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(54)【発明の名称】 ヒト結腸上皮細胞から単離したＤＮＡ配列

(57)【要約】
本発明は、結腸の上皮細胞の成長調節に関係がある新規
な核酸配列を開示し、正常な結腸組織と比較して、これ
らの配列は癌性結腸組織中で差次的に発現される。異常
な細胞成長の診断、異常な細胞成長の治療、および異常
な細胞成長の治療のためのスクリーニングアッセイにお
いて、これらの配列は有用である。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つのヌクレオチド配列またはこれと相補的な配

列を含む単離した核酸。

    【請求項２】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５Ｏ；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な配列とストリンジェン

トな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含む単離した核酸。

    【請求項３】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な配列の少なくとも約１

５個の連続したヌクレオチドに対応する配列に少なくとも約８０％同一であるヌ

クレオチド配列を含む単離した核酸。

    【請求項４】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８の１つに対応する配
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列と少なくとも約８０％の同一性を有するヌクレオチド配列を含む単離した核酸

であって、前記核酸配列が酵母２ハイブリッドシステムでＡＰＣと相互作用する

ポリペプチドまたはタンパク質をエンコードする単離した核酸。

    【請求項５】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＥＤ  ＮＯ：４６の１つに対応する配列と少

なくとも約８０％の同一性を有するヌクレオチド配列を含む核酸であって、前記

核酸配列が酵母２ハイブリッドシステムでＥ１２と相互作用するポリペプチドま

たはタンパク質をエンコードする単離した核酸。

    【請求項６】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４３；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４７；ｏｒ  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４９の１つ

のポリペプチドをエンコードする単離した核酸。

    【請求項７】  さらに、前記ヌクレオチド配列を発現ベクターとして使用す

るのに適したものにするために前記ヌクレオチド配列に動作可能に(operatively

)結合している転写調節配列を含む請求項１に記載の単離した核酸。

    【請求項８】  請求項４に記載の核酸を含む発現ベクター。

    【請求項９】  請求項５に記載の発現ベクターでトランスフェクトした宿主

細胞。

    【請求項１０】  細胞に取り込まれた請求項１に記載の核酸を含むトランス

ジーンを有するトランスジェニック動物であって、前記トランスジーン(transge

ne)が核酸の発現のレベル、核酸のｍＲＮＡ転写体の安定性、または核酸がエン

コードするポリペプチドの活性を変化させるトランスジェニック動物。

    【請求項１１】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６
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０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つの少なくとも１２個の連続したヌクレオチ

ドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズする単離した核酸。

    【請求項１２】  請求項１の核酸がエンコードする少なくとも２５個のアミ

ノ酸を含むアミノ酸配列を有する単離したポリペピチド。

    【請求項１３】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３０；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４３；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４７；ｏｒ  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４９の１

つのポリペプチド。

    【請求項１４】  実質的に純化されたオリゴヌクレオチドを含むプローブ／

プライマーであって、前記オリゴヌクレオチドが、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに

相補的な配列の少なくとも約１２個の連続したヌクレオチドとストリンジェント

な条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列の領域を含むプローブ／プライ

マー。

    【請求項１５】  固体支持体に結合した請求項１４に記載の少なくとも１０

個異なるオリゴヌクレオチドを含むアレイ。

    【請求項１６】  さらに、結合させた検出可能な標識基も含む請求項１５に

記載のプローブ／プライマー。

    【請求項１７】  前記検出可能は標識基が放射性同位元素、蛍光化合物、酵

素、酵素コファクターからなる群から選択される請求項１６に記載のプローブ／

プライマー。

    【請求項１８】  請求項１２に記載のポリペプチドと免疫反応性の抗体。

    【請求項１９】  請求項１３に記載のポリペプチドと免疫反応性の抗体。
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    【請求項２０】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な配列の少なくとも１

２個の連続したヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズする

アンチセンスオリゴヌクレオチド。

    【請求項２１】  プローブ／プライマーを含む細胞の表現型を決定する試験

キットであって、患者から単離した細胞のサンプル中の、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたは

複数またはそれに相補的な配列の核酸を含む核酸のレベルを測定できる試験キッ

ト。

    【請求項２２】  プローブ／プライマーを含む細胞の表現型を決定する試験

キットであって、患者から単離した細胞のサンプル中の、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１またはそれに

相補的な配列の１つまたは複数の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダ

イズする核酸のレベルを測定できる試験キット。
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    【請求項２３】  形質転換細胞の表現型を決定する試験キットであって、Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：６１のいずれか１つとストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸が

エンコードするアミノ酸配列を含むポリペプチドに特異的な抗体を含む試験キッ

ト。

    【請求項２４】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ  ４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１を含む少なくとも１つの核酸の差次的発現を正常な

細胞と比較して検出することを含む細胞の表現型を決定する方法であって、核酸

が少なくとも２倍差次的に発現される方法。

    【請求項２５】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ  ４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つとストリンジェントな条件下でハイブリダイ

ズする少なくとも１つの核酸の差次的発現を正常な細胞と比較して検出すること

を含む細胞の表現型を決定する方法であって、核酸が少なくとも２倍差次的に発

現される方法。
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    【請求項２６】  個体からの組織サンプル中の細胞の表現型を決定する方法

であって、

  （ｉ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：６１のいずれかまたはそれに相補的な配列の少なくとも１２個の連

続したヌクレオチドを有するヌクレオチド配列を含む核酸プローブを用意するこ

とと、

  （ｉｉ）個体から第１の組織サンプルを得ることと、

  （ｉｉｉ）実質的に癌性ではない第２の組織サンプルを用意することと、

  （ｉｖ）前記プローブと前記組織サンプルをハイブリダイズさせる条件下で、

前記第１および第２の組織サンプルを核酸プローブと接触させることと、

  （ｖ）（ａ）第１の組織サンプルのハイブリダイゼーションの量と（ｂ）第２

の組織サンプルのプローブのハイブリダイゼーションの量を比較することを含み

、第１の組織サンプルへのプローブのハイブリダイゼーションの量が第２の組織

サンプルのハイブリダイゼーションの量と比較して少なくとも２倍異なることが

第１の組織サンプル中の細胞の表現型を示す、方法。

    【請求項２７】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な配列とストリンジェ

ントな条件下でハイブリダイズする核酸がエンコードするアミノ酸配列を含む少

なくとも１つのポリペプチドの差次的発現を正常細胞と比較して検出することを
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含み、ポリペプチドが少なくとも２倍差次的に発現される、細胞の表現型を決定

する方法。

    【請求項２８】  前記タンパク質のレベルをイムノアッセイで検出する請求

項２７に記載の方法。

    【請求項２９】  細胞を請求項１４に記載のプローブ／プライマーと接触さ

せることを含む、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な配列とストリンジェント

な条件下でハイブリダイズする核酸の存否を決定する方法。

    【請求項３０】  細胞を請求項１８または１９に記載の抗体と接触させるこ

とを含む、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な配列の核酸がエンコードするア

ミノ酸を含むポリペプチドの存否を決定する方法。

    【請求項３１】  細胞を請求項１８または１９に記載の抗体と接触させるこ

とを含む、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ
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  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な配列とストリンジェントな条件

下でハイブリダイズする核酸がエンコードするポリペプチドの存否を決定する方

法。

    【請求項３２】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な配列またはそれに相

補的な配列の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする試験核酸中

の突然変異を検出する方法であって、

  ｉ．個体から組織サンプルと採取することと、

  ｉｉ．組織サンプルの細胞から核酸を単離することと、

  ｉｉｉ．核酸のハイブリダイゼーションおよび増幅を可能にする条件下で、Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：６１の少なくとも１つまたはそれに相補的な配列の核酸配列と特異的にハイブ

リダイズする１つまたは複数のプライマーと核酸サンプルを接触させることと、

  ｉｖ．増幅産物の存否またはサイズを正常細胞の増幅産物と比較することとを

含む方法。

    【請求項３３】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  
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ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な配列とストリンジェ

ントな条件下でハイブリダイズする核酸の細胞中での発現レベルを変化させる薬

剤を同定する方法であって、

  （ｉ）細胞を用意することと、

  （ｉｉ）細胞を試験薬剤で処理することと、

  （ｉｉｉ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な配列とストリンジェントな条

件下でハイブリダイズする核酸の細胞中での発現レベルを測定することと、

  （ｉｖ）処理細胞での核酸の発現レベルを、非処理細胞での核酸の発現レベル

と比較することを含み、非処理細胞での核酸の発現レベルと比較した処理細胞で

の核酸の発現レベルの変化が、細胞中での核酸の発現レベルを変化させる薬剤で

あることを示す方法。

    【請求項３４】  核酸が、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な配列とスト

リンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸である請求項２８に記載の方法

。

    【請求項３５】  請求項３３または３４に記載の方法で同定した薬剤を含む
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薬剤組成物。

    【請求項３６】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の少なくとも１つのヌクレオチド配列またはそれ

に相補的な配列を含む薬剤組成物。

    【請求項３７】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の少なくとも１つの核酸がエンコードするアミノ

酸配列を含むポリペプチドを含む薬剤組成物。

    【請求項３８】  ポリペプチドが、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の少なくとも１つとストリンジ

ェントな条件下でハイブリダイズする核酸がエンコードするアミノ酸配列を含む

請求項３７に記載の方法。

    【請求項３９】  ポリペプチドが、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８
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の少なくとも１つとストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸がエン

コードするアミノ酸配列を含み、前記ポリペプチドがＡＰＣである薬剤組成物。

    【請求項４０】  ポリペプチドが、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６の少な

くとも１つとストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸がエンコード

するアミノ酸配列を含み、前記ポリペプチドがＥ１２と相互作用する薬剤組成物

。

    【請求項４１】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたは複数またはそれに相補的な配列をプ

ローブ／プライマーとして使用する腫瘍を検出する方法であって、

  （ｉ）個体から細胞のサンプルを採取することと、

  （ｉｉ）サンプルの細胞から核酸を単離することと、

  （ｉｉｉ）核酸のハイブリダイゼーションおよび増幅を可能にする条件下で、

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６１の少なくとも１つまたはそれに相補的な配列の核酸配列と特異的にハイ

ブリダイズする１つまたは複数のプライマーと核酸サンプルを接触させることと

、

  （ｉｖ）増幅産物の存否またはサイズを正常細胞の増幅産物と比較することと

を含む方法。
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    【請求項４２】  前記腫瘍が結腸癌である請求項４１に記載の方法。

    【請求項４３】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の少なくとも１つがエンコードするタンパク質に

対する抗体とサンプルを接触させることを含む個体からのサンプル中の腫瘍を検

出する方法。

    【請求項４４】  前記腫瘍が結腸癌である請求項４３に記載の方法。

    【請求項４５】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれに相補的な単離した核酸から本

質的になる、結腸癌または結腸癌の前駆体の存在を検出するプローブ。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の分野）

  本発明は、ヒト結腸上皮の成長調節に関係する新規な遺伝子および他の核酸配

列、詳細には発癌に関係がある可能性のある新規な遺伝子および他の核酸配列を

提供する。本発明はさらに、ヒト結腸上皮の異常な成長調節に関連する疾患の診

断および治療における、このような核酸配列およびこれらでエンコードされてい

るポリペプチドおよびタンパク質の使用を提供する。

      【０００２】

    （発明の背景）

  感染、癌および自己免疫障害などの多くの病状状態は、ある分子の不適切な過

剰または過小な発現によって特徴づけられることは非常に明確である。したがっ

てこれらの分子は、特定の病状または異常状態用のマーカーとして機能すること

ができる。診断的な標的、すなわち同定されてこのような異常状態を診断するた

めの物質として以外に、これら分子は、診断および／または治療剤を創造するた

めに使用することができる試薬として役立つ。この非制限的な一例は、特定のマ

ーカーに特異的な抗体を産生するための癌のマーカーとしての利用である。

      【０００３】

  胃腸（ＧＩ）管は、米国で毎年発生している新たに診断されている癌および致

命的な癌の両方の、最も一般的な部位である。米国内の結腸癌の発生率は増加し

ているが、一方で胃癌の発生率は低下しており、小腸の癌はまれである。消化器

癌の発生率は地理学的に変化する。アフラトキシンなどの環境的発癌因子に加え

て、ある障害は癌の素因である可能性がある。たとえば、悪性貧血は胃癌、未治

療の非熱帯性スプルーおよび免疫障害はリンパ腫および癌腫、潰瘍性および肉芽

腫性大腸炎、単離型ポリープ、および遺伝的家族性ポリープ症は結腸の癌腫の素

因である可能性がある。結腸の最も一般的な腫瘍は、腺腫性ポリープである。原

発性リンパ腫は結腸ではまれであり、小腸において最も一般的である。

      【０００４】

  腺腫性ポリープは、最も一般的な良性ＧＩ腫瘍である。腺腫性ポリープはＧＩ
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管全体、最も一般的には結腸および胃において発生し、女性よりも男性により高

い頻度で見られる。これらは単発性、またはより一般的には多発性、無茎または

有茎であることがある。腺腫性ポリープは家族性ポリープ症およびガードナー症

候群として遺伝する可能性があり、これは主に結腸に関係がある。結腸癌の進行

は家族性ポリープ症において一般的である。ポリープはしばしば出血を引き起こ

し、潜在的または肉眼で見られる可能性があるが、合併症が後に続かない限りは

痛みを引き起こすことはほとんどない。乳頭状腺腫（結腸のみで見られるあまり

一般的ではない形）は、電解質の損失およびムコイドの放出も引き起こすことが

ある。

      【０００５】

  悪性腫瘍は、湿潤性または外方増殖性であって、直腸Ｓ字結腸において最も一

般的に発生する結腸の癌腫を含む。上向結腸の中身は液体なので、この領域の癌

腫は通常は閉塞症を引き起こすことはないが、患者は疾患の経過の後期で貧血、

腹部の痛み、または腹部の塊または触知できる塊を示す傾向がある。

      【０００６】

  結腸の腫瘍に関する予後は、大腸壁侵入の程度および局所リンパ節の関与の存

在および遠方への転移に依存している。直腸および下向結腸の癌腫に関する予後

は、以外にも非常に良い。結節浸潤が進行する前に早期摘出によって、８０～９

０％の治療率が可能である。このため、以前は健康であった患者において説明の

つかない貧血、潜行性胃腸の出血、または大腸の習性の変化が進むときは、充分

なケアを行ってこの疾患を取り除かなければならない。病巣がリンパ節に拡がる

前にそれを完全に取り除くことによって、結腸の癌を有する患者について生存の

最良のチャンスが提供される。潜血、血液スクリーニングによる無症候群性の患

者における検出によって、最高５年生き延びる結果となる。

      【０００７】

  通常、臨床的に疑わしい悪性の病巣は放射線によって検出することができる。

しかしながら、１ｃｍ未満のポリープは、特に上部Ｓ字結腸においておよび憩室

症の存在するときは、容易に見過ごされる可能性がある。食道、胃または結腸に

おいて臨床的に疑わしく、放射線によって検出される病巣を、対象の生検および
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ブラッシュ栄養学によって作成される組織学的な組織診断と組み合わせた、ファ

イバーオプティック内視鏡検査によって確認することができる。結腸鏡検査は、

結腸の疾患を検出するために使用される他の方法である。Ｘ線によって視覚化さ

れない良性および悪性ポリープは、結腸鏡検査によって検出されることが多い。

さらにＸ線によって１つの病巣を有している患者は、結腸鏡検査によって検出さ

れるさらなる病巣を有していることが多い。しかしながらＳ字結腸鏡検査は、結

腸の腫瘍の約５０％しか検出しない。

      【０００８】

  結腸癌を検出する前述の方法には、いくつかの欠点がある。たとえば小さな結

腸腫瘍は、これらすべてによって見過ごされる可能性がある。結腸癌の早期検出

の重要性も、転移を防ぐためには非常に重要である。さらに、治療戦略に異なっ

て反応する可能性があるさまざまなタイプの腫瘍間で区別するために、具体的な

検出方法が必要とされる。

      【０００９】

    （発明の概要）

  本発明は、結腸の上皮細胞の成長調節に関係があり、正常組織と癌性組織中で

差次的に発現される新規な核酸配列を開示する。これらの配列は、異常な細胞成

長の診断、異常な細胞成長の治療、および異常な細胞成長の治療に関するスクリ

ーニングアッセイにおいて有用である。

      【００１０】

  一実施形態では本発明は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つのヌクレオチド配列、またはこれと

相補的な配列を含む単離した核酸を提供する。

      【００１１】
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  関連実施形態では、核酸はＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の一つ、またはこれと相補的な配列の少な

くとも約１２個、少なくとも約１５個、少なくとも約２５個、または少なくとも

約４０個以上の連続したヌクレオチドからその全長まで、または前記配列が断片

である遺伝子のオープンリーディングフレームの全長までに対応する配列と少な

くとも約８０％以上、１００％まで同一である。

      【００１２】

  他の実施形態では、核酸配列はＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８の１つ

に対応する配列と少なくとも約８０％以上、１００％まで同一であり、酵母菌２

ハイブリッドシステムにおいてＡＰＣと相互作用するポリペプチドまたはタンパ

ク質をエンコードしている。

      【００１３】

  他の実施形態では、核酸はＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１  の

１つに対応する配列と少なくとも約８０％以上、１００％まで同一であり、酵母

菌２ハイブリッドシステムにおいてＥ１２と相互作用するポリペプチドまたはタ

ンパク質をエンコードしている。

      【００１４】

  他の態様では本発明は、ストリンジェントな条件下でＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２

７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ
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Ｏ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つの配列ま

たはこれと相補的な配列にハイブリダイズするヌクレオチド配列を含む単離した

核酸を提供する。関連実施形態では、核酸はＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つに少なくとも約１２

個、少なくとも約１５個、少なくとも約２５個、または少なくとも約４０個以上

の連続したヌクレオチドからその全長まで、または前記配列が断片である遺伝子

のオープンリーディングフレームの全長までと対応する配列と少なくとも約８０

％以上、１００％まで同一である。

      【００１５】

  一実施形態では本発明は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つのヌクレオチド配列またはこれと相

補的な配列を含む核酸配列、およびヌクレオチド配列を発現ベクターとして使用

するのに適したものにするためにヌクレオチド配列に動作可能に結合している転

写調節配列を含む核酸を提供する。他の実施形態では、核酸は原核または真核細

胞中で複製する能力がある発現ベクター中に含まれることがある。関連実施形態
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では、本発明は、発現ベクターによってトランスフェクトされた宿主細胞を提供

する。

      【００１６】

  一実施形態では本発明は、ストリンジェントな条件下でＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つの配列

またはこれと相補的な配列にハイブリダイズするヌクレオチド配列およびヌクレ

オチド配列を発現ベクターとして使用するのに適したものにするためにヌクレオ

チド配列に動作可能に結合している転写調節配列を含む核酸を提供する。他の実

施形態では、核酸は原核または真核細胞中で複製する能力がある発現ベクター中

に含まれることがある。関連実施形態では、本発明は、発現ベクターによってト

ランスフェクトされた宿主細胞を提供する。

      【００１７】

  他の実施形態では本発明は、トランスジェニック動物の細胞中に取り込まれた

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  １Ｄ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６１の１つヌクレオチド配列またはこれと相補的な配列を含む核酸のトラン

スジーンを有するトランスジェニック動物を提供する。トランスジーンは核酸の

発現のレベル、核酸のｍＲＮＡ転写体の安定性、または核酸のエンコードしてい

る生成物の活性を変化させる。

      【００１８】
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  他の実施形態では本発明は、トランスジェニック動物の細胞中に取り込まれた

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６１の１つの配列またはこれと相補的な配列に、ストリンジェントな条件下

でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含む核酸のトランスジーンを有するト

ランスジェニック動物を提供する。トランスジーンは核酸の発現のレベル、核酸

のｍＲＮＡ転写体の安定性、または核酸のエンコードしている生成物の活性を変

化させる。

      【００１９】

  他の実施形態では、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つ、もしくはこれと相補的な配列、または前

記配列が断片である遺伝子の全長までのオープンリーディングフレームを含む実

質的に純粋な核酸を提供する。

      【００２０】

  他の実施形態では、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６
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０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはこれと相補的な配列の少なくとも約

１２個、少なくとも約１５個、少なくとも約２５個、または少なくとも約４０個

以上の連続したヌクレオチドから全長まで、または前記配列が断片である遺伝子

のオープンリーディングフレームの全長までに対応する核酸プローブに、ストリ

ンジェントな条件下でハイブリダイズする実質的に純粋な核酸を提供する。

      【００２１】

  本発明は、配列番号ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはこれと相補的である配列の少なくと

も１２個、少なくとも１５個、または少なくとも５０個以上の連続したヌクレオ

チドから前述の配列番号の１つの完全長まで、または前記配列が断片である遺伝

子のオープンリーディングフレームの全長まで含むアンチセンスオリゴヌクレオ

チドも提供する。一実施形態では、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ヌクレ

アーゼ、好ましくは内因性エンドヌクレアーゼまたはエクソヌクレアーゼによる

切断に耐性がある。

      【００２２】

  本発明は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：６１  の１つまたはこれと相補的である配列の少なくとも１２

個、少なくとも１５個、または少なくとも５０個以上の連続したヌクレオチドか

ら前述の配列番号の１つの完全長まで、または前記配列が断片である遺伝子のオ
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ープンリーディングフレームの全長までストリンジェントな条件下でハイブリダ

イズするアンチセンスオリゴヌクレオチドも提供する。一実施形態では、アンチ

センスオリゴヌクレオチドは、ヌクレアーゼ、好ましくは内因性エンドヌクレア

ーゼまたはエクソヌクレアーゼによる切断に耐性がある。

      【００２３】

  他の実施形態では本発明は、実質的に純化されたオリゴヌクレオチドを含むプ

ローブ／プライマーを提供し、前記オリゴヌクレオチドは、ヌクレオチド配列は

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６１，から選択されるセンスまたはアンチセンス配列の少なくとも約１２個

、少なくとも約１５個、少なくとも約２５個、または少なくとも約４０個以上の

連続したヌクレオチドから前述の配列番号の１つの完全長まで、またはこれと相

補的である配列、または前記配列が断片である遺伝子のオープンリーディングフ

レームの全長まで含む、ヌクレオチド配列の領域を含む。好ましい実施形態では

、プローブは標的の核酸と選択的にハイブリダイズする。他の実施形態ではプロ

ーブは、プローブに接着して検出することができる標識基を含むことができる。

この標識基はラジオアイソトープ、蛍光化合物、酵素、および酵素の補因子を含

む基（これらだけには限られないが）から選択することができる。本発明はさら

に、前述のように固形担体に接着する少なくとも約１０個、少なくとも約２５個

、少なくとも約５０個、または少なくとも約１００個またはそれ以上の異なるプ

ローブの配列を提供する。

      【００２４】

  他の実施形態では本発明は、実質的に純化されたオリゴヌクレオチドを含むプ

ローブ／プライマーを提供し、前記オリゴヌクレオチドは、ヌクレオチド配列は

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：
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３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６１から選択されるセンスまたはアンチセンス配列の少なくとも約１２個、

少なくとも約１５個、少なくとも約２５個、または少なくとも約４０個以上の連

続したヌクレオチドから前述の配列番号の１つの完全長まで、またはこれと相補

的である配列、または前記配列が断片である遺伝子のオープンリーディングフレ

ームの全長までとストリンジェントな条件下でハイブリダイズする、ヌクレオチ

ド配列の領域を含む。好ましい実施形態では、プローブは標的の核酸と選択的に

ハイブリダイズする。他の実施形態ではプローブは、プローブに接着して検出す

ることができる標識基を含むことができる。標識基はラジオアイソトープ、蛍光

化合物、酵素、および酵素の補因子を含む基から（これらだけには限られないが

）選択することができる。本発明はさらに、前述のように固形担体に接着する少

なくとも約１０個、少なくとも約２５個、少なくとも約５０個、または少なくと

も約１００個またはそれ以上の異なるプローブの配列を提供する。

      【００２５】

  他の実施形態では、本発明は細胞の表現型を決定する方法に関し、この方法は

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ  ４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６１，から選択される少なくとも１つの核酸の差次的発現を正常な細胞と比

較して検出することを含み、この核酸は少なくとも２倍、少なくとも５倍、少な

くとも２０倍、または少なくとも５０倍以上差次的に発現される。

      【００２６】
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  他の実施形態では、本発明は細胞の表現型を決定する方法に関し、この方法は

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６１の少なくとも１つにストリンジェントな条件下でハイブリダイズする少

なくとも１つの核酸の差次的発現を正常な細胞と比較して検出することを含み、

この核酸は少なくとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも２０倍、または少なく

とも５０倍以上差次的に発現される。

      【００２７】

  他の態様では本発明は、本発明の核酸によってエンコードされているポリペプ

チドを提供する。一実施形態では本発明は、核酸によってエンコードされている

アミノ酸配列を含むポリペプチドに関する。この核酸はＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２

７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１  の１つのヌク

レオチド配列、またはそれと相補的な配列、または少なくとも約２５個、または

少なくとも約４０個を超えるそのアミノ酸を含む断片を含む。これらのポリペプ

チドと免疫反応性のある抗体をさらに提供する。

      【００２８】

  他の態様では本発明は、本発明の核酸によってエンコードされているポリペプ

チドを提供する。一実施形態では本発明は、核酸によってエンコードされている

アミノ酸配列を含むポリペプチドに関する。この核酸はＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２

７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ
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Ｏ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つの配列と

ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列、それと相補

的な配列、または少なくとも約２５個、または少なくとも約４０個を超えるその

アミノ酸を含む断片を含む。これらのポリペプチドと免疫反応性のある抗体をさ

らに提供する。

      【００２９】

  他の態様では、本発明は診断方法を提供する。一実施形態では本発明は、１つ

または複数の核酸プローブを提供することによって、患者からの細胞の表現型を

決定する方法に関する。前記核酸プローブは  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１  の１つまたはこれと相

補的である配列の少なくとも約１２個、少なくとも約１５個、少なくとも約２５

個、または少なくとも約４０個以上の連続したヌクレオチドから前述の配列番号

の１つの完全長まで、または前記核酸配列が断片である遺伝子のオープンリーデ

ィングフレームの全長までを有するヌクレオチド配列を含む。この方法は患者か

ら第１のサンプルの細胞を得ること、その実質的にすべてが癌性ではない第２の

サンプルの細胞を提供すること、核酸プローブをストリンジェントな条件下で前

記第１および第２の細胞サンプルのそれぞれのｍＲＮＡと接触させること、（ａ

）プローブと第１の細胞サンプルのｍＲＮＡのハイブリダイゼーションの量と（

ｂ）プローブと第２の細胞サンプルとｍＲＮＡをハイブリダイゼーションの量を

比較することを含み、第２の細胞サンプルのｍＲＮＡとのハイブリダイゼーショ
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ンの量と比較したとき、第１の細胞サンプルのｍＲＮＡとのハイブリダイゼーシ

ョンの量の少なくとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも２０倍、または少なく

とも５０倍を超える違いが第１の細胞サンプル中の細胞の表現型を示す。表現型

を決定することは遺伝子型（この語は本明細書で使用するとおりである）を決定

することを含む。

      【００３０】

  他の実施形態では本発明は、患者から単離した細胞のサンプル中において前述

の１つまたは複数のプローブ／プライマーを含む形質転換された細胞を同定する

ため、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：６１の１つまたは複数の核酸にストリンジェントな条件下でハイブリ

ダイズする核酸のレベルを測定するための試験用キットを提供する。ある実施形

態では、このキットはさらに、キットを使用するための指示、細胞を懸濁または

固定するための溶液、検出可能なタグまたは標識、核酸をハイブリダイゼーショ

ンしやすくさせるための溶液、細胞を溶解させるための溶液、核酸の精製用の溶

液を含むことができる。

      【００３１】

  他の実施形態では、本発明は細胞の表現型を決定する方法を提供し、この方法

はＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：６１の１つの核酸によってエンコードされている少なくとも１つのタンパ
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ク質の差次的発現を正常な細胞と比較して検出することを含み、このタンパク質

は少なくとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも２０倍、または少なくとも５０

倍以上差次的に発現される。一実施形態では、イムノアッセイにおいてタンパク

質のレベルを検出する。

      【００３２】

  他の実施形態では、本発明は細胞の表現型を決定する方法を提供し、この方法

はＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８の１つにストリンジェントな条件下で

ハイブリダイズする核酸によってエンコードされている少なくとも１つのタンパ

ク質の差次的発現を正常な細胞と比較して検出することを含み、このタンパク質

はＡＰＣと酵母菌２ハイブリッドシステムにおいて相互作用し、このタンパク質

は少なくとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも２０倍、または少なくとも５０

倍以上差次的に発現される。一実施形態では、イムノアッセイにおいてタンパク

質のレベルを検出する。

      【００３３】

  他の実施形態では、本発明は細胞の表現型を決定する方法を提供し、この方法

はＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６の１つにストリンジェントな条件下でハイブ

リダイズする核酸によってエンコードされている少なくとも１つのタンパク質の

差次的発現を正常な細胞と比較して検出することを含み、このタンパク質はＥ１

２と酵母菌２ハイブリッドシステムにおいて相互作用し、このタンパク質は少な

くとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも２０倍、または少なくとも５０倍以上

差次的に発現される。一実施形態では、イムノアッセイにおいてタンパク質のレ

ベルを検出する。

      【００３４】

  本発明は、細胞中でＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  
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ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１  の１つにストリンジェントな条件下でハイブリ

ダイズする核酸の存在または不在を判定するための方法にも関し、この方法は当

該細胞を前記の３つの実施形態に記載した１つまたは複数のプローブ／プライマ

ーと接触させることを含む。

      【００３５】

  本発明は、細胞中でＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つにストリンジェントな条件下でハイブリダ

イズする核酸によってエンコードされている本発明のポリペプチドの存在または

不在を判定するための方法をさらに提供し、この方法は当該細胞を前述の抗体と

接触させることを含む。

      【００３６】

  他の実施形態では本発明は、異常な突然変異（たとえば核酸の欠失、挿入、ま

たは置換）、または異常なメチル化配列、またはＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１  の１つの核酸配列、

またはその配列と相補的な配列を含む遺伝子の存在を判定するための方法を提供

する。この方法は患者から細胞のサンプルを採取すること、サンプルの細胞から
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核酸を単離すること、核酸サンプルと１つまたは複数の下記プライマーを接触さ

せること（このプライマーはＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の核酸配列の１つに、プローブ／プライマ

ーと核酸のハイブリダイゼーションおよびその後の核酸の増幅を可能にする条件

下で特異的にハイブリダイズするものである）、増幅生成物の存在、不在、サイ

ズを正常な細胞の増幅生成物と比較することを含む。

      【００３７】

  一実施形態では本発明は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つの核酸によってエンコードされてい

るタンパク質に特異的な抗体を含む、形質転換された細胞を同定するための試験

用キットを提供する。ある実施形態ではこのキットはさらに、キットを使用する

ための指示を含む。ある実施形態では、キットを使用するための指示書、細胞を

懸濁または固定するための溶液、検出可能なタグまたは標識、ポリペプチドを抗

体に結合しやすくさせるための溶液、細胞を溶解させるための溶液、ポリペプチ

ドの精製用の溶液を含むことができる。

      【００３８】

  他の態様では本発明は、本発明の核酸を含む薬剤組成物を提供する。一実施形

態では、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ
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  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：６１またはこれらと相補的な配列の１つの核酸の細胞中の発現のレ

ベルを変化させる薬剤を、細胞を用意すること、試験剤で細胞を処理すること、

前述の配列番号の１つまたはそれと相補的な配列にストリンジェントな条件下で

ハイブリダイズする核酸の細胞中の発現のレベルを判定すること、処理した細胞

中の核酸の発現のレベルを未処理の細胞中の核酸の発現のレベルと比較すること

によって同定し、未処理の細胞の核酸の発現のレベルの変化と比較した、処理し

た細胞の核酸の発現のレベルの変化は、細胞中の核酸の発現のレベルを変化させ

る薬剤を示す。本発明はさらに、この方法によって同定される薬剤を含む薬剤組

成物を提供する。

      【００３９】

  他の実施形態では本発明は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１  の１つのヌクレオチド配列またはそれ

と相補的な配列を有する核酸によってエンコードされている、ポリペプチドを含

む薬剤組成物を提供する。

      【００４０】

  一実施形態では本発明は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５
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０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれと相補的な配列にストリ

ンジェントな条件下でハイブリダイズする配列を含む、核酸を含む薬剤組成物に

関する。

      【００４１】

  一実施形態では、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはこれと相補的な配列とストリンジェン

トな条件下でハイブリダイズする核酸の細胞中の発現のレベルを変化させる因子

を以下の方法によって同定する、すなわち、細胞を用意すること、試験剤で細胞

を処理すること、前述の配列番号の１つまたはそれと相補的な配列にストリンジ

ェントな条件下でハイブリダイズする核酸の細胞中の発現のレベルを判定するこ

と、処理した細胞中の核酸の発現のレベルの変化を未処理の細胞中の核酸の発現

のレベルの変化と比較することによって同定し、未処理の細胞中の核酸の発現の

レベルと比較した、処理した細胞中の核酸の発現のレベルの変化は、細胞中の核

酸の発現のレベルを変化させる因子を示す。本発明はさらに、この方法によって

同定される因子を含む薬剤組成物を提供する。

      【００４２】

  他の実施形態では本発明は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１  の１つまたはそれと相補的な配列とス
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トリンジェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を有する核酸に

よってエンコードされている、ポリペプチドを含む薬剤組成物を提供する。一実

施形態では本発明は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つまたはそれと相補的な配列とストリンジェ

ントな条件下でハイブリダイズする配列を含む、核酸を含む薬剤組成物に関する

。

      【００４３】

    （発明の詳細な説明）

  本発明は開示されている核酸配列（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１）および完全長ｃＤＮＡ、ｍＲＮ

Ａ、およびこれらの配列に対応する遺伝子を有する核酸、これらの核酸および遺

伝子（およびこれらの一部分）によってエンコードされているポリペプチドおよ

びタンパク質に関する。

      【００４４】

  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：
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５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：６１の核酸によってエンコードされているポリペプチドおよびタンパク質

