
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　各種の疾患に関連していると考えられる新規な脂質キナーゼ、該酵素をコード
するＤＮＡ、該蛋白質に特異的に結合する抗体、該蛋白質を検出する方法、該酵素活性調
節物質のスクリーニング方法、該酵素関連物質を有効成分として含むの医薬組成物等に関
する。
【解決手段】　ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のＤＮＡ：ａ）特定のヌクレオチド配
列からなるＤＮＡ；ｂ）特定の配列表に示されるアミノ酸配列からなる蛋白質をコードす
るＤＮＡ；ｃ）上記ａ）記載のＤＮＡのヌクレオチド配列と相補的な配列とストリンジェ
ントな条件下でハイブリダイズし、該酵素活性を有する蛋白質をコードする領域を含むＤ
ＮＡ；ｄ）上記ａ）記載のＤＮＡと９５％のヌクレオチド配列相同性を示し、該酵素活性
を有する蛋白質をコードする領域を含むこＤＮＡ；ｅ）特定の配列を含むＤＮＡ。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ａ ） 乃 至 ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ：
ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら １ ５ ９ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら な る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｃ ） 上 記 ａ ） 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 一 本
鎖 Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋
白 質 を コ ー ド す る 領 域 を 含 む こ と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｄ ） 上 記 ａ ） 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ と ９ ５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 相 同 性 を 示 し 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性
を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 領 域 を 含 む こ と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら １ ５ ９ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む こ と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ２ 】
ａ ） 乃 至 ｃ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ：
ａ ） 形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０
２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） が 保 持 す る プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｂ ） 上 記 ａ ） 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 脂 質 キ ナ ー
ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 領 域 を 含 む こ と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｃ ） 形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０
２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） が 保 持 す る プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む こ
と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ３ 】
脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 が 、 セ ラ ミ ド の 一 位 の 水 酸 基 を リ ン 酸 化 す る 活 性 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 １ 乃 至 ２ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ４ 】
下 記 の ａ ） 乃 至 ｄ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 ：
ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 ；
ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る 蛋 白 質 ；
ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 一 つ ま た は 二 つ 以 上 の ア ミ ノ
酸 が 付 加 、 挿 入 、 欠 失 も し く は 置 換 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 ；
ｄ ） 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 ３ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ 、 脂 質 キ ナ ー
ゼ 活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ５ 】
脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 が 、 セ ラ ミ ド の 一 位 の 水 酸 基 を リ ン 酸 化 す る 活 性 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ６ 】
下 記 の ａ ） ま た は ｂ ） に 記 載 の 蛋 白 質 ：
ａ ） 形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０
２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） が 保 持 す る プ ラ ス ミ ド 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２
に 挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 ；
ｂ ） 形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０
２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） が 保 持 す る プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ
ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 ３ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え プ ラ ス ミ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
発 現 ベ ク タ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 組 換 え プ ラ ス ミ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
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形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０ ２ （
Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） に よ り 保 持 さ れ る 組 換 え プ ラ ス ミ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ７ 乃 至 ９ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 組 換 え プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
原 核 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
真 核 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０ ２ （
Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ヒ ト 化 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 抗 体 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ で あ る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 １ ５ ま た は １ ７ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
下 記 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質
の 製 造 方 法 ：
１ ） 請 求 項 １ １ 乃 至 請 求 項 １ ４ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を
有 す る 蛋 白 質 の 産 生 が 可 能 な 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 ；
２ ） １ ） に お け る 培 養 に よ り 得 ら れ た 培 養 物 か ら 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を 回
収 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 の
精 製 方 法 ：
１ ） 　 カ ル モ ジ ュ リ ン を 含 ま な い 溶 媒 に 溶 解 さ せ た 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ
に 記 載 の 蛋 白 質 を 含 む 試 料 を 、 カ ル モ ジ ュ リ ン を 固 定 さ せ た 樹 脂 に 接 触 さ せ る 工 程 ；
２ ） 　 該 樹 脂 を カ ル モ ジ ュ リ ン を 含 ま な い 溶 媒 で 洗 浄 す る 工 程 ；
３ ） 　 ２ ） で 洗 浄 さ れ た 樹 脂 か ら 、 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ ま た は Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む 溶 媒 を 用 い て 脂 質 キ ナ
ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を 溶 出 さ せ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
下 記 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 、 試 料 中 の 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載
の 蛋 白 質 の 検 出 方 法 ；
１ ） 請 求 項 １ ５ 乃 至 請 求 項 １ ８ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 抗 体 と 試 料 を 混 合 す る 工 程 ；
２ ） 該 抗 体 と 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 の 複 合 体 を 検 出 す る 工
程 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
下 記 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 、 試 料 中 の 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載
の 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 方 法 ；
１ ） 試 料 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 す る 工 程 ；
２ ） １ ） で 抽 出 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質
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を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 測 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
下 記 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 、 試 料 中 の 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載
の 蛋 白 質 の 検 出 方 法 ；
１ ） 試 料 、 脂 質 基 質 お よ び リ ン 酸 供 給 物 質 を 混 合 す る 工 程 ；
２ ） 脂 質 基 質 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 測 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
下 記 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る 方 法 ：
１ ） 脂 質 基 質 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） 乃 至 ｃ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま
た は 二 つ 以 上 を 含 む 試 料 を 混 合 す る 工 程 ；
　 ａ ） 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 ；
　 ｂ ） 該 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｃ ） 該 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 脂 質 基 質 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 活 性 を 有 す る 物 質 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 脂 質 基 質 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） 乃
至 ｃ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 二 つ 以 上 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 ；
　 ｂ ） 該 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｃ ） 該 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る 脂 質 基 質 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 検 出 し 、 比 較
す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 大 き い 場 合 ま た は 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、
２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら 選 択 さ れ る 一 つ 若 し く は 二 つ 以 上 の 疾 患 の
治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 脂 質 基 質 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） 乃
至 ｃ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 二 つ 以 上 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 ；
　 ｂ ） 該 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｃ ） 該 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る 脂 質 基 質 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 検 出 し 、 比 較
す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 大 き い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 の い ず れ か 一 つ 若 し く は 両 方 の 疾 患 の
治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 脂 質 基 質 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） 乃
至 ｃ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 二 つ 以 上 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 ；
　 ｂ ） 該 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
２ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る 脂 質 基 質 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 検 出 し 、 比 較
す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
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【 請 求 項 ２ ９ 】
脂 質 基 質 が 、 セ ラ ミ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ４ 乃 至 請 求 項 ２ ８ の い ず れ か 一
つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） か ら な る 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） お よ び ｂ ） か
ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 両 方 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｂ ） ａ ） に 記 載 の 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 該 細 胞 に 由 来 す る 脂 質 の リ ン 酸 化 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下
で 比 較 す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 大 き い 場 合 ま た は 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ １ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、
２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら 選 択 さ れ る 一 つ 若 し く は 二 つ 以 上 の 疾 患 の
治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） お よ び ｂ ） か
ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 両 方 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｂ ） ａ ） に 記 載 の 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 　 該 細 胞 に 由 来 す る 脂 質 の リ ン 酸 化 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在
下 で 比 較 す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 大 き い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 の い ず れ か 一 つ 若 し く は 両 方 の 疾 患 の
治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） お よ び ｂ ） か
ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 両 方 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｂ ） ａ ） に 記 載 の 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 　 該 細 胞 に 由 来 す る 脂 質 の リ ン 酸 化 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在
下 で 比 較 す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
脂 質 基 質 が 標 識 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ 乃 至 請 求 項 ２ ９ の い ず れ か 一 つ
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
リ ン 酸 供 給 物 質 が ３ ２ Ｐ － γ － Ａ Ｔ Ｐ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ 乃 至 請 求 項 ３ ２
の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 試 料 中 の 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 に よ り リ ン 酸 化 さ れ る 物 質
を 検 出 す る 方 法 ：
１ ） 被 験 試 料 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
蛋 白 質 、 標 識 さ れ た セ ラ ミ ド お よ び リ ン 酸 供 給 物 質 を 混 合 す る 工 程 ；
２ ） セ ラ ミ ド の リ ン 酸 化 の 程 度 を 検 出 し 、 該 被 験 試 料 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程
；
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３ ） 該 被 験 試 料 の 非 存 在 下 に 比 べ 、 該 被 験 試 料 の 存 在 下 に お い て 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 小 さ
い 場 合 、 該 被 験 試 料 中 に 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 に よ り リ ン 酸 化 さ れ る 物 質 が 含 ま れ る と 判 断 す
る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 組 成
物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 １ ５ 乃 至 請 求 項 １ ８ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 む 医 薬 組 成 物
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 ３ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 有 効 成 分 と し
て 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 ３ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス 配 列 か ら な り 、 か つ
、 １ ０ 乃 至 ５ ０ 塩 基 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を
有 効 成 分 と し て 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 、 動 脈
硬 化 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 か ら 選 択 さ れ る 一 つ 若 し く は 二 つ 以 上 の 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た
は 予 防 剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ６ 乃 至 ３ ９ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 医 薬 組 成
物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
下 記 の ａ ） 乃 至 ｃ ） か ら 選 択 さ れ る 一 つ も し く は 複 数 を 含 む 脂 質 キ ナ ー ゼ の 発 現 検 出 用 キ
ッ ト ：
ａ ） 請 求 項 １ ５ 乃 至 請 求 項 １ ８ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 抗 体 ；
ｂ ） ｉ ） お よ び ｉ ｉ ） に Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー の 組 で あ り 、 且 つ 、 請 求 項 １ 乃 至 ３ の い ず れ
か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 を
増 幅 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 、 一 組 の Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー ；
　 　 　 ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 且 つ 、 １ ０ 乃 至 ５ ０ 塩 基 か ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ；
　 　 ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か
ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 且 つ 、 １ ０ 乃 至 ５ ０
塩 基 か ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ；
ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る
一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 且 つ 、 ２ ０ 乃 至 １ ０ ０ ０ 塩 基 か ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で
あ る こ と を 特 徴 と す る プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 被 験 個 体 に お け る 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性
免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 二
つ 以 上 の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク の 検 出 方 法 ；
１ ） 被 験 個 体 由 来 の 試 料 （ 被 験 試 料 と い う ） お よ び 正 常 個 体 由 来 の 試 料 （ 対 照 試 料 と い う
） 中 の 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 の 含 有 量 を 測 定 す る 工 程 ；
２ ） 該 含 有 量 を 被 験 試 料 と 対 照 試 料 で 比 較 す る 工 程 ；
３ ） 該 含 有 量 が 、 対 照 試 料 よ り も 被 験 試 料 に お い て 少 な い 場 合 、 被 験 個 体 が 神 経 性 疾 患 、
腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら
選 択 さ れ る 一 つ ま た は 二 つ 以 上 の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク が 高 い と 判 断 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 被 験 個 体 に お け る 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 か ら 選 択 さ れ る 一
つ ま た は 両 方 の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク の 検 出 方 法 ；
１ ） 被 験 個 体 由 来 の 試 料 （ 被 験 試 料 と い う ） お よ び 正 常 個 体 由 来 の 試 料 （ 対 照 試 料 と い う

10

20

30

40

50

(6) JP 2004-201681 A 2004.7.22



） 中 の 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 の 含 有 量 を 測 定 す る 工 程 ；
２ ） 該 含 有 量 を 被 験 試 料 と 対 照 試 料 で 比 較 す る 工 程 。
３ ） 該 含 有 量 が 、 対 照 試 料 よ り も 被 験 試 料 に お い て 多 い 場 合 、 被 験 個 体 が 癌 お よ び 癌 の 転
移 か ら 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 両 方 の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク が 高 い と 判 断 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 の
発 現 を 調 節 す る 活 性 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 上 清 を 分 取 す る か ま た は 細 胞 破 砕 液 を 調 製 し 、 試 料 液 と す る 工 程 ；
３ ） 該 試 料 液 中 の 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 量 を 測 定 し 、 測
定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 よ り も
大 き い 場 合 ま た は 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、
２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら 選 択 さ れ る 一 つ 若 し く は 二 つ 以 上 の 疾 患 の
治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 上 清 を 分 取 す る か ま た は 細 胞 破 砕 液 を 調 製 し 、 試 料 液 と す る 工 程 ；
３ ） 該 試 料 液 中 の 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 量 を 測 定 し 、 測
定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 よ り も
大 き い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 の い ず れ か 一 つ 若 し く は 両 方 の 疾 患 の
治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 上 清 を 分 取 す る ま た は 細 胞 を 破 砕 液 を 調 製 し 、 試 料 液 と す る 工 程 ；
３ ） 該 試 料 液 中 の 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 量 を 測 定 し 、 測
定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 よ り も
小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を
コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 調 節 活 性 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 細 胞 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 す る 工 程 ；
３ ） 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お
け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 よ り も 大 き い 場 合 ま た は 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を
選 択 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、
２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら 選 択 さ れ る 一 つ 若 し く は 二 つ 以 上 の 疾 患 の
治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
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１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 細 胞 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 す る 工 程 ；
３ ） 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お
け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 よ り も 大 き い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 の い ず れ か 一 つ 若 し く は 両 方 の 疾 患 の
治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 細 胞 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 す る 工 程 ；
３ ） 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の 、 請 求 項 ４ 乃 至 請 求 項 ６ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お
け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 よ り も 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 神 経 性 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 、 動
脈 硬 化 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 な ど の 疾 患 に 関 連 し て い る と 考 え ら れ る 脂 質 を リ ン 酸 化 す る 新
規 な 脂 質 キ ナ ー ゼ 、 該 脂 質 キ ナ ー ゼ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む こ と か ら な る 組
換 え プ ラ ス ミ ド 、 該 組 換 え プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 せ し め た 宿 主 、 該 脂 質 キ ナ ー ゼ の 製 造 方
法 、 該 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 該 蛋 白 質 を 検 出 す る 方 法 、 該 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 の
測 定 方 法 、 該 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 調 節 物 質 （ 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全
症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 、 動 脈 硬 化 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 等 の 疾 患 の 治 療 お よ び
／ ま た は 予 防 活 性 を 有 す る 物 質 を 含 む ） の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、
炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 、 動 脈 硬 化 、 癌 お よ び 癌 の 転 移
等 の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク を 判 定 す る 方 法 お よ び 該 脂 質 キ ナ ー ゼ 関 連 物 質 を 有 効 成 分 と し
て 含 む の 医 薬 組 成 物 等 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ス フ ィ ン ゴ 脂 質 は 従 来 、 グ リ セ ロ リ ン 脂 質 お よ び コ レ ス テ ロ ー ル と な ら ぶ 細 胞 膜 の 主 要
な 構 成 成 分 の 一 つ と 考 え ら れ て き た 。 グ リ セ ロ リ ン 脂 質 は 細 胞 膜 構 造 の 維 持 だ け で な く 、
そ の 代 謝 産 物 と し て 多 く の 生 理 活 性 物 質 を 産 生 さ せ る こ と が 知 ら れ て き た が 、 ス フ ィ ン ゴ
脂 質 に つ い て は そ の 代 謝 産 物 の 生 理 活 性 に つ い て は 最 近 ま で ほ と ん ど 知 ら れ て い な か っ た
。 近 年 、 い く つ か の ス フ ィ ン ゴ 脂 質 の 代 謝 産 物 に ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 や 細 胞 増 殖 刺 激 作 用
な ど の 生 理 活 性 が 知 ら れ る よ う に な り 、 ス フ ィ ン ゴ 脂 質 の 代 謝 酵 素 が 生 理 的 反 応 や 種 々 の
病 態 に 密 接 に 関 連 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る よ う に な っ た 。 な か で も 、 セ ラ ミ ド は 多 く の 細
胞 機 能 を 調 節 す る レ ギ ュ レ ー タ ー と し て 注 目 を 集 め て い る （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 例 え ば 、 セ ラ ミ ド は TNF-α や IL-1β な ど の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー と し て 機 能 し 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ 等 の ア ラ キ ド ン 酸 経 路 を 活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て
い る （ 非 特 許 文 献 ２ お よ び 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） 。 す な わ ち 、 セ ラ ミ ド を 各 種 炎 症 性 疾 患 の
増 悪 因 子 と し て 捉 え る 捕 ら え る こ と が で き る 。 ま た 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 に 感 染 し た 患
者 に お け る Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 伴 う 減 少 や 脳 細 胞 へ の 感 染 の 際 に も セ ラ ミ ド
が 増 悪 因 子 と し て 機 能 し て い る と い う 報 告 が あ る （ 非 特 許 文 献 ４ お よ び 非 特 許 文 献 ５ 参 照
） 。 さ ら に は 、 ２ 型 糖 尿 病 や 肥 満 に お い て TNF-α が イ ン シ ュ リ ン 抵 抗 性 を 引 き 起 こ す が 知
ら れ て い る が 、 セ ラ ミ ド は そ の 下 流 に お い て も 増 悪 因 子 と し て 機 能 し て い る と 考 え ら れ て
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い る （ 非 特 許 文 献 ６ お よ び 非 特 許 文 献 ７ 参 照 ） 。 腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス に
お い て セ ラ ミ ド の 関 与 が 示 唆 さ れ て お り 、 腎 臓 疾 患 の 発 症 お よ び 進 展 に セ ラ ミ ド 代 謝 系 が
重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 考 え ら れ る （ 非 特 許 文 献 ８ 参 照 ） 。 ま た 、 LPS等 が 引 き
金 に な り 起 こ る 敗 血 症 に お い て も セ ラ ミ ド が セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー と し て 機 能 し て い る
と 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ９ 参 照 ） 。 さ ら に は 、 動 脈 硬 化 層 形 成 の 引 き 金 と な る LDL
の 凝 集 反 応 に お い て も ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ の 活 性 化 に 伴 う セ ラ ミ ド の 上 昇 が 増 悪 因 子
と し て 機 能 す る と い う 報 告 が あ る （ 非 特 許 文 献 １ ０ 参 照 ） 。 ま た こ れ ら と は 逆 に 、 癌 治 療
に お け る 放 射 線 療 法 や 化 学 療 法 に お い て 、 癌 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を セ ラ ミ ド が 促 進 す る こ
と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ １ 、 非 特 許 文 献 １ ２ お よ び 非 特 許 文 献 １ ３ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 セ ラ ミ ド の 代 謝 産 物 で あ る セ ラ ミ ド － １ － リ ン 酸 お よ び そ の 生 成 酵 素 で あ る セ ラ
ミ ド キ ナ ー ゼ に 関 し て も い く つ か の 生 理 活 性 が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 脳 の シ ナ プ ス の お
い て 、 カ ル シ ウ ム 刺 激 に 応 答 し て セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ が 活 性 化 さ れ 、 生 成 し た セ ラ ミ ド － １
－ リ ン 酸 が シ ナ プ ス か ら の 神 経 伝 達 物 質 の 放 出 を 調 節 し て い る （ 非 特 許 文 献 １ ４ お よ び 非
特 許 文 献 １ ５ 参 照 ） 。 従 っ て 、 薬 剤 等 に よ り セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ の 活 性 を 調 節 す る こ と は 、
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 含 め た 各 種 神 経 性 疾 患 の 治 療 法 と な る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 セ ラ ミ ド
－ １ － リ ン 酸 は 上 述 し た 各 種 セ ラ ミ ド の 機 能 を ブ ロ ッ ク す る 作 用 が あ る と 考 え ら れ て い る
（ 非 特 許 文 献 １ ６ 参 照 ） 。 す な わ ち 、 慢 性 関 節 炎 等 の 各 種 炎 症 性 疾 患 、 先 天 性 免 疫 不 全 症
候 群 、 イ ン シ ュ リ ン 抵 抗 性 が 引 き 金 と な る ２ 型 糖 尿 病 や 肥 満 、 さ ら に は 敗 血 症 、 動 脈 硬 化
と い っ た を セ ラ ミ ド が 増 悪 因 子 と し て 作 用 す る 疾 患 を セ ラ ミ ド － 1－ リ ン 酸 に よ り 抑 制 で
き る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 薬 剤 等 に よ り セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ を 活 性 化 す る こ と は 、 各 種 炎
症 性 疾 患 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 や 動 脈 硬 化 等 の 治 療 法 と な
る 可 能 性 が あ る 。 逆 に 、 癌 の 放 射 線 療 法 や 化 学 療 法 に お い て は セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ 活 性 を 抑
制 す る 事 に よ っ て 、 セ ラ ミ ド 量 を 保 つ こ と が 出 来 れ ば 、 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 促 進 し 、 治
療 効 果 を 向 上 さ せ る 可 能 性 も 考 え ら れ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 ０ １ ／ ７ ４ ８ ３ ７ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 非 特 許 文 献 １ 】 ハ ヌ ン （ Hannun,　 Y.　 A.） お よ び オ ベ イ ド （ Obeid,　 L.　 M.） 、 「 ト
レ ン ズ ・ イ ン ・ バ イ オ ケ ミ カ ル ・ サ イ エ ン シ ィ ズ （ Trends　 in　 Biochemical　 Sciences
） 」 、 1995年 、 20巻 、 p.73-77
【 非 特 許 文 献 ２ 】 シ ュ ピ ー ゲ ル ら （ Spiegel,　 S.　 et　 al.） 、 「 カ レ ン ト ・ オ ピ ニ オ ン
・ オ ブ ・ セ ル ・ バ イ オ ロ ジ ー （ Current　 Opinion　 of　 Cell　 Biologies） 」 、 1996年 、 8
巻 、 p.159-167
【 非 特 許 文 献 ３ 】 マ テ ィ ア ス ら （ Mathias,　 S.　 et　 al.） 、 「 サ イ エ ン ス （ Science） 」
、 1993年 、 259巻 、 p.519-522
【 非 特 許 文 献 ４ 】 コ リ ネ ら （ Coline,　 M.　 G.　 et　 al.） 、 「 プ ロ シ ー デ ィ ン グ ズ ・ オ ブ
・ ザ ・ ア ソ シ エ ー シ ョ ン ・ オ ブ ・ ア メ リ カ ン ・ フ ィ ジ シ ャ ン ズ （ Proceedings　 of　 the　
Association　 of　 American　 Physicians） 」 、 1997年 、 109巻 、 p.146-153
【 非 特 許 文 献 ５ 】 ウ ィ ル ト ら （ Wilt,　 S.　 et　 al.） 「 ア ナ ル ズ ・ オ ブ ・ ニ ュ ー ロ ロ ジ ー
（ Annals　 of　 Neurology」 ， 1995年 、 37巻 、 p.381-394
【 非 特 許 文 献 ６ 】 ベ ガ ム ら （ Begum,　 N.　 et　 al.） 「 ヨ ー ロ ピ ア ン ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ
・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー （ European　 Journal　 of　 Biochemistry） 」 、 1996年 、 238巻 、 p.
214-220
【 非 特 許 文 献 ７ 】 ホ タ ミ ス リ ギ ル ら （ Hotamisligil,　 G.　 S.　 et　 al.） 「 サ イ エ ン ス （
Science） 」 、 1996年 、 271巻 、 p.665-668
【 非 特 許 文 献 ８ 】 ゲ ネ ロ ら （ Gennero,　 I.　 et　 al.） 「 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ
カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー （ Journal　 of　 Biological　 Chemistry） 」 、 2002年 、 277巻 、 p.127
24-12734
【 非 特 許 文 献 ９ 】 ビ ュ ー ト ラ ー （ Beutler,　 B.） と ク ル ー ス （ Kruys,　 V.） 「 ザ ・ ジ ャ ー
ナ ル ・ オ ブ ・ カ ル デ ィ オ バ ス キ ュ ラ ー ・ フ ァ ー マ コ ロ ジ ー （ The　 Journal　 of　 Cardiova
scular　 Pharmacology） 」 、 1995年 、 25巻 、 S1-S8
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【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 シ ッ セ ル ら （ Schissel,　 S.　 L.　 et　 al.） 「 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ク
リ ニ カ ル ・ イ ン ベ ス テ ィ ゲ ー シ ョ ン （ Journal　 of　 Clinical　 Investigation） 」 、 1996
年 、 98巻 、 p.1455-1464
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 マ イ ケ ル ら （ Michael,　 J.　 M.　 et　 al.） 「 キ ャ ン サ ー ・ リ サ ー チ
（ Cancer　 Reseach)　 、 1997年 、 57巻 、 p.3600-3605
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 ボ ー ズ ら （ Bose,　 R.　 et　 al.） 「 セ ル （ Cell） 」 、 1995年 、 82巻 、
p.405-414
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 ジ ャ フ リ ゾ ウ ら （ Jaffrezou,　 J.　 P.　 et　 al.） 「 イ ー ・ エ ム ・ ビ
ー ・ オ ー ・ ジ ャ ー ナ ル （ EMBO　 Journal） 」 、 1996年 、 15巻 、 p.2417-2424
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 バ ジ ャ リ ー ら （ Bajjalieh,　 S.　 M.　 et　 al.） 「 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ
・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー （ Journal　 of　 Biological　 Chemistry） 」 、 1989年 、
264巻 、 p.14354-14360
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は ヒ ト セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ と 部 分 的 に ホ モ ロ ジ ー を 有 す る 新 規 蛋 白 質 を コ ー ド
す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ の 新 規 蛋 白 質 の 全 一 次 構 造 を 解 明 す る こ と に 成 功 し た
。 さ ら に こ の 新 規 蛋 白 質 を 発 現 さ せ 、 該 蛋 白 質 が 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と を 確 認 す
る こ と に 成 功 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、
　 (１ )　 ａ ） 乃 至 ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ：
ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら １ ５ ９ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら な る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｃ ） 上 記 ａ ） 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 一 本
鎖 Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋
白 質 を コ ー ド す る 領 域 を 含 む こ と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｄ ） 上 記 ａ ） 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ と ９ ５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 相 同 性 を 示 し 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性
を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 領 域 を 含 む こ と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら １ ５ ９ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む こ と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 、

