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(54)【発明の名称】 新規ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルサブユニット

(57)【要約】
本発明は、カルシウム感受性カリウムチャンネルサブユ
ニットβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄをコ
ードする新規ヒトＤＮＡ配列、該ＤＮＡ配列にコードさ
れるタンパク質、該ＤＮＡ配列を含むベクター、該ベク
ターを含有する宿主細胞、ならびにヒトβ２、β３ａ、
β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットを含有するカ
ルシウム感受性カリウムチャンネルのインヒビターおよ
びアゴニスト、およびβ３遺伝子の転写のインヒビター
およびアゴニストの同定方法に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β

３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質をコードするヌクレオチドを

含んでなる単離されたＤＮＡ。

    【請求項２】  配列番号２、配列番号４、セリンの代わりにアスパラギンを

１６３位に有する配列番号４、配列番号６、アスパラギンの代わりにセリンを１

４３位に有する配列番号６、配列番号８、セリンの代わりにアスパラギンを１６

１位に有する配列番号８、配列番号１０、アスパラギンの代わりにセリンを１６

５位に有する配列番号１０および配列番号６の２－２４６位よりなる群から選ば

れるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードするヌクレオチドを含む、請求

項１記載のＤＮＡ。

    【請求項３】  配列番号１、３、５、７、９および２０よりなる群から選ば

れるヌクレオチド配列を含む、請求項１記載のＤＮＡ。

    【請求項４】  配列番号１の２７１－９７５位、配列番号３の３４１－１１

７１位、配列番号５の７９６－１５６６位、配列番号７の８６９－１６９３位お

よび配列番号９の４５７－１２９３位よりなる群から選ばれるヌクレオチド配列

を含む、請求項１記載のＤＮＡ。

    【請求項５】  ストリンジェントな条件下で請求項２記載のＤＮＡにハイブ

リダイズする単離されたＤＮＡ。

    【請求項６】  請求項１記載のＤＮＡを含んでなる発現ベクター。

    【請求項７】  請求項１記載のＤＮＡを含んでなる組換え宿主細胞。

    【請求項８】  単離されたヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、

β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質。

    【請求項９】  配列番号２、配列番号４、セリンの代わりにアスパラギンを

１６３位に有する配列番号４、配列番号６、アスパラギンの代わりにセリンを１

４３位に有する配列番号６、配列番号８、セリンの代わりにアスパラギンを１６

１位に有する配列番号８、配列番号１０、アスパラギンの代わりにセリンを１６

５位に有する配列番号１０および配列番号６の２－２４６位よりなる群から選ば

れるアミノ酸配列を有する、請求項８記載のタンパク質。
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    【請求項１０】  単一のアミノ酸置換を含有する、請求項８記載のタンパク

質。

    【請求項１１】  保存された位置には存在しない２以上のアミノ酸置換を含

有する、請求項８記載のタンパク質。

    【請求項１２】  ＢＬＡＳＴまたはＦＡＳＴＡにより測定した場合に請求項

９記載のタンパク質に対して少なくとも８０％の配列同一性を有するポリペプチ

ド。

    【請求項１３】  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、

β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質に特異的に結合する、また

は保存されたコアへの結合によりβ３サブユニットファミリーのタンパク質に特

異的に結合する抗体。

    【請求項１４】  配列番号１、３、５、７、９および２０よりなる群から選

ばれる配列の少なくとも１つの少なくとも１５個の連続的ヌクレオチドを含むＤ

ＮＡまたはＲＮＡオリゴヌクレオチドプローブ。

    【請求項１５】  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、

β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受

性カリウムチャンネルに結合する物質の同定方法であって、

  （ａ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルを発現する細胞を準備し、

  （ｂ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルに結合することが知られていない物質に、該細胞をさらし、

  （ｃ）該細胞への該物質の結合の量を測定し、

  （ｄ）工程（ｃ）における結合の量を、対照細胞（該対照細胞は、該対照細胞

がヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質を発現しないこと以外は、工程（ａ）の細胞と

実質的に同一である）への該物質の結合の量と比較することを含んでなり、

  工程（ｃ）における結合の量が対照細胞への該物質の結合の量より多い場合、
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該物質が、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β

３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウム

チャンネルに結合するものであることを特徴とする方法。

    【請求項１６】  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、

β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受

性カリウムチャンネルに結合し従ってヒトカルシウム感受性カリウムチャンネル

β２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有する

カルシウム感受性カリウムチャンネルのインヒビターまたはアクチベーターであ

りうる物質の同定方法であって、

  （ａ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルを発現する細胞を準備し、

  （ｂ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルに結合することが知られている化合物に、該細胞をさらし、

  （ｃ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルに結合することが知られていない物質の存在下および不存在下、該細胞

への該物質の結合の量を測定することを含んでなり、

  該物質の存在下の該化合物の結合の量が該物質の不存在下の場合と異なる場合

、該物質が、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、

β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウ

ムチャンネルに結合しヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、

β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受

性カリウムチャンネルのインヒビターまたはアクチベーターでありうることを特

徴とする方法。

    【請求項１７】  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、

β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受

性カリウムチャンネルのアクチベーターまたはインヒビターの同定方法であって
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、

  （ａ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質または突然変異ヒトカルシウム感受性カ

リウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタン

パク質を宿主細胞内で組換え的に発現させ、それにより、その組換え的に発現し

たヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質に、他のカルシウム感受性カリウムチャンネル

サブユニットタンパク質とのヘテロマーを形成させることにより、カルシウム感

受性カリウムチャンネルを形成させ、

  （ｂ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルのアクチベーターまたはインヒビターであると疑われる物質の存在下お

よび不存在下、工程（ａ）で形成したカルシウム感受性カリウムチャンネルの生

物活性を測定することを含んでなり、

  該物質の不存在下と比較した場合の該物質の存在下の、工程（ａ）で形成した

カルシウム感受性カリウムチャンネルの生物活性の変化が、該物質が、ヒトカル

シウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサ

ブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネルのアクチ

ベーターまたはインヒビターであることを示すことを特徴とする方法。

    【請求項１８】  遺伝子の転写を促進、増強または抑制するβ３遺伝子内の

ＤＮＡ配列の同定方法であって、

  （ａ）レポータータンパク質をコードするレポーター遺伝子のコード化ｃＤＮ

Ａ配列に該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）が先行するように、プロモーター－レポーターベクターを構築し、

  （ｂ）該ベクターを細胞内にトランスフェクトし、該ベクターにコードされる

レポータータンパク質の存在量を測定し、

  （ｃ）工程（ｂ）の細胞内のレポータータンパク質の存在量を、該β３遺伝子

のプロモーター領域の断片を有さないベクターでトランスフェクトされた細胞内

のレポータータンパク質の存在量と比較することを含んでなり、
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  β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットを内因的に発現する細胞内

でのみ、他のプロモーター要素の不存在下、該レポータータンパク質の存在量を

増加させるβ３遺伝子のプロモーター領域の断片が、プロモーター要素であり；

β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットを内因的に発現しない細胞内

で、無関係な構成的プロモーター要素の存在下、レポータータンパク質の存在量

を減少させる配列が、リプレッサー要素であり；β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたは

β３ｄサブユニットを内因的に発現させる細胞内で、無関係な構成的プロモータ

ー要素の存在下、該レポータータンパク質の存在量を増加させる配列が、エンハ

ンサー配列であることを特徴とする方法。

    【請求項１９】  該ベクターが、該β３遺伝子のプロモーター領域の断片か

ら独立して機能するプロモーターまたはエンハンサー配列要素を含有する、請求

項１８記載の方法。

    【請求項２０】  該レポータータンパク質の存在量をトランスフェクト化細

胞の割合に関して正規化する、請求項１８記載の方法。

    【請求項２１】  遺伝子の転写を促進、増強または抑制するβ３遺伝子内の

ＤＮＡ配列の同定方法であって、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの放射能標識断片を、

細胞からの核抽出物と共にインキュベートし、

  （ｂ）該インキュベーション物をゲル上で分離することを含んでなり、

  細胞からの核抽出物と共にインキュベートした後にゲル内で異なって移動する

（「シフトを受ける」）β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対

応する二本鎖ＤＮＡの断片が、β３遺伝子の発現を促進、増強または抑制する核

因子に結合するＤＮＡ配列であることを特徴とする方法。

    【請求項２２】  該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対

応する二本鎖ＤＮＡの断片を、請求項１８記載の方法により同定する、請求項２

１記載の方法。

    【請求項２３】  該細胞がβ３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニッ

トを発現する、請求項２１記載の方法。



(7) 特表２００３－５２２５２２

    【請求項２４】  該細胞がβ３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニッ

トを発現しない、請求項２１記載の方法。

    【請求項２５】  β３遺伝子の転写調節に関与する核因子の同定方法であっ

て、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの放射能標識断片を、

クローニングまたは精製された転写因子と共にインキュベートし、該インキュベ

ーション物をゲル上で分離することを含んでなり、

  β３遺伝子のプロモーター配列要素に結合する因子が、該放射能標識ＤＮＡ断

片の移動におけるシフトを誘導し、該β３遺伝子の転写調節に関与することを特

徴とする方法。

    【請求項２６】  該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対

応する二本鎖ＤＮＡの断片を、請求項１８または２１記載の方法により同定する

、請求項２５記載の方法。

    【請求項２７】  β３遺伝子の転写調節に関与する核因子の同定方法であっ

て、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの放射能標識断片を、

細胞からの核抽出物と共にインキュベートし、該インキュベーション物をゲル上

で分離すること、

  （ｂ）単一の転写因子または転写因子のファミリーを特異的に認識する抗体を

工程（ａ）のインキュベーション物に加え、ついで該インキュベーション物をゲ

ル上で分離することを含んでなり、

  工程（ａ）と比較した場合の工程（ｂ）の二本鎖ＤＮＡの移動度におけるスー

パーシフトが、該抗体により認識される転写因子が該二本鎖ＤＮＡに結合するこ

とを示すことを特徴とする方法。

    【請求項２８】  β３遺伝子の転写調節に関与する核因子をコードするクロ

ーンをクローニングにより同定する方法であって、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１
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７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの放射能標識断片で、

発現ライブラリーをスクリーニングし、

  （ｂ）該ライブラリーのいずれのクローンが二本鎖ＤＮＡの放射能標識断片に

結合するのかを判定し、

  （ｃ）工程（ｂ）のクローンを増幅し、配列決定することを含んでなる方法。

    【請求項２９】  該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対

応する二本鎖ＤＮＡの断片を、請求項１８または２１記載の方法により同定する

、請求項２８記載の方法。

    【請求項３０】  β３遺伝子の転写調節に関与する核因子をクローニングに

より同定する方法であって、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの断片を安定なマトリ

ックスに結合させ、

  （ｂ）ｃＤＮＡにコードされる融合タンパク質を表面に発現するファージを該

マトリックスと共にインキュベートし、

  （ｃ）該マトリックスに結合しないファージを洗浄により除去し、

  （ｄ）該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対応する二本鎖

ＤＮＡの過剰の断片で、該マトリックスに結合したファージを溶出することを含

んでなり、

  工程（ｄ）で溶出されたファージが、β３遺伝子の転写調節に関与する核因子

をコードすることを特徴とする方法。

    【請求項３１】  該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対

応するＤＮＡを、請求項１８または２１記載の方法により同定する、請求項３０

記載の方法。

    【請求項３２】  工程（ｄ）で溶出されたファージを増幅し、配列決定する

、請求項３０記載の方法。

    【請求項３３】  β３遺伝子の転写調節に関与する核因子の同定方法であっ

て、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１
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７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの断片を安定なマトリ

ックスに結合させ、

  （ｂ）細胞からの核抽出物を該マトリックスと共にインキュベートし、

  （ｃ）該核抽出物からの非結合タンパク質を該マトリックスから洗浄し、

  （ｄ）該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対応する過剰の

二本鎖ＤＮＡで、結合タンパク質を該マトリックスから溶出することを含んでな

り、

  工程（ｄ）からの溶出されたタンパク質が、β３遺伝子の転写調節に関与する

核因子であることを特徴とする方法。

    【請求項３４】  工程（ｄ）からの溶出されたタンパク質をゲル上で分離し

、該ゲルを染色して、該溶出タンパク質の純度を試験することを更に含む、請求

項３３記載の方法。

    【請求項３５】  該ゲル上で分離されたタンパク質を配列決定することを更

に含む、請求項３４記載の方法。

    【請求項３６】  ウエスタンブロットまたは免疫沈降により、該溶出タンパ

ク質を同定するために、該ゲル上で分離されたタンパク質を公知転写因子に対す

る抗体で免疫学的に分析することを更に含む、請求項３４記載の方法。

    【請求項３７】  該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対

応する二本鎖ＤＮＡの断片を、請求項１８または２１記載の方法により同定する

、請求項３３記載の方法。

    【請求項３８】  β３遺伝子の転写調節に関与する核因子をクローニングに

より同定する方法であって、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの断片の少数ないしは

幾つかのコピーをレポータータンパク質コード化ｃＤＮＡに先行して含有する酵

母株を構築し、

  （ｂ）該挿入ｃＤＮＡおよび転写活性化ドメインにコードされる融合タンパク

質の形成を可能にするベクター中、細胞からのｃＤＮＡライブラリーを構築し、

  （ｃ）（ｂ）のライブラリーを（ａ）の酵母株内に形質転換し、該レポーター
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タンパク質の発現を示す酵母のコロニーを単離することを含んでなる方法。

    【請求項３９】  該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対

応する二本鎖ＤＮＡの断片を、請求項１８または２１記載の方法により同定する

、請求項３８記載の方法。

    【請求項４０】  単離されたコロニーからベクターを精製し、該ベクター内

のｃＤＮＡを配列決定することを更に含む、請求項３８記載の方法。

    【請求項４１】  該β３遺伝子の転写速度を増強または抑制する物質の同定

方法であって、

  （ａ）レポータータンパク質をコードするレポーター遺伝子のコード化ｃＤＮ

Ａ配列に該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）の断片が先行するように、プロモーター－レポーターベクターを構

築し、

  （ｂ）該ベクターを細胞内にトランスフェクトし、化合物の存在下および不存

在下、該ベクターにコードされるレポータータンパク質の存在量を測定すること

を含んでなり、

  （１）該化合物の存在が該レポータータンパク質の存在量を減少させる場合に

は、該化合物が、該β３遺伝子の転写速度を抑制する物質であり、（２）該化合

物の存在が該レポータータンパク質の存在量を増加させる場合には、該化合物が

、該β３遺伝子の転写速度を増強する物質であることを特徴とする方法。

    【請求項４２】  該方法が、対照細胞内の該レポータータンパク質の存在量

に対する該化合物の効果が測定される対照を含み、該対照細胞が、該β３遺伝子

のプロモーター領域の断片を欠くベクターで該対照細胞がトランスフェクトされ

ている以外は工程（ｂ）の細胞と実質的に同じ細胞である、請求項４１記載の方

法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の分野）

  本発明は、カルシウム感受性カリウムチャンネルのサブユニットをコードする

新規ヒトＤＮＡ配列に関する。

      【０００２】

    （発明の背景）

  電位依存性カリウムチャンネルは、細胞膜電位の変化に応答して開閉する膜貫

通孔を形成し、選択的にカリウムイオンが該膜を通過するのを可能にする。電位

依存性カリウムチャンネルは、興奮性であると伝統的にみなされている細胞（例

えば、ニューロン、筋細胞、分泌細胞）および非興奮性であると伝統的にみなさ

れている細胞（例えば、Ｔ細胞、破骨細胞）の両方で見出されており、そのよう

な細胞における細胞膜電位を維持し活動電位の再分極を制御することが示されて

いる。脱分極後、電位依存性カリウムチャンネルは開き、カリウム流出を可能に

して、膜の再分極を可能にする。この挙動のため、電位依存性カリウムチャンネ

ルは、種々の疾患に関連した薬物発見のための重要な標的となっている。その結

果、多数の電位依存性カリウムチャンネルが同定されており、多数がクローニン

グされている。それらは、一次構造および発現の組織特異的パターンの違いによ

り並びに電気生理学的および薬理学的特性により区別されうる。電位依存性カリ

ウムチャンネルの総説としては、Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ，１９９７，Ｔｒｅｎｄｓ

  Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｓｃｉ．１８：４７４－４８３；Ｊａｎ  ＆  Ｊａｎ，

１９９７，Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．５０５：２６７－２８２；Ｃａｔｔｅｒａｌｌ

，１９９５，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６４：４９３－５３１を参照さ

れたい。

      【０００３】

  多数の機能的電位依存性カリウムチャンネルは、６個の膜貫通伸長セグメント

をそれぞれが含有する４個のαサブユニットの四量体であると考えられている。

四量体を構成するαサブユニットは同一であることもあれば（ホモ四量体の場合

）、異なることもある（ヘテロ四量体の場合）。該四量体を構成する膜伸長αサ
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ブユニットは、該αサブユニットの挙動を改変しうる追加的なβサブユニットを

伴うことがある。

      【０００４】

  電位依存性カリウムチャンネルの個々のタイプとしては、電位依存性およびカ

ルシウム感受性カリウムチャンネルが挙げられ、これはカルシウム感受性カリウ

ムチャンネルとしても公知である。カルシウム感受性カリウムチャンネルは多種

多様な細胞に存在する。また、それは電位依存性カリウムチャンネルのなかでは

独特である。なぜなら、その活性が、膜電位の変化によってだけではなく、細胞

内カルシウム濃度によっても調節されるからである。形質膜の脱分極および細胞

質カルシウム濃度の増加は共に、カルシウム感受性カリウムチャンネルの開口の

可能性を増大させる。したがって、カルシウム感受性カリウムチャンネルは、膜

興奮性および細胞内カルシウムの増加を含む細胞過程の間の連絡体として機能し

うる。カルシウム感受性カリウムチャンネルは、グルコース媒介インスリン放出

、血管筋緊張、気管支気道平滑筋緊張、眼圧の調節などの細胞内カルシウムの増

加を伴うシグナリング事象を終結させることにより負のフィードバックの役割を

果たしていると考えられている（Ｔａｎａｋａら，１９９７，Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏ

ｌ．５０２：５４５－５５７；Ｋａｃｚｏｒｏｗｓｋｉら，１９９６，Ｊ．Ｂｉ

ｏｅｎｅｒｇ．Ｂｉｏｍｅｍ．２８：２５５－２６７；Ｖｅｒｇａｒａら，１９

９８，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ．８：３２１－３２９）。

      【０００５】

  ある種のカルシウム感受性カリウムチャンネルが単離され、研究されている。

機能的カルシウム感受性カリウムチャンネルは、αサブユニットと、それより小

さくそれに会合したβサブユニットとから構成される。αサブユニットはチャン

ネル孔を形成していると考えられており、一方、既に記載されているβサブユニ

ットはカルシウム感受性を増加させ、ある物質、例えばデヒドロソヤサポニンに

よる調節に対して該チャンネルを感受性にする（ＭｃＭａｎｕｓら，１９９５，

Ｎｅｕｒｏｎ  １４：６４５－６５０）。ウシ気管平滑筋由来のカルシウム感受

性カリウムチャンネルが精製されており、～１３０ｋＤａのαサブユニットおよ

び３１ｋＤａのβサブユニットから構成されることが示されている（Ｇａｒｃｉ
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ａ－Ｃａｌｖｏら，１９９４，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：６７６－６８

２）。Ｔｓｅｎｇ－Ｃｒａｎｋら（１９９４，Ｎｅｕｒｏｎ  １３：１３１５－

１３３０）は、ヒトの脳から９個の関連カルシウム感受性カリウムチャンネルα

サブユニットをクローニングした。これらのαサブユニットは、単一遺伝子ｈ－

ｓｌｏ遺伝子由来のスプライス変異体であると考えられている（Ｔｓｅｎｇ－Ｃ

ｒａｎｋら，１９９４，Ｎｅｕｒｏｎ  １３：１３１５－１３３０）。Ｋｎａｕ

ｓｓら（１９９４，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：１７２７４－１７２７８

）は、気管平滑筋からカルシウム感受性カルシウムチャンネルのβサブユニット

を精製しクローニングした。

      【０００６】

  ほとんどの細胞では、カルシウム感受性カリウムチャンネルの開口は非不活性

化過分極カリウム電流の生成を引き起こす。しかし、ある種の細胞（例えば、副

腎のクロム親和性細胞および海馬ニューロン）では、該電流は不活性化性である

。本明細書に記載の発明の知見が得られた後、Ｗａｌｌｎｅｒら，１９９９，Ｐ

ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９６：４１３７－４１３２は、

αサブユニットと一緒になって不活性化カルシウム感受性カリウムチャンネルを

形成するヒトβ２カルシウム感受性カリウムチャンネルサブユニットの存在を開

示した。不活性化を付与する能力は、該β２サブユニットのＮ末端の１９アミノ

酸によるものであるとされた。

      【０００７】

  米国特許第５，７７６，７３４号は、カルシウム感受性カリウムチャンネルの

ウシおよびヒトβ１サブユニットをコードする核酸に関するものである。米国特

許第５，６３７，４７０号は、カルシウム感受性カリウムチャンネルの活性をモ

ジュレーションする化合物の同定方法に関するものである。

      【０００８】

    （発明の概要）

  本発明は、カルシウム感受性カリウムチャンネルのβサブユニットをコードす

る新規ヒトＤＮＡ配列に関する。本発明は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャ

ンネルのβサブユニットβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃおよびβ３ｄをコードす
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るＤＮＡを含む。該ＤＮＡは、配列番号１（β２）、配列番号３（β３ａ）、配

列番号５（β３ｂ）、配列番号７（β３ｃ）および配列番号９（β３ｄ）に示す

ヌクレオチド配列を含む。また、該新規ＤＮＡ配列にコードされるタンパク質を

提供する。該タンパク質は、配列番号２（β２）、配列番号４（β３ａ）、配列

番号６（β３ｂ）、配列番号８（β３ｃ）および配列番号１０（β３ｄ）に示す

推定アミノ酸配列を含む。組換え系内で該新規サブユニットタンパク質を発現さ

せる方法、および該サブユニットを含むカリウムチャンネルのアクチベーターお

よびインヒビターの同定方法を提供する。

      【０００９】

  本発明はまた、該β３ａ、β３ｂ、β３ｃおよびβ３ｄサブユニットの５’部

分、および該β３サブユニットのコアタンパク質の５’部分を含有するゲノムＤ

ＮＡ断片を含む。このゲノムＤＮＡ断片は該サブユニットのプロモーター要素を

含有する。該β３ａ、β３ｂ、β３ｃおよびβ３ｄサブユニットをコードする遺

伝子の転写に影響を及ぼす化合物に関するスクリーニング方法も提供する。

      【００１０】

    （図面の簡単な記載）

  図１Ａは、該ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのβ２サブユニットを

コードするＤＮＡ配列（配列番号１）を示す。該開始ＡＴＧコドンは２７１－２

７３位であり、該終結コドンは９７６－９７８位である。図１Ｂは、該β２サブ

ユニットの推定アミノ酸配列（配列番号２）を示す。

      【００１１】

  図２Ａは、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのβ３ａサブユニットを

コードするＤＮＡ配列（配列番号３）を示す。該開始ＡＴＧコドンは３４１－３

４３位であり、該終結コドンは１１７２－１１７４位である。図２Ｂは、該β３

ａサブユニットの推定アミノ酸配列（配列番号４）を示す。

      【００１２】

  図３Ａは、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのβ３ｂサブユニットを

コードするＤＮＡ配列（配列番号５）を示す。該開始ＡＴＧコドンは７９６－７

９８位であり、該終結コドンは１５６７－１５６９位である。図３Ｂは、該β３
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ｂサブユニットの推定アミノ酸配列（配列番号６）を示す。

      【００１３】

  図４Ａは、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのβ３ｃサブユニットを

コードするＤＮＡ配列（配列番号７）を示す。該開始ＡＴＧコドンは８６９－８

７１位であり、該終結コドンは１６９４－１６９６位である。図４Ｂは、該β３

ｃサブユニットの推定アミノ酸配列（配列番号８）を示す。

      【００１４】

  図５Ａは、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのβ３ｄサブユニットを

コードするＤＮＡ配列（配列番号９）を示す。該開始ＡＴＧコドンは４５７－４

５９位であり、該終結コドンは１２９４－１２９６位である。図５Ｂは、該β３

ｄサブユニットの推定アミノ酸配列（配列番号１０）を示す。

      【００１５】

  図６は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ１（配列番号１１）、β

２（配列番号２）、β３ａ（配列番号４）、β３ｂ（配列番号６）、β３ｃ（配

列番号８）およびβ３ｄ（配列番号１０）サブユニットの推定アミノ酸配列のア

ライメントを示す。

      【００１６】

  図７は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのαサブユニットにより形

成されるイオンチャンネルの電気生理学的特性に対する本発明の新規βサブユニ

ットの共発現の効果を示す。図７Ａは、カルシウム感受性カリウムチャンネルα

またはαおよびβサブユニットを発現するインサイドアウトパッチにおいて記録

した電流－電位関係を示す。最大効果を検出するために、αおよびβサブユニッ

トｃＲＮＡを１：１０のモル比（βが過剰）で共注入した。該電位固定法は、－

１６０ｍＶまでの予備パルス（２００ｍｓ）、ついで－８０～＋８０ｍＶの２０

ｍＶ脱分極工程（５００ｍｓ）よりなるものであり、保持電圧は－８０ｍＶであ

り、内部Ｃａ２＋は３０μＭであった。サブユニットβ３ｂおよびβ３ｄは、電

流密度を減少させうるものの、αサブユニットにより形成されるチャンネルの電

位依存性および速度論における認められうる変化を誘発しなかった。図７Ｂ：ピ

ーク電流から算出され試験電位の関数としてプロットされた図７Ａに示す記録に
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関する正規化コンダクタンスに、ボルツマン方程式をあてはめた。Ｖ１／２値は

２０ｍＶ（αサブユニット単独）、－５５ｍＶ（α＋β２サブユニット）、４５

．３６ｍＶ（α＋β３ａサブユニット）、２０ｍＶ（α＋β３ｃサブユニット）

である。図７Ｃは、αサブユニットＲＮＡよりモル過剰（１０×まで）のβ３サ

ブユニットＲＮＡの共発現が、カルシウム感受性カリウムチャンネル電流の非不

活性化成分を減少させたが排除しなかったことを示す。不活性化速度および部分

（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ）不活性化電流は、実施例２に記載のとおりに計算した

。

      【００１７】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

      【００１８】

    （発明の詳細な記載）

  本発明の目的においては、「他のタンパク質を実質的に含有しない」は、他の

タンパク質から少なくとも９０％、好ましくは９５％、より好ましくは９９％、

より一層好ましくは９９．９％フリーである（すなわち、かかる割合分は他のタ

ンパク質を含有しない）ことを意味する。したがって、他のタンパク質を実質的

に含有しないヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、

β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質調製物は、その全タンパク質に対す

る割合として、１０％以下、好ましくは５％以下、より好ましくは１％以下、よ

り一層好ましくは０．１％以下の非ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ

２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するで

あろう。ある与えられたヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ
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、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質調製物が他のタンパク質

を実質的に含有しないか否かは、適当な検出方法（例えば、銀染色または免疫ブ

ロット法）と組合せた例えばドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電

気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）などのタンパク質純度を評価する通常の技術により

判定することができる。

      【００１９】

  「他の核酸を実質的に含有しない」は、他の核酸から少なくとも９０％、好ま

しくは９５％、より好ましくは９９％、より一層好ましくは９９．９％フリーで

あることを意味する。したがって、他の核酸を実質的に含有しないヒトカルシウ

ム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユ

ニットＤＮＡ調製物は、その全核酸に対する割合として、１０％以下、好ましく

は５％以下、より好ましくは１％以下、より一層好ましくは０．１％以下の非ヒ

トカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ

３ｄサブユニット核酸を含有するであろう。ある与えられたヒトカルシウム感受

性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニット

ＤＮＡ調製物が他の核酸を実質的に含有しないか否かは、適当な染色方法（例え

ば、臭化エチジウム染色、ノーザンまたはサザンブロット法）と組合せた例えば

アガロースゲル電気泳動などの核酸純度を評価する通常の技術により、または配

列決定により判定することができる。

      【００２０】

  「同類アミノ酸置換」は、あるアミノ酸残基が、化学的に類似した別のアミノ

酸残基により置換されることを意味する。そのような同類置換の具体例としては

、疎水性残基（イソロイシン、ロイシン、バリンまたはメチオニン）間での置換

、ある極性残基を同じ電荷の別の極性残基で置換すること（例えば、リシンから

アルギニンへの、アスパラギン酸からグルタミン酸への置換）、芳香族アミノ酸

（トリプトファン、チロシンまたはフェニルアラニン）間での置換が挙げられる

。

      【００２１】

  あるポリペプチドが「ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ
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、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットと実質的に同じ生物活性」を有する

のは、そのポリペプチドが、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルαサブユ

ニットと一緒になって機能的カリウムチャンネルを形成することが可能であり、

該ポリペプチドが、該β２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニット

により付与される特性に類似した特性を該αサブユニットに付与し、該ポリペプ

チドが、ＢＬＡＳＴまたはＦＡＳＴＡなどの標準的なプログラムにより測定され

た場合に配列番号２、４、６、８または１０と少なくとも約５０％同一であるア

ミノ酸配列を有する場合である。例えば、アミノ酸配列においてβ３ａ（配列番

号４）と５０％同一であるポリペプチドであって、該ポリペプチドおよびαサブ

ユニットから形成されるイオンチャンネルの電気生理学的測定値が例えば図７Ａ

～Ｃにβ３ａサブユニットおよび該αサブユニットに関して記載のグラフを与え

る特性をαサブユニットに付与するポリペプチドは、「ヒトカルシウム感受性カ

リウムチャンネルβ３ａサブユニットと実質的に同じ生物活性」を有するポリペ

プチドである。

      【００２２】

  本発明は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルの成分であるヒトカルシ

ウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブ

ユニットをコードするＤＮＡの同定およびクローニングに関する。該β１サブユ

ニットに対する相同性を有する配列に関してデータベースを検索することにより

、ＥＳＴ（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ  ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ｔａｇ）（ＧｅｎＢａｎｋ

アクセッション番号ＡＡ９０４１９１、ＡＩ２９９１４５およびＡＩ３０１１７

５）を同定した。該ＥＳＴをコードするｃＤＮＡを購入し、両方向で配列決定し

た。ＡＡ９０４１９１をコードするクローンは全β２サブユニットをコードする

ことが確認された。なぜなら、それは、該オープンリーディングフレームの開始

ＡＴＧの５’側のインフレームの終結コドンと該全オープンリーディングフレー

ムとを含有していたからである。

      【００２３】

  ついで該β２コード配列を使用して、追加的なβサブユニットに関して該デー

タベースを検索した。同定したＥＳＴからコンティグを集合させ、それを使用し
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て該データベースをもう一度検索した。この反復法でいくつかのＥＳＴを同定し

た（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＡ１９５３８１、ＡＡ２３６９３０、

ＡＡ２３６９６８、ＡＡ２７９９１１、ＡＡ７６１７６１およびＡＡ９３４８７

６）。これらのＥＳＴをコードする重要なｃＤＮＡを購入し、両方向で配列決定

した。これらのクローンはいずれも完全長ではなかった。ほとんどは、Ｂ細胞に

富む扁桃の調製物において単離されたため、本発明者らは、Ｂ細胞に富むもう１

つの組織であるヒト脾臓由来の商業的に製造されたｃＤＮＡ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ

カタログ＃７４１２－１）を鋳型として使用し、３’非翻訳領域（ＵＴＲ）にお

いて遺伝子特異的オリゴヌクオチドを使用して、５’ＲＡＣＥ（ｒａｐｉｄ  ａ

ｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｏｆ  ｃＤＮＡ  ｅｎｄｓ）を行った。このように

して複数のＤＮＡ断片を増幅し、クローニングし、両方向で配列決定した。配列

決定は、５’末端だけが異なる完全長クローンの４個のサブファミリーβ３ａ、

β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄを示した。

      【００２４】

  本発明のヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β

３ｃおよびβ３ｄサブユニットは発現の組織特異的パターンを示す。種々の組織

から単離したｍＲＮＡのノーザンブロット法は、該β２サブユニットが主として

子宮、心臓、卵巣、甲状腺、胎児腎、副腎髄質および膵臓で発現され、該β３ａ

サブユニットが主として心臓および骨格筋で発現され、該β３ｂサブユニットが

脳、骨格筋および精巣以外の調べたほとんどの組織で発現されることを示してい

る。該β３ｃおよび／またはβ３ｄサブユニットは膵臓で見出されている。

      【００２５】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃおよ

びβ３ｄサブユニットの組織特異的発現パターンは、これらの異なるサブユニッ

トが、異なる組織で認められるカルシウム感受性カリウムチャンネルの機能的多

様性に寄与しうるという仮説を支持している。したがって、特異的サブユニット

を含有する特異的カルシウム感受性カリウムチャンネルのアクチベーターおよび

インヒビターは、特定の病態に関与するカルシウム感受性カリウムチャンネルの

サブユニット組成に応じた種々の病態における薬理学的効力を有しうる。
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      【００２６】

  染色体マッピング研究は、β２およびβ３サブユニットが共にヒト染色体３ｑ

２３－ｔｅｒに位置づけられることを示している。本発明のβサブユニットは、

既に公知のヒトβ１サブユニット（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｕ２５１

３８）に対して約３０～４５％のアミノ酸配列同一性を有する。本発明のβ２お

よびβ３サブユニットは、お互いに対して約４０％のアミノ酸配列同一性を有す

る。該β３ａ、β３ｂ、β３ｃおよびβ３ｄサブユニットは、それらの最もＮ末

端の１～２０アミノ酸が異なるにすぎず、単一遺伝子の選択的スプライシング変

異体である。実際のところ、連続的断片中の保存されたコアの開始部位およびβ

３ａ、β３ｂ、β３ｃ／ｄの５’ドメインを含有するＧｅｎＢａｎｋデータベー

ス中のヒトＤＮＡのゲノム断片（アクセッション番号ＡＣ００７８２３．４）が

同定されている。図８を参照されたい。また、保存されたコアドメインを含有す

る２つの細菌人工染色体（ＢＡＣ）が単離されている。また、これらのＢＡＣの

うちの１つは、β３ｃ／ｄ特異的配列を含有する。したがって、本発明者らは、

全β３オープンリーディングフレームを一緒になってコードする重複ＢＡＣクロ

ーンを同定した。該β２サブユニットは別の遺伝子にコードされる。

      【００２７】

  本発明は、他の核酸を実質的に含有しないヒトカルシウム感受性カリウムチャ

ンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットをコードするＤ

ＮＡを提供する。本発明はまた、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２

、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットをコードする単離された及

び／又は組換えＤＮＡ分子を提供する。本発明は、配列番号１、３、５または９

に示すヌクレオチド配列を含む他の核酸を実質的に含有しないＤＮＡ分子を提供

する。β３ｂの１４３位に相当するアミノ酸位置でセリンまたはアスパラギンを

コードする配列多型性を示す各β３サブユニットをコードするｃＤＮＡが単離さ

れている。これは、保存されたコアドメインのアミノ酸１４２に相当する。

      【００２８】

  したがって、本発明は、配列番号４、セリンの代わりにアスパラギンを１６３

位に有する配列番号４、配列番号６、アスパラギンの代わりにセリンを１４３位
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に有する配列番号６、配列番号８、セリンの代わりにアスパラギンを１６１位に

有する配列番号８、配列番号１０およびアスパラギンの代わりにセリンを１６５

位に有する配列番号１０よりなる群から選ばれるポリペプチドをコードする、他

の核酸を実質的に含有しないＤＮＡならびに単離された及び／又は組換えＤＮＡ

を含む。

      【００２９】

  本発明は、保存されたβ３コアアミノ酸配列、配列番号６の２－２４６位を含

むポリペプチドをコードする、他の核酸を実質的に含有しないＤＮＡならびに単

離された及び／又は組換えＤＮＡを含む。

      【００３０】

  本発明は、配列番号１、３、５、７および９のコード領域を含む単離されたＤ

ＮＡ分子および他の核酸を実質的に含有しないＤＮＡ分子を含む。したがって、

本発明は、配列番号１の２７１－９７５位、配列番号３の３４１－１１７１位、

配列番号５の７９６－１５６６位、配列番号７の８６９－１６９３位または配列

番号９の４５７－１２９３位を含む配列を有する単離されたＤＮＡ分子および他

の核酸を実質的に含有しないＤＮＡ分子を含む。

      【００３１】

  また、配列番号１の２７１－９７５位、配列番号３の３４１－１１７１位、配

列番号５の７９６－１５６６位、配列番号７の８６９－１６９３位または配列番

号９の４５７－１２９３位を含むヌクレオチド配列を有する組換えＤＮＡも含ま

れる。ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃ

またはβ３ｄサブユニットをコードする本発明の新規ＤＮＡ配列は、全体的また

は部分的に、他のＤＮＡ配列（すなわち、ヒトカルシウム感受性カリウムチャン

ネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットが天然では結合し

ていないＤＮＡ配列）と結合して、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ

２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットをコードする「組換えＤ

ＮＡ分子」を形成しうる。そのような他の配列は、転写または翻訳を制御するＤ

ＮＡ配列、例えば、翻訳開始配列、ＩＲＥＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌ  ｒｉｂｏｓｏ

