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(54)【発明の名称】 スプライソソームタンパク質とその使用

(57)【要約】
本発明は、Ｕ１２依存性スプライソソームのＵ１１／Ｕ
１２ ｓｎＲＮＰ複合体と会合し、前記スプライソソーム
に特異的であるスプライソソームタンパク質に関する。
前記タンパク質とそれをコードするＤＮＡ配列は、特定
の自己免疫疾患とスプライシング装置の欠陥により引き
起こされる疾患の診断薬に有用である。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  Ｕ１２スプライソソームのＵ１１／Ｕ１２ ｓｎＲＮＰ複合

体に会合した３５ｋＤタンパク質の機能を有するスプライソソームタンパク質を

コードするＤＮＡ配列であって、

  ａ）配列番号１８のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするＤＮＡ配列

；

  ｂ）ａ）の配列に相補的な配列とハイブリダイズし、Ｕ１１／Ｕ１２ ｓｎＲ

ＮＰ複合体の３５ｋＤタンパク質の機能特性を有するタンパク質をコードし得る

ＤＮＡ配列；及び

  ｃ）遺伝暗号がａ）又はｂ）に示される配列に関して縮重しているＤＮＡ配列

、

からなる群から選択される配列、及び前記配列のフラグメント、並びにａ）、ｂ

）及びｃ）に示される配列又はそれらのフラグメントに相補的な配列。

    【請求項２】  配列番号１７のヌクレオチド配列を含んでなる請求項１に記

載のＤＮＡ配列、それに相補的な配列、及び前記配列のフラグメント。

    【請求項３】  請求項１又は２に記載のＤＮＡ配列を含んでなる、組換えＤ

ＮＡ分子。

    【請求項４】  スプライソソームタンパク質をコードするＤＮＡが、原核細

胞又は真核細胞において前記タンパク質の発現を可能にする調節配列に連結して

いる、請求項３に記載の組換えＤＮＡ分子。

    【請求項５】  請求項１又は２に記載の配列、又は請求項３又は４のいずれ

か１項に記載の組換えＤＮＡ分子を含んでなるベクター。

    【請求項６】  請求項３又は４のいずれか１項に記載の組換えＤＮＡ分子、

又は請求項５に記載のベクターを含んでなる宿主生物。

    【請求項７】  原核微生物である、請求項６に記載の宿主生物。

    【請求項８】  真核微生物である、請求項６に記載の宿主生物。

    【請求項９】  Ｕ１２スプライソソームのＵ１１／Ｕ１２ ｓｎＲＮＰ複合

体に会合した３５ｋＤタンパク質の機能を有するスプライソソームタンパク質で

あって、請求項１又は２に記載の配列のいずれかにコードされる前記スプライソ
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ソームタンパク質。

    【請求項１０】  請求項９に記載のスプライソソームタンパク質であって、

  ａ）配列番号１８のアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  ｂ）ａ）に記載の配列と比較して、１つ又はそれ以上のアミノ酸の欠失、アミ

ノ酸の置換、アミノ酸の付加及び／又はアミノ酸の挿入を有するポリペプチド、

からなる群から選択される、前記スプライソソームタンパク質。

    【請求項１１】  請求項１又は２に記載のＤＮＡ配列又はそのフラグメント

の、相同なＤＮＡ配列又はＲＮＡ配列を単離するための使用。

    【請求項１２】  請求項９に記載のスプライソソームタンパク質の、スプラ

イシングモジュレーターを発見するための使用。

    【請求項１３】  請求項１～４のいずれか１項に記載の核酸及び／又は請求

項９又は１０のいずれか１項に記載のスプライソソームタンパク質、並びに医薬

的に許容される添加剤及び／又は賦形剤を適宜含んでなる医薬品。

    【請求項１４】  がん、自己免疫疾患、特にグレーブス病、脊髄性筋萎縮症

、β’－サラセミア、ｃ－ｅｒｂがん遺伝子に関連したがん、Ｃ型肝炎感染、単

純ヘルペスウイルス感染、全身性エリスマトーデス、ヘルマンスキー－プドゥラ

ック症候群を治療するための医薬品を製造する方法であって、請求項１～４のい

ずれか１項に記載の核酸、及び／又は請求項９又は１０のいずれか１項に記載の

スプライソソームタンパク質を、医薬的に許容される添加剤及び／又は賦形剤と

ともに製剤化することを含む、前記方法。

    【請求項１５】  請求項１～４のいずれか１項に記載の核酸及び／又は請求

項９又は１０のいずれか１項に記載のスプライソソームタンパク質、並びに医薬

的に許容される添加剤及び／又は賦形剤を適宜含んでなる診断薬。

    【請求項１６】  グレーブス病、脊髄性筋萎縮症、β’－サラセミア、ｃ－

ｅｒｂがん遺伝子に関連したがん、Ｃ型肝炎感染、単純ヘルペスウイルス感染、

全身性エリスマトーデス、ヘルマンスキー－プドゥラック症候群を診断するため

の診断薬を製造する方法であって、請求項１～４のいずれか１項に記載の核酸、

及び／又は請求項９又は１０のいずれか１項に記載のスプライソソームタンパク

質に、医薬的に許容される担体を添加することを含む、前記方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、ＡＴ－ＡＣスプライソソームのＵ１１／Ｕ１２ ｓｎＲＮＰ複合体