　 (２ )　 ａ ） 乃 至 ｃ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ：
ａ ） 形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０
２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） が 保 持 す る プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｂ ） 上 記 ａ ） 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 脂 質 キ ナ ー
ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 領 域 を 含 む こ と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ ；
ｃ ） 形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０
２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） が 保 持 す る プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む こ
と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 、

　 （ ３ ） 　 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 が 、 セ ラ ミ ド の 一 位 の 水 酸 基 を リ ン 酸 化 す る 活 性 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 乃 至 （ ２ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 、

　 （ ４ ） 　 下 記 の ａ ） 乃 至 ｄ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 ：
ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 ；
ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る 蛋 白 質 ；
ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 一 つ ま た は 二 つ 以 上 の ア ミ ノ
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酸 が 付 加 、 挿 入 、 欠 失 も し く は 置 換 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 ；
ｄ ） （ １ ） 乃 至 （ ３ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活
性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 、

　 （ ５ ） 　 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 が 、 セ ラ ミ ド の 一 位 の 水 酸 基 を リ ン 酸 化 す る 活 性 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 、 （ ４ ） 記 載 の 蛋 白 質 、

　 （ ６ ） 　 下 記 の ａ ） ま た は ｂ ） に 記 載 の 蛋 白 質 ：
ａ ） 形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０
２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） が 保 持 す る プ ラ ス ミ ド 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２
に 挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 ；
ｂ ） 形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０
２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） が 保 持 す る プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ
ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る 蛋 白 質 、

　 （ ７ ） 　 （ １ ） 乃 至 （ ３ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え プ ラ ス ミ ド 、

　 （ ８ ） 　 発 現 ベ ク タ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ７ ） 記 載 の 組 換 え プ ラ ス ミ ド 、

　 （ ９ ） 　 形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７
１ １ ０ ２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） に よ り 保 持 さ れ る 組 換 え プ ラ ス ミ ド 、

　 （ １ ０ ） 　 （ ７ ） 乃 至 （ ９ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 組 換 え プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ
た 宿 主 細 胞 、

　 （ １ １ ） 　 原 核 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ０ ） 記 載 の 宿 主 細 胞 、

　 （ １ ２ ） 　 真 核 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ０ ） 記 載 の 宿 主 細 胞 、

　 （ １ ３ ） 　 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ２ ） 記 載 の 宿 主 細 胞 、

　 （ １ ４ ） 　 形 質 転 換 大 腸 菌 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　
７ １ １ ０ ２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ ） で あ る こ と を 特 徴 と す る （ １ ０ ） 記 載 の 宿 主 細
胞 、

　 （ １ ５ ） 　 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、

　 （ １ ６ ） 　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ５ ） 記 載 の 抗 体 、

　 （ １ ７ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ５ ） 記 載 の 抗 体 、

　 （ １ ８ ） 　 ヒ ト 化 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 抗 体 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ で あ る
こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ５ ） ま た は （ １ ７ ） に 記 載 の 抗 体 、

　 （ １ ９ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載
の 蛋 白 質 の 製 造 方 法 ：
１ ） （ １ １ ） 乃 至 （ １ ４ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す
る 蛋 白 質 の 産 生 が 可 能 な 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 ；
２ ） １ ） に お け る 培 養 に よ り 得 ら れ た 培 養 物 か ら 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を 回
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収 す る 工 程 、

　 （ ２ ０ ） 　 （ １ ９ ） に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 蛋 白 質 、

　 （ ２ １ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
蛋 白 質 の 精 製 方 法 ：
１ ） 　 カ ル モ ジ ュ リ ン を 含 ま な い 溶 媒 に 溶 解 さ せ た （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記
載 の 蛋 白 質 を 含 む 試 料 を 、 カ ル モ ジ ュ リ ン を 固 定 さ せ た 樹 脂 に 接 触 さ せ る 工 程 ；
２ ） 　 該 樹 脂 を カ ル モ ジ ュ リ ン を 含 ま な い 溶 媒 で 洗 浄 す る 工 程 ；
３ ） 　 ２ ） で 洗 浄 さ れ た 樹 脂 か ら 、 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ ま た は Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む 溶 媒 を 用 い て 脂 質 キ ナ
ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を 溶 出 さ せ る 工 程 、

　 （ ２ ２ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 、 試 料 中 の （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一
つ に 記 載 の 蛋 白 質 の 検 出 方 法 ；
１ ） （ １ ５ ） 乃 至 （ １ ８ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 抗 体 と 試 料 を 混 合 す る 工 程 ；
２ ） 該 抗 体 と （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 の 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 、

　 （ ２ ３ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 、 試 料 中 の （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一
つ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 方 法 ；
１ ） 試 料 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 す る 工 程 ；
２ ） １ ） で 抽 出 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ
ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 測 定 す る 工 程 、

　 （ ２ ４ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 、 試 料 中 の （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一
つ に 記 載 の 蛋 白 質 の 検 出 方 法 ；
１ ） 試 料 、 脂 質 基 質 お よ び リ ン 酸 供 給 物 質 を 混 合 す る 工 程 ；
２ ） 脂 質 基 質 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 測 定 す る 工 程 、

　 （ ２ ５ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） お よ び ２ ） を 含 む 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る 方 法 ：
１ ） 脂 質 基 質 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） 乃 至 ｃ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま
た は 二 つ 以 上 を 含 む 試 料 を 混 合 す る 工 程 ；
　 ａ ） （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 ；
　 ｂ ） 該 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｃ ） 該 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 脂 質 基 質 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 検 出 す る 工 程 、

　 （ ２ ６ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 活 性 を 有 す る
物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 脂 質 基 質 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） 乃
至 ｃ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 二 つ 以 上 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 ；
　 ｂ ） 該 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｃ ） 該 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る 脂 質 基 質 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 検 出 し 、 比 較
す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 大 き い 場 合 ま た は 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 、

　 （ ２ ７ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫
不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら 選 択 さ れ る 一 つ 若 し く は 二 つ
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以 上 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 脂 質 基 質 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） 乃
至 ｃ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 二 つ 以 上 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 ；
　 ｂ ） 該 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｃ ） 該 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る 脂 質 基 質 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 検 出 し 、 比 較
す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 大 き い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 、

　 （ ２ ８ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 の い ず れ か 一 つ 若 し く は
両 方 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 脂 質 基 質 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） 乃
至 ｃ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 二 つ 以 上 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 ；
　 ｂ ） 該 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
２ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る 脂 質 基 質 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 検 出 し 、 比 較
す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 、

　 （ ２ ９ ） 　 脂 質 基 質 が 、 セ ラ ミ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ２ ４ ） 乃 至 （ ２ ８ ） の い
ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 、

　 （ ３ ０ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） か ら な る 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 物 質 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） お よ び ｂ ） か
ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 両 方 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｂ ） ａ ） に 記 載 の 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 該 細 胞 に 由 来 す る 脂 質 の リ ン 酸 化 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下
で 比 較 す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 大 き い 場 合 ま た は 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 、

　 （ ３ １ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫
不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら 選 択 さ れ る 一 つ 若 し く は 二 つ
以 上 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） お よ び ｂ ） か
ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 両 方 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｂ ） ａ ） に 記 載 の 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 　 該 細 胞 に 由 来 す る 脂 質 の リ ン 酸 化 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在
下 で 比 較 す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 大 き い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 、

　 （ ３ ２ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 の い ず れ か 一 つ 若 し く は
両 方 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
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１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 リ ン 酸 供 給 物 質 お よ び 下 記 の ａ ） お よ び ｂ ） か
ら 選 択 さ れ る い ず れ か 一 つ ま た は 両 方 を 含 む 試 料 を 混 合 さ せ る 工 程 ；
　 ａ ） （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 ；
　 ｂ ） ａ ） に 記 載 の 細 胞 の 破 砕 液 ；
２ ） 　 該 細 胞 に 由 来 す る 脂 質 の リ ン 酸 化 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在
下 で 比 較 す る 工 程 ；
３ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 リ ン 酸 化
の 程 度 よ り も 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 、

　 （ ３ ３ ） 　 脂 質 基 質 が 標 識 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ２ ３ ） 乃 至 （ ２ ９ ） の い ず
れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 、

　 （ ３ ４ ） 　 リ ン 酸 供 給 物 質 が ３ ２ Ｐ － γ － Ａ Ｔ Ｐ で あ る こ と を 特 徴 と す る （ ２ ３ ） 乃 至
（ ３ ２ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 、

　 （ ３ ５ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 試 料 中 の 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 に よ り リ ン 酸
化 さ れ る 物 質 を 検 出 す る 方 法 ：
１ ） 被 験 試 料 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白
質 、 標 識 さ れ た セ ラ ミ ド お よ び リ ン 酸 供 給 物 質 を 混 合 す る 工 程 ；
２ ） セ ラ ミ ド の リ ン 酸 化 の 程 度 を 検 出 し 、 該 被 験 試 料 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程
；
３ ） 該 被 験 試 料 の 非 存 在 下 に 比 べ 、 該 被 験 試 料 の 存 在 下 に お い て 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 小 さ
い 場 合 、 該 被 験 試 料 中 に 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 に よ り リ ン 酸 化 さ れ る 物 質 が 含 ま れ る と 判 断 す
る 方 法 、

　 （ ３ ６ ） 　 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る
医 薬 組 成 物 、

　 （ ３ ７ ） 　 （ １ ５ ） 乃 至 （ １ ８ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 む 医
薬 組 成 物 、

　 （ ３ ８ ） 　 （ １ ） 乃 至 （ ３ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 有 効
成 分 と し て 含 む 医 薬 組 成 物 、

　 （ ３ ９ ） 　 （ １ ） 乃 至 （ ３ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス 配 列 か ら な
り 、 か つ 、 １ ０ 乃 至 ５ ０ 塩 基 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ を 有 効 成 分 と し て 含 む 医 薬 組 成 物 、

　 （ ４ ０ ） 　 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、
敗 血 症 、 動 脈 硬 化 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 か ら 選 択 さ れ る 一 つ 若 し く は 二 つ 以 上 の 疾 患 の 治 療
お よ び ／ ま た は 予 防 剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ３ ６ ） 乃 至 （ ３ ９ ） の い ず れ か 一 つ に
記 載 の 医 薬 組 成 物 、

　 （ ４ １ ） 　 下 記 の ａ ） 乃 至 ｃ ） か ら 選 択 さ れ る 一 つ も し く は 複 数 を 含 む 脂 質 キ ナ ー ゼ の
発 現 検 出 用 キ ッ ト ：
ａ ） （ １ ５ ） 乃 至 （ １ ８ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 抗 体 ；
ｂ ） ｉ ） お よ び ｉ ｉ ） に Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー の 組 で あ り 、 且 つ 、 （ １ ） 乃 至 （ ３ ） の い ず
れ か 一 つ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片
を 増 幅 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 、 一 組 の Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー ；
　 　 　 ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ
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ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 且 つ 、 １ ０ 乃 至 ５ ０ 塩 基 か ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ；
　 　 ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か
ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 且 つ 、 １ ０ 乃 至 ５ ０
塩 基 か ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ；
ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る
一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 且 つ 、 ２ ０ 乃 至 １ ０ ０ ０ 塩 基 か ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で
あ る こ と を 特 徴 と す る プ ロ ー ブ 、

　 （ ４ ２ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 被 験 個 体 に お け る 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、
炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら 選 択 さ れ る
一 つ ま た は 二 つ 以 上 の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク の 検 出 方 法 ；
１ ） 被 験 個 体 由 来 の 試 料 （ 被 験 試 料 と い う ） お よ び 正 常 個 体 由 来 の 試 料 （ 対 照 試 料 と い う
） 中 の （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 の 含 有 量 を 測 定 す る 工 程 ；
２ ） 該 含 有 量 を 被 験 試 料 と 対 照 試 料 で 比 較 す る 工 程 ；
３ ） 該 含 有 量 が 、 対 照 試 料 よ り も 被 験 試 料 に お い て 少 な い 場 合 、 被 験 個 体 が 神 経 性 疾 患 、
腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら
選 択 さ れ る 一 つ ま た は 二 つ 以 上 の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク が 高 い と 判 断 す る 工 程 、

　 （ ４ ３ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ３ ） を 含 む 、 被 験 個 体 に お け る 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 か ら
選 択 さ れ る 一 つ ま た は 両 方 の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク の 検 出 方 法 ；
１ ） 被 験 個 体 由 来 の 試 料 （ 被 験 試 料 と い う ） お よ び 正 常 個 体 由 来 の 試 料 （ 対 照 試 料 と い う
） 中 の （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 の 含 有 量 を 測 定 す る 工 程 ；
２ ） 該 含 有 量 を 被 験 試 料 と 対 照 試 料 で 比 較 す る 工 程 、
３ ） 該 含 有 量 が 、 対 照 試 料 よ り も 被 験 試 料 に お い て 多 い 場 合 、 被 験 個 体 が 癌 お よ び 癌 の 転
移 か ら 選 択 さ れ る 一 つ ま た は 両 方 の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク が 高 い と 判 断 す る 工 程 、

　 （ ４ ４ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
蛋 白 質 の 発 現 を 調 節 す る 活 性 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白
質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 上 清 を 分 取 す る か ま た は 細 胞 の 破 砕 液 を 調 製 し 、 試 料 液 と す る 工 程 ；
３ ） 該 試 料 液 中 の 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 量 を 測 定 し 、 測 定 結
果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 よ り も
大 き い 場 合 ま た は 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 、

　 （ ４ ５ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫
不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら 選 択 さ れ る 一 つ 若 し く は 二 つ
以 上 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白
質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 上 清 を 分 取 す る か ま た は 細 胞 の 破 砕 液 を 調 製 し 、 試 料 液 と す る 工 程 ；
３ ） 該 試 料 液 中 の 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 量 を 測 定 し 、 測 定 結
果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 よ り も
大 き い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 、

　 （ ４ ６ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 の い ず れ か 一 つ 若 し く は
両 方 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白
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質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 上 清 を 分 取 す る ま た は 細 胞 の 破 砕 液 を 調 製 し 、 試 料 液 と す る 工 程 ；
３ ） 該 試 料 液 中 の 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 量 を 測 定 し 、 測 定 結
果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 量 よ り も
小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 、

　 （ ４ ７ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の
蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 調 節 活 性 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白
質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 細 胞 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 す る 工 程 ；
３ ） 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 量 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お
け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 よ り も 大 き い 場 合 ま た は 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を
選 択 す る 工 程 、

　 （ ４ ８ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫
不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 か ら 選 択 さ れ る 一 つ 若 し く は 二 つ
以 上 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白
質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 細 胞 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 す る 工 程 ；
３ ） 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 量 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お
け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 よ り も 大 き い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 、

　 （ ４ ９ ） 　 下 記 の 工 程 １ ） 乃 至 ４ ） を 含 む 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 の い ず れ か 一 つ 若 し く は
両 方 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ：
１ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白
質 を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ；
２ ） 培 養 細 胞 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 す る 工 程 ；
３ ） 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の 、 （ ４ ） 乃 至 （ ６ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 量 を 測 定 し 、 測 定 結 果 を 被 験 物 質 の 存 在 下 と 非 存 在 下 で 比 較 す る 工 程 ；
４ ） 被 験 物 質 存 在 下 に お け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 が 、 被 験 物 質 非 存 在 下 に お
け る 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 よ り も 小 さ い 場 合 、 該 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 、

に 関 す る 。

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 新 規 な 蛋 白 質 、 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え プ ラ ス ミ ド 、 該 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 、 該 蛋
白 質 の 製 造 方 法 、 該 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 該 蛋 白 質 を 検 出 す る 方 法 、 該 蛋 白 質
の 活 性 を 測 定 す る 方 法 、 該 蛋 白 質 の 活 性 を 調 節 す る 物 質 （ 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、
先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 、 動 脈 硬 化 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 等 の 疾
患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 剤 を 含 む ） の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、
炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 、 動 脈 硬 化 、 癌 お よ び 癌 の 転 移
等 の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク を 判 定 す る 方 法 、 お よ び 本 発 明 に 関 連 し た 医 薬 組 成 物 等 を 提 供
す る も の で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 」 と は 、 各 種 脂 質 を リ ン 酸 化 す る 活 性 を い い 、 好
適 に は 、 下 記 の 化 １ の 反 応 式 に 示 す よ う に 、 セ ラ ミ ド の １ 位 の 水 酸 基 を リ ン 酸 化 し 、 セ ラ
ミ ド － １ － リ ン 酸 を 生 成 せ し め る 反 応 を 触 媒 す る 活 性 を い う 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 「 脂 質 基 質 」 と は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 が 有 す る 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 に よ り リ
ン 酸 化 さ れ る 脂 質 を い う 。 こ の よ う な 脂 質 と し て は 、 本 発 明 の 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る
蛋 白 質 に よ り リ ン 酸 化 さ れ る 脂 質 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 適 に は 、 上 記 化 １ の 一
般 式 （ Ｉ ） に よ り 示 さ れ る す べ て の セ ラ ミ ド を 挙 げ る こ と が で き る 。 よ り 好 適 に は 、 上 記
式 （ Ｉ ） に お い て Ｒ が Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ ３ で 示 さ れ る セ ラ ミ ド 、 上 記 式 （ Ｉ ） に お い て Ｒ が （ Ｃ
Ｈ ２ ） ５ Ｃ Ｈ ３ で 示 さ れ る セ ラ ミ ド 、 上 記 式 （ Ｉ ） に お い て Ｒ が （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ３ で 示
さ れ る セ ラ ミ ド お よ び 上 記 式 （ Ｉ ） に お い て Ｒ が （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ５ Ｃ Ｈ ３ で 示 さ れ る セ ラ ミ
ド が 挙 げ ら れ 、 も っ と も 好 ま し く は 、 上 記 式 （ Ｉ ） に お い て Ｒ が （ Ｃ Ｈ ２ ） ５ Ｃ Ｈ ３ で 示
さ れ る セ ラ ミ ド で あ る 。 ま た 、 ウ シ 胎 児 脳 由 来 セ ラ ミ ド は 、 主 成 分 と し て 上 記 式 （ Ｉ ） に
お い て Ｒ が （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ７ Ｃ Ｈ ３ で 示 さ れ る セ ラ ミ ド を 含 む 脂 質 混 合 物 で あ り 、 こ れ も 本
発 明 の 脂 質 基 質 と し て 用 い る 事 が で き る 。 ま た 、 各 種 セ ラ ミ ド の 各 種 光 学 異 性 体 も 本 発 明
に 含 ま れ る 。 ま た 本 発 明 の 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 は 、 セ ラ ミ ド に 類 似 し た 他 の
脂 質 も リ ン 酸 化 す る と 考 え ら れ 、 本 発 明 の 脂 質 基 質 は セ ラ ミ ド に 限 定 さ れ な い 。 又 、 こ れ
ら の 物 質 が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た も の も 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お い て 「 リ ン 酸 供 給 物 質 」 と は 、 上 記 化 １ に 示 さ れ る リ ン 酸 化 反 応 で 、
リ ン 酸 基 を 供 給 す る 物 質 （ 化 １ 式 中 で 、 「 Ｘ － Ｐ 」 と 示 さ れ る 物 質 ） を い う 。 こ の よ う な
物 質 は 、 該 リ ン 酸 化 反 応 に お い て リ ン 酸 を 供 給 で き る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、
好 適 に は Ａ Ｔ Ｐ 、 Ｇ Ｔ Ｐ 、 Ｃ Ｔ Ｐ ま た は Ｔ Ｔ Ｐ で あ り 、 よ り 好 適 に は Ａ Ｔ Ｐ で あ る 。 ま た
、 リ ン 酸 供 給 物 質 に は 、 例 え ば ３ ２ Ｐ － γ － Ａ Ｔ Ｐ の よ う な 各 種 標 識 体 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 「 本 発 明 の 蛋 白 質 」 と は 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を 意 味 し 、 本 明 細 書 に お い
て 「 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ 」 と は 本 発 明 の 蛋 白 質 を 指 す も の と す る 。
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　 本 発 明 に お い て 、 「 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 が 有 す る ア ミ ノ 酸 配
列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む も の を い い 、 Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て も
よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 場 合 は 「 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 」 と 呼 ぶ 。 Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ
ム Ｄ Ｎ Ａ 、 人 工 的 に 改 変 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 、 化 学 的 に 合 成 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ な ど 、 現 在 知 ら れ る 限
り ど の よ う な 形 態 を と っ て い て も 良 い 。 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ お よ び 一
本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 両 方 含 む が 、 特 に 断 り が 無 い 限 り 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 指 す 。 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ は 、
ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る セ ン ス 配 列 か ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ （ セ
ン ス 鎖 ） 、 お よ び 、 セ ン ス 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る ア ン チ セ ン ス 配 列 か ら
な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） が 静 電 的 に 結 合 し て 二 本 鎖 に な っ た も の で あ る 。 本
発 明 に お い て 、 ヌ ク レ オ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ で あ る 場 合 、 配 列 表 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示
す 配 列 に お い て 、 Ｔ （ チ ミ ン ） を Ｕ （ ウ ラ シ ル ） に 読 み 替 え る も の と す る 。 本 発 明 の ヌ ク
レ オ チ ド は 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む よ う
な ヌ ク レ オ チ ド も 含 む 。

　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド の 一 つ の 例 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １
か ら １ ５ ９ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ を 挙 げ る こ と が で き る 。 又 、 該
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ も 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー
ド す る 限 り 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。

　 ま た 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド の 別 の 例 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番
号 １ か ら １ ５ ９ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ヌ ク
レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 且 つ 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有
す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る 。
本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド の 他 の 例 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら
１ ５ ９ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ７ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し
く は ９ ５ ％ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 相 同 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な Ｄ Ｎ
Ａ と し て は 、 自 然 界 で 発 見 さ れ る 変 異 型 Ｄ Ｎ Ａ 、 人 為 的 に 改 変 し た 変 異 型 Ｄ Ｎ Ａ 、 異 種 生
物 由 来 の 相 同 Ｄ Ｎ Ａ な ど が 含 ま れ る 。

　 ま た 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド の 他 の 例 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 所 望 の ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る
コ ド ン は 、 そ の 選 択 も 任 意 で よ く 、 例 え ば 利 用 す る 宿 主 の コ ド ン 使 用 頻 度 を 考 慮 し て 常 法
に 従 い 決 定 で き る 。 （ Grantham,　 R.　 et　 al.　 (1981)　 Nucleic　 Acids　 Res.　 9,　 14
3-174） 。 さ ら に 、 こ れ ら ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ド ン の 一 部 改 変 は 、 常 法 に 従 い 、 所 望 の
改 変 を コ ー ド す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー を 利 用 し た 、 部 位 特 異 的 変
異 導 入 法 （ site　 specific　 mutagenesis／ Mark,　 D.　 F.　 et　 al.　 (1984)　 Proc.　 Na
tl.　 Acad.　 Sci.　 USA　 81,　 5662-5666） な ど に 従 う こ と が で き る 。

