
(57)【要約】
本願は、ウイルス再生を含む種々の生物学的プロセスに関与する、新規なポリペプチド及
び核酸を開示している。関連する方法及び組成物もまた記載されている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ４ つ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 含 み 、 配 列 番 号 ２ 又 は そ の 相 補 配 列 に 少 な く と も ９ ０ ％ 一 致 す
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ に 少 な く と も ９ ５ ％ 一 致 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸
。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 更 に Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 核 酸 は 、 細 胞 内 の 機 能 表 現 型 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 喪 失 を 軽 減 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ
れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 機 能 表 現 型 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 喪 失 が Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 様 粒 子 産 生 の 減 少 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載
の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
　 少 な く と も ４ つ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離
さ れ た 核 酸 で あ っ て 、 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １
、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 １ の 相 補 配 列 、 及 び 配 列 番 号 ３ の 相 補 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 １ の 相 補 配 列 、 配 列 番 号 ３ 、 及 び 配 列 番 号 ３ の 相 補 配 列 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 が 少 な く と も １ つ の イ ン ト ロ ン に よ っ て 分 断 さ れ る
、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 作 動 可 能 に 結 合 し た 転 写 調 節 配 列 を さ ら に 含 み 、 前 記 核 酸 を 発
現 ベ ク タ ー と し て 好 適 に 使 用 さ れ る よ う に し て い る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 核
酸 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
【 請 求 項 １ １ 】
　 原 核 細 胞 及 び 真 核 細 胞 の 少 な く と も １ つ に お い て 複 製 す る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 発 現 ベ
ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 細 胞 が Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 前 記 宿 主 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ た 、 精 製 さ れ た Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 細 胞 を Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 好 適 な 細 胞 培 養 培 地 中 で 培 養
す る こ と を 含 む 、 組 換 え 型 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 純 度 を 高 め る た め の 精 製 処 理 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ５ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 融 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る 核 酸 で あ っ て 、 前 記 核 酸 は 、 第 １ の 核 酸 配 列 と 第 ２ の 核 酸 配 列
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と を 含 み 、 前 記 第 １ の 核 酸 配 列 は 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 で あ り 、 前 記 第
２ の 核 酸 配 列 は 、 非 相 同 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 前 記 第 １ の 核 酸 配 列 及 び 第 ２ の 核 酸
配 列 は 、 融 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る よ う に 位 置 し て い る 、 核 酸 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 非 相 同 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ｉ ） 検 出 可 能 な 標 識 、 又 は （ ｉ ｉ ） マ ト リ ク ス 結 合 ド
メ イ ン で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 配 列 番 号 １ 及 び /又 は ３ 、 又 は そ の 相 補 配 列 に 少 な く と も ９ ０ ％ 一 致 す る 核 酸 配 列 の ５
～ １ ０ ０ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 細 胞 に 導 入 さ れ た と き 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ
及 び /又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 減 少 さ せ る 、 リ ボ 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 配 列 番 号 １ 及 び /又 は ３ 、 又 は そ の 相 補 配 列 の ５ ～ １ ０ ０ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の リ ボ 核 酸 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 配 列 番 号 １ 及 び /又 は ３ 、 又 は そ の 相 補 配 列 の １ ５ ～ ３ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の リ ボ 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 リ ボ 核 酸 が 二 本 鎖 リ ボ 核 酸 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の リ ボ 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 及 び リ ボ ザ イ ム か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の リ ボ 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 配 列 番 号 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ２ 、 ２ ４ 及 び ２ ５ の い ず れ を も 含 む 群 か ら
選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の リ ボ 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 １ ９ に 記 載 の リ ボ 核 酸 と 、 な ら び に 、 リ ポ ソ ー ム 及 び 薬 学 的 に 有 効 な 添 加 剤 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 追 加 化 合 物 と を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 局 部 投 与 用 に 製 剤 さ れ た 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ａ ） 配 列 番 号 ２ に 少 な く と も ９ １ ％ 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 、
　 ｂ ） 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 配 列 番 号 １ 又 は ３ の い ず れ か の 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 任 意 に
（ ｉ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ と 相 互 作 用 し 、 及 び /又 は （ ｉ ｉ ） 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が ウ イ ル ス 成 熟 を 低 下 さ せ る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ イ ド ウ
イ ル ス 及 び Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ウ イ ル ス の 成 熟 を 低 下 さ せ る 、 請 求
項 ２ ７ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ａ ） 前 記 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス が レ ン チ ウ イ ル ス で あ る 、
　 ｂ ） 前 記 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス が Ｈ Ｉ Ｖ １ 型 レ ン チ ウ イ ル ス で あ る 、
　 ｃ ） 前 記 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が フ ィ ロ ウ イ ル ス で あ る 、 ま た は 、
　 ｄ ） 前 記 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が エ ボ ラ フ ィ ロ ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 単 離 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 、 Ｐ Ｔ Ａ Ｐ ま た は Ｐ Ｐ Ｅ Ｙ モ チ ー フ 含 有
ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 成 熟 を 低 下 さ せ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ １ 】
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　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ４ つ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 及 び /又 は Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン を 含 む 、 請 求
項 ２ ７ ～ ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 乾 燥 重 量 で 少 な く と も ８ ０ ％ ま で 精 製 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ０
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｅ ２ 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 、 ユ ビ キ チ ン 及 び GTPaseか ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ と 相 互 作 用 す る 、 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 GTPaseが Racで あ る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 Rac が Rac1で あ る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 融 合 蛋 白 質 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ ～ ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 融 合 蛋 白 質 は 、 ２ － ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 機 能 的 で あ る 、
請 求 項 ３ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ２ ６ 及 び 配 列 番 号 ３ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 の エ ピ ト ー
プ と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る 、 単 離 さ れ た 抗 体 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ と の 相 互 作 用 を 破 壊 す る 、 請 求 項 ３ ８ に 記
載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Fabフ ラ グ メ ン ト お よ び 一 本
鎖 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ は 、 Ｅ ２ 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 、 ユ ビ キ チ ン 及 び GTPaseか ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 GTPaseが Racで あ り 、 前 記 Rac が 任 意 に Rac1で あ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 （ ｉ ） 請 求 項 ３ ８ ～ ３ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 、 及 び （ ｉ ｉ ） 前 記 抗 体 を 検 出 す
る た め の 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び 試 験 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、 及 び
Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 試 験 化 合 物 を 同 定 す る こ と
を 含 む 、 抗 ウ イ ル ス 薬 を 同 定 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号  ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ お よ び １ １ 、 及 び 配 列 番 号 ２
、 ５ 、 ７ 、 ９ お よ び １ １ の い ず れ か に 記 載 の 少 な く と も ２ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む フ
ラ グ メ ン ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
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　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 及 び Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ６ ～ ４ ８ の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 試 験 物 質 は 、 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 及 び Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ド メ
イ ン に 結 合 す る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 試 験 物 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 小 分 子 ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス で あ る 、 請
求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ と 相 互 作 用 す る 試 験 物 質 が 、 Ｐ Ｔ Ａ Ｐ ま た は Ｐ Ｐ Ｅ Ｙ モ チ ー フ を 含 有 す る ウ イ
ル ス の 成 熟 を 低 下 さ せ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 試 験 物 質 を 提 供 す る こ と 、 及 び
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 試 験 物 質 を 同 定 す る こ と を 含
む 、 抗 ウ イ ル ス 薬 を 同 定 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ マ ル チ マ ー 、 Ｒ
Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン と Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 Brca1、 Bard1、 Nef、 Rac、  Rac
1、  PAK1、  PAK2、  PAKフ ァ ミ リ ー 、 Vav、 Cdc42、 PI3K、 Nedd4、 src、 srcフ ァ ミ リ ー ポ リ
ペ プ チ ド 、 gag、 tsg101、 VASP、 RNB6、 WASP、 N-WASP、 KIAA0674か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 ５ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 試 験 物 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 小 分 子 ま た は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス で あ る 、 請
求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 及 び 試 験 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、 及 び
Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 と 結 合 す る 試 験 化 合 物 を 同 定 す る こ と
を 含 む 、 抗 ウ イ ル ス 薬 を 同 定 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 及 び １ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 試 験 物 質 は 、 リ ボ 核 酸 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ コ ン ス ト ラ ク
ト 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 及 び リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 試 験 物 質 と 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 と の 結 合 に よ っ て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 転 写 の レ ベ ル を 低 下 さ せ
る 、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 核 酸 及 び 試 験 物 質 を 提 供 す る こ と 、 及 び
Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 核 酸 と 相 互 作 用 す る 試 験 物 質 を 同 定 す る こ と
を 含 む 、 抗 ウ イ ル ス 薬 を 同 定 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 核 酸 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ マ ル チ マ ー 、 Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド
メ イ ン と Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 Brca1、 Bard1、 Nef、 Rac、  Rac1、  PAK1
、  PAK2、  PAKフ ァ ミ リ ー 、 Vav、 Cdc42、 PI3K、 Nedd4、 src、 srcフ ァ ミ リ ー ポ リ ペ プ チ ド
、 gag、 tsg101、 VASP、 RNB6、 WASP、 N-WASP、 KIAA0674か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ６ ０ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 試 験 物 質 は 、 リ ボ 核 酸 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ コ ン ス ト ラ ク
ト 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 及 び リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 試 験 物 質 を 含 む 組 成 物 を ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 少 な く と も １ 部 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細
胞 に 投 与 す る こ と 、 及 び
　 試 験 物 質 の 、 ウ イ ル ス 又 は ウ イ ル ス 様 粒 子 産 生 へ の 影 響 を 測 定 す る こ と 、