と会合し、前記スプライソソームに特異的であるスプライソソームタンパク質に

関する。さらに本発明は、スプライシング装置における欠陥に起因した自己免疫

疾患及び疾患を診断するための前記タンパク質及びそれをコードするＤＮＡ配列

の使用に関する。

      【０００２】

  グレーブス病に罹患している患者では、不正確なスプライシングにより重要な

酵素（チロペルオキシダーゼ）が不活性な形態で産生されることが示されている

（Zanelli, E. (1990) Biochem. Biophys. Res. Comm., 170, 725）。脊髄性筋

萎縮障害に関する研究は、欠陥ＳＭＮ（運動ニューロン生存）遺伝子産物により

ｓｎＲＮＰ形成がかなり破壊されることを示す。筋肉ニューロンのスプライシン

グ装置の阻害は神経細胞の麻痺と筋肉組織の破壊をもたらす（Fischer, U. et a

l., (1997), Cell, 90: 1023-9； Liu, Q. et al. (1997), Cell, 90: 1013-21

； Lefebvre, S. et al., (1997) Nat. Genet., 16, 265）。特に、膜結合性Ｃ

Ｄ４４分子の特定の選択的スプライス変異体は、がん細胞の転移においてきわめ

て重要な役割を担うようである。このＣＤ４４遺伝子は複数のエクソンを含み、

このうち１０個の隣接エクソンはプレｍＲＮＡからｍＲＮＡの形成の間に様々な

順にスプライスされる。ラットのがん細胞では、転移する変異体はエクソン４～

７か、又は６～７を有することが検出されている。エクソン６によりコードされ

るタンパク質の一部に対する抗体を利用して、転移を有効に抑制することが可能

である（Sherman, L., et al., (1996) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 213: 

249-269）。

      【０００３】

  不正確なスプライシングは、罹患した生物のきわめて特徴的な表現型をもたら

す。β－グロビンのイントロンにおける点突然変異がβ+－サラセミアをもたら

し得ることが知られている。点突然変異から誤ったスプライシング位置が生じ、

変化したリーディングフレームとペプチド鎖の早期終止をもたらすためである（
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Weatherall, D. J. & Clegg, J. B. (1982) Cell, 29, 7; Fukumaki, Y. et al.

 (1982) Cell, 28, 585）。例えば、シロイヌナズナ突然変異体では、フィトク

ロムＢ遺伝子の５’スプライス部位における点突然変異が不正確な遺伝子の発現

につながる。前記の変化により、その配列内に終止コドンを含有するイントロン

を除去することができなくなる。この遺伝子は光形態形成に関わるので、植物の

発生が破壊される（Bradley, J. M. et al. (1995) Plant Mol. Biol. 27, 1133

）。

      【０００４】

  数多くの真核タンパク質コード遺伝子、又はＲＮＡコード遺伝子は、遺伝子産

物の部分領域をコードする個体配列（エクソン）と遺伝子産物をコードしない介

在配列（イントロン）を交互に有する、モザイク様の組成を有する。従って、そ

のようなモザイク遺伝子の一次転写物は、そのＲＮＡ鎖のなかにコーディングエ

クソンと非コーディングイントロンを両方含有し、正しい遺伝子発現のために先

ずプロセシングを受けることになる。

      【０００５】

  不可欠なプロセシング工程の１つは、核内で生じるスプライシングである。タ

ンパク質コード遺伝子を発現する場合、このことは、相対的に長鎖の一次転写物

、「プレｍＲＮＡ」からイントロンＲＮＡ配列を切出して、成熟ｍＲＮＡを形成

すること、及びエクソンＲＮＡ配列を相互連結させることを含む。このスプライ

シングプロセスは「スプライソソーム」により触媒されるが、これは、ウリジン

に富んだＲＮＡ（核内低分子ＲＮＡ，ｓｎＲＮＡ）とそれに特異的に結合するタ

ンパク質を含む複数の核内低分子リボ核タンパク粒子（核内低分子ＲＮＰ，ｓｎ

ＲＮＰ）、及び前記ｓｎＲＮＰと緊密には結合しないタンパク質、「非ｓｎＲＮ

Ｐスプライシング因子」から種々の段階で組立てられる、高分子リボ核タンパク

質複合体である。一般にスプライシングは２段階の機序により起こり、各段階で

トランスエステル化の工程が関わる。第１の工程では、イントロンの５’スプラ

イス部位と「分岐部位」にスプライソソームが結合した後で、遊離の５’エクソ

ンと「ラリアットイントロン構造」が産生され、イントロンは依然として３’エ

クソンに連結している。第２の工程では、次いで、２つのエクソンが連結され、



(6) 特表２００３－５０１０８５

イントロンが遊離される。

      【０００６】

  後生動物のプレｍＲＮＡイントロンの大部分は、不変のＧＵジヌクレオチド及

びＡＧジヌクレオチドを末端に有する。これらのイントロンは、前記ジヌクレオ

チドを認識する「Ｕ２依存性スプライソソーム」（又はメジャーなスプライソソ

ーム）により切出される。スプライソソームはＵ１、Ｕ２、Ｕ５及びＵ４／Ｕ６

 ｓｎＲＮＰを含有し、これらは１つ（Ｕ１、Ｕ２、Ｕ５）又は２つ（Ｕ４／Ｕ

６）のＲＮＡと多数のタンパク質、例えばＳｍクラスのタンパク質からなる。ス

プライソソームは、ＲＮＡとタンパク質の両方が関与する相互作用により、「Ｕ

２依存性イントロン」のスプライス部位及び分岐部位を認識する。このように、

Ｕ１ ｓｎＲＮＰの７０Ｋタンパク質やＣタンパク質、並びにＳｅｒ及びＡｒｇ

に富んだＳＲタンパク質ファミリーのタンパク質のような、様々なポリペプチド

がＵ１ ｓｎＲＮＡと５’スプライス部位間の二重鎖形成を促進する。同様に、

Ｕ２ ｓｎＲＮＡと分岐部位間の塩基対形成には、数多くのＵ２－ｓｎＲＮＰタ

ンパク質、特にヘテロメリックスプライシング因子のＳＦ３ａ及びＳＦ３ｂのサ

ブユニットが必要とされる［R. Reed, Curr. Opin. Genet. Dev. 6, 215 (1996)

