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(57)【要約】
　本発明は、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き
起こされる病気を予防または治療することにおいて活性な物質を同定するための、ＭＧＣ
４５０４タンパク質、それらの機能的な誘導体もしくはフラグメント、または、前記タン
パク質、誘導体もしくはフラグメントをコードする核酸の使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる
病気を予防または治療することにおいて活性な物質を同定するための、ＭＧＣ４５０４タ
ンパク質、その機能的な誘導体もしくはフラグメント、または、該タンパク質、誘導体も
しくはフラグメントをコードする核酸の使用。
【請求項２】
　炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる
病気を予防または治療することにおいて活性な物質の同定方法であって、
　ａ．ＭＧＣ４５０４タンパク質と、試験物質とを接触させること；および、
　ｂ．該試験物質が、ＭＧＣ４５０４タンパク質の活性を調節するかどうかを決定するこ
と、
を含む、上記方法。
【請求項３】
　炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる
病気を予防または治療することにおいて活性な物質の同定方法であって、
　ａ．ＭＧＣ４５０４の活性または量が減少した細胞と、試験物質とを接触させること；
　ｂ．該物質が、該細胞中に存在するＭＧＣ４５０４の活性または量を増加させることが
できるかどうかを決定すること、
を含む、上記方法。
【請求項４】
　炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる
病気を予防または治療することにおいて活性な物質の同定方法であって、
　ａ．転写活性を有する系で、ＭＧＣ４５０４タンパク質、その誘導体またはフラグメン
トをコードする核酸と、試験物質とを接触させること；
　ｂ．該物質の存在下において該系に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質、その誘導体ま
たはフラグメントをコードするｍＲＮＡの量を決定すること；
　ｃ．該物質の非存在下において該系に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質、その誘導体
またはフラグメントをコードするｍＲＮＡの量を決定すること；
　ｄ．該物質が、該系中に存在するＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡの量を調節できるかどうか
を決定すること、
を含む、上記方法。
【請求項５】
　炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる
病気の予防または治療において活性な物質の同定方法であって、
　ａ．翻訳活性を有する系で、ＭＧＣ４５０４タンパク質、その誘導体またはフラグメン
トをコードする核酸と、試験物質とを接触させること；
　ｂ．該物質の存在下において該系に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質、誘導体または
フラグメントの量を決定すること；
　ｃ．該物質の非存在下において該系に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質、誘導体また
はフラグメントの量を決定すること；
　ｄ．該物質が、該系中に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質、誘導体またはフラグメン
トの量を調節できるかどうかを決定すること、
を含む、上記方法。
【請求項６】
　炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる
病気を予防または治療することにおいて活性な物質の同定方法であって、
　ａ．レポーター遺伝子またはその機能的なフラグメントに使用できるようにカップリン
グされたＭＧＣ４５０５プロモーターまたはその機能的なフラグメントを含む核酸ベクタ
ーでトランスフェクションされた細胞を提供すること；
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　ｂ．機能的なＭＧＣ４５０４プロモーターに使用できるようにカップリングされていな
いレポーター遺伝子またはその機能的なフラグメントを含むコントロールベクターでトラ
ンスフェクションされた細胞を提供すること；
　ｃ．試験物質の存在下で、ａ）およびｂ）に記載の細胞のレポーター遺伝子の活性を決
定すること；
　ｄ．該物質の非存在下で、該レポーター遺伝子の活性を決定すること、
を含み、ここにおいて、活性な物質とは、ｂ）に記載のレポーター遺伝子の活性を増加さ
せることなく、ａ）に記載のレポーター遺伝子の活性を増加させることができる物質であ
る、上記方法。
【請求項７】
　単離された個体サンプルにおいて、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、も
しくはそれによって引き起こされる病気、またはその病気の素因を診断するための、ＭＧ
Ｃ４５０４を検出する手段の使用。
【請求項８】
　炭水化物および／もしくは脂質代謝の不全に関連する病気またはそれによって引き起こ
される病気、またはその病気の素因を同定するための診断キットを製造するための、ＭＧ
Ｃ４５０４を検出する手段の使用。
【請求項９】
　炭水化物および／もしくは脂質代謝の不全に関連する病気またはそれによって引き起こ
される病気、またはその病気の素因の診断方法であって、単離された個体サンプルに存在
するＭＧＣ４５０４の量を解析することを含み、ここにおいて、該サンプルに存在するＭ
ＧＣ４５０４の量が１種またはそれ以上の参照サンプルと比較して低いことが、該素因ま
たは病気を有することを示す、上記方法。
【請求項１０】
　炭水化物および／もしくは脂質代謝の不全に関連する病気またはそれによって引き起こ
される病気、またはその病気の素因の診断方法であって、単離された個体サンプルとＭＧ
Ｃ４５０４の参照配列とを、ＭＧＣ４５０４の突然変異に関して比較解析することを含み
、ここにおいて、突然変異の存在が、該病気または素因を有することを示す、上記方法。
【請求項１１】
　炭水化物および／もしくは脂質代謝の不全に関連する病気またはそれによって引き起こ
される病気、またはその病気の素因の診断方法であって、単離された個体サンプルと参照
サンプルとを、ＭＧＣ４５０４活性の損失または低減に関して比較解析することを含み、
ここにおいて、活性の損失または低減が、該病気または素因を有することを示す、上記方
法。
【請求項１２】
　少なくとも１つのＭＧＣ４５０４を検出する手段を含む、炭水化物および／もしくは脂
質代謝の不全に関連する病気またはそれによって引き起こされる病気、またはその病気の
素因を同定するためのキット。
【請求項１３】
　炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起
こされる病気の治療または予防のための薬物療法の適応方法であって、ここにおいて、単
離された個体サンプルは、ＭＧＣ４５０４の突然変異に関して参考配列と比較して解析さ
れるか、または、ＭＧＣ４５０４の量または活性の減少に関して、参照サンプルと比較し
て解析され、この場合、該サンプル中に、ＭＧＣ４５０４の突然変異、または、ＭＧＣ４
５０４の量または活性の減少が存在する場合、その薬物療法は適応している、上記方法。
【請求項１４】
　炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起
こされる病気を治療または予防するための医薬品を製造するための、ＭＧＣ４５０４また
はその機能的なフラグメントもしくは誘導体、または、ＭＧＣ４５０４またはその機能的
なフラグメントもしくは誘導体を含む物質からなる組成物の使用。
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【請求項１５】
　炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起
こされる病気に罹った個体の治療方法であって、該個体中のＭＧＣ４５０４の量を調節す
ること、好ましくは増加させることを含む、上記方法。
【請求項１６】
　炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起
こされる病気を治療または予防するための医薬品を製造するための、ＭＧＣ４５０４の活
性を調節する物質の使用。
【請求項１７】
　炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起
こされる病気に罹った個体の治療方法であって、該個体に、ＭＧＣ４５０４の活性を調節
する物質を投与することを含む、上記方法。
【請求項１８】
　炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起
こされる病気の治療または予防において活性な物質を同定するための、ＭＧＣ４５０４を
異種発現する細胞の使用。
【請求項１９】
　炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起
こされる病気の治療または予防において活性な物質を同定するための、ＭＧＣ４５０４を
異種発現する非ヒト動物の使用。
【請求項２０】
　炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起
こされる病気の治療または予防において活性な物質を同定するための、ＭＧＣ４５０４ノ
ックアウト細胞の使用。
【請求項２１】
　炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起
こされる病気の治療または予防において活性な物質を同定するための、非ヒトＭＧＣ４５
０４ノックアウト動物の使用。
【請求項２２】
　配列番号８または９に記載のヌクレオチド配列を有するプライマー。
【請求項２３】
　配列番号１０に記載のヌクレオチド配列を有する核酸プローブ。
【請求項２４】
　請求項２～６のいずれか一項に記載の方法に基づく、ハイスループットスクリーニング
（ＨＴＳ）。
【請求項２５】
　ＭＧＣ４５０４、その誘導体またはフラグメントは、単離された分子として用いられる
、請求項１もしくは１４に記載の使用、請求項２、４および５のいずれかに記載の方法、
または、請求項２４に記載のＨＴＳ。
【請求項２６】
　ＭＧＣ４５０４、その誘導体またはフラグメントは、生化学分析、または、細胞レベル
の分析で用いられる、請求項１に記載の使用、請求項２、４および５のいずれかに記載の
方法、または、請求項２４に記載のＨＴＳ。
【請求項２７】
　分析は細胞レベルの分析であり、細胞は、ＭＧＣ４５０４を異種発現するように一時的
に、または安定してトランスフェクションされており、好ましくは安定してトランスフェ
クションされている、請求項２６に記載の使用、方法またはＨＴＳ。
【請求項２８】
　細胞は哺乳動物細胞である、請求項２７に記載の使用、方法もしくはＨＴＳ、または、
請求項１８もしくは２０に記載の使用。
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【請求項２９】
　細胞は、げっ歯類細胞であり、好ましくはマウスの細胞である、請求項２８に記載の使
用、方法またはＨＴＳ。
【請求項３０】
　細胞は、ヒト細胞である、請求項２８に記載の使用、方法またはＨＴＳ。
【請求項３１】
　動物は、脊椎動物または無脊椎動物であり、好ましくは脊椎動物であり、より好ましく
は非ヒト哺乳動物、さらにより好ましくはマウスまたはラットである、請求項１９または
２１に記載の使用。
【請求項３２】
　異種発現されたＭＧＣ４５０４は、導入遺伝子である、請求項１８または１９に記載の
使用。
【請求項３３】
　ＭＧＣ４５０４は、哺乳動物のＭＧＣ４５０４であり、好ましくはヒトＭＧＣ４５０４
である、請求項１、１４および１６のいずれかに記載の使用、請求項２～６、１５および
１７のいずれかに記載の方法、または、請求項２４に記載のＨＴＳ。
【請求項３４】
　個体は、ヒトである、請求項７もしくは１６に記載の使用、または、請求項９～１１、
１３、１５および１７のいずれかに記載の方法。
【請求項３５】
　ＭＧＣ４５０４、またはその誘導体もしくはフラグメントは、核酸である、請求項１も
しくは１４に記載の使用、請求項３、５、９および１０のいずれかに記載の方法、請求項
１２に記載のキット、または、請求項２４に記載のＨＴＳ。
【請求項３６】
　核酸は、以下の配列：
　ａ．配列番号１または１４に記載の配列；
　ｂ．ＭＧＣ４５０４機能を有するタンパク質またはポリペプチドをコードする、低い、
中程度の、または高いストリンジェンシー条件下でａ）に記載の配列とハイブリダイゼー
ションすることができる配列；
　ｃ．ＭＧＣ４５０４機能を有するタンパク質またはポリペプチドをコードする、ａ）ま
たはｂ）に記載の配列から遺伝子コードの縮重によって誘導された配列；
　ｄ．ＭＧＣ４５０４機能を有するタンパク質またはポリペプチドをコードする、ａ）、
ｂ）またはｃ）に記載の配列のいずれか一種のフラグメント、ここにおいて、該タンパク
質またはポリペプチドは、配列番号２に記載の配列を含む、または、それらからなるポリ
ペプチド配列を有する；
　ｅ．ＭＧＣ４５０４機能を有するタンパク質またはポリペプチドをコードする、ａ）、
ｂ）、ｃ）またはｄ）に記載の配列のいずれか一種から、１個またはそれ以上のヌクレオ
チド置換によって誘導された配列（ここにおいて、該ヌクレオチド置換は、遺伝子コード
の縮重によるものではないか、または、単にそれだけによるものではない）
のいずれか一種を含むか、または、それらからなる、請求項３５に記載の使用、方法もし
くはハイスループットスクリーニング、または、請求項４に記載の方法。
【請求項３７】
　ＭＧＣ４５０４、またはその誘導体もしくはフラグメントは、タンパク質またはポリペ
プチドである、請求項１、１４および１６のいずれかに記載の使用、請求項３、５、９、
１０および１７のいずれかに記載の方法、請求項１２に記載のキット、または、請求項２
４に記載のハイスループットスクリーニング。
【請求項３８】
　ポリペプチドまたはタンパク質は、以下の配列：
　ａ．配列番号１または１４に記載の配列；
　ｂ．ＭＧＣ４５０４機能を有するタンパク質またはポリペプチドをコードする、低い、
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中程度の、または高いストリンジェンシー条件下でａ）に記載の配列とハイブリダイズす
ることができる配列；
　ｃ．ＭＧＣ４５０４機能を有するタンパク質またはポリペプチドをコードする、ａ）ま
たはｂ）に記載の配列から遺伝子コードの縮重によって誘導された配列；
　ｄ．ＭＧＣ４５０４機能を有するタンパク質またはポリペプチドをコードする、ａ）、
ｂ）またはｃ）に記載の配列のいずれか一種のフラグメント；
　ｅ．ＭＧＣ４５０４機能を有するタンパク質またはポリペプチドをコードする、ａ）、
ｂ）、ｃ）またはｄ）に記載の配列のいずれか一種から、１個またはそれ以上のヌクレオ
チド置換によって誘導された配列（ここにおいて、該ヌクレオチド置換は、遺伝子コード
の縮重によるものではないか、または、単にそれだけによるものではない）
のいずれか一種によってコードされている、請求項３７に記載の使用、方法、キットもし
くはハイスループットスクリーニング、請求項２に記載の使用、または、請求項２もしく
は４に記載の方法。
【請求項３９】
　タンパク質またはポリペプチドは、配列番号２に記載の配列を含むか、または、それら
からなる、請求項３７または３８に記載の使用、方法、キットまたはハイスループットス
クリーニング。
【請求項４０】
　病気は、代謝症候群、肥満症、Ｉ型もしくはＩＩ型糖尿病、または、インスリン耐性で
あり、好ましくはインスリン耐性である、請求項１～３９のいずれか一項に記載の使用、
方法またはハイスループットスクリーニング。
【請求項４１】
　調節は、活性化である、請求項１～４０のいずれか一項に記載の使用、方法またはハイ
スループットスクリーニング。
【請求項４２】
　レポーター遺伝子は、ウミシイタケまたはホタルルシフェラーゼ、緑色または青色蛍光
タンパク質、ベータ－ガラクトシダーゼ、または、クロラムフェニコール－アセチル－ト
ランスフェラーゼをコードする遺伝子である、請求項６に記載の方法。
【請求項４３】
　細胞は、初代細胞であるか、または、細胞系に属するものである、請求項３、６、１８
または２０のいずれかに記載の方法。
【請求項４４】
　細胞は、ＨＥＫ２９３、ＲＩＮ－５Ｆ、ＣＨＯ、または、ＮＩＨ３Ｔ３細胞である、請
求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　細胞は、トランスジェニック非ヒト動物から単離される、１８または３０に記載の使用
。
【請求項４６】
　細胞は、ノックアウト非ヒト動物から単離される、請求項２０に記載の使用。
【請求項４７】
　トランスフェクションは、一過性の、または、安定なトランスフェクションであり、好
ましくは安定なトランスフェクションである、請求項６に記載の方法。
【請求項４８】
　個体に、有効量のＭＧＣ４５０４を投与することを含む、請求項１１または３４に記載
の方法。
【請求項４９】
　ＭＧＣ４５０４の定常状態のレベルを内因的に増加させることを含む、請求項１１また
は３４に記載の治療方法。
【請求項５０】
　ＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡのレベルを特異的に解析する手段の使用、好ましくは、ＭＧ
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Ｃ４５０４のｃＤＮＡまたはそのフラグメントを特異的に増幅することができる、特異的
なＭＧＣ４５０４の核酸プローブまたはプライマーセットの使用を含む、請求項９に記載
の方法。
【請求項５１】
　ＭＧＣ４５０４タンパク質レベルを特異的に解析する手段の使用、好ましくは、特異的
なＭＧＣ４５０４抗体の使用を含む、請求項９に記載の方法。
【請求項５２】
　ＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡを検出する手段、好ましくはＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡまた
はｃＤＮＡを増幅することができるｍＲＮＡプローブまたはプライマーセットを用いた、
請求項７もしくは８に記載の使用、請求項９に記載の方法、または、請求項１２に記載の
キット。
【請求項５３】
　ＭＧＣ４５０４タンパク質を検出する手段、好ましくは特異的なＭＧＣ４５０４抗体を
用いた、請求項７もしくは８に記載の使用、請求項９に記載の方法、または、請求項１２
に記載のキット。
【請求項５４】
　ＭＧＣ４５０４の核酸における突然変異を検出する手段、好ましくは、ＭＧＣ４５０４
の核酸を増幅することができる核酸プローブまたはプライマーセットを用いた、請求項７
もしくは８に記載の使用、請求項１０に記載の方法、または、請求項１２に記載のキット
。
【請求項５５】
　ＭＧＣ４５０４タンパク質における突然変異を検出する手段、好ましくは特異的な抗体
を用いた、請求項７もしくは８に記載の使用、請求項１０に記載の方法、または、請求項
１２に記載のキット。
【請求項５６】
　手段は、ＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡを特異的に解析する手段であり
、好ましくは、ＭＧＣ４５０４のゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡまたはそのフラグメントを
増幅することができるＭＧＣ４５０４の特異的な核酸プローブまたはプライマーセットを
含むか、または、該核酸プローブまたはプライマーセットである、請求項７に記載の使用
、または、請求項９に記載のパーツのキット。
【請求項５７】
　ノックアウトは、機能的なノックアウトであるか、または、ゲノムのノックアウトであ
る、請求項２０または２１に記載のノックアウト細胞または動物の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、医薬物質を同定するためのＭＧＣ４５０４の使用に関する。本発明のさらな
る形態は、前記物質の同定方法、および、医薬品製造のためのＭＧＣ４５０４の使用に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　糖尿病とは、頻繁に起こる内分泌系の不全である。糖尿病という用語は、様々な形態の
グルコースおよび脂質代謝の不全を含み、これらは共通して、相対的または絶対的なイン
スリン欠乏、加えてインスリン作用不全を有する。１型糖尿病は、インスリン欠乏と高血
糖症を引き起こす自己免疫介在性の膵臓ベータ細胞の破壊である。最も一般的な形態であ
るＩＩ型糖尿病は、肥満症、インスリン耐性および代謝症候群に関連する脂質およびグル
コース代謝の調節異常を特徴とする。最初のうちは、ＩＩ型糖尿病の発症にはインスリン
耐性が伴い、正常血糖や正常な膵インスリン分泌は伴わない。病気が進行すると、高血糖
症や、膵臓ベータ細胞の質量の損失が伴い、最終的に、インスリン欠乏や高血糖症も生じ
る。米国では人口の６％を超える人々が糖尿病に罹っており（すなわち、２００４年には
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１８００万を超える人々が糖尿病に罹っている）、さらに、世界的に益々人数が増えると
予測されることから、増加しつつある糖尿病患者は、彼らの生活の質が著しい影響を受け
ることに向き合わねばならない。加えて、糖尿病は、高い直接的および間接的なコストを
伴う莫大な社会経済的な重荷をもたらす。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　それゆえに、糖尿病に関連する病気、または、それによって引き起こされる病気を予防
および／または治療するための新規の医薬物質に対する多大な必要性がある。
【０００４】
　従って、本発明の目的は、糖尿病の予防および／または治療において活性な物質を同定
する新規の手段を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　これは、グルコースまたは脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き
起こされる病気を予防または治療することにおいて活性な物質を同定するための、ＭＧＣ
４５０４タンパク質、それらの機能的な誘導体もしくはフラグメント、または、前記タン
パク質、誘導体もしくはフラグメントをコードする核酸の使用によって達成される。
【０００６】
　本発明は、本発明者等が、糖尿病、特にＩＩ型糖尿病の基礎となる病理学的過程におい
て、ＭＧＣ４５０４（Ｑ９ＢＵＸ１）が密接な関係している証拠を初めて提供したという
結果に基づく。これまで、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病態、または、それ
らによって引き起こされる病態においてＭＧＣ４５０４が密接な関係を有する可能性を示
す知見はなかった。インスリン耐性およびＩＩ型糖尿病の動物モデルにおいて、ＭＧＣ４
５０４の発現レベルが減少していることを示し、さらに、ＭＧＣ４５０４の発現量が増加
すると、細胞のインスリン感受性の増加が起こる実験的な証拠を提供することによって、
本発明者等は、このような生理学的な環境におけるＭＧＣ４５０４の機能的な関連を初め
て実証した。従って、ＭＧＣ４５０４活性を調節することができる物質は、必然的に、こ
れらのメカニズムの不全に関連する病気、または、それらによって引き起こされる病気の
病理学的な状態や進行に対して基本的な影響を有するとみなされる。
【０００７】
　ＭＧＣ４５０４（ｔｒＥＭＢＬデータベースでの登録番号は、Ｑ９ＢＵＸ１）は、推定
上のＣｈａｃ様ドメイン（アミノ酸３２～２０８）を含む２２２個のアミノ酸からなるタ
ンパク質であるが、標準的な配列予測によれば膜貫通ドメインではない。ＭＧＣ４５０４
のアミノ酸配列は、ヒト、ラットおよびマウスで高度に保存されている（アミノ酸同一性
が８５％を超える）。これまで、文献では、ＭＧＣ４５０４には分子機能が割り当てられ
ていなかった。
【０００８】
　ＭＧＣ４５０４の遺伝子座は、第１５染色体にある。ＭＧＣ４５０４のゲノム配列は、
ＮＣＢＩヌクレオチドデータベースでＡＣ＿０２０６６１として公共的に利用可能である
（配列番号３）。ＭＧＣ４５０４のコードポリヌクレオチド配列は、ＮＣＢＩヌクレオチ
ド－データベースにおいて以下の登録番号で利用可能である：ＮＭ＿０２４１１１（配列
番号１）。誘導されたタンパク質配列も、ＮＣＢＩヌクレオチド－データベースにおいて
以下の同様の登録番号で利用可能である：ＮＭ＿０２４１１１（配列番号２）。ＮＣＢＩ
とは、国立バイオテクノロジー情報センター（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｒｅ　ｆｏｒ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）のことである（郵便のあて先
： National Centre for Biotechnology Information, National Library of Medicine, 
Building 38A, Bethesda, MD 20894, USA；インターネットアドレス：www.ncbi.nhm.nih.
gov）。
【０００９】
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　本発明に係る使用は、グルコースまたは脂質代謝の不全に関連する病気を予防および／
または治療するための新規の物質を同定することを可能にする。本発明に係る使用は、望
ましい特徴を有する物質の同定を含み、加えて、すでにグルコースまたは脂質代謝の不全
に関連する病気を予防および／または治療するのに有用であると同定された物質のさらな
る特徴付けを含む（すなわち本発明に係る使用は、例えば化合物のスクリーニング、加え
て化合物のプロファイリングに有用である）。
【００１０】
　本発明の様々な形態に用いることができる物質は、どのような生物学的な物質もしくは
化学物質、または、天然産物の抽出物でもよく、これらは、精製された、一部精製された
、合成された、または、生化学または分子生物学的な方法によって製造されたものいずれ
でもよい。
【００１１】
　炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる
病気を予防または治療することにおいて活性とみなされる物質は、本発明の様々な形態に
おいて、ＭＧＣ４５０４の機能、または、細胞中のＭＧＣ４５０４の量もしくは定常状態
のレベル、または、ＭＧＣ４５０４発現のいずれか１種への影響を有する物質であればど
のような物質でも可能である。
【００１２】
　この目的を達成するために、該物質は、ＭＧＣ４５０４の機能（例えば、以下で定義さ
れるような機能）のいずれかを調節すればよい。該物質は、例えば、ＭＧＣ４５０４ポリ
ペプチド／タンパク質、または、それらのフラグメントとの直接的な相互作用や干渉によ
って、ＭＧＣ４５０４タンパク質活性を調節することができる。また、該物質は、例えば
転写（開始、伸長、プロセシングなど）、転写安定性、翻訳のレベルでＭＧＣ４５０４発
現を調節するものでもよい。その上、該物質は、ＭＧＣ４５０４の翻訳後修飾、タンパク
質フォールディングなどを調節するものでもよい。該物質は、上記の作用を、直接的また
は間接的に働かせることができる（間接的とは、すなわちＭＧＣ４５０４機能／タンパク
質活性／発現などに影響を有する天然のシグナル伝達カスケードに（正または負に）干渉
することを意味する）。その上、該物質は、ＭＧＣ４５０４活性を模擬する（すなわちそ
れらの機能／役割を代行する）ものでもよい。
【００１３】
　ＭＧＣ４５０４のフラグメントは、それに対応する野生型よりも短いポリペプチドまた
はポリヌクレオチドであればどのようなものでもよく、例えば配列番号２のポリペプチド
、または、配列番号１、配列番号３または配列番号１４のポリヌクレオチドのいずれか１
つに記載のホモサピエンス（ｈｓ）ＭＧＣ４５０４よりも短いポリペプチドまたはポリヌ
クレオチドである。
【００１４】
　ＭＧＣ４５０４の誘導体、または、ＭＧＣ４５０４のフラグメントの誘導体は、ＭＧＣ
４５０４ポリヌクレオチド、ポリペプチド、または、それらのフラグメントのあらゆる修
飾型が可能である。誘導体は、例えば、アミノ酸またはヌクレオチド配列の修飾、または
、その他のあらゆる種類の修飾、例えば化学的または生物学的な修飾、例えばポリペプチ
ドまたはポリヌクレオチドを安定化させるような修飾（例えば、ホスホロチオアート修飾
、またはその他の種類の核酸主鎖の修飾、または、アミノ酸間の結合を置換する修飾など
）、または、ポリペプチドまたはポリヌクレオチドを所定の細胞に特異的に標的化させる
ことを可能にする修飾、または、その細胞への侵入、または、細胞による摂取を容易にす
る修飾（例えば、細胞浸透性のペプチドベクター（例えばアンテナペディア／ペネトラチ
ン（ｐｅｎｅｔｒａｔｉｎ）、ＴＡＴおよびシグナルペプチドに基づく配列をベースとし
たベクター）への、細胞浸透性のホスホペプチドのオルトカップリング；または、特異的
な輸送体または輸入体に関するリガンドの一部へのカップリング）を含む。
【００１５】
　ＭＧＣ４５０４の機能的なフラグメントとは、ＭＧＣ４５０４の機能の少なくとも１種
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を示すあらゆるフラグメント（ポリペプチドまたはポリヌクレオチドのいずれか）である
。
【００１６】
　ＭＧＣ４５０４の「機能的な誘導体」という用語は、ＭＧＣ４５０４の機能の少なくと
も１種を有する天然に存在する形態（ポリペプチドまたはポリヌクレオチドのいずれか）
に対する、あらゆる種類のＭＧＣ４５０４の修飾を含む。また本発明は、ＭＧＣ４５０４
のフラグメントの機能的な誘導体も含む。
【００１７】
　ＭＧＣ４５０４の機能は、膵臓ベータ細胞からのインスリン放出を改善する／増加させ
る能力、細胞のシグナル伝達経路に影響を与えるインスリン刺激性のグルコース処理（例
えば、グルコース摂取；グリコーゲン合成、および、インスリン感受性）を改善する／増
加させる能力を含み、例えば、これらに限定されないが、インスリンシグナル伝達、また
は、インスリン作用（例えば、Ａｋｔリン酸化、ＧＬＵＴ４トランスロケーション、ａＰ
ＫＣ活性化；改善されたグルコース摂取をもたらす下流のシグナル伝達カスケードの活性
化）が挙げられる。ＭＧＣ４５０４の機能はまた、一般的に、ＭＧＣ４５０４（タンパク
質もしくは核酸）、または、それらのフラグメントの他の分子（これらに限定されないが
、タンパク質、核酸、合成分子など）と相互作用する能力も含み、好ましくは、インスリ
ン刺激性のグルコース摂取を増加させる能力に関する。
【００１８】
　本発明の一形態は、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによ
って引き起こされる病気を予防または治療することにおいて活性な物質の同定方法に関し
、本方法は、以下を含む：
　ａ．ＭＧＣ４５０４タンパク質と、試験物質とを接触させること；および、
　ｂ．該物質が、ＭＧＣ４５０４タンパク質の活性を調節するかどうかを決定すること。
【００１９】
　用語「ＭＧＣ４５０４の活性」は、ＭＧＣ４５０４タンパク質、ポリペプチド、または
、それらのフラグメントのタンパク質活性（例えば、上記で定義された機能に関与する活
性のいずれか１種）に関する。
【００２０】
　ここにおいて、ＭＧＣ４５０４活性を調節することができる物質は、本発明に関して、
炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる病
気を予防または治療することにおいて活性であるみなされる物質である。
【００２１】
　本方法は、単離されたＭＧＣ４５０４、または、ＭＧＣ４５０４を含む抽出物を用いた
生化学分析であってもよいし、または、細胞レベルの分析であってもよい。
【００２２】
　上記調節は、ＭＧＣ４５０４活性の正の調節でもよいし、または負の調節でもよく、Ｍ
ＧＣ４５０４タンパク質活性の（完全な、または、部分的な）活性化（すなわち活性の増
加）、同様に、ＭＧＣ４５０４タンパク質活性の（完全な、または、部分的な）不活性化
を含む。本発明の様々な形態の好ましい実施態様によれば、ＭＧＣ４５０４の調節は、活
性化（すなわち活性の増加）である。
【００２３】
　試験物質は、上記で定義されたような物質のいずれでもよい。
【００２４】
　本発明のその他の形態は、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、そ
れによって引き起こされる病気を予防または治療することにおいて活性な物質の同定方法
に関し、本方法は、以下を含む：
　ａ．ＭＧＣ４５０４の量または活性が減少している細胞と、試験物質とを接触させるこ
と；
　ｂ．該試験物質が、該細胞中のＭＧＣ４５０４の量または活性を増加させることができ
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るかどうかを決定すること。
【００２５】
　ここにおいて、ＭＧＣ４５０４の量または活性を検出可能に増加させることができる物
質は、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こさ
れる病気を予防または治療することにおいて活性な物質とみなされる。
【００２６】
　好ましい一実施態様によれば、該物質は、ＭＧＣ４５０４の量または活性を十分に復活
させることができる。
【００２７】
　ＭＧＣ４５０４の量または活性が減少している細胞は、例えば（すなわち、機能が低め
られた、または、発現レベルが低い等の突然変異ＭＧＣ４５０４タンパク質の発現により
）完全なＭＧＣ４５０４活性を有する細胞（例えばＨＥＫ２９３など）の参照細胞と比較
して低いが検出可能なＭＧＣ４５０４の量または活性を有する細胞であれば、どのような
細胞でもよい。また、このような細胞としては、ＭＧＣ４５０４、または、ＭＧＣ４５０
４活性がまったくない細胞でもよい（例えば、機能が失われたＭＧＣ４５０４突然変異タ
ンパク質の発現に起因するか、または、ＭＧＣ４５０４発現の完全な喪失に起因する）。
これらは、自然状態でこれらの特徴を有する細胞を含み、加えて、これらの特徴を示すよ
うに遺伝子組換えされた細胞（例えば、ゲノムまたは誘導型ＭＧＣ４５０４ノックアウト
細胞）、加えて、ＭＧＣ４５０４のドミナントネガティブ変異体を発現する細胞なども含
む。
【００２８】
　本発明のさらにその他の形態は、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、また
は、それによって引き起こされる病気を予防または治療することにおいて活性な物質の同
定方法に関し、本方法は、以下を含む：
　ａ．転写活性を有する系で、ＭＧＣ４５０４タンパク質、それらの誘導体またはフラグ
メントをコードする核酸と、試験物質とを接触させること；
　ｂ．該物質の存在下において該系に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質、それらの誘導
体またはフラグメントをコードするｍＲＮＡの量を決定すること；
　ｃ．該物質の非存在下において該系に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質、それらの誘
導体またはフラグメントをコードするｍＲＮＡの量を決定すること；
　ｄ．該物質が、前記系中に存在するＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡの量を調節できるかどう
かを決定すること。
【００２９】
　ここにおいて、前記系に存在するＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡの量を調節すること、好ま
しくは増加させることができる物質は、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、
または、それによって引き起こされる病気を予防または治療することにおいて活性な物質
とみなされる。
【００３０】
　転写活性を有する系とは、少なくとも転写単位の転写反応を行う能力を有するあらゆる
生化学的な系または細胞系である。このような系は当業界周知であり、細胞（例えば、通
常の実験用株または細胞系、加えて、真核または原核細胞の初代培養）、加えて、インビ
トロでの転写系またはキット（例えば、細胞抽出物をベースとするもの）を含み、市販さ
れているものである。
【００３１】
　このような系に存在するｍＲＮＡ量の決定は、当業界周知の技術に従って行うことがで
きる（例えば、放射標識または蛍光標識による生成物の直接の標識、または、特異的なプ
ライマーまたはプローブの使用による生成物の検出など）。
【００３２】
　本発明のその他の形態は、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、そ
れによって引き起こされる病気の予防または治療において活性な物質の同定方法に関し、
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本方法は、以下を含む：
　ａ．翻訳活性を有する系で、ＭＧＣ４５０４タンパク質、それらの誘導体またはフラグ
メントをコードする核酸と、物質とを接触させること；
　ｂ．該物質の存在下において該系に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質、誘導体または
フラグメントの量を決定すること；
　ｃ．該物質の非存在下において該系に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質、誘導体また
はフラグメントの量を決定すること；
　ｄ．該物質が、該系中に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質、誘導体またはフラグメン
トの量を調節できるかどうかを決定すること。
【００３３】
　ここにおいて、前記系に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質、誘導体またはフラグメン
トの量を調節すること、好ましくは増加させることができる物質は、炭水化物または脂質
代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる病気の予防または治療
において活性な物質とみなされる。
【００３４】
　翻訳活性を有する系は、少なくとも転写物の翻訳反応を行う能力を有するあらゆる生化
学な系または細胞系である。このような系は当業界周知であり、細胞（例えば、通常の実
験用株または細胞系、加えて、真核または原核細胞の初代培養）、加えて、インビトロで
の翻訳系（これはまた、例えばキットとしても市販されている）を含む。インビトロでポ
リヌクレオチドを翻訳するために、ポリヌクレオチドを適切なベクターにサブクローニン
グし、続いて適切な緩衝液中でポリペプチドを発現させ、細胞を抽出する（例えば、網状
赤血球の溶解産物）。ベクター、必要な試薬、および、適切な条件のプロトコールは当業
界既知であり、市販されている。
【００３５】
　本発明に関して、用語「ポリペプチド」は、ペプチド結合によって互いに結合したアミ
ノ酸を含む分子であり、さらに、互いに直鎖状に連結した少なくとも１０個のアミノ酸を
