
(57)【要約】
インスリンへの応答を示す新規の脂肪組織の低分子量タンパク質 (FALPs)が、記載されて
いる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 肥 満 、 肥 満 関 連 症 状 、 そ し て GLUT4の 転 移 及 び ホ ル モ ン の 分 泌 を 含 む 脂 肪 細 胞 の 細 胞 内
の 輸 送 経 路 に 関 す る 症 状 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 タ イ プ II型 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 異 状 脂 肪 血 症 、
並 び に /或 い は イ ン ス リ ン 耐 性 及 び /又 は 症 候 群 Xに 対 す る そ の 他 の 症 状 を 、 FALPの 発 現 又
は 活 性 の 下 限 調 節 に よ り 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 薬 剤 と 組 成 物 と を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 FALPの 調 節 に 有 効 な 薬 剤 (agents)を ス ク リ ー
ニ ン グ し 、 そ し て そ の 薬 剤 (agent)に 応 答 し た FALPの 活 性 又 は 発 現 の 変 化 を 検 出 す る 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は FALPポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 配 列 に 相 補 的 な 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 細 胞 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 高 め る プ ロ モ ー タ や 他 の 配 列 に 作 用 可 能 に 結 合 さ れ
た 請 求 項 ３ 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 を 発 現 で き る 組 み 換 え 型 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 組 み 換 え 型 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 バ ク テ リ ア 、 真 核 細 胞 、 哺 乳 動 物 又 は ヒ ト の
細 胞 を 含 む が そ れ に 限 定 さ れ な い 細 胞 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 条 件 下 で 、 組 み 換 え 型 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 細 胞 を 培 養
し 、 FALPた ん ぱ く 質 、 ペ プ チ ド 、 又 は 融 合 た ん ぱ く 質 を 生 成 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 単 離 さ れ た 実 質 的 に 純 粋 な 合 成 の 、 又 は 組 み 換 え 型 の FALPポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 免 疫
原 又 は 機 能 的 な 断 片 又 は バ リ ア ン ト 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 17、 及 び 配 列 番 号 20か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 8記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 17、 及 び 配 列 番 号 20か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ
ノ 酸 か ら 、 保 存 的 変 異 に よ り 相 違 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 そ れ が 基 準 配 列 と 少 な く と も
60%同 一 で 、 そ し て /又 は そ れ が 、 天 然 に 存 在 す る 全 長 の FALPポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 的 に 交 差
反 応 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 17、 及 び 配 列 番 号 20か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ
ノ 酸 か ら 、 保 存 的 変 異 に よ り 相 違 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 そ れ が 基 準 配 列 と 少 な く と も
80%同 一 で 、 そ し て /又 は そ れ が 、 天 然 に 存 在 す る 全 長 の FALPポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 的 な 交 差
反 応 に よ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 17、 及 び 配 列 番 号 20か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ
ノ 酸 か ら 、 保 存 的 変 異 に よ り 相 違 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 そ れ が 基 準 配 列 と 少 な く と も
90%同 一 で あ り 、 そ し て /又 は そ れ が 、 天 然 に 存 在 す る 全 長 の FALPポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 的 に
交 差 反 応 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 免 疫 原 の 又 は 機 能 と し て の 断 片 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 本 発 明 の FALPポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 又 は 抗 体 の 断 片 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 モ ノ ク ロ ナ ー ル で あ る 請 求 項 14記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 少 な く と も 約 10 8 M - 1 の 親 和 性 で 結 合 さ れ る 請 求 項 14又 は 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ヒ ト 又 は ヒ ト 様 に 生 成 さ れ た 請 求 項 14記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 14記 載 の 抗 体 を 分 泌 で き る 単 離 さ れ た 細 胞 又 は ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 試 料 中 の FALP遺 伝 子 産 生 物 を 検 出 す る 方 法 に お い て 、
　 (a)遺 伝 子 産 生 物 を 特 異 的 に 結 合 す る プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と そ の 試 料 と を 接 触 さ せ
、 そ こ で は プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー 、 及 び 遺 伝 子 産 生 物 が 複 合 体 を 形 成 し 、 そ し て そ の 複
合 体 の 生 成 物 を 検 出 す る 工 程 、 あ る い は (b)こ こ で は 前 記 遺 伝 子 産 生 物 が ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で あ る 生 物 試 料 中 の 遺 伝 子 産 生 物 を 特 異 的 に 増 幅 さ せ 、 そ し て 増 幅 し た 産 生 物 を 検 出 す
る 工 程 、 す な わ ち こ こ で 生 成 す る 複 合 体 又 は 存 在 す る 増 幅 産 生 物 が 、 存 在 す る 生 物 的 試 料
の FALP遺 伝 子 産 生 物 と 相 関 関 連 が あ る 、
　 こ と を 特 徴 と す る 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 遺 伝 子 産 生 物 が ポ リ ペ プ チ ド で 、 そ し て プ ロ ー ブ が 抗 体 で あ る 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 遺 伝 子 産 生 物 が RNAで 、 そ し て プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 請 求
項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 FALPを 含 む 組 成 物 と 試 験 化 合 物 を 接 触 さ せ 、 そ し て 試 験 化 合 物 の 存 在 時 に 生 ず る が 、 存
在 し な い 時 に 生 じ な い と い う 生 物 的 影 響 を 評 価 す る こ と に よ り 、 FALP活 性 の 調 節 剤 を 同 定
す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 生 物 的 影 響 を 誘 発 す る 試 験 化 合 物 が 、 FALP活 性 の 調 節 剤 と し て
同 定 さ れ る こ と を 特 長 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 FALPを 含 む 組 成 物 が 、 FALPポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 で あ る 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 FALPを 含 む 組 成 物 が 、 組 み 換 え 型 FALPポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 で あ る 請 求 項 22記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 FALPを 含 む 組 成 物 が 、 FALPポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 で あ り 、 そ し て 生 物 的 影 響 は 、
イ ン ス リ ン に よ り 惹 起 さ れ る FALPポ リ ペ プ チ ド の 再 分 配 で あ る 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 FALPを 含 む 組 成 物 が 、 FALPポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 3T3 L1の 脂 肪 細 胞 で あ り 、 そ し て 生
物 的 影 響 が 、 イ ン ス リ ン に よ り 惹 起 さ れ る FALPポ リ ペ プ チ ド の 再 分 配 で あ る 請 求 項 25記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 医 薬 と し て 使 用 す る た め の FALP活 性 の 調 節 剤 を 生 成 す る こ と に よ り 医 薬 的 組 成 物 を 作 成
す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 医 薬 と し て 使 用 す る た め の FALP活 性 の 調 節 剤 を 生 成 す る こ と に よ り 医 薬 組 成 物 を 作 成 す
る た め の 方 法 に お い て 、 こ こ で 前 記 調 節 剤 が 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 FALP介 在 の 疾 患 及 び 症 状 を 治 療 す る た め 有 効 な 化 合 物 を 、 そ の 化 合 物 が FALP遺 伝 子 産 生
物 と 相 互 作 用 す る か ど う か を 決 定 す る こ と に よ り 、 同 定 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 FALP遺 伝 子 産 生 物 が ポ リ ペ プ チ ド で 、 そ し て 相 互 作 用 が 、 生 化 学 的 又 は 物 理 的 手 段 に よ
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り 決 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 哺 乳 動 物 の 細 胞 又 は 組 織 中 で 、 FALPの 活 性 又 は 発 現 を 減 少 又 は 増 大 さ せ る こ と に よ り 、
或 い は 哺 乳 動 物 へ FALP活 性 の 調 節 剤 を 投 与 す る こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 に お け る 肥 満 、 肥 満
に 関 連 し た 症 状 、 及 び GLUT4の 転 移 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の 脂 肪 細 胞 の 細 胞 内 の 輸 送 経 路
に 関 連 し た 症 状 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 II型 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 異 常 脂 質 血 症 、 並 び に /あ る い
は イ ン ス リ ン 耐 性 及 び /又 は シ ン ド ロ ー ム Xに 関 連 し た 他 の 症 状 な ど を 含 む が そ れ に 限 定 さ
れ な い FALP介 在 の 症 状 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 肥 満 、 肥 満 関 連 症 状 、 及 び GLUT4の 転 移 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の 脂 肪 細 胞 の 細 胞 内 の 輸
送 経 路 に 関 連 し た 症 状 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 II型 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 異 常 脂 質 血 症 、 並 び に /
或 い は イ ン ス リ ン 耐 性 、 及 び /又 は シ ン ド ロ ー ム Xに 関 連 し た 他 の 症 状 な ど の 治 療 へ の 適 し
た 薬 物 の 調 製 に お け る 何 ら か の 医 薬 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 賦 形 剤 、 希 釈 剤 、 担 体 、 補 活 性 剤
な ど と 共 に FALP遺 伝 子 産 生 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 FALP遺 伝 子 産 生 物 が 、 FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 免 疫 原 と し て の 又 は 機 能 的 断 片 又 は バ
リ ア ン ト で あ る 請 求 項 32記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド が 、 こ こ に 記 載 さ れ た 1つ と 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請
求 項 ３ ３ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 肥 満 、 肥 満 関 連 症 状 、 及 び GLUT4の 転 移 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の 脂 肪 細 胞 の 細 胞 内 の 輸
送 経 路 に 関 連 し た 症 状 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 II型 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 異 常 脂 質 血 症 、 並 び に /
或 い は イ ン ス リ ン 耐 性 及 び /又 は シ ン ド ロ ー ム Xに 関 連 し た 他 の 症 状 な ど の 治 療 へ の 適 し た
医 薬 物 の 調 製 に お け る 何 ら か の 医 薬 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 賦 形 剤 、 希 釈 剤 、 担 体 、 補 活 性 剤
な ど と 共 に FALPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 或 い は コ ー ド 配
列 に 相 補 的 な 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド を タ ー ゲ ッ テ ン グ 又 は ハ イ ブ リ ッ ト で き る 、 抗 セ ン ス 、 ト リ プ レ
ッ ク ス 、 リ ポ ザ イ ム 、 又 は RNA-iポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 抗 セ ン ス 、 ト リ プ レ ッ ク ス 、 リ ボ ザ イ ム 、 又 は RNA-Iポ リ ヌ ク レ
オ チ ド で あ る 請 求 項 35記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 肥 満 、 肥 満 関 連 症 状 、 及 び GLUT4の 転 移 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の 脂 肪 細 胞 の 細 胞 内 の 輸
送 経 路 に 関 連 し た 症 状 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 II型 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 異 常 脂 質 血 症 、 並 び に /
あ る い は イ ン ス リ ン 耐 性 及 び /又 は シ ン ド ロ ー ム Xに 関 連 し た 他 の 症 状 な ど の 治 療 へ の 適 切
な 医 薬 物 の 調 製 に お い て 、 医 薬 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 賦 形 剤 、 希 釈 剤 、 担 体 、 補 活 性 剤 な ど
と 共 に ２ の FALPポ リ ペ プ チ ド を タ ー ゲ テ ン グ 又 は ハ イ ブ リ ド で き る 抗 セ ン ス 、 ト リ プ レ ッ
ク ス 、 リ ポ ザ イ ム 又 は RNA-iポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 抑 制 的 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 抗 セ ン ス 又 は ト リ プ レ ッ ク ス の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 請 求 項 38
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 肥 満 、 肥 満 関 連 症 状 、 及 び GLUT4の 転 移 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の 脂 肪 細 胞 の 細 胞 内 の 輸
送 経 路 に 関 連 し た 症 状 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 II型 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 異 常 脂 質 血 症 、 並 び に /
或 い は イ ン ス リ ン 耐 性 及 び /又 は シ ン ド ロ ー ム Xに 関 連 し た 他 の 症 状 な ど の 治 療 へ の 適 切 な
医 薬 物 の 調 製 に お い て 、 何 か 医 薬 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 賦 形 剤 、 希 釈 剤 、 担 体 、 補 活 性 剤 な
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ど と 共 に FALPに 特 異 的 に 結 合 可 能 な 抗 体 又 は 抗 体 の 断 片 又 は 結 合 断 片 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 肥 満 、 肥 満 関 連 症 状 、 及 び GLUT4の 転 移 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の 脂 肪 細 胞 の 細 胞 内 の 輸
送 経 路 に 関 連 し た 症 状 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 II型 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 異 常 脂 質 血 症 、 並 び に /
或 い は イ ン ス リ ン 耐 性 及 び /又 は シ ン ド ロ ー ム Xに 関 連 し た 他 の 症 状 な ど の 治 療 へ の 適 切 な
医 薬 物 の 調 製 に 、 医 薬 的 に 受 け 入 れ 可 能 な い ず れ か の 賦 形 剤 、 希 釈 剤 、 担 体 、 補 活 性 剤 な
ど と 共 に FALP活 性 の 調 節 剤 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 肥 満 、 肥 満 関 連 症 状 、 及 び GLUT4の 転 移 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の 脂 肪 細 胞 の 細 胞 内 の 輸
送 経 路 に 関 連 し た 症 状 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 II型 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 異 常 脂 質 血 症 、 並 び に /
或 い は イ ン ス リ ン 耐 性 及 び /又 は シ ン ド ロ ー ム Xに 関 連 し た 他 の 症 状 な ど の 治 療 で の 使 用 に
お い て 、 そ の 他 の 有 効 な 投 与 単 位 の 材 料 又 は 材 料 群 (賦 形 剤 、 補 活 性 剤 、 希 釈 剤 の い ず れ
か 、 及 び /又 は 投 与 量 単 位 に て 定 義 さ れ た 容 器 )を 伴 う 製 造 に お け る 、 FALP遺 伝 子 産 物 の 有
効 量 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 FALP遺 伝 子 産 生 物 が 、 FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は 免 疫 原 、 又 は 機 能 的 な 断 片 、 或 い は そ の バ
リ ア ン ト で あ る 請 求 項 40記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 肥 満 、 肥 満 関 連 症 状 、 及 び GLUT4の 転 移 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の 脂 肪 細 胞 の 細 胞 内 の 輸
送 経 路 に 関 連 し た 症 状 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 II型 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 異 常 脂 質 血 症 、 並 び に /
或 い は イ ン ス リ ン 耐 性 及 び /又 は シ ン ド ロ ー ム Xに 関 連 し た 他 の 症 状 へ の 治 療 に お け る 使 用
の た め 有 効 な 投 与 の 単 位 量 と し て 、 他 の 材 料 又 は 材 料 群 (賦 形 剤 、 補 活 性 剤 、 希 釈 剤 の い
ず れ か 、 及 び /又 は 投 与 量 の 単 位 で 定 義 さ れ た 容 器 )を 伴 う 製 造 に お け る 、 FALP活 性 調 節 剤
の 有 効 量 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 FALP遺 伝 子 産 生 物 、 そ し て /又 は FALP活 性 の 調 節 剤 を 含 む 容 器 ； FALP活 性 の 調 節 剤 を 使
用 す る 指 示 、 及 び ／ 又 は 肥 満 、 肥 満 関 連 症 状 、 及 び GLUT4の 転 移 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の
脂 肪 細 胞 の 細 胞 内 の 輸 送 経 路 に 関 連 し た 症 状 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 II型 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 異
常 脂 質 血 症 、 並 び に /或 い は イ ン ス リ ン 耐 性 及 び /又 は シ ン ド ロ ー ム Xに 関 連 し た 他 の 症 状
な ど の 治 療 に お け る 使 用 の た め の 有 効 な FALP活 性 の 調 節 剤 を 含 む 製 造 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 肥 満 、 肥 満 関 連 症 状 、 及 び GLUT4の 転 移 、 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の 脂 肪 細 胞 の 細 胞 内 の
輸 送 経 路 に 関 連 し た 症 状 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 II型 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 異 常 脂 質 血 症 、 並 び に
/或 い は イ ン ス リ ン 耐 性 、 及 び ／ 又 は シ ン ド ロ ー ム Xに 関 連 し た 他 の 症 状 な ど の 治 療 に お け
る 有 効 な 投 与 量 単 位 で あ り 、 前 記 投 与 量 単 位 が 、 任 意 の 適 切 な 医 薬 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 賦
形 剤 、 希 釈 剤 、 担 体 、 補 活 性 剤 と 共 に FALP遺 伝 子 産 生 物 及 び ／ 又 は FALP活 性 の 調 節 剤 の 有
効 量 、 そ し て /又 は 前 記 有 効 量 の た め の 何 れ か 適 切 な 容 器 で あ る こ と を 特 徴 と す る 投 与 量
単 位 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 FALPを 調 節 す る 請 求 項 22記 載 の 方 法 の 生 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 FALP免 疫 ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 FALPプ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 FALPプ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 FALPク ロ ー ニ ン グ ・ ベ ク タ ー 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 特 定 の 脂 肪 細 胞 関 連 タ ン パ ク 質 、 そ の 断 片 、 バ リ ア ン ト 、 及 び 誘 導 体 に 関 す
る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 こ う し た タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 、 タ ン パ ク 質 及 び 組 成 物 を 作 成 す
る 方 法 、 及 び こ う し た タ ン パ ク 質 及 び 組 成 物 を 使 用 す る 方 法 、 た と え ば 活 性 を 調 節 す る 化
合 物 を 同 定 し 、 そ し て そ れ を 評 価 す る た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 技 術 的 背 景
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 以 下 の 記 載 は 、 本 発 明 の 理 解 に 有 益 な 情 報 を 含 む 。 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 任 意 の 情 報 が
、 現 段 階 の 記 載 さ れ 又 は 要 求 さ れ る 発 明 に 対 し 先 行 技 術 又 は 関 連 技 術 で あ り 、 又 は 特 定 の
又 は 示 唆 的 に 引 用 さ れ る 任 意 の 刊 行 物 又 は 文 献 が 、 先 行 技 術 で あ る こ と は 、 認 め ら れ な い
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 の 記 載 に よ れ ば 脂 肪 組 織 で は 、 エ ネ ル ギ ー 代 謝 の 調 節 に 重 要 な 役 割 を 果 し て い る こ
と が 示 さ れ 、 そ し て そ の 機 能 障 害 に よ り 、 イ ン ス リ ン 耐 性 、 及 び タ イ プ ２ の 糖 尿 病 及 び 種
々 の 心 臓 血 管 症 な ど 、 そ の 関 連 罹 病 率 の 有 意 な 要 因 で あ る と 言 わ れ て い る 。 Bergman,R.N.
,ら 、 Journal of Investigative Medicine 49,119-26(2001);Hotamisligil,G.S.,Interna
tional Jornal of Obesity & Related Metabolic Disorder 24,S23-7(2000)を 参 照 。 脂 肪
の 質 量 の 変 化 と イ ン ス リ ン の 感 受 性 と の 間 に 存 在 す る 密 接 な 関 係 が 記 載 さ れ て い る 。 Kahn
,B.B.and Flier,J.S.,Journal of Clinical Investigstion 106,473-81(2000)を 参 照 、 そ
し て イ ン ス リ ン 耐 性 及 び 高 イ ン ス リ ン 血 症 が 、 肥 満 個 体 及 び 脂 肪 異 栄 養 症 の 個 体 に 存 在 す
る と 記 載 さ れ て い る 。 Reue,K.and Peterfy,M.Current Atherosclerosis Reports 2,390-6
(2000);Hegele,R.A.,Current Atherosclerosis Reports 2,397-404(2000)を 参 照 。 イ ン ス
リ ン 感 受 性 の 調 節 へ の 脂 肪 細 胞 の 中 核 的 役 割 は 、 重 篤 な イ ン ス リ ン 耐 性 及 び 高 血 糖 症 の 脂
肪 を 削 除 さ れ た マ ウ ス の 最 近 に お け る 2種 類 の 独 立 し た 遺 伝 子 研 究 で 裏 付 け ら れ て い る と
報 告 さ れ て い る 。 Moitra, J.,ら 、 Genes & Development 12,3168-81(1998);Shimomura,I.
,ら 、 Genes & Development 12,3182-94(1998)を 参 照 。 さ ら に 脂 質 細 胞 の 転 写 に よ る 調 節
を 標 的 と す る イ ン ス リ ン 感 受 性 薬 剤 が 、 脂 質 細 胞 の 機 能 に イ ン ス リ ン 感 受 性 を 結 合 す る と
言 わ れ て い た 。 Spiegelman,B.M.,Diabetes 47,507-14(1998)を 参 照 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 in vitroに お い て 白 色 の 脂 肪 細 胞 に 分 化 す る 不 死 の 細 胞 株 の 利 用 性 に 伴 い 、 脂 質 細 胞 の
研 究 が よ る 広 範 囲 と な っ た 。 Cornelius, P.,ら 、 Annual Review of Nutrition 14,99-129
(1994)を 参 照 。 定 義 さ れ て い る 培 地 に 培 養 す る と 、 前 駆 脂 肪 細 胞 、 3T3 L1が 、 細 胞 質 の 脂
質 小 滴 に ト リ グ リ セ リ ド を 貯 蔵 し 、 さ ら に in vivoに お い て 脂 質 細 胞 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子
を 発 現 す る 。 多 様 な 遺 伝 子 を 基 に し た 方 法 が 導 か れ 、 脂 肪 変 換 中 に 活 性 化 さ れ る と い わ れ
る 複 合 体 の 転 写 カ ス ケ ー ド に お け る 種 々 の 転 写 因 子 を 同 定 す る す る こ と が 、 記 載 さ れ て い
る 。 Rosen,E.D. and Spiegelman,B.M.,Annual Review of Cell & Developmental Biology
 16,145-71(2000);Wu,Z.ら 、 Current Opinon in Cell Biolory 11,689-94(1999)を 参 照 。
こ う し た 因 子 に は 、 ペ ル オ キ シ ソ ム ・ 増 殖 因 子 ・ 活 性 化 受 容 体 γ (PPAR γ )、 CCAAT/エ ン
ハ ン サ ー 結 合 タ ン パ ク 質 (C/EBP)、 及 び 脂 肪 細 胞 の 分 化 及 び 決 定 因 子 1(ADD1)-ス テ ロ ー ル
調 節 要 素 の 結 合 タ ン パ ク 質 1c(SREBPc)が あ げ ら れ る 。 こ れ ら の 転 写 因 子 の 逐 次 的 活 性 (seq
uential activation)が 、 酵 素 、 構 造 タ ン パ ク 質 、 ホ ル モ ン 受 容 体 、 及 び パ ラ ク リ ン 及 び
エ ン ド ク リ ン に 関 与 さ れ る 種 々 の 分 泌 因 子 を 含 む 脂 肪 細 胞 特 異 的 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 発 す る
と 、 記 載 さ れ て い る 。 Soisky,A.,Critical Reviews in Clinical Laboratory Sciences 3
6,1-34(1999);Takahashi,M.,Nippon Rinsho-Japanese Journal of Clinical Medicine59,
504-8(2001)を 参 照 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 脂 肪 細 胞 特 異 的 遺 伝 子 の 分 子 の 特 徴 付 け が 、 デ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ ハ イ ブ リ ッ ト 形 性 法 (d
ifferential hybridization)、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ・ ク ロ ー ニ ン グ 法 、 シ ョ ッ ト ガ ン 技 法 、
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及 び マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 な ど の 遺 伝 子 に よ る 方 法 を 基 盤 と し 、 Baulande,S.ら 、 Journal o
f Biological Chemistry 276,33336-44(2001);Scherer,P.E.,ら 、 Journal of Biological
 Chemistry 270,26746-26749(1995);Soukas,A.,ら 、 Journal of Biological Chemistry 2
76,34167-74(2001)を 参 照 、 そ し て 最 近 脂 肪 組 織 が 、 最 近 レ プ チ ン 、 ア ジ ポ ネ ク チ ン 、 ア
ジ プ シ ン 、 TNFα 及 び レ シ ス チ ン な ど の 種 々 の タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る エ ン ド ク リ ン 組 織 と
し て 論 じ ら れ て い る 。 Frunhbeck,G.ら 、 American Journal of Physiology-Endocrinology
 & Metabolism 280,E827-47(200);Steppan,C.M. and Lazar,M.A.,Trend in Endocrinolog
y & Metabolism 13,18-23(2002)を 参 照 。 in vivoと in vitroの 両 方 の 研 究 に よ り 報 告 的 に
示 し て あ る が 、 脂 肪 性 の 細 胞 か ら 脂 肪 性 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 に は 、 2種 の 区 分 、 構 成 及 び
調 節 を 有 し て い る 。 Bradley,R.L.ら 、 Recent Progress in Hormone Research 56,329-58
を 参 照 。 レ プ チ ン (Barr,V.A.ら 、 Endocrinology 138,4463-72(1997))、 ア ジ ポ ネ ク チ ン (B
ogan,J.S. and Lodish,H.F.(1999)Journal of Cell Biology 146,609-20及 び ア ジ ピ シ ン (
Kitagawa,K.,Rosen,B.S.,Spiegelman,B.M.,Lienhard,G.E.and Tanner,L.I.(1989)Biochim
ica et Biophysica Acta 1014,83-9)な ど の 脂 肪 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 が 、 イ ン ス リ ン に よ
り 促 進 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 膜 小 器 官 (membrane organelles)の イ ン ス リ ン 依 存 の 細 胞 内 の 転 送 が 、 脂 肪 性 組 織 の 多
く の 代 謝 機 能 に お い て 示 唆 さ れ て き た 。 Simpson,F.,ら 、 Traffic 2,2-11(2001)を 参 照 。
最 近 の 研 究 で は 、 こ の 組 織 に お い て 少 な く と も 3種 の 異 な る イ ン ス リ ン で 調 節 さ れ る 小 胞
転 送 経 路 の 存 在 が 、 提 示 さ れ た 。 Holman,G.D.and Sandoval,I.V.,Trends in Cell Biolog
y 11,173-9(2001)を 参 照 。 た と え ば 、 イ ン ス リ ン が 、 GLUT4の 細 胞 内 へ の 転 送 を 誘 発 す る
と 言 わ れ 、 そ の GLUT4が 、 脂 肪 性 組 織 及 び 横 紋 筋 に お い て 高 く 発 現 さ れ 、 容 易 性 の あ る 哺
乳 動 物 の グ ル コ ー ス 転 送 物 質 で あ る 。 Simpson,F.,Whitehed,J.P.and James,D.E.(2001)Tr
affic 2,2-11を 参 照 。 基 底 状 態 に お い て 、 GLUT4が 、 核 の 周 辺 領 域 に 細 胞 内 の 貯 蔵 区 分 に
対 し 標 的 に さ れ る と 見 ら れ る 。 イ ン ス リ ン が 、 PI 3 キ ナ ー ゼ /Akt/PKC ξ /λ 経 路 及 び Cb1
/CAP経 路 を 含 む 、 少 な く と も 2つ の 並 行 し た シ グ ナ ル 経 路 の 活 性 化 を 介 し て GLUT4の 形 質 膜
の 転 送 を 誘 発 す る 。 Simpson,F.ら 、 Traffic 2,2-11(2001)を 参 照 。 さ ら に イ ン ス リ ン で 調
節 さ れ る 転 送 過 程 が 、 多 く の 細 胞 内 小 器 官 (organelles)及 び 種 々 の タ ン パ ク 質 成 分 を 含 む
。 Holman,G.D.and Sandoval,I.V.,Trend in Cell Biology 11,173-9(2001)を 参 照 。 し か
し な が ら 、 上 記 脂 肪 性 サ イ ト カ イ ン の 細 胞 内 貯 蔵 区 分 、 及 び こ れ ら の 小 胞 転 送 経 路 が 、 GL
UT4の も の と 区 別 さ れ て い る と 言 わ れ て い る 。 Millar,C.A.ら 、 Traffic 1,141-51(2000)を
参 照 。 最 近 の 文 献 か ら 、 医 薬 物 の 標 的 と し て β 3ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 、 非 結 合 タ ン パ ク 質
、 及 び PPAR γ な ど の 、 脂 肪 細 胞 に よ る 特 異 的 タ ン パ ク 質 の 発 生 に 、 関 連 し て い る と 言 わ
れ る 。 Olefsky,J.M.and Saltiel,A.R.,Trends in Endocrinology & Metabolism 11,362-8
(2000);Wieland,H.A.and Hamilton,B.S.,International Journal of Clinical Pharmacol
ogy & Therapeutics 39,406-14(2001)を 参 照 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 脂 肪 細 胞 及 び 組 織 、 並 び に こ れ ら の 細 胞 内 成 分 、 及 び 構 造 と そ の 機 能 に 対 す る 研 究 に 関
し て 、 多 大 な 努 力 が 払 わ れ て き た と 見 な さ れ る 。 本 発 明 は 、 新 た な 脂 肪 に 関 連 し た タ ン パ
ク 質 の 発 見 に 基 づ い て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 有 益 な 組 成 物 、 及 び 新 規 な 脂 肪 関 連 タ ン パ ク 質 に 基 づ く 方 法 を 提 供 す
る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 1の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た か 、 又 は 実 質 的 に 純 粋 な ヒ ト 、 及 び
他 の 哺 乳 動 物 の FALPタ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 こ う し た タ ン パ ク 質 に は 、 ヒ ト の FALP-a(配
列 番 号 17)、 ヒ ト の FALP-β (配 列 番 号 20)、 ネ ズ ミ の FALP-a(配 列 番 号 11)、 ネ ズ ミ の FALP-
β (配 列 番 号 14)、 及 び そ の 他 の 哺 乳 動 物 の FALPタ ン パ ク 質 が あ げ ら れ る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 FALPタ ン パ ク 質 及 び そ の 断 片 又 は そ の 変 異 体 を コ ー ド す
る か 、 又 は そ れ を コ ー ド す る 配 列 に 対 し て 相 補 的 で あ る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
又 は 合 成 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 し 、 そ し て FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 特 に
含 む 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 高 め る プ ロ
モ ー タ 又 は 他 の 配 列 に 操 作 に よ り 結 合 す る こ と が で き る 。 こ う し た 配 列 に は 、 マ ウ ス の FA
LP-α (配 列 番 号 9)、 マ ウ ス の FALP-β (配 列 番 号 12)、 ヒ ト の FALP-α (配 列 番 号 15)、 及 び ヒ
ト の FALP-β (配 列 番 号 18)、 並 び に そ の 他 の 哺 乳 動 物 の FALP cDNAsが あ げ ら れ る 。 さ ら に
こ う し た 配 列 に は 、 成 熟 し た マ ウ ス の FALP-α (配 列 番 号 10)、 成 熟 し た マ ウ ス の FALP-β (
配 列 番 号 13)、 成 熟 し た ヒ ト の FALP-α (配 列 番 号 16)、 及 び 成 熟 し た ヒ ト の FALP-β (配 列 番
号 19)に 対 す る コ ー ド す る 配 列 、 並 び に 哺 乳 動 物 の FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
配 列 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 そ れ で さ ら に 別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 FALPタ ン パ ク 質 、 断 片 、 バ リ ア ン ト 、 な ど
の 複 製 す る た め 、 及 び ／ 又 は 発 現 す る た め の 組 み 換 え 型 ベ ク タ ー (た と え ば 、 ク ロ ー ニ ン
グ ・ ベ ク タ ー 又 は 発 現 ベ ク タ ー )を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 本 発 明 の 組 み 換 え 型 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 (た と え ば
、 哺 乳 動 物 及 び ヒ ト の 細 胞 を 含 む バ ク テ リ ア 細 胞 又 は 真 核 細 胞 )を 提 供 し 、 そ し て ク ロ ー
ニ ン グ ・ ベ ク タ ー か ら ベ ク タ ー の 複 製 、 又 は 発 現 ベ ク タ ー か ら タ ン パ ク 質 の 発 現 で き る 条
件 下 で 、 組 み 換 え 型 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 、 FALPタ ン パ
ク 質 、 断 片 、 バ リ ア ン ト 、 又 は 上 記 い ず れ か の 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め の 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 免 疫 原 の 断 片 を 含 む 単 離 さ れ 、 実 質 的 に 純 粋 で 、 合 成 又
は 組 み 換 え 体 の FALPタ ン パ ク 質 、 そ の バ リ ア ン ト 又 は そ の 断 片 を 提 供 し 、 そ の 全 て が 標 識
化 又 は 非 標 識 化 で よ い 。 1の 観 点 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド が 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た も の
に 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 別 の 観 点 に お い て ポ リ ペ プ チ ド が 、 欠 失 、 保 存
的 置 換 に よ り 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た も の と 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 そ れ が 、 標 準 配 列
に 少 な く と も 60%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 80%、 又 は 少 な く と も 90%以 上 の 同 一 性 を 有
し 、 そ し て /又 は 天 然 に 生 成 す る 全 長 の FALPタ ン パ ク 質 と 、 免 疫 的 に 交 差 反 応 (cross-reac
tive)を す る 。 別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 、 FALPタ ン パ ク 質 、 バ リ ア ン ト
、 又 は 断 片 を 、 別 の タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド に 直 接 的 に 、 又 は 間 接 的 に 結 合 す る 融 合
タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 体 、 又 は 抗 体 断 片 (た と え ば 、 Fab断 片 又 は 1本 鎖 抗 体
又 は 1本 鎖 Fv)、 又 は FALPタ ン パ ク 質 又 は 本 発 明 の 関 連 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 他
の 結 合 断 片 (た と え ば 、 フ ァ ー ジ の 表 示 に よ り 作 成 さ れ る )を 提 供 す る 。 抗 体 は モ ノ ク ロ ナ
ー ル で よ く 、 そ し て た と え ば 少 な く と も 10 8 M - 1 の 親 和 性 に よ り 結 合 可 能 で あ る 。 さ ら に 本
発 明 は 、 抗 体 、 抗 体 の 断 片 又 は 結 合 分 子 を 分 泌 で き る 単 離 さ れ た 細 胞 又 は ハ イ ブ リ ド ー マ
を 提 供 す る 。 抗 体 、 断 片 又 は 結 合 分 子 が 、 ヒ ト 、 又 は ヒ ト に 類 似 し た 、 又 は キ メ ラ で も よ
く 、 そ し て 標 識 さ れ た も の 、 又 は 標 識 さ れ な い も の で も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 (a)遺 伝 子 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る プ
ロ ー ブ と 試 料 を 接 触 さ せ 、 こ こ で プ ロ ー ブ 及 び 遺 伝 子 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 複 合 体 を 形
成 し 、 そ し て そ の 複 合 体 を 検 出 す る ； (b)生 体 試 料 に お け る 遺 伝 子 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 特 異 的 に 増 幅 さ せ 、 こ こ で 複 合 体 の 形 成 又 は 増 幅 し た 生 成 物 の 存 在 が 、 生 体 試 料 に お け
る FALP遺 伝 子 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 と 相 互 の 関 連 性 が あ る 、 試 料 中 の FALP遺 伝 子 又
は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 1の 例 に お い て 、 遺 伝 子 が DNA及 び プ ロ ー
ブ が 抗 体 で あ る 。 異 な る 例 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が RNAで 、 そ し て プ ロ ー ブ が ポ リ
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ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 別 の 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 FALP遺 伝 子 生 成 物 、 又 は 他 の FALP関 連
ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 た と え ば そ の 試 料 中 の FALPの 断 片 又 は バ リ
ア ン ト が 、 FALP遺 伝 子 生 成 物 又 は FALP関 連 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る プ ロ ー ブ と 、
そ の 試 料 を 接 触 さ せ た も の で 、 こ こ で プ ロ ー ブ 、 及 び FALP遺 伝 子 生 成 物 、 又 は FALP関 連 ポ
リ ペ プ チ ド が 、 複 合 体 を 形 成 し そ し て そ の 複 合 体 の 生 成 を 検 出 す る こ と が で き 、 こ こ で そ
の 複 合 体 の 生 成 は 、 生 物 的 試 料 に お け る FALP遺 伝 子 生 成 物 、 又 は FALP関 連 ポ リ ペ プ チ ド の
存 在 、 又 は そ の 量 と の 相 関 性 が あ る 。 1の 例 に お い て 遺 伝 子 生 成 物 が 、 FALP又 は FALP関 連
ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 そ し て プ ロ ー ブ は 、 抗 体 、 抗 体 断 片 な ど で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 他 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 FALPを 含 む 組 成 物 (た と え ば 組 み 換 え 型 FALPポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 す る 細 胞 )と 試 験 化 合 物 と を 接 触 さ せ こ と に よ り 、 そ し て 試 験 化 合 物 が 存 在 に て
生 じ る が 、 非 存 在 に て 生 じ な い 生 物 的 効 果 を 評 価 す る こ と に よ り 、 FALP活 性 の 調 節 物 質 を
同 定 す る 方 法 提 供 し 、 こ こ で 生 物 的 効 力 を 誘 発 す る 試 験 化 合 物 は 、 FALP活 性 の 調 節 物 質 と
し て 同 定 さ れ る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 標 的 FALPと そ の 化 合 物 と の 相 互 作 用 を 評 価 す る こ と に
よ り 、 FALPを 媒 体 と し た 疾 患 又 は FALP関 連 の 疾 患 、 及 び 症 状 の 治 療 、 防 止 又 は 改 良 に 有 益
な 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 哺 乳 動 物 の 細 胞
又 は 組 織 に お け る FALPの 活 性 又 は 発 現 を 減 少 又 は 増 大 す る こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 の FALP媒
体 に よ る 症 状 (た と え ば 、 肥 満 、 及 び 肥 満 に 関 連 し た 症 状 )を 治 療 す る 方 法 、 又 は 哺 乳 動 物
に 対 し FALP機 能 を 調 節 す る 物 質 を 投 与 す る 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 関 連 す る 観 点 に お い て 、
本 発 明 は 、 医 薬 的 な 用 途 と し て FALPの 活 性 (た と え ば 、 結 合 )の 調 節 物 質 を 処 方 す る こ と に
よ り 医 薬 的 組 成 物 を 作 成 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 単 離 さ れ そ し て 合 成 の FALP対 立 遺 伝 子 、 対 立 遺 伝 子 配 列 、 及 び そ の 中
間 体 ; 単 離 さ れ 、 そ し て 合 成 さ れ た FALPア ミ ノ 酸 配 列 、 及 び そ の 中 間 体 ； 単 離 さ れ た 配 列
及 び そ の 中 間 体 を 含 む 1又 は 複 数 の 保 存 性 置 換 体 を 伴 う 単 離 さ れ そ し て 合 成 の FALPア ミ ノ
酸 配 列 ； 単 離 さ れ た 配 列 及 び そ の 中 間 体 を 含 む 、 1又 は 複 数 の 欠 失 、 挿 入 、 又 は 追 加 を 伴
う 単 離 さ れ そ し て 合 成 の FALPア ミ ノ 酸 配 列 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 単 離 さ れ 、 そ し て 合 成
の そ の 中 間 体 を 含 む 、 FALPタ ン パ ク 質 、 バ リ ア ン ト 又 は 断 片 の 単 離 さ れ そ し て 合 成 の 誘 導
体 ； 単 離 さ れ た ア ン チ セ ン ス 配 列 及 び そ の 中 間 体 を 含 む 、 合 成 の FALPア ン チ セ ン ス 配 列 ；
単 離 さ れ た ベ ク タ ー 及 び そ の 中 間 体 を 含 む 、 FALPク ロ ニ ン グ ベ ク タ ー ； 単 離 さ れ た 発 現 ベ
ク タ ー 及 び そ の 中 間 体 を 含 む 、 何 れ か 所 望 に よ る コ ン ト ロ ー ル 要 素 及 び ／ 又 は 調 節 配 列 (
た と え ば 、 エ ン ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ 、 複 製 開 始 点 、 染 色 体 組 み 込 み
配 列 、 5'及 び 3'の 未 翻 訳 領 域 な ど )を 含 む FALP発 現 ベ ク タ ー ； FALPベ ク タ ー に よ り 細 胞 を
形 質 転 換 す る 方 法 ； FALPリ ボ ザ イ ム (FALP ribozymes);FALPの 3重 分 子 及 び そ の 合 成 3重 分
子 の 中 間 体 ； FALPの RNAiの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 合 成 RNAiの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び そ
の 中 間 体 ； FALP遺 伝 子 の 治 療 ； 合 成 ペ プ チ ド 擬 似 、 及 び そ の 中 間 体 を 含 む FALPの ペ プ チ ド
擬 似 ； FALPの 細 胞 を 基 盤 と す る ア ッ セ イ ； 合 成 プ ロ ー ブ 及 び そ の 中 間 体 を 含 む FALPプ ロ ー
ブ ； 実 質 的 に 純 粋 で 、 単 離 さ れ 、 合 成 そ し て 組 み 換 え 型 FALPタ ン パ ク 質 、 及 び そ の 中 間 体
を 含 む FALPタ ン パ ク 質 ； FALP組 み 換 え 型 宿 主 細 胞 ； FALP免 疫 ア ッ セ イ ； 合 成 タ ン パ ク 質 及
び そ の 中 間 体 を 含 む FALPタ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 一 で あ る タ ン パ ク 質 ； 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 及 び そ の 中 間 体 を 含 む FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 実 質 的 に 同 一 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
； 少 な く と も 1に FALPを 過 剰 発 現 す る 遺 伝 子 導 入 動 物 ； FALP遺 伝 子 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物
； FALP遺 伝 子 導 入 の 植 物 ； FALPの イ ン ト ロ ン 及 び エ ク ソ ン ； FALPの リ ー ダ 配 列 ； 合 成 相 同
体 及 び そ の 中 間 体 を 含 む FALPの 相 同 体 ； 本 明 細 書 に て 同 定 さ れ る 配 列 の 1つ の 適 切 な 部 位
か ら 誘 導 さ れ 、 少 な く と も 約 25か ら 約 50の 配 列 、 少 な く と も 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
、 1本 鎖 又 は そ の 相 補 鎖 に ス ト リ ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ッ ト 化 の 条 件 下 で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 哺 乳 動 物 の FALPの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 配 列 番 号 1乃 至 8に 相 当 す る 分 子 ； 配 列 番 号 9乃
至 20に 相 当 す る 分 子 ； 並 び に 上 記 の 何 れ か 、 又 は 記 載 又 は 参 照 さ れ る 内 容 の 他 を 含 む キ ッ
ト な ど を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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　 記 載 す る 前 に 、 本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 そ し て 特 定 の 例 に 対 し て 、 本 発 明 に 記 載 さ れ る 開
示 の 内 容 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 を 含 ん で い る 。 そ れ 以 外 に 明 示 さ れ る こ と が な け れ ば 、
本 明 細 に そ し て 添 付 さ れ た 請 求 項 に 用 い ら れ る 場 合 、 以 下 の 用 語 が 以 下 の 意 味 を 有 す る 。
こ れ ら の 用 語 が 、 本 明 細 書 の 以 下 に 、 そ し て 何 れ か に 明 示 さ れ て い な い 場 合 、 こ れ は 、 技
術 的 に 認 め ら れ た 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 FALPに 結 合 し 、 そ の 活 性 を 調 節 す る 分 子 を 指 し て い る 。 そ れ は 、 絶
対 的 な FALP活 性 を 増 大 、 又 は 減 少 さ せ て よ く 、 或 い は 選 択 肢 と し て 、 FALP活 性 の 正 又 は 負
の 幾 つ か 他 の パ ラ メ ー タ 、 た と え ば 、 pH、 温 度 又 は 補 因 子 依 存 に 影 響 を ア タ エ ル 。 「 負 の
ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 減 少 さ せ る 化 合 物 で 、 一 方 「 正 の ア ゴ ニ ス ト 」 が 、
タ ン パ ク 質 の 活 性 を 増 大 さ せ る 化 合 物 で あ る 。 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 タ ン パ ク 質 の 機 能
部 位 と 相 互 作 用 す る た め の 別 の 化 合 物 と 競 合 す る 化 合 物 で あ っ る 。 ア ゴ ニ ス ト 、 及 び ア ン
タ ゴ ニ ス ト に は 、 抗 体 、 小 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 炭 化 水 素 、 及 び 他 の 分 子 が あ げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に 明 示 さ れ て い る よ う に 、 用 語 「 対 立 遺 伝 子 」 、 「 対 立 遺 伝 子 配 列 」 が 、 FALP
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 天 然 に 形 成 す る 別 の 形 状 を 指 し て い る (す な わ ち 、 FAL
Pポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )。 変 異 体 か ら (す な わ ち 、 核 酸 配 列 の 変 化 )
、 そ し て 時 に は 生 成 物 の 変 化 、 そ し て /又 は 違 っ て 調 節 さ れ る mRNAs、 又 は ペ プ チ ド 構 造 及
び ／ 又 は 機 能 が 変 化 し て も よ く 、 又 は 変 化 し な く て よ い ポ リ ペ プ チ ド に よ り 、 し ば し ば 対
立 遺 伝 子 を 形 成 す る 。 対 立 遺 伝 子 に 形 成 す る 通 常 の 変 異 化 に よ る 変 化 は 、 コ ー ド さ れ た ア
ミ ノ 酸 を 影 響 す る か 、 影 響 し な い ヌ ク レ オ チ ド を 、 天 然 に 欠 失 、 付 加 、 又 は 置 換 に 対 し 一
般 的 に 記 載 さ れ て い る 。 こ う し た そ れ ぞ れ の 型 の 変 化 が 、 所 定 の 遺 伝 子 、 染 色 体 、 又 は 他
の 細 胞 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 で 、 単 独 、 他 の も の と 組 み 合 わ せ 、 又 は 1又 は 複 数 回 形 性 さ せ
る こ と が で き る 。 所 定 の 任 意 の 遺 伝 子 が 、 1又 は 多 く の 対 立 電 子 形 態 を 有 し て い な い 。 本
明 細 書 に 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 対 立 遺 伝 子 」 は 、 遺 伝 子 か 、 そ の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ
る mRNAか の い ず れ か 、 又 は 両 方 を 指 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 ア ミ ノ 酸 」 は 、 中 心 の 炭 素 原 子 (「 ア ル フ ァ (α ） 炭 素 原 子 」 を 、 水 素 原 子 、 カ ル ボ ン
酸 基 、 (「 カ ル ボ ニ ル 炭 素 原 子 」 と し て 言 及 さ れ る 炭 素 原 子 )、 ア ミ ノ 基 (「 ア ミ ノ 窒 素 原
子 」 と し て 言 及 さ れ る 窒 素 原 子 )、 及 び 側 鎖 基 、 Rに 結 合 し た 構 造 を 有 す る 分 子 で あ る 。 タ
ン パ ク 質 に 組 み 入 れ る 方 法 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 が 、 そ の ア ミ ノ 酸 及 び 一 方 の ア ミ ノ 酸 を 別
の ア ミ ノ 酸 結 合 す る 脱 水 化 反 応 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 基 、 及 び カ ル ボ キ シ ル 基 の 1又 は 複
数 の 原 子 を 喪 失 す る 。 結 果 と し て 、 タ ン パ ク 質 に 組 み 入 れ ら れ る 時 、 し ば し ば ア ミ ノ 酸 が
、 「 ア ミ ノ 酸 の 残 基 」 と し て 言 及 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 は 、 タ ン パ ク 質 に 組 み 入 れ ら れ る 前 後
(た と え ば 、 2の 非 近 接 の シ ス テ イ ン ・ ア ミ ノ 酸 残 基 の チ オ ー ル 側 鎖 を 酸 化 す る こ と に よ り
、 シ ス チ ィ ン を 形 成 し 、 ジ ス ル フ ィ ド に て 共 有 結 合 し 、 折 り 畳 ま れ た 形 状 の タ ン パ ク 質 、
な ど を 安 定 化 す る 際 重 要 な 役 割 し ば し ば 果 し て い る )に 誘 導 、 修 飾 化 が 可 能 で あ る 。 ア ミ
ノ 酸 は 、 天 然 の タ ン パ ク 質 に 形 成 す る ア ミ ノ 酸 で よ く 、 又 は そ れ は 、 非 天 然 に 形 成 さ れ た
も の で も 良 い (す な わ ち 、 固 体 状 態 な ど の 合 成 方 法 に よ り 、 及 び そ の 他 の 自 動 に よ る 合 成
法 に よ り 生 成 さ れ る ） 。 ア ミ ノ 酸 を 非 天 然 に 形 成 す る 例 は 、 β 及 び γ ア ミ ノ 酸 、 デ ザ イ ナ
ー ・ ア ミ ノ 酸 (た と え ば 、 β -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 α -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Nα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 )
、 及 び 一 般 的 な ア ミ ノ 酸 類 似 物 を 含 む 、 α -ア ミ ノ イ ソ ブ チ ル 酸 、 4-ア ミ ノ ブ チ ル 酸 、 L-
ア ミ ノ ブ チ ル 酸 、 6-ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 、 2-ア ミ ノ イ ソ ブ チ リ ッ ク 酸 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン
酸 、 オ ル ニ チ ン 、 ネ オ ロ イ シ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 サ ル コ シ ン 、 シ タ リ
ン 、 シ ス テ イ ン 酸 、 t-ブ チ ル グ リ シ ン 、 t-ブ チ ル ア ラ ニ ン 、 フ ェ ニ ー ル リ シ ン 、 シ ク ロ ヘ
キ シ ル ア ラ ニ ン 、 β -ア ラ ニ ン 、 フ ル オ ロ ア ミ ノ 酸 が 、 あ げ ら れ る 。 ア ミ ノ 酸 類 似 物 は 、
天 然 に 形 成 す る ア ミ ノ 酸 と 化 学 構 造 が 基 本 的 に 同 一 で あ る 化 合 物 を 指 し 、 す な わ ち た と え
ば 水 素 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基 、 及 び R基 に 結 合 す る α 炭 素 で あ る が 、 修 飾 さ れ た R基
(た と え ば 、 ノ ル ロ イ シ ン )、 又 は 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド 骨 格 を 有 し て い る が 、 天 然 に 形 成 す
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る ア ミ ノ 酸 と 同 一 の 基 本 的 化 学 構 造 を 保 持 す る 化 合 物 を 言 及 す る 。 ア ミ ノ 酸 偽 物 は 、 ア ミ
ノ 酸 の 一 般 的 な 化 学 構 造 と 違 っ て い る が 、 一 般 的 な 機 能 が 天 然 に 形 成 さ れ る ア ミ ノ 酸 と 類
似 し た 方 法 を 有 す 構 造 の 化 学 的 化 合 物 を 指 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 そ の 置 換 基 に 加 え 、 各 ア ミ ノ 酸 の 2種 の 異 な る 鏡 像 異 性 体 の 形 状 で 、 D体 と L体 に 指 定 さ
れ る 。 本 発 明 が 、 1又 は 複 数 の D-及 び L-ア ミ ノ 酸 を 組 み 入 れ た タ ン パ ク 質 、 及 び D-又 は L体
だ け の 残 基 か ら 成 る タ ン パ ク 質 と 示 唆 さ れ る が 、 哺 乳 動 物 に お い て は 、 L-ア ミ ノ 酸 だ け が
、 天 然 の 形 成 す る タ ン パ ク 質 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 以 下 の 略 語 が 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 (及 び そ の 残 基 )に 対 し て 使 用 す る こ
と が で き る 。 す な わ ち 、 ア ラ ニ ン (Ala,A)、 ア ル ギ ニ ン (Arg,R),ア ス パ ラ ギ ン (Asn,N)、 ア
ス パ ラ ギ ン 酸 (Asp,D)、 シ ス テ イ ン (Cys,C),グ リ シ ン (Gly,G),グ ル タ ミ ン 酸 (Glu,E)、 グ ル
タ ミ ン (Gln,Q),ヒ ス チ ジ ン (His,H),イ ソ ロ イ シ ン (Ile,I),ロ イ シ ン (Lys,K),メ チ オ ニ ン (M
et,M),フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (Phe,F),プ ロ リ ン (Pro,P),セ リ ン (Ser,S),ト レ オ ニ ン (Thr,T),ト
リ プ ト フ ァ ン (Trp,W),チ ロ シ ン (Tyr,Y),及 び バ リ ン (Val,V)と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 用 語 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は タ ン パ ク 質
の 配 列 、 こ れ ら の い ず れ か の 断 片 を 言 及 し 、 そ し て 天 然 に 生 成 す る 分 子 又 は 合 成 の 分 子 、
並 び に た と え ば コ ン ピ ュ ー タ と 結 び つ い た 用 途 と し て 適 切 な 上 記 電 子 的 、 又 は 他 の 代 表 的
な 物 質 に 対 し 言 及 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 適 切 な も の と し て 、 本 発 明 の 例 は 、 シ リ コ (in silico)に お い て 行 な う こ と が で き る 。
こ う し た 例 に お い て 、 実 際 の 生 理 的 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 、 ペ プ チ ド 断 片 な ど が 用 い ら れ ず
、 そ の 代 わ り こ れ ら の 分 子 を 表 す 電 子 的 又 は 他 の 機 械 的 操 作 に よ る デ ー タ 形 式 が 用 い ら れ
た 。 こ う し た 例 に お い て 、 上 記 の 用 語 は 好 ま し い が 使 用 す る 必 要 性 が な い こ と が 理 解 さ れ
よ う 。 そ の 代 わ り 、 こ う し た デ ー タ の 形 式 対 す る 何 か 適 切 な 用 語 を 用 い る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 用 語 「 抗 体 」 は 、 無 傷 な 分 子 及 び そ の 断 片 、 Fab,F(ab') 2 ,及 び Fv断 片 な ど を 言 及 し 、 そ
れ が 、 抗 原 決 定 基 に 結 合 す る こ と が で き る (す な わ ち 、 特 定 抗 体 又 は 他 の 結 合 分 子 と 接 触
さ せ る １ 部 の 分 子 (す な わ ち エ ピ ト ー プ )。 抗 体 は 、 た と え ば 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 、 モ ノ ク ロ
ナ ー ル 、 キ メ ラ 、 及 び 1本 鎖 抗 体 、 1本 鎖 Fvs,Fab断 片 、 及 び Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り 作
成 さ れ る 断 片 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 用 語 「 抗 セ ン ス 配 列 」 は 、 RNA配 列 に 対 し 相 補 的 な 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 指
し て い る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 リ ポ ソ ー ム に よ り mRNAの 転 写 を 停 止 さ せ る た め 、 mRNAに 結 合
す る 核 酸 配 列 又 は そ の 断 片 を 含 む 。 抗 セ ン ス 法 は 、 技 術 に お い て 一 般 的 に 良 く 知 ら れ て い
る (た と え ば 、 PCT publication WO 94/12633,and Nielsenら 、 1991,Science 254:1497;OL
IGONUCKEOTIDES AND ANALOGUES,A Practical Appoach,edited by F.Eckstein,IRL Press 
at oxford University Press(1991);ANTISENSE RESEARCH AND APPLICATIONS(1993,CRC Pr
ess)を 参 照 )。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 般 的 に 、 用 語 「 生 物 的 活 性 」 は 、 機 能 と し て 例 え ば 天 然 に 生 成 す る 分 子 の う ち 構 造 的
、 調 節 と し て 、 又 は 生 物 的 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 言 及 す る 。 FALPに 関 し て 用 語 「 生 物
的 活 性 」 は 、 測 定 可 能 な FALPの 活 性 を 含 む 1又 は 複 数 の FALPの 特 性 を 有 す る 何 れ か の 資 源
か ら 誘 導 さ れ る 、 全 長 の タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 を 指 し て い る 。 さ ら に こ う し た 全 長 タ ン
パ ク 質 又 は そ の 断 片 は 、 天 然 に 形 成 す る FALPの ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る FALPに 対 し 上 昇 し 、
そ し て そ れ と 反 応 す る 抗 体 (ポ リ ク ロ ナ ー ル 又 は モ ノ ク ロ ナ ー ル )と の 免 疫 交 差 反 応 性 を 呈
し て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 タ ン パ ク 質 の 「 生 物 的 活 性 」 は 、 タ ン パ ク 質 に よ り 介 在 さ れ る か 、 又 は タ ン パ ク 質 を 含
む 化 学 的 相 互 作 用 、 又 は 反 応 を 言 及 す る 。 本 明 細 書 に よ る 「 生 物 的 活 性 」 は 、 一 般 的 な FA
LP活 性 又 は 特 定 種 の FALP活 性 と 同 調 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 細 胞 」 は 、 所 望 の 用 途 と し て 適 切 な い ず れ か の 生 き た 細 胞 を 意 味 す る 。 細 胞 は 、 真 核
細 胞 と 原 核 細 胞 を 含 む 。 好 ま し い 真 核 細 胞 と し て は 、 哺 乳 動 物 の 細 胞 な ど （ た と え ば 、 ヒ
ト 、 ネ ズ ミ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 イ ヌ 及 び ネ コ の 細 胞 ),鳥 の 細 胞 、 魚 の 細 胞 な ど の 脊 椎
動 物 の 細 胞 、 及 び 昆 虫 の 細 胞 、 及 び 酵 母 細 胞 な ど の 非 脊 椎 動 物 の 細 胞 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 用 語 「 相 補 的 」 は 、 可 能 な 塩 及 び 温 度 条 件 下 で 、 塩 基 対 を 形 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 天 然
の 結 合 を 指 し て い る 。 た と え ば 「 A-G-T」 の 配 列 が 、 相 補 と な る 配 列 「 T-C-A」 に 結 合 す る
。 2つ の 1本 鎖 分 子 間 の 相 補 性 は 、 幾 つ か の 核 酸 だ け 結 合 す る 「 1部 分 」 で よ く 、 或 い は 1本
鎖 分 子 間 に て 全 相 補 性 が 存 在 す る 「 完 全 な 」 も の で も 良 い 。 核 酸 分 子 間 の 相 補 性 の 程 度 は
、 そ の 間 の ハ イ ブ リ ッ ト 化 の 効 率 及 び 強 度 に 有 意 な 影 響 を 及 ぼ す 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ て
い る 用 語 「 組 成 物 」 は 、 特 定 の 又 は 他 の 量 に お け る 1又 は 複 数 の 特 定 の 成 分 を 含 む 生 成 物
、 及 び こ う し た 特 定 の 、 又 は 他 の 量 に お け る 特 定 成 分 の 組 み 合 わ せ か ら 、 直 接 的 又 は 間 接
的 に 得 ら れ る 何 ら か の 生 成 物 を 包 含 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 化 合 物 」 は 分 子 で あ り 、 そ し て 小 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 炭 水 化 物 、 及 び 脂 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 と 「 相 互 作 用 す る 周 知 の 化 合 物 」 は 、 タ ン パ ク 質 又 は 他 の 標 的 と 相 互 作 用 す
る よ う に 前 も っ て 同 定 さ れ て い る 化 合 物 の 意 味 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 記 載 す る 時 の 用 語 「 同 類 置 換 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 実 質 的 に 変 化
し な い ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 組 成 物 に お け る 変 化 を 、 即 ち 類 似 の 特 性 を 有 す る 他 の ア ミ
ノ 酸 と ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る こ と を 言 及 し て い る 。 機 能 的 に 類 似 す る ア ミ ノ 酸 を 提 示 す る 同
類 置 換 表 は 、 技 術 的 に 周 知 で あ る 。 以 下 6種 の 群 の そ れ ぞ れ が 、 互 い に 同 類 置 換 を 示 す こ
と が 一 般 的 に 理 解 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 即 ち １ ） ア ラ ニ ン (A),セ リ ン (S),ト レ オ ニ ン (T
)； ２ ） ア ス パ ラ ギ ン 酸 (D),グ ル タ ミ ン 酸 (E)； ３ ） ア ス パ ラ ギ ン (N),グ ル タ ミ ン (Q)； ４
） ア ル ギ ニ ン (R),リ シ ン (K)； ５ ） イ ソ ロ イ シ ン (I),ロ イ シ ン (L),メ チ オ ニ ン (M),バ リ ン (
V);及 び ６ ） フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (F),チ ロ シ ン (Y),ト リ プ ト フ ァ ン (W)が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 上 記 の 定 義 さ れ た 同 類 置 換 に 加 え て 、 さ ら に ア ミ ノ 酸 残 基 を 別 の 修 飾 に よ り 、 「 同 類 的
に 修 飾 さ れ た バ リ ア ン ト 」 に な り 得 る 可 能 性 が あ る 。 た と え ば 、 こ れ ら ポ ジ テ ィ ブ で あ ろ
う と ネ ガ テ ィ ブ で あ ろ う と 、 荷 電 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 全 て を 互 い に 置 換 し た と み な す 。 加 え
て 、 さ ら に 単 一 の ア ミ ノ 酸 又 は た と え コ ー ド さ れ た 配 列 に お い て 、 ば し ば し ば 5%よ り 低 い
、 僅 か な %の ア ミ ノ 酸 を 変 更 、 追 加 、 又 は 欠 失 す る 個 体 の 置 換 体 、 欠 失 物 又 は 付 加 物 に よ
り 、 同 類 的 に 修 飾 さ れ た バ リ ア ン ト と な る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 保 存 的 に 修 飾 さ れ た バ
リ ア ン ト が 、 同 じ ア ミ ノ 酸 に 対 し て 異 な る コ ド ン に て 、 天 然 又 は 野 生 型 遺 伝 子 に よ り 用 い
ら れ る ア ミ ノ 酸 と し て の コ ド ン を 置 換 す る こ と に よ る 組 み 換 え 型 ポ リ ペ プ チ ド か ら 生 成 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 用 語 「 コ ン ト ロ ー ル 要 素 」 又 は 「 調 節 配 列 」 に は 、 エ ン ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ 、 転 写 タ
ー ミ ネ ー タ 、 複 製 開 始 点 、 染 色 体 組 み 込 み 配 列 、 5'及 び 3'の 未 翻 訳 領 域 が 含 ま れ 、 ポ リ ペ
プ チ ド 又 は 生 体 分 子 が そ れ ら と 相 互 作 用 し て 転 写 及 び 翻 訳 を 行 な う 。 真 核 細 胞 に は 、 一 般
に コ ン ト ロ ー ル 配 列 は 、 た と え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 、 SV40、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス か
ら 誘 導 さ れ る プ ロ モ ー タ 、 そ し て 好 ま し く は エ ン ハ ン サ ー 、 及 び ポ リ ア デ ニ ー ル 化 配 列 を
含 み 、 そ し て ス プ ラ イ ス ・ ド ー ナ 及 び 受 容 体 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 使 用 さ れ る ベ ク タ
ー 系 及 び 宿 主 に 依 存 し 、 構 成 的 に そ し て 誘 発 可 能 な プ ロ モ ー タ を 含 む 、 多 く の 適 切 な 転 写
及 び 翻 訳 要 素 を 、 使 用 す る こ と が で き る 。 FALPに 言 及 す る と 、 FALPコ ー ド 配 列 と 天 然 に 関
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連 す る も の 以 外 の プ ロ モ ー タ が 、 「 異 種 性 」 の プ ロ モ ー タ と し て 明 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 欠 失 」 は 、 1又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 又 は ヌ ク レ オ チ ド の 非 存 在 に よ る ア ミ ノ 酸 又
は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 化 を 指 し て い る 。 用 語 「 挿 入 」 又 は 「 付 加 」 は 、 基 準 配 列 に た と
え ば 天 然 に 生 ず る 分 子 に 見 出 さ れ る 配 列 と 比 較 さ れ る よ う に 、 分 子 又 は そ の 代 表 例 に 1又
は 複 数 の 各 ア ミ ノ 酸 残 基 又 は ヌ ク レ オ チ ド が 付 加 で 生 ず る ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 変 化 を 言 及 す る 。 「 置 換 」 は 、 異 な る ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド の そ れ ぞ れ に よ り 1又
は 複 数 の ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド の 置 き 換 え を 指 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 用 語 「 誘 導 体 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 他 の 分 子 の 化 学 的 修 飾 を 言 及
し て い る 。 本 発 明 の 内 容 に お い て 、 「 誘 導 性 ポ リ ペ プ チ ド 」 が 、 た と え ば グ リ コ シ ル 化 、
ペ ジ レ ー シ ョ ン 、 又 は 類 似 し た 任 意 の 方 法 に よ り 修 飾 さ れ た も の が 、 FALPの 活 性 を 保 持 す
る 。 た と え ば 、 用 語 と し て FALPの 「 誘 導 体 」 は 、 FALPタ ン パ ク 質 、 バ リ ア ン ト 、 又 は 化 学
的 に 修 飾 さ れ た 断 片 を 言 及 し 、 た と え ば 、 1又 は 複 数 の ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル 分 子 、
糖 、 り ん 酸 、 そ し て /又 は 分 子 又 は 分 子 群 が 、 野 生 型 FALPポ リ ペ プ チ ド に 天 然 に 結 合 さ れ
な い 他 の こ う し た 分 子 を 付 加 に よ る こ と を 、 言 及 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 誘 導 化 さ れ た 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 核 酸 は 、 一 般 的 に 誘 導
さ れ た 置 換 体 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 指 し て い る 。 幾 つ か の 例
に お い て 、 置 換 体 は 、 相 補 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の ハ イ ブ リ ッ ト 化 に 対 し 実 質 的 に 非 干 渉
で あ る 。 付 加 さ れ た 化 学 置 換 体 を 伴 い (た と え ば 、 す で に 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 修 飾 に よ り 、 又 は 合 成 中 に 修 飾 さ れ た 塩 基 、 又 は 類 似 の 骨 格 を 組
み 入 れ る こ と に よ る )修 飾 さ れ た 誘 導 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
が 、 代 謝 的 に 活 性 な 真 核 細 胞 に 誘 導 さ れ 、 FALP DNA、 RNA又 は タ ン パ ク 質 と ハ イ ブ リ ト 化
し 、 こ れ ら は 、 局 在 的 な DNA,RNA又 は タ ン パ ク 質 に 変 更 又 は 化 学 的 修 飾 を 生 成 す る 。 選 択
肢 と し て 、 誘 導 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 FALPポ リ ペ プ チ ド
、 又 は FALP DNA又 は FALP遺 伝 子 生 成 物 と 相 互 作 用 し 、 又 は FALP DNA又 は RNA又 は タ ン パ ク
質 の 発 現 又 は 機 能 を 変 更 又 は 調 節 す る タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 又 は 変 更 す る こ と が で き る 。
添 付 さ れ た 図 示 的 に 添 付 さ れ た 化 学 置 換 体 に は 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム (III)テ キ サ フ ィ リ ン (texa
phyrin)、 架 橋 剤 、 プ ソ ラ レ ン (psoralen)、 金 属 キ レ ー ト (た と え ば 、 例 え ば 鉄 を 触 媒 と し
て 分 割 す る た め の 鉄 /EDTAキ レ ー ト )、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 エ キ ソ ヌ
ク レ ア ー ゼ 、 リ ガ ー ゼ 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 ホ ト ダ イ ナ ミ ッ ク ・ ポ ル フ ィ ン 、 医 薬 治
療 剤 (た と え ば ア ド リ ア マ イ シ ン 、 ド キ シ ル ビ シ ン )、 介 在 剤 (intercalating agents)、 塩
基 性 修 飾 剤 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 あ げ ら れ る 。 鉄 /EDTAキ レ ー
ト は 、 化 学 置 換 体 と し て 、 核 酸 配 列 の 局 所 切 断 が 所 望 さ れ る 場 合 に 、 し ば し ば 使 用 さ れ る
(Hertzbergら 、 1982,J.Am.Chem.Soc.104:313;Hertzberg and Dervan,1984,Biochemistry 
23:3934;Taylorら 、 1984,Tetrahedron 40;457;Dervan,1986,Science 232:464を 参 照 )。 ス
ト レ プ ト ア ブ ジ ン /ビ オ チ ン 、 及 び ジ ゴ ゲ シ ゲ ニ ン /抗 ジ ゴ ゲ シ ゲ ニ ン 抗 体 結 合 法 を 、 使 用
す る こ と が で き る が 、 図 式 的 に 添 付 さ れ た 化 学 物 質 に は 、 た と え ば 付 加 反 応 に よ る ア ミ ノ
基 を 介 し 直 接 の 結 合 の も の か (Corey and Schultz,1988,Science 238:1401,こ れ は 引 用 と
し て 本 明 細 書 に 取 り 入 れ る )、 及 び 他 の 直 接 結 合 の 化 学 結 合 を 含 む 。 化 学 置 換 体 を 結 合 す
る た め の 方 法 の 例 は 、 米 国 特 許 5,135,720,5,093,245,及 び 5,055,556に 提 供 さ れ 、 そ れ が
引 用 と し て 本 明 細 に 取 り 入 れ ら れ て い る 。 別 の 結 合 化 学 物 質 は 、 実 施 者 の 判 断 に て 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る よ う に 、 「 検 出 可 能 な 標 識 」 は 、 技 術 的 に 通 常 の 意 味 を 有 し 、 原
子 (た と え ば 放 射 性 核 種 )、 分 子 (た と え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン )、 又 は 複 合 体 な ど を 指 し て お
り 、 そ れ が 、 検 出 の た め 使 用 さ れ か 、 又 は 検 出 の た め 使 用 す る こ と が で き (た と え ば 、 物
理 的 、 化 学 的 、 又 は 光 学 特 性 に よ り )、 共 有 結 合 又 は 状 況 が 異 な れ ば 会 合 さ れ た 分 子 の 存
在 を 明 示 す る か 、 又 は 別 の 分 子 へ の 結 合 で き る こ と を 明 示 す る 。 さ ら に 用 語 「 標 識 」 は 、

