
(57)【要約】
本発明はヒトキナーゼおよびホスファターゼ (KPP)および KPPを同定し、コードするポリヌ
クレオチドを提供する。本発明はまた、発現ベクター、宿主細胞、抗体、アゴニストおよ
びアンタゴニストをも提供する。本発明はまた、 KPPの異常発現に関連する疾患を診断、
治療または予防する方法をも提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の （ ａ ） 乃 至 （ ｄ ） か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
（ ａ ） SEQ ID NO:1-8を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｂ ） SEQ ID NO： 1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ が 同 一 で
あ る よ う な 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
（ ｃ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物
学 的 活 性 断 片
（ ｄ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫
原 性 断 片
【 請 求 項 ２ 】
SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 1の 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 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 2の 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 。
【 請 求 項 ５ 】
SEQ ID NO:9-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ４ に 記 載
の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 組 換 え ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 遺 伝 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 、 請 求 項 １ に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 機 能 的 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 組 換 え ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 培 養 す る 過 程 と 、
(b)そ の よ う に 発 現 し た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 過 程 と か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
以 下 の （ ａ ） 乃 至 （ e） か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
(a)SEQ ID NO:9-16を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド
(b)SEQ ID NO:9-16を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ が
同 一 で あ る よ う な 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
(c)（ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
(d)（ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
(e)（ ａ ） ～ （ ｄ ） の RNA等 価 物
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル 中 か
ら 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)前 記 サ ン プ ル 中 の 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 を 持 つ 少 な く と も ２ ０ の
連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ プ ロ ー ブ を 用 い て 前 記 サ ン プ ル を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 と
、 前 記 プ ロ ー ブ と 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は そ の 断 片 と の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で 、 プ ロ ー ブ が 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 特 徴 と す る 過 程 と 、
(b)前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 有 無 を 検 出 し 、 該 複 合 体 が 存 在 す る 場 合 に は オ
プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る 過 程 と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 プ ロ ー ブ が 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 14
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル 中 か
ら 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 を 用 い て 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 を 増 幅
す る 過 程 と 、
(b)　 　 　 　 　 前 記 の 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の 存 在 ・ 不 存 在 を 検
出 し 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 が 存 在 す る 場 合 に は オ プ シ ョ ン で そ の 量 を
検 出 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 17の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
機 能 的 な KPPの 発 現 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 や 病 態 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療 が
必 要 な 患 者 に 請 求 項 17の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト と し て 有 効 性 を 確 認 す る た め に 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
(a)請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 す ス テ ッ プ と 、
(b)前 記 サ ン プ ル に お い て ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る ス テ ッ プ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る
。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 20に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 し た ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形
剤 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
機 能 性 KPPの 発 現 低 下 に 関 連 す る 疾 患 又 は 病 状 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療
を 必 要 と す る 患 者 に 対 し て 請 求 項 21に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 有 効 性 を 確 認 す る た め に 化 合 物 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
(a)請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 す ス テ ッ プ と 、
(b)前 記 サ ン プ ル に お い て ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る ス テ ッ プ と を 含 む こ と を 特 徴 と
す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 23に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 し た ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る
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賦 形 剤 と を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
機 能 性 KPPの 過 剰 発 現 に 関 連 す る 疾 患 又 は 病 状 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療 を 必
要 と す る 患 者 に 対 し て 請 求 項 24に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方
法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て
、
(a)請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な 条 件 下 で 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 に 混 合 さ せ る
過 程 と 、
(b)請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 試 験 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 請 求 項 １ の ポ
リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 過 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ
て 、
(a)請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 許 容 さ れ る 条 件 下 で 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド を 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 に 混 合 さ せ る 過 程 と 、
(b)請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 算 定 す る 過 程 と 、
(c)試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 、 試 験 化 合 物 の 不 存
在 下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る 過 程 を 含 み 、 試 験 化 合 物 の 存 在
下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 変 化 が 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の
活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 標 示 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 ５ に 記 載 の 配 列 を 含 む 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 変 化 さ せ る の に 効 果 的 な 化 合
物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
(a)前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 露 す る 過 程 と 、
(b)前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 改 変 を 検 出 す る 過 程 と 、
(c)可 変 量 の 前 記 化 合 物 の 存 在 下 と 前 記 化 合 物 の 不 存 在 下 で 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 発 現 を 比 較 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)核 酸 を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル を 前 記 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 過 程 と 、
(b)処 理 し た 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル の 核 酸 と 、 請 求 項 12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も
２ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 過 程 で あ っ て 、 こ の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ゼ ー シ ョ ン が 、 前 記 プ ロ ー ブ と 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 で 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で 行
わ れ 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 請 求 項 12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 前 記 過 程 と 、
(c)ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 収 量 を 定 量 す る 過 程 と 、
(d)前 記 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 、 処 理 さ
れ て い な い 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 と 比 較 す る 過 程 と を
含 み 、 前 記 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 の 差 が 、
前 記 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 標 示 す る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の KPPの 発 現 に 関 連 す る 症 状 ま た は 疾 患 に 対 す る 診 断 試 験 法 で あ っ て
、
(a)前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル と 請 求 項 11の 抗 体 と の 混 合 を 、 前 記 抗 体 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に
結 合 し 、 抗 体 と ポ リ ペ プ チ ド と の 複 合 体 を 形 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で 行 う 過 程 と 、
(b)前 記 複 合 体 を 検 出 す る 過 程 と を 含 み 、 前 記 複 合 体 の 存 在 が 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル 中
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の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 と 相 関 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 11の 抗 体 で あ っ て 、
(a)キ メ ラ 抗 体
(b)単 鎖 抗 体
(c)Fab断 片
(d)F（ ab'） 2  断 片
(e)ヒ ト 化 抗 体 の い ず れ か で あ る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 と 、 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
被 検 者 中 の KPPの 発 現 に 関 連 す る 病 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 32に 記 載 の 組
成 物 の 有 効 量 を 前 記 被 検 者 に 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 抗 体 が 標 識 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 32に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
被 検 者 中 の KPPの 発 現 に 関 連 す る 病 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 34に 記 載 の 組
成 物 の 有 効 量 を 前 記 被 検 者 に 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 の 特 異 性 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)抗 体 反 応 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 ま
た は そ の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 動 物 を 免 疫 化 す る 過 程 と 、
(b)前 記 動 物 か ら 抗 体 を 単 離 す る 過 程 と 、
(c)前 記 単 離 さ れ た 抗 体 を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ れ に よ っ て 、 SEQ ID 
NO： 1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 す る 過 程 と を 含 む よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 36に 記 載 の 方 法 で 産 出 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 37に 記 載 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 適 切 な キ ャ リ ア を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)抗 体 反 応 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 ま
た は そ の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 動 物 を 免 疫 化 す る 過 程 と 、
(b)前 記 動 物 か ら 抗 体 産 出 細 胞 を 単 離 す る 過 程 と 、
(c)前 記 抗 体 産 出 細 胞 と 不 死 化 し た 細 胞 と を 融 合 し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 出 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る 過 程 と 、
(d)前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 す る 過 程 と 、
(e)SEQ ID NO： 1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合
す る よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 前 記 培 養 物 か ら 単 離 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る
方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 39に 記 載 の 方 法 で 産 出 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 40に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 及 び 適 切 な キ ャ リ ア を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 前 記 抗 体 を 産 出 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1
1に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 前 記 抗 体 を 産 出 す る こ と を 特 徴
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と す る 請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
サ ン プ ル 中 の SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を
検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 前 記 抗
体 と １ サ ン プ ル と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 過 程 と 、
(b)特 異 結 合 を 検 出 す る 過 程 と を 含 み 、 該 特 異 結 合 が 、 SEQ ID NO： 1-8か ら な る 群 か ら 選
択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る こ と を 標 示 す る こ と を
特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
SEQ ID NO:1-8 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る 方 法
で あ っ て 、
(a)請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 前 記 抗
体 と １ サ ン プ ル と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 過 程 と 、
(b)前 記 サ ン プ ル か ら 前 記 抗 体 を 分 離 し 、 SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 む 精 製 し た ポ リ ペ プ チ ド を 得 る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
マ イ ク ロ ア レ イ の 少 な く と も 1つ の エ レ メ ン ト が 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ
る マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 化 す る こ と
(b)ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る の に 適 し た 条 件 下 で 請 求 項 46に 記 載 の マ
イ ク ロ ア レ イ の エ レ メ ン ト と サ ン プ ル 中 の 標 識 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 接 触 さ せ る 方 法 。
(c)サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 量 を 定 量 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
固 体 上 の 別 個 の 物 理 的 位 置 に 固 定 し た 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む ア レ イ で あ り 、 該 ヌ
ク レ オ チ ド 分 子 の 少 な く と も １ つ が 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 30の 連 続 す る ヌ ク
レ オ チ ド と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 可 能 な 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で
あ る 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で あ り 、 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 30の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相 補 的 で あ る 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で あ り 、 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 60の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相 補 的 で あ る 。
【 請 求 項 ５ １ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で あ り 、 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相 補 的 で あ る 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で あ り 、 マ イ ク ロ ア レ イ で あ る 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で あ り 、 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を も 含 む 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で あ り 、 リ ン カ ー は 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 固 体 基
板 に 接 合 す る 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で あ り 、 基 板 上 の そ れ ぞ れ 別 個 の 物 理 的 位 置 に は 複 数 の ヌ ク レ オ
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チ ド 分 子 を 含 む 。 ま た い か な る 単 一 な 別 個 の 物 理 位 置 の 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 同 じ 配
列 を 有 す る 。 基 板 上 の 各 別 個 の 物 理 的 位 置 に は 基 板 上 の 別 の 物 理 的 位 置 で の ヌ ク レ オ チ ド
分 子 の 配 列 と 異 な る 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 含 ま れ る 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
SEQ ID NO:2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
SEQ ID NO:3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
SEQ ID NO:4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
SEQ ID NO:5の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ １ 】
SEQ ID NO:6の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
SEQ ID NO:7の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
SEQ ID NO:8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
SEQ ID NO:9の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
SEQ ID NO:10の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
SEQ ID NO:11の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
SEQ ID NO:12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
SEQ ID NO:13の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
SEQ ID NO:14の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
SEQ ID NO:15の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ １ 】
SEQ ID NO:16の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 キ ナ ー ゼ 及 び ホ ス ホ タ ー ゼ の 核 酸 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 す る 。 本 発 明 は ま
た 、 こ れ ら の 配 列 を 利 用 し た 心 血 管 疾 患 、 免 疫 系 の 疾 患 、 神 経 の 疾 患 、 成 長 お よ び 発 達 に
影 響 を 及 ぼ す 疾 患 、 脂 質 異 常 、 細 胞 増 殖 異 常 及 び 癌 の 診 断 ・ 治 療 ・ 予 防 に 関 す る 。 本 発 明
は さ ら に 、 キ ナ ー ゼ 及 び ホ ス ホ タ ー ゼ の 核 酸 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 の 発 現 に お け る 外 来 性
化 合 物 の 影 響 に つ い て の 評 価 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
可 逆 的 な タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 は 、 真 核 細 胞 の 細 胞 内 で の 様 々 な 現 象 を 調 節 す る た め に 広
く 利 用 さ れ て い る 。 一 般 的 な 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 活 性 な タ ン パ ク 質 の １ ０ ％ 以 上 が リ ン
酸 化 さ れ て い る と 推 定 さ れ る 。 キ ナ ー ゼ は 、 高 エ ネ ル ギ ー の リ ン 酸 基 を ア デ ノ シ ン 三 リ ン
酸 (ATP)か ら 標 的 タ ン パ ク 質 の ヒ ド ロ キ シ ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ま た
は チ ロ シ ン に 転 移 す る 。 こ れ と は 対 照 的 に 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ は こ れ ら の リ ン 酸 基 を 除 去 す
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る 。 ホ ル モ ン 、 神 経 伝 達 物 質 、 お よ び 成 長 因 子 、 お よ び 分 化 因 子 を 含 む 細 胞 内 外 シ グ ナ ル
は 、 キ ナ ー ゼ を 活 性 化 し 、 そ れ に よ っ て 最 終 的 な エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の ア ク テ ィ ベ ー
タ ま た は 細 胞 表 面 受 容 体 が 発 生 し 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 沿 っ て も 発 生 し 得 る 。 キ ナ ー ゼ の
カ ス ケ ー ド が 生 じ 、 ま た セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 分 子 に 対 し 感 受 性 の あ る キ ナ ー ゼ も 存 在
す る 。 こ の シ ス テ ム に よ っ て 、 弱 い シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 わ ず か に し か 存 在 し な い 成 長 因 子
分 子 ） の 増 幅 や 、 多 く の 弱 い シ グ ナ ル の 全 か 無 か の 応 答 へ の 統 合 が 行 わ れ る 。 次 に 、 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ は 細 胞 に お け る リ ン 酸 化 の 程 度 の 決 定 に 必 須 で あ り 、 キ ナ ー ゼ と 共 に 代 謝 酵 素
活 性 、 細 胞 増 殖 、 細 胞 の 成 長 お よ び 分 化 、 細 胞 接 着 、 お よ び 細 胞 周 期 の 進 行 な ど の 重 要 な
細 胞 プ ロ セ ス を 調 節 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

キ ナ ー ゼ は 最 も 大 き な 既 知 の 酵 素 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー を 構 成 し 、 標 的 分 子 が 多 種 多 様 で あ
る 。 キ ナ ー ゼ は 、 高 エ ネ ル ギ ー リ ン 酸 基 の リ ン 酸 供 与 体 か ら リ ン 酸 受 容 体 へ の 移 動 を 触 媒
す る 。 ヌ ク レ オ チ ド は 通 常 、 こ れ ら の 反 応 に お い て リ ン 酸 供 与 体 と し て 働 き 、 ほ と ん ど の
キ ナ ー ゼ は ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 （ ATP） を 利 用 す る 。 リ ン 酸 受 容 体 に は 様 々 な 分 子 が 可 能
で あ り 、 そ の 中 に は 、 ヌ ク レ オ シ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 お よ び タ ン パ ク 質
が 含 ま れ る 。 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ド ロ キ シ ア ミ ノ 酸 に お い て リ ン 酸 化 さ れ る 。 リ ン 酸 基 が 付
加 さ れ る と 、 受 容 体 分 子 に お け る 局 所 電 荷 が 変 化 し 、 そ れ に よ っ て 内 部 構 造 が 変 化 し 、 分
子 間 接 触 を 引 き 起 こ し 得 る 。 可 逆 的 な タ ン パ ク 質 リ ン 酸 化 は 、 真 核 細 胞 に お け る タ ン パ ク
質 活 性 の 調 節 の 主 な 方 法 で あ る 。 一 般 に 、 タ ン パ ク 質 は 、 ホ ル モ ン 、 神 経 伝 達 物 質 、 成 長
因 子 、 お よ び 分 化 因 子 な ど の 細 胞 外 シ グ ナ ル に 応 答 し た リ ン 酸 化 に よ り 活 性 化 さ れ る 。 活
性 化 さ れ た タ ン パ ク 質 は 細 胞 の 細 胞 応 答 を 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 並 び に タ ン パ ク 質
リ ン 酸 化 を 調 節 す る サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド 、 カ ル シ ウ ム － カ ル モ ジ ュ リ ン 、 イ ノ シ ト
ー ル 、 お よ び 様 々 な マ イ ト ジ ェ ン な ど の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 分 子 に よ っ て 開 始 さ せ る
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
キ ナ ー ゼ は 、 解 糖 な ど の 基 本 的 な 代 謝 プ ロ セ ス か ら 細 胞 周 期 の 調 節 、 分 化 、 お よ び シ グ ナ
ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に よ る 細 胞 外 環 境 と の 情 報 交 換 に 至 る 細 胞 機 能 の 全 て に 関 与 す る 。 細 胞
内 に お け る タ ン パ ク 質 の 不 適 切 な リ ン 酸 化 は 、 細 胞 周 期 の 進 行 お よ び 細 胞 分 化 に お け る 変
化 に 関 連 す る 。 細 胞 周 期 に お け る 変 化 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 発 や 癌 の 誘 発 に 関 連 す る こ と
が 示 さ れ て い る 。 細 胞 分 化 に お け る 変 化 は 、 生 殖 系 、 免 疫 系 、 お よ び 骨 格 筋 の 、 疾 患 や 障
害 に 関 連 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に は ２ つ の ク ラ ス が あ る 。 一 方 の ク ラ ス の プ ロ テ イ ン チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ （ PTK） は チ ロ シ ン 残 基 を リ ン 酸 化 し 、 他 方 の ク ラ ス で あ る プ ロ テ イ ン セ リ ン ／ ト レ オ
ニ ン キ ナ ー ゼ （ STK） は セ リ ン 残 基 お よ び ト レ オ ニ ン 残 基 を リ ン 酸 化 す る 。 あ る 種 の PTKお
よ び STKは 、 両 方 の フ ァ ミ リ ー の 構 造 的 な 特 徴 を 有 し 、 チ ロ シ ン 残 基 お よ び セ リ ン ／ ト レ
オ ニ ン 残 基 の 両 方 に 対 し て 特 異 性 （ 二 重 特 異 性 ） を 有 す る 。 ほ と ん ど 全 て の キ ナ ー ゼ は 、
特 定 の 残 基 お よ び キ ナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー 特 有 の 配 列 モ チ ー フ を 含 む 保 存 さ れ た ２ ５ ０ ～ ３ ０
０ の ア ミ ノ 酸 か ら な る 触 媒 ド メ イ ン を 含 む 。 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 触 媒 ド メ イ ン は 、 更 に １
１ の サ ブ ド メ イ ン に 分 類 す る こ と が で き る 。 N末 端 サ ブ ド メ イ ン I-IVは 、 ATP供 与 体 分 子 に
結 合 し て 方 向 性 を 与 え る ２ 葉 構 造 （ two lobed structure） に 折 り 畳 ま れ 、 サ ブ ド メ イ ン V
は ２ 葉 に ま た が る 。 C末 端 サ ブ ド メ イ ン VI-XIは タ ン パ ク 質 基 質 と 結 合 し 、 γ リ ン 酸 を ATP
か ら チ ロ シ ン 残 基 、 セ リ ン 残 基 、 ま た は ト レ オ ニ ン 残 基 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 に 移 動 さ せ る 。
１ １ の サ ブ ド メ イ ン の そ れ ぞ れ は 、 サ ブ ド メ イ ン に 特 徴 的 な ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ 或 い は 特 定
の 触 媒 残 基 を 含 む 。 例 え ば 、 サ ブ ド メ イ ン Iは 、 ８ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 高 グ リ シ ン ATP結
合 共 通 モ チ ー フ を 含 み 、 サ ブ ド メ イ ン IIは 、 触 媒 活 性 の 最 大 化 に 必 要 な 重 要 な リ シ ン 残 基
を 含 み 、 サ ブ ド メ イ ン VIか ら IXは 高 度 に 保 存 さ れ た 触 媒 中 心 を 含 む 。 PTKお よ び STKは ま た
、 ヒ ド ロ キ シ ア ミ ノ 酸 特 異 性 を 付 与 し 得 る サ ブ ド メ イ ン VIお よ び VIIIに 固 有 の 配 列 モ チ ー
フ を 含 む 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
更 に 、 キ ナ ー ゼ は 、 キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 内 に 含 ま れ る か 或 い は 隣 接 す る 、 通 常 は ５ ～ １ ０ ０
の 範 囲 の 残 基 か ら な る 追 加 の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 分 類 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 追 加 の ア ミ ノ
酸 配 列 は キ ナ ー ゼ 活 性 を 調 節 し 、 基 質 特 異 性 を 決 定 す る (Hardie, G.及 び S. Hanks (1995)
 , Vol I, 17-20ペ ー ジ  Academic Press, San Diego CA.
を 参 照 )。 具 体 的 に は 、 ２ つ の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ シ グ ネ チ ャ 配 列 が 、 キ ナ ー ゼ ド メ イ ン
で 同 定 さ れ た 。  第 １ の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ シ グ ネ チ ャ 配 列 は 、 ATP結 合 に 関 与 す る リ シ ン
残 基 活 性 部 位 を 含 み 、 第 ２ の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ シ グ ネ チ ャ 配 列 は 触 媒 活 性 に 重 要 な ア ス
パ ラ ギ ン 酸 残 基 を 含 む 。 分 析 す る タ ン パ ク 質 が こ の ２ つ の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ シ グ ネ チ ャ
を 含 む 場 合 、 そ の タ ン パ ク 質 が プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ で あ る 確 率 は １ ０ ０ ％ に 近 い （ PROSIT
E: PDOC00100, November 1995） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】

プ ロ テ イ ン チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ （ PTK） は 、 膜 貫 通 受 容 体 PTKタ ン パ ク 質 ま た は 非 膜 貫 通 非 受
容 体 PTKタ ン パ ク 質 の い ず れ か に 分 類 さ れ 得 る 。 膜 貫 通 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ は 、 ほ と ん ど の
成 長 因 子 に 対 す る 受 容 体 と し て 機 能 す る 。 成 長 因 子 が 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ （ RTK） に
結 合 し 、 そ れ に よ っ て 受 容 体 が 、 自 己 （ 自 己 リ ン 酸 化 ） お よ び 特 定 の 細 胞 内 セ カ ン ド メ ッ
セ ン ジ ャ ー タ ン パ ク 質 を リ ン 酸 化 す る 。 受 容 体 PTKに 結 合 す る 成 長 因 子 （ GF） は 、 上 皮 成
長 因 子 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 、 繊 維 芽 細 胞 成 長 因 子 、 肝 細 胞 成 長 因 子 、 イ ン ス リ ン お よ び
イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 、 神 経 成 長 因 子 、 血 管 内 皮 成 長 因 子 、 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ
ー 刺 激 因 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
非 膜 貫 通 型 非 受 容 体 PTKは 、 膜 貫 通 領 域 を 含 ま な い 代 わ り に 細 胞 膜 受 容 体 の 細 胞 質 ド メ イ
ン と シ グ ナ ル 伝 達 複 合 体 を 形 成 す る 。 非 受 容 体 PTKを 介 し て 機 能 す る 受 容 体 に は 、 サ イ ト
カ イ ン 受 容 体 お よ び ホ ル モ ン 受 容 体 （ 成 長 ホ ル モ ン お よ び プ ロ ラ ク チ ン ） や 、 Tリ ン パ 球
お よ び Bリ ン パ 球 に お け る 抗 原 特 異 的 受 容 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
多 く の PTKは 、 PTK活 性 が 正 常 な 細 胞 制 御 を 受 け な い 癌 細 胞 に お け る 腫 瘍 遺 伝 子 産 物 と し て
初 め に 同 定 さ れ た 。 実 際 に 、 知 ら れ て い る 腫 瘍 遺 伝 子 の 約 ３ 分 の １ が PTKを コ ー ド す る 。
更 に 、 細 胞 形 質 転 換 （ 発 癌 ） は チ ロ シ ン リ ン 酸 化 活 性 の 上 昇 を 伴 う 場 合 が 多 い （ Charbonn
eau, H.及 び Tonks, N. K. (1992) Annu. Rev. Cell Biol. 8:463-93） 。 従 っ て 、 PTK活 性
の 調 節 は 、 あ る 種 の 癌 を 制 御 す る た め の 重 要 な 手 段 と な り 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】

プ ロ テ イ ン セ リ ン ／ ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ （ STK） は 非 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 で あ る 。 STKの サ
ブ ク ラ ス は 、 ERK（ 細 胞 外 シ グ ナ ル 調 節 キ ナ ー ゼ ） ま た は MAP（ マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼ ） と し て 知 ら れ 、 様 々 な ホ ル モ ン や 成 長 因 子 に よ る 細 胞 刺 激 に よ っ て 活 性 化
さ れ る 。 細 胞 刺 激 は 、 MEK（ MAP／ ERKキ ナ ー ゼ ） の リ ン 酸 化 に 導 く シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー
ド を 誘 導 し 、 MEKの リ ン 酸 化 の 後 に 、 セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン の リ ン 酸 化 に よ り ERKが 活 性
化 さ れ る 。 多 数 の タ ン パ ク 質 が 活 性 な ERKに 対 す る 下 流 の エ フ ェ ク タ ー で あ る こ と か ら 、
細 胞 増 殖 お よ び 分 化 の 調 節 や 、 細 胞 骨 格 の 調 節 に 関 与 す る と 思 わ れ る 。 ERKの 活 性 化 は 通
常 一 過 性 で あ り 、 細 胞 は 、 そ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン (下 方 制 御 〕 に 関 係 す る 二 重 特 異
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 有 す る 。 ま た 様 々 な 研 究 か ら 、 ERK活 性 の 上 昇 が あ る 種 の 癌 に 関 連 す
る こ と が 分 か っ た 。 そ の 他 の STKに は 、 サ イ ク リ ッ ク AMP依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ （ PKA
） 、 カ ル シ ウ ム － カ ル モ ジ ュ リ ン （ CaM） 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 、 お よ び マ イ ト ジ ェ
ン 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ （ MAP） な ど の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ
ナ ー ゼ や 、 サ イ ク リ ン 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 、 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト お よ び 細 胞 周 期 キ ナ
ー ゼ 、 Numb関 連 キ ナ ー ゼ (Nak)、 ヒ ト 融 合 (hFu)、 増 殖 関 連 キ ナ ー ゼ 、 5'-AMP-活 性 化 プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ 、 お よ び ア ポ ト ー シ ス に 関 与 す る キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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MAPキ ナ ー ゼ の ERKフ ァ ミ リ ー の １ メ ン バ － で あ る ERK7は 、 ERK1と ERK2へ の モ チ － フ 類 似 性
を 有 す る 新 規 61kDaタ ン パ ク 質 で あ る が 、 ERK1及 び ERK2の よ う に 細 胞 外 刺 激 に よ っ て ま た
共 通 活 性 剤 で あ る cJun N末 端 キ ナ ー ゼ (JNK)及 び p38キ ナ ー ゼ に よ っ て も 活 性 化 さ れ な い 。
ERK7は そ の 核 局 在 化 及 び 、 MAPキ ナ ー ゼ で は 典 型 的 な キ ナ ー ゼ ド メ イ ン で は な く 、 そ の Ｃ
末 端 テ イ ル に よ り 成 長 の 阻 害 を 調 節 す る (Abe, M.K. (1999) Mol. Cell. Biol. 19:130113
12)。
【 ０ ０ １ ２ 】
セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ は 、 サ イ ク リ ッ ク AMP（ cAMP） 、 サ イ
ク リ ッ ク GMP、 イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 、 3,4,5-三 リ ン 酸 、
サ イ ク リ ッ ク ADPリ ボ ー ス 、 ア ラ キ ド ン 酸 、 ジ ア シ ル ク リ セ ロ ー ル お よ び カ ル シ ウ ム － カ
ル モ ジ ュ リ ン な ど の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 効 果 を 主 に 仲 介 す る 。 PKAは ホ ル モ ン 誘 導
性 細 胞 応 答 の 仲 介 に 関 与 し 、 ホ ル モ ン 刺 激 に 応 答 し て 細 胞 内 で 生 成 さ れ る cAMPに よ っ て 活
性 化 さ れ る 。 cAMPは 、 研 究 し た 全 て の 動 物 細 胞 に お け る ホ ル モ ン 作 用 の 細 胞 内 メ デ ィ エ ー
タ ー で あ る 。 ホ ル モ ン 誘 導 性 細 胞 応 答 に は 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 分 泌 、 コ ル チ ゾ ル 分 泌 、 プ ロ
ゲ ス テ ロ ン 分 泌 、 グ リ コ ー ゲ ン 分 解 、 骨 再 吸 収 、 心 拍 数 の 調 節 、 お よ び 心 筋 収 縮 力 の 調 節
が 含 ま れ る 。 PKAは 全 て の 動 物 細 胞 に 見 ら れ 、 こ れ ら ほ と ん ど の 細 胞 に お け る cAMPの 効 果
に 関 係 す る と 思 わ れ る 。 PKA発 現 の 変 化 は 、 癌 、 甲 状 腺 疾 患 、 糖 尿 病 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈
硬 化 症 、 お よ び 心 血 管 疾 患 等 様 々 な 障 害 や 疾 患 に 関 連 す る (Isselbacher, K.J.他 . (1994)
 , McGraw-Hill, New York NY, 416-431, 
1887ペ ー ジ )。
【 ０ ０ １ ３ 】
カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ I（ CKI） 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー は 、 セ リ ン ／ ト レ オ ニ ン プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
の 別 の サ ブ フ ァ ミ リ ー で あ る 。 こ の 引 き 続 き 拡 大 す る キ ナ ー ゼ 群 は 、 細 胞 代 謝 、 DNAの 複
製 、 お よ び DNAの 修 復 を 含 む 様 々 な 細 胞 プ ロ セ ス お よ び 核 プ ロ セ ス の 調 節 に 関 与 す る 。 CKI
酵 素 は 、 真 核 細 胞 の 膜 、 核 、 細 胞 質 お よ び 細 胞 骨 格 や 、 哺 乳 動 物 細 胞 の 紡 錘 体 上 に 存 在 す
る （ Fish, K. J.他 (1995) J. Biol. Chem. 270:14875-14883.） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
CKIフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 全 て は 、 ９ ～ ７ ６ の ア ミ ノ 酸 か ら な る 短 い ア ミ ノ 末 端 ド メ イ ン
、 ２ ８ ４ の ア ミ ノ 酸 か ら な る 高 度 に 保 存 さ れ た キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 、 お よ び ２ ４ ～ ２ ０ ０ を
超 え る 範 囲 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 可 変 カ ル ボ キ シ ル 末 端 ド メ イ ン を 含 む （ Cegielska, A.他 (
1998) J. Biol. Chem. 273:1357-1364） 。 こ の CKIフ ァ ミ リ ー は 高 度 に 関 連 す る タ ン パ ク
質 か ら な る 。  こ れ は 、 様 々 な 試 料 か ら の カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ Iの イ ソ 型 の 同 定 に よ っ て 確 認
さ れ て い る 。 α 、 β 、 γ 、 δ 、 お よ び ε の 少 な く と も ５ つ の 哺 乳 動 物 イ ソ 型 が 存 在 す る 。
 Fishら が 、 ヒ ト 胎 盤 cDNAラ イ ブ ラ リ か ら CKIε を 同 定 し た 。 こ の CKIε は ４ １ ６ の ア ミ ノ
酸 か ら な る 塩 基 性 タ ン パ ク 質 で あ り 、 CKIδ に 類 似 し て い る 。 CKIε が 既 知 の CKI基 質 を リ
ン 酸 化 し 、 CKI特 異 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る CKI-7に よ っ て 抑 制 さ れ る こ と が 組 み 替 え 発 現 に
よ っ て 分 か っ た 。 CKIε の ヒ ト 遺 伝 子 は 、 酵 母 CKI遺 伝 子 座 で あ る HRR250の 欠 失 に よ っ て 起
こ る 成 長 が 遅 い 表 現 型 （ slow-growth phenotype） を 有 す る 酵 母 を 助 け る こ と が で き る (Fi
sh 他  )。
【 ０ ０ １ ５ 】
哺 乳 動 物 突 然 変 異 概 日 tauが 、 シ リ ア ン ハ ム ス タ ー に お け る 概 日 リ ズ ム の 周 期 を 著 し く 短
く す る CKIε の 半 優 性 染 色 体 対 立 遺 伝 子 で あ る こ と が 分 か っ た 。 tau遺 伝 子 座 は カ ゼ イ ン キ
ナ ー ゼ Iε に よ っ て コ ー ド さ れ 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 概 日 遺 伝 子 double-timeの 相 同 体 で も あ
る 。 野 生 型 お よ び tau突 然 変 異 CKIε 酵 素 の 両 方 の 研 究 か ら 、 突 然 変 異 酵 素 は そ の 最 大 速 度
が 著 し く 低 下 し 、 自 己 リ ン 酸 化 状 態 で あ る こ と が 分 か っ た 。 更 に 、 に お け る CKI
ε は 哺 乳 動 物 PERIODタ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 を 有 す る が 、 突 然 変 異 酵 素 は PERIODを
リ ン 酸 化 す る 能 力 に 欠 け る 。 Lowrey他 が 、 CKIε が 概 日 機 構 の 中 心 を な す 転 写 － 翻 訳 系 の
自 己 調 節 ル ー プ 内 の 負 の フ ィ ー ド バ ッ ク シ グ ナ ル を 遅 ら せ る 重 要 な 因 子 で あ る と 主 張 し た
。 従 っ て 、 CKIε 酵 素 は 、 概 日 リ ズ ム 、 時 差 ぼ け お よ び 睡 眠 、 更 に 概 日 調 節 下 の そ の 他 の
生 理 的 プ ロ セ ス お よ び 代 謝 プ ロ セ ス に 影 響 を 与 え る 医 薬 組 成 物 の 理 想 的 な 候 補 で あ る （ Lo
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wrey, P. L.他 (2000) Science 288:483-491） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
ホ メ オ ド メ イ ン 相 互 作 用 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ (HIPK)は セ リ ン /ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ で あ り
、 DYRKキ ナ ー ゼ サ ブ フ ァ ミ リ の 新 し い メ ン バ ー で あ る (Hofmann, T.G. 他  (2000) Biochim
ie 82:1123-7).HIPKは ホ メ オ プ ロ テ イ ン と 相 互 作 用 す る ド メ イ ン か ら 別 れ た 、 保 存 さ れ た
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 含 む 。 HIPKは 核 内 キ ナ ー ゼ で あ り 、 ま た HIPK2 は 神 経 組 織
に お い て よ く 発 現 さ れ る (Kim, Y.H. 他  (1998) J. Biol. Chem. 273:25875-25879、 Wang,
 Y. 他 (2001) Biochim. Biophys. Acta 1518:168-172)。 HIPKは ホ メ オ ド メ イ ン 転 写 因 子
の 補 抑 制 体 と し て 作 用 す る 。 こ の 補 抑 制 体 の 活 性 は 、 細 胞 タ ン パ ク 質 機 能 の 調 節 に 重 要 な
ユ ビ キ チ ン 化 や リ ン 酸 化 の よ う な 翻 訳 後 修 飾 に お い て 見 ら れ る  (Kim, Y.H. 他  (1999) Pr
oc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 96:12350-12355)。
【 ０ ０ １ ７ 】
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ い ぼ 腫 瘍 抑 制 因 子 遺 伝 子 の 相 同 体 で あ る ヒ ト ｈ -wartsタ ン パ ク 質 は 、 染
色 体 6q2425.1に マ ッ ピ ン グ す る 。 そ れ は セ リ ン /ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 有 し て お
り 、 間 期 細 胞 の 中 心 体 に 局 在 す る 。 有 糸 分 裂 に 関 与 し て お り 、 分 裂 装 置 の 成 分 と し て 機 能
す る (Nishiyama, Y. 他  (1999) FEBS Lett. 459:159165)。
【 ０ ０ １ ８ 】

カ ル シ ウ ム － カ ル モ ジ ュ リ ン （ CaM） 依 存 性 キ ナ ー ゼ は 、 平 滑 筋 の 収 縮 、 グ リ コ ー ゲ ン 分
解 （ ホ ス ホ リ ラ ー ゼ キ ナ ー ゼ ） 、 お よ び 神 経 伝 達 （ CaMキ ナ ー ゼ Iお よ び CaMキ ナ ー ゼ II）
の 調 節 に 関 与 す る 。 CaM依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ は 、 細 胞 内 の 遊 離 カ ル シ ウ ム の 濃 度 に
応 答 し て 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 受 容 体 で あ る カ ル モ ジ ュ リ ン に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 多 く の Ca
Mキ ナ ー ゼ は ま た 、 リ ン 酸 化 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 あ る 種 の CaMキ ナ ー ゼ は ま た 、 自 己 リ
ン 酸 化 ま た は そ の 他 の 調 節 キ ナ ー ゼ に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 CaMキ ナ ー ゼ Iは 、 神 経 伝 達 物
質 関 連 タ ン パ ク 質 で あ る シ ナ プ シ ン Iお よ び II、 遺 伝 子 転 写 調 節 因 子 で あ る CREB、 お よ び
嚢 胞 性 繊 維 コ ン ダ ク タ ン ス 調 節 タ ン パ ク 質 で あ る CFTRを 含 む 様 々 な 基 質 を リ ン 酸 化 す る （
Haribabu, B.他 (1995) EMBO Journal 14:3679-3686） 。 ま た 、 CaMキ ナ ー ゼ IIは 、 様 々 な
部 位 に お い て シ ナ プ シ ン を リ ン 酸 化 し 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の リ ン 酸 化 お よ び 活 性
化 に よ っ て 脳 に お け る カ テ コ ー ル ア ミ ン の 合 成 を 調 節 す る 。 CaMキ ナ ー ゼ IIは ま た 、 チ ロ
シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ お よ び ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の リ ン 酸 化 ／ 活 性 化 に よ っ
て カ テ コ ー ル ア ミ ン お よ び セ ロ ト ニ ン の 合 成 を 調 節 す る （ Fujisawa, H. (1990) BioEssay
s 12:27-29） 。 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 様 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAが
哺 乳 動 物 前 頭 葉 で 多 量 に 見 つ か っ た 。 こ の タ ン パ ク 質 は 軸 索 お よ び 樹 状 突 起 の 双 方 に お け
る 小 胞 に 結 合 し 、 主 に 出 生 後 に 蓄 積 さ れ る 。 こ の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は CaM依 存 性 S
TKに 類 似 し て お り 、 こ の タ ン パ ク 質 は カ ル シ ウ ム の 存 在 下 で カ ル モ ジ ュ リ ン と 結 合 す る （
Godbout, M.他 (1994) J. Neurosci. 14:1-13） 。
【 ０ ０ １ ９ 】

マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ （ MAP） は 、 リ ン 酸 化 カ ス ケ ー ド に よ っ て 細 胞 表
面 か ら 核 へ の シ グ ナ ル 伝 達 を 仲 介 す る 。 MAPは 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 調 節 す る 別 の S
TKフ ァ ミ リ ー で あ る 。 い く つ か の サ ブ グ ル ー プ が 同 定 さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ が 異 な っ た 基
質 特 異 性 を 有 し 、 固 有 の 細 胞 外 刺 激 に 応 答 す る （ Egan, S. E.及 び Weinberg, R. A. (1993
) Nature 365:781-783） 。 MAPキ ナ ー ゼ カ ス ケ ー ド を 構 成 す る 三 つ の キ ナ ー ゼ モ ジ ュ ー ル
が あ り 、 そ れ ら は MAPK (MAP)、 MAPKキ ナ ー ゼ (MAP2K、 MAPKKま た は MKK)お よ び MKKキ ナ ー ゼ
(MAP3K、 MAPKKKま た は MEKK)で あ る (Wang,X.S. 他  (1998) Biochem. Biophys. Res. Commu
n. 253:33-37)。 細 胞 外 信 号 制 御 キ ナ ー ゼ (ERK)経 路 は 、 例 え ば 、 上 皮 細 胞 成 長 因 子 (EGF)
、 紫 外 線 、 高 浸 透 圧 性 培 養 液 、 熱 シ ョ ッ ク ま た は 内 毒 素 リ ポ 多 糖 (LPS)の よ う な 成 長 因 子
や マ イ ト ジ ェ ン (分 裂 促 進 因 子 )に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 密 接 に 関 連 し て い る が 、 異 な っ た
平 行 経 路 で あ る 、 c-Jun N-末 端 キ ナ ー ゼ  (JNK)、 即 ち ス ト レ ス に よ っ て 活 性 化 さ れ る キ ナ
ー ゼ (SAPK)経 路 、 お よ び P38キ ナ ー ゼ 経 路 は 、 ス ト レ ス に よ る 刺 激 お よ び 腫 瘍 壊 死 因 子 (TN
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F)や イ ン タ ー ロ イ キ ン -1(IL-1)の よ う な 炎 症 誘 発 性 サ イ ト カ イ ン に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。
MAPキ ナ ー ゼ 発 現 の 変 化 は 、 癌 、 炎 症 、 免 疫 疾 患 、 お よ び 成 長 お よ び 発 達 に 影 響 を 及 ぼ す
疾 患 を 含 む 様 々 な 疾 患 に 関 与 す る 。 MAPキ ナ ー ゼ シ グ ナ リ ン グ 経 路 は 哺 乳 類 細 胞 お よ び 酵
母 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

サ イ ク リ ン 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ （ CDK） は 、 細 胞 周 期 を 介 し て 細 胞 の 進 行 を 調 節 す
る STKで あ る 。 細 胞 は 、 サ イ ク リ ン と 呼 ば れ る 活 性 化 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 合 成 お よ び
分 解 に よ る 調 節 に よ り 、 有 糸 分 裂 に 入 っ た り 有 糸 分 裂 か ら 出 た り す る 。 小 さ な 調 節 タ ン パ
ク 質 で あ る サ イ ク リ ン は CDKに 結 合 し て そ の CDKを 活 性 化 さ せ る 。  そ れ に よ っ て 、 有 糸 分
裂 プ ロ セ ス に 関 与 す る 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 が リ ン 酸 化 さ れ 活 性 化 さ れ る 。 CDKは 、 活 性
化 す る た め に 多 数 の 入 力 が 必 要 で あ る と い う 点 で ユ ニ ー ク で あ る 。 サ イ ク リ ン の 結 合 に 加
え て 、 CDKの 活 性 化 に は 、 CDKに お け る 特 定 の ト レ オ ニ ン 残 基 の リ ン 酸 化 お よ び 特 定 の チ ロ
シ ン 残 基 の 脱 リ ン 酸 化 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
NIMA（ 有 糸 分 裂 に 決 し て 入 ら な い ） 関 連 キ ナ ー ゼ （ Neks） は 細 胞 周 期 に 関 連 す る STKの 別
の フ ァ ミ リ ー で あ る 。 CDKお よ び Nekの 両 方 は 、 動 物 細 胞 に お け る 複 製 、 成 熟 、 微 小 管 形 成
中 心 で あ る 中 心 体 の 分 離 に 関 与 す る （ Fry, A. M.他 (1998) EMBO J. 17:470-481） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】

細 胞 分 化 の プ ロ セ ス で は 、 細 胞 周 期 移 行 の 順 番 お よ び タ イ ミ ン グ は 細 胞 周 期 チ ェ ッ ク ポ イ
ン ト の 制 御 下 に あ る 。 こ の 細 胞 周 期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト は 、 DNA複 製 お よ び 染 色 体 分 離 な ど
の 重 要 な プ ロ セ ス が 正 確 に 実 行 さ れ る よ う に す る 。 例 え ば 放 射 線 な ど に よ っ て DNAが 損 傷
を 受 け た 場 合 、 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト 経 路 が 活 性 化 さ れ 、 修 復 の 時 間 を 与 え る べ く 細 胞 周 期 が
停 止 さ れ る 。 損 傷 が 大 き い 場 合 に は 、 ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る 。 こ の よ う な チ ェ ッ ク ポ
イ ン ト が 存 在 し な い と 、 損 傷 し た DNAが 異 常 な 細 胞 に 受 け 継 が れ 、 癌 な ど の 増 殖 異 常 が 引
き 起 こ さ れ 得 る 。 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ は 、 こ の プ ロ セ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 例
え ば 、 特 定 の キ ナ ー ゼ す な わ ち チ ェ ッ ク ポ イ ン ト キ ナ ー ゼ 1（ Chk1） が 酵 母 お よ び 哺 乳 動
物 で 同 定 さ れ た 。  こ の Chk1は 、 酵 母 に お け る DNA損 傷 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 Chk1が 活 性
化 さ れ る と 、 G2／ M移 行 に お い て 細 胞 が 停 止 す る （ Sanchez, Y.他 (1997) Science 277:149
7-1501） 。 具 体 的 に は 、 Chk1が 細 胞 分 裂 サ イ ク ル ホ ス フ ァ タ ー ゼ CDC25を リ ン 酸 化 し 、 そ
れ に よ っ て サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ Cdc2を 脱 リ ン 酸 化 し て 活 性 化 す る CDC25の 正 常 な 機
能 が 阻 害 さ れ る 。 Cdc2の 活 性 化 に よ っ て 細 胞 が 有 糸 分 裂 に 入 る の が 調 節 さ れ る （ Peng, C-
Y他 (1997) Science 277:1501-1505） 。 従 っ て 、 Chk1の 活 性 化 に よ っ て 、 損 傷 し た 細 胞 が
有 糸 分 裂 に 入 る の が 阻 止 さ れ る 。 Chk1の よ う な チ ェ ッ ク ポ イ ン ト キ ナ ー ゼ の 欠 損 に よ っ て
も 、 G2/Mの よ う な 他 の チ ェ ッ ク ポ イ ン ト に お い て DNAが 損 傷 し た 細 胞 が 停 止 で き な い こ と
に よ り 癌 が 引 き 起 こ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】

細 胞 増 殖 関 連 キ ナ ー ゼ は 、 ヒ ト 巨 核 球 細 胞 に お け る 細 胞 周 期 お よ び 細 胞 増 殖 の 調 節 に 関 与
す る 血 清 ／ サ イ ト カ イ ン 誘 導 性 STKで あ る （ Li, B.他 (1996) J. Biol. Chem. 271:19402-1
9408） 。 増 殖 関 連 キ ナ ー ゼ は 、 細 胞 分 裂 に 関 与 す る STKの polo（ polo遺
伝 子 に 由 来 す る ） フ ァ ミ リ ー に 関 連 す る 。 増 殖 関 連 キ ナ ー ゼ は 肺 腫 瘍 組 織 に お い て ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン で あ る と 思 わ れ る 。  プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン が 正 常
な 組 織 に お い て 制 御 を 受 け な い で 発 現 す る と 、 正 常 な 組 織 が 癌 化 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

あ る リ ガ ン ド 活 性 化 STKプ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ は 、 5'-AMP-活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ （ AMPK
） で あ る （ Gao, G.他 (1996) J. Biol Chem. 271:8675-8681） 。 哺 乳 動 物 AMPKは 、 酵 素 で
あ る ア セ チ ル -CoAカ ル ボ キ シ ラ ー ゼ お よ び ヒ ド ロ キ シ メ チ ル グ ル タ リ ル -CoAレ ダ ク タ ー ゼ
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の リ ン 酸 化 に よ る 脂 肪 酸 お よ び ス テ ロ ー ル の 合 成 の 調 節 因 子 で あ っ て 、 熱 シ ョ ッ ク や グ ル
コ ー ス お よ び ATPの 枯 渇 な ど の 細 胞 内 ス ト レ ス に 対 す る こ れ ら の 経 路 の 応 答 を 仲 介 す る 。 A
MPKは 、 触 媒 α サ ブ ユ ニ ッ ト と 、 こ の α サ ブ ユ ニ ッ ト の 活 性 を 調 節 す る と 考 え ら れ て い る
２ つ の 非 触 媒 β サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び γ サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ヘ テ ロ 三 量 体 複 合 体 で あ る 。
AMPKの サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 脳 、 心 臓 、 脾 臓 、 お よ び 肺 な ど の 非 脂 肪 性 組 織 に お い て 予 想 以 上
に 広 く 分 布 し て い る 。 こ の 分 布 か ら 脂 質 の 代 謝 の 調 節 以 外 に も あ る 役 割 を 果 た し て い る と
考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

ア ポ ト ー シ ス は 、 細 胞 死 を 導 く 高 度 に 制 御 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 経 路 で あ っ て 、 組 織 の 発 達
お よ び 恒 常 性 に 極 め て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 こ の プ ロ セ ス の 調 節 不 全 は 、 自 己 免 疫
疾 患 、 神 経 変 性 疾 患 、 お よ び 癌 を 含 む 様 々 な 疾 患 の 病 原 に 関 連 す る 。 様 々 な STKが こ の プ
ロ セ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 ZIPキ ナ ー ゼ は 、 N末 端 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン
に 加 え て C末 端 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ ン を 含 む STKで あ る 。 こ の C末 端 ド メ イ ン は 、 ホ モ
二 量 体 化 お よ び キ ナ ー ゼ の 活 性 化 、 な ら び に 転 写 因 子 の サ イ ク リ ッ ク AMP応 答 性 エ レ メ ン
ト 結 合 タ ン パ ク 質 （ ATF/CREB） フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 活 性 化 転 写 因 子 ATF4な ど の 転
写 因 子 と の 相 互 作 用 を 仲 介 す る （ Sanjo, H.他  (1998) J. Biol. Chem, 273:29066-29071
） 。 DRAK1お よ び DRAK2は 、 死 関 連 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ （ DAPキ ナ ー ゼ ） と 相 同 性 を 共 有 す
る STKで あ っ て 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス に お い て 機 能 す る こ と が 知 ら れ
て い る （ Sanjo他  前 出 ） 。 ZIPキ ナ ー ゼ と 同 様 に 、 DAPキ ナ ー ゼ も 、 N末 端 キ ナ ー ゼ ド メ イ
ン に 加 え て ア ン キ リ ン リ ピ ー ト 型 の C末 端 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 ド メ イ ン を 含
む 。 ZIP、 DAP、 お よ び DRAKキ ナ ー ゼ は 、 NIH3T3細 胞 に 形 質 転 換 さ れ る と ア ポ ト ー シ ス に 関
連 す る 形 態 変 化 を 誘 導 す る （ Sanjo 他 ， 前 出 ） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の N
末 端 キ ナ ー ゼ 触 媒 ド メ イ ン か 或 い は C末 端 ド メ イ ン の い ず れ か が 欠 失 す る と 、 ア ポ ト ー シ
ス 活 性 が な く な る 。  こ の こ と か ら 、 キ ナ ー ゼ 活 性 に 加 え て C末 端 ド メ イ ン に お け る 活 性 も
、 ア ポ ト ー シ ス に 必 要 で あ り 、 調 節 因 子 ま た は 特 定 の 基 質 と 相 互 作 用 す る ド メ イ ン の 可 能
性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
RICKは 、 死 受 容 体 CD95を 含 む 特 定 の ア ポ ト ー シ ス 経 路 を 仲 介 す る と し て 近 年 同 定 さ れ た 別
の STKで あ る （ Inohara, N.他 (1998) J. Biol. Chem. 273:12296-12300） 。 CD95は 腫 瘍 壊
死 因 子 受 容 体 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ っ て 、 免 疫 系 の 調 節 お よ び 恒 常 性 に お い
て 重 要 な 役 割 を 果 た す （ Nagata, S. (1997) Cell 88:355-365） 。 CD95受 容 体 シ グ ナ ル 伝
達 経 路 は 、 様 々 な 細 胞 内 分 子 の 受 容 体 複 合 体 へ の 補 充 、 お よ び そ れ に 続 く リ ガ ン ド 結 合 を
伴 う 。 こ の プ ロ セ ス は 、 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ カ ス パ ー ゼ -8の 補 充 を 伴 い 、 そ れ に よ っ
て カ ス パ ー ゼ カ ス ケ ー ド が 活 性 化 さ れ 細 胞 死 が 起 こ る 。 RICKは 、 カ ス パ ー ゼ 様 ド メ イ ン と
相 互 作 用 す る C末 端 「 カ ス パ ー ゼ 動 員 」 ド メ イ ン お よ び N末 端 キ ナ ー ゼ 触 媒 ド メ イ ン と か ら
な る 。  こ の こ と か ら 、 RICKが カ ス パ ー ゼ -8の 動 員 に お い て あ る 役 割 を 果 た し て い る と 思
わ れ る 。  こ の 解 釈 は 、 ヒ ト 293T細 胞 に お け る RICKの 発 現 が カ ス パ ー ゼ -8の 活 性 化 を 促 進
し 、 CD95ア ポ ト ー シ ス 経 路 に 関 与 す る 様 々 な タ ン パ ク 質 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 を 増 強
す る と い う 事 実 に よ っ て 補 強 さ れ る （ Inohara他  前 出 ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】

原 核 生 物 ヒ ス チ ジ ン プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に 対 す る 配 列 に よ っ て 関 連 す る 真 核 生 物 キ ナ ー ゼ
の 新 規 の ク ラ ス で あ る ミ ト コ ン ド リ ア プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ （ MPK） は 、 他 の 真 核 生 物 プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ と は 配 列 類 似 性 を 有 し て い な い よ う で あ る 。 こ れ ら の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
は 、 ミ ト コ ン ド リ ア マ ト リ ッ ク ス 空 間 の み に 存 在 し 、 原 始 的 真 核 細 胞 に よ っ て エ ン ド サ イ
ト ー シ ス に よ っ て 取 り 込 ま れ た 呼 吸 依 存 性 細 菌 に 存 在 し た 遺 伝 子 が 進 化 し た も の と 思 わ れ
る 。 MPKは 、 分 岐 鎖 α ケ ト 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ お よ び ピ ル ビ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 複 合 体
の リ ン 酸 化 お よ び 不 活 化 に 関 係 す る （ Harris, R. A.他  (1995) Adv. Enzyme Regul. 34:1
47-162） 。 ５ つ の MPKが 同 定 さ れ た 。 ４ つ の メ ン バ ー は ピ ル ビ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ イ ソ
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酵 素 に 対 応 し 、 解 糖 と ク エ ン 酸 回 路 と の 中 間 に お い て 重 要 な 調 節 酵 素 で あ る ピ ル ビ ン 酸 デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 複 合 体 の 活 性 を 調 節 す る 。 ５ 番 目 の メ ン バ ー は 分 岐 鎖 α ケ ト 酸 デ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ に 対 応 し 、 分 岐 鎖 ア ミ ノ 酸 の 除 去 の た め の 経 路 の 調 節 に 重 要 で あ る (Harri
s, R.A.他  (1997) Adv. Enzyme Regul. 37:271-293)。 飢 餓 状 態 お よ び 糖 尿 病 状 態 に お い
て 、 ラ ッ ト の 肝 臓 、 心 臓 お よ び 筋 肉 に お け る ピ ル ビ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ の 活 性
が 著 し く 上 昇 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の 活 性 の 上 昇 が 、 両 方 の 病 態 に お け る ピ ル ビ ン
酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 複 合 体 の リ ン 酸 化 お よ び 不 活 化 、 並 び に 糖 新 生 の た め の ピ ル ビ ン 酸 お
よ び 乳 酸 の 保 存 に 貢 献 す る （ Harris他  前 出 ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】