を さ ら に 含 む 請 求 項 ４ ５ ～ ６ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 抗 ウ イ ル ス 薬 は 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス 及 び Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る ウ イ ル ス に 対 し て 有 効 で あ る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ６ ２ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 ａ ） 前 記 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス が レ ン チ ウ イ ル ス で あ る 、
　 ｂ ） 前 記 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス が Ｈ Ｉ Ｖ １ 型 レ ン チ ウ イ ル ス で あ る 、
　 ｃ ） 前 記 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が フ ィ ロ ウ イ ル ス で あ る 、 ま た は 、
　 ｄ ） 前 記 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が エ ボ ラ フ ィ ロ ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 配 列 番 号 ２ に 少 な く と も ８ ０ ％ 一 致 す る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び 試 験 物 質 を 提 供 す る
こ と 、 及 び
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 試 験 物 質 を 同 定 す る こ と 、
を 含 む 、 抗 ア ポ ト ー シ ス 薬 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 前 記 試 験 物 質 が Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン お よ び Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ド メ
イ ン と 結 合 す る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 と 結 合 す る 試 験 物 質 を 同 定 す る こ を 含 む 、 抗 ア ポ ト ー シ ス 薬 を 同 定 す る た
め の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 前 記 試 験 物 質 は 、 リ ボ 核 酸 で あ る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 前 記 試 験 物 質 を 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 投 与 す る こ と 、 及 び
　 試 験 物 質 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス を 測 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ６ ～ ７
１ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 活 性 を 阻 害 す る 物 質 の 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 そ れ を 必 要 と す る 被 験 体
に お け る 感 染 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 物 質 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る 、 請 求 項 ７ ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 前 記 物 質 は 、 小 分 子 、 抗 体 、 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 及 び ポ リ ペ プ
チ ド で あ る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 前 記 物 質 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ と の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 、 請
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求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｃ は 、 Ｅ ２ 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 、 ユ ビ キ チ ン 及 び GTPaseか ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 前 記 GTPaseが Racで あ る 、 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 前 記 Rac が Rac1で あ る 、 請 求 項 ７ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 前 記 物 質 は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ コ ン ス ト ラ ク ト 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素
お よ び リ ボ ザ イ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 前 記 Ｒ Ｎ Ａ ｉ コ ン ス ト ラ ク ト が 、 配 列 番 号 １ ５ 、 １ ８ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ２ 、 ２ ４
及 び ２ ５ の い ず れ を も 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ ０ に 記 載 の リ ボ 核 酸 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 前 記 物 質 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 減 少 さ せ る 、 請 求 項 ８ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 の １ 以 上 の 組 換 え コ ン ス ト ラ ク ト を 含 有 す る 、 複 数 の 細 胞 を 含 む 非 ヒ ト
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で あ っ て 、 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 の 発 現 が 機 能 表 現 型 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 喪
失 を 軽 減 す る 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 前 記 １ 以 上 の 組 換 え コ ン ス ト ラ ク ト が 胚 形 成 期 の 前 記 動 物 ま た は 前 記 動 物 の 祖 先 に 導 入
さ れ る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 単 離 さ れ た 細 胞 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 前 記 細 胞 が 生 殖 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 前 記 細 胞 が 体 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 全 て の 生 殖 細 胞 お よ び 体 細 胞 が 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 の １ 以 上 の 組 換 え コ ン ス ト ラ ク ト を
含 む 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 前 記 組 換 え コ ン ス ト ラ ク ト は 、 マ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 又
は リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 胚 に 導 入 さ れ る 、 請 求 項 ８ ４ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 前 記 非 ヒ ト 動 物 は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 雌 牛 及 び サ ル か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 が ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ト ラ ン ス ジ ー ン で あ る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 非 ヒ ト
動 物 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ト ラ ン ス ジ ー ン を 凍 結 卵 子 に 導 入 す る こ と 、 お よ び 前 記 凍 結 卵 子 を 移 植 す る こ
と を 含 む 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 機 能 表 現 型 の 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 喪 失 は 、 ウ イ ル ス ／ ウ イ ル ス 様 粒 子 の 産 生 を 低 下 さ せ る 、 請
求 項 ８ ３ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 に 試 験 化 合 物 を 投 与 す る こ と 、 及 び 機 能 表 現 型 の Ｐ Ｏ Ｓ
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Ｈ 喪 失 を 促 進 す る と き の 前 記 試 験 化 合 物 の 効 果 を ア ッ セ イ す る こ と を 含 む 、 ウ イ ル ス 感 染
を 治 療 す る た め に 使 用 さ れ る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 （ ｉ ） 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス 、
レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス お よ び Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス か ら 選 択 さ れ る ウ イ ル ス で 感 染 さ せ る こ と 、 （
ｉ ｉ ） ス テ ッ プ （ ｉ ） の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と 、
及 び （ ｉ ｉ ｉ ） 治 療 さ れ た 動 物 か ら の サ ン プ ル に お け る ウ イ ル ス 様 粒 子 の 作 製 と 、 治 療 さ
れ て い な い ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は 対 照 物 質 を 用 い て 治 療 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 か ら の サ ン プ ル に お け る ウ イ ル ス 様 粒 子 の 作 製 と を 比 較 す る こ と を 含 み 、 治 療 さ れ た
動 物 の ウ イ ル ス 様 粒 子 の 作 製 の 、 治 療 さ れ て い な い も し く は 対 照 物 質 を 用 い て 治 療 さ れ た
場 合 の ウ イ ル ス 様 粒 子 の 作 製 の 違 い が 、 抗 ウ イ ル ス 可 能 性 を 示 す 、 試 験 化 合 物 の 抗 ウ イ ル
ス 可 能 性 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 （ ｉ ） ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ト ラ ン ス ジ ー ン を 発 現 す る 生 殖 細 胞 系 列 と 体 細 胞 、 ま た は そ れ に 由
来 す る 細 胞 の サ ン プ ル を 持 つ 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を エ ン
ベ ロ ー プ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス お よ び Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス か ら 選 択 さ れ る ウ イ ル ス で
感 染 さ せ る こ と 、
（ ｉ ｉ ） ス テ ッ プ （ ｉ ） の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 も し く は サ ン プ ル を 試 験 化 合 物
と 接 触 さ せ る こ と 、 及 び
　 （ ｉ ｉ ｉ ） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の 検 体 中 又 は そ の 細 胞 の サ ン プ ル 中 に お け る ウ
イ ル ス 様 粒 子 の 生 成 を 測 定 す る こ と を 含 み 、
ウ イ ル ス 様 粒 子 の 生 成 の 、 試 験 化 合 物 を 含 ま な い ウ イ ル ス 様 粒 子 の 生 成 に 対 す る 、 相 対 的
な 統 計 学 的 に 重 要 な 減 少 を 示 す 、 試 験 化 合 物 の 抗 体 ウ イ ル ス 活 性 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 ａ ） 前 記 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス が レ ン チ ウ イ ル ス で あ る 、
　 ｂ ） 前 記 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス が Ｈ Ｉ Ｖ １ 型 レ ン チ ウ イ ル ス で あ る 、
　 ｃ ） 前 記 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が フ ィ ロ ウ イ ル ス で あ る 、 ま た は 、
　 ｄ ） 前 記 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が エ ボ ラ フ ィ ロ ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 ９ ４ ～ ９ ６ の い ず れ か
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン 関 連 活 性 を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 ウ イ ル ス 成 熟 を 阻
害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 及 び １ １ か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ 、 フ ラ グ メ ン ト が 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 及 び １ １ の い ず れ か に 示 さ れ た 少 な く と も ２
０ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 ９ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 前 記 Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン の 活 性 を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 請 求
項 ９ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 小 分 子 、 抗 体 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス お よ び ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 物
質 を 投 与 す る こ と に よ っ て ウ イ ル ス 成 熟 が 阻 害 さ れ る 、 請 求 項 ９ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 前 記 物 質 が 、 配 列 番 号 ３ ０ に 記 載 の エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る 抗 体 も し く は そ
の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ ０ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ コ ン ス ト ラ ク ト 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 及 び リ ボ ザ イ
ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 物 質 を 投 与 す る こ と に よ っ て ウ イ ル ス 成 熟 が 阻 害 さ れ る 、 請
求 項 ９ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
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　 前 記 Ｒ Ｎ Ａ ｉ コ ン ス ト ラ ク ト が 、 配 列 番 号 １ ５ 、 １ ８ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ２ 、 ２ ４
及 び ２ ５ の い ず れ を も 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス お よ び Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス か ら 選 択 さ れ る ウ イ
ル ス の 成 熟 を 阻 害 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ９ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 ａ ） 前 記 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス が レ ン チ ウ イ ル ス で あ る 、
　 ｂ ） 前 記 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス が Ｈ Ｉ Ｖ １ 型 レ ン チ ウ イ ル ス で あ る 、
　 ｃ ） 前 記 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が フ ィ ロ ウ イ ル ス で あ る 、 ま た は 、
　 ｄ ） 前 記 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が エ ボ ラ フ ィ ロ ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 １ ０ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 ユ ビ キ チ ン 関 連 活 性 と 互 換 可 能 な 、 ユ ビ キ チ ン 、 Ｅ １ 、 Ｅ ２ 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド
を 含 む 混 合 物 を 形 成 す る こ と 、 及 び
前 記 ユ ビ キ チ ン が 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る か ど う か を 検 出 す る こ と
を 含 む 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン 関 連 活 性 を 試 験 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 及 び ２ ６ か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 前 記 ユ ビ キ チ ン が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ０ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ０ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 前 記 標 識 が 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素 及 び 酵 素 コ フ ァ ク タ ー か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 １ ０ ９ 又 は １ １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 （ ｉ ） ユ ビ キ チ ン 、 Ｅ ２ お よ び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 混 合 物 を 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ
プ チ ド の ユ ビ キ チ ン 化 を 促 進 す る 条 件 下 で 提 供 す る こ と 、
　 （ ｉ ｉ ） 前 記 ユ ビ キ チ ン 接 合 系 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン 化 の レ ベ ル
を 測 定 す る こ と 、 及 び
　 （ ｉ ｖ ） 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 、 ユ ビ キ チ ン 化 の 測 定 さ れ た レ ベ ル と 、 好 適 な 参 照 と
を 比 較 す る こ と を 含 み 、
候 補 物 質 の 存 在 下 で の 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン 化 の 低 下 が 調 節 蛋 白 質 の ユ
ビ キ チ ン 化 の 阻 害 を 示 す 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン 関 連 活 性 の 阻 害 を 同 定 す る
ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 前 記 ユ ビ キ チ ン は 、
-ユ ビ キ チ ン 接 合 系 が Ｅ １ お よ び ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 を さ ら に 含 む 場 合 、 非 接 合 型 ユ ビ キ
チ ン 、
-活 性 化 さ れ た Ｅ １ ： ユ ビ キ チ ン 接 合 体 、 お よ び
-活 性 化 さ れ た Ｅ ２ ： ユ ビ キ チ ン チ オ エ ス テ ル 複 合 体 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ２ に 記
