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(54)【発明の名称】 頭部外傷誘導性細胞質カルシウム結合蛋白質

(57)【要約】
ＡＮＩＣ－ＢＰポリペプチドおよびポリヌクレオチド、
ならびにかかるポリペプチドを組換え技術によって生産
する方法が開示される。また、ＡＮＩＣ－ＢＰポリペプ
チドおよびポリヌクレオチドを診断アッセイにおいて使
用する方法も開示される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】

  （ａ）  配列番号：１の配列を含んでなるポリヌクレオチドによってコードさ

れる単離ポリペプチド；

  （ｂ）  配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％の同一

性を有するポリペプチド配列を含んでなる単離ポリペプチド；

  （ｃ）  配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％の同一

性を有する単離ポリペプチド；  および

  （ｄ）  配列番号：２のポリペプチド配列、  ならびに

  （ｅ）  （ａ）～（ｄ）の該ポリペプチドの断片ならびに変異体

とからなる群の１つから選択される単離ポリペプチド。

    【請求項２】  配列番号：２のポリペプチド配列を含んでなる、請求項１に

記載の単離ポリペプチド。

    【請求項３】  配列番号：２のポリペプチド配列である、請求項１に記載の

単離ポリペプチド。

    【請求項４】

  （ａ）  配列番号：１のポリヌクレオチド配列に対して、少なくとも９５％の

同一性を有するポリヌクレオチド配列を含んでなる単離ポリヌクレオチド；

  （ｂ）  配列番号：１のポリヌクレオチドに対して、少なくとも９５％の同一

性を有する単離ポリヌクレオチド；

  （ｃ）  配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％の同一

性を有す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を含んでなる単

離ポリヌクレオチド；

  （ｄ）  配列番号：２のポリペプチド配列に少なくとも９５％の同一性を有す

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を有する単離ポリヌクレ

オチド；

  （ｅ）少なくとも１５個のヌクレオチドを有し、配列番号：１の配列またはそ

の断片を有する標識プローブを用いて、ライブラリーを厳格なハイブリダイゼー

ション条件下でスクリーニングすることによって取得される、少なくとも１００
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塩基のヌクレオチド配列を含む単離ポリヌクレオチド；

  （ｆ）  （ａ）～（ｅ）のポリヌクレオチドのＲＮＡ等価物であるポリヌクレ

オチド；

  あるいは、前記単離ポリヌクレオチドに相補的なポリヌクレオチド配列、

  ならびに、その全長にわたって、上述のポリヌクレオチドの変異体ならびに断

片である、あるいは上述のポリヌクレオチドと相補的であるかのポリヌクレオチ

ド

とからなる群の１つから選択される単離ポリヌクレオチド。

    【請求項５】

  （ａ）  配列番号：１のポリヌクレオチドを含んでなる単離ポリヌクレオチド

；

  （ｂ）  配列番号：１の単離ポリヌクレオチド；

  （ｃ）  配列番号：２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含

んでなる単離ポリヌクレオチド；  ならびに

  （ｄ）  配列番号：２のポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド

とからなる群より選択される、請求項４に記載の単離ポリヌクレオチド。

    【請求項６】  かかる発現ベクターが適合性宿主細胞内に存在する際、請求

項１のポリペプチドの産生が可能であるポリヌクレオチドを含んでなる発現シス

テム。

    【請求項７】  請求項１のポリペプチドを発現している、請求項６に記載の

発現ベクターを含んでなる組換え宿主細胞またはその膜。

    【請求項８】  請求項１のポリペプチドを生産する方法であって、

請求項７に記載の宿主細胞を前記ポリペプチドの産生に十分な条件下で培養し、

そして、培地から該ポリペプチドを回収する工程を含む方法。

    【請求項９】  免疫グロブリンＦｃ領域と、請求項１のポリペプチドのいず

れか１つとから成る融合蛋白質。

    【請求項１０】  請求項１～３のいずれか一項のポリペプチドに対する、免

疫特異的な抗体。

    【請求項１１】  請求項１のポリペプチドの機能または濃度を、促進または
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阻害する化合物を特定するためのスクリーニング法であって、

  （ａ）  該ポリペプチド（または、該ポリペプチドを発現している細胞または

膜）あるいは、その融合蛋白質に対する、候補化合物の結合を、直接的または間

接的に該候補化合物と付随される標識によって、定量的または定性的に、測定あ

るいは検出すること；

  （ｂ）  標識された競合物質の存在下で、該ポリペプチド（または、該ポリペ

プチドを発現している細胞または膜）あるいは、その融合蛋白質に対する、候補

化合物の結合の競合を測定すること；

  （ｃ）  該ポリペプチドを発現している細胞または細胞膜に適する検出システ

ムを用いて、該ポリペプチドの活性化または阻害により生成されるシグナルを、

該候補化合物が引き起こすか否かを試験すること；

  （ｄ）  候補化合物と、請求項１に記載のポリペプチドを含む溶液とを混合し

て、混合物を作り、

該混合物中における、該ポリペプチドの活性を測定し、そして、該混合物の活性

を、該候補化合物を含んでいない対照混合物と比較すること；  あるいは

  （ｅ）  細胞内における、前記ポリペプチドをコードするｍＲＮＡあるいは前

記ポリペプチドの産生に対する、候補化合物の影響を、例えば、ＥＬＩＳＡアッ

セイを用いて検出すること；

とからなる群より選択される一つの方法、

  および

  （ｆ）  バイオテクノロジーまたは化学的な常法に従って、前記化合物を製造

することとを含んでなるスクリーニング法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の分野）

  本発明は、ヒト－急性神経誘導性カルシウム結合蛋白質（ＡＮＩＣ－ＢＰ）な

らびに、対応しており、この蛋白質をコードするポリヌクレオチドに関する。本

発明はまた、発現ベクター、宿主細胞ならびに抗体をも提供する。加えて、本発

明は、該蛋白質の生産方法、ならびに、該蛋白質の発現と関連する病気の治療ま

たは予防法を提供する。本発明はまた、かかるポリヌクレオチドならびにポリペ

プチドの作用の阻害または活性化にも関する。

      【０００２】

    （発明の背景）

  卒中や急性頭部外傷、多発性硬化症ならびに脊髄損傷は、今までのところ適用

可能な治療がない疾患である。卒中は、死亡原因の中で第三番目であり、患者な

らびに社会システムへの負担は、ばく大である。卒中の大半を占める、虚血性卒

中の場合、脳内における血管の遮断が、最初の事象である。頭部外傷性発作は、

西洋諸国においては、若年層の有力な疾患である。機械的衝撃および動脈破裂が

原因となる出血性卒中に罹患する患者数ははるかに少ない。認可された医薬品は

、ほとんど利用できないということが、共通した特徴である。現在利用可能な治

療手段は、限局性脳虚血に関する実験的研究から引き出された、病態生理学的な

着想に基づいている。これらは、動脈再疎通、炎症性プロセスの阻害、および神

経の保護を目的とする薬理学的手法を含んでいる。動脈再灌流の手法を用いた、

さらなる研究は、その途上にある。多形核白血球依存性の内皮付着受容体アンタ

ゴニストを用いた、初期の臨床試験は完了しつつあるが、手法は依然として、創

出しなければならない。しかしながら、虚血カスケード中の単一の段階だけを対

象とする、いずれの手法も、限られた利益を生み出すのみである。したがって、

将来の治療は、組合せ療法を基礎とすることが最も適するものであろう。低用量

アセチルサリチル酸（ＡＳＡ）と徐放出型のジピリダモールとの組合せは、卒中

の再発防止における付加剤となることが明らかにされている（Tijssen et al.，

 Int. J. Clin. Pract.， suppl.91， 14-16， 1997）。現在、臨床評価が計画
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されている、もう１つの組合せは、ｔＰＡに有効な神経保護作用剤を加えたもの

である。しかし、これらの試験の結果は、極めて効果的と言うにはほど遠いもの

である。したがって、急性の神経損傷症状および多発性硬化症などの疾患を患っ

ている患者の治療のための、新しい医薬を開発する、ならびに、より広範に有用

な治療法を確立する上で利用可能な、医薬対象を提供するために、病態生理学的

なメカニズムに関して、さらに知識を深めることがさし迫って必要となっている

。

      【０００３】

  神経保護における、Ｃａ2+－結合蛋白質の役割に対するかなりの証拠があがっ

ているので、本発明は、Ｃａ2+－結合蛋白質に焦点を当てている。カルシウム結

合蛋白質（ＣａＢＰ）の正確な機能は、完全には知られていないものの、ＣａＢ

Ｐは、細胞内Ｃａ2+濃度の緩衝作用を有すると提唱されている。Ｃａ2+の過負荷

は、蛋白質分解およびミトコンドリアの機能不全を引き起こす、生化学的プロセ

スを活性化するため、ＣａＢＰのこの緩衝能は、被刺激毒性の神経損傷に対する

保護作用を有する可能性がある（Ｈｅｉｚｍａｎｎ et al.， ＴＩＮＳ， １５

， ２５９－６４， １９９２）。Ｃａ2+レベル調節および神経保護における、こ

の提唱されているＣａＢＰの役割を裏付ける様々な証拠が存在している。

      【０００４】

  中枢神経系で発現される、主なＣａ2+－結合蛋白質類（ＣａＢＰ）（パルブア

ルブミン、カルビンジン－Ｄ２８Ｋ、およびカルレチニン）は、様々なニューロ

ン群において、非常に特異的でかつ選択的な発現パターンを有している。ＣａＢ

Ｐを発現しているニューロンの中で、少数のニューロンは１つを超える主なカル

シウム結合蛋白質を発現するが、ほとんどは１つの型だけを発現している。特定

の細胞型におけるＣａＢＰの有無が、選択的な易損性として知られる現象の基礎

となっていることに関して、証拠が集まりつつある。選択的易損性は、特定の種

類の中枢神経系（ＣＮＳ）損傷に反応して、特定の型のニューロンが死滅すると

いう特性である。例えば、ＣＡ１海馬ニューロンは、全体の虚血に対して選択的

に易損性であり、小脳プルキンエ細胞は、頭部外傷、卒中、および胎児のアルコ

ール曝露に対して選択的に易損性であり、黒質中のニューロンは、パーキンソン
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病に対して易損性である。選択的なニューロンの易損性と、様々なＣａＢＰの発

