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(54)【発明の名称】 細胞死誘導モデル非ヒト動物

(57)【要約】
【課題】  神経系細胞や免疫系細胞において特異的に細
胞死を誘導し、サイトカイン情報伝達のメカニズムを研
究・解析することができる細胞死誘導モデル非ヒト動
物、及び該細胞死誘導モデル非ヒト動物を用いた、細胞
死促進又は抑制物質のスクリーニング方法等を提供する
こと。
【解決手段】  ＡＭＳＨ遺伝子の全部又は一部を含むフ
ラグメントを、ネオマイシン耐性カセットに置換して、
その側面にｌｏｘＰを挿入し、また、ネガティブ選択マ
ーカーとして、ポリＡ領域を有さないジフテリアトキシ
ンＡ鎖遺伝子カセットを挿入することによりターゲット
ベクターを構築し、該ターゲッティングベクターを胚幹
細胞に導入し、リコンビナーゼＣｒｅ発現ベクターによ
りＡＭＳＨ遺伝子機能を欠損したＥＳクローンをマウス
の胚盤胞中にマイクロインジェクションし、仮親の子宮
に戻すことによって細胞死誘導モデル非ヒト動物を作製
する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  ＡＭＳＨ遺伝子機能を染色体上で欠損さ
せたことを特徴とする細胞死誘導モデル非ヒト動物。
【請求項２】  ＡＭＳＨ－ＬＰ遺伝子機能を染色体上で
欠損させたことを特徴とする細胞死誘導モデル非ヒト動
物。
【請求項３】  ＡＭＳＨ及びＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子機
能を染色体上で欠損させたことを特徴とする細胞死誘導
モデル非ヒト動物。
【請求項４】  ＡＭＳＨ－ＬＰ遺伝子が、配列番号３又
は５に示される塩基配列からなる遺伝子であることを特
徴とする請求項２又は３記載の細胞死誘導モデル非ヒト
動物。
【請求項５】  細胞死が、神経系細胞死及び／又は免疫
系細胞死であることを特徴とする請求項１～４のいずれ
か記載の細胞死誘導モデル非ヒト動物。
【請求項６】  神経系細胞が、海馬ニューロン細胞又は
大脳皮質ニューロン細胞であることを特徴とする請求項
５記載の細胞死誘導モデル非ヒト動物。
【請求項７】  免疫系細胞が、リンパ球系細胞であるこ
とを特徴とする請求項５記載の細胞死誘導モデル非ヒト
動物。
【請求項８】  リンパ球系細胞が、Ｔ細胞であることを
特徴とする請求項７記載の細胞死誘導モデル非ヒト動
物。
【請求項９】  非ヒト動物がマウスであることを特徴と
する請求項１～８のいずれか記載の細胞死誘導モデル非
ヒト動物。
【請求項１０】  請求項１～９のいずれか記載の細胞死
誘導モデル非ヒト動物に被検物質を投与すること、又は
該動物由来の組織、器官、若しくは細胞を被検物質と接
触させることを特徴とする細胞死促進又は抑制物質のス
クリーニング方法。
【請求項１１】  請求項１～９のいずれか記載の細胞死
誘導モデル非ヒト動物と野生型非ヒト動物の場合とを比
較・評価することを特徴とする請求項１０記載の細胞死
促進又は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項１２】  野生型非ヒト動物が、請求項１～９の
いずれか記載の細胞死誘導モデル非ヒト動物と同腹の野
生型非ヒト動物であることを特徴とする請求項１１記載
の細胞死促進又は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項１３】  非ヒト動物がマウスであることを特徴
とする請求項１０～１２のいずれか記載の細胞死促進又
は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項１４】  請求項１０～１３のいずれか記載の細
胞死促進又は抑制物質のスクリーニング方法により得ら
れる細胞死促進又は抑制物質。
【請求項１５】  請求項１４記載の細胞死抑制物質を有
効成分とすることを特徴とするＡＭＳＨ及び／又はＡＭ
ＳＨ－ＬＰの欠損に起因する疾患に対する治療薬。
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【請求項１６】  検体からＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ
－ＬＰの遺伝子を抽出し、その遺伝子異常の有無を調べ
ることを特徴とするＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰ
の欠損に起因する疾患の診断法。
【請求項１７】  ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの
タンパク質をコードするＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセン
ス鎖の全部又は一部からなるＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳ
Ｈ－ＬＰの欠損に起因する疾患の診断用プローブ。
【請求項１８】  請求項１７記載のＡＭＳＨ及び／又は
ＡＭＳＨ－ＬＰの欠損に起因する疾患の診断用プローブ
を含むことを特徴とするＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－
ＬＰの欠損に起因する疾患の診断用キット。
【請求項１９】  以下の(ａ)又は(ｂ)のタンパク質をコ
ードするＤＮＡ。
(ａ)配列番号２に示されるアミノ酸配列からなるタンパ
ク質
(ｂ)配列番号２に示されるアミノ酸配列において、１若
しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加された
アミノ酸配列からなり、かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有す
るタンパク質
【請求項２０】  配列番号１に示される塩基配列若しく
はその相補的配列又はこれらの配列の一部若しくは全部
を含む配列からなるＤＮＡ。
【請求項２１】  請求項２０記載の遺伝子を構成するＤ
ＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有するタンパク質をコードす
るＤＮＡ。
【請求項２２】  以下の(ａ)又は(ｂ)のタンパク質をコ
ードするＤＮＡ。
(ａ)配列番号４に示されるアミノ酸配列からなるタンパ
ク質
(ｂ)配列番号４に示されるアミノ酸配列において、１若
しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加された
アミノ酸配列からなり、かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有す
るタンパク質
【請求項２３】  配列番号３に示される塩基配列若しく
はその相補的配列又はこれらの配列の一部若しくは全部
を含む配列からなるＤＮＡ。
【請求項２４】  請求項２３記載の遺伝子を構成するＤ
ＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有するタンパク質をコードす
るＤＮＡ。
【請求項２５】  以下の(ａ)又は(ｂ)のタンパク質をコ
ードするＤＮＡ。(ａ)配列番号６に示されるアミノ酸配
列からなるタンパク質(ｂ)配列番号６に示されるアミノ
酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置
換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつＡＭ
ＳＨ－ＬＰ活性を有するタンパク質
【請求項２６】  配列番号５に示される塩基配列若しく
はその相補的配列又はこれらの配列の一部若しくは全部
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を含む配列からなるＤＮＡ。
【請求項２７】  請求項２６記載の遺伝子を構成するＤ
ＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有するタンパク質をコードす
るＤＮＡ。
【請求項２８】  配列番号２に示されるアミノ酸配列か
らなるタンパク質。
【請求項２９】  配列番号２に示されるアミノ酸配列に
おいて、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しく
は付加されたアミノ酸配列からなり、かつＡＭＳＨ－Ｌ
Ｐ活性を有するタンパク質。
【請求項３０】  配列番号４に示されるアミノ酸配列か
らなるタンパク質。
【請求項３１】  配列番号４に示されるアミノ酸配列に
おいて、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しく
は付加されたアミノ酸配列からなり、かつＡＭＳＨ－Ｌ
Ｐ活性を有するタンパク質。
【請求項３２】  配列番号６に示されるアミノ酸配列か
らなるタンパク質。
【請求項３３】  配列番号６に示されるアミノ酸配列に
おいて、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しく
は付加されたアミノ酸配列からなり、かつＡＭＳＨ－Ｌ
Ｐ活性を有するタンパク質。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、ＡＭＳＨ及び／又
はＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子機能が染色体上で欠損した細
胞死誘導モデル非ヒト動物、及び該細胞死誘導モデル非
ヒト動物を用いた、細胞死促進又は抑制物質のスクリー
ニング方法や、ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの欠
損に起因する疾患の診断法等に関する。
【０００２】
【従来の技術】サイトカインは、多くの生物学的事象に
おいて、細胞の活性化、分化、生存、及び細胞死に不可
欠な因子である。標的細胞に対するサイトカインの効果
は、サイトカインと、標的細胞内のシグナルを変換する
特異的受容体との相互作用によって得られる。多くのサ
イトカインのうちインターロイキン２（ＩＬ－２）は、
免疫反応においてＴ細胞を活性化する重要な可溶性リガ
ンドとして知られている（Nature 268, 154-156, 197
7、Adv. Immunol. 59, 225-277, 1995、Annu. Rev.Immu
nol. 14, 179-205, 1996）。ＩＬ－２を介するシグナル
伝達経路において関与するシグナル分子として、本発明
者らは、ＳＴＡＭ１及びＳＴＡＭ２というＳＴＡＭファ
ミリーを同定し、これらＳＴＡＭがＪａｋ３のみならず
Ｊａｋ２チロシンキナーゼに直接会合し、これらチロシ
ンキナーゼが結合するＩＬ－２受容体やＧＭ－ＣＳＦ受
容体等のサイトカイン受容体からの情報伝達に重要な役
割を担っているアダプター分子であることを報告してい
る（FEBS lett. 477, 55-61,2000、Biochem. Biophys. 
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Res. Commun. 225, 1035-1039, 1996、Immunity 6,449-
457, 1997）。
【０００３】また、本発明者らは、ＳＴＡＭ１－ＳＨ３
領域に会合する分子として新規アダプター分子ＡＭＳＨ
（associated molecule with the SH3 domain of STA
M）をヒトＴ細胞から単離し（特開２０００－１３９４
６９号公報、J. Biol. Chem. 274, 19129-19135, 199
9）、ＳＴＡＭ１とＳＴＡＭ２との両方のＳＨ３ドメイ
ンに相互作用する、ＡＭＳＨのＳＨ３結合モチーフ（Ｓ
ＢＭ）を同定している（J.Biol. Chem. 275, 37481-374
87, 2000、J. Biol. Chem. 274, 19129-19135, 199
9）。上記ＡＭＳＨは、ＳＴＡＭのＳＨ３ドメインの結
合部位に加え、核移行シグナル様配列と、ｃ－Ｊｕｎ活
性化ドメイン結合タンパク質１（ＪＡＢ１）のサブドメ
インと類似した領域とを含んでいることが知られてい
る。
【０００４】上記ＳＴＡＭは、ＩＬ－２や顆粒状マクロ
ファージ刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）によるｃ－ｍｙｃの
誘導を促進させるのに対して、ＳＴＡＭのＳＨ３欠損変
異体は、細胞増殖を誘導するシグナル伝達においてドミ
ナントネガティブフォームとして作用することが知られ
ている（Immunity 6, 449-457, 1997）。また、Ｃ末端
の半分が欠損したＡＭＳＨ変異体が、ＳＴＡＭ１に結合
することにより、ＤＮＡ合成及びｃ－ｍｙｃの転写を誘
導するＩＬ－２又はＧＭ－ＣＳＦによるシグナル伝達経
路にドミナントネガティブ効果を与えることを報告して
いる（J. Biol.Chem. 274, 19129-19135, 1999）。これ
らのことから、ＡＭＳＨがサイトカインのシグナル伝達
に、特に、Ｊａｋ又はＳＴＡＭなどの下流で生ずるシグ
ナル伝達に関与することが示唆されている。
【０００５】一方、本発明者らはＳＴＡＭ１欠損マウス
を作製し、そのマウスにおいて海馬ＣＡ３錐体ニューロ
ンが欠失していることを見い出している。このことはＳ
ＴＡＭ１がインビボにおいて、ニューロン細胞の生存に
非常に深く関与していることを示している。インビトロ
でのサイトカインのシグナル伝達においては、ＳＴＡＭ
１が機能的に重要であるのに対して、インビボにおいて
ＳＴＡＭ１の欠損は、リンパ球の発達、あるいはＩＬ－
２やＧＭ－ＣＳＦに対する増殖反応において、ほとんど
影響を及ぼさないことが知られている。ＳＴＡＭ１のイ
ンビトロとインビボとの機能的役割の差異は、ＳＴＡＭ
２の補う効果によるものと考えられる。また、ＳＴＡＭ
１欠損マウスに認められるニューロン異常は、ＡＭＳＨ
がニューロン細胞の生存にも関与していることを示唆し
ている。
【０００６】さらに、本発明者らは、新規Ｇｒｂ２ファ
ミリー分子であるＧａｄｓ／Ｇｒｆ４０をＡＭＳＨに会
合する分子として同定している（J. Exp. Med. 189, 13
83-1390, 1999）。ＧａｄｓはＳＬＰ７６やＬＡＴと相
互作用し、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）のシグナル伝達に関
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与している（J. Exp. Med. 189, 1383-1390, 1999、J. 
Exp. Med. 189, 1243-1253, 1999）。Ｇａｄｓのノック
アウトマウス及びＳＨ２ドメインが欠失したＧａｄｓ変
異体のトランスジェニックマウスでは、プレＴ細胞の発
達において障害を示すことが報告されている（Internat
ional Immunology, 13, 777-783, 2001）。これは、Ｇ
ａｄｓがＴ細胞の発達に不可欠であることを示してい
る。ＧａｄｓとＡＭＳＨとの相互作用についての生物学
的重要性はまだ解明されていないが、ＡＭＳＨがプレＴ
ＣＲ及びＴＣＲシグナル伝達によりＴ細胞の発達に貢献
しているのではないかと考えられている。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】サイトカイン情報伝達
系の解析は１９９０年代から非常に急速に研究が進み、
免疫学分野でも日本が最先端の研究を担っている分野の
一つである。しかし情報伝達分子の中には未だに機能の
不明なものも多く、本発明者らが単離同定したＡＭＳＨ
やＡＭＳＨ－ＬＰに関しても未だ明らかにされていな
い。また、ＡＭＳＨやＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子が染色体
上で欠損することにより特異的な細胞に対して細胞死を
誘導することは知られていなかった。本発明の課題は、
海馬ニューロン細胞、大脳皮質ニューロン細胞等の神経
系細胞や、Ｔ細胞、Ｂ細胞、造血細胞等の免疫系細胞に
おいて特異的に細胞死を誘導し、サイトカイン情報伝達
のメカニズムを研究・解析することができる、ＡＭＳＨ
及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子機能が染色体上で欠
損した細胞死誘導モデル非ヒト動物、及び該細胞死誘導
モデル非ヒト動物を用いた、細胞死促進又は抑制物質の
スクリーニング方法や、ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－
ＬＰの欠損に起因する疾患の診断法等を提供することに