載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 前 記 ユ ビ キ チ ン が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ２ に 記 載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ２ に 記 載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 ２ ６ に 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 配 列 番 号 ３ ０ に 示
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か １ つ の 阻 害 剤 な ら び に 薬 学 的 に 許 容 で き る 添 加 剤 を 含 む 、
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治 療 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 前 記 阻 害 剤 が 、 小 分 子 、 抗 体 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ６ に 記 載 の 治 療 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 前 記 阻 害 剤 が 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ の 間 の 相 互 作 用 を 破 壊 し 、 及 び
/又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン 関 連 活 性 を 阻 害 す る 、 請 求 項 １ １ ６ に 記 載 の 治
療 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 前 記 阻 害 剤 は 、 配 列 番 号 ３ ０ に 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ １ ６ に 記 載 の 治
療 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 前 記 阻 害 剤 は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ コ ン ス ト ラ ク
ト お よ び リ ボ ザ イ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ６ に 記 載 の 治 療 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 前 記 Ｒ Ｎ Ａ ｉ コ ン ス ト ラ ク ト が 、 配 列 番 号 １ ５ 、 １ ８ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ２ 、 ２ ４
及 び ２ ５ の い ず れ を も 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ６ に 記 載 の 治 療 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び ユ ビ キ チ ン を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド － ユ ビ キ チ ン 接 合 体 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ を 含 む 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 物 質 を 、 そ れ を 必 要 と す る 被 験 体 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 物 質 が Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 の
ウ イ ル ス 放 出 を 阻 害 す る 、 ウ イ ル ス 感 染 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 前 記 物 質 が 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 ポ リ ペ プ チ ド を 阻 害 す る 、 請 求 項 １ ２ ５ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ マ ル チ マ ー 、 Ｒ
Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン と Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 Brca1、 Bard1
、 Nef、 Rac、  Rac1、  PAK1、  PAK2、  PAKフ ァ ミ リ ー 、 Vav、 Cdc42、 PI3K、 Nedd4、 src、 s
rcフ ァ ミ リ ー ポ リ ペ プ チ ド 、 gag、 tsg101、 VASP、 RNB6、 WASP、 N-WASP、 KIAA0674か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か と 関
連 す る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と を 含 む 、 治 療 的 イ ン タ ー ベ ン シ ョ ン の た め の 標 的 を 同
定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ マ ル チ マ ー 、 Ｒ
Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン と Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 Brca1、 Bard1
、 Nef、 Rac、  Rac1、  PAK1、  PAK2、  PAKフ ァ ミ リ ー 、 Vav、 Cdc42、 PI3K、 Nedd4、 src、 s
rcフ ァ ミ リ ー ポ リ ペ プ チ ド 、 gag、 tsg101、 VASP、 RNB6、 WASP、 N-WASP、 KIAA0674か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 ユ ビ キ チ ン 、 Ｅ １ 、 Ｅ ２ 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 混 合 物 を 形 成 す る こ と 、
　 試 験 化 合 物 を 添 加 す る こ と 、 お よ び
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 検 出 す る こ と を 含 み 、
　 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の リ ガ ー ゼ 活 性 を 減 少 さ せ る 化 合 物 が 潜 在 的 抗 ウ イ ル ス 薬 で
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あ る 、 化 合 物 の 抗 ウ イ ル ス 可 能 性 を 評 価 す る た め の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　
　 本 願 は 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ９ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/345,846号 及 び ２ ０ ０
２ 年 ３ 月 １ ５ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/364,530号 の 出 願 日 の 利 益 を 主 張 す る 。
こ れ ら の 出 願 の 内 容 全 体 を 本 明 細 書 中 に 引 用 に よ っ て 援 用 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 潜 在 的 な 薬 物 標 的 の 評 価 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 又 は 蛋 白 質 分 子 が 疾 患 の プ ロ セ ス に 関 連 し
て い る か ど う か 、 し た が っ て 、 新 た な 治 療 薬 開 発 の た め の 好 適 な 標 的 と な る か ど う か を 決
定 す る こ と を 含 む 。 薬 物 の 発 見 、 そ れ に よ っ て 生 理 活 性 化 合 物 が 同 定 さ れ 、 特 徴 づ け ら れ
る プ ロ セ ス は 、 ヒ ト 疾 患 の 新 た な 治 療 の 開 発 に お け る 重 要 な ス テ ッ プ で あ る 。 薬 物 発 見 の
背 景 は 、 ゲ ノ ム 化 学 の 革 命 の た め に 劇 的 に 変 化 し て い る 。 Ｄ Ｎ Ａ 及 び 蛋 白 質 配 列 は 、 新 た
な 薬 物 標 的 の 宿 主 及 び 無 数 の の 関 連 情 報 を 生 み 出 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 種 々 の 疾 患 状 態 、 又 は 炎 症 や 免 疫 反 応 な ど の 重 要 な 生 物 学 的 プ ロ セ ス に 関 与 す る 遺 伝 子
及 び 蛋 白 質 の 同 定 は 、 薬 物 設 計 プ ロ セ ス に 不 可 欠 の 部 分 で あ る 。 も し 適 切 な 分 子 標 的 を 同
定 す る こ と が で き 、 適 切 な ア ン タ ゴ ニ ス ト を 開 発 す る こ と が で き れ ば 、 そ の 状 態 の 分 子 的
病 因 に 関 わ る １ 以 上 の 遺 伝 子 の 発 現 を 減 少 さ せ る こ と に よ っ て 、 多 く の 疾 患 及 び 障 害 を 治
療 又 は 予 防 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 例 え ば 、 １ 以 上 の 細 胞 発 癌 遺 伝 子 が 活 性 化 さ れ 、
そ の 結 果 と し て 細 胞 周 期 プ ロ セ ス の 抑 制 さ れ な い 進 行 が 生 じ る 癌 を 、 適 切 な 細 胞 周 期 コ ン
ト ロ ー ル 遺 伝 子 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る こ と に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る だ ろ う 。 さ ら に
、 ハ ン チ ン ト ン 病 の よ う な 、 多 く の ヒ ト 遺 伝 子 病 な ら び に 遺 伝 子 的 及 び 後 成 的 因 子 の 双 方
の 影 響 を 受 け る い く つ か の プ リ オ ン 状 態 は 、 そ の 機 能 の 完 全 な 喪 失 に 反 す る よ う な 、 ポ リ
ペ プ チ ド の 不 適 切 な 活 性 に よ っ て 生 じ る 。 し た が っ て 、 そ の よ う な 突 然 変 異 遺 伝 子 の 異 常
な 機 能 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る こ と は 、 治 療 の 手 段 を 提 供 す る だ ろ う 。 さ ら に 、 そ の よ う な
遺 伝 子 の 異 常 な 機 能 は 、 治 療 手 段 を 提 供 す る だ ろ う 。 さ ら に 、 Ｈ Ｉ Ｖ の よ う な 感 染 症 は 、
Ｈ Ｉ Ｖ プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 逆 転 写 酵 素 な ど の 特 異 的 な 必 須 の レ ト ロ ウ イ ル ス 蛋 白 質 を 標 的
と し た 分 子 ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 治 療 が 功 を 奏 し て き た 。 そ の よ う な 疾 患 及 び 障 害 を 治 療
す る た め の 薬 物 療 法 は 、 疾 患 遺 伝 子 の ポ リ ペ プ チ ド 産 物 を 標 的 と す る 分 子 ア ン タ ゴ ニ ス ト
を 頻 用 し て き た 。 し か し な が ら 、 関 連 す る 遺 伝 子 又 は 蛋 白 質 標 的 の 発 見 は 、 困 難 で あ り 、
時 間 が か か る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 特 に 興 味 深 い 領 域 の １ つ は 、 ウ イ ル ス の 生 命 周 期 中 、 ウ イ ル ス に よ っ て 協 調 さ れ る 宿 主
遺 伝 子 及 び 蛋 白 質 の 同 定 で あ る 。 多 く の ウ イ ル ス 中 に 見 ら れ る 高 い 突 然 変 異 の 率 と 組 み 合
わ さ れ た 多 く の ウ イ ル ス 病 の 重 篤 か つ 不 治 の 性 質 に よ っ て 、 抗 ウ イ ル ス 薬 の 同 定 が 世 界 の
健 康 の 増 進 の 最 優 先 事 項 と な っ て い る 。 ウ イ ル ス の 生 命 周 期 に 関 与 す る 遺 伝 子 及 び 蛋 白 質
も 研 究 対 象 と な っ て き て い る 。 な ぜ な ら 、 そ の よ う な 遺 伝 子 及 び 蛋 白 質 は 宿 主 の 細 胞 中 に
典 型 的 に 付 加 的 活 性 を も た ら し 、 他 の 非 ウ イ ル ス 病 の 状 態 に 役 割 を 果 た す か も し れ な い か
ら で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ウ イ ル ス 成 熟 は Ｇ ａ ｇ 蛋 白 質 の 蛋 白 分 解 処 理 と 種 々 の 宿 主 蛋 白 質 の 活 性 に 関 与 す る 。 エ
ク ソ ／ エ ン ド サ イ ト － シ ス 及 び ユ ビ キ チ ン 結 合 の た め の 細 胞 の 仕 組 み が そ の 成 熟 に 関 与 し
て い る か も し れ な い と 考 え ら れ て い る 。 特 に 、 構 築 、 出 芽 、 及 び そ れ に 続 く レ ト ロ イ ド ウ
イ ル ス 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 及 び 種 々 の レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 及
び フ ィ ロ ウ イ ル ス な ど の エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス の 放 出 に は 、 Ｇ ａ ｇ ポ リ 蛋 白 質 が 関 与 す る
か も し れ な い 。 合 成 後 、 Ｇ ａ ｇ は 、 原 形 質 膜 を 標 的 と し 、 そ こ で 新 生 ウ イ ル ス 粒 子 の 出 芽
を 誘 導 す る 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ウ イ ル ス の 構 築 に お け る ユ ビ キ チ ン の 役 割 は 、 成 長 し た ウ イ ル ス 粒 子 が 非 結 合 型 ユ ビ キ
チ ン に 富 ん で い る こ と を 観 察 し た Duniganら （ 1988、 Virology 165、 310、 Meyersら 、 1991
、 Virology 180、 602） に よ っ て 示 唆 さ れ た 。 よ り 最 近 に な っ て 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤
が 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 、 Ｈ Ｉ Ｖ － ２ 及 び Ｓ Ｉ Ｖ 及 び Ｒ Ｓ Ｖ  Ｇ ａ ｇ 由 来 の ウ イ ル ス 様 粒 子 の 放 出
を 抑 制 す る こ と が わ か っ た 。 ま た 、 阻 害 剤 は 、 Ｇ ａ ｇ プ ロ セ シ ン グ 及 び 感 染 粒 子 へ の 成 長
に 影 響 を 及 ぼ す （ Schubertら 、 2000、 PNAS 97、 13057、 Hartyら 、 2000、 PNAS 97、 13871
、 Strackら 、  2000、 PNAS 97、 13063、 Patnaikら 、 2000、 PNAS 97、 13069） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ユ ビ キ チ ン 媒 介 性 の 蛋 白 質 分 解 は 、 真 核 細 胞 の 細 胞 間 蛋 白 質 の 選 択 的 な 、 制 御 さ れ た 分
解 の た め の 経 路 で あ る 。 細 胞 内 の 種 々 の 蛋 白 質 標 的 ユ ビ キ チ ン 改 変 は 、 遺 伝 子 発 現 、 細 胞
周 期 の 調 節 、 細 胞 表 面 受 容 体 の 改 変 、 リ ボ ゾ ー ム の 生 合 成 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 の 調 節 な ど 多 く の
基 礎 的 な 細 胞 機 能 に お い て 重 要 と 思 わ れ る 。 ユ ビ キ チ ン 媒 介 系 の 主 要 な 機 能 の １ つ は 、 細
胞 蛋 白 質 の 半 減 期 の 制 御 で あ る 。 様 々 な 蛋 白 質 の 半 減 期 は 、 数 分 か ら 数 日 の 範 囲 と な る こ
と が で き 、 細 胞 の タ イ プ 、 栄 養 及 び 環 境 条 件 な ら び に 細 胞 周 期 の 段 階 に に か な り 依 存 し て
変 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 恐 ら く ユ ビ キ チ ン 依 存 性 プ ロ テ ア ソ ー ム の 活 性 を 介 し て 選 択 的 分 解 を 行 う 標 的 蛋 白 質 は
、 ユ ビ キ チ ン の Ｃ － 末 端 グ リ シ ル 残 基 と 基 質 蛋 白 質 の 特 異 的 な リ シ ル 残 基 と の 間 の イ ソ ペ
プ チ ド 結 合 の 形 成 を 介 し て ユ ビ キ チ ン で 共 有 的 に タ グ を 付 け る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 ユ ビ キ
チ ン 活 性 化 酵 素 （ Ｅ １ ） 及 び ユ ビ キ チ ン 接 合 酵 素 （ Ｅ ２ ） に よ っ て 触 媒 さ れ 、 い く つ か の
例 に お い て は 、 こ の プ ロ セ ス は 、 補 助 的 な 基 質 認 識 蛋 白 質 （ Ｅ ３ ） も 必 要 で あ る 。 第 １ の
ユ ビ キ チ ン 鎖 の 連 結 、 ユ ビ キ チ ン の 追 加 的 な 分 子 は 、 枝 分 か れ し た 多 ユ ビ キ チ ン 鎖 を 形 成
す る た め の 、 あ ら か じ め 結 合 し た 部 分 の リ ジ ン 側 鎖 に 付 着 す る の か も し れ な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ユ ビ キ チ ン と 蛋 白 質 基 質 と の 結 合 は 、 マ ル チ ス テ ッ プ プ ロ セ ス で あ る 。 最 初 の Ａ Ｔ Ｐ 要
求 ス テ ッ プ に お い て 、 ユ ビ キ チ ン の Ｃ 末 端 と Ｅ １ 酵 素 の 内 部 シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 に チ オ
エ ス テ ル が 形 成 さ れ る 。 そ の 後 、 活 性 化 さ れ た ユ ビ キ チ ン は 、 複 数 の Ｅ ２ 酵 素 の う ち の １
つ の 上 の 特 異 的 な シ ス テ イ ン に 移 さ れ る よ う で あ る 。 最 後 に 、 こ れ ら の Ｅ ２ 酵 素 は 、 典 型
的 に は 、 ユ ビ キ チ ン 酵 素 と し て も 知 ら れ て い る Ｃ ３ 蛋 白 質 の 援 助 を 介 し て 、 ユ ビ キ チ ン を
蛋 白 質 基 質 に 提 供 す る 。 い く つ か の 例 で は 、 基 質 は 、 ユ ビ キ チ ン 結 合 Ｅ ２ 酵 素 に よ っ て 直
接 的 に 認 識 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ユ ビ キ チ ン 系 は 、 細 胞 周 期 の 進 行 、 ア ポ ト ー シ ス 、 及 び 多 く の 膜 受 容 体 の 代 謝 回 転 を 含
む 広 範 な 細 胞 プ ロ セ ス に お い て 役 割 を 果 た す 。 ウ イ ル ス 感 染 に お い て 、 ユ ビ キ チ ン 系 は 、
構 築 、 出 芽 及 び 放 出 の み な ら ず 、 ウ イ ル ス 誘 導 性 新 生 物 を 導 く こ と も あ る ｐ ５ ３ の よ う な
宿 主 蛋 白 質 の 抑 制 に も 関 与 す る 。 Ｈ Ｉ Ｖ  Ｖ ｐ ｕ 蛋 白 質 は 、 Ｉ κ Ｂ 分 解 を 調 節 す る Ｅ ３ 蛋
白 質 と 相 互 作 用 し 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 を 間 接 的 に 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 感 染 し た 細 胞 の ア
ポ ト ー シ ス を 促 進 す る と 考 え ら れ て い る （ Bourら （ 2001） J Exp Med 194: 1299-311； 米
国 特 許 第 5,932,425号 ） 。 ユ ビ キ チ ン 系 は 、 モ ノ － ユ ビ キ チ ン 化 （ ubiquitinotin） 及 び ポ
リ ユ ビ キ チ ン 化 （ ubiquitinotin） の 双 方 に よ っ て 蛋 白 質 機 能 を 調 節 す る 。 そ し て 、 ポ リ
ユ ビ キ チ ン 化 （ ubiquitinotin） は 、 主 に 蛋 白 質 分 解 と 関 連 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 小 胞 輸 送 シ ス テ ム は 、 細 胞 小 器 官 、 原 形 質 膜 及 び 細 胞 外 媒 体 に お け る 蛋 白 質 の 分 配 の 主
要 経 路 で あ る 。 小 胞 輸 送 シ ス テ ム は 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に 種 々 の 疾 患 の 状 態 に 関 与 し て い
る 。 真 核 生 物 の 細 胞 の 主 要 な 小 胞 輸 送 シ ス テ ム は 、 ク ラ ス リ ン コ ー ト さ れ た 小 胞 及 び コ ー
ト マ ー コ ー ト さ れ た 小 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る 系 を 含 む 。 ク ラ ス リ ン コ ー ト さ れ た 小 胞 は 、
原 形 質 膜 と 初 期 の エ ン ド ソ ー ム と の 間 の 、 な ら び に ト ラ ン ス -ゴ ル ジ 体 ネ ッ ト ワ ー ク か ら
エ ン ド ソ ー ム へ の エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 媒 介 す る 受 容 体 な ど の 場 合 、 通 常 輸 送 に 関 与 す る
。 コ ー ト マ ー コ ー ト さ れ た 小 胞 は 、 コ ー ト 蛋 白 質 Ｉ （ Ｃ Ｏ Ｐ － １ ） コ ー ト さ れ た 小 胞 及 び
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Ｃ Ｏ Ｐ － Ｉ Ｉ コ ー ト さ れ た 小 胞 を 含 み 、 そ の 両 方 は 、 Ｅ Ｒ と ゴ ル ジ 体 シ ス テ イ ン の 間 の 種
々 の 分 子 の 輸 送 を 媒 介 す る 傾 向 が あ る 。 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 、 小 胞 は 、 コ ー ト 蛋 白 質
で コ ー ト さ れ た 膜 の 蛋 白 質 か ら 出 芽 さ せ る こ と に よ っ て 形 成 さ れ 、 小 胞 は 、 標 的 分 子 に 融