ｍｅ  ｅｎｔｒｙ  ｓｉｔｅｓ）、ＲＮＡポリメラーゼＩＩのプロモーター、転
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写または翻訳終結配列、エンハンサー配列、微生物における複製を制御する配列

、抗生物質耐性を付与する配列、またはポリペプチド「タグ」（例えば、ポリヒ

スチジン領域、ＦＬＡＧエピトープ、ｍｙｃエピトープ、ＧＳＴまたはマルトー

ス結合タンパク質）をコードする配列を含みうる。本発明の新規ＤＮＡ配列は、

プラスミド、コスミド、ウイルスベクター、Ｐ１人工染色体、酵母人工染色体な

どのベクター内に挿入することができる。

      【００３２】

  本発明はまた、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３

ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットのゲノム配列を含む、他の核酸を実質的に

含有しないＤＮＡならびに単離された及び／又は組換えＤＮＡを含む。本発明は

、配列番号２０、配列番号２０の１－４０，４６７位、配列番号２０の１７，４

０４－１７，８０６位、配列番号２０の２４，７１０－２５，５０７位、配列番

号２０の３２，５９０－３３，５１４位、配列番号２０の３３，５１５－３３，

７０５位、または配列番号２０の１－１７，４０４位を含む、他の核酸を実質的

に含有しないＤＮＡならびに単離された及び／又は組換えＤＮＡを含む。

      【００３３】

  本発明には、高いストリンジェンシーの条件下で配列番号１、３、５、７、９

または２０の少なくとも１つにハイブリダイズするＤＮＡ配列が含まれる。例え

ば、高いストリンジェンシーの条件を用いる方法は、以下のとおりであるが、そ

れらに限定されるものではない。ＤＮＡを含有するフィルターのプレハイブリダ

イゼーションを、５×ＳＳＣ、１０×デンハルト液、５０％  ホルムアミド、２

％  ＳＤＳおよび１００μｇ／ｍｌ  変性サケ精子ＤＮＡを含むバッファー中、

６５℃で２時間～一晩行なう。３２Ｐ標識ランダムプライムドプローブのハイブ

リダイゼーションを、５×ＳＳＰＥ、１０×デンハルト液、５０％  ホルムアミ

ド、２％  ＳＤＳおよび１００μｇ／ｍｌ  サケ精子ＤＮＡ中、４２℃で一晩行

う。２×ＳＳＣ、０．０５％  ＳＤＳ中、４２℃で４０分間、ついで０．１×Ｓ

ＳＣ、０．０５％  ＳＤＳ中、６５℃で４０分間、洗浄を行なう。

      【００３４】

  高いストリンジェンシーの条件を用いる他の方法は、５×ＳＳＣ、５×デンハ
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ルト液、５０％  ホルムアミド中、４２℃で１２～４８時間行なうハイブリダイ

ゼーション、または０．２×ＳＳＰＥ、０．２％  ＳＤＳ中、６５℃で３０～６

０分間行なう洗浄工程を含むであろう。

      【００３５】

  高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーションを行なうための前記方法で

挙げた試薬は当技術分野でよく知られている。これらの試薬の組成の詳細は、例

えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ＦｒｉｔｓｃｈおよびＭａｎｉａｔｉｓ，１９８９，

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａ

ｌ，第２版，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  

Ｐｒｅｓｓに記載されている。前記のもの以外の使用可能な他の高いストリンジ

ェンシー条件は当技術分野でよく知られている。

      【００３６】

  遺伝暗号の縮重のため、２種のアミノ酸を除く全てのアミノ酸に関しては、２

以上のコドンが特定のアミノ酸をコードする。このため、配列番号１、３、５、

７または９のヌクレオチド配列とは有意に異なるが配列番号２、４、６、８また

は１０と同じヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、

β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を尚もコードする合成ＤＮＡヌクレ

オチド配列を有するヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β

３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質コード化合成ＤＮＡの構築が

可能となる。そのような合成ＤＮＡは本発明の範囲内にあると意図される。

      【００３７】

  配列番号１、３、５、７または９の突然変異形態は本発明の範囲内にあると意

図される。特に、野生型カルシウム感受性カリウムチャンネルと比較して改変さ

れた電位依存性、カルシウム感受性、電流速度論（例えば、活性化、不活性化ま

たは非活性化）または薬理学的特性を有するカルシウム感受性カリウムチャンネ

ルを該αサブユニットと一緒になった場合に与える又はαサブユニットと相互作

用しないタンパク質をコードする配列番号１、３、５、７または９の突然変異形

態は、本発明の範囲内にあると意図される。そのような突然変異形態は、ヌクレ

オチドの欠失、置換または付加を有することにより、配列番号１、３、５、７ま
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たは９とは異なりうる。

      【００３８】

  また、配列番号１、３、５、７または９に対応する配列を有するＲＮＡ分子も

、本発明の範囲内にあると意図される。配列番号１、３、５、７または９または

それらの一部の逆相補体であるアンチセンスヌクレオチド、ＤＮＡまたはＲＮＡ

も、本発明の範囲内である。また、少数の位置が非天然または修飾ヌクレオチド

（例えば、イノシン、メチル－シトシンまたはデアザ－グアノシン）で置換され

た配列番号１、３、５、７または９に基づくポリヌクレオチドは、本発明の範囲

内にあると意図される。本発明のポリヌクレオチドはまた、該ヌクレオチド間に

非天然連結が存在する配列番号１、３、５、７または９に基づく配列を含みうる

。そのような非天然連結は、例えば、メチルホスファート、ホスホロチオアート

、ホスホロジチオナート、ホスホロアミジットおよびホスファートエステルであ

りうる。本発明のポリヌクレオチドはまた、ヌクレオチド間の架橋としてデ－ホ

スホ結合、例えばシロキサン、カルボナート、カルボキシメチルエステル、アセ

トアミダート、カルバマートおよびチオエーテル架橋を有する配列番号１、３、

５、７または９に基づく配列を含みうる。存在しうる他のヌクレオチド間連結は

、Ｎ－ビニル、メタクリルオキシエチル、メタクリルアミドまたはエチレンイミ

ン連結を含む。配列番号１、３、５、７または９に基づくペプチド核酸も、本発

明に含まれる。

      【００３９】

  本発明のもう１つの態様は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、

β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質をコードするＤＮ

Ａ配列を含有および／または発現するように操作された宿主細胞を含む。ヒトカ

ルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄ

サブユニットタンパク質を産生させるために、そのような組換え宿主細胞を適当

な条件下で培養することができる。また、そのような組換え宿主細胞は、本明細

書に記載のカルシウム感受性カリウムチャンネルのアクチベーターおよびインヒ

ビターの同定方法において有用である。組換え宿主細胞内でヒトカルシウム感受

性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニット
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タンパク質を発現させるために、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２

、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質をコードするＤ

ＮＡを含有する発現ベクターを使用することができる。組換え宿主細胞は、原核

性または真核性であることが可能であり、それらには、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）

などの細菌、酵母などの真菌細胞、ヒト、ウシ、ブタ、サルおよびげっ歯類由来

の細胞系を含む（これらに限定されるものではない）哺乳類細胞、ツメガエル（

Ｘｅｎｏｐｕｓ）卵母細胞などの両生類細胞、およびショウジョウバエ（Ｄｒｏ

ｓｏｐｈｉｌａ）およびカイコに由来する細胞系を含む（これらに限定されるも

のではない）昆虫細胞が含まれるが、これらに限定されるものではない。ヒトカ

ルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄ

サブユニットタンパク質の組換え発現に適した広く入手可能な細胞および細胞系

には、Ｌ細胞Ｌ－Ｍ（ＴＫ－）（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  １．３）、Ｌ細胞Ｌ－Ｍ（

ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  １．２）、２９３（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １５７３）、Ｒａｊ

ｉ（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  ８６）、ＣＶ－１（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  ７０）、ＣＯＳ

－１（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １６５０）、ＣＯＳ－７（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １６５

１）、ＣＨＯ－Ｋ１（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  ６１）、３Ｔ３（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  

９２）、ＮＩＨ／３Ｔ３（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １６５８）、ＨｅＬａ（ＡＴＣＣ

  ＣＣＬ  ２）、Ｃ１２７Ｉ（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １６１６）、ＢＳ－Ｃ－１（

ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  ２６）、ＭＲＣ－５（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  １７１）、ＣＰＡ

Ｅ（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  ２０９）、Ｓａｏｓ－２（ＡＴＣＣ  ＨＴＢ－８５）、

ＡＲＰＥ－１９ヒト網膜色素上皮（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ－２３０２）、ツメガエル

（Ｘｅｎｏｐｕｓ）黒色素胞およびツメガエル（Ｘｅｎｏｐｕｓ）卵母細胞が含

まれるが、これらに限定されるものではない。

      【００４０】

  哺乳類細胞内で組換えヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ

、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を発現させるためには、

種々の哺乳類発現ベクターを使用することができる。商業的に入手可能な適当な

哺乳類発現ベクターには、ｐＭＣ１ｎｅｏ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）、ｐＳＧ５

（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）、ｐｃＤＮＡＩおよびｐｃＤＮＡＩａｍｐ、ｐｃＤＮ
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Ａ３、ｐｃＤＮＡ３．１、ｐＣＲ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ＥＢＯ－ｐ

ＳＶ２－ｎｅｏ（ＡＴＣＣ  ３７５９３）、ｐＢＰＶ－１（８－２）（ＡＴＣＣ

  ３７１１０）、ｐｄＢＰＶ－ＭＭＴｎｅｏ（３４２－１２）（ＡＴＣＣ  ３７

２２４）、ｐＲＳＶｇｐｔ（ＡＴＣＣ  ３７１９９）、ｐＲＳＶｎｅｏ（ＡＴＣ

Ｃ  ３７１９８）、ｐＩＺＤ３５（ＡＴＣＣ  ３７５６５）およびｐＳＶ２－ｄ

ｈｆｒ（ＡＴＣＣ  ３７１４６）が含まれるが、これらに限定されるものではな

い。もう１つの適当なベクターとしては、ＰＴ７ＴＳ卵母細胞発現ベクターが挙

げられる。

      【００４１】

  組換え細胞内での発現後、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β

３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を、他のタンパク質

を実質的に含有しないレベルにまで通常の技術により精製することができる。使

用しうる技術には、硫安沈殿、疎水性または親水性相互作用クロマトグラフィー

、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、ホスホ

セルロースクロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、分取ゲル電気

泳動およびアルコール沈殿が含まれる。いくつかの場合には、そのような技術に

加えてタンパク質の変性および／またはリフォールディング工程を用いるのが有

利かもしれない。

      【００４２】

  ある種の電位依存性カリウムチャンネルサブユニットは、高レベルで適切に発

現され膜内に挿入されるためには、他の電位依存性カリウムチャンネルサブユニ

ットの発現を要する。例えば、ＫＣＮＱ３の共発現は、ツメガエル（Ｘｅｎｏｐ

ｕｓ）卵母細胞におけるＫＣＮＱ２の発現を増強するらしい（Ｗａｎｇら，１９

９８，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８２：１８９０－１８９３）。また、いくつかの電位

依存性カリウムチャンネルＫｖ１αサブユニットは他の関連αサブユニット（Ｊ

ｅｇｌａおよびＳａｌｋｏｆｆ，１９９７，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１７：３２

－４４）またはＫｖβ２サブユニット（Ｓｈｉら，１９９５，Ｎｅｕｒｏｎ  １

６：８４３－８５２）を要する。したがって、ヒトカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質の
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組換え発現は、ある条件下では、他のタンパク質の共発現から利益が得られるこ

とがあり、そのような共発現は本発明の範囲内にあると意図される。特に好まし

い共発現形態は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３

ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質（またはその組合せ）とヒトカ

ルシウム感受性カリウムチャンネルαサブユニットタンパク質との共発現である

。そのような共発現は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ

、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質をコードする発現ベクタ

ーを、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルαサブユニットタンパク質を天

然で発現する細胞内にトランスフェクトすることにより行うことができる。ある

いは、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃ

またはβ３ｄサブユニットタンパク質をコードする発現ベクターを、ヒトカルシ

ウム感受性カリウムチャンネルαサブユニットをコードする発現ベクターもトラ

ンスフェクトされている細胞内にトランスフェクトすることができる。好ましく

は、そのような細胞は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルαまたはβサ

ブユニットを天然では発現しない。

      【００４３】

  本発明は、他のタンパク質を実質的に含有しないヒトカルシウム感受性カリウ

ムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク

質を含む。完全長ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３

ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質の推定アミノ酸配列は、それぞ

れ配列番号２、４、６、８および１０に示されている。したがって、本発明は、

アミノ酸配列配列番号２、配列番号４、セリンの代わりにアスパラギンを１６３

位に有する配列番号４、配列番号６、アスパラギンの代わりにセリンを１４３位

に有する配列番号６、配列番号８、セリンの代わりにアスパラギンを１６１位に

有する配列番号８、配列番号１０およびアスパラギンの代わりにセリンを１６５

位に有する配列番号１０を有する、他のタンパク質を実質的に含有しないヒトカ

ルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄ

サブユニットタンパク質を含む。本発明はまた、アミノ酸配列配列番号２、配列

番号４、セリンの代わりにアスパラギンを１６３位に有する配列番号４、配列番
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号６、アスパラギンの代わりにセリンを１４３位に有する配列番号６、配列番号

８、セリンの代わりにアスパラギンを１６１位に有する配列番号８、配列番号１

０およびアスパラギンの代わりにセリンを１６５位に有する配列番号１０を有す

る、単離されたヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ

、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含む。

      【００４４】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質の突然変異形態は、本発明の範囲内であると意

図される。特に、αサブユニットと一緒になった場合に改変された電気生理学的

または薬理学的特性を有するカルシウム感受性カリウムチャンネルを与える配列

番号２、４、６、８および１０の突然変異形態は、本発明の範囲内である。

      【００４５】

  多数の受容体タンパク質の場合と同様、ヒトカルシウム感受性カリウムチャン

ネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質のアミ

ノ酸の多数を修飾し、それでもなお、元のタンパク質と実質的に同じ生物活性を

保有させることが可能である。したがって、本発明は、アミノ酸の欠失、付加ま

たは置換を有するが天然に存在するヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ

２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質と実質的に同

じ生物活性を依然として保有する修飾されたヒトカルシウム感受性カリウムチャ

ンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃおよびβ３ｄサブユニットタンパク質を含

む。単一のアミノ酸の置換は通常はタンパク質の生物活性を改変しないことが、

一般に認められている（例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ｏｆ  

ｔｈｅ  Ｇｅｎｅ，Ｗａｔｓｏｎら，１９８７，第４版，Ｔｈｅ  Ｂｅｎｊａｍ

ｉｎ／Ｃｕｍｍｉｎｇｓ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏ．，  Ｉｎｃ．，ｐ．２

２６；およびＣｕｎｎｉｎｇｈａｍ  ＆  Ｗｅｌｌｓ，１９８９，Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２４４：１０８１－１０８５を参照されたい）。したがって、本発明は、配

列番号２、４、６、８または１０において１つのアミノ酸置換が施されているポ

リペプチドであって、天然に存在するヒトカルシウム感受性カリウムチャンネル

β２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質と実質的に
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同じ生物活性を依然として保有するポリペプチドを含む。本発明はまた、配列番

号２、４、６、８または１０において２以上のアミノ酸置換が施されているポリ

ペプチドであって、天然に存在するヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ

２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質と実質的に同

じ生物活性を依然として保有するポリペプチドを含む。特に、本発明は、前記置

換が同類置換である実施形態を含む。特に、本発明は、保存された位置には前記

置換が存在しない実施形態を含む。保存された位置は、ヒトカルシウム感受性カ

リウムチャンネルβ１、β２および任意のβ３サブユニットのすべてが同一アミ

ノ酸を有する位置である（図６を参照されたい）。

      【００４６】

  本発明のヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β

３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質は、翻訳後修飾、例えば、共有結合し

た炭水化物、リン酸化、ミリストイル化、パルミルトイル化などを含有しうる。

      【００４７】

  本発明はまた、キメラヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ

、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含む。キメラヒトカル

シウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサ

ブユニットタンパク質は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３

ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質からのものではないポ

リペプチド配列に融合したヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３

ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質の少なくとも一部の連

続的ポリペプチド配列よりなる。

      【００４８】

  本発明はまた、単離されたヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β

３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質、およびこれらの単

離されたサブユニットをコードするＤＮＡを含む。「単離（された）」なる語の

使用は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質またはＤＮＡが、その通常の細胞環境か

ら取り出されていることを示す。したがって、単離されたヒトカルシウム感受性
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カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタ

ンパク質は無細胞溶液中に存在していたり、あるいはそれが天然に存在する場合

の環境とは異なる細胞環境中に存在しうる。単離（された）なる語は、単離され

たヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質が、存在する唯一のタンパク質であることを意

味するものではなく、単離されたヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２

、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質が、ヒトカルシ

ウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブ

ユニットタンパク質に天然で付随する非アミノ酸物質（例えば、核酸、脂質、炭

水化物）から少なくとも９５％フリーであることを意味する。例えば、ヒトカル

シウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサ

ブユニットタンパク質のうち、それを天然（すなわち、ヒトの介入の不存在下）

では発現しない細菌内または更には真核細胞内で組換え手段により発現されたも

のは、「単離されたヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β

３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質」である。

      【００４９】

  ある種のカリウムチャンネルサブユニットは相互作用してヘテロマー構造を形

成し、それにより機能的カリウムチャンネルを与えることが公知である。例えば

、ＫＣＮＱ２とＫＣＮＱ３とが集合してヘテロマー機能的カリウムチャンネルを

形成しうる（Ｗａｎｇら，１９９８，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８２：１８９０－１８

９３）。したがって、本発明のヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、

β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質も、機能的カリウ

ムチャンネルを構成するヘテロマー構造を他のタンパク質と共に形成しうる可能

性があると考えられる。したがって、本発明は、ヒトカルシウム感受性カリウム

チャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質

を含むそのようなヘテロマーを含む。好ましいヘテロマーは、本発明のヒトカル

シウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサ

ブユニットタンパク質がカルシウム感受性カリウムチャンネルαサブユニットと

ヘテロマーを形成しているものである。
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      【００５０】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質をコードするＤＮＡは、当技術分野でよく知ら