10

20

30

40

50

(13) JP 2006-502697 A 2006.1.26



気 基 に 作 用 し 検 出 原 子 、 分 子 又 は 複 合 体 を 形 成 す る 共 有 結 合 の 、 又 は 状 況 が 異 な れ ば 会 合
さ れ た 分 子 (た と え ば 、 酵 素 な ど の 生 化 学 的 な 分 子 )を 指 し て い る 。 本 発 明 に 使 用 す る た め
適 切 な 検 出 可 能 な 標 識 は 、 た と え ば 、 ス ペ ク ト ロ ス コ ー プ 、 光 化 学 、 生 物 化 学 、 免 疫 化 学
、 電 子 、 光 、 化 学 、 又 は 他 の 手 段 に よ る い ず れ か の 検 出 可 能 な 組 成 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 通 常 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る あ る 部 位 の 抗 原 又 は 抗 原 分 子 の 意 味
を 有 す 。 エ ピ ト ー プ は 、 ア ミ ノ 酸 の 断 片 に て 可 能 で 、 全 体 の タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド
の う ち の 代 表 的 小 領 域 示 す 断 片 を 含 む 、 エ ピ ト ー プ は 、 立 体 配 座 (conformational)(す な
わ ち 非 連 続 )で よ い 。 す な わ ち 、 こ れ ら は 、 1次 配 列 の 非 近 接 部 位 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ
ノ 酸 か ら よ り 形 成 さ れ 、 そ れ が タ ン パ ク 質 の 折 た た み に よ る 近 接 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 FALP」 は 、 配 列 番 号 11,14,17,及 び 20に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る も の を 含 む 、 FALP
活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 、 好 ま し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 指 し て い る 。 本
発 明 を 行 な う 場 合 に 使 用 す る た め の FALPは 、 多 く の 種 類 か ら え ら れ 、 特 に 好 ま し く は 、 哺
乳 動 物 の 種 か ら (た と え ば 、 ウ シ 、 イ ヌ 、 ウ マ 、 ネ コ 、 ネ ズ ミ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ )か ら 単 離 さ
れ た FALPで あ り 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト の 種 か ら 単 離 さ れ た FLAPで あ る 。 加 え て FALPは 、 天
然 の 、 合 成 の 、 半 合 成 の 、 又 は 組 み 換 え に よ る い ず れ か の 資 源 か ら 得 る こ と が で き る 。 さ
ら に 本 明 細 書 に 明 示 す る よ う に 本 発 明 は 、 FALPの 断 片 、 類 似 物 、 バ リ ア ン ト 及 び 誘 導 体 、
そ し て 同 じ も の を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 バ リ ア ン ト は 、 天 然 に 存 在 す る
対 立 遺 伝 子 の バ リ ア ン ト 、 又 は 非 天 然 に 生 成 す る バ リ ア ン ト に て 良 く 、 そ し て 欠 失 し た バ
リ ア ン ト 、 置 換 バ リ ア ン ト 、 及 び 付 加 又 は 挿 入 バ リ ア ン ト が あ げ ら れ る 。 技 術 的 に 周 知 で
、 そ し て 本 明 細 書 に て 記 載 の よ う に 、 対 立 遺 伝 子 バ リ ア ン ト は 、 1又 は 複 数 の ヌ ク レ オ チ
ド の 置 換 、 欠 失 、 又 は 付 加 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 化 し た 形 状 で あ る 。 さ ら に
バ リ ア ン ト は 、 ス プ ラ イ ス の バ リ ア ン ト と し て 天 然 に 存 在 す る バ リ ア ン ト を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 用 語 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 は 、 合 成 ポ リ ペ プ チ ド を 指 し て お り 、 す な わ ち 1本 の ア ミ ノ 酸
配 列 に お い て 、 融 合 か そ う で な け れ ば 直 接 的 又 は 間 接 的 に た が い に 結 合 さ れ た 、 2種 (又 は
そ れ 以 上 の )の 異 な る ポ リ ペ プ チ ド か ら 構 成 さ れ る 、 1本 の 近 接 し た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
し た が っ て 、 た と え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 2の 全 く 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 1本 鎖 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 、 あ る い は 1本 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 天 然 に 見 出 さ れ る 構 造 と 同 じ 構 造 に て
、 通 常 ま と め て 見 出 さ れ な い 2の 類 似 し た 又 は 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き
る 。 一 般 的 に 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 組 み 換 え 型 核 酸 法 、 即 ち 組 み 換 え 型 遺 伝 子 融 合 産 生 物 の
転 写 、 そ し て 翻 訳 の 結 果 と し て 、 そ の 融 合 に は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 断 片 、
異 種 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 断 片 を 含 み 、 あ る い は 技 術 的 に 周 知 な 化 学 合 成 法 の 何 れ か
を 用 い て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 の 「 官 能 部 位 」 は 、 官 能 基 を 有 す る タ ン パ ク 質 に お け る 任 意 の 部 位 を 指 し て
い る 。 代 表 的 な 例 と し て は 、 作 用 部 位 (触 媒 タ ン パ ク 質 に お い て 触 媒 が 形 成 す る 作 用 部 位 )
を 含 み 、 タ ン パ ク 質 と タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 部 位 、 化 学 的 に 修 飾 す る た め の 部 位 (た と
え ば 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 、 及 び り ん 酸 化 部 位 )、 及 び リ ガ ン ド 結 合 部 位 が 含 ま れ る 。 リ ガ
ン ド 結 合 部 位 に は 、 金 属 イ オ ン 結 合 部 位 、 補 因 子 結 合 部 位 、 抗 原 結 合 部 位 、 基 質 チ ャ ン ネ
ル 及 び ト ン ネ ル 、 そ し て 基 質 結 合 部 位 が ふ く ま れ る 。 酵 素 に お い て 、 基 質 結 合 部 位 で あ る
リ ガ ン ド 結 合 部 位 が 、 作 用 部 位 に て 可 能 で あ り 、 作 用 部 位 と 重 複 し て も 良 い 。 本 明 細 書 に
使 用 さ れ て い る よ う に 、 官 能 性 部 位 の 「 生 物 的 機 能 」 は 、 相 当 す る 機 能 を 有 す る 天 然 に 存
在 す る タ ン パ ク 質 に お け る 部 位 に よ り 行 わ れ る 機 能 を 指 し て い る 。 た と え ば 、 作 用 部 位 と
し て の 生 物 的 機 能 は 、 部 位 の 特 定 の 触 媒 活 性 言 及 し 、 こ こ で 基 質 結 合 部 位 の 生 物 的 機 能 は
、 特 定 基 質 と の 結 合 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 用 語 「 遺 伝 子 産 生 物 」 は 、 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た RNA分 子 又 は 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ
る か 、 RNAか ら 翻 訳 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 指 し て い る 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ て い る よ う に IgGの 抗 体 に 対 す る 用 語 「 高 親 和 性 」 は 、 少 な く と も
約 10 6 M - 1 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 10 8 M - 1 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 10 9 M - 1 又 は そ れ
以 上 た と え ば 最 大 10 1 2 M - 1 か 、 そ れ 以 上 の 会 合 定 数 (Ka)を 指 し て い る 。 し か し な が ら 「 親
和 性 」 の 結 合 が 、 他 の 抗 体 の イ ソ タ イ プ と し て 変 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 核 酸 分 子 の 内 容 に お け る 「 相 同 性 」 は 、 進 化 す る 関 係 、 す な わ ち
共 通 の 先 祖 か ら の 子 孫 と し て の 進 化 に よ る 相 互 の 関 係 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 ハ イ ブ リ ッ ト 化 」 は 、 1本 鎖 の 核 酸 分 子 、 そ の 1部 分 、 又 は そ う で な け れ ば 2本 鎖 の 核
酸 分 子 の 1本 鎖 領 域 が 、 相 補 的 な 1本 鎖 の 核 酸 分 子 、 そ の 1部 分 、 又 は そ う で な け れ ば 2本 鎖
の 核 酸 分 子 の 1本 鎖 領 域 と 塩 基 対 を 介 し て 結 合 す る 任 意 の 過 程 を 言 及 し て い る 。 ハ イ ブ リ
ッ ト 化 は 、 両 方 の 核 酸 分 子 が 溶 液 中 で あ る か 、 又 は 1方 の 核 酸 分 子 が 溶 液 中 で 、 も う １ 方
の 核 酸 分 子 が 、 固 体 の 担 体 上 に 固 定 化 し た 間 に て 行 な う こ と が で き る (た と え ば 、 核 酸 に
対 し 紙 、 膜 、 フ イ ル タ ー 、 チ ッ プ 、 ピ ン 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 又 は 別 の 適 切 な 基 質 を 、 固 定
す る こ と が で き る ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 用 語 「 免 疫 原 」 及 び 「 免 疫 原 の 」 は 、 技 術 に お け る 一 般 的 意 味 を 有 し 、 即 ち 免 疫 原 は 、
ポ リ ペ プ チ ド 又 は 他 の 抗 原 な ど の 分 子 で あ り 、 ヒ ト 又 動 物 へ の 導 入 に よ る 適 応 免 疫 応 答 を
惹 起 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ 」 は 、 関 心 の あ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 用 い る 方 法 で あ
る 。 そ の 細 胞 が 、 内 在 的 に 又 は 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 を 含 む 、 組 み 換 え 型 技 術 の 結 果
と し て 、 あ る い は 所 望 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 指 示 で き る 適 切 な 調 節 要 素 の 誘 導 (た と え ば
相 同 性 の 組 み 換 え に よ り )に よ り 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る 。 発 現 は 、 構 成 的
又 は 誘 発 可 能 、 並 び に 一 過 性 又 は 安 定 性 で も 良 い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 分 子 (た と え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )は 、 元 の 環 境 か ら
取 り 出 さ れ た (た と え ば 、 そ れ が 天 然 に 存 在 す る 場 合 天 然 の 環 境 )分 子 を 指 し て い る 。 た と
え ば 、 生 き た 動 物 に 存 在 す る 天 然 に よ り 生 成 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド が
、 単 離 さ れ な い が 、 同 じ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド が 、 天 然 系 (た と え ば 、 タ ン
パ ク 質 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 核 酸 )に お け る 共 存 物 質 の 幾 つ か 、 又 は そ の 全 て か ら 分 離 さ れ
た 同 じ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド が 、 単 離 さ れ る 。 こ う し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が
、 ベ ク タ ー の 1部 と 、 そ し て /又 は こ う し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド が 、 組 成 物
の 1部 で 可 能 で あ り 、 さ ら に そ う し た ベ ク タ ー 又 は 組 成 物 が 、 天 然 の 環 境 に よ る 1部 で な い
と 言 う 点 で 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 用 語 「 調 節 」 は 、 生 物 的 活 性 の 変 化 を 指 し て い る 。 た と え ば 、 調 節 は 、 触 媒 率 の 増 減 、
基 質 結 合 の 特 徴 付 け な ど に 関 与 す る こ と が で き る 。 た と え ば 調 節 は 、 タ ン パ ク 質 と 共 有 的
な 又 は 非 共 有 的 な 相 互 作 用 に よ り 生 じ 、 そ し て 生 物 的 活 性 の 増 減 に 関 与 す る 可 能 性 が あ る
。 「 調 節 剤 」 は 、 変 化 を 起 こ す 化 合 物 を 指 し 、 す な わ ち タ ン パ ク 質 の 活 性 の 増 減 を 、 そ し
て た と え ば 典 型 的 に は 、 リ ガ ン ド を 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 小 分 子 (た と え ば 、
ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ッ ス ト )の い ず れ か で あ る 。 調 節 剤 は 、 た と え ば 活 性 の 増 大 又
は 減 少 を 起 こ す よ う 、 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る こ と に よ り 直 接 に 作 用 す る こ と が で き る
。 さ ら に 調 節 剤 が 、 た と え ば 間 接 的 に 、 す な わ ち タ ン パ ク 質 の 活 性 の 増 大 又 は 減 少 を 引 き
起 こ す 別 の 分 子 の 作 用 を 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は ブ ロ ッ キ ン グ の 干 渉 に よ り 作 用 す る こ と が
で き る 。 種 々 の 形 状 に て 本 明 細 書 に て 用 い ら れ て い る よ う に 、 用 語 「 調 節 剤 」 及 び FALP活
性 の 「 調 節 」 は 、 FALPタ ン パ ク 質 又 は 遺 伝 子 を 伴 う 活 性 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ア ゴ ニ ス ト 、
一 部 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 そ し て 又 は 1部 ア ゴ ニ ス ト を 含 む も の と 考 え ら れ る 。 種 々 の 例 に お
い て 、 「 調 節 剤 」 は 、 FALPの 発 現 又 は 活 性 を 抑 制 又 は 刺 激 す る こ と が で き る 。 こ う し た 調
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節 剤 に は 、 FALP機 能 又 は 発 現 の 小 分 子 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 セ ン ス 分 子 、 リ
ボ ザ イ ム 、 ト リ プ レ ッ ク ス 分 子 、 及 び RNAiポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 治 療 方 法 な ど が あ げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 語 句 「 核 酸 」 「 核 酸 分 子 」 な ど が 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 又 は そ の い ず れ か の 断 片 を 指 し て い る 。 さ ら に こ う し た 語 句 が 、 細 胞 又 は 合 成 器 官 の
1本 鎖 、 又 は 2本 鎖 DNA及 び ／ 又 は RNAを 言 及 し て い る 。 本 明 細 に お け る 「 断 片 」 は 、 幾 つ か
の 機 能 特 性 、 た と え ば 天 然 に 形 成 す る ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 的 に 又 は 構 造 と し て の 領 域 を 保
持 す る ポ リ ペ プ チ ド を 、 翻 訳 さ れ る 時 に 作 り 出 す こ れ ら の 核 酸 分 子 を 指 し て い る 。 特 別 に
限 定 さ れ な い と し て も 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 開 示 は 、 さ ら に 相 補 的 配 列 を 指 す と 考 え
ら れ る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る よ う に 、 「 肥 満 」 は 、 通 常 の 意 味 を 有 す る 。 肥 満 (obesty)で は 、
ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 血 圧 、 糖 尿 病 、 発 作 、 肺 動 脈 の 閉 塞 、 及 び ガ ン な ど の 多 く の
強 く 生 命 の 脅 威 に 曝 す 疾 患 (肥 満 関 連 症 状 )に 対 す る 危 険 因 子 が 十 分 に 確 立 さ れ て い る 。 さ
ら に 、 そ れ は 、 呼 吸 疾 患 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 、 胆 汁 膀 胱 炎 、 及 び 異 常 脂 質 血 症 な ど
の 多 く の 慢 性 症 状 を 悪 化 さ せ る 。 こ の 重 大 な 問 題 は 、 最 も 良 く 反 映 し て い る 事 実 と し て 、
死 亡 率 が 、 体 重 の 増 大 に つ れ て 上 昇 し て い る 。 死 亡 率 の 全 て の 原 因 の 内 の 50%以 上 が 、 1回
の 3500万 人 の ア メ リ カ 人 に て 示 す よ う に 、 体 重 指 数 (BMI)が 30kg/m.sup.2を 越 え と い う 、
肥 満 関 連 症 状 に 起 因 し て い る 。 Lee,JAMA 268:2045-2049(1992)を 参 照 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 一 般 的 に 少 な く と も 約 6ヌ ク レ オ チ ド か ら 約 100ヌ ク レ
オ チ ド の 、 好 ま し く は 約 15か ら 約 50ヌ ク レ オ チ ド 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 20か ら 約 40の
ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 配 列 を 指 し 、 そ れ は た と え ば PCRの 増 幅 又 は ハ イ ブ リ ッ ト 化 ア ッ セ イ
に プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ て い る よ う
に 、 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 技 術 的 に 共 通 に 使 用 さ れ て い る 用 語 と し て の 「 ア ン
プ リ マ ー 」 「 プ ラ イ マ ー 」 「 オ リ ゴ マ ー 」 及 び 「 プ ロ ー ブ 」 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 用 語 「 作 用 可 能 な 会 合 」 及 び 「 作 用 的 に 結 合 さ れ た 」 は 、 機 能 的 に 関 連 し た 核 酸 分 子 で
あ る 。 た と え ば も し プ ロ モ ー タ が 、 適 切 な 宿 主 又 は 他 の 発 現 系 に お け る コ ー ド さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド の 転 写 そ し て ／ 又 は 翻 訳 に 制 御 を 支 援 す る 場 合 、 プ ロ モ ー タ は コ ー ド 配 列 と 作 用
的 に 会 合 さ れ る か 、 又 は 作 用 的 に 結 合 さ れ る 。 作 用 的 に 会 合 さ れ 、 又 は 作 用 的 に 結 合 さ れ
た 核 酸 分 子 が 近 接 し て い て も 良 い が 、 同 じ リ ー デ ン グ ・ フ レ ー ム に お い て 特 定 の 遺 伝 子 要
素 が 、 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に 連 続 し て 結 合 す る 必 要 が な い 。 た と え
ば 、 エ ン ハ ン サ ー は 、 転 写 を 増 大 さ せ る コ ー ド 配 列 に 極 め て 隣 接 し て 配 置 す る 必 要 が な い
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 用 語 「 擬 態 的 ペ プ チ ド (peptidomimetic)」 及 び 「 擬 態 (mimetic)」 は 、 FALPの 構 造 及 び
／ 又 は 活 性 を 少 な く と も 1部 、 そ し て あ る 程 度 擬 態 (mimic)す る 本 発 明 の FALPポ リ ペ プ チ ド
の 構 造 的 及 び 機 能 的 に 同 じ 特 徴 付 け を 実 質 的 に 有 す る こ と の で き る 合 成 に よ る 化 学 化 合 物
を 指 し て い る 。 ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 鋳 型 ペ プ チ ド の 特 性 と 類 似 し て 特 性 を 有 す る 非 ペ プ チ
ド 薬 剤 と し て 医 薬 産 業 に お い て 一 般 的 に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 種 の 非 ペ プ チ ド 化 合 物 が 、
「 ペ プ チ ド の 擬 態 物 」 又 は 「 ペ プ チ ド 擬 態 物 」 と 称 さ れ る (Fauchere,J.Adv.Drug Res.15:
29(1986);Veber and Freidinger TINS p.392(1985);and Evans ら 、 J.Med.Chem.30:1229(
1987)を 参 照 )。 治 療 的 に 有 益 な ペ プ チ ド に 構 造 的 に 類 似 す る ペ プ チ ド 擬 態 物 が 、 同 等 の 又
は 増 大 し た 治 療 又 は 予 防 効 果 を 形 成 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 ペ プ チ
ド 擬 態 物 は 、 FALPな ど パ ラ ダ イ ム ペ プ チ ド に 構 造 的 に 類 似 (す な わ ち 生 物 的 又 は 医 薬 的 に
活 性 を 有 す ポ リ ペ プ チ ド )し て い る が 、 所 望 に よ り 、 例 え ば -CH 2 NH-,-CH 2 S-,-CH 2 -CH 2 -,CH
=CH-(シ ス 及 び ト ラ ン ス )、 -COCH 2 -,-CH(OH)CH 2 -,及 び -CH 2 SO-か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る
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結 合 基 に よ り 置 換 さ れ る 1又 は 複 数 の 結 合 物 質 を 有 す 。 擬 態 物 質 は 、 合 成 の 、 非 天 然 の 類
似 の ア ミ ノ 酸 の 全 体 の あ る 化 合 物 、 か 1部 天 然 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 と 1部 非 天 然 の ア ミ ノ 酸
類 似 物 の キ メ ラ 分 子 の い ず れ に て も 可 能 で あ る 。 さ ら に 擬 態 物 質 が 、 こ う し た 置 換 物 質 が
、 擬 態 物 質 の 構 造 及 び ／ 又 は 活 性 を 実 質 的 に 変 更 し な い か ぎ り 、 天 然 の ア ミ ノ 酸 の 保 存 性
置 換 体 の 何 れ か の 量 を 組 み 入 れ る こ と が で き る 。 た と え ば 、 擬 態 組 成 物 が 、 も し FALPの 結
合 、 又 は FALPの 1又 は 複 数 の 他 の 生 物 的 活 性 他 の 生 物 的 活 性 、 た と え ば 酵 素 活 性 を 行 な う
こ と が で き る 場 合 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 語 句 「 パ ー セ ン ト (%)の 同 一 性 」 は 、 2以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し て 見 出 さ れ る 配 列 の
類 似 性 の パ ー セ ン ト を 言 及 し て い る 。 さ ら に 、 2の ポ リ ペ プ チ ド (又 は こ れ ら の １ 方 又 は 両
方 の 1又 は 複 数 の 部 分 )が 、 第 一 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド の
ア ミ ノ 酸 配 列 と を 比 較 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 こ う し た 比 較 た め に 有 効 な 何 か 適 切 な
ア ル ゴ リ ズ ム が 、 本 発 明 の 内 容 を 適 用 す る た め に 、 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 医 薬 的 に 受 け 入 れ 可 能 」 と は 、 処 方 物 の 別 の 成 分 と 適 合 性 が あ り 、 そ し て 一 般 的 に そ
の 賦 形 剤 へ の 投 与 に 対 し 安 全 で あ る た と え ば 、 担 体 、 希 釈 剤 、 又 は 賦 形 剤 の 意 味 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 用 語 「 タ ン パ ク 質 」 と 本 明 細 書 に て 互 換 性 の あ る よ う に 用 い
ら れ 、 そ し て 合 成 的 に 、 天 然 に 生 成 す る も の 、 及 び 非 天 然 に 生 成 す る そ の 類 似 体 (ア ミ ノ
酸 、 及 び 結 合 剤 ） を 含 む ア ミ ド 結 合 物 に よ り 結 合 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 構 成 さ れ た 高 分
子 を 指 し て い る 。 ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 試 料 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 意 味 で あ る 。 し た が っ て 、 用 語 「 ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 」 又 は 「 核 酸 」 又 は 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 が 互 換 し て 使 用 さ れ 、 そ し て ヌ
ク レ オ チ ド の 異 種 重 合 体 又 は こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 指 し て い る 。 さ ら に こ れ ら の 語
句 は 、 1本 鎖 又 は 2本 鎖 で も 良 い 遺 伝 子 又 は 合 成 オ リ ジ ン の DNA又 は RNAを 指 し て お り 、 そ し
て ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)又 は 任 意 の DNA様 又 は RNA様 物 質 に 対 し セ ン ス 又 は 抗 セ ン ス 鎖 を 示 す
こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が RNAで あ る 場 合 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 配 列 に お け る T
(thymine)が 、 U(ウ ラ シ ル ） に て 置 き 換 え ら れ る 、 と 考 え ら れ る 。 FALP,FALP断 片 、 又 は FA
LPバ リ ア ン ト を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 天 然 に 見 出 さ れ る FALPの 熟 成 形 態 ； 天 然
に 見 出 さ れ る FALPの 熟 成 形 態 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び た と え ば リ ー ダ 又
は シ グ ナ ル 配 列 、 又 は 前 駆 タ ン パ ク 質 配 列 な ど の 付 加 的 に コ ー ド す る 配 列 ； 上 記 の い ず れ
か 、 そ し て 非 コ ー ド 配 列 (た と え ば 、 イ ン ト ロ ン 、 又 は 非 コ ー ド 配 列 5 ' 及 び ／ 又 は 天 然 に
見 出 せ る ポ リ ペ プ チ ド の 熟 成 形 状 に 対 す る 3 ' の コ ー ド 配 列 );天 然 に 見 出 せ る FALPの 熟 成 形
状 の 断 片 ； 及 び 天 然 に 見 出 さ れ る 熟 成 形 状 の バ リ ア ン ト を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 言 及
し て い る 。 従 っ て 、 用 語 「 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 な ど は 、 所 望 の FALP、 断
片 、 バ リ ア ン ト の コ ー ド 配 列 の み を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 付 加 的 に コ ー ド す る 配 列
、 及 び ／ 又 は 非 コ ー ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 用 語 「 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 な ど は 、 (a)た と え ば 配 列 番 号 9,10,12,13,
15,16,18又 は 19の い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し ； (b)少 な く と も 85パ ー セ ン ト 同 一
で あ る が 、 85%よ り 高 く て も 可 能 で あ る 、 す な わ ち 、 た と え ば 配 列 番 号 1,10,13,16,又 は 19
の い ず れ か に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 、 86,87,88,89,90,91,92,93,94,95,96
,97,98,又 は 99パ ー セ ン ト 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 有 す ； (c)天 然
い 形 成 す る 対 立 遺 伝 子 バ リ ア ン ト 、 又 は 選 択 肢 と し て の (a)又 は (b)の ス プ ラ イ ス ・ バ リ ア
ン ト で あ る ； (d)は 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る よ う に 生 成 さ れ る (a)-(c)の 核 酸 バ リ ア ン ト ；
(e)は 、 (a)-(d)に 相 補 的 で あ る 配 列 を 有 す ； (f)が 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で
、 (a)-(e)の 何 れ か に ハ イ ブ リ ッ ト 化 す る ； 及 び ／ 又 は (g)は 、 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,
12,13,14,15,16,17,18,19,20,25,30,35,40,45,50,55,60,65,70,75,80,85,90,95又 は 100ま
で の ア ミ ノ 酸 置 換 体 を コ ー ド し 、 そ し て /又 は 天 然 に 形 成 す る FALPの い ず れ か を 欠 失 す る
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ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す 、 と い う 核 酸 分 子 又 は そ の 断 片 を 指 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ て い る よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 抗 体 の 構 成 体 (contex)に 使
用 さ れ る 場 合 、 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 別 の 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 を 指 し て い る 。 プ ロ ー
ブ の １ の 例 は 「 核 酸 プ ロ ー ブ 」 で 、 そ れ は 、 DNA,RNA又 は 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に て 可 能
で あ る 。 核 酸 プ ロ ー ブ と し て 特 定 配 列 が 与 え ら れ た 場 合 、 さ ら に 相 補 鎖 が 、 同 定 さ れ 含 ま
れ る こ と が 理 解 さ れ よ う 。 相 補 的 鎖 は 、 標 的 が 実 質 的 に 相 補 核 酸 に 特 異 的 に 結 合 す る (た
と え ば 、 ア ニ ー ル 又 は ハ イ ブ リ ッ ト 化 )2本 鎖 核 酸 で あ る 状 況 に お い て 、 十 分 に 同 等 に 作 用
す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ の 別 の 例 は 、 対 応 す る 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す
る 「 抗 体 プ ロ ー ブ 」 で あ る 。 一 般 的 に 用 語 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 1の ア ミ ノ 酸 (又 は ア ミ ノ 酸
残 基 )の α -炭 素 へ 結 合 し た カ ル ボ ン 酸 基 の カ ル ボ キ シ ル 基 の 炭 素 原 子 が 、 隣 接 す る ア ミ ノ
酸 の α 炭 素 へ 結 合 し た ア ミ ノ 基 の ア ミ ノ 基 の 窒 素 原 子 へ 共 有 的 に 結 合 す る よ う に な る 場 合
に 発 生 す る も の と し て 、 ペ プ チ ド 結 合 を 介 し て 結 合 さ れ る 2以 上 の 個 々 の ア ミ ノ 酸 (天 然 に
存 在 し て も し な く と も )の 任 意 の 重 合 体 を 指 し て い る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド を 結 合 す る 結 合
体 、 及 び こ れ ら を (す な わ ち 、 α -炭 素 原 子 、 カ ル ボ キ シ ル 炭 素 原 子 (そ し て 、 こ れ ら の 置
換 酸 素 原 子 )含 む 原 子 群 、 及 び ア ミ ノ 窒 素 原 子 (そ し て こ れ ら の 置 換 基 の 水 素 原 子 ))が 、 タ
ン パ ク 質 の 「 ポ リ ペ プ チ ド 骨 格 」 を 形 成 す る 。 加 え て 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ て い る よ う に
、 用 語 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び 「 ペ プ チ ド 」 (こ れ ら は 、 本 明 細 書
に お い て 時 に 交 換 し て 使 用 す る こ と が で き る )を 含 む こ と が 、 理 解 さ れ る 。 同 様 に 、 タ ン
パ ク 質 断 片 、 類 似 体 、 誘 導 体 、 及 び バ リ ア ン ト が 、 「 タ ン パ ク 質 」 と し て 本 明 細 書 に 言 及
す る こ と が で き 、 そ の 他 の 点 に て 指 示 さ れ な い か ぎ り 、 「 タ ン パ ク 質 」 で あ る と み な す べ
き で あ る 。 用 語 と し て の タ ン パ ク 質 の 「 断 片 」 は 、 タ ン パ ク 質 の 全 ア ミ ノ 基 の 末 端 よ り 、
有 意 に 少 し し か 含 ま れ な い ポ リ ペ プ チ ド を 指 し て い る 。 理 解 さ れ る よ う に 、 タ ン パ ク 質 の
「 断 片 」 は 、 ア ミ ノ 基 末 端 、 カ ル ボ キ シ ル 基 末 端 、 及 び /又 は 内 部 で (天 然 に ス プ ラ イ ス す
る な ど )切 断 さ れ た 形 状 の タ ン パ ク 質 に て 可 能 で あ り 、 さ ら に バ リ ア ン ト 、 及 び /又 は 誘 導
体 に て も 可 能 で あ る 。 さ ら に タ ン パ ク 質 の 「 ド メ イ ン 」 は 断 片 で あ り 、 そ し て 天 然 に 生 成
し た タ ン パ ク 質 に 相 当 す る 生 化 学 的 な 活 性 を 与 え る 必 要 の あ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 残 基
を 含 む 。 「 バ リ ア ン ト 」 又 は 「 類 似 体 ｌ は 、 基 準 タ ン パ ク 質 (た と え ば 、 天 然 に 形 成 し た
形 状 の タ ン パ ク 質 )と 比 較 し て 1又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 に て 変 更 さ れ た 、 た と え ば 1又 は 複 数
の 置 換 、 欠 失 、 及 び /又 は 挿 入 に よ り 変 更 さ れ た 、 タ ン パ ク 質 を 指 し て い る 。 バ リ ア ン ト
は 、 「 保 存 性 」 の あ る 変 化 を 有 し 、 こ こ で 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 類 似 し た 構 造 、 又 は 化
学 特 性 (た と え ば 、 ロ イ シ ン を イ ソ ロ イ シ ン に 置 換 )を 有 す る 。 選 択 肢 と し て バ リ ア ン ト が
、 1又 は 複 数 の 「 非 保 存 性 」 の 変 更 (た と え ば 、 グ リ シ ン を ト リ プ ト フ ァ ン に 置 換 )を 有 す
る 。 そ の 他 の バ リ ア ン ト は 、 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 又 は 挿 入 、 又 は そ の 両 方 を 含 む 。 こ う し た バ
リ ア ン ト は 、 相 当 す る 核 酸 分 子 の バ リ ア ン ト か ら 調 製 さ れ 、 そ れ が 、 核 酸 配 列 か ら に よ り
、 た と え ば 野 生 型 FALPポ リ ペ プ チ ド へ 変 更 す る 核 酸 配 列 を 有 す 。 そ れ 以 外 の 点 に て 指 示 さ
れ な い 限 り 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 (す な わ ち 、 そ の 「 １ 次 構 造 」 又 は 「 一 次 配 列 」
が 、 ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ キ シ ル 末 端 ま で 書 き 込 ま れ て い る 。 非 生 物 系  (た と え ば こ れ ら
を 用 い た 固 形 状 に て の 合 成 ) に お い て 、 タ ン パ ク 質 の 1次 構 造 (さ ら に ジ ス ル フ ィ ド (シ ス
テ イ ン )の 結 合 位 置 を 含 む )は 、 使 用 者 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 1次 構 造 に 加 え 、 さ
ら に タ ン パ ク 質 は 、 2次 、 3次 構 造 を 有 し 、 そ し て 複 数 の サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 に て 、 4
次 構 造 を 有 す る 。 「 2次 構 造 」 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 互 い に 連 続 し た ペ プ チ ド
結 合 及 び α 炭 素 の 結 合 部 を 共 有 的 に 結 合 し た 原 子 に 、 タ ン パ ク 質 鎖 の 部 分 的 な 構 成 を 指 し
て い る 。 2構 造 の 代 表 的 な 例 で は 、 α ヘ リ ッ ク ス 、 並 行 及 び 抗 並 行 β 構 造 、 及 び ヘ リ ッ ク
ス ・ タ ー ン ・ ヘ リ ッ ク ス 、 β -α -β 、 ロ イ シ ン ・ ジ ッ パ ー 、 ジ ン ク ・ フ ィ ン ガ ー 、 β ・ バ
レ ル 、 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン ・ フ ォ ル ド (fold)な ど の 構 造 モ チ ー フ が あ げ ら れ る 。 「 3次 構
造 」 は 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 及 び 原 子 の 空 間 的 な 相 互 関 係 、 及 び タ ン パ ク 質 の 異 な る 領 域 の ゲ ノ
ム と し て の 相 互 関 係 を 含 む 、 タ ン パ ク 質 の 3次 元 構 造 に 関 係 す る 。 「 4次 元 構 造 」 は 、 複 数
の サ ブ ユ ニ ッ ト ・ タ ン パ ク 質 に お け る 構 造 的 に 、 そ し て 非 共 有 的 に 結 合 し た 異 な る ポ リ ペ
プ チ ド の サ ブ ユ ニ ッ ト を 指 し て い る 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
　 用 語 「 組 み 換 え 体 」 は 、 合 成 さ れ た 、 又 は そ の 他 の 方 法 で vitroに お い て 操 作 さ れ た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド (た と え ば 、 組 み 換 え 型 ポ リ ペ プ チ ド )、 組 み 換 え 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使
用 し 、 細 胞 又 は 他 の 生 物 系 に お け る 遺 伝 子 産 生 物 を 生 成 す る 方 法 、 又 は 組 み 替 え 型 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド (「 組 み 換 え 型 タ ン パ ク 質 」 )を 指 し て い る 。
し た が っ て 、 「 組 み 換 え 型 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 そ の 製 造 方 法 又 は そ の 構 造 に の い ず れ
か に よ り 定 義 さ れ る 。 そ の 製 造 の 方 法 に 対 し 、 そ の 方 法 は 、 組 み 換 え 型 核 酸 技 術 、 た と え
ば 、 ヒ ト の 核 酸 配 列 に お け る 干 渉 、 典 型 的 に 選 択 又 は 製 造 を 含 む 組 み 換 え 型 の 核 酸 技 術 の
使 用 を 指 し て い る 。 選 択 肢 と し て そ れ は 、 天 然 に は 互 い に 隣 接 し て い な い ２ 以 上 の 断 片 の
融 合 を 含 む 配 列 を 生 成 す る こ と に よ り 作 成 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 可 能 で あ る 。 し た が
っ て 、 た と え ば 、 非 天 然 に 生 成 さ れ た 任 意 の ベ ク タ ー に よ り 細 胞 を 形 質 転 換 し て 作 成 さ れ
た 生 成 物 が 、 何 ら か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 方 法 を 用 い 誘 導 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド と し て 包 含 さ れ る 。 類 似 し た 「 組 み 換 え 型 」 ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 み 換 え 型 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド か ら 発 現 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 組 み 換 え 型 宿 主 細 胞 」 は 、 た と え ば ク ロ ー ニ ン グ ・ べ ク タ ー 又 は 発 現 ベ ク タ ー な ど の
ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 、 又 は そ れ 以 外 に 組 み 換 え 技 術 に よ り 操 作 さ れ 関 連 す る タ ン パ ク 質 を
発 現 す る 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 語 句 「 選 択 的 ハ イ ブ リ ッ ト 化 」 は 、 標 的 配 列 が 、 全 細 胞 の DNA又 は RNAの 調 製 に 存 在 す る
場 合 、 非 標 的 分 子 と 所 望 の レ ベ ル の 反 応 性 で 、 又 は 非 反 応 性 で 特 定 標 的 に ハ イ ブ ル ッ ト 化
、 2本 化 、 又 は 結 合 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ を 言 及 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 小 分 子 」 は 、 約 5000ド ル ト ン よ る 小 さ い 分 子 量 を 有 す る 有 機 分 子 の 意 味 で あ る 。 小 分
子 は 、 天 然 に 存 在 す る も の 、 又 は 合 成 の も の で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 抗 体 及 び タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 間 の 相 互 作 用 に 言 及 す る 場 合 、 語 句 「 特 異 的 な
免 疫 活 性 」 又 は 「 特 異 的 結 合 」 は 、 た と え ば 関 連 す る タ ン パ ク 質 に 、 た と え ば DALPに 対 し
比 較 的 高 い 親 和 性 に て 認 識 し 、 そ し て 検 出 で き る よ う に 結 合 し 、 そ し て そ の 結 合 を 用 い 、
タ ン パ ク 質 及 び /又 は 他 の 生 物 系 の 異 種 集 団 に お け る タ ン パ ク 質 の 存 在 又 は そ の 量 を 決 定
す る す る 抗 体 を 言 及 し て い る 。 好 ま し く は 、 指 定 さ れ 、 又 は 所 望 の 免 疫 ア ッ セ イ の 条 件 下
に て 、 特 定 さ れ た 抗 体 が 、 特 定 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る が 、 試 料 中 に 存 在 す る 他 の ポ リ ペ
プ チ ド に 対 し 多 く の 量 又 は 要 望 さ れ な い 量 に て 結 合 し な い 、 す な わ ち 非 標 的 抗 原 及 び /又
は エ ピ ト ー プ と 所 望 さ れ な い 交 差 反 応 を し な い 。 た と え ば 種 々 の 免 疫 ア ッ セ イ の 方 式 を 用
い て 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 で あ り 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 選 択 す る こ と
が で き る 。 た と え ば 、 通 常 固 相 ELISA免 疫 ア ッ セ イ を 使 用 し 、 所 望 の 免 疫 反 応 性 及 び 特 異
性 を 有 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 選 択 す る 。 免 疫 反 応 性 及 び 特 異 性 を 決 定 又 は 評 価 す る た
め に 使 用 で き る 免 疫 評 価 法 及 び 条 件 を 記 述 す る た め 、 Harlow,1988,ANTIBODIES,A LABORAT
ORY MANUAL,Cold Spring Harbor Publications,New Yorkを 参 照 (以 後 「 Harlow」 )。 従 っ
て 、 た と え ば 、 用 語 「 特 異 的 結 合 」 「 特 異 的 に 結 合 」 「 特 異 性 」 な ど は 、 タ ン パ ク 質 と 雑
多 で な い 調 節 物 質 (た と え ば 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト )、 抗 体 な ど の 間 の 相 互 作 用
を 言 及 し て い る 。 こ う し た 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 の 特 定 構 造 の 存 在 、 た と え ば 、 活 性 ド
メ イ ン 、 抗 原 決 定 基 又 は エ ピ ト ー プ な ど で あ る と 考 え ら れ る 。 「 選 択 的 結 合 」 「 選 択 性 」
な ど は 、 別 の 分 子 と 比 較 し て 1方 の 分 子 と 優 先 し て 相 互 作 用 す る 化 合 物 を 指 し て い る 。 好
ま し く は 、 化 合 物 、 特 に 調 節 物 質 と タ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 は 、 特 異 性 と 選 択 性 の 両
方 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 用 語 「 安 定 し て 形 質 転 換 さ れ た 」 は 、 宿 主 細 胞 に 挿 入 さ れ 、 そ し て 宿 主 細 胞 に 存 在 す る
1部 の 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム DNAと し て 、 独 立 し た 分 子 と し て の い ず れ か (た と え ば 、 染 色 体 外
の )、 そ し て 継 続 的 世 代 を 介 し 通 さ れ る よ う 、 親 宿 主 細 胞 に 保 存 お よ び 複 製 さ れ る 核 酸 分
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子 を 指 し て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 相 違 と は 、 変 化 に よ り (p値 )生 ず る 観 察 さ れ る 違 い の 確 率 が 、 あ る 種 の 所 定 レ ベ ル よ り
低 い 場 合 、 「 統 計 的 に 有 意 」 で あ る と 典 型 的 に 考 え ら れ る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ て い る よ
う に 、 「 統 計 的 に 有 意 な 相 違 」 は 、 少 な く と も 約 5%(<0.05)よ り 低 い 、 好 ま し く は 少 な く
と も 約 1%(<0.01)よ り 低 い 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 0.1%(<0.001)よ り 低 い ｐ
値 を 言 及 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 用 語 「 ス ト リ ジ ェ ン ト な 条 件 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の ハ イ ブ リ ッ ト 化 を 可 能 に す る
条 件 を 指 し て い る 。 ス ト リ ジ ェ ン ト な 条 件 を 、 塩 濃 度 、 有 機 溶 媒 の 濃 度 (た と え ば 、 ホ ル
ム ア ミ ド )、 温 度 及 び 技 術 的 に よ く 知 ら れ た そ の 他 の 条 件 に よ り 定 義 す る こ と が で き る 。
特 に ス ト リ ジ ェ ン シ は 、 塩 濃 度 の 減 少 、 有 機 溶 媒 の 濃 度 の 増 大 (た と え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド )
、 又 は ハ イ ブ リ ッ ト 化 温 度 の 上 昇 に よ り 増 大 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 ス ト リ ジ ェ ン
ト な 塩 濃 度 が 、 通 常 約 750mMの NaCl及 び 75mMの ク エ ン 酸 ト リ ナ ト リ ウ ム よ り 少 な く 、 好 ま
し く は 約 500mMの NaCl及 び 50mMの ク エ ン 酸 ト リ ナ ト リ ウ ム よ り 少 な く 、 そ し て 最 も 好 ま し
く は 約 250mMの NaCl及 び 25mMの ク エ ン 酸 ト リ ナ ト リ ウ ム よ り 少 な く な る こ と で あ る 。 低 ス
ト リ ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ッ ト 化 は 、 有 機 溶 媒 の 、 た と え ば ホ ル ム ア ミ ド の 非 存 在 の 状 態 で
え る こ と が で き る が 、 高 ス ト リ ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ッ ト 化 は 、 有 機 溶 媒 の 存 在 下 に て (た
