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(57)【要約】
本発明は、ＰＡＫ５セリン／トレオニンキナーゼを同定
しコードするｐａｋ５ポリヌクレオチドのヒトポリペプ
チド相同体を提供する。さらに本発明は発現ベクター、
宿主細胞およびこれらの製造方法を提供する。本発明は
また、ヒトの疾病または症状の治療に有用なＰＡＫ５ア
ゴニスト／アンタゴニストを同定する方法を提供する。



(2) 特表２００３－５１９４７２

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  （ａ）配列番号１、またはその断片；

（ｂ）配列番号２、またはその断片；

（ｃ）配列番号１、または配列番号２の少なくとも一部と相補的な配列；

（ｄ）配列番号１もしくは配列番号２と相同的な配列、またはその断片；

（ｅ）配列番号３を含むポリペプチドをコードする配列、またはその断片；およ

び

（ｆ）配列番号３と相同的なアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする配列

、またはその断片

からなる群より選ばれるヌクレオチド配列を含む単離された核酸分子。

    【請求項２】  前記核酸分子がＤＮＡである請求項１に記載の核酸分子。

    【請求項３】  前記核酸分子がＲＮＡである請求項１に記載の核酸分子。

    【請求項４】  前記ヌクレオチド配列が配列番号２を含む請求項２に記載の

核酸分子。

    【請求項５】  前記分子が配列番号１または配列番号２に対するアンチセン

スオリゴヌクレオチドである請求項１に記載の核酸分子。

    【請求項６】  前記オリゴヌクレオチドが配列番号１または配列番号２の調

節領域に対するオリゴヌクレオチドである請求項５に記載の核酸分子。

    【請求項７】  請求項１に記載の核酸分子を含む発現ベクター。

    【請求項８】  前記核酸分子が配列番号２を含む請求項７に記載の発現ベク

ター。

    【請求項９】  前記ベクターがプラスミドである請求項７に記載のベクター

。

    【請求項１０】  前記ベクターがウイルス粒子である請求項７に記載のベク

ター。

    【請求項１１】  前記ベクターが、アデノウイルス、パルボウイルス、ヘル

ペスウイルス、ポックスウイルス、アデノ関連ウイルス、セムリキフォレストウ

イルス、ワクシニアウイルスおよびレトロウイルスからなる群より選ばれる請求

項１０に記載のベクター。



(3) 特表２００３－５１９４７２

    【請求項１２】  前記核酸分子が、シミアンウイルス４０、マウス乳腺腫瘍

ウイルス、ヒト免疫不全ウイルスの末端繰り返し配列（ＬＴＲ）、マロニーウイ

ルス、サイトメガロウイルス前早期プロモーター、エプスタインバールウイルス

、ラウス肉腫ウイルス、ヒトアクチン、ヒトミオシン、ヒトヘモグロビン、ヒト

筋肉クレアチン、およびヒトメタロチオネインからなる群より選ばれるプロモー

ターとき機能的に結合している請求項７に記載のベクター。

    【請求項１３】  請求項７に記載のベクターで形質転換された宿主細胞。

    【請求項１４】  前記細胞がバクテリア細胞である請求項１３に記載の形質

転換された宿主細胞。

    【請求項１５】  前記バクテリア細胞が大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）である請求

項１４に記載の形質転換された宿主細胞。

    【請求項１６】  前記細胞が酵母である請求項１３に記載の形質転換された

宿主細胞。

    【請求項１７】  前記酵母がＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅである請求項１６に

記載の形質転換された宿主細胞。

    【請求項１８】  前記細胞が昆虫細胞である請求項１３に記載の形質転換さ

れた宿主細胞。

    【請求項１９】  前記昆虫細胞がＳ．ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａである請求項１

８に記載の形質転換された宿主細胞。

    【請求項２０】  前記細胞が哺乳類細胞である請求項１３に記載の形質転換

された宿主細胞。

    【請求項２１】  前記哺乳類細胞が、チャイニーズハムスター卵巣細胞、Ｈ

ｅＬａ細胞、アフリカミドリザル腎臓細胞、ヒト２９３細胞及びネズミ３Ｔ３繊

維芽細胞からなる群より選ばれる請求項２０に記載の形質転換された宿主細胞。

    【請求項２２】  ａ）請求項７に記載の組換え発現ベクターを適合する宿主

細胞に導入するステップと、

ｂ）前記宿主細胞を前記ポリペプチドが発現する条件下で培養するステップと、

ｃ）前記宿主細胞から前記ポリペプチドを回収するステップ

  とを含む、配列番号３を含むポリペプチド、またはその相同体またはそれらの



(4) 特表２００３－５１９４７２

断片の製造方法。

    【請求項２３】  前記宿主細胞を溶解し、前記宿主細胞の溶解物から前記ポ

リペプチドを回収する請求項２２に記載の方法。

    【請求項２４】  培地を精製することにより宿主細胞を溶解させずに前記宿

主細胞から前記ポリペプチドを回収する請求項２２に記載の方法。

    【請求項２５】  請求項１に記載の核酸分子および許容される担体または希

釈剤を含む組成物。

    【請求項２６】  請求項７に記載の組換え発現ベクターおよび許容される担

体または希釈剤を含む組成物。

    【請求項２７】  請求項１に記載の核酸分子によってコードされる単離され

たポリペプチド。

    【請求項２８】  前記ポリペプチドが配列番号３を含む請求項２７に記載の

ポリペプチド。

    【請求項２９】  前記ポリペプチドが配列番号３と相同的なアミノ酸配列を

含む請求項２７に記載のポリペプチド。

    【請求項３０】  前記配列番号３と相同的なアミノ酸配列が、配列番号３と

比較して少なくとも１つの保存的アミノ酸置換を含む請求項２９に記載のポリペ

プチド。

    【請求項３１】  前記ポリペプチドが配列番号３の断片を含む請求項２７に

記載のポリペプチド。

    【請求項３２】  請求項２７に記載のポリペプチドおよび許容される担体ま

たは希釈剤を含む組成物。

    【請求項３３】  請求項２７に記載のポリペプチド上の抗原決定基と結合す

る単離された抗体。

    【請求項３４】  前記抗体がモノクローナル抗体である請求項３３に記載の

抗体。

    【請求項３５】  請求項３３に記載の抗体および許容される担体または希釈

剤を含む組成物。

    【請求項３６】  請求項２７に記載のポリペプチドと結合する抗体およびネ



(5) 特表２００３－５１９４７２

ガティブコントロール抗体を含むキット。

    【請求項３７】  さらにキット構成物を含む請求項３６に記載のキット。

    【請求項３８】  さらにキット構成物が指示書である請求項３７に記載のキ

ット。

    【請求項３９】  哺乳類において請求項２７に記載のポリペプチドに対する

免疫応答を誘導する方法であって、前記哺乳類に前記免疫応答を誘導するのに十

分な量の前記ポリペプチドを投与することを含む方法。

    【請求項４０】  ＰＡＫ５と結合する化合物の同定方法であって、

ａ）ＰＡＫ５を化合物と接触させるステップと、

ｂ）前記化合物がＰＡＫ５と結合するかを決定するステップ

  とを含む方法。

    【請求項４１】  前記化合物のＰＡＫ５への結合がタンパク質結合検定法に

より決定される請求項４０に記載の方法。

    【請求項４２】  前記タンパク質結合検定法が、ゲルシフト検定法、ウエス

タンブロット、放射性標識競合検定法からなる群より選ばれる請求項４１に記載

の方法。

    【請求項４３】  ＰＡＫ５をコードする核酸分子と結合する化合物を同定す

る方法であって、

ａ）ＰＡＫ５をコードする核酸分子を化合物と接触させるステップと、

ｂ）前記化合物が核酸分子と結合するかを決定するステップと

  を含む方法。

    【請求項４４】  前記結合がゲルシフト検定法により決定される請求項４３

に記載の方法。

    【請求項４５】  ＰＡＫ５の活性を調節する化合物の同定方法であって、

ａ）ＰＡＫ５を化合物と接触させるステップと、

ｂ）ＰＡＫ５の活性が調節されたかを決定するステップ

  とを含む方法。

    【請求項４６】  前記活性がセリン／トレオニンキナーゼ活性である請求項

４５に記載の方法。



(6) 特表２００３－５１９４７２

    【請求項４７】  前記活性がＰＡＫ５依存性の細胞生物学的応答である請求

項４５に記載の方法。

    【請求項４８】  請求項４０に記載の方法により同定される化合物。

    【請求項４９】  請求項４３に記載の方法により同定される化合物。

    【請求項５０】  請求項４５に記載の方法により同定される化合物。



(7) 特表２００３－５１９４７２

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    発明の技術分野

  本発明は、一部には、ｐ２１－活性化キナーゼ５をコードする核酸分子、新規

なポリペプチド、およびｐ２１－活性化キナーゼ５と結合するか、および／また

はｐ２１－活性化キナーゼ５の活性を調節する化合物をスクリーニングする測定

方法を対象とする。

      【０００２】

    発明の背景

  セリン－トレオニンキナーゼのｐ２ｌ活性化キナーゼ（ＰＡＫ）ファミリー（

ＢａｇｒｏｄｉａとＣｅｒｉｏｎｅによる総説「Ｔｒｅｎｄｓ  ｉｎ  Ｃｅｌｌ

  Ｂｉｏｌｏｇｙ」，ｖｏｌ．９，ｐｐ．３５０－３５５，１９９９、およびこ

れに含まれる参考文献）は、現在、４種のＰＡＫ１（ＰＡＫαとしても知られて

いる。）、ＰＡＫ２（ＰＡＫγとしても知られている。）、ＰＡＫ３（ＰＡＫβ

としても知られている。）およびＰＡＫ４からなる。ＰＡＫのキナーゼ活性は、

Ｃｄｃ４２およびｐ２ｌＲａｃ（以下、Ｒａｃと呼ぶ。）のＧＴＰ結合体への結

合により刺激される。ＰＡＫタンパク質のＣ末端領域はキナーゼ触媒性ドメイン

（これはファミリー内の異なるメンバー間で最も高い保存度を示す。）を含んで

いる。Ｎ末端領域は、Ｃｄｃ４２とＲａｃのＧＴＰアーゼへの結合要因であると

考えられる保存されたモチーフ（‘ＧＢＤ／ＣＲＩＢ’モチーフ、Ｂｕｒｂｅｌ

ｏ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｃｈｅｍｉ

ｓｔｒｙ  ｖｏｌ．２７０，  ｐｐ．２９０７１－２９０７４，１９９５）を含

む。ＰＡＫはまた、そのＮ末端領域にＳＨ３タンパク質ドメインとの結合部位を

表わすＰＸＸＰタンパク質モチーフのコピーを数個含んでいる。ＰＡＫ１～３は

、キナーゼを触媒的な不活化を維持するためのＮ末端調節領域（Ｃｄｃ４２／Ｒ

ａｃ結合ドメインと重複している。）を有することが示された。最近、ＰＡＫタ

ンパク質は２種類のＳＨ３ドメイン含有タンパク質、ｐ８５Ｃｏｏｌ－１／βＰ

ｉｘおよびαＰＩＸ／Ｃｏｏｌ－２との高親和性結合のためにＮ末端領域内配列

を利用することが示された（Ｍａｎｓｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ  



(8) 特表２００３－５１９４７２

ｖｏｌ．１  ｐｐ．１８３－１９２，１９９８、およびＢａｇｒｏｄｉａ  ｅｔ

  ａｌ．，  Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．  Ｖｏｌ２７３，ｐｐ．２３６３３－２

３６３６，１９９８）。ｐ８５Ｃｏｏｌ－１／βＰｉｘは周辺性の焦点複合体（

ｆｏｃａｌ  ｃｏｍｐｌｅｘ）に局在化し、細胞質からこれらの錯体にＰＡＫ１

を補充すること、一方、ｐ８５Ｃｏｏｌ－１／βＰｉｘとは異なるスプライシン

グによって得られるｐ５０Ｃｏｏｌ－１はＰＡＫ３と結合し、そのキナーゼ活性

を阻害するらしいことが発見された。Ｃｏｏｌ２／αＰＩＸは、未解明のメカニ

ズムによりＰＡＫ活性を刺激する。最近、Ｃａｔ－１およびＣａｔ－２と命名さ

れた２種類のチロシンリン酸化タンパク質（Ｃｏｏｌ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ  

ｔｙｒｏｓｉｎｅ  ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ  ｐｒｏｔｅｉｎｓ  １  ａ

ｎｄ  ２，  Ｂａｇｒｏｄｉａ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ｖ

ｏｌ．２７４  ｐｐ．２２３９３－４００，１９９９）が、ｐ８５Ｃｏｏｌ－１

／βＰｉｘおよびＣｏｏｌ－２／αＰＩＸとは相互作用するがｐ５０Ｃｏｏｌ－

１とはしないことが発見された。したがって、Ｃａｔ－１とＣａｔ－２がＰＡＫ

活性を高めるＣｏｏｌ／Ｐｉｘ体とのみ相互作用することから、これらはＰＡＫ

の調節に極めて重要な役割を果たしていると思われる。

      【０００３】

  これらの相互作用に加えて、ＰＡＫタンパク質は、ＳＨ２／ＳＨ３アダプター

タンパク質Ｎｃｋによって、活性化されたチロシンキナーゼ受容体に結合される

ことが示されている（Ｂｏｋｏｃｈ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ

  ｖｏｌ．２７１  ｐｐ．２５７４６－９，１９９６）。この結合は、成長因子

受容体による細胞活性化とＰＡＫのシグナル伝達経路とを結びつけるものかもし

れない。Ｃｄｃ４２またはＲａｃと非結合の状態で、スフィンゴシンおよびその

他の膜脂質によってＰＡＫキナーゼ活性が刺激され得る点も示されているが（Ｂ

ｏｋｏｃｈ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ｖｏｌ．２７３，ｐｐ

．８１３７－４４，１９９８）、これはスフィンゴ脂質代謝産物によって抑制さ

れる（Ｌｉａｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  ｖｏｌ．  １６１，ｐｐ

．４３７５－８１，１９９８）。

      【０００４】
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  ＰＡＫ活性の下流の因果関係も多重的で複雑である。ＰＡＫタンパク質は、限

焦点接触（ｆｏｃａｌ  ｃｏｎｔａｃｔ）の組立て、細胞骨格の組織化、神経突

起の過成長、葉状仮足（ｌａｍｅｌｌｉｐｏｄｉａ）形成、膜のラフリング（波

立たせること）、細胞の運動性および形態の調節に影響することが見出されてい

る。ＰＡＫが、核のマイトジェン活性化タンパク質キナーゼ（ＭＡＰＫ）を活性

化することも分かっており、重要なことには、Ｒａｓタンパク質下流のエフェク

ターであるキナーゼＲａｆ１をリン酸化する。実際、キナーゼ非機能性ＰＡＫ変

異体は、変異Ｒａｓの腫瘍形成性活性を復帰させる（Ｔａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．，

Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ｖｏｌ．９５，  ｐｐ．５１

３９－４４，１９９８）。さらに、ＰＡＫは、Ｔ細胞受容体の刺激の後に活性化

され、ＥＲＫ２およびＮＦＡＴ転写因子の活性化のために必要であり、したがっ

て、Ｔ細胞受容体による遺伝子発現に必要である（Ｙａｂｌｏｎｓｋｉ  ｅｔ  

ａｌ．，  ＥＭＢＯ  Ｊ  ｖｏｌ．  １７  ｐｐ５６４７－５７，１９９８）。

      【０００５】

  要するに、ＰＡＫタンパク質は多様性調節的入力を受けて多様な下流エフェク

ターにシグナル伝達し、これらは多くの細胞の形態、運動性／移動性、増殖、分

化または細胞死の基本となるシグナル伝達経路において不可欠である。

      【０００６】

  本発明は、ここではｐ２ｌ活性化キナーゼ５（以下、「ＰＡＫ５」と呼ぶ。）

として表す新規なポリペプチド、並びに、例えば、細胞増殖、細胞移動、細胞分

化、細胞骨格の形成、遺伝子の発現、細胞周期進行および細胞死の調節の要とな

るその役割についての意外な発見を含んでいる。このように、ＰＡＫ５は、これ

らのプロセスを修飾し、および／または制御することが可能であり、新しい薬剤

の探索において有用である。これらおよび本発明の他の態様を以下に説明する。

      【０００７】

    発明の要約

  本発明は、一部として、配列番号１、またはその断片；配列番号２、またはそ

の断片；配列番号１または配列番号２の少なくとも一部と相補的なヌクレオチド

配列；配列番号１もしくは配列番号２と相同的なヌクレオチド配列またはその断
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片；配列番号３を含むポリペプチドをコードするヌクレオチド配列またはその断

片；または、配列番号３と相同的なアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードす

るヌクレオチド配列、またはその断片を含む単離された核酸分子を対象とする。

      【０００８】

  本発明はまた、上記の核酸分子のいずれかを含む組換え発現ベクターを対象と

する。

      【０００９】

  本発明はまた、上記の核酸分子のいずれかを含む組換え発現ベクターで形質転

換された宿主細胞を対象とする。

      【００１０】

  本発明はまた、上記の核酸分子のいずれかを含む組換え発現ベクターを適合的

な宿主細胞に導入し、宿主細胞をポリペプチドが発現するのに適した条件下で成

育させ、ポリペプチドを宿主細胞から回収することによる、配列番号３を含むポ

リペプチド、またはその相同体またはその断片の製造方法を対象とする。

      【００１１】

  本発明はまた、上記の核酸分子のいずれかおよび許容される担体または希釈剤

を含む組成物を対象とする。

      【００１２】

  本発明はまた、上記の核酸分子のいずれかによってコードされる単離されたタ

ンパク質を対象とする。

      【００１３】

  本発明はまた、上記の核酸分子のいずれかによってコードされるポリペプチド

および許容される担体または希釈剤を含む組成物を対象とする。

      【００１４】

  本発明はまた、上記の核酸分子のいずれかによってコードされるポリペプチド

上の抗原決定基と結合する単離された抗体を対象とする。

      【００１５】

  本発明はまた、上記の核酸分子のいずれかによってコードされるポリペプチド

と結合する抗体およびネガティブコントロール抗体を含むキットを対象とする。
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      【００１６】