れた方法により得ることができる。例えば、完全長ヒトカルシウム感受性カリウ

ムチャンネルβサブユニットタンパク質をコードするｃＤＮＡ断片は、適当なプ

ライマー対を使用するポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用いることによりヒト

の子宮、卵巣または膵臓から単離することができる。そのようなプライマー対は

、図１Ａに配列番号１として示すヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２

サブユニットタンパク質のＤＮＡ配列に基づいて選択することができる。適当な

プライマー対としては、例えば以下のものが挙げられるであろう：

５’－ＡＡＧ  ＡＴＧ  ＴＴＴ  ＡＴＡ  ＴＧＧ  ＡＣＣ  ＡＧＴ  ＧＧＣ－３

’（配列番号１２）

および

５’－ＡＣＴ  ＣＡＴ  ＡＡＣ  ＡＧＡ  ＣＴＧ  ＣＡＣ  ＧＴＴ  ＡＣ－３’

（配列番号１３）。

      【００５１】

  前記および後記のプライマーは例示的なものであるにすぎない。当業者は、配

列番号１に基づき、他の適当なプライマーを容易に設計することが可能であると

認識するであろう。そのようなプライマーは、当技術分野でよく知られたオリゴ

ヌクレオチド合成方法により製造されうるであろう。

      【００５２】

  同様にして、本発明の他のカルシウム感受性カリウムチャンネルサブユニット

タンパク質に関するＰＣＲプライマーを選択し製造することができる。例えば、

ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ３ａに関しては、適当なプライマー

対としては、例えば以下のものが挙げられるであろう：

５’－ＧＴＣ  ＡＴＧ  ＣＡＧ  ＣＣＣ  ＴＴＣ  ＡＧＣ  ＡＴＣ  ＣＣ－３’

（配列番号１４）

および

５’－ＴＴＧ  ＣＡＧ  ＡＡＡ  ＴＣＡ  ＣＡＧ  ＡＣＡ  ＴＣＴ  ＧＡＡ－３
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’（配列番号１５）。

      【００５３】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ３ａサブユニットが単離されうる

適当なｃＤＮＡ鋳型は、ヒト心臓、骨格筋または脾臓ｃＤＮＡである。

      【００５４】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ３ｂサブユニットに関しては、適

当なプライマー対としては、例えば以下のものが挙げられるであろう：

５’－ＧＣＡ  ＡＴＧ  ＡＣＡ  ＧＣＣ  ＴＴＴ  ＣＣＴ  ＧＣＣ  ＴＣ－３’

（配列番号１６）

および

５’－ＴＴＧ  ＣＡＧ  ＡＡＡ  ＴＣＡ  ＣＡＧ  ＡＣＡ  ＴＣＴ  ＧＡＡ－３

’（配列番号１５）。

      【００５５】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ３ｂサブユニットが単離されうる

適当なｃＤＮＡ鋳型は、ヒト脾臓ｃＤＮＡである。

      【００５６】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ３ｃサブユニットに関しては、適

当なプライマー対としては、例えば以下のものが挙げられるであろう：

５’－ＧＡＡ  ＡＴＧ  ＴＴＣ  ＣＣＣ  ＣＴＴ  ＣＴＴ  ＴＡＴ  ＧＡＧ－３

’（配列番号１７）

および

５’－ＴＴＧ  ＣＡＧ  ＡＡＡ  ＴＣＡ  ＣＡＧ  ＡＣＡ  ＴＣＴ  ＧＡＡ－３

’（配列番号１５）。

      【００５７】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ３ｃサブユニットが単離されうる

適当なｃＤＮＡ鋳型は、ヒト膵臓または脾臓ｃＤＮＡである。

      【００５８】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ３ｄサブユニットに関しては、適

当なプライマー対としては、例えば以下のものが挙げられるであろう：
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５’－ＧＡＧ  ＡＴＧ  ＧＡＣ  ＴＴＴ  ＴＣＡ  ＣＣＡ  ＡＧＣ  ＴＣＴ－３

’（配列番号１８）

および

５’－ＴＴＧ  ＣＡＧ  ＡＡＡ  ＴＣＡ  ＣＡＧ  ＡＣＡ  ＴＣＴ  ＧＡＡ－３

’（配列番号１５）。

      【００５９】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ３ｄサブユニットが単離されうる

適当なｃＤＮＡ鋳型は、ヒト膵臓または脾臓ｃＤＮＡである。

      【００６０】

  ＡｍｐｌｉＴａｑ、ＡｍｐｌｉＴａｑ  ＧｏｌｄまたはＶｅｎｔポリメラーゼ

を含む（これらに限定されるものではない）種々の熱安定酵素でＰＣＲ反応を行

なうことができる。ＡｍｐｌｉＴａｑの場合には、１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－Ｃｌ，

ｐＨ８．３、２．０ｍＭ  ＭｇＣｌ２、２００μＭの各ｄＮＴＰ、５０ｍＭ  Ｋ

Ｃｌ、０．２μＭの各プライマー、１０ｎｇのＤＮＡ鋳型、０．０５単位／μｌ

のＡｍｐｌｉＴａｑ中で反応を行なうことができる。該反応を９５℃で３分間加

熱し、ついで９５℃で２０秒間、６２℃で２０秒間、７２℃で３分間のサイクリ

ングパラメーターを用いる２５サイクルに付す。これらの条件に加えて、適当な

種々のＰＣＲプロトコールがＰＣＲ  Ｐｒｉｍｅｒ，  Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒ

ｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃ．Ｗ．ＤｉｅｆｆｅｎｂａｃｈおよびＧ．Ｓ．Ｄｖｅｋｓ

ｌｅｒ編，１９９５，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔ

ｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、またはＰＣＲ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ  Ｇｕｉｄｅ  ｔ

ｏ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｍｉｃｈａｅｌら編

，１９９０，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓに記載されている。

      【００６１】

  本発明のカルシウム感受性カリウムチャンネルサブユニットはお互いに及び他

のカリウムチャンネルサブユニットに対して高度に相同性であるため、所望のカ

ルシウム感受性カリウムチャンネルβサブユニットが実際に得られたことを確認

するために、本明細書に記載の方法により得られたクローンを配列決定すること

が望ましい。
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      【００６２】

  これらの方法により、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ

、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質をコードするｃＤＮＡク

ローンを得ることができる。これらのｃＤＮＡクローンを、適当なクローニング

ベクターまたは発現ベクター、哺乳類発現ベクターｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉ

ｔｒｏｇｅｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）内にクローニングすることができる

。ついでヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質またはその一部をコードする発現ベクタ

ーを適当な宿主細胞内に導入し、該宿主細胞を適当な条件下で培養することによ

り、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃま

たはβ３ｄサブユニットタンパク質を製造することができる。ついで、当技術分

野でよく知られた方法により、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、

β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を単離することが

できる。

      【００６３】

  前記ＰＣＲ法に代わる方法としては、オリゴヌクレオチドプローブでｃＤＮＡ

ライブラリーをスクリーニングするための当技術分野でよく知られた方法を用い

各ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質に特異的なオリゴヌクレオチドをプローブとし

て使用して、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、

β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質をコードするｃＤＮＡクローンをｃ

ＤＮＡライブラリーから単離することができる。そのような方法は、例えば、Ｓ

ａｍｂｒｏｏｋら，１９８９，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａ

ｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ；Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌ

ａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒ

ｋ；Ｇｌｏｖｅｒ，Ｄ．Ｍ．（編），１９８５，ＤＮＡ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  

Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＭＲＬ  Ｐｒｅｓｓ，Ｌｔｄ．，Ｏｘ

ｆｏｒｄ，Ｕ．Ｋ．，Ｖｏｌ．Ｉ，ＩＩに記載されている。特定のヒトカルシウ

ム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユ
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ニットに特異的でｃＤＮＡライブラリーのスクリーニングに使用されうるオリゴ

ヌクレオチドは、図１～５に示すＤＮＡ配列に基づき容易に設計することができ

、当技術分野でよく知られた方法により合成することができる。

      【００６４】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニット遺伝子を含有するゲノムクローンは、Ｒｅｓｅａｒｃｈ  

Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌｅ，ＡＬから商業的に入手可能なヒトＰ

ＡＣ、ＹＡＣまたはＢＡＣライブラリーから得ることができる。あるいは、本明

細書に開示するヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ

、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットＤＮＡ配列に基づくプローブを使用して、ヒ

トカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ

３ｄサブユニット遺伝子を含有するゲノムクローンが単離されうるゲノムライブ

ラリー（例えば、Ｐ１人工染色体ベクター中のもの）を調製することができる。

そのようなライブラリーの調製方法は当技術分野で公知である（例えば、Ｉｏａ

ｎｎｏｕら，１９９４，Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔ．６：８４－８９を参照され

たい）。

      【００６５】

  本発明の新規ＤＮＡ配列は、種々の診断方法において使用することができる。

本発明は、ある患者がヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、

β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニット遺伝子の１以上における突然変異を保

持するか否かを判定するための診断方法を提供する。広い意味では、そのような

方法は、該患者からのヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、

β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニット遺伝子の１以上の中の又はその近傍の

領域のＤＮＡ配列を決定し、その配列を、非罹患者（すなわち、診断されている

状態を有さない者）からのヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３

ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニット遺伝子の対応領域からの配列と比

較することを含み、該患者からの遺伝子のＤＮＡ配列と該非罹患者からの遺伝子

のＤＮＡ配列との配列における相違は、該患者がヒトカルシウム感受性カリウム

チャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニット遺伝子の１
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以上における突然変異を有することを示す。

      【００６６】

  本発明はまた、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３

ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットを有する突然変異形態を有する患者を同定

するための診断方法において、またはヒトカルシウム感受性カリウムチャンネル

β２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットをコードするＲＮＡの

発現レベルを測定するために、またはヒトカルシウム感受性カリウムチャンネル

β２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットに相同な遺伝子を単離

するために使用しうる、配列番号１、３、５、７、９または２０の配列に基づく

オリゴヌクレオチドプローブを提供する。特に、本発明は、配列番号１、３、５

、７、９および２０よりなる群から選ばれる配列の少なくとも約１０、１５また

は１８個の連続的ヌクレオチドを含むＤＮＡオリゴヌクレオチドを含み、該オリ

ゴヌクレオチドプローブは、前記の少なくとも約１０、１５または１８個の連続

的ヌクレオチド以外は、配列番号１、３、５、７、９および２０よりなる群から

選ばれる配列の５個を超える連続的ヌクレオチドの伸長を含まない。該オリゴヌ

クレオチドは、他の核酸を実質的に含有しないことが可能である。本発明はまた

、対応ＲＮＡオリゴヌクレオチドを提供する。該ＤＮＡまたはＲＮＡオリゴヌク

レオチドは、プローブとしての使用のためにキット中にパッケージ化されうる。

      【００６７】

  本発明は、種々の細胞型におけるヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ

２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質の組換え発現

を可能にする。

      【００６８】

  該ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃ

またはβ３ｄサブユニットは、それら単独で、または大きなコンダクタンスのカ

ルシウム感受性カリウムチャンネル（ｍａｘｉ－Ｋチャンネル）のαサブユニッ

トと共に、ツメガエル（Ｘｅｎｏｐｕｓ）卵母細胞内で発現されている。該βサ

ブユニットは、単独では電流を発現しない。しかし、該β２、β３ａおよびβ３

ｃサブユニットは、該αサブユニットと共発現された場合には、カルシウム感受
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性カリウム電流の不活性化を誘導する（図７）。β２、β３ａおよびβ３ｃサブ

ユニットにより生じる不活性化の速度は電位および内部カルシウム濃度に左右さ

れ、不活性化時間定数は、β２、β３ａおよびβ３ｃサブユニットに関しては高

い脱分極および高いマイクロモル濃度のカルシウムにおいて最大に達し、３０μ

Ｍ  細胞内Ｃａ２＋で８０ｍＶにおいてτｉｎａｃｔ～３０－４０ｍｓである。

マイクロモル濃度の細胞内Ｃａ２＋の存在下で得られた電流－電位依存性の測定

は、β２サブユニットが活性化の電位依存性における大きなシフトを誘発するこ

とを示している（バス内の３０μＭ  Ｃａ２＋の存在下、負の電位に向けて～８

０ｍＶ；図７Ｂ）。このモジュレーション効果は、不活性化を誘発しないβ１サ

ブユニットに関して既に記載されているものに類似している（ＭｃＭａｎｕｓら

，１９９５，Ｎｅｕｒｏｎ  １４：６４５－６５０）。これとは対照的に、β２

、β３ａ、β３ｃおよびβ３ｄサブユニットは、αサブユニットだけを含有する

チャンネルと比較した場合に該電位依存性をシフトさせない（図７Ｂ）。

      【００６９】

  本発明はまた、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３

ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カ

リウムチャンネルの生物活性を測定するアッセイの開発を可能にする。組換え的

に発現されたヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、

β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパクを使用するそのようなアッセイに、特

に関心が持たれる。ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β

３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性

カリウムチャンネルのアクチベーターまたはインヒビターである化合物を同定す

るために、化合物のライブラリーまたは他の化合物源をスクリーニングするため

に、そのようなアッセイを用いることができる。そのような同定された化合物は

、カルシウム感受性カリウムチャンネル活性を増強または抑制することが有益で

ある疾患を有する患者を治療するために使用しうる医薬の開発のための「リード

体」として使用することができる。

      【００７０】

  前記アッセイの変法においては、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ
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２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカ

ルシウム感受性カリウムチャンネルを使用し、突然変異カルシウム感受性カリウ

ムチャンネルの活性のインヒビターまたはアクチベーターを同定する。

      【００７１】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質の組換え発現のための好ましい細胞系は、内因

性カリウムチャンネルを発現しない細胞系（例えば、ＣＶ－１、ＮＩＨ－３Ｔ３

、ＣＨＯ－Ｋ１、ＣＯＳ７）である。そのような細胞系に、カリウムチャンネル

を通過しうるイオンである８６Ｒｂをローディングすることができる。８６Ｒｂ

がローディングされた細胞を物質の集合体（例えば、組合せライブラリー、天然

物、医化学的方法により製造されたリード化合物の類似体）にさらし、８６Ｒｂ

流出を改変しうる物質を同定することができる。そのような物質は、ヒトカルシ

ウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブ

ユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネルのアクチベ

ーターまたはインヒビターであると考えられる。

      【００７２】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネ

ルのアクチベーターおよびインヒビターは、カルシウム感受性カリウムチャンネ

ルに結合しうる物質であると考えられる。したがって、１つのタイプのアッセイ

は、集合体の物質の１以上がそのような結合能を有するか否かを判定するもので

ある。

      【００７３】

  したがって、本発明は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３

ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム

感受性カリウムチャンネルに結合する物質の同定方法であって、

  （ａ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルを発現する細胞を準備し、
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  （ｂ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有する細胞を、カルシウム感受性カ

リウムチャンネルに結合することが知られていない物質にさらし、

  （ｃ）該細胞への該物質の結合の量を測定し、

  （ｄ）工程（ｃ）における結合の量を、対照細胞（該対照細胞は、該対照細胞

がヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質を発現しないこと以外は、工程（ａ）の細胞と

実質的に同一である）への該物質の結合の量と比較することを含んでなり、

  工程（ｃ）における結合の量が対照細胞への該物質の結合の量より多い場合、

該物質が、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β

３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウム

チャンネルに結合するものであることを特徴とする方法を提供する。

      【００７４】

  このアッセイのもう１つの変法は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネル

β２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有する

カルシウム感受性カリウムチャンネルに結合することが知られている化合物を使

用する。それが該既知化合物の結合を増強、阻害または置換する能力により、新

規結合体を同定する。この能力を有する物質はそれ自体が、ヒトカルシウム感受

性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニット

タンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネルのインヒビターまた

はアクチベーターであると考えられる。

      【００７５】

  したがって、本発明は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３

ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム

感受性カリウムチャンネルに結合し従ってヒトカルシウム感受性カリウムチャン

ネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有

するカルシウム感受性カリウムチャンネルのインヒビターまたはアクチベーター

でありうる物質の同定方法であって、

  （ａ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３
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ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルを発現する細胞を準備し、

  （ｂ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルに結合することが知られている化合物に、該細胞をさらし、

  （ｃ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルに結合することが知られていない物質の存在下および不存在下、該細胞

への該化合物の結合の量を測定することを含んでなり、

  該物質の存在下の該化合物の結合の量が該物質の不存在下の場合と異なる場合

、該物質が、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、

β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウ

ムチャンネルに結合しヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、

β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受

性カリウムチャンネルのインヒビターまたはアクチベーターでありうることを特

徴とする方法を含む。

      【００７６】

  一般には、該既知化合物を標識（例えば、放射能、酵素的、蛍光的標識）して

、カルシウム感受性カリウムチャンネルへのその結合の測定を容易にする。

      【００７７】

  前記方法により物質を同定したら、それがインヒビターまたはアクチベーター

であるか否かを判定するために、それを機能的試験（例えば、本明細書に記載の

もの）においてアッセイすることができる。

      【００７８】

  特定の実施形態においては、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、

β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシ

ウム感受性カリウムチャンネルに結合することが知られている化合物は、カリブ

ドトキシン、イベリオトキシン（ｉｂｅｒｉｏｔｏｘｉｎ）およびデヒドロソヤ

サポニンよりなる群から選ばれる、



(41) 特表２００３－５２２５２２

      【００７９】

  本発明は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、

β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウ

ムチャンネルのアクチベーターまたはインヒビターの同定方法であって、

  （ａ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質または突然変異ヒトカルシウム感受性カ

リウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタン

パク質を宿主細胞内で組換え的に発現させ、それにより、その組換え的に発現し

たヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質に、他のカルシウム感受性カリウムチャンネル

サブユニットタンパク質とのヘテロマーを形成させることにより、カルシウム感

受性カリウムチャンネルを形成させ、

  （ｂ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルのアクチベーターまたはインヒビターであると疑われる物質の存在下お

よび不存在下、工程（ａ）で形成したカルシウム感受性カリウムチャンネルの生

物活性を測定することを含んでなり、

  該物質の不存在下と比較した場合の該物質の存在下の、工程（ａ）で形成した

カルシウム感受性カリウムチャンネルの生物活性の変化が、該物質が、ヒトカル

シウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサ

ブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネルのアクチ

ベーターまたはインヒビターであることを示すことを特徴とする方法を含む。

      【００８０】

  カルシウム感受性カリウムチャンネルの他のサブユニット（例えば、αサブユ

ニット）を組換え的に発現させることが有利かもしれない。あるいは、そのよう

な他のサブユニットを内因的に発現する宿主細胞を使用することが有利かもしれ

ない。

      【００８１】

  特定の実施形態においては、該生物活性は、カルシウム感受性カリウム電流の
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生成、ＦＲＥＴシグナルまたは８６Ｒｂの流出である。

