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(57)【要約】
本発明はアポトーシスの分野に関する。本発明は、特に
ｐ５３が（部分的に）機能的でないような場合、たとえ
ば、単独で作用することができる、アポプチンと逐次的
に、または共同して作用することができる、新規の組合
せ療法または新規の治療用化合物のような新規の治療上
の可能性を提供する。
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【特許請求の範囲】

  【請求項１】  アポトーシスを提供することが可能であるアポプチン関連タン

パク物質をコードする単離された、または組換えの核酸またはその機能的同等物

またはその断片。

  【請求項２】  前記アポプチン関連タンパク物質がアポプチンと共局在する請

求項１に記載の核酸。

  【請求項３】  前記アポプチン関連タンパク物質がマウスの転写因子ＹＹ１に

結合する請求項１または２に記載の核酸。

  【請求項４】  ｃＤＮＡライブラリに由来する、請求項１～３のいずれか１項

に記載の核酸。

  【請求項５】  前記ｃＤＮＡライブラリがヒトｃＤＮＡを含む、請求項１～４

のいずれか１項に記載の核酸。

  【請求項６】  図１または図２に示すようなアポプチン関連タンパク物質をコ

ードする核酸分子にハイブリッド形成することが可能である、請求項１～５のい

ずれか１項に記載の核酸。

  【請求項７】  図１または図２に示すようなアポプチン関連タンパク物質をコ

ードする核酸分子、またはその機能的同等物またはその機能的断片に少なくとも

７０％相同である、請求項１～６のいずれか１項に記載の核酸。

  【請求項８】  請求項１～７のいずれか１項に記載の核酸を含むベクター。

  【請求項９】  遺伝子送達媒体を含む請求項８に記載のベクター。

  【請求項１０】  請求項１～７のいずれか１項に記載の核酸もしくは請求項８

または９に記載のベクターを含む宿主細胞。

  【請求項１１】  酵母細胞または脊椎動物細胞のような真核細胞である、請求

項１０に記載の宿主細胞。

  【請求項１２】  アポトーシスを提供することが可能である、単離された、ま

たは組換えのアポプチン関連タンパク物質。

  【請求項１３】  アポプチンと共局在することが可能である請求項１２に記載

のタンパク物質。

  【請求項１４】  マウスの転写因子ＹＹ１に結合する請求項１２または１３に
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記載のタンパク物質。

  【請求項１５】  請求項１～７のいずれか１項に記載の核酸によってコードさ

れる請求項１２～１４のいずれか１項に記載のタンパク物質。

  【請求項１６】  図３に示されるようなアミノ酸配列の少なくとも一部を含む

請求項１２～１５のいずれか１項に記載のタンパク物質またはその機能的同等物

またはその機能的断片。

  【請求項１７】  請求項１２～１６のいずれか１項に記載のタンパク物質また

はその機能的同等物またはその機能的断片を特異的に認識する単離された、また

は合成の抗体。

  【請求項１８】  請求項１７に記載の抗体により特異的に認識可能なタンパク

物質。

  【請求項１９】  アポトーシス誘導のための、請求項１～７のいずれか１項に

記載の核酸、請求項８または９に記載のベクター、請求項１０または１１に記載

の宿主細胞、請求項１２または１６または１８のいずれか１項に記載のタンパク

物質の使用。

  【請求項２０】  前記アポトーシスがｐ５３に非依存性である請求項１９に記

載の使用。

  【請求項２１】  アポプチンまたはその機能的同等物またはその断片をコード

する核酸の使用もしくは  アポプチンまたはその機能的同等物またはその断片の

使用をさらに含む請求項１９または２０に記載の使用。

  【請求項２２】  請求項１～７のいずれか１項に記載の核酸、請求項８または

９に記載のベクター、請求項１０または１１に記載の宿主細胞、請求項１２また

は１６または１８のいずれか１項に記載のタンパク物質を含む医薬組成物。

  【請求項２３】  アポプチンまたはその機能的同等物またはその断片をコード

する核酸、もしくはアポプチンまたはその機能的同等物またはその断片をさらに

含む請求項２２に記載の医薬組成物。

  【請求項２４】  アポトーシスの誘導のための請求項２２または２３に記載の

医薬組成物。

  【請求項２５】  前記アポトーシスがｐ５３に非依存性である請求項２４に記
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載の医薬組成物。

  【請求項２６】  亢進した細胞増殖または低下した細胞死が認められる疾患の

治療のための請求項２２～２５のいずれか１項に記載の医薬組成物。

  【請求項２７】  前記疾患が癌または自己免疫疾患を含む請求項２６に記載の

医薬組成物。

  【請求項２８】  亢進した細胞増殖または低下した細胞死が認められる疾患を

持つ個人を治療するための方法であって、請求項２２～２７のいずれか１項に記

載の医薬組成物で前記個人を治療することを含む方法。

  【請求項２９】  試料中で癌細胞または癌易発性である細胞の存在を検出する

ための方法であって、請求項１～７のいずれか１項に記載の核酸もしくは請求項

８または９に記載のベクターで前記試料中の細胞に形質移入すること、および前

記試料中の細胞のアポトーシスの比率を決定することを含む方法。

  【請求項３０】  試料中で癌細胞または癌易発性である細胞の存在を検出する

ための方法であって、請求項１～７のいずれか１項に記載の核酸もしくは請求項

８または９に記載のベクターで前記試料中の細胞に形質移入すること、および前

記試料中の細胞において前記核酸またはベクターに由来するタンパク物質の細胞

内局在を決定することを含む方法。

  【請求項３１】前記細胞における前記タンパク物質の存在が抗体により前記細

胞を免疫染色することによって検出される請求項３０に記載の方法。

  【請求項３２】  前記抗体が請求項１７に記載の抗体を含む請求項３１に記載

の方法。

  【請求項３３】  推定上の癌誘発物質を同定するための方法であって、前記物

質に細胞試料を委ねること、および請求項２９～３２のいずれか１項に記載の方

法で細胞試料中における癌細胞または癌易発性である細胞の存在を検出すること

を含む方法。

  【請求項３４】  前記推定上の癌誘発物質が、遺伝子またはその機能的断片を

含む請求項３３に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明はアポトーシスの分野に関する。アポトーシスは、不必要な、変造した

又は悪性の細胞を除去するための能動的な、プログラムされた生理的過程である

（Earnshaw, 1995, Duke et al., 1996）。アポトーシスは、細胞の収縮、核の

断片化、ドメインサイズの断片へのＤＮＡの濃縮と切断を特徴とし、ほとんどの

細胞ではそれに続いて、ヌクレオソーム間での分解を生じる。アポトーシスを受

けている細胞は、膜に取り囲まれたアポトーシス体に断片化する。最終的には、

近隣の細胞及び/又はマクロファージがこのような死に行く細胞を迅速に貪食す

る（Wyllie et al., 1980; White, 1996）。たとえば、ＤＡＰＩのような、正常

なＤＮＡを強く、規則的に染色するが、アポトーシスのＤＮＡは弱くおよび/ま

たは不規則に染色する試薬によって、アポトーシスであることについて、組織培

養条件下で増殖している細胞および組織材料の細胞を分析することができる（No

teborn et al., 1994; Telford et al., 1992）。

      【０００２】

  種々の調節性の刺激によってアポトーシス過程を開始することができる（Wyll

ie, 1995; White 1996; Levine, 1997）。ヒトの病因、たとえば、亢進した増殖

または細胞死の低下が認められる（Kerr et al., 1994; Paulovich, 1997）癌の

進展や自己免疫疾患において細胞生存率の変化は重要な役割を担っている。種々

の化学療法剤および放射線照射は、多数の場合、野生型ｐ５３タンパク質を介し

て、腫瘍細胞においてアポトーシスを誘導することが実証されている（Thompson

, 1995; Bellamy et al., 1995; Steller, 1995; McDonell et al., 1995）。

      【０００３】

  しかしながら、多数の腫瘍は、その進展の最中、ｐ５３における突然変異を獲

得し、それは癌の療法に対する乏しい反応と相関することが多い。腫瘍形成性の

ＤＮＡウイルスにおける形質転換する特定の遺伝子は、直接結合することによっ

てｐ５３を不活化することができる（Teodoro, 1997）。かかる物質の例は、腫

瘍性ＤＮＡウイルス、ＳＶ４０のラージＴ抗原である。数種の（白血病性）腫瘍

について、プロト癌遺伝子、Ｂｃｌ－２またはＢｃｒ－ａｂｌの高い発現レベル
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がアポトーシスを誘導する化学療法剤への強い耐性に関係している（Hockenberr

y, 1994; Sachs and Lotem, 1997）。

      【０００４】

  機能的なｐ５３を欠いているかかる腫瘍については、ｐ５３に非依存性のアポ

トーシスの誘導に基づいて、代替の抗腫瘍療法が開発中である（Thompson, 1995

; Paulovich et al., 1997）。ｐ５３を必要としない、および／またはＢｃｌ－

２やＢｃｒ－ａｂｌ様のもののような抗アポトーシス活性によって阻害されない

、アポトーシスの誘導に関与する因子を探索しなければならない。このような因

子は、別のアポトーシス経路の一部であるかも知れないし、またはアポトーシス

を阻害する化合物の（はるか）下流にあるのかも知れない。

      【０００５】

  アポプチンは、ニワトリの貧血ウイルスに由来する小型タンパク質であり（CA

V;Noteborn and De Boer, 1995; Noreborn et al., 1991; Noteborn et al., 19

94, 1998a）、ヒトの悪性細胞および形質転換細胞株でアポトーシスを誘導する

ことができるが、  形質転換されていないヒトの培養細胞では誘導しない。ｉｎ

  ｖｉｔｒｏでは、アポプチンは、正常なリンパ系細胞、真皮細胞、表皮細胞、

内皮細胞および平滑筋細胞でプログラム細胞死を誘導することはできない。しか

しながら、正常細胞を形質転換すると、アポプチンによるアポトーシスに感受性

になる。正常なヒトの線維芽細胞におけるアポプチンの長期にわたる発現は、ア

ポプチンがこのような細胞において毒性を有さず、形質転換活性も有さないこと

を示した（Danen-van Oorschot, 1997; Noteborn, 1996）。

      【０００６】

  正常な細胞では、アポプチンは細胞質に優勢に見い出されるが、形質転換細胞

または悪性細胞、すなわち、過形成、化生、異形成、または形成不全を特徴とす

る細胞では、それが核に位置していたということは、アポプチンの局在はその活

性に関係することを示唆している（Danen-van Oorschot et al., 1997）。アポ

プチン誘導のアポトーシスは機能的ｐ５３の非存在下で生じ（Zhuang et al., 1

995a）、Ｂｃｌ－２、Ｂｃｒ－ａｂｌ（Zhuang et al., 1995）またはＢｃｌ－

２関連タンパク質、ＢＡＧ－１（Danen-van Oorschot, 1997a; Noteborn, 1996
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）によって阻害することができない。