脂 質 キ ナ ー ゼ は 、 脂 質 ヘ ッ ド グ ル ー プ の ヒ ド ロ キ シ ル 残 基 を リ ン 酸 化 す る 。 ホ ス フ ァ チ ジ
ル イ ノ シ ト ー ル （ PI） の リ ン 酸 化 に 関 与 す る キ ナ ー ゼ の フ ァ ミ リ ー が 記 載 さ れ て お り 、 そ
れ ぞ れ の メ ン バ ー が イ ノ シ ト ー ル 環 の 特 定 の 炭 素 を リ ン 酸 化 す る （ Leevers, S.他 (1999) 
Curr. Opin. Cell. Biol. 11:219-225） 。 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の リ ン 酸 化 は 、 プ
ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Cシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 活 性 化 に 関 与 す る 。 イ ノ シ ト ー ル ホ ス ホ リ ピ ッ ド
（ ホ ス ホ イ ノ シ チ ド ） 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は 、 細 胞 膜 に お い て シ グ ナ ル 伝 達 分 子 が G
タ ン パ ク 質 結 合 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ っ て 始 ま る 。 こ れ に よ っ て 、 イ ノ シ ト ー ル キ ナ
ー ゼ に よ る 細 胞 膜 の 内 側 の ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ PI） 残 基 の リ ン 酸 化 が 起 こ り 、
そ れ に よ っ て PI残 基 が 二 リ ン 酸 状 態 （ PIP２ ） に 変 換 さ れ る 。 次 に PIP２ が イ ノ シ ト ー ル 三
リ ン 酸 （ IP３ ） お よ び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル に 切 断 さ れ る 。 こ れ ら の ２ つ の 生 成 物 は 、 シ
グ ナ ル 伝 達 経 路 を 分 け る た め の メ デ ィ エ ー タ ー と し て 作 用 す る 。 こ れ ら の 経 路 に よ っ て 仲
介 さ れ る 細 胞 応 答 に は 、 バ ソ プ レ ッ シ ン に 応 答 す る 肝 臓 に お け る グ リ コ ー ゲ ン 分 解 、 ア セ
チ ル コ リ ン に 応 答 す る 平 滑 筋 の 収 縮 、 お よ び ト ロ ン ビ ン 誘 導 性 血 小 板 凝 集 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
PIお よ び そ の 誘 導 体 の D3部 位 を リ ン 酸 化 す る PI3-キ ナ ー ゼ （ PI3K） は 、 細 胞 増 殖 、 分 化 、
お よ び 代 謝 に 関 与 す る 成 長 因 子 シ グ ナ ル カ ス ケ ー ド に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 PI3Kは
、 ア ダ プ タ ー サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ヘ テ ロ 二 量 体 で あ る 。 こ の ア
ダ プ タ ー サ ブ ユ ニ ッ ト は 足 場 タ ン パ ク 質 と し て 作 用 し 、 特 定 の チ ロ シ ン － リ ン 酸 化 タ ン パ
ク 質 、 脂 質 成 分 、 お よ び そ の 他 の 細 胞 質 因 子 と 相 互 作 用 す る 。 ア ダ プ タ ー サ ブ ユ ニ ッ ト が
イ ン ス リ ン 応 答 性 基 質 （ IRS） -1な ど の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 標 的 と 結 合 す る と 、 触 媒 サ ブ ユ
ニ ッ ト が 活 性 化 さ れ 、 PI (4, 5) 二 リ ン 酸  (PIP 2 )を PI (3, 4, 5) P 3  (PIP 3 )に 変 換 す る
。 次 に PIP３ が 、 PKA、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ B（ PKB） 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C（ PKC） 、 グ リ
コ ー ゲ ン シ ン タ ー ゼ キ ナ ー ゼ （ GSK） -3、 お よ び P70リ ボ ソ ー ム s6キ ナ ー ゼ を 含 む そ の 他 の
幾 つ か の タ ン パ ク 質 を 活 性 化 す る 。 PI3Kも ま た 、 細 胞 骨 格 形 成 タ ン パ ク 質 で あ る Rac、 rho
お よ び cdc42と 直 接 相 互 作 用 す る （ Shepherd, P. R.他  (1998) Biochem. J. 333:471-490
） 。 obeseマ ウ ス お よ び fatマ ウ ス な ど の 糖 尿 病 動 物 モ デ ル は 、 PI3kア ダ プ タ ー サ ブ ユ ニ ッ
ト の レ ベ ル が 変 更 さ れ て い る 。 ア ダ プ タ ー サ ブ ユ ニ ッ ト に お け る 特 定 の 変 異 が 、 イ ン ス リ
ン 抵 抗 性 の デ ン マ ー ク 人 集 団 に 見 ら れ る こ と か ら 、 PI3Kが ２ 型 糖 尿 病 に お い て あ る 役 割 を
果 た し て い る と 思 わ れ る （ Shepherd、 前 出 ） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
脂 質 キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 活 性 の 例 は 、 D-エ リ ト ロ -ス フ ィ ン ゴ シ ン の ス フ ィ ン ゴ 脂 質 代 謝 産
物 で あ る ス フ ィ ン ゴ シ ン -1-リ ン 酸 (SPP)へ の リ ン 酸 化 で あ る 。 SPPは 、 細 胞 外 作 用 お よ び
細 胞 内 作 用 の 両 方 を 持 つ 新 規 の 脂 質 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー で あ る こ と が 分 か っ た （ Koha
ma, T.他 (1998) J. Biol. Chem. 273:23722-23728） 。 細 胞 外 で は 、 SPPは Gタ ン パ ク 質 結
合 受 容 体 EDG-1（ 内 皮 由 来 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 ） の リ ガ ン ド で あ る 。 細 胞 内 で は 、 SPP
は 、 細 胞 の 成 長 、 生 存 、 運 動 性 、 お よ び 細 胞 骨 格 の 変 化 を 調 節 す る 。 SPPの レ ベ ル は 、 D-
エ リ ト ロ -ス フ ィ ン ゴ シ ン を 特 異 的 に リ ン 酸 化 し て SPPに す る ス フ ィ ン ゴ シ ン キ ナ ー ゼ に よ
っ て 調 節 さ れ る 。 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 に お け る ス フ ィ ン ゴ シ ン キ ナ ー ゼ の 重 要 性 は 、 血 小 板
由 来 成 長 因 子 （ PDGF） 、 神 経 成 長 因 子 、 お よ び プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ の 活 性 化 を 含 む 様 々
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な 刺 激 が 、 ス フ ィ ン ゴ シ ン キ ナ ー ゼ の 活 性 化 に よ り SPPの 細 胞 内 レ ベ ル を 上 昇 さ せ る と い
う 事 実 、 お よ び 酵 素 の 競 合 阻 害 剤 が PDGFに よ っ て 誘 導 さ れ た 細 胞 増 殖 を 選 択 的 に 阻 害 す る
と い う 事 実 か ら 証 明 さ れ た （ Kohama他 前 出 ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】

プ リ ン ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ で あ る ア デ ニ ル 酸 キ ナ ー ゼ （ ATP： AMPホ ス ホ ト ラ ン ズ フ ェ ラ
ー ゼ 、 も し く は AdK） お よ び グ ア ニ ル 酸 キ ナ ー ゼ （ ATP： GMPホ ス ホ ト ラ ン ズ フ ェ ラ ー ゼ 、
も し く は GuK） が 、 ヌ ク レ オ チ ド 代 謝 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 ATPお よ び GTPの 合 成
お よ び 細 胞 内 レ ベ ル の 調 節 の そ れ ぞ れ に お い て 重 要 で あ る 。 こ れ ら の ２ つ の 分 子 は 、 成 長
し て い る 細 胞 に お け る DNA合 成 お よ び RNA合 成 の 前 駆 物 質 で あ っ て 、 細 胞 に お け る 主 な 生 化
学 エ ネ ル ギ ー の 主 な 供 給 源 （ ATP） で あ り 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 （ GTP） を 提 供 す る 。 こ れ ら
の ２ つ の 分 子 の 合 成 に お け る 様 々 な ス テ ッ プ を 妨 げ る こ と が 、 癌 お よ び 抗 ウ イ ル ス 治 療 の
た め の 多 く の 抗 増 殖 剤 の 原 理 で あ る （ Pillwein, K. 他 ， (1990) Cancer Res. 50:1576-15
79） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
AdKは ほ と ん ど の 細 胞 型 に 見 ら れ 、 高 い 速 度 で ATPを 合 成 す る 骨 格 筋 な ど の 細 胞 に 特 に 多 く
存 在 す る 。 こ れ ら の 細 胞 に お い て 、 AdKは 、 細 胞 レ ベ ル 下 構 造 で あ る ミ ト コ ン ド リ ア お よ
び 筋 原 繊 維 と 物 理 的 に 関 連 す る 。 ミ ト コ ン ド リ ア は エ ネ ル ギ ー を 生 産 し 、 筋 原 繊 維 は そ の
エ ネ ル ギ ー を 利 用 す る 。 近 年 の 研 究 に よ り 、 ATPを 生 成 す る 代 謝 プ ロ セ ス か ら ATPを 消 費 す
る 細 胞 成 分 へ の 高 エ ネ ル ギ ー の ホ ス ホ リ ル の 転 移 に お い て AdKが 重 要 な 役 割 を 果 た し て い
る こ と が 実 証 さ れ た （ Zeleznikar, R. J.他  (1995) J. Biol. Chem. 270:7311-7319） 。
従 っ て 、 AdKは 、 細 胞 、 特 に 癌 細 胞 な ど の 増 殖 や 代 謝 速 度 が 速 い 細 胞 に お け る エ ネ ル ギ ー
生 産 の 維 持 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 演 じ る と 考 え ら れ 、 あ る 種 の 癌 の 治 療 の た め に そ の 活
性 を 阻 害 す る た め の 候 補 を 提 供 し 得 る 。 別 法 で は 、 AdK活 性 の 低 下 が 、 心 不 全 や 呼 吸 器 不
全 を 引 き 起 こ す 様 々 な 代 謝 筋 エ ネ ル ギ ー 疾 患 の 原 因 と 考 え ら れ 、 AdKの 活 性 を 上 昇 さ せ て
治 療 で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
RNAお よ び DNA合 成 の た め の GTPの 合 成 に お け る 重 要 な ス テ ッ プ を 提 供 す る の に 加 え て 、 GuK
は ま た 、 GDPお よ び GTPの 調 節 に よ っ て 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た
す 。 具 体 的 に は 、 膜 関 連 Gタ ン パ ク 質 に 結 合 す る GTPは 細 胞 受 容 体 の 活 性 化 を 仲 介 し 、 ア デ
ニ ル シ ク ラ ー ゼ が 細 胞 内 で 活 性 化 さ れ 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー で あ る サ イ ク リ ッ ク AMP
が 生 産 さ れ る 。  Gタ ン パ ク 質 に 結 合 す る GDPは こ れ ら の プ ロ セ ス を 阻 害 す る 。 ま た 、 GDPお
よ び GTPの レ ベ ル に よ っ て 、 細 胞 増 殖 の 調 節 お よ び 発 癌 に 関 与 す る と し て 知 ら れ る p21 r a s

な ど の あ る 種 の 腫 瘍 タ ン パ ク 質 の 活 性 が 調 節 さ れ る （ Bos, J. L. (1989) Cancer Res. 49
:4682-4689） 。 GuKの 抑 制 に よ っ て 起 こ る GDPに 対 す る GTPの 比 率 が 高 い と 、 p21 r a s が 活 性
化 さ れ 発 癌 が 促 進 さ れ る 。 GDPの レ ベ ル を 上 昇 さ せ GDPに 対 す る GTPの レ ベ ル を 低 下 さ せ る
た め に GuKの 活 性 を 高 め る こ と が 、 発 癌 を 抑 制 す る 治 療 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
GuKは 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 感 染 の 治 療 に 有 用 な あ る 種 の 抗 ウ イ ル ス 剤 の リ ン 酸 化 お よ び 活
性 化 に お け る 重 要 な 酵 素 で あ る 。 こ れ ら の 薬 剤 に は 、 グ ア ニ ン 相 同 体 ア シ ク ロ ビ ル お よ び
buciclovirが 含 ま れ る （ Miller, W. H.及 び Miller R. L. (1980) J. Biol. Chem. 255:72
04-7207、 Stenberg, K.他  (1986) J. Biol. Chem. 261:2134-2139） 。 感 染 細 胞 に お い て G
uKの 活 性 を 高 め る こ と が 、 こ れ ら の 薬 剤 の 効 果 を 促 進 さ せ る 治 療 方 法 と な り 得 る た め 、 薬
剤 の 服 用 を 減 ら す こ と が 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

ピ リ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ は 、 デ オ キ シ チ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 お よ び チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ １ お よ び ２ を
含 む 。 デ オ キ シ チ ジ ン キ ナ ー ゼ は 核 に 存 在 し 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ １ お よ び ２ は 細 胞 質 に 見
ら れ る （ Johansson, M.他 (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 94:11941-11945） 。
ピ リ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ に よ る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド の リ ン 酸 化 に よ っ て 、 DNA前 駆 物 質
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の 合 成 の た め の 代 替 の 経 路 が 提 供 さ れ る 。 リ ン 酸 化 に お け る ピ リ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ
の 役 割 は プ リ ン キ ナ ー ゼ と 同 様 に 、 化 学 療 法 に 重 要 な 幾 つ か の ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 の 活 性
化 に 重 要 で あ る （ Arner E. S.お よ び Eriksson, S. (1995) Pharmacol. Ther. 67:155-186
） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

一 般 的 に 、 プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 ホ ス ホ ア ミ ノ 酸 基 質 選 択 性 に 基 づ い て 、 セ リ ン
／ ト レ オ ニ ン 特 異 性 ま た は チ ロ シ ン 特 異 性 の い ず れ か に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 し か し な
が ら 、 或 る 種 の ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ DSP： 二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） は 、 リ ン 酸 化 し た チ
ロ シ ン 、 セ リ ン 、 ま た は ト レ オ ニ ン 残 基 に 作 用 し 得 る 。 プ ロ テ イ ン セ リ ン ／ ト レ オ ニ ン ホ
ス フ ァ タ ー ゼ (PSP)は 、 細 胞 内 で の 多 く の cAMP仲 介 性 ホ ル モ ン 応 答 の 重 要 な 制 御 因 子 で あ
る 。 プ ロ テ イ ン チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ (PTP)は 、 細 胞 周 期 お よ び 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 プ
ロ セ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 別 の フ ァ ミ リ ー の ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 酸 性 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 ま た は ヒ ス チ ジ ン 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ HAP） フ ァ ミ リ ー で 、 そ の メ ン バ ー は 酸
性 の ｐ H条 件 下 で リ ン 酸 エ ス テ ル を 加 水 分 解 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
PSPは サ イ ト ゾ ル 、 核 、 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア に 見 ら れ 、 多 く の 組 織 、 特 に 脳 に お い て 細
胞 骨 格 お よ び 膜 構 造 に 結 合 し て い る 。 或 る 種 の PSPは 、 活 性 の た め に Ca 2 + ま た は Mn 2 + な ど
の ２ 価 の 陽 イ オ ン を 必 要 と す る 。 PSPは 、 糖 代 謝 、 筋 収 縮 、 蛋 白 合 成 、 T細 胞 機 能 、 神 経 作
用 、 卵 母 細 胞 成 熟 、 お よ び 肝 代 謝 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す （ Cohen, P. (1989) Annu.
 Rev. Biochem. 58:453-508の 概 説 を 参 照 ） 。 PSPは ２ つ の ク ラ ス に 分 類 す る こ と が で き る
。 PPPク ラ ス に は 、 PP1、 PP2A、 PP2B/カ ル シ ニ ュ リ ン 、 PP4、 PP5、 PP6、 お よ び PP7が 含 ま
れ る 。 こ の ク ラ ス の メ ン バ ー は 、 高 度 に 保 存 さ れ た シ グ ネ チ ャ 配 列 を 有 す る 相 同 な 触 媒 サ
ブ ユ ニ ッ ト に 、 １ つ 以 上 の 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト が 組 み 合 わ さ っ て 構 成 さ れ て い る (PROSITE P
DOC00115)。 更 に 、 足 場 分 子 お よ び 固 着 分 子 と の 相 互 作 用 に よ っ て 、 PSPの 細 胞 内 局 在 性 お
よ び 基 質 特 異 性 が 決 定 さ れ る 。 PPMク ラ ス は 、 PP2Cに 密 接 に 関 連 し た 幾 つ か の ア イ ソ フ ォ
ー ム か ら 成 り 、 PPPク ラ ス に と は 進 化 的 な 関 連 性 が 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
PP1は 、 サ イ ク リ ッ ク AMP依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ (PKA)に よ っ て リ ン 酸 化 し た 多 く の タ
ン パ ク 質 を 脱 リ ン 酸 化 し 、 細 胞 に お け る 多 く の cAMP仲 介 性 ホ ル モ ン 応 答 の 重 要 な 制 御 因 子
で あ る 。 幾 つ か の ア イ ソ フ ォ ー ム が 同 定 さ れ て い る が 、 α 型 お よ び β 型 は 同 じ 遺 伝 子 の 選
択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 生 成 さ れ る 。 PP1に 関 し て 、 遍 在 性 の 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び
組 織 特 異 的 標 的 タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ た 。 脳 に お い て 、 ド ー パ ミ ン お よ び 32kDaの ア デ ノ
シ ン 3'、 5'-一 リ ン 酸 調 節 性 ホ ス ホ プ ロ テ イ ン (DARPP-32)に よ る PP1活 性 化 の 阻 害 が 、 新 線
条 体 ニ ュ ー ロ ン に お け る 正 常 な ド ー パ ミ ン 応 答 に 必 要 で あ る （ Price, N. E.及 び M. C. Mu
mby (1999) Curr. Op. Neurobiol. 9:336-342の 概 説 を 参 照 ） 。 PP1お よ び PP2Aが 微 少 血 管
内 皮 細 胞 の 細 胞 運 動 を 制 限 す る こ と が 分 か っ て お り 、 脈 管 形 成 の 阻 害 に PSPが あ る 役 割 を
果 た し て い る と 思 わ れ る （ Gabel, S.他 (1999) Otolaryngol. Head Neck Surg. 121:463-4
68） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
PP2Aは 、 主 な セ リ ン ／ ト レ オ ニ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 。 コ ア PP2A酵 素 は 、 更 な る 調 節 サ
ブ ユ ニ ッ ト （ B） を 動 員 す る 65 kDaの 足 場 サ ブ ユ ニ ッ ト A） と 結 合 し た １ つ の 36 kDaの 触 媒
サ ブ ユ ニ ッ ト （ C） か ら 成 る 。 Bサ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ３ つ の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー （ PR55
、 PR61、 お よ び PR72） が 知 ら れ て お り 、 そ の そ れ ぞ れ が 複 数 の ア イ ソ フ ォ ー ム を 含 み 、 更
な る フ ァ ミ リ ー が 存 在 し 得 る （ Millward, T. A.他 (1999) Trends Biosci. 24:186-191）
。 こ れ ら の 「 B型 」 サ ブ ユ ニ ッ ト は 細 胞 型 特 異 的 お よ び 組 織 特 異 的 で あ っ て 、 基 質 特 異 性
、 酵 素 活 性 、 お よ び ホ ロ 酵 素 の 細 胞 内 局 在 性 を 決 定 す る 。 PR55フ ァ ミ リ ー は 高 度 に 保 存 さ
れ て い て 、 保 存 さ れ た モ チ ー フ を 有 す る （ PROSITE PDOC00785） 。 PR55に よ っ て 、 マ イ ト
ジ ェ ン 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ (MAPK)お よ び MAPKキ ナ ー ゼ (MEK)に 対 す る PP2A活 性 が 上
昇 す る 。 PP2Aは 、 MAPK活 性 化 部 位 を 脱 リ ン 酸 化 し 、 細 胞 の 有 糸 分 裂 へ の 移 行 を 阻 害 す る 。
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CKIIキ ナ ー ゼ 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス の 中 型 Ｔ 抗 原 お よ び 小 型 T抗 原 、 お
よ び SV40小 型 t抗 原 を 含 む 幾 つ か の タ ン パ ク 質 が 、 PP2Aの コ ア 酵 素 結 合 に つ い て PR55と 競
合 し 得 る 。 ウ イ ル ス は こ の メ カ ニ ズ ム を 利 用 し て PP2A活 性 を 徴 用 し 、 細 胞 の 細 胞 周 期 進 行
を 刺 激 す る （ Pallas, D. C.他 (1992) J. Virol. 66:886-893） 。 MAPキ ナ ー ゼ の 発 現 の 変
化 は ま た 、 癌 、 炎 症 疾 患 、 免 疫 系 疾 患 、 お よ び 成 長 お よ び 発 達 に 影 響 を 与 え る 疾 患 を 含 む
様 々 な 症 状 に 関 与 す る と 考 え ら れ て い る 。 実 際 、 PP2Aは で 30種 以 上 の プ ロ テ イ ン
キ ナ ー ゼ を 脱 リ ン 酸 化 し て そ の 活 性 を 調 節 す る 。  ま た 、 そ の 他 の 研 究 結 果 か ら 、 PKB、 PK
C、 カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ 、 ERKフ ァ ミ リ ー MAPキ ナ ー ゼ 、 サ イ ク リ ン 依 存 性 キ ナ
ー ゼ 、 お よ び Iκ Bキ ナ ー ゼ な ど の キ ナ ー ゼ に つ い て も で 同 様 の 結 果 が 得 ら れ る こ
と が 示 さ れ た （ 前 出 の Millward他 に 概 説 ） 。 PP2A自 体 が 、 CKIキ ナ ー ゼ お よ び CKIIキ ナ ー
ゼ の 基 質 で あ り 、 ポ リ カ チ オ ン 巨 大 分 子 に よ っ て 刺 激 さ れ 得 る 。 PP2A様 ホ ス フ ァ タ ー ゼ は
、 哺 乳 動 物 サ イ ク リ ン Aお よ び Bの G1期 破 壊 を 維 持 す る た め に 必 要 で あ る （ Bastians, H.他
(1999) Mol. Biol. Cell 10:3927-3941） 。 PP2Aは 脳 に お い て 主 に 作 用 し 、 神 経 フ ィ ラ メ
ン ト の 安 定 性 お よ び 正 常 な 神 経 機 能 の 調 節 、 特 に 微 少 管 結 合 タ ン パ ク 質 tauの リ ン 酸 化 に
関 係 す る と 考 え ら れ る 。 tauの 過 剰 な リ ン 酸 化 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 見 ら れ る 神 経 変 性 を
引 き 起 こ す と 提 案 さ れ た （ 前 出 の Price お よ び Mumbyの 概 説 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
PP2Bす な わ ち カ ル シ ニ ュ リ ン は 、 Ca 2 + 活 性 化 二 量 体 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ っ て 、 特 に 脳 に 多
量 に 存 在 す る 。 PP2Bは 、 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 成 り 、 カ ル シ ウ ム
／ カ ル モ ジ ュ リ ン 複 合 体 の 結 合 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 カ ル シ ニ ュ リ ン は 、 免 疫 抑 制 薬 シ
ク ロ ス ポ リ ン お よ び FK506の 標 的 で あ る 。 そ の 他 の 細 胞 因 子 と 共 に こ れ ら の 薬 剤 は 、 カ ル
シ ニ ュ リ ン と 相 互 作 用 し て ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る 。 T細 胞 で は 、 こ の 作 用 に よ っ
て 、 転 写 因 子 の NF-ATフ ァ ミ リ ー の カ ル シ ウ ム 依 存 性 活 性 化 が 阻 害 さ れ 、 免 疫 抑 制 が 起 こ
る 。 こ の フ ァ ミ リ ー は 広 く 分 布 し 、 カ ル シ ニ ュ リ ン が そ の 他 の 組 織 に お い て も 遺 伝 子 の 発
現 を 調 節 す る 可 能 性 が 高 い 。 ニ ュ ー ロ ン で は 、 カ ル シ ニ ュ リ ン は 、 神 経 伝 達 物 質 放 出 の 阻
害 か ら 後 シ ナ プ ス NMDA受 容 体 結 合 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 脱 感 作 、 お よ び 長 期 の 記 憶 に 至 る
ま で の 機 能 を 調 節 す る （ Priceお よ び Mumby, 前 出 ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
PPPク ラ ス の そ の 他 の メ ン バ ー が 近 年 同 定 さ れ た （ Cohen, P. T. (1997) Trends Biochem.
 Sci 22:245-25） 。 そ の １ つ で あ る PP5は 、 テ ト ラ ト リ コ ペ プ チ ド  リ ピ ー ト を 有 す る 調 節
ド メ イ ン を 含 む 。 PP5は 、 で 陰 イ オ ン 性 リ ン 脂 質 お よ び 多 価 不 飽 和 脂 肪 酸 に よ っ
て 活 性 化 さ れ 、 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド ま た は ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン に よ っ て 調 節 さ
れ る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 含 む 幾 つ か の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る と 思 わ れ る （ Andreeva
, A. V.お よ び M. A. Kutuzov (1999) Cell Signal. 11:555-562の 概 説 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
PP2Cは 、 広 い 基 質 特 異 性 を 有 す る 最 大 42 kDaの 単 量 体 で あ っ て 、 そ の 活 性 が 二 価 の 陽 イ オ
ン （ 主 に Mn 2 + ま た は Mg 2 + ） に 依 存 す る 。 PP2Cタ ン パ ク 質 は 、 陽 イ オ ン 結 合 に 関 係 す る ア ス
パ ラ ギ ン 酸 残 基 を 含 む 不 変 な DGHモ チ ー フ を 有 す る 保 存 さ れ た N末 端 領 域 を 共 有 す る （ PROS
ITE PDOC00792） 。 標 的 タ ン パ ク 質 と PP2Cの 作 用 を 調 節 す る メ カ ニ ズ ム は 、 同 定 さ れ て い
な い 。 PP2Cは 、 ス ト レ ス 応 答 性 p38お よ び Junキ ナ ー ゼ (JNK)経 路 を 阻 害 す る こ と が 分 か っ
て い る （ Takekawa, M.他 (1998) EMBO J. 17:4744-4752） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
PSPと は 対 照 的 に 、 チ ロ シ ン 特 異 的 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (PTP)は 、 大 き さ お よ び 構 造 が 様 々 で あ
っ て （ 20 kDa～ 100 kDa以 上 ） 一 般 に 単 量 体 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 主 に 細 胞 膜 を 通 過 す る
シ グ ナ ル 伝 達 に お い て 機 能 す る 。 PTPは 、 可 溶 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ か 、 或 い は ホ ス フ ァ タ ー
ゼ ド メ イ ン を 含 む 膜 貫 通 受 容 体 タ ン パ ク 質 の い ず れ か に 分 類 さ れ る 。 全 て の PTPは 、 活 性
部 位 を 含 む 約 300の ア ミ ノ 酸 の 保 存 さ れ た 触 媒 ド メ イ ン を 共 有 す る 。 こ の 活 性 部 位 の 共 通
配 列 は 、 触 媒 作 用 中 に リ ン 酸 部 分 に 求 核 攻 撃 を 加 え る シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む （ Neel, B.G.
お よ び N.K. Tonks (1997) Curr. Opin. Cell Biol. 9:193-204） 。 受 容 体 PTPは 、 可 変 長
の N末 端 細 胞 外 ド メ イ ン と 、 膜 貫 通 領 域 と 、 通 常 は ２ つ の 触 媒 ド メ イ ン を 有 す る 細 胞 質 内
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領 域 と か ら 成 る 。 第 一 の 触 媒 ド メ イ ン の み が 酵 素 活 性 を 有 す る よ う に 見 え る が 、 第 ２ の 触
媒 ド メ イ ン は 第 １ の 触 媒 ド メ イ ン の 基 質 特 異 性 に 影 響 を 与 え る と 思 わ れ る 。 幾 つ か の 受 容
体 PTPの 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 様 リ ピ ー ト 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 、 M
AMド メ イ ン （ 接 着 機 能 を 有 す る 可 能 性 が 高 い 細 胞 外 モ チ ー フ ） 、 ま た は 炭 酸 脱 水 素 酵 素 様
ド メ イ ン （ PROSITE PDOC 00323） を 含 む 。 こ の よ う な 様 々 な 構 造 モ チ ー フ に よ っ て 、 PTP
の 大 き さ お よ び 特 異 性 が 多 様 に な っ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
PTPは 、 細 胞 接 着 、 リ ン パ 球 活 性 化 、 お よ び 細 胞 増 殖 な ど の 生 体 プ ロ セ ス に お い て 重 要 な
役 割 を 果 た す 。 PTPμ お よ び PTPκ は 、 細 胞 － 細 胞 接 触 に 関 与 し 、 カ ド ヘ リ ン ／ カ テ ニ ン 機
能 を 調 節 す る で あ ろ う 。 幾 つ か の PTPが 細 胞 の 進 展 、 局 所 接 着 、 お よ び 細 胞 運 動 に 影 響 を
与 え て い る が 、 そ の ほ と ん ど が イ ン テ グ リ ン ／ チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に よ っ
て 行 な わ れ る （ 前 出 の Neelお よ び Tonksを 参 照 ） 。 CD45ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 シ グ ナ ル 伝 達
お よ び リ ン パ 球 活 性 化 を 調 節 す る （ Ledbetter, J. A.他 (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 85:8628-8632） 。 Src-ホ モ ロ ジ ー -2ド メ イ ン を 有 す る 可 溶 性 PTP(SHP)が 同 定 さ れ た 。
こ の こ と は 、 こ れ ら の 分 子 が 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と 相 互 作 用 す る こ と を 示 唆 す る も の
で あ る 。 SHP-1は 、 造 血 細 胞 に お け る Janusフ ァ ミ リ ー PTKの 調 節 に よ っ て 、 お よ び T細 胞 受
容 体 お よ び c-Kitに よ る シ グ ナ ル 伝 達 に よ っ て 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節
す る （ 前 出 の  Neelお よ び Tonksの 概 説 を 参 照 ） 。 M期 誘 導 ホ ス フ ァ タ ー ゼ は PTK CDC2を 脱
リ ン 酸 化 し て 活 性 化 し 、 有 糸 分 裂 の 誘 導 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 細 胞 分 裂 を 導 く （
Sadhu, K.他 (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.　 USA 87:5139-5143） 。 加 え て 、 少 な く と も
８ 種 の PTPを コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 リ ン パ 腫 、 小 細 胞 肺 癌 、 白 血 病 、 腺 癌 、 お よ び 神 経 芽
腫 を 含 む 様 々 な 腫 瘍 症 状 に お い て 転 座 さ れ た 染 色 体 領 域 或 い は 再 構 成 さ れ た 染 色 体 領 域 に
マ ッ ピ ン グ さ れ た （ Charbonneau, H.お よ び N. K. Tonks (1992) Annu. Rev. Cell Biol. 
8:463-493の 概 説 を 参 照 ） 。 PTP酵 素 の 活 性 化 部 位 は 、 MTM1遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の コ ン セ ン サ
ス 配 列 を 含 む 。 MTM1遺 伝 子 は 、 X染 色 体 に 連 関 し た 劣 性 の ミ オ チ ュ ー ブ 様 ミ オ パ シ ー に 関
与 し て い る 。 こ の 疾 患 は 、 Xq28に 連 関 さ れ る 先 天 的 な 筋 疾 患 で あ る (Kioschis, P. 他  (19
98) Genomics 54:256-266)。 多 く の PTKが 発 癌 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 発 癌 に チ ロ シ
ン リ ン 酸 化 活 性 の 上 昇 を 伴 う 場 合 が 多 い こ と は 良 く 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 PTPは 、 細 胞
に お け る チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の レ ベ ル を 調 節 し て 細 胞 形 質 転 換 お よ び 様 々 な 癌 の 成 長 を 防 止
或 い は 逆 転 し 得 る 可 能 性 が あ る 。 こ の 考 え は 、 PTPの 過 剰 な 発 現 に よ り 細 胞 の 形 質 転 換 を
抑 制 で き 、 PTPの 特 異 的 阻 害 に よ り 細 胞 形 質 転 換 を 促 進 で き る と い う 研 究 結 果 に よ っ て 支
持 さ れ る （ Charbonneau お よ び  Tonks, 前 出 ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (DSP)は 、 PSPよ り も PTPに 構 造 的 に 類 似 し て い る 。 DSPは 、 追 加
の ７ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 拡 張 さ れ た PTP活 性 化 部 位 モ チ ー フ を 有 す る 。 DSPは 、 主 に
細 胞 増 殖 に 関 与 し て お り 、 細 胞 周 期 調 節 因 子 で あ る cdc25A、 cdc25B、 お よ び cdc25Cが 含 ま
れ る 。 ホ ス フ ァ タ ー ゼ DUSP1お よ び DUSP2は 、 チ ロ シ ン 残 基 お よ び ト レ オ ニ ン 残 基 の 両 方 に
お い て MAPKフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ERK（ 細 胞 外 シ グ ナ ル 調 節 キ ナ ー ゼ ） 、 JNK(c-Jun N-末 端
キ ナ ー ゼ )、 お よ び p38を 不 活 化 す る （ PROSITE PDOC 00323, 前 出 ） 。 活 性 化 さ れ た 状 態 で
は 、 こ れ ら の キ ナ ー ゼ は 、 ニ ュ ー ロ ン の 分 化 、 増 殖 、 癌 へ の 形 質 転 換 、 血 小 板 凝 集 、 お よ
び ア ポ ト ー シ ス に 関 与 す る 。 従 っ て 、 DSPは こ れ ら の プ ロ セ ス の 適 切 な 調 節 に 必 要 で あ る
（ Muda, M.他 (1996) J. Biol. Chem. 271:27205-27208） 。 腫 瘍 抑 制 因 子 PTENは 、 脂 質 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 も 示 す DSPで あ る 。 PTENは 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス と の 相 互 作 用 を 負 に 調
節 し て ア ポ ト ー シ ス 感 受 性 を 維 持 す る と 思 わ れ る 。 PTENは 、 血 管 形 成 の 防 止 に 関 係 す る （
Giri, D.お よ び M. Ittmann (1999) Hum. Pathol. 30:419-424） 。  PTENの 発 現 の 異 常 は 、
様 々 な 癌 に 関 連 す る （ Tamura, M.他 (1999) J. Natl. Cancer Inst. 91:1820-1828の 概 説
を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
ヒ ス チ ジ ン 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ HAP、 EXPASY EC 3.1.3.2） も ま た 、 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と
し て 知 ら れ 、 低 い pH下 で 、 ア ル キ ル 基 、 ア リ ー ル 基 、 ア シ ル 基 の オ ル ト リ ン 酸 モ ノ エ ス テ
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ル 、 お よ び リ ン 酸 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 含 む 広 範 囲 な 基 質 を 加 水 分 解 す る 。 HAPは 、 ２ つ
の 領 域 で 保 存 さ れ た 配 列 を 共 有 し 、 ど ち ら も 触 媒 作 用 に 関 与 す る ヒ ス チ ジ ン 残 基 の あ た り
に 位 置 す る 。 HAPフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー に は 、 リ ソ ソ ー ム 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ LAP） と 前
立 腺 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ PAP） が 含 ま れ 、 両 者 と も L-酒 石 酸 塩 に よ る 抑 制 に 感 受 性 を 示
す (PROSITE PDOC00538)。
【 ０ ０ ４ ７ 】
エ ン ド ソ ー ム ／ リ ソ ゾ ー ム 内 の オ ル ト リ ン 酸 モ ノ エ ス テ ル で あ る LAPは 、 管 理 を 行 っ て い
る 遺 伝 子 で 、 そ の 酵 素 活 性 は 試 験 さ れ た す べ て の 組 織 で 検 知 さ れ て い る （ Geier, C.他 . (
1989) Eur. J. Biochem. 183:611616） 。 LAP欠 損 マ ウ ス は 、 進 行 性 の 骨 格 疾 患 を も ち 、 全
身 性 発 作 を 起 こ し や す く な る (Saftig, P.他  (1997) J. Biol. Chem. 272:18628-18635)。
LAP欠 損 患 者 に は 次 の 臨 床 的 特 徴 が あ る こ と が わ か っ て い る 。 断 続 的 に 起 こ る 嘔 吐 、 緊 張
低 下 、 無 気 力 、 強 直 性 発 作 、 末 梢 出 血 、 発 作 、 幼 児 期 で の 死 亡 （ Online Mendelian Inher
itance in Man (OMIM) *200950） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
前 立 腺 に よ っ て 生 成 さ れ る 前 立 腺 上 皮 に 特 異 的 な 分 化 抗 原 で あ る 、 PAPは 、 前 立 腺 癌 を 診
断 す る た め に 用 い ら れ て き た 。 前 立 腺 癌 内 で は 、 PAPの 酵 素 活 性 が 正 常 又 は 良 性 の 前 立 腺
肥 大 細 胞 に 比 べ る と 減 少 し て い る こ と が わ か っ て い る (Foti, A.G.他  (1977) Cancer Res.
 37:41204124)。 分 泌 さ れ る タ イ プ と 細 胞 内 に 留 ま る タ イ プ の 二 種 類 の PAPが 同 定 さ れ て い
る 。 成 熟 し た 分 泌 さ れ る PAPは 精 液 に 検 出 さ れ 、 約 100Kダ ル ト ン の 分 子 量 を も つ 、 グ リ コ
シ ル 化 さ れ た ホ モ 二 量 体 と し て 活 性 を も つ 。 細 胞 内 の PAPは 、 内 在 的 な チ ロ シ ン 燐 酸 化 タ
ン パ ク 質 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 示 し 、 前 立 腺 細 胞 の 成 長 の 調 節 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て
い る （ Meng, T.C.及 び M.F. Lin (1998) J. Biol. Chem. 34:2209622104） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る シ ナ プ ト ジ ャ ニ ン は 、 イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 を イ
ノ シ ト ー ル 環 の 3、 4、 5の 位 置 で 脱 リ ン 酸 す る 。 シ ナ プ ト ジ ャ ニ ン は 神 経 末 端 で ク ラ ス リ
ン で 覆 わ れ た エ ン ド ソ ー ム 中 間 物 に 見 つ け ら れ る シ ナ プ ス 前 部 の 主 要 タ ン パ ク 質 で あ り 、
ク ラ ス リ ン コ ー ト に 関 与 す る タ ン パ ク 質 で あ る EPS15と 結 合 す る 。 こ の 結 合 は シ ナ プ ト ジ
ャ ニ ン － 170の C末 端 領 域 （ Asp－ Pro－ Pheの ア ミ ノ 酸 の 3回 繰 り 返 し ） で 媒 介 さ れ る 。 更 に
、 こ の 3残 基 繰 り 返 し は 、 EPS15の EHド メ イ ン の 結 合 部 位 で あ る こ と が わ か っ て い る （ Haff
ner, C. 他  (1997) FEBS Lett. 419:175-180） 。 加 え て 、 シ ナ プ ト ジ ャ ニ ン は エ ン ド ソ ー
ム タ ン パ ク 質 と 原 形 質 膜 と の 相 互 作 用 を 調 節 し 、 シ ナ プ ス 小 胞 の リ サ イ ク リ ン グ に 関 与 し
て い る 可 能 性 も あ る （ Brodin, L. 他  (2000) Curr. Opin. Neurobiol. 10:312-320） 。 シ
ナ プ ト ジ ャ ニ ン １ 遺 伝 子 （ Synj1） の 標 的 破 壊 を 受 け た マ ウ ス の 研 究 は 、 野 生 型 マ ウ ス に
見 ら れ る よ り 効 果 的 に エ ン ド ソ ー ム 小 胞 の コ ー ト が 形 成 さ れ て い る こ と を 支 持 し て お り 、
Synj1が 膜 と コ ー ト タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 の 負 調 整 と し て 機 能 し て い る こ と を 示 唆 す る 。
こ れ ら の 発 見 は 、 シ ナ プ ス 小 胞 リ サ イ ク リ ン グ で イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 代 謝 が 重 要 な 役 割 を
果 た し て い る 遺 伝 的 証 拠 を 提 供 す る （ Cremona, O. 他  (1999) Cell 99:179-188） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
新 規 の キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発
見 に よ り 、 新 規 の 組 成 物 を 提 供 す る こ と で 当 分 野 の 要 望 に 応 え る こ と が で き る 。  こ の 新
規 の 組 成 物 は 、 心 血 管 疾 患 、 免 疫 系 の 疾 患 、 神 経 の 疾 患 、 成 長 お よ び 発 達 に 影 響 を 及 ぼ す
疾 患 、 脂 質 異 常 、 細 胞 増 殖 異 常 及 び 癌 の 診 断 ・ 治 療 ・ 予 防 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 キ
ナ ー ゼ 及 び ホ ス ホ タ ー ゼ の 核 酸 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 の 発 現 に お け る 外 来 性 化 合 物 の 影 響
に つ い て の 評 価 に 関 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ５ １ 】
本 発 明 は 、 総 称 し て 「 KPP」 、 個 別 に は そ れ ぞ れ 「 KPP-1」 、 「 KPP-2」 、 「 KPP-3」 、 「 KP
P-4」 、 「 KPP-5」 、 「 KPP-6」 、 「 KPP-7」 、 「 KPP-8」 と 呼 ぶ キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ
ー ゼ で あ る 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 或 る 実 施 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 （ ａ ）
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SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ I
D NO:1-8を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ が 同 一 で あ る 天 然 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群
か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 か ら な る 群 か ら 選 択 し た
単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。  一 実 施 態 様 で は 、 SEQ ID NO:1-8の ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ま た 、 本 発 明 は （ ａ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 持 つ 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID N
O:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片
、 ま た は （ ｄ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ
チ ド の 免 疫 原 性 断 片 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る 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 を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SEQ ID NO:1-8
か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は SEQ ID NO:9-16か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90%が 同
一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら
選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び （ ｄ ） SEQ ID N
O:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 か ら な
る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 機 能 的 に 連 結 し た
プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 有 す る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明
は 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 を 提 供 す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 本
発 明 は 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 遺 伝 形 質 転 換 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90%が
同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群
か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び （ ｄ ） SEQ 
ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 か
ら 構 成 さ れ る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。  製 造 方 法 は 、 （
ａ ） 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条
件 下 で 培 養 す る 過 程 と 、 （ ｂ ） そ の よ う に 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 過 程 と を 有 し
、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 機 能 的 に 連 結
し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID N
O:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お
よ び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 、 単 離 さ れ た
抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:9-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:9-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ
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チ ド 、 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｄ ） （ ｂ ） の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び （ ｅ ） （ ａ ） ～ （ ｄ ） の RNA等 価 物
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 は 更 に 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。  こ こ で
、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は （ ａ ） SEQ ID NO:9-16を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:9-16を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （
ｄ ） （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は （ ｅ ） （ ａ ） ～ （ ｄ
） の RNA等 価 物 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る 。 検 出 方 法 は 、
（ ａ ） サ ン プ ル 中 の 上 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 或 る 配 列 か ら な る 少 な く と も ２
０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 或 る プ ロ ー ブ を 用 い て 該 サ ン プ ル を ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 過 程 と 、 （ ｂ ） 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 有 無 を 検 出 し 、 複 合 体 が 存 在 す れ
ば オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る 過 程 か ら な る 。 該 プ ロ ー ブ と 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ
る い は そ の 断 片 と の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 プ
ロ ー ブ は 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 一 実 施 態 様 で は
、 プ ロ ー ブ は 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 発 明 は ま た 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。  こ こ で
、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:9-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:9-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｄ
） （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び （ ｅ ） （ ａ ） ～ （ ｄ ）
の RNA等 価 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。 検 出 方 法 は 、
（ ａ ） ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 を 用 い て 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 を 増 幅 す
る 過 程 と 、 （ ｂ ） 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の 存 在 ・ 不 存 在 を 検 出 し
、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 が 存 在 す る 場 合 に は オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出
す る 過 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 は 更 に 、 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド と 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 含 む 組 成 物 を 提
供 す る 。  有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列
と 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SE
Q ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断
片 、 お よ び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-8を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 の 免 疫 原 性 断 片 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 一 実 施 例 で は 、 SEQ ID NO:1－ 8か ら な る 一 群 か ら 選 択 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。  更 に 、 本 発 明 は 、 患 者 に こ の 組 成 物 を 投 与 す る こ
と を 含 む 、 機 能 的 KPPの 発 現 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 や そ の 症 状 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 は ま た 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％
の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-8か ら な
る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び （ ｄ ）
SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断
片 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認 す る た め に
化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。  ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （ ａ ） ポ リ ペ プ
チ ド を 含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、 （ ｂ ） サ ン プ ル 中 の ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す
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る 過 程 と を 含 む 。 別 法 で は 、 本 発 明 は 、 こ の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 と
好 適 な 医 薬 用 賦 形 剤 と を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 更 な る 別 法 で は 、 本 発 明 は 、 こ の 組 成 物
の 患 者 へ の 投 与 を 含 む 、 機 能 的 KPPの 発 現 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 や そ の 症 状 の 治 療 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-8を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-8を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０
％ の が 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-8を 有
す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 ま た は （ ｄ
） SEQ ID NO:1-8を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性
断 片 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認 す る た
め に 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （ ａ ） ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 露 す る 過 程 と 、 （ ｂ ） サ ン プ ル 中 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 活
性 を 検 出 す る 過 程 と を 含 む 。 一 実 施 態 様 で 本 発 明 は 、 こ の 方 法 に よ っ て 同 定 し た ア ン タ ゴ
ニ ス ト 化 合 物 と 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 更 な る 別 法 で は
、 本 発 明 は 、 こ の 組 成 物 の 患 者 へ の 投 与 を 含 む 、 機 能 的 KPPの 過 剰 な 発 現 に 関 連 し た 疾 患
や そ の 症 状 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％
が 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-8を 有 す る 群
か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 ま た は （ ｄ ） SEQ 
ID NO:1-8か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 を
含 む 群 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提
供 す る 。  ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な 条 件 下 で 少 な く と も １ つ
の 試 験 化 合 物 に 混 合 さ せ る 過 程 と 、 （ ｂ ） 試 験 化 合 物 と の ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 検 出 し 、
そ れ に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 過 程 と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1－ 8を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1－ 8を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０
％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1－ 8を
有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 ま た は （ ｄ ） SEQ ID NO:1－ 8を
有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
は 、 （ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 許 容 さ れ た 条 件 下 で 、 ポ リ ペ プ チ ド を 少 な く と も １ つ の
試 験 化 合 物 と 混 合 さ せ る 過 程 と 、 （ ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 算 定
す る 過 程 と 、 （ ｃ ） 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 試 験 化 合 物 の 不 存 在 下
で の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る 過 程 と を 含 み 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の ポ リ ペ プ チ ド
の 活 性 の 変 化 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 は 更 に 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 発 現 の 有 効 性 を 確 認 す る た め に 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SEQ ID NO:9-16か ら な る 群 か
ら 選 択 し た 配 列 を 含 む 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （ ａ ） 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン
プ ル を 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、 （ ｂ ） 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 発 現 を 検 出 す る 過 程 、 （
ｃ ） 可 変 量 の 前 記 化 合 物 の 存 在 下 と 前 記 化 合 物 の 不 存 在 下 で 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 発 現 を 比 較 す る 過 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） 核 酸 を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 過 程 と 、 （ ｂ
） （ i） SEQ ID NO:9-16を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 （ ii） SEQ ID NO:9-16を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と
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も ９ ０ ％ が 同 一 で あ る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ iii） （ i
） に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ iv） （ ii） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的
な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ v） （ i） ～ （ iv） の RNA等 価 物 を 含 む 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 少 な く と も ２ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら 構 成 さ れ る プ ロ ー ブ を 用 い て 、 処 理
し た 生 物 学 的 サ ン プ ル の 核 酸 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 と を 含 む 試 験 化 合 物 の 毒 性 の 算 定
方 法 を 提 供 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 記 プ ロ ー ブ と 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 標 的
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 間 に 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下
で 発 生 し 、 上 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 （ i） SEQ ID NO:9-16を 有 す る 群 か ら 選 択 し た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ii） SEQ ID NO:9-16を 有 す る 群 か ら
選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ が 同 一 で あ る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ iii） （ i） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 （ iv） （ ii） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ v） （ i） ～ （
iv） の RNA等 価 物 を 含 む 群 か ら 選 択 す る 。 或 い は 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 （ i） ～
（ v） を 含 む 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 と 、 （ ｃ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 複 合 体 の 量 を 定 量 す る 過 程 と 、 （ ｄ ） 処 理 し た 生 物 学 的 サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 、 非 処 理 の 生 物 学 的 サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 と
比 較 す る 過 程 を 含 み 、 処 理 し た 生 物 学 的 サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 の
差 は 、 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 示 す 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 方 法 に つ い て 説 明 す る が 、 そ の 前 に 、 説 明 し
た 特 定 の 装 置 、 材 料 及 び 方 法 に 本 発 明 が 限 定 さ れ る も の で は な く 、 改 変 し 得 る こ と を 理 解
さ れ た い 。 ま た 、 こ こ で 使 用 す る 専 門 用 語 は 特 定 の 実 施 例 を 説 明 す る 目 的 で 用 い た も の に
過 ぎ ず 、 特 許 請 求 の 範 囲 に の み 限 定 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し た も の で
は な い こ と も 併 せ て 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
請 求 の 範 囲 及 び 明 細 書 中 で 用 い て い る 単 数 形 の 「 或 る 」 及 び 「 そ の （ こ の ） 」 の 表 記 は 、
文 脈 か ら 明 ら か に そ う で な い と さ れ る 場 合 を 除 い て 複 数 の も の を 指 す 場 合 も あ る こ と に 注
意 し な け れ ば な ら な い 。 従 っ て 、 例 え ば 「 或 る 宿 主 細 胞 」 は 複 数 の 宿 主 細 胞 を 含 み 、 そ の
「 抗 体 」 は 複 数 の 抗 体 が 含 ま れ 、 当 業 者 に は 周 知 の 等 価 物 な ど も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 明 細 書 中 で 用 い る 全 て の 専 門 用 語 及 び 科 学 用 語 は 、 特 に 定 義 さ れ て い る 場 合 を 除 き 、 当
業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ て い る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 で 説 明 す る も の と 類 似 あ
る い は 同 等 の 任 意 の 装 置 、 材 料 及 び 方 法 を 用 い て 本 発 明 の 実 施 ま た は 試 験 を 行 う こ と が で
き る が 、 こ こ で は 好 適 な 装 置 、 材 料 、 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 で 言 及 す る 全 て の 刊
行 物 は 、 刊 行 物 中 で 報 告 さ れ て い て 且 つ 本 発 明 に 関 係 が あ る で あ ろ う 細 胞 、 プ ロ ト コ ル 、
試 薬 及 び ベ ク タ ー に つ い て 説 明 及 び 開 示 す る 目 的 で 引 用 し て い る も の で あ る 。 本 明 細 書 の
い か な る 開 示 内 容 も 、 本 発 明 が 先 行 技 術 の 効 力 に よ っ て こ の よ う な 開 示 に 対 し て 先 行 す る
権 利 を 与 え ら れ て い な い こ と を 認 め る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
（ 定 義 ）
用 語 「 KPP」 は 、 天 然 、 合 成 、 半 合 成 或 い は 組 換 え 体 な ど 全 て の 種 （ 特 に ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、
ブ タ 、 マ ウ ス 、 ウ マ 及 び ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 ） か ら 得 ら れ る 実 質 的 に 精 製 さ れ た KPPの ア
ミ ノ 酸 配 列 を 指 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 KPPの 生 物 学 的 活 性 を 強 め た り 、 模 倣 す る 分 子 を 指 す 。 こ の ア ゴ
ニ ス ト は 、 KPPに 直 接 相 互 作 用 す る か 、 或 い は KPPが 関 与 す る 生 物 学 的 経 路 の 成 分 と 作 用 し
て 、 KPPの 活 性 を 調 節 す る タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 糖 質 、 小 分 子 、 任 意 の 他 の 化 合 物 や 組 成 物
を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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「 対 立 遺 伝 子 変 異 体 」 は 、 KPPを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 別 の 形 態 で あ る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 体
は 、 核 酸 配 列 に お け る 少 な く と も １ つ の 突 然 変 異 か ら 作 製 し 得 る 。 ま た 、 変 異 RNAま た は
ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 し 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 ま た は 機 能 は 、 変 異 す る こ と も し な い こ
と も あ る 。 遺 伝 子 は 、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 全 く 有 し な い か 、 １ 個 若 し く は 数 個 の 天
然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 有 し 得 る 。 一 般 に 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 生 じ さ せ る 通 常 の 突 然 変 異
性 変 化 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 自 然 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 に 帰 す る も の で あ る 。 こ れ ら 各 変 化
は 、 単 独 或 い は 他 の 変 化 と 共 に 、 所 定 の 配 列 内 で 1回 若 し く は 数 回 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
KPPを コ ー ド す る 「 変 異 (altered)」 核 酸 配 列 は 、 種 々 の ヌ ク レ オ チ ド を 欠 失 、 挿 入 ま た は
置 換 す る 核 酸 配 列 を 有 し 、 KPPと 同 一 ま た は KPPの 機 能 的 特 徴 を 少 な く と も １ つ 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド を 産 出 す る 。 こ の 定 義 に は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 正 常 な 染
色 体 の 遺 伝 子 座 で は な い 位 置 で の 対 立 遺 伝 子 変 異 配 列 と の 不 適 当 或 い は 予 期 し な い ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 並 び に KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ロ ー ブ を 用 い て 容 易 に 検 出 可 能 な 或 い は 検 出 困 難 な 多 型 性 を 含 む 。 コ ー ド さ れ た タ ン
パ ク 質 も 変 異 さ れ 得 、 サ イ レ ン ト 変 化 を 生 じ KPPと 機 能 的 に 等 価 と な る ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠
失 、 挿 入 、 或 い は 置 換 を 含 み 得 る 。 意 図 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 生 物 学 的 或 い は 免 疫 学 的 に
KPPの 活 性 が 保 持 さ れ る 範 囲 で 、 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 及 び ／ ま
た は 両 親 媒 性 に つ い て の 類 似 性 に 基 づ い て 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 負 に 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 に
は ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 が あ り 、 正 に 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 に は リ ジ ン 及 び ア ル ギ
ニ ン が あ る 。 親 水 性 値 が 近 似 し て い る 非 荷 電 極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ス パ ラ ギ
ン と グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン と ト レ オ ニ ン が あ る 。 親 水 性 値 が 近 似 し て い る 非 荷 電 側 鎖 を 有 す
る ア ミ ノ 酸 に は 、 ロ イ シ ン と イ ソ ロ イ シ ン と バ リ ン 、 グ リ シ ン と ア ラ ニ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ
ニ ン と チ ロ シ ン が あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
用 語 「 ア ミ ノ 酸 」 及 び 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
タ ン パ ク 質 配 列 、 或 い は そ れ ら の 任 意 の 断 片 を 指 し 、 天 然 の 分 子 及 び 合 成 分 子 を 含 む 。 「
ア ミ ノ 酸 配 列 」 が 天 然 の タ ン パ ク 質 分 子 の 配 列 を 指 す 場 合 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 及 び 類 似 の
用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 記 載 し た タ ン パ ク 質 分 子 に 関 連 す る 完 全 で 元 の ま ま の ア ミ ノ 酸 配
列 に 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
用 語 「 増 幅 」 は 、 核 酸 配 列 の 複 製 物 を 作 製 す る こ と に 関 連 す る 。 増 幅 は 通 常 、 当 業 者 に よ
く 知 ら れ た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 技 術 を 用 い て 行 う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 KPPの 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 或 い は 減 弱 す る 分 子 で あ る 。 ア ン
タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 KPPと 直 接 相 互 作 用 し て 、 或 い は KPPが 関 与 す る 生 物 学 的 経 路 の 諸 成
分 に 作 用 し て KPPの 活 性 を 調 節 す る 、 抗 体 、 核 酸 、 糖 質 、 小 分 子 、 任 意 の 他 の 化 合 物 や 組
成 物 な ど の タ ン パ ク 質 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
「 抗 体 」 の 語 は 、 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る こ と が で き る 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 や そ の
断 片 、 例 え ば Faｂ 、 F(ab') 2  及 び Fv断 片 を 指 す 。 KPPポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 は 、 免
疫 化 抗 原 と し て 、 無 傷 の ポ リ ペ プ チ ド 群 を 用 い て 、 ま た は 、 当 該 の 小 ペ プ チ ド 群 を 持 つ 断
片 群 を 用 い て 作 製 可 能 で あ る 。 動 物 （ マ ウ ス 、 ラ ッ ト あ る い は ウ サ ギ 等 ） を 免 疫 化 す る た
め に 用 い る ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 、 ま た は 化 学 合 成 に よ っ
て 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド に 由 来 し 得 る も の で 、 好 み に 応 じ て キ ャ リ
ア タ ン パ ク 質 に 抱 合 す る こ と も 可 能 で あ る 。 通 常 用 い ら れ る キ ャ リ ア で あ っ て ペ プ チ ド と
化 学 結 合 す る も の は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 及 び ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア
ニ ン （ KLH） 等 が あ る 。 そ の 結 合 ペ プ チ ド は 、 動 物 を 免 疫 化 す る た め に 用 い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
用 語 「 抗 原 決 定 基 」 は 、 特 定 の 抗 体 と 接 触 す る 分 子 の 領 域 （ 即 ち エ ピ ト ー プ ） を 指 す 。 タ
ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 用 い て 宿 主 動 物 を 免 疫 化 す る 場 合 、 タ ン パ ク 質 の 多 数 の
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領 域 が 、 抗 原 決 定 基 （ タ ン パ ク 質 の 特 定 の 領 域 ま た は ３ 次 元 構 造 ） に 特 異 結 合 す る 抗 体 の
産 生 を 誘 導 し 得 る 。 抗 原 決 定 基 は 、 抗 体 に 結 合 す る た め の 無 損 傷 抗 原 （ 即 ち 免 疫 応 答 を 誘
導 す る た め に 用 い ら れ る 免 疫 原 ） と 競 合 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
用 語 「 ア プ タ マ ー 」 は 、 特 定 の 分 子 標 的 に 結 合 す る 核 酸 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を
指 す 。 ア プ タ マ ー は in vitroの 進 化 過 程 （ 例 え ば 米 国 特 許 番 号 第 5,270,163号 に 記 載 さ れ
た SELEX（ Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment） ） か ら 由 来 す
る も の で 、 そ の よ う な 過 程 は 大 き な 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ か ら 標 的 特 異 的 な ア プ タ マ ー 配
列 を 選 択 す る 。 ア プ タ マ ー 組 成 は 、 ２ 本 鎖 ま た は １ 本 鎖 で あ っ て も よ く 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 ま た は 他 の ヌ ク レ オ チ ド 様 分 子 を
含 み 得 る 。 ア プ タ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 成 分 は 、 修 飾 さ れ た 糖 基 （ 例 え ば リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
の 2'-OH基 が 2'-Fま た は 2'-NH 2 で 置 換 し 得 る ） を 有 す る こ と が 可 能 で 、 そ の よ う な 糖 基 は
ヌ ク レ ア ー ゼ へ の 抵 抗 性 ま た は 血 液 中 で の よ り 長 い 寿 命 な ど の 望 ま し い 性 質 に 改 善 し 得 る
。 循 環 系 か ら ア プ タ マ ー が 除 去 さ れ る 速 度 を 遅 く す る た め に 、 ア プ タ マ ー を 高 分 子 量 キ ャ
リ ア 等 の 分 子 に 抱 合 さ せ る こ と が で き る 。 ア プ タ マ ー 類 は 、 例 え ば 或 る 架 橋 剤 の 光 活 性 化
に よ っ て 、 そ れ ら の 同 種 リ ガ ン ド 群 と 特 異 的 に 架 橋 さ せ 得 る （ Brody, E.N.及 び L. Gold (
2000) J. Biotechnol. 74:5-13等 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
「 イ ン ト ラ マ ー （ intramer） 」 の 用 語 は in vivoで 発 現 さ れ る ア プ タ マ ー を 意 味 す る た と
え ば 、 ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス に 基 づ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 系 は 、 白 血 球 の 細 胞 質 で 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ
マ ー が 高 レ ベ ル で 発 現 す る た め に 使 用 さ れ て い る （ Blind, M. 他  (1999) Proc. Natl Aca
d. Sci. USA 96:3606-3610） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
「 ス ピ ー ゲ ル マ ー （ spiegelmer） 」 の 語 は Ｌ -Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｌ -Ｒ Ｎ Ａ そ の 他 の 左 旋 性 ヌ ク レ オ
チ ド 誘 導 体 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 様 分 子 を 含 む ア プ タ マ ー を 指 す 。 左 旋 性 の ヌ ク レ オ チ ド を
含 む ア プ タ マ ー は 右 旋 性 ヌ ク レ オ チ ド に 作 用 す る 天 然 の 酵 素 に よ る 分 解 に 対 し て 耐 性 が あ
る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
本 明 細 書 に お い て 「 ア ン チ セ ン ス 」 は 、 特 定 の 核 酸 配 列 の セ ン ス （ コ ー デ ィ ン グ ） 鎖 と 塩
基 対 を 形 成 し 得 る 任 意 の 組 成 物 を 指 す 。 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 に は 、 DNAや 、 RNAや 、 ペ プ チ
ド 核 酸 （ PNA） や 、 ホ ス ホ ロ チ オ 酸 、 メ チ ル ホ ス ホ ン 酸 ま た は ベ ン ジ ル ホ ス ホ ン 酸 等 の 修
飾 さ れ た バ ッ ク ボ ー ン 結 合 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や 、 2'-メ ト キ シ エ チ ル 糖 ま た は 2
'-メ ト キ シ エ ト キ シ 糖 等 の 修 飾 さ れ た 糖 類 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や 、 或 い は 5-メ チ
ル シ ト シ ン 、 2-デ オ キ シ ウ ラ シ ル ま た は 7-デ ア ザ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン 等 の 修 飾 さ れ た
塩 基 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が あ る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 化 学 合 成 ま た は 転 写 を 含
む 任 意 の 方 法 で 製 造 す る こ と が で き る 。 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 ひ と た び 細 胞 に 導 入
さ れ た ら 、 細 胞 が 形 成 し た 天 然 の 核 酸 配 列 と 塩 基 対 を 形 成 し 、 転 写 ま た は 翻 訳 を 妨 害 す る
二 重 鎖 を 形 成 す る 。 「 負 」 ま た は 「 マ イ ナ ス 」 と い う 表 現 は 、 あ る 参 考 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の ア ン
チ セ ン ス 鎖 を 意 味 し 、 「 正 」 ま た は 「 プ ラ ス 」 と い う 表 現 は 、 あ る 参 考 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の セ ン
ス 鎖 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
用 語 「 生 物 学 的 に 活 性 」 は 、 天 然 分 子 の 構 造 的 、 調 節 的 、 或 い は 生 化 学 的 な 機 能 を 有 す る
タ ン パ ク 質 を 指 す 。 同 様 に 、 用 語 「 免 疫 学 的 に 活 性 」 ま た は 「 免 疫 原 性 」 は 、 天 然 或 い は
組 換 え 体 の KPP、 合 成 の KPPま た は そ れ ら の 任 意 の オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 適 当 な 動 物 或 い は 細
胞 の 特 定 の 免 疫 応 答 を 誘 発 し て 特 定 の 抗 体 と 結 合 す る 能 力 を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
用 語 「 相 補 的 」 は 、 塩 基 対 合 に よ っ て ア ニ ー ル す る ２ つ の 一 本 鎖 核 酸 配 列 間 の 関 係 を 指 す
。 例 え ば 、 配 列 「 5'A-G-T3'」 は 、 相 補 配 列 「 3'T-C-A5'」 と 対 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
「 所 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 成 物 」 ま た は 「 所 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 組 成 物
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」 は 広 い 意 味 で 、 所 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若 し く は ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 任 意 の 組 成 物
を 指 す 。 こ の 組 成 物 に は 、 乾 燥 製 剤 ま た は 水 溶 液 が 含 ま れ 得 る 。 KPP若 し く は KPPの 断 片 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 成 物 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し
て 使 用 さ れ 得 る 。 こ の プ ロ ー ブ は 、 凍 結 乾 燥 状 態 で 保 存 可 能 で あ り 、 糖 質 な ど の 安 定 化 剤
と 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て は 、 塩 （ 例 え ば NaCl）
、 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ； SDS） 及 び そ の 他 の 構 成 成 分 （ 例 え ば デ
ン ハ ー ト 液 、 脱 脂 粉 乳 、 サ ケ の 精 子 の DNA等 ） を 含 む 水 溶 液 中 に プ ロ ー ブ を 分 散 さ せ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
「 コ ン セ ン サ ス 配 列 」 は 、 不 要 な 塩 基 を 分 離 す る た め に DNA配 列 の 解 析 を 繰 り 返 し 行 い 、 X
L-PCRキ ッ ト （ Applied Biosystems, Foster City CA） を 用 い て ５ '及 び ／ ま た は ３ 'の 方
向 に 伸 長 さ れ 、 再 度 シ ー ク エ ン シ ン グ さ れ た 核 酸 配 列 、 ま た は GELVIEW 断 片 構 築 シ ス テ ム
（ GCG, Madison, WI） ま た は Phrap (University of Washington, Seattle WA)等 の 断 片 構
築 用 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て １ つ 或 い は そ れ 以 上 の オ ー バ ー ラ ッ プ す る cDNAや
EST、 ま た は ゲ ノ ム DNA断 片 か ら 構 築 さ れ た 核 酸 配 列 を 指 す 。 伸 長 及 び 構 築 の 両 方 を 行 っ て
コ ン セ ン サ ス 配 列 を 決 定 す る 配 列 も あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
用 語 「 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 元 の タ ン パ ク 質 の 特 性 を 殆 ど 変 え な い 置 換 を 指 す 。 即
ち 、 置 換 に よ っ て そ の タ ン パ ク 質 の 構 造 や 機 能 が 大 き く は 変 わ ら ず 、 そ の タ ン パ ク 質 の 構
造 、 特 に そ の 機 能 が 保 存 さ れ る 。 下 表 は 、 タ ン パ ク 質 中 で 元 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ 得 る ア
ミ ノ 酸 と 、 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 と 認 め ら れ る ア ミ ノ 酸 を 示 し て い る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ８ ７ 】
保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 で は 通 常 、 （ ａ ） 置 換 領 域 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の バ ッ ク ボ ー ン 構 造 、
例 え ば β シ ー ト や α 螺 旋 構 造 、 （ ｂ ） 置 換 部 位 に お け る 分 子 の 電 荷 ま た は 疎 水 性 、 及 び ／
ま た は （ ｃ ） 側 鎖 の 大 部 分 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
用 語 「 欠 失 」 は 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 如 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 、 或 い は １ 個 以
上 の ヌ ク レ オ チ ド が 欠 如 す る 核 酸 配 列 の 変 化 を 指 す 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】
用 語 「 誘 導 体 」 は 、 化 学 修 飾 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 例 え ば
、 ア ル キ ル 基 、 ア シ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 ま た は ア ミ ノ 基 に よ る 水 素 の 置 換 は 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 化 学 修 飾 に 含 ま れ 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 天 然 分 子 の 生 物 学 的
ま た は 免 疫 学 的 機 能 を 少 な く と も １ つ は 保 持 し て い る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 ポ リ ペ
プ チ ド 誘 導 体 は 、 グ リ コ シ ル 化 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 （ pegylation） 、 或 い は 任 意
の 同 様 な プ ロ セ ス で あ っ て 、 誘 導 起 源 の ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ の 生 物 学 的 若 し く
は 免 疫 学 的 機 能 を 保 持 す る プ ロ セ ス に よ っ て 、 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
「 検 出 可 能 な 標 識 」 は 、 測 定 可 能 な 信 号 を 発 生 し 得 る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や ポ リ ペ プ チ ド
に 共 有 結 合 或 い は 非 共 有 結 合 す る レ ポ ー タ ー 分 子 や 酵 素 を 指 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
「 示 差 発 現 」 は 少 な く と も 2つ の 異 な っ た サ ン プ ル を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 め ら れ る 、
増 加 （ 上 方 調 節 ） 、 あ る い は 減 少 （ 下 方 調 節 ） 、 ま た は 遺 伝 子 発 現 の 欠 損 ま た は タ ン パ ク
発 現 の 欠 損 を 指 す 。 こ の よ う な 比 較 は 例 え ば 、 治 療 後 サ ン プ ル と 未 治 療 の サ ン プ ル ま た は
病 態 の サ ン プ ル と 正 常 サ ン プ ル の 間 で 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
「 エ キ ソ ン シ ャ フ リ ン グ 」 は 、 異 な る コ ー ド 領 域 （ エ キ ソ ン ） の 組 換 え を 意 味 す る 。 1つ
の エ キ ソ ン が コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 1つ の 構 造 的 ま た は 機 能 的 ド メ イ ン を 代 表 し 得 る
た め 、 安 定 し た 基 礎 構 造 の 新 規 な 再 分 類 を 介 し て 新 し い タ ン パ ク 質 が 組 立 て ら れ る こ と が
可 能 で あ り 、 新 し い タ ン パ ク 質 機 能 の 進 化 を 促 進 で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
「 断 片 」 は 、 KPPま た は KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 固 有 部 分 で あ っ て 、 親 配 列 と
同 一 配 列 で あ る が 親 配 列 よ り も 長 さ が 短 い 配 列 を 指 す 。 断 片 は 、 定 義 さ れ た 配 列 の 全 長 か
ら １ ヌ ク レ オ チ ド ／ ア ミ ノ 酸 残 基 を 差 し 引 い た 長 さ よ り も 短 い 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 或
る 断 片 は 、 ５ ～ １ ０ ０ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 し 得 る 。 プ ロ ー
ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 抗 原 、 治 療 用 分 子 と し て 、 或 い は そ の 他 の 目 的 の た め に 用 い ら れ る 断 片
は 、 少 な く と も 5、 10、 15、 16、 20、 25、 30、 40、 50、 60、 75、 100、 150、 250 若 し く は
５ ０ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 或 い は ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ で あ り 得 る 。 断 片 は 、 或 る 分 子
の 特 定 領 域 か ら 優 先 的 に 選 択 し 得 る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 所 定 の 配 列 に 示 す よ
う な ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の ２ ５ ０ ま た は ５ ０ ０ ア ミ ノ 酸 （ ま た は 最 初 の ２ ５ ％ ま た は ５ ０
％ ） か ら 選 択 さ れ た 或 る 長 さ の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 有 し 得 る 。 こ れ ら の 長 さ は 明 ら か に 例
と し て 挙 げ て い る も の で あ り 、 本 発 明 の 実 施 例 で は 、 配 列 表 、 表 及 び 図 面 を 含 む 明 細 書 に
裏 付 け さ れ た 任 意 の 長 さ で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
SEQ ID NO： 9-16の 断 片 に は 、 固 有 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 領 域 が 含 ま れ る 。  こ の 領 域 は
、 SEQ ID NO:9-16を 特 異 的 に 同 定 す る も の で あ り 、 例 え ば こ の 断 片 を 得 た ゲ ノ ム 中 の そ の
他 の 配 列 と は 異 な る も の で あ る 。 SEQ ID NO:9-16の あ る 断 片 は 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン や 増 幅 技 術 、 ま た は SEQ ID NO:9-16を 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 区 別 す る 類
似 の 方 法 に 有 用 で あ る 。 SEQ ID NO:9-16の 断 片 の 正 確 な 長 さ 及 び 断 片 に 対 応 す る SEQ ID N
O:9-16の 領 域 は 、 断 片 に 対 す る 意 図 し た 目 的 に 基 づ き 当 業 者 が 慣 例 的 に 決 定 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
SEQ ID NO： 1-8の あ る 断 片 は SEQ ID NO： 9-16の あ る 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。 SEQ
 ID NO： １ -8の 断 片 は SEQ ID NO： １ -8を 特 異 的 に 同 定 す る 固 有 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 領 域 を
含 む 。 例 え ば 、 SEQ ID NO： １ -8の 断 片 は 、 SEQ ID NO： １ -8を 特 異 認 識 す る 抗 体 を 産 出 す
る た め の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド と し て 有 用 で あ る 。  SEQ ID NO： １ -8の あ る 断 片 の 正 確 な 長 さ
と そ の 断 片 に 対 応 す る SEQ ID NO:1-8で の 領 域 は 、 そ の 断 片 の 目 的 に 基 づ い て 当 業 者 が 慣
例 的 に 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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「 完 全 長 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と は 、 少 な く と も １ つ の 翻 訳 開 始 コ ド ン （ 例 え ば メ チ オ
ニ ン ） 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 及 び 翻 訳 終 止 コ ド ン を 有 す る 配 列 で あ る 。 「 完 全
長 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 「 完 全 長 」 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
「 相 同 性 」 の 語 は 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列
の 配 列 類 似 性 、 ま た は 配 列 同 一 性 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て の 用 語 「 一 致 率 」 ま た は 「 ％ 一 致 」 と は 、 標 準 化 さ れ た ア
ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 一 致 す
る 残 基 の 百 分 率 の こ と で あ る 。 こ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ２ 配 列 間 の ア ラ イ ン メ ン ト を
最 適 化 す る た め に 比 較 す る 配 列 に お い て 、 標 準 化 さ れ た 再 現 性 の あ る 方 法 で ギ ャ ッ プ を 挿
入 す る の で 、 ２ つ の 配 列 を よ り 有 意 に 比 較 で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 は 、 MEGALIGN version 3.12e配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ
ラ ム に 組 込 ま れ て い る よ う な CLUSTAL Vア ル ゴ リ ズ ム の デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ を 用 い て
決 定 で き る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 、 LASERGENE ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ (一 組 の 分 子 生 物 学
的 分 析 プ ロ グ ラ ム )(DNASTAR, Madison WI)の 一 部 で あ る 。 こ の CLUSTAL Vは 、 Higgins, D.
G.お よ び P.M. Sharp（ 1989） CABIOS 5:151-153、 Higgins, D.G. 他  (1992) CABIOS 8:189
-191に 詳 述 さ れ て い る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ペ ア ワ イ ズ で ア ラ イ ン メ ン ト す る 際 の デ
フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ は 、 Ktuple=2、 gap penalty=5、 window=4、 「 diagonals saved」 =4と
設 定 す る 。 「 重 み 付 け さ れ た 」 残 基 重 み 付 け 表 が 、 デ フ ォ ル ト と し て 選 択 さ れ た 。 一 致 率
は 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 「 類 似 性 パ ー セ ン ト 」 と し て CLUSTA
L Vに よ っ て 報 告 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
或 い は 、 一 般 的 に 用 い ら れ 且 つ 自 由 に 入 手 で き る 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム 一 式 が 、 国 立 バ イ
オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ NCBI） Basic Local Alignment Search Tool（ BLAST） か ら
提 供 さ れ て お り （ Altschul, S.F. 他  (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410） 、 こ れ は メ リ
ー ラ ン ド 州 ベ セ ス ダ に あ る NCBI及 び イ ン タ ー ネ ッ ト （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAS
T/） を 含 む 幾 つ か の 情 報 源 か ら 入 手 可 能 で あ る 。 こ の BLASTソ フ ト ウ ェ ア 一 式 に は 、 既 知
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 様 々 な デ ー タ ベ ー ス の 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の ア ラ イ ン
メ ン ト に 用 い ら れ る 「 blastn」 を 含 む 、 様 々 な 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム が 含 ま れ る 。 「 BLAST 
2 Sequences」 と 呼 ば れ る ツ ー ル が 入 手 可 能 で あ り 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 直 接 に ペ
ア ワ イ ズ で 比 較 す る た め に 用 い ら れ る 。 「 BLAST 2 Sequences」 は 、 http://www.ncbi.nlm
.nih.gov/gorf/b12.htmlに ア ク セ ス し て 、 対 話 形 式 で 利 用 が で き る 。 「 BLAST 2 Sequence
s」 ツ ー ル は 、 blastn 及 び  blastp（ 以 下 に 記 載 ） の 両 方 に 用 い る こ と が で き る 。 BLASTプ
ロ グ ラ ム は 、 一 般 的 に は 、 ギ ャ ッ プ 及 び デ フ ォ ル ト 設 定 に 設 定 さ れ た 他 の パ ラ メ ー タ と 共
に 用 い る 。 例 え ば 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 比 較 す る た め に 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ と
し て 設 定 さ れ た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.12（ 2000年 4月 21日 ） を 用 い て
blastnを 実 行 し て も よ い 。 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ の 設 定 例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
Matrix:BLOSUM62
Reward for match: 1
Penalty for mismatch: -2
Open Gap:5 及 び Extension Gap:ペ ナ ル テ ィ 　 2
Gap x drop-off: 50
Expect: 10
Word Size: 11
Filter:on
一 致 率 は 、 あ る 定 義 さ れ た 配 列 の 全 長 （ 例 え ば 特 定 の SEQ IDナ ン バ ー で 定 義 さ れ た 配 列 ）
で 測 定 し 得 る 。 或 い は 、 よ り 短 い 長 さ 、 例 え ば 、 定 義 さ れ た 、 よ り 大 き な 配 列 か ら 得 ら れ
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た 断 片 （ 例 え ば 少 な く と も ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ７ ０ 、 １ ０ ０ ま た は ２ ０ ０ の 連 続 し
た ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 ） の 長 さ と 比 較 し て 一 致 率 を 測 定 し て も よ い 。 こ こ に 挙 げ た 長 さ は
単 な る 例 示 的 な も の に 過 ぎ ず 、 表 、 図 及 び 配 列 リ ス ト を 含 め た 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 配 列
に 裏 付 け ら れ た 任 意 の 配 列 長 さ の 断 片 を 用 い て 、 一 致 率 を 測 定 し 得 る 長 さ を 説 明 し 得 る こ
と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
高 度 の 同 一 性 を 示 さ な い 核 酸 配 列 が 、 そ れ に も か か わ ら ず 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 が 原 因 で 類
似 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 場 合 が あ る 。 こ の 縮 重 を 利 用 し て 核 酸 配 列 内 で 変 化 を 生 じ
さ せ て 、 全 て の 核 酸 配 列 が 実 質 上 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る よ う な 多 数 の 核 酸 配 列 を
生 成 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 用 い ら れ る 用 語 「 一 致 率 」 ま た は 「 ％ 一 致 」 と は 、 標 準 化 さ れ た ア ル
ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 一 致 す る 残 基 の
百 分 率 の こ と で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 は 公 知 で あ る 。 保 存 的 ア ミ
ノ 酸 置 換 を 考 慮 す る ア ラ イ ン メ ン ト 方 法 も あ る 。 既 に 詳 述 し た こ の よ う な 保 存 的 置 換 は 通
常 、 置 換 部 位 の 酸 性 度 及 び 疎 水 性 を 保 存 す る の で 、 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 を （ 従 っ て 機 能 も
） 保 存 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 は 、 MEGALIGN version 3.12e配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム
に 組 込 ま れ て い る よ う な CLUSTAL Vア ル ゴ リ ズ ム の デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ を 用 い て 決 定
で き る （ 既 に 説 明 し た の で そ れ を 参 照 さ れ た い ） 。 CLUSTAL Vを 用 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 配
列 を ペ ア ワ イ ズ ア ラ イ ン メ ン ト す る 際 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ は 、 Ktuple=1、 gap penalt
y=3、 window=5、 「 diagonals saved」 =5と 設 定 さ れ る 。 デ フ ォ ル ト の 残 基 重 み 付 け 表 と し
て PAM250マ ト リ ク ス を 選 択 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア ラ イ ン メ ン ト と 同 様 に 、 CLUSTAL V
は 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 対 間 の 「 類 似 率 」 と し て 一 致 率 を 報 告 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
或 い は 、 NCBI BLASTソ フ ト ウ ェ ア 一 式 を 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列
を ペ ア ワ イ ズ で 比 較 を す る 場 合 、 あ る 者 は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ で 設 定 さ れ た 「 BLAST 
2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.12 (2000年 ４ 月 ２ １ 日 )で blastpを 使 用 す る で あ ろ う 。
デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ の 設 定 例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
Matrix:BLOSUM62
Open Gap:11 及 び Extension Gap:ペ ナ ル テ ィ 　 1
Gap x drop-off: 50
Expect: 10
Word Size: 3
Filter:on
一 致 率 は 、 あ る 定 義 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 全 長 （ 例 え ば 特 定 の SEQ IDナ ン バ ー で 定 義
さ れ た 配 列 ） で 測 定 し 得 る 。 或 い は 、 よ り 短 い 長 さ 、 例 え ば 、 定 義 さ れ た 、 よ り 大 き な ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 か ら 得 ら れ た 断 片 （ 例 え ば 少 な く と も １ ５ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ７
０ 、 ま た は １ ５ ０ の 連 続 し た 残 基 の 断 片 ） の 長 さ と 比 較 し て 一 致 率 を 測 定 し て も よ い 。 こ
こ に 挙 げ た 長 さ は 単 な る 例 示 的 な も の に 過 ぎ ず 、 表 、 図 及 び 配 列 リ ス ト を 含 め た 本 明 細 書
に 記 載 さ れ た 配 列 に 裏 付 け ら れ た 任 意 の 配 列 長 さ の 断 片 を 用 い て 、 或 る 長 さ で あ っ て そ の
長 さ に 対 し て 一 致 率 を 測 定 し 得 る 長 さ を 説 明 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
「 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 」 は 、 約 ６ kb ～ １ ０ Mbの サ イ ズ の DNA配 列 を 含 み 得 る 、 安 定 し
た 染 色 体 複 製 の 分 離 及 び 維 持 に 必 要 な 全 て の エ レ メ ン ト を 含 む 直 鎖 状 の 微 小 染 色 体 で あ る
。
【 ０ １ ０ ８ 】
用 語 「 ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 も と の 結 合 能 力 を 保 持 し つ つ よ り ヒ ト の 抗 体 に 似 せ る た め に 、 非
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抗 原 結 合 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 え ら れ た 抗 体 分 子 を 指 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】
「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と は 、 所 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 あ る 一 本 鎖
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が あ る 相 補 的 な 一 本 鎖 と 塩 基 対 を 形 成 す る ア ニ ー リ ン グ の プ ロ セ ス で あ
る 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ２ つ の 核 酸 配 列 が 高 い 相 補 性 を 共 有 す る こ と の 指
標 で あ る 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 許 容 さ れ る ア ニ ー リ ン グ 条 件 下 で 形 成
さ れ 、 「 洗 浄 」 ス テ ッ プ 後 も ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た ま ま で あ る 。 洗 浄 ス テ ッ プ は 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ セ ス の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 決 定 す る 際 に 特 に 重 要 で あ り 、 更 に ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で は 、 非 特 異 結 合 （ 即 ち 完 全 に は 一 致 し な い 核 酸 鎖 間 の 対 の 結 合 ）
が 減 少 す る 。 核 酸 配 列 の ア ニ ー リ ン グ に 対 す る 許 容 条 件 は 、 本 技 術 分 野 に お け る 当 業 者 が
慣 例 的 に 決 定 で き る 。 許 容 条 件 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 の 間 は 一 定 で よ い が 、 洗 浄
条 件 は 所 望 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 得 る よ う に 、 従 っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 異 性 も
得 る よ う に 実 験 中 に 変 更 す る こ と が で き る 。 ア ニ ー リ ン グ が 許 容 さ れ る 条 件 は 、 例 え ば 、
温 度 が ６ ８ ℃ で 、 約 ６ × SSC、 約 １ ％ （ w/v） の SDS、 並 び に 約 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の せ ん 断
し て 変 性 し た サ ケ 精 子 DNAが 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
一 般 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 或 る 程 度 、 洗 浄 ス テ ッ プ を 実 行
す る 温 度 を 基 準 に し て 表 す こ と が で き る 。 こ の よ う な 洗 浄 温 度 は 通 常 、 所 定 の イ オ ン 強 度
及 び pHに お け る 特 異 配 列 の 融 点 （ Tm） よ り 約 ５ ～ ２ ０ ℃ 低 く な る よ う に 選 択 す る 。 こ の Tm
は 、 所 定 の イ オ ン 強 度 及 び pHの 条 件 下 で 、 完 全 に 一 致 す る プ ロ ー ブ に 標 的 配 列 の ５ ０ ％ が
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る 。 Tmを 計 算 す る 式 及 び 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
は よ く 知 ら れ て お り 、 Sambrook 他  (1989) , 
第 2版 , 1-3巻 , Cold Spring Harbor Press, Plainview NYに 記 載 さ れ て お り 、 特 に 2巻 の 9
章 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ １ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対 す る 高 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 に は 、 約 ０ .２ × SSC及 び 約 １ ％ の SDS存 在 下 で 約 ６ ８ ℃ に お い て １ 時
間 の 洗 浄 条 件 が 含 ま れ る 。 或 い は 、 ６ ５ ℃ 、 ６ ０ ℃ 、 ５ ５ ℃ ま た は ４ ２ ℃ の 温 度 で 行 っ て
も よ い 。 SSC濃 度 は 、 約 ０ .１ ％ の SDS存 在 下 で 、 約 ０ .１ ～ ２ × SSCの 範 囲 で 変 化 し 得 る 。
通 常 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を 用 い て 非 特 異 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 阻 止 す る 。 こ の よ う な
遮 断 試 薬 に は 、 例 え ば 、 約 １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の せ ん 断 さ れ 変 性 し た サ ケ 精 子 DNA
が 含 ま れ る 。 例 え ば RNAと DNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の よ う な 特 定 条 件 下 で は 、 有 機 溶
剤 、 例 え ば 約 ３ ５ ～ ５ ０ ％ v/vの 濃 度 の ホ ル ム ア ミ ド を 用 い る こ と も で き る 。 洗 浄 条 件 の
有 用 な バ リ エ ー シ ョ ン は 、 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 特 に 高
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で は 、 ヌ ク レ オ チ ド 間 の 進 化 的 な 類 似 性 を 示 唆 し 得 る 。 こ の よ う
な 類 似 性 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 及 び ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 類 似 の
役 割 を 強 く 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ １ ２ 】
用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 」 は 、 相 補 的 な 塩 基 間 の 水 素 結 合 に よ っ て 、 形 成 さ
れ た ２ つ の 核 酸 配 列 の 複 合 体 を 指 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、 溶 解 状 態 で 形 成
し 得 る （ C 0 tま た は R 0 t解 析 等 ） 。 或 い は 、 一 方 の 核 酸 配 列 が 溶 解 状 態 で 存 在 し 、 も う 一 方
の 核 酸 配 列 が 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 紙 、 膜 、 フ ィ ル タ 、 チ ッ プ 、 ピ ン ま た は ガ ラ ス ス ラ イ ド
、 或 い は 他 の 適 切 な 基 板 で あ っ て 細 胞 若 し く は そ の 核 酸 が 固 定 さ れ る 基 板 ） に 固 定 さ れ て
い る よ う な ２ つ の 核 酸 配 列 間 に 形 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
用 語 「 挿 入 」 或 い は 「 付 加 」 は 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 或 い は ヌ ク レ オ チ ド が そ れ ぞ れ
追 加 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 或 い は 核 酸 配 列 の 変 化 を 指 す 。
【 ０ １ １ ４ 】
「 免 疫 応 答 」 は 、 炎 症 、 外 傷 、 免 疫 異 常 症 、 伝 染 性 疾 患 ま た は 遺 伝 性 疾 患 に 関 連 す る 症 状
を 指 し 得 る 。 こ れ ら の 症 状 は 、 細 胞 及 び 全 身 の 防 御 系 に 作 用 し 得 る 種 々 の 因 子 、 例 え ば サ
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イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 そ の 他 の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け る こ と が で
き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
用 語 「 免 疫 原 性 断 片 」 は 、 例 え ば 哺 乳 動 物 な ど の 生 き て い る 動 物 に 導 入 す る と 、 免 疫 反 応
を 引 き 起 こ す こ と が 可 能 な KPPの ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 を 指 す 。 用
語 「 免 疫 原 性 断 片 」 は ま た 、 本 明 細 書 で 開 示 す る ま た は 当 分 野 で 周 知 の あ ら ゆ る 抗 体 生 産
方 法 に 有 用 な KPPの ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 を 含 む 。
【 ０ １ １ ６ 】
用 語 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 は 、 基 板 上 の 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の
他 の 化 合 物 の 構 成 を 指 す 。
【 ０ １ １ ７ 】
用 語 「 エ レ メ ン ト 」 ま た は 「 ア レ イ エ レ メ ン ト 」 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 固 有 の 指 定 さ れ
た 位 置 を 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 他 の 化 合 物 を 指 す 。
【 ０ １ １ ８ 】
用 語 「 調 節 」 は 、 KPPの 活 性 の 変 化 を 指 す 。 例 え ば 、 モ ジ ュ レ ー ト に よ っ て 、 KPPの タ ン パ
ク 質 活 性 の 増 減 、 或 い は 結 合 特 性 ま た は そ の 他 の 、 生 物 学 的 特 性 、 機 能 的 特 性 或 い は 免 疫
学 的 特 性 の 変 化 が 起 こ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
「 核 酸 」 及 び 「 核 酸 配 列 」 の 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は こ れ ら の 断 片 を 指 す 。 「 核 酸 」 及 び 「 核 酸 配 列 」 の 語 は 、 ゲ ノ ム 起 源 ま た は 合 成
起 源 の DNAま た は RNAで あ っ て 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ る か 或 い は セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ セ
ン ス 鎖 を 表 し 得 る よ う な DNAま た は RNAや 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） や 、 任 意 の DNA様 ま た は RN
A様 物 質 を 指 す こ と も あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
「 機 能 的 に 連 結 し た 」 は 、 第 １ の 核 酸 配 列 と 第 ２ の 核 酸 配 列 が 機 能 的 な 関 係 に あ る 状 態 を
指 す 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー が コ ー ド 配 列 の 転 写 ま た は 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 場 合 に は 、 そ
の プ ロ モ ー タ ー は そ の コ ー ド 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し て い る 。 同 一 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
内 で ２ つ の タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 を 結 合 す る 必 要 が あ る 場 合 、 一 般 に 、 機 能 的 に 連 結 し た
DNA配 列 は 非 常 に 近 接 す る か 、 或 い は 連 続 的 に 隣 接 し 得 る 。
【 ０ １ ２ １ 】
「 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） 」 は 、 末 端 が リ シ ン で 終 わ る ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド の バ ッ ク ボ
ー ン に 結 合 し た 、 少 な く と も 約 ５ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ア ン
チ セ ン ス 分 子 ま た は 抗 遺 伝 子 剤 を 指 す 。 末 端 の リ シ ン は 、 組 成 物 に 溶 解 性 を 与 え る 。 PNA
は 、 相 補 的 一 本 鎖 DNAま た は RNAに 優 先 的 に 結 合 し て 転 写 の 伸 長 を 停 止 す る も の で あ り 、 ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 し て 細 胞 に お け る PNAの 寿 命 を 延 長 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
KPPの 「 翻 訳 後 修 飾 」 に は 、 脂 質 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ア セ チ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、
蛋 白 分 解 性 切 断 及 び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 修 飾 を 含 ま れ 得 る 。  こ れ ら の プ ロ セ ス は 、
合 成 或 い は 生 化 学 的 に 生 じ 得 る 。 生 化 学 的 修 飾 は 、 KPPの 酵 素 環 境 に 依 存 し 、 細 胞 の 種 類
に よ っ て 異 な り 得 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 同 一 配 列 或 い は 対 立 遺 伝 子 核 酸 配 列 、 関 連 す る 核 酸 配 列 の 検 出 に 用 い
る 、 KPPや そ れ ら の 相 補 配 列 、 ま た は そ れ ら の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の こ と で あ る 。
プ ロ ー ブ は 、 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 検 出 可 能
な 標 識 ま た は レ ポ ー タ ー 分 子 に 結 合 し た も の で あ る 。 典 型 的 な 標 識 に は 、 放 射 性 ア イ ソ ト
ー プ 、 リ ガ ン ド 、 化 学 発 光 試 薬 及 び 酵 素 が あ る 。 「 プ ラ イ マ ー 」 と は 、 相 補 的 な 塩 基 対 を
形 成 し て 標 的 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ア ニ ー リ ン グ 可 能 な 、 通 常 は DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 短 い 核 酸 で あ る 。 プ ラ イ マ ー は 次 に 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 に よ っ て 標 的 DNA鎖 に 沿
っ て 延 長 し 得 る 。 プ ラ イ マ ー 対 は 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ る 核 酸 配 列
の 増 幅 （ 及 び 同 定 ） に 用 い 得 る 。
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【 ０ １ ２ ４ 】
本 発 明 に 用 い る よ う な プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー は 通 常 、 既 知 の 配 列 の 少 な く と も １ ５ の 連
続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い る 。 特 異 性 を 高 め る た め に 長 め の プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー
、 例 え ば 開 示 し た 核 酸 配 列 の 少 な く と も ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ８
０ 、 ９ ０ 、 １ ０ ０ ま た は 少 な く と も １ ５ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら な る よ う な プ ロ ー
ブ 及 び プ ラ イ マ ー を 用 い て も よ い 。 こ れ よ り も か な り 長 い プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー も あ る
。 表 、 図 面 及 び 配 列 リ ス ト を 含 む 本 明 細 書 に 裏 付 け さ れ た 任 意 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド を 用
い る こ と が で き る も の と 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー の 調 製 及 び 使 用 方 法 に つ い て は 、 Sambrook, J.他  (1989) 

