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本発明は、発達段階的に制御される新規の海馬遺伝子及
びそれらの遺伝子によってコードされるポリペプチドを
提供する。本発明はまた、発現ベクター及び宿主細胞、
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診断方法や治療方法、または予防方法を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】    海馬で発現する遺伝子を含む実質的に精製されたポリヌク

レオチド。

    【請求項２】    請求項１のポリヌクレオチドであって、

  （ａ）SEQ ID NO:1乃至SEQ ID NO:7（SEQ ID NO:1－7）からなる一群から選択

されたポリヌクレオチド配列と、

  （ｂ）SEQ ID NO:8からなるポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチド

配列と、

  （ｃ）前記（ａ）または（ｂ）のポリヌクレオチド配列と少なくとも７０％の

同一性を有するポリヌクレオチド配列と、

  （ｄ）前記（ａ）、（ｂ）または（ｃ）のポリヌクレオチド配列と相補的なポ

リヌクレオチド配列と、

  （ｅ）前記（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）のポリヌクレオチド配列の少

なくとも１８個の連続するヌクレオチドを含むポリヌクレオチド配列と、

  （ｆ）ストリンジェントな条件の下で、前記（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）

または（ｅ）のポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌクレオチドとで構

成された一群から選択されたポリヌクレオチド配列を含むことを特徴とするポリ

ヌクレオチド。

    【請求項３】    SEQ ID NO:1－7からなる一群から選択された海馬で発現す

る遺伝子の遺伝子産物を含む実質的に精製されたポリペプチド。

    【請求項４】    請求項３のポリペプチドであって、

  （ａ）SEQ ID NO:8のポリペプチド配列と、

  （ｂ）前記（ａ）のポリペプチド配列と少なくとも８５％の同一性を有するポ

リペプチド配列と、

  （ｃ）前記（ａ）または（ｂ）のポリペプチド配列の少なくとも６個の連続す

るアミノ酸を含むポリペプチド配列とを含むことを特徴とするポリペプチド。

    【請求項５】    請求項２のポリヌクレオチドを含む発現ベクター。

    【請求項６】    請求項５の発現ベクターを含む宿主細胞。

    【請求項７】    タンパク質を生産する方法であって、
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  （ａ）前記タンパク質の発現に好適な条件下で、請求項６の宿主細胞を培養す

るステップと、

  （ｂ）培養宿主細胞から前記タンパク質を回収するステップとを含むことを特

徴するタンパク質生産方法。

    【請求項８】    ポリヌクレオチド配列若しくはその断片を用いて、分子の

ライブラリーをスクリーニングし、前記核酸と特異的に結合する少なくとも１つ

の分子を同定する方法であって、

  （ａ）分子のライブラリーを準備するステップと、

  （ｂ）特異的に結合するのに好適な条件下で、請求項２のポリヌクレオチド配

列を分子のライブラリーと結合させるステップと、

  （ｃ）特異的な結合を検出して、前記ポリヌクレオチド配列に特異的に結合す

る分子を同定するステップとを含むことを特徴とする方法。

    【請求項９】    前記ライブラリーが、DNA分子及びRNA分子、PNA、ペプチ

ド、リボザイム、抗体、アゴニスト、アンタゴニスト、免疫グロブリン、インヒ

ビター、転写因子を含むタンパク質、エンハンサー、リプレッサー、薬物からな

る一群から選択されることを特徴とする請求項８に記載のライブラリー。

    【請求項１０】    ポリヌクレオチド配列の活性を調節する請求項９に記載

の分子。

    【請求項１１】    ポリペプチド若しくはその一部を用いて、分子のライブ

ラリーをスクリーニングし、前記ポリポリプチドと特異的に結合する少なくとも

１つの分子を同定する方法であって、

  （ａ）分子のライブラリーを準備するステップと、

  （ｂ）特異的に結合するのに好適な条件下で、請求項４のポリペプチド若しく

はその一部と前記分子のライブラリーを結合させるステップと、

  （ｃ）特異的な結合を検出して、前記ポリペプチドに特異的に結合する分子を

同定するステップとを含むことを特徴とする方法。

    【請求項１２】    前記ライブラリーが、DNA分子及びRNA分子、PNA、ペプ

チド、リボザイム、抗体、アゴニスト、アンタゴニスト、免疫グロブリン、イン

ヒビター、ペプチド、タンパク質、薬物からなる一群から選択されることを特徴
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とする請求項１１に記載の方法。

    【請求項１３】    ポリペプチドの活性を調節する請求項１２に記載の分子

。

    【請求項１４】    海馬に発現する遺伝子の発現の変化に関連する疾患また

は症状を診断する方法であって、

  （ａ）生物学的サンプルを準備するステップと、

  （ｂ）１或いは複数のハイブリダイゼーション複合体の形成に効果的な条件下

で、請求項２のポリヌクレオチドを前記生物学的サンプルとハイブリダイズさせ

るステップと、

  （ｃ）そのハイブリダイゼーション複合体を検出するステップと、

  （ｄ）前記ハイブリダイゼーション複合体のレベルを非病変サンプルのハイブ

リダイゼーション複合体のレベルと比較するステップとを含み、

  非病変サンプルのハイブリダイゼーション複合体のレベルに対する前記ハイブ

リダイゼーション複合体のレベルの相違が前記疾患若しくは症状の存在と相関す

ることを特徴とする疾患または症状の診断方法。

    【請求項１５】    アルツハイマー病、ハンチントン病、精神分裂病、てん

かん、及びそれらの合併症からなる一群から選択された疾患の治療若しくは診断

のために効果的な量の請求項２のポリヌクレオチドを患者に投与することを含む

、海馬で発現する遺伝子の発現の変化に関連する疾患の治療方法または診断方法

。

    【請求項１６】    アルツハイマー病、ハンチントン病、精神分裂病、てん

かん、及びそれらの合併症からなる一群から選択された疾患の治療若しくは診断

のために効果的な量の請求項４のポリペプチドを患者に投与することを含む、海

馬で発現する遺伝子の発現の変化に関連する疾患の治療方法または診断方法。

    【請求項１７】    アルツハイマー病、ハンチントン病、精神分裂病、てん

かん、及びそれらの合併症から選択された疾患の治療若しくは診断のために効果

的な量の請求項１０の分子を患者に投与することを含む、海馬で発現する遺伝子

の発現の変化に関連する疾患の治療方法または診断方法。

    【請求項１８】    アルツハイマー病、ハンチントン病、精神分裂病、てん
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かん、及びそれらの合併症から選択された疾患の治療若しくは診断のために効果

的な量の請求項１３の分子を患者に投与することを含む、海馬で発現する遺伝子

の発現の変化に関連する疾患の治療方法または診断方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の技術分野）

  本発明は、海馬で発現する遺伝子の少なくとも断片を含むポリヌクレオチドに

関連する。本発明はまた、アルツハイマー病、ハンチントン病、精神分裂病、て

んかん等の海馬に関連する疾患の診断及び予後、予防、治療、治療の評価にこれ

らの分子を利用することに関連する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  海馬は、感情や動機付け、又は生理学的なその他の機能を制御する大脳辺縁系

の一部である。辺縁系には、辺縁皮質及び海馬、小脳、視床下部、前視床が含ま

れる。海馬は、学習過程及びある種の記憶において重要な役割を果たす。海馬を

刺激すると、怒りや受動性、過度な性衝動を含む行動的な応答が起こり得る。弱

い電気刺激を与えると海馬発作が起こる。海馬機能を喪失した患者は、喪失前の

記憶は保持しているが、喪失後に起こる事象は全て僅か２～３分以下の記憶しか

持続されない（順行性健忘症）。従って、海馬は、入力された感覚情報の重要性

を理解し、どの入力を記憶すべきかを決定すると考えられる。海馬はまた、情報

の記憶が完全に定着するまで心の中で情報を何度も繰り返し述べさせる信号を送

る。

      【０００３】

  齧歯類及び霊長類、その他のヒト以外の動物の海馬を切除した場合の影響を調

べるために様々な研究がなされた。記憶障害や空間認識能力が海馬の機能に関連

することが分かった。細胞の喪失を含む海馬の形態学的な変化が、てんかん及び

精神分裂病、アルツハイマー病、ある種の健忘症（Jack (1994) Epilepsia 35:S

21-S29）に関連する。動物実験のデータから、ストレス時に分泌される糖質コル

チコイドが海馬に損傷を与え、海馬ニューロンの神経発作に耐える能力を損なわ

せ得る（Sapolsky (1993) Behav. Brain Res. 57:175-82）。ヒト海馬もまた、

糖質コルチコイドに継続的に曝されると損傷を受け可能性があり、糖質コルチコ

イドの過剰な分泌によって生じたクッシング症候群の患者に海馬の萎縮が見られ
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たとの報告がある。

