
(57)【要約】
本発明により、電圧感受性カリウムチャネルの不完全なβ１サブユニット (Ｋｖｓｓ１ )(
ここで、Ｋｖｓｓ１サブユニットは、Ｋ＋ のＮ型不活性化を付与することができるが、Ｋ
ｖ１ファミリーαサブユニットと会合し、それによりチャネルの表面発現を高める能力は
保持する )を含んでいるトランスジェニック哺乳動物が提供される。好ましくは、Ｋｖｓ
ｓ１サブユニットをコードしているＫｖｓｓ１ .１遺伝子は、その不活性化ドメインのコ
ドン１－７０の全部または部分に変異を有する。トランスジェニック哺乳動物は、不安緩
解化合物およびプロ -認識機能を同定するための精神学的および神経学的疾患に関するモ
デルとして有用である。本発明により、Ｋｖｓｓ１ .１活性を調節するその能力に関して
、特に、カリウムチャネルを不活性化に関して、またはα－サブユニットとの会合に関し
て試験化合物をスクリーニングおよび評価するための方法も提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド し て い る 内 在 遺 伝 子 ク ラ
ス タ ー を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 で あ っ て 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 、
チ ャ ネ ル の Ｎ 型 不 活 性 化 は 付 与 す る こ と が で き な い が 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α -サ ブ ユ ニ ッ
ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る ノ ッ ク -イ ン サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯
動 物 。
【 請 求 項 ２ 】
齧 歯 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 。
【 請 求 項 ３ 】
ノ ッ ク -イ ン サ ブ ユ ニ ッ ト が ホ モ 接 合 変 異 に よ り コ ー ド さ れ て い る 、 請 求 項 １ 記 載 の ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 。
【 請 求 項 ４ 】
ノ ッ ク -イ ン サ ブ ユ ニ ッ ト が 、 置 換 変 異 、 挿 入 変 異 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 お よ び ス ト ッ
プ コ ド ン 変 異 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 変 異 に よ り コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 。
【 請 求 項 ５ 】
Ｙ 迷 路 に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 マ ウ ス が 、 完 全 に 非 機 能 性 の ノ ッ ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β
１ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 同 じ 系 統 の マ ウ ス と 比 較 し て 有 意 に 異 な る 学 習 ま た は 記 憶 パ
タ ー ン を 有 す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 ６ 】
マ ウ ス が 、 ノ ッ ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る マ ウ ス と 比 較 し て 、 ４ 時 間 の
試 験 間 間 隔 後 に 、 有 意 に 改 善 さ れ た 学 習 ま た は 記 憶 を 有 す る 、 請 求 項 ５ 記 載 の ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 ７ 】
マ ウ ス が 、 ノ ッ ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る マ ウ ス と 比 較 し て 、 ３ ０ 分 の
試 験 間 間 隔 後 に 有 意 に 損 な わ れ た 学 習 ま た は 記 憶 を 有 す る 、 請 求 項 ５ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 ８ 】
マ ウ ス が 、 コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 恐 れ 条 件 付 け に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 ノ ッ ク -ア ウ
ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 同 じ 系 統 の マ ウ ス と 比 較 し て 、 有 意 に 損 な わ れ た 学
習 パ タ ー ン を 有 す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 ９ 】
マ ウ ス が 、 コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 恐 れ 条 件 付 け に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 野 生 型 Ｋ ｖ β
１ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 同 じ 系 統 の マ ウ ス と 比 較 し て 、 有 意 に 損 な わ れ た 学 習 パ タ ー
ン を 有 す る 、 請 求 項 ８ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 １ ０ 】
マ ウ ス が 、 高 架 ゼ ロ 迷 路 に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 ノ ッ ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ
ニ ッ ト を 有 す る 同 じ 系 統 の マ ウ ス と 比 較 し て 、 有 意 に 低 下 し た 不 安 パ タ ー ン を 有 す る 、 請
求 項 ２ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 １ １ 】
マ ウ ス が 、 高 架 ゼ ロ 迷 路 に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト
を 有 す る 同 じ 系 統 の マ ウ ス と 比 較 し て 、 有 意 に 低 下 し た 不 安 パ タ ー ン を 有 す る 、 請 求 項 １
０ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 １ ２ 】
マ ウ ス が 、 ス ト レ ス 誘 導 性 の コ ル チ コ ス テ ロ ン レ ベ ル に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 ノ ッ
ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 同 じ 系 統 の マ ウ ス と 比 較 し て 、 有 意 に 低 下 し
た 不 安 パ タ ー ン を 有 す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 １ ３ 】
マ ウ ス が 、 ス ト レ ス 誘 導 性 の コ ル チ コ ス テ ロ ン レ ベ ル に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 野 生
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型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 同 じ 系 統 の マ ウ ス と 比 較 し て 、 有 意 に 低 下 し た 不 安
パ タ ー ン を 有 す る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 １ ４ 】
マ ウ ス が 、 ス ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温 に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 ノ ッ ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β
１ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 同 じ 系 統 の マ ウ ス と 比 較 し て 、 有 意 に 低 下 し た 不 安 パ タ ー ン
を 有 す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 １ ５ 】
マ ウ ス が 、 ス ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温 に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ
ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 同 じ 系 統 の マ ウ ス と 比 較 し て 、 有 意 に 低 下 し た 不 安 パ タ ー ン を 有 す る
、 請 求 項 １ ４ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 １ ６ 】
マ ウ ス が 、 ス ト レ ス 誘 導 性 の ｃ － ｆ ｏ ｓ レ ベ ル に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 ノ ッ ク -ア
ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 同 じ 系 統 の マ ウ ス と 比 較 し て 、 有 意 に 低 下 し た 不
安 パ タ ー ン を 有 す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 １ ７ 】
マ ウ ス が 、 ス ト レ ス 誘 導 性 の ｃ － ｆ ｏ ｓ レ ベ ル に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 野 生 型 Ｋ ｖ
β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 同 じ 系 統 の マ ウ ス と 比 較 し て 、 有 意 に 低 下 し た 不 安 パ タ ー
ン を 有 す る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ゲ ノ ム が 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 の Ｎ 末 端 の コ ド ン １ － ７ ０ に ホ モ 接 合 ノ ッ
ク -イ ン 変 異 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 で あ っ て 、 ノ ッ ク -イ ン 変 異 が 置 換 変 異 で
あ り 、 齧 歯 動 物 が 、 そ の ゲ ノ ム が 完 全 に 非 -機 能 性 の Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す
る ホ モ 接 合 ノ ッ ク -ア ウ ト 変 異 を 含 む 第 ２ の 齧 歯 動 物 と は 有 意 に 異 な る 認 識 パ タ ー ン を 示
す 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ホ モ 接 合 ノ ッ ク -イ ン 変 異 が 、 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 の Ｎ 末 端 の コ ド ン １ -
３ ６ に あ る 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
置 換 変 異 が 、 免 疫 抑 制 性 の エ ピ ト ー プ タ グ を 含 む 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
齧 歯 動 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
エ ピ ト ー プ タ グ が 、 血 球 凝 集 素 エ ピ ト ー プ タ グ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 齧 歯 動 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
齧 歯 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ゲ ノ ム が 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 の Ｎ 末 端 の コ ド ン １ -３ ６ に ホ モ 接 合 ノ ッ ク
-イ ン 変 異 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 で あ っ て 、 ノ ッ ク -イ ン 変 異 が 、 そ の ゲ ノ ム
が 完 全 に 非 -機 能 性 の Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ホ モ 接 合 ノ ッ ク -ア ウ ト 変 異
を 含 む 第 ２ の 齧 歯 動 物 と は 有 意 に 異 な る 認 識 パ タ ー ン を 示 す 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動
物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
生 殖 細 胞 ま た は 体 細 胞 が 、 齧 歯 動 物 ま た は 該 齧 歯 動 物 の 先 祖 に 胎 児 段 階 で 導 入 さ れ た 組 み
換 え 活 性 化 Ｋ ｖ β １ .１ ト ラ ン ス ジ ー ン 配 列 を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 で あ っ
て 、 Ｋ ｖ β １ .１ ト ラ ン ス ジ ー ン が 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の Ｎ 型 の 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と
が で き な い が 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α -サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る ノ ッ ク -イ ン
β サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
以 下 の ス テ ッ プ を 含 む 、 単 離 ノ ッ ク -イ ン 哺 乳 動 物 を 作 製 す る 方 法 ：
(１ )内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 と ト ラ ン ス ジ ー ン Ｋ ｖ β １ .１ の 間 の 相 同 組 み 換 え を 達 成 す る
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こ と 、 こ こ で 、 ト ラ ン ス ジ ー ン Ｋ ｖ β １ .１ は 、
(ａ )Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の コ ド ン １ -７ ０ の 全 部 ま た は 部 分 を 置 換 し て い る 免 疫 反 応
タ グ を コ ー ド し て い る 配 列 、
(ｂ )１ 対 の 繰 り 返 し 部 位 が 隣 接 す る 選 択 可 能 な マ ー カ ー 、 お よ び 、
(ｃ )タ グ お よ び 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 両 方 が 隣 接 す る 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 に 相 同 な 一
対 の 配 列
を 含 む 、
(２ )さ ら に 組 み 換 え を な し て 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー を 除 去 す る こ と 、
こ こ で 、 ト ラ ン ス ジ ー ン Ｋ ｖ β １ .１ は 、 Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と が で き な い が 、 Ｋ
ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
細 胞 が 、 ト ラ ン ス ジ ー ン に 関 し て ホ モ 接 合 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の ノ ッ ク -イ ン 哺 乳 動
物 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
以 下 の ス テ ッ プ を 含 む 、 単 離 ノ ッ ク -イ ン 哺 乳 動 物 を 作 製 す る 方 法 ：
(１ )内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 お よ び ト ラ ン ス ジ ー ン Ｋ ｖ β １ .１ の 間 の 相 同 組 み 換 え を 行 う
こ と 、 こ こ で 、 該 ト ラ ン ス ジ ー ン Ｋ ｖ β １ .１ は 、
(ａ )Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の コ ド ン １ -３ ６ の 全 部 ま た は 部 分 を 置 換 し て い る 免 疫 反 応
タ グ を コ ー ド し て い る 配 列 、
(ｂ )１ 対 の 繰 り 返 し 部 位 が 隣 接 す る 選 択 可 能 な マ ー カ ー 、 お よ び 、
(ｃ )タ グ お よ び 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 両 方 が 隣 接 す る 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 に 相 同 な 一
対 の 配 列
を 含 む 、 お よ び 、
(２ )さ ら に 組 み 換 え を な し て 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー を 除 去 す る こ と 、
こ こ で 、 ト ラ ン ス ジ ー ン Ｋ ｖ β １ .１ は 、 Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と が で き な い が 、 Ｋ
ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 し て い る 哺 乳 動 物 細 胞 で あ
っ て 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 、 チ ャ ネ ル の Ｎ 型 不 活 性 化 は 付 与 す る こ と が で き
な い が 、 Ｋ ｖ １ α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る ノ ッ ク -イ ン サ ブ ユ ニ ッ ト で
あ り 、 細 胞 が 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 を コ ン ト ロ ー ル す る 内 在 核 酸 配 列 を
含 み 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 、 置 換 変 異 、 挿 入 変 異 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 お
よ び ス ト ッ プ コ ド ン 変 異 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 変 異 に よ り コ ー ド さ れ る 、 哺 乳 動 物 細
胞 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
ウ マ 、 ウ シ 、 齧 歯 動 物 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 非 － ヒ ト 霊 長 類 、 ヒ ト 、 ウ サ
ギ 、 お よ び ハ ム ス タ ー か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
細 胞 が ネ ズ ミ の 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ １ 】
変 異 が 、 内 在 核 酸 配 列 の コ ド ン １ － ７ ０ の 全 部 ま た は 部 分 の 置 換 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載
の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
置 換 が 、 内 在 核 酸 配 列 の コ ド ン １ － ３ ６ の 全 部 ま た は 部 分 の 置 換 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載
の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
置 換 が 、 免 疫 反 応 性 エ ピ ト ー プ タ グ を 含 む 、 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
細 胞 が 、 変 異 に 関 し て ホ モ 接 合 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
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Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の コ ド ン １ － ７ ０ に 変 異 を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 ん で い る 核 酸 構 築
物 で あ っ て 、 核 酸 が Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の ノ ッ ク -イ ン サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド し 、 お よ
び ノ ッ ク -イ ン サ ブ ユ ニ ッ ト が 、 Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 不 活 性 化 を 付 与 で き な い が 、 Ｋ
ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
変 異 が 、 置 換 変 異 、 挿 入 変 異 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 ス ト ッ プ コ ド ン 変 異 か ら 成 る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
変 異 が 置 換 変 異 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
変 異 が 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の コ ド ン １ － ７ ０ の 全 部 を 置 換 し て い る 免 疫 反 応 性 の エ ピ ト
ー プ タ グ を 含 む 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
核 酸 が デ オ キ シ リ ボ 核 酸 (Ｄ Ｎ Ａ )で あ る 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
核 酸 が リ ボ 核 酸 (Ｒ Ｎ Ａ )で あ る 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
核 酸 構 築 物 が 哺 乳 動 物 細 胞 中 に あ る 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
核 酸 が ベ ク タ ー 中 に あ る 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の コ ド ン １ － ３ ６ に 変 異 を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 む 核 酸 構 築 物 で あ
っ て 、 核 酸 が Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の ノ ッ ク -イ ン サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド し 、 ノ ッ ク -イ ン
サ ブ ユ ニ ッ ト が Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と が で き な い が 、 Ｋ ｖ
１ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る 、 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
相 同 組 み 換 え に よ り 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の 発 現 を 破 壊 す る た め の 核 酸 構 築 物 で あ っ て
、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の コ ド ン １ － ７ ０ の 全 部 ま た は 部 分 を 置 換 し て い る 免 疫 反 応 性 の エ
ピ ト ー プ タ グ 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー 、 お よ び タ グ と 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 両 方 が 隣 接 し て
い る １ 対 の 核 酸 配 列 を 含 み 、 該 対 が 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の 部 分 に 相 同 で あ る 、 核 酸 構
築 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ タ グ が 血 球 凝 集 素 エ ピ ト ー プ タ グ で あ る 、 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 核 酸
構 築 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
選 択 可 能 な マ ー カ ー が ｎ ｅ ｏ 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
構 築 物 が ベ ク タ ー 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 核 酸 構 築 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
選 択 可 能 な マ ー カ ー に 、 Ｌ ｏ ｘ Ｐ 核 酸 配 列 が さ ら に 隣 接 し て い る 、 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 核 酸
構 築 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の 発 現 を 相 同 組 み 換 え に よ り 破 壊 す る た め の 核 酸 構 築 物 で あ っ て
、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の コ ド ン １ － ３ ６ の 全 部 ま た は 部 分 を 置 換 し て い る 免 疫 反 応 性 の エ
ピ ト ー プ タ グ 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー 、 お よ び タ グ と 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 両 方 が 隣 接 し て
い る 一 対 の 核 酸 配 列 を 含 み 、 該 対 が 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の 部 分 に 相 同 で あ る 、 核 酸 構
築 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー に 関 し て 試 験 化 合 物 を 前 － ス ク リ ー ニ
ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ か ら 成 る 方 法 ：
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(ａ )試 験 化 合 物 を 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び 、
(ｂ )変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に 検 出 可 能 な 変 化 を 提 供 す る 試 験 化 合 物 の １ つ
を 選 択 す る こ と ；
こ こ で 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と が で き な い が 、
Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る ノ ッ ク -イ ン サ ブ ユ ニ ッ ト
で あ る 。
【 請 求 項 ５ １ 】
変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 細 胞 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
接 触 さ せ る こ と が 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 ５ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
検 出 す る こ と が 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α -サ ブ ユ ニ ッ ト と 会
合 す る か ど う か を 決 定 す る た め の 免 疫 ア ッ セ イ を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
選 択 さ れ る 試 験 化 合 物 が 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 す る 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
試 験 化 合 物 が 小 分 子 で あ る 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
試 験 化 合 物 が 、 空 間 的 に ア ド レ ス 可 能 な パ ラ レ ル 固 相 ま た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は デ
コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン 、 「 １ -ビ ー ズ １ -化 合 物 」 法 か ら 、 も し く は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 選 択 に よ り 作 製 さ れ る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 成 る ラ イ ブ ラ リ ー の 群 か ら 選 択 さ れ
る ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 で あ る 、 請 求 項 ５ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー に 関 し て 試 験 化 合 物 を 前 -ス ク リ ー ニ ン グ
す る 方 法 で あ っ て 、 次 の ス テ ッ プ を 含 む 方 法 ；
(ａ )試 験 化 合 物 を 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と
接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、
(ｂ )野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に は 検 出 可 能 な 変 化 を 提 供 す る が 、 変 異 Ｋ ｖ
β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に は 検 出 可 能 な 変 化 を 提 供 し な い 試 験 化 合 物 の １ つ を 選 択 す
る こ と ；
こ こ で 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と が で き な い が 、
Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α -サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る ノ ッ ク -イ ン サ ブ ユ ニ ッ ト で
あ る 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が １ つ の 試 験 サ ン プ
ル 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
試 験 サ ン プ ル が 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ５ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 第 １ の サ ン プ ル 中 に 存 在 し 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ
ッ ト が 第 ２ の 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
試 験 サ ン プ ル が 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
接 触 さ せ る こ と が 、 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 ５ ８ ま た は ６ ０ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
Ｋ ｖ １ α -サ ブ ユ ニ ッ ト も 試 験 化 合 物 と 共 に 存 在 す る 、 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
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免 疫 ア ッ セ イ を 、 検 出 可 能 な 変 化 が Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α -サ ブ ユ ニ ッ ト と の 会 合 の 欠 如 に
よ る か ど う か を 決 定 す る た め に 用 い る 、 請 求 項 ６ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
選 択 さ れ る 試 験 化 合 物 が Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 す る 、 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
試 験 化 合 物 が 小 分 子 で あ る 、 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
試 験 化 合 物 が 、 空 間 的 に ア ド レ ス 可 能 な パ ラ レ ル 固 相 ま た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は デ
コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン 、 「 １ － ビ ー ズ １ － 化 合 物 」 法 か ら 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 選 択 に よ り 作 製 さ れ る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 成 る ラ イ ブ ラ リ ー の 群 か ら 選 択 さ れ
る ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 で あ る 、 請 求 項 ６ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 を 調 節 す る 試 験 化 合 物 の 効 力 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
以 下 を 含 む 方 法 ；
(ａ )試 験 化 合 物 を 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と
接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、
(ｂ )野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に は 変 化 を 検 出 す る が 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ
ユ ニ ッ ト の 活 性 に は 変 化 が な い こ と を 検 出 す る こ と ；
こ こ で 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る
こ と が で き な い が 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α -サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る ノ ッ ク -イ ン サ ブ ユ ニ ッ
ト で あ る 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
試 験 化 合 物 が 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 を １ ０ ％ 以 上 ま で 低 下 さ せ る 、 請 求
項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
試 験 化 合 物 が 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 を ５ ０ ％ 以 上 ま で 低 下 さ せ る 、 請
求 項 ６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 第 １ 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 し 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ
ニ ッ ト が 第 ２ 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 し 、 試 験 サ ン プ ル が 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ６ ９ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 第 １ 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 し 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ
ニ ッ ト が 第 ２ 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 し 、 試 験 サ ン プ ル が 組 織 を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 第 １ 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 し 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ
ニ ッ ト が 第 ２ 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 し 、 試 験 サ ン プ ル が 齧 歯 動 物 を 含 む 、 請 求 項 ６ ８ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
接 触 さ せ る こ と が 試 験 化 合 物 を 齧 歯 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
齧 歯 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
接 触 さ せ る こ と が 、 組 織 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
接 触 さ せ る こ と が 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 ７ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
検 出 す る こ と が 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α -サ ブ ユ ニ ッ ト と
会 合 す る か ど う か を 決 定 す る た め の 免 疫 ア ッ セ イ を 含 む 、 請 求 項 ７ ７ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ７ ９ 】
(ａ )試 験 化 合 物 を 完 全 に 非 -機 能 性 の ノ ッ ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と 接 触 さ せ
る こ と 、 お よ び 、
(ｂ )第 ３ の 試 験 サ ン プ ル に お け る 完 全 に 非 機 能 性 の ノ ッ ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ
ト の 活 性 に 変 化 が な い こ と を 検 出 す る こ と
の ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
ノ ッ ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 齧 歯 動 物 で あ り 、 検 出 す る こ と が 行 動 試 験 を 含
む 、 請 求 項 ７ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
行 動 試 験 が 、 Ｙ 迷 路 、 コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 恐 れ 条 件 付 け 、 お よ び 高 架 ゼ ロ 迷 路 か ら 成 る 群
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
ノ ッ ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 齧 歯 動 物 に 存 在 し 、 検 出 す る こ と が 生 理 学 的 ア
ッ セ イ を 含 む 、 請 求 項 ７ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
生 理 学 的 ア ッ セ イ が 、 ホ ル モ ン ア ッ セ イ 、 高 体 温 ア ッ セ イ 、 お よ び 電 気 生 理 学 的 ア ッ セ イ
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 不 活 性 化 さ せ る 試 験 化 合 物 の 効 力 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下
を 含 む 方 法 ；
(ａ )試 験 化 合 物 を 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と
接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、
(ｂ )野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に お い て 変 化 を 検 出 す る が 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１
サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に は 変 化 が な い こ と を 検 出 す る こ と 、
こ こ で 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 コ ド ン １ -７ ０ の 全 部 ま た は 部 分 に お け る 変 異
を 含 む ノ ッ ク -イ ン Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に お け る 変 化 が カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の Ｎ 型 不 活 性 化
の 阻 害 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 、 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に お け る 変 化 に よ り 、 野 生 型 サ ブ ユ ニ ッ ト が 変 異
Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と 同 じ 活 性 を 有 す る よ う に な る 、 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
活 性 を 、 齧 歯 動 物 を 高 架 ゼ ロ 迷 路 に 供 す る こ と に よ り 測 定 す る 、 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
活 性 を 、 齧 歯 動 物 を 環 境 刺 激 へ と 供 し 、 次 い で 齧 歯 動 物 の コ ル チ コ ス テ ロ ン レ ベ ル を 測 定
す る こ と に よ り 測 定 す る 、 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
活 性 を 、 齧 歯 動 物 を 環 境 刺 激 へ と 供 し 、 次 い で 齧 歯 動 物 の ｃ -ｆ ｏ ｓ レ ベ ル を 測 定 す る こ
と に よ り 測 定 す る 、 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
齧 歯 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 ８ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
活 性 を 、 齧 歯 動 物 か ら 組 織 を 採 取 し 、 次 い で 組 織 を 電 気 生 理 学 的 試 験 に 供 す る こ と に よ り
測 定 す る 、 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
活 性 を イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ を 用 い る こ と に よ り 測 定 す る 、 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
試 験 化 合 物 が 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 す る が 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ
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ト に は 結 合 し な い 、 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
試 験 化 合 物 を 完 全 に 非 機 能 性 の ノ ッ ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と 接 触 さ せ る こ と
、 次 い で 該 ノ ッ ク -ア ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に 変 化 が な い こ と を 検 出 す る こ
と の ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ８ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 が 、 １ ０ ％ 以 上 ま で 低 下 す る 、 請 求 項 ８ ４ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 、 ５ ０ ％ 以 上 ま で 低 下 す る 、 請 求 項 ９ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 不 活 性 化 さ せ る 試 験 化 合 物 の 効 力 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
(ａ )試 験 化 合 物 を 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と
接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、
(ｂ )野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に お け る 変 化 を 検 出 す る が 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１
サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に は 変 化 が な い こ と を 検 出 す る こ と 、
こ こ で 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 コ ド ン １ -３ ６ の 全 部 ま た は 一 部 に 変 異 を 含 む
ノ ッ ク -イ ン Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 出 願 は 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ７ 日 に 出 願 さ れ た 仮 出 願 番 号 60/308,485、 お よ び ２ ０ ０ １ 年
９ 月 ９ 日 に 出 願 さ れ た 対 応 す る 仮 出 願 番 号 60/331,140か ら の 優 先 権 を 主 張 し 、 こ れ ら の 全
開 示 を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 み 込 む 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 不 完 全 な 電 位 感 受 性 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル ベ ー タ １ サ ブ ユ ニ ッ ト (Ｋ ｖ β １ )(こ こ
で 、 該 Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 チ ャ ネ ル の Ｎ 型 の 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と が で き な い が
、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 し て 、 チ ャ ネ ル の 表 面 発 現 を 高 め る 能 力 は 保
持 す る )を 含 ん で い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 に 関 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動
物 は 、 精 神 医 学 お よ び 神 経 学 的 疾 患 の モ デ ル と し て 、 お よ び 不 安 緩 解 化 合 物 を 同 定 す る の
に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
本 発 明 の 背 景
電 位 － ゲ ー ト カ リ ウ ム チ ャ ネ ル (Ｋ ｖ )は 、 哺 乳 動 物 に お け る 神 経 の 興 奮 に 寄 与 す る 。 い く
つ か の Ｋ ＋ チ ャ ネ ル (Ａ － 型 Ｋ ＋ チ ャ ネ ル )は 、 そ の 速 不 活 性 化 の た め に 、 神 経 の 発 火 の 調
節 因 子 と し て 作 用 す る 速 不 活 性 化 因 子 で あ る 。 脳 組 織 に お け る Ｋ ｖ チ ャ ネ ル の 離 散 し た 局
在 性 に よ り 、 こ れ ら の チ ャ ネ ル が 、 発 作 の 伝 播 お よ び 虚 血 性 傷 害 に 頻 繁 に 関 与 す る 経 路 に
お け る 活 性 ポ テ ン シ ャ ル 伝 播 お よ び 神 経 伝 達 物 質 放 出 の コ ン ト ロ ー ル に お け る 必 須 の エ レ
メ ン ト で あ る こ と が 示 唆 さ れ る (Rhodes et al. (1997) J. Neurosci. 17: 8245-8258を 参
照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ０ ４ 】
い く つ か の Ｋ ｖ チ ャ ネ ル は 、 シ ェ ー カ ー － 関 連 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 膜
に 埋 め こ ま れ た α サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 補 助 的 な 細 胞 質 性 β サ ブ ユ ニ ッ ト が 集 合 し て 成 る 。
Ｋ ｖ β １ 、 Ｋ ｖ β ２ 、 お よ び Ｋ ｖ β ３ と 名 づ け ら れ る ３ つ の Ｋ ｖ β 遺 伝 子 に よ り 、 ５ つ の
β サ ブ ユ ニ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 Ｋ ｖ β １ 遺 伝 子 の オ ー ル タ ー ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ
ン グ に よ り 、 そ の Ｎ － 末 端 配 列 お よ び そ の 発 現 パ タ ー ン が 異 な る ３ つ の 組 織 特 異 的 β １ サ
ブ ユ ニ ッ ト イ ソ 形 態 、 Ｋ ｖ β １ .１ 、 Ｋ ｖ β １ .２ 、 お よ び Ｋ ｖ β １ .３ が 提 供 さ れ る 。 Ｋ
ｖ β １ .２ お よ び Ｋ ｖ β １ .３ は 心 臓 組 織 で 発 現 さ れ る が 、 Ｋ ｖ β １ .１ は 脳 組 織 、 特 に 海
馬 Ｃ Ａ １ 領 域 お よ び 線 条 に お い て 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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Ｋ ｖ チ ャ ネ ル の β － サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 細 孔 を 形 成 し て い る α － サ ブ ユ ニ ッ ト の 表 面 発 現 、
安 定 性 、 転 写 後 の プ ロ セ シ ン グ 、 お よ び 不 活 性 化 動 態 を 調 節 す る の に 重 要 な 役 割 を 果 た す
。 所 定 の α サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 補 助 Ｋ ｖ β １ の い ず れ か の 同 時 発 現 に よ り 、 発 現 さ れ る
Ｋ ｖ チ ャ ネ ル の 不 活 性 化 動 態 が 劇 的 に 促 進 さ れ た (Rettig et al. (1994) Nature 369: 28
9-294; Majumder et al. (1995) FEBS Lett. 361, Morales et al. (1995) J. Biol. Che
m. 270: 6272-6277; England et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 6309-631
3; England et al. (1995) J. Biol. Chem. 270: 28531-28534;: 13-16; McCornmack et 
al. (1995) FEBS Lett. 370: 32-36; Heinemann et al. (1996) J. Physiol. (Loud.) 49
3: 625-633)。 Ｋ ｖ チ ャ ネ ル の 不 活 性 化 は 、 Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト の ア ミ ノ 末 端 に お け る
「 ボ ー ル 」 ド メ イ ン に よ り 付 与 さ れ る こ と が す で に 示 さ れ て い る (Rettig、 既 出 )。 加 え て
、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 同 時 発 現 さ れ る α サ ブ ユ ニ ッ ト の 表 面 発 現 を 促 進 す る の で
、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 対 応 す る Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト の 折 り た た
み に お い て シ ャ ペ ロ ン 様 の 機 能 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る (Shi et al. (1996) ニ ュ
ー ロ ン (Neuron) 16: 843-852; Acclili et al. (1997) J. Biol. Chem. 272: 25824-2583
1)。 対 応 す る Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト の 能 力
は 、 そ の ア ミ ノ 末 端 の 欠 失 に も 関 わ ら ず 保 持 さ れ 、 結 果 的 に 、 感 染 し た 哺 乳 動 物 細 胞 を 用
い る 実 験 に て 示 さ れ て い る よ う に 、 チ ャ ネ ル の 不 活 性 化 を 付 与 す る 能 力 は 喪 失 す る (Nakah
ira et al. (1996) J. Biol. Chem. 271: 7084-7089)。 懸 著 に は 、 全 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ
ニ ッ ト の 機 能 の 完 全 な 喪 失 に よ り 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に い て は 、 海 馬 お よ び 線 条 ニ ュ ー
ロ ン に お け る Ａ 型 Ｋ ｖ チ ャ ネ ル の 活 性 の 低 下 が 生 じ る (Giese et al. (1998) 学 習 ＆ 記 憶 (
Learning & Memory) 5: 257-273)。 し か し 、 そ れ が Ｎ － タ イ プ の 不 活 性 化 で あ ろ う と 、 そ
の シ ャ ペ ロ ン 様 機 能 で あ ろ う と 、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 機 能 が ど の よ う に 、 動 物 の
変 化 し た 認 識 、 不 安 お よ び 運 動 調 節 に 寄 与 す る か は 不 明 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 文 献 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ４ ８ ７ １ 号 は 、 Ａ 型 Ｋ ＋ チ ャ ネ ル の Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ
ト の 全 て を 損 傷 し て い る ノ ッ ク ア ウ ト 変 異 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 開 示 す る
。 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ４ ８ ７ １ 号 は 、 し か し 、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 一 部 の み が 不 活 性 化
さ れ て 、 機 能 性 を 保 持 す る Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 部 分 が 残 っ て い る 変 異 を 有 す る ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 記 載 し て い な い 。 特 に 、 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ４ ８ ７ １ 号 は 、 Ｎ 型 の
不 活 性 化 を 付 与 す る 能 力 を 除 き 、 β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 全 機 能 部 分 が 保 持 さ れ て い る Ｋ
ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 変 異 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 提 供 し な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 別 個 の 部 分 が 非 機 能 性 と な っ て い る 、 特 に 、 Ｎ 型 の 不 活 性 化
が 喪 失 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 モ デ ル で あ っ て 、 パ ニ ッ ク お よ び 不 安 障 害 、
認 識 障 害 、 癲 癇 、 虚 血 性 卒 中 、 お よ び 運 動 障 害 の 治 療 に 用 い 得 る 化 合 物 (「 デ ィ ス ア ク チ
ベ ー タ ー 」 )お よ び 治 療 法 を 同 定 す る た め の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 モ デ ル を 提 供 す
る こ と が 望 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
発 明 の 概 要
本 発 明 は 、 Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル に お け る 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 内
在 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 で あ っ て 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ サ
ブ ユ ニ ッ ト が チ ャ ネ ル の Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と は で き な い が 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α
－ サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る ノ ッ ク イ ン サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る 齧 歯 動 物 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 は 、 マ ウ ス (「 Ｋ Ｉ マ ウ ス 」 )で あ
り 、 変 異 ノ ッ ク イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 ホ モ 接 合 変 異 に よ り コ ー ド さ れ る 。 ノ
ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 置 換 変 異 、 挿 入 変 異 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 お
よ び ス ト ッ プ コ ド ン 変 異 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 変 異 に よ り コ ー ド さ れ て よ く 、 最 も 好
ま し く は 、 Ｋ Ｉ マ ウ ス は 、 Ｙ 迷 路 に よ り ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-503143 A 2005.2.3