, 第 2版 , 1-3巻 、 Cold Spring Harbor Press, Plainv
iew NY、 Ausubel, F.M.他 , (1987) , Greene P
ubi. Assoc. & Wiley-Intersciences, New York NY、 Innis他  (1990) 

 Academic Press, San Diego CA等 を 参 照 さ れ た い 。
PCRプ ラ イ マ ー 対 は 、 そ の 目 的 の た め の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば Primer（ Version
 0.5, 1991, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge MA） を 用 い る
な ど し て 既 知 の 配 列 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
プ ラ イ マ ー と し て 用 い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 は 、 そ の よ う な 目 的 の た め に 本 技 術 分
野 で よ く 知 ら れ て い る ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 行 う 。 例 え ば OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア は 、 各
１ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま で の PCRプ ラ イ マ ー 対 の 選 択 に 有 用 で あ り 、 ３ ２ キ ロ ベ ー ス ま で の
イ ン プ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 最 大 ５ ,０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ
ド ま で の 大 き め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 分 析 す る の に も 有 用 で あ る 。
類 似 の プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム に は 、 拡 張 能 力 の た め の 追 加 機 能 が 組 込 ま れ て い る 。 例
え ば 、 PrimOUプ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム （ テ キ サ ス 州 ダ ラ ス に あ る テ キ サ ス 大 学 南 西 部 医
療 セ ン タ ー の ゲ ノ ム セ ン タ ー か ら 一 般 向 け に 入 手 可 能 ） は 、 メ ガ ベ ー ス 配 列 か ら 特 定 の プ
ラ イ マ ー を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ り 、 従 っ て ゲ ノ ム 全 体 の 範 囲 で プ ラ イ マ ー を 設 計 す る
の に 有 用 で あ る 。 Primer3プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム （ Whitehead Institute/MIT Center 
for Genome Research（ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ ） よ り 入 手 可 能 ） に よ っ て 、 ユ
ー ザ ー は 、 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 と し て 避 け た い 配 列 を 指 定 で き る 「 ミ ス プ ラ イ ミ ン グ ラ イ
ブ ラ リ 」 を 入 力 で き る 。 Primer3は 特 に 、 マ イ ク ロ ア レ イ の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
選 択 に 有 用 で あ る （ 後 二 者 の プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム の ソ ー ス コ ー ド は 、 そ れ ぞ れ の 情
報 源 か ら 得 て ユ ー ザ ー 固 有 の ニ ー ズ を 満 た す よ う に 修 正 し 得 る ） 。 PrimerGenプ ロ グ ラ ム
（ 英 国 ヒ ト ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ プ ロ ジ ェ ク ト -リ ソ ー ス セ ン タ ー (英 国 ケ ン ブ リ ッ ジ )か ら 一
般 向 け に 入 手 可 能 ） は 、 多 数 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 そ れ
に よ っ て 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 核 酸 配 列 の 最 大 保 存 領 域 ま た は 最 小 保 存 領 域 の 何 れ か と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な プ ラ イ マ ー の 選 択 を 可 能 に す る 。 従 っ て 、 こ の プ ロ グ ラ ム は 、
固 有 で あ っ て 保 存 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 の 同 定 に 有 用 で
あ る 。 上 記 選 択 方 法 の い ず れ か に よ っ て 同 定 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 断 片 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に お い て 、 例 え ば PCRま た は シ ー ク エ ン シ ン グ
プ ラ イ マ ー と し て 、 マ イ ク ロ ア レ イ エ レ メ ン ト と し て 、 或 い は 核 酸 の サ ン プ ル に お い て 完
全 ま た は 部 分 的 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る 特 異 プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る 。 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 方 法 は 、 上 記 の 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
本 明 細 書 に お け る 「 組 換 え 核 酸 」 は 天 然 の 配 列 で は な く 、 ２ つ 以 上 の 配 列 の 離 れ た セ グ メ
ン ト を 人 工 的 に 組 み 合 わ せ た 配 列 で あ る 。 こ の 人 為 的 組 合 せ は し ば し ば 化 学 合 成 に よ っ て
達 成 す る が 、 よ り 一 般 的 に は 核 酸 の 単 離 セ グ メ ン ト の 人 為 的 操 作 に よ っ て 、 例 え ば Sambro
ok他 の 文 献 （ 前 出 ） に 記 載 さ れ て い る よ う な 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ っ て 達 成 す る 。 組 換 え
核 酸 の 語 は 、 単 に 核 酸 の 一 部 を 付 加 、 置 換 ま た は 欠 失 し た 変 異 核 酸 も 含 む 。 し ば し ば 組 換
え 核 酸 に は 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し た 核 酸 配 列 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 組 換
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え 核 酸 は 、 例 え ば 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 さ れ る ベ ク タ ー の 一 部 と す る こ と が 可 能
で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
或 い は こ の よ う な 組 換 え 核 酸 は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 一 部 で あ っ て 、 例 え ば ワ ク シ ニ ア ウ
イ ル ス に 基 づ く も の で あ り 得 る 。 そ の よ う な ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス は 哺 乳 動 物 に 接 種 さ れ 、
そ の 組 換 え 核 酸 が 発 現 さ れ て 、 そ の 哺 乳 動 物 内 で 防 御 免 疫 応 答 を 誘 導 す る よ う に 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
「 調 節 因 子 」 は 、 通 常 は 遺 伝 子 の 非 翻 訳 領 域 に 由 来 す る 核 酸 配 列 で あ り 、 エ ン ハ ン サ ー 、
プ ロ モ ー タ ー 、 イ ン ト ロ ン 及 び ５ '及 び ３ 'の 非 翻 訳 領 域 （ UTR） を 含 む 。 調 節 因 子 は 、 転
写 、 翻 訳 ま た は RNA安 定 性 を 調 節 す る 宿 主 タ ン パ ク 質 ま た は ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 と 相 互 作
用 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 は 、 核 酸 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 抗 体 の 標 識 に 用 い ら れ る 化 学 的 ま た は 生 化
学 的 な 部 分 で あ る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 に は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、 発 色
剤 、 基 質 、 補 助 因 子 、 阻 害 因 子 、 磁 気 粒 子 及 び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 成 分 が あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
本 明 細 書 に お い て 、 DNA配 列 に 対 す る 「 RNA等 価 物 」 と は 、 基 準 と な る DNA配 列 と 同 じ 直 鎖
の 核 酸 配 列 か ら 構 成 さ れ る が 、 窒 素 性 塩 基 の チ ミ ン が ウ ラ シ ル に 置 換 さ れ 、 糖 鎖 の バ ッ ク
ボ ー ン が デ オ キ シ リ ボ ー ス で は な く リ ボ ー ス か ら な る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
用 語 「 サ ン プ ル 」 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ て い る 。 KPP、 KPPを コ ー ド す る 核 酸 、
ま た は そ の 断 片 を 含 む と 推 定 さ れ る サ ン プ ル は 、 体 液 と 、 細 胞 か ら の 抽 出 物 や 細 胞 か ら 単
離 さ れ た 染 色 体 や 細 胞 内 小 器 官 、 膜 と 、 細 胞 と 、 溶 液 中 に 存 在 す る ま た は 基 板 に 固 定 さ れ
た ゲ ノ ム DNA、 RNA、 cDNAと 、 組 織 と 、 組 織 プ リ ン ト 等 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
用 語 「 特 異 的 結 合 」 及 び 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 は 、 タ ン パ ク 質 若 し く は ペ プ チ ド と 、 ア ゴ
ニ ス ト 、 抗 体 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 小 分 子 、 若 し く は 任 意 の 天 然 若 し く は 合 成 の 結 合 組 成 物
と の 間 の 相 互 作 用 を 指 す 。 こ の 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 の 特 定 の 構 造 （ 例 え ば 抗 原 決 定 基
即 ち エ ピ ト ー プ ） で あ っ て 結 合 分 子 が 認 識 す る も の が 存 在 す る か 否 か に 依 存 し て い る こ と
を 意 味 し て い る 。 例 え ば 、 抗 体 が エ ピ ト ー プ 「 Ａ 」 に 対 し て 特 異 的 で あ る 場 合 、 結 合 し て
い な い 標 識 し た 「 Ａ 」 及 び 抗 体 を 含 む 反 応 液 に 、 エ ピ ト ー プ Ａ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 或 い は
結 合 し て い な い 無 標 識 の 「 Ａ 」 が 存 在 す る と 、 抗 体 と 結 合 す る 標 識 Ａ の 量 が 減 少 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
用 語 「 実 質 的 に 精 製 さ れ た 」 は 、 自 然 の 環 境 か ら 取 り 除 か れ て か ら 、 単 離 或 い は 分 離 さ れ
た 核 酸 配 列 或 い は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 自 然 に 結 合 し て い る 組 成 物 が 少 な く と も 約 ６ ０
％ 除 去 さ れ た も の で あ り 、 好 ま し く は 約 ７ ５ ％ 以 上 の 除 去 、 最 も 好 ま し い く は ９ ０ ％ 以 上
除 去 さ れ た も の を 指 す 。
【 ０ １ ３ ５ 】
「 置 換 」 と は 、 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を そ れ ぞ れ 別 の ア ミ ノ 酸 残 基
ま た は ヌ ク レ オ チ ド に 置 き 換 え る こ と で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
用 語 「 基 板 」 は 、 任 意 の 好 適 な 固 体 或 い は 半 固 体 の 支 持 物 を 指 し 、 膜 及 び フ ィ ル タ ー 、 チ
ッ プ 、 ス ラ イ ド 、 ウ エ ハ 、 フ ァ イ バ ー 、 磁 気 ま た は 非 磁 気 ビ ー ド 、 ゲ ル 、 チ ュ ー ブ 、 プ レ
ー ト 、 ポ リ マ ー 、 微 小 粒 子 、 毛 細 管 が 含 ま れ る 。 基 板 は 、 壁 、 溝 、 ピ ン 、 チ ャ ネ ル 、 孔 等
、 様 々 な 表 面 形 態 を 有 す る こ と が で き 、 基 板 に は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や ポ リ ペ プ チ ド が 結 合
す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
「 転 写 イ メ ー ジ 」 あ る い は 「 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 」 は 、 所 定 条 件 下 で の 所 定 時 間 に お け る 特
定 の 細 胞 の 種 類 ま た は 組 織 に よ る 集 合 的 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を 指 す 。
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【 ０ １ ３ ８ 】
「 形 質 転 換 」 と は 、 外 来 DNAが 受 容 細 胞 に 導 入 さ れ る プ ロ セ ス の こ と で あ る 。 形 質 転 換 は
、 本 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 に 従 っ て 自 然 条 件 ま た は 人 工 条 件 下 で 生 じ 得 る も
の で あ り 、 外 来 性 の 核 酸 配 列 を 原 核 宿 主 細 胞 ま た は 真 核 宿 主 細 胞 に 挿 入 す る 任 意 の 既 知 の
方 法 を 基 に し 得 る 。 形 質 転 換 の 方 法 は 、 形 質 転 換 す る 宿 主 細 胞 の 種 類 に よ っ て 選 択 す る 。
限 定 す る も の で は な い が 形 質 転 換 方 法 に は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ あ る い は ウ イ ル ス 感 染 、
電 気 穿 孔 法 （ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ） 、 熱 シ ョ ッ ク 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 及 び 微 粒 子 銃 を
用 い る 方 法 が あ る 。 「 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 」 に は 、 導 入 さ れ た DNAが 自 律 的 に 複 製 す る プ
ラ ス ミ ド と し て 或 い は 宿 主 染 色 体 の 一 部 と し て 複 製 可 能 で あ る 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た 細
胞 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 限 ら れ た 時 間 に 一 過 的 に 導 入 DNA若 し く は 導 入 RNAを 発 現 す る 細 胞
も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
こ こ で 用 い る 「 遺 伝 形 質 転 換 体 」 と は 任 意 の 生 物 体 で あ り 、 限 定 す る も の で は な い が 動 植
物 を 含 み 、 生 物 体 の １ 個 若 し く は 数 個 の 細 胞 が 、 ヒ ト の 関 与 に よ っ て 、 例 え ば 本 技 術 分 野
で よ く 知 ら れ て い る 形 質 転 換 技 術 に よ っ て 導 入 さ れ た 異 種 核 酸 を 有 す る 。  核 酸 の 細 胞 へ
の 導 入 は 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 、 細 胞 の 前 駆 物 質 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 計 画 的 な 遺 伝
子 操 作 に よ っ て 、 例 え ば 微 量 注 射 法 に よ っ て 或 い は 組 換 え ウ イ ル ス の 導 入 に よ っ て 行 う 。
遺 伝 子 操 作 の 語 は 、 古 典 的 な 交 雑 育 種 或 い は 受 精 を 指 す も の で は な く 、 組 換 え DN
A分 子 の 導 入 を 指 す も の で あ る 。 本 発 明 に 基 づ い て 予 期 さ れ る 遺 伝 形 質 転 換 体 に は 、 バ ク
テ リ ア 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア 、 真 菌 及 び 動 植 物 が あ る 。 本 発 明 の 単 離 さ れ た DNAは 、 本 技 術
分 野 で 知 ら れ て い る 方 法 、 例 え ば 感 染 、 形 質 移 入 、 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス 接 合 に よ っ て
宿 主 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の DNAを こ の よ う な 有 機 体 に 移 入 す る 技 術 は よ く 知
ら れ て お り 、 前 出 の Sambrook 他 (1989)等 の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
特 定 の 核 酸 配 列 の 「 変 異 体 」 は 、 核 酸 配 列 １ 本 全 部 の 長 さ に 対 し て 特 定 の 核 酸 配 列 と 少 な
く と も ４ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 配 列 で あ る と 定 義 す る 。  そ の 際 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ
ー タ に 設 定 し た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.9（ 1999年 5月 7日 ） を 用 い て bl
astnを 実 行 す る 。 こ の よ う な 核 酸 対 は 、 所 定 の 長 さ に 対 し て 、 例 え ば 少 な く と も ５ ０ ％ 、
６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％ 、
９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 示 し 得 る 。 或 る 変 異 体 は
、 例 え ば 「 対 立 遺 伝 子 」 変 異 体 （ 前 述 ） 、 「 ス プ ラ イ ス 」 変 異 体 、 「 種 」 変 異 体 ま た は 「
多 型 性 」 変 異 体 と し て 説 明 し 得 る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 参 照 分 子 と か な り の 同 一 性 を 有 し
得 る が 、 mRNAプ ロ セ ッ シ ン グ 中 の エ キ ソ ン の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 通 常 、 よ り 多
く ま た は よ り 少 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と に な る 。 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 追
加 機 能 ド メ イ ン を 有 す る か 或 い は 参 照 分 子 に 存 在 す る ド メ イ ン が 欠 落 し て い る こ と が あ る
。 種 変 異 体 は 、 種 に よ っ て 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 結 果 的 に 生 じ る ポ リ ペ プ
チ ド は 通 常 、 相 互 に か な り の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る 。 多 型 性 変 異 体 は 、 与 え ら れ た 種 の
個 体 間 で 特 定 の 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 で の 変 異 で あ る 。 多 型 変 異 配 列 は ま た 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 が 異 な る 「 １ 塩 基 多 型 性 」 （ SNP） も 含
み 得 る 。 SNPの 存 在 は 、 例 え ば 特 定 の 個 体 群 、 病 状 ま た は 病 状 性 向 を 示 し 得 る 。 特 定 の ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 の 「 変 異 体 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の １ 本 の 長 さ 全 体 で 特 定 の ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も ４ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と し て 画 定 さ れ
る 。  こ こ で 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.
0.9（ 1999年 5月 7日 ） を 用 い て blastpを 実 行 す る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 対 は 、 所 定 の
長 さ に 対 し て 、 例 え ば 少 な く と も ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９
２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ ま た は そ れ 以 上 の 配 列
同 一 性 を 示 し 得 る 。
【 ０ １ ４ １ 】
（ 発 明 ）
本 発 明 は 、 新 規 の キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ (KPP)、 お よ び KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
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レ オ チ ド の 発 見 、 及 び 心 血 管 疾 患 、 免 疫 系 の 疾 患 、 神 経 の 疾 患 、 成 長 お よ び 発 達 に 影 響 を
及 ぼ す 疾 患 、 脂 質 異 常 、 細 胞 増 殖 異 常 及 び 癌 の 診 断 ・ 治 療 あ る い は 予 防 の た め の こ れ ら の
組 成 物 の 使 用 に 基 づ く 。
【 ０ １ ４ ２ 】
表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 命 名 の 概 略 で あ る
。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び そ の 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ つ の Incyteプ ロ ジ ェ ク ト 識 別
番 号 （ Incyteプ ロ ジ ェ ク ト ID） と 相 関 す る 。 各 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 識
別 番 号 （ ポ リ ペ プ チ ド SEQ ID NO） と Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ ペ プ チ ド I
D） に よ っ て 表 示 し た 。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド SEQ ID NO） と Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン セ ン サ ス 配 列 番 号 （ Incyteポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ID） に よ っ て 表 示 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
表 ２ は 、 GenBankタ ン パ ク 質 （ genpept） デ ー タ ベ ー ス に 対 す る BLAST分 析 に よ っ て 同 定 さ
れ た よ う な 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 示 し て い る 。 列 １ お よ び 列
２ は そ れ ぞ れ 、 本 発 明 の 各 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ ポ リ ペ プ チ
ド  SEQ ID NO :） と 、 そ れ に 対 応 す る Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ ペ プ チ ド
ID） を 示 す 。 列 ３ は 、 最 も 近 い GenBank相 同 体 の GenBank識 別 番 号 （ Genbank ID NO） を 示
す 。 列 ４ は 、 各 ポ リ ペ プ チ ド と そ の 相 同 体 と の 間 の 一 致 を 表 す 確 率 ス コ ア を 示 す 。 列 ５ は
、 該 当 箇 所 に は 適 当 な 引 用 を 示 す と と も に GenBank相 同 体 １ つ 以 上 の 注 釈 （ annotation）
を 示 し 、 こ れ ら は す べ て 本 明 細 書 で は 参 考 文 献 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
表 ３ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 様 々 な 構 造 的 特 徴 を 示 す 。 列 １ お よ び 列 ２ は そ れ ぞ れ 、
本 発 明 の 各 ポ リ ペ プ チ ド の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ SEQ ID NO:） お よ び そ れ に 対 応 す
る Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ ペ プ チ ド ID） を 示 す 。 列 ３ は 、 各 ポ リ ペ プ チ
ド の ア ミ ノ 酸 残 基 数 を 示 す 。 列 ４ お よ び 列 ５ は そ れ ぞ れ 、 GCG配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ
ケ ー ジ の MOTIFSプ ロ グ ラ ム （ Genetics Computer Group, Madison WI） に よ っ て 決 定 さ れ
た 、 リ ン 酸 化 お よ び グ リ コ シ ル 化 の 可 能 性 の あ る 部 位 を 示 す 。 列 ６ は 、 シ グ ネ チ ャ 配 列 、
ド メ イ ン 、 お よ び モ チ ー フ を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 列 ７ は 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 ／ 機 能
の 分 析 の た め の 分 析 方 法 を 示 し 、 該 当 箇 所 に は さ ら に 分 析 方 法 に 利 用 し た 検 索 可 能 な デ ー
タ ベ ー ス を 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
表 ２ 及 び 表 ３ は 共 に 、 本 発 明 の 各 々 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 を 要 約 し て お り 、 そ れ ら の 特 性
が 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る こ と を 確
立 し て い る 。 例 え ば 、 SEQ ID NO:1は 、 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)で 決
定 さ れ る よ う に ヒ ト MAPキ ナ ー ゼ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 6(GenBank ID g6840994)と 33％ 同 一 で あ
る （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 1.3e-19で あ り 、 こ れ は 観 測 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列
ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:1は ま た 、 二 重 特 異 性 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 触 媒 ド メ イ ン を 有 す る 。  こ れ は 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保
存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一
致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た 。  （ 表 3参 照 ） 。 DOMOデ ー タ ベ ー ス を 使 っ た BLAST解 析 よ り の デ
ー タ は 、 SEQ ID NO:1が MAPキ ナ ー ゼ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る こ と を さ ら に 確 証 す る 証 拠 を 提
供 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
別 の 例 で は 、 SEQ ID NO:2は Ｍ 1残 基 か ら M2299残 基 ま で ラ ッ ト 糸 球 体 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 受
容 体 タ ン パ ク 質 － チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 前 駆 体 (GenBank ID g3300096)と 86％ 同 一 で あ
る こ と が Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)に よ っ て 示 さ れ た 。 （ 表 2参 照 ） 。
BLAST確 率 ス コ ア は 0.0で あ り 、 こ れ は 観 測 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然
に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:2は ま た 、 プ ロ テ イ ン チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ
ド メ イ ン を 有 す る が 、 こ れ は 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ
ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決
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定 さ れ た 。 （ 表 3参 照 ） 。 BLIMPS、 MOTIFS、 及 び PROFILESCAN解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID
 NO:2 が プ ロ テ イ ン チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 、 さ ら に 確 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
ま た 他 の 例 と し て 、 SEQ ID NO:3は マ ウ ス の タ ウ チ ュ ー ブ リ ン キ ナ ー ゼ （ GenBank ID g153
41198） と Ｍ １ 残 基 か ら Q316残 基 ま で 96％ 同 一 で あ る こ と が Basic Local Alignment Searc
h Tool (BLAST)に よ っ て 示 さ れ た （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 1.0e-179で あ り 、 こ れ
は 観 察 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ 
ID NO:3は ま た 、 真 核 生 物 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 有 す る が 、  こ れ は 、 隠 れ マ ル コ
フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン の PFAMデ ー タ ベ ー
ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た 。  （ 表 3参 照 ） 。 MOTIFS及 び 付 加
的 な BLAST解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:3 が プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ で あ る 、 さ ら に 実 証
的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
代 わ り の 例 と し て 、 SEQ ID NO:4は H234残 基 か ら C1863残 基 ま で ヒ ト 核 内 二 重 特 異 性 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ (GenBank ID g3015538)と 98％ の 同 一 性 を 有 す る こ と が Basic Local Alignment S
earch Tool (BLAST)に よ っ て 示 さ れ た 。 （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 0.0で あ り 、 こ
れ は 観 測 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SE
Q ID NO:4は ま た 、 DENN (AEX3)ド メ イ ン と プ レ ッ ク ス ト リ ン 相 同 性 ド メ イ ン を 有 す る が 、
こ れ は 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ
ン 群 の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た  （ 表 3参 照
） 。 PRODOMデ ー タ ベ ー ス を 用 い る BLAST解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:4が 核 内 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ で あ る こ と を さ ら に 確 証 す る 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
ま た 他 の 例 と し て 、 SEQ ID NO:5は マ ウ ス の セ リ ン /ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ 33（ GenBank ID g
14148952） と Ｍ １ 残 基 か ら T382残 基 ま で 76％ 同 一 で あ る こ と が Basic Local Alignment Se
arch Tool (BLAST)に よ っ て 示 さ れ た （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 1.0e-163で あ り 、
こ れ は 観 察 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。
SEQ ID NO:5は ま た 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 有 す る が 、 こ れ は 、 隠 れ マ ル コ フ モ
デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン の PFAMデ ー タ ベ ー ス に
お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た 。  （ 表 3参 照 ） 。 BLIMPS、 MOTIFS、 及
び PROFILESCAN解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:5が プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ で あ る 、 さ ら に 実
証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
別 の 例 と し て 、 SEQ ID NO:6は V107残 基 か ら L331残 基 ま で プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ ２ Cフ
ァ ミ リ -と 類 似 の 線 虫 の タ ン パ ク 質 (GenBank ID g2804429)と 42％ の 同 一 性 を 有 す る こ と が
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)に よ っ て 示 さ れ た 。 （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確
率 ス コ ア は 5.4e-41で あ る が 、 こ れ は 観 測 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率
を 示 す 。 SEQ ID NO:6は ま た 、 プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ ２ Cド メ イ ン を 有 す る が 、  こ れ
は 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン の P
FAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た 。 （ 表 3参 照 ） 。 BL
IMPS及 び BLAST_DOMO解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:6が プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ ２ Cで
あ る こ と を さ ら に 確 証 す る 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
別 の 例 に お い て 、 SEQ ID NO:7 は マ ウ ス の PFTAIREキ ナ ー ゼ (GenBank ID g2392814)の 残 基
F46か ら V292に 対 し て 75%の 同 一 性 が あ る こ と が Basic Local Alignment Search Tool (BLA
ST)に よ っ て 確 認 さ れ た 。 （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 1.3e-103で あ り 、 こ れ は 観 測
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:
7は ま た 、 F46残 基 か ら R296残 基 ま で ヒ ト の セ リ ン /ト レ オ ニ ン プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ PFTAIRE
-1(GenBank ID g12002201)に 73%の 同 一 性 が あ り 、 BLAST確 率 ス コ ア 9.0e-103で あ る 。 SEQ 
ID NO:7は ま た 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 持 ち 、 こ れ は 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM）
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を 基 に し た 、 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統
計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た 。 （ 表 3参 照 ） 。 MOTIFS及 び PROFILESCAN解 析 よ り
の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:7が プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ で あ る こ と を さ ら に 確 証 す る 証 拠 を 提 供
す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
別 の 例 に お い て 、 SEQ ID NO:8は K2残 基 か ら L281残 基 ま で ヒ ト の ピ リ ミ ジ ン ５ ‘ ヌ ク レ オ
チ ダ ー ゼ (GenBank ID g11245474)に 58%の 同 一 性 を 有 す る が 、 こ れ は Basic Local Alignme
nt Search Tool (BLAST)に よ っ て 同 定 さ れ る 。 （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 1.1e-90
で あ り 、 こ れ は 観 察 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し
て い る 。 SEQ ID NO:１ － 8の 解 析 の た め の ア ル ゴ リ ズ ム 及 び パ ラ メ ー タ が 表 ７ で 記 述 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
表 ４ に 示 す よ う に 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 cDNA配 列 ま た は ゲ ノ ム DNA
由 来 の コ ー ド （ エ キ ソ ン ） 配 列 を 用 い て 、 或 い は こ れ ら ２ 種 類 の 配 列 を 任 意 に 組 み 合 わ せ
て 構 築 し た 。 列 １ は 本 発 明 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 識 別 番 号
（ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド SEQ ID NO） お よ び 対 応 す る Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン セ ン サ ス 配
列 番 号 （ Incyte ID） 、 お よ び 塩 基 対 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ を 示 し て い る 。 列
２ は 、 本 発 明 の 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 構 築 す る た め に 使 わ れ た cDNA配 列 お よ び /ま
た ゲ ノ ム 配 列 の 開 始 ヌ ク レ オ チ ド （ ５ '） 位 置 お よ び 終 了 ヌ ク レ オ チ ド （ ３ '） 位 置 を 示 し
、 ま た SEQ ID NO:9-16を 同 定 す る た め の 、 あ る い は SEQ ID NO:9-16と 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 間 で 区 別 す る た め の 技 術 （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 ま た は 増 幅
技 術 ） に 有 用 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 の 開 始 ヌ ク レ オ チ ド （ ５ '） 位 置 お よ び 終 了
ヌ ク レ オ チ ド （ ３ '） 位 置 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ４ 】
表 ４ の 列 ２ で 記 述 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 特 に 、 例 え ば 組 織 特 異 的 cDNAラ イ ブ ラ リ
あ る い は プ ー ル し た cDNAラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る Incyte cDNAを 指 す 場 合 も あ る 。 或 い は 列 2
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア セ ン ブ リ に 寄 与 し た GenBan
k cDNAま た は ESTを 指 す 場 合 も あ る 。 さ ら に 、 列 2の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 ENSEMBL（ T
he Sanger Centre、 （ 英 国 ケ ン ブ リ ッ ジ ） ） デ ー タ ベ ー ス か ら 由 来 し た 配 列 を 同 定 し 得 る
（ 例 え ば 、 「 ENST」 命 名 を 含 む 配 列 ） 。 或 い は 、 列 2で 記 述 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片
は 、 NCBI RefSeq Nucleotide Sequence Records デ ー タ ベ ー ス か ら 由 来 す る 場 合 も あ り （
即 ち 「 NM」 ま た は 「 NT」 の 命 名 を 含 む 配 列 ） 、 ま た NCBI RefSeq Protein Sequence Recor
dsか ら 由 来 す る 場 合 も あ る （ 即 ち 「 NP」 の 命 名 を 含 む 配 列 ） 。 ま た は 列 2の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 断 片 は 、 「 エ キ ソ ン ス テ ィ ッ チ ン グ （ exon-stitching） 」 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 結 び 合
わ せ た cDNA及 び Genscan予 想 エ キ ソ ン の 両 方 か ら な る 群 を 意 味 す る 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 F
L_XXXXXX_N 1 _N 2 _YYYYY_N 3 _N 4  と 同 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ル ゴ リ ズ ム が 適 用 さ
れ る 配 列 の ク ラ ス タ ー の 識 別 番 号 が XXXXXXで あ り 、 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 生 成 さ れ る 予 測 の
番 号 が YYYYY で あ り 、 （ も し 存 在 す れ ば ） N 1 , 2 , 3 . . が 解 析 中 に 手 動 で 編 集 さ れ た 可 能 性 の
あ る 特 定 の エ キ ソ ン で あ る よ う な 「 縫 合 さ れ た 」 配 列 で あ る (実 施 例 ５ 参 照 )。 ま た は 、 列
2の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ （ exon-stretching） 」 ア ル ゴ リ ズ
ム に よ り 結 び 合 わ せ た エ キ ソ ン の 集 合 を 指 す 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 FLXXXXXX_gAAAAA_gBBB
BB_1_Nと し て 同 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 「 ス ト レ ッ チ さ れ た 」 配 列 で あ る 。 XX
XXXXは Incyteプ ロ ジ ェ ク ト 識 別 番 号 、 gAAAAAは 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ 」 ア ル ゴ リ ズ ム
を 適 用 し た ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 の GenBank識 別 番 号 、 gBBBBBは 一 番 近 い GenBankタ ン パ ク 質 相 同
体 の GenBank識 別 番 号 ま た は NCBI RefSeq 識 別 番 号 で あ り 、 Nは 特 定 の エ キ ソ ン に 言 及 し て
い る （ 実 施 例 ５ を 参 照 ） 。 あ る RefSeq配 列 が 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ 」 ア ル ゴ リ ズ ム の
た め の タ ン パ ク 質 相 同 体 と し て 使 用 さ れ た 場 合 で は 、 RefSeq識 別 番 号 （ 「 NM」 、 「 NP」 、
ま た は 「 NT」 に よ っ て 表 さ れ る ） が 、 GenBank識 別 （ 即 ち 、 gBBBBB） の 代 わ り に 使 用 さ れ
る 場 合 も あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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或 い は 、 接 頭 コ ー ド は 、 手 動 で 編 集 さ れ た 構 成 配 列 、 ゲ ノ ム DNA配 列 か ら 予 測 さ れ た 構 成
配 列 、 ま た は 組 み 合 わ さ れ た 配 列 解 析 方 法 か ら 由 来 す る 構 成 配 列 を 同 定 す る 。 次 の 表 は 、
構 成 配 列 の 接 頭 コ ー ド と 、 接 頭 コ ー ド に 対 応 す る 配 列 分 析 方 法 の 例 を 列 記 す る （