      【０００４】

  生物間の系統発生的な関係が、何度も実証され、多様な原核生物及び真核生物

の研究結果は、生化学的及び生理学的な機構、並びに代謝経路の段階的な進化を

示唆する。様々な進化上のストレスにもかかわらず、酵母及び線虫、ハエ、ラッ

ト、ヒトの細胞周期を調節するタンパク質が、共通の化学的及び構造的特徴を有

し、共通の一般的な細胞内の活性を調節する。構造及び／または機能が既知であ

るヒト以外の生物の遺伝子配列とヒトの遺伝子配列とを比較することによって、

研究者が類似性を引き出し、仮説を検証するためにモデル系を開発することがで

きる。これらのモデル系は、ヒトの症状及び疾患、異常症の診断薬及び治療薬の

開発及び検査において極めて重要である。

      【０００５】

  海馬の発達に関連する遺伝子を同定することによって、可能性のある新規の診

断及び治療標的を提供する。本発明は、アルツハイマー病及びハンチントン病、

精神分裂病、てんかん等の海馬に関連する疾患の診断及び予後、治療、予防、治

療の評価にとって有効な新規の組成物を提供することで当分野のニーズに応える

ことができる。

      【０００６】

  （発明の概要）

  第一実施態様では、海馬で発現する実質的に精製されたポリヌクレオチドを提

供する。好適な実施例は、（ａ）SEQ ID NO:1－7のポリヌクレオチド配列と、（

ｂ）SEQ ID NO:8のポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチド配列と、（

ｃ）前記（ａ）または（ｂ）のポリヌクレオチド配列と少なくとも７０％の同一

性を有するポリヌクレオチド配列と、（ｄ）前記（ａ）または（ｂ）、（ｃ）の

ポリヌクレオチド配列と相補的なポリヌクレオチド配列と、（ｅ）前記（ａ）ま

たは（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）のポリヌクレオチド配列の少なくとも１０個の、好

適には少なくとも１８個の連続するヌクレオチドを含むポリヌクレオチド配列と

、（ｆ）前記（ａ）若しくは（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）のポリヌクレオチ

ドとストリンジェントな条件の下でハイブリダイズするポリヌクレオチドとが含
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まれる。更に、本発明は、上記した任意のポリヌクレオチドを含む発現ベクター

及びその発現ベクターを含む宿主細胞を提供する。更に本発明は、海馬で発現す

る遺伝子の発現の変化に関連する疾患や症状を治療及び予防するために好適な量

の前記したポリヌクレオチドを患者に投与することを含む、前記疾患の治療また

は予防方法を提供する。

      【０００７】

  第二実施態様では、本発明は、海馬で発現する遺伝子の遺伝子産物を含む実質

的に生成されたポリペプチドを提供する。好適な実施例は、（ａ）SEQ ID NO:8

のポリペプチド配列と、（ｂ）前記（ａ）のポリペプチド配列と少なくとも８５

％の同一性を有するポリペプチド配列と、（ｃ）前記（ａ）若しくは（ｂ）のポ

リペプチド配列の少なくとも６個の連続するアミノ酸を含むポリペプチド配列と

を含む。更に本発明は、上記したポリペプチドに特異的に結合する抗体を提供す

る。また本発明は、海馬で発現する遺伝子の発現の変化に関連する疾患や症状を

治療及び予防するために好適な量の前記抗体を患者に投与することを含む、前記

疾患の治療または予防方法を提供する。

      【０００８】

  別の実施態様では、本発明は、好適な医薬用担体と共に上記したポリヌクレオ

チド若しくはポリペプチドの任意の１つを含む医薬組成物を提供する。また本発

明は、海馬で発現する遺伝子の発現の変化に関連する疾患の患者に好適な量のそ

のような組成物を投与することを含む、前記疾患や症状を治療若しくは予防する

方法を提供する。

      【０００９】

  更なる実施態様では、本発明は、海馬で発現する遺伝子の発現の変化に関連す

る疾患や症状の診断方法を提供する。この方法は、（ａ）１或いは複数の海馬で

発現した遺伝子を含むサンプルを提供するステップと、（ｂ）１或いは複数のハ

イブリダイゼーション複合体を形成するのに好適な条件の下で、１或いは複数の

上記したポリヌクレオチドを前記発現遺伝子とハイブリダイズさせるステップと

、（ｃ）そのようなハイブリダイゼーション複合体を検出するステップと、（ｄ

）そのようなハイブリダイゼーション複合体のレベルと非病片サンプルにおける
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ハイブリダイゼーション複合体のレベルとを比較するステップとを含み、非病片

サンプルにおけるハイブリダイゼーション複合体のレベルと比べた時の病片サン

プルにおける１或いは複数のハイブリダイゼーション複合体のレベルの差異が、

疾患や症状の存在と相関性を有する。

      【００１０】

  本発明はまた、核酸若しくはその断片を用いて、ライブラリーの分子をスクリ

ーニングして、前記核酸に特異的に結合する少なくとも１つの分子を同定する方

法を提供する。この方法は、分子のライブラリーを提供するステップと、特異的

に結合するのに好適な条件の下で、前記核酸と分子のライブラリーとを結合させ

るステップと、特異的な結合を検出するステップと、それによって前記核酸に特

異的に結合する分子を同定するステップとを含む。このようなライブラリーには

、DNA分子、RNA分子、ペプチド、ペプチド核酸、タンパク質や、複製及び転写、

翻訳の潜在的なレギュレータであるものが含まれる。本発明はまた、タンパク質

やその断片を用いて分子のライブラリーをスクリーニングして、前記タンパク質

と特異的に結合する少なくとも１つの分子を同定する方法を提供する。このよう

な方法は、分子のライブラリーを提供するステップと、特異的に結合するのに好

適な条件の下で、前記タンパク質を分子のライブラリーと結合させるステップと

、特異的な結合を検出するステップと、それによって前記タンパク質と特異的に

結合する分子を同定するステップとを含む。ある実施態様では、このような方法

によって同定された分子が、前記タンパク質の活性を調節する。

      【００１１】

  更に本発明は、抗体、抗体の断片、及び前記したポリペプチドに対して特異性

を有する免疫複合体、並びに海馬に関連する疾患や症状の治療方法若しくは予防

方法を提供する。

      【００１２】

  （発明の記載について）

  本明細書において、単数形の「或る」及び「その（この）」の表記は、文脈に

明確に記載されていない場合以外は、複数の意味も含むことに注意されたい。従

って、例えば「或る宿主細胞」の表記には、複数のそのような宿主細胞が含まれ
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、「ある抗体」の表記は、１またはそれ以上の抗体及び当業者に周知のそれらの

等価物なども表している。

      【００１３】

  （定義）

  「NSEQ」は一般に、SEQ ID NO:1－7を含む本発明のポリヌクレオチド配列を指

す。「PSEQ」は一般に、SEQ ID NO:8を含む本発明のポリペプチド配列を指す。

      【００１４】

  「断片」は、好ましくは少なくとも２０個の核酸の長さ、更に好ましくは４０

個の核酸長さ、最も好ましくは６０個の核酸長さの核酸配列であって、例えば、

SEQ ID NO:1－7の核酸1－50及び51－400、401－4,000、4,001－12,000などから

なる断片を含む核酸配列を指す。

      【００１５】

  「遺伝子」若しくは「遺伝子配列」は、遺伝子の部分的或いは完全なコーディ

ング配列及びその相補体、その５’若しくは３’非翻訳領域を指す。

      【００１６】

  「相同性」は、基準となる配列と少なくとも新規に配列決定されたクローン挿

入物の断片またはそのコードされたアミノ酸配列との間の配列類似性を指す。

      【００１７】

  「ポリヌクレオチド」は、核酸、核酸配列、オリゴヌクレオチド、ヌクレオチ

ド、または任意のそれらの断片を指す。また、「ポリヌクレオチド」は、ゲノム

若しくは合成起源のDNA或いはRNA、二本鎖或いは一本鎖あり、炭水化物または脂

質、タンパク質、その他の物質と結合して、特定の活性を有したり、有用な組成

物を形成し得る。「オリゴヌクレオチド」は、アンプリマー（amplimer）及びプ

ライマー、オリゴマー、エレメント、プローブと実質的に同一である。

      【００１８】

  「ポリペプチド」は、天然或いは合成起源のアミノ酸またはアミノ酸配列、オ

リゴペプチド、ペプチド、タンパク質、またはそれらの一部を指す。

      【００１９】

  「ペプチド配列の一部分」は、好ましくは５個～１５個、最も好ましくは少な
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くとも１０個のアミノ酸長さのアミノ酸配列であって、例えばSEQ ID NO:8のあ

る生物学的或いは免疫学的活性を保持するペプチド配列を指す。

      【００２０】

  「サンプル」は、その最も広い意味で用いられる。核酸を含むサンプルは、体

液、細胞抽出物や、細胞から単離された染色体、細胞小器官、膜や、溶液中或の

いは基板に結合されたゲノムDNAまたはRNA、cDNA、組織、細胞、組織プリント等

を含み得る。

      【００２１】

  「実質的に精製された」は、その自然環境から除去された核酸若しくはアミノ

酸配列であって、単離或いは分離され、自然の状態では共に存在する他の成分か

ら少なくとも約６０％、好適には約７５％、最も好適には、約９０％取り除かれ

たものを指す。

      【００２２】

  「基板」は、ポリヌクレオチド或いはポリペプチドが結合する任意の好適な固

体或いは半固体の支持物を指し、膜またはフィルター、チップ、スライド、ウエ

ハ、ファイバー、磁気または非磁気ビーズ、ゲル、毛細管または他のチューブ、

プレート、ポリマー、微少粒子が含まれる。この基板は、孔または溝、ピン、チ

ャネル、細孔を含む様々な表面形態を有する。

      【００２３】

  「変異体」は、SEQ ID NO:1－7から分岐したポリヌクレオチド配列若しくはSE

Q ID NO:8から分岐したポリペプチド配列を指す。ポリヌクレオチド配列の多様

性は、１或いは複数のヌクレオチドの欠失、付加、置換などの突然変異から生じ

、コドンの読み枠が変わることも起こり得る。このような変異は、単独或いは組

み合わせて、所定の配列で１回或いは複数回起こる。ポリペプチド変異体は、SE

Q ID NO:8の構造的特徴或いは機能的特徴の少なくとも一方を有する配列を含む

。

      【００２４】

  （詳細な説明）

  本発明の配列は、ラット胎児の海馬由来cDNAライブラリーで発現したポリヌク
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レオチドと、ラット成体の海馬由来cDNAライブラリーで発現したポリヌクレオチ

