
(57)【要約】
　本発明は、ＰＩＰＫＩＩβ関連疾患を処置するための、ＩＩβ型ホスホイノシチドリン
酸キナーゼ（ＰＩＰＫＩＩβ）を調節する方法を提供する。本発明はまた、ＰＩＰＫＩＩ
β関連疾患を処置するための候補剤を同定する方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 を 有 す る か 、 ま た は 有 す る 疑 い が あ る 対 象 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 か か
る 処 置 が 必 要 な 対 象 に 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 を 減 少 さ せ る 剤 の 有 効 量 を 、
Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 の 処 置 と し て 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 組 織 の イ ン ス リ ン に 対 す る 感 受 性 を 増 大 さ せ る 薬 剤 を 対 象 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む
、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 薬 剤 が 、 メ ト ホ ル ミ ン 、 ピ オ グ リ タ ゾ ン お よ び ロ シ グ リ タ ゾ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 イ ン ス リ ン 放 出 を 増 大 さ せ る 薬 剤 を さ ら に 投 与 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ 】
　 薬 剤 が 、 ス ル ホ ニ ル 尿 素 、 ナ テ グ リ ニ ド お よ び レ パ グ リ ニ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ス ル ホ ニ ル 尿 素 が 、 グ リ ベ ン ク ラ ミ ド （ グ リ ブ リ ド ） 、 グ リ ク ラ ジ ド お よ び グ リ メ ピ リ
ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 イ ン ス リ ン を 対 象 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 剤 が 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 阻 害 剤 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 剤 が 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 低 下 し た イ ン ス リ ン 感 受 性 を 有 す る か 、 ま た は 有 す る 疑 い が あ る 対 象 を 処 置 す る 方 法 で
あ っ て 、 か か る 処 置 が 必 要 な 対 象 に 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 を 減 少 さ せ る 剤
の 有 効 量 を 、 低 下 し た イ ン ス リ ン 感 受 性 の 処 置 と し て 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 組 織 の イ ン ス リ ン に 対 す る 感 受 性 を 増 大 さ せ る 薬 剤 を 対 象 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む
、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 薬 剤 が 、 メ ト ホ ル ミ ン 、 ピ オ グ リ タ ゾ ン お よ び ロ シ グ リ タ ゾ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 イ ン ス リ ン 放 出 を 増 大 さ せ る 薬 剤 を さ ら に 投 与 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 薬 剤 が 、 ス ル ホ ニ ル 尿 素 、 ナ テ グ リ ニ ド お よ び レ パ グ リ ニ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ス ル ホ ニ ル 尿 素 が 、 グ リ ベ ン ク ラ ミ ド （ グ リ ブ リ ド ） 、 グ リ ク ラ ジ ド お よ び グ リ メ ピ リ
ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 イ ン ス リ ン を 対 象 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 剤 が 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 阻 害 剤 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-516073 A 2005.6.2



　 剤 が 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 肥 満 を 有 す る か 、 ま た は 有 す る 疑 い が あ る 対 象 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 か か る 処 置 が
必 要 な 対 象 に 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 を 減 少 さ せ る 剤 の 有 効 量 を 、 肥 満 の 処
置 と し て 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 剤 が 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 阻 害 剤 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 剤 が 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 を 有 す る か 、 ま た は 有 す る 疑 い が あ る 対 象 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 か
か る 処 置 が 必 要 な 対 象 に 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 を 減 少 さ せ る 剤 の 有 効 量 を
、 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 の 処 置 と し て 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 剤 が 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 阻 害 剤 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 剤 が 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 イ ン ス リ ン に 対 す る 増 大 し た 感 受 性 を 有 す る か 、 ま た は 有 す る 疑 い が あ る 対 象 を 処 置 す
る 方 法 で あ っ て 、 か か る 処 置 が 必 要 な 対 象 に 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 を 増 大
さ せ る 剤 を 、 イ ン ス リ ン に 対 す る 増 大 し た 感 受 性 の 処 置 と し て 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記
方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 減 少 さ せ る 剤 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の 活 性 の 量 を 決 定 す る こ と 、
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と 、
　 接 触 さ せ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 量 を 決 定 す る こ と 、
を 含 み 、 こ こ で 、 接 触 さ せ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 量 の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の 活 性 の 量 に 対 す る 減 少 は 、 候 補 薬 剤 が Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 減 少 さ
せ る こ と の 表 示 で あ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸
分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２
６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 増 大 さ せ る 剤 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の 活 性 の 量 を 決 定 す る こ と 、
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と 、
　 接 触 さ せ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 量 を 決 定 す る こ と 、
を 含 み 、 こ こ で 、 接 触 さ せ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 量 の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の 活 性 の 量 に 対 す る 増 大 は 、 候 補 薬 剤 が Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 増 大 さ
せ る こ と の 表 示 で あ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸
分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
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　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２
９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 対 象 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、
　 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 活 性 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と
、
　 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 活 性 の レ ベ ル を 、 対 照 組 織 に
お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 活 性 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と 、
を 含 み 、 こ こ で 、 対 象 か ら の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 活
性 の 、 対 照 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 活 性 よ り 高 い レ ベ ル は 、 対 象
に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 診 断 と な る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸
分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３
２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 組 織 お よ び 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 組 織 ま た は 細 胞 が 、 骨 格 筋 、 脳 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 活 性 が キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ で 決 定 さ れ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 が 、 糖 尿 病 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ２
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 増 大 し た 活 性 を 特 徴 と す る 疾 患 の 動 物 モ デ ル を 作 製 す る 方 法 で あ
っ て 、 非 ヒ ト 対 象 に Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 増 大 さ せ る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 を 導 入 す る こ と
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 が Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
４ ０ に 記 載 の 発 明 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 が Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸
分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４
２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
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　 動 物 モ デ ル が 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン に 対 す る 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 お よ び 肥 満
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 の も の で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 減 少 し た 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 動 物 モ デ ル を 作 製 す る 方 法 で あ
っ て 、 非 ヒ ト 対 象 に Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 減 少 さ せ る 変 異 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 を 導 入 す る
こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 が 変 異 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 で あ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 が 変 異 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 候 補 薬 剤 の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 へ の 効 果 を 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 対 象 に 候 補 薬 剤 を 投 与 す る こ と 、
　 候 補 薬 剤 が 投 与 さ れ て い な い 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル と
比 べ た 、 候 補 薬 剤 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル へ の 効 果 を 決 定 す る こ と 、
を 含 み 、 こ こ で 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル の 相 対 的 増 大 ま た は 相 対 的 減
少 は 、 候 補 薬 剤 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 へ の 効 果 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル が キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ で 決 定 さ れ る 、 請 求 項 ４
９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸
分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４
９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 が 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン に 対 す る 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄
積 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 候 補 薬 剤 の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 へ の 効 果 を 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 対 象 に 候 補 薬 剤 を 投 与 す る こ と 、
　 候 補 薬 剤 が 投 与 さ れ て い な い 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 発 現 の レ ベ ル と 比 べ た
、 候 補 薬 剤 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 発 現 の レ ベ ル へ の 効 果 を 決 定 す る こ と 、
を 含 み 、 こ こ で 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 発 現 の レ ベ ル の 相 対 的 増 大 ま た は 相 対 的 減 少 は 、
候 補 薬 剤 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 へ の 効 果 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 が Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
５ ５ に 記 載 の 発 明 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 が Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸
分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ９ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ５
７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 が 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン に 対 す る 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄
積 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 対 象 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、
　 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と 、
　 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル を 、 対 照 生 物 学 的 試 料 に
お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と 、
を 含 み 、 こ こ で 、 対 象 か ら の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の 、 対
照 生 物 学 的 試 料 に お け る よ り も 高 い レ ベ ル は 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 診
断 と な る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
６ １ に 記 載 の 発 明 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 組 織 お よ び 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 組 織 ま た は 細 胞 が 、 骨 格 筋 、 脳 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 が 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン に 対 す る 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄
積 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル が 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 核 酸 増
幅 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 行 わ れ る 、 請 求 項 ６ ６ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 核 酸 増 幅 が 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 お よ び リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 進 行 ま た は 消 退 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 対 象 か ら ２ つ の 生 物 学 的 試 料 で あ っ て 、 同 一 の 組 織 種 を 含 み 、 か つ 異 な る 時 間 に 得 ら れ
た 試 料 を 得 る こ と 、
　 ２ つ の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と 、
　 ２ つ の 生 物 学 的 試 料 に お け る 発 現 の レ ベ ル を 比 較 す る こ と 、
を 含 み 、 こ こ で 、 第 １ の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の 、 第 ２ の
生 物 学 的 試 料 に お け る よ り も 高 い レ ベ ル は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 消 退 を 示 し 、 第 １
の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の 、 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 に お け る
よ り も 低 い レ ベ ル は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 進 行 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
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６ ９ に 記 載 の 発 明 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 組 織 お よ び 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 組 織 ま た は 細 胞 が 、 骨 格 筋 、 脳 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 が 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン に 対 す る 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄
積 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル が 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 核 酸 増
幅 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 行 わ れ る 、 請 求 項 ７ ４ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 核 酸 増 幅 が 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 お よ び リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 ７ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 対 象 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、
　 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 、 対 照 生 物 学 的 試 料 に お
け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル と 比 較 す る こ と 、
を 含 み 、 こ こ で 、 対 象 か ら の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 、 対 照
生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル よ り も 高 い レ ベ ル は 、 対 象 に
お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 診 断 と な る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸
分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ７
７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 組 織 お よ び 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 組 織 ま た は 細 胞 が 、 骨 格 筋 、 脳 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ ０
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 が 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン に 対 す る 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄
積 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 、 免 疫 組 織 化 学 お よ び 免 疫 沈 降 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 進 行 ま た は 消 退 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 対 象 か ら ２ つ の 生 物 学 的 試 料 で あ っ て 、 同 一 の 組 織 種 を 含 み 、 か つ 異 な る 時 間 に 得 ら れ
た 試 料 を 得 る こ と 、
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　 ２ つ の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 比 較 す る こ と 、
を 含 み 、 こ こ で 、 第 １ の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 、 第 ２ の 生
物 学 的 試 料 に お け る よ り も 高 い レ ベ ル は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 消 退 を 示 し 、 第 １ の
生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 、 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 に お け る よ り
も 低 い レ ベ ル は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 進 行 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸
分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 ８ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ８
４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 組 織 お よ び 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ ４ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 組 織 ま た は 細 胞 が 、 骨 格 筋 、 脳 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ ７
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 が 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン に 対 す る 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄
積 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 、 免 疫 組 織 化 学 お よ び 免 疫 沈 降 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 ８ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 対 象 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、
　 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る こ と 、
　 対 象 試 料 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 対 照 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と 比 較 す る こ と 、
を 含 み 、 こ こ で 、 対 象 生 物 学 的 試 料 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 対 照 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核
酸 分 子 と の 違 い は 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 診 断 と な る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 が 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項
９ １ に 記 載 の 発 明 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 組 織 お よ び 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 組 織 ま た は 細 胞 が 、 骨 格 筋 、 脳 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 が 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン に 対 す る 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄
積 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 出 願 は 、 そ の 開 示 の 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 、 ２ ０ ０ ２ 年 ２ 月 １ 日
に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 60/353,758に つ い て 、 35 U.S.C.§ 119(e)に 基 づ く 利 益 を 主 張 す
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関 連 出 願



る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 部 分 的 に 、 国 立 衛 生 研 究 所 （ Ｎ Ｉ Ｈ ） か ら の 認 可 番 号 RO1 GM36624に 基 づ く
政 府 支 援 、 お よ び 国 立 糖 尿 病 ・ 消 化 器 病 ・ 腎 臓 病 研 究 所 （ Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｋ ） か ら の 認 可 番 号 5P
30-DK36836-14に 基 づ く 政 府 支 援 に よ っ て な さ れ た 。 政 府 は 、 本 発 明 に つ い て あ る 種 の 権
利 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 本 発 明 は 、 Ｉ Ｉ β 型 ホ ス ホ イ ノ シ チ ド リ ン 酸 キ ナ ー ゼ （ Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ） 関 連 疾 患 を 処
置 す る た め の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 の 調 節 に 関 す る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関
連 疾 患 の 診 断 、 モ ニ タ リ ン グ お よ び 処 置 へ の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 お よ び ポ リ ペ プ チ ド
の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 処 置 に 有 用 な 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β 活 性 を 調 節 す る 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ に も 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】