ト が 完 全 に 非 機 能 性 で あ る マ ウ ス (Ｋ Ｏ マ ウ ス )と 比 較 し て 、 有 意 に 異 な る 学 習 ま た は 記 憶
パ タ ー ン を 示 す 。 一 態 様 に お い て 、 Ｙ 迷 路 試 験 は 好 ま し く は 、 Ｋ Ｏ マ ウ ス と 比 較 し て 、 ４
時 間 の 試 験 間 間 隔 後 に 有 意 に 学 習 ま た は 記 憶 が 改 善 さ れ る が 、 Ｋ Ｉ マ ウ ス は Ｋ Ｏ マ ウ ス と
比 較 し て ３ ０ 分 の 試 験 間 感 覚 後 に 有 意 に 損 な わ れ た 学 習 ま た は 記 憶 を 有 す る こ と を 、 好 ま
し く は 示 す 。 他 の 好 ま し い 具 体 例 で は 、 コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 恐 れ 条 件 付 け ア ッ セ イ を 用 い
て 、 Ｋ Ｉ マ ウ ス が Ｋ Ｏ マ ウ ス お よ び 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 同 じ 系 統 の
マ ウ ス (「 Ｗ Ｔ マ ウ ス 」 )と 比 較 し て 、 有 意 に 損 な わ れ た 学 習 パ タ ー ン を 有 す る こ と を 示 す
。 さ ら に 他 の 好 ま し い 具 体 例 で は 、 高 架 の ゼ ロ 迷 路 ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｋ Ｉ マ ウ ス が 、 Ｋ
Ｏ お よ び Ｗ Ｔ マ ウ ス と 比 較 し て 有 意 に 低 下 し た 不 安 パ タ ー ン を 有 す る こ と を 示 す 。 さ ら に
他 の 態 様 に お い て 、 ス ト レ ス 誘 導 性 の コ ル チ コ ス テ ロ ン レ ベ ル に 関 す る ア ッ セ イ を 用 い て
、 Ｋ Ｉ マ ウ ス が Ｋ Ｏ お よ び Ｗ Ｔ マ ウ ス と 比 較 し て 有 意 に 低 下 し た 不 安 パ タ ー ン を 有 す る こ
と を 示 す 。 同 様 に 、 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 ス ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温 に 関 す る ア ッ セ
イ を 用 い て 、 Ｋ Ｉ マ ウ ス が 、 Ｋ Ｏ お よ び Ｗ Ｔ マ ウ ス と 比 較 し て 有 意 に 低 下 し た 不 安 パ タ ー
ン を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 は さ ら に 、 そ の ゲ ノ ム が 、 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 の Ｎ 末 端 の コ ド ン
１ － ７ ０ (即 ち 、 配 列 番 号 １ )、 好 ま し く は コ ド ン １ － ３ ６ に お い て ホ モ 接 合 変 異 を 含 み 、
該 変 異 が 置 換 変 異 で あ り 、 齧 歯 動 物 が 、 そ の ゲ ノ ム が 完 全 に 非 機 能 性 の Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ
ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ホ モ 接 合 体 変 異 を 含 む 第 ２ の 齧 歯 動 物 に 対 し て 有 意 に 異 な る 認 識 パ
タ ー ン を 示 す ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 置 換 変 異 は 、 免 疫 反 応
性 の エ ピ ト ー プ タ グ を 含 み 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 、 置 換 変 異 が 、 血 球 凝 集 素 エ ピ ト ー プ
タ グ で あ る 。 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 は マ ウ ス で あ
る 。
【 ０ ０ １ １ 】
他 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 生 殖 細 胞 お よ び 体 細 胞 が 、 該 齧 歯 動 物 ま た は 該 齧 歯 動 物
の 先 祖 に 胎 児 段 階 で 導 入 さ れ た 組 換 え 活 性 化 Ｋ ｖ β １ .１ ト ラ ン ス ジ ー ン 配 列 を 含 み 、 Ｋ
ｖ β １ .１ ト ラ ン ス ジ ー ン が 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と が で き な
い が Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る β サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー
ド す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
他 の 態 様 で は 、 本 発 明 に よ り 、 以 下 の 工 程 か ら 成 る 単 離 ノ ッ ク イ ン 哺 乳 動 物 細 胞 を 作 製 す
る 方 法 が 提 供 さ れ る ； (１ )内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 お よ び ト ラ ン ス ジ ー ン Ｋ ｖ β １ .１ の 間
の 相 同 組 換 え を 為 す こ と 、 こ こ で 該 ト ラ ン ス ジ ー ン Ｋ ｖ β １ .１ は 、 (ａ )Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ
ユ ニ ッ ト の コ ド ン １ － ７ ０ の 全 部 ま た は 部 分 を 置 換 す る 免 疫 活 性 タ グ を コ ー ド し て い る 配
列 、 (ｂ )一 対 の 繰 り 返 し 部 位 が 隣 接 す る 選 択 可 能 な マ ー カ ー 、 お よ び (ｃ )該 タ グ お よ び 選
択 可 能 な マ ー カ ー の 両 方 が 隣 接 し て い る 、 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 に 相 同 な １ 対 の 配 列 を
含 む ； (２ )さ ら に 組 換 え を 為 し て 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー を 除 去 す る こ と 、 こ こ で 、 ト ラ ン
ス ジ ー ン Ｋ ｖ β １ .１ は 、 Ｎ 型 不 活 性 化 は 付 与 す る こ と が で き な い が Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α
サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る β サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 。 好 ま し く は 、 哺 乳
動 物 細 胞 は 、 ト ラ ン ス ジ ー ン に 関 し て ホ モ 接 合 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 免 疫 活 性 タ グ は
、 コ ド ン １ － ３ ６ の 全 部 ま た は 部 分 を 置 換 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 に よ り 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る
Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 発 現 し て い る 哺 乳 動 物 細 胞 で あ っ て 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１
サ ブ ユ ニ ッ ト が 、 チ ャ ネ ル の Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と が で き な い が 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ
ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 し 、 該 細 胞 が 、 ノ ッ ク イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ
ニ ッ ト の 発 現 を コ ン ト ロ ー ル す る 内 在 核 酸 配 列 を 含 み 、 そ し て 該 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .
１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 、 置 換 変 異 、 挿 入 変 異 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 お よ び ス ト ッ プ コ ド ン 変
異 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 変 異 に よ り コ ー ド さ れ る 、 哺 乳 動 物 細 胞 が 提 供 さ れ る 。 好 ま
し く は 、 細 胞 は 、 ウ マ 、 ウ シ 、 齧 歯 動 物 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 非 ヒ ト 霊 長
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類 、 ヒ ト 、 ウ サ ギ 、 お よ び ハ ム ス タ ー か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 細 胞
は ネ ズ ミ の 細 胞 で あ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 細 胞 は 、 内 在 核 酸 配 列 の コ ド ン １ － ７ ０ の 全
部 ま た は 一 部 が 置 換 さ れ て お り 、 よ り 好 ま し く は コ ド ン １ － ３ ６ が 置 換 さ れ て お り 、 そ し
て 置 換 体 が 免 疫 活 性 エ ピ ト ー プ タ グ を 含 む 変 異 を 含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 細 胞 は 置 換 変 異
に 関 し て ホ モ 接 合 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
さ ら な る 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の コ ド ン １ － ７ ０ に お い て
、 よ り 好 ま し く は コ ド ン １ － ３ ６ に お い て 変 異 を コ ー ド し て い る 核 酸 構 築 物 で あ っ て 、 該
核 酸 が Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の ノ ッ ク イ ン サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド し 、 該 核 酸 ノ ッ ク イ ン サ
ブ ユ ニ ッ ト が Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と が で き な い が Ｋ ｖ １ フ
ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る 、 核 酸 構 築 物 が 提 供 さ れ る 。 変 異 は 、
置 換 変 異 、 挿 入 変 異 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 お よ び ス ト ッ プ コ ド ン 変 異 で あ っ て よ い が 、
好 ま し く は 置 換 変 異 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 変 異 は 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の コ ド ン １ －
７ ０ 、 好 ま し く は コ ド ン １ － ３ ６ の 全 部 を 置 換 し て い る 免 疫 反 応 性 エ ピ ト ー プ を 含 む 。 さ
ら に 、 核 酸 構 築 物 は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 (Ｄ Ｎ Ａ )ま た は リ ボ 核 酸 (Ｒ Ｎ Ａ )い ず れ か で あ る
核 酸 を 含 む 。 他 の 態 様 で は 、 核 酸 構 築 物 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 か ベ ク タ ー の い ず れ か の 中 に あ
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 相 同 組 換 え に よ り 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の 発 現 を 破
壊 す る た め の 核 酸 構 築 物 で あ っ て 、 該 構 築 物 が 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の コ ド ン １ － ７ ０ の
全 部 ま た は 一 部 を 置 換 し て い る 免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ タ グ 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー 、 お よ
び 、 タ グ お よ び 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 両 方 に 隣 接 し て い る 一 対 の 核 酸 配 列 を 含 み 、 該 対 が
内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の 一 部 に 対 し て 相 同 で あ る 、 核 酸 構 築 物 が 提 供 さ れ る 。 よ り 好 ま
し く は 、 免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ タ グ は 、 コ ド ン １ － ３ ６ の 全 部 ま た は 一 部 を 置 換 す る 。
好 ま し く は 、 免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ タ グ は 、 血 球 凝 集 素 エ ピ ト ー プ タ グ で あ り 、 選 択 可
能 な マ ー カ ー は neo遺 伝 子 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー に は 、 Ｌ ｏ ｘ Ｐ
核 酸 配 列 が さ ら に 隣 接 し て い る 。 最 も 好 ま し く は 、 核 酸 構 築 物 は ベ ク タ ー 中 に あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 に よ り 、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー
に 関 し て 試 験 化 合 物 を 前 ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 (ａ )試 験 化 合 物 を ノ ッ ク イ ン
Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び (ｂ )ノ ッ ク イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ
ッ ト の 活 性 に 検 出 可 能 な 変 化 を 提 供 す る 試 験 化 合 物 の １ つ を 選 択 す る こ と 、 こ こ で 、 ノ ッ
ク イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 し 得 な い が 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー
α サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る 、 の 工 程 か ら 成 る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 １ つ の 具
体 例 に お い て 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 試 験 サ ン プ ル 中 に あ り 、 該 試 験
サ ン プ ル は 、 細 胞 を 含 み 、 お よ び 接 触 さ せ る 工 程 は 、 該 試 験 化 合 物 を 細 胞 に 投 与 す る こ と
を 含 む 。 加 え て 、 検 出 す る 工 程 は 、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α サ ブ
ユ ニ ッ ト と 会 合 す る か ど う か を 決 定 す る た め の 、 免 疫 ア ッ セ イ を 用 い て よ い 。 １ の 具 体 例
で は 、 選 択 さ れ る 試 験 化 合 物 は 、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 す る 。 好 ま し く は 、 試
験 化 合 物 は 、 場 所 が ア ド レ ス 可 能 な パ ラ レ ル 固 相 ま た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は デ コ ン
ボ リ ュ ー シ ョ ン 、 「 １ － ビ ー ズ １ － 化 合 物 」 法 か ら 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 選 択 に よ り 作 製 さ れ る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 成 る ラ イ ブ ラ リ ー の 群 か ら 選 択 さ れ る 小
分 子 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
別 法 と し て 、 本 発 明 に よ り 、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー に 関 す る 試
験 化 合 物 を 、 (ａ )試 験 化 合 物 を 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ
β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び (ｂ )野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活
性 に 検 出 可 能 な 変 化 を 提 供 す る が 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に は 検
出 可 能 な 変 化 を 提 供 せ ず 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が Ｎ 型 の 不 活 性 化 を 付
与 す る こ と が で き な い が 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る 能 力 は 保 持 す る
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試 験 化 合 物 の １ つ を 選 択 す る こ と に よ り 、 前 ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 １ つ
の 具 体 例 で は 、 野 生 型 お よ び ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が １ つ の 試 験 サ ン プ
ル 中 に 存 在 す る 。 別 法 と し て 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 第 １ の 試 験 サ ン プ ル 中
に 存 在 し 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 第 ２ の 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 。
試 験 サ ン プ ル は 細 胞 を 含 ん で よ く 、 こ の 場 合 、 接 触 さ せ る 工 程 は 、 該 試 験 化 合 物 を 細 胞 へ
投 与 す る こ と を 含 む 。 １ つ の 具 体 例 に お い て 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト が 試 験
化 合 物 と 共 に 存 在 し て い て よ く 、 免 疫 ア ッ セ イ を 用 い て 、 検 出 可 能 な 変 化 が Ｋ ｖ １ フ ァ ミ
リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と の 会 合 を 欠 く こ と に よ る か ど う か を 決 定 し て よ い 。 １ つ の 具 体 例
に お い て 、 選 択 さ れ た 試 験 化 合 物 は Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 す る 。 加 え て 、 前 記
の ご と く 、 試 験 化 合 物 は 、 場 所 が ア ド レ ス 可 能 な パ ラ レ ル 固 相 ま た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー 、
ま た は デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン 、 「 １ － ビ ー ズ １ － 化 合 物 法 」 か ら 作 製 さ れ た 、 ま た は ア フ
ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 に よ る ラ イ ブ ラ リ ー の 群 か ら 選 択 さ れ る 小 分 子 で あ っ て
よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
他 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 を 変 更 す
る た め の 試 験 化 合 物 の 効 力 を 、 試 験 化 合 物 を 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 変 異
体 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と 接 触 さ せ 、 次 い で 第 ２ 試 験 サ ン プ ル 中 の 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１
サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に お い て は 変 化 を 検 出 す る が 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ
ト に は 変 化 が な い こ と を 検 出 す る こ と に よ り 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β
１ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が Ｎ 型 の 不 活 性 化 は 付 与 す る こ と が で き な い が 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α
－ サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る と こ ろ の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 試 験 化 合 物 に よ り 、
野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 が 、 １ ０ ％ 以 上 ま で 、 よ り 好 ま し く は ５ ０ ％ 以 上
ま で 低 下 す る 。 １ つ の 具 体 例 で は 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 第 １ 試 験 サ ン プ ル
中 に 存 在 し 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 、 第 ２ 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る
。 好 ま し く は 、 接 触 化 さ せ る 工 程 に は 、 該 試 験 化 合 物 を 齧 歯 動 物 に 投 与 す る こ と が 含 ま れ
、 お よ び よ り 好 ま し く は 、 齧 歯 動 物 は マ ウ ス で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
別 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 接 触 さ せ る 工 程 は 、 試 験 化 合 物 を 組 織 ま た は 細 胞 と 接 触 さ
せ る こ と を 含 む 。 さ ら に 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 方 法 は 、 試 験 化 合 物 を 第 ３ 試 験 サ ン プ
ル と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 第 ３ 試 験 サ ン プ ル に お け る 完 全 な 非 機 能 性 の Ｋ ｖ β １ .１ サ
ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に は 変 化 が な い こ と を 検 出 す る こ と を 含 み 、 第 ３ の 試 験 サ ン プ ル が 完 全
な 非 機 能 性 の Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 に よ り 特 徴 づ け ら れ る と こ ろ の 工 程 を 含 む
。 さ ら に 、 接 触 さ せ る 工 程 が 、 試 験 化 合 物 を 細 胞 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 場 合 、 検 出 す る
工 程 に は 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合
す る か ど う か を 決 定 す る た め の 免 疫 ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 ノ ッ ク － ア ウ
ト サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 齧 歯 動 物 に あ り 、 こ の 具 体 例 に お け る 検 出 す る 工 程 に は 、 Ｙ 迷 路 な ど
の 行 動 試 験 、 コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 恐 れ 条 件 付 け 、 お よ び 高 架 ゼ ロ 迷 路 が 含 ま れ る 。 別 法 と
し て 、 ノ ッ ク ア ウ ト サ ブ ユ ニ ッ ト は 齧 歯 動 物 に あ り 、 こ の 具 体 例 に お け る 検 出 の 工 程 に は
、 ホ ル モ ン ア ッ セ イ 、 高 体 温 ア ッ セ イ 、 お よ び 電 気 生 理 学 的 ア ッ セ イ な ど の 生 理 学 的 ア ッ
セ イ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
さ ら に 他 の 具 体 例 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 不 活 性 化 す る 試 験 化 合
物 の 効 力 を 、 試 験 化 合 物 を 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .
１ サ ブ ユ ニ ッ ト と 接 触 さ せ る こ と 、 次 い で 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 の 変 化
お よ び ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 の 変 化 の 不 在 を 検 出 す る こ と に よ り
評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が 、 コ ド ン １ － ７ ０ 、 よ
り 好 ま し く は コ ド ン １ － ３ ６ の 全 部 ま た は 一 部 に お け る 変 異 を 含 む Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 配
列 に よ り コ ー ド さ れ る も の が 含 ま れ る 。 １ つ の 具 体 例 で は 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ
ッ ト の 活 性 に お け る 変 化 は 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の Ｎ 型 の 不 活 性 化 の 阻 害 に よ り 引 き 起 こ さ
れ る 。 好 ま し く は 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 の 変 化 に よ り 、 野 生 型 サ ブ ユ
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ニ ッ ト は 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と 同 じ 活 性 を 有 す る よ う に な る 。 他 の
好 ま し い 具 体 例 で は 、 活 性 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 を 高 架 ゼ ロ 迷 路 へ と 供 す る こ
と に よ り 測 定 す る 。 別 法 と し て 、 活 性 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 を 環 境 刺 激 へ と 供
し 、 次 い で 齧 歯 動 物 の コ ル チ コ ス テ ロ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 測 定 す る 。 他 の 別 の
具 体 例 に お い て 、 活 性 は 、 組 織 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 齧 歯 動 物 か ら 採 取 す る こ と 、 次 い で
組 織 を 電 気 － 生 理 学 的 試 験 に 供 す る こ と に よ り 測 定 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は マ ウ ス で あ る 。 さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 活 性 は 、 イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ
イ を 用 い る こ と に よ り 測 定 す る 。 さ ら に 、 他 の 具 体 例 に お い て 、 試 験 化 合 物 は 野 生 型 Ｋ ｖ
β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 す る が 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト に は 結 合 し な
い 。 最 も 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 方 法 は 、 試 験 化 合 物 を 完 全 に 非 機 能 性 の Ｋ ｖ β １ .１
サ ブ ユ ニ ッ ト と 接 触 さ せ る こ と 、 次 い で 完 全 に 非 機 能 性 の Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活
性 に 変 化 が な い こ と を 検 出 す る こ と を さ ら に 含 む 。 好 ま し く は こ の 具 体 例 に お い て 、 試 験
化 合 物 に よ り 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 が 、 １ ０ ％ 以 上 ま で 、 お よ び よ り
好 ま し く は ５ ０ ％ 以 上 ま で 低 下 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
図 １ Ａ は 、 内 在 Ｋ ｖ β １ 遺 伝 子 構 造 お よ び そ の エ キ ソ ン 組 成 を 図 示 し た も の で あ る 。 ５ ’
末 端 の ３ つ の エ キ ソ ン (エ キ ソ ン １ .１ 、 １ .２ 、 １ .３ )は 、 Ｃ 末 端 に 共 通 の ド メ イ ン (エ キ
ソ ン ３ － １ ５ )を 有 す る が 、 二 者 択 一 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ 、 そ の 結 果 、 そ れ ぞ れ は ユ
ニ ー ク な Ｎ － 末 端 タ ン パ ク 質 配 列 を コ ー ド す る 。 エ キ ソ ン １ .１ は 変 異 に 関 し て タ ー ゲ ッ
ト さ れ た 不 活 性 化 ド メ イ ン を コ ー ド す る 。 ３ つ の エ キ ソ ン １ .１ 、 １ .２ 、 お よ び １ .３ の
遺 伝 子 上 で の 相 対 順 序 は 未 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
図 １ Ｂ は 、 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 を 変 異 に 関 し て タ ー ゲ ッ ト し た 方 法 を 示 す 。 タ ー ゲ ッ
テ ィ ン グ ベ ク タ ー (上 )を 設 計 し 、 エ キ ソ ン １ .１ の ３ ３ 番 目 の コ ド ン の 代 わ り の ３ × Ｈ Ａ
タ グ 、 お よ び ｌ ｏ ｘ 隣 接 ネ オ マ イ シ ン カ セ ッ ト (Flox-Neo)を 組 み 込 ん だ 。 相 同 組 換 え (最
初 の 矢 印 )に よ り 、 変 異 体 エ キ ソ ン お よ び Ｆ ｌ ｏ ｘ － Ｎ ｅ ｏ が エ キ ソ ン １ .１ に 交 換 す る 。
Ｃ ｒ ｅ レ コ ン ビ ナ ー ゼ に よ り 媒 介 さ れ る 第 ２ の 組 換 え (２ 番 目 の 矢 印 )に よ り 、 イ ン ト ロ ン
か ら Flox-Neoが 除 去 さ れ 、 １ コ ピ ー の LoxP部 位 が 残 る (下 )。 制 限 部 位 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び Ｂ
ａ ｍ Ｈ Ｉ を 、 「 Ｒ 」 お よ び 「 Ｂ 」 と そ れ ぞ れ 示 す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
図 １ Ｃ は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 し た サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 図 示 し た も の で あ る 。 図 １
Ｂ か ら の ５ ’ プ ロ ー ブ を 用 い て 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ 対 立 遺 伝 子 に 関 す る ～ ７ .０ ｋ ｂ の バ ン
ド が 同 定 さ れ 、 一 方 で 、 ３ × Ｈ Ａ 内 に 位 置 す る Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 部 位 か ら 生 じ た 更 な る ～ １ .０
ｋ ｂ の バ ン ド が ３ つ の タ ー ゲ ッ ト さ れ た Ｅ Ｓ ク ロ ー ン (５ １ 、 １ ４ ５ 、 お よ び １ ９ １ )に 同
定 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
図 １ Ｄ お よ び １ Ｅ は 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ タ ン パ ク 質 分 析 の 結 果 を 図 示 し た も の で あ り 、 ノ ッ ク －
イ ン Ｋ ｖ β 変 異 体 (Ｋ ｖ β ０ )ｍ Ｒ Ｎ Ａ (図 １ Ｄ )お よ び 野 生 型 Ｋ ｖ β (Ｗ Ｔ )の 発 現 パ タ ー ン
を 示 す (図 １ Ｅ )。 ３ × Ｈ Ａ エ キ ソ ン １ に 対 し て 相 補 的 な プ ロ ー ブ に よ り 、 ヘ テ ロ 接 合 お よ
び ホ モ 接 合 Ｋ Ｉ 動 物 (そ れ ぞ れ 、 ｗ ｔ ／ Ｋ Ｉ お よ び Ｋ Ｉ ／ Ｋ Ｉ )に お い て ４ ２ ０ ｂ ｐ の 保 護
さ れ た バ ン ド 、 お よ び 野 生 型 (Ｗ Ｔ )に お い て 、 正 常 な ｋ ｖ β １ .１ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の Ｎ 末 端 の ３
× Ｈ Ａ 配 列 が 喪 失 し て い る こ と に よ り ２ ２ ０ ｂ ｐ の よ り 短 い 保 護 さ れ た バ ン ド を 得 た 。 正
常 な Ｋ ｖ β １ .１ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な プ ロ ー ブ を 用 い る コ ン バ ー ス Ｒ Ｐ Ａ 分 析 に よ り 、 Ｗ
Ｔ ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 完 全 に 保 護 さ れ た ４ ８ ０ ｂ ｐ の フ ラ グ メ ン ト が 示 さ れ 、 一 方 で 、 ３ × Ｈ Ａ
配 列 に 隣 接 し て い る ２ つ の フ ラ グ メ ン ト (２ １ ０ お よ び １ ４ ０ )が Ｋ Ｉ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に お い て 保
護 さ れ た 。 Ｆ ｌ ｏ ｘ － Ｎ ｅ ｏ カ セ ッ ト を 有 す る 動 物 は 、 い ず れ の プ ロ ー ブ か ら も 特 定 の バ
ン ド を 示 さ ず 、 Ｋ ｖ β １ .１ 発 現 お よ び Ｋ Ｏ 遺 伝 子 タ イ プ の 完 全 な 欠 損 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
図 １ Ｆ は 、 種 々 の 遺 伝 子 タ イ プ か ら の サ ン プ ル を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 の 結 果 を 図 示 し た も の
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で あ る 。 Ｋ ｖ β ０ Ｋ Ｉ プ ラ イ マ ー は エ キ ソ ン １ .１ の ３ ’ エ キ ソ ン イ ン ト ロ ン 結 合 お よ び
Ｎ ｅ ｏ － Ｆ ｌ ｏ ｘ の ３ ０ ｂ ｐ 下 流 の 部 位 の 間 の フ ラ グ メ ン ト を 増 幅 し 、 そ れ に よ り 、 ホ モ
接 合 野 生 型 (ｗ ／ ｗ )、 ホ モ 接 合 Ｋ Ｏ (ｏ ／ ｏ )、 ホ モ 接 合 Ｋ Ｉ (Ｉ ／ Ｉ )、 お よ び ヘ テ ロ 接 合
Ｋ Ｉ (ｗ ／ Ｉ )動 物 の 同 定 が 可 能 と な る 。 Ｋ Ｉ 対 立 遺 伝 子 に は 、 ｌ ｏ ｘ Ｐ 繰 り 返 し 配 列 の 存
在 が 含 ま れ 、 そ し て そ れ に よ り 、 Ｗ Ｔ 対 立 遺 伝 子 (２ ３ ０ ｂ ｐ )よ り さ ら に 長 い 増 幅 さ れ た
配 列 (２ ６ ４ ｂ ｐ )を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
図 １ Ｇ は 、 Ｗ Ｔ お よ び 変 異 体 マ ウ ス か ら の 皮 質 、 線 条 、 海 馬 、 小 脳 、 中 脳 、 お よ び 視 床 に
お け る Ｋ ｖ β １ 、 Ｋ ｖ β ２ 、 シ ナ プ シ ン １ (コ ン ト ロ ー ル )ま た は Ｈ Ａ の 発 現 を 分 析 す る た
め に 行 っ た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 図 示 し た も の で あ る 。 指 定 の 脳 領 域 を 切 り 出 し 、 特 定 の
免 疫 反 応 に 関 し て 分 析 し た 。
図 ２ Ａ － ２ Ｂ は 、 Ｙ 迷 路 に お け る Ｗ Ｔ １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ マ ウ ス 対 Ｋ Ｏ お よ び Ｋ Ｉ マ ウ ス の
間 の 個 々 の 学 習 お よ び 記 憶 パ タ ー ン を 示 す 。 図 ２ Ａ は 、 ３ ０ 分 、 ２ 時 間 、 お よ び ４ 時 間 の
試 験 間 の 間 隔 (Ｉ Ｔ Ｉ )後 の 、 迷 路 の 新 規 な ア ー ム を 最 初 に 選 択 す る マ ウ ス の 割 合 を 示 す 。
図 ２ Ｂ は 、 ３ ０ 分 、 ２ 時 間 、 お よ び ４ 時 間 の Ｉ Ｔ Ｉ 後 の 、 新 規 な ア ー ム に お い て 費 や さ れ
た (２ 分 間 の )時 間 の 割 合 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
図 ３ Ａ － ３ Ｂ は 、 コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 恐 れ 条 件 付 け 試 験 に お け る 、 両 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｉ ６ (図 ３
Ａ )お よ び １ ２ ９ /Ｓ ｖ Ｅ ｖ (図 ３ Ｂ )地 の Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス 間 の 個 々 の 学 習 パ
タ ー ン を 示 す 。
図 ４ Ａ -４ Ｂ は 、 高 架 ゼ ロ 迷 路 の オ ー プ ン ゾ ー ン 部 分 に お い て 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｉ ６ (図 ４ Ａ )お
よ び １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ (図 ４ Ｂ )地 両 方 の 、 ３ つ の 異 な る ゲ ノ タ イ プ 、 Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び
Ｋ Ｏ が 費 や し た 時 間 の 割 合 を 示 す 。
図 ５ Ａ は 、 雄 の Ｗ Ｔ (１ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ )マ ウ ス に お け る ス ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温 症 に お け