ドとを比較して初めに同定された。本ポリヌクレオチド配列の幾つかは、発現レ

ベルにのみ基づいて同定されたため、海馬の特定の遺伝子機能のa prioriを知る

必要がない。名称「Comparative Gene Transcript Analysis」、USPN 5,840,484

に開示された本発明の存在量分類プログラムを用いて、ラット胎児及び成体の海

馬組織で同定されたそれぞれの遺伝子に対応するmRNA転写物の頻度によって分類

して表を作成した。またUSPN 5,840,484に言及することをもって本明細書の一部

とする。また、この比較による遺伝子転写物の分析を利用して、ラット成体の海

馬では発現するがラット胎児の海馬では発現しない異なって発現する遺伝子を同

定した。

      【００２５】

  ESTクラスターを構築した後、各cDNAライブラリーの転写物イメージを作成し

て、所定のESTクラスターの頻度或いは存在量を決定した。あるクローン集団に

おけるESTクラスターの頻度が特定の遺伝子の発現レベルに相関する。転写物の

分析によって、それぞれの組織サンプルに特異的な同一、ユニーク及び相同な転

写物の存在及び存在量を概算する。ラット成体の海馬のみで発現するポリヌクレ

オチドを用いて、ヒトの相同配列を同定する。ヒト核酸配列SEQ ID NO:1－7、SE

Q ID NO:7に対応するアミノ酸配列SEQ ID NO:8、及びラット核酸配列SEQ ID NO:

9－15を配列表に示す。

      【００２６】

  表１は、ラット成体の海馬では発現するがラット胎児の海馬では発現しない核

酸配列SEQ ID NO:9－15及びそれらのヒト相同配列SEQ ID NO:1－7を示す。列１

は、ラット成体の海馬では発現するがラット胎児の海馬では発現しない、初めに

同定された各核酸配列SEQ ID NO:9－15のインサイト社クローン番号を示す。こ

れらの核酸配列を用いて、列３に示されているヒト核酸配列を同定した。列２及

び列３はそれぞれ、それぞれのヒト核酸配列に対するSEQ ID NO及び対応するイ

ンサイト社クローン番号を示す。SEQ ID NO:1－7の断片は、同一或いは類似の配

列の発現パターンの変化を同定するためのハイブリダイゼーション若しくは増幅

技術において有用である。列４は、SEQ ID NO: 1－7の具体的な断片を示す。列
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５は、列４のラット核酸配列と対応する列２のヒト核酸配列との間の配列同一性

を示す。列６は、列３の配列が優性に発現するヒトの組織を示す。ヒトの配列の

全てが、海馬を含む神経組織で発現する。

      【００２７】

  従って、一実施例では、本発明は、SEQ ID NO:1－7の配列を含むポリヌクレオ

チド配列（NSEQ）を含む。本発明の方法によって見出されたこれらの７つのポリ

ヌクレオチドは、成体の海馬に関連して著しく異なって発現する。本発明はまた

、そのポリヌクレオチド配列の変異体、その相補体、上記した配列の１８個の連

続するヌクレオチドを含む。ポリヌクレオチド変異配列は、通常はNSEQと少なく

とも約７０％、好適には約８５％、最も好適には約９５％の配列同一性を有する

。

      【００２８】

  本発明は、海馬で発現する１或いは複数の遺伝子の少なくとも断片を含むポリ

ヌクレオチド配列を提供する。このようなポリヌクレオチド配列は、分子のライ

ブラリーのスクリーニングして、特異的な結合を調べるため、並びにアルツハイ

マー病、ハンチントン病、精神分裂病、てんかん、及びそれらの合併症等の海馬

の疾患の診断及び予後のために有用である。

      【００２９】

  これらのポリヌクレオチド配列は、特に、マイクロアレイのハイブリダイズ可

能なアレイ要素として有用である。このようなマイクロアレイを用いて、胎児の

海馬、正常な海馬、病片海馬、または処置した海馬で異なって発現する遺伝子の

発現をモニタリングする。マイクロアレイは、極めて多数のポリヌクレオチド配

列の大量の遺伝子分析若しくは遺伝子発現の分析、表現型（症状）が明らかにな

る前の疾患の診断、または類似の症状を有する疾患の様々な診断に用いることが

できる。マイクロアレイはまた、海馬の機能に関係するポリペプチドをコードす

る遺伝子の発現の変化がてんかん等の疾患を起こす場合のモニタリング及び治療

の評価に用いることができる。更に、マイクロアレイを用いて、アルツハイマー

病等の疾患に対する個人の疾病資質を検査することもできる。更に、マイクロア

レイを用いて、神経細胞の増殖、再生、変性などの細胞応答を調べることができ
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る。

      【００３０】

  本発明のポリヌクレオチド配列をマイクロアレイのハイブリダイズ可能な要素

として用いる場合、それぞれの要素が基板の指定の位置に配置されるようにアレ

イ要素は規則正しく配置される。各アレイ要素が基板の指定の位置に配置されて

いるため、ハイブリダイゼーションのパターン及び強度（これらによって固有の

発現プロファイルを作成する）を、特定の遺伝子の発現レベルと見なすことがで

き、また特定の疾患や症状、治療に相関性を有し得る。

      【００３１】

  本発明はまた、好適な医薬様担体と共に本発明のポリヌクレオチド配列を含む

医薬組成物を提供する。また本発明は、海馬に関連した疾患や症状の治療若しく

は予防のために好適な量のこのような組成物を患者に投与することを含む、海馬

を調節する遺伝子の発現の変化に関連する疾患や症状の治療または予防方法を提

供する。

      【００３２】

  ESTクラスターを構築した後、それぞれのcDNAライブラリーに対する転写物イ

メージを生成して、所定のESTクラスターの頻度若しくは存在量を決定する。あ

るクローン集団におけるESTクラスターの頻度が特定の遺伝子の発現レベルに相

関する。転写物の分析によって、それぞれの組織サンプルに特異的な同一、ユニ

ーク及び相同な転写物の存在及び存在量を概算する。異なった生物学的サンプル

に由来する転写物イメージの比較によって、例えば疾患の状態及び治療の効果、

様々な環境因子への暴露、遺伝子型などの細胞及び組織の情報と、特定の遺伝子

若しくは遺伝子群の発現レベルとの間の統計的に有意な相関性を実証することが

できる。異なった条件下での同じ細胞や組織間、または異なった細胞や組織間の

転写物イメージの比較をすることで、転写物の活性の違いを識別することができ

る。例えば、転写物イメージは、（ａ）海馬と前頭皮質との差、（ｂ）正常な脳

組織と病変脳組織との差、または（ｃ）処置した脳組織と未処置の脳組織との差

を示すことができる。

      【００３３】
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  転写物イメージの比較は当業者に周知の方法で行うことができる。例えば、ア

レイ状のDNAクローンの量的なハイブリダイゼーション（Nguyen et al. (1995) 

Genomics 29:207-216）、遺伝子発現の連続的分析（SAGE）技術（Velculescu 他

 (1995) Science 270:484-487）、ポリメラーゼ連鎖反応（Peng 他 (1992) Scie

nce 257:967-971; Prashar 他 (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:659-663）、

または異なる増幅のプロトコル（Van Gelder 他 USPN 5,545,522）に基づいて、

或いは比較遺伝子転写分析（Seilhamer 他 USPN 5,840,484）やGEMTOOLS遺伝子

発現分析プログラム(Incyte Pharmaceuticals. Palo Alto CA)などの電子分析に

基づいて、異なる遺伝子発現アッセイによって、転写物のレベル及びイメージを

求めて比較することができる。

      【００３４】

  転写物プロファイルを比較して、（１）胎児海馬のみに存在する転写物、（２

）成体海馬のみに存在する転写物、（３）成体海馬より胎児海馬においてより高

いレベルで発現する転写物、（４）胎児海馬より成体海馬においてより高いレベ

ルで発現する転写物、（５）胎児や成体の海馬に存在しないが、肝臓などの他の

ラット組織に存在する転写物、（６）組織を比較した場合に統計的に有意な発現

の差を示さない、胎児海馬及び成体海馬の双方に存在する転写物のポリヌクレオ

チド配列を同定することが可能である。

      【００３５】

  NSEQ若しくはコードされたPSEQを用いて、GenBankの霊長類（pri）及び齧歯類

(rod)、ほ乳類(mam)、脊椎動物(vrtp)、真核生物(eukp)のデータベース、SwissP

rot、BLOCKS (Bairoch 他 (1997) Nucleic Acids Res. 25:217-221)、PFAMデー

タベース、並びにすでに同定され注釈のついたモチーフ及び配列、遺伝子機能を

含むその他のデータベースに対して検索する。例えば、Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST: Altschul (1993) J. Mol. Evol. 36:290-300: Altschul 

他 (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410)、BLOCKS (Henikoff and Henikoff (199

