
(57)【要約】
【課題】　ＤＯＣＫ２とＥＬＭＯ１との会合に干渉する物質のスクリーニング方法や、Ｅ
ＬＭＯ１とＴｉａｍ１との会合に干渉する物質のスクリーニング方法や、これらスクリー
ニング方法を利用するアレルギー、自己免疫疾患、ＧｖＨ、移植片拒絶等の免疫関連疾患
に対する治療薬の探索方法等を提供すること。
【解決手段】　ＤＯＣＫ２のＮ末端の５０４アミノ酸残基を欠失したＤＯＣＫ２変異体で
はＲａｃ活性化能が著しく低下し、アクチン重合を惹起できないことを見い出し、この領
域に結合する分子としてＥＬＭＯ１を同定した。ＤＯＣＫ２はＳＨ３ドメインを介してＥ
ＬＭＯ１に会合していることを見い出した。さらに、ＥＬＭＯ１が、Ｒａｃ特異的なＧＤ
Ｐ／ＧＴＰ交換因子（ＧＥＦ）として機能するＴｉａｍ１と結合することを見い出した。
ＤＯＣＫ２はＥＬＭＯ１を介してＴｉａｍ１をリクルートすることによりＲａｃを活性化
していることを見い出した。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／
Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ
Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｎ 末 端 領 域 と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｅ Ｌ Ｍ
Ｏ の Ｎ 末 端 領 域 と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す
る Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 若 し く は そ の Ｎ 末 端 領 域 及 び ／ 又 は Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 が 、 他 の ペ プ チ ド と
融 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子
と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 対 す る 抗 体 又 は Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と 融 合 し た 他 の ペ プ チ ド
に 対 す る 抗 体 に よ り 分 画 さ れ た Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 に 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 若 し く は そ の Ｎ 末 端
領 域 に 対 す る 抗 体 を 作 用 さ せ 、 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３
の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 型 の 活 性 型 Ｒ ａ ｃ を 検 出 す る こ と に よ り 、 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干
渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 が 、 リ ン パ 球 遊 走 制 御 機 能 の
促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と
Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 が 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ
Ｐ 交 換 因 子 と の 結 合 を 阻 害 す る 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 記 載
の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ が 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と 結 合 し た Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ７ の い ず
れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ が 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ
と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 が 、 Ｒ ａ ｃ 特 異 的 な Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す
る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
Ｒ ａ ｃ 特 異 的 な Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 が Ｔ ｉ ａ ｍ １ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０
記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ ３ ～ ２ ３ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す
る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る こ と を 特 徴 と す る ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 疾 患 、 Ｇ
ｖ Ｈ 、 移 植 片 拒 絶 等 の 免 疫 関 連 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 の 探 索 方 法 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る
物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る こ と を 特 徴 と す る Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 し て 細 胞 骨 格 の 再
構 築 を 促 進 す る 、 リ ン パ 球 遊 走 抑 制 に 起 因 す る 疾 病 に 対 す る 治 療 薬 の 探 索 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｄ Ｏ Ｃ
Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 形 成 の 程 度 、 あ る い は 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の
会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ
せ 、 次 い で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 形 成 の 程 度 、 あ る い は 、 Ｅ Ｌ
Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る Ｒ ａ ｃ 活
性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 型 の 活 性 型 Ｒ ａ ｃ を 検 出 す る こ と に よ り 、 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ４ 又 は １ ５ 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ が 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と 結 合 し た Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ ～ １ ６ の
い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ が 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ ～ ２ ９ の い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ
ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 が 、 Ｒ ａ ｃ 特 異 的 な Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ ４ ～ １ ８ の い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
Ｒ ａ ｃ 特 異 的 な Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 が Ｔ ｉ ａ ｍ １ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９
記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ４ ～ ２ ０ の い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 を 利 用 す る こ と を 特 徴 と す る リ ン パ 球 遊 走 制 御 機 能 の 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の 探 索 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ ４ ～ ２ １ の い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 を 利 用 す る こ と を 特 徴 と す る こ と を 特 徴 と す る ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 疾 患 、 Ｇ ｖ Ｈ 、
移 植 片 拒 絶 等 の 免 疫 関 連 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 の 探 索 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ ４ ～ ２ ２ の い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 を 利 用 す る こ と を 特 徴 と す る Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 し て 細 胞 骨 格 の 再 構 築 を 促 進 す る 、 リ ン
パ 球 遊 走 抑 制 に 起 因 す る 疾 病 に 対 す る 治 療 薬 の 探 索 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 含 む Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｎ 末 端 領 域 を 標 的 と し 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン
と 該 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｓ Ｈ ３
ド メ イ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 機 能
阻 害 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
完 全 長 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 及 び Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 欠 失 変 異 体 を 発 現 す る 遺 伝 子 導 入 細 胞 株 を 用 い 、 こ れ ら
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の 細 胞 株 に お け る Ｒ ａ ｃ 活 性 化 の 程 度 を 測 定 ・ 評 価 し 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 機 能 ド メ イ ン を 同 定
し 、 該 機 能 ド メ イ ン と 会 合 す る 機 能 ド メ イ ン 会 合 分 子 を 探 索 し 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 機 能 ド メ イ
ン と 機 能 ド メ イ ン 会 合 分 子 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 機 能 ド メ イ ン と 機 能 ド
メ イ ン 会 合 分 子 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 機 能 阻 害 物 質
の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
                                                                        
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 欠 失 変 異 体 を 用 い た Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 機 能 ド メ イ ン の 同 定 や 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 及 び Ｄ Ｏ
Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と の 結 合 を 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 と り わ け Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２
と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｔ ｉ ａ ｍ 等 の Ｇ
Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 や 、 こ れ ら ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 疾 患 、 Ｇ ｖ Ｈ 、 移 植 片 拒 絶 等 の 免 疫 関 連 疾 患
に 対 す る 治 療 薬 の 探 索 方 法 等 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 免 疫 応 答 は 、 生 体 に と っ て 感 染 に 対 す る 必 須 の 防 御 機 構 で あ り 、 免 疫 細 胞 は 、 種 々 の 感
染 源 に 迅 速 に 対 処 す べ く 生 体 内 を 常 に パ ト ロ ー ル し て い る 。 こ の よ う に 構 成 細 胞 が 絶 え ず
動 き 回 る と い う 特 徴 は 、 他 の 生 命 複 雑 系 に お い て は 認 め ら れ ず 、 免 疫 系 独 自 に 進 化 し た も
の で あ る 。 免 疫 細 胞 の う ち 、 好 中 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ と い っ た 細 胞 は 感 染 の 初 期 防 御 に お
い て 機 能 す る 一 方 、 Ｔ リ ン パ 球 及 び Ｂ リ ン パ 球 は そ の 抗 原 受 容 体 を 介 し て 外 来 異 物 を 認 識
す る こ と で 抗 原 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る 。 上 記 Ｔ 及 び Ｂ リ ン パ
球 は 、 胸 腺 、 骨 髄 と い っ た １ 次 リ ン パ 組 織 で 分 化 し 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 パ イ エ ル 板 （ 小 腸
の リ ン パ 組 織 ） と い っ た ２ 次 リ ン パ 組 織 の 特 定 の コ ン パ ー ト メ ン ト へ 移 動 し た 後 、 こ こ で
、 種 々 の 組 織 か ら 集 め ら れ た 抗 原 を 、 か か る 抗 原 受 容 体 を 介 し て 認 識 す る こ と に よ り 特 異
的 な 免 疫 応 答 を 惹 起 す る 。 こ の 際 、 リ ン パ 球 が ２ 次 リ ン パ 組 織 の 特 定 の 部 位 に 移 動 す る こ
と は 、 免 疫 応 答 の 成 立 に お い て 極 め て 重 要 で あ る 。 こ れ ま で 、 リ ン パ 球 の 移 動 が 、 種 々 の
ケ モ カ イ ン と 総 称 さ れ る タ ン パ ク 質 に よ っ て 導 か れ る こ と は 知 ら れ て い る が 、 リ ン パ 球 の
運 動 性 そ の も の を 制 御 す る 分 子 機 構 に 関 し て は 不 明 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 細 胞 運 動 に は 、 細 胞 極 性 の 変 化 と 細 胞 骨 格 の 再 構 築 が 必 須 で あ り （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献
１ 参 照 。 ） 、 こ れ ら は い ず れ も Ｒ ｈ ｏ 、 Ｒ ａ ｃ 、 Ｃ ｄ ｃ ４ ２ と い っ た 低 分 子 量 Ｇ タ ン パ ク
質 に よ っ て 制 御 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ ～ ５ 参 照 。 ） 。 こ
の 中 で も と り わ け Ｒ ａ ｃ は 、 葉 状 突 起 と 呼 ば れ る ア ク チ ン に 富 ん だ 突 起 を 形 成 す る こ と で
細 胞 運 動 の 際 の 駆 動 力 を 提 供 し て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ３ ， ６ 参 照 。 ） 。 他 方 、 線 虫
（ Caenorhabditis elegans） 、 ヒ ト 及 び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila melanogaster）