も含まれる。これらのポリペプチドおよびタンパク質をエンコードすることがで

きるさまざまな核酸は、遺伝コードの縮重(degeneracy)のため大部分のアミノ酸

は２つ以上のトリプレットコドンによってエンコードされている点において異な

る。このようなコドンの同一性は当分野でよく知られており、本発明の範囲内で

核酸を構築するために、この情報を使用することができる。

      【００４５】

  当該核酸、関連するｃＤＮＡおよび遺伝子によってエンコードされているポリ

ペプチドおよびタンパク質の変異体である核酸によってエンコードされているポ

リペプチドおよびタンパク質をエンコードしている核酸も本発明の範囲内にある

。野生型タンパク質の生物学的活性を高め、追加し、または低下させる１つまた

は複数のアミノ酸置換を有する点において、この変異体は野生型タンパク質と異

なる。ひとたびアミノ酸の変化が選択されると、この変異体をエンコードしてい

る核酸が構築され、その機能は本発明に従って決定される。

      【００４６】

  以下の詳細な記述によって、本発明の核酸配列およびそれらの核酸に対応する

完全長ｃＤＮＡおよびヒト遺伝子を得るか（または作成するか）方法、これらの

核酸および遺伝子が発現する方法、核酸に対応する遺伝子によってエンコードさ

れているポリペプチドまたはタンパク質の相互作用を同定する方法、組織プロフ

ァイリングにおいてプローブとして核酸を使用する方法、診断および治療目的で

核酸、ポリペプチド、およびタンパク質を使用する方法開示する。

      【００４７】

  本明細書で開示する配列は、結腸癌細胞株および／または結腸癌組織から得ら

れるサンプル中で差次的に発現されることが分かっている。さらに、ＣＡＴＸ１

、ＣＡＴＸ２、ＣＡＴＸ３、ＣＡＴＸ４、ＣＡＴＸ５、ＣＡＴＸ６、およびＣＡ

ＴＸ７と指定される核酸配列によってエンコードされているタンパク質は少なく

ともＡＰＣ遺伝子と相互作用し、ＣＡＴＸ１１、ＣＡＴＸ１２、ＣＡＴＸ１３、

ＣＡＴＸ１４、ＣＡＴＸ１５の核酸配列によってエンコードされているタンパク
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質は少なくともＥ１２遺伝子と相互作用し、ＣＡＴＸ８、ＣＡＴＸ９、ＣＡＴＸ

１０の核酸配列はＳＣＬ遺伝子と相同的である。遺伝子と関係のある異なる癌に

ついてのこれらの特異的相互作用および相同性によって、開示した配列もまた他

のタイプの癌に関しても有用性がある可能性があることが示唆される。

      【００４８】

  したがって本発明のある態様は、腫瘍組織中（特に結腸癌細胞株）で差次的に

発現される核酸、このような核酸によってエンコードされているポリペプチド、

およびこれらのポリペプチドと免疫反応性がある抗体、およびこのような組成物

の調製に関する。さらに本発明は、たとえば本発明の核酸の異常な発現含めた障

害を検出および治療するための、診断および治療アッセイおよび試薬を提供する

。

  本明細書では、以下の略語を使用する。

  ＡＰＣ－腺腫性ポリープ症ｃｏｌｉ遺伝子

  ＤＮＡ－デオキシリボ核酸

  ＲＮＡ－リボ核酸

  ｃＤＮＡ－相補的ＤＮＡ

  完全ｃＤＮＡ－完全長メッセンジャーＲＮＡ分子に対応する相補的配列を含む

ｃＤＮＡ

  ＰＣＲ－ポリメラーゼ連鎖反応

  ｂＨＬＨ－基本的ヘリックスループヘリックス

  Ｅ１２－ｂＨＬＨモチーフを含む転写因子をエンコードしている遺伝子

  ＳＣＬ－幹細胞白血病遺伝子

      【００４９】

  一般事項

  本発明はヒト腫瘍中、詳細には固形腫瘍中に存在する癌性細胞たとえば癌腫お

よび肉腫、たとえば乳癌および結腸癌を同定および／または分類するための新規

な方法に部分的に関する。ある核酸配列は、正常な結腸細胞などの関係のある正

常な細胞と比較して、癌細胞株および／または癌組織中で差次的に発現されると

いう発見にこの方法は基づいており、したがって個々の配列の発現のアップレギ
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ュレーションおよび／またはダウンレギュレーションによって腫瘍細胞を同定ま

たは分類し、この場合腫瘍形成が示される。

      【００５０】

  アップレギュレーション（すなわち腫瘍形成遺伝子などのある種の遺伝子の発

現を増大させること）が働いて、悪性の成長が促進される。ダウンレギュレーシ

ョン（すなわち腫瘍抑制遺伝子などの遺伝子の発現を低下させること）も、悪性

の成長を促進する。したがって、いずれかのタイプの遺伝子の発現の変化は、あ

る被験体は癌が進行しているかまたは癌を有しているかどうか（特に結腸癌）を

判定するための診断指標である可能性がある。

      【００５１】

  したがって一態様では、本発明はヒト腫瘍細胞用、たとえば結腸癌細胞用の核

酸分子マーカーなどのバイオマーカーも提供する。本発明はこれらの核酸分子マ

ーカーによってエンコードされているタンパク質も提供する。本発明はこのよう

な癌細胞の治療のため、および癌状態（結腸癌など）の治療のために有用な薬剤

を同定するための方法も特徴とする。従来の方法とは異なり、本発明は進行の初

期の段階で癌細胞を同定するための手段を提供し、したがって癌細胞がヒトの体

中に広がる前に前癌性細胞を同定することができる。この手段によって、潜在的

に癌性の状態を早期に検出すること、癌細胞が体中に広がる前、すなわち可逆的

な癌状態が進行する前に、これらの癌状態を治療することが可能である。

      【００５２】

  定義

  便宜上、本明細書、実施例および添付の特許請求の範囲において使用する、い

くつかの用語およびフレーズの意味を以下に与える。

      【００５３】

  本発明の核酸に適用される「異常な発現」という語は、健康な組織中の核酸の

発現のレベルが異なるか、または健常対象中に存在するポリペプチドの活性が異

なる核酸の発現のレベルのことである。ポリペプチドの活性は異常である可能性

がある。なぜなら、それは元の同等物の活性よりも強いからである。代替的に、

活性が異常である可能性がある。なぜなら元の同等物の活性と比べて、それが弱
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いかまたは存在しないからである。異常活性も活性が変化する可能性がある。た

とえば、異常なポリペプチドは異なる標的ペプチドと相互作用することができる

。遺伝子が過剰発現または過小発現するために、細胞は遺伝子の異常な発現レベ

ルを有する可能性がある。

      【００５４】

  本明細書で使用する「アゴニスト」という語は、タンパク質の生物活性を模倣

またはアップレギュレートする（たとえば助長または補足する）試薬を意味する

。アゴニストは、野生型タンパク質の少なくとも１つの生物活性を有する野生型

タンパク質またはその誘導体であってよい。アゴニストは、遺伝子の発現をアッ

プレギュレートするか、タンパク質の少なくとも１つの生物活性を増大させる化

合物であってもよい。アゴニストは、ポリペプチドと他の分子（たとえば標的ペ

プチドまたは核酸）の相互作用を高める化合物であってもよい。

      【００５５】

  本明細書で「対立変異体」と互換的に使用する「対立遺伝子」という語は、遺

伝子またはその一部分の代替形のことである。対立遺伝子は、相同染色体上の同

じ遺伝子座または位置を占める。ある被験体が１つの遺伝子の２つの異なる対立

遺伝子を有するとき、その被験体はその遺伝子または対立遺伝子について相同的

であるという。ある被験体が１つの遺伝子の２つの異なる対立遺伝子を有すると

き、その被験体はその遺伝子または対立遺伝子について異型であるという。個々

の遺伝子の対立遺伝子は１つのヌクレオチド、または数個のヌクレオチドがそれ

ぞれ異なる可能性があり、ヌクレオチドの置換体、欠失および／または挿入体を

含む可能性がある。遺伝子の対立遺伝子は、突然変異体を含む遺伝子の形であっ

てよい。

      【００５６】

  「遺伝子の多形領域の対立変異体」という語は、異なる個体中の遺伝子の領域

において見られる可能性のある数個のヌクレオチド配列の１つを有する遺伝子の

領域のことである。

      【００５７】

  本明細書で使用する「アンタゴニスト」は、タンパク質の少なくとも１つの生



(37) 特表２００３－５１００２６

物活性をダウンレギュレートする（たとえば抑制または阻害する）試薬を意味す

る。アンタゴニストは、タンパク質と他の分子（たとえば標的ペプチドまたは酵

素基質）の相互作用を阻害または低下させる化合物であってよい。アンタゴニス

トは、遺伝子の発現をダウンレギュレートするか、または存在する発現型タンパ

ク質の量を減少させる化合物であってもよい。

      【００５８】

  本明細書で使用する「抗体」という語は、任意のイソタイプ（ＩｇＧ、ＩｇＡ

、ＩｇＭ、ＩｇＥなど）の抗体すべて、およびセキツイ動物（たとえばホ乳類）

のタンパク質とも特異的に反応するその断片を含むことが企図される。従来の技

法を使用して抗体を断片化することができ、同じ方法で抗体すべてに関して有用

性ついてその断片を調べる。したがってこの語は、タンパク質分解によって切断

されたセグメント、またはあるタンパク質と選択的に反応する能力がある抗体分

子の組換えによって調製した部分を含む。このようなタンパク質分解および／ま

たは組換え断片の非制限的な例にはＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆｖ、

およびペプチド結合剤によって結びついているＶ［Ｌ］および／またはＶ［Ｈ］

ドメインを含む一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）がある。ｓｃＦｖは共有的または非共有

的に結合して、２つ以上の結合部位を有する抗体を形成する。本発明はポリクロ

ーナル、モノクローナル、または抗体および組換え体の他の精製された調製物を

含むが、ヒト化された抗体だけには限られない。

      【００５９】

  「アポトーシス」という現象はよく知られており、細胞のプログラムされた死

として記載することができる。知られているようにアポトーシスは、「壊死」（

毒性物質または他の外的影響によって殺される結果として細胞が死ぬときの現象

）とは対照的である。アポトーシスは染色体濃縮、膜の泡状化、およびＤＮＡの

断片化を伴ない、これらはいずれも顕微鏡による検査によって一般的に見ること

ができる。

      【００６０】

  核酸の異常な発現に「関係がある」または「特徴付けられる」疾患、障害、ま

たは状態とは、被験体の個体の疾患、障害、または状態のことであり、これらの
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疾患、障害、または状態は、核酸の発現の異常なレベルによって引き起こされか

、これに原因があるか、または核酸の発現の異常なレベルを引き起こす。

      【００６１】

  本明細書で使用する「ポリペプチドの生物活性断片」という語は、完全長のポ

リペプチドのことであり、この断片は野生型ポリペプチドの活性を特異的にアゴ

ナイズ（模倣）またはアンタゴナイズ（阻害）する。生物活性断片は少なくとも

１つの他の分子、たとえばタンパク質、小分子、または完全長のタンパク質に結

合することができるＤＮＡと相互作用する能力のある断片であることが好ましい

。

      【００６２】

  互換的に使用される「生物学的活性」または「生物活性」または「活性」また

は「生物学的機能」は、ポリペプチド（元の形状または変性した形状のいずれか

）またはその任意の配列によって直接的あるいは間接的に行われる、エフェクタ

ーまたは抗原機能を本明細書では意味する。生物学的活性はポリペプチドへの結

合、他のタンパク質または分子への結合、ＤＮＡ結合タンパク質として（たとえ

ば、転写調節物として）の活性、損傷したＤＮＡに結合する能力などを含む。生

物活性は、本発明のポリペプチドに直接影響を与えることによって、調節するこ

とができる。または、生物活性は、ポリペプチドのレベルを調節することによっ

て、たとえば対応する遺伝子の発現を調節することによって、変化させることが

できる。

      【００６３】

  「バイオマーカー」という語は、たとえば核酸、ペプチド、ホルモンなどの生

物学的分子のことであり、これらの存在または濃度を検出し、疾患状態などの知

られている状態と関連付けることができる。

      【００６４】

  「細胞」、「宿主細胞」または「組換え宿主細胞」は、本明細書で互換的に使

用される語である。これらの語は個々の対象細胞だけでなく、このような細胞の

子孫または潜在的な子孫を指すことが理解される。世代を継承する際に突然変異

または環境的影響によっていくらかの変化が引き起こされる可能性があるので、
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実際このような子孫が親細胞と同一ではない可能性があるが、これらも本明細書

で使用する語の範囲内に含まれる。

      【００６５】

  「キメラポリペプチド」または「融合ポリペプチド」は、本発明のポリペプチ

ドの１つをエンコードしている第１のアミノ酸配列と、本発明のポリペプチドの

任意のドメインと異質であるかまたは実質的に相同性がないドメイン（たとえば

ポリペプチド部分）を定義する第２のアミノ酸配列の融合体である。キメラポリ

ペプチドは、第１のポリペプチドも発現する組織中（ただし異なるポリペプチド

中）で見られる異質のドメインであるか、「種間」、「遺伝子間」のもの、異な

る種類の生物によって発現されるポリペプチド構造の融合体であってよい。

      【００６６】

  「送達複合体」は標的手段（たとえば、核酸、タンパク質、ポリペプチドまた

はペプチドを標的細胞の表面に高い親和性で結合させる分子、および／または標

的細胞による細胞または核の取り込みが増大すること）を意味するものとする。

標的手段の例には、ステロール（たとえばコレステロール）、脂質（たとえばカ

チオン性脂質、ビロソームまたはリポソーム）、ウイルス（たとえばアデノウイ

ルス、アデノ関連ウイルス、およびレトロウイルス）、または標的細胞特異的結

合剤（たとえば、標的細胞特異的受容体によって認識されるリガンド）がある。

標的細胞による内在化の前に大きなアンカップリングを防ぐために、ｉｎ  ｖｉ

ｔｒｏで充分に安定している複合体が好ましい。しかしながら複合体は、適切な

条件下では細胞外または細胞内において切断可能であり、したがって核酸、タン

パク質、ポリペプチドまたはペプチドは機能的な形で切り離される。

      【００６７】

  よく知られているように、遺伝子または個々のポリペプチドは、個体中のゲノ

ム内の１つまたは多数のコピー中に存在している可能性がある。このような重複

遺伝子は同一であるか、ヌクレオチド置換、付加または欠失を含めたある種の変

異物を有している可能性があり、これらはすべて実質的に同じ活性を有するポリ

ペプチドをコードする。したがって「ポリペプチドをエンコードしているＤＮＡ

配列」という語は、個々の個体中の１つまたは複数の核酸配列をいうことができ
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る。さらに、個々の生物間にヌクレオチド配列のいくらかの違いが存在する可能

性があり、これらは対立遺伝子と呼ばれる。このような対立遺伝子の違いによっ

て、同じ生物学的活性を有するポリペプチドをさらにエンコードしているエンコ

ード型ポリペプチドのアミノ酸配列が異なる結果となることもならないこともあ

る。

      【００６８】

  「均等な」という語は、機能的に均等なポリペプチドをエンコードしているヌ

クレオチド配列を含むことが理解される。均等なヌクレオチド配列は、１つまた

は複数のヌクレオチド置換、付加または欠失が異なる対立遺伝子変異体などの配

列を含むはずであり、したがって対立遺伝子は、遺伝コードの縮重のためにＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

６１  中に示される核酸のヌクレオチド配列と異なる配列を含むはずである。

      【００６９】

  本明細書で使用する「遺伝子」、「組換え遺伝子」、および「遺伝子構築体」

いう語は、エキソンおよび任意選択でイントロン配列も含む、オープンリーディ

ングフレームと関係がある本発明の核酸のことである。

      【００７０】

  「組換え遺伝子」とは、ポリペプチドをエンコードしておりエキソン配列を含

む核酸のことであるが、任意選択でたとえば関連のある（または関連のない）染

色体遺伝子から誘導されるイントロン配列を含んでもよい。「イントロン」いう

語は、タンパク質に翻訳されていない所与の遺伝子中に存在するＤＮＡ配列のこ

とであり、一般にエキソン間に見られる。

      【００７１】

  細胞の「成長」または「成長状態」という語は、細胞の増殖状態およびその分
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化状態のことである。したがって、この語は、たとえばＧ0、Ｇ1、Ｇ2、有糸分

裂期、中期、または終期、およびその分化の状態にある（たとえば未分化である

か、部分的に分化しているか、または完全に分化している）細胞周期の相のこと

である。非制限的に、通常細胞の分化は細胞の増殖率の低下を伴なう。

      【００７２】

  「相同性」または「同一性」または「類似性」とは、２つのペプチド間または

２つの核酸分子間の配列の類似性のことであり、同一性は比較がより厳しい。比

較の目的のために一列に並べることができる配列中の位置をそれぞれ比較するこ

とによって、相同性および同一性をそれぞれ判定することができる。比較する配

列中の位置が同じ塩基またはアミノ酸によって占められるとき、これらの分子は

その位置において同一である。核酸配列間の相同性または類似性または同一性の

程度は、核酸配列によって共有されている位置において、同一であるかまたは整

合しているヌクレオチドの数の関数である。アミノ酸配列の同一性の程度は、ア

ミノ酸配列によって共有されている位置において同一であるアミノ酸の数の関数

である。相同性または類似性の程度は、アミノ酸配列によって共有されている位

置における、アミノ酸（すなわち構造的に関連がある）の数の関数である。「関

連性のない」または「相同的ではない」配列は、本発明の配列の１つとの同一性

が４０％未満である（しかしながら同一性は２５％未満であることが好ましい）

。

      【００７３】

  「同一性の％」という語は、２つのアミノ酸配列間または２つのヌクレオチド

配列間の配列の同一性ことである。比較の目的のために一列に並べることができ

るそれぞれの配列中の位置を比較することによって、同一性をそれぞれ判定する

ことができる。比較する配列中の均等な位置が同じ塩基またはアミノ酸によって

占められるとき、これらの分子はその位置において同一である。その均等な部位

が同じであるかまたは類似のアミノ酸残基（たとえば、立体的および／または電

気的性質が類似である）によって占められるとき、その分子はその位置において

相同的（類似）であると言うことができる。相同性、類似性、または同一性のパ

ーセンテージとしての発現は、比較される配列によって共有されている位置にお
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ける、同一であるかまたは類似のアミノ酸の数の関数である。ＦＡＳＴＡ、ＢＬ

ＡＳＴ、またはＥＮＴＲＥＺを含めた（これらだけには限られないが）、さまざ

まなアラインメントアルゴリズムおよび／またはプログラムを使用することがで

きる。ＦＡＳＴＡおよびＢＬＡＳＴは、たとえばＧＣＧ配列分析パッケージ（Ｕ

ｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）の一

部として利用可能であり、たとえばデフォルト設定と共に使用することができる

。ＥＮＴＲＥＺは、ｔｈｅ  Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ、Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｌｉｂｒ

ａｒｙ  ｏｆ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ  ｏ

ｆ  Ｈｅａｌｔｈ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤを通して利用可能である。一実施形

態では、ギャップウエイト１に関するＧＣＧプログラムによって、２つの配列の

同一性の％を判定することができる。たとえば、それが２つの配列間のただ１つ

のアミノ酸またはヌクレオチドのミスマッチであるかのごとく、それぞれのアミ

ノ酸ギャップが加重される。

      【００７４】

  アラインメントに関する他の技法は、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｖｍｏｌ

ｏｇｙ、ｖｏｌ．２６６：Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｆｏｒ  Ｍａｃ

ｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ（１９９６），

ｅｄ．Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｉｎｃ．、（Ｈａ

ｒｃｏｕｒｔ  Ｂｒａｃｅ  ａｎｄ  Ｃｏ．，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ

ｏｒｎｉａ，ＵＳＡの一部門）に記載されている。配列中のギャップを可能にす

るアラインメントプログラムを使用して、配列を一列に並べることが好ましい。

Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎは、配列アラインメントのギャップを可能にする

アルゴリズムの１タイプである。Ｍｅｔｈ．Ｍｏｌ７０－１８７（１９９７）を

参照のこと。さらに、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｗｕｎｓｃｈアラインメン

ト法を使用するＧＡＰプログラムを使用して、配列を一列に並べることができる

。１つの代替検索戦略はＭＰＳＲＣＨソフトウェアを使用し、これはＭＡＳＰＡ

Ｒコンピュータ上で行う。ＭＰＳＲＣＨはＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎアルゴ

リズムを使用して、巨大なパラレルコンピュータ上で配列を与える。この手法は
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遠方で関連している組み合わせを集める能力を向上させ、小さなギャップおよび

ヌクレオチド配列のエラーに特に寛容性がある。核酸エンコード型アミノ酸配列

を使用して、タンパク質およびＤＮＡのデータベースの両方を検索することがで

きる。

      【００７５】

  個々の配列に関するデータベースは、前述のＭｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｖ

ｍｏｌｏｇｙ  ｅｄ．Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅに記載されている。データベースはＧ

ｅｎｂａｎｋ、ＥＭＢＬ、およびＤＮＡ  Ｄａｔａｂａｓｅ  ｏｆ  Ｊａｐａｎ

（ＤＤＢＪ）を含むが、これらだけには限られない。

      【００７６】

  好ましい核酸は  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１  の１つまたはそれと相補的な配列を含む。さらに

好ましい核酸はＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つの核酸配列とストリンジェントな条件下でハイブ

リダイズする配列を含む。好ましい核酸は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  
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ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つのにおいて示される

配列の核酸配列と少なくとも７０％、より好ましくは８０％同一である、さらに

好ましくは９０％、さらに好ましくは少なくとも９５％同一である配列を有する

。さらに、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つのにおいて表される核酸配列と少なくとも９０％、よ

り好ましくは９５％、最も好ましくは少なくとも約９８～９９％同一である核酸

も、本発明の範囲内である。好ましい実施形態では、核酸はホ乳類のものである

。

      【００７７】

  本明細書で使用する「相互作用する」という語は、天然のタンパク質－タンパ

ク質、タンパク質－核酸、核酸－核酸、およびタンパク質－小分子または核酸－

小分子間の相互作用などの、分子間の検出可能な相互作用（たとえば生化学的な

相互作用）を含むことを意味する。

      【００７８】

  ＤＮＡまたはＲＮＡなどの核酸に関して本明細書で使用する「単離した」とい

う語は、高分子の天然源中に存在する他のＤＮＡまたはＲＮＡからそれぞれ分離

した分子のことである。本明細書で使用する「単離した」という語は、組換えＤ

ＮＡ技法によって生成されるとき細胞性物質、ウイルス性物質、培養基がほとん

どない、または化学的に合成されるとき化学的前駆物質または他の化学物質がほ

とんどない核酸またはペプチドのことである。さらに「単離した核酸」は、天然

には断片として存在せず自然の状態では発見されないであろう核酸断片を含むこ

とを意味する。「単離した」という語は本明細書において、他の細胞性タンパク

質から単離されるポリペプチドを示すためにも使用され、精製型および組換え型
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の両方のポリペプチドを包含することを意味する。

      【００７９】

  本明細書で使用する「調整された」および「差次的に調節された」という語は

、アップレギュレーション（すなわち活性化または刺激、たとえばアゴナイジン

グすることまたは強化することによる）およびダウンレギュレーション（すなわ

ち阻害または抑制、たとえばアンタゴナイジングすること、低下させることまた

は阻害することによる）の両方のことである。

      【００８０】

  「突然変異した遺伝子」という語は、対立遺伝子形の遺伝子のことであり、こ

れは突然変異した遺伝子を有していない被験体と比べて、突然変異した遺伝子を

有する被験体の表現型を変える能力がある。変化した表現型を有するこの突然変

異体について被験体が相同でなければならない場合、この突然変異体は劣勢であ

ると言われる。突然変異した遺伝子の１つのコピーが被験体の表現型を変えるほ

ど充分である場合、その突然変異体は優勢であると言われる。被験体が突然変異

した遺伝子の１つのコピーを有し、相同の表現型と異形の表現型の中間の表現型

を有する（その遺伝子に関して）場合、その突然変異体は共優勢であると言われ

る。

      【００８１】

  添付の配列表中に現れる「Ｎ」という表示は、対応するヌクレオチドの同一性

が知られていないことを示す。したがって「Ｎ」は必ずしも、たとえばＡ、Ｔ、

Ｃ、またはＧなど任意のヌクレオチドについての認められている置換として解釈

されるべきではなく、その同一性が確実には決定されていないヌクレオチドの位

置を保持している。

      【００８２】

  本発明の「ヒトではない動物」には、げっ歯類、ヒトではない霊長類、ヒツジ

、イヌ、ウシ、およびなどのホ乳類、ニワトリ、両生類、爬虫類などのホ乳類で

はない動物がある。好ましいヒトではない動物は、ラットおよびマウス（最も好

ましくはマウス）を含めたげっ歯類ファミリーから選択されるが、ゼノプス属の

メンバーなどのトランスジェニック両生類、およびトランスジェニックチキンも
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、たとえば胚形成および組織形成に影響を与える可能性がある因子を、理解し同

定するための重要なツールとなる可能性がある。「キメラ動物」という語が本明

細書で使用され、その中で組換え遺伝子が見られるか、またはその組換え遺伝子

が動物の一部の細胞（すべての細胞ではない）中で発現している動物を指す。「

組織特異的キメラ動物」という語は、組換え遺伝子の１つが一部の組織（すべて

の組織ではない）中に存在しているか、および／または発現または破壊されてい

ることを示す。

      【００８３】

  本明細書で使用するように、「核酸」という語は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ

）、適切にはリボ核酸（ＲＮＡ）などのポリヌクレオチドのことである。この語

は均等物としてヌクレオチド類縁体から作成されるＲＮＡまたはＤＮＡのいずれ

かの類縁体、および記載の実施形態に適用可能なものとして改質することも可能

である一本（センスまたはアンチセンス）および二本鎖ポリヌクレオチドを含む

ことも理解すべきである。ＥＳＴ、染色体、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、rＲＮＡは、

核酸と呼ぶことができる分子の代表的な例である。

      【００８４】

  「配列番号Ｘのヌクレオチド配列と相補的なヌクレオチド配列」という語は、

配列番号がＸである核酸鎖の相補鎖のヌクレオチド配列のことである。「相補鎖

」という語は、本明細書では「相補体」という語と互換的に使用される。核酸鎖

の相補体は、コーディング鎖の相補体または非コーディング鎖の相補体であって

よい。

      【００８５】

  「多形性」という語は、２つ以上の形の遺伝子またはその一部分（たとえば対

立遺伝子変異体）が共存することである。少なくとも２つの異なる形、すなわち

２つの異なるヌクレオチド配列がある遺伝子の一部分は、「遺伝子の多形領域」

と呼ばれる。多形領域は１つのヌクレオチドであってよく、その同一性は異なる

対立遺伝子において異なる。多形領域は数個のヌクレオチドの長さであってもよ

い。

      【００８６】
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  「多形遺伝子」とは、少なくとも１つの多形領域を有する遺伝子のことである

。

      【００８７】

  本明細書で使用するように、「プロモーター」という語は、プロモーターに動

作可能に結合している選択されたＤＮＡ配列の発現を調節し、細胞中でその選択

されたＤＮＡ配列の発現を行うＤＮＡ配列を意味する。この語は「組織特異的」

プロモーター、すなわち特定の細胞中（たとえば特異的組織の細胞）のみで選択

されたＤＮＡ配列の発現を行うプロモーターを包含する。この語はいわゆる「漏

出」プロモーターも含み、これは主に１つの組織中で選択されたＤＮＡの発現を

調節するが、他の組織中においても同様に発現を引き起こす。この語は非組織特

異的プロモーター、および構造的に発現されるかあるいは誘導性である（すなわ

ち、発現レベルを調節することができる）プロモーターも包含する。

      【００８８】

  遺伝子産物を指すとき、「タンパク質」、「ポリペプチド」、および「ペプチ

ド」という語を本明細書において互換的に使用する。

      【００８９】

  「組換えタンパク質」という語は、組換えＤＮＡ技法によって生成される本発

明のポリペプチドのことであり、一般的にはポリペプチドをエンコードしている

ＤＮＡが適切な発現ベクター中に挿入され、次にこれを使用して宿主細胞を形質

転換し、異形タンパク質を生成する。さらに組換え遺伝子に関する「から誘導さ

れる」というフレーズは、元のポリペプチドのアミノ酸配列を有するタンパク質

である「組換えタンパク質」、または天然に存在する形のポリペプチドの置換お

よび欠失を含めた（切断含む）突然変異によって生成する、それと類似のアミノ

酸配列の意味を含むことを意味する。

      【００９０】

  本明細書で使用する「小分子」という語は、分子量が約５ｋＤ未満、最も好ま

しくは約４ｋＤ未満である組成物を指すことを意味する。小分子は核酸、ペプチ

ド、ポリペプチド、ペプチド模倣体、炭水化物、脂質または他の有機（炭素含有

）または無機分子であってよい。多くの製薬会社は、化学的および／または生物
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学的混合物（真菌性、細菌性、または藻類の抽出物であることが多い）の広大な

ライブラリーを有しており、本発明の任意のアッセイによってこれらを調べて、

生物活性を調整する化合物を同定することができる。

      【００９１】

  「固体相」とは、本発明の核酸または抗体が接着することができる非水性マト

リックスのことである。本明細書に包含される固体相の例には、たとえば調節型

孔ガラスで部分的または全体的にガラスで形成されているもの、たとえばアガロ

ースなどの多糖類、ポリカーボネートなどの有機ポリマー、ポリアクリルアミド

、ポリスチレン、ポリビニルアルコール、およびシリコーンがある。ある実施形

態ではコンテクストに応じて、固体相はアッセイプレートのウエルを含むことが

でき、他の実施形態では、それは精製カラム（たとえば親和性クロマトグラフィ

カラム）である。この語は、米国特許第４，２７５，１４９号に記載される固体

相などの、離散的粒子の不連続的な固体相も含む。

      【００９２】

  本明細書で使用するように、「特異的にハイブリダイズする」または「特異的

に検出する」という語は、たとえばＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の任意の１つにおいて指定される核

酸の少なくとも一部分、例えば約６、１２、１５、２０、３０、５０、１００、

１５０、２００、３００、３５０、４００、５００、７５０、または１０００個

の連続ヌクレオチドのまたはこれと相補的な配列、または天然に存在するその突

然変異体にハイブリダイズする、本発明の核酸分子の能力のことであり、その結

果本発明の核酸分子は、異なるタンパク質をエンコードしている細胞の核酸（た

とえばｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡ）に１５％未満、好ましくは１０％未満、よ

り好ましくは５％未満バックグランドハイブリダイゼーションする。好ましい実
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施形態では、オリゴヌクレオチドプローブが特異的な核酸のみを検出する。たと

えば、オリゴヌクレオチドプローブは類似または関連核酸、またはその相補体と

は実質的にハイブリダイズしない。

      【００９３】

  「転写調節配列」は本明細書を通じて使用される一般的な語であり、開始シグ

ナル、エンハンサー、およびプロモーターなどのＤＮＡ配列のことを指し、これ

らはこれらに動作可能に結合している配列をコードしているタンパク質の転写を

誘導または調節する。好ましい実施形態では、遺伝子の１つの転写はプロモータ

ー配列（または他の転写調節配列）の制御下にあり、この配列がその中での発現

しようとする細胞型中の組換え遺伝子の発現を制御する。組換え遺伝子は、天然

に存在する形のポリペプチドの転写を制御する配列と同じであるかまたは異なる

転写調節配列の制御下にある可能性があることも理解されるはずである。

      【００９４】

  本明細書で使用するように、「トランシフェクション」という語は、核酸仲介

型の遺伝子の移動による核酸の受容細胞への導入（たとえば発現ベクターを介す

る）を意味する。本明細書で使用するように、「形質転換(transformation)」と

は、外因性ＤＮＡまたはＲＮＡの細胞の取り込みの結果として細胞の遺伝子型を

変化させる方法のことであり、たとえば形質転換された細胞はポリペプチドの組

換え形を発現し、または、移動した遺伝子からのアンチセンス発現の場合は、標

的遺伝子の発現が中断される。

      【００９５】

  本明細書で使用するように、「トランスジーン(transgene)」という語は、細

胞内に導入されている核酸配列（またはそのアンチセンス転写物）を意味する。

トランスジーンは、それが導入されるトランスジェニック動物または細胞と部分

的または全体的に異型（すなわち異質）であるか、またはそれが導入されるトラ

ンスジェニック動物または細胞の内因性遺伝子と同質であるが、それが挿入され

る細胞のゲノムを変化させるような方法で、動物のゲノム中に挿入されるように

設計されている（または挿入される）（たとえばトランスジーンは、本来の遺伝

子と異なる位置に挿入され、すなわちその挿入がノックアウトを引き起こす結果
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となる）。トランスジーンが、エピソームの形で細胞中に存在する可能性もある

。トランスジーンは、１つまたは複数の転写調節配列およびイントロンなどの任

意の他の核酸を含むことができ、選択した核酸の最適な発現に必要である可能性

がある。

      【００９６】

  「トランスジェニック動物」とは任意の動物のことであり、その動物の１つま

たは複数の細胞が人間の介在（当分野でよく知られるトランスジェニック技法な

ど）によって導入される異型の核酸を含むヒトではない動物（鳥類または両生類

）であることが好ましい。ミクロインジェクションまたは組換えウイルスとの感

染などによる意図的な遺伝的操作によって、細胞の前駆物質への導入により直接

的または間接的に、核酸が細胞内に導入される。遺伝的操作という語は、古典的

な異種交配、またはｉｎ  ｖｉｔｒｏでの受精は含まず、組換えＤＮＡ分子の導

入を対象とする。この分子は染色体中に組み込むことができるか、または染色体

外で複製しているＤＮＡであってよい。本明細書に記載する典型的なトランスジ

ェニック動物では、トランスジーンが本発明のポリペプチドの１つの組換え形、

たとえばアゴニスティックまたはアンタゴニスティック形のいずれかを細胞に発

現させる。しかしながら、組換え遺伝子がサイレントであるトランスジェニック

動物、たとえば以下に記載するＥＬＰまたはＣＲＥリコンビナーゼ依存構築体も

企図される。さらに「トランスジェニック動物」は、１つまたは複数の遺伝子の

遺伝子破壊が、組換えおよびアンチセンス技法の両方を含めた人間の介在によっ

て引き起こされる組換え動物も含む。

      【００９７】

  本明細書で使用する「処置」という語は、状態または疾患の少なくとも１つの

徴候を治療および改善することを包含するものとする。

      【００９８】

  「ベクター」という語は、他の核酸分子を運びそれを結合させる能力がある核

酸分子のことである。好ましいベクターの１タイプはエピソープ、すなわち染色

体外で複製を行う能力がある核酸である。好ましいベクターは、自発的複製する

かおよび／またはそれらが結合している核酸を発現させる能力があるベクターで
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ある。ベクターが動作可能に結合している遺伝子の発現を指示する能力があるベ