と え ば 、 少 な く と も 約 35%の ホ ル ム ア ミ ド 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 50%の ホ ル ム ア ミ
ド )得 る こ と が で き る 。 ス ト リ ジ ェ ン ト な 温 度 条 件 は 、 少 な く と も 約 30℃ 、 よ り 好 ま し く
少 な く と も 約 37℃ 、 最 も 好 ま し く 少 な く と も 約 42℃ の 温 度 を 含 む 。 た と え ば ハ イ ブ リ ッ ト
化 時 間 、 洗 剤 た と え ば ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)の 濃 度 、 そ し て 担 体 DNAの 包 含 又 は 排
除 な ど の 追 加 パ ラ メ ー タ の 変 更 が 、 技 術 的 に 周 知 で あ る 。 ス ト リ ジ ェ ン ト の 種 々 の レ ベ ル
は 、 必 要 な こ れ ら 種 々 の 条 件 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 行 わ れ 、 そ し て 技 術 的 に 周 知 な ぎ
術 の 範 囲 内 で あ る 。 さ ら に ス ト リ ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ッ ト 化 条 件 は 、 標 的 配 列 及 び 標 的 に
対 し 相 補 的 に 存 在 す る か 又 は ほ ぼ 存 在 す る プ ロ ー ブ の 溶 融 温 度 (Tm)よ り 低 い 約 5℃ か ら 約 2
0℃ 又 は 約 25℃ の 範 囲 の 条 件 に て 定 義 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る よ う に 、
融 点 は 、 2本 鎖 核 酸 分 子 の 集 団 1本 鎖 が 、 半 解 離 さ れ １ 本 鎖 に な る 温 度 で あ る 。 核 酸 の Tmの
計 算 方 法 は 、 技 術 的 に 周 知 で あ る (た と え ば 、 Berger and Kimmel,1987,METHODS IN ENZYM
OLOGY,Vol.152:Guide To Molecular Cloning Techniques,San Diego:Academic Press,Inc
.and Sambrookら ;supra,(1989)MOLECULAR CLONING:A LABORATORY MANUAL,2n d  Ed.,Vols.1
-3,Cold Spring Harbor Laboratoryを 参 照 )。 基 準 文 献 に よ り 明 示 さ れ る よ う に 、 Tm値 の
簡 単 な 推 定 は 、 核 酸 が 、 1Mの NaClの 水 溶 液 で あ る 時 (た と え ば 、 Anderson and Young、 「 Q
uantitative Filter Hybridization」 in NUCLEIC ACID HYBRIDIZATION(1985)を 参 照 )、 式
Tm = 81.5 + 0.41(%G+C)に よ り 計 算 す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 文 献 で は 、 Tmの 計 算 の た
め 、 構 造 及 び 配 列 の 特 徴 を 考 慮 に 入 れ て よ り 複 雑 な 計 算 を 含 む 。 ハ イ ブ リ ッ ト の 溶 融 温 度
(そ こ で ス ト リ ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ッ ト 化 の た め の 条 件 )が 、 プ ロ ー ブ の 長 さ 、 及 び 性 質 (D
NA,RNA,塩 基 組 成 物 )及 び 標 的 の 性 質 (溶 液 中 に 存 在 す る か 又 は 固 定 さ れ た DNA,RNA,塩 基 組
成 物 な ど )、 及 び 塩 及 び そ の 他 の 成 分 の 濃 度 (た と え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、 デ キ ス ト ラ ン ・ サ
ル フ ェ イ ト 、 ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル の 存 在 、 又 は 非 存 在 )な ど の 諸 因 子 に よ り 影 響 さ
れ る 。 こ れ ら の 因 子 の 影 響 が 良 く 知 ら れ 、 そ し て 技 術 的 に 標 準 的 な 文 献 に 記 載 さ れ て お り
、 た と え ば 、 Sambrook,supra,and Ausubel,supraを 参 照 。 典 型 的 に は ス ト リ ジ ェ ン ト な ハ
イ ブ リ ッ ト 化 の 条 件 が 、 典 型 的 に pH7.0か ら 8.3の 範 囲 、 そ し て 短 プ ロ ー ブ に 対 し て 少 な く
と も 約 30℃ の 温 度 (た と え ば 、 10乃 至 50ヌ ク レ オ チ ド ) 、 長 プ ロ ー ブ に 対 し て 少 な く と も
約 60℃ の 温 度 (た と え ば 、 50ヌ ク レ オ チ ド よ り 長 く )で 、 約 1.0Mの ナ ト リ ウ ム イ オ ン よ り 低
い 塩 濃 度 で 、 典 型 的 に 0.01か ら 1.0Mの ナ ト リ ウ ム イ オ ン の 塩 濃 度 で あ る 。 注 意 す べ き こ と
と し て 、 さ ら に ス ト リ ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 ホ ル ム ア ミ ド な ど の 非 安 定 化 剤 の 添 加 に よ り 行
う こ と が で き 、 こ の 場 合 低 温 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 用 語 「 実 質 的 な 精 製 」 又 は 「 単 離 さ れ た 」 は 、 天 然 の 環 境 か ら 取 り 出 さ れ 、 そ し て 単 離
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さ れ る か 又 は 分 離 さ れ 、 そ し て こ れ ら が 天 然 に 会 合 さ れ る 他 の 組 成 物 か ら 少 な く と も 約 50
%遊 離 し た 、 好 ま し く は 約 60%遊 離 し た 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 75%遊 離 し た 、 そ し
て 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 90%以 上 遊 離 し て い る 。 従 っ て 、 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ
チ ド は 、 タ ン パ ク 質 が 、 そ の タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 の 50%以 上 の 全 タ ン パ ク 質 含 量 、 典
型 的 に 60%以 上 の 全 タ ン パ ク 質 の 含 量 か ら 構 成 さ れ る 場 合 、 実 質 的 に 実 質 的 に 純 粋 で あ る
と 考 え ら れ る 。 よ り 典 型 的 に 実 質 的 に 純 粋 な 、 又 は 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 、 又 は ポ リ ペ プ
チ ド が 、 全 タ ン パ ク 質 の う ち 少 な く と も 75%.よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90%よ り 構 成 さ れ
る 。 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 が 、 組 成 物 中 約 90%以 上 の 全 タ ン パ ク 質 、 そ し て よ り 好 ま し
く は 約 95%以 上 に て 構 成 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 言 及 す る 場 合 、 用 語 「 実 質 的 に 純 粋
」 又 は 「 単 離 さ れ た 」 が 、 た と え ば 、 脂 肪 、 タ ン パ ク 質 、 又 は 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 一
般 的 に 結 合 さ れ る 汚 染 物 質 か ら 分 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 一 般 的 に 指 し て い る 。 本 発
明 の 実 質 的 に 純 粋 な 、 又 は 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 約 50%以 上 の 純 度 と な り 得 る
。 典 型 的 に こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 約 60%以 上 の 純 度 、 よ り 典 型 的 に 約 75%乃 至 約 90
%の 純 度 、 そ し て 好 ま し く は 95%乃 至 約 98%の 純 度 と な る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ て い る よ う に 、 用 語 「 実 質 的 な 配 列 の 同 一 性 」 又 は 「 実 質 的 な 同 一
性 」 (2以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 比 較 し た 内 容 に お い て )は 、 以 下 の
配 列 を ア ル ゴ リ ズ ム 、 又 は 視 覚 検 査 に よ る 以 下 の 配 列 比 較 の 1を 使 用 し て 測 定 さ れ 、 最 大
に 相 当 す る よ う 比 較 さ れ 、 そ し て 構 成 さ れ る 時 、 少 な く と も 60%,好 ま し く は 80%、 最 も 好
ま し く は 90%、 95%,98%又 は 99%の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 残 基 の 同 一 性 を 有 す る ２ 以 上
の 配 列 又 は 亜 配 列 (subsequences)を 指 し て い る 。 ２ の 配 列 (ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド )を
、 こ れ ら の 全 長 に わ た っ て (又 は た と え ば こ れ ら の 長 さ が 異 な る 場 合 、 ２ の う ち よ り 短 い
長 さ )、 又 は 少 な く と も 約 50、 約 100、 約 200、 約 500又 は 約 1000の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 、
又 は 少 な く と も 約 10、 約 20、 約 30、 約 50又 は 約 100の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 に わ た り 比 較
す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ て い る よ う に 、 実 質 的 に 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 共 通 し た 機 能 活 性 (た と え ば 、 生 物 的 活 性 )を 有 す る 。 配 列 を 比 較
す る た め に 、 典 型 的 に 1の 配 列 が 基 準 配 列 と し て 作 用 さ せ 、 そ れ に 試 験 配 列 を 比 較 す る 。
配 列 を 比 較 す る ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る 場 合 、 試 験 配 列 及 び 基 準 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ に 入
力 し 、 次 ぎ に 配 列 の 配 置 構 造 を 指 定 す る 。 そ し て 必 要 で あ れ ば 、 配 列 に お け る ア ル ゴ リ ズ
ム の プ ロ グ ラ ム ・ パ ラ メ ー タ を 指 定 す る 。 次 に 配 列 比 較 の ア ル ゴ リ ズ ム で は 、 指 定 プ ロ グ
ラ ム ・ パ ラ メ ー タ に 基 づ く 基 準 配 列 に 試 験 配 列 に お け る 配 列 の 相 同 パ ー セ ン ト を 計 算 す る
。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 比 較 の た め の 配 列 の 最 適 な 構 成 を 、 た と え ば 、 Smith & Waterman,Adv.Appl.Math.2:482
(1981)の 1部 相 同 ア ル ゴ リ ズ ム 、 Needleman & Wunsch,J.Mol.Biol.48:443(1970) の 相 同 配
列 調 整 (alignment)ア ル ゴ リ ズ ム 、 Pearson & Lipman,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85:2444(1
988)の 同 様 な 方 法 に よ る 検 索 で 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム (GAP,BESTFIT,FASTA,and TFASTA 
in the Wisconsin Genetics Software Package,Genetics Computer Group,575 Science D
r.Madison,WI)も コ ン ピ ュ ー タ 化 の 手 順 に よ り 、 又 は 肉 眼 に よ る 検 査 (一 般 的 に Ausubelら
、 CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY,Greene Publishing and Wiley-Interscienc
e,New York(2001か ら 供 給 さ れ る )を 参 照 )に て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 以 下 記 載 の い ず れ か の ア ル ゴ ル ズ ム の 使 用 す る 場 合 、 一 般 的 に 「 Window」 長 、 隙 間 ペ ナ
ル テ イ な ど の た め の デ フ ォ ル ト ・ パ ラ メ ー タ が 使 用 さ れ る 。 他 の 例 と し て の 配 列 の 相 同 性
及 び 配 列 の 類 似 性 の 割 合 を 決 定 す る た め の 適 切 な ア ル ゴ リ ズ ム は 、 BLASTア ル ゴ リ ズ ム で
、 た と え ば そ れ は 、 Altschulら J.Mol.Biol.215:403-410(1990)に 記 載 さ れ て い る 。 BLAST
分 析 を 行 た め の ソ フ ト ウ エ ア が 、 生 物 技 術 情 報 の た め の 国 際 セ ン タ ー (National Center f
or Biotechnology Information(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/))を 介 し て 公 的 に 利 用 す
る こ と が で き る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム で は 、 第 一 に ク エ リ ー 配 列 に お け る 長 さ Wの 短 い ワ ー
ド を 同 定 す る こ と に よ る 、 高 ス コ ア と な る (scoring)配 列 の 塩 基 対 (HSPs)を 同 定 す る こ と
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を 含 み 、 そ れ が 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列 と 同 じ 長 さ の ワ ー ド と 直 線 的 に 並 べ る と 、 あ る 正 の 値
の 閾 値 の ス コ ア Tと 照 合 す る か 、 満 足 す る か の い ず れ か で あ る 。 Tは 、 隣 接 す る ワ ー ド ・ ス
コ ア の 閾 値 (Altschulら supra)を 指 し て い る 。 こ れ ら 最 初 に 隣 接 す る ワ ー ド ・ ヒ ッ ト が 、
検 索 を 開 始 す る た め の 種 子 と し て 作 用 し 、 こ れ ら を 含 む 有 意 に 長 い HSPsを 見 出 す 。 次 に ワ
ー ド ・ ヒ ッ ト は 、 累 積 す る ア ラ イ メ ン ト ・ ス コ ア が 増 大 す る か ぎ り 、 各 配 列 に 沿 っ て 両 方
向 に 伸 長 さ れ る 。 累 積 に よ る ア ラ イ メ ン ト ・ ス コ ア が 、 そ の 最 大 の 達 成 値 か ら 量 Xだ け 減
衰 す る ； 1又 は 複 数 の 負 に 得 点 (scoring)す る 残 基 の ア ラ イ メ ン ト の 累 積 に よ り 、 そ の 累 積
ス コ ア ー が 、 ゼ ロ 又 は そ れ 以 下 に な る ； 又 は 配 列 の い ず れ か の 端 部 が 到 達 さ れ た 時 、 各 方
向 に お け る ワ ー ド ・ ヒ ッ ト の 伸 長 が 停 止 さ れ る 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム ・ パ ラ メ ー タ W,T,及
び Xは 、 ア ラ イ メ ン ト の 感 受 性 及 び 速 度 を 決 定 す る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 文 字 列 の 長 さ を
11、 BLOSUM62の ス コ ア ー リ ン グ ・ マ ト リ ッ ク ス (Henikof & Henikoff,Proc.Natl.Acad.Sci
.USA 89:10915(1989)を 参 照 )、 50の ア ラ イ メ ン ト (B)、 10の 予 想 値 (B)、 M=5、 N=-4、 及 び
両 方 の 鎖 の 比 較 を デ フ ォ ル ト と し て 使 用 す る 。 配 列 の 同 一 の パ ー セ ン ト を 計 算 す る こ と に
加 え 、 さ ら に BLASTア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 2つ の 配 列 間 に お け る 類 似 性 の 統 計 分 析 を 行 な う
(た と え ば 、 Karlin & Altschul,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:5873-5787(1993)を 参 照 )。 B
LASTア ル ゴ リ ズ ム に よ り 提 供 さ れ る 類 似 す る 測 定 の １ が 、 最 も 少 数 の 総 和 に よ る 確 率 (P(N
))で 、 そ れ が 、 2の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 間 の 同 一 性 が 、 変 化 に よ り 生 ず る
確 率 の 指 示 を 提 供 す る 。 た と え ば 核 酸 は 、 基 準 核 酸 に 対 す る 試 験 核 酸 の 比 較 に お け る 最 小
総 数 の 確 率 が 、 約 0・ 1よ り 小 さ く 、 よ り 好 ま し く は 約 0.01よ り 小 さ く 、 そ し て 最 も 好 ま し
く は 約 0.001よ り 小 さ い 場 合 、 基 準 配 列 に 対 し 類 似 す る と 考 え ら れ る 。 ２ の 核 酸 配 列 又 は
ポ リ ペ プ チ ド が 、 実 質 的 に 同 一 で あ る と す る さ ら な る 指 示 が 、 最 初 の ポ リ ペ プ チ ド (た と
え ば 、 最 初 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド )が 、 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 的 に
交 差 反 応 す る (た と え ば 、 第 二 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド )。 従 っ て 、 ポ リ ペ
プ チ ド が 、 典 型 的 に 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 一 で あ り 、 た と え ば 、 こ こ で 2の ペ
プ チ ド が 、 保 存 性 置 換 基 み よ っ て の み 相 違 す る 。 2の 核 酸 が 、 実 質 的 に 同 一 で あ る と い う
指 示 が 、 2の 分 子 が 、 ス ト リ ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 互 い に 、 又 は 他 の 分 子 の 相 補 鎖 に 対 し ハ
イ ビ リ ッ ト す る こ と で あ る 。 一 般 的 に 少 な く と も 約 25乃 至 約 30の 配 列 を 、 又 は プ ロ ー ブ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 鎖 又 は そ の 相 補 鎖 に 対 し ス ト リ ジ
ェ ン ト な 条 件 下 ハ イ ブ リ ッ ド す る 場 合 、 実 質 的 な 同 一 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 合 成 で あ る 分 子 (た と え ば 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 又 は 小 分 子 )は 、 化 学 的 合 成 法 に よ り 全
体 に 、 又 は 部 分 的 に 生 成 さ れ た 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 「 標 的 タ ン パ ク 質 」 発 見 の 方 法 過 程 に お い て 、 そ し て /又 は 治 療 標 的 に 使 用 さ れ る タ ン
パ ク 質 を 指 し て い る 。 一 般 的 に 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を
同 定 す る ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 「 試 験 化 合 物 」 は 、 ア ッ セ イ に て 試 験 さ れ る 化 合 物 を 指 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 用 語 「 治 療 と し て の 有 効 量 」 は 、 研 究 者 、 獣 医 、 医 者 、 又 は 他 の 臨 床 家 に よ り 求 め ら れ
る 組 織 、 系 、 動 物 又 は ヒ ト の た と え ば 例 え ば 生 物 的 、 医 薬 応 答 な ど 、 所 望 の 応 答 を 惹 起 す
る 主 要 化 合 物 の 量 の 意 味 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 「 形 質 転 換 」 は 、 外 在 性 核 酸 分 子 が 、 受 容 細 胞 に 入 る 過 程 を 記 載 し て い る 。 形 質 転 換 は
、 技 術 的 に 周 知 な 種 々 の 方 法 に よ り 、 天 然 の 又 は 人 工 的 な 条 件 下 で 、 生 ず る こ と が で き 、
そ し て 原 核 又 は 真 核 の 宿 主 細 胞 に 外 在 性 核 酸 分 子 を 挿 入 す る た め の い ず れ か 知 ら れ た 方 法
に て 答 え る こ と が で き る 。 形 質 転 換 の た め の 方 法 は 、 形 質 転 換 さ れ る 宿 主 細 胞 の 種 類 に 基
づ い て 選 択 さ れ 、 そ れ は ウ イ ル ス の 感 染 、 り ん 酸 カ ル シ ウ ム の 沈 積 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ
ョ ン 、 熱 シ ョ ッ ク 、 脂 質 汚 染 及 び 粒 子 攻 撃 を 含 む こ と が で き る 。 「 形 質 転 換 さ れ た 」 細 胞
は 、 自 己 複 製 プ ラ ス ミ ド 、 又 は 1部 分 の 宿 主 染 色 体 と し て 、 及 び 挿 入 さ れ た 核 酸 分 子 が 、
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複 製 又 は 分 離 で き な い 一 過 性 の 形 質 転 換 細 胞 の 何 れ か に て 複 製 で き る 安 定 な 形 質 転 換 細 胞
を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 用 語 「 ベ ク タ ー 」 は 、 核 酸 分 子 の 増 幅 、 複 製 、 そ し て /又 は プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 ウ
イ ル ス の 形 状 の 担 体 の 発 現 を 言 及 し 、 こ こ で プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 又 は ウ イ ル ス が 、 細
菌 、 酵 母 、 非 脊 椎 動 物 、 及 び /又 は 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 に よ り 機 能 化 さ れ る 。 ベ ク タ ー は
、 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム DNAと 独 立 し て 保 存 し 、 又 は ゲ ノ ム DNAを 全 体 又 は １ 部 で 1体 化 で き る
。 そ の ベ ク タ ー は 、 適 応 可 能 な 任 意 な 宿 主 細 胞 に お い て 機 能 化 さ れ る よ う に 必 要 な 全 て 要
素 を 一 般 的 に 含 む こ と が で き る が 、 そ れ を 全 て 含 む 必 要 が な い 。 「 発 現 ベ ク タ ー 」 は 、 内
在 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 た と え ば 適 切 な 条 件 下 で 、 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
発 現 を 指 令 で き る ベ ク タ ー で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 本 発 明 は 新 規 な タ ン パ ク 質 の 分 子 の 同 定 及 び ク ロ ー ニ ン グ に 関 し 、 そ し て 記 載 し て い る
。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 脂 肪 の 変 換 中 に 選 択 的 に 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ て き た 。 そ の タ ン
パ ク 質 が 、 「 FALPs」 と 称 す る 。 こ れ ら の 機 能 が 確 認 さ れ て い な い が 、 推 定 と し て 内 在 性
膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 FALPの ヒ ト と マ ウ ス と の 相 同 性 が 、 ヒ ト の FALPα , ヒ ト の FALP β
、 マ ウ ス FALP α 、 そ し て マ ウ ス の FALP β と し て 、 そ れ ぞ れ ２ の ス プ ラ イ ス さ れ た ア イ ソ
フ ォ ー ム と し て そ れ ぞ れ 存 在 す る こ と が 、 発 見 さ れ た 。 配 列 の 相 同 性 を 検 索 す る と 、 FALP
が 、 周 知 の 機 能 を 有 す る 任 意 の 遺 伝 子 と 同 一 の 配 列 を 共 有 し な い こ と を 示 し て い る 。 特 定
の 脂 肪 組 織 の 発 現 と イ ン ス リ ン に 対 す る そ の 応 答 性 が 与 え ら れ れ ば 、 FALPは 、 脂 肪 組 織 介
在 に よ る エ ネ ル ギ ー 代 謝 の 調 節 に 関 与 す る 新 規 種 の タ ン パ ク 質 を 表 し て い る 。 脂 肪 組 織 の
FALPの 特 異 的 発 現 、 そ の 動 的 細 胞 内 膜 区 分 で の 局 在 化 、 及 び そ の イ ン ス リ ン に 対 す る そ の
応 答 性 が 与 え ら れ れ ば 、 FALPの 機 能 が 、 GLUT4の 転 移 、 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の 脂 肪 細 胞
の 細 胞 内 輸 送 経 路 に 関 す る と 見 受 け ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 さ ら に FALPは 、 肥 満 、 肥 満 関 連 の 症 状 、 及 び GLUT4の 転 移 、 及 び ホ ル モ ン 分 泌 な ど の 脂
肪 細 胞 の 細 胞 内 輸 送 経 路 に 関 連 す る 症 状 の 治 療 に お い て 、 干 渉 と し て の 標 的 で あ る と 考 え
ら れ る 。 し た が っ て 1の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 FALPの 発 現 又 は 活 性 を 下 限 に 調 節 す る
こ と に よ り 、 上 記 症 状 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 関 連 す る 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 FALP
(た と え ば FALPを 含 む 細 胞 )を 含 む 組 成 物 と 、 作 因 細 胞 (agent cell)と を 接 触 さ せ る こ と に
よ り 、 そ し て そ の 作 因 細 胞 (agent cell)に 応 答 す る FALPの 活 性 又 は 発 現 の 変 化 を 検 出 す る
こ と に よ り 、 上 記 症 状 を 治 療 す る た め に 有 益 な 作 因 細 胞 (agent cell)を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 を 提 供 す る 。 1部 、 比 較 的 、 又 は 絶 対 的 な FALPの 欠 陥 に よ り 特 徴 付 け る 症 状 、 不 全
又 は 疾 患 を 、 適 切 な FALPタ ン パ ク 質 、 断 片 、 バ リ ア ン ト 又 は 誘 導 体 を 投 与 に よ る 又 は 正 の
FALPア ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 が 、 さ ら に 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 イ ン ス リ ン へ の 応 答 を 示 す 新 規 な 脂 肪 組 織 の 低 分 子 量 の タ ン パ ク 質 (FALPs)が 、 2DE分 析
に よ り 示 さ れ る よ う に 、 脂 肪 細 胞 に お い て 差 分 的 に 発 現 さ れ る が 、 前 駆 脂 肪 細 胞 に お い て
発 現 さ れ な い 。 FALP遺 伝 子 が 、 茶 色 、 及 び 白 色 の 脂 肪 組 織 に お い て 著 し く 発 現 さ れ る が 、
試 験 さ れ た そ の 他 の ど の 組 織 に お い て も 発 現 さ れ な か っ た こ と を 、 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分
析 に よ り 示 し て い る 。 マ ウ ス の FALPの ヒ ト と の 相 同 性 に よ り 、 2の 交 互 に ス プ ラ イ ス さ れ
た ア イ ソ フ ォ ー ム と し て 存 在 し 、 そ し て 同 じ N-末 端 を 共 有 す る が C-末 端 を 異 に す る こ と が
、 発 見 さ れ た 。 さ ら に マ ウ ス の FALPｓ が 、 2の そ れ ぞ れ の ア イ ソ フ ォ ー ム と し て 存 在 す る
こ と も 、 発 見 さ れ た 。 配 列 決 定 分 析 で 、 ヒ ト の FALPと マ ウ ス の FALPの 両 方 が 、 通 常 膜 貫 通
領 域 を 含 む と 考 え ら れ る 。 3T3 L1脂 肪 細 胞 及 び COS 7細 胞 に お い て 、 一 過 性 に 発 現 さ れ る F
LAGエ ピ ト ー プ に て タ グ 化 さ れ た タ ン パ ク 質 に よ る 免 疫 蛍 光 分 析 が 示 し て い る こ と に よ れ
ば 、 FALPが 、 静 止 状 態 に お い て 核 周 辺 の 領 域 で 緻 密 な 膜 の 画 分 に 厳 密 に 配 置 し て い る 。 イ
ン ス リ ン に て 3T3 L1の 脂 肪 細 胞 を 処 理 す る と 、 細 胞 質 全 体 に わ た っ て 構 造 的 に 広 が る 多 く
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の 個 別 の ス ポ ッ ト に FALPの 再 分 散 が 、 誘 発 さ れ る 。 こ の 組 織 特 異 的 発 現 及 び イ ン ス リ ン に
対 す る そ の 応 答 性 に よ り 、 FALPが 、 小 胞 輸 送 及 び タ ン パ ク 質 分 泌 な ど の 脂 質 機 能 に 特 異 的
に 制 限 さ れ 過 程 に 関 与 す る 可 能 性 の あ る こ と を 、 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 マ ウ ス の FALP α (配 列 番 号 9)、 マ ウ ス の FALP β (配 列 番
号 12)、 ヒ ト の FALP α (配 列 番 号 15)、 及 び ヒ ト の FALP β (配 列 番 号 18)の た め の 以 下 の cDN
Aを 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 成 熟 し た マ ウ ス の FALP α (配 列 番 号 10)、 成 熟 し
た マ ウ ス の FALP β (配 列 番 号 13)、 成 熟 し た ヒ ト の FALP α (配 列 番 号 16)、 及 び 成 熟 し た ヒ
ト の FALP β (配 列 番 号 19)の た め の 以 下 の コ ー ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 以 下 の 成 熟 し た マ ウ ス の FALP α (配 列 番 号 1１ )、 成 熟 し
た マ ウ ス の FALP β (配 列 番 号 14)、 成 熟 し た ヒ ト の FALP α (配 列 番 号 17)、 及 び 成 熟 し た ヒ
ト の FALP β (配 列 番 号 20)の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 N-末 端 に メ チ オ ニ ン を 含 ま な い 成 熟 し た
マ ウ ス の FALP、 成 熟 し た マ ウ ス の FALP β 、 成 熟 し た ヒ ト の FALP α 、 及 び 成 熟 し た ヒ ト の
FALP β の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 本 発 明 の さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば C末 端 が ア ミ
ド 化 さ れ た 成 熟 し た マ ウ ス の FALP α 、 成 熟 し た マ ウ ス の FALP β 、 成 熟 し た ヒ ト の FALP 
α 、 及 び 成 熟 し た ヒ ト の FALP β の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 本 発 明 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド は 、
た と え ば 、 N-末 端 に メ チ オ ニ ン を 含 ま ず 、 そ し て C-末 端 に ア ミ ド 化 さ れ た 成 熟 し た マ ウ ス
の FALP α 、 成 熟 し た マ ウ ス の FALP β 、 成 熟 し た ヒ ト の FALP α 、 及 び 成 熟 し た ヒ ト の FAL
P β の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 実 施 は 、 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 細 胞 生 物 学 、 生 化 学 、 核 酸 化 学 、 及 び 免 疫 学
の 種 々 の 従 来 技 術 (組 み 換 え 技 術 を 含 む )を 、 そ の 他 の 点 で 指 示 さ れ な い か ぎ り 使 用 す る こ
と が で き 、 そ れ は 技 術 的 範 囲 内 で あ る 。 こ う し た 技 術 は 、 MOLECULAR CLONING:A LABORATO
RY　 MANUAL,第 二 版 (Sambrook and Russel,1989)and MOLECULAR CLONING:A LABORATORY　 M
ANUAL,第 三 版 (Sambrook and Russel,2001),(jointly and individually referred to her
ein as 「 Sambrook」 )な ど の 文 献 に 良 く 記 載 さ れ て い る 。 OLIGONUCLEOTIDE sYNTHESIS(M.
J.Gait,ed.,1984);ANIMAL CELL CUTURE(R.I.Freshney,ed.,1987);HANDBOOK OF EXPERIMEN
TAL IMMUNOLOGY(D.M.Weir & C.C.Blackwell,eds.);Gene TRANSFER vECTORS FOR MAMMALIA
N CELL(J.M.Miller & M.P.Calos,eds.,1987);CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY(
F.M.Ausbelら 、 eds.,1987,including supplements through 2001);IMMUNOLOGY(J.E.Colig
anら 、 eds.,1991);THE IMMUNOASSAY HANDBOOK(D.Wild,ed.,Stockton Press NY,1994);BIO
CONJUGATE TECHNIQUES(Greg T.Hermanson,ed.,Academic Press,1996);METHODS OF IMMUNO
LOGICAL ANALYSIS(R.Massseyeff,W.H.Albert,and N.A.Staines,eds.,Weinheim:VCH Verla
gs gesellschaft mbH,1993),Harlow and Lane(1988) ANTIBODIES,A LABORATORY MANUAL,C
old Spring Harbor Publications,New York,and Harlow and Lane(1999)USING ANTIBODIE
S:A LABORATORY MANUAL Cold Spring Harbor Laboratory Press,Cold Spring Harbor,NY(
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jointly and individually referred to herein as Harlow and Lane),Beaucageら 、 eds.
,CURRENT PROTOCOLS IN NUCLEIC ACID CHEMISTRY John Wiley & Sons,iNC.New York,2000
);AND Agrawal,ed.,PROTOCOLS FOR OLIGONUCLEOTIDES AND ANALOGS,SYNTHESIS AND PROPE
RRTIES Humana Press iNC.,New Jersey,1993)な ど を 参 照 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 1の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 後 に 生 ず る 哺 乳 動 物 (例
え ば マ ウ ス 又 は ヒ ト )の FLAP遺 伝 子 又 は RNAの 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (た と え ば 、 RNA,DNA,PNA又 は キ メ ラ )は 、 1本 鎖 、 2本 鎖 、 又 は
混 合 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ト で も 良 い 。 1の 観 点 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 に
示 さ れ る FALPの 配 列 を 又 は そ の 副 配 列 (subseqence)(た と え ば 、 本 発 明 の 少 な く と も 15、
少 な く と も 25、 少 な く と も 50、 少 な く と も 100、 少 な く と も 200、 少 な く と も 500の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 塩 基 対 及 び そ の バ リ ア ン ト を 含 む )を 有 す る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に
記 載 さ れ た FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 実 質 的 に 同 一 の 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供
す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヒ ト の 対 立 遺 伝
子 の バ リ ア ン ト な ど 哺 乳 動 物 の FALP遺 伝 子 (た と え ば 、 ヒ ト )の 天 然 に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子
を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 幾 つ か の 観 点 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド が 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 配 列 と 実 質 的 に 類 似 す る 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る か 、 又 は こ う し た ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 (た と え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 )を コ ー ド
す る 。 さ ら に 考 え ら れ る こ と は 、 遺 伝 子 コ ー ド の 変 性 に よ り 、 天 然 に 存 在 す る 核 酸 配 列 と
実 質 的 に 類 似 し な い が 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 別 の 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 FALPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 必 要 が な い が 、 た と え ば 、 プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 抗 セ ン ス 、 ト リ プ レ ッ ク ス RNAi、 又
は リ ボ ゾ ー ム 試 薬 な ど と し て 有 益 で あ る FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 発 現 ベ ク タ ー 、 細 胞 株 、 及 び ト ラ ン ス
ゲ ニ ッ ク 生 体 を 含 む 。 幾 つ か の 例 に お い て 、 本 発 明 の ベ ク タ ー 、 細 胞 、 及 び 生 体 は 、 コ ー
ド さ れ た FALPポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ の 開 示 の 指 針 を 用 い て 、 本 発 明 の FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 組 み 換 え 型 手 段 に よ り 生
成 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Sambrookら 、 Berger and Kimmel(1987)METHODS IN ENZY
MOLOGY,Vol. 152:Guide To Molecular Cloning Techniques,San Diego:Academic Press,I
nc.;Ausubelら 、 CURRENT PROTOCOLS IN　 MOLECULAR BIOLORY,Greene Publishing and Wil
ey-Interscience,New York(2001)を 参 照 。 選 択 肢 と し て 、 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 断 片
が 、 技 術 的 に 周 知 の 決 め ら れ た 方 法 を 用 い て 、 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る (た と え ば
、 Narangら 、 1979,Meth.Enzymol.68:90;Brown1979,Meth.Enzymol.68:109;Beaucageら 、 19
81,Tetra.Lett.,22:1859を 参 照 )。 幾 つ か の 例 に お い て 、 本 発 明 の FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド
が 、 た と え ば ジ オ キ シ イ ノ シ ン 等 、 非 天 然 に 存 在 す る 塩 基 対 を 含 む (た と え ば 、 Batzerら
、 1991、 Nucleic Acid Res.19:5081;Ohtsukaら 、 1985,J.Biol.Chem.260:2605-2608;Rosso
liniら 、 1994,Mol.Cell.Probes 8:91-98を 参 照 )、 又 は 修 飾 さ れ た 骨 格 の 残 基 又 は 結 合 剤
を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 観 点 及 び 例 の 実 施 に 使 用 す る た め 、 少 な く と も FALPタ ン パ ク 質 の 幾 つ か
、 多 く 、 又 は こ れ ら の 全 て の 領 域 を 調 製 及 び 単 離 す る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 、 そ の 他 の
ヒ ト 以 外 の 種 か ら FALPの 相 同 部 を 、 調 製 及 び 単 離 す る こ と が 有 益 で あ り 、 そ し て 本 明 細 書
教 示 す る こ と が 、 所 望 さ れ れ ば そ の 目 的 に 容 易 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の FALPが 、 天 然 に 精 製 さ れ た 生 成 物 、 化 学 的 な 合 成 方 法 に よ る 生 成 物 、 又 は 原 核
細 胞 又 は 真 核 細 胞 の 宿 主 細 胞 (た と え ば 、 細 菌 、 酵 母 、 よ り 高 級 な 植 物 、 昆 虫 、 及 び 哺 乳
動 物 の 細 胞 の 培 養 に よ り )か ら の 組 替 え 技 術 に よ り 生 成 す る こ と が で き 、 そ の 宿 主 細 胞 に
、 1又 は 複 数 の FALPs、 断 片 、 類 似 体 、 バ リ ア ン ト 又 は 誘 導 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
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ド を 宿 し て い る 適 切 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 構 成 物 (た と え ば 、 発 現 ベ ク タ ー )が 導 入 さ れ た
。 さ ら に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 た と え ば 最 初 に メ チ オ ニ ン ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 好 ま し く は FALPタ ン パ ク 質 が 、 所 望 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 得 て 、 こ の 核
酸 分 子 を 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 そ の ベ ク タ ー を 適 切 な 宿 主 細 胞 に 挿 入 し 、 そ し て
FALPタ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と に よ り 、 調 製 さ れ る 。 組 替 え 型 製 造 方 法 に 使 用 さ れ る 宿 主
に 依 存 し て 、 本 発 明 の FALPは 、 翻 訳 後 の 修 飾 す る こ と が で き る (た と え ば 、 グ リ コ シ ル 化
、 メ チ レ ー ト 化 )。
【 ０ １ ０ １ 】
　 理 解 さ れ る よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 組 替 え 体 の 技 術 に て 、 FALPの 生 成 に 使 用 さ れ
る 。 FALPポ リ ペ プ チ ド の 生 物 的 活 性 を 組 替 え 的 に 発 現 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
う る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き 、 す な わ ち そ の ベ ク タ
ー が 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に 挿 入 さ れ た コ ー ド 配 列 を 転 写 及 び 翻 訳 を 制 御 す る た め の 必 要 な 要
素 含 む ベ ク タ ー で あ る 。 こ れ ら の 要 素 に は 、 FALPを コ ー ド す る ベ ク タ ー 及 び ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に お け る エ ン ハ ン サ ー 、 構 成 的 及 び 誘 発 可 能 な プ ロ モ ー タ 、 及 び 5'及 び 3'の 未 翻
訳 領 域 な ど の 調 節 配 列 が 含 ま れ る 。 こ う し た 要 素 が 、 こ れ ら の 強 度 及 び 特 異 性 に よ り 変 え
る こ と が で き る 。 さ ら に 特 定 の 開 始 シ グ ナ ル は 、 FALPコ ー ド の 配 列 を よ り 効 果 的 な 翻 訳 を
行 な う た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ う し た シ グ ナ ル に は 、 ATG開 始 コ ド ン 、 及 び 隣 接
す る 配 列 、 た と え ば 、 Kozak配 列 が 含 ま れ る 。 FALP及 び 5'開 始 コ ド ン 、 及 び 上 流 の 調 節 配
列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 場 合 に 、 追 加 と し
て の 転 写 又 は 翻 訳 の 制 御 シ グ ナ ル を 全 く 必 要 と し な い 。 し か し な が ら 、 FLAPコ ー ド 配 列 又
は そ の 断 片 だ け が 挿 入 さ れ る 場 合 、 イ ン -フ レ ー ム ATG開 始 コ ド ン を 含 む 外 在 性 翻 訳 制 御 シ
グ ナ ル が 、 ベ ク タ ー に よ り 提 供 さ れ る べ き で あ る 。 外 在 性 翻 訳 要 素 及 び 開 始 コ ド ン が 、 種
々 の 開 始 点 か ら で 良 い 。 そ の 発 現 効 率 は 、 使 用 さ れ る 特 定 の 宿 主 細 胞 系 と し て 適 切 な エ ン
ハ ン サ ー を 含 め る こ と に よ り 高 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 技 術 的 に 周 知 な 方 法 は 、 FALPを コ ー ド す る 配 列 、 及 び 適 切 な 転 写 及 び 翻 訳 制 御 要 素 を 含
む 発 現 ベ ク タ ー を 構 成 す る た め に 、 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 以 下 に 記 載
の よ う な 、 in vitroに お け る 組 み 換 え 体 の DNA技 術 、 合 成 技 術 、 及 び in vivoに お け る 遺 伝
子 の 組 み 換 え が 含 ま れ る 。 た と え ば 、 Sambrookら 、 and Ausubelら (1995,and Periodic su
pplemens),Current Protocols in Molecular Biology,John Wiley & Sons,New York,N.Y.
を 参 照 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 FALPを コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 、 化 学 的 合 成 、 cDNA又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ
ン グ 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 、 そ し て /又 は cDNAの PCRに よ る 増 幅 を 含 む が そ
れ に 限 定 さ れ る こ と な く 種 々 の 方 法 を 容 易 に 得 る こ と が で き る 。 こ う し た DNAを 単 離 す る
た め の 有 益 な こ れ ら の 方 法 及 び 他 の 方 法 が 記 載 さ れ て い る 、 た と え ば 、 by Sambrook,ら 、
Ausubelら 、 and by Berger and Kimmel(Methods in Enzymology:Guide to Molecular Clo
ning Techniques,vol.152,Academic Press,Inc. San Diego,Calif.(1987))を 参 照 。 FALPs
を コ ー ド す る 好 ま し い 核 酸 分 子 は 、 哺 乳 動 物 の 配 列 か ら 得 ら れ る 。 FALPsを コ ー ド す る 最
も 好 ま し い 核 酸 分 子 は 、 ヒ ト (又 は 他 の 霊 長 類 )、 ラ ッ ト 、 又 は マ ウ ス の 細 胞 か ら 単 離 さ れ
る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 FALPを コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 化 学 的 な 合 成 は 、 技 術 的 に 周 知 な 方 法 を 用 い て 行 な う こ と
が で き 、 こ う し た 周 知 な 文 献 が 、 Engelsら (Angew.Chem.Intl.Ed.vol.28:716-734(1989));
Caruthersら 、 Nucl.Acids.Symp.Ser.(7):215-223(1980));and Hornら 、 Nucl.Acids Symp.
Ser.(7):225-232(1980))に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 と り わ け 核 酸 合 成 の り ん 酸
化 ト リ エ ス テ ル 、 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 、 及 び H-ホ ス ホ ネ イ ト 法 を 含 む 。 典 型 的 に 、 合 成 さ
れ る 全 長 の FALPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で は 、 塩 基 対 (bp)又 は 核 酸 の 長 さ が 数
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百 に な り 得 る 。 長 さ が 約 100ヌ ク レ オ チ ド よ り 長 い 核 酸 は 、 幾 つ か の 断 片 と し て 合 成 す る
こ と が で き 、 そ れ ぞ れ の 断 片 は 、 最 大 約 100ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ と な る 。 次 ぎ に そ の 断 片
を 、 種 々 の 方 法 で FALPコ ー ド 遺 伝 子 に 構 成 す る こ と が で き 、