　 最 近 ま で 、 Ｉ Ｉ 型 ホ ス ホ イ ノ シ チ ド リ ン 酸 キ ナ ー ゼ は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル －
４ － リ ン 酸 （ Ｐ Ｉ ４ Ｐ ） の ５ 位 を リ ン 酸 化 す る こ と に よ り ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル －
４ ， ５ － 二 リ ン 酸 （ Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ ） を 生 成 す る と 考 え ら れ て き た 。 し か し な が ら 、 １ ９
９ ７ 年 に 、 こ れ ら の 酵 素 が 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル － ５ － リ ン 酸 （ Ｐ Ｉ ５ Ｐ ） か ら
の Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ の 生 成 に 関 与 す る 、 新 規 な 、 以 前 に は 知 ら れ て い な い 経 路 中 に あ る こ と
が 示 さ れ た （ Rameh et al., 1997） 。 こ の 経 路 の た め の 酵 素 は 、 哺 乳 類 か ら 蠕 虫 類 ま で 保
存 さ れ て い る が 、 生 物 機 能 に 対 す る 重 要 性 は 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｉ Ｉ 型 Ｐ Ｉ Ｐ キ ナ ー ゼ が 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル － ５ － リ ン 酸 （ Ｐ Ｉ ５ Ｐ ） の イ
ノ シ ト ー ル 環 の ４ 位 を リ ン 酸 化 す る こ と に よ り 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ４ ， ５ 二 リ
ン 酸 （ Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ ） を 生 成 す る こ と は 現 在 知 ら れ て い る （ Rameh et al., 1997） 。 Ｐ
Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ の 大 多 数 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル － ４ － Ｐ （ Ｐ Ｉ ４ Ｐ ） の イ ノ シ ト
ー ル 環 の ５ 位 を リ ン 酸 化 す る Ｉ 型 Ｐ Ｉ Ｐ キ ナ ー ゼ （ Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ β ） に よ っ て 生 成 さ れ る 。
Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ を 生 成 す る た め の こ の ２ つ の 経 路 の 進 化 は 、 Ｉ 型 お よ び Ｉ Ｉ 型 Ｐ Ｉ Ｐ キ ナ
ー ゼ の い ず れ も が 脊 椎 動 物 ば か り で な く 、 蠕 虫 や ハ エ に お い て も 見 出 さ れ る こ と か ら 、 極
め て 古 い も の と 見 ら れ る 。 哺 乳 類 は 、 異 な る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 Ｉ Ｉ 型 Ｐ Ｉ Ｐ
キ ナ ー ゼ の ３ 種 の ア イ ソ フ ォ ー ム 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ α （ Divecha et al., 1995） 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
Ｉ Ｉ β （ Castellino et al., 1997） お よ び Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ γ （ Itoh et al., 1998） 、 を 有
し て い る 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 異 な る が 、 幾 分 重 複 す る 組 織 分 布 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ２ つ の 経 路 が Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ の 生 成 の た め に 進 化 し た 理 由 は 知 ら れ て い な い 。 Ｉ Ｉ 型 Ｐ
Ｉ Ｐ キ ナ ー ゼ は 、 細 胞 内 の ユ ニ ー ク な 位 置 で 、 特 定 の 目 的 の た め に Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ を 産 生
し て い る 可 能 性 が あ る 。 Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ は 、 細 胞 内 で 多 く の 役 割 を 果 た し て い る こ と が 知
ら れ て お り 、 そ れ は い く つ か の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 前 駆 体 で あ り （ Toker 1998） 、
そ し て 、 ア ク チ ン 細 胞 骨 格 に 影 響 す る 種 々 の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る （ 総
説 と し て Takenawa and Miki, 2000を 参 照 ） 。 Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ を 特 異 的 に 標 的 化 す る 蛍 光
標 識 化 Ｐ Ｈ ド メ イ ン を 用 い た 実 験 で は 、 「 フ リ ー の 」 Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ の 局 所 集 団 （ local 
population） が 、 種 々 の シ グ ナ ル 伝 達 に よ っ て 調 整 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た （ 総 説 と
し て Martin, 2001を 参 照 ） 。 Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ は ま た 、 本 来 tubby遺 伝 子 座 に 自 然 突 然 変 異
を 有 す る マ ウ ス 系 統 に お け る 肥 満 表 現 型 の 原 因 遺 伝 子 と し て 発 見 さ れ た 、 tubbyタ ン パ ク
質 の 局 在 化 に 作 用 す る こ と が 示 さ れ た （ Santagata et. al., 2001） 。 tubbyは 、 Ｐ Ｉ ４ ，
５ Ｐ ２ に 結 合 す る そ の Ｓ Ｈ ２ ド メ イ ン を 介 し て 、 細 胞 膜 へ 局 在 化 す る 。 そ れ は 、 Ｇ タ ン パ
ク 質 結 合 受 容 体 の 活 性 化 に 応 答 し て ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ ベ ー タ （ Ｐ Ｌ Ｃ β ） が 活 性 化 さ れ 、
Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ を 分 解 し て ジ ア シ ル ク リ セ ロ ー ル （ Ｄ Ａ Ｇ ） と イ ノ シ ト ー ル － １ ， ４ ， ５
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－ 三 リ ン 酸 （ Ｉ Ｐ ３ ） を 形 成 す る と 、 細 胞 膜 か ら 放 出 さ れ る 。 こ れ は 、 代 替 的 な 経 路 に よ
っ て 調 整 さ れ 得 る 、 Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ の 分 離 し た プ ー ル の 別 の 例 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 Ｉ Ｉ 型 Ｐ Ｉ Ｐ キ ナ ー ゼ の 重 要 性 は 、 よ く 知 ら れ て い な い 脂 質 で あ る Ｐ Ｉ ５ Ｐ の レ
ベ ル を 減 少 さ せ る こ と に あ る 可 能 性 も あ る 。 Ｐ Ｉ ５ Ｐ の シ グ ナ ル 伝 達 に お け る 役 割 は ま だ
解 明 さ れ て い な い 。 し か し な が ら 、 種 々 の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン は 、 特 定 の 膜 へ の 局 在 化 機
構 と し て 特 定 の ホ ス ホ イ ノ シ チ ド に 結 合 す る 能 力 を 進 化 さ せ て お り （ 総 説 と し て 、 Wishar
t et. al 2001、 Hurley and Meyer 2001、 Lemmon and Ferguson 2000、 Gillooly et. al,
 2001を 参 照 、 ） 、 Ｐ Ｉ ５ Ｐ が 特 定 の タ ン パ ク 質 の 膜 へ の リ ク ル ー ト を 媒 介 し て い る 可 能
性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ホ ス ホ イ ノ シ チ ド は ま た 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 イ ン ス リ ン
受 容 体 は 、 ホ ス ホ イ ノ シ チ ド ３ － キ ナ ー ゼ （ Ｐ Ｉ ３ Ｋ ） を 活 性 化 し 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ
ャ ー で あ る ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル － ３ ， ４ ， ５ － 三 リ ン 酸 （ Ｐ Ｉ Ｐ ３ ） が 生 成 さ れ
る 。 こ の 脂 質 は 、 タ ン パ ク 質 － Ｓ ｅ ｒ ／ Ｔ ｈ ｒ キ ナ ー ゼ Ａ ｋ ｔ （ プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｂ と
し て も 知 ら れ る ） を 含 む 一 連 の タ ン パ ク 質 を 膜 に リ ク ル ー ト す る 。 Ｐ Ｉ ３ Ｋ お よ び Ａ ｋ ｔ
の 活 性 化 は 、 グ リ コ ー ゲ ン シ ン タ ー ゼ キ ナ ー ゼ ３ （ Ｇ Ｓ Ｋ ３ ） の 阻 害 お よ び ブ ド ウ 糖 輸 送
の 活 性 化 を 含 む 、 研 究 さ れ た イ ン ス リ ン 応 答 の 大 部 分 に 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ ３ レ ベ ル は 、 Ｐ Ｉ ３ Ｋ に よ る そ の 生 成 速 度 だ け で な く 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ る そ
の 破 壊 速 度 に よ っ て も 調 整 さ れ る 。 Ｓ Ｈ ２ ド メ イ ン を 含 む イ ノ シ ト ー ル ホ ス フ ァ タ ー ゼ で
あ る Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ １ お よ び Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ ２ は 、 イ ノ シ ト ー ル 環 の ５ 位 を 脱 リ ン 酸 化 す る こ と に よ り
Ｐ Ｉ Ｐ ３ を 分 解 し 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ ， ４ － 二 リ ン 酸 （ Ｐ Ｉ ３ ， ４ Ｐ ２ ） を
生 成 す る 。 Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ ２ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は イ ン ス リ ン に 対 し て 重 度 に 高 感 受 性 で あ り 、
イ ン ス リ ン 受 容 体 が 活 性 化 し て い る 部 位 に お い て 増 大 し た Ｐ Ｉ Ｐ ３ レ ベ ル が も た ら さ れ て
い る こ と が 予 想 さ れ た （ Clement et al., 2001） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 患 者 に お け る イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 お よ び 適 正 な イ ン ス リ ン 応 答 は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 お
よ び 肥 満 な ど の 疾 患 の 因 子 と し て 同 定 さ れ て い る 。 患 者 に お け る イ ン ス リ ン 不 応 性 や 減 少
し た イ ン ス リ ン 感 受 性 は 、 成 人 型 糖 尿 病 （ Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 ） を も た ら す こ と が あ り 、 お よ び
／ ま た は 、 肥 満 に 貢 献 す る 可 能 性 が あ る が 、 い ず れ も 個 体 に 対 し て 深 刻 な 臨 床 上 の 結 果 を
有 し 得 る 。 1570万 人 の 米 国 人 が 糖 尿 病 を 有 し て い る と 推 定 さ れ て お り 、 成 人 型 の ２ 型 糖 尿
病 を 有 す る 個 体 は 、 全 糖 尿 病 患 者 の ９ ０ ～ ９ ５ ％ を 占 め る 。 米 国 の 全 糖 尿 病 患 者 の 約 １ ／
３ は 該 疾 患 を 有 し て い る こ と に 気 付 い て お ら ず 、 検 出 も コ ン ト ロ ー ル も さ れ て い な い 糖 尿
病 は 、 失 明 、 心 疾 患 、 神 経 疾 患 お よ び 腎 疾 患 な ど の 深 刻 な 悪 影 響 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 肥 満 も ま た 、 患 者 に と っ て 多 く の リ ス ク を 有 し て お り 、 早 期 死 亡 を も た ら し 得 る 。 肥 満
は 少 な く と も 3900万 人 の 米 国 人 を 冒 し て お り 、 こ れ は 、 全 成 人 の １ ／ ４ 以 上 、 そ し て 、 小
児 の 約 ５ 人 に １ 人 で あ る 。 毎 年 、 肥 満 は 、 米 国 に お い て 少 な く と も 300,000件 の 余 分 な 死
亡 を も た ら し て お り 、 国 に 1000億 ド ル を 負 担 さ せ て い る 。 肥 満 は 、 米 国 に お け る 不 必 要 な
死 の ２ 番 目 の 主 要 な 原 因 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 臨 床 リ ス ク の 増 大 に 加 え 、 肥 満 お よ び Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 の い ず れ も 、 罹 患 個 体 の 生 活 の 質 の
低 下 を も た ら し 得 る 。 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 お よ び 肥 満 は 現 代 社 会 に お け る 主 要 疾 患 で あ り 、 健 康
お よ び 生 活 の 質 に 深 刻 な 影 響 を 有 す る た め 、 処 置 お よ び ／ ま た は 確 実 な 診 断 の た め の 改 善
さ れ た 方 法 が 要 求 さ れ て お り 、 ま た そ れ は 、 患 者 、 そ の 家 族 お よ び 医 療 提 供 者 に と っ て 有
益 で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 は 、 部 分 的 に 、 患 者 に お け る イ ン ス リ ン 感 受 性 を 高 め る 方 法 に 関 し 、 そ し て Ｉ Ｉ
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型 糖 尿 病 、 肥 満 、 脂 肪 の 過 剰 蓄 積 お よ び イ ン ス リ ン に 対 す る 低 下 し た 感 受 性 な ど の 疾 患 を
処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の １ つ の 側 面 に よ り 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 を 有 す る か 、 ま た は 有 す る 疑 い が あ る 対 象 を
処 置 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 か か る 処 置 が 必 要 な 対 象 に 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ
Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 を 減 少 さ せ る 剤 の 有 効 量 を 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 の た め の 処 置 と し て 投 与 す る こ
と を 含 む 。 い く つ か の 態 様 で は 、 本 方 法 は さ ら に 、 組 織 の イ ン ス リ ン に 対 す る 感 受 性 を 増
大 さ せ る 薬 剤 を 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 あ る 態 様 で は 、 薬 剤 は 、 メ ト ホ ル ミ ン 、 ピ オ
グ リ タ ゾ ン お よ び ロ シ グ リ タ ゾ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 本 方
法 は 、 イ ン ス リ ン 放 出 を 増 大 さ せ る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 。 い く つ か の 態 様 で
は 、 薬 剤 は ス ル ホ ニ ル 尿 素 、 ナ テ グ リ ニ ド お よ び レ パ グ リ ニ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
。 い く つ か の 態 様 で は 、 ス ル ホ ニ ル 尿 素 は 、 グ リ ベ ン ク ラ ミ ド （ グ リ ブ リ ド ） 、 グ リ ク ラ
ジ ド お よ び グ リ メ ピ リ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 本 方 法 は 対 象
に イ ン ス リ ン を 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 。 い く つ か の 態 様 で は 、 剤 は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 阻
害 剤 で あ る 。 あ る 態 様 で は 、 剤 は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ り 、 低 下 し た イ ン ス リ ン 感 受 性 を 有 す る か 、 ま た は 有 す る 疑 い が
あ る 対 象 を 処 置 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 か か る 処 置 が 必 要 な 対 象 に 、 対 象 に お
け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 を 減 少 さ せ る 剤 の 有 効 量 を 、 低 下 し た イ ン シ ュ リ ン 感 受 性 の 処
置 と し て 投 与 す る こ と を 含 む 。 い く つ か の 態 様 で は 、 本 方 法 は さ ら に 、 組 織 の イ ン ス リ ン
感 受 性 を 増 大 さ せ る 薬 剤 を 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 あ る 態 様 で は 、 薬 剤 は 、 メ ト ホ ル
ミ ン 、 ピ オ グ リ タ ゾ ン お よ び ロ シ グ リ タ ゾ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 い く つ か の 態 様
で は 、 本 方 法 は 、 イ ン ス リ ン 放 出 を 増 大 さ せ る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 。 い く つ
か の 態 様 で は 、 薬 剤 は ス ル ホ ニ ル 尿 素 、 ナ テ グ リ ニ ド お よ び レ パ グ リ ニ ド か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 ス ル ホ ニ ル 尿 素 は 、 グ リ ベ ン ク ラ ミ ド （ グ リ ブ リ ド ）
、 グ リ ク ラ ジ ド お よ び グ リ メ ピ リ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 本
方 法 は 対 象 に イ ン ス リ ン を 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 。 い く つ か の 態 様 で は 、 剤 は Ｐ Ｉ Ｐ
Ｋ Ｉ Ｉ β 阻 害 剤 で あ る 。 あ る 態 様 で は 、 剤 は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ り 、 肥 満 を 有 す る か 、 ま た は 有 す る 疑 い が あ る 対 象 を 処 置 す る 方
法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 か か る 処 置 が 必 要 な 対 象 に 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の
活 性 を 減 少 さ せ る 剤 の 有 効 量 を 、 肥 満 の 処 置 と し て 投 与 す る こ と を 含 む 。 い く つ か の 態 様
で は 、 本 方 法 は さ ら に 、 組 織 の イ ン ス リ ン 感 受 性 を 増 大 さ せ る 薬 剤 を 対 象 に 投 与 す る こ と
を 含 む 。 あ る 態 様 で は 、 剤 は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 阻 害 剤 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 剤 は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
Ｉ Ｉ β の ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ り 、 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 を 有 す る か 、 ま た は 有 す る 疑 い が あ る
対 象 を 処 置 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 か か る 処 置 が 必 要 な 対 象 に 、 対 象 に お け る
Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 を 減 少 さ せ る 剤 の 有 効 量 を 、 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 の 処 置 と し て 投 与 す る
こ と を 含 む 。 い く つ か の 態 様 で は 、 本 方 法 は さ ら に 、 組 織 の イ ン ス リ ン 感 受 性 を 増 大 さ せ
る 薬 剤 を 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 あ る 態 様 で は 、 剤 は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 阻 害 剤 で あ る 。
別 の 態 様 で は 、 剤 は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ り 、 イ ン ス リ ン に 対 す る 増 大 し た 感 受 性 を 有 す る か 、 ま た は 有 す
る 疑 い が あ る 対 象 を 処 置 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 か か る 処 置 が 必 要 な 対 象 に 、
対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 を 増 大 さ せ る 剤 を 、 イ ン ス リ ン に 対 す る 増 大 し た 感 受
性 に 対 す る 処 置 と し て 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 減 少 さ せ る 剤 を 同 定 す る た め の
方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の 活 性 の 量 を 決 定 す る
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こ と 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と 、 接 触 さ せ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 量 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 接 触 さ せ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 量 の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の 活 性 の 量 に 対 す る 減 少
は 、 候 補 薬 剤 が Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 減 少 さ せ る こ と の 表 示 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 増 大 さ せ る 剤 を 同 定 す る た め の
方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の 活 性 の 量 を 決 定 す る
こ と 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と 、 接 触 さ せ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 量 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 接 触 さ せ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 量 の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の 活 性 の 量 に 対 す る 増 加
は 、 候 補 薬 剤 が Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 増 大 さ せ る こ と の 表 示 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ り 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 が 提 供
さ れ る 。 本 方 法 は 、 対 象 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 活 性 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と 、 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 活 性 の レ ベ ル を 、 対 照 組 織 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド
分 子 の 活 性 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 対 象 か ら の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ
Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 活 性 の 、 対 照 組 織 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド
分 子 の 活 性 よ り 高 い レ ベ ル は 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 診 断 と な る 。 い く
つ か の 態 様 で は 、 生 物 学 的 試 料 は 、 組 織 お よ び 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 い く つ か
の 態 様 で は 、 組 織 ま た は 細 胞 は 、 骨 格 筋 、 脳 、 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
。 あ る 態 様 で は 、 活 性 は キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ で 決 定 す る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β 関 連 疾 患 は 、 糖 尿 病 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 上 記 側 面 の い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 １
で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相
同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 本 発 明 の 上 記 側 面
の い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 増 大 し た 活 性 を 特 徴 と す る 疾 患 の 動 物
モ デ ル を 作 製 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 非 ヒ ト 対 象 に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活
性 を 増 大 さ せ る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 を 導 入 す る こ と を 含 む 。 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ
Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 で あ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と
少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 あ る 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
Ｉ Ｉ β 分 子 は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー
ド さ れ る 。 本 発 明 の 上 記 側 面 の い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 配
列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 で は 、 動 物 モ デ ル は 、 Ｉ Ｉ 型 糖
尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 、 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 に
つ い て の も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 減 少 し た 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 動 物
モ デ ル を 作 製 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 非 ヒ ト 対 象 に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活
性 を 減 少 さ せ る 変 異 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 を 導 入 す る こ と を 含 む 。 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ
Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 は 、 変 異 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 で あ る 。 あ る 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β 分 子 は 変 異 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 本 発 明 の 別 の 側 面 よ り 、 候 補 薬 剤 の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 へ の 効 果 を 評 価 す る た め
の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 対 象 に 候 補 薬 剤 を 投 与
す る こ と 、 候 補 薬 剤 を 投 与 さ れ て い な い 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性
レ ベ ル と 比 べ た 、 候 補 薬 剤 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル へ の 効 果 を 決 定 す
る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル の 相 対 的 増 大 ま た は 相
対 的 減 少 は 、 候 補 薬 剤 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 へ の 効 果 を 示 す 。 い く つ か の 態 様 で は 、
Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル は 、 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ で 決 定 さ れ る 。 い く つ か
の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号
１ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 あ る 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、
配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾
患 は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 、 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 よ り 、 候 補 薬 剤 の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 へ の 効 果 を 評 価 す
る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 対 象 に 候 補 薬 剤
を 投 与 す る こ と 、 候 補 薬 剤 を 投 与 さ れ て い な い 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 発 現 の
レ ベ ル と 比 べ た 、 候 補 薬 剤 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 発 現 の レ ベ ル へ の 効 果 を 決 定 す る こ と
を 含 み 、 こ こ で 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 発 現 の レ ベ ル の 相 対 的 増 大 ま た は 相 対 的 減 少 は 、
候 補 薬 剤 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 へ の 効 果 を 示 す 。 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β 分 子 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 で あ る 。 あ る 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 は 、
配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約
９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
分 子 は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ
プ チ ド は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少
な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ
る 。 あ る 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 。 い く つ か の 態 様 で は 、 動 物 モ デ ル は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応 性 、 過 剰 な
脂 肪 蓄 積 、 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 に つ い て の も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ り 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 が 提 供
さ れ る 。 本 方 法 は 、 対 象 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と 、 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸
分 子 の 発 現 の レ ベ ル を 、 対 照 組 織 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル と 比 較
す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 対 象 か ら の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発
現 の 、 対 照 生 物 学 的 試 料 に お け る よ り も 高 い レ ベ ル は 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連
疾 患 の 診 断 と な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ り 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 進 行 ま た は 消 退 を 決
定 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 対 象 か ら ２ つ の 生 物 学 的 試 料 で あ っ て 、 同 一
の 組 織 種 を 含 み 、 か つ 異 な る 時 間 に 得 ら れ た 試 料 を 得 る こ と 、 ２ つ の 生 物 学 的 試 料 に お け
る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と 、 ２ つ の 生 物 学 的 試 料 に お け る
発 現 の レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 第 １ の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β 核 酸 分 子 の 発 現 の 、 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 に お け る よ り も 高 い レ ベ ル は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
関 連 疾 患 の 消 退 を 示 し 、 第 １ の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の 、
第 ２ の 生 物 学 的 試 料 に お け る よ り も 低 い レ ベ ル は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 進 行 を 示 す
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 上 記 側 面 の い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ で 表
さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性
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を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 本 発 明 の 上 記 側 面 の い く つ か の 態 様 で は 、 生 物 学 的 試
料 は 、 組 織 お よ び 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明 の 上 記 側 面 の あ る 態 様 で は 、 組
織 ま た は 細 胞 は 、 骨 格 筋 、 脳 、 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明 の 上 記
側 面 の い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応
性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 、 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明 の 上 記 側 面 の い く つ
か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
お よ び 核 酸 増 幅 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 で 決 定 さ れ る 。 本 発 明 の 上 記 側 面 の あ る 態
様 で は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 行 わ れ る 。 本 発 明
の 上 記 側 面 の い く つ か の 態 様 で は 、 核 酸 増 幅 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ お よ び リ ア ル タ イ
ム Ｐ Ｃ Ｒ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ り 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 が 提 供
さ れ る 。 本 方 法 は 、 対 象 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 、 対 照 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の
レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 対 象 か ら の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
ポ リ ペ プ チ ド の 、 対 照 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル よ り も
高 い レ ベ ル は 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 診 断 と な る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ り 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 進 行 ま た は 消
退 を 決 定 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 対 象 か ら ２ つ の 生 物 学 的 試 料 で あ っ て
、 同 一 の 組 織 種 を 含 み 、 か つ 異 な る 時 間 に 得 ら れ た 試 料 を 得 る こ と 、 ２ つ の 生 物 学 的 試 料
に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 第 １ の 生
物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 、 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 に お け る よ り も
高 い レ ベ ル は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 消 退 を 示 し 、 第 １ の 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ
Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 、 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 に お け る よ り も 低 い レ ベ ル は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 進 行 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 上 記 側 面 の い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 １
で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相
同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 本 発 明 の 上 記 側 面
の い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 む 。 本 発 明 の 上 記 側 面 の い く つ か の 態 様 で は 、 生 物 学 的 試 料 は 、 組 織 お よ び 細 胞
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明 の 上 記 側 面 の い く つ か の 態 様 で は 、 組 織 ま た は 細 胞 は
、 骨 格 筋 、 脳 、 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明 の 上 記 側 面 の い く つ か
の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪
蓄 積 、 お よ び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明 の 上 記 側 面 の あ る 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ
Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル は 、 免 疫 組 織 化 学 お よ び 免 疫 沈 降 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ り 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法
が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 対 象 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、 生 物 学 的 試 料 に お け る Ｐ Ｉ
Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る こ と 、 対 象 試 料 に お け る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 、 対 照 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と を 含 み 、 こ こ で
、 対 象 生 物 学 的 試 料 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 対 照 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 と の 違 い は
、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 診 断 と な る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 、 ま た は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 あ る 態 様 で は 、 生 物
学 的 試 料 は 、 組 織 お よ び 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 組 織 ま た
は 細 胞 は 、 骨 格 筋 、 脳 、 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 で は
、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 、 お よ
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び 肥 満 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 の 側 面 で は 、 本 発 明 は ま た 、 上 記 の 剤 、 化 合 物 お よ び 分 子 の 、 医 薬 、 特 に 糖 尿 病 、 肥
満 お よ び 低 下 し た イ ン ス リ ン 感 受 性 の 処 置 の た め の 医 薬 の 製 造 へ の 使 用 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の こ れ ら の お よ び 他 の 側 面 を 、 以 下 で さ ら に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル － ５ － リ ン 酸 （ Ｐ Ｉ Ｐ ５ ） か ら の Ｐ Ｉ ４ ， ５ Ｐ ２ の 生 成 を
伴 う 経 路 の 生 理 学 的 な 役 割 を 決 定 す る た め に 、 筋 肉 に 高 度 に 発 現 し て い る Ｉ Ｉ 型 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
酵 素 で あ る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 発 現 に 障 害 を 有 す る マ ウ ス を 作 製 し た 。 驚 く べ き こ と に 、 Ｐ
Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － マ ウ ス は 、 野 生 型 同 腹 子 に 比 べ 、 イ ン ス リ ン に 対 し 高 感 受 性 で あ っ た
。 雄 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は ま た 、 普 通 食 ま た は 高 脂 肪 食 を 給 餌 し た 場 合 に 、 予 期 せ ぬ こ と
に 、 野 生 型 同 腹 子 に 比 べ 体 脂 肪 の 蓄 積 が 少 な か っ た 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス
は 、 生 存 性 の 低 下 ま た は そ の 他 の 全 体 的 な 生 理 学 的 異 常 を 何 ら 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 に お け る 役 割 を さ ら に 調 査 す る た め 、 こ の 酵
素 を 、 イ ン ス リ ン 反 応 性 の Ｃ Ｈ Ｏ － Ｉ Ｒ 細 胞 に 過 剰 発 現 さ せ た 。 正 常 な Ｃ Ｈ Ｏ － Ｉ Ｒ 細 胞
で は 、 イ ン ス リ ン は 、 ホ ス ホ イ ノ シ チ ド ３ － キ ナ ー ゼ （ Ｐ Ｉ ３ Ｋ ） と Ｉ Ｒ Ｓ － １ ／ Ｉ Ｒ Ｓ
－ ２ タ ン パ ク 質 と の 間 の シ グ ナ ル 伝 達 複 合 体 の 形 成 を 刺 激 し 、 そ の 結 果 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ
ノ シ ト ー ル ３ ， ４ ， ５ － 三 リ ン 酸 （ Ｐ Ｉ Ｐ ３ ） が 生 成 さ れ る 。 Ｐ Ｉ Ｐ ３ は 、 タ ン パ ク 質 セ
リ ン ／ ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ Ａ ｋ ｔ を リ ク ル ー ト し 、 活 性 化 す る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β を Ｃ Ｈ Ｏ
－ Ｉ Ｒ 細 胞 株 で 過 剰 発 現 さ せ る と 、 イ ン ス リ ン に よ る Ｐ Ｉ ３ Ｋ ／ Ｉ Ｒ Ｓ － １ ／ Ｉ Ｒ Ｓ － ２
シ グ ナ ル 伝 達 複 合 体 の 刺 激 は 正 常 だ が 、 驚 く べ き こ と に 、 Ａ ｋ ｔ の 活 性 化 が 障 害 さ れ た （
図 ６ ） 。 加 え て 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β を 過 剰 発 現 さ せ た Ｃ Ｈ Ｏ － Ｉ Ｒ 細 胞 で は Ｐ Ｉ Ｐ ３ レ ベ ル
は 減 少 し て お り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 過 剰 発 現 が Ｐ Ｉ Ｐ ３ の 加 水 分 解 を も た ら す こ と が 示 唆
さ れ た （ 図 ７ ） 。 し た が っ て 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 欠 損 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 改 善
す る が 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 過 剰 発 現 は イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 障 害 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β （ GenBank受 託 番 号 NM_003559） の 触 媒 活 性 ま た は 発
現 を 特 異 的 に 阻 害 す る 薬 剤 が 、 肥 満 を 減 少 さ せ 、 ま た 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 に 苦 し む 患 者 に お け
る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 軽 減 す る こ と が で き る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。 し た が っ て 、 本
発 明 は 、 こ れ ら の 疾 患 を 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 ま た は 発 現 を 阻 害 す る こ と に よ り 処 置 す
る の に 有 用 な 剤 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β は 、 イ ン ス リ ン に 応 答 し て 血 液 か ら ブ ド ウ 糖 を 除 去 す る よ う に 作 用 す る
主 要 な 末 梢 組 織 の １ つ で あ る 骨 格 筋 に 、 特 異 的 に 高 く 発 現 し て い る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β は ま
た 、 脳 お よ び 脂 肪 組 織 に 高 く 発 現 し て い る 。 驚 く べ き こ と に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 の 低 下
が イ ン ス リ ン 感 受 性 を 増 大 さ せ 、 し た が っ て 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 お よ び イ ン ス リ ン 不 応 性 を 処
置 す る の に 有 用 で あ る こ と が 今 回 見 出 さ れ た 。 さ ら に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 の 阻 害 は 、 肥
満 お よ び 脂 肪 の 過 剰 蓄 積 を 処 置 す る の に も 有 用 で あ る 。 ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 の 増 大
が 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 の 減 少 を も た ら す こ と も 見 出 さ れ た 。 さ ら に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β 核 酸 分 子 お よ び そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 の レ ベ ル は
、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン へ の 不 応 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 お よ び 肥 満 を 含 む が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 発 症 、 進 行 お よ び ／ ま た は 消 退 の マ ー カ ー と し て
有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 障 害 さ れ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 の 効 果 の 同 定 は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 低 下 し た イ ン ス リ ン 感
受 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 お よ び 肥 満 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾
患 を 処 置 す る 方 法 に お け る 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 を 変 更 す る 薬 剤 の 使 用 が 可 能 に す る 。
さ ら に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 お よ び そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び ／
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ま た は 活 性 の レ ベ ル の 決 定 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 診 断 ア ッ セ イ と し て 有 用 で あ り
得 る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 を 決 定 す る た め の ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β 関 連 疾 患 を 診 断 す る た め の 方 法 お よ び キ ッ ト に 有 用 で あ り 得 る 。 か か る ア ッ セ イ は ま
た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル を 変 更 す る の に 用 い る た め の 候 補 化 合 物 を
ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ れ に よ り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 処 置 に 有 用 な 薬 剤 を 同 定 す る
の に も 有 用 で あ る 。 細 胞 お よ び 組 織 試 料 、 お よ び 動 物 モ デ ル は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 の 候
補 モ ジ ュ レ ー タ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 用 い る こ と が で き る 。 か か る 方 法 、 ア ッ セ イ
お よ び キ ッ ト は ま た 、 ヒ ト 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 検 出 す る た め 、 そ し て
、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 発 症 、 進 行 ま た は 消 退 を 病 期 分 類 す る た め に 有
用 で あ る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 、 ア ッ セ イ お よ び キ ッ ト は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β 関 連 疾 患 に 対 す る 処 置 を 評 価 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 発 明 は 、 部 分 的 に 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 低 下 し た イ ン ス リ ン 感 受 性 、
肥 満 お よ び ／ ま た は 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連
疾 患 に お い て 異 常 発 現 さ れ る 、 新 規 に 同 定 さ れ た 核 酸 お よ び そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ
チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 用 語 「 異 常 」 は 、 正 常 で な い こ と を 意 味 し 、 増 大 し た 発 現 も し
く は 機 能 的 活 性 お よ び ／ ま た は 減 少 し た 発 現 も し く は 機 能 的 活 性 を 包 含 し 得 る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
Ｉ Ｉ β 核 酸 お よ び そ れ が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン へ の 不 応
性 （ 本 明 細 書 中 で は 、 低 下 し た イ ン ス リ ン に 対 す る 感 受 性 と も 記 載 さ れ る ） 、 過 剰 な 脂 肪
蓄 積 お よ び 肥 満 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の た め の マ ー カ
ー と し て 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 お よ び そ れ が コ ー ド す る ポ リ
ペ プ チ ド は ま た 、 ヒ ト に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 診 断 お よ び 処 置 評 価 に 用 い る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子
（ 例 え ば 、 GenBank受 託 番 号 ： NM_03559） に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る
。 こ れ ら の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 お よ び Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 疾
患 を 有 す る 細 胞 、 組 織 ま た は 対 象 に お い て 異 常 発 現 さ れ 得 る 。 本 発 明 は ま た 、 部 分 的 に 、
Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 使 用 に も 関 し 、 そ し て ま た 、 部 分 的
に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に も 関 す る 。 す べ て の 態 様 に お い て 、 ヒ ト Ｐ Ｉ Ｐ
Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ れ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 好 ま し い （ 例 え ば 、 GenBank受
託 番 号 ： NM_03559） 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 そ れ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 」 は 、 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 用 語 「 分 子 」 は 、 本 発
明 の 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る と さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 対 象 は 好 ま し く は ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 ヒ
ツ ジ 、 ヤ ギ 、 イ ヌ 、 ネ コ ま た は 齧 歯 類 で あ る 。 す べ て の 態 様 に お い て 、 ヒ ト 対 象 が 好 ま し
い 。 い く つ か の 態 様 で は 、 対 象 は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 疑 い が あ り 、 そ し て 好
ま し い 態 様 に お い て 対 象 は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 低 下 し た イ ン ス リ ン 感 受 性 、 肥 満 お よ び ／ ま
た は 脂 肪 の 過 剰 蓄 積 を 有 す る 疑 い が あ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 対 象 は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関
連 疾 患 を 有 す る と 診 断 さ れ て お り 、 そ し て 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 対 象 は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿
病 、 低 下 し た イ ン ス リ ン 感 受 性 、 肥 満 お よ び ／ ま た は 脂 肪 の 過 剰 蓄 積 を 有 す る と 診 断 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 疑 い が あ る 対 象 を 同 定 す る た め の 方 法 は 、 身 体 検 査 、
対 象 の 家 族 歴 、 対 象 の 病 歴 、 血 液 検 査 、 視 診 、 平 均 体 格 評 価 、 お よ び ま た は 体 重 評 価 を 包
含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応 性 、 肥 満 お よ び 脂 肪 の
過 剰 蓄 積 な ど の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の た め の 診 断 方 法 は 、 医 療 分 野 の 当 業 者 に よ く 知
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ら れ て い る が 、 こ れ ら は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 に 関 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 生 物 学 的 試 料 は 、 組 織 、 細 胞 ま た は 体 液 （ 例 え ば 血 液 ま た は リ
ン パ 節 液 ） を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 液 体 試 料 は 、 細 胞 お よ び ／ ま た は 液 体
を 含 む こ と が で き る 。 組 織 お よ び 細 胞 は 、 対 象 か ら 得 る こ と が で き 、 ま た は 、 培 養 中 で 増
殖 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば 細 胞 株 か ら ） 。 生 物 学 的 試 料 の 種 類 は 、 骨 格 筋 、 脳 、 お よ
び ／ ま た は 、 本 明 細 書 で 「 脂 肪 」 と し て も 呼 ば れ る 脂 肪 組 織 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 で は 、 生 物 学 的 試 料 は 対 照 試 料 で あ り 、 か か る 組 織 に
お け る 本 発 明 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 ま た は 本 発 明 の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｐ
Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 対 照 レ ベ ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 対 照 」 は 既 定 の 値 で あ っ て も よ く 、 そ れ は 種 々 の 形 態 を と る
こ と が で き る 。 そ れ は 、 中 央 値 ま た は 平 均 値 な ど の 、 単 一 の カ ッ ト オ フ 値 で あ る こ と が で
き る 。 そ れ は 、 比 較 群 、 例 え ば 、 正 常 量 の 循 環 イ ン ス リ ン を 有 す る 群 と 正 常 で は な い 量 の
循 環 イ ン ス リ ン を 有 す る 群 、 ま た は 、 正 常 な 脂 肪 蓄 積 を 有 す る 個 体 と 脂 肪 の 過 剰 蓄 積 を 有
す る 個 体 な ど に 基 づ い て 確 立 す る こ と が で き る 。 比 較 群 の 別 の 例 は 、 特 定 の 疾 患 、 状 態 （
condition） ま た は 症 状 （ symptom） を 有 す る 群 と 、 当 該 疾 患 、 状 態 ま た は 症 状 を 有 し な い
群 で あ っ て も よ い 。 別 な 比 較 群 は 、 あ る 症 状 に つ い て 家 族 歴 を 有 す る 群 と 、 か か る 家 族 歴
を 有 し な い 群 で あ っ て も よ い 。 当 該 既 定 値 は 調 整 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 被 験 集 団 は 、
低 リ ス ク 群 、 中 リ ス ク 群 お よ び 高 リ ス ク 群 な ど の 群 に 、 ま た は 、 ４ 分 位 も し く は ５ 分 位 に
、 最 も 低 い ４ 分 位 も し く は ５ 分 位 は 、 最 も 低 い リ ス ク も し く は 最 も 低 い Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核
酸 発 現 お よ び ／ も し く は ポ リ ペ プ チ ド 発 現 お よ び ／ も し く は 活 性 の 量 を 有 す る 個 体 で あ り
、 そ し て 、 最 も 高 い ４ 分 位 も し く は ５ 分 位 は 、 最 も 高 い リ ス ク も し く は 最 も 低 い Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
Ｉ Ｉ β 核 酸 発 現 お よ び ／ も し く は ポ リ ペ プ チ ド 発 現 お よ び ／ も し く は 活 性 の 量 を 有 す る 個
体 で あ る よ う に 、 均 等 に （ ま た は 不 均 等 に ） 分 割 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 既 定 値 は 、 勿 論 、 選 択 し た 特 定 の 集 団 に 左 右 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 一 見 し て 健 康 な 集 団 は
、 正 常 で な い Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 発 現 ま た は 活 性 に 関 す る 状 態 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い
る 集 団 と は 異 な る 「 正 常 」 範 囲 を 有 す る だ ろ う 。 し た が っ て 、 選 択 さ れ る 既 定 値 は 、 あ る
個 体 が 属 す る カ テ ゴ リ ー を 考 慮 に 入 れ る こ と が で き る 。 適 切 な 範 囲 お よ び カ テ ゴ リ ー は 、
