 が ｐ ＜ ０ .０ ５ の 有 意 レ ベ ル で 異 な る
こ と を 示 す 。 行 ３ と 行 ４ の 平 均 は ｐ ＜ ０ .０ ０ ３ の 有 意 レ ベ ル で 異 な る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 Ｅ Ｐ (３ )３ ４ ５ ９ 株 は 第 三 染 色 体 上 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ・ カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ II－ ア ル フ
ァ ・ サ ブ ユ ニ ッ ト 相 互 作 用 因 子 － ３ （ Ｃ kII－ α － i３ 、 ジ ェ ン バ ン ク 受 託 番 号 Ａ Ｆ ０ ９ ０
４ ４ ０ ） の ５ ’ 末 端 か ら 上 流 の 約 ５ Ｋ bに 挿 入 さ れ た Ｅ Ｐ 因 子 を 有 す る 。 Ｃ kII－ α － i３
の ５ ’ 末 端 は Ｅ Ｐ (３ )３ ４ ５ ９ 因 子 の 非 － Ｕ Ａ Ｓ － 含 有 末 端 近 位 に あ る 。 Ｅ Ｐ (３ )３ ４ ５
９ 挿 入 部 位 の 他 の 側 に は 、 １ ０ Ｋ b領 域 内 に 遺 伝 子 は 認 め ら れ な か っ た 。 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ
Ｃ Ｒ （ タ ッ ク マ ン ； Taqman） 実 験 に よ る と 、 こ の Ｅ Ｐ 因 子 は Ｃ kII－ α － i３ の ４ 倍 の 発 現
喪 失 を 引 き 起 こ す こ と を 示 す 。
　 Ｃ kII－ α － i３ の ヒ ト 相 同 体 は ヒ ト Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ３ ３ ６ 遺 伝 子 で あ る と 思 わ れ る （ ジ ェ ン
バ ン ク 受 託 番 号 Ａ Ｂ ０ ０ ２ ３ ３ ４ ） （ Nagase, T., et al. (1997)  DNA Res 4, 141－ 50
） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ３ ３ ６ 遺 伝 子 は １ ５ ８ ３ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る
が 、 既 知 の 機 能 は も た な い 。 Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ３ ３ ６ を 規 定 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 脳 組 織 由 来 で あ っ た
。 Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ３ ３ ６ 遺 伝 子 は す べ て の 組 織 範 疇 で 発 現 さ れ る が 、 ラ イ フ セ ッ ク （ LifeSeq
） (登 録 商 標 )ゴ ー ル ド ５ .１ に も と づ く 顎 口 腔 系 は 例 外 で あ る 。 血 液 系 お よ び 免 疫 系 か ら
配 列 決 定 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン 総 数 の 中 で 、 Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ３ ３ ６ 遺 伝 子 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ
ー ン の 百 分 比 に よ り 判 定 さ れ る よ う に 、 そ れ は 血 液 系 お よ び 免 疫 系 に お い て 最 高 の 発 現 を
示 す 。 顎 口 腔 系 ラ イ ブ ラ リ ー に お け る Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ３ ３ ６ 遺 伝 子 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 明
白 な 欠 如 は 、 血 液 系 お よ び 免 疫 系 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の ６ ４ ８ ,２ １ ５ の 配 列 決 定 ク ロ ー
ン に 比 較 し て 、 顎 口 腔 系 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 配 列 決 定 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ １ ０ ,９ ８ ８
） が よ り 少 数 で あ る こ と に よ る も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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Ｅ Ｐ (３ )３ ４ ５ ９ ／ Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ３ ３ ６