クターを、本明細書では「発現ベクター」と呼ぶ。一般に、組換えＤＮＡ技法に

おいて有用な発現ベクターは「プラスミド」の形であることが多く、一般にプラ

スミドとは環状二本鎖ＤＮＡ分子のことであり、これはベクターの形では染色体

に結合しない。本明細書では、「プラスミド」および「ベクター」を互換的に使

用する。なぜなら、プラスミドは最も一般的に使用される形のベクターであるか

らである。しかしながら本発明は、均等な機能を果たししたがって当分野で知ら

れるようになる、このような他の形の発現ベクターを含むことが企図される。

      【００９９】

  「野生型対立遺伝子」という語は、被験体中の２つのコピー中に存在する遺伝

子が野生型の表現型に結果としてなるとき、その遺伝子の対立遺伝子のことであ

る。遺伝子中で変化するあるヌクレオチドが、そのヌクレオチドの変化によって

遺伝子の２つのコピーを有する被験体の表現型に影響を与える可能性はないので

、特定の遺伝子のいくつかの異なる野生型対立遺伝子が存在する可能性がある。

      【０１００】

  本発明の核酸

  以下に記載するように、本発明の一態様は単離した核酸配列、変異体、および

／またはこのような核酸の均等物に関する。

      【０１０１】

  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：６１またはそれと相補的な配列を含む本発明の核酸は、腫瘍細胞、たとえ

ば結腸癌由来の細胞株中で（正常な組織、たとえば正常な結腸組織および／また

は正常な非結腸組織における発現レベルと比べて）差次的に発現するものとして

同定されている。ある実施形態では、本発明の核酸は、少なくとも２倍、好まし



(52) 特表２００３－５１００２６

くは少なくとも５倍、さらに好ましくは少なくとも２０倍、さらに好ましくは少

なくとも５０倍以上差次的に発現される。好ましい核酸には、結腸癌細胞組織お

よび結腸癌細胞株の両方において差次的に発現すると同定されている配列がある

。好ましい実施形態では、本発明の核酸は腫瘍細胞中、特に結腸癌組織および／

または結腸癌由来の細胞株中でアップレギュレートされる。他の実施形態では、

本発明の核酸は腫瘍細胞中、特に結腸癌組織および／または結腸癌由来の細胞株

中でダウンレギュレートされる。

      【０１０２】

  特に好ましいポリペプチドは、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の核酸配列と少なくとも約７０％、７

５％、８０％、９０％、９５％、９７％、または９８％類似である核酸配列によ

ってエンコードされているポリペプチドである。核酸は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の核酸に対応

するヌクレオチド配列の全体または一部分（たとえば少なくとも約１２個、少な

くとも約１５個、少なくとも約２５個、または少なくとも約４０個以上のヌクレ

オチド）、またはそれと相補的な配列を含むことが好ましい。

      【０１０３】

  本発明の他の好ましい核酸は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  Ｉ



(53) 特表２００３－５１００２６

Ｄ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つによってエンコードされている

ポリペプチドの少なくとも一部分を含むポリペプチドをエンコードしている。た

とえば、プローブ／プライマーまたはアンチセンス分子（すなわちコードしてい

ない核酸分子）として使用するための好ましい核酸分子は、少なくとも約１２、

２０、３０、５０、６０、７０、８０、９０、または１００塩基対の長さ～完全

長の遺伝子を含むことができる。コード型核酸分子は、たとえば約５０、６０、

７０、８０、９０、または１００以上の塩基対～完全遺伝子の長さを含むことが

できる。

      【０１０４】

  本発明の他の態様は、ストリンジェンシー（ｓｔｒｉｎｇｅｎｃｙ）が低い、

中程度、または高い条件下でＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つによって表される核酸配列、または

この配列と相補的な配列にハイブリダイズする核酸を提供する。ＤＮＡのハイブ

リダイゼーションを促進する適切なストリンジェンシー条件、たとえば約４５℃

で６．０×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）、次に５０℃での２

．０×ＳＳＣの洗浄、は当業者に知られているか、またはＣｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒ

ｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉ

ｌｅｙ  &  Ｓｏｎｓ、Ｎ．Ｙ．（１９８９）、６．３．１－１２．３．６にお

いて見ることができる。たとえば、洗浄ステップ中の塩の濃度は低ストリンジェ

ンシー（５０℃での約２．０×ＳＳＣ）～高ストリンジェンシー（５０℃での約
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０．２×ＳＳＣ）から選択することができる。さらに、洗浄ステップにおける温

度は、室温、約２２℃の低ストリンジェンシー条件から約６５℃の高ストリンジ

ェンシー条件に上昇させることができる。温度および塩の両方が変化するか、ま

たは一方変化しても温度または塩濃度は、変化可能な他方が変化しても、一定に

保たれる可能性がある。好ましい実施形態では、ストリンジェンシーが適度な条

件下、たとえば約２．０×ＳＳＣおよび約４０℃で、本発明の核酸は  ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１

の１つ、またはこれと相補的な配列と結合するはずである。特に好ましい実施形

態では、ストリンジェンシーが高い条件下で、本発明の核酸分子はＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１

つ、またはこれと相補的な配列と結合するはずである。

      【０１０５】

  一実施形態では本発明は、低ストリンジェンシー条件下（室温での６×ＳＳＣ

、次に室温での２×ＳＳＣの洗浄）でハイブリダイズする核酸を提供する。

      【０１０６】

  他の実施形態では本発明は、高ストリンジェンシー条件下で（６５℃での２×

ＳＳＣ、次に６５℃での０．２×ＳＳＣの洗浄）ハイブリダイズする核酸を提供

する。

      【０１０７】
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  遺伝コードの縮重のために、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１つで示されるヌクレオチド配列また

はこれと相補的な配列と異なる配列を有する核酸も本発明の範囲内である。この

ような核酸は、機能的に均等なペプチド（すなわち均等または類似の生物学的活

性を有する）をエンコードしているが、遺伝コードの縮重のために配列表中に示

される配列とは配列が異なる。たとえば、いくつかのアミノ酸は２つ以上のトリ

プレットによって指定される。同じアミノ酸またはシノニムを指定するコドン（

たとえば、ＣＡＵおよびＣＡＣはそれぞれヒスチジンをエンコードする）は、「

サイレント」突然変異につながる可能性があり、この突然変異がポリペプチドの

アミノ酸配列に影響を及ぼすことはない。しかしながら、本発明のポリペプチド

のアミノ酸配列の変化につながらない、ＤＮＡ配列の多形性がホ乳類の間に存在

することが予期される。ポリペプチドの活性を有するポリペプチドをエンコード

している核酸の、１つまたは複数のヌクレオチド中のこのような変化（たとえば

、ヌクレオチドの約３～５％まで）が、元の対立遺伝子が変化するために、所与

の種の個体間に存在することを当業者は理解するはずである。

      【０１０８】

  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：６１の核酸、またはこれと相補的な配列よってエンコードされているタン

パク質のスプライシング変異体をエンコードしている核酸、またはこのようなタ
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ンパク質の天然の相同体も、本発明の範囲内である。本明細書に記載するように

、ハイブリダイゼーションまたはＰＣＲによって、このような相同体をクローン

化することができる。

      【０１０９】

  ポリヌクレオチド配列はリーダー配列、たとえば本発明のポリペプチドの本来

のリーダー配列または異型のリーダー配列をエンコードしていてもよい。たとえ

ば、所望のＤＮＡ配列を同じリーディングフレーム中で、宿主細胞からのポリペ

プチドの発現および分泌を補助するＤＮＡ配列、たとえば細胞からのポリペプチ

ドの輸送を調節するために分泌配列として機能するリーダー配列に融合すること

ができる。リーダー配列を有するタンパク質はプレタンパク質であり、宿主細胞

によって切断されるリーダー配列を有し、タンパク質の成熟形を形成する可能性

がある。

      【０１１０】

  本発明のポリヌクレオチドは、フレーム中でマーカー配列（本明細書では「タ

グペプチド」をエンコードしている「タグ配列」とも呼ぶ）と融合させることが

でき、この配列によって本発明のマーキングおよび／または精製が可能になる。

好ましい実施形態ではマーカー配列は、たとえばＰＱＥ－９ベクターによって供

給されるヘキサヒスチジンタグである。おおくの他のタグペプチドは市販されて

いる。他の頻繁に使用されるタグには、ｃ－ｍｙｃからの１０残基配列を含むｍ

ｙｃ－エピトープ（たとえばＥｌｌｉｓｏｎ他（１９９１）Ｊ  Ｂｏｉｌ  ｈｅ

ｍ２６６：２１１５０－２  １１５７を参照のこと）、ｐＦＬＡＧシステム（Ｉ

ｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｉｎｃ．）、ｐ

ＥＺＺ－ｐｒｏｔｅｉｎ  Ａｓｙｓｔｅｍ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，ＮＪ）、およ

びヘモフィルスインフルエンザ赤血球凝集素タンパク質の１６個のアミノ酸部分

がある。さらに、反応物、たとえばタグポリペプチドと特異的に相互作用する抗

体が入手でき、または調製や同定できる限りは、任意のポリペプチドをタグとし

て使用することができる。

      【０１１１】

  以下に述べる実施例によって示されるように、多くの真核細胞のいずれかに存
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在するｍＲＮＡから核酸を得ることができ、核酸は好ましくは原生動物(metazoa

n)の細胞から、さらに好ましくはセキツイ動物の細胞から、さらに好ましくはホ

乳類の細胞から得られる。本発明の核酸を成体および胚の両方のゲノムＤＮＡか

ら得ることも可能であるはずである。たとえば、当業者に一般的に知られている

プロトコルに従って、ｃＤＮＡまたはゲノムライブラリーのいずれかから遺伝子

をクローン化することができる。細胞、たとえばセキツイ動物の細胞、哺乳動物

の細胞、またはヒト細胞（胚細胞を含めて）からすべてのｍＲＮＡを単離するこ

とによって、ｃＤＮＡを得ることができる。そして、すべてのｍＲＮＡから二本

鎖ｃＤＮＡを作製し、その後多くの知られている技法の任意の１つを使用して、

ｃＤＮＡを適切なプラスミドまたはバクテリオファージベクターに挿入すること

ができる。本発明が提供するヌクレオチド配列情報に従って、確立したＰＣＲ増

幅技法を使用して遺伝子をクローン化することもできる。

      【０１１２】

  本発明は、この生物学的物質から得られる核酸配列のヌクレオチド配列を有す

るポリヌクレオチドをその範囲内に含み、この核酸はストリンジェントな条件下

（たとえば参照によって参照することによって援用する米国特許第５，７０７，

８２９号に記載されているように６５℃での少なくとも約４×ＳＳＣ、または４

２℃での少なくとも約４×ＳＳＣ）で  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の少なくとも１つの少なくとも

１５個の連続ヌクレオチドとハイブリダイズする。これによって、ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  
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ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の１

つの少なくとも１５個の隣接ヌクレオチドがプローブとして使用されるとき、そ

のプローブは相補的配列を含む（生物学的物質の）遺伝子またはｍＲＮＡと優先

的にハイブリダイズするはずであり、選択したプローブに特異的にハイブリダイ

ズする生物学的物質の核酸の同定および探索(retrieval)が可能になることが企

図される。同じ遺伝子またはｍＲＮＡから誘導されるｃＤＮＡが１つのｍＲＮＡ

に対応する場合、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１のうちの２つ以上からのプローブは、同じ遺伝子また

はｍＲＮＡとハイブリダイズするはずである。１５個を超えるヌクレオチドのプ

ローブを使用することができるが、特異的な同定のためには１５個のヌクレオチ

ドは充分な配列である。

      【０１１３】

  さらに本発明は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

５；ｏｒ  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８  の１つとの

相同性が少なくとも８０％である核酸配列によってエンコードされているアミノ

酸配列を含むペプチドまたはタンパク質を含み、さらにこのペプチドまたはタン

パク質は、酵母菌２ハイブリッドシステムにおいてＡＰＣと相互作用する。

      【０１１４】

  さらに本発明は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ｏｒ  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６の１つとの相同性が

少なくとも８０％である核酸配列によってエンコードされているアミノ酸配列を

含むペプチドまたはタンパク質を含み、さらにこのペプチドまたはタンパク質は
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、酵母菌２ハイブリッドシステムにおいてＥ１２と相互作用する。

      【０１１５】

  本発明の核酸のいくつかは部分的なｍＲＮＡ転写産物であるので、本発明の２

つ以上の核酸は、同じｍＲＮＡ転写産物および同じ遺伝子の異なる領域である可

能性がある。したがって、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２

９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１  の２つ以上が同じクローンに属していると

同定される場合、いずれかの配列を使用して完全長ｍＲＮＡまたは遺伝子を得る

ことができる。核酸関連ポリヌクレオチドを、ｃＤＮＡライブラリーから単離す

ることもできる。これらのライブラリーは、ヒト結腸細胞のｍＲＮＡから作製さ

れることが好ましく、ヒト結腸癌特異的組織から作製されることがさらに好まし

い。他の実施形態では、正常なヒト結腸特異的組織から作製したライブラリーか

ら核酸を単離する。他の実施形態では本発明は、ヒト結腸癌腫細胞株ＨＣＴ１１

６（ＡＴＣＣＮｏ．ＣＣＬ－２４７）から作製したライブラリー、および正常な

ヒト結腸特異的組織または結腸癌特異的組織のいずれかから作製したライブラリ

ーの両方から単離することができる核酸配列を開示する。これらの配列を、ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

６１  として配列表中に記載する。前述のようにＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ
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Ｏ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１のアラインメントは、

関連タンパク質またはポリヌクレオチドの細胞株または組織源は、核酸関連ｃＤ

ＮＡの源としても使用できる可能性があることを示すことができる。

      【０１１６】

  核酸配列ライブラリーを生み出し調べるための技法は、たとえばＳａｍｂｒｏ

ｏｋ他、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  

Ｍａｎｕａｌ」（Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、１９９８）に記載されている。ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２

７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ；３８：ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１からの配列に基

づくプライマーを使用することによって、ｃＤＮＡを作製することができる。一

実施形態では、ポリアデニル化したｍＲＮＡのみからｃＤＮＡライブラリーを作

成することができる。したがって、ポリ－Ｔプライマーを使用して、ｍＲＮＡか

らｃＤＮＡを作製することができる。ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１のアラインメントが、関連ポリペ

プチドまたはポリヌクレオチドの同定につながる可能性がある。本明細書で開示

するいくつかのポリヌクレオチドは、検索手順中にマスキングにかけられた繰り
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返し領域を含む。この繰り返し領域についての情報を以下で論じる。

      【０１１７】

  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：６１  の配列を有するポリヌクレオチドの構築体を合成的に生み出すこと

ができる。代替方法として、多数のオリゴデオキシリボヌクレオチドからの遺伝

子およびすべてのプラスミドの単一ステップアセンブリが、Ｓｔｅｍｍｅｒ他、

Ｇｅｎｅ（Ａｍｓｔｅｒｄａｍ）（１９９５）１６４（ｉ）：４９－５３によっ

て記載されている。この方法では、アセンブリＰＣＲ（多数のオリゴデオキシリ

ボヌクレオチド（オリゴ）からの長いＤＮＡ配列の合成）が記載されている。こ

の方法はＤＮＡシャッフリング（Ｓｔｅｍｍｅｒ他、Ｎａｔｕｒｅ（１９９７）

３７０：３８９－３９１）に由来し、ＤＮＡリガーゼを利用するものではなく、

その代わりにＤＮＡポリメラーゼを利用して、アセンブリプロセス中に非常に長

いＤＮＡ断片を作成する。たとえば１つの反応中で、それぞれの長さがヌクレオ

チド４０個分である合計５６のオリゴから、ＴＥＭ－１  βラクタマーゼをエン

コードしている遺伝子（ｂｌａ）を含む１．１ｋｂの断片を組み立てることがで

きる。合成遺伝子をＰＣＲ増幅し、たとえば唯一の選択可能なマーカーとしてテ

トラサイクリン耐性遺伝子（Ｔｃ－Ｒ）を含むベクター中でクローン化すること

ができる。アンピシリン（Ａｐ）選択を利用しないと、７６％のＴｃ－Ｒコロニ

ーはＡｐ－Ｒであり、この手法は任意の遺伝子を迅速でコスト効果的に合成する

ための一般的な方法となる。

      【０１１８】

  当分野で認められている方法を使用する新規な配列の機能的および構造的モチ

ーフの同定

  酵母菌２ハイブリッドシステムまたは低ストリンジェンシーＰＣＲにおいてｃ



(62) 特表２００３－５１００２６

ＤＮＡライブラリーを使用して、他の核酸またはタンパク質との相互作用によっ

て、本発明の核酸を同定した。本発明で使用した酵母菌２ハイブリッドアッセイ

は、Ｆｉｅｌｄｓおよび同僚によって開発された方法（Ｎａｔｕｒｅ、３４０：

２４５－２４７、１９８９）に基づいていた。酵母菌２ハイブリッドアッセイは

、ｉｎ  ｖｉｔｒｏのタンパク質－タンパク質相互作用を検出するために設計さ

れている、酵母菌をベースとする遺伝的アッセイである。この２ハイブリッドア

ッセイに関して得られる良い結果によって遺伝子、たとえばｃＤＮＡライブラリ

ー（それらの遺伝子は標的タンパク質（「ｂａｉｔ」）と相互作用する候補タン

パク質をエンコードしている）からの遺伝子の存在の検出が可能になる。この方

法は、真核生物の転写活性化タンパク質は２つの物理的に分離可能なドメインか

らなるという事実に基づいている。１つはＤＮＡ結合ドメイン（「ＢＤ」）とし

て作用し、他方は転写活性化ドメイン（「ＡＤ」）として作用する。酵母菌２ハ

イブリッドシステムでは、特異的なＤＮＡ配列、たとえばＧＡＬ４応答要素を含

み、特異的なＤＮＡ配列がｂａｉｔに結合している組換えＢＤタンパク質と相互

作用することができるレポーター酵母菌株を使用する。この応答要素は、この要

素によって調節されるレポーター遺伝子（たとえばＬａｃ  ＺおよびＨＩＳ３）

の上流部分である。さらにこの応答要素は、候補タンパク質のライブラリーに結

合している組換えＢＤタンパク質と相互作用することができるプロモーター配列

に結合している。ＢＤおよびＡＤは両方共に、細胞中またはｉｎ  ｖｉｔｒｏで

の転写の正常な活性化のために必要とされる。したがって、転写機構の他の成分

を含むことによって転写を開始させることができる。細胞中では、両方のドメイ

ンは正常では同じタンパク質の一部であるが、酵母菌２ハイブリッドシステムで

は、タンパク質複合体（ＢＤ標的型タンパク質およびＡＤライブラリータンパク

質）として、機能的活性化タンパク質を組み立てることができる。

      【０１１９】

  機能的に関係があるタンパク質を同定する他の方法は、知られている核酸また

はペプチドまたはタンパク質の機能的または保存的領域から生じるプライマーを

用いる、ｃＤＮＡライブラリーの低ストリンジェンシーＰＣＲスクリーニングで

ある。
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      【０１２０】

  知られている配列へのその相互作用または相同性によってひとたび核酸が同定

されると、核酸、ＣＤＮＡ、または完全遺伝子のヌクレオチド配列の翻訳物を、

個々の知られている配列と一列に並べることができる。このアラインメントが、

同定した配列中の追加的な異なる機能的ドメインの同定につながる可能性がある

。さらに、２個以上の個々の配列と類似性を示す配列は、個々の配列のいずれか

または両方に特徴的な活性を示す可能性がある。

      【０１２１】

  最近種のポリヌクレオチド配列の完全長配列および断片をプローブおよびプラ

イマーとして使用して、核酸の完全長配列を同定し単離することができる。最近

種は、核酸の完全長配列用のライブラリーを構築するために使用される、組織ま

たは細胞タイプを示すことができる。

      【０１２２】

  典型的には、核酸は合計６つのフレーム中で翻訳されて、個々の配列について

の最良のアラインメントが決定される。本明細書で配列表において開示する配列

は５’から３’方向であり、３つのフレーム中での翻訳が充分である可能性があ

る（実施例中に記載する数個の具体的例外を除いて）。これらのアミノ酸配列は

、一般にクエリー配列と呼ばれており、個々の配列と一列に並ぶはずである。

      【０１２３】

  前に開示した任意の方法によって、核酸配列を知られている遺伝子について比

較することができる。個々およびクエリー配列アラインメントの結果は、３つの

カデゴリー、類似性が高い、類似性が低い、類似性がまったくない、に分けるこ

とができる。高類似性～低類似性の範囲の個々のアラインメントの結果によって

、ポリペプチド活性および／または構造を決定するための基盤が提供される。

      【０１２４】

  個々の結果を分類するためのパメーターには以下のものがある。最強のアライ

ンメントが見られるアラインメント領域長のパーセンテージ、配列同一性のパー

セント、およびｐ値である。

      【０１２５】
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  クエリー配列と個々の配列の間のアミノ酸マッチの数を数え、マッチの合計数

を最強のアラインメントの領域中で見られる個々の配列の残基の数で割ることに

よって、配列同一性のパーセントを計算する。前述の例では、同一性のパーセン

トは、１１個のアミノ酸で割られる１０マッチ、すなわち約９０．９％であろう

。

      【０１２６】

  ｐ値とは、アラインメントが偶然に生み出される確率である。１つのアライン

メントについては、Ｋａｒｌｉｎ他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．

８７：２２６４（１９９０）およびＫａｒｌｉｎ他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．９０：（１９９３）に従ってｐ値を計算することができる。Ａｌ

ｔｓｃｈｕｌ他、Ｇｅｎｅｔ．６：１１９（１９９４）に記載されている発見的

手法を使用して、同じクエリー配列を使用する多数のアラインメントのｐ値を計

算することができる。ＢＬＡＳＴプログラムなどのアラインメントプログラムは

、ｐ値を計算することができる。

      【０１２７】

  前述のＤｏｏｌｉｔｔｌｅ、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、

ＢＬＡＳＴまたはＦＡＳＴＡプログラムに従って、または配列同一性が最高であ

るエリアを決定することによって、配列が一列に並ぶ領域の境界を決定すること

ができる。

      【０１２８】

  前述のＤｏｏｌｉｔｔｌｅ、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、

ＢＬＡＳＴまたはＦＡＳＴＡプログラムに従って、または配列同一性が最高であ

るエリアを決定することによって、配列が一列に並ぶ領域の境界を決定すること

ができる。

      【０１２９】

  同一性または類似性の決定について考慮する他の因子は、類似性または同一性

の位置である。アラインメントの長さが短い場合でも、強い局部的なアラインメ

ントは類似性を示すことができる。クエリー配列の長さ全体に分散する配列同一

性は、クエリー配列とプロファイル配列の間の類似性も示すことができる。
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      【０１３０】

  プローブおよびプライマー

  腫瘍細胞、特に結腸癌の細胞系および組織からの核酸配列のクローニングによ

って決定した核酸配列は、他の組織から得られたものなど他の細胞系における相

同体、ならびに他の哺乳動物からの相同体の同定および／またはクローニングの

ために設計されたプローブおよびプライマーの作製を可能にする。プローブ／プ

ライマーとして有用なヌクレオチド配列として、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１にリストされた配列、

またはそれらに相補的な配列の全てもしくは一部、またはＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ；４２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の全てもしく

は一部とストリンジェントな条件下でハイブリッドを形成する配列が含まれる。

例えば、本発明は実質的に精製されたオリゴヌクレオチドを含むプローブ／プラ

イマーを提供するが、このオリゴヌクレオチドはＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の各配列、またはそれ
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に相補的な配列、またはその自然突然変異体からなる群から選択されたセンス配

列もしくはアンチセンス配列の少なくとも約１２個、好ましくは２５個、より好

ましくは４０、５０、もしくは７５個の連続するヌクレオチドからその全長にい

たるまでとストリンジェントな条件下でハイブリッドを形成するヌクレオチド配

列を含む。例えば、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１に示された核酸、またはそれに相補的な配列示され

る核酸に基づいたプライマーをＰＣＲ反応を用いて、その配列の相同体をクロー

ニングすることができる。

      【０１３１】

  別の実施形態において、本発明は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の各配列、またはその自然突然変

異体かなる群から選択されたセンス配列もしくはアンチセンス配列の少なくとも

約１２、１６、２５、４０、５０もしくは７５個の連続するヌクレオチドからそ

の全長にいたるまでと中等度のストリンジェントな条件下でハイブリッドを形成

するヌクレオチド配列を含むプローブ／プライマーを提供する。

      【０１３２】

  特に、このようなプローブは本発明の野生型遺伝子における突然変異を検出す

る手段を提供するので有用である。本発明の野生型遺伝子と相補的で、突然変異

遺伝子とは不正対合(mismatches)を形成できる核酸プローブが提供されており、
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酵素的もしくは化学的切断よって、または電気泳動移動度のシフトによって検出

を可能にしている。同様に、対象の配列に基づくプローブを用いて、例えば予後

もしくは診断検定で使用するために、同じつまり相同のタンパク質をエンコード

する転写物またはゲノム配列を検出することができる。好ましい実施形態におい

て、このプローブは、更にそれに結合させた標識基を含むので検出が可能である

。この標識基としては、たとえば放射性同位体、蛍光化合物、化学発光化合物、

酵素、および酵素補助因から選択される。

      【０１３３】

  本発明の核酸を含む完全長ｃＤＮＡ分子を以下のようにして得る。ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の

各配列またはそれに相補的な配列の少なくとも約１２、１５、１８もしくは２０

個のヌクレオチドからその全長にいたるまでを含む対象の核酸またはその一部を

ハイブリッド形成プローブとして用い、参照により本明細書に援用する米国特許

第５，６５４，１７３号「分泌タンパク質とそれをエンコードしたポリヌクレオ

チド」に記載のプローブデザイン法、クローニング法およびクローン選択手法を

使用してｃＤＮＡライブラリーのハイブリッド形成メンバーを検出することがで

きる。ｃＤＮＡのライブラリーは、選択された組織、例えば正常もしくは腫瘍組

織、または例えば医薬品を投与した哺乳動物の組織から作製することができる。

核酸とｃＤＮＡはともに発現遺伝子を表すので、この組織は核酸の作製に使用し

たものと同一にするのが好ましい。最も好ましくは、本明細書の実施例に記載し

た生物材料からｃＤＮＡライブラリーを作製する。あるいは、多くのｃＤＮＡラ

イブラリーが市販されている。（Ｓａｍｂｒｏｏｋ他、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃ

ｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ  Ｅｄ．（Ｃ

ｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  
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Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ  １９８９）。ライブラリー構築用細胞型の核酸は、核酸関

連遺伝子によってエンコードされたタンパク質が同定された後に作製してもよい

。これにより、どの組織および細胞種(cell type)が関連遺伝子を発現し易く、

したがってｃＤＮＡを作製するためのｍＲＮＡを含んでいるかが示される。

      【０１３４】

  核酸よりも大きく、また好ましくは元のメッセージの完全な配列を含むライブ

ラリーメンバーが得られる可能性がある。完全なｃＤＮＡが得られたことを確認

するために、ＲＮＡ保護試験を下記のように実施してもよい。完全長ｃＤＮＡと

ｍＲＮＡとのハイブリッド形成により、ＲＮＡはＲＮアーゼによる分解から保護

される可能性がある。ｃＤＮＡが完全長でない場合は、ｍＲＮＡのハイブリダイ

ズしていない部分はＲＮアースによる分解を受けるかもしれない。このことは、

当該分野では知られているように、ポリアクリルアミドゲル電気泳動における移

動度の変化または放出されたモノリボヌクレオチドの検出によって検査すること

ができる。Ｓａｍｂｒｏｏｋ他、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌ

ａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ  Ｅｄ．（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ  

１９８９）。５’から部分ｃＤＮＡの末端までの追加の配列を得るために、５’

ＲＡＣＥ（ＰＣＲ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ  Ｇｕｉｄｅ  ｔｏ  Ｍｅｔｈｏｄ

ｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎ

ｃ．１９９０））を行うことができる。

      【０１３５】

  完全長ｃＤＮＡの単離と類似の方法で、核酸を用いてゲノムＤＮＡを単離でき

る。簡単に説明すると、核酸またはその一部をゲノムＤＮＡライブラリーに対し

てプローブとして使用できる。ライブラリーは核酸の作製に使用したものと同じ

種類の細胞から得るのが好ましい。最も好ましくは、本明細書の実施例に記載し

た生物材料からゲノムＤＮＡを得る。このようなライブラリーは、Ｓａｍｂｒｏ

ｏｋ他、９．４－９．３０に詳しく記載されているように、Ｐ１もしくはＹＡＣ

などの大きなゲノム断片の運搬に適したベクターに存在している可能性がある。

更に、ゲノム配列はヒトＢＡＣライブラリーから単離でき、こうしたライブラリ



(69) 特表２００３－５１００２６

ーはＲｅｓｅａｒｃｈ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．，Ｈｕｎｔｖｉｌｌｅ，Ａ

ｌａｂａｍａ，ＵＳＡなどから市販されている。追加の５’または３’配列を得

るために、Ｓａｍｂｒｏｏｋ他が記述しているように染色体歩行を行うことがで

き、これにより隣接かつ重複するゲノムＤＮＡ断片が単離できる。当該分野で知

られているように、これらは制限消化酵素とＤＮＡリガーゼを使用してマッピン

グして組み合わせることができる。

      【０１３６】

  本発明の核酸を使用して、古典的方法およびＰＣＲ法を用いて対応する完全長

遺伝子を単離し、ｃＤＮＡライブラリーを構築して探索することができる。いず

れかの方法を使用し、好ましくはノーザンブロットを多くの細胞種に適用し、ど

の細胞系が最も高率に関心遺伝子を発現するか調べることができる。

      【０１３７】

  上記Ｓａｍｂｒｏｏｋ他におけるｃＤＮＡライブラリー構築の古典的方法。こ

れらの方法を使用して、ｍＲＮＡからｃＤＮＡを作製してウイルスベクターまた

は発現ベクターに挿入することができる。一般的には、ポリ（Ａ）鎖を含むｍＲ

ＮＡのライブラリーはポリ（Ｔ）プライマーで作製できる。同様に、ｃＤＮＡラ

イブラリーは即席の配列をプライマーとして用いて作製できる。

      【０１３８】

  ＰＣＲ法を用いて望みの挿入断片を含むｃＤＮＡライブラリーのメンバーを増

幅できる。このような場合は、望みの挿入断片は即席の核酸に対応する完全長ｃ

ＤＮＡからの配列を含む可能性がある。こうしたＰＣＲ法として遺伝子トラップ

法とＲＡＣＥ法がある。

      【０１３９】

  遺伝子トラップ法では、ｃＤＮＡライブラリーメンバーをベクターに挿入する

必要がある。ベクターは変性を受け一本鎖の分子になる。次に、ビオチン化オリ

ゴなどの基質結合性プローブを使用して関心のｃＤＮＡ挿入断片を捕捉できる。

ビオチン化プローブはアビジン結合性固体基質に結合させることができる。ＰＣ

Ｒ法を使用して捕捉したｃＤＮＡを増幅する。完全長遺伝子に対応する配列を捕

捉するために、標識プローブ配列の作製を本発明の核酸、例えばＳＥＱ  ＩＤ  
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ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１または

これらに相補的な配列に基づいてもよい。ランダムプライマーまたはライブラリ

ーベクターに特異的なプライマーを用いて、捕捉されたｃＤＮＡを増幅すること

ができる。こうした遺伝子トラッピング手法は、Ｇｒｕｂｅｒ他、ＰＣＴ  ＷＯ

  ９５／０４７４５およびＧｒｕｂｅｒ他、米国特許第５，５００，３５６号に

記載されている。遺伝子トラップの実験を行うためのキットがＬｉｆｅ  Ｔｅｃ

ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，Ｍａｒｙｌａｎｄ，ＵＳＡな

どから市販されている。

      【０１４０】

  「ｃＤＮＡ末端の高速増幅」つまりＲＡＣＥは、多くの異なるＲＮＡからｃＤ

ＮＡを増幅するためのＰＣＲ法である。ｃＤＮＡをオリゴヌクレオチドリンカー

に結合し、２個のプライマーを用いてＰＣＲ法で増幅することができる。プライ

マーの１つは完全長配列が望まれる即席の核酸からの配列に基づいて作製でき、

他のプライマーはｃＤＮＡを増幅するためのオリゴヌクレオチドリンカーとハイ

ブリダイズする配列を含むことも可能である。この方法はＰＣＴ  Ｐｕｂ．Ｎｏ

．ＷＯ  ９７／１９１１０で説明されている。

      【０１４１】

  ＲＡＣＥの好ましい実施形態において、一般的なプライマーをｃＤＮＡ末端に

結合した任意のアダプター配列にアニーリングするように設計することができる

（Ａｐｔｅ  ａｎｄ  Ｓｉｅｂｅｒｔ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １５：８

９０－８９３，１９９３；Ｅｄｗａｒｄｓ他、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１

９：５２２７－５２３２，１９９１）。単遺伝子特異的ＲＡＣＥプライマーをこ

の一般的なプライマーと対にした場合、単遺伝子特異的プライマーと一般的なプ

ライマーとの間で選択的な配列の増幅が起こる。ＲＡＣＥ用に改変された市販の
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ｃＤＮＡプールが入手できる。

      【０１４２】

  他のＰＣＲ法では、ｃＤＮＡ配列に関して特定の情報がない場合でもアンカー

末端で完全長ｃＤＮＡライブラリーを作製する。この方法はロックドッキングプ

ライマー（１－ＶＩ）を使用し、プライマーの１つ、ポリＴＶ（Ｉ－ＩＩＩ）が

第１の鎖の合成を起こす真核生物のｍＲＮＡのポリＡ鎖に結合し、第２のプライ

マー、ポリＧＨ（ＩＶ－ＶＩ）が末端のデオキシヌクレオチジルトランスフェラ

ーゼ（ＴｄＴ）によって付加されたポリＣ鎖に連結する。この方法はＰＣＴ  Ｐ

ｕｂ．Ｎｏ．ＷＯ  ９６／４０９９８に記載されている。

      【０１４３】

  遺伝子のプロモーター領域は、一般的に５’からＲＮＡポリメラーゼＩＬの開

始部位までに位置する。非常に多くのプロモーターは、「ＴＡＴＡ」ボックスと

呼ばれる突然変異の影響を受けやすいＴＡＴＴＡまたはＴＡＴＡＡなどの配列を

含む。プロモーター領域は、遺伝子のコード領域からのプライマーを使用した５

’ＲＡＣＥにより得られる。あるいはｃＤＮＡをゲノム配列のプローブとして使

用でき、５’からコード領域までの領域は「遡上歩行」によって同定される。

      【０１４４】

  遺伝子が高度に発現されるか特異的な発現をする場合、この遺伝子のプロモー

ターは異種遺伝子の調節構築物で用いると有用である。

      【０１４５】

  完全長ｃＤＮＡまたは遺伝子が得られると、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  １５．３－１