; C. L. Will and R. Luhrmann, Curr. Opin. Cell Biol. 9, 320 (1997); A. K

ramer, Annu. Rev. Biochem. 65: 367 (1996)］。

      【０００７】

  より最近、他のスプライソソームである「ＡＴ－ＡＣスプライソソーム」を同

定することが可能になったが、これはＵ１１、Ｕ１２、Ｕ５及びＵ４ａｔａｃ／

Ｕ６ａｔａｃ ｓｎＲＮＰからなり、ＡＵジヌクレオチド及びＡＣジヌクレオチ

ド、又はＧＴジヌクレオチド及びＡＧジヌクレオチドをその末端に有する、稀な

クラスのプレｍＲＮＡイントロンをスプライスする［C. B. Burge et al. In: T

he RNA World II, R. F. Gesteland and J. F. Atkins, eds., Cold Spring Har

bour Press, Cold Spring Harbour, N. Y., 1999, p. 525］。従って、これらイ

ントロンはＵ１２依存性と呼ばれ、Ｕ２依存性イントロンと比較して、ごく稀に

しか見出されず、５’スプライス部位及び分岐部位に、Ｕ２依存性プレｍＲＮＡ

イントロンのわずかに保存された配列とは異なる、高度に保存された配列要素を
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含有する［C. B. Burge et al. In: The RNA World II, R. F. Gesteland and J

. F. Atkins, eds., Cold Spring Harbour Press, Cold Spring Harbour, N. Y.

, 1999, p. 525； S. L. Hall and R. A. Padgett, J. Mol. Biol. 239: 357 (1

994)； P. A. Sharp and C. B. Burge, Cell 91: 875 (1997)］。Ｕ１２依存性

スプライソソームの組立ての間、Ｕ１１ ｓｎＲＮＰは５’スプライス部位に結

合し、Ｕ１２ ｓｎＲＮＰは塩基対形成を介して分枝部位へ結合する［S. L. Hal

l and R. A. Padgett, Science 271: 1716 (1996); W.-Y. Tarn and J. A. Stei

tz, Cell 84: 801 (1996); W.-Y. Tarn and J. A. Steitz, Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 94: 6030 (1997); I. Kolossova and R. A. Padgett, RNA 3: 227 (19

97)］。次いで、Ｕ５ ｓｎＲＮＰとＵ４ａｔａｃ／Ｕ６ａｔａｃ－ｓｎＲＮＰは

会合して成熟スプライソソームを形成する［W.-Y. Tarn and J. A. Steitz, Sci

ence 273: 1824 (1996)］。Ｕ１１ ｓｎＲＮＰとＵ１２ ｓｎＲＮＰは、高度に

安定な１８Ｓ Ｕ１１／Ｕ１２複合体として核抽出物に存在し［K. M. Wassarman

 and J. A. Steitz, Mol. Cell Biol. 8, 1276 (1992)］、より最近のインビト

ロ結合研究から、Ｕ１１及びＵ１２は前形成された複合体としてプレｍＲＮＡと

相互作用するという仮説が導かれている［M. Frilander and J. A. Steitz, Gen

es & Dev. 13: 851 (1999)］。上記の観察事実は、Ｕ１２型イントロンが主要ク

ラスイントロンの３’スプライス部位の必須ピリミジン領域を有さないという事

実とともに、様々なスプライソソームにおけるスプライス部位認識の機構の間に

様々な違いがあるという仮説を導く。

      【０００８】

  従って、Ｕ１２依存性スプライソソームに特徴的なタンパク質の同定及び特徴

づけにより、前記スプライソソームにおけるスプライシングプロセスの詳細な機

序についての情報が提供され得るだけでなく、同時に、前記スプライソソームの

スプライシング機序における破壊に関連し得る疾患の診断及び治療を可能にし得

る。特定のタンパク質を提供することによって、スプライシングプロセスの破壊

により引き起こされる疾患の治療にも有利に利用され得る潜在的なスプライシン

グモジュレーターを発見し開発することがさらに可能になる。

      【０００９】
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  従って、本発明の目的はＵ１２依存性スプライソソームに特徴的なタンパク質

を提供することである。

  この目的は、Ｕ１２依存性スプライソソームの１８Ｓ Ｕ１１／Ｕ１２ ｓｎＲ

ＮＰ複合体に会合し、前記スプライソソームに特異的であるスプライソソームタ

ンパク質により達成された。

      【００１０】

  従って、本発明は、Ｕ１２依存性スプライソソームのＵ１１／Ｕ１２ ｓｎＲ

ＮＰ複合体に会合した３５ｋＤタンパク質の機能を有するスプライソソームタン

パク質に関するものであり、このスプライソソームタンパク質は以下を含んでな

る群から選択される核酸（以下に示す本発明の核酸）によりコードされる：

  ａ）配列番号１８のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするＤＮＡ配列

；

  ｂ）ａ）の配列に相補的な配列とハイブリダイズし、Ｕ１１／Ｕ１２ ｓｎＲ

ＮＰ複合体の３５ｋＤタンパク質の機能を有するタンパク質をコードし得るＤＮ

Ａ配列；及び

  ｃ）遺伝暗号がａ）又はｂ）に示される配列に関して縮重しているＤＮＡ配列

。

      【００１１】

  「Ｕ１２依存性スプライソソームのＵ１１／Ｕ１２ ｓｎＲＮＰ複合体に会合

した３５ｋＤタンパク質の機能を有するスプライソソームタンパク質（以下、本

発明のスプライソソームタンパク質）」は、本明細書では、Ｕ１１／Ｕ１２ ｓ

ｎＲＮＰ複合体の天然に存在する、好ましくはヒトの３５ｋＤタンパク質の特性

を本質的に有する、即ちスプライソソーム複合体における前記スプライソソーム

の正確な機能を保証する、任意のポリペプチドを意味する。

      【００１２】

  本明細書中のハイブリダイゼーションという用語は、通常のハイブリダイゼー

ション条件下、特に、当業者に公知のストリンジェントハイブリダイゼーション

条件下でのハイブリダイゼーションを意味する［Sambrook et al., Molecular C

loning, A Laboratory Manual, 2nd edition, Cold Spring Harbor Laboratory 
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Press, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989)］。