      【０００７】

  したがって、アポプチンは、腫瘍細胞、またはそのほかの過形成、化生、形成

不全または異形成、特に、機能的なｐ５３の欠損およびＢｃｌ－２の（過剰）発

現およびそのほかのアポトーシス阻害物質のためにアポトーシスの（化学）療法

的誘導に耐性になっている腫瘍細胞の選択的な破壊のための治療用化合物である

（Noteborn and Pietersen, 1998）。前悪性細胞、最小限に形質転換された細胞

でさえアポプチンの死を誘導する効果に感受性であると思われる。さらに、Ｎｏ

ｔｅｂｏｒｎとＺｈａｎｇ（１９９８年）は、癌易発性の細胞の診断および癌易

発性の細胞の治療にアポプチン誘導のアポトーシスを用いることができることを

示した。

      【０００８】

  少なくともｉｎ  ｖｉｔｒｏではなく、正常なヒトの細胞においてアポプチン

がアポトーシスを誘導しないという事実は、アポプチン治療の毒性効果はｉｎ  

ｖｉｖｏでは極めて低いことを示している。ＮｏｔｅｂｏｒｎとＰｉｅｔｅｒｓ

ｅｎ（１９９８年）およびＰｉｅｔｅｒｓｅｎら（１９９８年）は、アポプチン

を発現したアデノウイルスはｉｎ  ｖｉｖｏで急性毒性効果を有さないという証

拠を提供した。さらに、ヌードマウスにおいてアポプチンは強い抗腫瘍活性を有

することが示された。

      【０００９】

  しかしながら、当該技術で入手可能な多数の治療用、抗癌剤または抗自己免疫

疾患用化合物をさらに増やすには、特に、ｐ５３が(部分的に)機能しない場合に

は、単独で作用する、アポプチンと逐次作用する、またはアポプチンと共同して

作用する追加的な治療用化合物が所望される。

      【００１０】

  発明は、新規の治療上の可能性、たとえば、特に、ｐ５３が(部分的に)機能し

ない場合には、単独で作用する、アポプチンと逐次作用する、またはアポプチン

と共同して作用する新規の組合せ療法または新規の治療用化合物を提供する。

      【００１１】
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  第１の実施の形態において、発明は、単独で  またはその他のアポトーシス誘

導物質との併用でアポトーシスの誘導が可能なアポプチン関連タンパク物質をコ

ードする単離された、または組換えの核酸、またはその機能的同等物またはその

断片を提供する。本明細書では、タンパク物質は、ペプチド、ポリペプチドまた

はタンパク質を含み、任意で、たとえば、グリコシル化、ミリスチル化、リン酸

化、脂質の付加、単独または別のものとのニ量体化または多量体化、または公知

のそのほかのいかなる修飾（翻訳後）によって修飾された物質として定義される

。

      【００１２】

  本明細書では、アポプチン関連は、アポプチンにより誘導可能なアポトーシス

経路に見い出される事象のカスケードに特異的に関与する物質、好ましくはｐ５

３非依存性のアポトーシス経路に特異的に関与する物質のカスケードに属すると

して定義する。

      【００１３】

  好ましい実施の形態では、発明は、アポトーシスの提供が可能な、アポプチン

関連のタンパク物質をコードする単離された、または組換えの核酸、またはその

機能的同等物またはその断片を提供する。さらに好ましくは、２つのアポトーシ

ス誘導物質が同一の細胞に存在する場合、コードされたアポプチン関連タンパク

物質は、そのほかのアポトーシス誘導物質、たとえばアポプチンとともに共局在

する。正常な形質転換されていない細胞では、２つのアポトーシス誘導タンパク

質は細胞質に共局在するが、形質転換された細胞、または悪性細胞では、２つの

アポトーシス誘導タンパク質は核に共局在する。もう１つの実施の形態では、ア

ポプチン関連物質は、マウスのＡＡＰ－１ホモログであるＲＹＢＰに結合するこ

とが以前示された（Garcia et al., 1999）マウスの転写因子、ＹＹ１に結合す

ることが可能である。最も好ましい実施の形態では、アポトーシスの提供が可能

であるアポプチン関連タンパク物質をコードする単離された、または組換えの核

酸、またはその機能的同等物またはその断片は、ｃＤＮＡライブラリ、好ましく

は、家禽からの送達が可能であるような、脊椎動物のｃＤＮＡライブラリ、しか

し、さらに好ましくは哺乳類のｃＤＮＡライブラリに由来し、好ましくはその際
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、前記ｃＤＮＡはヒトのｃＤＮＡを含む。

      【００１４】

  もう１つの実施の形態では、発明は、図１または図２に示すような、アポトー

シスの提供が可能であるアポプチン関連タンパク物質をコードする、特に、本明

細書ではＡＡＰ－１と省略され、アポプチン関連タンパク質－１と呼ばれるアポ

トーシスの提供が可能である新規タンパク質、またはその機能的同等物またはそ

の断片をコードする核酸分子にハイブリッド形成することが可能である、アポト

ーシスの提供が可能であるアポプチン関連タンパク物質をコードする単離された

、または組換えの核酸、またはその機能的同等物またはその断片を提供する。当

然、ＡＡＰ－１タンパク質に関連可能な追加的アポプチン関連タンパク物質をコ

ードする単離された、または組換えの核酸、またはその機能的同等物またはその

断片もこれとともに提供され、  アポプチンカスケードに位置するかかる追加的

タンパク質に到達する手段および方法は、本明細書にある詳細な説明に従う。

      【００１５】

  特に、発明は、図１または図２で示されるアポプチン関連タンパク物質をコー

ドする核酸分子またはその機能的同等物またはその断片に少なくとも７０％相同

である、好ましくは少なくとも８０％相同である、さらに好ましくは少なくとも

９０％相同である、最も好ましくは９５％相同である、アポトーシスの提供が可

能であるアポプチン関連タンパク物質をコードする単離された、または組換えの

核酸、またはその機能的同等物またはその断片を提供する。

      【００１６】

  さらに、本発明は、上記の発明に従った核酸を含むベクターを提供する。かか

るベクターの例は、ベクター、ｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１－ａまたは－ｂ、Ｍｙ

ｃのタグを付けたＡＡＰ－１－ａまたはＡＡＰ－１－ｂのｃＤＮＡを発現するｐ

ＭＴ２ＳＭベクター、アポプチン関連タンパク質の断片を発現するプラスミド、

発明に従った核酸を含むｐＭＡＬやｐＥＴ２２ｂのような大腸菌の過剰発現ベク

ターなどのように本明細書で与えられる詳細な説明で与えられる。このようなベ

クターおよびそのほかのベクターは、たとえば、上記で定義したような、カスケ

ードから追加的なアポプチン関連タンパク物質を見い出すのに、または発明に従



(10) 特表２００３－５１００３０

った核酸によりコードされたタンパク質を（過剰）発現するのに有用である。

      【００１７】

  さらにもう１つの実施の形態では、本発明は、上記の発明に従った核酸を含む

ベクターを提供し、前記ベクターは、遺伝子送達媒体を含み、遺伝子治療におい

て発明を極めて有用なものにしている。発明に従った核酸によって遺伝子送達媒

体を装備することによって、および過剰増殖している、または細胞死の割合が低

下している細胞（単数）または細胞（複数）を前記媒体の標的とすることによっ

て、前記遺伝子送達媒体は、前記細胞（単数）または細胞（複数）にアポトーシ

スに必要な手段を提供し、治療の可能性にさらに近づくことになる。

      【００１８】

  さらに、本発明は、上記の発明に従った核酸またはベクターを含む宿主細胞を

提供する。例には、本明細書の詳細な説明に記載されるような、形質転換された

、または形質移入された細菌の細胞または酵母細胞が含まれる。好ましくは、発

明に従った核酸またはベクターで形質転換された、または形質移入された哺乳類

細胞またはＣｏｓ細胞のような、酵母細胞または脊椎動物細胞のような形質転換

された真核細胞である、発明に従った宿主細胞である。前記細胞は、アポプチン

と関連する能力とともに、アポトーシスの提供が可能であるタンパク物質を発現

することまたは産生することが可能である。

      【００１９】

  発明はさらに、アポトーシスの提供が可能である、単離された、または組換え

のアポプチン関連タンパク物質を提供する。図４において本明細書で示される例

について言えば、腫瘍細胞またはそのほかの過剰増殖細胞のような細胞における

かかるアポプチン関連タンパク物質の発現は、アポトーシス過程を誘導する。特

にｐ５３とは非依存性に、単独でもそのようにできるし、またはアポプチンのよ

うなそのほかのアポトーシス誘導物質の存在下でもそのようにできるということ

は、ｐ５３がないような場合でも、発明に従った物質によってアポトーシスを誘

導できることを示している。アポトーシスの提供が可能であるアポプチン関連タ

ンパク物質をもう１つのアポトーシス誘導物質、たとえばアポプチンとともに用

いる場合、２つのタンパク物質は、正常細胞の細胞質に共局在し、結果としてア
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ポトーシスを生じない。一方、形質転換細胞または悪性細胞では、２つのアポト