に お い て 、 Ｃ Ｅ Ｄ ５ 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ １ ８ ０ 、 Myoblast city（ Ｍ Ｂ Ｃ ） と い う 構 造 上 相 同 性 を
示 す 分 子 が 同 定 さ れ 、 こ れ ら の 分 子 は そ の 頭 文 字 を と っ て Ｃ Ｄ Ｍ フ ァ ミ リ ー 分 子 と 呼 ば れ
て お り 、 い ず れ も Ｒ ａ ｃ の 上 流 で 機 能 す る こ と で 細 胞 骨 格 の 再 構 築 に 関 与 す る と 考 え ら れ
て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ７ ～ １ ２ 参 照 。 ） 。 上 記 Ｃ Ｅ Ｄ － ５ 及 び Myoblast Cityが 特
定 タ イ プ の 細 胞 の 運 動 に 重 要 で あ る こ と が 突 然 変 異 体 を 用 い た 遺 伝 学 的 解 析 か ら 明 ら か に
な っ て い る が （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ８ ， ９ ， １ ２ 参 照 。 ） 、 Ｃ Ｄ Ｍ フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質
が 、 哺 乳 類 に お い て 生 理 的 に ど の よ う に 機 能 す る か は 未 だ 不 明 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ （ Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ２ ０ ９ ； DNA Res. 3, 321-329） は 、 ヒ ト 造 血 細 胞 で 特 異 的 に
発 現 す る Ｃ Ｄ Ｍ フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 の 他 の メ ン バ ー を コ ー ド し 、 上 記 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ が ２ ９
３ Ｔ 腎 細 胞 に お い て Ｒ ａ ｃ に 結 合 し 、 Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、
非 特 許 文 献 １ ３ 参 照 。 ） 。 一 方 、 本 発 明 者 ら は 、 マ ウ ス 胸 腺 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー よ り Ｃ
Ｄ Ｍ フ ァ ミ リ ー に 属 す る 新 規 遺 伝 子 Ｈ ｃ ｈ を 単 離 し 、 か か る 遺 伝 子 産 物 が １ ８ ２ ８ の ア ミ
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ノ 酸 か ら 成 り 、 そ の Ｎ 末 端 に は Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン が コ ー ド さ れ て い る こ と を 見 い 出 し た （ 例
え ば 、 非 特 許 文 献 １ ４ 参 照 。 ） 。 ま た 、 マ ウ ス 組 織 を 用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に お い
て 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ １ ８ ０ が さ ま ざ ま な 臓 器 に 発 現 し て い る の に 対 し て 、 Ｈ ｃ ｈ の 発 現 は 胸 腺 及
び 脾 臓 に 限 局 し て い る こ と や 、 細 胞 株 を 用 い た 解 析 よ り ２ 種 類 の 変 異 Ｔ 細 胞 株 を 除 い て 、
Ｈ ｃ ｈ の 発 現 が Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の い ず れ に お い て も 認 め ら れ る こ と を 確
認 し た 。 ま た Ｈ ｃ ｈ の 発 現 を 欠 く 変 異 Ｔ 細 胞 株 に Ｈ ｃ ｈ を 導 入 す る こ と で 細 胞 形 態 の 著 明
な 変 化 と 接 着 性 の 亢 進 が 観 察 さ れ る こ と を 明 ら か に し て い る 。 Ｈ ｃ ｈ の コ ー ド す る １ ８ ２
８ ア ミ ノ 酸 の う ち １ ６ ７ ７ ア ミ ノ 酸 は ヒ ト Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と 同 一 で あ り 、 Ｈ ｃ ｈ は マ ウ ス Ｄ Ｏ
Ｃ Ｋ ２ ホ モ ロ グ と 考 え ら れ た が 、 上 記 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 生 理 的 機 能 は 不 明 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 の よ う に Ｃ Ｄ Ｍ フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 且 つ リ ン パ 球 特 異 的 に 発 現 す る
分 子 と し て Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ を 同 定 し 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 作 製 す る こ と で 、 こ の 分 子 が リ ン
パ 球 遊 走 に 不 可 欠 で あ る こ と を 明 ら か に し た （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ４ 参 照 。 ） 。 Ｄ Ｏ Ｃ
Ｋ ２ 欠 損 リ ン パ 球 で は 種 々 の ケ モ カ イ ン 刺 激 に よ っ て も 活 性 型 Ｒ ａ ｃ は 検 出 で き な い 。 そ
れ 故 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は Ｒ ａ ｃ の 活 性 化 を 介 し て リ ン パ 球 遊 走 を 制 御 し て い る と 考 え ら れ る 。
し か し な が ら 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ が ど の よ う な 機 序 で Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 す る の か 依 然 と し て 不 明 で
あ る 。 Ｒ ａ ｃ は 分 子 ス イ ッ チ と し て 機 能 し 、 Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 （ Ｇ Ｅ Ｆ ） に よ り 活
性 化 さ れ る 。 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は Ｒ ａ ｃ と 結 合 す る も の の 、 そ の 構 造 上 Ｇ Ｅ Ｆ と し て 機 能 す る と
は 考 え に く い 。 そ れ 故 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は 他 の 分 子 を 介 し て Ｇ Ｅ Ｆ を リ ク ル ー ト す る こ と に よ
り Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 し て い る と 推 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 最 近 、 線 虫 に お い て 、 Ｃ Ｄ Ｍ フ ァ ミ リ ー 分 子 の 一 種 で あ る Ｃ Ｅ Ｄ － ５ と 会 合 し 、 細 胞 骨
格 を 制 御 す る 分 子 で あ る Ｃ Ｅ Ｄ － １ ２ が 同 定 さ れ 、 そ の 哺 乳 類 ホ モ ロ グ と し て Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １
， ２ ， ３ が 報 告 さ れ た （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ５ 参 照 。 ） 。 ま た 、 Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因
子 （ Ｇ Ｅ Ｆ ） と し て こ れ ま で に 数 １ ０ 種 類 の も の が 知 ら れ て お り 、 こ れ ら Ｇ Ｅ Ｆ の 中 で も
、 Ｒ ａ ｃ 特 異 的 な Ｇ Ｅ Ｆ と し て 機 能 す る 分 子 と し て 、 胸 腺 腫 細 胞 株 の 浸 潤 を 規 定 す る Ｔ ｉ
ａ ｍ １ ， ２ （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ６ 、 １ ７ 参 照 。 ） や 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 シ グ ナ ル を 制 御 す
る Ｖ ａ ｖ １ （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ８ 参 照 。 ） の 他 Ｖ ａ ｖ ２ 、 Ｖ ａ ｖ ３ や 、 Ｔ ｒ ｉ ｏ （ 例
え ば 、 非 特 許 文 献 １ ９ 参 照 。 ） や 、 Ｓ Ｔ Ｅ Ｆ （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ ０ 参 照 。 ） や 、 Ｐ －
Ｒ ｅ ｘ １ （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ １ 参 照 。 ） が 知 ら れ て お り 、 こ れ ら ５ 種 類 は い ず れ も 共
通 の ド メ イ ン を も っ て お り 、 Ｇ Ｔ Ｐ を Ｒ ａ ｃ に 付 与 す る 機 能 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Cell 84, 359-369, 1996
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 5027-5031, 1995
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Science 279, 509-514 1998
【 非 特 許 文 献 ４ 】 J. Cell Biol. 141, 1147-1157, 1998
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Science 287, 1037-1040, 2000
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Cell 103, 227-238, 2000
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Mol. Cell Biol. 16, 1770-1776, 1996
【 非 特 許 文 献 ８ 】 J. Cell Biol. 138, 589-603, 1997
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Nature 392, 501-504, 1998
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Genes Dev. 12, 3331-3336, 1998
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Genes Dev. 12, 3337-3342, 1998
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Nature Cell Biol. 2, 131-136, 2000
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Biochem. Biophys. Acta 1452, 179-187, 1999
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Nature, 412, 826-831, 2001
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Cell, 107, 27-41, 2001
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Cell, 77, 537-549, 1994
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Nature, 375, 338-340, 1995
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Nature, 385, 169-172, 1997
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【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 J. Cell Science, 113, 729-739, 2000
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 J. Biol. Chem., 277, 2860-2868, 2002
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 Cell, 108, 809-821, 2002
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 や 移 植 片 拒 絶 は 、 標 的 組 織 に リ ン パ 球 が 浸 潤 す る こ と に よ り も た ら さ れ る
。 そ の た め 、 こ れ ら の 疾 患 や 病 態 を 治 療 あ る い は 予 防 す る 上 で 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は 格 好 の 標 的
分 子 に な る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の 課 題 は 、 欠 失 変 異 体 を 用 い た Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 機 能 ド メ イ ン
の 同 定 や 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 及 び Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と の 結 合 を 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ
ー ニ ン グ 、 と り わ け Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｔ ｉ ａ ｍ 等 の Ｇ Ｅ Ｆ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 や 、 こ
れ ら ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 疾 患 、 Ｇ ｖ Ｈ 、 移 植 片 拒 絶 等 の
免 疫 関 連 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 の 探 索 方 法 等 等 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は Ｎ 末 端 の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 含 む １ ８ ２ ８ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る リ ン パ 球 特
異 的 に 発 現 す る 分 子 で あ り 、 Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 し 、 細 胞 骨 格 を 制 御 す る こ と で リ ン パ 球 の 運
動 性 を 規 定 し て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 研 究 し 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２
の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 含 む Ｎ 末 端 の ５ ０ ４ ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 し た Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 変 異 体 で は Ｒ
ａ ｃ 活 性 化 能 が 著 し く 低 下 し 、 ア ク チ ン 重 合 を 惹 起 で き な い こ と を 見 い 出 し 、 こ の 領 域 に
結 合 す る 分 子 と し て Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ を 同 定 し た 。 ま た 、 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン の １ ア ミ ノ 酸 変 異 に よ
り 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 結 合 が 完 全 に 阻 害 さ れ る こ と か ら 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は Ｓ Ｈ ３
ド メ イ ン を 介 し て Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ に 会 合 し て い る こ と を 見 い 出 し た 。 さ ら に 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ が 、
Ｒ ａ ｃ 特 異 的 な Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 （ Ｇ Ｅ Ｆ ） と し て 機 能 す る Ｔ ｉ ａ ｍ １ と 結 合 す る
こ と を 見 い 出 し た 。 す な わ ち 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ を 介 し て Ｔ ｉ ａ ｍ １ を リ ク ル ー ト
す る こ と に よ り Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 し て い る こ と を 見 い 出 し た 。 し た が っ て 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ
Ｈ ３ ド メ イ ン 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 、 Ｔ ｉ ａ ｍ １ と い う 分 子 間 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と で 、 リ ン パ
球 遊 走 を 人 為 的 に 制 御 し う る こ と を 見 い 出 し た 。 本 発 明 は 、 以 上 の 知 見 に 基 づ い て 完 成 す
る に 至 っ た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い
で Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る Ｅ
Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項
１ ） や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｎ 末 端 領 域 と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い
で Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｎ 末 端 領 域 と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を
特 徴 と す る Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 （ 請 求 項 ２ ） や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 若 し く は そ の Ｎ 末 端 領 域 及 び ／ 又 は Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因
子 が 、 他 の ペ プ チ ド と 融 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ
Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 ３ ） や 、 Ｇ
Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 対 す る 抗 体 又 は Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と 融 合 し た 他 の ペ プ チ ド に
対 す る 抗 体 に よ り 分 画 さ れ た Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 に 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 若 し く は そ の Ｎ 末 端 領
域 に 対 す る 抗 体 を 作 用 さ せ 、 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ の
い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 （ 請 求 項 ４ ） や 、 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 型 の 活 性 型 Ｒ ａ ｃ を 検 出 す る こ と に よ り 、 会 合 形 成
の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ
Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 ５ ） や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と
Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 が 、 リ ン パ 球 遊 走 制 御 機 能 の 促 進 物 質 又
は 抑 制 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ
Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 ６ ） や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と
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Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 が 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子
と の 結 合 を 阻 害 す る 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ
と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 ７ ） や
、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ が 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と 結 合 し た Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ７ の い
ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 （ 請 求 項 ８ ） や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ が 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ８ の
い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 （ 請 求 項 ９ ） や 、 Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 が 、 Ｒ ａ ｃ 特 異 的 な Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交
換 因 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ
交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ０ ） や 、 Ｒ ａ ｃ 特 異 的
な Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 が Ｔ ｉ ａ ｍ １ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ
Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ １
） や 、 請 求 項 １ ３ ～ ２ ３ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に
干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る こ と を 特 徴 と す る ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 疾
患 、 Ｇ ｖ Ｈ 、 移 植 片 拒 絶 等 の 免 疫 関 連 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 の 探 索 方 法 （ 請 求 項 １ ２ ） や 、
請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か 記 載 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 に 干 渉 す る
物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る こ と を 特 徴 と す る Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 し て 細 胞 骨 格 の 再
構 築 を 促 進 す る 、 リ ン パ 球 遊 走 抑 制 に 起 因 す る 疾 病 に 対 す る 治 療 薬 の 探 索 方 法 （ 請 求 項 １
３ ） に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ
せ 、 次 い で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 形 成 の 程 度 、 あ る い は 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ
Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は
抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ４ ） や 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と Ｅ Ｌ Ｍ
Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ
ン と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 形 成 の 程 度 、 あ る い は 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 と の 会
合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ５ ） や 、 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 型 の 活 性 型 Ｒ ａ ｃ を 検 出 す る こ と に よ り 、 会 合
形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 又 は １ ５ 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質
又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ６ ） や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ が 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と 結 合 し
た Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ ～ １ ６ の い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進
物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ７ ） や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ が 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ ～ ２ ９ の い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物
質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ８ ） や 、 Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 が 、 Ｒ ａ ｃ 特 異 的 な
Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ ～ １ ８ の い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ
ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ９ ） や 、 Ｒ ａ ｃ 特 異 的 な
Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 が Ｔ ｉ ａ ｍ １ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活
性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 ２ ０ ） に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 請 求 項 １ ４ ～ ２ ０ の い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物
質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る こ と を 特 徴 と す る リ ン パ 球 遊 走 制 御 機 能 の 促 進 物 質 又
は 抑 制 物 質 の 探 索 方 法 （ 請 求 項 ２ １ ） や 、 請 求 項 １ ４ ～ ２ １ の い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性
化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る こ と を 特 徴 と す る こ と を 特 徴 と
す る ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 疾 患 、 Ｇ ｖ Ｈ 、 移 植 片 拒 絶 等 の 免 疫 関 連 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 の
探 索 方 法 （ 請 求 項 ２ ２ ） や 、 請 求 項 １ ４ ～ ２ ２ の い ず れ か 記 載 の Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又
は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る こ と を 特 徴 と す る Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 し て 細 胞 骨
格 の 再 構 築 を 促 進 す る 、 リ ン パ 球 遊 走 抑 制 に 起 因 す る 疾 病 に 対 す る 治 療 薬 の 探 索 方 法 （ 請
求 項 ２ ３ ） や 、 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 含 む Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｎ 末 端 領 域 を 標 的 と し 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の
Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と 該 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｄ Ｏ
Ｃ Ｋ ２ と Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る
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Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 機 能 阻 害 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 ２ ４ ） や 、 完 全 長 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 及 び
Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 欠 失 変 異 体 を 発 現 す る 遺 伝 子 導 入 細 胞 株 を 用 い 、 こ れ ら の 細 胞 株 に お け る Ｒ ａ
ｃ 活 性 化 の 程 度 を 測 定 ・ 評 価 し 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 機 能 ド メ イ ン を 同 定 し 、 該 機 能 ド メ イ ン と
会 合 す る 機 能 ド メ イ ン 会 合 分 子 を 探 索 し 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 機 能 ド メ イ ン と 機 能 ド メ イ ン 会 合
分 子 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 機 能 ド メ イ ン と 機 能 ド メ イ ン 会 合 分 子 と の 会
合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 機 能 阻 害 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
（ 請 求 項 ２ ５ ） に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 分 子 間 相 互 作 用 を 解 明 し 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ を 標 的 と し た リ ン
パ 球 遊 走 制 御 物 質 及 び リ ン パ 球 遊 走 制 御 方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 に よ
れ ば 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 分 子 間 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と に よ る 、 自 己 免 疫 疾 患 や 移 植 片 拒 絶 反
応 の 予 防 薬 又 は 治 療 薬 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て は
、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合
形 成 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 や 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と 被 検 物 質 と を 接
触 さ せ 、 次 い で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る 方