現パターンとの関連付けを行う努力がなされており、ある研究者らは、高レベル

のＣａＢＰが、傷害に対して選択的に易損性であるニューロン群で見出されると

報告し、一方、他の者らは、傷害に対して選択的に抵抗性のニューロン群におけ

る高レベルのＣａＢＰを報告している。例えば、高レベルのパルブアルブミンを

発現するニューロンは、ＡＭＰＡ誘導性毒性に対して選択的に易損性であると報

告されている（Weiss et al.， Neurol.， 40， 1288-1292， 1990）が、高レベ

ルのカルビンジン－Ｄ２８Ｋを発現している培養された海馬ニューロンは、グル

タミン酸誘導性毒性に対して選択的に抵抗性であると報告されている（Baimbrid

ge et al.， ＴＩＮＳ， 15， 303-8， 1992）。同様に、高レベルのカルレチニ

ンを発現している海馬ニューロンは、興奮毒であるグルタミン酸塩、ＮＭＤＡ、

カイニン酸塩、およびキスカル酸の毒性用量に対して耐性である（Winsky et al

.， Novel Calcium-Binding Proteins， 277-300， 1991）。

      【０００５】

  ＣａＢＰはまた、様々なＣＮＳ疾患状態において変化する発現を示すことが明

らかにされているが、しかし、また、ＣａＢＰの発現は、傷害に対する選択的易

損性に関係するか、または選択的耐性に関係するかに関して、結果は一致してい

ない。カルビンジン－Ｄ２８Ｋを発現しているニューロンは、アルツハイマー病

（Iacopino et al.， PNAS， 87， 4078-82， 1990， Hof et al.， Exp. Neuro

l.， 111， 293-301， 1991）およびハンチントン病（Kiyama et al.， Brain R

es.， 526， 303-07， 1990）の際、選択的易損性であると報告されているが、

黒質中のカルビンジン－Ｄ２８Ｋ発現性のニューロンは、パーキンソン病の際も

、選択的易損性ではない（Yamada et al.， Brain Res.， 526， 303-07， 1990

）。全体虚血のアレチネズミ・モデルでは、特定の海馬細胞種においては、パル

ブアルブミンの存在は、生存と正の関連性を示すことが明らかにされている（To

rtosa Et al.， Neurosci.， 1， 33-43， 1993）が、別の研究ではパルブアル

ブミンを発現する海馬介在ニューロンは、アルツハイマー病の際に、選択的易損

性であることが示唆された（Brady et al.， Neurosci.， 80， 1113-25，, 199

7）。
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      【０００６】

  カルビンジン遺伝子のノックアウトマウスは、これらのニューロンは形態上は

正常に見えるという事実にも関わらず、このＣａＢＰを通常は発現するニューロ

ン（例えば、小脳プルキンエ細胞）における重度の機能不全を示唆する、機能欠

損（例えば、運動失調）を示す。この知見は、ＣａＢＰが細胞活性パターンに非

常に重要であることが示唆される（Airaksinen et al.， PNAS， 94， 1488-93

， 1997）。加えて、カルビンジン－Ｄ２８ｋを具えた運動ニューロンのレトロ

ウイルス感染は、筋萎縮性側索硬化症患者由来のＩｇＧにより誘導される毒性に

対して神経保護作用を有することが明らかにされており（Ho et al.， PNAS， 9

3， 6796-801， 1996）、また、カルビンジン－Ｄ２８ｋのトランスフェクショ

ンは、血清の取りやめ、グルタミン酸曝露、および神経毒ＭＰＰ＋に因る毒性か

らＰＣ１２細胞を保護することが示されている（McMahon et al.， Molec. Brai

n Res.， 526， 303-07， 1998）。

      【０００７】

  結論として、神経変性におけるカルシウム結合蛋白質の役割に関して、無視で

きない情報がある。あるＣａＢＰは、保護作用を示し、また、別のものは、選択

的易損性の原因となることは確かであるものの、異なるニューロン群の間におい

て、特定のＣａＢＰの発現が、かかるＣａＢＰの異なる機能的反応を引き起こす

か否かは、未だに不明である。もう１つの知見は、異なる種類のＣＮＳ損傷の重

症度が、ＣａＢＰの見かけ上の神経保護効果に影響を及ぼす可能性があるという

ことである。すなわち、あるＣａＢＰは、軽度損傷を含む損傷モデルでは抵抗性

を与えるが、しかし、より重度のＣＮＳ損傷では、Ｃａ2+の増加を緩衝すること

ができない可能性もある。したがって、ＣａＢＰがＣＮＳ損傷プロセスにおいて

抵抗性ならびに易損性を与えるという、考慮すべき証拠があるが、しかし、この

関連の機構ならびに反応の調節は、今後解明しなければならない。

      【０００８】

  機能的に未同定の遺伝子（ＭＯ２５）を含む遺伝子ファミリーが、マウス由来

のｃＤＮＡライブラリから最近単離された（Miyamoto et al.， Mol. Reprod. D

ev.， 34， 1-7， 1993）。このライブラリは、マウス早期胚から単離されたＲ
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ＮＡから構築された。Ｍｏ２５の予想されるアミノ酸配列から、ＭＯ２５遺伝子

はＣａ2+結合蛋白質と構造上の相同性を有し、膜貫通ドメインが欠失しているこ

とが判明し、この蛋白質は未受精卵の細胞質ゾルの発達に関与している可能性を

示唆している。しかし、この蛋白質の本当の機能は不明のままである。もう１つ

のＭｏ２５様遺伝子が、ショウジョウバエのｃＤＮＡライブラリからクローニン

グされている（Nozaki et al.， DNA Cell Biol.， 15， 505-09， 1996）。か

かるＭｏ２５  ｃＤＮＡの推定アミノ酸配列は、マウスのＭｏ２５  相同体と６

９．３％の相同性を有していた。サッカロミセス－セレビジエにおける相同体は

、カルシニューリン  Ｂサブユニット遺伝子近傍のオープン・リーディング・フ

レームにコードされていた。最近、もう１つの遺伝子が、アスペルギルス  ｈｙ

ｍ  Ａ変異株から単離され（Karos et al.， Mol. Gen Genet.， 260， 510-521

， 1999）、酵母、植物、ハエ、蠕虫、魚、マウスおよびヒトにおける相同体に

対応していることが判明した。Ｈｙｍ  蛋白質の細胞内での機能は、前述のいか

なる生物においても明らかにされていない。機能的寄与が部分的にしか理解され

ていない他の多くの蛋白質と同じく、薬物発見プロセスは、現在、「機能ゲノミ

クス」、すなわち、ハイスループットのゲノムまたは遺伝子に基づく生物学を包

含することで、根本的な変革を経つつある。治療標的となる、遺伝子および遺伝

子産物を同定する手段としてのこの手法は、「ポジショナル・クローニング」に

基づく初期の手法を、急速に取って代わりつつある。生物学的な機能または遺伝

疾患である、表現型が同定され、次いで、これは、その遺伝子マップ上の位置に

基づいて、その原因となる遺伝子を捜し出すことになる。

      【０００９】

  機能ゲノミクスは、ハイスループットＤＮＡ配列決定技術、ならびに、現在利

用可能な多くの分子生物学データベースから潜在的な関心のある遺伝子配列を見

分けるための、様々な生物情報科学的なツールに大きく依存している。医薬の発

見における標的として、さらなる遺伝子およびその対応するポリペプチド／蛋白

質を見極め、特性を明らかにすることが、引き続き必要である。

      【００１０】

    （発明の概要）
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  本発明は、ＡＮＩＣ－ＢＰ、特には、ＡＮＩＣ－ＢＰポリペプチドおよびＡＮ

ＩＣ－ＢＰポリヌクレオチド、その組換え物ならびにそれらの生産方法に関する

。かかるポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、卒中および急性頭部外傷、多

発性硬化症ならびに脊髄損傷を含んでいる、ただし、それに限定されることはな

い、以後「本発明にかかる疾患」と称する、特定の疾患の治療法に関連して、興

味が持たれる。さらなる形態において、本発明は、本発明によって提供される材

料を用いて、アゴニストならびにアンタゴニスト（例えば、阻害剤）を同定する

方法、また、同定された化合物により、ＡＮＩＣ－ＢＰの不均衡に付随する状態

を治療する方法に関する。さらに別の形態において、本発明は、不適正なＡＮＩ

Ｃ－ＢＰの活性または濃度と関連している疾患を検出するための診断アッセイに

関する。

      【００１１】

    （発明の説明）

  第１の形態において、本発明は、ＡＮＩＣ－ＢＰポリペプチドに関する。

      【００１２】

  かかるポリペプチドは、

（ａ）  配列番号：１の配列を含んでなるポリヌクレオチドによってコードされ

る単離ポリペプチド；

（ｂ）  配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％、９６％

、９７％、９８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド配列を含んでな

る単離ポリペプチド；

（ｃ）  配列番号：２のポリペプチド配列を含んでなる単離ポリペプチド；

（ｄ）  配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％、９６％

、９７％、９８％、または９９％の同一性を有する単離ポリペプチド；

（ｅ）  配列番号；２のポリペプチド配列；  ならびに

（ｆ）  配列番号：２のポリペプチド配列と比較して、０．９５、０．９６、０

．９７、０．９８、または０．９９の同一性指数を有するポリペプチド配列を有

するか、あるいは含んでなる単離ポリペプチド；

（ｇ）  （ａ）～（ｆ）のポリペプチドの断片および変異体を含んでいる。
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      【００１３】

  本発明のポリペプチドは、*カルシウム結合蛋白質ファミリーのポリペプチド

の構成員であると考えられる。したがって、これらは、新規な医薬標的として役

立つことができるので、重要である。

      【００１４】

  該ＡＮＩＣ－ＢＰの生物学的性質は、以後「ＡＮＩＣ－ＢＰの生物活性」また

は「ＡＮＩＣ－ＢＰ活性」と呼ぶ。本発明のポリペプチドは、少なくとも１つの

ＡＮＩＣ－ＢＰの生物活性を示すことが好ましい。

      【００１５】

  本発明のポリペプチドはまた、すべての対立形質の形態ならびにスプライス変

異体を含む、前述のポリペプチドの変異体も含んでいる。かかるポリペプチドは

、基準のポリペプチドから、挿入、欠失、ならびに、保存的または非保存的など

ちらでもよい置換、あるいは、その任意の組合せによって、変異されている。特

に好ましい変異体は、いくつかの、例えば、５０から３０、３０から２０、２０

から１０、１０から５、５から３、３から２、２から１、あるいは１つのアミノ

酸が、任意な組合せで、挿入、置換、または欠失されたものである。

      【００１６】

  本発明のポリペプチドの好ましい断片は、配列番号：２のアミノ酸配列から、

少なくとも、連続する、３０、５０もしくは１００個のアミノ酸を有するアミノ

酸配列を含んでなる単離ポリペプチド、あるいは、配列番号：２のアミノ酸配列

から、少なくとも、連続する、３０、５０または１００個のアミノ酸を末端から

除去、もしくは欠失されたアミノ酸配列を含んでなる単離ポリペプチドを含んで

いる。好ましい断片は、ＡＮＩＣ－ＢＰの生物活性を仲介する、生物学的に活性

な断片であり、同様の活性もしくは改善された活性を有するか、あるいは、望ま

しくない活性が減少したものを含んでいる。また、動物、特にはヒトにおいて、

抗原性または免疫原性である断片も好ましい。

      【００１７】

  本発明のポリペプチドの断片は、ペプチド合成によって、対応する完全長ポリ

ペプチドを製造するために使用することもできる。したがって、これらの変異体
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は、本発明の完全長ポリペプチドを生産するための中間体として使用することが

できる。本発明のポリペプチドは、「成熟」蛋白質の形態でもよく、あるいは、

前駆体または融合蛋白質のような、より大きな蛋白質の一部とすることができる

。分泌またはリーダー配列、プロ配列、精製に利用される配列、例えば、マルチ

・ヒスチジン残基、あるいは、組換え生産中の安定化のための付加的な配列を含

む、付加的なアミノ酸配列をも含むと、しばしば有利となる。

      【００１８】

  本発明のポリペプチドは、例えば、天然の原料から、発現システムを内に含む

遺伝子操作された宿主細胞からの単離（下記を参照）、あるいは、例えば、自動

ペプチド合成機を用いた、化学合成、または、かかる方法の組合せなど、いずれ

かの適合するやり方により調製することができる。かかるポリペプチドの調製手

段は、当技術分野において、よく理解されている。

      【００１９】

  さらなる形態において、本発明は、ＡＮＩＣ－ＢＰのポリヌクレオチドに関す

る。かかるポリヌクレオチドは、

（ａ）  配列番号：１のポリヌクレオチド配列に対して、少なくとも９５％、９

６％、９７％、９８％、または９９％の同一性を有するポリヌクレオチド配列を

含んでなる単離ポリヌクレオチド；

（ｂ）  配列番号：１のポリヌクレオチドを含んでなる単離ポリヌクレオチド；

（ｃ）  配列番号：１のポリヌクレオチドに対して、少なくとも９５％、９６％

、９７％、９８％、または９９％の同一性を有する単離ポリヌクレオチド；

（ｄ）  配列番号：１の単離ポリヌクレオチド；

（ｅ）  配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％、９６％

、９７％、９８％、または９９％の同一性を有す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を含んでなる単離ポリヌクレオチド；

（ｆ）  配列番号：２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含ん

でなる単離ポリヌクレオチド；

（ｇ）  配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％、９６％

、９７％、９８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド配列をコードす
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るポリヌクレオチド配列を有する単離ポリヌクレオチド；