を 参 照 ） 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ６ 】
場 合 に よ っ て は 、 最 終 コ ン セ ン サ ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 す る た め に 表 4に 示 す よ
う な 配 列 の 適 用 範 囲 と 重 複 す る Incyte cDNAの 適 用 範 囲 が 得 ら れ た が 、 そ れ に 関 連 す る Inc
yte cDNA識 別 番 号 は 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
表 ５ は 、 Incyte cDNA配 列 を 用 い て 構 築 さ れ た 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の た め の 代 表
的 な cDNAラ イ ブ ラ リ を 示 し て い る 。 代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ は 、 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 構 築 及 び 確 認 す る た め に 用 い ら れ る Incyte cDNA配 列 に よ っ て 、 最 も 頻 繁 に 代 表 さ
れ る Incyte cDNAラ イ ブ ラ リ で あ る 。 cDNAラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る た め に 用 い た 組 織 及 び ベ
ク タ ー を 表 ５ に 示 し 、 表 ６ で 説 明 し て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
本 発 明 は ま た 、 KPPの 変 異 体 も 含 む 。 好 適 な KPPの 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 KPPア ミ ノ 酸
配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 ま た は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 或 い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ も の
一 致 率 を 有 し 、 KPPの 機 能 的 若 し く は 構 造 的 特 徴 を 少 な く と も １ つ 有 す る よ う な 変 異 体 で
あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 特 定 の 実 施 例 に お い て 、
本 発 明 は 、 KPPを コ ー ド す る SEQ ID NO:9－ 16か ら な る 一 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 含 む ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 SEQ ID NO:9-16の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 表 に 示 さ
れ て い る よ う に 等 価 RNA配 列 と 同 等 の 価 値 を 有 し て い る が 、 窒 素 塩 基 チ ミ ン の 出 現 は ウ ラ
シ ル に 置 換 さ れ 、 糖 の バ ッ ク ボ ー ン は デ オ キ シ リ ボ ー ス で は な く て リ ボ ー ス か ら 構 成 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
本 発 明 は ま た 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 配 列 を 含 む 。 詳 細 に は 、 こ
の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 配 列 は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
対 し て 少 な く と も 約 ７ ０ ％ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 、 或 い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 、 更 に は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ も の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一
性 を 有 す る 。 本 発 明 の 或 る 実 施 態 様 で は 、 SEQ ID NO:9－ 16か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 或 い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 ま た は 少 な く と も 約 ９ ５
％ も の 一 致 率 を 有 す る よ う な SEQ ID NO:9－ 16か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 配 列 を 含 む 。  上 記 の 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 は 、 KPP

10

20

30

40

50

(38) JP 2004-521637 A 2004.7.22

実 施 例 ４
と ５



の 機 能 的 若 し く は 構 造 的 特 徴 を 少 な く と も １ つ 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し 得 る 。
【 ０ １ ６ １ 】
更 に あ る い は 別 法 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 は KPPを コ － ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と か な り の 同 一 性 を 有 し 得 る が 、 mRNAプ ロ セ ッ シ ン グ 中 の エ キ ソ ン の 選 択 的
ス プ ラ イ シ ン グ に よ る 配 列 ブ ロ ッ ク の 追 加 ま た は 削 除 に よ り 、 通 常 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が
よ り 多 く ま た は よ り 少 数 の 塩 基 を 有 す る こ と に な る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は そ の 全 長 に つ い
て KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 が 約 ７ ０ ％ 以
下 、 あ る い は 約 ６ ０ ％ 、 あ る い は 約 ５ ０ ％ 以 下 で あ り え る が 、 そ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 の あ
る 部 分 は KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の あ る 部 分 と の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同
一 性 が 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％
、 あ る い は １ ０ ０ ％ に な っ て い る 。 上 記 し た ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 は 何 れ も 、 KPPの 機 能 的
或 い は 構 造 的 特 徴 の 少 な く と も １ つ を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り 作 り 出 さ れ 得 る KPPを コ ー ド す る 種 々 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に は
、 既 知 の 自 然 発 生 す る 任 意 の 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 最 小 の 類 似 性 し か 有 し な い
も の も 含 ま れ る こ と を 、 当 業 者 は 理 解 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 本 発 明 に は 、 可 能 コ ド ン
選 択 に 基 づ く 組 合 せ の 選 択 に よ っ て 産 出 し 得 る よ う な あ り と あ ら ゆ る 可 能 性 の あ る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 変 異 体 を 網 羅 し 得 る 。 こ れ ら の 組 合 せ は 、 天 然 の KPPの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に 適 用 さ れ る よ う な 標 準 ト リ プ レ ッ ト 遺 伝 暗 号 を 基 に 作 ら れ る も の で あ り 、 こ の よ う
な 変 異 は 全 て 明 確 に 開 示 さ れ て い る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
KPPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び そ の 変 異 配 列 は 一 般 に 、 好 適 に 選 択 さ れ た ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 天 然 の KPPの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ る が 、
非 天 然 の コ ド ン を 含 め る な ど の 実 質 的 に 異 な っ た 使 い 方 の コ ド ン を 有 す る KPP或 い は そ の
誘 導 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 る こ と は 有 利 と な り 得 る 。 宿 主 が 特 定 の コ ド ン
を 利 用 す る 頻 度 に 基 づ い て 、 特 定 の 真 核 宿 主 又 は 原 核 宿 主 に 発 生 す る ペ プ チ ド の 発 現 率 を
高 め る よ う に コ ド ン を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 え る こ
と な く KPP及 び そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 実 質 上 変 更 す る 別 の 理 由 に は
、 天 然 の 配 列 か ら 作 製 さ れ る 転 写 物 よ り 好 ま し い 、 例 え ば 半 減 期 が 長 い な ど の 特 性 を 有 す
る RNA転 写 物 の 作 製 が あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
本 発 明 は ま た 、 KPP及 び そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る DNA配 列 ま た は そ れ ら の 断 片 を 完 全 に 合 成
化 学 に よ っ て 作 り 出 す こ と も 含 む 。 作 製 後 、 当 分 野 で 周 知 の 試 薬 を 用 い て 、 こ の 合 成 配 列
を 任 意 の 様 々 な 入 手 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー 及 び 細 胞 系 中 に 挿 入 し 得 る 。 更 に 、 合 成 化 学 を 用
い て KPPま た は そ の 任 意 の 断 片 を コ ー ド す る 或 る 配 列 に 突 然 変 異 を 誘 導 し 得 る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
更 に 本 発 明 に は 、 種 々 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 請 求 項 に 記 載 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 特 に 、 SEQ ID NO:9－ 16及 び そ れ ら の 断 片 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 Wahl, G.M.お よ び S.L. Berger（ 1987） Methods Enzymol
.152:399-407、 Kimmel, A.R.（ 1987） Methods Enzymol.152:507-511.) ア ニ ー リ ン グ 及 び
洗 浄 条 件 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 、 「 定 義 」 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
DNAシ ー ク エ ン シ ン グ の 方 法 は 当 分 野 で は 公 知 で あ り 、 本 発 明 の い ず れ の 実 施 例 も DNAシ ー
ク エ ン シ ン グ 方 法 を 用 い て 実 施 可 能 で あ る 。 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 方 法 に は 酵 素 を 用 い る
こ と が で き 、 例 え ば DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ウ 断 片 、 SEQUENASE（ US Biochemical, Cle
veland OH） 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Applied Biosystems） 、 熱 安 定 性 T7ポ リ メ ラ ー ゼ （ Amer
sham, Pharmacia Biotech, Piscataway NJ） を 用 い る こ と が で き る 。 或 い は 、 例 え ば ELON
GASE増 幅 シ ス テ ム （ Life Technologies, Gaithersburg MD） に お い て 見 ら れ る よ う に 、 ポ
リ メ ラ ー ゼ と 校 正 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ を 併 用 す る こ と が で き る 。 好 適 に は 、 MICROLAB2200
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液 体 転 移 シ ス テ ム （ Hamilton, Reno, NV） 、 PTC200サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research, W
atertown MA） 及 び ABI CATALYST 800サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Applied Biosystems） 等 の 装
置 を 用 い て 配 列 の 準 備 を 自 動 化 す る 。 次 に 、 ABI 373或 い は 377 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス
テ ム （ Applied Biosystems） 、 MEGABACE 1000 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Molecular
 Dynamics, Sunnyvale CA） ま た は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 他 の 方 法 を 用 い て シ ー ク エ
ン シ ン グ を 行 う 。 結 果 と し て 得 ら れ た 配 列 を 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 種 々 の ア ル ゴ リ ズ
ム を 用 い て 分 析 す る （ Ausubel, F.M. (1997) , J
ohn Wiley & Sons, New York NY, unit 7.7、 Meyers, R.A. (1995) 

, Wiley VCH, New York NY, 856-853ペ ー ジ 等 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ６ ７ 】
当 分 野 で 周 知 の PCR法 を ベ ー ス に し た 種 々 の 方 法 で 、 部 分 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 利 用 し
て 、 KPPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 伸 長 し 、 プ ロ モ ー タ ー や 調 節 エ レ メ ン ト な ど の 上 流 に あ
る 配 列 を 検 出 す る 。 例 え ば 、 使 用 し 得 る 方 法 の １ つ で あ る 制 限 部 位 PCR法 は 、 ユ ニ バ ー サ
ル プ ラ イ マ ー 及 び ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 内 の ゲ ノ ム DNAか
ら 未 知 の 配 列 を 増 幅 す る 方 法 で あ る (例 え ば 、 Sarkar, G. (1993) PCR Methods Applic. 2
:318-322を 参 照 )。 別 の 方 法 に 逆 PCR法 が あ り 、 こ れ は 広 範 な 方 向 に 伸 長 さ せ た プ ラ イ マ ー
を 用 い て 環 状 化 し た 鋳 型 か ら 未 知 の 配 列 を 増 幅 す る 方 法 で あ る 。 鋳 型 は 、 既 知 の ゲ ノ ム 遺
伝 子 座 及 び そ の 周 辺 の 配 列 を 含 む 制 限 酵 素 断 片 か ら 得 る (例 え ば 、 Triglia, T. 他  (1988)
 Nucleic Acids Res. 16:8186を 参 照 )。 第 ３ の 方 法 と し て キ ャ プ チ ャ PCR法 が あ り 、 こ れ
は ヒ ト 及 び 酵 母 菌 人 工 染 色 体 DNAの 既 知 の 配 列 に 隣 接 す る DNA断 片 を PCR増 幅 す る 方 法 に 関
与 し て い る 。 （ Lagerstrom, M.他 (1991) PCR Methods Applic 1:111-119等 を 参 照 ） 。 こ
の 方 法 で は 、 PCRを 行 う 前 に 複 数 の 制 限 酵 素 の 消 化 及 び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 用 い て 未 知
の 配 列 領 域 内 に 組 換 え 二 本 鎖 配 列 を 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 未 知 の 配 列 を 検 索
す る た め に 用 い 得 る 別 の 方 法 に つ い て は 当 分 野 で 知 ら れ て い る （ Parker, J.D.他  (1991) 
Nucleic Acids Res. 19:3055-3060等 を 参 照 ） 。 (1991) Nucleic Acids Res. 19:30553060
).　 更 に 、 PCR、 ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー 及 び PromoterFinder（ 商 標 ） ラ イ ブ ラ リ （ Clontec
h, Palo Alto CA） を 用 い て ゲ ノ ム DNAを ウ ォ ー キ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の 手 順 は 、 ラ
イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 が な く 、 イ ン ト ロ ン ／ エ キ ソ ン 接 合 部 を 見 付 け る の に
有 用 で あ る 。 全 て の PCRベ ー ス の 方 法 に 対 し て 、 市 販 さ れ て い る ソ フ ト ウ ェ ア 、 例 え ば OLI
GO 4.06プ ラ イ マ ー 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences, Plymouth MN） 或 い は 別 の
好 適 な プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 長 さ が 約 ２ ２ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 有 率 が 約 ５ ０ ％ 以 上
、 温 度 約 ６ ８ ℃ ～ ７ ２ ℃ で 鋳 型 に 対 し て ア ニ ー リ ン グ す る よ う に プ ラ イ マ ー を 設 計 し 得 る
。
【 ０ １ ６ ８ 】
完 全 長 cDNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 は 、 よ り 大 き な cDNAを 含 む よ う に サ イ ズ 選 択 さ れ た ラ
イ ブ ラ リ を 用 い る の が 好 ま し い 。 更 に 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー の ラ イ ブ ラ リ は 、 し ば し ば 遺
伝 子 の ５ '領 域 を 有 す る 配 列 を 含 み 、 オ リ ゴ d(T)ラ イ ブ ラ リ が 完 全 長 cDNAを 作 製 で き な い
状 況 に 対 し て 好 適 で あ る 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ は 、 ５ '非 転 写 調 節 領 域 へ の 配 列 の 伸 長 に 有
用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ９ 】
市 販 の キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 シ ス テ ム を 用 い て 、 シ ー ク エ ン シ ン グ ま た は PCR産 物 の サ イ
ズ を 分 析 し 、 ま た は そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 キ ャ ピ
ラ リ ー シ ー ク エ ン シ ン グ は 、 電 気 泳 動 に よ る 分 離 の た め の 流 動 性 ポ リ マ ー と 、 ４ つ の 異 な
る ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 で あ る よ う な 、 レ ー ザ で 活 性 化 さ れ る 蛍 光 色 素 と 、 発 光 さ れ た 波
長 の 検 出 に 利 用 す る CCDカ メ ラ と を 有 し 得 る 。 出 力 ／ 光 の 強 度 は 、 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア （ A
pplied Biosystems社 の GENOTYPER、 SEQUENCE NAVIGATOR等 ） を 用 い て 電 気 信 号 に 変 換 し 得
る 。 サ ン プ ル の ロ ー ド か ら コ ン ピ ュ ー タ 分 析 及 び 電 子 デ ー タ 表 示 ま で の 全 プ ロ セ ス が コ ン
ピ ュ ー タ 制 御 可 能 で あ る 。 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 は 、 特 定 の サ ン プ ル に 少 量 し か 存 在 し
な い よ う な DNA小 断 片 の シ ー ク エ ン シ ン グ に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
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本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 内 で 、 KPP、 そ の 断 片 ま た は 機 能 的 等 価 物 を
発 現 さ せ る 組 換 え DNA分 子 群 に 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 ま た は そ の 断 片
群 を ク ロ ー ニ ン グ し 得 る 。 遺 伝 暗 号 固 有 の 縮 重 に よ り 、 実 質 的 に 同 じ 或 い は 機 能 的 に 等 価
の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 別 の DNA配 列 群 を 作 る こ と が で き 、 こ れ ら の 配 列 を KPPの 発 現
に 利 用 で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
種 々 の 目 的 で 、 KPPを コ ー ド す る 配 列 群 を 改 変 す る た め に 、 当 分 野 で 一 般 的 に 既 知 の 方 法
を 用 い て 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 を 組 換 え る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に は 、 遺 伝 子
産 物 の 、 ク ロ ー ン 化 、 プ ロ セ ッ シ ン グ 及 び ／ ま た は 発 現 の 調 節 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ る も の で は な い 。 遺 伝 子 断 片 及 び 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ ン ダ ム な フ ラ グ メ ン
テ ー シ ョ ン 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 再 ア セ ン ブ リ に よ る Ｄ Ｎ Ａ シ ャ ッ フ リ ン グ を 用 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 組 み 換 え る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 介 し た 部 位 特 異 的 変 異
誘 導 を 利 用 し て 、 新 規 な 制 限 部 位 の 作 製 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 、 コ ド ン 優 先 の 変
更 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 生 成 等 を 起 こ す 突 然 変 異 を 導 入 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 MOLECULARBREEDING（ Maxygen Inc., Santa Clara CA。  米 国 特
許 第 5,837,458号 、 Chang, C.-C.他  (1999) Nat. Biotechnol. 17:793-797、 Christians, 
F.C.他  (1999) Nat. Biotechnol. 17:259-264、 Crameri, A. 他  (1996) Nat. Biotechnol
. 14:315-319に 記 載 ） 等 の DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 技 術 の 対 象 と な り 、 KPPの 生 物 学 的 特 性 、 例
え ば 生 物 活 性 、 酵 素 活 性 、 或 い は 他 の 分 子 や 化 合 物 と の 結 合 力 等 を 変 更 ま た は 向 上 さ せ 得
る 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 遺 伝 子 断 片 の PCRを 介 す る 組 換 え を 用 い て 遺 伝 子 変 異 体 の ラ イ
ブ ラ リ を 作 製 す る プ ロ セ ス で あ る 。 ラ イ ブ ラ リ は そ の 後 、 そ の 遺 伝 子 変 異 体 を 所 望 の 特 性
に 同 定 す る よ う な 選 択 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ に か け る 。 次 に こ れ ら の 好 適 な 変 異 体 を プ ー
ル し 、 更 に 反 復 し て DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 及 び 選 択 ／ ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ て も よ い 。 従 っ
て 、 人 工 的 な 育 種 及 び 急 速 な 分 子 の 進 化 に よ っ て 多 様 な 遺 伝 子 が 作 ら れ る 。 例 え ば 、 ラ ン
ダ ム ポ イ ン ト 突 然 変 異 を 有 す る 単 一 の 遺 伝 子 の 断 片 を 組 み 換 え て 、 ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ
の 後 所 望 の 特 性 が 最 適 化 さ れ る ま で シ ャ ッ フ リ ン グ す る こ と が で き る 。 或 い は 、 所 定 の 遺
伝 子 を 同 種 ま た は 異 種 の い ず れ か か ら 得 た 同 一 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 相 同 遺 伝 子 と 組 み 換 え
、 そ れ に よ っ て 天 然 に 存 在 す る 複 数 の 遺 伝 子 の 遺 伝 多 様 性 を 、 指 図 さ れ た 制 御 可 能 な 方 法
で 最 大 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
別 の 実 施 例 に よ れ ば 、 KPPを コ ー ド す る 配 列 は 、 当 分 野 で 周 知 の 化 学 的 方 法 を 用 い て 、 全
体 或 い は 一 部 が 合 成 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Caruthers. M.H.他 （ 1980） Nucl. Acids Res. 
Symp. Ser 7:215-223及 び Horn, T.他 （ 1980） Nucl. Acids Res. Symp. Ser7.225-232を 参
照 ） 。 別 法 と し て 、 化 学 的 方 法 を 用 い て KPP自 体 ま た は そ の 断 片 を 合 成 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 例 え ば 、 種 々 の 液 相 ま た は 固 相 技 術 を 用 い て ペ プ チ ド 合 成 を 行 う こ と が で き る （ Cr
eighton, T. (1984) , WH Freeman, Ne
w York NY, 55-60ペ ー ジ 、 Roberge, J.Y.他  (1995) Science 269:202-204等 を 参 照 ） 。 自
動 合 成 は ABI 431Aペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ （ Applied Biosystems） を 用 い て 達 成 し 得 る 。 更
に KPPの ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 任 意 の そ の 一 部 は 、 直 接 的 な 合 成 の 際 の 変 更 を 用 い た 他 の タ
ン パ ク 質 の 配 列 ま た は 任 意 の そ の 一 部 か ら の 配 列 と の 組 み 合 わ せ に よ り 、 天 然 の ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
こ の ペ プ チ ド は 、 分 離 用 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 実 質 的 に 精 製 し 得 る （ Chie
z, R.M.及 び F.Z. Regnier (1990) Methods Enzymol. 182:392-421等 を 参 照 ） 。 合 成 ペ プ
チ ド の 組 成 は 、 ア ミ ノ 酸 分 析 ま た は シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る （ 前
出 の Creighton, 28-53ペ ー ジ 等 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
生 物 学 的 に 活 性 な KPPを 発 現 さ せ る た め に 、 KPPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の
誘 導 体 を 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。  こ の 発 現 ベ ク タ ー は 、 好 適 な 宿 主 に 挿 入 さ れ
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た コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 及 び 翻 訳 の 調 節 に 必 要 な エ レ メ ン ト を 含 む 。 こ れ ら の エ レ メ ン
ト に は 、 ベ ク タ ー 及 び KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る エ ン ハ ン サ ー 、 構
成 型 及 び 発 現 誘 導 型 の プ ロ モ ー タ ー 、 ５ '及 び ３ 'の 非 翻 訳 領 域 な ど の 調 節 配 列 が 含 ま れ る
。 こ の よ う な 要 素 は 、 長 さ 及 び 特 異 性 が 様 々 で あ る 。 特 定 の 開 始 シ グ ナ ル に よ っ て 、 KPP
を コ ー ド す る 配 列 の よ り 効 果 的 な 翻 訳 を 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な シ グ ナ ル
に は 、 ATG開 始 コ ド ン と 、 コ ザ ッ ク 配 列 な ど の 近 傍 の 配 列 が 含 ま れ る 。 KPPを コ ー ド す る 配
列 及 び そ の 開 始 コ ド ン 、 上 流 の 調 節 配 列 が 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た 場 合 は 、 更 な
る 転 写 調 節 シ グ ナ ル や 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル は 必 要 な く な る で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 コ ー デ
ィ ン グ 配 列 或 い は そ の 断 片 の み が 挿 入 さ れ た 場 合 は 、 イ ン フ レ ー ム の ATG開 始 コ ド ン を 含
む 外 来 性 の 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル が 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る よ う に す べ き で あ る 。 外 来 性 の 翻
訳 要 素 及 び 開 始 コ ド ン は 、 様 々 な 天 然 物 及 び 合 成 物 を 起 源 と し 得 る 。 用 い ら れ る 特 定 の 宿
主 細 胞 系 に 好 適 な エ ン ハ ン サ ー を 含 め る こ と で 発 現 の 効 率 を 高 め る こ と が 可 能 で あ る （ Sc
harf, D.他  (1994) Results Probl. Cell Differ. 20:125-162.等 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ６ 】
当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 KPPを コ ー ド す る 配 列 群 と 、 好 適 な 転 写 及 び 翻 訳 制 御 エ レ
メ ン ト 群 と を 持 つ 発 現 ベ ク タ ー 群 を 作 製 で き る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 組 換 え DNA
技 術 、 合 成 技 術 、 及 び 遺 伝 子 組 換 え 技 術 が 含 ま れ る (例 え ば 、  Sambrook, J. 他 . 
(1989) , Cold Spring Harbor Press, Plainvi
ew NY, 4章 及 び 8章 及 び １ 6-17章 、 Ausubel, F.M. 他 . (1995) 

, John Wiley & Sons, New York NY,9章 、 13章 及 び 16章 等 を 参 照 )。
【 ０ １ ７ ７ 】
種 々 の 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 を 利 用 し て 、 KPPを コ ー ド す る 配 列 群 の 保 持 及 び 発 現 が で き
る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 に は 、 組 換 え バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド ま た は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 細 菌 な ど の 微 生 物
等 や 、 酵 母 菌 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 酵 母 菌 や 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば バ
キ ュ ロ ウ イ ル ス ） に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 系 や 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば カ リ フ ラ ワ ー
モ ザ イ ク ウ イ ル ス CaMVま た は タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス TMV） ま た は 細 菌 発 現 ベ ク タ ー （ 例
え ば Tiプ ラ ス ミ ド ま た は pBR322プ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 さ せ た 植 物 細 胞 系 ま た は 動 物 細 胞
系 が あ る 。 （ 前 出 の Sambrook、 前 出 の Ausubel、 Van Heeke, G.及 び S.M. Schuster (1989)
 J. Biol. Chem. 264:5503-5509、 Engelhard、 E.K.他  (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 91:3224-3227、 Sandig, V. 他 (1996) Hum. Gene Ther. 7:1937-1945、 Takamatsu, N. 
(1987) EMBOJ. 6:307-311、 ;『 マ グ ロ ー ヒ ル 科 学 技 術 年 鑑 』 (The McGraw Hill Yearbook 
of Science and Technology) (1992) McGraw Hill New York NY, 191-196ペ ー ジ 、 Logan,
 J.及 び T. Shenk (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659、 Harrington, J.J.
 他  (1997) Nat. Genet. 15:345-355等 を 参 照 ） 。 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー 、 ま た は 種 々 の 細 菌 性 プ ラ
ス ミ ド 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 的 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 集 団
へ 輸 送 す る こ と が で き る （ Di Nicola, M. 他  (1998) Cancer Gen. Ther. 5(6):350-356、
Yu, M. 他 (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(13):6340-6344、 Buller, R.M. 他 (198
5) Nature 317(6040):813-815、 McGregor, D.P. 他 (1994) Mol. Immunol. 31(3):219-226
、 Verma, I.M.及 び N. Somia (1997) Nature 389:239-242等 を 参 照 ） 。 本 発 明 は 使 用 さ れ
る 宿 主 細 胞 に よ っ て 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
細 菌 系 で は 、 多 数 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 及 び 発 現 ベ ク タ ー が 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 使 用 目 的 に 応 じ て 選 択 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 慣 例 的 な ク ロ ー ニ ン グ 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 増 殖 に は 、 PBLUESCRIPT(Stra
tagene, La Jolla CA)ま た は PSPORT１ プ ラ ス ミ ド (Life Technologies)な ど 、 多 機 能 の 大
腸 菌 ベ ク タ ー を 用 い 得 る 。 ベ ク タ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 、 KPPを コ ー ド す る 配 列
を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る と lacＺ 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ 、 組 換 え 分 子 を 持 つ 形 質 転 換 さ れ た 細 菌
の 同 定 の た め の 比 色 ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 可 能 と な る 。 更 に こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 ク ロ ー ニ
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ン グ さ れ た 配 列 に お け る 転 写 、 ジ デ オ キ シ の シ ー ク エ ン シ ン グ 、 ヘ ル パ ー フ ァ ー
ジ に よ る 一 本 鎖 の レ ス キ ュ ー 、 入 れ 子 状 態 の 欠 失 の 生 成 に も 有 用 で あ ろ う (Van Heeke, G.
及 び S.M. Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:55035509等 を 参 照 )。 例 え ば 抗 体 類 の 産
生 な ど に 多 量 の KPPが 必 要 な 場 合 は 、 KPPの 発 現 を ハ イ レ ベ ル で 指 示 す る ベ ク タ ー 類 が 使 用
で き る 。 例 え ば 、 強 力 な 誘 導 SP6バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー ま た は 誘 導 T7バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー が 使 用 で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
KPPの 産 生 に は 、 酵 母 発 現 系 の 使 用 が 可 能 で あ る 。 α 因 子 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 PGH
プ ロ モ ー タ ー 等 の 構 成 型 或 い は 誘 導 型 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 多 数 の ベ ク タ ー が 、 出 芽 酵 母
菌 （ ま た は ピ キ ア 酵 母 （ に 使 用 可 能 で あ
る 。 更 に 、 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 分 泌 か 細 胞 内 へ の 保 持 の ど ち ら
か を 誘 導 し 、 安 定 し た 増 殖 の た め に 宿 主 ゲ ノ ム の 中 に 外 来 配 列 を 組 み 込 む 。 (例 え ば 、 Aus
ubel, 1995,前 出 、 Bitter, G.A.他 (1987) Methods Enzymol.153:516-544、 Scorer. C. A.
他  (1994) Bio/Technology 12:181-184等 を 参 照 )。
【 ０ １ ８ ０ 】
植 物 系 を 使 用 し て KPPを 発 現 す る こ と も 可 能 で あ る 。 KPPを コ ー ド す る 配 列 の 転 写 は 、 ウ イ
ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 単 独 で あ る い は TMV由 来 の オ メ ガ リ ー ダ ー 配 列 と 組 み 合 わ せ て
用 い ら れ る よ う な CaMV由 来 の 35Sお よ び 19Sプ ロ モ ー タ ー に よ っ て 促 進 し 得 る （ Takamatsu,
 N.（ 1987） EMBO J 6:307-311） 。 或 い は 、 RUBISCOの 小 サ ブ ユ ニ ッ ト 等 の 植 物 プ ロ モ ー タ
ー ま た は 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー を 用 い て も よ い （ 例 え ば 、 Coruzzi, G. 他  (1984) EMBO
 J. 3 : 1671-1680、 Broglie, R.他  (1984) Science 224 : 838-843、 Winter, J.他 (1991
) Results Probl. Cell Differ. 17 : 85-105等 を 参 照 ） 。 こ れ ら の 構 成 物 は 、 直 接 DNA形
質 転 換 ま た は 病 原 体 を 媒 介 と す る 形 質 移 入 に よ っ て 、 植 物 細 胞 内 に 導 入 可 能 で あ る （ 『 マ
グ ロ ー ヒ ル 科 学 技 術 年 鑑 』 ( ) (19
92) McGraw Hill New York NY,191-196ペ ー ジ 等 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ８ １ 】
哺 乳 動 物 細 胞 に お い て は 、 多 数 の ウ イ ル ス ベ ー ス の 発 現 系 を 利 用 し 得 る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス
が 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ る 場 合 、 後 期 プ ロ モ ー タ ー と ３ 連 リ ー ダ ー 配 列 と か ら な る
ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 ／ 翻 訳 複 合 体 に 、 KPPを コ ー ド す る 配 列 群 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 得 る 。
非 必 須 の E1ま た は E3領 域 へ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム を 挿 入 し 、 宿 主 細 胞 で KPPを 発 現 す る 感 染 ウ
イ ル ス を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 (例 え ば 、 Logan, J.及 び T. Shenk (1984) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 81:36553659等 を 参 照 )。 更 に 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ RSV） エ ン ハ ン サ ー
等 の 転 写 エ ン ハ ン サ ー を 用 い て 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を 増 大 さ せ 得 る 。 SV40ま
た は EBVを ベ ー ス に し た ベ ク タ ー を 用 い て タ ン パ ク 質 を 高 レ ベ ル で 発 現 さ せ る こ と も で き
る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） を 用 い て 、 プ ラ ス ミ ド に 含 ま れ 且 つ プ ラ ス ミ ド か ら 発 現 す る も の
よ り 大 き な DNAの 断 片 を 輸 送 す る こ と も で き る 。 治 療 の た め に 約 ６ kb～ １ ０ Mbの HACを 作 製
し 、 従 来 の 送 達 方 法 （ リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー 、 ま た は ベ シ ク ル ） で 供
給 す る (Harrington, J.J.他  (1997) Nat. Genet. 15:345-355等 を 参 照 )。
【 ０ １ ８ ３ 】
哺 乳 動 物 系 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 に わ た る 産 生 の た め に は 、 株 化 細 胞 に お け る KPPの
安 定 し た 発 現 が 望 ま し い 。 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 KPPを コ ー ド す る 配 列 を 株 化
細 胞 に 形 質 転 換 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 起 源 の 複 製
及 び ／ ま た は 内 在 性 の 発 現 要 素 や 、 同 じ 或 い は 別 の ベ ク タ ー の 上 の 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を
含 む 。 ベ ク タ ー の 導 入 後 、 選 択 培 地 に 移 す 前 に 強 化 培 地 で 約 １ ～ ２ 日 間 細 胞 を 増 殖 さ せ る
こ と が で き る 。 選 択 可 能 マ ー カ ー の 目 的 は 選 択 培 地 へ の 抵 抗 性 を 与 え る こ と で あ り 、 選 択
可 能 マ ー カ ー が 存 在 す る こ と に よ り 、 導 入 さ れ た 配 列 を う ま く 発 現 す る よ う な 細 胞 の 成 長
及 び 回 収 が 可 能 と な る 。 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン は 、 そ の 細 胞 型 に 適
し た 組 織 培 養 技 術 を 用 い て 増 殖 可 能 で あ る 。
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【 ０ １ ８ ４ 】
任 意 の 数 の 選 択 系 を 用 い て 、 形 質 転 換 細 胞 株 を 回 収 で き る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の
よ う な 選 択 系 に は 、 tk－ 細 胞 の た め に 用 い ら れ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ
遺 伝 子 と 、 apr－ 細 胞 の た め に 用 い ら れ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が あ る (Wigler, M. 他  (1977) Cell 11:223-232; Lowy, I. 
et al. (1980) Cell 22:817-823等 を 参 照 )。 ま た 、 選 択 の 基 礎 と し て 代 謝 拮 抗 物 質 、 抗 生
物 質 或 い は 除 草 剤 へ の 耐 性 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば dhfrは メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す
る 耐 性 を 与 え 、 neoは ア ミ ノ グ リ コ シ ッ ド ネ オ マ イ シ ン 及 び G-418に 対 す る 耐 性 を 与 え 、 al
sは ク ロ ル ス ル フ ロ ン に 対 す る 耐 性 を 、 patは ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ に 対 す る 耐 性 を 各 々 与 え る (Wigler, M他  (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:35
673570、 ColbereGarapin, F. 他  (1981) J. Mol. Biol. 150:114等 を 参 照 )。 こ の 他 の 選
択 可 能 な 遺 伝 子 、 例 え ば 、 代 謝 の た め の 細 胞 の 必 要 条 件 を 変 え る trpB及 び hisDは 、 文 献 に
記 載 さ れ て い る (Hartman, S.C.お よ び R.C. Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 85:80478051等 を 参 照 )。 可 視 マ ー カ ー 、 例 え ば ア ン ト シ ア ニ ン 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （
GFP； Clontech） 、 β グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 及 び そ の 基 質 β グ ル ク ロ ニ ド 、 ま た は ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 及 び そ の 基 質 ル シ フ ェ リ ン 等 を 用 い て も よ い 。 こ れ ら の マ ー カ ー を 用 い て 、 ト ラ ン ス
フ ォ ー マ ン ト を 特 定 す る だ け で な く 、 特 定 の ベ ク タ ー 系 に 起 因 す る 一 過 性 或 い は 安 定 し た
タ ン パ ク 質 発 現 を 定 量 す る こ と が 可 能 で あ る (Rhodes, C.A. (1995) Methods Mol. Biol. 
55:121131等 を 参 照 )。
【 ０ １ ８ ５ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 存 在 ／ 不 存 在 に よ っ て 目 的 の 遺 伝 子 の 存 在 が 示 唆 さ れ て も 、 そ の 遺
伝 子 の 存 在 及 び 発 現 の 確 認 が 必 要 な 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 KPPを コ ー ド す る 配 列 が マ ー カ
ー 遺 伝 子 配 列 内 に 挿 入 さ れ た 場 合 、 KPPを コ ー ド す る 配 列 を 含 む 形 質 転 換 細 胞 は 、 マ ー カ
ー 遺 伝 子 機 能 の 欠 落 に よ り 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た は 、 １ つ の プ ロ モ ー タ ー の 制
御 下 で マ ー カ ー 遺 伝 子 が KPPを コ ー ド す る 配 列 と タ ン デ ム に 配 置 す る こ と も 可 能 で あ る 。
誘 導 ま た は 選 択 に 応 答 し た マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 通 常 、 タ ン デ ム 遺 伝 子 の 発 現 も 示 す 。
【 ０ １ ８ ６ 】
一 般 に 、 KPPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 KPPを 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に 周 知 の 種
々 の 方 法 を 用 い て 特 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。  こ れ ら の 方 法 に は 、 DNA－ DNA或 い は DNA－
RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン や 、 PCR法 、 核 酸 或 い は タ ン パ ク 質 の 検 出 及 び ／ ま た は 数 量 化
の た め の 膜 系 、 溶 液 ベ ー ス 、 或 い は チ ッ プ ベ ー ス の 技 術 を 含 む タ ン パ ク 質 生 物 学 的 試 験 法
ま た は 免 疫 学 的 ア ッ セ イ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ８ ７ 】
特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ど ち ら か を 用 い る KPPの 発 現 の
検 出 及 び 計 測 の た め の 免 疫 学 的 な 方 法 は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 こ の よ う な 技 法 の 例 に は
、 酵 素 に 結 合 し た 免 疫 吸 着 剤 検 定 法 （ ELISA） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 、 フ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー （ FACS） な ど が あ る 。 KPP上 の ２ つ の 非 干 渉 エ ピ ト ー プ に 反 応 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 ２ 部 位 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ベ ー ス イ ム ノ ア ッ セ イ （ two-site, monocl
onal-based immunoassay） が 好 ま し い が 、 競 合 の 結 合 ア ッ セ イ も 用 い る こ と も で き る 。 こ
れ ら の ア ッ セ イ 及 び こ れ 以 外 の ア ッ セ イ は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る （ Hampton. R. 他 (1990)
  APS Press. St Paul. MN, Sect. IV、 Col
igan, J. E.他  (1997) , Greene Pub. Associates and
 Wiley-Interscience, New York NY、 Pound, J.D. (1998) , H
umans Press, Totowa NJ等 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ８ ８ 】
多 岐 に わ た る 標 識 方 法 及 び 抱 合 方 法 が 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 様 々 な 核 酸 ア ッ セ イ お よ
び ア ミ ノ 酸 ア ッ セ イ に こ れ ら の 方 法 を 用 い 得 る 。 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関
連 す る 配 列 を 検 出 す る た め の 、 標 識 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 或 い は PCRプ
ロ ー ブ を 産 出 す る 方 法 に は 、 オ リ ゴ 標 識 化 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 末 端 標 識 化 、 ま
た は 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る PCR法 が あ る 。 或 い は 、 KPPを コ ー ド す る 配 列 ま た は そ の 任
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意 の 断 片 を 、 mRNAプ ロ ー ブ を 産 出 す る た め の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と も 可 能 で あ
る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 当 分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 市 販 も さ れ て お り 、 T7、 T3ま
た は SP6等 の 好 適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ 及 び 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 加 え て 、 で RN
Aプ ロ ー ブ の 合 成 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば Amersham Pharmacia 
Biotech、 Promega（ Madison WI） 、 U.S. Biochemical等 か ら 市 販 さ れ て い る 種 々 の キ ッ ト
を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る 。 検 出 を 容 易 に す る た め に 用 い 得 る 好 適 な レ ポ ー タ ー 分 子
或 い は 標 識 に は 、 基 質 、 補 助 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 磁 気 粒 子 の ほ か 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、
蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、 発 色 剤 等 が あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
KPPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 は 、 細 胞 培 地 か ら の タ
ン パ ク 質 の 回 収 及 び 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 得 る 。 形 質 転 換 細 胞 か ら 製 造 さ れ た タ ン
パ ク 質 が 分 泌 さ れ る か 細 胞 内 に 留 ま る か は 、 使 用 さ れ る 配 列 、 ベ ク タ ー 、 或 い は そ の 両 者
に 依 存 す る 。 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 、 原 核 細 胞 膜 及 び
真 核 細 胞 膜 を 透 過 す る KPPの 分 泌 を 誘 導 す る シ グ ナ ル 配 列 を 含 む よ う に 設 計 で き る こ と は
、 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ ９ ０ 】
更 に 、 宿 主 細 胞 株 の 選 択 は 、 挿 入 し た 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 能 力 ま た は 発 現 し た タ ン パ ク
質 を 所 望 の 形 に 処 理 す る 能 力 に よ っ て 行 い 得 る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な ポ リ
ペ プ チ ド の 修 飾 に は 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 脂 質 化 及
び ア シ ル 化 が あ る 。 タ ン パ ク 質 の 「 プ レ プ ロ 」 ま た は 「 プ ロ 」 形 を 切 断 す る 翻 訳 後 の プ ロ
セ シ ン グ を 利 用 し て 、 タ ン パ ク 質 の 標 的 へ の 誘 導 、 折 り た た み 及 び ／ ま た は 活 性 を 特 定 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 翻 訳 後 の 活 性 の た め の 固 有 の 細 胞 装 置 及 び 特 徴 の あ る 機 構 を 有 す る
種 々 の 宿 主 細 胞 （ 例 え ば CHO、 HeLa、 MDCK、 MEK293、 WI38等 ） は 、 American Type Culture
 Collection（ ATCC, Manassas, VA） か ら 入 手 可 能 で あ り 、 外 来 タ ン パ ク 質 の 正 し い 修 飾
及 び 処 理 を 確 実 に す る よ う に 選 択 し 得 る 。
【 ０ １ ９ １ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 KPPを コ ー ド す る 天 然 の 核 酸 配 列 、 修 飾 さ れ た 核 酸 配 列 、 ま
た は 組 換 え の 核 酸 配 列 を 、 上 記 し た 任 意 の 宿 主 系 内 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 生 じ る 或 る
異 種 配 列 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 得 る 。 例 え ば 、 市 販 さ れ て い る 抗 体 を 用 い て 認 識 可 能 な 異 種
部 分 を 含 む キ メ ラ KPPタ ン パ ク 質 は 、 KPP活 性 阻 害 剤 に 対 す る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ
ー ニ ン グ を 促 進 し 得 る 。 ま た 、 異 種 タ ン パ ク 質 部 分 及 び 異 種 ペ プ チ ド 部 分 も 、 市 販 さ れ て
い る 親 和 性 基 質 を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 促 進 し 得 る 。 限 定 さ れ る も の で は な い が
こ の よ う な 部 分 に は 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ 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 （ CBP） 、 6-His、
FLAG、 c-myc、 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） が あ る 。 GSTは 固 定 化 グ ル タ チ オ ン 上 で 、 MBPは マ ル ト
ー ス 上 で 、 Trxは フ ェ ニ ル ア ル シ ン オ キ シ ド 上 で 、 CBPは カ ル モ ジ ュ リ ン 上 で 、 そ し て 6-Hi
sは 金 属 キ レ ー ト 樹 脂 上 で 、 同 族 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 に す る 。 FLAG、 c-myc及 び
赤 血 球 凝 集 素 （ HA） は 、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ 標 識 を 特 異 的 に 認 識 す る 市 販 さ れ て い る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 免 疫 親 和 性 精 製 を 可
能 に す る 。 ま た 、 KPPが 精 製 後 に 異 種 部 分 か ら 切 断 で き る よ う に 、 KPPコ ー ド 配 列 と 異 種 タ
ン パ ク 質 配 列 の 間 に タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 部 位 を 含 め る よ う に 融 合 タ ン パ ク 質 を 遺 伝 子 操
作 す る こ と も で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 精 製 方 法 は 、 前 出 の Ausubel (1995) 10
章 に 記 載 さ れ て い る 。 市 販 さ れ て い る 種 々 の キ ッ ト を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 精
製 を 促 進 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 TNTウ サ ギ 網 状 赤 血 球 可 溶 化 液 ま た は コ ム ギ 胚 芽 抽 出 系 (Promeg
a)を 用 い て で 放 射 能 標 識 し た KPPの 合 成 が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 系 は 、 T7、 T3ま
た は SP6プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 連 結 し た タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 転 写 及 び 翻 訳 を カ ッ プ
ル さ せ る 。 翻 訳 は 、 例 え ば 3 5 Sメ チ オ ニ ン の よ う な 放 射 能 標 識 し た ア ミ ノ 酸 前 駆 体 の 存 在
下 で 起 こ る 。
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【 ０ １ ９ ３ 】
本 発 明 の KPPま た は そ の 断 片 を 用 い て 、 KPPに 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ で き る
。 少 な く と も １ つ ま た は 複 数 の 試 験 化 合 物 を 用 い て 、 KPPへ の 特 異 的 な 結 合 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 試 験 化 合 物 の 例 に は 、 抗 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ ン パ ク
質 （ 例 え ば 受 容 体 ） ま た は 小 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
一 実 施 例 で は 、 こ の よ う に 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 例 え ば リ ガ ン ド や そ の 断 片 な ど の KPPの
天 然 の リ ガ ン ド 、 ま た は 天 然 の 基 質 、 構 造 的 ま た は 機 能 的 な 擬 態 性 ま た は 自 然 結 合 パ ー ト
ナ ー に 密 接 に 関 連 し て い る （ Coligan, J.E. 他  (1991) 
 1(2)の 5章 等 を 参 照 ） 。 同 様 に 、 こ の 化 合 物 は 、 KPPが 結 合 す る 天 然 受 容 体 に 、 あ る い は