選 択 肢 と し て 断 片 を 、 5'
及 び 3'領 域 を 含 む よ う に そ れ ぞ れ 指 定 し 、 相 補 性 配 列 を 含 む 核 酸 の 断 片 に 対 し ア ニ ー ル す
る こ と が で き る 。 適 切 な 条 件 下 で 、 断 片 を ア ニ ー ル し 、 2本 鎖 及 び 1本 鎖 領 域 の 両 方 を 含 む
核 酸 分 子 を 作 成 す る こ と が で き る 。 次 ぎ に こ の 1本 鎖 領 域 は 、 適 当 な DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用
い る 反 応 で 、 2本 鎖 を 作 り 出 す こ と が で き る 。 た と え ば 制 限 部 位 を 導 入 す る こ と 、 ア ミ ノ
酸 の 挿 入 、 欠 失 、 変 化 の た め の 基 準 コ ド ン を 挿 入 す る こ と 、 グ リ コ シ ル 化 の 形 状 の 変 更 、
ス プ ラ イ シ ン グ の バ リ ア ン ト 生 成 な ど 天 然 に 生 ず る 配 列 に 対 す る 比 較 と し て 、 導 入 が 変 化
す る 場 合 、 核 酸 分 子 の 化 学 的 合 成 は 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 選 択 肢 と し て 、 FALPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 が 、 適 当 な cDNAラ イ ブ ラ リ ー (す な
わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る と 知 ら れ 、 又 は 考 え ら れ て い る 1又 は 複 数 の 組 織 の 資 源 か
ら 調 製 さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー )、 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー (即 ち 全 ゲ ノ ム DNAか ら 調 製 さ れ る
ラ イ ブ ラ リ ー )を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の
資 源 は 、 典 型 的 に 所 望 の FALPの 適 切 な 又 は 所 望 の 量 に て 発 現 す る と 考 え ラ レ ル 何 れ か の 種
か ら の 組 織 で あ る 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の 資 源 は 、 何 れ か の 組 織 、 又 は 所 望 の FALPを コ ー
ド す る 遺 伝 子 、 又 は 所 望 の FALPと 相 同 性 の あ る 遺 伝 子 を 宿 主 す る と 考 え ら れ る い ず れ か の
哺 乳 動 物 又 は 他 の 種 か ら の 組 織 で 良 い 。 そ の ラ イ ブ ラ リ ー が 、 ラ イ ブ ラ リ ー に 存 在 す る FA
LP又 は FLAPに 相 同 す る cDNA又 は 遺 伝 子 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ッ ト 化 す る 1又 は 複 数 の 核 酸 プ
ロ ー ブ を 使 用 し て （ ク ロ ー ン さ れ る FALP又 は FLAPに 相 同 す る cDNA又 は 遺 伝 子 に 同 一 性 を 有
す る 配 列 の 受 け 入 れ 可 能 な レ ベ ル を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 cDNA、 又 は ゲ ノ ム DNA断
片 )、 存 在 す る FALP cDNA/遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ う し た ラ イ ブ ラ
リ ー ・ ス ク リ ー ニ ン グ の た め 使 用 さ れ る 典 型 的 な プ ロ ー ブ は 、 ラ イ ブ ラ リ ー が 調 製 さ れ た
種 と 同 じ か 、 類 似 す る 種 か ら 小 領 域 の FALPヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 通 常 通 常 コ ー ド す る 。 選 択
肢 と し て 、 プ ロ ー ブ は 、 明 細 書 記 載 の よ う に 変 性 し て 良 い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 CDNAsの 全 長 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 場 合 、 よ り 長 い cDNAを 含 む よ う に 、 選 択 さ れ た サ イ
ズ を 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 、 遺 伝 子 の 5'領 域 を 含 む 配 列 を
し ば し ば 含 む 優 先 性 を 無 作 為 に し た ラ イ ブ ラ リ ー が 、 オ リ ゴ d(T)ラ イ ブ ラ リ ー が 、 全 長 ｃ
DNAを 生 成 し な い 状 況 と し て は 好 ま し い 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー が 、 5'の 非 転 写 調 節 領 域 に
配 列 を 伸 長 す る に は 有 益 で あ る 。 FALPを コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 、 プ ロ モ ー タ 及 び 調 節 配 列
な ど 、 上 流 の 配 列 を 検 出 す る た め 技 術 的 に 知 ら れ た 1部 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 利 用 し 、 そ し
て PCRを 基 本 と し た 種 々 の 方 法 を 用 い て 、 伸 長 す る こ と が で き る 。 PCRを 基 本 と し た 方 法 と
し て 、 プ ラ イ マ ー は 、 何 か 適 当 な ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 し て 指 定 す る こ と が で き る 。 典 型 的
に PCRプ ラ イ マ ー が 、 約 22か ら 30の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド に な る よ う 、 GCの 含 量 を 約 50%以 上
有 し 、 そ し て 約 68℃ か ら 72℃ の 間 の 温 度 で 、 鋳 型 に ア ニ ー ル す る よ う 一 般 的 に 指 定 さ れ る
。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 非 特 異 的 な 又 は 所 望 さ れ な い 結 合 を 防 止 す る が 、 プ
ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と 有 意 な 又 は 所 望 の レ ベ ル を 有 す る こ れ ら ク ロ ー ン を 結 合 で き る ス
ト リ ン グ ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の ク ロ ー ン か ら 核 酸 分 子 へ の プ ロ ー を ア
ニ ー リ ン グ す る こ と に よ り 行 な う こ と が で き る 。 典 型 的 な ハ イ ブ リ ッ ト 化 、 及 び 洗 浄 の ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 は 、 ザ イ ズ (す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の 数 値 )に 、 そ し て プ
ロ ー ブ が 変 性 し て い る か ど う か に あ る 程 度 依 存 す る 。 さ ら に ク ロ ー ン を 得 る と い う 確 率 が
、 指 定 す る ハ イ ブ リ ッ ト 化 反 応 条 件 を (す な わ ち 、 CDNAで あ ろ う と ゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ ー
で あ ろ う と ス ク リ ー ニ ン グ さ れ ； も し そ れ が cDNAラ イ ブ ラ リ ー で あ れ ば 、 関 連 す る cDNAが
、 高 レ ベ ル で 存 在 す る と い う 確 率 で あ る )指 定 す る 場 合 に 考 え ら れ る 。
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た と え ば 、 容 易 に す る た め の
短 い 1本 鎖 の 5'及 び 3'領 域 を 有 す る 複 数 の 2本 鎖 分 子 を 結 合 し 、 そ の 後 FALPポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 全 長 の 核 酸 を 形 成 す る た め に 結 合 さ せ る 方 法 で あ る 。