５．６３に詳説されているように、位置指定突然変異導入法によって変異体をエ

ンコードするＤＮＡを作製できる。交換すべきコドンまたはヌクレオチドの選択

は、タンパク質の構造および／または機能を変更するアミノ酸の任意の変化に関

する本明細書に記載の開示に基づいて行うことができる。

      【０１４６】

  生物材料からＤＮＡまたはＲＮＡを得る別法として、本発明による核酸の１つ

かまたは複数の配列を有するヌクレオチドを含む核酸の合成が可能である。この

ように、本発明は長さがヌクレオチド１２個（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥ
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Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の配列の１つまたはそれ

に相補的な配列とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするかまたは少な

くとも８０％の相同性を示す少なくとも１２個の連続するヌクレオチドに対応）

から最大長までの、核酸分子の複製や発現を含む生物学的操作に適した核酸分子

を包含する。本発明は、それには限定されないが（ａ）完全遺伝子の大きさを有

し、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：６１の少なくとも１つまたはそれに相補的な配列を含む核酸、（ｂ）融

合タンパク質の発現を可能にするように連結された少なくとも１個の付加の遺伝

子を含む（ａ）の核酸、（ｃ）（ａ）または（ｂ）を含む発現ベクター、（ｄ）

（ａ）または（ｂ）を含むプラスミド、および（ｅ）（ａ）または（ｂ）を含む

組換えウイルス粒子を包含する。（ａ）の構築は下記のように行う（本発明の核

酸を運ぶベクター）。

      【０１４７】

  本発明の核酸の配列は限定されておらず、Ａ、Ｔ、Ｇおよび／またはＣの如何

なる配列（ＤＮＡの場合）およびＡ、Ｕ、Ｇおよび／またはＣの如何なる配列（

ＲＮＡの場合）、またはイノシンやプソイドウリジンなどそれらの修飾塩基の配

列であってもよい。配列の選択は望みの機能によって決まり、望みのコード領域

、イントロン様領域、および調節領域によって決めることができる。

      【０１４８】



(73) 特表２００３－５１００２６

  本発明の核酸を含むベクター

  本発明は、更に、宿主細胞における遺伝子の発現に使用するプラスミドおよび

ベクターを提供する。宿主細胞は如何なる原核細胞または真核細胞であってもよ

い。したがって、あるタンパク質の全体またはその選択された一部をエンコード

する、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：６１のいずれかに由来するヌクレオチド配列またはそれに相補的な配

列を使用して、微生物学的または真核細胞的プロセスによりポリペプチドの組換

え体の作製が可能である。ポリヌクレオチド配列を発現ベクターのような遺伝子

構築物に連結したり、真核生物（酵母、鳥類、昆虫もしくは哺乳類）または原核

生物（細菌類）の宿主を形質転換またはトランスフェクションする手法は、当該

分野で公知の標準方法である。

      【０１４９】

  細胞内での核酸の発現を可能にするベクターを発現ベクターと称す。一般的に

は、発現ベクターは少なくとも１個の転写調節配列に作用可能に連結した核酸を

含む。調節配列は当該分野では公知であり、対象の核酸の発現を誘導するものが

選択される。転写調節配列は、Ｇｏｅｄｄｅｌ；Ｇｅｎｅ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏ

ｎ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  １

８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（１９９０）

に記載されている。ある実施形態において、発現ベクターは対象のポリペプチド

の作用活性を有するかまたは拮抗体であるペプチドをエンコードする組換え遺伝

子を含む。

      【０１５０】

  プラスミドの選択は増殖を望む細胞の種類および増殖の目的によって決まる。

ある種のベクターが所望のＤＮＡ配列の増幅および大量作製に有用である。別の
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ベクターは培養細胞内での発現に適している。別のベクターは動物およびヒトの

体の細胞内での伝達および発現に適している。適当なベクターの選択は当該分野

における熟練の範囲内である。多くのこうしたベクターは購入可能である。核酸

または完全長遺伝子は、一般的にはベクターの切断制限酵素部位にＤＮＡリガー

ゼを連結する方法でベクターに挿入される。あるいは、生体内で相同組換えによ

って所望のヌクレオチド配列を挿入できる。一般的には、これは相同領域をベク

ターに対して望みのヌクレオチド配列の脇に連結することで達成される。相同領

域の付加は、オリゴヌクレオチドの連結、または相同領域と所望のヌクレオチド

配列の一部を含むプライマーを使用したポリメラーゼ連鎖反応によってなされる

。

      【０１５１】

  核酸または完全長遺伝子を適宜調節配列に連結し、所望の発現性が得られる。

このようなものとして、プロモーター（センス鎖の５’末端またはアンチセンス

鎖の３’末端に連結）、エンハンサー、ターミネーター、オペレーター、リプレ

ッサー、インデューサーなどがある。プロモーターは調節可能か構成性である。

状況によっては、組織特異的または発達段階特異的プロモーターなどの条件的活

性プロモーターの使用が望ましいこともある。こうしたプロモーターは、前記ベ

クター連結手法を使用して所望のヌクレオチド配列に連結される。当該分野で公

知の手法はいずれも使用できる。

      【０１５２】

  前記宿主細胞のいずれか、または他の適当な宿主細胞もしくは生物体を本発明

のポリヌクレオチドまたは核酸の複製および／発現に使用する場合は、作製され

る複製核酸、ＲＮＡ、発現タンパク質またはポリペプチドは、宿主細胞または生

物体の生成物として本発明の範囲内にある。生成物は当該分野で公知の適当な手

段で回収する。

      【０１５３】

  核酸に対応する遺伝子が同定されると、遺伝子が由来する細胞内においてその

発現の調節が可能である。例えば、細胞の内因性遺伝子は、米国特許第５，６４

１，６７０号「タンパク質の生成と送達」に開示されているように、外因性調節
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配列による調節が可能である。

      【０１５４】

  酵母では組換えタンパク質の発現用のベクターが多く存在する（参照によって

本明細書に援用するＢｒｏａｃｈ他（１９８３）、Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  

Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｇｅｎｅ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｅｄ．Ｍ

．Ｉｎｏｕｙｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，ｐ．８３などを参照）。更に

、アンピシリンなどの薬剤耐性マーカーも使用できる。例示した実施形態におい

て、ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ．１～５４４、好ましくはＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ．１～１

６８、より好ましくはＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ．１～３５のいずれかの配列、または

それに相補的な配列で示される核酸の１つをサブクローニングして作製される発

現ベクターを組換えに使用してポリペプチドが作製される。

      【０１５５】

  好ましい哺乳動物発現ベクターは、細菌内でのベクターの増殖を促進するため

の原核細胞の配列と共に、真核細胞内で発現する１つかまたは複数の真核細胞の

転写ユニットを含む。プラスミドの作製および宿主生物の形質転換で使用される

各種方法は、当該分野では公知である。原核細胞および真核細胞の両方に適した

他の発現システムならびに一般的組換え手順に関しては、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  

Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ  Ｅｄ．，

ｅｄ．ｂｙ  Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒｉｔｓｃｈ  ａｎｄ  Ｍａｎｉａｔｉｓ（

Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ：

１９８９）第１６章、１７章を参照。

      【０１５６】

  トランケーション突然変異体など遺伝子の一部のみを発現するのが好ましい場

合、開始コドン（ＡＴＧ）を、発現すべき所望の配列を含むオリゴヌクレオチド

断片に付加する必要があるかもしれない。当該分野では公知であるが、Ｎ末端の

メチオニンをメチオニンアミノペプチダーゼ（ＭＡＰ）で酵素的に切断できる。

ＭＡＰはＥ．ｃｏｌｉ（Ｂｅｎ－Ｂａｓｓａｔ他、（１９８７）Ｊ．Ｂａｃｔｅ

ｒｉｏｌ．１６９：７５１－７５７）およびＳａｌｍｏｎｅｌｌａ  ｔｙｐｈｉ

ｍｕｒｉｕｍからクローニングされ、そのin vitro活性は組換えタンパク質上で
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実証された（Ｍｉｌｌｅｒ他、（１９８７）ＰＮＡＳ  ８４：２７１８－１７２

２）。したがって、Ｎ末端メチオニンの除去が望ましい場合は、in vivoでＭＡ

Ｐを生成する宿主内（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ、ＣＭ８９またはＳ．ｃｅｒｅｖｉ

ｓｉａｅ）でポリペプチドを発現させるか、またはin vitroで精製ＭＡＰを使用

する（例えば、上記Ｍｉｌｌｅｒ他の手順）。

      【０１５７】

  更に、本発明の核酸構築物は、アンチセンス核酸などの核酸を送達する遺伝子

療法プロトコルの一部としても使用できる。したがって、本発明の別の態様は生

体内または生体外におけるアンチセンスオリゴヌクレオチドによるトランスフェ

クションで用いる発現ベクターにある。                                    

      【０１５８】

  ウイルスによる伝達方法に加え、非ウイルス的方法を使用して対象の核酸の導

入が可能であり、例えば、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２

９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１のいずれかの配列、またはそれに相補的な配

列を動物の組織に導入できる。遺伝子伝達の非ウイルス的方法の多くは、哺乳動

物の細胞が巨大分子の取り込みや細胞内輸送で用いる通常の機構に依存する。好

ましい実施形態において、本発明の非ウイルス的ターゲッティング手段は、標的

細胞による対象核酸の取り込みのためのエンドサイトーシス(endocytic)経路に

依存する。例示したこの種のターゲッティング手段は、リポソーム由来システム

、ポリリシン複合体、および人工ウイルスエンベロープを含む。

      【０１５９】

  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ
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  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：６１のいずれの核酸、またはそれに相補的な配列、対応するｃＤＮＡ、も

しくは完全長遺伝子を使用して、部分的または完全な遺伝子産物の発現が可能で

ある。適当な核酸構築物の精製が、Ｓａｍｂｒｏｏｋ他、（１９８９）Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，２ｎ

ｄ  ｅｄ．（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  

Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ）などに記載の標準組換えＤＮ

Ａ技術を用いて、またＵｎｉｔｅｄ  Ｓｔａｔｅｓ  Ｄｅｐｔ．ｏｆ  ＨＨＳ，

Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ  ｏｆ  Ｈｅａｌｔｈ（ＮＩＨ）Ｇｕｉ

ｄｅｌｉｎｅｓ  ｆｏｒ  Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ  ＤＮＡ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ

に記載の現行規則の下で可能である。こうした核酸がエンコードするポリペプチ

ドの発現は、例えば細菌、酵母、昆虫、両生類、哺乳動物系を含む如何なる発現

系においても可能である。適したベクターおよび宿主細胞は米国特許第５，６５

４，１７３号などに記載されている。

      【０１６０】

  細菌  細菌の発現系は、Ｃｈａｎｇ他、Ｎａｔｕｒｅ（１９７８）２７５：６

１５，Ｇｏｅｄｄｅｌ他、Ｎａｔｕｒｅ（１９７９）２８１  ：５４４，Ｇｏｅ

ｄｄｅｌ他、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｃ．（１９８０）８：４０５７

；ＥＰ  ０  ０３６，７７６，米国特許第４，５５１，４３３号，ＤｅＢｏｅｒ

他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）（１９８３）８０：２

１２５，およびＳｉｅｂｅｎｌｉｓｔ他、Ｃｅｌｌ（１９８０）２０：２６９な

どに記載されている。

      【０１６１】

  酵母  酵母の発現系は、Ｈｉｎｎｅｎ他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ

ｃｉ．（ＵＳＡ）（１９７８）７５：１９２９；Ｉｔｏ他、Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉ

ｏｌ．（１９８３）１５３：１６３；Ｋｕｒｔｚ他、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏ

ｌ．（１９８６）６：１４２；Ｋｕｎｚｅ他、Ｊ．Ｂａｓｉｃ  Ｍｉｃｒｏｂｉ
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ｏｌ．（１９８５）２５：１４１；Ｇｌｅｅｓｏｎ他、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｍｉｃｒｏ

ｂｉｏｌ．（１９８６）１３２：３４５９，Ｒｏｇｇｅｎｋａｍｐ他、Ｍｏｌ．

Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．（１９８６）２０２：３０２）Ｄａｓ他、Ｊ．Ｂａｃｔｅ

ｒｉｏｌ．（１９８４）１５８：１１６５；Ｄｅ  Ｌｏｕｖｅｎｃｏｕｒｔ他、

Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．（１９８３）１５４：７３７，Ｖａｎ  ｄｅｎ  Ｂｅ

ｒｇ他、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９９０）８：１３５；Ｋｕｎｚｅ他

、Ｊ．Ｂａｓｉｃ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．（１９８５）２５：１４１；Ｃｒｅｇ

ｇ他、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．（１９８５）５：３３７６，米国特許第４

，８３７，１４８号、同４，９２９，５５５号；Ｂｅａｃｈ  ａｎｄ  Ｎｕｒｓ

ｅ，Ｎａｔｕｒｅ（１９８１）３００：７０６；Ｄａｖｉｄｏｗ他、Ｃｕｒｒ．

Ｇｅｎｅｔ．（１９８５）１０：３８０，Ｇａｉｌｌａｒｄｉｎ他、Ｃｕｒｒ．

Ｇｅｎｅｔ．（１９８５）１０：４９，Ｂａｌｌａｎｃｅ他、Ｂｉｏｃｈｅｍ．

Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．（１９８３）１１２：２８４２８９；

Ｔｉｌｂｕｒｎ他、Ｇｅｎｅ（１９８３）２６：２０５２２１，Ｙｅｌｔｏｎ他

、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）（１９８４）８１：１４

７０１４７４，Ｋｅｌｌｙ  ａｎｄ  Ｈｙｎｅｓ，ＥＭＢＯＪ．（１９８５）４

：４７５４７９；ＥＰ  ０  ２４４，２３４，およびＷＯ  ９１／００３５７な

どに記載されている。

      【０１６２】

  昆虫細胞  昆虫における異種遺伝子の発現は、米国特許第４，７４５，０５１

号，Ｆｒｉｅｓｅｎ他、（１９８６）「Ｔｈｅ  Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ  ｏｆ  

Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ  Ｇｅｎｅ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ」：Ｔｈｅ  Ｍｏｌ

ｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  Ｏｆ  Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｓ（Ｗ．Ｄｏ

ｅｒｆｌｅｒ，ｅｄ．），ＥＰ  ０  １２７，８３９，ＥＰ  ０  １５５，４７

６，およびＶｌａｋ他、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．（１９８８）６９：７６５７

７６，Ｍｉｌｌｅｒ他、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．（１９８８）４

２：１７７，Ｃａｒｂｏｎｅｌｌ他、Ｇｅｎｅ（１９８８）７３：４０９，Ｍａ

ｅｄａ他、Ｎａｔｕｒｅ（１９８５）３１５：５９２５９４，Ｌｅｂａｃｑ  Ｖ

ｅｒｈｅｙｄｅｎ他、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．（１９８８）８：３１２９
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；Ｓｍｉｔｈ他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｉｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）（１９８

５）８２：８４０４，Ｍｉｙａｊｉｍａ他、Ｇｅｎｅ（１９８７）５８：２７３

；およびＭａｒｔｉｎ他、ＤＮＡ（１９８８）７：９９に記載されている。多く

のバキュロウイルス系統および変異株、ならびに宿主からの対応する許容昆虫宿

主細胞が、Ｌｕｃｋｏｗ他、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９８８）６：４

７５５，Ｍｉｌｌｅｒ他、Ｇｅｎｅｒｉｃ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ（Ｓｅｔｌ

ｏｗ，Ｊ．Ｋ．他編集），Ｖｏｌ．８（Ｐｌｅｎｕｍ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，

１９８６），ｐｐ．２７７２７９，およびＭａｅｄａ他、Ｎａｔｕｒｅ，（１９

８５）３１５：５９２－５９４に記載されている。

      【０１６３】

  哺乳動物細胞  哺乳動物における発現が、Ｄｉｊｋｅｍａ他、ＥＭＢＯ  Ｊ．

（１９８５）４：７６１，Ｇｏｒｍａｎ他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ

ｃｉ．（ＵＳＡ）（１９８２）７９：６７７７，Ｂｏｓｈａｒｔ他、Ｃｅｌｌ（

１９８５）４１：５２  １および米国特許第４，３９９，２１６号に記載されて

いる。哺乳動物における発現の他の特徴が、Ｈａｍ  ａｎｄ  Ｗａｌｌａｃｅ，

Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．（１９７９）５８：４４，Ｂａｒｎｅｓ  ａｎｄ  Ｓａｔｏ

，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．（１９８０）１０２：２５５，米国特許第４，７

６７，７０４号、同４，６５７，８６６号、同４，９２７，７６２号、同４，５

６０，６５５号，ＷＯ  ９０／１０３４３０，ＷＯ  ８７／００１９５，および

Ｕ．Ｓ．ＲＥ  ３０，９８５に記載のように達成されている。

      【０１６４】

  治療用核酸構築物

  本発明の一態様は、単離した核酸、例えばＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１またはそれに相補的な配列
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のアンチセンス療法での使用に関する。本明細書で使用されるように、アンチセ

ンス療法とはオリゴヌクレオチド分子もしくはそれらの誘導体の投与またはｉｎ

  ｓｉｔｕ生成を意味し、これら化合物は細胞条件下で細胞ｍＲＮＡおよび／ま

たはゲノムＤＮＡと特異的にハイブリダイズ（例えば、結合）し、それにより当

該遺伝子の転写および／翻訳を阻止する。この結合は通常の塩基対相補性による

か、または、例えば二重らせんＤＮＡへの結合の場合は、二重らせんの主溝にお

ける特異的相互作用による。一般的に、アンチセンス療法は当該分野で一般的に

採用される範囲の技術を指し、オリゴヌクレオチド配列に対する特異的結合に依

存する療法全般を含む。

      【０１６５】

  本発明のアンチセンス構築物は、細胞内で転写された際に少なくとも細胞ｍＲ

ＮＡのユニーク部分と相補的なＲＮＡを生成する発現プラスミドなどとして送達

することができる。あるいは、そのアンチセンス構築物は生体外で作製され、細

胞に導入された時にｍＲＮＡおよび／または本発明の核酸のゲノム配列とハイブ

リダイズして発現を阻止するオリゴヌクレオチドプローブである。このようなオ

リゴヌクレオチドプローブは、好ましくはエキソヌクレアーゼおよび／またはエ

ンドヌクレアーゼなどの内因性ヌクレアーゼに耐性の修飾オリゴヌクレオチドで

あって、生体内で安定である。アンチセンスオリゴヌクレオチドとして使用でき

る核酸分子の例として、ホスホルアミデート、ホスホロチオエート、およびメチ

ルホスホネートＤＮＡ類似化合物  がある（米国特許第５，１７６，９９６号、

同５，２６４，５６４号、同５，２５６，７７５号も参照）。更に、アンチセン

ス療法に有用なオリゴマーを構築する一般的手法のレビュー記事として、Ｖａｎ

  ｄｅｒ  Ｋｒｏｌ他、（１９８８）Ｂｉｏ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：９５

８－９７６；およびＳｔｅｉｎ他、（１９８８）Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ  ４８：

２６５９－２６６８などがある。アンチセンスＤＮＡに関しては、翻訳開始部位

、例えば関心ヌクレオチド配列の－１０～＋１０領域に由来するオリゴデオキシ

リボヌクレオチドが好まれる。

      【０１６６】

  アンチセンス手法には、ｍＲＮＡに相補的なオリゴヌクレオチド（ＤＮＡまた
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はＲＮＡ）の設計が含まれる。アンチセンスオリゴヌクレオチドはｍＲＮＡ転写

物と結合して翻訳を阻止する。絶対的相補性は望ましいが要求されてはいない。

したがって、二本鎖アンチセンス核酸の場合、二重らせんＤＮＡの一本の鎖が試

験されるか三重らせん形成が検査される。ハイブリダイゼーション能は、相補性

ならびにアンチセンス核酸の長さによって決まる。一般的に、ハイブリダイズし

ている核酸が長いほどＲＮＡに対する塩基の不正対合が多く、それでも安定な二

重らせんを形成する（もしくは三重らせんの場合もある）。当業者は、ハイブリ

ッド複合体の融解温度を測定する標準の手法を用いて、不正対合の許容程度を確

認できる。

      【０１６７】

  ｍＲＮＡの５’末端に相補的なオリゴヌクレオチド、例えばＡＵＧ開始コドン

までの５’非翻訳配列は、翻訳の阻止を非常に効率よく行う。しかし、ｍＲＮＡ

の３’非翻訳配列に相補的な配列も、ｍＲＮＡの翻訳阻止に有効であることが最

近明らかにされた（Ｗａｇｎｅｒ，Ｒ．１９９４．Ｎａｔｕｒｅ  ３７２：３３

３）。したがって、ある遺伝子の５’または３’非翻訳、非コード領域に相補的

なオリゴヌクレオチドを、内因性ｍＲＮＡの翻訳を阻止するアンチセンス手法で

使用できる。ｍＲＮＡの５’非翻訳領域に相補的なオリゴヌクレオチドは、ＡＵ

Ｇ開始コドンの相補体を含むことが望ましい。ｍＲＮＡコード領域に相補的なア

ンチセンスオリゴヌクレオチドは、概して翻訳阻止効果は比較的低いが、本発明

に従って使用が可能である。本発明のｍＲＮＡの５’領域、３’領域またはコー

ド領域のいずれとハイブリダイズするように設計されようが、アンチセンス核酸

は長さが少なくとも６個で、好ましくは約１００個未満、より好ましくは約５０

、２５、１７または１０個未満のヌクレオチドである。

      【０１６８】

  対象とする配列の選択に関係なく、アンチセンスオリゴヌクレオチドの遺伝子

発現阻止能力を測定するために、生体外試験を先ず行うのが好ましい。こうした

研究では、アンチセンス遺伝子阻止とオリゴヌクレオチドの非特異的生物学的効

果を区別できるように対照を設けることが好ましい。また、このような研究では

標的ＲＮＡまたはタンパク質レベルを内部対照のＲＮＡまたはタンパク質のレベ
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ルと比較するのが好ましい。更に、アンチセンスオリゴヌクレオチドを使用して

得られた結果を対照のオリゴヌクレオチドで得られた結果と比較することも思い

描かれている。対照のオリゴヌクレオチドは試験用オリゴヌクレオチドとほぼ同

じ長さを有し、そのヌクレオチド配列は標的配列との特異的ハイブリダイゼーシ

ョンを阻止するのに必要なだけアンチセンス配列とは異なることが望ましい。

      【０１６９】

  前記オリゴヌクレオチドは、ＤＮＡもしくはＲＮＡ、またはキメラ混合物もし

くは誘導体、またはこれらの修飾されたもの、一本鎖または二本鎖である。オリ

ゴヌクレオチドは、例えば分子やハイブリダイゼーション等の安定性を改善する

ために、塩基部分、糖部分または燐酸バックボーン部で修飾してもよい。オリゴ

ヌクレオチドはペプチド（例えば、宿主細胞の受容体を標的とするための）、ま

たは細胞膜（Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ他、１９８９，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ

．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：６５５３－６５５６；Ｌｅｍａｉｔｒｅ他、１９

８７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８４：６４８－６５２；ＰＣＴ

  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ  Ｎｏ．ＷＯ  ８８／０９８  １０，１９８８年１２

月１５日発行、などを参照）もしくは血液脳関門（ＰＣＴ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉ

ｏｎ  Ｎｏ．ＷＯ  ８９／１０  １３４，１９８８年４月２５日発行、などを参

照）の透過性を向上させる作動体、ハイブリダイゼーション誘導切断剤（Ｋｒｏ

ｌ他、１９８８，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：９５８－９７６などを参照

）、または挿入剤（Ｚｏｎ，１９８８，Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５：５３９－５４

９などを参照）などの付加基を含むことも可能である。この目的のために、前記

オリゴヌクレオチドをペプチド、ハイブリダイゼーション誘導架橋剤、輸送剤、

ハイブリダイゼーション誘導切断剤など他の分子と結合させることも可能である

。

      【０１７０】

  前記アンチセンスオリゴヌクレオチドは、これには限定されないが５－フルオ

ロウラシル、５－ブロモウラシル、５－クロロウラシル、５－ヨードウラシル、

ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセチルシトシン、５－（カルボキシヒドロ

キシトリエチル）ウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チオウリ
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ジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、β－Ｄ

－ガラクトシルケオシン、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニン、１－メチ

ルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、２－メチルアデ

ニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－

アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メトキ

シアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルケオシン、５－メトキ

シカルボキシメチルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－

イソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン

、プソイドウラシル、ケノシン、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラ

シル、２－チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－

５－オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル

－２－チオウラシル、３－（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウ

ラシル、（ａｃｐ３）ｗ、および２，６－ジアミノプリンを含む群から選択され

た少なくとも１個の修飾塩基を含むことができる。

      【０１７１】

  前記アンチセンスオリゴヌクレオチドは、これには限定されないが、アラビノ

ース、２－フルオロアラビノース、キシルロースおよびヘキソースを含む群から

選択された少なくとも１個の修飾された糖を含むことも可能である。

      【０１７２】

  前記アンチセンスオリゴヌクレオチドは、中性のペプチド様バックボーンも含

んでよい。こうした分子はペプチド核酸（ＰＮＡ）オリゴマーと名付けられ、Ｐ

ｅｎｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ他、（１９９６）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ

ｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９３：１４６７０およびＥｇｌｏｍ他、（１９９３）Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３６５：５６６などに記載されている。ＰＮＡオリゴマーの１つの利点は

、ＤＮＡの中性バックボーンのために、媒体のイオン強度とは実質的に無関係に

相補的ＤＮＡと結合できることである。別の実施形態において、アンチセンスオ

リゴヌクレオチドは、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホルア

ミドチオエート、ホスホルアミデート、ホスホルジアミデート、メチルホスホネ

ート、アルキルホスホトリエステル、およびホルムアセタールまたはこれらの類
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似化合物からなる群から選択された少なくとも１個の修飾されたリン酸バックボ

ーンを含む。

      【０１７３】

  別の実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、αアノマーオリ

ゴヌクレオチドである。αアノマーオリゴヌクレオチドは相補的ＲＮＡと特異的

な二本鎖ハイブリッドを形成するが、この二本鎖の鎖は通常のｎユニットとは異

なり互いに平行になっている（Ｇａｕｔｉｅｒ他、１９８７，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉ

ｄｓ  Ｒｅｓ．１５：６６２５－６６４１）。このオリゴヌクレオチドは、２’

－Ｏ－メチルリボヌクレオチド（Ｉｎｏｕｅ他、１９８７，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ

ｓ  Ｒｅｓ．１５：６１３１－１２１４８）またはキメラＲＮＡ－ＤＮＡ類似化

合物（Ｊｎｏｕｅ他、１９８７，ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ．２１５：３２７－３３０

）である。

      【０１７４】

  本発明のオリゴヌクレオチドは、自動ＤＮＡシンセサイザー（Ｂｉｏｓｅａｒ

ｃｈ，Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓなどから市販されている）を使用

した方法など、当該分野では公知の標準的方法で合成できる。例としては、ホス

ホロチオエートオリゴヌクレオチドはＳｔｅｉｎ他（１９８８，Ｎｕｃｌ．Ａｃ

ｉｄｓ  Ｒｅｓ．１６：３２０９）の方法で、メチルホスホネートオリゴヌクレ

オチドは制御ポアグラスポリマーサポート（Ｓａｒｉｎ他、１９８８，Ｐｒｏｃ

．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：７４４８－７４５１）を使

用して調製できる。

      【０１７５】

  コード領域配列に相補的なアンチセンスヌクレオチドも使用できるが、転写さ

れた非翻訳領域および開始メチオニンと相補的なアンチセンスヌクレオチドが最

も好まれる。

      【０１７６】

  前記アンチセンス分子は、生体内で標的核酸を発現する細胞へ送達できる。ア

ンチセンスＤＮＡまたはＲＮＡを細胞へ送達するための多くの方法が開発されて

いる。アンチセンス分子は組織部位へ直接注入できるし、所望の細胞を標的にす
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るように設計された修飾アンチセンス分子（例えば、標的細胞表面で発現する受

容体または抗原に特異的に結合するペプチドまたは抗体に結合したアンチセンス

）は全身投与が可能である。

      【０１７７】

  しかし、細胞内で内因性ｍＲＮＡの翻訳を阻止するのに充分なアンチセンス濃

度を達成することは困難なことが多い。したがって、アンチセンスオリゴヌクレ

オチドが強力なｐｏｌ  ＩＩＩまたはｐｏｌ  ＩＩプロモーターの支配下にある

組換えＤＮＡ構築物を使用することが好ましい。このような構築物を使用して患

者の標的細胞にトランスフェクションすることにより、内因性転写物と相補的な

塩基対を形成しそれにより標的ｍＲＮＡの翻訳を阻止するような一本鎖ＲＮＡの

充分な量が転写される。例えば、生体内でベクターを導入し、それが細胞に取り

込まれアンチセンスＲＮＡの転写を誘導するようにできる。こうしたベクターは

、転写されて所望のアンチセンスＲＮＡを生成する限り、エピソームのままであ

っても染色体に組込まれてもよい。このようなベクターは、当該分野で標準の組

換えＤＮＡ技術により構築できる。ベクターはプラスミド、ウイルス、または哺

乳動物細胞における複製および発現について当該分野で公知のものが使用できる

。アンチセンスＲＮＡをエンコードする配列を発現するためには、哺乳動物、好

ましくはヒトの細胞において作用することが当該分野で公知のプロモーターなら

如何なるものでも使用できる。こうしたプロモーターは誘導性であっても構成性

であってもよい。このようなプロモーターとして、これには限定されないが以下

のものがある。ＳＶ４０初期プロモーター領域（Ｂｅｒｎｏｉｓｔ  ａｎｄ  Ｃ

ｈａｍｂｏｎ，１９８１，Ｎａｔｕｒｅ  ２９０：３０４－３  １０）、ラウス

肉腫ウイルスの３’長末端反復に含まれるプロモーター（Ｙａｍａｍｏｔｏ他、

１９８０，Ｃｅｌｌ  ２２：７８７－７９７）、ヘルペスチミジンキナーゼプロ

モーター（Ｗａｇｎｅｒ他、１９８１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ

．Ｕ．Ｓ．Ａ．７８：１４４１－１４４５）、メタロチオネイン遺伝子の調節配

列（Ｂｒｉｎｓｔｅｒ他、１９８２，Ｎａｔｕｒｅ  ２９６：３９－４２）。ど

のような種類のプラスミド、コスミド、ＹＡＣまたはウイルスベクターを用いて

も、脈絡膜叢または視床下部などの組織部位へ直接導入できる組換えＤＮＡ構築
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物を調製できる。あるいは、所望の組織に選択的に感染するウイルスベクターの

使用も可能である（例えば、脳に対してはヘルペスウイルスベクターが使用でき

る）が、この場合は別の経路で投与する（例えば、全身投与）。

      【０１７８】

  本発明の別の態様において、標的ｍＲＮＡ転写物を触媒作用で切断できるよう

に設計されたリボザイム分子を用いて、標的ｍＲＮＡの翻訳と標的タンパク質の

発現を阻止することが可能である（ＰＣＴ  Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ  Ｐｕ

ｂｌｉｃａｔｉｏｎ  Ｗ０９０／１ｌ３６４，１９９０年１０月４日発行；Ｓａ

ｒｖｅｒ他、１９９０，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４７：１２２２－１２２５および米

国特許第５，０９３，２４６号などを参照）。認識配列に特異的な部位でｍＲＮ

Ａを切断するリボザイムを使用しての標的ｍＲＮＡの分断も可能であるが、ハン

マーヘッドリボザイムの使用が好まれる。ハンマーヘッドリボザイムは、標的ｍ

ＲＮＡと相補的塩基対を形成するフランキング領域により指定された部位でｍＲ

ＮＡを切断する。ただ１つの必要条件は、標的ｍＲＮＡが次の２個の塩基、５’

－ＵＧ－３’の配列を有することである。ハンマーヘッドリボザイムの構築およ

び作製は当該分野で公知であり、Ｈａｓｅｌｏｆｆ  ａｎｄ  Ｇｅｒｌａｃｈ，

１９８８，Ｎａｔｕｒｅ，３３４：５８５－５９１により詳細に記載されている

。リボザイムは切断認識部位が標的ｍＲＮＡの５’末端の近くに位置するように

作製するのが好ましく、それは効率を良くし、また機能していないｍＲＮＡ転写

物の細胞内蓄積を最小限にするためである。

      【０１７９】

  本発明のリボザイムは、ＲＮＡエンドリボヌクレアーゼ（本明細書では以降「

Ｃｅｃｈタイプリボザイム」と呼ぶ）も含み、例えば、Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ

  ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａにより生成されるもの（ＩＶＳもしくはＬ－１９  Ｉ

ＶＳ  ＲＮＡとして知られる）があり、これはＴｈｏｍａｓ  Ｃｅｃｈと共同研

究者によって多数報告されている（Ｚａｕｇ他、１９８４，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２

２４：５７４－５７８；Ｚａｕｇ  ａｎｄ  Ｃｅｃｈ，１９８６，Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ，２３  １：４７０－４７５；Ｚａｕｇ他、１９８６，Ｎａｔｕｒｅ，３２４

：４２９－４３３；Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐａｔｅｎｔｓ  Ｉｎｃ．が出願し
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た公開国際特許出願Ｎｏ．Ｗ０８８／０４３００；Ｂｅｅｎ  ａｎｄ  Ｃｅｃｈ

，１９８６，Ｃｅｌｌ，４７：２０７２  １６）。Ｃｅｃｈタイプリボザイムは

、８塩基対の活性部位を有し、それは標的ＲＮＡ配列とハイブリダイズしその後

で標的ＲＮＡの切断が起こる。本発明は標的遺伝子に存在する８塩基対活性部位

配列を標的にするＣｅｃｈタイプリボザイムを包含する。

      【０１８０】

  アンチセンス手法と同様に、リボザイムは修飾オリゴヌクレオチド（安定性の

向上、標的化などのために）で構成することが可能で、生体内で標的遺伝子を発

現する細胞に送達することが望ましい。送達の方法としては、リボザイムを「エ

ンコード」するＤＮＡ構築物を強力な構造性ｐｏｌＩＩＩまたはｐｏｌＩＩプロ

モーターの支配下で使用し、トランスフェクションされた細胞が内因性メッセー

ジを破壊して翻訳を阻止するのに十分な量のリボザイムを生成する方法が好まし

い。アンチセンス分子と異なりリボザイムは触媒作用があるので、効果を上げる

のにより低い細胞内濃度が要求される。

      【０１８１】

  本発明によるアンチセンスＲＮＡ、ＤＮＡ、およびリボザイム分子は、当該分

野で公知のＤＮＡおよびＲＮＡ分子のどの合成法によっても作製が可能である。

これには当該分野で公知の、オリゴデオキシリボヌクレオチドやオリゴリボヌク

レオチドの化学的合成法が含まれ、固相ホスホルアミダイト化学合成などがある

。あるいは、ＲＮＡ分子の作製は、アンチセンスＲＮＡ分子をエンコードするＤ

ＮＡ配列の生体内および生体外転写によって可能である。このようなＤＮＡ配列

は、Ｔ７またはＳＰ６ポリメラーゼプロモーターなどの適当なＲＮＡポリメラー

ゼプロモーターを組み込んだ様々なベクターに組み込むことができる。あるいは

、アンチセンスＲＮＡを使用するプロモーターによって構成的にまたは誘導的に

合成するアンチセンスｃＤＮＡ構築物を、細胞系に安定して導入することが可能

である。

      【０１８２】

  更に、細胞内安定性および半減期を向上させる手段として、核酸分子を修飾す

る各種公知の方法を導入できる。可能な修飾方法として、これには限定されない
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がリボヌクレオチドまたはデオキシリボヌクレオチドのフランキング配列を当該