含む分子を意味する。この種の分子のうちそれより短いものは、ペプチドと称される。用
語「タンパク質」は、少なくとも１個のポリペプチド鎖を含む分子を意味するが、互いに
会合または結合した２個またはそれ以上のポリペプチド鎖を含む分子を意味する場合もあ
る。従って、用語「タンパク質」は、用語「ポリペプチド」を包含する。
【００３６】
　前記系に存在するＭＧＣ４５０４タンパク質の検出は、当業界周知の技術に従って行う
ことができる（例えば、翻訳物の直接の放射標識または蛍光標識、または、特異的な抗体
の使用、タンパク質のタグ付け、および、そのタグの検出など）。
【００３７】
　本発明のその他の形態は、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、そ
れによって引き起こされる病気を予防または治療することにおいて活性な物質の同定方法
に関し、本方法は：
　ａ．レポーター遺伝子またはそれらの機能的なフラグメントに使用できるようにカップ
リングされたＭＧＣ４５０５プロモーターまたはそれらの機能的なフラグメントを含む核
酸ベクターでトランスフェクションされた細胞を提供すること；
　ｂ．機能的なＭＧＣ４５０４プロモーターに使用できるようにカップリングされていな
いレポーター遺伝子またはそれらの機能的なフラグメントを含むコントロールベクターで
トランスフェクションされた細胞を提供すること；
　ｃ．物質の非存在下で、ａ）およびｂ）に記載の細胞のレポーター遺伝子の活性を決定
すること；
　ｄ．該物質の存在下においてレポーター遺伝子の活性を決定すること；
を含み、ここにおいて、ｂ）に記載のレポーター遺伝子の活性を有意に増加させないで、
ａ）に記載のレポーター遺伝子の活性を有意に増加させることができる物質（すなわちＭ
ＧＣ４５０４プロモーターの活性を特異的に増加させることができる物質）が、炭水化物
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または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる病気の予防
または治療において活性な物質とみなされる。
【００３８】
　有意な増加とは、標準偏差より高い増加であればよく、好ましくは、標準偏差より少な
くとも２倍高い増加である。
【００３９】
　上記の本発明の形態は、一般的に当業界で知られている典型的なレポーター遺伝子分析
に基づく。この目的を達成するために、選択されたプロモーターは、選択された宿主細胞
のタイプに適した発現ベクターの、プロモーターが活性化されるとレポーター遺伝子が発
現できるように選択されたレポーター遺伝子の上流に挿入される。その後、このようなコ
ンストラクトは、選択された宿主細胞に導入される。形質転換またはトランスフェクショ
ンの適切な方法は当業界周知であり、同様に、細胞培養条件、および、レポーター遺伝子
発現の検出も当業界周知である（例えば以下に列挙される標準的な文献を参照）。適切な
条件は当業界周知であり、同様に、ベクター、レポーター遺伝子、および、必要な試薬も
は当業界周知であり、これらは市販もされている。
【００４０】
　ベクターは、環状または直鎖状のポリヌクレオチド分子、例えばＤＮＡプラスミド、バ
クテリオファージ、または、コスミドであり、これらを用いて、ポリヌクレオチドフラグ
メントは、（例えば、他のベクターから切り出すか、または、ＰＣＲで増幅し、クローニ
ングベクターに挿入して）適切な細胞または生物中で特異的に増幅することができる。発
現ベクターは、宿主細胞または生物中で対象の遺伝子（例えばレポーター遺伝子）を異種
発現させることができる。細胞または生物の種類は、大部分が目的に応じて選択され、選
択は、当業者の知見の範囲内である。核酸の増幅に適切な生物は、例えば、ほとんどが高
い増殖率を有する単細胞生物であり、例えば細菌または酵母のような単細胞生物である。
また、適切な生物は、多細胞組織から単離し、培養した細胞であってもよく、例えば多様
な生物から生成した細胞系が挙げられる（例えば、スポドプテラ・フルギペルダ（Ｓｐｏ
ｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）由来のＳＦ９細胞など）。適切なクローニング
ベクターは当業界既知であり、様々なバイオテクノロジー系の供給元で市販されており、
このような供給元としては、例えばロシュ・ダイアグノスティックス（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉ
ａｇｎｏｓｔｉｃｓ）、ニューイングランドバイオラボ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉ
ｏｌａｂｓ）、プロメガ（Ｐｒｏｍｅｇａ）、ストラタジーン（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）
など多くが挙げられる。適切な細胞系は、例えば、アメリカン・タイプ・カルチャー・コ
レクション（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ；Ａ
ＴＣＣ）で市販されている。
【００４１】
　タンパク質またはポリペプチドを異種発現させるための細胞は、核酸ベクターでトラン
スフェクションして、対象の遺伝子（例えばレポーター遺伝子）を発現させることができ
るあらゆる原核細胞または真核細胞が可能である。これらは、主成分として、初代細胞、
および、細胞培養物由来の細胞、好ましくは真核細胞培養物由来の細胞を含み、多細胞生
物および組織（例えば、ＨＥＫ２９３、ＲＩＮ－５Ｆ、ＨｅＬａ、ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＳＦ
９または３Ｔ３細胞）、または、単細胞生物、例えば酵母（例えば、Ｓ．ポンベ（Ｓ．ｐ
ｏｍｂｅ）、または、Ｓ．セレビジエ（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ））、または、原核細
胞培養、好ましくはピチア（Ｐｉｃｈｉａ）、または、Ｅ．コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）のいず
れかから誘導された細胞を含む。組織から誘導された細胞およびサンプルは、例えば血液
採取、組織穿刺または外科的技術などの周知の技術で採取することができる。
【００４２】
　本発明に関して、用語「トランスフェクション」は、宿主細胞（原核または真核のいず
れか）に核酸ベクターを導入することを意味するため、この用語は、用語「形質転換」を
包含する。
【００４３】
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　トランスフェクションは、安定なトランスフェクションでもよいし、または一過性トラ
ンスフェクションでもよい。
【００４４】
　ＭＧＣ４５０４プロモーターは、ＭＧＣ４５０４遺伝子の一部であり、これが適切な発
現ベクターに遺伝子産物のコード配列上流で導入されると、対象の遺伝子産物を発現させ
ることができる。好ましくは、ＭＧＣ４５０４プロモーターは、配列番号３に記載の配列
のヌクレオチド８４３６１～８８６８１／ＮＣＢＩ登録番号ＡＣ０２０６６１［ヌクレオ
チド８４３６１～８８６８１，これはヌクレオチド位置－４３７７／＋１に相当する］の
配列を含むか、または、それらからなる。ＭＧＣ４５０４プロモーターの機能的なフラグ
メントとは、適切な発現ベクターに遺伝子産物のコード配列上流で導入されると、対象の
遺伝子産物を発現させることができるＭＧＣ４５０４プロモーターのあらゆるフラグメン
トである。好ましいフラグメントは、配列番号３のヌクレオチド８４３６１～８８６８１
に基づくＭＧＣ４５０４プロモーターの機能的なフラグメントを含む。
【００４５】
　レポーター遺伝子は、その遺伝子産物を簡単に定量することができるあらゆる遺伝子が
可能である。非常に様々な真核または原核生物宿主のためのレポーター遺伝子、加えて検
出方法および必要な試薬は当業界既知であり、市販されている。このようなものとしては
、例えば、ベータラクタマーゼ（ｌａｃＺ）、ルシフェラーゼ、緑色または青色蛍光タン
パク質（ＧＦＰまたはＢＦＰ）、ＤｓＲｅｄ、ＨＩＳ３、ＵＲＡ３、ＴＲＰ１もしくはＬ
ＥＵ２、または、ベータガラクトシダーゼの遺伝子をが挙げられる。これらの遺伝子は、
可視的な（色または発光）反応によって容易に検出できるタンパク質（例えばｌａｃＺ、
ルシフェラーゼ）をコードする。これらは、可視的な（色または発光）反応によって容易
に検出できる遺伝子産物、または、発現されるとアンピシリンまたはカナマイシンのよう
な抗生物質に対する耐性を付与する遺伝子産物を含む。その他のレポーター遺伝子産物も
、例えば栄養要求性遺伝子のような所定の条件下で発現細胞を増殖させることが可能であ
る。
【００４６】
　レポーター遺伝子の機能的なフラグメントは、その遺伝子産物を簡単に定量することが
できる所定のレポーター遺伝子のあらゆるフラグメントである。
【００４７】
　上記の本発明の形態に関して、コントロールベクターとは、レポーター遺伝子またはそ
れらの機能的なフラグメントを含むが、（機能的な）ＭＧＣ４５０４プロモーターによっ
てはレポーター遺伝子発現が稼働されないあらゆる適切なベクターが可能である。これは
、例えば、レポーター遺伝子またはそれらの機能的なフラグメントは、機能的なＭＧＣ４
５０４プロモーターに使用できるようにカップリングされていないことを意味する場合が
ある（すなわち、ＭＧＣ４５０４プロモーターをまったく欠いているか、機能的ではない
ＭＧＣ４５０４プロモーターまたはプロモーターフラグメントを含むか、または、プロモ
ーターとレポーター遺伝子との前記カップリングが機能的ではないかのいずれかである）
。これはまた、レポーター遺伝子またはそれらの機能的なフラグメントは、ＭＧＣ４５０
４プロモーターではなくその他のプロモーター（例えば、ＳＶ４０、または、その他の標
準的なプロモーター）に使用できるようにカップリングされていることを意味する場合も
ある。また、機能的なベクター、および、コントロールベクターは、同じ細胞にトランス
フェクションされてもよいが、この場合、レポーター遺伝子が異なっている必要がある。
【００４８】
　本発明のその他の形態は、単離された個体サンプルにおいて、炭水化物もしくは脂質代
謝の不全に関連する病気またはそれによって引き起こされる病気、またはそれら病気の素
因を診断するための、ＭＧＣ４５０４を検出する手段の使用に関する。
【００４９】
　上記診断は、例えば、以下を含んでいてもよい：
　１．単離されたサンプルに存在するＭＧＣ４５０４の量（タンパク質、または、ｍＲＮ
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Ａ）の検出；ここにおいて、参照サンプルと比較して量が低いことが、素因または病気を
有することを示す。
　２．単離されたサンプルに存在するＭＧＣ４５０４の活性の検出；ここにおいて、参照
サンプルと比較して活性が低いことが、素因または病気を有することを示す。
　３．ＭＧＣ４５０４の量を低くしたり、または、活性を低めたり、または、機能不全を
もたらす、ＭＧＣ４５０４タンパク質／遺伝子／コード配列／プロモーターなどにおける
突然変異の検出；ここにおいて、突然変異が検出されることが、素因または病気を有する
ことを示す。
【００５０】
　ここにおいて、参照サンプルは、例えば、平均的なＭＧＣ４５０４の活性または量を有
する単離されたサンプル、および／または、炭水化物もしくは脂質代謝の不全に関連する
病気またはそれによって引き起こされる病気、またはそれら病気の素因を有さないドナー
のサンプルであり得る。
【００５１】
　ＭＧＣ４５０４を検出する手段は、生体サンプル中に存在するＭＧＣ４５０４ポリペプ
チド／タンパク質または核酸を特異的に検出することができるあらゆる手段が可能である
。
【００５２】
　ＭＧＣ４５０４タンパク質またはポリペプチドを検出する手段は、野生型ＭＧＣ４５０
４タンパク質／ポリペプチドのいずれかを特異的に検出することができるあらゆる手段で
もよいし、野生型ポリペプチド／タンパク質と比較して、サイズまたはアミノ酸配列に関
して１個またはそれ以上の突然変異を有するＭＧＣ４５０４タンパク質／ポリペプチドを
特異的に検出する手段でもよい。このような手段の好ましい例は、ＭＧＣ４５０４タンパ
ク質を特異的に検出することができる抗体を含む手段、または、ＭＧＣ４５０４タンパク
質を特異的に検出することができる抗体であり、例えば免疫組織学的な技術、または、免
疫組織化学的技術（例えば、組織学的な組織切片、または、膜、チップ、ＥＬＩＳＡプレ
ートなどの適切なキャリアーに固定したＭＧＣ４５０５タンパク質において、ＭＧＣ４５
０４タンパク質、または、それらの所定の突然変異を検出すること）で使用するための抗
体である。
【００５３】
　ＭＧＣ４５０４の核酸を検出する手段は、例えば、野生型の、または、野生型ＭＧＣ４
５０４の核酸と比較して、それらの長さ、またはそれらの核酸配列に関する１個またはそ
れ以上の突然変異をさらに有する、ＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡ／ｃＤＮＡまたはゲノムＤ
ＮＡを検出する手段が可能である。このような手段は、例えば、ＭＧＣ４５０４のｍＲＮ
Ａを特異的に検出および／または定量する手段が可能であり、好ましくは、ＭＧＣ４５０
４のＤＮＡを増幅することができる、または、例えばＰＣＲ配列解析に使用するための（
ヌクレオチド配列における突然変異を検出するため）、または、ＭＧＣ４５０４のｃＤＮ
Ａを増幅することができる、例えばＲＴ－ＰＣＲに使用するための（ＭＧＣ４５０４のｍ
ＲＮＡ発現の検出および／または定量化のため）、特異的なＭＧＣ４５０４の核酸プロー
ブまたはプライマーセットを含むか、または、そのような核酸プローブまたはプライマー
セットである。その他の手段は、例えば、標準条件下でＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡまたは
ｃＤＮＡに特異的にハイブリダイズすることができる核酸プローブが可能であり、例えば
ノーザンブロットまたはチップハイブリダイゼーション技術で使用するための核酸プロー
ブである。
【００５４】
　野生型という用語は、自然状態で見出される遺伝子型または表現型、または、所定の生
物の標準的な実験用系統で見出される遺伝子型または表現型を意味する。好ましい一実施
態様によれば、ＭＧＣ４５０４の野生型配列は、配列番号１、２、３または１４に記載の
配列である。
【００５５】
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　適切なプライマーの設計と合成は当業界周知である（上記も参照）。本発明の好ましい
実施態様によれば、このような手段は、ＭＧＣ４５０４核酸を増幅させるためのプライマ
ーセットであり、好ましくは、配列番号８および／または９に記載のプライマーの少なく
とも１種を含む一連のプライマーである。
【００５６】
　本発明のさらなる好ましい実施態様によれば、このような手段は、ＭＧＣ４５０４核酸
を検出するためのプローブであり、好ましくは配列番号１０に記載の配列を有するプロー
ブである。適切なプローブの設計と合成は当業界周知である（以下の標準的な参考文献も
参照）。
【００５７】
　本発明のさらにその他の好ましい実施態様によれば、このような手段は、ＭＧＣ４５０
４タンパク質またはポリペプチドの特異的な検出のための抗体である。適切な抗体または
それらの機能的なフラグメントの製造も同様に当業界周知であり、例えば、必要に応じて
例えばフロインドアジュバント、および／または、水酸化アルミニウムゲルの存在下で、
哺乳動物、例えばウサギを、ＭＧＣ４５０４タンパク質、または、それらのフラグメント
で免疫化することによって製造される（例えば、Ｄｉａｍｏｎｄ，Ｂ．Ａ．等（１９８１
）Ｔｈｅ　Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ：１３４
４～１３４９を参照）。その後、動物中で免疫反応の結果として形成されるポリクローナ
ル抗体は、周知の方法を用いて血液から単離して、例えばカラムクロマトグラフィーによ
って精製してもよい。モノクローナル抗体は、例えば、Ｗｉｎｔｅｒ　＆　Ｍｉｌｓｔｅ
ｉｎ（Ｗｉｎｔｅｒ，Ｇ．＆　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ，３４
９，２９３－２９９）に記載の既知の方法に従って製造することができる。モノクローナ
ル抗体を生産する適切な手法は同様に当業界周知である（例えば以下に列挙される標準的
な方法に関する参考文献を参照）。本発明に関して、抗体または抗体フラグメントという
用語は、組換えによって製造され、必要に応じて修飾された、抗体またはそれらの抗原結
合部、例えばキメラ抗体、ヒト化抗体、多機能の抗体、二重特異性および多重特異性抗体
、一本鎖抗体、ならびに、Ｆ（ａｂ）またはＦ（ａｂ）2フラグメントも含む（例えば、
ＥＰ－Ｂ１－０３６８６８４、ＵＳ４,８１６,５６７、ＵＳ４,８１６,３９７、ＷＯ８８
／０１６４９、ＷＯ９３／０６２１３、または、ＷＯ９８／２４８８４を参照）。
【００５８】
　単離されたサンプルは、個体から単離されたあらゆる種類の生体サンプルを含み、例え
ば組織または器官（例えば、筋肉、膵臓、脳、血液、肝臓、脾臓、腎臓、心臓、血管など
）の細胞、調製物、切片または部分である。単離されたサンプルは、周知の技術で、例え
ば血液採取、組織穿刺または外科的技術で採取することができる。細胞または組織抽出物
の製造は当業者周知である（例えば以下に列挙される標準的な参考文献を参照）。
【００５９】
　本発明のその他の形態は、炭水化物および／もしくは脂質代謝の不全に関連する病気ま
たはそれによって引き起こされる病気またはそれら病気の素因を同定するための診断キッ
トを製造するための、ＭＧＣ４５０４を検出する手段の使用に関する。
【００６０】
　本発明のその他の形態は、炭水化物および／または脂質代謝の不全に関する素因の診断
方法に関し、本方法は、単離された個体サンプルに存在するＭＧＣ４５０４の量を解析す
ることを含み、ここにおいて、１種またはそれ以上の参照サンプルと比較してＭＧＣ４５
０４の量が低いことが、素因または機能不全を有することを示す。
【００６１】
　本発明の様々な形態に関して、上記個体はどのような生物でもよく、好ましくは哺乳動
物であり、より好ましくはヒトである。
【００６２】
　ＭＧＣ４５０４の量の解析は、例えば、ノーザンブロット解析、チップ解析（ｃＤＮＡ
マイクロアレイなど）または定量的ＲＴ－ＰＣＲなどによってサンプル中に存在するｍＲ
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ＮＡ量を解析することでもよい。また、このような解析は、例えば、ＥＬＩＳＡ、ウェス
タンブロッティング、チップ技術（例えばタンパク質マイクロアレイ）などの特異的な抗
体を用いる技術によって、サンプル中に存在するタンパク質量を解析することでもよい。
【００６３】
　本発明のさらにその他の形態は、炭水化物および／もしくは脂質代謝の不全に関連する
病気またはそれによって引き起こされる病気、またはそれら病気の素因の診断方法に関し
、本方法は、ＭＧＣ４５０４の突然変異に関して単離された個体サンプルを、ＭＧＣ４５
０４の参照配列と比較して分析することを含み、ここにおいて、突然変異の存在が、該病
気または素因を有することを示す。
【００６４】
　突然変異、すなわち最も高頻度で見出される遺伝子型（または、遺伝子に関してはいわ
ゆる野生型）との差異は当業界周知である。これらは、なかでも、単一ヌクレオチド多型
（ＳＮＰ、すなわち単一のヌクレオチド位置における置換を含む所定のヌクレオチド配列
の変異体）、長さ、欠失、転位などの多型を含む。遺伝学的な突然変異は、遺伝子の発現
、またはタンパク質機能に影響を与える可能性があるため、特定の病気の発病および素因
に関与する可能性がある。本発明者等によって見出された糖尿病の基礎をなす病理学的過