ある。
【０００８】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、ＡＭＳＨ
及びＡＭＳＨ－ＬＰの生理的機能の解明について鋭意研
究を進め、ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子
機能が染色体上で欠損したマウスを作製し、ＡＭＳＨホ
モ欠損マウスにおいて生後１０日以降より、成長遅延、
末梢神経反射の異常、眼瞼下垂等の異状を呈し、生後３
週で１００％死亡することや、生後７日頃からリンパ球
系細胞などその他の主要組織には明らかな異常を示さな
いが、大脳皮質、顔面神経核、海馬等の脳神経組織にお
いて特異的に広範な細胞死を誘導することを見い出し
た。また、かかる細胞死に、従来知られている、インビ
ボ及びインビトロにおいてニューロン細胞の生存と分化
に重要な役割を果たしているサイトカインを用いても、
効果がないことを見い出し、本発明を完成するに至っ
た。
【０００９】すなわち本発明は、ＡＭＳＨ遺伝子機能を
染色体上で欠損させたことを特徴とする細胞死誘導モデ
ル非ヒト動物（請求項１）や、ＡＭＳＨ－ＬＰ遺伝子機
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能を染色体上で欠損させたことを特徴とする細胞死誘導
モデル非ヒト動物（請求項２）や、ＡＭＳＨ及びＡＭＳ
Ｈ－ＬＰの遺伝子機能を染色体上で欠損させたことを特
徴とする細胞死誘導モデル非ヒト動物（請求項３）や、
ＡＭＳＨ－ＬＰ遺伝子が、配列番号３又は５に示される
塩基配列からなる遺伝子であることを特徴とする請求項
２又は３記載の細胞死誘導モデル非ヒト動物（請求項
４）や、細胞死が、神経系細胞死及び／又は免疫系細胞
死であることを特徴とする請求項１～４のいずれか記載
の細胞死誘導モデル非ヒト動物（請求項５）や、神経系
細胞が、海馬ニューロン細胞又は大脳皮質ニューロン細
胞であることを特徴とする請求項５記載の細胞死誘導モ
デル非ヒト動物（請求項６）や、免疫系細胞が、リンパ
球系細胞であることを特徴とする請求項５記載の細胞死
誘導モデル非ヒト動物（請求項７）や、リンパ球系細胞
が、Ｔ細胞であることを特徴とする請求項７記載の細胞
死誘導モデル非ヒト動物（請求項８）や、非ヒト動物が
マウスであることを特徴とする請求項１～８のいずれか
記載の細胞死誘導モデル非ヒト動物（請求項９）に関す
る。
【００１０】また本発明は、請求項１～９のいずれか記
載の細胞死誘導モデル非ヒト動物に被検物質を投与する
こと、又は該動物由来の組織、器官、若しくは細胞を被
検物質と接触させることを特徴とする細胞死促進又は抑
制物質のスクリーニング方法（請求項１０）や、請求項
１～９のいずれか記載の細胞死誘導モデル非ヒト動物と
野生型非ヒト動物の場合とを比較・評価することを特徴
とする請求項１０記載の細胞死促進又は抑制物質のスク
リーニング方法（請求項１１）や、野生型非ヒト動物
が、請求項１～９のいずれか記載の細胞死誘導モデル非
ヒト動物と同腹の野生型非ヒト動物であることを特徴と
する請求項１１記載の細胞死促進又は抑制物質のスクリ
ーニング方法（請求項１２）や、非ヒト動物がマウスで
あることを特徴とする請求項１０～１２のいずれか記載
の細胞死促進又は抑制物質のスクリーニング方法（請求
項１３）や、請求項１０～１３のいずれか記載の細胞死
促進又は抑制物質のスクリーニング方法により得られる
細胞死促進又は抑制物質（請求項１４）や、請求項１４
記載の細胞死抑制物質を有効成分とすることを特徴とす
るＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの欠損に起因する
疾患に対する治療薬（請求項１５）や、検体からＡＭＳ
Ｈ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子を抽出し、その遺
伝子異常の有無を調べることを特徴とするＡＭＳＨ及び
／又はＡＭＳＨ－ＬＰの欠損に起因する疾患の診断法
（請求項１６）や、ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰ
のタンパク質をコードするＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセ
ンス鎖の全部又は一部からなるＡＭＳＨ及び／又はＡＭ
ＳＨ－ＬＰの欠損に起因する疾患の診断用プローブ（請
求項１７）や、請求項１７記載のＡＭＳＨ及び／又はＡ
ＭＳＨ－ＬＰの欠損に起因する疾患の診断用プローブを
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7
含むことを特徴とするＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－Ｌ
Ｐの欠損に起因する疾患の診断用キット（請求項１８）
に関する。
【００１１】さらに本発明は、以下の(ａ)又は(ｂ)のタ
ンパク質をコードするＤＮＡ(ａ)配列番号２に示される
アミノ酸配列からなるタンパク質(ｂ)配列番号２に示さ
れるアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からな
り、かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有するタンパク質（請求
項１９）や、配列番号１に示される塩基配列若しくはそ
の相補的配列又はこれらの配列の一部若しくは全部を含
む配列からなるＤＮＡ（請求項２０）や、請求項２０記
載の遺伝子を構成するＤＮＡとストリンジェントな条件
下でハイブリダイズし、かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有す
るタンパク質をコードするＤＮＡ（請求項２１）や、以
下の(ａ)又は(ｂ)のタンパク質をコードするＤＮＡ(ａ)
配列番号４に示されるアミノ酸配列からなるタンパク質
(ｂ)配列番号４に示されるアミノ酸配列において、１若
しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加された
アミノ酸配列からなり、かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有す
るタンパク質（請求項２２）や、配列番号３に示される
塩基配列若しくはその相補的配列又はこれらの配列の一
部若しくは全部を含む配列からなるＤＮＡ（請求項２
３）や、請求項２３記載の遺伝子を構成するＤＮＡとス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつＡＭ
ＳＨ－ＬＰ活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
（請求項２４）や、以下の(ａ)又は(ｂ)のタンパク質を
コードするＤＮＡ(ａ)配列番号６に示されるアミノ酸配
列からなるタンパク質(ｂ)配列番号６に示されるアミノ
酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置
換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつＡＭ
ＳＨ－ＬＰ活性を有するタンパク質（請求項２５）や、
配列番号５に示される塩基配列若しくはその相補的配列
又はこれらの配列の一部若しくは全部を含む配列からな
るＤＮＡ（請求項２６）や、請求項２６記載の遺伝子を
構成するＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリ
ダイズし、かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有するタンパク質
をコードするＤＮＡ（請求項２７）や、配列番号２に示
されるアミノ酸配列からなるタンパク質（請求項２８）
や、配列番号２に示されるアミノ酸配列において、１若
しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加された
アミノ酸配列からなり、かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有す
るタンパク質（請求項２９）や、配列番号４に示される
アミノ酸配列からなるタンパク質（請求項３０）や、配
列番号４に示されるアミノ酸配列において、１若しくは
数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ
酸配列からなり、かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有するタン
パク質（請求項３１）や、配列番号６に示されるアミノ
酸配列からなるタンパク質（請求項３２）や、配列番号
６に示されるアミノ酸配列において、１若しくは数個の
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アミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列
からなり、かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有するタンパク質
（請求項３３）に関する。
【００１２】
【発明の実施の形態】本発明の細胞死誘導モデル非ヒト
動物とは、ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子
機能が染色体上で欠損することにより、出生後又は加齢
に伴い、海馬ニューロン細胞、大脳皮質ニューロン細
胞、グリア細胞等の神経系細胞や、Ｔ細胞又はＢ細胞な
どのリンパ球系細胞、単球、マクロファージ、好塩基
球、好酸球、マスト細胞、好中球、巨核球、赤血球など
の造血性前駆細胞等の免疫系細胞において特異的に細胞
死を誘導する非ヒト動物をいう。また、上記ＡＭＳＨ及
び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子機能が染色体上で欠損
した非ヒト動物とは、ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－Ｌ
Ｐをコードする非ヒト動物の内在性遺伝子の全部又は一
部が破壊・欠損・置換等の遺伝子変異により不活性化さ
れ、ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰを発現する機能
を失なった非ヒト動物をいう。また本発明における非ヒ
ト動物としては、マウス、ラット等の齧歯目動物を具体
的に挙げることができるが、これらに限定されるもので
はない。なお、ＡＭＳＨの遺伝子配列及びアミノ酸配列
は特開２０００－１３９４６９号公報に開示されてお
り、ＡＭＳＨ－ＬＰのＤＮＡ配列としては、配列番号４
又は６に示されるアミノ酸配列からなるタンパク質をコ
ードするＤＮＡ、配列番号４又６に示されるアミノ酸配
列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若
しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつＡＭＳＨ
－ＬＰ活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ、配
列番号３又は５に示される塩基配列（GenBank Accessio
n number AB010121）若しくはその相補的配列又はこれ
らの配列の一部若しくは全部を含む配列からなるＤＮ
Ａ、配列番号３又は５に示される塩基配列（GenBank Ac
cession number AB010122）若しくはその相補的配列又
はこれらの配列の一部若しくは全部を含む配列からなる
ＤＮＡを例示することができる。これらはそのＤＮＡ配
列情報等に基づき、例えばマウス遺伝子ライブラリーや
マウスｃＤＮＡライブラリー、ヒト遺伝子ライブラリー
やヒトｃＤＮＡライブラリーなどから公知の方法により
調製することができる。
【００１３】本発明における野生型の非ヒト動物とは、
上記ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子機能が
欠損した非ヒト動物と同種の動物を意味し、中でも同腹
の動物を好適に例示することができる。メンデルの法則
に従い出生してくる、これらのホモ接合体非ヒト動物に
おけるＡＭＳＨ欠損型、ＡＭＳＨ－ＬＰ欠損型、又はＡ
ＭＳＨ・ＡＭＳＨ－ＬＰ二重欠損型と、それらの同腹の
野生型は、個体レベルで正確な比較実験を行うことがで
きる点で同時に用いることが好ましい。そして本発明の
細胞死誘導モデル非ヒト動物の好適例としては、ＡＭＳ
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Ｈノックアウトマウスや、ＡＭＳＨ－ＬＰノックアウト
マウスや、ＡＭＳＨ・ＡＭＳＨ－ＬＰダブルノックアウ
トマウスを、野生型非ヒト動物としてはかかるノックア
ウトマウスと同腹の野生型マウスを、それぞれ具体的に
挙げることができる。以下、非ヒト動物がマウスの場合
を例にとって説明する。
【００１４】上記ＡＭＳＨノックアウトマウスの作製法
としては、ＡＭＳＨを発現する機能を失ったノックアウ
トマウスを作製することができる方法であればどのよう
な作製法でもよいが、所望の時期にＡＭＳＨ発現機能を
失わせることができるスイッチング発現システムを用い
た作製法がより好ましく、かかるスイッチング発現シス
テムとしては、Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ発現システム（J. Mol
ecular Biology 150,467-486, 1981、J. Molecular Bio
logy 150, 487-507, 1981、「マウスラボマニュアル  
遺伝子の導入と解析を中心に」Ｐ２４５－２５０）や酵
母サッカロミセス・セレビシェのＦＬＰ／ＦＲＴ組換え
システム（J.Mol.Biol.284,363-384,1998）などを具体
的に挙げることができるがこれらに限定されるものでは
ない。具体的には、マウス遺伝子ライブラリーからＰＣ
Ｒ等の方法により得られた遺伝子断片を用いて、ＡＭＳ
Ｈ遺伝子をスクリーニングし、スクリーニングされたＡ
ＭＳＨ遺伝子を組換えＤＮＡ技術により、ＡＭＳＨ遺伝
子の全部又は一部を、例えばネオマイシン耐性遺伝子等
のマーカー遺伝子で置換し、５′末端側にジフテリアト
キシンＡフラグメント（ＤＴ－Ａ）遺伝子や単純ヘルペ
スウイルスのチミジンキナーゼ（ＨＳＶ－ｔｋ）遺伝子
等の遺伝子を導入してターゲティングベクターを作製
し、この作製されたターゲッティングベクターを線状化
し、エレクトロポレーション（電気穿孔）法等によって
ＥＳ細胞に導入し、相同的組換えを行い、その相同的組
換え体の中から、Ｇ４１８やガンシクロビア（ＧＡＮ
Ｃ）等の抗生物質に抵抗性を示すＥＳ細胞を選択する。
この選択されたＥＳ細胞が目的とする組換え体かどうか
をサザンブロット法等により確認することが好ましい。
【００１５】上記組換えＥＳ細胞をマウスの胚盤胞中に
マイクロインジェクションし、かかる胚盤胞を仮親のマ
ウスに戻し、キメラマウスを作製する。このキメラマウ
スを野生型のマウスと交配させると、ヘテロ接合体マウ
スを得ることができ、また、このヘテロ接合体マウス
（ＡＭＳＨ+/-）を交配させることによって、ＡＭＳＨ
ノックアウトマウス（ＡＭＳＨ-/-）を得ることができ
る。そして、かかるＡＭＳＨノックアウトマウスにおけ
るＡＭＳＨ遺伝子が染色体上で欠損していることを確認
する方法としては、例えば、上記の方法により得られた
マウスの尾からＤＮＡを単離してサザンブロット等によ
り調べる方法などを挙げることができる。また、本発明
のＡＭＳＨ－ＬＰノックアウトマウス（ＡＭＳＨ－ＬＰ
-/-）は、上記ＡＭＳＨノックアウトマウスの作製法と
同様な方法等によって作製することができる。
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【００１６】本発明のＡＭＳＨ及びＡＭＳＨ－ＬＰの遺
伝子機能が染色体上で欠損した非ヒト動物、すなわちＡ
ＭＳＨ・ＡＭＳＨ－ＬＰダブルノックアウトマウスの作
製法としては、ＡＭＳＨ及びＡＭＳＨ－ＬＰを発現する
機能を失ったダブルノックアウトマウスを作製すること
ができる方法であればどのような作製法でもよく、例え
ば、前記ＡＭＳＨヘテロ接合体マウス（ＡＭＳＨ+/-）
を、ＡＭＳＨ－ＬＰヘテロ接合体マウス（ＡＭＳＨ－Ｌ
Ｐ+/-）又はＡＭＳＨ－ＬＰホモ接合体マウス（ＡＭＳ
Ｈ－ＬＰ-/-）と交配させ、得られたＡＭＳＨ+/-・ＡＭ
ＳＨ－ＬＰ+/-マウス又はＡＭＳＨ+/-・ＡＭＳＨ－ＬＰ
-/-マウスを用いて交配させることによりＡＭＳＨ・Ａ
ＭＳＨ－ＬＰダブルノックアウトマウス（ＡＭＳＨ-/-