（ｈ）  配列番号：２のポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド；

（ｉ）  配列番号：１のポリヌクレオチド配列と比較して、０．９５、０．９６

、０．９７、０．９８、または０．９９の同一性指数を有するポリヌクレオチド

配列を有するか、または含んでなる単離ポリヌクレオチド；

（ｊ）  配列番号：２のポリペプチド配列と比較して、０．９５、０．９６、０

．９７、０．９８、または０．９９の同一性指数を有す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を有するか、または含んでなる単離ポリヌクレオ

チド；

ならびに、前述のポリヌクレオチドの断片もしくは変異体である。ないしは、そ

の全長にわたり、前述のポリヌクレオチドと相補的であるかのポリヌクレオチド

とを含んでいる。

      【００２０】

  本発明のポリヌクレオチドの好ましい断片は、配列番号：１の配列から、連続

する、少なくとも１５、３０、５０もしくは１００個の塩基を有するヌクレオチ

ド配列を含んでなる単離ポリヌクレオチド、あるいは、配列番号：１の配列から

、連続する、少なくとも３０、５０または１００個の塩基が末端から除去された

、もしくは欠失された配列を含んでなる単離ポリヌクレオチドを含む。

      【００２１】

  本発明のポリヌクレオチドの好ましい変異体は、スプライス変異体、対立形質

型変異体、ならびに、１つまたは複数の単一塩基多型（ＳＮＰ）を有するポリヌ

クレオチドをも含む、多型をも含んでいる。

      【００２２】

  本発明のポリヌクレオチドはまた、配列番号：２のアミノ酸配列を含んでなり

、また、その内の、いくつかの、例えば、５０から３０、３０から２０、２０か

ら１０、１０から５、５から３、３から２、２から１、または１つのアミノ酸残

基が、任意な組合せで、置換、欠失、または付加されている、ポリペプチド変異

体をコードするポリヌクレオチドも含む。

      【００２３】
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  さらなる形態において、本発明は、本発明のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写産物であ

るポリヌクレオチドをも提供する。したがって、

（ａ）  配列番号：２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列のＲＮＡ転写産物

を含んでなる；

（ｂ）  配列番号：２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列のＲＮＡ転写産物

である；

（ｃ）  配列番号：１のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写産物を含んでなる、あるいは

（ｄ）  配列番号：１のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写産物である；

ならびに、それらと相補的なＲＮＡポリヌクレオチドである、ＲＮＡポリヌクレ

オチドが提供される。

      【００２４】

  配列番号：１のポリヌクレオチド配列は、Ｈｙｍ  Ａ（Nozaki et al.， DNA 

cell Biol.， 15， 505-09， 1996）およびＭｏ２５（Karos et al.， Mol. Gen

 Genet. ， 260， 510-521， 1999）と相同性を示す。配列番号：１のポリヌク

レオチド配列は、配列番号：２のポリペプチドをコードするｃＤＮＡ配列である

。配列番号：２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列は、配列番号

：１のポリペプチドコード配列と同一であってもよく、または、遺伝コードの重

複（縮重）の結果、やはり配列番号：２のポリペプチドをコードしている、配列

番号：１以外の配列であってもよい。配列番号：２のポリペプチドは、Ｈｙｍ  

ＡおよびＭｏ２５蛋白質と相同性および／または構造上の類似性を有する、*カ

ルシウム結合蛋白質ファミリーの他の蛋白質と関係している。

      【００２５】

  本発明の好ましいポリペプチド、ならびにポリヌクレオチドは、とりわけ、そ

れらの相同的なポリペプチドおよびポリヌクレオチドと類似の生物学的機能／性

質を有していると予想される。さらには、本発明の好ましいポリペプチド、なら

びにポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＮＩＣ－ＢＰ活性を有している。

      【００２６】

  本発明のポリヌクレオチドは、ヒト中枢神経系の細胞由来ｍＲＮＡのｃＤＮＡ

ライブラリから、標準的なクローニングおよびスクリーニング技術を用いて取得
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することができる（例えば、Sambrook et al.， Molecular Cloning： A Labora

tory Manual, 2nd Ed.， Cold Spring Harbor Laboratory Press， Cold Spring

 Harbor， N.Y. (1989) 参照）。本発明のポリヌクレオチドは、ゲノムＤＮＡラ

イブラリなどの天然原料から取得することもでき、あるいは、周知の、商業的に

利用可能な技術を用いて、合成することもできる。

      【００２７】

  本発明のポリヌクレオチドを本発明のポリペプチドの組換え生産に用いる際、

該ポリヌクレオチドは、成熟ポリペプチドをコードする配列、それだけを含んで

いてもよく、または、リーダーまたは分泌配列、プレ、あるいは、プロもしくは

プレプロ蛋白質の配列、ないしは、他の融合ペプチド部分をコードするもの等、

読み枠内に、他のコード配列を伴った成熟ポリペプチドのコード配列を含んでい

てもよい。例えば、融合されたポリペプチドの精製を容易にする、マーカー配列

をコードすることもできる。本発明のこの形態の特定の好ましい実施態様におい

て、マーカー配列は、ｐＱＥベクター（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．）中に提供され

、Gentz et al.， Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1989) 86:821-824に記載され

ているような、ヘキサ・ヒスチジンペプチドであるか、またはＨＡタグである。

該ポリヌクレオチドはまた、転写・非翻訳配列、スプライシングおよびポリアデ

ニレーション・シグナル、リボソーム結合部位、ならびに、ｍＲＮＡを安定化さ

せる配列等の、非コードの５’－ならびに３’配列を含んでいてもよい。

      【００２８】

  配列番号：１のポリヌクレオチド配列と同一か、または十分な同一性を有して

いるかのポリヌクレオチドは、ｃＤＮＡならびにゲノムＤＮＡに対するハイブリ

ダイゼーション・プローブとして、あるいは、核酸増幅反応（例えば、ＰＣＲ）

用のプライマーとして、用いることができる。かかるプローブおよびプライマー

は、本発明のポリペプチドをコードする、完全長ｃＤＮＡおよびゲノム・クロー

ンを単離するため、ならびに、配列番号：１と高い配列類似性、典型的には少な

くとも９５％の相同性を有する、他の遺伝子（ヒト起源からのパラログ、ヒト以

外の種に由来するオルソログおよびパラログを含む）のｃＤＮＡおよびゲノム・

クローンを単離するために、用いることができる。好ましいプローブおよびプラ
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イマーは、一般に、少なくとも１５塩基、好ましくは少なくとも３０塩基を含ん

でなり、少なくとも１００塩基ではないにしても、少なくとも５０塩基を有して

いてもよい。特に好ましいプローブは、３０～５０塩基を有することができる。

特に好ましいプライマーは、２０～２５塩基を有することができる。

      【００２９】

  ヒト以外の種に由来の相同体を含む、本発明のポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチドは、厳格なハイブリダイゼーション条件下において、好ましくは少

なくとも１５塩基の、配列番号：１の配列またはその断片を有する標識プローブ

により、ライブラリをスクリーニングする工程と、前記ポリヌクレオチド配列を

含んだ、完全長ｃＤＮＡならびにゲノム・クローンを単離する工程とを含んでな

る方法によって取得してもよい。かかるハイブリダイゼーション技術は、当業者

には周知である。好適な、厳格なハイブリダイゼーション条件は、５０％ホルム

アミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭ  ＮａＣｌ，  １５ｍＭ  クエン酸三ナトリウ

ム）、５０ｍＭ  リン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×Ｄｅｎｈａｒｄｔ’ｓ

溶液、１０％硫酸デキストラン、および変性し、切断したサケ精子ＤＮＡ  ２０

マイクログラム／ｍｌを含む溶液中、４２℃における終夜インキュベートと；続

いて、０．１×ＳＳＣ中、約６５℃にてフィルターを洗浄することを含んでいる

。したがって、本発明は、厳格なハイブリダイゼーション条件下において、好ま

しくは少なくとも１５塩基の、配列番号：１の配列またはその断片を有する標識

プローブにより、ライブラリをスクリーニングすることにより取得される、好ま

しくは少なくとも１００塩基の配列を有する、単離ポリヌクレオチドも含む。

      【００３０】

  当業者であれば、多くの場合、単離ｃＤＮＡ配列は不完全であり、ポリペプチ

ドをコードする領域は、５’末端まで完全に伸びてはいないことをよく判ってい

るであろう。これは、「反応性（ｐｒｏｃｅｓｓｉｖｉｔｙ）」（ポリメリゼー

ション反応の間、酵素が鋳型と結合したままでいられる能力の尺度）が本来低い

酵素である、逆転写酵素が、第１鎖のｃＤＮＡ合成中に鋳型ｍＲＮＡのＤＮＡ複

製を完了できなかった結果である。

      【００３１】
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  完全長ｃＤＮＡを得る、あるいは、短いｃＤＮＡを伸長するために、利用可能

で、当業者には周知であるいくつかの方法、例えば、ｃＤＮＡ末端の高速増幅（

ＲＡＣＥ）法に基づくものがある（例えば、Frohman et al.， Proc. Nat. Acad

. Sci. USA 85， 8998-9002， 1988 参照）。例えば、Ｍａｒａｔｈｏｎ（商標

）法（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  Ｉｎｃ．）で例示される

、最近の改良法は、より長いｃＤＮＡの探索を著しく単純化した。Ｍａｒａｔｈ

ｏｎ（商標）法では、選択した組織から抽出されたｍＲＮＡからｃＤＮＡを調製

し、それぞれの末端に「アダプター」配列をライゲートする。次いで、遺伝子特

異的な、ならびにアダプター特異的なオリゴヌクレオチドプライマーの組合せを

用いて、ＤＮＡの「失われた」５’末端を増幅するため、核酸増幅（ＰＣＲ）を

行う。次いで、「内側の（ｎｅｓｔｅｄ）」プライマー、すなわち、増幅産物内

にアニールするよう設計されたプライマー（典型的には、アダプター配列のさら

に３’側にアニールするアダプター特異的なプライマー、および既知の遺伝子配

列のさらに５’側にアニールする遺伝子特異的なプライマー）を用いて、ＰＣＲ

反応を繰り返す。この反応の産物を、次いでＤＮＡ配列決定により分析し、そし

て、該産物を既存のｃＤＮＡに直接連結して、完全な配列とするか、あるいは、

５’プライマーの設計のために、新しい配列情報を利用して、別途の完全長のＰ

ＣＲを実施するかにより、完全長のｃＤＮＡを構築することができる。

      【００３２】

  本発明の組換えポリペプチドは、発現システムを内に含んでいる遺伝子操作さ

れた宿主細胞から、当技術分野において周知の方法により調製することもできる

。したがって、さらなる形態において、本発明は、１つまたは複数のポリヌクレ

オチドを含んでなる発現システム、かかる発現システムを含むように遺伝子操作

された宿主細胞、ならびに組換え法による本発明のポリペプチドの生産に関する

。本発明のＤＮＡ構築物に由来するＲＮＡを用いて、かかる蛋白質を生産するた

めに、無細胞系翻訳システムを使用することもできる。

      【００３３】

  組換え生産のために、宿主細胞は、遺伝子操作して本発明のポリヌクレオチド

用の発現システムまたはその一部を組み込むこともできる。ポリヌクレオチドは
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、Davis  et al.， Basic Methods in Molecular Biology （1986）およびSambr

ook et al. （同上）などの、多くの標準的な実験室マニュアル中に記載されて

いる方法によって、宿主細胞に導入することができる。ポリヌクレオチドを宿主

細胞に導入するための好ましい方法には、例えば、リン酸カルシウム・トランス

フェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン仲介トランスフェクション、トランスベ

クション、マイクロインジェクション、カチオン性脂質仲介トランスフェクショ

ン、電気穿孔法、形質導入、スクラップ・ローディング、弾道導入または感染が

含まれる。

      【００３４】

  適当な宿主の代表例には、連鎖球菌、ブドウ球菌、大腸菌、ストレプトミセス

、および枯草菌細胞などの細菌細胞、酵母細胞やアスペルギルス細胞などの真菌

細胞、ショウジョウバエ  Ｓ２およびハスモンヨトウ  Ｓｆ９細胞などの昆虫細

胞、ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨｅＬａ、Ｃ１２７、３Ｔ３、ＢＨＫ、ＨＥＫ２９３およ