      【００８２】

  特定の実施形態においては、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、

β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質をコードするベク

ターをツメガエル（Ｘｅｎｏｐｕｓ）卵母細胞内に導入して、ヒトカルシウム感

受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニッ

トタンパク質を該卵母細胞内で発現させる。あるいは、ヒトカルシウム感受性カ

リウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタン

パク質をコードするＲＮＡをインビトロで調製し、該卵母細胞内に注入すること

によっても、該卵母細胞内でヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β

３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を発現させることが

できる。該卵母細胞内でのヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３

ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質の発現後、およびこれ

らのサブユニットと他のカルシウム感受性カリウムチャンネルサブユニット（そ

の「他の」サブユニットも該卵母細胞内に導入されうる）とを含有するカルシウ

ム感受性カリウムチャンネルの形成後、膜電位および／または内部カルシウム濃

度を数工程で変化させた後、膜電流を測定する。該カルシウム感受性カリウムチ

ャンネルが開く又は閉じてカリウムイオンの流動がそれぞれ可能となった又は阻

止された場合に、膜電流の変化が認められる。ＫＣＮＱ２およびＫＣＮＱ３カリ

ウムチャンネルに関する同様の卵母細胞研究が、Ｗａｎｇら，１９９８，Ｓｃｉ

ｅｎｃｅ  ２８２：１８９０－１８９３に報告されており、この参考文献および

そこに引用されている参考文献は、そのような研究の実施方法の指針の参考とな

りうる。

      【００８３】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネ

ルのインヒビターまたはアクチベーターは、該卵母細胞を物質の集合体にさらし

、該物質の不存在下で認められる膜電流を該物質が遮断もしくは減弱または活性

化もしくは増強しうるか否かを判定することにより同定することができる。
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      【００８４】

  したがって、本発明は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３

ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム

感受性カリウムチャンネルのインヒビターまたはアクチベーターの同定方法であ

って、

  （ａ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を異種系内で発現させて、ヒトカルシウ

ム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユ

ニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネルを形成させ、

  （ｂ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルのインヒビターまたはアクチベーターであると疑われる物質の存在下お

よび不存在下、該卵母細胞の膜電位または内部カルシウム濃度を変化させ、

  （ｃ）工程（ｂ）の後に膜カリウム電流を測定することを含んでなり、

  工程（ｃ）において測定した膜カリウム電流が該物質の存在下より不存在下で

大きい場合、該物質が、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ

、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感

受性カリウムチャンネルのインヒビターであり、

  工程（ｃ）において測定した膜カリウム電流が該物質の存在下より不存在下で

小さい場合、該物質が、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ

、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感

受性カリウムチャンネルのアクチベーターであることを特徴とする方法を提供す

る。

  特定の実施形態においては、該異種系は、ツメガエル（Ｘｅｎｏｐｕｓ）卵母

細胞および哺乳類細胞系よりなる群から選ばれる。

      【００８５】

  本発明はまた、第１蛍光色素と第２蛍光色素との間の蛍光共鳴エネルギー移動

（ＦＲＥＴ）に基づく、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ

、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感
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受性カリウムチャンネルのアクチベーターおよびインヒビターの同定のためのア

ッセイを含み、この場合、該第１色素は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャン

ネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有

するカルシウム感受性カリウムチャンネルを発現する細胞の形質膜の一方の側に

結合し、該第２色素は、膜電位の変化に応答して該膜の一方の面から他方の面へ

自由に往復できる。ある実施形態においては、該第１色素は該細胞の形質膜に不

透過性であり、主に形質膜の細胞外表面に結合する。該第２色素は形質膜内に捕

捉されるが、該膜内で自由に拡散できる。該膜の通常の（すなわち、負の）静止

電位においては、該第２色素は主に形質膜の細胞外面の内部表面に結合し、した

がって該第２色素は該第１色素に接近して位置する。この接近性は、それらの２

つの色素の間の大量のＦＲＥＴの生成を可能にする。膜の脱分極の後、該第２色

素は該膜の細胞外面から細胞内面に移動し、それらの色素の間の距離が増加する

。この距離の増加は、ＦＲＥＴの減少およびそれに対応した、該第１色素由来の

蛍光発光の増加、およびそれに対応した、該第２色素からの蛍光発光の減少につ

ながる。このようにして、それらの２つの色素間のＦＲＥＴの量を用いて、該膜

の分極状態を測定することができる。この技術の更に詳細な説明については、Ｇ

ｏｎｚａｌｅｚおよびＴｓｉｅｎ，１９９７，Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ＆  Ｂｉｏ

ｌｏｇｙ  ４：２６９－２７７を参照されたい。また、Ｇｏｎｚａｌｅｚおよび

Ｔｓｉｅｎ，１９９５，Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．６９：１２７２－１２８０および

米国特許第５，６６１，０３５号も参照されたい。

      【００８６】

  ある実施形態においては、該第１色素は、蛍光供与体として作用する蛍光性レ

クチンまたは蛍光性リン脂質である。そのような第１色素の具体例としては、ク

マリン標識ホスファチジルエタノールアミン（例えば、Ｎ－（６－クロロ－７－

ヒドロキシ－２－オキソ－２Ｈ－１－ベンゾピラン－３－カルボキサミドアセチ

ル）－ジミリストイルホスファチジル－エタノールアミン）またはＮ－（７－ニ

トロベンズ－２－オキサ－１，３－ジアゾール－４－イル）－ジパルミトイルホ

スファチジルエタノールアミン）；蛍光標識レクチン（例えば、フルオレセイン

標識コムギ胚芽凝集素）が挙げられる。ある実施形態においては、該第２色素は
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、蛍光受容体として作用するオキソノールである。そのような第２色素の具体例

としては、ビス（１，３－ジアルキル－２－チオバルビツラート）トリメチンオ

キソノール（例えば、ビス（１，３－ジヘキシル－２－チオバルビツラート）ト

リメチンオキソノール）またはペンタメチンオキソノール類似体（例えば、ビス

（１，３－ジヘキシル－２－チオバルビツラート）ペンタメチンオキソノール）

；またはビス（１，３－ジブチル－２－チオバルビツラート）ペンタメチンオキ

ソノール）が挙げられる。本発明での使用に適した種々の色素の合成方法に関し

ては、ＧｏｎｚａｌｅｚおよびＴｓｉｅｎ，１９９７，Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ＆

  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ４：２６９－２７７を参照されたい。ある実施形態において

は、該アッセイは、一重項酸素による光力学損傷を軽減するための天然カロテノ

イド（例えば、アスタキサンチン）を含みうる。

      【００８７】

  前記アッセイは、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β

３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性

カリウムチャンネルのアクチベーターおよびインヒビターを見出すために用いる

ことができる。そのようなアッセイでは、一般には、例えば、ヒトカルシウム感

受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニッ

トタンパク質と所望により他のカルシウム感受性カリウムチャンネルサブユニッ

トとをコードする発現ベクターでのトランスフェクションによりヒトカルシウム

感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニ

ットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネルを発現する細胞

を使用する。そのような細胞においては、該膜電位の脱分極および細胞内カルシ

ウム濃度の増加は、該カルシウム感受性カリウムチャンネルを開口させる傾向に

あるであろう。これはカリウム流出を引き起こし、該脱分極に抗する傾向にある

であろう。すなわち、該細胞は再分極する傾向にあるであろう。該カルシウム感

受性カリウムチャンネルのインヒビターの存在は、この再分極を妨害または減弱

させるであろう。したがって、インヒビターの存在下では、膜電位は、より正に

なる（すなわち、脱分極する）傾向にあるであろう。該カルシウム感受性カリウ

ムチャンネルのアクチベーターはこのチャンネルを開口して、該膜電位を過分極
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させる傾向にあるであろう。カルシウム感受性カリウムチャンネルのインヒビタ

ーおよびアクチベーターにより引き起こされる膜電位（脱分極および過分極）の

変化は、前記のＦＲＥＴを用いるアッセイによりモニターすることができる。

      【００８８】

  したがって、本発明は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３

ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム

感受性カリウムチャンネルのアクチベーターの同定方法であって、

  （ａ）試験細胞を準備し（該試験細胞は、

    （１）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β

３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウム

チャンネルを該細胞内で形成するように、該細胞内でのヒトカルシウム感受性カ

リウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタン

パク質の発現を指令する発現ベクター、

    （２）該細胞の形質膜の一方の側に結合している第１蛍光色素、および

    （３）膜電位の変化に応答して該細胞の形質膜の一方の面から他方の面へ自

由に往復できる第２蛍光色素を含む）、

  （ｂ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルのアクチベーターであると疑われる物質に該試験細胞をさらし、

  （ｃ）該物質にさらされた試験細胞における蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥ

Ｔ）の量を測定し、

  （ｄ）該物質にさらされた試験細胞により示されたＦＲＥＴの量を、対照細胞

により示されたＦＲＥＴの量と比較することを含んでなり、

  該試験細胞により示されたＦＲＥＴの量が、該対照細胞により示されたＦＲＥ

Ｔの量より多い場合、該物質が、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２

、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカル

シウム感受性カリウムチャンネルのアクチベーターであり、

  該対照細胞が、（１）それが（ａ）（１）～（３）に記載の事項の少なくとも

１つを含まないこと以外は該試験細胞と実質的に同じであるが、該物質にさらさ
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れた細胞、または（２）該物質にさらされていない試験細胞であることを特徴と

する方法を提供する。

      【００８９】

  本発明はまた、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３

ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カ

リウムチャンネルのインヒビターの同定方法であって、

  （ａ）試験細胞を準備し（該試験細胞は、

    （１）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β

３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウム

チャンネルを該細胞内で形成するように、該細胞内でのヒトカルシウム感受性カ

リウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタン

パク質の発現を指令する発現ベクター、

    （２）該細胞の形質膜の一方の側に結合している第１蛍光色素、および

    （３）膜電位の変化に応答して該細胞の形質膜の一方の面から他方の面へ自

由に往復できる第２蛍光色素を含む）、

  （ｂ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルのインヒビターであると疑われる物質に該試験細胞をさらし、

  （ｃ）該物質にさらされた試験細胞における蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥ

Ｔ）の量を測定し、

  （ｄ）該物質にさらされた試験細胞により示されたＦＲＥＴの量を、対照細胞

により示されたＦＲＥＴの量と比較することを含んでなり、

  該試験細胞により示されたＦＲＥＴの量が、該対照細胞により示されたＦＲＥ

Ｔの量より少ない場合、該物質が、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ

２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカ

ルシウム感受性カリウムチャンネルのインヒビターであり、

  該対照細胞が、（１）それが（ａ）（１）～（３）に記載の事項の少なくとも

１つを含まないこと以外は該試験細胞と実質的に同じであるが、該物質にさらさ

れた細胞、または（２）該物質にさらされていない試験細胞であることを特徴と
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する方法を提供する。

      【００９０】

  前記アッセイの変法においては、該細胞の膜電位をそれ自身で定常状態に到達

させる代わりに、該膜電位を、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、

β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシ

ウム感受性カリウムチャンネルが開く電位に人工的に設定する。これは、例えば

、公知方法で外部Ｋ＋濃度を変化（例えば、外部Ｋ＋濃度を増加）させることに

より行なうことができる。ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３

ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム

感受性カリウムチャンネルが開いたそのような細胞をインヒビターにさらすと、

該カルシウム感受性カリウムチャンネルは遮断され、該細胞の膜電位は脱分極す

るであろう。この脱分極はＦＲＥＴの減少として観察されうる。

      【００９１】

  前記アッセイの変法においては、該細胞の膜電位をそれ自身で定常状態に到達

させる代わりに、別の脱分極電流の共発現により、該膜電位を、ヒトカルシウム

感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニ

ットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネルが開く電位に人

工的に設定する。ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３

ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カ

リウムチャンネルが開いたそのような細胞をインヒビターにさらすと、該カルシ

ウム感受性カリウムチャンネルは遮断され、該細胞の膜電位は脱分極するであろ

う。この脱分極はＦＲＥＴの減少として観察されうる。ヒトカルシウム感受性カ

リウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタン

パク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネルが開いたそのような細胞

をアクチベーターにさらすと、該カルシウム感受性カリウム電流と追加的な脱分

極電流とのバランスが変化し（すなわち、該カルシウム感受性カリウム電流は、

全電流に大きな寄与をするであろう）、該細胞の膜電位は過分極するであろう。

この分極はＦＲＥＴの増加として観察されうる。

      【００９２】
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  したがって、本発明は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３

ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム

感受性カリウムチャンネルのインヒビターまたはアクチベーターの同定方法であ

って、

  （ａ）細胞を準備し（該細胞は、

    （１）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β

３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウム

チャンネルを該細胞内で形成するように、該細胞内でのヒトカルシウム感受性カ

リウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタン

パク質の発現を指令する発現ベクター、

    （２）該細胞の形質膜の一方の側に結合している第１蛍光色素、および

    （３）膜電位の変化に応答して該細胞の形質膜の一方の面から他方の面へ自

由に往復できる第２蛍光色素を含む）、

  （ｂ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルにより形成されたイオンチャンネルが開くように、該細胞の膜電位を調

節し、

  （ｃ）該試験細胞における蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）の量を測定し

、

  （ｄ）ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチ

ャンネルのインヒビターまたはアクチベーターであると疑われる物質に該細胞を

さらしながら、工程（ｂ）および工程（ｃ）を繰返すことを含んでなり、

  該物質にされされた細胞により示されたＦＲＥＴの量が、該物質にさらされて

ない細胞により示されたＦＲＥＴの量と異なる場合、該物質が、ヒトカルシウム

感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニ

ットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネルのインヒビター

またはアクチベーターであることを特徴とする方法を提供する。

      【００９３】
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  前記方法の特定の実施形態においては、該細胞は、ヒトカルシウム感受性カリ

ウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパ

ク質をコードする発現ベクターを含有する。前記方法の特定の実施形態において

は、該発現ベクターを該試験細胞内にトランスフェクトする。

      【００９４】

  前記方法の特定の実施形態においては、ヒトカルシウム感受性カリウムチャン

ネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質は、配

列番号２、４、６、８および１０よりなる群から選ばれるアミノ酸配列を有する

。

      【００９５】

  前記方法の特定の実施形態においては、該第１蛍光色素は、蛍光性レクチン、

蛍光性リン脂質、クマリン標識ホスファチジルエタノールアミン、Ｎ－（６－ク

ロロ－７－ヒドロキシ－２－オキソ－２Ｈ－１－ベンゾピラン－３－カルボキサ

ミドアセチル）－ジミリストイルホスファチジル－エタノールアミン）、Ｎ－（

７－ニトロベンズ－２－オキサ－１，３－ジアゾール－４－イル）－ジパルミト

イルホスファチジルエタノールアミン）およびフルオレセイン標識コムギ胚芽凝

集素よりなる群から選ばれる。

      【００９６】

  前記方法の特定の実施形態においては、該第２蛍光色素は、蛍光受容体として

作用するオキソノール、ビス（１，３－ジアルキル－２－チオバルビツラート）

トリメチンオキソノール、ビス（１，３－ジヘキシル－２－チオバルビツラート

）トリメチンオキソノール、ビス（１，３－ジアルキル－２－チオバルビツラー

ト）クワトラ（ｑｕａｔｒａ）メチンオキソノール、ビス（１，３－ジアルキル

－２－チオバルビツラート）ペンタメチンオキソノール、ビス（１，３－ジヘキ

シル－２－チオバルビツラート）ペンタメチンオキソノール、ビス（１，３－ジ

ブチル－２－チオバルビツラート）ペンタメチンオキソノール、およびビス（１

，３－ジアルキル－２－チオバルビツラート）ヘキサメチンオキソノールよりな

る群から選ばれる。

      【００９７】
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  前記方法の特定の実施形態においては、該細胞は真核細胞である。もう１つの

実施形態においては、該細胞は哺乳類細胞である。他の実施形態においては、該

細胞は、Ｌ細胞Ｌ－Ｍ（ＴＫ－）（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  １．３）、Ｌ細胞Ｌ－Ｍ

（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  １．２）、２９３（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １５７３）、Ｒａ

ｊｉ（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  ８６）、ＣＶ－１（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  ７０）、ＣＯ

Ｓ－１（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １６５０）、ＣＯＳ－７（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １６

５１）、ＣＨＯ－Ｋ１（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  ６１）、３Ｔ３（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ

  ９２）、ＮＩＨ／３Ｔ３（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １６５８）、ＨｅＬａ（ＡＴＣ

Ｃ  ＣＣＬ  ２）、Ｃ１２７Ｉ（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  １６１６）、ＢＳ－Ｃ－１

（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  ２６）、ＭＲＣ－５（ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  １７１）、ツメ

ガエル（Ｘｅｎｏｐｕｓ）黒色素胞、またはツメガエル（Ｘｅｎｏｐｕｓ）卵母

細胞である。

      【００９８】

  前記方法の特定の実施形態においては、該対照細胞は（ａ）（１）項を含むが

、（ａ）（２）および（ａ）（３）項を含まない。

      【００９９】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネ

ルのアクチベーターまたはインヒビターを同定するためのアッセイにおいては、

ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたは

β３ｄサブユニットタンパク質に加えて、もう１つのカルシウム感受性カリウム

チャンネルサブユニットを共発現させることが有利かもしれない。特に、カルシ

ウム感受性カリウムチャンネルαサブユニットを共発現させることが有利かもし

れない。好ましくは、これは、そのもう１つのサブユニットをコードする発現ベ

クターを該細胞内にコトランスフェクトすることにより行う。適当な他のサブユ

ニットとしては、例えば、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルαサブユニ

ットｈ－ｓｌｏ（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｕ１１０５８）、マウスカ

ルシウム感受性カリウムチャンネルαサブユニットｍ－ｓｌｏ（ＧｅｎＢａｎｋ

アクセッション番号Ｕ０９３８３）、小コンダクタンスカルシウム感受性カリウ
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ムαサブユニット（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号Ｕ６９８８３、Ｕ６９８

８２、ＡＦ０３１８１５）、または中間コンダクタンスカルシウム感受性カリウ

ムチャンネルαサブユニット（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＦ０２２７

９７）が挙げられる。

      【０１００】

  遺伝子近傍のゲノム配列の小さな領域は、しばしば、その遺伝子の転写を調節

する。これらの配列は、シス作用要素（エレメント）と称される。これらのＤＮ

Ａ配列に結合する、該転写装置が該遺伝子に結合し又はそれを転写する能力に直

接的に影響を及ぼすタンパク質は、トランス作用要素と称される。該シス作用転

写調節要素は、ほとんどの場合は転写開始部位の５’側に位置するが、遺伝子の

転写部分内またはその３’側にも位置している。転写速度に対するそれらの効果

に応じて、これらの配列は、プロモーター、エンハンサーおよびリプレッサーの

３つの範疇に分類することができる。プロモーターは独立して、該遺伝子の転写

を可能にし、一方、エンハンサーは転写速度を増加させるが、プロモーターの転

写独立性を誘導し得ない。リプレッサー要素は、プロモーター要素により指令さ

れる転写を阻害する。これらの要素の同定方法は当技術分野でよく知られており

、Ａｕｓｕｂｅｌら編，１９８９，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ

  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，第９．６－９．８節および第１２．０

－１２．１１節，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，Ｎ

Ｙに記載されている。

      【０１０１】

  したがって、本発明の新規ゲノム配列（配列番号２０、図８）および単離され

たＢＡＣクローンは、１）遺伝子発現の転写制御に必要なＤＮＡ配列、２）転写

調節に関与するタンパク質、および３）該β３遺伝子の転写速度をモジュレーシ

ョンする化合物の同定方法を可能にする。そのようなアッセイでは、レポーター

タンパク質のオープンリーディングフレームの上流にてベクター内に挿入された

配列番号２０の１－１７，４３６位の部分を含む単離された及び／又は組換えＤ

ＮＡを使用する。

      【０１０２】
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  有用なレポータータンパク質は、アッセイされる細胞内では発現されず（ある