る 、 ク ロ ロ ジ ア セ ポ キ シ ド の 種 々 の 投 与 量 の 効 果 を 示 す 。
図 ５ Ｂ は 、 野 生 型 (Ｗ Ｔ ； １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ )、 Ｋ ｖ β ノ ッ ク － イ ン (Ｋ Ｉ )お よ び ノ ッ ク ア
ウ ト (Ｋ Ｏ )マ ウ ス に お け る 、 ス ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温 症 に 対 す る 反 応 を 示 す 。 挿 入 図 は 、
初 期 測 定 に お け る 体 温 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
図 ６ は 、 Ｋ ｖ β ノ ッ ク － イ ン マ ウ ス に お い て 発 作 の 閾 値 が 変 化 し て い な い こ と を 示 す 。
図 ７ は 、 Ｋ Ｉ 、 Ｋ Ｏ 、 お よ び 野 生 型 マ ウ ス の 頭 頂 皮 質 に お け る ｃ － ｆ ｏ ｓ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の イ
ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 定 量 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
発 明 の 詳 細 な 記 載
本 発 明 は 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 に ノ ッ ク イ ン 変 異 (Ｋ Ｉ )を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス が 、 Ｋ ｖ β １ .１ の ノ ッ ク ア ウ ト 変 異 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス (Ｋ Ｏ )ま た は
野 生 型 マ ウ ス (Ｗ Ｔ )と 比 較 し て 、 有 意 に 異 な る 行 動 的 表 現 型 を 示 す と い う 発 見 に 関 す る 。
Ｋ Ｉ マ ウ ス に お け る β サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 Ｋ ｖ － １ フ ァ ミ リ ー Ｋ ＋ チ ャ ネ ル を 不 活 性 化 す る
能 力 を 欠 く が 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 し 、 そ し て そ れ に よ り チ ャ ネ ル の
表 面 発 現 を 高 め る 能 力 は 保 持 す る 。 ３ つ の 異 な る 行 動 規 範 、 Ｙ 迷 路 試 験 、 コ ン テ ク ス チ ュ
ア ル 恐 れ 条 件 付 け 、 お よ び 高 架 ゼ ロ 迷 路 に お い て 、 Ｋ Ｉ マ ウ ス は 、 Ｋ Ｏ マ ウ ス と は 異 な る
行 動 パ タ ー ン を 一 貫 し て 示 し た 。 Ｙ 迷 路 の 新 規 な ア ー ム に お い て 費 や さ れ る 時 間 に よ り 示
さ れ る よ う に (実 施 例 ２ を 参 照 さ れ た い )、 Ｋ Ｉ マ ウ ス は 、 Ｋ Ｏ お よ び Ｗ Ｔ マ ウ ス と 比 較 し
て 半 時 間 の 試 験 間 間 隔 (Ｉ Ｔ Ｉ )に て 記 憶 (retention)の 欠 損 を 示 し た が 、 ４ 時 間 の Ｉ Ｔ Ｉ
に て Ｋ Ｏ マ ウ ス に 対 し て 改 善 さ れ た 記 憶 を 示 し た 。 コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 恐 れ 条 件 付 け 試 験
に お い て 、 Ｋ Ｉ マ ウ ス は Ｋ Ｏ お よ び Ｗ Ｔ マ ウ ス と 比 較 し て 有 意 な 欠 損 を 示 し た (実 施 例 ４
を 参 照 さ れ た い )。 さ ら に 、 Ｋ Ｉ マ ウ ス は 、 高 架 ゼ ロ 迷 路 (実 施 例 ４ )、 ス ト レ ス 誘 導 性 の
コ ル チ コ ス テ ロ ン レ ベ ル (実 施 例 ５ )お よ び ス ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温 (実 施 例 ６ )の よ う な 機
能 ア ッ セ イ に お い て 、 Ｋ Ｏ マ ウ ス と 比 較 し て 異 な る 行 動 お よ び 生 理 学 的 パ タ ー ン を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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理 論 に よ り 拘 束 さ れ る こ と な く 、 Ｋ Ｉ 変 異 体 は 、 Ｎ 型 チ ャ ネ ル 不 活 性 化 の 特 異 的 な 欠 損 を
反 映 す る 、 Ｋ Ｏ と は 異 な る 表 現 型 を 顕 在 化 す る こ と が 考 え ら れ る 。 行 動 お よ び 生 理 学 的 ア
ッ セ イ に お け る Ｋ Ｉ 活 性 の 結 果 に よ り 、 不 安 特 性 が 示 唆 さ れ 、 そ れ ゆ え 、 パ ニ ッ ク お よ び
不 安 障 害 の 治 療 の た め の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に お け る 、 潜 在 的 な 役 割 が
示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 は そ れ ゆ え 、 そ の ゲ ノ ム が Ｋ Ｉ 変 異 を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 、 特
に マ ウ ス 、 お よ び そ の 作 製 に 用 い ら れ る 核 酸 構 築 物 お よ び タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 構 築 物 に 関 す
る 。 加 え て 、 Ｋ Ｉ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に よ り 、 Ｋ ｖ β １ .１ 活 性 を 調 節 す る 試 験 化 合
物 の 効 力 を 評 価 す る た め の ポ ジ テ ィ ブ な モ デ ル が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 以 下 に
示 す ご と く Ｋ ｖ β １ .１ 活 性 を 調 節 す る こ と が で き る 試 験 化 合 物 の 結 合 ア ッ セ イ 、 高 処 理
量 ア ッ セ イ 、 お よ び 機 能 ア ッ セ イ (特 に 、 行 動 お よ び 生 理 学 的 ア ッ セ イ )に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
定 義
本 発 明 の 理 解 を さ ら に 容 易 に す る た め に 、 多 く の 用 語 お よ び 語 句 を 以 下 に 定 義 す る 。
Ｋ ｖ β １ .１ な る 用 語 は 、 Ａ 型 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の β １ サ ブ ユ ニ ッ ト 、 特 に シ ェ ー カ ー 様
電 圧 ゲ ー ト カ リ ウ ム チ ャ ネ ル (Ｋ ｖ )の β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト イ ソ 型 を 意 味 す る 。 Ｋ ｖ チ ャ
ネ ル は 、 典 型 的 に は 、 中 心 の 水 で 満 た さ れ た 孔 の 周 り に 集 合 し て い る ４ つ の 同 一 の サ ブ ユ
ニ ッ ト か ら 成 る 。 こ の 孔 が 開 き 、 そ れ を 通 じ て カ リ ウ ム イ オ ン の 通 過 が 可 能 と な る か 、 ま
た は 細 胞 電 位 の 変 化 に 反 応 し て 閉 じ る 、 す な わ ち 、 「 電 圧 ゲ ー ト さ れ る 」 。 Ｋ ｖ チ ャ ネ ル
お よ び β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 当 該 分 野 の 専 門 家 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ 変 異 (「 Ｋ Ｉ 」 )は 、 変 異 し た
Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 が 、 Ｋ ＋ チ ャ ネ ル の Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と が で き な い が 、 Ｋ ｖ
１ フ ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 し 、 そ れ に よ り チ ャ ネ ル 表 面 発 現 は 保 持 す る こ と が で
き る 不 完 全 な β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 に お け る 変 異 を 意 味
す る 。 本 明 細 書 中 に 用 い る よ う に 、 Ｋ Ｉ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 Ｋ Ｉ 変 異 に よ り コ ー ド さ れ る 変
異 β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 意 味 し 、 Ｋ Ｉ 哺 乳 動 物 は 、 発 現 さ れ た Ｋ Ｉ 変 異 を 有 す る 哺 乳 動
物 を 意 味 す る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 Ｋ Ｉ 変 異 は 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の コ ド ン １ －
７ ０ に 変 異 を 誘 導 す る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 Ｋ ｖ β １ .１ の コ ド ン １ － ７ ０ は 、 配 列 番
号 １ に 示 す 。 Ｋ ｖ β １ .１ の 好 ま し い Ｄ Ｎ Ａ お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 １ に 示 す 。
好 ま し く は 、 変 異 は コ ド ン １ － ３ ６ の 全 部 ま た は 部 分 が 置 換 さ れ て い る 、 実 施 例 １ お よ び
配 列 番 号 ２ の 「 Ｋ ｖ β ０ 」 変 異 に 示 す よ う な 置 換 変 異 で あ る 。 特 に 好 ま し い 具 体 例 に お い
て 、 免 疫 活 性 タ グ が 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の 内 在 コ ド ン １ － ７ ０ の 全 部 ま た は 少 な く と も
１ － ３ ６ を 置 換 し 、 α － サ ブ ユ ニ ッ ト と の 同 時 免 疫 沈 降 を 検 出 す る の に 役 立 つ 。 別 法 と し
て 、 い ず れ か の 外 来 核 酸 配 列 を 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 に 挿 入 し て 、 Ｋ Ｉ 変 異 を 作 製 し て
よ い 。 Ｋ ｖ β １ .１ ノ ッ ク － イ ン 哺 乳 動 物 、 ま た は そ れ か ら の 組 織 ま た は 細 胞 に は 、 ヘ テ
ロ 接 合 哺 乳 動 物 (即 ち 、 １ つ の 変 異 対 立 遺 伝 子 と １ つ の 野 生 型 対 立 遺 伝 子 )お よ び ホ モ 接 合
変 異 体 (即 ち 、 ２ つ の 変 異 対 立 遺 伝 子 )の 両 方 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
Ｋ ｖ β １ .１ ノ ッ ク ア ウ ト 変 異 (「 Ｋ Ｏ 」 )な る 用 語 は 、 変 異 し た Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 が 、 カ
リ ウ ム チ ャ ネ ル の Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る こ と が で き ず 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ ブ ユ ニ
ッ ト と 会 合 も で き な い 、 ま た は Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 が 完 全 に 存 在 し な い β サ ブ ユ ニ ッ ト を
コ ー ド す る 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 に お け る 変 異 を 意 味 す る 。 簡 単 に は 、 Ｋ Ｏ 変 異 は 、 完 全
に 非 機 能 性 の Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 Ｋ Ｏ
サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 Ｋ Ｏ 変 異 に よ り コ ー ド さ れ る 変 異 β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 意 味 し 、 Ｋ Ｏ
哺 乳 動 物 は 、 発 現 さ れ た Ｋ Ｏ 変 異 を 有 す る 哺 乳 動 物 を 意 味 す る 。 「 Ｋ ｖ β １ .１ － ノ ッ ク
ア ウ ト 」 な る 用 語 は 、 ヘ テ ロ 接 合 哺 乳 動 物 お よ び ホ モ 接 合 変 異 体 哺 乳 動 物 の 両 方 、 お よ び
そ れ 由 来 の 組 織 ま た は 細 胞 を 意 味 す る 。 Ｋ ｖ β １ .１ － ノ ッ ク ア ウ ト 変 異 の 例 を 実 施 例 １
に 示 す が 、 こ こ で は 、 ネ オ マ イ シ ン マ ー カ ー を Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン に 挿 入 し
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、 そ し て 遺 伝 子 の 機 能 を 完 全 に 破 壊 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ (「 Ｗ Ｔ 」 )な る 用 語 は 、 完 全 な 機 能 性 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー
ド し て い る 天 然 に 生 じ る ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ
ニ ッ ト を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 が 、 そ の 世 代 ま た は 先 祖 の 世 代 の い ず れ の 時 点 で も 、 天 然
に 生 じ る 物 質 を 欠 失 さ せ る た め に 、 ま た は 外 来 の 遺 伝 子 物 質 を 含 め る た め に 実 験 的 に 操 作
さ れ て い な い Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
「 遺 伝 的 に 変 更 さ れ た 」 な る 用 語 は 、 細 胞 の ゲ ノ タ イ プ ま た は 表 現 型 お よ び 次 い で そ の 子
孫 を 変 更 す る 誘 導 変 異 を 含 む 遺 伝 子 を 含 ん で い る お よ び ／ ま た は 発 現 し て い る 細 胞 を 意 味
す る 。 こ の 用 語 に は 、 挿 入 変 異 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 ま た は ス ト ッ プ コ ド ン 変 異 を 含 む
細 胞 の 内 在 ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る い ず れ か の 付 加 ま た は 破 壊 が 含 ま れ る 。 「 変 更 し た 」 ま
た は 「 変 異 体 」 、 お よ び そ の 種 々 の 文 法 上 由 来 す る 語 は 、 導 入 さ れ た 遺 伝 子 変 異 ま た は そ
れ か ら コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 を 含 む あ ら ゆ る 遺 伝 子 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ
る よ う に 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 は 、 典 型 的 に は 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ
ト ま た は ノ ッ ク ア ウ ト Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の い ず れ か を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 の 「 非 ヒ ト 動 物 」 な る 用 語 は 、 齧 歯 動 物 、 非 － ヒ ト 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 反 芻 動
物 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 鳥 類 な ど の い ず れ か の 脊 椎 動 物 が 含 ま れ る
。 好 ま し い 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス を 含 む 齧 歯 目 か ら 選 択 さ れ 、 最 も 好 ま
し く は 、 マ ウ ス で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 明 細 書 中 に 用 い る 「 ト ラ ン ス ジ ー ン 」 な る 用 語 は 、 外 来 遺 伝 子 を 胎 児 幹 (Ｅ Ｓ )細 胞 、 新
た に 受 精 し た 卵 ま た は 初 期 胚 へ 導 入 す る こ と に よ り 対 象 哺 乳 動 物 へ 挿 入 さ れ る 外 来 核 酸 配
列 を 意 味 す る 。 「 外 来 核 酸 配 列 」 な る 用 語 は 、 実 験 操 作 に よ り 動 物 の ゲ ノ ム へ と 導 入 さ れ
る あ ら ゆ る 核 酸 配 列 を 意 味 し 、 導 入 さ れ た 遺 伝 子 が 天 然 に 生 じ る 遺 伝 子 に 対 し て い く つ か
の 変 更 (例 え ば 、 免 疫 活 性 エ ピ ト ー プ タ グ 、 ポ イ ン ト 変 異 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 の
存 在 、 loxP部 位 の 存 在 な ど )を 含 む 限 り 、 そ の 哺 乳 動 物 中 に 見 出 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 ん で
よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
「 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 構 築 物 」 な る 用 語 は 、 変 更 (例 え ば 、 免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ タ グ 、
挿 入 変 異 、 ス ト ッ プ コ ド ン 変 異 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 の 存 在 、 loxP部 位 の 存 在 な ど
)、 お よ び 変 更 に 隣 接 す る 内 在 Ｋ ｖ β １ 遺 伝 子 に 相 同 な 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 意 味 す る 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 は 、 一 般 に 、 宿 主 細 胞 へ と 構 築 物 を 導 入 す る こ と が
で き る タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド に ラ イ ゲ ー ト す る 。 相 同 配 列 に よ り
、 標 的 ま た は レ シ ピ エ ン ト の 細 胞 (例 え ば Ｅ Ｓ 細 胞 )の 染 色 体 中 の 内 在 Ｋ ｖ β １ 遺 伝 子 の 少
な く と も １ つ の 対 立 遺 伝 子 へ の 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 ま た は ベ ク タ ー の 相 同 組 換 え が 可
能 と な る 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 ま た は ベ ク タ ー は 、 １ つ 以 上 の 変 異 を 含 ん で よ い 。 好 ま
し く は 、 本 発 明 の タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 ま た は ベ ク タ ー は 、 ホ モ ロ ジ ー の ２ つ の 領 域 が 遺
伝 子 変 異 に 隣 接 し 、 そ の 結 果 、 ホ モ ロ ジ ー 領 域 間 に あ る タ ー ゲ ッ ト さ れ た 遺 伝 子 の 部 分 の
置 換 を 生 じ る 「 置 換 型 」 で あ る 。 こ れ に 対 し 、 挿 入 型 の 構 築 物 お よ び ベ ク タ ー は 、 タ ー ゲ
ッ ト さ れ た 遺 伝 子 と 相 同 の １ つ の 領 域 の み を 有 し 、 タ ー ゲ ッ ト さ れ た 遺 伝 子 へ の 、 典 型 的
に は カ ル ボ キ シ － 、 ま た は ア ミ ノ － 末 端 い ず れ か に お け る 隣 接 部 分 の 挿 入 を 生 じ る 。 挿 入
型 の 構 築 物 ま た は ベ ク タ ー を 本 発 明 に 用 い る 場 合 、 相 同 領 域 は Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の ア ミ
ノ 末 端 へ の 挿 入 を タ ー ゲ ッ ト し な け れ ば な ら な い 。 本 明 細 書 中 に 示 す よ う に 、 相 同 組 換 え
に よ り 、 構 築 物 お よ び ベ ク タ ー を タ ー ゲ ッ ト し て 、 Ｋ ｖ β １ の 不 活 性 化 ド メ イ ン を 破 壊 し
、 Ｎ 型 の 不 活 性 化 を 不 可 能 と す る イ ン テ グ レ ー シ ョ ン が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 明 細 書 中 に 用 い る よ う に 、 「 選 択 可 能 な マ ー カ ー 」 な る 用 語 は 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー を
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発 現 す る 細 胞 に お い て 抗 生 物 質 ま た は 薬 物 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 酵 素 活 性 を コ ー ド す る
遺 伝 子 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー は 、 好 ま し く は 「 ポ ジ テ ィ ブ 」 で あ り 、
ポ ジ テ ィ ブ な 選 択 可 能 な マ ー カ ー は 、 典 型 的 に は 、 ド ミ ナ ン ト な 選 択 可 能 な マ ー カ ー 、 即
ち 、 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 細 胞 株 (Ｅ Ｓ 細 胞 を 含 む )に 存 在 す る 場 合 は い つ も 検 出 す る こ と が
で き る 酵 素 活 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 そ の 種 々 の 文 法 形 態 (例 え ば 、 「 調 節 さ れ た 」 、 「 調 節
」 、 「 調 節 し て い る 」 な ど )に お い て 、 「 調 節 活 性 」 な る 用 語 は 、 正 常 な タ ン パ ク 質 活 性 (
例 え ば 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ 活 性 )の 刺 激 、 強 化 、 阻 害 、 お よ び ／ ま た は 緩 解 が 含 ま れ る 。
該 用 語 は 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン は 包 含 し な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 ま た は Ｋ Ｏ サ ブ ユ ニ ッ ト に 関 連 し て 用 い ら れ る 「 活 性 」 な る 用 語 は 、 そ の 標
準 的 な 機 能 を 行 う 特 定 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 能 力 を 意 味 し 、 即 ち 、 標 準 的 な Ｗ Ｔ サ ブ ユ ニ ッ ト
活 性 は 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト と の 会 合 お よ び カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 不 活 性 化 の
両 方 で あ り 、 標 準 的 な Ｋ Ｉ サ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 は 、 典 型 的 に は Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ
ッ ト と 会 合 す る が 、 チ ャ ネ ル は 不 活 性 化 せ ず 、 お よ び 標 準 的 な Ｋ Ｏ サ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 は 、
完 全 に カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 会 合 ま た は 不 活 性 化 す る こ と が で き な い 。 「 活 性 に お け る 検 出
可 能 な 変 化 」 、 ま た は 「 活 性 の 変 化 を 検 出 す る 」 は 、 そ れ ゆ え 、 以 下 に 記 載 す る 結 合 ア ッ
セ イ お よ び 機 能 ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ る よ う な 、 特 定 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 標 準 的 な 機 能 か
ら の 逸 脱 で あ る 。 本 発 明 の 結 合 ア ッ セ イ は 、 典 型 的 に は 、 結 合 お よ び そ れ ゆ え 活 性 の 変 化
を 検 出 す る た め の 放 射 能 標 識 を 用 い 、 機 能 ア ッ セ イ は 、 行 動 ま た は 生 理 学 に お け る 統 計 学
的 に 有 意 な 逸 脱 を 用 い て 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 活 性 に お け る 変 化 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 ペ プ チ ド 」 、 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 交 換 し て
用 い ら れ 、 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の サ ブ ユ ニ ッ ト ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 類 似 物 、 ま た は ペ プ チ
ド ミ メ テ ィ ク ス の ポ リ マ ー を 意 味 す る 。 サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 ペ プ チ ド 結 合 ま た は 他 の 結 合 、
例 え ば 、 エ ス テ ル 、 エ ー テ ル な ど に よ り 結 合 し て よ い 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、
「 ア ミ ノ 酸 」 な る 用 語 は 、 グ リ シ ン お よ び 両 Ｄ ま た は Ｌ 光 学 異 性 体 、 お よ び ア ミ ノ 酸 類 似
体 、 お よ び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 含 む 、 天 然 お よ び ／ ま た は 非 天 然 い ず れ か ま た は 合 成
ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 ３ つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド
と 呼 ば れ る 。 ３ つ 以 上 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 鎖 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ
ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る よ う に 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 な
る 用 語 は 、 交 換 し て 用 い ら れ 、 あ ら ゆ る 長 さ の 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 類 似 体 の ポ リ マ ー 形 態 を 含 む 。 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 い ず れ か の 三 次 元 構 造 を 持 ち 、 公 知 ま た は 未 知 の い ず れ か の 機 能 を な し 得 る 。
以 下 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 無 制 限 の 例 で あ る ： 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト 、 エ キ
ソ ン 、 イ ン ト ロ ン 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ (ｍ Ｒ Ｎ Ａ )、 ト ラ ン ス フ ァ ー Ｒ Ｎ Ａ 、 リ ボ ソ ー
ム Ｒ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ イ ム 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 分 枝 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 プ
ラ ス ミ ド 、 ベ ク タ ー 、 い ず れ か の 配 列 の 単 離 Ｄ Ｎ Ａ 、 い ず れ か の 配 列 の 単 離 Ｒ Ｎ Ａ 、 核 酸
プ ロ ー ブ 、 お よ び プ ラ イ マ ー 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 メ チ ル 化 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ヌ ク レ
オ チ ド 類 似 体 な ど の 変 更 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で よ い 。 も し 存 在 す る は ら ば 、 ヌ ク レ
オ チ ド 構 造 の 変 更 は 、 ポ リ マ ー の 重 合 の 前 後 に 為 さ れ て よ い 。 ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 非
ヌ ク レ オ チ ド 成 分 に よ り 中 断 さ れ て よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ マ ー 化 後 に 、 標 識 成
分 と の 結 合 に よ り さ ら に 変 更 さ れ て よ い 。 該 用 語 に は 、 二 本 鎖 お よ び 一 本 鎖 分 子 の 両 方 が
さ ら に 含 ま れ る 。 他 が 特 定 ま た は 必 要 と さ れ な い 限 り 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 本 発 明 の
あ ら ゆ る 態 様 は 、 二 本 鎖 形 態 、 お よ び 二 本 鎖 形 態 を 作 る こ と が 公 知 ま た は 予 測 さ れ る 、 ２
つ の 相 補 的 な 一 本 鎖 形 態 の そ れ ぞ れ を 包 含 す る 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
「 抗 体 」 に は 、 抗 原 上 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ と 結 合 す る こ と が で き る 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 含
ま れ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る よ う に 、 該 用 語 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 な ど の 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の み な ら ず 、 所 望 の 特 異 性 の 抗 原 認 識 部 位 を 含 む 抗 －
イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 変 異 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 二 特 異 性 抗 体 、 ヒ ト 化 タ
ン パ ク 質 、 お よ び そ の 変 更 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 明 細 書 中 に 用 い る よ う に 、 「 結 合 パ ー ト ナ ー 」 ま た は 「 捕 捉 剤 」 ま た は 「 結 合 対 」 の メ
ン バ ー な る 用 語 は 、 他 の 分 子 に 特 異 的 に 結 合 し て 、 抗 体 － 抗 原 、 レ ク チ ン － カ ル ボ ヒ ド レ
ー ト 、 核 酸 － 核 酸 、 ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン な ど の 結 合 複 合 体 を 形 成 す る 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 明 細 書 中 に 用 い る よ う に 、 生 物 分 子 (例 え ば 、 小 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 抗 体 な ど )に
関 し て 「 結 合 す る 」 ま た は 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 な る 用 語 は 、 分 子 の 異 種 集 団 (例 え ば 、
タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 生 物 分 子 )に お け る 生 物 分 子 の 存 在 を 決 定 す る 結 合 反 応 を 意 味 す る
。 つ ま り 、 指 定 の 条 件 下 に (例 え ば 、 抗 体 の 場 合 、 免 疫 ア ッ セ イ 条 件 、 ま た は 核 酸 の 場 合
、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 )、 特 異 的 リ ガ ン ド ま た は 抗 体 は 、 そ の
特 定 の 「 タ ー ゲ ッ ト 」 分 子 に 結 合 し 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 他 の 分 子 に は 有 意 量 で は 結 合
し な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
試 験 化 合 物 が 変 異 し た Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 を 擬 似 す る 試 験 化 合 物 の 能 力 に 関
し て 用 い る 場 合 の 「 ミ ミ ッ ク 」 ま た は 「 擬 似 」 な る 用 語 は 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 を 発
現 し て い る 哺 乳 動 物 、 即 ち 、 Ｋ Ｉ ま た は Ｋ Ｏ 変 異 体 に お い て 観 察 さ れ る も の と 実 質 上 同 様
の 効 果 (例 え ば 、 行 動 、 電 気 生 理 学 的 、 生 化 学 的 )を 生 じ る 化 合 物 の 能 力 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
「 試 験 化 合 物 」 な る 用 語 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る ア ッ セ イ の １ つ ま た は そ れ 以 上 に お い
て ス ク リ ー ン さ れ る べ き 物 質 を 意 味 す る 。 該 物 質 は 、 実 質 上 、 い ず れ か の 化 学 化 合 物 で あ
る 。 そ れ は 、 単 一 の 単 離 化 合 物 と し て 存 在 し 得 、 ま た は 化 学 (例 え ば 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル )
ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー で あ り 得 る 。 最 も 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 試 験 化 合 物 は 、 小 分
子 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
「 小 分 子 」 な る 用 語 は 、 医 薬 に 一 般 に 用 い ら れ る 有 機 分 子 に 匹 敵 す る サ イ ズ の 分 子 を 意 味
す る 。 該 用 語 は 、 生 物 学 的 巨 大 分 子 (例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 な ど )は 除 外 す る が 、 ペ プ
チ ド 、 糖 類 、 脂 肪 酸 、 ス テ ロ イ ド 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 誘 導 体 、 構 造 類 似 体 、 ま た は そ
の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 好 ま し い 小 分 子 は 、 約 ５ ０ ０ ０ Ｄ ａ ま で 、 よ り 好 ま し く は ２ ０ ０ ０
Ｄ ａ ま で 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約 １ ０ ０ ０ Ｄ ａ ま で の サ イ ズ の 範 囲 で あ る 。 加 え て 、 小
分 子 は 、 多 く の 化 学 ク ラ ス を 含 ん で よ い が 、 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 相 互 作 用 が 可 能 な 官
能 基 を 有 す る 有 機 分 子 、 ア ミ ン 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ま た は カ ル ボ ニ ル 基 で あ る
。 典 型 的 な 小 分 子 化 合 物 に は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 前 記 の 官 能 基 で 置 換 さ れ た 、 環 式 炭
素 ま た は 複 素 環 構 造 お よ び ／ ま た は 芳 香 族 ま た は 多 芳 香 族 構 造 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 明 細 書 中 に 用 い る よ う に 、 「 試 験 サ ン プ ル 」 な る 用 語 は 、 制 限 す る も の で は な い が 、 細
胞 サ ン プ ル 、 組 織 サ ン プ ル 、 お よ び ／ ま た は 全 動 物 を 含 む 、 本 発 明 の ア ッ セ イ に 適 し た あ
ら ゆ る サ ン プ ル を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 試 験 サ ン プ ル は 、 生 物 体 ま た は 生 物 体 の 成 分 (
例 え ば 、 細 胞 、 組 織 、 体 液 )か ら 得 ら れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル で あ る 。
本 発 明 の 種 々 の 態 様 を 、 以 下 の サ ブ セ ク シ ョ ン に お い て 、 さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 。 以 下 の
サ ブ セ ク シ ョ ン に よ り 、 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 以 下 に 記 載 す る 。 サ ブ セ ク シ ョ ン の 使 用 は
、 本 発 明 を 制 限 す る も の で は な く 、 サ ブ セ ク シ ョ ン は 、 本 発 明 の あ ら ゆ る 態 様 に 適 用 し て
よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
１ .ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク Ｋ ｖ β １ .１ ノ ッ ク － イ ン 哺 乳 動 物 の 作 製
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Ａ .タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 構 築 物 の 設 計
本 発 明 の ノ ッ ク － イ ン ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 好 ま し く は 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の 一 部 の み 、
詳 細 に は 、 Ｋ ＋ チ ャ ネ ル の 速 不 活 性 化 を 可 能 と す る ア ミ ノ 末 端 に お け る 「 ボ ー ル 」 ド メ イ
ン を 不 活 性 化 す る 外 来 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 。 変 異 は 、 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 へ と 置 換 ま た