ーシス誘導タンパク質は核に共局在して、アポトーシスを誘導する。発明はまた

、ＡＡＰ１のマウスにおけるホモログであるＲＹＢＰに結合することがすでに明

らかにされている転写因子、ＹＹ１に結合する、発明に従ったタンパク物質を提

供する。特に、発明は、たとえば、図３に示すようなアミノ酸配列の少なくとも

一部、または、単独で、またはアポプチンのようなそのほかのアポトーシス誘導

物質との併用でアポトーシスの提供が可能である、その機能的同等物またはその

断片を含む、発明に従った核酸によってコードされる発明に従ったタンパク物質

を提供する。

      【００２０】

  本発明はまた、上記の発明に従ったタンパク物質、またはその機能的同等物ま

たはその断片を特異的に認識する単離された、または合成の抗体も提供する。か

かる抗体は、たとえば、アポプチン関連タンパク物質または免疫原性のあるその

断片または同等物で実験動物を免疫し、前記免疫動物からポリクローナル抗体を

採取する（詳細な説明において本明細書で示されるように）ことによって入手可

能であり、または、モノクローナル抗体、または(単鎖）抗体または核酸ライブ

ラリに由来する組換え核酸から発現される結合タンパクを作成することによるよ

うな公知のそのほかの方法によって入手可能であり、たとえば、ファージ・ディ

スプレイ法で入手可能である。

      【００２１】

  かかる抗体とともに、本発明はまた、上記の発明に従ったかかる抗体により特

異的に認識可能な、たとえば、免疫沈降、ウエスタンブロット、またはそのほか

の公知の免疫的手法を介して入手可能なタンパク物質も提供する。

      【００２２】

  さらに、たとえば、図４に示すように、アポトーシスの誘導のために、発明に

従った核酸、ベクター、宿主細胞、またはタンパク物質の使用を提供する。特に

、前記アポトーシスがｐ５３に依存しない場合にかかる使用は提供される。特に

、アポプチンまたはその機能的同等物またはその断片をコードする核酸の使用、

またはアポプチンまたはその機能的同等物またはその断片の使用をさらに含むか
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かる使用も提供される。図４に見られるように、アポプチン誘導のこのような物

質を併用することは、処理された腫瘍細胞におけるアポトーシスの比率を高める

。

      【００２３】

  発明によって提供されるかかる使用は治療的観点から特に有用である。本発明

は、これとともに、上記の発明に従った核酸、ベクター、宿主細胞またはタンパ

ク物質を含む医薬組成物を提供する。加えて、アポプチンまたはその機能的同等

物またはその断片をコードする核酸、またはアポプチンまたはその機能的同等物

またはその断片をさらに含む、発明に従った、かかる医薬組成物が提供される。

      【００２４】

  特に、たとえばアポトーシスがｐ５３に依存しない場合前記アポトーシスの誘

導のために、一般に疾患が癌または自己免疫疾患を含む場合のように亢進した細

胞増殖または低下した細胞死が認められる前記疾患の治療のために、かかる医薬

組成物を提供する。これとともに、本発明は、上記の発明に従った医薬組成物で

個人を治療することを含む、亢進した細胞増殖または低下した細胞死が認められ

る疾患を持つ前記個人を治療するための方法を提供する。特に、このような組成

物は、形質転換した細胞に特異的なアポトーシス経路の因子を含む。したがって

、癌や自己免疫疾患のようなアポトーシス経路における異常に関連した疾患の新

しい治療だけでなく、診断にも、このような組成物は必須である。

      【００２５】

  診断の分野において、発明は、試料の中で癌細胞または癌易発性である細胞の

存在を検出するための方法であって、発明に従った核酸またはベクターで前記試

料における細胞に形質移入すること、前記細胞を培養すること、および前記試料

におけるアポトーシス細胞の比率を決定することを含む方法を提供する。たとえ

ば、我々は、ＡＡＰ－１の細胞内局在が、正常な、形質転換されていない細胞に

比べて、腫瘍形成性の／形質転換した細胞では異なっていると結論付けることが

できる。さらに、核におけるＡＡＰ－１の集積は、アポトーシスの誘導と相関す

るが、細胞質における局在は、細胞の生存率および正常な増殖能と相関する。し

たがって、本発明は、前記試料の中で癌細胞または癌易発性である細胞の存在を
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検出するための方法であって、上記の発明に従った核酸またはベクターで試料に