法 や 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｃ 末 端 領 域 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｃ 末 端 領 域 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 や 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ
ン と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｃ 末 端 領 域 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン
と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｃ 末 端 領 域 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 で あ れ ば 、 特 に 制 限 さ れ る も
の で は な く 、 上 記 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 若 し く は そ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 及 び ／ 又 は Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 若 し く は
そ の Ｃ 末 端 領 域 と し て 、 こ れ ら と マ ー カ ー タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は ペ プ チ ド タ グ と が 結 合 し
た 融 合 タ ン パ ク 質 又 は 融 合 ペ プ チ ド と し て 用 い て も よ い 。 ま た 、 上 記 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と し て は 、
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ ２ 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ ３ を 具 体 的 に 挙 げ る こ と が で き る が 、 中 で も Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ
１ を 好 適 に 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 記 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と し て は 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と 会 合 し う る 機 能 を 有 す る Ｄ Ｏ Ｃ
Ｋ ２ の 変 異 体 で 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン の 全 部 又 は 一 部 を 含 む ペ プ チ ド を 例 示 す る
こ と が で き 、 具 体 的 に は 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の １ 位 か ら ５ ０ ２ 位 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る Ｄ Ｏ Ｃ
Ｋ ２ Ｎ や 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の １ 位 か ら １ ３ １ １ 位 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｃ を 挙
げ る こ と が で き る 。 ま た 、 上 記 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｃ 末 端 領 域 と し て は 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ
イ ン と 会 合 し う る 機 能 を 有 す る Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の 変 異 体 で 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｃ 末 端 領 域 の 全 部 又 は 一
部 を 含 む ペ プ チ ド を 例 示 す る こ と が で き 、 具 体 的 に は 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の １ ４ ７ 位 か ら ７ ２ ７
位 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － ｄ ｅ ｌ １ や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の ３ ４ ５ 位 か ら ７ ２ ７ 位
の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － ｄ ｅ ｌ ８ を 挙 げ る こ と が で き る 。 以 下 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２
と 上 記 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 合 わ せ て 「 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 」 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ な ど の Ｅ Ｌ
Ｍ Ｏ と 上 記 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｃ 末 端 領 域 を 合 わ せ て 「 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 」 と い う こ と が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 変 異 体 や Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 変 異 体 は 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 遺 伝 子 や Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 遺 伝 子 を 常 法
に よ り 改 変 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 遺 伝 子 と し て は 、 Ｈ ｃ ｈ （
マ ウ ス Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ ） 遺 伝 子 （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー Ａ Ｙ ０ ２ ７ ４ ３ ８ ；
Nature, Vol412, 23 August, 826-831, 2001） 、 ヒ ト Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 遺 伝 子 （ Ｘ Ｍ ＿ ０ ４ ７ ９
６ １ ； DNA Res. 3, 321-329） を 具 体 的 に 挙 げ る こ と が で き る が 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 遺 伝 子 の 由
来 は マ ウ ス 及 び ヒ ト 等 に 限 ら れ る も の で は な い 。 ま た 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ な ど の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 遺 伝 子
と し て は 、 マ ウ ス Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 遺 伝 子 （ Ａ Ｆ ３ ９ ８ ８ ８ ３ ； Cell, Vol.107 (1), 27-41, 20
01） 、 ヒ ト Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 遺 伝 子 （ Ａ Ｆ ３ ９ ８ ８ ８ ５ ； Cell, Vol.107 (1), 27-41, 2001） の
他 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ ２ 遺 伝 子 （ ヒ ト Ａ Ｆ ３ ９ ８ ８ ８ ６ 、 マ ウ ス Ａ Ｆ ３ ９ ８ ８ ８ ４ ） 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ ３

10

20

30

40

50

(8) JP 2004-226418 A 2004.8.12



遺 伝 子 （ ヒ ト Ｎ Ｍ ＿ ０ ２ ４ ７ １ ２ ） を 具 体 的 に 挙 げ る こ と が で き る が 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 遺 伝 子
や Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 遺 伝 子 の 由 来 は マ ウ ス 及 び ヒ ト 等 に 限 ら れ る も の で は な い 。 な お 、 マ ウ ス Ｄ Ｏ
Ｃ Ｋ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 配 列 番 号 １ に 、 ヒ ト Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て
は 配 列 番 号 ２ に 、 マ ウ ス Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 配 列 番 号 ３ に 、 ヒ ト Ｅ Ｌ Ｍ
Ｏ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 配 列 番 号 ４ に 示 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 や Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 と 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は ペ プ チ ド タ グ と が 結
合 し て い る 融 合 タ ン パ ク 質 や 融 合 ペ プ チ ド に お け る 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と し て は 、 従 来
知 ら れ て い る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ る も の で は な く 、 例 え ば 、 ア ル カ
リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 、 Ｈ Ｒ Ｐ 、 Ｇ Ｆ Ｐ な ど を 具 体 的 に 挙 げ る こ と が で き
、 ま た ペ プ チ ド タ グ と し て は 、 Ｈ Ａ 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 、 Ｍ ｙ ｃ 等 の エ ピ ト ー プ タ グ や 、 Ｇ Ｓ Ｔ 、
マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、 ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 等 の 親 和 性 タ グ な ど
の 従 来 知 ら れ て い る ペ プ チ ド タ グ を 具 体 的 に 例 示 す る こ と が で き る 。 か か る 融 合 タ ン パ ク
質 や 融 合 ペ プ チ ド は 、 常 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き 、 Ｈ Ａ タ グ に 対 す る 特 異 抗 体 を 利 用
し て 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 や Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 等 と Ｈ Ａ タ グ と の 融 合 タ ン パ ク 質 や 融 合 ペ プ チ ド を 分 離
・ 分 画 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ な ど の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
に お い て 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ る 方 法 と し て は 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ
２ 等 と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る こ と が で き る 接 触 方 法 で あ れ ば 特 に 制 限
さ れ る も の で は な く 、 セ ル フ リ ー 系 で 被 検 物 質 の 存 在 下 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 と を
接 触 さ せ る 方 法 や 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 発 現 細 胞 に 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 や Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 を コ ー ド す る 遺 伝
子 が イ ン テ グ レ イ ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 被 検 物 質 と 共 に 導 入 す る 方 法 や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 発
現 細 胞 に 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 や Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が イ ン テ グ レ イ ト さ れ た 発 現
ベ ク タ ー を 被 検 物 質 と 共 に 導 入 す る 方 法 や 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 ・ Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 非 発 現 細 胞 に 、 Ｄ
Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 や Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が イ ン テ グ レ イ ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー と 、
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 や Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が イ ン テ グ レ イ ト さ れ た 発 現 ベ ク タ ー と 、 被
検 物 質 と を 導 入 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 記 被 検 物 質 と の 接 触 の た め に 用 い ら れ る 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス 、
枯 草 菌 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 等 の 細 菌 原 核 細 胞 や 、 酵 母 、 ア ス ペ ル
ギ ル ス 等 の 真 核 細 胞 や 、 ド ロ ソ フ ィ ラ Ｓ ２ 、 ス ポ ド プ テ ラ Ｓ ｆ ９ 等 の 昆 虫 細 胞 や 、 Ｌ 細 胞
、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 Ｃ １ ２ ７ 細 胞 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 （ ジ
ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ や チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ な ど を 欠 損 し た 変 異 株 を 含 む ） 、 Ｂ Ｈ Ｋ ２ １
細 胞 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 、 Ｂ ｏ ｗ ｅ ｓ メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 卵 母 細 胞 等 の 動 植 物 細 胞 な ど を 挙
げ る こ と が で き る が 、 動 物 細 胞 が 好 ま し い 。 ま た 、 か か る 細 胞 内 に Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 や Ｅ Ｌ Ｍ
Ｏ 等 を 導 入 す る 方 法 と し て は 、 上 記 の 遺 伝 子 を 導 入 す る 方 法 の 他 に 、 巨 大 分 子 と 非 共 有 結
合 体 を 形 成 し 、 タ ン パ ク 質 等 の 巨 大 分 子 の 構 造 を 変 化 さ せ 、 タ ン パ ク 質 等 の 巨 大 分 子 を 細
胞 内 に デ リ バ リ ー す る こ と が で き る Chariot（ Active Motif社 製 ） 等 の 細 胞 毒 性 の な い 試
薬 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー が 好 ま し く 、 か か る 動 物 細
胞 用 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 染 色 体 、 エ ピ ソ ー ム 及 び ウ イ ル ス に 由 来 す る 発 現 系