合 す る 前 に そ の コ ー ト を 脱 落 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ク ラ ス リ ン は 、 細 胞 質 の 膜 表 面 の 構 築 物 を コ ー ト し 、 最 終 的 に 摘 み 取 ら れ て 小 胞 と な る
ピ ッ ト を 形 成 す る 。 ク ラ ス リ ン 自 身 は 、 ク ラ ス リ ン 三 本 脚 を 形 成 す る 、 ク ラ ス リ ン 重 鎖 と
ク ラ ス リ ン 軽 鎖 の ２ つ の サ ブ ユ ニ ッ ト で 構 成 さ れ る 。 ク ラ ス リ ン は 、 ア ッ セ ン ブ リ 蛋 白 質
、 Ａ Ｐ １ ８ ０ 、 ア ダ プ タ 複 合 体 （ Ａ Ｐ １ 、 Ａ Ｐ ２ 、 Ａ Ｐ ３ 及 び Ａ Ｐ ４ ） 、 β -ア レ ス チ ン
、 ア レ ス チ ン ３ 、 オ ー キ シ リ ン （ auxilin） 、 エ プ シ ン 、 Ｅ ｐ ｓ ｌ ５ 、 ｖ － Ｓ Ｎ Ａ Ｒ Ｅ 、
ア ン ピ フ ィ シ ン （ amphiphysins） 、 ダ イ ナ ミ ン 、 シ ナ プ ト ジ ャ ミ ン （ synaptojanin） 及 び
エ ン ド フ ィ リ ン を 含 む 他 の 蛋 白 質 の 宿 主 と 関 連 す る 。 ア ダ プ タ 複 合 体 は 、 ク ラ ス リ ン ケ ー
ジ 形 成 を 促 進 し 、 ク ラ ス リ ン が 膜 、 膜 蛋 白 質 及 び 前 述 の 成 分 の 多 く と 結 合 す る の を 助 け る
。 Ａ Ｐ １ は 、 ト ラ ン ス -ゴ ル ジ 体 ネ ッ ト ワ ー ク 由 来 の ク ラ ス リ ン コ ー ト 小 胞 と 関 与 し 、 γ
、 β １ 、 μ １ 及 び σ １ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 有 す る 。 Ａ Ｐ ２ は 、  エ ン ド サ イ ト ー シ ス 性 ク
ラ ス リ ン コ ー ト 小 胞 と 関 与 し 、 α 、 β ２ 、 μ ２ 及 び σ ２ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 有 す る 。 ク ラ
ス リ ン 複 合 体 及 び 他 の 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 は 、 SH3 (Srcホ モ ロ ジ ー ３ )ド メ イ ン 、 PH (プ
レ ク ト ス リ ン ホ モ ロ ジ ー ) ド メ イ ン 、 EH ド メ イ ン お よ び NPFド メ イ ン な ど の 複 合 体 蛋 白 質
に 見 い だ さ れ る 種 々 の ド メ イ ン に よ っ て 媒 介 さ れ る (Marshら 、 (1999) Science 285:215-2
0； Pearseら 、 (2000) Curr Opin Struct Biol 10(2):220-8)。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 コ ー ト マ ー で コ ー ト さ れ た 小 胞 の 形 成 は 、 そ の 同 族 の グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交 換 フ ァ ク
タ （ 例 え ば 、 Ｓ Ｅ Ｃ １ ２ 、 Ｇ Ｅ Ａ １ 、 Ｇ Ｅ Ａ ２ ） に よ っ て 、 小 さ な GTPase（ 例 え ば 、 Ａ Ｒ
Ｆ 又 は Ｓ Ａ Ｒ ） を 補 充 す る こ と に よ っ て 開 始 さ れ る 。 最 初 の 複 合 体 は 、 コ ー ト 蛋 白 質 複 合
体 （ Ｃ Ｏ Ｐ Ｉ 又 は Ｃ Ｏ Ｐ Ｉ Ｉ ） に よ っ て 認 識 さ れ る 。 そ の 後 コ ー ト は 、 膜 全 体 に 成 長 し 、
種 々 の cargo蛋 白 質 が 成 長 ネ ッ ト ワ ー ク 中 に 封 入 さ れ る 。 最 終 的 に 、 膜 は 隆 起 し 、 小 胞 と
な る 。 コ ー ト 蛋 白 質 は 、 GTPase の GTPase活 性 を 刺 激 し 、 Ｇ Ｔ Ｐ の 加 水 分 解 に よ っ て 、 コ
ー ト 蛋 白 質 は 、 複 合 体 か ら 放 出 さ れ 、 小 胞 を 脱 コ ー ト す る 。 コ ー ト マ ー で コ ー ト さ れ た 小
胞 と 関 連 す る 他 の 蛋 白 質 に は 、 v-SNAREs、 Rab GTPases及 び 、 適 切 な cargo蛋 白 質 の 補 充 を
助 け る 種 々 の 受 容 体 が 含 ま れ る （ Springerら 、 （ 1999） Cell 97: 145-48） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 と り わ け 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 、 こ れ ら の プ ロ セ ス の １ 以 上 に 関 連 す る 蛋
白 質 を 同 定 す る こ と は 有 益 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 部 分 的 に 、 本 願 は 、 新 規 な ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ （ Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン に 富 ん だ ）
核 酸 配 列 、 及 び そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、
Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ は 、 ウ イ ル ス 成 熟 に お い て 役 割 を 果 た す 。 任 意 に 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ は 、 ウ イ ル ス 放 出 を
媒 介 す る 複 合 体 の 構 築 又 は 輸 送 に お い て 作 用 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ
プ チ ド は 、 い く つ か の 蛋 白 質 の ユ ビ キ チ ン 化 を 刺 激 す る か 、 又 は 膜 融 合 を 刺 激 す る か 、 又
は そ の 両 方 を 行 う こ と が で き る 。 当 該 技 術 の 当 業 者 が 容 易 に 理 解 で き る で あ ろ う よ う に 、
Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 蛋 白 質 は 、 多 数 の 異 な る 複 合 体 を 異 な る 時 期 に 形 成 す る こ と が で き る 。 い く つ か
の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ （ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  Ａ Ｐ ） と 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド 及 び Ｐ
Ｏ Ｓ Ｈ が 媒 介 す る 生 物 学 的 プ ロ セ ス に 関 与 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様
に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 小 胞 輸 送 に お い て 機 能 を 果 た す 。 更 な る 態 様 に お い
て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｒ ａ ｃ シ グ ナ リ ン グ 経 路 を 調 節 す る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お
い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｊ Ｎ Ｋ 経 路 を 調 節 す る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｎ Ｆ － ｋ Ｂ を 調 節 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド
は 、 ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 核 酸 配 列 及 び そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 、
な ら び に そ の 核 酸 配 列 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体
、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 な ら び に ウ イ ル ス
、 好 ま し く は エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 及 び 特 に レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス に 感 染
し た 細 胞 を 検 出 す る 診 断 方 法 を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ １ ７ 】
　 あ る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 及 び /又 は １ ０ の 配 列 又 は
そ れ ら の 相 補 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 を 提 供 す る 。 関 連 す る 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４
、 ６ 、 ８ 及 び /又 は １ ０ 又 は そ の 相 補 配 列 の 、 少 な く と も 約 １ ２ 、 少 な く と も 約 １ ５ 、 少
な く と も 約 ２ ５ 、 少 な く と も 約 ４ ０ 、 少 な く と も 約 １ ０ ０ 、 少 な く と も 約 ３ ０ ０ 、 少 な く
と も 約 ５ ０ ０ 、 少 な く と も 約 １ ０ ０ ０ 、 又 は 少 な く と も 約 ２ ５ ０ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ
ド か ら 全 長 ま で に 対 応 す る 配 列 に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 ９ ０ %、  ９ ５ %又 は ９ ７ ～ ９ ８ %又
は １ ０ ０ %一 致 す る 核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 あ る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ３ １ ～ ３ ５ の 配 列 又 は そ の 相 補 配 列 に ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 を 提 供
す る 。 関 連 す る 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 配 列 番 号 ３ １ ～ ３ ５ の 配 列 又 は そ の 相 補 配 列 の 、
少 な く と も 約 １ ２ 、 少 な く と も 約 １ ５ 、 少 な く と も 約 ２ ５ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら 全
長 ま で に 対 応 す る 配 列 に 少 な く と も ８ ０ ％ 、 ９ ０ %、  ９ ５ %又 は ９ ７ ～ ９ ８ %又 は １ ０ ０ %
一 致 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 他 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 及 び /又 は １
０ の 配 列 又 は そ の 相 補 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 又 は 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 及 び /又 は １ ０ 又 は そ の 相 補 配 列 の 、 少 な く と
も 約 １ ２ 、 少 な く と も 約 １ ５ 、 少 な く と も 約 ２ ５ 、 少 な く と も 約 ４ ０ 、 少 な く と も 約 １ ０
０ 、 少 な く と も 約 ３ ０ ０ 、 少 な く と も 約 ５ ０ ０ 、 少 な く と も 約 １ ０ ０ ０ 、 又 は 少 な く と も
約 ２ ５ ０ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら 全 長 ま で に 対 応 す る 配 列 に 少 な く と も ８ ０ ％ 、 ９
０ %、  ９ ５ %又 は ９ ７ ～ ９ ８ %又 は １ ０ ０ %一 致 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び 前 記 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー と し て 好 適 に 使 用 で
き る よ う に し た 転 写 調 節 配 列 を 含 む 核 酸 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 原 核 細
胞 又 は 真 核 細 胞 に お い て 複 製 す る こ と が 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ て い て も よ い 。 関
連 す る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 及 び /又 は １ ０ 、 又
は そ の 相 補 配 列 の 少 な く と も 約 １ ２ 、 少 な く と も 約 １ ５ 、 少 な く と も 約 ２ ５ 、 少 な く と も
約 ４ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 前 記 配 列 が そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 遺 伝 子 の 全 長 ま
で に 対 応 す る 、 核 酸 プ ロ ー ブ に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 略 純 粋
な 核 酸 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 １ 及 び /又 は ３ 、 又 は そ の 相 補 配 列 の 、 少 な
く と も １ ２ 、 少 な く と も ２ ５ 又 は 少 な く と も ５ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 全 長 ま で に ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 又 は １ １ の い ず れ か 、 又
は そ の 相 補 配 列 に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 核 酸 を 提 供 す る 。 関 連 す
る 態 様 に お い て 、 コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 又 は １ １ の 、 少
な く と も 約 １ ２ 、 少 な く と も 約 １ ５ 、 少 な く と も 約 ２ ５ 、 又 は 少 な く と も 約 ４ ０ 、 少 な く
と も 約 １ ０ ０ 、 少 な く と も 約 ２ ０ ０ 、 少 な く と も 約 ３ ０ ０ 、 少 な く と も 約 ４ ０ ０ 又 は 少 な
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く と も 約 ５ ０ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 か ら 全 長 ま で に 対 応 す る 配 列 に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、
９ ０ %、  ９ ５ %又 は ９ ７ ～ ９ ８ %又 は １ ０ ０ %一 致 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む プ ロ ー ブ
／ プ ラ イ マ ー を 提 供 す る 。 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 配
列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 及 び /又 は １ ０ 又 は そ の 相 補 配 列 か ら 選 択 さ れ る セ ン ス ま た は
ア ン チ セ ン ス 配 列 の 、 少 な く と も 約 １ ２ 、 少 な く と も 約 １ ５ 、 少 な く と も 約 ２ ５ 、 少 な く
と も 約 ４ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 を 含 有
す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ は 、 標 的 核 酸 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 別
の 態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ は 、 そ こ に 付 着 さ れ 、 取 り 外 す こ と が で き る 標 識 基 を 含 ん で も
よ い 。 該 標 識 基 は 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素 及 び 酵 素 コ フ ァ ク タ ー か ら 選 択 さ れ
る 。 本 発 明 は さ ら に 、 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ た 、 上 記 の 少 な く と も 約 １ ０ 、 少 な く と も 約
２ ５ 、 少 な く と も 約 ５ ０ 、 又 は 少 な く と も 約 １ ０ ０ の 異 な る プ ロ ー ブ の ア レ イ を さ ら に 提
供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は
、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 及 び /又 は １ ０ 、 又 は そ の 相 補 配 列 、 又 は そ れ ら の 少 な く
と も 約 ２ ５ 、 又 は 少 な く と も 約 ４ ０ の ア ミ ノ 酸 を 含 む フ ラ グ メ ン ト に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 又 は １ １ の
い ず れ か に 一 致 す る 又 は 相 同 の 配 列 を 含 む 。 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く
は 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 又 は １ １ の い ず れ か に よ っ て 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と
も ６ ０ ％ 相 同 す る 、 及 び 、 例 え ば 、 ８ ０ %、 ９ ０ %又 は ９ ５ %と い っ た 、 よ り 高 い 配 列 相 同
性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド も ま た 意 図 さ れ て い る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 表 に 表 さ れ
て い る よ う な 全 長 蛋 白 質 を 含 む こ と が で き る 。 あ る い は 、 そ れ は フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば 、
少 な く と も ５ 、 １ ０ 、 ２ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ３ ０ ０ 、 ４ ０ ０ 又
は ５ ０ ０ 、 又 は そ れ 以 上 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 願 は 、 配 列 番 号 ２ ６ ～ ３ ０ の い ず れ か に ８ ０ %、 ９ ０ %又 は ９ ５ %
一 致 す る 、 又 は 相 同 す る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド も し く は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 特 徴 と す る 。 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 野 生 型 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 蛋 白
質 の 活 性 を 調 節 、 例 え ば 、 模 倣 も し く は ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る 能 力 を 有 し て い る 。 好 ま し く
は 、 ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 又 は １ １ の い ず れ か に 示 さ れ
た ア ミ ノ 酸 配 列 に 一 致 す る も し く は 相 同 す る 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 以 下 に 示 す よ う に 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 に 存 在 す る 形 態 の 蛋 白 質 、
例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 の 、 ア ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 模 倣 物 ） あ る い は ア ン タ
ゴ ニ ス ト と な り 得 る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 蛋 白 質 又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 の 、 固 有 の 生 物 学 的 活
性 、 例 え ば 、 酵 素 活 性 、 他 の 細 胞 成 分 へ の 結 合 、 細 胞 の 区 分 化 、 膜 認 識 な ど を 調 節 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 対 象 の 蛋 白 質 は 、 融 合 蛋 白 質 の 形 態 な ど の キ メ ラ 分 子 と し て 提 供 す る こ と も で き る 。 例
え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 部 分 、 例 え ば 、 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ に
関 連 し な い （ 非 相 同 の ） ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 換 え 融 合 蛋 白 質
と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 部 分 は 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ －
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る 、 例 え ば 、 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 部 分 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー

10

20

30

40

50

(15) JP 2005-519636 A 2005.7.7



ゼ の よ う な 酵 素 活 性 が あ る 。 例 え ば 、 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 部 分 は 、 エ ピ ト ー プ タ グ 標 識 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 は 、 免 疫 原 調 製 に お い て Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 免 疫 原 に
関 す る 。 そ の 免 疫 原 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 免 疫 反 応 、 例 え ば 、 液 性 応 答 、
例 え ば 、 抗 体 反 応 、 例 え ば 、 細 胞 反 応 を 誘 発 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、
免 疫 原 は 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る 蛋 白 質 か ら の 抗 原 決 定 基 、 例 え ば 、 独 特 の 決 定 基 を 含 む
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 １ 以 上 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る 抗
体 を 提 供 す る 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ
ン 又 は Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン に 特 異 的 で あ る 。 １ つ の よ り 具 体 的 な 態 様 に お い て 、 ド メ イ ン は
、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 で あ る 。 一 連 の 対 応 の 例 に お い て 、 抗 体 は 、
配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ ３ ７ ～ １ ９ ２ 、 １ ９ ９ ～ ２ ５ ８ 、 ４ ４ ８ ～ ５ ０ ５ 及 び ８ ３ ２ ～ ８
８ ８ 及 び 、 配 列 番 号 ２ ７ ～ ２ ０ の い ず れ か に よ っ て 示 さ れ る １ 以 上 の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン に 結
合 す る 。 別 の 実 施 態 様 例 に お い て 、 抗 体 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ ２ ～ ５ ２ に よ っ て 表
さ れ 、 配 列 番 号 ２ ６ に 示 さ れ て い る 、 Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン に 結 合 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、
抗 体 は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な く と も ８ ０ ％ 一 致 す る 、 少 な く と
も ９ ０ %一 致 す る 、 又 は 少 な く と も ９ ５ %一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ １ 以 上 の 蛋 白 質 と 免
疫 反 応 す る 。 他 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な
く と も ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 又 は 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ １ 以 上
の 蛋 白 質 と 免 疫 反 応 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 対 象 と な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 は 、 転 写 調 節 配 列 、 例 え ば 、 少 な く
と も １ つ の 転 写 プ ロ モ ー タ ー 又 は 転 写 エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 含 む 。 そ の 調 節 配 列 は 、 作 動 可
能 に Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 配 列 と 結 合 し て い る 。 そ の よ う な 調 節 配 列 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー
と し て 好 適 使 用 で き る も の と し て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 、 GTPase又 は レ ト ロ ウ イ
ル ス の よ う な Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 後 の ド メ イ ン 領 域 な ど の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 関 連 蛋 白 質 （ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ －
Ａ Ｐ ） と の 間 の 相 互 作 用 の 阻 害 剤 ま た は 促 進 剤 と し て の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 例 え ば 方 法 は 、 （ ｉ ） Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ
ド 及 び 試 験 化 合 物 を 、 例 え ば 、 試 験 化 合 物 の な い 状 態 で 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ が 相 互 作 用 で き る 条 件 で 混 合 す る ス テ ッ プ 、 及 び （ ｉ ｉ ） Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ
ド 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ を 含 む 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 試 験 化 合 物 の 存 在
下 で の 複 合 体 の 形 成 に お け る 、 （ 試 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 観 察 さ れ る も の に 比 べ て の ） 統
計 的 に 有 意 な 変 化 、 例 え ば 減 少 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ 間 の 相 互 作
用 の 調 節 、 例 え ば 、 阻 害 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ 間 の 相
互 作 用 を 阻 害 も し く は 強 化 す る 試 験 化 合 物 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 そ れ は
、 （ ａ ） Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ 及 び 試 験 化 合 物 の 反 応 混 合 物 を 作 製 す る
こ と 、 及 び 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ と の 結 合 を 検 出 す る こ と を 含
む 。 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 前 記 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ と の 結 合 の
、 試 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で の 結 合 に 対 す る 相 対 的 な 変 化 は 、 前 記 試 験 化 合 物 が 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ
ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ と の 間 の 結 合 を 促 進 ま た は 阻 害 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ -Ａ Ｐ 及 び 試
験 化 合 物 を 含 む 反 応 混 合 物 を 形 成 す る こ と 、 な ら び に （ ｂ ） 該 反 応 混 合 物 と 試 験 化 合 物 と
を 接 触 さ せ る こ と 、 （ ｃ ） 試 験 化 合 物 の １ 以 上 の 活 性 を 測 定 す る こ と を 含 む 蛋 白 質 複 合 体
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の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。 活 性 の 例 と し て は 、 蛋 白 質 複 合 体 の レ ベ ル の
変 化 、 複 合 体 の 酵 素 活 性 の 変 化 、 反 応 混 合 物 が 細 胞 全 体 で あ る 場 合 は 、 複 合 体 又 は そ の 成
分 の 細 胞 質 膜 に お け る 局 在 性 の 変 化 、 又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ -Ａ Ｐ の 間 の
相 互 作 用 の 変 化 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 更 な る 態 様 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ -Ａ Ｐ の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る も し
く は 促 進 す る 物 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で あ っ て 、 配 列 番 号 ２ の Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 部 分 を 含 む 第 １ の 融 合 蛋 白 質 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ -Ａ Ｐ 部 分 を 含 む 第 ２ の 融 合
蛋 白 質 を 含 む ２ － ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ シ ス テ ム を 、 前 記 ２ つ の ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ が
前 記 第 ２ の 融 合 蛋 白 質 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 部 分 と 前 記 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド の 前 記 Ｐ Ｏ
Ｈ Ｓ -Ａ Ｐ 部 分 と の 相 互 作 用 に 対 し て 感 受 性 を 有 す る 条 件 下 に お い て 提 供 す る こ と ； 試 験
化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 で 前 記 融 合 蛋 白 質 間 の 相 互 作 用 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と ； な
ら び に 、 前 記 融 合 蛋 白 質 間 の 相 互 作 用 の レ ベ ル ど う し を 比 較 す る こ と を 含 み 、 相 互 作 用 の
レ ベ ル の 減 少 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ -Ａ Ｐ 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 物 質 で
あ る こ と を 示 す 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 更 な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も １ つ の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ -
Ａ Ｐ の 組 合 せ を 含 む 単 離 さ れ た 蛋 白 質 複 合 体 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ 複 合 体 は 、 ク ラ ス リ ン で 覆 わ れ た 小 胞 体 の 形 成 に 関 す る 。 更 な る 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ 複 合 体 は 、 Gagの よ う な ウ イ ル ス 蛋 白 質 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ
複 合 体 は 、 ユ ビ キ チ ン を 含 む Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 （ 例 え ば 、 共 有 も し く は 非 共 有 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ユ
ビ キ チ ン 接 合 体 ） 、 E2、 E1又 は ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た 標 的 に お け る 場 合 の よ う に 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ
の ユ ビ キ チ ン 関 連 活 性 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 更 な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ を 操 作 す る た め の 核 酸 治 療 を 含 む 。 あ る 態 様
に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ 及 び /又 は ３ 又 は そ の 相 補 配 列 に 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ９
５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 又 は 任 意 に １ ０ ０ ％ 一 致 す る 核 酸 配 列 の ５ ～ １ ０ ０ ０ の 連 続 す る ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む リ ボ 核 酸 を 提 供 す る 。 任 意 に リ ボ 核 酸 は 、 少 な く と も １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０
、 ２ ５ 又 は ３ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 の １ ０ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 ５ ０ ０
及 び ２ ５ ０ 以 下 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 リ ボ 核 酸 は 、
Ｒ Ｎ Ａ ｉ オ リ ゴ マ ー 又 は リ ボ ザ イ ム で あ る 。 好 ま し く は 、 リ ボ 核 酸 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の レ ベ ル を 減 少 さ せ る 。 リ ボ 核 酸 は 、 配 列 番 号 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ２ 、
２ ４ 及 び ２ ５ の い ず れ か か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 雌 牛 、
又 は ト ラ ン ス ジ ー ン を 持 つ 非 ヒ ト 霊 長 類 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の 異 種 の 形 態 の Ｐ Ｏ Ｓ
Ｈ 遺 伝 子 を 含 む （ 好 ま し く は 発 現 す る ） 動 物 で あ る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 特
徴 と す る 。 そ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 な ど の ウ イ ル ス 感 染 の 研 究
の 、 又 は 、 ウ イ ル ス 感 染 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る 動 物 モ デ ル と し て の 役 割 を 果 た す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 更 な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 核 酸 治 療 の 送 達 の た め の 組 成 物 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム
及 び /又 は 薬 学 的 に 許 容 で き る 添 加 物 も し く は 担 体 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の プ ラ ク テ ィ ス は 、 特 に 記 載 の な い 限 り 、 当 該 技 術 の 技 量 の 範 囲 内 の 、 細 胞 生 物
学 、 細 胞 培 養 、 分 子 生 物 学 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 学 、 微 生 物 学 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 及 び 免
疫 学 の 常 法 を 採 用 す る 。 そ の よ う な 技 法 は 、 文 献 に 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Mole
cular Cloning A Laboratory Manual、 第 ２ 版 、 Sambrook、 Fritsch及 び Maniatis（ Cold S
pring Harbor Laboratory Press： 1989） ；  DNA Cloning、 Ｉ 、 Ｉ Ｉ 巻 （ D. N. Glover ed
.、  1985） ; Oligonucleotide Synthesis （ M. J. Gait ed.、  1984） ； Mullisら 、 米 国
特 許 第 4,683,195号 ； Nucleic Acid Hybridization （ B. D. Hames & S. J. Higgins eds.
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 1984） ； Transcription And Translation （ B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984）
； Culture Of Animal Cells （ R.1. Freshney、  Alan R. Liss、  Inc.、  1987） ； I7nmob
ilized Cells And Enzymes （ IRL Press、 1986） ； B. Perbal、 A Practical Guide To Mo
lecular Cloning （ 1984） ； the treatise、  Methods In Enzymology （ Academic Press
、  Inc.、  N. Y.） ; Gene Transfer Vectorss For Mammalian Cells （ J. H. Miller and
 M. P. Calos eds.、 1987、 Cold Spring Harbor Laboratory） ; Methods In Enzymology
、 Vols. 154 and 155 （ Wuら 、 eds.） 、  Immunochemical Methods In Cell And Molecula
r Biology （ Mayer 及 び Walker、 eds.、 Academic Press、 London、 1987） ; Handbook Of 
Experimental Immunology、  VolumesI-IV （ D. M. Weir 及 び C. C. Blackwell、 eds.、  1