例 え ば リ ガ ン ド 結 合 部 位 な ど 少 な く と も こ の 受 容 体 の 或 る 断 片 に 密 接 に 関 連 し 得 る 。 何 れ
の 場 合 も 、 既 知 の 技 術 を 用 い て こ の 化 合 物 を 合 理 的 に 設 計 す る こ と が で き る 。 一 実 施 例 で
は 、 こ の よ う な 化 合 物 に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 或 い は 細 胞 膜 上 の タ
ン パ ク 質 の 何 れ か 一 方 と し て KPPを 発 現 す る 好 適 な 細 胞 の 作 製 が 含 ま れ る 。 好 適 な 細 胞 に
は 、 哺 乳 動 物 、 酵 母 、 シ ョ ウ ジ ョ バ エ 、 大 腸 菌 か ら の 細 胞 が 含 ま れ る 。 KPPを 発 現 す る 細
胞 、 ま た は KPPを 含 有 す る 細 胞 膜 断 片 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ て 、 結 合 や 、 KPPま た は 該 化
合 物 の 何 れ か の 、 刺 激 ま た は 活 性 の 阻 害 を 分 析 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
あ る ア ッ セ イ は 、 単 に 試 験 化 合 物 を ポ リ ペ プ チ ド に 実 験 的 に 結 合 さ せ 、 結 合 を 、 蛍 光 色 素
、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 抱 合 体 ま た は そ の 他 の 検 出 可 能 な 標 識 に よ り 検 出 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 こ の ア ッ セ イ は 、 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 を 、 溶 液 中 の 或 い は 固 体 支 持 物
に 固 定 さ れ た KPPと 結 合 さ せ る ス テ ッ プ と 、 KPPと こ の 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 す る ス テ ッ プ
を 含 み 得 る 。 別 法 で は 、 ア ッ セ イ で は 標 識 さ れ た 競 合 物 の 存 在 下 で の 試 験 化 合 物 の 結 合 の
検 出 及 び 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 更 に こ の ア ッ セ イ で は 、 無 細 胞 再 構 成 標 本 、 化 学 ラ イ
ブ ラ リ ま た は 天 然 の 生 成 混 合 物 を 用 い て 実 施 す る こ と が で き 、 試 験 化 合 物 は 、 溶 液 中 で 遊
離 さ せ る か 固 体 支 持 体 に 固 定 さ せ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
本 発 明 の KPPま た は そ の 断 片 を 用 い て 、 KPPの 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ で き
る 。 こ の よ う な 化 合 物 に は 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 部 分 的 ア ゴ ニ ス ト 、 ま た は 逆
ア ゴ ニ ス ト 等 が 含 ま れ る 。 一 実 施 例 で は 、 KPPの 活 性 が 許 容 さ れ る 条 件 下 で ア ッ セ イ を 実
施 し 、 そ の ア ッ セ イ で は 少 な く と も 1つ の 試 験 化 合 物 を KPPと 混 合 し 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下
で KPPの 活 性 を 試 験 化 合 物 不 在 下 で の KPPの 活 性 と 比 較 す る 。 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の KPP
の 活 性 の 変 化 は 、 KPPの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 の 存 在 を 示 唆 す る 。 別 法 で は 、 試
験 化 合 物 を 、 KPPの 活 性 に 適 し た 条 件 下 で 、 KPPを 有 す る 系 す な わ ち 無 細 胞 系 と 混
合 し て ア ッ セ イ を 実 施 す る 。 こ れ ら ア ッ セ イ の 何 れ か に お い て 、 KPPの 活 性 を 調 整 す る 試
験 化 合 物 は 間 接 的 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ り 、 試 験 化 合 物 と 直 接 接 触 す る 必 要 が な い 。
少 な く と も １ つ 、 ま た は 複 数 の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 胚 性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） に お け る 相 同 組 み 換 え を 用 い て 動 物 モ デ ル 系 内
で 、 KPPま た は そ の 哺 乳 動 物 相 同 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 す
る 。 こ の よ う な 技 術 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 ヒ ト 疾 患 動 物 モ デ ル の 産 生 に 有 用
で あ る （ 米 国 特 許 第 5,175,383号 及 び 第 5,767,337号 等 を 参 照 ） 。 例 え ば 129/SvJ細 胞 株 等
の マ ウ ス ES細 胞 は 初 期 の マ ウ ス 胚 に 由 来 し 、 培 地 で 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 こ の ES細 胞
は 、 ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ neo: Capecchi, M.R. (1989) Scien
ce 244:1288-1292） 等 の マ ー カ ー 遺 伝 子 で 破 壊 し た 目 的 の 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転
換 す る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 相 同 組 換 え に よ り 宿 主 ゲ ノ ム の 対 応 す る 領 域 に 組 み 込 ま れ る 。
別 法 で は 、 Cre-loxP系 を 用 い て 相 同 組 換 え を 行 い 、 組 織 特 異 的 ま た は 発 生 段 階 特 異 的 に 目
的 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト す る （ Marth, J.D. (1996) Clin. Invest. 97:1999-2002、 Wagne
r, K.U. 他  (1997) Nucleic Acids Res. 25:4323-4330） 。 形 質 転 換 し た ES細 胞 を 同 定 し
、 例 え ば C57BL/6マ ウ ス 系 等 か ら 採 取 し た マ ウ ス 細 胞 胚 盤 胞 に 微 量 注 入 す る 。 胚 盤 胞 を 偽
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妊 娠 メ ス に 外 科 的 に 導 入 し 、 得 ら れ る キ メ ラ 子 孫 の 遺 伝 形 質 を 決 め 、 こ れ を 交 配 さ せ て ヘ
テ ロ 接 合 性 系 ま た は ホ モ 接 合 性 系 を 作 製 す る 。 こ の よ う に し て 作 製 し た 遺 伝 子 組 換 え 動 物
は 、 可 能 性 の あ る 治 療 薬 や 毒 性 薬 剤 で 検 査 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を で ヒ ト 胚 盤 胞 由 来 の ES細 胞 に お い て 操 作 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト ES細 胞 は 、 内 胚 葉 、 中 胚 葉 及 び 外 胚 葉 の 細 胞 の 種 類 を 含 む 少 な
く と も ８ つ の 別 々 の 細 胞 系 統 に 分 化 す る 可 能 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 細 胞 系 統 は 、 例 え ば 神
経 細 胞 、 造 血 系 統 及 び 心 筋 細 胞 に 分 化 す る （ Thomson, J.A. 他  (1998) Science 282:1145
-1147） 。
【 ０ １ ９ ９ 】
KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 ヒ ト 疾 患 を モ デ ル と し た 「 ノ ッ ク イ ン 」 ヒ
ト 化 動 物 （ ブ タ ） ま た は 遺 伝 子 組 換 え 動 物 （ マ ウ ス ま た は ラ ッ ト ） を 作 製 す る こ と が 可 能
で あ る 。 ノ ッ ク イ ン 技 術 を 用 い て 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 或 る 領 域 を 動 物 E
S細 胞 に 注 入 し 、 注 入 し た 配 列 を 動 物 細 胞 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま せ る 。 形 質 転 換 細 胞 を 胞 胚 に
注 入 し 、 胞 胚 を 上 記 の よ う に 移 植 す る 。 遺 伝 子 組 換 え 子 孫 ま た は 近 交 系 に つ い て 研 究 し 、
可 能 性 の あ る 医 薬 品 を 用 い て 処 理 し 、 ヒ ト の 疾 患 の 治 療 に 関 す る 情 報 を 得 る 。 別 法 で は 、
例 え ば KPPを 乳 汁 内 に 分 泌 す る な ど KPPを 過 剰 に 発 現 す る 哺 乳 動 物 近 交 系 は 、 便 利 な タ ン パ
ク 質 源 と な り 得 る （ Janne, J. 他  (1998) Biotechnol. Annu. Rev. 4:55-74） 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
（ 治 療 ）
KPPの あ る 領 域 と キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 領 域 と の 間 に 、 例 え ば 配 列 お よ び モ チ
ー フ の 内 容 に お け る 化 学 的 お よ び 構 造 的 類 似 性 が 存 在 す る 。 更 に KPPを 発 現 す る 組 織 の 例
に は 、 脳 、 精 巣 、 子 宮 、 乳 房 、 リ ン パ 節 の 組 織 が あ り 、 表 ６ に も 見 出 す こ と が で き る 。 ゆ
え に 、 KPPは 心 血 管 疾 患 、 免 疫 系 の 疾 患 、 神 経 の 疾 患 、 成 長 お よ び 発 達 に 影 響 を 及 ぼ す 疾
患 、 脂 質 異 常 、 細 胞 増 殖 異 常 及 び 癌 に 関 与 す る よ う に 思 わ れ る 。 KPPの 発 現 若 し く は 活 性
の 増 大 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 KPPの 発 現 ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る こ と が 望 ま
し い 。 ま た 、 KPPの 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 KPPの 発 現 ま
た は 活 性 を 増 大 さ せ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ２ ０ １ 】
従 っ て 、 一 実 施 例 に お い て 、 KPPの 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予
防 の た め に 、 患 者 に KPPま た は そ の 断 片 や 誘 導 体 を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 す る
も の で は な い が 、 こ の よ う な 疾 患 に は 心 血 管 障 害 も 含 ま れ 、 そ の 中 に は 動 静 脈 瘻 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 血 圧 、 脈 管 炎 、 レ イ ノ ー 病 、 動 脈 瘤 、 動 脈 解 離 、 静 脈 瘤 、 血 栓 静 脈
炎 お よ び 静 脈 血 栓 、 血 管 系 腫 瘍 、 血 栓 溶 解 の 合 併 症 、 バ ル ー ン 血 管 形 成 術 、 血 管 置 換 術 、
冠 動 脈 バ イ パ ス 移 植 、 う っ 血 性 心 不 全 、 虚 血 性 心 疾 患 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 、 高 血 圧 性 心 疾
患 、 変 性 弁 膜 性 心 疾 患 、 石 灰 化 大 動 脈 弁 狭 窄 症 、 先 天 性 ２ 尖 大 動 脈 弁 、 僧 帽 弁 輪 部 石 灰 化
、 僧 帽 弁 逸 脱 、 リ ウ マ チ 熱 及 び リ ウ マ チ 性 心 疾 患 、 感 染 性 心 内 膜 炎 、 非 細 菌 性 血 栓 性 心 内
膜 炎 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 の 心 内 膜 炎 、 カ ル チ ノ イ ド 心 疾 患 、 心 筋 症 、 心 筋 炎 、 心 膜 炎 、 腫
瘍 性 心 疾 患 、 先 天 性 心 臓 疾 患 、 心 臓 移 植 の 合 併 症 、 先 天 性 肺 異 常 、 肺 拡 張 不 全 、 肺 う っ 血
お よ び 肺 水 腫 、 肺 動 脈 塞 栓 症 、 肺 出 血 、 肺 梗 塞 、 肺 高 血 圧 症 、 血 管 硬 化 症 、 閉 塞 性 肺 疾 患
、 拘 束 性 肺 疾 患 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 肺 気 腫 、 慢 性 気 管 支 炎 、 気 管 支 喘 息 、 気 管 支 拡 張 症
、 細 菌 性 肺 炎 、 ウ イ ル ス 性 肺 炎 お よ び マ イ コ プ ラ ズ マ 肺 炎 、 肺 膿 瘍 、 肺 結 核 、 び ま ん 性 間
質 性 疾 患 、 塵 肺 症 、 サ ル コ イ ド 症 、 特 発 性 肺 線 維 症 、 剥 離 性 間 質 性 肺 炎 、 過 敏 性 肺 炎 、 肺
好 酸 球 増 加 、 閉 塞 性 細 気 管 支 炎 ― 器 質 化 肺 炎 （ bronchiolitis obliterans-organizing pn
eumonia） 、 び ま ん 性 肺 出 血 症 候 群 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 特 発 性 肺 血 鉄 症 、 膠 原 血
管 病 併 発 性 肺 疾 患 、 肺 胞 タ ン パ ク 症 、 肺 腫 瘍 、 炎 症 性 お よ び 非 炎 症 性 胸 水 、 気 胸 症 、 胸 膜
腫 瘍 、 薬 物 性 肺 疾 患 、 放 射 線 に よ る 肺 疾 患 、 お よ び 肺 移 植 の 合 併 症 な ど が 含 ま れ る 。 免 疫
系 疾 患 の 中 に は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） 及 び ア ジ ソ ン 病 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、
ア レ ル ギ ー 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 貧 血 、 喘 息 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 自 己
免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分 泌 カ ン ジ ダ 性 外 胚 葉 ジ ス
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ト ロ フ ィ ー （ APECED） 、 気 管 支 炎 、 胆 嚢 炎 、 接 触 皮 膚 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎
、 皮 膚 筋 炎 、 糖 尿 病 、 肺 気 腫 、 リ ン パ 球 毒 素 性 一 時 性 リ ン パ 球 減 少 症 、 胎 児 赤 芽 球 症 、 結
節 性 紅 斑 、 萎 縮 性 胃 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 痛 風 、 グ レ ー ブ ス 病 、 橋
本 甲 状 腺 炎 、 過 好 酸 球 増 加 症 、 過 敏 性 大 腸 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 心 筋 ま
た は 心 膜 炎 症 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 、 膵 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 乾 癬 、 ラ イ タ ー 症 候 群 、 リ
ウ マ チ 様 関 節 炎 、 強 皮 症 、 シ ェ － グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 、 全 身 性 エ リ テ
マ ト ー デ ス 、 全 身 性 硬 化 症 、 原 発 性 血 小 板 血 症 、 血 小 板 減 少 症 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ブ ド ウ 膜
炎 、 ウ ェ ル ナ ー 症 候 群 、 癌 合 併 症 、 血 液 透 析 、 体 外 循 環 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、
真 菌 感 染 症 、 寄 生 虫 感 染 症 、 原 虫 感 染 症 、 蠕 虫 感 染 症 、 外 傷 が 含 ま れ 、 神 経 障 害 と し て 、
癲 癇 、 虚 血 性 脳 血 管 障 害 、 脳 卒 中 、 脳 腫 瘍 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ピ ッ ク 病 、 ハ ン チ ン ト ン
病 、 痴 呆 、 パ ー キ ン ソ ン 病 そ の 他 の 錐 体 外 路 障 害 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 そ の 他 の 運 動 ニ ュ ー
ロ ン 障 害 、 進 行 性 神 経 性 筋 萎 縮 症 、 網 膜 色 素 変 性 症 （ 色 素 性 網 膜 炎 ） 、 遺 伝 性 運 動 失 調 、
多 発 性 硬 化 症 そ の 他 の 脱 髄 疾 患 、 細 菌 性 お よ び ウ イ ル ス 性 髄 膜 炎 、 脳 膿 瘍 、 硬 膜 下 膿 瘍 、
硬 膜 外 膿 瘍 、 化 膿 性 頭 蓋 内 血 栓 性 静 脈 炎 、 脊 髄 炎 お よ び 神 経 根 炎 、 ウ イ ル ス 性 中 枢 神 経 系
疾 患 と 、 ク ー ル ー 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ‐ ヤ コ ブ 病 お よ び ゲ ル ス ト マ ン ‐ シ ュ ト ロ イ ス ラ ー
‐ シ ャ イ ン カ ー 症 候 群 を 含 む プ リ オ ン 病 と 、 致 死 性 家 族 性 不 眠 症 、 神 経 系 の 栄 養 病 お よ び
代 謝 病 、 神 経 線 維 腫 症 、 結 節 硬 化 症 、 小 脳 網 膜 性 血 管 腫 症 （ cerebelloretinal hemangiob
lastomatosis） 、 脳 ３ 叉 神 経 血 管 症 候 群 、 精 神 遅 滞 、 ダ ウ ン 症 候 群 を 含 む そ の 他 の 中 枢 神
経 系 発 達 障 害 、 脳 性 麻 痺 、 神 経 骨 格 異 常 、 自 律 神 経 系 障 害 、 脳 神 経 障 害 、 脊 髄 病 、 筋 ジ ス
ト ロ フ ィ ー そ の 他 の 神 経 筋 疾 患 、 末 梢 神 経 疾 患 、 皮 膚 筋 炎 お よ び 多 発 性 筋 炎 と 、 遺 伝 性 、
代 謝 性 、 内 分 泌 性 お よ び 中 毒 性 ミ オ パ シ ー と 、 重 症 筋 無 力 症 、 周 期 性 四 肢 麻 痺 と 、 気 分 障
害 、 不 安 障 害 お よ び 統 合 失 調 症 （ 精 神 分 裂 病 ） を 含 む 精 神 障 害 と 、 季 節 性 感 情 障 害 （ SAD
） と 、 静 座 不 能 、 健 忘 症 、 緊 張 病 、 糖 尿 病 性 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 遅 発 性 ジ ス キ ネ ジ ア 、 ジ ス
ト ニ ー 、 パ ラ ノ イ ド 精 神 病 、 帯 状 疱 疹 後 神 経 痛 、 ト ゥ ー レ ッ ト 病 、 進 行 性 核 上 麻 痺 、 皮 質
基 底 核 変 性 症 、 家 族 性 前 頭 側 頭 痴 呆 が 含 ま れ 、 成 長 お よ び 発 達 に 影 響 を 及 ぼ す 疾 患 の 中 に
は 日 光 性 角 化 症 及 び ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 滑 液 包 炎 、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合 型 結 合 組 織 病 （
MCTD） 、 骨 髄 線 維 症 、 発 作 性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 、 真 性 多 血 症 、 乾 癬 、 原 発 性 血 小 板 血
症 、 尿 細 管 性 ア シ ド ー シ ス 、 貧 血 、 ク ッ シ ン グ 症 候 群 、 軟 骨 形 成 不 全 性 小 人 症 、 デ ュ シ ェ
ン ヌ ‐ ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 癲 癇 、 性 腺 形 成 異 常 、 WAGR症 候 群 （ ウ ィ ル ム ス 腫 瘍
、 無 虹 彩 症 、 尿 生 殖 器 異 常 、 精 神 薄 弱 ） 、 ス ミ ス ‐ マ ジ ェ ニ ス 症 候 群 (Smith- Magenis sy
ndrome)、 脊 髄 形 成 異 常 症 候 群 、 遺 伝 性 粘 膜 上 皮 異 形 成 、 遺 伝 性 角 皮 症 、 シ ャ ル コ ー ‐ マ
リ ー ‐ ツ ー ス 病 及 び 神 経 線 維 腫 症 な ど の 遺 伝 性 神 経 病 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 水 頭 症 、 舞 踏
病 (Syndenham's chorea)及 び 脳 性 小 児 麻 痺 な ど の 発 作 障 害 、 脊 髄 二 分 裂 、 無 脳 症 、 頭 蓋 脊
椎 披 裂 、 先 天 性 緑 内 障 、 白 内 障 、 感 覚 神 経 性 聴 力 損 失 が 含 ま れ 、 脂 質 異 常 の 中 に は 、 脂 肪
肝 、 胆 汁 う っ 滞 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 カ ル ニ チ ン 欠 乏 症 、 カ ル ニ チ ン パ ル ミ ト イ ル ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ オ ア デ ニ レ ー ト デ ミ ナ ー ゼ 欠 乏 症 、 高 ト リ グ リ セ リ ド 血 症 、 フ
ァ ブ リ ー 病 な ど の 脂 質 貯 蔵 病 、 ゴ ー シ ェ 病 、 ニ ー マ ン ‐ ピ ッ ク 病 、 変 染 色 性 白 質 ジ ス ト ロ
フ ィ ー 、 副 腎 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 G M ２ ガ ン グ リ オ シ ド ー シ ス 、 セ ロ イ ド リ ポ フ ス チ ン
症 、 無 β ‐ リ ポ 蛋 白 血 症 、 タ ン ジ ア ー 病 、 リ ポ 蛋 白 過 剰 血 症 、 糖 尿 病 、 脂 肪 異 栄 養 症 、 脂
肪 腫 症 、 急 性 皮 下 脂 肪 組 織 炎 、 播 種 性 脂 肪 組 織 壊 死 症 、 有 痛 脂 肪 症 、 リ ポ イ ド 副 腎 過 形 成
、 リ ポ イ ド ネ フ ロ ー ゼ 、 微 小 変 化 型 ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 、 脂 肪 腫 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症
、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 高 ト リ グ リ セ リ ド 血 症 を 伴 っ た 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 原 発 性
低 α リ ポ 蛋 白 血 症 、 甲 状 腺 症 機 能 低 下 症 、 腎 臟 病 、 肝 疾 患 、 レ シ チ ン -コ レ ス テ ロ ー ル ア
シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 脳 腱 黄 色 腫 症 、 シ ト ス テ ロ ー ル 血 症 、 低 コ レ ス テ ロ ー ル
血 症 、 テ イ ‐ サ ッ ク ス 病 、 サ ン ド ホ フ 病 、 高 脂 血 症 、 脂 肪 過 剰 血 症 、 脂 質 筋 障 害 、 肥 満 症
が あ り 、 ま た 細 胞 増 殖 異 常 と し て 、 日 光 性 角 化 症 、 動 脈 硬 化 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 滑
液 包 炎 、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合 型 結 合 組 織 病 （ MCTD） 、 骨 髄 線 維 症 、 発 作 性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン
尿 症 、 真 性 多 血 症 、 乾 癬 、 原 発 性 血 小 板 血 症 が あ り 、 ま た 癌 と し て 腺 癌 及 び 白 血 病 、 リ ン
パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄 腫 、 肉 腫 、 及 び 奇 形 癌 等 の 癌 、 具 体 的 に は 、 副 腎 、 膀 胱 、 骨 、 骨 髄 、
脳 、 乳 房 、 頚 部 、 胆 嚢 、 神 経 節 、 消 化 管 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 膵 臓 、 副
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甲 状 腺 、 陰 茎 、 前 立 腺 、 唾 液 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、 精 巣 、 胸 腺 、 甲 状 腺 、 子 宮 の 癌 、 多 発 性 骨
髄 腫 な ど の 白 血 病 、 ホ ジ キ ン 病 な ど の リ ン パ 腫 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
別 の 実 施 例 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む KPPの 発 現 ま た は 活 性
の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 KPPま た は そ の 断 片 や 誘 導 体 を 発 現 し
得 る ベ ク タ ー を 患 者 に 投 与 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む 、 KPPの 発 現 ま
た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た KPPを 有
す る 組 成 物 を 、 好 適 な 医 薬 用 キ ャ リ ア と 共 に 被 験 者 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
更 に 別 の 実 施 例 で は 、 KPPの 活 性 を 調 節 す る ア ゴ ニ ス ト を 患 者 に 投 与 し て 、 限 定 す る も の
で は な い が 上 記 し た 疾 患 を 含 む KPPの 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 を 治 療 ま た は
予 防 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
更 な る 実 施 例 で は 、 KPPの 発 現 ま た は 活 性 の 増 大 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め
に 、 患 者 に KPPの ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 す る も の で は な い が
、 こ の よ う な 疾 患 の 例 に は 、 上 記 し た 心 血 管 疾 患 、 免 疫 系 の 疾 患 、 神 経 の 疾 患 、 成 長 お よ
び 発 達 に 影 響 を 及 ぼ す 疾 患 、 脂 質 異 常 、 細 胞 増 殖 異 常 及 び 癌 が 含 ま れ る 。 一 実 施 態 様 に お
い て は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 直 接 的 に 、 或 い は KPPを 発 現 す る 細 胞 ま た は 組 織 に 薬 剤 を
輸 送 す る タ ー ゲ テ ィ ン グ ま た は 輸 送 機 構 と し て 間 接 的 に KPPと 特 異 結 合 す る 抗 体 を 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
別 の 実 施 例 で は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 患 者
に 投 与 し て 、 限 定 す る も の で は な い が 上 記 し た 疾 患 を 含 む KPPの 発 現 ま た は 活 性 の 増 大 に
関 連 し た 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
別 の 実 施 例 で は 、 本 発 明 の 任 意 の タ ン パ ク 質 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、 相 補
配 列 、 ま た は ベ ク タ ー を 、 別 の 好 適 な 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と も で き る 。 併 用
療 法 で 用 い る 好 適 な 治 療 薬 は 、 当 業 者 が 従 来 の 医 薬 原 理 に 従 っ て 選 択 し 得 る 。 治 療 薬 と 組
み 合 わ せ る こ と に よ り 、 上 記 し た 種 々 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 相 乗 効 果 を も た ら し 得 る
。 こ の 方 法 を 用 い る こ と に よ り 少 量 の 各 薬 剤 で 医 薬 効 果 を あ げ る こ と が 可 能 と な り 、 そ れ
に よ っ て 副 作 用 の 可 能 性 を 低 減 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
KPPの ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 当 分 野 で 一 般 的 な 方 法 を 用 い て 製 造 し 得 る 。 詳 し く は 、 精 製 さ
れ た KPPを 用 い て 抗 体 を 作 っ た り 、 治 療 薬 の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ し て KPPと 特 異 的
に 結 合 す る 薬 の 同 定 が 可 能 で あ る 。 KPPの 抗 体 も 、 当 分 野 で 一 般 的 な 方 法 を 用 い て 製 造 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 、 Fab断 片 、 及 び Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ に よ っ て 作 ら れ た 断 片 が 含 ま れ る
。 但 し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 中 和 抗 体 （ 即 ち 二 量 体 の 形 成 を 阻 害 す る 抗 体
） は 通 常 、 治 療 用 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
抗 体 の 産 生 の た め に は 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ヒ ト 、 そ の 他 を 含 む 種 々 の 宿 主
は 、 KPP、 ま た は KPPの 任 意 の 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド で あ っ て 免 疫 原 性 の 特 性 を 有 す る
も の を 注 入 す る こ と に よ っ て 免 疫 化 す る こ と が で き る 。 宿 主 の 種 に 応 じ て 、 種 々 の ア ジ ュ
バ ン ト を 用 い て 免 疫 応 答 を 高 め る こ と も で き る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な ア ジ
ュ バ ン ト に は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 等 の ミ ネ ラ ル ゲ ル ア ジ ュ
バ ン ト と 、 リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 性 乳 剤 、
ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ニ ア ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 等 の 界 面 活 性 剤 と が あ る 。 ヒ ト に 用 い ら
れ る ア ジ ュ バ ン ト の 中 で は 、 BCG（ カ ル メ ッ ト ‐ ゲ ラ ン 杆 菌 ） 及 び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ‐
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パ ル バ ム （ ） が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ １ ０ 】
KPPに 対 す る 抗 体 を 誘 発 す る た め に 用 い ら れ る オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ま た は 断 片 は
、 少 な く と も 約 ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 、 一 般 的 に は 約 １ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る も の が 好 ま し い 。 こ れ ら の オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 断 片 は 、
天 然 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 と 同 一 で あ る こ と が 望 ま し い 。 KPPア ミ ノ 酸 の 短
い ス ト レ ッ チ は 、 KLHな ど の 別 の タ ン パ ク 質 の 配 列 と 融 合 し 、 キ メ ラ 分 子 に 対 す る 抗 体 が
産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ １ 】
KPPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 体 分 子 を 産 生 す る 任 意 の 技 術 を 用 い て 、 培 地 内 の
連 続 し た 細 胞 株 に よ っ て 作 製 し 得 る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な 技 術 に は 、 ハ イ
ブ リ ド ー マ 技 術 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 及 び EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 が あ る （ Ko
hler, G. 他  (1975) Nature 256:495-497、 Kozbor, D.他  (1985) .J. Immunol. Methods 
81:31-42、 Cote, R.J. 他  (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-2030、 Cole, S.
P.他  (1984) Mol. Cell Biol. 62:109-120等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ２ 】
更 に 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 に マ ウ ス 抗 体 遺 伝 子 を ス プ ラ イ シ ン グ す る な ど の 「 キ メ ラ 抗 体 」 作
製 の た め に 開 発 し た 技 術 が 、 好 適 な 抗 原 特 異 性 及 び 生 物 学 的 活 性 を 備 え る 分 子 を 得 る た め
に 用 い ら れ る （ 例 え ば 、 Morrison, S.L.他 . (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. 81:6851685
5、 Neuberger、 M.S.他 . (1984) Nature 312:604-608、 Takeda, S.他  (1985) Nature 314:
452-454等 を 参 照 ） 。 別 法 で は 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 一 本 鎖 抗 体 の 産 生 の た め
の 記 載 さ れ た 技 術 を 適 用 し て 、 KPP特 異 性 一 本 鎖 抗 体 を 生 成 す る 。 関 連 特 異 性 を 有 す る が
イ デ ィ オ タ イ プ 組 成 が 異 な る よ う な 抗 体 を 、 ラ ン ダ ム な 組 合 せ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ
リ か ら チ ェ ー ン シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 産 生 す る こ と も で き る （ Burton D.R. (1991) Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 88:10134-10137等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ３ 】
抗 体 の 産 生 は 、 リ ン パ 球 集 団 に お け る 産 生 の 誘 導 に よ っ て 、 或 い は 文 献 に 開 示 さ
れ て い る よ う に 非 常 に 特 異 的 な 結 合 試 薬 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ラ イ ブ ラ リ ま た は パ ネ ル の ス
ク リ ー ニ ン グ に よ っ て も 行 い 得 る (Orlandi, R.他  (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8
6:38333837、 Winter, G. 他  (1991) Nature 349:293299等 を 参 照 )。
【 ０ ２ １ ４ 】
KPPの た め の 特 異 結 合 部 位 を 有 す る 抗 体 断 片 を 産 生 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 限 定 す る
も の で は な い が 、 こ の よ う な 断 片 に は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 産 出 さ れ る F
（ ab'） 2  断 片 と 、 F（ ab'） 2  断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ
る Fab断 片 と が あ る 。 あ る い は 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 所 望 の 特 異
性 を 持 つ モ ノ ク ロ ー ナ ル Fab断 片 を 迅 速 且 つ 容 易 に 同 定 す る こ と が 可 能 と な る (Huse, W.D
他  (1989) Science 246:12751281等 を 参 照 )。
【 ０ ２ １ ５ 】
種 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 同 定 す る
こ と が で き る 。 確 立 さ れ た 特 異 性 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 何 れ か を 用 い る 競 合 結 合 試 験 、 ま た は 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 の た め の 数 々 の プ ロ ト コ ル が
、 当 分 野 で は 周 知 で あ る 。 通 常 こ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ に は 、 KPPと そ の 特 異 性 抗 体 と
の 間 の 複 合 体 形 成 の 計 測 が 含 ま れ る 。 二 つ の 非 干 渉 性 KPP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 る 、 ２ 部 位 モ ノ ク ロ ー ナ ル ベ ー ス の イ ム ノ ア ッ セ イ が 一 般 に 利 用
さ れ る が 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ も 利 用 す る こ と が で き る (Pound、 前 出 )。
【 ０ ２ １ ６ 】
ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 と 共 に Scatchard分 析 な ど の 様 々 な 方 法 を 用 い て 、 KPPに 対 す る
抗 体 の 親 和 性 を 評 価 す る 。 親 和 性 は 結 合 定 数 Kaで 表 す 。 Kaは 、 平 衡 状 態 に お い て KPP抗 体
複 合 体 の モ ル 濃 度 を 遊 離 抗 体 と 遊 離 抗 原 の モ ル 濃 度 で 除 し た 値 で あ る と 定 義 す る 。 多 数 の
KPPエ ピ ト ー プ に 対 し て 親 和 性 が 不 均 一 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 試 薬 の Ｋ ａ は 、 KPPに 対 す る
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抗 体 の 平 均 親 和 性 ま た は 結 合 活 性 を 表 す 。 特 定 の KPPエ ピ ト ー プ に 単 一 特 異 的 な モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 試 薬 の Ｋ ａ は 、 親 和 性 の 真 の 測 定 値 を 表 す 。 Ka値 が １ ０ ９ ～ １ ０ １ ２ liter／
ｍ ｏ ｌ の 高 親 和 性 抗 体 試 薬 は 、 KPP抗 体 複 合 体 が 過 酷 な 処 理 に 耐 え な け れ ば な ら な い イ ム
ノ ア ッ セ イ に 用 い る の が 好 ま し い 。 Ka値 が １ ０ ６ ～ １ ０ ７ Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の 低 親 和 性 抗 体 医 薬
は 、 KPPが 抗 体 か ら 最 終 的 に 活 性 化 状 態 で 解 離 す る 必 要 が あ る 免 疫 精 製 （ immunopurificat
ion） 及 び 類 似 の 処 理 に 用 い る の が 好 ま し い (Catty, D. (1988) 

. IRL Press, Washington, DC; Liddell, J. E. and Cryer, A. (19
91) , John Wiley & Sons, New York NY)
。
【 ０ ２ １ ７ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 試 薬 の 抗 体 価 及 び 結 合 活 性 を 更 に 評 価 し て 、 後 に 使 う 或 る 適 用 例 に 対
す る こ の よ う な 試 薬 の 品 質 及 び 適 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 少 な く と も １ ～ ２
ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 特 異 的 な 抗 体 、 好 ま し く は ５ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 特 異 的 な 抗 体 を 持 つ ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 試 薬 は 一 般 に 、 KPP抗 体 複 合 体 を 沈 殿 さ せ な け れ ば な ら な い 処 理 に 用 い ら れ
る 。 抗 体 の 特 異 性 、 抗 体 価 、 結 合 活 性 、 様 々 な 適 用 例 に お け る 抗 体 の 品 質 や 使 用 に 対 す る
指 針 に つ い て は 、 一 般 に 入 手 可 能 で あ る （ 前 出 の Cattyの 文 献 、 同 Coligan他 の 文 献 等 を 参
照 ） 。
【 ０ ２ １ ８ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 任 意 の 断 片 や
相 補 配 列 が 、 治 療 目 的 で 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 KPPを コ ー ド す る 遺
伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 や 調 節 領 域 に 相 補 的 な 配 列 や ア ン チ セ ン ス 分 子 （ DNA、 RNA、 Ｐ Ｎ
Ａ あ る い は 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） を 設 計 し て 遺 伝 子 発 現 を 変 更 す る こ と が で き る 。 こ
の よ う な 技 術 は 当 分 野 で は 周 知 で あ り 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は よ り 大 き
な 断 片 が 、 KPPを コ ー ド す る 配 列 の 制 御 領 域 か ら 、 ま た は コ ー ド 領 域 に 沿 っ た さ ま ざ ま な
位 置 か ら 設 計 可 能 で あ る 。 (Agrawal, S.編 集  (1996) , Humana P
ress Inc., Totawa NJ等 を 参 照 )。
【 ０ ２ １ ９ 】
治 療 に 用 い る 場 合 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 を 好 適 な 標 的 細 胞 に 導 入 す る の に 好 適 な 任 意 の 遺 伝
子 送 達 系 を 用 い る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 転 写 時 に 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 細 胞 配 列 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な 配 列 を 作 製 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド の 形 で 、 細 胞 内
に 送 達 し 得 る （ Slater, J.E. 他  (1998) J. Allergy Clin. Immunol. 102(3):469-475、 S
canlon, K.J. 他 (1995)9(13):1288-1296.等 を 参 照 ） 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 は ま た 、 例 え ば
レ ト ロ ウ イ ル ス や ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 細 胞 内 に
導 入 す る こ と も で き る （ Miller, A.D. (1990) Blood 76:271、 前 出 の Ausubel、 Uckert, W
.及 び W. Walther (1994) Pharmacol. Ther. 63(3):323-347等 を 参 照 ） 。 そ の 他 の 遺 伝 送
達 機 構 に は 、 リ ポ ソ ー ム 系 、 人 工 的 な ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 及 び 当 分 野 で 公 知 の そ の 他 の
系 が 含 ま れ る （ Rossi, J.J. (1995) Br. Med. Bull. 51(1):217-225、 Boado、 R.J.他  (19
98) J. Pharm. Sci. 87(11):1308-1315、 Morris, M.C.他  (1997) Nucleic Acids Res. 25
(14):2730-2736等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 体 細 胞 若 し く は 生 殖
細 胞 の 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 遺 伝 子 治 療 を 行 う こ と に よ り 、 （ i） 遺 伝
子 欠 損 症 （ 例 え ば Ｘ 染 色 体 鎖 遺 伝 （ Cavazzana-Calvo, M. 他  (2000) Science 288:669-67
2） に よ り 特 徴 付 け ら れ る 重 度 の 複 合 型 免 疫 欠 損 (SCID)-X1の 場 合 ） 、 先 天 性 ア デ ノ シ ン デ
ア ミ ナ ー ゼ （ ADA） 欠 損 症 に 関 連 す る 重 度 の 複 合 型 免 疫 欠 損 （ Blaese, R.M. 他 (1995) Sci
ence 270:475-480、 Bordignon, C. 他  (1995) Science 270:470-475） 、 嚢 胞 性 繊 維 症 （ Z
abner, J. 他  (1993) Cell 75:207-216: Crystal、 R.G. 他  (1995) Hum. Gene　 Therapy 
6:643-666、 Crystal, R.G. 他 . (1995) Hum. Gene Therapy 6:667-703） 、 サ ラ セ ミ ア （ t
halassamia） 、 家 族 性 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 第 VIII因 子 若 し く は 第 IX因 子 欠 損 に 起 因 す
る 血 友 病 （ Crystal, R.G. (1995) Science 270:404-410、 Verma, I.M. 及 び Somia. N. (1
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997) Nature 389:239-242） を 治 療 し 、 （ ii） 条 件 的 致 死 性 遺 伝 子 産 物 を 発 現 さ せ （ 例 え
ば 制 御 不 能 な 細 胞 増 殖 に 起 因 す る 癌 の 場 合 ） 、 あ る い は （ iii） 細 胞 内 の 寄 生 虫 （ 例 え ば
ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV)（ Baltimore, D. (1988) Nature 335:395-396、 Poescbla, E.
 他  (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93:11395-11399） 、 B型 若 し く は C型 肝 炎 ウ イ
ル ス （ HBV、 HCV） 、 及 び 等 の 真 菌 寄 生
虫 、 並 び に 及 び 等 の 原 虫 寄 生 体 に 対 す る 防 御 機
能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 KPPの 発 現 若 し く は 調 節 に 必 要 な 遺 伝
子 の 欠 損 が 疾 患 を 引 き 起 こ す 場 合 、 導 入 し た 細 胞 の 好 適 な 集 団 か ら KPPを 発 現 さ せ て 、 遺
伝 子 欠 損 に よ っ て 起 こ る 症 状 の 発 現 を 緩 和 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
本 発 明 の 更 な る 実 施 例 で は 、 KPPの 欠 損 に よ る 疾 患 や 異 常 症 を 、 KPPを コ ー ド す る 哺 乳 動 物
発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し て 、 こ れ ら の ベ ク タ ー を 機 械 的 手 段 に よ っ て KPP欠 損 細 胞 に 導 入 す
る こ と に よ っ て 治 療 す る 。 或 い は の 細 胞 に 用 い る 機 械 的 導 入 技 術 に は 、
（ i） 個 々 の 細 胞 内 へ の 直 接 的 な DNA微 量 注 射 法 、 （ ii） 遺 伝 子 銃 、 （ iii） リ ポ ソ ー ム を
介 し た 形 質 移 入 、 （ iv） 受 容 体 を 介 し た 遺 伝 子 導 入 、 及 び （ v） DNAト ラ ン ス ポ ソ ン の 使 用
（ Morgan, R.A.お よ び W.F. Anderson (1993) Annu. Rev. Biochem. 62:191-217、 Ivics, 
Z. (1997) Cell 91:501-510、 Boulay,J-L.お よ び H. Recipon (1998) Curr. Opin. Biotec
hnol. 9:445-450） が あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
KPPの 発 現 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 発 現 ベ ク タ ー に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 PCDNA 3.1、
EPITAG、 PRCCMV2、 PREP、 PVAX、 PCR2-TOPOTAベ ク タ ー (Invitrogen, Carlsbad CA)、 PCMV-
SCRIPT、 PCMV-TAG、 PEGSH／ PERV (Stratagene, La Jolla CA)、 PTET-OFF、 PTET-ON、 PTRE
2、 PTRE2-LUC、 PTK-HYG (Clontech, Palo Alto CA)が 含 ま れ る 。 KPPを 発 現 さ せ る た め に
、 （ i） 恒 常 的 に 活 性 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） 、 ラ ウ ス 肉
腫 ウ イ ル ス （ RSV） 、 SV40ウ イ ル ス 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） 、 若 し く は β － ア ク チ ン 遺
伝 子 等 ） 、 (ii)誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 市 販 さ れ て い る T-REXプ ラ ス ミ ド （ Invitro
gen） に 含 ま れ て い る 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー （ Gossen, M. and H. Bujar
d (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:5547-5551; Gossen, M. 他  (1995) Scienc
e 268:1766-1769; Rossi, F.M.V. and H.M. Blau (1998) Curr. Opin. Biotechnol. 9:45
1-456） ） 、 エ ク ジ ソ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 市 販 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド PVGRXR及 び PIND
に 含 ま れ て い る ： Invitrogen） 、 FK506／ ラ パ マ イ シ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は RU486
／ ミ フ ェ プ リ ス ト ー ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ Rossi, F.M.V. and H.M. Blau, 前 出 ） 、 ま
た は （ iii） 正 常 な 個 体 に 由 来 す る KPPを コ ー ド す る 内 在 性 遺 伝 子 の 天 然 の プ ロ モ ー タ ー 若
し く は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
市 販 の リ ポ ソ ー ム 形 質 転 換 キ ッ ト （ 例 え ば Invitrogen社 の PerFect Lipid Transfection K
it） を 用 い れ ば 、 当 業 者 は 経 験 に そ れ ほ ど 頼 ら な い で も ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 培 養 中 の 標 的
細 胞 に 導 入 す る こ と が 可 能 に な る 。 別 法 で は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ Graham. F.L.及 び A.
J. Eb (1973) Virology 52:456-467） 若 し く は 電 気 穿 孔 法 （ Neumann, B.他  (1982) EMBO 
J. 1:841-845） を 用 い て 形 質 転 換 を 行 う 。 初 代 培 養 細 胞 に DNAを 導 入 す る た め に は 、 標 準
化 さ れ た 哺 乳 動 物 の 形 質 移 入 プ ロ ト コ ル の 修 飾 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 KPPの 発 現 に 関 連 す る 遺 伝 子 欠 損 に よ っ て 起 こ る 疾 患 や 異 常 症
は 、 （ i） レ ト ロ ウ イ ル ス 末 端 反 復 配 列 （ LTR） プ ロ モ ー タ ー 若 し く は 独 立 し た プ ロ モ ー タ
ー の コ ン ト ロ ー ル 下 で KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 （ ii） 好 適 な RNAパ ッ ケ ー ジ
ン グ シ グ ナ ル と 、 （ iii） 追 加 の レ ト ロ ウ イ ル ス ・ シ ス 作 用 性 RNA配 列 及 び 効 率 的 な ベ ク タ
ー の 増 殖 に 必 要 な コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 伴 う Rev応 答 性 エ レ メ ン ト （ RRE） と か ら な る レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 作 製 し て 治 療 す る こ と が で き る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば PF
B及 び PFBNEO） は Stratagene社 か ら 市 販 さ れ て お り 、 刊 行 デ ー タ （ Riviere, I.他 . (1995)
 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92:6733-6737） に 基 づ い て い る 。 上 記 デ ー タ を 引 用 す
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る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 ベ ク タ ー は 、 好 適 な ベ ク タ ー 産 生 細 胞 系 （ VPCL）
に お い て 増 殖 さ れ 、 VPCLは 、 標 的 細 胞 上 の 受 容 体 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る エ ン ベ ロ ー プ 遺
伝 子 ま た は VSVg等 の 汎 親 和 性 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る （ Armentano, D. 他 (198
7) J. Virol. 61:1647-1650、 Bender, M.A. 他  (1987) J. Virol. 61:1639-1646、 Adam, 
M.A.及 び A.D. Miller (1988) J. Virol. 62:3802-3806、 Dull, T.他  (1998) J. Virol. 7
2:8463-8471、 Zufferey, R. 他  (1998) J. Virol. 72:9873-9880） 。 RIGGに 付 与 さ れ た 米
国 特 許 第 5,910,434号 （ 「 Method for obtaining retrovirus packaging cell lines prod
ucing high transducing efficiency retroviral supernatant」 ） に お い て 、 レ ト ロ ウ イ
ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 を 得 る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て お り 、 引 用 す る こ と を も っ て 本
明 細 書 の 一 部 と す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 増 殖 、 細 胞 集 団 （ 例 え ば CD4 +  Ｔ 細 胞 ）
の 形 質 導 入 、 及 び 形 質 導 入 し た 細 胞 の 患 者 へ の 戻 し は 、 遺 伝 子 治 療 の 分 野 で は 当 業 者 に 公
知 の 方 法 で あ り 、 多 数 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ Ranga, U. 他  (1997) J. Virol. 71:702
0-7029、 Bauer, G.他 (1997) Blood 89:2259-2267、 Bonyhadi, M.L. (1997) J. Virol. 71
:4707-4716、 Ranga, U.他  (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:1201-1206、 Su, L
. (1997) Blood 89:2283-2290） 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
別 法 で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 系 遺 伝 子 治 療 の 或 る 送 達 系 を 用 い て 、 KPPの 発 現 に 関 連 す る １
つ 以 上 の 遺 伝 子 異 常 を 有 す る 細 胞 群 に 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 送 達 す る
。 ア デ ノ ウ イ ル ス 系 ベ ク タ ー の 作 製 及 び パ ッ ケ ー ジ ン グ に つ い て は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る
。 複 製 欠 損 型 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 免 疫 調 節 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 膵 臓
の 無 損 傷 の 膵 島 内 に 導 入 す る た め に 可 変 性 で あ る こ と が 証 明 さ れ た （ Csete, M.E.他  (199
5) Transplantation 27:263-268） 。 使 用 で き る 可 能 性 の あ る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は
、 Armentanoに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,707,618号 （ 「 Adenovirus vectors for gene ther
apy」 ） に 記 載 さ れ て お り 、 引 用 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 ア デ ノ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー に つ い て は 、 Antinozzi, P.A. 他  (1999) Annu. Rev. Nutr. 19:511-544、 Ver
ma, I.M.及 び N. Somia (1997) Nature 18:389:239-242も 参 照 さ れ た い 。 両 文 献 は 、 引 用
す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
別 法 で は 、 ヘ ル ペ ス 系 遺 伝 子 治 療 の 送 達 系 を 用 い て 、 KPPの 発 現 に 関 し て １ 以 上 の 遺 伝 子
異 常 を 持 つ 標 的 細 胞 に 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 類 を 送 達 す る 。 単 純 疱 疹 ウ イ
ル ス （ HSV） 系 の ベ ク タ ー の 利 用 は 、 HSVが 向 性 を 持 つ 中 枢 神 経 細 胞 に KPPを 導 入 す る 際 に
特 に 有 用 た り 得 る 。 ヘ ル ペ ス 系 ベ ク タ ー の 作 製 及 び パ ッ ケ ー ジ ン グ は 、 当 業 者 に 公 知 で あ
る 。  複 製 適 格 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ HSV） I型 系 の ベ ク タ ー は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を
霊 長 類 の 眼 に 送 達 す る た め に 用 い ら れ て き た （ Liu, X. 他  (1999) Exp. Eye Res.169:385
-395） 。 HSV-1ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 作 製 に つ い て も 、 DeLucaに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,804
,413号 （ 「 Herpes simplex virus swains for gene transfer」 ） に 開 示 さ れ て お り 、 該
特 許 の 引 用 を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 米 国 特 許 第 5,804,413号 に は 、 ヒ ト 遺 伝 子 治
療 を 含 む 目 的 の た め に 好 適 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お い て 細 胞 に 導 入 さ れ る 少 な く と も
１ つ の 外 在 性 遺 伝 子 を 有 す る ゲ ノ ム を 含 む 組 換 え HSV d92の 使 用 に つ い て の 記 載 が あ る 。
上 記 特 許 は ま た 、 ICP4、 ICP27及 び ICP22の た め に 除 去 さ れ る 組 換 え HSV系 統 の 作 製 及 び 使
用 に つ い て 開 示 し て い る 。 HSVベ ク タ ー に つ い て は 、 Goins, W.F.他  (1999) J. Virol. 73
:519-532及 び Xu, H. 他 (1994) Dev. Biol. 163:152-161も 参 照 さ れ た い 。  両 文 献 は 、 引
用 を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 ク ロ ー ン 化 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 配 列 の 操 作 、 巨 大 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 異 な っ た 部 分 を 含 む 多 数 の プ ラ ス ミ ド を 形 質 移 入 し た 後 の 組 換 え ウ
イ ル ス の 産 生 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 成 長 及 び 増 殖 、 並 び に ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 細 胞 へ の 感
染 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
別 法 で は 、 α ウ イ ル ス （ 正 の 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス ） ベ ク タ ー を 用 い て KPPを コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 細 胞 に 送 達 す る 。 プ ロ ト タ イ プ の α ウ イ ル ス で あ る セ ム リ キ 森 林 熱 ウ
イ ル ス （ SFV） の 生 物 学 的 研 究 が 広 範 に 行 わ れ て お り 、 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー が SFVゲ ノ ム に
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基 づ い て い る こ と が 分 か っ た （ Garoff, H.及 び K.-J. Li (1998) Cun. Opin. Biotech. 9:
464-469） 。 α ウ イ ル ス RNAの 複 製 中 に 、 通 常 は ウ イ ル ス の キ ャ プ シ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る サ ブ ゲ ノ ム RNAが 作 り 出 さ れ る 。 こ の サ ブ ゲ ノ ム RNAは 、 完 全 長 の ゲ ノ ム RNAよ り 高
い レ ベ ル に 複 製 さ れ る た め 、 酵 素 活 性 （ 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ 及 び ポ リ メ ラ ー ゼ ） を 有 す る
ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 比 べ て キ ャ プ シ ッ ド タ ン パ ク 質 が 過 剰 産 生 さ れ る 。 同 様 に 、 KPPに
対 す る コ ー ド 配 列 を カ プ シ ド コ ー ド 領 域 の α ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 導 入 す る こ と に よ り 、 ベ ク
タ ー 導 入 細 胞 に お い て 多 数 の KPPコ ー ド RNAが 産 生 さ れ 、 高 レ ベ ル の KPPが 合 成 さ れ る 。 通
常 は α ウ イ ル ス の 感 染 が 数 日 以 内 で の 細 胞 溶 解 に 関 係 す る 一 方 で 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス （
SIN） の 変 異 体 を 有 す る ハ ム ス タ ー 正 常 腎 臓 細 胞 （ BHK-21） の 持 続 的 な 感 染 を 確 立 す る 能
力 は 、 α ウ イ ル ス の 溶 解 複 製 を 遺 伝 子 治 療 に 適 用 で き る よ う に 好 適 に 変 更 可 能 で あ る こ と
を 示 唆 し て い る （ Dryga, S.A. 他 (1997) Virology 228 :74-83） 。 広 範 な 宿 主 に α ウ イ ル
ス を 導 入 で き る の で 、 様 々 な タ イ プ の 細 胞 に KPPを 導 入 で き る こ と と な る 。 或 る 集 団 に お
け る サ ブ セ ッ ト の 細 胞 の 特 定 形 質 導 入 は 、 形 質 導 入 前 に 細 胞 の 選 別 を 必 要 と し 得 る 。 α ウ
イ ル ス の 感 染 性 cDNAク ロ ー ン の 処 置 方 法 、 α ウ イ ル ス の cDNA及 び RNAの 形 質 移 入 方 法 及 び
α ウ イ ル ス の 感 染 方 法 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
転 写 開 始 部 位 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る こ と も 可 能 で あ る
。 転 写 開 始 部 位 と は 例 え ば 開 始 部 位 か ら 数 え て 約 － １ ０ と 約 ＋ １ ０ の 間 で あ る 。 同 様 に 、
三 重 ら せ ん 塩 基 対 の 形 成 方 法 を 用 い て 阻 害 が 可 能 と な る 。 三 重 ら せ ん 塩 基 対 形 成 は 、 ポ リ
メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 ま た は 調 節 分 子 の 結 合 の た め に 十 分 に 開 く よ う な 二 重 ら せ ん の 能 力 を
阻 害 す る の で 、 三 重 ら せ ん 塩 基 対 形 成 は 有 用 で あ る 。 三 重 ら せ ん DNAを 用 い る 最 近 の 治 療
の 進 歩 に つ い て は 文 献 に 記 載 が あ る （ Gee, J.E.他  (1994) in: Huber、 B.E.及 び B.I. Car
r, Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co., Mt. Kisco, NY, 1
63-177ペ ー ジ 等 を 参 照 ） 。 相 補 配 列 ま た は ア ン チ セ ン ス 分 子 も ま た 、 転 写 物 が リ ボ ソ ー ム
に 結 合 す る の を 阻 止 す る こ と に よ っ て mRNAの 翻 訳 を 阻 止 す る べ く 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
リ ボ ザ イ ム は 酵 素 性 RNA分 子 で あ り 、 RNAの 特 異 的 切 断 を 触 媒 す る た め に リ ボ ザ イ ム を 用 い
る こ と も で き る 。 リ ボ ザ イ ム 作 用 の メ カ ニ ズ ム は 、 相 補 的 標 的 RNAへ の リ ボ ザ イ ム 分 子 の
配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 そ の 後 に 起 こ る 内 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切 断 に 関 与 し て
い る 。 例 え ば 、 人 為 操 作 さ れ た ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム 分 子 は 、 KPPを コ ー ド す る 配
列 の 内 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切 断 を 、 特 異 的 且 つ 効 果 的 に 触 媒 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
任 意 の 潜 在 的 RNA標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 GUA、 GUU、 GUC配 列 を 含 め た リ ボ
ザ イ ム 切 断 部 位 に 対 す る 標 的 分 子 を ス キ ャ ン す る こ と に よ っ て 先 ず 同 定 さ れ る 。 一 度 同 定
さ れ る と 、 切 断 部 位 を 含 む 標 的 遺 伝 子 の 領 域 に 対 応 す る １ ５ ～ ２ ０ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 短
い Ｒ Ｎ Ａ 配 列 が 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 機 能 不 全 に す る よ う な ２ 次 構 造 の 特 徴 を も っ
て い な い か を 評 価 す る こ と が 可 能 に な る 。 候 補 標 的 の 適 合 性 の 評 価 も 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
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 の ア ク セ ス
可 能 性 を テ ス ト す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
本 発 明 の 相 補 リ ボ 核 酸 分 子 及 び リ ボ ザ イ ム は 、 核 酸 分 子 合 成 の た め に 当 分 野 で よ く 知 ら れ
て い る 任 意 の 方 法 を 用 い て 作 製 し 得 る 。 任 意 の 方 法 に は 、 固 相 フ ォ ス フ ォ ア ミ ダ イ ト 化 学
合 成 等 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る 方 法 が あ る 。 或 い は 、 KPPを コ ー ド す る D
NA配 列 の 及 び 転 写 に よ っ て RNA分 子 を 産 出 し 得 る 。 こ の よ う な DNA配 列 は
、 T7や SP6等 の 好 適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 多 様 な ベ ク タ ー 内 に 取 り 込 む
こ と が 可 能 で あ る 。 或 い は 、 相 補 的 RNAを 構 成 的 或 い は 誘 導 的 に 合 成 す る よ う な こ れ ら cDN
A産 物 を 、 細 胞 系 、 細 胞 ま た は 組 織 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
細 胞 内 の 安 定 性 を 高 め 、 半 減 期 を 長 く す る た め に RNA分 子 を 修 飾 す る こ と が で き る 。 限 定
す る も の で は な い が 可 能 な 修 飾 に は 、 分 子 の ５ '末 端 、 ３ '末 端 、 あ る い は そ の 両 方 に お い
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て フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 追 加 し た り 、 分 子 の 主 鎖 内 に お い て ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 結 合 で は
な く ホ ス ホ ロ チ オ ネ ー ト ま た は 2' O-メ チ ル を 使 用 し た り す る こ と が 含 ま れ る 。 こ の 概 念
は 、 PNAの 産 出 に 固 有 の も の で あ り 、 こ れ ら 全 て の 分 子 に 拡 大 す る こ と が で き る 。 そ れ に
は 、 内 因 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 容 易 に は 認 識 さ れ な い ア デ ニ ン 、 シ チ ジ ン 、 グ ア
ニ ン 、 チ ミ ン 、 及 び ウ リ ジ ン に ア セ チ ル － 、 メ チ ル － 、 チ オ － 及 び 同 様 の 修 飾 を し た も の
の 他 、 非 従 来 型 塩 基 、 例 え ば イ ノ シ ン 、 ク エ オ シ ン （ queosine） 、 ワ イ ブ ト シ ン （ wybuto
sine） 等 を 加 え る こ と で で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
本 発 明 の 更 な る 実 施 例 は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 変 化 に 有 効 な 化 合
物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 含 む 。 限 定 す る も の で は な い が 特 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発
現 変 化 を 起 こ す の に 有 効 な 化 合 物 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、 三 重 ら せ ん 形 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 転 写 因 子 そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 転 写 制 御 因
子 、 及 び 特 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 互 作 用 し 得 る 非 高 分 子 化 学 的 実 体 が あ る 。 有 効 な
化 合 物 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー の い ず れ か と し て 作
用 す る こ と に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 を 変 異 し 得 る 。 従 っ て 、 KPPの 発 現 ま た は 活 性 の
増 加 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 特 異
的 に 阻 害 す る 化 合 物 が 治 療 上 有 用 で あ り 、 KPPの 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 の
治 療 に お い て は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 特 異 的 に 促 進 す る 化 合 物 が
治 療 上 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
特 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 発 現 に お け る 有 効 性 に 対 し て 、 少 な く と も １ 個 か ら 複 数 個 の
試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。 試 験 化 合 物 は 、 当 分 野 で 通 常 知 ら れ て い る 任 意 の 方
法 に よ り 得 ら れ る 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 変 異 さ せ る 場 合 と 、
既 存 の 、 市 販 の ま た は 専 売 の 、 天 然 ま た は 非 天 然 の 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 す る 場 合 と
、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学 的 及 び ／ ま た は 構 造 的 特 性 に 基 づ く 化 合 物 を 合 理 的 に デ ザ
イ ン す る 場 合 と 、 組 合 せ 的 に ま た は 無 作 為 に 生 成 し た 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 す る 場
合 に 有 効 で あ る こ と が 知 ら れ て い る よ う な 化 合 物 の 化 学 修 飾 が あ る 。 KPPを コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ サ ン プ ル を 、 こ の よ う に し て 得 た 試 験 化 合 物 の 少 な く と も １ つ に 曝
露 す る 。 サ ン プ ル に は 例 え ば 、 無 傷 細 胞 、 透 過 化 処 理 し た 細 胞 、 無 細 胞 再 構 成 系 ま た は 再
構 成 生 化 学 系 が あ り 得 る 。 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に お け る 変 化 は 、 当
分 野 で 周 知 の 任 意 の 方 法 で ア ッ セ イ す る 。 通 常 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配
列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り
、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 検 出 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 量 を 定 量 し 、 そ れ に よ
っ て １ つ 若 し く は 複 数 の 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ る 及 び 曝 露 さ れ な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発
現 の 比 較 に 対 す る 基 礎 を 形 成 し 得 る 。 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に
お け る 変 化 の 検 出 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 変 異 す る 際 に 試 験 化 合 物 が 有 効 で あ る こ
と を 示 し て い る 。 特 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 発 現 に 有 効 な 化 合 物 に 対 し て 、 例 え ば