、 例 え ば 、 細 菌 プ ラ ス ミ ド 由 来 、 酵 母 プ ラ ス ミ ド 由 来 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の よ う な パ ポ バ ウ イ ル ス
、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ
イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 由 来 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 由 来
及 び こ れ ら の 組 合 せ に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 コ ス ミ ド や フ ァ ー ジ ミ ド の よ う な プ ラ
ス ミ ド と バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 遺 伝 的 要 素 に 由 来 す る も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら
発 現 系 は 、 発 現 を 起 こ さ せ る だ け で な く 、 発 現 を 調 節 す る 制 御 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。
ま た 、 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 代 え て リ ポ ソ ー ム を 用 い る こ と も で き る 。 そ し て 、 か か
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る 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー の 細 胞 へ の 導 入 は 、 Davisら （ BASIC METHODS IN MOLECULAR BI
OLOGY, 1986） 及 び Sambrookら （ MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Co
ld Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989） な ど の 多 く の
標 準 的 な 実 験 室 マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ る 方 法 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ベ ク シ ョ ン (trans
vection)、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 カ チ オ ン 性 脂 質 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 形 質 導 入 、 ス ク レ ー プ ロ ー デ ィ ン グ  (scrape loading)、 弾 丸 導 入 (
ballistic introduction)、 感 染 等 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ な ど の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 に お い て 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 と し て
は 、 分 離 ・ 分 画 さ れ た Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 に Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 に 対 す る 抗 体 を 作 用 さ せ 、 あ る い は 、 分
離 ・ 分 画 さ れ た Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 に Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 に 対 す る 抗 体 を 作 用 さ せ 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 と Ｅ Ｌ
Ｍ Ｏ 等 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 免 疫 化 学 的 に 測 定 ・ 評 価 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き 、 Ｄ Ｏ
Ｃ Ｋ ２ 等 や Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 を 分 離 ・ 分 画 す る に は 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 や Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 に 対 す る 特 異 抗
体 、 タ グ 特 異 的 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 間 の 相 互 作 用
を 微 量 の タ ン パ ク 質 を 用 い て か つ 標 識 す る こ と な く 検 出 で き る 酵 母 の two hybrid system
や 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 シ グ ナ ル と し て リ ア ル タ イ ム に 観 察 す る こ と が で き る 表 面 プ ラ ズ
モ ン 共 鳴 現 象 を 利 用 し た バ イ オ セ ン サ ー や 、 立 体 構 造 の 変 化 を 検 出 で き る Ｎ Ｍ Ｒ 法 を 使 用
し て 、 そ の 会 合 形 成 の 程 度 を 測 定 ・ 評 価 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 そ の 他 、 大 腸 菌
発 現 系 を 用 い た far western法 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 利 用 す る 方 法 等 の 公
知 の 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 探 索 法 を 好 適 に 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て
、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る も う 一 つ の 方 法 と し て 、 Ｇ Ｔ
Ｐ 結 合 型 の 活 性 型 Ｒ ａ ｃ を 検 出 す る 評 価 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 活 性 型 Ｒ ａ ｃ の 検 出
に は 、 Ｐ Ａ Ｋ １  Ｒ ａ ｃ 結 合 ド メ イ ン の Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い た プ ル ダ ウ ン 法 を 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お け る
被 検 試 料 と し て は 、 例 え ば ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 合 成 化 合 物 、 微 生 物 発 酵 物 、 海 洋 生 物
抽 出 物 、 植 物 抽 出 物 、 原 核 細 胞 紬 出 物 、 真 核 単 細 胞 抽 出 物 又 は 動 物 細 胞 抽 出 物 あ る い は そ
れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会
合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 、 コ ン ト ロ ー ル 実 験 を 併 用 す る こ と が で
き る 。 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 と の 会 合 形 成 に 影 響 を 及 ぼ す こ
と の な い ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 、 及 び ／ 又 は Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 等 と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 等 と の 会 合 形 成 に
影 響 を 及 ぼ す ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 と し て は 、 リ ン パ 球 遊 走 制 御 機 能 の
促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 、 特 に Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 結 合 を 阻 害 す る 物 質 等 の リ ン パ 球
遊 走 制 御 機 能 の 抑 制 物 質 を 挙 げ る こ と が で き る 。 リ ン パ 球 遊 走 制 御 機 能 と し て は 、 Ｄ Ｏ Ｃ
Ｋ ２ 遺 伝 子 の 発 現 に 依 拠 す る リ ン パ 球 の 運 動 性 を 制 御 す る 機 能 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ る も
の で は な い が 、 Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 し て Ｒ ａ ｃ － Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 体 と し 、 細 胞 骨 格 の 再 構 築 、 特 に
リ ン パ 球 に お け る ア ク チ ン 重 合 を 促 進 す る 機 能 や 、 Ｓ Ｌ Ｃ 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ 、 Ｂ Ｌ Ｃ 等 の ケ モ
カ イ ン 刺 激 よ る リ ン パ 球 の 遊 走 機 能 や 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 パ イ エ ル 板 等 の ２ 次 リ ン パ 組 織
へ の ホ ー ミ ン グ 機 能 や 、 Ｅ Ｌ Ｃ ケ モ カ イ ン 刺 激 に 対 す る 成 熟 胸 腺 Ｔ 細 胞 の 末 梢 血 中 へ の 移
出 機 能 や 、 Ｓ Ｄ Ｆ － １ ケ モ カ イ ン 刺 激 に 対 す る Ｃ Ｄ ４ +Ｃ Ｄ ８ +未 熟 胸 腺 細 胞 の 遊 走 機 能 等
を 具 体 的 に 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 （ Ｇ Ｅ Ｆ ） と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質
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の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 や 、 Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関
す る 。 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｅ Ｆ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て は 、 Ｅ Ｌ Ｍ
Ｏ と Ｇ Ｅ Ｆ と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｅ Ｆ と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価
す る 方 法 や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｎ 末 端 領 域 と Ｇ Ｅ Ｆ と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の
Ｎ 末 端 領 域 と Ｇ Ｅ Ｆ と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ る も の で は
な く 、 ま た 、 Ｒ ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て は 、 Ｄ Ｏ Ｃ
Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｅ Ｆ と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 あ る い は 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ
ン と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｅ Ｆ と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 形
成 の 程 度 、 あ る い は 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｅ Ｆ と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 で あ れ ば 特 に
制 限 さ れ る も の で は な く 、 上 記 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と し て 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と 結 合 し た Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ を 用 い る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 上 記 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と し て は 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ ２ 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ ３ を 具 体 的 に 挙 げ る こ と が
で き る が 、 中 で も Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ を 好 適 に 例 示 す る こ と が で き 、 ま た 、 上 記 Ｇ Ｅ Ｆ と し て は 、
Ｔ ｉ ａ ｍ １ 、 Ｔ ｉ ａ ｍ ２ 、 Ｖ ａ ｖ １ 、 Ｖ ａ ｖ ２ 、 Ｖ ａ ｖ ３ 、 Ｔ ｒ ｉ ｏ 、 Ｓ Ｔ Ｅ Ｆ 、 Ｐ － Ｒ
ｅ ｘ １ な ど の Ｒ ａ ｃ 特 異 的 な Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 が 好 ま し く 、 中 で も Ｔ ｉ ａ ｍ １ を 好
適 に 例 示 す る こ と が で き る 。 上 記 Ｔ ｉ ａ ｍ １ 遺 伝 子 と し て は 、 マ ウ ス Ｔ ｉ ａ ｍ １ 遺 伝 子 （
Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ９ ３ ８ ４ ； Cell, Vol.77 (4), 537-549, 1994） 、 ヒ ト Ｔ ｉ ａ ｍ １ 遺 伝 子 （ Ｎ
Ｍ ＿ ０ ０ ３ ２ ５ ３ ； Oncogene Vol. 10(7), 1371-1376, 1995） を 具 体 的 に 挙 げ る こ と が で
き る が 、 Ｔ ｉ ａ ｍ １ 遺 伝 子 の 由 来 は マ ウ ス 及 び ヒ ト 等 に 限 ら れ る も の で は な い 。 な お 、 マ
ウ ス Ｔ ｉ ａ ｍ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ５ に 、 ヒ ト Ｔ ｉ ａ ｍ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番
号 ６ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｅ Ｆ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 や 、 Ｒ ａ ｃ 活 性 化
促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お け る 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｅ Ｆ と の 会 合 形 成 の
程 度 を 評 価 す る 方 法 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 、 他 の ペ
プ チ ド と 融 合 し て い る Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ 又 は そ の Ｎ 末 端 領 域 や Ｇ Ｅ Ｆ を 用 い る 方 法 な ど を 含 め 、 前
記 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お け る 手 法 を 準
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 上 の 本 発 明 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ な ど Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ と Ｇ Ｅ Ｆ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 や 、 Ｒ
ａ ｃ 活 性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 特 に リ ン パ 球 遊 走 制 御 機 能 の 促
進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る と 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ を 標 的 と し た ア レ ル
ギ ー 、 自 己 免 疫 疾 患 、 Ｇ ｖ Ｈ 、 移 植 片 拒 絶 等 の 免 疫 関 連 疾 患 に 対 す る 予 防 ・ 治 療 薬 の ス ク