986） ; Manipulating the Mouse Embryo、 （ Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Col
d Spring Harbor、  N. Y.、 1986） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 及 び 利 点 は 、 下 記 の 詳 細 な 説 明 及 び 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か と な る で あ
ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　
　 用 語 「 結 合 」 は 、 生 理 学 的 条 件 下 で の 、 例 え ば 、 共 有 結 合 、 静 電 結 合 、 疎 水 結 合 、 イ オ
ン 結 合 及 び /又 は 水 素 結 合 相 互 作 用 に よ る ２ つ の 分 子 間 の 直 接 的 な 会 合 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 キ メ ラ 蛋 白 質 」 又 は 「 融 合 蛋 白 質 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 １ の ア ミ ノ 酸 配
列 と 、 第 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ の ド メ イ ン と も 異 な り 、 実 質 的 に 相 同 で な い ド メ イ ン
を 定 め る 第 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 融 合 で あ る 。 キ メ ラ 蛋 白 質 は 、 （ 異 な る 蛋 白 質 中 で は あ
る が ） 微 生 物 中 に 見 出 さ れ る 外 来 ド メ イ ン を 提 示 す る こ と も あ る し 、 又 は 、 異 な る 種 類 の
微 生 物 に よ っ て 発 現 さ れ る 蛋 白 質 構 造 の 「 種 間 」 、 「 遺 伝 子 間 」 融 合 な ど の こ と も あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 用 語 「 化 合 物 」 、 「 試 験 化 合 物 」 及 び 「 分 子 」 は 、 本 明 細 書 に お い て 互 換 可 能 に 用 い ら
れ て お り 、 そ れ は 、 限 定 さ れ な い が 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 炭 水 化 物 、 有 機 小 分 子 、 天 然 産 物
の 抽 出 ラ イ ブ ラ リ ー 、 及 び 他 の あ ら ゆ る 分 子 （ 限 定 さ れ な い が 、 化 学 物 質 、 金 属 及 び 有 機
金 属 化 合 物 を 含 む ） を 含 む こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 基 」 と い う 表 現 は 、 い く つ か の 共 通 の 特 性 を 基 礎 と し た ア ミ ノ 酸 の
分 類 を 意 味 す る 。 個 別 の ア ミ ノ 酸 ど う し の 共 通 の 特 徴 を 定 義 す る た め の 機 能 的 な 方 法 は 、
相 同 微 生 物 の 対 応 す る 蛋 白 質 の 間 の ア ミ ノ 酸 の 変 化 の 正 規 度 数 を 分 析 す る こ と で あ る （ Sc
hulz、 G. E.及 び R. H. Schirmer.、  Principles of Protein Structure、 Springer-Verla
g） 。 そ の よ う な 分 析 に し た が っ て 、 ア ミ ノ 酸 の 基 を 定 義 す る こ と が で き る 。 １ つ の グ ル
ー プ 内 の ア ミ ノ 酸 は 、 互 い に 交 換 で き 、 し た が っ て 、 蛋 白 質 構 造 全 体 に 及 ぼ す 影 響 に お い
て 互 い に 多 く の 点 で 類 似 し て い る （ Schulz、  G. E.及 び R. H. Schirmer、 Principles of 
Protein Structure、 Springer-Verlag） 。 ア ミ ノ 酸 の グ ル ー プ の 例 と し て は 、
（ ｉ ） Glu 及 び Asp、 Lys、 Arg及 び Hisか ら な る 荷 電 グ ル ー プ 、
　 （ ｉ ｉ ） Lys、 Arg 及 び Hisか ら な る 正 に 荷 電 し た グ ル ー プ 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） Glu 及 び Aspか ら な る 負 に 荷 電 し た グ ル ー プ 、
　 （ ｉ ｖ ） Phe、 Tyr 及 び Trpか ら な る 芳 香 族 グ ル ー プ 、
　 （ ｖ ） His及 び Trpか ら な る 窒 素 環 グ ル ー プ 、
　 （ ｖ ｉ ） Val、 Leu 及 び Ileか ら な る 大 脂 肪 族 非 極 性 グ ル ー プ 、
　 （ ｖ ｉ ｉ ） Met及 び Cysか ら な る 微 極 性 グ ル ー プ 、
　 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） Ser、 Thr、 Asp、 Asn、 Gly、 Ala、 Glu、 Gln及 び Proか ら な る 小 残 グ ル ー プ
、
　 （ ｉ ｘ ） Val、 Leu、 Ile、 Met及 び Cysか ら な る 脂 肪 族 グ ル ー プ 、 な ら び に
　 （ ｘ ） Ser 及 び Thrか ら な る 小 ヒ ド ロ キ シ ル グ ル ー プ 、 が あ げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 上 で 示 し た グ ル ー プ に 加 え て 、 そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ れ 自 身 の グ ル ー プ を 形 成
す る こ と が で き 、 そ の 個 別 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 形 成 さ れ た グ ル ー プ は 、 単 純 に 当 該 技 術 に
お い て 通 常 用 い ら れ る １ 及 び /又 は ３ 文 字 の 短 縮 記 号 で 表 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 保 存 残 基 」 は 、 類 似 の 蛋 白 質 の 範 囲 全 体 に わ た っ て 、 比 較 的 不 変 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。
し ば し ば 、 保 存 残 基 は 、 「 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 基 」 に つ い て 上 記 し た よ う に 、 類 似 の ア ミ ノ
酸 に よ っ て 置 換 さ れ る こ と に よ っ て の み 変 化 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 、 「 ド メ イ ン 」 と い う 語 は 、 特 定 の 構 造 を 含 み 、 及 び /又 は 、 特
定 の 機 能 を 果 た す 蛋 白 質 の 領 域 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 、 「 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス 」 と い う 語 は 、 ウ イ ル ス 放 出 プ ロ セ ス
に お い て 、 細 胞 膜 及 び /又 は あ ら ゆ る 細 胞 小 器 官 膜 を 用 い る あ ら ゆ る ウ イ ル ス を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 相 同 性 」 又 は 「 同 一 性 」 又 は 「 類 似 性 」 は 、 ２ つ の ペ プ チ ド 間 又 は ２ つ の 核 酸 分 子 間
で 類 似 し た 配 列 を 意 味 す る 。 相 同 性 及 び 同 一 性 は 、 比 較 す る 目 的 で 並 べ る こ と が で き る 各
配 列 中 の 位 置 を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 比 較 さ れ た 配 列 中 の 等 し い
位 置 が 、 同 じ 塩 基 も し く は ア ミ ノ 酸 で 占 め ら れ て い る と き 、 分 子 は そ の 位 置 に お い て 同 一
で あ る 。 等 し い 部 位 が 同 じ も し く は 類 似 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例 え ば 、 立 体 的 性 質 、 電 気 的 性
質 ） で 占 め ら れ て い る と き 、 そ の 分 子 は 、 そ の 位 置 に お い て 相 同 （ 類 似 ） で あ る と 言 え る
。 相 同 性 ／ 類 似 性 又 は 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て の 表 現 は 、 比 較 す る 配 列 に よ っ て 共
有 さ れ る 位 置 に お け る 、 同 一 も し く は 類 似 の ア ミ ノ 酸 数 の 関 数 を 基 準 と す る 。 「 関 連 が な
い 」 又 は 「 非 相 同 の 」 配 列 は 、 本 発 明 の 配 列 と の 同 一 性 が ４ ０ ％ 未 満 、 好 ま し く は ２ ５ ％
未 満 の 配 列 で あ る 。 ２ つ の 配 列 を 比 較 す る 際 、 残 基 （ ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 ） の 不 存 在 又 は 余
剰 残 基 の 存 在 に よ っ て も 相 同 性 ／ 類 似 性 が 減 少 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 用 語 「 相 同 性 」 は 、 類 似 の 機 能 又 は モ チ ー フ を 有 す る 遺 伝 子 又 は 蛋 白 質 を 同 定 す る た め
に 用 い ら れ る 配 列 の 類 似 性 の 数 学 的 に 基 礎 付 け ら れ た 比 較 を 説 明 す る 。 本 発 明 の 核 酸 配 列
及 び 蛋 白 質 配 列 は 、 例 え ば 、 他 の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 関 連 す る 配 列 も し く は ホ モ ロ グ を
同 定 す る た め の 「 ク エ リ ー 配 列 」 と し て 用 い ら れ る こ と も あ る 。 そ の よ う な 検 索 は 、 Alts
chulら  （ 1990）  J Mol. Biol. 215:403-10の NBLAST プ ロ グ ラ ム 及 び  XBLASTプ ロ グ ラ ム
（ バ ー ジ ョ ン 2.0） を 用 い て 行 わ れ る 。 BLASTヌ ク レ オ チ ド 検 索 は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 に 相
同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る た め に 、 NBLASTプ ロ グ ラ ム （ ス コ ア ＝ １ ０ ０ 、 ワ ー ド 長 ＝ １
２ ） を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 BLAST蛋 白 質 検 索 は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 分 子 に 相 同 な ア ミ
ノ 酸 配 列 を 得 る た め に 、 XBLASTプ ロ グ ラ ム （ ス コ ア ＝ ５ ０ 、 ワ ー ド 長 ＝ ３ ） を 用 い て 行 う
こ と が で き る 。 比 較 の 目 的 で 、 ギ ャ ッ プ の あ る 配 列 を 得 る た め に 、 Gapped BLASTを 、 Alts
chulら  （ 1997）  Nucleic Acids Res. 25（ 17） :3389-3402に 記 載 の よ う に 用 い る こ と が
で き る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム と Gapped BLAST プ ロ グ ラ ム を 用 い る 際 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム
（ 例 え ば 、 XBLAST 及 び  BLAST） の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い る こ と が で き る 。 http://
www.ncbi.nlm.nih.gov.を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 同 一 性 」 は 、 配 列 の マ ッ チ ン グ を 最 大 限 す る よ う に 、 即
ち 、 ギ ャ ッ プ 及 び 挿 入 を 考 慮 し て 配 列 を 並 べ た と き 、 ２ 以 上 の 配 列 の 対 応 す る 部 分 に お け
る 、 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン テ ー ジ を 意 味 す る 。 同 一 性 は 、 限 定
さ れ な い が 、 Computational Molecular Biology、  Lesk、  A. M.、  ed.、 Oxford Univers
ity Press、 New York、  1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects、  Smit
h、  D. W.、 ed.、  Academic Press、  New York、  1993; Computer Analysis of Sequence
 Data、  Part I、  Griffin、  A. M.、 及 び Griffin、  H. G.、  eds.、  Humana Press、  Ne
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w Jersey、  1994; Sequence Analysis in Molecular Biology、 von Heinje、 G.、  Academ
ic Press、 1987; and Sequence Analysis Primer、 Gribskov、 M.及 び Devereux、 J.、 eds.
、 M Stockton Press、 New York、 1991; な ら び に  Carillo、 H.及 び Lipman、 D.、  SIAM J.
 Applied Math.、 48: 1073 （ 1988） に 記 載 の 方 法 を 含 む 公 知 の 方 法 に よ っ て 容 易 に 計 算
す る こ と が で き る 。 同 一 性 を 決 定 す る た め の 方 法 は 、 試 験 さ れ る 配 列 の 間 の マ ッ チ ン グ を
最 大 限 に す る よ う に 設 計 さ れ る 。 さ ら に 、 同 一 性 を 決 定 す る た め の 方 法 は 、 公 に 入 手 可 能
な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に 体 系 的 に ま と め ら れ て い る 。 ２ つ の 配 列 の 間 の 同 一 性 を 決 定
す る た め の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 方 法 と し て は 、 限 定 さ れ な い が 、 Ｇ Ｃ Ｇ プ ロ グ ラ ム パ
ッ ケ ー ジ （ Devereux、 J.ら 、 Nucleic Acids Research 12（ 1） : 387 （ 1984） ） 、  BLAST
P、  BLASTN、  及 び FASTA （ Altschul、  S. F. ら 、 J. Molec. Biol. 215: 403-410 （ 199
0） 及 び Altschulら 、 Nuc. Acids Res. 25: 3389-3402 （ 1997） ） が あ げ ら れ る 。 BLAST X
プ ロ グ ラ ム は 、 NCBIや そ の 他 の ソ ー ス か ら 公 に 入 手 可 能 で あ る （ BLAST Manual、 Altschul
、 S.ら 、 NCBI NLM NIH Bethesda、 Md. 20894; Altschul、 S.ら 、 J. Mol. Biol. 215: 403
-410 （ 1990） 。 公 知 の Smith Watermanア ル ゴ リ ズ ム も 同 一 性 の 決 定 に 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 用 語 「 イ ン ト ロ ン 」 は 、 最 初 は Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 さ れ る が 、 後 に 除 去 さ れ 、 そ の 大 半 に が プ
ロ セ シ ン グ さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 に は 表 れ な い 核 酸 の 部 分 を 言 う 。 イ ン ト ロ ン の 除 去 は 、 一 般
的 に そ れ ぞ れ ５ ’ 及 び ３ ’ ス プ ラ イ ス 部 位 と 言 わ れ る 、 ５ ’ 末 端 及 び ３ ’ 末 端 に お け る 反
応 に よ っ て 起 こ る 。 異 な る ス プ ラ イ ス 部 位 の 選 択 的 な 使 用 に よ っ て 、 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン
ト が 生 じ る 。 イ ン ト ロ ン は 必 ず し も ２ つ の 「 エ ク ソ ン 」 の 間 、 又 は ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る
部 分 の 間 に 位 置 す る 必 要 は な く 、 代 わ り に 、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー と 第 １ の エ ク ソ ン の 間
に 位 置 し て い て も よ い 。 イ ン ト ロ ン は 、 自 己 ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と も あ り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か
ら ス プ ラ イ ス さ れ る こ と に 細 胞 成 分 を 要 求 す る こ と も あ る 。 「 非 相 同 の イ ン ト ロ ン 」 は 、
天 然 に は コ ー ド 配 列 に 結 合 し な い コ ー ド 配 列 に 挿 入 さ れ る イ ン ト ロ ン で あ る 。 さ ら に 、 非
相 同 の イ ン ト ロ ン は 、 ス プ ラ イ ス 部 位 の １ も し く は 双 方 が 望 ま し い 資 質 を 提 供 す る よ う に
変 化 し た 、 例 え ば 、 ス プ ラ イ ス 効 率 を 上 昇 さ せ る 、 も し く は 減 少 さ せ る 、 通 常 天 然 の イ ン
ト ロ ン で も よ い 。 非 相 同 の イ ン ト ロ ン は し ば し ば 、 例 え ば 、 非 相 同 の 宿 主 中 の 遺 伝 子 の 発
現 を 向 上 さ せ る た め 、 又 は あ る ス プ ラ イ ス の 他 の ス プ ラ イ ス に 対 す る 変 形 を 増 加 さ せ る た
め に 挿 入 さ れ る 。 一 例 と し て 、 ウ サ ギ β グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 用 い る こ と が で き 、 そ れ は 、
Promega Inc.か ら ｐ Ｃ Ｉ ベ ク タ ー に お い て 購 入 す る こ と が で き る 。 イ ン ト ロ ン の 他 の 例 が
、 Lacy-Hulbertら 、 2001）  Gene Ther 8（ 8） :649-53に 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 対 象 と し て い る 蛋 白 質 及 び 蛋 白 質 複 合 体 に 関 し て 用 い ら れ る 「 単 離 さ
れ た 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 そ の 蛋 白 質 又 は 蛋 白 質 複 合 体 が 内 因 的 に 見 出 さ れ る 細 胞 環
境 中 で 、 蛋 白 質 又 は 複 合 体 と と も に 通 常 存 在 す る で あ ろ う 蛋 白 質 を 本 質 的 に 含 ま な い 蛋 白
質 及 び 蛋 白 質 複 合 体 の 調 製 を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 単 離 さ れ た 蛋 白 質 複 合 体 は 、 通 常 「