・ＡＭＳＨ－ＬＰ-/-）を作製する方法等を挙げること
ができるが、前記のようにＣｒｅ／ｌｏｘＰ発現システ
ムや酵母サッカロミセス・セレビシェのＦＬＰ／ＦＲＴ
組換えシステム等のスイッチング発現システムを導入し
た作製方法であってもよい。
【００１７】本発明の細胞死誘導モデル非ヒト動物は、
海馬ニューロン細胞、大脳皮質ニューロン細胞、グリア
細胞等の神経系細胞や、Ｔ細胞又はＢ細胞等のリンパ球
系細胞、単球、マクロファージ、好塩基球、好酸球、マ
スト細胞、好中球、巨核球、赤血球等の造血性前駆細胞
などの免疫系細胞において特異的に細胞死を誘導するモ
デルや、サイトカイン情報伝達を研究・解析するモデル
や、Ｔ細胞分化増殖におけるメカニズムを研究するモデ
ルや、ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子機能
の欠損に起因する疾患、例えば脳神経系における疾患の
発症過程、解析、治療等を研究するモデルなどに有用で
ある。また、これら遺伝子機能欠損マウスが摂食能力を
欠除していることから、摂食に関わる中枢神経系の異常
を伴う疾患に対する治療方法の開発等において有用であ
り、かかる知見は本発明によりはじめて明らかにされた
ものである。かかる細胞死誘導モデル非ヒト動物を用い
ると、ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子機能
の欠損に起因する疾患、例えば、成長遅延、末梢神経反
射の異常、眼瞼下垂等の異常や、大脳皮質、顔面神経
核、海馬等の脳神経組織に特異的な細胞の細胞死など脳
神経系における疾患に対する治療に有用な薬剤、すなわ
ち細胞死促進又は抑制物質などをスクリーニングするこ
とができる。
【００１８】本発明における、細胞死促進又は抑制物質
のスクリーニング方法としては、本発明の細胞死誘導モ
デル非ヒト動物に被検物質を投与する方法や、細胞死誘
導モデル非ヒト動物由来の組織、器官、若しくは細胞を
被検物質と接触させる方法を挙げることができる。細胞
死誘導モデル非ヒト動物由来の組織、器官、若しくは細
胞を被検物質と接触させる方法としては、細胞死誘導モ
デル非ヒト動物、例えば、前記ＡＭＳＨノックアウトマ
ウス由来の組織、器官、又は細胞を被検物質と接触さ
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せ、該細胞における細胞生存率の測定・評価する方法を
具体的に例示することができ、また、細胞死誘導モデル
非ヒト動物に被検物質を投与する方法としては、例え
ば、前記ＡＭＳＨノックアウトマウスに被検物質を投与
し、該非ヒト動物由来の組織、器官、又は細胞における
細胞生存率を測定・評価する方法や、前記ＡＭＳＨノッ
クアウトマウスに被検物質を投与し、該非ヒト動物にお
ける寿命の変化、成長の変化、組織の形態変化、末梢神
経反射の変化の程度を測定・評価する方法などを具体的
に挙げることができるが、これらに制限されるものでは
ない。なお、上記スクリーニングに際して、細胞死誘導
モデル非ヒト動物と同腹の野生型マウスと比較評価する
ことが好ましい。
【００１９】本発明の細胞死促進又は抑制物質などのス
クリーニング方法により得られる、細胞死促進又は抑制
物質としては、神経細胞栄養因子様物質、グリア細胞様
由来神経栄養因子（ＧＤＮＦ）ファミリー分子、ＴＮＦ
ファミリー分子等のアポトーシス誘導分子等を挙げるこ
とができる。また、本発明のＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳ
Ｈ－ＬＰの欠損に起因する疾患に対する治療薬として
は、上記細胞死抑制物質などを有効成分とする治療薬で
あれば特に制限されるものではなく、かかる治療薬を哺
乳動物等に適宜量及び方法で投与することにより、上記
ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの欠損に起因する疾
患を治療することができる。
【００２０】さらに本発明のＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳ
Ｈ－ＬＰのタンパク質をコードするＤＮＡ又はＲＮＡの
アンチセンス鎖の全部又は一部をＡＭＳＨ及び／又はＡ
ＭＳＨ－ＬＰの欠損に起因する疾患の診断用プローブと
することができ、また、このＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳ
Ｈ－ＬＰの欠損に起因する疾患の診断用プローブを含む
ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの欠損に起因する疾
患の診断用キットを用いることにより、例えば、成長遅
延、末梢神経反射の異常、眼瞼下垂等の異常や、大脳皮
質、顔面神経核、海馬等の脳神経組織に特異的な細胞の
細胞死など脳神経系における疾患等のＡＭＳＨ及び／又
はＡＭＳＨ－ＬＰの欠損に起因する疾患を診断すること
ができる。上記診断用プローブとしては、ＡＭＳＨ及び
又はＡＭＳＨ－ＬＰをコードするＤＮＡ（ｃＤＮＡ）又
はＲＮＡ（ｃＲＮＡ）のアンチセンス鎖の全部又は一部
であり、プローブとして成立する程度の長さ（少なくと
も２０ベース以上）を有するものが好ましい。上記ＡＭ
ＳＨ－ＬＰとしては、配列番号２、４又は６に示される
アミノ酸配列からなるタンパク質（それぞれGenBank Ac
cession number AB010120、AB010121、AB010122）を具
体的に挙げることができ、また、ＡＭＳＨ－ＬＰをコー
ドするＤＮＡとしては、配列番号１、３又は５に示され
る塩基配列からなるＤＮＡ（GenBank Accession number
 AB010120、AB010121、AB010122）を具体的に挙げるこ
とができる。かかる検出に用いられる検体としては、被
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験者の細胞、例えば血液、尿、唾液、組織等の生検から
得ることができるゲノムＤＮＡや、ＲＮＡ又はｃＤＮＡ
を具体的に挙げることができるがこれらに限定されるも
のではなく、かかる検体を使用する場合、ＰＣＲ等によ
り増幅したものを用いてもよい。
【００２１】本発明のタンパク質としては、配列番号２
で示されるヒトＡＭＳＨ－ＬＰや、配列番号４又は６で
示されるマウスＡＭＳＨ－ＬＰや、配列番号２、４又は
６で示されるアミノ酸配列において、１若しくは数個の
アミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列
からなり、かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有するタンパク質
等のＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有するタンパク質を挙げるこ
とができる。そして、上記本発明の対象となるタンパク
質はそのＤＮＡ配列情報等に基づき公知の方法で調製す
ることができ、その由来は特に制限されるものではな
い。
【００２２】本発明の対象となるＤＮＡとしては、上記
タンパク質をコードするものであればどのようなもので
もよく、例えば、配列番号２に示されるヒトＡＭＳＨ－
ＬＰをコードするＤＮＡや、配列番号４又は６に示され
るマウスＡＭＳＨ－ＬＰをコードするＤＮＡや、配列番
号２、４又は６に示されるアミノ酸配列において、１若
しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加された
アミノ酸配列からなり、かつＡＭＳＨ－ＬＰ活性を有す
るタンパク質をコードするＤＮＡや、配列番号１、３若
しくは５に示される塩基配列又はその相補的配列並びに
これらの配列の一部又は全部を含むＤＮＡを具体的に挙
げることができる。これらはそのＤＮＡ配列情報等に基
づき、例えばヒト、マウス等の遺伝子ライブラリーやｃ
ＤＮＡライブラリーなどから公知の方法により調製する
ことができる。
【００２３】また、配列番号１、３若しくは５に示され
る塩基配列又はその相補的配列並びにこれらの配列の一
部又は全部をプローブとして、各種ＤＮＡライブラリー
に対してストリンジェントな条件下でハイブリダイゼー
ションを行ない、該プローブにハイブリダイズするＤＮ
Ａを単離することにより、ヒトＡＭＳＨ－ＬＰ、マウス
ＡＭＳＨ－ＬＰ等と同効な目的とするＡＭＳＨ－ＬＰ活
性を有するタンパク質をコードするＤＮＡを得ることも
できる。こうして得られるＤＮＡも本発明の範囲であ
る。かかる本発明のＤＮＡを取得するためのハイブリダ
イゼーションの条件としては、例えば、４２℃でのハイ
ブリダイゼーション、及び１×ＳＳＣ、０．１％のＳＤ
Ｓを含む緩衝液による４２℃での洗浄処理を挙げること
ができ、６５℃でのハイブリダイゼーション、及び０．
１×ＳＳＣ，０．１％のＳＤＳを含む緩衝液による６５
℃での洗浄処理をより好ましく挙げることができる。な
お、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーに影
響を与える要素としては、上記温度条件以外に種々の要
素があり、当業者であれば、種々の要素を適宜組み合わ
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せて、上記例示したハイブリダイゼーションのストリン
ジェンシーと同等のストリンジェンシーを実現すること
が可能である。
【００２４】
【実施例】以下に、実施例を揚げてこの発明を更に具体
的に説明するが、この発明の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（ＡＭＳＨ欠損マウスの作製）
ヒトＡＭＳＨ ｃＤＮＡをプローブとして、１２９／Ｓ
ｖマウス遺伝子ライブラリーをスクリーニングすること
によって、ＡＭＳＨ遺伝子のゲノムＤＮＡクローンを単
離した。単離した３つのクローンのゲノム配列は一部重
複しており、ＡＭＳＨの５′－非コードエクソンを含む
少なくとも６個のエクソンを有していた。ターゲッティ
ングベクターは、１２９／Ｓｖマウス遺伝子ライブラリ
ー由来の４．１ｋｂ（Sma I-Sca I）及び４．８ｋｂ（B
amH I-BamH I）の遺伝子配列の間に位置する、第４イン
トロンの０．６ｋのHind III-BamH I遺伝子断片をネオ
マイシン耐性（ＰＧＫ－ｎｅｏ）カセットに置換し（図
１Ｂ）、また、エクソン５の上流のエクソン３及び４を
含んだネオマイシン耐性カセットの側面にｌｏｘＰを挿
入し、さらに、ネガティブ選択マーカーとして、ポリＡ
領域を有さないジフテリアトキシンＡ鎖遺伝子カセット
を挿入することによってマウスＡＭＳＨ遺伝子のターゲ
ッティングベクターを作製した（図１Ａ及び１Ｂ）。
【００２５】上記ターゲティングベクターを線状化した
後、エレクトロポレーション法により１２９／Ｓｖ由来
のＪ１ ＥＳ細胞に導入し、Ｇ４１８耐性ＥＳクローン
を選択し（Mol. Cell. Biol. 20, 9346-9355, 2000、J.
 Exp. Med. 191, 365-374, 2000、Blood 87, 956-967, 
1996）、サザンブロットハイブリダイゼーション法によ
って相同的組換え体を確認した。得られた３つの変異体
アレルを有するＧ４１８耐性ＥＳクローンに、β－アク
チンプロモーターによって誘導されるリコンビナーゼＣ
ｒｅ発現ベクターpCXN2-Creを一過性にトランスフェク
ションした後、ネオマイシン耐性カセットが除去された
Ｇ４１８感受性ＥＳクローンを選択し、サザンブロット
ハイブリダイゼーション法とＰＣＲ法によって、２つの
ｌｏｘＰ配列間のＰＧＫ－ｎｅｏカセット ３．７ｋｂ
断片が除去されていることを確認した。得られた２つの
Ｇ４１８感受性ＥＳクローンをＣ５７ＢＬ／６胚盤胞に
注入し、仮親に移植することによってキメラマウスを作
製した。かかる雄のキメラマウスを雌のＣ５７ＢＬ／６
マウスと交配させ、ＡＭＳＨの変異を有するＦ１へテロ
接合体マウスをサザンブロットハイブリダイゼーション
法により同定し、また、Ｆ１へテロ接合体マウスを交配
させることによってＦ２ホモ接合体を作製した。
【００２６】上記作製したＦ２マウス［Ｆ１ヘテロ接合
体マウスの交配により得られた、野生型マウス（＋／
＋）、ホモ接合体マウス（－／－）及びヘテロ接合体マ
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ウス（－／－）］の遺伝子型の決定は、上記Ｆ２マウス
の尾から得た生検標本を用いてサザンブロットハイブリ
ダイゼーション法及びＰＣＲ法により行った。なお、上
記ＰＣＲのオリゴヌクレオチドプライマーとしては、５
ＡＭ（5'-TCCCACCTCCTCTTGCTATTTCATACCC-3'：配列番号
７）及び３Ｌ（5'-ACTTGACAGACTTTAGAATCACCCAGAA-3'：
配列番号８）を用いた（図１Ｂ）。その結果を図１Ｃに
示す。なお、図１Ｃ中の８．０ｋｂ及び１３．０ｋｂの
バンドはそれぞれ変異型アレルと野生型アレルを示す。
このことから、上記２つのＧ４１８感受性ＥＳクローン
の１つから作製したキメラマウスが、変異体アレルを子
孫に遺伝しているのが確認できた。
【００２７】次に野生型マウス（＋／＋）とホモ接合体
マウス（－／－）におけるＡＭＳＨの発現を調べるた
め、各マウスの脳由来の全ＲＮＡを用いてノーザンブロ
ット分析を行った。各マウスの脳由来の全ＲＮＡをTRIz
ol（Life Technologies, Inc.社製）を用いて抽出し、
得られた２０μｇのＲＮＡを電気泳動にかけ、Hybond-N
Nylon membrane（Amersham Pharmacia Biotech社製）に
ブロットした。その後、あらかじめRandom primer DNA 
labeling kit Ver.2（Takara Biomedicals社製）によっ
て、［α－32Ｐ］ｄＣＴＰ（Amersham Pharmacia Biote
ch社製）で標識されたプローブを用いてハイブリダイゼ
ーションを行った。なお、プローブとしては図１Ｂに示
されるＡＭＳＨ ｃＤＮＡの１．６ｋｂｐ断片と、文献
（J. Biol. Chem. 274, 19129-19135, 1999）記載のβ
－アクチンプローブを用いた。ハイブリダイゼーション
は、ハイブリダイゼーション溶液［５０％のホルムアミ
ド、５×Denhardt溶液、５×ＳＳＣ、０．１％のＳＤ
Ｓ、２０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、及び
超音波処理及び変性させた２００μｇ／ｍｌのサケ精子
ＤＮＡ］中で２０時間４２℃で行い、ハイブリダイズし
たメンブレンを洗浄溶液［０．２×ＳＳＣ及び０．１％
のＳＤＳ］にて６５℃で３回洗浄した。洗浄後、バイオ
－イメージアナライザーMacBAS1500（富士フイルム社
製）により放射能を検出した。その結果を図１Ｄに示
す。この結果、ホモ接合体マウスにおいてＡＭＳＨの発
現がみられなかったことから、ＡＭＳＨ ｍＲＮＡが変
異したことによりＡＭＳＨの発現が不安定になったと考
えられる（図１Ｄ）。以上のことから、ＡＭＳＨ遺伝子
の相同的変異がマウスにおけるＡＭＳＨの欠損を引き起
こすことが明らかとなった。
【００２８】実施例２（ＡＭＳＨ欠損マウスの遺伝子
型）
新生児ＡＭＳＨ欠損マウスを同腹子の野生型マウスと比
較しても形態的異常は見られなかった。ＡＭＳＨ+/-の
交配により生まれた新生児マウス（ｎ＝２３７）の遺伝
子型を分析したところ、メンデル比はＡＭＳＨ+/+マウ
ス（２４．０％）、ＡＭＳＨ+/-マウス（５２．３
％）、ＡＭＳＨ-/-マウス（２３．６％）と予想どおり
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であった。これは、ＡＭＳＨが胚発生には重要でないこ
とを示している。しかし、ＡＭＳＨ-/-マウス（－／
－；○）は生後日数（Ｐ）１９からＰ２３の間に全て死
亡した（２０．８±１．１）（図２Ａ）。かかるマウス
を解剖してみると胃の中身が空だったことから、餓死し
たと考えられた。また、ＡＭＳＨ-/-マウスは、Ｐ７に
はかなりの成長遅滞を示し、Ｐ１６以降において体重が
減少し始めているのが確認できた（図２Ｂ）。Ｐ１５に
おけるＡＭＳＨ-/-マウスは、尾を使って体をつり下げ
る際に、後肢が胴体方向に収縮するという神経異常を示
していた。Ｐ１６では１／３のＡＭＳＨ-/-マウスにお
いて上まぶたの垂下（眼瞼下垂）が見られた。組織病理
学的に１２日齢のＡＭＳＨ-/-マウスを解析したとこ
ろ、テストした組織のうち、脳以外の組織（胸腺、脾
臓、肝臓、肺、心臓、腎臓、腸管、結腸、及び胃）にお
いては何ら異常が見られなかった。なお、ＡＭＳＨ+/-