程とＭＧＣ４５０４との密接な関係のために、ＭＧＣ４５０４遺伝子の突然変異、および
、特にＭＧＣ４５０４の発現および／または機能および／または活性に影響を及ぼす突然
変異は、炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって
引き起こされる病気に強い影響を有するはずである。
【００６５】
　診断方法は、ＭＧＣ４５０４を検出するためのあらゆる既知の方法に従って行うことが
でき、例えば上記のサンプル中のＭＧＣ４５０４を検出する手段のいずれか１つの使用に
よって行うことができる。突然変異は、例えば、ゲノムレベルで解析することができ、例
えば、ＭＧＣ４５０４遺伝子の分子生物学的な解析（例えば、サザンブロッティング、ゲ
ノム配列解析技術、配列の質量分光分析、ＤＮＡマイクロアレイなど）によって解析する
ことができる。また、突然変異は、発現されたｍＲＮＡまたはタンパク質のレベルで解析
することもでき、例えば、ｃＤＮＡの配列解析（例えば、ＲＴ－ＰＣＲに基づき）、また
は、タンパク質配列解析技術、または、特異的な抗体の使用によって解析することができ
る。
【００６６】
　参照サンプルは、上記で定義されたサンプルが可能である。
【００６７】
　参考配列は、例えば、ＭＧＣ４５０４の野生型配列（例えば上記を参照）、および／ま
たは、それゆえに、上記の病気または素因を有さないほとんどの個体に見出されるＭＧＣ
４５０４配列が可能である（この場合、参考配列はまた、個体群のうち最大の群には存在
しないが、上記の病気または素因を有さない個体群の最大の群に存在する配列でもよく、
従って；この場合、野生型配列は、前記病気を発症させる危険の増加に関連する）。好ま
しい実施態様によれば、参考配列は、ＭＧＣ４５０４の野生型配列のいずれか一種である
（上記参照）。
【００６８】
　本発明の前記形態の好ましい実施態様によれば、突然変異は、ＭＧＣ４５０４の量およ
び／または活性を低くしたり、または、ＭＧＣ４５０４を完全に喪失させたり、および／
または、活性を喪失させたりする突然変異である。
【００６９】
　本発明のその他の形態は、炭水化物および／または脂質代謝の不全に関する素因の診断
方法に関し、本方法は、単離された個体サンプルにに存在するＭＧＣ４５０４の活性を解
析することを含み、ここにおいて、１種またはそれ以上の参照サンプルと比較してＭＧＣ
４５０４活性が低いことが、素因または機能不全を有することを示す。
【００７０】
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　上記活性は、上記で定義されたＭＧＣ４５０４の機能のいずれか１種に関するタンパク
質活性のいずれでもよい。上記活性は、直接的または間接的に（例えば、１種またはそれ
以上のＭＧＣ４５０４の機能強度または程度を分析することによって）測定することがで
きる。
【００７１】
　本発明のその他の形態は、少なくとも１つのＭＧＣ４５０４を検出する手段を含む、炭
水化物もしくは脂質代謝の不全に関連する病気またはそれによって引き起こされる病気ま
たはそれら病気の素因を同定するためのキットに関する。
【００７２】
　本発明に関して、キット（また、「パーツのキット」としても知られている）は、本願
で特定された１種またはそれ以上の成分のあらゆる組み合わせと理解され、これらの成分
は、一体化させて同じ空間内に存在させて一つの機能単位になっており、さらに、追加の
成分を含んでいてもよい。
【００７３】
　本発明に関して、キットは、適切には適切な緩衝液と共に、少なくともＭＧＣ４５０４
を検出する手段、および／または、ＭＧＣ４５０４を検出するための試薬および／または
サンプル調製物、さらに、場合によりそれぞれの検出技術を行うための取扱説明書を含む
。
【００７４】
　このような手段は、上記で定義されたどの手段でもよく、好ましくは、ＭＧＣ４５０４
の核酸を増幅することができるＭＧＣ４５０４の特異的な核酸プローブもしくはプライマ
ーセットまたは特異的なＭＧＣ４５０４抗体を含むか、または、上記核酸プローブ、プラ
イマーセットもしくは抗体である。
【００７５】
　本発明のその他の形態は、炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、ま
たは、それによって引き起こされる病気の治療または予防のための薬物療法の適応方法に
関し、ここにおいて、単離された個体サンプルは、参考配列と比較してＭＧＣ４５０４の
突然変異、および／または、参照サンプルと比較してＭＧＣ４５０４の量および／または
活性の減少に関して解析され、ここにおいて、サンプル中にＭＧＣ４５０４の突然変異、
および／または、ＭＧＣ４５０４の量および／または活性の減少が存在する場合、前記投
与量は適応している。
【００７６】
　薬物療法の適応は、例えば、個体に適用できる薬物療法の種類の適応であってもよく、
すなわち、例えば、炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、そ
れによって引き起こされる病気を治療または予防するために、個体において、物質（例え
ば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣剤、タンパク質、ペプチド、核酸、低分
子物質、またはその他の薬物候補）、または、特定のクラスの物質（例えば、ＭＧＣ４５
０４タンパク質活性を直接増加させるタイプの物質、または、共通の構造的なモチーフを
有する化学物質のサブクラスに属する物質）がとりあえず投与可能であるか、または、そ
れらで効果的に治療されるかどうかの決定である。その他の例によれば、薬物療法の適応
は、所定の医薬品／物質の投与量、または、物質のクラスの適応であってもよい。
【００７７】
　炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起
こされる病気（例えば、ＭＧＣ４５０４が発現される細胞または組織が関与する障害、例
えば異常なＭＧＣ４５０４活性、または、ＭＧＣ４５０４活性の損失に関連する筋細胞）
を治療または予防するのに有用な製薬を製造するために、スクリーニング分析によって同
定されたようなＭＧＣ４５０４発現または活性（例えばＭＧＣ４５０４遺伝子発現）に対
して刺激作用または阻害作用（好ましくは刺激作用）を有する物質を用いることができる
。このような治療と共に、個体の薬理ゲノム学（すなわち、個体の遺伝子型間の関係の研
究、および、その個体の、外来化合物または薬物に対する応答）が考慮される場合もある
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。治療剤の代謝の差により、薬理学的に活性な薬物の用量と血中濃度との関係が変化して
しまい重度の毒性が生じたり、または、治療が失敗する可能性がある。従って、個体の薬
理ゲノム学により、個体の遺伝子型の考察に基づき予防または治療的処置のための有効物
質（例えば薬物）を選択してもよい。このような薬理ゲノム学は、適切な投与量および治
療計画を決定するのにさらに利用することができる。従って、個体中のＭＧＣ４５０４の
活性タンパク質、ＭＧＣ４５０４核酸の発現、または、ＭＧＣ４５０４遺伝子の突然変異
の含量を決定して、それにより個体の治療または予防的処置に適切な物質を選択すること
ができる。
【００７８】
　本発明のさらにその他の形態は、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、また
は、それによって引き起こされる病気を治療または予防するための医薬品を製造するため
の、ＭＧＣ４５０４またはそれらの機能的なフラグメントもしくは誘導体、または、ＭＧ
Ｃ４５０４またはそれらの機能的なフラグメントもしくは誘導体を含む組成物の使用に関
する。
【００７９】
　本発明のさらなる形態は、炭水化物および／または脂質代謝の不全に関連する病気、ま
たは、それによって引き起こされる病気を治療または予防するための医薬品を製造するた
めのＭＧＣ４５０４の活性を調節する物質の使用、さらに、炭水化物および／または脂質
代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる病気に罹った個体の治
療方法に関し、本方法は、前記個体に、ＭＧＣ４５０４の活性を調節する物質を投与する
ことを含む。
【００８０】
　この目的を達成するために、ＭＧＣ４５０４、または、それらのフラグメントまたは誘
導体は、ポリペプチドまたはペプチド、または、オリゴもしくはポリヌクレオチドいずれ
かの形態で用いることができる。その必要な部位への標的化、および、その細胞への侵入
、または、その安定性を確実にしたり、または、それらを容易にするための適切な修飾ま
たは添加剤が有用である。一方で、例えば皮内、皮下または筋肉内注射のような局所的な
適用なども、その必要性な部位への標的化を確実にする可能性がある。その他の有用な添
加剤としては、その安定化等のための塩、緩衝液などが挙げられる。
【００８１】
　ＭＧＣ４５０４ポリヌクレオチド、または機能的なそれらのフラグメントもしくは誘導
体は、例えば、その細胞内発現を確実にしたり、または、その細胞への標的化も確実にす
るような適切なベクターに挿入することができる。細胞型に特異的な発現は、当業界既知
の細胞型または組織特異的遺伝子の適切なプロモーター／エンハンサーを用いて確実に行
うことができる。また、ＭＧＣ４５０４オリゴヌクレオチドの使用も考えられる。
【００８２】
　医薬品製造のために、活性な活性成分は、通常、投与の種類に応じて適切な添加剤また
は補助剤を用いて製剤化されるが、このような添加剤または補助剤としては、生理学的な
緩衝溶液、例えば塩化ナトリウム溶液、脱塩水、安定剤、例えばプロテアーゼまたはヌク
レアーゼ阻害剤、好ましくはアプロチニン、ε－アミノカプロン酸、または、ペプスタチ
ンＡ、または、金属イオン封鎖剤、例えばＥＤＴＡ、ゲル調合物、例えば白色ワセリン、
低粘度パラフィン、および／または、黄色ワックスなどが挙げられる。
【００８３】
　適切なさらなる添加剤は、例えば、界面活性剤、例えばトリトンＸ－１００（Ｔｒｉｔ
ｏｎ　Ｘ－１００）、または、デオキシコール酸ナトリウムであり、ポリオール、例えば
ポリエチレングリコール、または、グリセロール、糖類、例えばスクロースもしくはグル
コース、両性イオン性化合物、例えばアミノ酸、例えばグリシン、または、具体的にはタ
ウリンもしくはベタイン、および／または、タンパク質、例えばウシもしくはヒト血清ア
ルブミンも可能である。好ましくは、界面活性剤、ポリオールおよび／または両性イオン
性化合物である。
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【００８４】
　好ましくは、生理学的な緩衝溶液は、約６.０～８.０のｐＨ、好ましくは約６.８～７.
８のｐＨ、具体的には約７.４のｐＨを有し、および／または、約２００～４００ミリオ
スモル／リットルのオスモル濃度、好ましくは約２９０～３１０ミリオスモル／リットル
のオスモル濃度を有する。医薬品のｐＨは、通常、適切な有機または無機緩衝液を用いて
調節され、例えば、好ましくはリン酸緩衝液、トリス緩衝液（トリス（ヒドロキシメチル
）アミノメタン）、ＨＥＰＥＳ緩衝液（［４－（２－ヒドロキシエチル）ピペラジノ］エ
タンスルホン酸）、または、ＭＯＰＳ緩衝液（３－モルホリノ－１－プロパンスルホン酸
）を用いて調節される。個々の緩衝液の選択は、通常、望ましい緩衝液のモル濃度に依存
する。例えば注射および輸液のためには、リン酸緩衝液が適切である（Ｒｅｍｉｎｇｔｏ
ｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１７版，１９８５（ｆｏ
ｒ　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　ｔｏｌｅｒａｂｌｅ　ｓａｌｔｓ（ａｎｏｒｇａ
ｎｉｃ　ｏｒ　ｏｒｇａｎｉｃ）も参照，特に１４１８頁を参照）。
【００８５】
　このような医薬品は、適切な従来の方式のいずれかで投与することができ、例えば、経
口の投薬形態、例えば錠剤またはカプセルによって投与してもよいし、本発明に係る医薬
品を含む注射、輸液またはゲルによって皮膚の下に埋め込まれる貯蔵物質の形態で、粘膜
（例えば鼻または口腔）によって投与してもよい。さらに、上述した特定の病気を治療す
るために、場合によりリポソーム複合体の形態で本医薬品を局所投与することも可能であ
る。その上、このような治療は、医薬品の一時的な制御放出を可能にする経皮治療システ
ム（ＴＴＳ）によって行うこともできる。ＴＴＳは、例えばＥＰ０９４４３９８Ａ１、Ｅ
Ｐ０９１６３３６Ａ１、ＥＰ０８８９７２３Ａ１、または、ＥＰ０８５２４９３Ａ１から
知ることができる。
【００８６】
　投与は、ＭＧＣ４５０４を作用部位（例えば、筋肉、脳または膵臓組織）に標的化する
ことを可能にするような方法で適切に行われるべきであり、例えば、ＭＧＣ４５０４誘導
体または調合物の全身投与し、それ自身を必要のある部位に標的化すること、または、Ｍ
ＧＣ４５０４またはそれらのフラグメントもしくは誘導体を含む調合物の局所（例えば筋
肉内）への適用によって行われるべきである。
【００８７】
　比較的少量の溶液または懸濁液（例えば約１～約２０ｍｌ）しか体に投与しない場合、
一般的に注射液が用いられる。より大量の溶液または懸濁液（例えば１リットルまたはそ
れ以上）を投与する場合、一般的に輸液が用いられる。注射液の場合、輸液に比べて数ミ
リリットルしか投与されないため、注射の際の血液または組織液のｐＨや浸透圧のわずか
な差は、それ自身重要ではないか、または、痛みに関してわずかに気付かされる程度であ
る。それゆえに、使用前の本発明に係る医薬品の希釈は、通常必要ではない。しかしなが
ら、比較的大量の投与の場合、本発明に係る医薬品は、少なくともほぼ等張の溶液が得ら
れるような程度に、投与の前に短時間で希釈すべきである。等張溶液の例は、０.９％濃
度の塩化ナトリウム溶液である。輸液の場合、希釈は、例えば滅菌水を用いて行うことが
でき、投与は、例えばいわゆるバイパスを介して行うことができる。
【００８８】
　本発明のその他の形態は、ＭＧＣ４５０４の量または活性を調節すること、好ましくは
増加させることを含む、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それに
よって引き起こされる病気に罹った個体、または、その素因を有する個体の治療方法に関
する。
【００８９】
　この方法は、必要のある個体に、それらの有効量のＭＧＣ４５０４タンパク質または核
酸を投与すること、または、ＭＧＣ４５０４の定常状態のレベルを内因的に増加させるこ
と（例えば、必要な部位でＭＧＣ４５０４の量を増加させることができる物質の適用、ま
たは、適切なベクターを用いた全身の遺伝子治療によって）を含んでいてもよい。
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【００９０】
　本発明のさらなる形態は、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、そ
れによって引き起こされる病気の治療または予防において活性な物質を同定するための、
ＭＧＣ４５０４を異種発現する細胞の使用に関する。好ましい実施態様によれば、このよ
うな細胞は、トランスジェニック細胞である。
【００９１】
　本発明に係るのその他の形態において、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気
、または、それによって引き起こされる病気の治療または予防においてにおいて活性な物
質を同定するために、ＭＧＣ４５０４を異種発現するトランスジェニック非ヒト動物を用
いることができる。
【００９２】
　トランスジェニック細胞／動物は、そのゲノム中に、その正常な遺伝子群加えて導入遺
伝子を有する細胞／動物である。トランスジェニック細胞および動物の製造、加えて、そ
れに必要なベクターコンストラクトの製造は当業界周知であり（大要については、例えば
、Ｇｅｎｅ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，第２版
，Ｊｏｙｎｅｒ　ＡＬ．編，２０００．ＩＲＬプレス（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ），オックス
フォード・ユニバーシティ・プレス（Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ
），ニューヨーク州；Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ：
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ．Ｎａｇｙ，Ａ，Ｇｅｒｔｓｅｎｓｔｅｉｎ，
Ｍ．，Ｖｉｎｔｅｒｓｔｅｎ，Ｋ．，Ｂｅｈｒｉｎｇｅｒ，Ｒ．，２００３，コールドス
プリングハーバープレス（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ），ニュ
ーヨーク州；Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ａｎｉｍａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，Ｐｉｎｋｅｒｔ　ＣＡ．編，１９９４，アカデミッ
クプレス（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ），ニューヨーク州を参照）、それらの製造は
また、例えばいくつかの供給元による商業的なサービスとしても提供される（ジャクソン
研究所（Ｔｈｅ　Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ），バーハーバー，メイン州，
米国）。
【００９３】
　本発明の様々な形態によれば、導入遺伝子は、ＭＧＣ４５０４、または、それらのフラ
グメントまたは誘導体が可能であり、これらは、機能的であるか、または、機能が損なわ
れた、もしくは機能を喪失しているかのいずれかである。
【００９４】
　本発明のその他の好ましい実施態様によれば、改変されていない状態と比較して低いＭ
ＧＣ４５０４活性を有する改変細胞が用いられる。この場合、このような細胞は、試験さ
れる化学物質が、ＭＧＣ４５０４活性の低減、または、完全な喪失を強化または回復させ
ることができるかどうか試験することができる。
【００９５】
　このような改変は、ＭＧＣ４５０４活性（すなわち、その他の分子と相互作用するその
能力、細胞のインスリン感受性を増加させるその能力など）の減少、ＭＧＣ４５０４転写
の定常状態のレベルの減少（すなわち、ＭＧＣ４５０４転写の活性化または転写の安定化
によって）、または、ＭＧＣ４５０４タンパク質の定常状態のレベル（すなわち、ＭＧＣ
４５０４翻訳、または、その翻訳後プロセシングの活性化によって；ＭＧＣ４５０４の翻
訳後修飾の調節によって、または、その安定化の活性化によって、または、その分解を阻
害することによって）が生じるようなあらゆるタイプの（安定な、または一過性の、好ま
しくは安定な）改変が可能である。これは、例えば、機能的な、またはゲノムのＭＧＣ４
５０４ノックアウト（これは、例えば誘導型であってもよい）を作製することによって、
または、当業界の現状で既知のその他の適切な技術によって、ＭＧＣ４５０４の優性阻害
変異体、ＭＧＣ４５０４のアンチセンスオリゴヌクレオチド、ＲＮＡｉコンストラクトを
用いることによって達成することができる。上記の技術の大要については、例えば：Ｃｕ
ｒｒｅｎｔ　ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ（２００
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０）Ｊ．Ｇ．Ｓｅｉｄｍａｎ，第２３章，付録５２，ジョン・ワイリー・アンド・サンズ
社（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．）；Ｇｅｎｅ　Ｔａｒｇｅｔｉ