1) Nucleic Acids Res. 19:6565-6572)、隠れマルコフモデル（HMM: Eddy (1996

) Cur. Opin. Str. Biol. 6:361-365: Sonnhammer 他 (1997) Proteins 28:405-

420）等のアルゴリズムだけではなく、二次構造ギャップペナルティを有する一
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次配列パターンを検索する方法を用いて、ヌクレオチド配列やアミノ酸配列を操

作して分析することができる。これらのデータベース、アルゴリズム、及びその

他の方法は当分野で周知であり、Ausubel他（1997; Short Protocols in Molecu

lar Biology, John Wiley & Sons. New York NY, unit 7.7）及びMeyers （1995

: Molecular Biology and Biotechnoloigy, Wiley VCH. New York NY, p 856-85

3）に記載されている。

      【００３６】

  また本発明は、ストリンジェントな条件の下でSEQ ID NO:1－7及びその断片に

ハイブリダイズ可能なポリヌクレオチド配列を含む。ストリンジェントな条件は

、塩濃度及び温度、また当分野で周知のその他の試薬及び条件によって決めるこ

とができる。好適な条件は、例えば、プレハイブリダイゼーション及びハイブリ

ダイゼーション溶液、洗浄溶液の塩濃度を変えて、或いはハイブリダイゼーショ

ン及び洗浄の温度を変えて選択することができる。何種類かの基質を用いて、プ

レハイブリダイゼーション及びハイブリダイゼーション溶液にホルムアミドを加

えて温度を低下させることができる。

      【００３７】

  ハイブリダイゼーションは、１％のドデシル硫酸ナトリウム（SDS）を含む5xS

SCなどのストリンジェンシーの低い緩衝液で、６０℃で行うことができるが、核

酸配列間に不一致を含む複合体の形成を許容し得る。４５℃（中程度のストリン

ジェンシー）或いは６８℃（高いストリンジェンシー）の何れかで、０．１％の

SDSを含む0.2xSSCなどの緩衝液で続く洗浄を前記ハイブリダイゼーションより高

いストリンジェンシーで行うことによって、完全に相補的な配列を含む複合体の

みを維持する。SDSやSarcosyl、またはTriton X-100などの界面活性剤及び/また

はサケ精子DNAなどの遮断剤を用いてバックグラウンドシグナルを低減すること

が可能である。ハイブリダイゼーションの方法については、Ausubel（前出 unit

s 2.8-2.11, 3.18-3.19 and 4-6-4.9）及びSambrook他（1989: Molecular Cloni

ng. A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Press, Plainview NY）に記載

されている。

      【００３８】
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  部分的なヌクレオチド配列を用いて、プロモーターや他の調節要素などの上流

の配列を検出する当分野で周知の種々のPCR系の方法で、NSEQを伸長することが

可能である（例えば、Dieffenbach and Dveksler (1995) PCR Primer, a Labora

tory Manual, Cold Spring Harbor Press. Plainview NYを参照）。或いは、XL-

PCRキット（PE Biosystems, FosterCity CA）、ネスト化プライマー（nested pr

imer）、及び市販のcDNA（Life Technologies, Rockville MD）、若しくはゲノ

ムライブラリー（Clontech, Palo Alto CA）を用いて、配列を伸長することも可

能である。全てのPCR系の方法では、プライマーが、例えばOLIGO4.06ソフトウェ

ア（National Biosciences, Plymouth MN）や別の好適なプログラムなどの市販

のソフトウェアを用いて、長さが約１８～３０個のヌクレオチド、ＧＣ含有率が

約５０％であって、約６８～７２℃の温度でハイブリダイゼーション複合体を形

成するように設計することができる。

      【００３９】

  本発明の別の実施態様では、好適な宿主細胞において、PSEQ若しくはその構造

的或いは機能的断片の発現を誘導する組み換えDNA分子に、NSEQをクローニング

することができる。遺伝子コードには固有の縮重があるため、実質的に同一或い

は機能的に等価のアミノ酸配列をコードする別のDNA配列を作製して、これを用

いてNSEQによってコードされるポリペプチドを発現させることができる。限定す

るものではないが、遺伝子産物のクローニング、プロセシング及び/または発現

の改変を含む様々な目的のために、当分野で周知の技術を用いて本発明のヌクレ

オチド配列を改変することができる。ランダムな断片化によるDNAシャッフリン

グ、並びに遺伝子断片や合成オリゴヌクレオチドのPCR増幅で、ヌクレオチド配

列を操作することができる。例えば、オリゴヌクレオチド仲介性の特定部位突然

変異誘発を用いて、新規の制限部位を創出したり、グリコシル化パターンやコド

ンの読み枠を変えたり、スプライスバリアントを生成するなどの変異を導くこと

ができる。

      【００４０】

  生物学的に活性なタンパク質、NSEQ、またはそれらの断片を発現させるために

、特定の宿主において、挿入されたコーディング配列の転写及び翻訳の調節に必
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要な要素を含む好適な発現ベクターの中に挿入することができる。これらの要素

には、エンハンサー、構成的及び誘導性のプロモーター、５’及び３’非翻訳領

域などの調節配列を含む。当分野で周知の方法を用いてこのような発現ベクター

を作製する。これらの方法には、in vitro組み換えDNA技術、合成技術、及びin 

vivo遺伝子組み換えが含まれる（例えば、Sambrook, 前出: and Ausubel,前出、

を参照）。

      【００４１】

  様々な発現ベクター／宿主細胞系を用いてNSEQを発現させることができる。こ

れらには限定するものではないが、組み換えバクテリオファージ、プラスミド、

またはコスミドDNA発現ベクターで形質転換された細菌などの微生物や、酵母発

現ベクターで形質転換された酵母、バクロウィルスベクターで感染された昆虫細

胞系、ウィルスや細菌発現ベクターで形質転換された植物細胞系、動物細胞系が

含まれる。哺乳動物系において長期に渡って組み換えタンパク質を産生させるた

めに、細胞系の安定した発現が選択される。例えば、同一或いは別のベクター上

に選択可能なマーカー遺伝子や可視マーカー遺伝子及びウィルス起源の複製要素

及び／または内因性の発現要素を含み得る発現ベクターを用いて、NSEQを細胞系

に導入することができる。本発明は、用いられるベクターや宿主細胞によって制

限されるものではない。

      【００４２】

  一般に、PSEQを発現するNSEQを含む宿主細胞は、当分野で周知の様々な方法に

よって同定することが可能である。これらの方法には、限定するものではないが

、DNA-DNA若しくはDNA-RNAハイブリダイゼーション、PCR増幅、核酸やタンパク

質配列の検出及び／または定量のための膜及び溶液またはチップ系の技術を含む

イムノアッセイ技術及びタンパク質バイオアッセイが含まれる。特異的なポリク

ローナル若しくはモノクローナル抗体のいずれかを用いるPSEQの発現の検出・定

量を行う免疫学的な方法は当分野で周知である。このような技術の例には、酵素

結合免疫吸着アッセイ（ELISA）及びラジオイムノアッセイ（RIA）、蛍光活性化

細胞ソーティング（FACS）が含まれる。

      【００４３】
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  発現及び細胞培養からタンパク質を回収するのに好適な条件の下で、NSEQで形

質転換された宿主細胞を培養することができる。遺伝子組み換え細胞によって産

生されるタンパク質は、用いられる配列及び／またはベクターによって、分泌さ

れたり細胞内に維持されたりする。当業者には明らかなように、NSEQを含む発現

ベクターは、原核細胞膜若しくは真核細胞膜からタンパク質を分泌させるシグナ

ル配列を含むように設計することもできる。

      【００４４】

  更に、宿主細胞系は、挿入した配列の発現を調節する能力または発現したタン

パク質を好適な形にプロセシングする能力から選択することができる。ポリペプ

チドのこのような改変には、限定するものではないが、アセチル化及びカルボキ

シル化及びグリコシル化、リン酸化、脂質化、アシル化が含まれる。タンパク質

の「prepro」型を切断する翻訳後プロセシングを用いて、タンパク質のターゲッ

ティング、折り畳み及び/または活性を明確にすることができる。翻訳後の活性

のための特定の細胞機構及び特徴的な機構を有する様々な宿主細胞（例えば、CH

O及びLeLa、MDCK、HEK293、WI38）は、American Type Culture Collection (Man

assas VA)から入手可能であり、確実に発現したタンパク質の適正な修飾やプロ

セシングなされるように選択することができる。

      【００４５】

  本発明の別の実施例では、天然の或いは改変した、または組み換え核酸配列を

異種配列に結合すると、前記した任意の宿主系で異種のタンパク質部分を含む融

合タンパク質が翻訳される。このような異種のタンパク質部分によって、市販の

アフィニティマトリックスを用いる融合タンパク質の生成が容易になる。このよ

うなタンパク質部分には、限定するものではないが、グルタチオンSトランスフ

ェラーゼ、マルトース結合タンパク質、チオレドキシン、カルモジュリン結合ペ

プチド、6-His、FLAG、c-myc、ヘマグルチニン（hemaglutinin）及びモノクロー

ナル抗体エピトープが含まれる。

      【００４６】

  別の実施例では、当分野で周知の化学的若しくは酵素的方法によって全て或い

は一部の核酸配列を合成する（Caruthers 他 (1980) Nucleic Acids Symp. Ser.
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 (7) 2 15-233; Ausubel, 前出）。例えば、ペプチドの合成は、様々な固相技術