マウス（＋／－；■）の生存率及び成長率は、その同腹
子の野生型マウス（＋／＋；●）のものとはっきりとし
た違いは確認できなかった（図２Ａ及び２Ｂ）。
【００２９】従来、ＡＭＳＨはＩＬ－２やＧＭ－ＣＳＦ
などのサイトカイン受容体における下流のシグナル伝達
分子であるとしてクローニングされた（J. Biol. Chem.
 274, 19129-19135, 1999）。このことから、ＡＭＳＨ
の欠損が、Ｔリンパ球及びＢリンパ球の発達や、サイト
カイン又は抗ＣＤ３抗体の刺激に対するＴ細胞の増殖反
応に影響あるかどうかを調べてみた。１５日齢のＡＭＳ
Ｈ-/-マウス又は野生型マウス由来の胸腺細胞又は脾臓
細胞を、３％のＦＣＳを添加したＰＢＳに懸濁させ、フ
ルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）又はフィ
コエリトリン（ＰＥ）で標識したモノクローナル抗体
（抗ＣＤ４モノクローナル抗体、抗ＣＤ８モノクローナ
ル抗体、抗Ｂ２２０モノクローナル抗体、抗ＣＤ３モノ
クローナル抗体）がかかる細胞表面で非特異的に結合す
るのを防ぐために、正常マウスの血清中であらかじめイ
ンキュベートし、胸腺細胞に対しては抗ＣＤ４モノクロ
ーナル抗体及び抗ＣＤ８モノクローナル抗体（共にPhar
mingen社製）を、脾臓細胞に対しては抗Ｂ２２０モノク
ローナル抗体及び抗ＣＤ３モノクローナル抗体（共にPh
armingen社製）を用いて４℃で３０分間二重染色した。
染色後ｍＡｂｓにより染色した細胞表面を、CellQuest 
Softwareを用いて２，３色のモードにし、FACSCalibur 
flow cytometer（Becton Dickinson Immunocytometry S
ystems, Inc.社製）で分析した。その結果を図３Ａに示
す。この結果、ＡＭＳＨ-/-マウス（ＡＭＳＨ-/-）由来
の胸腺細胞又は脾臓細胞において、野生型マウス（ＡＭ
ＳＨ+/+）のものと同様にＣＤ４、ＣＤ８、Ｂ２２０、
及びＣＤ３が発現していることから、ＡＭＳＨ-/-マウ
スと野生型マウスとの間において胸腺のＴ細胞部分母集
団や脾臓Ｂ細胞母集団には相違がないことがわかった
（図３Ａ）。
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【００３０】次にサイトカイン又は抗ＣＤ３抗体などの
刺激に対するＴ細胞の増殖反応を調べてみた。１２日齢
のＡＭＳＨ-/-マウス又は野生型マウス由来の脾臓細胞
（２×１０5細胞；図３Ｂ）、脾臓Ｔ細胞（２×１０5細
胞；図３Ｃ）又は胸腺細胞（５×１０5細胞；図３Ｄ）
を、１ウェルあたり２００μｌの培地（１０％のＦＣ
Ｓ、５０μＭの２－メルカプトメタノール、５０μＭの
ペニシリン、及び５０μＭのストレプトマイシンを添加
したＲＰＭＩ１６４０培地）が入った９６ウエルプレー
トに播き、ｒｈＩＬ－２（味の素社製）、組換えネズミ
ＩＬ－４（PeproTech社製）、抗ＣＤ３抗体（１４５．
２Ｃ１１）、又はコンカナバリンＡ（ＣｏｎＡ）の存在
下で４２時間培養した。培養後、かかる細胞を［3Ｈ］
－チミジンで標識して６時間後に回収し、［3Ｈ］－チ
ミジンの摂取量をMicroBeta liquidscintillation coun
ter（Amersham Pharmacia Biotech社製）で計測した。
その結果をそれぞれ図３Ｂ～Ｄに示す。これらのことか
ら、ＡＭＳＨ-/-マウス由来の脾臓細胞、脾臓Ｔ細胞、
又は胸腺細胞は、野生型マウス由来の細胞と同様に、Ｃ
ｏｎＡ、ＩＬ－４、ＩＬ－２、抗ＣＤ３抗体、又はこれ
らを組み合わせた刺激物に対する増殖反応が確認でき
た。以上のことから、Ｔ細胞とＢ細胞の発達や、サイト
カイン又は抗ＣＤ３抗体などの刺激に対するＴ細胞増殖
反応において、ＡＭＳＨが重要でないことが明らかとな
った。
【００３１】実施例３（ＡＭＳＨ-/-脳の組織病理学的
異常）
次に、ＡＭＳＨ-/-マウスの脳標本を組織病理学的に分
析し、ＡＭＳＨ+/+マウスのものと比較するため、市販
のキット（TACS2 TdT-Blue Label In Situ Apoptosis D
etection Kit; TREVIGEN Instructions）に添付された
プロトコルに従い、ＴＵＮＥＬ染色を行った。胚齢１
９．５日、６日齢、及び１６日齢の上記各マウスからそ
れぞれ脳切片を作製し、各脳切片を脱パラフィン処理及
び再水化した後、かかる脳切片をプロテナーゼＫを含む
ＰＢＳ溶液中で１５分間分解反応を行い、水道水（tap 
H
2
O）を加えることによって反応を終了させた。かかる
脳切片を１×ＴｄＴ（ターミナルトランスフェラーゼ）
標識緩衝液で５分間処理し、続いてＴｄＴ、ビオチン化
ｄＵＴＰ、及び塩化マンガンを含む１×ＴｄＴ標識緩衝
液中にて３７℃の加湿室中で１時間インキュベーション
した。１×ＴｄＴストップバッファーで反応を終了させ
た後、かかる切片をストレプトアビジン結合西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ及びTACS Blue Label（TREVIGEN社
製）で処理することにより、ＡＭＳＨのＤＮＡを視覚化
した。また、上記切片をNuclear Fast Red（Sigma社
製）により対比染色した。その結果を図４（参考写真１
参照）に示す。
【００３２】胚齢１９．５日（Ｅ１９．５）のＡＭＳＨ
-/-マウス胚由来の海馬及び大脳皮質を含む脳切片にお
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いては、野生型マウス（ＡＭＳＨ+/+）のものと違いは
確認できなかった（図４Ａ及び４Ｂ）。しかし、Ｐ６の
ＡＭＳＨ-/-マウスでは、大脳皮質が正常であるにもか
かわらず、海馬ＣＡ１ニューロンがかなり消失していた
（図４Ｃ～４Ｆ）。Ｐ１６のＡＭＳＨ-/-マウスでは、
海馬ＣＡ１の一部が完全に失われており、大脳皮質のニ
ューロン数が激減していた（図４Ｇ～４Ｊ）。これに対
して、Ｐ１６の小脳皮質（図４Ｋ及び４Ｌ）や嗅球を含
む脳切片では、ＡＭＳＨが多量に発現していたが、組織
病理学的異常は全く認められなかった。
【００３３】Ｐ６の野生型マウス及びＡＭＳＨ-/-マウ
スの海馬ＣＡ１の一部を高倍率で拡大し比較した結果、
ＡＭＳＨ-/-マウスにおいて数個の核が萎縮したニュー
ロンがはっきりと認められた（図５上段：参考写真２参
照）。また、ニューロン消失における機構を調べるた
め、上記各マウスの海馬ＣＡ１の一部をＴＵＮＥＬ染色
した。ＴＵＮＥＬ陽性細胞は、ＡＭＳＨ-/-マウス海馬
ＣＡ１部分体中には認められたが、野生型マウスでは認
められなかった（図５中段及び下段：参考写真２参
照）。このことは、ＡＭＳＨ-/-マウスにおけるニュー
ロンの退化及び亡失が細胞死によるものであることを示
唆している。
【００３４】実施例４（野生型マウス脳におけるＡＭＳ
Ｈ ｍＲＮＡの発現）
脳におけるＡＭＳＨ ｍＲＮＡの発現を調べるため、図
６Ａに示される胚齢１８．５日（Ｅ．１８．５）から生
後日数５６日（Ｐ５６）の各Ｃ５７ＢＬ／６マウスの全
脳を採取し、ノーザンブロット分析を実施例１と同様に
行った（図６Ａ：参考写真３参照）。その結果、ＡＭＳ
Ｈ ｍＲＮＡの発現レベルは、Ｅ１８．５においてもっ
とも高く、それからＰ１５までは徐々に減少し、以後Ｐ
５６まで一定のレベルでＡＭＳＨ ｍＲＮＡの発現が保
たれていた。このことから、ＡＭＳＨが胚発生段階と生
後直後で機能しているのがわかった。
【００３５】次に、脳内におけるＡＭＳＨの転写による
発現と局在性を調べるために、文献（Brain Res. Mol. 
Brain Res. 25, 364-368, 1994、Brain Res. Mol. Brai
n Res. 54, 311-315, 1998）記載の方法に変更を加え、
マウスＡＭＳＨのin siteハイブリダイゼーションを行
った。さまざまな発生段階の野生型マウス胚の全凍結
体、又は出生後のさまざまな時期における野生型マウス
由来の脳組織を、クリオスタット上で３０μｍの厚さに
切り分け、各切片を４％のパラホルムアルデヒド／０．
１Ｍのリン酸ナトリウム緩衝液（ＰＢ；ｐＨ７．２）で
固定した後、０．２５％の無水酢酸を含む０．１Ｍのト
リエタノールアミン（ｐＨ ８．０）でアセチル化し、
プレハイブリダイゼーション溶液［５０％の脱イオンホ
ルムアミド、４×ＳＳＣ、０．０２％のフィコール、１
％のサルコシル（Ｎ－ラウリルサルコシン酸ナトリウ
ム）、０．１ＭのＰＢ、及び１００μｇ／ｍｌのｔ－Ｒ
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ＮＡを含んだ緩衝液］中で１時間反応させたインキュベ
ートした。その後、１０％の硫酸デキストラン、１００
ｍＭのジチオトレイトール、及び35Ｓ標識ＡＭＳＨオリ
ゴヌクレオチドプローブを添加したプレハイブリダイゼ
ーション緩衝液中で、ハイブリダイゼーションを４２℃
で一晩行い、かかる切片を０．１×ＳＳＣ／０．１％の
サルコシルにより５０℃で３０分間、４回洗浄した。室
温で２週間、Hyperfilm β-max（Amersham Pharmacia B
iotech社製）に露光し、NTB2 nuclear track emulsion
（Kodak社製）を用いて４℃で３週間オートラジオグラ
フィーを行った。その結果を図６Ｂ（参考写真３参照）
に示す。この結果から、胚齢１４日（Ｅ１４）の野生型
マウス胚の脳における大脳皮質や脳室の広範囲にわたっ
て、ＡＭＳＨ ｍＲＮＡの発現が認められた。Ｐ１０の
野生型マウスでは、嗅球、大脳皮質、海馬及び小脳にお
いてもその発現が認められた。Ｐ５６の野生型マウスに
おけるＡＭＳＨの転写は、Ｐ１０のマウス脳と同様の場
所で確認できたが、発現レベルは著しく低下していた。
また、ＡＭＳＨ転写の局在は、ＡＭＳＨ欠損マウスの脳
で見られたニューロン亡失の局在と一致していた。これ
らのことは、海馬と大脳における新生ニューロンの生存
にＡＭＳＨが関与していることを示唆している。
【００３６】実施例５（ＡＭＳＨ欠損マウス由来一次ニ
ューロンの生存機能障害）
海馬ＣＡ１ニューロンは、低血糖、無酸素又は代謝など
のストレスによって細胞死が誘導されることが知られて
いる（Exp. Brain Res. 88, 91-105, 1992、Exp. Neuro
l. 162, 1-12, 2000、Neuroscience 90, 1325-1338, 19
99、J. Neurosci. 18, 5151-5159, 1998、Brain Res. 6
71, 305-308, 1995、J. Neurosci. 15,1001-1011, 199
5）。そこで、ＡＭＳＨ欠損マウスにおける海馬ニュー
ロンの亡失が、上記ストレスによって引き起こされた可
能性を否定するために、胚齢１８．５日の野生型マウス
胚又はＡＭＳＨ-/-マウス胚から単離した海馬ニューロ
ンの初代培養を、以下の方法で実施した。胚齢１８．５
日の野生型マウス（ＡＭＳＨ+/+）又はＡＭＳＨ-/-マウ
ス（ＡＭＳＨ-/-）胚由来の海馬を切開してはさみで細
かく切り刻み、カルシウム及びマグネシウム不含のＨａ
ｎｋ’ｓ平衡塩溶液中で9-in siliconized Pasteur pip
etを用いて粉砕することにより、初代海馬ニューロンを
単離した。ポリ－D－リジンでコーティングされたプレ
ート（Falcon社製）に、０．５ｍＭのＬ－グルタミン及
びＢ２７サプリメント（Life Technologies, Inc社製）
を含むNEUROBASAL MEDIUM（Life Technologies, Inc社
製）を入れ、上記細胞を、細胞密度が６００～８００個
／ｍｍ2となるように播き、５％のＣＯ