びＢｏｗｅｓメラノーマ細胞などの動物細胞、ならびに植物細胞が含まれる。

      【００３５】

  多様な発現システム、例えば、染色体、エピソームおよびウイルス由来の発現

システム、例えば、細菌プラスミド由来、バクテリオファージ由来、トランスポ

ゾン由来、酵母エピソーム由来、挿入因子由来、酵母染色体因子由来、バキュロ

ウイルス、ＳＶ４０などのパポバウイルス、ワクチニアウイルス、アデノウイル

ス、鶏痘ウイルス、仮性狂犬病ウイルスおよびレトロウイルスなどのウイルス由

来のベクター、ならびに、コスミドおよびファージミドなどの、プラスミドとバ

クテリオファージ遺伝因子とから誘導されるもの等、それらの組合せから誘導さ

れたベクターを、用いることができる。該発現システムは、発現を誘導すると同

時に発現を調節する制御領域を含んでいてもよい。一般に、宿主におけるポリペ

プチドの生産のために、ポリヌクレオチドを維持、増加、あるいは発現すること

ができる、いかなるシステムまたはベクターをも用いることができる。該適当な

ポリヌクレオチド配列は、例えば、上のSambrook et al. （同上）に示されたも

のなどの、様々な周知の、慣用の技術のいずれかによって、発現システムに挿入

することもできる。翻訳蛋白質の小胞体の内腔、ペリプラスム間隙、または細胞
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外環境への分泌を可能とするため、適当な分泌シグナルを、所望のポリペプチド

に組み込むこともできる。これらのシグナルは、ポリペプチドに内在的なもので

あってもよく、または、異種シグナルであってもよい。

      【００３６】

  本発明のポリペプチドを、スクリーニング・アッセイで用いるために発現すべ

き際には、一般に、ポリペプチドは細胞表面に産生されることが好ましい。その

際、細胞はスクリーニング・アッセイにおいて用いる前に、集菌してもよい。ポ

リペプチドが培地中に分泌される際には、ポリペプチドを回収して精製するため

に培地を回収することができる。細胞内で生産される際には、ポリペプチドを回

収する前に、細胞を予め溶解しなければならない。

      【００３７】

  本発明のポリペプチドは、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈澱、酸抽出、

アニオンまたはカチオン交換クロマトグラフィ、ホスホセルロース・クロマトグ

ラフィ、疎水性相互作用クロマトグラフィ、アフィニティ・クロマトグラフィ、

ヒドロキシルアパタイト・クロマトグラフィ、およびレクチン・クロマトグラフ

ィを含む、周知の方法により、組換え細胞の培養物から回収し、精製することが

できる。精製のために、高性能液体クロマトグラフィを用いることが最も好まし

い。該ポリペプチドが、細胞内合成、単離および／または精製の間に変性する際

は、蛋白質のリフォールディングのための周知の技術を、活性な配座を再生する

ために用いることもできる。

      【００３８】

  本発明のポリヌクレオチドは、関連する遺伝子における突然変異を検出するこ

とにより、診断試薬として用いることができる。ｃＤＮＡまたはゲノム配列にお

ける、配列番号：１のポリヌクレオチドによって特定される遺伝子の突然変異型

であって、機能不全に関連する突然変異型の検出は、該遺伝子の発現不足、発現

過剰、あるいは、空間もしくは時間的に変移した発現によって起こされる疾患、

または疾患に対する感受性の診断を補足する、または確定することができる診断

ツールを提供することができる。該遺伝子中に突然変異を有する個人は、当技術

分野で周知の様々な手法により、ＤＮＡレベルで検出されてもよい。



(20) 特表２００３－５０３０２４

      【００３９】

  診断用の核酸は、血液、尿、唾液、組織生検または剖検材料などの、被検者の

細胞から取得することができる。該ゲノムＤＮＡは、直接検出のために用いるこ

ともでき、あるいは、分析前にＰＣＲ、好ましくはＲＴ－ＰＣＲ、または他の増

幅技術を用いて、それを酵素的に増幅することもできる。ＲＮＡまたはｃＤＮＡ

も、同様の形態で用いることができる。欠失および挿入は、正常な遺伝子型に比

較して、その増幅産物のサイズの変化により検出することができる。ポイント・

ミューテイションは、増幅ＤＮＡを標識したＡＮＩＣ－ＢＰヌクレオチド配列に

ハイブリダイズすることによって同定することができる。完全に一致した配列は

、ＲＮアーゼ消化、あるいは、または融解温度の差異により、ミスマッチした二

重鎖から識別することができる。ＤＮＡ配列の相違は、変性剤の有り、または無

しのゲル上での、ＤＮＡ断片の電気泳動移動度の変化により、あるいは、直接の

ＤＮＡ配列決定（例えば、Ｍｙｅｒｓ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｓｃｉｅｎｃｅ  （１

９８５）  ２３０：  １２４２  参照）により、検出することができる。特定の

部位の配列変化は、ＲＮアーゼとＳ１保護などの、ヌクレアーゼ保護アッセイ、

あるいは、化学的切断法（Ｃｏｔｔｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔ

ｌ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ  （１９８５）  ８５：４３９７－４４０

１  参照）により明らかにすることができる。

      【００４０】

  ＡＮＩＣ－ＢＰポリヌクレオチド配列またはその断片を含んでなるオリゴヌク

レオチド・プローブのアレイを、例えば、遺伝的突然変異の有効なスクリーニン

グを実施するために、構築することもできる。かかるアレイは、高密度アレイま

たは格子であることが好ましい。アレイ化技術の方法は、周知であり、一般な応

用を有し、また、遺伝子発現、遺伝子連関、および遺伝変異性を含む、分子遺伝

学における様々な問題に答えるために用いることができ、例えば、Ｍ．Ｃｈｅｅ

  ｅｔ  ａｌ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ，  ２７４，  ６１０－６１３（１９９６）お

よびその中でに引用されている他の文献を参照されたい。

      【００４１】

  ポリペプチドまたはｍＲＮＡの発現レベルの異常な上昇または低下の検出は、
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被検者の本発明にかかる疾患に対する感受性を診断または決定のために用いるこ

ともできる。低下した、または上昇した発現は、例えば、核酸増幅、例えばＰＣ

Ｒ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＲＮアーゼ保護、ノーザンブロット法、および他のハイブリ

ダイゼーション法などの、ポリヌクレオチド定量のための当技術分野において周

知の方法のいずれかを用いて、ＲＮＡレベルで測定することができる。宿主由来

の試料中の、本発明のポリペプチドなどの蛋白質レベルを定量するために用いる

ことができるアッセイ技術は、当業者には周知である。かかるアッセイ法には、

ラジオイムノアッセイ、競合結合アッセイ、ウエスタン・ブロット分析、および

ＥＬＩＳＡアッセイが含まれる。

      【００４２】

  したがって、もう１つの形態において、本発明は、

（ａ）  本発明のポリヌクレオチド、好ましくは配列番号：１のヌクレオチド配

列、またはその断片あるいはＲＮＡ転写産物；

（ｂ）  （ａ）のものに相補的なヌクレオチド配列；

（ｃ）  本発明のポリペプチド、好ましくは配列番号：２のポリペプチド、また

はその断片、あるいは

（ｄ）  本発明のポリペプチド、好ましくは配列番号：２のポリペプチドにたい

する抗体を含んでなる診断キットに関する。

      【００４３】

  かかるキットのいずれにおいても、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、または（ｄ）は

、実質的な構成要素を構成することができることは十分に理解されるであろう。

かかるキットは、疾患または疾患に対する感受性、特に、数ある中でも、本発明

にかかる疾患の診断に際して、有用となるであろう。

      【００４４】

  本発明のポリヌクレオチド配列は、染色体位置分析研究用に有用である。該配

列は、個々のヒト染色体上における特定の位置を、特異的に標的とし、また、ハ

イブリダイズすることができる。本発明に従った、染色体に対する関連する配列

のマッピングは、それらの配列を遺伝子関連疾患と関係付ける際に、重要な第１

段階である。いったん、配列が正確な染色体上の位置にマッピングされれば、該
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配列の染色体上における物理的位置を、遺伝子マップデータと相関付けることが

できる。かかるデータは、例えば、Ｖ．ＭｃＫｕｓｉｃｋのヒトにおけるメンデ

ル遺伝（Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ  Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ  ｉｎ  Ｍａｎ）（Ｊｏ

ｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｗｅｌｃｈ  Ｍｅｄｉｃａｌ

  Ｌｉｂｒａｒｙからオンラインで入手可能）で見ることができる。次いで、同

じ染色体領域にマッピングされた遺伝子と疾患との関係を、連関群分析（物理的

に隣接する遺伝子の共遺伝）を通して特定する。ゲノム配列（遺伝子断片など）

に対する正確なヒト染色体上の位置は、放射線ハイブリッド（ＲＨ）マッピング

（Ｗａｌｔｅｒ，Ｍ．，  Ｓｐｉｌｌｅｔ，Ｄ．，  Ｔｈｏｍａｓ，Ｐ．，  Ｗ

ｅｉｓｓｅｎｂａｃｈ，Ｊ．，  ａｎｄ  Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗ，Ｐ．，  （１

９９４）  全ゲノムの放射線ハイブリッドマップ構築の方法（Ａ  ｍｅｔｈｏｄ

  ｆｏｒ  ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ  ｒａｄｉａｔｉｏｎ  ｈｙｂｒｉｄ  ｍ

ａｐｓ  ｏｆ  ｗｈｏｌｅ  ｇｅｎｏｍｅｓ），  Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔｉ

ｃｓ  ７，  ２２－２８）を用いて、決定することができる。いくつかのＲＨパ

ネル、例えば、ＧｅｎｅＢｒｉｄｇｅ４  ＲＨパネル  （Ｈｕｍ．  Ｍｏｌ．  

Ｇｅｎｅｔ．  １９９６  Ｍａｒ；  ５（３）：３３９－４６  ヒトゲノムの放

射線ハイブリッドマップ（Ａ  ｒａｄｉａｔｉｏｎ  ｈｙｂｒｉｄ  ｍａｐ  ｏ

ｆ  ｔｈｅ  ｈｕｍａｎ  ｇｅｎｏｍｅ）；  Ｇｙａｐａｙ  Ｇ，  Ｓｃｈｍｉ

ｔｔ  Ｋ，  Ｆｉｚａｍｅｓ  Ｃ，  Ｊｏｎｅｓ  Ｈ，  Ｖｅｇａ－Ｃｚａｒｎ

ｙ  Ｎ，  Ｓｐｉｌｌｅｔｔ  Ｄ，  Ｍｕｓｅｌｅｔ  Ｄ，  Ｐｒｕｄ’Ｈｏｍ

ｍｅ  ＪＦ，  Ｄｉｂ  Ｃ，  Ａｕｆｆｒａｙ  Ｃ，  Ｍｏｒｉｓｓｅｔｔｅ  

Ｊ，  Ｗｅｉｓｓｅｎｂａｃｈ  Ｊ，  Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗ  ＰＮ）は、Ｒｅ

ｓｅａｒｃｈ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（米国アラバマ州ハンツビル）から入手可能で

ある。このパネルを用いて、遺伝子の染色体上での位置を決定するために、ＲＨ

  ＤＮＡ上の、注目する遺伝子から設計されたプライマーを用いて、９３回のＰ

ＣＲを実施する。これらのＤＮＡはそれぞれ、ハムスターのバックグラウンド（

ヒト／ハムスターハイブリッド  セルライン）中に維持されている、ランダムな

ヒトゲノム断片を含む。これらのＰＣＲは、目的とする遺伝子のＰＣＲ産物の有

無を示す９３のスコアが得られる。これらのスコアを、位置が既知のゲノム配列
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からのＰＣＲ産物を用いて作成されたスコアと比較する。この比較は、ｈｔｔｐ