      【００１３】

  スプライソソームタンパク質は、好ましくは、配列番号１８のアミノ酸配列を

有する。しかしながら、このタンパク質は、１つ又はそれ以上のアミノ酸の欠失

、アミノ酸の置換、アミノ酸の付加又はアミノ酸の挿入を、それらにより引き起

こされるタンパク質の機能に対する有害効果が無視できる限りにおいて、有して

いてもよい。同様に、例えばスプライソソームタンパク質は外来タンパク配列を

（例えば、融合タンパク質として）含有することが可能である。

      【００１４】

  長さ２４６個のアミノ酸の好ましい本発明のスプライソソームタンパク質は、

ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより決定される見かけの分子量が約３５ｋＤ、算出分子量が

２９ｋＤ、及び等電点が９．８８である。

      【００１５】

  他の主題は、前記タンパク質をコードする請求項１に記載のＤＮＡ配列とその

配列に相補的な配列、及びそれらのフラグメントである。

  前記ＤＮＡ配列は、他のＤＮＡ配列、特に、所望の宿主生物においてタンパク

質の発現を可能にする配列に連結し得る。この種の配列は先行技術において公知

である。それらは、例えば、プロモーター配列のような調節配列、シャイン・ダ

ルガーノ配列、転写終結シグナル、ポリアデニル化シグナル又はエンハンサー要

素であり得る。このようにして、所望のタンパク質を低コストで大量に製造する

ことが可能である。

      【００１６】

  従って、本発明はまた本発明のＤＮＡ配列を含有する組換えＤＮＡ分子にも関

する。

  組換えＤＮＡ分子は、所望の宿主生物へ直接的に導入されるか、又は先ずベク

ターに導入され、次にそれ自体公知のやり方で宿主生物を形質転換するために使

用されることができる。同様に、本発明はこのようなベクターに関する。使用さ

れ得るベクターは、先行技術において一般的なベクター、例えばプラスミド、バ

クテリオファージ又はウイルスである。好ましいベクターは発現ベクターである
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。

      【００１７】

  本発明は、同様に、本発明の組換えＤＮＡ分子又はベクターを含有する宿主生

物に関する。

  好適な宿主生物の例は、原核又は真核の微生物、例えば、大腸菌のような細菌

、酵母又は組織細胞である。

      【００１８】

  本発明のＤＮＡ配列又はそのフラグメントは、本発明のスプライソソームタン

パク質と類似又は同一の機能を保有する相同ＤＮＡ配列を、様々な生物又は組織

型に見出すために使用され得る。

      【００１９】

  さらに、本発明のタンパク質と前記タンパク質をコードするＤＮＡ配列は、例

えば、自己免疫疾患及びスプライシング機序の破壊に関連し得る疾患の診断薬と

して、有利にも［欠文］され得る。

      【００２０】

  このように、スプライソソーム成分は自己抗原として作用し得ることが知られ

ている。例えば、自己免疫疾患の全身性エリスマトーデスに罹患している患者は

、大部分のｓｎＲＮＰを沈澱させるのに使用され得る抗体をしばしば産生する。

簡便な免疫アッセイにより、本発明のタンパク質は、Ｕ１２依存性スプライソソ

ームに特異的なタンパク質に対する抗体形成に起因した自己免疫疾患の迅速診断

についての可能性を提供する。

      【００２１】

  Ｕ１２依存性スプライソソームのスプライシング機序の破壊に関連し得る疾患

は、この破壊は３５ｋＤタンパク質の欠失に起因するのだが、例えば、先行技術

において公知のインビトロスプライシング系での相補性検定を利用して診断され

得る。ここでは、第一に、スプライソソームによるプレｍＲＮＡの認識とスプラ

イシングプロセスに必要なすべての構造要素を含有するＵ１２依存性イントロン

を有するプレｍＲＮＡが、例えばインビトロ転写により産生される。このＲＮＡ

を、例えば、放射標識する。そうすると、後に、変性尿素ポリアクリルアミドゲ
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ル上で分画した後で、特徴的なバンドパターンに基づいて、スプライシング反応