ｎｇ：ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ（１９９５），編集者：Ａ．Ｌ．Ｊｏ
ｙｎｅｒ，ＩＲＬプレス；Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｒｅｃｅ
ｐｔｏｒ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ，２０００；Ａｎｔｉｓｅ
ｎｓｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，１９９６；Ｓｃｈｅｒｒ等，２００３を参照。
【００９６】
　本発明に係るのその他の形態は、炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、また
は、それによって引き起こされる病気の治療または予防においてにおいて活性な物質を同
定するための、ＭＧＣ４５０４ノックアウト細胞、または、ノックアウト非ヒト動物の使
用に関する。上記ノックアウトは、ゲノムでのノックアウトでもよいし、または、機能的
なノックアウトでもよい。ノックアウトを作製するのに適切な細胞系は、当業界の現状に
おいて周知であり、ノックアウトを作製するためのプロトコールは、例えば、Ｃｕｒｒｅ
ｎｔ　ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（２０００）Ｊ
．Ｇ．Ｓｅｉｄｍａｎ，第２３章，付録５２，ジョン・ワイリー・アンド・サンズ社；ま
たは、Ｇｅｎｅ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，第
２版，Ｊｏｙｎｅｒ　ＡＬ．編，２０００．ＩＲＬプレス，オックスフォード・ユニバー
シティ・プレス，ニューヨーク州；　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　
Ｅｍｂｒｙｏ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ．Ｎａｇｙ，Ａ，Ｇｅｒｔｓｅ
ｎｓｔｅｉｎ，Ｍ．，Ｖｉｎｔｅｒｓｔｅｎ，Ｋ．，Ｂｅｈｒｉｎｇｅｒ，Ｒ．，２００
３，　コールドスプリングハーバープレス，ニューヨーク州で開示されたものを含む。そ
の上、対象の遺伝子のノックアウトは、商業的な供給元によるサービスとして提供される
（例えばジャクソン研究所，バーハーバー，メイン州，米国）。
【００９７】
　本発明のその他の形態は、上記の活性物質を同定するための新規の方法のいずれか１つ
に係る方法に基づいたハイスループットスクリーニングに関する（また、このような方法
は「分析」とも呼ばれる）。
【００９８】
　分析方法または分析系（いわゆる分析）は、可能性のある製薬化合物の有効性に関する
パラメーターとして、規定された標的分子（いわゆる標的であり、大部分がタンパク質ま
たは核酸である）の活性または濃度を測定するために用いられ、当業界の現状において周
知である。分析としては、例えば、単離した、または、部分的に単離した成分を用いて可
能性のある製薬化合物の有効性を試験することができる生化学分析方法または系があり、
このような成分は、規定された空間および時間の範囲内で反応混合物と一緒に存在する。
その他の分析の例としては、標的分子の活性、および、この活性に影響を与える可能性の
有効性を細胞内で決定することができるような生化学分析方法または系がある。
【００９９】
　分析は、生物学的な過程をモニターすることができるあらゆるタイプの分析方法または
系が可能である（例えば、上記の分析方法を参照）。適切には、生理学的な代謝経路の一
部、加えて病的状態の一部を示す分子カスケードおよびメカニズムが、細胞系または生化
学的な（インビトロの）系で再現されることである。従って、これらのカスケードまたは
メカニズムに干渉したり、または、調節したりするそれらの能力により、可能性のある製
薬化合物の薬理活性を決定することができる。
【０１００】
　薬物スクリーニング、特に新規の製薬化合物のハイスループットスクリーニングにおい
て使用するために、分析は、再現可能であることが必要であり、好ましくは、拡張性があ
り、さらにエラー強さのある分析（ロバスト分析）である。本発明の範囲で、ハイスルー
プットスクリーニングは、本発明に係る方法が極めて小さい規模で行われることを意味し
、例えば、極めて少量のサンプルで９６、３８６または１５３６ウェルプレートで、数ミ
リリットルから数ナノリットルの範囲で、または、それよりさらに少ないレベルで行われ
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る。従って、極めて大量のサンプルを短時間で解析することができる。ハイスループット
スクリーニングは大抵、１回の分析によって最高約５００,０００種もの異なる化合物を
所定の能力に関してスクリーニングすることを含む。好ましくは、化学物質を、調査中の
標的分子の活性を調節するそれらの能力に関してハイスループットスクリーニングするこ
とに適している分析である。分析のタイプは、例えば、用いられる標的分子のタイプ（例
えば、ポリペプチドまたはポリヌクレオチド）、および、「読み出し」、すなわちパラメ
ーターに依存し、それに従って標的分子の活性が決定される（以下を参照）。
【０１０１】
　様々なタイプの分析が一般的に当業界既知であり、商業的な供給元から市販されている
。
【０１０２】
　様々な目的において好適な分析として放射性同位体または蛍光分析があり、例えば、標
識成分と非標識成分との相互作用（例えば、標識されたタンパク質受容体とそれらの非標
識リガンドとの相互作用）を測定するための蛍光偏光分析がある。
【０１０３】
　さらなる例としては、細胞ベースの分析が挙げられ、ここにおいて、細胞系は、対象の
組換えタンパク質を安定して（誘導型または非誘導型；染色体またはエピソームにより）
、または、一時的に発現する。このような分析は、例えば、レポーター遺伝子分析を含み
、ここにおいて、所定のプロモーター、または、シグナル伝達カスケードのシグナル伝達
経路の構成要素の調節は、レポーター酵素の活性に従って測定される（レポーター酵素の
発現は、前記所定のプロモーターの制御下である）。このタイプの分析に関して、規定さ
れたプロモーターの制御下に、それ自身調査予定であるか、または調査中のシグナル伝達
カスケードで調節されるレポーター遺伝子を含む組換え細胞系を構築する必要がある。適
切なレポーター酵素は、当業界の現状において一般的に既知であり、様々なタイプのルシ
フェラーゼ、または、β－ガラクトシダーゼがある。適切な細胞系は分析目的によるが、
大部分が、トランスフェクションが簡単であり、培養が簡単な細胞系であり、例えばＨＥ
Ｋ２９３、ＨｅＬａ、ＣＯＳ、ＣＨＯ、ＮＩＨ－３Ｔ３などである。
【０１０４】
　細胞内のイオンレベルを測定するための分析としては、例えばＦＬＩＰＲ（蛍光イメー
ジングプレートリーダー、モレキュラー・デバイス（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ
ｓ）より市販されている）分析が挙げられ、この分析において、冷却ＣＣＤカメラと連結
されたアルゴンレーザー光源が、３８４ウェルプレートでの、細胞（例えば、ニューロン
性細胞またはその他の細胞（例えば、組換えによって、または、自然に所定のイオンチャ
ンネルを発現する細胞）内の一過性のイオンシグナル（例えばＣａ2+など）の平行な測定
を可能にする。ＦＬＩＰＲ分析は、例えば、特定の蛍光色素を用いて細胞内カルシウムを
モニターすること、または、特定のＦＬＩＰＲ分析キットを用いて膜電位変化を検出した
り、または膜分極をモニターすることを可能にする。その他の細胞内イオン、例えば亜鉛
またはナトリウムをモニターするために、当業界の現状において既知のその他の色素を用
いることができる。一般的に、その他のタイプの分析およびその他のタイプの読み出しも
当業者既知である。
【０１０５】
　ｃＡＭＰレベルの測定には、例えばアルファスクリーン（ＡＬＰＨＡＳｃｒｅｅｎTM）
、蛍光偏光法、または、ＨＴＲＦ技術が適切である。
【０１０６】
　イオンチャンネル活性（イオンチャンネルは、例えば細胞内イオン濃度を制御するため
、細胞内イオン濃度の測定に用いることができる）の決定には、例えば膜電位感受性の分
析および色素を用いることができる。
【０１０７】
　ＧＰＣＲ活性の測定には、例えば、パッカード・バイオサイエンス（Ｐａｃｋａｒｄ　
ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ）によるアルファスクリーンTMｃＡＭＰ検出システムによるｃＡＭ
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Ｐ測定、Ｃａ2+動員分析、または、レポーター遺伝子分析が適切である。
【０１０８】
　タンパク質のリン酸化の決定には、例えばキナーゼ活性、蛍光偏光法分析が適切であり
、例えば、パンベラ（Ｐａｎｖｅｒａ）から市販されており；さらに、ＨＴＲＦ（ホモジ
ニアス時間分解蛍光、シス・バイオ（Ｃｉｓ　Ｂｉｏ））、ＬＡＮＣＥ分析（パーキン・
エルマー・ライフサイエンス（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）
）、または、増幅発光近接ホモジニアスアッセイ（パッカード・バイオサイエンス製のア
ルファスクリーンTM）を適用することができる。その他のタイプの分析、および、その他
のタイプの「読み出し」も当業界の現状において周知である。
【０１０９】
　本発明の様々な形態の好ましい一実施態様によれば、ＭＧＣ４５０４、それらの誘導体
またはフラグメントは、単離された分子として用いることができる。
【０１１０】
　本発明に関して、用語「単離された分子」は、特にＭＧＣ４５０４に関して、自然源か
ら精製したＭＧＣ４５０４ポリヌクレオチドまたはポリペプチド、加えて精製した組換え
分子を意味する（ここにおいて、精製したという用語は、部分的な精製、加えて完全な精
製を含む）。
【０１１１】
　組換えポリペプチドまたはポリヌクレオチド分子の製造、および、細胞または組織から
の天然に存在する分子の精製、加えて、細胞または組織抽出物の製造は当業者周知である
（例えば、以下に列挙される標準的な参考文献も参照）。
【０１１２】
　これらは、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって、公開されたゲノムまた
はポリヌクレオチドコード配列に基づき望ましい長さを有するポリヌクレオチドを増幅す
ること、それに続いて、生産されたポリヌクレオチドを宿主細胞中でクローニングするこ
とを含む（例えば、以下に列挙される標準的な文献を参照）。
【０１１３】
　ＰＣＲとは、インビトロの技術であり、それらの５’および３’近傍の既知の配列のヌ
クレオチド伸長物を有する配列伸長物の特異的な増幅を可能にするものである。選択され
た配列を増幅するために、増幅しようとするポリヌクレオチド配列を囲う配列伸長物に相
補的な短い一本鎖ＤＮＡ分子（「プライマー」）が用いられる。ポリヌクレオチドテンプ
レートは、ＤＮＡまたはＲＮＡのいずれでもよい。規定された温度で、規定された時間間
隔のインキュベート工程の定期的に繰り返される規定された順序を選択することによって
、対象のポリヌクレオチドは指数関数的に増幅される。
【０１１４】
　適切なプライマーは、周知のプロトコールに従って化学合成によって作製することがで
きる。また、このようなプライマーは、例えばＭＷＧバイオテク（ＭＷＧ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈ）などの様々な供給元によって市販されている。
【０１１５】
　ＤＮＡおよびＲＮＡテンプレート、さらにｃＤＮＡテンプレートは、周知の標準手法（
例えば、クローニングベクターによってクローニングされたＤＮＡテンプレート；培養細
胞、組織などからのゲノムＤＮＡまたはＲＮＡの製造、または、このような源（ＲＮＡな
ど）からのｃＤＮＡの製造、例えば、以下の標準的な文献を参照）によって作製すること
ができ、さらに、プロメガやストラタジーンなどのような商業的な供給元から購入するこ
ともできる。ＰＣＲを行うための適切な緩衝液および酵素、加えて反応プロトコールは当
業界既知であり、市販もされている。反応生成物は、既知の手法（例えば、ゲル精製、ま
たは、カラム精製）によって精製することができる。
【０１１６】
　その他の単離されたポリヌクレオチドの作製方法は、望ましい配列のクローニング、そ
れに続く標準的な方法による完全な、または部分的な精製である。単離されたポリペプチ
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ドを作製するために、ポリヌクレオチドを発現ベクターにクローニングし、そのポリペプ
チドを、適切な宿主生物、好ましくは単細胞生物、例えば適切な細菌株または酵母株で発
現させ、それに続いてポリペプチドを完全に、または、部分的に精製する。
【０１１７】
　本発明に係る方法は、例えば、生化学分析、または、細胞レベルの分析として行うこと
ができる。
【０１１８】
　ＭＧＣ４５０４は、本発明の様々な形態のいずれか１つに従って、その特定の目的に応
じた利用可能なあらゆる配列から誘導することができる。好ましくは、ＭＧＣ４５０４は
、ヒトＭＧＣ４５０４である。
【０１１９】
　好ましい一実施態様によれば、ＭＧＣ４５０４は、ポリヌクレオチドとして用いられる
。好ましくは、このようなポリヌクレオチドは、以下を含むか、または、それらからなる
：
　ａ．配列番号１；
　ｂ．ＭＧＣ４５０４機能を有するポリペプチドをコードする、低い、中程度の、または
、高いストリンジェンシー条件下でａ）に記載の配列とハイブリダイズすることができる
配列；
　ｃ．ＭＧＣ４５０４機能を有するポリペプチドをコードする、ａ）またはｂ）に記載の
配列から遺伝子コードの縮重によって誘導された配列；
　ｄ．ＭＧＣ４５０４機能を有するポリペプチドをコードし、さらに配列番号２に記載の
配列を含む、または、それらからなるポリペプチドをコードする、ａ）、ｂ）またはｃ）
に記載の配列のいずれか一種のフラグメント；
　ｅ．ＭＧＣ４５０４機能を有するポリペプチドをコードする、ａ）、ｂ）、ｃ）または
ｄ）に記載の配列のいずれか一種から、１個またはそれ以上のヌクレオチド置換によって
誘導された配列（ここにおいて、該ヌクレオチド置換は、遺伝子コードの縮重によるもの
ではないか、または、単にそれだけによるものではない）。
【０１２０】
　好ましいポリヌクレオチドフラグメントは、配列番号１４に記載のフラグメントである
。
【０１２１】
　用語「ストリンジェンシー」は、２本の一本鎖化された核酸分子のハイブリダイゼーシ
ョンまたはアニーリングの特異性に影響を与える反応条件を説明している。
【０１２２】
　適切な反応（「アニーリング」またはハイブリダイゼーション）条件下で（温度や周囲
の媒体のイオン強度に依存する）、両方の分子の一本鎖化された形態がアニールして、新
しい二本鎖核酸分子を形成することができる場合、核酸分子はその他の核酸分子にハイブ
リダイゼーションすることができる。ハイブリダイゼーションは、２種のアニーリングす
る核酸分子が、相補配列を含むことを必要とする。選択されたアニーリング条件、ストリ
ンジェンシー条件に応じて、二本鎖形成を妨害することなく塩基間のミスマッチが生じる
可能性がある。
【０１２３】
　ストリンジェンシー、従って反応特異性は、特に、反応に用いられる温度および緩衝液
の条件に依存し：ストリンジェンシー、従って特異性は、例えば、反応温度を高めたり、
および／または、反応緩衝液のイオン強度を低くしたりすることによって高めることがで
きる。核酸をハイブリダイゼーションさせるためのストリンジェンシーの適切な条件は、
核酸の長さ、タイプ、およびそれらの相補性の程度に依存する。可変値は、当業界の現状
において既知である。２種のアニーリングするヌクレオチド配列間の類似性または相同性
の程度が高ければ高いほど、このような配列を含む核酸のハイブリダイゼーション産物の
融解温度はより高くなる。核酸ハイブリダイゼーションの相対的な安定性は、二本鎖を形
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成する一本鎖化された核酸のタイプに依存し：ＲＮＡ：ＲＮＡ＞ＤＮＡ：ＲＮＡ＞ＤＮＡ
：ＤＮＡである。長さが１００個より多いヌクレオチドからなるハイブリダイゼーション
産物のために、融解温度を計算する方程式が当業界既知である。より短いハイブリダイゼ
ーション産物（例えば、オリゴヌクレオチド）については、融解温度計算は長さに依存し
、ミスマッチがより重要になる。
【０１２４】
　例えば、ハイブリダイゼーションが室温で２×ＳＳＣ溶液中で行われる場合、低いスト
リンジェンシー条件（従って、低い反応特異性およびハイブリダイゼーション特異性）が
生じる。高いストリンジェンシー条件は、例えば、０.１×ＳＳＣ、および、０.１％ＳＤ
Ｓ溶液中で、６８℃でのハイブリダイゼーション反応を含む。
【０１２５】
　本発明に関して、用語「ストリンジェンシー条件下でハイブリダイゼーションする」と
は、ハイブリダイゼーション反応、および、以下の洗浄工程の実施に関する条件を意味し
、ここにおいて、上記洗浄工程において、典型的には、少なくとも５０、５５、６０、６
５、７０％、好ましくは７５％またはそれ以上の相補性を有するヌクレオチド配列がハイ
ブリダイゼーションしたままである。このような条件の所定の核酸セットに応じた選択は
平均的な技術者の技術的範囲内であり、適切なプロトコールは、例えば“Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ”（ジョン・ワイリ
ー・アンド・サンズ，ニューヨーク州（１９８９），６．３．１～６．３．６）のような
標準的な方法に関する周知の参考文献に見出すことができる（以下に列挙される参考文献
も参照）。
【０１２６】
　本発明の様々な形態において、ストリンジェントな条件下でのハイブリダイゼーション
は、好ましくは、以下のように理解される：
　１）標識プローブと、解析される核酸サンプルとが、６５℃で、または、オリゴヌクレ
オチドプローブの場合、オリゴヌクレオチドとサンプルとからなる二重鎖のアニーリング
または融解温度（アニーリングおよび融解温度は、以下、同義語として理解される）より
５℃低い温度で一晩、５０ｍＭのトリス（ｐＨ７,５）、１ＭのＮａＣｌ、１％ＳＤＳ、
１０％硫酸デキストラン、０,５ｍｇ／ｍｌ変性サケまたはニシン精液ＤＮＡ中で、ハイ
ブリダイゼーションすること。
　２）２×ＳＳＣ中で、室温で１０分間洗浄すること。
　３）１×ＳＳＣ／０.１％ＳＤＳ中で、６５℃（または、オリゴヌクレオチドの場合：
アニーリング温度より５℃低い温度で）で３０分間洗浄すること。
　４）０，１×ＳＳＣ／０，１％ＳＤＳ中で、６５℃（または、オリゴヌクレオチドの場
合：アニーリング温度より５℃低い温度で）で３０分間洗浄すること。
【０１２７】
　オリゴヌクレオチドは、ポリヌクレオチドであり、好ましくは１５～３０個、好ましく
は２０個のヌクレオチドの長さを有するＤＮＡフラグメントである。アニーリング温度は
、式：Ｔｍ（℃）＝２×（Ａ＋Ｔの数）＋４×（Ｇ＋Ｃの数）に従って決定される。
【０１２８】
　２×ＳＳＣ、または、０，１×ＳＳＣ（またはその他のあらゆる種類のＳＳＣ希釈液）
を製造するためには、例えば２０×ＳＳＣ溶液がそれに応じて希釈される。２０×ＳＳＣ
は、３ＭのＮａＣｌ／０，３Ｍのクエン酸ナトリウム×２Ｈ2Ｏからなる。
【０１２９】
　ハイブリダイゼーション反応を行う前に、ポリヌクレオチドは、必要に応じて、電気泳
動分離を行った後に（次に：サザンブロット（ＤＮＡ）、または、ノーザンブロット（Ｒ
ＮＡ）を行う）、または、電気泳動で分離しなかった場合に（次に：スロットまたはドッ
トブロットを行う）、適切なメンブレン（例えばナイロンまたはニトロセルロースメンブ
レン）に移される。適切に標識したプローブを用いてハイブリダイゼーションを行う。適
切な標識技術としては、例えば放射性標識、または、蛍光色素を用いた標識が挙げられる