  本発明はまた、哺乳類において上記の核酸分子のいずれかによってコードされ

るポリペプチドに対して免疫応答を誘導する方法であって、哺乳類に免疫応答を

誘導するのに十分な量のポリペプチドを投与することを含む方法を対象とする。

      【００１７】

  本発明はまた、ＰＡＫ５を化合物と接触させ、化合物がＰＡＫ５と結合するか

を決定することによるＰＡＫ５と結合する化合物の同定方法を対象とする。

      【００１８】

  本発明はまた、ＰＡＫ５を化合物と接触させ、化合物が核酸分子と結合するか

を決定するＰＡＫ５をコードする核酸分子と結合する化合物の同定方法を対象と

する。

      【００１９】

  本発明はまた、ＰＡＫ５を化合物と接触させ、化合物がＰＡＫ５の活性を調節

するか決定することによるＰＡＫ５の活性を調節する化合物の同定方法を対象と

する。

      【００２０】

  本発明はまた、ＰＡＫ５を化合物と接触させ、化合物がＰＡＫ５の活性を調節

するか、ＰＡＫ５と結合するか、または、核酸分子と結合するかを決定すること

によって同定されるＰＡＫ５活性を調節する化合物を対象とする。

      【００２１】

  これらおよび本発明の他の態様を以下により詳細に説明する。

      【００２２】

    最適実施形態の詳細な説明

  本発明は、特に、ＰＡＫ５またはその部分をコードする単離され精製されたポ

リヌクレオチド、これらのポリヌクレオチドを含むベクター、これらのベクター

で形質転換された宿主細胞、ＰＡＫ５の製造方法、上記のポリヌクレオチドおよ

びベクターを使用する方法、単離され精製されたＰＡＫ５、ＰＡＫ５活性を調節

する化合物のスクリーニング方法を提供する。

      【００２３】
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  この文書の全体にわたって様々な定義がなされる。ほとんどの単語は当業者が

それらの単語によって意図するであろう意味を有する。以下に、またはこの文書

の他の場所で特に定義される単語は、全体として本発明の文脈において与えられ

、典型的には当業者によって理解される意味を有する。

      【００２４】

  本明細書では、「活性」とは、直接的であれまたは間接であれ、結合すること

；応答に影響を与えること、すなわち、ある種の暴露や刺激に対する応答性に影

響を有することを示唆しまたは示す様々な測定可能な指標を指す。例えば、本発

明のポリペプチドまたはポリヌクレオチドに直接結合する化合物の親和性、ある

いは、例えば、上流もしくは下流のタンパク質またはその他の同様の刺激または

事象後の機能の測定量が含まれる。

      【００２５】

  本明細書では、「キナーゼ活性」とは、本発明たんぱく質の、プリンヌクレオ

チド三リン酸塩のγ－リン酸塩タンパク質基質水酸基への転移能を指す。

      【００２６】

  本明細書では、小文字の略語ｐａｋ５は遺伝子、ｃＤＮＡ、ＲＮＡまたは核酸

配列を指し、一方、大文字で表されたＰＡＫ５は、タンパク質、ポリペプチド、

ペプチド、オリゴペプチドまたはアミノ酸配列を指す。

      【００２７】

  本明細書では、「抗体」という用語は、完全な抗体、Ｆａｂ断片およびＦ（ａ

ｂ）２断片を指すことを意図している。完全な抗体の例に、ネズミモノクローナ

ル抗体のようなモノクローナル抗体、キメラ抗体およびヒト化抗体が含まれる。

      【００２８】

  本明細書では、「結合」という用語は、２種類のタンパク質または化合物また

は関連するタンパク質または化合物あるいはそれらの組み合わせの間における物

理的または化学的な相互作用を意味する。結合は、イオン結合、非イオン結合、

水素結合およびファンデルワールス疎水性相互作用などを含む。物理的な相互作

用、結合は、直接的でも間接的でもよく、間接的とは、別のタンパク質または化

合物を介するものでもその結果によるものでもよい。直接的結合は、別のタンパ
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ク質または化合物を介しあるいはその結果によって起こるのではなく、他の実質

的な化学的媒介物がない相互作用を指す。

      【００２９】

  本明細書では、「化合物」という用語は、あらゆる同定可能な化学物質または

分子をも意味し、これらに限定されるものではないが、小分子、ペプチド、タン

パク質、糖、ヌクレオチドまたは核酸を含む（このような化合物は天然物でも合

成物でもよい）。

      【００３０】

  本明細書では、「相補的」という用語は、核酸分子のヌクレオチド単位間で対

になるワトソンクリック塩基を指す。

      【００３１】

  本明細書では、「接触させる」という用語は、ある化合物を、本発明のポリペ

プチドまたはポリヌクレオチドに、直接的又は間接的に物理的に近接させること

を意味する。ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、任意数のバッファー、塩

類、溶液中のものであり得る。接触させることには、例えば、ビーカー、マイク

ロタイタープレート、細胞培養フラスコ、あるいは遺伝子チップのようなマイク

ロアレイその他（但し、これらはＰＡＫ５またはその断片をコードする核酸分子

あるいはポリペプチドを含むものである）の中に化合物を置くことが含まれる。

      【００３２】

  本明細書では、「相同的なヌクレオチド配列」または「相同的なアミノ酸配列

」という語句またはその変形は、ヌクレオチドレベルまたはアミノ酸レベルにお

いて、配列番号１または配列番号２の全体、またはポリペプチドをコードする機

能性ドメインをコードする配列番号１または配列番号２の少なくとも一部、ある

いは配列番号３と、少なくとも約６０％、好ましくは少なくとも約７０％、より

好ましくは少なくとも約８０％、より好ましくは少なくとも約９０％、そして最

も好ましくは少なくとも約９５％の相同性によって特定される配列を指す。相同

的ヌクレオチド配列は、ＰＡＫ５タンパク質のアイソフォームをコードする配列

を含む。このようなアイソフォームは、例えばＲＮＡの異なるスプライシングの

結果、同じ生物の異なる組織において発現することができる。あるいは、アイソ
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フォームは異なる遺伝子によってコードされ得る。相同的なヌクレオチド配列は

、ヒト以外の哺乳動物の種（但し、それに限定されるものではない）のＰＡＫ５

タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む。相同的なヌクレオチド配列は

、ここに述べたヌクレオチド配列について自然に存在する対立形質の変異体およ

び変異を含むが、これらに限定されるものではない。しかしながら、相同的なヌ

クレオチド配列はヒトのＰＡＫ１（配列番号４）、ＰＡＫ２（配列番号５）、Ｐ

ＡＫ３（配列番号６）またはＰＡＫ４（配列番号７）をコードするヌクレオチド

配列は含まない。相同的なアミノ酸配列は、配列番号３において保存的アミノ酸

置換をコードするアミノ酸配列を含むとともに、ＰＡＫ５様キナーゼ活性を有す

るか、ＰＡＫ５に特徴的な結合活性を有するポリペプチドも含む。相同性の割合

（パーセンテージ）は、例えば、スミスおよびウォーターマン（Ａｄｖ．Ａｐｐ

Ｌ．Ｍａｔｈ．，１９８１，２，４８２－４８９。その内容全体を参照によって

本明細書に組み入れる）のアルゴリズムを使用する、デフォルト設定でのギャッ

ププログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  Ｐ

ａｃｋａｇｅ，Ｕｎｉｘ用Ｖｅｒｓｉｏｎ  ８，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕ

ｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｐａｒｋ，Ｍ

ａｄｉｓｏｎ  ＷＩ）を用いて決定することができる。関連する既知分子への本

発明の相同性については後述する。

      【００３３】

  本明細書では、用語「単離された」核酸分子という用語は、その本来の環境か

ら取り除かれた核酸分子（ＤＮＡまたはＲＮＡ）を指す。単離された核酸分子の

例には、ベクターに含まれる組換えＤＮＡ分子、異種宿主細胞中に維持された組

換えＤＮＡ分子、部分的にまたは実質的に精製された核酸分子、および合成ＤＮ

ＡまたはＲＮＡ分子が含まれるが、これらに限定されるものではない。

      【００３４】

  本明細書では、「調節する」または「修飾する」という用語は、特定の活性ま

たはタンパク質の量、質または効力における増加または減少を意味する。

      【００３５】

  本明細書では、「オリゴヌクレオチド」という用語は、ポリメラーゼ連鎖反応
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（ＰＣＲ）で使用するに十分な数の塩基を有する一連の結合したヌクレオチド残

基を指す。この短い配列は、ゲノムかｃＤＮＡ配列に基づき（またはこれから設

計され）、特定の細胞または組織中のＤＮＡまたはＲＮＡと同一、類似または相

補的なものの存在量を増幅するか、確認するか、明らかにするために使用される

。オリゴヌクレオチドは、少なくとも約１０個のヌクレオチドかつ最大約５０個

までのヌクレオチド、好ましくは１５～３０個のヌクレオチドを有するＤＮＡ配

列の部分を含む。これらは化学的に合成し、プローブとして使用してもよい。

      【００３６】

  本明細書では、「プローブ」という用語は、使用態様に依存するが、好ましく

は少なくとも約１０個かつ最大約６，０００個までのヌクレオチドを含む可変長

さの核酸配列を指す。それらは、同一の、類似の、または相補的な核酸配列の検

出に使用される。通常、より長いプローブが天然として又は組換えとして得られ

るが、これらはオリゴマーよりも高度に特異的であるもののオリゴマーよりハイ

ブリダイズするのがはるかに遅い。それらは一本鎖または二本鎖構造で、ＰＣＲ

、メンブランハイブリダイゼーションまたはＥＬＩＳＡのような方法において特

異性を有するように注意深く設計される。

      【００３７】

  本明細書では、「ストリンジェントなハイブリダイズ条件」または「ストリン

ジェントな条件」という語句はプローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチド

がその標的配列にはハイブリダイズするが他の配列にはハイブリダイズしない条

件を指す。ストリンジェントな条件は配列依存で、状況が異なれば異なってくる

。特に、長い配列は高温でもハイブリダイズする。一般に、ストリンジェントな

条件は、定義されたイオン強度およびｐＨにおいて、特定の配列について、その

熱融点（Ｔｍ）より約５℃低い温度に選択される。Ｔｍは標的配列に相補的なプ

ローブの５０％が標的配列にハイブリダイズして平衡状態にある（定義されたイ

オン強度、ｐＨおよび核酸濃度の下で）の温度である。一般に標的配列は過剰量

存在するので、Ｔｍでは、プローブの５０％は平衡状態では占められる。典型的

には、ストリンジェントな条件は塩の濃度がナトリウムイオン約１．０Ｍ未満で

あり、典型的に、ｐＨ  ７．０～８．３でナトリウムイオン（または他の塩類）
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は約０．０１～１．０Ｍであり、短いプローブ、プライマーまたはオリゴヌクレ

オチド（例えば１０～５０個のヌクレオチド）では温度が少なくとも約３０℃、

より長いプローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチドでは少なくとも約６０

℃である。ストリンジェントな条件は、ホルムアミドのような不安定化剤の添加

によって達成してもよい。

      【００３８】

  アミノ酸配列はアミノからカルボキシルに向けて、左から右に示される。アミ

ノ基とカルボキシル基は配列には示されない。ヌクレオチド配列は５’から３’

の方向に、左から右に１本鎖でのみ示される。ヌクレオチドとアミノ酸は、ＩＵ

ＰＡＣ－ＩＵＢの生化学命名法委員会が推奨する方法または（アミノ酸について

は）３文字コードで表わされる。

      【００３９】

  本発明はその１つの態様では、ＰＡＫ５をコードする新規なヌクレオチド配列

を含む核酸分子を対象とする。核酸分子は好ましくはＲＮＡまたはＤＮＡのいず

れかであるが、ＲＮＡおよびＤＮＡモノマーの両方やペプチド核酸モノマーを含

んでもよい。核酸分子は１本鎖でも２本鎖でもよい。核酸分子のモノマーは、従

来のホスホジエステル結合によって連結されていてもよいが、これを修飾した結

合、例えば、ホスホロチオエイト（ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅ）結合そ

の他のまたはそれを修飾した結合によって連結されていてもよい。さらに、モノ

マーの糖部分は、例えば２’の置換によって修飾されていてもよい。これにより

ヌクレアーゼ抵抗性および／または細胞吸収性の付与を助ける。

      【００４０】

  本発明の好ましい実施形態では、核酸分子は配列番号１――２５１１塩基長で

、ＰＡＫ５をコードするおよそ２１５７個のヌクレオチド（配列番号１のうち約

３５２番目～約２５０８番目）のオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含

む――を含む。あるいは、核酸分子は、配列番号１の断片を含む。好ましくは、

この断片は約１０から約１００のヌクレオチドまで、約１０１から約２００のヌ

クレオチドまで、約２０１から約３００のヌクレオチドまで、約３０１から約４

００のヌクレオチドまで、約４０１から５００のヌクレオチドまで、約５０１か
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ら約６００のヌクレオチドまで、約６０１から約７００のヌクレオチドまで、約

７０１から約８００のヌクレオチドまで、約８０１から約９００のヌクレオチド

まで、約９０１から約１０００のヌクレオチドまで、約１００１から約１１００

のヌクレオチドまで、約１１０１から約１２００のヌクレオチドまで、約１２０

１から約１３００のヌクレオチドまで、約１３０１から約１４００のヌクレオチ

ドまで、約１４０１から約１５００のヌクレオチドまで、約１５０１から約１６

００のヌクレオチドまで、約１６０１から約１７００のヌクレオチドまで、約１

７０１から約１８００のヌクレオチドまで、約１８０１から約１９００のヌクレ

オチドまで、約１９０１から約２０００のヌクレオチドまで、約２００１から約

２１００のヌクレオチドまで、約２１０１から約２２００のヌクレオチドまで、

約２２０１から約２３００のヌクレオチドまで、約２３０１から約２４００のヌ

クレオチドまで、約２４０１から約２５００のヌクレオチドまで、約２５０１～

約２５１１までおよびこれらの任意の組み合わせを含む。断片は配列番号１のあ

らゆる部分に位置してよい。したがって、本発明は、少なくとも１４個、好まし

くは少なくとも１６、１８、２０、２５、５０または７５個の連続するヌクレオ

チドを含むＰＡＫ５の断片を提供する。

      【００４１】

  本発明の別の好ましい実施形態では、核酸分子は配列番号２――２１５７塩基

長で、上記ＯＲＦ（配列番号１内の約３５２番目から約２５０８番目）を含む―

―を含む。あるいは、核酸分子は、配列番号２の断片を含む。好ましくは、この

断片は約１０から約１００のヌクレオチドまで、約１０１から約２００のヌクレ

オチドまで、約２０１から約３００のヌクレオチドまで、約３０１から約４００

のヌクレオチドまで、約４０１から５００のヌクレオチドまで、約５０１から約

６００のヌクレオチドまで、約６０１から約７００のヌクレオチドまで、約７０

１から約８００のヌクレオチドまで、約８０１から約９００のヌクレオチドまで

、約９０１から約１０００のヌクレオチドまで、約１００１から約１１００のヌ

クレオチドまで、約１１０１から約１２００のヌクレオチドまで、約１２０１か

ら約１３００のヌクレオチドまで、約１３０１から約１４００のヌクレオチドま

で、約１４０１から約１５００のヌクレオチドまで、約１５０１から約１６００



(18) 特表２００３－５１９４７２

のヌクレオチドまで、約１６０１から約１７００のヌクレオチドまで、約１７０

１から約１８００のヌクレオチドまで、約１８０１から約１９００のヌクレオチ

ドまで、約１９０１から約２０００のヌクレオチドまで、約２００１から約２１

００のヌクレオチドまで、約２１０１から約２１５７までおよびこれらの任意の

組み合わせを含む。断片は配列番号２の任意の部分に位置することができる。

      【００４２】

  本発明の別の好ましい実施形態では、核酸分子は、配列番号１または配列番号

２の少なくとも一部に相補的なヌクレオチド配列を含む。好ましくは、核酸分子

は、配列番号１または配列番号２の中で挙げられた配列全体に相補的なヌクレオ

チド配列を含む。あるいは、核酸分子は、配列番号１または配列番号２の部分に

相補的な（つまり、上記断片のいずれかに相補的な）ヌクレオチド配列を含む。

配列番号１または配列番号２の少なくとも一部に相補的な配列の例には、配列番

号１または配列番号２の少なくとも一部にストリンジェントなハイブリダイズ条

件の下でハイブリダイズするオリゴヌクレオチドが含まれる。好ましいオリゴヌ

クレオチドは、少なくとも約１０個のヌクレオチドかつ最大約５０個のヌクレオ

チドを含み、好ましくは約１５～３０個のヌクレオチドを含む。それらは化学的

に合成され、プローブ、プライマー、アンチセンス剤として使用することができ

る。

      【００４３】

  本発明の別の好ましい実施形態では、核酸分子は、配列番号１または配列番号

２に相同的なヌクレオチド配列を含む。好ましくは、ヌクレオチド配列は、配列

番号１または配列番号２の全体に少なくとも約６０％、より好ましくは少なくと

も約７０％、より好ましくは少なくとも約８０％、より好ましくは少なくとも約

９０％、そして最も好ましくは少なくとも約９５％相同的なヌクレオチド配列で

ある。あるいは、ヌクレオチド配列は、配列番号１または配列番号２がコードす

るポリペプチドの機能性ドメインをコードするこれらの配列の一部と少なくとも

約６０％、より好ましくは少なくとも約７０％、より好ましくは少なくとも約８

０％、より好ましくは少なくとも約９０％、そして最も好ましくは少なくとも約

９５％相同的なヌクレオチド配列である。さらに、配列番号１または配列番号２
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に相同的なヌクレオチド配列は、上記長さの配列番号１または配列番号２の断片