【 ０ １ ０ ８ 】
　 長 い 核 酸 (cDNAsな ど )が プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 典 型 的 な ハ イ ブ リ ッ ト 条 件 が
、 た と え ば 、 Ausubelら に よ り 記 載 さ れ た 条 件 で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ト 化 の 後 、 ラ イ ブ ラ リ
ー を 含 む ブ ロ ッ ト が 、 適 当 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で 洗 浄 さ れ 、 プ ロ ー ブ の サ イ ズ 、 ク ロ ー
ン に 対 す る プ ロ ー ブ の 期 待 さ れ る 相 同 性 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー の 種 類 、 ス
ク リ ー ニ ン グ さ れ る ク ロ ー ン の 数 な ど の 幾 つ か の 因 子 に 依 存 す る 。 さ ら に ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー な 洗 浄 溶 液 の 例 (通 常 は 、 イ オ ン 強 度 が 低 く 、 そ し て 比 較 的 に 高 い 温 度 が 使 用 さ れ る )
は 、 以 下 の よ う で あ る 。 こ う し た ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 の 1が 、 0.015Mの NaCl,0.005Mの
ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 及 び 55乃 至 65℃ で 0.1%の SDSで あ る 。 別 の こ う し た ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 緩 衝 液 は 、 約 40乃 至 50℃ で の 1mMの Na 2 EDTA,40mMの NaHPO 4 ,pH 7.2,及 び 1%の SDSで あ る
。 そ の 他 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 が 、 約 50乃 至 65℃ で 0.2XSSC及 び 0.1パ ー セ ン ト の SDS
で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ が 、 cDNA又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 選 別 す る た め
に 使 用 さ れ る 場 合 、 例 え ば 下 記 の よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 と し て 2種 類 の 方 法
を 使 用 す る こ と が で き る 。 第 一 の 方 法 は 、 約 35と 62℃ と の 間 の 温 度 で 、 0.05%の ピ ロ リ ン
酸 ナ ト リ ウ ム と 共 に 6XSSCを 使 用 す る 。 た と え ば 、 14塩 基 の プ ロ ー ブ が 、 35乃 至 40℃ に て
洗 浄 さ れ 、 17塩 基 の プ ロ ー ブ が 、 45乃 至 50℃ で 、 20塩 基 の プ ロ ー ブ が 、 52乃 至 57℃ で 、 そ
し て 23塩 基 の プ ロ ー ブ が 、 57乃 至 63℃ で 洗 浄 さ れ る 。 非 特 異 的 に 結 合 す る バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド が 、 高 い と 見 ら れ る 場 合 、 そ の 温 度 を 2乃 至 3℃ 高 く す る こ と が で き る 。 第 二 の 方 法 は 、
洗 浄 す る た め に テ ト ラ メ チ ル ・ ア ン モ ニ ウ ム ・ ク ロ ラ イ ド (TMAC)を 使 用 す る 。 こ う し た ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 溶 液 の 1が 、 3Mの TMAC,50mMの Tris-HCl,pH 8.0,そ し て 2%の SDSで あ
る 。 こ の 溶 液 を 使 用 す る 洗 浄 温 度 は 、 プ ロ ー ブ の 長 さ の 関 数 で あ る 。 た と え ば 、 17塩 基 プ
ロ ー ブ は 、 約 45乃 至 50℃ で 洗 浄 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 得 る た め の 好 ま し い 方 法 は 、 FALPを コ ー ド す る 核
酸 (す な わ ち 、 ポ リ (A)+RNA又 は 全 RNA、 cRNA、 ゲ ノ ム DNA)か ら 所 望 の FALP配 列 を 増 幅 す る
た め に 使 用 さ れ る 。 た と え ば 、 ポ リ (A)+RNA又 は 全 RNAが 、 FALPコ ー ド 配 列 の 資 源 で あ る 場
合 、 最 初 cDNAが 、 酵 素 と し て 逆 転 写 酵 素 を 使 用 す る RNAか ら 調 製 す る こ と が で き る 。 次 ぎ
に FALP cDNAの 2の 別 の 領 域 に 典 型 的 に 相 補 な 2の プ ラ イ マ ー (オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド )が 、 ポ
リ メ ラ ー ゼ (た と え ば 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ )と 共 に cDNAに 付 加 さ れ 、 そ し て 適 切 な 反 応 条 件
下 、 ポ リ メ ラ ー ゼ が ２ の プ ラ イ マ ー 間 の cDNA領 域 を 増 幅 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 調 製 す る た め の 選 択 方 法 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
・ プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ (た と え ば 、 PCR,cDNA,又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ・ ス ク リ ー ニ ン
グ )を 使 用 す る 必 要 が あ る 場 合 、 プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と し て 選 択 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に は 、 ラ イ ブ ラ リ ー ・ ス ク リ ー ニ ン グ 又 は PCR増 幅 中 に 生 ず る 非 特 異 的 結 合 量
を 最 小 に す る よ う に 、 十 分 な 長 さ 及 び 十 分 な 正 確 性 が あ る べ き で あ る 。 プ ロ ー ブ 又 は プ ラ
イ マ ー の 実 際 の 配 列 は 、 別 の 生 体 と 同 じ か 又 は 類 似 の 遺 伝 子 か ら 保 存 さ れ る か 、 又 は 高 い
相 同 性 配 列 、 又 は 領 域 に 通 常 は 基 づ い て い る 。 所 望 に よ り プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー が 、 全
体 又 は 1部 変 性 さ せ る こ と が で き る 、 す な わ ち プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー の 混 合 物 を 含 み 、 全 て
が 同 じ 核 酸 配 列 を コ ー ド す る が 、 そ れ を 行 な う た め に 異 な る コ ド ン を 使 用 す る 。 変 性 を 調
節 す る た め の そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ を 、 種 で 変 化 す る こ れ ら の 1部 又 は 全 て の コ ド ン の 位 置
で イ ノ シ ン で 置 き 換 え る こ と で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー が 、
化 学 合 成 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 さ ら に FALP変 異 体 又 は バ リ ア ン ト 配 列 は 、 本 発 明 の 実 施 に 使 用 さ れ る 。 本 明 細 書 に 使 用
さ れ る よ う な 、 変 異 体 又 は バ リ ア ン ト な 配 列 は 、 た と え ば 、 野 生 型 ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し
て ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 動 体 と な る 野 生 型 ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し て 1又 は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド
の 置 換 、 欠 失 、 付 加 、 及 び ／ 又 は 挿 入 を 含 む 配 列 で あ る 。 幾 つ か の 例 に お い て 、 天 然 に 生
ず る FALPア ミ ノ 酸 が 、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 の 変 動 体 (variation)の 存 在 に よ り 、 存 在 す る こ
と が で き 、 さ ら に 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ １ ２ 】
　 さ ら に 、 遺 伝 子 コ ー ド の 変 性 の 結 果 と し て 、 特 定 の FALPを コ ー ド す る 複 数 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 で 、 そ の 幾 つ か が 、 い ず れ か 周 知 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し 、 そ し て 天 然
に 生 ず る 遺 伝 子 に 最 小 に 類 似 し た も の が 、 生 成 で き る こ と が 、 当 業 者 に は 理 解 出 来 よ う 。
し た が っ て 、 本 発 明 で は 、 可 能 性 の あ る コ ド ン の 選 択 に 基 づ い た 見 合 わ せ を 選 択 す る こ と
に よ り 、 作 成 す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 の そ れ ぞ れ 、 及 び あ ら ゆ る 可 能 性
の あ る 変 動 体 （ variation） が 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 組 み 合 わ せ は 、 標 準 の ト リ プ レ ッ ト
遺 伝 子 コ ー ド に 従 っ て 行 な わ れ 、 そ し て こ う し た 変 動 体 （ variation） の 全 て は 、 特 別 に
開 示 さ れ た も の と し て 考 え る べ き で あ る 。 理 解 さ れ て い る よ う に 、 組 み 換 え 型 FALPの 発 現
の た め 選 択 さ れ る 宿 主 細 胞 の 種 類 に お い て 、 高 レ ベ ル (い わ ゆ る 「 基 準 コ ド ン 」 )で 発 現 さ
れ る 天 然 の 遺 伝 子 で 過 剰 に 表 さ れ る よ う 、 統 計 的 分 析 に よ り 見 出 さ れ る コ ド ン を 含 む た め
の FALPに 対 す る 1部 又 は 全 て の コ ー ド 配 列 が 、 技 術 者 に と っ て 有 益 と な り 得 る 。 コ ー ド さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 更 す る こ と な く 、 FALPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 実 質 的 な 変
更 の た め の 、 他 の 理 由 と し て は 、 天 然 に 生 ず る 配 列 か ら 生 成 さ れ 転 写 物 よ り よ り 長 い 半 減
期 、 異 な る 二 次 構 造 な ど 、 有 意 に 所 望 さ れ る 特 性 を 有 す る mRNAの 転 写 物 の 製 造 が 、 あ げ ら
れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド (又 は た と え ば 、 そ の 断 片 又 は バ リ ア ン ト )を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド
を 生 成 し た 後 、 FALPを コ ー ド す る 核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 意 図 さ れ 又 は 所 望 さ れ る 核
酸 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 が 、 生 成 さ れ た こ と を 確 認 す る た め に 決 定 す る こ と が 好 ま し い 。
核 酸 の 配 列 決 定 の た め の 方 法 は 周 知 で 、 一 般 的 に 利 用 可 能 で 、 そ し て 本 発 明 の 例 の 何 れ か
を 行 な う た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iな ど の Klenow断 片 、 SequenaseR
T M (US Biochemical Corp.,Cleveland,Ohio)、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ (Perkin Elmer)、 熱 安 定 性
T7ポ リ メ ラ ー ゼ (Amersham,Chicago,III.)、 又 は ポ リ メ ラ ー ゼ と 校 正 し た エ キ ソ ヌ ク レ ア
ー ゼ の 組 み 合 わ せ と し て の 酵 素 を 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 そ の 方 法 が 、 Hami
lton Micro Lab 2200(Hamilton,Reno,Nev.),Peltier Thermal Cycler(PTC200;MJ Researc
h,Watertown,Mass.),and the ABI Catalyst and 373 and 377 DNA Sequencers(Perkin El
mer)な ど の 機 械 に よ り 自 動 化 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 従 っ て １ の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 配 列 の 1つ を 有 す る FALPポ
リ ペ プ チ ド 、 、 そ の 断 片 、 そ の バ リ ア ン ト (た と え ば 、 保 存 性 遺 伝 子 又 は 対 立 遺 伝 子 の バ
リ ア ン ト )、 又 は FALP融 合 ポ リ ペ プ チ ド な ど の FALPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 提 供 す る 。 1つ の 例 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 天 然 に 生 成 す る FAL
Pポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 を 含 む 。 他 の 例 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 天 然 に 生 成
す る FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 を コ ー ド す る が 、 本 明 細 書 に 示 さ れ る ヒ ト 又 は マ ウ ス
の 対 立 と 異 な る 配 列 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド (た と え ば 、 セ ン ス 又 は 抗 セ ン ス R
NAs)、 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 対 し 有 益 で あ る 。 本 明 細 書 に 明 示 さ れ て い る よ う に 、 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 組 み 換 え 型 発 現 の 方 法 は 、 技 術 的 に 周 知 で あ る 。 典 型
的 に 、 本 発 明 の FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 FALPポ リ ペ プ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製
の た め の 発 現 ベ ク タ ー に 使 用 さ れ る 。 従 っ て 、 １ の 例 に お い て 、 本 発 明 の FALPポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る DNAを 、 細 菌 (た と え ば 、 E.coli,Bacillus subtilus)、 酵 母 (た と え ば 、 Sa
ccharomyces)、 昆 虫 (た と え ば 、 Spodoptera frugiperda)、 又 は 哺 乳 動 物 の 細 胞 培 養 系 な
ど の in vityoに お け る 宿 主 細 胞 に 導 入 で き 、 そ し て そ こ で 発 現 で き る DNA構 成 物 に 挿 入 さ
れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 及 び 製 造 す る た め に 有 益 な 哺 乳 動 物 の 細 胞 培 養 系 の 例
は 、 ヒ ト 胚 性 腎 臓 株 (293;Grahamら 、 1977,J.Gen.Virol.36:59);CHO(ATCCCCL 61 and CRL 
9618);ヒ ト 頚 部 ガ ン 細 胞 (HeLa,ATCC CCL 2);及 び 技 術 的 に 周 知 な 他 の 物 を 含 む 。 有 益 な ヒ
ト 、 及 び 非 ヒ ト の 細 胞 株 は 、 た と え ば 、 American Type Culture Collection（ ATCC),P.O.
Box 1549,Manassas,VA 20108(http://www.atcc.orgを 参 照 )か ら 広 く 入 手 す る こ と が で き
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る 。 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る た め に 哺 乳 動 物 の 組 織 培 養 細 胞 の 使 用 が 、 一 般 的 に Winnacke
r,FROM GENES TO CLONES(VCH Publishers,N.Y.,1987)and Ausubelら で 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 幾 つ か の 観 点 に お い て 、 哺 乳 動 物 遺 伝 子 か ら 、 又 は 哺 乳 動 物 の ウ イ ル ス か ら の プ ロ モ ー
タ は 、 た と え ば 、 哺 乳 動 物 の 細 胞 株 の 発 現 の た め 使 用 さ れ る 。 適 切 な プ ロ モ ー タ は 、 構 成
的 に 、 細 胞 種 に 特 異 的 に 、 段 階 (stage)に 特 異 的 に 、 そ し て /又 は 調 節 又 は 制 御 (た と え ば
、 グ リ コ コ ル チ コ イ ド な ど の ホ ル モ ン に よ り )す る こ と が で き る 。 有 益 な プ ロ モ ー タ は 、
メ タ ロ チ オ ネ ン プ ロ モ ー タ 、 構 成 的 な ア デ ノ ウ イ ル ス 主 要 後 期 プ ロ モ ー タ 、 デ キ サ メ タ ゾ
ン ・ 誘 発 可 能 な MMTVプ ロ モ ー タ 、 SV40プ ロ モ ー タ 、 及 び 技 術 的 に 周 知 な プ ロ モ ー タ -エ ン
ハ ン サ ー の 組 み 合 わ せ を 含 む が そ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 が 、 宿 主 細 胞 の 染 色 体 内 に 移 送 す る 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー を 使
用 し て 、 ト ラ ン ス ゲ ニ ッ ク 動 物 (マ ウ ス 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ な ど )、 及 び 植 物 (タ バ コ 、 シ ロ ナ
ズ ナ (arabidopsis)な ど ） に も 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 そ の 他 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 又 は 増 幅 す る た め の 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 及 び ／ 又 は プ ラ イ マ ー を 提 供 す る 。
種 々 の 例 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (た と え ば 、 プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー )は 、 本 明 細 書
に 開 示 さ れ る FALP(天 然 に 生 成 す る )に 同 一 に 、 又 は 明 確 に 相 補 性 で あ る 少 な く と も 約 10の
連 続 塩 基 を 含 み 、 通 常 少 な く と も 約 12塩 基 、 典 型 的 に 少 な く と も 約 15の 塩 基 、 一 般 的 に 少
な く と も 約 18の 塩 基 、 そ し て 時 に は 少 な く と も 約 25、 少 な く と も 約 50、 又 は 少 な く と も 約
100塩 基 を 含 む 。 本 発 明 の FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と し て 使 用
さ れ る 場 合 、 こ れ ら が 一 般 的 に 長 さ が 約 1000塩 基 よ り 短 く ； 典 型 的 に こ れ ら は 、 FALP(天
然 に 生 成 す る )に 同 一 に 、 又 は 明 確 に 相 補 性 で あ る 約 12と 約 500の 間 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ
ド を 含 み 、 よ り 頻 繁 に は 約 12と 約 50の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド の 間 で 、 さ ら に よ り 頻 繁 に は 約 15
と 約 25の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド の 間 で あ る 。 幾 つ か の 観 点 に お い て 、 プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー
が た と え ば プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー に 制 限 部 位 を 付 加 す る こ と に よ り 修 飾 さ れ る 。 別 の 例
に お い て 本 発 明 の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ が 、 リ ン カ ー な ど の 付 加 配 列 を 含 む 。 さ ら に 幾
つ か の 他 の 例 に お い て 、 本 発 明 の プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ が 、 検 知 す る こ と の で き る 標 識
に て 修 飾 さ れ る 。 た と え ば プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ が 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ 、 た と え ば 誘 導
さ れ 、 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 を 組 み 入 れ ら れ 、 又 は た と え ば 抗 リ ガ ン ド (た と え ば
、 ビ オ チ ン )に よ り 結 合 で き る リ ガ ン ド を 含 む 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の FALPプ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー を 、 た と え ば 、 本 明 細 書 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る
よ う に 、 生 物 的 な 試 料 に お け る FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 又 は 増 幅 す る た め の 、 多 く の
目 的 に 対 し 使 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 本 明 細 書 の 指 針 を 提 供 す る 場 合 、 当 業 者 が
、 試 料 中 の FALP遺 伝 子 、 mRNA、 又 は cDNAの 全 て 、 又 は 1部 を 特 異 的 に 増 幅 す る プ ラ イ マ ー
の 塩 基 対 を 選 択 で き る よ う に な る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 で は 、 FALP発 現 の た め の ベ ク タ ー の 調 製 が 考 え ら れ る 。 ク ロ ー ニ ン グ 後 又
は FALPポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 断 片 を コ ー ド す る cDNA又 は 遺 伝 子 が 単 離 さ れ た 後 、 遺 伝 子
の コ ピ ー 数 を 増 大 さ せ る た め 、 及 び ／ 又 は 適 切 な 宿 主 細 胞 中 ポ リ ペ プ チ ド に 発 現 さ せ る た
め の 増 幅 及 び ／ 又 は 発 現 ベ ク タ ー に 、 そ れ が 典 型 的 に 挿 入 さ れ る 。 そ の ベ ク タ ー は 、 し ば
し ば 商 業 的 に 入 手 で き 、 「 カ ス タ ム ・ メ イ ド 」 に よ る が ベ ク タ ー は 十 分 に 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 そ の ベ ク タ ー が 、 使 用 さ れ る 特 定 の 宿 主 細 胞 に 機 能 的 と な る よ う に 選 択 さ れ る (す な わ
ち 、 ベ ク タ ー は 、 FLATを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 、 及 び FALPの 発 現 が 形 成 で き
る よ う に 宿 主 細 胞 の 機 構 と 適 合 性 が あ る )。 好 ま し い 例 に お い て 、 FALPを 発 現 で き る 発 現
ベ ク タ ー が 、 種 々 の 作 用 要 素 を 含 む 。 こ れ ら の 「 作 用 要 素 」 が 、 少 な く と も 1の プ ロ モ ー
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タ 、 配 列 に 結 合 又 は 配 列 に 入 る 少 な く と も 1の リ ボ ソ ー ム 、 及 び 少 な く と も 1の 末 端 コ ド ン
を 含 む 。 さ ら に こ う し た 「 作 用 要 素 」 オ ペ レ ー タ と し て 、 シ グ ナ ル 配 列 、 及 び 細 胞 内 の 空
間 か ら 細 胞 外 へ 輸 出 す る た め の タ ン パ ク 質 、 及 び FALP-コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 適 切 な
転 写 及 び そ の 後 の 翻 訳 の 必 要 な 、 又 は 好 ま し い そ の 他 の 何 れ か の 配 列 が 、 あ げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 例 が 、 明 細 書 記 載 の 1又 は 複 数 の 作 用 要 素 を 含 む 他 に 知 ら れ た 、 又 は
現 段 階 で 発 見 さ れ て い な い 発 言 ベ ク タ ー を 使 用 す る も の と し て 想 定 さ れ る 。 特 に こ れ ら の
ベ ク タ ー が 、 以 下 の 特 徴 の 幾 つ か 、 又 は そ の 全 て を 有 す る こ と が 好 ま し い 、 す な わ ち ：
　 (1)宿 主 の 生 体 配 列 の 最 小 数 を 所 有 す る こ と ； (2)所 望 の 宿 主 細 胞 に お い て 安 定 で あ る こ
と ； (3)所 望 の 組 織 内 で 高 い コ ピ ー 数 に て 存 在 で き る こ と ； (4)調 節 可 能 な プ ロ モ ー タ を 所
有 す る こ と ； (5)FALP-コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挿 入 さ れ る 所 か ら 離 れ た ベ ク タ ー 部
分 を 存 在 す る 選 択 可 能 な 特 性 を コ ー ド す る 少 な く と も 1の DNA配 列 を 有 す る こ と 、 そ し て (6
)ベ ク タ ー 内 に 一 体 化 さ れ る こ と が あ げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 も し 原 核 細 胞 、 酵 母 、 昆 虫 、 (バ ク ロ ウ イ ル ス 系 )及 び ／ 又 は 真 核 細 胞 を 基 盤 と す る 発 現
系 、 又 は 細 胞 の な い 発 現 系 で あ る と し て も 、 FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 が 、 何 か 適 切
な ク ロ ー ニ ン グ そ し て /又 は 発 現 系 に お い て 、 増 幅 /発 現 す る こ と が で き る 。 言 い 換 え る と
、 何 か 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー /宿 主 系 が 、 FALPを コ ー ド す る 配 列 を 含 み 、 そ し て 発 現 す る た
め に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 組 み 換 え 型 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 又
は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー に て 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 、 酵 母 発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換
さ れ た 酵 母 ； ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 系 (た と え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー ・ モ
ザ イ ク ・ ウ イ ル ス (CaMV)又 は タ バ コ ・ モ ザ イ ク ・ ウ イ ル ス (TMV)又 は 細 菌 発 現 ベ ク タ ー (た
と え ば 、 Ti又 は pBR322プ ラ ス ミ ド )； 又 は 動 物 細 胞 系 な ど の 微 生 物 を 含 む 。 本 発 明 は 、 使
用 さ れ る 宿 主 細 胞 に よ り 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 細 胞 を 基 盤 と す る 発 現 系 に 関 し 、 宿 主 細 胞 の 選 択 は 、 FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 が
、 グ リ コ シ ル 化 さ れ る か リ ン 酸 化 さ れ る か ど う か 、 少 な く と も あ る 程 度 依 存 し て い る 。 そ
の よ う に 、 真 核 宿 主 細 胞 を 基 盤 と し た 発 現 系 (た と え ば 、 酵 母 、 昆 虫 、 又 は 哺 乳 動 物 の 宿
主 細 胞 )が 好 ま し い 場 合 、 酵 母 細 胞 が 、 ポ リ ペ プ チ ド を グ リ コ シ ル 化 し 、 そ し て 昆 虫 及 び
哺 乳 動 物 の 細 胞 が 、 FALPポ リ ペ プ チ ド が 生 成 さ れ る 細 胞 に お い て (す な わ ち 「 天 然 の 」 ク
リ コ シ ル 化 、 及 び ／ 又 は リ ン 酸 化 )天 然 に 生 成 す る ポ リ ペ プ チ ド を グ リ コ シ ル 化 及 び ／ 又
は リ ン 酸 化 す る こ と が で き る 。 さ ら に FALPポ リ ペ プ チ ド の 産 生 の た め の 宿 主 細 胞 の 選 択 は
、 生 体 的 に 活 性 な タ ン パ ク 質 が 調 製 さ れ る よ う に 、 宿 主 細 胞 が そ の 天 然 の 三 次 構 造 体 (た
と え ば 、 適 切 な 配 置 に よ る ジ ス ル フ ィ ド に よ る ブ リ ッ ジ な ど )に 「 折 り 畳 み 」 で き る よ う
な 方 法 に 、 あ る 程 度 基 づ い て 決 定 す る こ と が で き る 。 FALPポ リ ペ プ チ ド が 、 本 明 細 書 に 記
載 さ れ て い る よ う な 、 適 切 な 化 学 条 件 を 使 用 し て 合 成 の 後 「 折 り 畳 み 」 す る こ と が で き る
。 さ ら に 宿 主 細 胞 株 は 、 挿 入 さ れ る 配 列 の 発 現 を 調 節 し 、 又 は 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 他
の 所 望 の 方 法 で 処 理 で き よ う 選 択 す る こ と が で き る 。 さ ら に こ う し た ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾
は 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 脂 質 化 、 及 び ア シ ル 化 を 含 む が そ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 の 「 プ レ プ ロ 」 形 状 を 切 断 す る 翻 訳 後 の プ ロ セ シ ン グ は 、 特 定 タ ン パ ク 質 の
タ ー ゲ ッ テ ン グ 、 折 り 畳 み 、 及 び ／ 又 は 活 性 に 使 用 す る こ と が で き る 。 翻 訳 後 の 活 性 の た
め の 特 定 の 細 胞 機 構 及 び 特 徴 的 な 機 構 を 有 す る 異 な る 宿 主 細 胞 (た と え ば 、 CHO,HeLa,MDCK
,HEK293,and WI38)が 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン (ATCC,Bethesda,
Md.)か ら 入 手 で き 、 そ し て 正 し い 修 飾 を 、 そ し て 外 来 タ ン パ ク 質 の プ ロ セ シ ン グ を 保 証 す
る た め に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 が 、 グ ラ ム 陰 性 細 胞 又 は グ ラ ム 陽 性 細 胞 、 た と え ば 組 み 換 え 型 発 現
の た め 使 用 さ れ る E.coli.Bacillus,Streptomyces,Salmonella菌 な ど の 菌 株 な ど の 原 核 細
胞 で よ く 、 あ る い は 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 又 は 脊 椎 動 物 の 細 胞 な ど の 真 核 細 胞 の 宿 主 細 胞
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で 可 能 で あ る 。 CHO(チ ャ イ ナ ー ・ ハ ム ス タ ー の 卵 巣 )、 ヒ ト の 腎 臓 293細 胞 、 COS-7細 胞 、 S
f4,Sf5,Sf5,Sf9,及 び Sf21な ど の 昆 虫 細 胞 、 及 び High5(Invitrogen Company,San Diego,Ca
lif.か ら の 全 て )； 及 び Scccharomyces(た と え ば 、 S.cerevisiae)、 及 び Pichia sppecies(
た と え ば 、 P.pastoris)な ど の 種 々 の 酵 母 菌 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 細 菌 系 が 、 得 る こ と の で き る 発 現 レ ベ ル 、 及 び 広 範 囲 の 容 易 に 入 手 で き る ベ ク タ ー 及 び
作 用 要 素 を 含 む 種 々 の 利 用 の た め 使 用 す る こ と が で き る 。 細 菌 系 に お い て 多 く の ク ロ ー ニ
ン グ 及 び 発 現 ベ ク タ ー が 、 特 定 FALPを コ ー ド す る 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 図 し て の 使
用 に よ り 選 択 す る こ と が で き る 。 た と え ば FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 定
の ク ロ ー ニ ン グ 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 及 び 増 殖 (propagation)が 、 BluescriptR T M (Stratag
ene)又 は pSport1 T M プ ラ ス ミ ド (GIBCO BRL)な ど の 多 機 能 な E.coliベ ク タ ー を 使 用 し て 行 な
う こ と が で き る 。 さ ら に 技 術 的 に 利 用 で き る こ れ ら 及 び 他 の ベ ク タ ー が 、 in vitroに お け
る 転 写 、 ジ デ オ キ シ ・ シ ー ケ ン シ ン グ 、 ヘ ル パ ー ・ フ ァ ー ジ に よ る 単 一 鎖 レ ス キ ュ 、 及 び
巣 と さ れ た 欠 失 の 発 生 に 対 し て も 有 益 で あ る 。 大 量 の FALPが 、 た と え ば 、 高 性 能 の ス ク リ
ー ニ ン グ を 必 要 と す る 場 合 、 所 望 の FALPの 高 レ ベ ル を 指 令 す る ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が
で き る 。 た と え ば 、 強 い 、 誘 発 可 能 な T5又 は T7バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ・ プ ロ モ ー タ を 含 む ベ
ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 従 っ て 細 菌 系 に お い て 、 多 く の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 発 現 ベ
ク タ ー が 、 特 定 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 考 え ら れ る 使 用 に よ り 、 選 択 す
る こ と が で き る 。 た と え ば 、 一 定 の ク ロ ー ニ ン グ 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 及 び FALPを コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 の 増 殖 が 、 BluescriptR T M (Stratagene)又 は pSport1 T M プ ラ ス
ミ ド (GIBCOBRL)な ど の 多 機 能 E.coliベ ク タ ー を 用 い て 行 な う こ と が で き る 。 技 術 的 に 利 用
で き る 。 さ ら に こ れ ら 及 び 他 の ベ ク タ ー が 、 in vitro転 写 、 ジ デ オ キ シ 配 列 決 定 、 ヘ ル パ
ー ・ フ ァ ー ジ に よ る １ 本 鎖 レ ス キ ュ ー 、 及 び ク ー ロ ン 配 列 に お け る 巣 と さ れ た 欠 失 の 生 成
に 対 し 有 益 で あ る 。 大 量 の FALPが 必 要 な 場 合 、 た と え ば 、 高 速 ス ク リ ー ニ ン グ に 対 し 、 所
望 の FALPの 高 レ ベ ル 発 現 を 指 令 す る ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 強 く 、
誘 発 可 能 な T5又 は T7の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ・ プ ロ モ ー タ を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 さ ら に 酵 母 発 現 系 が 、 FALPsを 生 成 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ア ル フ ァ 因 子 、
ア ル コ ー ル ・ オ キ シ ダ ー ゼ 、 及 び PGDな ど の 構 成 的 又 は 誘 発 可 能 な プ ロ モ ー タ を 含 む 多 く
の ベ ク タ ー が 、 Saccharomyces cerevisiae、 又 は Pichia pastorisに 使 用 す る こ と が で き
る 。 さ ら に 、 こ う し た ベ ク タ ー が 、 発 現 タ ン パ ク 質 の 分 泌 か 細 胞 内 の 保 持 の い ず れ か を 指
令 で き 、 そ し て 安 定 な 増 殖 の た め の 宿 主 ゲ ノ ム に 外 来 配 列 の 組 み 込 み を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 酵 母 内 に 導 入 さ れ た 外 来 の DNAの 保 守 は 、 幾 つ か の 方 法 に お い て 影 響 を 与 え る こ と が で
き る (Botstein and Davis,the Molecular Biology of the Yeast Saccaromyces,Coid Spr
ing Harbor Laboratory,Strathern,Jones and Broach,eds.,pp.607-636(1982)を 参 照 )。
た と え ば 、 属 、 Saccharomycesの 宿 主 生 体 を 伴 い 使 用 す る た め の 発 現 系 で は 、 2μ の プ ラ ス
ミ ド に 抗 -コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 を 存 在 さ せ る 。 2ミ ク ロ ン の 円 形 状 で あ る 利 点 と し て は 、 特
定 の 酵 母 株 に 導 入 さ れ る 場 合 、 比 較 的 高 い コ ピ ー 数 及 び 安 定 性 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ベ ク
タ ー は 、 細 菌 (た と え ば 、 E.coli)の 複 製 及 び 選 択 で き る 、 細 菌 の 複 製 開 始 点 、 及 び 少 な く
と も 1つ の 抗 生 物 質 耐 性 の 標 識 を 組 み 入 れ る こ と が 、 好 ま し い 。 さ ら に 、 プ ラ ス ミ ド が 、 2
μ の 配 列 、 及 び 酵 母 の 選 択 可 能 な マ ー カ 遺 伝 子 (た と え ば 、 LEU2遺 伝 子 )有 す る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 さ ら に 植 物 系 は 、 FALPsの 発 現 の た め 使 用 す る こ と が で き る 。 所 望 の FALPを コ ー ド す る
配 列 の 転 写 に よ り 、 ウ イ ル ス ・ プ ロ モ ー タ 、 た と え ば 、 TMVか ら オ メ ガ ・ リ ー ダ 配 列 単 独
、 又 は そ の 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ る CaMVの 35S及 び 19Sの プ ロ モ ー タ が 誘 導 さ れ る 。 Takama
tsu,N.,EMBO J.vol 6:307-311(1987)を 参 照 。 選 択 肢 と し て 、 RUBISCOの 小 サ ブ ユ ニ ッ ト 又
は 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ な ど の 植 物 プ ロ モ ー タ を 、 使 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 構 成 物 が 、
DNA形 質 転 換 又 は 病 原 体 介 在 ト ラ ン ス フ ェ ク ト の 指 令 に よ り 、 植 物 細 胞 に 導 入 す る こ と が
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で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 哺 乳 動 物 系 に お け る 組 換 え 型 タ ン パ ク 質 の 長 期 の 製 造 の た め に は 、 細 胞 株 の 特 定 FALPの
安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。 た と え ば ウ イ ル ス 複 製 の 開 始 点 、 そ し て /又 は 内 在 性 発 現 要 素 及
び 同 じ ベ ク タ ー 又 は 離 れ た ベ ク タ ー の 選 択 可 能 な 標 識 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 発 現 ベ ク
タ ー を 使 用 し て 、 所 望 の FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 細 胞 株 に 形 質 転 換 す る こ
と が で き る 。 ベ ク タ ー を 導 入 し た 後 、 細 胞 を 、 選 択 性 培 地 に 切 り 替 え ら れ る 前 に 、 豊 富 な
培 地 中 に 約 1乃 至 2日 間 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 選 択 マ ー カ ー の 目 的 は 、 選 択 剤 に 対 し 耐
性 を 与 え る こ と で 、 そ し て そ の 存 在 が 、 導 入 さ れ る 配 列 を 継 続 し て 発 現 す る 細 胞 を 増 殖 尾
及 び 回 復 さ せ る こ と が で き る 。 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン を 、 細 胞 の 型 に
適 切 な 組 織 培 養 技 術 を 使 用 し て 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に 明 示 さ れ る よ う に 、 い ず れ か の 真 核 宿 主 細 胞 に 使 用 さ れ る ベ ク タ ー が 、 5’
側 鎖 (flanking)配 列 、 及 び エ ン ハ ン サ ー な ど の 同 様 の 他 の 調 節 要 素 、 複 製 開 始 点 の 要 素 、
転 写 末 端 要 素 、 ド ー ナ 及 び ア ク セ プ タ ー ・ ス ラ イ ス 部 位 を 含 む 完 全 な イ ン ト ロ ン 配 列 、 シ
グ ナ ル ・ ペ プ チ ド 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 要 素 、 ポ リ ア デ ニ ー ル 化 配 列 、 発 現 さ れ る ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 挿 入 す る た め の ポ リ リ ン カ ー 領 域 、 及 び 選 択 可 能 な マ ー カ
要 素 を 含 む こ と が で き る 。 原 核 生 物 の 発 現 系 に お け る FALPsの 発 現 の た め の 有 益 な ベ ク タ
ー で は 、 外 在 性 配 列 を 配 列 を 発 現 す べ き わ ず か な 要 素 が 必 要 で あ り 、 た と え ば 、 プ ロ モ ー
タ 、 複 製 の 開 始 点 (複 数 の 宿 主 細 胞 の 分 割 を 介 し て 複 製 及 び 増 殖 さ れ る と 考 え ら れ る ベ ク
タ ー に 対 し )、 及 び 転 写 末 端 要 素 を 含 む 。 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調
節 す る た め 関 与 す る 選 択 可 能 な マ ー カ 要 素 及 び 他 の 調 節 要 素 が さ ら に 含 ま れ る 。 所 望 に よ
り 、 ベ ク タ ー は 、 「 タ グ (tag)」 配 列 、 す な わ ち polyHis(hexaHisな ど )又 は そ の 他 の 小 さ
い 免 疫 原 配 列 を コ ー ド す る FALPコ ー デ ン グ 配 列 の 5’ 又 は 3’ 末 端 に 配 置 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ の タ グ が 、 タ ン パ ク 質 と 共 に 発 現 さ れ 、 そ し て 後 の
FALPポ リ ペ プ チ ド の 精 製 の た め の 親 和 性 タ グ (tag)と し て 働 く こ と が で き る 。 所 望 に よ り
、 タ グ は 、 た と え ば 選 択 さ れ た ペ プ チ ド を 使 用 す る な ど 種 々 の 手 段 に よ り 、 後 で 精 製 さ れ
た FALPポ リ ペ プ チ ド か ら 取 り 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 実 際 に 、 こ れ ら を 容 易 に 単 離 さ れ 、 構 成 さ れ 、 そ し て 相 互 交 換 が で き る よ う な ベ ク タ ー
を 構 成 す る こ と が 、 必 要 で あ る 。 こ れ は 、 こ れ ら の 要 素 の 組 み 合 わ せ 、 お よ び FALPポ リ ペ
プ チ ド 、 断 片 、 又 は バ リ ア ン ト の た め の コ ー ド 領 域 か ら 多 く の 機 能 遺 伝 子 の 構 成 を 容 易 に
す る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 要 素 の 多 く は 、 2つ 以 上 の 宿 主 に 適 応 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 発 現 ベ ク タ ー に お け る FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド が 、 mRNAを 合 成 を 指 令 す る た め の 適 切 な 発 現 制 御 配 列 (た と え ば 、 プ ロ モ ー タ )に 作
用 的 に 結 合 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ が 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 結 合 を 促 進 し 、 そ し て 転 写 を 開 始
さ せ る 配 列 で あ り 、 そ し て FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る た め に 、
プ ロ モ ー タ は 、 い ず れ か の 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る べ き で あ る 。 こ う し た プ ロ モ ー タ の 代
表 的 例 と し て は 、 本 発 明 に 従 い 使 用 の た め 特 定 FALPの 発 現 の た め 選 択 さ れ る 原 核 又 は 真 核
宿 主 細 胞 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る た め に 知 ら れ た 、 上 記 の も の 及 び レ ト ロ ウ イ ル
ス LTRs又 は SV40の 早 期 又 は 後 期 プ ロ モ ー タ 、 CMV極 初 期 プ ロ モ ー タ 、 HSVチ ミ ジ ン ・ キ ナ ー
ゼ ・ プ ロ モ ー タ 、 E.coli lacI,lacZ,又 は trpプ ロ モ ー タ 、 フ ァ ー ジ ・ ラ ム ダ P L 又 は P R プ ロ
モ ー タ 、 T3又 は T7フ ァ ー ジ ・ プ ロ モ ー タ 、 及 び 他 の プ ロ モ ー タ が 含 ま れ る 。 転 写 を 制 御 す
る 他 の 要 素 た と え ば オ ペ レ ー タ が 、 所 望 に よ り 機 能 的 に 協 調 さ れ た プ ロ モ ー タ と こ う し た
協 調 的 な 要 素 機 能 を 所 望 に よ り 提 供 す る こ と が で き る 。 良 く 知 ら れ た オ ペ レ ー タ の 例 は 、
lacオ ペ レ ー タ で あ り 、 そ れ は 、 化 学 誘 発 剤 イ ソ プ ロ ピ ル チ オ -β -d-ガ ラ ク ト シ ド (IPTG)
の 存 在 に 、 関 連 す る プ ロ モ ー タ か ら の 転 写 を 活 性 に す る た め の 働 き を す る 。 IPTGの な い 場
合 に 転 写 が 現 れ る 。 発 現 を 誘 発 で き る こ れ ら 、 そ し て 他 の 例 が 、 所 望 の 組 み 換 え 遺 伝 子 (
た と え ば 、 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )の 発 現 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 た と
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え ば 、 lacオ ペ レ タ ー が 存 在 す る 場 合 、 ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 が 、 コ ー
ド さ れ た FALPの 発 現 を 開 始 す る 前 に 、 所 望 の 密 度 に 増 殖 す る こ と が で き る 。 所 望 の 密 度 が
達 成 さ れ る と 、 IPTGを 付 加 し lac関 連 の プ ロ モ ー タ の 抑 圧 を 軽 減 し 、 こ れ に よ り FALPを 発
現 可 能 に す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 さ ら に 天 然 に 存 在 す る FALPプ ロ モ ー タ を 含 む FALPフ ラ ン
キ ン グ (flanking)配 列 を 、 調 製 す る こ と が で き る 。 5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 が 、 種 々 の 転 写 因
子 結 合 部 位 を 有 し 、 さ ら に TATAボ ッ ク ス 及 び CCAATボ ッ ク ス を 有 す る 。 こ う し た 5'フ ラ ン
キ ン グ (flanking)配 列 が 、 単 独 、 又 は こ う し た エ ン ハ ン サ ー 要 素 、 レ プ レ ッ サ ー な ど の (
極 め て 遠 位 に 配 置 さ れ る 何 れ か 、 又 は 全 て )他 の 因 子 と の 組 み 合 わ せ の い ず れ か に て 、 in 
vivoに お け る 天 然 に 調 節 す る 転 写 と し て 特 徴 付 け ら れ る 。 好 ま し い 5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 が
、 哺 乳 動 物 の FALP5'の フ ラ ン キ ン グ 配 列 で あ る 。 最 も 好 ま し い 5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 が 、 ヒ
ト の FALP5'の フ ラ ン キ ン グ 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 が 、 好 ま し く は 所 望 の FALP遺 伝 子 の 5'部 分 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ｃ
DNAを 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ る ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー 又 は ゲ ノ
ム FALP断 片 か ら 得 る こ と が で き る 。 こ う し た 断 片 が 、 FALP5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 1部 又 は
全 て を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー に お け る ク ロ ー ン に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 そ れ が 、 FA
LPへ の コ ー ド 配 列 の 開 始 に 対 し 、 丁 度 5'に 一 般 的 に 配 置 さ れ る 。 同 定 さ れ た ク ロ ー ン が 、
プ ロ モ ー タ の 1部 だ け を 含 む 場 合 、 ク ロ ー ン そ れ 自 体 又 は そ の 断 片 が 、 付 加 的 に 5'フ ラ ン
キ ン グ 配 列 を 得 る た め 、 後 の 周 辺 の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ・ ス ク リ ー ニ ン グ に 対 し 使 用 す る
こ と が で き る 。 断 片 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ (ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 を 含 む )は 、
FALPゲ ノ ム 及 び ／ 又 は cDNAを ク ロ ー ニ ン グ す る た め 、 上 記 の よ う に 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 5'の フ ラ ン キ ン グ 配 列 が 、 相 同 性 (即 ち 宿 主 細 胞 と し て の 同 じ 種 及 び ／ 又 は 株 )、 異 種 性
(即 ち 宿 主 細 胞 の 種 又 は 株 以 外 の 種 か ら )、 ハ イ ブ リ ッ ト (す な わ ち 、 2以 上 の 資 源 か ら 5'フ
ラ ン キ ン グ 配 列 の 組 み 合 わ せ )、 合 成 で よ く 、 又 は そ れ は 、 天 然 の FALP 5'フ ラ ン キ ン グ 配
列 で 良 い 。 5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 資 源 が 、 い ず れ か の 単 一 細 胞 の 原 核 生 物 、 又 は 真 核 生 物
、 い ず れ か の 脊 椎 動 物 又 は 非 脊 椎 動 物 、 又 は 何 ら か の 植 物 に て 可 能 で あ り 、 5'フ ラ ン キ ン
グ 配 列 が 、 宿 主 細 胞 の 機 構 内 に て 機 能 し 、 そ し て そ の 機 構 に よ り 活 性 化 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー に 有 益 な 5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 が 、 技 術 的 に 周 知 な 幾 つ か の 方 法 の う ち
の い ず れ か に よ り 得 る こ と が で き る 。 典 型 的 に 、 FALP5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 以 外 の 本 明 細 書
に 有 益 な 5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 は 、 マ ッ ピ ン グ に よ り 、 そ し て /又 は 制 限 酵 素 エ ン ド ヌ ク ラ
ー ゼ の 消 化 に よ り こ れ ま で 同 定 さ れ て き て お り 、 さ ら に 適 切 な 制 限 酵 素 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ を 使 用 し て 適 切 な 組 織 資 源 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 幾 つ か の 場 合 に 、 5'フ ラ ン キ ン
グ 配 列 の 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 知 ら れ て い る 。 こ う し た 場 合 に 、 5'フ ラ ン キ ン グ 配 列
が 、 核 酸 合 成 又 は ク ロ ー ニ ン グ の た め の 上 記 方 法 を 使 用 し て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 全 て 、 又 は そ の 1部 だ け 知 ら れ て い る 場 合 、 そ れ は 、 同 じ 又 は 別
の 種 か ら の 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は 5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 断 片 を 有 す る PCR
を 用 い て 、 そ し て /又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 る こ と が
で き る 。 5'フ ラ ン キ ン グ 配 列 が 、 知 ら れ て い な い 場 合 、 あ る 5’ フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 含 む D
NA断 片 が 、 た と え ば 、 コ ー ド 配 列 又 は さ ら に 別 の 遺 伝 子 、 又 は 遺 伝 子 群 を 含 む こ と が で き
る 多 種 の DNAか ら 単 離 す る こ と が で き る 。 単 離 は 、 正 し い DNA断 片 を 単 離 す る た め に 、 1又
は 複 数 の 慎 重 に 選 択 さ れ た 酵 素 を 使 用 し て 、 制 限 酵 素 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で の 消 化 に よ り
行 う こ と が で き る 。 消 化 後 、 所 望 の 断 片 を 、 ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 精 製 、 QiagenR T M カ ラ ム は
、 他 の 周 知 の 方 法 に よ り 単 離 す る こ と げ で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
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　 複 製 の 開 始 点 が 、 典 型 的 に 原 核 生 物 の 発 現 ベ ク タ ー 1部 、 そ し て 宿 主 細 胞 中 の ベ ク タ ー
の 増 幅 を 支 援 す る 。 特 定 の コ ピ ー 数 へ の ベ ク タ ー の 増 幅 が 、 あ る 場 合 に FALPポ リ ペ プ チ ド
の 最 適 な 発 現 の た め 重 要 で あ る 。 選 択 す る ベ ク タ ー が 、 複 製 開 始 点 が 確 か で な い 場 合 、 た
と え ば 、 そ れ が 、 周 知 の 配 列 に 基 づ い て 化 学 的 に 合 成 さ れ 、 ベ ク タ ー の 適 切 な 位 置 に 挿 入
さ れ る 。 そ の ベ ク タ ー が 、 異 な る 種 か ら 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る よ う 設 計 さ れ た (た と え ば
、 細 菌 宿 主 細 胞 内 に ベ ク タ ー を 増 幅 し 、 次 に そ の ベ ク タ ー を 、 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 に 、 コ
ー ド さ れ た FALPを 最 終 的 な 発 現 を す る た め の 哺 乳 動 物 の 細 胞 と し て の 酵 母 細 胞 )に 導 入 さ
れ 、 そ れ が 、 複 数 の 複 製 開 始 点 を 含 む よ う 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き る 。 適 切 で あ る も の
と し て 、 同 様 の こ と が 、 本 発 明 を 行 う 際 使 用 さ れ る ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ る 他 の 要 素 に 対 し
て も 真 実 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 転 写 末 端 要 素 は 、 典 型 的 に FALPポ リ ペ プ チ ド ・ コ ー ド 配 列 の 末 端 に 対 し 配 置 さ れ 、 そ し
て FALPポ リ ペ プ チ ド の 末 端 転 写 に 使 用 す る 。 通 常 原 核 細 胞 の 転 写 末 端 要 素 が 、 G-Cの 豊 富
な 断 片 で あ り そ の 後 ポ リ T配 列 で あ る 。 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 3’ の 他
の 要 素 が 、 さ ら に 所 望 に よ り ベ ク タ ー に 含 ま れ る 。 こ う し た 要 素 に 含 ま れ る も の が 、 mRNA
を 安 定 に し 、 又 は 転 写 を 高 め る も の で あ る 。 こ う し た 要 素 が 、 ベ ク タ ー 部 分 と し て 実 験 室
に よ り 、 又 は 商 業 的 に 購 入 さ れ た も の か ら 容 易 に ク ロ ー ン さ れ る が 、 さ ら に こ れ ら は 、 上
記 の も の な ど の 核 酸 合 成 す る た め の 方 法 を 用 い て 容 易 に 合 成 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 選 択 可 能 な マ ー カ 遺 伝 子 が 、 選 択 性 の 培 養 培 地 に 増 殖 さ れ た 宿 主 細 胞 の 生 存 及 び 増 殖 に
典 型 的 に 必 要 で あ り 、 選 択 系 の い ず れ か の 数 が 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 株 を 復 帰 さ せ る た め
た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 典 型 的 な 選 択 マ ー カ 遺 伝 子 が 、 抗 生 物 質 又 は そ の 他 の 毒 素
、 た と え ば 、 (a)原 核 生 物 宿 主 細 胞 に 対 し て ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 又 は カ ナ
マ イ シ ン へ の 耐 性 を 与 え 、 (b)栄 養 素 要 求 性 に 欠 陥 の あ る 細 胞 を 補 足 し ； 又 は (c)　 複 合 培
地 か ら 利 用 出 来 な い 必 須 栄 養 素 の 供 給 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 従 っ て 適 切 な 選 択 の
問 題 (challenge)(た と え ば 、 機 能 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 な 遺 伝 子 を 発 現 す る ベ ク タ ー に よ り 形
質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 培 地 に お け る 、 ア ン ピ シ リ ン の 存 在 )で は 、 選 択 可 能 な マ ー カ に
よ り 形 質 転 換 物 質 を 、 検 出 す る こ と が で き 、 汚 染 す る 微 生 物 の 増 殖 を 防 止 す る こ と が で き
る (た と え ば 、 宿 主 細 胞 の サ ブ セ ッ ト が 、 形 質 転 換 反 応 に 存 在 す る が 、 そ こ に 本 明 細 書 記
載 の ベ ク タ ー が 、 導 入 さ れ な か っ た )。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 原 核 生 物 系 に お け る 好 ま し い 選 択 性 マ ー カ は 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ア ン ピ シ リ ン
耐 性 遺 伝 子 、 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 遺 伝 子 で あ る 。 真 核 生 物 系 の 好 ま し い 選 択 可 能 な
マ ー カ は 、 tk又 は apr細 胞 の そ れ ぞ れ に 対 し ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 、 ヘ ル ペ ス ・ シ ン プ レ
ッ ク ス ・ ウ イ ル ス ・ チ ミ ジ ン き キ ナ ー ゼ 、 及 び ア デ ニ ン ・ ホ ス ホ リ ボ シ ル 変 換 酵 素 遺 伝 子
を 含 む 。 た と え ば 、 Wiglerら 、 (1977)、 Cell,vol.11:223-232;and Lowyら 、 (1980),Cell 
22:817-823を 参 照 。 さ ら に 抗 代 謝 、 抗 生 物 質 、 又 は 除 草 の 耐 性 が 、 選 択 の 基 礎 と し て 使 用
す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 dhfrが 、 メ ト ト レ キ サ ー ト へ の 耐 性 を 与 え る ； neoは 、 ア
ミ ノ グ リ コ シ ド ・ ネ オ マ イ シ ン 、 及 び G-418へ の 耐 性 を 与 え ； そ し て als又 は patが 、 ク ロ
ロ ス ル フ ォ ロ ン 、 及 び ホ ス ヒ ノ ト リ シ ン ・ ア セ チ ル 転 換 酵 素 そ れ ぞ れ へ の 耐 性 を 与 え る 。
た と え ば 、 Wiglerら 、 (1980),Proc.Nat’ l.Acad.Sci.USA,vol 77:3567-3570;Colbere-Gar
apin,ら (1981),J.Mol.Biol.150:1-14を 参 照 。 さ ら に 何 ら か の 他 の 適 切 な 選 択 可 能 な 遺 伝
子 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 選 択 肢 と し て の 例 に お い て 、 選 択 可 能 な マ ー カ は 、 現 象 型 特 性 、 た と え ば 適 切 な 基 質 、
エ ン ル ギ ー 源 、 及 び 他 に 必 要 な 反 応 組 成 物 の 存 在 に 所 定 の 波 長 に お け る 蛍 光 す る タ ン パ ク
質 の 発 現 (使 用 さ れ る マ ー カ に よ り 変 化 す る )を 与 え る 。 選 択 可 能 な マ ー カ が 、 形 質 転 換 物
質 を 同 定 す る ば か り か 、 特 定 の ベ ク タ ー 系 に 帰 属 す る 一 過 性 、 又 は 安 定 な タ ン パ ク 質 の 発
現 量 の 定 量 に 使 用 さ れ る 。 た と え ば 、 Rhodesら 、 (1995),Rhodesら 、 (1995),Methods Mol.
Biol.vol 55:121-131を 参 照 。
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【 ０ １ ４ ５ 】
　 マ ー カ 遺 伝 子 の 発 現 の 存 在 、 又 は 非 存 在 は 、 関 連 す る 遺 伝 子 も 存 在 す る こ と を 示 唆 し て
い る が 、 FALPコ ー ド 遺 伝 子 の 存 在 及 び 発 現 を 確 認 す る こ と が 好 ま し い 。 コ ー ド さ れ る FALP
の 何 ら か の 帰 属 を 直 接 に 評 価 す る こ と に 加 え 、 さ ら に 他 の 手 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。
た と え ば 、 FALPを コ ー ド す る 配 列 が 、 マ ー カ 遺 伝 子 配 列 内 に 挿 入 さ れ る 場 合 、 FALPを コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 が 、 マ ー カ 遺 伝 子 機 能 の 非 存 在 に よ り
同 定 す る こ と が で き る 。 選 択 肢 と し て マ ー カ 遺 伝 子 が 、 単 一 プ ロ モ ー タ の 制 御 下 、 FALPを
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 連 結 し て 配 置 す る こ と が で き る 。 誘 発 又 は 選 択 に 応 答 し て
マ ー カ 遺 伝 子 の 発 現 が 、 通 常 同 様 の ダ ン デ ム 遺 伝 子 の 発 現 を 指 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 さ ら に リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 要 素 が 、 含 む こ と が で き る 。 普 通 Shine-Dalgarno配 列 (原 核
生 物 に お い て )、 又 は Kozak配 列 (真 核 生 物 に お い て )と 称 さ れ る 、 こ の 要 素 は 、 プ ロ モ ー タ
に 対 し 3’ 、 及 び 合 成 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ー ド 配 列 に 対 し 5’ に 典 型 的 に 配 置 さ れ
る 。 Shine-Dalgarno配 列 は 、 変 化 す る が 典 型 的 な ポ リ プ リ ン (す な わ ち 、 高 濃 度 に て A-Gを
有 す )で あ る 。 い ず れ か の Shine-Dalgarno配 を 使 用 す る こ と が で き 、 そ し て 必 要 で あ れ ば
、 容 易 に 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 要 素 が 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ 、 ま た は そ れ 以 外 提 供 さ れ る よ う な FALPの 発 現 の た め 上 記
の 、 及 び 他 の 有 益 な 要 素 が 、 当 業 者 に よ り 周 知 で 、 そ し て た と え ば Sambrookら に (Molecul
ar Cloning:A Laboratory Manual,Cold spring Harbor Laboratory Press,Cold Spring H
arbor,N.Y.(1989));Ausubelら 、 eds.(Current Protocols in Molecular Biology,Current
 Protocols Press(1994));and Berger and Kimmel(Methods in Enzmology:Guide to Mole
cular Cloning Techniques,vol.152,Academic Press,Inc.,San Diego,Calif.(1987))に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 FALPが 分 泌 さ れ る 本 発 明 の こ れ ら の 例 と し て 、 シ グ ナ ル 配 列 が 、 た と え ば 合 成 後 特 異 的
な 小 器 官 に 、 又 は 細 胞 の 外 に (た と え ば 、 増 殖 培 地 又 は ペ リ プ ラ ズ ム 空 間 内 に )、 ポ リ ペ プ
チ ド 指 令 す る た め に し ば し ば 存 在 す る 。 典 型 的 に シ グ ナ ル 配 列 が 、 コ ー ド 領 域 方 向 の FALP
コ ー ド 領 域 に 、 又 は そ の 5’ 末 端 部 に 配 置 さ れ る 。 多 く の シ グ ナ ル 配 列 が 、 知 ら れ て お り
、 そ し て 選 択 さ れ る 宿 主 細 胞 に お い て 機 能 す る こ れ ら の 何 れ か を 使 用 す る こ と が で き る 。
そ の た め 、 シ グ ナ ル 配 列 が 、 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 同 性 で よ く 又 は 異 種
性 で も 良 く 、 そ し て 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 に 対 し 相 同 性 で よ く 又 は 異 種 性 で も 良 い 。 さ ら に
、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 所 望 で あ れ ば 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 本 明 細
書 の 目 的 と し て 、 好 ま し い シ グ ナ ル 配 列 が 、 FALPを 発 現 す る た め に 使 用 さ れ て い る 宿 主 細
胞 に お い て 、 天 然 に 生 ず る 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 有 意 に 高 級 な 真 核 細 胞 に 基 づ く 発 現 系 に お け る 多 く の 場 合 に 、 FALP遺 伝 子 の 転 写 が 、 ベ
ク タ ー 上 の 1又 は 複 数 の イ ン ト ロ ン の 存 在 に よ り 増 大 す る こ と が で き る 。 特 に 導 入 遺 伝 子
が 、 ゲ ノ ム DNA配 列 の 全 長 又 は そ の 断 片 で あ る 場 合 、 イ ン ト ロ ン が 、 天 然 の FALPゲ ノ ム 配
列 内 に 天 然 に 生 成 す る こ と が で き る 。 イ ン ト ロ ン が 、 FALP配 列 内 (大 部 分 の cDNAに 対 し て )
に 天 然 に 生 成 し な い 場 合 、 イ ン ト ロ ン を 、 別 の 資 源 か ら 得 る こ と が で き る 。 イ ン ト ロ ン が
、 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 、 そ し て /又 は 宿 主 細 胞 に 相 同 性 で も 、 異 種 性 で
も よ い 。 プ ロ モ ー タ 及 び FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る イ ン ト ロ ン の 位 置 が
、 重 要 で あ り 、 そ の 理 由 は 、 イ ン ト ロ ン は 、 有 効 で あ る よ う に 転 写 さ れ な け れ ば な ら な い
。 こ の よ う に FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 cDNA配 列 で あ る 場 合 、 イ ン ト ロ ン の
好 ま し い 位 置 は 、 転 写 開 始 部 位 に 対 し 3’ で あ り 、 そ し て ポ リ A転 写 末 端 配 列 に 5’ で あ る
。 好 ま し く は cDNAに 対 し 、 イ ン ト ロ ン が 、 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 遮 断 さ れ
な い よ う ん な FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 方 の 側 、 又 は 別 の 側 の (す な わ
ち 、 5’ 又 は 3’ )に 配 置 さ れ る 。 い ず れ か の ウ イ ル ス 、 原 核 生 物 及 び 真 核 生 物 (植 物 又 は 動
物 )の 生 体 が 使 用 で き 、 そ れ が 、 挿 入 さ れ る 宿 主 細 胞 と 適 合 で き る こ と を あ た え る 。 さ ら
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に 本 明 細 書 に か ん ら れ る こ と は 、 合 成 イ ン ト ロ ン で あ る 。 所 望 に よ る 2以 上 の イ ン ト ロ ン
を 、 ベ ク タ ー に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 例 に お い て 、 天 然 に 、 修 飾 さ れ た 、 又 は FALPsを コ ー ド す る 組 換 え 核 酸 分
子 が 、 適 切 な 宿 主 系 に お け る 融 合 タ ン パ ク 質 を 翻 訳 す る 異 種 配 列 を 生 成 す る た め に 、 遺 伝
子 操 作 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 商 業 的 に 入 手 で き る 抗 体 に よ り 認 識 で き る 異 種 性 成
分 を 含 む キ メ リ ッ ク FALPタ ン パ ク 質 が 、 FALP活 性 の 阻 害 剤 と し て ペ プ チ ド ・ ラ イ ブ ラ リ ー
の ス ク リ ー ニ ン グ を 容 易 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 さ ら に 異 種 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド 成 分 が 、 商 業 的 に 入 手 で き る 親 和 性 基 質 を 用 い て 融
合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に で き る 。 こ う し た 成 分 が 、 グ ル タ チ オ ン  S-転 移 酵 素 (GST),
マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 (MBP),チ オ レ ド キ シ ン (Trx)、 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ペ プ チ ド (CB
P)、 6-His,FLAG,c-myc,及 び ヘ マ グ ル チ ニ ン (HA)を 含 む 。 GST,MBP,Trx,CBP,及 び 6-Hisが 、
固 定 化 さ れ た グ ル タ チ オ ン 、 マ ル ト ー ス 、 フ ェ ニ ー ル ア ラ シ ン ・ オ キ サ イ ド 、 カ ル モ ジ ュ
イ リ ン 、 及 び 金 属 -キ レ ー ト 樹 脂 の そ れ ぞ れ に 同 族 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 免 疫 親 和 性 に よ る
精 製 を 可 能 に す る 。 FLAG,c-myc及 び ヘ マ グ ル チ ニ ン (HA)が 、 こ れ ら エ ピ ト ー プ ・ タ グ を 特
異 的 に 認 識 す る 商 業 的 に 入 手 で き る モ ノ ク ロ ナ ー ル 、 及 び ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 使 用 し て
、 融 合 タ ン パ ク 質 の 免 疫 親 和 性 に よ る 精 製 を 可 能 に す る 。 さ ら に 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 FALP
を 、 精 製 し た 後 の 異 種 成 分 か ら 切 り 離 す こ と の で き る よ う 、 FALPを コ ー ド す る 配 列 と 異 種
性 タ ン パ ク 質 配 列 と の 間 に 配 置 さ れ た プ ロ テ オ リ テ ッ ク ・ 切 断 部 位 を 含 む よ う 、 さ ら に 遺
伝 子 操 作 す る こ と が で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 、 及 び 精 製 の た め の 方 法 が 、 Ausubel
ら に よ り 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 上 記 の 1又 は 複 数 の 要 素 が 、 使 用 さ れ る ベ ク タ ー 合 (ま た は 、 材 料 と し て 、 他 の 要 素 が 、
上 に 記 載 さ れ て い な い が 、 技 術 的 に 知 ら れ 、 そ し て 特 定 ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ る よ う 所 望 さ
れ る 材 料 と し て ) に ま だ 存 在 し て い な い 場 、 こ れ ら は 、 個 々 に 得 る こ と が で き 、 そ し て そ
の ベ ク タ ー に 導 入 さ れ る 。 そ の 要 素 の そ れ ぞ れ を 得 る た め に 使 用 さ れ る 方 法 が 、 技 術 的 に
良 く 知 ら れ 、 そ し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 最 終 ネ ク タ ー が 、 商 業 的 に 入 手 で き る 開 始 ベ ク タ ー か ら 典 型 的 に 構 成 さ れ る 。 本 発 明 を
行 う た め の 好 ま し い ベ ク タ ー が 、 細 菌 、 昆 虫 、 及 び 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 と 適 合 で き る ベ ク
タ ー で あ る 。 こ う し た ベ ク タ ー に は 、 と り わ け pCRII,pCR3,及 び pcDNA3.1(Invitrogen Com
pany,San Diego,Calif.),pBSII(Stratagene Company,La Jolla,Calif.),pET15b(Novagen,
Madison,Wis.),PGEX(Pharmacia Biotech,Piscataway,N.J.),pEGFP-N2(Clontech,Palo Alt
o,Calif.),pETL(BlueBacII;Invitrogen),and pFastBacDual(Gibco/BRL,Grand Island,N.Y
.)を 含 む 。 そ う し た ベ ク タ ー が 、 完 全 な ベ ク タ ー に 含 ま れ る べ き 特 定 要 素 を 含 ん で も 、 含
ま な く と も 良 い 。 １ 又 は 複 数 の 所 望 の 要 素 が 、 開 始 ベ ク タ ー 中 に 存 在 し な い 場 合 、 た と え
ば 、 挿 入 さ れ る 要 素 の 両 端 、 及 び ベ ク タ ー の 両 端 が 、 結 合 の た め 適 合 で き る よ う に 、 適 切
な 制 限 酵 素 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に て ベ ク タ ー を 切 断 す る こ と に よ り 、 各 要 素 が 、 個 々 に 得
る こ と が で き 、 そ し て そ の ベ ク タ ー に 挿 入 (単 独 、 又 は 2以 上 の 要 素 の 場 合 を と も に )さ れ
る 。 幾 つ か の 場 合 、 ベ ク タ ー を 遺 伝 子 操 作 を し (た と え ば 、 部 位 指 向 の 変 異 誘 発 に よ り )、
所 望 の 要 素 を 挿 入 す る た め の 適 切 な 配 列 (た と え ば 制 限 酵 素 部 位 )を 、 又 は 満 足 な 結 合 を 得
る た め に 、 互 い に 結 合 す べ き 「 平 滑 」 な 両 端 を 提 供 す る 。 平 滑 に す る こ と は 、 全 て で ４ つ
の ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 に Klenow DNA ポ リ メ ラ ー ゼ 又 は T4DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 、 「 粘
着 末 端 」 を 最 初 満 た す こ と に よ り 一 般 的 に 行 は れ る (た と え ば 、 Sambrookら を 参 照 )。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 種 々 の 手 順 に よ る ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で
き る 。 一 般 的 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 技 術 的 に 周 知 の 方 法 に よ 適 切 な 制 限 酵 素 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ 部 位 に 挿 入 さ れ る 。 好 ま し く は 、 発 現 さ れ る FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
が 、 適 切 な 調 節 要 素 と 適 切 な 相 に お い て 、 た と え ば 、 プ ロ モ ー タ 、 翻 訳 開 始 及 び 末 端 配 列
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、 及 び 他 の 配 列 た と え ば 、 ペ リ プ ラ ス ミ ッ ク な 空 間 又 は 細 胞 外 媒 体 に 、 翻 訳 さ れ た タ ン パ
ク 質 の 分 泌 を 指 令 で き る リ ー ダ 配 列 に て 構 成 さ れ る 。 好 ま し い 例 に お い て 、 FALPを コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 挿 入 さ れ る ベ ク タ ー は 、 適 切 な 適 切 な 配 置 及 び リ ー デ ン グ フ レ