いは、内因性タンパク質から容易に識別され）、転写産物の存在量と該レポータ

ータンパク質の存在量との間に直線関係を有し、検出系の飽和と最小検出レベル

との間に大きなウィンドウを有するものである。理想的には、該レポータータン

パク質の存在量は、酵素反応、蛍光検出、イムノアッセイまたは他の手段により

迅速に測定される。典型的なレポータータンパク質には、クロラムフェニコール

アセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）、ホタルルシフェラーゼ、β－ラクタマ

ーゼ、β－ガラクトシダーゼ、分泌アルカリホスファターゼ（ＳＥＡＰ）、ヒト

成長ホルモン（ｈＧＨ）、グリーン蛍光タンパク質（ＧＦＰ）およびＧＦＰ誘導

体が含まれるが、これらに限定されるものではない。これらのタンパク質を含む

レポーターベクターは、構成的プロモーター、エンハンサーまたはそれらの両方

を含有する類似したレポーターベクター（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）と同様、商業的に

入手可能である。

      【０１０３】

  本発明は、β３遺伝子の発現の転写調節に関与するヌクレオチド配列の同定方

法を提供する。配列番号２０の１－１７，４３６位からのＤＮＡの少なくとも６

個の連続的ヌクレオチドの断片をプロモーター－レポーターベクター内のレポー

ターｃＤＮＡの上流に挿入したら、ついで該ベクターを、ヒトカルシウム感受性

カリウムチャンネルサブユニットβ３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄの１以上

を内因的に発現する又は発現しない細胞内にトランスフェクトする。プロモータ

ー－レポーターベクターは、プロモーター、エンハンサー、それらの両方を含有

することが可能であり、あるいはそれらのいずれをも含有しないことが可能であ

る。ついでトランスフェクト化細胞を、存在するレポータータンパク質の量に関

してアッセイする。トランスフェクション効率および転写速度は共に、レポータ

ータンパク質レベルに直接的に影響を及ぼすため、構成的プロモーターの背後に

異なるレポーターを含有する第２ベクター（モル比１：１）をコトランスフェク

トしトランスフェクト化細胞の割合を求めることにより該トランスフェクション

効率を測定することが、これらのアッセイにおいて有用である。

      【０１０４】
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  前記アッセイの変法においては、他のエンハンサーまたはプロモーター要素を

有さない、レポーターｃＤＮＡの上流に挿入された配列番号２０の断片を有する

ベクターを構築する。これらのベクター（配列番号２０の断片を有する及び有さ

ないもの）を、β３サブユニットを内因的に発現する細胞内にトランスフェクト

する。カルシウム感受性カリウムチャンネルβ３サブユニットプロモーター要素

を、親ベクターで認められるより高いレベルでこれらの５’遺伝子断片がレポー

ターの発現を刺激する能力により同定する。ついで、同定されたプロモーター断

片の領域を順次欠失させ該アッセイを繰返すことにより、最低限要求されるプロ

モーター配列を同定する。

      【０１０５】

  該アッセイのもう１つの変法は、エンハンサー要素を含有するプロモーター－

レポーターベクター内のレポーターｃＤＮＡの上流に挿入された配列番号２０の

断片を含む。これらのベクター（配列番号２０の断片を有する及び有さないもの

）を、β３サブユニットを内因的に発現する細胞内にトランスフェクトする。弱

いカルシウム感受性カリウムチャンネルβ３サブユニットプロモーター要素を、

親ベクターで認められるより高いレベルでこれらの５’遺伝子断片がレポーター

の発現を刺激する能力により同定する。ついで、同定された弱いプロモーター断

片の領域を順次欠失させ該アッセイを繰返すことにより、最低限要求される弱い

プロモーター配列を同定することができる。

      【０１０６】

  該アッセイのもう１つの変法は、上流に構成的プロモーターを有するプロモー

ター－レポーターベクター内のレポーターｃＤＮＡの上流に挿入された配列番号

２０の断片を含む。これらのベクター（配列番号２０の断片を有する及び有さな

いもの）を、β３サブユニットを内因的に発現しない細胞内にトランスフェクト

する。カルシウム感受性カリウムチャンネルβ３サブユニットリプレッサー要素

を、親ベクターで認められるより低いレベルでこれらの５’遺伝子断片がレポー

ターの発現を刺激する能力により同定する。ついで、同定されたリプレッサー断

片の領域を順次欠失させ該アッセイを繰返すことにより、最低限要求されるリプ

レッサー配列を同定する。
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      【０１０７】

  前記に鑑み、本発明は、遺伝子の転写を促進、増強または抑制するβ３遺伝子

内のＤＮＡ配列の同定方法であって、

  （ａ）レポータータンパク質をコードするレポーター遺伝子のコード化ｃＤＮ

Ａ配列に該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）が先行するように、プロモーター－レポーターベクターを構築し、

  （ｂ）該ベクターを細胞内にトランスフェクトし、該ベクターにコードされる

レポータータンパク質の存在量を測定し、

  （ｃ）工程（ｂ）の細胞内のレポータータンパク質の存在量を、該β３遺伝子

のプロモーター領域の断片を有さないベクターでトランスフェクトされた細胞内

のレポータータンパク質の存在量と比較することを含んでなり、

  β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットを内因的に発現する細胞内

でのみ、他のプロモーター要素の不存在下、該レポータータンパク質の存在量を

増加させるβ３遺伝子のプロモーター領域の断片が、プロモーター要素であり；

β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットを内因的に発現しない細胞内

で、無関係な構成的プロモーター要素の存在下、レポータータンパク質の存在量

を減少させる配列が、リプレッサー要素であり；β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたは

β３ｄサブユニットを内因的に発現させる細胞内で、無関係な構成的プロモータ

ー要素の存在下、該レポータータンパク質の存在量を増加させる配列が、エンハ

ンサー配列であることを特徴とする方法を提供する。

      【０１０８】

  特定の実施形態においては、該ベクターは、該β３遺伝子のプロモーター領域

の断片から独立して機能するプロモーターまたはエンハンサー配列要素を含有す

る。

      【０１０９】

  特定の実施形態においては、該レポータータンパク質の存在量を、トランスフ

ェクト化細胞の割合に関して正規化する。

      【０１１０】

  これらの配列への核タンパク質の結合は、ゲルシフトアッセイにより確認する
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ことができる。転写に影響を及ぼすのに必要な最小の配列に対応する放射能標識

ＤＮＡ断片を、該調節ＤＮＡ要素を同定するのに使用した細胞またはβ３サブユ

ニットを内因的に発現する組織からの核タンパク質抽出物と共にインキュベート

する。タンパク質因子がその配列に結合すると、ゲル内の移動度が変化して、該

放射能標識断片のサイズにおける見掛け上のシフトが生じるであろう。

      【０１１１】

  転写因子は、しばしば、２以上の特異的ヌクレオチド配列を認識しうる。その

ような場合、前記アッセイにおいて検出された転写に影響を及ぼす能力を保持す

る配列番号２０の１－１７，４３６位におけるβ３遺伝子の転写調節に必要な最

小プロモーター、エンハンサーまたはリプレッサーとして同定された配列の変異

は、本発明に含まれると意図される。

      【０１１２】

  ついで、このようにして同定された最小プロモーター、エンハンサーまたはリ

プレッサーＤＮＡ断片を使用して、該β３遺伝子の転写に影響を及ぼすタンパク

質を同定し及び／又は単離することができる。いくつかの方法が当技術分野でよ

く知られており、それらのいくつかはＡｕｓｕｂｅｌら編，１９８９，Ｃｕｒｒ

ｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，第

１２．０－１２．１１節，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏ

ｒｋ，ＮＹに記載されている。

      【０１１３】

  １つの方法においては、前記のゲルシフトアッセイを、クローニングまたは精

製された公知転写因子を使用して行って、転写調節に関与する配列にそれらが結

合しうるか否かを判定することができる。あるいは、特定の転写因子を認識する

抗体を該転写因子－ＤＮＡ複合体に加えるスーパーシフトアッセイを行うことが

できる。該抗体が該転写因子に結合し、そしてそれが該放射能標識ＤＮＡ断片に

結合すると、ゲル内の該複合体の移動度が更に変化して、該ＤＮＡ単独と比較し

てスーパーシフトが生じる。特異的転写因子または１つのクラスの転写因子を認

識する抗体の使用は、β３遺伝子の調節に関与する因子の同定を可能にする。前

記アッセイにおいて記載のとおりのゲルシフトまたはスーパーシフトを受ける能
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力を保持する配列番号２０の１－１７，４３６位におけるβ３遺伝子の転写調節

に必要な最小プロモーター、エンハンサーまたはリプレッサーとして同定された

配列の変異は、本発明に含まれると意図される。

      【０１１４】

  前記に鑑み、本発明は、遺伝子の転写を促進、増強または抑制するβ３遺伝子

内のＤＮＡ配列の同定方法であって、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの放射能標識断片を、

細胞からの核抽出物と共にインキュベートし、該インキュベーション物をゲル上

で分離することを含んでなり、

  細胞からの核抽出物と共にインキュベートした後にゲル内で異なって移動する

（「シフトを受ける」）β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対

応する二本鎖ＤＮＡの断片が、β３遺伝子の発現を促進、増強または抑制する核

因子に結合するＤＮＡ配列であることを特徴とする方法を提供する。

      【０１１５】

  特定の実施形態においては、該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される

配列に対応する二本鎖ＤＮＡの断片を、請求項１８記載の方法により同定する。

      【０１１６】

  特定の実施形態においては、該細胞はβ３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサ

ブユニットを発現する。

      【０１１７】

  特定の実施形態においては、該細胞はβ３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサ

ブユニットを発現しない。

      【０１１８】

  本発明は、β３遺伝子の転写調節に関与する核因子の同定方法であって、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの放射能標識断片を、

クローニングまたは精製された転写因子と共にインキュベートし、該インキュベ

ーション物をゲル上で分離することを含んでなり、
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  β３遺伝子のプロモーター配列要素に結合する因子が、該放射能標識ＤＮＡ断

片の移動におけるシフトを誘導し、該β３遺伝子の転写調節に関与することを特

徴とする方法を提供する。

      【０１１９】

  特定の実施形態においては、該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される

配列に対応する二本鎖ＤＮＡの断片を、請求項１８または２１記載の方法により

同定する。

      【０１２０】

  本発明は、β３遺伝子の転写調節に関与する核因子の同定方法であって、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの放射能標識断片を、

細胞からの核抽出物と共にインキュベートし、該インキュベーション物をゲル上

で分離すること、

  （ｂ）単一の転写因子または転写因子のファミリーを特異的に認識する抗体を

工程（ａ）のインキュベーション物に加え、ついで該インキュベーション物をゲ

ル上で分離することを含んでなり、

  工程（ａ）と比較した場合の工程（ｂ）の二本鎖ＤＮＡの移動度におけるスー

パーシフトが、該抗体により認識される転写因子が該二本鎖ＤＮＡに結合するこ

とを示すことを特徴とする方法を提供する。

      【０１２１】

  もう１つの方法においては、配列番号２０の１－１７，４３６位に結合し転写

を調節する転写因子を精製することができる。転写に影響を及ぼすのに必要な最

小配列に対応するＤＮＡ断片を、マトリックス（典型的にはアガロースビーズ）

に共有結合させる。ついでこのマトリックスを、該最小要素に結合する因子を含

有する細胞の核抽出物と共にインキュベートする。ついで該マトリックスを、非

特異的タンパク質を除去するように洗浄し、該因子を過剰の該ＤＮＡ要素で又は

変性により溶出する。ついで、精製されたタンパク質をイムノアッセイ、タンパ

ク質配列決定または他の手段により同定することができる。

      【０１２２】
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  したがって、本発明は、β３遺伝子の転写調節に関与する核因子の同定方法で

あって、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの断片を安定なマトリ

ックスに結合させ、

  （ｂ）細胞からの核抽出物を該マトリックスと共にインキュベートし、

  （ｃ）該核抽出物からの非結合タンパク質を該マトリックスから洗浄し、

  （ｄ）該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対応する過剰の

二本鎖ＤＮＡで、結合タンパク質を該マトリックスから溶出することを含んでな

り、

  工程（ｄ）からの溶出されたタンパク質が、β３遺伝子の転写調節に関与する

核因子であることを特徴とする方法を提供する。

      【０１２３】

  特定の実施形態においては、該方法は更に、工程（ｄ）からの溶出されたタン

パク質をゲル上で分離し、該ゲルを染色して、該溶出タンパク質の純度を試験す

ることを含む。

      【０１２４】

  特定の実施形態においては、該方法は更に、該ゲル上で分離されたタンパク質

を配列決定することを含む。

      【０１２５】

  特定の実施形態においては、該方法は更に、ウエスタンブロットまたは免疫沈

降により、該溶出タンパク質を同定するために、該ゲル上で分離されたタンパク

質を公知転写因子に対する抗体で免疫学的に分析することを含む。

      【０１２６】

  特定の実施形態においては、該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される

配列に対応する二本鎖ＤＮＡの断片を、請求項１８または２１記載の方法により

同定する。

      【０１２７】

  もう１つのアプローチにおいては、配列番号２０の１－１７，４３６位に結合
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する転写因子をコードするｃＤＮＡを、いくつかの方法によりクローニングする

ことができる。１つの変法においては、該最小ＤＮＡ配列を放射能標識し、それ

を使用して、該β３遺伝子を内因的に発現する組織または細胞系から作製された

発現ライブラリーをスクリーニングする。該転写因子をコードするｃＤＮＡライ

ブラリーを含有するファージを、該転写因子をその表面に標的化する融合タンパ

ク質を発現するように誘導する。そのようなファージプラークを、該最小ＤＮＡ

配列を含有する放射能標識ＤＮＡ配列へのその結合能により同定する。

      【０１２８】

  したがって、本発明は、β３遺伝子の転写調節に関与する核因子をコードする

クローンをクローニングにより同定する方法であって、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの放射能標識断片で、

発現ライブラリーをスクリーニングし、

  （ｂ）該ライブラリーのいずれのクローンが二本鎖ＤＮＡの放射能標識断片に

結合するのかを判定し、

  （ｃ）工程（ｂ）のクローンを増幅し、配列決定することを含んでなる方法を

提供する。

      【０１２９】

  特定の実施形態においては、該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される

配列に対応する二本鎖ＤＮＡ断片を、請求項１８または２１記載の方法により同

定する。

      【０１３０】

  もう１つのクローニングアプローチでは、転写因子融合タンパク質を表面に発

現するファージを使用する。このアプローチでは、該最小ＤＮＡ配列をマトリッ

クスに結合させる。ついでファージ発現ライブラリーを該マトリックスに通過さ

せ、洗浄する。該転写因子を含有するファージだけが該マトリックスに結合する

。結合したファージを過剰の最小ＤＮＡ配列で溶出し、精製する。ついで、該転

写因子をコードするｃＤＮＡを該ファージから単離し、配列決定する。

      【０１３１】
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  したがって、本発明は、β３遺伝子の転写調節に関与する核因子をクローニン

グにより同定する方法であって、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの断片を安定なマトリ

ックスに結合させ、

  （ｂ）ｃＤＮＡにコードされる融合タンパク質を表面に発現するファージを該

マトリックスと共にインキュベートし、

  （ｃ）該マトリックスに結合しないファージを洗浄により除去し、

  （ｄ）該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される配列に対応する二本鎖

ＤＮＡの過剰の断片で、該マトリックスに結合したファージを溶出することを含

んでなり、

  工程（ｄ）で溶出されたファージが、β３遺伝子の転写調節に関与する核因子

をコードすることを特徴とする方法を提供する。

      【０１３２】

  特定の実施形態においては、該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される

配列に対応するＤＮＡを、請求項１８または２１記載の方法により同定する。

      【０１３３】

  特定の実施形態においては、工程（ｄ）で溶出されたファージを増幅し、配列

決定する。

      【０１３４】

  もう１つの転写因子クローニングアプローチは、酵母「ワン（ｏｎｅ）ーハイ

ブリッド）」法（Ｃｌｏｎｔｅｃｈからキットとして入手可能）である。この方

法においては、レポーターの上流に該最小要素のいくつかの（３個が推奨される

）コピーを含有する酵母株を作製する。ｃＤＮＡライブラリーは、酵母プロモー

ターの転写活性化ドメインとの融合タンパク質として発現されるｃＤＮＡを各ベ

クターが含有するように作製する。したがって、関心のあるＤＮＡに特異的に結

合する任意の融合タンパク質が該レポータータンパク質の発現を誘導するであろ

う。ついで、該ｃＤＮＡを含有するベクターを該酵母から分離し、配列決定する

。
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      【０１３５】

  したがって、本発明は、β３遺伝子の転写調節に関与する核因子をクローニン

グにより同定する方法であって、

  （ａ）該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）内に見出される配列に対応する二本鎖ＤＮＡの断片の少数ないしは

幾つかのコピーをレポータータンパク質コード化ｃＤＮＡに先行して含有する酵

母株を構築し、

  （ｂ）該挿入ｃＤＮＡおよび転写活性化ドメインによりコードされる融合タン

パク質の形成を可能にするベクター中の細胞からのｃＤＮＡライブラリーを構築

し、

  （ｃ）（ｂ）のライブラリーを（ａ）の酵母株内に形質転換し、該レポーター

タンパク質の発現を示す酵母のコロニーを単離することを含んでなる方法を提供

する。

      【０１３６】

  特定の実施形態においては、該β３遺伝子のプロモーター領域内に見出される

配列に対応する二本鎖ＤＮＡの断片を、請求項１８または２１記載の方法により

同定する。

      【０１３７】

  特定の実施形態においては、該方法は更に、単離されたコロニーからベクター

を精製し、該ベクター内のｃＤＮＡを配列決定することを含む。

      【０１３８】

  転写因子は、しばしば、２以上の特異的ヌクレオチド配列を認識しうるため、

そのような場合、前記アッセイにおいて検出された転写因子が結合しうる最小プ

ロモーター、エンハンサーまたはリプレッサーとして同定された配列の変異は、

本発明に含まれると意図される。

      【０１３９】

  前記方法によるβ３遺伝子発現の転写調節に関与するヌクレオチド配列の同定

は、該β３遺伝子の転写を増強または抑制する物質を同定するための物質の集合

体のスクリーニングに使用しうるアッセイの開発を可能にする。転写調節に関与
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することが示されている該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌク

レオチド１－１７，４３６）の断片を、適当なベクター内のレポーター遺伝子の

コード配列に結合させ、ついで適当な細胞に導入する。該細胞内の該レポーター

タンパク質の存在量を測定する。ついで、該β３遺伝子の転写速度を増強または

抑制しうると疑われる化合物に、該細胞をさらす。該化合物が実際に該β３遺伝

子の転写速度を増強しうる場合には、該細胞が該化合物にさらされた場合の該レ

ポータータンパク質の存在量が増加するであろう。逆に、該化合物が実際に該β

３遺伝子の転写速度を抑制しうる場合には、該細胞が該化合物にさらされた場合

の該レポータータンパク質の存在量が減少するであろう。

      【０１４０】

  したがって、本発明は、該β３遺伝子の転写の速度を増強または抑制する物質

の同定方法であって、

  （ａ）レポータータンパク質をコードするレポーター遺伝子のコード化ｃＤＮ

Ａ配列に該β３遺伝子のプロモーター領域（配列番号２０のヌクレオチド１－１

７，４３６）の断片が先行するように、プロモーター－レポーターベクターを構

築し、

  （ｂ）該ベクターを細胞内にトランスフェクトし、化合物の存在下および不存

在下、該ベクターにコードされるレポータータンパク質の存在量を測定すること

を含んでなり、

  （１）該化合物の存在が該レポータータンパク質の存在量を減少させる場合に

は、該化合物が、該β３遺伝子の転写速度を抑制する物質であり、（２）該化合

物の存在が該レポータータンパク質の存在量を増加させる場合には、該化合物が

、該β３遺伝子の転写速度を増強する物質であることを特徴とする方法を提供す

る。

      【０１４１】

  特定の実施形態においては、該方法は更に、対照細胞内の該レポータータンパ

ク質の存在量に対する該化合物の効果が測定される対照を含み、該対照細胞は、

該β３遺伝子のプロモーター領域の断片を欠くベクターで該対照細胞がトランス

フェクトされている以外は工程（ｂ）の細胞と実質的に同じ細胞である。
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      【０１４２】

  前記方法は、明示的には、「ある１つの」物質が、該β３遺伝子の転写のアク

チベーターまたはインヒビターであるか否か、あるいはヒトカルシウム感受性カ

リウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタン

パク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネルの機能のアクチベーター

またはインヒビターであるか否かの試験に関するものであるが、そのような方法

は、物質の集合体、例えば組合せ（ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ）ライブラリー

を試験してそのような集合体のいずれかのメンバーがヒトカルシウム感受性カリ

ウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパ

ク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネルのアクチベーターまたはイ

ンヒビターであるか否かを判定するのに応用されうることが当業者に明らかであ

ろう。したがって、前記方法における物質として物質の集合体またはそのような

集合体の個々のメンバーを使用することが、本発明の範囲内に含まれる。特に、

カリウムイオンチャンネルのモジュレーションに関連していることが知られてい

る化学構造体を含むように設計されたライブラリー、例えば、カリウムチャンネ

ルアクチベーターに関するジヒドロベンゾピランライブラリー（国際特許公開Ｗ

Ｏ９５／３０６４２）またはカリウムチャンネルインヒビターに関するビフェニ

ル－誘導体ライブラリー（国際特許公開ＷＯ９５／０４２７７）が特に適してい

ると予想される。

      【０１４３】

  本発明は、前記方法により同定されたヒトカルシウム感受性カリウムチャンネ

ルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質のアクチ

ベーターまたはインヒビターを、およびβ３遺伝子の転写のアクチベーターまた

はインヒビターを含んでなる医薬組成物を含む。一般には、該アクチベーターお

よびインヒビターを医薬上許容される担体と一緒にして医薬組成物を得る。アク

チベーターまたはインヒビターと担体とを含有する医薬組成物の製剤化のそのよ

うな担体および方法の具体例は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕ

ｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓに記載されている。有効な投与に適した医薬上許

容される組成物を形成させるためには、そのような組成物は、該アクチベーター
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またはインヒビターの治療的に有効な量を含有するであろう。

      【０１４４】

  治療用または予防用組成物は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２

、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質の活性が異常で

ある状態を治療または予防するのに十分な量で個体に投与する。該有効量は、個

体の状態、体重、性別、年齢などの種々の要因によって様々となりうる。他の要

因には投与様式が含まれる。適当な量は、熟練した医師により決定されうる。一

般には、有効量は、約０．０１～約１，０００、好ましくは約０．１～約２５０

、より一層好ましくは約１～約５０ｍｇ／ヒト成人／日である。

      【０１４５】

  組成物は、適当な投与量で単独で使用することができる。あるいは、他の物質

の同時投与または連続的投与が望ましいことがある。

      【０１４６】

  該組成物は、通常の投与用ビヒクル中の多種多様な治療用剤形として投与する

ことができる。例えば、該組成物は、錠剤、カプセル剤（それぞれは時限放出（

ｔｉｍｅｄ  ｒｅｌｅａｓｅ）および徐放製剤を含む）、丸剤、散剤、顆粒剤、

エリキシル剤、チンキ剤、水剤、懸濁剤、シロップ剤、乳剤などの経口剤形とし

て又は注射により投与することができる。同様に、それらを、静脈内（ボーラス

および注入の両方）、腹腔内、皮下、局所（閉塞（ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ）の存在

下または不存在下）または筋肉内形態として投与することも可能であり、それら

はすべて、薬学分野の当業者によく知られた形態を用いることが可能である。

      【０１４７】

  組成物を単回１日量で投与したり、あるいは合計１日量を毎日２、３または４

回の分割量で投与するのが有利かもしれない。さらに、組成物は、適当な鼻腔内

ビヒクルの局所的使用により鼻腔内形態で、または当業者によく知られた経皮皮

膚パッチの形態を使用して経皮経路により投与することができる。もちろん、経

皮デリバリーシステムの形態で投与されるためには、該投与量の投与は、該投与

計画の全体にわたり、断続的なものではなく連続的なものとなるであろう。

      【０１４８】
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  該組成物を使用する投与計画は、患者のタイプ、種、年齢、体重、性別および

医学的状態；治療すべき状態の重症度；投与経路；患者の腎、肝および心臓血管

機能；および使用するその個々の組成物を含む種々の要因に応じて選択される。

通常の技量を有する医師は、該状態の進行の予防、阻止または停止に必要な組成

物の有効量を容易に決定し、処方することができる。毒性を伴うことなく効力を

与える範囲内の組成物濃度を最適に正確に得るためには、標的部位に対する該組

成物のアベイラビリティーの速度論に基づく計画が必要である。これは、組成物

の分布、平衡および消失に関する考慮を含む。

      【０１４９】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウムチャンネ

ルのインヒビターおよびアクチベーター、あるいはβ３サブユニットの転写のイ

ンヒビターおよびアクチベーターは、過度または不十分なカルシウム感受性カリ

ウムチャンネル活性が関与する種々の疾患の治療に有用であろう。したがって、

本発明は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β

３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含有するカルシウム感受性カリウム

チャンネルのインヒビターおよびアクチベーターあるいはβ３サブユニットの転

写のインヒビターおよびアクチベーターである物質の治療的に有効な量を患者に

投与することによる、喘息、糖尿病、緑内障、妊娠ヒト子宮筋層、脳虚血、およ

び神経伝達物質放出の刺激が望まれる状態（例えば、アルツハイマー病）および

損傷神経の刺激が望まれる状態の治療方法を含む。

      【０１５０】

  また、本発明のチャンネル機能または転写活性のモジュレーターは、現在販売

されているカリウムチャンネルインヒビター、例えばグリブリド、グリピジド、

トルブタミドが有用である状態において、例えば抗糖尿病剤として有用であると

予想される。カルシウム感受性カリウムチャンネルは、ニューロンの再分極およ

び従って脱興奮に寄与する。したがって、カルシウム感受性カリウムチャンネル

のインヒビターは、脱分極した興奮状態にニューロンを維持する傾向にある物質

として作用すると予想される。多数の疾患、例えばうつ病および記憶障害は、神
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経伝達物質の放出の障害から生じると考えられている。本発明のインヒビターは

、ニューロン興奮性に寄与する物質として、そのような疾患の治療に有用である

と予想される。なぜなら、それはニューロンの興奮性に寄与して、神経伝達物質

の放出を刺激するからである。

      【０１５１】

  本発明のアクチベーターは、ニューロン活性を減少させるのが望ましい状態に

おいて有用であるはずである。そのような状態には、例えば、過度な平滑筋緊張

、狭心症、喘息、高血圧、失禁、早期陣痛、片頭痛、脳虚血および過敏性腸管症

候群が含まれる。

      【０１５２】

  本発明のカルシウム感受性カリウムチャンネルサブユニットは、他のイオンチ

ャンネルのアクチベーターおよびインヒビターを同定するように設計されたスク

リーニングに関して有用である。標的イオンチャンネルと特異的に相互作用する

潜在的医薬を同定するために化合物をスクリーニングする場合には、同定される

化合物が該標的イオンチャンネルに対して可能な限り特異的であることを保証す

る必要がある。これを行なうためには、該標的イオンチャンネルに類似した可能

な限り多種多様なイオンチャンネルに対して該化合物をスクリーニングする必要

がある。例えば、イオンチャンネルＡと相互作用する潜在的医薬である化合物を

見出すためには、該化合物がイオンチャンネルＡ（「プラス標的」）と相互作用

しイオンチャンネルＡを介して所望の薬理学的効果を与えることを保証するだけ

では十分ではない。該化合物がイオンチャンネルＢ、Ｃ、Ｄなど（「マイナス標

的」）とは相互作用しないことを確認する必要もある。一般に、スクリーニング

計画の一部として、可能な限り多数のマイナス標的を有することが重要である（

Ｈｏｄｇｓｏｎ，１９９２，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １０：９７３－９

８０、９８０頁を参照されたい）。ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ

２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質、ヒトカルシ

ウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブ

ユニットタンパク質をコードするＤＮＡ、およびヒトカルシウム感受性カリウム

チャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質
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を発現するように操作された組換え細胞は、他のイオンチャンネルと特異的に相

互作用する化合物を同定するように設計されたスクリーニングにおいて「マイナ

ス標的」として使用されうる点で有用である。例えば、Ｗａｎｇら，１９９８，

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８２：１８９０－１８９３は、ＫＣＮＱ２およびＫＣＮＱ３

が、「Ｍ－チャンネル」として公知のヘテロマーカリウムイオンチャンネルを形

成することを示している。ＫＣＮＱ２およびＫＣＮＱ３における突然変異は、て

んかんの原因となるため（Ｂｉｅｒｖｅｒｔら,１９９８，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２

７９：４０３－４０６；Ｓｉｎｇｈら，１９９８，Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔ．

１８：２５－２９；Ｓｃｈｒｏｅｄｅｒら，Ｎａｔｕｒｅ  １９９８，３９６：

６８７－６９０）、Ｍチャンネルは薬物発見のための重要な標的である。Ｍチャ

ンネルのアクチベーターまたはインヒビターを同定するように設計されたスクリ

ーニング計画は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３

ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質を含むカルシウム感受性カリウ

ムチャンネルの、マイナス標的としての使用により、著しい利益を得るであろう

。

      【０１５３】

  本発明はまた、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３

ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質に対する抗体を含む。そのよう

な抗体はポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体でありうる。本発明の抗

体は、当技術分野でよく知られた方法により、全ヒトカルシウム感受性カリウム

チャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質

に対して、または血清アルブミン、キーホールリンペットヘモシアニンなどの適

当な担体と共役した該サブユニットタンパク質の適当な抗原断片に対して産生さ

せることができる。タンパク質の適当な抗原断片を同定する方法は、当技術分野

で公知である。例えば、Ｈｏｐｐ  ＆  Ｗｏｏｄｓ，１９８１，Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：３８２４－３８２８およびＪａｍｅｓ

ｏｎ  ＆  Ｗｏｌｆ，１９８８，ＣＡＢＩＯＳ（Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ａｐｐｌｉ

ｃａｔｉｏｎｓ  ｉｎ  ｔｈｅ  Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）４：１８１－１８６

を参照されたい。
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      【０１５４】

  ポリクローナル抗体の産生のためには、ヒトカルシウム感受性カリウムチャン

ネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質または

抗原断片（適当な担体に共役させたもの）を、適当な非ヒト宿主動物（例えば、

ウサギ、ヒツジ、ヤギ、ラット、マウスまたはニワトリ）に定期的に注射する。

該動物から定期的に採血し（または卵を集め）、得られた血清を、注射されたサ

ブユニットまたは抗原に対する抗体の存在に関して試験する。該注射は、筋肉内

、腹腔内、皮下などに行なうことができ、アジュバントと共に行なうことができ

る。

      【０１５５】

  モノクローナル抗体の産生のためには、ヒトカルシウム感受性カリウムチャン

ネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質または

抗原断片（適当な担体に共役させたもの）を、ポリクローナル抗体の産生に関し

て前記したのと同様に適当な非ヒト宿主動物に注射する。モノクローナル抗体の

場合には、該動物は一般にはマウスである。ついで該動物の脾臓細胞を不死化さ

せる。これは、しばしば、Ｋｏｈｌｅｒ  ＆  Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，１９７５，Ｎ

ａｔｕｒｅ  ２５６：４９５－４９７に記載のとおり、骨髄腫細胞との融合によ

り行なう。モノクローナル抗体の産生の更に詳しい説明については、Ａｎｔｉｂ

ｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｈａｒｌｏｗ  ＆  Ｌ

ａｎｅ編，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐ

ｒｅｓｓ，１９８８を参照されたい。

      【０１５６】

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質を標的器官の細胞内に導入するために、遺伝子

治療を用いることができる。ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β

３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質をコードするヌクレ

オチドは、受容細胞への感染により該ヌクレオチドの導入を媒介するウイルスベ

クターに連結させることができる。適当なウイルスベクターには、レトロウイル

ス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイ
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ルス、レンチウイルスおよびポリオウイルスに基づくベクターが含まれる。ある

いは、リガンド－ヌクレオチドコンジュゲートを使用する受容体媒介標的化導入

（ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｍｅｄｉａｔｅｄ  ｔａｒｇｅｔｅｄ  ｔｒａｎｓｆｅｒ

）、リポフェクション、膜融合または直接マイクロインジェクションを含む非ウ

イルス技術により、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β

３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質をコードするヌクレオチドを

遺伝子治療のために細胞内に導入することができる。これらの方法およびそれら

の変法は、エクスビボ（ｅｘ  ｖｉｖｏ）およびインビボ遺伝子治療に適してい

る。ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃま

たはβ３ｄサブユニットタンパク質での遺伝子治療は、カルシウム感受性カリウ

ムチャンネルの活性を上昇させることが有益である疾患の治療に特に有用であろ

う。ドミナントネガティブ表現型を示す突然変異カルシウム感受性カリウムチャ

ンネルサブユニットをコードするｃＤＮＡは、カルシウム感受性カリウムチャン

ネルの活性を減少させることが有益である疾患の遺伝子治療に特に有用でありう

る。

      【０１５７】

  本発明は、非ヒト種からヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３

ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットタンパク質のオーソログ（ｏｒｔ

ｈｏｌｏｇｕｅ）をクローニングするための方法を含む。一般には、そのような

方法は、配列番号１、３、５、７、９または２０に基づきＰＣＲプライマーまた

はハイブリダイゼーションプローブを調製することを含み、これは、非ヒトカル

シウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサ

ブユニットを含有する断片を適当なＤＮＡ調製物から増幅するために（ＰＣＲの

場合）または非ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ

、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットを含有するｃＤＮＡもしくはゲノムクローン

を適当なライブラリーから選択するために使用されうる。この方法の好ましい実

施形態は、該カルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３

ｃまたはβ３ｄサブユニットをマウスからクローニングするための方法である。

      【０１５８】
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  本発明は、マウスカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ

、β３ｃまたはβ３ｄサブユニットをコードするＤＮＡを提供することにより、

カルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３

ｄサブユニットの活性が異常であるヒト疾患のモデル動物の作製を可能にする。

そのようなモデル動物は、改変されたカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２

、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニット遺伝子を含有するトランス

ジェニック「ノックアウト」または「ノックイン」マウスを作ることにより作製

することができる。マウスカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、

β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニット遺伝子の部分が欠失したノックアウト

マウスを作製することができる。ヒト疾患を招くことが示されている突然変異が

該マウス遺伝子内に導入されたノックインマウスを作製することができる。その

ようなノックアウトおよびノックインマウスは、カルシウム感受性カリウムチャ

ンネルと疾患との関係の研究における貴重な手段であり、カルシウム感受性カリ

ウムチャンネルが関与するヒト疾患の潜在的医薬または治療方法を試験するため

の重要なモデル系を提供するであろう。

      【０１５９】

  したがって、本発明は、

  （ａ）マウスカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β

３ｃまたはβ３ｄサブユニット遺伝子またはｃＤＮＡをクローニングするのに使

用するＰＣＲプライマーまたはオリゴヌクレオチドプローブを配列番号１、３、

５、７、９または２０に基づき設計し、

  （ｂ）該ＰＣＲプライマーまたは該オリゴヌクレオチドプローブを使用して、

該マウスカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃま

たはβ３ｄサブユニット遺伝子またはｃＤＮＡの少なくとも一部（該部分は、ト

ランスジェニックマウスの作製に使用するのに十分な程度に大きい）をクローニ

ングし、

  （ｃ）天然状態から改変された該マウスカルシウム感受性カリウムチャンネル

β２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３ｄサブユニット遺伝子の少なくとも１

つのコピーを有するトランスジェニックマウスを製造することを含んでなる、ト
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ランスジェニックマウスの製造方法を含む。