　 Ｃ kII－ α － i３ は Ｃ Ｋ IIα サ ブ ユ ニ ッ ト と の ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 相 互 作 用 を 介 し て 同 定 さ
れ た （ 参 照 ： ジ ェ ン バ ン ク 注 釈 、 ジ ェ ン バ ン ク 受 託 番 号 Ａ Ｆ ０ ９ ０ ４ ４ ０ ） 。 こ れ は Ｃ Ｋ
IIコ ン セ ン サ ス  リ ン 酸 化 部 位 を も つ 推 定 核 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 。 Ｃ kII－ α － i
３ の 機 能 は 報 告 さ れ て い な い が 、 Ｃ Ｋ IIイ ン ヒ ビ タ ー が 核 抽 出 物 の イ ン ス リ ン 誘 発 Ｄ Ｎ Ａ
－ 結 合 活 性 を 遮 断 し 、 Ｃ Ｋ IIα サ ブ ユ ニ ッ ト が イ ン ビ ト ロ で イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー 基 質 －
１ （ Ｉ Ｒ Ｓ － １ ） と 相 互 作 用 す る と い う こ と を 示 す デ ー タ に も と づ く と 、 Ｃ Ｋ IIは イ ン ス
リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 わ っ て い る と 思 わ れ る （ Kim, S. J., and Kahn, C. R. (1997)
 Biochem J 323, 621－ 7.; Li et al., 1999） 。 こ こ で 期 待 さ れ る こ と は 、 ヒ ト Ｃ kII－
α － i３ の オ ー ソ ロ グ で あ る Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ３ ３ ６ が 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お い て
役 割 を 果 た し 、 そ れ が そ の ま ま イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 異 常 と 関 係 す る 病 的 症
状 を 処 置 、 予 防 ま た は 改 善 す る た め の 治 療 薬 開 発 の 適 切 な 薬 物 標 的 で あ る こ と で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 こ の よ う に 、 我 々 は 発 育 途 上 の 眼 に お い て シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ・ ホ ス ホ イ ノ シ チ ド ３ － キ
ナ ー ゼ （ Ｐ Ｉ ３ Ｋ ） の 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 形 状 を 発 現 さ せ た 。 そ の 結 果 、 成 虫 の ハ エ で は 小 眼
の 表 現 型 を 生 じ る 。 小 眼 表 現 型 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お い て Ｐ Ｉ ３ Ｋ の 下 流
で 作 用 す る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｂ （ Ｐ Ｋ Ｂ ） の 過 剰 発 現 に よ り 抑 制 さ れ る （ Lasko, P. Cl
in Genet. 2002 Nov;62(5):358－ 67） が 、 こ の こ と は 小 眼 表 現 型 が 遺 伝 子 修 飾 因 子 の ス ク
リ ー ン 用 分 析 と し て 使 用 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 我 々 の 研 究 で は 、 小 眼 表 現 型 を 抑 制
す る ３ つ の 突 然 変 異 を 同 定 し た 。 １ つ の 突 然 変 異 は ３ ’ － ホ ス ホ イ ノ シ チ ド 依 存 性 キ ナ ー
ゼ １ 遺 伝 子 （ Ｐ Ｄ Ｋ １ ） の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ・ オ ー ソ ロ グ に 関 連 が あ る 。 も う 一 つ の 突 然
変 異 は タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ Ｓ Ｈ Ｐ － ２ 遺 伝 子 の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ・ オ ー ソ
ロ グ に 関 連 が あ る 。 Ｐ Ｄ Ｋ １ お よ び Ｓ Ｈ Ｐ － ２ は と も に 、 哺 乳 動 物 の イ ン ス リ ン シ グ ナ ル
伝 達 経 路 に お け る 既 知 遺 伝 子 で あ り 、 そ の ス ク リ ー ン が ヒ ト の 糖 尿 病 に 関 係 す る 分 子 を 同
定 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 第 三 の 突 然 変 異 は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 遺 伝 子 Ｃ kII－ α － i３
に 関 連 が あ り 、 そ の ヒ ト の オ ー ソ ロ グ は Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ３ ３ ６ で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
実 施 例 ２
　 タ ン パ ク 質 の 同 定
　 上 記 の 方 法 を 用 い 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お い て 役 割 を 果 た す と 思 わ れ る タ ン
パ ク 質 を 同 定 し た 。 下 記 表 ４ に そ れ ら の 遺 伝 子 と そ の ヒ ト 相 同 体 （ 「 ベ ス ト hu」 の 欄 に 掲
載 ） （ な ら び に 上 で 検 討 し た Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ３ ３ ６ ） を 示 す 。 遺 伝 子 ス ク リ ー ン で は サ プ レ ッ
サ ー を 同 定 し 、 そ れ を 抑 制 の 強 度 に 対 応 し て 分 別 し た ； Ｓ １ は 最 強 、 Ｓ ４ は 最 弱 を 示 し 、
Ｎ Ｄ は 未 判 定 を 示 す 。