は 挿 入 さ れ る 置 換 変 異 、 挿 入 変 異 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 ま た は ス ト ッ プ コ ド ン 変 異 で あ
っ て よ い 。 そ の よ う な ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 機 能 的 に 破 壊 さ れ る べ き 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝
子 の い く つ か の 部 分 と 同 一 で あ る 少 な く と も １ つ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 好 ま し く は 含 む 。 Ｋ ｖ
β １ .１ 対 立 遺 伝 子 の コ ド ン １ － ７ ０ (配 列 番 号 １ )の 全 部 ま た は 部 分 に お け る 変 異 の 存 在
に よ り 、 不 活 性 化 ド メ イ ン の 発 現 が 機 能 的 に 破 壊 さ れ る (図 １ Ａ を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ５ ３ 】
好 ま し く は 、 変 異 に よ り 、 転 写 ま た は 翻 訳 の 開 始 の 干 渉 に よ る か 、 ま た は Ｋ ｖ β １ .１ タ
ン パ ク 質 の 不 活 性 化 ド メ イ ン の 転 写 ま た は 翻 訳 の プ レ マ チ ュ ア な 終 結 に よ る か の い ず れ か
に よ り 、 機 能 的 破 壊 を 生 じ る 。 よ り 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ー ン は 置 換 型 変 異 で あ る が 、
こ れ は 、 そ れ ら が 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 に お い て 構 築 物 の 安 定 性 を 増 し 、 そ し て 第 ２ の
組 換 え お よ び 転 換 の 見 込 み を 減 ら す か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 作 製 す る た め に 用 い る 核 酸 構 築 物 (「 タ ー ゲ
ッ テ ィ ン グ 構 築 物 」 )は 、 免 疫 反 応 性 エ ピ ト ー プ タ グ お よ び ／ ま た は 選 択 可 能 な マ ー カ ー
を コ ー ド し て い る 発 現 カ セ ッ ト の 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列
へ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 作 製 さ れ る 。 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 構 築 物 は 、 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺
伝 子 の 少 な く と も 一 部 に 相 同 な 発 現 カ セ ッ ト に 隣 接 し て い る 少 な く と も 一 つ の 配 列 部 分 を
さ ら に 含 む 。 ア ミ ノ 末 端 に 隣 接 す る 相 同 配 列 の 存 在 に よ り 、 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の 不 活 性
化 ド メ イ ン の 挿 入 変 異 が 可 能 と な る 。 最 も 好 ま し い 具 体 例 に お い て は し か し 、 タ ー ゲ テ ィ
ン グ 構 築 物 は 、 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ に 相 同 な 一 対 の 配 列 が 隣 接 す る 免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ
タ グ お よ び 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 両 方 を 含 む (実 施 例 １ を 参 照 さ れ た い )。 一 対 の 配 列 は 、
コ ド ン １ － ７ ０ を コ ー ド す る 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 配 列 、 チ ャ ネ ル の 不 活 性 化 に 必 要 と さ れ る
不 活 性 化 ド メ イ ン に 、 好 ま し く は 相 同 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
別 法 と し て 、 カ セ ッ ト を 、 カ セ ッ ト の 切 り 出 し に よ り 、 非 機 能 性 の 転 換 を 生 じ る フ レ ー ム
シ フ ト 変 異 を 誘 導 す る よ う な 位 置 に 、 さ ら に 挿 入 す る 。 さ ら に 別 の 具 体 例 に お い て は 、 カ
セ ッ ト に よ り 、 転 写 ま た は 翻 訳 を プ レ マ チ ュ ア に 終 結 さ せ る た め の ス ト ッ プ コ ド ン を 提 供
し て よ い 。 こ れ ら の 別 の 態 様 を 用 い て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 を 開 発 す る
こ と が 可 能 で あ る が 、 こ れ ら の 方 法 に よ る 内 在 配 列 へ の 統 合 の 成 功 の 検 出 に は 、 サ ザ ン ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 拡 張 使 用 す る こ と が 必 要 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 ノ
ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト を ト ラ ッ キ ン グ お よ び 単 離 す る の を 容 易 に す る 免 疫 反 応
エ ピ ト ー プ タ グ を 組 み 込 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ -タ グ を タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 に 融 合 し て 、 抗 － タ グ 抗 体 が 選 択
的 に 結 合 す る こ と が で き る エ ピ ト ー プ タ グ を 提 供 し て よ い 。 エ ピ ト ー プ タ グ は 、 Ｋ ｖ β １
.１ 遺 伝 子 の コ ド ン １ － ７ ０ 、 お よ び よ り 好 ま し く は コ ド ン １ － ３ ６ に 対 応 す る タ ー ゲ テ
ィ ン グ 構 築 物 の ア ミ ノ 末 端 に 好 ま し く は 挿 入 す る 。 転 写 お よ び 翻 訳 後 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ
β １ サ ブ ユ ニ ッ ト に お け る そ の よ う な エ ピ ト ー プ タ グ 形 態 の 存 在 は 、 タ グ サ ブ ユ ニ ッ ト に
対 す る 抗 体 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 エ ピ ト ー プ タ グ の 提 供 に よ り 、 Ｋ ｖ β
１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 、 エ ピ ト ー プ タ グ に 結 合 す る 抗 － タ グ 抗 体 ま た は 他 の タ イ プ の ア フ ィ ニ
テ ィ マ ト リ ッ ク ス を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に よ り 、 容 易 に 精 製 す る こ と が 可 能 と な る 。
別 法 と し て 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 構 築 物 を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 特 定
の 領 域 、 Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の Ｆ ｃ 領 域 な ど を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 と 融 合 し て 、 外 来 エ ピ ト ー
プ タ グ へ の 特 異 的 結 合 を 可 能 と し て よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
種 々 の エ ピ ト ー プ タ グ お よ び そ の そ れ ぞ れ の 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 に は 、 ポ
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リ － ヒ ス チ ジ ン (poly-his)ま た は ポ リ － ヒ ス チ ジ ン － グ リ シ ン (poly-his-gly)タ グ ； ｆ ｌ
ｕ  Ｈ Ａ タ グ ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 抗 体 １ ２ Ｃ Ａ ５ ； c-mycタ グ 、 お よ び そ れ に 対 す る ８
Ｆ ９ 、 ３ Ｃ ７ 、 ６ Ｅ １ ０ 、 Ｇ ４ 、 Ｂ ７ 、 お よ び ９ Ｅ １ ０ 抗 体 ； お よ び 単 疱 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス 糖 タ ン パ ク 質 Ｄ (ｇ Ｄ )タ グ お よ び そ の 抗 体 が 含 ま れ る 。 他 の エ ピ ト ー プ タ グ に は 、 Ｆ ｌ
ａ ｇ － ペ プ チ ド 、 Ｋ Ｔ ３ エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド 、 チ ュ ー ブ リ ン エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド ； お よ び
Ｔ ７ 遺 伝 子 １ ０ タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド タ グ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
好 ま し い 「 ポ ジ テ ィ ブ な 」 選 択 可 能 マ ー カ ー に は 、 哺 乳 動 物 に お け る 薬 物 Ｇ ４ １ ８ に 対 す
る 耐 性 を 付 与 す る 細 菌 ア ミ ノ グ リ コ シ ド ３ ’ ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (「 ｎ ｅ ｏ
」 )、 抗 生 物 質 ヒ グ ロ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 細 菌 ヒ グ ロ マ イ シ ン Ｇ ホ ス ホ ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (ｈ ｙ ｇ )、 マ イ コ フ ェ ノ ー ル 酸 の 存 在 下 に 増 殖 す る 能 力 を 付 与 す る
細 菌 キ サ ン チ ン － グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (ｇ ｐ ｔ 遺 伝 子 と も
呼 ば れ る )な ら び に ｈ ｐ ｒ ｔ 遺 伝 子 、 ｎ Ｄ ｔ Ｉ Ｉ 遺 伝 子 、 ま た は 、 ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ
オ シ ド 相 同 物 に 対 す る 抵 抗 性 を 付 与 す る 他 の 遺 伝 子 、 ま た は 抗 生 物 質 な ど が 含 ま れ る 。 ト
ラ ン ス ジ ー ン (例 え ば 、 ｎ ｅ ｏ Ｒ )に お け る ポ ジ テ ィ ブ な 選 択 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド し て
い る Ｄ Ｎ Ａ は 、 一 般 に 、 Ｅ Ｓ 細 胞 に お け る そ の 独 立 の 転 写 を 可 能 と す る 発 現 調 節 配 列 に 作
動 可 能 に 連 結 す る 。 さ ら に 、 適 当 な 選 択 培 地 中 で 増 殖 さ せ た 場 合 に 細 胞 に 対 し て 発 現 が 細
胞 毒 性 で あ る と こ ろ の 酵 素 活 性 を コ ー ド す る 「 ネ ガ テ ィ ブ 」 な 選 択 可 能 な マ ー カ ー を さ ら
に 用 い て よ い 。 例 え ば 、 Ｈ Ｓ Ｖ － ｔ ｋ 遺 伝 子 を ネ ガ テ ィ ブ な 選 択 可 能 な マ ー カ ー と し て 用
い る 。 ガ ン シ ク ロ ビ ア ま た は ア シ ク ロ ビ ア の 存 在 下 で 増 殖 し た 細 胞 に お け る Ｈ Ｓ Ｖ － ｔ ｋ
遺 伝 子 の 発 現 は 、 細 胞 毒 性 で あ る ； つ ま り 、 ガ ン シ ク ロ ビ ア ま た は ア シ ク ロ ビ ア を 含 ん で
い る 選 択 培 地 中 で の 細 胞 の 増 殖 に よ り 、 機 能 性 Ｈ Ｓ Ｖ － Ｔ Ｋ 酵 素 を 発 現 す る こ と が で き る
細 胞 に 対 し て 選 択 す る 。 ポ ジ テ ィ ブ お よ び ネ ガ テ ィ ブ な 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 両 方 を 用 い
る 例 に お い て 、 活 性 Ｈ Ｐ Ｒ Ｔ 酵 素 を 発 現 す る 細 胞 は 、 所 定 の ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 (６ － チ
オ グ ア ニ ン 、 ８ － ア ザ プ リ ン 、 な ど )の 存 在 下 に 増 殖 す る こ と が で き な い が 、 Ｈ Ａ Ｔ (ヒ ポ
キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン )を 追 加 し た 培 地 中 で 増 殖 す る こ と が で き
る 。 逆 に 、 活 性 Ｈ Ｐ Ｒ Ｔ 酵 素 を 発 現 で き な い 細 胞 は 、 Ｈ Ａ Ｔ Ｇ を 含 む 培 地 中 で 増 殖 で き な
い が 、 ６ － チ オ グ ア ニ ン な ど の 類 似 体 に 対 し て 耐 性 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
Ｂ .相 同 組 換 え
好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 (ト ラ ン ス ジ ー ン )の 、 哺 乳 動 物 細 胞 の 天 然 に 生
じ る Ｋ ｖ β １ .１ 配 列 へ の 統 合 の コ ン ト ロ ー ル 部 位 へ 相 同 組 換 え を 利 用 し 、 お よ び そ れ に
よ り そ の 遺 伝 子 の 正 常 な 機 能 を 破 壊 す る 。 相 同 組 換 え は 、 当 該 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
該 し て 、 相 同 組 換 え は 、 有 糸 分 裂 中 に 起 こ る 天 然 の プ ロ セ ス で あ っ て 、 そ れ に よ り 、 同 一
ま た は 実 質 上 類 似 す る (即 ち 「 相 同 の 」 )配 列 を 有 す る ２ つ の 核 酸 分 子 が 、 相 同 配 列 に 隣 接
す る 、 ま た は そ の 間 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 本 質 的 に 「 ス イ ッ チ し 」 、 そ の 結 果 、 分 子 に 最 初 に 存
在 す る そ れ ぞ れ の １ 領 域 が 他 の 分 子 の 領 域 へ と 、 ラ イ ゲ ー ト さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
相 同 組 換 え の 方 法 を 操 作 し て 、 当 該 分 野 の 専 門 家 に 周 知 の 方 法 に よ り 、 特 定 の 遺 伝 子 を タ
ー ゲ ッ ト す る こ と が で き る 。 ほ と ん ど の 方 法 は 、 ポ ジ テ ィ ブ ま た は ネ ガ テ ィ ブ い ず れ か 、
ま た は そ の 両 方 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー を 利 用 し て 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 同 定 お よ び 単 離
す る 。 さ ら に 、 ト リ メ チ ル ソ ラ レ ン ま た は Ｕ Ｖ 光 な ど の 刺 激 剤 を 用 い る こ と に よ り 、 Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 間 の 組 換 え の 頻 度 を 増 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 は 、 免 疫 反 応 性 エ ピ ト ー プ タ グ お よ び ／
ま た は 選 択 可 能 な マ ー カ ー を 含 む 発 現 カ セ ッ ト を 含 み 、 発 現 カ セ ッ ト に は 、 内 在 Ｋ ｖ β １
.１ 遺 伝 子 の 部 分 に 相 同 な 少 な く と も １ つ の 配 列 が 隣 接 す る 。 好 ま し く は 、 内 在 Ｋ ｖ β １
遺 伝 子 の タ ー ゲ ッ ト さ れ る 領 域 (即 ち 、 コ ド ン １ － ７ ０ 、 特 に １ － ３ ６ を コ ー ド し て い る
不 活 性 化 ド メ イ ン )の 全 部 ま た は 一 部 に 対 応 す る 核 酸 配 列 へ と 免 疫 反 応 性 エ ピ ト ー プ が ラ
イ ゲ ー ト す る よ う に 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 を 設 計 す る 。 免 疫 反 応 性 エ ピ ト ー プ タ グ に よ
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り 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た は 免 疫 ア ッ セ イ に よ る さ ら な る 同 定 お よ び 単 離 が 可 能 と な る
。 別 法 と し て 、 ま た は 免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ タ グ に 加 え て 、 ｎ ｅ ｏ な ど の ポ ジ テ ィ ブ な
選 択 可 能 な マ ー カ ー を 、 カ セ ッ ト の 発 現 に よ り 抗 生 物 質 耐 性 が 得 ら れ る (ｎ ｅ ｏ に よ り 抗
生 物 質 Ｇ ４ １ ８ に 対 す る 耐 性 が 提 供 さ れ る )よ う に 、 内 在 Ｋ ｖ β １ の 不 活 性 化 ド メ イ ン に
対 応 す る 配 列 へ と 、 ま た は そ の 付 近 へ と 挿 入 し て よ い 。 最 も 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 発
現 カ セ ッ ト は 、 免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ タ グ お よ び 選 択 可 能 な マ ー カ ー の 両 方 を 含 む 。 さ
ら に 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 は 、 発 現 カ セ ッ ト の 両 サ イ ド に 隣 接 し 、 そ の ア ミ ノ 末 端 に て
内 在 Ｋ ｖ β １ .１ の 部 分 に 対 し て 相 同 で あ る 第 １ お よ び 第 ２ の 配 列 の 対 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
内 在 遺 伝 子 の こ れ ら の 第 １ お よ び 第 ２ 相 同 配 列 は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 に お け る 特 定 の Ｋ ｖ β １ 対 立
遺 伝 子 に 対 し て ト ラ ン ス ジ ー ン を 標 的 す る 。 相 同 組 換 え に よ る タ ー ゲ テ ィ ン グ の 好 ま し い
例 に お い て 、 相 同 配 列 間 に 存 在 す る 核 酸 領 域 が 、 Ｅ Ｓ 細 胞 の １ つ の 対 立 遺 伝 子 に お け る タ
ー ゲ ッ ト さ れ た 外 来 遺 伝 子 へ と 特 異 的 に 統 合 す る か 、 ま た は そ の 部 分 を 置 換 す る 。 そ の 結
果 、 タ ー ゲ ッ ト さ れ た Ｋ ｖ β １ 対 立 遺 伝 子 の １ コ ピ ー が ト ラ ン ス ジ ー ン で の 相 同 組 換 え に
よ り 破 壊 さ れ る 。 そ の 後 の Ｇ ４ １ ８ で の 選 択 に よ り 、 相 同 組 換 え に よ り ゲ ノ ム へ と 統 合 さ
れ た ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 ん で い る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 を 選 択 す る 。 さ ら に 、
コ ー ド さ れ る Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト へ 挿 入 さ れ る ト ラ ン ス ジ ー ン の 検 出 を 、 免 疫 活 性 エ ピ
ト ー プ タ グ に 対 す る 抗 体 を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ 結 合 に よ り 行 っ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 の 最 も 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 細 胞 へ 導 入 さ れ 、 そ し
て 発 現 さ れ る 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 を 有 す る こ と が 望 ま し く 、 即 ち 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 は
、 隣 接 す る 遺 伝 子 、 ま た は タ ー ゲ ッ ト さ れ た 遺 伝 子 に お い て 、 離 れ た 部 分 に お い て さ え 、
有 害 な 効 果 、 「 隣 接 効 果 」 を 有 し 得 る 。 そ れ ゆ え 、 最 も 好 ま し い 具 体 例 に お い て は 、 一 度
構 築 物 が Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 と の 相 同 組 換 え を 被 っ た な ら ば 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 が 切 り
出 さ れ る こ と を 可 能 と す る 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 耐 性 遺 伝 子 を ノ ッ ク イ ン 構 築 物 に 含 め る
。
【 ０ ０ ６ ４ 】
こ の 最 も 好 ま し い 具 体 例 で は 、 抗 生 物 質 耐 性 選 択 可 能 マ ー カ ー に は 、 Ｌ ｏ ｘ Ｐ 部 位 な ど の
繰 り 返 し 組 換 え 部 位 が 隣 接 す る 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に お け る 、 ｌ ｏ ｘ Ｐ な ど の 直 接 的 な 繰 り 返
し の 存 在 に よ り 、 Ｃ ｒ ｅ － リ コ ン ビ ナ ー ゼ な ど の リ コ ン ビ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 が 介 入 し て い
る Ｄ Ｎ Ａ (ｎ ｅ ｏ 遺 伝 子 )を 切 り 出 し 、 タ ー ゲ ッ ト さ れ た 位 置 に お い て 単 一 の Ｌ ｏ ｘ 部 位 の
み を 残 す こ と が 可 能 と な る 。 こ の Ｌ ｏ ｘ Ｐ 部 位 の 存 在 は 、 あ る と し て も 、 め っ た に 発 現 に
影 響 を 及 ぼ さ な い 。 こ の 具 体 例 に お い て 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー を イ ン ト ロ ン へ と 挿 入 し 、
タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 構 築 物 の 内 在 遺 伝 子 へ の 統 合 の 成 功 を 同 定 す る た め に の み 用 い る 。 一 度
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ら 、 Ｃ ｒ ｅ － リ コ ン ビ ナ ー ゼ は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス の 特 定 の 組 織 に お い て 発 現 さ れ 、 ｎ ｅ ｏ マ ー カ ー を 効 果 的 に 除 去 す る こ と が で
き る 。 Westphal et al. Proc Natl Acad Sci(1996) 93:5860。
【 ０ ０ ６ ５ 】
前 記 の ご と く 、 Ｋ ｖ β １ 不 活 性 化 ド メ イ ン の 変 異 は 、 実 施 例 １ に 示 す よ う に 、 エ キ ソ ン １
.１ の 部 分 、 最 も 好 ま し く は コ ド ン １ － ３ ６ 、 お よ び 特 に １ － １ ５ に 変 異 を 作 製 す る こ と
に よ り 為 さ れ て よ い 。 コ ド ン ７ に お け る シ ス テ イ ン 残 基 の 、 セ リ ン 残 基 以 外 の い ず れ か の
他 の コ ド ン (ミ ス セ ン ス 、 ス ト ッ プ コ ド ン な ど )へ の 変 換 に よ り 、 不 活 性 化 ド メ イ ン が 破 壊
さ れ る 。 変 異 は 、 内 在 エ キ ソ ン １ .１ 配 列 の 部 分 に 、 免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ タ グ 、 選 択
可 能 な マ ー カ ー 、 ス ト ッ プ コ ド ン の い ず れ か を 置 換 す る 、 ま た は 挿 入 す る こ と に よ り 、 ま
た は 別 法 と し て 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 を 起 す こ と に よ り 、 為 さ れ て よ い 。 最 も 好 ま し い 具
体 例 で は 、 し か し 、 免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ タ グ の み が ア ミ ノ 末 端 を 破 壊 し 、 最 終 的 な タ
ー ゲ ッ ト 遺 伝 子 に 残 る 。 選 択 可 能 な マ ー カ ー は 、 形 質 転 換 後 に 切 り 出 さ れ る 。 好 ま し く は
、 エ ピ ト ー プ タ グ を 細 胞 の 両 方 の 対 立 遺 伝 子 中 の Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の 不 活 性 化 ド メ イ ン
に 統 合 す る が 、 生 じ る そ の よ う な 現 象 の 頻 度 は 低 い (単 一 変 異 現 象 の 頻 度 の 二 乗 )。 そ れ ゆ
え 、 ヘ テ ロ 接 合 動 物 の 交 差 交 配 を 行 っ て 、 両 方 の 対 立 遺 伝 子 に お け る ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β
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１ .１ を 有 す る ホ モ 接 合 体 動 物 を 作 製 し て よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
好 ま し く は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 二 本 鎖 だ が 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 本 発 明 に 用 い て も よ い 。 加
え て 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 細 胞 に 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の い ず れ か と し て 導 入 し て よ く 、 こ れ を
次 い で リ バ ー ス ト ラ ン ス ク リ プ タ ー ゼ に よ り ま た は 他 の 手 段 に よ り Ｄ Ｎ Ａ へ 変 換 し て よ い
。 例 と し て 、 本 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 様 式 を 、 実 施 例 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
Ｃ .細 胞 の 形 質 転 換
本 発 明 の ノ ッ ク － イ ン 哺 乳 動 物 を 作 製 す る た め に 、 生 殖 細 胞 を 含 む 胎 児 の 全 細 胞 タ イ プ を
生 じ る こ と が で き る 全 能 細 胞 、 例 え ば 胎 児 幹 (「 Ｅ Ｓ 」 )細 胞 へ 、 前 記 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築
物 を 導 入 す る こ と に よ り 、 細 胞 を 形 質 転 換 す る 。 多 く の Ｅ Ｓ 細 胞 を 本 発 明 に 用 い て よ い 。
マ ウ ス か ら の Ｅ Ｓ 細 胞 が 、 ネ ズ ミ 胚 盤 胞 由 来 の 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 単 離 さ れ て い る
(Evans et al. (1981) Nature 292: 154-156; Bradley et al. (1984) Nature 309: 255-
258; Gossler et al. (1986) Proc. Acad. Sci USA 83: 9065-9069; お よ び  Robertson e
t al. (1986) Nauter 322: 445-448)。 好 ま し く は し か し 、 Ｅ Ｓ 細 胞 の 一 次 単 離 物 を 用 い
る 。 一 次 単 離 物 は 、 Ｃ Ｃ Ｅ 細 胞 株 な ど の 胎 児 か ら 、 ま た は そ れ 由 来 の Ｅ Ｓ 細 胞 の ク ロ ー ナ
ル 単 離 か ら 直 接 得 て よ い (Schwartzberg et al. (1989) Science 212: 799-803)。 一 次 単
離 物 は 、 哺 乳 動 物 へ 分 化 す る の に よ り 有 効 で あ り 、 お よ び 特 に 、 ク ロ ー ナ ル 選 択 さ れ た Ｅ
Ｓ 細 胞 は 、 Ｃ Ｃ Ｅ 先 祖 細 胞 株 よ り も ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 産 生 す る の に 約 １ ０ 倍 、 よ
り 有 効 で あ る 。 ク ロ ー ン と し て 単 離 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 株 の い く つ か の 例 に は 、 Ａ Ｂ １ (ｈ ｐ
ｒ ｔ ＋ )お よ び Ａ Ｂ ２ .１ (ｈ ｐ ｒ ｔ -)が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
好 ま し く は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 を 一 次 胎 児 Ｇ ４ １ ８ Ｒ 繊 維 芽 細 胞 お よ び ／ ま た は Ｓ Ｔ Ｏ 細 胞 な ど の
間 質 細 胞 に て 培 養 す る 。 繊 維 芽 細 胞 お よ び ／ ま た は 間 質 細 胞 は 、 異 常 な Ｅ Ｓ 細 胞 の ク ロ ー
ナ ル 過 剰 増 殖 を 妨 げ る 。 最 も 好 ま し く は 、 細 胞 を 分 化 阻 害 因 子 (「 Ｄ Ｉ Ｆ 」 )、 白 血 球 阻 害
因 子 (「 Ｌ Ｉ Ｆ 」 )な ど の 存 在 下 に 培 養 し 、 プ レ マ チ ュ ア な 分 化 を 防 ぐ 。 他 の 公 知 の Ｄ Ｉ Ｆ
に は 、 オ ン コ ス タ チ ン  エ ム (Oncostatin M)、 可 溶 性 Ｉ Ｌ － ６ レ セ プ タ ー を 有 す る イ ン タ
ー ロ イ キ ン (Ｉ Ｌ － ６ )、 お よ び 毛 様 体 神 経 組 織 栄 養 因 子 (Ｃ Ｎ Ｔ Ｆ )、 Ｔ － Ｌ Ｉ Ｆ (米 国 特
許 第 5,849,991号 )、 お よ び 所 定 の サ イ ト カ イ ン が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 発 現 可 能 な Ｄ Ｉ Ｆ で
間 質 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と が で き 、 こ の 際 、 Ｅ Ｓ 細 胞 を 次 い で 培 養 し て よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
哺 乳 動 物 宿 主 お よ び 宿 主 細 胞 へ 外 来 核 酸 を 導 入 す る 方 法 は 当 該 分 野 で 周 知 で あ り 、 お よ び
宿 主 細 胞 に よ っ て 変 化 す る 。 方 法 に は 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト
ラ ン － 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 、 プ ロ ト プ ラ ス ト ま た は ス フ ェ
ロ プ ラ ス ト 融 合 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 マ イ ク ロ － イ ン フ ェ ク シ ョ ン ま た は ウ イ ル ス 感 染 が
含 ま れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト Ｅ Ｓ 細 胞 を 次 い で 、 胚 盤 胞 段 階 胎 児 に お け る 割 腔 へ と 導 入 し
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 の 生 殖 株 へ 貢 献 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
加 え て 、 Ｅ Ｓ 細 胞 の 割 腔 へ の 導 入 前 に 、 前 記 の よ う な 種 々 の 選 択 プ ロ ト コ ル (例 え ば 、 ｎ
ｅ ｏ 選 択 可 能 マ ー カ ー )を 用 い て 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 導 入 し た ト ラ ン ス フ ェ ク ト Ｅ Ｓ 細 胞
を 選 択 し て よ い 。 別 法 と し て 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 ト
ラ ン ス ジ ー ン の 統 合 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
１ .マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン
加 え て 、 別 法 が 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 ん で い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 の 作 製 に 関 し
て 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。 発 生 の 種 々 の 段 階 に お け る 胎 児 細 胞 を 、 対 応 し て い る 種 々 の 方
法 に 従 い 、 用 い る こ と が で き る 。 接 合 体 を 用 い る 場 合 、 マ イ ク ロ － イ ン ジ ェ ク シ ョ ン が 、
米 国 特 許 第 4,873,191号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 好 ま し い 方 法 で あ り 、 そ の 内 容 は 本 明 細
書 中 、 出 典 明 示 に よ り 組 み 込 ま れ る 。 マ ウ ス に お い て 、 １ － ２ ピ コ リ ッ ト ル (ｐ ｌ )の Ｄ Ｎ
Ａ 溶 液 の 注 入 を 、 雄 の 前 核 が 、 約 ２ ０ マ イ ク ロ メ ー ト ル の 直 径 に 達 す る 場 合 に な す こ と が
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で き る 。 さ ら に 、 最 初 の 分 裂 の 前 に 接 合 体 を 注 入 し て 、 そ れ に よ り 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 の 全 体 細 胞 お よ び 生 殖 細 胞 へ の 構 築 物 の 導 入 を 保 証 す る こ と が 可 能 で あ る (Brinstei,
 et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 4438-4442)。 生 じ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 哺 乳 動 物 は 、 将 来 の 子 孫 へ 外 来 Ｄ Ｎ Ａ を 伝 達 す る こ と が で き る 。 さ ら に こ の 具 体 例 に お
い て 、 構 築 物 を 自 己 複 製 し て い る プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス へ と ま ず 導 入 す る こ と は 、 必
ず し も 必 要 で な い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
２ .レ ト ロ ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
他 の 具 体 例 に お い て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 を 用 い て 、 非 － ヒ ト 哺 乳 動 物 へ ト ラ ン ス ジ ー ン
を 導 入 す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 の 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ で 胚 盤 胞 段 階 へ と 培 養 さ れ た 胎 児
を 用 い 、 感 染 の た め の 割 球 を タ ー ゲ ッ ト す る (Jaenich (1976) Proc. Natl. Acad. Sci US
A 73: 1260-1264)。 酵 素 処 理 に よ り 、 胚 盤 胞 の 透 明 帯 を 除 去 し 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 有 し て
い る 複 製 欠 損 レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 促 す (Van der Putten, et al. (1985) Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 82, 6248-6152)。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 割 球 を 次 い で 、 ウ イ ル ス 産 生 細
胞 の 単 層 上 に て 培 養 す る 。 加 え て 、 ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス － 産 生 細 胞 を 、 割 腔 へ と 注 入
す る こ と が で き る (Jahner et al. (1982) Nature, 298: 623-628)。 こ の 具 体 例 に お い て
、 生 じ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、 細 胞 の サ ブ ッ セ ッ ト の み が ト ラ ン ス ジ ー ン に 組
み 込 ま れ て い る の で 、 ト ラ ン ス ジ ー ン に 関 し て モ ザ イ ク で あ る 。 加 え て 、 ト ラ ン ス ジ ー ン
の レ ト ロ ウ イ ル ス 挿 入 は 、 ゲ ノ ム の 異 な る 座 に て 生 じ 得 、 こ れ は 、 子 孫 に お い て 分 離 す る
。 こ の 方 法 の わ ず か な 変 法 に お い て は 、 妊 娠 中 期 の 胎 児 の 子 宮 内 レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 に よ
り 生 殖 細 胞 へ ト ラ ン ス ジ ー ン を 導 入 し 、 そ れ に よ り 、 ト ラ ン ス ジ ー ン の よ り 包 括 的 な 感 染
を 可 能 と す る (Jahner et al. (1982) 既 出 )。
【 ０ ０ ７ ３ 】
３ .Ｅ Ｓ 細 胞 へ の 電 気 穿 孔 法
最 も 好 ま し い 具 体 例 で は 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 構 築 物 を 含 ん で い る ト ラ ン ス ジ ー ン を Ｅ Ｓ 細
胞 へ と 、 電 気 穿 孔 に よ り 導 入 す る (Toneguzzo et al., (1988) 核 酸  Res., 16: 5515-5532
; Quillet et al. (1988) J. Immunol. 141: 17-20; Machy et al. (1988) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 85: 8027-8031)。 細 胞 を 次 い で 培 養 し 、 前 記 の よ う に ト ラ ン ス ジ ー ン を
効 果 的 に 統 合 し た 細 胞 に 関 し て 選 択 す る (例 え ば 、 Ｇ ４ １ ８ 培 地 に お け る ｎ ｅ ｏ )。 別 法 と
し て 、 ト ラ ン ス ジ ー ン は 放 射 能 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド に よ り 、 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 法 に よ る
な ど 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー 配 列 の 発 現 を 必 要 と し な い 検 出 に 関 す る 他 の ア ッ セ イ に よ り 検
出 し て よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
４ .他 の 非 － ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物