が起きたかどうかを評価することが可能になる。引き続き、患者組織からのサン

プルを、本発明の３５ｋＤタンパク質を添加して、又は添加せずにアッセイする

。次いで、相補性により前記タンパク質の欠失を確認する。

      【００２２】

  他の使用可能なインビトロスプライシング系はＰＣＴ／ＥＰ００／０１５９５

に記載されている。

  本発明のＤＮＡ配列は、記載の３５ｋＤタンパク質の遺伝子の欠陥の診断、特

に出生前診断のための一般的なハイブリダイゼーションアッセイに利用し得る。

      【００２３】

  さらに、本発明のタンパク質は、スプライシングの欠陥に起因した疾患に対す

る治療薬として使用し得る。

  本発明のスプライソソームタンパク質をさらにスプライシングモジュレーター

、例えばスプライシングインヒビターを発見し開発することに有利に使用するこ

とが可能であり、それはさらなる疾患の治療に適している。こうして、ごく最近

、常染色体劣性のヘルマンスキー－プドゥラック症候群（ＨＰＳ）の原因である

突然変異遺伝子において、Ｕ１２依存性イントロンが同定された。将来的には、

通常引き起こされる疾患に部分的に起因し得るさらなる遺伝子においてそのよう

なイントロンが見出される可能性があると期待することができる。そのような遺

伝子に存在するイントロンのスプライシング、従って有害な突然変異遺伝子の発

現を特異的に阻害することは、前記疾患を治療するための有望な方法である。Ｕ

１２依存性イントロンが稀であるために、そのようなスプライシングインヒビタ

ーを、Ｕ２依存性スプライソソームよりもＵ１２依存性スプライソソームに対し

てより効果的に治療的に使用することも可能である。

      【００２４】

  需要の多いスプライシングモジュレーターは、スプライシング機序の研究につ

いてすでに上記した公知のインビトロアッセイ系を使用することによって見出し

得る。このようにして分析され得るスプライシングモジュレーター又はスプライ

シングインヒビターの例は、モノクローナル抗体である。このように、抗血清又
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はモノクローナル抗体を利用して、細胞内でのスプライシングプロセス、例えば

成熟ｍＲＮＡの産生に影響を及ぼすことがすでに記載されている［R. A. Padget

t et al., Cell 35: 10 (1983); R. Gattoni et al., Nucleic Acids Res. 24: 

2535 (1996)］。

      【００２５】

  マイナーなスプライソソームによるスプライシングの調節プロセスを同定する

ことは、ウイルス学にとっても重要である。最近（Hibbert et al., 1999）、ラ

ウス肉腫ウイルスにおける負の調節スプライシング配列（ＮＲＳ）の領域にある

Ｕ１ ５’スプライス部位の配列が同定された。Ｕ１ ｓｎＲＮＰのＮＲＳへの結

合はスプライシングプロセスを阻害する、即ちＮＲＳ活性を増加させる。

      【００２６】

  Ｕ１結合部位は、Ｕ１２依存性スプライソソームの５’スプライス部位にある

ＮＲＳ上の配列と同一であるＵ１１結合部位と重複する。Ｕ１１ ｓｎＲＮＰが

ＮＲＳへ結合すると、スプライシングを促進する、即ちＮＲＳ活性を低下させる

。Ｕ１ ｓｎＲＮＰとＵ１１ ｓｎＲＮＰとの競合は、最適なウイルス複製のため

にスプライスされるウイルスＲＮＡとスプライスされないウイルスＲＮＡとの平

衡を確立するのに貢献する。

      【００２７】

  Hibbert et al.(1999) による研究が示すように、Ｕ１及び/又はＵ１１結合ド

メインにおける特定の突然変異は、ウイルスの生活環に影響すること、及びおそ

らくは制御することにさえ貢献し得る。Ｕ１１／ＮＲＳの相互作用を阻害する戦

略は、この研究において得られた、プレスプライソソームの特徴に関連した情報

を利用して開発され得る。

      【００２８】

  従って、本発明はまた、本発明の核酸及び／又は本発明のスプライソソームタ

ンパク質、並びに医薬的に許容される添加剤及び／又は賦形剤を適宜含んでなる

医薬品にも関する。

      【００２９】

  さらに、本発明は、がん、自己免疫疾患、特にグレーブス病、脊髄性筋萎縮症
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、β’－サラセミア、ｃ－ｅｒｂがん遺伝子に関連したがん、Ｃ型肝炎感染、単

純ヘルペスウイルス感染、全身性エリスマトーデス、ヘルマンスキー－プドゥラ

ック症候群を、製剤化される本発明の核酸又は本発明のスプライソソームタンパ

ク質を用いて治療するための医薬品を製造する方法に関する。

      【００３０】

  同様に、本発明は、本発明の核酸及び／又は本発明のスプライソソームタンパ

ク質、並びに医薬的に許容される添加剤及び／又は賦形剤を適宜含んでなる診断

薬にも関する。

      【００３１】

  さらに、本発明は、グレーブス病、脊髄性筋萎縮症、β’－サラセミア、ｃ－

ｅｒｂがん遺伝子に関連したがん、Ｃ型肝炎感染、単純ヘルペスウイルス感染、

全身性エリスマトーデス、ヘルマンスキー－プドゥラック症候群を、本発明の核

酸及び／又は本発明のスプライソソームタンパク質に添加される医薬的に許容さ

れる担体で診断するための診断薬を製造する方法に関する。

      【００３２】

  本発明のＵ１１／Ｕ１２会合３５ｋＤタンパク質の単離を以下の実施例により

具体的に示す。

  以下の実施例は本発明をより詳しく説明するのに役立つが、本発明は前記実施

例により制限されるものではない。

      【００３３】

    実施例

  ＨｅＬａ核抽出物の調製

  ＨｅＬａ細胞由来の核抽出物は、ＨｅＬａ細胞を有する細胞培養物を培養する

ことによって調製した。この細胞を遠心分離（１,０００×ｇ、１０分）により

培地から沈降させ、リン酸緩衝液で洗浄した。次いで、この細胞沈降物を５倍量

の緩衝液Ａ（１０ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１．５ｍＭ ＭｇＣｌ2、１０ｍＭ ＫＣｌ、

０．５ｍＭ ＤＴＴ、ｐＨ７．９、４℃）に取り、１０分間インキュベートした

。再び細胞を沈降させ、２倍量の緩衝液Ａに取った。Ｄｏｕｎｃｅホモジェナイ

ザー（プランジャーＢ）を使用して（プランジャーを１０回上下に動かす）、こ
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の懸濁物を破壊した。遠心分離により核を沈降させた。次いで、核を再び緩衝液