遺 伝 子 発 現 系 （ Atkins, D.他  (1999) 米 国 特 許 第 5,932,435号 、 Ar
ndt, G.M.他  (2000) Nucleic Acids Res. 28:E15） ま た は HeLa細 胞 等 の ヒ ト 細 胞 系 （ Clar
ke, M.L. 他  (2000) Biochem. Biophys. Res. Commun. 268:8-13） を 用 い て ス ク リ ー ニ ン
グ を 実 行 す る 。 本 発 明 の 特 定 の 実 施 例 は 、 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る ア ン チ セ
ン ス 活 性 の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、
ペ プ チ ド 核 酸 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） の 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と に 関 与 し て い る （ Bruice, T.W. 他  (1997) 米 国 特 許 第 5,686,242号 、 Bruice, T.W. 
他  (2000) 米 国 特 許 第 6,022,691号 ） 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
ベ ク タ ー を 細 胞 ま た は 組 織 に 導 入 す る 多 数 の 方 法 が 利 用 可 能 で あ り 、 、
及 び の 使 用 に 対 し て 同 程 度 に 適 し て い る 。 治 療 の 場 合 、 ベ ク タ ー を 患 者 か
ら 採 取 し た 幹 細 胞 内 に 導 入 し 、 ク ロ ー ニ ン グ 増 殖 し て 同 一 患 者 に 自 家 移 植 で 戻 す こ と が で
き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ボ ソ ー ム 注 入 ま た は ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー に よ る
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輸 送 は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る （ Goldman, C.K. 
他  (1997) Nat. Biotechnol. 15:462-466.等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
上 記 の 治 療 方 法 は い ず れ も 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ウ サ ギ 、 サ ル 等 の
哺 乳 動 物 を 含 め て 治 療 が 必 要 な 全 て の 対 象 に 適 用 で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
本 発 明 の 追 加 実 施 例 は 、 通 常 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 で 処 方 さ れ る 活 性 成 分 を 有 す る
組 成 物 の 投 与 に 関 連 す る 。 賦 形 剤 に は 例 え ば 、 糖 、 で ん ぷ ん 、 セ ル ロ ー ス 、 ゴ ム 及 び タ ン
パ ク 質 が あ る 。 様 々 な 処 方 が 通 常 知 ら れ て お り 、 詳 細 は

（ Maack Publishing, Easton PA） の 最 新 版 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 組 成 物 は
、 KPP、 KPPの 抗 体 、 擬 態 物 質 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は イ ン ヒ ビ タ ー な ど か
ら な る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
本 発 明 に 用 い ら れ る 組 成 物 は 、 任 意 の 数 の 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き 、 限 定 す る も
の で は な い が 経 路 に は 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 骨 髄 内 、 ク モ 膜 下 腔 内 、 心 室 内
、 肺 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、 腸 内 、 局 所 、 舌 下 ま た は 直 腸 が あ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
肺 か ら 投 与 す る 組 成 物 は 、 液 状 ま た は 乾 燥 粉 末 状 で 調 製 し 得 る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 通 常
、 患 者 が 吸 入 す る 直 前 に エ ア ロ ゾ ル 化 す る 。 小 分 子 （ 例 え ば 伝 統 的 な 低 分 子 量 有 機 薬 ） の
場 合 に は 、 速 効 製 剤 の エ ア ロ ゾ ル 送 達 は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 高 分 子 （ 例 え ば よ り 大 き な
ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 ） の 場 合 に は 、 当 該 分 野 に お い て 肺 の 肺 胞 領 域 を 介 し て の 肺 送 達
が 最 近 向 上 し た こ と に よ り 、 イ ン ス リ ン 等 の 薬 剤 を 実 質 的 に 血 液 循 環 へ 輸 送 す る こ と を 可
能 に し た （ Patton, J.S. 他 , 米 国 特 許 第 5,997,848号 等 を 参 照 ） 。 肺 送 達 は 、 針 注 射 な し
に 投 与 す る 点 で 優 れ て お り 、 有 毒 な 可 能 性 の あ る 浸 透 エ ン ハ ン サ ー の 必 要 性 を な く す 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
本 発 明 で の 使 用 に 適 し た 組 成 物 に は 、 所 定 の 目 的 を 達 成 す る た め に 必 要 な だ け の 量 の 活 性
成 分 を 含 有 す る 組 成 物 が 含 ま れ る 。 有 効 投 与 量 の 決 定 は 、 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 で 行 う 。
【 ０ ２ ４ １ 】
KPPま た は そ の 断 片 を 含 む 高 分 子 を 直 接 細 胞 内 に 輸 送 す る べ く 、 特 殊 な 形 態 に 組 成 物 が 調
製 さ れ る の が 好 ま し い 。 例 え ば 、 細 胞 不 透 過 性 高 分 子 を 含 む リ ポ ソ ー ム 製 剤 は 、 細 胞 融 合
及 び 高 分 子 の 細 胞 内 送 達 を 促 進 し 得 る 。 別 法 で は 、 KPPま た は そ の 断 片 を HIV Tat-1タ ン パ
ク 質 の 陽 イ オ ン N末 端 部 に 結 合 す る こ と も で き る 。 こ の よ う に し て 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ
ク 質 は 、 マ ウ ス モ デ ル 系 の 脳 を 含 む 全 て の 組 織 の 細 胞 に 形 質 導 入 す る こ と が わ か っ て い る
（ Schwarze, S.R. 他 (1999) Science 285:1569-1572） 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
任 意 の 化 合 物 に 対 し て 、 細 胞 培 養 ア ッ セ イ 、 例 え ば 新 生 物 性 細 胞 の 細 胞 培 養 ア ッ セ イ に お
い て 、 或 い は 、 動 物 モ デ ル 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 サ ル ま た は ブ タ 等 に
お い て 、 先 ず 治 療 の 有 効 投 与 量 を 推 定 す る こ と が で き る 。 動 物 モ デ ル は ま た 、 好 適 な 濃 度
範 囲 及 び 投 与 経 路 を 決 定 す る た め に も 用 い 得 る 。 こ の よ う な 情 報 を 用 い て 、 次 に ヒ ト に 対
す る 有 益 な 投 与 量 及 び 投 与 経 路 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
治 療 有 効 量 は 、 症 状 や 容 態 を 回 復 さ せ る 活 性 成 分 の 量 、 た と え ば KPPま た は そ の 断 片 、 KPP
の 抗 体 、 KPPの ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ ン ヒ ビ タ ー な ど の 量 を 指 す 。 薬 用 有
効 度 及 び 毒 性 は 、 細 胞 培 養 ま た は 動 物 実 験 に お け る 標 準 的 な 薬 剤 手 法 に よ っ て 、 例 え ば ED

5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ の 医 薬 的 有 効 量 ） ま た は LD 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ の 致 死 量 ） を 測 定 す る な ど
し て 決 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 効 果 の 治 療 効 果 に 対 す る 投 与 量 の 比 は 、 治 療 指 数 で あ り
、 LD 5 0 /ED 5 0 比 と し て 表 す こ と が で き る 。 高 い 治 療 指 数 を 示 す よ う な 組 成 物 が 望 ま し い 。
細 胞 培 養 ア ッ セ イ 及 び 動 物 実 験 か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に 用 い る た め の 投 与 量 の 範 囲
を 調 剤 す る の に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 組 成 物 が 含 ま れ る 投 与 量 は 、 毒 性 を 殆 ど 或 い は 全
く 含 ま ず 、 ED 5 0 を 含 む よ う な 血 中 濃 度 の 範 囲 に あ る こ と が 好 ま し い 。 用 い ら れ る 投 与 形 態
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、 患 者 の 感 受 性 及 び 投 与 の 経 路 に よ っ て 、 投 与 量 は こ の 範 囲 内 で 様 々 に 変 わ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
正 確 な 投 与 量 は 、 治 療 が 必 要 な 被 験 者 に 関 す る 要 素 を 考 慮 し て 、 現 場 の 医 者 が 決 定 す る こ
と に な る 。 効 果 的 な レ ベ ル の 活 性 成 分 を 与 え 、 或 い は 所 望 の 効 果 を 維 持 す る べ く 、 投 与 量
及 び 投 与 を 調 節 す る 。 被 験 者 に 関 す る 要 素 と し て は 、 疾 患 の 重 症 度 、 患 者 の 通 常 の 健 康 状
態 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 及 び 性 別 、 投 与 の 時 間 及 び 頻 度 、 薬 剤 の 配 合 、 反 応 感 受 性 及 び 治 療
に 対 す る 応 答 等 を 考 慮 す る 。 作 用 期 間 が 長 い 組 成 物 は 、 特 定 の 製 剤 の 半 減 期 及 び ク リ ア ラ
ン ス 率 に よ っ て ３ ～ ４ 日 毎 に １ 度 、 １ 週 間 に １ 度 、 或 い は ２ 週 間 に １ 度 の 間 隔 で 投 与 し 得
る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
通 常 の 投 与 量 は 、 投 与 の 経 路 に も よ る が 約 ０ .１ ～ １ ０ ０ ,０ ０ ０ μ gで あ り 、 合 計 で 約 １ g
ま で と す る 。 特 定 の 投 与 量 及 び 送 達 方 法 に 関 す る ガ イ ダ ン ス は 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 現
場 の 医 者 は 通 常 そ れ を 利 用 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は イ ン ヒ ビ タ ー
に 対 す る 処 方 と は 異 な る 、 ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 処 方 を 利 用 す る こ と に な る 。 同 様 に 、 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 送 達 は 、 特 定 の 細 胞 、 状 態 、 位 置 等 に 特 異 的 な も の
と な る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
（ 診 断 ）
別 の 実 施 例 で は 、 KPPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 、 KPPの 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 患
の 診 断 、 ま た は KPPや KPPの ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ ン ヒ ビ タ ー で 治 療 を 受 け
て い る 患 者 を モ ニ タ ー す る た め の ア ッ セ イ に 用 い ら れ る 。 診 断 目 的 に 有 用 な 抗 体 は 、 上 記
の 治 療 の 箇 所 で 記 載 し た 方 法 と 同 じ 方 法 で 調 合 さ れ る 。 KPPの 診 断 ア ッ セ イ に は 、 抗 体 及
び 標 識 を 用 い て ヒ ト の 体 液 或 い は 細 胞 や 組 織 か ら 採 取 さ れ た も の か ら KPPを 検 出 す る 方 法
が 含 ま れ る 。 こ の 抗 体 は 修 飾 さ れ た も の も さ れ て い な い も の も 可 能 で あ り 、 レ ポ ー タ ー 分
子 と の 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 で 標 識 化 で き る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 と し て は 広 く さ ま ざ ま
な 種 類 が 本 分 野 で 知 ら れ て お り 、 ま た 使 用 可 能 で あ る が 、 そ の う ち の い く つ か は 上 記 で 説
明 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
KPPを 測 定 す る た め の 様 々 な プ ロ ト コ ル 、 例 え ば ELISA、 RIA、 FACS等 が 本 技 術 分 野 に お い
て 知 ら れ て お り 、 KPP発 現 の 修 正 レ ベ ル 或 い は 異 常 レ ベ ル を 診 断 す る 基 準 を 提 供 す る 。 複
合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で ヒ ト 対 象 等 の 正 常 な 哺 乳 動 物 対 象 か ら 採 取 し た 体 液 ま た は 細
胞 と KPPに 対 す る 抗 体 と を 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 KPP発 現 の 正 常 値 ま た は 標 準 値 が 決 定 さ
れ る 。 標 準 複 合 体 形 成 量 は 、 種 々 の 方 法 、 例 え ば 測 光 法 で 定 量 で き る 。 被 験 者 、 対 照 お よ
び 生 検 組 織 か ら の 疾 患 サ ン プ ル で 発 現 す る KPPの 量 を 標 準 値 と 比 較 す る 。 標 準 値 と 被 験 者
と の 偏 差 が 疾 患 を 診 断 す る パ ラ メ ー タ と な る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 診 断 の た め に 用 い 得
る 。 用 い る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 相 補 的 RNA及
び DNA分 子 、 そ し て PNAが 含 ま れ る 。 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 疾 患 と 相 関 し 得 る KP
Pを 発 現 す る 生 検 組 織 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し 定 量 す る 。 診 断 ア ッ セ イ は 、 KPPの 不
在 、 存 在 及 び 過 剰 発 現 を 測 定 す る た め に 、 そ し て 治 療 イ ン タ ー ベ ン シ ョ ン 中 に KPPレ ベ ル
の 調 製 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
一 実 施 形 態 で は 、 例 え ば KPPを コ ー ド ま た は 近 縁 の 分 子 群 を コ ー ド す る ゲ ノ ム 配 列 群 な ど
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 検 出 で き る PCRプ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い て
、 KPPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 群 を 同 定 で き る 。 プ ロ ー ブ が 高 度 に 特 異 的 な 領 域 （ 例 え ば ５ '
調 節 領 域 ） か ら 作 ら れ て い る 、 或 い は や や 特 異 性 の 低 い 領 域 （ 例 え ば 保 存 さ れ た モ チ ー フ
） か ら 作 ら れ て い る か に か か わ ら ず 、 そ の プ ロ ー ブ の 特 異 性 と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
或 い は 増 幅 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト に よ っ て 、 そ の プ ロ ー ブ が KPPを コ ー ド す る 自 然 界 の 配 列
の み を 同 定 す る か ど う か 、 或 い は 対 立 遺 伝 子 や 関 連 配 列 コ ー ド す る 自 然 界 の 配 列 の み を 同
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定 す る か ど う か が 決 ま る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
プ ロ ー ブ は ま た 、 関 連 す る 配 列 の 検 出 に も 用 い る こ と が で き 、 そ の 配 列 は KPPを コ ー ド す
る 任 意 の 配 列 と 少 な く と も ５ ０ ％ の 相 同 性 を 有 し 得 る 。 目 的 の 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン プ ロ ー ブ に は 、 DNAあ る い は RNAが 可 能 で あ り 、 SEQ ID NO:9－ 16の 配 列 、 或 い は KPP
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 イ ン ト ロ ン を 含 む ゲ ノ ム 配 列 に 由 来 し 得 る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
KPPを コ ー ド す る DNAに 対 す る 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 製 す る 方 法 に は
、 KPPま た は KPP誘 導 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 mRNAプ ロ ー ブ を 作 製 す る た
め の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 が 含 ま れ る 。 mRNAプ ロ ー ブ 作 製 の た め の ベ ク タ ー は
、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 市 販 さ れ て お り 、 好 適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ 及 び 好 適 な 標 識 さ れ
た ヌ ク レ オ チ ド を 加 え る こ と に よ っ て 、 で RNAプ ロ ー ブ を 合 成 す る た め に 用 い ら
れ 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 種 々 の レ ポ ー タ ー の 集 団 に よ っ て 標 識 さ れ
得 る 。  レ ポ ー タ ー 集 団 の 例 と し て は 、 3 2 Pま た は 3 5 S等 の 放 射 性 核 種 、 或 い は ア ビ ジ ン ／
ビ オ チ ン 結 合 系 を 介 し て プ ロ ー ブ に 結 合 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 等 の 酵 素 標 識 な ど
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 KPPの 発 現 に 関 係 す る 疾 患 の 診 断 の 為 に 用 い 得
る 。 限 定 す る も の で は な い が 、 こ の よ う な 疾 患 に は 心 血 管 障 害 も 含 ま れ 、 そ の 中 に は 動 静
脈 瘻 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 血 圧 、 脈 管 炎 、 レ イ ノ ー 病 、 動 脈 瘤 、 動 脈 解 離 、 静 脈
瘤 、 血 栓 静 脈 炎 お よ び 静 脈 血 栓 、 血 管 系 腫 瘍 、 血 栓 溶 解 の 合 併 症 、 バ ル ー ン 血 管 形 成 術 、
血 管 置 換 術 、 冠 動 脈 バ イ パ ス 移 植 、 う っ 血 性 心 不 全 、 虚 血 性 心 疾 患 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 、
高 血 圧 性 心 疾 患 、 変 性 弁 膜 性 心 疾 患 、 石 灰 化 大 動 脈 弁 狭 窄 症 、 先 天 性 ２ 尖 大 動 脈 弁 、 僧 帽
弁 輪 部 石 灰 化 、 僧 帽 弁 逸 脱 、 リ ウ マ チ 熱 及 び リ ウ マ チ 性 心 疾 患 、 感 染 性 心 内 膜 炎 、 非 細 菌
性 血 栓 性 心 内 膜 炎 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 の 心 内 膜 炎 、 カ ル チ ノ イ ド 心 疾 患 、 心 筋 症 、 心 筋 炎
、 心 膜 炎 、 腫 瘍 性 心 疾 患 、 先 天 性 心 臓 疾 患 、 心 臓 移 植 の 合 併 症 、 先 天 性 肺 異 常 、 肺 拡 張 不
全 、 肺 う っ 血 お よ び 肺 水 腫 、 肺 動 脈 塞 栓 症 、 肺 出 血 、 肺 梗 塞 、 肺 高 血 圧 症 、 血 管 硬 化 症 、
閉 塞 性 肺 疾 患 、 拘 束 性 肺 疾 患 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 肺 気 腫 、 慢 性 気 管 支 炎 、 気 管 支 喘 息 、
気 管 支 拡 張 症 、 細 菌 性 肺 炎 、 ウ イ ル ス 性 肺 炎 お よ び マ イ コ プ ラ ズ マ 肺 炎 、 肺 膿 瘍 、 肺 結 核
、 び ま ん 性 間 質 性 疾 患 、 塵 肺 症 、 サ ル コ イ ド 症 、 特 発 性 肺 線 維 症 、 剥 離 性 間 質 性 肺 炎 、 過
敏 性 肺 炎 、 肺 好 酸 球 増 加 、 閉 塞 性 細 気 管 支 炎 ― 器 質 化 肺 炎 （ bronchiolitis obliterans-o
rganizing pneumonia） 、 び ま ん 性 肺 出 血 症 候 群 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 特 発 性 肺 血
鉄 症 、 膠 原 血 管 病 併 発 性 肺 疾 患 、 肺 胞 タ ン パ ク 症 、 肺 腫 瘍 、 炎 症 性 お よ び 非 炎 症 性 胸 水 、
気 胸 症 、 胸 膜 腫 瘍 、 薬 物 性 肺 疾 患 、 放 射 線 に よ る 肺 疾 患 、 お よ び 肺 移 植 の 合 併 症 な ど が 含
ま れ る 。 免 疫 系 疾 患 の 中 に は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） 及 び ア ジ ソ ン 病 、 成 人 呼 吸
窮 迫 症 候 群 、 ア レ ル ギ ー 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 貧 血 、 喘 息 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈
硬 化 症 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分 泌 カ ン ジ ダ
性 外 胚 葉 ジ ス ト ロ フ ィ ー （ APECED） 、 気 管 支 炎 、 胆 嚢 炎 、 接 触 皮 膚 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ア ト
ピ ー 性 皮 膚 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 糖 尿 病 、 肺 気 腫 、 リ ン パ 球 毒 素 性 一 時 性 リ ン パ 球 減 少 症 、 胎 児
赤 芽 球 症 、 結 節 性 紅 斑 、 萎 縮 性 胃 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 痛 風 、 グ レ
ー ブ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 過 好 酸 球 増 加 症 、 過 敏 性 大 腸 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無
力 症 、 心 筋 ま た は 心 膜 炎 症 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 、 膵 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 乾 癬 、 ラ イ タ
ー 症 候 群 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 強 皮 症 、 シ ェ － グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 、
全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 全 身 性 硬 化 症 、 原 発 性 血 小 板 血 症 、 血 小 板 減 少 症 、 潰 瘍 性 大 腸
炎 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 ウ ェ ル ナ ー 症 候 群 、 癌 合 併 症 、 血 液 透 析 、 体 外 循 環 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、
細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 、 寄 生 虫 感 染 症 、 原 虫 感 染 症 、 蠕 虫 感 染 症 、 外 傷 が 含 ま れ 、 神 経
障 害 と し て 、 癲 癇 、 虚 血 性 脳 血 管 障 害 、 脳 卒 中 、 脳 腫 瘍 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ピ ッ ク 病 、
ハ ン チ ン ト ン 病 、 痴 呆 、 パ ー キ ン ソ ン 病 そ の 他 の 錐 体 外 路 障 害 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 そ の 他
の 運 動 ニ ュ ー ロ ン 障 害 、 進 行 性 神 経 性 筋 萎 縮 症 、 網 膜 色 素 変 性 症 （ 色 素 性 網 膜 炎 ） 、 遺 伝
性 運 動 失 調 、 多 発 性 硬 化 症 そ の 他 の 脱 髄 疾 患 、 細 菌 性 お よ び ウ イ ル ス 性 髄 膜 炎 、 脳 膿 瘍 、
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硬 膜 下 膿 瘍 、 硬 膜 外 膿 瘍 、 化 膿 性 頭 蓋 内 血 栓 性 静 脈 炎 、 脊 髄 炎 お よ び 神 経 根 炎 、 ウ イ ル ス
性 中 枢 神 経 系 疾 患 と 、 ク ー ル ー 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ‐ ヤ コ ブ 病 お よ び ゲ ル ス ト マ ン ‐ シ ュ
ト ロ イ ス ラ ー ‐ シ ャ イ ン カ ー 症 候 群 を 含 む プ リ オ ン 病 と 、 致 死 性 家 族 性 不 眠 症 、 神 経 系 の
栄 養 病 お よ び 代 謝 病 、 神 経 線 維 腫 症 、 結 節 硬 化 症 、 小 脳 網 膜 性 血 管 腫 症 （ cerebelloretin
al hemangioblastomatosis） 、 脳 ３ 叉 神 経 血 管 症 候 群 、 精 神 遅 滞 、 ダ ウ ン 症 候 群 を 含 む そ
の 他 の 中 枢 神 経 系 発 達 障 害 、 脳 性 麻 痺 、 神 経 骨 格 異 常 、 自 律 神 経 系 障 害 、 脳 神 経 障 害 、 脊
髄 病 、 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー そ の 他 の 神 経 筋 疾 患 、 末 梢 神 経 疾 患 、 皮 膚 筋 炎 お よ び 多 発 性 筋 炎
と 、 遺 伝 性 、 代 謝 性 、 内 分 泌 性 お よ び 中 毒 性 ミ オ パ シ ー と 、 重 症 筋 無 力 症 、 周 期 性 四 肢 麻
痺 と 、 気 分 障 害 、 不 安 障 害 お よ び 統 合 失 調 症 （ 精 神 分 裂 病 ） を 含 む 精 神 障 害 と 、 季 節 性 感
情 障 害 （ SAD） と 、 静 座 不 能 、 健 忘 症 、 緊 張 病 、 糖 尿 病 性 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 遅 発 性 ジ ス キ
ネ ジ ア 、 ジ ス ト ニ ー 、 パ ラ ノ イ ド 精 神 病 、 帯 状 疱 疹 後 神 経 痛 、 ト ゥ ー レ ッ ト 病 、 進 行 性 核
上 麻 痺 、 皮 質 基 底 核 変 性 症 、 家 族 性 前 頭 側 頭 痴 呆 が 含 ま れ 、 成 長 お よ び 発 達 に 影 響 を 及 ぼ
す 疾 患 の 中 に は 日 光 性 角 化 症 及 び ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 滑 液 包 炎 、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合 型
結 合 組 織 病 （ MCTD） 、 骨 髄 線 維 症 、 発 作 性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 、 真 性 多 血 症 、 乾 癬 、 原
発 性 血 小 板 血 症 、 尿 細 管 性 ア シ ド ー シ ス 、 貧 血 、 ク ッ シ ン グ 症 候 群 、 軟 骨 形 成 不 全 性 小 人
症 、 デ ュ シ ェ ン ヌ ‐ ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 癲 癇 、 性 腺 形 成 異 常 、 WAGR症 候 群 （ ウ
ィ ル ム ス 腫 瘍 、 無 虹 彩 症 、 尿 生 殖 器 異 常 、 精 神 薄 弱 ） 、 ス ミ ス ‐ マ ジ ェ ニ ス 症 候 群 (Smith
- Magenis syndrome)、 脊 髄 形 成 異 常 症 候 群 、 遺 伝 性 粘 膜 上 皮 異 形 成 、 遺 伝 性 角 皮 症 、 シ
ャ ル コ ー ‐ マ リ ー ‐ ツ ー ス 病 及 び 神 経 線 維 腫 症 な ど の 遺 伝 性 神 経 病 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、
水 頭 症 、 舞 踏 病 (Syndenham's chorea)及 び 脳 性 小 児 麻 痺 な ど の 発 作 障 害 、 脊 髄 二 分 裂 、 無
脳 症 、 頭 蓋 脊 椎 披 裂 、 先 天 性 緑 内 障 、 白 内 障 、 感 覚 神 経 性 聴 力 損 失 が 含 ま れ 、 脂 質 異 常 の
中 に は 、 脂 肪 肝 、 胆 汁 う っ 滞 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 カ ル ニ チ ン 欠 乏 症 、 カ ル ニ チ ン パ ル
ミ ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ オ ア デ ニ レ ー ト デ ミ ナ ー ゼ 欠 乏 症 、 高 ト リ グ リ セ
リ ド 血 症 、 フ ァ ブ リ ー 病 な ど の 脂 質 貯 蔵 病 、 ゴ ー シ ェ 病 、 ニ ー マ ン ‐ ピ ッ ク 病 、 変 染 色 性
白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 副 腎 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 G M ２ ガ ン グ リ オ シ ド ー シ ス 、 セ ロ イ ド
リ ポ フ ス チ ン 症 、 無 β ‐ リ ポ 蛋 白 血 症 、 タ ン ジ ア ー 病 、 リ ポ 蛋 白 過 剰 血 症 、 糖 尿 病 、 脂 肪
異 栄 養 症 、 脂 肪 腫 症 、 急 性 皮 下 脂 肪 組 織 炎 、 播 種 性 脂 肪 組 織 壊 死 症 、 有 痛 脂 肪 症 、 リ ポ イ
ド 副 腎 過 形 成 、 リ ポ イ ド ネ フ ロ ー ゼ 、 微 小 変 化 型 ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 、 脂 肪 腫 、 ア テ ロ ー ム
性 動 脈 硬 化 症 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 高 ト リ グ リ セ リ ド 血 症 を 伴 っ た 高 コ レ ス テ ロ ー ル
血 症 、 原 発 性 低 α リ ポ 蛋 白 血 症 、 甲 状 腺 症 機 能 低 下 症 、 腎 臟 病 、 肝 疾 患 、 レ シ チ ン -コ レ
ス テ ロ ー ル ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 脳 腱 黄 色 腫 症 、 シ ト ス テ ロ ー ル 血 症 、 低 コ
レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 テ イ ‐ サ ッ ク ス 病 、 サ ン ド ホ フ 病 、 高 脂 血 症 、 脂 肪 過 剰 血 症 、 脂 質 筋
障 害 、 肥 満 症 が あ り 、 ま た 細 胞 増 殖 異 常 と し て 、 日 光 性 角 化 症 、 動 脈 硬 化 、 ア テ ロ ー ム 性
動 脈 硬 化 、 滑 液 包 炎 、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合 型 結 合 組 織 病 （ MCTD） 、 骨 髄 線 維 症 、 発 作 性 夜 間
ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 、 真 性 多 血 症 、 乾 癬 、 原 発 性 血 小 板 血 症 が あ り 、 ま た 癌 と し て 腺 癌 及 び
白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄 腫 、 肉 腫 、 及 び 奇 形 癌 等 の 癌 、 具 体 的 に は 、 副 腎 、 膀 胱
、 骨 、 骨 髄 、 脳 、 乳 房 、 頚 部 、 胆 嚢 、 神 経 節 、 消 化 管 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 筋 肉 、 卵
巣 、 膵 臓 、 副 甲 状 腺 、 陰 茎 、 前 立 腺 、 唾 液 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、 精 巣 、 胸 腺 、 甲 状 腺 、 子 宮 の
癌 、 多 発 性 骨 髄 腫 な ど の 白 血 病 、 ホ ジ キ ン 病 な ど の リ ン パ 腫 が 含 ま れ る 。 KPPを コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 変 容 し た KPP発 現 を 検 出 す る た め に 患 者 か ら 採 取 し た 体 液 或
い は 組 織 を 利 用 す る 、 サ ザ ー ン 法 や ノ ー ザ ン 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 或 い は そ の 他 の 膜 系
の 技 術 、 PCR法 や 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク （ dipstick） 、 ピ ン （ pin） 、 お よ び マ ル チ フ ォ ー
マ ッ ト の ELISA式 ア ッ セ イ 、 及 び マ イ ク ロ ア レ イ に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う
な 定 性 方 法 ま た は 定 量 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
或 る 形 態 で は 、 関 連 す る 疾 患 、 特 に 上 記 し た 疾 患 を 検 出 す る ア ッ セ イ に お い て 、 KPPを コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 有 用 で あ り 得 る 。 KPPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 標 準
法 で 標 識 化 さ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 に 好 適 な 条 件 下 で 、 患 者 か ら 採 取
し た 体 液 ま た は 組 織 の サ ン プ ル に 添 加 す る こ と が で き る 。 好 適 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間
が 経 過 し た ら サ ン プ ル を 洗 浄 し 、 シ グ ナ ル を 定 量 し て 標 準 値 と 比 較 す る 。 患 者 サ ン プ ル の

10

20

30

40

50

(59) JP 2004-521637 A 2004.7.22



シ グ ナ ル 量 が 制 御 サ ン プ ル と 比 べ て 著 し く 変 化 し て い る 場 合 は 、 サ ン プ ル 内 の KPPを コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 レ ベ ル は 関 連 す る 疾 患 の 存 在 を 示 し て い る 。 こ の よ う な ア
ッ セ イ は 、 動 物 実 験 、 臨 床 試 験 に お け る 特 定 の 治 療 効 果 を 推 定 す る た め 、 或 い は 個 々 の 患
者 の 治 療 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
KPPの 発 現 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 の 基 準 と な る も の を 提 供 す る た め に 、 発 現 の 正 常 す な わ
ち 標 準 的 な プ ロ フ ァ イ ル が 確 立 さ れ る 。 こ れ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 或 い は 増 幅 に 好
適 な 条 件 下 で 、 動 物 或 い は ヒ ト の 何 れ か の 正 常 な 被 験 者 か ら 抽 出 さ れ た 体 液 或 い は 細 胞 と
、 KPPを コ ー ド す る 配 列 或 い は そ の 断 片 と を 結 合 さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 実 質 的
に 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 既 知 量 用 い て 行 っ た 実 験 か ら 得 た 値 を 正 常 な 被 験 者 か ら
得 た 値 と 比 較 す る こ と に よ り 、 標 準 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 定 量 す る こ と が で き る 。 こ
の よ う に し て 得 た 標 準 値 は 、 疾 患 の 徴 候 を 示 す 患 者 か ら 得 た サ ン プ ル か ら 得 た 値 と 比 較 す
る こ と が で き る 。 標 準 値 か ら の 偏 差 を 用 い て 疾 患 の 存 在 を 確 定 す る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
疾 患 の 存 在 が 確 定 さ れ て 治 療 プ ロ ト コ ル が 開 始 さ れ る と 、 患 者 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 な 被 検
者 に 観 察 さ れ る レ ベ ル に 近 づ き 始 め た か ど う か を 測 定 す る た め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
ア ッ セ イ を 通 常 ベ ー ス で 繰 り 返 し 得 る 。 連 続 ア ッ セ イ か ら 得 ら れ た 結 果 を 用 い て 、 数 日 か
ら 数 ヶ 月 の 期 間 に わ た る 治 療 の 効 果 を 示 し 得 る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
癌 に 関 し て は 、 個 体 か ら の 生 体 組 織 に お け る 異 常 な 量 の 転 写 物 （ 過 少 発 現 ま た は 過 剰 発 現
） の 存 在 は 、 疾 患 の 発 生 素 質 を 示 し た り 、 実 際 に 臨 床 的 症 状 が 現 れ る 前 に 疾 患 を 検 出 す る
方 法 を 提 供 し た り し 得 る 。 こ の 種 の よ り 明 確 な 診 断 に よ り 、 医 療 の 専 門 家 が 予 防 方 法 ま た
は 積 極 的 な 治 療 法 を 早 く か ら 利 用 し 、 そ れ に よ っ て 癌 の 発 生 ま た は 更 な る 進 行 を 防 止 す る
こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
KPPを コ ー ド す る 配 列 か ら 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 、 更 な る 診 断 へ の 利 用 に は 、 P
CRの 利 用 が 含 ま れ 得 る 。 こ れ ら の オ リ ゴ マ ー は 、 化 学 的 に 合 成 す る か 、 酵 素 に よ り 生 産 す
る か 、 或 い は で 産 出 し 得 る 。 オ リ ゴ マ ー は 、 好 ま し く は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 、 或 い は KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 断 片 を 有 し 、 最 適 化 し た 条 件 下 で 、 特 定 の 遺 伝 子 や 条 件 を 識 別 す る た め に 利 用 さ れ
る 。 ま た 、 オ リ ゴ マ ー は 、 や や 緩 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 近 縁 の DNA或 い は RNA配 列
の 検 出 、 定 量 、 或 い は そ の 両 方 の た め 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
或 る 実 施 態 様 で は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー を 用 い て 、 一 塩 基 多 型 （ SNP） を 検 出 し 得 る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 多 く の 場 合 に ヒ ト の 先
天 性 ま た は 後 天 性 遺 伝 病 の 原 因 と な る よ う な 置 換 、 挿 入 及 び 欠 失 で あ る 。 限 定 す る も の で
は な い が SNPの 検 出 方 法 に は 、 Ｓ Ｓ Ｃ P(single-stranded conformation polymorphism)及
び 蛍 光 SSCP（ fSSCP） 法 が あ る 。 SSCPで は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 由 来
す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） で DNAを 増 幅 す
る 。 DNAは 例 え ば 、 病 変 組 織 ま た は 正 常 組 織 、 生 検 サ ン プ ル 、 体 液 そ の 他 に 由 来 し 得 る 。 D
NA内 の SNPは 、 一 本 鎖 形 状 の PCR生 成 物 の ２ 次 及 び ３ 次 構 造 に 差 異 を 生 じ さ せ る 。 差 異 は 非
変 性 ゲ ル 中 で の ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 用 い て 検 出 可 能 で あ る 。 fSCCPで は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ラ イ マ ー を 蛍 光 性 に 標 識 す る 。 そ れ に よ っ て DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 機 な ど の 高 処 理 機
器 で ア ン プ リ マ ー （ amplimer） の 検 出 が 可 能 に な る 。 更 に 、 イ ン シ リ コ SNP（ in silico S
NP, isSNP） と 呼 ば れ る 配 列 デ ー タ ベ ー ス 分 析 法 は 、 一 般 的 な コ ン セ ン サ ス 配 列 に 配 列 さ
れ る よ う な 個 々 の オ ー バ ー ラ ッ プ す る DNA断 片 の 配 列 を 比 較 す る こ と に よ り 、 多 型 性 を 同
定 し 得 る 。 こ れ ら の コ ン ピ ュ ー タ ベ ー ス の 方 法 は 、 DNAの 実 験 室 で の 調 整 及 び 統 計 モ デ ル
及 び DNA配 列 ク ロ マ ト グ ラ ム の 自 動 分 析 を 用 い た シ ー ク エ ン シ ン グ の エ ラ ー に 起 因 す る 配
列 の 変 異 を フ ィ ル タ リ ン グ し て 除 去 す る 。 別 の 態 様 で は 、 例 え ば 高 処 理 MASSARRAYシ ス テ
ム （ Sequenom, Inc., San Diego CA） を 用 い た 質 量 分 析 に よ り SNPを 検 出 し 、 特 徴 付 け る
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。
【 ０ ２ ５ ９ 】
ヒ ト 疾 患 の 遺 伝 的 根 拠 を 研 究 す る た め に Ｓ Ｎ Ｐ を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 少 な く と
も 16の あ り ふ れ た Ｓ Ｎ Ｐ が 非 イ ン ス リ ン 依 存 型 真 性 糖 尿 病 と 関 連 が あ る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 嚢 胞
性 線 維 症 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 あ る い は 慢 性 肉 芽 腫 症 等 の 単 一 遺 伝 子 病 の 疾 患 の 現 れ 方 の 差 異
を 研 究 す る 面 で も 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 マ ン ノ ー ス 結 合 レ ク チ ン の 変 異 体 で あ る MBL2は 、
嚢 胞 性 線 維 の 肺 で の 有 害 な 現 れ 方 と 相 関 す る こ と が 示 さ れ て き た 。 Ｓ Ｎ Ｐ は ま た 、 生 命 に
関 わ る 毒 性 等 の 薬 剤 へ の 患 者 の 反 応 に 影 響 す る 遺 伝 変 異 体 の 同 定 と い う 薬 理 ゲ ノ ミ ッ ク ス
に お い て も 有 用 性 が あ る 。 例 え ば 、 ALOX5遺 伝 子 の コ ア ・ プ ロ モ ー タ ー に お け る 変 異 は 5-
リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ 経 路 を 標 的 と す る 抗 喘 息 剤 を 用 い た 治 療 へ の 臨 床 反 応 の 減 少 に つ な が る
が 、 Nア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 変 異 は 抗 結 核 薬 剤 イ ソ ニ ア ジ ド に 反 応 す る 末 梢 神 経
障 害 の 高 発 生 率 と 関 連 す る 。 異 な る 集 団 に お け る Ｓ Ｎ Ｐ 分 布 の 分 析 は 、 集 団 の 起 源 と 移 動
の 追 跡 以 外 に も 遺 伝 的 浮 動 、 突 然 変 異 、 組 換 え 、 選 択 の 調 査 に お い て 有 用 で あ る (Taylor,
 J.G他  (2001) Trends Mol. Med. 7:507-512、 Kwok, P.-Y.及 び Z. Gu (1999) Mol. Med. 
Today 5:538-543、 Nowotny, P.他 (2001) Curr. Opin. Neurobiol. 11:637-641)。
【 ０ ２ ６ ０ 】
KPPの 発 現 を 定 量 す る た め に 用 い 得 る 方 法 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 放 射 標 識 ま た は ビ オ チ ン
標 識 、 調 節 核 酸 の 相 互 増 幅 （ coamplification） 及 び 標 準 曲 線 か ら 得 た 結 果 の 補 間 も あ る
（ 例 え ば 、 Melby, P.C.他 (1993) J. Immunol. Methods, 159:235-244、 Duplaa, C.他 (199
3) Anal. Biochem.212: 229-236を 参 照 ） 。 目 的 の オ リ ゴ マ ー ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が
種 々 の 希 釈 液 中 に 存 在 し 、 分 光 光 度 法 ま た は 比 色 反 応 に よ っ て 定 量 が 迅 速 に な る よ う な 高
処 理 フ ォ ー マ ッ ト の ア ッ セ イ を 行 う こ と に よ っ て 、 複 数 の サ ン プ ル の 定 量 速 度 を 加 速 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
更 に 別 の 実 施 例 で は 、 本 明 細 書 で 記 載 し た 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は よ り 長 い 断 片 を 、 マ イ ク ロ ア レ イ に お け る エ レ メ ン ト と し て 用 い る こ と が
で き る 。 多 数 の 遺 伝 子 の 関 連 発 現 レ ベ ル を 同 時 に モ ニ タ ー す る 転 写 イ メ ー ジ ン グ 技 術 に マ
イ ク ロ ア レ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ に つ い て は 、 以 下 に 記 載 す る 。 マ イ ク ロ ア
レ イ は ま た 、 遺 伝 変 異 体 、 突 然 変 異 及 び 多 型 性 の 同 定 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 情 報 を
用 い る こ と で 、 遺 伝 子 機 能 を 決 定 し 、 疾 患 の 遺 伝 的 根 拠 を 理 解 し 、 疾 患 を 診 断 し 、 遺 伝 子
発 現 の 機 能 と し て の 疾 病 の 進 行 ／ 後 退 を モ ニ タ ー し 、 疾 病 治 療 に お け る 薬 剤 の 活 性 を 開 発
及 び モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 特 に 、 患 者 に と っ て 最 も ふ さ わ し く 、 有 効 的 な 治 療 法 を
選 択 す る た め に 、 こ の 情 報 を 用 い て 患 者 の 薬 理 ゲ ノ ム プ ロ フ ィ ー ル を 開 発 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 患 者 の 薬 理 ゲ ノ ム プ ロ フ ィ ー ル に 基 づ き 、 患 者 に 対 し て 高 度 に 効 果 的 で 副 作
用 を 殆 ど 示 さ な い 治 療 薬 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 KPP、 KPPの 断 片 ま た は 、 KPPに 特 異 的 な 抗 体 類 を 、 或 る マ イ ク ロ ア レ
イ 上 の エ レ メ ン ト と し て 用 い 得 る 。 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 上 記 の よ う な タ ン パ ク 質 －
タ ン パ ク 質 相 互 作 用 、 薬 剤 － 標 的 相 互 作 用 及 び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を モ ニ タ ー ま た は
測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
或 る 実 施 例 は 、 或 る 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の 転 写 イ メ ー ジ を 生 成 す る よ う な 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に 関 連 す る 。 転 写 イ メ ー ジ は 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に よ り 遺
伝 子 発 現 の 包 括 的 パ タ ー ン を 表 す 。 包 括 的 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 所 与 の 条 件 下 で 所 与 の
時 間 に 発 現 し た 遺 伝 子 の 数 お よ び 相 対 存 在 量 を 定 量 す る こ と に よ り 分 析 し 得 る （ Seilhame
r 他 の 米 国 特 許 第 5,840,484号  「 Comparative Gene Transcript Analysis」 を 参 照 。 当 該
文 献 は 特 に 引 用 す る こ と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す ） 。 従 っ て 、 特 定 の 組 織 ま た は 細
胞 タ イ プ の 転 写 ま た は 逆 転 写 全 体 に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 補 体 を ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る こ と に よ り 、 転 写 イ メ ー ジ を 生 成 し 得 る 。 或 る 実 施 例 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は そ の 補 体 が マ イ ク ロ ア レ イ 上 の エ レ メ ン ト の サ ブ セ ッ ト を 複 数 含 む よ う な
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高 処 理 フ ォ ー マ ッ ト で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 発 生 さ せ る 。 結 果 と し て 得 ら れ る 転 写 イ
メ ー ジ は 、 遺 伝 子 活 性 の プ ロ フ ィ ー ル を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
転 写 イ メ ー ジ は 、 組 織 、 株 化 細 胞 、 生 検 ま た は そ の 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 単 離 し た 転 写 物
を 用 い て 生 成 し 得 る 。 転 写 イ メ ー ジ は 従 っ て 、 組 織 ま た は 生 検 サ ン プ ル の 場 合 に は
、 ま た は 株 化 細 胞 の 場 合 に は で の 遺 伝 子 発 現 を 反 映 す る 。