分子の５’および／または３’末端に付加する方法、またはオリゴデオキシリボ

ヌクレオチドバックボーン内にホスホジエステラーゼ結合の代わりにホスホロチ

オエートまたは２’Ｏ－メチル結合を使用する方法がある。

      【０１８３】

  本発明によるポリペプチド

  本発明は、他の細胞タンパク質から単離したペプチド、または他の細胞タンパ

ク質、特に通常ポリペプチドと連結している可能性のある他のシグナル伝達因子

および／または転写因子を実質的に含まない単離ポリペプチドを提供する。本発

明による対象ポリペプチドとして、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の核酸もしくはその相補的配列がエ

ンコードするポリペプチド、またはＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の配列もしくはそれに相補的な配列

がその断片である遺伝子がエンコードするポリペプチドなどがある。本発明によ

るポリペプチドは、腫瘍細胞、特に結腸癌由来細胞系において差次的（正常結腸

組織および非結腸組織などの正常細胞と比較して）に調節されるタンパク質を含

む。好ましい実施形態において、ポリペプチドは腫瘍細胞、特に結腸癌由来細胞

系においてアップレギュレーションされている。別の実施形態において、ポリペ

プチドは腫瘍細胞、特に結腸癌由来細胞系においてダウンレギュレーションされ
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ている。異常増殖細胞において、癌遺伝子などアップレギュレーションされたタ

ンパク質、または腫瘍サプレッサーなどダウンレギュレーションされたタンパク

質は、診断または治療技術の標的となる可能性がある。

      【０１８４】

  「実質的に他の細胞タンパク質を含まない」（本明細書においては以降「混濁

タンパク質」と呼ぶ）または「実質的に純粋または純化された調製物」という用

語は、混濁タンパク質が約２０％（乾燥重量で）未満、好ましくは５％未満のポ

リペプチド調製物を包含するものと定義される。対象ポリペプチドの機能的な形

態のものが、本明細書に記載したようにクローン核酸を使用することにより初め

て精製調製物として調製できる。完全長タンパク質または１個以上の特定のモチ

ーフおよび／またはドメインまたは任意の大きさ、例えば少なくとも５、１０、

２５、５０、７５もしくは１００個のアミノ酸長に対応する断片は、本発明の範

囲に含まれる。

      【０１８５】

  例えば、単離ポリペプチドは、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１のいずれかの核酸配列もしくはそれに

相補的な配列の全体または一部によってエンコードされる。単離タンパク質のペ

プチジル部分は、このようなペプチドをエンコードする核酸の対応する断片から

組換えにより作製されるペプチドのスクリーニングによって得られる。更に、通

常のメリフィールド(Merrifield)固相ｆ－Ｍｏｃまたはｔ－Ｂｏｃ化学法などの

当該分野で公知の技術を使用して断片を化学的に合成できる。例えば、本発明の

ポリペプチドは、断片の重複なしに任意の所望の長さの断片に分割でき、または

好ましくは所望の長さの重複する断片に分割できる。断片は（組換えによりまた

は化学的に）作成することができ、作成された断片を検査して、野性型（例えば
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、「真正な」）タンパク質のアゴニストまたはアンタゴニストとして機能するペ

プチジル断片の同定する。

      【０１８６】

  本発明の別の態様は、対象タンパク質の組換え体に関する。本発明による好ま

しい組換えポリペプチドは、上述したように元のタンパク質に加え、ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  Ｎｏ．１～５４４によってエンコードされたアミノ酸配列と少なくとも６０

％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは８５％、より好ましくは９０

％、より好ましくは９５％一致する核酸によってエンコードされる。ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の

配列と少なくとも約９８～１００％一致する核酸によってエンコードされるポリ

ペプチドも、本発明の範囲に含まれる。更に、このようなタンパク質の少なくと

も一部を含むペプチド断片も、本発明に含まれる。

      【０１８７】

  好ましい実施形態において、本発明のポリペプチドは哺乳動物のポリペプチド

であり、ヒトポリペプチドが更により好ましい。特に好ましい実施形態において

、ポリペプチドは野性型生物活性を保持している。リン酸化のような特定の翻訳

後修飾は、非修飾のポリペプチド鎖と比較してポリペプチドの見かけの分子量を

増加することが理解されよう。

      【０１８８】

  本発明は、更に、ある対象ポリペプチドの組換え体に関する。このような組換

えポリペプチドは添付の配列表の野性型（「真正な」）ポリペプチドが有する少

なくとも１個の生物活性のアンタゴニストの役割もしくはアンタゴニストとして

機能できることが望ましい。タンパク質のアミノ酸配列に関連した「進化論的に

関係する」という用語は、自然に発生したアミノ酸配列を有するポリペプチドお
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よび組み合わせ突然変異などに由来するヒトポリペプチドの突然変異体を意味す

る。

      【０１８９】

  一般的に、本明細書においてタンパク質の活性を有する（例えば、「生物活性

」がある）として言及されているポリペプチドは、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の一つで示される核

酸配列もしくはそれに相補的な配列の全体または一部によってエンコードされた

アミノ酸配列を含み、天然タンパク質の生物的／生化学的活性の全てまたは一部

を模倣もしくは拮抗するポリペプチドと定義される。本発明によれば、ポリペプ

チドが天然形態のタンパク質の特異的作動薬または拮抗薬であるならば、そのポ

リペプチドは生物活性を有する。

      【０１９０】

  化合物、例えばタンパク質またはその変異体などが上記生物活性の１つ以上を

有するかどうかを決定する検査方法は、当該分野では公知である。ある実施形態

において、本発明によるポリペプチドは上記概略で示したような活性をもつ。

      【０１９１】

  別の実施形態において、ポリペプチドをコードする配列は、別のポリペプチド

をエンコードするヌクレオチド配列を含む融合遺伝子の一部として組み込むこと

ができる。この種の発現システムは、免疫原性のポリペプチド断片を作製するこ

とが望ましい条件下では有用となることもある（ＥＰ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ

  Ｎｏ：０２５９１４９；およびＥｖａｎｓ他、（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ  ３

３９：３  ８５；Ｈｕａｎｇ他、（１９８８）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６２：３  ８５

５；Ｓｃｈｌｉｅｎｇｅｒ他、（１９９２）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６６：２などを参

照）。融合タンパク質は免疫原性を高めるために利用することに加え、融合タン
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パク質はタンパク質の発現を促進すること、したがって本発明のポリペプチドの

発現にも使用できることが広く評価されている（例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒ

ｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｅｄｓ．Ａｕｓ

ｕｂｅｌ他、（Ｎ．Ｙ．Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，１９９１）など

を参照）。別の実施形態において、精製リーダー配列、例えば組換えタンパク質

の所望の部位のＮ末端にあるポリ－（Ｈｉｓ）／エンテロキナーゼ切断部位配列

をコードする融合遺伝子は、Ｎｉ2+金属樹脂を用いたアフィニティークロマトグ

ラフィによる発現融合タンパク質の精製を可能にする。精製リーダー配列はその

後エンテロキナーゼ処理で取り除き、精製タンパク質を得ることができる（例え

ば、Ｈｏｃｈｕｌｉ他、（１９８７）Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ  ４１

１：１７７；およびＪａｎｋｎｅｃｈｔ他、ＰＮＡＳ  ８８：８９７２）。

      【０１９２】

  融合遺伝子の作製技術は当分野の技術者には公知である。実際、異なるポリペ

プチド配列をコードする各種ＤＮＡ断片を結合させることは、平滑末端もしくは

スタッガー末端連結や、適当な末端を調製するための制限酵素分解、適当な場合

における粘着末端の充填、望ましくない結合を避けるためのアルカリホスファタ

ーゼ処理、酵素的連結などの従来の技術に従って行われている。別の実施形態に

おいては、融合遺伝子は、従来の自動ＤＮＡシンセサイザーなどの技術により合

成できる。あるいは、核酸断片のＰＣＲ増幅を行うこともできるが、これには２

個の連続する核酸断片の間に相補的な突出末端を生じさせるアンカープライマー

を使用し、この核酸断片は後にアニーリングされキメラ核酸配列を生成する（Ｃ

ｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇ

ｙ，ｅｄｓ．Ａｕｓｕｂｅｌ他、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ：１９９

２などを参照）。

      【０１９３】

  本発明は、更に、対象ポリペプチドの作製方法に関する。例えば、対象ポリペ

プチドをエンコードするヌクレオチド配列の発現を誘導する核酸ベクターでトラ

ンスフェクションされた宿主細胞を適当な条件下で培養し、ペプチドの発現を可

能にすることがｄきる。細胞培養に適する培地は当該分野では公知である。組換
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えポリペプチドは、細胞培養培地もしくは宿主細胞または両者から、当該分野で

公知のイオン交換クロマトグラフィ、ゲルろ過クロマトグラフィ、限外ろ過、電

気泳動、ペプチドに特異的な抗体による免疫親和精製などのタンパク質精製手法

を用いて単離することができる。好ましい実施形態において、組換えポリペプチ

ドはＧＳＴ融合タンパク質などの融合タンパク質であり、その精製を促進するド

メインを含んでいる。

      【０１９４】

  更に、特定の状況下では、天然に存在する形態のタンパク質がもつ生物活性の

サブセットのみを促進または阻止するために、作動薬（模倣性）または拮抗薬と

して限定的に機能するある対象ポリペプチドの相同体を提供することが有利であ

ることは一般的に評価されよう。このように、限定的機能の相同体による処理に

より特異的生物効果の誘発が可能であり、しかも、対象タンパク質の天然形態が

示す全ての生物活性を標的にした作動薬または拮抗薬による処理と比較して副作

用が少ない。

      【０１９５】

  各対象ポリペプチドの相同体は、分離点(discrete poit)突然変異などの突然

変異またはトランケーションにより作製できる。例えば、突然変異はポリペプチ

ドのもつ生物活性と実質的に同じか単なるサブセットを保持する相同体を生成す

る。あるいは、天然形態のタンパク質の機能を受容体との競合的結合などにより

阻止する拮抗型のポリペプチドの作製が可能である。

      【０１９６】

  本発明による組換えポリペプチドは、野性型タンパク質の相同体も含み、これ

には当のタンパク質に関連したユビキチン化または他の酵素ターゲッティングを

変化させる突然変異により、タンパク質分解的切断に耐性を示すタンパク質など

がある。

      【０１９７】

  ポリペプチドは化学的に修飾して誘導体を作製することもでき、このためには

グリコシル基や、脂質、リン酸塩、アセチル基のような化学的成分と共有結合ま

たは会合複合体を形成する。タンパク質の共有結合誘導体は化学的成分をタンパ
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ク質のアミノ酸側鎖上の官能基、またはポリペプチドのＮ末端もしくはＣ末端に

結合することで調製できる。

      【０１９８】

  対象ポリペプチド構造の修飾は、治療もしくは予防効果、安定性（例えば生体

外保存性やタンパク質分解抵抗性）、または翻訳後修飾（例えば、タンパク質の

リン酸化パターンの変更）の強化などの目的で行うことができる。このような修

飾ペプチドは、当タンパク質の天然形が有する少なくとも１個の活性を保持する

よう、またはその特異的拮抗体を生成するように設計されたならば、本明細書で

より詳細に記載されたポリペプチドの機能的等価物と考えられる。こうした修飾

ペプチドは、アミノ酸の置換、除去または付加などにより作製できる。置換変異

体は置換された保存アミノ酸または置換された非保存アミノ酸でよい。

      【０１９９】

  例えば、ロイシンのイソロイシンもしくはバリンによる置換、アスパラギン酸

のグルタミン酸による置換、トレオニンのセリンによる置換の独立した置換、ま

たはアミノ酸の構造的に関連したアミノ酸（つまり、立体的等価および／または

等電点突然変異）による類似の置換は、置換された分子の生物活性に大きな影響

を与えないと予想するのは理に適っている。保存的置換は側鎖が関連しているア

ミノ酸ファミリー内で起こる置換のことである。遺伝的にエンコードされたアミ

ノ酸は以下の４群に分類される。（１）酸性＝アスパラギン酸、グルタミン酸、

（２）塩基性＝リシン、アルギニン、ヒスチジン、（３）非極性＝アラニン、バ

リン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、ト

リプトファン、および（４）非荷電極性＝グリシン、アスパラギン、グルタミン

、システイン、セリン、トレオニン、チロシン。同様にして、アミノ酸レパート

リーは以下のように分類される。（１）酸性＝アスパラギン酸、グルタミン酸、

（２）塩基性＝リシン、アルギニン、ヒスチジン、（３）脂肪族＝グリシン、ア

ラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、セリン、トレオニン、但しセリンと

トレオニンは脂肪族ヒドロキシルとして別に分類されることもある、（４）芳香

族＝フェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、（５）アミド＝アスパラギ

ン、グルタミン、および（６）含硫＝システイン、メチオニン。（Ｂｉｏｃｈｅ
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ｍｉｓｔｒｙ，２  ｅｄ．，Ｅｄ．ｂｙ  Ｌ．Ｓｔｒｙｅｒ，ＷＨ  Ｆｒｅｅｍ

ａｎ  ａｎｄ  Ｃｏ．：１９８１などを参照。）ペプチドのアミノ酸配列におけ

る変化により機能的相同体（例えば、生成されるポリペプチドが野性型を模倣ま

たは拮抗するという意味で機能的）が生成されるかどうかは、変異体ペプチドの

細胞内で野性型タンパク質と類似の方法で反応を起こす能力、またはそのような

反応を競合的に阻止する能力の検査により簡単に判断できる。

      【０２００】

  複数の置換が起こったポリペプチドは、類似の方法で容易に検査することがで

きる。変異体は当のタンパク質の特定領域の生物活性を保持するように設計でき

る。非限定的実施例において、Ｏｓａｗａ他、１９９４，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔ

ｒｙ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ  ３４：１０

０３－１００９、は数種の異なる種からのタンパク質のアクチン結合領域を検討

している。これらの種のアクチン結合領域は、「相同残基群」に分類されるアミ

ノ酸をもつことから相同とみなされている。相同残基は以下の群に従って判断さ

れる（アミノ酸の１文字表示を使用）：ＳＴＡＧ；ＩＬＶＭＦ；ＨＲＫ；ＤＥＱ

Ｎ；およびＦＹＷ。例えば、Ｓ、Ｔ，ＡまたはＧがある位置に存在すると、機能

（この場合はアクチン結合）は保持される。

      【０２０１】

  アミノ酸置換に関する追加の情報が、タンパク質の進化に関する研究から得ら

れている。Ｇｏ他、１９８０，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  

Ｒｅｓ．１５：２１１－２２４，は、アミノ酸残基部位をそれらのアクセスの容

易程度から内部残基部位または外部残基部位に分類した。８個の相同タンパク質

ファミリーにおいて、生物学的機能および補欠分子族の有無に関係なく、一般的

に外部部位においてより頻繁に置換が起こることが確認された。実質的に、全て

の種類のアミノ酸残基は内部よりも外部において高い突然変異性を示した。内部

および外部のアミノ酸残基で、それぞれ突然変異性と極性との相関関係は認めら

れなかった。アミノ酸残基はそれらの極性に基づき３群に分類された：極性（Ａ

ｒｇ、Ｌｙｓ、Ｈｉｓ、Ｇｌｎ、Ａｓｎ、ＡｓｐおよびＧｌｕ）、弱い極性（Ａ

ｌａ、Ｐｒｏ、Ｇｌｙ、ＴｈｒおよびＳｅｒ）および非極性（Ｃｙｓ、Ｖａｌ、
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Ｍｅｔ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｐｈｅ、ＴｙｒおよびＴｒｐ）。タンパク質の進化の

過程で起きたアミノ酸の置換は非常に保存的であった：内部と外部でそれぞれ８

８％と７６％の置換はこの３群の同じ群の中で起こった。群間の置換に関しては

、弱い極性の残基が内部においては非極性の残基によって、外部においては極性

の残基によってより頻繁に置換される。

      【０２０２】

  診断および予後検定と医薬スクリーニング法

  本発明は、対象が好ましくない細胞増殖を特徴とするある疾患または病態を起

こす危険があるか判断する方法を提供し、この判断は開示されているバイオマー

カー、つまり開示されている核酸マーカー（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１）および／またはそれらが

エンコードする結腸癌のポリペプチドマーカーの検出に基づく。

      【０２０３】

  臨床適用において、ヒト組織サンプルのスクリーニングにより、本明細書で示

したバイオマーカーの有無の確認が可能である。このようなサンプルとして、針

生検標本、外科的切除サンプル、リンパ節組織または血清が使用できる。例とし

て、こうした方法では、生検標本を採取した後、任意に凍結切片作製法により分

画して腫瘍細胞を全細胞数の約８０％まで濃縮する。ある実施形態においては、

こうしたサンプルから抽出した核酸は当該分野で公知の方法で増幅してもよい。

選択されたマーカーの検出されたレベルは、統計的に有効な転移、非転移悪性、

良性または正常結腸組織サンプル群と比較されよう。

      【０２０４】

  一実施形態において、この診断法には、対象において開示されたマーカーがｍ

ＲＮＡおよび／またはタンパク質中で異常なレベルを示すか測定するステップが
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含まれ、この測定にはノーザンブロット法、逆転写－ポリメラーゼ連鎖反応（Ｒ

Ｔ－ＰＣＲ法）、ｉｎ－ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、免疫沈降、ウェスタ

ンブロットハイブリダイゼーション、免疫組織化学などを用いる。この診断法に

よると、細胞を対象から採取し、開示されたバイオマーカーとタンパク質または

ｍＲＮＡレベルを測定し、健常対象におけるこれらバイオマーカーレベルと比較

する。バイオマーカーポリペプチドまたはｍＲＮＡの異常なレベルは、結腸癌な

どの癌の徴候である可能性がある。

      【０２０５】

  したがって一態様において、本発明は本明細書で開示した特有の核酸マーカー

に特異的なプローブおよびプライマーを提供する。したがって、この核酸プロー

ブは、あるマーカー核酸配列のコード配列の一部と相補的なコード配列の一部で

その長さが少なくとも１２個、好ましくは少なくとも１５個、より好ましくは２

５個、最も好ましくは少なくとも４０個のヌクレオチドからその全長もしくはほ

ぼ全長のヌクレオチド配列を含み、このマーカー核酸配列の核酸配列はＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１

またはそれに相補的な配列で示される。

      【０２０６】

  一実施形態において、前記方法は核酸プローブを使用して患者組織の癌細胞の

存在を確認する。この方法には、具体的には以下のステップが含まれる。

  １．ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ
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Ｏ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：６１またはそれに相補的な配列で示される核酸配列のコード配列の一

部と相補的で、結腸癌細胞などの腫瘍細胞内で差次的に発現されるコード配列の

少なくとも１２個、好ましくは少なくとも１５個、より好ましくは２５個、最も

好ましくは少なくとも４０個のヌクレオチドからその全長もしくはほぼ全長のヌ

クレオチド配列を含む核酸プローブを提供するステップと；

  ２．癌細胞をもっている可能性のある患者から組織サンプルを採取するステッ

プと；

  ３．ほぼ全てが非癌性の細胞を含む別の組織サンプルを提供するステップと；

  ４．核酸プローブをストリンジェント条件下で前記第１と第２の各組織サンプ

ルのＲＮＡと接触させるステップ（例えば、ノーザンブロットまたはｉｎ  ｓｉ

ｔｕハイブリダイゼーション法で）と；

  ５．プローブと第１の組織サンプルのＲＮＡとのハイブリダイゼーションの量

（ａ）をプローブと第２の組織サンプルのＲＮＡとのハイブリダイゼーションの

量（ｂ）と比較するステップを含む。この比較において、第２の組織サンプルの

ＲＮＡとのハイブリダイゼーション量との比較による第１の組織サンプルのＲＮ

Ａとのハイブリダイゼーション量における統計的に有意な差は、第１の組織サン

プルにおける癌細胞の存在を示している。

      【０２０７】

  一態様において、本法は所定のマーカー核酸配列に由来するプローブとのｉｎ

  ｓｉｔｕハイブリダイゼーションを含み、この核酸配列はＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１またはそれ

に相補的な配列によって示される。この方法には、標識ハイブリダイゼーション

プローブを正常細胞のほかに癌細胞または前癌細胞を含んでいる可能性のある所
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定の種類の組織サンプルと接触させるステップと、このプローブが所定の組織の

細胞のいくつかを、同種組織の他の細胞を標識する程度とは有意に異なる程度（

例えば、少なくとも２倍、または５倍、または２０倍、または５０倍）で標識す

るかを測定するステップが含まれる。

      【０２０８】

  更に本発明には、所定のヒト組織からの試験細胞の表現型を決定する方法が含

まれ、例えばその細胞が（ａ）正常または（ｂ）癌性もしくは前癌性であるかど

うかを判断するために、試験細胞のｍＲＮＡをＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１またはそれに相補的な配

列で示される核酸配列のコード配列の一部と相補的で、所定の種類の組織の正常

細胞との比較で腫瘍細胞内で差次的に発現される配列の少なくとも１２個、好ま

しくは少なくとも１５個、より好ましくは２５個、最も好ましくは少なくとも４

０個のヌクレオチドからその全長もしくはほぼ全長のヌクレオチド配列を含む核

酸プローブと接触させ、プローブとｍＲＮＡとのおよそのハイブリダイゼーショ

ン量を測定し、同種組織の正常細胞のｍＲＮＡよりも多いか少ないハイブリダイ

ゼーション量は試験細胞が癌性または前癌性であることを示していると判断する

。

      【０２０９】

  あるいは、上記診断法はマーカー核酸配列によってエンコードされるタンパク

生成物を検出する抗体を用いて実施することも可能で、この核酸配列はＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  Ｉ
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Ｄ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１

またはそれに相補的な配列で示される。したがって、一実施形態において、この

検査方法は、試験細胞のタンパク質をＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ；

４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１またはそれに相補的な配列で示さ

れる核酸の遺伝子産物に特異的な抗体と接触させ、前記マーカー核酸は試験細胞

と同種組織の正常細胞において所定の制御レベルで発現するステップと、抗体と

試験細胞のタンパク質によるおよその免疫複合体生成量を測定するステップを含

み、ここにおいて試験細胞のタンパク質で生成した免疫複合体の量が同種組織の

正常細胞と比較して統計的に有意に異なる場合は、試験細胞が癌性または前癌性

であることが示唆される。

      【０２１０】

  別のこうした方法には、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２

９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１で示されたマーカー核酸配列の遺伝子産物に

特異的な抗体を提供し、この遺伝子産物は所定の種類の組織（例えば、結腸組織

）の癌組織内に同種組織の非癌性組織における遺伝子産物レベルよりも高いか低

いレベルで存在するステップと、所定の種類の組織の第１のサンプルを患者から

採取し、このサンプルは癌性細胞を含んでいる可能性があるステップと、同種組

織の第２のサンプル（これは同じ患者からでも健常対照からでもよい。例えば、



(101) 特表２００３－５１００２６

別の個々の細胞または培養細胞）を提供し、この第２のサンプルは正常細胞を含

むが癌性細胞は実質的に含まないステップと、前記抗体を抗体とサンプル中のマ

ーカー核酸配列産物との間の免疫複合体の形成を可能にする条件下で第１および

第２のサンプルのタンパク質（溶解しているが未分画の細胞内またはｉｎ  ｓｉ

ｔｕで部分精製してもよい）と接触させるステップと、第１のサンプルにおける

免疫複合体の生成量（ａ）と第２のサンプルにおける免疫複合体の生成量（ｂ）

を比較するステップが含まれ、ここにおいて第１のサンプルにおける免疫複合体

の生成量が第２のサンプルにおける免疫複合体生成量と比較して統計的に有意に

異なる場合は、第１の組織サンプルにおける癌性細胞の存在を示唆している。

      【０２１１】

  対象の発明は、更に対象から採取した細胞サンプルが異常な量のマーカーポリ

ペプチドを示すか測定する方法を提供し、この方法には（ａ）対象から細胞サン

プルを採取するステップと、（ｂ）得られたサンプル中のマーカーポリペプチド

を定量するステップと、（ｃ）定量したマーカーポリペプチドの量を公知の標準

と比較するステップが含まれ、そうすることにより対象から得られた細胞サンプ

ルが異常な量のマーカーポリペプチドを有するかを確認する。こうしたマーカー

ポリペプチドは、免疫化学検定法、ドットブロット検定、ＥＬＩＳＡ、およびこ

れらと類似の方法で検出が可能である。

      【０２１２】

  免疫検定は細胞サンプルのタンパク質を定量するために一般的に用いられてお

り、他の多くの免疫検定手法が当分野で公知となっている。本発明は特定の検定

法には限定されず、したがって同種異種の方法が含まれることを意図している。

本発明に従って実施できる免疫検定法の例として、蛍光偏光免疫検定（ＦＰＩＡ

）、蛍光免疫検定（ＦＩＡ）、酵素免疫検定法（ＥＩＡ）、比濁阻止検定法（Ｎ

ＩＡ）、酵素結合免疫吸着定量法（ＥＬＩＺＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩ

Ａ）などがある。指標部分つまり標識基は、対象の抗体に付着させることができ

、使用できる検定装置および適合する免疫検定法によって決まることの多い各種

用途の必要を満たすように選択される。上記各種免疫検定の実施に使用されるべ

き一般的技術は、当分野の技術者には公知である。
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      【０２１３】

  別の実施形態において、エンコード産物つまりＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１またはそれに相補的な

配列によってエンコードされた産物の患者の生物体液（例えば、血液や尿）にお

けるレベルは、その患者の細胞におけるマーカー核酸配列の発現のレベルをモニ

ターすることにより測定できる。こうした方法には、患者から生物体液サンプル

を採取するステップと、そのサンプル（またはサンプルから得たタンパク質）を

エンコードされたマーカーポリペプチドに特異的な抗体と接触させるステップと

、その抗体による免疫複合体の生成量を測定するステップが含まれ、その免疫複

合体生成量はサンプル中のマーカーエンコード産物のレベルの指標となる。この

測定は健康人から採取した対照サンプル中、または同人物から前もってもしくは

後に採取した１つかまたは複数のサンプル中の同じ抗体による免疫複合体の生成

量と比較すると特に有益である。

      【０２１４】

  別の実施形態において、本法は細胞内のマーカーポリペプチドの定量に使用で

き、その結果を今度は結腸癌などの過増殖障害の進行と相関させることが可能で

ある。マーカーポリペプチドのレベルを、細胞サンプルが形質転換細胞であるか

またはその傾向がある細胞を含んでいるかを予測するために使用できる。更に、

当方法は、形質転換されたことが既知である細胞の表現型の検査のためにも使用

でき、その結果は特定の治療計画の作成上有用である。例えば、細胞サンプルに

おける非常に高いレベルのマーカーポリペプチドは、結腸癌などの癌の強力な診

断および予後マーカーである。マーカーポリペプチドレベルの観察を、より積極

的な治療の決定の際などに利用することができる。

      【０２１５】
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  上記のように、本発明の一態様は患者から分離した細胞内という条件下で、マ

ーカーポリペプチドレベルが細胞サンプル内で有意に低下するか確定するための

診断検査に関する。「有意に低下」という用語は、類似の組織に由来する正常細

胞と比較して細胞内マーカーポリペプチドの量が低い表現型を指す。例えば、あ

る細胞のもつマーカーポリペプチドの量が、正常な対照細胞に比べて約５０％以

下、２５％以下、１０％以下または５％以下のことがある。特に、この検査では

、試験細胞におけるマーカーポリペプチドレベルを評価し、また好ましくはその

測定結果を表現型が既知である少なくとも１個の対照細胞、すなわち正常細胞お

よび／または形質転換細胞において検出されたマーカーポリペプチドと比較する

。

      【０２１６】

  本発明にとって特に重要なことは、正常または異常なマーカーポリペプチドレ

ベルと関連する細胞数に基づく測定のような、マーカーポリペプチドレベルを定

量する能力である。特定のマーカーポリペプチド表現型をもつ細胞数を、今度は

患者の予後と相関させることが可能である。本発明の一実施形態において、病巣

部のマーカーポリペプチド表現型は、生検における異常に高い／低いマーカーポ

リペプチドレベルが示された細胞の割合で決められる。こうした発現は、免疫化

学検定法、ドットブロット検定法、ＥＬＩＳＡ、およびこれと類似の方法で検出

できる。

      【０２１７】

  組織サンプルを使用する場合は、免疫組織化学染色法を使用してマーカーポリ

ペプチド表現型をもつ細胞数を測定できる。このような染色では、生検または他

の組織サンプルから多ブロックを採取して、プロテアーゼＫまたはペプシンなど

の剤を用いてタンパク質を加水分解する。ある実施形態では、細胞サンプルから

核分画を分離し、この核分画のマーカーポリペプチドレベルを検出するのが望ま

しい。

      【０２１８】

  組織サンプルは、ホルマリン、グルタルアルデヒド、メタノールなどの試薬で

処理して固定する。次にサンプルをマーカーポリペプチドと特異的に結合する抗
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体、好ましくはモノクローナル抗体とインキュベートする。この抗体を後の結合

の検出のために標識と結合することもできる。サンプルのインキュベーションは

、免疫複合体の形成に充分な時間行う。抗体の結合は、この抗体に結合させた標

識のお陰で検出される。抗体が標識されていない場合は、別の標識抗体を使用し

てもよく、これには抗マーカーポリペプチド抗体のイソタイプに特異的な抗体な

どがある。使用してもよい標識の例として、放射性核種、蛍光剤、化学発光剤、

酵素のようなものが含まれる。

      【０２１９】

  酵素を使用する場合は、着色または蛍光産物を生成するためにサンプルに酵素

の基質を添加してもよい。複合体での使用に適する酵素の例として、ワサビペル

オキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、リンゴ酸デヒドロゲナーゼなどがある

。市販されていない場合は、こうした抗体－酵素複合体は当分野の技術者に公知

の技術で容易に作製できる。

      【０２２０】

  一実施形態において、検査法はドットブロット検定法が行われる。ドットブロ

ット検定法には、所定の細胞数から得られた無細胞抽出物におけるマーカーポリ

ペプチドの量を相関させることにより１個の細胞と関連したマーカーポリペプチ

ドの平均量の測定を可能にするように、組織サンプルを使用する特定の適用例が

ある。

      【０２２１】

  同種の腫瘍細胞（例えば、乳房および／または結腸の腫瘍細胞）が個々の癌遺

伝子発現の均一な増加および個々の癌抑制遺伝子発現の均一な低下を示さないこ

とは、癌に関する文献で明白になっている。所定の種類の癌の間でも所定のマー

カー遺伝子の発現程度は様々であり、このことからも１つの試験だけでなく一連

の試験を検討する必要性があることが強調されている。したがって、一態様にお

いて、本発明は診断検査の信頼性および／または精度を高めるために、本発明に

よる多くのプローブを使った一連の試験を提供している。

      【０２２２】

  一実施形態において、本発明は核酸プローブを有機的に配列してＤＮＡチップ
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上に固定化する方法も提供する。オリゴヌクレオチドはリトグラフィーなど各種

方法で固体支持体に固定することができる。例えば、１つのチップは最大２５０

，０００個のオリゴヌクレオチドを保持できる（例えば、ＧｅｎｅＣｈｉｐ（登

録商標），Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ，Ｓａｎｔａ  Ｃｌａｒａ，ＣＡから入手でき

る）。このような核酸プローブは、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１で示されるマーカー核酸配列のコー

ド配列の一部と相補的で、結腸癌細胞などの腫瘍細胞内で差次的に発現される配

列の少なくとも約１２個、好ましくは少なくとも約１５個、より好ましくは少な

くとも約２５個、最も好ましくは少なくとも約４０個のヌクレオチドからその全

長もしくはほぼ全長のヌクレオチド配列を含む核酸配列を含む。本発明は、１個

のチップ上に整列した多くの核酸マーカーを備えることで検査の信頼性を高める

ので、結腸癌などの各種癌に利用されている検査法に比べて著しい利点を提供す

る。

      【０２２３】

  この方法では生検材料を採取するが、その生検材料は腫瘍細胞を全細胞数の約

８０％に濃縮するために任意に凍結切片作製法により分画される。ＤＮＡまたは

ＲＮＡを抽出し、増幅し、ＤＮＡチップで分析してマーカー核酸配列の有無を確

定する。

      【０２２４】

  一実施形態においては、核酸プローブを２次元マトリックスまたはアレイの基

質上にスポットする。核酸サンプルを標識してからプローブとハイブリダイズす

ることが可能である。二本鎖核酸は、プローブの核酸に結合した標識核酸サンプ

ルを含み、サンプルの非結合の部分が洗い流されると検出できる。

      【０２２５】
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  プローブ核酸は、ガラス、ニトロセルロースなどの基質上にスポットすること

ができる。プローブは、共有結合または疎水的相互作用などの非特異的相互作用

によって基質と結合できる。核酸サンプルは、放射性標識、発蛍光団、発色団な

どの使用により標識化することができる。

      【０２２６】

  アレイの構築技術およびこれらアレイの使用方法は、ＥＰ  Ｎｏ．０  ７９９

  ８９７；ＰＣＴ  Ｎｏ．ＷＯ  ９７／２９２  １２；ＰＣＴ  Ｎｏ．ＷＯ  ９

７１２７３１７；ＥＰ  Ｎｏ．０７８５２８０；ＰＣＴ  Ｎｏ．ＷＯ  ９７／０

２３５７；米国特許第５，５９３，８３９号；米国特許第５，５７８，８３２号

；ＥＰ  Ｎｏ．０７２８  ５２０；米国特許第５，５９９，６９５号；ＥＰ  Ｎ

ｏ．０７２１  ０１６；米国特許第５，５５６，７５２号；ＰＣＴ  Ｎｏ．ＷＯ

  ９５／２２０５８；および米国特許第５，６３１，７３４号に記載されている

。

      【０２２７】

  更に、アレイを使用して遺伝子の差次的発現の検査および遺伝子機能の測定が

可能である。例えば、当該核酸配列のアレイを使用して、例えば核酸配列のいず

れかが正常細胞と癌細胞の間で差次的に発現されるかを測定できる。癌細胞にお

いて、対応する正常細胞では観察されない特定のメッセージが強く発現される場

合は、癌特異的タンパク質を示している可能性がある。

      【０２２８】

  別の実施形態において、本発明は本発明によるマーカーポリペプチドに対する

一群の抗体を使用することを意図しており、このポリペプチドはＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ；５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１によっ