      【０１６０】

  ノックアウトおよびノックインマウスの製造方法は当技術分野でよく知られて

いる。１つの方法は、標的遺伝子組換えトランスジェニックノックアウトマウス

の作製における標的遺伝子組換えＥＳ細胞の使用を含み、例えばＴｈｏｍａｓら

，１９８７，Ｃｅｌｌ  ５１：５０３－５１２に記載されており、種々の文献に

概説されている（Ｆｒｏｈｍａｎら，１９８９，Ｃｅｌｌ  ５６：１４５－１４

７；Ｃａｐｅｃｃｈｉ，１９８９，Ｔｒｅｎｄｓ  ｉｎ  Ｇｅｎｅｔ．５：７０

－７６；Ｂａｒｉｂａｕｌｔら，１９８９，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．６：４

８１－４９２）。

      【０１６１】

  特定の変化を染色体遺伝子内に挿入するために標的化相同組換えを用いること

により任意の遺伝的領域を不活性化したり所望の実質的に任意の突然変異に改変

するための技術が利用可能である。一般には、「ターゲッティングベクター」、

すなわち、突然変異させたい遺伝的領域の一部を含有するプラスミドを使用する

。該プラスミド上の遺伝的領域のこの部分と該染色体上の対応遺伝的領域との相

同性に基づき、相同組換えを利用して該遺伝的領域内に該プラスミドを挿入して

、該遺伝的領域を破壊することができる。通常、該ターゲッティングベクターは

選択マーカー遺伝子も含有する。

      【０１６２】

  １００％に近い頻度で生じる相同染色体外組換えと比較して、相同プラスミド

－染色体組換えは、１０－６～１０－３の頻度でしか検出されないと当初は報告

された（Ｌｉｎら，１９８５，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ

  ８２：１３９１－１３９５；Ｓｍｉｔｈｉｅｓら，１９８５，Ｎａｔｕｒｅ  

３１７：２３０－２３４；Ｔｈｏｍａｓら，１９８６，Ｃｅｌｌ  ４４：４１９

－４２８）。非相同プラスミド－染色体相互作用は、比較しうる相同的挿入より

頻繁であり、１０５倍（Ｌｉｎら，１９８５，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：１３９１－１３９５）～１０２倍（Ｔｈｏｍａｓら，１

９８６，Ｃｅｌｌ  ４４：４１９－４２８）大きなレベルで生じる。
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      【０１６３】

  マウスＥＳ細胞におけるこの低い標的化組換え率を克服するために、稀有（ｒ

ａｒｅ）相同組換え体を検出または選択するための種々の方法が開発されている

。相同改変事象を検出するための１つのアプローチでは、ポリメラーゼ連鎖反応

（ＰＣＲ）を用いて相同的挿入に関して形質転換体細胞のプールをスクリーニン

グし、ついで個々のクローンをスクリーニングする（Ｋｉｍら，１９８８，Ｎｕ

ｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１６：８８８７－８９０３；Ｋｉｍら，１９

９１，Ｇｅｎｅ  １０３：２２７－２３３）。あるいは、相同的挿入が生じた場

合にのみ活性となるマーカー遺伝子を構築してこれらの組換え体が直接的に選択

されるのを可能にするポジティブ遺伝的選択アプローチが開発されている（Ｓｅ

ｄｉｖｙら，１９８９，Ｐｒｏｃ，Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６

：２２７－２３１）。相同組換え体を選択するために開発された最も効果的なア

プローチの１つは、該改変の直接的選択が存在しない遺伝子用に開発されたポジ

ティブ－ネガティブ選択（ＰＮＳ）法である（Ｍａｎｓｏｕｒら，１９８８，Ｎ

ａｔｕｒｅ  ３３６：３４８－３５２；Ｃａｐｅｃｃｈｉ，１９８９，Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ  ２４４：１２８８－１２９２；Ｃａｐｅｃｃｈｉ，１９８９，Ｔｒｅｎ

ｄｓ  ｉｎ  Ｇｅｎｅｔ．５：７０－７６）。ＰＮＳ法は、高レベルで発現され

ない遺伝子をターゲッティングするのに、より効率的である。なぜなら、該マー

カー遺伝子はそれ自体のプロモーターを有するからである。単純ヘルペスウイル

スチミジンキナーゼ（ＨＳＶ－ＴＫ）遺伝子を使用しガンシクロビル（ＧＡＮＣ

）、ＦＩＡＵ（１－（２－デオキシ２－フルオロ－Ｂ－Ｄ－アラビノフラノシル

）－５－ヨードウラシル）などのヘルペス薬でその非相同的挿入に対して選択す

ることにより、非相同組換え体を選択する。この対抗選択により、生存している

形質転換体のうちの相同組換え体の割合を増加させることができる。

      【０１６４】

  トランスジェニックマウスを製造するための他の方法は、受精卵の雄性前核の

マイクロインジェクションを含む。そのような方法は当技術分野でよく知られて

いる。

      【０１６５】
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  本発明は、トランスジェニック非ヒト動物であって、該動物のゲノムが、ヒト

カルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまたはβ３

ｄサブユニットの少なくとも一部をコードするＤＮＡを含有することを特徴とす

る動物を含む。

      【０１６６】

  本発明を更に例示するために、以下に非限定的な実施例を記載する。

  実施例１

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットタンパク質の同定およびｃＤＮＡクローニング

  該β１サブユニットをコードするＤＮＡ配列を使用して、新規サブユニットを

コードする相同配列に関してＧｅｎＢａｎｋデータベースを検索する。この検索

は、β１に対する類似性を有するＥＳＴ（ＡＡ９０４１９１）を与えた。該ＥＳ

ＴをコードするｃＤＮＡを購入し（Ｇｅｎｏｍｅ  Ｓｙｓｔｅｍｓ）、両方向で

配列決定した。合成オリゴヌクレオチドプライマー（配列番号１２および１３）

を使用して、この遺伝子（β２）の３’非翻訳領域（ＵＴＲ）の小さな部分およ

びコード領域を増幅した。ついで該コード領域を、５’および３’翻訳エンハン

サー配列間の拡大したポリリンカー（ＭＶｐｌ（＋））を含有する修飾ベクター

（ｐＳＰ６４Ｔ）内にサブクローニングした。

      【０１６７】

  ついでβ２の配列を使用して、追加的な新規βサブユニットに関してＧｅｎＢ

ａｎｋデータベースを検索した。ついで、同定されたＥＳＴからの配列を使用し

て、再び該データベースを検索した。この反復アプローチで、以下のいくつかの

ＥＳＴを得た：ＡＡ１９５３８１、ＡＡ２３６９３０、ＡＡ２３６９６８、ＡＡ

２７９９１１、ＡＡ７６１７６１、ＡＡ９３４８７６、ＡＡ１９５５１１、ＡＡ

９１７５１０。これらの配列のアライメントは、それらが新規βサブユニット（

ここではβ３と称される）のＣ末端部分をコードしていることを示唆している。

これらのＥＳＴをコードする入手可能なｃＤＮＡを購入し（Ｇｅｎｏｍｅ  Ｓｙ

ｓｔｅｍｓ）、両方向で配列決定した。５’インフレーム終結コドンが欠けてい

ること、およびβ１およびβ２の最初の膜貫通セグメントの中央部だけにしかア
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ミノ酸アライメントしなかったことに基づけば、これらのクローンはいずれも、

完全長タンパク質をコードしていなかった。

      【０１６８】

  それらの個々のサブユニットの特有（ｕｎｉｑｕｅ）の及び保存された部分を

別々に使用して、これらの転写産物をコードするゲノム配列に関して該データベ

ースを検索した。β３ａ、β３ｂおよびβ３ｃ特異的断片（ＧｅｎＢａｎｋアク

セッション番号ＡＣ００７８２３，ｖｅｒｓｉｏｎ２）を使用して、未同定ゲノ

ム配列の単一の１８０キロベースの断片が同定された。このエントリーの後続の

バージョンは、β３ａ、β３ｂおよびβ３ｃの順序の全３個の特異的断片を含有

する４０．４キロベースの連続的断片を含有していた。β３ｃは、該コア配列の

５’末端に隣接している。図８を参照されたい。

      【０１６９】

  ＣｌｏｎｔｅｃｈのＭａｒａｔｈｏｎ  Ｒｅａｄｙ  Ｓｐｌｅｅｎ  ｃＤＮＡ

キット（カタログ＃７４１２－１）に記載のとおりに、５’ＲＡＣＥ反応におい

て、β３終結コドンの３’側にアニーリングする合成オリゴ５’－ＴＴＴ  ＡＣ

Ａ  ＴＴＧ  ＴＴＡ  ＧＴＴ  ＴＧＣ  ＡＧＡ  ＣＡＧ  Ｇ－３’（配列番号１

９）を使用した。この反応は種々のサイズの複数の産物を与えた。電気泳動によ

り分離されたいくつかの断片をゲル薄片から抽出し、クローニングした。このよ

うにして、３つの異なるサブユニット（β３ａ、β３ｂおよびβ３ｃ）を同定し

た。

      【０１７０】

  新規サブユニットが見落とされていないことを保証するために、特異的断片の

単離を試みることなく該ＰＣＲ増幅反応の未分画産物をＴＡクローニングベクタ

ー（ｐＣＲ２．１，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）内に直接的にクローニングした。つ

いで、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉ

ｏｌｏｇｙ，第６．１．１および６．３．１節に記載の「コロニーフィルターハ

イブリダイゼーション法」により、ＥＳＴ  ＡＡ７６１７６１由来のプローブを

使用して、コロニーをスクリーニングした。ハイブリダイズするコロニーからＤ

ＮＡを調製した。元のクローンとは異なる制限消化パターンを有するｃＤＮＡを
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両方向で配列決定した。該オープンリーディングフレームを決定し、合成オリゴ

ヌクレオチドプライマー（配列番号１４～１８）を使用して増幅し、ＭＶｐｌ（

＋）中にサブクローニングした。１つの追加的な特有のサブユニットβ３ｄが同

定された。

      【０１７１】

  実施例２

  ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃまた

はβ３ｄサブユニットの発現の分析

  ノーザンブロット分析：

  ヒト心臓、脳、胎盤、肺、肝臓、骨格筋、腎臓、膵臓、脾臓、胸腺、前立腺、

精巣、卵巣、小腸、結腸および末梢血白血球由来のポリ（Ａ＋）－ＲＮＡを含有

するノーザンブロットをＣｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡから購入

した。β２（配列番号１のヌクレオチド２６８－１０８０）、β３ａ（配列番号

３のヌクレオチド７０－３８４）、β３ｂ（配列番号５のヌクレオチド４６３－

７９７）およびβ３ｃ／ｄ（配列番号７のヌクレオチド３１１－９１２）由来の

３２Ｐ標識ランダムプライムドｃＤＮＡプローブで、該ブロットをプローブした

。該ハイブリダイゼーションは、５×ＳＳＰＥ、１０×デンハルト液、５０％  

ホルムアミド、２％  ＳＤＳ、１００μｇ／ｍｌ  サケ精子ＤＮＡ中、４２℃で

一晩行った。該洗浄は、２×ＳＳＣ、０．０５％  ＳＤＳ中で４２℃で４０分間

、ついで１×ＳＳＣ、０．０５％  ＳＤＳ中で５０℃で４０分間、段階的に行っ

た。高いストリンジェンシーの洗浄を０．１ＳＳＣ、０．０５％  ＳＤＳで６５

℃で４０分間行った。Ｘ線フィルムにさらすことにより、またはホスホルイメー

ジャーを用いるハイブリダイゼーションにより、その洗浄されたブロットを検出

した。

      【０１７２】

  電気生理学的分析：

  ｃＲＮＡを、ヒトＳｌｏｗｐｏｋｅ  αまたはβ２、β３ａ、β３ｂ、β３ｃ

またはβ３ｄサブユニットをコードするプラスミドからインビトロで合成し、ツ

メガエル（Ｘｅｎｏｐｕｓ）卵母細胞内に注入した（１、５または１０×モル過
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剰のαサブユニットＲＮＡ＋／－βサブユニットＲＮＡの１．５ｎｇ／卵母細胞

）。カルシウム感受性カリウム電流をインサイドアウトパッチで記録した。記録

は、対称カリウムのイオン条件下で行った。標準ピペットおよびバス溶液は１１

６ｍＭ  グルコン酸カリウム、４ｍＭ  塩化カリウム、１０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ，

ｐＨ７．２を含有していた。グルコン酸カルシウムの安定度定数（１５．９Ｍ－

１）を考慮して、３～３０μＭの遊離イオン化カルシウム最終濃度が得られるよ

うにＣａＣｌ２を該バス溶液に加えた。ＥＰＣ－７増幅器（ＨＥＫＡ）を使用し

て、電流を記録した。ｐＣｌａｍｐ６．０プログラム（Ａｘｏｎ  Ｉｎｓｔｒｕ

ｍｅｎｔｓ）を使用して、データ収集のための及び分析のための電位固定コマン

ドを作製した。（１）試験電位（－８０～８０ｍＶ）におけるピークまたは定常

状態の電流からの巨視的コンダクタンスの計算、または（２）試験電位における

末端（ｔａｉｌ）電流ピーク（－８０ｍＶ）の測定または算出の２つの方法を用

いて、ＮＰ０－電圧関係を３、１０および３０μＭ  バスカルシウムで測定した

。ボルツマン関数を該データにあてはめ、それを用いて半最大活性化パラメータ

ー（Ｖ１／２）を導き出した。電流の軌跡または平均電流の軌跡から、最大不活

性化パラメーター（３０μＭ  Ｃａ２＋および８０ｍＶ）を求めた。単一指数あ

てはめから、不活性化速度を求めた。部分非不活性化電流を定常状態／ピーク電

流として求め、部分不活性化電流を、ピーク電流から定常状態電流を差し引いて

ピーク電流で割ったものとして推定した。

      【０１７３】

  本発明の範囲は、本明細書に記載の特定の実施形態に限定されるものではない

。実際のところ、前記の記載から、本明細書に記載のものに加えて本発明の種々

の修飾が当業者に明らかとなるであろう。そのような修飾は、特許請求の範囲の

範囲内に含まれると意図される。

      【０１７４】

  本明細書には種々の刊行物が引用されているが、それらの開示の全体を参照に

より本明細書に組み入れることとする。

【図面の簡単な説明】

    【図１Ａ】
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  図１Ａは、該ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのβ２サブユニットを

コードするＤＮＡ配列（配列番号１）を示す。該開始ＡＴＧコドンは２７１－２

７３位であり、該終結コドンは９７６－９７８位である。

    【図１Ｂ】

  図１Ｂは、該β２サブユニットの推定アミノ酸配列（配列番号２）を示す。

    【図２Ａ】

  図２Ａは、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのβ３ａサブユニットを

コードするＤＮＡ配列（配列番号３）を示す。該開始ＡＴＧコドンは３４１－３

４３位であり、該終結コドンは１１７２－１１７４位である。図２Ｂは、該β３

ａサブユニットの推定アミノ酸配列（配列番号４）を示す。

    【図２Ｂ】

  図２Ｂは、該β３ａサブユニットの推定アミノ酸配列（配列番号４）を示す。

    【図３Ａ】

  図３Ａは、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのβ３ｂサブユニットを

コードするＤＮＡ配列（配列番号５）を示す。該開始ＡＴＧコドンは７９６－７

９８位であり、該終結コドンは１５６７－１５６９位である。

    【図３Ｂ】

  図３Ｂは、該β３ｂサブユニットの推定アミノ酸配列（配列番号６）を示す。

    【図４Ａ】

  図４Ａは、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのβ３ｃサブユニットを

コードするＤＮＡ配列（配列番号７）を示す。該開始ＡＴＧコドンは８６９－８

７１位であり、該終結コドンは１６９４－１６９６位である。図４Ｂは、該β３

ｃサブユニットの推定アミノ酸配列（配列番号８）を示す。

    【図４Ｂ】

  図４Ｂは、該β３ｃサブユニットの推定アミノ酸配列（配列番号８）を示す。

    【図５Ａ】

  図５Ａは、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのβ３ｄサブユニットを

コードするＤＮＡ配列（配列番号９）を示す。該開始ＡＴＧコドンは４５７－４

５９位であり、該終結コドンは１２９４－１２９６位である。
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    【図５Ｂ】

  図５Ｂは、該β３ｄサブユニットの推定アミノ酸配列（配列番号１０）を示す

。

    【図６】

  図６は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルβ１（配列番号１１）、β

２（配列番号２）、β３ａ（配列番号４）、β３ｂ（配列番号６）、β３ｃ（配

列番号８）およびβ３ｄ（配列番号１０）サブユニットの推定アミノ酸配列のア

ライメントを示す。

    【図７】

  図７は、ヒトカルシウム感受性カリウムチャンネルのαサブユニットにより形

成されるイオンチャンネルの電気生理学的特性に対する本発明の新規βサブユニ

ットの共発現の効果を示す。図７Ａは、カルシウム感受性カリウムチャンネルα

またはαおよびβサブユニットを発現するインサイドアウトパッチにおいて記録

した電流－電位関係を示す。最大効果を検出するために、αおよびβサブユニッ

トｃＲＮＡを１：１０のモル比（βが過剰）で共注入した。該電位固定法は、－

１６０ｍＶまでの予備パルス（２００ｍｓ）、ついで－８０～＋８０ｍＶの２０

ｍＶ脱分極工程（５００ｍｓ）よりなるものであり、保持電圧は－８０ｍＶであ

り、内部Ｃａ２＋は３０μＭであった。サブユニットβ３ｂおよびβ３ｄは、電

流密度を減少させうるものの、αサブユニットにより形成されるチャンネルの電

位依存性および速度論における認められうる変化を誘発しなかった。図７Ｂ：ピ

ーク電流から算出され試験電位の関数としてプロットされた図７Ａに示す記録に

関する正規化コンダクタンスに、ボルツマン方程式をあてはめた。Ｖ１／２値は

２０ｍＶ（αサブユニット単独）、－５５ｍＶ（α＋β２サブユニット）、４５

．３６ｍＶ（α＋β３ａサブユニット）、２０ｍＶ（α＋β３ｃサブユニット）

である。図７Ｃは、αサブユニットＲＮＡよりモル過剰（１０×まで）のβ３サ

ブユニットＲＮＡの共発現が、カルシウム感受性カリウムチャンネル電流の非不

活性化成分を減少させたが排除しなかったことを示す。不活性化速度および部分

（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ）不活性化電流は、実施例２に記載のとおりに計算した

。
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    【図８Ａ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｂ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｃ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｄ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配
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列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｅ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｆ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｇ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１
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７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｈ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｉ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｊ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配
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列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｋ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｌ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｍ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ
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チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

    【図８Ｎ】

  図８Ａ～Ｎは、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＣ００７８２３．４（配

列番号２０）のゲノム配列を示す。該β３サブユニットの異なるスプライス変異

体がヌクレオチド１－４０，４６７に含有されている。該β３ａ特異的配列は１

７，４０４－１７，８０６位に、該β３ｂ特異的配列は２４，７１０－２５，５

０７位に、該β３ｃ／ｄ配列は３２，５９０－３３，５１４位に、該β３コア配

列の開始部位は３３，５１５－３３，７０５位に存在する。組織特異的発現に関

与する配列（例えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサー）はヌクレオ

チド１－１７，４０４に位置しているらしい。

【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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