おける細胞に形質移入すること、および前記試料中の細胞における前記核酸また

はベクターに由来するタンパク物質の細胞内局在を決定することを含む方法を提

供する。特に、発明は、免疫蛍光アッセイまたはそのほかの公知の免疫アッセイ

のような抗体による前記細胞の免疫染色によって前記細胞における前記タンパク

物質の存在を検出する場合を提供する。好ましくは、前記抗体は、発明に従った

抗体を含む。

      【００２６】

  また、本発明は、形質転換遺伝子またはその機能的断片のような推定上の癌誘

発物質を同定するための方法であって、たとえば形質移入による、または単に細

胞を取り囲んでいる培地に物質を提供することによるような、物質に細胞試料を

委ねることおよび上記の発明に従った方法によって細胞試料における癌細胞また

は癌易発性である細胞の存在を検出することを含む方法も提供する。

      【００２７】

  加えて、本発明は、細胞をたとえば紫外線のような癌を誘導する物質に委ねる

こと、および上記の発明に従った方法によって細胞試料中の癌細胞または癌易発

性の細胞の存在を検出することを含む、前記細胞試料の癌易発性を検出する方法

、およびそれによってこのような細胞が採取された個人の癌易発性を検出する治

療法を提供する。

      【００２８】

  発明は以下の詳細な説明においてさらに詳細に説明されるが、それは発明を限

定するものではない。

      【００２９】

  詳細な説明

  我々は、アポトーシスの誘導に必須である、アポプチン関連の細胞性化合物を

同定するために酵母２ハイブリッド系を用いた（Durfee et al., 1993）。使用

した系は、アポプチンと生理的に関係することが可能なヒトのタンパク質を同定

するためにｉｎ  ｖｉｖｏの戦略である。それは、関心のあるタンパク質に結合

可能なタンパク質をコードするクローンのためにｃＤＮＡライブラリをスクリー



(14) 特表２００３－５１００３０

ニングするのに用いられてきた（Fields and Song, 1989; Yang et al., 1992）

。発明は、たとえば、新規のアポプチン関連タンパク質を提供し、そのうちの１

つはアポプチン関連タンパク質－１、略してＡＡＰ－１と命名されている。発明

はまた、この新しく発見されたＡＡＰ－１タンパク質またはその機能的同等物ま

たはその断片の機能の妨害を介してアポトーシスを誘導するための、および／ま

たはＡＡＰ－１または関連する遺伝子またはその機能的同等物またはその断片の

(過剰）発現によるアポトーシスの誘導のための方法も提供する。

      【００３０】

  発明はまた、ＡＡＰ－１様タンパク質の機能の妨害および／またはその（過剰

）発現に基づいた抗腫瘍療法を提供する。ＡＡＰ－１様タンパク質は、正常では

、不死化された細胞株においてさほど豊富には存在しない。したがって、異常に

高いレベルのＡＡＰ－１様タンパク質は細胞の形質転換の逆の過程、すなわちア

ポトーシスの誘導を生じる。発明はさらに、腫瘍特異的である、アポプチン誘導

のアポトーシスのメディエータを提供する。発明は、ＡＡＰ－１様タンパク質単

独またはアポプチンおよび／またはアポプチン様化合物との併用に基づいた、癌

、自己免疫疾患または関連疾患のための治療法を提供する。

      【００３１】

  ｐＧＢＴ９－ＶＰ３の構築

  酵母２ハイブリッド系によるアポプチン関連タンパク質の同定を可能にする、

おとりのプラスミドを構築するために、ＮｄｅＩおよびＢａｍＨＩによってプラ

スミドｐＥＴ－１６ｂ－ＶＰ３（Noteborn,  未発表）を処理した。低融点アガ

ロースから０．４ｋｂのＮｄｅＩ－ＢａｍＨＩのＤＮＡ断片を単離した。制限酵

素ＥｃｏＲＩとＢａｍＨＩによってプラスミドｐＧＢＴ９（米国、パロアルトの

クロンテック・ラボラトリーズ社）を処理した。約５．４ｋｂの断片を単離し、

ＥｃｏＲＩ－ＮｄｅＩのリンカーおよびそれ自体のＡＴＧ開始コドンから始まる

アポプチンをコードする配列を含む０．４ｋｂのＤＮＡ断片に連結した。ＧＡＬ

４結合ドメイン配列の融合遺伝子および酵母プロモータＡＤＨの調節下にあるア

ポプチンを含有する最終的なコンストラクトをｐＧＢＴ－ＶＰ３と呼び、制限酵

素分析およびサンガー法（Sanger, 1977）による配列決定によって正しいことが



(15) 特表２００３－５１００３０

証明された。

      【００３２】

  クローニング工程はすべて本質的にはＭａｎｉａｔｉｓら（１９９２年）によ

り記載されたように行った。ＣｓＣｌ勾配における遠心分離およびセファクリル

Ｓ５００（ファルマシア）におけるカラムクロマトグラフィによってプラスミド

ｐＧＢＴ－ＶＰ３を精製した。

      【００３３】

  ＧＡＬ４活性化ドメインをタグにしたｃＤＮＡライブラリ

  アポプチン関連タンパク質を検出するために、ＧＡＬ４転写活性化ドメインに

融合した、エプスタイン・バー・ウイルスで形質転換したヒトＢ細胞のｃＤＮＡ

を含有する発現用ベクターｐＡＣＴを用いた。ｐＡＣＴｃＤＮＡライブラリは、

Ｄｕｒｆｅｅら(１９９３年）により記載されたようにラムダ－ＡＣＴｃＤＮＡ

ライブラリに由来する。

      【００３４】

  細菌株およびウイルス株

  大腸菌株、ＪＭ１０９は、プラスミドｐＧＢＴ９およびｐＧＢＴ－ＶＰ３に関

する形質転換受け入れ側だった。アポプチン関連のｐＡＣＴ－ｃＤＮＡを回収す

るのに必要な形質転換のために細菌株、エレクトロマックス（electromax）／Ｄ

Ｈ１０Ｂを用い、米国のＧＩＢＣＯ－ＢＲＬから入手した。

      【００３５】

  ｃＤＮＡライブラリ、および用いた酵母２ハイブリッド系の一部であるそのほ

かすべての形質転換をスクリーニングするのに酵母株Ｙ１９０を用いた。

      【００３６】

  培地

  薬物選抜用に、大腸菌に対してアンピシリン（５０マイクログラム／ｍｌ）を

ルリア・ブロス（ＬＢ）プレートに加えた。酵母のＹＰＤおよびＳＣ培地は、Ｒ

ｏｓｅら（１９９０年）により記載されたように調製した。

      【００３７】

  プラスミドｐＧＢＴ－ＶＰ３およびｐＡＣＴ－ｃＤＮＡによるコンピテント酵



(16) 特表２００３－５１００３０

母株Ｙ１９０の形質転換およびベータ・ガラクトシダーゼ活性のスクリーニング

  Ｋｌｅｂｅら（１９８３年）により記載された方法に従って、酵母株Ｙ１９０

をコンピテントにして、形質転換した。酵母細胞をまずｐＧＢＴ－ＶＰ３で形質

転換し、続いてｐＡＣＴ－ｃＤＮＡで形質転換し、このような形質転換した酵母

細胞をヒスチジン欠損プレートで、ロイシンとトリプトファンも除いて増殖させ

た。

      【００３８】

  ヒスチジン陽性で十分に湿らせたハイボンド－Ｎフィルターを酵母のコロニー

の上に置いた。フィルターを持ち上げ、液体窒素に沈めて、酵母細胞を透過性に

した。フィルターを融解し、０．２７％のベータ・メルカプトエタノールと１ｍ

ｇ／ｍｌのＸ－ｇａｌを含有するＺ－緩衝液（１リットル当り、１６．１ｇのＮ

ａ2ＨＰＯ4・７Ｈ2Ｏ、５．５ｇのＮａＨ2ＰＯ4・Ｈ2Ｏ、０．７５ｇのＫＣｌお

よび０．２４６ｇのＭｇＳＯ4・７Ｈ2Ｏ、ｐＨ７．０）とともににペトリ皿の中

でワットマン３ＭＭろ紙上にコロニー側を載せた。少なくとも１５分間または一

晩、フィルターをインキュベートした。

      【００３９】

  酵母からのプラスミドの回収

  ＨｏｆｆｍａｎとＷｉｎｓｔｏｎ（１９８７年）により記載されたグルスラー

ゼ－アルカリ溶解法を用いて、ヒスチジンおよびベータガラクトシダーゼ陽性の

酵母細胞からの全ＤＮＡを調製し、製造元の指示書に従ってバイオラッドのジー

ンパルサーを用いたエレクトロポレーションによってエレクトロマックス／ＤＨ

１０Ｂ細菌を形質転換するのに用いた。

  抗生物質、アンピシリンを含有するＬＢ培地に形質転換体を入れた。

      【００４０】

  アポプチン関連ｐＡＣＴクローンの単離

  コロニー・フィルターアッセイによって、コロニーを溶解し、ｐＡＣＴに特異

的な（配列分析の項も参照のこと）、放射性標識した１７ヌクレオチドのオリゴ

マーにハイブリッド形成させた。ｐＡＣＴクローンからプラスミドＤＮＡを単離

し、ＸｈｏＩ消化によってｃＤＮＡ挿入物の存在を解析した。
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      【００４１】

  配列分析

  サンガー法に従い、ユーロゲンテック（Eurogentec）（ベルギー、Seraing）

により実行されたジデオキシＮＴＰを用いて、アポプチン関連タンパク質をコー

ドする配列を含むサブクローンを配列決定した。用いた配列決定用プライマーは

、５’－ＴＡＣＣＡＣＴＡＣＡＡＴＧＧＡＴＧ－３’のＤＮＡ配列を含むｐＡＣ

Ｔ特異的な１７個ヌクレオチドだった。

      【００４２】

  ＥＭＢＬ／ジェンバンクの既知の遺伝子配列とアポプチン関連ｃＤＮＡの配列

を比較した。

      【００４３】

  ｐＭＡＬ－ＡＡＰ１およびｐＥＴ２２ｂ－ＡＡＰ１の構築

  アポプチン関連タンパク質の産生と単離を可能にする、タンパクの過剰発現用

プラスミドを構築するために、プラスミド、ｐＭＡＬＴＢおよびｐＥＴ２２ｂを

用いた。プラスミドｐＭＡＬＴＢはｐＭＡＬ－Ｃ２（ニューイングランド・バイ

オラボズ）に由来し、Ｘａ因子部位がトロンビン部位で置き換えられている。Ｂ

ａｍＨＩとＳａｌＩでプラスミドｐＭＡＬＴＢを処理し、アガロース／ＴＢＥゲ

ル（キアゲンのゲル抽出キット）から±７．０ｋｂのＤＮＡ断片を単離した。正

方向プライマー：５’－ＡＡＣＧＧＧＡＴＣＣＧＧＣＧＧＣＡＴＧＧＧＣＧＡＣ

ＡＡＧＡＡＧＡＧＣＣＣＧＡＣＣ３’および逆方向プライマー：５’ＡＡＡＡＧ

ＴＣＧＡＣＴＣＡＧＡＡＡＧＡＴＴＣＡＴＣＡＴＴＧＡＣＴＧＣＴＧＡＣＡＴ３

’によるｐＡＣＴ－ＡＡＰ－１ｂにおけるＰＣＲ反応によって完全なオープンリ

ーディングフレームをコードするＡＡＰ－１配列を得た。ＢａｍＨＩとＳａｌＩ

で±０．７ｋｂのＤＮＡ断片を消化し、アガロース／ＴＢＥゲル（キアゲンのゲ

ル抽出キット）から単離した。ＩＰＴＧ誘導可能なｔａｃプロモータの調節下で

ＭＢＰ遺伝子とＡＡＰ１遺伝子の間の融合を含有する最終的なコンストラクトを

ｐＭＡＬ－ＡＡＰ１と呼んだ。

      【００４４】

  ＮｄｅＩとＮｏｔＩでプラスミドｐＥＴ２２ｂ（ノバゲン）を処理し、±５．
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５ｋｂのＤＮＡ断片をアガロース／ＴＢＥゲル（キアゲンのゲル抽出キット）か

ら単離した。正方向プライマー：５’ＧＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＧＧＣＧＡ

ＣＡＡＧＡＡＧＡＧＣＣＣＧＡＣＣ３’および逆方向プライマー：５’ＡＡＧＧ

ＡＡＧＴＡＣＧＣＧＧＣＣＧＣＧＡＡＡＧＡＴＴＣＡＴＣＡＴＴＧＡＣＴＧＣＴ

ＧＡＣＡＴＧＴ３’によるｐＡＣＴ－ＡＡＰ－１ｂにおけるＰＣＲ反応によって

オープンリーディングフレームをコードするＡＡＰ－１配列を得た。ＮｄｅＩと

ＮｏｔＩでＰＣＲ産物を処理し、±０．７ｋｂのＤＮＡ断片をアガロース／ＴＢ

Ｅゲル（キアゲンのゲル抽出キット）から単離した。ＩＰＴＧ誘導可能なＴ７ｌ

ａｃプロモータの調節下でＡＡＰ１遺伝子と（Ｈｉｓ）６テイルの間の融合を含

有する最終的なコンストラクトをｐＥＴ２２ｂ－ＡＡＰ１と呼んだ。

      【００４５】

  両コンストラクトは制限酵素分析およびサンガー法（Sanger, 1977）によるＤ

ＮＡ配列決定によって正しいことが証明された。

      【００４６】

  クローニング工程はすべて本質的にはＭａｎｉａｔｉｓら（１９９２年）によ

り記載されたように行った。

      【００４７】

  ＭＢＰ－ＡＡＰ１およびＡＡＰ１－（Ｈｉｓ）６の過剰発現のための細菌株

  プラスミドｐＭＡＬ－ＡＡＰ１によるタンパク産生には、大腸菌株Ｂ８３４（

λＤＥ３）を用い、ｐＥＴ２２ｂ－ＡＡＰ１の場合には、大腸菌株ＢＬ２１（Ｄ

Ｅ３）を用いた。両株はノバゲンから入手した。

      【００４８】

  結果および考察

  アポプチンは、ヒトの腫瘍に由来する細胞株のような形質転換した細胞でアポ

トーシスを誘導する。この細胞形質転換に特異的な、および／または腫瘍特異的

なアポトーシス経路における必須の化合物を同定するために、酵母による遺伝的

スクリーニングを行った。我々は、エプスタイン・バー・ウイルスにより形質転

換されたヒトＢ細胞（Durfee et al., 1993）から作成した完全なｃＤＮＡコピ

ーを含有するプラスミドベクターｐＡＣＴに基づいたヒトのｃＤＮＡライブラリ
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を用いた。