を含む。

      【００４４】

  本発明の別の好ましい実施形態では、核酸分子は、配列番号３を含むポリペプ

チドをコードするヌクレオチド配列を含む。核酸分子は、好ましくは配列番号２

、または配列番号２において遺伝子コードの縮退を反映するコドン置換がなされ

たものを含む。当業者にはよく知られているように、遺伝子コードには縮退があ

るため、配列番号２によってコードされるのと同じポリペプチドをコードするこ

とができる多数の他のＤＮＡとＲＮＡの分子がある。したがって、本発明は発現

時には配列番号２のポリペプチドをコードするこれらの他のＤＮＡ分子およびＲ

ＮＡ分子を含む。ここに具体的に開示したもの以外のＤＮＡとＲＮＡの分子であ

っても、特定のアミノ酸に対するコドンの変化によってのみ特定されるものは、

本発明の範囲内である。

      【００４５】

  当業者に周知のように、遺伝子コードには縮退があるため、上記ｐａｋ５遺伝

子によってコードされるものと同じポリペプチドをコードすることができる多数

のＤＮＡとＲＮＡの分子がある。したがって、本発明は発現時には配列番号３の

ポリペプチドをコードするこれらの他のＤＮＡ分子およびＲＮＡ分子を含む。Ｐ

ＡＫ５遺伝子によってコードされるアミノ酸残基配列を特定したため、個々の具

体的なアミノ酸残基すべての三つ組コドンについての知識によれば、こうしたコ

ードを行うＲＮＡおよびＤＮＡ配列についてすべて記述することは可能である。

ここに具体的に開示したもの以外のＤＮＡとＲＮＡの分子であっても、特定のア

ミノ酸に対するコドンの変化によってのみ特定されるものは、本発明の範囲内で

ある。

      【００４６】

  アミノ酸およびそれらの表わす略号、記号およびコドンをまとめた表を、下記

表１に示す。

      【００４７】

    【表１】
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      【００４８】

  当業者に周知なように、ｍＲＮＡ分子中でコドンは、三つ組のヌクレオチド配

列からなり、例えば、塩基チミジン（Ｔ）（これはＤＮＡ分子中に存在する）が

塩基ウラシル（Ｕ）に代替されていることにより特定される。ポリヌクレオチド

内の同じアミノ酸残基に対するコドンの単純な変化は、コードされたポリペプチ

ドの配列や構造を変更するものではない。

      【００４９】

  あるいは、核酸分子は、配列番号３をコードするポリペプチドの断片をコード

するヌクレオチド配列を含む。好ましくは、この断片は、約５から約２０のアミ

ノ酸まで、約２１から約４０のアミノ酸まで、約４１から約６０のアミノ酸まで

、約６１から約８０のアミノ酸まで、約８１から約１００のアミノ酸まで、約１
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０１から約１２０のアミノ酸まで、約１２１から約１４０のアミノ酸まで、約１

４１から約１６０のアミノ酸まで、約１６１から約１８０のアミノ酸まで、約１

８１から約２００のアミノ酸まで、約２０１から約２２０のアミノ酸まで、約２

２１から約２４０のアミノ酸まで、約２４１から約２６０のアミノ酸まで、約２

６１から約２８０のアミノ酸まで、約２８１から約３００のアミノ酸まで、約３

０１から約３２０のアミノ酸まで、約３２１から約３４０のアミノ酸まで、約３

４１から約３６０のアミノ酸まで、約３６１から約３８０のアミノ酸まで、約３

８１から約４００のアミノ酸まで、約４０１から約４２０のアミノ酸まで、約４

２１から約４４０のアミノ酸まで、約４４１から約４６０のアミノ酸まで、約４

６１から約４８０のアミノ酸まで、約４８１から約５００のアミノ酸まで、約５

０１から約５２０のアミノ酸まで、約５２１から約５４０のアミノ酸まで、約５

４１から約５６０のアミノ酸まで、約５６１から約５８０のアミノ酸まで、約５

８１から約６００のアミノ酸まで、約６０１から約６２０のアミノ酸まで、約６

２１から約６４０のアミノ酸まで、約６４１から約６６０のアミノ酸まで、約６

６１から約６８０のアミノ酸まで、約６８１から約７００のアミノ酸まで、約７

０１から約７１９のアミノ酸まで、およびこれらの任意の組み合わせを含む。断

片は配列番号３の任意の部分内に位置することができる。

      【００５０】

  本発明の別の好ましい実施形態では、核酸分子は、配列番号３と相同的なアミ

ノ酸配列を含むポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。あるいは、

核酸分子は、配列番号３と相同的なアミノ酸配列を含むポリペプチドの断片をコ

ードするヌクレオチド配列を含む。好ましくは、この断片は、約５から約２０の

アミノ酸まで、約２１から約４０のアミノ酸まで、約４１から約６０のアミノ酸

まで、約６１から約８０のアミノ酸まで、約８１から約１００のアミノ酸まで、

約１０１から約１２０のアミノ酸まで、約１２１から約１４０のアミノ酸まで、

約１４１から約１６０のアミノ酸まで、約１６１から約１８０のアミノ酸まで、

約１８１から約２００のアミノ酸まで、約２０１から約２２０のアミノ酸まで、

約２２１から約２４０のアミノ酸まで、約２４１から約２６０のアミノ酸まで、

約２６１から約２８０のアミノ酸まで、約２８１から約３００のアミノ酸まで、
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約３０１から約３２０のアミノ酸まで、約３２１から約３４０のアミノ酸まで、

約３４１から約３６０のアミノ酸まで、約３６１から約３８０のアミノ酸まで、

約３８１から約４００のアミノ酸まで、約４０１から約４２０のアミノ酸まで、

約４２１から約４４０のアミノ酸まで、約４４１から約４６０のアミノ酸まで、

約４６１から約４８０のアミノ酸まで、約４８１から約５００のアミノ酸まで、

約５０１から約５２０のアミノ酸まで、約５２１から約５４０のアミノ酸まで、

約５４１から約５６０のアミノ酸まで、約５６１から約５８０のアミノ酸まで、

約５８１から約６００のアミノ酸まで、約６０１から約６２０のアミノ酸まで、

約６２１から約６４０のアミノ酸まで、約６４１から約６６０のアミノ酸まで、

約６６１から約６８０のアミノ酸まで、約６８１から約７００のアミノ酸まで、

約７０１から約７１９のアミノ酸まで、およびこれらの任意の組み合わせを含む

。断片は配列番号３の任意の部分内に位置することができる。

      【００５１】

  本発明で示されたヌクレオチド配列情報についての知識を用いれば、当業者は

異なる出所（つまり異なる組織または異なる生物）から、ＰＡＫ５をコードする

どのようなヌクレオチド配列をも同定することが可能であり、これは、当業者に

周知な様々な手段、および、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．，“Ｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒ  ｃｌｏｎｉｎｇ：  ａ  ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  ｍａｎｕａｌ

”，Ｓｅｃｏｎｄ  Ｅｄｉｔｉｏｎ，  Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ

  Ｐｒｅｓｓ，  Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（１９８９）（

その全体を参照によって本明細書に組み入れる）に開示された手段によって行う

ことができる。

      【００５２】

  例えば、ＰＡＫ５をコードするＤＮＡは、ここに提供されるＰＡＫ５遺伝子配

列情報から生成されオリゴヌクレオチドプローブによって、ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ

またはゲノムのＤＮＡをスクリーニングすることにより得ることができる。プロ

ーブは、例えばＳａｍｂｒｏｏｋらに記載されているような、当業者に公知の従

来のハイブリダイゼーションアッセイの方法に従って、蛍光発光性基、放射性原

子または化学発光性基などの検出可能な基で標識してもよい。
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      【００５３】

  あるいは、上記ＰＡＫ５ヌクレオチド配列のうちいずれかを含む核酸分子は、

ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）の手法を使用し、ここに提供されるヌクレオチ

ド配列から生産されたＰＣＲオリゴヌクレオチドプライマーを用いて回収するこ

ともできる。Ｍｕｌｌｉｓらへの米国特許第４，６８３，１９５号およびＭｕｌ

ｌｉｓへの米国特許第４，６８３，２０２号参照。ＰＣＲ反応は、その配列が事

前に精製されておらず、特定の試料中に単一コピーしか存在しない場合であって

も、特定の核酸配列の濃度を選択的に増加させる方法を提供する。この方法は１

本鎖または２本鎖ＤＮＡのいずれの増幅にも使用することができる。この方法の

本質的部分には、２個のオリゴヌクレオチドプローブをプライマーとして用い、

所望の核酸分子についてテンプレート依存性でポリメラーゼを媒介とした複製を

行うことが含まれる。

      【００５４】

  多様な代替クローニングおよびｉｎ  ｖｉｔｒｏ増幅の方法論は当業者に周知

である。これらの技術は、例えば、Ｂｅｒｇｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，Ｇｕｉｄｅ  

ｔｏ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｍｅｔｈ

ｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  １５２  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ

，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，  ＣＡ（Ｂｅｒｇｅｒ）に参照でき、その全

体を参照によって本明細書に組み入れる。

      【００５５】

  本発明の核酸分子およびそこから由来する断片は、ある種の疾患に関連した、

制限酵素断片長多型（ＲＦＬＰ）のスクリーニング、および遺伝子地図作成に有

用である。

      【００５６】

  ＰＡＫ５をコードする本発明のヌクレオチド配列に由来する、アンチセンスオ

リゴヌクレオチド、または配列番号１または配列番号２の断片、またはそれらに

相補的な配列は、多様な組織での遺伝子発現をプローブするための診断用ツール

として有用である。例えば、ある組織に関連する酵素の固有の発現または病理学

的条件を研究するために、慣用のオートラジオグラフィー技術によって検出でき
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る基を含むオリゴヌクレオチドプローブを備えたプローブを用いて、原位置で組

織をプローブすることができる。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、好ましく

は、配列番号１または配列番号２の調節領域（こうしたものには、開始コドン、

ＴＡＴＡボックス、エンハンサー配列などが含まれるが、これらに限定されるも

のではない）またはこれに対応するｍＲＮＡを対象とする。

      【００５７】

  ｐａｋ５のヌクレオチド配列を得るか確認するためには、自動配列決定法を用

いた。本発明のｐａｋ５ヌクレオチド配列は双方向のＤＮＡ鎖について得られ、

１００％正確であると考えられる。しかしながら、当業者には公知のように、自

動決定法によって得られたヌクレオチド配列はいくつかのエラーを含んでいる可

能性はある。

      【００５８】

  自動決定法によって決定されたヌクレオチド配列は、与えられた核酸分子の実

際のヌクレオチド配列と典型的には少なくとも約９０％、より典型的には少なく

とも約９５％から少なくとも約９９．９％まで同一である。実際の配列は手作業

による配列決定法（それらは当業者に周知である）を使用して、より正確に決定

することができる。１または複数のヌクレオチドの挿入または削除をもたらす配

列中のエラーは、翻訳時のフレームシフトをもたらすため、推定アミノ酸配列は

、その変異の場所から核酸分子の実際のヌクレオチド配列から推定されるそれと

は異なる。

      【００５９】

  本発明の別の態様は、上記核酸分子のうちのいずれかを含むベクター、すなわ

ち、組換え発現ベクターを対象とする。ここでベクターは、ＰＡＫ５をコードす

るＤＮＡまたはＲＮＡを増幅するために、および／またはＰＡＫ５をコード化す

るＤＮＡを発現するために用いられる。好ましいベクターは、プラスミド、ファ

ージ、コスミド、エピソーム、ウイルス粒子またはウイルス、および統合可能な

ＤＮＡ断片（つまり相同的組換えにより宿主ゲノムへ統合することができる断片

）を含むが、これらに限定されるものではない。好ましいウイルスの粒子は、ア

デノウイルス、パーボウイルス、ヘルペスウイルス、ポックスウイルス、アデノ
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関連ウイルス、セムリキフォレストウイルス、ワクシニアウイルス、およびレト

ロウイルスを含むが、これらに限定されない。好ましい発現ベクターとしては、

ｐｃＤＮＡ３（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）およびｐＳＶＬ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  

Ｂｉｏｔｅｃｈ）が含まれるがこれらに限定されない。他の発現ベクターとして

は、ｐＳＰＯＲＴベクター、ｐＧＥＭベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ）、ｐＰＲＯＥ

Ｘベクター（ＬＴＩ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ）、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔベクタ

ー（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）、ｐＱＥベクター（Ｑｉａｇｅｎ）、ｐＳＥ４２０

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）およびｐＹＥＳ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）が含まれ

るがこれらに限定されない。

      【００６０】

  好ましい発現ベクターは複製可能なＤＮＡ構築物であり、ＰＡＫ５コードする

ＤＮＡ配列は、適切な制御配列に機能的（ｏｐｅｒａｂｌｙ）に連結され適切な

宿主中でＰＡＫ５の発現を達成することができる。ＤＮＡドメインは、機能的な

相互関係がある場合、機能的に連結される。例えば、配列の転写を制御するプロ

モーターは、コードする配列に機能的に連結される。増幅ベクターは発現制御ド

メインを必要としないが、宿主中で増殖する能力（これは通常、複製起点によっ

て付与される）および形質転換体の認識を容易にする選択遺伝子のみは必要とす

る。発現ベクター中での制御配列の必要性は、選択された宿主および選択した形

質転換方法によって変わるであろう。一般に、制御配列は、転写プロモーター、

転写制御する任意のオペレーター配列、適当なｍＲＮＡ  リボゾーム結合をコー

ドする配列、並びに転写および翻訳の終了を制御する配列を含んでいる。

      【００６１】

  好ましいベクターは、好ましくは宿主生物によって認識されるプロモーターを

含む。本発明のプロモーター配列は原核生物由来、真核生物由来、ウイルス由来

でもよい。適当な原核生物の配列の例は、バクテリオファージラムダのＰＲとＰ

Ｌのプロモーター（Ｔｈｅ  ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ  Ｌａｍｂｄａ，Ｈｅ

ｒｓｈｅｙ，Ａ．Ｄ．，Ｅｄ．，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒ

ｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ  （１９７３）。その全

体を参照によって本明細書に組み入れる。；Ｌａｍｂｄａ  ＩＩ，Ｈｅｎｄｒｉ
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ｘ，Ｒ．Ｗ．，Ｅｄ．，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ，

Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（１９８０）。その内容全体を参

照によって本明細書に組み入れる。）；ｔｒｐ、ｒｅｃＡ、熱衝撃、大腸菌のｌ

ａｃＺプロモーターおよびシミアンウイルス４０の初期プロモーター（Ｂｅｎｏ

ｉｓｔ，ｅｔ  ａｌ  Ｎａｔｕｒｅ，１９８１，２９０，３０４－３１０。その

全体を参照によって本明細書に組み入れる）を含む。さらに、マウス乳腺腫瘍ウ

イルス、ヒト免疫不全ウイルスの末端繰り返し配列（ＬＴＲ）、マロニーウイル

ス、サイトメガロウイルス前早期プロモーター、エプスタインバールウイルス、

ラウス肉腫ウイルス、ヒトアクチン、ヒトミオシン、ヒトヘモグロビン、ヒト筋

肉クレアチン、およびヒトメタロチオネインがプロモーターとして含め得るが、

これらに限定されるものではない。

      【００６２】

  好ましいベクターは、追加の調節配列も含むことができる。適当な調節配列の

好ましい例は、ファージＭＳ－２レプリカーゼ遺伝子のシャイン－ダルガノ配列

およびバクテリオファージラムダ遺伝子ｃＩＩのシャイン－ダルガノ配列によっ

て表わされる。ＰＡＫ５をコードするＤＮＡがシャイン－ダルガノ配列に直接続

き、成熟ＰＡＫ５タンパク質の発現がもたらされるものでもよい。

      【００６３】

  さらに、適当な発現ベクターは、形質転換された宿主細胞のスクリーニングを

可能にする適切なマーカーを含むことができる。選択された宿主の形質転換は、

当業者に周知の多様な技術のうちのいずれかにより実行され、こうした技術は上

掲Ｓａｍｂｒｏｏｋらに記載されている。

      【００６４】

  複製起点は、外来性の起点を含めるベクターの構築により提供することもでき

るが、宿主細胞の染色体の複製メカニズムによって提供されるものでもよい。ベ

クターが宿主細胞染色体へ統合される場合は、後者でも十分であろう。あるいは

、ウイルスの複製起点を含むベクターを使用するのではなく、当業者であれば、

選択可能なマーカーおよびｐａｋ５  ＤＮＡを用いた同時形質転換の方法によっ

て哺乳類細胞を形質転換することもできる。適当なマーカーの例は、ジヒドロフ
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ォレート還元酵素（ＤＨＦＲ）またはチミジンキナーゼ（米国特許第４，３９９

，２１６号参照）である。

      【００６５】

  ＰＡＫ５をコードするヌクレオチド配列は、慣用技術に従ってベクターＤＮＡ

で組換えてもよい。これには、ライゲーション用の平滑またはスタガード末端、

適切な末端を提供するための制限酵素消化、適切な粘着末端の充填、望ましくな

い結合を避けるための適切なアルカリホスファターゼ処理、および適切なリガー

ゼによるライゲーションが含まれる。このような操作技術は、上記Ｓａｍｂｒｏ

ｏｋらによって示され、当業者に周知である。哺乳類発現ベクターの構築方法は

、例えば、Ｏｋａｙａｍａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｍｏｌ．  Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，

１９８３，３，２８０，Ｃｏｓｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ．，１９８６，２３，９３５、Ｃｏｓｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，

１９８４，３１２，７６８、ＥＰ－Ａ－０３６７５６６およびＷＯ９１／１８９

８２に開示されており、これらの各々は参照によってその全体が本明細書に組み

入れる。

      【００６６】

  本発明の別の態様は、上記の核酸分子のいずれかを含む発現ベクターを含む形

質転換された宿主細胞を対象とする。発現ベクターが適切な宿主細胞へ導入され

ると、ヌクレオチド配列の発現が生じる。本発明のポリペプチド発現のために適

切な宿主細胞は、原核生物、酵母および真核生物を含むが、これらに限定されな

い。原核生物の発現ベクターが使用される場合、適切な宿主細胞はクローン配列

を発現することができる任意の原核細胞になるであろう。適切な原核細胞は、Ｅ

ｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ、  Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ、Ｐｓｅｕ