マ ウ ス に 加 え 、 本 発 明 に 用 い て よ い 多 く の 他 の 天 然 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 が
存 在 す る こ と が 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る 。 ネ ズ ミ モ デ ル に 関 し て 同 様 、 こ れ ら の 動 物 の 接
合 体 ま た は Ｅ Ｓ 細 胞 を 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 誘 導 す る た め の 胎 児 タ ー ゲ ッ ト と し て 用 い て よ
い 。 各 場 合 に 、 哺 乳 動 物 に 特 徴 的 な 所 望 の 欠 損 Ｋ ｖ β サ ブ ユ ニ ッ ト 表 現 型 を 有 す る ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 非 － ヒ ト 哺 乳 動 物 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 の 開 発 が 、 マ ウ ス に お い て
最 も よ く 行 わ れ て い る 一 方 で 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 お よ び ブ タ を 含 む 接 合 体 の マ イ ク
ロ 注 入 に よ り 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る (Jaenisch (1
988) Science 240: 1468-1474; Hammer et al. (1986) J. Anima1. Sci, 63: 269; Hamme
r et al. (1985) Nature 315: 680; Wagner et al. (1984) 動 物 繁 殖 学 (Theriogenology)
 21: 29)。 最 も 好 ま し く は し か し 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、 約 １ ０ － ３
０ ％ の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 成 功 率 を 有 す る マ ウ ス ま た は ラ ッ ト で あ る 。 加 え て 、 他
の 非 － ヒ ト 哺 乳 動 物 Ｅ Ｓ 細 胞 を 用 い る レ ト ロ ウ イ ル ス 媒 介 法 ま た は 電 気 穿 孔 法 も 用 い て よ
い 。 Ｅ Ｓ 細 胞 株 の マ ウ ス お よ び ブ タ の た め の 誘 導 は 、 当 該 分 野 で 報 告 さ れ て い る (Roberts
on, 胎 児 由 来 の 幹 細 胞 系 統 (Embryo-Derived Stem Cell Lines), In: 悪 性 奇 形 腫 お よ び 胎
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児 幹 細 胞 (Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells): 実 際 的 な ア プ ロ ー チ (A Practi
cal Approach) (E. J. Robertson, ed.), IRL Press, Oxford (1987); PCT公 開 第 WO/90/0
3432; PCT公 開 第 94/26884)。 加 え て 、 Ｅ Ｓ 細 胞 株 は 、 齧 歯 動 物 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、
魚 、 ブ タ 、 ウ シ 、 霊 長 類 、 お よ び ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 由 来 ま た は そ れ か ら 単 離 さ れ た 細 胞
が 好 ま し い が 、 あ ら ゆ る 種 (例 え ば 、 ニ ワ ト リ な ど )か ら 誘 導 ま た は 単 離 し て よ い 。 本 発 明
の 最 も 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 ネ ズ ミ の Ｅ Ｓ 細 胞 を 用 い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
当 該 分 野 で 周 知 の よ う に 、 他 の 非 － ヒ ト 哺 乳 動 物 の Ｋ ｖ β １ .１ 対 立 変 種 の 形 質 転 換 に は
、 こ れ ら の 種 に 関 す る Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 配 列 が 必 要 で あ る 。 ネ ズ ミ の Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子
配 列 は 、 Genbankに 受 託 番 号 第 AF033003と し て 寄 託 さ れ て お り 、 一 方 、 ラ ッ ト の Ｋ ｖ β １ .
１ 配 列 は 、 Genbankに 受 託 番 号 第 X70662と し て 寄 託 さ れ て い る 。 他 の 非 － ヒ ト 哺 乳 動 物 に
お け る Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 の 構 造 お よ び 機 能 は 当 該 分 野 で 周 知 で あ り 、 公 に 入 手 可 能 で あ
る 。 さ ら に 、 所 定 の 種 に 関 す る 所 望 の Ｋ ｖ β １ .１ 配 列 は 、 公 知 の Ｋ ｖ β １ .１ 配 列 か ら の
プ ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 当 該 分 野 で 周 知 の 他 の こ の
よ う な 方 法 に よ り 、 容 易 に 得 る こ と が で き る 。 タ ー ゲ ッ ト 哺 乳 動 物 の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー
は 、 適 当 な プ ロ ー ブ 、 お よ び 常 套 法 に よ り 配 列 決 定 さ れ る 遺 伝 子 の 残 る 部 分 と の 低 ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し て よ い (例 え ば 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト )。
【 ０ ０ ７ ７ 】
一 度 、 所 望 の 種 に 関 す る タ ー ゲ ッ ト Ｋ ｖ β １ .１ 配 列 が 得 ら れ た ら 、 タ ー ゲ ッ ト 構 築 物 を
前 記 の ご と く (種 々 の 置 換 変 異 、 挿 入 変 異 、 ス ト ッ プ コ ド ン 変 異 、 ま た は フ レ ー ム － シ フ
ト 変 異 )設 計 し て 、 Ｋ ｖ β １ .１ の ボ ー ル ド メ イ ン の 不 活 性 化 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。
次 い で 、 前 記 お よ び 以 下 の 実 施 例 １ に 記 載 す る 方 法 を 用 い て 、 当 業 者 は 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン
グ ベ ク タ ー を 種 の Ｅ Ｓ 細 胞 ま た は 接 合 体 へ 導 入 し 、 そ れ に よ り 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 哺 乳 動 物 を 作 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
Ｉ Ｉ .イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ
Ａ .前 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
本 発 明 の 一 つ の 具 体 例 に お い て 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト (不 活 性 化 ド メ イ
ン の 置 換 、 挿 入 、 ス ト ッ プ コ ド ン ま た は フ レ ー ム シ フ ト 変 異 を 組 み 込 む )は 、 Ｋ ｖ β １ .１
サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 を 調 節 す る 能 力 に 関 し て 試 験 化 合 物 を 前 ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 有 用
で あ る 。 こ れ ら の 具 体 例 に お い て 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 正 常 の Ｋ
ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 特 定 の 機 能 、 即 ち 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す
る か 、 ま た は カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 不 活 性 化 す る か 、 い ず れ か の Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト
の 能 力 を 干 渉 す る 化 合 物 を 同 定 す る の に 、 特 に 有 用 で あ る 。 １ つ の 前 ス ク リ ー ニ ン グ 態 様
に お い て 、 試 験 化 合 物 を ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と 接 触 さ せ 、 次 い で 、 ノ
ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 能 力 に 検 出 可 能 な 変 化 を 提 供 す る こ と が で き る 試
験 化 合 物 を 選 択 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 変 化 は 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ
ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 試 験 化 合 物 の 結 合 の 検 出 で あ る 。 加 え て 、 免 疫 ア ッ セ イ を 用 い て 、 ノ
ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト が Ｋ ｖ 一 フ ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る か ど
う か 、 ま た は 試 験 化 合 物 の １ つ が 会 合 を 妨 げ る か ど う か を 決 定 し て よ い 。 こ の 具 体 例 に お
い て 、 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｋ ｖ β １ .１ に 対 す る 結 合 に お い て Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α サ
ブ ユ ニ ッ ト に 勝 る 選 択 性 を 有 す る 試 験 化 合 物 ま た は そ の 逆 の 化 合 物 を 、 前 ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
別 法 と し て 、 比 較 手 段 に お い て 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 、 試 験 化 合 物 を 、 野 生 型 (「 Ｗ Ｔ 」 )
Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 す る が 、 変 異 ノ ッ ク － イ ン (「 Ｋ Ｉ 」 )Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ
ニ ッ ト に は 結 合 し な い そ の 能 力 に 関 し て 前 ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ れ に よ り 、 チ ャ ネ ル の 不
活 性 化 を 阻 害 す る こ と に お け る 潜 在 的 な 候 補 物 を 同 定 す る 。 こ れ ら の 前 ス ク リ ー ニ ン グ 結
合 ア ッ セ イ の そ れ ぞ れ を 、 更 な る 結 合 ア ッ セ イ 、 お よ び 以 下 に 記 載 す る 複 合 機 能 ア ッ セ イ
を 行 う 前 に 用 い て よ い 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
固 定 し た 、 ま た は 固 定 し て い な い タ ー ゲ ッ ト 結 合 タ ン パ ク 質 (Ｋ Ｉ 、 Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｏ  Ｋ ｖ β １
.１ 、 お よ び Ｋ ｖ １ α )を 用 い る 結 合 ア ッ セ イ が 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 試 験 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る の に 用 い て よ い 。 精 製 細 胞 に 基 く ま た は タ ン パ ク 質 に 基 く (細 胞 フ リ ー の )
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い て 、 そ の よ う な 化 合 物 を 同 定 し て よ い 。 例 え ば 、 変 異 Ｋ ｖ
β １ .１ (Ｋ Ｉ )サ ブ ユ ニ ッ ト を 精 製 形 態 に て キ ャ リ ア に て 固 定 し て よ く 、 変 異 Ｋ ｖ β １ .１
サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 結 合 を 、 潜 在 的 な 阻 害 化 合 物 の 存 在 お よ び 不 在 下 に 測 定 し て よ く 、
競 合 結 合 ア ッ セ イ を 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 下 に 測 定 し て よ い 。 逆 に 、
Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト を キ ャ リ ア に 固 定 し て よ く 、 お よ び 試 験 化 合 物 を 変 異 Ｋ
Ｉ Ｋ ｖ β １ .１ の 存 在 下 に 供 し て よ い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ を 、 種 々 の 有 用 な 競 合 分 析 の た め に 操 作 し て 、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ
ユ ニ ッ ト 活 性 の さ ら な る モ ジ ュ レ ー タ ー を 明 ら か に し 得 る 。 １ つ の 好 ま し い 比 較 法 に お い
て 、 精 製 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト (「 Ｗ Ｔ 」 )を キ ャ リ ア に 固 定 し て よ く 、 Ｗ Ｔ Ｋ
ｖ β １ .１ に 対 す る 結 合 を 試 験 化 合 物 の 存 在 お よ び 不 在 下 に 測 定 し 、 次 い で 同 様 に 精 製 形
態 に て キ ャ リ ア 上 に 固 定 し 、 試 験 化 合 物 と の 接 触 に 供 し た ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ と 比
較 し て よ い 。 Ｗ Ｔ お よ び Ｋ Ｉ Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 両 方 が 同 じ 試 験 サ ン プ ル 中 に 存
在 し て い て よ く 、 ま た は 別 法 と し て 、 別 の 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 し て い て よ い 。 こ の 具 体
例 は 、 Ｋ Ｉ Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 を 擬 似 す る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 す る の
に 有 用 で あ り 得 る 。 Ｗ Ｔ へ は 有 効 に 結 合 す る が 、 Ｋ Ｉ に は 結 合 し な い 試 験 化 合 物 を 次 い で
さ ら な る 結 合 ア ッ セ イ 、 つ い で 以 下 に 記 載 す る よ う な 機 能 ア ッ セ イ に 、 不 安 疾 患 に 関 す る
潜 在 的 な 治 療 剤 と し て の 使 用 の た め に 供 し て よ い 。 Ｋ Ｏ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 さ ら に Ｗ Ｔ お よ
び Ｋ Ｉ ゲ ノ タ イ プ に 対 す る コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い て も よ い 。 適 当 な 結 合 ア ッ セ イ は 、 別
に 、 Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 ま た は Ｋ Ｏ Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 形 態 を 用 い て
よ く 、 ま た は 前 記 ゲ ノ タ イ プ に そ れ ぞ れ を 発 現 し て い る こ と に よ り 特 徴 づ け ら れ る 細 胞 を
用 い て よ い 。
最 も 好 ま し く は 、 大 量 の 試 験 化 合 物 を 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ し 得 、 対 象 の Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 ま
た は Ｋ Ｏ Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト と の 結 合 活 性 に 関 し て 互 い に 評 価 し 得 る 前 ス ク リ ー ニ ン グ
ア ッ セ イ を 設 計 し て よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
Ｂ .高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ
好 ま し く は 、 本 発 明 の 前 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 「 高 処 理 量 」 様 相 に 従 う 。 伝 統 的 な
研 究 法 は 、 い く つ か の 所 望 の 特 性 (調 節 性 、 阻 害 性 、 な ど )を 有 す る 「 リ ー ド 化 合 物 」 の 研
究 、 リ ー ド 化 合 物 を 修 正 し て 変 種 を 作 製 す る こ と 、 お よ び 変 種 の 効 能 を 評 価 す る こ と を 含
む 。 他 方 、 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 よ り 迅 速 な 薬 物 開 発 が 可 能 と な り 、 試 験 化 合
物 を 作 製 す る た め の 好 ま し い 方 法 と な る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
１ つ の 好 ま し い 具 体 例 で は 、 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に は 、 所 望 の 活 性 を 潜 在 的 に 有 す
る 多 数 の 試 験 化 合 物 を 含 ん で い る ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る こ と を 含 む 。 そ の よ う な 「 コ ン
ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー 」 を 次 い で 、 前 記 の ご と く １ ま た は そ れ 以 上 の ア ッ セ
イ に お い て ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 所 望 の 特 徴 的 な 活 性 を 示 す こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ
ー (特 に 、 化 学 種 ま た は サ ブ ク ラ ス )を 同 定 す る 。 同 定 さ れ る 化 合 物 を 次 い で 常 套 の 「 リ ー
ド 化 合 物 」 と し て 用 い る こ と が で き 、 ま た は そ れ 自 体 、 潜 在 的 ま た は 実 際 の 治 療 と し て 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
１ .潜 在 的 な Ｋ ｖ β １ .１ モ ジ ュ レ ー タ ー の た め の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 試 薬 な ど の 多 く の ケ ミ カ ル 「 ビ ル デ ィ ン グ ブ
ロ ッ ク 」 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ る 化 学 合 成 ま た は 生 物 学 的 合 成 の い ず れ か に よ り 作 製 さ
れ る 、 種 々 の 化 学 化 合 物 の コ レ ク シ ョ ン で あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー な ど
の 鎖 状 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー を 、 所 定 の 化 合 物 の 長 さ (即 ち 、 ポ リ ペ プ
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チ ド 化 合 物 の ア ミ ノ 酸 の 数 )に 関 し て そ れ ぞ れ 可 能 な 方 法 に て 、 ア ミ ノ 酸 と 呼 ば れ る ケ ミ
カ ル ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の セ ッ ト を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 作 製 す る 。 数 百 万 の 化 学 化
合 物 を 、 ケ ミ カ ル ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の そ の よ う な コ ン ビ ナ ト リ ア ル 混 合 に よ り 合 成 す
る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 候 補 の 小 分 子 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す
る 。 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー の 例 に は 、 空 間 的 に ア ド レ ス 可 能 な パ ラ レ ル 固 相 ま た は 液 相
ラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン 、 「 １ － ビ ー ズ １ － 化 合 物 」 法 か ら 、 ま た は
ア フ ィ ニ テ ィ ク ト マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 に よ り 作 製 さ れ る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ は 、 周 知 で あ る 。 例
に は 、 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,010,175
号 を 参 照 さ れ た い 。 )が 、 含 ま れ る 。 ペ プ チ ド 合 成 は 、 本 発 明 に 関 し て 用 い る こ と が 想 定
さ れ 、 お よ び 意 図 さ れ る 唯 一 の 手 段 で あ る 。 ケ ミ カ ル デ ィ バ ー シ テ ィ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製
す る た め の 他 の 化 学 物 質 を 用 い る こ と も で き る 。 そ の よ う な 化 学 物 質 に は 、 制 限 さ れ る も
の で は な い が 、 ペ プ チ ド (Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 91/19735号 )、 コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド (Ｐ Ｃ Ｔ 公 開
第 93/20242号 )、 ラ ン ダ ム バ イ オ － オ リ ゴ マ ー (Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 92/00091号 )、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ
ピ ン (米 国 特 許 第 5,288,514号 )、 ヒ ダ ン ト イ ン 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン お よ び ジ ペ プ チ ド な ど
の ダ イ バ ー ソ マ ー (Hobbs et al. (1993) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90: 6909-6913)、
ビ ニ ロ ガ ス ポ リ ペ プ チ ド (Hagihara et al. (1992) J. Amer. Chem. Soc. 114: 6568)、 β
－ Ｄ － グ ル コ ー ス ス キ ャ ホ ー ル デ ィ ン グ を 有 す る 非 ペ プ チ ダ ル ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス (Hir
schmann et al. (1992) J. Amer. Chem. Soc. 114: 9217-9218)、 小 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー
の 相 同 有 機 合 成 (Chen et al. (1994) J. Amer. Chem. Soc. 116: 2661)、 オ リ ゴ カ ル バ メ
ー ト (Cho et al. (1993) Science 261: 1303)、 お よ び /ま た は ペ プ チ ジ ル ホ ス ホ ネ ー ト (C
ampbell et al. (1994) J. Org. Chem. 59: 658)が 含 ま れ る 。 一 般 に は 、 Gordon et al. 
(1994) J. Med. Chem. 37: 1385)、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 Strategene Corp.を 参 照
さ れ た い )、 ペ プ チ ド 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,539,083号 を 参 照 さ れ た い )
、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 Vaughn et al. (1996) Nature Biotechnology, 14(3): 309
-314、 お よ び PCT/US96/10287を 参 照 さ れ た い )、 カ ル ボ ヒ ド レ ー ト ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、
米 国 特 許 5,593,853号 を 参 照 さ れ た い )、 お よ び 小 有 機 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 ベ ン ゾ
ジ ア ゼ ピ ン 、 Baum (1993) C&EN, Jan 18, page 33; イ ソ プ レ ノ イ ド 、 米 国 特 許 第 5,569,5
88号 ； チ ア ゾ リ ジ ノ ン お よ び メ タ チ ア ザ ノ ン 、 米 国 特 許 第 5,549,974号 、 ピ ロ リ ジ ン 、 米
国 特 許 第 5,525,735号 お よ び 5,519,134号 ； モ ル ホ リ ノ 化 合 物 、 米 国 特 許 第 5,506,337号 ；
ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 米 国 特 許 第 5,288,514号 な ど )が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 の た め の 装 置 は 、 市 場 入 手 可 能 で あ る (例 え ば 、 357
 MPS, 390 MPS, Advancet Chem Tech, Louisville KY, Symphony, Rainin, Woburn, MA, 
433A Applied Biosystems, Foster City, CA, 9050 Plus, Millipore, Bedford, MAを 参
照 さ れ た い 。 )。
【 ０ ０ ８ ７ 】
多 く の 周 知 の ロ ボ ッ ト シ ス テ ム が 、 液 相 ケ ミ ス ト リ ー の た め に 開 発 さ れ て い る 。 こ れ ら の
シ ス テ ム に は 、 Takeda Chemical Industries, LTD (Osaka, Japan)に よ り 開 発 さ れ た 自 動
合 成 装 置 な ど の 自 動 ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン 、 お よ び 化 学 者 に よ り な さ れ る 手 動 合 成 操 作 を 真
似 る ロ ボ ッ ト ア ー ム を 用 い る 多 く の ロ ボ ッ ト ソ シ ス テ ム (Zymate II, Zymark Corporation
, Hopkinton, Mass.; Orca, Hewlett-Packard, Palo Alto, Calif.)が 含 ま れ る 。 前 記 装
置 の い ず れ も 、 本 発 明 を 用 い る 使 用 に 適 す る 。 前 記 の よ う に 作 動 す る こ と が で き る 、 こ れ
ら の 装 置 に 対 す る 変 更 物 (存 在 す る 場 合 )の 性 質 お よ び 器 具 は 、 関 連 す る 分 野 の 当 業 者 に は
、 明 ら で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
加 え て 、 多 く の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 自 体 が 市 場 入 手 可 能 で あ る (例 え ば 、 ComGe
nex, Princeton, N. Y.; Asinex, Moscow, RU; Tripos, Inc., St. Louis, MO; ChemStar
, Ltd., Moscow, RU; 3D Pharmaceuticals, Exton, PA; Martek Biosciences, Columbia,
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 MD, etcを 参 照 さ れ た い 。 )。
【 ０ ０ ８ ９ 】
２ .ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー の 高 処 理 量 ア ッ セ イ
前 記 の よ う に 、 Ｋ ｖ β １ .１ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 特 異 性 お よ び ／ ま た は 活 性 を 調 節 す る 試
験 化 合 物 に 関 す る 前 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 、 好 ま し く は 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ に 用
い る 。 よ り 好 ま し く は 、 前 － ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 Ｋ ｖ Ｂ １ .１ ポ リ ペ プ チ ド の 特
徴 的 な 活 性 の 阻 害 を 検 出 す る こ と が で き る 。 特 定 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 産 物 の 存 在 、 不
在 、 ま た は 定 量 に 関 す る 高 処 理 量 ア ッ セ イ は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
結 合 ア ッ セ イ は 同 様 に 周 知 で あ る 。 つ ま り 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,559,410号 は 、 タ ン パ
ク 質 に 関 す る 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 開 示 し 、 米 国 特 許 第 5,585,639号 は 、 核 酸 の 結
合 に 関 す る 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 開 示 す る が 、 米 国 特 許 第 5,576,220号 お よ び 5,541
,061号 は 、 リ ガ ン ド /抗 体 結 合 に 関 す る 高 処 理 量 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
前 -ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 用 い る た め の 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム は す べ て 、
市 場 入 手 可 能 で あ る (例 え ば 、 Zymark Corp., Hopkinton, MA; Air Technical Industries
, Mentor, OH; Beckman Instruments, Inc.Fullerton, CA; Precision Systems, Inc., N
atick, MA, etc.を 参 照 さ れ た い )。 こ れ ら の シ ス テ ム は 、 典 型 的 に は 、 全 サ ン プ ル お よ び
試 薬 の ピ ペ ッ テ ィ ン グ 、 液 体 デ ィ ス ペ ン シ ン グ 、 時 期 を 設 定 し た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 お
よ び ア ッ セ イ に 適 し た デ ィ テ ク タ ー に お け る マ イ ク ロ プ レ ー ト の 最 終 的 な 記 録 を 含 む 全 操
作 を 自 動 化 す る 。 こ れ ら の 遠 心 分 離 シ ス テ ム に よ り 、 高 処 理 量 お よ び 迅 速 ス タ ー ト ア ッ プ
、 な ら び に 高 程 度 の 融 通 性 お よ び カ ス ト マ イ ゼ ー シ ョ ン が 提 供 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の 高 処 理
量 シ ス テ ム に 関 す る 詳 細 な プ ロ ト コ ル は 、 そ の よ う な シ ス テ ム の 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ
る 。 つ ま り 、 例 え ば 、 Zymark Corpは 、 遺 伝 子 の 転 写 、 リ ガ ン ド の 結 合 な ど の 調 節 を 検 出
す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム を 開 示 す る 技 術 的 公 報 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
Ｃ .試 験 化 合 物 の 効 力 を 評 価 す る た め の ア ッ セ イ
一 度 、 多 く の 試 験 化 合 物 が 同 定 さ れ た ら 、 イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ お よ び 機 能 ア ッ セ イ を
用 い て 、 Ｋ ｖ β １ .１ の 活 性 を 調 節 す る た め の そ の よ う な 試 験 化 合 物 の 効 力 を さ ら に 評 価
し て よ い 。
イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 、 比 較 評 価 の た め の 試 験 化 合 物 の 結 合 能 力 を 定 量 お よ び
測 定 し て よ い 。 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 会 合 に お け る 試 験 化 合 物 の 効 力 を 評 価 す る こ
と を 指 向 す る 具 体 例 に お い て 、 第 １ の 結 合 混 合 物 を 、 ノ ッ ク -イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ
ト 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び Ｋ ｖ １ α サ ブ ユ ニ ッ ト を 合 わ せ る こ と に よ り 形 成 し
、 次 い で 第 １ 結 合 混 合 物 に お け る 結 合 の 量 を 測 定 す る 。 第 ２ の 結 合 混 合 物 を 、 ノ ッ ク － イ
ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト 、 Ｋ ｖ １ α サ ブ ユ ニ ッ ト 、 お よ び 試 験 化 合 物 を 合 わ せ る こ と
に よ り 作 製 し て よ く 、 次 い で 、 第 ２ の 結 合 混 合 物 中 の 結 合 の 量 を 測 定 す る 。 第 １ お よ び 第
２ の 結 合 混 合 物 中 の 結 合 の 量 を 比 較 す る 。 試 験 化 合 物 は 、 第 ２ の 結 合 混 合 物 と の 結 合 に お
い て 、 第 １ の 結 合 混 合 物 と 比 較 し て 低 下 が 認 め ら れ る 場 合 に 、 Ｋ ｖ １ α サ ブ ユ ニ ッ ト と Ｋ
ｖ β １ .１ の 会 合 を 防 ぐ こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 ア ッ セ イ に よ り 、
試 験 化 合 物 が ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 結 合 活 性 を 、
好 ま し く は １ ０ ％ 以 上 ま で 、 よ り 好 ま し く は 約 ５ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 ま で 低 下 さ せ る 程 度
を 定 量 す る 。 任 意 に 、 添 加 剤 を 添 加 し て 、 そ の β １ お よ び Ｋ ｖ １ α サ ブ ユ ニ ッ ト 、 す な わ
ち 、 β ２ サ ブ ユ ニ ッ ト と の 相 互 作 用 を 試 験 し て よ い 。 結 合 混 合 物 の 形 成 お よ び 最 適 化 は 、
当 業 者 の 水 準 内 に あ る 。 そ の よ う な 結 合 混 合 物 を 、 結 合 を 高 め る ま た は 最 適 化 さ せ る の に
必 要 な バ ッ フ ァ ー お よ び 塩 と 接 触 さ せ て よ く 、 さ ら な る 対 照 ア ッ セ イ を 、 本 発 明 の ス ク リ
ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 含 め て よ い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
他 方 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト と 試
験 化 合 物 を 接 触 さ せ 、 次 い で 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト に お い て 変 化 を 、 お よ び ノ
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ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 に 変 化 の な い こ と を 検 出 す る こ と よ り 、 カ リ
ウ ム チ ャ ネ ル の 不 活 性 化 を 阻 害 す る た め の 試 験 化 合 物 の 能 力 を 評 価 し て よ い 。 こ の 後 者 の
具 体 例 に お い て 、 有 効 な 試 験 化 合 物 に よ り 、 Ｗ Ｔ Ｋ ｖ β １ .１ 活 性 が 、 好 ま し く は １ ０ ％
以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ５ ０ ％ 以 上 ま で 低 下 す る (一 方 で 、 Ｋ Ｉ 活 性 お よ び Ｋ Ｏ 活 性 は 低
下 し な い )。 こ の 後 者 の 具 体 例 に お い て 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ 活 性 を 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 結 合 能
の フ ァ ン ク シ ョ ン と し て 測 定 し 、 一 方 、 以 下 に 記 載 す る 他 の 機 能 ア ッ セ イ を 、 チ ャ ネ ル の
不 活 性 化 を 阻 害 す る こ と に お け る 試 験 化 合 物 の 効 力 を 特 異 的 に 評 価 す る の に 用 い て よ い 。
こ れ ら の 方 法 に よ り 、 治 療 薬 と し て 適 し 得 る Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト に 関 し て 阻 害 活 性 を 有
す る 試 験 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。 野 生 型 お よ び ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ
ニ ッ ト を １ の 試 験 サ ン プ ル 中 に 合 わ せ て よ く 、 ま た は 別 法 と し て 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ が
第 １ 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 し 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ が 第 ２ 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在 す