：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕで行う。

      【００４５】

  本発明のポリヌクレオチド配列は、組織発現の研究用の有用なツールでもある

。そのような研究は、それをコードしているｍＲＮＡの検出により、組織におけ

る、コードされているポリペプチドの発現パターンに関する指標を与えることが

できる、本発明にかかるポリヌクレオチドの発現パターンの決定を可能とする。

用いる技法は、当技術分野において周知であり、ｃＤＮＡマイクロアレイ・ハイ

ブリダイゼーション（Ｓｃｈｅｎａ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｓｃｉｅｎｃｅ，  ２７

０，  ４６７－４７０，  １９９５およびＳｈａｌｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｇｅ

ｎｏｍｅ  Ｒｅｓ．，  ６，  ６３９－６４５，  １９９６）などの、格子上に

配列されたクローンに対する、系内ハイブリダイゼーション法、ならびにＰＣＲ

などのヌクレオチド増幅法を含む。好ましい方法は、Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ

から入手可能なＴＡＱＭＡＮ（商標）法を利用する。これらの研究の結果は、そ

の生物における該ポリペプチドの正常な機能の示唆を与えることもできる。加え

て、ｍＲＮＡの正常な発現パターンを、同じ遺伝子の変移型（例えば、潜在的ま

たはをポリペプチドをコードする能力の変変化または調節的な突然変異を有する

もの）によってコードされるＲＮＡの発現パターンとの対比試験は、本発明のポ

リペプチドの役割、あるいは、疾患の際の、その不適切な発現の役割についても

、有用な知見を提供することができる。かかる不適切な発現は、時間的、空間的

または単に量的に特徴的であってもよい。本発明のポリペプチドは、ヒト脳にお

いて発現される。

      【００４６】

  本発明のさらなる形態は、抗体に関する。本発明のポリペプチドもしくはその

断片、またはそれらを発現する細胞は、本発明のポリペプチドに対する、免疫特

異的な抗体を作製するための、免疫原として用いることができる。「免疫特異的

」なる用語は、その抗体が、先行技術における他の関連したポリペプチドに対す

る親和性よりも、本発明のポリペプチドに対して、実質的に高い親和性を有する

ことを意味する。
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      【００４７】

  本発明のポリペプチドに対して創製された抗体は、該ポリペプチドまたはエピ

トープを含む断片、あるいは、細胞を、動物、好ましくはヒト以外の動物に、通

常のプロトコルを用いて投与することにより取得することができる。モノクロー

ナル抗体の調製のためには、セル・ラインの継代培養によって生産される抗体を

提供する技法のいずれをも用いることができる。その例には、ハイブリドーマ法

（Ｋｏｈｌｅｒ，Ｇ．  ａｎｄ  Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．，  Ｎａｔｕｒｅ  （

１９７５）  ２５６：４９５－４９７）、トリオーマ法、ヒトＢ細胞ハイブリド

ーマ法（Ｋｏｚｂｏｒ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  Ｔｏｄａｙ  

（１９８３）  ４：７２）およびＥＢＶハイブリドーマ法（Ｃｏｌｅ  ｅｔ  ａ

ｌ．，  Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ

  Ｔｈｅｒａｐｙ，  ７７－９６，  Ａｌａｎ  Ｒ．  Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，  

１９８５）が含まれる。

      【００４８】

  米国特許第４９４６７７８号に記載のものなどの、一本鎖抗体作製のための技

法を、本発明のポリペプチドに対する一本鎖抗体を作製するために、応用するこ

とができる。同様に、トランスジェニック・マウス、または他の哺乳動物を含む

他の生物を、ヒト化抗体の発現のために、利用することもできる。

      【００４９】

  上述の抗体は、該ポリペプチドを発現するクローンの単離、または同定、ある

いは、アフィニティ・クロマトグラフィによる該ポリペプチドの精製のために、

使用することもできる。本発明のポリペプチドに対する抗体は、また、なかでも

、本発明にかかる疾患を治療するために、使用することもできる。

      【００５０】

  本発明のポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、ワクチンとしても用いるこ

とができる。したがって、さらなる形態において、本発明は、哺乳動物における

免疫応答を誘導するための方法であって、その疾患がその個体内ですでに慢性化

しているか否かに関わらず、前記動物を疾患から防護するため、抗体および／ま

たは、例えば、サイトカイン産生Ｔ細胞もしくは細胞毒性Ｔ細胞を含むＴ細胞免
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疫応答を創製するのに適する、本発明のポリペプチドを該哺乳動物に接種するこ

とを含んでなる方法に関する。哺乳動物における免疫応答は、本発明にかかる疾

患から前記動物を保護するために、抗体を生産するためのかかる免疫応答を誘導

する目的で、ｉｎ  ｖｉｖｏにおいて、該ポリペプチドをコードし、かつ該ポリ

ヌクレオチドの発現を支配するベクターを介して、本発明のポリペプチドを送達

することを含んでなる方法によって、誘起することもできる。該ベクターを投与

する１つの手段は、粒子などの上へのコーティングとして、所望の細胞内へと促

進することによる。かかる核酸ベクターは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、修飾核酸、あるい

は、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドから構成されてもよい。ワクチンに使用するた

めには、ポリペプチドまたは核酸ベクターは、通常、ワクチン調合物（組成物）

として提供されることになる。該調合物は、適当な担体をさらに含むことができ

る。ポリペプチドは胃内で分解されることもあるため、非経口（例えば、皮下、

筋肉内、静脈内、または皮内注射）で投与することが好ましい。非経口投与に適

した調合物は、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤、ならびに、調合物を受容者の血液と

等張性となす溶質を含有してもよい、水性および非水性無菌注射溶液；ならびに

懸濁化剤または増粘剤を含有してもよい、水性および非水性無菌懸濁液を含む。

該調合物は、単位用量または多回用量容器、例えば、密閉アンプルまたはバイア

ル中に入れて、提供することもでき、そして、使用直前に無菌液体担体を添加す

るだけでよくされている、凍結乾燥状態で保存することもできる。該ワクチン調

合物はまた、水中油系ならびに当技術分野で公知のその他の系などの、該調合物

の免疫原性を増強するための補助剤系を含むこともできる。その用量は、ワクチ

ンの比活性に依存しており、また、通常の実験によって容易に決定することがで

きる。

      【００５１】

  本発明のポリペプチドは、１つまたは複数の疾患状態、特に本明細書において

前述した本発明にかかる疾患と関連する、１つまたは複数の生物学的機能を有す

る。したがって、該ポリペプチドの機能または濃度を刺激あるいは阻害する化合

物を同定することは有用である。したがって、さらなる形態において、本発明は

、該ポリペプチドの機能または濃度を刺激あるいは阻害する化合物を同定するた
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めの化合物をスクリーニングする方法を提供する。かかる方法は、本明細書にお

いて前述した本発明にかかる疾患などの治療および予防の目的に使用することが

できる、アゴニストまたはアンタゴニストを同定する。化合物は、様々な原料、

例えば、細胞、細胞を含まない調製物、化学的ライブラリ、化学的化合物のコレ

クション、および天然産物の混合物から同定することができる。このように同定

されたアゴニストまたはアンタゴニストは、場合によっては、該ポリペプチドの

天然もしくは改変された基質、リガンド、受容体、酵素など；それらの構造的も

しくは機能的な模倣物（Ｃｏｌｉｇａｎ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐ

ｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  １（２）：  第５章  （１９

９１）参照）あるいは小分子であってもよい。

      【００５２】

  該スクリーニング法は、該ポリペプチド、または該ポリペプチドを有する細胞

もしくは膜、あるいはその融合蛋白質に対する候補化合物の結合を、該候補化合

物に直接または間接的に結合された標識によって、単に測定してもよい。それに

代えて、該スクリーニング法は、標識された競合物質（例えばアゴニストまたは

アンタゴニスト）に対抗した、候補化合物のポリペプチドへの競合的結合を、測

定または（定性的または定量的に）検出することも含まれる。さらに、これらの

スクリーニング法は、該ポリペプチドを有する細胞に適した検出システムを用い

て、該候補化合物が該ポリペプチドの活性化または阻害により発生するシグナル

をもたらすか否かを調べてもよい。活性化の阻害物質は、一般に、既知のアゴニ

スト存在下でアッセイし、そして、該アゴニストによる活性化への該候補化合物

の存在による影響を観察する。さらに、スクリーニング法は、混合物を作成する

ため、候補化合物を本発明のポリペプチドを含む溶液と混合する工程と、該混合

物における、ＡＮＩＣ－ＢＰ活性を測定する工程と、該混合物のＡＮＩＣ－ＢＰ

活性を候補化合物を含まない対照混合物と比較する工程とを、単に含んでいても

よい。

      【００５３】

  本発明のポリペプチドは、従来の低性能スクリーニング法において、およびハ

イスループット・スクリーニング（ＨＴＳ）フォーマットにおいても用いること
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ができる。そのようなＨＴＳフォーマットは、９６穴の、より最近は、３８４穴

マイクロタイタープレートの十分に確立された使用だけでなく、Ｓｃｈｕｌｌｅ

ｋ  ｅｔ  ａｌ．，  Ａｎａｌ．  Ｂｉｏｃｈｅｍ．，  ２４６，  ２０－２９

，  （１９９７）によって記載されたナノウェル法などの新たに出てきた方法も

含む。

      【００５４】

  本明細書において前述したとおり、Ｆｃ蛋白質およびＡＮＩＣ－ＢＰポリペプ

チドから作製されたものなどの、融合蛋白質は、本発明のポリペプチドに対する

アンタゴニストを同定するためのハイスループット・スクリーニング・アッセイ

のために用いることもできる（Ｄ．Ｂｅｎｎｅｔｔ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｊ．  Ｍ

ｏｌ．  Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ，  ８：５２－５８  （１９９５）；および  

Ｋ．Ｊｏｈａｎｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｊ．  Ｂｉｏｌ．  Ｃｈｅｍ．，  ２

７０（１６）：９４５９－９４７１  （１９９５）参照）。

      【００５５】

    （スクリーニング手法）

  本発明のポリヌクレオチド、ポリペプチドおよび該ポリペプチドに対する抗体

は、細胞におけるｍＲＮＡおよびポリペプチドの産生に対する添加化合物の影響

を検出するためのスクリーニング法を形成するために用いることもできる。例え

ば、当技術分野において公知の標準法により、モノクローナルならびにポリクロ

ーナル抗体を用いて、分泌された、または細胞に付随しているポリペプチドの濃

度を測定するための、ＥＬＩＳＡアッセイを構築することができる。これは、適

当な操作を施された細胞または組織からの、ポリペプチドの産生を阻害または促

進する物質（それぞれ、アンタゴニストまたはアゴニストとも呼ばれる）を発見

するために用いることができる。

      【００５６】

  本発明のポリペプチドは、当技術分野において公知の標準的な受容体結合手法

により、膜に結合したあるいは可溶性の受容体を、いずれであっても、同定する

ために用いることもできる。これらは、それらに限定されることはないものの、

該ポリペプチドを、放射性同位体（例えば、125Ｉ）によって標識、化学的に修
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飾（例えば、ビオチン化）、または、検出もしくは精製に適したペプチド配列と