当 業 者 に よ り 、 ル ー チ ン の 実 験 を 超 え る こ と な く 選 択 す る こ と が で き る 。 正 常 で な く 高 い
と い う こ と は 、 選 択 し た 対 照 に 比 べ て 高 い こ と を 意 味 す る 。 典 型 的 に は 、 対 照 は 、 適 切 な
年 齢 層 の 一 見 し て 健 康 な 正 常 個 体 に 基 づ く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 で は 、 対 照 試 料 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 し て い な い 細 胞 、 組 織
ま た は 対 象 か ら の も の で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 対 照 試 料 は 、 候 補 剤 に よ っ て 処 置 さ れ て い
な い 試 料 で あ る 。 例 え ば 、 候 補 剤 の 効 果 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を 剤 に 接 触 さ せ
る 前 に 、 正 常 ま た は 正 常 で な い Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 を 決 定 し 、 そ し て
、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を 剤 と 接 触 さ せ た 後 に 再 度 決 定 す る こ と に よ り 決 定 す る こ
と が で き 、 こ の 場 合 、 決 定 さ れ た 触 媒 活 性 の 初 期 レ ベ ル は 、 触 媒 活 性 の 接 触 後 の レ ベ ル に
対 し て 比 較 可 能 な 対 照 レ ベ ル と す る こ と が で き る 。 か か る ア ッ セ イ に お い て 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 給 源 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 し て い な い こ と が 知 ら れ て い る
生 物 学 的 試 料 で あ っ て も よ く 、 ま た は 、 既 知 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 細 胞 ま た
は 組 織 か ら の 試 料 で あ っ て も よ く 、 そ し て 、 各 場 合 に お い て 、 接 触 前 の 触 媒 活 性 の 決 定 は
、 接 触 後 の 触 媒 活 性 の 決 定 の 対 照 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 熟 語 「 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 疑 い が あ る 」 は 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 場 合 、
当 業 者 が 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 お よ び ／ ま た は そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 異
常 な レ ベ ル ま た は 活 性 を 含 む と 考 え る 、 組 織 ま た は 組 織 試 料 を 意 味 す る 。 生 検 か ら 試 料 を
得 る た め の 方 法 の 例 と し て は 、 吸 引 、 腫 瘍 の 巨 視 的 な 分 割 、 マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン 、 レ
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ー ザ ー に よ る マ イ ク ロ ダ イ セ ク シ ョ ン 、 ま た は 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の そ の 他 の 細 胞 分 離 法
な ど が あ げ ら 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 罹 患 組 織 の 生 検 材 料 に お け る 細 胞 種 の 多 様 性 、 お よ び 、 用 い る 診 断 方 法 の 感 度 の 多 様 性
の た め に 、 分 析 に 必 要 な 試 料 サ イ ズ は 、 1、 10、 50、 100、 200、 300、 500、 1000、 5000、 1
0,000か ら 、 50,000個 以 上 の 細 胞 に 及 ん で も よ い 。 適 切 な 試 料 サ イ ズ は 、 細 胞 の 構 成 お よ
び 生 検 の 条 件 に 基 づ い て 決 定 す る こ と が で き 、 そ し て 、 当 該 決 定 、 お よ び そ れ に 引 き 続 く
、 本 発 明 に 用 い る 核 酸 の 単 離 の た め の 標 準 的 な 準 備 工 程 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。
こ の 例 と し て は 、 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い が 、 あ る 場 合 に は 、 生 検 か ら の 試
料 が 増 幅 な し に Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 評 価 に 十 分 で あ る か も 知 れ な い が 、 他 の 場 合 に は 、 小 さ な 生
検 領 域 に お け る 適 し た 細 胞 の 欠 如 に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ 変 換 お よ び ／ も し く は 増 幅 法 、 ま た は 核
酸 分 子 の 分 解 能 を 向 上 さ せ る た め の 他 の 方 法 の 使 用 が 要 求 さ れ る か も 知 れ な い と い う こ と
で あ る 。 限 ら れ た 生 検 材 料 の 使 用 を 可 能 に す る か か る 方 法 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、
限 定 さ れ る こ と な く 、 直 接 Ｒ Ｎ Ａ 増 幅 、 Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ の 逆 転 写 、 リ ア ル タ イ ム Ｒ
Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 、 ま た は 放 射 性 標 識 核 酸 の 作 出 な ど を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 で あ り 、 そ し て 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 他 の 態 様 で は
、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分
子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 以 外 の ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る こ と が で き る 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す
る こ と 、 お よ び ／ ま た は そ れ が コ ー ド す る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 も し く は 活
性 レ ベ ル を 決 定 す る こ と に よ り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 診 断 ま た は モ ニ タ リ ン グ す る
こ と を 含 む 。 い く つ か の 重 要 な 態 様 で は 、 こ の 決 定 は 、 対 象 、 好 ま し く は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
関 連 疾 患 を 有 す る と 考 え ら れ る も の か ら の 組 織 試 料 を 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の
レ ベ ル 、 ま た は 本 発 明 の 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 量
に つ い て ア ッ セ イ す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 対 象 か ら の 組 織 試 料 の
Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 の レ ベ ル は ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 指 標
と し て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 が イ ン ス リ ン 感 受 性 に 関 連 し て い る と い う 驚 く べ き 発 見 は 、 Ｉ Ｉ 型
糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応 性 、 肥 満 お よ び 脂 肪 の 過 剰 蓄 積 、 ま た は 、 異 常 な Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
活 性 が 関 与 し て い る そ の 他 の 疾 患 の 新 規 な 処 置 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 低
下 し た イ ン ス リ ン 感 受 性 、 肥 満 お よ び ／ ま た は 脂 肪 の 蓄 積 を 処 置 す る た め の 方 法 が 本 発 明
に よ り 提 供 さ れ 、 そ こ で は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 が 阻 害 さ れ る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 の 阻 害
は 、 ホ ス ホ イ ノ シ チ ド の リ ン 酸 化 を 減 少 さ せ る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 に よ り 影 響 を 受 け る
そ の 他 の 生 理 学 的 活 動 に も 、 か か る 阻 害 に よ り 影 響 を 与 え る こ と が で き 、 上 記 の イ ン ス リ
ン 感 受 性 を 増 大 さ せ る 効 果 な ど の 好 ま し い 効 果 を も た ら す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る た め の 任 意 の 方 法 が 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 低 下 し た イ ン ス リ
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ン 感 受 性 、 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 お よ び 肥 満 な ど の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 に 関 連 す る 疾 患 の 処 置 に
有 用 で あ り 得 る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 は 、 酵 素 活 性 ま た は そ の 発 現 の 薬 理 学 的 阻 害 剤 に よ
り 阻 害 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 は ま た 、 他 の 手 段 、 例 え ば 、 抗 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β 抗 体 を 結 合 さ せ 、 そ の 活 性 を 阻 害 す る こ と 、 ア ン チ セ ン ス Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 （
遺 伝 子 発 現 の Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 の た め の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む ） を 発 現 さ せ る こ と な ど に よ っ て も 阻
害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の た め の 処 置 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 外 科 的 介 入 、 食 餌 療 法
、 お よ び 薬 物 療 法 を 包 含 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 処 置 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β 活 性 の 阻 害 に よ り 細 胞 ま た は 組 織 の イ ン ス リ ン 感 受 性 を 増 大 さ せ る 薬 剤 の 投 与 を 包 含 す
る こ と が で き る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 の 阻 害 剤 は 、 イ ン ス リ ン セ ン シ タ イ ザ ー 、 イ ン ス リ
ン 分 泌 促 進 剤 、 イ ン ス リ ン な ど を 包 含 す る Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 の 処 置 の た め の そ の 他 の 薬 剤 と 一
緒 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 処 置 は 、 本 発 明 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 お よ び Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 減 少 さ せ る ア ン チ セ ン ス 分 子 を 投 与 す る こ と を 包 含 す る こ と が
で き る 。 あ る 態 様 で は 、 処 置 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を
投 与 す る こ と を 包 含 す る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 任 意 に 、 １ ま た は ２ 以 上 の 検 出 可 能 な マ
ー カ ー ま た は 免 疫 調 節 剤 に 結 合 し て い る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な マ ー カ ー は 、 例 え ば 、
放 射 性 マ ー カ ー ま た は 蛍 光 マ ー カ ー を 包 含 す る 。 他 の 態 様 で は 、 異 常 な イ ン ス リ ン シ グ ナ
ル 伝 達 を 伴 う あ る 状 態 の 処 置 は 、 細 胞 ま た は 組 織 の イ ン ス リ ン 感 受 性 を 低 下 さ せ る 薬 剤 の
投 与 を 包 含 す る こ と が で き る 。 こ の 低 下 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 の 増 強 ま た は 増 大 に よ る
も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 １ つ の 側 面 に お い て 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 、 こ れ ら の
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 前 記 の も の の 機 能 的 な 修 飾 体 お よ び 変 異 体 、 前 記 の も
の の 有 用 な 断 片 、 な ら び に 、 こ れ ら に 関 連 す る 診 断 剤 、 お よ び こ れ ら の 診 断 的 な 使 用 に 関
連 す る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 は 配 列 番 号 １ に 対 応 す
る 。 そ の コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば タ ン パ ク 質 ） 、 ペ プ チ ド お よ び 抗 血 清 も ま た 診
断 に 好 ま し く 、 配 列 番 号 ２ に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 で Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド と し て 同 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び そ れ ら
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 GenBankな ど の デ ー タ ベ ー ス に 寄 託 さ れ た 配 列 で あ る
。 こ れ ら の 同 定 さ れ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 配 列 の 、 薬 理 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 薬 剤 の
決 定 、 お よ び Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の た め の 診 断 ア ッ セ イ に お け る 使 用 は 新 規 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の ホ モ ロ グ お よ び 対 立 遺 伝 子 は
、 従 来 の 技 法 で 同 定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の １ 側 面 は 、 限 定 さ れ る こ と
な く 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 （ そ れ ら の 触 媒 性 ポ リ ペ
プ チ ド お よ び 触 媒 性 断 片 、 お よ び ／ ま た は そ れ ら の 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 抗 原 性 断 片
を 包 含 す る ） を コ ー ド す る こ れ ら の 核 酸 配 列 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の ホ モ ロ グ は 、 同 定 さ れ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド と 高 度 の 構 造 的
な 類 似 性 を 有 す る 、 ヒ ト ま た は 他 の 動 物 か ら の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の ヒ ト お よ び そ の 他 の 生 物 の ホ モ ロ グ の 同 定 は 、 当 業 者 に
は 日 常 的 で あ る 。 一 般 的 に 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 既 知 の 配 列 に 対 応 す る 、 別
の 種 （ 例 え ば 、 ヒ ト 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ ） の 相 同 配 列 の 同 定 の た め の 好 適 な 方 法 で あ る 。 標 準
的 な 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 は 、 選 択 し た パ ー セ ン テ ー ジ の 同 一 性 を 有 す る 関 連 す
る 核 酸 配 列 を 同 定 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 選 択 し た 組 織 （ 例 え ば 、 骨 格 筋
、 脳 ま た は 脂 肪 ） の ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 逆 転 写 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し 、 本 明 細 書
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で 同 定 し た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 用 い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 関 連
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ は 好 ま し く
は 、 配 列 同 一 性 に よ り 緊 密 に 関 連 づ け ら れ た こ れ ら の 配 列 を 同 定 す る た め に 、 高 ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー 条 件 を 用 い て 行 わ れ る 。 こ の よ う に し て 同 定 し た 核 酸 は ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 す
る こ と が で き 、 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 、 例 え ば 触 媒 活 性 に つ い て 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た パ ラ
メ ー タ を 指 す 。 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の パ ラ メ ー タ は 、 か か る 方 法 を ま と め た 参 考
文 献 、 例 え ば Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, et al., eds., S
econd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York
, 1989、 ま た は Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel, et al., eds.
,　 John Wiley & Sons, Inc., New Yorkに 見 出 す こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 高 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 例 え ば 、 ６ ５ ℃ で の 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン バ ッ フ ァ ー （ 3.5× SSC、 0.02% Ficoll、 0.02%ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 0.02%ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン 、 2.5mM NaH 2 PO 4 (pH7)、 0.5% SDS、 2mM EDTA） 中 に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 指 す 。 SSCは 0.15M塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ 0.015Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7で あ り 、 SDS
は ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で あ り 、 そ し て EDTAは エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 で あ る 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 Ｄ Ｎ Ａ が 転 写 さ れ た メ ン ブ レ ン は 、 例 え ば 2× SSC中 、 室 温 で 洗 浄 し
、 そ の 後 、  0.1～ 0.5× SSC／ 0.1× SDSに て 、 ６ ８ ℃ ま で の 温 度 で 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 同 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を も た ら す 、 使 用 可 能 な 他 の 条 件 、 試 薬 な ど が 存 在 す る 。
当 業 者 は か か る 条 件 に 精 通 し て お り 、 し た が っ て 、 こ こ で は そ れ ら を 提 供 し な い 。 し か し
な が ら 、 当 業 者 は 、 本 発 明 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 の ホ モ ロ グ お よ び 対 立 遺 伝 子 の 明 確 な 同
定 が で き る よ う に 、 条 件 を 操 作 す る こ と が 可 能 で あ る と 解 さ れ る （ 例 え ば 、 よ り 低 い ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー を 用 い る こ と に よ る ） 。 当 業 者 は ま た 、 細 胞 お よ び ラ イ ブ ラ リ ー を か か る
分 子 の 発 現 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 論 に 精 通 し て お り 、 そ の 後 、 細 胞 お よ び ラ イ
ブ ラ リ ー は 定 法 に よ り 単 離 さ れ 、 次 い で 該 当 す る 核 酸 分 子 の 単 離 お よ び 配 列 決 定 が な さ れ
る 。 上 記 の 生 化 学 的 方 法 に 加 え 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の ホ モ ロ グ お よ び 対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る
た め に 、 生 物 情 報 学 的 方 法 （ 「 in silicoク ロ ー ニ ン グ 」 ） を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 一 般 的 に 、 ホ モ ロ グ お よ び 対 立 遺 伝 子 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 配
列 と 、 少 な く と も ９ ０ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 お よ び ／ ま た は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ
酸 同 一 性 を 有 し て お り 、 場 合 に よ っ て は 、 少 な く と も ９ ５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 お よ び
／ ま た は 少 な く と も ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 し 、 別 な 場 合 に は 、 少 な く と も ９ ７ ％ の
ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 お よ び ／ ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る 。 相 同 性
は 、 イ ン タ ー ネ ッ ト を 介 し て 得 る こ と が で き る 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ （ Bethesda, Maryland） に よ っ
て 開 発 さ れ た 、 種 々 の 、 公 衆 に 利 用 可 能 な ソ フ ト ウ ェ ア ツ ー ル を 用 い て 計 算 す る こ と が で
き る 。 代 表 的 な ツ ー ル は 、 国 立 衛 生 研 究 所 の 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ Ｎ Ｃ
Ｂ Ｉ ） の ウ ェ ブ サ イ ト か ら 入 手 可 能 な Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ シ ス テ ム を 包 含 す る 。 Pairwiseお よ び Cl
ustalWア ラ イ メ ン ト （ 行 列 設 定 BLOSUM30） 、 な ら び に Kyte-Doolittle疎 水 性 分 析 は 、 MacV
ector配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ Oxford Molecular Group） を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 上
記 核 酸 の ワ ト ソ ン ク リ ッ ク 相 補 体 も 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 上 述 の 条 件 を 用 い 、 検
出 可 能 に 標 識 し た プ ロ ー ブ （ 例 え ば 、 放 射 性 ま た は 化 学 発 光 プ ロ ー ブ ） と 一 緒 に 、 サ ザ ン
ブ ロ ッ ト を 行 う こ と が で き る 。 最 終 的 に Ｄ Ｎ Ａ が 転 写 さ れ た メ ン ブ レ ン を 洗 浄 後 、 メ ン ブ
レ ン を Ｘ 線 フ ィ ル ム ま た は ホ ス ホ イ メ ー ジ ャ ー に 対 し て 設 置 し 、 放 射 性 ま た は 化 学 発 光 シ
グ ナ ル を 検 出 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 核 酸 の 発 現 の ス ク リ ー ニ ン
グ に お い て 、 上 述 の 条 件 を 用 い た ノ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 患 者 ま た は 正 常 で な い Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 特 徴
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と す る 状 態 を 有 す る 疑 い が あ る 対 象 か ら 採 取 し た 試 料 に つ い て 行 う こ と が で き る 。 提 示 さ
れ た 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 な ど の 増 幅 手 順
も ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 ま た は そ の 発 現 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 関 連 配 列 の 同 定 は ま た 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を 包 含 す る ポ リ メ ー ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 、 お よ び 関 連 核 酸 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る の に 好 適 な そ の 他 の 増 幅 技
法 を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 保 存 さ れ て い る と
考 え ら れ る 核 酸 配 列 の 部 分 （ 例 え ば 、 触 媒 ド メ イ ン 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン な ど ） を 増 幅 す
る よ う に 選 択 す る 。 ま た 、 核 酸 は 、 組 織 特 異 的 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 骨 格 筋 、 脳 、 脂 肪
） か ら 増 幅 さ れ る 。 ヒ ト ま た は そ の 他 の 種 に お け る 関 連 す る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 核 酸 を 同 定 す る た め に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 血 清 を 用 い た 発 現 ク ロ ー ニ ン
グ を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 縮 重 核 酸 を 包 含 し 、 こ れ は ネ イ テ ィ ブ な 材 料 中 に 存 在 す る も の に 対 す る
代 替 的 な コ ド ン を 包 含 す る 。 例 え ば 、 セ リ ン 残 基 は コ ド ン TCA、 AGT、  TCC、 TCG、  TCTお
よ び AGCに よ っ て コ ー ド さ れ る 。 こ の ６ 種 の コ ド ン の 各 々 は 、 セ リ ン 残 基 を コ ー ド す る 目
的 に つ い て は 同 等 で あ る 。 し た が っ て 、 伸 長 し て い る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 中 に セ
リ ン 残 基 を in vitroま た は in vivoで 組 み 込 む べ く 、 タ ン パ ク 質 合 成 装 置 を 導 く た め に 、
セ リ ン を コ ー ド す る 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド ト リ プ レ ッ ト を 用 い る こ と が で き る こ と は 、 当 業
者 に と っ て 明 ら か で あ る 。 同 様 に 、 他 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ト リ プ レ
ッ ト は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 CCA、 CCC、 CCGお よ び  CCT（ プ ロ リ ン コ ド ン )、 CGA、 CGC、
CGG、 CGT、 AGAお よ び AGG（ ア ル ギ ニ ン コ ド ン ） 、 ACA、 ACC、 ACGお よ び ACT(ト レ オ ニ ン コ
ド ン ） 、 AACお よ び AAT（ ア ス パ ラ ギ ン コ ド ン ） 、 お よ び ATA、 ATCお よ び ATT（ イ ソ ロ イ シ
ン コ ド ン ） を 包 含 す る 。 そ の 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て 、 同
様 に コ ー ド さ れ 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 に よ り 、 コ ド ン 配 列 に お
い て 生 物 学 的 に 単 離 さ れ た 核 酸 と 異 な る 縮 重 核 酸 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 １ ま た は ２ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド （ 好 ま し く は １ ～ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド ） の
付 加 、 置 換 お よ び 欠 失 を 含 む 変 更 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 こ れ ら
の 変 更 さ れ た 核 酸 分 子 お よ び ／ ま た は そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 変 更 さ れ て い
な い 核 酸 分 子 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ の 活 性 ま た は 機 能 、 例 え ば 、
触 媒 活 性 、 抗 原 性 な ど を 保 持 す る 。 あ る 態 様 で は 、 変 更 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 変 更 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 、 本 明 細 書 の 他 所 に 記 載 さ れ た 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 変 更 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 変 更 さ れ て い な い 核 酸 分 子 と 構 造 的 に 関
連 し て お り 、 好 ま し い 態 様 で は 、 変 更 さ れ た 核 酸 分 子 と 変 更 さ れ て い な い 核 酸 分 子 と が 、
当 業 者 に 知 ら れ た ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 、 変 更 さ れ て い
な い 核 酸 分 子 に 構 造 的 に 十 分 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 例 え ば 、 単 一 の ア ミ ノ 酸 の 変 化 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 変 更 さ れ た 核 酸 分 子
を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 核 酸 分 子 の 各 々 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 遺 伝 コ ー ド
の 縮 重 に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド の 変 化 を 除 い た 、 １ 個 、 ２ 個 ま た は ３ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 置
換 を 有 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 ２ 個 の ア ミ ノ 酸 の 変 化 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 変 更 さ れ た 核 酸 分 子 を 作 製 す る こ と が で き 、 こ れ は 、 例 え ば ２ ～ ６ 個 の ヌ ク レ オ チ ド
変 化 を 有 す る 。 こ れ ら に 類 す る 多 数 の 変 更 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 当 業 者 に よ り 容 易 に 想 起 さ
れ 得 、 こ れ は 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 ２ お よ び ３ 、 ２ お よ び ４ 、 ２ お よ び ５ 、 ２ お よ び ６ な ど
を コ ー ド す る コ ド ン に お け る ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 を 包 含 す る 。 上 記 の 例 に お い て 、 ２ 個 の
ア ミ ノ 酸 の 各 々 の 組 み 合 わ せ は 、 変 更 さ れ た 核 酸 分 子 の 組 、 な ら び に ア ミ ノ 酸 置 換 を コ ー
ド す る す べ て の ヌ ク レ オ チ ド 置 換 に 包 含 さ れ る 。 追 加 の 置 換 （ 即 ち 、 ３ ま た は ４ 個 以 上 ）
、 付 加 ま た は 欠 失 （ 例 え ば 、 終 止 コ ド ン ま た は ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 の 導 入 に よ る も の ） を
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有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 追 加 の 核 酸 分 子 も ま た 、 当 業 者 が 容 易 に 想 起 す る こ と が
で き る た め 、 作 製 す る こ と が で き 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 上 記 の 任 意 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ
プ チ ド は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 核 酸 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 構 造 的 な 関 連
性 ま た は 活 性 の 保 持 に つ い て 、 日 常 的 な 実 験 に よ り 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 断 片 は 、 か か る 核 酸 を 同 定 す る た め 、 サ ザ ン お よ び ノ ザ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ に プ ロ ー ブ
と し て 用 い る こ と が で き 、 ま た は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ お よ び リ ア ル タ イ
ム Ｐ Ｃ Ｒ を 包 含 す る Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い る も の な ど の 、 増 幅 ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 当
業 者 に 知 ら れ て い る よ う に 、 サ ザ ン お よ び ノ ザ ン ブ ロ ッ ト な ど あ る 種 の 用 途 の た め に は 、
２ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ３ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ 以 上 の 大 き な プ ロ ー ブ が 好 ま れ る 一 方 、
よ り 小 さ な 断 片 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ な ど の 用 途 に 好 ま し い だ ろ う 。 断 片 は ま た 、 抗 体 を 作 出 す る た
め 、 も し く は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 結 合 を 決 定 す る た め の 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る の に 用
い る こ と が で き 、 ま た は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ の 構 成 要 素 を 作 出 す る の に 用 い る こ と が で き る
。 同 様 に 、 断 片 は 、 例 え ば 、 抗 体 の 作 製 お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ な ど に 有 用 な 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 非 融 合 断 片 を 作 製 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い 断 片 は 、 Ｐ
Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 基 質 剤 に よ り 認 識 さ れ る 、 触 媒 的 に 活 性 な
断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 の 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 、 「 ノ ッ
ク ダ ウ ン 」 （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ 阻 害 に よ る も の ） ま た は 「 ノ ッ ク イ ン 」 を 、 細 胞 お よ び 動 物
に お い て 構 築 す る こ と も 可 能 と な り 、 こ れ は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応 性 、 肥 満 お
よ び 脂 肪 の 過 剰 蓄 積 な ど の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の あ る 側 面 を 研 究 す る た め の 、 そ し て
、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 調 節 の 効 果 を 研 究 す る た め の 材 料 を 提 供 す る 。 例
え ば 、 ノ ッ ク イ ン マ ウ ス を 構 築 し 、 モ デ ル と 、 上 方 調 節 さ れ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 を 有 す る 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 罹 患 マ ウ ス と の 間 の 臨 床 的 な 類 似 点 を 調 査 す
る こ と が で き る 。 か か る 細 胞 ま た は 動 物 モ デ ル は ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 活 性
の 候 補 阻 害 剤 、 イ ン ス リ ン 感 受 性 を 増 大 さ せ る 候 補 剤 、 お よ び 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患
に 対 す る 処 置 戦 略 を 評 価 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 用 の 、 代 替 的
な 種 類 の 細 胞 、 組 織 お よ び 動 物 モ デ ル を 、 本 発 明 に 基 づ い て 開 発 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 単 離 ポ リ ペ プ チ ド （ 全 長 タ ン
パ ク 質 お よ び 部 分 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る ） を 提 供 す る 。 か か る ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、
抗 体 の 作 出 に 単 独 で ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 お よ び 、 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 診 断 ア
ッ セ イ の 構 成 要 素 と し て 有 用 で あ る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 織 ま た は 細 胞 の
ホ モ ジ ネ ー ト を 包 含 す る 生 物 学 的 試 料 か ら 単 離 す る こ と が で き 、 そ し て 、 種 々 の 原 核 お よ
び 真 核 発 現 系 に お い て 、 該 発 現 系 に 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 発 現
系 に 導 入 し 、 そ し て 、 組 み 換 え 的 に 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と に よ り 、 組 み 換
え 的 に 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 触 媒 的 に 活 性 な お よ び ／ ま た は 抗 原 性 の ペ プ チ ド を 包 含
す る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 断 片 な ど の 短 い ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 十 分 に 確 立 さ れ た ペ プ チ ド 合 成
法 を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 は 、 好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 明 確 な 機 能 的 能 力 を 保 持 し て い る
断 片 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 に 保 持 で き る 機 能 的 能 力 は 、 抗 体 と の 相 互 作 用 （ 例 え ば
、 抗 原 性 断 片 ） 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 と の 相 互 作 用 、 核 酸 も し く は タ ン パ ク
質 の 選 択 的 な 結 合 、 お よ び 触 媒 活 性 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 当 業 者 は ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド に 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 施 し 、 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド の 機 能 的 に 等 価 な 変 異 体 ま た は ホ モ ロ グ を 提 供 で き る こ と 、 す な わ ち 、 該 変 異 体 が
触 媒 活 性 ま た は 抗 原 性 な ど の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 能 力 を 保 持 す る こ と
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を 理 解 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 ア ミ ノ 酸
置 換 が 施 さ れ た タ ン パ ク 質 の 相 対 電 荷 （ relative charge） ま た は サ イ ズ 特 性 （ size char
acteristics） を 変 更 し な い ア ミ ノ 酸 置 換 を 指 す 。 変 異 体 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 、 ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 を 変 更 す る た め の 方 法 に 従 っ て 作 製 す る こ と が で き 、 当 該 方 法 は 、 か か る
方 法 を ま と め た 参 考 文 献 、 例 え ば 、 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambr
ook, et al., eds., Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spr
ing Harbor, New York, 1989ま た は Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Aus
ubel, et al., eds.,　 John Wiley & Sons, Inc., New Yorkに 見 出 さ れ る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 に 等 価 で あ る 典 型 的 な 変 異 体 ま た は ホ モ ロ グ は 、 本 明 細 書 に 開 示
さ れ た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、
次 の 群 内 の ア ミ ノ 酸 の 間 で な さ れ る 置 換 を 包 含 す る ： （ ａ ） Ｍ 、 Ｉ 、 Ｌ 、 Ｖ ； （ ｂ ） Ｆ 、
Ｙ 、 Ｗ ； （ ｃ ） Ｋ 、 Ｒ 、 Ｈ ； （ ｄ ） Ａ 、 Ｇ ； （ ｅ ） Ｓ 、 Ｔ ； （ ｆ ） Ｑ 、 Ｎ ； お よ び （ ｇ ）
Ｅ 、 Ｄ 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 例 え ば 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 施 し 、 そ
れ で も な お 、 そ の 特 定 の 抗 体 結 合 特 性 お よ び ／ ま た は 触 媒 特 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を
得 る こ と が で き る 。 あ る い は 、 触 媒 的 に 不 活 性 な 、 ま た は 、 活 性 の 低 い 突 然 変 異 体 を 作 製
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 機 能 的 な 等 価 な Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 を 作 製 す る た め の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 典 型 的 に は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 変 更 に よ り な さ れ る 。 か か る 置 換 は 、 当 業 者 に 既 知
の 種 々 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 突 然 変 異
、 Kunkelの 方 法 （ Kunkel, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 82: 488-492, 1985） に よ る 部
位 特 異 的 変 異 導 入 、 ま た は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 化 学 合 成
に よ り 行 う こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 自 己 血 清 も し く は 同 種 血 清 ま た は 細 胞 溶 解 性
Ｔ リ ン パ 球 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ な ど の 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 小
さ な ユ ニ ー ク フ ラ グ メ ン ト に 施 さ れ る 場 合 、 置 換 は ペ プ チ ド を 直 接 合 成 す る こ と に よ り 行
う こ と が で き る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 の 活 性 は 、 変 更 さ れ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 細 菌 ま た は 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、
ベ ク タ ー を 適 切 な 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 変 更 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ 、 そ し て 本 明 細
書 に 開 示 さ れ た と お り に Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 能 力 に つ い て 試 験 す る こ と
に よ り 、 試 験 す る こ と が で き る 。 化 学 合 成 さ れ た ペ プ チ ド は 、 機 能 に つ い て 、 例 え ば 、 触
媒 活 性 、 お よ び ／ ま た は 関 連 す る 抗 原 を 認 識 す る 抗 血 清 へ の 結 合 に つ い て 、 直 接 試 験 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 明 細 書 に お け る 、 生 理 学 的 疾 患 に 関 与 す る も の と し て の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド
の 同 定 は ま た 、 当 業 者 に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 特 徴 と し 、 そ し て 、 好 ま
し く は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 活 性 の 変 化 を 特 徴 と す る 疾 患 を 診 断 す る こ と
を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 発 現 に 関 す る 方 法 は 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β 核 酸 、 お よ び ／ ま た は コ ー ド さ れ る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ／ ま た は そ れ
ら に 由 来 す る ペ プ チ ド の 発 現 を 決 定 し 、 該 発 現 を Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の な い 対 象 に お
け る も の と 比 較 す る こ と を 含 む 。 か か る 決 定 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 包 含 す る 任 意 の
標 準 的 な 核 酸 決 定 ア ッ セ イ 、 ま た は 標 識 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ で ア ッ セ
イ す る こ と を 介 し て 行 う こ と が で き る 。 か か る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 は 、 限 定 さ れ る
こ と な く 、 マ イ ク ロ ア レ イ 技 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 診 断 、 予 後 判 定 、 お よ び 治 療 目 的 の た め の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 の 決
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定 は 、 本 発 明 の １ 側 面 で あ る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 を 決 定 し 、 候 補 薬
剤 を 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 触 媒 活 性 を 変 化 （ 増 大 ま た は 減 少 ） さ せ る そ れ ら の 能 力 に つ い て 試
験 す る こ と が で き る 。 化 合 物 が Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 触 媒 活 性 を 変 化 さ せ る と い う 決 定 は 、 該 化
合 物 が 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応 性 、 肥 満 お よ び 脂 肪 の 過 剰 蓄 積 な ど の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β 関 連 疾 患 を 処 置 す る 剤 と し て 有 用 で あ り 得 る こ と を 示 す 。 例 え ば 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ
リ ペ プ チ ド を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 基 質 と 接 触 さ せ 、 そ し て Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 触 媒 活 性 を モ
ニ タ ー お よ び 決 定 す る こ と が で き 、 次 い で 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 剤 と 接 触
さ せ 、 そ し て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 を 基 質 と の 接 触 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 か
か る ア ッ セ イ は 、 in vitroで 行 う こ と が で き 、 ま た 、 細 胞 ま た は ヒ ト を 包 含 す る 動 物 へ の
触 媒 活 性 調 節 剤 の in vivo投 与 の 効 果 を モ ニ タ ー す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 い く つ か の 態
様 で は 、 上 記 の 種 類 の ア ッ セ イ を 、 細 胞 ま た は 組 織 の イ ン ス リ ン 感 受 性 を 増 大 さ せ る 候 補
剤 を 同 定 す る の に 用 い る こ と が で き 、 別 の 態 様 で は 、 か か る 方 法 は 、 細 胞 お よ び 組 織 の イ
ン ス リ ン 感 受 性 を 低 下 さ せ る 候 補 剤 を 同 定 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ
ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 を 阻 害 す る 候 補 剤 は イ ン ス リ ン 感 受 性 を 増 大 さ せ る こ と が で き 、 し た
が っ て 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応 性 、 肥 満 お よ び 脂 肪 の 過 剰 蓄 積 な ど の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β 関 連 疾 患 を 処 置 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 本 発 明 の ア ッ セ イ は ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 を 増 強 す る 候 補 剤 を 同 定 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 か か る ア
ッ セ イ は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の 増 大 が 観 察 さ れ る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患
の 処 置 に 用 い る た め の 候 補 剤 を 同 定 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド な ど の 剤 の 使 用 に
関 連 す る 。 か か る 結 合 剤 は 、 例 え ば 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド お よ び Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
ポ リ ペ プ チ ド と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 複 合 体 の 存 在 ま た は 欠 如 を 検 出 す る ス ク リ ー ニ ン
グ ア ッ セ イ に 、 お よ び Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β お よ び Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド と そ の 結 合 パ ー
ト ナ ー と の 複 合 体 を 単 離 す る 精 製 手 順 に 用 い る こ と が で き る 。 か か る 剤 は ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の ネ イ テ ィ ブ な 活 性 を 、 例 え ば 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る こ と
に よ り 阻 害 す る の に 用 い る こ と が で き 、 そ し て 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 処 置 に 有 用 で
あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 は 、 し た が っ て 、 例 え ば 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド に 選 択 的 に 結 合 す る 能 力
を 有 す る 抗 体 ま た は 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と が で き る 、 ペ プ チ ド 結 合 剤 を 包 含 す る
。 抗 体 は 、 従 来 の 方 法 論 に し た が っ て 作 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 包 含 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 抗 体 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ
ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 注 目 す べ き は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る と お り 、 抗 体 分 子 の 小 部 分 で あ る パ ラ
ト ー プ し か 、 抗 体 の 、 そ の エ ピ ト ー プ へ の 結 合 に 関 与 し て い な い と い う こ と で あ る （ 概 し
て 、 Clark, W.R. (1986) The Experimental Foundations of Modern Immunology, Wiley 
& Sons, Inc., New York、 Roitt, I. (1991) Essential Immunology, 7th Ed., Blackwel
l Scientific Publications, Oxfordを 参 照 ） 。 例 え ば 、 ｐ Ｆ ｃ ’ お よ び Ｆ ｃ 領 域 は 、 補
体 カ ス ケ ー ド の エ フ ェ ク タ ー で あ る が 、 抗 原 結 合 に は 関 与 し な い 。 ｐ Ｆ ｃ ’ 領 域 を 酵 素 的
に 切 断 し た 抗 体 、 ま た は ｐ Ｆ ｃ ’ 領 域 な し で 作 製 し た 抗 体 は 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン
ト と 呼 ば れ 、 イ ン タ ク ト な 抗 体 の 両 方 の 抗 原 結 合 部 位 を 保 持 す る 。 同 様 に 、 Ｆ ｃ 領 域 を 酵
素 的 に 切 断 し た 抗 体 、 ま た は Ｆ ｃ 領 域 な し で 作 製 し た 抗 体 は 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト と 呼 ば
れ 、 イ ン タ ク ト な 抗 体 分 子 の 一 方 の 抗 原 結 合 部 位 を 保 持 す る 。 さ ら に 続 け る と 、 Ｆ ａ ｂ フ
ラ グ メ ン ト は 、 共 有 結 合 し た 抗 体 軽 鎖 と 、 Ｆ ｄ と 表 さ れ る 抗 体 重 鎖 の 部 分 と か ら な る 。 Ｆ
ｄ フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 の 特 異 性 の 主 要 な 決 定 基 で あ り （ 単 一 の Ｆ ｄ フ ラ グ メ ン ト は 、 抗
体 の 特 異 性 を 変 え る こ と な く 、 １ ０ 種 ま で の 異 な る 軽 鎖 と 会 合 す る こ と が で き る ） 、 Ｆ ｄ
フ ラ グ メ ン ト は 単 独 で エ ピ ト ー プ 結 合 能 力 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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　 抗 体 の 抗 原 結 合 部 分 に は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る と お り 、 抗 原 の エ ピ ト ー プ
と 直 接 相 互 作 用 す る 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） 、 お よ び パ ラ ト ー プ の ３ 次 構 造 を 維 持 す る
フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ） が あ る （ 概 し て 、 Clark, 1986、 Roitt, 1991を 参 照 ） 。 免 疫
グ ロ ブ リ ン Ｉ ｇ Ｇ の 重 鎖 Ｆ ｄ フ ラ グ メ ン ト お よ び 軽 鎖 の い ず れ に も 、 ３ つ の 相 補 性 決 定 領
域 （ Ｃ Ｄ Ｒ １ ～ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） に よ っ て そ れ ぞ れ 分 離 さ れ た ４ つ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ
１ ～ Ｆ Ｒ ４ ） が あ る 。 Ｃ Ｄ Ｒ 、 特 に Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 、 そ し て よ り 特 別 に は 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ が 、
抗 体 の 特 異 性 に 大 き く 関 与 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 哺 乳 類 抗 体 の 非 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 が 、 元 の 抗 体 の エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 保 持 し な が ら 、 同 種 特 異
的 ま た は 異 種 特 異 的 抗 体 の 類 似 の 領 域 と 置 換 で き る こ と は 、 当 該 技 術 分 野 で 現 在 よ く 確 立
さ れ て い る こ と で あ る 。 こ れ は 、 非 ヒ ト Ｃ Ｄ Ｒ を ヒ ト Ｆ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｆ ｃ ／ ｐ Ｆ ｃ ’
領 域 と 共 有 結 合 さ せ 、 機 能 的 な 抗 体 を 作 製 す る 「 ヒ ト 化 」 抗 体 の 開 発 お よ び 使 用 に 最 も 明
確 に 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,816,567、 5,225,539、 5,585,089、 5,693,762お
よ び 5,859,205号 を 参 照 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 完 全 に ヒ ト の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 座
の 大 部 分 に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な マ ウ ス を 免 疫 す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き
る 。 こ れ ら の マ ウ ス （ 例 え ば 、 XenoMouse (Abgenix)、 HuMAb マ ウ ス (Medarex/GenPharm)
） を 免 疫 し た 後 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 標 準 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 に し た が っ て 作 製
す る こ と が で き る 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 し て い る の で 、 ヒ ト に 投 与 し た 際 に ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 （ Ｈ Ａ Ｍ Ａ ） 反 応 を 引 き 起 こ さ な
い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 し た が っ て 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 は ま た 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ａ ｂ
、 Ｆ ｖ お よ び Ｆ ｄ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ ｃ お よ び ／ ま た は Ｆ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ １ お よ び
／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び ／ ま た は 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 が 、 ヒ ト も し く は 非 ヒ ト 相 同 配 列 で 置
換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 、 Ｆ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ １ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び ／ ま た
は 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 が 、 ヒ ト も し く は 非 ヒ ト 相 同 配 列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２

フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ １ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び ／ ま た は 軽 鎖
Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 が ヒ ト も し く は 非 ヒ ト 相 同 配 列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト 、 お
よ び Ｆ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ １ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域 が 、 ヒ ト も し く は 非 ヒ ト 相
同 配 列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ Ｆ ｄ フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 い わ ゆ る 単 鎖 抗
体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ
プ チ ド と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 多 く の サ イ ズ お よ び 種 類 の ポ
リ ペ プ チ ド に 関 連 す る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 技 術 以 外 の 給 源 に 由 来 し て も よ い
。 例 え ば 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 剤 は 、 溶 液 中 で 、 不 動 化 形 態 で 、 ま た は フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー と し て 容 易 に 作 製 す る こ と が で き る 縮 重 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に よ
り 提 供 す る こ と が で き る 。 ま た 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 １ 個 ま た は ２ 個 以 上
の ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド で 合 成 す る こ と が で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 さ ら に 、 ペ プ ト イ
ド お よ び 非 ペ プ チ ド 合 成 部 分 で 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ は 、 本 発 明 に 有 用 な 結 合 ペ プ チ ド を 同 定 す る の に 特 に 効 果 的 で あ
り 得 る 。 簡 潔 に は 、 ４ ～ 約 ８ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 の イ ン サ ー ト を 表 示 す る 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ
リ ー （ 例 え ば m13、 fdま た は ラ ム ダ フ ァ ー ジ を 用 い た も の ） を 、 慣 用 の 手 順 に よ り 作 製 す
る 。 イ ン サ ー ト は 、 例 え ば 、 完 全 に 縮 重 さ れ た 、 ま た は 、 バ イ ア ス を か け た ア レ イ に 相 当
し て も よ い 。 次 に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 、 フ ァ ー ジ に 担 持 さ れ た イ ン
サ ー ト を 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の 過 程 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る フ
ァ ー ジ の 再 選 択 の 数 回 の サ イ ク ル ま で 繰 り 返 す こ と が で き る 。 回 数 を 繰 り 返 す こ と に よ り
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、 特 定 の 配 列 を 担 持 す る フ ァ ー ジ の 濃 縮 が も た ら さ れ る 。 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 配 列
を 同 定 す る た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 を 行 う こ と が で き る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド に
結 合 す る 、 配 列 の 最 小 線 状 部 分 （ minimal linear portion） を 決 定 す る こ と が で き る 。 最
小 線 状 部 分 の 部 分 ま た は 全 部 に 加 え 、 １ ま た は ２ 以 上 の 追 加 の 縮 重 残 基 を そ の 上 流 ま た は
下 流 に 含 む イ ン サ ー ト を 含 む バ イ ア ス が か か っ た ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 こ の 手 順 を 繰 り
返 す こ と が で き る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る た め
に 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド （ そ の 断 片 を 包 含 す る ） は 、 フ ァ ー
ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 包 含 す る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 本 発
明 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 お よ び 選 択 す る の に 用
い る こ と が で き る 。 か か る 分 子 は 、 説 明 し た と お り 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 用 に 、 精 製
手 法 用 に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 性 に 直 接 干 渉 す る た め に 、 そ し て 、 当 業 者
に 明 ら か な そ の 他 の 目 的 の た め に 、 用 い る こ と が で き る 。 例 は 、 限 定 す る 意 図 は な い が 、
単 離 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を 基 材 （ 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ な ど の ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 媒 体 、 ま た は フ ィ ル タ ー ） に 付 着 さ せ る こ と が で き 、 次 い で 結 合 パ ー ト ナ ー を 含
む 疑 い が あ る 液 体 を 基 材 に 適 用 で き る ア ッ セ イ で あ る 。 液 中 に Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ
ド と 相 互 作 用 で き る 結 合 パ ー ト ナ ー が 存 在 す れ ば 、 こ れ は 次 に 基 材 に 結 合 し た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 。 そ の 後 、 結 合 パ ー ト ナ ー を 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 明 細 書 に 詳 説 さ れ て い る と お り 、 前 記 の 抗 体 お よ び そ の 他 の 結 合 分 子 は 、 例 え ば 、 組
織 が 発 現 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め 、 ま た は タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め に 用 い る こ と
が で き る 。 抗 体 は ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 お よ び 組 織 を 画 像 化
す る た め の 特 定 の 診 断 標 識 剤 、 ま た は 、 治 療 に 有 用 な 剤 に 、 標 準 的 な 結 合 手 法 に 従 っ て 結
合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 例 え ば 、 対 象 か ら 逐 時 的 に （ at sequential times） 試 料 を 取 得 し 、 か
か る 試 料 を 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 分 子
の 発 現 の レ ベ ル 、 お よ び ／ ま た は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の レ ベ ル に つ い て ア
ッ セ イ す る こ と に よ り 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 発 症 、 進 行 ま た は 消 退 を
モ ニ タ ー す る 方 法 を 包 含 す る 。 対 象 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 疑 い が あ っ て も
よ く 、 ま た は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 し な い と 考 え ら れ て い て も よ く 、 後 の ケ ー ス
に お い て は 、 試 料 の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル は 、 そ の 後 の 試 料 と の 比 較 の た め の 対 照 と な り
得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 状 態 の 発 症 は 、 対 象 に お け る 状 態 に 関 連 し た 変 化 の 開 始 で あ る 。 か か る 変 化 は 、 生 理 学
的 な 症 状 に よ り 明 ら か で あ っ て も よ く 、 ま た は 、 臨 床 的 に 無 症 状 で あ っ て も よ い 。 例 え ば
、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 発 症 の 後 に 、 そ の 時 点 で は 臨 床 症 状 は 明 ら か で な い か も 知 れ
な い が 、 対 象 に お い て Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 生 理 学 的 な 変 化 が あ り 得 る 時 期 が 続 く こ と が あ る
。 状 態 の 進 行 は 、 発 症 に 引 き 続 く 、 状 態 の 生 理 学 的 要 素 の 進 展 で あ り 、 こ れ は 臨 床 症 状 の
増 悪 に よ っ て 明 ら か で あ っ て も な く て も よ い 。 発 症 と 進 行 は 、 い ず れ も 、 細 胞 ま た は 対 象
に お け る 疾 患 の 特 徴 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 分 子 の 発
現 ま た は 活 性 ） の 増 大 を 示 す 点 で 類 似 し て お り 、 発 症 は 、 こ の 疾 患 の 始 ま り で あ り 、 進 行
は 、 既 存 の 状 態 の 悪 化 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 発 症 お よ び 進 行 に 対 し て 、 状 態 の 消 退 は 、 状 態 の 生 理 学 的 特 徴 の 減 少 で あ り 、 こ れ は 恐
ら く 症 状 の 平 行 し た 減 少 を 伴 い 、 そ し て 、 処 置 の 結 果 で あ っ て も よ く 、 ま た は 状 態 の 自 然
な 逆 行 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 は ま た 、 部 分 的 に 、 対 象 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 の 異
常 な 、 ま た は 変 異 し た 配 列 の 決 定 に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 配 列 を 用 い る 方 法 に 関 す る 。 こ
の ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 発 症 前 診 断 お よ び 予 防 的 処 置 に 有 用 で あ り 得 る
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。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の た め の マ ー カ ー は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 抗 体 と の
特 異 的 結 合 の レ ベ ル も し く は 量 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 の レ ベ ル も し く
は 量 、 ま た は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 の 発 現 の レ ベ ル で あ っ て も よ い 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連
疾 患 の 発 症 は 、 対 象 試 料 に お け る か か る マ ー カ ー の 量 の 増 加 に よ っ て 示 す こ と が で き 、 こ
こ で 、 そ れ 以 前 に 決 定 さ れ た か か る マ ー カ ー は 少 な い 。 例 え ば 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患
の た め の マ ー カ ー が 、 対 象 か ら の 最 初 の 試 料 に お い て 低 い レ ベ ル で あ り （ 例 え ば 、 正 常 対
照 試 料 の レ ベ ル と 同 じ か 、 そ れ に 近 い ） 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 マ ー カ ー が 、 対 象 か ら
の ２ 番 目 の 、 ま た は そ の 後 の 試 料 に お い て 、 よ り 高 い レ ベ ル で 存 在 す る こ と が 決 定 さ れ る
場 合 、 そ れ は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 発 症 を 示 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 進 行 お よ び 消 退 は 、 一 般 的 に 、 対 象 の 試 料 に お け る マ ー カ ー
の レ ベ ル の 経 時 的 な 増 加 ま た は 減 少 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ 示 す こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｉ
Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の た め の マ ー カ ー の レ ベ ル が 、 対 象 か ら の 最 初 の 試 料 中 に 存 在 す る こ
と が 決 定 さ れ 、 そ し て 、 よ り 高 い レ ベ ル の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の た め の マ ー カ ー が 、
対 象 か ら の ２ 番 目 の 、 ま た は そ の 後 の 試 料 中 に 存 在 す る こ と が 決 定 さ れ る 場 合 、 そ れ は Ｐ
Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 進 行 を 示 し 得 る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 消 退 は 、 対 象 か ら の
試 料 に 存 在 す る こ と が 決 定 さ れ た マ ー カ ー の レ ベ ル が 、 ２ 番 目 の 、 ま た は そ の 後 の 対 象 か
ら の 試 料 に お い て 、 よ り 低 い レ ベ ル で 見 出 さ れ る こ と を 見 出 す こ と に よ り 示 す こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 状 態 の 進 行 お よ び 消 退 も ま た 、 対 象 に お い て 決 定 さ れ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 に 基 づ い て 示 す こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ
チ ド は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 特 定 の 病 期 に 、 異 な る レ ベ ル で 発 現 し 得 る （ 例 え ば 、
Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 初 期 レ ベ ル 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 中 期 レ ベ ル 、
お よ び Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 後 期 レ ベ ル ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 限 定 さ れ る こ と な く 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 不 応 性 、 肥 満 お よ び 脂 肪 の 過 剰 蓄 積 を
包 含 す る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 異 な る 種 類 は 、 異 な る レ ベ ル の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ
プ チ ド お よ び そ れ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 発 現 す る か 、 ま た は 、 異 な る 空 間 的 も し く は 時
間 的 発 現 パ タ ー ン を 有 し 得 る 。 か か る 差 異 に よ り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 に 特 異 的 な 診
断 お よ び 、 そ の 後 の 患 者 の 特 定 の 状 態 に 合 っ た 処 置 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 部 分 的 に 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン へ の 不 応 性 、 肥 満 お よ び 脂 肪 の 過
剰 蓄 積 な ど の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 処 置 す る 方 法 に 関 す る 。 薬 物 治 療 の 「 有 効 量 」 と
は 、 単 独 で 、 ま た は さ ら な る 用 量 と と も に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 し 、 所 望 の 応 答 、
例 え ば 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 の 症 状 の 軽 減 、 イ ン ス リ ン へ の 感 受 性 の 増 大 、 肥 満 の 軽 減 、 お よ び
／ ま た は 過 剰 な 脂 肪 蓄 積 の 軽 減 な ど を も た ら す 剤 の 量 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 特 定 の 疾 患 ま た は 状 態 を 処 置 す る 場 合 に は 、 所 望 の 応 答 は 、 該 疾 患 ま た は 状 態 の 進 行 を
阻 害 す る こ と で あ る 。 こ れ は 、 疾 患 の 進 行 を 一 時 的 に 減 速 さ せ る こ と の み を 含 ん で も よ い
が 、 よ り 好 ま し く は 、 そ れ は 、 疾 患 の 進 行 を 永 久 に 停 止 さ せ る こ と を 含 む 。 こ れ は 、 任 意
の 特 定 の 疾 患 に つ い て 当 業 者 に 知 ら れ た 日 常 的 な 診 断 方 法 に よ っ て モ ニ タ ー す る こ と が で
き る 。 疾 患 ま た は 状 態 の 処 置 に 対 す る 所 望 の 応 答 は ま た 、 疾 患 ま た は 状 態 の 発 症 を 遅 延 さ
せ る こ と 、 ま た は 発 症 を 予 防 す る こ と で さ え あ り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 か か る 量 は 、 勿 論 、 処 置 さ れ る 特 定 の 状 態 、 状 態 の 重 篤 度 、 年 齢 、 健 康 状 態 、 体 格 お よ
び 体 重 を 包 含 す る 個 々 の 患 者 の パ ラ メ ー タ 、 処 置 の 継 続 期 間 、 併 用 療 法 の 性 質 （ 行 っ て い
る 場 合 は ） 、 具 体 的 な 投 与 経 路 、 お よ び 医 師 の 知 識 と 技 能 の 範 囲 の 同 様 の 因 子 に 左 右 さ れ
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る 。 こ れ ら の 因 子 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 ル ー チ ン を 超 え る 実 験 な し に 対 応 す る こ
と が で き る 。 一 般 的 に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 、 剤 の 最 大 用 量 （ 単 独 ま た は 、 他
の 治 療 剤 と 組 み 合 わ せ て ） 、 即 ち 、 信 頼 で き る 医 療 判 断 に よ る 最 も 高 い 安 全 量 を 用 い る の
が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 当 業 者 は 、 患 者 が 医 学 的 理 由 、 心 理 的 理 由 、 ま た は 実 質 的 に
他 の あ ら ゆ る 理 由 に よ り 、 よ り 低 い 用 量 ま た は 耐 容 で き る 用 量 を 要 求 す る 場 合 が あ る こ と
を 理 解 で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 上 記 の 方 法 に お い て 用 い ら れ る 医 薬 組 成 物 は 、 好 ま し く は 無 菌 で あ り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
活 性 を 阻 害 し て 所 望 の 応 答 を 生 じ さ せ る 有 効 量 の 剤 を 、 患 者 へ の 投 与 に 好 適 な 重 量 も し く
は 容 量 の 単 位 に 含 有 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 対 象 に 投 与 さ れ る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 剤 の 用 量 は 、 様 々 な パ ラ メ ー タ に 従 っ
て 、 特 に 用 い る 投 与 様 式 お よ び 対 象 の 状 況 に 従 っ て 、 選 択 す る こ と が で き る 。 他 の 因 子 と
し て は 、 所 望 の 処 置 期 間 が あ げ ら れ る 。 対 象 の 応 答 が 、 適 用 さ れ た 初 期 用 量 で は 不 十 分 な
場 合 、 よ り 高 い 用 量 （ ま た は 異 な っ た 、 よ り 限 局 さ れ た 送 達 経 路 に よ る 、 効 果 的 な よ り 高
い 用 量 ） を 、 患 者 の 耐 容 性 が 許 容 す る 範 囲 で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 剤 を 、 所 望 の 組 織 、 細 胞 ま た は 体 液 に 効 率 的 に 送 達 す る
種 々 の 投 与 様 式 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 投 与 は 、 局 所 、 静 脈 内 、 経 口 、 腔 内 、 髄
腔 内 、 滑 液 包 内 、 口 腔 内 、 舌 下 、 鼻 腔 内 、 経 皮 、 硝 子 体 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 お よ び 皮 内 投
与 を 包 含 す る 。 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 特 定 の 投 与 様 式 に 限 定 さ れ な い 。 当 該 技
術 分 野 の 標 準 的 な 参 考 文 献 （ 例 え ば 、 Remington’ s Pharmaceutical Sciences, 18th edi
tion, 1990） は 、 医 薬 担 体 中 の 種 々 の 医 薬 製 剤 お よ び 剤 形 の 送 達 の た め の 、 投 与 様 式 お よ
び 剤 形 を 提 供 す る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 剤 の 投 与 に 有 用 な そ の 他 の 手 順 は 当 業
者 に 知 ら れ て お り 、 そ こ で の 用 量 、 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル 、 投 与 部 位 、 投 与 様 式 （ 例 え ば 、 投
与 す る 器 官 ） な ど は 、 本 明 細 書 に 示 さ れ た も の と は 異 な る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 剤 の 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 へ の 投 与 、 例 え ば 、 試 験 目 的 ま
た は 獣 医 治 療 目 的 の た め の も の は 、 上 記 と 実 質 的 に 同 様 の 条 件 下 で 行 う 。 こ の 発 明 は 、 Ｐ
Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 剤 で 処 置 で き る ヒ ト お よ び 動 物 疾 患 の 療 法 に 適 用 で き る こ と
を 、 当 業 者 は 理 解 で き る 。 従 っ て 、 こ の 発 明 は 、 ヒ ト の 治 療 は も ち ろ ん の こ と 、 畜 産 お よ
び 獣 医 療 に 用 い ら れ る こ と を 目 的 と し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 一 般 的 に 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン へ の 不 応 性 、 肥 満 お よ び 脂 肪 の 過 剰 蓄 積 の 処 置 に
は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 用 量 の 剤 が 処 方 さ れ 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β を 阻 害 す る 剤 に
つ い て 0.2ｍ ｇ ～ 5000ｍ ｇ の 用 量 で 投 与 さ れ る 。 好 ま し く は 、 有 効 量 は 、 当 該 技 術 分 野 の
任 意 の 標 準 的 な 手 法 に 従 い 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β を 阻 害 す る 剤 に つ い て 約 0.5ｍ ｇ ～ 500ｍ ｇ の
範 囲 で あ る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 剤 の 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 へ の 投 与 、 例 え ば 、
試 験 目 的 ま た は 獣 医 治 療 目 的 の た め の も の は 、 上 記 と 実 質 的 に 同 様 の 条 件 下 で 行 う 。 治 療
に 有 効 な 量 は 、 １ 日 ま た は ２ 日 以 上 、 毎 日 １ ま た は ２ 以 上 の 用 量 の 投 与 に お い て 、 典 型 的
に は 、 0.01ｎ ｇ ／ ｋ ｇ ～ 約 1000μ ｇ ／ ｋ ｇ 、 好 ま し く は 、 約 0.1ｎ ｇ ／ ｋ ｇ ～ 約 200μ ｇ ／
ｋ ｇ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 約 0.2ｎ ｇ ／ ｋ ｇ ～ 約 20μ ｇ ／ ｋ ｇ の 範 囲 で 変 動 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 医 薬 製 剤 は 、 単 独 で 、 ま た は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 の 標 準 的 な 処 置 と 併 行 し
て 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 薬 剤 に よ る Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 の 処 置 は 、 当 該 技 術
分 野 で 知 ら れ 、 そ し て 実 践 さ れ て い る 糖 尿 病 の た め の 処 置 と 並 行 し て 行 う こ と が で き る 。
例 え ば 、 か か る 処 置 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 メ ト ホ ル ミ ン 、 ピ オ グ リ タ ゾ ン お よ び ／ ま
た は ロ シ グ リ タ ゾ ン の 投 与 を 包 含 す る こ と が で き る 。 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 の た め の そ の 他 の 知 ら
れ た 処 置 は 、 イ ン ス リ ン 放 出 を 増 大 さ せ る 薬 剤 を 包 含 し 、 こ れ は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、
ス ル ホ ニ ル 尿 素 、 ナ テ グ リ ニ ド お よ び レ パ グ リ ニ ド を 包 含 す る こ と が で き る 。 い く つ か の
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処 置 方 法 に お い て 、 ス ル ホ ニ ル 尿 素 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 グ リ ベ ン ク ラ ミ ド （ グ リ ブ
リ ド ） 、 グ リ ク ラ ジ ド お よ び グ リ メ ピ リ ド を 包 含 す る 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 で は 、 イ
ン ス リ ン を 、 本 発 明 の 処 置 方 法 と 並 行 し て 、 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 投 与 時 に は 、 本 発 明 の 医 薬 製 剤 は 、 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 量 で 、 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 組 成
物 に て 適 用 さ れ る 。 用 語 「 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 」 は 、 有 効 成 分 の 生 物 学 的 活 性 の 有 効 性 に
干 渉 し な い 、 毒 性 の な い 材 料 を 意 味 す る 。 か か る 製 剤 は 、 定 法 と し て 、 塩 、 緩 衝 剤 、 保 存
剤 、 適 合 性 の 担 体 、 そ し て 任 意 に そ の 他 の 治 療 剤 を 含 有 す る こ と が で き る 。 医 薬 に 用 い る
場 合 、 塩 は 薬 学 的 に 許 容 し 得 る も の で あ る べ き だ が 、 薬 学 的 に 許 容 し 得 な い 塩 は 、 そ の 薬
学 的 に 許 容 し 得 る 塩 を 製 造 す る の に 都 合 良 く 用 い る こ と が で き 、 本 発 明 の 範 囲 か ら 除 外 さ
れ な い 。 か か る 薬 理 学 的 お よ び 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 塩 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 以 下 の 酸
か ら 製 造 さ れ る も の を 包 含 す る ： 塩 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 、 硝 酸 、 リ ン 酸 、 マ レ イ ン 酸 、
酢 酸 、 サ リ チ ル 酸 、 ク エ ン 酸 、 ギ 酸 、 マ ロ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 な ど 。 ま た 、 薬 学 的 に 許 容 し 得
る 塩 は 、 ナ ト リ ウ ム 塩 、 カ リ ウ ム 塩 ま た は カ ル シ ウ ム 塩 な ど の ア ル カ リ 金 属 塩 ま た は ア ル
カ リ 土 類 塩 と し て 製 造 す る こ と が で き る 。 組 成 物 の 好 ま し い 構 成 要 素 は 、 本 発 明 の Ｐ Ｉ Ｐ
Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 剤 の 説 明 と 合 わ せ て 、 上 記 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 剤 は 、 所 望 に よ り 、 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 と 組 み 合 わ
せ る こ と が で き る 。 用 語 「 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 」 は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 ヒ ト へ
の 投 与 に 好 適 な 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 適 合 性 の 固 体 も し く は 液 体 の 充 填 剤 、 希 釈 剤 ま た
は カ プ セ ル 化 剤 を 意 味 す る 。 用 語 「 担 体 」 は 、 天 然 ま た は 合 成 の 有 機 ま た は 無 機 成 分 で あ
っ て 、 適 用 を 容 易 に す る た め に 有 効 成 分 と 組 み 合 わ さ れ る も の を 意 味 す る 。 医 薬 組 成 物 の
構 成 要 素 は ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 剤 と 、 そ し て 、 相 互 に 、 所 望 の 薬 学 的 有
効 性 を 実 質 的 に 損 な う 可 能 性 の あ る 相 互 作 用 が な い よ う に 混 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 医 薬 組 成 物 は 、 上 記 の と お り 、 好 適 な 緩 衝 剤 を 含 有 す る こ と が で き 、 こ れ は 、 酢 酸 塩
、 リ ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 グ リ シ ン 、 ホ ウ 酸 塩 、 カ ル ボ ン 酸 塩 、 重 炭 酸 塩 、 水 酸 化 物 （ お
よ び そ の 他 の 塩 基 ） 、 お よ び 前 記 化 合 物 の 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 塩 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 医 薬 組 成 物 は ま た 、 任 意 に 、 塩 酸 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 パ ラ ベ ン お
よ び チ メ ロ サ ー ル な ど の 好 適 な 保 存 剤 を 含 有 す る こ と が で き る 。
　 本 医 薬 組 成 物 は 、 都 合 良 く 単 位 用 量 形 態 と す る こ と が で き 、 製 薬 分 野 で よ く 知 ら れ た 任
意 の 方 法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 す べ て の 方 法 は 、 活 性 な 剤 を １ 種 ま た は ２ 種 以 上
の 補 助 的 な 成 分 を 構 成 す る 担 体 と 会 合 さ せ る 工 程 を 含 む 。 一 般 的 に 、 本 組 成 物 は 、 活 性 な
化 合 物 を 、 液 体 担 体 、 微 細 に 分 割 し た 固 体 担 体 、 ま た は そ の 両 方 と 、 均 一 か つ 密 接 に 会 合
さ せ 、 次 い で 、 必 要 に 応 じ て 、 製 品 を 成 形 す る こ と に よ り 製 造 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 経 口 投 与 に 好 適 な 組 成 物 は 、 各 々 が 既 定 量 の 活 性 な 化 合 物 を 含 有 し て い る 分 離 し た 単 位
と し て 、 例 え ば 、 カ プ セ ル 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 と し て 提 示 さ れ る こ と が で き る 。 そ の 他 の
組 成 物 と し て は 、 シ ロ ッ プ 、 エ リ キ シ ル 、 ま た は エ マ ル シ ョ ン な ど の 、 水 性 液 ま た は 非 水
性 液 中 の 懸 濁 物 が あ げ ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 非 経 腸 投 与 に 好 適 な 組 成 物 は 、 都 合 良 く Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 を 阻 害 す る 剤 を 含 む 。 こ の
製 剤 は 、 好 適 な 分 散 ま た は 湿 潤 剤 、 お よ び 懸 濁 化 剤 を 用 い た 公 知 の 方 法 に 従 っ て 製 剤 す る
こ と が で き る 。 無 菌 の 注 射 可 能 な 製 剤 は ま た 、 例 え ば 、 １ ， ３ － ブ タ ン ジ オ ー ル 中 の 溶 液
の よ う な 、 毒 性 の な い 、 経 腸 的 に 許 容 し 得 る 希 釈 剤 ま た は 溶 媒 中 の 無 菌 の 注 射 可 能 な 溶 液
ま た は 懸 濁 液 で あ る こ と が で き る 。 使 用 可 能 な 許 容 し 得 る ビ ヒ ク ル お よ び 溶 媒 と し て は 、
水 、 リ ン ゲ ル 液 、 お よ び 等 張 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 が あ げ ら れ る 。 さ ら に 、 無 菌 の 固 定 油 が
、 溶 媒 ま た は 懸 濁 媒 体 と し て 慣 用 的 に 用 い ら れ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 合 成 モ ノ グ リ セ リ
ド ま た は ジ グ リ セ リ ド を 包 含 す る 、 任 意 の ブ ラ ン ド の 固 定 油 を 用 い る こ と が で き る 。 さ ら
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に 、 オ レ イ ン 酸 な ど の 脂 肪 酸 を 、 注 射 剤 の 製 造 に 用 い る こ と が で き る 。 経 口 投 与 、 皮 下 投
与 、 静 脈 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 な ど に 好 適 な 担 体 の 処 方 は 、 Remington’ s Pharmaceutical 
Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PAに 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 長 期 持 続 放 出 性 の イ ン プ ラ ン ト も ま た 、 本 薬 剤 組 成 物 の 投 与 に 用 い る こ と が で き る 。 「
長 期 」 放 出 は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 イ ン プ ラ ン ト が 、 治 療 レ ベ ル の 有 効 成 分 を 、 少 な
く と も ３ ０ 日 間 、 そ し て 好 ま し く は ６ ０ 日 間 放 出 す る よ う に 構 築 お よ び 調 整 さ れ て い る こ
と を 意 味 す る 。 長 期 持 続 放 出 性 の イ ン プ ラ ン ト は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 上 記 し た い
く つ か の 放 出 シ ス テ ム を 包 含 す る 。 か か る イ ン プ ラ ン ト は 、 望 ま し く な い Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β
活 性 を 特 徴 と す る 状 態 の 処 置 に 特 に 有 用 で あ る こ と が で き 、 こ れ は 、 イ ン プ ラ ン ト を か か
る 活 性 に 影 響 さ れ た 対 象 の 部 分 の 近 く に 設 置 し 、 そ れ に よ り 本 発 明 の 化 合 物 の 限 局 さ れ た
高 用 量 を も た ら す こ と に よ る も の で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 部 分 的 に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ
ペ プ チ ド の 触 媒 活 性 を 決 定 す る の に 用 い る ア ッ セ イ に 関 す る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ
ド は 、 表 面 に 付 着 さ せ 、 次 い で 、 基 質 分 子 と 接 触 さ せ る こ と が で き 、 そ し て 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 の 触 媒 活 性 の レ ベ ル は 、 標 準 的 な 方 法 を 用 い て モ ニ タ ー
お よ び 定 量 す る こ と が で き る 。 上 記 の ア ッ セ イ は 、 限 定 す る こ と を 意 図 し て い な い 。 触 媒
活 性 の た め の ア ッ セ イ は ま た 、 液 中 の 構 成 要 素 に よ り 、 当 該 技 術 分 野 で 認 識 さ れ た 種 々 の
検 出 方 法 を 用 い て 、 お よ び ／ ま た は 、 当 業 者 に 知 ら れ た そ の 他 の キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ 法 に よ
り 行 う こ と も で き 、 そ の い く つ か は 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 薬 理 学 的 な 剤 、 ま た は キ ナ ー ゼ 活 性 を 阻 害 も し く は モ ニ タ ー す る の に
有 用 な 剤 の た め の リ ー ド 化 合 物 を 同 定 す る 効 率 的 な 方 法 を 提 供 す る 。 概 し て 、 本 ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 は 、 切 断 さ れ る 化 合 物 、 ま た は 、 基 質 の リ ン 酸 化 を 阻 害 も し く は 増 強 す る 化 合
物 に つ い て ア ッ セ イ す る こ と を 含 む 。 か か る 方 法 は 、 化 合 物 の 自 動 化 さ れ た 、 ハ イ ス ル ー
プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 適 応 で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 薬 理 学 的 な 剤 に つ い て の 幅 広 い 種 類 の ア ッ セ イ が 提 供 さ れ 、 こ れ は 、 標 識 化 in vitroキ
ナ ー ゼ リ ン 酸 化 ア ッ セ イ 、 細 胞 ベ ー ス の リ ン 酸 化 ア ッ セ イ な ど を 包 含 す る 。 例 え ば 、 in v
itroキ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ま た は そ の 断 片 に よ る 基 質 の
リ ン 酸 化 に お け る 候 補 と な る 薬 理 学 的 な 剤 の 効 果 を 、 迅 速 に 調 査 す る の に 用 い ら れ る 。 候
補 と な る 薬 理 学 的 な 剤 は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド ま た は 小 分 子 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ
ー か ら 得 る こ と が で き る 。 か か る ア ッ セ イ の た め の 都 合 の 良 い 試 薬 は 当 該 技 術 分 野 で 知 ら
れ て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 方 法 に 用 い ら れ る 基 質 は 、 一 般 的 に 、 単 離 さ れ た 分 子 と し て 、 ア ッ セ
イ 混 合 物 に 添 加 さ れ る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β と と も に 用 い る 場 合 、 好 ま し い 基 質 は Ｐ Ｉ ５ Ｐ で
あ る 。 ア ッ セ イ 混 合 物 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β に よ り リ ン 酸 化 さ れ た ホ ス ホ イ ノ シ チ ド を 容 易
に 検 出 で き る よ う に 、 検 出 可 能 な リ ン 酸 化 合 物 （ 例 え ば 、 ３ ２ Ｐ ま た は ３ ３ Ｐ ） を 含 む こ
と が で き る 。 あ る い は 、 基 質 に 対 す る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 活 性 は 、 特 異 的 な リ ン 酸 化 イ ノ シ
チ ド の 抗 体 に よ る 捕 捉 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 手 段 な ど の 他 の 検 出 可 能 な 手 段 を 用 い
て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 典 型 的 な ア ッ セ イ 混 合 物 は 、 リ ン 酸 化 部 位 モ チ ー フ を 有 す る ペ プ チ ド お よ び 候 補 と な る
薬 理 学 的 な 剤 を 含 む 。 典 型 的 に は 、 種 々 の 濃 度 に 対 す る 異 な る 応 答 を 得 る た め 、 異 な る 剤
濃 度 の 複 数 の ア ッ セ イ 混 合 物 を 並 行 処 理 す る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の 濃 度 の １ つ は 陰 性 対
照 と な り 、 す な わ ち 、 剤 濃 度 が ０ で あ る か 、 ま た は 、 ア ッ セ イ の 検 出 限 界 未 満 の 剤 濃 度 で
あ る 。 候 補 剤 は 、 多 種 の 化 学 的 ク ラ ス を 包 含 す る が 、 典 型 的 に は 有 機 化 合 物 で あ る 。 好 ま
し く は 、 候 補 と な る 薬 理 学 的 な 剤 は 、 小 有 機 分 子 、 す な わ ち 、 50よ り 大 き い が 、 約 2500未
満 の 分 子 量 を 有 す る も の で あ る 。 候 補 剤 は 、 ポ リ ペ プ チ ド と の 構 造 的 な 相 互 作 用 に 必 要 な
機 能 的 な 化 学 基 を 含 み （ 例 え ば 、 キ ナ ー ゼ 部 位 ） 、 そ し て 典 型 的 に は 、 少 な く と も ア ミ ノ
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基 、 カ ル ボ ニ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 、 好 ま し く は 少 な く と も ２ 個 の
機 能 的 化 学 基 、 そ し て 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ３ 個 の 機 能 的 化 学 基 を 含 む 。 候 補 剤 は
、 １ ま た は ２ 以 上 の 上 記 の 機 能 的 な 基 に よ っ て 置 換 さ れ た 、 環 状 炭 素 構 造 も し く は 複 素 環