　 ま た 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド の さ ら に 別 の 例 と し て は 、 形 質 転 換 大 腸 菌 株 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ
　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０ ２ が 保 持 す る 組 換 え プ ラ ス ミ ド に
挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の 形 質 転 換 大 腸 菌 株 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０ ２ 株 は 、 平 成 １ ４ 年 １ ０ 月 １ ０ 日 付 け で
独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ -１ -
１ 　 中 央 第 ６ ） に 国 際 寄 託 さ れ 、 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ が 付 さ れ て い る 。 し
た が っ て 、 該 Ｄ Ｎ Ａ は 、 該 菌 株 か ら 取 得 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む こ
と か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 、 該 菌 株 の 保 持 す る 組 換 え プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ と
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ も 、 コ ー ド す る 蛋 白 質 が 脂 質 キ ナ
ー ゼ 活 性 を 有 す る 限 り 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。

　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド と し て 好 適 な も の は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １
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か ら １ ５ ９ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 記 載 の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び 、 形 質 転 換 大 腸 菌 株 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ
ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０ ２ が 保 持 す る 組 換 え プ ラ ス ミ ド
に 挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ で あ り 、 よ り 好 適 に は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号
１ か ら １ ５ ９ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び 、 形 質 転 換 大 腸 菌 株
Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０ ２ が 保 持 す る 組 換 え
プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。

　 ま た 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 は 本 発 明
の 蛋 白 質 の 一 つ の 例 と し て 挙 げ ら れ る 。 該 ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 に お い て 、
任 意 の 一 つ も し く は 二 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ た 改 変 体 を 作 製 す る た め に は 、 エ キ ソ
ヌ ク レ ア ー ゼ Ｂ ａ ｌ ３ １ 等 を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ を 末 端 か ら 削 る 方 法 （ 岸 本 　 利 光 ら “ 続 生 化 学
実 験 講 座 １ ・ 遺 伝 子 研 究 法 Ｉ Ｉ ” 335-354)、 カ セ ッ ト 変 異 法 （ 岸 本 　 利 光 、 “ 新 生 化 学 実
験 講 座 ２ ・ 核 酸 Ｉ Ｉ Ｉ 　 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 　 ” 242-251） な ど に の 方 法 を 適 用 で き る 。 こ
の よ う に 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド を 元 に 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 得 ら れ る 蛋 白 質 で あ っ て
も 、 該 蛋 白 質 が 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 限 り 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な 蛋 白 質 は 、
必 ず し も 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て を 有 す る も の で あ る 必 要 は な く
、 例 え ば そ の 部 分 配 列 か ら な る 蛋 白 質 で あ っ て も 、 該 蛋 白 質 が 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す 限
り 本 発 明 の 蛋 白 質 に 包 含 さ れ る 。 ま た 、 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ も 本 発 明 に 含 ま れ る
。

　 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 別 の 例 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る 蛋 白 質 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る 蛋 白 質 も
、 該 蛋 白 質 が 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す 限 り 本 発 明 の 蛋 白 質 に 包 含 さ れ る 。

　 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の さ ら に 別 の 例 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る 蛋 白 質 に お い て 、 １ 個 ま た は 数 個 の 部 位 に 、 １ 個 ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基
が 、 置 換 、 欠 失 、 挿 入 お よ び ／ ま た は 付 加 し た 蛋 白 質 も 、 該 蛋 白 質 が 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を
有 す る 限 り 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 数 個 と は 、 １ ０ を 超 え な い 個 数 を 表 し 、 好 適 に は ５ を 超
え な い 個 数 を 示 す 。 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 が 、 天 然 型 蛋 白 質 と 同 等 の 活 性
を 有 す る 例 と し て 、 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ （ Ｉ Ｌ － ２ ） 遺 伝 子 の シ ス テ イ ン に 相 当
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を セ リ ン に 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 変 換 し て 得 ら れ た 蛋 白 質 が
、 Ｉ Ｌ － ２ 活 性 を 保 持 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Wang,　 A.　 et　 al.　 (1984)　 Science
　 224,　 1431-1433） 。

　 「 本 発 明 の 抗 体 」 と は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を い い 、 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 、 ヒ ト 化 抗 体 お よ び ヒ ト 抗
体 等 が 含 ま れ る 。 ま た 、 こ れ ら の 抗 体 の 断 片 で あ っ て も 、 本 発 明 の 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合
す る も の で あ れ ば 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な 抗 体 の 断 片 の 例 と し て は 、 Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ
グ メ ン ト 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン ト な ど が 挙 げ ら れ る 。

　 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 の 配 列 を 知 る た め に は 、 例 え ば 、 既 知 の ヒ ト
セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ の 配 列 に 基 づ い て 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ （ National　 Center　 for　 Biotechnology
　 Information,　 米 国 ） の ｄ ｂ Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 相 同 性 検 索 を 行 う 事 に よ り 該
配 列 を 知 る 事 が で き る 。 ま た 、 例 え ば 、 ヒ ト セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 配 列 ま た は
部 分 配 列 に 基 づ い て プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 該 プ ロ ー ブ を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に 対 し
て ス ト リ ン ジ ェ ン シ ィ の 弱 い 条 件 で の コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 該 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 得 ら れ た ク ロ ー ン の 配 列 を 解 析 す る こ と に よ り 、 そ の 一 部 又 は 全
部 の 配 列 を 知 る こ と が で き る 。 ま た 、 既 知 の ヒ ト セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ の 配 列 、 よ り 好 適 に は
系 統 発 生 的 に 保 存 さ れ た 領 域 の 配 列 、 に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 作 成 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
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リ ー を 鋳 型 に ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ 以 下 「 Ｐ Ｃ Ｒ 」 と い う 。 Saiki,　 R.　 K.　 et　 al.
　 (1988)　 Science　 239,　 487-491参 照 ） を 行 う 、 ま た は 、 該 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 全 Ｒ
Ｎ Ａ を 鋳 型 に リ バ ー ス ト ラ ン ス ク リ プ タ ー ゼ － ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ 以 下 「 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ
Ｒ 」 と い う 。 ） を 行 い そ の 産 物 の 配 列 を 解 析 す る こ と に よ り 、 そ の 一 部 の 配 列 を 知 る こ と
が で き る 。 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 全 配 列 は 、 例 え ば 、 上 記 の 様 に し て 得 ら
れ た 部 分 配 列 に 基 づ い て プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 適 当 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 で の コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 得 ら れ た ク ロ ー ン の 配 列
を 解 析 す る こ と に よ り 知 る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 全
配 列 は 、 例 え ば 、 上 記 の 様 に し て 得 ら れ た 部 分 配 列 に 基 づ い て 適 当 な プ ラ イ マ ー を 作 成 し
、 適 当 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 に Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う か 、 適 当 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 に Ｒ Ｔ －
Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い そ の 産 物 の 配 列 を 解 析 す る こ と に よ り 知 る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 蛋
白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 全 配 列 は 、 例 え ば 、 上 記 の 様 に し て 得 ら れ た 部 分 配 列 に 基 づ い
て プ ラ イ マ ー を 作 成 し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い た Rapid　 Amplification　 of　 cDNA　 Ends　 （ 以
下 「 Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 」 と い う 。 実 験 医 学 ,　 (1994),　 12(6),　 35-38参 照 )、 ま た は 市 販 の キ ッ ト
と ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た Ｒ Ａ Ｃ Ｅ を 行 う こ と に よ り 得 ら れ た ク ロ ー ン の 配 列 を 解
析 す る こ と に よ り 知 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 発 現 す る 培 養 細 胞 な ど か ら ｍ Ｒ Ｎ
Ａ を 調 製 し た 後 、 こ れ を 鋳 型 と し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 そ の 中 か ら 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー
ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 公 知 の 方 法 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 こ
の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 供 給 源 と な る 動 物 細 胞 は 、 本 発 明 に お い て は 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 株 が 好 適 で
あ る が 、 各 種 の 細 胞 ま た は 組 織 、 あ る い は 他 の 培 養 細 胞 株 を 使 用 す る こ と も で き る 。 ま た
市 販 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と も で き る 。 た と え ば ク ロ ン テ ッ ク よ り 市 販 の 各
種 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と が で き る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 に あ た っ て は 、 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン ・ 塩 化 セ シ ウ ム 超 遠 心 法 、 チ オ
シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン ・ ホ ッ ト フ ェ ノ ー ル 法 、 グ ア ニ ジ ン 塩 酸 法 、 酸 性 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ
ジ ン ・ フ ェ ノ ー ル ・ ク ロ ロ ホ ル ム 法 も 採 用 し う る が 、 市 販 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 離 キ ッ ト を 用 い る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 真 核 細 胞 の 細 胞 質 に 存 在 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 多 く は 、 そ の ３ ’ 末 端 に ポ リ （ Ａ ） 配 列 を 持 つ
こ と が 知 ら れ て い る の で 、 こ の 特 徴 を 利 用 し て ビ オ チ ン 化 し た オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ロ ー ブ に
ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 吸 着 さ せ 、 さ ら に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 固 定 化 し た 常 磁 性 粒 子 に 、 ビ オ チ ン ／
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 間 の 結 合 を 利 用 し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 捕 捉 し 洗 浄 操 作 の 後 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 溶 出
す る こ と に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） セ ル ロ ー ス カ ラ ム に ｍ Ｒ Ｎ
Ａ を 吸 着 さ せ て 、 次 に こ れ を 溶 出 し て 精 製 す る 方 法 も 採 用 し 得 る 。 さ ら に シ ョ 糖 密 度 勾 配
遠 心 法 な ど に よ り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を さ ら に 分 画 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 記 の ご と く し て 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る も
の で あ る こ と を 確 認 す る た め に は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 蛋 白 質 に 翻 訳 さ せ 酵 素 活 性 を 調 べ る か 、 該
蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て そ の 蛋 白 質 を 同 定 す る 等 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 例
え ば 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル （ Xenopus　 laevis） の 卵 母 細 胞 に ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 注 入 し て 翻 訳 さ
せ る こ と が で き （ Gardon,　 j.　 B.　 et　 al.　 (1972)　 Nature　 233,　 177-182)、 あ る い
は 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 系 や コ ム ギ 胚 芽 系 と い っ た 無 細 胞 翻 訳 系 を 利 用 で き る （ Schleif,　
R.　 F.　 and　 Wensink,　 P.　 C.　 (1981):　 “ 　 Practical　 Methods　 in　 Molecular　 B
iology　 “ 　 ,　 Springer-Verlag,　 NY.)。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 上 記 方 法 で 得 た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合
成 し た 後 、 こ の 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 す る こ と が で き る 。 そ の 方 法 と
し て は 、 Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ 法 （ Efstratiadis,　 A.　 et　 al.　 (1976)　 Cell　 7,　 279-28
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8)、 Land法 （ Land,　 H.　 et　 al.　 (1981)　 Nucleic　 Acids　 Res.　 9,　 2251-2266)、 O.
　 Joon　 Yoo法 （ Yoo,　 O.　 J.　 et　 al.　 (1983)　 Proc.　 Natl.　 Acad.　 Sci.　 USA　 79
,　 1049-1053） な ど も 採 用 し 得 る が 、 本 発 明 の 目 的 に は Okayama-Berg法 （ Okayama,　 H.　
and　 Berg,　 P.　 (1982)　 Mol.　 Cell.　 Biol.　 2,　 161-170)が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 次 に 、 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ラ ム ダ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー に 挿 入 し 自 己 複 製 さ せ る こ と に
よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 持 つ 組 換 え フ ァ ー ジ を 安 定 に 保 持 し 、 増 幅 さ せ る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 ラ ム ダ フ ァ ー ジ λ Ｚ Ａ Ｐ Ｉ Ｉ （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） を 用 い る 場 合 、 宿 主 大 腸 菌 Ｘ Ｌ
１ － Ｂ ｌ ｕ ｅ 　 Ｍ Ｒ Ｆ ’ 株 や Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に プ ラ ー ク を 作 ら せ 、 そ れ ら の プ ラ ー ク の ５ －
ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル － β － Ｄ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ 5-Bromo-4-chloro
-3-indolyl-β -D-galactopyranoside（ Ｘ － ｇ ａ ｌ ） ） 代 謝 に よ る 発 色 の 有 無 か ら 組 換 え
体 を 選 別 す る こ と が で き る 。 な お 、 ベ ク タ ー と し て は 、 ラ ム ダ 系 の フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 以 外
に 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ る 組 換 え フ ァ ー ジ か ら 、 目 的 の 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白
質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る ク ロ ー ン を 選 別 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 以 下 に 示 す 各
種 方 法 の い ず れ か を 採 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 １ ） 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る ス ク リ ー ニ ン グ 法
　 目 的 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 部 、 ま た は 一 部 が 解 明 さ れ て い る 場 合 （ 該 配 列 は 、 目
的 の 蛋 白 質 に 特 異 的 な 複 数 個 連 続 し た 配 列 で あ れ ば 、 目 的 の 蛋 白 質 の ど の 部 分 の ア ミ ノ 酸
配 列 で も よ い ） 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し （ コ ド ン の 縮
重 の あ る ア ミ ノ 酸 に 対 し て は 、 使 用 頻 度 の 高 い コ ド ン を 用 い て も 、 ま た は 考 え ら れ る コ ド
ン を 組 み 合 わ せ て 複 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 合 成 し て も よ く 、 ま た 後 者 の 場 合 、 イ ノ シ
ン を 含 ま せ て そ の 種 類 を 減 ら す こ と も で き る ） 、 こ れ を ３ ２ Ｐ 、 ３ ５ Ｓ ま た は ビ オ チ ン 等
で 標 識 し た も の を プ ロ ー ブ と し て 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー ま た は ナ イ ロ ン フ ィ ル タ
ー 上 に 変 性 固 定 し た 組 換 え フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 得 ら れ た 陽 性 ク ロ ー ン
を 検 索 し て 、 こ れ を 選 択 す る 。

　 ２ ） ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ り 作 製 し た プ ロ ー ブ を 用 い る ス ク リ ー ニ ン グ 法
　 目 的 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 が 解 明 さ れ て い る 場 合 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列
の Ｎ 末 端 側 の 一 部 に 対 応 す る セ ン ス 鎖 と 、 同 じ く Ｃ 末 端 側 の 一 部 に 対 応 す る ア ン チ セ ン ス
鎖 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 目 的 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片
を 増 幅 す る 。 こ こ で 用 い る 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 産 生 す る 細 胞 の ｍ Ｒ Ｎ
Ａ よ り 逆 転 写 反 応 に て 合 成 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る こ と が で き る 。 こ
の よ う に し て 調 製 し た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 ３ ２ Ｐ 、 ３ ５ Ｓ ま た は ビ オ チ ン 等 で 標 識 し 、 こ れ を
プ ロ ー ブ と し て 用 い た プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー や ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し て 、
目 的 の ク ロ ー ン を 選 択 す る 。