リ ー ニ ン グ が 可 能 と な る 。 例 え ば 、 リ ン パ 球 遊 走 制 御 機 能 の 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ る 抗 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 抗 体 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｓ Ｈ ３ ド
メ イ ン 結 合 分 子 （ 低 分 子 化 合 物 を 含 む ） 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 遺 伝 子 の ア ン チ セ ン ス 鎖 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ
１ な ど Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｃ 末 端 領 域 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 結 合 部 位 を 特 異 的 に 認 識 す る
抗 体 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ な ど Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｃ 末 端 領 域 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 結 合 部 位 に 結
合 す る 分 子 （ 低 分 子 化 合 物 を 含 む ） 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ な ど Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｎ 末 端 領 域 の Ｔ ｉ ａ ｍ １
な ど Ｇ Ｅ Ｆ 結 合 部 位 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ な ど Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ の Ｎ 末 端 領 域 の Ｔ
ｉ ａ ｍ １ な ど Ｇ Ｅ Ｆ 結 合 部 位 に 結 合 す る 分 子 （ 低 分 子 化 合 物 を 含 む ） 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ な ど Ｅ
Ｌ Ｍ Ｏ の ア ン チ セ ン ス 鎖 等 の リ ン パ 球 遊 走 制 御 機 能 の 抑 制 物 質 は 、 リ ン パ 球 の 運 動 性 を 人
為 的 に 抑 制 し う る こ と が 期 待 さ れ る こ と か ら 、 ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 疾 患 、 Ｇ ｖ Ｈ 、 移 植
片 拒 絶 等 の 免 疫 関 連 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 と な り う る 可 能 性 が き わ め て 大 き い 。 か か る 治 療
薬 を 医 薬 品 と し て 用 い る 場 合 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 通 常 の 担 体 、 結 合 剤 、 安 定 化 剤 、 賦
形 剤 、 希 釈 剤 、 ｐ Ｈ 緩 衝 剤 、 崩 壊 剤 、 可 溶 化 剤 、 溶 解 補 助 剤 、 等 張 剤 な ど の 各 種 調 剤 用 配
合 成 分 を 添 加 す る こ と が で き 、 通 常 用 い ら れ る 投 与 形 態 、 例 え ば 粉 末 、 顆 粒 、 カ プ セ ル 剤
、 シ ロ ッ プ 剤 、 懸 濁 液 等 の 剤 型 で 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は 、 例 え ば 溶 液 、
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乳 剤 、 懸 濁 液 等 の 剤 型 に し た も の を 注 射 の 型 で 非 経 口 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
や 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と Ｔ ｉ ａ ｍ １ と の 会 合 に 干 渉 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 や 、 Ｒ ａ ｃ 活
性 化 促 進 物 質 又 は 抑 制 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 特 に リ ン パ 球 遊 走 制 御 機 能 の 促 進 物 質
の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 利 用 す る と 、 Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 し て 細 胞 骨 格 の 再 構 築 を 促 進 し う る
こ と か ら 、 リ ン パ 球 遊 走 抑 制 に 起 因 す る 疾 病 、 例 え ば 、 各 種 癌 や 、 薬 剤 ・ 放 射 線 照 射 に よ
っ て 引 き 起 こ さ れ る 免 疫 不 全 症 な ど に 対 す る 予 防 ・ 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 と な る
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 機 能 阻 害 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て は 、 Ｓ Ｈ ３ ド メ
イ ン を 含 む Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｎ 末 端 領 域 を 標 的 と し 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と 該 Ｓ Ｈ ３
ド メ イ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と 被 検 物 質 と を 接 触 さ せ 、 次 い で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 結
合 タ ン パ ク 質 と の 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 や 、 完 全 長 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 及 び Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 欠
失 変 異 体 を 発 現 す る 遺 伝 子 導 入 細 胞 株 を 用 い 、 こ れ ら の 細 胞 株 に お け る Ｒ ａ ｃ 活 性 化 の 程
度 を 測 定 ・ 評 価 し 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 機 能 ド メ イ ン を 同 定 し 、 該 機 能 ド メ イ ン と 会 合 す る 機 能
ド メ イ ン 会 合 分 子 を 探 索 し 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 機 能 ド メ イ ン と 機 能 ド メ イ ン 会 合 分 子 と 被 検 物
質 と を 接 触 さ せ 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 機 能 ド メ イ ン と 機 能 ド メ イ ン 会 合 分 子 と の 会 合 形 成 の 程 度
を 評 価 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き 、 被 検 物 質 と 接 触 さ せ る 方 法 や 会 合 形 成 の 程 度 を 評 価
す る 方 法 や Ｒ ａ ｃ 活 性 化 の 程 度 を 測 定 方 法 な ど は 、 上 述 し た 方 法 を 用 い る こ と が で き 、 Ｄ
Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 機 能 ド メ イ ン の 同 定 方 法 や 完 全 長 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 及 び Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 欠 失 変 異 体 を 発 現
す る 遺 伝 子 導 入 細 胞 株 の 作 製 は 以 下 の 実 施 例 記 載 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら の
例 示 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
実 施 例 １ （ Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｎ 末 端 の 領 域 と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 結 合 ）
　 線 虫 に お い て 最 近 Ｃ Ｅ Ｄ － ５ と 会 合 し 、 細 胞 骨 格 を 制 御 す る 分 子 と し て Ｃ Ｅ Ｄ － １ ２ が
同 定 さ れ 、 そ の 哺 乳 類 ホ モ ロ グ と し て Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ が 報 告 さ れ た （ 非 特 許 文 献 １ ５ ） 。 そ こ
で 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と が 結 合 す る か 否 か を 検 討 す る た め に 、 PcDNA/His maxベ ク
タ ー （ Invitrogen社 製 ） を 用 い て Ｃ 末 端 に Ｈ Ａ タ グ （ Ｙ Ｐ Ｙ Ｄ Ｖ Ｐ Ｄ Ｙ Ａ ： 配 列 番 号 ７ ）
を 挿 入 し た 完 全 長 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ あ る い は 種 々 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 欠 失 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 コ
ン ス ト ラ ク ト （ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ － Ｈ Ａ 、 Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｎ － Ｈ Ａ 、 Ｐ
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｃ － Ｈ Ａ 、 Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｎ － Ｈ Ａ ） を 構 築 し 、 PcDN
A V5-Hisベ ク タ ー （ Invitrogen社 ） に Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 し た 遺 伝 子 （ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － Ｖ ５ ） と 共 に ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 （ 九 州 大 学 畠 山 鎮 次 博 士 よ り 分 与 ） に 遺 伝 子
導 入 し た 。 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ コ ン ス ト ラ ク ト は 本 発 明 者 ら が 単 離 し た 遺 伝 子 （ 非 特 許 文 献 １ ４ ）
よ り 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ コ ン ス ト ラ ク ト は マ ウ ス 組 織 ｃ Ｄ Ｎ Ａ よ り Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い て 常 法 に よ り
作 製 し た 。 使 用 し た Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 欠 失 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 以 下 の 通 り で あ り 、 こ れ
を 図 １ Ａ に 模 式 的 に 示 す 。
１ ） Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｎ － Ｈ Ａ ； Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の １ 位 か ら ５ ０ ２ 位 の ア ミ ノ 酸 残 基
を コ ー ド す る 遺 伝 子
２ ） Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｃ － Ｈ Ａ ； Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の １ 位 か ら １ ３ １ １ 位 の ア ミ ノ 酸 残
基 を コ ー ド す る 遺 伝 子
３ ） Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｎ － Ｈ Ａ ； Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の ５ ０ ５ 位 か ら １ ８ ２ ８ 位 の ア ミ ノ
酸 残 基 を コ ー ド す る 遺 伝 子
　 遺 伝 子 導 入 後 ４ ８ 時 間 で 細 胞 を 回 収 し 、 Lysis buffer（ Cell signaling社 製 ） で 溶 解 し
た 後 、 total cell lysate及 び 抗 Ｈ Ａ 抗 体 （ Roche社 製 ） に よ る 免 疫 沈 降 物 を 対 象 に 抗 Ｖ ５
抗 体 （ Invistorgen社 製 ） を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に て 解 析 し た 。 total cell lysa
teで は い ず れ も 抗 Ｖ ５ 抗 体 で Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ に 相 当 す る 約 １ ０ ０ Ｋ Ｄ の バ ン ド が 検 出 さ れ た （
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図 １ Ｂ ； 上 段 ） 。 し か し な が ら 、 免 疫 沈 降 物 に お い て は 、 完 全 長 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２
Δ Ｃ 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｎ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 導 入 し た 場 合 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ に 相 当 す る バ ン ド が
認 め ら れ た が 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｎ 末 端 ５ ０ ４ 位 ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 く Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｎ を
発 現 さ せ た 場 合 は 検 出 で き な か っ た （ 図 １ Ｂ ； 中 段 下 段 ） 。 こ の こ と か ら 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は
そ の Ｎ 末 端 の ５ ０ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 領 域 で Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と 会 合 す る こ と が 明 ら か と な っ
た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
実 施 例 ２ （ Ｎ 末 端 領 域 を 欠 失 し た Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｎ で の Ｒ ａ ｃ の 活 性 化 ）
　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 会 合 が Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 機 能 に ど の よ う な 影 響 を 及 ぼ す か を 検 討 す る た め 、
PBJ1ベ ク タ ー を 用 い て 完 全 長 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 及 び Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｎ 末 端 ５ ０ ４ ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠
失 し た 変 異 体 （ Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｎ ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト を 構 築 し 、 こ れ ら を
Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 遺 伝 子 の 発 現 を 欠 く Ｔ 細 胞 株 Ｂ Ｅ α １ ６ － ３ （ National Jewish Centerの Phil
ippa Marrack博 士 よ り 分 与 ） に 導 入 し た 安 定 遺 伝 子 導 入 細 胞 株 を 樹 立 し た 。 Ｎ ３ － ５ は Ｄ
Ｏ Ｃ Ｋ ２ を 発 現 す る 野 生 型 Ｔ 細 胞 株 で あ り 、 １ ７ － １ １ （ 非 特 許 文 献 １ ４ )及 び ８ ４ － ３