（Roberge 他 (1995) Science 269:202-204）を用いて行うことができ、ABI 431

Aペプチドシンセサイザー（PE Biosystems）などの機械を用いれば自動的に合成

することもできる。所望に応じて、アミノ酸配列を合成中に改変し、かつ／また

は他のタンパク質の配列を結合させて変異タンパク質を作ることができる。

      【００４７】

  別の実施例では、本発明は、SEQ ID NO:8のアミノ酸配列若しくはその断片を

含む実質的に生成されたポリペプチド（PSEQ）を提供する。

      【００４８】

  （スクリーニング、診断、治療）

  このポリヌクレオチド配列を用いて、アルツハイマー病、ハンチントン病、精

神分裂症、てんかん、及びそれらの合併症などの海馬に関連する疾患に対する治

療薬分子の選択及び評価、並びに診断及び予後、予防、治療を行うことができる

。

      【００４９】

  このポリヌクレオチド配列を用いて、特定の結合親和性を調べるためにライブ

ラリーの分子のスクリーニングを行うことができる。このアッセイを用いて、DN

A分子、RNA分子、PNA、ペプチド、リボザイム、抗体、アゴニスト、アンタゴニ

スト、免疫グロブリン、インヒビター、転写因子を含むタンパク質、エンハンサ

ー、リプレッサー、及び生物系のポリヌクレオチド配列の活性を調節する薬剤等

のライブラリーをスクリーニングすることが可能である。このアッセイには、分

子のライブラリーを準備するステップと、特異的結合を許容するのに好適な条件

の下で、このポリヌクレオチド配列若しくはその断片を分子のライブラリーと結

合させるステップと、特定の結合を検出して、このポリヌクレオチド配列と特異

的に結合する少なくとも１つの分子を同定するステップとを含む。

      【００５０】

  同様に、このポリペプチド若しくはその一部を用いて、任意のスクリーニング

アッセイで分子のライブラリーをスクリーニングすることができる。このような

スクリーニングに用いられるこのポリペプチドの一部が、溶液中に遊離した状態
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であるか、生物若しくは非生物の基板（例えば細胞表面上）に固定された状態で

あるか、または細胞内に存在し得る。このポリペプチドと分子との特異的な結合

を測定することができる。このアッセイを用いて、このポリペプチドに特異的に

結合するDNA分子、RNA分子、PNA、ペプチド、リボザイム、抗体、アゴニスト、

アンタゴニスト、免疫グロブリン、インヒビター、タンパク質、薬剤等のライブ

ラリーをスクリーニングすることが可能である。微量の検査化合物を用いる極微

量アッセイを利用するハイスループット型の方法は、酵素阻害若しくは受容体結

合に対して極めて多くの分子をスクリーニングすることができる。この方法は、

Burbaum 他による USPN 5,876,946に記載されており、引用することをもって本

明細書の一部とする。

      【００５１】

  好適な一実施例では、このポリヌクレオチド配列を診断目的に用いて、遺伝子

の発現の有無及び過剰な発現を測定する。このポリヌクレオチドは、少なくとも

１８個のヌクレオチドの長さであって、相補的なRNA及びDNA分子、分岐核酸、及

び／またはペプチド核酸（PNA）から成り得る。変更例では、このポリヌクレオ

チドを用いて、NSEQの発現が疾患とが相関性を有するサンプルにおける遺伝子の

発現を検出して定量する。別の実施例では、NSEQを用いて、疾患に関連した遺伝

子多型を検出することができる。これらの多型をcDNA転写産物において検出する

ことが可能である。

      【００５２】

  プローブの特異性は、ユニークな領域または調節領域から、或いは保存された

モチーフから作製されているかどうかによって決まる。診断のハイブリダイゼー

ション若しくは増幅におけるプローブの特異性及び厳密性（最大、高い、中程度

、低い）の双方によって、このプローブが、自然発生の配列のみ、或いは完全に

相補的な配列、またｈアレル変異配列若しくは関連する配列までを同定するかど

うかが決まる。関連する配列を検出するべく設計されたプローブは、PSEQをコー

ドする任意の核酸配列と少なくとも７０％の配列同一性を有する。

      【００５３】

  ハイブリダイゼーションプローブの作製方法には、ベクターの中に核酸配列を
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クローニングしてmRNAプローブを作製することが含まれる。市販されている当技

術分野で周知のこのようなベクターを用いて、好適なRNAポリメラーゼ及び標識

されたヌクレオチドを加えてRNAプローブを合成することができる。ハイブリダ

イゼーションプローブには、限定するものではないが、３２P若しくは３５Sなど

の放射性核種、アビチン／ビオチン結合系によってプローブに結合されたアルカ

リホスファターゼなどの酵素標識を含む様々なレポーター群によって標識された

ヌクレオチドを含めることが可能である。標識したポリヌクレオチド配列を、患

者からのサンプルを利用するノーザン分析やサザン分析、ドットブロット、また

は他の膜系の技術や、PCR技術や、マイクロアレイに用いて、変異PSEQ発現を検

出することができる。

      【００５４】

  標準的な方法でNSEQを標識し、ハイブリダイゼーション複合体の形成及び検出

に好適な条件の下で患者からのサンプルに加えることができる。インキュベーシ

ョンの後、サンプルを洗浄し、ハイブリッド複合体の形成に関連するシグナルを

定量し、標準値と比較する。所定の疾患に感染していない任意のコントロールサ

ンプルから標準値を求める。患者のサンプル内のシグナルの量が標準値と異なる

場合は、その発現値の変化が疾患の存在を示す。患者のサンプル内に形成された

ハイブリダイゼーション複合体を標準値と比較する質的かつ量的方法は当技術分

野では周知である。

      【００５５】

  このようなアッセイはまた、動物実験や臨床試験における特定の治療効果の評

価、または患者の治療のモニタリングに利用することができる。疾患の存在が確

認されて治療が始まると、ハイブリダイゼーション或いは増幅アッセイを定期的

に行って、患者の発現レベルが健康な患者の発現レベルに近づき始めたかどうか

を調べる。連続的なアッセイによって得られたデータから、数日から数年に渡る

期間における治療効果を確認することができる。

      【００５６】

  このポリヌクレオチドを、海馬に関連した様々な疾患の診断に用いることがで

きる。これらの疾患には、限定するものではないが、アルツハイマー病、ハンチ
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ントン病、精神分裂病、てんかんが含まれる。

      【００５７】

  このポリヌクレオチドをマイクロアレイにおける標的として用いることもでき

る。マイクロアレイを用いて、非常に多くの遺伝子の発現パターンを同時にモニ

タリングし、スプライスバリアント及び変異、多型を同定することができる。発

現パターンの分析から得られた情報を用いて、遺伝子機能の決定、疾患における

遺伝子の原理の理解、疾患の診断、疾患の治療に用いられる治療薬の活性の開発

及びモニタリングに使用することができる。また、マイクロアレイを用いて、ゲ

ノムレベルで遺伝子多様性即ち特定の集団を特徴付け得る一塩基多型（SNP）を

検出することができる。

      【００５８】

  更なる別法では、ポリヌクレオチドを、自然発生のゲノム配列のマッピングに

有用なハイブリダイゼーションプローブの作製に用いることもできる。蛍光in s

ituハイブリダイゼーション(FISH)は、Heinz-Ulrich 他 (In: Meyers, 他, pp 9

65-968)に記載されているような遺伝子マップデータや他の物理的な染色体マッ

ピング技術と相関し得る。

      【００５９】

  別の実施例では、PSEQに特異的に結合する抗体結合部位を含む抗体若しくはそ

の断片を、PSEQの発現の低下或いは過剰な発現によって特徴付けられる疾患の診

断に用いることができる。ELISA及びRIA、FACSを含むPSEQを測定する様々なプロ

トコルは、当技術分野では周知であり、発現レベルの変化或いは異常を診断する

基準となるものを提供する。PSEQの発現の標準値は、複合体形成に好適な条件の

下で、健康な患者好ましくはヒトから採取されたサンプルとPSEQに対する抗体と

を結合させて決定した。形成された複合体の収量は、様々な方法好ましくは光度

測定法によって定量される。病変サンプルに発現したPSEQの量を標準値と比較す

る。標準値と患者の値との偏差によって、疾患の診断やモニタリングの指標が得

られる。別法では、PSEQと特異的に結合可能な中和抗体がこのタンパク質と結合

するために検査化合物と競合する、競合薬剤スクリーニングアッセイを用いるこ

ともできる。抗体を用いて、PSEQと１以上の抗原決定基を共有する任意のペプチ
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ドの存在を検出することができる。一実施態様では、本発明の抗PSEQ抗体を用い