　 ３ ） 他 の 動 物 細 胞 株 で 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を 産 生 さ せ て ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法
　 前 記 の よ う に し て 得 た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し た プ ラ ス ミ ド （ 自 己 複 製 可 能 で
、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む プ ラ ス ミ ド 、 も し く は 動 物 細 胞 の 染 色 体 に 組 み 込 ま れ 得 る
よ う な プ ラ ス ミ ド の い ず れ も 使 用 で き る ） で 動 物 細 胞 宿 主 を 形 質 転 換 し 、 そ れ ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ
に コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 を 産 生 さ せ 、 そ の 培 養 上 清 ま た は 細 胞 抽 出 物 中 の 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活
性 を 測 定 す る か 、 ま た は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 お よ び 該 抗 体 に 対 す
る 二 次 抗 体 を 用 い て 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ
ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 株 を 選 択 す る 。 な お 、 動 物 細 胞 宿 主 と し て は Ｃ Ｏ Ｓ や Ｃ Ｈ Ｏ 等
の 汎 用 さ れ る 細 胞 株 を 使 用 で き る が 、 外 来 遺 伝 子 産 物 と し て の 本 発 明 の 蛋 白 質 の 検 出 を 容
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易 に す る た め 、 宿 主 自 体 は 一 定 の 培 養 条 件 下 で 本 発 明 の 蛋 白 質 を 産 生 し な い 細 胞 で あ る こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ４ ） セ レ ク テ ィ ブ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン の 系 を 用 い る 方 法
　 形 質 転 換 株 か ら 得 ら れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー ま た は ナ イ ロ ン フ ィ
ル タ ー な ど に ブ ロ ッ ト し 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 産 生 能 を 有 す る 組 織 ま た は 細 胞 か ら 抽 出 し た
ｍ Ｒ Ｎ Ａ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 解 離 さ せ 、 回 収 す る
。 回 収 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 蛋 白 質 翻 訳 系 （ 例 え ば 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 卵 母 細 胞 へ の 注 入
や 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 ラ イ ゼ ー ト や 、 コ ム ギ 胚 芽 な ど の 無 細 胞 系 ） で 蛋 白 質 に 翻 訳 さ せ 、
そ の 蛋 白 質 の 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 調 べ る か 、 ま た は 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 に 対
す る 抗 体 を 用 い て 検 出 し 、 目 的 の 株 を 選 択 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た 目 的 の 形 質 転 換 株 か ら の 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド の 採 取 は 、 公
知 の 方 法 （ Maniatis,　 T.　 et　 al.（ 1982） :　 “ Molecular　 Cloning　 A　 Laboratory　
Mannual” ， Cold　 Spring　 Harbor　 Laboratory,　 NY） に 従 い 実 施 で き る 。 例 え ば 、 細 胞
よ り プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ に 相 当 す る 画 分 を 分 離 し 、 該 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を
切 り 出 す こ と に よ り 行 い 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド の 取 得 に 際 し て は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 増 幅 法
も 好 適 に 利 用 で き る 。 殊 に ラ イ ブ ラ リ ー か ら 全 長 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 得 ら れ な い よ う な 場 合 に は
、 ５ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 お よ び ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 全 長 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 る
こ と が で き る 。 か か る Ｐ Ｃ Ｒ 法 の 採 用 に 際 し て 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー は 、 本 発 明 遺 伝 子 の
配 列 情 報 に 基 づ い て 適 宜 設 定 す る こ と が で き 、 常 法 に 従 い 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 決 定 は 、 例 え ば 、 マ キ サ ム ― ギ ル
バ ー ト の 化 学 修 飾 法 （ Maxam,　 A.　 M.　 and　 Gilbert,　 W.　 (1980)　 :　 “ Methods　 in
　 Enzymology“ 　 65,　 499-559） や M13フ ァ ー ジ を 用 い る ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 終 結
法 （ Messing,　 J.　 and　 Vieira,　 J.　 (1982)　 Gene　 19,　 269-276） な ど に よ り 行 う こ
と が で き る 。 ま た 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ の 代 わ り に 蛍 光 色 素 を 用 い た 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析
装 置 （ 例 え ば 、 パ ー キ ン エ ル マ ー ・ ジ ャ パ ン ・ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 モ デ ル ３
７ ３ Ａ 等 ） を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 の よ う に 得 ら れ た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド も 本 発
明 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な 目 的 に 用 い る ベ ク タ ー と し て は 、 一 般 に 知 ら れ て い る さ ま ざ ま
な ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 好 適 な も の と し て は 、 原 核 細 胞 用 ベ ク タ ー 、 真 核 細 胞
用 ベ ク タ ー 、 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 用 ベ ク タ ー な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
こ の よ う な 組 換 え プ ラ ス ミ ド に よ り 、 他 の 原 核 生 物 、 ま た は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 を 形 質 転
換 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 お よ び ／ ま た は 形 質 発 現 に 関 わ
る 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー を 用 い る か 、 も し く は そ の よ う な 配 列 を 導 入 す る こ と に よ り 、 発
現 ベ ク タ ー と す る こ と で 、 そ れ ぞ れ の 宿 主 に お い て 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る
。 こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の 組 換 え プ ラ ス ミ ド の 好 適 な 態 様 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 組 換 え プ ラ ス ミ ド は 、 各 種 細 胞 に 導 入 し 、 宿 主 細 胞 と す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 細 胞 は 、 プ ラ ス ミ ド を 導 入 す る こ と が で き る 細 胞 で あ れ ば 原 核 細 胞 で あ っ て も 真 核
細 胞 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 原 核 細 胞 の 宿 主 と し て は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （ Escherichia　 coli） や 枯 草 菌 （ Bacillus
　 subtilis） な ど が 挙 げ ら れ る 。 目 的 の 遺 伝 子 を こ れ ら の 宿 主 細 胞 内 で 形 質 転 換 さ せ る に
は 、 宿 主 と 適 合 し 得 る 種 由 来 の レ プ リ コ ン す な わ ち 複 製 起 点 と 、 調 節 配 列 を 含 ん で い る プ
ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る 。 ま た 、 ベ ク タ ー と し て は 、 形 質 転 換 細 胞
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に 表 現 形 質 （ 表 現 型 ） の 選 択 性 を 付 与 す る こ と が で き る 配 列 を 有 す る も の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 例 え ば 、 大 腸 菌 と し て は Ｋ １ ２ 株 な ど が よ く 用 い ら れ 、 ベ ク タ ー と し て は 、 一 般 に ｐ Ｂ
Ｒ ３ ２ ２ や ｐ Ｕ Ｃ 系 の プ ラ ス ミ ド が 用 い ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 公 知 の 各 種 菌 株
、 お よ び ベ ク タ ー が い ず れ も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 大 腸 菌 に お い て は 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ trp） プ ロ モ ー タ ー 、 ラ
ク ト ー ス （ lac） プ ロ モ ー タ ー 、 ト リ プ ト フ ァ ン ・ ラ ク ト ー ス （ tac） プ ロ モ ー タ ー 、 リ ポ
プ ロ テ イ ン （ lpp） プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 伸 張 因 子 Tu（ tufB） プ ロ モ ー タ ー 等 が
挙 げ ら れ 、 ど の プ ロ モ ー タ ー も 本 発 明 の 蛋 白 質 の 産 生 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 枯 草 菌 と し て は 、 例 え ば ２ ０ ７ － ２ ５ 株 が 好 ま し く 、 ベ ク タ ー と し て は ｐ TUB２ ２ ８ （ O
hmura,　 K.　 et　 al.　 (1984)　 J.　 Biochem.　 95,　 87-93） な ど が 用 い ら れ る が 、 こ れ
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 枯 草 菌 の α － ア ミ ラ ー ゼ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 連 結 す る こ と に よ り 、 菌 体 外 で の 分 泌 発 現 も 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 真 核 細 胞 の 宿 主 細 胞 に は 、 脊 椎 動 物 、 昆 虫 、 酵 母 な ど の 細 胞 が 含 ま れ 、 脊 椎 動 物 細 胞 と
し て は 、 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 、 例 え ば 、 サ ル の 細 胞 で あ る Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 （ Gluzman,　 Y.　 (1
981)　 Cell　 23,　 175-182、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ － １ ６ ５ ０ ） や チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー
卵 巣 細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ － ６ １ ） の ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 欠 損 株 （ Urla
ub,　 G.　 and　 Chasin,　 L.　 A.　 (1980)　 Proc.　 Natl.　 Acad.　 Sci.　 USA　 77,　 4126
-4220） 等 が よ く 用 い ら れ て い る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 脊 椎 動 物 細 胞 の 発 現 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 通 常 発 現 し よ う と す る 遺 伝 子 の 上 流 に 位 置
す る プ ロ モ ー タ ー 、 Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ ス 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 お よ び 転 写 終 結 配 列
等 を 有 す る も の を 使 用 で き 、 さ ら に こ れ は 必 要 に よ り 複 製 起 点 を 有 し て も よ い 。 該 発 現 ベ
ク タ ー の 例 と し て は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の 初 期 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る ｐ Ｓ Ｖ ２ ｄ ｈ ｆ ｒ （ Subraman
i,　 S.　 et　 al.　 (1981)　 Mol.　 Cell.　 Biol.　 1,　 854-864） 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ
に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 宿 主 細 胞 と し て 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 用 い る 場 合 を 例 に 挙 げ る と 、 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 Ｓ
Ｖ ４ ０ 複 製 起 点 を 有 し 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に お い て 自 立 増 殖 が 可 能 で あ り 、 さ ら に 、 転 写 プ ロ モ
ー タ ー 、 転 写 終 結 シ グ ナ ル 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ ス 部 位 を 具 え た も の を 用 い る こ と が で
き る 。 該 発 現 ベ ク タ ー は 、 ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ Ｄ Ｅ Ａ Ｅ ） － デ キ ス ト ラ ン 法 （ Luthma
n,　 H.　 and　 Magnusson,　 G.　 (1983)　 Nucleic　 Acids　 Res,　 11,　 1295-1308)、 リ ン
酸 カ ル シ ウ ム － Ｄ Ｎ Ａ 共 沈 殿 法 （ Graham,　 F.　 L.　 and　 van　 der　 Eb,　 A.　 J.　 (1973
)　 Virology　 52,　 456-457） 、 お よ び 電 気 パ ル ス 穿 孔 法 （ Neumann,　 E.　 et　 al.　 (198
2)　 EMBO　 J.　 1,　 841-845） な ど に よ り Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に 取 り 込 ま せ る こ と が で き 、 か く し
て 所 望 の 形 質 転 換 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 宿 主 細 胞 と し て Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 用 い る 場
合 に は 、 発 現 ベ ク タ ー と 共 に 、 抗 生 物 質 Ｇ ４ １ ８ 耐 性 マ ー カ ー と し て 機 能 す る ｎ ｅ ｏ 遺 伝
子 を 発 現 し 得 る ベ ク タ ー 、 例 え ば ｐ Ｒ Ｓ Ｖ ｎ ｅ ｏ （ Sambrook,　 J.　 et　 al.　 (1989)　 :
　 “ Molecular　 Cloning　 A　 Laboratory　 Manual“ 　 Cold　 Spring　 Harbor　 Laborator
y,　 NY） や ｐ Ｓ Ｖ ２ － ｎ ｅ ｏ （ Southern,　 P.　 J.　 and　 Berg,　 P.　 (1982)　 J.　 Mol.
　 Appl.　 Genet.　 1,　 327-341） な ど を コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 Ｇ ４ １ ８ 耐 性 の コ ロ ニ
ー を 選 択 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 安 定 に 産 生 す る 形 質 転 換 細 胞 を 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 昆 虫 細 胞 を 宿 主 細 胞 と し て 用 い る 場 合 に は 、 鱗 翅 類 ヤ ガ 科 の Spodoptera　 frugiperdaの
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卵 巣 細 胞 由 来 株 化 細 胞 （ Ｓ ｆ － ９ ま た は Ｓ ｆ － ２ １ ） や Trichoplusia　 niの 卵 細 胞 由 来 Hi
gh　 Five細 胞 （ Wickham,　 T.　 J.　 et　 al,　 (1992)　 Biotechnol.　 Prog.　 I:　 391-396
） な ど が 宿 主 細 胞 と し て よ く 用 い ら れ 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー と し て
は オ ー ト グ ラ フ ァ 核 多 角 体 ウ イ ル ス （ Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ ） の ポ リ ヘ ド リ ン 蛋 白 質 の プ ロ モ ー タ ー
を 利 用 し た ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ２ ／ １ ３ ９ ３ が よ く 用 い ら れ る （ Kidd,　 I.　 M.　 and　 V.C.　 Em
ery　 (1993)　 The　 use　 of　 baculoviruses　 as　 expression　 vectors.　 Applied　 Bio
chemistry　 and　 Biotechnology　 42,　 137-159)。 こ の 他 に も 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の Ｐ １
０ や 同 塩 基 性 蛋 白 質 の プ ロ モ ー タ ー を 利 用 し た ベ ク タ ー も 使 用 で き る 。 さ ら に 、 Ａ ｃ Ｎ Ｐ
Ｖ の エ ン ベ ロ ー プ 表 面 蛋 白 質 Ｇ Ｐ ６ ７ の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 目 的 蛋 白 質 の Ｎ 末 端 側 に 繋 げ
る こ と に よ り 、 組 換 え 蛋 白 質 を 分 泌 蛋 白 質 と し て 発 現 さ せ る こ と も 可 能 で あ る （ Zhe-mei
　 Wang,　 et　 al.　 (1998)　 Biol.　 Chem.,　 379,　 167-174)。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 真 核 微 生 物 を 宿 主 細 胞 と し た 発 現 系 と し て は 、 酵 母 が 一 般 に よ く 知 ら れ て お り 、 そ の 中
で も サ ッ カ ロ ミ セ ス 属 酵 母 、 例 え ば パ ン 酵 母 Saccharomyces　 cerevisiaeや 石 油 酵 母 Pichi
a　 pastorisが 好 ま し い 。 該 酵 母 な ど の 真 核 微 生 物 の 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 ア
ル コ ー ル 脱 水 素 酵 素 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー （ Bennetzen,　 J.　 L.　 and　 Hall,　 B.　 D.　
(1982)　 J.　 Biol.　 Chem.　 257,　 3018-3025） や 酸 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 の プ ロ モ
ー タ ー （ Miyanohara,　 A.　 et　 al.　 (1983)　 Proc.　 Natl.　 Acad.　 Sci.　 USA　 80,　 1
-5） な ど を 好 ま し く 利 用 で き る 。 ま た 、 分 泌 型 蛋 白 質 と し て 発 現 さ せ る 場 合 に は 、 分 泌 シ
グ ナ ル 配 列 と 宿 主 細 胞 の 持 つ 内 在 性 プ ロ テ ア ー ゼ あ る い は 既 知 の プ ロ テ ア ー ゼ の 切 断 部 位
を Ｎ 末 端 側 に 持 つ 組 換 え 体 と し て 発 現 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ト リ プ シ ン 型 セ リ
ン プ ロ テ ア ー ゼ の ヒ ト マ ス ト 細 胞 ト リ プ タ ー ゼ を 石 油 酵 母 で 発 現 さ せ た 系 で は 、 Ｎ 末 端 側
に 酵 母 の α フ ァ ク タ ー の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 と 石 油 酵 母 の 持 つ Ｋ Ｅ Ｘ ２ プ ロ テ ア ー ゼ の 切 断
部 位 を つ な ぎ 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 活 性 型 ト リ プ タ ー ゼ が 培 地 中 に 分 泌 さ れ る こ と が 知
ら れ て い る （ Andrew,　 L.　 Niles,et　 al.　 (1998)　 Biotechnol.Appl.　 Biochem.　 28,
　 125-131)。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 は 、 常 法 に 従 い 培 養 す る こ と が で き 、 該 培 養 に よ
り 細 胞 内 、 ま た は 細 胞 外 に 本 発 明 の 蛋 白 質 が 産 生 さ れ る 。 該 培 養 に 用 い ら れ る 培 地 と し て
は 、 採 用 し た 宿 主 細 胞 に 応 じ て 慣 用 さ れ る 各 種 の も の を 適 宜 選 択 で き 、 例 え ば 、 上 記 Ｃ Ｏ
Ｓ 細 胞 で あ れ ば 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 や ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ 以 下 「 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ
」 と い う ） な ど の 培 地 に 、 必 要 に 応 じ ウ シ 胎 児 血 清 な ど の 血 清 成 分 を 添 加 し た も の を 使 用
で き る 。 培 養 条 件 と し て は 、 Ｃ Ｏ ２ 濃 度 は ０ 乃 至 ５ ０ ％ の 範 囲 で あ れ ば よ く 、 好 適 に は １
乃 至 １ ０ ％ で あ り よ り 好 適 に は ５ ％ で あ る 。 培 養 温 度 は ０ 乃 至 ９ ９ ℃ で あ れ ば よ く 、 好 適
に は ２ ０ 乃 至 ５ ０ ℃ で あ り 、 よ り 好 適 に は ３ ５ 乃 至 ４ ０ ℃ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 上 記 培 養 に よ り 形 質 転 換 体 の 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 に 産 生 さ れ る 組 換 え 蛋 白 質 は 、 培 養 産
物 中 か ら 、 そ の 蛋 白 質 の 物 理 化 学 的 性 質 、 化 学 的 性 質 、 生 化 学 的 性 質 (酵 素 活 性 な ど ） 等
を 利 用 し た 各 種 の 分 離 操 作 （ 「 生 化 学 デ ー タ ブ ッ ク II」 、 1175-1259項 、 第 １ 版 第 １ 刷 、 1
980年 6月 23日 株 式 会 社 東 京 化 学 同 人 発 行 ;Biochemistry,　 vol.　 25,　 No.25,　 p8274-827
7　 (1986);　 Eur.　 J.　 Biochem.,　 163,　 p313-321　 (1987)等 参 照 ） に よ り 分 離 、 精 製
す る こ と が で き る 。 該 分 離 操 作 と し て は 、 具 体 的 に は 例 え ば 通 常 の 再 構 成 処 理 、 蛋 白 沈 殿
剤 に よ る 処 理 （ 塩 析 法 ） 、 遠 心 分 離 、 浸 透 圧 シ ョ ッ ク 法 、 凍 結 融 解 法 、 超 音 波 破 砕 、 限 外
ろ 過 、 ゲ ル 濾 過 、 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア ッ フ ィ ニ
テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） 等 の 各 種 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 透 析 法 、 そ れ ら の 組 み 合 わ せ 等 を 例 示 で き る 。 上 記 分 離 操 作 に よ り 、 高
収 率 で 所 望 の 組 換 え 蛋 白 質 を 工 業 的 規 模 で 製 造 で き る 。 ま た 、 発 現 さ せ る 組 換 え 蛋 白 質 に
６ 残 基 か ら な る ヒ ス チ ジ ン を 繋 げ る こ と に よ り 、 ニ ッ ケ ル ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム で 効 率 的
に 精 製 す る こ と が で き る 。 上 記 分 離 操 作 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 容 易 に 高 収 率 、 高 純 度
で 本 発 明 の 蛋 白 質 を 大 量 に 製 造 で き る 。 本 発 明 の 蛋 白 質 の 製 造 過 程 に 用 い る 分 離 操 作 と し
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て は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 が カ ル モ ジ ュ リ ン に 結 合 す る 性 質 を 有 す る こ と か ら 、 好 適 に は 、 カ
ル モ ジ ュ リ ン ・ セ フ ァ ロ ー ス 等 の 担 体 を 充 填 さ せ た カ ラ ム を 用 い た 分 離 操 作 を 挙 げ る こ と
が で き る 。 具 体 的 に は 、 カ ル モ ジ ュ リ ン を 含 ま な い 溶 媒 に 溶 解 さ せ た 本 発 明 の 蛋 白 質 を 含
む 試 料 を 、 カ ル モ ジ ュ リ ン を 結 合 さ せ た 樹 脂 に 吸 着 さ せ 、 次 に こ の 樹 脂 を カ ル モ ジ ュ リ ン
を 含 ま な い 溶 媒 で 洗 浄 す る 。 さ ら に 、 こ こ で 洗 浄 さ れ た 樹 脂 か ら 、 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ ま た は Ｅ Ｄ Ｔ
Ａ を 含 む 溶 媒 を 用 い て 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を 溶 出 さ せ る と い う 方 法 で あ る が
、 本 発 明 は こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 あ る Ｄ Ｎ Ａ が 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら １ ５ ９ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 否 か は 、 例 え ば 目 的 と す る Ｄ Ｎ Ａ を ラ
ン ダ ム プ ラ イ マ ー 法 （ Anal.　 Biochem.,　 132:　 6013　 (1983)） や ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ
ョ ン 法 （ Maniatis,　 T.　 et　 al.　 (1982)　 in　 “ 　 Molecular　 Cloning　 A　 Laborator
y　 Mannual　 “ 　 Cold　 Spring　 Harbor　 Laboratory,　 NY.） 等 に 従 い 、 ［ α － ３ ２ Ｐ ］
ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 等 で 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 調 べ る こ と が で き
る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用 い る Ｄ Ｎ Ａ は 、 公 知 の 方 法 、 例 え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜
や ナ イ ロ ン 膜 等 に 吸 着 さ せ 、 加 熱 あ る い は 紫 外 線 照 射 に よ り 固 相 化 さ せ る 。 次 い で 、 そ の
膜 を 例 え ば ６ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ％ 　 デ ン ハ ー ト （ Denhardt） 溶 液 お よ び ０ ． １ ％ 　 ド デ シ ル 硫
酸 ナ ト リ ウ ム （ 以 下 「 Ｓ Ｄ Ｓ 」 と い う ） を 含 む プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 浸 し 、
５ ５ ℃ で ４ 時 間 以 上 保 温 す る 。 そ の 後 、 先 に 作 成 し た 標 識 プ ロ ー ブ を 同 様 の プ レ ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 最 終 比 活 性 １ × １ ０ ６ ｃ ｐ ｍ ／ ｍ ｌ と な る よ う に 加 え 、 ６ ０ ℃ で 一
晩 保 温 す る 。 膜 を ５ ７ ℃ で ５ 分 間 洗 浄 す る 操 作 を ５ 回 繰 り 返 し 、 さ ら に ５ ７ ℃ で ２ ０ 分 間
洗 浄 後 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 う こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た か 否 か を 判 定 す
る こ と が で き る 。 こ の 方 法 を 利 用 し て 、 各 種 動 物 細 胞 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、
配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら １ ５ ９ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら
な る Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る こ と が で き る 。 （ Maniatis,　 T.　 e
t　 al.　 (1982)　 in　 “ 　 Molecular　 Cloning　 A　 Laboratory　 Mannual　 “ 　 Cold　 Sp
ring　 Harbor　 Laboratory,　 NY.） 。 ま た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 上 記 の 条 件
に 限 定 さ れ ず ， ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で あ れ ば よ い 。 本 発 明 に お い て 、 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ
（ ０ ． ７ ５ Ｍ 　 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ 　 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） ま た は こ れ と 同 等
の 塩 濃 度 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 、 ３ ７ ℃ 乃 至 ４ ２ ℃ の 温 度 条 件 下 、 約 １ ２ 時 間
行 い 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ ま た は こ れ と 同 等 の 塩 濃 度 の 溶 液 等 で 必 要 に 応 じ て 予 備 洗 浄 を 行 っ た 後
、 １ × Ｓ Ｓ Ｃ ま た は こ れ と 同 等 の 塩 濃 度 の 溶 液 中 で 洗 浄 を 行 う こ と に よ り 実 施 で き る 。 ま
た 、 さ ら に ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ ま た は こ れ と 同 等 の 塩 濃 度 の 溶 液 中 で 洗 浄 を 行 う こ と も で き る
。

　 こ の よ う な 各 種 の 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 上 記 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 の 情 報 に 基
づ い て 、 例 え ば ホ ス フ ァ イ ト ・ ト リ エ ス テ ル 法 （ Hunkapiller,　 M.　 et　 al.　 (1984)　 N
ature　 310,　 105-111） な ど の 常 法 に 従 い 、 化 学 合 成 に よ り 製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 が 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と は 、 例 え ば リ ン 酸 供 給 物 質 と し て 放 射
性 の ３ ２ Ｐ － Ａ Ｔ Ｐ を 用 い た ス フ ィ ン ゴ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 測 定 用 の シ ュ ピ ー ゲ ル ら の 方 法
（ Olivera,　 A.　 and　 Spiegel,　 S.　 (1993)　 Nature　 365,　 557-560参 照 ） を 改 変 し た
次 の 方 法 に 従 っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 含 む 溶 液 と 、 塩
化 マ グ ネ シ ウ ム 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ 以 下 「 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 」 と い う ） 、 ジ チ オ ス レ イ ト
ー ル 、 フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム 、 バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ４ － デ オ キ シ ピ リ ド キ シ ン 、 コ ン プ リ
ー ト T M (プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 　 ベ ー リ ン グ マ ン ハ イ ム 社 製 )、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 塩 化 カ リ
ウ ム を 含 む ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 、 お よ び ウ シ 胎 児 血 清 （ 以 下 、 Ｂ Ｓ Ａ ） に 溶 解 し
た 基 質 Ｄ － ヘ キ サ ノ イ ル ス フ ィ ン ゴ シ ン 、 Ｄ － エ リ ス ロ (以 下 単 に Ｃ 6 　 セ ラ ミ ド と 略 す )
も し く は オ ク チ ル グ ル コ シ ド を 用 い て ミ セ ル 化 し た セ ラ ミ ド (ウ シ 胎 児 脳 よ り の 精 製 品 、 S
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igma社 製 )さ ら に は 放 射 標 識 ３ ２ Ｐ － γ － Ａ Ｔ Ｐ を 混 合 し 、 ３ ７ ℃ で 保 温 す る こ と に よ り
脂 質 キ ナ ー ゼ 反 応 を 行 う 。 次 に 、 1Ｎ 塩 酸 を 加 え る こ と に よ り 反 応 を 停 止 さ せ 、 ク ロ ロ ホ
ル ム ： メ タ ノ ー ル ： 濃 塩 酸 （ 100： 200： 1、 ｖ ／ ｖ ） を 加 え て 抽 出 操 作 を 施 し 、 得 ら れ た
下 層 （ ク ロ ロ ホ ル ム 層 ） を 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 以 下 、 Ｔ Ｌ Ｃ ） で 展 開 、 分 析 す る 。
セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ 活 性 は 上 記 Ｔ Ｌ Ｃ に お い て 、 生 成 物 で あ る セ ラ ミ ド -１ － リ ン 酸 （ 以 下
、 Cer-1-P） の ス ポ ッ ト を 定 量 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 こ の よ う な 活 性 の 測 定 方 法 に つ
い て は 脂 質 の リ ン 酸 化 を 検 出 で き る 方 法 で あ れ ば ど ん な 方 法 を 用 い る こ と も で き 、 こ こ に
挙 げ た 方 法 に 限 定 さ れ な い 。 ３ ２ Ｐ － Ａ Ｔ Ｐ を 用 い る 代 わ り に 、 脂 質 基 質 が 標 識 さ れ た も
の 、 た と え ば 、 ３ Ｈ セ ラ ミ ド 、 １ ４ Ｃ セ ラ ミ ド ま た は Ｎ Ｂ Ｄ － セ ラ ミ ド （ カ タ ロ グ 番 号 ：
２ １ ９ ５ ４ ５ 、 カ ル ビ オ ケ ム 社 製 ） な ど を 用 い て 、 上 記 の 方 法 と 同 様 に Ｔ Ｌ Ｃ で 分 離 す る
こ と に よ り 活 性 を 測 定 で き る 。 さ ら に リ ン 酸 供 給 物 お よ び 脂 質 基 質 共 に 未 標 識 の も の を 用
い て も 、 反 応 液 か ら 脂 質 基 質 が 含 ま れ る 画 分 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ な ど に よ り 抽 出 し 、 質 量 分 析 を す
る こ と で リ ン 酸 化 を 検 出 す る こ と が で き 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。 上
記 の よ う な 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 の 測 定 方 法 に お い て 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 供 給 源 と し て は 、 本
発 明 の 蛋 白 質 の 精 製 品 ま た は 粗 精 製 品 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 、 ま た は 該 細 胞 の
破 砕 液 な ど を 用 い て も よ い 。 こ の よ う な 方 法 に お い て は 、 細 胞 由 来 の 脂 質 中 に 、 本 発 明 の
蛋 白 質 の 有 す る 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 に よ り リ ン 酸 化 さ れ る 脂 質 を 含 む 場 合 は 、 外 部 か ら 脂 質
基 質 を 加 え る こ と な く 、 細 胞 内 の 脂 質 の リ ン 酸 化 を 指 標 と し た ア ッ セ イ を す る こ と も で き
る 。 た だ し 、 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ の 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 検 出 方 法 、 ま た は 該 活 性 を 調 節 す る 物
質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 こ れ ら の 方 法 に 限 定 さ れ ず 、 本 発 明 の 蛋 白 質 が 特 異 的 に リ ン
酸 化 し 得 る 他 の 基 質 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な セ ラ ミ ド 以 外 の 基 質 を 探 索
す る 方 法 と し て は 、 下 記 の よ う な 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 す な わ ち 、 該 基 質 を 含 む 可 能 性 の あ
る 試 料 （ 試 料 Ａ ） お よ び 該 基 質 を 含 ま な い 試 料 （ 試 料 Ｂ ） に 、 本 発 明 の 蛋 白 質 、 セ ラ ミ ド
お よ び リ ン 酸 供 給 物 を 混 合 し 、 セ ラ ミ ド の リ ン 酸 化 の 程 度 を 上 記 方 法 に よ り 検 出 し 、 試 料
Ａ の 該 リ ン 酸 化 の 程 度 が 試 料 Ｂ よ り も 小 さ い 場 合 、 試 料 Ａ 中 に 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 に よ り リ
ン 酸 化 さ れ る う る 物 質 が 含 ま れ る と 判 断 す る す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 本 発 明 の 蛋 白
質 の 基 質 は 、 標 識 さ れ た リ ン 酸 供 給 物 質 を 用 い て 、 上 記 の 反 応 を 行 い 、 Ｔ Ｌ Ｃ な ど の 各 種
方 法 で 分 離 し 、 リ ン 酸 化 を 受 け た 画 分 を 抽 出 し て 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ま た 、 上 記 の 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 検 出 方 法 に お い て 、 合 成 さ れ た 化 合 物 や 微 生 物 の 二 次 代
謝 産 物 等 の 被 験 物 質 を 基 質 リ ン 酸 化 反 応 時 に 共 存 さ せ 、 該 被 験 物 質 が 本 発 明 の 蛋 白 質 の 脂
質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 活 性 化 ま た は 阻 害 す る か 否 か を 調 べ る こ と に よ り 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 調
節 活 性 を 有 す る 物 質 の 評 価 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 脂 質 キ ナ ー ゼ
活 性 を 調 節 す る 物 質 は 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿
病 、 肥 満 、 敗 血 症 、 動 脈 硬 化 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 な ど の 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 剤
と し て 有 用 で あ る 。 特 に 、 該 活 性 を 促 進 す る 物 質 は 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性
免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 な ど の 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま
た は 予 防 剤 と し て 有 用 で あ り 、 該 活 性 を 抑 制 す る 物 質 は 癌 お よ び ／ ま た は 癌 の 転 移 の 治 療
ま た は 予 防 剤 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 の 抑 制 の 程 度 は 、 通 常 活 性 抑 制 率 に し て １ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ３ ０
％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ５ ０ ％ 以 上 、 さ ら に よ り 好 ま し く は ７ ０ ％ 以 上 、 さ ら に よ り 一 層
好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 さ ら に よ り な お 一 層 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 で あ り 、 最 適 に は １ ０
０ ％ で あ る 。 活 性 抑 制 率 の 算 出 式 の 代 表 的 な も の と し て は 以 下 の 式 、 数 １ が 挙 げ ら れ る 。
［ 数 １ ］
　 活 性 抑 制 率 （ ％ ） ＝ （ 被 験 物 質 存 在 下 の リ ン 酸 化 の 程 度 ／ 被 験 物 質 非 存 在 下 の リ ン 酸 化
の 程 度 ） × １ ０ ０

　 ま た 、 リ ン 酸 化 活 性 の 促 進 の 程 度 は 、 活 性 促 進 率 に し て １ ５ ０ ％ 以 上 を 適 用 で き る が 、
好 ま し く は ２ ０ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ３ ０ ０ ％ 以 上 、 よ り 一 層 好 ま し く は ５ ０ ０ ％ 以
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上 、 最 適 に は １ ０ ０ ０ ％ 以 上 で あ る 。 活 性 促 進 率 の 算 出 式 の 代 表 的 な も の と し て は 以 下 の
式 、 数 ２ が 挙 げ ら れ る 。
［ 数 ２ ］
　 活 性 促 進 率 （ ％ ） ＝ （ 被 験 物 質 存 在 下 の リ ン 酸 化 の 程 度 ／ 被 験 物 質 非 存 在 下 の リ ン 酸 化
の 程 度 ） × １ ０ ０