【 ０ ２ ６ ５ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の プ ロ フ ィ ー ル を 作 製 す る 転 写 イ メ ー ジ は ま た 、 工 業 的
ま た は 天 然 の 環 境 化 合 物 の 毒 性 試 験 の み な ら ず 、 モ デ ル 系 及 び 薬 剤 の 前 臨 床 評 価
に 関 連 し て 使 用 し 得 る 。 全 て の 化 合 物 は 、 作 用 及 び 毒 性 の メ カ ニ ズ ム を 暗 示 す る 、 し ば し
ば 分 子 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト ま た は 毒 性 シ グ ネ チ ャ と 称 さ れ る よ う な 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 パ
タ ー ン を 惹 起 す る （ Nuwaysir, E.F. 他  (1999) Mol. Carcinog. 24:153-159、 Steiner, S
.及 び N.L. Anderson (2000) Toxicol. Lett. 112-113:467-471、 該 文 献 は 特 に 引 用 す る こ
と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す ） 。 試 験 化 合 物 が 、 既 知 の 毒 性 を 有 す る 化 合 物 の シ グ ネ
チ ャ と 類 似 の シ グ ネ チ ャ を 有 す る 場 合 に は 、 毒 性 特 性 を 共 有 し て い る 可 能 性 が あ る 。 フ ィ
ン ガ ー プ リ ン ト ま た は シ グ ネ チ ャ は 、 多 数 の 遺 伝 子 及 び 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー か ら の 発 現 情 報
を 含 ん で い る 場 合 に は 、 最 も 有 用 且 つ 正 確 で あ る 。 理 想 的 に は 、 発 現 の ゲ ノ ム 全 域 に わ た
る 測 定 が 最 高 品 質 の シ グ ネ チ ャ を 提 供 す る 。 た と え 、 発 現 が 任 意 の 試 験 さ れ た 化 合 物 に よ
っ て 変 化 し な い 遺 伝 子 が あ っ た と し て も 、 そ れ ら の 発 現 レ ベ ル を 残 り の 発 現 デ ー タ を 標 準
化 す る た め に 使 用 で き る た め 、 そ れ ら の 遺 伝 子 は 重 要 で あ る 。 標 準 化 手 順 は 、 異 な る 化 合
物 で 処 理 し た 後 の 発 現 デ ー タ の 比 較 に 有 用 で あ る 。 毒 性 シ グ ネ チ ャ の 要 素 に 遺 伝 子 機 能 を
割 り 当 て る こ と が 毒 性 メ カ ニ ズ ム の 解 釈 に 役 立 つ が 、 毒 性 の 予 測 に つ な が る シ グ ネ チ ャ の
統 計 的 に 一 致 さ せ る の に 遺 伝 子 機 能 の 知 識 は 必 要 と さ れ な い （ 例 え ば ２ ０ ０ ０ 年 ２ 月 ２ ９
日 に 米 国 国 立 環 境 健 康 科 学 研 究 所 （ National Institute of Environmental Health Scien
ces） よ り 発 行 さ れ た Press Release 00-02を 参 照 さ れ た い 。 こ れ に つ い て は http://www.n
iehs.nih.gov/oc/news/toxchip.htmで 入 手 可 能 で あ る ） 。 従 っ て 、 毒 性 シ グ ネ チ ャ を 用 い
る 中 毒 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ の 際 に 、 全 て の 発 現 し た 遺 伝 子 配 列 を 含 め る こ と は 重 要 且 つ 望
ま し い こ と で あ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
或 る 実 施 例 で は 、 核 酸 を 含 有 す る 生 物 学 的 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に よ り 試
験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 処 理 し た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 で 発 現 し た 核 酸 は 、 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 な １ つ 若 し く は 複 数 の プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ っ
て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 転 写 レ ベ ル を 定 量 し 得 る 。 処 理 し た 生 物 学 的 サ ン
プ ル 中 の 転 写 レ ベ ル を 、 未 処 理 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の レ ベ ル と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の 転
写 レ ベ ル の 差 は 、 処 理 さ れ た サ ン プ ル 中 で 試 験 化 合 物 が 引 き 起 こ す 毒 性 反 応 を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
別 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 用 い て 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の プ ロ テ オ ー ム
を 分 析 す る こ と に 関 連 す る 。 プ ロ テ オ ー ム の 語 は 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ で の タ ン
パ ク 質 発 現 の 包 括 的 パ タ ー ン を 指 す 。 プ ロ テ オ ー ム の 各 タ ン パ ク 質 成 分 は 、 個 々 に 更 に 分
析 の 対 象 と す る こ と が で き る 。 プ ロ テ オ ー ム 発 現 パ タ ー ン 即 ち プ ロ フ ィ ー ル は 、 所 与 の 条
件 下 で 所 与 の 時 間 に 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 数 及 び 相 対 存 在 量 を 定 量 す る こ と に よ り 分 析 し
得 る 。 従 っ て 細 胞 の プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ィ ー ル は 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の ポ リ
ペ プ チ ド を 分 離 及 び 分 析 す る こ と に よ り 作 成 し 得 る 。 或 る 実 施 例 で は 、 １ 次 元 等 電 点 電 気
泳 動 に よ り サ ン プ ル か ら タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 ２ 次 元 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ス ラ ブ ゲ ル
電 気 泳 動 に よ り 分 子 量 に 応 じ て 分 離 す る よ う な ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 が 達 成 さ れ
る （ 前 出 の Steinerお よ び Anderson） 。 タ ン パ ク 質 は 、 通 常 は ク ー マ シ ー ブ ル ー 、 あ る い
は 銀 染 色 液 ま た は 蛍 光 染 色 液 な ど の 物 質 を 用 い て ゲ ル を 染 色 す る こ と に よ り 、 分 散 し た 、
独 自 の 位 置 に あ る 点 と し て ゲ ル 中 で 可 視 化 さ れ る 。 各 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 光 学 密 度 は 、
通 常 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 比 例 す る 。 異 な る サ ン プ ル 、 例 え ば 試 験 化 合 物 ま た
は 治 療 薬 で 処 理 ま た は 未 処 理 の い ず れ か の 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 得 ら れ る 同 等 に 位 置 す る
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タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 光 学 密 度 を 比 較 し 、 処 理 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト 密 度 の 変 化
を 同 定 す る 。 ス ポ ッ ト 内 の タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 化 学 的 ま た は 酵 素 的 切 断 と そ れ に 続 く 質
量 分 析 を 用 い る 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 部 分 的 に シ ー ク エ ン シ ン グ す る 。 ス ポ ッ ト 内 の タ ン
パ ク 質 の 同 一 性 は 、 そ の 部 分 配 列 を 、 好 適 に は 少 な く と も ５ 個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 決 定 し 得 る 。 場 合 に よ っ て は 、 決 定 的
な タ ン パ ク 質 同 定 の た め の 更 な る 配 列 デ ー タ が 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ァ イ ル は 、 KPPに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て KPP発 現 レ ベ ル を 定 量 す る こ
と に よ っ て も 作 成 可 能 で あ る 。 或 る 実 施 例 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 で エ レ メ ン ト と し て 抗
体 を 用 い 、 マ イ ク ロ ア レ イ を サ ン プ ル に 曝 し て 各 ア レ イ 要 素 へ の タ ン パ ク 質 結 合 レ ベ ル を
検 出 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル を 定 量 す る （ Lueking, A. 他 (1999) Anal. Bio
chem. 270:103-111、 Mendoze, L.G. 他  (1999) Biotechniques 27:778-788） 。 検 出 は 当
分 野 で 既 知 の 様 々 な 方 法 で 行 う こ と が で き 、 例 え ば 、 チ オ ー ル ま た は ア ミ ノ 反 応 性 蛍 光 化
合 物 を 用 い て サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 を 反 応 さ せ 、 各 ア レ イ の エ レ メ ン ト に お け る 蛍 光 結
合 の 量 を 検 出 し 得 る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
プ ロ テ オ ー ム レ ベ ル で の 毒 性 シ グ ネ チ ャ も 中 毒 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ り 、 転 写 レ
ベ ル で の 毒 性 シ グ ネ チ ャ と 並 行 に 分 析 す る べ き で あ る 。 或 る 組 織 の 或 る タ ン パ ク 質 に 対 し
て は 、 転 写 と タ ン パ ク 質 の 存 在 量 の 相 関 が 乏 し い こ と も あ る の で （ Anderson, N.L.及 び J.
 Seilhamer (1997) Electrophoresis 18:533-537） 、 転 写 イ メ ー ジ に は そ れ 程 影 響 し な い
が プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ィ ー ル を 変 化 さ せ る よ う な 化 合 物 の 分 析 に お い て プ ロ テ オ ー ム 毒
性 シ グ ネ チ ャ は 有 用 た り 得 る 。 更 に 、 体 液 中 の 転 写 物 の 分 析 は mRNAの 急 速 な 分 解 の た め に
困 難 な の で 、 プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ィ ー ル 作 成 は こ の よ う な 場 合 に よ り 信 頼 し 得 、 情 報 価
値 が あ り 得 る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
別 の 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 生 物 学 的 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に
よ り 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 で 発 現 し た タ ン パ ク 質
は 、 各 タ ン パ ク 質 の 量 を 定 量 し 得 る よ う に 分 離 す る 。 各 タ ン パ ク 質 の 量 を 、 非 処 理 生 物 学
的 サ ン プ ル 中 の 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 量 と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 量 の 差 は 、
処 理 サ ン プ ル 中 の 試 験 化 合 物 に 対 す る 毒 性 反 応 を 示 す 。 個 々 の タ ン パ ク 質 は 、 個 々 の タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 残 基 を シ ー ク エ ン シ ン グ し 、 こ れ ら 部 分 配 列 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と
比 較 す る こ と に よ り 同 定 す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
別 の 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 生 物 学 的 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に
よ り 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 得 た タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 抗 体 に よ り 認 識 さ れ た タ ン パ ク
質 の 量 を 定 量 す る 。 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 量 を 、 非 処 理 生 物 学 的
サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 量 と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 量 の 差 は 、 処 理 サ ン プ
ル 中 の 試 験 化 合 物 に 対 す る 毒 性 反 応 を 示 す 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
マ イ ク ロ ア レ イ は 、 本 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 調 製 し 、 使 用 し 、 そ し て
分 析 す る （ Brennan, T.M. 他 (1995) の 米 国 特 許 第 5,474,796号 、 Schena, M. 他  (1996) P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 93:10614-10619、 Baldeschweiler 他  (1995) PCT出 願 第 WO95
/251116号 、 Shalon, D.他 (1995) PCT出 願 第 WO95/35505号 、 Heller, R.A. 他  (1997) Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 94:2150-2155、 Heller, M.J. 他 の  (1997) 米 国 特 許 第 5,605,66
2号 等 を 参 照 ） 。 様 々 な タ イ プ の マ イ ク ロ ア レ イ が 公 知 で あ り 、 詳 細 に つ い て は 、

, M. Schena, 編 集 . (1999) Oxford University Press,
 Londonに 記 載 さ れ て い る 。 該 文 献 は 、 特 に 引 用 す る こ と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す
。
【 ０ ２ ７ ３ 】
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本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は ま た 、 KPPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 用 い て 、 天 然 の ゲ ノ ム 配 列
を マ ッ ピ ン グ す る の に 有 用 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 コ ー ド 配 列 ま た は 非 コ ー ド 配 列 の い ず れ か を 用 い る こ と が で き 、 或 る 例 で は 、 コ ー ド
配 列 全 体 よ り も 非 コ ー ド 配 列 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 多 重 遺 伝 子 族 の メ ン バ ー 内 で の コ ー ド
配 列 の 保 存 に よ り 、 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 中 に 望 ま し く な い ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が
生 じ る 可 能 性 が あ る 。 配 列 は 、 或 る 特 定 の 染 色 体 に 、 ま た は 或 る 染 色 体 の 或 る 特 定 領 域 に
、 ま た は 人 為 形 成 の 染 色 体 、 例 え ば 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ YAC） 、
細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） 、 細 菌 P1産 物 、 あ る い は 単 一 染 色 体 cDNAラ イ ブ ラ リ 群 に 対 し て マ
ッ ピ ン グ さ れ る (Harrington, J.J他  (1997) Nat. Genet. 15:345-355、 Price, C.M. (199
3) Blood Rev. 7:127134、 Trask, B.J. (1991) Trends Genet. 7:149154等 を 参 照 )。 一 度
マ ッ ピ ン グ す る と 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 用 い て 例 え ば 病 状 の 遺 伝 を 特 定 の 染 色 体 領 域 の 遺
伝 ま た は 制 限 酵 素 断 片 長 多 型 （ RFLP） と 相 関 さ せ る よ う な 遺 伝 子 連 鎖 地 図 を 発 生 さ せ 得 る
。 (例 え ば 、  Lander, E.S.お よ び D. Botstein (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:7
353-7357を 参 照 )。
【 ０ ２ ７ ４ 】
蛍 光 原 位 置 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 （ FISH） は 、 他 の 物 理 的 及 び 遺 伝 地 図 デ ー タ と 相 関 し 得 る
(前 出 Meyers, 965-968ペ ー ジ の Heinz-Ulrich, 他  (1995)を 参 照 )。 遺 伝 地 図 デ ー タ の 例 は
、 種 々 の 科 学 雑 誌 あ る い は Online Mendelian Inheritance in Man（ OMIM） の ウ ェ ブ サ イ
ト に 見 る こ と が で き る 。 物 理 的 な 染 色 体 地 図 上 の KPPを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 位 置 と 、 特 定
の 疾 患 と の 相 関 性 、 あ る い は 特 定 の 疾 患 に 対 す る 素 因 と の 相 関 性 は 、 こ の 疾 患 と 関 連 す る
DNAの 領 域 の 決 定 に 役 立 ち 得 る た め 、 位 置 を 決 定 す る ク ロ ー ニ ン グ の 作 業 を 促 進 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
確 定 し た 染 色 体 マ ー カ ー を 用 い た 結 合 分 析 等 の 物 理 的 マ ッ ピ ン グ 技 術 及 び 染 色 体 標 本 原 位
置 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 を 用 い て 、 遺 伝 地 図 を 拡 張 す る こ と が で き る 。 例 え ば マ ウ ス な ど 別
の 哺 乳 動 物 の 染 色 体 上 に 遺 伝 子 を 配 置 す る こ と に よ り 、 正 確 な 染 色 体 上 の 遺 伝 子 座 が 未 知
で も 、 関 連 す る マ ー カ ー 類 を し ば し ば 明 ら か に し 得 る 。 こ の 情 報 は 、 位 置 ク ロ ー ニ ン グ そ
の 他 の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 疾 患 遺 伝 子 を 探 す 研 究 者 に と っ て 価 値 が あ る 。 い っ た ん 疾
患 ま た は 症 候 群 に 関 与 す る 遺 伝 子 （ 群 ） が 、 血 管 拡 張 性 失 調 症 の 11q22-23領 域 な ど 、 特 定
の ゲ ノ ム 領 域 へ の 遺 伝 的 連 鎖 に よ っ て 、 大 ま か に 位 置 決 め が な さ れ る と 、 該 領 域 に マ ッ プ
さ れ る 任 意 の 配 列 は 、 更 な る 調 査 の た め の 関 連 遺 伝 子 あ る い は 調 節 遺 伝 子 を 提 示 し て い る
可 能 性 が あ る （ 例 え ば Gatti, R.A. 他  (1988) Nature 336:577580を 参 照 ） 。 転 座 、 反 転
な ど に 起 因 す る 、 健 常 者 、 保 有 者 、 罹 病 者 の 三 者 間 に お け る 染 色 体 位 置 の 相 違 を 検 出 す る
場 合 に も 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い 得 る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 KPP、 そ の 触 媒 作 用 断 片 或 い は 免 疫 原 断 片 ま た は そ の オ リ ゴ ペ
プ チ ド を 、 種 々 の 任 意 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に お け る 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー
ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る 断 片 は 、 溶 液 中 に 遊 離 し て い
る か 、 固 体 支 持 物 に 固 定 さ れ る か 、 細 胞 表 面 上 に 保 持 さ れ る か 、 細 胞 内 に 位 置 す る こ と が
で き る 。 KPPと 、 試 験 す る 薬 物 と の 結 合 に よ る 複 合 体 の 形 成 を 測 定 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
別 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 好 適 な 結 合 親 和 性 を 有 す る 化
合 物 を 高 い 処 理 能 力 で ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い ら れ る (Geysen,他  (1984) PCT appl
ication WO84/03564等 を 参 照 )。 こ の 方 法 に お い て は 、 多 数 の 異 な る 小 さ な 試 験 用 化 合 物
を 固 体 基 板 上 で 合 成 す る 。 試 験 用 化 合 物 は 、 KPP、 或 い は そ の 断 片 と 反 応 し て か ら 洗 浄 さ
れ る 。 次 に 、 本 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 で 、 結 合 し た KPPを 検 出 す る 。 精 製 し た K
PPは ま た 、 上 記 し た 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に お い て 用 い る プ レ ー ト 上 で 直 接 コ ー テ ィ
ン グ す る こ と も で き る 。 別 法 で は 、 非 中 和 抗 体 を 用 い て ペ プ チ ド を 捕 捉 し 、 ペ プ チ ド を 固
体 支 持 物 に 固 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
別 の 実 施 例 で は 、 KPPと 結 合 可 能 な 中 和 抗 体 が KPPと 結 合 す る た め 試 験 用 化 合 物 と 特 に 競 合
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す る 、 競 合 的 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 抗 体 が
、 KPPと １ つ 以 上 の 抗 原 決 定 因 子 を 共 有 す る ど の ペ プ チ ド の 存 在 も 検 出 す る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
別 の 実 施 例 で は 、 発 展 途 上 の 分 子 生 物 学 技 術 に KPPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い
て 、 限 定 は さ れ な い が 、 現 在 知 ら れ て い る ト リ プ レ ッ ト 暗 号 及 び 特 異 的 な 塩 基 対 相 互 作 用
な ど の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 性 に 依 存 す る 新 し い 技 術 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
更 に 詳 細 説 明 を し な く と も 、 当 業 者 で あ れ ば 以 上 の 説 明 を 以 っ て 本 発 明 を 最 大 限 に 利 用 で
き る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 こ れ 以 下 に 記 載 す る 実 施 例 は 単 な る 例 示 目 的 に す ぎ ず 、 い か
よ う に も 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ２ ８ １ 】
本 明 細 書 に お い て 開 示 し た 全 て の 特 許 、 特 許 出 願 及 び 刊 行 物 、 特 に 米 国 特 許 第 60/263,083
号 、 第 60/271,205号 、 第 60/271,117号 、 第 60/276,859号 、 第 60/278,504号 、 第 60/278,522
及 び 第 60/280,510、 第 60/280,266は 、 言 及 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ８ ２ 】
１ 　 cDNAラ イ ブ ラ リ の 作 製
Incyte cDNA群 の 由 来 は 、 LIFESEQ GOLDデ ー タ ベ ー ス  (Incyte Genomics, Palo Alto CA)
に 記 載 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ 群 で あ る 。 幾 つ か の 組 織 は ホ モ ジ ナ イ ズ し て グ ア ニ ジ ニ ウ ム
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 溶 液 に 溶 解 し 、 他 の 組 織 は ホ モ ジ ナ イ ズ し て フ ェ ノ ー ル に ま た は 変 性
剤 群 の 好 適 な 混 合 液 に 溶 解 し た 。 混 合 液 の １ 例 で あ る TRIZOL（ Life Technologies） は 、
フ ェ ノ ー ル と グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト と の 単 相 溶 液 で あ る 。 結 果 と し て 得 ら れ た 溶
解 物 は 、 塩 化 セ シ ウ ム ク ッ シ ョ ン 上 で 遠 心 分 離 す る か ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し た 。 イ ソ プ ロ
パ ノ ー ル か 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム と エ タ ノ ー ル か 、 い ず れ か 一 方 、 或 い は 別 の 方 法 を 用 い て 、
溶 解 物 か ら RNAを 沈 殿 さ せ た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
RNAの 純 度 を 高 め る た め 、 RNAの フ ェ ノ ー ル に よ る 抽 出 及 び 沈 殿 を 必 要 な 回 数 繰 り 返 し た 。
場 合 に よ っ て は 、 DNア ー ゼ で RNAを 処 理 し た 。 殆 ど の ラ イ ブ ラ リ で は 、 オ リ ゴ d(T)連 結 常
磁 性 粒 子 （ Promega） 、 OLIGOTEXラ テ ッ ク ス 粒 子 （ QIAGEN, Chatsworth CA） ま た は OLIGOT
EX mRNA精 製 キ ッ ト （ QIAGEN） を 用 い て 、 ポ リ (A+) RNAを 単 離 し た 。 別 法 で は 、 別 の RNA単
離 キ ッ ト 、 例 え ば POLY(A)PURE mRNA精 製 キ ッ ト （ Ambion, Austin TX） を 用 い て 組 織 溶 解
物 か ら RNAを 直 接 単 離 し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
場 合 に よ っ て は Stratagene社 へ の RNA提 供 を 行 い 、 対 応 す る cDNAラ イ ブ ラ リ を Stratagene
社 が 作 製 す る こ と も あ っ た 。 そ う で な い 場 合 は 、 UNIZAPベ ク タ ー シ ス テ ム （ Stratagene）
ま た は SUPERSCRIPTプ ラ ス ミ ド シ ス テ ム （ Life Technologies） を 用 い て 本 技 術 分 野 で 既 知
の 推 奨 方 法 ま た は 類 似 の 方 法 で cDNAを 合 成 し 、 cDNAラ イ ブ ラ リ を 作 製 し た （ 前 出 の Ausube
l, 1997, 5.1-6.6ユ ニ ッ ト な ど を 参 照 ） 。 逆 転 写 は 、 オ リ ゴ d(T)ま た は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ
ー を 用 い て 開 始 し た 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー を 二 本 鎖 cDNAに 連 結 反 応 さ せ 、
好 適 な 制 限 酵 素 ま た は 酵 素 で cDNAを 消 化 し た 。 殆 ど の ラ イ ブ ラ リ に 対 し て 、 cDNAの サ イ ズ
（ ３ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ bp） 選 択 は 、 SEPHACRYL S1000、 SEPHAROSE CL2Bま た は SEPHAROSE CL4
Bカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Amersham Pharmacia Biotech） 、 或 い は 調 製 用 ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 用 い て 行 っ た 。 cDNAは 好 適 な プ ラ ス ミ ド の ポ リ リ ン カ ー の 適 合 す る 制 限
酵 素 部 位 で 連 結 さ れ た 。 好 適 な プ ラ ス ミ ド は 、 例 え ば PBLUESCRIPTプ ラ ス ミ ド （ Stratagen
e） 、 PSPORT1 プ ラ ス ミ ド (Life Technologies)、 PCDNA2.1 プ ラ ス ミ ド (Invitrogen, Carl
sbad CA)、 PBK-CMV プ ラ ス ミ ド (Stratagene)、 PCR2-TOPOTAプ ラ ス ミ ド (Invitrogen)、 PCM
V-ICISプ ラ ス ミ ド (Stratagene)、 pIGEN (Incyte Genomics, Palo Alto CA)、 pRARE (Incy
te Genomics)ま た は plNCY（ Incyte Genomics） 等 お よ び そ の 誘 導 体 で あ る 。 組 換 え プ ラ ス
ミ ド は 、 Stratagene社 の XL1-Blue、 XL1-BIueMRFま た は SOLR、 或 い は Life Technologies社
の DH5α 、 DH10Bま た は ELECTROMAX DH10Bを 含 む コ ン ピ テ ン ト 大 腸 菌 細 胞 に 形 質 転 換 し た 。
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【 ０ ２ ８ ５ 】
2　 cDNAク ロ ー ン の 単 離
UNIZAPベ ク タ ー シ ス テ ム （ Stratagene） を 用 い た 切 除 に よ っ て 、 或 い は 細 胞 溶 解
に よ っ て 、 の よ う に し て 得 た プ ラ ス ミ ド を 宿 主 細 胞 か ら 回 収 し た 。 プ ラ ス ミ ド の
精 製 に は 、 下 記 の 少 な く と も １ つ を 用 い た 。 す な わ ち Magicま た は WIZARD Minipreps DNA
精 製 シ ス テ ム （ Promega） 、 AGTC Miniprep精 製 キ ッ ト （ Edge Biosystems, Gaithersburg 
MD） 、 QIAGEN社 の QIAWELL 8 Plasmid、 QIAWELL 8 Plus Plasmidお よ び QIAWELL 8 Ultra P
lasmid 精 製 シ ス テ ム 、 R.E.A.L. Prep 96プ ラ ス ミ ド 精 製 キ ッ ト の い ず れ か で あ る 。 沈 殿
さ せ た 後 、 ０ ． １ ｍ ｌ の 蒸 留 水 に 再 懸 濁 し て 、 凍 結 乾 燥 し て 或 い は 凍 結 乾 燥 し な い で ４ ℃
で 保 管 し た 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
別 法 で は 、 高 処 理 フ ォ ー マ ッ ト に お い て 直 接 結 合 PCR法 を 用 い て 宿 主 細 胞 溶 解 物 か ら プ ラ
ス ミ ド DNAを 増 幅 し た （ Rao, V.B. (1994) Anal. Biochem. 216:1-14） 。 宿 主 細 胞 の 溶 解
お よ び 熱 サ イ ク リ ン グ 過 程 は 、 単 一 反 応 混 合 液 中 で 行 っ た 。 サ ン プ ル を 処 理 し 、 そ れ を ３
８ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト 内 で 保 管 し 、 増 幅 し た プ ラ ス ミ ド DNAの 濃 度 を PICOGREEN色 素 （ Molecu
lar Probes, Eugene OR） 及 び Fluoroskan II蛍 光 ス キ ャ ナ （ Labsystems Oy, Helsinki, F
inland） を 用 い て 蛍 光 分 析 的 に 定 量 し た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
3　 シ ー ク エ ン シ ン グ 及 び 分 析

に 記 載 し た よ う に プ ラ ス ミ ド か ら 回 収 し た Incyte cDNAを 、 以 下 に 示 す よ う に シ
ー ク エ ン シ ン グ し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン ス 反 応 は 、 標 準 的 方 法 或 い は 高 処 理 装 置 、 例 え ば
ABI CATALYST 800 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Applied Biosystems） ま た は PTC-200 サ ー マ ル
サ イ ク ラ ー （ MJ Research） を HYDRAマ イ ク ロ デ ィ ス ペ ン サ ー （ Robbins Scientific） ま た
は MICROLAB 2200（ Hamilton） 液 体 転 移 シ ス テ ム と 併 用 し て 処 理 し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン
ス 反 応 は 、 Amersham Pharmacia Biotech社 が 提 供 す る 試 薬 、 ま た は ABIシ ー ク エ ン シ ン グ
キ ッ ト 、 例 え ば ABI PRISM BIGDYE Terminator cycle sequencing ready reaction kit（ A
pplied Biosystems） の 試 薬 を 用 い て 準 備 し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン ス 反 応 の 電 気 泳 動 的 分
離 及 び 標 識 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 に は 、 MEGABACE 1000 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス
テ ム （ Molecular Dynamics） か 、 標 準 ABIプ ロ ト コ ル 及 び 塩 基 対 呼 び 出 し ソ フ ト ウ ェ ア を
用 い る ABI PRISM 373ま た は 377シ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Applied Biosystems） か 、 或
い は そ の 他 の 本 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 配 列 解 析 シ ス テ ム を 用 い た 。 cDNA配 列 内 の リ
ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 標 準 的 方 法 （ 前 出 の Ausubel, 1997, unit 7.7に 概 説 ） を 用 い て
決 定 し た 。 cDNA配 列 の 幾 つ か を 選 択 し て 、 に 記 載 し た 方 法 で 配 列 を 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
Incyteの ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ベ ク タ ー 、 リ ン カ ー 及 び ポ リ
(A)配 列 の 除 去 し 、 あ い ま い な 塩 基 対 を マ ス ク す る こ と に よ っ て 有 効 性 を 確 認 し た 。 そ の
際 、 BLAST、 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ 及 び 隣 接 ジ ヌ ク レ オ チ ド 頻 度 分 析 に 基 づ く ア ル ゴ リ ズ ム
及 び プ ロ グ ラ ム を 用 い た 。 次 に 、 Incyte cDNA配 列 ま た は そ れ ら の 翻 訳 の 問 い 合 わ せ を 、
以 下 の デ ー タ ベ ー ス 群 に 対 し て 行 っ た 。 す な わ ち 、 選 抜 し た 公 共 の デ ー タ ベ ー ス 群 （ 例 え
ば GenBankの 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 、 哺 乳 類 、 脊 椎 動 物 、 真 核 生 物 の デ ー タ ベ ー ス と 、 BLOCKS
、 PRINTS、 DOMO、 PRODOM） と 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 線 虫 （ ）
、 出 芽 酵 母 （ ） 、 分 裂 酵 母 （ ） お
よ び か ら の 配 列 群 を 持 つ PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 群 （ Incyte Genomics, P
alo Alto CA） 、 お よ び 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） ベ ー ス の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー デ ー
タ ベ ー ス 群 （ PFAM等 ） で あ る （ HMMは 、 遺 伝 子 フ ァ ミ リ の コ ン セ ン サ ス １ 次 構 造 を 分 析 す
る 確 率 的 ア プ ロ ー チ で あ る 。 例 え ば 、 Eddy, S.R. (1996) Curr. Opin. Struct. Biol. 6:
361-365を 参 照 の こ と ） 。 問 合 せ は 、 BLAST、 FASTA、 BLIMPS及 び HMMERに 基 づ く プ ロ グ ラ ム
を 用 い て 行 っ た 。 Incyte cDNA配 列 は 、 完 全 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 産 出 す る よ う に
構 築 さ れ た 。 あ る い は 、 GenBank cDNA群 、 GenBank EST群 、 ス テ ィ ッ チ さ れ た 配 列 群 、 ス
ト レ ッ チ さ れ た 配 列 群 、 ま た は Genscan予 測 コ ー ド 配 列 群 （ を 参 照 ） を
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実 施 例 ８

Caenorhabditis elegans
Saccharomyces cerevisiae Schizosaccharomyces pombe
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用 い 、 Incyte cDNAの 集 団 を 完 全 長 ま で 伸 長 さ せ た 。 Phredと Phrapと Consedと に 基 づ く プ
ロ グ ラ ム を 用 い て 構 築 し 、 GenMarkと BLASTと FASTAと に 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 cDNA
の 集 団 を 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 翻 訳 し 、 対 応 す る 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 誘 導 し た 。 あ る い は 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド は 、 完 全 長 翻 訳 ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の メ チ オ ニ ン 残 基 で 開 始 し 得 る 。 引 き
続 い て 、 GenBankタ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス （ genpept） 、 SwissProt、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｔ Ｅ Ｏ Ｍ Ｅ デ
ー タ ベ ー ス 、 BLOCKS、 PRINTS、 DOMO、 PRODOM及 び Prosite等 の デ ー タ ベ ー ス 、 PFAM等 の 隠
れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） に 基 づ い た 、 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー デ ー タ ベ ー ス に 対 す る 問 合
せ に よ っ て 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 分 析 し た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 MA
CDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （ 日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Francisco C
A） お よ び LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い て 分 析 し た 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 ア ラ イ ン メ ン ト し た 配 列 と 配 列 の 一 致 率 も 計 算 す る
MEGALIGNマ ル チ シ ー ク エ ン ス ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム （ DNASTAR） に 組 み 込 ま れ て い る
よ う な CLUSTALア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 特 定 さ れ る デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い て 生 成 す る
。
【 ０ ２ ８ ９ 】
Incyte ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び 完 全 長 配 列 の 分 析 及 び ア セ ン ブ リ に 利 用 し た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム 及
び ア ル ゴ リ ズ ム の 概 略 と 、 適 用 可 能 な 説 明 、 引 用 文 献 、 閾 値 パ ラ メ ー タ を 表 7に 示 す 。 用
い た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム 及 び ア ル ゴ リ ズ ム を 表 7の 列 １ に 、 そ れ ら の 簡 単 な 説 明 を 列 ２ に
示 す 。 列 ３ は 好 適 な 引 用 文 献 で あ り 、 全 て の 文 献 は そ っ く り そ の ま ま 引 用 を 以 っ て 本 明 細
書 の 一 部 と な す 。 適 用 可 能 な 場 合 に は 、 列 ４ は ２ つ の 配 列 が 一 致 す る 強 さ を 評 価 す る た め
に 用 い た ス コ ア 、 確 率 値 そ の 他 の パ ラ メ ー タ を 示 す （ ス コ ア が 高 い ほ ど 、 ま た 確 率 値 が 低
い ほ ど 、 ２ 配 列 間 の 同 一 性 が 高 く な る ） 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 と ポ リ ペ プ チ ド 配 列 群 と の 構 築 と 分 析 と に 用 い た 上 記 プ ロ
グ ラ ム 群 は 、 SEQ ID NO:9-16の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 群 の 同 定 に も 利 用 し た 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 と 増 幅 技 術 と に 有 用 な 約 ２ ０ ～ 約 ４ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 群 を
、 表 ４ の 列 2に 示 し た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
４ 　 ゲ ノ ム DNAか ら の コ ー ド 配 列 の 同 定 及 び 編 集
推 定 上 の キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 公 共 の ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 gb
priや gbhtg） に お い て Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム を 実 行 し て 初 め に 同 定 さ れ た 。 Gensc
anは 、 様 々 な 生 物 か ら ゲ ノ ム DNA配 列 を 分 析 す る 汎 用 遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム で あ る （ Burge
, C.及 び S. Karlin (1997) J. Mol. Biol. 268:78-94、 Burge, C.及 び S. Karlin (1998) 
Cuff. Opin. Struct. Biol. 8:346-354参 照 ） 。 プ ロ グ ラ ム は 予 測 エ キ ソ ン を 連 結 し 、 メ
チ オ ニ ン か ら 停 止 コ ド ン に 及 ぶ 構 築 さ れ た cDNA配 列 を 形 成 す る 。 Genscanの 出 力 は 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の FASTAデ ー タ ベ ー ス で あ る 。 Genscanが 一 度 に 分 析
す る 配 列 の 最 大 範 囲 は 、 ３ ０ kbに 設 定 し た 。 こ れ ら の Genscan推 定 cDNA配 列 の 内 、 ど の 配
列 が キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ を コ ー ド す る か を 決 定 す る た め に 、 コ ー ド さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド を PFAMモ デ ル に お い て キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ に つ い て 問 合 せ て 分 析 し た
。 潜 在 的 な キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ も 、 キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ と し て 注 釈
が 付 け ら れ た Incyte cDNA配 列 に 対 す る 相 同 性 を 基 に 同 定 さ れ た 。 こ う し て 選 択 さ れ た Gen
scan予 測 配 列 は 、 次 に BLAST分 析 に よ り 公 共 デ ー タ ベ ー ス genpept及 び gbpriと 比 較 し た 。
必 要 で あ れ ば 、 genpeptか ら の ト ッ プ BLASTヒ ッ ト と 比 較 す る こ と に よ り Genscan予 測 配 列
を 編 集 し 、 余 分 な ま た は 省 略 さ れ た エ キ ソ ン な ど 、 Genscanが 予 測 し た 配 列 に お け る エ ラ
ー を 補 正 し た 。 BLAST分 析 は ま た 、 Genscan予 測 配 列 の 、 い か な る Incyte cDNAま た は 公 共 c
DNAカ バ レ ッ ジ （ coverage） の 発 見 に も 用 い ら れ 、 し た が っ て 転 写 の 証 拠 を 提 供 し た 。 Inc
yte cDNAカ バ レ ッ ジ が 利 用 で き た 場 合 に は 、 こ の 情 報 を 用 い て Genscan予 測 配 列 を 補 正 ま
た は 確 認 し た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 に 記 載 し た 構 築 プ ロ セ ス を 用 い
て 、 Incyte cDNA配 列 お よ び ／ ま た は 公 共 cDNA配 列 で Genscan予 測 コ ー ド 配 列 を 構 築 し て 得
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た 。 或 い は 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 編 集 ま た は 非 編 集 の Genscan予 測 コ ー ド 配 列
に 完 全 に 由 来 す る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
５ 　 ｃ DNA配 列 デ ー タ を 使 っ た ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ の 構 築

部 分 cDNA配 列 は 、 に 記 載 の Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム に よ り 予 測 さ れ た エ キ
ソ ン を 用 い て 伸 長 さ せ た 。 に 記 載 さ れ た よ う に 構 築 さ れ た 部 分 cDNAは 、 ゲ ノ ム DN
Aに マ ッ ピ ン グ し 、 関 連 す る cDNA及 び １ つ 若 し く は 複 数 の ゲ ノ ム 配 列 か ら 予 測 さ れ た Gensc
anエ キ ソ ン を 含 む ク ラ ス タ ー に 分 解 し た 。 cDNA及 び ゲ ノ ム 情 報 を 統 合 す る べ く グ ラ フ 理 論
及 び 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ に 基 づ く ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 各 ク ラ ス タ ー を 分 析 し 、 引 き 続 い
て 確 認 、 編 集 ま た は 伸 長 し て 完 全 長 配 列 を 産 出 す る よ う な 潜 在 的 ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 生 成
し た 。 間 隔 全 体 の 長 さ が ク ラ ス タ ー 中 の ２ 以 上 の 配 列 に 存 在 す る よ う な 配 列 を 同 定 し 、 そ
の よ う に 同 定 さ れ た 間 隔 は 推 移 に よ り 等 し い と 考 え ら れ た 。 例 え ば 、 １ つ の cDNA及 び ２ つ
の ゲ ノ ム 配 列 に 間 隔 が 存 在 す る 場 合 、 ３ つ の 間 隔 は 全 て 等 し い と 考 え ら れ る 。 こ の プ ロ セ
ス は 、 無 関 係 で あ る が 連 続 し た ゲ ノ ム 配 列 を cDNA配 列 に よ り 結 び 合 わ せ て 架 橋 し 得 る 。 こ
の よ う に し て 同 定 し た 区 間 を 、 そ れ ら の 親 配 列 （ parent sequences） に 沿 っ て 現 わ れ る 順
に ス テ ィ ッ チ ア ル ゴ リ ズ ム で 「 縫 い 合 わ せ 」 、 可 能 な 限 り 最 長 の 配 列 と 変 異 配 列 群 と を 生
成 し た 。 １ 種 類 の 親 配 列 に 沿 っ て 発 生 し た 間 隔 と 間 隔 と の 連 鎖 （ cDNA－ cDNAま た は ゲ ノ ム
配 列 － ゲ ノ ム 配 列 ） は 、 親 の 種 類 を 変 え る 連 鎖 （ cDNA－ ゲ ノ ム 配 列 ） に 優 先 し た 。 結 果 と
し て 得 た ス テ ィ ッ チ 配 列 群 を 翻 訳 し 、 BLAST分 析 で 公 共 デ ー タ ベ ー ス genpeptお よ び gbpri
と 比 較 し た 。 Genscanに よ り 予 測 さ れ た 不 正 確 な エ キ ソ ン は 、 genpeptか ら ト ッ プ の BLAST
ヒ ッ ト と 比 較 す る こ と に よ り 修 正 し た 。 必 要 な 場 合 に は 、 追 加 cDNA配 列 を 用 い る か ゲ ノ ム
DNAの 検 査 に よ り 配 列 を 更 に 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】

部 分 DNA配 列 は 、 BLAST分 析 に 基 づ く ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 完 全 長 ま で 伸 長 さ れ た 。 先 ず 、 BL
ASTプ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 GenBankの 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 、 哺 乳 動 物 、 脊 椎 動 物 及 び 真 核 生 物
の デ ー タ ベ ー ス な ど の 公 共 デ ー タ ベ ー ス に 対 し 、 に 記 載 さ れ た よ う に 構 築 さ れ た
部 分 cDNAを 問 い 合 わ せ た 。 次 に 、 最 も 近 い GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 を 、 BLAST分 析 に よ り
、 Incyte cDNA配 列 ま た は に 記 載 の GenScanエ キ ソ ン 予 測 配 列 の い ず れ か と 比 較 し
た 。 結 果 と し て 得 ら れ る 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 （ HSP） を 用 い て キ メ ラ タ ン パ ク 質
を 産 出 し 、 翻 訳 し た 配 列 を GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 上 に マ ッ ピ ン グ し た 。 元 の GenBankタ
ン パ ク 質 相 同 体 に 対 し 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 内 で は 挿 入 ま た は 欠 失 が 起 こ り 得 る 。 GenBank
タ ン パ ク 質 相 同 体 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 両 方 を プ ロ ー ブ と し て 用 い 、 公 共 の ヒ ト
ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス か ら 相 同 ゲ ノ ム 配 列 を 検 索 し た 。 こ の よ う に し て 、 部 分 的 な DNA配 列
を 、 相 同 ゲ ノ ム 配 列 の 付 加 に よ り ス ト レ ッ チ す な わ ち 伸 長 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ る ス ト
レ ッ チ 配 列 を 検 査 し 、 完 全 遺 伝 子 を 含 ん で い る か 否 か を 判 定 し た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
６ 　 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 染 色 体 マ ッ ピ ン グ
SEQ ID NO:9-16を 構 築 す る た め に 用 い た 配 列 群 を 、 BLAST他 の Smith-Watermanア ル ゴ リ ズ
ム の 実 装 群 を 用 い て 、 Incyte LIFESEQデ ー タ ベ ー ス お よ び 公 共 ド メ イ ン デ ー タ ベ ー ス 群 の
配 列 と 比 較 し た 。 SEQ ID NO:9-16と 一 致 す る こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス の 配 列 を 、 Phrapな ど
の 構 築 ア ル ゴ リ ズ ム （ 表 ７ ） を 使 用 し て 、 連 続 し オ ー バ ー ラ ッ プ す る 配 列 の ク ラ ス タ ー 群
に 組 み 入 れ た 。 ス タ ン フ ォ ー ド ・ ヒ ト ゲ ノ ム セ ン タ ー （ SHGC） 、 ホ ワ イ ト ヘ ッ ド ・ ゲ ノ ム
研 究 所 （ WIGR） 、 Genethonな ど の 公 的 な 情 報 源 か ら 入 手 可 能 な 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド お よ び
遺 伝 地 図 デ ー タ を 用 い て 、 い ず れ か の ク ラ ス タ ー 化 さ れ た 配 列 が 既 に マ ッ ピ ン グ さ れ て い
る か を 判 定 し た 。 マ ッ ピ ン グ さ れ た 配 列 が 或 る ク ラ ス タ ー に 含 ま れ て い る 場 合 、 そ の ク ラ
ス タ ー の 全 配 列 が 、 個 々 の 配 列 番 号 と 共 に 、 地 図 上 の 位 置 に 割 り 当 て ら れ た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
地 図 上 の 位 置 は 、 ヒ ト 染 色 体 の 範 囲 ま た は 間 隔 と し て 表 さ れ る 。 セ ン チ モ ル ガ ン 間 隔 の 地
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実 施 例 ３

実 施 例 ４



図 上 の 位 置 は 、 染 色 体 の pア ー ム の 末 端 に 関 連 し て 測 定 す る 。 （ セ ン チ モ ル ガ ン （ cM） は
、 染 色 体 マ ー カ ー 間 の 組 換 え 頻 度 に 基 づ く 計 測 単 位 で あ る 。 平 均 し て 、 １ cMは 、 ヒ ト 中 の
DNAの １ メ ガ ベ ー ス （ Mb） に ほ ぼ 等 し い 。 尤 も 、 こ の 値 は 、 組 換 え の ホ ッ ト ス ポ ッ ト 及 び
コ ー ル ド ス ポ ッ ト に 起 因 し て 広 範 囲 に 変 化 す る 。 ） cM距 離 は 、 各 ク ラ ス タ ー 内 に 配 列 が 含
ま れ る 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド マ ー カ ー 類 に 対 し て 境 界 を 提 供 す る Genethonに よ っ て マ ッ ピ ン
グ さ れ た 遺 伝 マ ー カ ー 群 に 基 づ く 。 NCBI「 GeneMap99」 （ http://www.ncbi.nlm.nih.gpv/g
enemap） な ど の 一 般 個 人 が 入 手 可 能 な ヒ ト 遺 伝 子 マ ッ プ お よ び そ の 他 の 情 報 源 を 用 い て 、
上 記 し た 区 間 が 既 に 同 定 さ れ て い る 疾 患 遺 伝 子 マ ッ プ 内 若 し く は 近 傍 に 位 置 す る か を 決 定
で き る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
７ 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の 分 析
ノ ー ザ ン 分 析 は 、 転 写 さ れ た 遺 伝 情 報 の 存 在 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 実 験 技 術 で あ り
、 特 定 の 細 胞 種 ま た は 組 織 か ら の RNAが 結 合 さ れ る 膜 へ の 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 与 し て い る 。 （ 例 え ば 前 出 の Sambrook, 7章 、 同 Ausubel (19
95) 4章 お よ び 16章 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
BLASTに 適 用 す る 類 似 の コ ン ピ ュ ー タ 技 術 を 用 い て 、 GenBankや LIFESEQ（ Incyte Genomics
） 等 の cDNAデ ー タ ベ ー ス に お い て 同 一 ま た は 関 連 分 子 を 検 索 す る 。 ノ ー ザ ン 分 析 は 、 多 数
膜 系 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン よ り も 非 常 に 速 い 。 更 に 、 任 意 の 特 定 の 一 致 を 厳 密 な あ る い
は 相 同 的 な も の と し て 分 類 す る か 否 か を 決 定 す る た め 、 コ ン ピ ュ ー タ 検 索 の 感 度 を 修 正 す
る こ と が で き る 。 検 索 の 基 準 は 積 ス コ ア で あ り 、 次 式 で 定 義 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
積 ス コ ア は 、 ２ つ の 配 列 間 の 類 似 度 と 、 配 列 が 一 致 す る 長 さ と の 両 方 を 考 慮 し て い る 。 積
ス コ ア は 、 ０ ～ １ ０ ０ の 正 規 化 さ れ た 値 で あ り 、 次 の よ う に し て 求 め る 。 BLASTス コ ア に
ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 一 致 率 を 乗 じ 、 そ の 積 を ２ つ の 配 列 の 短 い 方 の 長 さ の ５ 倍 で 除 す る 。
BLASTス コ ア を 計 算 す る に は 、 或 る 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 （ HSP） 内 の 一 致 す る 各 塩
基 に ＋ ５ の ス コ ア を 割 り 当 て 、 各 不 一 致 塩 基 に － ４ を 割 り 当 て る 。 ２ つ の 配 列 は 、 ２ 以 上
の HSPを 共 有 し 得 る （ ギ ャ ッ プ に よ り 隔 離 さ れ る ） 。 ２ 以 上 の HSPが あ る 場 合 に は 、 最 高 BL
ASTス コ ア の セ グ メ ン ト 対 を 用 い て 積 ス コ ア を 計 算 す る 。 積 ス コ ア は 、 断 片 的 オ ー バ ー ラ
ッ プ と BLASTア ラ イ ン メ ン ト の 質 と の バ ラ ン ス を 表 す 。 例 え ば 積 ス コ ア １ ０ ０ は 、 比 較 し
た ２ つ の 配 列 の 短 い 方 の 長 さ 全 体 に わ た っ て １ ０ ０ ％ 一 致 す る 場 合 の み 得 ら れ る 。 積 ス コ
ア ７ ０ は 、 一 端 が １ ０ ０ ％ 一 致 し 、 ７ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か 、 他 端 が ８ ８ ％ 一 致
し 、 １ ０ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か の い ず れ か の 場 合 に 得 ら れ る 。 積 ス コ ア ５ ０ は 、
一 端 が １ ０ ０ ％ 一 致 し 、 ５ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か 、 ７ ９ ％ 一 致 し 、 １ ０ ０ ％ オ ー
バ ー ラ ッ プ し て い る か の い ず れ か の 場 合 に 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
或 い は 、 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 を 、 由 来 す る 組 織 源 に つ い て 分 析 す る
。 例 え ば 幾 つ か の 完 全 長 配 列 は 、 少 な く と も 一 部 は 、 オ ー バ ー ラ ッ プ す る Incyte cDNA配
列 群 を 用 い て 構 築 さ れ る （ を 参 照 ） 。 各 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 ヒ ト 組 織 か ら 作 製 さ れ
た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る 。 各 cDNA配 列 は 、 ヒ ト 組 織 か ら 作 製 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ
リ に 由 来 す る 。 す な わ ち 心 血 管 系 、 結 合 組 織 、 消 化 器 系 、 胎 芽 構 造 、 内 分 泌 系 、 外 分 泌 腺
、 女 性 生 殖 器 、 男 性 生 殖 器 、 生 殖 細 胞 、 血 液 お よ び 免 疫 系 、 肝 、 筋 骨 格 系 、 神 経 系 、 膵 臓
、 呼 吸 器 系 、 感 覚 器 、 皮 膚 、 顎 口 腔 系 、 非 分 類 性 ／ 混 合 性 ま た は 尿 路 で あ る 。 各 カ テ ゴ リ
ー の ラ イ ブ ラ リ 数 を 数 え て 、 全 カ テ ゴ リ ー の 総 ラ イ ブ ラ リ 数 で 除 す る 。 同 様 に 、 各 ヒ ト 組
織 は 、 以 下 の 疾 患 ／ 条 件 カ テ ゴ リ ー す な わ ち 癌 、 細 胞 株 、 発 達 、 炎 症 、 神 経 性 、 外 傷 、 心
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血 管 、 プ ー ル 、 そ の 他 の １ つ に 分 類 さ れ る 。 各 カ テ ゴ リ ー の ラ イ ブ ラ リ 数 を 数 え て 、 全 カ
テ ゴ リ ー の 総 ラ イ ブ ラ リ 数 で 除 す る 。 得 ら れ る パ ー セ ン テ ー ジ は 、 KPPを コ ー ド す る cDNA
の 組 織 特 異 的 お よ び 疾 患 特 異 的 な 発 現 を 反 映 す る 。 cDNA配 列 お よ び cDNAラ イ ブ ラ リ ／ 組 織
の 情 報 は 、 LIFESEQ GOLD デ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics, Palo Alto CA） か ら 得 る こ と
が で き る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
８ 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る KPPの 伸 長
完 全 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 完 全 長 分 子 の 適 切 な 断 片 か ら 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 該 断 片 を 伸 長 さ せ て 生 成 し た 。 或 る プ ラ イ マ ー は 既 知 の 断 片
の ５ '伸 長 を 開 始 す る べ く 合 成 し 、 別 の プ ラ イ マ ー は 既 知 の 断 片 の ３ '伸 長 を 開 始 す る べ く
合 成 し た 。 開 始 プ ラ イ マ ー 群 の 設 計 に は OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences
） 或 い は 別 の 適 切 な プ ロ グ ラ ム を 用 い 、 長 さ が 約 ２ ２ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 有 率 が 約
５ ０ ％ 以 上 と な り 、 約 ６ ８ ～ 約 ７ ２ ℃ の 温 度 で 標 的 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る よ う に し た 。
ヘ ア ピ ン 構 造 お よ び プ ラ イ マ ー － プ ラ イ マ ー 二 量 体 を 生 ず る よ う な ヌ ク レ オ チ ド 群 の 伸 長
は 、 全 て 回 避 し た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
配 列 を 伸 長 す る た め に 、 選 択 さ れ た ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 用 い た 。 ２ 段 階 以 上 の 伸 長
が 必 要 ま た は 望 ま し い 場 合 に は 、 付 加 的 プ ラ イ マ ー あ る い は プ ラ イ マ ー の ネ ス テ ッ ド セ ッ
ト を 設 計 し た 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
高 忠 実 度 の 増 幅 が 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 利 用 し た Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ っ て 得 ら れ た
。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 PTC-200 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research, Inc.） を 用 い て ９ ６ ウ ェ ル プ
レ ー ト 内 で 行 っ た 。 反 応 混 合 液 は 、 鋳 型 DNA及 び 200nmolの 各 プ ラ イ マ ー 、 Mg２ + と (NH 4 ) 2 S
O 4 と β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む 反 応 バ ッ フ ァ ー 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Amersham P
harmacia Biotech)、 ELONGASE酵 素 (Life Technologies)、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Stratage
ne)を 含 む 。 プ ラ イ マ ー の 組 、 PCI Aと PCI Bに 対 し て 以 下 の パ ラ メ ー タ で 増 幅 を 行 っ た 。
ス テ ッ プ 1： 94℃ で 3分 間 、 ス テ ッ プ 2： 94℃ で 15秒 間 、 ス テ ッ プ 3： 60℃ で 1分 間 、 ス テ ッ
プ 4： 68℃ で 2分 間 、 ス テ ッ プ 5： ス テ ッ プ ２ 、 ３ お よ び ４ を ２ ０ 回 繰 り 返 す 、 ス テ ッ プ 6：
68℃ で 5分 間 、 ス テ ッ プ 7： 4℃ で 保 存 。 別 法 で は 、 プ ラ イ マ ー 対 で あ る T7と SK+に 対 し 、 以
下 の パ ラ メ ー タ で 増 幅 を 行 っ た 。 ス テ ッ プ 1： 94℃ で 3分 間 、 ス テ ッ プ 2： 94℃ で 15秒 間 、
ス テ ッ プ 3： 57℃ で 1分 間 、 ス テ ッ プ 4： 68℃ で 2分 間 、 ス テ ッ プ 5： ス テ ッ プ ２ 、 ３ お よ び
４ を ２ ０ 回 繰 り 返 す 、 ス テ ッ プ 6： 68℃ で 5分 間 、 ス テ ッ プ 7： 4℃ で 保 存 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
各 ウ ェ ル の DNA濃 度 は 、 １ ×  TEお よ び 0.5μ lの 希 釈 し て い な い PCR産 物 に 溶 解 し た 100μ l
の PICOGREEN定 量 試 薬 (0.25％ (v/v) PICOGREEN; Molecular Probes, Eugene OR)を 不 透 明
な 蛍 光 光 度 計 プ レ ー ト (Corning Costar, Acton MA)の 各 ウ ェ ル に 分 配 し 、 DNAが 試 薬 と 結
合 で き る よ う に し て 測 定 し た 。 サ ン プ ル の 蛍 光 を 計 測 し て DNAの 濃 度 を 定 量 す べ く 、 プ レ
ー ト を Fluoroskan II（ Labsystems Oy, Helsinki, Finland） で ス キ ャ ン し た 。 反 応 混 合
物 の ア リ コ ッ ト ５ ～ １ ０ μ lを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 法 に よ っ て 解 析 し 、 ど の
反 応 が 配 列 の 伸 長 に 成 功 し た か を 判 定 し た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
伸 長 さ せ た ヌ ク レ オ チ ド は 、 脱 塩 及 び 濃 縮 し て ３ ８ ４ 穴 プ レ ー ト に 移 し 、 CviJIコ レ ラ ウ
イ ル ス エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ Molecular Biology Research, Madison WI） を 用 い て 消 化 し
、 pUC 18ベ ク タ ー （ Amersham Pharmacia Biotech） へ の 再 連 結 反 応 前 に 音 波 処 理 ま た は せ
ん 断 し た 。 シ ョ ッ ト ガ ン ・ シ ー ク エ ン シ ン グ の た め に 、 消 化 し た ヌ ク レ オ チ ド を 低 濃 度 （
０ .６ ～ ０ .８ ％ ） の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 断 片 を 切 除 し 、 寒 天 を Agar ACE（ Promeg
a） で 消 化 し た 。 伸 長 さ せ た ク ロ ー ン を Ｔ ４ リ ガ ー ゼ （ New England Biolabs, Beverly MA
） を 用 い て pUC 18ベ ク タ ー （ Amersham Pharmacia Biotech） に 再 連 結 し 、 Pfu DNAポ リ メ
ラ ー ゼ （ Stratagene） で 処 理 し て 制 限 部 位 の オ ー バ ー ハ ン グ を 満 た し 、 大 腸 菌 細 胞 に 形 質
移 入 し た 。 形 質 移 入 し た 細 胞 を 選 択 し て 抗 生 物 質 を 有 す る 培 地 に 移 し 、 そ れ ぞ れ の コ ロ ニ
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ー を 切 り と っ て LB/2xカ ル ベ ニ シ リ ン 培 養 液 の 384穴 プ レ ー ト に ３ ７ ℃ で 一 晩 培 養 し た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
細 胞 を 溶 解 し て 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Amersham Pharmacia Biotech)及 び Pfu DNAポ リ メ
ラ ー ゼ (Stratagene)を 用 い て 以 下 の 手 順 で DNAを PCR増 幅 し た 。 ス テ ッ プ 1： 94℃ で 3分 間 、
ス テ ッ プ 2： 94℃ で 15秒 間 、 ス テ ッ プ 3： 60℃ で 1分 間 、 ス テ ッ プ 4： 72℃ で 2分 間 、 ス テ ッ
プ 5： ス テ ッ プ ２ 、 ３ お よ び ４ を 29回 繰 り 返 す 、 ス テ ッ プ 6： 72℃ で 5分 間 、 ス テ ッ プ 7： 4
℃ で 保 存 。 上 記 し た よ う に PICOGREEN試 薬 (Molecular Probes)で DNAを 定 量 化 し た 。 DNAの
回 収 率 が 低 い サ ン プ ル は 、 上 記 と 同 一 の 条 件 を 用 い て 再 増 幅 し た 。 サ ン プ ル は 20％ ジ メ チ
ル ス ル ホ キ シ ド （ １ ： ２ , v/v） で 希 釈 し 、 DYENAMIC エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ ァ ー  シ ー ク
エ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー 、 及 び DYENAMIC DIRECT kit（ Amersham Pharmacia Biotech） ま た
は ABI PRISM BIGDYE タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル  シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 キ ッ ト （ Terminator
 cycle sequencing ready reaction kit） （ Applied Biosystems） を 用 い て シ ー ク エ ン シ
ン グ し た 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
同 様 に 、 上 記 手 順 を 用 い て 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 検 証 し 、 或 い は そ の よ う な 伸 長
の た め に 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 適 切 な ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ を 用 い て ５ '調 節 配
列 を 得 る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
９ 　 KPPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 塩 基 多 型 の 同 定
一 塩 基 多 型 性 （ SNP） と し て 知 ら れ る あ り ふ れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 変 異 体 は 、 LIFESEQデ ー タ ベ ー
ス (Incyte Genomics)を 用 い て SEQ ID NO:9-16で 同 定 さ れ る 。 に 記 述 さ れ て い る
よ う に 同 じ 遺 伝 子 か ら の 配 列 は 共 に ク ラ ス タ ー 化 さ れ 、 構 築 さ れ 、 遺 伝 子 内 の 全 て の 配 列
変 異 体 を 同 定 す る 。 一 連 の フ ィ ル タ か ら 成 る ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Ｓ Ｎ Ｐ を 他 の 配 列 変 異 体 か
ら 区 別 す る た め に 用 い ら れ る 。 予 備 フ ィ ル タ が 、 最 小 限 の Phredク オ リ テ ィ ス コ ア 15を 要
求 す る こ と に よ り 大 多 数 の ベ ー ス コ ー ル の エ ラ ー を 除 去 し 、 ベ ク タ ー 配 列 、 キ メ ラ 、 ス プ
ラ イ ス 変 異 体 の 不 適 切 な ト リ ミ ン グ に 起 因 す る 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト エ ラ ー と エ ラ ー を 除 去
し た 。 進 歩 し た 染 色 体 分 析 の 自 動 化 手 順 に よ り 、 推 定 上 の SNPの 近 傍 の 本 来 の ク ロ マ ト グ
ラ ム フ ァ イ ル を 分 析 し た 。 ク ロ ー ン エ ラ － フ ィ ル タ は 、 統 計 的 に 生 み 出 さ れ た ア ル ゴ リ ズ
ム を 用 い て 、 逆 転 写 酵 素 、 ポ リ メ ラ ー ゼ あ る い は 体 細 胞 性 突 然 変 異 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ
る 等 の 実 験 プ ロ セ ッ シ ン グ 中 に 導 入 さ れ た エ ラ － を 同 定 し た 。 ク ラ ス タ リ ン グ エ ラ － フ ィ
ル タ は 、 統 計 的 に 生 み 出 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 近 い 相 同 体 あ る い は 偽 遺 伝 子 の ク
ラ ス タ リ ン グ に 起 因 す る エ ラ ー 、 ま た は 非 ヒ ト 配 列 に よ る コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン に よ る エ ラ
－ を 同 定 し た 。 フ ィ ル タ の 最 終 セ ッ ト は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は T細 胞 受 容 体 に 見 出 さ れ
る 重 複 と SNPを 除 去 し た 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
異 な る 4つ の ヒ ト 集 団 の Ｓ Ｎ Ｐ 部 位 に お け る 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 分 析 す る た め に 高 処 理 MASSA
RRAYシ ス テ ム (Sequenom, Inc.)を 用 い る 質 量 分 析 に よ っ て 更 な る 特 徴 付 け の た め に い く つ
か の Ｓ Ｎ Ｐ が 選 択 さ れ た 。 白 人 集 団 （ 男 性 ４ ６ 人 、 女 性 ４ ６ 人 ） は ９ ２ 人 か ら 成 り 、 そ の
う ち ８ ３ 人 は ユ タ 州 、 ４ 人 は フ ラ ン ス 、 ３ 人 は ベ ネ ズ エ ラ 、 ２ 人 は ア ー ミ ッ シ ュ の 出 身 で
あ る 。 黒 人 集 団 は 194人 （ 男 性 97人 、 女 性 97人 ） か ら 成 り 、 全 て 米 国 の 黒 人 で あ る 。 ラ テ
ン ア メ リ カ 系 集 団 は 324人 （ 男 性 162人 、 女 性 162人 ） か ら 成 り 、 全 て メ キ シ コ 出 身 で あ る
。 ア ジ ア 系 の 集 団 は 126人 （ 男 性 64人 、 女 性 62人 ） か ら な り 、 中 国 人 43％ 、 日 本 人 31％ 、
韓 国 人 13％ 、 ベ ト ナ ム 人 5％ 、 他 の ア ジ ア 系 8％ の 親 の 構 成 が 報 告 さ れ て い る 。 対 立 遺 伝 子
頻 度 は 最 初 に 白 人 集 団 で 分 析 さ れ た 。 こ の 集 団 で 対 立 遺 伝 子 変 異 を 示 さ な い Ｓ NＰ の 時 に
は 他 の ３ つ の 集 団 で 更 に 試 験 さ れ な い 場 合 も あ っ た 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
１ ０ 　 個 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 標 識 及 び 使 用
SEQ ID NO:9-16か ら 得 た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 利 用 し て 、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA
ま た は mRNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 約 ２ ０ 塩 基 対 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 識 に つ
い て 特 に 記 載 す る が 、 よ り 大 き な ヌ ク レ オ チ ド 断 片 に 対 し て も 本 質 的 に 同 一 の 手 順 が 用 い
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ら れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 OLIGO4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Bioscience） の よ う
な 最 新 式 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て デ ザ イ ン し 、 50pmolの 各 オ リ ゴ マ ー と 、 250μ Ciの [γ - 3
2 P] ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 （ Amersham Pharmacia Biotech)及 び Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ
ー ゼ （ DuPont NEN、 Boston MA） と を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 標 識 す る 。 標 識 し た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SEPHADEX G-25超 細 繊 分 子 サ イ ズ 排 除 デ キ ス ト ラ ン  ビ ー ド カ ラ ム
（ Amersham Pharmacia Biotech） を 用 い て 実 質 的 に 精 製 す る 。 Ase I、 Bgl II、 Eco RI、 P
st I、 Xba1ま た は Pvu II（ DuPont NEN） の い ず れ か １ つ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 さ れ
た ヒ ト ゲ ノ ム DNAの 典 型 的 な 膜 ベ ー ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 に お い て 、 毎 分 １ ０ 7