て、海馬に関連する疾患の治療或いはモニタリング、治療の評価をすることがで

きる。

      【００６０】

  別の実施態様では、NSEQ或いはその相補配列を用いて、治療目的で、mRNAやタ

ンパク質を発現させる、或いは逆にmRNAの転写や翻訳を遮断することができる。

発現ベクターは、レトロウイルス或いはアデノウイルス、ヘルペス或いはワクシ

ニアウイルス、細菌性プラスミドなどを用いて作製することができる。これらの

ベクターを用いて、ヌクレオチド配列を特定の標的器官や組織、細胞集団に輸送

することができる。当業者に周知の方法を用いて、核酸配列或いはその相補配列

を発現するベクターを作製することができる（例えば、Maulik 他 (1997) Molec

ular Biotechnology, Therapeutic Applications and Strategies, Wiley-Liss,

 New York NY.を参照）。別法では、NSEQ或いはその相補配列を、体細胞或いは

幹細胞遺伝子治療に用いることができる。ベクターをin vivo及びin vitro、ex 

vivoで導入することが可能である。ex vivoでの治療のために、ベクターを患者

から採取された幹細胞の中に導入し、得られた組み換え細胞をクローニングして

増殖させ、同じ患者に自己移植する。トランスフェクション或いはリポソーム注

入、ポリカチオンアミノポリマーによるNSEQの輸送は、当技術分野で周知の方法

で達成することができる（例えば、Goldman 他 (1997) Nature Biotechnology 1

5:462-466を参照）。更に、内因性のNSEQの発現を、不活性の遺伝子配列をNSEQ

のコーディング領域或いは別の好適な標的領域に挿入する相同組み換え法を用い

て不活性化することができる（例えば、Thomas 他 (1987) Cell 51:503-512を参

照）。

      【００６１】

  NSEQを含むベクターで細胞或いは組織を形質転換して、喪失したタンパク質を

発現させたり、機能を持たないタンパク質と置換したりすることができる。同様

に、NSEQの相補配列を発現するように作製されたベクターで細胞を形質転換して

PSEQの過剰な発現をダウンレギュレートすることもできる。相補的配列即ちアン

チセンス配列は、転写開始部位好ましくはATGの概ね－１０位から＋１０位のヌ
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クレオチドのオリゴヌクレオチドを含むのが好ましい。同様に、トリプレックス

法（三重らせん塩基対）を用いて阻害することもできる。このトリプレックス法

は、ポリメラーゼ或いは転写因子、調節分子が結合するのに必要な二重らせんの

巻き戻し能を阻害するため、PSEQの過剰な発現の阻害に有用である。三重らせん

DNAを用いた近年の治療の進歩が文献に記載されている（例えば、Gee 他 In: Hu

ber and Carr(1994) Molecular and Immunologic Approaches. Futura Publishi

ng, Mt. Kisco NY, pp 163-177を参照）。

      【００６２】

  RNA酵素分子であるリボザイムはmRNAの切断の触媒に用いることができ、本発

明のポリヌクレオチド配列を含むmRNAなどある種のmRNAのレベルを低下させるこ

とができる（例えば、Rossi (1994) Current Biology 4:469-471を参照）。リボ

ザイムは、特定の切断部位でmRNAを切断し得る。別法では、リボザイムは、標的

mRNAと相補的な塩基対を形成するフランキング領域によって指定された位置でmR

NAを切断し得る。リボザイムの作製及び生産は当技術分野では周知であり、Meye

rs（前出）に記載されている。

      【００６３】

  RNA分子を改変して、細胞内の安定性を高めて半減期を長くすることが可能で

ある。可能な改変には、限定するものではないが、分子の5'及び／または3'末端

におけるフランキング配列の付加、分子の背骨となるホスホジエステル結合の代

わりにホスホロチオネート若しくは2'Oメチルを用いて背骨を形成することが含

まれる。別法では、内在性のエンドヌクレアーゼによって容易には認識されない

アデニン及びシチジン、グアニン、チミン、ウリジンの類似改変型や、アセチル

－及びメチル－、チオ－のみならず、イノシンやqueosine、ワイブトシンなどの

従来のものでない塩基が含まれる。

      【００６４】

  更に、PSEQに特異的に結合するアンタゴニストや抗体を、海馬に関連した疾患

の治療或いは予防のために患者に投与することが可能である。アンタゴニストや

抗体及びそれらの断片を直接用いてタンパク質の活性を阻害したり、間接的に用

いてPSEQを発現する細胞や組織に治療薬を送達する。抗体やアンタゴニストのPS
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EQ結合部位を含む免疫複合体及び治療薬を、疾患の治療または予防のために患者

に投与することも可能である。この治療薬には、限定するものではないが、アブ

リン、リシン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、タキソール、臭化エチジウム

、マイトマイシン、エトポシド、tenoposide、ビンクリスチン、ビンブラスチン

、コルヒチン、ジヒドロキシアントラシンジオン(dihydroxy anthracin dione)

、アクチノマイシンD、ジフテリア毒素、シュードモナスエキソトキシンA及び40

、放射性同位元素並びに糖質コルチコイドからなる一群から選択された細胞傷害

剤を用いることが可能である。

      【００６５】

  PSEQの抗体は、当技術分野で周知の方法で生産することがある。このような抗

体には、限定するものではないが、ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体

、キメラ抗体、一本鎖抗体、Fab断片、Fab発現ライブラリーによって作製された

断片が含まれる。二量体の形成を阻害するような中和抗体は、治療において特に

有用である。PSEQのモノクローナル抗体は、培地における連続培養によって抗体

分子を産生する任意の方法で生産することができる。これらの技術には、限定す

るものではないが、ハイブリドーマ及びヒトB細胞ハイブリドーマ技術、EBVハイ

ブリドーマ技術が含まれる。更に、キメラ抗体の作製のために開発された技術を

使用することもできる（例えば、Pound (1998) Immunochemical Protocols, Met

hods Mol Biol, Vol 80を参照）。別法では、開示された一本鎖抗体の作製技術

を用いることもできる。PSEQに対して特異的に結合する部位を含む抗体断片を作

製することもできる。様々なイムノアッセイを用いて、目的の特異性を有する抗

体を同定することが可能である。確立された特異性を有するポリクローナル或い

はモノクローナル抗体の一方を用いる競合的な結合アッセイ或いは免疫放射線ア

ッセイの様々なプロトコルは当技術分野では周知である。

      【００６６】

  更に、PSEQの発現や寿命の低下或いは活性の低下に関連した疾患の治療または

予防のために、PSEQのアゴニストを患者に投与することも可能である。

      【００６７】

  本発明の別の実施態様は、上記した任意の治療のために、医薬品組成物や滅菌
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組成物を医薬的に容認できる担体と共に投与することに関連する。このような医

薬品組成物は、PSEQ或いは抗体、本ポリペプチドの擬似化合物（mimetic）或い

はアゴニスト、アンタゴニスト、インヒビターからなり得る。この組成物は単独

で投与するか、或いは少なくとも１つの別の薬剤と共に投与することが可能であ

る。この別の薬剤は、限定するものではないが、食塩水及び緩衝食塩水、ブドウ

糖、水を含む任意の無菌で生体適合性の医薬用担体に混入することができる安定

化剤などである。この組成物は単独で、或いは他の薬剤やホルモンと共に患者に

投与することが可能である。

      【００６８】

  本発明に用いられる医薬品組成物は、様々な経路を用いて投与することが可能

である。この経路には、経口、静脈内、筋肉内、動脈内、骨髄内、クモ膜下、心

室内、経皮、皮下、腹腔内、鼻腔内、腸内、局所、舌下、または直腸が含まれる

がこれらに限定されるものではない。

      【００６９】

  活性処方成分に加えて、これらの医薬品組成物には、活性化合物を医薬的に使

用可能な薬剤にするのを容易にする、医薬品添加物及び補助剤を含む好適な薬学

的に許容できる担体が含まれ得る。製剤及び投与についての詳しい技術について

は、最新版のRemington's Pharmaceutical Sciences (Maack Publishing, PA)に

記載されている。

      【００７０】

  治療に効果的な薬用量はどのような組成物であっても、初めに細胞培養アッセ

イか、或いはマウスやラット、ウサギ、イヌ、ブタなどの動物モデルかの一方で

評価可能である。また動物モデルを用いて、好適な濃度範囲や投与経路を決定す

ることができる。このような情報を基に、ヒトに有効な薬用量及び投与経路を決

定することができる。

      【００７１】

  医学的に有効な薬用量とは、症状や容態を回復させる活性処方成分の量を指す

。薬用有効度及び毒性は、ED50（服用に対して集団の５０％に医学的効果がある

）またLD50（服用に対して集団の５０％に致命的である）統計を計算して比較す
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るなどして、細胞培養または動物実験における標準的な調剤方法によって決定す

ることができる。上記した全ての医薬品組成物を、限定するものではないが、そ

のような治療が必要なイヌ及びネコ、ウシ、ウマ、ウサギ、サル、最適なヒトを

含む任意の被検体に投与することができる。

      【００７２】

  （実施例）

  本発明は、記載した特定の装置及び機械、物質、方法に限定されるものではな

いことを理解されたい。特定の実施例について説明したが、同等の実施例を用い

て本発明を具現することも可能である。本発明の範囲は、前記請求の範囲によっ

てのみ限定されるものであって、記載した実施例によって限定されるものではな

い。以下に記載の実施例は、本発明を例示するためのものであって本発明を限定

するものではない。例示目的で、ラット成体海馬cDNAライブラリー、RAHINOT01

を記載する。

      【００７３】

  １  cDNAライブラリーの作製

  ラット海馬cDNAライブラリーであるRAHINOT01は、１０匹のオスのSDラット成

体（Pharmakon, Waverly PA）から採取した海馬組織から作製した。このラット

は、標準的な実験用ケイジで飼い、飼料PMI-certified Rodent Diet #5002 (Har

lan Tekiad, Madison WI)を与えた。組織採取時のラットの健康状態は明らかに

良好であった。ラットにCO２を吸引させて麻酔し、心臓穿刺を行った。

      【００７４】

  この凍結組織をPOLYTRONホモジナイザー（PT-3000;Brinkmann Instruments, W

estbury NY）を用いて、TRIZOL試薬（組織1g／10ml；Life Technologies）にお

いてホモジナイズして溶解した。ホモジナイズした後、ホモジネートにクロロホ

ルムを加え（クロロホルムとホモジネートの割合は1:5）、溶解物を遠心分離し

た。水層を除去してからRNAをイソプロパノールで沈殿させた。沈殿したRNAをDE

PC処理水で再懸濁した。

      【００７５】

  メッセンジャーRNA（mRNA）を、OLIGOTEXキット(QIAGEN, Valencia CA)を用い
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て単離してcDNAライブラリーを作製した。このmRNAは、SUPERSCRIPTプラスミド