(27) JP 2008-532503 A 2008.8.21

10

20

30

40

50

。このようなプローブは、一本鎖化されたポリリボまたはポリデゾキシリボヌクレオチド
であり、このようなクレオチドは、自然に一本鎖化された、または、通常二本鎖の、およ
び、変性によって一本鎖化されたものである。このプローブは、塩基対形成によってＤＮ
ＡまたはＲＮＡサンプル（これらも一本鎖化された状態である）に結合する。
【０１３０】
　本発明の様々な形態の好ましい実施態様におけるストリンジェンシー条件は、高いスト
リンジェンシー条件である。
【０１３１】
　その他の実施態様によれば、ＭＧＣ４５０４は、ポリペプチドとして用いられる。好ま
しくは、このようなポリペプチドは、以下の配列のいずれか一種によってコードされてい
る：
　ａ．配列番号１；
　ｂ．ＭＧＣ４５０４機能を有するポリペプチドをコードする、低い、中程度の、または
、高いストリンジェンシー条件下でａ）に記載の配列とハイブリダイゼーションすること
ができる配列；
　ｃ．ＭＧＣ４５０４機能を有するポリペプチドをコードする、ａ）またはｂ）に記載の
配列から遺伝子コードの縮重によって誘導された配列；
　ｄ．ＭＧＣ４５０４機能を有するポリペプチドをコードする、ａ）、ｂ）またはｃ）に
記載の配列のいずれか一種のフラグメント；
　ｅ．ＭＧＣ４５０４機能を有するポリペプチドをコードする、ａ）、ｂ）、ｃ）または
ｄ）に記載の配列のいずれか一種から、１個またはそれ以上のヌクレオチド置換によって
誘導された配列（ここにおいて、該ヌクレオチド置換は、遺伝子コードの縮重によるもの
ではないか、または、単にそれだけによるものではない）。
【０１３２】
　さらにその他の好ましい実施態様によれば、上記ポリペプチドは、配列番号２に記載の
配列を含むか、または、それらからなる。
【０１３３】
　炭水化物または脂質代謝の不全に関連する病気、または、それによって引き起こされる
病気は、好ましくは、グルコース代謝の不全、肥満症、脂質代謝異常、または、代謝症候
群、または、糖尿病、またはその他のあらゆるインスリン作用の不全であり、より好まし
くはＩ型またはＩＩ型糖尿病、または、インスリン耐性である。
【０１３４】
　以下、様々な実施例によって本発明をより詳細に説明するが、これらの実施例に限定す
る意図はない。
【０１３５】
　図の凡例
　表１：痩せたインスリン感受性コントロール、および、太ったインスリン耐性または糖
尿病ＺＤＦラットの組み合わせた複製における、ＭＧＣ４５０４遺伝子発現のアフィメト
リックス・ジーン・チップ（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｇｅｎｅ　Ｃｈｉｐ(R)）解析であ
る。
　表２：痩せたインスリン感受性コントロール、および、太ったインスリン耐性または糖
尿病ＺＤＦラット由来のＲＮＡサンプルの定量リアルタイムＰＣＲである。
　表３：
　２型糖尿病の食餌誘導性モデルにおけるＭＧＣ４５０４遺伝子発現のアフィメトリック
ス・ジーン・チップ(R)分析である
【０１３６】
　図１：選択された様々なヒト組織の一部におけるＭＧＣ４５０４遺伝子発現レベルであ
る。
　図２：Ｌ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃ筋原細胞におけるＨＡ－ＭＧＣ４５０４の安定な発現であ
る。
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　図３：一時的にトランスフェクションされたＬ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃ（図３Ａ）、および
、ＲＩＮ－５Ｆ（図３Ｂ）細胞の細胞質および細胞核における、ＭＧＣ４５０４の細胞内
分配である。
　図４：
　図４Ａ：２－デオキシグルコース摂取分析、および、Ｌ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃ　ＨＡ－Ｍ
ＣＧ４５０４細胞のインスリン感受性の増加である。
　図４Ｂ：ＲＩＮ－５Ｆ　ＨＡ－ＭＧＣ４５０４細胞の、インスリン分泌分析、ならびに
、基底のインスリン分泌およびグルコース刺激によるインスリン分泌の増加である。
　図５：可溶性ＧＳＴ－ＭＧＣ４５０４タンパク質の発現および精製の際に採取した様々
なサンプルのクーマシー染色である。
　図６：
　図６Ａ：一時的な９６ウェルフォーマットのデュアルルシフェラーゼレポーター遺伝子
分析における、異なる細胞系におけるＭＧＣ４５０４の５’－ＵＴＲ位－４３１１／＋１
の活性である。
　図６Ｂ：ＨＥＫ２９３細胞で、一時的な９６ウェルフォーマットのデュアルルシフェラ
ーゼレポーター遺伝子分析で異なるトランケーションされたプロモーターフラグメントを
分析することによる、ＭＧＣ４５０４の５’－ＵＴＲ位－４３１１／＋１内のＭＧＣ４５
０４コアのプロモーターの実験的な決定である。
　図７：ヒトＭＧＣ４５０４のコード配列である（配列番号１）。
　図８：ヒトＭＧＣ４５０４の誘導されたアミノ酸配列である（配列番号２）。
　図９：ヒトＭＧＣ４５０４のゲノム配列である（配列番号３）。
　図１０：ラットＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡの特異的な増幅のためのプライマーである（
配列番号４および５）。
　図１１：ラットのベータアクチンのｍＲＮＡの特異的な増幅のためのプライマーである
（配列番号６および７）。
　図１２：ヒトＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡの特異的な増幅のためのプライマー（配列番号
８および９）、および、ヒトＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡの特異的なハイブリダイゼーショ
ンのためのプローブである（配列番号１０）。
　図１３：ｃＤＮＡからヒトＭＧＣ４５０４のＯＲＦをクローニングするためのプライマ
ーである（配列番号１１～１３）。
　図１４：コード配列を含むヒトＭＧＣ４５０４のｃＤＮＡ配列のフラグメントである（
配列番号１４）。
【実施例】
【０１３７】
　実施例１：インスリン耐性およびＩＩ型糖尿病のインビボのモデルにおけるＭＧＣ４５
０４の遺伝子発現
　材料および方法
　動物およびサンプルの調製：
　太った雄Ｚｕｃｋｅｒ糖尿病肥満（ＺＤＦ）ラット（Ｇｍｉ，ｆａ／ｆａ）の年齢を適
合させた群とそれらの痩せた同腹子（Ｇｍｉ，＋／？）を、ジェネティック・モデルス（
Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｍｏｄｅｌｓ）から購入した。輸送から回復させるために到着から１週
間、２０℃で、１２時間の明暗サイクルで、水と、４％脂肪、６４％炭水化物、および、
１９％タンパク質を含む標準的なラット用エサ（アルトロミン（Ａｌｔｒｏｍｉｎ），ド
イツ）を自由に摂取できるようにして、ラットをペアで飼育した。全ての実験手法は、ド
イツ動物保護法（Ｇｅｒｍａｎ　Ａｎｉｍａｌ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｌａｗ）に従っ
て行われた。２時間の飢餓後に、イソフルラン麻酔下で血液サンプルを採取し、頚部脱臼
によって動物を死なせた。遺伝子発現解析に用いられた動物の総数は、３４匹の動物であ
った（６週齢［ｎ＝１２匹の動物］、７週齢［ｎ＝１２匹の動物］、および、１２週齢［
ｎ＝１０匹の動物］）。組織プローブを迅速に切り出し、液体窒素中で軽く叩いて凍結さ
せ、－８０℃で保存した。
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【０１３８】
　アフィメトリックス・ジーン・チップ(R)解析：
　遺伝子発現をモニターするためのオリゴヌクレオチドアレイの一般的な使用は、ＵＳ６
,１７７,２４８で説明されている。我々の実際の適用において、用いられたマイクロアレ
イは、約８０００種の既知の遺伝子、または、ＥＳＴクラスターを示すデゾキシヌクレオ
チド配列を含む。遺伝子またはＥＳＴ配列はそれぞれ２０対以下のオリゴヌクレオチドで
示され、それぞれの対は、転写セグメントにマッチする１つのオリゴ、および、中心に位
置する１ｂｐのミスマッチを含むコントロールオリゴからなる。ラットに関して、既知の
遺伝子またはＥＳＴ配列のデータベースから誘導された総計で約２４０００種の遺伝子お
よびＥＳＴ配列を示す３種のアレイ（ＲＧ　Ｕ３４Ａ、ＲＧ　Ｕ３４Ｂ、および、ＲＧ　
Ｕ３４Ｃ）が、アフィメトリックス（サンタクララ，カリフォルニア州，米国）によって
提供された。ウルトラトゥラックス（ＵｔｒａＴｕｒｒａｘ）ホモジナイザー（Ｊａｎｋ
ｅ　ａｎｄ　Ｋｕｎｋｅｌ　ＩＫＡ　Ｌａｂｏｒｔｅｃｈｎｉｋ）を用いて、骨格筋プロ
ーブ（Ｍ．大臀筋）１５０ｍｇをキアゲン（Ｑｉａｇｅｎ）のＲＬＴ緩衝液に溶解させた
。組織溶解産物由来のトータルＲＮＡを、キアゲンＲＮイージー（ＲＮｅａｓｙ）キット
を用いて、製造元（キアゲン）が推奨する通りに、プロテイナーゼＫ消化、ＤＮアーゼ消
化および追加のＲＮイージー洗浄を含む工程によって単離した。スーパースクリプト（Ｓ
ｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ）ＳＳＩＩ　ＲＴポリメラーゼシステム（インビトロジェン（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ））、および、Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼプロモーターに連結したＴ７（
ｄＴ）24プライマー、および、オリゴ（デオキシチミジン）24を用いて、それぞれのトー
タルＲＮＡ（１０μｇ）を用いて第一および第二鎖のｃＤＮＡ合成を行った。二本鎖ｃＤ
ＮＡをフェノール－クロロホルム抽出し、続いてエタノール沈殿し、ＲＮアーゼ－自由水
（１２μｌ）に再懸濁した。エンゾ（Ｅｎｚｏ）製のバイオアレイ高収率ＲＮＡ転写標識
キット（エンゾ・ダイアグノースティック（Ｅｎｚｏ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ））を用
いて、ビオチン－ＵＰＴおよび－ＣＴＰで標識したｃＲＮＡをインビトロで転写し、ＲＮ
イージー洗浄とエタノール沈殿によって精製した。ＵＶ分光光度法、アガロースゲル電気
泳動、および、バイオアナライザーＲＮＡチップ（ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ　ＲＮＡ　ｃ
ｈｉｐ，アジレント（Ａｇｉｌｅｎｔ））による各精製工程の前後に、トータルＲＮＡお
よびｃＲＮＡそれぞれのアリコートをモニターした。ｃＲＮＡサンプル（１５μｇ）を、
４０ｍＭのトリス／酢酸塩（ｐＨ８.１）、１００ｍＭのＫＯＡｃ、および、３０ｍＭの
ＭｇＯＡｃ中で９４℃で３５分間断片化し、ハイブリダイゼーション緩衝液に添加し、ア
フィメトリックス・ジーン・チップ(R) ＲＧ－Ｕ３４　Ａ、ＢおよびＣマイクロアレイに
、４５℃、６０ｒｐｍで１６時間ハイブリダイズした。アフィメトリックスが説明してい
る方法に従って、マイクロアレイを洗浄し、ストレプトアビジン－フィコエリトリン複合
体（モレキュラープローブス（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ））、抗ストレプトア
ビジン抗体で二重に染色し、再度ストレプトアビジン－フィコエリトリン複合体で染色し
、シグナル強度を強化した。洗浄の後に、共焦点ジーンアレイ・スキャナー（ＧｅｎｅＡ
ｒｒａｙ　Ｓｃａｎｎｅｒ，ＨＰ）で、マイクロアレイ・スート（Ｍｉｃｒｏ　ａｒｒａ
ｙ　Ｓｕｉｔｅ）バージョン４．０ソフトウェアを用いてマイクロアレイを解析した。各
チップの品質管理は、平均差、測定したままの強度、および、ハウスキーピング遺伝子の
ベータアクチンとＧＡＰＤＨとの３’／５’比率などのアフィメトリックスの品質基準に
従って行った。全てのマイクロアレイに全般的な標準化を行う社内のソフトウェアツール
（ＧＥＣＫＯ２）を用いて、それぞれの群に関する参照チップと中央数の７５パーセンタ
イル値を用いて、発現のプロファイリングデータを解析した。差異的に発現される遺伝子
を決定するための基準は、２倍を超えて高い発現レベルの変化と、０.０５未満のｐ値と
した。痩せたインスリン感受性コントロール、および、太ったインスリン耐性（または、
１２週齢の群として、すでに糖尿病の）ＺＤＦラットの組み合わせて用いられた全ての複
製間のＭＧＣ４５０４の遺伝子発現の変化倍数を、ＲＧＵ－３４Ａでアフィメトリックス
・クオリファイヤーＲＣ＿ＡＩ１７０６６５＿ＡＴを用いて解析した。表１に、これらの
解析の結果を要約する。
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【０１３９】
　骨格筋生検から単離されたＲＮＡのアフィメトリックス・ジーン・チップ解析によって
、太ったインスリン耐性および糖尿病ＺＤＦラットは、ＭＧＣ４５０４遺伝子の発現レベ
ルが、痩せたインスリン感受性コントロールと比較して有意に低いレベルであることが検
出された。これは、インスリン耐性およびＩＩ型糖尿病は、ＭＧＣ４５０４遺伝子発現レ
ベルの減少に関連することを示す。
【０１４０】
　定量リアルタイムＰＣＲ：
　６および７週齢の群の各ラット（ｎ＝２４匹の動物）から単離されたトータルＲＮＡ（
１μｇ）を、反応体積２０μｌで、ＡＭＶ－ＲＴ第一鎖ｃＤＮＡ合成キット（ロシュ）を
用いて逆転写した。逆転写した一本鎖ｃＤＮＡ（２μｌ）を、製造元の説明書に従ってフ
ァストスタートＤＮＡマスターＳｙｂｒグリーン（ＦａｓｔＳｔａｒｔ　ＤＮＡ　Ｍａｓ
ｔｅｒ　Ｓｙｂｒ　Ｇｒｅｅｎ，ロシュ）を用いたライトサイクラー（ＬｉｇｈｔＣｙｃ
ｌｅｒ(R)，ロシュ診断会社）での増幅のためのテンプレートとして用いた。用いられた
プライマーは、以下の通りであった：５’－ＡＣＴＴＣＧＣＣＴＣＣＴＴＣＴＣＴＧＣＴ
ＣＴＣＣ－３’（配列番号４，５’ラットＭＧＣ４５０４）、および、５’－ＧＧＣＣＣ
ＴＧＣＴＡＡＴＣＣＣＡＣＡＣＴＡＣＣ－３’（配列番号５，３’ラットＭＧＣ４５０４
）、５’－ＡＡＧＴＣＣＣＴＣＡＣＣＣＴＣＣＣＡＡＡＡＧ－３’（配列番号６，５’ラ
ットベータアクチン）、および、５’－ＣＣＴＣＡＡＣＡＣＣＴＣＡＡＡＣＣＡＣＴＣＣ
－３’（配列番号７，３’ラットベータアクチン）。得られたフラグメント（それぞれ１
５６および２６８塩基対）の正確なサイズは、アガロースゲル電気泳動によってモニター
した。それぞれの増幅したフラグメントの濃度標準曲線を用いてトータルＲＮＡ含量を計
算し、ハウスキーピング遺伝子のベータアクチンの発現レベルに標準化し、これを表２に
、痩せたインスリン感受性コントロールと太ったインスリン耐性ＺＤＦラットとの間のＭ
ＧＣ４５０４の遺伝子発現の変化倍数として要約した。
【０１４１】
　骨格筋生検から単離されたＲＮＡの定量リアルタイムＰＣＲ解析において、太ったイン
スリン耐性および糖尿病ＺＤＦラットは、ＭＧＣ４５０４遺伝子の発現レベルが、痩せた
インスリン感受性コントロール比較してより有意に低いレベルであることが検出された。
これは、インスリン耐性およびＩＩ型糖尿病は、ＭＧＣ４５０４遺伝子発現レベルの減少
に関連することを示す。
【０１４２】
　実施例２：ヒト組織におけるＭＧＣ４５０４の遺伝子発現
　材料および方法
　ヒト組織におけるＭＧＣ４５０４遺伝子発現のＴａｑＭａｎ解析：
　様々なヒト組織におけるＭＧＣ４５０４発現レベルを、プライマー５’－ＧＧＣＡＧＧ
ＧＡＧＡＣＡＣＣＴＴＣＣＡＴ－３’（５’ヒトＭＧＣ４５０４、配列番号８）、および
、５’－ＴＧＣＡＧＣＣＣＴＣＡＴＧＡＴＣＴＴＣＡ－３’（３’ヒトＭＧＣ４５０４，
配列番号９）、および、プローブ５’－ＧＣＴＧＣＣＣＣＧＡＴＧＧＡＡ－３’（配列番
号１０）を用いたＴａｑＭａｎ解析によって決定した。全ての値をヒトベータ－２－ミク
ログロブリンの発現レベルに標準化し、ローディングが等しくなるように統一した。図１
は、試験される様々なヒト組織の選択された部分におけるＭＧＣ４５０４遺伝子発現レベ
ルを要約する。
【０１４３】
　ＴａｑＭａｎ解析により、ＭＧＣ４５０４の最大発現は、脳、骨格筋、膵臓および腎臓
の異なる部分で検出されることが明らかになった。これは、ＭＧＣ４５０４発現が筋肉お
よび膵臓ではほとんど制限されていることを示す。
【０１４４】
　実施例３：ＭＧＣ４５０４５過剰発現のグルコース代謝およびインスリン分泌に対する
作用
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　材料および方法
　クローニングおよびプラスミド：
　ヒトＭＧＣ４５０４の完全なＯＲＦを、５’－プライマーＭＧＣ４５０４－５’：５’
－ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＧＣＡＴＧＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴＣＴＧＣＡＧＣＣ－３’（配列番
号１１）、または、ＨＡ－ＭＧＣ４５０４－５’：５’－ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＧＣＡＴＧ
ＴＡＣＣＣＡＴＡＣＧＡＣＧＴＣＣＣＡＧＡＣＴＡＣＧＣＴＡＴＧＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴ
ＣＴＧＣＡＧＣＣ－３’（配列番号１２）、および、ＭＧＣ４５０４－３’－ＳＴＯＰ：
５’－ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＣＧＧＴＣＡＣＡＣＣＡＧＣＧＣＣＡＧＡＧＣＣＴＧ－３’（
配列番号１３）を用いたＰＣＲでヒト骨格筋のｃＤＮＡから増幅した。後者の５’プライ
マーには、フレーム内にＨＡ－エピトープタグを有するアミノ末端をコードする配列が導
入された。得られたフラグメントを、ｐＧＥＸ－６Ｐ１およびｐｃＤＮＡ３．１（＋）ハ
イグロ（ｈｙｇｒｏ）ベクター（インビトロジェン）に、ＢａｍＨＩ／ＥｃｏＲＩまたは
ＢａｍＨＩ（５’）、および、平滑末端化された（３’）ＥｃｏＲＩ（インサート）、お
よび、ＮｏｔＩ（ベクター）部位でクローニングし、それぞれｐＧＥＸ－６Ｐ１ＭＧＣ４
５０４、または、ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ハイグロＨＡ－ＭＧＣ４０５４を得た。配列解
析によって全てのコンストラクトの同一性を確認した。
【０１４５】
　細胞培養、トランスフェクションおよび免疫蛍光法：
　ｍｙｃ－エピトープタグを有するＧＬＵＴ４を発現するラットＬ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃ筋
原細胞は、Ａ．Ｋｌｉｐ氏からのある種の寄贈である（Ｔｈｅ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　ｆｏ
ｒ　Ｓｉｃｋ　Ｃｈｉｌｄｒｅｎ，トロント，オンタリオ州，カナダ）。Ｌ６（ＡＴＣＣ
番号：ＣＲＬ－１４５８）、および、Ｌ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃを、１０％ＦＣＳゴールド（
ＰＡＡ，Ａ１５－６０９）、ペニシリン／ストレプトマイシン溶液（ＰＡＡ番号Ｐ１１－
０１０）が添加されたグルタマックス（Ｇｌｕｔａｍａｘ，ギブコ（Ｇｉｂｃｏ）番号３
２５７１）を含むアルファ－ＭＥＭ中で維持した。ＧＬＵＴ４ｍｙｃ発現を選択するため
に、Ｌ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃの培地に、さらに２μｇ／ｍｌブラストサイジン（カルバイオ
ケム（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）番号２０３３５０）を添加した。ＲＩＮ－５Ｆラットのイ
ンスリノーマ細胞（ＡＴＣＣ番号：ＣＲＬ－２０５８）を、１０％ＦＣＳゴールド（ＰＡ
Ａ，番号Ａ１５－６０９）、ペニシリン／ストレプトマイシン溶液（ＰＡＡ番号Ｐ１１－
０１０）、および、１ｍＭのピルビン酸ナトリウム（ギブコ番号１１３６０－０３９）が
添加されたＨＥＰＥＳ／Ｌ－グルタミン／ＮａＨＣＯ3（ギブコ番号５２４００－０２５
）を含むＲＰＭＩ１６４０中で維持した。ＨＥＫ２９３細胞（ＡＴＣＣ番号：ＣＲＬ－１
５７３）を、１０％ＦＣＳゴールド（ＰＡＡ，Ａ１５－６０９）、ペニシリン／ストレプ
トマイシン溶液（ＰＡＡ番号Ｐ１１－０１０）、および、１ｍＭのＬ－グルタミン（ギブ
コ番号２５０３０－０３２）が添加されたＤＭＥＭ（ギブコ番号４１９６５－０３９）中
で維持した。全ての細胞系を、３７℃で、５％ＣＯ2中で、９５％湿度で培養し、週２回
継代培養した。タンパク質発現を研究するためのトランスフェクションを、６ウェルプレ
ート中で６０％密集度まで増殖させたＬ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃまたはＲＩＮ－５Ｆ細胞、プ
ラスミドＤＮＡ（２.５μｇ）、および、フージーン６（Ｆｕｇｅｎｅ　６）試薬（ロシ
ュ）を用いて製造元が推奨する通りに行った。全ての一過性トランスフェクション、また
は、安定して選択された細胞クローンにおいて、空のｐｃＤＮＡ３．１（＋）ハイグロベ
クターをネガティブコントロールとして用いた（以下、ＷＴ細胞という）。安定な細胞ク
ローンを５００μｇ／ｍｌハイグロマイシンＢで選択し、耐性を有する単一の細胞クロー
ンを手動でピックアップし、増殖させた。ＨＡ－ＭＧＣ４５０４発現レベルを、ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ、および、抗ＨＡ３Ｆ１０モノクローナル抗体（ロシュ）、および、抗ラットホ