てエンコードされる。このような一群の抗体は結腸癌に対して信頼できる診断プ
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ローブとして使用できる。本発明の検査法では、結腸細胞などの細胞を含む生検

サンプルをエンコード産物の１つかまたは複数に対する一群の抗体と接触させて

、マーカーポリペプチドの有無を確認する。

      【０２２９】

  当発明の診断方法は、治療の追跡調査として使用してもよく、例えばマーカー

ポリペプチドレベルの定量値は、現在使用中か以前使用した癌療法の効果と並ん

でこうした治療の患者の予後に与える影響の指標となる可能性がある。

      【０２３０】

  したがって、本発明は、細胞の腫瘍形成性形質転換などに起因する増殖性障害

の診断およびフェノタイピングに役立つために、細胞のマーカーポリペプチドの

増減を検出する診断検査法および試薬を提供する。

      【０２３１】

  上記診断法を改変して、予後検査にも使用できるようにできる。こうした適用

は、本発明の検査法が示す、腫瘍の特徴的な発達段階で起こる事象に対する感受

性を利用する。例えば、所定のマーカー遺伝子が非常に早い段階、おそらく細胞

が不可逆的に悪性の方向に向かうより前の段階でアップレギュレーションまたは

ダウンレギュレーションされる一方、別のマーカー遺伝子は特徴的にそれよりも

相当遅い段階でのみアップレギュレーションまたはダウンレギュレーションされ

ることが起こり得る。このような方法は、試験細胞のｍＲＮＡと癌性もしくは前

癌性細胞において、異なる腫瘍発達段階で特徴的な異なるレベルで発現される所

定のマーカー核酸に由来する核酸プローブとを接触させるステップと、前記プロ

ーブと前記細胞のｍＲＮＡとのハイブリダイゼーションのおよその量を測定する

ステップを含み、ここにおいてこの量は細胞における遺伝子発現レベル、したが

って細胞の腫瘍発達段階を示す。あるいは、前記検査方法において、所定のマー

カー核酸の遺伝子産物に特異的な抗体を使用し、その抗体を試験細胞のタンパク

質と接触させてもよい。こうした一連の試験は腫瘍の存在および位置を明らかに

するだけでなく、臨床医が腫瘍に最も適した治療方法を選択しその治療の成功率

を予測することを可能にする。

      【０２３２】
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  本発明の方法は、腫瘍の臨床経過の追跡にも使用できる。例えば、本発明の検

査法は患者の組織サンプルに適用できる。癌の治療後、患者から別の組織サンプ

ルを採取して検査を繰り返す。治療が成功すると、癌性もしくは前癌性細胞に特

徴的な差次的発現を示す細胞が全て消失するか、それらの細胞における遺伝子の

発現が正常に近いかそれを超えるレベルに高まる。

      【０２３３】

  別の実施形態において、本発明は対象がＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の核酸によってエンコードさ

れたポリペプチドのいずれか１つの異常な活性に関連したある疾患を起こす恐れ

があるか、例えば結腸癌などの癌を発症する素因があるかを確定する方法を提供

し、ここにおいてポリペプチドの異常な活性の特徴は、（ｉ）マーカーポリペプ

チドをエンコードする遺伝子の完全性に影響する変化、または（ｉｉ）エンコー

ドする核酸の誤発現、これらの少なくとも１つを特徴とする遺伝的病巣の有無を

検出することにより明らかにできる。理解し易く説明すると、このような遺伝的

病巣は、（ｉ）核酸配列からの１個または複数のヌクレオチドの欠失、（ｉｉ）

核酸配列への１個または複数のヌクレオチドの付加、（ｉｉｉ）核酸配列の１個

または複数のヌクレオチドの置換、（ｉｖ）核酸配列の大きな染色体再配列、（

ｖ）核酸配列のメッセンジャーＲＮＡ転写物レベルにおける大きな変化、（ｖｉ

）ゲノムＤＮＡのメチル化様式の変化など核酸配列の異常な変化、（ｖｉｉ）遺

伝子のメッセンジャーＲＮＡ転写物の非野性型スプライシング様式の存在、（ｖ

ｉｉｉ）マーカーポリペプチドの非野性型レベル、（ｉｘ）対立遺伝子の欠落、

および／または（ｘ）マーカーポリペプチドの不適切な翻訳後修飾、これらの少

なくとも１つの存在の確認により検出できる。

      【０２３４】
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  本発明は、エンコードする核酸配列における病巣を検出する検査手法を提供す

る。こうした手法には、配列解析、サザンブロットハイブリダイゼーション、制

限酵素部位マッピングを含む方法、および解析対象の核酸とプローブとの間での

ヌクレオチド対形成の欠落の検出を含む方法などがあるが、これらの方法に限定

はされない。

      【０２３５】

  例えば遺伝的疾患および障害などの特異的疾患および障害は、突然変異タンパ

ク質をエンコードするとは限らない特定遺伝子の多型性領域の特異的変異対立遺

伝子と関連している。したがって、対象における遺伝子の多型性領域における特

異的対立遺伝子変異体の存在は、対象を、特異的疾患または障害を発症し易い体

質にする可能性がある。遺伝子の多型性領域は、個体の集団における遺伝子のヌ

クレオチド配列の測定により確認できる。多型性領域が確認されると、結腸癌な

どの特定の疾患を発症した個体の集団など特定の個体の集団を調べることにより

、特定の疾患との関係を確定できる。多型性領域は、エキソン、エキソンのコー

ド領域または非コード領域、イントロン、プロモーター領域など遺伝子のどの領

域にも存在し得る。

      【０２３６】

  ある実施例において、核酸プローブを含む核酸構成物が提供されており、この

核酸プローブは、ある遺伝子もしくはその自然突然変異体のセンス配列またはア

ンチセンス配列、または対象遺伝子もしくはその自然突然変異体と自然連結した

５’もしくは３’フランキング配列またはイントロン配列とハイブリダイズする

ことができるヌクレオチド配列領域を含む。細胞の核酸はハイブリダイズし易く

なっており、プローブはサンプルの核酸と接触しており、プローブとサンプルの

核酸とのハイブリダイゼーションが検出される。こうした手法は、欠失、置換な

どのゲノムまたはｍＲＮＡレベルでの病巣もしくは対立遺伝子変異体 (allelic 

variants)の検出、ならびにｍＲＮＡの転写レベルの測定のために使用できる。

      【０２３７】

  好ましい検出方法は、変異部位または多形部位と重なり、および変異領域また

は多形領域周囲の約５個、１０個、２０個、２５個または３０個のヌクレオチド
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を有するプローブを用いた対立遺伝子特異的ハイブリダイゼーションである。本

発明の好ましい実施形態において、対立遺伝子変異体に特異的にハイブリダイズ

できる数個のプローブを、固相支持体、例えば「チップ」に付加する。オリゴヌ

クレオチドを含んでなるこれらのチップを用いる変異検出分析は、また「ＤＮＡ

プローブアレイ」と呼ばれ、例えばＣｒｏｎｉｎ他（１９９６）Ｈｕｍａｎ  Ｍ

ｕｔａｔｉｏｎ  ７：２４４に記載されている。１つの実施形態において、チッ

プは、遺伝子の少なくとも１つの多形領域の全対立遺伝子変異体を含んで成る。

次いで固相支持体を試験核酸と接触させ、特定のプローブに対するハイブリダイ

ゼーションを検出する。したがって、１つまたは複数の遺伝子の多数対立遺伝子

変異体の同定は、簡単なハイブリダイゼーション実験において決定できる。

      【０２３８】

  ある一定の実施形態において、病巣の検出は、アンカーＰＣＲまたはＲＡＣＥ

  ＰＣＲなどのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）において（例えば米国特許第４

，６８３，１９５号および第４，６８３，２０２号を参照）、または別途にリガ

ーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）において（例えば、Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ他（１９８８）

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４１：１０７７－１０８０；およびＮａｋａｚａｗａ他（１

９９４）ＰＮＡＳ  ９１：３６０－３６４を参照）、プローブ／プライマーを利

用することを含んで成り、後者は、遺伝子における点変異に特に有用であり得る

（Ａｂｒａｖａｙａ他（１９９５）Ｎｕｃ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  ２３：６７５－

６８２を参照）。単に例証的な実施形態において、この方法は、（ｉ）患者から

細胞サンプルを採集するステップ、（ｉｉ）細胞サンプルから核酸を単離する（

例えば、ゲノム、ｍＲＮＡまたはその両者）ステップ、（ｉｉｉ）核酸サンプル

を、核酸（存在する場合）のハイブリダイゼーションおよび増幅が生じるような

条件下で、核酸配列に特異的にハイブリダイズする１個または複数のプライマー

と接触させるステップ、および（ｉｖ）増幅生成物の有無を検出すること、また

は増幅生成物のサイズを検出することおよびその長さを対照サンプルと比較する

ステップを含む。ＰＣＲおよび／またはＬＣＲは、ここに記載された変異を検出

するのに使用される任意の方法と連結して予備的増幅ステップとして使用するこ

とが望ましいと予想される。
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      【０２３９】

  他の増幅法としては：自己維持配列複製（Ｇｕａｔｅｌｌｉ，Ｊ．Ｃ．他、１

９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８７：１８７４－１

８７８）、転写増幅システム（Ｋｗｏｈ，Ｄ．Ｙ．他、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：１１７３－１１７７）、Ｑ－ベータ

レプリカーゼ（Ｌｉｚａｒｄｉ，Ｐ．Ｍ．他、１９８８、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏ

ｌｏｇｙ  ６：１１９７）、または任意の他の核酸増幅法が挙げられ、次いで当

業者によく知られている方法を用いて増幅分子の検出を行う。これら検出スキー

ムはそのような核酸分子が非常に少数であるときに核酸分子の検出に都区に有用

である。

      【０２４０】

  課題のアッセイの好ましい実施形態において、細胞サンプルからの遺伝子にお

ける変異またはその遺伝子の対立遺伝子変異体は、制限酵素開裂パターンの変化

により同定される。例えば、サンプルおよび対照ＤＮＡを単離し、増幅し（任意

に）、１つまたは複数の制限エンドヌクレアーゼで消化し、フラグメント長サイ

ズをゲル電気泳動により測定する。さらに、配列特異的リボチームの使用（例え

ば、米国特許第５，４９８，５３１号を参照）が、リボチーム開裂部位の発生ま

たは消失により特異的変異の存在に係るスコアに使用できる。

      【０２４１】

  本発明の他の態様は、異常増殖により特徴付けられる細胞の分化および増殖を

調節できる試剤の同定に向けられている。この点において、本発明は、マーカー

核酸（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４

６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：６１）の発現を調節し、および／またはエンコードされたポリペプチ

ドの生物活性を変更し、例えば阻害する化合物を決定するためのアッセイを提供
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する。

      【０２４２】

  幾つかのin vivo法は、マーカー核酸（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１）の発現を調節し、および／

またはエンコードされたポリペプチドの生物活性を変更し、例えば阻害する化合

物を同定するのに使用できる。

      【０２４３】

  医薬品のスクリーニングは、試験化合物を細胞サンプルに加え、そして効果を

モニターするることにより実施される。試験化合物を入れない比較サンプルもま

た、対照としてモニターする。次いで処理および未処理細胞は、限定しないが、

顕微鏡分析、生死判別試験、複製能力、組織学的検査、特定ＲＮＡまたは細胞に

関連するポリペプチドのレベル、細胞または細胞溶解産物により発現された酵素

活性レベル、および他の細胞または化合物と相互作用する細胞能力を含む任意の

好適な表現型の基準により比較する。処理細胞と未処理細胞との間の相違は、試

験化合物による効果を示す。

      【０２４４】

  試験化合物の望ましい効果は、癌に関連するマーカー核酸配列により与えられ

た任意の表現型に及ぼす効果を含む。例としては、過剰のｍＲＮＡを制限し、エ

ンコードされたタンパク質の産生を制限し、またはタンパク質の機能効果を制限

する試験化合物を含む。試験化合物の効果は、処理細胞と未処理細胞との間の結

果を比較すると明らかになるであろう。

      【０２４５】

  したがって本発明はまた、核酸マーカー（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；
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ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１）のｉｎ  ｖｉｔｒｏ発現

を阻害する試剤に関するスクリーニング法を包含し、試剤がｍＲＮＡの産生を阻

害できるかどうかを決定するために、このマーカー核酸ｍＲＮＡが、培養細胞中

検出できる細胞または組織を試剤に曝露すること；および曝露細胞または組織中

のｍＲＮＡ濃度を決定することを含んで成り、ここで細胞系の試剤に対する曝露

後のｍＲＮＡのレベル減少がマーカー核酸ｍＲＮＡの産生阻害を示す。

      【０２４６】

  また、スクリーニング法としては、マーカータンパク質の産生を阻害すると思

われる試剤に対して、マーカータンパク質が培養細胞中検出できる細胞または組

織のin vitroスクリーニング；および細胞または組織中のマーカータンパク質の

レベル測定を含んでもよく、ここで細胞または組織の試剤に対する曝露後のマー

カータンパク質のレベル減少がマーカータンパク質の産生阻害を示す。

      【０２４７】

  本発明はまた、マーカー核酸の発現を阻害する試剤に関するin vivoスクリー

ニング法を包含し、マーカーｍＲＮＡまたはタンパク質が検出できる腫瘍細胞を

有する哺乳動物を、マーカーｍＲＮＡまたはタンパク質の産生を阻害すると思わ

れる試剤に曝露すること；および曝露された哺乳動物の腫瘍細胞中のマーカーｍ

ＲＮＡ、またはタンパク質のレベルを測定することを含んでなる。哺乳動物の試

剤に対する曝露後のマーカーｍＲＮＡまたはタンパク質のレベル減少がマーカー

核酸の発現阻害を示す。

      【０２４８】

  したがって、本発明は、マーカー核酸（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３

８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ
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Ｏ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１）を発現する細胞を試験化合

物と共に培養し、ｍＲＮＡレベルまたはタンパク質レベルを測定することを含ん

でなる方法を提供する。さらに本発明は、細胞集団におけるマーカー核酸の発現

レベルを定量的に測定する方法、および試剤が細胞集団におけるマーカー核酸の

発現レベルを増加または減少できるかどうかを測定する方法を提供する。試剤が

細胞集団におけるマーカー核酸の発現レベルを増加または減少できるかどうかを

測定する方法は、（ａ）対照細胞集団および試剤処理した細胞集団からの細胞抽

出物を調製するステップ、（ｂ）この細胞抽出物からマーカーポリペプチドを単

離するステップ、（ｃ）マーカーポリペプチドと前記ポリペプチドに特異的な抗

体の間で形成された免疫複合体の量を定量する（例えば、並列で）ステップを含

んで成る。本発明のマーカーポリペプチドはまた、その生物活性をアッセイする

ことにより定量化する。マーカー核酸発現を増加誘導する試剤は、対照細胞中に

形成された免疫複合体の量と比較して、処理細胞中に形成された免疫複合体の量

を増加させる能力により同定し得る。同様に、マーカー核酸の発現を減少させる

試剤は、対照細胞と比較して、処理細胞抽出物中に形成された免疫複合体の量を

減少する能力により同定し得る。

      【０２４９】

  ｍＲＮＡレベルは、ノーザンブロットハイブリダイゼーションにより測定でき

る。ｍＲＮＡレベルはまた、ＰＣＲを伴う方法により測定できる。高スループッ

トアッセイに使用できるｍＲＮＡを測定する他の高感度の方法、例えばＤＥＬＦ

ＩＡエンドポイント検出および定量法は、例えば、ＷｅｂｂおよびＨｕｒｓｋａ

ｉｎｅｎ（１９９６）Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｓｃ

ｒｅｅｎｉｎｇ  １：１１９に記載されている。マーカータンパク質レベルは、

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；Ｓ
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ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５

１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：６１によりエンコードされたタンパク質生成物を特異的に認識する抗体を用

いる免疫沈降または免疫組織化学により決定できる。

      【０２５０】

  医薬品スクリーニングアッセイにおいて活性なものとして同定される試剤は、

細胞増殖活性を遮断する能力に関して試験されることになる候補物質である。こ

れらの試剤は、細胞、特に結腸細胞の異常増殖に関連する障害を治療するために

有用となろう。

      【０２５１】

  種々のアッセイ構成が、十分存在するであろうが、本開示に鑑みて、ここに明

確に記載していないものであっても通常の当業者により理解されるものとなろう

。例えば、アッセイは、多くの異なる構成で創出することができ、無傷の細胞を

利用する細胞に基づくアッセイや無細胞系、例えば精製タンパク質または細胞溶

解産物に基づくアッセイを含み得る。

      【０２５２】

  化合物および天然抽出物のライブラリーを試験する多くの医薬品スクリーニン

グプログラムにおいて、高スループットアッセイは、与えられた時間内で調査さ

れる化合物数を最大にするために望ましい。精製または半精製タンパク質または

溶解産物で誘導され得るような無細胞系において実施される本発明のアッセイは

、「第一次」スクリーンとして好ましいことが多く、そこでは試験化合物により

媒介される分子標的の変化を迅速に展開し比較的簡便な検出を可能にするために

、これらのアッセイが創出される。さらに、試験化合物の細胞毒性および／また

は生物学的利用能の効果は、一般にin vitro系において無視でき、その代わりこ

のアッセイは主に、他のタンパク質との結合親和性の変化、または分子標的の酵

素的性質の変化において明白であり得るような分子標的に関する医薬品の効果に

焦点を合わせるものである。

      【０２５３】

  組織プロファイリングプローブにおけるプローブとして核酸の使用
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  上記のポリヌクレオチドプローブは、例えば、ヌクレオチドＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１から選ば

れた少なくとも１２種の連続したヌクレオチド、またはその相補的配列を含んで

なり、転写レベルを決定することを含む種々の目的に用いられる。

      【０２５４】

  ヌクレオチドプローブは、核酸に相当する遺伝子発現を検出するのに用いられ

る。例えば、ノーザンブロットにおいて、ｍＲＮＡを電気泳動的に分離し、プロ

ーブと接触させる。プローブは、特定サイズのｍＲＮＡ種にハイブリダイズして

検出される。ハイブリダイゼーション量は定量化され、例えば特定条件下で相対

発現量を決定する。プローブはまた、ポリメラーゼ連鎖反応により増幅生成物を

検出するのに用いられる。この反応生成物は、プローブにハイブリダイズされて

、ハイブリッドが検出される。プローブは、発現を検出するために細胞にin sit

uでのハイブリダイゼーションに用いられる。プローブはまた、ハイブリダイズ

している配列の診断的検出のためにインビボで用いることもできる。プローブは

、一般に放射性同位元素で標識される。他の種類の検出できる標識としては、発

色団、蛍光体および酵素などを用いてもよい。

      【０２５５】

  特異的ｍＲＮＡの発現は、各種細胞型において変り得、組織特異的であり得る

。各種細胞型におけるｍＲＮＡレベルのこの変化は、組織型を決定するために核

酸プローブアッセイと共に利用できる。例えば、ＰＣＲ、分枝状ＤＮＡプローブ

アッセイ、またはＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ
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  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の核酸またはそれに相補的な配列に実質的に同一また

は相補的な核酸プローブを利用するブロッティング法は、標的ｃＤＮＡまたはｍ

ＲＮＡの有無を決定することができる。

      【０２５６】

  ヌクレオチドハイブリダイゼーションアッセイの例としては、Ｕｒｄｅａ他の

ＰＣＴＷＯ  ９２／０２５２６、およびＵｒｄｅａ他の米国特許第５，１２４，

２４６号に記載され、双方とも参照することによりここに援用する。この参考文

献にはサンドイッチのヌクレオチドハイブリダイゼーションアッセイの例を記載

している。

      【０２５７】

  別途に、ＰＣＲは、Ｍｕｌｌｉｓ他のＭｅｔ／ｉ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．（１９８

７）１５５：３３５－３５０；米国特許第４，６８３，１９５号；および米国特

許第４，６８３，２０２号に記載されるように、少量の標的核酸を検出する他の

方法であり、これら文献は全て参照することにより援用する。２種のプライマー

ポリヌクレオチドヌクレオチドが、標的核酸とハイブリダイズし、反応をプライ

ムするのに用いられる。プライマーは、配列表のポリヌクレオチド内の配列また

はポリヌクレオチドに対して３’および５’から構成されてもよい。別途にプラ

イマーがこれらのポリヌクレオチドに対して３’および５’である場合、プライ

マーは、それらにまたはそれらの相補体にハイブリダイズする必要はない。熱安

定性ポリメラーゼは、元の標的核酸をテンプレートとして用いてプライマーから

標的核酸のコピーを作製する。多量の標的核酸をポリメラーゼにより生成後、そ

れはサザンブロットなどの方法により検出される。サザンブロット法を用いると

、標識プローブは、配列表のポリヌクレオチドまたは相補体にハイブリダイズす

ることになる。

      【０２５８】

  さらに、ｍＲＮＡまたはｃＤＮＡを、Ｓａｍｂｒｏｏｋ他の「Ｍｏｌｅｃｕｌ

ａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｎｕａｌ」（ニュー
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ヨーク、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、１９

８９年）に記載された従来のブロッティング法により検出できる。ポリメラーゼ

酵素を用いてｍＲＮＡから生成したｍＲＮＡまたはｃＤＮＡは、ゲル電気泳動を

用いて精製分離できる。次いでゲル上の核酸をニトロセルロースなどの固形支持

体上にブロットする。この固形支持体を標識プローブに曝露し、次いでハイブリ

ダイズされていないプローブを全て除去するために洗浄する。次に標識プローブ

を含有する複式体を検出する。一般にプローブを放射活性で標識する。

      【０２５９】

  組織プロファイリング

  本発明の核酸は、与えられたサンプルが誘導された組織タイプを決定するため

に使用できる。例えば、転移性病巣を、その器官または組織の特定マーカーの発

現を同定することにより発現した器官または組織源により確認する。核酸が特定

の組織型においてのみ発現し、転移性病巣がその核酸を発現することが判れば、

病巣の発現源が確認されたことになる。特定の核酸の発現は、対応するｍＲＮＡ

またはタンパク質生成物の何れかの検出により評価される。抗体着色などの免疫

学的手法は、特定のタンパク質生成物を検出するのに用いられる。ハイブリダイ

ゼーション法は、限定しないが、in situハイブリダイゼーションおよびノーザ

ンブロッティングを含む特定のｍＲＮＡ種を検出するのに用いてもよい。

      【０２６０】

  抗体増加のための核酸およびエンコードされたポリペプチドの使用

  核酸の発現生成物、対応するｍＲＮＡまたはｃＤＮＡまたは対応する完全遺伝

子を調製し、並びに実験目的、診断目的および治療目的のために抗体を増加させ

るために使用する。対応する遺伝子が指定されなかった核酸に関して、これは対

応する遺伝子同定の補足的な方法を提供する。核酸または関連ｃＤＮＡを上記の

ように発現させ、抗体を調製する。これらの抗体は、エンコードされたポリペプ

チド上のエピトープに特異的であり、沈殿できるか、または細胞または組織調製

において、またはｉｎ  ｖｉｔｒｏ発現系の無細胞抽出において対応する固有の

タンパク質に結合できる。

      【０２６１】



(119) 特表２００３－５１００２６

  抗体を増加させるための免疫原は、本発明の核酸とアジュバントとによりエン

コードされたポリペプチドを混合することにより調製される。別途に、ポリペプ

チドは、より大きな免疫原タンパク質への融合タンパク質として作製される。ポ

リペプチドはまた、キーホールリンペットヘモシニアンなどの他のより大きな免

疫原タンパク質に共有結合する。免疫原は、一般に皮内に、皮下にまたは筋肉内

に投与する。免疫原は、ウサギ、ヒツジおよびマウスなどの実験動物に投与して

抗体を生成する。任意に動物脾臓細胞を単離し、骨髄細胞と融合してモノクロー

ナル抗体を分泌するハイブリドーマを形成する。このような方法は、当業界によ

く知られている。当業界に知られた他の方法に従って、核酸は、筋肉内注射によ

るなど直接投与し、インビボで発現する。発現タンパク質は、タンパク質の投与

と同等の抗体生成を含む種々のタンパク質特異的免疫応答を生成する。

      【０２６２】

  核酸エンコードされたタンパク質およびポリペプチドに特異的なポリクローナ

ルおよびモノクローナル抗体の調製は、当業界に知られている標準的な方法を用

いて作製される。ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の核酸またはそれに相補的な配列によりエンコードさ

れたポリペプチドに存在するエピトープに、抗体は特異的に結合する。他の実施

形態において、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：

４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  

ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  

ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１によりエンコードされたポリペプチドに存在するエピト



(120) 特表２００３－５１００２６

ープに、抗体は特異的に結合する。典型的には、少なくとも約６個、８個、１０

個または１２個の連続するアミノ酸は、エピトープを形成するために必要である

。しかしながら、不連続のアミノ酸を含むエピトープは、より多くの例えば少な

くとも約１５個、２５個または５０個のアミノ酸が必要と思われる。したがって

、核酸の短い配列は、公知のタンパク質との交叉反応の可能性があるため、対応

する新規なタンパク質を同定するために抗体を増加させるエピトープとして使用

するにあたり不適であると思われる。しかしながら、抗体は、特にそれらが、公

知のタンパク質と本発明の核酸によりエンコードされた新規なポリペプチドに共

通の構造的特徴を同定する場合、他の目的のために有用であり得る。

      【０２６３】

  ヒト核酸のエンコードされたポリペプチドに特異的に結合する抗体は、ウェス

タンブロットまたは他の免疫化学アッセイに用いられる場合、他のタンパク質に

より供される検出シグナルよりも少なくとも５倍、１０倍または２０倍高い検出

シグナルを提供するはずである。好ましくは、核酸Ｔでエンコードされたポリペ

プチドに特異的に結合する抗体は、免疫化学アッセイにおいて他のタンパク質を

検出せず、溶液から核酸でエンコードされたタンパク質を免疫沈降させることが

できる。

      【０２６４】

  ヒトの集団中に核酸でエンコードされたポリペプチドに対する血清抗体の存在

を試験するために、ヒト抗体を当業界によく知られた方法により精製する。好ま

しくは、抗血清を核酸でエンコードされたタンパク質、ポリペプチドまたは融合

タンパク質が結合しているカラムを通過させることにより、抗体をアフィニティ

ー精製する。次いで結合した抗体を、例えば高塩濃度緩衝液を用いてカラムから

溶出できる。

      【０２６５】

  上記で検討した抗体に加えて、単一鎖抗体のような遺伝子工学的抗体誘導体を

作製する。

      【０２６６】

  抗体は、当業界に知られた標準的なプロトコルを用いることにより作製し得る
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（例えば、抗体：ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ編集の実験室マニュアル（コール

ドスプリングハーバープレス：１９８８年）を参照）。マウス、ハムスターまた

はウサギなどの哺乳動物は、ペプチドの免疫原形体により免疫できる（例えば、

上記のような抗体反応または融合タンパク質を誘発できる哺乳動物のポリペプチ

ドまたは抗原性フラグメント）。

      【０２６７】

  １つの態様において、本発明は、対象のポリペプチドが結腸直腸組織または腫

瘍組織、特に結腸癌組織または結腸癌誘導細胞系に高度に発現することを示すモ

ノクローナル抗体を含む。したがって、１つの実施形態において、本発明は、一

般に対象のポリペプチドの発現分析用診断手段、特に結腸癌の診断として提供す

る。

      【０２６８】

  タンパク質またはペプチドに免疫原性を与える方法は、担体への接合または当

業界によく知られた他の方法を含む。タンパク質の免疫原性部分は、アジュバン

トの存在下で投与できる。免疫化の進行は、血漿または血清の抗体力価の検出に

よりモニターできる。標準ＥＬＩＳＡまたは他のイムノアッセイは、抗体レベル

を評価するために抗原としての免疫原と共に使用できる。好ましい実施形態にお

いて、被検抗体は、哺乳動物のたんぱく質の抗原性決定因子、例えばＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ

  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ

  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１の

１つまたは緊密に関連する相同体（例えば、少なくとも９０％同一、さらに好ま

しくは少なくとも９５％同一）によりエンコードされたタンパク質の抗原性決定

因子に免疫特異的である。

      【０２６９】

  ポリペプチドの抗原調製による動物の免疫化後、抗血清を得ることができ、所
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望ならば、血清から単離されたポリクローナル抗体を得ることができる。モノク

ローナル抗体を産生するために、抗体産生細胞（リンパ球）は、免疫化動物から

収穫でき、骨髄腫細胞などの不滅細胞を用いて標準的な体細胞融合法により融合

できてハイブリドーマ細胞を産生する。このような方法は、当業界によく知られ

ており、例えばハイブリドーマ法（ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ，（１

９７５）Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５－４９７により初めて開発された）、ヒ

トＢ細胞ハイブリドーマ法（Ｋｏｚｂａｒ他、（１９８３）Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ

ｙ  Ｔｏｄａｙ，４：７２）、およびヒトモノクローナル抗体を産生するＥＢＶ

－ハイブリドーマ法（Ｃｏｌｅ他、（１９８５）Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔ

ｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉ

ｓｓ，Ｉｎｃ．ｐｐ．７７－９６）を含む。ハイブリドーマ細胞は、本発明のポ

リペプチドと特異的に反応する抗体、およびこのようなハイブリドーマ細胞を含

んで成る培地から単離されたモノクローナル抗体の産生のために免疫化学的にス

クリーンできる。

      【０２７０】

  ここで用いられる用語の抗体とは、被験体のポリペプチドの１つと特異的に反

応する抗体のフラグメントを含むように意図されている。抗体は、従来の技法を

用いてフラグメント化でき、このフラグメントは、全抗体に関して上記と同じ手

法で利用のためスクリーンできる。例えば、Ｆ（ａｂ）2フラグメントは、抗体

をペプシンで処理することにより生成できる。生じたＦ（ａｂ）2フラグメント

は、ジスルフィド架橋を還元するために処理することができ、Ｆａｂフラグメン

トを産生する。本発明の抗体は、さらに二重特異性、単一鎖、および抗体の少な

くとも１つのＣＤＲ領域によって与えられるポリペプチドへの親和性を有するキ

メラ分子並びにヒト化分子を含むように意図されている。好ましい実施形態にお

いて、抗体は、さらにそれに付加した標識を含んで成り、検出できる（例えば、

標識は、放射性同位元素、蛍光化合物、化学発光化合物、酵素、または酵素補助

因子であり得る）。

      【０２７１】

  抗体は、例えば異常タンパク質レベルと関連する結腸癌などの疾患またはその
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状態を有するかどうかを決定するため、またはそのような障害に苦しめられてい

る個体の投与治療法の効力決定を可能にする個体のタンパク質レベルをモニター

するために使用できる。ポリペプチドのレベルは、血液サンプルなどの体液中の

細胞から測定し得る。

      【０２７２】

  本発明の抗体について他の適用は、ｇｔｌ１、ｇｔｌ８～２３、ＺＡＰおよび

ＯＲＦ８などの発現ベクターに構築されたｃＤＮＡライブラリーの免疫学的スク

リーニングにある。修正読取り枠および配向に挿入されたコード配列を有するこ

の種のメッセンジャーライブラリーは、融合タンパク質を産生し得る。例えば、

ｇｔｌ１は、アミノ末端がβ－ガラクトシダーゼアミノ酸配列から成り、カルボ

キシル末端が異種のポリペプチドから成る融合タンパク質を産生する。タンパク

質の抗原性エピトープ類、例えば特定タンパク質の他のオルトログまたは同一種

からの他のパラログは、例えば、感染プレートから取り上げたニトロセルロース

フィルタを抗体と反応させるように、抗体により検出できる。次いでこのアッセ

イにより検出された陽性のファージは、感染プレートから単離できる。したがっ

て、ヒトからのイソ体（スプライシング変異体を含む）を交替できるように、相

同体の存在を検出でき、他の動物からクローン化できる。

      【０２７３】

  他の実施形態において、エピトームに関連する各々の機能がモノクローナル抗

体により表されるモノクローナル抗体のパネルを用いることができる。このパネ

ルにおけるモノクローナル抗体結合の消失または混乱は、タンパク質、したがっ

て対応する遺伝子の変異に対する注意を示すことになろう。

      【０２７４】

  差次的発現

  本発明はまた、ヒトにおける異常組織または疾病組織を同定する方法を提供す

る。上記のように、タンパク質群のプロフィールに対応する核酸に関して、組織

の選択を推定される生化学的機能により決定することもできる。特定の核酸に対

応する遺伝子発現は、疾病と疑われる第１の組織と第２の正常なヒト組織との間

で比較される。正常組織は、ヒトの任意の組織であり、限定しないが、特に脳、
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甲状腺、精巣、心臓、前立腺、胎盤、脾臓、小腸、骨格筋、膵臓、および結腸粘

膜裏層を含む標的遺伝子を発現するものである。

      【０２７５】

  異常または疾病と疑われる組織は、ヒトの各種組織種から誘導できるが、好ま

しくは、同一組織種から誘導し、例えば腸のポリープまたは他の異常成長は、正

常な腸組織と比較する必要がある。比較される２つの組織における標的遺伝子、

ｍＲＮＡまたはタンパク質の間の、例えば分子量、アミノ酸またはヌクレオチド

配列または相対量についての相違は、疾病と疑われたヒト組織における遺伝子変

化、またはそれを制御する遺伝子の変化を示す。

      【０２７６】

  ２つの組織における標的遺伝子は、当業界に知られる任意の方法により比較さ

れる。例えば、２つの遺伝子は配列決定され、疾病と疑われる組織における遺伝

子配列を、正常組織における遺伝子配列と比較する。２つの組織における標的遺

伝子またはその部分は、例えば配列表に示されるヌクレオチド配列に基づきヌク

レオチドプライマーを用い、ポリメラーゼ連鎖反応を用いて増幅される。増幅遺

伝子または遺伝子部分は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２

９；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３；ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

Ｏ：３５；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８；ＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  ＮＯ：４０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４；ＳＥ

Ｑ  ＩＤ  ＮＯ：４６；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０

；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：６０；ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１に示される対応するヌクレオチド配列から選