る よ う に 提 供 し て よ い 。 さ ら に 、 試 験 サ ン プ ル は 、 細 胞 、 組 織 、 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 哺 乳 動 物 を 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び 免 疫 ア ッ セ イ な ど の 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 、 存 在 す る Ｋ ｖ β １
ポ リ ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 決 定 し て よ い 。 Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量
の た め の 標 準 的 な 分 析 法 に は 、 電 気 泳 動 法 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー (Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ )、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Ｔ Ｌ Ｃ )、 高 分 散 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な
ど 、 ま た は 種 々 の 免 疫 学 的 方 法 、 液 体 ま た は ゲ ル 沈 降 反 応 、 免 疫 分 散 (シ ン グ ル ま た は ダ
ブ ル )、 免 疫 電 気 泳 動 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ Ａ )、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ )、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ な ど が 含 ま れ る 。 一 つ の 好 ま し
い 具 体 例 で は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト Ｋ ｖ β １ .１ ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 電 気 泳 動 タ
ン パ ク 質 分 離 (例 え ば 、 １ － ま た は ２ － 次 元 電 気 泳 動 )に お い て 検 出 ／ 定 量 さ れ る 。 ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト (免 疫 ブ ロ ッ ト )分 析 を 用 い て Ｋ ｖ β １ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 お よ び 定 量
す る 場 合 、 試 験 サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド を 分 子 量 に 基 づ く ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、
適 当 な 支 持 体 (例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー )に 移 し 、 ポ リ ペ プ チ
ド を タ ー ゲ ッ ト す る の に 特 異 的 な 抗 体 と サ ン プ ル 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 当 該 分 野 で よ
く 知 ら れ る よ う に 、 タ ー ゲ ッ ト ポ リ ペ プ チ ド (β １ .１ ま た は Ｋ ｖ １ α サ ブ ユ ニ ッ ト )を 、
直 接 そ れ 自 体 を 標 識 す る か 、 ま た は 標 識 さ れ た 抗 体 (例 え ば 、 標 識 さ れ た ウ サ ギ の 抗 － マ
ウ ス 抗 体 )を 用 い て 、 そ の 後 、 検 出 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 免 疫 ア ッ セ イ を 用 い て Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト の 存 在 を 検 出 す る
。 本 明 細 書 中 に 用 い る よ う に 、 免 疫 ア ッ セ イ は 、 分 析 物 (例 え ば 、 タ ー ゲ ッ ト ポ リ ペ プ チ
ド )に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い る ア ッ セ イ で あ る 。 免 疫 ア ッ セ イ は 、 対 象 の Ｋ ｖ β １
分 析 物 を 単 離 、 標 的 、 お よ び 定 量 す る た め の 他 の 物 理 学 的 ま た は 化 学 的 特 性 の 使 用 と は 異
な り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 の 検 出 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 周
知 の 多 く の 免 疫 学 的 結 合 ア ッ セ イ の い ず れ か (例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,366,241号 ;4,376,110
号 ； 4,517,288号 ； お よ び 4,837,168号 を 参 照 さ れ た い )が 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る ポ リ ペ
プ チ ド の 検 出 ま た は 定 量 に 十 分 に 適 す る 。 免 疫 学 的 結 合 ア ッ セ イ (ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ )
は 、 分 析 物 (対 象 Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 ま た は Ｋ Ｏ Ｋ ｖ β １ .１ ポ リ ペ プ チ ド )に 特 異 的 に 結 合 し 、
ま た は し ば し ば 分 析 物 を 固 定 す る 「 捕 捉 剤 」 を 、 典 型 的 に 用 い る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い
て 、 捕 捉 剤 は 抗 体 で あ る 。 最 も 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 免 疫 ア ッ セ イ を 用 い て 、 対 象 の
Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト (Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 ま た は Ｋ Ｏ )が Ｋ ｖ １ α サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る
か ど う か を 、 以 下 の 実 施 例 １ に 記 載 す る よ う に 決 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
該 し て 、 タ ー ゲ ッ ト サ ブ ユ ニ ッ ト (Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 Ｋ Ｏ 、 ま た は Ｋ ｖ １ α -)は 、 単 離 さ れ た
サ ン プ ル 受 容 領 域 を 有 す る 不 溶 性 支 持 体 (例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 ア レ イ 、
ビ ー ズ 、 膜 な ど )に 固 定 し て よ い 。 別 法 と し て 、 Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 細 胞 を
ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 不 溶 性 の 支 持 体 は 、 タ ー ゲ ッ ト サ ブ ユ ニ ッ ト を 結 合 し 、
次 い で 溶 解 性 の 物 質 か ら 容 易 に 分 離 で き る 、 お よ び 他 の 点 で は 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 全 方 法
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と 適 合 し 得 る 、 い ず れ か の 物 質 か ら 作 製 さ れ て よ い 。 そ の よ う な 支 持 体 の 表 面 は 、 固 体 、
多 孔 性 、 ま た は い ず れ か の 簡 便 な 形 で あ っ て よ く 、 典 型 的 に は 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク (
例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン )、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 テ フ
ロ ン (登 録 商 標 )な ど で あ っ て よ い 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト お よ び ア レ イ は 、 多 数 の ア
ッ セ イ を 少 量 の 試 薬 お よ び サ ン プ ル を 用 い て 同 時 に 行 う こ と が で き る の で 、 特 に 簡 便 で あ
る 。 タ ー ゲ ッ ト サ ブ ユ ニ ッ ト を 結 合 す る 特 定 の 様 式 は 、 そ れ が 、 本 発 明 の 試 薬 お よ び 全 方
法 と 適 合 可 能 で あ り 、 タ ー ゲ ッ ト サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 を 維 持 し 、 非 拡 散 性 で あ る 限 り 重 要
で は な い 。 結 合 の 好 ま し い 方 法 に は 、 抗 体 (タ ン パ ク 質 を 支 持 体 に 結 合 す る 場 合 、 リ ガ ン
ド 結 合 部 位 ま た は 活 性 化 配 列 の い ず れ か を 配 置 的 に は ブ ロ ッ ク し な い )、 「 ス テ ィ ッ ク 」
ま た は イ オ ン 性 支 持 体 へ の 直 接 結 合 、 化 学 的 架 橋 、 表 面 に お け る タ ン パ ク 質 の 合 成 ま た は
試 薬 な ど が 含 ま れ る 。 タ ン パ ク 質 ま た は 試 薬 の 結 合 の 後 、 過 剰 な 非 結 合 性 物 質 を 洗 浄 に よ
り 除 去 す る 。 サ ン プ ル 受 容 領 域 を 次 い で 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (Ｂ Ｓ Ａ )、 カ ゼ イ ン 、 ま た
は 他 の 無 害 の タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 部 分 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り ブ ロ ッ ク し て よ い
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
前 記 の よ う に 、 好 ま し い 具 体 例 に お い て は 、 タ ー ゲ ッ ト Ｋ ｖ β １ (Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 ま た は Ｋ
Ｏ )タ ン パ ク 質 を 支 持 体 に 結 合 し 、 次 い で 試 験 化 合 物 を ア ッ セ イ に 添 加 す る 。 別 法 と し て
、 試 験 化 合 物 を 支 持 体 に 結 合 し 、 Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 を 添 加 す る 。 治 療 剤 と し て 潜 在 的 に
重 要 な 新 規 試 験 化 合 物 に は 、 ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ イ リ ー 、 ペ プ チ ド 類 似 物 な ど の ス ク リ ー ン
に お い て 同 定 さ れ る 特 異 的 抗 体 お よ び 非 天 然 の 結 合 試 薬 が 含 ま れ る 。 ヒ ト の 細 胞 に 対 し て
低 毒 性 を 有 す る 試 薬 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ が 、 特 に 重 要 で あ る 。 標 識 イ ン ビ ト
ロ タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ 、 タ ン パ ク 質 結
合 に 関 す る 免 疫 ア ッ セ イ 、 リ ン 酸 化 ア ッ セ イ な ど を 含 む 広 範 な 種 々 の ア ッ セ イ を 用 い て 、
試 験 化 合 物 の 効 能 を 同 定 お よ び 評 価 し て よ い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 に 対 す る 試 験 化 合 物 の 結 合 の 測 定 は 、 多 く の 方 法 に よ り 行 っ て よ い 。
特 定 の 具 体 例 に お い て 、 試 験 化 合 物 を 標 識 し 、 次 い で 結 合 を 直 接 測 定 す る 。 例 え ば 、 こ れ
は 、 Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 の 全 部 ま た は 部 分 を 支 持 体 に 結 合 さ せ 、 標 識 さ れ た 候 補 試 薬 (例
え ば 、 蛍 光 標 識 )を 添 加 し 、 過 剰 の 試 薬 を 洗 浄 し 、 次 い で 標 識 が 固 体 支 持 体 に 存 在 す る か
ど う か を 測 定 す る こ と に よ り 行 っ て よ い 。 種 々 の ブ ロ ッ キ ン グ お よ び 洗 浄 ス テ ッ プ を 、 当
該 分 野 で 公 知 の ご と く 、 用 い て よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
「 標 識 さ れ た 」 は 、 本 明 細 書 中 、 化 合 物 を 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る 分 子 ま た は 化
合 物 、 例 え ば 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 蛍 光 剤 、 酵 素 、 抗 体 、 磁 気 粒 子 な ど の 粒 子 、 化 学 蛍
光 剤 、 ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど 、 デ ィ ゴ キ シ ン お よ び 抗 デ ィ ゴ キ シ ン な ど
で 直 接 ま た は 間 接 的 に 標 識 す る こ と を 意 味 す る 。 特 異 的 結 合 メ ン バ ー に 関 し て は 、 相 補 的
メ ン バ ー を 、 検 出 を 提 供 す る 分 子 で 、 通 常 通 り 、 公 知 の 方 法 に 従 い 標 識 す る 。 標 識 は 、 直
接 ま た は 間 接 的 に 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と が で き る 。 最 も 好 ま し い 具 体 例 で
は 、 標 識 は 、 前 記 の よ う な 免 疫 反 応 性 の エ ピ ト ー プ タ グ で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
い く つ か の 具 体 例 に お い て は 、 成 分 の １ つ の み を 標 識 す る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 (ま た は
タ ン パ ク 質 性 候 補 物 質 )を 、 チ ロ シ ン 部 位 に て 、 １ ２ ５ Ｉ ま た は フ ル オ ロ フ ォ ア を 用 い て
標 識 し て よ い 。 別 法 と し て 、 １ 以 上 の 成 分 を 、 異 な る 標 識 で 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の た め
に １ ２ ５ Ｉ お よ び 候 補 物 質 の た め に フ ル オ ロ フ ォ ア を 用 い て 標 識 し て よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 試 験 化 合 物 の 結 合 を 、 比 較 結 合 ア ッ セ イ の 使 用 に よ り 測 定 す る
。 こ の 具 体 例 で は 、 競 争 物 質 は 、 タ ー ゲ ッ ト Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 す る こ と が 公 知
の 結 合 部 分 で あ り 、 即 ち 、 競 争 物 質 は 、 Ｋ ｖ α １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る 。 １ の 具 体 例 に
お い て 、 試 験 化 合 物 は 標 識 す る 。 試 験 化 合 物 ま た は 競 争 物 質 の い ず れ か ま た は そ の 両 方 を
、 結 合 を 可 能 と す る の に 十 分 な 時 間 、 タ ン パ ク 質 へ ま ず 添 加 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は
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、 β １ お よ び α １ .１ の 結 合 の た め に 、 最 適 の 活 性 を 促 進 す る あ ら ゆ る 温 度 、 典 型 的 に は
、 ４ お よ び ３ ７ ℃ の 間 で 行 っ て よ い 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 は 、 最 適 の 活 性 に 関 し て 選
択 す る が 、 迅 速 な 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ を 促 進 す る た め に 最 適 化 し て よ い 。 典 型 的 に は
、 １ ０ 分 ～ １ 時 間 が 十 分 で あ る 。 過 剰 の 試 薬 を 一 般 に 除 去 し 、 ま た は 洗 浄 す る 。 第 ２ の 成
分 を 次 い で 添 加 し 、 標 識 さ れ た 成 分 の 存 在 ま た は 不 在 を 検 出 し 、 結 合 を 示 す 。 好 ま し い 具
体 例 で は 、 競 争 物 質 (即 ち 、 Ｋ ｖ α １ .１ )を ま ず 添 加 し 、 次 い で 試 験 化 合 物 を 添 加 す る 。
競 争 物 質 の 置 換 が 、 試 験 化 合 物 が 対 象 の Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る こ と 、 そ れ ゆ
え 、 そ れ に 対 し て 結 合 で き る こ と 、 お よ び 典 型 的 に は 、 対 象 の Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 の 活 性
を 潜 在 的 に 調 節 し て い る こ と の 指 標 で あ る 。 こ の 具 体 例 に お い て 、 成 分 の い ず れ か を 標 識
す る こ と が で き る 。 つ ま り 、 例 え ば 、 競 争 物 質 を 標 識 す る 場 合 、 洗 浄 溶 液 中 の 標 識 の 存 在
は 、 試 薬 に よ る 置 換 を 示 す 。 別 法 と し て 、 試 験 化 合 物 を 標 識 す る 場 合 、 支 持 体 に お け る 標
識 の 存 在 は 置 換 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
別 の 具 体 例 に お い て 、 試 験 化 合 物 を ま ず 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 し な が ら 添 加 し
、 次 い で 競 争 物 質 (即 ち 、 Ｋ ｖ α １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト )を 添 加 す る 。 競 争 物 質 に よ る 結 合 の
不 在 は 、 試 験 化 合 物 が 高 ア フ ィ ニ テ ィ で Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と を 示 し 得 る 。
つ ま り 、 試 験 化 合 物 を 標 識 し た 場 合 、 支 持 体 植 え の 標 識 の 存 在 は 、 競 争 物 質 の 結 合 の 欠 如
と 合 わ せ て 、 試 験 化 合 物 が Ｋ ｖ β タ ン パ ク 質 に 結 合 で き る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
１ つ の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 方 法 は 、 対 象 Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 を 調 節 す る こ
と が で き る 試 験 化 合 物 を 評 価 す る た め の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む 。 こ の
具 体 例 に お い て 、 方 法 は 、 試 験 化 合 物 、 Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 、 お よ び 競 争 物 質 を 含 む 。 競
争 物 質 の 結 合 を 両 サ ン プ ル に 関 し て 測 定 し 、 ２ つ の サ ン プ ル 間 の 結 合 の 変 化 ま た は 違 い が
、 Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る 、 お よ び 潜 在 的 に そ の 活 性 を 調 節 す る こ と
が で き る 試 験 化 合 物 の 存 在 を 示 す 。 つ ま り 、 競 争 物 質 の 結 合 が 第 １ サ ン プ ル に 対 し て 第 ２
サ ン プ ル に お い て 異 な る 場 合 、 試 験 化 合 物 は Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ ４ 】
別 法 と し て 、 好 ま し い 具 体 例 は 、 Ｗ Ｔ  Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る が 、 Ｋ Ｉ ま た は Ｋ
Ｏ Ｋ ｖ β １ サ ブ ユ ニ ッ ト に は 結 合 す る こ と が で き な い 、 ま た は Ｋ Ｉ に は 結 合 す る こ と が で
き る が 、 Ｋ Ｏ に は 結 合 す る こ と が で き な い 試 験 化 合 物 の 能 力 を 評 価 す る た め の デ ィ フ ァ レ
ン シ ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ を 用 い る 。 Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 の 構 造 を モ デ ル 化 し て よ く 、 合 理
的 薬 物 設 計 に 用 い て 、 そ の 部 位 と 相 互 作 用 す る 試 薬 を 合 成 す る 。 Ｋ ｖ β １ 活 性 に 影 響 を 及
ぼ す 試 験 化 合 物 を 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 高 め る か 、 ま た は 減 じ る か い ず れ か の 能 力 に 関 し
て 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
完 全 に 非 機 能 性 の Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト (Ｋ Ｏ )な ど の ポ ジ テ ィ ブ 対 照 お よ び ネ ガ テ ィ
ブ 対 照 を 、 ア ッ セ イ に 用 い て よ い 。 好 ま し く は 、 全 対 照 お よ び 試 験 サ ン プ ル は 少 な く と も
３ 組 に て 行 い 、 統 計 学 的 に 有 意 な 結 果 を 得 る 。 全 サ ン プ ル の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 タ ン
パ ク 質 に 対 す る 試 薬 の 結 合 に 十 分 な 時 間 で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 全 サ ン プ ル を 、
非 特 異 的 結 合 物 質 か ら 洗 浄 除 去 し 、 結 合 し た 、 一 般 に 標 識 し た 試 験 化 合 物 の 量 を 測 定 す る
。 例 え ば 、 放 射 能 標 識 を 用 い る 場 合 、 サ ン プ ル を 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て カ ウ
ン ト し て 、 結 合 し た 化 合 物 の 量 を 決 定 し て よ い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
種 々 の 他 の 試 薬 を ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 含 め て よ い 。 こ れ ら に は 、 最 適 の タ ン パ ク 質
‐ タ ン パ ク 質 結 合 を 促 進 し 、 お よ び ／ ま た は 非 特 異 的 ま た は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 相 互 作 用
を 低 下 さ せ る の に 用 い ら れ て よ い 塩 、 中 性 の タ ン パ ク 質 、 例 え ば ア ル ブ ミ ン 、 界 面 活 性 剤
な ど が 含 ま れ る 。 こ れ 以 外 に 、 ア ッ セ イ の 効 能 を 改 善 す る 試 薬 、 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ
ン ヒ ビ タ ー 、 ヌ ク レ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 抗 ‐ 微 生 物 物 質 な ど を 用 い て よ い 。 成 分 の 混 合
物 は 、 必 要 な 結 合 を 提 供 す る あ ら ゆ る 順 序 で 添 加 し て よ い 。
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【 ０ １ ０ ７ 】
本 発 明 の 所 定 の 態 様 に お い て は 、 方 法 は 、 疾 患 に お け る Ｋ ｖ β １ .１ お よ び ／ ま た は Ａ 型
Ｋ ＋ チ ャ ネ ル の 活 性 を 変 化 さ せ る 試 験 化 合 物 を デ ー タ ベ ー ス に 入 力 す る こ と ／ 記 録 す る こ
と を さ ら に 含 ん で よ い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
前 記 免 疫 ア ッ セ イ に お け る 使 用 の た め の 抗 体 は 、 市 場 入 手 可 能 で あ り 、 ま た は 用 意 に 調 製
す る こ と が で き る 。 抗 ‐ Ｋ ｖ β １ .１ 抗 体 は 、 Veh et al. (1995) Eur. J. Neurosci. 7: 
2189-2205に よ り す で に 記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (抗 ‐
Ｋ ｖ β １ .１ 抗 体 )の い ず れ か を 、 本 発 明 の 免 疫 ア ッ セ イ に 用 い て よ い 。 当 業 者 に は 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ら び に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 お よ び ／ ま た は 濃 縮 の た め の 免 疫 学 の
分 野 で 一 般 的 な 種 々 の 方 法 が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 Coligan, et al.(1991) Unit
 9, 免 疫 学 に お け る 現 在 の プ ロ ト コ ル (Current Protocols in Immunology), Wiley Inter
scienceを 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
本 発 明 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 免 疫 ア ッ セ イ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (「 ｍ Ａ ｂ ’ ｓ
」 )を 用 い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に 関 し て は 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の 免 疫 化 が 好
ま し い 。 本 明 細 書 中 に 用 い る 「 抗 体 」 な る 用 語 は 、 完 全 な 分 子 、 な ら び に エ ピ ト ー プ 決 定
因 子 に 結 合 す る こ と が で き る Ｆ ａ ｂ お よ び Ｆ (ａ ｂ ’ )２ ’ 、 お よ び ／ ま た は 一 本 鎖 抗 体 (
例 え ば 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ )な ど の そ の フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る 。 ｍ Ａ ｂ ｓ を 分 泌 し て い る ハ イ ブ
リ ド ー マ の 産 生 の た め に 用 い ら れ る 一 般 的 な 方 法 は 、 周 知 で あ る 。 ｍ Ａ ｂ ’ ｓ の 間 の 特 異
性 の 確 認 は 、 比 較 的 通 常 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 (酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 、 ま た は 「 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 」 、 BiaCoreな ど )を 用 い て 行 い 、 目 的 の ｍ Ａ ｂ の 結 合 特 異 性 お よ び ／ ま た は 親 和 性
を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
加 え て 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト お よ び ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 。 一 本 鎖 抗 体 (ｓ ｃ Ｆ
ｖ ま た は 他 )な ど の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 を 用 い て 産 生 ／ 選 択 す
る こ と が で き る 。 ヒ ト 抗 体 を 、 事 前 の 免 疫 化 を 用 い ず に 、 フ ァ ー ジ 上 に 巨 大 お よ び 種 々 の
Ｖ － 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 示 す こ と に よ り 産 生 し 、 ハ プ テ ン 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 セ ル フ
タ ン パ ク 質 、 細 胞 表 面 抗 原 な ど に 対 す る 無 数 の 抗 体 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
Ｉ Ｉ Ｉ .機 能 ア ッ セ イ
１ つ の 具 体 例 で は 、 本 発 明 に よ り 、 Ｋ ｖ β １ .１ の 活 性 お よ び そ れ ゆ え 、 不 安 に 関 連 す る
タ ス ク に お け る パ ー フ ォ ー マ ン ス を 調 節 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 提 供 さ れ る
。 方 法 は 、 当 該 化 合 物 の 存 在 下 で の Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 産 物 (例 え ば 、 Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ
ニ ッ ト タ ン パ ク 質 )の 活 性 レ ベ ル を 検 出 す る こ と 、 お よ び ／ ま た は Ｋ Ｉ ま た は Ｋ Ｏ 遺 伝 子
産 物 な ど の 対 照 に 対 す る 活 性 レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 含 む 。 特 に 、 Ｋ Ｉ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 哺 乳 動 物 を ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て 用 い て 、 潜 在 的 な 不 安 緩 解 化 合 物 を 同 定 し て よ い 。 そ
の よ う な ア プ ロ ー チ の 例 は 、 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
Ａ .行 動 ア ッ セ イ
１ の 具 体 例 に お い て 、 Ｋ ｖ β １ .１ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 、 試 験 認 識 能 力 、 不 安 ま た は
ス ト レ ス 反 応 に 対 す る 種 々 の 行 動 ア ッ セ イ を 用 い て 、 ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 そ の よ
う な ア ッ セ イ に は 、 試 験 化 合 物 を Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 ま た は Ｋ Ｏ 哺 乳 動 物 に 投 与 し 、 次 い で 哺 乳
動 物 の 行 動 に お け る 試 験 化 合 物 の 効 力 を 評 価 す る こ と が 含 ま れ る 。 好 ま し い 行 動 ア ッ セ イ
は 、 認 識 、 海 馬 関 連 タ ス ク を 測 定 す る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に は 、 制 限 さ れ る も の で は な
い が 、 コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 条 件 付 け (Kim and Fanselow (1992) Science, 256: 675; お よ
び  Phillips and LeDoux Behav. Neurosci., 106: 274を 参 照 さ れ た い )、 空 間 的 学 習 (Mor
ris et al. (1982) Nature, 297: 681を 参 照 さ れ た い )、 ロ ー タ ー ロ ッ ド ア ッ セ イ 、 条 件
付 け 味 覚 嫌 悪 、 社 会 的 認 識 、 お よ び 食 品 の 好 み の 社 会 伝 達 (Bunsey and Eichenbaum (1995
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), 海 馬 (Hippocampus), 5: 546)が 含 ま れ 、 そ の い く つ か を 以 下 の 実 施 例 に 示 す 。 不 安 を
測 定 す る 好 ま し い 行 動 ア ッ セ イ に は 、 高 架 ゼ ロ 迷 路 、 衝 突 ア ッ セ イ 、 お よ び 恐 れ を 増 す 刺
激 ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
特 定 の 時 点 で の 行 動 は 、 哺 乳 動 物 の 特 定 の 生 理 学 的 状 態 (例 え ば 、 摂 食 管 理 、 生 殖 情 況 、
睡 眠 の 量 な ど )に 依 存 し 得 る の で 、 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 ポ ジ テ ィ ブ お よ び ネ ガ テ ィ ブ
コ ン ト ロ ー ル の 両 方 を 用 い て 好 ま し く は 行 う 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は 、 「 試 験 」 哺 乳
動 物 と 同 じ 方 法 だ が 、 試 験 化 合 物 の 投 与 を 用 い ず に (ま た は 有 意 に 低 投 与 量 の 投 与 を 用 い
て )処 理 さ れ た 哺 乳 動 物 で あ る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に は
、 Ｋ ｖ β １ .１ ノ ッ ク ‐ イ ン 変 異 を 有 す る 哺 乳 動 物 、 最 も 好 ま し く は マ ウ ス が 含 ま れ る 。
Ｋ Ｉ  Ｋ ｖ β １ .１ 哺 乳 動 物 の 特 徴 的 な 行 動 に 類 似 す る 不 安 の 低 下 を 誘 導 す る 試 験 化 合 物 、
ま た は 試 験 化 合 物 の 組 み 合 わ せ が 、 Ｋ ｖ β １ .１ 活 性 を 調 節 す る こ と が で き る 物 質 で あ る
。
【 ０ １ １ ４ 】
Ｂ .生 理 学 的 ア ッ セ イ
１ .ホ ル モ ン ア ッ セ イ
本 発 明 の 他 の 具 体 例 で は 、 ホ ル モ ン ア ッ セ イ を 用 い て 、 ス ト レ ス に 対 す る 動 物 の 反 応 を 評
価 し て よ く 、 ま た は ス ト レ ス を 低 下 さ せ る こ と に お け る 試 験 化 合 物 の 効 力 を 評 価 し て よ い
。 こ の 具 体 例 で は 、 試 験 化 合 物 を 、 コ ル チ コ ス テ ロ ン ま た は ｃ － ｆ ｏ ｓ 活 性 化 な ど の ス ト
レ ス 関 連 性 の ホ ル モ ン イ ン ジ ケ ー タ ー の 呈 示 を 試 験 す る こ と に よ り 、 効 能 に 関 し て ア ッ セ
イ す る 。 マ ウ ス の 副 腎 か ら の コ ル チ コ ス テ ロ ン の 分 泌 は 、 一 般 に 、 信 頼 で き る ス ト レ ス の
内 分 泌 ホ ー ル マ ー ク と 考 え ら れ る 。 動 物 は 、 ス ト レ ス に 対 し て こ の ホ ル モ ン を 分 泌 し 、 血
漿 に お け る コ ル チ コ ス テ ロ ン 反 応 を 、 ス ト レ ス の 発 生 後 ５ 分 以 内 に 検 出 す る こ と が で き る
。 こ の 反 応 は 、 し ば し ば 、 低 下 し た 不 安 レ ベ ル を 示 す 動 物 に お い て 、 分 泌 の 大 き さ ま た は
時 間 の い ず れ か が 変 化 す る こ と が 多 い 。 動 物 は 、 典 型 的 に は 、 環 境 刺 激 に よ り 誘 発 さ れ る
穏 や か な 形 態 の ス ト レ ス に 供 す る 。 足 の シ ョ ッ ク 、 水 泳 の 強 制 、 お よ び 抑 制 が 、 齧 歯 動 物
に お い て 実 施 さ れ て い る 一 般 的 な 環 境 ス ト レ ス の い く つ か で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
こ の ア ッ セ イ の １ つ の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 Ｋ Ｉ 、 Ｋ Ｏ 、 お よ び Ｗ Ｔ 哺 乳 動 物 を 、 環
境 ス ト レ ス に 供 し 、 そ の ス ト レ ス 関 連 性 の ホ ル モ ン の レ ベ ル を 、 ス ト レ ス 後 の 異 な る 時 間
間 隔 に て 測 定 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 ホ ル モ ン は 、 血 漿 コ ル チ コ ス テ ロ ン で あ り 、 測 定 は
、 ス ト レ ス 発 生 後 、 ０ 、 ３ ０ 、 ６ ０ 、 お よ び ９ ０ 分 の 時 間 間 隔 に て 行 う 。 他 の 好 ま し い 具
体 例 で は 、 ｃ － ｆ ｏ ｓ の 活 性 化 は 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 測 定 し て
よ く 、 そ の レ ベ ル を 、 以 下 の 実 施 例 ８ に 示 す よ う に 、 デ ィ ジ タ ル 化 お よ び 定 量 し て よ い 。
【 ０ １ １ ６ 】
前 記 ホ ル モ ン ア ッ セ イ を さ ら に 、 試 験 化 合 物 を 含 め る べ く 変 更 し て よ い 。 最 も 好 ま し い 具
体 例 に お い て 、 対 象 動 物 に 試 験 化 合 物 を 投 与 し 、 試 験 化 合 物 を 代 謝 す る の に 十 分 な 時 間 後
、 動 物 を 環 境 ス ト レ ス に 供 す る 。 ホ ル モ ン レ ベ ル の 測 定 を 次 い で 行 い 、 動 物 が 、 Ｗ Ｔ 、 Ｋ
Ｉ 、 ま た は Ｋ Ｏ Ｋ ｖ β １ .１ 哺 乳 動 物 の 特 徴 的 な 態 様 と 一 致 す る ホ ル モ ン パ タ ー ン を 有 す
る か ど う か を 測 定 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 Ｗ Ｔ 哺 乳 動 物 に お け る 投 与 に よ り 、 非 処 置 の Ｋ
Ｉ 哺 乳 動 物 と 一 致 す る ホ ル モ ン パ タ ー ン を 生 じ る 試 験 化 合 物 を 探 索 す る 。 以 下 の 実 施 例 ５
に 記 載 す る よ う に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク Ｋ Ｉ マ ウ ス は 、 低 下 し た 不 安 パ タ ー ン を 示 唆 す る
コ ル チ コ ス テ ロ ン レ ベ ル を 有 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
２ .高 体 温 ア ッ セ イ
他 の ア ッ セ イ を 用 い て 、 ス ト レ ス に 対 す る 動 物 の 反 応 を 評 価 、 お よ び ス ト レ ス を 低 下 さ せ
る 試 験 化 合 物 の 能 力 を 評 価 し て よ い 。 Borsini et al. (1989)お よ び Van der Heyden et a
l. (1997)の ご と く 、 ス ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温 を Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス と 合 わ せ
て 用 い て 、 そ の 不 安 態 様 を 評 価 す る こ と が で き る 。 Borsini et al. 精 神 薬 理 学 (Psycholo
pharmacology) (1989) 98: 207-211お よ び Van Der Heyden. (1997) 生 理 学 お よ び 行 動 (Ph