融合し、そして、推定される受容体源（細胞、細胞膜、細胞上清、組織抽出物、

体液）とインキュベートする、リガンド結合ならびにクロスリンク・アッセイを

含む。他の方法は、表面プラズモン共鳴や分光法などの生物物理的手法を含む。

これらのスクリーニング法は、該ポリペプチドのその受容体への結合と競合する

、該ポリペプチドのアゴニストおよびアンタゴニストを、いずれであっても、同

定するために用いることもできる。かかるアッセイを実施するための標準的な方

法は、当技術分野において十分に理解されている。

      【００５７】

  本発明のポリペプチドのアンタゴニストの例には、抗体、あるいは、ある場合

には、該ポリペプチドのリガンド、基質、受容体、酵素などと密接に関係してい

るオリゴヌクレオチドもしくは蛋白質、場合によっては、リガンド、基質、受容

体、酵素などの断片；あるいは、本発明のポリペプチドと結合するが、反応を誘

発しない、そのため、ポリペプチドの活性が防止される、小さな分子が含まれる

。

      【００５８】

  スクリーニング法は、トランスジェニック技術およびＡＮＩＣ－ＢＰ遺伝子の

使用を含むこともできる。トランスジェニック動物を構築する手法は十分に確立

されている。例えば、該ＡＮＩＣ－ＢＰ遺伝子は、受精卵母細胞の雄核へのマイ

クロインジェクション、移植前もしくは移植後の胚へのレトロウイルスによる導

入、または電気穿孔法などにより遺伝的に改変された胚幹細胞の宿主胚盤胞への

注入により、導入することができる。特に有用なトランスジェニック動物は、そ

の動物ゲノム内で、動物の遺伝子がそのヒトの等価遺伝子で置換されている、い

わゆる「ノック－イン」動物である。ノック－イン・トランスジェニック動物は

、該化合物がヒト標的に対して特異的である、医薬発見プロセスにおける、標的

確認のために有用である。他の有用なトランスジェニック動物は、細胞内の内在

性ＤＮＡ配列によりコードされており、本発明のポリペプチドの該動物のオルソ

ログの発現が、部分的または完全に失活されている、いわゆる「ノック・アウト

」動物である。遺伝子のノック・アウトは、特定の細胞または組織を標的とする



(29) 特表２００３－５０３０２４

こともあれば、技術上の限界の結果、特定の細胞または組織においてのみで行わ

れてもよく、あるいは、動物における、すべての、もしくは実質的にすべての細

胞において行われてもよい。トランスジェニック動物の技術は、また、大量の本

発明のポリペプチドを与えるために、導入された遺伝子が発現される、全動物の

発現－クローニングシステムを提供する。

      【００５９】

  前述の方法で使用するためのスクリーニング・キットは、本発明のさらなる形

態を形成する。かかるスクリーニング・キットは、

（ａ）  本発明のポリペプチド；

（ｂ）  本発明のポリペプチドを発現する組換え細胞；

（ｃ）  本発明のポリペプチドを発現する細胞膜；または

（ｄ）  本発明のポリペプチドに対する抗体；のいずれかを含んでなり、そのポ

リペプチドは配列番号：２のものであることが好ましい。

      【００６０】

  かかるキットのいずれにおいても、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）は、

実質的構成要素を構成することが理解されるであろう。

      【００６１】

    （用語）

  下記の定義は、上で頻繁に用いられる特定の用語の理解を促するために提供す

るものである。

      【００６２】

  本明細書において用いられる場合、「抗体」はポリクローナルおよびモノクロ

ーナル抗体、キメラ、一本鎖、およびヒト化抗体、ならびに、Ｆａｂまたは他の

免疫グロブリン発現ライブラリの産物を含むＦａｂ断片を含む。

      【００６３】

  「単離された」とは、その天然の状態から「ヒトの手によって」変更されたこ

とを意味し、すなわち、天然にある場合には、その元の環境から変えられたか、

または取り出されたこと、あるいはその両方を意味する。例えば、生きている生

物中に天然に存在するポリヌクレオチドまたはポリペプチドは「単離されて」い
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ないが、その天然の状態の共存物質から分離された同じポリヌクレオチドまたは

ポリペプチドは、本明細書における用語の使用によれば、「単離されて」いる。

さらに、形質転換、遺伝子操作または任意の他の組換え法によって、生物に導入

されたポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、それがまだ前記生物中にあって

も「単離されて」おり、その生物は生きていても、生きていなくてもよい。

      【００６４】

  「ポリヌクレオチド」は一般に、ポリリボヌクレオチド（ＲＮＡ）またはポリ

デオキシリボヌクレオチド（ＤＮＡ）のいずれをも意味し、それらは未改変ある

いは改変のＲＮＡまたはＤＮＡであってもよい。「ポリヌクレオチド」は、制限

はなく、一本鎖および二本鎖ＤＮＡ、一本鎖および二本鎖領域の混合物であるＤ

ＮＡ、一本鎖および二本鎖ＲＮＡ、ならびに一本鎖および二本鎖領域の混合物で

あるＲＮＡ、一本鎖でもよく、もしくはより典型的には二本鎖または一本鎖と二

本鎖領域の混合物であってもよい、ＤＮＡおよびＲＮＡを含んでなるハイブリッ

ド分子を含む。加えて、「ポリヌクレオチド」は、ＲＮＡもしくはＤＮＡまたは

ＲＮＡとＤＮＡの両方を含んでなる三本鎖領域を意味する。「ポリヌクレオチド

」なる用語は、１つまたは複数の修飾された塩基を含むＤＮＡまたはＲＮＡ、お

よび安定性またはその他の理由により、修飾された主鎖を有するＤＮＡまたはＲ

ＮＡも含む。「修飾」された塩基は、例えば、トリチル化塩基ならびにイノシン

などの普通ではない塩基を含む。ＤＮＡおよびＲＮＡに対して、様々な修飾が行

われてもよく、したがって、「ポリヌクレオチド」は、天然に典型的に見いださ

れる、化学的、酵素的、または代謝的に修飾された形態のポリヌクレオチド、な

らびにウイルスおよび細胞に特徴的なＤＮＡおよびＲＮＡの化学的形態を含む。

「ポリヌクレオチド」は、しばしばオリゴヌクレオチドと呼ばれる、比較的に短

いポリヌクレオチドも含む。

      【００６５】

  「ポリペプチド」は、ペプチド結合または修飾されたペプチド結合、すなわち

ペプチドイソステアによって、互いに連結された２つ以上のアミノ酸を含んでな

る、いかなるポリペプチドをも意味する。「ポリペプチド」は、通常は、ペプチ

ド、オリゴペプチドまたはオリゴマーと呼ばれる短鎖、ならびに、一般に、蛋白
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質と呼ばれる長鎖の双方を意味する。ポリペプチドは、２０の遺伝子コードのア

ミノ酸以外の、アミノ酸を含むことができる。「ポリペプチド」は、翻訳後のプ

ロセシング等の天然プロセス、または当技術分野において周知の化学的修飾法の

いずれかによって修飾されたアミノ酸配列をも含む。かかる修飾は、基本の参考

書およびより詳細な研究論文、ならびに多くの研究文献に詳しく記載されている

。修飾は、ペプチド主鎖、アミノ酸側鎖、およびアミノまたはカルボキシル末端

を含む、ポリペプチド中のいずれで行われてもよい。所与のポリペプチドにおい

て、いくつかの部位で、同種の修飾が同じ程度または異なる程度で存在してもよ

いことは理解されるであろう。同様に、所与のポリペプチドは、多くの種類の修

飾を含むことができる。ポリペプチドは、ユビキチン化の結果として、枝分れし

ていてもよく、また、枝分れを有する、あるいは、有していない、環構造であっ

てもよい。環状の、分枝の、ならびに分枝した環状のポリペプチドは、翻訳後の

天然プロセスにより生じることもあり、あるいは、合成法によって製造すること

もできる。修飾には、アセチル化、アシル化、ＡＤＰリボシル化、アミド化、ビ

オチン化、フラビンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ヌクレオチドまたはヌク

レオチド誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスホチジルイ

ノシトールの共有結合、クロス・リンキング、環化、ジスルフィド結合形成、脱

メチル化、共有結合型クロス・リンクの形成、シスチンの形成、ピログルタミン

酸塩の形成、ホルミル化、γ－カルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩ  アンカ

ー形成、ヒドロキシル化、ヨード化、メチル化、ミリストイル化、酸化、蛋白分

解処理、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、アルギニル

化などのトランスファーＲＮＡ仲介による蛋白質へのアミノ酸付加、およびユビ

キチン化が含まれる（例えば、蛋白質－構造と分子の性質、第２版（Ｐｒｏｔｅ

ｉｎｓ－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｐｅｒｔｉ

ｅｓ，２ｎｄ  Ｅｄ．），  Ｔ．Ｅ．  Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，  Ｗ．Ｈ．  Ｆｒ

ｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏｍｐａｎｙ，  Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９９３；  蛋白

質の翻訳後共有修飾（Ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｃｏｖａｌｅｎ

ｔ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎｓ），  Ｂ．Ｃ．  Ｊｏ

ｈｎｓｏｎ  Ｅｄ．，  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，  Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋの
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Ｗｏｌｄ，Ｆ．  ，  翻訳後蛋白質修飾：将来の展望と期待（Ｐｏｓｔ－ｔｒａ

ｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ：Ｐｅｒ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ），１－１２；  Ｓｅｉｆｔ

ｅｒ  ｅｔ  ａｌ．  「蛋白質修飾および非蛋白質補助因子の分析（Ａｎａｌｙ

ｓｉｓ  ｆｏｒ  ｐｒｏｔｅｉｎ  ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ  ａｎｄ  ｎｏ

ｎｐｒｏｔｅｉｎ  ｃｏｆａｃｔｏｒｓ）」，  Ｍｅｔｈ．  Ｅｎｚｙｍｏｌ．

，  １８２，  ６２６－６４６，  １９９０，および  Ｒａｔｔａｎ  ｅｔ  ａ

ｌ．，  「蛋白質合成：翻訳後の修飾とエージング（Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｙｎｔ

ｈｅｓｉｓ：Ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏ

ｎｓ  ａｎｄ  Ａｇｉｎｇ）」，Ａｎｎ．  ＮＹ  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ，６

６３，  ４８－６２，  １９９２参照）。

      【００６６】

  ポリペプチド配列の「断片」とは、その基準となる配列よりも短いが、基準と

するポリペプチドと基本的に同じ生物機能または活性を保持するポリペプチド配

列を意味する。

      【００６７】

  ポリヌクレオチド配列の「断片」は、配列番号：１の基準となる配列よりも短

いポリヌクレオチド配列を意味する。

      【００６８】

  「変異体」は、基準となるポリヌクレオチドまたはポリペプチドと異なるが、

その基本的性質を保持するポリヌクレオチドまたはポリペプチドを意味する。ポ

リヌクレオチドの典型的変異体は、基準となるポリヌクレオチドと塩基配列にお

いて異なる。変異体のヌクレオチド配列の変化は、基準となるポリヌクレオチド

によってコードされるポリペプチドのアミノ酸配列を変えることもあれば、変え

ないこともある。ヌクレオチドの変化は、下記のとおり、基準となる配列によっ

てコードされるポリペプチドにおけるアミノ酸の置換、付加、欠失、融合および

末端削除を引き起こすこともある。ポリペプチドの典型的変異体は、基準となる

ポリペプチドとアミノ酸配列において異なる。一般に、変更は、基準となるポリ

ペプチドと変異体との配列は、全体としては非常に類似であり、多くの領域にお
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いて、同一となるように限定されている。変異体と基準となるポリペプチドとは

、アミノ酸配列において、１つまたは複数の置換、挿入、欠失の任意の組合せに

より異なっていてもよい。置換または挿入されるアミノ酸残基は、遺伝子コード

によってコードされるものでもよく、コードされないものでもよい。典型的な保

存的置換には、Ｇｌｙ、Ａｌａ；  Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ；  Ａｓｐ、Ｇｌｕ

；  Ａｓｎ、Ｇｌｎ；  Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；  Ｌｙｓ、Ａｒｇ；ならびにＰｈｅと