Ａに取り、２５,０００×ｇで２０分遠心分離した。沈降物を３ｍｌの緩衝液Ｂ

（２０ｍＭ ＨＥＰＥＳ、２５％（ｖ／ｖ）グリセロール、０．４２Ｍ ＮａＣｌ

、１．５ｍＭ ＭｇＣｌ2、０．２ｍＭ ＥＤＴＡ、０．５ｍＭフェニルメチルス

ルホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）、０．５ｍＭ ＤＴＴ、ｐＨ７．９）に取り、

再びＤｏｕｎｃｅホモジェナイザーを使用して破壊した。得られた懸濁液を磁気

スターラー上で３０分間インキュベートし、次いで２５,０００×ｇで３０分遠

心分離した。これに次いで、２５,０００×ｇ（３０分）で再び遠心分離した。

この上清を５０倍量の緩衝液Ｃ（２０ｍＭ ＨＥＰＥＳ、２０％（ｖ／ｖ）グリ

セロール、０．１Ｍ ＫＣｌ、０．２ｍＭ ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ ＰＭＳＦ、０

．５ｍＭ ＤＴＴ、ｐＨ７．９）に対して透析した。この透析物を遠心分離した

（２５,０００×ｇ、２０分）。得られた上清は、核抽出物として液体窒素中に

保存することができる（Dignam, J. D. et al. (1983) Nucleic Acids Res., 11

, 1475）。

      【００３４】

  ｓｎＲＮＰの単離及び分析

  トリメチルグアノシン（ｍ３Ｇ）キャップのついた、前もって提供されたスプ

ライソソームｓｎＲＮＰを、抗ｍ３Ｇ抗体を使用する免疫アフィニティークロマ

トグラフィーによりＨｅＬａ細胞の核抽出物から精製し、１０～３０％強度のグ

リセロール勾配を介した沈降により分画した［B. Laggerbauer, J. Lauber and 

R. Luhrmann, Nucleic Acids Res. 24: 868 (1996)］。１８Ｓ Ｕ１１／Ｕ１２ 

ｓｎＲＮＰ複合体を含有する分画をプールし、ＫＣｌ濃度を２５０ｍＭに調整し

た。２．４ｍｌのプールした１８Ｓ勾配分画から得たｓｎＲＮＰを１２μｇのオ

リゴヌクレオチドとともに４℃で１６時間インキュベートした。このオリゴヌク

レヲチドは、ヒトＵ１１ ｓｎＲＮＡの２～１８番目のヌクレオチドである５’

－ＡＣＧＡＣＡＧＡＡＧＣＣＣＵＵＵＵｄＴ*ｄｔ*ｄＴ*ｄＴ*－３’（Ｕ１１オ

リゴ）、又はヒトＵ１２ ｓｎＲＮＡの１１～２８番目のヌクレオチドである５

’－ＡＵＵＵＵＣＣＵＵＡＣＵＣＡＵＡＡＧｄＴ*ｄＴ*ｄＴ*ｄＴ*－３’（Ｕ１

２オリゴ）のいずれかに相補的である（ここで、*はビオチニル化２’－デオキ
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シチミジンであり、Ａ、Ｕ、Ｇ及びＣは２’－Ｏ－メチルリボヌクレオチドであ

る）。オリゴヌクレオチドが結合したｓｎＲＮＰを、それ自体知られたやり方で

、ストレプトアビジンアガロースを使用して沈澱させた［A. I. Lamond and B. 