10

20

30

40

50

(33) JP 2005-503143 A 2005.2.3



ysiology and Behavior) 62 : 463-470。 動 物 を 典 型 的 に 、 穏 や か な 形 態 の 環 境 ス ト レ ス
に 供 し 、 典 型 的 に は 、 特 徴 の プ ロ ー ブ を 動 物 の 温 度 を 測 定 す る た め に 用 い る 。 前 記 の ホ ル
モ ン レ ベ ル に 関 し て 同 様 、 環 境 ス ト レ ス に 対 す る 動 物 の 高 体 温 の 程 度 は 、 動 物 の 不 安 の 指
標 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
前 記 実 施 例 ６ に 示 す よ う に 、 Ｋ Ｉ 、 Ｋ Ｏ 、 お よ び Ｗ Ｔ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 を 環 境
ス ト レ ス に 供 し 、 高 体 温 の 程 度 を 測 定 す る 。 ク ロ ロ ジ ア ゼ ポ キ シ ド の よ う な 不 安 緩 解 剤 を
、 動 物 の 反 応 が 実 際 に 、 不 安 緩 解 反 応 に 一 致 す る か ど う か を 確 認 す る た め の 比 較 実 験 に さ
ら に 用 い て よ い 。 高 体 温 ア ッ セ イ を さ ら に 、 試 験 化 合 物 の 効 力 を 評 価 す る た め に 変 更 し て
も よ く 、 こ の 場 合 、 対 象 動 物 に 試 験 化 合 物 を 投 与 し 、 試 験 化 合 物 を 代 謝 す る の に 十 分 な 時
間 後 、 環 境 ス ト レ ス へ と 次 い で 供 す る 。 高 体 温 の 程 度 を 次 い で 測 定 し て 、 動 物 が 、 Ｗ Ｔ 、
Ｋ Ｉ 、 ま た は Ｋ Ｏ Ｋ ｖ β １ .１ 哺 乳 動 物 の 特 徴 的 な 特 徴 と 一 致 す る 高 体 温 の パ タ ー ン を 有
す る か ど う か を 決 定 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 試 験 化 合 物 の Ｗ Ｔ 哺 乳 動 物 へ の 投 与 に よ り 、
非 処 置 の Ｋ Ｉ 哺 乳 動 物 と 一 致 す る 高 体 温 の パ タ ー ン が 生 じ る 。 以 下 の 実 施 例 ６ に 記 載 す る
よ う に 、 ス ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温 は 、 ク ロ ロ ジ ア ゼ ポ キ シ ド を 用 い て 投 与 し た Ｗ Ｔ マ ウ ス
に お け る 同 様 の 程 度 へ と Ｋ Ｉ マ ウ ス に お い て 平 坦 化 さ れ 、 そ れ ゆ え 、 低 下 し た 不 安 パ タ ー
ン お よ び 従 っ て 、 不 安 緩 解 特 性 が さ ら に 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
３ .電 気 ‐ 生 理 学 的 ア ッ セ イ
Ｋ ｖ β １ .１ 活 性 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 種 々 の 電 気 生 理 学 的 方 法 に よ り 容 易 に 測 定 す る こ
と が で き る 。 Gieseお よ び そ の 同 業 者 に よ る 研 究 に よ り 説 明 さ れ る よ う に 、 Ｋ ｖ β １ .１ 活
性 の ノ ッ ク ア ウ ト に よ り 、 反 復 性 の 発 火 中 の ス パ イ ク の 拡 張 と 海 馬 Ｃ Ａ １ ニ ュ ー ロ ン の 緩
慢 な 後 過 分 極 (ｓ Ａ Ｈ Ｐ )の 低 下 の 両 方 が 生 じ る 。 つ ま り 、 Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 ま た は Ｋ Ｏ 動 物 に
試 験 化 合 物 を 投 与 し 、 次 い で 、 試 験 す る か 、 ま た は そ の 組 織 を 試 験 し て 、 そ の 電 気 生 理 学
的 反 応 を 比 較 す る こ と が で き る 。 最 も 好 ま し く は 、 海 馬 の 電 気 生 理 学 的 記 録 を な し 、 よ り
好 ま し く は 海 馬 Ｃ Ａ １ ニ ュ ー ロ ン の 記 録 を な す 。 そ の よ う な 記 録 は 、 イ ン ビ ボ で 行 う こ と
が で き る が 、 好 ま し い 具 体 例 で は 、 そ の よ う な 記 録 は 、 海 馬 薄 片 調 製 物 か ら な す 。 そ の よ
う な 調 製 物 を 作 製 す る 、 ま た は そ れ ら か ら 記 録 す る 方 法 は 、 本 明 細 書 中 に 出 典 明 示 に よ り
組 み 込 む PCT公 開 第 WO00/24871号 に 示 さ れ る よ う に 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 好 ま し く は 、
Ｗ Ｔ 哺 乳 動 物 に お け る そ の 投 与 に よ り 、 Ｋ Ｉ 哺 乳 動 物 の も の と 一 致 す る 電 気 生 理 学 的 パ タ
ー ン を 生 じ る 試 験 化 合 物 を 探 索 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
加 え て 、 異 種 Ａ 型 Ｋ ＋ チ ャ ネ ル は 、 異 種 発 現 系 に お い て 発 現 さ せ る こ と が で き 、 ノ ッ ク ‐
イ ン Ｋ ｖ β １ .１ お よ び 対 応 す る Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 し て い る 細 胞 を
、 電 気 生 理 学 的 に 測 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 細 胞 は 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .
１ お よ び Ｋ ｖ １ α ま た は そ の そ れ ぞ れ の Ｒ Ｎ Ａ を 含 ん で い る ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た ツ メ
ガ エ ル 属 卵 母 細 胞 ま た は Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 次 い
で 試 験 化 合 物 の Ａ 型 チ ャ ネ ル 伝 導 に お け る 効 果 を 、 全 細 胞 電 圧 ク ラ ン プ 、 電 流 ク ラ ン プ に
よ り 、 お よ び ／ ま た は パ ッ チ ク ラ ン プ を 用 い て 、 測 定 お よ び 比 較 す る こ と が で き る 。 タ ン
パ ク 質 発 現 お よ び 電 気 生 理 学 的 記 録 に 関 す る こ れ ら の 方 法 は 、 当 業 者 に 全 て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
４ .ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て の ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β １ .１ 哺 乳 動 物
前 記 の ご と く 、 本 発 明 の Ｋ ｖ β １ .１ ノ ッ ク － イ ン 哺 乳 動 物 は 、 広 範 な 種 々 の コ ン テ ク ス
ト に お い て 、 特 に ポ ジ テ ィ ブ 不 安 コ ン ト ロ ー ル と し て 有 用 で あ る 。 不 安 な ど の 高 レ ベ ル の
機 能 は 、 突 発 的 な 神 経 ネ ッ ト ワ ー ク の 特 性 で あ り 、 そ れ 自 体 、 高 度 復 元 (例 え ば 、 シ ン グ
ル シ ナ プ ス )モ デ ル に お い て 、 ア ッ セ イ す る こ と が で き な い 。 行 動 試 験 に は 、 例 え ば 、 無
傷 の 生 き て い る 哺 乳 動 物 が 必 要 で あ る 。 同 様 に 、 ネ ッ ト ワ ー ク に 関 連 す る 特 性 (例 え ば 、
Ｃ Ａ １ 活 性 パ タ ー ン )に は 、 機 能 性 の 神 経 ネ ッ ト ワ ー ク が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
つ ま り 、 潜 在 的 な モ ジ ュ レ ー タ ー (例 え ば 、 試 験 化 合 物 )の そ の よ う な シ ス テ ム に お け る 効
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果 の 評 価 が 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル の 使 用 に よ り 、 大 い に 促 進 さ れ る 。 本 文 脈 に お い て
、 Ｋ ｖ β １ .１ ノ ッ ク － イ ン 哺 乳 動 物 の 行 動 に よ り 、 試 験 化 合 物 を 用 い て 処 置 し た 「 正 常
な 」 哺 乳 動 物 の 行 動 を 評 価 す る た め の 良 好 な 参 照 物 が 提 供 さ れ る 。 ホ ル モ ン レ ベ ル ま た は
高 体 温 な ど の 他 の 生 理 学 的 な 指 標 も 、 Ｋ Ｉ 動 物 と の 比 較 に よ り 評 価 さ れ て よ い 。 同 様 に 、
試 験 化 合 物 で 処 置 し た 神 経 学 的 調 製 物 の パ ー フ ォ ー マ ン ス (例 え ば 、 海 馬 切 片 調 製 物 の 電
気 生 理 学 的 反 応 )を 、 Ｋ ｖ β １ .１ ノ ッ ク － イ ン 哺 乳 動 物 か ら 得 た 神 経 学 的 調 製 物 の パ ー フ
ォ ー マ ン ス と 比 較 し て 、 試 験 化 合 物 が 、 Ｋ ｖ β １ .１ ダ ウ ン － レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 擬 似 様 式
で 電 気 生 理 学 的 反 応 を 変 化 さ せ る 能 力 を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
Ｋ Ｉ 変 異 体 を さ ら に 、 早 老 ま た は 促 進 さ れ た 脳 の 退 化 (ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 伴 う こ と が 見
出 さ れ て い る も の な ど )を 示 す 他 の マ ウ ス モ デ ル と 交 雑 さ せ て 、 Ｋ ｖ β １ .１ ノ ッ ク － イ ン
が 、 こ れ ら の 哺 乳 動 物 モ デ ル に お け る 関 連 す る 行 動 疾 患 を 変 更 す る か ど う か を 決 定 し て も
よ い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
Ｉ Ｖ .ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト
１ 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ り 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る ア ッ セ イ を 行 う た め の キ ッ ト が 提
供 さ れ る 。 キ ッ ト は 、 好 ま し く は 、 Ｋ ｖ β １ .１ ノ ッ ク － イ ン 哺 乳 動 物 ま た は Ｋ ｖ β １ .１
ノ ッ ク － イ ン 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 ま た は 組 織 を 含 む 。 キ ッ ト は さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 記 載
す る ア ッ セ イ 法 に お け る 使 用 の た め の 適 当 な バ ッ フ ァ ー お よ び 他 の 溶 液 お よ び ス タ ン ダ ー
ド を 含 む こ と が で き る 。
加 え て 、 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 方 法 の 実 施 の た め の 指 示 (す な わ ち 、 プ ロ ト コ ル )を 含 ん で い
る 説 明 資 料 を 含 ん で よ い 。 説 明 資 料 は 、 典 型 的 に は 、 記 載 ま た は 印 刷 さ れ た も の を 含 む が
、 そ れ ら は そ の よ う な も の に 制 限 さ れ な い 。 そ の よ う な 指 示 を 保 存 す る こ と が で き 、 最 終
の 使 用 者 に そ れ ら を 伝 達 す る こ と が で き る あ ら ゆ る 媒 体 が 、 本 発 明 に よ り 意 図 さ れ る 。 そ
の よ う な 媒 体 に は 、 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 電 気 的 貯 蔵 媒 体 (例 え ば 、 磁 気 デ ィ ス ク
、 テ ー プ 、 カ ー ト リ ッ ジ 、 チ ッ プ )、 光 学 媒 体 (例 え ば 、 Ｃ Ｄ  Ｒ Ｏ Ｍ )な ど が 含 ま れ る 。 そ
の よ う な 媒 体 は 、 そ の よ う な 説 明 資 料 を 提 供 す る イ ン タ ー ネ ッ ト の サ イ ト へ の ア ド レ ス を
含 ん で よ い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
実 施 例
以 下 の 実 施 例 を 、 他 を 詳 細 に 記 載 す る 場 合 を 除 い て 当 業 者 に 周 知 か つ 常 套 の 標 準 的 な 方 法
を 用 い て 行 う 。 以 下 の 実 施 例 は 例 と し て の み 示 し 、 い ず れ に せ よ 、 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す
る も の と 解 釈 さ れ る べ き で な い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 １
速 不 活 性 化 に 必 要 な Ｎ 末 端 を 欠 く Ｋ ｖ β １ .１ ノ ッ ク － イ ン マ ウ ス の 作 製
Ｋ ｖ １ － フ ァ ミ リ ー Ｋ ＋ チ ャ ネ ル を 不 活 性 化 す る 能 力 を 欠 く が 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α － サ
ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 し 、 そ れ に よ り チ ャ ネ ル 表 面 発 現 を 高 め る 能 力 は 保 持 す る 変 異 体 Ｋ ｖ β
１ .１ 遺 伝 子 を 有 す る 遺 伝 子 変 更 マ ウ ス を 開 発 し た 。 Ｋ ｖ β １ 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト と 異 な
り 、 ノ ッ ク － イ ン マ ウ ス は Ｎ 型 不 活 性 化 を 付 与 す る 能 力 を 除 い て 、 Ｋ ｖ β １ .１ の 全 機 能
特 性 を 保 持 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
Ａ .Ｋ ｖ β １ .１ － タ ー ゲ ッ ト Ｅ Ｓ 細 胞 の 作 製
図 １ Ａ は 、 免 疫 反 応 性 エ ピ ト ー プ タ グ の 導 入 の 前 の 内 在 マ ウ ス Ｋ ｖ β １ 遺 伝 子 構 造 お よ び
エ キ ソ ン 組 成 を 示 す 。 ３ つ の Ｋ ｖ β 遺 伝 子 (Ｋ ｖ β １ .１ 、 １ .２ 、 お よ び １ .３ )そ れ ぞ れ
は 、 Ｃ 末 端 に エ キ ソ ン ド メ イ ン ３ － １ ５ を 共 通 し て 持 つ が 、 別 に 、 ５ ’ 末 端 に て ス プ ラ イ
シ ン グ さ れ て 、 ユ ニ ー ク な Ｎ － 末 端 タ ン パ ク 質 配 列 (エ キ ソ ン １ .１ 、 １ .２ 、 お よ び １ .２
)を コ ー ド す る 。 図 １ Ｂ に 示 す よ う な Ｋ ｖ β １ .１ タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 構 築 物 を 設 計 す る た め
に 、 ゲ ノ ミ ッ ク Ｂ ａ ｃ ク ロ ー ン を 、 Genban受 託 番 号 No. X70662に よ り コ ー ド さ れ る ラ ッ ト
の Ｋ ｖ β １ .１ タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 の ９ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ
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ン ト (Research Genetics, Bethesda, MD)を 用 い て ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と に よ り 、 １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ マ ウ ス か ら 単 離 し た 。 Ｂ ａ ｃ ク ロ ー ン を マ ッ プ し 、 次
い で ７ .２ Ｋ ｂ の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ フ ラ グ メ ン ト を 単 離 し た 。 Ｋ ｖ β １ .１ タ ン パ ク 質 の 始 め の ３
５ 個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る エ キ ソ ン １ .１ ａ を 含 ん で い る １ .２ Ｋ ｂ の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ フ
ラ グ メ ン ト を 、 血 液 凝 集 素 エ ピ ト ー プ タ グ (配 列 番 号 ２ )、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 を オ ー バ ー ラ ッ プ さ せ
る こ と に よ る ３ × Ｈ Ａ と 置 き 換 え 、 チ ャ ネ ル 不 活 性 化 に 関 し て 機 能 的 に 無 効 な タ ン パ ク 質
を 生 じ た 。 Ｌ ｏ ｘ Ｐ 配 列 が 隣 接 す る ネ オ マ イ シ ン 耐 性 カ セ ッ ト を 、 エ キ ソ ン １ .１ ａ の 下
流 の イ ン ト ロ ン １ ０ ０ ｂ ｐ 内 に 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 部 位 に て 挿 入 し た 。 こ の 変 更 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ フ ラ
グ メ ン ト を 配 列 決 定 し 、 １ .５ Ｋ ｂ の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ お よ び ４ .２ Ｒ Ｉ ／ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ フ ラ グ メ ン
ト と ラ イ ゲ ー ト バ ッ ク し 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 作 製 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
Ｒ １ 胎 児 幹 (Ｅ Ｓ )細 胞 (Nagy et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 8424-8428
)を Ｂ ａ ｍ Ｈ １ － 鎖 状 Ｋ ｖ β １ .１ タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー で 電 気 穿 孔 し た 。 細 胞 を Ｇ ４
１ ８ に よ り 選 択 し 、 次 い で ２ ０ ０ 個 の コ ロ ニ ー を サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の た め に 突 い た 。 以
下 に 記 載 す る ゲ ノ ミ ッ ク サ ザ ン 分 析 に よ り 、 相 同 組 換 え を 被 っ て 、 ｎ ｅ ｏ Ｆ ｌ ｏ ｘ Ｐ と 共
に ３ × Ｈ Ａ タ グ を 組 み 込 む ３ ク ロ ー ン を 得 た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
キ メ ラ マ ウ ス を 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｉ ６ マ ウ ス 胚 盤 胞 へ の 注 入 に よ り ３ × Ｈ Ａ お よ び ｎ ｅ ｏ Ｆ ｌ ｏ
ｘ Ｐ 対 立 遺 伝 子 を 有 す る Ｅ Ｓ ク ロ ー ン ＃ １ ４ ５ お よ び ＃ １ ９ １ か ら 作 製 し た 。 各 ク ロ ー ン
か ら の ８ ０ － ９ ０ ％ の オ ス 着 色 毛 皮 キ メ ラ を 選 択 し 、 １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ 野 生 型 雌 と さ ら に
交 配 し 、 １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ 地 の Ｆ １ ヘ テ ロ 接 合 体 を 得 た 。 こ れ ら の 子 孫 を 交 雑 し て 、 分 析
の た め の Ｆ ２ ホ モ 接 合 体 を 得 た 。 ｎ ｅ ｏ Ｆ ｌ ｏ ｘ Ｐ の 重 要 な イ ン ト ロ ン 内 に お け る 挿 入 に
よ り 、 Ｋ ｖ Ｂ １ 遺 伝 子 に よ る 転 写 が 偶 然 的 に 抑 制 さ れ 、 こ う し て こ の 対 立 遺 伝 子 を 、 Ｋ ｖ
ｂ １ に 関 す る ノ ッ ク ア ウ ト と す る 。 動 物 の サ ブ セ ッ ト を ５ 世 代 Ｃ ５ ７ ／ ｂ Ｉ ６ に て 異 系 勾
配 し た 後 、 ホ モ 接 合 体 合 成 の た め に 血 縁 交 配 (sib-mated)さ せ た 。 全 実 験 は 、 他 を 示 さ な
い 限 り １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ 地 ま た は Ｎ ５ － Ｃ ５ ７ ／ ｂ Ｉ ６ 地 の 両 方 で 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
Ｂ .Ｋ ｖ β １ .１ に 関 す る Ｎ 末 端 ヌ ル 変 異 － (Ｋ ｖ β ｏ )を 有 す る ノ ッ ク － イ ン マ ウ ス の 誘 導
雌 の ヘ テ ロ 接 合 体 Ｋ ｖ β ｏ － ｎ ｅ ｏ Ｆ ｌ ｏ ｘ Ｐ マ ウ ス か ら の 前 核 を 回 収 し 、 Ｃ ｒ ｅ － リ コ
ン ビ ナ ー ゼ を コ ー ド し て い る プ ラ ス ミ ド で マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク ト し た 。 子 宮 内 組 換 え を 、
子 孫 に お い て Ｎ ｅ ｏ － Ｆ ｌ ｏ ｘ カ セ ッ ト を 切 り 出 し 、 イ ン ト ロ ン 内 に Ｋ ｖ β １ .１ の Ｎ 末
端 の ３ × Ｈ Ａ 変 異 (Ｋ ｖ β ｏ )お よ び Ｌ ｏ ｘ － Ｐ 配 列 の シ ン グ ル コ ピ ー を 残 す こ と を 目 的 と
し て 行 っ た 。 擬 似 妊 娠 さ せ た 雌 へ の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク ト し た 前 核 の 卵 管 輸 送 後 、 新 生 子
犬 を 、 Ｃ ｒ ｅ に よ り 媒 介 さ れ る ｎ ｅ ｏ Ｆ ｌ ｏ ｘ Ｐ カ セ ッ ト の 切 り 出 し の 証 拠 に 関 し て 分 析
し た 。 ゲ ノ ミ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ り 、 ３ × Ｈ Ａ タ グ を 有 す る ほ ぼ １ ０ ０ ％ の 子 孫
が イ ン ビ ボ で の 切 り 出 し を 被 っ た こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
Ｃ .ゲ ノ ミ ッ ク サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
Ｅ Ｓ ク ロ ー ン か ら の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 ３ 時 間 ３ ７ ℃ に て の プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 消 化 に よ り 調
製 し た 。 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 中 で の 沈 殿 後 、 Ｄ Ｎ Ａ を Ｔ Ｅ に 再 懸 濁 し 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ に て 制 限
消 化 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を ０ .８ ％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 溶 解 し 、 次 い で ナ イ ロ ン
膜 へ と 一 晩 移 し た 。 タ ー ゲ ッ ト 構 築 物 の 上 流 の ３ ０ ０ ｂ ｐ の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ／ Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ フ ラ
グ メ ン ト を Ｐ ３ ２ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ に て 放 射 能 標 識 し 、 プ ロ ー ブ と し て 用 い た 。 ３ × Ｈ Ａ 配 列 内 の
内 部 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ の 存 在 に よ り 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ 対 立 遺 伝 子 由 来 の ７ .２ Ｋ ｂ の 代 わ り に １ .
２ Ｋ ｂ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る バ ン ド と し て タ ー ゲ ッ ト さ れ る Ｅ Ｓ 細 胞 の 同 定 が 可 能 と
な る 。 ｎ ｅ ｏ Ｆ ｌ ｏ ｘ Ｐ の 存 在 を 次 い で 、 ｎ ｅ ｏ 選 択 カ セ ッ ト に 対 し て 指 向 さ れ る プ ロ ー
ブ (Ｔ Ｋ － ネ オ マ イ シ ン ミ ニ ジ ー ン )を 用 い て 確 認 し た 。 図 １ Ｃ に よ り 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ／ Ｅ ｃ
ｏ Ｒ ｉ プ ロ ー ブ に よ り 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ 対 立 遺 伝 子 に 関 す る ～ ７ .２ Ｋ ｂ の バ ン ド 、 お よ
び ３ つ の タ ー ゲ ッ ト さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 (１ ９ １ 、 １ ４ ５ 、 ５ １ )に 関 す る ～ １ .０ Ｋ ｂ の 追 加
の バ ン ド が 同 定 さ れ た こ と が 示 さ れ る 。
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【 ０ １ ３ ２ 】
Ｄ .Ｋ ｖ β ｏ (Ｋ Ｉ )お よ び Ｋ ｖ β ｎ ｅ ｏ  Ｆ ｌ ｏ ｘ (Ｋ Ｏ )の Ｐ Ｃ Ｒ 分 析
一 対 の プ ラ イ マ ー (Ｋ ｖ β ｎ ｅ ｏ プ ラ イ マ ー )を 用 い て 、 マ ウ ス ゲ ノ ム 内 で の Ｎ ｅ ｏ － Ｆ ｌ
ｏ ｘ Ｐ 配 列 の 存 在 を 特 異 的 に 検 出 し た 。 エ キ ソ ン １ .１ の ３ ’ エ キ ソ ン イ ン ト ロ ン 結 合 に
対 応 す る フ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー １ (配 列 番 号 ３ ； 5'TTGAAAGTGACTTAACTCAGCGC)お よ び Ｎ
ｅ ｏ 配 列 に 特 異 的 な リ バ ー ス プ ラ イ マ ー １ (配 列 番 号 ４ ； 5'GCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTAC)を
用 い て 、 Ｋ ｖ β Ｎ ｅ ｏ － Ｆ ｌ ｏ ｘ 対 立 遺 伝 子 を 有 す る 動 物 由 来 の ４ ０ ０ ｂ ｐ の フ ラ グ メ ン
ト を 増 幅 し た 。 両 ホ モ 接 合 体 お よ び ヘ テ ロ 接 合 体 Ｋ Ｏ 動 物 を 、 こ の 分 析 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
フ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー １ 、 お よ び ｎ ｅ ｏ Ｆ ｌ ｏ ｘ イ ン サ ー シ ョ ン の ３ ０ ｂ ｐ 下 流 に 対 応
し て い る リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ２ (配 列 番 号 ５ ； 5'GGCCACATCTTAAAGATCGCAC)を 用 い る 第 ２ の
対 の プ ラ イ マ ー (Ｋ ｖ β ｏ  Ｋ Ｉ プ ラ イ マ ー )を 用 い て 、 Ｗ Ｔ 、 Ｋ ｖ β ｏ  Ｋ Ｉ ま た は Ｋ ｖ β
ｏ  Ｋ Ｏ 対 立 遺 伝 子 を 有 す る 子 孫 の 接 合 子 の 特 徴 を 区 別 し た 。 ｃ － ｆ ｏ ｓ に 特 異 的 な さ ら
な る プ ラ イ マ ー 対 を 内 部 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル (配 列 番 号 ６ ； ｆ ｏ ｓ Ｆ プ ラ イ マ ー ： 5'A
GGAGGGAGCTGACAGATACACTCCお よ び 配 列 番 号 ７ ； ｆ ｏ ｓ Ｒ プ ラ イ マ ー ： 5'CAAGGATGGCTTGGGC
TCAGGGTCGT)と し て 用 い た 。 ９ ４ ℃ 、 ５ ４ ℃ 、 お よ び ７ ２ ℃ に て そ れ ぞ れ ３ ０ 、 ３ ０ 、 お
よ び ６ ０ 秒 間 の ３ ０ サ イ ク ル の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 、 尾 の 生 検 か ら の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ (プ ロ テ イ ナ
ー ゼ Ｋ に て 消 化 さ れ た 尾 の １ ： ２ ０ ０ 希 釈 )を 用 い て 行 っ た 。 ４ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル (NuSiev
e 3:1, BMA, Rockland, ME)を 用 い て 、 生 じ た バ ン ド を 溶 解 し た 。 図 １ Ｅ に 示 す よ う に 、
Ｋ ｖ β ｏ  Ｋ Ｉ プ ラ イ マ ー は 、 野 生 型 Ｋ ｖ β １ .１ 対 立 遺 伝 子 か ら ２ ３ ０ ｂ ｐ の フ ラ グ メ ン
ト を 増 幅 し た が 、 Ｌ ｏ ｘ － Ｐ 配 列 の １ コ ピ ー の た め に 、 Ｋ ｖ β ｏ  Ｋ Ｉ 対 立 遺 伝 子 か ら は
２ ６ ０ ｂ ｐ の フ ラ グ メ ン ト を 増 幅 し た 。 Ｋ ｖ β ｏ  Ｋ Ｏ 対 立 遺 伝 子 は 、 典 型 的 に は 、 ２ つ
の プ ラ イ マ ー 間 に 介 入 し て い る ｎ ｅ ｏ － Ｆ ｌ ｏ ｘ Ｐ 配 列 の サ イ ズ (１ .４ Ｋ ｂ の イ ン サ ー ト
サ イ ズ )の た め に 増 幅 し な い が 、 Ｋ ｖ β ｎ ｅ ｏ プ ラ イ マ ー を 用 い て ポ ジ テ ィ ブ に ス コ ア す
る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
Ｅ .Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 保 護 ア ッ セ イ
野 生 型 Ｋ ｖ β エ キ ソ ン １ .１ お よ び ３ × Ｈ Ａ － Ｅ ｘ １ に 相 補 的 な Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 Ｔ ７  
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を Ｐ ３ ２ Ｃ Ｔ Ｐ の 存 在 下 に 用 い る イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ り 合 成 し た 。 Ｋ
ｖ β ｏ (Ｋ Ｉ )、 Ｋ ｖ β ｏ  Ｎ ｅ ｏ － Ｆ ｌ ｏ ｘ (Ｋ Ｏ )お よ び Ｋ ｖ β １ .１ 野 生 型 動 物 由 来 の ト
ー タ ル の 海 馬 Ｒ Ｎ Ａ (５ μ ｇ )を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 Ｒ ｎ ａ ｓ ｅ － 抵 抗 性 バ ン ド を ６ ％ Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ 上 に 、 製 造 業 者 の 指 示 (RPAIIIキ ッ ト 、 Ambion, Austin, TX)に 従 い 溶 解 し た 。 図 １
Ｄ お よ び １ Ｅ に よ り 、 変 異 Ｋ ｖ β ｏ (図 １ Ｄ )対 Ｗ Ｔ  Ｋ ｖ β １ .１ (図 １ Ｅ )に 対 し て 割 り 当
て ら れ る ２ つ の プ ロ ー ブ の エ キ ソ ン 構 造 、 お よ び そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ に 対 す る ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン か ら 生 じ る Ｒ Ｐ Ａ ゲ ル を 示 す 。 ３ × Ｈ Ａ プ ロ ー ブ に よ り 、 Ｗ Ｔ に お い て 、 正
常 な Ｋ ｖ β １ .１ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の Ｎ 末 端 の 失 わ れ た ３ × Ｈ Ａ 配 列 か ら 生 じ る ２ ２ ０ ｂ ｐ の よ り
短 い 保 護 さ れ た バ ン ド が 明 ら か と な っ た 。 同 プ ロ ー ブ は 、 ヘ テ ロ 接 合 体 (Ｗ Ｔ ／ Ｋ Ｉ )お よ
び ホ モ 接 合 体 (Ｋ Ｉ ／ Ｋ Ｉ )動 物 の 両 方 に ４ ２ ０ ｂ ｐ の バ ン ド を 生 じ た 。 逆 に 、 正 常 な Ｋ ｖ
β １ .１ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ ー ブ は 、 Ｗ Ｔ ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の ４ ８ ０ ｂ ｐ の 完 全 に 保 護 さ れ
た フ ラ グ メ ン ト を 示 し 、 一 方 、 ３ × Ｈ Ａ 配 列 に 隣 接 し て い る ２ つ の フ ラ グ メ ン ト (２ １ ０
お よ び １ ４ ０ )が 、 Ｋ Ｉ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に お い て 保 護 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
こ れ ら の デ ー タ 両 方 に よ り 、 Ｋ Ｉ 動 物 に お い て ３ × Ｈ Ａ 変 異 (Ｋ ｖ β ｏ )を コ ー ド し て い る
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 が 確 認 さ れ た 。 重 要 な こ と に 、 Ｆ ｌ ｏ ｘ -ｎ ｅ ｏ カ セ ッ ト (ｎ ＋ ／ ｎ ＋ )を
有 す る 動 物 は 、 い ず れ の プ ロ ー ブ か ら も 特 異 的 な バ ン ド を 示 さ な か っ た 。 つ ま り 、 Ｋ ｖ β
＋ Ｎ ｅ ｏ 動 物 は 、 Ｋ ｖ β １ .１ 発 現 が 完 全 に 欠 損 し て お り 、 Ｋ ｖ β １ .１ に 関 し て Ｋ Ｏ で あ
っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
Ｆ .ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
Ｋ ｖ β １ お よ び Ｋ ｖ β ２ に 関 す る 抗 体 を 、 す で に 記 載 さ れ て い る よ う に 用 い た (Phodes et
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 al., 1997, J. 神 経 科 学 (Neuroscience) 17: 7084-9)。 抗 － Ｈ Ａ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (BM
B, Germany)を １ ： ２ ０ ０ ０ に て 用 い た 。 抗 － シ ナ プ シ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Chemicon, 
Temecula, CA)は 、 １ ： ５ ０ ０ ０ に て 用 い た 。 Ｋ ｖ β o(Ｋ Ｉ )、 Ｋ ｖ β ｏ  Ｎ ｅ ｏ － ｆ ｌ ｏ
ｘ (Ｋ Ｏ )ま た は 野 生 型 Ｋ ｂ β １ .１ に 関 す る マ ウ ス の ホ モ 接 合 体 か ら 脳 領 域 を 切 り 出 し 、
ト ラ イ ト ン × １ ０ ０ お よ び １ × 完 全 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル (BMB, Germany)を
含 ん で い る ト ラ イ ト ン 溶 解 バ ッ フ ァ ー 中 で ホ モ ジ ェ ナ イ ズ し た 。 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を Ｓ
Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 上 に 溶 解 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 紙 に 移 し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 上 の 免 疫
活 性 バ ン ド を 、 フ ィ ル ム (ハ イ パ ー フ ィ ル ム 、 Amersham)上 で の 化 学 蛍 光 暴 露 に よ り 検 出 し
た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 ホ モ 接 合 Ｋ Ｉ 動 物 が 、 内 在 Ｋ ｖ β １ 発 現 に よ り 予 測 さ れ
る 解 剖 領 域 に お い て 、 野 生 型 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 匹 敵 す る レ ベ ル で 、 Ｋ ｖ β ｏ ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び タ ン
パ ク 質 を 発 現 す る こ と を 示 し た 。 皮 質 、 線 条 、 海 馬 、 小 脳 、 中 脳 、 お よ び 視 床 か ら の 脳 領
域 を 切 り 出 し 、 図 １ Ｇ に 示 す よ う に 、 特 異 的 免 疫 反 応 に 関 し て 分 析 し た 。 各 組 織 か ら の タ
ン パ ク 質 抽 出 物 (～ ２ ０ μ ｇ ／ レ ー ン )を 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て の ラ ッ ト の 脳 の
膜 (Ｒ Ｂ Ｍ )と 共 に 流 し た 。 正 常 な １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ マ ウ ス か ら の 野 生 型 (Ｗ Ｔ )組 織 を 、 Ｋ
ｖ β １ 、 Ｋ ｖ β ２ 、 シ ナ プ シ ン １ お よ び Ｈ Ａ に 関 し て ア ッ セ イ し た 。 Ｋ ｖ β ｏ － ｎ ｅ ｏ ｆ
ｌ ｏ ｘ Ｐ (Ｋ Ｏ )動 物 か ら の 組 織 を 、 Ｈ Ａ ア ッ セ イ を 行 わ な い こ と を 除 い て 、 Ｗ Ｔ サ ン プ ル
に お け る と 同 様 に ア ッ セ イ し た 。 Ｋ ｖ β ｏ 動 物 か ら の 組 織 を 、 特 に Ｈ Ａ 発 現 の み に 関 し て
ア ッ セ イ し た 。 内 在 Ｋ ｖ β １ タ ン パ ク 質 が 、 Ｗ Ｔ の 全 脳 領 域 に お い て 同 定 さ れ 、 よ り 高 レ
ベ ル が 海 馬 お よ び 線 条 に お い て 認 め ら れ た 。 Ｋ ｖ β ｏ 変 異 体 タ ン パ ク 質 発 現 は 、 Ｋ ｖ β ｏ
 Ｋ Ｉ 動 物 の 海 馬 お よ び 線 条 に お け る 高 ま っ た Ｈ Ａ 免 疫 活 性 に よ り 示 さ れ る よ う に 、 内 在
Ｋ ｖ β １ の 発 現 パ タ ー ン を 密 接 に 擬 似 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 Ｈ Ａ タ グ の 存 在 が 確 認 さ れ 、 さ ら に 、 Ｋ ｖ β １ に 対 す る
抗 体 を 用 い る 場 合 、 Ｋ ｖ β ｏ Ｋ Ｏ マ ウ ス に お け る Ｋ ｖ β １ の 発 現 の 欠 損 も 立 証 さ れ た 。 こ
れ ら の Ｋ Ｏ マ ウ ス に お い て 、 Ｗ Ｔ 動 物 と 比 較 し た 場 合 、 Ｋ ｖ β ２ 発 現 に お い て 明 ら か な 変
化 は な く 、 効 果 に お い て 代 償 的 な 変 化 が な い こ と を 示 唆 す る 。 加 え て 、 Nakahiraら は 、 Ｋ
ｖ β １ Ｎ － 末 端 の 不 在 が 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト と の 会 合 に 有 害 な 影 響 を 与 え
な い こ と を 示 し て い る (Nakahira et al., J Biol Chem (1996) 271: 7084-7089)。 Rhodes
 et al, J. Neurosci. (1996) 16: 4846-4860に す で に 開 示 さ れ て い る よ う な 同 時 免 疫 沈
降 の た め の 抗 体 の 使 用 に よ り 、 Ｋ Ｉ マ ウ ス に お い て 、 Ｋ ｖ １ フ ァ ミ リ ー α サ ブ ユ ニ ッ ト と
の Ｈ Ａ － タ グ Ｋ ｂ β ｏ の 正 確 な 会 合 が 明 ら か に な っ た (デ ー タ は 示 し て い な い )。
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 ２
遺 伝 変 更 マ ウ ス に お け る 空 間 学 習 に お け る Ｎ 末 端 を 欠 く Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 効 果
Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト に お け る Ｎ 末 端 の 重 要 性 を 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ノ ッ ク -イ ン マ
ウ ス の 表 現 型 を 、 ノ ッ ク -ア ウ ト マ ウ ス お よ び 野 生 型 マ ウ ス (１ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ )(「 Ｗ Ｔ 」
)両 方 の 表 現 型 と 比 較 す る こ と に よ り 決 定 し た 。 マ ウ ス を 、 前 記 実 施 例 １ に 記 載 す る よ う
に 発 生 さ せ 、 こ こ で 、 ノ ッ ク -イ ン マ ウ ス (「 Ｋ Ｉ 」 )の Ｋ ｖ β １ .１ は 、 機 能 性 Ｎ 末 端 を 欠
い た が 、 そ れ 以 外 に は 、 α -サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 す る こ と が で き た 。 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス (
「 Ｋ Ｏ 」 )は 、 Ｋ ｖ β １ .１ が 完 全 に 不 活 性 化 さ れ 、 し た が っ て Ｎ 末 端 お よ び α － サ ブ ユ ニ
ッ ト と 会 合 す る 能 力 の 両 方 を 欠 い た 変 異 を 有 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
空 間 学 習 は 、 Ｙ 迷 路 パ ラ ダ イ ム に て 試 験 す る こ と が で き る 、 海 馬 に 依 存 す る 認 識 能 力 で あ
る (Dellu et al., 「 自 動 化 さ れ た 記 録 を 用 い る ２ つ の ト ラ イ ア ル 記 憶 タ ス ク ： 若 い ラ ッ
ト お よ び 年 取 っ た ラ ッ ト に お け る 試 験 」 Brain Res. (1992) 588: 132-139)。 Ｙ 迷 路 ノ ベ
ル テ ィ 法 は 、 Ｙ 迷 路 に お け る 場 所 探 査 に 基 づ く ２ つ の ト ラ イ ア ル の 認 識 タ ス ク で あ る 。 各
実 験 は 、 ト ラ イ ア ル 間 間 隔 (Ｉ Ｔ Ｉ )に よ り 分 け ら れ る ２ つ の ５ 分 間 の 探 査 期 間 か ら な る 。
最 初 の 探 査 期 間 中 、 Ｙ 迷 路 の １ つ の ア ー ム を 閉 鎖 し 、 対 象 を ５ 分 間 、 迷 路 の ２ つ の ア ー ム
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を 探 索 さ せ る 。 迷 路 上 に の せ た カ メ ラ に よ り 行 動 を 記 録 し 、 デ ー タ を コ ン ピ ュ ー タ ー に よ
り 分 析 す る 。 ト ラ イ ア ル １ を 、 ３ ０ 分 か ら ４ 時 間 に わ た る Ｉ Ｔ Ｉ に よ り 行 い 、 そ の 間 は 、
動 物 を 飼 育 檻 の 中 に 入 れ る 。 第 ２ の 探 索 期 間 中 は 、 Ｙ 迷 路 の 全 ア ー ム を 開 放 し 、 齧 歯 動 物
を 元 の 出 発 ア ー ム に お き 、 ５ 分 間 迷 路 を 探 索 さ せ た 。 ま ず 新 し い ア ー ム に エ ン タ ー し て い
る 対 象 の 割 合 、 新 規 な お よ び 新 規 で な い ア ー ム へ エ ン ト リ ー し た も の の 数 、 お よ び ト ラ イ
ア ル の 最 初 の ２ 分 間 の 間 に 各 ア ー ム に て 費 や さ れ た 時 間 を 記 録 す る 。 齧 歯 動 物 は 、 新 規 な
ア ー ム に エ ン タ ー し 、 そ し て 探 索 す る 自 然 な 傾 向 を 有 す る (Dellu et al., Brain Res. (1
992) 588: 132-139)。
【 ０ １ ４ １ 】
１ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ 地 の ８ － １ ０ 週 齢 の Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス (ｎ ＝ ２ ８ － ３ ０ )を
、 異 な る Ｉ Ｔ Ｉ を 用 い る Ｙ 迷 路 ２ ト ラ イ ア ル 位 置 認 識 法 に て 試 験 し た 。 全 ３ つ の Ｗ Ｔ 、 Ｋ
Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ 群 は 、 記 憶 ト ラ イ ア ル 中 、 試 験 し た 全 て の Ｉ Ｔ Ｉ (３ ０ 分 、 ２ 時 間 、 お よ
び ４ 時 間 )に て 、 新 規 で な い ア ー ム よ り も 新 規 な ア ー ム に お い て 、 有 意 に 多 く の 時 間 を 過
ご し た 。 し か し 、 図 ２ Ａ に 示 す よ う に 、 Ｋ Ｏ お よ び Ｗ Ｔ マ ウ ス は 、 一 貫 し て 、 ３ ０ 分 の Ｉ
Ｔ Ｉ に て 、 Ｋ Ｉ マ ウ ス よ り も よ り 頻 繁 に 新 規 な ア ー ム を 最 初 に 選 択 し た 。 こ れ に 対 し て 、
Ｗ Ｔ マ ウ ス の み が 、 ４ 時 間 の Ｉ Ｔ Ｉ ま で に 、 新 規 な ア ー ム を 一 貫 し て 最 初 に 選 択 し た 。 こ
の パ タ ー ン に よ り 、 Ｋ Ｉ お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス の 間 で 、 ３ ０ 分 の Ｉ Ｔ Ｉ に て 認 識 に お け る 有 意
な 差 が 示 さ れ 、 こ れ は ４ 時 間 の Ｉ Ｔ Ｉ ま で に 消 滅 す る 。 加 え て 、 図 ２ Ｂ に 示 す よ う に 、 Ｋ
Ｏ お よ び Ｗ Ｔ マ ウ ス は 、 ３ ０ 分 の Ｉ Ｔ Ｉ に お い て Ｋ Ｉ マ ウ ス (Ｎ Ａ ： １ ３ .９ ± ３ .４ 秒 、
ｐ ＜ ０ .０ ５ )よ り も 新 規 な ア ー ム に お い て 有 意 に 多 く の 時 間 (Ｎ Ａ ： ２ ５ .４ ± ３ .５ 秒 )を
過 ご し た 。 逆 に 、 Ｋ Ｉ お よ び Ｗ Ｔ マ ウ ス は 、 ４ 時 間 の Ｉ Ｔ Ｉ に て 、 Ｋ Ｏ マ ウ ス よ り も 新 規
な ア ー ム に お い て よ り 多 く の 時 間 (有 意 性 、 ｐ ＝ ０ ・ ０ ５ ５ に 接 近 す る )を 過 ご し た 。 Ｋ Ｉ
マ ウ ス は 、 ３ ０ 分 の Ｉ Ｔ Ｉ に て 記 憶 の 欠 損 を 有 し た が 、 ４ 時 間 の Ｉ Ｔ Ｉ に て Ｋ Ｏ マ ウ ス よ
り も 良 好 な 記 憶 を 有 し た こ と に よ り 、 記 憶 学 習 タ ス ク に お け る Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト
の 複 雑 な 役 割 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
実 施 例 ３
遺 伝 的 に 変 更 さ れ た マ ウ ス に お け る 侵 害 受 容 お よ び 生 理 学 的 反 応 性
１ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ 地 の Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス を 、 視 覚 お よ び 侵 害 受 容 刺 激 に 対 す
る 感 受 性 に お け る 差 に 関 し て 、 さ ら に 評 価 し た 。 Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス を 、 視 覚
に 対 す る 反 応 性 、 触 覚 、 熱 お よ び 化 学 的 刺 激 に 対 す る 反 応 性 に 関 し て 、 遺 伝 子 型 当 た り ８
－ １ ０ 匹 の 群 に て 試 験 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
１ .視 覚 的 断 崖 試 験
Ｋ Ｉ お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス を 、 視 覚 的 断 崖 試 験 に お い て 、 遺 伝 子 型 当 た り ８ － １ ０ 匹 の 群 に て
試 験 し て 、 そ の 視 覚 の 深 さ の 認 識 に お け る 差 を 分 析 し た (キ ツ ネ 、 動 物 の 行 動 (Fox, Anima
l Behavior) (1965) 13(2): 232-233)。 装 置 は 、 天 井 が 開 い た 大 き い 方 の 箱 (２ ’ × ２ ’
× ２ ’ ８ ” )内 に 含 ま れ る 黒 と 白 (１ ” × １ ” 平 方 )の 市 松 模 様 の 箱 (１ ’ × ２ ’ × ２ ’ )で
あ っ た 。 黒 と 白 の 市 松 模 様 の 床 を 、 内 部 の 箱 の 天 井 を 横 切 っ て 、 側 面 を 下 り 、 低 い 方 の 床
に 沿 っ て 伸 ば し た 。 透 明 の プ レ キ シ グ ラ ス シ ー ト (２ ’ × ２ ’ )が 市 松 模 様 の 内 部 の 箱 の 天
井 を 覆 い 、 そ し て 、 断 崖 を 完 全 に 覆 っ た 。 箱 の 中 央 に て 、 ４ ” × ２ .５ ” × １ ” の プ ラ ッ
ト ホ ー ム で 断 崖 を 安 全 な 側 か ら 分 け た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
マ ウ ス を 実 験 の 日 ま で 群 に て 飼 育 し た 。 マ ウ ス を 中 央 の プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に 置 き 、 プ ラ ッ
ト フ ォ ー ム か ら 降 り る 潜 伏 時 間 な ら び に マ ウ ス が 降 り る 側 を 記 録 し た 。 マ ウ ス が ３ 分 以 内
に プ ラ ッ ト ホ ー ム を 降 り な か っ た 場 合 、 「 選 択 な し 」 の ス コ ア を 記 載 し 、 ３ 分 間 の 最 大 潜
伏 時 間 を 記 録 し た 。 各 動 物 は １ の ト ラ イ ア ル を 受 け た 。
全 Ｋ Ｉ お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス は 、 視 覚 断 崖 タ ス ク に お い て １ ０ ０ ％ の 精 度 を 有 し 、 群 間 の 視 覚
に お け る 差 は な か っ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】