ｄｏｍｏｎａｓ、ＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓおよびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ

ｓ属のバクテリアを含むが、これらに限定されない。真核生物の発現ベクターが

使用される場合、適切な宿主細胞はクローニング配列を発現することができる任

意の真核細胞になるであろう。好ましくは、真核細胞は高等真核生物の細胞であ

る。適切な真核細胞は、ヒト以外の哺乳類の組織培養細胞およびヒトの組織培養

細胞を含むが、これらに限定されない。好ましい宿主細胞は、昆虫細胞、ＨｅＬ
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ａ細胞、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ細胞）、アフリカミドリザル

腎臓細胞（ＣＯＳ細胞）、ヒト２９３細胞、およびネズミ３Ｔ３繊維芽細胞を含

むが、これらに限定されない。細胞培養におけるこのような細胞増殖は日常業務

の操作である（Ｔｉｓｓｕｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ，  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓ

ｓ，  ＫｒｕｓｅおよびＰａｔｔｅｒｓｏｎ編（１９７３）参照。その内容全体

を参照によって本明細書に組み入れる）。

      【００６７】

  さらに、酵母宿主を宿主細胞として用いてもよい。好ましい酵母細胞は、Ｓａ

ｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ、ＰｉｃｈｉａおよびＫｌｕｖｅｒｏｍｙｃｅｓ属を含

むが、これらに限定されない。

      【００６８】

  好ましい酵母宿主はＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅおよびＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓで

ある。好ましい酵母ベクターは、２Ｔ酵母プラスミドからの複製起点、自律的複

製配列（ＡＲＳ）、プロモータードメイン、ポリアデニル化配列、転写終了のた

めの配列および選択可能なマーカー遺伝子を含むことができる。酵母および大腸

菌の両方における複製に用いるシャトルベクターも本願に含まれる。

      【００６９】

  あるいは、昆虫細胞を宿主細胞として使用してもよい。好ましい実施形態では

、本発明のポリペプチドはバキュロウイルス（ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ）発現シ

ステム（Ｌｕｃｋｏｗ  ｅｔ  ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９８

８，６，４７，Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  Ｖｅｃｔｏｒ

ｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｏ’Ｒｅｉｌｌｙ  ｅｔ  ａｌ

．（編），Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒ

ｋ，１９９２および米国特許第４，８７９，２３６号参照  。その各々は参照に

よってその全体を本明細書に組み入れる。）を使用して発現される。さらに、例

えば、ＭＡＸＢＡＣ（商標）完全バキュロウイルス発現システム（Ｉｎｖｉｔｒ

ｏｇｅｎ社）を、昆虫細胞内での生産に使用することができる。

      【００７０】

  本発明の別の態様は、上記の核酸分子または組換え発現ベクターと許容される
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担体または希釈剤を含む、医薬組成物を含む組成物を対象とする。好ましくは、

担体または希釈剤は医薬的に許容可能である。適切な担体は、この分野における

標準的テキストであるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ

  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ａ．Ｏｓｏｌの最新版に記載されており、これはその全体

が参照によって本願に組み込まれる。このような担体または希釈剤の好ましい例

は、水、食塩水、リンゲル液、ブドウ糖溶液および５％ヒト血清アルブミンを含

むが、これらに限定されない。リポソーム、および不揮発性油のような非水性の

ビヒクルを使用してもよい。処方物は慣用技術によって滅菌される。

      【００７１】

  本発明の別の態様は、上記の核酸分子によってコードされた、単離されたポリ

ペプチドを対象とする。本発明の好ましい実施形態では、単離されたポリペプチ

ドは、配列番号３に記載されたアミノ酸配列を含む。あるいは、ポリペプチドは

配列番号３をコードするポリペプチドの断片である。好ましくは、この断片は、

約５から約２０のアミノ酸まで、約２１から約４０のアミノ酸まで、約４１から

約６０のアミノ酸まで、約６１から約８０のアミノ酸まで、約８１から約１００

のアミノ酸まで、約１０１から約１２０のアミノ酸まで、約１２１から約１４０

のアミノ酸まで、約１４１から約１６０のアミノ酸まで、約１６１から約１８０

のアミノ酸まで、約１８１から約２００のアミノ酸まで、約２０１から約２２０

のアミノ酸まで、約２２１から約２４０のアミノ酸まで、約２４１から約２６０

のアミノ酸まで、約２６１から約２８０のアミノ酸まで、約２８１から約３００

のアミノ酸まで、約３０１から約３２０のアミノ酸まで、約３２１から約３４０

のアミノ酸まで、約３４１から約３６０のアミノ酸まで、約３６１から約３８０

のアミノ酸まで、約３８１から約４００のアミノ酸まで、約４０１から約４２０

のアミノ酸まで、約４２１から約４４０のアミノ酸まで、約４４１から約４６０

のアミノ酸まで、約４６１から約４８０のアミノ酸まで、約４８１から約５００

のアミノ酸まで、約５０１から約５２０のアミノ酸まで、約５２１から約５４０

のアミノ酸まで、約５４１から約５６０のアミノ酸まで、約５６１から約５８０

のアミノ酸まで、約５８１から約６００のアミノ酸まで、約６０１から約６２０

のアミノ酸まで、約６２１から約６４０のアミノ酸まで、約６４１から約６６０
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のアミノ酸まで、約６６１から約６８０のアミノ酸まで、約６８１から約７００

のアミノ酸まで、約７０１から約７１９のアミノ酸まで、およびこれらの任意の

組み合わせを含む。断片は配列番号３の任意の部分内に位置することができる。

      【００７２】

  本発明の別の好ましい実施形態では、ポリペプチドは配列番号３に相同的なア

ミノ酸配列または上記のようなその断片を含む。本発明は、ここに記載したヌク

レオチド配列によってコードされるポリペプチドと相同的であり、同じ生物学的

特性を本質的に有するタンパク質、つまり、変異体を含むことが理解されるべき

である。この定義は、ここに記述されたｐａｋ５遺伝子のアイソフォームおよび

天然対立形質の変異体を包含することを意図している。これらの変異体は、例え

ば、同じ生物に由来しつつも異なる組織中で代替スプライシングを受け、または

発現の差異に起因するものでもよい。変異体は、例えば、アミノ酸の挿入、削除

または置換によって特定されるものでもよい。この意味で、配列番号３に少なく

とも約７０％配列相同的な、少なくとも約８０％配列相同的な、好ましくは約９

０％配列相同的な、より好ましくは約９５％配列相同的な、そして最も好ましく

は約９８％配列相同的なアミノ酸配列は本発明に含まれるものとして考えられる

。好ましい相同的なポリペプチドは、配列番号３と比較して、少なくとも１つの

保存的なアミノ酸置換を含む。アミノ酸の「挿入」、「置換」または「削除」は

、アミノ酸配列への、またはその配列内での変更である。特定のアミノ酸配列内

で許される変異体は、ペプチドを合成的に生産するかｐａｋ５配列で組換えＤＮ

Ａ技術を使用して、ヌクレオチドの挿入、削除または置換を系統的に行うことに

より実験的に決定してもよい。

      【００７３】

  天然に存在するアミノ酸配列の変更は、多くの先行技術のいずれかによって遂

行することができる。例えば、当業者に周知の方法により、ポリペプチドをコー

ドするオリゴヌクレオチドの特定の位置に変異を導入することが可能であり、こ

うした方法としては、Ｗａｌｄｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，Ｇｅｎｅ，１９８６，４２

，１３３，Ｂａｕｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，Ｇｅｎｅ，１９８５，３７，７３，Ｃｒ

ａｉｋ，ＢｌｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｊａｎｕａｒｙ  １９８５，ｐｐ．１２
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－１９，Ｓｍｉｔｈ  ｅｔ  ａｌ．，Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｍｅｔｈｏｄｓ，  Ｐｌｅｎｕｍ  Ｐｒｅｓ

ｓ（１９８１）および米国特許第４，５１８，５８４号および第４，７３７，４

６２号（これらのいずれも参照によってその全体が本明細書に組み入れる）に記

載されているオリゴヌクレオチドを対象とする突然変異が含まれる。

      【００７４】

  好ましくは、本発明のＰＡＫ５変異体は、天然に存在するＰＡＫ５ポリペプチ

ドの生物活性を実質的に示す。「天然に存在するＰＡＫ５ポリペプチドの生物活

性を実質的に示す」とは、本発明の範囲内のＰＡＫ５変異体が保存的に置換され

た配列を含み得ること、つまり、ＰＡＫ５ポリペプチドの１または複数のアミノ

酸残基が、その２次構造および／または３次構造を変化させないように、別のア

ミノ酸残基と代替されることを意味する。このような置換は、脂肪族残基（Ｉｌ

ｅ、Ｖａｌ、ＬｅｕまたはＡｌａ）の１つを別のものに置換するか、塩基性アミ

ノ酸ＬｙｓおよびＡｒｇ、酸性残基ＧｌｕおよびＡｓｐ、アミド残基Ｇｌｎおよ

びＡｓｎ、水酸基残基ＳｅｒおよびＴｙｒ、または芳香族残基ＰｈｅおよびＴｙ

ｒ間の置換のような同様の物理化学的特性を有する残基によるアミノ酸の置換を

含んでいてもよい。発現では影響を示さないアミノ酸置換に関する詳細情報は、

Ｂｏｗｉｅ  ｅｔ  ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９０，２４７，１３０６－１

３１０に見出だすことができ、これは参照によってその全体が本明細書に組み入

れる。ＰＡＫ５の生物学的活性を実質的に保持する他のＰＡＫ５変異体は、アミ

ノ酸置換が、タンパク質の機能的なドメインの外部で起こっているものである。

      【００７５】

  そのような宿主細胞の中で発現されるポリペプチドは、さらに異種起源のタン

パク質に由来するドメインを含む融合タンパク質でもよい。そのようなドメイン

は、例えば、分泌や安定性の改善を可能にし、あるいはポリペプチドの精製を容

易にするために含有される。例えば、適切なシグナルペプチドをコードする配列

を発現ベクターに結合ることができる。シグナルペプチド（分泌性リーダー）の

ＤＮＡ配列は、ポリペプチドがシグナルペプチドを含む融合タンパク質として翻

訳されるように、ポリヌクレオチド配列にフレームごと（ｉｎ－ｆｒａｍｅ）融
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合されていてもよい。意図した宿主細胞において機能するシグナルペプチドは、

ポリペプチドの過剰な細胞外分泌を促進する。好ましくは、シグナル配列は、細

胞からポリペプチドが分泌される際にポリペプチドから除去される。このように

して、ＰＡＫ５のＮ末端が担体ペプチドに融合されている好適な融合タンパク質

を生産することができる。

      【００７６】

  １つの実施形態では、ポリペプチドが、ポリペプチドの精製を容易にするため

に使用される異種起源のドメインを含む融合タンパク質を含む。このような機能

に使用される利用可能なペプチドの多くは、結合性パートナーに融合タンパク質

を選択的に結合することを可能にするものである。好ましい結合性パートナーは

、タンパク質ＡのＩｇＧ（免疫グロブリンＧ）結合ドメインを１または複数含む

もので、これは例えば、ＩｇＧ結合セファロース上でのアフィニティークロマト

グラフィーによって均質に精製される。あるいは、多くのベクターが、目標タン

パク質のＮ末端またはＣ末端に発現可能なヒスチジン残基の伸長部を担持できる

という長所を有する。このように、金属キレート形成クロマトグラフィーでは、

興味あるタンパク質を回収することができる。エンテロキナーゼのようなタンパ

ク分解性酵素、因子Ｘ、または、プロコラゲナーゼまたはトロンビンの認識部位

をコードするヌクレオチド配列を、ＰＡＫ５配列の直前に設け、融合タンパク質

の分裂によって成熟ＰＡＫ５タンパク質を得ることが可能にしてもよい。融合パ

ートナーの別の例としては、酵母Ｉ－因子、ｓｆ９昆虫細胞におけるミツバチメ

ラチンリーダー、６－Ｈｉｓタグ、チオレドキシンタグ、ヘマグルチニンタグ、

ＧＳＴタグおよびＯｍｐＡシグナル配列タグが含まれるが、これらに限定される

ものではない。当業者には自明なように、ペプチドを認識しこれに結合する結合

性パートナーは、金属イオンを含む任意の分子または化合物（例えば、金属親和

性カラム）、抗体またはその断片、およびＦＬＡＧタグのようなペプチドに結合

する任意のタンパク質またはペプチドでよい。

      【００７７】

  本発明のポリペプチドは、抗原に対する抗体として使用したり、ＰＡＫ５活性

を調節する化合物をスクリーニングするために使用することができる。ＰＡＫ５
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も組成物中に使用することができる。従って、本発明は、ＰＡＫ５または本発明

による抗体の医薬品としての使用、および、ＰＡＫ５活性が不完全か無秩序な症

状に対する医薬品の製造におけるこれら分子の使用に関する。そうした症状には

、癌、脈管形成関連疾病、中枢神経系疾病、免疫反応の不適当な活性化による疾

病が含まれるが、これらに限定されるものではない。本発明により医薬品として

用いる分子は、ここに述べたポリペプチドや抗体のほか、ここに記載するスクリ

ーニング方法において同定された任意の新規物質でもよい。

      【００７８】

  別の態様では、本発明は、関連する本来のパターンでのグリコシル化、アシル

化、シアル化、その他の翻訳後修飾を伴った、または伴わないＰＡＫ５ポリペプ

チドに関する。酵母または哺乳類の発現システム（以下に述べる。）で発現され

るＰＡＫ５は、本来のＰＡＫ５ポリペプチドと分子量およびグリコシル化パター

ンが類似していてもよいし著しく異なっていてもよい。もちろん、細菌中でのＰ

ＡＫ５発現システムではグリコシル化されていないＰＡＫ５が提供されることに

なる。

      【００７９】

  本発明の別の態様では、上記のいずれかのポリペプチドおよび許容される担体

または希釈剤を含む医薬組成物を含む組成物を対象とする。好ましくは、担体ま

たは希釈剤は医薬的に許容されるものである。上記のポリペプチドを含む組成物

は、例えば、抗体形成を誘導し、また、例えばワクチン製造に使用される免疫反

応を誘導するのに使用することができる。

      【００８０】

  本発明の別の態様は、上記の組換え発現ベクターのいずれかを適合的な宿主細

胞に導入し、宿主細胞をポリペプチドが発現するのに適した条件下で増殖させ、

ポリペプチドを宿主細胞から回収することを含む、配列番号３を含むポリペプチ

ド、またはその相同体またはそれらの断片の製造方法を対象とする。例えば、グ

リコシル化、カルボキシル末端のアミド化、ある種のアミノ酸残基の酸化または

誘導体化をもたらす様々な処理メカニズムを提供するという点で、真核生物シス

テムが好ましい。
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      【００８１】

  本発明のポリペプチドは、好ましくは単離された形で提供され、好ましくは実

質的に精製され、最も好ましくは均質に精製される。宿主細胞は好ましくは溶解

され、ポリペプチドは宿主細胞の溶解物から回収される。あるいは、宿主細胞を

細胞培養媒体から取り除くことにより好ましくは宿主細胞を溶解せずに、ポリペ

プチドは回収される。ポリペプチドは、よく知られた方法、例えば、硫酸アンモ

ニウムまたはエタノールによる沈殿形成法、陰イオンまたは陽イオン交換クロマ

トグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマト

グラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、ヒドロキシアパタイトクロマ

トグラフィーおよびレクチンクロマトグラフィーなどにより、組換え細胞培養物

から回収および精製することができる。

      【００８２】

  組換え技術によってこれらのタンパク質を生産することに加えて、自動アミノ

酸合成器もＰＡＫ５ポリペプチドまたはその相同的なタンパク質断片の生産のた

めに使用してもよい。

      【００８３】

  本発明の別の態様は、抗体、またはここに記述されたポリペプチドのうちのい

ずれかのエピトープに結合する抗体を対象とする。好ましくは、抗体は配列番号

３のエピトープに結合する。本発明による抗体は、モノクローナル、ポリクロー

ナルのいずれでもよく、個別的、対立形質、株または種の変異体、またはそれら

の断片でもよく、天然（短縮していない）および組換えの両方が含まれる。さら

に、抗体は、その本来における配置、または本来とは異なる配置で本発明のタン

パク質に取り上げられる。抗イディオタイプ抗体も生成することができる。

      【００８４】

  本発明のポリペプチドに結合する抗体を生産するハイブリドーマ、および抗体

自体は、ポリペプチドの単離および精製に有用である。さらに、抗体はＰＡＫ５

活性の特異的抑制剤ともなり得る。本発明のポリペプチドに特異的に結合する抗

体は、周知技術および入手容易な出発原料を使用して、天然由来のタンパク質の

精製に用いることができる。このような抗体も、組換えＤＮＡ方法でタンパク質
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を生産する場合に存在する原料からタンパク質を精製するために使用できる。

      【００８５】

  多くの抗体作製方法が、当業者に公知である。モノクローナル抗体の調製技術

については、例えば、Ｓｔｉｉｔｅｓ  ｅｔ  ａｌ（編集），  Ｂａｓｉｃ  ａ

ｎｄ  Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  （４ｔｈ  ｅｄ．），Ｌａｎ

ｇｅ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｌｏｓ  Ａｌｔｏｓ，ＣＡ

参照（その内容の全体および参考文献を参照によって本明細書に組み入れる）。

ファージか同様のベクター中に組換え抗体ライブラリーの選択を含む技術は、Ｈ

ｕｓｅ  ｅｔ  ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９８９，２４６，１２７５－１２８

１に記載されており、その内容の全体を参照によって本明細書に組み入れる。例

えば、抗体、および完全な全抗体のタンパク質構造、Ｆａｂ断片およびＦ（ａｂ

）２断片の生産、およびこのような分子をコードする遺伝子配列の組織化は周知

であり、例えば、Ｈａｒｌｏｗ，Ｅ．およびＤ．Ｌａｎｅ（１９８８）ＡＮＴＩ

ＢＯＤＩＥＳ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，  Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒ

ｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａ

ｒｂｏｒ，ＮＹにも記載されている（その内容の全体を参照によって本明細書に

組み入れる）。端的に言えば、例えば、本発明のポリペプチドをマウスに注入す

る。マウスの脾臓を除去し、脾臓細胞を単離し、不死化マウス細胞と融合する。

ハイブリッド細胞（ハイブリドーマ）を培養し、抗体分泌細胞を選択する。抗体

を分析し、もし、ポリペプチドに特異的に結合することが判明すれば、それを生

産するハイブリドーマを培養することにより抗体を連続的に生産供給する。

      【００８６】

  本発明は、医薬キットを含むキットを対象とする。キットは、上記の核酸分子

のうちのいずれか、上記のポリペプチドのいずれか、または上記の本発明のポリ

ペプチドに結合するいずれかの抗体とネガティブコントロール抗体を含むことが

できる。キットは、好ましくは、例えば、指示書、固形支持体、定量に有用な試

薬その他のように、追加的な構成要素を含む。

      【００８７】

  本発明の別の態様は、哺乳動物に免疫反応を誘導するのに十分な量のポリペプ
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チドを処方することにより、哺乳動物において本発明のポリペプチドに対する免

疫反応を誘導する方法を対象とする。処方量は、動物の種、動物の大きさその他

に依存するが、当業者であれば決定できる。

      【００８８】

  本発明の別の態様は、ＰＡＫ５またはこれをコードする核酸分子を化合物と接

触させ、前記化合物がＰＡＫ５またはこれをコードする核酸分子と結合するかを

決定することを含むＰＡＫ５またはＰＡＫ５をコードする核酸分子のいずれかに

結合する化合物の同定方法を対象とする。結合は、当業者に周知の結合検定法に

より決定することができる。こうした方法には、ゲルシフト検定法、ウエスタン

ブロット、放射性標識競争検定法、ファージベースの発現クローニング、クロマ

トグラフィーによる同時分画、共沈、架橋、相互作用トラップ／２－ハイブリッ

ド分析、サウスウエスタン分析、ＥＬＩＳＡその他が含まれるが、これらに限定

されない。これらの方法は、例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉ

ｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９９９，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  

＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹに記載されているが、その全体を参照によって本明細書に組

み入れる。スクリーニングされる化合物は  （それはＰＡＫ５、またはこれをコ

ードする核酸分子に結合すると疑われる化合物を含んでもよい。）、細胞外、細

胞内、生物学的、または化学的起源の化合物を含むが、これらに限定されない。

このようなテストで使用されるＰＡＫ５ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは

、溶液中に遊離状態で、固形支持体上に付着した状態で、または細胞表面に担持

され、あるいは、細胞内に局在してもよい。当業者は、例えば、ＰＡＫ５と供試

化合物間での複合体形成を測定することができる。あるいは、当業者は、供試化

合物によって引き起こされるＰＡＫ５とその基質間の複合体形成の減少を調べる

ことができる。

      【００８９】

  本発明の別の態様は、ＰＡＫ５を化合物と接触させ、ＰＡＫ５活性が調節され

たかを決定することを含む、ＰＡＫ５活性を調節する（つまり、増加または減少

させる）化合物を同定する方法を対象とする。比較試験がある状態での活性が試

験化合物を欠く状態での活性に対して測定される。試験化合物を含む試料の活性
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が試験化合物を欠く試料中の活性より高い場合、その化合物は活性を増加させて

いることになる。同様に、試験化合物を含む試料の活性が試験化合物を欠く試料

中の活性より低い場合その、化合物は活性を阻害していることになる。

      【００９０】

  本発明は、様々な薬剤をスクリーニングする技術のうちいずれかにＰＡＫ５を

使用することにより、化合物をスクリーニングに特に有益である。スクリーニン

グされる化合物（それはＰＡＫ５活性を調節すると疑われる化合物を含んでもよ

い。）は、細胞外か、細胞内か、生物学的、または化学的起源のものを含むが、

これらに限定されない。このような試験で使用されるＰＡＫ５ポリペプチドは、

任意の形態でよく、好ましくは、溶液中に遊離状態で、固形支持体上に付着した

状態で、または細胞表面に担持され、あるいは、細胞内に位置してもよい。当業

者は、例えば、ＰＡＫ５と供試化合物間での複合体形成を測定することができる

。あるいは、当業者は、供試化合物によって引き起こされるＰＡＫ５とその基質

間の複合体形成の減少を調べることができる。

      【００９１】

  ＰＡＫ５は、ここではセリン／トレオニンタンパク質キナーゼであると予測さ

れ、現時点で知られているキナーゼファミリーの中で、以前に記述されたＳＴＥ

２０様ＰＡＫキナーゼに対して機能的および構造的な相同性の程度が最も高い。

これを強力に示す証拠は、ＰＡＫ５タンパク質（配列番号３）の１次構造中にあ

る。例えば、配列番号３は、データベース探索プログラムであるＢＬＡＳＴシリ

ーズ内のＴＢＬＡＳＴＮアルゴリズムを使用して、ＧｅｎＢａｎｋ配列データベ

ースを探索するために使用された。ＧｅｎＢａｎｋは米国国立衛生研究所（ＮＩ

Ｈ：Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ  ｏｆ  Ｈｅａｌｔｈ）の遺伝子

配列データベース（公に利用可能なすべてのＤＮＡ配列に注釈を付したコレクシ

ョン）である（Ｂｅｎｓｏｎ，Ｄ．Ａ．ｅｔ  ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉ

ｄｓ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ，ｖｏｌ．２７，１２－７，１９９９）。１９９９年１

０月時点で４，８６５，０００の配列レコードにおよそ３，８４１，０００，０

００の塩基がある。ＧｅｎＢａｎｋはいくつかの方法によって探索することに利

用可能であるが、インターネットを介して、米国国立衛生研究所の国立医学図書
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館（Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙ  ｏｆ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）の国立バイ

オテクノロジー情報センター（Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉ

ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）によって維持されるＧｅｎ

ｂａｎｋウェブサイト（インターネット・アドレス：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎ

ｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｇｅｎｂａｎｋ／ＧｅｎｂａｎｋＳｅａｒｃ

ｈ．ｈｔｍｌ）にアクセスできる。ＧｅｎＢａｎｋは国際的なヌクレオチド配列

データベース共同作業の一部であり、これは日本のＤＮＡデータバンク（ＤＤＢ

Ｊ）、ヨーロッパ分子生物学研究所（ＥＭＢＬ）およびＮＣＢＩのＧｅｎＢａｎ

ｋで構成される。これらの３つの組織は一日単位でデータを交換する。ＢＬＡＳ

Ｔアルゴリズム（これはＢａｓｉｃ  Ｌｏｃａｌ  Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ  Ｓｅａ

ｒｃｈ  Ｔｏｏｌ――基本的な局所的アラインメント探索ツール――を表す）は

、配列類似性を決定するのに適している（Ａｌｔｓｃｈｕｌ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ

．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，  １９９０，２１５，４０３－４１０。これは参照によ

ってその全体が本明細書に組み入れる）。ＢＬＡＳＴ分析を実行するためのソフ

トウェアは、国立バイオテクノロジー情報センター（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎ

ｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）を介して公に利用可能である。ＢＬＡＳＴ

アルゴリズムは、検索配列中の長さＷのショートワード（これは、データベース

配列中の同じ長さのワードと一致したときに一致するか、いくつかの正値の閾値

スコアＴを満たす）を同定することにより、初めに高スコア配列ペア（ＨＳＰ：

ｈｉｇｈ  ｓｃｏｒｉｎｇ  ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ｐａｉｒ）の同定を行う。Ｔは

隣接ワードスコア閾値と呼ばれる（上掲Ａｌｔｓｃｈｕｌ  ｅｔ  ａｌ．）。こ

れらの最初の隣接ワードのヒットは、これを含むＨＰＳの探索を開始する種（ｓ

ｅｅｄ）として働く。ワードヒットは各配列について両方向に伸長されるが、こ

の伸長は、１）累積アラインメントスコアがその最大到達値から量Ｘだけ外れた

とき、２）累積スコアが、１または複数の負スコア残基の累積により０以下にな

ったとき、３）いずれかの配列の端部に達したとき、停止される。ＢＬＡＳＴ  

アルゴリズムのパラメーターＷ、ＴおよびＸは、アラインメントの感度および速

さを決定する。ＢＬＡＳＴ  アルゴリズムは、デフォルトでは、ワード長さ（Ｗ

）として１１、ＢＬＯＳＵＭ６２マトリクス（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ  ｅｔ  ａｌ．
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，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１９９２，８９，１０９１

５－１０９１９参照。これは参照によってその全体が本明細書に組み入れる）ア

ラインメント（Ｂ）５０、期待値（Ｅ）１０、Ｍ＝５、Ｎ＝４、両方のストラン

ドの比較が用いられる。

      【００９２】

  ＢＬＡＳＴ  アルゴリズム（Ｋａｒｌｉｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１９９３，９０，５８７３－５７８７。これは

参照によってその全体が本明細書に組み入れる）およびギャップトＢＬＡＳＴ  

アルゴリズム（Ａｌｔｓｃｈｕｌ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ

．，１９９７，２５，３３８９。これは参照によってその全体が本明細書に組み

入れる）は２つの配列間の類似性を統計的に分析するものである。ＢＬＡＳＴ  

アルゴリズムによって提供される類似性の測定手法は、一つには、最小合計確率

（Ｐ（Ｎ））であり、これは、２つのヌクレオチド配列またはアミノ酸配列が偶

然によって一致する確率の指標を与える。例えば、試験される核酸とＰＡＫ５核

酸との比較において最小合計確率が約１未満、好ましくは約０．１未満、より好

ましくは約０．０１未満、最も好ましくは約０．００１未満ならば、核酸はＰＡ

Ｋ５遺伝子またはｃＤＮＡに類似すると考えられる。ＴＢＬＡＳＴは、ＮＣＢＩ

によってＧｅｎＢａｎｋのインターネットサイト（上掲）で提供されているＢＬ

ＡＳＴの変異体であり、アミノ酸配列を核酸配列と比較するのに用いることがで

き、この場合には、ＧｅｎＢａｎｋの核酸データベースをすべてのリーディング

フレームにおいて動的に翻訳してタンパク質検索配列と比較する。

      【００９３】

  配列番号３で報告されるアミノ酸配列を検索配列として使用してＴＢＬＡＳＴ

ＮでＧｅｎＢａｎｋを探索した結果、ＰＡＫ５ポリペプチド（配列番号３）の最

初の１１０個のアミノ酸が人間のＰＡＫ４の対応するドメインとおよそ６６％の

同一性、８３％の類似を示すことが明らかになった。配列中のこの伸長部は、Ｇ

ＢＤ／ＣＲＩＢドメインモチーフであり、配列番号３の１１～５３の残基にほぼ

相当する。ＧＢＤ／ＣＲＩＢモチーフは、ＲＡＣやＣｄｃ４２と結合する他の多

くのタンパク質と同様にすべてのＰＡＫで見つかり、タンパク質がＧＴＰアーゼ
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と相互作用するのに不可欠であることが示されている（Ｂｕｒｂｅｌｏ  ｅｔ  

ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，ｖｏｌ  ２７０，２９０７１－２９０７４

，１９９５）。ＰＡＫ４のこの相同ドメインの他では、ＰＡＫ５（配列番号３の

うちのほぼ１１０～４４９残基）の残るＮ末端ドメインは他の既知のタンパク質

と有意な相同性を共有しない。しかし、新規なＰＡＫ５（配列番号３のおよそ４

４９～７００残基）に予想される新規なキナーゼ触媒ドメインはＰＡＫファミリ

ーのキナーゼドメインと高度に類似しており、例えば、ヒトＰＡＫ４とはおよそ

８５％の同一性および９２％の類似性、ヒトＰＡＫ４のキナーゼドメインとおよ

そ８５％の同一性および９２％の類似性、ヒトＰＡＫ３のキナーゼドメインとお

よそ５４％の同一性および７６％の類似性、ヒトＰＡＫ１のキナーゼドメインと

およそ５４％の同一性および７５％の類似性、およびヒトＰＡＫ２のキナーゼド

メインとおよそ５３％の同一性および７３％の類似性を有する。すべてのＰＡＫ

ファミリーと同様に、ＰＡＫ５のキナーゼドメインは、セリン／トレオニンタン

パク質キナーゼとして特徴的な１１のサブドメインを含んでいる（キナーゼサブ

ドメイン配列の分析用。例えば、Ｈａｎｋｓ，Ｓ．Ｋ．およびＱｕｉｎｎ，Ａ．

Ｍ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．Ｖｏｌ２００，ｐｐ．３８－６２；Ｈ

ａｒｄｉｅ，Ｇ．，Ｈａｎｋｓ，Ｓ．ｅｔ  ａｌ．  Ｔｈｅ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  

Ｋｉｎａｓｅ  Ｆａｃｔｓｂｏｏｋ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ  Ｉｎｃ；

ＩＳＢＮ：０１２３２４７１９５参照）。例えば、ＰＡＫ５の残基位置４５６－

４６３（ＧＥＧＳＴＧＩＶ）は、コンセンサスなキナーゼサブドメインＩＧｘＧ

ｘｘＧｘＶに対応する。サブドメインＩＩはリン酸転移ホスホトランスファー反

応に関係し、トリペプチド配列ＡｘＫの中の不変リジンによって同定される。新

規なキナーゼ配列番号３に関しては、サブドメインＩＩは、残基４７６－４７８

（ＡＶＫ）で見つかる。サブドメインＶＩからＩＸは、多数の高度に保存された

残基によって特定され、触媒活性の中核部を形成する。配列番号３は領域ＶＩＢ

を含み、これはコンセンサス配列ＨＲＤＬｘｘｘＮを含む。配列番号３はこの領

域でＨＲＤＩＫＳＤＳ（ここでＬｅｕに対するＩｌｅの、およびＡｓｎに対する

Ｓｅｒの置換は保存的である。）であるとともに、サブドメインＶＩＩ中のＡｓ

ｐ５８６、Ｐｈｅ５８７およびＧｌｙ５８８（これらはいずれもＡＴＰ結合に関
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係する。）は不変であるかほぼ不変である。サブドメインＶＩＩ中の保存された

Ｄ（Ａｓｐ５８６）はトランスファー用のＡＴＰのγ－リン酸塩を転移させるた

めに機能する。配列番号３のサブドメインＶＩＩＩは、高度に保存されたＡＰＥ

配列（残基６１０－６１３）を含み、不変式Ｇｌｕ６１３に対応するＧｌｕを含

む。サブドメインＩＸの配列ＤｘＷＳ／ＡｘＧ配列は配列番号３のアミノ酸位置

６２５－６３０：３（ＤＩＷＳＬＧ）によって現される。この領域は大きなα－

ヘリックスを形成し、コンセンサス配列の最初のＡｓｐは、水素結合によって触

媒ドメインのループを安定させる役目をする。

      【００９４】

  したがって、本発明のＰＡＫ５ポリペプチドの活性は、例えば、ＰＡＫ５のキ

ナーゼ活性検定により決定することができる。このような検定法においては、上

記のような組換え手段によって製造されたＰＡＫ５ポリペプチドまたはその断片

を、適当なリン酸塩供与体、好ましくは放射性同位体で同定されたリン酸塩を含

むＡＴＰの存在下に、基質と接触させ、基質中への放射性同位体のＰＡＫ５に依

存した結合量が測定される。「基質」は、ＰＡＫ５による触媒作用が及ぼされる

反応においてＡＴＰのようなドナー分子から転移されたγ－リン酸基の受容体の

役割をする適切な水酸基半分を含む任意の物質を意味する。基質は、ＰＡＫ５の

内因性基質、すなわち、変異されていない細胞中、天然に存在するＰＡＫ５によ

ってリン酸化される天然に存在する物質、または、生理学的条件下ではＰＡＫ５

によって通常リン酸化されないが、使用される反応条件下ではＰＡＫ５によって

リン酸化され得る任意の物質でもよい。好ましくは、基質はタンパク質かペプチ

ドであり、好ましくは、リン酸化反応は基質セリンかトレオニン残基に生じるも

のである。上記のようなキナーゼ検定では、非天然の基質が適切な基質となり得

ることは当業者に周知であり、こうした検定法で広く用いられる基質の具体例に

は、ヒストンタンパク質およびミエリン塩基性タンパク質が含まれるが、これら

に限定されない。また、キナーゼ依存性基質リン酸化の検出は、放射性同位体で

同定されたリン酸塩の基質への結合測定以外の多くの手段で達成できることは当

業者に周知である。例えば、リン酸基の結合は、電気泳動における可動性、吸光

度、蛍光および／または燐光、クロマトグラフィーの特性などの基質の物理化学
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的な特性に影響し得る。基質のそのような物理化学的な特性の変化は、当業者に