      【００４９】

  ＧＡＬ４－ＤＮＡ結合ドメインとアポプチンの融合遺伝子産物を発現するおと

りのプラスミドの構築

  形質転換された／腫瘍形成性のヒトのｃＤＮＡライブラリにおけるアポプチン

関連タンパク質の存在を調べるために、いわゆるおとりのプラスミドを構築しな

ければならなかった。その目的で、複数クローニング部位またはプラスミドｐＧ

ＢＴ９において、アポプチンから約４０塩基対下流で隣接する、完全なアポプチ

ンをコードする領域をクローニングした。

      【００５０】

  アポプチンとＧＡＬ４－ＤＮＡ結合ドメインの間の融合領域について制限酵素

による解析および配列決定によってｐＧＢＴ－ＶＰ３と呼ばれる最終的なコンス

トラクトを解析した。

      【００５１】

  酵母におけるＧＡＬ４反応性プロモータのトランス活性化によってアポプチン

関連タンパク質をコードする遺伝子（断片）を決定した。

      【００５２】

  アポプチン遺伝子は、プラスミドｐＧＢＴ－ＶＰ３のＧＡＬ４－ＤＮＡ結合ド

メインに融合するが、形質転換ヒトＢ細胞に由来するｃＤＮＡはすべてプラスミ

ドｐＡＣＴのＧＡＬ４活性化ドメインに融合する。前記ｃＤＮＡにコードされる

タンパク物質の１つがアポプチンに結合すれば、ＧＡＬ４－ＤＮＡ結合ドメイン

はＧＡＬ４活性化ドメインの近傍となり、結果的にＧＡＬ４反応性プロモータの

活性化を生じ、それはリポーター遺伝子ＨＩＳ３およびＬａｃＺを調節する。

      【００５３】

  アポプチンを発現するプラスミドおよびアポプチン関連タンパク質断片を発現

するプラスミドを含有する酵母は、ヒスチジン欠損培地中で増殖することができ

、ベータ・ガラクトシダーゼアッセイで青色に染色される。それに続いて、アポ

プチン関連タンパク質をコードするｃＤＮＡ挿入物を伴ったプラスミドを単離し

、性状分析することができる。
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      【００５４】

  しかしながら、我々はそのようにできる前に、ｐＧＢＴ－ＶＰ３単独またはｐ

ＡＣＴベクターとの併用による酵母細胞の形質転換はＧＡＬ４反応性プロモータ

の活性化を生じないことを確定した。

      【００５５】

  形質転換ヒトＢ細胞株に由来するｃＤＮＡによってコードされるアポプチン関

連タンパク質の同定

  我々は、ｐＧＢＴ－ＶＰ３とｐＡＣＴ－ｃＤＮＡによる形質転換の際にヒスチ

ジン欠損（ロイシンおよびトリプトファンも欠く）培地で増殖することができ、

ベータ・ガラクトシダーゼアッセイで青色に染色される２つの酵母コロニーを見

い出した。このような結果は、観察されたコロニーが、おとりのプラスミドｐＧ

ＢＴ－ＶＰ３のほかにアポプチン関連タンパク質の可能性があるものをコードす

るｐＡＣＴプラスミドも含有することを示している。

      【００５６】

  陽性のコロニーからプラスミドＤＮＡを単離し、細菌で形質転換した。ｐＡＣ

Ｔ特異的な標識ＤＮＡプローブを用いたフィルター・ハイブリッド形成アッセイ

によって、ｐＡＣＴプラスミドを含有するコロニーを決定することができた。そ

れに続いて、ｐＡＣＴのＤＮＡを単離し、ｃＤＮＡ挿入物の存在を示す制限酵素

ＸｈｏＩで消化した。最終的に、サンガー法（Sanger et al., 1977）を用いる

ことによってｃＤＮＡ挿入物を含有するｐＡＣＴプラスミドを配列決定した。

      【００５７】

  アポプチン関連タンパク質の説明

  アポプチン関連タンパク質に関する酵母の遺伝的スクリーニングによって、結

果的に１種類のタンパク質、すなわち、ＡＡＰ－１と省略され、アポプチン関連

タンパク質－１と呼ばれる新規のタンパク質を含む２つのｃＤＮＡクローンＡお

よびＢが検出された。ｃＤＮＡ、ＡＡＰ－１－ｂはＡＴＧ開始コドンを伴った完

全なオープンリーディングフレームを含むが、  ＡＡＰ－１－ａ  ｃＤＮＡ配列

は、ＡＡＰ－１－ｂのＤＮＡ配列に完全に相同である、部分的なＡＡＰ－１のオ

ープンリーディングフレームを含有する。
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      【００５８】

  ＡＡＰ－１－ａおよびＡＡＰ－１－ｂのｃＤＮＡクローンの決定されたＤＮＡ

配列をそれぞれ図１および図２に示す。クローンＡＡＰ－１－ｂの検出されたＤ

ＮＡ配列に由来し、完全なＡＡＰ－１のアミノ酸配列を表すアミノ酸配列を図３

に提供する。

      【００５９】

  哺乳類細胞におけるＡＡＰ－１タンパク質の同定のための発現用ベクターの構

築

  クローニングしたｃＤＮＡ、ＡＡＰ－１－ａおよびＡＡＰ－１－ｂが実際に（

アポプチン関連）タンパク質をコードしているかどうか検討するために、我々は

以下の実験を行った。

      【００６０】

  ＤＮＡプラスミド、ｐＭＴ２ＳＭは、ＳＶ－４０形質転換のＣｏｓ細胞のよう

な形質転換された哺乳類細胞において外来遺伝子の高い発現レベルを可能にする

アデノウイルスの５主要後期プロモータ（ＭＬＰ）およびＳＶ４０のｏｒｉを含

有する。さらに、ｐＭＴ２ＳＭベクターは、外来遺伝子産物とともにインフレー

ムにあるＭｙｃタグ（アミノ酸：ＥＱＫＬＩＳＥＥＤＬ）を含有する。このＭｙ

ｃタグは、たとえば、Ｍｙｃタグ特異的９Ｅ１０抗体によってアポプチン関連タ

ンパク質の認識を可能にする。

      【００６１】

  Ｍｙｃタグを付けたＡＡＰ－１－ａおよびＡＡＰ－１－ｂを発現するｐＭＴ２

ＳＭベクターを以下のように構築した。制限酵素、ＸｈｏＩでｐＡＣＴ－ＡＡＰ

－１－ａおよびｐＡＣＴ－ＡＡＰ－１－ｂのクローンを消化し、ｃＤＮＡ挿入物

を単離した。ＸｈｏＩで発現用ベクター、ｐＭＴ２ＳＭを消化し、子ウシの腸ア

ルカリホスファターゼで処理して、単離したＡＡＰ－１のｃＤＮＡ挿入物に連結

した。配列の解析によって、正しい方向でＡＡＰ－１－ａおよびＡＡＰ－１－ｂ

のｃＤＮＡを含有するｐＭＴ２ＳＭコンストラクトを同定した。

      【００６２】

  プラスミドｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１－ａおよびｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１－
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ｂでＣｏｓ細胞に形質移入することによってＭｙｃタグをつけたＡＡＰ－１タン

パク質の合成を分析した。陰性対照として、Ｃｏｓ細胞を擬似的に形質移入換し

た。形質移入の２日後、細胞を溶解し、Ｍｙｃタグ特異的な抗体、９Ｅ１０を用

いてウエスタンブロットを行った。

      【００６３】

  ｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１－ａおよびｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１－ｂで形質移

入されたＣｏｓ細胞は、およそ３３ｋＤａ（ＡＡＰ－１－ａ）または３５ｋＤａ

（ＡＡＰ－１－ｂ）の予想サイズで、特異的なＭｙｃタグを付けたＡＡＰ－１産

物を合成することが証明された。予想どおり、擬似的に形質移入換したＣｏｓ細

胞の細胞溶解物は、Ｍｙｃタグ特異的な抗体と反応するタンパク質産物を含有し

ていなかった。

      【００６４】

  このような結果は、我々が、アポトーシス誘導タンパク、アポプチンに関連す

る能力を伴ったタンパク質産物を生じることができるｃＤＮＡを単離することが

できたことを示している。

      【００６５】

  形質転換した哺乳類細胞システムにおけるアポプチンによるＭｙｃタグを付け

たＡＡＰ－１の共免疫沈降

  次に我々は、Ｍｙｃタグ特異的な抗体、９Ｅ１０を用いた共免疫沈降によって

アポプチンとＡＡＰ－１タンパク質の会合を分析した。９Ｅ１０抗体はアポプチ

ンには直接結合しないことが明らかにされており、それによって、（ｍｙｃタグ

の付いた）アポプチン関連タンパク質とアポプチンの共免疫沈降を行うのに９Ｅ

１０の使用が可能になっている。

      【００６６】

  この目的で、アポプチンをコードするプラスミドｐＣＭＶ－ＶＰ３とｐＭＴ２

ＳＭ－ＡＡＰ－１－ａプラスミドでＣｏｓ細胞に共形質移入した。陰性対照とし

て、アポプチンを発現するｐＣＭＶ－ＶＰ３とアポプチンとは会合しないｍｙｃ

タグの付いたベータ・ガラクトシダーゼをコードするｐｃＤＮＡ３．１．Ｌａｃ

Ｚ－ｍｙｃ／Ｈｉｓ－ＬａｃＺで細胞に形質移入した。
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      【００６７】