ばれるヌクレオチドプローブにハイブリダイズされる。正常ヌクレオチド配列と

比較された疾病と疑われる組織における標的遺伝子のヌクレオチド配列における

相違は、疾病における核酸でエンコードされたタンパク質の役割を示唆し、治療

薬を調製するための手がかりを提供する。ヌクレオチドプローブは、放射性標識

、ビオチニル化、または蛍光または化学発光タグによる標識などの種々の方法に

より標識化され、当業界に知られた標準的方法により検出される。

      【０２７７】
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  別途に、２つの組織における標的ｍＲＮＡが比較される。ポリＡ+ＲＮＡは、

当業界に知られるようにこの２つの組織から単離される。例えば、当業者は、ノ

ーザンブロットおよび配列リストに示されるヌクレオチド配列から選ばれるヌク

レオチドプローブを用いて２つの組織間の標的ｍＲＮＡ転写体サイズ、または量

の相違を容易に決定できる。正常組織における同一の標的ｍＲＮＡの発現と比較

して、疾病と疑われる組織サンプル中の標的ｍＲＮＡ発現の増加または減少は、

発現タンパク質が疾病においてある役割を有していることを示唆し、また治療薬

を調製するための手がかりを提供する。

      【０２７８】

  タンパク質を分析する任意の方法が、組合せたサンプルからの２つの核酸でエ

ンコードされたタンパク質を比較するために用いられる。２つの組織におけるタ

ンパク質のサイズは、例えば本発明の抗体を用いて比較して、２つの組織からの

タンパク質抽出物のウェスタンブロットにおいて核酸でエンコードされたタンパ

ク質を検出する。発現レベルおよび細胞内局在下などの他の変化もまた、対応す

るタンパク質に対する抗体を用いて免疫学的に検出できる。正常組織における同

一の核酸でエンコードされたタンパク質発現レベルと比較して、疾病と疑われる

組織において核酸でエンコードされたタンパク質発現がより高レベルまたは低レ

ベルかは、発現タンパク質がその疾病においてある役割を有していることを示し

、治療薬を調製するための他の手がかりを提供する。

      【０２７９】

  同様に、遺伝子配列または遺伝子発現生成物、例えば疾病と疑われるヒト組織

とヒトの正常組織との間のｍＲＮＡおよびタンパク質の比較は、ヒトにおける疾

病の進行または寛解を追跡するために使用される。遺伝子、ｍＲＮＡまたはタン

パク質のこのような比較は、上記のようになされる。

      【０２８０】

  例えば、腫瘍性と疑われる組織において標的遺伝子発現の増加または減少は、

組織における腫瘍性細胞の存在を示すことができる。正常組織の遺伝子発現と相

対的な腫瘍性組織中の標的遺伝子発現の増加程度、または経時的腫瘍性組織中の

標的遺伝子発現の増加量における相違は、その組織における異常増殖の進行を評
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価するのに用いられ、または腫瘍性組織の治療プロトコルに対する応答を経時的

にモニターするのに用いられる。

      【０２８１】

  任意の２つの細胞種における発現パターンは、低転移性および高転移性腫瘍細

胞系、または治療薬に曝露および非曝露の組織からの細胞などを比較できる。ヒ

トにおける遺伝的疾病素質は、胎児組織における標的遺伝子、ｍＲＮＡ、または

タンパク質を、正常標的遺伝子、正常ｍＲＮＡ、または正常タンパク質と比較す

ることにより検出される。この目的のために使用される胎児組織としては、限定

しないが、羊水、絨毛膜絨毛、血液、およびｉｎ  ｖｉｔｒｏ受精胎芽の分割細

胞が挙げられる。同等の正常標的遺伝子が任意の組織から得られる。ｍＲＮＡま

たはタンパク質は、標的遺伝子を発現するヒト正常組織から得られる。胎児標的

遺伝子またはｍＲＮＡのヌクレオチド配列またはサイズにおける変化、または胎

児標的タンパク質の分子量、アミノ酸配列または相対量における変化などの相違

は、胎児の標的遺伝子における生殖細胞系変異を示すことができ、これは遺伝的

疾病素質を示す。

      【０２８２】

  ペプチドアナログおよびアンタゴニストに関するスクリーンのための核酸およ

びエンコードされたポリペプチドの使用

  例えば、インスタント核酸またはそれに相補的な配列によりエンコードされた

ポリペプチド、および対応する完全長の遺伝子が、ペプチドライブラリーをスク

リーンするために使用でき、エンコードされたポリペプチドの中からレセプター

などの結合パートナーを同定する。

      【０２８３】

  ペプチドのライブラリーは、米国特許第５，０１０，１７５号およびＰＣＴＷ

Ｏ  ９１／１７８２３に開示された方法に従って合成し得る。以下に略記のよう

に、ペプチド混合物を調製し、次いでそれをスクリーンして、所望のシグナル形

質導入およびレセプター結合活性を示すペプチドを同定する。‘１７５の方法に

おいて、好適なペプチド合成支持体（例えば、樹脂）を、適切に保護された、活

性化アミノ酸の混合物と結合させる。反応混合物における各アミノ酸の濃度は平
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衡が保たれているか、または結合反応速度に対して逆比例して調整されるので、

生成物は、出発樹脂と結合したアミノ酸の等モル混合物である。次に結合アミノ

酸類は、脱保護されて、他の平衡が保たれたアミノ酸混合物と反応して可能性の

ある全ジペプチドの等モル混合物を形成する。この方法は、所望の長さ（例えば

、ヘキサマー）のペプチド混合物が形成されるまで繰り返される。各ステップに

おいて全てのアミノ酸を含む必要はなく：幾つかのステップにおいて１種のみま

たは２種のみのアミノ酸を含んでいるだけでよく（例えば、与えられた位置に特

定のアミノ酸が必須であることが知られている場合）、したがって混合物の複雑

さを減じることに注意されたい。ペプチドライブラリーの合成が終了後、ペプチ

ド混合物はスクリーンされ、選ばれたポリペプチドに結合させる。次いでこのペ

プチドを、活性を阻害または増進させる能力に関して試験する。次に所望の活性

を示すペプチドを単離し、配列決定する。

      【０２８４】

  ＷＯ  ９１／１７８２３に記載された方法も同様である。しかしながら、合成

樹脂を活性化アミノ酸と反応させる替わりに、樹脂を２０個の均等部分に分けて

（またはそのステップに加えられる各種アミノ酸数に相当する部分の数に）、各

アミノ酸を個々に樹脂のその部分に結合する。次いで樹脂部分を結合し、混合し

、再度第２のアミノ酸との反応のために等しい部分の数に分ける。この手法で、

各反応は、容易に完了させ得る。さらに、各ステップで全ての樹脂を結合するの

ではなく、並列に各部分を処理することにより別々の「サブプール」を保持して

もよい。これは、決定方法を簡便化し、このペプチドは任意に観察されたレセプ

ター結合またはシグナル形質導入活性に応答できる。

      【０２８５】

  このような場合、例えば各々１～２，０００個の候補物質を含むサブプールを

、それぞれ本発明の１個または複数のポリペプチドに曝露する。次いで、陽性結

果を生じる各サブプールを、例えば２０～１００個の候補物質を含むより小さな

サブプール（サブサブプール）群として再合成し、再評価する。陽性のサブサブ

プールを個々の化合物として再合成してもよく、最終的に評価して高結合定数を

示すペプチドを決定する。これらのペプチド類を、本来の活性を阻害または増進
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させる能力に関して試験できる。ＷＯ  ９１／７８２３および米国特許第５，１

９４，３９２号（参照してここに組入れている）に記載された方法は、全ての合

成および再合成が日常的に実施し得るように、並列に自動化された方法によりこ

のようなプ－ルおよびサブプールの調製を可能にする。

      【０２８６】

  ペプチドアゴニストまたはアンタゴニストを、シグナル形質導入、抗体結合、

レセプター結合、細胞分裂誘起アッセイ、走化性因子アッセイなどの任意の利用

できる方法を用いてスクリーンする。ここに記載されている方法が現在のところ

好ましい。アッセイ条件は、理想的には本来の活性がインビボで示される条件、

すなわち生理的ｐＨ、温度およびイオン強度に似せる必要がある。好適なアゴニ

ストまたはアンタゴニストは、対象において毒性の副作用を引き起こさない濃度

において本来の活性に対して強い阻害または増進を示すこととなる。アゴニスト

または本来のポリペプチドに結合に競合するアンタゴニストは、本来の濃度に等

しいかまたはその濃度よりも大きな濃度を必要とすることが考えられ、一方、ポ

リペプチドに不可逆的に結合できる阻害剤は、本来の濃度オーダーによる濃度で

加え得ると考えられる。

      【０２８７】

  このようなスクリーニングおよび実験の最終結果は、本発明の核酸によりエン

コードされたレセプターのような少なくとも１つの新規結合パートナーおよび新

規な結合パートナーの少なくとも１種のペプチドアゴニストまたはアンタゴニス

トである。このようなアゴニストおよびアンタゴニストは、このレセプターが本

来のものである細胞内の、または遺伝子工学の結果、レセプターを有する細胞内

のレセプター機能を調節し、増進、または阻害するために使用できる。さらに、

新規レセプターが、生物学的に重要な特徴を公知のレセプターと共通に持ってい

る場合、アゴニスト／アンタゴニスト結合についての情報は、公知のレセプター

の改善されたアゴニスト／アンタゴニストの改良を進める助けとなる。

      【０２８８】

  薬剤組成および治療的使用

  薬剤組成物には、発明の請求の範囲におけるポリペプチド、抗体、またはポリ
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ヌクレオチドを含むことができる。薬剤組成物には、発明の請求の範囲における

ポリペプチド、抗体、またはポリヌクレオチドの何れかの治療的に有効量を含ん

で成る。

      【０２８９】

  ここで用いられる用語の「治療的に有効量」とは、目的の疾病または状態を治

療し、改善し、または予防し、または検出できる治療効果または予防効果を示す

治療薬の量を云う。この効果は、例えば、化学マーカーまたは抗原レベルにより

検出できる。治療効果はまた、体温低下などの身体症状の減少を含む。対象に対

する正確な有効量は、対象の大きさおよび健康、状態の性質および程度、および

投与に選ばれた療法または併用療法に依存する。したがって、予め厳密な有効量

を特定することは有用ではない。しかしながら、与えられた状態に対する有効量

は、日常的な実験により決定でき、臨床医の判定内にある。

      【０２９０】

  本発明の目的のために、有効投与量は、投与される個体においてＤＮＡ構成物

の約０．０１ｍｇ／ｋｇから５０ｍｇ／ｋｇまたは０．０５ｍｇ／ｋｇから約１

０ｍｇ／ｋｇとなる。

      【０２９１】

  薬剤組成物はまた、薬剤的に許容できる担体を含むことができる。用語の「薬

剤的に許容できる担体」とは、抗体またはポリペプチド、遺伝子および他の治療

薬などの治療薬投与用の担体を云う。この用語は、組成物を投与される個体に有

害な抗体産生をそれ自身で誘導せず、過度の毒性なしで投与し得る任意の薬剤担

体を云う。好適な担体は、タンパク質、多糖、ポリ酢酸、ポリグリコール酸、重

合アミノ酸、アミノ酸コポリマーおよび不活性ウイルス粒子などの大きな、ゆっ

くりと代謝される巨大分子であり得る。このような担体は、通常の当業者によく

知られている。

      【０２９２】

  薬剤的に許容できる塩は、例えば、塩化水素、臭化水素、リン酸塩、硫酸塩な

どの鉱酸塩をここで用いることができ、および酢酸塩、プロピオン酸塩、マロン

酸塩、安息香酸塩などの有機酸塩を使用できる。薬剤的に許容できる賦形剤の徹
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底的検討が、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉ

ｅｎｃｅｓ（Ｍａｃｋ  Ｐｕｂ．Ｃｏ．，Ｎ．Ｊ．１９９１）で利用できる。

      【０２９３】

  薬剤的に許容できる治療組成物中の担体は、水、生理食塩水、グリセロールお

よびエタノールを含んでよい。さらに、湿潤剤または乳化剤、ｐＨ緩衝物質など

の補助物質が、このような媒体に存在してもよい。典型的には、治療組成物は、

液体溶液または懸濁液の何れかで注射剤として調製され、注射前に液体媒体に溶

解または懸濁するために好適な固体もまた調製し得る。リポソーム類は、薬剤的

に許容できる担体の定義内に含まれる。

      【０２９４】

  送達法

  本発明の核酸組成物が製剤化されれば、（１）対象に直接投与でき、（２）対

象から誘導された細胞にエックスビボで送達できる、または（３）組換えタンパ

ク質の発現のためにｉｎ  ｖｉｔｒｏで送達できる。

      【０２９５】

  組成物の直接送達は、一般に皮下、腹腔内、静脈内または筋肉内の注射により

達成され、または組織間腔空間に送達される。組成物はまた、腫瘍または病巣に

投与できる。投与の他の態様としては、経口投与および肺動脈投与、坐薬および

経皮塗布、針、および遺伝子癌またはハイポスプレイが挙げられる。投薬治療は

、単回投与スケジュールまたは頻回投与スケジュールであってもよい。

      【０２９６】

  対象に対するエックスビボ送達法および形質転換細胞の再移植法は、当業者に

知られており、例えば国際公開ＷＯ  ９３／１４７７８に記載されている。ex v

ivo適用に有用な細胞例としては、例えば、幹細胞、特に造血細胞、リンパ細胞

、マクロファージ、樹状細胞または腫瘍細胞が挙げられる。

      【０２９７】

  一般に、ex vivoおよびin vitro適用の双方に関する核酸送達は、例えばデキ

ストラン媒介トランスフェクション、リン酸カルシウム沈殿、ポリブレン媒介ト

ランスフェクション、プロトプラスト融合、電気穿孔法（ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒ
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ａｔｉｏｎ）、ポリヌクレオチド（類）のリポソーム中へのカプセル化、および

ＤＮＡの核への直接ミクロ注射により達成でき、全て当業界によく知られている

。

      【０２９８】

  対象の遺伝子が、新形成、異形成および過形成などの増殖障害と相関すると判

った場合、この障害は、核酸または対応するポリペプチドに基づいた治療薬の投

与により治療を受けることができる。

      【０２９９】

  アンチセンスポリペプチドの調製は、上記で検討している。アンチセンス組成

物で処理される新形成には、限定しないが、子宮頚癌、黒色腫、結腸直腸アデノ

カルチノーマ、ウィルムス腫瘍、網膜芽細胞腫、サルコーマ、筋肉腫、肺癌、お

よび慢性骨髄性白血病、前骨髄球白血病、単球性白血病、骨髄性白血病などの白

血病、および組織球白血病などの白血病が挙げられる。治療組成物で処理される

増殖障害には、アンヒドリック遺伝性外胚葉異形成、先天性肺胞異形成、頚部上

皮異形成、線維性骨異形成および乳房異形成などの障害が挙げられる。過形成症

は、例えば子宮内膜増殖症、副腎増殖症、乳房増殖症、前立腺増殖症または甲状

増殖症、または皮膚の偽上皮腫性増殖症は、アンチセンス治療組成物により治療

される。対応遺伝子変異が無関係である症状においても、核酸関連の遺伝子発現

のダウンレギュレーションまたは阻害は、治療適用を有することができる。例え

ば、核酸関連の遺伝子発現の減少は、遺伝子発現の増進が関連している腫瘍を抑

制するための助けに成り得る。

      【０３００】

  アンチセンス組成物の投与量および投与方法の双方とも、治療組成物の特質、

患者の状態、年齢および体重、疾病の進行、および他の関連因子に基づいて決定

される。本発明のアンチセンス治療薬の投与は、局部または全身投与を含み、注

射、経口投与、粒子ガン(particle gun)投与、またはカテーテル投与および局所

投与を含む。好ましくは、アンチセンス治療組成物はプロモーターおよび核酸の

アンチセンス鎖の少なくとも約１２個、２２個、２５個、３０個または３５個の

連続ヌクレオチドのポリヌクレオチドセグメントを含んで成る発現構成物を含有
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する。発現構成物内で、ポリヌクレオチドセグメントはプロモーターから下流に

位置しており、ポリヌクレオチドセグメントの転写は、プロモーターにおいて開

始する。

      【０３０１】

  種々の方法が、治療組成物を直接身体の特定部位に投与するために用いられる

。例えば、小さな転移病巣が局在している場合は、治療組成物を腫瘍本体内の数

個の異なる位置に数回注射する。別途に、腫瘍に働いている動脈を確認し、組成

物を直接腫瘍に送達するために、治療組成物をこのような動脈に注射する。壊死

中心部を有する腫瘍を吸引し、組成物を腫瘍のすでに空いた中心に直接注射する

。アンチセンス組成物は、例えば、組成物の局所適用により腫瘍の表面に直接投

与する。Ｘ線像は、上記送達法を確実に助けるために使用される。

      【０３０２】

  アンチセンスポリヌクレオチド、サブゲノムポリヌクレオチドまたは特定組織

に対する抗体を含む治療組成物のレセプター媒介標的送達も使用される。レセプ

ター媒介ＤＮＡ送達法は、例えばＦｉｎｄｅｉｓ他、Ｔｒｅｎｄｓ  ｉｎ  Ｂｉ

ｏｔｅｃｈｎｏｌ．（１９９３）１１：２０２－２０５；Ｃｈｉｏｕ他、（１９

９４）Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ：Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ａｎｄ  Ａｐｐ

ｌｉｃａｔｉｏｎｓ  Ｏｆ  Ｄｉｒｅｃｔ  Ｇｅｎｅ  Ｔｒａｎｓｆｅｒ（Ｊ．

Ａ．Ｗｏｌｆｆ編集）；Ｗｕ  ＆  Ｗｕ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８８

）２６３：６２１－２４；Ｗｕ他、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９４）２６

９：５４２－４６；Ｚｅｎｋｅ他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｉｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（

ＵＳＡ）（１９９０）８７：３６５５－５９；Ｗｕ他、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ

．（１９９１）２６６：３３８－４２に記載される。好ましくは、本発明の抗体

を含む治療組成物のレセプター媒介標的送達は、抗体を特定の組織に送達するた

めに使用される。

      【０３０３】

  アンチセンスサブゲノムポリヌクレオチドを含む治療組成物は、遺伝子治療プ

ロトコルにおける局所投与のためにＤＮＡの約１００ｎｇから約２００ｍｇの範

囲で投与される。ＤＮＡの約５００ｎｇから約５０ｍｇ、約１ｍｇから約２ｍｇ
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、約５ｍｇから約５００ｍｇおよび約２０ｍｇから約１００ｍｇの濃度範囲がま

た、遺伝子治療プロトコル中で用いることができる。作用方法および形質転換お

よび発現の有効性などの因子は、アンチセンスサブゲノム核酸の究極の有効性に

必要な投薬量に影響する考慮事項である。組織のより大きな領域にわたって、よ

り大きな発現が望まれる場合、アンチセンスサブゲノム核酸のより多い量または

連続投与のプロトコルにおける同一量の再投与、または例えば腫瘍部位の異なる

隣接または近接した組織部分に対する数回の投与が、陽性の治療成果を達成する

ために必要になると思われる。全ての場合で、臨床試験における規定どおりの実

験が最適治療効果のための特定範囲を決定することになる。遺伝子治療ベクター

、特にレトロウイルスベクターのさらに完全な記載は、ここに明確に組込まれる

米国特許出願第０８／８６９，３０９号、および下記のＦ節に含まれる。

      【０３０４】

  抗炎症活性を有するポリペプチドまたはタンパク質をエンコードする遺伝子に

関して、好適な使用、用量および投与は、ここに参照することにより援用する米

国特許第５，６５４，１７３号に記載される。米国特許第５，６５４，１７３号

に記載されるように、治療薬はまた、対象の核酸によりエンコードされるタンパ

ク質およびポリペプチドに対する抗体を含む。

      【０３０５】

  トランスジェニック動物

  本発明の１つの態様は、１種または複数の遺伝子の生物学的活性が染色体的に

導入されたトランスジーンにより変えられている生殖細胞系および／または体細

胞を有するトランスジェニック非ヒト動物に関連する。

      【０３０６】

  好ましい実施形態において、トランスジーンは、野生型のタンパク質において

少なくとも一部の生物学的機能に拮抗する優性陰性タンパク質などの変異タンパ

ク質をエンコードする。

      【０３０７】

  また他の好ましいトランスジェニック動物は、遺伝形質転換から転写される際

、その転写遺伝子またはその転写物のｍＲＮＡとハイブリダイズするアンチセン



(134) 特表２００３－５１００２６

ス転写をエンコードするトランスジーンを含み、この遺伝子発現を阻害する。

      【０３０８】

  １つの実施形態において、本発明は、非ヒト動物または動物細胞を癌に疾病素

質化させるように予め規定された、特異的な所望の変化を含む所望の非ヒト動物

または動物（ヒトを含む）細胞を提供する。具体的には、本発明は、腫瘍抑制遺

伝子における２種の対立遺伝子のうち少なくとも１種を欠損する培養において、

遺伝学的に変化した非ヒト動物（最も好ましくは、マウス）または細胞（非ヒト

動物またはヒトの何れか）に相応しい。これら腫瘍抑制対立遺伝子の少なくとも

１種の不活化により、例えばサイトカインまたは成長因子から、腫瘍誘導または

他の増殖性障害または分化障害、または異常シグナル導入によりマークされた障

害に対して高感受性を有する動物となる。この種の遺伝学的変化マウスは、遺伝

性癌の有用なモデルおよび発癌物質研究の試験動物として供することができる。

さらに本発明は、このような非ヒト動物または動物細胞の使用、および研究およ

び医学におけるそれらの後代に相応しい。

      【０３０９】

  さらに、本発明のトランスジェニック動物細胞は、例えば第２の腫瘍抑制遺伝

子または腫瘍遺伝子の生物学的活性を変える他のトランスジーンを含むことがで

きる。例えば、第２の遺伝形質転換は、ｐ５３、ｐ７３、ＤＣＣ、ｐ２１cipl、

ｐ２７kipl、Ｒｂ、ＭａｄまたはＥ２Ｆなどの第２の腫瘍抑制遺伝子の生物学的

活性を機能的に破壊する。また、第２のトランスジーンは、ｒａｓ、ｍｙｃ、ａ

ｃｄｃ２５ホスファターゼ、Ｂｃｌ－２、Ｂｃｌ－６、形質転換成長因子、ｎｅ

ｕ、ｉｎｔ－３、ポリオーマウイルスミドルＴ抗原、ＳＶ４０ラージＴ抗原、乳

頭腫ウイルスＥ６タンパク質、乳頭腫ウイルスＥ７タンパク質、ＣＤＫ４または

シクリンＤ１などの腫瘍遺伝子の過剰発現または消失を引き起こすことができる

。

      【０３１０】

  本発明の好ましいトランスジェニック非ヒト動物は、遺伝子の１種または複数

の対立遺伝子が染色体的に取り込まれたトランスジーンにより破壊される生殖細

胞系および／または体細胞を有し、そこには、トランスジーンが、トランスジェ
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ニック動物細胞にトランスジーンの存在を同定するための検出できるシグナルを

提供するマーカー配列を含み、およびその遺伝子の少なくとも一部を取り替え、

遺伝子に挿入され、または野生型のタンパク質発現を破壊する。

      【０３１１】

  本発明のさらに他の態様は、機能的に破壊された内因性遺伝子を有する非ヒト

動物および幹細胞を生じる方法に関する。好ましい実施形態において、その方法

には：

  （ｉ）（ａ）組換え領域がトランスジーンと当該遺伝子の組換えを誘導するそ

の当該遺伝子の少なくとも一部を有する組換え領域、および（ｂ）細胞のトラン

スジーンの存在を同定するための検出シグナルを提供するマーカー配列を含むト

ランスジーン構成物を構築するステップ；

  （ｉｉ）トランスジーンを非ヒト動物の幹細胞に移入するステップ；

  （ｉｉｉ）トランスジーンと遺伝子との間の正確に標的となった相同性組換え

を有する幹細胞を選択するステップ；

  （ｉｖ）ステップ（ｉｉｉ）で同定された細胞を非ヒト胚盤胞に移入し、生じ

たキメラ胚盤胞を非ヒトメスに移植するステップ；および

  （ｖ）正確に標的となった組換えを有する内因性対立遺伝子を宿す子孫を採取

するステップを含んで成る。

      【０３１２】

  本発明のさらに他の態様は、（ｉ）本発明の遺伝形質転換動物を試験薬と接触

させること、および（ｉｉ）処理動物からのサンプル中の形質変換細胞数を、未

処理の遺伝形質転換動物または対照薬で処理された遺伝形質転換動物からのサン

プル中の変換数と比較することによる薬剤の発癌性の可能性を評価する方法を提

供する。対照薬で処理しない場合の形質変換細胞数に対する、処理動物における

形質変換細胞数の差は、試験化合物の発癌性の可能性を示す。

      【０３１３】

  本発明の他の態様は、試験化合物の抗増殖活性を評価する方法を提供する。好

ましい実施形態において、この方法は、本発明のトランスジェニッィ動物、すな

わちトランスゲニック動物からの細胞サンプルを試験薬と接触させて、遺伝形質
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転換動物からのサンプル、すなわち細胞サンプルにおける形質変換細胞数を測定

することを含む。試験薬の不在下での形質変換細胞数に対する、形質変換細胞数

の統計学的に有意な減少は、試験化合物が可能な抗増殖剤であることを示す。

      【０３１４】

  本発明の実行には、他に示さない限り、当業界内に存在する細胞生物学の従来

法、細胞培養、分子生物学、トランスジェニック生物学、微生物学、組換えＤＮ

Ａおよび免疫学を使用する。このような方法は、文献に十分に説明されている。

例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍ

ａｎｕａｌ，２ｎｄ  Ｅｄ．，Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ＦｒｉｔｓｃｈおよびＭａｎ

ｉａｔｉｓにより編集（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａ

ｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ：１９８９）；ＤＮＡ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ｖｏｌｕｍｅｓ

  ＩおよびＩＩ（Ｄ．Ｎ．Ｇｌｏｖｅｒ編集、１９８５）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌ

ｅｏｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ編集、１９８４）；Ｍｕ

ｌｌｉｓ他、米国特許第４，６８３，１９５号；Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｈ

ｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（Ｂ．Ｄ．Ｈａｍｅｓ  ＆  Ｓ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ

編集、１９８４）；Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ  Ａｎｄ  Ｔｒａｎｓｌａｔｉ

ｏｎ（Ｂ．Ｄ．Ｈａｍｅｓ  ＆  Ｓ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ編集、１９８４）；Ｃ

ｕｌｔｕｒｅ  Ｏｆ  Ａｎｉｍａｌ  Ｃｅｌｌｓ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，

Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，１９８７）；Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ  Ｃ

ｅｌｌｓ  Ａｎｄ  Ｅｎｚｙｍｅｓ（ＩＲＬ  Ｐｒｅｓｓ，１９８６）；Ｂ．Ｐ

ｅｒｂａｌ，Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ｇｕｉｄｅ  Ｔｏ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

  Ｃｌｏｎｉｎｇ（１９８４）；ｔｈｅ  ｔｒｅａｔｉｓｅ，Ｍｅｔｈｏｄｓ  

ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ  ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，ニュ

ーヨーク）；Ｇｅｎｅ  Ｔｒａｎｓｆｅｒ  Ｖｅｃｔｏｒｓ  Ｆｏｒ  Ｍａｍｍ

ａｌｉａｎ  Ｃｅｌｌｓ（Ｊ．Ｈ．Ｍｉｌｌｅｒ  およびＭ．Ｐ．Ｃａｌｏｓ編

集、１９８７，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

）；Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｓ．１５４  ａｎｄ

  １５５（Ｗｕ他編集），Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｉ

ｎ  Ｃｅｌｌ  Ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｍａｙｅｒ  お
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よびＷａｌｋｅｒ編集、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、ロンドン、１９８７）

；Ｈａｎｄｂｏｏｋ  Ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ

，Ｖｏｌｕｍｅｓ  Ｉ－ＩＶ（Ｄ．Ｍ．ＷｅｉｒおよびＣ．Ｃ．Ｂｌａｃｋｗｅ

ｌｌ編集、１９８６）；Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ  ｔｈｅ  Ｍｏｕｓｅ  Ｅｍ

ｂｒｙｏ（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐ

ｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、ニューヨーク、１９８６）

を参照されたい。

      【０３１５】

  上記のように、ここに記載された配列は、結腸癌に関して特定の有用性を有し

ていると思われる。しかしながら、それらはまた、他種類の癌および他の疾病状

態と共に有用であり得る。

      【０３１６】

  本発明は、特に有益な実施形態を述べる以下の例を参照して説明する。しかし

ながら、これらの実施形態は説明のためのものであり、如何なる方法においても

本発明を限定するように解釈されるものではない。

      【０３１７】

    （実施例）

  ２つの異なる方法が、本新規配列をクローンするために使用された：（１）酵

母の２ハイブリッド系、および（２）低ストリンジェンシーＰＣＲ増幅。

      【０３１８】

  本配列を同定するのに用いられる方法は、起源の特定組織に関する実質的な情

報、それらの生物相互作用の性質、および細胞増殖調節におけるそれらの重要性

を提供する。新規に発見された本配列に関してスクリーンするのに用いられる方

法は、（１）ユニークなｃＤＮＡライブラリーを利用する、および（２）幾つか

の本配列に部分的な相同性を有する遺伝子配列（例えば、物質組成を単に反映す

るＥＳＴ）を単離するのに以前に用いられた他の方法とは異なる方法を利用する

という観点からユニークである。

      【０３１９】

  酵母－２ハイブリッド系を用いる本発明による配列の同定
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  本発明に用いられる酵母２ハイブリッドアッセイは、Ｆｉｅｌｄｓおよび共同

研究者（Ｎａｔｕｒｅ，３４０：２４５－２４７，１９８９）により開発された

方法に基づいた。酵母２ハイブリッドアッセイは、ｉｎ  ｖｉｔｒｏのタンパク

質－タンパク質相互作用を検出するためにデザインされた酵母に基づく遺伝学的

アッセイである。２ハイブリッドアッセイにより得られた陽性結果は、例えば、

遺伝子が、標的タンパク質（「ベイト（ｂａｉｔ）」）と相互作用する候補タン

パク質をエンコードするｃＤＮＡライブラリーからの遺伝子存在の検出を可能に

する。この方法は、多くの真核性転写活性化体タンパク質が２つの物理的に分離

可能なドメインから成る事実に基づく、すなわち１つはＤＮＡ結合ドメイン（「

ＢＤ」）として作用し、その他は転写活性ドメイン（「ＡＤ」）として作用する

。酵素２ハイブリッド系において、特定のＤＮＡ配列、例えばベイトに結合され

る組換えＢＤタンパク質と相互作用できるＧＡＬ４感受性要素を含むレポーター

酵母株が用いられる。この感受性要素は、この要素により調節されるレポーター

遺伝子（例えば、ＬａｃＺおよびＨＩＳ３）の上流にある。さらに、この感受性

要素は、候補タンパク質のライブラリーに結合する組換えＡＤタンパク質と相互

作用できるプロモーター配列に結合する。ＢＤドメインおよびＡＤドメインの両

者は、細胞またはｉｎ  ｖｉｔｒｏにおいて転写の正常な活性化に必要である。

次いで転写は、転写機構の他の成分を伴うことにより開始できる。細胞において

、２つのドメインは、正常には同一タンパク質の部分であり、一方、酵母２ハイ

ブリッド系において、機能活性化体タンパク質は、タンパク質複合体（ＢＤ－標

的タンパク質およびＡＤ－ライブラリータンパク質）として組み立てられる。

      【０３２０】

  本方法において、２種のｃＤＮＡライブラリーが使用された：１種は、以前に

報告された方法（Ｃｅｌｌ．Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．－Ａｎｉｍａｌ，３３：１８－

２７，１９９７）により単離された新鮮な正常結腸上皮細胞から誘導され、その

他は培養結腸癌ＨＣＴ１１６細胞（ＡＴＣＣＮｏ．ＣＣＬ－２４７）から誘導さ

れる。双方のライブラリーにおいて、ｃＤＮＡフラグメントは、融合ベクターｐ

ＧＡＤ１０（ＣＬＯＮＴＥＣＨ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社、パロアルト、カ

リフォルニア州、製造者の使用説明書に従った）を用いてＧＡＬ４－ＡＤドメイ
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ンのＥｃｏＲＩ部位の下流にクローンされた。

    【表１】

      【０３２１】

  新規遺伝子を単離するために、ＣＬＯＮＴＥＣＨ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ

社から入手したプロトコルＰＴ１２６５－１に記載されているように、ＭＡＴＣ

ＨＭＡＫＥＲ（登録商標）２－ハイブリッドシステム（ＣＬＯＮＴＥＣＨ  Ｌａ

ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社、パロアル、カリフォルニア州）を使用してｃＤＮＡラ

イブラリーをスクリーンした。２種の組換えベイトベクターを構築した：各々の

ベクターがコードする標的ポリペプチド、（１）ヌクレオチド６５０２～８５３

２から成るＡＰＣ遺伝子の３’フラグメント、および（２）Ｅ１２ボックスプロ

モーター領域に結合するｂＨＬＨモチーフ遺伝子をエンコードするヌクレオチド

１５２８～１９６２から成るＥ１２遺伝子のフラグメントである。各配列は、Ｃ

ＬＯＮＴＥＣＨ融合ベクターｐＧＢＴ９におけるＧＡＬ４－ＢＤの下流に別個に

挿入された。これらの研究における全ての実験は、以下の遺伝子特性を有するＳ

ａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ酵母細胞株ＨＦ７ｃを用いて

実施した：ＭＡＴａ、Ｕｒａ３－５２、ｈｉｓ３－２００、ｌｙｓ２－８０１、

ａｄｅ２－１０１、ｔｒｐｌ  ９０１、ｌｅｕ２－３、１１２、ｇａｌ４－５４

２、ｇａｌ８Ｏ－５３８、ＬＹＳ２：ＧＡＬ１－ＨＩＳ３、ＵＲＡ３：（ＧＡＬ

４Ｊ７－ｍｅｒｓ）３－ＣＹＣ１－ｌａｃＺ。

      【０３２２】
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  ｃＤＮＡライブラリーおよびベイトのＨＦ７ｃ酵母への共形質転換後、細胞を