は容易に測定可能であり、キナーゼ活性の指標として使用することができる。あ

るいは、基質のリン酸化された形式を選択的に認識する、モノクローナルまたは

ポリクローナルな抗体を生成できること、および、そのようにして、キナーゼ反

応後の基質へのそうした抗体の結合の程度が、キナーゼ活性測定の間接法として

使用できることも周知である。さらに、ＰＡＫキナーゼを含む多くのキナーゼが

、同じキナーゼ分子上の残基へのリン酸化能を有することが知られている。その

ようなリン酸化反応は自動リン酸化と名付けられ、したがって、その触媒作用に

よるＰＡＫ５自体の中へのリン酸塩の結合の測定を、ＰＡＫ５活性の測定に用い

てもよい。上記のキナーゼ検定法は、精製、または部分的に精製された組換えＰ

ＡＫ５を用いて実行することができる、自然にタンパク質を発現する細胞から上

記のような精製操作を使用して精製したＰＡＫ５を用いても行うことができる。

      【００９５】

  さらに、ＰＡＫ５活性はキナーゼ活性の検定によって測定されるだけでなく、

完全な細胞、または細胞溶解物、またはシグナル伝達に関わる事象をｉｎ  ｖｉ

ｔｒｏで再構成したシステムにおいて、ＰＡＫ５活性につながるかその結果であ

る事象の検知によって測定してもよい。例えば、ＰＡＫタンパク質がＲａｃとＣ

ｄｃ４２のようなＧＴＰを結合力のあるタンパク質に結合し、これによって活性

化されることは知られている。したがって、Ｒａｃ／Ｃｄｃ４２のような自然に

存在するアクティベーターとの相互作用の検出、および／または基質を、ＰＡＫ

５活性の指標として用いてもよい。

      【００９６】

  ＰＡＫ５活性を調節することができる化合物を同定するために、試験化合物の

存在下または不存在下で、検定法（例えば、上述したような検定法を含むが、こ

れらに限定されるものではない）を行うことができる。

      【００９７】

  酵素活性を調べるために他の分析法を使用することができる。こうしたものと

しては、光度測定、放射能測定、ＨＰＬＣ、電気化学的その他の方法（例えば、

Ｅｎｚｙｍｅ  Ａｓｓａｙｓ：Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｒ
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．ＥｉｓｅｎｔｈａｌおよびＭ．Ｊ．Ｄａｎｓｏｎ編集，１９９２，Ｏｘｆｏｒ

ｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ。これら参照によってその全体が本明細

書に組み入れる）が含まれるが、これらに限定されるものではない。

      【００９８】

  本発明の好ましい実施形態では、ＰＡＫ５活性調節化合物用スクリーニング法

は、化合物をＰＡＫ５と接触させ、化合物とＰＡＫ５との間の複合体の存在を検

定することを含む。このような分析では、典型的にはＰＡＫ５は標識がされる。

適宜インキュベート後に、遊離のＰＡＫ５を結合形から分離し、遊離しているか

複合体形成していない標識量をもって特定の化合物のＰＡＫ５への結合能を測る

。

      【００９９】

  本発明の別の実施形態では、ＰＡＫ５に対して適当な結合親和性を有する化合

物のために高処理能スクリーニングが使用される。簡単に言えば、多くの小ペプ

チド試験化合物を固体基体上で合成する。ペプチド化合物はＰＡＫ５と接触した

後洗浄される。その後、当業者に周知の方法で結合ＰＡＫ５が検出される。

      【０１００】

  本発明の精製されたポリペプチドも、前述の医薬スクリーニング技術で使用す

るプレート上に直接塗布することができる。さらに、非中和抗体がタンパク質の

捕捉および固体支持体上への不動化に使用することができる。

      【０１０１】

  本発明の他の実施形態は、本発明のポリペプチドとの結合能力を有する中和化

抗体を試験化合物とのポリペプチド結合に対する特異的に競争させる、競争的ス

クリーニング検定法の使用を含む。この方法では、抗体はＰＡＫ５と１つ以上の

抗原決定要素を共有する任意のペプチドの存在を検出するために使用することが

できる。放射性同位体標識競争法の研究は、Ａ．Ｈ．  Ｌｉｎ  ｅｔ  ａｌ．Ａ

ｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ  Ａｇｅｎｔｓ  ａｎｄ  Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ

，１９９７，ｖｏｌ．４１，ｎｏ．１０．ｐｐ．２１２７－２１３１に記載され

ており、その開示は参照によってその全体が本明細書に組み入れる。

      【０１０２】
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  本発明の他の実施形態では、本発明のポリペプチドが、相互作用し調節するタ

ンパク質の同定、特性記述および精製用の研究ツールとして使用される。適切な

標識は当業者には公知の様々な方法によって発明のポリペプチドに結合される。

また、ポリペプチドは対応分子を補足するために使用される。例えば、分子を標

識ポリペプチドとともにインキュベートし、未結合のポリペプチドを除去のため

に洗浄し、ポリペプチド複合体量を計測する。異なる濃度のポリペプチドを使用

して得られたデータを使用してタンパク質複合体を備えたポリペプチドの数、親

和性および会合値を計算する。

      【０１０３】

  標識されたポリペプチドは、ポリペプチドが相互作用する分子（阻害剤が含ま

れるが、これに限定されない。）の精製用試薬として有用である。アフィニティ

ー（親和性）精製の１つの実施形態では、ポリペプチドが、クロマトグラフィー

カラムに共有結合でつながれる。細胞およびその細胞膜を抽出し、様々な細胞サ

ブコンポーネントをカラムに通す。分子は、ポリペプチドへのその親和性により

カラムへ結合する。ポリペプチド複合体は分離され、カラムから回収され、回収

された分子は、タンパク質配列決定にかけられる。その後、このアミノ酸配列は

、捕捉分子を同定するため、または適切なｃＤＮＡライブラリーから対応遺伝子

のクローニングをするため縮退オリゴヌクレオチドを設計するのに使用される。

      【０１０４】

  あるいは、本発明のＰＡＫ５に同様の特性を示す化合物を同定してもよいが、

より小さく、ヒトまたは動物の身体中でＰＡＫ５より長い半減期を示す化合物を

同定してもよい。有機化合物が設計される場合、本発明による分子は「リード」

化合物として使用される。既知の薬剤として活性な化合物へのミメティックスの

設計はそのような「リード」化合物に基づく医薬品開発でのよく知られたアプロ

ーチである。ミメティックスの設計、合成および試験は、一般に標的特性を得る

ために多くの分子をランダムスクリーニングを回避するために使用される。さら

に、本発明のＤＮＡによってコードされた、推定核酸配列の分析に由来する構造

データは、より特異的、したがってより高い医薬的性能を有する新規薬剤を設計

するのに有用である。
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      【０１０５】

  上述したように、本発明のタンパク質配列をすべての利用可能なデータベース

中にある配列と比較した結果、ＧＢＤ／ＣＲＩＢドメインおよびセリン／トレオ

ニンタンパク質キナーゼドメインとの顕著な相同性が示された。したがって、他

のＧＢＤ／ＣＲＩＢまたはキナーゼドメインタンパク質の利用可能な情報に基づ

いて本発明のタンパク質の推定３次構造を開発するためにコンピューター・モデ

リングを使用することができる。このように、ＰＡＫ５の推定構造に基づく新規

な酵素抑制物質が設計されている。

      【０１０６】

  特定の実施形態では、本発明によるスクリーニング方法によって同定された新

規な分子は、低分子量有機分子であり、この場合、錠剤のような経口摂取用のそ

の組成物または医薬組成物を調製することができる。ここに記載するスクリーニ

ング方法によって同定された核酸分子、ベクター、ポリペプチド、抗体および化

合物を含む組成物、または医薬組成物は、任意の処方ルート用に調製することが

可能であり、経口、静脈内、経皮、皮下、鼻内、筋肉内、腹腔内などのルートが

含まれるが、これらに限定されない。担体その他の成分の性質は、特定の処方ル

ートおよび本発明に従い処方される際の特定の実施形態に依存する。この意味に

おいて有用な技術およびプロトコルの例は、特にＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈ

ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１６ｔｈ  ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｏ

ｓｏｌ，Ａ（編），１９８０に見出され、これは参照によってその全体が本明細

書に組み入れる。

      【０１０７】

  これらの低分子量化合物の投薬は、処置対象とする疾病状態または条件、およ

び人または動物の体重その他の条件、および化合物の処方ルートのような他の臨

床的要因に依存するであろう。ヒトまたは動物の処置のためには、体重当たりの

化合物量がおよそ０．５ｍｇ／ｋｇから５００ｍｇ／ｋｇの間で処方できる。治

療は典型的にはより低用量で処方され、所望の治療結果が観察されるまで継続さ

れる。

      【０１０８】
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  本発明の化合物および方法は、核酸分子、ポリペプチド、抗体、ここに記載し

たスクリーニング方法によって同定された化合物を含め、様々な医薬用途があり

、例えば、癌細胞および腫物成長のような無秩序な細胞成長を治療したり予防す

るために使用してもよい。特定の実施形態では、本発明の分子が遺伝子治療にお

いて使用される。遺伝子治療の方法の総説については、例えば、Ａｎｄｅｒｓｏ

ｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９２，２５６，８０８－８１３参照。これは参照によ

ってその全体を本明細書に組み入れる。

      【０１０９】

  本発明による配列は表２に見られる通りである。

      【０１１０】

  表２

      【０１１１】

    【化１】
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      【０１１２】

    【化２】
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      【０１１３】

    【化３】
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      【０１１４】

    【化４】

      【０１１５】

    【化５】
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      【０１１６】

    【化６】
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      【０１１７】

    【化７】
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      【０１１８】

    【化８】

      【０１１９】

    【化９】
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      【０１２０】

    【化１０】

      【０１２１】

    【化１１】

      【０１２２】

    【化１２】
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      【０１２３】

    【化１３】

      【０１２４】

    【化１４】

      【０１２５】

  本発明をより明示することを意図した以下の実施例によって、本発明をさらに

説明する。これらの実施例は本発明の範囲を限定する意図ではないし、そのよう

に理解してはならない。本発明は、特にここに記載した以外にも実施可能である

ことは明らかであろう。本発明の多数の修飾は、ここでの教示を参照すれば可能

あり、したがって、本発明の範囲内である。

      【０１２６】

  下に示された実施例１～３および６～７は実際の例である、一方、実施例４、

５および８～１０は予測例である。

      【０１２７】

  添付図面において、

  図１：２９３繊維芽細胞の溶解物から免疫的に精製されたＰＡＫ５に対するキ

ナーゼ検定であり、このキナーゼが全般的な基質をリン酸化することができるこ

とを示している。

      【０１２８】

  １Ａは、基質としてヒストン・ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）を用いて
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実行したキナーゼ検定。方法は実施例３に記載する。レーン１とレーン２は、Ｐ

ＡＫ５をコードするベクターに細胞導入した細胞からの免疫的沈殿物に対応する

。レーン３およびレーン４は空の対照ベクターに細胞導入した細胞からの免疫的

沈殿物に対応する。レーン１とレーン３ではＭＢＰがキナーゼ反応中に存在する

が、レーン２とレーン４ではＭＢＰは存在しない。図の左手横の棒は分子量マー

カーのおよその位置を示し、そのサイズは上から下に１００、８０、５０、３５

、および２８ｋＤａであった。ＭＢＰが存在する状態で、ＰＡＫ５が強い自動リ

ン酸化を示すことに注意されたい。

      【０１２９】

  １Ｂ．基質としてヒストンＨ１を用いて実行したキナーゼ検定。レーン１とレ

ーン２は、ＰＡＫ５をコードするベクターに細胞導入した細胞からの免疫的沈殿

物に対応する。レーン３およびレーン４は空の対照ベクターに細胞導入した細胞

からの免疫的沈殿物に対応する。レーン１とレーン３ではヒストンＨ１が存在す

るが、レーン２とレーン４ではヒストンＨ１は存在しない。図の左手横の棒は分

子量マーカーのおよその位置を示し、そのサイズは上から下に１２０、８０、５

０、３５、２７、２０および７ｋＤａであった。

      【０１３０】

  図２：正常な人体組織中のＰａｋ５ｍＲＮＡの分布を示す多組織のノーザンブ

ロット

  ２Ａ．いくつかの組織系（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  ｈｕｍａｎ  ｍｕｌｔｉｐｌｅ

  ｔｉｓｓｕｅ  ｂｌｏｔ＃７７６０－１）での分析は、ＰＡＫ５（上段）が脳

内で選択的に発現されることを示す。対照として下段にはアクチンプローブによ

るブロットを示す。

      【０１３１】

  ２Ｂ．正常なヒト脳の部分領域のノーザン分析をレーンに示すが、いくつかの

領域で強い発現を示す。上段はＣｌｏｎｔｅｃｈ  ｈｕｍａｎ  Ｂｒａｉｎ  ｂ

ｌｏｔ  ＩＩ，  ＃７７５５－１に、下段はＣｌｏｎｔｅｃｈ  ｈｕｍａｎ  Ｂ

ｒａｉｎ  ｂｌｏｔ  ＩＶ，  ＃７７６９－１に対応する。

      【０１３２】
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    実施例

  実施例１：ＰＡＫ５の同定

  ４種の既知のヒトＰＡＫ配列（ＰＡＫ１～４；それぞれ配列番号４、配列番号

５、配列番号６、配列番号７）をＧｅｎＢａｎｋデータベースから抽出した。配

列を翻訳およびアラインメントし、キナーゼドメインはアラインメントから除い

て、残った非キナーゼアラインメントを、ＷｉｓｅＴｏｏｌｓソフトウェア（Ｂ

ｉｒｎｅｙ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  ２４，２７

３０－２７３９，１９９６）を使用して、隠れマルコフモデル（ＨＭＭ）プロフ

ィール生成への入力として用いた。得られたＨＭＭをＩｎｃｙｔｅ  ＥＳＴデー

タベース検索のために使用した。この検索により、ヌクレオチド残基が３５２－

５８１である５８１ｂｐの未知の部分配列（Ｉｎｃｙｔｅテンプレート０６７５

９４．１（配列番号８））は、ＰＡＫ－４  ＣＤＳの最初の２３０ヌクレオチド

（つまり、配列番号７の残基１－２３０）と顕著な相同性を示した。我々はこの

ようにして配列番号８がＰＡＫファミリーの新規なメンバーへの部分的なｃＤＮ

Ａクローンを表し、５‘ＵＴＲの３５１塩基に対応し、配列の最初の２３０塩基

を加えた、位置２３１－２３３でのＯＲＦの開始コドンを備えたものを表してい

るとの仮説を立てた。この位置のＡＴＧは、タンパク質翻訳開始のためのＫｏｚ

ａｋコンセンサス配列の一部をなす（Ｋｏｚａｋ  Ｍ，Ｃｅｌｌ  ｖｏｌ．４４

：２８３－９２，１９８６）。この新規な配列をＰＡＫ４への相同性に基づきＰ

ＡＫ５と呼んだ。

      【０１３３】

  実施例２：ｐａｋ５  ｃＤＮＡのクローニング

  配列番号８の位置３４７－３６６に特異的に一致し、推測されるＣＤＳの５’

のごく近傍において、ＰＡＫ５を特異的に増幅するが、他の既知のＰＡＫファミ

リー配列の増幅はしないセンスＰＣＲプライマー（配列番号９）が設計された。

推測されるＣＤＳの３’付近のアンチプライマーは、ＶＥＣＴＯＲ  ＮＴＩ  Ｓ

ｕｉｔｅソフトウェア（ＩｎｆｏｒＭａｘ，Ｉｎｃ．，Ｂｅｔｈｅｓｄａ  ＮＤ

）内のアラインプログラムを用い、目視で、推定上のＰＡＫ５配列を増幅するた

めの適当な縮退プライマー（配列番号１０）を選択することにより、すべてのＰ
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ＡＫタンパク質ファミリーの３’領域における保存されたキナーゼドメインをア

ラインさせて設計された。このプライマーはヒトＰＡＫ－４配列（配列番号７）

の位置１４３８－１４５７のアンチセンス配列に対して最も高い相同性を示す。

このように、配列番号９と配列番号１０とによって定義されたプライマー対は、

適当なＰＣＲ条件の下、および適当なテンプレートｃＤＮＡを用いれば、新規キ

ナーゼをコードする配列の大部分をコードするｃＤＮＡ断片を特異的に増幅する

はずである。ＭＪ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  ＰＴＣ－２２５ＰＣＲｃｙｃｌｅｒを下

記の条件：９６℃１５秒間、５４℃１５秒間、７２℃２分間で３０サイクル用い

た。ヒト胎児脳ｍＲＮＡ  （Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）の逆転写により得られたｃＤＮ

ＡをＰＣＲ反応における鋳型に用いた。得られたＰＣＲ産物をキットのプロトコ

ルによりＴＡクローニング法によりｐＣＲ２．１  “ＴＡ”ｖｅｃｔｏｒ（Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ）にサブクローニングした。得られた連結反応物を用いてＩＮ

ＶαＦ’大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）コンピテント細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を

形質転換した。選択培地（ＬＢ  肉汁，アンピシリンン）において単独の単離さ

れた大腸菌クローンを３７℃で一昼夜生育し、プラスミドＤＮＡ  （Ｑｉａｇｅ

ｎ  Ｐｌａｓｍｉｄ  ＤＮＡ  ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ  ｋｉｔ）の調製に使用

した。

      【０１３４】

  ２種の独立クローンのインサートを、ＡＢＩ３７７蛍光ベースシークエンサー

（Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ／Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ  Ｄｉｖ

ｉｓｉｏｎ，  ＰＥ／ＡＢＤ，Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ，  ＣＡ）およびＴａｑ

  ＦＳポリメラーゼを備えたＡＢＩ  ＰＲＩＳＭ  Ｒｅａｄｙ  Ｄｙｅ－Ｄｅｏ

ｘｙターミネーター・キットを直接使用して配列決定した。各ＡＢＩサイクルの

配列決定反応は約０．５μｇのプラスミドＤＮＡを含む。サイクル配列は９８℃

一分間初期変性を行い、次いで９８℃３０秒の変性、５０℃３０秒のアニーリン

グ、そして６０℃４分間の伸長を５０サイクルで配列決定サイクルを行った。温

度サイクルおよび回数はＰｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ社９６００  サーモサイクラ

ー（ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｅｒ）によって制御した。伸長生成物は、Ｃｅｎｔｒ

ｉｆｌｅｘゲルろ過カラム（Ａｄｖａｎｃｅｄ  Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｔｅｃｈｎｏ
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ｌｏｇｉｅｓ  Ｃｏｒｐ．，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，  ＭＤ）を用いて精製