ー ム 核 酸 配 列 に 常 駐 し 、 そ れ が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る FALPと 融 合 さ れ る 場 合 、 所
望 の 特 徴 付 け 、 た と え ば 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 産 生 物 に 、 発 現 さ れ る 組 換 え 生 成 物 を 安 定
性 、 又 は 単 純 化 し た 精 製 を 与 え る N-末 端 同 定 ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ベ ク タ ー の 構 成 に お い て 、 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (少 な く と も 2の FALPsの
そ れ ぞ れ の 1又 は 複 数 の コ ピ ー )、 そ し て /又 は 付 随 す る 作 用 す る 要 素 が 、 所 定 ベ ク タ ー に
挿 入 す る こ と が で き る こ と を 、 さ ら に 注 意 す べ き で あ る 。 こ う し た 例 に お け る 、 宿 主 生 体
が 、 所 望 の FALP ( s ) の ベ ク タ ー 当 た り よ り 大 き な 量 を 生 成 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー に
挿 入 で き る FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が の 多 く の コ ピ ー を 、 適 切 な 宿 主 微 生 物 に
ｔ ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 そ し て 複 製 及 び 転 写 さ れ る 、 そ の サ イ ズ に よ り 得 ら れ た ベ ク タ ー
の の 能 力 に よ っ て の み 限 定 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ベ ク タ ー が 構 成 さ れ 、 そ し て FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ベ ク タ ー の 適 当 な
部 位 に 、 挿 入 さ れ た 後 、 完 成 さ れ た ベ ク タ ー が 、 増 幅 そ し て /又 は 発 現 の た め の 適 切 な 宿
主 細 胞 に 挿 入 で き る 。 ベ ク タ ー を 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 内 に 形 質 転 換 す る と 、 塩 化 カ ル シ ウ
ム の 沈 殿 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 粒 子 の 衝 撃 、 微 量 注 射 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 な ど の
方 法 、 又 は EDAE-デ キ ス ト ラ ン 法 な ど を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 選 択 さ れ る 方 法 が 、 あ
る 程 度 使 用 さ れ る 機 能 種 の 宿 主 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 及 び 他 の 適 切 な 方 法 は 、 技 術 的
に よ く 知 ら れ 、 た と え ば Sambrookら に お い て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 FALPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に て 形 質 転 換 さ れ る 宿 主 が 、 何 か 適 切 な 媒 体 を 使 用
し て 、 細 胞 培 養 か ら タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 回 収 す る た め の 適 切 な 条 件 下 に て 、 培 養 す る こ
と が で き 、 そ し て そ し て 多 く の 基 準 培 体 が 技 術 的 に 良 く 知 ら れ て い る 。 そ の 媒 地 は 、 宿 主
細 胞 の 増 殖 及 び 生 存 の た め 必 要 な 全 て の 滋 養 物 を 通 常 含 ん で い る 。 E.coli細 胞 を 培 養 す る
た め の 適 切 な 培 地 は 、 た と え ば 、 Luria Broth(LB),及 び /又 は TerrifficBroth(TB)で あ る
。 真 核 細 胞 を 培 養 す る た め の 適 切 な 培 地 は 、 RPMI 1640,MEM,DMEMで あ り 、 そ の 全 て は 、 培
養 さ れ て い る 特 定 細 胞 株 に よ り 必 要 と さ れ る 血 清 及 び /又 は 増 殖 因 子 に て 補 充 す る こ と が
で き る 。 昆 虫 培 養 の た め の 適 切 な 培 地 は 、 必 要 と し て 、 イ ー ス ト レ イ ト 、 ラ ク ト ア ル ブ ミ
ン 水 和 物 、 そ し て /又 は 仔 牛 血 清 に て 補 給 さ れ る Grace’ sの 培 地 で あ る 。 何 か の 事 象 に お
い て 、 宿 主 微 生 物 が 、 所 望 遺 伝 子 の 発 現 の た め 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ る 。 こ れ ら の 条
件 は 、 一 般 的 に 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 と し て 特 異 的 で あ り 、 こ う し た 生 体 の た め の 増 殖 条 件
に 関 し 刊 行 さ れ た 文 献 、 た と え ば 、 BERGEY’ S MANUAL OF DETERMINATIVE BACTERIOLOGY,8
t h  Ed.,Williams & Wikins Company,Baltimore,Md.か ら 照 ら し て 、 当 業 者 に よ り 容 易 に 決
定 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 に 明 示 さ れ る よ う に 、 形 質 転 換 細 胞 の 選 択 的 増 殖 た め 有 益 な 抗 生 物 質 又 は 他 の
化 合 物 が 、 培 地 へ の 補 給 物 と し て の に 付 加 す る こ と が で き る 。 使 用 さ れ る 化 合 物 は 、 宿 主
細 胞 が 形 質 転 換 プ ラ ス ミ ド に 存 在 す る 選 択 的 マ ー カ 要 素 に よ り 追 跡 さ れ る 。 た と え ば 、 選
択 可 能 な マ ー カ 要 素 が 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 で あ る 場 合 、 培 養 培 地 に 加 え ら れ る 化 合 物 は 、
カ ナ マ イ シ ン で あ る 。 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ る 場 合 、 宿 主 細 胞 が 、 培 養 培 地 か ら 、 (宿
主 細 胞 そ れ を 培 養 培 地 に 分 泌 す れ ば )、 又 は そ れ を 生 成 す る 宿 主 細 胞 か ら 直 接 に (そ れ が 分
泌 さ れ な い な ら )、 後 で 収 集 す る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 す る こ と が で き る 。 上
記 の よ う に 、 タ ン パ ク 質 が 、 細 胞 内 に 分 泌 さ れ る か 保 持 さ れ る か ど う か  (た と え ば 、 原 核
又 は 真 核 細 胞 膜 を 介 し て FALPの 分 泌 を 指 令 す る シ グ ナ ル 配 列 を 含 む こ と に よ り )は 、 使 用
さ れ る 発 現 ベ ク タ ー に 設 計 す る こ と も で き る 。 収 集 の 後 FALPポ リ ペ プ チ ド が 、 何 か 適 切 な
方 法 、 又 は そ の 方 法 を 組 み 合 わ せ て 、 た と え ば 分 子 ふ る い ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 親 和 性 ク
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ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 使 用 し て 、 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 一 般 的 に 、 FALPを コ ー ド し 、 FALPを 発 現 す る 核 酸 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 が 、 当 業 者 に 周 知
ん ま 種 々 の 方 法 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 核 酸 又 は タ ン パ ク シ ツ の
検 出 及 び /又 は 定 量 化 す る た め の 膜 、 溶 液 、 又 は チ ッ プ を 基 礎 と す る 技 術 を 含 む 、 DNA-DNA
又 は DNA-RNAの ハ イ ブ リ ッ ト 化 、 PCRの 増 幅 、 及 び タ ン パ ク 質 バ イ オ ア ッ セ イ 又 は 免 疫 ア ッ
セ イ 技 術 を 含 む が そ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 さ ら に 、 宿 主 細 胞 又 は 細 胞 -フ リ ー の 発 現 系 に お い て 生 成 さ れ る FALPポ リ ペ プ チ ド の 量
が 、 基 準 方 法 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。 こ う し た 方 法 は 、 ウ エ ス タ ー ン ・ ブ ロ ッ ト
分 析 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 電 気 泳 動 、 非 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 、 HPLC分 離 、 免 疫 沈
降 、 マ ス ・ ス ペ ク ト ロ メ ー タ 、 ア ミ ノ 酸 分 析 、 配 列 決 定 及 び /又 は 活 性 化 法 を 含 む 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 に よ り 有 益 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 離 さ れ た 形 状 に て 提 供 さ れ る の は 好 ま し く 、 そ
し て 好 ま し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ る こ と で あ る 。 FALPポ リ ペ プ チ ド が 、 宿 主 細 胞 か ら 分 泌
さ れ る よ う 設 計 さ れ て い た 場 合 、 大 部 分 の ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 培 養 培 地 に お い て 同 様 に 見
出 さ れ る 。 こ の 方 法 で 調 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、 典 型 的 に ア ミ ノ 末 端 に メ チ オ ニ ン を 有
し て い な い 、 そ れ は 、 細 胞 か ら 分 泌 中 に 取 り 出 さ れ る た ね で あ る 。 し か し な が ら 、 FALPの
ポ リ ペ プ チ ド が 、 宿 主 細 胞 か ら 分 泌 さ れ な い 場 合 、 サ イ ト プ ラ ズ ム 、 及 び /又 は 核 (真 核 細
胞 、 細 菌 (特 に グ ラ ム 陽 性 菌 )、 及 び 昆 虫 宿 主 細 胞 )、 又 は ペ リ プ ラ ズ ム (グ ラ ム 陰 性 菌 が 宿
主 細 胞 と し て 使 用 さ れ る 場 合 に 生 ず る よ う な )に お い て 存 在 し 、 そ し て ア ミ ノ 末 端 メ チ オ
ニ ン を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 細 胞 内 FALPに 対 し て 、 宿 主 細 胞 が 、 最 初 に 機 構 的 に 、 浸 透 的 に 、 又 は 緩 衝 溶 液 中 で サ イ
ト プ ラ ズ ム 内 容 物 を 放 出 す る た め 洗 剤 に よ り 分 離 さ れ る 。 次 に FALPポ リ ペ プ チ ド を 、 種 々
の 技 術 を 用 い て 行 な う こ と が で き る 。 た と え ば 、 そ れ が 、 カ ル ボ キ シ ル 、 又 は 網 に 末 端 の
の い ず れ か で ポ リ ペ プ チ ド が 、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン 又 は 他 の 小 タ グ ペ プ チ ド (た と え ば 、 FLA
G(Eastman Kodak Co.,New Haven,Conn)又 は myc(Invitrogen,Carlsbad,Calf.))な ど の タ グ
を 含 む よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド が 合 成 さ れ た な ら ば 、 カ ラ ム 基 質 が 、 タ グ に 対 し 、 又 は ポ リ
ペ プ チ ド に 対 し 直 接 (た と え ば 、 FALPを 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 )に 高 い 親 和
性 有 す る 場 合 、 親 和 性 カ ラ ム を 通 し て 溶 液 を 通 過 さ せ る こ と に よ る 、 1段 階 手 順 で 特 に 精
製 さ れ る 。 た と え ば 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン が 、 大 き な 親 和 性 に て 結 合 し 、 そ し て ニ ッ ケ ル に 特
異 性 を 有 し 、 従 っ て ニ ッ ケ ル の 親 和 性 カ ラ ム (Qiagenニ ッ ケ ル ・ カ ラ ム )が 、 ポ リ ヒ ス チ ジ
ン ・ タ グ を 含 む FALPの 精 製 に 対 し 使 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Ausubeleds.を 参 照
。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 さ ら に 抗 体 を 、 FALPを 純 化 す る た め に 使 用 で き る 。 FALPに 対 す る 抗 体 が 、 適 切 な 方 法 を
用 い て 生 成 す る こ と が で き る 。 抗 体 を 製 造 す る た め 、 ヤ キ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ヒ
ト な ど を 含 む 種 々 の 宿 主 が 、 FALPに よ り 、 又 は 免 疫 原 特 性 を 有 す る 断 片 、 又 は そ の オ リ ゴ
ペ プ チ ド に て 注 入 す る こ と に 免 疫 化 す る こ と が で き た 。 宿 主 の 種 に 依 存 し て 、 種 々 の ア ジ
ュ バ ン ト (た と え ば 、 Freund’ ｓ ア ジ ュ バ ン ト 、 ミ ネ ラ ル ・ ゲ ル (た と え ば 、 水 酸 化 ア ル ミ
ニ ウ ム )、 及 び リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル オ ニ ッ ク ・ ポ リ オ ル ス 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油
性 乳 化 物 、 及 び ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ど の 表 面 活 性 剤 )が 、 免 疫 的 な 応 答 を 増 大 さ せ る た
め に 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 免 疫 原 は 、 免 疫 化 す る 前 に 担 体 に (た と え ば 、 孔 牛
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 及 び キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン )に 結 合
で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 FALPsを 結 合 す る 抗 体 が 、 無 傷 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 免 疫 抗 原 と し て 関 連 す る 小 ペ プ チ ド
を 含 む 断 片 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 FALP誘 導 の オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 又 は
FALP特 異 的 抗 体 を 誘 発 す る た め に 使 用 さ れ る 断 片 が 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 5ア ミ ノ 産
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残 基 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 10ア ミ ノ 産 残 基 か ら 成 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 さ ら に
よ り 好 ま し く は 、 天 然 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 1部 で 、 そ れ が FALP活 性 を 呈 す る 。 動
物 を 免 疫 化 す る た め に (た と え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ )使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 又
は オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 RNAの 翻 訳 か ら 、 又 は 化 学 的 に 合 成 さ れ 、 そ し て 所 望 さ れ れ ば 、 担
体 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド が 、 タ グ を 有 せ ず 、 そ し て 抗 体 が 利 用 で き な い 場 、 精 製 す る た め の 他
の 知 ら れ た 方 法 を 使 用 で き る 。 こ う し た 方 法 は 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 分 子 ふ
る い ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 HPLC,ゲ ル 溶 離 と 組 み 合 わ せ た 天 然 の ゲ ル 電 気 泳 動 、 及 び 調 製
等 電 フ ォ ー カ シ ン グ を 含 む 。 あ る 例 に お い て 、 こ れ ら の 2以 上 の 技 術 を 組 み 合 わ せ て 、 精
製 レ ベ ル を 増 大 さ せ て 行 な う こ と が で き た 。 ポ リ ヒ ス チ ジ ン に て タ グ さ れ た FALPsを 、 単
離 し 、 そ し て 純 粋 に す る 特 に 好 ま し い 方 法 は 、 ニ ッ ケ ル ・ カ ラ ム を 使 用 す る 親 和 性 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド が 、 真 核 細 胞 の 細 菌 又 は サ イ ト プ ラ ズ ム の ペ リ プ ラ ス ム 空 間 に 主 に 見
出 さ れ る と 、 予 測 さ れ る 場 合 、 処 理 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、 こ う し た 複 合 体 を 形 成 し た 場
合 、 含 有 生 体 (細 菌 )を 含 む ペ リ プ ラ ス ム 又 は サ イ ト プ ラ ス ム の 内 容 物 を 、 い ず れ か の 適 切
な 技 術 を 使 用 し て 抽 出 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 宿 主 細 胞 が 、 French press,均 質 化
、 及 び /又 は 超 音 波 に よ り ペ リ プ ラ ス ム の 内 容 物 を 放 出 す る よ う に 溶 離 さ れ る 。 次 ぎ に 均
質 化 に は 、 遠 心 分 離 に か け ら れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド が 、 サ イ ト ゾ ル 又 は ペ リ プ ラ ス ム に 含 有 す る 生 体 を 形 性 し た 場 合 、 含
有 生 体 が 、 し ば し ば 細 胞 膜 の 内 側 、 及 び /又 は 外 側 に 結 合 す る こ と が で き 、 し た が っ て 遠
心 分 離 後 ペ レ ッ ト 材 料 に 主 に み い だ さ れ る こ と に な る 。 次 ぎ に ペ レ ッ ト 材 料 が 、 封 入 体 を
放 出 、 破 壊 ,及 び 溶 解 す る た め ア ル カ リ pHで ジ チ オ セ リ オ ー ル 、 又 は 酸 pHで tris カ ル ボ キ
シ エ チ ル ・ ホ ス フ ィ ン な ど の 還 元 剤 の 存 在 下 、 洗 剤 、 グ ア ニ ジ ン 、 グ ア ニ ジ ン 誘 導 体 、 尿
素 、 尿 素 誘 導 体 な ど の pH extremes又 は カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 で 処 理 す る こ と が で き た 。 次 ぎ
に 現 在 の 可 溶 な 形 状 に お け る FALPポ リ ペ プ チ ド が 、 た と え ば 、 ゲ ル 電 気 泳 動 ,免 疫 沈 降 な
ど を 用 い て 分 析 す る こ と が で き 、 又 は ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ に 使 用 す る こ と が で き る
。 そ れ が 、 FALPポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め に 所 望 さ れ る 場 合 、 単 離 は 、 標 準 方 法 を 用 い
て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 幾 つ か の 場 合 、 FALPポ リ ペ プ チ ド が 、 単 離 に よ り 生 物 的 活 性 と 成 ら な い 。 ポ リ ペ プ チ ド
を 天 然 の 3次 構 造 に 「 再 畳 み 込 み 」 又 は 変 換 す る た め の 種 々 の 方 法 を 用 い て 、 生 物 的 活 性
を 付 与 す る 。 こ う し た 方 法 は 、 通 常 7以 上 の pHで 、 そ し て カ オ ト ロ ー プ の 特 定 濃 度 の 存 在
下 、 溶 解 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 暴 露 す る こ と を 含 む 。 カ オ ト ロ ー プ の 選 択 は 、 封 入 体 の 溶
解 化 の た め に 用 い ら れ る 選 択 と 非 常 に 類 似 す る が 、 通 常 は 低 濃 度 で 、 溶 解 化 の た め に 使 用
さ れ る も の と 同 じ カ オ ト ロ ー プ に す る 必 要 は な い 。 さ ら に ほ と ん ど の 場 合 、 再 折 り 畳 み /
酸 化 溶 液 が 、 還 元 剤 又 は 還 元 剤 プ ラ ス 酸 化 形 状 を 特 定 割 合 に て 含 み 、 タ ン パ ク 質 シ ス テ イ
ン ・ ブ リ ッ ジ の 形 状 を 生 成 す る よ う 、 ジ ス ル フ ィ ド に よ る シ ャ フ リ ン グ (shuffling)を 可
能 に す る 特 定 の 酸 化 還 元 力 を 生 成 す る 。 共 通 に 使 用 さ れ る レ ド ッ ク ス 結 合 体 の 幾 つ か は 、
シ ス テ イ ン /シ ス ト ア ミ ン 、 グ ル タ チ オ ン (GSH)/ジ チ オ ビ ス GSH,cupricク ロ ラ イ ド 、 ジ チ
オ セ リ オ ー ル (DTT)/ジ チ ア ン DTT、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (bME)/ジ チ オ -b(ME)を 含 む 。
幾 つ か の 例 に お い て 、 共 溶 媒 が 、 再 折 り 畳 み の 効 率 を 増 大 さ せ る た め に 必 要 で あ る 。 こ の
目 的 に 使 用 さ れ る 共 通 の 試 薬 が 、 グ リ セ ロ ー ル 、 種 々 の 分 子 量 の ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー
ル 、 及 び グ ア ニ ジ ン を 含 む 。 再 折 り 畳 み の 後 、 FALPポ リ ペ プ チ ド が 可 溶 性 に な る 。 次 ぎ に
、 た と え ば 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 免 疫 沈 降 な ど を 用 い て 分 析 さ れ 、 又 は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ に 使 用 す る こ と が で き る 。 再 度 FALPポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め 、 所 望 で あ れ ば 、 再 折
り 畳 み タ ン パ ク 質 の 単 離 が 、 標 準 の 方 法 を 用 い て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
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　 FALPを 含 む 封 入 体 が 、 宿 主 細 胞 の サ イ ト ゾ ル 又 は ペ リ プ ラ ズ ム の 有 意 な 程 度 に 形 成 さ れ
な い 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 均 質 の 遠 心 分 離 の 後 、 上 澄 液 に 主 に 見 出 さ れ 、 そ し て FA
LPポ リ ペ プ チ ド が 、 い ず れ か の 適 切 な 方 法 、 又 は 方 法 を 組 み 合 わ せ て 上 澄 物 か ら 単 離 す る
こ と が で き る 。 た と え ば こ れ ら の 状 況 に お い て 、 FALPポ リ ペ プ チ ド を 1部 又 は 完 全 に 単 離
す る こ と が 好 ま し い 場 合 、 精 製 を 標 準 的 な 方 法 に て 行 な う こ と が で き 、 た と え ば 、 電 気 泳
動 の 後 、 電 気 溶 離 、 種 々 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (免 疫 親 和 性 、 分 子 シ ー ブ 、 及 び /又 は イ オ
ン 交 換 )、 及 び ／ 又 は 高 圧 液 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 離 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 こ れ ら の 状 態 に お い て 、 FALPポ リ ペ プ チ ド を 1部 又 は 完 全 に 単 離 す る こ と が ,好 ま し い 場
合 、 精 製 が 、 技 術 的 に 周 知 の 標 準 的 方 法 を 用 い て 行 な う こ と が で き る 。 こ う し た 方 法 が 、
電 気 溶 離 、 種 々 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (免 疫 親 和 性 、 分 子 ふ る い 、 及 び ／ 又 は イ オ ン 交 換 )
及 び ／ 又 は 高 圧 液 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 分 離 を 含 む 。 幾 つ か の 例 に お い て 、 高 レ ベ
ル の 精 製 を 行 な う た め の 2以 上 の 方 法 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 別 の 方 法 は 、 所 望 の 純 度
に 達 成 す る よ う に 、 疎 水 性 相 互 作 用 、 HPLC又 は 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む が そ れ に
限 定 さ れ な い 。 １ の 実 施 例 に お い て 、 FALPポ リ ペ プ チ ド が 、 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を 用 い て 純 化 さ れ る 。 た と え ば 、 FALPポ リ ペ プ チ ド ,又 は そ の 免 疫 原 断 片 に 対 し て 上 昇
し た 抗 体 (た と え ば 、 あ る 配 列 を 有 す る か 又 は 後 で 本 明 細 書 に て 開 示 )が 、 適 切 な 固 体 支 持
体 に 結 合 ,そ し て 抗 体 と こ の ポ リ ペ プ チ ド を 会 合 し て 行 な う 条 件 下 で 、 FALPポ リ ペ プ チ ド
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 混 合 物 と 接 触  (た と え ば 、 脳 組 織 を 均 一 化 ) さ せ る 。 い っ た ん FALP
ポ リ ペ プ チ ド が 、 固 定 化 さ れ た 抗 体 と 結 合 さ れ る と 、 固 体 支 持 体 を 洗 浄 し 、 比 結 合 物 質 、
及 び ／ 又 は 非 特 異 的 に 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 除 去 す る 。 次 ぎ に 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を
、 た と え ば 緩 衝 液 の pH又 は 塩 濃 度 の 変 化 に よ り 、 固 体 支 持 体 か ら 実 質 的 に 純 粋 な 形 状 に 溶
離 す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 当 業 者 が 理 解 で き る よ う に 、 シ グ ナ ル ・ ペ プ チ ド 、 タ グ な ど が 、 発 現 の 後 に 異 種 FALPか
ら 切 断 す る こ と が で き る 。 こ う し た 切 断 が 、 組 み 換 え 型 宿 主 細 胞 に 発 生 し 、 も し 必 要 で あ
れ ば 、 細 胞 機 構 (た と え ば 、 特 定 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 切 断 す る た め の ペ プ チ ド ） を 呈 示
す る 。 選 択 肢 と し て 、 こ う し た 配 列 が 、 後 期 段 階 の 単 離 及 び 精 製 過 程 で 切 断 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 組 み 換 え 技 術 を 用 い て 、 FALPの ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 及 び 精 製 に 加 え 、 FALPポ リ ペ プ チ ド
、 断 片 、 及 び ／ 又 は そ の 誘 導 体 が 、 Merrifield,ら 、 (J.Am.Chem.Soc.,vol.85:2149(1963)
)Houghtenら 、 (Proc.Nat'l.Acad.Sci.USA,vol.82:5132(1985)),and Stewart and Young(S
olid Phase Peptide Synthesis,Pierce Chemical Co.,Rockford,III(1984))の よ り 記 載 の
周 知 の 技 術 を 用 い 、 化 学 的 な 合 成 法 (固 相 ポ リ ペ プ チ ド 合 成 な ど )に よ り 調 製 す る こ と が で
き た 。 こ う し た ポ リ ペ プ チ ド が 、 ア ミ ノ 末 端 に メ チ オ ニ ン を 有 す る 場 合 、 有 し な い 場 合 で
合 成 す る こ と が で き る 。 自 動 に よ る 合 成 が 、 い ず れ か 適 切 な 機 構 、 た と え ば 、 ABI 431Aペ
プ チ ド 合 成 装 置 (PerkinElmer)を 用 い て 行 な う こ と が で き る 。 化 学 的 に 合 成 さ れ た FALPポ
リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 が 、 ジ ス ル フ ィ ド ・ ブ リ ッ ジ を 形 成 す る た め に こ れ ら の 引 用 に お い て
記 載 の 方 法 を 使 用 し て 、 酸 化 す る こ と が で き る 。 FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 が 、 組 み 換 え
型 に 生 成 さ れ た 又 は 天 然 の 資 源 か ら 精 製 さ れ た FALPポ リ ペ プ チ ド に 比 較 可 能 な 生 物 的 活 性
を 有 す る と 予 測 さ れ 、 従 っ て 組 み 換 え 型 又 は 天 然 の FALPポ リ ペ プ チ ド と 相 互 交 換 し て 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 標 的 、 又 は ハ イ ブ リ ッ ト す る 抗 セ ン ス 、 ト リ
プ レ ッ ク ス 、 リ ボ ザ イ ム 、 及 び 試 薬 な ど ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 阻 害 性 を 提 供 す る 。 従 っ て
別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 FALP遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め に 使 用 で き る 抗 セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 と り わ け 追 加 し て さ ら に 詳 細 に 記
載 さ れ た 、 本 発 明 の 幾 つ か の 治 療 方 法 が 、 in vivoに お け る 生 理 的 条 件 下 で の FALP活 性 を
阻 害 し 又 は 刺 激 す る よ う 機 能 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 に 関 与 し 、 そ し て 治 療 効 果 と
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し て 十 分 な 時 間 間 隔 に て 、 こ れ ら の 条 件 下 比 較 的 安 定 で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 こ う
し た 安 定 性 を 損 な う 、 そ し て 所 望 の 組 織 、 器 官 又 は 細 胞 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 誘 導 を タ
ー ゲ テ ン グ を 容 易 に す る た め に 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 的 に 少 な く と も 約 10塩 基 、 典 型 的 に 少 な く
と も 12又 は 14の 抗 セ ン ス 配 列 、 そ し て FALPを コ ー ド す る mRNA、 又 は FALP遺 伝 子 か ら 転 写 さ
れ る mRNAか ら の 配 列 に 特 定 に ハ イ ブ リ ッ ト す る 最 大 約 3000の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
。 本 発 明 の 抗 セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 よ り 頻 繁 に は 長 さ が 約 12か ら 約 50の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 又 は 長 さ が 約 15か ら 約 25の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 一 般 的 に 抗 セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が 、 安 定 な 二 重 鎖 を 形 成 す る に 十 分 な 長 さ に す べ き で あ る が 、 所 望 さ れ れ ば 、 in viv
oに お い て 投 与 す る に た め 、 導 入 形 態 に 依 存 し 十 分 短 く と も 良 い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最
小 長 さ で は 、 幾 つ か の 因 子 に よ る 標 的 配 列 に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ト が 必 要 で あ り 、 例 え ば
幾 つ か の 因 子 は 、 G/Cの コ ン テ ン ト 、 (も し で き れ ば )照 合 ミ ス の 塩 基 対 に 位 置 付 け 、 標 的
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 集 団 と 他 の 因 子 中 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学 的 性 質 、 (た と え ば 、 メ チ
ル ホ ス ホ ネ イ ト 骨 格 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ イ ト ） と を 比 較 し て 配 列 の 固 有 度 な
ど で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 一 般 的 に 、 特 異 的 ハ イ ブ リ ッ ト 化 を 確 実 に す る た め 、 抗 セ ン ス 配 列 が 、 標 的 FALPmRNA配
列 に 実 質 的 に 相 補 的 で あ る 。 特 定 の 明 示 に お い て 、 抗 セ ン ス 配 列 が 、 標 的 FALPmRNA配 列 に
正 確 に 相 補 的 で あ る 。 し か し な が ら 、 FALP RNA又 は そ の 遺 伝 子 相 当 す る 関 係 す る 標 的 配 列
へ の 特 異 的 結 合 が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 機 能 的 特 長 と し て 保 持 さ れ る か ぎ り 、 抗 セ ン ス ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 付 加 、 欠 失 、 転 移 、 転 写 又 は 修 飾 、 又 は 他 の 核 酸
配 列 、 又 は 非 核 酸 成 分 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 別 の 観 点 に お い て 、 抗 セ ン ス 配 列 が FALP mRNAの 比 較 的 ア ク セ ツ 可 能 な 配 列 (比 較 的 に 2
時 構 造 の な い )に 相 補 て き で あ る 。 こ れ は 、 た と え ば MFOLDプ ロ グ ラ ム (Genetics Computer
 Group,Madison WI)を 用 い 所 定 の RNA二 次 を 分 析 し 、 in vitro 又 は 技 術 的 に 周 知 の in viv
oに お い て 試 験 す る こ と に よ り 決 定 す こ と が で き る 。 有 効 な 抗 セ ン ス 組 成 物 を 同 定 す る た
め の 別 の 有 益 な 方 法 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ 配 列 を 使 用 す る (た と え ば 、 Mil
nerら 、 Nature Biotechnology 15:537(1997)を 参 照 )。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 抗 セ ン ス 配 列 に 付 加 す る 配 列 を 有 す る 抗 セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (す
な わ ち 抗 -FALP-セ ン ス 配 列 に 付 加 )を 提 供 す る 。 こ の 場 合 、 抗 セ ン ス 配 列 が 、 有 意 に 長 い
配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 中 で 含 ま れ て い る 。 他 の 例 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列
が 、 抗 セ ン ス 配 列 か ら 成 る か 、 又 は 抗 セ ン ス 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 抗 セ ン ス 核 酸 (DNA,RNA,修 飾 さ れ た 、 類 似 し た な ど )が 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た よ う に 、
化 学 的 合 成 及 び 組 替 え 方 法 な ど の 核 酸 を 製 造 す る た め の な ん ら か の 適 切 な 方 法 を 使 用 し て
作 成 す る こ と が で き る 。 一 つ 例 に お い て 、 た と え ば 、 本 発 明 の 抗 セ ン ス RNA分 子 が 、 de no
vo 化 学 的 合 成 に よ り 、 又 は ク ロ ー ニ ン グ に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 FALP 
mRNAに ハ イ ブ リ ッ ト す る 抗 セ ン ス RNAが 、 ベ ク タ ー (た と え ば 、 プ ラ ス ミ ド )中 の プ ロ モ ー
タ に 逆 配 置 に 作 用 的 に 結 合 さ れ る FALP DNAを 挿 入 す る こ と に よ り (結 紮 す る )作 成 す る こ と
が で き る 。 プ ロ モ ー タ 、 及 び 好 ま し く は 末 端 及 び ポ リ ア デ ニ ー ル 化 シ グ ナ ル が 、 正 し く 配
置 さ れ た 場 合 、 非 コ ド ン 鎖 に 対 応 し て い る 挿 入 配 列 の 鎖 が 、 本 発 明 の 抗 セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド と し て 転 写 さ れ 、 そ し て 作 用 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、
哺 乳 動 物 及 び ヒ ト を 含 む 細 胞 の な い 抽 出 物 、 細 胞 、 及 び 動 物 に FALP活 性 を 阻 害 す る た め に
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 抗 セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 一 般 的 な 方 法 に 関 し て 、 ANTISENSE RNA AND DNA,D.
A.Melton,Ed.Cold Spring Harbor Laboratory,Cold Spring Harbor,NY(1988)を 参 照 。 さ
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ら に 、 Dagleら 、 Nucleic　 Acids　 Research,19:1805(1991)を 参 照 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 ト リ プ ル ・ ヘ リ ッ ク ス を 含 む 、 又 は 「 ト リ プ レ ッ ク ス 」 核 酸 を 形 成 す
る 、 2本 鎖 又 は 2重 FALP核 酸 (た と え ば 、 FALP RNA又 は FALP遺 伝 子 の 折 り た た ま れ た 領 域 に
お い て )に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (た と え ば 、 DNA,RNA,PNA
な ど )を 提 供 す る 。 ト リ プ ル ・ ヘ リ ク ス の 形 状 に よ り 、 た と え ば FALP遺 伝 子 の 転 写 を 防 止
し 、 従 っ て 細 胞 の FALP活 性 を 減 少 し 又 は 除 去 す る こ と に よ り 、 FALPの 発 現 を 阻 害 す る こ と
に な る 。 何 か 特 定 の 機 構 に よ り 結 合 さ れ る と 考 え る こ と な く 、 ト リ プ ル ・ ヘ リ ッ ク ス 対 が
、 生 成 す る た め の ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 、 又 は 調 節 分 子 を 結 合 す る た め 2重 ヘ リ ッ ク ス
を 十 分 開 く 能 力 を 折 衷 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 発 明 の 三 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 三 重 ヘ リ ッ ク ス 形 成 の 塩 基
－ 対 合 規 則 （ 例 え ば 、 Cheng な ど ., J. Biol. Chem. 263: 15110 (1988); Ferrin and Ca
merini-Otero, Science 354: 1494 (1991); Ramdas な ど ., J. Biol. Chef. 264: 17395 
(1989); Strobel な ど ., Science 254: 1639 (1991); and Rigas な ど ., Pi-oc. Natl. A
cad. Sci. U. S. A. 83: 9591 (1986)を 参 照 の こ と ） 、 及 び FALP mRNA及 び /又 は 遺 伝 子 配
列 を 用 い て 構 成 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 本 発 明 の 三 重 － 形 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 FALP R
NA又 は 遺 伝 子 に お け る 特 定 配 列 に 対 し て “ 相 補 的 ” な 、 約 10～ 約 25個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 又
は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 配 列 （ す な わ ち 、 安 定 し た 三 重 ヘ リ ッ ク ス を 形 成 す る の
に 十 分 に 大 き い が 、 し か し 所 望 に は 、 供 給 の モ ー ド に 依 存 し て 、 イ ン ビ ボ で 投 与 す る の に
十 分 に 小 さ い ） を 含 ん で 成 る 。 こ の 場 合 、 “ 相 補 的 ” と は 、 安 定 し た 三 重 ヘ リ ッ ク ス ス を
形 成 で き る こ と を 意 味 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 FALP遺 伝 子
の 調 節 領 域 （ 例 え ば 、 FALP 5’ － フ ラ ン キ ン グ 配 列 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び エ ン ハ ン サ ー ） 又
は 転 写 開 始 部 位 （ 例 え ば 、 転 写 開 始 部 位 か ら － 10～ ＋ 10の 間 ） に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る
よ う 企 画 去 れ る 。 三 重 DNAを 用 い て の 最 近 の 治 療 進 行 の 再 考 に 関 し て は 、 Gee な ど ., in H
uber and Carr, 1994, MOLECULAR AND IMMUNOLOGIC APPROACHES, Futura Publishing Co,
 Mt Kisco NY 及 び  Rininsland な ど ., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94 : 5854を
参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 FALP活 性 の 阻 害 の た め に 有 用 な リ ボ ザ イ ム も 提 供 す る 。 本 発 明 の リ ボ ザ
イ ム は 、 結 合 し 、 そ し て 特 異 的 に 分 解 し 、 そ し て FALP mRNAを 不 活 性 化 す る 。 有 用 な リ ボ
ザ イ ム は 、 FALP mRNAに 対 し て 相 補 的 な 5’ － 及 び 3’ － 末 端 配 列 を 含 ん で 成 り 、 そ し て 本
発 明 に 開 示 さ れ る FALP mRNA配 列 に 基 づ い て 当 業 者 に よ り 構 築 さ れ 得 る （ PCT公 開 WO93/235
72号 を 参 照 の こ と ） 。 本 発 明 の リ ボ ザ イ ム は 、 グ ル ー プ Iイ ン ト ロ ン リ ボ ザ イ ム （ Cech, B
iotechnology 13: 323 (1995)） 及 び 他 の ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム （ Edgington, biotec
hnology 10:256 (1992)） の 特 徴 を 有 す る そ れ ら を 包 含 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の リ ボ ザ イ ム は 、 分 解 部 位 、 例 え ば GUA, GUU及 び GUCを 有 す る そ れ ら を 包 含 す る
。 本 発 明 に 従 っ て の FALP活 性 の リ ボ ザ イ ム 介 在 性 阻 害 の た め の 他 の 最 適 な 分 解 部 位 は 、 PC
T公 開 WO94/02595号 及 び WO93/23569号 （ 両 者 と も 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） に 記
載 さ れ る そ れ ら を 包 含 す る 。 分 解 部 位 を 含 む 標 的 FALP遺 伝 子 の 領 域 に 対 応 す る 15～ 20の 長
さ の ヌ ク レ オ チ ド の 短 い RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を よ り 所 望 に す
る こ と が で き る 二 次 構 造 特 徴 に つ い て 評 価 さ れ 得 る 。 分 解 部 位 の 適 合 性 は ま た 、 リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド 保 護 ア ッ セ イ を 用 い て 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン へ
の 接 近 性 を 試 験 す る こ と に よ り 、 又 は 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 標 準 の 方 法 に 従 っ て イ
ン ビ ト ロ リ ボ ザ イ ム 活 性 に つ い て 試 験 す る こ と に よ り 評 価 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 Huな ど ., PCT公 開 WO94/03596号 に よ り 記 載 さ れ る よ う に 、 ア ン チ セ ン ス 及 び リ ボ ザ イ ム
機 能 は 、 単 一 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に お い て 組 み 合 わ さ れ 得 る 。 さ ら に 、 リ ボ ザ イ ム は 、 本
発 明 の 例 示 的 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 記 載 に 関 し て 上 記 に 記 載 さ れ る よ う に 、
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１ 又 は 複 数 の 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ ク レ オ チ ド 間 の 修 飾 さ れ た 結 合 を 含 ん で 成 る
。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の リ ボ ザ イ ム は 、 イ ン ビ ト ロ で 生 成 さ れ 、 そ し て 細 胞 又
は 患 者 中 に 挿 入 さ れ る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 遺 伝 子 療 法 は 、 標 的 細 胞 に お い て エ
ク ス ビ ボ 又 は イ ン ビ ボ で リ ボ ザ イ ム の 発 現 の た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 同 時 制 御 及 び 抑 圧 を 包 含 す る こ と が で き る 、 RNA干 渉 （ RNAi） の 方 法 に
よ り FALP活 性 の 阻 害 の た め に 有 用 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 こ の 技 法 の 再 考 は 、 Sc
ience 288: 1370-1372 (2000) に 見 出 さ れ る 。 RNAiは 後 転 写 レ ベ ル に 対 し て 作 用 し 、 そ し
て 配 列 特 異 的 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 部 分 的 な 又 は 十 分 な 二 本 鎖 特 徴 を 有 す る RNA、 又 は そ
の よ う な RNAを コ ー ド す る こ と が で き る 前 駆 体 の 細 胞 又 は 細 胞 外 環 境 へ の 導 入 を 含 ん で 成
る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Fireな ど ., ア メ リ カ 特 許 第 6,506,559号 に よ り 記 載 さ れ る よ う に 、 RNAは 、 １ 又 は 複 数
の 重 合 さ れ た リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 鎖 を 含 ん で 成 る こ と が で き る 。 二 本 鎖 構 造 は 、 単 一 の 自
己 － 相 補 的 RNA鎖 又 は ２ つ の 相 補 的 RNA鎖 に よ り 形 成 さ れ 得 る 。 RNAは 、 リ ン 酸 － 糖 バ ッ ク
ボ ー ン 又 は ヌ ク レ オ シ ド の い ず れ か へ の 修 飾 を 包 含 す る こ と が で き る 。 RNA重 複 形 成 は 、
細 胞 内 又 は 細 胞 外 の い ず れ か で 開 始 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 研 究 は 、 １ 又 は 複 数 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 特 異 的 に 二 本 鎖 RNAに 結 合 し 、 そ し て そ れ を
短 い フ ラ グ メ ン ト に 分 解 す る こ と を 示 し て い る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 そ れ ら の フ ラ グ メ
ン ト と 結 合 し た ま ま 存 続 し 、 こ れ は 、 相 補 的 mRNAに 特 異 的 に 結 合 し 、 す な わ ち FALP遺 伝 子
の た め の 転 写 さ れ た mRNA鎖 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 FALP遺 伝 子 の た め の mRNAは ま た 、 リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ に よ り 短 い フ ラ グ メ ン ト に 分 解 さ れ 、 そ れ に よ り FALP遺 伝 子 の 翻 訳 及 び 発 現 を
回 避 し 、 そ し て そ の 結 果 、 FALP活 性 を 阻 害 す る 。 さ ら に 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 シ ス テ ム
の 効 率 を 指 数 的 に 高 め る 、 短 い フ ラ グ メ ン ト の 多 く の コ ピ ー の 合 成 を 促 進 す る よ う 作 用 す
る こ と が で き る 。 こ の 遺 伝 子 抑 制 経 路 の ユ ニ ー ク 特 徴 は 、 サ イ レ ン シ ン グ が そ れ が 開 始 さ
れ る 細 胞 に 制 限 さ れ な い こ と で あ る 。 遺 伝 子 － サ イ レ ン シ ン グ 効 果 は 、 生 物 の 他 の 部 分 に
高 め ら れ 得 、 そ し て さ ら に 、 生 殖 系 を 通 し て い く つ か の 世 代 に 伝 達 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 特 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 サ イ レ ン シ ン グ 遺 伝 子 の た め の 遺 伝 子 構 造 体 を 生
成 す る た め に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 FALP遺 伝 子 に 対 し て 特 異 的 な 単
一 の 自 己 － 相 補 的 RNA配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 構 造 体 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 遺
伝 子 構 造 体 及 び /又 は FALP－ 特 異 的 自 己 － 相 補 的 RNA配 列 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る
い ず れ か の 従 来 の 方 法 に よ り 供 給 さ れ 得 る 。 遺 伝 子 構 造 体 内 に 、 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス
配 列 は 、 ド ナ ー 及 び 受 容 体 ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 を 用 い て 、 正 し い ス プ ラ イ シ ン グ 配 向 で 配
置 さ れ る イ ン ト ロ ン 配 列 を 端 に 有 す る 。 他 の 方 法 は 、 操 作 で き 且 つ 効 果 的 な 構 造 体 を 創 造
す る た め に 、 分 離 し た イ ン ト ロ ン 配 列 よ り も む し ろ 種 々 の 長 さ の ス ペ ー サ ー 配 列 を 用 い る
こ と が で き る 。 FALP遺 伝 子 構 造 体 生 成 物 の 後 － 転 写 プ ロ セ ッ シ ン グ の 間 、 イ ン ト ロ ン 配 列
は ス プ ラ イ シ ン グ さ れ 、 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス 配 列 、 及 び ス プ ラ イ ス 結 合 配 列 の 結 合 を
可 能 に さ れ 、 二 本 鎖 RNAが 形 成 さ れ る 。 選 択 の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の 二 本 鎖 RNAに 結 合 し 、 そ
し て そ れ を 分 解 し 、 そ れ に よ り 、 FALP mRNA遺 伝 子 配 列 及 び サ イ レ ン シ ン グ FALP遺 伝 子 の
分 解 を 導 く 現 象 の カ ス ケ ー ド を 開 始 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 他 方 で は 、 自 己 － 相 補 的 RNA配 列 を 発 現 す る た め の 遺 伝 子 構 造 体 を 用 い る よ り も む し ろ
、 FALP－ 特 異 的 二 本 鎖 RNAセ グ メ ン ト が 、 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 効 果 を 発 揮 す る た め に 細
胞 の 細 胞 質 中 に 取 り 込 ま れ る よ う １ 又 は 複 数 の 標 的 化 さ れ た 領 域 に 供 給 さ れ る 。 RNAは 、
細 胞 当 た り 少 な く と も １ つ の コ ピ ー の 供 給 を 可 能 に す る 量 で 導 入 さ れ 得 る 。 よ り 高 い 用 量
の 二 本 鎖 材 料 が 、 よ り 効 果 的 な 阻 害 を も た ら す こ と が で き る 。 阻 害 は 、 RNAの 二 重 領 域 に
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対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 遺 伝 子 阻 害 の た め に 標 的 化 さ れ る こ と に お い て 、 配 列 － 特 異
的 で あ る 。 FALP遺 伝 子 の 一 部 と 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む RNAが 、 阻 害 の た め に 好 ま
し い 。 標 的 配 列 に 関 し て 、 挿 入 、 欠 失 及 び 単 一 の 点 突 然 変 異 を 有 す る RNA配 列 は ま た 、 阻
害 の た め に 効 果 的 で あ ろ う こ と が 見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 配 列 同 一 性 は 、 当 業 界 に お い て 知
ら れ て い る 一 列 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム 及 び 、 ヌ ク レ オ チ オ ド 配 列 間 の ％ 差 異 の 計 算 に よ り 最 適
化 さ れ 得 る 。 他 方 で は 、 RNAの 二 重 領 域 は 、 標 的 遺 伝 子 転 写 体 の 一 部 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で
き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と し て 機 能 的 に 定 義 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 イ ン ビ ボ 生 理 的 条 件 下 で FALP活 性 を 阻 害 す る か 又 は 刺 激 す る よ う
機 能 し 、 そ し て 治 療 効 果 の た め に 十 分 な 時 間 、 そ れ ら の 条 件 下 で 比 較 的 安 定 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 投 与 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 に 示 さ れ る よ う に 、 修 飾 さ れ た 核 酸 は 、 そ の よ う
な 安 定 性 を 付 与 す る こ と に お い て 、 及 び 所 望 す る 組 織 、 器 官 又 は 細 胞 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 標 的 化 供 給 の た め に 有 用 で あ り 得 る 。 オ リ ゴ － 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 切 な 医
薬 製 剤 に お い て 薬 物 と し て 直 接 的 に 、 又 は 細 胞 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム 、 衝
撃 物 、 細 胞 中 へ の 直 接 的 な 摂 取 物 、 及 び 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な 同 様 の も の 中 へ の 核
酸 の 導 入 に よ り 直 接 的 に 供 給 さ れ 得 る 。 疾 病 の 処 理 に 関 し て は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 治 療 的 有 効 量 で 患 者 に 投 与 さ れ る で あ ろ う 。 治 療 的 有 効 量 は 、 疾 病 の 徴 候 を 緩 和
す る か 、 又 は 標 的 細 胞 に お け る FALP活 性 を 調 節 す る の に 十 分 な 量 で あ る 。 治 療 目 的 の た め
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 供 給 の た め に 有 用 な 方 法 は 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,272,065号 に 記 載
さ れ て い る 。 医 薬 的 活 性 化 合 物 の 投 与 の 他 の 詳 細 は 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 。 も う １ つ の
態 様 に お い て は 、 オ リ ゴ － 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 療 法 及 び 組 換 え DNA
発 現 プ ラ ス ミ ド を 用 い て 供 給 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 遺 伝 子 療 法 は 、 外 因 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 移 行 さ れ る （ 典 型 的 に は ） 哺 乳 類 細 胞 に 対 し
て 医 学 的 に 有 用 な 表 現 型 効 果 的 を 生 成 す る そ の 外 因 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 を 言 及 す る
。 １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 FALP－ 関 連 状 態 の 処 理 の た め に 遺 伝 子 療 法 及 び 組 成
物 を 提 供 す る 。 例 に お い て は 、 遺 伝 子 療 法 は 、 FALP遺 伝 子 生 成 物 （ 例 え ば 、 FALP活 性 を 高
め る た め に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 配 列 を 有 す る FALPポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 活 性 を 低 め る た
め の 阻 害 FALPポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 類 似 す る FALPタ ン パ ク 質 ） を 発 現 し 、 FALP遺 伝 子 又
は mRNA配 列 （ 例 え ば 、 FALP活 性 を 低 め る た め の ア ン チ セ ン ス RNA） を 有 す る 核 酸 を 発 現 し
、 FALP遺 伝 子 生 成 物 （ 例 え ば 、 PALP活 性 を 低 め る た め に FALP mRNAに 向 け ら れ た リ ボ ザ イ
ム ） の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る か 、 又 は 内 因 性
FALP配 列 （ 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 遺 伝 子 置 換 及 び 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト ） を 置 換 す る か 又 は 破 壊
す る ベ ク タ ー を 、 細 胞 中 に 導 入 す る こ と を 包 含 す る 。 多 く の 他 の 態 様 は 、 本 明 細 書 に お け
る 開 示 の 再 考 に 基 づ い て 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 FALP遺 伝 子 療 法 に お い て 有 用 な ベ ク タ ー は 、 ウ ィ ル ス 又 は 非 ウ ィ ル ス で あ り 得 、 そ し て
本 発 明 の FALP発 現 シ ス テ ム に 関 し て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る そ れ ら を 包 含 す る 。 遺 伝 子 療
法 ベ ク タ ー が こ の 開 示 及 び 他 の も の に 記 載 さ れ る よ う に 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び 調 節 又 は プ ロ
セ ッ シ ン グ 配 列 を 含 ん で 成 る こ と は 、 当 業 者 に よ り 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 通 常 、 ベ ク タ ー
は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 転 写 を 駆 動 す る よ う 作 用 す る 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び 任 意 に は 、 エ
ン ハ ン サ ー （ プ ロ モ ー タ ー 配 列 内 に 含 ま れ る い ず れ の も の と は 異 な る ） 、 並 び に エ ピ ソ ー
ム 維 持 又 は 染 色 体 組 込 み 、 及 び 所 望 に は 、 高 レ ベ ル の 転 写 を 提 供 す る 他 の 調 節 要 素 を 含 ん
で 成 る 。 遺 伝 子 療 法 の た め に 有 用 な プ ラ ス ミ ド は 、 他 の 機 能 的 要 素 、 例 え ば 選 択 マ ー カ ー
、 同 定 領 域 及 び 他 の 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 追 加 の 配 列 が 、 細 胞 の 外 部 及 び 内 部 の 安 定
性 の 付 与 、 特 定 器 官 、 組 織 又 は 細 胞 集 団 へ の FALPヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ セ ン ス 又 は ア ン チ セ
ン ス ） の 供 給 の 標 的 化 、 細 胞 中 へ の 侵 入 の 介 在 、 細 胞 の 核 中 へ の 侵 入 の 介 在 、 及 び /又 は
核 DNA内 へ の 組 込 み の 介 在 に お い て 役 割 を 有 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア プ タ マ ー （ apt
amer） 様 DNA構 造 体 、 又 は 他 の タ ン パ ク 質 結 合 分 子 部 位 は 、 細 胞 表 面 受 容 体 へ の 、 又 は 受
容 体 に 結 合 し 、 そ れ に よ り 細 胞 中 へ の DNAト ラ ン ス フ ァ ー の 効 率 を 高 め る 血 清 タ ン パ ク 質
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へ の ベ ク タ ー の 結 合 を 介 在 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 他 の DNA部 位 及 び 構 造 体 は 、 核 膜 に
お け る 受 容 体 に 、 又 は 核 中 に 進 行 す る 他 の タ ン パ ク 質 に 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 結 合 し 、 そ
れ に よ り 、 ベ ク タ ー の 核 摂 取 を 促 進 す る 。 他 の DNA配 列 は 、 組 込 み の 効 率 に 、 直 接 的 に 又
は 間 接 的 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 適 切 な 遺 伝 子 療 法 ベ ク タ ー は 、 複 製 の 起 点 を 有 し て も 又 は 有 さ な く て も 良 い 。 例 え ば 、
患 者 へ の 投 与 の 前 、 ベ ク タ ー の 増 幅 の た め に ベ ク タ ー に 複 製 の 起 点 を 含 む こ と が 有 用 で あ
る 。 し か し な が ら 、 複 製 の 起 点 は し ば し ば 、 ベ ク タ ー が 宿 主 染 色 体 DNA中 に 組 込 む か 、 又
は 宿 主 mRNA又 は DNAに 結 合 す る よ う 企 画 さ れ る 場 合 、 除 去 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 は ま た 、 遺 伝 子 置 換 療 法 （ す な わ ち 、 組 換 え 遺 伝 子 に よ る 内 因
性 FALP遺 伝 子 の 相 同 組 換 え に よ る 置 換 ） の た め の 方 法 及 び 試 薬 を 提 供 す る 。 相 同 組 換 え に
よ る 組 換 え の た め に 特 異 的 に 企 画 さ れ る ベ ク タ ー が 使 用 さ れ 得 る 。 相 同 組 換 え を 最 適 化 す
る た め の 重 要 な 因 子 は 、 染 色 体 配 列 に 対 す る 配 列 同 一 性 の 程 度 及 び 相 同 性 の 長 さ を 包 含 す
る 。 特 定 の 配 列 介 在 性 相 同 組 換 え は ま た 、 組 込 み が 転 写 活 性 の DNAに お い て よ り 容 易 に 生
じ る の で 、 重 要 で あ る 。 相 同 標 的 化 構 造 体 を 構 成 す る た め の 方 法 及 び 材 料 は 、 例 え ば Mans
our nado., 1988, Nature 336: 348; Bradley nado., Bio/Tech77ology 10: 534 (1992)
に よ り 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,627,059号 ； 第 5,487,992号 ； 第 5,631,15
3号 ； 及 び 第 5,464,764号 を 参 照 の こ と 。 １ つ の 観 点 に お い て は 、 遺 伝 子 置 換 治 療 は 、 調 節
さ れ る べ き FALP遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る 調 節 配 列 の す べ て は 又 一 部 の 変 更 又 は 置 換 を 包 含
す る 。 例 え ば 、 FALPプ ロ モ ー タ ー 配 列 （ 図 ５ ） が 、 破 壊 さ れ （ FALP発 現 を 低 め る た め に 、
又 は 転 写 制 御 部 位 を 破 壊 す る た め に ） 、 又 は 外 因 性 プ ロ モ ー タ ー が 置 換 さ れ る （ 例 え ば 、
FALP発 現 を 高 め る た め に ） 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 FALP“ 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト ” （ す な わ ち 、 組 換 え 生 成 さ れ る ベ ク タ ー を
用 い て の 内 因 性 FALP遺 伝 子 の 相 同 組 換 え に よ る 欠 失 又 は 破 壊 ） の た め の 方 法 及 び 試 薬 も 提
供 す る 。 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト に お い て は 、 標 的 化 さ れ た 配 列 は 、 調 節 配 列 （ 例 え ば 、 FALP
プ ロ モ ー タ ー ） 、 又 は RNA又 は タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 で あ り 得 る 。 内 因 性 遺 伝 子 を 発 現 す
る た め へ の 相 同 組 換 え の 使 用 は 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,272, 071号 , WO 91/09955号 , WO 93/0
9222号 , WO 96/29411号 , WO 95/31560号 , 及 び  WO 91/12650号 に 、 詳 細 に 記 載 さ れ る 。 ま
た 、 Moynahan な ど ., 1996, Hum. Mol. Genet. 5: 875を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー は 、 イ ン ビ ボ 、 イ ン ビ ト ロ 又 は エ ク ス ビ ボ で 細 胞 又 は 組 織 中 に 導 入
さ れ 得 る 。 エ ク ス ビ ボ 療 法 に 関 し て は 、 ベ ク タ ー は 、 患 者 か ら 採 取 ら れ た 細 胞 、 例 え ば 幹
細 胞 中 に 導 入 さ れ 、 そ し て 自 己 由 来 の 移 植 体 に つ い て ク ロ ー ン 的 に 増 殖 さ れ 、 同 じ 患 者 に
戻 さ れ る （ 例 え ば 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,399,493号 及 び 第 5,437,994号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 コ ー ド 配 列 又 は 調 節 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー ） 配 列 で あ り 得 る 。 外 因 性
FALP遺 伝 子 配 列 を 含 ん で 成 る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 多 細 胞 生 物 （ 例 え ば 、 植 物 及 び 非
ヒ ト 動 物 ） 又 は 単 細 胞 生 物 （ 例 え ば 、 酵 母 ） を 提 供 す る 。 多 細 胞 生 物 の 例 は 、 植 物 、 昆 虫
及 び 非 ヒ ト 動 物 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ン キ ー 、 サ ル 、 ブ タ 及 び 他 の 非 ヒ ト
哺 乳 類 を 包 含 す る 。 単 細 胞 生 物 の 例 は 、 酵 母 で あ る 。 １ つ の 例 に お い て は 、 生 物 は 、 ヒ ト
FALPタ ン パ ク 質 の 配 列 を 有 す る 外 因 性 FALPポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 FALPを コ ー ド す る 遺 伝 子 が 突 然 変 異 誘 発 さ れ る か 又 は 欠 失 さ れ （ す な わ
ち 、 コ ー ド 又 は 調 節 領 域 に お け る ） 、 そ の 結 果 、 生 来 の FALPが 発 現 さ れ ず 、 又 は 野 生 型 細
胞 又 は 生 物 に 比 較 さ れ る 場 合 、 低 め ら れ た レ ベ ル で 又 は 異 な っ た 活 性 を 用 い て 発 現 さ れ る
、 単 細 胞 及 び 多 細 胞 生 物 （ 又 は そ れ ら か ら の 細 胞 ） も 提 供 す る 。 そ の よ う な 細 胞 及 び 生 物
は し ば し ば 、 “ 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト ” 細 胞 又 は 生 物 と し て 言 及 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
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　 本 発 明 は さ ら に 、 内 因 性 FALP遺 伝 子 が 存 在 す る か 又 は 任 意 に は 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ る か
又 は 欠 失 さ れ 、 そ し て 外 因 性 FALP遺 伝 子 又 は 変 異 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト FALP） が 導 入 さ れ 、 そ
し て 発 現 さ れ る 細 胞 及 び 生 物 を 提 供 す る 。 こ の タ イ プ の 細 胞 及 び 生 物 は 、 例 え ば FALP活 性
又 は 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 し ； FALP遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 の 効 果 を 決 定 す る た め
の モ デ ル シ ス テ ム と し て 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 特 定 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 内 因 性 FALP遺 伝 子 ） の 変 更 又 は 破 壊 の た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 良
く 知 ら れ て お り 、 例 え ば Baudin な ど ., Nucl. Acids Res. 21: 3329 (1993); Wach な ど .
, Yeast 10: 1793 (1994); Rothstein, Methods E1lzymol. 194: 281 (1991) ; Anderson
, Methods Cell Biol. 48: 31 (1995); Pettitt な ど ., Development 122: 4149-4157 (1
996); Ramirez-Solis な ど ., Methods Enzymol. 225: 855 (1993); 及 び Thomas な ど ., C
ell 51: 503 (1987)を 参 照 の こ と 。 典 型 的 に は 、 そ の よ う な 方 法 は 、 調 節 さ れ る べ き 特 定
遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る 調 節 配 列 の す べ て 又 は 一 部 の 変 更 又 は 置 換 を 包 含 す る 。 調 節 配 列
、 例 え ば 生 来 の プ ロ モ ー タ ー が 変 更 さ れ 得 る 。 遺 伝 子 の 標 的 化 さ れ た 突 然 変 異 誘 発 の た め
の １ つ の 従 来 の 技 法 は 、 興 味 あ る 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム DNAフ ラ グ メ ン ト の ベ ク タ ー 中 へ の
配 置 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ を 含 む ベ ク タ ー に お け る 選 択 可 能 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 カ セ ッ ト 周 囲
の 標 的 化 さ れ た 遺 伝 子 に 関 連 す る ２ 種 の ゲ ノ ム ア ー ム の 続 く ク ロ ー ニ ン グ を 包 含 す る 。 次
に 、 こ の “ ノ ッ ク ア ウ ト ” 構 造 体 は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 、 す な わ ち マ ウ ス 胚 幹 （ ES） 細 胞 中
に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 続 い て こ れ は 、 正 の 選 択 （ 例 え ば 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 を 選 択 す
る た め に 、 G418を 用 い て ） 、 及 び 負 の 選 択 （ 例 え ば 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ を 欠 く 細 胞 を 排 除
す る た め に 、 FIAUを 用 い て ） に ゆ だ ね ら れ 、 ノ ッ ク ア ウ ト ベ ク タ ー に よ る 相 同 組 換 え を 受
け た 細 胞 の 選 択 が 可 能 に さ れ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 興 味 あ る 遺 伝 子 の 不 活 性 化 を 導 く 。
例 え ば 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,464,764号 ； 第 5,631,153号 ； 第 5,487,992号 ； 及 び 第 5,627,059
号 を 参 照 の こ と 。 内 因 性 遺 伝 子 の “ ノ ッ ク ア ウ ト ” 発 現 は ま た 、 興 味 あ る 遺 伝 子 の 調 節 配
列 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー ） 中 に 異 種 核 酸 を 導 入 す る た め に 相 同 組 換 え の 使 用 に よ り 達 成
さ れ 得 る 。 機 能 的 酵 素 又 は 生 成 物 の 発 現 を 妨 げ る た め に は 、 読 み 取 り 枠 を 変 更 す る か 、 又
は プ ロ モ ー タ ー を 破 壊 す る 単 純 な 突 然 変 異 誘 発 が 適 切 で あ る 。 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン す る た め に は 、 生 来 の プ ロ モ ー タ ー が 、 高 い レ ベ ル の 転 写 を 誘 発 す る 異 種 プ ロ モ ー タ
ー に よ り 置 換 さ れ 得 る 。 ま た 、 “ 遺 伝 子 ト ラ ッ プ 挿 入 ” が 、 宿 主 遺 伝 子 を 破 壊 す る た め に
使 用 さ れ 得 、 そ し て マ ウ ス ES細 胞 が 、 Holzschu（ 1997） Trangenic Res 6: 97-106に 記 載
さ れ る よ う に 、 ノ ッ ク ア ウ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 他
の 方 法 も 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 相 同 組 換 え に よ る 内 因 性 遺 伝 子 の 発 現 の 変 更 は ま た 、 問 題 の 構 造 遺 伝 子 を 含 ん で 成 る 核
酸 配 列 を 用 い る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 上 流 配 列 は 、 異 種 組 換 え 構 造 体 を 標 的 化 す る た
め に 使 用 さ れ る 。 FALP構 造 遺 伝 子 配 列 情 報 、 例 え ば 配 列 番 号 １ を 用 い て 、 当 業 者 は 、 通 常
の 実 験 の み に よ り 、 相 同 組 換 え 構 造 体 を 創 造 す る こ と が で き る 。 内 因 性 遺 伝 子 の 発 現 を 変
更 す る た め の 相 同 組 換 え は 、 ア メ リ カ 特 許 第  5,272, 071号 , 及 び  WO 91/09955号 , WO 93
/09222号 , WO 96/29411号 , WO 95/31560, and WO 91/12650.に 記 載 さ れ て い る 。 動 物 に お
け る 相 同 組 換 え は 、 Moynahan (1996) Hum. Mol. Genet. 5: 875, and in plants by Offr
inga (1990) EMBO J. 9: 3077に よ り 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 は ま た 、 単 離 さ れ た 、 実 質 的 に 純 粋 な 合 成 又 は 組 換 え FALPポ リ
ペ プ チ ド 、 及 び 哺 乳 類 FALPポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 フ ラ グ メ ン ト も 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に
お い て は 、 FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は フ ラ グ メ ン ト は 、 本 明 細 書 に 示 さ れ る 配 列 又 は そ の 副 配
列 と 同 一 か 、 又 は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 FALPポ リ
ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 保 存 性 置 換 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 変 異
体 で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 十 分 な 長 さ で あ り 得 、 又 は 十 分 な 長 さ の タ ン パ ク 質
の フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 本 発 明 の FALPポ リ ペ プ チ ド 及 び 変 異 体 の 少 な く と も 20、 少 な く
と も 40、 少 な く と も 60又 は 少 な く と も 100個 の 残 基 を 含 ん で 成 る ） を コ ー ド す る こ と が で