ＳＤ－ＴｉｐＬｅｕ－Ｈｉｓプレート上で平板培養し、３０℃で７～１０日間ま

たは肉視できるコロニーが出現するまで培養した。β－ガラクトシダーゼ活性の

アッセイは、以下のように相互作用タンパク質（すなわち、ＡＤライブラリータ

ンパク質およびＢＤ標的タンパク質）の存在を確認するために用いた。ＳＤ－Ｔ

ｒｐ－Ｌｅｕ－Ｈｉｓプレートにおける栄養物の選択後、ＣＬＯＮＴＥＣＨＰＴ

１２６５－１プロトコルに記載されているように、酵母細胞コロニーをワットマ

ンフィルタ（＃３、ワットマン社、クリフトン、ニュージャージー州）に移し、

液体窒素により凍結して浸透性にし、３０℃で１０時間培養した。陽性コロニー

をそれらの青色により検出してから、ｃＤＮＡ候補遺伝子を含有する融合プラス

ミドをそれらから単離した。

      【０３２３】

  各々のライブラリーにおいて約２００万のインフォーマントをスクリーンした

（表１参照）。適切な酵母表現型を有する幾つかのクローンが同定され、配列決

定された。クローンが単独遺伝子から生じたかどうかを決定するために、類似性

について相互に分析し、数個の候補配列の多数のコピーを双方のベイトを用いて

同定した。ベイトとして上記ＡＰＣフラグメントを用い、我々は、７種の新規配

列（ＣＡＴＸ－１、ＣＡＴＸ－２、ＣＡＴＸ－３、ＣＡＴＸ－４、ＣＡＴＸ－５

、ＣＡＴＸ－６およびＣＡＴＸ－７と命名）を得た。Ｅ１２フラグメントを用い

て、５種の新規配列（ＣＡＴＸ－１１、ＣＡＴＸ－１２、ＣＡＴＸ－１３、ＣＡ

ＴＸ－１４およびＣＡＴＸ－１５と命名）を得た。ｃＤＮＡライブラリースクリ

ーンを用いて、Ｅ１２標的タンパク質と相互作用する数種の公知の配列も得られ

た（例えば、ｉｄ１、ｉｄ２、ｉｄ３）。

      【０３２４】

  １つのライブラリーで同定されたクローンは、その他のライブラリーに存在す

るかどうかＰＣＲを用いて分析した（９４℃で１分間；５２℃で１分間；７２℃

で２分間；この加熱周期を３０回繰り返した）。表２に示されたように、数種の

クローンが双方のライブラリーに見出された。

    【表２】
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      【０３２５】

  酵母の２ハイブリッド系により正常結腸上皮細胞ライブラリーをスクリーンす

るためベイトとしてＡＰＣフラグメントを用いて得られた生成物は、以下のクロ

ーンを含む：４７１ｂｐを有し、部分的なｃＤＮＡ配列であるＣＡＴＸ－１［Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２７］。ｐＧＡＤ１０からの読取り枠に従って、１２１アミ
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ノ酸を有するペプチドが予知でき、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２８のアミノ酸配列を

有する。

      【０３２６】

  ＣＡＴＸ－２［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２９］は９８３ｂｐを有する。この配列

は、スタートおよびストップコドン双方を含むオープン読取り枠を含むことから

、完全ｃＤＮＡクローンのようである。本開示は、この遺伝子配列をコードする

完全長の最初の報告を表している。ｐＧＡＤ１０ベクターからの読取り枠による

と、このコード領域は１３５ｂｐであり、予知されたタンパク質は、Ｎ末端にロ

イシンジッパーモチーフを含む４５個のアミノ酸を有する［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ

：３０］。

      【０３２７】

  ＣＡＴＸ－３［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３１］は３０１ｂｐを有し、部分的なｃ

ＤＮＡ配列である。ｐＧＡＤ１０からの読取り枠によって、我々は、３１個のア

ミノ酸を有するペプチドが予知できる［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３２］。

      【０３２８】

  ＣＡＴＸ－４［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３３］は１５８ｂｐを有し、部分的なｃ

ＤＮＡ配列である。ｐＧＡＤ１０からの読取り枠によると、５２個のアミノ酸を

有するペプチドが予知できる［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３４］。

      【０３２９】

  ＣＡＴＸ－５［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３５］は２９０ｂｐを有し、部分的なｃ

ＤＮＡ配列である。ｐＧＡＤ１０からの読取り枠によると、７８個のアミノ酸を

有するペプチドが予知できる［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３６］。

      【０３３０】

  ＣＡＴＸ－６［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３７］は５２０ｂｐを有し、部分的なｃ

ＤＮＡ配列である。

      【０３３１】

  ＣＡＴＸ－７［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３８］は４１０ｂｐを有し、部分的なｃ

ＤＮＡ配列である。

      【０３３２】
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  ＣＡＴＸ－１２［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３９］を、遺伝子バンク（ＧｅｎＢａ

ｎｋ）（ＧＢＡＬＬ）を利用して以前に報告された配列に対する相同性に関して

調べた。この結果は、ＣＡＴＸ－１２が以前に知られた遺伝子ＣＯＸ１ヒトチト

クローム－ｃオキシダーゼポリペプチドＩ（遺伝子バンク登録番号＃Ｘ９３３３

４）に相当する（Ｐ値＝０）ことが示された。

      【０３３３】

  酵母の２ハイブリッド系によりＨＣＴ１１６ｃＤＮＡライブラリーをスクリー

ンするためベイトとしてＥ１２を用いて、以下のクローンが得られた：

      【０３３４】

  ＣＡＴＸ－１１［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４０］は９７８ｂｐを有する。ｐＧＡ

Ｄ１０からの読取り枠によると、これは部分的なｃＤＮＡである。ｐＧＡＤ１０

からの読取り枠によると、３２４個のアミノ酸を有するペプチドが予知できる［

ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４１］。

      【０３３５】

  ＣＡＴＸ－１３［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４２］は３２６ｂｐを有し、部分的な

ｃＤＮＡ配列である。ｐＧＡＤ１０からの読取り枠によると、４８個のアミノ酸

を有するペプチドが予知できる［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４３］。

      【０３３６】

  ＣＡＴＸ－１４［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４４］は４１８ｂｐを有し、部分的な

ｃＤＮＡ配列である。ｐＧＡＤ１０からの読取り枠によると、６６個のアミノ酸

を有するペプチドが予知できる［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４５］。

      【０３３７】

  ＣＡＴＸ－１５［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４６］は３０３２ｂｐを有する。これ

は完全なｃＤＮＡのようである。本開示は、この転写体の完全長配列に関する最

初の報告を表している。ｐＧＡＤ１０からの読取り枠によると、２４６個のアミ

ノ酸を有するペプチドが予知できる［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４７］。

      【０３３８】

  ＳＬＣ配列からデザインされた縮退化(degerate)プライマーを用いた結腸上皮

ライブラリーの低ストリンジェントＰＣＲ増幅
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  正常なヒト結腸上皮ｃＤＮＡライブラリーのＳＣＬ遺伝子と相同性をもつ配列

をクローン化するためにＰＣＲが用いられた。第１のプライマーは、アミノ酸配

列ＥＲＷＲから成るＳＣＬ保存領域に基づく縮退プライマーデザインを用いて構

築された。したがって、このプライマーヌクレオチド酸配列は、ＣＣＧＣＣＡＴ

ＣＧＣＴＣ（アンチセンス）［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２３］であった。第２のプ

ライマーは、ｐＧＡＤ１０プラスミド領域（ＴＡＣＣＡＣＴＡＣＡＡＴＧＧＡＴ

Ｇ）［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２４］に相当する一般的プライマーであった。正常

結腸上皮ライブラリーをスクリーンするために、９４℃で１分間；４２℃で１分

間；７２℃で３分間の合計３０周期のストリンジェントＰＣＲ条件を用いてＰＣ

Ｒ増幅を行った。次にＰＣＲ産生物を、アガロースゲル電気泳動により分離し、

ゲルから精製し、ｐＧＥＭ（登録商標）－Ｔベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ、マディ

ソン、ウィスコンシン州）にクローン化し、配列決定した。ストリンジェントＰ

ＣＲ増幅を用いて、ＣＡＴＸ－８、ＣＡＴＸ－９およびＣＡＴＸ－１０と命名し

た３種の候補配列が同定された。

      【０３３９】

  正常結腸上皮ｃＤＮＡライブラリーをスクリーンするためにＰＣＲを用いると

、以下のクローンが得られた。

      【０３４０】

  ＣＡＴＸ－８［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４８］は１０８５ｂｐを有し、完全ｃＤ

ＮＡのようである。これは、この配列の完全長配列に関する最初の報告を表して

いる。データ探索に基づき、２５６個のアミノ酸を含んで成るタンパク質が予知

された［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４９］。

      【０３４１】

  この配列は、ＡＴＰ結合ドメインおよびＧＴＰ結合ドメイン（ｐ－ループを含

むＡＡ１５～２８）の存在を示すモチーフを含んでいる。ＣＡＴＸ－８に対する

内因性ＡＴＰ結合およびＧＴＰ結合に関しての分析は陽性であった（ニトロセル

ロース紙上に２００ｎｇＣＡＴＸ－８タンパク質をスポットし、ＰＢＳ中５０μ

Ｃｉγ－32ＰＡＴＰまたはＧＴＰを含む溶液２０ｍｌ中２４℃で３０分間培養し

、次に１００ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液ｐＨ７．２で３回洗浄し、オートラジ
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オグラフィを行った）。ＲＴ－ＰＣＲによると、このタンパク質は、肝臓、子宮

、乳房、筋肉、結腸粘膜などの大抵のヒト組織中に発現することが示された。用

いられたプライマー配列を表３に示す。

    【表３】

      【０３４２】

  ＣＡＴＸ－９［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５０］は１６２ｂｐを有し、部分的なｃ

ＤＮＡ配列である。

      【０３４３】

  ＣＡＴＸ－１０［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５１］は３０２ｂｐを有し、部分的な

ｃＤＮＡ配列である。

      【０３４４】

  ヒト組織におけるＣＡＴＸ－２の組織プロファイリング

  ヒト組織におけるＣＡＴＸ－２の発現を逆転写（３μｇの全ＲＮＡ）；２００

Ｕの逆転写酵素（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲＬ（登録商標）、Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌ

ｏｇｉｅｓ社、ロックビレ、メリーランド州）；２０μｌ中５０ｎｇのランダム

プライマー；５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ；ｐＨ８．３；７５ｍＭ  ＫＣｌ；１

０ｍＭ  ＤＴＴ；０．５ｍＭ  ｄＮＴＰ）およびＰＣＲ（９４℃で１分間；５２

℃で１分間；７２℃で２分間；３０サイクル）により調べた。用いたプライマー
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配列は上記した。ＣＡＴＸ－２は、肝臓（１／１）、子宮（１／１）、乳房（１

／１）、筋肉（１／１）、および結腸粘膜（１０／１０）を含む検査した全正常

ヒト組織において発現する。ＣＡＴＸ－２は、１５個の結腸癌サンプルから２個

のみに、気管支原生癌脳移転の０／１に、および肝細胞癌の０／１に発現した。

      【０３４５】

  チューブリン重合化に及ぼすＣＡＴＸ－２の効果

  機能的研究によれば、ＣＡＴＸ－２タンパク質はin vitroでヒストン５μｇ、

ポリスレオニン５μｇおよびＣＯＯＨ－ＡＰＣ断片（１～５μｇ）をリン酸化す

るが、ポリＴｙｒ／Ｇｌｕ（５μｇ）はリン酸化しないことが明らかとなった（

リン酸化条件：５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ；ｐＨ７．５；２０ｍＭ  ＭｇＣｌ

2５０μＣｉγ－32ＰｄＡＴＰ；１ｍＭ  ＤＴＴ；１μｇＣＡＴＸ－２；容量１

００μｌ；３０℃で３０分間）。また、ＣＡＴＸ－２タンパク質（１μｇ）によ

るカルボキシル末端ＡＰＣ断片のリン酸化（冷ＡＴＰ［１ｍＭ］を用いて１～５

μｇをリン酸化）によりＡＰＣ能が増強し、in vitroでチューブリン重合化を誘

導した（チューブリン２００μｇ（細胞骨格）；８０ｍＭ  ＰＩＰＥＳ緩衝剤；

ｐＨ６．８；０．５ｍＭ  ＭｇＣｌ2１．０ｍＭ  ＥＧＴＡ；１．０ｍＭ  ＧＴ

Ｐ；２００μｌ中；吸光度を１時間モニター）。このように、ＣＡＴＸ－２はＡ

ＰＣのカルボキシル末端領域のリン酸化の内因性プロテインキナーゼ活性を有し

、これがＡＰＣのチューブリン重合化活性を調節していると思われる。図１はＡ

ＰＣのチューブリン重合化活性に及ぼすＣＡＴＸ－２の効果を示している。

      【０３４６】

  培養結腸癌細胞に及ぼすＣＡＴＸ－８過剰発現の効果

  ＨＣＴ１１６培養結腸癌細胞における組換えＣＡＴＸ－８発現の効果を、細胞

周期を通じてのこれらの細胞発達に及ぼすこのタンパク質の効果を評価するため

に研究した。組換えＣＡＴＸ－８の過剰発現は、ＣＡＴＸ－８／ＰｃＤＮＡ３．

１哺乳動物発現ベクター構築物を用いて、ＨＣＴ１１６細胞のトランスフェクシ

ョンにより達成した。対照は、空ＰｃＤＮＡ３．１ベクターのトランスフェクシ

ョンを行った。組換えＨＣＴ１１６細胞は、血清を含まないＭｃＣｏｙの培地で

７２時間血清欠乏を保ち、次に１０％ＦＢＳを加えたＭｃＣｏｙの培地を用いて



(147) 特表２００３－５１００２６

２０時間増殖を刺激した。次に組換えＨＣＴ１１６細胞の細胞周期分布を測定す

るためにフローサイトメトリー分析を用いた。その結果（表４）、ＨＣＴ１１６

細胞におけるＣＡＴＸ－８の過剰発現により、ＧＯ／Ｇ１、Ｇ２期においてはよ

り多くの細胞を、Ｓ期においてはより少ない細胞を生じさせることが示される。

    【表４】

      【０３４７】

  これらのデータは、ＣＡＴＸ－８が微小管細胞骨格に及ぼす効果を通して増殖

調節にある役割を演じている可能性を示唆している。精製組換えＣＡＴＸ－８タ

ンパク質（Ｈｉｓ付加ＣＡＴＸ－８によるＮｉ－カラム精製）は、in vitroで直

接チューブリン重合を誘導することができる。

      【０３４８】

  図２は、チューブリン重合に及ぼすＣＡＴＸ－８の効果を示す。重合条件は、

２００μｌ中；ＣＡＴＸ－８（１～５μｇ）；チューブリン２００μｇ（細胞骨

格）；８０ｍＭ  ＰＩＰＥＳ緩衝剤；ｐＨ６．８；０．５ｍＭ  ＭｇＣｌ2１．

０ｍＭ  ＥＧＴＡ；１．０ｍＭ  ＧＴＰを含み、吸光度を１時間モニターした。

      【０３４９】

  本発明による配列の相同性探索

  ＢＬＡＳＴ２を用いて、本発明で得られたＣＡＴＸ配列と有意な相同性を有す

る配列に関して遺伝子バンクＥＳＴおよび他のデータベースを探索した。その結

果は下記のとおりである。

      【０３５０】

  ＣＡＴＸ－１：これらは遺伝子バンクデータベースにおける公知の何れの配列

に対してもＣＡＴＸ－１の有意な相同性はなかった（最低スコア＝０．００３７
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のＰ値）。また、何れのＥＳＴにも有意な相同性はなかった（最低スコア＝０．

０６のＰ値）。ＣＡＴＸ－１からの翻訳ペプチドに関しＳＷＡＬＬデータベース

を用いる相同性探索を行うと、公知の何れのタンパク質に対しても有意な相同性

を示さなかった。このことは、ＣＡＴＸ－１配列が新規であることを示す。

      【０３５１】

  ＣＡＴＸ－２：ＢＬＡＳＴ２を用いて、遺伝子バンクデータベースを探索し、

Ｘ染色体（ＨＴＧＳ相１）上のクローン１９９Ｌ１６のヒトＤＮＡ配列（ＡＬ０

２２１５１）に対し、ＣＡＴＸ－２はＥ－１０５のＰ値で最も大きな相同性を有

することが確認された。しかし、ＣＡＴＸ－２の５４％（３４３～９７５ｂｐ）

のみがこの遺伝子バンク配列に相同性を示した。ＢＬＡＳＴ２を用いてＥＳＴデ

ータベースを探索すると、Ｐ値７．００Ｅ－２８でｎｃ１７ｇＯ４．ｒｌＮＣＩ

  ＣＧＡＰ  ＰｒｉホモサピエンスｃＤＮＡクローン（ＡＡ２２６３３０）と相

同性を有することが確認された。しかし、このＥＳＴ配列と相同性を示したのは

、このフラグメントの１７％（３４１～５４４ｂｐ）のみであった。したがって

、ＣＡＴＸ－２は、遺伝子バンクまたはＥＳＴのデータベースに報告されていな

い配列を含むため、新規な配列であることを表している。さらに、この新規ＣＡ

ＴＸ－２領域（１～３４０）は、ＣＡＴＸ－２に関して予知されたタンパク質生

成物のコード化領域を含んでいる。

      【０３５２】

  また、ＥＳＴデータベースにおけるＥＳＴ（ＡＡ８０６８０９）とＣＡＴＸ－

２との相同性に基づき、ＣＡＴＸ－２に相当するｃＤＮＡ配列が、次のポリ－Ａ

尾部を有する３’セグメント［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５２］を含むことが予知し

得る。

      【０３５３】

  非過剰遺伝子バンクＣＤＳ翻訳データベース、スイスプロット（ＳｗｉｓｓＰ

ｒｏｔ）データベースおよびＰＩＲデータベースを用いて、ＣＡＴＸ－２からの

翻訳ペプチドに関する相同性探索では、公知の何れのタンパク質にも有意な相同

性を示さなかった（最低スコア＝０．５７のＥ値）。このことは、ＣＡＴＸ－２

タンパク質が新規であることを示している。しかし、ＣＡＴＸ－２中の１領域（



(149) 特表２００３－５１００２６

１０～２６個のアミノ酸）は、幾つかのキナーゼにあるドメインとの相同性を示

しており、これはＣＡＴＸ－２タンパク質がキナーゼであることを示している。

    【表５】

      【０３５４】

  ＣＡＴＸ－３：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索し、Ｃ

ＡＴＸ－３が、染色体６ｑ２４．ｉ－２５．１上のＰＡＣ３５２Ａ２０からのホ

モサピエンスＤＮＡ配列（ＡＬ０２１９３９）に対しＰ値２．００Ｅ－５２で最

も高い相同性を有することが確認された。しかし、この遺伝子バンク配列との相

同性を示したのは、ＣＡＴＸ－３配列の６１％（７５～２０８、および２３５～

２８８）だけであった。ＢＬＡＳＴ２を用いて、ＥＳＴデータベースを探索する

と、１．００Ｅ－４８のＰ値でＥＳＴ配列ｙｇ７３ｄ０２．ｓＩソアレス（Ｓｏ

ａｒｅｓ）幼児脳１ＮＩＢホモサピエンスｃＤＮＡクローン３９２２７（Ｒ５１

５８２）と相同であることが判明した。しかし、このＥＳＴ配列と相同であるこ

とを示したのは、ＣＡＴＸ－３配列の３９％（８３～２０８）だけであった。こ

のようにＣＡＴＸ－３は、予知されたＣＡＴＸ－３タンパク質をエンコードする

領域を含む配列（１～７４および２０９～２３４）を含むが、これは遺伝子バン
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クまたはＥＳＴデータベースに報告されていない。

      【０３５５】

  また、ＥＳＴデータベースにおけるＥＳＴ（ＡＡ６０２９７１）に対するＣＡ

ＴＸ－３の相同性に基づき、ＣＡＴＸ－３に相当するｃＤＮＡ配列は、ポリ－Ａ

尾部を含む３’セグメント［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６０］を含むことが予知され

得る。

      【０３５６】

  ＣＡＴＸ－３からの翻訳ペプチドに関してＳＷＡＬＬデータベースを用いて相

同性探索を行うと、公知の何れのタンパク質に対しても有意な相同性は示されな

かったが、このことは、ＣＡＴＸ－３配列が新規であることを示している。しか

し、ＣＡＴＸ－３（４～２３ｂｐ）中、１つのセグメントがプロテインホスファ

ターゼ２Ｃ様タンパク質中に含まれるドメイン（２８４２４８２）と１３／２０

（６５％）陽性で局部的相同性を示している。

      【０３５７】

  ＣＡＴＸ－４：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索し、染

色体１１ｑ１２からのホモサピエンスＤＮＡ配列（ＡＣ００４２３０）に対しＣ

ＡＴＸ－４は２．００Ｅ－６５のＰ値で最も高い相同性を有することが確認され

た。しかし、この遺伝子バンク配列との相同性を示したのは、ＣＡＴＸ－４配列

の８０％（１８～１４４ｂｐ）だけであった。ＢＬＡＳＴ２を用いて、ＥＳＴデ

ータベースを探索すると、公知の何れのＥＳＴ配列にも有意な相同性を表さなか

った。このようにＣＡＴＸ－４は、予知されたＣＡＴＸ４タンパク質をエンコー

ドする領域の一部を含む配列（１～１７および１４５～１５８）を含むが、これ

は遺伝子バンクまたはＥＳＴデータベースに報告されていない。ＣＡＴＸ－４は

ＣＡＴＸ－６と部分的相同性を有し（１６４個の残基が重複して４７％の同一性

）またＣＡＴＸ－７と部分的相同性を有するが（１５７個の残基が重複して４５

．９％の同一性）、このことは、これら３種の配列が同一ファミリーのメンバー

である可能性を示している。ＣＡＴＸ－４からの翻訳ペプチドに関してＳＷＡＬ

Ｌデータベースを用いて相同性探索を行うと、公知の何れのタンパク質に対して

も有意な相同性は示さなかった。
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      【０３５８】

  ＣＡＴＸ－５：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索し、Ｃ

ＡＴＸ－５は、染色体２２ｑ１１からのヒトＰＡＣクローンＤＪ５１５Ｎ１（Ａ

Ｃ００２０７３）に対し弱い相同性（Ｐ値＝３．００Ｅ－１４）を有することが

確認された。しかし、この遺伝子バンク配列との相同性を示したのは、ＣＡＴＸ

－５の１５％だけであった。ＢＬＡＳＴ２を用いて、ＥＳＴデータベースを探索

すると、ＣＡＴＸ－５はＥＳＴ配列ｚｇ４Ｏｆｌ２．ｓｌソアレス（Ｓｏａｒｅ

ｓ）松果腺（ＡＡ７５７８９２）に弱い相同性（Ｐ値＝２．００Ｅ－１０）を有

していることが確認された。しかし、このＥＳＴ配列に相同性を示したのは、Ｃ

ＡＴＸ－５の１４％だけであった。このようにＣＡＴＸ－５は、遺伝子バンクま

たはＥＳＴデータベースに報告されない配列を含んでいる。

      【０３５９】

  ＣＡＴＸ－５からの翻訳ペプチドに関してＳＷＡＬＬデータベースを用いて相

同性探索を行うと、公知の何れのタンパク質に対しても有意な相同性は示さなか

った。このことは、ＣＡＴＸ－５タンパク質が新規であることを示している。

      【０３６０】

  ＣＡＴＸ－６：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索し、Ｃ

ＡＴＸ－６はホモサピエンスＣＩＴ－ＨＳＰ－２３４０Ｄ６．Ｔｒゲノム探索配

列（ＡＱ０５６６４８）に対し、Ｐ値４．００Ｅ－３０で最も高い相同性を有す

ることが確認された。しかし、この遺伝子バンク配列との相同性を示したのは、

ＣＡＴＸ－６の１８％だけであった。ＢＬＡＳＴ２を用いて、ＥＳＴデータベー

スを探索すると、ＥＳＴ配列ホモサピエンス部分ｃＤＮＡ配列クローンｅ－ｌａ

ｃ１０：ｍＲＮＡ配列（Ｐ０２７７８）に対し、Ｐ値４．００Ｅ－２８で相同性

を示した。しかし、このＥＳＴ配列に相同性を示したのは、ＣＡＴＸ－６の１７

％だけであった。このようにＣＡＴＸは、遺伝子バンクまたはＥＳＴデータベー

スに報告されていない配列を含んでいる。ＣＡＴＸ－６は、ＣＡＴＸ－４と部分

的相同性を有し（１６４個の残基が重複で４７％の同一性）、またＣＡＴＸ－７

と部分的相同性を有し（３１０個の残基が重複で４２．９％の同一性）、このこ

とは、これら３種の配列が同一ファミリーのメンバーである可能性を示している
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。

      【０３６１】

  また、ＥＳＴデータベースにおけるＥＳＴ（Ｒ６０１９６）に対するＣＡＴＸ

－６の相同性に基づき、ＣＡＴＸに相当するｃＤＮＡＡ配列は、３’セグメント

［ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６１］を含んでいることを予知し得る。公知のタンパク

質に対する類似性に関する相同性探索（６種の可能な読み枠を用いて）では、公

知の何れのタンパク質に対しても有意な相同性を示さなかった。

      【０３６２】

  ＣＡＴＸ－７：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索し、Ｃ

ＡＴＸ－７は染色体９ｑ３４のゲノム配列（ＡＣ００２１１０）に対し、Ｐ値１

．００Ｅ－４Ｉで部分的相同性を有することが確認された。しかし、この遺伝子

バンク配列との相同性を示したのは、ＣＡＴＸ－７の２４％だけであった。ＢＬ

ＡＳＴ２を用いて、ＥＳＴデータベースを探索すると、Ｐ値１．００Ｅ－３９で

ＥＳＴ配列（ＡＡ５０８８０９）ホモサピエンスｎｈ６９ｃ０９．ｓｌＮＣＩＣ

ＧＡＰＰｒ８との相同性を示した。しかし、このＥＳＴ配列に相同性を示したの

は、ＣＡＴＸ－７の２３％だけであった。このようにＣＡＴＸ－７は、遺伝子バ

ンクまたはＥＳＴ１２データベースに報告されていない配列を含んでいる。ＣＡ

ＴＸ－７は、ＣＡＴＸ－６と部分的相同性を有し（１５７個の残基が重複で４５

．９％の同一性）、またＣＡＴＸ－６と部分的相同性を有し（３１０個の残基が

重複で４２．９％の同一性）、このことは、これら３種の配列が同一ファミリー

のメンバーである可能性を示している。公知のタンパク質に対する類似性に関す

る相同性探索（６種の可能な読み枠を用いて）では、公知の何れのタンパク質に

対しても有意な相同性を示さなかった。

      【０３６３】

  ＣＡＴＸ－８：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索し、Ｃ

ＡＴＸ－８はウサギＲａｂ２５小ＧＴＰ－結合タンパク質ｍＲＮＡ（Ｌ０３３０

３）に対し、有意な相同性を有することが確認された（Ｐ値＝０）。しかし、こ

の遺伝子バンク配列との相同性を示したのは、ＣＡＴＸ－８フラグメントの５６

％だけであった。ＢＬＡＳＴ２を用いて、ＥＳＴデータベースを探索すると、Ｅ
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ＳＴ配列ホモサピエンスｃＤＮＡクローンｎｍ７９ｇ０３．ｓｌＮＣＩＣＧＡＰ

Ｃｏ（ＡＡ５７９６３９）に有意な相同性（Ｐ値＝０）を示した。しかし、この

ＥＳＴ配列に相同性を示したのは、ＣＡＴＸ－８フラグメントの５５％だけであ

った。このようにＣＡＴＸ－８は、遺伝子バンクまたはＥＳＴデータベースに報

告されていない配列を含んでいる。

      【０３６４】

  ＣＡＴＸ－８からの翻訳ペプチドに関してＳＷＡＬＬデータベースを用いて相

同性探索を行うと、ウサギＲａｂ２５（Ａ４８５００）小ＧＴＰ－結合タンパク

質に対して有意な相同性（Ｐ値Ｅ－１０３）が判明した（陽性＝１９６／２０６

アミノ酸［９４％］）。しかし、このＲａｂ２５アミノ酸配列（推定鎖長２１３

個のアミノ酸）との相同性を示したのはＣＡＴＸ－８の一部分だけであった（合

計２５６個のＡＡのうち１～２０６個のＡＡ）。このようにＣＡＴＸ－８は、以

前には報告されていないヒトコード化配列を含んでいる。

      【０３６５】

  ＣＡＴＸ－９：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索すると

、ＣＡＴＸ－９は、公知の何れの遺伝子に対しても有意な相同性を示さなかった

（最低スコアのＰ値２．８）。ＢＬＡＳＴ２を用いてＥＳＴデータベースを探索

すると、何れのＥＳＴに対しても有意な相同性を示さなかった（最低スコアＰ値

１．２）。このようにＣＡＴＸ－９は、遺伝子バンクまたはＥＳＴデータベース

に報告されている遺伝子に対する相同性を示さない。公知のタンパク質に対する

類似性に関する相同性探索（６種の可能な読み枠を用いて）では、公知のタンパ

ク質に対しても有意な相同性を示さなかった。

      【０３６６】

  ＣＡＴＸ－１０：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索する

と、ＣＡＴＸ－１０は、公知の何れの遺伝子に対しても有意な相同性を示さなか

った（最低スコア＝Ｐ値１．０Ｅ－０７）。ＢＬＡＳＴ２を用いてＥＳＴデータ

ベースを探索すると、有意な相同性を示さなかった（最低スコアのＰ値４．０Ｅ

－０５）。このようにＣＡＴＸ－１０は、遺伝子バンクまたはＥＳＴデータベー

スに報告されている遺伝子に対する相同性を示さない。公知のタンパク質に対す
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る類似性に関する相同性探索（６種の可能な読み枠を用いて）では、公知の何れ

のタンパク質に対しても有意な相同性を示さなかった。

      【０３６７】

  ＣＡＴＸ－１１：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索する

と、ＣＡＴＸ－１１は、公知の何れの遺伝子に対しても有意な相同性を示さなか

った（最低スコア＝Ｐ値０．０７８）。ＢＬＡＳＴ２を用いてＥＳＴデータベー

スを探索すると、ＥＳＴ配列ｚｑＳＯｆＤｌ．ｒｌストラｔジェーン(Stratagen

e)神経上皮（ＡＡ２０５８５８）ホモサピエンスｃＤＮＡクローンに対し、Ｐ値

０で有意な相同性を示した。しかし、このＥＳＴ配列との相同性を示したのは、

ＣＡＴＸ－１１フラグメントの５２％（４－５２７ｂｐ）だけであった。このよ

うにＣＡＴＸ－１１は、予知されたＣＡＴＸ－１１タンパク質をエンコードする

領域の部分を含む配列（１～３および５２７～９７８ｂｐ）を含んでいるが、こ

れは遺伝子バンクまたはＥＳＴデータベースに報告されていない。

      【０３６８】

  ＣＡＴＸ－１２からの翻訳ペプチドに関して、ＳＷＡＬＬおよびＰｒｏＤｏｍ

データベースを用いて相同性探索を行うと、公知の何れのタンパク質に対しても

有意な相同性を示さなかった（最低スコア＝Ｐ値１．０Ｅ－０８）。

      【０３６９】

  ＣＡＴＸ－１３：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索する

と、ＣＡＴＸ－１３は、公知の何れの遺伝子に対しても有意な相同性を示さなか

った（最低スコア＝Ｐ値１．５）。ＢＬＡＳＴ２を用いてＥＳＴデータベースを

探索すると、有意な相同性を示さなかった（最低スコアのＰ値０．０４１）。こ

のようにＣＡＴＸ－１３は、遺伝子バンクまたはＥＳＴデータベースに報告され

ている遺伝子に対する相同性を示さない。

      【０３７０】

  ＣＡＴＸ－１３からの翻訳ペプチドに関して、ＳＷＡＬＬおよびＰｒｏＤｏｍ

データベースを用いて相同性探索を行うと、公知の何れのタンパク質に対しても

有意な相同性を示さなかった（最低スコア＝Ｐ値０．９５）。

      【０３７１】
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  ＣＡＴＸ－１４：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索する

と、ＣＡＴＸ－１４は、染色体Ｘ上のＰＡＣ３７Ｍ１７からのホモサピエンスＤ

ＮＡ配列（Ｚ７８０２２）にＰ値１．０Ｅ－８４で最も高い相同性を有している

ことが確認された。しかし、この遺伝子バンク配列との相同性を示したのは、Ｃ

ＡＴＸ－１４フラグメントの４１％（８６～２６５ｂｐ）だけであった。ＢＬＡ

ＳＴ２を用いて、ＥＳＴデータベースを探索すると、Ｐ値９．００Ｅ－７８でＥ

ＳＴ配列ｚｅ５６ｂｏ４．ｒｌソアレス（Ｓｏａｒｅｓ）網膜Ｎ２ｂ４ＨＲホモ

サピエンスｃＤＮＡクローン３６２９５９（ＡＡ０１８９４３）との相同性を示

した。しかし、このＥＳＴ配列に相同性を示したのは、ＣＡＴＸ－１４配列の４

１％だけであった（８６～２６５ｂｐ）。このようにＣＡＴＸ－１４は、予知さ

れたＣＡＴＸ－１４タンパク質をエンコードする領域の部分を含む配列（１～８

５および２６６～４１８ｂｐ）を含んでいるが、これは遺伝子バンクまたはＥＳ

Ｔデータベースに報告されていない。

      【０３７２】

  ＣＡＴＸ－１４からの予知された翻訳ペプチドに関して、ＳＷＡＬＬおよびＰ

ｒｏＤｏｍデータベースを用いて相同性探索を行うと、マウスＴＬＭ発癌遺伝子

タンパク質（Ｐ１７４０８）に対し弱い相同性（３．６Ｅ－０６）を示し、ＣＡ

ＴＸ－１４の１領域（３４～５４個のアミノ酸）がＴＬＭドメインと局部的相同

性を示しており（陽性＝１８／２１［８４％］）、このことはＣＡＴＸ－１４が

発癌遺伝子である可能性を示している。

      【０３７３】

  ＣＡＴＸ－１５：ＢＬＡＳＴ２を用いて遺伝子バンクデータベースを探索する

と、ＣＡＴＸ－１５は、公知の何れの遺伝子に対しても有意な相同性を示さなか

った（最低スコア＝Ｐ値１．１）。ＢＬＡＳＴ２を用いてＥＳＴデータベースを

探索すると、有意な相同性を示さなかった（最低スコア＝Ｐ値０．４６）。この

ようにＣＡＴＸ－１５は、遺伝子バンクまたはＥＳＴデータベースに報告されて

いる遺伝子に対する相同性を示さない。

      【０３７４】

  ＣＡＴＸ－１５からの予知された翻訳ペプチドに関して、ＳＷＡＬＬおよびＮ



(156) 特表２００３－５１００２６

ＲＰデータベースを用いて相同性探索を行うと、ＤＭＤヒトジストロフィン（５

．０Ｅ－０５）およびヒナ鎖スペクトリンタンパク質アクチン結合（３．０Ｅ－

０６）と弱い相同性を示した。

      【０３７５】

    【配列表】
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