2
と９５％の室内

空気との加湿環境条件下にて３７℃で培養した。その結
果、インビトロで培養直後、ＡＭＳＨ欠損マウス胚由来
の海馬ニューロンは死滅したが、野生型マウス胚由来の
海馬ニューロンは死滅せず、少なくとも８日間はニュー
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ロン細胞へと分化していた（図７：参考写真４参照）。
これらのことから、ＡＭＳＨがニューロン細胞の生存に
おいて重要な役割を果たしていることがわかった。
【００３７】神経成長因子（ＮＧＦ）（Neurobiol. 10,
 381-391, 2000、Brain Res. Mol.Brain Res. Rev. 30,
 176-188, 1999、Cell 77, 627-638, 1994）、形質転換
成長因子β（ＴＧＦβ）（J. Neurochem. 75, 2227-224
0, 2000、Nat. Neurosci.3, 1085-1090, 2000、Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 91, 12599-12603, 1994）、腫瘍
壊死因子α（ＴＮＦα）（Neuron 12, 139-153, 1994、
J. Biol. Chem. 274, 8531-8538, 1999、Eur. J. Neuro
sci. 12, 3863-3870, 2000）、及び脳由来神経栄養因子
（ＢＤＮＦ）（Cell 77, 627-638, 1994）等のサイトカ
インは、インビボ及びインビトロにおいてニューロン細
胞の生存と分化に重要な役割を果たしていることが知ら
れている。そこで、ＡＭＳＨの機能に関するニューロン
細胞の生存における機構を解明するために、上記サイト
カインがインビトロにおいてＡＭＳＨ欠損マウスにおけ
るニューロンの細胞死に効果があるかどうかを調べてみ
た。上記胚齢１８．５日の野生型マウス（ＡＭＳ
Ｈ+/+）又はＡＭＳＨ-/-マウス（ＡＭＳＨ-/-）胚由来
の海馬ニューロンの初代培養細胞を、ネズミ由来のＮＧ
Ｆ（Life Technologies, Inc社製）、組換えヒト脳由来
神経栄養因子（ＢＤＮＦ、PeproTech, Inc社製）、組換
えヒトＴＧＦβ１（PeproTech, Inc社製）、又は組換え
ネズミＴＮＦα（PeproTech, Inc社製）の存在下で上記
と同様に培養した。その後、Fluoroskan Ascent（Labsy
stems社製）のプロトコルマニュアルに従って、図８に
示される時期に各培養ウェルに最終濃度が１０％となる
ようにAlamar blue fluorescent dye（Alamar Bioscien
ces社製）を添加し、各種細胞を暗所下において３７℃
で１２０分間インキュベートした後、細胞の生存率及び
ミトコンドリア活性を測定した。なお、生存能力指数
（実験ウェルの平均強度－ブランクの平均強度）は、５
４４ｎｍの光により励起された各ウェルの蛍光強度（５
９０ｎｍ）をFluoroskan Ascent（Labsystems社製）に
より測定し、生存指数を次式により求めた。
【００３８】
【数１】

【００３９】上記の結果を図８に示す。これらの結果か
ら、ＴＧＦβ、ＴＮＦα、ＮＧＦ及びＢＤＮＦを用いて
ＡＭＳＨ+/+マウス由来の海馬ニューロンを刺激する
と、生存指数が上昇するのが確認できた。しかし、ＡＭ
ＳＨ-/-マウス由来の海馬ニューロンでは、上記いずれ
のサイトカインを用いても、生存指数は上昇しなかっ
た。以上のことから、ＡＭＳＨ-/-マウスにおける海馬
ニューロンの細胞死には上記サイトカインでは効果がな
いことがわかった。

20
【００４０】実施例６（ＡＭＳＨ－ＬＰ欠損マウスの作
製）
データベース上の検索からＡＭＳＨと相同性の高いもう
一つの分子ＡＭＳＨ－ＬＰ（AMSH-like protein）を同
定し、全長のｃＤＮＡをマウスｃＤＮＡライブラリーか
ら単離した。なお、同定したヒト由来のＡＭＳＨ－ＬＰ
遺伝子のＤＮＡ配列を配列番号１に、マウス由来のＡＭ
ＳＨ－ＬＰ遺伝子のＤＮＡ配列を配列番号３及び５に、
これら遺伝子がコードするＡＭＳＨ－ＬＰのアミノ酸配
列をそれぞれ配列番号２、４及び６に示す。かかるＡＭ
ＳＨ ｃＤＮＡは分子量約５５ｋＤの蛋白を発現し、Ａ
ＭＳＨと同様に核移行シグナル様配列と、ＳＴＡＭ－Ｓ
Ｈ３との結合配列とを持っている。このことから、本発
明者らは、ＡＭＳＨ－ＬＰがＡＭＳＨと重複した機能を
持ち、ＡＭＳＨの機能を代償しＡＭＳＨ欠損マウスで神
経系以外の異常を認めなかったのではないかと考え、実
施例１に記載の方法と同様にＡＭＳＨ－ＬＰ欠損マウス
を作製した。まず、ＡＭＳＨ－ＬＰのｃＤＮＡをプロー
ブにＡＭＳＨ－ＬＰ遺伝子を１２９／Ｓｖマウス遺伝子
ライブラリーから単離し、得られたＡＭＳＨ－ＬＰ遺伝
子を用いてターゲティングベクターを作製し、ＥＳ細胞
に導入した後スクリーニングすることによってＡＭＳＨ
－ＬＰヘテロＥＳ細胞を得た。得られたヘテロＥＳ細胞
を用いてキメラマウスを作製し、かかる雄のキメラマウ
スを雌のＣ５７ＢＬ／６マウスと交配させ、ＡＭＳＨ－
ＬＰの変異を有するＦ１へテロ接合体マウスをサザンブ
ロットハイブリダイゼーション法により同定し、また、
Ｆ１へテロ接合体マウス（ＡＭＳＨ－ＬＰ+/-）を交配
させることによってＦ２ホモ接合体（ＡＭＳＨ－ＬＰ
-/-）を作製した。
【００４１】実施例７（ＡＭＳＨ・ＡＭＳＨ－ＬＰ二重
欠損マウスの作製）
ＡＭＳＨホモ欠損マウスは正常に生まれるが、生後３週
で死亡するため子孫を残すことはできない。従ってＡＭ
ＳＨヘテロ接合体マウス（ＡＭＳＨ+/-）とＡＭＳＨ－
ＬＰヘテロ接合体マウス（ＡＭＳＨ－ＬＰ+/-）を交配
させることによってＡＭＳＨ+/-・ＡＭＳＨ－ＬＰ+/-マ
ウスを作製し、かかるマウスをインタークロスさせるこ
とによってＡＭＳＨ・ＡＭＳＨ－ＬＰ二重欠損マウス
（ＡＭＳＨ-/-・ＡＭＳＨ－ＬＰ-/-）を作製した。
【００４２】
【発明の効果】本発明の細胞死誘導モデル非ヒト動物
は、海馬ニューロン細胞、大脳皮質ニューロン細胞、グ
リア細胞等の神経系細胞や、Ｔ細胞又はＢ細胞などのリ
ンパ球系細胞、単球、マクロファージ、好塩基球、好酸
球、マスト細胞、好中球、巨核球、赤血球などの造血性
前駆細胞等の免疫系細胞において特異的に細胞死を誘導
するモデルや、サイトカイン情報伝達を研究・解析する
モデルや、Ｔ細胞分化増殖におけるメカニズムを研究す
るモデルや、ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝



(12) 特開２００３－１８９４４
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子機能の欠損に起因する疾患、例えば脳神経系における
疾患の発症過程、解析、治療等を研究するモデルなどに
有用であり、またかかる細胞死誘導モデル非ヒト動物を
用いると、ＡＭＳＨ及び／又はＡＭＳＨ－ＬＰの遺伝子
機能の欠損に起因する疾患、例えば、成長遅延、末梢神
経反射の異常、眼瞼下垂等の異常や、大脳皮質、顔面神

22
経核、海馬等の脳神経組織に特異的な細胞の細胞死など
脳神経系における疾患に対する治療に有用な薬剤、すな
わち細胞死促進又は抑制物質などをスクリーニングする
ことができる。
【００４３】
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
               

<110> JAPAN SCIENCE AND TECHNOL
OGY CORPORATION
<120> Apoptosis-induced model n
on-human animals
<130> A031P74
<140>
<141>
<160> 8 
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 1621
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> 
<221> CDS
<222> (34)..(1341)
<400> 1
cagtgaacat cctcatttca cagataagac aac 
atg gat cag cct ttt act gtg  54    
                                     Met Asp Gln Pro Phe
 Thr Val
                                       1               5
aat tct ctg aaa aag tta gct gct atg cct 
gac cat aca gat gtt tcc   102   
Asn Ser Leu Lys Lys Leu Ala Ala Met Pro 
Asp His Thr Asp Val Ser
         10                  15                  20 
cta agc cca gaa gag cga gtc cgt gcc cta 
agc aag ctt ggt tgt aat   150   
Leu Ser Pro Glu Glu Arg Val Arg Ala Leu 
Ser Lys Leu Gly Cys Asn
     25                  30                  35 
atc acc atc agt gaa gac atc act cca cga 
cgt tac ttt agg tct gga   198   
Ile Thr Ile Ser Glu Asp Ile Thr Pro Arg 
Arg Tyr Phe Arg Ser Gly
 40                  45                  50                  55

gta gag atg gag agg atg gcg tct gtg tat 
ttg gaa gaa gga aat ttg   246   
Val Glu Met Glu Arg Met Ala Ser Val Tyr 
Leu Glu Glu Gly Asn Leu
                 60                  65                  70 
gaa aat gcc ttt gtt ctt tat aat aaa ttt 
ata acc tta ttt gta gaa   294   
Glu Asn Ala Phe Val Leu Tyr Asn Lys Phe 
Ile Thr Leu Phe Val Glu
             75                  80                  85 
aag ctt cct aac cat cga gat tac cag caa 
tgt gca gta cct gaa aag   342   
Lys Leu Pro Asn His Arg Asp Tyr Gln Gln 
Cys Ala Val Pro Glu Lys
         90                  95                 100 
cag gat att atg aag aaa ctg aag gag att 
gca ttc cca agg aca gat   390   
Gln Asp Ile Met Lys Lys Leu Lys Glu Ile 
Ala Phe Pro Arg Thr Asp
    105                 110                 115 
gaa ttg aaa aac gac ctt tta aag aaa tat 
aac gta gaa tac caa gaa   438   
Glu Leu Lys Asn Asp Leu Leu Lys Lys Tyr 
Asn Val Glu Tyr Gln Glu
120                 125                 130                 1
35



(13) 特開２００３－１８９４４

tat ttg caa agc aaa aac aaa tat aaa gct 
gaa att ctc aaa aaa ttg   486   
Tyr Leu Gln Ser Lys Asn Lys Tyr Lys Ala 
Glu Ile Leu Lys Lys Leu
                140                 145                 150 
gag cat cag aga ttg ata gag gca gaa agg 
aag cgg att gct cag atg   534   
Glu His Gln Arg Leu Ile Glu Ala Glu Arg 
Lys Arg Ile Ala Gln Met
            155                 160                 165 
cgc cag cag cag cta gaa tcg gag cag ttt 
ctg ttt ttc gaa gat caa   582   
Arg Gln Gln Gln Leu Glu Ser Glu Gln Phe 
Leu Phe Phe Glu Asp Gln
        170                 175                 180 
ctc aag aag caa gag tta gcc cga ggt caa 
atg cga agt cag caa acc   630   
Leu Lys Lys Gln Glu Leu Ala Arg Gly Gln 
Met Arg Ser Gln Gln Thr
    185                 190                 195 
tca ggg ctg tca gag cag att gat ggg agc 
gct ttg tcc tgc ttt tcc   678   
Ser Gly Leu Ser Glu Gln Ile Asp Gly Ser 
Ala Leu Ser Cys Phe Ser
200                 205                 210                 2
15
aca cac cag aac aat tcc ttg ctg aat gta 
ttt gca gat caa cct aat   726   
Thr His Gln Asn Asn Ser Leu Leu Asn Val 
Phe Ala Asp Gln Pro Asn
                220                 225                 230 
aaa agt gat gca acc aat tat gct agc cac 
tct cct cct gta aac agg   774   
Lys Ser Asp Ala Thr Asn Tyr Ala Ser His 
Ser Pro Pro Val Asn Arg
            235                 240                 245 

gcc tta acg cca gct gct act cta agt gct 
gtt cag aat tta gtg gtt   822   
Ala Leu Thr Pro Ala Ala Thr Leu Ser Ala 
Val Gln Asn Leu Val Val
        250                 255                 260 
gaa gga ctg cga tgt gta gtt ttg cca gaa 
gat ctt tgc cac aaa ttt   870   
Glu Gly Leu Arg Cys Val Val Leu Pro Glu 
Asp Leu Cys His Lys Phe
    265                 270                 275 
ctg caa ctg gca gaa tct aat aca gtg aga 
gga ata gaa acc tgt gga   918   
Leu Gln Leu Ala Glu Ser Asn Thr Val Arg 
Gly Ile Glu Thr Cys Gly
280                 285                 290                 2
95
ata ctc tgt gga aaa ctg aca cat aat gaa 
ttt act att acc cat gta   966   
Ile Leu Cys Gly Lys Leu Thr His Asn Glu 
Phe Thr Ile Thr His Val
                300                 305                 310 
att gtg cca aag cag tct gcg gga cca gac 
tat tgt gac atg gag aat   1014  
Ile Val Pro Lys Gln Ser Ala Gly Pro Asp 
Tyr Cys Asp Met Glu Asn
            315                 320                 325 
gta gag gaa tta ttc aat gtt cag gat caa 
cat gat ctc ctc act cta   1062  
Val Glu Glu Leu Phe Asn Val Gln Asp Gln 
His Asp Leu Leu Thr Leu
        330                 335                 340 
gga tgg atc cat aca cat ccc act caa act 
gca ttt tta tcc agc gtt   1110  
Gly Trp Ile His Thr His Pro Thr Gln Thr 
Ala Phe Leu Ser Ser Val
    345                 350                 355 

gat ctt cac act cac tgt tcc tat caa ctc 
atg ttg cca gag gcc att   1158  
Asp Leu His Thr His Cys Ser Tyr Gln Leu 
Met Leu Pro Glu Ala Ile
360                 365                 370                 3
75
gcc att gtt tgc tca cca aag cat aaa gac 
act ggc atc ttc agg ctc   1206  
Ala Ile Val Cys Ser Pro Lys His Lys Asp 
Thr Gly Ile Phe Arg Leu
                380                 385                 390 



(14) 特開２００３－１８９４４

acc aat gct ggc atg ctt gag gtt tct gct 
tgt aaa aaa aag ggc ttt   1254  
Thr Asn Ala Gly Met Leu Glu Val Ser Ala 
Cys Lys Lys Lys Gly Phe
            395                 400                 405 
cat cca cac acc aag gag ccc agg ctg ttc 
agt ata tgc aaa cat gtg   1302  
His Pro His Thr Lys Glu Pro Arg Leu Phe 
Ser Ile Cys Lys His Val
        410                 415                 420 
ttg gta aaa gac ata aaa ata att gtg ttg 
gat ctg agg tgatatgttc    1351  
Leu Val Lys Asp Ile Lys Ile Ile Val Leu 
Asp Leu Arg 
    425                 430                 435 
tgaatgtaag caccgtcaac atcagacacc tact
catgga catgtggttg ccggattttc 1411  
ttaagatgtt tccagaaatg actgatattt tata
tttata cattttagat gacaaagctt 1471  
gatatttatt gctgtcgcac attttaaagt tttc
tttttg ggttgctctg tgtcaagaga 1531  
ggttacatgg tgttaaatcg gtacctgata atgt
acccaa atactatggc cagataataa 1591  
attgtgctgc aaacaaaaaa aaaaaaaaaa        
                          1621  

<210> 2
<211> 436
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Met Asp Gln Pro Phe Thr Val Asn Ser Leu 
Lys Lys Leu Ala Ala Met 
  1               5                  10                  15 
Pro Asp His Thr Asp Val Ser Leu Ser Pro 
Glu Glu Arg Val Arg Ala 
             20                  25                  30 
Leu Ser Lys Leu Gly Cys Asn Ile Thr Ile 
Ser Glu Asp Ile Thr Pro 
         35                  40                  45 
Arg Arg Tyr Phe Arg Ser Gly Val Glu Met 
Glu Arg Met Ala Ser Val 
     50                  55                  60 
Tyr Leu Glu Glu Gly Asn Leu Glu Asn Ala 
Phe Val Leu Tyr Asn Lys 
 65                  70                  75                  80
 
Phe Ile Thr Leu Phe Val Glu Lys Leu Pro 
Asn His Arg Asp Tyr Gln 
                 85                  90                  95 
Gln Cys Ala Val Pro Glu Lys Gln Asp Ile 
Met Lys Lys Leu Lys Glu 
            100                 105                 110 

Ile Ala Phe Pro Arg Thr Asp Glu Leu Lys 
Asn Asp Leu Leu Lys Lys 
        115                 120                 125 
Tyr Asn Val Glu Tyr Gln Glu Tyr Leu Gln 
Ser Lys Asn Lys Tyr Lys 
    130                 135                 140 
Ala Glu Ile Leu Lys Lys Leu Glu His Gln 
Arg Leu Ile Glu Ala Glu 
145                 150                 155                 1
60 
Arg Lys Arg Ile Ala Gln Met Arg Gln Gln 
Gln Leu Glu Ser Glu Gln 
                165                 170                 175 
Phe Leu Phe Phe Glu Asp Gln Leu Lys Lys 
Gln Glu Leu Ala Arg Gly 
            180                 185                 190 
Gln Met Arg Ser Gln Gln Thr Ser Gly Leu 
Ser Glu Gln Ile Asp Gly 
        195                 200                 205 
Ser Ala Leu Ser Cys Phe Ser Thr His Gln 
Asn Asn Ser Leu Leu Asn 
    210                 215                 220 
Val Phe Ala Asp Gln Pro Asn Lys Ser Asp 
Ala Thr Asn Tyr Ala Ser 



(15) 特開２００３－１８９４４

225                 230                 235                 2
40 
His Ser Pro Pro Val Asn Arg Ala Leu Thr 
Pro Ala Ala Thr Leu Ser 
                245                 250                 255 
Ala Val Gln Asn Leu Val Val Glu Gly Leu 
Arg Cys Val Val Leu Pro 
            260                 265                 270 