ースラディッシュペルオキシダーゼ　二次抗体を用いたウェスタンブロッティング（Ｎｕ
ＰＡＧＥ、インビトロジェン）、ならびに、ＥＣＬ化学ルミネセンス検出（アマシャム（
Ａｍｅｒｓｈａｍ））によって決定した。説明されている通りに、カバースライド上で７
０％密集度まで増殖させた安定なＬ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃもしくはＲＩＮ－５Ｆ　ＨＡ－Ｍ
ＧＣ４５０４細胞、または、ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＨＡ－ＭＧＣ４５０４で一時的にト
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ランスフェクションしたＬ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃもしくはＲＩＮ－５Ｆ細胞を用いて免疫蛍
光分析を行った（Ｖｏｓｓ等，２００１）。抗ＨＡ３Ｆ１０抗体（ロシュ）、および、抗
ラット・アレクサ・フルオロ４８８（ａｌｅｘａ　ｆｌｕｏｒ　４８８）抗体（モレキュ
ラープローブス）を用いて、ＨＡ－ＭＧＣ４５０４発現をモニターした。ＰＢＳ（モレキ
ュラープローブス）中の１μＭのＴｏＰｒｏヨウ化物を用いて核を可視化した。共焦点像
をライカ（Ｌｅｉｃａ）のＴＣＳ　ＳＰ２共焦点レーザー走査型顕微鏡で撮影した。図２
は、Ｌ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃ筋原細胞におけるＨＡ－ＭＧＣ４５０４の安定な発現を示す。
図３は、一時的にトランスフェクションされたＬ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃ（図３Ａ）、および
、ＲＩＮ－５Ｆ（図３Ｂ）細胞の細胞質および細胞核におけるＭＧＣ４５０４の細胞内分
布を示す。
【０１４６】
　ＭＧＣ４５０４のｃＤＮＡは、ラット筋原細胞およびインスリノーマ細胞に容易にトラ
ンスフェクションして、ＨＡエピトープ－タグを有するＭＧＣ４５０４タンパク質を発現
することができ、ここで、この発現は細胞質において局所的であり、細胞核において顕著
である。
【０１４７】
　２－デオキシグルコース摂取およびインスリン分泌の解析：
　９６ウェルのサイトスター－Ｔ（Ｃｙｔｏｓｔａｒ－ＴTM）シンチレーションマイクロ
プレート（アマシャム）中で、ウェルあたり４.０×１０4個の生存可能な細胞で、Ｌ６Ｇ
ＬＵＴ４ｍｙｃ細胞、または、Ｌ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃ　ＨＡ－ＭＧＣ４５０４、および、
ＷＴ細胞クローンを平板培養した。３２時間後、２％ウシ胎児血清（ＰＡＡ）、および、
ペニシリン／ストレプトマイシン溶液（ＰＡＡ番号Ｐ１１－０１０）が添加されたアルフ
ァ－ＭＥＭを用いて、細胞を１６時間血清飢餓の状態にした。グルコース摂取を解析する
ために、細胞をｐＨ７.３のクレブスリンガー緩衝液（ＫＲＢ）で２回洗浄し、所定のイ
ンスリン濃度のＫＲＢ中で２５分間インキュベートした。14Ｃ２－デオキシグルコース（
０.３μＣｉ／ウェル）を添加し、総体積１５０μｌ／ウェルで細胞をさらに２５分間イ
ンキュベートした。４０μＭサイトカラシンＢを添加することによって摂取を止め、密封
し、シンチレーションをワラック（Ｗａｌｌａｃ）のマイクロベータカウンター（パーキ
ン・エルマー）で測定した。非特異的な摂取は、コントロールウェルを２０μＭサイトカ
ラシンＢと共にインキュベートし、それぞれの値から差し引くことによって決定した。イ
ンスリン分泌をモニターするために、ＲＩＮ－５Ｆ細胞またはＲＩＮ－５Ｆ　ＨＡ－ＭＧ
Ｃ４５０４、および、ＷＴ細胞クローンを１２ウェルプレート中で平板培養し、２４時間
増殖させた。２％ウシ胎児血清（ＰＡＡ）、および、抗生物質（Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ）が
添加されたアルファ－ＭＥＭで１６時間、血清飢餓にした後、細胞をＫＲＢで２回洗浄し
、様々な量のグルコース（０～２０ｍＭ）を含むＫＲＢ中で２時間インキュベートした。
上清のインスリン含量を、ラット用インスリンＥＬＩＳＡ（メルコデイア（Ｍｅｒｃｏｄ
ｉａ））を製造元のプロトコールに従って用いることによって決定し、タンパク質含量を
決定して同等のローディングを確実にするために細胞をさらに溶解させた。図４Ａは、典
型的なＬ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃ　ＨＡ－ＭＣＧ４５０４細胞の２－デオキシグルコース摂取
分析、および、インスリン感受性の増加を示す。図４Ｂは、典型的なＲＩＮ－５Ｆ　ＨＡ
－ＭＧＣ４５０４細胞のインスリン分泌分析、および、基底の、およびグルコース刺激に
よるインスリン分泌の増加である。これらの結果によれば、ＭＧＣ４５０４の過剰発現に
より、筋肉細胞系におけるインスリン感受性の増加、および、インスリン刺激性のグルコ
ース摂取の増加、さらに、インスリノーマ細胞系におけるグルコース刺激によるインスリ
ン分泌の増加が生じたことから、ＭＧＣ４５０４発現は、インスリン感受性、および、グ
ルコースの処理、加えてインスリン分泌に関連があることが示される。
【０１４８】
　実施例４：可溶性組換えＭＧＣ４５０４融合タンパク質の組換え発現
　Ｅ．コリ株ＢＬ２１ＤＥ３細菌（インビトロジェン）を、空のｐＧＥＸ－６Ｐ１ベクタ
ー、または、ｐＧＥＸ－６Ｐ１　ＭＧＣ４５０４で形質転換し、ＬＢ中で増殖させ、ＯＤ
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600が０.６の段階で０.１ｍＭのＩＰＴＧで誘導し、４時間増殖させた。細胞を溶解させ
、ＧＳＴ－アフィニティークロマトグラフィーによって、アマシャムによるＧＳＴ－マイ
クロスピンカラムの標準的なプロトコールに従って精製し、抗ＧＳＴ抗体（アマシャム）
を用いたＳＤＳ－ＰＡＧＥ、および、ウェスタンブロッティングでＧＳＴおよびＧＳＴ－
ＭＧＣ４５０４タンパク質の発現をモニターした。図５は、様々な可溶性ＧＳＴ－ＭＧＣ
４５０４タンパク質の発現および精製工程を示しており、それによれば、組換え可溶性Ｍ
ＧＣ４５０４タンパク質は、Ｅ．コリ発現系で容易に得ることができることが示される。
【０１４９】
　実施例５：ＭＧＣ４５０４発現を調節する化合物を決定するためのＨＴＳによる分析
　材料および方法：
　ヌクレオチド－４３１１～＋１（転写開始部位に相対的な位置：ゲノム配列ＡＣ０２０
６６１中のヌクレオチド８４３６１～８８６８１）を含むヒトＭＧＣ４５０４の５’－Ｕ
ＴＲを、ＰＣＲで増幅し、ｐＧＬ３ネオベーシック（ｐＧＬ３ｎｅｏ　ｂａｓｉｃ）にＸ
ｈｏＩおよびＢｇｌＩＩでクローニングし、ｐＧＬ３ネオベーシックＭＧＣ４５０４－４
３１１／＋１を得た。さらに、ｐＧＬ３ネオベーシックＭＧＣ４５０４－４３１１／＋１
をＢｆｒＢＩ、ＸｈｏＩまたはＡｖｒＩＩで消化し、続いてクレノーで平滑化し、Ｂｇｌ
ＩＩで消化することによってトランケーションされたコンストラクトを作製した。得られ
たフラグメントを、ＫｐｎＩで消化し、クレノーで平滑化し、その後ＢｇｌＩＩで消化し
たｐＧＬ３ネオベーシックベクターにライゲーションし、ｐＧＬ３ネオベーシックＭＧＣ
４５０４～１９４４／＋１，－８４７／＋１、および、－５４６／＋１プラスミドを得た
。配列解析することによって、全てのコンストラクトの同一性を確認し、ＲＩＮ－５Ｆラ
ットインスリノーマ細胞を、１０％ＦＣＳゴールド（ＰＡＡ，番号Ａ１５－６０９）、ペ
ニシリン／ストレプトマイシン溶液（ＰＡＡ番号Ｐ１１－０１０）、および、１ｍＭのピ
ルビン酸ナトリウム（ギブコ番号１１３６０－０３９）が添加されたＨＥＰＥＳ／Ｌ－グ
ルタミン／ＮａＨＣＯ3（ギブコ番号５２４００－０２５）を含むＲＰＭＩ１６４０中で
維持した。ＨＥＫ２９３細胞を、１０％ＦＣＳゴールド（ＰＡＡ，Ａ１５－６０９）、ペ
ニシリン／ストレプトマイシン溶液（ＰＡＡ番号Ｐ１１－０１０）、および、１ｍＭのＬ
－グルタミン（ギブコ番号２５０３０－０３２）が添加されたＤＭＥＭ（ギブコ番号４１
９６５－０３９）中で維持した。全ての細胞系を、３７℃で、５％ＣＯ2中で、９５％湿
度で培養し、週２回継代培養した。ＲＩＮ－５Ｆ細胞を、ｐＣＭＶ－ＲＬ（プロメガ）１
ｎｇ、および、キャリアーとしてｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ－ＳＫ＋（ストラタジーン）０
.４ｎｇ、および、様々な量のｐＧＬ３．１ネオベーシックの空のベクター、または、プ
ロモーターコンストラクトのｐＧＬ３．１ネオベーシックＭＧＣ４５０４－５’－ＵＴＲ
－４３１１／＋１、－１９４４／＋１，－８４７／＋１、または、－５４６／＋１で、９
６ウェルのマイクロタイタープレート（コーニング・コースター（Ｃｏｒｎｉｎｇ　ｃｏ
ｓｔａｒ）番号３６１０）中で、フージーン６（ロシュ）を用いることによって一時的に
トランスフェクションした。ＨＥＫ細胞を、ポリフェクト（Ｐｏｌｙｆｅｃｔ，キアゲン
）を用いることによってトランスフェクションした。製造元のプロトコールに従ってトラ
ンスフェクションを行った。ｐＧＬ３．１ネオベーシックコンストラクトの濃度を、ウェ
ルあたり１０ｎｇ（ＨＥＫ）、および、４０ｎｇ（ＲＩＮ５Ｆ）プラスミドに最適化し、
最大限のレポーター活性を得た。トランスフェクションに用いられた全てのプラスミドを
、キアゲンのエンドフリーマキシプレップキット（Ｅｎｄｏｆｒｅｅ　ＭａｘｉＰｒｅｐ
　ｋｉｔ）を製造元のプロトコールに従って用いて単離した。４８時間後、これら細胞を
溶解させ、ホタルおよびウミシイタケルシフェラーゼ活性を、製造元のプロトコール（プ
ロメガのデュアル－ルシフェラーゼシステム）に従って、ワラックマイクロベータカウン
ター（パーキン・エルマー）でそれぞれの活性を測定することによって決定した。ホタル
ルシフェラーゼの値をウミシイタケルシフェラーゼ活性に標準化し、空のｐＧＬ３．１ネ
オベーシックコントロールに対する誘導の倍数としてプロットした。安定なＨＥＫ２９３
細胞系をｐＧＬ３．１ネオベーシックＭＧＣ４５０４－５’－ＵＴＲ－４３１１／＋１を
用いて作製し、５００μｇ／ｍｌゲネチシン（ギブコ）で選択し、ルシフェラーゼ活性に
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関して陽性のクローンを選択した。得られたＨＥＫ　ＭＧＣ４５０４の５’－ＵＴＲ－４
３１１／＋１細胞を、９６ウェルのマイクロタイタープレート（コーニング・コースター
番号３６１０）で平板培養し、２４時間増殖させた。化合物を、ＤＭＳＯ中に１０ｍＭの
濃度になるように溶解させ、２％ウルトロサール（Ｕｌｔｒｏｓｅｒ，番号１２０３９－
０１２，バイオセプラ（ＢｉｏＳｅｐｒａ））、１％ペニシリン－ストレプトマイシン溶
液（番号１５１４０－１２２、インビトロジェン）、および、２ｍＭのＬ－グルタミン（
番号２５０３０－０２４、インビトロジェン）が添加されたＤＭＥＭ培地（番号４１９６
５－０３９、インビトロジェン）でそれぞれの実験濃度に希釈した（１０μＭ～１００ｐ
Ｍ）。ＭＧＣ４５０４プロモーターのコンストラクトのプロモーター／転写活性を調節す
ることができる化合物を分析するために、細胞から培地を吸引し、例えばそれぞれの希釈
した化合物を含む培地１００μｌを直接添加した。例えば４８時間インキュベートした後
、上述のようにホタルルシフェラーゼ活性を決定した。生データをエクセルファイルに移
し、各ウェルあたりのホタル／ウミシイタケ活性の比率を決定することができる。用量／
活性の関係は、ＸＬ－Ｆｉｔで製造元（ＩＤＢＳ）のプロトコールに従って決定すること
ができる。図６は、一時的な９６ウェルフォーマットのデュアルルシフェラーゼレポータ
ー遺伝子分析において、異なる細胞系におけるＭＧＣ４５０４の５’－ＵＴＲ位－４３１
１／＋１の活性を示す。これらの結果によれば、ＭＧＣ４５０４プロモーターの活性は、
ＨＴＳによるレポーター遺伝子分析で分析することができ、ＭＧＣ４５０４の自然に発生
する発現パターンを示す細胞系における十分なシグナル／ノイズ比を得ることができるこ
とが示される。
【０１５０】
　その上、ＭＧＣ４５０４に必要な最小プロモーターは、ＭＧＣ４５０４の５’－ＵＴＲ
位－５４６／＋１で構成されていた。
【０１５１】
　実施例６：ＭＧＣ４５０４タンパク質活性に正の作用／刺激を与える能力に関して物質
を試験するための、仮定のＨＴＳによる細胞レベルの分析
　ＭＧＣ４５０４タンパク質活性に関して分析するために、本発明に係る方法のいずれか
１種を行い、ＭＧＣ４５０４を（内因的または異種的に）弱くしか発現せず、弱い、また
は中程度のインスリン感受性を有する細胞を利用し、細胞と試験物質とを接触させ、イン
スリン感受性が調節されるかどうか（すなわち、増加または減少するかどうか）を試験し
た。１またはそれ以上のネガティブコントロール細胞を使用して、その物質が、前記細胞
に存在するＭＧＣ４５０４の量を（転写またはタンパク質レベルで）調節することによっ
てインスリン感受性を調節しないが、ＭＧＣ４５０４タンパク質活性を調節することによ
って調節することを確認した。
【０１５２】
　細胞系（例えば、ＨＥＫ２９３）を、ｐＣＤＮＡ３．１＋ハイグロＨＡ－ＭＧＣ４５０
４で見られるようなＳＶ４０などのプロモーター（または、それより弱いプロモーター）
の制御下に配列番号１に記載のＭＧＣ４５０４を含む発現ベクターで、標準的な手法に従
って安定してトランスフェクションした。コントロールとして、同じ細胞系（例えば、Ｈ
ＥＫ２９３）を、同じプロモーターの制御下にウミシイタケルシフェラーゼのようなレポ
ーター遺伝子を含む同じ発現ベクター（例えば、ｐＣＤＮＡ３．１ルシフェラーゼ）で安
定してトランスフェクションした。両方の細胞を試験物質とインキュベートした後、標準
的手法に従って、試験物質の存在下および非存在下で、両方の細胞におけるインスリン刺
激性のグルコース摂取を決定した。コントロール細胞のルシフェラーゼ活性も、標準的手
法によって、試験物質の存在下および非存在下で決定された。ＭＧＣ４５０４を発現する
細胞中でインスリン刺激性のグルコース摂取を増加させることができるが、ＭＧＣ４５０
４を発現しないコントロール細胞のルシフェラーゼ活性またはインスリン感受性を増加さ
せない物質が、ＭＧＣ４５０４活性を増加させるとみなすことができる物質である。
【０１５３】
実施例７：II型糖尿病の食餌誘導モデルにおけるＭＧＣ４５０４の遺伝子発現
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材料及び方法
動物及びサンプルの調製：
　年齢を適合させた雌Ｚｕｃｋｅｒ糖尿病肥満（ＺＤＦ）ラット（Ｇｍｉ、ｆａ／ｆａ）
をジェネティックモデルズ社（Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｍｏｄｅｌｓ）から購入した。同時に３
匹のラットを２０℃で、１２時間の明暗サイクルで、水と高脂肪食餌（Ｒｅｓｅａｒｃｈ
　Ｄｉｅｔｓ、米国）を自由に摂取できるようにして、数週間飼育した。全ての実験方法
は、ドイツ動物保護法（Ｇｅｒｍａｎ　Ａｎｉｍａｌ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｌａｗ）
に従って行った。高脂肪食餌を与えられた動物は以下の２つのサブグループに分類される
：ＩＩ型糖尿病状態を発現しなかった非応答グループ(血液グルコース＜＜１２ｍＭ)と発
現した応答グループ（＞１２ｍＭ）。応答グループの７匹の動物と非応答グループの６匹
の動物をイソフルオランで麻酔をかけ、頚部脱臼により死なせた。膵臓サンプルを手早く
切除し、ＲＮＡｌａｔｅｒへ移し、－８０℃で長期間貯蔵した。
　アフィメトリックス・ジーン・チップ(R)解析及びＲＮＡ単離を２つの例外を除いて実
施例１に記載のとおりに行った：プロテイナーゼＫ消化を行ったが、ＲＮＡの調製及びハ
イブリダイゼーションは約２８０００のラット遺伝子を表わすＲＡＥ２３０＿２アレイを
用いて行った。ハイブリダイゼーションとして、単離したＲＮＡを同時に各グループ２つ
のプール(非応答及び応答)に組み合わせた。データ解析はＲｅｓｏｌｖｅｒ４．０（Ｒｏ
ｓｅｔｔａ社、米国）を用いてソフトウエア製作者の取扱説明書に従って行った。
　差異的に発現される遺伝子を決定するための基準は、１.５倍を超えて高い発現レベル
の変化と、０.００１未満のｐ値とした。非応答グループと応答グループとのあいだのＭ
ＧＣ４５０４の遺伝子発現の変化倍数を、ＲＡＥ２３０＿２でアフィメトリックス・クオ
リファイアー１３８９５７３を用いて解析した。この解析結果を表３に要約する。
　非応答動物に比較してＩＩ型糖尿病発現する応答グループにおいて、ＭＧＣ４５０４の
遺伝子発現レベルが有意に低いことが膵臓生検から単離されたＲＮＡのアフィメトリック
ス・ジーン・チップ(R)解析によって検出できた。このことは、ＩＩ型糖尿病の発現は高
脂肪食餌によって惹起され、ＭＧＣ４５０４の遺伝子発現レベルの減少に関連するという
ことを示している。
【０１５４】
　参考文献
Voss, M.D., Hille, A., Barth, S., Spurk, A., Hennrich, F., Holzer, D., Mueller-L
antzsch, N., Kremmer, E., Grasser, F.A. (2001) J. Virol 75, 11781-90
Literature for standard laboratory methods
If not indicated otherwise, standard laboratory methods were or can be performed
 according to procedures disclosed in the following standard literature:
Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Second edition. C
old Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. 545 pp;
Current Protocols in Molecular Biology; regularly updated, e.g. Volume 2000; Wil
ey & Sons, Inc; Editors: Fred M. Ausubel, Roger Brent, Robert Eg. Kingston, Davi
d D. Moore, J.G. Seidman, John A. Smith, Kevin Struhl.
Current Protocols in Human Genetics; regularly uptdated; Wiley & Sons, Inc; Edit
ors: Nicholas C. Dracopoli, Honathan L. Haines, Bruce R. Korf, Cynthia C. Morton
, Christine E. Seidman, J.G. Seigman, Douglas R. Smith.
Current Protocols in Protein Science; regularly updated; Wiley & Sons, Inc; Edit
ors: John E. Coligan, Ben M. Dunn, Hidde L. Ploegh, David W. Speicher, Paul T. W
ingfield.
Molecular Biology of the Cell; third edition; Alberts, B., Bray, D., Lewis, J., 
Raff, M., Roberts, K., Watson, J.D.; Garland Publishing, Inc. New York & London,
 1994;
Short Protocols in Molecular Biology, 5th edition, by Frederick M. Ansubel (Edit
or), Roger Brent (Editor), Robert E. Kingston (Editor), David D. Moore (Editor),
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 J.G. Seidman (Editor), John A. Smith (Editor), Kevin Struhl (Editor), October 2
002, John Wiley & Sons, Inc., New York“
Transgenic Animal Technology: A Laboratory Handboook. C.A. Pinkert, editor; Acad
emic Press Inc., San Diego, California, 1994 (ISBN: 0125571658)
Gene targeting: A Practical Approach, 2nd Ed., Joyner AL, ed. 2000. IRL Press at
 Oxford University Press, New York;
Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual. Nagy, A, Gertsenstein, M., V
intersten, K., Behringer, R., 2003, Cold Spring Harbor Press, New York;
【０１５５】
【表１】