混 入 す る 」 で あ ろ う 又 は そ の モ ジ ュ レ ー タ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る と き の 単 離 物 内 の 複 合
体 の 研 究 の 妨 げ と な る で あ ろ う 細 胞 成 分 か ら 単 離 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 そ の よ う な
「 単 離 さ れ た 」 複 合 体 は 、 対 象 と な る 蛋 白 質 又 は 蛋 白 質 複 合 体 に よ っ て 、 そ の 調 節 が 研 究
さ れ る 他 の 蛋 白 質 を 組 み 込 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ の よ う な 核 酸 に 関 し て 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 単 離 さ れ た 」 と い
う 用 語 は 、 天 然 に 存 在 し な い 形 態 の 分 子 を 意 味 す る 。 さ ら に 、 「 単 離 さ れ た 核 酸 」 は 、 フ
ラ グ メ ン ト と し て 天 然 に 存 在 し な い 、 天 然 の 状 態 で 存 在 し な い で あ ろ う 核 酸 フ ラ グ メ ン ト
を 含 む こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス と し て は 、 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型
及 び ２ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － １ ／ Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ） ； チ ン パ ン ジ ー （ Ｓ Ｉ Ｖ ｃ ｐ ｚ ） 、 ス ー テ ィ ー マ ン
ガ ベ イ （ Ｓ Ｉ Ｖ ｓ ｍ ｍ ） 、 ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル （ Ｓ Ｉ Ｖ ａ ｇ ｍ ） 、 Syke'sサ ル （ Ｓ Ｉ Ｖ ｓ
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ｙ ｋ ） 、 マ ン ド リ ル （ Ｓ Ｉ Ｖ ｍ ｎ ｄ ） 及 び マ カ キ ー （ Ｓ Ｉ Ｖ ｍ ａ ｃ ） か ら の サ ル 免 疫 不 全
ウ イ ル ス （ Ｓ Ｉ Ｖ ） が あ る 。 レ ン チ ウ イ ル ス に は ま た 、 ネ コ レ ン チ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 ネ
コ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｆ Ｉ Ｖ ） ； ウ シ レ ン チ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 ウ シ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （
Ｂ Ｉ Ｖ ） ； ヒ ツ ジ レ ン チ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 マ エ デ ィ ／ ビ ス ナ ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ Ｖ ） 及 び ヤ
ギ 関 節 炎 脳 炎 ウ イ ル ス （ Ｃ Ａ Ｅ Ｖ ） 、 な ら び に ウ マ レ ン チ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 ウ マ 感 染 性
貧 血 ウ イ ル ス （ Ｅ Ｉ Ａ Ｖ ） が 含 ま れ る 。 全 て の レ ン チ ウ イ ル ス は 、 Ｇ ａ ｇ 、 Ｐ ｏ ｌ 及 び Ｅ
ｎ ｖ 蛋 白 質 に 加 え て 、 少 な く と も ２ つ の 更 な る 調 節 蛋 白 質 （ Ｔ ａ ｔ 、 Ｒ ｅ ｖ ） 発 現 す る 。
霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス は 、 Ｎ ｅ ｆ 、 Ｖ ｐ ｒ 、 Ｖ ｐ ｕ 、 Ｖ ｐ ｘ 及 び Ｖ ｉ ｆ を 含 む 他 の ア ク セ
サ リ ー 蛋 白 質 を 含 む 。 通 常 、 レ ン チ ウ イ ル ス は 、 免 疫 不 全 症 に 加 え て 、 神 経 性 変 性 症 及 び
関 節 炎 を 含 む 種 々 の 疾 患 の 疾 患 の 原 因 物 質 で あ る 。 種 々 の レ ン チ ウ イ ル ス の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 、 下 記 の ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー （ from J. M. Coffin、  S. H. Hughes、 及 び H. E
. Varmus、  "Retroviruses" Cold Spring Harbor Laboratory Press、  199、 7 p 804） で
ジ ー ン バ ン ク に 見 出 す こ と が で き る ： １ ） Ｈ Ｉ Ｖ － １ ：  K03455、  M19921、  K02013、  M3
843 1、  M38429、  K02007及 び M17449； ２ ） Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ： M30502、 J04542、 M30895、 J0449
8、 M15390、 M31113及 び L07625； ３ ） SIV:M29975、 M30931、 M58410、 M66437、 L06042、 M33
262、 M19499、 M32741、 M31345及 び L03295； ４ ） Ｆ Ｉ Ｖ ： M25381、 M36968 及 び Ul 1820；
５ ） Ｂ Ｉ Ｖ ：  M32690； ６ Ｅ １ Ａ Ｖ ：  M16575、 M87581及 び U01866； ６ ） Ｖ ｉ ｓ ｎ ａ ： M106
08、 M51543、 L06906、 M60609及 び M60610； ７ ） Ｃ Ａ Ｅ Ｖ ：  M33677； な ら び に ８ ） ヒ ツ ジ
レ ン チ ウ イ ル ス M31646及 び M34193。 レ ン チ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ は 、 American Type Culture Co
llection（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） か ら 入 手 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ネ コ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス は 、 Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 ナ ン バ ー VR-2333及 び VR-3112で 入 手 可 能 で あ る 。 ウ マ 感 染 性 貧 血 ウ イ ル ス Ａ は
、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 ナ ン バ ー VR-778で 入 手 可 能 で あ る 。 ヤ ギ 関 節 炎 脳 炎 ウ イ ル ス は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
登 録 ナ ン バ ー VR-905で 入 手 可 能 で あ る 。 ビ ス ナ ウ イ ル ス は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 ナ ン バ ー VR-779
で 入 手 可 能 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る と こ ろ の 「 核 酸 」 と い う 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ 核
酸 （ Ｄ Ｎ Ａ ） 、 適 切 な 場 合 に は 、 リ ボ 核 酸 （ Ｒ Ｎ Ａ ） の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す
る 。 こ の 用 語 は ま た 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 に よ っ て 作 製 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ の 類 似
体 、 ま た 、 記 載 の 態 様 に 適 用 可 能 で あ る よ う に 、 一 本 鎖 （ セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス な ど
） お よ び 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 等 価 物 と し て 含 む こ と を 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 成 熟 」 と い う 用 語 は 、 産 生 、 転 写 後 プ ロ セ シ ン グ 、 構 築 、
及 び /又 は ウ イ ル ス 粒 子 を 形 成 す る 蛋 白 質 の 放 出 を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 こ れ は 、 細 胞
膜 か ら 新 生 の ビ リ オ ン の ウ イ ル ス 蛋 白 質 を 摘 み 出 す 処 理 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 「 膜 結 合 蛋 白 質 」 は 、 内 在 性 膜 蛋 白 質 で あ る 蛋 白 質 な ら び に 安 定 に 膜 に 結 合 し て い る 蛋
白 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 p6」 又 は 「 p6gag」 は 、 ウ イ ル ス Ｌ ド メ イ ン を 含 む 蛋 白 質
を 意 味 す る 。 p6ド メ イ ン に 結 合 す る 抗 体 は 、 「 抗 p6抗 体 」 と 称 す る 。 p6は ま た 、 人 工 的 に
作 製 さ れ た 、 例 え ば 、 一 連 の Ｌ モ チ ー フ を 含 む Ｌ ド メ イ ン を 含 む 蛋 白 質 を 意 味 す る 。 「 Ga
g蛋 白 質 」 又 は 「 Gagポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 Gag活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 及 び 好 ま し く は Ｌ
（ 即 ち late） ド メ イ ン を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 Gag 蛋 白 質 の 例 と し て は 、 PXXP
、 PPXY、 RXXPXXP、 RPDPTAP、 RPLPVAP、 RPEPTAP、 YEDL、 PTAPPEY 及 び /又 は RPEPTAPPEEな
ど の モ チ ー フ が あ げ ら れ る 。 Ｈ Ｉ Ｖ  p24は 、 Gagポ リ ペ プ チ ド の 例 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 」 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 及 び １ ０ の い ず れ か に 示 さ れ て い る
配 列 な ら び に 本 明 細 書 に 記 載 の バ リ ア ン ト の い ず れ か を 含 む 核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 」 又 は 「 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 蛋 白 質 」 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 及 び １
１ の い ず れ か に 示 さ れ て い る 配 列 、 な ら び に 本 明 細 書 に 記 載 の 変 形 の い ず れ か を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド で あ る 。
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【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 関 連 蛋 白 質 」 又 は 「 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ 」 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用
す る 及 び /又 は 結 合 す る こ と が 可 能 な 蛋 白 質 を 意 味 す る 。 通 常 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ は 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 的 又 は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ の 例
を 全 体 に お い て 述 べ る 。  
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ペ プ チ ド 、 蛋 白 質 及 び ポ リ ペ プ チ ド と い う 語 は 、 互 換 可 能 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 精 製 さ れ た 蛋 白 質 」 と い う 語 は 、 蛋 白 質 又 は 好 ま し く は 単 離 さ れ た 形 態 、 も し く は 細
胞 又 は 細 胞 ラ イ セ ー ト 中 の 蛋 白 質 と 通 常 関 連 す る 他 の 細 胞 蛋 白 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 蛋 白
質 の 調 製 物 を 意 味 す る 。 「 他 の 細 胞 蛋 白 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 」 （ 本 明 細 書 で は 「 他 の 混
入 蛋 白 質 が 実 質 的 に 存 在 し な い 」 と も 言 う ） は 、 蛋 白 質 を （ 乾 燥 重 量 で ） ２ ０ ％ 未 満 、 好
ま し く は ５ ％ 未 満 の 混 入 蛋 白 質 を 含 む 、 そ れ ぞ れ の 成 分 蛋 白 質 の 別 個 の 調 製 を 包 含 す る も
の で あ る と 定 義 さ れ る 。 機 能 的 な 形 態 の そ れ ぞ れ の 成 分 蛋 白 質 は 、 添 付 の 実 施 例 に 記 載 の
よ う な ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 を 用 い る こ と に よ っ て 、 精 製 さ れ た 調 製 物 と し て 調 製 す
る こ と が で き る 。 「 精 製 さ れ た 」 は 、 再 構 成 さ れ た 蛋 白 質 混 合 物 を 生 成 す る た め に 用 い ら
れ る 成 分 蛋 白 質 調 製 に つ い て 言 う 場 合 、 提 示 の 分 子 が 、 他 の 蛋 白 質 （ 特 に 、 精 製 さ れ た 調
製 物 と し て 、 又 は 対 象 と な る 再 構 成 さ れ た 混 合 物 の 機 能 に お い て 、 実 質 的 に 、 成 分 蛋 白 質
の 特 徴 を マ ス ク す る 、 減 少 さ せ る 、 混 乱 さ せ る 又 は 変 更 す る 他 の 蛋 白 質 ） の よ う な 他 の 生
物 学 的 高 分 子 が 実 質 的 に 存 在 し な い 状 態 で 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ
「 精 製 さ れ た 」 と い う 語 は 、 少 な く と も 乾 燥 重 量 で ８ ０ ％ 、 好 ま し く は ８ ５ 重 量 ％ の 範 囲
、 よ り 好 ま し く は ９ ５ ～ ９ ９ 重 量 ％ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は ９ ９ ． ８ 重 量 ％ の 、 同 じ 種 類
の 生 物 学 的 高 分 子 が 存 在 す る （ し か し 、 水 、 緩 衝 液 、 及 び 他 の 小 分 子 、 特 に 分 子 量 が ５ ０
０ ０ 未 満 の 分 子 が 存 在 す る こ と が で き る ） こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 純 粋
の 」 と い う 語 は 、 す ぐ 上 で 述 べ た 「 精 製 さ れ た 」 と 同 じ 数 量 的 限 定 を 有 す る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 受 容 体 」 又 は 「 受 容 体 の 機 能 を 持 つ 蛋 白 質 」 は 、 細 胞 外 リ ガ ン ド も し く は 細 胞 内 で あ
る が 位 相 学 的 に 細 胞 外 の 空 間 と 等 価 の 空 間 （ 例 え ば 、 ゴ ル ジ 体 内 部 、 核 膜 内 部 、 リ ソ ソ ー
ム 内 部 あ る い は 輸 送 小 胞 な ど ） に あ る リ ガ ン ド と 相 互 作 用 す る 蛋 白 質 で あ る 。 受 容 体 の 例
は 、 本 明 細 書 に お い て 、 種 々 の 公 的 な デ ー タ ベ ー ス と 同 様 に 注 釈 で 示 す 。 受 容 体 は し ば し
ば 膜 ド メ イ ン を 持 つ 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 組 換 え 核 酸 」 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 別 の 核 酸 に 隣 接 し て 配 置 さ れ た あ ら ゆ る
核 酸 で あ る 。 「 組 み 換 え ら れ た 核 酸 」 は ま た 、 例 え ば 、 形 質 転 換 や 統 合 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン
ホ ッ ピ ン グ （ transposon hopping） あ る い は ウ イ ル ス 挿 入 な ど の 実 験 室 遺 伝 子 的 技 術 に よ
っ て 、 第 ２ の 核 酸 の 隣 に 配 置 さ れ た あ ら ゆ る 核 酸 で あ る 。 一 般 的 に 、 組 み 換 え ら れ た 核 酸
は 、 第 ２ の 核 酸 に 天 然 に は 隣 接 し て 位 置 づ け ら れ な い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 用 語 「 組 換 え 蛋 白 質 」 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 作 製 さ れ た 本 発 明 の 蛋 白 質 を 意 味
す る 。 そ こ で は 、 通 常 、 発 現 さ れ た 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 、 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し
て 、 非 相 同 の 蛋 白 質 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る こ と に な る 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ
れ る 。 さ ら に 、 組 換 え 蛋 白 質 を コ ー ド す る 組 換 え 遺 伝 子 に 関 す る 「 ～ に 由 来 す る 」 と い う
語 は 、 「 組 換 え 蛋 白 質 」 の 意 味 に お い て 、 天 然 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 天 然 に 存 在
す る 蛋 白 質 の 置 換 、 欠 失 を 含 む 突 然 変 異 に よ っ て 生 成 さ れ た も の に 類 似 す る ア ミ ノ 酸 配 列
を も つ 蛋 白 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン 」 又 は 「 リ ン グ フ ィ ン ガ ー 」 は 、 所 定 の オ ク テ ッ ト の シ ス テ イ ン 及
び ヒ ス チ ジ ン 残 基 を も つ 亜 鉛 結 合 ド メ イ ン で あ る 。 い く つ か の Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン は 、 以 下
に 示 す コ ン セ ン サ ス 配 列 （ ア ミ ノ 酸 の 名 称 は 、 表 １ に 示 す ） ： Cys Xaa Xaa Cys Xaa1 0  -  