Glu Asp Leu Cys His Lys Phe Leu Gln Leu 
Ala Glu Ser Asn Thr Val 
        275                 280                 285 
Arg Gly Ile Glu Thr Cys Gly Ile Leu Cys 
Gly Lys Leu Thr His Asn 
    290                 295                 300 
Glu Phe Thr Ile Thr His Val Ile Val Pro 
Lys Gln Ser Ala Gly Pro 
305                 310                 315                 3
20 
Asp Tyr Cys Asp Met Glu Asn Val Glu Glu 
Leu Phe Asn Val Gln Asp 
                325                 330                 335 
Gln His Asp Leu Leu Thr Leu Gly Trp Ile 
His Thr His Pro Thr Gln 
            340                 345                 350 
Thr Ala Phe Leu Ser Ser Val Asp Leu His 
Thr His Cys Ser Tyr Gln 
        355                 360                 365 
Leu Met Leu Pro Glu Ala Ile Ala Ile Val 
Cys Ser Pro Lys His Lys 
    370                 375                 380 
Asp Thr Gly Ile Phe Arg Leu Thr Asn Ala 
Gly Met Leu Glu Val Ser 
385                 390                 395                 4
00 
Ala Cys Lys Lys Lys Gly Phe His Pro His 
Thr Lys Glu Pro Arg Leu 
                405                 410                 415 
Phe Ser Ile Cys Lys His Val Leu Val Lys 
Asp Ile Lys Ile Ile Val 
            420                 425                 430 
Leu Asp Leu Arg 
        435 
<210> 3
<211> 1428
<212> DNA
<213> Mus musculus
<220> 
<221> CDS
<222> (108)..(1415)
<400> 3
tccggacgcg cacgactgct ggtgagtggc ccca
cacgtg tgcccgctgg ccccgagatg 60    
aagtgactga gaaggagtga gcaccttgcc tttg
cagaca ggacagc atg gag cag   116   
                                                    Met Glu Gl
n
                                                      1 
cca ttc act gtg aat tca ctg aaa aag tta 
gct gct atg cct gac cat   164   
Pro Phe Thr Val Asn Ser Leu Lys Lys Leu 
Ala Ala Met Pro Asp His
      5                  10                  15 
aca gat gtt tct cta agt cca gag gag cgg 
gtc cgc gcc cta agc aaa   212   
Thr Asp Val Ser Leu Ser Pro Glu Glu Arg 
Val Arg Ala Leu Ser Lys
 20                  25                  30                  35

ctt ggt tgt aat atc tcc att aat gaa gat 
atc acc cca cgc cgt tac   260   
Leu Gly Cys Asn Ile Ser Ile Asn Glu Asp 
Ile Thr Pro Arg Arg Tyr
                 40                  45                  50 
ttc agg tcc gga gtg gaa atg gaa agg atg 
gca tct gtg tat ttg gaa   308   



(16) 特開２００３－１８９４４

Phe Arg Ser Gly Val Glu Met Glu Arg Met 
Ala Ser Val Tyr Leu Glu
             55                  60                  65 
gaa gga aac ctg gaa aat gcc ttt gtt ctt 
tat aac aaa ttt ata acg   356   
Glu Gly Asn Leu Glu Asn Ala Phe Val Leu 
Tyr Asn Lys Phe Ile Thr
         70                  75                  80 
tta ttt gta gaa aaa ctt ccc agc cac cga 
gat tac cag cag tgt gca   404   
Leu Phe Val Glu Lys Leu Pro Ser His Arg 
Asp Tyr Gln Gln Cys Ala
     85                  90                  95 
gtt cca gag aag cag gat att atg aag aaa 
ctg aag gag att gcg ttc   452   
Val Pro Glu Lys Gln Asp Ile Met Lys Lys 
Leu Lys Glu Ile Ala Phe
100                 105                 110                 1
15
cca agg aca gac gaa ttg aaa acg gac ctg 
cta agg aaa tat aac ata   500   
Pro Arg Thr Asp Glu Leu Lys Thr Asp Leu 
Leu Arg Lys Tyr Asn Ile
                120                 125                 130 
gaa tac caa gag tat ttg caa agt aaa aac 
aaa tat aaa gcc gaa att   548   
Glu Tyr Gln Glu Tyr Leu Gln Ser Lys Asn 
Lys Tyr Lys Ala Glu Ile
            135                 140                 145 

ctc aaa aag ttg gaa cat cag aga ctg ata 
gag gca gag cgc cag cgg   596   
Leu Lys Lys Leu Glu His Gln Arg Leu Ile 
Glu Ala Glu Arg Gln Arg
        150                 155                 160 
ata gct cag atg cgc cag cag caa cta gag 
tct gaa cag ttc ctg ttt   644   
Ile Ala Gln Met Arg Gln Gln Gln Leu Glu 
Ser Glu Gln Phe Leu Phe
    165                 170                 175 
ttt gaa gac caa ctc aag aag cag gag ttg 
gct cga ggc cag att cga   692   
Phe Glu Asp Gln Leu Lys Lys Gln Glu Leu 
Ala Arg Gly Gln Ile Arg
180                 185                 190                 1
95
ggt cag gac tct ccg gtg ttg tct gag cag 
act gac gga agt gcg ctg   740   
Gly Gln Asp Ser Pro Val Leu Ser Glu Gln 
Thr Asp Gly Ser Ala Leu
                200                 205                 210 
tcc tgc ttt tcc acc cac cag agc aac tct 
ctg agg aac gca ttt gca   788   
Ser Cys Phe Ser Thr His Gln Ser Asn Ser 
Leu Arg Asn Ala Phe Ala
            215                 220                 225 
gat cac cct cat aaa agt gat gga agc aat 
ttc gct aac tac tct cct   836   
Asp His Pro His Lys Ser Asp Gly Ser Asn 
Phe Ala Asn Tyr Ser Pro
        230                 235                 240 
ccc gtg aac agg gcc cta aag cca gca gcc 
acc ctg agt gct gtt cag   884   
Pro Val Asn Arg Ala Leu Lys Pro Ala Ala 
Thr Leu Ser Ala Val Gln
    245                 250                 255 

aat ttg gtg gtt gaa ggg ctg agg tgt gta 
gtt tta tca aga gat ctt   932   
Asn Leu Val Val Glu Gly Leu Arg Cys Val 
Val Leu Ser Arg Asp Leu
260                 265                 270                 2
75
tgc cat aaa ttt ctg ctg ctg gct gac tct 
aac aca gtg aga gga ata   980   
Cys His Lys Phe Leu Leu Leu Ala Asp Ser 
Asn Thr Val Arg Gly Ile
                280                 285                 290 
gag acc tgt ggg atc ctc tgt gga aaa ctg 
aca cac aat gaa ttc acc   1028  
Glu Thr Cys Gly Ile Leu Cys Gly Lys Leu 
Thr His Asn Glu Phe Thr
            295                 300                 305 
att act cat gtg gtt gtg cca aag cag tct 
gct ggc cca gac tat tgc   1076  



(17) 特開２００３－１８９４４

Ile Thr His Val Val Val Pro Lys Gln Ser 
Ala Gly Pro Asp Tyr Cys
        310                 315                 320 
gat gtg gag aac gtc gaa gaa tta ttc aat 
gtt cag gat caa cat ggt   1124  
Asp Val Glu Asn Val Glu Glu Leu Phe Asn 
Val Gln Asp Gln His Gly
    325                 330                 335 
ctc ctc aca ctg gga tgg atc cat aca cac 
ccc acg caa acg gca ttc   1172  
Leu Leu Thr Leu Gly Trp Ile His Thr His 
Pro Thr Gln Thr Ala Phe
340                 345                 350                 3
55
ctg tcc agt gtg gat ctc cac act cac tgc 
tcc tac cag ctt atg ttg   1220  
Leu Ser Ser Val Asp Leu His Thr His Cys 
Ser Tyr Gln Leu Met Leu
                360                 365                 370 
cca gag gcc att gcc att gtg tgt tcc cca 
aag cat aaa gac acc ggc   1268  
Pro Glu Ala Ile Ala Ile Val Cys Ser Pro 
Lys His Lys Asp Thr Gly
            375                 380                 385 
att ttc agg ctc acc aac gct ggc atg ctt 
gag gtt tct act tgt aaa   1316  
Ile Phe Arg Leu Thr Asn Ala Gly Met Leu 
Glu Val Ser Thr Cys Lys
        390                 395                 400 
aag aag ggc ttc cat cct cac acc aag gac 
ccc aag ctg ttc agt ata   1364  
Lys Lys Gly Phe His Pro His Thr Lys Asp 
Pro Lys Leu Phe Ser Ile
    405                 410                 415 
tgc agc cat gtg tta gta aag gac ata aaa 
aca act gtg ttg gat ctg   1412  
Cys Ser His Val Leu Val Lys Asp Ile Lys 
Thr Thr Val Leu Asp Leu
420                 425                 430                 4
35
agg tgacatgccc taa                                    
            1428  
Arg 
<210> 4
<211> 436
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 4
Met Glu Gln Pro Phe Thr Val Asn Ser Leu 
Lys Lys Leu Ala Ala Met 
  1               5                  10                  15 
Pro Asp His Thr Asp Val Ser Leu Ser Pro 
Glu Glu Arg Val Arg Ala 
             20                  25                  30 
Leu Ser Lys Leu Gly Cys Asn Ile Ser Ile 
Asn Glu Asp Ile Thr Pro 
         35                  40                  45 
Arg Arg Tyr Phe Arg Ser Gly Val Glu Met 
Glu Arg Met Ala Ser Val 
     50                  55                  60 
Tyr Leu Glu Glu Gly Asn Leu Glu Asn Ala 
Phe Val Leu Tyr Asn Lys 
 65                  70                  75                  80
 
Phe Ile Thr Leu Phe Val Glu Lys Leu Pro 
Ser His Arg Asp Tyr Gln 
                 85                  90                  95 
Gln Cys Ala Val Pro Glu Lys Gln Asp Ile 
Met Lys Lys Leu Lys Glu 
            100                 105                 110 
Ile Ala Phe Pro Arg Thr Asp Glu Leu Lys 
Thr Asp Leu Leu Arg Lys 
        115                 120                 125 
Tyr Asn Ile Glu Tyr Gln Glu Tyr Leu Gln 
Ser Lys Asn Lys Tyr Lys 
    130                 135                 140 
Ala Glu Ile Leu Lys Lys Leu Glu His Gln 
Arg Leu Ile Glu Ala Glu 
145                 150                 155                 1
60 



(18) 特開２００３－１８９４４

Arg Gln Arg Ile Ala Gln Met Arg Gln Gln 
Gln Leu Glu Ser Glu Gln 
                165                 170                 175 

Phe Leu Phe Phe Glu Asp Gln Leu Lys Lys 
Gln Glu Leu Ala Arg Gly 
            180                 185                 190 
Gln Ile Arg Gly Gln Asp Ser Pro Val Leu 
Ser Glu Gln Thr Asp Gly 
        195                 200                 205 
Ser Ala Leu Ser Cys Phe Ser Thr His Gln 
Ser Asn Ser Leu Arg Asn 
    210                 215                 220 
Ala Phe Ala Asp His Pro His Lys Ser Asp 
Gly Ser Asn Phe Ala Asn 
225                 230                 235                 2
40 
Tyr Ser Pro Pro Val Asn Arg Ala Leu Lys 
Pro Ala Ala Thr Leu Ser 
                245                 250                 255 
Ala Val Gln Asn Leu Val Val Glu Gly Leu 
Arg Cys Val Val Leu Ser 
            260                 265                 270 
Arg Asp Leu Cys His Lys Phe Leu Leu Leu 
Ala Asp Ser Asn Thr Val 
        275                 280                 285 
Arg Gly Ile Glu Thr Cys Gly Ile Leu Cys 
Gly Lys Leu Thr His Asn 
    290                 295                 300 
Glu Phe Thr Ile Thr His Val Val Val Pro 
Lys Gln Ser Ala Gly Pro 
305                 310                 315                 3
20 
Asp Tyr Cys Asp Val Glu Asn Val Glu Glu 
Leu Phe Asn Val Gln Asp 
                325                 330                 335 

Gln His Gly Leu Leu Thr Leu Gly Trp Ile 
His Thr His Pro Thr Gln 
            340                 345                 350 
Thr Ala Phe Leu Ser Ser Val Asp Leu His 
Thr His Cys Ser Tyr Gln 
        355                 360                 365 
Leu Met Leu Pro Glu Ala Ile Ala Ile Val 
Cys Ser Pro Lys His Lys 
    370                 375                 380 
Asp Thr Gly Ile Phe Arg Leu Thr Asn Ala 
Gly Met Leu Glu Val Ser 
385                 390                 395                 4
00 
Thr Cys Lys Lys Lys Gly Phe His Pro His 
Thr Lys Asp Pro Lys Leu 
                405                 410                 415 
Phe Ser Ile Cys Ser His Val Leu Val Lys 
Asp Ile Lys Thr Thr Val 
            420                 425                 430 
Leu Asp Leu Arg 
        435 
<210> 5
<211> 1392
<212> DNA
<213> Mus musculus