  形質移入の２日後、５０ｍＭのトリス（７．５）、２５０ｍＭのＮａＣｌ、５

ｍＭのＥＤＴＡ、０．１％のトリトンＸ１００、１ｍｇ／ｍｌのＮａ4Ｐ2Ｏ7お

よび新しく加えた、ＰＭＳＦ、トリプシン阻害剤、リューペプチンおよびＮａ3

ＶＯ4のようなプロテアーゼ阻害剤から成る緩衝液中で細胞を溶解した。Ｍｙｃ

タグ特異的な抗体、９Ｅ１０を用いて、Ｎｏｔｅｂｏｒｎら（１９９８年）によ

って記載されたように、特異的なタンパク質を免疫沈降し、ウエスタンブロット

によって解析した。

      【００６８】

  それぞれＭｙｃタグおよびアポプチンに対して特異的な９Ｅ１０抗体および１

１．３抗体によるウエスタンブロットの染色は、「全」細胞溶解物が、アポプチ

ンおよびＭｙｃタグの付いたＡＡＰ－１タンパク質またはベータ・ガラクトシダ

ーゼ産物を含有することを示した。Ｍｙｃタグの付いたＡＡＰ－１産物の免疫沈

降には１６ｋＤａのアポプチン産物の免疫沈降が伴っていた。それに対して、ｍ

ｙｃタグの付いたベータ・ガラクトシダーゼの免疫沈降には、アポプチンタンパ

ク質の有意な共沈は生じなかった。

      【００６９】

  全体で、３回の別々の免疫沈降実験を行い、それらはすべて、アポプチンのＡ

ＡＰ－１タンパク質への会合能を示した。

      【００７０】

  このような結果は、新しく決定されたＡＡＰ－１タンパク質が、酵母において

のみではなく、哺乳類の形質転換細胞系においてもアポプチンと特異的に会合す

ることができることを示している。

      【００７１】

  ヒトの形質転換細胞における新規のＡＡＰ－１タンパク質の過剰発現はアポト

ーシス過程を誘導する。

      【００７２】

  加えて、我々はＡＡＰ－１がアポトーシス活性を持つかどうかを調べた。まず

、我々は、ヒトの形質転換細胞において新規ＡＡＰ－１タンパク質の細胞内局在
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を分析した。この目的で、Ｄａｎｅｎ－ｖａｎ  Ｏｏｒｓｃｈｏｔが記載したよ

うに、それぞれｍｙｃタグの付いたＡＡＰ－１－ａまたはＡＡＰ－１－ｂタンパ

ク質をコードするプラスミドｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１－ａまたはｐＭＴ２ＳＭ

－ＡＡＰ－１－ｂによってヒト骨肉腫に由来するＳａｏｓ－２細胞に形質移入し

た。

      【００７３】

  ｍｙｃタグ特異的な抗体９Ｅ１０および核のＤＮＡを染色するＤＡＰＩを用い

た間接免疫蛍光法によって、部分的なＡＡＰ－１タンパク質および完全なＡＡＰ

－１タンパク質の双方が細胞の核に存在することが判った。実際、それは、クロ

マチン／ＤＮＡ構造と共に共局在している。

      【００７４】

  最終的に我々は、完全なＡＡＰ－１タンパク質または部分的なＡＡＰ－１タン

パク質をコードするｃＤＮＡは両方共、（過剰）発現するとアポトーシスの誘導

を生じるのかどうかを調べた。形質移入の４日後、ＡＡＰ－１陽性の細胞の大多

数は、ＤＡＰＩによって異常に染色され、それはアポトーシスの誘導を示すもの

である（Telford, 1992; Danen-van Oorschot, 1997）。

      【００７５】

  Ｓａｏｓ－２細胞のようなヒトの腫瘍細胞におけるアポプチンと両ＡＡＰ－１

タンパク質の共発現は、アポプチンまたはＡＡＰ－１タンパク質の単独発現より

もさらに速いアポトーシス過程を生じる。完全なＡＡＰ－１タンパク質のアポト

ーシス活性の結果を図４に示す。ＡＡＰ－１タンパク質が、ｐ５３を欠くＳａｏ

ｓ－２細胞においてアポトーシスを誘導するという事実は、ＡＡＰ－１がｐ５３

非依存性にアポトーシスを誘導できることを示している。このような結果は、ほ

かの（化学）療法剤が失敗した場合、ＡＡＰ－１を抗腫瘍剤として使用できるこ

とを意味する。さらに、アポプチンとＡＡＰ－１がｐ５３非依存性の経路を誘導

するという知見は、ＡＡＰ－１がアポプチン誘導のアポトーシス経路に適合する

ことを示している。

      【００７６】

  ヒトの腫瘍細胞におけるアポプチンとＡＡＰ－１の共局在
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  形質転換したヒト細胞においてアポプチンとＡＡＰ－１が共局在する可能性を

確証するために、アポプチンおよびＡＡＰ－１をコードするプラスミドをＳａｏ

ｓ－２細胞に形質移入した。ＡＡＰ－１上のｍｙｃタグに対する特異的ｍＡｂ、

ｍｙｃ  ９Ｅ１０およびアポプチンのＣ末端に対するｐＡｂ、ＶＰ－３を用いた

共焦点レーザー走査顕微鏡による間接免疫蛍光法によってＡＡＰ－１およびアポ

プチンの発現をモニターした。

      【００７７】

  ＡＡＰ－１をコードするプラスミドおよびアポプチンをコードするプラスミド

で共形質移入された細胞は、核においてこれらのタンパク質を優勢に発現してい

た。アポプチンもＡＡＰ－１も顆粒構造を有し、上述した独特の構造を有してい

た。共焦点レーザー走査顕微鏡によって、このような核構造においてＡＡＰ－１

とアポプチンの部分的な共局在が明瞭に示された。

      【００７８】

  結論的に言えば、我々は、ヒトの腫瘍細胞において核に存在し、（ｐ５３非依

存性に）アポトーシスを誘導することができるアポプチン関連タンパク質、すな

わち、新規のＡＡＰ－１タンパク質を同定した。さらに、ＡＡＰ－１とアポプチ

ンが同一の細胞に発現する場合、２つのアポトーシス誘導タンパク質は、ヒトの

腫瘍細胞の核に共局在する。

      【００７９】

  ＡＡＰ－１は細胞質構造においてヒトの正常な２倍体細胞に局在する。

  次に我々は、ＡＡＰ－１が、正常なヒト２倍体の形質転換していない細胞にお

いてヒトの腫瘍細胞で見い出されたのと同様に挙動するかどうかを調べた。

      【００８０】

  この目的で、供給元（オランダ、Almereのロシュ）のプロトコールに従ってフ

ジーン（Fugene）を用いて、ｍｙｃタグの付いた完全なＡＡＰタンパク質をコー

ドするｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１－ｂプラスミドでヒトの２倍体、ＶＨ１０線維

芽細胞に形質移入した。平行してヒトの腫瘍細胞に由来するＳａｏｓ－２細胞も

ｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１－ｂプラスミドで形質移入した。

      【００８１】
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  ｍｙｃタグに特異的な抗体９Ｅ１０を用いた間接免疫蛍光法によって、正常な

２倍体、ＶＨ１０線維芽細胞では、ＡＡＰ－１は細胞質に局在することが示され

た。予想どおり、ヒトの腫瘍Ｓａｏｓ－２細胞では、ＡＡＰ－１は核に局在する

。

      【００８２】

  さらに我々は、ＡＡＰ－１単独を発現する細胞について記載したように、ＡＡ

Ｐ－１の細胞内局在の際のヒトＶＨ１０線維芽細胞におけるＡＡＰ－１とアポプ

チンの共発現の効果を調べた。免疫蛍光のデータは、アポプチンとＡＡＰ－１の

双方共が細胞質構造に局在することを示している。このような知見は、ＡＡＰ－

１および／またはアポプチンの発現が、１つまたはそのほかの（ヒトの）２倍体

細胞において核の局在化を生じないことを示している。

      【００８３】

  ヒト線維芽細胞におけるアポプチンとＡＡＰ－１の共局在

  形質転換されていない細胞におけるアポプチンとＡＡＰ－１の共局在の可能性

を確証するために、アポプチンおよびＡＡＰ－１をコードするプラスミドでＶＨ

１０細胞に形質移入した。ＡＡＰ－１上のｍｙｃタグに対する特異的ｍＡｂ、ｍ

ｙｃ  ９Ｅ１０およびアポプチンのＣ末端に対するｐＡｂ、ＶＰ３－ｃを用いた

共焦点レーザー走査顕微鏡による間接免疫蛍光法によってＡＡＰ－１およびアポ

プチンの発現をモニターした。（共）局在についておよびＤＡＰＩでの核染色に

よるアポトーシスの誘導について細胞をスクリーニングした。

      【００８４】

  ＡＡＰ－１をコードするプラスミドおよびアポプチンをコードするプラスミド

で共形質移入された細胞は、細胞質においてこれらのタンパク質を優勢に発現し

ていた。アポプチンもＡＡＰ－１も繊維質で時に顆粒状の構造を有した。共焦点

レーザー走査顕微鏡によって、このような細胞質構造においてＡＡＰ－１とアポ

プチンの共局在が生じることが明瞭に示された。同様の細胞質構造は、ＡＡＰ－

１を単独で発現した場合、また逆にアポプチンを単独で発現した場合にも認めら

れた。

      【００８５】
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  したがって、アポプチンの存在下でも非存在下でも、ＡＡＰ－１は、ヒトの形

質転換していない線維芽細胞では細胞質局在を有し、繊維質の塊状構造を有する

。

      【００８６】

  結論的に言えば、我々は、ヒトの腫瘍形成性の細胞に対して、ヒトの２倍体の

形質転換していない細胞において区別して局在する、アポプチン関連タンパク質

、すなわちＡＡＰ－１を同定した。このような結果は、ＡＡＰ－１は、正常な２

倍体細胞では腫瘍形成性細胞とは異なった方法で機能していることを示している

。さらに、ＡＡＰ－１とアポプチンが、同一の正常な形質転換していない細胞に

発現する場合、２つのアポトーシス誘導タンパク質は細胞質に共局在する。

      【００８７】

  アポプチンタンパク質に対するＳＶ４０ラージＴ抗原の核局在シグナルの共有

結合の誘導における効果

  以下に実験において、我々は、アポプチンとＳＶ４０ＬＴ抗原の核局在シグナ

ルのキメラタンパク質（ＳＶ４０ラージＴ抗原のアミノ酸Ｎ末端－プロリン－プ

ロリン－リジン－リジン－リジン－アルギニン－リジン－バリン－Ｃ末端がアポ

プチンのＮ末端と共有結合している）の発現が、形質転換していない、または形

質転換している細胞においてアポトーシスの誘導を生じるかどうかを調べた。キ

メラタンパクはＮＬＳ－アポプチンと呼ぶ。

      【００８８】

  この目的で、キメラタンパク、ＮＬＳ－アポプチンをコードするプラスミドで

形質転換していないＶＨ１０ヒト線維芽細胞および形質転換している骨肉腫由来

のＳａｏｓ－２細胞（Danen-van Oorschot et al., 1997）に形質移入した。形

質転換した細胞では、ＮＬＳ－アポプチンの発現は、アポプチンの核への局在化

を生じ、アポトーシスの誘導を生じた。しかしながら、正常なヒト線維芽細胞に

おけるＮＬＳ－アポプチンの発現は、アポプチンの核への局在化を生じたが、ア

ポトーシスの誘導は生じなかった。このことは、核の中にアポプチンを輸送する

「力」はそれ自体ではアポトーシス活性を生じないことを示している。アポプチ

ンは、追加的な腫瘍関連事象を必要とすると思われる。
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      【００８９】