【図面の簡単な説明】
【０１５６】
【図１】選択された様々なヒト組織の一部におけるＭＧＣ４５０４遺伝子発現レベルであ
る。
【図２】Ｌ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃ筋原細胞におけるＨＡ－ＭＧＣ４５０４の安定な発現であ
る。
【図３】一時的にトランスフェクションされたＬ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃ（Ａ）、および、Ｒ
ＩＮ－５Ｆ（Ｂ）細胞の細胞質および細胞核における、ＭＧＣ４５０４の細胞内分配であ
る。
【図４Ａ】２－デオキシグルコース摂取分析、および、Ｌ６ＧＬＵＴ４ｍｙｃ　ＨＡ－Ｍ
ＣＧ４５０４細胞のインスリン感受性の増加である。
【図４Ｂ】ＲＩＮ－５Ｆ　ＨＡ－ＭＧＣ４５０４細胞の、インスリン分泌分析、ならびに
、基底のインスリン分泌およびグルコース刺激によるインスリン分泌の増加である。
【図５】可溶性ＧＳＴ－ＭＧＣ４５０４タンパク質の発現および精製の際に採取した様々
なサンプルのクーマシー染色である。
【図６】Ａ：一時的な９６ウェルフォーマットのデュアルルシフェラーゼレポーター遺伝
子分析における、異なる細胞系におけるＭＧＣ４５０４の５’－ＵＴＲ位－４３１１／＋
１の活性である。Ｂ：ＨＥＫ２９３細胞で、一時的な９６ウェルフォーマットのデュアル
ルシフェラーゼレポーター遺伝子分析で異なるトランケーションされたプロモーターフラ
グメントを分析することによる、ＭＧＣ４５０４の５’－ＵＴＲ位－４３１１／＋１内の
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ＭＧＣ４５０４コアのプロモーターの実験的な決定である。
【図７】ヒトＭＧＣ４５０４のコード配列である（配列番号１）。
【図８】ヒトＭＧＣ４５０４の誘導されたアミノ酸配列である（配列番号２）。
【図９－１】ヒトＭＧＣ４５０４のゲノム配列である（配列番号３）。
【図９－２】図９－１の続きである。
【図９－３】図９－２の続きである。
【図１０】ラットＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡの特異的な増幅のためのプライマーである（
配列番号４および５）。
【図１１】ラットのベータアクチンのｍＲＮＡの特異的な増幅のためのプライマーである
（配列番号６および７）。
【図１２】ヒトＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡの特異的な増幅のためのプライマー（配列番号
８および９）、および、ヒトＭＧＣ４５０４のｍＲＮＡの特異的なハイブリダイゼーショ
ンのためのプローブである（配列番号１０）。
【図１３】ｃＤＮＡからヒトＭＧＣ４５０４のＯＲＦをクローニングするためのプライマ
ーである（配列番号１１～１３）。
【図１４】コード配列を含むヒトＭＧＣ４５０４のｃＤＮＡ配列のフラグメントである（
配列番号１４）。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４Ａ】
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【図４Ｂ】

【図５】

【図６】

【図７】

【図８】

【図９－１】
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【図９－２】 【図９－３】

【図１０】

【図１１】

【図１２】

【図１３】

【図１４】
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