<220> 
<221> CDS
<222> (72)..(1379)
<400> 5
tccggacgcg cacgactgct gatgaagtga ctga
gaagga gtgagcacct tgcctttgca 60    
gacaggacag c atg gag cag cca ttc act gt
g aat tca ctg aaa aag tta  110   
             Met Glu Gln Pro Phe Thr Val Asn S
er Leu Lys Lys Leu



(19) 特開２００３－１８９４４

               1               5                  10
gct gct atg cct gac cat aca gat gtt tct 
cta agt cca gag gag cgg   158   
Ala Ala Met Pro Asp His Thr Asp Val Ser 
Leu Ser Pro Glu Glu Arg
     15                  20                  25 
gtc cgc gcc cta agc aaa ctt ggt tgt aat 
atc tcc att aat gaa gat   206   
Val Arg Ala Leu Ser Lys Leu Gly Cys Asn 
Ile Ser Ile Asn Glu Asp
 30                  35                  40                  45

atc acc cca cgc cgt tac ttc agg tcc gga 
gtg gaa atg gaa agg atg   254   
Ile Thr Pro Arg Arg Tyr Phe Arg Ser Gly 
Val Glu Met Glu Arg Met
                 50                  55                  60 
gca tct gtg tat ttg gaa gaa gga aac ctg 
gaa aat gcc ttt gtt ctt   302   
Ala Ser Val Tyr Leu Glu Glu Gly Asn Leu 
Glu Asn Ala Phe Val Leu
             65                  70                  75 
tat aac aaa ttt ata acg tta ttt gta gaa 
aaa ctt ccc agc cac cga   350   
Tyr Asn Lys Phe Ile Thr Leu Phe Val Glu 
Lys Leu Pro Ser His Arg
         80                  85                  90 
gat tac cag cag tgt gca gtt cca gag aag 
cag gat att atg aag aaa   398   
Asp Tyr Gln Gln Cys Ala Val Pro Glu Lys 
Gln Asp Ile Met Lys Lys
     95                 100                 105 
ctg aag gag att gcg ttc cca agg aca gac 
gaa ttg aaa acg gac ctg   446   
Leu Lys Glu Ile Ala Phe Pro Arg Thr Asp 
Glu Leu Lys Thr Asp Leu
110                 115                 120                 1
25
cta agg aaa tat aac ata gaa tac caa gag 
tat ttg caa agt aaa aac   494   
Leu Arg Lys Tyr Asn Ile Glu Tyr Gln Glu 
Tyr Leu Gln Ser Lys Asn
                130                 135                 140 
aaa tat aaa gcc gaa att ctc aaa aag ttg 
gaa cat cag aga ctg ata   542   
Lys Tyr Lys Ala Glu Ile Leu Lys Lys Leu 
Glu His Gln Arg Leu Ile
            145                 150                 155 
gag gca gag cgc cag cgg ata gct cag atg 
cgc cag cag caa cta gag   590   
Glu Ala Glu Arg Gln Arg Ile Ala Gln Met 
Arg Gln Gln Gln Leu Glu
        160                 165                 170 
tct gaa cag ttc ctg ttt ttt gaa gac caa 
ctc aag aag cag gag ttg   638   
Ser Glu Gln Phe Leu Phe Phe Glu Asp Gln 
Leu Lys Lys Gln Glu Leu
    175                 180                 185 
gct cga ggc cag att cga ggt cag gac tct 
ccg gtg ttg tct gag cag   686   
Ala Arg Gly Gln Ile Arg Gly Gln Asp Ser 
Pro Val Leu Ser Glu Gln
190                 195                 200                 2
05

act gac gga agt gcg ctg tcc tgc ttt tcc 
acc cac cag agc aac tct   734   
Thr Asp Gly Ser Ala Leu Ser Cys Phe Ser 
Thr His Gln Ser Asn Ser
                210                 215                 220 
ctg agg aac gca ttt gca gat cac cct cat 
aaa agt gat gga agc aat   782   
Leu Arg Asn Ala Phe Ala Asp His Pro His 
Lys Ser Asp Gly Ser Asn
            225                 230                 235 
ttc gct aac tac tct cct ccc gtg aac agg 
gcc cta aag cca gca gcc   830   
Phe Ala Asn Tyr Ser Pro Pro Val Asn Arg 
Ala Leu Lys Pro Ala Ala
        240                 245                 250 
acc ctg agt gct gtt cag aat ttg gtg gtt 
gaa ggg ctg agg tgt gta   878   
Thr Leu Ser Ala Val Gln Asn Leu Val Val 
Glu Gly Leu Arg Cys Val
    255                 260                 265 
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gtt tta tca aga gat ctt tgc cat aaa ttt 
ctg ctg ctg gct gac tct   926   
Val Leu Ser Arg Asp Leu Cys His Lys Phe 
Leu Leu Leu Ala Asp Ser
270                 275                 280                 2
85
aac aca gtg aga gga ata gag acc tgt ggg 
atc ctc tgt gga aaa ctg   974   
Asn Thr Val Arg Gly Ile Glu Thr Cys Gly 
Ile Leu Cys Gly Lys Leu
                290                 295                 300 
aca cac aat gaa ttc acc att act cat gtg 
gtt gtg cca aag cag tct   1022  
Thr His Asn Glu Phe Thr Ile Thr His Val 
Val Val Pro Lys Gln Ser
            305                 310                 315 

gct ggc cca gac tat tgc gat gtg gag aac 
gtc gaa gaa tta ttc aat   1070  
Ala Gly Pro Asp Tyr Cys Asp Val Glu Asn 
Val Glu Glu Leu Phe Asn
        320                 325                 330 
gtt cag gat caa cat ggt ctc ctc aca ctg 
gga tgg atc cat aca cac   1118  
Val Gln Asp Gln His Gly Leu Leu Thr Leu 
Gly Trp Ile His Thr His
    335                 340                 345 
ccc acg caa acg gca ttc ctg tcc agt gtg 
gat ctc cac act cac tgc   1166  
Pro Thr Gln Thr Ala Phe Leu Ser Ser Val 
Asp Leu His Thr His Cys
350                 355                 360                 3
65
tcc tac cag ctt atg ttg cca gag gcc att 
gcc att gtg tgt tcc cca   1214  
Ser Tyr Gln Leu Met Leu Pro Glu Ala Ile 
Ala Ile Val Cys Ser Pro
                370                 375                 380 
aag cat aaa gac acc ggc att ttc agg ctc 
acc aac gct ggc atg ctt   1262  
Lys His Lys Asp Thr Gly Ile Phe Arg Leu 
Thr Asn Ala Gly Met Leu
            385                 390                 395 
gag gtt tct act tgt aaa aag aag ggc ttc 
cat cct cac acc aag gac   1310  
Glu Val Ser Thr Cys Lys Lys Lys Gly Phe 
His Pro His Thr Lys Asp
        400                 405                 410 
ccc aag ctg ttc agt ata tgc agc cat gtg 
tta gta aag gac ata aaa   1358  
Pro Lys Leu Phe Ser Ile Cys Ser His Val 
Leu Val Lys Asp Ile Lys
    415                 420                 425 
aca act gtg ttg gat ctg agg tgacatgccc 
taa                        1392  
Thr Thr Val Leu Asp Leu Arg 
430                 435 
<210> 6
<211> 436
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 6
Met Glu Gln Pro Phe Thr Val Asn Ser Leu 
Lys Lys Leu Ala Ala Met 
  1               5                  10                  15 
Pro Asp His Thr Asp Val Ser Leu Ser Pro 
Glu Glu Arg Val Arg Ala 
             20                  25                  30 
Leu Ser Lys Leu Gly Cys Asn Ile Ser Ile 
Asn Glu Asp Ile Thr Pro 
         35                  40                  45 
Arg Arg Tyr Phe Arg Ser Gly Val Glu Met 
Glu Arg Met Ala Ser Val 
     50                  55                  60 
Tyr Leu Glu Glu Gly Asn Leu Glu Asn Ala 
Phe Val Leu Tyr Asn Lys 
 65                  70                  75                  80
 
Phe Ile Thr Leu Phe Val Glu Lys Leu Pro 
Ser His Arg Asp Tyr Gln 
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                 85                  90                  95 
Gln Cys Ala Val Pro Glu Lys Gln Asp Ile 
Met Lys Lys Leu Lys Glu 
            100                 105                 110 
Ile Ala Phe Pro Arg Thr Asp Glu Leu Lys 
Thr Asp Leu Leu Arg Lys 
        115                 120                 125 
Tyr Asn Ile Glu Tyr Gln Glu Tyr Leu Gln 
Ser Lys Asn Lys Tyr Lys 
    130                 135                 140 
Ala Glu Ile Leu Lys Lys Leu Glu His Gln 
Arg Leu Ile Glu Ala Glu 
145                 150                 155                 1
60 
Arg Gln Arg Ile Ala Gln Met Arg Gln Gln 
Gln Leu Glu Ser Glu Gln 
                165                 170                 175 
Phe Leu Phe Phe Glu Asp Gln Leu Lys Lys 
Gln Glu Leu Ala Arg Gly 
            180                 185                 190 
Gln Ile Arg Gly Gln Asp Ser Pro Val Leu 
Ser Glu Gln Thr Asp Gly 
        195                 200                 205 
Ser Ala Leu Ser Cys Phe Ser Thr His Gln 
Ser Asn Ser Leu Arg Asn 
    210                 215                 220 
Ala Phe Ala Asp His Pro His Lys Ser Asp 
Gly Ser Asn Phe Ala Asn 
225                 230                 235                 2
40 
Tyr Ser Pro Pro Val Asn Arg Ala Leu Lys 
Pro Ala Ala Thr Leu Ser 
                245                 250                 255 

Ala Val Gln Asn Leu Val Val Glu Gly Leu 
Arg Cys Val Val Leu Ser 
            260                 265                 270 
Arg Asp Leu Cys His Lys Phe Leu Leu Leu 
Ala Asp Ser Asn Thr Val 
        275                 280                 285 
Arg Gly Ile Glu Thr Cys Gly Ile Leu Cys 
Gly Lys Leu Thr His Asn 
    290                 295                 300 
Glu Phe Thr Ile Thr His Val Val Val Pro 
Lys Gln Ser Ala Gly Pro 
305                 310                 315                 3
20 
Asp Tyr Cys Asp Val Glu Asn Val Glu Glu 
Leu Phe Asn Val Gln Asp 
                325                 330                 335 
Gln His Gly Leu Leu Thr Leu Gly Trp Ile 
His Thr His Pro Thr Gln 
            340                 345                 350 
Thr Ala Phe Leu Ser Ser Val Asp Leu His 
Thr His Cys Ser Tyr Gln 
        355                 360                 365 
Leu Met Leu Pro Glu Ala Ile Ala Ile Val 
Cys Ser Pro Lys His Lys 
    370                 375                 380 
Asp Thr Gly Ile Phe Arg Leu Thr Asn Ala 
Gly Met Leu Glu Val Ser 
385                 390                 395                 4
00 
Thr Cys Lys Lys Lys Gly Phe His Pro His 
Thr Lys Asp Pro Lys Leu 
                405                 410                 415 

Phe Ser Ile Cys Ser His Val Leu Val Lys 
Asp Ile Lys Thr Thr Val 
            420                 425                 430 
Leu Asp Leu Arg 
        435 
<210> 7
<211> 28
<212> DNA



(22) 特開２００３－１８９４４

10

<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:5AM
<400> 7
tcccacctcc tcttgctatt tcataccc            
                        28    
<210> 8
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:3L

<400> 8
acttgacaga ctttagaatc acccagaa            
                        28    
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【図面の簡単な説明】
【図１】本発明のＡＭＳＨノックアウトマウスと野生型
マウスの遺伝子地図と、各マウスにおけるＰＣＲ法及び
サザンブロット法と、各マウスにおけるノーザンブロッ
ト分析の結果を示す図である。
【図２】本発明のＡＭＳＨノックアウトマウス、ヘテロ
接合体マウス、及び野生型マウスの生存曲線と、各マウ
スの平均体重の結果を示す図である。
【図３】本発明のＡＭＳＨノックアウトマウス及び野生
型マウスのＴ細胞発達及びサイトカインによる細胞増殖
反応の結果を示す図である。
【図４】本発明のＡＭＳＨノックアウトマウス及び野生
型マウスの脳における組織分析の結果を示す図である。
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【図５】本発明のＡＭＳＨノックアウトマウス及び野生
型マウスの後部海馬冠状切片におけるニューロンの細胞
死の結果を示す図である。
【図６】本発明のＡＭＳＨノックアウトマウス及び野生
型マウスの脳におけるＡＭＳＨｍＲＮＡの発現結果を示
す図である。
【図７】本発明のＡＭＳＨノックアウトマウス及び野生
型マウスの海馬ニューロンをインビトロで初期培養した
時の細胞生存率の結果を示す図である。
【図８】本発明のＡＭＳＨノックアウトマウス及び野生
型マウス由来のニューロンを各種サイトカインの存在下
で刺激した時の細胞生存率の結果を示す図である。

【図８】
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