  正常なヒト線維芽細胞におけるＡＡＰ－１に対するＮＬＳ－アポプチンの発現

の影響

  次に我々は、ＮＬＳ‐アポプチンの発現が、正常なヒト線維芽細胞におけるＡ

ＡＰ－１の細胞内局在および／またはアポトーシス活性に影響を及ぼすかどうか

を調べた。この目的で、ＮＬＳ－アポプチンまたはＡＡＰ－１をコードするプラ

スミドでＶＨ１０細胞に共形質移入した。蛍光顕微鏡を用いた間接免疫蛍光法と

ＤＡＰＩ染色によって、アポトーシスを誘導することなく、ＮＬＳ－アポプチン

とＡＡＰ－１の双方が核に局在することが明瞭に立証された。このことは、ＮＬ

Ｓ－アポプチンを介してＡＡＰ－１を核に輸送する「力」それ自体では、ＡＡＰ

－１のアポトーシス活性を生じないことを示している。ＡＡＰ－１様アポプチン

が、形質転換された細胞の核においてアポトーシス誘導的になるには、追加的な

腫瘍関連事象を必要とすると思われる。

      【００９０】

  ヒトの２倍体の形質転換されていない細胞ではＡＡＰ－１はアポトーシスを誘

導しない。

      【００９１】

  以下の実験において我々は、ＡＡＰ－１は単独で、またはアポプチンとの併用

で、ヒトの腫瘍形成性／形質転換細胞で認められたように、ヒトの２倍体の形質

転換していない線維芽細胞においてアポトーシスを誘導することができるかどう

かを調べた。

      【００９２】

  この目的で、上述したようにｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１－ｂプラスミドでＶＨ

１０細胞に形質移入した。ｍｙｃ－タグに特異的な、および／またはアポプチン

に特異的な抗体を用いた免疫蛍光法およびＤＡＰＩ染色によって、形質移入され

た細胞を解析した。ＤＡＰＩはアポトーシスを受けているＤＮＡとは異なった方

法で無傷のＤＮＡを染色する（Telford, et al., 1992）。解析によって、ＡＡ

Ｐ－１単独、またはＡＡＰ－１とアポプチンの両方を含有するＶＨ１０線維芽細

胞は、アポトーシスを受けないことが明瞭に示された。
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      【００９３】

  得られた結果は、ＡＡＰ－１のようなアポプチン関連タンパク質は、腫瘍細胞

と比べて、「健全な」細胞では異なった方法で挙動する可能性があることを示し

ている。

      【００９４】

  癌細胞の診断的アッセイ

  現在の報告に基づいて、我々は、ＡＡＰ－１の細胞内局在は、ヒトの正常な形

質転換されていない細胞と比べて、腫瘍形成性／形質転換した細胞では異なって

いると結論付けることができる。さらに、核におけるＡＡＰ－１の集積はアポト

ーシスの誘導と相関するが、細胞質における局在は細胞の生存率および正常な増

殖能に相関する。したがって、我々は、正常な「健全な」形質転換していない細

胞に対して、（ヒトの）癌細胞を同定するための診断的アッセイを開発すること

ができる。

      【００９５】

  該アッセイは、ＡＡＰ－１をコードするプラスミドでたとえばヒトに由来する

、（ヒトの）「疑わしい」細胞に形質移入すること、またはＡＡＰ－１を発現し

ているウイルスベクターを細胞に感染させることから成る。  それに続いて、１

）過剰発現しているＡＡＰ－１遺伝子によるアポトーシスを受ける能力について

、および２）細胞質から核へのＡＡＰ－１の局在の移動について細胞を調べる。

      【００９６】

  ＡＡＰ－１の細胞内局在は、ＡＡＰ－１に特異的なモノクローナル抗体および

／または本明細書に記載されたｍｙｃ－タグのようなＡＡＰ－１に結合するタグ

に特異的なモノクローナル抗体による免疫蛍光法を用いて決定することができる

。ＡＡＰ－１を発現している分析した細胞におけるアポトーシスの比率および／

またはＡＡＰ－１の核での局在の比率が、ＡＡＰ－１陽性の対照の「健全な」細

胞におけるものよりも有意に高ければ、分析した細胞が腫瘍形成性になっている

／形質転換されていると結論付けることができる。陽性対照としては、ＡＡＰ－

１の発現には、既知のヒト腫瘍形成性細胞を使用する。

      【００９７】
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  ＳＶ４０ラージＴ抗原とＡＡＰ－１の共発現は、ＡＡＰ－１の転位およびアポ

トーシスの誘導を生じる。

      【００９８】

  我々は、健常な個人に由来する正常なヒト細胞におけるＡＡＰ－１誘導のアポ

トーシスに対する形質転換遺伝子の発現の効果を調べた。この目的で、完全なＡ

ＡＰ－１タンパク質をコードするプラスミドｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１ｂおよび

ＳＶ４０ラージＴ抗原をコードするプラスミドｐＲ－ｓ８８４または陰性対照の

プラスミドｐＣＭＶ－ｎｅｏ（Noteborn and Zhang, 1998）のどちらかで、ヒト

ＶＨ１０、２倍体線維芽細胞に一過性に形質移入した。

      【００９９】

  間接免疫蛍光法によって、ＡＡＰ－１が誘導するアポトーシスについて細胞を

分析した。ＡＡＰ－１が陰性対照とともに形質移入された場合、正常なＶＨ１０

細胞はアポトーシスを受けなかった。結果は、予想どおり、ＡＡＰ－１の発現は

ヒトの正常な２倍体細胞ではアポトーシスを誘導することができず、上述のデー

タを裏付けた。しかしながら、ＡＡＰ－１とＳＶ40ラージＴ抗原の両方を発現し

ているヒトの正常な２倍体線維芽細胞は、ＡＡＰ－１が誘導するアポトーシスを

受けた。

      【０１００】

  ＡＡＰ－１耐性からＡＡＰ－１感受性への変遷は、おそらく、ＡＡＰ－１タン

パク質が細胞質局在から核局在に転位するという事実によって説明することがで

きる。この変遷は、形質転換タンパク質である、ＳＶ４０ラージＴ抗原をコード

するプラスミドの形質移入の２日後にはすでに明らかになる。この例では、過剰

発現したＡＡＰ－１の細胞質から核への転位を生じ、アポトーシスの誘導がそれ

に続く、ＤＮＡ腫瘍ウイルスに由来する形質転換産物のために、このような出来

事が起きると結論付けることができる。

      【０１０１】

  ＡＡＰ－１が誘導するアポトーシスに基づいた、癌を誘導する遺伝子、物質、

および癌の易発性に関する診断的アッセイ

  現在の報告に基づいて、我々は、癌を誘導する、および／または形質転換する
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物質または遺伝子の同定に関する診断的アッセイを開発することができる。

      【０１０２】

  第１の種類のアッセイは、推定上の形質転換する／癌を誘導する遺伝子をコー

ドするプラスミドと共に、ＡＡＰ－１をコードするプラスミドで、たとえばヒト

起源の「正常」細胞に形質移入すること、またはＡＡＰ－１を発現するウイルス

ベクターを該細胞に感染させることから成る。それに続いて、１）過剰発現して

いるＡＡＰ－１遺伝子によるアポトーシスを受ける能力について、および２）細

胞質から核へのＡＡＰ－１の局在の移動について細胞を調べる。

      【０１０３】

  ＡＡＰ－１の細胞内局在は、ＡＡＰ－１に特異的なモノクローナル抗体および

／または本明細書に記載されたｍｙｃ－タグのようなＡＡＰ－１に結合するタグ

に特異的なモノクローナル抗体による免疫蛍光法を用いて決定することができる

。ＡＡＰ－１と推定上の形質転換する／癌を誘導する遺伝子を共発現している正

常な細胞におけるアポトーシスの比率および／またはＡＡＰ－１の核での局在の

比率が、対照プラスミドを発現しているＡＡＰ－１陽性の対照細胞におけるもの

よりも有意に高ければ、分析した遺伝子が実際に形質転換する／癌を誘導する活

性を有していると結論付けることができる。

      【０１０４】

  診断試験の第２の例は、推定上の発癌物質と共に培養した正常な２倍体細胞の

治療に基づく。たとえば、種々の時間の長さで物質を培養培地に加えることがで

きる。それに続いて、ＡＡＰ－１をコードするプラスミドで細胞に形質移入する

。このアプローチは、第１の正常な２倍体細胞に形質移入すること／感染させる

こと、次いで調べるべき物質で細胞を治療することによっても行うことができる

。

      【０１０５】

  アッセイのそれに続く工程は、この項で第１の種類のアッセイで記載されたも

のと同様である。ＡＡＰ－１と推定上の発癌物質を発現している正常な細胞にお

けるアポトーシスの比率および／またはＡＡＰ－１の核での局在の比率が、対照

物質を発現しているＡＡＰ－１陽性の対照細胞におけるものよりも有意に高けれ
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ば、分析した物質が実際に形質転換する／癌を誘導する活性を有していると結論