10

20

30

40

50

(50) JP 2006-502697 A 2006.1.26



き る 。 例 え ば 、 切 断 さ れ 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ 、 誘 導 体 化 さ れ 、 又 は 他 の 配 列 に 融 合 さ れ る
（ 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る た め に ） 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対
し て 、 修 飾 さ れ る FALPポ リ ペ プ チ ド が ま た 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。 い く つ か の FALPポ
リ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 配 列 残 基 の 挿 入 、 欠 失 又 は 置 換 を 含 ん で 成 る 。 例 え ば 、 い く つ か の
保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 、 す な わ ち 類 似 す る 構 造 特 性 、 例 え ば 実 効 電 荷 、 疎 水 性 及 び 同 様 の も
の を 有 す る 異 な っ た ア ミ ノ 酸 に よ る 、 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 行 わ れ 得 る 。 典 型 的 に
は 、 FALP変 異 体 は 、 図 及 び /又 は 本 明 細 書 に 示 さ れ る １ 又 は 複 数 の FALP対 立 遺 伝 子 に 構 造
的 に 且 つ 機 能 的 に 類 似 す る 。 構 造 的 類 似 性 は 、 例 え ば 実 質 的 な 配 列 同 一 性 （ 上 記 に 定 義 さ
れ る よ う な ） 、 及 び /又 は 免 疫 学 的 交 差 反 応 性 に よ り 示 さ れ る 。 本 明 細 書 に 示 さ れ る よ う
に 、 本 発 明 の FALPポ リ ペ プ チ ド は 、 組 換 え 又 は 合 成 方 法 を 用 い て 調 製 さ れ る か 、 又 は 天 然
の 細 胞 源 か ら 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の FALPポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 原 （ 例 え ば 、 抗 － FALP
抗 体 を 生 成 す る た め に ） と し て 使 用 さ れ 得 る 。 典 型 的 に は 、 本 発 明 の 免 疫 原 FALPフ ラ グ メ
ン ト は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 少 な く と も 約 ６ 個 の 連 続 残 基 、 し ば し ば 少 な く と も 約 ８ 、
約 10又 は 約 12個 、 又 は 約 16個 の 連 続 残 基 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 実 質 的 に 純 粋 な 、 単 離 さ れ た 又 は 組 換 え FALPポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 図 に 示 さ れ
る 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る 抗 体 を 結 合 す る そ れ ら の 能 力 に よ り
特 徴 づ け ら れ 得 る 。 特 異 的 免 疫 反 応 性 は 通 常 、 少 な く と も 約 10 7 , 10 8 , 10 9 又 は 10 1 0 M - 1 の
そ の リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 FALP） に 対 す る 抗 体 の 特 異 的 結 合 親 和 性 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 種 々 の 適 用 に 関 し て は 、 与 え ら れ る 環 境 下 で ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 、 検 出 及 び 定 量 化 を 促
進 す る た め に 、 ラ ベ ル さ れ た 存 在 物 と し て 、 す な わ ち 検 出 で き る ラ ベ ル 又 は グ ル ー プ 、 又
は 交 差 で き る グ ル ー プ に 共 有 結 合 さ れ る 本 発 明 の FALPポ リ ペ プ チ ド を 供 給 す る こ と が 所 望
さ れ る 。 そ れ ら の 検 出 で き る グ ル ー プ は 、 検 出 で き る ポ リ ペ プ チ ド グ ル ー プ 、 例 え ば ア ッ
セ イ で き る 酵 素 又 は 抗 体 エ ピ ト ー プ を 包 含 す る 。 他 方 で は 、 検 出 で き る グ ル ー プ は 、 種 々
の 他 の 検 出 で き る グ ル ー プ 又 は ラ ベ ル 、 例 え ば 放 射 性 ラ ベ ル （ 例 え ば 、 1 2 5 I, 3 2 P, 3 5 S）
又 は 化 学 ル ミ ネ セ ン ト 又 は 蛍 光 グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ 得 る 。 同 様 に 、 検 出 で き る グ ル ー プ
は 、 基 質 、 補 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 又 は 親 和 性 リ ガ ン ド で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 例 え ば FALPポ リ ペ プ チ ド は 、 よ り 安 定 し た ペ プ チ ド を 生 成 す る た め に 、 １ 又 は
複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 同 じ タ イ プ の D－ ア ミ ノ 酸 （ L－ リ シ ン の 代 わ り に D－ リ シ ン ） に
よ り 置 換 す る こ と に よ っ て 修 飾 さ れ 得 る 。 同 様 に 、 ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 修 飾 、
例 え ば カ ル ボ キ シ ル 末 端 の ア ミ ド 化 、 又 は ア ミ ノ 末 端 又 は ペ ギ ル 化 さ れ た 誘 導 体 の ア シ ル
化 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 安 定 性 質 を 付 与 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 “ タ ン パ ク 質 ” 又 は “ ポ リ ペ プ チ ド ” に 関 し て 主 に 記 載 さ れ て い る が 、 上 記 ポ リ ペ プ チ
ド の 構 造 類 似 体 及 び 誘 導 体 、 例 え ば ペ プ チ ド 擬 似 体 及 び 同 様 の も の が 、 FAlPの た め の 置 換
基 と し て 、 例 え ば FALPア ゴ ニ ス ト と し て 、 又 は 他 方 で は 、 FALP活 性 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て
使 用 さ れ 得 る こ と を 、 当 業 者 は 理 解 す る で あ ろ う 。 ペ プ チ ド 擬 似 体 は 、 鋳 型 ペ プ チ ド の 性
質 に 類 似 す る 性 質 （ 例 え ば 、 生 物 学 的 活 性 ） を 有 す る 非 ペ プ チ ド 薬 物 と し て 医 薬 産 業 に お
い て 通 常 使 用 さ れ る ペ プ チ ド 類 似 体 で あ る （ Fauchere, Adv. Drug Res. 15: 29 (1986); 
Evans な ど ., J. Med. Chem. 30: 1229 (1987)） 。 そ れ ら は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 処 理 さ れ た
分 子 モ デ リ ン グ の 助 け に よ り 開 発 さ れ 得 る 。 治 療 的 に 有 用 な ペ プ チ ド に 対 し て 構 造 的 に 類
似 す る ペ プ チ ド 擬 似 体 は 、 同 等 の 治 療 効 果 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 ペ プ チ ド 擬 似
体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 態 様 よ り も 有 意 な 利 点 、 例 え ば よ り 経 済 的 な 生 成 及 び よ り 高 い 化 学 安
定 性 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト FALPポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る 抗 体 も 提 供 す る 。 従 っ て
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、 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 に 開 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 免 疫 原 フ ラ グ メ ン ト に 対 し
て 同 一 で あ る か 又 は 実 質 的 に 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認
識 し 、 そ し て 結 合 す る で あ ろ う 。 本 発 明 の 抗 体 は 通 常 、 少 な く と も 10 7 , 10 8 , 10 9 又 は 10 1
0 M - 1 の FALPに 対 す る 特 異 的 結 合 親 和 性 を 示 す 。 本 発 明 の 抗 － FALP抗 体 は 、 種 々 の 用 途 、 例
え ば FALPポ リ ペ プ チ ド の 単 離 （ 例 え ば 、 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る ） 、 FALPポ
リ ペ プ チ ド の 検 出 、 及 び FALP活 性 の 阻 害 （ 例 え ば 、 イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ ） の た め の 用
途 を 有 す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 － FALP抗 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 種
々 の 手 段 に よ り 製 造 さ れ 得 る 。 抗 体 は 、 FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 結 合
す る 、 フ ラ グ メ ン ト 、 キ メ ラ 及 び 類 似 す る 結 合 剤 （ 例 え ば 、 フ ァ ー ジ 表 示 技 法 の 生 成 物 ）
を 包 含 す る 。 １ つ の 観 点 に お い て は 、 抗 体 は 、 抗 原 特 異 的 結 合 の た め に 十 分 な 抗 体 L及 び H
鎖 可 変 ド メ イ ン を 含 む 、 組 換 え 的 に 調 製 さ れ た 二 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び ２ 種 の ポ リ ペ プ
チ ド の 結 合 を 維 持 す る の に 十 分 な 抗 体 L及 び H鎖 不 変 領 域 （ 例 え ば 、 H鎖 の C H 1ド メ イ ン ） の
少 な く と も フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 １ つ の 観 点 に お い て は 、 抗 体 は 、 FALPを 結 合 す る よ う 形
状 化 さ れ た 、 抗 体 L及 び H鎖 可 変 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 一 本 鎖 抗 体 （ sFv） で あ る 。 本 発 明
は ま た 、 FALPに 対 す る イ ン ト ラ ボ デ ィ （ intrabody） も 企 画 す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 方 法 は 、 号 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い
る 。 例 え ば 、 Coligan, CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY (1991); S
tites な ど . (eds. ) BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY (7th ed.) Lange Medical Public
ations, Los Altos, CA, 及 び  そ こ に 引 用 さ れ る 引 例  ("Stites"); Goding, MONOCLONAL 
ANTIBODIES : PRINCIPLES AND PRACTICE (2d ed. ) Academic Press, New York, NY (198
6); Kohler and Milstein, 1975, Nature 256: 495-97; 及 び  Harlow and Laneを 参 照 の
こ と 。 そ れ ら の 技 法 は 、 フ ァ ー ジ 又 は 類 似 す る ベ ク タ ー に お け る 組 換 え 抗 体 の ラ イ ブ ラ リ
ー か ら の 抗 体 の 選 択 に よ る 抗 体 調 製 を 包 含 す る 。 Huse な ど ., 1989, Science 246: 1275-
81; 及 び  Ward な ど ., 1989, Nature 341: 544-46を 参 照 の こ と 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
生 成 に 関 し て は 、 適 切 な 標 的 免 疫 系 、 典 型 的 に は マ ウ ス 又 は ウ サ ギ 、 ま た 、 ヤ ギ 、 羊 、 牛
、 鶏 、 テ ン ジ ク ネ ズ ミ 、 サ ル 及 び ラ ッ ト が 選 択 さ れ る 。 宿 主 に よ り 生 成 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ
リ ン は 、 沈 殿 さ れ 、 単 離 さ れ 、 そ し て 通 常 の 方 法 、 例 え ば 親 和 性 精 製 に よ り 精 製 さ れ 得 る
。 実 質 的 に 一 特 異 的 抗 体 集 団 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 精 製 に よ り 生
成 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 し て は 、 適 切 な 動 物 が 選 択 さ れ 、 そ し て 所 望 す る 免 疫
化 プ ロ ト コ ー ル が 続 く 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 い ず れ か の イ ソ タ イ プ の も の で あ り 、 例 え ば IgM, IgD, IgG, IgA及 び
IgEで あ り 得 、 そ し て IgG, IgA及 び IgMが 最 も 好 ま し い 。 好 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 － FALP
抗 体 は 、 FALPの １ 又 は 複 数 の 生 物 学 的 活 性 を 中 和 す る （ す な わ ち 、 阻 害 す る か 又 は 阻 止 す
る ） 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 所 望 す る 阻 害 活 性 に つ い て ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 液 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 約 10 8 L/モ ル 、 好 ま し く は 約 10 9 ～ 約 10 1 0 又 は そ れ 以 上 の 親
和 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 下 記 方 法 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 非 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 例 え ば ネ ズ ミ 、 ウ サ ギ 又 は ウ マ は 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て FALP又 は そ の フ ラ グ
メ ン ト を 含 む 調 製 物 に よ り 宿 主 動 物 を 免 疫 化 す る こ と に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 免 疫 化 さ れ た
動 物 か ら 得 ら れ る 抗 体 － 生 成 細 胞 は 、 不 滅 化 さ れ 、 そ し て ス ク リ ー ン さ れ る か 、 又 は FALP
ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 の 生 成 に つ い て 、 ま ず ス ク リ ー ン さ れ 、 そ し て 次 に 不 滅 化 さ
れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 抗 － FALPモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ れ ら の 標 的 物 に 対 す る そ れ ら の
親 和 性 を 低 め な い で 、 そ れ ら の 可 能 性 あ る 抗 原 性 を 低 め る た め に 、 ヒ ト 適 合 さ れ る か 又 は
キ メ ラ 性 で あ る 。 ヒ ト 適 合 さ れ た 抗 体 は 、 当 業 界 に お い て 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Quee
n, な ど ., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86: 10029 (1989); ア メ リ カ 特 許 第  5,563, 762
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号 ; 第 5,693, 761号 ; 第 5,585, 089 号 及 び 第 5,530, 101号 を 参 照 の こ と 。 ヒ ト 適 合 化 の
た め に 使 用 さ れ る ヒ ト 抗 体 配 列 は 、 天 然 に お い て 存 在 す る ヒ ト 抗 体 の 配 列 で あ る か 、 又 は
い く つ か の ヒ ト 抗 体 の コ ン セ ン サ ス 配 列 で あ り 得 る 。 Kettleborough な ど ., Protein Eng
ineering 4: 773 (1991); Kolbinger な ど ., Protein Engineering 6: 971 (1993)を 参 照
の こ と 。 FALPに 対 す る ヒ ト 適 合 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 ヒ ト 免 疫 系 の 要 素 を 有
す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 用 い て 生 成 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 ア メ リ カ 特 許 第 5,569,825
号 ; 第 5,545,806号 ; 第 5,693,762号 ; 第 5,693,761号 ; 及 び  第 5,7124,350を 参 照 の こ と ）
。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 有 用 な 抗 － FALP抗 体 は ま た 、 フ ァ ー ジ 表 示 技 法 を 用 い て 生 成 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Dower 
な ど . , WO 91/17271号  及 び  McCafferty な ど . , WO 92/01047号 を 参 照 の こ と ） 。 そ れ
ら の 方 法 に お い て は 、 メ ン バ ー が そ れ ら の 外 表 面 上 で 異 な っ た 抗 体 を 表 示 す る フ ァ ー ジ の
ラ イ ブ ラ リ ー が 生 成 さ れ る 。 抗 体 は 通 常 、 Fv又 は Fabフ ラ グ メ ン ト と し て 表 示 さ れ る 。 所
望 す る 特 異 性 を 有 す る フ ァ ー ジ 表 示 抗 体 は 、 FALPポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 親 和 性 増 強 に よ り
親 和 性 増 強 に よ り 選 択 さ れ る 。 一 本 鎖 抗 体 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 方 法 を 用
い て 生 成 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Colcher な ど l., Ann. N YAcad. Sci. 880: 263-80 (1999);
 Reiter, Clin. Cancer Res. 2: 245-52 (1996); ア メ リ カ 特 許 第 4,946,778号 ; 第 5,260,
203号 ; 第 5,455,030号 ; 第 5,518,889号 ; 及 び  第 5,534,621号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 発 現 さ れ る と 、 完 全 な 抗 体 、 そ れ ら の ダ イ マ ー 、 個 々 の L及 び H鎖 、 又 は 本 発 明 の 他 の 免
疫 グ ロ ブ リ ン 形 は 、 当 業 界 の 標 準 の 方 法 、 例 え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 親 和 性 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 及 び 同 様 の 方 法 に 従 っ て 精 製 さ れ 得 る （ 一 般 的 に 、 PROTEIN PU
RIFICATION: PRINCIPLES AND PRACTICE 3RD EDITION (Springer-Verlag, N. Y. , 1994)
を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 － FALP抗 体 ） は 、 調 製 物 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 少 な く と も 約
80％ 及 び 少 な く と も 約 90％ 、 少 な く と も 約 95％ 、 又 は 少 な く と も 約 99％ 又 は そ れ 以 上 が 同
じ 抗 原 （ 例 え ば 、 FALPポ リ ペ プ チ ド ） を 特 異 的 に 結 合 す る 場 合 、 実 質 的 に 純 粋 で あ る 。 医
薬 使 用 に 関 し て は 、 少 な く と も 約 90～ 95％ の 均 質 性 の FALP免 疫 グ ロ ブ リ ン が 好 ま し く 、 そ
し て 98～ 99％ 又 は そ れ 以 上 の 均 質 性 が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 修 飾 を 伴 っ て 又 は そ れ を 伴 わ な い で 使 用 さ れ 得 る 。 時 折 り 、 抗 体 は 、
検 出 で き る シ グ ナ ル を 提 供 す る 物 質 を 共 有 又 は 非 共 有 結 合 す る こ と に よ っ て ラ ベ ル さ れ 得
る 。 そ の よ う な ラ ベ ル は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る そ れ ら の ラ ベ ル 、 例 え ば 放 射
性 、 蛍 光 又 は 生 物 活 性 （ 例 え ば 、 酸 素 ） ラ ベ ル を 包 含 す る 。 ラ ベ ル さ れ た 結 合 存 在 物 と し
て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 診 断 用 途 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 の 特 異 性 を 共 有 す る が 、 し か し ま た 、 第 ２ 成 分 に 対 し て
特 異 的 に 結 合 で き る ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 は ま た 、 本 発 明 に よ り 包 含 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 抗
体 に お い て は 、 １ つ の H及 び L鎖 対 は １ つ の 抗 体 か ら で あ り 、 そ し て 他 の 対 は も う １ つ の エ
ピ ト ー プ に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 体 か ら で あ る 。 こ れ は 、 多 機 能 原 子 価 の 性 質 、 す な わ
ち 少 な く と も ２ 種 の 異 な っ た エ ピ ト ー プ を 同 時 に 結 合 す る 能 力 を も た ら す 。 そ の よ う な ハ
イ ブ リ ッ ド は 、 そ れ ぞ れ の 成 分 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 融 合 に よ り 、 又 は 組 換 え
技 法 に よ り 形 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 本 発 明 の １ つ の 観 点 に お い て は 、 FALPの 発 現 は 、 疾 病 状 態 又 は 疾 病 状 態 へ の 傾 向 、 障 害
又 は FALP規 則 に 関 連 す る 状 態 の 個 人 の 診 断 の た め に モ ニ タ ー さ れ る か 又 は 決 定 さ れ る 。 種
々 の 態 様 に お い て は 、 疾 病 状 態 は 、 肥 満 又 は 肥 満 関 連 状 態 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 FALPの 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 、 又 は FALPの 活 性 を 調 節 す る 能 力 に つ い て
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ス ク リ ー ン す る こ と が で き る ア ッ セ イ 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は ま た 、 種 々 の 薬 物 ス ク
リ ー ニ ン グ 技 法 に お い て 組 換 え FALPを 用 い る こ と に よ り 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
に 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 FALP機 能 の 推 定 上 の 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ
ス ト を 評 価 す る 方 法 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 FALPの 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 に つ い
て の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 調 製 及 び 実 施 へ の そ れ ら の 化 合 物 の 使 用 に 向 け ら れ る 。 予
備 ス ク リ ー ン は 、 そ の よ う な 同 定 さ れ る 化 合 物 の 少 な く と も い く つ か は た ぶ ん 、 FALPモ ジ
ュ レ ー タ ー で あ る の で 、 FALPに 結 合 で き る 化 合 物 に つ い て ス ク リ ー ン す る こ と に よ り 行 わ
れ 得 る 。 結 合 ア ッ セ イ は 通 常 、 FALPタ ン パ ク 質 と １ 又 は 複 数 の 試 験 化 合 物 と を 接 触 せ し め
、 そ し て 前 記 タ ン パ ク 質 及 び 試 験 化 合 物 に よ る 結 合 複 合 体 の 十 分 な 時 間 の 形 成 を 可 能 に す
る こ と を 包 含 す る 。 形 成 さ れ る い ず れ か の 結 合 複 合 体 は 、 多 く の 確 立 さ れ た 分 析 技 法 の い
ず れ か を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。 タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ は 、 同 時 － 沈 殿 、 非 変 性 SDS－ ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で の 同 時 － 移 行 、 及 び ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 上 で 同 時 － 移 動 を 測
定 す る 方 法 を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に 使 用
さ れ る FALPタ ン パ ク 質 は 、 天 然 に お い て 発 現 さ れ 、 ク ロ ー ン 化 さ れ 、 又 は 合 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 ア ッ セ イ は 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ で あ り 、 そ し て FALPを コ ー ド
す る 核 酸 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー 又 は 発 現 カ セ ッ ト に よ り 、 安 定 し て 又 は 一 時 的 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ る 細 胞 が 使 用 さ れ る 。 細 胞 は 、 FALPの 発 現 の た め に 適 切 な 条 件 下 で 維 持 さ れ
、 そ し て 存 在 す る 結 合 の た め に 適 切 な 条 件 下 で 推 定 上 の 剤 と 接 触 せ し め ら れ る 。 結 合 は 、
標 準 の 技 法 を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 結 合 の 程 度 は 、 適 切 な 対 照 に 対 し て （ 例 え ば
、 推 定 上 の 剤 の 不 在 下 で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 対 し て 、 又 は 既 知 の リ ガ ン ド に 対 し て ） 決 定
さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 結 合 又 は 複 合 体 形 成 の 検 出 は 、 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 行 わ れ る 。 例 え ば 、 推 定 上 の 剤 は
、 適 切 な ラ ベ ル （ 例 え ば 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ト ラ ベ ル 、 同 位 体 ラ ベ ル 、 酵 素 ラ
ベ ル 及 び 同 様 の も の ） に よ り ラ ベ ル さ れ 得 る 。 そ し て 結 合 は 、 ラ ベ ル の 検 出 に よ り 決 定 さ
れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 あ る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 FALPの 発 現 又 は 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る （ 又 は 、 他
方 で は 、 阻 害 す る ） 化 合 物 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ を 包 含 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 一 般
的 に 、 試 験 化 合 物 が 、 FALPを 発 現 す る １ 又 は 複 数 の 細 胞 と 接 触 せ し め ら れ 、 そ し て 次 に 、
FALP発 現 （ 転 写 又 は 翻 訳 生 成 物 の い ず れ か ） 又 は 活 性 の 変 化 を 検 出 す る 、 細 胞 に 基 づ く ア
ッ セ イ を 行 う こ と を 包 含 す る 。 い く つ か の ア ッ セ イ は 、 内 因 性 FALPを 発 現 す る 細 胞 に よ り
行 わ れ る 。 他 の 発 現 ア ッ セ イ は 、 外 因 性 FALPを 発 現 す る 組 換 え 細 胞 に よ り 行 わ れ る 。 い ず
れ の 場 合 に お い て も 、 FALP発 現 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 多 く の 異 な っ た 手 段 で
検 出 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 に お け る FALPの 発 現 レ ベ ル は 、 FALPの 転 写 体 （ 又 は そ れ ら に
由 来 す る 相 補 的 核 酸 ） と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ に よ り 、 細 胞 に お い て 発 現
さ れ る mRNAを プ ロ ー ブ す る こ と に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 プ ロ ー ビ ン グ は 、 細 胞 を 溶 解 し 、 そ
し て ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を 行 う こ と に よ り 、 又 は 現 場 － ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 法 （ 上 記 を
参 照 の こ と ） を 用 い て 、 細 胞 を 溶 解 し な い で 行 わ れ 得 る 。 他 方 で は 、 FALPタ ン パ ク 質 は 、
細 胞 溶 解 物 が 、 FALPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に よ り プ ロ ー ブ さ れ る 免 疫 学 的 方 法 を 用 い て
検 出 さ れ る 。 同 様 に 、 FALP活 性 は 、 ア ッ セ イ さ れ 得 る 。 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の １ つ の 方 法
は 、 FALP、 例 え ば 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換 え DNAに
よ り 安 定 し て 形 質 転 換 さ れ る 真 核 又 は 原 核 宿 主 細 胞 を 用 い る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 適 切 な ア ッ セ イ に お い て は 、 ヒ ト FALPタ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ の 性 質 、 活 性 又 は 機
能 的 特 性 を 有 す る FALPタ ン パ ク 質 （ 単 離 さ れ た 又 は 組 換 え ） が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 発 現 又 は 活 性 の レ ベ ル は 、 基 線 値 に 比 較 さ れ 得 る 。 発 現 レ ベ ル は ま た 、 負 の 対 照 と し て
FALPを 発 現 し な い 細 胞 に つ い て 決 定 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 細 胞 は 一 般 的 に 、 試 験 細 胞 と 実
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質 的 に 同 じ で あ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 い く つ か の 自 動 ア ッ セ イ 方 法 が 、 短 時 間 で 、 数 万 種 の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に
す る よ う 最 近 、 開 発 さ れ て 来 た 。 例 え ば 、 Fodorな ど ., Science 251: 767-73 (1991)、 及
び 化 学 多 様 化 ラ イ ブ ラ リ ー の 他 の 記 載 （ 多 く の 化 合 物 に よ る 結 合 親 和 性 の 試 験 に つ い て の
手 段 を 記 載 す る ） を 参 照 の こ と 。 適 切 な ア ッ セ イ の 開 発 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う
に 、 多 量 の 精 製 さ れ た FALP、 及 び /又 は 組 換 え FALPを 発 現 す る 細 胞 の 利 用 に よ り 非 常 に 促
進 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 さ ら に も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 治 療 的 有 効 量 の FALP機 能 の モ ジ ュ レ ー タ
ー 、 例 え ば FALP機 能 又 は 遺 伝 子 発 現 の ア ン タ ゴ ニ ス ト （ イ ン ヒ ビ タ ー ） を 、 FALP－ 介 在 性
状 態 、 障 害 又 は 疾 病 を 有 す る 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 そ の よ う な 疾 病 、 障 害 又 は 状
態 を 処 理 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 FALP発 現 又 は 活 性 に 関 連 す る 疾 病 、 障 害 及 び 状 態 は
、 肥 満 及 び 肥 満 関 連 状 態 を 包 含 す る 。 そ の よ う な モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 FALP機 能 又 は 発 現 の
小 分 子 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト ； ア ン チ セ ン ス 及 び リ ボ ザ イ ム 三 重 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ； 遺 伝 子 療 法 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 本 発 明 の 方 法 及 び 試 薬 は 、 動 物 、 例 え ば 哺 乳
類 （ 例 え ば 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 ウ シ 、 羊 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト
、 マ ウ ス ） の 処 理 に お い て 、 又 は ヒ ト 疾 病 の 動 物 又 は イ ン ビ ト ロ （ 例 え ば 、 細 胞 培 養 物 ）
モ デ ル に お い て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 FALPの ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は リ ガ ン ド を 含 ん で 成 る 治 療 組
成 物 、 及 び FALPに よ り 介 在 さ れ る 生 理 学 的 又 は 病 理 学 的 状 態 の 処 理 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 FALPポ リ ペ プ チ ド 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 、 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 － FA
LP抗 体 又 は そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト 、 及 び FALP活 性 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は ア ゴ ニ ス ト （ 例 え
ば 、 小 分 子 モ ジ ュ レ ー タ ー ） は 、 無 菌 条 件 下 で 、 試 験 さ れ る 宿 主 に 直 接 的 に 投 与 さ れ 得 る
。 し か し な が ら 、 活 性 成 分 を 単 独 で 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 そ れ を 医 薬 製 剤 と し て
提 供 す る こ と も し ば し ば 好 ま し い 。 配 合 物 は 典 型 的 に は 、 少 な く と も １ つ の 活 性 成 分 、 及
び １ 又 は 複 数 の そ の 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー を 含 ん で 成 る 。 個 々 の キ ャ リ ヤ ー は 、 他 の 成 分
と の 適 合 で き る 点 に お い て 、 医 薬 的 に 及 び 生 理 学 的 に 許 容 で き 、 そ し て 患 者 に 有 害 で あ る
べ き で は な い 。 例 え ば 、 生 物 活 性 剤 は 、 安 定 性 又 は 薬 理 学 的 性 質 、 例 え ば 半 減 期 を 高 め る
た め に 、 そ れ ら の 投 与 の 前 、 キ ャ リ ヤ ー タ ン パ ク 質 、 例 え ば オ ボ ア ル ブ ミ ン 又 は 血 清 ア ル
ブ ミ ン に よ り 複 合 体 化 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 治 療 製 剤 は 、 他 の 化 学 療 法 剤 又 は 化 学
予 防 剤 と 組 み 合 わ さ れ る か 、 又 は そ れ ら と 共 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 治 療 製 剤 は 、 医 薬 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る い ず れ か の 方 法 に よ り 調 製 さ れ 得 る 。
例 え ば Gilman nado. (eds. ) GOODMAN AND GILMAN'S : THE PHARMACOLOGICAL BASES OF T
HERAPEUTICS (8th ed. ) Pergamon Press (1990); 及 び Remington, THE SCIENCE OF PRAC
TICE AND PHARMACY, 20th Edition. (2001) Mack Publishing Co. , Easton, Pa.; Avis 
な ど . (eds. ) (1993) PHARMACEUTICAL DOSAGE FORMS: PARENTERAL MEDICATIONS Dekker,
 N. Y.; Liebermanな ど . (eds. ) (1990) PHARMACEUTICAL DOSAGE FORMS: TABLETS Dekke
r, N. Y.; and Lieberman な ど . (eds. ) (1990) PHARMACEUTICAL DOSAGE FORMS: DISPER
SE SYSTEMS Dekker, N. Yを 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 従 っ て 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ 用 量 形 ” と は 、 哺 乳 類 、 特 に ヒ ト へ
の 投 与 の た め に 適 切 な タ ン パ ク 質 及 び /又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 医 薬 製 剤 、 特 に 哺 乳 類 、
好 ま し く は ヒ ト へ の 投 与 の た め の 治 療 用 タ ン パ ク 質 及 び /又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 溶 液 に
お け る 安 定 化 の た め に 適 切 な そ れ ら の 医 薬 製 剤 の た め に 適 切 で あ る 、 当 業 界 に お い て 良 く
知 ら れ て い る い ず れ か の 適 切 な 用 量 形 を 包 含 す る 。 す べ て こ れ は 、 FALP遺 伝 子 生 成 物 が 組
成 物 の 形 で 存 在 す る か 否 か 関 係 な い 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “
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用 量 形 ” と は 、 哺 乳 類 、 特 に ヒ ト へ の 投 与 の た め に 適 切 な タ ン パ ク 質 及 び /又 は ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 医 薬 製 剤 、 特 に 哺 乳 類 、 好 ま し く は ヒ ト へ の 投 与 の た め の 治 療 用 タ ン パ ク 質 及
び /又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 溶 液 に お け る 安 定 化 の た め に 適 切 な そ れ ら の 医 薬 製 剤 （ 単 独
で は な い が ） の た め に 適 切 で あ る 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る い ず れ か の 適 切 な 用
量 形 を 包 含 す る 。 す べ て こ れ は 、 FALP遺 伝 子 生 成 物 が 組 成 物 の 形 で 存 在 す る か 否 か に 関 係
な い 。 １ つ の 例 は 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 、 ロ ゼ ン ジ 又 は 同 様 の 経 口 投 与 形 、 又 は シ ロ ッ プ 、 水
溶 液 、 エ マ ル ジ ョ ン 及 び 同 様 の も の の 液 体 形 で あ り 、 そ れ ら は 、 経 口 投 与 形 で あ る 場 合 、
消 化 管 に お い て 効 果 を 誘 発 す る 前 、 治 療 用 タ ン パ ク 質 及 び /又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 分 解
か ら 保 護 す る こ と が で き る 。 経 皮 投 与 の た め の 用 量 形 の 例 は 、 経 皮 用 パ ッ チ 、 経 皮 用 包 帯
、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 皮 膚 に 対 し て 直 接 的 に 、 又 は パ ッ ド 、 パ ッ チ 又 は 同 様 の も
の を 通 し て 適 用 さ れ て も 、 い ず れ に せ よ 、 ロ ー シ ョ ン 、 ス テ ッ ク 、 ス プ レ ー 、 軟 膏 、 ペ ー
ス ト 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル 、 等 が 、 局 部 用 量 形 内 に 包 含 さ れ る 。 坐 剤 投 与 の た め の 用 量 形 の 例
は 、 身 体 腔 （ 特 に 、 直 腸 、 膣 及 び 尿 道 ） 中 に 挿 入 さ れ る い ず れ か の 固 体 又 は 他 の 用 量 形 を
包 含 す る 。 粘 膜 投 与 の た め の 用 量 単 位 の 例 は 、 適 切 で あ る こ と が 知 ら れ て い る よ う な キ ャ
リ ヤ ー を 、 活 性 成 分 の 他 に 含 む 、 坐 剤 、 浣 腸 の た め の 溶 液 、 ペ ッ サ リ ー 、 タ ン ポ ン 、 ク リ
ー ム 、 ゲ ル 、 ペ ー ス ト 、 発 泡 体 、 ネ ブ ラ イ ズ さ れ た 溶 液 、 粉 末 及 び 類 似 す る 配 合 物 を 包 含
す る 。 デ ポ ッ ト 投 与 の た め の 用 量 単 位 の 例 は 、 活 性 剤 の ペ レ ッ ト 又 は 小 さ な 円 柱 状 体 、 又
は 固 体 形 を 包 含 し 、 こ こ で 活 性 成 分 は 、 マ ト リ ッ ク ス 又 は 生 分 解 性 ポ リ マ ー 、 マ イ ク ロ エ
マ ル ジ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ る か 又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル 封 入 さ れ る 。 移 植 可 能 な 注
入 装 置 の 例 は 、 活 性 剤 が 生 分 解 性 ポ リ マ ー 又 は 合 成 ポ リ マ ー 、 例 え ば シ リ コ ー ン 、 シ リ コ
ー ン ゴ ム 、 シ ラ ス テ ィ ッ ク 又 は 類 似 す る ポ リ マ ー 内 に 封 入 さ れ る か 又 は そ れ ら に 分 散 さ れ
て い る い ず れ か の 固 体 形 を 包 含 す る 。 他 方 で は 、 注 入 装 置 の た め の 用 量 形 は 、 リ ポ ソ ー ム
供 給 シ ス テ ム を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 処 理 さ れ る 疾 病 及 び 患 者 の 病 状 に 依 存 し て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 経 口 、 非 経 口 （ 例 え ば
、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 ICV、 槽 内 注 射 又 は 注 入 、 皮 下 注 射 、 又 は 移 植 物 ） に よ り 、
吸 入 ス プ レ ー 、 鼻 腔 内 、 膣 内 、 直 腸 、 舌 下 又 は 局 部 路 に よ り 投 与 さ れ 得 、 そ し て 従 来 の 非
毒 性 の 医 薬 的 に 許 容 で き る 、 個 々 の 投 与 路 の た め に 適 切 な キ ャ リ ヤ ー 、 ア ジ ュ バ ン ト 及 び
ビ ー ク ル を 含 む 適 切 な 用 量 単 位 配 合 物 に お い て 、 単 独 で 又 は 一 緒 に 配 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 及 び 方 法 は 、 さ ら に 、 上 記 に 言 及 さ れ た 病 理 学 的 状 態 の 処 理 に お い
て 通 常 適 用 さ れ る 、 本 明 細 書 に 示 さ れ る よ う な 他 の 治 療 的 活 性 化 合 物 を 含 ん で 成 る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 FALP調 節 を 必 要 と す る 状 態 の 処 理 又 は 予 防 に お い て は 、 適 切 な 用 量 レ ベ ル は 一 般 的 に 、
約 0.001～ 100mg/kg体 重 /日 で あ り 、 こ れ は １ 回 又 は 複 数 回 の 用 量 で 投 与 さ れ る 。 好 ま し く
は 、 用 量 レ ベ ル は 、 約 0.01～ 約 25mg/kg/日 ； よ り 好 ま し く は 、 約 6.05～ 約 10mg/kg/日 で あ
る 。 適 切 な 用 量 レ ベ ル は 、 約 0.01～ 25mg/kg/日 、 約 0.05～ 10mg/kg/日 、 又 は 約 0.1～ 5mg/k
g/日 で あ る 。 こ の 範 囲 内 で 、 用 量 は 、 約 0.005～ 約 0.5又 は 0.5～ 5mg/kg/日 で あ る 。 経 口 投
与 に 関 し て は 、 組 成 物 は 好 ま し く は 、 処 理 さ れ る べ き 患 者 へ の 投 与 の 症 状 調 節 の た め の 活
性 成 分 を 、 約 １ ～ 100mg、 特 に 1,5, 10,15, 20,25, 50,75, 100,150, 200,250, 300,400, 
500,600, 750,800, 900, and 1000mgを 含 む 錠 剤 の 形 で 供 給 さ れ る 。 化 合 物 は 、 １ 日 当 た
り １ ～ ４ 回 、 好 ま し く は １ 日 当 た り １ 又 は ２ 回 、 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 し か し な が ら 、 そ の 特 定 用 量 レ ベ ル 及 び 特 定 患 者 の た め の 投 与 の 頻 度 は 、 変 化 し 、 そ し
て 種 々 の 要 因 、 例 え ば 使 用 さ れ る 特 定 の 化 合 物 、 化 合 物 の 代 謝 安 定 性 及 び 作 用 の 長 さ 、 年
齢 、 体 重 、 一 般 的 に 健 康 、 性 別 、 食 事 、 投 与 の モ ー ド 及 び 時 期 、 排 泄 の 速 度 、 薬 剤 の 組 み
合 わ せ 、 特 定 の 病 状 の 重 症 度 、 及 び 治 療 を 受 け る 宿 主 に 依 存 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 炎 症 及 び 免 疫 調 節 障 害 及 び 疾 患 、 例 え ば 喘 息 及 び ア レ ル ギ ー 性 疾 患
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、 並 び に 自 己 免 疫 病 理 学 、 例 え ば リ ウ マ チ 様 関 節 炎 及 び ア テ ロ ー ム 硬 化 症 、 及 び 上 記 に 示
さ れ る そ れ ら の 病 理 学 を 予 防 し 、 そ し て 処 理 す る た め に 、 関 連 す る 利 用 性 を 有 す る 他 の 化
合 物 と 組 み 合 わ さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る FALPポ リ ペ プ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 及
び 定 量 化 の た め の 多 く の 方 法 （ 例 え ば 、 FALP活 性 又 は 発 現 ア ン タ ゴ ニ ス ト を ス ク リ ー ニ ン
グ す る た め の ア ッ セ イ ） を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 FALP遺 伝 子 生 成 物 （ 例 え ば
、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は mRNA） の 発 現 又 は 過 発 現 は 、 FALPに よ り 介 在 さ れ る か 、 又 は そ れ に 関
連 す る 疾 病 又 は 病 状 と 相 互 関 係 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 血 液 サ ン プ ル 、 血 清 、 細 胞 （ 例 え ば 、 完 全 細 胞 、 細 胞 画 分 、 細 胞
抽 出 物 及 び 培 養 さ れ た 細 胞 又 は 細 胞 系 ） 、 組 織 （ 例 え ば 、 生 検 か ら 得 ら れ る 組 織 ） 、 体 液
（ 例 え ば 、 尿 、 痰 、 羊 水 、 滑 液 ） 又 は 培 地 （ 培 養 さ れ た 細 胞 又 は 細 胞 系 か ら の ） 、 及 び 同
様 の も の を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出
す る か 又 は 定 量 化 す る た め の 方 法 は 、 シ グ ナ ル 増 幅 を 伴 っ て 又 は 伴 わ な い で の 増 幅 に 基 づ
い て ア ッ セ イ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く ア ッ セ イ 、 及 び 増 幅 － ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 FALPポ リ
ペ プ チ ド を 検 出 し 、 そ し て 定 量 化 す る た め に は 、 典 型 的 な 方 法 は 、 FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は
エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は 他 の 結 合 剤 を 用 い る イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る
。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ PCR） 又 は そ の 変 法 は 、 典 型 的 な 増 幅 に 基 づ く ア ッ セ イ で あ る 。
イ ン ビ ト ロ 増 幅 方 法 を 通 し て 当 業 者 を 方 向 づ け る の に 十 分 な 技 法 の 例 は 、 PCR TECHNOLOGY
: PRINCIPLES AND APPLICATIONS FOR DNA AMPLIFICATION, H. Erlich, Ed. Freeman Pres
s, New York, NY (1992); PCR PROTOCOLS: A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS, eds.
 munis, Gelfland, Snisky, and White, Academic Press, San Diego, CA (1990)に 見 出
さ れ る 。 他 の 適 切 な 標 的 物 増 幅 方 法 は 、 リ ガ ー ゼ 鎖 反 応 （ LCR； Wu and Wallace, 1989, G
enomics 4: 560） ； 鎖 置 換 増 幅 （ SDA； Walker な ど ., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
 S. A. 89: 392-396） ； 核 酸 配 列 に 基 づ く 増 幅 （ NASBA； Cangene, Mississauga, Ontario
;例 え ば Compton, 1991, Natlare 350: 91） 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 PCRの １ つ の 有
用 な 変 法 は 、 PCR ELISA（ 例 え ば 、 Boehringer Mannheim Cat. No. 1 636 111） で あ り 、
こ こ で ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン － dUTPが PCR生 成 物 中 に 組 み 込 ま れ る 。 PCR反 応 混 合 物 が 変 性 さ れ 、
そ し て PCR生 成 物 の 内 部 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る よ う 企 画 さ れ た 、 ビ オ チ ン に よ り ラ ベ ル
さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 生 成 物
は 、 ス ト レ プ タ ビ ジ ン に よ り 被 覆 さ れ た プ レ ー ト 上 に 固 定 さ れ 、 そ し て 抗 － ジ ゴ キ シ ゲ ニ
ン 抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 法 を 用 い て 特 定 の DNA及 び RNA測 定 の た め の