構 造 お よ び ／ ま た は 芳 香 族 も し く は 多 環 芳 香 族 構 造 を 含 む こ と が で き る 。 候 補 剤 は ま た 、
ペ プ チ ド 、 糖 類 、 脂 肪 酸 、 ス テ ロ ー ル 、 イ ソ プ レ ノ イ ド 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 こ れ ら の
誘 導 体 も し く は 構 造 類 似 体 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ な ど の 生 物 分 子 で あ る こ と が で き
る 。 剤 が 核 酸 （ 即 ち ア プ タ マ ー ） で あ る 場 合 、 剤 は 、 典 型 的 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分
子 で あ る が 、 非 天 然 の 結 合 ま た は サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 す る 改 変 さ れ た 核 酸 も 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 阻 害 剤 は ま た 、 PCT/US98/10876お よ び そ こ に 記 載 さ れ た 参 考 文 献 に 記 載
の 方 法 な ど の 、 構 造 に 基 づ い た 合 理 的 方 法 （ rational structure-based method） を 用 い
て 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 候 補 剤 は 、 合 成 ま た は 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 包 含 す る 、 幅 広 い 種 類 の 給 源 か ら 得
ら れ る 。 例 え ば 、 幅 広 い 種 類 の 有 機 化 合 物 お よ び 生 物 分 子 の ラ ン ダ ム な 、 お よ び 、 指 向 性
の あ る 合 成 の た め の 多 数 の 手 段 が 利 用 可 能 で あ り 、 こ れ は 、 ラ ン ダ ム 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 発 現 、 ラ ン ダ ム も し く は 非 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 、 合 成 有 機 コ ン ビ ナ
ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー な ど を 包
含 す る 。 あ る い は 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 お よ び 動 物 抽 出 物 の 形 態 の 、 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ
リ ー は 入 手 可 能 で あ る か 、 ま た は す で に 作 製 さ れ て い る 。 加 え て 、 天 然 の 、 お よ び 、 合 成
的 に 作 製 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 化 合 物 は 、 慣 用 の 化 学 的 、 物 理 的 、 お よ び 生 化 学 的 手
段 に よ っ て 容 易 に 改 変 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 公 知 の 薬 剤 は 、 ア シ ル 化 、 ア ル キ ル 化
、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ ド 化 な ど の 指 向 性 の あ る ま た は ラ ン ダ ム な 化 学 的 修 飾 に 供 し 、 該 剤 の
構 造 的 な ア ナ ロ グ を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 種 々 の そ の 他 の 試 薬 も 、 該 混 合 物 に 含 め る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 塩 、 バ ッ フ ァ ー 、
中 性 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば ア ル ブ ミ ン ） 、 界 面 活 性 剤 な ど の 、 最 適 な タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク
質 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 － 核 酸 結 合 を 促 進 す る の に 用 い る こ と が で き る 試 薬 を 包 含 す
る 。 か か る 試 薬 は ま た 、 反 応 構 成 要 素 の 非 特 異 的 な ま た は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 相 互 作 用 を 減
少 さ せ る こ と が で き る 。 ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 抗 微 生 物 剤 な ど の 、 ア ッ セ イ の 効 率 を 向 上
さ せ る そ の 他 の 試 薬 も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 前 記 ア ッ セ イ 材 料 の 混 合 物 は 、 候 補 薬 剤 の 存 在 が な け れ ば 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β が ホ ス ホ イ
ノ シ ト ー ル 基 質 を リ ン 酸 化 す る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ
ド 阻 害 研 究 に 関 し て ） 。 構 成 要 素 の 添 加 の 順 序 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 、 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 時 間 、 お よ び そ の 他 の ア ッ セ イ パ ラ メ ー タ ー は 、 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 か
か る 実 験 は 、 ア ッ セ イ の 基 本 的 な 構 成 で は な く 、 単 に ア ッ セ イ パ ラ メ ー タ ー の 最 適 化 に 関
連 す る に す ぎ な い 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 は 、 典 型 的 に は ４ ℃ ～ ４ ０ ℃ の 間 で あ る 。 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 好 ま し く は 迅 速 な 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 容 易 に
す る た め に 最 短 化 さ れ 、 典 型 的 に は 、 １ 分 ～ １ ０ 時 間 の 間 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 基 質 の リ ン 酸 化 ま た は 結 合 の 存 在 ま た は 欠 如 を 、 ユ ー ザ ー が 利
用 可 能 な 都 合 の 良 い 任 意 の 方 法 で 検 出 す る 。 無 細 胞 結 合 型 の ア ッ セ イ に つ い て は 、 結 合 し
た 構 成 要 素 を 結 合 し て い な い 構 成 要 素 か ら 分 離 す る た め に 、 分 離 工 程 を 用 い る こ と が で き
る 。 分 離 工 程 は 、 種 々 の 方 法 で 達 成 す る こ と が で き る 。 便 利 な の は 、 構 成 要 素 の 少 な く と
も １ つ を 固 体 基 材 に 不 動 化 す る こ と で あ り 、 そ こ か ら 未 結 合 の 構 成 要 素 を 容 易 に 分 離 す る
こ と が で き る 。 固 体 基 材 は 、 例 え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 マ イ ク ロ ビ ー ズ 、 デ ィ ッ
プ ス テ ィ ッ ク 、 樹 脂 粒 子 な ど 、 幅 広 い 種 類 の 材 料 で 、 幅 広 い 種 類 の 形 態 に 作 製 す る こ と が
で き る 。 基 材 は 、 好 ま し く は 、 最 大 の 信 号 対 ノ イ ズ 比 の た め に 、 主 と し て バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド 結 合 を 最 小 化 す る た め に 、 な ら び に 、 分 離 の 容 易 さ お よ び 費 用 に よ り 選 択 さ れ る 。
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【 ０ １ ２ ２ 】
　 分 離 は 、 例 え ば 、 リ ザ ー バ ー か ら ビ ー ズ も し く は デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク を 取 り 出 し 、 マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト な ど の リ ザ ー バ ー を 空 に す る か 、 も し く は 希 釈 し 、 ビ ー ズ 、 粒 子 、
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム も し く は フ ィ ル タ ー を 洗 浄 液 も し く は 溶 媒 で す す ぐ こ と に よ り
行 う こ と が で き る 。 分 離 工 程 は 、 好 ま し く は 多 数 回 の す す ぎ ま た は 洗 浄 を 含 む 。 例 え ば 、
固 体 基 材 が マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ る 場 合 、 ウ ェ ル を 、 塩 、 バ ッ フ ァ ー 、 界 面 活 性
剤 、 非 特 異 的 タ ン パ ク 質 な ど の 、 特 異 的 な 結 合 も し く は 相 互 作 用 に 関 与 し な い イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 混 合 物 の 構 成 要 素 を 典 型 的 に 含 む 洗 浄 液 で 、 数 回 洗 浄 す る こ と が で き る 。 固 体 基
材 が 磁 性 ビ ー ズ で あ る 場 合 、 ビ ー ズ は 、 洗 浄 液 で １ 回 ま た は ２ 回 以 上 洗 浄 し 、 磁 石 を 用 い
て 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 検 出 は 、 任 意 の 好 都 合 な 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 リ ン 酸 化 は 、 直 接 的 ま た は 間
接 的 に 検 出 可 能 な 生 成 物 、 例 え ば Ｐ Ｉ ５ Ｐ を 生 成 す る 。 ア ッ セ イ で は 、 構 成 要 素 の １ つ は
、 通 常 、 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む か 、 こ れ と 結 合 し て い る 。 幅 広 い 種 類 の 標 識 、 例 え ば 、 直
接 的 な 検 出 （ 例 え ば 、 放 射 活 性 、 蛍 光 、 光 学 ま た は 電 子 密 度 な ど ） 、 ま た は 、 間 接 的 な 検
出 （ 例 え ば 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ エ ピ ト ー プ な ど の エ ピ ト ー プ タ グ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な
ど の 酵 素 タ グ な ど ） を 提 供 す る も の を 用 い る こ と が で き る 。 標 識 は 、 本 明 細 書 の 他 所 に 記
載 さ れ て い る よ う に 、 基 質 も し く は 阻 害 剤 に 、 ま た は 、 候 補 薬 剤 に 結 合 し て い る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 標 識 を 検 出 す る た め に 種 々 の 方 法 を 用 い る こ と が で き 、 こ れ は 、 標 識 の 性 質 お よ び そ の
他 の ア ッ セ イ の 構 成 要 素 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 標 識 は 、 固 体 基 材 に 結 合 し て い る 時 に 、 ま
た は 、 固 体 基 材 か ら の 分 離 の 後 に 検 出 す る こ と が で き る 。 標 識 は 、 光 学 も し く は 電 子 密 度
、 放 射 性 放 射 （ radioactive emission） 、 非 放 射 エ ネ ル ギ ー 移 行 （ nonradiative energy 
transfer） な ど に よ り 直 接 的 に 検 出 し 、 ま た は 、 抗 体 結 合 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ
ン 結 合 な ど に よ り 間 接 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 標 識 を 検 出 す る 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野
で よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 基 質 の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 能 力 を 有 す る 化 合 物 を 、 直 接 的 に （
Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る こ と に よ り ） 、 ま た は 間 接 的 に （ デ コ イ 基 質 と な
る こ と に よ り ） 同 定 す る た め の 自 動 化 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 包 含 す る 。 こ の 自
動 化 さ れ た 方 法 は 、 好 ま し く は 、 試 薬 溶 液 を 容 器 の 複 数 の 所 定 の 区 画 に 送 達 す る こ と 、 お
よ び 、 こ の 所 定 の 区 画 中 の 検 出 可 能 な 分 子 に お け る 変 化 を 測 定 す る こ と が 可 能 な 装 置 中 で
行 わ れ る 。 典 型 的 な 方 法 は 、 次 の 工 程 を 含 む 。 最 初 に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β に 曝 さ れ る と 検 出
可 能 な 変 化 を 生 じ る 基 質 を 含 有 す る 、 １ ま た は ２ 以 上 の 区 画 を 有 す る 分 割 さ れ た 容 器 を 準
備 す る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β は 、 区 画 中 の 細 胞 内 に 、 溶 液 中 に 、 ま た は 、 区 画 内 に 不 動 化 し て
存 在 す る こ と が で き る 。 次 に 、 １ ま た は ２ 以 上 の 所 定 の 区 画 を 所 定 の 位 置 に 整 列 さ せ （ 例
え ば 、 自 動 ピ ペ ッ ト の 流 出 口 に 合 わ せ て 整 列 さ せ ） 、 そ し て 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β キ ナ ー ゼ 活
性 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て 試 験 す る 化 合 物 ま た は 化 合 物 の 混 合 物 を 含 有 す る 溶 液 の ア リ コ
ッ ト を 、 所 定 の 区 画 に 自 動 ピ ペ ッ ト で 送 達 す る 。 基 質 は 、 化 合 物 と 一 緒 に 、 ま た は 、 化 合
物 の 添 加 の 後 に 添 加 す る こ と も で き る 。 最 後 に 、 基 質 に よ り 放 出 さ れ る 検 出 可 能 な 信 号 を
、 所 定 の 時 間 量 に わ た っ て 、 好 ま し く は 、 該 細 胞 含 有 区 画 を 検 出 器 に 合 わ せ て 整 列 さ せ る
こ と に よ り 測 定 す る 。 好 ま し く は 、 例 え ば 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 値 お よ び ／ ま た は ベ ー ス ラ
イ ン 値 を 確 立 す る た め に 、 区 画 に 化 合 物 を 添 加 す る 前 に も 、 信 号 を 測 定 す る 。 競 合 ア ッ セ
イ に つ い て は 、 化 合 物 は 、 基 質 ま た は 阻 害 剤 の 添 加 と と も に 、 ま た は そ の 後 に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 含 有 区 画 に 添 加 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 特 定 の ア ッ セ イ の た め
の 、 ア ッ セ イ の 構 成 要 素 の 適 切 な 添 加 の 順 序 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 反 応 の 構 成 要 素 を 添 加 後 の 適 切 な 時 間 に 、 必 要 に 応 じ て プ レ ー ト を 移 動 し 、 ア ッ セ イ ウ
ェ ル が 信 号 測 定 の た め の 位 置 に な る よ う に す る 。 信 号 の 変 化 は 、 試 験 化 合 物 の 添 加 後 の 最
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初 の 数 秒 間 に 始 ま る こ と が あ る の で 、 ア ッ セ イ ウ ェ ル を 可 能 な 限 り 迅 速 に 信 号 検 出 器 に 合
わ せ て 整 列 さ せ る の が 望 ま し く 、 約 ２ 秒 以 下 の 時 間 が 望 ま し い 。 装 置 が ウ ェ ル の 底 を 介 し
て 検 出 す る よ う に 設 計 さ れ 、 そ し て 化 合 物 を ウ ェ ル の 上 か ら 添 加 す る 本 発 明 の 好 ま し い 態
様 で は 、 試 薬 の 添 加 の た め に プ レ ー ト を 移 動 す る 必 要 が な い の で 、 読 み 取 り は 、 実 質 的 に
連 続 し て 行 う こ と が で き る 。 ウ ェ ル と 検 出 器 デ バ イ ス と は 、 信 号 の 変 化 を 測 定 し 、 記 録 す
る の に 好 適 な 所 定 の 時 間 、 整 列 さ れ た ま ま で あ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 装 置 は 、 ア ッ セ イ 手 順 を 、 所 定 の 第 １ ウ ェ ル （ ま た は 、 ウ ェ ル の 横 列 も し く は
縦 列 ） か ら 開 始 し 、 プ レ ー ト の 縦 列 を 下 方 に 、 そ し て 、 横 列 を 横 に 、 所 定 の 経 路 で 、 ウ ェ
ル 番 号 ｎ ま で 、 順 次 続 け る よ う に プ ロ グ ラ ム 可 能 で あ る 。 信 号 の 計 算 の た め に 、 同 じ 化 合
物 で 処 置 し た 、 複 製 し た ウ ェ ル か ら の デ ー タ を 、 収 集 お よ び 記 録 す る （ 例 え ば 、 コ ン ピ ュ
ー タ の メ モ リ ー に 記 憶 さ せ る ） の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 迅 速 な 化 合 物 の 添 加 お よ び 迅 速 な 応 答 の 読 み 取 り を 達 成 す る た め に 、 検 出 器 は 、 自 動 ピ
ペ ッ タ ー を 取 り 付 け 、 検 出 器 お よ び 自 動 ピ ペ ッ タ ー の 両 方 に 及 ぶ 正 確 な コ ン ピ ュ ー タ 制 御
を 達 成 す る た め の ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 開 発 す る こ と に よ り 、 改 変 す る こ と が で き る
。 蛍 光 光 度 計 と 自 動 ピ ペ ッ タ ー と の 組 み 合 わ せ を 組 み 込 み 、 そ し て 、 検 出 器 お よ び 自 動 ピ
ペ ッ タ ー へ の 指 令 を 制 御 す る た め の マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ を 用 い る こ と に よ り 、 試 薬 の 添
加 と 検 出 器 に よ る 読 み 取 り と の 間 の 遅 延 時 間 を 顕 著 に 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に ま
た 、 コ ン ピ ュ ー タ は 、 当 該 過 程 を 何 度 も 正 確 に 繰 り 返 す の で 、 試 薬 の 手 動 添 加 に 比 べ 、 よ
り 高 い 再 現 性 と 、 よ り 大 き な 信 号 対 ノ イ ズ 比 の 両 方 を 達 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た
、 こ の 装 置 構 成 に よ り 、 複 数 の ア ッ セ イ を 、 オ ペ レ ー タ ー の 介 入 な し に 、 同 時 に 行 う こ と
が 可 能 と な る 。 し た が っ て 、 試 薬 の 自 動 送 達 と 、 こ れ に 引 き 続 く 複 数 の 信 号 測 定 に よ り 、
ア ッ セ イ の 信 頼 性 、 な ら び に 、 １ 日 に 行 う こ と が で き る ア ッ セ イ の 数 は 、 有 利 に 増 大 す る
。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 同 定 さ れ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の 阻 害 剤
は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 、 低 下 し た イ ン ス リ ン へ の 感 受 性 、 肥 満 、 お よ び ／ ま た は 脂 肪 の 過 剰 蓄
積 な ど を 包 含 す る 、 過 剰 な ま た は 望 ま し く な い Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 活 性 に 起 因 す
る 疾 患 ま た は 状 態 を 処 置 す る の に 有 用 で あ る 。 か か る 状 態 の 処 置 の た め に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β ポ リ ペ プ チ ド 阻 害 剤 の 有 効 な 阻 害 量 を 、 対 象 に 投 与 す る 。 阻 害 剤 は ま た 、 特 定 の Ｐ Ｉ Ｐ
Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 、 診 断 用 途 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を ア ッ セ イ す る た め の キ ッ ト を 包 含 す る
。 キ ッ ト の 例 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結
合 フ ラ グ メ ン ト を 含 む こ と が で き る 。 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 患 者 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 す る 疑 い が あ る 患 者 、 ま た は
Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 関 連 疾 患 を 有 し な い と 考 え ら れ る 患 者 か ら の 組 織 ま た は 細 胞 に 適 用 す る こ
と が で き 、 試 料 は 、 そ の 後 、 抗 体 と 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は 試 料 の そ の 他 の 構 成 要 素 と の
間 に 特 異 的 結 合 が 生 じ る か ど う か を 評 価 す る た め に 処 理 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト の 別 の 例 は 、 本 発 明 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す
る の に 必 要 な 構 成 要 素 を 備 え る キ ッ ト で あ る 。 か か る 構 成 要 素 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分
子 の 増 幅 に 有 用 な プ ラ イ マ ー お よ び ／ ま た は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の た め の そ の 他 の 化 学 物 質 を 包 含
す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の キ ッ ト の 別 の 例 は 、 本 発 明 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 核 酸 分 子 の 発 現 の レ ベ ル を 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 決 定 す る の に 必 要 な 構 成 要 素 を 備 え る キ ッ ト で あ る 。
　 本 発 明 の キ ッ ト の 別 の 例 は 、 本 発 明 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 レ ベ ル を 、 酵
素 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 決 定 す る の に 必 要 な 構 成 要 素 を 備 え る キ ッ ト で あ る 。
　 前 記 キ ッ ト は 、 該 キ ッ ト の 種 々 の 構 成 要 素 を 、 診 断 目 的 の た め に ど の よ う に 使 用 す る か
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に つ い て の 使 用 説 明 書 ま た は そ の 他 の 印 刷 物 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド ま た は か か る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を
有 す る 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ ア レ イ を さ ら に 包 含 す る 。 本 発 明 の こ の 側 面 で は
、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 評 価 す る た め 、 お よ び ／ ま た は 、 か か る ポ リ ペ プ
チ ド に 結 合 す る 生 物 学 的 な 構 成 物 質 を 同 定 す る た め に 、 標 準 的 な マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 の 技
法 を 用 い る 。 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 技 術 お よ び 固 相 タ ン パ ク 質 ア レ イ 技 術 を 包 含 す る 他 の 名 称
で も 知 ら れ る 、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 同 定 さ れ た ペ
プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の ア レ イ を 、 固 定 さ れ た 基 材 上 に 得 る こ と 、 標 的 分 子 ま た は 生 物
学 的 な 構 成 物 質 を 該 ペ プ チ ド に 結 合 さ せ る こ と 、 そ し て 、 か か る 結 合 を 評 価 す る こ と に 基
づ く が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 G. MacBeath and S.L. Schreiber, “ Printing P
roteins as Microarrays for High-Throughput Function Determination,”  Science 289
(5485):1760-1763, 2000を 参 照 。 核 酸 ア レ イ 、 特 に Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ペ プ チ ド を 結 合 す る ア
レ イ も ま た 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 発 現 を 特 徴 と す る 条 件 を 有 す る 対 象 を 同 定 す る
た め な ど の 、 診 断 用 途 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 基 材 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 ガ ラ ス 、 シ リ カ 、 ア ル ミ ノ ケ イ 酸 塩 、 ホ
ウ ケ イ 酸 塩 、 ア ル ミ ナ お よ び 酸 化 ニ ッ ケ ル な ど の 金 属 酸 化 物 、 種 々 の 粘 土 、 ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス ま た は ナ イ ロ ン を 包 含 す る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 基 材 は 、 基 材 上 の プ ロ ー ブ （ ペ プ チ ド ま
た は 核 酸 ） の 合 成 を 増 強 す る た め の 化 合 物 で コ ー ト さ れ て い て も よ い 。 基 材 上 の カ ッ プ リ
ン グ 剤 ま た は カ ッ プ リ ン グ 基 は 、 最 初 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 を 基 材 に 共 有 結 合 さ
せ る の に 用 い る こ と が で き る 。 種 々 の カ ッ プ リ ン グ 剤 ま た は カ ッ プ リ ン グ 基 が 当 業 者 に 知
ら れ て い る 。 ペ プ チ ド ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 こ う し て 、 基 材 上 の 所 定 の グ リ ッ ド に 直 接
合 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ペ プ チ ド ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 基 材 上 に ス ポ ッ ト す
る こ と が で き 、 か か る 場 合 に は 、 基 材 は 、 プ ロ ー ブ の 基 材 へ の 結 合 を 増 強 す る 化 合 物 で コ
ー ト さ れ て い て も よ い 。 こ れ ら の 態 様 で は 、 好 ま し く は 、 接 触 プ リ ン ト 方 式 で 、 ま た は 、
イ ン ク ジ ェ ッ ト も し く は ピ エ ゾ 電 気 送 達 な ど の 非 接 触 プ リ ン ト 方 式 で プ ロ ー ブ を 基 材 に 適
用 す る コ ン ピ ュ ー タ 制 御 ロ ボ ッ ト を 用 い る こ と に よ り 、 事 前 に 合 成 し た プ ロ ー ブ を 、 正 確
な 、 所 定 の 容 量 お よ び グ リ ッ ド パ タ ー ン で 基 材 に 適 用 す る 。 プ ロ ー ブ は 、 基 材 に 共 有 結 合
に よ り 連 結 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 標 的 は ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 で あ り 、 天 然 ま た は 合 成 で あ っ て も よ い 。 組 織 は 対 象
か ら 得 て も よ く 、 ま た は 、 培 養 で 増 殖 さ せ て も よ い （ 例 え ば 、 細 胞 株 か ら ） 。
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 で は 、 １ ま た は ２ 以 上 の 対 照 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 分 子 が
、 基 材 に 付 着 し て い る 。 好 ま し く は 、 対 照 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 分 子 に よ り 、 ペ プ チ
ド ま た は タ ン パ ク 質 の 品 質 お よ び 結 合 特 性 、 試 薬 の 品 質 お よ び 有 効 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 成 否 、 お よ び 、 分 析 の 閾 値 お よ び 成 否 な ど の 因 子 を 決 定 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 技 術 、 遺 伝 子 チ ッ プ 技 術 、 お よ び 固 相 核 酸 ア レ イ 技 術 を 包 含 す る そ の 他 の
名 称 で も 知 ら れ て い る 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て お り 、 同 定 さ れ
た 核 酸 プ ロ ー ブ の ア レ イ を 、 固 定 さ れ た 基 材 上 に 得 る こ と 、 標 的 分 子 を レ ポ ー タ ー 分 子 （
例 え ば 、 放 射 性 タ グ 、 化 学 発 光 タ グ 、 ま た は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 Cye3-dUTPも し く は Cye5-
dUTPな ど の 蛍 光 タ グ ） で 標 識 し 、 標 的 核 酸 を プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ し て 、 標
的 － プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 評 価 す る こ と に 基 づ く が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い
。 標 的 配 列 に 完 全 に 合 致 す る 核 酸 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ は 、 一 般 的 に 、 完 全 な 合 致 が 少 な
い プ ロ ー ブ よ り も 、 強 い レ ポ ー タ ー 分 子 信 号 の 検 出 を も た ら す 。 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術
で 用 い ら れ る 多 く の 構 成 要 素 お よ び 技 法 は 、 The Chipping Forecast, Nature Genetics, 
Vol.21, Jan 1999に 示 さ れ て お り 、 そ の 全 内 容 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ の 基 材 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 ガ ラ ス 、 シ リ カ
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、 ア ル ミ ノ ケ イ 酸 塩 、 ホ ウ ケ イ 酸 塩 、 ア ル ミ ナ お よ び 酸 化 ニ ッ ケ ル な ど の 金 属 酸 化 物 、 種
々 の 粘 土 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は ナ イ ロ ン を 包 含 す る こ と が で き る 。 す べ て の 態 様 に お
い て 、 ガ ラ ス 基 材 が 好 ま し い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 プ ロ ー ブ は 、 限 定 さ れ る こ と な く Ｄ Ｎ Ａ
、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 核 酸 の 群 か ら 選 択 さ れ 、
天 然 ま た は 合 成 で あ っ て も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 好 ま し く は 、 20～ 25マ
ー の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 好 ま し く は 500～ 5000塩
基 長 で あ る が 、 そ の 他 の 長 さ を 用 い る こ と も で き る 。 適 切 な プ ロ ー ブ 長 は 、 当 業 者 が 、 当
該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 手 法 に 従 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 １ つ の 態 様 で は 、 好 ま し
い プ ロ ー ブ は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ポ リ ペ プ チ ド 核 酸 分 子 で あ る 。 プ ロ
ー ブ は 、 混 入 物 を 除 去 す る た め に 、 ゲ ル ろ 過 ま た は 沈 殿 な ど の 、 当 業 者 に 知 ら れ た 標 準 的
な 方 法 を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 １ つ の 態 様 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 基 材 は 、 基 材 上 の プ ロ ー ブ の 合 成 を 増 強 す る 化 合 物 で
コ ー ト さ れ て い て も よ い 。 か か る 化 合 物 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 オ リ ゴ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル を 包 含 す る 。 別 な 態 様 で は 、 基 材 上 の カ ッ プ リ ン グ 剤 ま た は カ ッ プ リ ン グ 基 は 、 最 初
の ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 基 材 に 共 有 結 合 さ せ る の に 用 い る こ と が で き
る 。 こ れ ら の 剤 ま た は 基 は 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 基 、 ヒ ド ロ キ シ 基 、 ブ ロ モ 基 、 お よ び カ ル ボ
キ シ 基 を 包 含 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 反 応 基 は 、 好 ま し く は 、 ２ 価 の ア ル キ レ ン ま た
は フ ェ ニ レ ン 基 な ど の ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 を 介 し て 基 材 に 付 着 し て お り 、 １ つ の 原 子 価 位 置
は 鎖 結 合 で 占 め ら れ 、 残 り の も の は 反 応 基 に 付 着 す る 。 こ れ ら の ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 は 、 約
１ ０ 個 ま で の 炭 素 原 子 、 好 ま し く は 約 ６ 個 ま で の 炭 素 原 子 を 含 む こ と が で き る 。 ア ル キ レ
ン 基 は 、 通 常 は 、 主 鎖 に ２ ～ ４ 個 の 炭 素 原 子 を 含 む の が 好 ま し い 。 当 該 方 法 に 関 す る こ れ
ら の 、 ま た は 追 加 の 詳 細 は 、 例 え ば 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 4,45
8,066号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 １ つ の 態 様 で は 、 プ ロ ー ブ は 、 光 に よ る 化 学 合 成 （ light-directed chemical synthesi
s） 、 光 化 学 脱 保 護 、 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 前 駆 体 の 基 材 へ の 送 達 と 、 そ の 後 の プ ロ ー ブ 生
成 な ど の 方 法 を 用 い 、 基 材 上 に 、 所 定 の グ リ ッ ド パ タ ー ン で 、 直 接 合 成 さ れ る 。
　 別 の 態 様 で は 、 基 材 は 、 プ ロ ー ブ の 基 材 へ の 結 合 を 増 強 す る 化 合 物 で コ ー ト さ れ て い て
も よ い 。 か か る 化 合 物 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 ポ リ リ シ ン 、 ア ミ ノ シ ラ ン 、 ア ミ ノ 反 応
性 シ ラ ン （ Chipping Forecast, 1999） ま た は ク ロ ム を 包 含 す る 。 こ の 態 様 で は 、 接 触 プ
リ ン ト 方 式 で 、 ま た は 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト も し く は ピ エ ゾ 電 気 送 達 な ど の 非 接 触 プ リ ン ト 方
式 で プ ロ ー ブ を 基 材 に 適 用 す る コ ン ピ ュ ー タ 制 御 ロ ボ ッ ト を 用 い る こ と に よ り 、 事 前 に 合
成 し た プ ロ ー ブ を 、 正 確 な 、 所 定 の 容 量 お よ び グ リ ッ ド パ タ ー ン で 基 材 に 適 用 す る 。 プ ロ
ー ブ は 、 Ｕ Ｖ 照 射 を 包 含 す る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 方 法 に よ り 、 基 材 に 共 有 結 合 さ せ て
も よ い 。 別 な 態 様 で は 、 プ ロ ー ブ は 熱 で 基 材 と 連 結 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ の 標 的 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ
Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 包 含 す る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 で あ り 、 天 然 ま た は 合 成 で あ っ て も よ い
。 す べ て の 態 様 に お い て 、 ヒ ト 組 織 か ら の 核 酸 標 的 分 子 が 好 ま し い 。 組 織 は 対 象 か ら 得 て
も よ く 、 ま た は 、 培 養 で 増 殖 さ せ て も よ い （ 例 え ば 、 細 胞 株 か ら ） 。
　 本 発 明 の 態 様 で は 、 １ ま た は ２ 以 上 の 対 照 核 酸 分 子 が 、 基 材 に 付 着 し て い る 。 好 ま し く
は 、 対 照 核 酸 分 子 に よ り 、 核 酸 の 品 質 お よ び 結 合 特 性 、 試 薬 の 品 質 お よ び 有 効 性 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 成 否 、 お よ び 、 分 析 の 閾 値 お よ び 成 否 な ど の 因 子 を 決 定 す る こ と が 可
能 と な る 。 対 照 核 酸 は 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 な ど の 遺 伝 子 の 発
現 産 物 、 ま た は そ の 断 片 を 包 含 す る こ と が で き る 。
　 い く つ か の 態 様 で は 、 １ ま た は ２ 以 上 の 対 照 核 酸 分 子 が 、 基 材 に 付 着 し て い る 。 好 ま し
く は 、 対 照 核 酸 分 子 は 、 結 合 特 性 、 試 薬 の 品 質 お よ び 有 効 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
成 否 、 お よ び 、 分 析 の 閾 値 お よ び 成 否 な ど の 因 子 を 決 定 す る こ と を 許 容 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
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　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 発 現 を 欠 く マ ウ ス は 、 Lexicon Genetics, Inc.(The Woodlands, TX)
か ら 得 た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ＋ ／ － Ｅ Ｓ 細 胞 か ら 作 出 し た 。 Lexiconは 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 挿 入
ジ ー ン ト ラ ッ プ 法 を 用 い て 、 129Sv/Evの 遺 伝 的 背 景 を 有 す る マ ウ ス 胚 性 幹 細 胞 （ Zambrowi
cz et al., 1998） に お い て ラ ン ダ ム に 遺 伝 子 を 破 壊 し た 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 遺 伝 子 座 が 破
壊 さ れ て い る こ と が 報 告 さ れ た ク ロ ー ン ＃ 39557は 、 Lexicon Geneticsか ら 得 た 。 こ れ ら
の 細 胞 は 、 Lexiconの プ ロ ト コ ル に 従 っ て 発 明 者 ら の 実 験 室 で 成 長 お よ び 増 殖 さ せ 、 Beth 
Israel Deaconess Transgenic Facilityに て 、 胚 盤 胞 に 注 入 し た 。 ３ 匹 の キ メ ラ マ ウ ス が
得 ら れ 、 そ れ ぞ れ 、 ２ 匹 の 野 生 型 C57Bl/6マ ウ ス の 雌 と 交 配 さ せ 、 C57Bl/6× 129Sv/Evの 混
合 さ れ た 遺 伝 的 背 景 の コ ロ ニ ー を 確 立 し た 。 す べ て の 実 験 は 、 C57Bl/6× 129Sv/Evの 遺 伝
的 背 景 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ＋ ／ － マ ウ ス 間 の 交 雑 に 由 来 す る 野 生 型 、 ヘ テ ロ 接 合 お よ
び ノ ッ ク ア ウ ト 同 腹 子 で 行 っ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の マ ウ ス 遺 伝 子 座 の 配 列 は 、 セ レ ラ デ ー タ ベ ー ス か ら の コ ン テ ィ グ を ア
セ ン ブ ル す る こ と に よ り 決 定 し た 。 Ｅ Ｓ 細 胞 ク ロ ー ン ＃ 39557の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 遺 伝 子 座
の 第 １ イ ン ト ロ ン 内 の Lexiconの 挿 入 位 置 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ で 決 定 し た 。 最 初 に 、 プ ラ イ マ ー 対
を 用 い て 、 野 生 型 お よ び ノ ッ ク ア ウ ト 試 料 か ら の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 以 下 の 断 片 を 増 幅 す る こ
と に よ っ て 、 位 置 を 大 ま か に マ ッ ピ ン グ し た ： 327-924、 887-1412、 1397-1946、 1805-240
5、 2369-2883、 2913-3540、 3393-4001、 3994-4512、 4400-4998、 4984-5636、 5371-5977、
5806-6363、 6332-6833、 6808-7376、 7282-7721（ こ こ で 、 番 号 は 、 第 １ イ ン ト ロ ン 内 の 位
置 を 示 す ） 。 こ の 分 析 は 、 挿 入 が 、 イ ン ト ロ ン の 最 初 の ９ ２ ４ 塩 基 内 に あ る こ と を 示 し た
。 挿 入 の 正 確 な 位 置 を 同 定 す る た め に 、 Lexiconの 挿 入 ベ ク タ ー の ３ ’ 末 端 か ら の フ ォ ワ
ー ド プ ラ イ マ ー と 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 遺 伝 子 座 の 第 １ イ ン ト ロ ン の 塩 基 2883-2906に 相 当 す
る リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と を 用 い て 、 挿 入 部 位 に 及 ぶ ～ ４ ｋ ｂ の 断 片 を 増 幅 し た 。 こ の 断 片
を 、 塩 基 924-944に 相 当 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し 、 Lexiconの 挿 入 の 正 確 な 位 置
を 決 定 し た （ 818位 、 こ こ で １ ＝ 翻 訳 開 始 部 位 Ａ Ｔ Ｇ の Ａ ） 。
【 ０ １ ４ ２ 】