付けることができる。

      【０１０６】

  診断試験の第３の例は、調べられるべき且つ好適な培地で培養されるべき、癌

易発性の可能性のある個人の皮膚生検に由来する培養された正常の２倍体細胞の

治療に基づく。次に細胞にＵＶを照射し、その後、ＡＡＰ－１をコードするプラ

スミドで形質移入する、またはＡＡＰ－１を発現しているウイルスベクターを感

染させる、もしくはまず、形質移入する／感染させて、次いで照射する。並行し

て、正常な健常人の２倍体細胞を対照として使用する。

      【０１０７】

  アッセイのそれに続く工程は、この項で第１の種類のアッセイで記載されたも

のと同様である。ＵＶ処理の後、癌易発性の可能性のある個人に由来する２倍体

細胞におけるアポトーシスおよび／またはＡＡＰ－１の核局在に比率が、ＵＶ処

理したＡＡＰ－１陽性の対照細胞よりも有意に高ければ、分析した個人は、癌易

発性であると結論付けることができる。

      【０１０８】

  ＡＡＰ－１およびＹＹ１は形質転換された細胞において互いに会合する。

  ＡＡＰ－１のマウスにおけるホモログである、ＲＹＢＰ（Garcia et al., 199

9）はＹＹ１と相互作用することができる。ＹＹ１は細胞性およびウイルス性の

タンパク質の転写を活性化したり、抑制したりすることができる。タンパク－タ

ンパクの相互作用はＹＹ１の活性に影響を及ぼすことができる。ＡＡＰ－１もＹ

Ｙ１と相互作用する可能性がある。ＡＡＰ－１とＹＹ１との間の相互作用は、Ｙ

Ｙ１の活性に影響を与えることができ、結果として転写の活性化または抑制を生

じることができた。遺伝子の転写は、アポプチンおよび／またはＡＡＰ－１のア

ポトーシス活性に重要でありえた。

      【０１０９】

  ｉｎ  ｖｉｔｒｏにおいてＡＡＰ－１がＹＹ１と複合体を形成するかどうかを

立証するために、ＡＡＰ－１をコードするプラスミドおよびＹＹ１をコードする

プラスミド（ｐＣＭＶ－ＨＡＶＹ－１；米国、ボストン、ハーバード大学医学部
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、Ｙａｎｇ，Ｓｈｉ教授より供与）をＣｏｓ細胞に共形質移入した。陰性対照と

して、ＬａｃＺとともにＹＹ－１を形質移入した。細胞を溶解し、ＡＡＰ－１（

またはＬａｃＺ）のｍｙｃタグに対する特異的抗体、抗ｍｙｃ９Ｅ１０およびＹ

Ｙ１に対する特異抗体、抗ＹＹ１を用いて、免疫沈降アッセイを行った。生じた

複合体をウエスタンブロット法により解析した。細胞溶解物では、予想どおり、

ＡＡＰ－１および／またはＹＹ１および／またはＬａｃＺが検出された。

      【０１１０】

  ＡＡＰ－１およびＹＹ１を形質移入した細胞では、ｍｙｃタグの付いたＡＡＰ

－１特異抗体で免疫沈降した場合、ＡＡＰ－１とＹＹ１の両方が検出できたこと

は明らかであった。ブロットは３２ｋＤ（ＡＡＰ－１）のバンドと６７ｋＤ（Ｙ

Ｙ１）のバンドを示していた。さらに、我々は、ＹＹ１に特異的な抗体を用いて

免疫沈降を行った。再び、ウエスタンブロットでは、ＹＹ１とＡＡＰ－１の両方

が検出された。

      【０１１１】

  ＡＡＰ－１のみを発現するプラスミドで形質移入された細胞では、ＡＡＰ－１

のみを検出することができた。ＹＹ１をコードするプラスミドで形質移入された

細胞は、ＹＹ１の発現を示し、ＡＡＰ－１は検出されなかった。ＡＡＰ－１のＹ

Ｙ１との特異的な結合を除外するために、ＡＡＰ－１とＬａｃＺを細胞に形質移

入し、ＬａｃＺに特異的な抗体で免疫沈降を行った。ウエスタンブロット上にＬ

ａｃＺタンパクは現れたが、ＡＡＰ－１タンパクは現れなかった。

      【０１１２】

  したがって、得られた結果は、ＡＡＰ－１は転写関連因子、ＹＹ１と特異的に

結合することを示している。

      【０１１３】

  ＭＢＰ－ＡＡＰ１とＡＡＰ１－（Ｈｉｓ）６の産生および単離

  ＭＢＰ－ＡＡＰ１とＡＡＰ１（Ｈｉｓ）６の融合タンパクの産生の可能性を調

べるために、タンパク過剰発現カセットｐＭＡＬＴＢおよびｐＥＴ２２ｂで、オ

ープンリーディングフレームをコードするＡＡＰ１核酸をクローニングした。製

造元の指示書（ノバゲン）に従って、大腸菌細胞で誘導して可溶性融合タンパク
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の産生を導いた。

      【０１１４】

  アフィニティ・クロマトグラフィ（アミロース樹脂；ニューイングランド  バ

イオラボズ）およびイオン交換クロマトグラフィ（ハイ－Ｓ；バイオラッド）を

介したＭＢＰ－ＡＡＰ１融合タンパクの単離によって９０～９５％純粋な完全長

のタンパク質が得られる。このタンパク質のサイズ除外クロマトグラフィ（ファ

ルマシア・スーパーロース６ＨＲ  １０／３０）は、ＭＢＰ－ＡＡＰ１調製物の

実質的な部分が、異なった１つの種、ホモ三量体または四量体として挙動するら

しいことを示している。この知見は、組換えＡＡＰ１（ＭＢＰ融合タンパクの形

態で）は、正しい折り畳みを行うことが可能であり、生物学的に活性があるらし

いことを示唆している。

      【０１１５】

  金属アフィニティ・クロマトグラフィ（Ｎｉ2+－ＮＴＡ；キアゲン）によるＡ

ＡＰ１－（Ｈｉｓ）６タンパクの単離によって±８０％純粋なタンパク質バッチ

が得られた。

      【０１１６】

  結論的に言えば、ＡＡＰ１のＭＢＰへの融合は、生物学的に活性があると思わ

れる、適正に折り畳まれた、可溶性のＡＡＰ１を生じる。

      【０１１７】

  ＡＡＰ－１タンパク質に対するポリクローナル抗体の作製

  ＡＡＰ－１タンパク質に対するポリクローナル抗体を作製するために、推定上

の免疫原性ペプチドを合成した（ＡＡＰ－１ペプチドは、アミノ酸Ｎ末端－ＣＴ

ＫＴＳＥＴＮＨＴＳＲＰＲＬＫ－Ｃ末端から成る；ベルギー、ＳＡ、ユーロゲン

テック）。その後、製造元の常法に従って特異的ペプチドをウサギに注射した。

      【０１１８】

  ＥＬＩＳＡおよびウエスタンブロット解析によって、ＡＡＰ－１ペプチドを注

射されたウサギに由来する血清は、上述のＡＡＰ－１産物に特異的であることが

示された。このような結果は、我々がアポプチン関連タンパク質、ＡＡＰ－１を

検出するのに用いることができる特異的抗体を作製したことを意味する。
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      【０１１９】

  結論的に言えば、我々は、特異的な因子によるＡＡＰ－１タンパク質の機能の

妨害によってアポトーシスの誘導が生じる証拠を提供した。ＡＡＰ－１タンパク

質の機能妨害を利用して、（ｐ５３に非依存性の）アポトーシスの誘導に基づい

た治療法が可能である。かかる妨害因子の例はアポプチンである。アポトーシス

を誘導し、アポプチン活性を高めることも知られているもう１つのＣＡＶ由来タ

ンパク質はＶＰ２である（Noteborn et al., 1997）。
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【図面の簡単な説明】

  【図１】

  ベクターｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１－ａの部分配列を示す。ＡＡＰ－１－ａ  

ｃＮＤＡのＤＮＡ配列は太字で示す。

  【図２】

  ベクターｐＭＴ２ＳＭ－ＡＡＰ－１－ｂの部分配列を示す。ＡＡＰ－１－ｂ  

ｃＤＮＡのＤＮＡ配列は太字で示す。

  【図３】

  アポプチン関連クローンＡＡＰ－１－ｂ（太字）の解析された領域のアミノ酸

配列を示す。さらに、ＡＡＰ－１アミノ酸配列がＧＡＬ４活性化ドメインととも

にインフレームにあることを説明するために、ｐＡＣＴの複数クローニング部位

の３つのＣ末端アミノ酸、Ｈ－Ｅ－Ｇを示す。この特徴は、ＡＡＰ－１領域が酵

母細胞で実際に合成されることを立証している。図３における２３位のアミノ酸

がＡＡＰ－１様タンパク質の最初のアミノ酸に相当することに注目のこと。

  本明細書における機能的ドメインまたは断片は、たとえば、アミノ酸１位（図

３における２３位）から約５４位までの転写因子結合ドメイン；アミノ酸約２５

位（図３における４７位）から約４２位までの亜鉛フィンガーモチーフ、タンパ

ク－タンパク相互作用および／またはタンパク－核酸相互作用ドメイン；アミノ

酸の約３２～２２６位であるアポトーシス関連領域；アミノ酸の約７４～８１位

である核局在化シグナル；およびアミノ酸の１０２～１０８位である核局在化シ

グナル、またはもう１つのＡＡＰ－１様タンパク質における同等位として同定す

ることができる。

  【図４】

  Ｓａｏｓ－２細胞におけるＡＡＰ－１－ｂタンパク質のアポトーシス活性を、
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単独で発現した場合（黒色四角）またはアポプチンと組み合わせた場合（白抜き

の四角）で示す。アポプチン誘導のアポトーシスの比率も示す（黒色三角）。

【図１】
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【図２】

【図３】
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【図４】
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【国際調査報告】
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