種 々 の 方 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る （ Sambrookを 参 照 の こ と ） 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に 基 づ く ア ッ セ イ は 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ れ る ア ッ セ イ を 言 及 す る 。 通 常 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 FALP核 酸 配 列 の 連 続 配 列 に 対 し て 完 全 に 又 は 実 質 的 に 同 一 で あ る 。
好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 少 な く と も 10個 の 塩 基 、 し ば し ば 少 な く と も
約 20個 の 塩 基 、 及 び 時 々 、 少 な く と も 約 200個 又 は そ れ 以 上 の 長 さ の 塩 基 で あ る 。 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン へ の 使 用 の た め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 配 列 を 選
択 す る た め の 方 法 は 、 Sambrookに 論 じ ら れ て い る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 形 式 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 い く つ か の
形 式 に お い て は 、 少 な く と も １ つ の 標 的 物 及 び プ ロ ー ブ が 固 定 さ れ る 。 固 定 さ れ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 DNA、 RNA、 又 は も う １ つ の オ リ ゴ － 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 、 そ し
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て 天 然 又 は 非 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 又 は 主 鎖 を 含 ん で 成 る 。
そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 次 の い く つ か の 形 式 の い ず れ か に お い て 存 在 す る こ と が で き る ：
サ ザ ン 、 ド ッ ト 及 び ス ロ ッ ト 　 ブ ロ ッ ト 、 高 密 度 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ア レ イ （ 例 え ば 、 GeneChips T M  Affymetrix） 、 デ ィ プ ス チ ッ ク 、 ピ ン 、 チ ッ プ 又 は ビ ー
ズ 。 そ れ ら の 技 法 の す べ て は 当 業 者 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て 市 販 の 診 断 キ ッ ト
に 基 づ か れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 法 は 一 般 的 に 、 Hames な ど ., ed. , NUCLEIC A
CID HYBRIDIZATION, A PRACTICAL APPROACH IRL Press, (1985); Gall and Pardue Proc.
 Natl. Acad. Sci., U. S. A., 63: 378-383 (1969); 及 び  John な ど ., Nature, 223: 5
82-587 (1969)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 現 場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 サ ン プ ル に お け る FALP配 列 を
検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 。 現 場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ は 、 良 く 知 ら れ て お り
、 そ し て 一 般 的 に 、 Angerer な ど ., METHODS ENZYMOL., 152: 649-660 (1987) 及 び  Ausu
bel, 前 記 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の 抗 － FALP抗 体 を 用 い て 、 サ
ン プ ル に お い て 検 出 さ れ る 。 多 く の 良 く 確 立 さ れ た 免 疫 学 的 結 合 ア ッ セ イ が 、 本 発 明 の FA
LPを 検 出 し 、 そ し て 定 量 化 す る た め に 適 切 で あ る 。 例 え ば 、 ア メ リ カ 特 許 第 4,366, 241号
; 第 4,376,110号 ; 第 4,517,288号 ; 及 び  第 4,837,168号 , 及 び ま た  METHODS IN CELL BIO
LOGY VOLUME 37: ANTIBODIES IN CELL BIOLOGY, Asai, ed. Academic Press, Inc. New Y
ork (1993); BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY 7th Edition, Stites & Terr, eds. (1991
); Harlow,前 記  [例 え ば , Chapter 14], 及 び  Ausubel, 前 記 , [例 え ば , Chapter 11]を
参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 FALPを 検 出 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 競 争 的 で あ る か 又 は 非 競 争 的 で あ り 得 る 。 通
常 、 ア ッ セ イ さ れ る FALP遺 伝 子 生 成 物 は 、 検 出 で き る ラ ベ ル を 用 い て 、 直 接 的 に 又 は 間 接
的 に 検 出 さ れ る 。 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 特 定 の ラ ベ ル 又 は 検 出 で き る グ ル ー プ は 通 常 、 ア
ッ セ イ に 使 用 さ れ る 抗 体 の 特 異 的 結 合 を 有 意 に 妨 げ な い 限 り 、 本 発 明 の 決 定 的 観 点 で は な
い 。 ラ ベ ル は 、 捕 獲 剤 （ 例 え ば 、 抗 － FALP抗 体 ） に 共 有 結 合 さ れ 得 る か 、 又 は 捕 獲 剤 に よ
り 認 識 さ れ る よ り も 異 な っ た エ ピ ト ー プ で FALPポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 、 第 ３ 成
分 、 例 え ば も う １ つ の 抗 体 に 結 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 非 競 争 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 捕 獲 さ れ る 分 析 物 （ FALPポ リ ペ プ チ ド ） の 量 が 直 接 的 に 測 定
さ れ る ア ッ セ イ で あ る 。 １ つ の そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 捕 獲 さ れ る 分 析 物 上 の ２ 種 の 非 干
渉 エ ピ ト ー プ に 対 し て 反 応 性 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て の ２ 部 の モ ノ ク ロ ー ナ ル に 基
づ く イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 。 例 え ば 、 背 景 情 報 に つ い て は 、 Maddox な ど ., J. Exp. Med.
, 158: 1211 (1983)を 参 照 の こ と 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に お い て は 、 サ ン プ ル に お け る FA
LPの 量 は 直 接 的 に 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 い わ ゆ る “ サ ン ド イ ッ チ ” ア ッ セ イ を 用 い て 、 捕
獲 剤 （ FALP抗 体 ） は 、 そ れ ら が 固 定 さ れ る 固 体 基 質 に 直 接 的 に 結 合 さ れ 得 る 。 次 に 、 そ れ
ら の 固 定 さ れ た 抗 体 は 、 試 験 サ ン プ ル に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 す る 。 次 に 、 こ の よ
う に し て 固 定 さ れ た FALPは 、 ラ ベ リ ン グ 剤 、 例 え ば ラ ベ ル を 担 持 す る 第 ２ の FALP抗 体 に よ
り 結 合 さ れ る 。 他 方 で は 、 そ の 第 ２ の FALP抗 体 は 、 ラ ベ ル を 欠 く こ と が で き る が 、 し か し
そ れ は 、 第 ２ 抗 体 が 由 来 す る 種 の 抗 体 に 対 し て 特 異 的 な ラ ベ ル さ れ た 第 ３ 抗 体 に よ り 結 合
さ れ 得 る 。 第 ２ 抗 体 は 、 検 出 で き る 成 分 、 例 え ば 第 ３ の ラ ベ ル さ れ た 分 子 が 特 異 的 に 結 合
で き る ビ オ チ ン 、 例 え ば 酵 素 ラ ベ ル さ れ た ス ト レ プ タ ビ ジ ン に よ り 修 飾 さ れ 得 る 。 負 及 び
正 の 対 照 が ま た 、 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 競 争 ア ッ セ イ に お い て は 、 サ ン プ ル に 存 在 す る FALPポ リ ペ プ チ ド の 量 が 、 サ ン プ ル に 存
在 す る 分 析 物 （ 例 え ば 、 FALPポ リ ペ プ チ ド ） に よ り 、 捕 獲 剤 （ 例 え ば 、 抗 － FALP抗 体 ） か
ら 置 換 さ れ る 、 添 加 さ れ た （ 外 因 性 ） FALPの 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 間 接 的 に 測 定 さ
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れ る 。 １ つ の 競 争 ア ッ セ イ に お い て は 、 既 知 量 の FALPが サ ン プ ル に 添 加 さ れ 、 そ し て 次 に
、 サ ン プ ル が 、 FALPに 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 捕 獲 剤 （ 例 え ば 、 抗 － FALP抗 体 ） と 接 触 さ
れ る 。 抗 体 に 結 合 さ れ る FALPの 量 は 、 サ ン プ ル に 存 在 す る FALPの 濃 度 に 反 比 例 す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 好 ま し く は 、 抗 体 は 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 。 抗 体 に 結 合 さ れ る FALPの 量 は 、 FALP/
抗 体 複 合 体 に 存 在 す る FALPの 量 を 測 地 す る こ と に よ り 、 又 は 他 方 で は 、 複 合 体 化 さ れ て い
な い FALPの 量 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 FALPの 量 は 、 ラ ベ ル さ れ た FALPを 提 供
す る こ と に よ り 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 例 え ば 、 ハ プ テ ン 阻 害 ア ッ セ イ を 用 い て 、 分 析 物 （ こ の 場 合 、 FALP） が 固 体 支 持 体 上 に
固 定 さ れ る 。 既 知 量 の 抗 － FALP抗 体 が サ ン プ ル に 添 加 さ れ 、 そ し て 次 に 、 サ ン プ ル が そ の
固 定 さ れ た FALPと 接 触 さ れ る 。 こ の 場 合 、 固 定 さ れ た FALPに 結 合 さ れ る 抗 － FALP抗 体 の 量
は 、 サ ン プ ル に 存 在 す る FALPの 量 に 反 比 例 す る 。 再 び 、 固 定 さ れ た 抗 体 の 量 が 、 抗 体 の 固
定 さ れ た 画 分 、 又 は 溶 液 に 残 る 抗 体 の 画 分 を 検 出 す る こ と に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 検 出 は 、
抗 体 が ラ ベ ル さ れ る 場 合 、 直 接 的 で あ り 、 又 は 抗 体 が 上 記 の よ う に 抗 体 に 対 し て 特 異 的 に
結 合 す る 、 ラ ベ ル さ れ た 成 分 の 続 く 添 加 に よ れ ば 間 接 的 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 競 争 及 び 非 競 争 FALPポ リ ペ プ チ ド イ ム ノ ア ッ セ イ の 他 に 、 本 発 明 は ま た 、 FALPポ リ ペ プ
チ ド の 検 出 及 び 定 量 化 の た め の 他 の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト
（ イ ム ノ ブ ロ ッ ト ） 分 析 は 、 サ ン プ ル に お け る FALPの 存 在 を 検 出 し 、 そ し て 定 量 化 す る た
め に 使 用 さ れ 得 る 。 技 法 は 一 般 的 に 、 分 子 量 に 基 づ い て ゲ ル 電 気 永 道 に よ り サ ン プ ル ポ リ
ペ プ チ ド を 分 離 し 、 そ の 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 、 ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 、 ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー 又 は 誘 導 体 化 さ れ た ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー ） に 移
し 、 そ し て FALPを 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 共 に サ ン プ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と を 含 ん
で 成 る 。 抗 － FALP抗 体 は 、 固 体 支 持 体 上 の FALPに 特 異 的 に 結 合 す る 。 そ れ ら の 抗 体 は 、 直
接 的 に ラ ベ ル さ れ 得 る か 、 又 は 他 方 で は 、 抗 － FALPに 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 、 ラ ベ ル さ
れ た 抗 体 （ 例 え ば 、 ラ ベ ル さ れ る 羊 抗 － マ ウ ス 抗 体 ） を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 さ ら に 、 ア ッ セ イ 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム イ ム ノ ア ッ セ イ （ LIA） は ま た 、 本 発 明 に よ り 包
含 さ れ る 。 LIAは 、 特 定 分 子 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 結 合 し 、 そ し て 封 入 さ れ た 試 薬 又 は マ ー
カ ー を 開 放 す る よ う 企 画 さ れ る リ ポ ソ ー ム を 用 い る 。 次 に 、 開 放 さ れ る 化 学 物 質 が 、 標 準
技 法 に 従 っ て 検 出 さ れ る （ Monroe な ど . , 1986, Amer. Clin. Prod. Rev. 5: 34-41を 参
照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 本 発 明 の 治 療 及 び 診 断 （ 検 出 ） 方 法 の た め に 有 用 な 試 薬 は 便 利 に は 、 キ ッ ト 形 に 供 給 さ
れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む キ ッ
ト を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 キ ッ ト は 容 器 に １ 又 は 複 数 の 次 の も の を 含 ん で な る ： （ １ ） FA
LPポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 FALP cDNA配 列 に 対 応 し 、 そ し て 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
増 幅 す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ ） ； （ ２ ） 抗 － FALP抗
体 ； （ ３ ） 任 意 に は 、 固 体 表 面 （ 例 え ば 、 ス ラ イ ド 、 多 重 ウ ェ ル プ レ ー ト 又 は 試 薬 管 ） 上
に 被 覆 さ れ る FALPポ リ ペ プ チ ド 又 は フ ラ グ メ ン ト ； （ ４ ） FALPポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば
、 ア ッ セ イ に お い て は 正 の 対 照 と し て 使 用 す る た め の ） ； （ ５ ） 管 。 本 発 明 の 検 出 方 法 を
実 施 す る た め の 説 明 書 、 及 び 検 量 線 も ま た 包 含 さ れ 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 材 料 及 び 方 法
　 3T3-L1細 胞 の 分 化 ：
　 3T3-L1前 駆 脂 肪 細 胞 を 、 10%の 仔 ウ シ 血 清 に よ り DMEM中 で 、 亜 密 集 培 養 (subconfluent c
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ultures)と し て 保 存 さ れ る 。 細 胞 の 密 集 後 の 分 化 は 、 0.25μ Mの デ キ サ メ タ ソ ン 、 0.5%mM
の IBMX、 及 び 10μ g/mlの イ ン ス リ ン に て 2日 間 処 理 す る こ と に よ り 、 密 集 化 し た 細 胞 の 分
化 が 、 開 始 さ れ る 。 こ の 後 10μ g/mlの イ ン ス リ ン に て 2日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 ぎ に
そ の 細 胞 を 、 10%の 仔 ウ シ 血 清 に よ る DMEM中 で さ ら に 4日 間 保 存 さ れ る 。 Red Oil O染 色 に
よ り 、 90%以 上 の 細 胞 が 、 典 型 的 な 脂 肪 細 胞 の 形 態 性 を 呈 示 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 2次 元 ゲ ル エ レ ク ト ロ フ ォ レ シ ス (2-DE):
　 3T3 L1前 駆 脂 肪 細 胞 又 は 脂 肪 細 胞 (分 化 後 8日 目 )を 、 7Mの 尿 素 、 ２ Mの チ オ 尿 素 、 4%CHAP
,10mMの DTT、 1%の フ ー マ ラ イ ト 3乃 至 10を 含 む を 含 む 溶 離 緩 衝 液 中 で 溶 解 さ れ る 。 次 に こ
れ ら の 試 料 か ら 等 量 の タ ン パ ク 質 を 、 一 次 元 フ ォ カ シ ン グ (forcussing)の た め の pH 4乃 至
7の 免 疫 固 定 Drystrips(Pharmacia)を 用 い て 、 前 に 記 載 し た よ う に 2次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ
り 分 析 し た (Wang,Y.,Xu,A.,Ye,J.,Kraegen,E.W.,Tse,C.A.and Cooper,G.J.(2001)Diabete
s 50,1821-7)。 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 シ ル バ ー 又 は Coomassie Brilliant Blue R250(
CBB)の い ず れ か に て 染 色 し た 。 異 な っ て 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 を 、 Melamine 2ソ フ ト ウ エ
ア (Bio-Rad)に よ り 同 定 し た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 In-gelト リ プ シ ン 消 化 、 逆 相 高 速 液 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ (RP HPLC)及 び ア ミ ノ 酸 配 列 決
定 ：
　 2-DEゲ ル に よ り 分 離 さ れ た 関 連 タ ン パ ク 質 を 切 り 取 り 、 そ し て ゲ ル 片 を 、 前 記 In-gelト
リ プ シ ン 消 化 に か け た 。 Xu,A.,Bellamy,A.R.and Taylor,J.A.,EMBO Journal 19,6465-74(
2000)を 参 照 。 抽 出 さ れ た ト リ プ シ ン と ペ プ チ ド 混 合 物 を 、 Jupiter 5μ  C18 column(250x
2.00mm,Phenomenex)に よ り 分 離 す る 。 予 備 加 温 カ ラ ム (column)(37℃ )を 、 0.1%の ト リ フ ル
オ ロ 酢 酸 (v/v)に て 7分 間 洗 浄 し 、 そ の 後 50分 の 線 形 勾 配 の 8%乃 至 36%の ア セ ト ニ ト リ ル を 2
00μ l/minの 流 速 で 使 用 し 溶 離 し た 。 Perkin-Elmer(Procise,Model 492)タ ン パ ク 質 配 列 決
定 (sequencer)を 備 え た Edman変 性 法 を 用 い て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 の た め に 、 十 分 に 分 離 さ
れ た 画 分 が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ヒ ト -マ ウ ス の FALPの ク ロ ー ニ ン グ ：
　 製 造 者 の 指 示 (Life technology)に 基 づ く TRIZOL試 薬 を 使 用 し て 、 マ ウ ス の 3T3-L1脂 肪
細 胞 又 は ヒ ト の 脂 肪 バ ッ ド (pads)か ら 、 全 RNAを 精 製 し た 。 全 RNAか ら oligo-dTで プ ラ イ ム
さ れ た cDNAを 、 PCRク ロ ー ニ ン グ を 変 性 す る た め の 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 マ ウ ス FALPの 2の
ト リ ピ ッ ク な ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 設 計 さ れ た 2の 変 性 プ ラ イ マ ー は 、
　 1. 5'-ATGGCNAAYGGNACNGAYGCNAGY-3'(配 列 番 号 1)
　 2. 5'-YTGNGTNAYCCAYTGRTCNGTNCCNGC-3'(配 列 番 号 2)
　 以 下 ２ の 「 ゲ ス マ ー (guessmers)」 を ヒ ト FALPク ロ ー ニ ン グ と し て 使 用 し た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 1. hFALP/UP:5'-ATCGGGATCCATGGCCAACGGGACCAAC-3'(セ ン ス )(配 列 番 号 3)、
　 2. hFALP/DS:5'-GTACGAATTCCCTCATCTGCGGGGAGGC-3'(ア ン チ セ ン ス )(配 列 番 号 4)。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 製 造 者 の 指 示 (Life Technology)に よ る ｃ DNAの 末 端 (RACE)の 3'-及 び 5'-高 速 増 幅 化 を 使
用 し て 、 マ ウ ス 及 び ヒ ト の HALPの ｃ DNAの 全 長 が 得 ら れ た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 次 ぎ に DNA断 片 を 、 pGEMT-イ ー ズ ・ ベ ク タ ー (Bromega)に 挿 入 し 、 DNAの 配 列 検 証 し た 。
　 マ ウ ス FALPの 哺 乳 動 物 の 発 現 の た め の ベ ク タ ー を 、 セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー 5'-ATCGGGATCCA
TGGCCAACGGGACCGACGCC-3'(配 列 番 号 5)を 、 そ し て ア ン チ セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー 5'-ATCGGAATT
CTCACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGGGGAGAGCCAGGGGCC-3'を 使 用 し 、 cDNA増 幅 に よ り 生 成 し た
。 BamHI/EcoRIに よ る 消 化 の 後 、 断 片 を 、 pcDNA3.1ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 pcDNA-FALP-Fを 生
成 し 、 そ れ が 、 そ の C末 端 で 標 識 (tag)と し た FLAGエ ピ ト ー プ を 伴 う 全 長 の FALPを コ ー ド す
る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
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　 マ ウ ス の FALPの 一 過 性 発 現 、 及 び 免 疫 細 胞 化 学 ：
　 FLAG-標 識 の FALPを コ ー ド す る 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 FuGENE 6ト ラ ン ス フ ェ ク ト
試 薬 を 用 い て COS-7細 胞 、 又 は 3T3 L1の 脂 肪 細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 そ の 細 胞 を
さ ら に 24時 間 又 は 48時 間 増 殖 し 、 メ タ ノ ー ル /ア セ ト ン を 用 い て 固 定 し 、 マ ウ ス 抗 -FLAGモ
ノ ク ロ ナ ー ル ・ 抗 体 (Sigma)に て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 さ ら に cy3-結 合 ヤ ギ 抗 -マ ウ ス ・ ポ リ
ク ロ ナ ー ル 抗 体 (Sigma)を 伴 い 染 色 し た 。 次 ぎ に そ の 試 料 を 、 ZEISS Axioskop 2に 加 え て
デ ジ タ ル カ メ ラ を 備 え た 顕 微 鏡 を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 ：
　 3T3 L1細 胞 又 は マ ウ ス の 脂 肪 組 織 の い ず れ か か ら 精 製 さ れ た 10μ gの RNAを 、 1.2%の ホ ル
ム ア ル デ ヒ ド -変 性 ・ ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル に て 分 離 し 、 ナ イ ロ ン 膜 に 移 し 変 え た 。 ハ イ ブ リ
ッ ト 化 を 、 前 記 の よ う に (Xu,A.,Bellamy,A.R.and Taylor,J.A.(1999)Biochemical Journa
l 342,683-9)、 プ ロ ー ブ と し て 3 2 Pに て 標 識 化 し た 全 長 の 脂 肪 細 胞 、 ア ジ ポ ネ ク チ ン 、 PPA
Rγ 、 又 は GLUT4 cDNAを 用 い て 行 な っ た 。 そ の 膜 を 、 ホ ス ホ リ メ ジ ャ ー (phosphorimager)
を 用 い て 視 覚 化 し 、 MacBASソ フ ト ウ エ ア (Fujifilm)を 用 い て 定 量 し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 結 果 及 び 論 評
　 FALPの 特 徴 付 け 、 脂 肪 変 換 中 に 発 現 さ れ る 新 規 の タ ン パ ク 質 ：
　 脂 肪 変 換 中 異 な っ て 発 現 さ れ る 新 規 な タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め 、 3T3 L1の 前 駆 脂 肪 細
胞 及 び 脂 肪 細 胞 か ら の タ ン パ ク 質 が 、 2-DEに よ り 分 析 さ れ た 。 ゲ ル の 低 分 子 量 の 領 域 内 に
て 、 脂 肪 細 胞 (分 化 後 8日 目 )に お い て 選 択 的 に 発 現 さ れ る が 、 前 駆 脂 肪 細 胞 に お い て 発 現
さ れ な い (図 1)2の タ ン パ ク 質 が 、 見 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 こ れ ら 2の タ ン パ ク 質 の 性 質 を 同 定 す る た め 、 そ の ス ポ ッ ト を 、 複 数 の 調 製 2Dゲ ル 、 及
び ト リ プ シ ン に て 消 化 さ れ た ゲ ル か ら 切 除 し た 。 そ の タ ン パ ク 質 の ト リ プ シ ン と ペ プ チ ド
の 混 合 物 を RP HPLCに よ り 分 離 し 、 そ し て 十 分 に 溶 解 し た 画 分 を 、 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 に よ
り 分 析 し た 。 デ ー タ ベ ー ス に よ る 検 索 に よ り 、 ス ポ ッ ト 1か ら 誘 導 さ れ た 配 列 決 定 さ れ た
ペ プ チ ド (FDETTAD)が 、 マ ウ ス の 表 皮 の 脂 肪 酸 結 合 タ ン パ ク 質 (Swissprot Accessio 番 号 P
55053)に て 排 他 的 に 整 合 し た こ と を 示 し た 。 「 ス ポ ッ ト 」 2由 来 の ト リ プ シ ン の ペ プ チ ド M
ANGTDASVPLT(配 列 番 号 7)、 及 び AGTDQWTQQSPS(配 列 番 号 8)に 対 す る ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 利 用
可 能 な デ ー タ ベ ー ス に 存 在 す る い ず れ か 周 知 の タ ン パ ク 質 と 有 意 な 相 同 性 を 示 さ な い 。 こ
の タ ン パ ク 質 の 部 分 的 な cDNA配 列 が 、 ト リ プ シ ン ・ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 設 計 さ
れ た プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 変 性 し た RT PCRに よ り 得 ら れ た 。 全 体 を コ ー ド す る cDNA配 列 が
、 3'-及 び 5'-RACE PCR戦 略 (図 2)に よ り 得 ら れ た 。 こ の 遺 伝 子 の DNA配 列 を 、 Genebank(acc
ession番 号 AY079153)に 寄 託 し た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 生 物 技 術 情 報 の 全 国 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー で 、 核 酸 デ ー タ ベ ー ス の BLASTnの
検 索 に よ れ ば 、 マ ウ ス の FALPcDNA配 列 が 、 ハ ツ カ ネ ズ ミ 18日 目 の 胚 性 cDNA(遺 伝 子 acccess
ion番 号 AK003912)か ら 誘 導 さ れ る 発 現 さ れ た 配 列 タ グ (EST)配 列 と 有 意 に 相 同 性 を 共 有 す
る こ と が 、 示 さ れ て い る 。 マ ウ ス FALPに お け る cDNA配 列 の オ ー プ ン リ ー デ ン グ ・ フ レ ー ム
が 、 所 定 の 分 子 量 が 約 14kDa、 及 び pI値 が 約 6.4と 想 定 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し (図 2)
、 そ れ が 2Dゲ ル （ 図 1） 内 に て 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 の ス ポ ッ ト に 完 全 に 照 合 す る 。 BLAST
pデ ー タ ベ ー ス の 検 索 に よ り 、 FALPの 全 長 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 い ず れ か 周 知 の タ ン パ ク 質
と ほ と ん ど 相 同 し な い こ と を 示 し 、 FLAPが 新 規 な 脂 肪 細 胞 の タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 唆
し て い る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 FALPmRNAの 分 化 に 依 存 し た 発 現 ：
　 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 3T3 L1先 駆 脂 肪 脂 肪 細 胞 の 脂 肪 細 胞 へ の 変 換 中 、 FALPmR
NAの 発 現 の 時 間 経 過 が 、 次 ぎ に 試 験 さ れ た 。 図 3に 示 す よ う に FALP mRNAが 、 形 態 的 (細 胞
内 の 小 滴 の 周 辺 の 形 状 及 び 外 観 )に 細 胞 の 分 化 及 び 変 化 を 十 分 に 相 関 さ せ る 。 約 800bpの 量
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の FALP mRNAが 、 2日 ほ ど 早 く 開 始 が 現 れ 、 後 に 脂 肪 の 変 換 の 誘 発 に 続 き 、 6日 に て 最 大 に
到 達 し た 。 FALPの 発 現 の 反 応 速 度 が 、 aP2と 並 行 し 、 そ し て ア ジ ポ ネ ク チ ン よ り わ ず か に
早 く 、 脂 肪 細 胞 中 で タ ン パ ク 質 が 排 他 的 に 発 現 し た 。 Scherer,P.E.,Williams,S.,Foglian
o,M.,Baldini,G.and Lodish,H.F.,Journal of Biological Chemistry 270,26746-26749(1
995);Hu,E.,Liang,P.and Spiegelman,B.M.,Journal of Biological Chemistry 271,10697
-10703(1996)を 参 照 。 従 っ て 、 そ の 結 果 か ら 実 証 さ れ る こ と は 、 FALP mRNAの 発 現 及 び 脂
肪 細 胞 の 現 象 型 が 同 時 に 現 れ る こ と で あ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 マ ウ ス の FALPの 脂 質 組 織 特 異 的 発 現 ：
　 FLATの 組 織 分 配 を 調 査 す る た め の 、 マ ウ ス か ら 種 々 の 組 織 RNAsを 用 い て 、 ノ ー ザ ン ・ ブ
ロ ッ ト 分 析 を 行 な っ た 。 図 4に 示 す よ う に FALP mRNAが 、 マ ウ ス の 上 皮 (白 色 の 脂 肪 組 織 )及
び 肩 甲 間 (茶 色 の 脂 肪 細 胞 )脂 肪 パ ッ ド に 顕 著 に 発 現 さ れ た 。 脂 肪 組 織 内 の FALP mRNAsの サ
イ ズ が 、 3T3 L1の 脂 肪 細 胞 に て 検 出 さ れ た も の と 類 似 し た 。 FAKP mRNAが 、 肺 、 脾 臓 、 腎
臓 、 小 腸 、 心 臓 、 及 び 骨 格 筋 並 び に 肝 臓 を 含 む 他 の 試 験 組 織 に お い て ほ と ん ど 検 出 さ れ な
か っ た 。 こ の 分 析 に よ り 明 示 さ れ る こ と は 、 FALTの 両 方 の ア イ ソ フ ォ ー ム の 発 現 が 、 マ ウ
ス の 脂 肪 組 織 へ 著 し く 制 限 さ れ た こ と で あ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 2の 交 互 の ス プ ラ イ ス さ れ る ア イ ソ フ ォ ー ム と し て 、 HALPの ヒ ト 相 同 性 :
　 マ ウ ス の FALPの ヒ ト 相 同 性 を 同 定 す る た め 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 ヒ ト の ゲ ノ ム 配 列 に
対 す る 検 索 の た め 使 用 さ れ た 。 こ の 分 析 に よ り 知 見 さ れ た こ と は 、 染 色 体 21q22.1の 領 域
内 に 2の DNA断 片 が あ り 、 そ れ が 7670塩 基 の 塩 基 対 に よ り 切 断 さ れ 、 そ し て マ ウ ス FALPの N-
末 端 69ア ミ ノ 酸 残 基 と 85%以 上 の 同 一 性 を 有 す る 有 力 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 脂 肪
細 胞 に お け る こ の 有 力 な ヒ ト FALPの 相 同 性 の 存 在 を 確 認 す る た め 、 2の 「 ゲ ス マ ー (guesme
rs)」 が 、 そ の 方 法 に 記 載 さ れ て い る よ う に ヒ ト FALPの 有 力 な 配 列 に 基 づ い て 設 計 さ れ た
。 2の 「 ゲ ス マ ー (guesmers)」 を 使 用 す る 逆 転 PCR分 析 で は 、 予 測 さ れ る サ イ ズ (～ 180bp)(
図 5)の バ ン ド が 現 れ た 。 DNA配 列 分 析 で は 、 こ の 推 定 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 を 検 証 し た 。 さ
ら に cDNA末 端 の 3'高 速 増 幅 を 使 用 し た 分 析 の 知 見 に よ れ ば 、 ヒ ト FALPの 遺 伝 子 が 、 2の 相
違 す る ア イ ソ フ ォ ー ム と し て 存 在 し 、 そ れ が ヒ ト FALPα 及 び FALPβ そ れ ぞ れ を 言 及 し て い
る (図 6)。 こ れ ら 2の DNA配 列 が 、 Genebank(accession番 号 AY079152及 び AF483549)に 寄 託 さ
れ て い る 。 こ れ ら 2の ア イ ソ フ ォ ー ム の コ ー ド 領 域 が 、 共 通 の N-末 端 を 共 有 し て い る が 、
相 違 す る C-末 端 を 有 す る 。 ヒ ト の FALPα 及 び β の 概 念 的 な タ ン パ ク 質 が 、 約 19kDaと 約 11k
Daの そ れ ぞ れ の 想 定 さ れ た 分 子 量 を 有 し 、 173と 102の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 構 成 さ れ る 。 ヒ ト
FALPの 遺 伝 子 構 造 が 、 3種 の エ ク ソ ン を 含 み 、 そ の エ ク ソ ン I及 び IIが 両 ア イ ソ フ ォ ー ム に
て 共 有 さ れ る NH 2 末 端 の 68ア ミ ノ 酸 残 基 コ ー ド す る (図 5） 。 エ ク ソ ン III及 び III’ が 、 交
互 に ス プ ラ イ ス さ れ 、 そ れ が 、 α ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 し COOH-末 端 105の ア ミ ノ 酸 残 基 、 及
び β ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 し 33の ア ミ ノ 酸 残 基 を そ れ ぞ れ コ ー ド す る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 FALTの 非 細 胞 の 分 配 ：
　 プ ロ グ ラ ム TMpred(Hofmann,K.and Stoffel,W.,Biol.Chem.Hoppe-Seyler 374,166(1993)
を 参 照 )を 用 い て ヒ ト 及 び マ ウ ス の FALPｓ の 配 列 分 析 は 、 保 存 さ れ た 1本 の 膜 貫 通 ド メ イ ン
の 差 し 渡 し (spanning)23ア ミ ノ 酸 残 基 を 同 定 す る こ と で FALPが 、 内 在 性 膜 タ ン パ ク 質 で あ
る こ と を 明 示 し て い る 。 FALPの 細 胞 内 の 位 置 を 検 査 す る た め 、 COOH-末 端 FLAGエ ピ ト ー プ
タ グ FALP構 成 物 を 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク ト に よ り COS 7細 胞 又 は 3T3 L1の 脂 肪 細 胞 の い
ず れ か の 細 胞 中 へ 導 入 し た 。 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 を 使 用 す る 分 析 に よ り 表 さ れ て い る こ と は 、
よ り 多 い 量 で FLAG-タ グ FALPが 、 小 さ な パ ッ チ 様 構 造 (図 7A及 び 7B)を 形 成 し て い る 核 周 辺
領 域 に 蓄 積 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 3T3 L1の 脂 肪 細 胞 を 、 50nMの イ ン ス リ ン に て 処 理 す る と 、 細 胞 質 全 体 に 広 が る (図 7C)多
く の 個 別 の 斑 点 状 構 造 内 へ 小 さ な 核 周 辺 画 分 か ら FALTの 再 分 配 が 生 ず る 。 さ ら に わ ず か な
斑 点 構 造 が 、 細 胞 の 周 辺 領 域 で 観 察 さ れ 、 そ れ が 血 漿 膜 で 存 在 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
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こ の 結 果 に よ り 、 FALTが 、 イ ン ス リ ン に よ り 調 節 さ れ る 動 的 な 画 分 に 位 置 け さ れ て い る こ
と を 示 唆 す る 。 イ ン ス リ ン に よ る 処 理 が 、 COS7細 胞 中 FALPの 再 配 分 を 起 こ さ な か っ た 、 お
そ ら く こ の 細 胞 株 に お け る イ ン ス リ ン 受 容 体 の 欠 損 又 は そ の 他 の シ グ ナ リ ン グ 成 分 に よ る
ま の で あ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 に 言 及 さ れ 、 又 は 引 用 さ れ た 全 て の 特 許 、 刊 行 物 、 科 学 製 品 、 webサ イ ト 、 及
び 他 の 資 料 及 び 材 料 に よ り 、 本 発 明 が 関 係 す る 当 業 者 の 技 術 レ ベ ル に て 明 示 さ れ 、 そ し て
こ う し て 引 用 さ れ た そ れ ぞ れ の 資 料 及 び 材 料 が 、 本 明 細 書 に よ り あ た か も そ れ が 、 そ の 全
体 を 個 別 に 引 用 に よ り 取 り 入 れ た か 又 は 明 細 書 に そ の 全 体 を 説 明 し た こ と と 同 じ 程 度 に 引
用 に よ り 取 り 入 れ ら れ る 。 出 願 者 は 、 こ う し た い ず れ か の 特 許 、 刊 行 物 、 科 学 製 品 、 web 
siteか ら い ず れ か 、 又 は 全 て の 材 料 又 は 情 報 、 電 気 的 に 利 用 で き る 情 報 、 お よ び 別 に 引 用
さ れ る 材 料 又 は 資 料 を 明 細 書 に 物 理 的 に 取 り 入 れ る 権 利 を 保 持 す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 特 定 の 方 法 お よ び 組 成 物 が 、 好 ま し い 例 を 代 表 し そ し て 明 示 さ れ
た も の で 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る 意 図 は な い 。 そ の 他 の 目 的 、 観 点 、 及 び 実 施 例 は 、 こ
の 明 細 書 の 考 え に 基 づ い て 当 業 者 に 存 在 し 、 本 請 求 の 範 囲 に よ り 定 義 さ れ た よ う に 本 発 明
の 精 神 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る 。 種 々 の 置 き 換 え 、 及 び 変 更 が 、 本 発 明 の 範 囲 及 び 精 神 か ら
逸 脱 す る こ と な く 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 本 発 明 に 対 し 行 う こ と が で き る こ と は 、 当 業 者 に
容 易 に 明 ら か と な ろ う 。 本 明 細 書 に 示 例 的 に 記 載 さ れ て い る 本 発 明 が 、 何 ら か の 要 素 又 は
要 素 群 、 又 は 制 限 又 は 制 限 群 の な い 状 態 で 行 う こ と が で き 、 そ れ は 、 本 明 細 書 に 必 須 う と
し て 特 に 開 示 さ れ て い な い 。 従 っ て た と え ば 、 本 明 細 書 の 各 例 に お い て 、 本 発 明 の 例 又 は
試 料 に お い て 、 い ず れ か の 用 語 「 含 む 」 「 と く に 成 る 」 及 び 「 成 る 」 は 、 明 細 書 に お け る
他 の 2の 用 語 の い ず れ か と 置 き 換 え る こ と が で き る 。 さ ら に 「 含 む (comprising)」 、 「 含
む (including)」 、 「 含 む （ containing） 」 な ど は 、 拡 張 的 に 、 そ し て 限 定 す る こ と な く
読 み 出 す こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 適 切 に 例 示 的 に 記 載 さ れ て い る 方 法 (methods)、 及 び
方 法 (processes)が 、 異 な る 手 順 の 工 程 に て 行 う こ と が で き 、 そ し て こ れ ら は 、 本 明 細 書
又 は ク レ ー ム に 明 示 さ れ た 手 順 の 工 程 に 制 限 す る 必 要 が な い 。 さ ら に 使 用 さ れ る 明 細 書 と
し て 、 及 び 添 付 さ れ た ク レ ー ム に お い て 、 通 常 の 形 式 「 a」 、 「 an」 及 び 「 the」 は 、 そ の
他 の 点 で 内 容 が 明 ら か に 示 さ れ な い 限 り 、 複 数 の 引 用 を 含 む 。 従 っ て た と え ば 、 「 宿 主 細
胞 」 の 引 用 は 、 こ う し た 宿 主 細 胞 の 複 数 性 (た と え ば 、 培 養 又 は 集 団 )な ど を 含 む 。 本 特 許
は 、 明 細 書 に 特 に 開 示 さ れ る 特 異 的 な 例 、 又 は 実 施 例 、 或 い は 方 法 に 限 定 さ れ る と 解 釈 さ
れ る 状 況 下 で は な い 。 発 言 が 、 出 願 者 に よ り 応 答 書 面 で 、 特 別 に 、 そ し て 表 現 的 に 承 認 、
又 は 保 留 な く 採 用 さ れ な い か ぎ り 、 本 特 許 は 、 特 許 及 び 商 標 局 の 審 査 官 、 又 は 他 の 局 員 又
は 従 業 員 に よ り 行 わ れ る 何 ら か の 発 言 に よ り 限 定 さ れ る と 解 釈 さ れ る 状 況 下 で は な い 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 用 い ら れ た 用 語 及 び 表 現 は 、 表 現 す る 語 と し 、 そ し て 限 定 さ れ な い も の と し て 使 用 さ れ
そ し て 明 示 さ れ 、 そ し て 記 載 さ れ る い ず れ か と 等 し い 特 徴 、 又 は そ の 1部 を 排 除 す る た め
の こ う し た 用 語 及 び 表 現 の 使 用 を 意 図 す る も の で な い が 、 種 々 の 変 更 が 、 ク レ ー ム と し て
本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 可 能 性 が 認 め ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 好 ま し い 例 及 び 所 望 に よ る 特 性 、 修 飾 及 び 開 示 さ れ た 本 明 細 書 の 考 え の 変 動 が 、 当 業 者
に よ り 用 い ら れ 、 そ し て そ う し た 修 飾 及 び 変 動 が 、 添 付 ク レ ー ム に よ り 定 義 さ れ た よ う に
本 発 明 の 範 囲 内 と 考 え ら れ る 。
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 広 く 、 一 般 的 に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 遺 伝 子 開 示 に 含 む 狭 い 種
、 及 び 亜 遺 伝 子 グ ル ー プ の そ れ ぞ れ が 本 発 明 の １ 部 を 形 成 す る 。 切 り 出 さ れ た 材 料 で あ る
か ど う か に 関 係 な く 、 特 に 本 明 細 書 に 引 用 さ れ 、 属 か ら 主 題 を 条 件 又 は 負 に 限 定 し て 取 り
出 し た 本 発 明 の 遺 伝 子 記 載 を 含 む 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 他 の 例 は 、 以 下 の ク レ ー ム の 範 囲 内 で あ る 。 加 え て 本 発 明 の 特 長 又 は 観 点 が 、 、 当 業 者
は 、 本 発 明 が こ れ に よ り 個 々 の メ ン バ ー の 何 れ か に 関 し 記 載 さ れ 、 又 は Markush グ ル ー プ
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の め ん ば ー の サ ブ グ ル ー プ に 関 し 記 載 さ れ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 3T3 L1の 前 駆 脂 肪 細 胞 を 脂 肪 細 胞 に 変 換 し た 後 に 誘 導 さ れ る 低 分 子 量 タ
ン パ ク 質 の 2次 元 電 気 泳 動 (2-DE)法 に よ る 分 離 を 示 す 。 前 駆 脂 肪 細 胞 又 は 脂 肪 細 胞 (分 化 後
8日 目 )か ら の 等 量 の タ ン パ ク 質 を 、 2-DEに よ り 分 離 し 、 銀 に て 染 色 し た 。 脂 肪 細 胞 に 存 在
す る が 、 前 駆 脂 肪 細 胞 に 存 在 し な い こ と を 示 し て い る タ ン パ ク 質 を 、 矢 印 が 示 し て い る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 マ ウ ス FALP(Genbank accession number AY079153),現 在 の 指 定 マ ウ ス FA
LP-aの ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 最 も 長 い オ ー プ ン ・ リ ー
デ ン グ ・ フ レ ー ム か ら 誘 導 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 の 配 列 決 定 に よ り 決 定 さ れ る ２ の ト リ プ シ ン
の ペ プ チ ド に 対 す る ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 重 要 で あ る 。 38と 61の 間 の 中 核 と な る ア ミ ノ 酸 残 基
が 、 Tmpred programに よ り 明 示 さ れ る よ う に 、 提 示 さ れ る 疎 水 性 膜 貫 通 ド メ イ ン を 示 し て
い る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 3T3 L1細 胞 株 の 分 化 誘 導 中 、 FALPの 時 間 依 存 発 現 を 示 し て い る 。 細 胞 を
、 10%の FCSを 伴 う DMEMに お い て 増 殖 し た 。 密 集 の (confluent)前 駆 脂 肪 細 胞 (日 0)を 、 方 法
に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 分 化 混 合 物 に 暴 露 し た 。 指 定 さ れ た 時 間 点 で 、 細 胞 か ら 調 製 さ
れ た 総 量 10μ gの RNAを 、 マ ウ ス の FALP及 び ア ジ ポ ネ ク チ ン 及 び 18S の た め ノ ー ザ ン ・ ブ ロ
ッ ト 分 析 に か け た 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 FALP mRNA発 現 の 組 織 分 布 を 示 し て い る 。 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 を 、
明 示 さ れ て い る よ う に マ ウ ス の 種 々 の 組 織 か ら 誘 導 さ れ る RNAに て 行 っ た 。 マ ウ ス FALPの
全 長 の cDNAを 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ヒ ト の 脂 肪 組 織 か ら FALP遺 伝 子 の 2の イ ソ 型 の ク ロ ー ニ ン グ を 示 す 。 ヒ
ト の 脂 肪 組 織 か ら 精 製 さ れ た 全 RNAを 鋳 型 と し て 使 用 し 、 逆 転 写 に よ り cDNAを 生 成 し た 。
次 ぎ に そ の cDNAを PCR分 析 の た め 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 セ ン ス 及 び 抗 セ ン ス プ ラ イ マ ー を
、 方 法 に 記 載 の よ う に 指 定 し た 。 レ ー ン １ ： 1kbプ ラ ス DNAラ ダ ー 。 レ ー ン ２ ： プ ラ イ マ ー
と し て ２ の 「 ゲ ス マ ー (guessmer)」 を 使 用 す る PCR。 レ ー ン ３ ： 製 造 者 の 指 示 当 た り と し
て (Invitrogen)と し て 上 流 の 特 異 的 プ ラ イ マ ー と し て セ ン ス 「 ゲ ス マ ー (guessmer)」 を 、
そ し て 下 流 の プ ラ イ マ ー と し て GeneRacerTM3 ' プ ラ イ マ ー を 使 用 す る PCR。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ヒ ト の FALPα 及 び ヒ ト の FALPβ の 遺 伝 子 構 成 体 、 及 び 転 写 体 を 示 し て い
る 。 紙 面 上 部 は 、 ヒ ト の 脂 肪 組 織 か ら ク ロ ー ン さ れ る ２ の FALTア イ ソ フ ォ ー ム の 核 酸 配 列
、 及 び 演 繹 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し て い る 。 下 線 の 文 字 は 、 両 方 の ア イ ソ フ ォ ー ム に よ
り 共 有 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 31と 61と の 間 の 中 核 と な る ア ミ ノ 酸
残 基 は 、 断 定 さ れ る 疎 水 性 膜 貫 通 領 域 を 示 し て い る 。 下 部 の グ ラ フ は 、 ヒ ト の FALPの 遺 伝
子 構 造 体 を 示 し て い る 。 α ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 し 、 イ ン ト ロ ン 、 及 び イ ン ト ロ ン IIが 、 そ
れ ぞ れ ～ 7.5kb,と ～ 6.0kbで あ る 。 β ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 す る イ ン ト ロ ン IIは 、 ～ 8.0kbで
あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 基 礎 的 、 そ し て イ ン ス リ ン に て 処 理 さ れ た 細 胞 に お け る FLAGに て タ グ 化 さ
れ た FALPの 免 疫 局 在 化 を 示 し て い る 。 A:分 化 誘 導 (B及 び C)か ら 6日 後 で 、 COS7細 胞 (A)又 は
3T3 L1脂 肪 細 胞 が 、 Fugene 6(Roche)を 使 用 し 、 プ ラ ス ミ ド pC-FALP-Fに て ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し 、 そ し て 0.1%の FBSを 含 む DMEMに て さ ら に 48時 間 増 殖 し た 。 そ の 細 胞 は 、 50nMの イ ン
ス リ ン に て 15分 間 (C)処 理 す る か 、 又 は 未 処 理 (A及 び B)の も の で あ る 。 メ タ ノ ー ル /ア セ ト
ン に て 2分 間 固 定 し た 後 、 そ の 試 料 を 、 マ ウ ス の 抗 -FLAGモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (27μ g/ml)、
及 び cy3-結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス ・ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (1:500)に て 逐 次 染 色 さ れ 、 さ ら に 蛍 光
顕 微 鏡 下 に よ り 視 覚 化 さ れ た 。 FALPの 発 現 は 、 主 に 核 周 囲 の 領 域 で 簡 単 な 構 造 に 制 限 さ れ
、 そ し て イ ン ス リ ン と 3T3 L1の 脂 肪 細 胞 と の 処 理 の 後 に 、 細 胞 質 全 体 に わ た る 多 く の 別 々
の ス ポ ッ ト に 再 分 散 さ れ た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  AA03  EA16  MA01  MA04  NA14  ZA42  ZA70  ZC02 
　　　　 　　        ZC33  ZC35 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  BA41  CA40  DA75  DA76  EA20 
　　　　 　　        EA50  FA71  FA72  FA74 
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摘要(译)

描述了新的显示出对胰岛素反应的脂肪组织低分子量蛋白质（FALP）。