　 プ ラ イ マ ー ３ 種 の 組 を 用 い て 、 野 生 型 試 料 、 ま た は 、 ノ ッ ク ア ウ ト 試 料 の い ず れ か に 存
在 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 領 域 を 増 幅 し た 。 こ の た め に 、 イ ン ト ロ ン の 塩 基 924-942に 相 当 す
る 単 一 の ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ ｐ Ｒ ） を 用 い た 。 ２ つ の セ ン ス プ ラ イ マ ー 、 一 方 は 、
イ ン ト ロ ン の 塩 基 327-350に 相 当 す る も の （ ｐ ｗ ｔ Ｆ ） 、 そ し て 他 方 は 、 Lexiconの 挿 入 の
３ ’ 末 端 の 範 囲 に あ る も の （ ｐ ｋ ｏ Ｆ ） も 用 い た 。 挿 入 物 の 第 ２ カ セ ッ ト の コ ー ド 部 分 の
３ ’ 末 端 の 配 列 は 、 挿 入 物 の 境 界 に 及 ぶ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 得 ら れ た ４ ｋ ｂ の 断 片 を 配 列 決 定
す る こ と に よ り 決 定 し た 。 用 い た プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 ｐ Ｒ ： ５ ’ － ACC ATC CCA AAG CA
C CCA GGA CC－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 ｐ ｗ ｔ Ｆ ： ５ ’ － CGT GCGT ATG CCG TCG TCG TTT C
C－ ３ ’ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 ｐ ｋ ｏ Ｆ ： ５ ’ － AGA AGC GAG AAG CGA ACT GAT TGG－ ３ ’ （ 配
列 番 号 ５ ） で あ っ た 。 プ ラ イ マ ー 対 ｐ ｗ ｔ Ｆ ／ ｐ Ｒ は 597ｂ ｐ の 断 片 を 増 幅 す る こ と が 予
想 さ れ 、 プ ラ イ マ ー 対 ｐ ｋ ｏ Ｆ ／ ｐ Ｒ は 651ｂ ｐ  の 断 片 を 増 幅 す る こ と が 予 想 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】