　 該 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 物 質 と し て は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 特
異 的 に 調 節 す る 活 性 が 高 く 、 他 の リ ン 酸 化 酵 素 （ キ ナ ー ゼ ） の 活 性 に 影 響 し な い よ う な 物
質 が 好 ま し い 。 ま た 、 上 記 の よ う な 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 の 測 定 方 法 を 利 用 し て 、 試 料 中 の 本
発 明 の 蛋 白 質 の 検 出 ま た は 定 量 を す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 こ の 他 に も 、 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 の 検 出 ま た は 定 量 の 方 法 と し て は 、 試 料 に
本 発 明 の 抗 体 を 添 加 し 、 公 知 の 方 法 を 用 い て 、 蛋 白 質 と 抗 体 の 複 合 体 を 検 出 す る 方 法 が 挙
げ ら れ る 。 該 複 合 体 の 検 出 方 法 と し て は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 沈 降 法 、 免 疫 染 色
法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ま た 、 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 の 遺 伝 子 レ ベ ル で の 発 現 を 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 と し
て は 、 試 料 か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 単 離 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ
Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を
検 出 ま た は 定 量 す る 方 法 と し て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド を 元 に 設 計 さ れ た Ｐ Ｃ
Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 利 用 し た 各 種 方 法 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ア ル
タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 ） を 利 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ
を 元 に 設 計 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い た ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 や ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 法 な ど に よ っ て も 、 同 様 に 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 検
出 ま た は 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 に 用 い る 試 料 と し て は 、 培 養 細 胞 、 生 検
組 織 、 血 液 な ど の 体 液 、 実 験 動 物 か ら 得 ら れ る 臓 器 ま た は 組 織 の 破 砕 液 な ど が 挙 げ ら れ る
が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ま た 、 上 記 の よ う な 蛋 白 質 レ ベ ル ま た は 遺 伝 子 レ ベ ル で の 本 発 明 の 蛋 白 質 の 発 現 の 検 出
ま た は 定 量 方 法 に お い て 、 合 成 さ れ た 化 合 物 や 微 生 物 の 二 次 代 謝 産 物 等 の 被 験 物 質 と 試 料
を あ ら か じ め 共 存 さ せ る こ と に よ り 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 蛋 白 質 レ ベ ル ま た は 遺 伝 子 レ ベ ル
で の 発 現 を 調 節 す る 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 な う こ と が で き る 。 こ の よ う
に 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 発 現 を 調 節 す る 活 性 を 有 す る 物 質 は 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症
、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 、 動 脈 硬 化 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 等 の
疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 剤 と し て の 効 果 が 期 待 で き る 。 特 に 、 発 現 を 亢 進 す る 活 性
を 有 す る 物 質 で あ れ ば 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿
病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 等 の 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 剤 と し て 有 用 で あ り
、 発 現 を 抑 制 す る 活 性 を 有 す る 物 質 で あ れ ば 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 の い ず れ か 一 つ 若 し く は
両 方 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 剤 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 発 現 の 抑 制 の 程 度 は 、 発 現 抑 制 率 に し て １ ０ ％ 以 上 を 適 用 す る こ と が で き る が 、 好 ま し
く は ３ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ５ ０ ％ 以 上 、 さ ら に よ り 好 ま し く は ７ ０ ％ 以 上 、 さ ら に
よ り 一 層 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 さ ら に よ り な お 一 層 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 で あ り 、 最 適
に は １ ０ ０ ％ で あ る 。 発 現 抑 制 率 の 算 出 式 の 代 表 的 な も の と し て は 以 下 の 式 、 数 ３ が 挙 げ
ら れ る 。
［ 数 ３ ］
　 発 現 抑 制 率 （ ％ ） ＝ （ 被 験 物 質 存 在 下 の 発 現 量 ／ 被 験 物 質 非 存 在 下 の 発 現 量 ） × １ ０ ０

　 ま た 、 発 現 の 亢 進 の 程 度 は 、 発 現 亢 進 率 に し て １ ５ ０ ％ 以 上 を 適 用 で き る が 、 好 ま し く
は ２ ０ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ３ ０ ０ ％ 以 上 、 よ り 一 層 好 ま し く は ５ ０ ０ ％ 以 上 、 最 適
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に は １ ０ ０ ０ ％ 以 上 で あ る 。 発 現 亢 進 率 の 算 出 式 の 代 表 的 な も の と し て は 以 下 の 式 、 数 ４
が 挙 げ ら れ る 。
［ 数 ４ ］
　 発 現 亢 進 率 （ ％ ） ＝ （ 被 験 物 質 存 在 下 の 発 現 量 ／ 被 験 物 質 非 存 在 下 の 発 現 量 ） × １ ０ ０

　 本 発 明 に お い て 、 「 部 分 ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 か ら な る ヌ
ク レ オ チ ド の 断 片 で あ り 、 こ の よ う な 部 分 ヌ ク レ オ チ ド は 天 然 の Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る こ と に
よ っ て 得 る こ と も で き る し 、 化 学 的 に 合 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の セ ン ス 配 列 か ら な る 部 分 ヌ ク レ オ チ ド の 例 と し て は 、 セ ン ス プ ラ イ マ
ー な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス 配 列 か ら な る 部 分 ヌ ク レ オ チ
ド の 例 と し て は 、 プ ロ ー ブ 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ， ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド な ど が
挙 げ ら れ る 。 こ れ ら 部 分 ヌ ク レ オ チ ド は 、 蛋 白 質 を コ ー ド し て い な く て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の プ ロ ー ブ と し て は 、 蛍 光 物 質 、 放 射 性 同 位 体 等 に よ り 標 識 さ れ て い る も の が 望
ま し く 、 該 プ ロ ー ブ の 長 さ は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 通 常 ２ ０ 乃 至 １ ０ ０ ０ 残 基 で あ り ， 好
ま し く は ５ ０ 乃 至 ５ ０ ０ 残 基 で あ る 。 本 発 明 の プ ロ ー ブ と し て 好 適 な も の は 、 配 列 表 の 配
列 番 号 １ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 「 Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー 」 と は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に 用 い る こ と に よ り 本 発 明 の
ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 ， ま た は 全 体 を 増 幅 す る こ と が で き る 部 分 ヌ ク レ オ チ ド を い う 。 該 Ｐ
Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー は 、 基 本 的 に 、 セ ン ス プ ラ イ マ ー お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー を 一 組
と し て 用 い る が 、 既 知 の プ ラ イ マ ー と 組 み 合 わ せ て 使 う こ と も で き る 。 該 Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ
マ ー の 長 さ と し て は ， 通 常 １ ０ 乃 至 ５ ０ 塩 基 で あ り ， 好 ま し く は １ ５ 乃 至 ４ ０ 塩 基 で あ る
。 本 発 明 の Ｐ Ｃ Ｒ 用 セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 好 ま し い も の は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ り 、 本 発 明 の Ｐ Ｃ Ｒ 用 ア ン チ セ ン ス プ ラ
イ マ ー と し て 好 ま し い も の は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 一
本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド と は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の セ ン ス 鎖 と 生 体 内 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 発 現 を 抑 制 す る 作 用 を 持 つ 部 分 ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ の
よ う な ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ お
よ び ア ン チ セ ン ス ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド は
、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 翻 訳 を 抑 制 す る 活 性 を 有 し て い れ ば 長 さ を 限 定 さ れ な い が 、 好 適 に は
１ ０ 乃 至 ４ ０ 塩 基 か ら な る も の で あ り 、 よ り 好 適 に は ２ ０ 乃 至 ３ ０ 塩 基 か ら な る も の で あ
る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド と し て 好 ま し い も の は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の ア ン チ
セ ン ス 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ り ， こ
れ ら の ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 組 成 物 も 本 発 明 に 含 ま れ る 。

　 こ れ ら の プ ロ ー ブ お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 遺 伝 子 レ ベ ル で の 発
現 を 検 出 す る 際 の ツ ー ル と し て 有 用 で あ り 、 こ れ ら の プ ロ ー ブ と Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー お よ
び 本 発 明 の 抗 体 を 単 独 も し く は 複 合 し て 含 む こ と か ら な る 本 蛋 白 質 の 発 現 検 出 キ ッ ト も 、
該 発 現 の 検 出 に 有 用 で あ る .。

　 さ ら に 、 こ の よ う な 部 分 ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド な ど を 用 い て 本 発 明 の 蛋
白 質 の 発 現 を 調 節 す る こ と に よ り 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群
、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 、 動 脈 硬 化 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 等 の 疾 患 の 遺 伝 子 治 療 を 行 な
う こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 し た ア デ ノ ウ ィ ル ス を 用 い て ， 疾 患 部
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位 に お け る 本 発 明 の 蛋 白 質 の 発 現 量 を 増 加 さ せ る こ と に よ り 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎
症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 等 の 疾 患 の 治 療 か
可 能 で あ ろ う 。

　 ま た 、 セ ラ ミ ド は 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、
肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 等 の 疾 患 に お い て 増 悪 因 子 と し て 働 く と 考 え ら れ て い る 。 本
発 明 の 蛋 白 質 は 、 セ ラ ミ ド の リ ン 酸 化 を 促 進 す る 活 性 を 有 し て お り 、 セ ラ ミ ド に よ る 該 疾
患 の 増 悪 効 果 を 打 ち 消 す 活 性 を も つ こ と が 期 待 さ れ る た め 、 該 疾 患 の 患 部 に お い て 発 現 が
低 下 し て い る こ と が 予 想 さ れ る 。 こ れ と は 逆 に 、 癌 や 癌 の 転 移 な ど の 疾 患 に お い て は 、 患
部 に セ ラ ミ ド が 蓄 積 す る こ と に よ り 、 疾 患 の 増 悪 が 抑 制 さ れ る と 考 え ら れ て い る 。 本 発 明
の 蛋 白 質 は 、 セ ラ ミ ド の リ ン 酸 化 を 促 進 す る 活 性 を 有 し 、 セ ラ ミ ド に よ る 該 疾 患 の 患 部 に
お け る 増 悪 抑 制 活 性 を 打 ち 消 す 活 性 を 有 す る と 考 え ら れ る た め 、 該 疾 患 の 患 部 に お い て 発
現 が 亢 進 し て い る こ と が 予 想 さ れ る 。 何 ら か の 疾 患 に 罹 患 し て い る 恐 れ の あ る 個 体 か ら 採
取 し た 試 料 （ 被 験 試 料 ） 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 の 発 現 量 を 検 出 し 、 正 常 個 体 由 来 の 試 料 （ 対
照 試 料 ） に お け る 該 発 現 量 と 比 較 し て 少 な い 場 合 は 、 該 個 体 が 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎
症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 な ど の 疾 患 に 罹 患
し て い る と 判 断 す る 、 ま た は 、 こ れ ら の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク が 高 い と 判 断 す る こ と が で
き る だ ろ う 。 ま た 、 該 比 較 の 結 果 、 対 照 試 料 に お け る よ り 、 被 験 試 料 に お け る 発 現 量 が 大
き い 場 合 、 該 個 体 が 癌 お よ び 癌 の 転 移 な ど の 疾 患 に 罹 患 し て い る と 判 断 す る 、 ま た は 、 こ
れ ら の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク が 高 い と 判 断 す る こ と が で き る だ ろ う 。 こ の よ う な 、 疾 患 ま
た は そ の 疾 患 に 罹 患 す る リ ス ク の 検 出 に 供 す る 個 体 由 来 の 試 料 と し て 好 ま し い も の は 、 疾
患 ご と に 異 な る が 、 疾 患 の 患 部 か ら 得 ら れ る も の が 望 ま し い が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 例
え ば 、 対 象 疾 患 が 腎 臓 疾 患 で あ る 場 合 は 、 腎 臓 の 生 検 組 織 が 望 ま し い が 、 血 液 、 尿 、 唾 液
な ど の 体 液 で あ っ て も 良 い 。