Ｔｙｒが含まれる。ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの変異体は、対立遺伝

子などの天然に生じるものでもよく、または天然では生じることが知られていな

い変異体であってもよい。ポリヌクレオチドおよびポリペプチドの非天然に生じ

る変異体は、突然変異生成技法あるいは直接合成によって作製することもできる

。また、変異体として含まれるものは、１つまたは複数の翻訳後の修飾、例えば

、グリコシル化、リン酸化、メチル化、ＡＤＰリボシル化などを有するポリペプ

チドである。複数の実施態様は、Ｎ末端アミノ酸のメチル化、セリンおよびトレ

オニンのリン酸化ならびにＣ末端グリシンの修飾を含む。

      【００６９】

  「対立遺伝子」は、ゲノム中の所与の遺伝子座で生じる、遺伝子の２つ以上の

別の形態の１つを意味する。

      【００７０】

  「多型性」は、一集団内のゲノムにおける所与の位置のヌクレオチド配列（お

よび、関連して、コードされたポリペプチド配列）における変異を意味する。

      【００７１】

  「１塩基多型性」（ＳＮＰ）は、一集団内での、ゲノムにおける１個の塩基位

置での、ヌクレオチド変異性の出現を意味する。ＳＮＰは、遺伝子内またはゲノ

ムの遺伝子間領域内で起こることもある。ＳＮＰは、対立遺伝子特異的増幅（Ａ

ＳＡ）を用いてアッセイすることもできる。この方法には、少なくとも３つのプ

ライマーが必要となる。共通プライマーは、アッセイする多型性に対して、リバ

ースな相補型で用いる。この共通プライマーは、多型塩基から、５０～１５００

塩基対の間隔が隔っている。他の２つ（またはそれ以上）のプライマーは、最後

の３’塩基が、多型性を成す２つ（またはそれ以上）の対立遺伝子の１つに適合
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するように、変移することを除き、相互に等しい。次いで、サンプルＤＮＡで２

回（またはそれ以上）のＰＣＲ反応を、それぞれ共通プライマーおよび対立遺伝

子特異的プライマーの１つを用いて実施する。

      【００７２】

  本明細書において用いる場合、「スプライス変異体」は、最初は同じゲノムＤ

ＮＡ配列から転写されたが、他の択一的なＲＮＡスプライシングを受けたＲＮＡ

分子から生成されたｃＤＮＡ分子を意味する。択一的なＲＮＡスプライシングは

、原ＲＮＡ転写産物が、一般にはイントロンを除去するために、スプライシング

を受ける際に生じ、それぞれが異なるアミノ酸配列をコードしてもよい、複数の

ｍＲＮＡ分子の産生を引き起こす。スプライス変異体なる用語は、前述のｃＤＮ

Ａ分子によってコードされる蛋白質をも意味する。

      【００７３】

  「同一性」は、２つ以上のポリペプチド配列または２つ以上のポリヌクレオチ

ド配列の間の関係を反映し、その配列の比較により決定される。一般に、同一性

は、対比される配列の全長にわたり、２つのポリヌクレオチドまたは２つのポリ

ペプチドの、それぞれ、塩基対塩基あるいはアミノ酸対アミノ酸の厳密な対応を

意味する。

      【００７４】

  「同一性％」－正確な対応のない配列については、「同一性％」を求めること

ができる。一般に、対比すべき２つの配列を、その配列間で最大相関を与えるよ

うにアラインする。これは、１つまたは双方の配列中に、「ギャップ」を挿入し

て、アライメントの程度を増大させることを含んでもよい。同一性％は、対比す

る各配列の全長にわたって、決定することもでき（いわゆる、グローバル・アラ

イメント）、これは、同一のまたは非常に類似の長さの配列に対して、特に適し

ており、あるいは、より短い、定められた長さについて、行うこともでき（いわ

ゆる、ローカル・アライメント）、これは、異なる長さの配列に対して、より適

している。

      【００７５】

  「類似性」は、２つのポリペプチド配列間の関係に関する、さらに、より洗練
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された尺度である。一般に、「類似性」は、（同一性と同様に）比較している配

列の各一つの対応する残基対間での厳密な対応だけでなく、厳密な対応がない場

合には、進化論的な根拠から、一方の残基は他方に置き換わる見込みがあるか否

かをも考慮に入れた、残基ごとの、２つのポリペプチド鎖のアミノ酸間の比較を

意味する。この見込みには、関連する「スコア」を有し、それに基づき、２つの

配列の「類似性％」を決定することができる。

      【００７６】

  ２つ以上の配列の同一性および類似性を比較する方法は、当技術分野において

周知である。すなわち、例えば、Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎ

ａｌｙｓｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅ、バージョン９．１で利用できるプログラム（Ｄ

ｅｖｅｒｅｕｘ  Ｊ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．

，  １２，  ３８７－３９５，  １９８４，  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔ

ｅｒ  Ｇｒｏｕｐ、米国ウィスコンシン州マディソンから入手可能）、例えば、

ＢＥＳＴＦＩＴおよびＧＡＰなるプログラムは、２つのポリヌクレオチド間の同

一性％、ならびに２つのポリペプチド配列間の同一性％および類似性％を決定す

るために、使用することができる。ＢＥＳＴＦＩＴは、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔ

ｅｒｍａｎ（Ｊ．  Ｍｏｌ．  Ｂｉｏｌ．，  １４７，  １９５－１９７，  １

９８１，  Ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ

，  ２，  ４８２－４８９，  １９８１）の「局所ホモロジー」アルゴリズムを

利用して、２つの配列間の類似性が最も高くなる、１つの領域を見いだす。ＢＥ

ＳＴＦＩＴは、長さが非類似である、２つのポリヌクレオチドまたは２つのポリ

ペプチド配列の比較に対して、より適しており、該プログラムは、短い配列は長

い配列の一部を代表していると仮定する。それに対し、ＧＡＰは、Ｎｅｄｄｌｅ

ｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ（Ｊ．  Ｍｏｌ．  Ｂｉｏｌ．，  ４８，  ４４３－

４５３，  １９７０）のアルゴリズムに従って、「最大の類似性」が見い出され

るように、２つの配列のアライメントを行う。ＧＡＰは、ほぼ同じ長さであり、

また、その全長にわたって、アライメントが予想されるような配列の比較に対し

て、より適している。各プログラムで用いられる「ギャップ・ウェイト」および

「長さ・ウェイト」のパラメーターは、それぞれ、ポリヌクレオチド配列につい
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ては５０および３、ポリペプチド配列については１２および４であることが好ま

しい。同一性％および類似性は、対比する２つの配列が最適にアラインされた時

に決定することが好ましい。

      【００７７】

  配列間の同一性および／または類似性を求めるための他のプログラムも、当技

術分野において公知であり、例えば、ＢＬＡＳＴファミリーのプログラム（Ａｌ

ｔｓｃｈｕｌ  Ｓ  Ｆ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｊ．  Ｍｏｌ．  Ｂｉｏｌ．，  ２１

５，  ４０３－４１０，  １９９０，  Ａｌｔｓｃｈｕｌ  Ｓ  Ｆ  ｅｔ  ａｌ

．，  Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，  ２５：３８９－３４０２，  

１９９７，  Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｎｏｌｏ

ｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）、米国メリーランド州ベゼスダから

入手でき、ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖのＮＣＢＩのホームペー

ジからアクセス可能である）およびＦＡＳＴＡ（Ｐｅａｒｓｏｎ  Ｗ  Ｒ，  Ｍ

ｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，  １８３，  ６３－９９，  １９

９０；Ｐｅａｒｓｏｎ  Ｗ  Ｒ  ａｎｄ  Ｌｉｐｍａｎ  Ｄ  Ｊ，  Ｐｒｏｃ．

  Ｎａｔ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ，  ８５，  ２４４４－２４４８，

  １９８８，  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  Ｐ

ａｃｋａｇｅの一部として利用可能）がある。

      【００７８】

  ＢＬＯＳＵＭ６２アミノ酸置換マトリックス（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ  Ｓ  ａｎｄ

  Ｈｅｎｉｋｏｆｆ  Ｊ  Ｇ，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔ．  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ．  

ＵＳＡ，  ８９，  １０９１５－１０９１９，  １９９２）は、比較前に、予め

ヌクレオチド配列をアミノ酸配列に翻訳する場合を含む、ポリペプチド配列の比

較に、用いることが好ましい。

      【００７９】

  プログラム  ＢＥＳＴＦＩＴは、基準とするポリヌクレオチドまたはポリペプ

チド配列に対する、評価するポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列の同一性

％を決定するために用いることが好ましく、本明細書において前述したように、

プログラムのパラメーターをデフォルト値に設定して、評価するものと基準とす
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る配列を最適にアラインする。

      【００８０】

  「同一性指数」は、候補配列（ポリヌクレオチドまたはポリペプチド）と基準

とする配列とを比較するために用いることができる、配列関連性の指標である。

すなわち、基準とするポリヌクレオチド配列と比較して、例えば、同一性指数０

．９５を有する候補ポリヌクレオチド配列は、基準とする配列の塩基１００個あ

たり平均で５個までの相違を有する以外は、基準とする配列と一致している。か

かる相違は、少なくとも、１つのヌクレオチド欠失、トランジションおよびトラ

ンスバージョンを含む置換、または挿入からなる群より選択される。これらの相

違は、基準とするポリヌクレオチド配列の５’もしくは３’末端の部位、あるい

は、これら末端部位の間の任意の位置で生じてもよく、基準とする配列のヌクレ

オチドの中に個々に、あるいは、基準とする配列内の１つまたは複数の連続した

グループ内に散在してもよい。換言すれば、基準とするポリヌクレオチド配列と

比較して同一性指数０．９５のポリヌクレオチド配列を得るためには、本明細書

において前述したとおり、基準とする配列の塩基１００個ごとに、平均５個まで

の欠失、置換または挿入、あるいは、その任意な組合せがなされてもよい。同一

性指数の他の値、例えば、０．９６、０．９７、０．９８および０．９９につい

ても、必要な変更を加えて、同じことが適用される。

      【００８１】

  同様に、ポリペプチドについても、基準となるポリペプチド配列と比較して、

例えば、同一性指数０．９５を有する候補ポリペプチド配列は、基準となる配列

のアミノ酸１００個あたり平均で５個の相違を有する以外は、基準となる配列と

一致している。かかる相違は、少なくとも、１つのアミノ酸欠失、保存的および

非保存的置換を含む置換、または挿入からなる群より選択される。これらの相違

は、基準となるポリペプチド配列のアミノもしくはカルボキシ末端の部位、ある

いは、これら末端の部位の間の任意の位置において生じてもよく、基準となる配

列のアミノ酸の中に個々に、もしくは基準となる配列内の、１つまたは複数の連

続するグループ中に散在してもよい。換言すれば、基準となるポリペプチド配列

と比較して、同一性指数０．９５のポリペプチド配列を得るためには、本明細書
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において前述したように、基準となる配列のアミノ酸１００個ごとに平均５個ま

での欠失、置換または挿入、あるいは、その任意の組合せがなされていてもよい

。同一性指数の他の値、例えば、０．９６、０．９７、０．９８および０．９９

についても、必要な変更を加えて、同じことが適用される。

      【００８２】

  塩基またはアミノ酸の相違の数と、同一性指数との間の関係は、下記の式で表

すことができる。

ｎa≦ｘa－（ｘa・Ｉ）

上式で、

ｎaは、塩基またはアミノ酸の相違の数であり、

ｘaは、配列番号：１または配列番号：２のそれぞれの塩基またはアミノ酸の総

数であり、

Ｉは、同一性指数であり、

・は乗法演算子の記号であり、かつ

ｘaとＩとの積が整数ではない場合、それをｘaから引く前に最も近い整数に四捨

五入する。

      【００８３】

  「相同体」は、基準とする配列に対して、高度の配列関連性を有するポリヌク

レオチドまたはポリペプチド配列を指すために当分野で用いられる一般的用語で

ある。かかる関連性は、本明細書において定義したとおり、２つの配列間の同一

性および／または類似性を決定することによって定量化することができる。「オ

ルソログ」および「パラログ」なる用語は、この一般的用語に含まれる。「オル

ソログ」は、別の種のポリヌクレオチドまたはポリペプチドと機能的に等価なポ

リヌクレオチドまたはポリペプチドを意味する。「パラログ」は、同じ種の中で

機能的に類似のポリヌクレオチドまたはポリペプチドを意味する。

      【００８４】

  「融合蛋白質」は、２つの無関係の融合された遺伝子またはその断片によって

コードされる蛋白質を意味する。その例は、米国特許第５５４１０８７号、米国

特許第５７２６０４４号、欧州特許第５７４３９５号、欧州特許第４９３４１８
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号、および欧州特許第０２３２２６２号に開示されている。Ｆｃ－ＡＮＩＣ－Ｂ