は 本 発 明 者 ら が 樹 立 し た 、 そ れ ぞ れ 完 全 長 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ あ る い は Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｎ を 発 現 す る
遺 伝 子 導 入 細 胞 株 で あ る 。 本 発 明 者 ら が 作 製 し た 抗 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い
た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に お い て 、 １ ７ － １ １ と ８ ４ － ３ に お け る Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 及 び Ｄ Ｏ
Ｃ Ｋ ２ Δ Ｎ の 発 現 は ほ ぼ 同 程 度 で あ っ た （ 図 ２ Ａ 、 参 考 写 真 １ 参 照 。 ） 。 そ こ で １ ７ － １
１ と ８ ４ － ３ を 対 象 に 、 こ れ ら の 細 胞 株 に お け る Ｒ ａ ｃ 活 性 化 を Ｐ Ａ Ｋ １  Ｒ ａ ｃ 結 合 ド
メ イ ン の Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い た プ ル ダ ウ ン 法 に て 比 較 解 析 し た 。 完 全 長 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ
２ を 発 現 す る １ ７ － １ １ に お い て は Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 型 の 活 性 型 Ｒ ａ ｃ が 容 易 に 検 出 で き た が 、
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 結 合 部 位 を 欠 く Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｎ を 発 現 す る ８ ４ － ３ で は Ｒ ａ ｃ 活 性 化 能 が
顕 著 に 低 下 し て い た （ 図 ２ Ｂ 、 参 考 写 真 １ 参 照 。 ） 。 １ ７ － １ １ と ８ ４ － ３ を Ｐ Ｉ （ prop
idium iodide） で 核 染 色 し た と こ ろ 、 親 株 で あ る Ｂ Ｅ α １ ６ － ３ と 異 な り 、 い ず れ に お い
て も 核 が 偏 在 す る － す な わ ち 細 胞 の 極 性 化 が 起 こ っ て い る と い う 所 見 が 得 ら れ た （ 図 ２ Ｃ
； 上 段 、 参 考 写 真 １ 参 照 。 ） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 細 胞 を Ｆ － ア ク チ ン の プ ロ ー ブ で
あ る フ ァ ロ イ ジ ン で 染 色 し た 場 合 、 ア ク チ ン 重 合 は １ ７ － １ １ に お い て の み 認 め ら れ 、 ８
４ － ３ で は Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の 発 現 を 欠 く Ｂ Ｅ α １ ６ － ３ と 同 様 全 く 検 出 さ れ な か っ た （ 図 ２ Ｃ
； 下 段 、 参 考 写 真 １ 参 照 。 ） 。 こ の こ と か ら 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 会 合 は Ｒ ａ ｃ
の full activationに も 、 そ れ に 伴 う 細 胞 骨 格 の 再 構 築 に も 極 め て 重 要 で あ る こ と が 示 唆
さ れ た 。 以 上 の こ と か ら 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 結 合 に 重 要 な Ｎ 末 端 領 域 を 欠 失 し た Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２
Δ Ｎ で は Ｒ ａ ｃ 活 性 化 能 が 顕 著 に 低 下 し 、 ア ク チ ン 重 合 を 誘 導 で き な い こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
実 施 例 ３ （ Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 介 し て の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 会 合 ）
　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は Ｎ 末 端 に は タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い
る Ｓ Ｈ （ Src-homology） ３ ド メ イ ン が コ ー ド さ れ て い る 。 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の Ｎ 末 端 の ５ ０ ２ 個
の ア ミ ノ 酸 残 基 が Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 会 合 に 重 要 で あ る こ と を 見 い 出 し た の で 、 こ れ が Ｓ Ｈ ３
ド メ イ ン を 介 し た も の で あ る の か ど う か に つ き 検 討 を 加 え た 。 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン に は 共 通 し
て 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 が 存 在 し て い る 。 そ こ で 、 PcDNA/His max ベ ク タ ー を 用 い て Ｃ
末 端 に Ｈ Ａ タ グ を 挿 入 し た 種 々 の Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｓ Ｈ ３ 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 コ ン ス ト
ラ ク ト を 構 築 し 、 Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － Ｖ ５ と 共 に ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に 遺 伝 子 導 入 す る こ
と で 図 １ Ｂ と 同 様 に 解 析 し た 。 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｓ Ｈ ３ 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 以 下 の と
お り で あ る 。
１ ） Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｌ ２ ７ Ｅ － Ｈ Ａ ； Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の ２ ７ 位 の ロ イ シ ン を グ ル タ ミ ン 酸 に 置 換
し た 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子
２ ） Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｇ ３ ２ Ｅ － Ｈ Ａ ； Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の ３ ２ 位 の グ リ シ ン を グ ル タ ミ ン 酸 に 置 換
し た 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子
３ ） Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｐ ６ ０ Ｅ － Ｈ Ａ ； Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の ６ ０ 位 の プ ロ リ ン を グ ル タ ミ ン 酸 に 置 換
し た 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子
４ ） Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｆ ６ ３ Ｅ － Ｈ Ａ ； Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ の ６ ３ 位 の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を グ ル タ ミ ン
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酸 に 置 換 し た 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子
　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 含 む １ ０ 位 か ら ８ ９ 位 ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ３ Ａ に 示
す 。 total cell lysateに お い て は い ず れ も 抗 Ｖ ５ 抗 体 で Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ に 相 当 す る 約 １ ０ ０
Ｋ Ｄ の バ ン ド が 検 出 さ れ た （ 図 ３ Ｂ ； 上 段 ） 。 し か し な が ら 抗 Ｈ Ａ 抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降
物 を 対 象 と し た 場 合 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ に 相 当 す る バ ン ド は Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ － Ｈ Ａ 及 び
Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｌ ２ ７ Ｅ － Ｈ Ａ を 導 入 し た 以 外 で は 検 出 で き な か っ た （ 図 ３ Ｂ ； 中 段 ） 。 一
方 、 い ず れ の 遺 伝 子 を 導 入 し た 場 合 で も Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 及 び Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｓ Ｈ ３ 変 異 体 の 発 現
は 同 程 度 で あ っ た （ 図 ３ Ｂ ； 下 段 ） 。 以 上 の 結 果 は 、 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン の １ ア ミ ノ 酸 置 換 で
Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 会 合 が 完 全 に 阻 害 さ れ る こ と を 示 す も の で あ り 、 こ れ ら の こ
と か ら 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は そ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 介 し て Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ に 結 合 し て い る こ と が 明 ら
か と な っ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
実 施 例 ４ （ Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の Ｃ 末 端 領 域 と Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と の 結 合 ）
　 次 に Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と 結 合 す る Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の 機 能 ド メ イ ン を 同 定 す る た め 、 PcDNAV5Hisベ ク
タ ー を 用 い て 、 種 々 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 欠 失 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト を 構 築 し
、 Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ － Ｈ Ａ と 共 に ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に 遺 伝 子 導 入 す る こ と で 解 析 し た 。
こ こ で 使 用 し た Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 欠 失 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 以 下 の 通 り で あ り 、 こ れ を 図
４ Ａ に 模 式 的 に 示 す 。
１ ） Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － ｄ ｅ ｌ １ － Ｖ ５ ； Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の １ ４ ７ 位 か ら ７ ２ ７ 位 ま で
の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 遺 伝 子
２ ） Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － ｄ ｅ ｌ ８ － Ｖ ５ ； Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の ３ ４ ５ 位 か ら ７ ２ ７ 位 ま で
の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 遺 伝 子
３ ） Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － ｄ ｅ ｌ １ ０ － Ｖ ５ ； Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の １ 位 か ら ６ １ ３ 位 ま で の
ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 遺 伝 子
　 total cell lysate に お い て は い ず れ も 抗 Ｖ ５ 抗 体 で Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ も し く は そ の 欠 失 変 異
体 に 相 当 す る バ ン ド が 検 出 さ れ た （ 図 ４ Ｂ ； 上 段 ） 。 し か し な が ら 、 抗 Ｈ Ａ 抗 体 に よ る 免
疫 沈 降 物 に お い て は 、 抗 Ｖ ５ 抗 体 に 反 応 す る バ ン ド は 完 全 長 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － ｄ
ｅ ｌ １ 及 び Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － ｄ ｅ ｌ ８ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 導 入 し た 場 合 に は 認 め ら れ る も の
の 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の ６ １ ４ 位 か ら ７ ２ ７ 位 ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 く Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ
１ － ｄ ｅ ｌ １ ０ を 発 現 さ せ た 場 合 は 検 出 で き な か っ た （ 図 ４ Ｂ ； 中 段 、 下 段 ） 。 こ の こ と
か ら 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の ６ １ ４ 位 か ら ７ ２ ７ 位 ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む Ｃ 末 端 の 領 域 が Ｄ Ｏ
Ｃ Ｋ ２  Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と の 会 合 に 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の こ と か ら 、 Ｅ Ｌ
Ｍ Ｏ １ は そ の Ｃ 末 端 の 領 域 で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ に 結 合 し て い る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
実 施 例 ５ （ Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の Ｎ 末 端 領 域 と Ｔ ｉ ａ ｍ １ と の 結 合 ）
　 Ｔ ｉ ａ ｍ １ は 胸 腺 腫 細 胞 株 の 浸 潤 を 規 定 す る 分 子 と し て 同 定 さ れ た も の で あ り 、 Ｒ ａ ｃ
特 異 的 な Ｇ Ｄ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 交 換 因 子 （ Ｇ Ｅ Ｆ ） と し て 機 能 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Cell 7
7, 537-549, 1994、 Nature375, 338-340, 1995） 。 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 会 合 が Ｒ
ａ ｃ の full activationに 必 要 で あ る こ と か ら 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ を 介 し て Ｔ ｉ ａ