S. Sproat, in RNA Processing: A Practical Approach, D. Rickwood and B. D

. Hames, eds. (Oxford University Press, Oxford, 1996) p. 103］。アガロー

ス沈澱ｓｎＲＮＰの１／５から得たＲＮＡを、ＤＨ緩衝液（１５ｍＭ ＮａＣｌ

、１．５ｍＭ クエン酸ナトリウム、０．１％ ＳＤＳ）１００μｌ中において９

５℃で３０分間インキュベートすることによって溶出させ、１０％強度のポリア

クリルアミド／７Ｍ尿素ゲル上で分画し、銀染色により可視化した。選択された

ＲＮＡの同一性は、ノーザンブロッティングにより、Ｕ１１及びＵ１２として確

認された。タンパク質は、Ｓ緩衝液（６０ｍＭ Ｔｒｉｓ、ｐＨ６．８、１ｍＭ 

ＥＤＴＡ、１７．５％グリセロール、２％ ＳＤＳ、０．２Ｍ ＤＴＥ）２００μ

ｌ中において９５℃で５分間インキュベーションすることによって、残りのビー

ズから溶出させ、５倍量のアセトンで沈澱させた。１０％（上半分）及び１３％

（下半分）のポリアクリルアミドゲル上でＳＤＳ－ＰＡＧＥによりこのタンパク

質を分画し、クーマシー染色により可視化した。比較のために、出発材料（プー

ルした１８Ｓ勾配分画）５０μｌに由来するＲＮＡ及びタンパク質も分析した。

      【００３５】

  オリゴＵ１１についての結果を図１、レーン２に、オリゴＵ１２についての結

果を図１、レーン３に示す。レーン１は出発材料（インプット）のｓｎＲＮＡを

示し；レーン４はオリゴヌクレオチド非存在下での沈澱についての結果を対照（

偽）として示す。Ｕ１１に対するオリゴヌクレオチドでＵ１２を同時選択すると

、逆の場合も同じであるが、主にＵ１１／Ｕ１２ ｓｎＲＮＰ複合体が選択され

、Ｕ１１モノ粒子又はＵ１２モノ粒子は選択されなかったことを示した。従って

、図２、レーン２及び３は、前記ｓｎＲＮＰを選択するのにどちらのオリゴヌク

レオチドが使用されたかにかかわらず、同一のＵ１１／Ｕ１２ ｓｎＲＮＰのタ

ンパク質パターンを示す。タンパク質の分子量（ｋＤ）を右側に示す。レーン１

はやはり出発材料（インプット）のタンパク質とそれらの同一性（左側）を示す

。レーン４：対照。
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      【００３６】

  Ｕ１１／Ｕ１２ ｓｎＲＮＰ複合体と会合したタンパク質の同定

  Ｕ１１／Ｕ１２複合体に見出される２０種の異なるタンパク質のなかで、８種

がＳｍ ｓｎＲＮＰの核タンパク質、Ｂ’、Ｂ、Ｄ３、Ｄ２、Ｄ１、Ｅ、Ｆ及び

Ｇとともに移動したが、これらはメジャーなスプライソソームｓｎＲＮＰのなか

に存在する（図２、レーン１～３）。Ｂ’／Ｂ、Ｄ３、Ｄ２、Ｆ又はＧと特異的

に反応する抗体は、Ｕ１１／Ｕ１２複合体の免疫ブロット上で同一の分子量を有

するタンパク質さえも認識した。従って、Ｕ１１／Ｕ１２は、メジャーなスプラ

イソソームにおいても見出される同一の８種のＳｍタンパク質を含有する。

      【００３７】

  残る１２種のＵ１１／Ｕ１２タンパク質のなかで、Ｕ１１／Ｕ１２複合体の１

６０ｋＤ、１５０ｋＤ、１３０ｋＤ及び４９ｋＤのタンパク質は、必須のスプラ

イシング因子であるＳＦ３Ｂを構成する、１７Ｓ Ｕ２複合体に特異的な４種の

タンパク質、即ちＵ２－１６０、Ｕ２－１５０、Ｕ－１２０及びＵ２－５３とと

もに移動した。さらに、Ｕ２－１６０、Ｕ２－１５０及びＵ２－１２０に対する

抗体は、Ｕ１１／Ｕ１２複合体の１６０ｋＤ、１５０ｋＤ及び１３０ｋＤのタン

パク質と強く反応した。Ｕ１１／Ｕ１２複合体の１６０ｋＤ、１５０ｋＤ、１３

０ｋＤ及び４９ｋＤのタンパク質のミクロ配列決定により得られたペプチド配列

（表１）は、公知のＳＦ３ｂ配列と実質的に同一であることが証明された。この

ように、上記した４種のタンパク質はＳＦ３ｂから識別されるタンパク質と同一

である可能性がきわめて高く、同一移動するタンパク質のなかで見かけの分子量

がやや変動するのは、Ｕ２ ｓｎＲＮＰタンパク質の最初の同定に適用された電

気泳動条件における違いによる可能性がある。

      【００３８】

【表１】
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      【００３９】

ここでＸは任意のアミノ酸を意味する。

  Ｕ１１／Ｕ１２ ｓｎＲＮＰ複合体と会合した３５ｋＤタンパク質の特徴づけ

  残るタンパク質のなかで、Ｕ１１／Ｕ１２ ｓｎＲＮＰ複合体と会合した３５

ｋＤタンパク質を特徴づけた。この目的のために、ゲル上で分画され、トリプシ

ンで消化された３５ｋＤタンパク質をミクロ配列決定することによって、ペプチ

ドのＫＥＹＤＰＬＫ及びＫＲＷＱＥＲＥＰＴＲＶＷＰＤＮＤを得た。これらのペ

プチドを使用して、ＴＢＬＡＳＴＮプログラムによるｃＤＮＡについて、国立バ

イオテクノロジー情報センターのＥＳＴデータベースをスクリーニングした。い

ずれのペプチドも、未知のタンパク質をコードするヒトマクロファージ細胞由来

のｃＤＮＡ（Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号：Ｕ４４７９８）のＯＲＦに見出された。

同一のＯＲＦを含有する、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ ＳＫに組み込まれたヒト筋

肉細胞由来の第２のｃＤＮＡ（Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号：ＡＡ２１１２６８）を

大腸菌ＨＢ１０１へ形質転換させ、次いでＡＢＩ ＰＲＩＳＭ配列分析機を使用

して完全に配列決定した。この３５ｋＤタンパク質をコードするＤＮＡ配列を、
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それから誘導されるアミノ酸配列とともに配列番号１７に示す。配列番号１７は

、非コード５’及び３’配列を含む完全なｃＤＮＡ配列を固有に示す。

      【００４０】

  このｃＤＮＡのインビトロ翻訳（ＴＮＴ（転写／翻訳のカップリング）キット

、プロメガ）によりタンパク質を調製した。このタンパク質はＳＤＳポリアクリ

ルアミドゲル上で、精製された３５ｋＤタンパク質とともに移動し、このＤＮＡ

が完全なタンパク質をコードすることを証明した。

      【００４１】

  Ｕ１１／Ｕ１２ ３５ｋＤタンパク質はＲＮＡ認識モチーフ（ＲＲＭ；アミノ

酸５１～１２９番目）を有する。この領域と隣接するグリシンに富んだ領域はＵ

１ ７０Ｋタンパク質のある領域に酷似している。さらに、３５ｋＤタンパク質

に対する抗血清は、勾配により分画され、Ｕ１１モノ粒子を含有するｓｎＲＮＰ

の混合物からＵ１１を効率的に沈澱させた。従って、Ｕ１ ７０Ｋタンパク質に

類似して、このＵ１１ ３５ｋＤタンパク質も５’スプライス部位認識を促進す

る可能性がある。さらに、このタンパク質は、メジャーなスプライソソームの成

分と相互作用して、エクソン連結に関わる可能性がある。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】  図１は、精製されたｓｎＲＮＰのｓｎＲＮＡの組成を示す。