システム（Life Technologies）の推奨プロトコルに従って処理した。このSUPER

SCRIPTプラスミドシステムは、mRNAのポリA尾部における第一鎖cDNAの合成を開

始するように設計されたNotIアダプタープライマーを含む。このアダプタープラ

イマーは、d(T)残基及び制限エンドヌクレアーゼ認識部位を含む。３つのloc-do

cプライマー（Biosource International, Camarillo CA）を合成した。それぞれ

のプライマーは、ポリT部分の後の１つの非チミン塩基を除いて同じNotIオリゴd

(T)アダプタープライマーを有する。この導入された塩基が、クローニングされ

たポリA尾部の長さを短くしている。これらのプライマーを、SMART SYSTEM HPLC

 アニオン交換カラム (Mini PC 3.2/3, Amersham Pharmacia Biotech (APB), Pi

scataway NJ)を用いて精製し、等モル溶液の中に混合する。SUPERSCRIPT逆転写

酵素（Life Technologies）を用いてcDNAを合成し、EcoRIアダプターを結合した

後、この作製物をNotI (New England Biolabs, Beverly MA)で消化した。このcD

NAをSEPHAROSE CL-4Bカラム (APB)上で分画し、400 bpを超えるcDNAをpINCYプラ

スミド (Incyte Pharmaceuticals)のNotI及びEcoRI部位に結合した。この組み換

えプラスミドを、コンピテントDH5α細胞（Life Technologies）またはELECTROM

AX DH 10B細胞（Life Technologies）の中に導入して形質転換した。

      【００７６】

  ２  cDNAクローンの単離及び配列決定

  DNAを以下のプロトコルを用いて単離した。１つの細菌コロニーを、滅菌した

楊枝を用いて３８４ウェルプレート（Genetix Ltd, Christchurch, United King

dom）の各ウェルに移した。ウェルには、25 mg/lのカルボニシリン及び0.4％グ

リセロール（v/v）と共に滅菌Terrific Broth（Life Technologies）が65μl含

めた。プレートをカバーし、用いる前に３７℃のThermodyneインキュベーター（

Thermodyne, Newtown Square PA）に８～１０時間置いた。プラスミドDNAは細胞

から放出され、以下のようにダイレクトリンクPCR法（Rao, V.B. (1994) Anal. 

Biochem. 216:1-14）を用いて増幅した。ダイレクトリンクPCR溶液は、30 mlのN

UCLEIX PLUS PCRヌクレオチドミックス（Amersham Pharmacia Biosech, Piscata

way NJ）及び300μlのTaq DNAポリメラーゼ（Amersham Pharmacia Biotech）、6
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μlのPfuポリメラーゼ（Stratagene, La Jolla CA）を含んでいた。5μlのPCR溶

液を、HYDRA 96-ウェルマイクロディスペンサーシステム(Robbins Scientific, 

Sunnyvale CA)を用いて３８４個のウェルのそれぞれに加えた。プレートを1000 

rpmで２０秒間遠心分離にかけ、使用時まで冷蔵した。３８４ピンのピンツール

（V&P Scientific mc, San Diego CA）を用いて細菌細胞をインキュベーション

プレートからPCR溶液を含むプレートに移した。このPCR溶液において、0.1％のT

ween 20によって細胞が溶解され、プラスミドDNAが放出される。溶解の後、サイ

クルシーラー（cycle sealer）で覆い、プレートを最大500 rpmで遠心分離にか

け、プログラムdPCR30を用いる３８４ウェルDNA ENGINE TETRADサーマルサイク

ラー（MJ Research, Watertown MA）で以下のパラメーター、即ち、ステップ（

１）９５℃で１分間；ステップ（２）９４℃で３０秒間；ステップ（３）５５℃

で３０秒間；ステップ（４）７２℃で２分間；ステップ（５）ステップ２、３、

及び４を２９回反復；ステップ（６）７２℃で１０秒間；及びステップ（７）４

℃で保存、というパラメーターで熱サイクルにかけた。

      【００７７】

  各ウェルにおけるDNAの濃度の決定は、100μlのPICOGREEN定量試薬（Molecula

r Probes, Eugene OR）（10 mM TrisHCLに溶解した0.25％試薬（pH 7.5）及び1 

mM EDTA試液; 1xTE v/v）及び0.5μlの非希釈PCR産物を、不透明な蛍光定量プレ

ート（Coming Costar, Acton MA）の各ウェルに分注し、DNAが定量用試薬と結合

できるようにして行った。プレートをFluoroscan II（Labsystems Oy, Helsinki

, Finland）でスキャンして、サンプルの蛍光発光を測定し、DNAの濃度を定量し

た。

      【００７８】

  HYDRAマイクロディスペンサー（Robbins Scientific, Sunnyvale CA）或いはM

ICROLAB 2200システム（Hamilton, Reno NV）の何れか一方をDNA ENGINE サーマ

ルサイクラー(MJ Research)と組み合わせて用いてcDNAを調製し、このcDNAの配

列を、ABI 377シークエンシングシステム（PE Biosystems）を用いて、Sanger, 

F.及びAR. Coulson（J. Mol. Biol. (1975) 94:441-448）の方法で決定した。大

部分の単離物は、標準的なABIプロトコル及びABIキット（PE Biosystems）に従
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って配列決定した。0.25ｘ～1.0ｘの濃度の溶液を用いた。或いは、Amersham Ph

armacia Biotech製の溶液及び色素を用いてcDNAを配列決定してもよい。

      【００７９】

  ３  比較による核酸配列の発現の分析

  核酸配列NSEQは、転写イメージプロフィールを形成するZOOSEQデータベースに

おける電子サブトラクションを利用して、ラット組織で初めに同定された。標的

組織はラット成体の海馬であり、バックグラウンド組織はラット胎児の海馬であ

る。２つのラット組織の転写イメージを以下の設定、即ち、ストリンジェンシー

が５０以上；積スコアが１００以下；最大の結果をALLと表示する、という設定

で比較した。標的組織には存在するがバックグラウンド組織には存在しないラッ

トクローンを記録した。加えて、バックグラウンド組織には存在するが標的組織

には存在しないラットクローンを記録した。その結果には、注釈の付いたクロー

ンと注釈の付かないクローンの両方が含められた。海馬組織に関連する注釈のあ

るクローン及び注釈のないクローンを選択した。Phrap (P. Green, University 

of Washington)若しくはGCG 断片構築システム(Genetics Computer Group (GCG)

, University of Washington)を用いて、選択したクローンをクラスター化して

配列を構築した。得られたラットのコンティグであるSEQ ID NO:9－15を、Expec

ted: 10；expected2: 0.15；Karlin and Atlschul sum statistics；greedy spa

nningと検索パラメーターを設定したBLASTを用いて、LIFESEQデータベース(Incy

te Pharmaceuticals)において検索し、相同なヒト核酸配列を同定した。前述のP

hrap若しくはGCG 断片構築システム用いて、相同なヒト核酸配列をクラスター化

して構築した。

      【００８０】

  ６  海馬遺伝子及びそれらによってコードされたタンパク質に対する相同性検

索

  ポリヌクレオチド配列SEQ ID NO:1－7及びポリペプチド配列SEQ ID NO:8をGen

Bank及びSwissProtなどから得たデータベースにおいて検索した。既に同定され

て注釈がつけられた配列を含むこれらのデータベースにおいて、BLAST (Altschu

l, 前出)を用いて類似領域を検索した。BLASTによって一致配列を探索し、ヌク
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レオチド配列に対して10-25以下の確率閾値及びポリペプチド配列に対して10-8

以下の確率閾値を満たす配列のみを報告した。

      【００８１】

  ポリペプチド配列についても、MOTIFS及びSPSCAN、BLIMPS、HMMに基づいたプ

ロトコルを用いて、既知のモチーフパターンに対して解析した。MOTIFS (Geneti

cs Computer Group, Madison WI)によって、Prosite Dictionary of Protein Si

tes and Patterns (Bairoch, 前出)で定義されたものに一致するパターンに対し

てポリペプチド配列を検索し、見つかった配列パターン及び対応する文献の要約

を表示する。SPSCAN (Genetics Computer Group)によって、重み付けマトリック

ス法（Nielsen 他 (1997) Prot Eng 10:1-6）を用いて、潜在的なシグナルペプ

チド配列に対して検索する。スコアが５以上のヒットは考慮に入れた。重み付け

マトリックス解析アルゴリズムを用いて、BLIMPSによって、BLOCKS（PROSITEデ

ータベース(Henikoff. 前出; Bairoch, 前出)から編集された、短いアミノ酸セ

グメント或いはアミノ酸３個～６０個の長さのブロックからなるデータベース）

に含まれるポリペプチド配列と前記ポリペプチド配列との間の配列類似性、並び

にPRINTS（SwissProt及びGenBank、PIR、NRL-3D (Attwood, 他 (1997) J. Chem 

Inf Comput Sci 37:417-424)などから得た非重複配列に基づいたタンパク質フィ

ンガープリントデータベース）のポリペプチド配列と前記ポリペプチド配列との

間の配列類似性を検索する。本発明のために、BLIMPS検索によって、カットオフ

スコアが１０００以上でかつカットオフ確率値が1.0×10-3を満たしたものを報

告した。確率法に基づいたHMMを基にしたプロトコルを用いて、タンパク質配列

の遺伝子ファミリー(Eddy, 前出; Sonnhammer, 前出)のコンセンサス一次構造を

検索した。本発明に用いるためにカットオフスコアが１０～５０ビットの５００

以上の既知のタンパク質ファミリーを選択した。

      【００８２】

  ７  プローブの標識化及びハイブリダイゼーション分析

  以下に示す方法の１つによって、ポリヌクレオチド配列を生物材料から単離し

、標準的な核酸ハイブリダイゼーションプロトコルに好適な基板に固定する。標

的核酸の混合液を、1x TAE緩衝液において、０．７％アガロースゲルを用いた電
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気泳動法によって分画し、20xクエン酸ナトリウム(SSC)を用いて毛管輸送によっ