ｍ １ を リ ク ル ー ト し て い る と い う 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 こ の 仮 説 を 検 証 す る た め に 、 マ ウ
ス 組 織 ｃ Ｄ Ｎ Ａ よ り Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い て 増 幅 し た Ｔ ｉ ａ ｍ １ 遺 伝 子 を 基 に 、 PCIベ ク タ ー （ P
romega社 製 ） を 用 い て 、 Ｃ 末 端 に Ｈ Ａ タ グ を 挿 入 し た Ｔ ｉ ａ ｍ １ を コ ー ド す る コ ン ス ト ラ
ク ト （ PCI Ｔ ｉ ａ ｍ １ － Ｈ Ａ ） を 構 築 し 、 完 全 長 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ あ る い は 種 々 の Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 欠 失
変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － Ｖ ５ 、 Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ －
ｄ ｅ ｌ Ｐ Ｈ － Ｖ ５ 、 Ｐ ｃ gＤ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － ｄ ｅ ｌ ８ － Ｖ ５ 、 Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ
１ － ｄ ｅ ｌ １ ） と 共 に ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に 遺 伝 子 導 入 し 解 析 し た 。 Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ
　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － ｄ ｅ ｌ Ｐ Ｈ － Ｖ ５ は Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の １ 位 か ら ５ ６ ５ 位 ま で と ６ ９ ５ 位 か ら ７
２ ７ 位 ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ り 、 こ こ で 使 用 し た Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 欠 失 変
異 体 を 図 ５ Ａ に 模 式 的 に 示 す 。 total cell lysateに お い て は い ず れ も 抗 Ｖ ５ 抗 体 で Ｅ Ｌ
Ｍ Ｏ １ も し く は そ の 欠 失 変 異 体 に 相 当 す る バ ン ド が 検 出 さ れ た （ 図 ５ Ｂ ； 上 段 ） 。 抗 Ｈ Ａ
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抗 体 に よ る 免 疫 沈 降 物 に お い て も Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ
　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － Ｖ ５ 及 び Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － ｄ ｅ ｌ Ｐ Ｈ － Ｖ ５ を 導 入 し た 場 合 、 抗
Ｖ ５ 抗 体 に 反 応 す る バ ン ド が 検 出 さ れ た （ 図 ５ Ｂ ； 中 段 、 下 段 ） 。 こ の こ と は 、 Ｔ ｉ ａ ｍ
１ と Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と が 結 合 す る と い う こ と を 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の Ｎ 末
端 の １ ４ ６ 位 ま で あ る い は ３ ４ ４ 位 ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 失 さ せ た 変 異 体 で は こ の よ う
な 結 合 は 認 め ら れ ず （ 図 ５ Ｂ ； 中 段 、 下 段 ） 、 こ れ ら の こ と か ら 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ は そ の Ｎ 末
端 で Ｔ ｉ ａ ｍ １ と 会 合 し て い る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 以 上 よ り 、 １ ） Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 介 し て Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ の Ｃ 末 端 の 領 域 に 結 合
す る こ と 、 ２ ） Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ は そ の Ｎ 末 端 の 領 域 を 介 し て Ｔ ｉ ａ ｍ １ と 結 合 す る こ と 、 ３ ）
Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と 結 合 で き な い Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 変 異 体 で は Ｒ ａ ｃ 活 性 化 能 が 著 し く 低 下 す る こ と が
明 ら か と な っ た 。 こ の こ と か ら 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ を 介 し て 、 Ｒ ａ ｃ の Ｇ Ｅ Ｆ と し
て 機 能 す る Ｔ ｉ ａ ｍ １ を リ ク ル ー ト す る こ と に よ り Ｒ ａ ｃ を 活 性 化 し て い る こ と が 示 さ れ
た （ 図 ６ ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 や 移 植 片 拒 絶 は 、 標 的 組 織 に リ ン パ 球 が 浸 潤 す る こ と に よ っ て 惹 起 さ れ る
た め 、 こ れ ら 疾 患 や 病 態 を 治 療 あ る い は 予 防 す る 上 で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ シ グ ナ ル 伝 達 は 格 好 の 標
的 と な る 。 今 回 の 知 見 は 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 、 Ｔ ｉ ａ ｍ １ と い う 分 子 間 相 互 作 用 が
細 胞 運 動 に 不 可 欠 な Ｒ ａ ｃ 活 性 化 を 制 御 し て い る と い う こ と を 示 す も の で あ り 、 こ れ ら の
分 子 間 相 互 作 用 を 遮 断 す る こ と で リ ン パ 球 浸 潤 を 阻 止 し 得 る も の と 考 え ら れ る 。 そ れ 故 、
こ れ ら 分 子 間 相 互 作 用 は 自 己 免 疫 疾 患 や 移 植 片 拒 絶 の 治 療 法 や 予 防 法 の 開 発 に 向 け 今 後 の
創 薬 の 標 的 に な る も の と 期 待 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
【 図 １ 】 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ が そ の Ｎ 末 端 の 領 域 で Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と 結 合 す る こ と を 示 す 図 で あ る 。 Ａ
は 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 及 び Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 欠 失 変 異 体 の 構 造 を 模 式 的 に 示 す 図 で あ る 。 図 中 、 黒 塗 り
は Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン で あ る 。 Ｂ は 、 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ あ る い は Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ 欠 失 変 異
体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － Ｖ ５ と 共 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ４
８ 時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 、 免 疫 沈 降 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 用 い て Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 結
合 を 解 析 し た 図 で あ る 。 左 側 に 解 析 に 供 し た サ ン プ ル の 種 類 、 免 疫 沈 降 及 び ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト に 用 い た 抗 体 を 示 す 。
【 図 ２ 】 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 結 合 に 重 要 な Ｎ 末 端 領 域 を 欠 失 し た Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｎ で は Ｒ ａ ｃ 活
性 化 能 が 顕 著 に 低 下 し 、 ア ク チ ン 重 合 を 誘 導 で き な い こ と を 示 す 図 で あ る 。 Ａ は 、 Ｂ Ｅ α
１ ６ － ３ 、 Ｎ ３ － ５ 、 及 び 遺 伝 子 導 入 細 胞 株 （ １ ７ － １ １ 、 ８ ４ － ３ ） に お け る Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ
２ あ る い は Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ Δ Ｎ の 発 現 を 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ に 対 す る ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い た ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に て 解 析 し た 図 で あ る 。 図 中 、 Ｎ Ｓ は 非 特 異 的 な バ ン ド を 示 す 。 Ｂ は
、 ８ ４ － ３ 、 １ ７ － １ １ 、 Ｂ Ｅ α １ ６ － ３ の 細 胞 抽 出 液 を Ｐ Ａ Ｋ １  Ｒ ａ ｃ 結 合 ド メ イ ン
の Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 で プ ル ダ ウ ン し 、 抗 Ｒ ａ ｃ 抗 体 で 染 色 す る こ と に よ り 活 性 型 Ｒ ａ
ｃ を 検 出 し た 図 で あ る 。 Ｃ は 、 Ｂ Ｅ α １ ６ － ３ 、 １ ７ － １ １ 、 ８ ４ － ３ を propidium iodi
de及 び フ ァ ロ イ ジ ン （ phalloidin） で 染 色 す る こ と で 細 胞 の 極 性 化 及 び ア ク チ ン 重 合 に つ
き 検 討 し た 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ が そ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 介 し て Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と 会 合 す る こ と を 示 す 図 で
あ る 。 Ａ は 、 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 含 む １ ０ － ８ ９ の ア ミ ノ 配 列 を 示 す 図 で あ る
。 グ ル タ ミ ン 酸 に 置 換 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 太 字 で 示 す 。 Ｂ は 、 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２
あ る い は Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２  Ｓ Ｈ ３ 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ － Ｖ
５ と 共 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ４ ８ 時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 、 免 疫 沈 降 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 法 を 用 い て Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ と の 結 合 を 解 析 し た 図 で あ る 。 左 側 に 解 析 に 供 し た サ ン プ ル の
種 類 、 免 疫 沈 降 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に 用 い た 抗 体 を 示 す 。
【 図 ４ 】 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ が そ の Ｃ 末 端 の 領 域 で Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ に 結 合 し て い る こ と を 示 す 図 で あ る
。 Ａ は 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 及 び こ の 実 験 で 使 用 し た Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 欠 失 変 異 体 の 構 造 を 模 式 的 に 示 す
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図 で あ る 。 Ｂ は 、 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 及 び Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 欠 失 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 、 Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ － Ｈ Ａ あ る い は コ ン ト ロ ー ル ベ ク タ ー と 共 に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し 、 ４ ８ 時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 免 疫 沈 降 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 用 い て Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ
２ と の 結 合 を 解 析 し た 図 で あ る 。 左 側 に 解 析 に 供 し た サ ン プ ル の 種 類 、 免 疫 沈 降 及 び ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト に 用 い た 抗 体 を 示 す 。
【 図 ５ 】 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ が そ の Ｎ 末 端 の 領 域 で Ｔ ｉ ａ ｍ １ に 結 合 し て い る こ と を 示 す 図 で あ る
。 Ａ は 、 Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 及 び こ の 実 験 で 使 用 し た Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 欠 失 変 異 体 の 構 造 を 模 式 的 に 示 す
図 で あ る 。 Ｂ は 、 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 及 び Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ 欠 失 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 、 Ｐ Ｃ Ｉ  Ｔ ｉ ａ ｍ １ － Ｈ Ａ あ る い は コ ン ト ロ ー ル ベ ク タ ー と 共 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し 、 ４ ８ 時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 免 疫 沈 降 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 用 い て Ｔ ｉ ａ ｍ １ と
の 結 合 を 解 析 し た 図 で あ る 。 左 側 に 解 析 に 供 し た サ ン プ ル の 種 類 、 免 疫 沈 降 及 び ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト に 用 い た 抗 体 を 示 す 。
【 図 ６ 】 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ に よ る Ｒ ａ ｃ 活 性 化 機 構 の 模 式 図 で あ る 。 Ｄ Ｏ Ｃ Ｋ ２ は Ｅ Ｌ Ｍ Ｏ １ を
介 し て 、 Ｒ ａ ｃ の Ｇ Ｅ Ｆ と し て 機 能 す る Ｔ ｉ ａ ｍ を リ ク ル ー ト す る こ と で Ｒ ａ ｃ を 活 性 化
す る こ と を 示 す 図 で あ る 。
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