    【図２】  図２は、オリゴヌクレオチドを使用して選択されたＵ１１／Ｕ１

２ ｓｎＲＮＰのタンパク質組成を示す。

【配列の簡単な説明】
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    【配列番号１７】  配列番号１７は、非コード配列を包含するＵ１２会合３

５ｋＤタンパク質についてのゲノムＤＮＡ配列を示す。コード配列は以下の誘導

されたアミノ酸配列により示され、配列番号１８に対応する。

    【配列番号１８】  配列番号１８は、２４６個のアミノ酸を含んでなる、Ｕ

１２会合３５ｋＤタンパク質のアミノ酸配列を示す。

【図１】
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【図２】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１３年６月１１日（２００１．６．１１）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ＡＴ－ＡＣスプライソソームのＵ１１／Ｕ１２ ｓｎＲＮＰ

複合体に会合した３５ｋＤタンパク質の機能を有するスプライソソームタンパク

質をコードするＤＮＡ配列であって、

  ａ）配列番号１８のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするＤＮＡ配列

；

  ｂ）配列番号１７のヌクレオチド配列を含んでなるａ）のＤＮＡ配列；

  ｃ）ａ）の配列に相補的な配列とハイブリダイズし、Ｕ１１／Ｕ１２ ｓｎＲ

ＮＰ複合体の３５ｋＤタンパク質の機能特性を有するタンパク質をコードし得る

ＤＮＡ配列；及び

  ｄ）遺伝暗号がａ）又はｃ）に示される配列に関して縮重しているＤＮＡ配列

、

からなる群から選択される配列、及び前記配列のフラグメント、並びにａ）、ｂ

）、ｃ）及びｄ）に示される配列又はそれらのフラグメントに相補的な配列。

    【請求項２】  請求項１に記載のＤＮＡ配列を含んでなる、組換えＤＮＡ分

子。

    【請求項３】  スプライソソームタンパク質をコードするＤＮＡが、原核細

胞又は真核細胞において前記タンパク質の発現を可能にする調節配列に連結して

いる、請求項２に記載の組換えＤＮＡ分子。

    【請求項４】  請求項１に記載の配列、又は請求項２又は３のいずれか１項

に記載の組換えＤＮＡ分子を含んでなるベクター。

    【請求項５】  請求項２又は３のいずれか１項に記載の組換えＤＮＡ分子、
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又は請求項４に記載のベクターを含んでなる、ヒトを除く宿主生物。

    【請求項６】  原核微生物である、請求項５に記載の宿主生物。

    【請求項７】  真核微生物である、請求項５に記載の宿主生物。

    【請求項８】  Ｕ１２スプライソソームのＵ１１／Ｕ１２ ｓｎＲＮＰ複合

体に会合した３５ｋＤタンパク質の機能を有するスプライソソームタンパク質で

あって、請求項１に記載の配列のいずれかにコードされる前記スプライソソーム

タンパク質。

    【請求項９】  請求項８に記載のスプライソソームタンパク質であって、

  ａ）配列番号１８のアミノ酸配列を有するポリペプチド；

  ｂ）ａ）に記載の配列と比較して、１つ又はそれ以上のアミノ酸の欠失、アミ

ノ酸の置換、アミノ酸の付加及び／又はアミノ酸の挿入を有するポリペプチド、

からなる群から選択される、前記スプライソソームタンパク質。

    【請求項１０】  請求項１に記載のＤＮＡ配列又はそのフラグメントの、相

同なＤＮＡ配列又はＲＮＡ配列を単離するための使用。

    【請求項１１】  請求項８に記載のスプライソソームタンパク質の、スプラ

イシングモジュレーターを発見するための使用。

    【請求項１２】  請求項１～３のいずれか１項に記載の核酸及び／又は請求

項８又は９のいずれか１項に記載のスプライソソームタンパク質、並びに医薬的

に許容される添加剤及び／又は賦形剤を適宜含んでなる医薬品。

    【請求項１３】  がん、自己免疫疾患、特にグレーブス病、脊髄性筋萎縮症

、β’－サラセミア、ｃ－ｅｒｂがん遺伝子に関連したがん、Ｃ型肝炎感染、単

純ヘルペスウイルス感染、全身性エリスマトーデス、ヘルマンスキー－プドゥラ

ック症候群を治療するための医薬品を製造する方法であって、請求項１～３のい

ずれか１項に記載の核酸、及び／又は請求項８又は９のいずれか１項に記載のス

プライソソームタンパク質を、医薬的に許容される添加剤及び／又は賦形剤とと

もに製剤化することを含む、前記方法。

    【請求項１４】  請求項１～３のいずれか１項に記載の核酸及び／又は請求

項８又は９のいずれか１項に記載のスプライソソームタンパク質、並びに医薬的

に許容される添加剤及び／又は賦形剤を適宜含んでなる診断薬。
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    【請求項１５】  グレーブス病、脊髄性筋萎縮症、β’－サラセミア、ｃ－

ｅｒｂがん遺伝子に関連したがん、Ｃ型肝炎感染、単純ヘルペスウイルス感染、

全身性エリスマトーデス、ヘルマンスキー－プドゥラック症候群を診断するため

の診断薬を製造する方法であって、請求項１～３のいずれか１項に記載の核酸、

及び／又は請求項８又は９のいずれか１項に記載のスプライソソームタンパク質

に、医薬的に許容される担体を添加することを含む、前記方法。
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【国際調査報告】
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摘要(译)

本发明涉及剪接体蛋白，其与U12依赖性剪接体的U11 / U12 snRNP复合
体缔合并且对所述剪接体具有特异性。 该蛋白质和编码该蛋白质的DNA
序列可用作特定的自身免疫疾病和由剪接装置缺陷引起的疾病的诊断
剂。
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