てナイロン膜に移す。別法では、標的核酸を個別にベクターに結合させ、細菌宿

主細胞に導入してライブラリーを作製する。以下の方法の１つに従って、標的核

酸をブロット上に並べる。第１の方法では、個々のクローンを含む細菌細胞を機

械的に選んでナイロンメンブレンに並べる。このメンブレンをカルベニシリンを

含むLB寒天細菌増殖培地に置き、３７℃で１６時間インキュべートする。細菌コ

ロニーをプロティナーゼKで変性、中和、消化する。ナイロンメンブレンをSTRAT

ALINKER UVクロスリンカー(Stratagene, La Jolla CA)でUV照射してDNAをそのメ

ンブレンに架橋させる。

      【００８３】

  第２の方法では、挿入物に近接するベクター配列に相補的なプライマーを用い

て、PCRを３０回実施し、標的核酸を細菌ベクターから増幅する。増幅した標的

核酸をSEPHACRYL-400 (Amersham Pharmacia Biotech)を用いて精製する。精製し

た標的核酸を、０．０５％のアミノプロピルシラン（Sigma-Aldrich, St Louis 

MO）のコーティングが施され、１１０℃で硬化されたガラス製の顕微鏡スライド

上に機械的に並べる。ガラススライドのアレイ（マイクロアレイ）を、STRATALI

NKER UVクロスリンカー(Stratagene)でUV照射する。

      【００８４】

  cDNAプローブ配列は、mRNA鋳型から作製される。５μgのmRNAを１μgのランダ

ムプライマー(Life Technologies)と混合し、７０℃で１０分間インキュべート

してから凍結乾燥する。この凍結乾燥したサンプルを、dNTP混合物及び[α-32P]

dCTP、ジチオスレイトール、MMLV逆転写酵素（Stratagene）を含む５０μlの1x

第一鎖緩衝液(cDNA Synthesis system; Life Technologies)に再懸濁し、４２℃

で１～２時間インキュべートする。インキュべーション後、プローブを42μlの

蒸留水で希釈して９５℃で３分間加熱し、その後氷上で冷却する。プローブのmR

NAをアルカリ分解によって除去する。このプローブを中和し、PROBEQUANT G-50 

MicroColumn (Amersham Pharmacia Biotech)を用いて変性したmRNA及び組み込ま

れなかったヌクレオチドを除去する。プローブを放射標識ヌクレオチド[32P]dCT

Pの代わりにCy3-dCTP或いはCy5-dCTP蛍光ヌクレオチド(Amersham Pharmacia Bio
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tech)で標識することもできる。

      【００８５】

  ハイブリダイゼーションは、0.5Mリン酸ナトリウム(pH7.2)及び７％SDS、1 mM

 EDTAを含むハイブリダイゼーション緩衝液において６５℃で実施する。ブロッ

トをハイブリダイゼーション緩衝液において少なくとも２時間６５℃でインキュ

べートした後、この緩衝液をプローブ配列を含む新しい緩衝液10 mlと取り替え

る。６５℃で１８時間インキュべートした後、ハイブリダイゼーション緩衝液を

除去し、最大で40 mMのリン酸ナトリウム及び１％SDS、1 mM EDTA、６５℃の条

件に徐々にストリンジェンシーを増しながら、連続的にブロットを洗浄する。メ

ンブレン上にハイブリダイズした放射標識プローブによって生成されるシグナル

を検出するために、ブロットをPHOSPHORIMAGERカセット(Molecular Dynamics)に

曝露し、その画像をIMAGEQUANTデータ解析ソフトウェア(APB)を用いて解析する

。マイクロアレイにハイブリダイズした蛍光プローブが生成するシグナルを検出

するために、このブロットを共焦点レーザ顕微鏡検査によって分析し、GEMTOOLS

遺伝子発現解析ソフトウェア(Incyse Pharmaceuticals)を用いて画像を修正し解

析する。

８  特異的抗体の生産

  ポリアクリルアミドゲル電気泳動法或いはその他の精製技術によって実質的に

精製したSEQ ID NO:8或いはその一部を用い、Pound (前出)に記載した標準プロ

トコルに従ってウサギを免疫して抗体を生産する。

      【００８６】

  別法では、アミノ酸配列をLASERGENEソフトウェア（DNASTAR, Madison WI）を

用いて解析し、免疫原性の高い領域を決定し、対応するオリゴペプチドを合成し

、これを利用して当業者に周知の方法で抗体を産生する。Ｃ末端付近や隣接する

親水性領域内などの好適なエピトープの選択方法は、当分野で周知である。通常

は、約１５残基の長さのオリゴペプチドを、Fmocケミストリーを用いるApplied 

BiosystemsのABI 431Aペプチドシンセサイザー（PE Biosystems）で合成し、Ｎ

－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（Ausubel, 

前出）と反応にさせてキーホールリンペットヘモシニアン（KLH Sigma-Aldrich
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）に結合させ、免疫原性を高める。オリゴペプチド－KLH複合体を含むフロイン

トの完全アジュバントでウサギを免疫する。得られた抗血清の抗ペプチド活性を

検査するために、例えばこのペプチドをプラスチックに結合し、１％BSAでブロ

ックし、ウサギ抗血清と反応させ、洗浄し、さらに放射性ヨウ素標識ヤギ抗ウサ

ギIgGと反応させる。

      【００８７】

  ７  本核酸配列若しくはタンパク質と特異的に結合する分子のスクリーニング

  本ポリヌクレオチド配列若しくはその断片、または本ポリペプチド配列若しく

はその断片を、32P-dCTP、Cy3-dCTP、Cy5-dCTP (APB)、またはBIODIPYやFITC (M

olecular Probes)でそれぞれ標識する。予め好適な基板上に配列した、例えば、

DNA分子及びRNA分子、PNA、ペプチド、タンパク質、アゴニスト、アンタゴニス

ト、抗体、免疫グロブリン、インヒビター、薬剤などの候補分子のライブラリー

を、標識したポリヌクレオチド配列若しくはポリペプチド配列の存在下でインキ

ュベートする。ポリヌクレオチド配列若しくはポリペプチドに好適な条件の下で

適正な時間インキュベートした後、基板を洗浄し、特異的な結合若しくは複合の

形成を示唆する標識が保持された基板上の全ての部分をアッセイし、結合してい

る分子を同定する。様々な濃度のポリヌクレオチド配列若しくはポリペプチドで

得られたデータを用いて、標識したポリヌクレオチド配列若しくはポリペプチド

と候補分子との親和性を計算する。

      【００８８】

  （表の簡単な説明）

  配列表は、ラット成体の海馬で発現した遺伝子の具体的な配列SEQ ID NO:9－1

5と、ポリヌクレオチド配列SEQ ID NO:1－7を含む相同なヒトの配列と、ポリペ

プチド配列SEQ ID NO:8とを示す。それぞれの配列は、配列識別番号（SEQ ID NO

）及び配列が初めに同定されたインサイトクローン番号によって識別することが

できる。

      【００８９】

  表１は、ラット成体の海馬では発現するが胎児ラットの海馬では発現しない核

酸配列のインサイト社クローン番号と、そのヒト核酸相同体のインサイト社クロ



(36) 特表２００２－５４３８３３

ーン番号及びSEQ ID NOと、そのヒト核酸配列のユニークな領域の位置と、ラッ

トの配列と対応するヒトの配列との間の配列同一性と、前記ヒトの配列が優性に

発現する組織を示す。

    【表１】

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１Ａ】

  核酸配列SEQ ID NO:7及びそれをコードしたアミノ酸配列SEQ ID NO:8を示す。

このアライメントは、MACDNASIS PROソフトウェア（Hitachi Software Engineer

ing, South San Francisco CA）を用いて作成した。

    【図１Ｂ】

  核酸配列SEQ ID NO:7及びそれをコードしたアミノ酸配列SEQ ID NO:8を示す。

このアライメントは、MACDNASIS PROソフトウェア（Hitachi Software Engineer

ing, South San Francisco CA）を用いて作成した。

    【図１Ｃ】

  核酸配列SEQ ID NO:7及びそれをコードしたアミノ酸配列SEQ ID NO:8を示す。

このアライメントは、MACDNASIS PROソフトウェア（Hitachi Software Engineer

ing, South San Francisco CA）を用いて作成した。
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【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図１Ｃ】
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【国際調査報告】
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