した。各反応物をピペットでカラム上に置き、これを室温で４分間の１５００×

ｇ、揺動バケツ状遠心分離機（Ｓｏｒｖａｌｌ  ｍｏｄｅｌ  ＲＴ６０００Ｂ  

卓上遠心分離機）で遠心分離した。カラム内の精製試料を、約４０分間真空乾燥

し、次いで溶解して５μｌのＤＮＡロード用溶液  （８３％脱イオンホルムアミ

ド、８．３ｍＭ  ＥＤＴＡおよび１．６ｍｇ／ｍｌＢｌｕｅ  Ｄｅｘｔｒａｎ）

とした。その後、試料を９０℃まで３分間加熱し、配列分析を行うためにゲル試

料ウェルにロードした。配列分析は、Ｓｅｑｕｅｎｃｈｅｒプログラム（Ｇｅｎ

ｅ  Ｃｏｄｅｓ，Ａｎｎ  Ａｒｂｏｒ，Ｍｌ）にＡＢＩ３７７ファイルを取り込

み実行した。概ね７００ｂｐの配列が読み取れた。考え得る配列決定上のエラー

を最少にするため、両方のＤＮＡ鎖から配列情報を得、さらに、難しい領域につ

いては異なる場所にプライマーを用いて再度配列決定を行ってあいまいな配列を

すべて除いた。得られた配列を配列番号１１として報告する。配列番号１１をＧ

ｅｎＢａｎｋデータベースに対する検索配列として使用した。このデータベース

ではギャップド（Ｇａｐｐｅｄ）ＢＬＡＳＴを使用して、類似領域を求め探索を

行った。この結果、検索配列に対して統計的に有意な重複相同性を持って、Ｇｅ

ｎＢａｎｋ寄託番号（ＡＣＣＥＳＳＩＯＮ＃）ＡＬ０３１６５２なる鋳型配列が

同定された。テンプレートＧｅｎＢａｎｋＡＣＣＥＳＳＩＯＮ＃ＡＬ０３１６５

２によって同定された配列は、無関係な配列の他に、推定ＰＡＫ１様キナーゼの

停止コドン（配列番号１２）を含む、３’の４１７残基をコードすると推定され

るｃＤＮＡを含んでいる。配列番号１１の残基１７４９～１８４６から拡張され

た重複類似性を、鋳型（配列番号１２）の残基１～９８と比較し、全ＤＮＡ配列

同一性９８．９８％までアラインした。配列番号１１は、したがって、公開され

た配列番号１２には存在しない、５’から重複部に至るまでの配列１７４８ｂｐ

を含み、一方、配列番号１２は、配列番号１１には存在しない３’から重複部に

至るまでの配列３１９ｂｐを含んでいた。この情報を総合すると、配列番号８に

含まれる部分コード配列（つまり、Ｉｎｃｙｔｅｔｅｍｐｌａｔｅ  ０６７５９

４．１）、ＰＣＲクローニング／配列決定により導かれた配列番号１１、および

ゲノムのクローンＡＬ０３１６５２から「ＰＡＫ１様セリントレオニンキナーゼ
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」を部分的にコードする配列が推定された配列番号１２を組み合わせることによ

りＰＡＫ５全長の配列を推定することが可能であった。配列番号１１（これはＰ

ＡＫ５配列の大部分を含み、従来未知であった。）のＰＣＲクローニングおよび

配列決定を行わずに、キナーゼの触媒ドメインの大部分を含め、配列番号８と配

列番号１２を同じ遺伝子に帰属させることは不可能であったであろう。さらに、

配列番号１２は発現配列ではないが、多数の中間部分の非コード配列（イントロ

ン）を有することがゲノムＤＮＡから推定され、既存の情報では、配列番号１２

が実際に、そういうものとして発現されると推論することは不可能であったであ

ろう。配列番号１１の配列を配列番号８（つまりＩｎｃｙｔｅ鋳型０６７５９４

．１）内に含まれる非重複配列配列番号１２内に含まれるもの（つまり、ゲノム

クローンＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎ  ＡＬ０３１６５２からの推定部分

コード配列）によって組み立てられれば、配列番号１で示される全長配列が得ら

れる。

      【０１３５】

  配列番号８、配列番号１１および配列番号１２が、実際に、同じ遺伝子の近接

する伸長部を表わすことを正式に示すため、配列番号１３に関して述べたセンス

プライマーと配列番号１４に関して述べたアンチセンスのプライマー（これらは

それぞれ配列番号１の配列の５’（センス）と３’（アンチセンス）端部をカバ

ーする。）用い、ＰＣＲによって胎児の脳ｃＤＮＡから十分な大きさのＰＡＫ５

を増幅した。独立したＰＣＲ反応からいくつかの独立したクローンを配列決定し

、配列番号１のヌクレオチド残基に対応する予測断片を含むことが見出された。

この配列は、開始ＡＴＧコドンにおいてＫｏｚａｋコンセンサス配列を含む２１

５７ｂｐ（配列番号２）の主要なオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含

んでいる。ＯＲＦの翻訳から、既知のＰＡＫ  １～４と相同性を有する７１９個

のアミノ酸タンパク質配列（配列番号３）が得られ、これは、特にセリン／トレ

オニンタンパク質キナーゼ（上に議論された）のＰＡＫファミリーで見つかった

保存されたＧＢＤ／ＣＲＩＢ領域、およびキナーゼサブドメインを含んでいる。

ＰＡＫ５タンパク質は予測分子量８０７５９．０１ドルトン、７．７２の等電点

およびｐＨ７．０で３．０９の純変化を有する。
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      【０１３６】

  実施例３：ＰＡＫ５キナーゼ活性レベルを同定する検定

  ヒト２９３細胞に、実施例７に述べるＰＡＫ５全長をコードする哺乳類の発現

ベクターｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、または対照（空ベクター

）を細胞導入し、２４時間後に哺乳類細胞溶解バッファーＭ－Ｐｅｒ（Ｐｉｅｒ

ｃｅ）を使用して溶解させた。５００μｇの溶解した細胞タンパク質を最終体積

５００ｍｌとなるようにＭ－Ｐｅｒバッファーで希釈し、この溶解物をタンパク

質Ａ  Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏｍｐａｎｙ）

およびポリクローナル抗ＰＡＫ５抗血清２０μｌと混合することにより免疫沈殿

させた。反応は４℃で２時間行い、その後に、免疫沈澱を含むタンパク質Ａ－ｓ

ｅｐｈａｒｏｓｅペレットを遠心分離  （１０，０００×ｇ、５分）によって５

００μｌＭ－Ｐｅｒバッファーで２度、修飾キナーゼ反応バッファー５００μｌ

（２０ｍＭＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）、１０ｍＭ酢酸マグネシウム、１ｍＭＤＤ

Ｔ、０．０１ｍＭオルトバナジン酸ナトリウムを含む。）で２度洗浄した。洗浄

後、１０μｌタンパク質Ａ  －Ｓｅｐｈａｒｏｓｅペレットを過剰バッファーで

排出し、下記の通りキナーゼ反応に用いた。

      【０１３７】

  免疫沈殿のために使用された抗ＰＡＫ５抗血清は、配列番号３のＰＡＫ５配列

残基１０６～４０４に対応するＰＡＫ５断片に融合させたＧＳＴを含む組換え融

合タンパク質でウサギ（ＮＺＷ，  Ｃｈａｒｌｅｓ  Ｒｉｖｅｒ）を免疫するこ

とにより生成した。ウサギの免疫および抗血清の製造は、Ｕｓｉｎｇ  Ａｎｔｉ

ｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ  ｂｙ  Ｅｄ  Ｈａｒ

ｌｏｗ，Ｄａｖｉｄ  Ｌａｎｅ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａ

ｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ；ＩＳＢＮ：０８７９６９５４３９の記載に従っ

て行った。

      【０１３８】

  上記で得た免疫沈澱物を含む最終体積１０μｌのタンパク質Ａ－ｓｅｐｈａｒ

ｏｓｅペレットを２０μｇのミエリン塩基性タンパク質  （ＭＢＰ）、または１

０μｌの３×キナーゼ反応バッファー（ＫＲＢ）（次のものを含む：６０  ｍＭ
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ＨＥＰＥＳ（ｐＨ  ７．５）、３０ｍＭ酢酸マグネシウム、０．１５ｍＭ  ＡＴ

Ｐ、３ｍＭ  ＤＴＴ、０．０３ｍＭオルトバナジン酸ナトリウム）に溶かした２

０μｇヒストン（Ｈ１）と混合した。５μＣｉ［γ－３２Ｐ］ＡＴＰ（１０μｌ

）の添加で反応を開始した。試料は３０℃で５分間インキュベートし、４×Ｌａ

ｅｍｍｌｉ試料バッファーの追加で停止する。タンパク質はトリス／グリシンＳ

ＤＳゲル（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，  Ｒｉｃｈｍｏｎｄ  ＣＡから得て、予め調製して

おいたもの）上で分離し、クマシーブルーで着色し、乾燥し、ホスホイメージン

グ（ｐｈｏｓｐｈｏｉｍａｇｅｉｎｇ）プレート（Ｋ  ｐｌａｔｅｓ，  Ｂｉｏ

－Ｒａｄ，  Ｒｉｃｈｍｏｎｄ  ＣＡ）にさらし、ホスホイメージャー（ｐｈｏ

ｓｐｈｏｉｍａｇｅｒ）（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，Ｒｉｃｈｍｏｎｄ  ＣＡ）上で読む

。

      【０１３９】

  図１は、上述の分析結果を示し、ＰＡＫ５がミエリン塩基性タンパク質やヒス

トンのような一般的なキナーゼ基質リン酸化能を有することはこれから明らかで

ある。

      【０１４０】

  実施例４：  ＰＡＫ５キナーゼ活性を調節する化合物を同定するための高処理

能スクリーニング検定法

  調節化合物を同定する高処理能スクリーニング分析は、ＭＢＰを塗付９６穴Ｆ

ｌａｓｈＰｌａｔｅｓ（登録商標）（ＮＥＮ  Ｌｉｆｅ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ｐｒ

ｏｄｕｃｔｓ）を用いて行うことができる。キナーゼ反応バッファー（３×キナ

ーゼ反応バッファー（ＫＲＢ））（次のものを含む：６０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ（ｐ

Ｈ  ７．５）、３０ｍＭ酢酸マグネシウム、０．１５ｍＭ  ＡＴＰ、３ｍＭ  Ｄ

ＴＴ、０．０３ｍＭオルトバナジン酸ナトリウム）、濃度１μｇ／ｍｌ以下の０

．２５μＣｉ［γ－３３Ｐ］－ＡＴＰ（これはキナーゼと１時間動的測定が可能

な濃度の個別の酵素調製液についての滴定で決定された。））を各穴に加え、１

０μＭの試験化合物存在下または不存在下に３０℃で１時間インキュベートする

。全反応体積は１００μｌである。インキュベーション後、反応混合液に通気し

、各ウェルを２００μｌ  ＰＢＳで２度すすぐ。放射性同位体で標識されたリン



(62) 特表２００３－５１９４７２

酸塩の結合は、シンチレーション計測により行う  （Ｐａｃｋａｒｄ  Ｉｎｓｔ

ｒｕｍｅｎｔ  Ｃｏ．ＴｏｐＣｏｕｎｔ，１２検出器９６穴マイクロプレートシ

ンチレーション計測管および蛍光計測管  モデルＢ９９１２００（１２－ｄｅｔ

ｅｃｔｏｒ，９６－ｗｅｌｌ  ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ  ｓｃｉｎｔｉｌｌａｔｉ

ｏｎ  ｃｏｕｎｔｅｒ  ａｎｄ  ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ  ｃｏｕｎｔｅｒ，

  ｍｏｄｅｌ  Ｂ９９１２００））により決定される。１０μＭでキナーゼ活性

を＞５０パーセント阻害する化合物は、シンチレーション計測が＞５０％の減少

することによって示される。特異性と選択性は、ＩＣ５０（または当業者に周知

の他の比較用標準定量値）を決定する阻害化合物の滴定、および検定における他

のキナーゼの置換により決定される。例えば、組換えＰＡＫ４キナーゼへの比較

における相対的なキナーゼ活性阻害を抑制する活性の測定により、同様に発現、

単離し、同様な条件下に検定することで、選択性データが得られる。

      【０１４１】

  実施例５：  ＰＡＫ５キナーゼ活性を調節する化合物を同定するための高処理

能力クリーニング検定法

  ２．５ｍｇ／ｍｌのＤＭＳＯストック溶液を蒸留水で１：１０に希釈し、さら

に水で１：１０希釈を加えることにより試験化合物を調製する。１：１００希釈

溶液１０μｌ（１％ＤＭＳＯ中２５μｇ／ｍｌ）を９６穴（ウェル）マイクロラ

イト（Ｍｉｃｒｏｌｉｔｅ）１プレート（Ｄｙｎｅｘ）に調製し、検定を開始す

る夕刻まで－２０℃にプレートを保管した。

      【０１４２】

  試験化合物を含むウェルからのシグナルは、１％（ｖ／ｖ）ＤＭＳＯＭｉｌｌ

ｉＱ水１０μｌを含む無阻害ウェル、および、ＭｉｌｌｉＱ水中に１％のＤＭＳ

Ｏと２００ｍＭ  ＥＤＴＡ１０μｌを含む１００％阻害ウェルと比較する。５０

％の阻害ウェルは５０％阻害度であることが既知の参照化合物を含んでいる１％

（ｖ／ｖ）ＤＭＳＯＭｉｌｌｉＱ水である。

      【０１４３】

  検定成分

（１）組換えＰａｋ５キナーゼ（大腸菌または上述の真核細胞の中で発現された
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もの。）または組換え酵素を発現する原核生物もしくは真核生物細胞、または天

然ヒト細胞系から部分的に精製された酵素。

（２）［γ３３－Ｐ］－アデノシン山リン酸（３×ＫＲＢ中）

（３）ＰＶＴ  ＳＰＡ（シンチレーション近接度検定（Ｓｃｉｎｔｉｌｌａｔｉ

ｏｎ  Ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ  Ａｓｓａｙ））ビーズ（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａ

ｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈから購入）の表面に抗体タンパク質Ａまたは他の

適当な方法で連結したミエリン塩基性タンパク質

試験化合物（室温に達するようにベンチに一夜放置しておいたもの）  １０μｌ

を含むマイクロライト１プレートに、ＡＴＰ／ＡＴＰ３３２０μｌを加え、その

直後に２個のマルチドロップを用いて、酵素３０μｌを直ちに添加する。プレー

トを積層し（トップのプレートからの蒸発を最小限にするため各スタック上に空

のプレートを置く）、１０５分間室温で放置する。抗ビーズ抗体およびＥＤＴＡ

を含む「停止用溶液」の１５０μｌをマルチドロップを用いて添加する。プレー

トはプレートシーラーで密閉し、パースペクススクリーン（ｐｅｒｓｐｅｘ  ｓ

ｃｒｅｅｎｓ）で包み、ベンチに一夜放置する。その後、プレートを５分間２５

００ｒｐｍ遠心分離し（ＨｅｒａｅｕｓＭｅｇａｆｕｇｅ  ３．０Ｒ）、トップ

カウント（Ｔｏｐｃｏｕｎｔ）機器で計測する（アイソトープ：Ｐ３３；計測時

間：２０秒／ウェル）。阻害の閾値は、例えばシンチレーションシグナルの６０

％の阻害により設定する。阻害閾値に達する化合物を活性とし加点する。

      【０１４４】

  実施例６：ノーザンブロット分析

  ノーザンブロット分析をｍＲＮＡの発現を検討するために行った。配列番号２

として示すＰＡＫ５に基づいてセンスおよびアンチセンスプライマーを選択する

。位置３１８～１２１２の断片を増幅しプローブとして用いた。

      【０１４５】

  Ｃｌｏｎｔｅｃｈから販売される多重ヒト組織ノーザンブロット（Ｈｕｍａｎ

  ＭＴＮ  ＃７７６０－１）をプローブとハイブリダイズした。プレハイブリダ

イゼーションを４２℃で４時間実行した（５×ＳＳＣ、１×デンハルト（Ｄｅｎ

ｈａｒｄｔ）試薬、０．１％ＳＤＳ、５０％ホルムアミド、２５０ｍｇ／ｍｌの
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サケ精液ＤＮＡ中）。ハイブリダイゼーションは、標識したプローブ約１．５×

１０６ｃｐｍ／ｍｌを加える以外は同じ溶液を用い４２℃で一夜実行した。

      【０１４６】

  プローブはγ－３２Ｐ－ｄＣＴＰを用いＲｅｄｉｐｒｉｍｅ  ＤＮＡ標識シス

テム（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ）によって標識し、ニックカラム

（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ）上で精製し、ハイブリダイゼーショ

ン液を加えた。フィルタは、０．２ｘ  ＳＳＣ、０．１％のＳＤＳ中４２℃で数

回洗浄した。フィルタは、ホスホイメージングプレート（Ｋ  ｐｌａｔｅｓ，  

Ｂｉｏ－Ｒａｄ，  Ｒｉｃｈｍｏｎｄ  ＣＡ）に露出され、ホスホイメージャー

（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，  Ｒｉｃｈｍｏｎｄ  ＣＡ）上で読み込んだ。

      【０１４７】

  上述の分析結果を図２Ａに示す。ＰＡＫ５プローブを使用したところ、単一の

、約５ｋｂのｍＲＮＡが脳（図２Ａ、上段）に検出される。すべてのレーンで等

量ロードすることにより、ヒトアクチンプローブ（図２Ａ、下段）を備えたフィ

ルタハイブリダイゼーションによって実証された。

      【０１４８】

  さらに正常なヒト脳中のＰＡＫ５の分布を調査するために、上記のノーザンブ

ロット法の操作を、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ脳サブ領域ブロット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  

Ｈｕｍａｎ  ＭＴＮ  Ｂｒａｉｎ  ＩＩ，＃７７５５－１，およびＨｕｍａｎ  

ＭＴＮ  Ｂｒａｉｎ  ＩＶ，＃７７６９－１）を使用して繰り返した。この分析

の結果を図２Ｂに示す。ＰＡＫ５は特に小脳、大脳皮質、後頭柱および前頭葉で

強く発現されているが、脳の他のほとんどの領域で容易に検出された。

      【０１４９】

  実施例７：哺乳類細胞中でのＰＡＫ５の発現

  １．２９３細胞でのＰＡＫ５の発現

  哺乳類細胞２９３（形質転換されたヒトの一次胚の腎臓細胞）中でＰＡＫ５を

発現させるため、関連するＰＡＫ５コード配列を有するプラスミドをベクターｐ

ｃＤＮＡ３．１  ｍｙｃ－ｈｉｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して調製する

。プラスミドは配列番号２のうちの１から２１５７塩基を含む。ベクターｐｃＤ
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ＮＡ３．１は、抗ｍｙｃ抗体を備えた組換えタンパク質を検出するためｃ－ｍｙ