10

20

30

40

50

(39) JP 2005-503143 A 2005.2.3



２ .フ ォ ン  フ レ イ  フ ィ ラ メ ン ト (von Frey Filaments)を 用 い る 触 角 試 験
Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス を 、 フ ォ ン  フ レ イ  モ ノ フ ィ ラ メ ン ト を 用 い て 、 触 角 反 応
性 に お け る 差 に 関 し て 、 遺 伝 子 型 当 た り ８ － １ ０ 匹 の 群 に て 試 験 し た (Chaplan et al., 
「 ラ ッ ト の 足 に お け る 触 覚 異 痛 の 定 量 評 価 」 、 J. Neurosci. Methods, (1994) 53: 55-63
)。
動 物 を 高 架 網 格 子 に 乗 せ 、 足 の 裏 の 表 面 を 、 一 連 の フ ォ ン  フ レ イ  モ ノ フ ィ ラ メ ン ト で 刺
激 し た 。 フ ォ ン  フ レ イ  フ ィ ラ メ ン ト を 必 要 に 応 じ て 連 続 し た 上 昇 ま た は 下 降 順 序 に て 後
足 の 足 の 裏 の 中 央 に 適 用 し 、 反 応 の 閾 値 へ と で き る か ぎ り 接 近 さ せ た 。 閾 値 は 、 刺 激 に 対
し て 鋭 敏 な 引 っ 込 め 反 応 を 引 き 起 こ す 最 小 の 力 に よ り 示 し た 。 つ ま り 、 引 っ 込 め 反 応 に よ
り 、 次 の 弱 い 刺 激 を 与 え 、 引 っ 込 め の 欠 如 に よ り 、 次 の 強 い 刺 激 を 与 え る 。 ５ ０ ％ の 閾 値
の 内 挿 を 、 各 遺 伝 子 型 に 関 し て 計 測 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
３ .熱 お よ び 化 学 試 験
１ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ 地 の Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス を 、 ア カ ゲ ザ ル に て す で に 行 わ れ た
こ れ ま で の 試 験 か ら の 試 験 を 用 い る こ と に よ り 、 熱 お よ び 化 学 刺 激 に 対 す る 反 応 の 差 に 関
し て 、 遺 伝 子 型 当 た り ８ － １ ０ 匹 の 群 に て 試 験 し た (Negus et al., J Pharmacol Exp The
r 266: 1355-1363, 1993; Brandt et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 296(3): 939-946,
 2001)。
温 水 を 用 い て 、 遺 伝 子 型 操 作 に よ り 生 じ る 侵 害 受 容 反 応 に お け る 差 を 評 価 し た 。 温 水 尾 －
引 っ 込 め 操 作 で は 、 齧 歯 動 物 を 穏 や か に 拘 束 し 、 尾 の 末 (３ ｃ ｍ )の 末 端 を 、 ４ ２ 、 ４ ６ 、
５ ０ 、 ５ ４ 、 ま た は ５ ８ ℃ へ と 温 め た 水 を 含 ん で い る 熱 ボ ト ル に 入 れ た 。 動 物 が 水 か ら 尾
を 上 げ る 潜 伏 時 間 を 記 録 し 、 侵 害 受 容 の 基 準 と し て 用 い た 。 動 物 が 尾 を ２ ０ 秒 以 内 に 上 げ
な か っ た 場 合 、 実 験 者 が 尾 を 上 げ 、 最 大 の 潜 伏 時 間 を 記 録 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
各 実 験 セ ッ シ ョ ン は 、 各 温 度 に お け る 平 均 ベ ー ス ラ イ ン 尾 -引 っ 込 め 潜 伏 時 間 を 測 定 す る
こ と に よ り 開 始 し た 。 こ れ ら の 潜 伏 時 間 を 用 い て 、 熱 刺 激 に 対 す る そ の 感 受 性 に お け る 潜
在 的 な 差 に 関 し て 遺 伝 子 型 を 評 価 し た 。
ベ ー ス ラ イ ン 温 度 測 定 に 従 い 、 カ プ サ イ シ ン ク リ ー ム (０ .０ ７ ５ ｍ ｇ ％ 濃 度 )を 、 全 長 の
尾 に 塗 っ た 。 １ ０ 分 後 、 尾 を 湿 っ た 布 で ぬ ぐ い っ て 過 剰 の ク リ ー ム を 除 去 し 、 温 度 効 果 曲
線 を 、 ５ 分 後 に 再 度 決 定 し た 。 こ の 方 法 に よ り 、 マ ウ ス に お い て 強 い 熱 － 過 剰 反 応 を 生 じ
る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
熱 -効 果 曲 線 を 、 各 実 験 条 件 に 関 し て 作 製 し た 。 加 え て 、 尾 － 引 っ 込 め 潜 伏 時 間 の 半 最 大
増 加 を 生 じ る 温 度 (す な わ ち 、 Ｔ １ ０ )を 、 各 温 度 -効 果 曲 線 か ら 算 定 し た 。 Ｔ １ ０ は 、 温
度 － 効 果 曲 線 に お い て １ ０ 秒 を 越 す 点 と １ ０ 秒 未 満 の 点 の 間 に 引 か れ た 線 か ら の 内 挿 に よ
り 決 定 し た 。 熱 感 覚 過 敏 性 は 、 温 度 － 効 果 曲 線 に お け る 左 の 方 向 の シ フ ト お よ び Ｔ １ ０ 値
の 低 下 と 定 義 さ れ た 。 デ ー タ を 、 分 散 分 析 (Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ )に よ り 分 析 し 、 有 意 な 主 要 効 果 を
さ ら に 、 post-hoct対 応 ｔ － 試 験 に よ り 分 析 し た 。
Ｋ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス は 、 触 覚 (フ ォ ン フ レ イ  フ ィ ラ メ ン ト )、 熱 (温 水 尾 引 っ 込
め )、 お よ び 化 学 (カ プ サ イ シ ン )刺 激 に 対 し て 同 様 の 反 応 を 有 し た 。 こ れ ら の デ ー タ に よ
り 、 Ｋ ｖ β １ .１ に 関 連 す る Ｋ ｖ － チ ャ ネ ル が 急 性 の 侵 害 受 容 刺 激 に 対 す る 感 受 性 に 関 与
し な い こ と が さ ら に 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
実 施 例 ４
Ｎ － 末 端 を 欠 く Ｋ ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 し て い る マ ウ ス は 、 損 な わ れ た コ ン テ ク
ス チ ュ ア ル 恐 れ 条 件 付 け を 示 す 。
こ れ ま で の 研 究 に よ り 、 完 全 に 非 -機 能 性 の Ｋ ｖ β １ .１ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス が 低 下 し た Ｋ
－ 電 流 不 活 性 化 、 お よ び い く つ か の 海 馬 － 形 成 依 存 性 認 識 タ ス ク に お け る 損 な わ れ た パ ー
フ ォ ー マ ン ス を 示 し 、 全 体 的 な 形 態 ま た は 行 動 に 変 化 は な か っ た (Giese et al. (1998) 
学 習 ＆ 記 憶 (Lerning & Memory) 5: 257-273)。 つ ま り 、 Ｋ Ｏ マ ウ ス に 関 し て 認 め ら れ る 表
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現 型 は 、 １ )速 不 活 性 化 す る 、 お よ び ／ ま た は ２ )適 切 に Ｋ － チ ャ ネ ル を 発 現 す る 能 力 の 欠
損 の 結 果 で あ る 可 能 性 が あ る 。
群 飼 育 し た 成 体 の オ ス の マ ウ ス を １ ２ 時 間 光 ／ 暗 サ イ ク ル 下 に 、 食 餌 お よ び 水 に 自 由 に 摂
取 で き る よ う に し て 維 持 し た 。 １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ お よ び Ｃ ５ ７ ／ Ｂ Ｉ ６ 地 両 方 の 、 ８ － １
６ 週 齢 の Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス を 、 遺 伝 子 型 当 た り １ ５ － ２ ０ 匹 の 群 へ と 分 け た
。
【 ０ １ ５ ０ 】
Ａ .コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 恐 れ 条 件 付 け
マ ウ ス を 、 試 験 前 ３ ０ － ６ ０ 分 間 、 実 験 室 に 慣 れ さ せ た 。 マ ウ ス を 次 い で 、 格 子 の 床 、 白
色 ノ イ ズ (６ ４ ｄ Ｂ )、 ハ ウ ス ラ イ ト 、 お よ び ト ー ン (７ ５ ｄ Ｂ )ま た は ク リ ッ ク ジ ェ ネ レ ー
タ ー を 備 え た 弱 音 化 檻 (Med. Associates)内 に 入 れ 、 再 び 、 短 期 間 (２ 分 間 )チ ャ ン バ ー へ
と 慣 ら せ た 。 習 慣 化 期 間 の 後 、 ト ー ン ま た は 一 連 の ク リ ッ ク の 形 態 の 条 件 付 け 刺 激 (Ｃ Ｓ )
を 、 ３ ０ 秒 間 与 え 、 次 い で 短 い シ ョ ッ ク (２ 秒 間 )を 与 え た (格 子 の 床 を 通 し て 授 与 、 １ .０
ｍ Ａ ｍ ｐ 、 非 条 件 付 け 刺 激 、 Ｕ Ｓ )。 ２ 分 間 の Ｉ Ｔ Ｉ の 後 、 動 物 を Ｕ Ｓ お よ び Ｃ Ｓ に 再 び
曝 し た 。 ２ 番 目 の 対 の シ ョ ッ ク の ３ ０ 秒 後 、 マ ウ ス を 操 作 チ ャ ン バ ー か ら 取 り 出 し た 。 約
１ ８ 時 間 後 、 マ ウ ス を 操 作 チ ャ ン バ ー に 戻 し 、 「 コ ン テ ク ス ト 」 (す な わ ち 、 同 じ 環 境 、
照 射 、 Ｃ Ｓ 以 外 の 聴 覚 刺 激 )に 対 す る フ リ ー ジ ン グ 行 動 に 関 し て 観 察 し た 。 こ の 観 察 期 間
後 、 動 物 を そ の 檻 に 、 ３ ０ － ６ ０ 分 間 戻 し た 。 こ の 猶 予 時 間 後 、 マ ウ ス を 新 た な 操 作 チ ャ
ン バ ー に 入 れ 、 再 び フ リ ー ジ ン グ 行 動 に 関 し て 観 察 し た 。 こ の 観 察 期 間 の 終 わ り に 、 Ｃ Ｓ
を 開 始 し 、 フ リ ー ジ ン グ 反 応 を 記 録 し た 。 こ れ ら ３ つ の 条 件 の そ れ ぞ れ に お け る フ リ ー ジ
ン グ を 、 ３ 分 間 、 １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ 地 の 動 物 に お い て 、 お よ び ５ 分 間 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｉ ６ に お い
て モ ニ タ ー し た 。 １ ０ 分 の 間 隔 に て 、 観 察 者 は 、 動 物 が フ リ ー ジ ン グ (呼 吸 を 除 く 全 て の
動 き の 欠 如 )す る か し な い か を ス コ ア し た 。 条 件 の そ れ ぞ れ に お い て フ リ ー ジ ン グ し て い
る 割 合 を 各 動 物 に 関 し て 記 録 し た 。 デ ー タ を 、 ２ － ウ ェ イ Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ (処 置 × 実 験 条 件 )を
用 い て 分 析 し 、 ｐ ｏ ｓ ｔ － ｈ ｏ ｃ 比 較 を 、 フ ィ ッ シ ャ ー の 最 小 有 意 差 試 験 を 用 い て な し た
。
【 ０ １ ５ １ 】
す で に 示 し た 試 験 を 繰 り 返 し て 、 高 レ ベ ル の フ リ ー ジ ン グ (よ り 高 い コ ン テ ク ス チ ュ ア ル
条 件 づ け )を 示 し た Ｋ Ｏ お よ び Ｗ Ｔ 動 物 の 間 で 、 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 し か し 、 図 ３ Ａ
お よ び ３ Ｂ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｋ Ｉ 動 物 は 、 両 Ｋ Ｏ お よ び Ｗ Ｔ コ ン ト ロ ー ル 動 物 と 比 較 し
て 、 マ ウ ス 系 統 の 地 と は 無 関 係 に 、 有 意 に 損 な わ れ た レ ベ ル の フ リ ー ジ ン グ (損 な わ れ た
コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 条 件 付 け )を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
Ｂ .高 架 ゼ ロ 迷 路
マ ウ ス を 少 な く と も ３ ０ 分 間 、 控 室 に 慣 れ さ せ た 。 ゼ ロ 迷 路 は 、 ４ つ の 等 し い ク ア ド ラ ン
ト に 分 け ら れ た 黒 の Ｐ ｅ ｒ ｓ ｐ ｅ ｘ サ ー ク ル か ら 成 っ た (２ つ は 閉 ま っ て お り 、 ２ つ は 開
い て い る )。 閉 ま っ て い る ク ア ド ラ ン ト は 、 迷 路 か ら 伸 び て い る 白 色 の Ｐ ｅ ｒ ｓ ｐ ｅ ｘ 壁 (
内 壁 ＝ ２ ０ ｃ ｍ 、 外 壁 ＝ ３ ０ ｃ ｍ )を 有 す る 。 開 い て い る ク ア ド ラ ン ト は 、 迷 路 の 縁 か ら
３ ｍ ｍ 上 に 伸 び る 透 明 の Ｐ ｅ ｒ ｓ ｐ ｅ ｘ リ ッ プ を 有 す る 。 迷 路 は 、 ６ ０ ｃ ｍ の 外 部 直 径 お
よ び ５ ｃ ｍ の 幅 で あ り 、 床 か ら ５ ５ ｃ ｍ 高 架 さ せ た 。 個 々 の 動 物 を 、 閉 ま っ た ク ア ド ラ ン
ト 中 に 頭 と 前 足 を 入 れ て 、 ゼ ロ 迷 路 に 入 れ た 。 実 験 を 、 赤 色 光 条 件 下 、 １ つ の 白 色 光 を 迷
路 の 上 の 天 井 に 当 て て 行 っ た (Ｃ ５ ７ ／ Ｂ Ｉ ６ 、 １ ５ ワ ッ ト 、 ４ ｌ ｕ ｘ 、 １ ２ ９ Ｓ ｖ Ｅ ｖ
　 ４ ２ ワ ッ ト 、 ２ ０ ｌ ｕ ｘ )。 マ ウ ス の 行 動 を 次 い で ４ 分 間 、 EthovisionPro ビ デ オ ト ラ
ッ キ ン グ シ ス テ ム を 用 い て 記 録 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
開 い て い る お よ び 閉 ま っ て い る ク ア ド ラ ン ト に て 過 ご し た 時 間 の 量 、 お よ び そ れ ら へ の エ
ン ト リ ー の 数 、 な ら び に 移 動 し た ト ー タ ル の 距 離 を 、 EthovisionProソ フ ト ウ ェ ア (Noldus
 Information Technology, Inc.)に よ り 記 録 し た 。 デ ー タ を 、 １ － ウ ェ イ Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ に よ
り 分 析 し 、 ｐ ｏ ｓ ｔ － ｈ ｏ ｃ 比 較 を 、 フ ィ ッ シ ャ ー の 最 小 有 意 差 試 験 を 用 い て な し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
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コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 恐 れ 条 件 付 け 試 験 同 様 、 Ｋ Ｏ お よ び Ｋ Ｉ 動 物 は 、 高 架 ゼ ロ 迷 路 に お い
て 異 な る パ タ ー ン の 行 動 を 示 し た 。 図 ４ Ａ は 特 に 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｉ ６ 地 の Ｋ Ｉ 変 異 に 関 し て ホ
モ 接 合 の マ ウ ス が 、 Ｋ Ｏ ま た は Ｗ Ｔ マ ウ ス と 比 較 し て 、 オ ー プ ン ゾ ー ン お い て 、 有 意 に 多
く の 時 間 (ｐ ＜ ０ .０ ５ )を 過 ご し た こ と を 示 し 、 低 下 し た 不 安 活 性 と 一 致 す る 特 性 を 示 す
。 図 ４ Ｂ は 、 １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ 地 マ ウ ス に お い て 、 Ｋ Ｏ 動 物 が 、 両 Ｗ Ｔ お よ び Ｋ Ｉ 動 物 に
比 べ て 、 オ ー プ ン ゾ ー ン に お い て 増 加 し た 時 間 を 過 ご し た こ と を 示 す 。 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｉ ６ 対 １
２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ 地 の マ ウ ス 間 の 異 な る 特 性 は 、 １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ マ ウ ス に お い て は 探 索 の
レ ベ ル が 一 般 的 に 低 く 、 そ れ ら が 最 初 に 入 れ ら れ た ク ア ド ラ ン ト (閉 ま っ た ク ア ド ラ ン ト )
に 留 ま る 傾 向 が あ る こ と に よ る も の で あ り 得 る 。 比 較 に よ り 、 図 ４ Ａ お よ び ４ Ｂ に 示 す よ
う に 、 Ｗ Ｔ を 含 む 全 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｉ ６ マ ウ ス は 、 １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ マ ウ ス よ り も よ り 多 く 、 環
境 を 探 索 し 、 オ ー プ ン ゾ ー ン に お い て ５ － ２ ０ ％ 多 く の 時 間 過 ご し た 。
こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 実 施 例 ２ の Ｙ 迷 路 試 験 と 合 わ せ て 、 Ｋ Ｏ マ ウ ス に お い て 観 察 さ れ
る 表 現 型 が 、 単 に Ｋ － チ ャ ネ ル の 速 不 活 性 化 の 欠 損 に よ る も の で は な く 、 Ｋ － チ ャ ネ ル 発
現 に お け る 変 化 ま た は 他 の Ｋ － チ ャ ネ ル サ ブ ユ ニ ッ ト が 関 与 す る 代 償 メ カ ニ ズ ム を 反 映 し
て い る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
実 施 例 ５
ス ト レ ス 誘 導 性 の コ ル チ コ ス テ ロ ン レ ベ ル に よ り 示 さ れ る 、 不 安 に お け る ノ ッ ク -イ ン Ｋ
ｖ β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 効 果
Ｋ Ｉ 遺 伝 子 型 が 異 な る 不 安 特 性 を 示 す か ど う か を 確 認 す る た め に 、 １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ 地 の
Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス を 環 境 ス ト レ ス に 供 し 、 次 い で Kalman et al., 精 神 神 経
内 分 泌 学 (Psychoneuroendocrinology) (1994) 28 (5): 349-360の プ ロ ト コ ル に 従 い 、 コ
ル チ コ ス テ ロ ン レ ベ ル に お け る 変 化 に 関 し て 測 定 し た 。 こ の 実 験 に お い て 、 狭 い 、 通 気 し
た チ ュ ー ブ 内 で の 拘 束 を 、 環 境 ス ト レ ス と し て 用 い た 。 Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス を
通 気 チ ュ ー ブ 内 に 入 れ 、 移 動 を １ 時 間 拘 束 し た 。 血 漿 コ ル チ コ ス テ ロ ン レ ベ ル を 、 ス ト レ
ス 中 ０ 、 ３ ０ 、 ６ ０ 分 間 、 お よ び さ ら に 処 置 の 開 始 後 ９ ０ 分 (拘 束 後 ３ ０ 分 )に て 測 定 し 、
血 漿 に お け る コ ル チ コ ス テ ロ ン 反 応 の 程 度 お よ び 持 続 を 確 認 し た 。 予 備 結 果 は 、 Ｋ Ｉ 動 物
が 、 こ の 処 置 中 の コ ル チ コ ス テ ロ ン の 有 意 に 低 下 し た レ ベ ル を 示 し た こ と を 示 す (デ ー タ
は 示 し て い な い )(ｐ ＜ ０ .０ ５ )。
【 ０ １ ５ ６ 】
実 施 例 ６
ス ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温 を 測 定 す る こ と に よ り 示 さ れ る 、 不 安 に お け る ノ ッ ク -イ ン Ｋ ｖ
β １ .１ サ ブ ユ ニ ッ ト の 効 果
Borsini et al (1989)お よ び Van der Heyden et al. (1997)の 方 法 の ご と く 、 ス ト レ ス 誘
導 性 の 高 体 温 を さ ら な る 手 段 と し て 用 い て 、 Ｋ Ｉ マ ウ ス の 不 安 特 性 を 評 価 し た (Borsini e
t al. 精 神 薬 理 学 (Psycholopharmacology) (1989) 98: 207-211、 お よ び Van Der Heyden,
 生 理 学 お よ び 行 動 (Physiology and Behavior) (1997) 62: 463-470)。 こ の モ デ ル は 、 ス
ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温 を 防 ぐ 不 安 緩 解 物 質 の 効 果 に 感 受 性 が あ る と 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
群 飼 育 し た 成 体 の 雄 の マ ウ ス を １ ２ 時 間 、 光 ／ 暗 サ イ ク ル 下 に 、 食 餌 お よ び 水 を 自 由 に 摂
取 で き る よ う に し て 維 持 し た 。 １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ 地 の ８ － １ １ 週 齢 の Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び
Ｋ Ｏ マ ウ ス を 、 遺 伝 子 型 当 た り １ ０ 匹 の 群 に 分 け た 。
マ ウ ス を 試 験 室 に 、 試 験 前 少 な く と も １ 時 間 慣 れ さ せ た 。 マ ウ ス を コ ン ト ロ ー ル プ ラ シ ー
ボ ビ ヒ ク ル (プ ラ シ ー ボ )ま た は 不 安 緩 解 ク ロ ル ジ ア ゼ ポ キ シ ド (５ ま た は １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ )
に て 腹 腔 内 処 理 し た 。 注 射 の ６ ０ 分 後 、 最 初 の 体 の 中 心 の 温 度 基 準 (Ｔ １ )を 、 潤 滑 剤 を 差
し た サ ー ミ ス タ ー プ ロ ー ブ ２ ｃ ｍ を 、 光 抑 制 下 に 維 持 し た マ ウ ス の 直 腸 へ 挿 入 す る こ と に
よ り 、 測 定 し た 。 こ の 具 体 例 に お い て 、 直 腸 プ ロ ー ブ を 環 境 ス ト レ ス と し て 用 い た 。 温 度
を 、 最 も 精 密 な ０ .１ ℃ ま で 、 デ ィ ジ タ ル 化 サ ー モ メ ー タ ー (Yellow Springs Instruments
 YSI 2100 Tele-thermometer)を 用 い て 記 録 し た 。 第 ２ の 測 定 (Ｔ ２ )を 、 最 初 の 直 腸 プ ロ
ー ブ の １ ０ 分 後 に な し た 。 図 ５ Ａ に 示 す よ う に 、 ビ ヒ ク ル を 注 入 し た コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス
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は 、 こ の 操 作 に お い て 約 ０ .７ － ０ .８ ℃ の 体 温 の 上 昇 を 示 し た 。 デ ー タ を １ － ウ ェ イ Ａ Ｎ
Ｏ Ｖ Ａ に よ り 分 析 し た 後 、 最 小 有 意 差 試 験 (＜ ０ .０ ５ )に よ り 分 析 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
図 ５ Ａ は 、 不 安 緩 解 性 ク ロ ル ジ ア ゼ ポ キ シ ド に よ り 、 対 照 ビ ヒ ク ル と 比 較 し て 、 ス ト レ ス
誘 導 性 の 高 体 温 が 予 防 さ れ た こ と を 示 す 。 特 に 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の ク ロ ル ジ ア ゼ ポ キ シ ド
の 投 与 レ ベ ル に よ り 、 記 録 さ れ る 温 度 の 低 下 が 誘 導 さ れ た 。 さ ら に 、 図 ５ Ｂ に 示 す よ う に
、 彼 ら 自 身 の 飼 育 室 に て 行 っ た 以 外 は 同 じ 操 作 に 供 し た 非 処 置 の Ｋ Ｉ マ ウ ス (ｎ ＝ ２ ５ )は
、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の ク ロ ル ジ ア ゼ ポ キ シ ド で 処 置 し た マ ウ ス に 匹 敵 す る 不 安 緩 解 様 反 応 を
示 し た 。 こ れ に 対 し て 、 非 処 置 の Ｋ Ｏ (ｎ ＝ １ ６ )お よ び Ｗ Ｔ マ ウ ス (ｎ ＝ ２ ０ )は 、 対 照 マ
ウ ス と 同 じ 、 ま た は 同 様 の 期 待 さ れ る 高 体 温 を 示 し た 。 ベ ー ス ラ イ ン (Ｔ １ )温 度 に 関 し て
、 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 Ｋ Ｉ 動 物 に よ り モ デ ル 化 さ れ る よ う に
、 Ｋ ｖ １ カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 不 活 性 化 の 低 下 に よ り 不 安 緩 解 効 果 が 生 じ る と い う さ ら な る
証 拠 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
実 施 例 ７
Ｋ ｖ β １ マ ウ ス に お け る 発 作 の 閾 値
マ ウ ス を ハ ロ タ ン 麻 酔 下 に て 手 術 を 行 い 、 外 頚 静 脈 に カ ニ ュ ー レ (PE 10チ ュ ー ビ ン グ )を
イ ン プ ラ ン ト し た 。 動 物 に 、 発 作 閾 値 を 伝 導 す る 前 少 な く と も ４ ８ 時 間 、 回 復 さ せ た 。 発
作 閾 値 を 、 ０ .３ ４ ｍ ｌ /分 の 流 速 で 静 脈 内 に 送 達 し た ペ ン チ レ ン テ ト ラ ゾ ー ル (Ｐ Ｔ Ｚ ；
へ パ リ ン 処 理 し た 塩 水 中 ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ )の 投 与 に よ り 決 定 し た 。 マ ウ ス は 拘 束 し な か っ た
が 、 観 察 の た め の 小 さ な チ ャ ン バ ー に 閉 じ 込 め た 。 最 初 の 痙 攣 ま で の 潜 伏 時 間 、 慢 性 の 発
作 (前 足 を パ ド リ ン グ さ せ て 、 後 ろ 足 で 立 つ こ と と 定 義 さ れ る )、 お よ び 緊 張 性 の 発 作 (完
全 な 後 足 の 伸 張 と し て 定 義 さ れ る )を 、 各 対 象 に 関 し て 記 録 し た 。 発 作 の 潜 伏 時 間 に 関 す
る デ ー タ を 、 図 ６ に 示 す よ う に 行 動 エ ン ド ポ イ ン ト の そ れ ぞ れ に 関 し て 送 達 さ れ た ｍ ｇ ／
ｋ ｇ Ｐ Ｔ Ｘ へ と 変 換 し た 。
Ｐ Ｔ Ｚ の 静 脈 内 で の 融 解 に 対 す る 感 受 性 は 、 マ ウ ス の ３ つ の 遺 伝 子 系 統 (ｎ ＝ １ ０ － １ ２ )
の 間 で 同 一 で あ っ た 。 そ れ ぞ れ の 反 応 を 誘 発 す る 最 小 の 注 入 投 与 量 を 図 ６ に プ ロ ッ ト し た
。
【 ０ １ ６ ０ 】
実 施 例 ８
ｃ － ｆ ｏ ｓ 活 性 化 を 測 定 す る ス ト レ ス 評 価
野 生 型 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス を 、 狭 い 檻 (１ つ の 末 端 に 穴 を 開 け た ５ ０ ｍ ｌ チ ュ ー ブ )
の 中 に 入 れ 、 移 動 を １ 時 間 拘 束 し た 。 動 物 を 、 ５ 連 日 間 、 １ 日 １ 時 間 拘 束 し 、 そ の 直 後 に
屠 殺 し 、 新 鮮 な 凍 結 脳 を イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 組 織 化 学 の た め に 加 工 し た
。 ｃ － ｆ ｏ ｓ の Ｃ 末 端 領 域 を Ｐ Ｃ Ｒ － ク ロ ー ン 化 し 、 Ｐ ３ ３ Ｕ Ｔ Ｐ (配 列 番 号 ８ 、 フ ォ ー
ワ ー ド プ ラ イ マ ー 5'AGGAGGGAGCTGACAGATCACTTC； 配 列 番 号 ９ 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー GTCTGC
TGCATAGAAGGAACCGG)の 存 在 下 に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ リ ボ プ ロ ー ブ を 合 成 し た 。 ｃ － ｆ ｏ ｓ  ｍ Ｒ Ｎ
Ａ レ ベ ル は 、 非 ス ト レ ス コ ン ト ロ ー ル ｃ － ｆ ｏ ｓ に 対 し て 全 ３ 群 に お い て 増 加 し た 。 頭 頂
皮 質 に お け る ｍ Ｒ Ｎ Ａ シ グ ナ ル を 図 ７ に 示 す ご と く デ ィ ジ タ ル 化 し 、 次 い で 定 量 し た 。 Ｋ
Ｉ 動 物 は 、 ｃ － ｆ ｏ ｓ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に お い て ２ ７ ％ の 低 下 を 示 し た (Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ に よ り
ｐ ＜ .０ ５ ； 群 当 た り ｎ ＝ ７ )。
【 ０ １ ６ １ 】
本 明 細 書 中 に 記 載 す る 実 施 例 お よ び 態 様 は 、 説 明 の 目 的 の た め に の み 本 明 細 書 に 記 載 し 、
そ れ に 照 ら し て 種 々 の 変 更 ま た は 変 化 が 当 業 者 に は 示 唆 さ れ 、 本 出 願 の 意 図 お よ び 範 囲 お
よ び 補 正 し た 請 求 項 の 範 囲 内 に 含 ま れ る べ き で あ る 。 本 明 細 書 中 に 引 用 す る 全 文 献 、 特 許
、 お よ び 特 許 出 願 は 、 本 明 細 書 中 に 、 そ の 全 容 を あ ら ゆ る 目 的 の た め に 組 み 込 む 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ Ａ は 、 内 在 Ｋ ｖ β １ 遺 伝 子 構 造 お よ び そ の エ キ ソ ン 組 成 の 図 示 で あ る 。 図 １
Ｂ は 、 内 在 Ｋ ｖ β １ .１ 遺 伝 子 が 変 異 に 関 し て タ ー ゲ ッ ト さ れ た 方 法 を 示 す 。 図 １ Ｃ は 、
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Ｅ Ｓ 細 胞 を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 し た サ ザ ン ブ ロ ッ ト の 図 示 で あ る 。 図 １ Ｄ お よ び １ Ｅ は 、 Ｒ
Ｎ ａ ｓ ｅ タ ン パ ク 質 分 析 の 結 果 を 図 示 し た も の で あ り 、 ノ ッ ク － イ ン Ｋ ｖ β 変 異 体 (Ｋ ｖ
β ０ )ｍ Ｒ Ｎ Ａ (図 １ Ｄ )お よ び 野 生 型 Ｋ ｖ β (Ｗ Ｔ )の 発 現 パ タ ー ン を 示 す (図 １ Ｅ )。 図 １
Ｆ は 、 種 々 の 遺 伝 子 タ イ プ か ら の サ ン プ ル を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 の 結 果 を 図 示 し た も の で あ
る 。 図 １ Ｇ は 、 Ｗ Ｔ お よ び 変 異 体 マ ウ ス か ら の 皮 質 、 線 条 、 海 馬 、 小 脳 、 中 脳 、 お よ び 視
床 に お け る Ｋ ｖ β １ 、 Ｋ ｖ β ２ 、 シ ナ プ シ ン １ (コ ン ト ロ ー ル )ま た は Ｈ Ａ の 発 現 を 分 析 す
る た め に 行 っ た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に 関 す る 図 示 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ Ａ － ２ Ｂ は 、 Ｙ 迷 路 に お け る Ｗ Ｔ １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ マ ウ ス 対 Ｋ Ｏ お よ び Ｋ Ｉ
マ ウ ス の 間 の 異 な る 学 習 お よ び 記 憶 パ タ ー ン を 示 す 。 図 ２ Ａ は 、 ３ ０ 分 、 ２ 時 間 、 お よ び
４ 時 間 の 試 験 間 の 間 隔 (Ｉ Ｔ Ｉ )後 の 、 迷 路 の 新 規 な ア ー ム を 最 初 に 選 択 す る マ ウ ス の 割 合
を 示 す 。 図 ２ Ｂ は 、 ３ ０ 分 、 ２ 時 間 、 お よ び ４ 時 間 の Ｉ Ｔ Ｉ 後 の 新 規 な ア ー ム に お い て 費
や さ れ た (２ 分 間 の )時 間 の 割 合 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ Ａ － ３ Ｂ は 、 両 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｉ ６ (図 ３ Ａ )お よ び １ ２ ９ /Ｓ ｖ Ｅ ｖ (図 ３ Ｂ )地 に
お け る コ ン テ ク ス チ ュ ア ル 恐 れ 条 件 付 け 試 験 に お け る Ｗ Ｔ 、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ マ ウ ス の 間
の 異 な る 学 習 パ タ ー ン を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ -４ Ｂ は 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｉ ６ (図 ４ Ａ )お よ び １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ (図 ４ Ｂ )地 の 両
方 に お け る 、 高 架 ゼ ロ 迷 路 の オ ー プ ン ゾ ー ン 部 分 に お い て ３ つ の 異 な る ゲ ノ タ イ プ 、 Ｗ Ｔ
、 Ｋ Ｉ 、 お よ び Ｋ Ｏ が 費 や し た 時 間 の 割 合 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ Ａ は 、 雄 の Ｗ Ｔ (１ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ )マ ウ ス に お け る ス ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温
症 に お け る ク ロ ロ ジ ア セ ポ キ シ ド の 種 々 の 投 与 量 の 効 果 を 示 す 。 図 ５ Ｂ は 、 野 生 型 (Ｗ Ｔ
； １ ２ ９ ／ Ｓ ｖ Ｅ ｖ )、 Ｋ ｖ β ノ ッ ク － イ ン (Ｋ Ｉ )お よ び ノ ッ ク ア ウ ト (Ｋ Ｏ )マ ウ ス に お
け る ス ト レ ス 誘 導 性 の 高 体 温 症 に 対 す る 反 応 を 示 す 。 挿 入 図 は 、 初 期 測 定 に お け る 体 温 を
示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 Ｋ ｖ β ノ ッ ク － イ ン マ ウ ス に お い て 発 作 の 閾 値 が 変 化 し て い な い こ と を
示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 Ｋ Ｉ 、 Ｋ Ｏ 、 お よ び 野 生 型 マ ウ ス の 頭 頂 皮 質 に お け る ｃ － ｆ ｏ ｓ  ｍ Ｒ
Ｎ Ａ の イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 定 量 を 示 す 。

10

20

(44) JP 2005-503143 A 2005.2.3



【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】

【 図 １ Ｄ 】

【 図 １ Ｅ 】

【 図 １ Ｆ 】

【 図 １ Ｇ 】
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【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】
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【 図 ４ Ａ 】 【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ｂ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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摘要(译)

根据本发明，电压敏感性钾通道的不完全β1亚基（Kvss1），其中Kvss1亚基可赋予K + 的N型失活。它保留了与Kv1家族α亚基结
合的能力，从而增强了通道的表面表达提供了一种转基因非人哺乳动物。优选地，编码Kvss1亚基的Kvss1.1基因在其灭活结构域的
密码子1-70的全部或部分中具有突变。转基因哺乳动物可用作心理和神经疾病的模型，以鉴定抗焦虑化合物和促认知功能。根据本
发明，Kvss 1。1活性，特别是用于筛选和评价用于灭活钾通道或与α-亚基结合的测试化合物。
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