　 以 下 に 本 発 明 の 抗 体 の 作 製 法 に つ い て 述 べ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 に あ た っ て は 、 一 般 に 下 記 の よ う
な 作 業 工 程 が 必 要 で あ る 。 す な わ ち 、
（ ａ ） 抗 原 と し て 使 用 す る 生 体 高 分 子 の 精 製 、
（ ｂ ） 抗 原 を 動 物 に 注 射 す る こ と に よ り 免 疫 し た 後 、 血 液 を 採 取 し そ の 抗 体 価 を 検 定 し て
脾 臓 摘 出 の 時 期 を 決 定 し て か ら 、 抗 体 産 生 細 胞 を 調 製 す る 工 程 、
（ ｃ ） 骨 髄 腫 細 胞 （ 以 下 「 ミ エ ロ ー マ 」 と い う ） の 調 製 、
（ ｄ ） 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ と の 細 胞 融 合 、
（ ｅ ） 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 群 の 選 別 、
（ ｆ ） 単 一 細 胞 ク ロ ー ン へ の 分 割 （ ク ロ ー ニ ン グ ） 、
（ ｇ ） 場 合 に よ っ て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 製 造 す る た め の ハ イ ブ リ ド ー マ の 培
養 、 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 し た 動 物 の 飼 育 、
（ ｈ ） こ の よ う に し て 製 造 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 理 活 性 、 お よ び そ の 認 識 特 異 性
の 検 討 、 あ る い は 標 識 試 薬 と し て の 特 性 の 検 定 、
等 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 （ ｅ ） の 工 程 で 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し 、 そ
の 培 養 上 清 を 分 取 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 以 下 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 法 を 上 記 工 程 に 沿 っ て 詳 述 す る が 、 該 抗 体 の 作 製 法 は
こ れ に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 脾 細 胞 以 外 の 抗 体 産 生 細 胞 お よ び ミ エ ロ ー マ を 使 用 す る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 （ ａ ） 抗 原 の 精 製
　 抗 原 と し て は 、 前 記 し た よ う な 方 法 で 調 製 し た 本 発 明 の 蛋 白 質 ま た は そ の 一 部 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 に よ り 本 発 明 の 蛋 白 質 の 一 次 構 造 が 明 ら か に さ れ た の で
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、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 部 分 ペ プ チ ド を 化 学 合 成 し 、 こ れ を 抗
原 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 （ ｂ ） 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製
　 工 程 （ ａ ） で 得 ら れ た 抗 原 と 、 フ ロ イ ン ド の 完 全 ま た は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は カ
リ ミ ョ ウ バ ン の よ う な 助 剤 と を 混 合 し 、 免 疫 原 と し て 実 験 動 物 に 免 疫 す る 。 実 験 動 物 と し
て は 、 マ ウ ス が 最 も 好 適 に 用 い ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 マ ウ ス 免 疫 の 際 の 免 疫 原 投 与 法 は 、 皮 下 注 射 、 腹 腔 内 注 射 、 静 脈 内 注 射 、 皮 内 注 射 、 筋
肉 内 注 射 い ず れ で も よ い が 、 皮 下 注 射 ま た は 腹 腔 内 注 射 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 免 疫 は 、 一 回 、 ま た は 、 適 当 な 間 隔 で （ 好 ま し く は １ 週 間 か ら ５ 週 間 間 隔 で ） 複 数 回 繰
返 し 行 な う こ と が で き る 。 そ の 後 、 免 疫 し た 動 物 の 血 清 中 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 価 を 測 定 し
、 抗 体 価 が 十 分 高 く な っ た 動 物 を 抗 体 産 生 細 胞 の 供 給 原 と し て 用 い れ ば 、 以 後 の 操 作 の 効
果 を 高 め る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 最 終 免 疫 後 ３ ～ ５ 日 後 の 動 物 由 来 の 抗 体 産 生 細 胞
を 後 の 細 胞 融 合 に 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 抗 体 価 の 測 定 法 と し て は 、 放 射 性 同 位 元 素 免 疫 定 量 法 （ 以 下 「 Ｒ Ｉ Ａ
法 」 と い う ） 、 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 （ 以 下 「 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 」 と い う ） 、 蛍 光 抗 体 法 、 受 身
血 球 凝 集 反 応 法 な ど 種 々 の 公 知 技 術 が あ げ ら れ る が 、 検 出 感 度 、 迅 速 性 、 正 確 性 、 お よ び
操 作 の 自 動 化 の 可 能 性 な ど の 観 点 か ら 、 Ｒ Ｉ Ａ 法 ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 が よ り 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に お け る 抗 体 価 の 測 定 は 、 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ れ ば 、 以 下 に 記 載 す る よ う な
手 順 に よ り 行 う こ と が で き る 。 ま ず 、 精 製 ま た は 部 分 精 製 し た 抗 原 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 ９ ６ 穴
プ レ ー ト 等 の 固 相 表 面 に 吸 着 さ せ 、 さ ら に 抗 原 が 吸 着 し て い な い 固 相 表 面 を 抗 原 と 無 関 係
な タ ン パ ク 質 、 例 え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 以 下 「 Ｂ Ｓ Ａ 」 と い う ） に よ り 覆 い 、 該 表 面
を 洗 浄 後 、 第 一 抗 体 と し て 段 階 希 釈 し た 試 料 （ 例 え ば マ ウ ス 血 清 ） に 接 触 さ せ 、 上 記 抗 原
に 試 料 中 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 結 合 さ せ る 。 さ ら に 第 二 抗 体 と し て 酵 素 標 識 さ れ た マ ウ
ス 抗 体 に 対 す る 抗 体 を 加 え て マ ウ ス 抗 体 に 結 合 さ せ 、 洗 浄 後 該 酵 素 の 基 質 を 加 え 、 基 質 分
解 に 基 づ く 発 色 に よ る 吸 光 度 の 変 化 等 を 測 定 す る こ と に よ り 、 抗 体 価 を 算 出 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 （ ｃ ） ミ エ ロ ー マ の 調 製 工 程
　 ミ エ ロ ー マ と し て は 、 一 般 的 に は マ ウ ス か ら 得 ら れ た 株 化 細 胞 、 例 え ば ８ － ア ザ グ ア ニ
ン 耐 性 マ ウ ス （ Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ 由 来 ） ミ エ ロ ー マ 株 P3X63Ag8U.1(P3-U1)［ Yelton,　 D.E.　 e
t　 al.　 Current　 Topics　 in　 Microbiology　 and　 Immunology,　 81,　 1-7(1978)］ 、 P
3／ NSI　 ／ 1-Ag4-1(NS-1)　 ［ Kohler,　 G.　 et　 al.　 European　 J.　 Immu　 nology,　 6,
　 511-519　 (1976)　 ］ 、 Sp2　 ／ O-Ag14　 (SP-2)　 ［ Shulman,　 M.　 et　 al.　 Nature,　
276,　 269-270　 (1978)］ 、 P3X63Ag8.653　 (653)　 ［ Kearney,　 J.　 F.　 et　 al.　 J.　 I
mmunology,　 123,　 1548-1550　 (1979)］ 、 P3X63Ag8(X63)　 ［ Horibata,　 K.　 and　 Harr
is,　 A.　 W.　 Nature,　 256,　 495-497　 (1975)］ な ど を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら
の 細 胞 株 は 、 適 当 な 培 地 、 例 え ば ８ － ア ザ グ ア ニ ン 培 地 ［ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 に グ ル
タ ミ ン 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 お よ び ウ シ 胎 児 血 清 （ 以 下 「 Ｆ Ｃ
Ｓ 」 と い う ） を 加 え た 培 地 に ８ － ア ザ グ ア ニ ン を 加 え た 培 地 ]　 、 イ ス コ フ 改 変 ダ ル ベ ッ
コ 培 地 （ Iscove's　 Modified　 Dulbecco's　 Medium　 ； 以 下 「 Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ 」 と い う ） 、 ま た
は ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ Dulbecco's　 Modified　 Eagle　 Medium； 以 下 「 Ｄ Ｍ Ｅ
Ｍ 」 と い う ） で 継 代 培 養 す る が 、 細 胞 融 合 の ３ 乃 至 ４ 日 前 に 正 常 培 地 ［ 例 え ば 、 １ ０ ％ 　
Ｆ Ｃ Ｓ を 含 む Ａ Ｓ Ｆ １ ０ ４ 培 地 （ 味 の 素 （ 株 ） 社 製 ） ］ で 継 代 培 養 し 、 融 合 当 日 に ２ × １
０ ７ 以 上 の 細 胞 数 を 確 保 し て お く 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 （ ｄ ） 細 胞 融 合
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　 抗 体 産 生 細 胞 は 、 形 質 細 胞 、 お よ び そ の 前 駆 細 胞 で あ る リ ン パ 球 で あ り 、 こ れ は 個 体 の
い ず れ の 部 位 か ら 得 て も よ く 、 一 般 に は 脾 、 リ ン パ 節 、 末 梢 血 、 ま た は こ れ ら を 適 宜 組 み
合 わ せ た も の 等 か ら 得 る こ と が で き る が 、 脾 細 胞 が 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 最 終 免 疫 後 、 所 定 の 抗 体 価 が 得 ら れ た マ ウ ス か ら 抗 体 産 生 細 胞 が 存 在 す る 部 位 、 例 え ば
脾 臓 を 摘 出 し 、 抗 体 産 生 細 胞 で あ る 脾 細 胞 を 調 製 す る 。 こ の 脾 細 胞 と 工 程 （ ｃ ） で 得 ら れ
た ミ エ ロ ー マ を 融 合 さ せ る 手 段 と し て 現 在 最 も 一 般 的 に 行 わ れ て い る の は 、 細 胞 毒 性 が 比
較 的 少 な く 融 合 操 作 も 簡 単 な ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、
例 え ば 以 下 の 手 順 よ り な る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ と を 無 血 清 培 地 （ 例 え ば Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ ） 、 ま た は リ ン 酸 緩 衝 生
理 食 塩 液 （ 以 下 「 Ｐ Ｂ Ｓ 」 と い う ） で よ く 洗 浄 し 、 脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ の 細 胞 数 の 比 が ５
： １ ～ １ ０ ： １ 程 度 に な る よ う に 混 合 し 、 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を 除 去 し 、 沈 澱 し た 細 胞 群
を よ く ほ ぐ し た 後 、 撹 拌 し な が ら １ ｍ ｌ の ５ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 分
子 量 １ ０ ０ ０ ～ ４ ０ ０ ０ ） を 含 む 無 血 清 培 地 を 滴 下 す る 。 そ の 後 、 １ ０ ｍ ｌ の 無 血 清 培 地
を ゆ っ く り と 加 え た 後 遠 心 分 離 す る 。 再 び 上 清 を 捨 て 、 沈 澱 し た 細 胞 を 適 量 の ヒ ポ キ サ ン
チ ン ・ ア ミ ノ プ テ リ ン ・ チ ミ ジ ン （ 以 下 「 Ｈ Ａ Ｔ 」 と い う ） 液 お よ び マ ウ ス イ ン タ ー ロ イ
キ ン － ２ （ 以 下 「 Ｉ Ｌ － ２ 」 と い う ） を 含 む 正 常 培 地 （ 以 下 「 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 」 と い う ） 中 に
懸 濁 し て 培 養 用 プ レ ー ト （ 以 下 「 プ レ ー ト 」 と い う ） の 各 ウ ェ ル に 分 注 し 、 ５ ％ 　 炭 酸 ガ
ス 存 在 下 、 ３ ７ ℃ で ２ 週 間 程 度 培 養 す る 。 途 中 適 宜 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を 補 う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 （ ｅ ） ハ イ ブ リ ド ー マ 群 の 選 択
　 上 記 ミ エ ロ ー マ 細 胞 が 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 株 で あ る 場 合 、 す な わ ち 、 ヒ ポ キ サ ン チ
ン ・ グ ア ニ ン ・ ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ ） 欠 損 株 で あ る 場 合 、 融
合 し な か っ た 該 ミ エ ロ ー マ 細 胞 、 お よ び ミ エ ロ ー マ 細 胞 ど う し の 融 合 細 胞 は 、 Ｈ Ａ Ｔ 含 有
培 地 中 で は 生 存 で き な い 。 一 方 、 抗 体 産 生 細 胞 ど う し の 融 合 細 胞 、 あ る い は 、 抗 体 産 生 細
胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の ハ イ ブ リ ド ー マ は 生 存 す る こ と が で き る が 、 抗 体 産 生 細 胞 ど う し
の 融 合 細 胞 に は 寿 命 が あ る 。 従 っ て 、 Ｈ Ａ Ｔ 含 有 培 地 中 で の 培 養 を 続 け る こ と に よ っ て 、
抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の ハ イ ブ リ ド ー マ の み が 生 き 残 り 、 結 果 的 に ハ イ ブ リ ド
ー マ を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 コ ロ ニ ー 状 に 生 育 し て き た ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 か ら ア ミ ノ プ テ リ ン を
除 い た 培 地 （ 以 下 「 Ｈ Ｔ 培 地 」 と い う ） へ の 培 地 交 換 を 行 う 。 以 後 、 培 養 上 清 の 一 部 を 採
取 し 、 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 抗 体 価 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 以 上 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 の 細 胞 株 を 用 い る 方 法 を 例 示 し た が 、 そ の 他 の 細 胞 株 も ハ
イ ブ リ ド ー マ の 選 択 方 法 に 応 じ て 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 場 合 使 用 す る 培 地 組 成 も 変 化
す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 （ ｆ ） ク ロ ー ニ ン グ
　 工 程 （ ｂ ） の 記 載 と 同 様 の 方 法 で 抗 体 価 を 測 定 す る こ と に よ り 、 特 異 的 抗 体 を 産 生 す る
こ と が 判 明 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 別 の プ レ ー ト に 移 し ク ロ ー ニ ン グ を 行 う 。 こ の ク ロ ー
ニ ン グ 法 と し て は 、 プ レ ー ト の １ ウ ェ ル に １ 個 の ハ イ ブ リ ド ー マ が 含 ま れ る よ う に 希 釈 し
て 培 養 す る 限 界 希 釈 法 、 軟 寒 天 培 地 中 で 培 養 し コ ロ ニ ー を 回 収 す る 軟 寒 天 法 、 マ イ ク ロ マ
ニ ュ ピ レ ー タ ー に よ っ て １ 個 づ つ の 細 胞 を 取 り 出 し 培 養 す る 方 法 、 セ ル ソ ー タ ー に よ っ て
１ 個 の 細 胞 を 分 離 す る 「 ソ ー タ ク ロ ー ン 」 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 限 界 希 釈 法 が 簡 便 で あ り
よ く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 抗 体 価 の 認 め ら れ た ウ ェ ル に つ い て 、 例 え ば 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を ２ ～ ４ 回
繰 返 し 、 安 定 し て 抗 体 価 の 認 め ら れ た も の を 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
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ー マ 株 と し て 選 択 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 （ ｇ ） ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
　 ク ロ ー ニ ン グ を 完 了 し た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 培 地 を Ｈ Ｔ 培 地 か ら 正 常 培 地 に 換 え て 培 養
さ れ る 。 大 量 培 養 は 、 大 型 培 養 瓶 を 用 い た 回 転 培 養 、 あ る い は ス ピ ナ ー 培 養 で 行 わ れ る 。
こ の 大 量 培 養 に お け る 上 清 を 、 ゲ ル 濾 過 等 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 精 製 す る こ と に
よ り 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 ま た
、 同 系 統 の マ ウ ス （ 例 え ば 、 上 記 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ ） 、 あ る い は Ｎ ｕ ／ Ｎ ｕ マ ウ ス の 腹 腔 内
で 該 ハ イ ブ リ ド － マ を 増 殖 さ せ る こ と に よ り 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 含 む
腹 水 を 得 る こ と が で き る 。 精 製 の 簡 便 な 方 法 と し て は 、 市 販 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 精 製 キ
ッ ト （ 例 え ば 、 Ｍ Ａ ｂ Ｔ ｒ ａ ｐ 　 Ｇ IIキ ッ ト ； フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 等 を 利 用 す る こ と も で
き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 か く し て 得 ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 対 し て 高 い 抗 原 特 異 性 を 有
す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 （ ｈ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 検 定
　 か く し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ お よ び サ ブ ク ラ ス の 決 定 は 以 下 の
よ う に 行 う こ と が で き る 。 ま ず 、 同 定 法 と し て は オ ク テ ル ロ ニ ー （ Ouchterlony） 法 、 Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 ま た は Ｒ Ｉ Ａ 法 が 挙 げ ら れ る 。 オ ク テ ル ロ ニ ー 法 は 簡 便 で は あ る が 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 濃 度 が 低 い 場 合 に は 濃 縮 操 作 が 必 要 で あ る 。 一 方 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ま た は Ｒ
Ｉ Ａ 法 を 用 い た 場 合 は 、 培 養 上 清 を そ の ま ま 抗 原 吸 着 固 相 と 反 応 さ せ 、 さ ら に 第 二 次 抗 体
と し て 各 種 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ 、 サ ブ ク ラ ス に 対 応 す る 抗 体 を 用 い る こ と に よ
り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ 、 サ ブ ク ラ ス を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た
、 さ ら に 簡 便 な 方 法 と し て 、 市 販 の 同 定 用 の キ ッ ト （ 例 え ば 、 マ ウ ス タ イ パ ー キ ッ ト ； バ
イ オ ラ ッ ド 社 製 ） 等 を 利 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 の 定 量 は 、 フ ォ ー リ ン ロ ウ リ ー 法 、 お よ び ２ ８ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光
度 ［ １ ． ４ （ Ｏ Ｄ ２ ８ ０ ） ＝ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ］ よ り 算 出 す る 方 法 に よ り 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る 本 発 明 の 抗 体 は 、 そ の 特 異 性 を 利 用 し た 本 発 明 の 蛋 白 質 の 検 出
や 分 離 精 製 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ に 対 す る 抗 体 を ヒ ト に 対 す る 医 薬 と し て 用 い る 場 合 、 抗 原 性 の 問 題 か
ら ヒ ト の 体 内 で 免 疫 原 性 を 示 さ な い 抗 体 作 製 す る こ と が 望 ま し い 。 こ の よ う な 抗 体 の 例 と
し て 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 型 抗 体 お よ び ヒ ト 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 と は 、 そ の 可 変 領 域 が ヒ ト 以 外 の 動 物 の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 由 来 で あ り 且 つ そ の 定 常 領 域 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 組 換
型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 意 味 す る 。 好 適 な キ メ ラ 抗 体 は 、 そ の 可 変 領 域 が マ ウ ス 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 由 来 で あ り 且 つ そ の 定 常 領 域 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 で あ る こ と を 特 徴 と す る マ
ウ ス ／ ヒ ト キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 定 常 領 域 が 由 来 す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン と
し て は 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 等 の ア イ ソ タ イ プ を 例 示 す る こ と が で
き 、 好 適 に は Ｉ ｇ Ｇ 及 び Ｉ ｇ Ｍ で あ る 。 そ の よ う な キ メ ラ 抗 体 を 製 造 す る 方 法 と し て は 、
ヒ ト 以 外 の 動 物 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ よ り 該 抗 体 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 次 い で 該 Ｄ Ｎ Ａ よ り 活 性 な Ｖ Ｈ 遺 伝 子 （ Ｈ 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 再 配
列 さ れ た Ｖ Ｄ Ｊ 遺 伝 子 ） 及 び Ｖ Ｌ 遺 伝 子 （ Ｌ 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 再 配 列 さ れ た Ｖ Ｊ 遺
伝 子 ） を 単 離 し 、 Ｖ Ｈ 遺 伝 子 の 下 流 に ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 由 来 の Ｃ Ｈ
遺 伝 子 （ Ｈ 鎖 定 常 領 域 を コ ー ド す る Ｃ 遺 伝 子 ） を 、 Ｖ Ｌ 遺 伝 子 の 下 流 に Ｃ Ｌ 遺 伝 子 （ Ｌ 鎖
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定 常 領 域 を コ ー ド す る Ｃ 遺 伝 子 ） を そ れ ぞ れ 機 能 発 現 が 可 能 な よ う に 適 宜 連 結 し 、 次 い で
同 一 又 は 別 個 の 発 現 ベ ク タ ー へ 挿 入 し 、 得 ら れ た 組 換 発 現 ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換
し 、 得 ら れ た 形 質 転 換 宿 主 細 胞 の 培 養 物 よ り 単 離 精 製 す る 方 法 （ 特 公 平 ３ － ７ ３ ２ ８ ０ 号
公 報 等 参 照 ） を 例 示 す る こ と が で き る が 、 そ の 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 ヒ ト 型 抗 体 （ humanized　 antibody　 via　 CDR-grafting） 」 と は 、
可 変 領 域 内 の 相 補 性 決 定 領 域 （ Complementarity-determining　 region： 以 下 、 Ｃ Ｄ Ｒ ）
の 一 部 又 は 全 部 が ヒ ト 以 外 の 動 物 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 で あ り 、 且 つ そ の 可 変 領 域 内
の Ｃ Ｄ Ｒ 以 外 の 領 域 す な わ ち 枠 組 領 域 （ Framework　 region： 以 下 、 Ｆ Ｒ ） の 大 部 分 又 は
全 部 が ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 由 来 で あ り 、 且 つ そ の 定 常 領 域 が ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 由 来
で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 組 換 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 意 味 す る 。 好 適 な ヒ ト 型 抗 体 は 、
Ｃ Ｄ Ｒ の 一 部 又 は 全 部 が マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 で あ り 、 且 つ Ｆ Ｒ が ヒ ト イ ム ノ グ
ロ ブ リ ン 由 来 で あ り 、 且 つ そ の 定 常 領 域 が ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 由 来 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 、 ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 Ｃ Ｄ Ｒ と は 、 抗 体 の 可 変 領 域 中 に 存 在 す る 、 抗 原 と 相 補 的 に 直 接 結 合
す る 部 位 で あ る 領 域 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 定 常 領 域 が 由 来 す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て は 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、
Ｉ ｇ Ｅ 等 の ア イ ソ タ イ プ を 例 示 す る こ と が で き 、 好 適 に は Ｉ ｇ Ｇ 及 び Ｉ ｇ Ｍ で あ る 。 そ の
よ う な ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 と し て は 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
す る ハ イ ブ リ ド ー マ よ り 少 な く と も １ つ の マ ウ ス Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 遺 伝 子 及 び そ れ に 対 応 す る 少
な く と も １ つ マ ウ ス Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 遺 伝 子 を 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 か ら 前 記 マ ウ ス Ｈ 鎖
Ｃ Ｄ Ｒ に 対 応 す る ヒ ト Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 以 外 の 全 領 域 を コ ー ド す る ヒ ト Ｈ 鎖 遺 伝 子 及 び 前 マ ウ ス
Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ に 対 応 す る ヒ ト Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 以 外 の 全 領 域 を コ ー ド す る ヒ ト Ｌ 鎖 遺 伝 子 を そ れ ぞ
れ 単 離 し 、 次 い で マ ウ ス Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 遺 伝 子 と ヒ ト Ｈ 鎖 遺 伝 子 を 、 マ ウ ス Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 遺 伝 子
と ヒ ト Ｌ 鎖 遺 伝 子 を そ れ ぞ れ 機 能 発 現 が 可 能 な よ う に 適 宜 連 結 し 、 次 い で 同 一 又 は 別 個 の
組 換 え ベ ク タ ー へ 挿 入 し 、 得 ら れ た 組 換 発 現 ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 得 ら れ た
形 質 転 換 宿 主 細 胞 の 培 養 物 よ り 単 離 精 製 す る 方 法 （ 特 表 平 ４ － ５ ０ ６ ４ ５ ８ 号 公 報 、 特 開
昭 ６ ２ － ２ ９ ６ ８ ９ ０ 号 公 報 等 参 照 ） 等 を 例 示 す る こ と が で き る が 、 そ の 方 法 に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ の よ う な ヒ ト 型 抗 体 の 作 成 法 の 具 体 例 を 以 下 に 挙 げ る が 、 本 発 明 は こ れ に 限 定 さ れ な
い 。 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス を 用 い て 、 常 法 （ Kohler　 et　 al.:　 Nature　 256,　 p.495-497,
　 1975） に よ り 本 発 明 の 蛋 白 質 に 対 す る マ ウ ス 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し 、 脂 質 キ ナ
ー ゼ 活 性 を 調 節 し 、 か つ 高 親 和 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る 。 こ の 脂 質 キ ナ
ー ゼ に 対 す る 高 親 和 性 マ ウ ス 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ － 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ － １ 、 ２ お よ
び ３ ） を ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に 移 植 す る Ｃ Ｄ Ｒ － ｇ ｒ ａ ｆ ｔ ｉ ｎ ｇ （ Winter　 and　 M
ilstein:　 Nature　 349,　 p293-299,　 1991） の 手 法 を 駆 使 す る こ と に よ り ヒ ト 型 抗 体 を
得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 ヒ ト 抗 体 」 と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 構 成 す る Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 及 び Ｈ
鎖 の 定 常 領 域 並 び に Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 及 び Ｌ 鎖 の 定 常 領 域 を 含 む 全 て の 領 域 が ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 意 味 す る 。 そ の よ う な ヒ ト 抗 体 の
製 造 方 法 と し て は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 の 遺 伝 子 座 中 に 組 込
む こ と に よ り 作 製 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を ヒ ト 抗 原 で 免 疫 感 作 す る こ と に よ り 、
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 取 得 す る 方 法 （ Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ２ ５ ５ ８ ５
号 公 報 、 特 表 平 ６ － ５ ０ ０ ２ ３ ３ 号 公 報 等 参 照 ） 等 を 例 示 す る こ と が で き る が 、 そ の 方 法
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ の よ う な 抗 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作
成 法 の 一 つ の 具 体 例 を 以 下 に 挙 げ る 。 ヒ ト 末 梢 血 あ る い は 脾 臓 か ら 採 取 し た ヒ ト リ ン パ 球
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を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で Ｉ Ｌ － ４ 存 在 下 、 抗 原 で あ る 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ ま た は 該 キ ナ ー ゼ に
特 異 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で 感 作 し 、 感 作 し た ヒ ト リ ン パ 球 を マ ウ ス と ヒ ト
と の ヘ テ ロ ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る Ｋ ６ Ｈ ６ ／ Ｂ ５ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ － １ ８ ２ ３ ） と 細 胞
融 合 さ せ る こ と に よ り 目 的 の 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 得 ら れ た 抗
体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ が 生 産 す る 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 。 こ れ ら の 抗 体 の 中 か ら 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 抗 体 を 選 別 す る 。 し か し な が ら
、 こ の よ う に ヒ ト リ ン パ 球 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 感 作 す る 方 法 で は 、 一 般 的 に 抗 原 に 対 し
て 高 親 和 性 の 抗 体 を 得 る の は 困 難 で あ る 。 従 っ て 、 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ に 高 親 和 性 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る に は 、 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た 低 親 和 性 の ヒ ト 抗 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 高 親 和 化 す る 必 要 が あ る 。 そ れ に は 、 上 記 の よ う に し て 得 ら れ 、 中
和 抗 体 で あ る も の の 低 親 和 性 で あ る ヒ ト 抗 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ
領 域 （ 特 に Ｃ Ｄ Ｒ － ３ ） に ラ ン ダ ム 変 異 を 導 入 し 、 こ れ を フ ァ ー ジ で 発 現 さ せ て 本 発 明 の
蛋 白 質 を 固 相 化 し た プ レ ー ト を 用 い て フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 法 に よ り 、 抗 原 で あ る 本 発 明
の 蛋 白 質 に 強 力 に 結 合 す る フ ァ ー ジ を 選 択 し 、 そ の フ ァ ー ジ を 大 腸 菌 で 増 や し 、 そ の 塩 基
配 列 か ら 高 親 和 性 を 有 す る Ｃ Ｄ Ｒ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す れ ば よ い 。 こ の よ う に し て 得 ら
れ た ヒ ト 抗 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 一 般 的 に 使 用 さ れ
て い る 哺 乳 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 、 発 現 さ せ る こ と に よ り ヒ ト 抗 新 規 脂 質
キ ナ ー ゼ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 得 ら れ る 。 こ れ ら の 中 か ら 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 調 節 し 、
か つ 高 親 和 性 で あ る 目 的 の 抗 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 別 す る こ と が
で き る 。 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 培 養 す る 代 わ り に 、 Ｓ ｅ ｖ ｅ ｒ ｅ 　 ｃ
ｏ ｍ ｂ ｉ ｎ ｅ ｄ 　 ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｅ 　 ｄ ｅ ｆ ｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｙ （ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ ） マ ウ ス に 移 植 し 、 こ
の Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス を 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ ま た は 該 キ ナ ー ゼ に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ペ プ チ ド を 用 い て 感 作 す る こ と に よ っ て も ヒ ト 抗 体 を 得 る こ と が で き る （ Mosier　 D.　 E.
　 et　 al.:　 Nature　 335,　 p256-259,　 1988;　 Duchosal　 M.　 A.　 et　 al.:　 Nature　
355,　 p258-262,　 1992） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 抗 体 の 断 片 」 と は 、 本 発 明 に お け る 抗 体 の 一 部 を 意 味 し 、 好 適 に は
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 一 部 を 意 味 す る 。 抗 体 の 断 片 に は 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ａ
ｂ ’ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ｖ （ variable　 fragment　 of　 antibody） 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ 等 が 含 ま れ る 。 「
Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 」 及 び 「 Ｆ ａ ｂ ’ 」 と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 ペ
プ シ ン や パ パ イ ン 等 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 又 は ペ プ チ ド 分 解 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ り 、
ヒ ン ジ 領 域 中 の ２ 本 の Ｈ 鎖 間 に 存 在 す る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 前 後 が 切 断 さ れ て 生 じ る 抗 体
断 片 を 意 味 す る 。
こ の よ う に し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 す る こ と に よ り 、 目 的 の ヒ ト 抗 新 規 脂 質 キ
ナ ー ゼ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 製 造 で き 、 該 タ ン パ ク 質 の 物 理 的 性 質 や 化 学 的 性 質 な
ど を 利 用 し た 各 種 の 公 知 の 分 離 操 作 法 に よ り 分 離 ・ 精 製 す る こ と が で き る 。 更 に 、 上 述 の
方 法 で 得 ら れ た 抗 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 中 か ら 、 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ の 活
性 を 活 性 化 ま た は 中 和 す る 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ の 活 性 を 調
節 す る 抗 体 は 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満
、 敗 血 症 、 動 脈 硬 化 、 癌 お よ び 癌 の 転 移 な ど の 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 効 果 を 期 待
で き る 。 特 に 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ の 活 性 を 活 性 化 す る 抗 体 は 、 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ に よ る セ ラ
ミ ド の 代 謝 を 促 進 す る 為 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖
尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 に 対 す る 治 療 及 び ／ ま た は 予 防 剤 と し て 期 待 さ れ る 。
ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 抗 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ 抗 体 に よ る 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ の 生 物 活 性 の 調 節
活 性 は 、 上 記 の よ う な 、 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 測 定 方 法 を 利 用 し て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 は 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病
、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 の 患 部 に お い て こ れ ら の 疾 患 の 増 悪 因 子 で あ る と 考 え ら れ
て い る セ ラ ミ ド を リ ン 酸 化 し 、 セ ラ ミ ド － １ － リ ン 酸 へ と 変 換 す る た め 、 適 切 な 方 法 で 製
剤 化 す る こ と に よ り 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病
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、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 等 の 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 剤 の 有 効 成 分 と な り う
る 。 本 発 明 に お け る 神 経 性 疾 患 の 具 体 例 と し て は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 、 脳 虚 血 傷 害 、 網 膜 芽
細 胞 種 、 網 膜 色 素 変 性 、 糖 尿 病 網 膜 症 、 緑 内 障 等 が 挙 げ ら れ 、 腎 臓 疾 患 の 例 と し て は 、 慢
性 糸 球 体 腎 炎 、 急 性 糸 球 体 腎 炎 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 慢 性 腎 不 全 、 急 性 腎 不 全 、 ネ フ ロ ー ゼ 症
候 群 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 の う ち
、 本 発 明 の 蛋 白 質 と 結 合 す る こ と に よ り 該 蛋 白 質 の 有 す る 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 活 性 化 さ せ
る よ う な も の は 、 セ ラ ミ ド の リ ン 酸 化 を 亢 進 す る こ と に よ り 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾 患 、 炎
症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 お よ び 動 脈 硬 化 等 の 疾 患 の 治 療 お
よ び ／ ま た は 予 防 剤 の 有 効 成 分 に な り う る 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 の う ち 、 本 発 明 の 蛋 白 質
と 結 合 す る こ と に よ り 、 該 蛋 白 質 の 有 す る 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 抑 制 す る よ う な 抗 体 は 、 癌
お よ び ／ ま た は 癌 の 転 移 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 剤 の 有 効 成 分 と な り う る 。 こ れ ら の 蛋
白 質 や 抗 体 は 、 製 剤 化 し て 経 口 的 あ る い は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な
製 剤 は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 お よ び 本 発 明 の 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 （ 以 下
、 本 蛋 白 質 製 剤 と い う ） と し て 、 ヒ ト あ る い は 動 物 に 対 し 安 全 に 投 与 さ れ る も の で あ る 。
医 薬 組 成 物 の 形 態 と し て は 、 点 滴 を 含 む 注 射 剤 、 坐 剤 、 経 鼻 剤 、 舌 下 剤 、 経 皮 吸 収 剤 な ど
が 挙 げ ら れ る 。 本 蛋 白 製 剤 の 有 効 成 分 は 蛋 白 質 で あ る た め 、 バ イ ア ル 瓶 な ど の ガ ラ ス 容 器
や 注 射 筒 な ど へ の 吸 着 が 著 し い 上 に 不 安 定 で あ り 、 種 々 の 物 理 化 学 的 因 子 、 例 え ば 、 熱 、
ｐ Ｈ 及 び 湿 度 等 に よ り 容 易 に 失 活 す る 。 従 っ て 、 安 定 な 形 で 製 剤 化 す る た め に 、 安 定 化 剤
、 ｐ Ｈ 調 整 剤 、 緩 衝 剤 、 可 溶 化 剤 、 界 面 活 性 剤 な ど を 添 加 す る 。 安 定 化 剤 と し て は グ リ シ
ン 、 ア ラ ニ ン 等 の ア ミ ノ 酸 類 、 デ キ ス ト ラ ン ４ ０ 及 び マ ン ノ ー ス 等 の 糖 類 、 ソ ル ビ ト ー ル
、 マ ン ニ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル 等 の 糖 ア ル コ ー ル 等 が 挙 げ ら れ 、 ま た こ れ ら の 二 種 以 上 を
併 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 安 定 化 剤 の 添 加 量 は 、 本 蛋 白 質 製 剤 の 有 効 成 分 の 重 量 に 対 し て
０ ． ０ １ ～ １ ０ ０ 倍 、 特 に ０ ． １ ～ １ ０ 倍 添 加 す る の が 好 ま し い 。 こ れ ら 安 定 化 剤 を 加 え
る こ と に よ り 、 液 状 製 剤 あ る い は 凍 結 乾 燥 製 剤 の 保 存 安 定 性 を 向 上 す る こ と が で き る 。 緩
衝 剤 と し て は 、 例 え ば リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 、 ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 緩 衝 剤 は
、 液 状 製 剤 あ る い は 凍 結 乾 燥 製 剤 の 再 溶 解 後 の 水 溶 液 の ｐ Ｈ を 調 製 し 、 本 蛋 白 質 製 剤 の 有
効 成 分 の 安 定 性 、 溶 解 性 に 寄 与 す る 。 緩 衝 剤 の 添 加 量 と し て は 、 例 え ば 液 状 製 剤 あ る い は
凍 結 乾 燥 製 剤 を 採 用 解 し た 後 の 水 量 に 対 し 、 １ ～ １ ０ ｍ Ｍ と す る の が 好 ま し い 。 界 面 活 性
剤 と し て は 、 好 ま し く は ポ リ ソ ル ベ ー ト ２ ０ 、 プ ル ロ ニ ッ ク Ｆ － ６ ８ 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 等 、 特 に 好 ま し く は ポ リ ソ ル ベ ー ト ８ ０ が 挙 げ ら れ 、 ま た こ れ ら の ２ 種 以 上 を 併 用
し て も よ い 。 高 分 子 蛋 白 質 は 容 器 の 材 質 で あ る ガ ラ ス や 樹 脂 な ど に 吸 着 し や す い 。 従 っ て
、 界 面 活 性 剤 を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 液 状 製 剤 あ る い は 凍 結 乾 燥 製 剤 の 再 溶 解 後 に お け
る 蛋 白 質 の 、 容 器 へ の 吸 着 を 防 止 す る こ と が で き る 。 界 面 活 性 剤 の 添 加 量 と し て は 、 液 状
製 剤 あ る い は 凍 結 乾 燥 製 剤 の 再 溶 解 後 の 水 重 量 に 対 し て ０ ． ０ ０ １ ～ １ ． ０ ％ 添 加 す る こ
と が 好 ま し い 。 以 上 の よ う な 安 定 化 剤 、 緩 衝 剤 、 あ る い は 吸 着 防 止 剤 を 加 え て 本 蛋 白 質 製
剤 を 調 製 す る こ と が で き る が 、 特 に 医 療 用 ま た は 動 物 用 注 射 剤 と し て 用 い る 場 合 は 、 浸 透
圧 と し て 許 容 さ れ る 浸 透 圧 比 は １ ～ ２ が 好 ま し い 。 浸 透 圧 比 は 、 製 剤 化 に 際 し て 塩 化 ナ ト
リ ウ ム の 増 減 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 製 剤 中 の 蛋 白 質 含 量 は 、 適 用 疾 患 、 適 用 投 与
経 路 な ど に 応 じ て 適 宜 調 整 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 ヒ ト に 対 す る ヒ ト 型 抗 体 の 投 与
量 は 、 抗 体 の 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ に 対 す る 親 和 性 、 即 ち 、 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ に 対 す る 解 離 定
数 （ Ｋ ｄ 値 ） に 対 し 、 親 和 性 が 高 い （ Ｋ ｄ 値 が 低 い ） ほ ど 、 ヒ ト へ の 投 与 量 を 少 な く 薬 効
を 発 揮 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 型 抗 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ 抗 体 を ヒ ト に 対 し て 投 与 す る 際 に は
、 例 え ば 、 約 ０ ． １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ を １ ～ ３ ０ 日 間 に １ 回 投 与 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド は 、 癌 の よ う に 脂 質 キ ナ ー ゼ の 発 現 を 抑 制 す
る こ と で 治 療 ま た は 予 防 効 果 が 期 待 で き る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 剤 の 有 効 成 分 と し て 有 用
で あ る 。 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 と し て 有 用 な 組 成 物 は 、 医 薬 と し て 許 容 で
き る 担 体 の 混 合 な ど の 公 知 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 担 体 と 製 造 方 法 の 例
は 、 Applied　 Antisense　 Oligonucleotide　 Technology（ 1998　 Wiley－ Liss、 Inc． ）
に 記 載 さ れ て い る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 製 剤 は 、 そ れ 自 体 あ る い は 適
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宜 の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 、 賦 形 剤 、 希 釈 剤 等 と 混 合 し 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 顆 粒 剤 、 散
剤 若 し く は シ ロ ッ プ 剤 等 に よ り 経 口 的 に 、 ま た は 、 注 射 剤 、 坐 剤 、 貼 付 剤 、 若 し く は 、 外
用 剤 等 に よ り 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 製 剤 は 、 賦 形 剤 （ 例 え ば 、 乳 糖
、 白 糖 、 葡 萄 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル の よ う な 糖 誘 導 体 ； ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン
、 バ レ イ シ ョ デ ン プ ン 、 α 澱 粉 、 デ キ ス ト リ ン の よ う な 澱 粉 誘 導 体 ； 結 晶 セ ル ロ ー ス の よ
う な セ ル ロ ー ス 誘 導 体 ； ア ラ ビ ア ゴ ム ； デ キ ス ト ラ ン ； プ ル ラ ン の よ う な 有 機 系 賦 形 剤 ；
及 び 、 軽 質 無 水 珪 酸 、 合 成 珪 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 珪 酸 カ ル シ ウ ム 、 メ タ 珪 酸 ア ル ミ ン 酸 マ グ
ネ シ ウ ム の よ う な 珪 酸 塩 誘 導 体 ； 燐 酸 水 素 カ ル シ ウ ム の よ う な 燐 酸 塩 ； 炭 酸 カ ル シ ウ ム の
よ う な 炭 酸 塩 ； 硫 酸 カ ル シ ウ ム の よ う な 硫 酸 塩 等 の 無 機 系 賦 形 剤 を 挙 げ る こ と が で き る 。
） 、 滑 沢 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ
ム の よ う な ス テ ア リ ン 酸 金 属 塩 ； タ ル ク ； コ ロ イ ド シ リ カ ； ビ ー ズ ワ ッ ク ス 、 ゲ イ 蝋 の よ
う な ワ ッ ク ス 類 ； 硼 酸 ； ア ジ ピ ン 酸 ； 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な 硫 酸 塩 ； グ リ コ ー ル ； フ マ
ル 酸 ； 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム ； Ｄ Ｌ ロ イ シ ン ； ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 マ グ
ネ シ ウ ム の よ う な ラ ウ リ ル 硫 酸 塩 ； 無 水 珪 酸 、 珪 酸 水 和 物 の よ う な 珪 酸 類 ； 及 び 、 上 記 澱
粉 誘 導 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 結 合 剤 （ 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、
ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 マ ク ロ ゴ ー ル 、 及 び 、 前
記 賦 形 剤 と 同 様 の 化 合 物 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 低 置 換 度 ヒ ド ロ キ
シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス カ ル
シ ウ ム 、 内 部 架 橋 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム の よ う な セ ル ロ ー ス 誘 導 体 ； カ
ル ボ キ シ メ チ ル ス タ ー チ 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル ス タ ー チ ナ ト リ ウ ム 、 架 橋 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ
ド ン の よ う な 化 学 修 飾 さ れ た デ ン プ ン ・ セ ル ロ ー ス 類 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 乳 化 剤
（ 例 え ば 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 ビ ー ガ ム の よ う な コ ロ イ ド 性 粘 土 ； 水 酸 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 水 酸
化 ア ル ミ ニ ウ ム の よ う な 金 属 水 酸 化 物 ； ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 カ ル シ ウ
ム の よ う な 陰 イ オ ン 界 面 活 性 剤 ； 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム の よ う な 陽 イ オ ン 界 面 活 性 剤 ； 及
び 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ア ル キ ル エ ー テ ル 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン 脂 肪 酸 エ ス テ
ル 、 シ ョ 糖 脂 肪 酸 エ ス テ ル の よ う な 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 安 定
剤 （ メ チ ル パ ラ ベ ン 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン の よ う な パ ラ オ キ シ 安 息 香 酸 エ ス テ ル 類 ； ク ロ ロ
ブ タ ノ ー ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 フ ェ ニ ル エ チ ル ア ル コ ー ル の よ う な ア ル コ ー ル 類 ； 塩
化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ； フ ェ ノ ー ル 、 ク レ ゾ ー ル の よ う な フ ェ ノ ー ル 類 ； チ メ ロ サ ー ル ； デ
ヒ ド ロ 酢 酸 ； 及 び 、 ソ ル ビ ン 酸 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 矯 味 矯 臭 剤 （ 例 え ば 、 通 常 使
用 さ れ る 、 甘 味 料 、 酸 味 料 、 香 料 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 希 釈 剤 等 の 添 加 剤 を 用 い
て 周 知 の 方 法 で 製 造 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 患 者 へ 導 入 す る 方 法 に つ い て は 、 上 記 に 加 え
て コ ロ イ ド 分 散 系 を 用 い る こ と が で き る 。 コ ロ イ ド 分 散 系 は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 生 体 内
の 安 定 性 を 高 め る 効 果 や 、 特 定 の 臓 器 、 組 織 ま た は 細 胞 へ 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 効 率 的 に
輸 送 す る 効 果 が 期 待 さ れ る 。 コ ロ イ ド 分 散 系 は 、 通 常 用 い ら れ る も の で あ れ ば 限 定 し な い
が 、 高 分 子 複 合 体 、 ナ ノ カ プ セ ル 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア 、 ビ ー ズ 、 及 び 水 中 油 系 の 乳 化 剤 、 ミ
セ ル 、 混 合 ミ セ ル 及 び リ ポ ソ ー ム を 包 含 す る 脂 質 を ベ ー ス と す る 分 散 系 を 挙 げ る 事 が で き
、 好 ま し く は 、 特 定 の 臓 器 、 組 織 ま た は 細 胞 へ 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 効 率 的 に 輸 送 す る 効
果 の あ る 、 複 数 の リ ポ ソ ー ム 、 人 工 膜 の 小 胞 で あ る （ Mannino　 et　 al.,Biotechniques,1
988,6,682;Blume　 and　 Cevc,Biochem.et　 Biophys.Acta,1990,1029,91;Lappalainen　 et
　 al.,Antiviral　 Res.,1994,23,119;Chonn　 and　 Cullis,Current　 Op.Biotech.,1995,6
,698　 ） 。 ０ ． ２ － ０ ． ４ 　 μ ｍ の サ イ ズ 範 囲 を と る 単 膜 リ ポ ソ ー ム は 、 巨 大 分 子 を 含 有
す る 水 性 緩 衝 液 の か な り の 割 合 を 被 包 化 し 得 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は こ の 水 性 内 膜 に 被 胞
化 さ れ 、 生 物 学 的 に 活 性 な 形 態 で 脳 細 胞 へ 輸 送 さ れ る （ Fraley　 et　 al.,Trends　 Bioche
m.Sci.,1981,6,77　 ） 。 リ ポ ソ ー ム の 組 成 は 、 通 常 、 脂 質 、 特 に リ ン 脂 質 、 と り わ け 相 転
移 温 度 の 高 い リ ン 脂 質 を １ 種 ま た は そ れ 以 上 の ス テ ロ イ ド 、 特 に コ レ ス テ ロ ー ル と 通 常 複
合 し た も の で あ る 。 リ ポ ソ ー ム 生 産 に 有 用 な 脂 質 の 例 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、
ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 ス フ ィ ン ゴ 脂 質 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ
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ー ル ア ミ ン 、 セ レ ブ ロ シ ド 及 び ガ ン グ リ オ シ ド の よ う な ホ ス フ ァ チ ジ ル 化 合 物 を 包 含 す る
。 特 に 有 用 な の は ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル で あ り 、 こ こ で は 脂 質 部 分 が １ ４
－ １ ８ の 炭 素 原 子 、 特 に １ ６ － １ ８ の 炭 素 原 子 を 含 有 し 、 飽 和 し て い る （ １ ４ － １ ８ の 炭
素 原 子 鎖 の 内 部 に 二 重 結 合 を 欠 い て い る ） 。 代 表 的 な リ ン 脂 質 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン
、 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 及 び ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン を 包 含
す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 リ ポ ソ ー ム を 包 含 す る コ ロ イ ド 分 散 系 の 標 的 化 は 、 受 動 的 ま た は 能 動 的 の い ず れ か で あ
っ て も よ い 。 受 動 的 な 標 的 化 は 、 洞 様 毛 細 血 管 を 含 有 す る 臓 器 の 網 内 系 細 胞 へ 分 布 し よ う
と す る リ ポ ソ ー ム 本 来 の 傾 向 を 利 用 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 一 方 、 能 動 的 な 標 的 化
は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス の 蛋 白 質 コ ー ト （ Morishita　 et　 al.,Proc.Natl.Acad.Sci.(U.S.A
.),1993,90,8474　 ） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ま た は そ の 適 切 な 結 合 部 分 ） 、 糖 、 糖 脂 質
ま た は 蛋 白 質 （ ま た は そ の 適 切 な オ リ ゴ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト ） の よ う な 特 定 の リ ガ ン ド
を リ ポ ソ ー ム へ 結 合 さ せ る こ と 、 ま た は 天 然 に 存 在 す る 局 在 部 位 以 外 の 臓 器 及 び 細 胞 型 へ
の 分 布 を 達 成 す る た め に リ ポ ソ ー ム の 組 成 を 変 え る こ と に よ っ て リ ポ ソ ー ム を 修 飾 す る 手
法 等 を 挙 げ る 事 が で き る 。 標 的 化 さ れ た コ ロ イ ド 分 散 系 の 表 面 は 様 々 な や り 方 で 修 飾 さ れ
得 る 。 リ ポ ソ ー ム で 標 的 し た デ リ バ リ ー シ ス テ ム で は 、 脂 質 二 重 層 と の 緊 密 な 会 合 に お い
て 標 的 リ ガ ン ド を 維 持 す る た め に 、 リ ポ ソ ー ム の 脂 質 二 重 層 へ 脂 質 基 が 取 込 ま れ 得 る 。 脂
質 鎖 を 標 的 リ ガ ン ド と 結 び つ け る た め に 様 々 な 連 結 基 が 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の デ リ バ リ ー が 所 望 さ れ る 細 胞 の 上 に 支 配 的 に 見 出 さ れ る 特 定 の 細 胞 表 面 分 子
に 結 合 す る 標 的 リ ガ ン ド は 、 例 え ば 、 （ １ ） デ リ バ リ ー が 所 望 さ れ る 細 胞 に よ っ て 支 配 的
に 発 現 さ れ る 特 定 の 細 胞 受 容 体 と 結 合 し て い る 、 ホ ル モ ン 、 成 長 因 子 ま た は そ の 適 切 な オ
リ ゴ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は （ ２ ） 標 的 細 胞 上 で 支 配 的 に 見 出 さ れ る 抗 原 性 エ ピ ト
ー プ と 特 異 的 に 結 合 す る 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は そ の 適 切 な
フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 　 ； Ｆ 　 （ ａ ｂ '） 2　 ） 、 で あ り 得 る 。 ２ 　 種 ま た は そ れ
以 上 の 生 物 活 性 剤 は 、 単 一 の リ ポ ソ ー ム 内 部 で 複 合 し 、 投 与 す る こ と も で き る 。 内 容 物 の
細 胞 内 安 定 性 及 び ／ ま た は 標 的 化 を 高 め る 薬 剤 を コ ロ イ ド 分 散 系 へ 追 加 す る こ と も 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 そ の 使 用 量 は 症 状 、 年 齢 等 に よ り 異 な る が 、 経 口 投 与 の 場 合 に は 、 １ 回 当 り １ mg乃 至 ２
０ ０ ０ mg、 好 適 に は ３ ０ mg乃 至 １ ５ ０ ０ mg、 注 射 の 場 合 に は 、 １ 回 当 り ０ ． １ mg乃 至 １ ０
０ ０ mg、 好 適 に は ５ mg乃 至 ５ ０ ０ mg） を 皮 下 注 射 、 筋 肉 注 射 ま た は 静 脈 注 射 に よ っ て 投 与
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を ワ ク チ ン 製 剤 と し て 投 与 す る こ と に よ り 、 神 経 性 疾 患 、 腎 臓 疾
患 、 炎 症 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 、 ２ 型 糖 尿 病 、 肥 満 、 敗 血 症 、 動 脈 硬 化 、 癌 、 お よ び 癌
の 転 移 な ど の 治 療 ま た は 予 防 効 果 が 期 待 で き る だ ろ う 。