10

20

30

(36) JP 2006-509795 A 2006.3.23



【 表 ５ 】
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【 表 ６ 】
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【 表 ７ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 （ 表 ４ に 掲 載 の 遺 伝 子 ） （ す な わ ち 、 「 修 飾 因 子 遺 伝 子 」 ） が イ ン ス リ ン シ
グ ナ ル 伝 達 と 代 謝 に 関 与 し て い る こ と を 証 明 す る た め に 、 修 飾 因 子 遺 伝 子 の 摂 動 が イ ン ス
リ ン 応 答 配 列 （ Ｉ Ｒ Ｓ ） 制 御 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に 変 化 を 起 こ す か ど う か 、 検
討 す る こ と が で き る 。 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 活 性 化 す る と 、 イ ン ス リ ン 応 答 配 列
に 結 合 す る フ ォ ー ク ヘ ッ ド 転 写 因 子 が 阻 害 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 修 飾 因 子
に よ る イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 レ ベ ル の 変 化 は 、 Ｉ Ｒ Ｓ 制 御 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 に
つ な が る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は グ ル コ ー ス と 脂 質 の 代 謝
を 制 御 す る の で 、 修 飾 因 子 遺 伝 子 の 摂 動 が ハ エ の グ リ コ ー ゲ ン ま た は 脂 質 の 変 化 を 起 こ す
か ど う か 検 討 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 活 性 化 す る 遺 伝 子 お よ び そ れ を 抑 制 す る 遺 伝 子 の 両 方 を
同 定 す る た め に 、 遺 伝 子 ス ク リ ー ン を 設 計 す る 。 し か し 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を
刺 激 す る こ と が 糖 尿 病 の 処 置 に 必 要 で あ る た め 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 正 常 に 阻 害 す
る 遺 伝 子 が 好 適 な 薬 物 目 標 と な り 得 る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
実 施 例 ３
　 抑 制 修 飾 ス ク リ ー ン
　 ハ エ の Ｐ Ｉ ３ Ｋ の 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 型 に よ り 誘 発 さ れ る 優 性 表 現 型 （ 以 後 、 Ｄ p１ １ ０ Ｄ

Ｎ と 記 載 ） に も と づ く 、 上 に 検 討 し た 遺 伝 子 ス ク リ ー ン に 加 え て 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝
達 経 路 に お い て さ ら に 既 知 の 遺 伝 子 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｉ Ｓ Ｐ の ネ ガ テ ィ ブ レ ギ ュ レ ー タ ー を 用
い て 、 同 様 の 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 開 発 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 眼 の 発 育 途 上 に お け る Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ の 過 剰 発 現 も ま た 小 眼 表 現 型 の 原 因 と な り 、 眼 の Ｄ p１
１ ０ Ｄ Ｎ の 過 剰 発 現 に 続 い て 観 察 さ れ る 眼 の 表 現 型 は 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ の 過 剰 発 現 に よ り さ ら に
強 調 さ れ る 。 こ の 二 重 突 然 変 異 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ハ エ の 保 存 株 は 、 Ｄ p１ １ ０ Ｄ Ｎ と Ｐ
Ｔ Ｅ Ｎ の 両 方 を 過 剰 発 現 し 得 る も の で あ り 、 tub： Ｇ al８ ０ 導 入 遺 伝 子 の 存 在 下 に 維 持 さ
れ る 。 こ の 導 入 遺 伝 子 か ら の Ｇ al８ ０ の 構 成 性 発 現 は Ｇ al４ タ ン パ ク 質 に 結 合 し て 、 Ｇ al
４ を 介 す る 転 写 活 性 を 遮 断 す る 。 こ れ が 結 局 Ｉ Ｓ Ｐ 成 分 の 過 剰 発 現 と 関 連 す る 生 存 度 の 低
下 を 回 復 さ せ る 遺 伝 子 修 飾 因 子 の 蓄 積 を 停 止 さ せ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 こ の ２ つ の 表 現 型 の 相 加 効 果 に も と づ き 、 サ プ レ ッ サ ー ス ク リ ー ン を 確 立 し 得 る 。 増 強
さ れ た 小 眼 表 現 型 は ス ク リ ー ン に よ り 適 合 し 、 機 能 喪 失 突 然 変 異 に 対 す る ヘ テ ロ 接 合 性 と
関 連 す る 遺 伝 子 産 物 の ２ 倍 の 減 少 は 、 顕 著 な 表 現 型 の 抑 制 、 す な わ ち 、 Ｄ p１ １ ０ Ｄ Ｎ と
Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ の 両 方 の 同 時 過 剰 発 現 か ら 生 じ る 感 作 Ｉ Ｓ Ｐ 表 現 型 に 関 し 、 ハ プ ロ 不 足 と な る 挿
入 突 然 変 異 を 生 じ る こ と と な る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
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　 公 的 に 入 手 可 能 な Ｐ 因 子 突 然 変 異 の 解 析 に よ る と 、 ２ ０ ０ ０ を 超 え る Ｐ 因 子 挿 入 が 遺 伝
子 産 物 発 現 を 停 止 さ せ る 遺 伝 子 領 域 内 に 存 在 す る こ と が 分 か る 。 こ れ ら Ｐ 因 子 の 一 つ を 含
む ハ エ の 保 存 株 は 、 遺 伝 子 発 現 を ５ ０ ％ 低 下 さ せ る と 言 わ れ る 。 選 抜 し た Ｐ 因 子 は ２ つ の
タ イ プ の も の で あ る 。 Ｐ 因 子 の 第 一 の タ イ プ は ミ ニ ホ ワ イ ト 遺 伝 子 （ ｍ ｗ ） を 含 み 、 ホ ワ
イ ト １ １ １ ８ バ ッ ク グ ラ ン ド に 発 現 さ れ た 場 合 に 赤 い 眼 の 表 現 型 を 生 じ る 。 Ｐ 因 子 の 第 二
の タ イ プ は ミ ニ ロ ー ズ 遺 伝 子 （ ｒ ｗ ） を 含 み 、 ホ ワ イ ト プ ラ ス と ロ ー ズ マ イ ナ ス バ ッ ク グ
ラ ン ド で 発 現 さ れ た 場 合 、 ば ら 色 の 眼 の 表 現 型 を 生 じ る 。 eyＧ al４ 、 Ｕ Ａ Ｓ  Ｄ p１ １ ０ Ｄ