　 内 因 性 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 転 写 物 に 相 補 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の エ ク ソ ン Ｖ Ｉ
Ｉ Ｉ に お け る 29塩 基 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 作 製 し た （ ５ ’ － CCT CGT CCT CTG CC
C GCT CCT CCA CCT CC－ ３ ’ 、 配 列 番 号 ６ ） 。 内 因 性 の コ ー ド 配 列 の 塩 基 51-902に 相 当 す
る 断 片 は 、 エ ク ソ ン Ｉ か ら の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － CGC CAG CAA GAC AAG ACC AA
G AAG AAG－ ３ ’ 、 配 列 番 号 ７ ） と 、 エ ク ソ ン Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ に 対 す る 入 れ 子 リ バ ー ス プ ラ イ マ
ー （ ５ ’ － CGC TCC TCC ACC TCC ATC TCC TCC－ ３ ’ 、 配 列 番 号 ８ ） を 用 い て 増 幅 し た 。
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例
例 １
方 法
Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － マ ウ ス の 作 出

Ｐ Ｃ Ｒ に よ る マ ウ ス の 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ

Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ



　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 第 １ エ ク ソ ン を 、 Lexiconの レ ト ロ ウ イ ル ス 挿 入 ベ ク タ ー の ５ ’ カ セ
ッ ト に ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ り 生 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 転 写 物 に 相 補 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ
は 、 Lexiconベ ク タ ー 内 の β geo配 列 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 作 製 し た 。 ハ イ ブ リ ッ
ド 転 写 物 か ら の 断 片 は 、 エ ク ソ ン Ｉ か ら の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 上 記 の も の ） と 、 Lexi
con挿 入 ベ ク タ ー に お け る β geo配 列 か ら の 入 れ 子 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － GCA TCC TT
C AGC CCC TTG TTG－ ３ ’ 、 配 列 番 号 ９ ） と を 用 い て 増 幅 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】

　 身 体 組 成 分 析 は 、 ２ つ の 方 法 に よ っ て 行 っ た 。 二 重 エ ネ ル ギ ー Ｘ 線 吸 収 ス キ ャ ン （ DEXA
Scan） を 、 １ ０ 週 齢 お よ び ２ ６ 週 齢 で マ ウ ス の 体 脂 肪 量 を 測 定 す る の に 用 い た 。 死 体 分 析
（ carcass analysis） （ サ ポ ニ ン 化 と 、 そ れ に 引 き 続 く グ リ セ ロ ー ル 含 量 の ア ッ セ イ ） を
、 ３ ６ 週 齢 の マ ウ ス の 脂 肪 含 量 を 測 定 す る の に 用 い た 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 PIXIMusデ ン シ ト メ ー タ （ GE Medical Systems, Waukesha, WI） を 用 い て 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β － ／ － マ ウ ス の 脂 肪 組 織 の 量 を 分 析 し た 。 マ ウ ス は 、 ケ タ ミ ン ／ キ シ ラ ジ ン で 麻 酔 し
、 測 定 の た め に 装 置 上 に お い た 。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 マ ウ ス を 解 剖 し 、 胃 お よ び 腸 の 内 容 物 を 除 去 し 、 空 の 胃 お よ び 腸 を 死 体 に 戻 し た 。 死 体
は 、 重 量 を 測 定 し た 後 、 ６ ０ ℃ の オ ー ブ ン 中 に 置 き 、 ３ 週 間 ま で の 間 乾 燥 し た 。 死 体 は 、
連 日 重 量 を 測 定 し 、 い つ 水 分 が 完 全 に 蒸 発 し た か を 決 定 し た 。 乾 燥 の 前 と 後 の 重 量 の 変 化
を 、 各 死 体 の 水 分 重 量 と み な し た 。 乾 燥 後 、 死 体 を 、 ３ ０ ％ 水 酸 化 カ リ ウ ム １ 部 と １ ０ ０
％ エ タ ノ ー ル ２ 部 と の 溶 液 中 で 、 ６ ０ ℃ に て １ 週 間 ま で の 間 サ ポ ニ ン 化 し た 。 得 ら れ た 死
体 に 存 在 す る グ リ セ ロ ー ル の 量 を 、 酵 素 に よ る 変 換 、 お よ び Sigmaト リ グ リ セ リ ド 試 薬 Ａ
（ Sigma #337-40-A） に よ る 比 色 検 出 、 お よ び ト リ グ リ セ リ ド 標 準 物 質 （ Sigma #339-11）
（ Sigma-Aldrich, St. Louis MO） と の 比 較 に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】