　 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 結 合 す る 物 質 は 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 の 調 節 活 性 を 有 す る と 考 え ら
れ る が 、 こ の よ う な 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 場 合 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と が で き 、 該 部 分 ペ プ チ ド も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 該 部 分 ペ
プ チ ド は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な っ て い れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 キ ナ ー
ゼ 活 性 を 有 し て い る 必 要 は 無 い 。 該 部 分 配 列 の 好 適 な 例 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に
記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 か ら な る ペ プ チ ド を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の よ う な ペ
プ チ ド を 含 む こ と か ら な る ペ プ チ ド も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な ペ プ チ ド と し て は 精
製 の 為 、 ま た は 樹 脂 な ど に 固 定 す る 為 に タ グ を 結 合 さ せ て 発 現 さ せ た ペ プ チ ド 等 を 挙 げ る
こ と が で き る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 以 上 述 べ た ご と く 、 本 発 明 に よ り 、 新 規 脂 質 キ ナ ー ゼ お よ び 該 蛋 白 質 を 使 用 し た 脂 質 キ
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ナ ー ゼ 活 性 化 ま た は 阻 害 剤 の 新 規 試 験 方 法 お よ び 該 蛋 白 質 を 使 用 し た 特 異 的 か つ 高 感 度 な
脂 質 定 量 方 法 が 提 供 さ れ た 。 本 発 明 は 、 脂 質 キ ナ ー ゼ に 対 し て 特 異 的 な 活 性 化 ま た は 阻 害
活 性 を 有 す る 、 神 経 性 疾 患 治 療 薬 、 腎 臓 疾 患 治 療 薬 、 抗 炎 症 剤 、 先 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 の
治 療 薬 、 抗 ２ 型 糖 尿 病 薬 、 抗 肥 満 薬 、 抗 敗 血 症 薬 、 抗 動 脈 硬 化 薬 お よ び 制 癌 剤 の 候 補 化 合
物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 以 下 に 記 載 す る 実 施 例 を も っ て 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 実 施 例 １ ． ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ
　 １ ） ヒ ト セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ と 相 同 性 を も つ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 検 索 と 塩 基 配 列 の 解 析
　 既 知 の ヒ ト セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー
ス に 対 し て tblastnの ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 相 同 性 検 索 を 行 い 、 ヒ ト セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ に
相 同 性 の あ る ゲ ノ ム 配 列 （ GenBankTM　 accession　 number　 AC017116） を 見 出 し た 。 こ の
ゲ ノ ム 配 列 部 分 に 相 当 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 確 認 す る た め に 、 複 数 の 市 販 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー を 鋳 型 と し て 用 い て 以 下 の Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ２ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅
　 既 知 の セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ に 相 同 性 の 高 い 、 ゲ ノ ム 配 列 AC017116中 の 領 域 か ら 以 下 の ２ つ
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 C2-Sお よ び C2-Aを 合 成 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 　 C2-S： 5’ -GACCGAAGTCATTAAAATA； （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ）
　 　 C2-A： 5’ -AGCCTCTAGGTGCCACTGA； （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ）
　 次 い で 、 市 販 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し て 、 C2-Sを セ ン ス プ ラ イ マ ー 、 C2-Aを ア
ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 、 Ｔ ａ ｋ ａ Ｒ ａ 　 Ｌ Ａ 　 Ｔ ａ ｑ （ 宝 酒 造 （ 株 ） 社 製 ）
を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 ５ μ ｌ の Marathon-ReadyＴ Ｍ 　 human　 fetal　
kidneyや fetal　 lung　 (ク ロ ン テ ッ ク 社 製 )ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
（ C2-Sお よ び C2-A） 各 ０ ． ４ μ Ｍ 、 な ら び に ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 各
４ ０ ０ μ Ｍ 、 ２ ． ５ ｍ Ｍ 　 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 １ × Ｌ Ａ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 、 ０ ． ０ ５ 単 位 の
Ｌ Ａ 　 Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ 以 上 キ ッ ト に 添 付 ） か ら な る ５ ０ μ ｌ の 反 応 液 を 調
製 し た 。 こ の 反 応 液 を タ カ ラ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 　 　 Ｍ Ｐ (宝 酒 造 (株 )社 製 )を 使 用 し て 、 ９ ４ ℃ で ２
分 間 加 熱 し た 後 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ６ ０ ℃ で ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ で ２ 分 の サ イ ク ル を ３ ０ 回 繰
り 返 し て か ら 、 ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間 保 温 し た 。 こ の 反 応 液 を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で
解 析 し た 結 果 、 約 ７ ０ ０ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の バ ン ド が 観 察 さ れ た 。 こ の バ ン ド 内 の Ｄ Ｎ Ａ
断 片 を ゲ ル よ り Ｑ Ｉ Ａ ク イ ッ ク ゲ ル エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト (キ ア ゲ ン 社 製 )に よ り 回 収
し 、 Ｔ ／ Ａ ク ロ ー ニ ン グ 法 （ Clark,　 J.　 M.　 et　 al.　 (1988)　 Nucleic　 Acid　 Res.　
16,　 9677-9686） に よ り ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ ベ ク タ ー （ 真 核 生 物 用 　 Ｔ Ａ 　 ク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト
（ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） に 添 付 ） に 連 結 し 、 大 腸 菌 Ｉ Ｎ Ｖ α ’ 株 （ キ ッ ト に 添 付 ） に 導 入
し た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 株 よ り プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 　 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ － Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ Ｓ を 抽 出 し
、 挿 入 さ れ て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 終 結 法 に よ
り ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 得 ら れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 上 記 １ ） の ゲ
ノ ム 配 列 AC017116上 に 存 在 す る 配 列 で あ り 、 セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ に 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る も の で あ っ た （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ４ ９ ４ ～ １ ２ ５
２ に 示 さ れ る 領 域 ） 。 次 に 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 含 む 完 全 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る た め に 、 以
下 に 示 す よ う な ５ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 お よ び ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 を 利 用 し て 、 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た 。
３ ） ５ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法
　 本 発 明 遺 伝 子 の ５ ’ 部 分 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は 、 市 販 キ ッ ト （ 5’ RACE　 System　 f
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or　 Rapid　 Amplification　 of　 cDNA　 ends　 Version　 2.0,　 ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー 社 （
現 在 は イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 ） 製 ） を 用 い て 、 そ の 添 付 の ５ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 に 従 い 、 所 望 の 全 長
ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 ま ず 、 ２ ） で 得 ら れ た 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ４ ９
４ ～ １ ２ ５ ２ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ － Ｐ Ｃ Ｒ と 呼 ぶ
） の 配 列 を も と に 、 下 記 の よ う な 3種 の ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ GSP-a1、 GSP-a2お よ び G
SP-a3） を 合 成 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 　 GSP-a1:5’ -GTGCCTTAACAACAGC； （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ）
　 　 GSP-a2:5’ -CAGAGCCAAAGTTCTTCCACCAAAGCC； （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ ）
　 　 GSP-a3:5’ -AGAACCCAAAGCGAAGAAGCTTGCC； （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ ）
　 ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア の ク イ ッ ク プ レ ッ プ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 離 キ ッ ト を 用 い て 、 キ ッ ト に
添 付 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 ポ リ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ を Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 か ら 分 離 し た
。 第 １ 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 は 次 の よ う に 行 っ た 。 ５ μ ｇ の Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ ポ リ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ
及 び プ ラ イ マ ー GSP-a1　 ２ ． ５ ｐ molを 体 積 １ ５ ． ５ μ ｌ に な る よ う 混 合 し 、 ７ ０ ℃ 　 １
０ 分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 氷 上 で 急 速 冷 却 し 、 ポ リ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ を 変 性 さ せ た
。 こ れ に 、 反 応 混 合 物 （ ２ ． ５ μ ｌ の １ ０ × Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ４ 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ
ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ )、 ２ ． ５ μ ｌ の ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ μ ｌ の
１ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ １ ０ ｍ Ｍ １ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 ｄ
Ｔ Ｔ Ｐ お よ び ５ ｍ Ｍ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ ） お よ び ２ ． ５ μ ｌ の ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ の 混 合 液 ） を 加 え
、 ４ ２ ℃ で １ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 １ μ ｌ の Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ Ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｔ Ｍ 逆 転 写 酵 素 （
２ ０ ０ Ｕ ／ μ ｌ ） を 加 え 、 ４ ２ ℃ で ５ ０ 分 間 、 ７ ０ ℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反
応 終 了 後 ， １ μ ｌ の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｈ を 加 え ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 GlassMax　
isolation　 spin　 cartridgeで 過 剰 の ヌ ク レ オ チ ド と プ ラ イ マ ー を 除 い た 反 応 液 を 減 圧 乾
燥 さ せ 、 １ ６ ． ５ μ ｌ の 滅 菌 水 に 溶 解 し た 。 こ の 溶 液 に 、 ５ μ ｌ の ５ × tailing緩 衝 液 （
ｐ Ｈ ８ ． ４ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 、 ７ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ

２ ） 、 ２ ． ５ μ ｌ の ２ ｍ Ｍ 　 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 加 え 、 ９ ４ ℃ で ３ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 氷 上 で
急 速 冷 却 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を 変 成 さ せ た 。 こ の 溶 液 に 、 １ μ ｌ の terminal　 deoxynucleotidyl　
transferaseを 加 え 、 ３ ７ ℃ で １ ０ 分 間 、 ６ ５ ℃ で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 に ポ リ （ Ｃ ） を 付 加 し た 。 次 い で 、 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 Ｔ ａ ｋ ａ
Ｒ ａ 　 Ｌ Ａ 　 Ｔ ａ ｑ （ 宝 酒 造 （ 株 ） 社 製 ） を 用 い て 、 １ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 な っ た 。 す
な わ ち 、 ５ μ ｌ の 反 応 液 と プ ラ イ マ ー 　 GSP-a2お よ び 5’ RACE　 Abriged　 Anchor　 Primer
各 ０ ． ４ μ Ｍ 、 な ら び に ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 各 ４ ０ ０ μ Ｍ 、 ２ ． ５
ｍ Ｍ 　 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 １ × Ｌ Ａ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 、 ０ ． ０ ５ 単 位 の Ｌ Ａ 　 Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ
Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ 以 上 キ ッ ト に 添 付 ） か ら な る ５ ０ μ ｌ の 反 応 液 を 調 製 し た 。 こ の 反 応 液
を ９ ４ ℃ で ２ 分 間 加 熱 し た 後 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ６ ５ ℃ で ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ で ２ 分 の 温 度 サ
イ ク ル で ３ ０ サ イ ク ル 繰 り 返 し て か ら 、 ７ ２ ℃ で １ ０ 分 保 温 し た 。 続 い て 、 １ 回 目 の Ｐ Ｃ
Ｒ 反 応 液 を 鋳 型 と し て ２ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 １ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 を １ ０ ０ 分 の １ に
希 釈 し 、 そ の う ち 、 ５ μ ｌ を 用 い て 、 GSP-a3及 び Abriged　 Universal　 Amplification　 P
rimer（ AUAP） 各 ０ ． ４ μ Ｍ を 加 え 、 そ の 他 の 溶 液 は １ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 と 同 様 に 加 え た
。 こ の 反 応 液 を ９ ４ ℃ で ２ 分 間 加 熱 し た 後 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ６ ５ ℃ で ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ で
２ 分 の 温 度 サ イ ク ル で ３ ０ サ イ ク ル 繰 り 返 し て か ら 、 ７ ２ ℃ で １ ０ 分 保 温 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産
物 を マ イ ク ロ 　 バ イ オ － ス ピ ン カ ラ ム 　 ３ ０ 　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム (バ イ オ ラ ド 社
製 )を 用 い て 精 製 し 、 Ｔ ／ Ａ ク ロ ー ニ ン グ 法 （ Clark,　 J.　 M.　 et　 al.　 (1988)　 Nuclei
c　 Acid　 Res.　 16:9677-9686） に よ り ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ ベ ク タ ー （ オ リ ジ ナ ル 　 Ｔ Ａ 　 ク ロ
ー ニ ン グ キ ッ ト （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） に 添 付 ） に 連 結 し 、 大 腸 菌 Ｉ Ｎ Ｖ α Ｆ ’ 株 （ キ ッ
ト に 添 付 ） に 導 入 し た 。 陽 性 の ク ロ ー ン に つ き 、 挿 入 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 終 結 法 に よ り 決 定 し た 。

４ ） ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法
　 本 発 明 遺 伝 子 の ３ ’ 部 分 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は 、 市 販 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー Marath
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on-Ready T M 　 human　 kidney　 (ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） を 用 い て 、 そ の 添 付 の ３ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法
の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 単 離 し た 。 ま ず 、 Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ － Ｐ Ｃ Ｒ の 塩 基 配 列 に 基 づ き ２ 種 の セ
ン ス プ ラ イ マ ー 、 GSP-S1お よ び GSP-S2を 合 成 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 　 GSP-S1:5’ -TGGGATGGAAACAGACCGAATCCTGAC； （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ ）
　 　 GSP-S2:5’ -CACAGCTTCCACTTGGCTAATAC； （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ ）
　 次 い で 、 Ｔ ａ ｋ ａ Ｒ ａ 　 Ｌ Ａ 　 Ｔ ａ ｑ （ 宝 酒 造 （ 株 ） 社 製 ） を 用 い て ２ 回 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応
を 行 っ た 。 す な わ ち 、 １ 回 目 は ５ μ ｌ の Marathon-ReadyＴ Ｍ 　 human　 fetal　 kidney　 (
ク ロ ン テ ッ ク 社 製 )ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 、 GSP-S1お よ び Adaptor　 Primer　 1（ AP1） 各 ０ ． ４ μ Ｍ 、
な ら び に ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 各 ４ ０ ０ μ Ｍ 、 ２ ． ５ ｍ Ｍ 　 塩 化 マ グ
ネ シ ウ ム 、 １ × Ｌ Ａ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 、 ０ ． ０ ５ 単 位 の Ｌ Ａ 　 Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
（ 以 上 キ ッ ト に 添 付 ） か ら な る ５ ０ μ ｌ の 反 応 液 を 調 製 し た 。 こ の 反 応 液 を ９ ４ ℃ で ２ 分
間 加 熱 し た 後 、 ９ ４ ℃ で 30秒 、 ７ ２ ℃ で ２ 分 の 温 度 サ イ ク ル を ５ サ イ ク ル 、 ９ ４ ℃ で 30秒
、 ７ ０ ℃ で ２ 分 の 温 度 サ イ ク ル を ５ サ イ ク ル 、 ９ ４ ℃ で 30秒 、 ６ ８ ℃ で ４ 分 の 温 度 サ イ ク
ル を ２ ０ サ イ ク ル 繰 り 返 し て か ら 、 ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間 保 温 し た 。 続 い て 、 １ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ
反 応 液 を 鋳 型 と し て ２ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 １ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 を １ ０ ０ 分 の １ に 希
釈 し 、 そ の う ち 、 ５ μ ｌ を 用 い て 、 GSP-S2及 び Nested　 Adaptor　 Primer　 2（ AP2） 各 ０
． ４ μ Ｍ を 加 え 、 そ の 他 の 溶 液 は １ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 と 同 様 に 加 え た 。 こ の 反 応 液 を ９ ４
℃ で ２ 分 間 加 熱 し た 後 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ６ ８ ℃ で ４ 分 の 温 度 サ イ ク ル で ２ ０ サ イ ク ル 繰
り 返 し て か ら 、 ７ ２ ℃ で １ ０ 分 保 温 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を マ イ ク ロ 　 バ イ オ － ス ピ ン カ ラ ム
　 ３ ０ 　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム （ バ イ オ ラ ド 社 製 ） を 用 い て 精 製 し 、 Ｔ ／ Ａ ク ロ ー ニ
ン グ 法 （ Clark,　 J.　 M.　 et　 al.　 (1988)　 Nucleic　 Acid　 Res.　 16:9677-9686） に よ
り ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ ベ ク タ ー （ オ リ ジ ナ ル 　 Ｔ Ａ 　 ク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製
） に 添 付 ） に 連 結 し 、 大 腸 菌 Ｉ Ｎ Ｖ α Ｆ ’ 株 （ キ ッ ト に 添 付 ） に 導 入 し た 。 陽 性 の ク ロ ー
ン に つ き 、 挿 入 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 終 結 法
に よ り 決 定 し た 。 そ の 結 果 、 Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ － Ｐ Ｃ Ｒ の 配 列 と ポ リ Ａ 配 列 を 含 む 配
列 が 得 ら れ た 。

　 ５ ） 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 決 定
　 ３ ） 、 ４ ） で 得 ら れ た ５ ’ 部 分 の 配 列 と ３ ’ 部 分 の 配 列 よ り 、 本 発 明 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た 。 本 発 明 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 以 下 Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ と 称 す る 。
Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ は 合 計 ３ ３ １ ３ 塩 基 か ら な り 、 １ ５ ９ ６ 塩 基 か ら な る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ
レ ー ム （ 以 下 「 Ｏ Ｒ Ｆ 」 と い う ） を 含 ん で お り 、 ３ ’ 末 端 側 の 非 翻 訳 領 域 に ポ リ （ Ａ ） 鎖
を 有 し て い る 。 そ の Ｏ Ｒ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号
１ か ら １ ５ ９ ６ に 示 す 。 ま た 、 該 Ｏ Ｒ Ｆ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 配
列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 す 。 さ ら に 、 こ れ ら の 配 列 に つ い て 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ お よ び Ｅ Ｍ Ｂ
Ｌ の Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス な ら び に Ｓ Ｗ Ｉ Ｓ Ｓ － Ｐ Ｌ Ｏ Ｔ プ ロ テ イ ン デ ー タ ベ ー ス に 対 し て
相 同 性 検 索 を 行 っ た 結 果 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に は 、 特 に 高 い 相 同
性 を 有 す る 既 知 の 蛋 白 質 は な か っ た 。 ま た 、 本 発 明 遺 伝 子 と セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ の 全 長 に わ
た る 相 同 性 は ２ ８ ％ し か な い も の の 、 脂 質 リ ン 酸 化 酵 素 で あ る セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ お よ び ス
フ ィ ン ゴ シ ン キ ナ ー ゼ に 種 を 越 え て 系 統 的 に 保 存 さ れ た ド メ イ ン 部 分 （ Sugiura　 M.　 et
　 al(2002)　 J.　 Biol.　 Chem.　 277,　 23294-23300　 参 照 ） に つ い て は 相 同 性 を 有 し て
い た 。

　 実 施 例 ２ ． Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ の 発 現 の 組 織 特 異 性
　 市 販 の 調 整 済 み ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 　 ヒ ト 　 １ ２ レ ー ン 　 Ｍ Ｔ Ｎ Ｔ Ｍ 　 ブ ロ ッ ト （ ク ロ ン
テ ッ ク 社 製 ） を 用 い て 、 Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ の 組 織 に お け る 発 現 を 調 べ た 。 配 列 番 号 １ の ５ ８ ４ か
ら ９ ４ ０ 番 目 ま で の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を Ｂ ｃ ａ Ｂ Ｅ Ｓ Ｔ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 ラ ベ リ ン グ キ ッ ト （ 宝 酒 造 （
株 ） 社 製 ） と ［ α － ３ ２ Ｐ ］ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 用 い て 放 射 標 識 し た 。 こ れ を プ ロ ー ブ と し て 、 ６
× Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ％ 　 デ ン ハ ー ト （ Denhardt） 溶 液 お よ び ０ ． ５ ％ 　 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
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（ 以 下 「 Ｓ Ｄ Ｓ 」 と い う ） 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 で ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ブ ロ ッ ト を 洗 浄 後 、 イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ ー （ Ｂ Ａ Ｓ
2000、 富 士 フ ィ ル ム ） で 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ は 腎 臓 に 特 異 的 に 発 現 し て い る
こ と が 示 唆 さ れ た 。

　 実 施 例 ３ ． 組 換 え 体 の 発 現
　 １ ） 発 現 ベ ク タ ー の 作 製
　 脊 椎 動 物 細 胞 発 現 系 を 利 用 し て 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ に よ り コ ー ド さ れ る 蛋
白 質 を 得 た 。 ま ず 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １
の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら １ ５ ９ ６ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 有 し 、
該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ る た め の 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 上 記 ベ ク タ ー 作 製 の た
め に 、 配 列 番 号 １ の １ か ら １ ７ ７ ４ 番 目 ま で の 塩 基 配 列 を 増 幅 す る た め の 下 記 の 配 列 か ら
な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 CERK2-S、 CERK2-Aを 合 成 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 　 CERK2-A： 5’ -ATGCCTGATGATCTGAGGTGG； （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ １ ）
　 次 い で 、 市 販 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し て 、 Ｔ ａ ｋ ａ Ｒ ａ 　 Ｌ Ａ 　 Ｔ ａ ｑ （ 宝 酒
造 （ 株 ） 社 製 ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 な っ た 。 す な わ ち 、 ５ μ ｌ の Marathon-Ready T M 　
human　 fetal　 lung　 (ク ロ ン テ ッ ク 社 製 )ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー （
CERK2-Sお よ び CERK2-A） 各 ０ ． ４ μ Ｍ 、 な ら び に ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ
Ｐ 各 ４ ０ ０ μ Ｍ 、 ２ ． ５ ｍ Ｍ 　 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 １ × Ｌ Ａ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 、 ０ ． ０ ５ 単
位 の Ｌ Ａ 　 Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ 以 上 キ ッ ト に 添 付 ） か ら な る ５ ０ μ ｌ の 反 応 液
を 調 製 し た 。 こ の 反 応 液 を ９ ４ ℃ で ２ 分 間 加 熱 し た 後 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ６ ５ ℃ で ３ ０ 秒
、 ７ ２ ℃ で ２ 分 の 温 度 サ イ ク ル を ３ ０ サ イ ク ル 繰 り 返 し て か ら 、 ７ ２ ℃ で １ ０ 分 間 保 温 し
た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 Ｔ ／ Ａ ク ロ ー ニ ン グ 法 に よ り ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ ベ ク タ ー （ 真 核 生 物 用 　 Ｔ
Ａ 　 ク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） に 添 付 ） に 連 結 し 、 大 腸 菌 Ｉ Ｎ Ｖ α Ｆ ’
株 （ キ ッ ト に 添 付 ） に 導 入 し た 。 陽 性 の ク ロ ー ン に つ き 、 挿 入 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 終 結 法 に よ り 確 認 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を ｐ Ｃ Ｒ
２ ． １ ‐ Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ と 命 名 し た 。 ｐ Ｃ Ｒ ２ ． １ ‐ Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ を 制 限 酵 素 Ｘ ho　 Ｉ と Kpn　
Ｉ で 消 化 し 、 挿 入 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 約 1.7ｋ ｂ ｐ の 断 片 を 単 離 し 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ ベ ク タ
ー （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） に 挿 入 し 、 大 腸 菌 Ｊ Ｍ １ ０ ９ 株 に 導 入 し た 。 得 ら れ た 形 質 転 換
株 よ り プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ を 抽 出 し 、 挿 入 さ れ て い る ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 終 結 法 に よ り 確 認 し た 。 な お 、 こ
の 発 現 用 プ ラ ス ミ ド ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ を 保 持 す る 形 質 転 換 大 腸 菌 株 Ｅ ． ｃ ｏ
ｌ ｉ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ 　 Ｓ Ａ Ｎ Ｋ 　 ７ １ １ ０ ２ は 、 平 成 １ ４ 年 １ ０ 月 １ ０
日 付 け で 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 国 際 寄 託 さ れ 、 受 託 番
号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ８ ２ ０ １ が 付 さ れ た 。

　 ２ ） Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ Ｔ Ｍ エ ピ ト ー プ タ グ 付 き 発 現 ベ ク タ ー の 作 製
　 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １
か ら ５ ３ ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 有 し 、 Ｎ 末 端 に ６ 残 基 の Ｈ ｉ
ｓ タ グ 部 位 と Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ Ｔ Ｍ エ ピ ト ー プ タ グ 部 位 を も つ 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る た め の 真 核
生 物 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 上 記 ベ ク タ ー 作 製 の た め に 、 ５ ’ 側 に 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 付 加 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー 、 His-Sお よ び His-Aを 合 成 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 　 His-A： 5’ -AACTCGAGTTACTTTGGAATCATTTCTTCCATGC； （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ ）
　 次 い で 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ を 鋳 型 と し て 、 Pfu　 TurboＴ Ｍ 　 DNA　 polymer
ase（ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 な っ た 。 す な わ ち 、 １ ０ ０ ｎ ｇ の プ
ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ ） と 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー （
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His-Sお よ び His-A） 各 ０ ． ５ μ Ｍ 、 な ら び に ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 各
２ ０ ０ μ Ｍ 、 １ × Ｐ ｆ ｕ 緩 衝 液 、 ２ ． ５ 単 位 の Ｐ ｆ ｕ 　 Ｔ ｕ ｒ ｂ ｏ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 ポ リ メ ラ ー
ゼ か ら な る １ ０ ０ μ ｌ の 反 応 液 を 調 製 し た 。 こ の 反 応 液 を ９ ４ ℃ で ２ 分 間 加 熱 し た 後 、 ９
４ ℃ で １ 分 、 ６ ８ ℃ で ４ 分 の 温 度 サ イ ク ル を ３ ０ サ イ ク ル 繰 り 返 し て か ら 、 ７ ２ ℃ で １ ０
分 間 保 温 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 ゲ ル よ り Ｑ Ｉ Ａ ク イ ッ ク ゲ ル エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト （
キ ア ゲ ン 社 製 ） に よ り 回 収 し 、 Ｋ ｐ ｎ 　 Ｉ お よ び Ｘ ｈ ｏ 　 Ｉ で 消 化 し 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １
／ Ｈ ｉ ｓ Ａ ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 大 腸 菌 Ｔ Ｏ Ｐ １ ０ Ｆ ’ 株 に 導 入 し た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 株
よ り プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 　 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ ／ Ｈ ｉ ｓ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ を 抽 出 し 、 挿 入 さ れ て い
る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 終 結 法 に よ り 確 認 し た 。

３ ） 動 物 細 胞 で の 発 現
　 本 発 明 の 蛋 白 質 が 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る か を 確 認 す る た め に 、 上 記 ２ ） で 作 成 し た
発 現 ベ ク タ ー ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ /Ｈ ｉ ｓ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ を ヒ ト 胚 子 腎 臓 細 胞 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ に
、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン 　 プ ラ ス (ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー 社 製 )を 用 い て 、 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に
従 っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の Ｎ 末 端 に Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ Ｔ Ｍ エ ピ ト ー プ
タ グ の つ い た 融 合 蛋 白 質 を 発 現 さ せ た 。 す な わ ち 、 １ プ レ ー ト あ た り ６ × １ ０ ６ 個 の Ｈ Ｅ
Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を 組 織 培 養 用 ポ リ リ ジ ン コ ー ト １ ０ ｃ ｍ デ ィ ッ シ ュ に ま い た ２ ４ 時 間 後 に 、
４ μ ｇ の ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ /Ｈ ｉ ｓ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ３ ７ ℃ で
２ 日 間 培 養 し た 後 、 緩 衝 液 Ａ （ ２ ０ ％ 　 グ リ セ ロ ー ル 、 １ ｍ Ｍ 　 β ― メ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル 、 1ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 1ｍ Ｍ 　 バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ５ ｍ Ｍ 　 フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０
． ５ ｍ Ｍ 　 ４ － デ オ キ シ ピ リ ド キ シ ン 、 コ ン プ リ ー ト Ｔ Ｍ （ プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、
ベ ー リ ン グ マ ン ハ イ ム 社 製 ） 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ 7.５ ） に て 細 胞 を 回 収 し
、 プ ロ ー ブ 型 ソ ニ ケ ー タ ー （ ブ ラ ン ソ ン 社 製 、 cell　 disruptor　 200） に て 超 音 波 破 砕 を
行 い 、 細 胞 破 砕 液 を 調 整 し た 。 こ の 細 胞 破 砕 液 を 超 遠 心 （ １ ０ ５ ０ ０ ０ ＊ ｇ 、 ６ ０ 分 ） に
よ り 細 胞 質 画 分 と 膜 画 分 に 分 画 し た 。 ま た 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ /Ｈ ｉ ｓ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 上
に は 、 抗 生 物 質 Ｇ ４ １ ８ 耐 性 マ ー カ ー と し て 機 能 す る ｎ ｅ ｏ 遺 伝 子 が あ り 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３
． １ /Ｈ ｉ ｓ － ｃ ｅ ｒ ｋ ２ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 よ り 、 Ｇ ４ １ ８ 耐
性 の コ ロ ニ ー を 選 択 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 安 定 に 産 生 す る 形 質 転 換 細 胞 を 得
る こ と が で き る 。

　 実 施 例 ４ ． Ｃ Ｅ Ｒ Ｋ ２ の 局 在
　 本 発 明 の 蛋 白 質 の 局 在 を 、 上 記 実 施 例 ３ 　 ３ ） で 調 製 し た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の Ｎ 末 端 に
Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ Ｔ Ｍ エ ピ ト ー プ タ グ が つ い た 融 合 蛋 白 質 を 含 む 細 胞 質 画 分 と 膜 画 分 を 用 い て
、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に て 調 べ た 。 抗 Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ 抗 体 （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） を
用 い る こ と に よ り 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り Ｎ 末 側 に Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ Ｔ Ｍ エ ピ ト ー
プ タ グ を も つ 本 発 明 の 蛋 白 質 を 検 出 し た 。 そ の 結 果 、 本 発 明 の 蛋 白 質 は 、 膜 画 分 に 多 く 局
在 す る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 １ 参 照 ） 。

　 実 施 例 ５ ． セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ 活 性 の 測 定
　 セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ 活 性 の 測 定 は 、 上 記 実 施 例 ３ で 調 製 し た 膜 画 分 か ら 、 抗 Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ
タ グ 抗 体 を 用 い て 免 疫 沈 降 に よ り 本 発 明 の 蛋 白 質 を 回 収 し 、 そ の 蛋 白 質 を 用 い 、 [３ ２ Ｐ ]
-γ ― Ａ Ｔ Ｐ （ Ｎ Ｅ Ｎ 社 製 ） お よ び Ｃ ６ セ ラ ミ ド を 基 質 と し て 、 以 下 に 記 載 す る 方 法 に 従
っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 具 体 的 に は 、 ま ず 、 実 施 例 ３ で 調 整 し た 本 発 明 の 蛋 白 質 を 含 む 膜 画 分 よ り 、 抗 Ｘ ｐ ｒ ｅ
ｓ ｓ 抗 体 と プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ス 　 フ ァ ー ス ト フ ロ ー （ フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製
） を 用 い て 免 疫 沈 降 を 行 い 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 回 収 し た 。 こ の 回 収 し た 蛋 白 質 を 含 む 緩 衝
液 Ｂ （ １ ｍ Ｍ 　 β ― メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ｍ Ｍ 　 バ ナ ジ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム 、 １ ５ ｍ Ｍ 　 フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ 　 ４ － デ オ キ シ ピ リ ド キ シ ン 、 コ ン プ
リ ー ト Ｔ Ｍ （ プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 　 ベ ー リ ン グ マ ン ハ イ ム 社 製 ） 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 塩
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化 カ リ ウ ム 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 　 １ ８ ０ μ l、 お よ び ウ シ 胎 児 血
清 （ 以 下 、 Ｂ Ｓ Ａ ） を 用 い て 調 整 し た １ ｍ Ｍ 　 Ｃ ６ セ ラ ミ ド 　 １ ０ μ ｌ さ ら に は １ ０ ０ ｍ
Ｍ 　 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム お よ び ２ ｍ Ｍ 　 放 射 標 識 [３ ２ Ｐ ]-γ ― Ａ Ｔ Ｐ の 混 合 液 　 １ ０ μ ｌ
を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 保 温 す る こ と に よ り セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ 反 応 を 行 っ た 。 次 に 、
1Ｎ 塩 酸 　 ２ ０ μ ｌ を 加 え る こ と に よ り 反 応 を 停 止 さ せ 、 ク ロ ロ ホ ル ム ： メ タ ノ ー ル ： 濃
塩 酸 （ 100： 200： 1、 ｖ ／ ｖ ） ８ ０ ０ μ ｌ お よ び ２ ． ５ Ｍ 　 塩 化 カ リ ウ ム 　 ２ ５ ０ μ ｌ 、
ク ロ ロ ホ ル ム 　 ２ ５ ０ μ ｌ を 加 え て 抽 出 操 作 を 施 し 、 ２ ０ ０ ０ × ｇ で 遠 心 後 、 得 ら れ た 下
層 （ ク ロ ロ ホ ル ム 層 ） を 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 以 下 、 Ｔ Ｌ Ｃ ） で 展 開 、 分 析 し た 。 展
開 溶 媒 と し て は 、 ク ロ ロ ホ ル ム ／ ア セ ト ン ／ メ タ ノ ー ル ／ 酢 酸 /水 （ １ ０ ： ４ ： ３ ： ２ ：
１ ） で あ る 。 セ ラ ミ ド キ ナ ー ゼ 活 性 は 上 記 Ｔ Ｌ Ｃ に お い て 、 生 成 物 で あ る セ ラ ミ ド － １ －
リ ン 酸 （ Cer-1-P） の ス ポ ッ ト の 放 射 活 性 を イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ ー （ Ｂ Ａ Ｓ ２ ０ ０ ０
、 富 士 フ ィ ル ム ） 等 で 定 量 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ の 方 法 で 測 定 し た と こ ろ 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 含 む 膜 画 分 の 免 疫 沈 降 産 物 は 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ３ ． １ ／ Ｈ ｉ ｓ Ａ ベ ク タ ー の み を Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 に 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン 　 プ ラ ス （ ラ
イ フ テ ク ノ ロ ジ ー 社 製 ） を 用 い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 際 の 対 照 細 胞 破 砕 液 よ り 同
様 に 調 整 し た 免 疫 沈 降 産 物 と 比 較 し て 、 有 意 に 高 い Ｃ ６ セ ラ ミ ド リ ン 酸 化 活 性 を 持 っ て い
た 。 （ 図 ２ 参 照 ）
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 図 １ 】 抗 Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 、 Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ 融
合 脂 質 キ ナ ー ゼ の 細 胞 内 分 布 （ レ ー ン １ ： 未 分 画 試 料 、 レ ー ン ２ ： 細 胞 質 画 分 、 レ ー ン ３
： 膜 画 分 （ レ ー ン ３ ）
【 図 ２ 】 Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ 融 合 脂 質 キ ナ ー ゼ の 脂 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 示 す Ｔ Ｌ Ｃ 図 、 Ｃ １ Ｐ ； セ
ラ ミ ド － １ － リ ン 酸 、 Ｐ Ａ ： ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 　 （ レ ー ン １ お よ び レ ー ン ２ ： ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ
３ ． １ ／ Ｈ ｉ ｓ Ａ ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 破 砕 液 （ 対 照 ） 、 レ ー ン ３ お
よ び レ ー ン ４ ： Ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ 融 合 脂 質 キ ナ ー ゼ を 発 現 さ せ た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 破 砕 液 ）
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ９ ９ 】
配 列 番 号 ３ ： 　 C2-S　 primer
配 列 番 号 ４ ： 　 C2-A　 primer
配 列 番 号 ５ ： 　 GST-A1　 primer
配 列 番 号 ６ ： 　 GST-A2　 primer
配 列 番 号 ７ ： 　 GST-A3　 primer
配 列 番 号 ８ ： 　 His-S　 primer
配 列 番 号 ９ ： 　 His-A　 primer
配 列 番 号 １ ０ ： 　 CERK2-S　 primer
配 列 番 号 １ １ ： 　 CERK2-A　 primer
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 配 列 表 】
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