Ｐの場合、治療のために用いる際、かかる融合蛋白質の薬物動態における性質を

改善し、また、二量体Ｆｃ－ＡＮＩＣ－ＢＰを生成するために、Ｆｃ－ＡＮＩＣ

－ＢＰの機能的発現を行うために、融合蛋白質の一部として免疫グロブリンＦｃ

領域を用いることが有利である。Ｆｃ－ＡＮＩＣ－ＢＰ  ＤＮＡ構築物は、５’

から３’の方向に、分泌カセット、すなわち、哺乳動物細胞からの排出を誘発す

るシグナル配列、融合パートナーとして免疫グロブリンＦｃ領域断片をコードす

るＤＮＡ、およびＦｃ－ＡＮＩＣ－ＢＰをコードするＤＮＡを含む。ある用途で

は、融合蛋白質の残りに影響を与えないが、機能的なＦｃ側を突然変異させるこ

とで、その固有の機能的性質（補体結合、Ｆｃ受容体結合）を変える、または、

発現後にＦｃ部分が完全に除去されること可能とすることが望ましい。

      【００８５】

  本明細書に引用する、特許および特許出願を含むがこれらに限定されることは

ない、すべての出版物および文献は、個々の出版物または文献が全面的に示され

るとおり参照として本明細書に組み込まれると、具体的かつ個別に示されたかの

ごとく、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。本出願が優先権を主張

するいかなる特許出願も、出版物および文献に関して前述した様式で、その全体

が参照として本明細書に組み込まれる。

      【００８６】

    （さらなる例示）

  実施例１

  外傷性脳傷害モデル

  外傷性脳傷害（ＴＢＩ）に反応してアップまたはダウン・レギュレーションさ

れた遺伝子の同定を、ラテラル・フラッド法を用いてラットで試験した。雄Ｓｐ

ｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットで右頭頂皮質に集中した中等度ＴＢＩを、ラテ

ラルフラッドパーカッション法により誘発した。ＴＢＩの５日後、ラットを屠殺

し、摘出した脳組織をディファレンシャルディスプレイにより分析した。外傷を

受けた脳の小脳において、ＲＴ－ＰＣＲにより蛋白質のアップレギュレーション

が確認された。
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      【００８７】

  対照群のラットを麻酔し、側頭筋を収縮させたが、開頭術は行わなかった。５

日間生存後、すべてのラットに麻酔をかけ、屠殺し、脳を摘出して液体窒素中で

凍結した。

      【００８８】

  第２のＴＢＩラット群を用いて、組織化学的および免疫組織化学的染色を行っ

た。ＴＢＩの１週間後、これらのラットを麻酔し、食塩水と、続いて３％パラホ

ルムアルデヒドで灌流した。脳を凍結ミクロトームで３０μｍの冠状切片に切断

した。

      【００８９】

  実施例２

  免疫組織化学

  小脳切片をモノクローナル抗体でカルシウム結合蛋白質に対して標識した。免

疫複合体を、アビジン－ビオチン／ＤＡＢ法を用いて可視化した。陽性対照とし

て、カルビンジン－Ｄ（２８ｋＤ）を小脳プルキンエ細胞の信頼性のある標識と

して用いた。

      【００９０】

  実施例３

  系内ハイブリダイゼーション

  配列番号１（センス、アンチセンス）から選択したオリゴデオキシヌクレオチ

ドを、当業者には明白な標準法に従って設計した。これらのプローブを、当技術

分野において公知の方法に従い、ラット脳組織切片における系内ハイブリダイゼ

ーションに用いた。オートラジオグラフをＫｏｄａｋ  ＢｉｏＭａｘ－Ｆｉｌｍ

に５日間曝露した後、可視化した。

      【００９１】

  実施例４

  ＴＢＩラットからのＲＮＡ単離

  任意の真核細胞におけるｍＲＮＡレベルでの変異遺伝子発現を同定し、分析す

るための方法として、ｍＲＮＡディファレンシャル・ディスプレイが開発された
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（Ｌｉａｎｇ  ａｎｄ  Ｐａｒｄｅｅ，  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５７，  ９６７，

  １９９２）。本発明において、発明者らはＣＮＳ損傷の分子的影響についてよ

り詳しい知見を得るために、この方法を用いて外傷性脳傷害に反応してアップま

たはダウン・レギュレーションされた遺伝子を試験した（ｄｅｎ  Ｄａａｓ  ｅ

ｔ  ａｌ．；  Ｍｅｅｔｉｎｇ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｎｅｕｒｏ

ｓｃｉｅｎｃｅ  Ｓｏｃｉｅｔｙ  Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ  Ｄ．Ｃ．，ＵＳＡ；

  １９９８）。外傷性脳傷害の動物モデルはラテラル・フラッド・パーカッショ

ン・モデルと呼ばれ、下記のとおりに行う。雄Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラ

ットでラテラル・フラッド・パーカッション法により脳の右頭頂皮質に集中した

中等度外傷性脳傷害を誘発した。対照ラットを麻酔し、側頭筋を収縮させたが、

開頭術は行わなかった。５日間生存後、ラットに麻酔をかけ、屠殺し、脳を摘出

して液体窒素中で凍結した。全脳をホモジェナイズし、全ＲＮＡを単離した（Ｓ

ａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．，  １９８９）。

      【００９２】

  ディファレンシャル・ディスプレイ

  得られたＲＮＡをＲＮＡディファレンシャル・ディスプレイで分析した。ｍＲ

ＮＡの逆転写を、２つの付加的な塩基がすべての可能な組合せで有するオリゴｄ

Ｔプライマー（下流プライマー；１３  塩基長）を用いて行い、したがって反応

物をポリ（Ａ）テールの初めに固定した。ｃＤＮＡの増幅を、同じ３’プライマ

ーおよび第２の１０塩基長の任意５’プライマー（上流プライマー）を用いて行

った。増幅産物を非変性１０％ポリアクリルアミドゲル（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐ

ｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ、ドイツ）上で分析した。ＤＮＡを銀染色に

より可視化した。染色後、ゲルを室温で１時間乾燥した（図１）。区別的に制御

されたバンドをゲルから切り出した。ＤＮＡを溶出し、再増幅し、ｐＣＲ２．１

ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、米国）にサブクローニングした。サブクロー

ニングした断片をＳａｎｇｅｒ法により配列決定し（Ｓａｎｇｅｒ  Ｆ．  ｅｔ

  ａｌ．，  ＰＮＡＳ  ＵＳＡ，  ７４，  ５４６３－５４６７）、配列をゲノ

ムデータベースと比較した。得られた遺伝子断片の確認を、逆転写ＰＣＲ（ＲＴ

－ＰＣＲ）により行った。特異的に発現されたラットＭｏ２５の確認のため、特
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異的な１９  塩基長および２１  塩基長のプライマーによるＴｉｔａｎワンチュ

ーブＲＴ－ＰＣＲシステム（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ、ドイツ

）を用いてＲＴ－ＰＣＲにより配列を分析した。ＲＴ－ＰＣＲには対照群および

ＴＢＩラットからの全ＲＮＡ１μｇを用いた。さらに遺伝子確認を、ラットＭｏ

２５からのプローブによるドット・ブロット法およびヒトＭｏ２５からのプロー

ブによるノーザン・ブロット分析を用いて実施した。

      【００９３】

  逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）

  特異的に発現された卒中誘発性カルシウム結合蛋白質の確認のため、特異的な

１９  塩基長および２１  塩基長プライマーによる、ＴｉｔａｎワンチューブＲ

Ｔ－ＰＣＲシステム（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ、ドイツ）を用

いてＲＴ－ＰＣＲにより配列を分析した。ＲＴ－ＰＣＲには対照群およびＴＢＩ

ラットからの全ＲＮＡ１μｇを用いた。

      【００９４】

  リアルタイムＰＣＲ

  頭部外傷後のラット脳におけるＡＮＩＣ－ＢＰの分布を、リアルタイムＴａｑ

Ｍａｎ  ＰＣＲ法によりＡＢＩプリズム７７００配列検出システム（ＰＥ、Ａｐ

ｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、ドイツ）で調べた。この方法により、ｍＲ

ＮＡの絶対濃度を高感度で測定することができる。２５および２９塩基長の特定

プライマーと、３２塩基長のＴａｑＭａｎプローブ（レポーター色素：ＦＡＭ／

クエンチャー色素：ＴＡＭＲＡ）を設計した。

      【００９５】

  Ｃａ2+結合

  ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離した蛋白質をニトロセルロースメンブレン上に

ブロットし、放射性標識Ｃａ2+の結合について、Ｍａｒｕｙａｍａ，Ｋ．  ｅｔ

  ａｌ．（Ｊ．  Ｂｉｏｃｈｅｍ．  ９５：５１１－５１９，  １９８４）によ

って記載された方法を用いてアッセイした。インキュベーション後、過剰の同位

体を洗浄し、そして、メンブレンをＫｏｄａｋ  ＸＯＭＡＴ．ＴＭフィルムに適

当な時間曝露した。バンドは結合蛋白質の位置で現像された。該結合蛋白質に特
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異的な抗体を用いて、当技術分野において周知のウェスタン・ブロット法によっ

て、その抗体を付加することにより、結合蛋白質の存在を確認した。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  傷害側の対側小脳半球において、特異的に制御されたバンドを有する、代表的

なｍＲＮＡの対比的なディスプレイ・ゲルを示す図である。矢印は特異的に発現

されたバンドを示す。

    【図２】

  ＴＢＩ後の小脳における、ラットＭｏ２５の２７０塩基対遺伝子断片による、

それぞれ５、１０、１５、２０、２５および３０サイクルのＲＴ－ＰＣＲを示す
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図である。２０、２５および３０サイクルにおいて、Ｌ２レーンにおける強い発

現に留意されたい。

Ｌ２：ＴＢＩラット非傷害側のｃＤＮＡ；Ｒ２：ＴＢＩラット傷害側のｃＤＮＡ

。

    【図３】

  ＴＢＩ後のラット小脳ｍＲＮＡを用いた、ラットＭｏ２５の放射性32Ｐ標識２

７０塩基対遺伝子断片によるドット・ブロット分析を示す図である。６匹の個々

のラットを試験し、３匹はＴＢＩ処置し、３匹は偽処置した。

    【図４】

  ラットＭｏ２５の放射性32Ｐ標識２７０塩基対遺伝子断片による、８つのラッ

ト組織にハイブリダイズした、多組織ノーザン・ブロット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  Ｉｎｃ、米国カリフォルニア州パロアルト）を示す

図である。

    【図５】

  ラット脳切片の系内ハイブリダイゼーションを示す図である。ＳＩＣＣＢＰお

よびＭｏ２５に特異的なセンスおよびアンチセンスプローブを用いた。アンチセ

ンスプローブを用いた際に、有髄神経索（脳梁、視索、中間嗅索、小脳前交連）

にて示される強いシグナルが観察された。

    【図６】

  外傷性脳傷害の７日後のラットにおける、ＡＮＩＣ－ＢＰのリアルタイムＴａ

ｑＭａｎ  ＰＣＲ増幅を示す図である。非傷害皮質側、傷害皮質側、ならびに小

脳を、偽処置ラット脳と実験後７日で屠殺したラットの脳組織によって比較した

。誤差バーは、平均値に対する標準誤差（Ｓ．Ｅ．Ｍ．）である。
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【図１】
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【図２】
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【図３】

【図４】
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【図５】
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【図６】
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【国際調査報告】
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