Ｎ 、 Ｕ Ａ Ｓ Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 お よ び tubＧ al８ ０ を 含 む ハ エ 保 存 株 は 、 Ｐ 因 子 が 導 入 さ れ た と き
に 証 拠 と な り 得 る よ う に ２ つ の バ ッ ク グ ラ ン ド 内 に 含 め な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ６ ４ 】

　 eyＧ al４ 、 Ｕ Ａ Ｓ  Ｄ p１ １ ０ Ｄ Ｎ 、 お よ び Ｕ Ａ Ｓ Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 導 入 遺 伝 子 は す べ て 第 二 染 色
体 上 に あ り 、 図 １ に 示 す よ う に 共 に 組 み 換 え ら れ 得 る 。 ｗ ； eyＧ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ － Ｄ p１ １ ０
Ｄ ９ ５ ４ Ａ ／ Ｃ yＯ ； Ｍ Ｋ Ｒ Ｓ ， ry／ Ｔ Ｍ ２ ， ry／ ＋ 保 存 株 の 創 製 に つ い て は す で に 記 載
し た 。 次 い で 、 こ の 保 存 株 を 、 標 準 の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 遺 伝 的 方 法 を 用 い て ホ ワ イ ト １ １
１ ８ バ ッ ク グ ラ ン ド な ら び に ロ ー ズ マ イ ナ ス バ ッ ク グ ラ ン ド 中 の Ｕ Ａ Ｓ － Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ と 組 み
換 え た 。
【 ０ １ ６ ５ 】