　 マ ウ ス を 午 前 10:00に 清 潔 な ケ ー ジ （ 餌 な し ） に 置 き 、 午 後 1:00に ノ ボ リ ン － Ｒ （ Novo 
Nordisk Pharmaceuticals Inc, Princeton, NJ） を 、 体 重 １ ｋ ｇ あ た り 0.5～ 0.75単 位 の
用 量 で 腹 腔 内 注 射 し た 。 血 糖 値 は 、 尾 部 出 血 に よ り 、 One Touch Basicグ ル コ メ ー タ ー 用
い て 、 イ ン ス リ ン 注 射 の 前 、 お よ び 、 イ ン ス リ ン 注 射 の 15、 30、 45、 60お よ び 90分 後 に 測
定 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】

　 身 体 組 成 分 析 実 験 の 結 果 は 、 studentの ｔ 検 定 に よ り 統 計 学 的 有 意 性 に つ い て 分 析 し た
。 イ ン ス リ ン 耐 性 試 験 の 結 果 は 、 反 復 測 定 ANOVAに よ り 分 析 し た 。 す べ て の 統 計 分 析 は 、 S
tatView software version 4.1（ StatView Software, Cary, NC） で 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　 触 媒 的 に 障 害 さ れ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β Ｄ ２ ７ ８ Ａ は 、 CLONTECH部 位 特 異 的 変 異 導 入 キ ッ ト
（ CLONTECH Laboratories Inc., Palo Alto, CA） で 構 築 し た 。 細 菌 に よ り 発 現 さ せ た 組
み 換 え Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β Ｄ ２ ７ ８ Ａ の キ ナ ー ゼ 活 性 を 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン ９ ０ ％ お よ び
Echelon, Inc.か ら の 合 成 Ｐ Ｉ ５ Ｐ 　 １ ０ ％ の 基 質 を 用 い た キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ を 行 う こ と
に よ り 、 野 生 型 と 比 較 し た 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β Ｄ ２ ７ ８ Ａ は 、 野 生 型 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の キ ナ
ー ゼ 活 性 の 約 ３ ％ を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｈ Ｉ Ｒ 細 胞 お よ び Ｃ ｏ ｓ － ７ 細 胞 は 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 中 で 増 殖
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さ せ 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ ／ デ キ ス ト ラ ン ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞
は 、 血 清 を 欠 乏 さ せ 、 １ ０ ｎ Ｍ の イ ン ス リ ン で １ ０ 分 間 刺 激 し た 。 細 胞 は 、 免 疫 沈 降 お よ
び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る 分 析 の た め に 、 Ｎ Ｐ ４ ０ ベ ー ス の 溶 解 バ ッ フ ァ ー 中 で 、 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 約 ４ ８ 時 間 後 に 溶 解 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】

　 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｈ Ｉ Ｒ 細 胞 を 、 対 照 ベ ク タ ー 、 ま た は 種 々 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ 遺 伝 子 を 発 現 す る ベ ク タ
ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ｈ Ａ タ グ 付 き Ａ ｋ ｔ を レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 細 胞 は 、 血 清 を 欠 乏 さ せ 、 １ ０ ｎ Ｍ の イ ン ス リ ン で 溶 解 前 に １ ０ 分 間 刺 激 し 、
ま た は し な か っ た 。 Ｈ Ａ － Ａ ｔ ｋ を 溶 解 物 か ら 免 疫 沈 降 し 、 抗 ｐ Ｔ ３ ０ ８ 抗 体 で ブ ロ ッ テ
ィ ン グ し 、 そ の 活 性 状 態 を 決 定 し た 。 ま た 、 免 疫 沈 降 物 を 抗 Ｈ Ａ － Ａ ｋ ｔ 抗 体 、 抗 Ｐ Ｉ Ｐ
Ｋ Ｉ Ｉ β 抗 体 お よ び 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン （ ｐ Ｔ ｙ ｒ ） で も ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 in vivo標 識 は 、 細 胞 を 、 ３ ２ Ｐ － Ａ Ｔ Ｐ の 存 在 下 で 、 イ ン ス リ ン 刺 激 （ １ ０ ｎ Ｍ イ ン
ス リ ン 中 で １ ０ 分 ） お よ び 溶 解 の 前 ４ 時 間 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 行 っ た 。 脂 質 は 、 ク ロ
ロ ホ ル ム － メ タ ノ ー ル で 抽 出 し 、 脱 ア シ ル 化 し 、 分 離 お よ び Ｐ Ｉ Ｐ ３ レ ベ ル の 検 出 の た め
に 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） に 供 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】

　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 発 現 を 欠 く マ ウ ス は 、 Lexicon Genetics, Inc.か ら 得 た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β ＋ ／ － Ｅ Ｓ 細 胞 か ら 作 出 し た 。 マ ウ ス は Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ し 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β 遺 伝 子 発 現 の 破 壊 は 、 複 数 の 組 織 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ り 確 認 し た 。 こ れ ら の ノ ッ
ク ア ウ ト マ ウ ス に 関 す る 発 明 者 ら の 初 期 の 研 究 に よ り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β が イ ン ス リ ン 応 答
性 お よ び 体 脂 肪 蓄 積 に 関 与 し て い る こ と が 決 定 さ れ た 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － マ ウ ス は 生
育 可 能 で あ り 、 繁 殖 力 が あ り 、 概 し て 健 康 で あ る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ＋ ／ － 間 の 交 雑 に よ り
、 ２ ６ １ 匹 の 子 孫 を 得 、 こ の う ち ６ ０ 匹 （ ２ ３ ％ ） は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ＋ ／ ＋ で あ り 、 １ ４
５ 匹 （ ５ ５ ． ５ ％ ） は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ＋ ／ － で あ り 、 ５ ６ 匹 （ ２ １ ． ５ ％ ） は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ
Ｉ β － ／ － で あ っ た 。 こ の 数 は 、 常 染 色 体 遺 伝 子 の メ ン デ ル の 期 待 値 の 範 囲 内 で あ り 、 Ｐ
Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 遺 伝 子 発 現 の 破 壊 は 、 致 死 を も た ら さ な い こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。 Ｐ Ｉ
Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β マ ウ ス は 、 そ の 後 、 明 確 な 病 理 組 織 学 的 異 常 な し に 、 ２ 年 間 に わ た っ て 生 存 す
る こ と が 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 雄 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － マ ウ ス は 、 普 通 食 ま た は 高 脂 肪 食 を 給 餌 し た 場 合 に 、 野 生 型
の 同 腹 子 に 比 べ 有 意 に 少 な い 脂 肪 を 蓄 積 し た 。 定 期 的 に マ ウ ス の 体 重 を 測 定 す る こ と に よ
り 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － マ ウ ス が 、 野 生 型 同 腹 子 よ り 有 意 に 小 さ い こ と が 観 察 さ れ た 。
こ の 違 い の 原 因 を 調 査 す る た め に 、 PIXIMusデ ン シ ト メ ー タ を 用 い て 、 マ ウ ス の 脂 肪 組 織
の 量 を 分 析 し た 。 マ ウ ス に 低 脂 肪 （ 普 通 ） 食 を 給 餌 し た 場 合 、 １ ０ 週 齢 で は そ の 身 体 組 成
に 有 意 な 違 い が な い こ と が 見 出 さ れ た 。 し か し な が ら 、 ２ ６ 週 齢 で は 、 雄 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ
β マ ウ ス は 、 そ の 野 生 型 同 腹 子 よ り 有 意 に 少 な い 脂 肪 を 有 し て い た （ 図 １ ） 。 マ ウ ス に 離
乳 時 か ら 継 続 的 に 高 脂 肪 食 を 給 餌 し た 場 合 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － の 雄 は 、 １ ０ 週 齢 で も
有 意 に 低 い 体 脂 肪 率 を 示 し た （ 図 ２ ） 。 ま た 、 身 体 組 成 分 析 を 、 ３ ６ 週 齢 の 雄 マ ウ ス に 、
サ ポ ニ ン 化 お よ び グ リ セ ロ ー ル の 定 量 に よ っ て 行 っ た が 、 結 果 は よ り 一 層 劇 的 で あ っ た （
図 ３ ） 。 雄 マ ウ ス に お け る 脂 肪 蓄 積 の 違 い が 脂 肪 細 胞 数 の 減 少 に よ る も の な の か 、 ま た は
、 個 々 の 脂 肪 細 胞 の 大 き さ の 減 少 に よ る も の な の か を 決 定 す る た め に 、 白 色 脂 肪 体 （ whit
e fat pad） を 単 離 し 、 各 脂 肪 体 の 細 胞 数 お よ び ト リ グ リ セ リ ド の 量 を 、 標 準 的 な 手 順 を
用 い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － マ ウ ス は ま た 、 野 生 型 同 腹 子 と 比 べ た 場 合 、 イ ン ス リ ン 応 答 性 に
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つ い て 違 い を 示 し た 。 イ ン ス リ ン へ の 感 受 性 は 、 イ ン ス リ ン 耐 性 試 験 を ８ 週 齢 、 １ ６ 週 齢
お よ び ２ ４ 週 齢 で 行 う こ と に よ り 評 価 し た 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － マ ウ ス は 、 成 人 型 （ 即
ち Ｉ Ｉ 型 の ） イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 発 症 し な い が 、 そ の 野 生 型 同 腹 子 は 発 症 す る こ と が 見 出
さ れ た （ 図 ４ ） 。 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で 観 察 さ れ た イ ン ス リ ン へ の 高 感 受 性 は 、 脂 肪 蓄 積
の 違 い と は 独 立 し た も の で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 雌 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 ２ ４ 週 齢
で 、 そ の 野 生 型 同 腹 子 よ り も イ ン ス リ ン に 対 し て 有 意 に 感 受 性 が 高 か っ た が 、 こ れ ら は 同
等 の 量 の 体 脂 肪 を 有 し て い た （ 図 ５ ） 。 個 々 の 組 織 に お け る イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 へ の
Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 遺 伝 子 発 現 の 効 果 を 調 査 す る た め に 、 正 常 血 糖 － 高 イ ン ス リ ン ク ラ ン プ 法
を 行 い 、 筋 肉 お よ び 脂 肪 組 織 の 両 方 へ の 放 射 性 標 識 ブ ド ウ 糖 の 取 り 込 み を 個 々 に 測 定 し 、
こ れ ら の 末 梢 組 織 の 一 方 ま た は 両 方 が 動 物 全 体 の イ ン ス リ ン 応 答 性 の 違 い に 関 与 し て い る
の か を 決 定 し た 。 野 生 型 お よ び ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス か ら の 単 離 し た 筋 肉 お よ び 脂 肪 に お け
る 、 イ ン ス リ ン に 刺 激 さ れ た ブ ド ウ 糖 の 取 り 込 み を 、 標 準 的 な 手 順 を 用 い て 調 査 し た 。 イ
ン ス リ ン 刺 激 に つ い て の 効 果 が 、 各 組 織 に 固 有 の も の な の か ど う か 、 ま た は 、 そ れ が 分 泌
さ れ た 因 子 の 存 在 に よ る も の な の か ど う か を 決 定 す る た め に 、 標 準 的 な 手 順 を 用 い た 。 Ｐ
Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β が イ ン ス リ ン 応 答 性 を も た ら す 背 景 を よ り よ く 理 解 す る た め に 、 こ れ ら の マ
ウ ス に お け る Ｔ Ｎ Ｆ α の イ ン ス リ ン 応 答 性 に 対 す る 効 果 も 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 欠 損 が マ ウ ス に お い て イ ン ス リ ン 感 受 性 を 増 大 さ せ た た め 、 こ の 酵 素
の 過 剰 発 現 が 細 胞 株 に お け る イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 に 影 響 を 与 え 得 る か ど う か を 調 査 し
た 。 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｈ Ｉ Ｒ 細 胞 は 、 ヒ ト イ ン ス リ ン 受 容 体 を 発 現 し て お り 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 活
性 化 の 下 流 の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 事 象 を 研 究 す る の に 頻 繁 に 用 い ら れ る 。 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｈ Ｉ Ｒ
細 胞 を 、 野 生 型 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β Ｄ ２ ７ ８ Ａ （ 触 媒 活 性 の 減 少 し た 突 然 変
異 体 ） 、 ま た は 、 Ｉ 型 Ｐ Ｉ Ｐ キ ナ ー ゼ で あ る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ α も し く は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ β 、 ま た は
、 ベ ク タ ー の み で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 は 、 イ ン ス リ ン （ １
０ ｎ Ｍ イ ン ス リ ン で １ ０ 分 間 ） で 刺 激 し 、 溶 解 し 、 Ｈ Ａ － Ａ ｋ ｔ を 溶 解 物 か ら 免 疫 沈 降 し
、 抗 ｐ Ｔ ３ ０ ８ 抗 体 で ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 そ の 活 性 化 状 態 を 決 定 し た 。 Ａ ｋ ｔ は 、 こ の 酵
素 の 活 性 化 形 態 に 特 異 的 な 抗 体 で の ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 判 断 し た と こ ろ 、 活 性 化 し て い
た （ 図 ６ ） 。 し か し な が ら 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 で は 、 Ａ ｋ ｔ の イ ン
ス リ ン 依 存 性 の 活 性 化 の 有 意 な 減 少 が あ っ た 。 こ の 効 果 は 、 触 媒 的 に 障 害 さ れ た Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
Ｉ Ｉ β 変 異 体 （ Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β Ｄ ２ ７ ８ Ａ ） を 用 い た 場 合 は 、 そ れ ほ ど 明 確 で は な か っ た
。 Ｉ 型 Ｐ Ｉ Ｐ キ ナ ー ゼ で あ る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ α ま た は Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ β の 過 剰 発 現 は 、 Ａ ｋ ｔ の 活
性 化 に 効 果 が な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 高 レ ベ ル の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 活 性 は 、 Ａ ｋ ｔ の イ
ン ス リ ン 依 存 性 活 性 化 の 阻 止 を も た ら す こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 Ａ ｋ ｔ 活 性 化 の １ つ の 考 え ら れ る 機 構 は 、 Ｐ Ｉ ３ Ｋ － Ｉ Ｒ Ｓ － １ ま た は Ｐ Ｉ ３ Ｋ － Ｉ Ｒ
Ｓ － ２ 複 合 体 の 形 成 の 阻 止 で あ る 。 し か し な が ら 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β を 過 剰 発 現 さ せ た 細 胞
に お い て 、 こ れ ら の 複 合 体 に お け る Ｐ Ｉ ３ Ｋ 活 性 の 減 少 は 何 ら 検 出 さ れ な か っ た （ デ ー タ
は 示 さ ず ） 。
　 別 な 可 能 性 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β が 、 Ａ ｋ ｔ を 活 性 化 す る の に 必 要 な Ｐ Ｉ ３ Ｋ の 産 物 で あ
る Ｐ Ｉ Ｐ ３ の 分 解 を 促 進 す る と い う も の で あ る 。 Ｐ Ｉ Ｐ ３ は イ ン ス リ ン に 応 答 し て Ｐ Ｉ ３
Ｋ に よ り 生 成 さ れ 、 Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ ２ な ど の ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ り 分 解 さ れ る 。 構 成 的 に 活 性 な
Ｐ Ｉ ３ Ｋ と 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β お よ び ／ ま た は Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ ２ と で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ ｏ ｓ
細 胞 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ ３ の レ ベ ル を 調 査 し た 。 細 胞 は 、 血 清 を 欠 乏 さ せ 、 ［ ３ Ｈ ］ － イ ノ シ
ト ー ル で ２ ４ 時 間 標 識 し た 。 脂 肪 を 抽 出 し 、 脱 ア シ ル 化 し 、 Ｐ ｔ ｄ Ｉ ｎ ｓ － ３ ， ４ ， ５ －
Ｐ ３ レ ベ ル を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 分 析 し た 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β ま た は Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ ２ の い ず れ か の 発 現 は
、 Ｐ Ｉ Ｐ ３ の 減 少 を も た ら し 、 両 方 の タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ ３ の ほ ぼ 完 全 な 枯 渇 を
も た ら し た （ 図 ７ ） 。 し た が っ て 、 減 少 し た Ａ ｋ ｔ の イ ン ス リ ン に 応 答 し た 活 性 は 、 Ｐ Ｉ
Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β を 過 剰 発 現 し た 細 胞 に お け る Ｐ Ｉ Ｐ ３ の 増 強 さ れ た 分 解 に よ り 説 明 で き る 。 Ｐ
Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β が Ｐ Ｉ Ｐ ３ 生 成 に 影 響 を 与 え る 機 構 を さ ら に 調 べ る た め に 、 脂 質 ホ ス フ ァ タ
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ー ゼ Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ ２ の 活 性 お よ び 局 在 化 に 対 す る そ の 効 果 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 要 約 す れ ば 、 マ ウ ス に お け る Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 欠 損 は イ ン ス リ ン 感 受 性 の 増 大 を も た ら
す 一 方 、 培 養 中 の 細 胞 に お け る こ の 同 じ 酵 素 の 過 剰 発 現 は 、 Ａ ｋ ｔ の イ ン ス リ ン に よ る 活
性 化 の 減 少 を も た ら す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β が 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 を
負 に 調 節 す る 経 路 に あ る こ と を 示 し て い る 。 し た が っ て 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β の 機 能 を 阻 止 す
る 薬 物 は 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 お よ び 糖 尿 病 を 処 置 す る の に 有 効 で あ る 。 さ ら に 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ
Ｉ Ｉ β を 欠 く マ ウ ス が よ り 低 い レ ベ ル の 脂 肪 を 有 す る こ と か ら 、 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β 阻 害 剤 は
、 肥 満 の 処 置 、 お よ び 脂 肪 蓄 積 の 減 少 に 有 効 で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】

　 Cantley LC (2001) Transcription. Translocating tubby. Science 292(5524): 2019-
21.
　 Fruman DA, Mauvais-Jarvis F, Pollard DA, Yballe CM, Brazil D, Bronson RT, Kahn
 CR, Cantley LC (2000) Hypoglycaemia, liver necrosis and perinatal death in mice
 lacking all isoforms of phosphoinositide 3-kinase p85 alpha. Nat Genet 2000 26(
3):379-82.
　 Gillooly DJ, Simonsen A, Stenmark H (2001) Cellular functions of phosphoinosit
ol 3-phosphate and FYVE domain proteins. Biochemical J. 355(Pt 2):249-58.
　 Hurley JH, Meyer T (2001) Subcellular targeting by membrane lipids. Curr Opin 
Cell Biol. 13(2):146-52.
　 Lemmon MA, Ferguson KM (2000) Signal-dependent membrane targeting by pleckstri
n homology (PH) domains. Biochem J. 350(Pt 1):1-18.
　 Li J, DeFea K, Roth FA (1999) Modulation of insulin receptor substrate-1 tyros
ine phosphorylation by an Akt/phosphatidylinositol 3-kinase pathway. J Biol Chem
 274(14):9351-6.
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Martin TF (2001)　 PI(4,5)P2 regulation of surface membrane traffic. Current Op
inion in Cell Biology 13:493-99.
　 Ozes ON, Akca H, Mayo LD, Gustin JA, Maehama T, Dixon JE, Donner DB (2001) Pro
c Natl Acad Sci USA 98(8):4640-5.
　 Rameh LE, Tolias KF, Duckworth BC, and Cantley LC (1997) A new pathway for syn
thesis of phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate Nature 390(6656):192-6.
　 Santagata S, Boggon TJ, Baird CL, Gomez CA, Zhao J, Shan WS, Myszka DG, Shapir
o L (2001) G-protein signaling through tubby proteins. Science 292(5524): 2041-5
0.
　 Takenawa T, and Miki H (2001) J. Cell Science 114(Pt 10):1801-9.
　 Toker A (1998) The synthesis and cellular roles of phosphatidylinositol 4,5-bi
sphosphate. Curr Opin Cell Biol 10(2):254-61.
　 Wishart MJ, Taylor GS, Dixon JE (2001) Phoxy lipids: revealing PX domains as p
hosphoinositide binding modules. Cell 105(7):817-20.
　 Zambrowicz BP, Friedrich GA, Buxton EC, Lilleberg SL, Person C, Sands AT (1998
) Nature 392(6676):608-11.
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の 側 面 は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ り 、 こ こ で 繰 り 返 す 必 要 は な い 。 本 明
細 書 に 引 用 さ れ た 各 参 考 文 献 は 、 そ の 全 体 が 参 照 に よ り 組 み 込 ま れ る 。
　 使 用 し た 用 語 お よ び 表 現 は 、 説 明 の た め の 用 語 と し て 用 い た の で あ り 、 限 定 の 用 語 と し
て 用 い た の で は な く 、 か か る 用 語 お よ び 表 現 を 、 示 さ れ 、 記 載 さ れ た 特 徴 ま た は そ の 部 分
の 任 意 の 均 等 物 を 除 外 す る の に 用 い る 意 図 は な く 、 本 発 明 の 範 囲 内 で 種 々 の 変 更 が 可 能 で
あ る こ と が 認 識 さ れ る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ２ 】
【 図 １ 】 ２ ６ 週 齢 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － 雄 マ ウ ス お よ び 野 生 型 雄 マ ウ ス に お け る 脂 肪 組
織 の パ ー セ ン テ ー ジ を 比 較 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 高 脂 肪 食 を 給 餌 し た 場 合 の 、 １ ０ 週 齢 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － 雄 マ ウ ス お よ び 野
生 型 雄 マ ウ ス に お け る 脂 肪 組 織 の パ ー セ ン テ ー ジ を 比 較 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 ３ ６ 週 齢 の Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － 雄 マ ウ ス お よ び 野 生 型 雄 マ ウ ス に お け る 脂 肪 組
織 の パ ー セ ン テ ー ジ を 比 較 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 ８ 週 齢 、 １ ６ 週 齢 、 お よ び ２ ４ 週 齢 に お け る 雄 マ ウ ス の イ ン ス リ ン 耐 性 の 結 果 を
表 し た グ ラ フ の 組 で あ る 。 Ｐ Ｉ Ｐ Ｋ Ｉ Ｉ β － ／ － は 成 人 型 の イ ン ス リ ン 耐 性 を 発 症 し な い
が 、 野 生 型 対 象 は イ ン ス リ ン 耐 性 を 発 症 す る こ と を 示 し て い る 。
【 図 ５ Ａ 】 雌 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス が 野 生 型 対 照 と 同 様 の 量 の 体 脂 肪 を 有 す る こ と を 示 し た
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ Ｂ 】 ２ ４ 週 齢 に お い て 、 雌 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス が 、 野 生 型 同 腹 子 よ り イ ン ス リ ン に
対 し て 有 意 に 感 受 性 で あ る こ と を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 Ｉ Ｉ 型 Ｐ Ｉ Ｐ ４ Ｋ の 過 剰 発 現 が イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 負 に 調 節 す る こ と を 示
し た イ ム ノ ブ ロ ッ ト の デ ジ タ ル 化 さ れ た 画 像 で あ る 。 Ｈ Ａ － Ａ ｋ ｔ を 溶 解 物 か ら 免 疫 沈 降
し 、 抗 ｐ Ｔ ３ ０ ８ 抗 体 で ブ ロ ッ テ ィ ン グ し て そ の 活 性 化 状 態 を 決 定 し た 。
【 図 ７ 】 Ｉ Ｉ 型 Ｐ Ｉ Ｐ ４ Ｋ お よ び Ｓ Ｈ Ｉ Ｐ ２ の 過 剰 発 現 に 起 因 す る 細 胞 性 Ｐ ｔ ｄ Ｉ ｎ ｓ －
３ ， ４ ， ５ － Ｐ ３ の レ ベ ル の 減 少 を 表 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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