ｃエピトープを含み、ニッケルキレート化合物クロマトグラフィーを用いた精製

のためＣ末端にポリヒスチジンを有し、安定した細胞導入体選択のためにネオマ

イシン耐性遺伝子を含む。ＰＡＫ５  ｃＤＮＡの増幅用の前方プライマーは、配

列番号２に基づき当業者に利用可能な方法を使用することで選択され、ＮｏｔＩ

クローニング部位を導入するための５’の１９ヌクレオチド伸長部とＰＡＫ５配

列と一致する２２ヌクレオチドを含む。逆方向プライマーは、配列番号２に基づ

き当業者に利用可能な方法を使用することで選択され、クローニング用にＢａｍ

Ｈ１制限部位を導入するための５’の８ヌクレオチド伸長部とＰＡＫ５配列の逆

相補配列に対応する１７ヌクレオチドを含む。ＰＣＲ条件はアニーリング温度と

して５５ｏＣである。ＰＣＲ産物は、ゲル精製し、ベクターのＮｏｔＩ－Ｂａｍ

Ｈ１部位にクローニングする。

      【０１５０】

  ＤＮＡは、Ｑｉａｇｅｎクロマトグラフィーカラムを使用して精製し、ＳＵＰ

ＥＲＦＡＣＴトランスフェクション・メディア（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して、２

９３個の細胞に細胞導入する。抗Ｈｉｓ抗ＰＡＫ５ペプチド抗体をプローブとし

てウエスタンブロットを用いて一過性細胞導入した細胞を導入後２４時間後の発

現について試験する。持続性細胞導入した細胞は、Ｇ４１８で選択して増殖させ

る。組換えタンパク質の生産は抗Ｈｉｓ抗Ｍｙｃまたは抗ＰＡＫ５ペプチド抗体

をプローブに用いてウエスタンブロットによって細胞から検出される。

      【０１５１】

  ＰＡＫ５のキナーゼ領域欠損断片の発現については、ヌクレオチド１～１３４

７を含むプラスミドが上述の手順に従って生成され、上記の手順が採られる。

      【０１５２】

  ＰＡＫ５のキナーゼドメイン含有断片の発現については、ヌクレオチド１３１

８～２１５７を含むプラスミドが生成される。

      【０１５３】

  ２．ＣＯＳ細胞中でのＰＡＫ５の発現

  ＣＯＳ７細胞中でＰＡＫ５を発現するために、配列番号２で付与される配列を
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有するポリヌクレオチド分子をベクターｐＳｅｃＴａｇ２Ａにクローニングする

。ベクターｐＳｅｃＴａｇ２Ａは、分泌用にネズミＩｇＫ鎖のリーダー配列、抗

ｍｙｃ抗体を備えた組換えタンパク質検出用のｃ－ｍｙｃエピトープ、ニッケル

キレート化合物クロマトグラフィーを用いた精製のためのＣ末端ポリヒスチジン

、および安定した安定した細胞導入体選択のためにゼオシン耐性遺伝子を含む。

      【０１５４】

  ＰＡＫ５  ｃＤＮＡの増幅用の前方プライマーは、配列番号２に基づき当業者

に利用可能な方法を使用することで選択され、ＨｉｎｄＩＩＩクローニング部位

を導入するための５’の１９ヌクレオチド伸長部と配列番号２中に付与されるＰ

ＡＫ５配列と一致する２２ヌクレオチドを含む。逆方向プライマーは、配列番号

２に基づき当業者に利用可能な方法を使用することで選択され、クローニング用

にＢａｍＨ１制限部位を導入するための５’の８ヌクレオチド伸長部と配列番号

２中に付与されるＰＡＫ５配列の逆相補配列に対応する１７ヌクレオチドを含む

。ＰＣＲ条件は初期変性ステップが９５Ｃで５分間であり、９５Ｃ３０秒の変性

、３０秒５８Ｃのアニーリング、３０秒７２Ｃの伸長、および５分間７２Ｃの伸

長が３０サイクルである。ＰＣＲ産物は、ゲル精製し、ベクターのｐ３－ＣＩの

ＸｂａＩおよびＳａｌＩ部位に連結する。この構築で増幅およびＤＮＡ精製用の

大腸菌を形質転換する。ＤＮＡはＱｉａｇｅｎクロマトグラフィーカラムで精製

し、製造者の手順に従って、ＢＲＬのリポフェクタミン試薬を使用して、ＣＯＳ

  ７細胞に細胞導入する。導入後４８および７２時間に、媒体および細胞を組換

えタンパク質発現について試験する。

      【０１５５】

  ＣＯＳ細胞培養物から発現したＰＡＫ５は、細胞成長媒体を例えば約１０ｍｇ

タンパク質／ｍｌまで濃縮し、例えばクロマトグラフィーによってタンパク質を

精製することにより精製することができる。精製されたＰＡＫ５は、ＹＭ－１０

薄膜を取り付けたＡｍｉｃｏｎコンセントレータ中０．５ｍｇ／ｍｌまで濃縮し

、－８０ｏＣで保存する。

      【０１５６】

  実施例８：昆虫細胞中でのＰＡＫ５の発現
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  バキュロウイルス（ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ）システム中で発現させるため、

配列番号２として与えられた配列を有するポリヌクレオチド分子をＰＣＲで増幅

した。前方プライマーは、まずＮｏｔＩクローニング部位を導入するために加え

られた５’の伸長部を含み、これに配列番号２中に付与されるヌクレオチド配列

と一致する２２ヌクレオチドが続く。逆方向プライマーは、まずＢａｍＨ１クロ

ーニング部位を導入するための５’の伸長部を含み、これに配列番号２中に付与

されるヌクレオチド配列の逆相補配列に対応する１７ヌクレオチドが続く。

      【０１５７】

  ＰＣＲ産物はゲル精製し、ＮｄｅＩとＫｐｎＩで消化し、ベクターｐＡＣＨＴ

Ｌ－Ａ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ，  Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，  ＣＡ）の対応する部

位へクローニングする。ｐＡｃＨＴＬ発現ベクターは、オートグラファカルホル

ニカ核多角体病ウィルス（ＡｃＭＮＰＶ：  Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ  ｃａｌｉｆ

ｏｒｎｉｃａ  ｎｕｃｌｅａｒ  ｐｏｌｙｈｅｄｒｏｓｉｓ  ｖｉｒｕｓ）の強

い高角化プロモーター、および多重クローニング部位上流に６つのＣＨｉｓタグ

を含む。リン酸化のためのタンパク質キナーゼ部位、および組換えタンパク質の

切断のためのトロンビン部位は、多重クローニングに先行してさらに存在する。

もちろん、ｐＡｃＨＴＬ－Ａに代えて、ｐＡｃ３７３、ｐＶＬ９４１  およびｐ

ＡｃＩＭ１のような他の多くのバキュロウイルスベクターを使用することができ

るであろう。ＰＡＫ５ポリペプチドの発現のための他の適切なベクターも、ベク

ター構築物が適切な位置に転写、翻訳および移動のためのシグナル（例えばフレ

ーム内ＡＵＧ）および必要であればシグナルペプチドを含むのであれば、用いる

ことができる。そのようなベクターはＬｕｃｋｏｗ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｖｉｒｏ

ｌｏｇｙ  １７０：３１－３９などに記載されている。

      【０１５８】

  ウィルスは、標準的なバキュロウイルス発現方法を使用して、成育し分離する

。こうした方法はＳｕｍｍｅｒｓ  ｅｔ  ａｌ．（Ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｍ

ｅｔｈｏｄｓ  ｆｏｒ  ＢａｃｕｌｏｖｉｒｕｓＶｅｃｔｏｒｓ  ａｎｄ  Ｉｎ

ｓｅｃｔ  Ｃｅｌｌ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ，Ｔｅｘａｓ  Ａ

ｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  ＳｔａｔｉｏｎＢｕｌｌ
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ｅｔｉｎ  Ｎｏ．１５５５（１９８７））に記載されている。

      【０１５９】

  好ましい実施形態では、ＰＡＫ５遺伝子を含むｐＡｃＨＬＴ－Ａが“Ｂａｃｕ

ｌｏＧｏｌｄ”トランスフェクションキット（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ，  Ｓａｎ

Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）をメーカーによって確立された方法で用いて、バキュロウイ

ルスに導入される。個々のウィルスは、導入後２４時間後に３５Ｓメチオニンで

放射性同位体で標識された導入細胞によりタンパク質生産を分析する。細胞導入

細胞は、導入後４８時間に回収し、標識タンパク質は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによっ

て視覚化する。高い発現レベルを示すウイルスを分離して、スケールアップした

発現に使用することができる。

      【０１６０】

  Ｓｆ９細胞中でのＰＡＫ５ポリペプチド発現のために、配列番号２で付与され

る配列を有するポリヌクレオチド分子を、バキュロウイルス発現の上記のプライ

マーおよび方法を用いたＰＣＲによって増幅する。ＰＡＫ５  ｃＤＮＡをＳｆ９

昆虫での発現のためにベクターｐＡｃＨＬＴ－Ａ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）にク

ローニングする。バキュロウイルスの発現のための上記と同一のプライマーを使

用いて内部ＮｄｅＩ部位を除去した後、挿入物をＮｏｔＩとＢａｍＨＩの部位に

クローニングする。ＤＮＡをＱｉａｇｅｎクロマトグラフィーカラムで精製し、

Ｓｆ９細胞中で発現する。未精製のプラークからＰＡＫ５特異的抗体と反応する

、予測した大きさの組換えタンパク質の存在を調べるため予備ウエスタンブロッ

トを行った。結果をＨｉＧ５細胞中でさらに精製および発現最適化を行った後に

確認する。

      【０１６１】

  実施例９：相互作用トラップ／２－ハイブリッドシステム

  ＰＡＫ５と相互作用するタンパク質を検定するために、相互作用トラップ／２

－ハイブリッドライブラリースクリーニング法を用いることができる。この検定

法は、Ｆｉｅｌｄｓ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｎａｔｕｒｅ，１９８９，３４０，２４

５に記載されており、これは参照によってその全体が本明細書に組み入れる。プ

ロトコルはＣｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  
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Ｂｉｏｌｏｇｙ  １９９９，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹ  ａｎ

ｄ  Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ｅｔ  ａｌ．１９９２，  Ｓｈｏｒｔ  ｐｒｏｔ

ｏｃｏｌｓ  ｉｎ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｂｉｏｌｏｇｙ，  Ｆｏｕｒｔｈ  ｅ

ｄｉｔｉｏｎ，Ｇｒｅｅｎｅ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ

，ＮＹとして刊行されており、キットは、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔ

ｏ，ＣＡ（Ｍａｔｃｈｍａｋｅｒ  Ｔｗｏ－Ｈｙｂｒｉｄ  Ｓｙｓｔｅｍ  ３）

から入手可能である。

      【０１６２】

  すべてまたは部分的にＰＡＫ５をコードするヌクレオチド配列と酵母転写因子

ＧＡＬ４  ＤＮＡ結合ドメイン（ＤＮＡ－ＢＤ）の融合は、標準的なサブクロー

ニング技術を用いて、適切なプラスミド（つまりｐＧＢＫＴ７）に構築される。

同様に、ＧＡＬ４活性ドメイン（ＡＤ）融合ライブラリーは潜在的なＰＡＫ５結

合性タンパク質のｃＤＮＡから別のプラスミド（つまりｐＧＡＤＴ７）に構築さ

れる（ｃＤＮＡライブラリーの形成に関するプロトコルに関しては、Ｓａｍｂｒ

ｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．，１９８９，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ  

ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  ｍａｎｕａｌ，ｓｅｃｏｎｄ  ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌ

ｄＳｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒ

ｂｏｒ，ＮＹ参照。これは参照によって本願に組込まれる。ＤＮＡ－ＢＤ／ＰＡ

Ｋ５融合構築物は、配列決定により確認され、自律的なリポーター遺伝子の活性

化および細胞毒性（それらはいずれも２－ハイブリッドの分析の阻害要因となる

であろう。）によって確認される。同様の制御はＡＤ／ライブラリー融合構築物

を用いて宿主細胞中での発現および転写活性の不活化を確認するためにも行われ

る。酵母細胞は、標準の方法（Ａｕｓｕｂｅｌ，ｅｔ  ａｌ．，１９９２，Ｓｈ

ｏｒｔ  ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｆｏ

ｕｒｔｈ  ｅｄｉｔｉｏｎ，  Ｇｒｅｅｎｅ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒ

ｓｃｉｅｎｃｅ，ＮＹ参照。これは参照によってその全体が本明細書に組み入れ

る。）により、ＰＡＫ５およびライブラリー融合プラスミドの両方で形質転換さ

れる（およそ１０５形質転換体／ｍｇＤＮＡ）。Ｉｎ  ｖｉｖｏでＤＮＡ－ＢＤ

／ＰＡＫ５をＡＤ／ライブラリータンパク質を結合させると、特定の酵母プラス
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ミドリポーター遺伝子（つまりｌａｃＺ、ＨＩＳ３、ＡＤＥ２、ＬＥＵ２）の転

写が行われる。酵母細胞を、リポーター遺伝子の発現スクリーニングのために最

小栄養培地に植菌する。コロニーを、Ｘｇａｌ（５－ブロモ－４－クロロ－３－

インドリル－∃－Ｄ－ガラクトシド）添加培地中での成育に対するβ－ガラクト

シダーゼ活性について２重に検定する（β－ガラクトシダーゼ活性についての濾

過分析はＢｒｅｅｄｅｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂ．

  Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．，１９８５，５０，６４３に記載されてお

り、これは参照によってその全体が本明細書に組み入れる）。陽性ＡＤライブラ

リープラスミドを形質転換体から選別し、元の酵母に再導入するとともに、特定

のＰＡＫ５／ライブラリータンパク質相互作用を確認するために無関係なＤＮＡ

－ＢＤ融合タンパク質を含む他の株にも同様に導入する。挿入ＤＮＡは、ＧＡＬ

４  ＡＤに融合したＯＲＦの存在を確認し、かつＰＡＫ５との同一性を決定する

ために配列決定される。

      【０１６３】

  実施例１０：ゲル電気泳動を用いた可動性シフトＤＮＡ－結合性分析

  ゲル電気泳動可動性シフト検定法は特定のタンパク質－ＤＮＡ相互作用を迅速

に検出できる。プロトコルは、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．１９８９，  Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ  ｌａｂｏｒａｔｏｒｖ  ｍａｎｕａｌ

，ｓｅｃｏｎｄ  ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐ

ｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，  ＮＹおよび  Ａｕｓｕｂ

ｅｌ，Ｆ．Ｍ．ｅｔ  ａｌ．１９９２，Ｓｈｏｒｔ  ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ

  ｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙ，Ｆｏｕｒｔｈ  ｅｄｉｔｉｏｎ，  Ｇｒ

ｅｅｎｅ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，  ＮＹのようなマ

ニュアルで広く利用可能である（その各々は参照によりその全体が本明細書に組

み入れる。）。

      【０１６４】

  プローブＤＮＡ（＜３００  ｂｐ）は合成オリゴヌクレオチド、制限酵素切断

断片、またはＰＣＲ断片から得られ、末端を３２Ｐで標識する。精製したＰＡＫ

５アリコート（およそ１５μｇ）または粗製ＰＡＫ５抽出物（およそ１５ｎｇ）
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を、放射性同位体で標識されたプローブＤＮＡ、非特異性の担体ＤＮＡ（およそ

１μｇ）、ＢＳＡ（３００μｇ／ｍｌ）および１０％（ｖ／ｖ）のグリセリン）

を含むバッファー（つまりＴＡＥ、ＴＢＥ、ｐＨ  ８、８．５）１０～１５μｌ

中で、少なくとも３０分間一定温度（範囲２２～３７Ｃで）でインキュベートす

る。その後、反応混合物をポリアクリルアミドゲル上にロードし、タンパク質Ｄ

ＮＡ複合体からの遊離プローブＤＮＡがよく分離するまで、３０～３５ｍＡで電

気泳動を実行する。その後、ゲルを乾燥し、遊離ＤＮＡとタンパク質－ＤＮＡ複

合体に対応するバンドをオートラジオグラフィーで検出する。

      【０１６５】

  上記の本発明の好適実施形態のいくつかは下記に概要が記載され、以下の実施

形態を含むがこれらに限定されない。当業者は、本発明の好適実施形態に対する

多数の変更および修飾は本発明の精神から外れずに行い得ることを理解するであ

ろう。このような変更はすべて発明の範囲以内にあることが意図される。また、

ここに引用した各刊行物の全開示を、参照によって本明細書に組み込む。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１Ａ】

  ２９３繊維芽細胞溶解物から免疫精製されたＰＡＫ５に対するキナーゼ測定の

結果であり、該キナーゼが全般的に基質をリン酸化できることを示す図である。

    【図１Ｂ】

  ２９３繊維芽細胞溶解物から免疫精製されたＰＡＫ５に対するキナーゼ測定の

結果であり、該キナーゼが全般的な基質をリン酸化できることを示す図である。

    【図２Ａ】

  正常なヒト組織中のＰａｋ５  ｍＲＮＡの分布を示す多組織のノーザンブロッ

トを示す図である。

    【図２Ｂ】

  正常なヒト組織中のＰａｋ５  ｍＲＮＡの分布を示す多組織のノーザンブロッ

トを示す図である。
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【図１Ａ】

【図１Ｂ】



(90) 特表２００３－５１９４７２

【図２Ａ】

【図２Ｂ】
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【国際調査報告】
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明提供了pak5多核苷酸的人多肽同源物，其鉴定并编码了PAK5丝氨酸/苏氨酸激酶。 本发明进一步提供表达载体，宿主细胞和
产生它们的方法。 本发明还提供了鉴定可用于治疗人类疾病或病症的PAK5激动剂/拮抗剂的方法。
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