カ ウ ン ト の 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 含 む ア リ コ ッ ト を 用 い る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
各 消 化 物 か ら 得 た Ｄ Ｎ Ａ は 、 ０ .７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 し て ナ イ ロ ン 膜 （ Nytran Pl
us, Schleicher & Schuell, Durham NH） に 移 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ４ ０ ℃ で
１ ６ 時 間 行 う 。 非 特 異 的 シ グ ナ ル を 除 去 す る た め 、 例 え ば ０ .１ × ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 食
塩 水 お よ び ０ .５ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム に 一 致 す る 条 件 下 で 、 ブ ロ ッ ト を 室 温 で 順 次
洗 浄 す る 。 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ま た は そ れ に 代 わ る イ メ ー ジ ン グ 手 段 を 用 い て ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン を 視 覚 化 し 、 比 較 す る 。
【 ０ ３ １ １ 】
１ １ 　 マ イ ク ロ ア レ イ
マ イ ク ロ ア レ イ の 表 面 上 で ア レ イ エ レ メ ン ト の 結 合 ま た は 合 成 は 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ 、
圧 電 印 刷 （ イ ン ク ジ ェ ッ ト 印 刷 、 前 出 の Baldeschweiler等 を 参 照 ） 、 機 械 的 マ イ ク ロ ス ポ
ッ テ ィ ン グ 技 術 及 び こ れ ら か ら 派 生 し た も の を 用 い て 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 上 記 各
技 術 に お い て 基 板 は 、 均 一 な 、 非 多 孔 性 の 表 面 を 持 つ 固 体 と す べ き で あ る （ Schena（ 1999
） 前 出 ） 。 推 奨 す る 基 板 に は 、 シ リ コ ン 、 シ リ カ 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 、 ガ ラ ス チ ッ プ 及 び シ
リ コ ン ウ エ ハ が あ る 。 或 い は 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 に 類 似 の ア レ
イ を 利 用 し て 、 熱 的 、 紫 外 線 的 、 化 学 的 ま た は 機 械 的 結 合 手 順 を 用 い て 基 板 の 表 面 に エ レ
メ ン ト を 配 置 及 び 結 合 さ せ て も よ い 。 通 常 の ア レ イ は 、 利 用 可 能 な 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法
と 機 械 と を 用 い て 作 製 で き 、 任 意 の 適 正 数 の エ レ メ ン ト を 有 し 得 る (例 え ば Schena, M. 他
. (1995) Science 270:467-470、 Shalon, D.他 . (1996) Genome Res. 6:639-645、 Marsha
ll, A.及 び J. Hodgson (1998) Nat. Biotechnol. 16:27-31等 を 参 照 )。
【 ０ ３ １ ２ 】
完 全 長 cDNA、 発 現 配 列 タ グ （ EST） 、 ま た は そ の 断 片 ま た は オ リ ゴ マ ー は 、 マ イ ク ロ ア レ
イ の エ レ メ ン ト と 成 り 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 好 適 な 断 片 ま た は オ リ ゴ マ ー を 、
LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） 等 の 本 技 術 分 野 で 公 知 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 選 択 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 ア レ イ エ レ メ ン ト 群 を 、 生 体 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 生 体 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 検 出 を 容 易 に す る た め に 蛍 光
標 識 な ど の 分 子 タ グ に 抱 合 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 生 体 サ ン プ ル か ら の ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 し 、 蛍 光 ス キ ャ ナ を 用 い て 各 ア レ イ エ レ メ ン
ト で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 。 あ る い は 、 レ ー ザ 脱 離 お よ び 質 量 ス ペ ク ト ロ
メ ト リ を 用 い て も ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 し 得 る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 或 る エ レ メ
ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 相 補 性 の 度 合 と 相 対 存 在 度 と を 算 定 し
得 る 。  一 実 施 態 様 に お け る マ イ ク ロ ア レ イ の 調 整 お よ び 使 用 に つ い て 、 以 下 に 詳 述 す る
。
【 ０ ３ １ ３ 】

グ ア ニ ジ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト 法 を 用 い て 組 織 サ ン プ ル か ら 全 RNAを 単 離 し 、 オ リ ゴ (dT)セ
ル ロ ー ス 法 を 用 い て ポ リ (A) + RNAを 精 製 す る 。 各 ポ リ (A) + RNAサ ン プ ル を 、 MMLV逆 転 写 酵 素
、 0.05pg/μ lの オ リ ゴ (dT)プ ラ イ マ ー （ 21mer） 、 １ × 第 一 鎖 合 成 バ ッ フ ァ ー 、 0.03unit/
μ lの RNア ー ゼ 阻 害 因 子 、 500μ Mの dATP、 500μ Mの dGTP、 500μ Mの dTTP、 40μ Mの dCTP、 40
μ Mの dCTP-Cy3（ BDS） ま た は dCTP-Cy5（ Amersham Pharmacia Biotech） を 用 い て 逆 転 写 す
る 。 逆 転 写 反 応 は 、 GEMBRIGHTキ ッ ト （ Incyte） を 用 い 、 ２ ０ ０ ｎ ｇ の ポ リ （ A） + RNAを 含
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有 す る 体 積 ２ ５ ｍ ｌ で 行 う 。 特 異 的 対 照 ポ リ (A) + RNAは 、 非 コ ー ド 酵 母 ゲ ノ ム DNAか ら
転 写 に よ り 合 成 す る 。 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 各 反 応 サ ン プ ル （ １ つ は C

y3、 も う １ つ は Cy5標 識 ） は 、 ２ .５ mlの ０ .５ M水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で 処 理 し 、 ８ ５ ℃ で ２ ０
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 反 応 を 停 止 さ せ て RNAを 分 解 さ せ る 。 サ ン プ ル は 、 ２ つ の 連 続 す
る CHROMA SPIN 30ゲ ル 濾 過 ス ピ ン カ ラ ム （ CLONTECH Laboratories, Inc. (CLONTECH), Pa
lo Alto CA） を 用 い て 精 製 す る 。 混 合 後 、 ２ つ の 反 応 サ ン プ ル は 、 １ mlの グ リ コ ー ゲ ン （
１ mg/ml） 、 ６ ０ mlの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び ３ ０ ０ mlの １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル を 用 い て エ タ ノ
ー ル 析 出 さ せ る 。 サ ン プ ル は 次 に 、 SpeedVAC（ Savant Instruments Inc., Holbrook NY）
を 用 い て 完 全 に 乾 燥 さ せ 、 １ ４ μ lの ５ × SSC／ ０ .２ ％ SDS中 で 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ３ １ ４ 】

本 発 明 の 配 列 を 用 い て 、 ア レ イ エ レ メ ン ト を 生 成 す る 。 各 ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 ク ロ ー ン
化 cDNAイ ン サ ー ト に よ り ベ ク タ ー 含 有 細 菌 性 細 胞 か ら 増 幅 す る 。 PCR増 幅 は 、 cDNAイ ン サ
ー ト の 側 面 に 位 置 す る ベ ク タ ー 配 列 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い る 。 ３ ０ サ イ ク ル の PCR
で １ ～ ２ ngの 初 期 量 か ら ５ μ gよ り 大 き い 最 終 量 ま で ア レ イ エ レ メ ン ト を 増 幅 す る 。 増 幅
し た ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 SEPHACRYL-400（ Amersham Pharmacia Biotech） を 用 い て 精 製
す る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
精 製 し た ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 ポ リ マ ー コ ー ト さ れ た ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 固 定 す る 。 顕 微
鏡 ス ラ イ ド グ ラ ス （ Corning） は 、 ０ .１ ％ の SDSお よ び ア セ ト ン 中 で 超 音 波 洗 浄 し 、 処 理
中 お よ び 処 理 後 に 多 量 の 蒸 留 水 で 洗 浄 す る 。 ス ラ イ ド グ ラ ス は 、 ４ ％ フ ッ 化 水 素 酸 （ VWR 
Scientific Products Corporation (VWR), West Chester PA） 中 で エ ッ チ ン グ し 、 蒸 留 水
中 で 非 常 に 良 く 洗 浄 し 、 ９ ５ ％ エ タ ノ ー ル 中 で ０ .０ ５ ％ ア ミ ノ プ ロ ピ ル シ ラ ン （ Sigma）
を 用 い て コ ー テ ィ ン グ す る 。 コ ー テ ィ ン グ し た ス ラ イ ド は 、 １ １ ０ ℃ の オ ー ブ ン で 硬 化 さ
せ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
米 国 特 許 第 5,807,522号 で 説 明 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 、 コ ー テ ィ ン グ し た ガ ラ ス 基 板 に
ア レ イ エ レ メ ン ト を 付 加 す る 。 該 特 許 は 、 引 用 を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す 。 平 均 濃 度
１ ０ ０ ng/μ lの ア レ イ エ レ メ ン ト DNA１ μ lを 、 高 速 ロ ボ ッ ト 装 置 （ robotic apparatus）
に よ り 、 開 放 型 キ ャ ピ ラ リ ー プ リ ン テ ィ ン グ エ レ メ ン ト （ open capillary printing elem
ent） に 充 填 す る 。 装 置 は こ こ で 、 ス ラ イ ド 毎 に 約 ５ nlの ア レ イ エ レ メ ン ト サ ン プ ル を 加
え る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
マ イ ク ロ ア レ イ に は 、 STRATALINKER Ｕ Ｖ 架 橋 剤 （ Stratagene） を 用 い て Ｕ Ｖ 架 橋 す る 。
マ イ ク ロ ア レ イ は 、 室 温 に お い て ０ .２ ％ SDSで １ 度 洗 浄 し 、 蒸 留 水 で ３ 度 洗 浄 す る 。 リ ン
酸 緩 衝 生 理 食 塩 水  (PBS)（ Tropix, Inc., Bedford MA） 中 の ０ .２ ％ カ ゼ イ ン 中 に お い て
６ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 マ イ ク ロ ア レ イ を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 前 に 行 っ た よ う に ０ .２ ％ SDS
及 び 蒸 留 水 で 洗 浄 す る こ と に よ り 、 非 特 異 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る 。
【 ０ ３ １ ８ 】

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 、 ５ × SSC,０ .２ ％ SDSハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 の
Cy3及 び Cy5標 識 し た cDNA合 成 生 成 物 を 各 ０ .２ μ g含 む ９ μ lの サ ン プ ル 混 合 体 を 有 す る 。
サ ン プ ル 混 合 体 は 、 ６ ５ ℃ ま で ５ 分 間 加 熱 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ 表 面 上 で 等 分 し て １ .８ cm 2

 の カ バ ー ガ ラ ス で 覆 う 。 ア レ イ は 、 顕 微 鏡 用 ス ラ イ ド よ り 僅 か に 大 き い 空 洞 を 有 す る 防
水 チ ェ ン バ ー に 移 す 。 チ ェ ン バ ー の コ ー ナ ー に １ ４ ０ μ lの ５ × SSCを 加 え る こ と に よ り 、
チ ェ ン バ ー 内 部 を 湿 度 100%に 保 持 す る 。 ア レ イ を 含 む チ ェ ン バ ー は 、 ６ ０ ℃ で 約 ６ ． ５ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。  ア レ イ は 、 第 １ 洗 浄 緩 衝 液 中 （ １ × SSC,０ .１ ％ SDS） に お い て
４ ５ ℃ で １ ０ 分 間 洗 浄 し 、 第 ２ 洗 浄 緩 衝 液 中 （ ０ .１ × SSC） に お い て ４ ５ ℃ で １ ０ 分 間 各
々 ３ 度 洗 浄 し て 乾 燥 さ せ る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
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マ イ ク ロ ア レ イ の 調 製

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン



レ ポ ー タ ー 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、 Cy3の 励 起 の た め に は ４ ８ ８ nm、 Cy５
の 励 起 の た め に は ６ ３ ２ nmで ス ペ ク ト ル 線 を 発 生 し 得 る Innova 70混 合 ガ ス 10 Wレ ー ザ （ C
oherent, Inc., Santa Clara CA） を 備 え た 顕 微 鏡 で 検 出 す る 。 励 起 レ ー ザ 光 の 焦 点 を ア
レ イ 上 に 置 く た め 、 ２ ０ × 顕 微 鏡 対 物 レ ン ズ （ Nikon, Inc., Melville NY） を 用 い る 。 ア
レ イ を 含 む ス ラ イ ド を 、 顕 微 鏡 の 、 コ ン ピ ュ ー タ 制 御 の X-Yス テ ー ジ に 置 き 、 対 物 レ ン ズ
を 通 し て ラ ス タ ー ス キ ャ ン す る 。 本 実 施 例 で 用 い る １ .８ cm× １ .８ cmの ア レ イ は 、 解 像 度
２ ０ μ mで ス キ ャ ン す る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
２ つ の 異 な る ス キ ャ ン の う ち 、 混 合 ガ ス マ ル チ ラ イ ン レ ー ザ は ２ つ の 蛍 光 色 素 を 連 続 的 に
励 起 す る 。 発 光 さ れ た 光 は 、 波 長 に 基 づ き 分 離 さ れ 、 ２ つ の 蛍 光 色 素 に 対 応 す る ２ つ の 光
電 子 増 倍 管 検 出 器 （ PMT R1477, Hamamatsu Photonics Systems, Bridgewater NJ） に 送 ら
れ る 。 好 適 な フ ィ ル タ 群 を ア レ イ と 光 電 子 増 倍 管 と の 間 に 設 置 し て 、 シ グ ナ ル を フ ィ ル タ
す る 。 用 い る 蛍 光 色 素 の 最 大 発 光 の 波 長 は 、 Cy3で は ５ ６ ５ nm、 Cy5で は ６ ５ ０ nmで あ る 。
装 置 は 両 方 の 蛍 光 色 素 か ら の ス ペ ク ト ル を 同 時 に 記 録 し 得 る が 、 レ ー ザ 源 に お い て 好 適 な
フ ィ ル タ を 用 い て 、 蛍 光 色 素 １ つ に つ き １ 度 ス キ ャ ン し 、 各 ア レ イ を 通 常 ２ 度 ス キ ャ ン す
る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
ス キ ャ ン の 感 度 は 通 常 、 既 知 濃 度 の サ ン プ ル 混 合 体 に 添 加 さ れ る cDNA対 照 種 に よ り 生 成 さ
れ る シ グ ナ ル 強 度 を 用 い て 較 正 す る 。 ア レ イ 上 の 特 定 の 位 置 に は 相 補 的 DNA配 列 が 含 ま れ
、 そ の 位 置 に お け る シ グ ナ ル の 強 度 を ハ イ ブ リ ダ イ ジ ン グ 種 の 重 量 比 1： 100,000に 相 関 さ
せ る 。  異 な る 源 泉 （ 例 え ば 試 験 さ れ る 細 胞 及 び 対 照 細 胞 な ど ） か ら の ２ つ の サ ン プ ル を
、 各 々 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 し 、 他 と 異 な っ て 発 現 し た 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 単 一 の ア
レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 に は 、 そ の 較 正 を 、 ２ つ の 蛍 光 色 素 で 較 正 す る cDNAの サ ン
プ ル を 標 識 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 体 に 各 々 等 量 を 加 え る こ と に よ っ て 行 う 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
光 電 子 増 倍 管 の 出 力 は 、 IBMコ ン パ チ ブ ル PCコ ン ピ ュ ー タ に イ ン ス ト ー ル さ れ た １ ２ ビ ッ
ト RTI-835Hア ナ ロ グ － デ ィ ジ タ ル （ A/D） 変 換 ボ ー ド （ Analog Devices, Inc., Norwood M
A） を 用 い て デ ィ ジ タ ル 化 さ れ る 。 デ ィ ジ タ ル 化 さ れ た デ ー タ は 、 青 色 （ 低 シ グ ナ ル ） か
ら 赤 色 （ 高 シ グ ナ ル ） ま で の 擬 似 カ ラ ー 範 囲 へ の リ ニ ア ２ ０ 色 変 換 を 用 い て シ グ ナ ル 強 度
が マ ッ ピ ン グ さ れ た よ う な イ メ ー ジ と し て 表 示 さ れ る 。 デ ー タ は 、 定 量 的 に も 分 析 さ れ る
。 ２ つ の 異 な る 蛍 光 色 素 を 同 時 に 励 起 及 び 測 定 す る 場 合 に は 、 各 蛍 光 色 素 の 発 光 ス ペ ク ト
ル を 用 い て 、 デ ー タ は 先 ず 蛍 光 色 素 間 の 光 学 的 ク ロ ス ト ー ク （ 発 光 ス ペ ク ト ル の 重 な り に
起 因 す る ） を 補 正 す る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
グ リ ッ ド が 蛍 光 シ グ ナ ル イ メ ー ジ 上 に 重 ね ら れ 、 そ れ に よ っ て 各 ス ポ ッ ト か ら の シ グ ナ ル
は グ リ ッ ド の 各 エ レ メ ン ト に 集 め ら れ る 。 各 エ レ メ ン ト 内 の 蛍 光 シ グ ナ ル は 統 合 さ れ 、 シ
グ ナ ル の 平 均 強 度 に 応 じ た 数 値 が 得 ら れ る 。 シ グ ナ ル 分 析 に 用 い る ソ フ ト ウ ェ ア は 、 GEMT
OOLS遺 伝 子 発 現 分 析 プ ロ グ ラ ム （ Incyte） で あ る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
１ ２ 　 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
KPPを コ ー ド す る 配 列 或 い は そ の 任 意 の 一 部 に 対 し て 相 補 的 配 列 は 、 天 然 の KPPの 発 現 を 検
出 し 、 低 下 さ せ 、 ま た は 阻 害 す る た め に 用 い ら れ る 。 約 １ ５ ～ ３ ０ 塩 基 対 を 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 使 用 に つ い て 記 す が 、 こ れ よ り 小 さ な あ る い は 大 き な 配 列 の 断 片 の 場 合 で も
、 本 質 的 に 同 じ 手 順 を 用 い る 。 Oligo4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences） 及 び KPP
の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 用 い て 、 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る 。 転 写 を 阻 害 す る た
め に は 、 最 も 独 特 な ５ '配 列 か ら 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し 、 こ れ を 用 い て 、 プ
ロ モ ー タ ー が コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 結 合 す る の を 防 止 す る 。 翻 訳 を 阻 害 す る た め に は 、 相 補
的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し て 、 リ ボ ソ ー ム が KPPを コ ー ド す る 転 写 物 に 結 合 す る の
を 阻 害 す る 。
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【 ０ ３ ２ ５ 】
１ ３ 　 KPPの 発 現
KPPの 発 現 及 び 精 製 は 、 細 菌 若 し く は ウ イ ル ス を 基 に し た 発 現 系 を 用 い て 行 う こ と が で き
る 。 細 菌 内 で KPPを 発 現 さ せ る た め に は 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 と 、 cDNA転 写 レ ベ ル を 高 め
る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー と を 持 つ 、 好 適 な ベ ク タ ー に cDNAを サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 こ の よ
う な プ ロ モ ー タ ー に は 、 lacオ ペ レ ー タ ー 調 節 エ レ メ ン ト に 関 連 す る T5ま た は T7バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー 及 び trp-lac(tac)ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る が 、 こ れ
ら に 限 定 す る も の で は な い 。 組 換 え ベ ク タ ー を 、 BL21（ DE3） 等 の 好 適 な 細 菌 宿 主 に 形 質
転 換 す る 。 抗 生 物 質 耐 性 を も つ 細 菌 が 、 イ ソ プ ロ ピ ル β － Dチ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (IPTG
)で 誘 発 さ れ る と KPPを 発 現 す る 。 真 核 細 胞 で の KPPの 発 現 は 、 昆 虫 細 胞 株 ま た は 哺 乳 動 物
細 胞 株 に 一 般 に バ キ ュ ロ ウ イ ス ル ス と し て 知 ら れ て い る 組 換 え
核 多 角 体 病 ウ イ ル ス (AcMNPV)を 感 染 さ せ て 行 う 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 非 必 須 の 多 角 体 遺 伝
子 を 、 相 同 組 換 え 或 い は 転 移 プ ラ ス ミ ド の 媒 介 を 伴 う 細 菌 の 媒 介 に よ る 遺 伝 子 転 移 の ど ち
ら か に よ っ て 、 KPPを コ ー ド す る cDNAと 置 換 す る 。 ウ イ ル ス の 感 染 力 は 維 持 さ れ 、 強 力 な
多 角 体 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 高 レ ベ ル の cDNA転 写 が 行 わ れ る 。 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は
、 多 く の 場 合 は 夜 蛾 の １ 種 （ Sf9） 昆 虫 細 胞 へ の 感 染 に 用 い る が 、
ヒ ト 肝 細 胞 へ の 感 染 に 用 い る こ と も あ る 。 後 者 の 感 染 の 場 合 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 更 な
る 遺 伝 的 変 更 が 必 要 に な る （ Engelhard. E. K.他  (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9
1:3224-3227、 Sandig, V.他  (1996) Hum. Gene Ther. 7:1937-1945等 を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
殆 ど の 発 現 系 で は 、 KPPが 、 例 え ば グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)と 、 ま た は 、
FLAGや 6-Hisな ど ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ 標 識 と 合 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 と な る た め 、 未 精
製 の 細 胞 溶 解 物 か ら の 、 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 の 、 親 和 性 ベ ー ス の 精 製 を 迅 速 に １ ス テ ッ
プ で 行 い 得 る 。 GSTは 日 本 住 血 吸 虫 か ら の 26kDaの 酵 素 で あ り 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 お よ び 抗
原 性 を 維 持 し た 状 態 で 、 固 定 化 し た グ ル タ チ オ ン 上 で の 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 と す
る （ Amersham Pharmacia Biotech） 。 精 製 後 、 GSTの 部 分 を 特 定 の 開 発 部 位 に お い て KPPか
ら タ ン パ ク 分 解 的 に 切 断 す る こ と が 可 能 で あ る 。 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ は ８ ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ り
、 市 販 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 抗 体 （ Eastman Kodak）
を 用 い て 免 疫 親 和 性 精 製 を 可 能 に す る 。 ６ ヒ ス チ ジ ン 残 基 が 連 続 し て 伸 長 し た 6-Hisは 、
金 属 キ レ ー ト 樹 脂 上 で の 精 製 を 可 能 に す る （ QIAGEN） 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製 の 方
法 は 、 前 出 の Ausubel（ 1995） 10章 、 16章 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 で 精 製 し た KPP
を 直 接 用 い て 以 下 の １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ ０ お よ び ２ １ の ア ッ セ イ を 行 う こ と が で
き る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
１ ４ 　 機 能 的 ア ッ セ イ
KPP機 能 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 系 に お い て 生 理 学 的 に 高 め ら れ た レ ベ ル で の KPPを コ ー ド す
る 配 列 の 発 現 に よ っ て 評 価 す る 。 cDNAを 高 い レ ベ ル で 発 現 す る 強 い プ ロ モ ー タ ー を 含 む 哺
乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に cDNAを サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 選 択 さ れ る ベ ク タ ー に は 、 pCMV SPO
RTプ ラ ス ミ ド （ Life Technologies） 及 び pCR 3.1プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen） が 含 ま れ 、 ど
ち ら も サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 有 す る 。 リ ポ ソ ー ム 製 剤 あ る い は 電 気 穿 孔 法
を 用 い て 、 ５ ～ １ ０ μ gの 組 換 え ベ ク タ ー を ヒ ト 細 胞 株 、 例 え ば 内 皮 由 来 ま た は 造 血 由 来
の 細 胞 株 に 、 一 過 的 に 形 質 移 入 す る 。 更 に 、 標 識 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む １ ～
２ μ gの プ ラ ス ミ ド を 同 時 に 形 質 移 入 す る 。 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ り 、 形 質 移 入 細 胞
と 非 形 質 移 入 細 胞 を 区 別 す る 手 段 が 与 え ら れ る 。  ま た 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ っ て
、 cDNAの 組 換 え ベ ク タ ー か ら の 発 現 を 正 確 に 予 想 で き る 。 標 識 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 緑 色
蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP； Clontech） 、 CD64ま た は CD64-GFP融 合 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 で き る
。 自 動 化 さ れ た 、 レ ー ザ 光 学 に 基 づ く 技 術 で あ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FCM） を 用 い て
、 GFPま た は CD64-GFPを 発 現 す る 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 を 同 定 し 、 そ れ ら の 細 胞 の ア ポ ト ー
シ ス 状 態 や 他 の 細 胞 特 性 を 評 価 す る 。 FCMは 、 細 胞 死 に 先 行 す る か 或 い は 同 時 に 発 生 す る
現 象 を 診 断 す る 蛍 光 分 子 の 取 込 み を 検 出 し て 計 量 す る 。 こ の よ う な 現 象 と し て 挙 げ ら れ る
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の は 、 プ ロ ピ ジ ウ ム ヨ ウ 化 物 に よ る DNA染 色 に よ っ て 計 測 さ れ る 核 DNA内 容 物 の 変 化 、 前 方
光 散 乱 と 90° 側 方 光 散 乱 に よ っ て 計 測 さ れ る 細 胞 サ イ ズ と 顆 粒 状 性 の 変 化 、 ブ ロ モ デ オ キ
シ ウ リ ジ ン の 取 込 み 量 の 低 下 に よ っ て 計 測 さ れ る DNA合 成 の 下 方 調 節 、 特 異 抗 体 と の 反 応
性 に よ っ て 計 測 さ れ る 細 胞 表 面 及 び 細 胞 内 に お け る タ ン パ ン ク 質 の 発 現 の 変 化 、 及 び 蛍 光
複 合 ア ネ キ シ ン Ｖ タ ン パ ク 質 の 細 胞 表 面 へ の 結 合 に よ っ て 計 測 さ れ る 原 形 質 膜 組 成 の 変 化
と が あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に つ い て は 、 Ormerod, M.G.（ 1994） ,
Oxford, New York NYに 記 述 が あ る 。

【 ０ ３ ２ ８ 】
遺 伝 子 発 現 に お け る KPPの 影 響 は 、 KPPを コ ー ド す る 配 列 と CD64ま た は CD64-GFPの ど ち ら か
が 形 質 移 入 さ れ た 高 度 に 精 製 さ れ た 細 胞 集 団 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。 CD64ま た は
CD64-GFPは 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 表 面 で 発 現 し 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン G（ IgG） の 保 存 さ れ
た 複 数 の 領 域 に 結 合 す る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 と 形 質 転 換 さ れ な い 細 胞 と は 、 ヒ ト IgGか C
D64に 対 す る 抗 体 の ど ち ら か で 被 覆 さ れ た 磁 気 ビ ー ド を 用 い て 分 離 す る こ と が で き る (DYNA
L. Lake Success. NY)。  mRNAは 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 で 細 胞 か ら 精 製 す る こ と が で き る
。 KPP及 び 目 的 の 他 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る mRNAの 発 現 は 、 ノ ー ザ ン 分 析 や マ イ ク ロ ア レ イ
技 術 で 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
１ ５ 　 KPPに 特 異 的 な 抗 体 の 作 製
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ PAGE； Harrington, M.G. (1990) Methods Enzymol.
 182:488-495等 を 参 照 ） ま た は 他 の 精 製 技 術 を 用 い て 実 質 上 精 製 さ れ た KPPを 用 い て 、 標
準 プ ロ ト コ ル で ウ サ ギ を 免 疫 化 し て 抗 体 を 産 出 す る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
或 い は 、 レ ー ザ GENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い て KPPア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 し 、 免 疫 抗
原 性 の 高 い 領 域 を 決 定 す る 。 そ し て 対 応 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 し 、 こ の オ リ ゴ ペ プ チ
ド を 用 い て 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 で 抗 体 を 生 成 す る 。 適 切 な エ ピ ト ー プ 、 例 え ば
Ｃ 末 端 付 近 或 い は 隣 接 す る 親 水 性 領 域 に あ る エ ピ ト ー プ の 選 択 に つ い て は 、 当 分 野 で 公 知
で あ る （ 前 出 の Ausubel, 1995, 11章 等 を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ３ １ 】
通 常 は 、 長 さ 約 １ ５ 残 基 の オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 Fmocケ ミ ス ト リ を 用 い る ABI 431A ペ プ チ
ド シ ン セ サ イ ザ （ Applied Biosystems） を 用 い て 合 成 し 、 N-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ
ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ MBS） を 用 い た 反 応 に よ っ て KLH（ Sigma-Aldrich, St.
 Louis MO） に 結 合 さ せ て 、 免 疫 原 性 を 高 め る （ 前 出 の Ausubel, 1995等 を 参 照 ） 。 完 全 フ
ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に お い て 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド -KLH複 合 体 を 用 い て ウ サ ギ を 免 疫 化 す る
。 得 ら れ た 抗 血 清 の 抗 ペ プ チ ド 活 性 及 び 抗 KPP活 性 を 検 査 す る に は 、 ペ プ チ ド ま た は KPPを
基 質 に 結 合 し 、 １ ％ BSAを 用 い て ブ ロ ッ ク し 、 ウ サ ギ 抗 血 清 と 反 応 さ せ て 洗 浄 し 、 さ ら に
放 射 性 ヨ ウ 素 で 標 識 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgGと 反 応 さ せ る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
１ ６ 　 特 異 的 抗 体 を 用 い る 天 然 KPPの 精 製
天 然 ま た は 組 換 え KPPを 、 KPP特 異 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に
よ り 実 質 的 に 精 製 す る 。 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 抗 KPP抗 体 を 活 性 化 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 用 樹 脂 、 例 え ば CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス （ Amersham Pharmacia Biotech） と 共 有
結 合 さ せ る こ と に よ り 構 築 す る 。 結 合 後 に 、 製 造 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て こ の レ ジ ン を ブ
ロ ッ ク し 、 洗 浄 す る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
KPPを 含 む 培 養 液 を イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 し 、 KPPを 優 先 的 に 吸 着 す る 条 件 下 （
例 え ば 洗 浄 剤 が 存 在 す る 高 イ オ ン 強 度 緩 衝 液 ） で カ ラ ム を 洗 浄 す る 。 そ の カ ラ ム を 、 抗 体
と KPPと の 結 合 を 切 る よ う な 条 件 で （ 例 え ば 、 ｐ Ｈ ２ ～ ３ の バ ッ フ ァ ー 、 或 い は 高 濃 度 の
尿 素 ま た は チ オ シ ア ン 酸 塩 イ オ ン の よ う な カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 で ） 溶 出 さ せ 、 KPPを 回 収 す
る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
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１ ７ 　 KPPと 相 互 作 用 す る 分 子 の 同 定
KPPま た は 生 物 学 的 に 活 性 で あ る KPP断 片 を 、 1 2 5 Iボ ル ト ン ハ ン タ ー 試 薬 で 標 識 す る 。 (例
え ば Bolton A.E.お よ び W.M. Hunter (1973) Biochem. J. 133:529-539を 参 照 )。 マ ル チ ウ
ェ ル プ レ ー ト に 予 め 配 列 し て お い た 候 補 の 分 子 を 、 標 識 し た KPPと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 洗 浄 し て 、 標 識 し た KPP複 合 体 を 有 す る 全 て の ウ ェ ル を ア ッ セ イ す る 。 様 々 な KPP濃 度 で
得 ら れ た デ ー タ を 用 い て 、 候 補 分 子 と 結 合 し た KPPの 数 量 及 び 親 和 性 、 会 合 に つ い て の 値
を 計 算 す る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
別 法 で は 、 KPPと 相 互 作 用 す る 分 子 を 、 Fields, S.及 び O. Song(1989, Nature 340:245-24
6)に 記 載 の 酵 母 ２ － ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム （ yeast two-hybrid system） や MATCHMAKERシ
ス テ ム (Clontech)な ど の ２ － ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に 基 づ い た 市 販 の キ ッ ト を 用 い て 分 析
す る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
KPPは ま た 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト な 方 法 で 酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 使 用 す る PATHCALLI
NGプ ロ セ ス （ CuraGen Corp., New Haven CT） に 用 い て 、 遺 伝 子 の ２ 大 ラ イ ブ ラ リ に コ ー
ド さ れ る 遺 伝 子 間 の 全 て の 相 互 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る （ Nandabalan, K. 他  (2000)
 米 国 特 許 第 6,057,101号 ） 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
１ ８ 　 KPP活 性 の 実 証
通 常 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 活 性 は 、 [γ - 3 2 P]ATPの 存 在 で 、 KPPに よ り タ ン パ ク 質 基 質 の リ
ン 酸 化 を 定 量 化 す る こ と で 測 定 さ れ る 。 KPPを 、 タ ン パ ク 質 基 質 、 3 2 P-ATP、 お よ び 或 る 適
切 な キ ナ ー ゼ バ ッ フ ァ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 基 質 に 組 み 込 ま れ た 3 2 Pを 、 電 気 泳 動
法 で 遊 離 3 2 P-ATPよ り 分 離 し 、 組 み 込 ま れ た 3 2 Pを ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ カ ウ ン タ ー で カ ウ ン
ト す る 。 組 み 込 ま れ た 3 2 Pの 量 は 、 KPPの 活 性 に 比 例 す る 。 リ ン 酸 化 さ れ た 特 定 の ア ミ ノ 酸
残 基 の 決 定 は 、 加 水 分 解 タ ン パ ク 質 の ホ ス ホ ア ミ ド 酸 解 析 に よ っ て な さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
或 る 実 施 態 様 で は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 活 性 は ガ ン マ リ ン 酸 塩 が ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 （ AT
P） か ら タ ン パ ク 質 基 質 中 の セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ま た は チ ロ シ ン 残 基 に 転 移 す る 量 を 定
量 化 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 反 応 は ビ オ チ ン 標 識 さ れ た ペ プ チ ド 基 質 を 有 す る プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ サ ン プ ル と ガ ン マ 3 2 P-ATPと の 間 で 起 こ る 。 反 応 に 続 き 、 溶 液 中 の ア ビ ジ
ン が ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 3 2 Pペ プ チ ド 生 成 物 に 結 合 さ せ る 目 的 で 添 加 さ れ る 。 結 合 試 料 は
、 次 に 生 成 物 ア ビ ジ ン 複 合 体 を 保 持 し 、 遊 離 の ガ ン マ 3 2 P-ATPの 透 過 さ せ る 膜 を 用 い て 、
遠 心 限 外 濾 過 プ ロ セ ス を 行 う 。 残 余 と し て 3 2 Pペ プ チ ド 生 成 物 を 含 む 遠 心 分 離 ユ ニ ッ ト の
リ ザ ー バ ー は 、 次 に シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ で カ ウ ン ト さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 選 択 さ れ
た ペ プ チ ド 基 質 及 び キ ナ ー ゼ 反 応 バ ッ フ ァ に よ っ て あ ら ゆ る タ イ プ の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
サ ン プ ル の ア ッ セ イ を 可 能 と す る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 キ ッ ト 形 態 (ASUA, Affinity Ultraf
iltration Separation Assay, Transbio Corporation, Baltimore MD,米 国 特 許 番 号  5, 8
69, 275)で 提 供 さ れ る 。 限 定 さ れ て は い な い が 、 示 唆 さ れ た 基 質 及 び そ の 各 々 の 酵 素 は 、
ヒ ス ト ン H1(シ グ マ )及 び p34 c d c 2 キ ナ ー ゼ 、 ア ネ キ シ ン I、 ア ン ギ オ テ ン シ ン (シ グ マ )及 び
EGF受 容 体 キ ナ ー ゼ 、 ア ネ キ シ ン II及 び srcキ ナ ー ゼ 、 ERK1及 び ERK2基 質 及 び MEK、 ミ エ リ
ン 塩 基 性 蛋 白 質 及 び ERKで あ る (Pearson, J. D.他 (1991) Methods Enzymol. 200 : 62-81)
。
【 ０ ３ ３ ９ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 KPPの プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 活 性 は 、 KPP、 50μ lの キ ナ ー ゼ バ ッ フ ァ ー
、 ミ エ リ ン 塩 基 性 蛋 白 質 （ MBP） 若 し く は 合 成 ペ プ チ ド 基 質 の よ う な 1μ gの 基 質 、 1mMの DT
T、 10μ gの ATP、 及 び 0.5. 5μ Ciの [γ - 3 2 P]ATPを 含 む ア ッ セ イ に 於 い て で 示 さ れ
る 。 反 応 液 を ３ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ピ ペ ッ ト で P81ペ ー パ ー に 移 し て 反 応
を 停 止 さ せ る 。 組 み 込 ま れ て い な い [γ - 3 2 P]ATP は 、 洗 浄 に よ っ て 取 り 除 か れ 、 組 み 込 ま
れ た 放 射 活 性 は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ を 用 い て 測 定 さ れ る 。 別 法 で は 、 SDSロ ー デ ィ
ン グ バ ッ フ ァ ー の 存 在 下 で １ ０ ０ ℃ に 加 熱 し て 反 応 を 停 止 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ に よ り
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12％ SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 離 さ せ る 。 組 み 込 ま れ た 放 射 活 性 は PKINの 不 在 下
、 若 し く は 不 活 性 キ ナ ー ゼ K38Aの 存 在 下 で 実 行 さ れ る 反 応 の た め に 修 正 さ れ て も 良 い 。 組
み 込 ま れ た 3 2 Pの 量 は 、 KPPの 活 性 に 比 例 す る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
さ ら に 別 の 実 施 例 で は 、 KPPの ア デ ニ レ ー ト キ ナ ー ゼ 若 し く は グ ア ニ ル 酸 キ ナ ー ゼ 活 性 が
、 ガ ン マ ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ カ ウ ン タ ー を 用 い て 、 [γ - 3 2 P]ATP か ら の 3 2 P の ADP若 し く
は GDPへ の 取 り 込 み に よ っ て 測 定 で き 得 る 。 キ ナ ー ゼ バ ッ フ ァ ー 中 の KPPは 、 適 切 な ヌ ク レ
オ チ ド モ ノ リ ン 酸 塩 基 質 （ AMP若 し く は GMP） 及 び リ ン 酸 塩 ド ナ ー と し て の 3 2 p標 識 ATPと 共
に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 反 応 は ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 ト リ ク ロ ロ 酢 酸 の 添 加 に
よ っ て 終 了 さ れ る 。 酸 抽 出 物 は 、 中 和 さ れ 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に か け ら れ て 、 一 リ ン 酸 、 二 リ
ン 酸 、 三 リ ン 酸 の ヌ ク レ オ チ ド 画 分 に 分 離 す る 。 二 リ ン 酸 ヌ ク レ オ チ ド 画 分 が 取 り 除 か れ
、 カ ウ ン ト さ れ る 。 回 復 し た 放 射 性 活 性 は KPPの 酵 素 の 活 性 に 比 例 す る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
さ ら に 別 の 実 施 例 で は 、 KPPの た め の 別 の ア ッ セ イ は 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 近 接 ア ッ セ イ （ S
PA） 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン プ レ ー ト 技 術 、 及 び フ ィ ル タ 結 合 ア ッ セ イ を 含 む 。 有 用 な 基 質 は
グ ル タ チ オ ン ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で 標 識 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 、 ま た は ビ オ チ ン で 標 識
さ れ た 合 成 ペ プ チ ド 基 質 を 含 む 。  小 さ な 有 機 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド の よ う な K
PPの 活 性 の 阻 害 剤 は 、 そ の よ う な ア ッ セ イ で 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
別 の 実 施 例 で は 、 KPPの ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 は 、 P-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 (PNPP)の 加 水 分
解 に よ っ て 測 定 す る 。 KPPを 、 0.1％ の β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル の 存 在 下 で 、 ｐ H7.5の HEPE
Sバ ッ フ ァ ー 中 に PNPPと 共 に 37℃ で 60分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 反 応 は ６ mlの 10N NaOH
を 加 え て 停 止 す る （ Diamond, R.H.他  (1994) Mol. Cell. Biol. 14:375262） 。 或 る い は
、 KPPの 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 は 、 ｐ H4.5の 0.1Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 及 び 50μ lの 40ｍ
M塩 化 ナ ト リ ウ ム 中 に KPPを 含 む 抽 出 液 と 100μ lの 10ｍ M PNPPを 37℃ で 20分 イ ン キ ュ ベ ー ト
し て 実 証 す る 。 こ の 反 応 は 0.5 mlの 0.4M グ リ シ ン ／ NaOH（ ｐ H10.4） を 加 え て 止 め る （ Sa
ftig, P. 他  (1997) J. Biol. Chem. 272:1862818635） 。 PNPPの 加 水 分 解 に よ っ て 起 こ る
410nmで の 光 吸 収 の 増 加 を 分 光 光 度 計 で 測 定 す る 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 光 吸 収 の 増 加 が KPP
の 活 性 に 比 例 す る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
別 法 で は 、 KPP活 性 は 、 リ ン 酸 化 し た タ ン パ ク 質 基 質 か ら 除 去 さ れ た リ ン 酸 の 量 を 測 定 し
て 決 定 す る 。 反 応 は 、 60mM Tris（ pH7.6） 、 1mM EDTA、 1mM EGTA、 0.1％ の β -メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル お よ び 10μ M 基 質 、 適 量 の 3 2 P標 識 し た セ リ ン ／ ト レ オ ニ ン ／ ま た は チ ロ シ ン
を 含 む 最 終 容 量 30μ lの ２ nM或 い は 4nMの KPPに お い て 行 な う 。 反 応 は 基 質 で 開 始 し 、 30℃
で 10～ 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 0.6 M HC1、 90mM Na 4 P 2 O 7 、 お よ び 2mM NaH 2 PO 4 中 の 4
％ (w/v)活 性 化 木 炭 450μ lで 停 止 さ せ 、 次 に 12,000× gで 5分 間 遠 心 分 離 す る 。 酸 可 溶 性 3 2 P
iを 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 定 量 す る （ Sinclair, C. 他  (1999) J. Biol. Che
m. 274:2366623672） 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
１ ９ 　 キ ナ ー ゼ 結 合 ア ッ セ イ
KPPの FLAG-CD44cyt融 合 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 は 、 KPPを 抗 KPP抱 合 免 疫 親 和 性 ビ ー ズ と イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ビ ー ズ （ タ ン パ ク 質 の 10～ 20ngを 有 す る ） の 一 部 を 、  1 2 5 I-標 識 化  F
LAG-CD44cyt 融 合 タ ン パ ク 質  (5,000 cpm/ng の タ ン パ ク )の 存 在 下 で 、 0.5mlの 結 合 バ ッ
フ ァ  (20 mM Tris-HCL (pH 7.4)、 150 mMの  NaCl、  0.1% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び  0.0
5% Triton X-100)で 4℃ で 、 ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 測 定 で き る 。 結 合 さ
せ た 後 、 ビ ー ズ は 結 合 バ ッ フ ァ ー 中 で よ く 洗 浄 し 、 ビ ー ズ 結 合 放 射 活 性 を シ ン チ レ ー シ ョ
ン カ ウ ン タ で 測 定 す る (Bourguignon, L.Y.W. 他  (2001) J. Biol. Chem. 276:7327-7336)
。 取 り 込 ま れ た 3 2 Pの 量 は 、 結 合 し た KPPの 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
２ ０ 　 Ｋ Ｐ Ｐ イ ン ヒ ビ タ -と 活 性 化 因 子 の 同 定
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の ア ッ セ イ で 説 明 し た よ う に 、 検 査 さ れ る べ き 化 合 物 を 、 好 適 な バ ッ フ ァ ー お
よ び 基 質 と 共 に 様 々 な 濃 度 で 384-ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に 注 入 す る 。 KPP活 性 は そ れ ぞ
れ の ウ ェ ル に つ い て 測 定 し 、 KPP活 性 を 阻 害 す る そ れ ぞ れ の 化 合 物 の 能 力 お よ び 容 量 反 応
キ ネ テ ィ ッ ク ス を 決 定 す る こ と が で き る 。 KPP活 性 を 促 進 す る 分 子 の 同 定 に も 、 こ の ア ッ
セ イ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
KPP活 性 化 若 し く は 抑 制 の ア ゴ ニ ス ト 若 し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 で 記 述 し た
ア ッ セ イ を 用 い て テ ス ト し て も 良 い 。 ア ゴ ニ ス ト は 、 KPP活 性 の 増 加 を 引 き 起 こ し 、 ア ン
タ ゴ ニ ス ト は KPP活 性 の 減 少 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
２ １ 　 Ｋ Ｐ Ｐ 基 質 の 同 定
KPPの 「 基 質 ト ラ ッ ピ ン グ （ substrate-trapping） 」 ア ッ セ イ は 、 タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン ホ
ス フ ァ タ ー ゼ の PTPシ グ ネ チ ャ 配 列 に お け る あ る 突 然 変 異 に よ っ て 付 与 さ れ 得 る 基 質 親 和
性 の 上 昇 を 利 用 す る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 を 有 す る KPPは 、 そ れ ら の 基 質 と 安 定 し た 複 合
体 を 形 成 し 、 こ の よ う な 複 合 体 を 生 化 学 的 に 単 離 し 得 る 。 KPPの 触 媒 ド メ イ ン を コ ー ド す
る ク ロ ー ン の PTPシ グ ネ チ ャ 配 列 に お け る 不 変 な 残 基 の 特 定 部 位 の 突 然 変 異 誘 発 を 、 当 分
野 で 周 知 の 方 法 或 い は BIO-RADが 販 売 す る MUTA-GENEキ ッ ト な ど の 市 販 の キ ッ ト を 用 い て 行
う こ と が で き る 。 大 腸 菌 に お い て KPP突 然 変 異 を 誘 発 す る た め に 、 突 然 変 異 を 含 む DNA断 片
を 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)-KPP融 合 タ ン パ ク 質 或 い は KPPを コ ー ド す る
配 列 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー の 対 応 す る 野 生 型 配 列 と 交 換 す る 。 KPP突 然 変 異 体 が 大 腸 菌 で
発 現 さ れ 、 そ れ を 生 化 学 的 に 精 製 す る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
発 現 ベ ク タ ー を 、 10cmの シ ャ ー レ １ 枚 に 付 き 20μ gの CsCl-精 製 DNA、 6cmの シ ャ ー レ １ 枚 に
付 き 8μ gの CsCl-精 製 DNAを 用 い た リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 仲 介 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て
COS1ま た は 293細 胞 に 形 質 転 換 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 48時 間 経 過 し た 後 に 、 細
胞 を 100ng/mlの 上 皮 成 長 因 子 で 刺 激 す る と 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ EGFRが COS細 胞 に 多 量 に 存
在 す る た め 、 細 胞 に お け る チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 が 増 大 す る 。 細 胞 を 、 50mM Tris HCl（ pH7
.5） ／ 5mM EDTA／ 150mM NaCl／ 1％  Triton X-100／ 5 mMヨ ー ド 酢 酸 ／ 10mM リ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム ／ 10mM NaF／ 5μ g/mlロ イ ペ プ チ ン ／ 5μ g/mlア プ ロ チ ニ ン ／ 1mM benzamidineで 溶 解
す る （ 10cmの シ ャ ー レ １ 枚 に 付 き 1ml、 6cmの シ ャ ー レ １ 枚 に 付 き 0.5ml） 。 KPPを 、 好 適 な
抗 体 で 溶 解 物 か ら 免 疫 沈 降 さ せ る 。 GST-KPP融 合 タ ン パ ク 質 を 、 細 胞 溶 解 物 1mgに つ き そ れ
ぞ れ 、 グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス 、 4μ gの mAbま た は 10μ lの ビ ー ズ で 沈 降 さ せ る 。 複 合
体 を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 （ PAGE） で 視 覚 化 す る こ と が で き る が 、 更 に 精 製 し て 基
質 分 子 を 同 定 す る こ と も で き る (Flint, A. J.他 (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:
1680-1685)。
【 ０ ３ ４ ９ 】
当 業 者 に は 、 本 発 明 の 要 旨 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 し な い 範 囲 で の 、 記 載 し た 本 発 明 の 方 法 お
よ び シ ス テ ム の 、 種 々 の 修 正 お よ び 変 更 の 手 段 は 自 明 で あ ろ う 。 本 発 明 に つ い て 説 明 す る
に あ た り 幾 つ か の 実 施 例 に 関 連 し て 説 明 を 行 っ た が 、 本 発 明 の 請 求 の 範 囲 が 、 そ の よ う な
特 定 の 実 施 例 に 不 当 に 制 限 さ れ る べ き で は な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 分 子 生 物 学 ま た は 関
連 分 野 の 専 門 家 に は 明 ら か な 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 方 法 の 様 々 な 修 正 は 、 明
確 に 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る も の と す る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
（ 表 の 簡 単 な 説 明 ）
表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 命 名 法 の 概 略 を 示
す 。
【 ０ ３ ５ １ 】
表 ２ は 、 GenBank識 別 番 号 及 び 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 最 も 近 い GenBank相 同 体 の 注 釈 を 示
す 。 各 ポ リ ペ プ チ ド と そ の 相 同 体 が 一 致 す る 確 率 ス コ ア も 併 せ て 示 す 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
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表 ３ は 、 予 測 さ れ る モ チ ー フ 及 び ド メ イ ン を 含 む 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 構 造 的 特 徴
を 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に 用 い る た め の 方 法 、 ア ル ゴ リ ズ ム 及 び 検 索 可 能 な デ ー タ ベ ー ス
と 共 に 示 す 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
表 ４ は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 構 築 す る た め に 用 い た cDNAや ゲ ノ ム DNA断 片 を
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 選 択 し た 断 片 と 共 に 示 す 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
表 ５ は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ を 示 す 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
表 ６ は 、 表 ５ に 示 し た cDNAラ イ ブ ラ リ の 作 製 に 用 い た 組 織 及 び ベ ク タ ー を 説 明 す る 付 表 で
あ る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
表 ７ は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に 用 い た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム 、
ア ル ゴ リ ズ ム を 、 適 用 可 能 な 説 明 、 引 用 文 献 及 び 閾 値 パ ラ メ ー タ と 共 に 示 す 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ８ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ ３ ５ ９ 】
【 表 ３ － １ 】
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【 ０ ３ ６ ０ 】
【 表 ３ － ２ 】
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【 ０ ３ ６ １ 】
【 表 ３ － ３ 】
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【 ０ ３ ６ ２ 】
【 表 ３ － ４ 】
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【 ０ ３ ６ ３ 】
【 表 ３ － ５ 】
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【 ０ ３ ６ ４ 】
【 表 ３ － ６ 】
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【 ０ ３ ６ ５ 】
【 表 ４ － １ 】
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【 ０ ３ ６ ６ 】
【 表 ４ － ２ 】
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【 ０ ３ ６ ７ 】
【 表 ４ － ３ 】
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【 ０ ３ ６ ８ 】
【 表 ４ － ４ 】
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【 ０ ３ ６ ９ 】
【 表 ４ － ５ 】
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【 ０ ３ ７ ０ 】
【 表 ４ － ６ 】
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【 ０ ３ ７ １ 】
【 表 ５ 】
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【 ０ ３ ７ ２ 】
【 表 ６ － １ 】
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【 表 ７ － １ 】

10

20

30

(96) JP 2004-521637 A 2004.7.22



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ７ ５ 】
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摘要(译)

本发明提供了鉴定和编码KPP的人激酶和磷酸酶（KPP）以及多核苷
酸。 本发明还提供表达载体，宿主细胞，抗体，激动剂和拮抗剂。 本发
明还提供了用于诊断，治疗或预防与KPP异常表达有关的疾病的方法。