　 tub－ Ｇ al８ ０ は ブ ル ー ミ ン ト ン ・ ス ト ッ ク セ ン タ ー 経 由 で 公 的 に 入 手 し 得 る 。 利 用 し
得 る 導 入 遺 伝 子 突 然 変 異 体 は Ｘ 染 色 体 上 に あ る 。 導 入 遺 伝 子 を 、 標 準 の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
遺 伝 子 転 移 交 配 法 を 用 い て 、 Ｃ yＯ 平 均 体 染 色 体 上 の 新 し い 位 置 に 転 置 す る 。 次 い で 、 tub
－ Ｇ al８ ０  Ｃ ｙ Ｏ を ホ ワ イ ト １ １ １ ８ バ ッ ク グ ラ ン ド な ら び に ロ ー ズ マ イ ナ ス バ ッ ク グ
ラ ン ド 中 に 入 れ 、 Ｓ co 第 二 平 均 体 染 色 体 に 平 均 化 す る 。 次 い で 、 tub－ Ｇ al８ ０  Ｃ ｙ Ｏ
保 存 株 を eyＧ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ  Ｄ p１ １ ０ Ｄ Ｎ ,Ｕ Ａ Ｓ Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ ／ Ｃ yＯ 保 存 株 と 交 配 さ せ 、 ey
Ｇ al４ ,Ｕ Ａ Ｓ  Ｄ p１ １ ０ Ｄ Ｎ ,Ｕ Ａ Ｓ Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ ／ tub－ Ｇ al８ ０  Ｃ yＯ を 創 製 す る 。 こ れ
ら は ホ ワ イ ト １ １ １ ８ バ ッ ク グ ラ ン ド な ら び に ロ ー ズ マ イ ナ ス バ ッ ク グ ラ ン ド 中 で 実 施 す
る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 Ｘ 染 色 体 ホ モ 接 合 致 死 性 Ｐ 因 子 挿 入 の ス ク リ ー ン の た め の ハ エ の 交 配 を 図 ２ に 示 す 。
　 第 二 染 色 体 ホ モ 接 合 致 死 性 Ｐ 因 子 挿 入 の ス ク リ ー ン の た め の ハ エ の 交 配 を 図 ３ に 示 す 。
　 第 三 染 色 体 ホ モ 接 合 致 死 性 Ｐ 因 子 挿 入 の ス ク リ ー ン の た め の ハ エ の 交 配 を 図 ４ に 示 す 。
【 ０ １ ６ ７ 】
実 施 例 ４
　 さ ら な る タ ン パ ク 質 の 同 定
　 上 記 の 方 法 を 用 い 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 役 割 を 果 た す と 思 わ れ る さ ら な る タ
ン パ ク 質 を 同 定 し た 。 以 下 の Ｐ 因 子 挿 入 は 、 Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ Ｎ お よ び Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ の 過 剰 発 現 を
原 因 と す る 小 眼 表 現 型 に 抑 制 効 果 を 示 し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 お よ び そ の ヒ ト 相 同 体 を 以 下
の 表 ５ に 示 す 。
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ８ 】
実 施 例 ６
　 さ ら な る 修 飾 因 子 ス ク リ ー ン
　 ハ エ Ｐ Ｉ ３ Ｋ の 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 形 状 が 誘 発 す る 優 性 表 現 型 に も と づ く 、 上 に 検 討 し た 遺
伝 子 ス ク リ ー ン に 加 え て 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 他 の 既 知 遺 伝 子 を 用 い 、
新 規 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 開 発 し 得 る 。 上 記 の ご と き ス ク リ ー ン は 「 選 択 」 に も と づ
く ス ク リ ー ン で あ る た め 、 取 分 け 望 ま し い 。 さ ら に 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー に も と づ く 遺 伝 子 ス
ク リ ー ン を も 使 用 し 得 る 。 こ の 方 法 の 利 点 は そ れ が 高 処 理 能 力 自 動 化 に 適 用 し 得 る こ と で
あ る 。 例 え ば 、 イ ン ス リ ン 経 路 が Ｆ Ｋ Ｈ Ｒ 型 の フ ォ ー ク ヘ ッ ド 転 写 因 子 の 活 性 を 制 御 す る
こ と は 既 知 で あ る 。 蛍 光 レ ポ ー タ ー を 、 蛍 光 マ ー カ ー 発 現 を 制 御 す る た め に フ ォ ー ク ヘ ッ
ド 結 合 部 位 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 蛍 光 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 幼 虫 ソ ー タ ー で 選 抜 し
た こ の レ ポ ー タ ー を 担 持 す る ハ エ は 、 イ ン ス リ ン 経 路 に お い て 新 規 の 遺 伝 子 を 同 定 す る た
め の 効 率 的 な シ ス テ ム と な ろ う 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ９ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 導 入 遺 伝 子 の eyＧ al４ 、 Ｕ Ａ Ｓ 、 Ｄ ｐ １ １ ０ Ｄ Ｎ お よ
び Ｕ Ａ Ｓ Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 交 配 の 図 式 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｘ 染 色 体 致 死 Ｐ 因 子 挿 入 系 統 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る 交 配
の 図 式 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 第 二 染 色 体 致 死 Ｐ 因 子 挿 入 系 統 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る 交
配 の 図 式 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 第 三 染 色 体 致 死 Ｐ 因 子 挿 入 系 統 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る 交
配 の 図 式 で あ る 。 10

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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