10

20

30

40

50

(22) JP 2005-519636 A 2005.7.7



2 0  Cys Xaa His Xaa 2 - 5  Cys Xaa Xaa Cys Xaa1 3 - 5 0  Cys Xaa Xaa Cys or  Cys Xaa Xaa C
ys Xaa 1 0  -  2 0  Cys Xaa His Xaa 2 - 5  His Xaa Xaa Cys Xaa1 3 - 5 0  Cys Xaa Xaa Cysを 含 む
。 い く つ か の Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン は 、 配 列 番 号 ２ 及 び 配 列 番 号 ２ ６ の ア ミ ノ 酸 １ ２ ～ ５ ２ に
少 な く と も ８ ０ ％ 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 表 さ れ る 。 好 ま し い Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン は 、
配 列 番 号 ２ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 に ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 及 び 最 も 好 ま し く は 、 １
０ ０ ％ 一 致 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン は 、 種 々 の 蛋 白 質 パ ー ト ナ ー と 結 合
し 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 持 つ 複 合 体 を 形 成 す る 。 Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン は 、 好 ま し く は
少 な く と も １ つ の 下 記 の 蛋 白 質 型 ： Ｆ ボ ッ ク ス 蛋 白 質 、 Ｅ ２ ユ ビ キ チ ン 結 合 酵 素 及 び cull
insと 相 互 作 用 を す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 」 又 は 「 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 」 は 、 標 的 細 胞 又 は １ 以 上 の 関 連 す る 遺 伝 子 （ 特 に 対 象
と な っ て い る 遺 伝 子 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ ） に 相 同 な 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 導 入 す る こ と に よ
っ て 、 遺 伝 子 も し く は 遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 減 少 す る あ ら ゆ る 方 法 を 言 う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 小 分 子 」 は 、 分 子 量 が 約 ５ ｋ Ｄ 未 満 、 最 も 好 ま し く は ２ ． ５ ｋ
Ｄ 未 満 の 組 成 物 を 意 味 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。 小 分 子 は 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ
チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 、 炭 水 化 物 、 脂 質 又 は そ の 他 の 有 機 （ 炭 素 含 有 ） も し く は 無
機 分 子 で あ る こ と が で き る 。 多 く の 製 薬 会 社 は 、 小 分 子 、 し ば し ば 、 真 菌 、 細 菌 、 も し く
は 藻 類 抽 出 物 の ア レ イ を 含 む 、 化 学 的 及 び /又 は 生 物 学 的 混 合 物 の 広 範 囲 に わ た る ラ イ ブ
ラ リ を 持 っ て お り 、 そ れ は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ の い ず れ を 用 い て も ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 Ｓ Ｈ ３ 」 又 は 「 Src Homology３ 」 ド メ イ ン は 、 通 常 約 ６ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 の 蛋 白 質 ド
メ イ ン で あ り 、 複 数 の 原 形 質 蛋 白 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ （ 例 え ば 、 Ｓ ｒ ｃ 、 Ａ ｂ ｌ 、 Ｌ ｃ ｋ
） の 非 触 媒 部 分 に お け る 保 存 配 列 と し て 最 初 に 同 定 さ れ る 。 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン は 、 プ ロ リ ン
に 富 む ペ プ チ ド と の 結 合 を 介 し て 特 異 的 な 蛋 白 質 複 合 体 の 構 築 を 媒 介 す る 。 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ
ン の 例 と し て は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ ３ ７ ～ １ ９ ２ 、 １ ９ ９ ～ ２ ５ ８ 、 ４ ４ ８ ～ ５ ０
５ 及 び ８ ３ ２ ～ ８ ８ ８ に よ っ て 表 さ れ 、 配 列 番 号 ２ ７ ～ ３ ０ に 示 さ れ て い る 。 い く つ か の
実 施 形 態 に お い て 、 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 RXaaXaaPXaaX6P（ 下 記 の 表 １ に
示 さ れ て い る よ う に 、 Ｘ ６ は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る ） 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｓ
Ｈ ３ ド メ イ ン は 、 P（ T/S） AP、 PFRDY、 RPEPTAP、 RQGPKEP、 RQGPKEPFR、 RPEPTAPEE 及 び RP
LPVAPの 配 列 の １ 以 上 と 相 互 作 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 、 「 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と い う 語 は 、 本 発 明 の 核
酸 プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー が 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 配 列 又 は そ の 相 補 配 列 或 い は そ の 天 然 型 変 異 体 の 少
な く と も １ ２ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ３ ５ 、 ４ ０ 、 ４ ５ 、 ５ ０ 又 は １ ０ ０ の 連 続 す る
ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 以 外 の 細 胞 性 核 酸 （ 例 え ば ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又
は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） に 対 す る バ ッ ク グ ラ ン ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が １ ５ ％ 未 満 、 好 ま
し く は １ ０ ％ 未 満 、 よ り 好 ま し く は ５ ％ 未 満 を 持 つ 。 種 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
を 用 い て 、 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る こ と が で き 、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
は 、 主 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ の 洗 浄 段 階 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 通 常 、 高 温 、
低 塩 濃 度 に よ っ て 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー と な り 、 一 方 、 低 温 、 高 塩 濃 度 に よ っ て 低 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー と な る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば 、 約 ２
． ０ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ０ ℃ で の 洗 浄 に よ っ て 達 成 さ れ 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 約 ０ ． ２ ×
Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ０ ℃ で 達 成 さ れ る 。 以 下 に お い て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に つ い て さ ら に 説 明 す
る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 さ れ る と き 、 「 実 質 的 な 配 列 同 一 性 」 は 、 例 え ば 、 デ フ ォ ル ト ギ ャ
ッ プ を 用 い た プ ロ グ ラ ム 、 GAP又 は BESTFITな ど に よ り 、 最 適 に 並 べ た と き 、 ２ つ の ペ プ チ
ド 配 列 が 少 な く と も ９ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は
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少 な く と も ９ ９ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 持 つ こ と を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 同 一 で な い 残 基
位 置 は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て 異 な っ た 状 態 と な っ て い る 。 例 え ば 、 電 荷 も し く は
極 性 な ど の 類 似 の 化 学 的 特 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 の 置 換 基 は 、 蛋 白 質 の 特 性 に 影 響 を 与 え る 可
能 性 は 低 い 。 例 と し て は 、 ア ス パ ラ ギ ン を グ ル タ ミ ン に 、 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 を グ ル タ ミ
ン 酸 に 置 換 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 「 転 写 調 節 配 列 」 は 、 そ れ ら が 作 動 可 能 に 結 合 し た 配 列 を コ ー ド す る 蛋 白 質 の 転 写 を 誘
導 又 は 制 御 す る 、 開 始 シ グ ナ ル 、 エ ン ハ ン サ ー 及 び プ ロ モ ー タ ー な ど の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 意 味
す る た め に 本 明 細 書 全 体 に お い て 用 い ら れ る 一 般 用 語 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 組
換 え 蛋 白 質 遺 伝 子 の 転 写 は 、 発 現 が 意 図 さ れ る 細 胞 タ イ プ に お け る 組 換 え 遺 伝 子 の 発 現 を
制 御 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 （ 又 は 他 の 転 写 調 節 配 列 ） の 制 御 下 に あ る 。 組 換 え 遺 伝 子 は 、
天 然 に 存 在 す る 形 態 の 蛋 白 質 の 転 写 を 制 御 す る 配 列 と 同 じ 、 又 は 異 な る 転 写 調 節 遺 伝 子 が
転 写 調 節 配 列 に よ っ て 制 御 さ れ る こ と が 理 解 さ れ 得 る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と こ ろ の 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 は 、 該 動 物 の 細 胞 の １ 個 も
し く は そ れ 以 上 が 、 人 為 的 に 、 例 え ば 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
技 術 に よ っ て 導 入 さ れ た 異 種 核 酸 を 含 有 す る あ ら ゆ る 動 物 、 好 ま し く は 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物
、 鳥 類 、 両 生 類 で あ る 。 細 胞 の 前 駆 体 に 直 接 的 も し く は 間 接 的 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、
組 換 え ウ イ ル ス を 用 い た マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン も し く は 感 染 と い っ た 意 図 的 な 遺 伝 子
操 作 に よ っ て 、 核 酸 を 細 胞 に 導 入 す る 。 遺 伝 子 操 作 と い う 語 は 、 古 典 的 な 交 差 交 配 又 は イ
ン ビ ト ロ の 受 精 を 含 ま ず 、 む し ろ 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 導 入 を 指 す 。 こ の 分 子 は 、 染 色 体
内 に 組 み 込 ま れ て も よ い し 、 又 は 染 色 体 外 で Ｄ Ｎ Ａ を 複 製 す る も の で も よ い 。 本 明 細 書 に
記 載 さ れ て い る 典 型 的 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て は 、 導 入 遺 伝 子 が 細 胞 に 組 換 え
ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る 。 本 発 明 の 「 非 ヒ ト 動 物 」 は 、 げ っ 歯 類 、 非 ヒ ト の 霊 長
類 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 雌 牛 、 両 生 類 、 爬 虫 類 な ど の 脊 椎 動 物 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 非 ヒ ト
動 物 は 、 ラ ッ ト も し く は マ ウ ス の よ う な げ っ 歯 類 か ら 選 択 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は マ ウ ス
で あ る が 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 属 の メ ン バ ー の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 両 生 類 、 及 び ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ニ ワ ト リ も ま た 、 例 え ば 、 胚 形 成 及 び 組 織 形 成 を 理 解 す る た め の 重 要 な
ツ ー ル を 提 供 し 得 る 。 用 語 「 キ メ ラ 動 物 」 は 、 組 換 え 遺 伝 子 が 見 出 さ れ る 、 又 は 、 組 換 え
が 動 物 の 全 て で は な く 一 部 に お い て 発 現 す る 動 物 を 意 味 す る も の と し て 本 明 細 書 で は 用 い
ら れ て い る 。 用 語 「 組 織 特 異 的 キ メ ラ 動 物 」 は 、 組 換 え ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 が 、 い く つ か
の 組 織 だ け に お い て 存 在 し 及 び /又 は 発 現 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ て い る 「 導 入 遺 伝 子 」 は 、 （ 例 え ば 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ） 核 酸 配 列 を 意 味 し 、 そ れ は 、 部 分 的 も し く は 全 体 的 に 異 種 、 す な わ ち
、 そ れ が 導 入 さ れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 も し く は 細 胞 と 異 な る 、 又 は 、 そ れ が 導 入 さ
れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 も し く は 細 胞 の 内 在 遺 伝 子 と 同 種 で あ る が 、 該 動 物 の ゲ ノ ム
に 、 そ れ が 導 入 さ れ た 細 胞 の ゲ ノ ム を 変 え る よ う に 、 導 入 さ れ る こ と が 意 図 さ れ て い る 、
も し く は 導 入 さ れ る （ 例 え ば 、 そ れ は 、 天 然 の 遺 伝 子 と は 異 な る 位 置 に お い て 導 入 さ れ て
い る 、 又 は そ の 挿 入 の 結 果 が ノ ッ ク ア ウ ト で あ る ） 。 導 入 遺 伝 子 は 、 １ 以 上 の 転 写 調 節 配
列 及 び 、 選 択 さ れ た 核 酸 の 好 適 な 発 現 に 必 要 な イ ン ト ロ ン の よ う な 他 の 任 意 の 核 酸 を 含 む
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 子 は 、 単 一 又 は 多 数 の コ ピ ー に お
い て 、 個 体 の ゲ ノ ム 内 に 存 在 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 重 複 遺 伝 子 は 、 同 一 で あ っ て
も よ く 、 又 は ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 付 加 又 は 欠 失 を 含 む 特 定 の 変 形 で あ っ て も よ い 。 そ の 全
て は 依 然 と し て 、 実 質 的 に 同 じ 活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 「 ビ リ オ ン 」 は 、 完 全 な ウ イ ル ス 粒 子 ； 核 酸 及 び カ プ シ ド （ 及 び い く つ か の ウ イ ル ス の
中 の 脂 質 エ ン ベ ロ ー プ ） で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ア ミ ノ 酸 の ク ラ ス の 短 縮 形 は 、
http://smart.embl-heidelberg.de/SMART_DATA/alignments/consensus/grouping.html.か
ら 採 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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２ ． 概 説



　 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 新 規 な ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 及 び 蛋 白 質 、 な ら び に 関
連 す る 方 法 及 び 組 成 物 に 関 す る 。 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 い く つ か の 疾 患 の
状 態 と Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 及 び 蛋 白 質 と の 間 の 新 規 な 関 連 性 に 関 す る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ
リ ペ プ チ ド の レ ベ ル 及 び /又 は 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ っ て 操 作 さ れ う る 広 範 な 重 要
な 細 胞 機 能 と 相 互 作 用 し 、 及 び そ れ を 調 節 す る 。 い く つ か の 局 面 に お い て 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ
遺 伝 子 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 の 欠 損 と 関 連 す る 疾 患 を 同 定
す る た め の 方 法 及 び そ の よ う な 疾 患 を 回 復 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 別 の 局 面 に
お い て 、 本 発 明 は 、 核 酸 物 質 （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ プ ロ ー ブ 、 ア ン チ セ ン ス ） 、 抗 体 関 連 物
質 、 小 分 子 及 び 他 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 を 提 供 す る 。 さ ら に 別 の 局 面 に お い
て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 機 能 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ と 関 連 す る 及 び /又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 介 在 プ ロ セ ス に
関 与 す る 蛋 白 質 の 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 他 の 局 面 及
び 態 様 を 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が ユ ビ キ チ ン 系 に お い て 、
Ｅ ３ 酵 素 と し て 機 能 す る こ と の 発 見 に 関 す る 。 し た が っ て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ
活 性 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 又 は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 使 用 し て 蛋 白 質 ユ ビ キ チ ン
化 に よ っ て 影 響 を 受 け る 生 物 学 的 プ ロ セ ス を 操 作 す る こ と が で き る 。 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン 又 は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 形 成 及 び 転 写 調 節 、 翻 訳 調 節 又 は 翻 訳 後 調
節 を 含 む 、 調 節 の あ ら ゆ る 段 階 に お い て 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 転 写 レ
ベ ル は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 配 列 を 標 的 と し た Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ っ て 減 少 す る こ と も あ る 。 別 の 例
と し て は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ を Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン
も し く は 標 的 蛋 白 質 （ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 活 性 に よ っ て 少 な く と も 部 分 的 に ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た 蛋 白
質 ） と の 相 互 作 用 を 媒 介 す る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の ド メ イ ン に 結 合 し て 干 渉 す る 抗 体 に 接 触 さ せ る こ
と に よ っ て 阻 害 す る こ と が で き る 。 別 の 例 と し て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ も し く は そ の 活 性 部 分 の 発 現
を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 活 性 を 高 め る こ と が で き る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の よ う な ユ ビ キ
チ ン リ ガ ー ゼ は 、 、 ウ イ ル ス の 細 胞 へ の 浸 入 、 ウ イ ル ス 蛋 白 質 の 作 製 、 ウ イ ル ス 蛋 白 質 の
構 築 及 び 細 胞 か ら の ウ イ ル ス 粒 子 に 放 出 な ど の 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 生 命 の １ 以 上 の 種 々 の
段 階 を 含 む 生 物 学 的 プ ロ セ ス に 関 与 す る こ と も あ る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ は 、 例 え ば 、 痴 呆 （ 例 え ば
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 や ピ ッ ク 病 ） 、 封 入 体 筋 炎 、 及 び ミ オ パ シ ー 、 ポ リ グ ル コ サ ン 体 ミ オ
パ シ ー な ら び に い く つ か の 形 態 の 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 な ど の 、 ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た 蛋 白 質
の 蓄 積 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 に 関 与 す る こ と も あ る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ は 、 過 剰 又 は 不 適 切
な ユ ビ キ チ ン 活 性 及 び /又 は 蛋 白 質 分 解 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 に 関 与 す る こ と も あ
る 。 さ ら に 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ は 、 細 胞 分 解 制 御 系 の 不 全 、 細 胞 死 の 調 節 系 の 不 全 、 及 び 機 能 亢 進
性 の 膜 結 合 成 長 因 子 受 容 体 な ど の 機 能 亢 進 性 の 発 癌 遺 伝 子 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 不 全
を 含 む 腫 瘍 学 的 プ ロ セ ス に 関 与 す る こ と も あ る 。 い く つ か の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を ユ ビ
キ チ ン リ ガ ー ゼ と し て 同 定 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の 局 面 は 、 当 該 技 術 分 野 の 当 業 者 が
改 変 さ れ た Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 と 関 連 す る 疾 患 を 同 定 す る こ と を 可 能 と す る
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 特 定 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が 、 ウ イ ル ス 粒 子 中
で の 蛋 白 質 の 作 製 、 転 写 後 プ ロ セ ス 、 構 築 及 び /又 は 放 出 を 含 む ウ イ ル ス 成 熟 に 関 与 す る
こ と の 発 見 に 関 す る 。 し た が っ て 、 ウ イ ル ス 感 染 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の 活 性 （ 例 え ば 、 ユ ビ キ チ
ン リ ガ ー ゼ 活 性 又 は 標 的 蛋 白 質 の 相 互 作 用 ） を 阻 害 す る こ と に よ っ て 改 善 す る こ と が で き
る 。 そ し て 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 ウ イ ル ス は 、 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル
ス 、 な ら び に Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ebola、 Ｈ Ｂ Ｖ 、 Ｈ Ｃ Ｖ 及 び Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ を 含 む エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス
で あ る 。 更 な る ウ イ ル ス 種 を 以 下 に よ り 詳 細 に 示 す 。 い く つ か の 例 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 機
能 の 減 少 は 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 中 に Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ を 用 い る ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 に と っ て
致 命 的 で あ る 。 メ カ ニ ズ ム に 拘 束 さ れ る こ と を 望 む わ け で は な い が 、 そ の よ う な 細 胞 に お
け る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 機 能 の 喪 失 は 、 細 胞 中 に お け る ウ イ ル ス 粒 子 も し く は そ の 部 分 の 過 剰 蓄 積 を
通 し て 細 胞 死 を 導 く 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 例 え ば 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ノ ッ ク ダ ウ ン に よ る
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Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 活 性 の 阻 害 を 用 い て 、 感 染 さ れ た 細 胞 、 ほ ぼ 潜 伏 し て い る ウ イ ル ス さ え 破 壊 す る
こ と が で き る 。 な ぜ な ら 、 そ の よ う な 細 胞 は 、 結 果 と し て 生 じ る 、 ウ イ ル ス 粒 子 も し く は
そ の 部 分 の 過 剰 蓄 積 に よ っ て 死 ぬ か ら で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ が Rac、 小 GTPaseと 相 互 作 用 す る こ と
の 発 見 に 関 連 す る 。 Rho、 Rac及 び Cdc42は 一 緒 に 作 用 し 、 ア ク チ ン 細 胞 骨 格 及 び Ｊ Ｎ Ｋ  Ｍ
Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 経 路 の 組 織 化 を 調 節 す る 。 マ ウ ス Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ （ “ ｍ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ” ） の 異 所 性 発 現
は 、 Ｊ Ｎ Ｋ 経 路 を 活 性 化 し 、 Ｎ Ｆ -κ Ｂ の 核 局 在 化 を 起 こ す 。 線 維 芽 細 胞 中 の ｍ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ
の 過 剰 発 現 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 刺 激 す る （ Taponら 、 （ 1998）  EMBO J. 17:1395-404） 。
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ は 、 別 の GTPase、 Rasと 相 互 作 用 す る か 、 そ う で な
け れ ば 、 そ の シ グ ナ リ ン グ に 影 響 を 及 ぼ す （ Schnorrら 、 （ 2001）  Genetics 159: 609-22
） 。 Ｊ Ｎ Ｋ 経 路 及 び NF-κ Ｂ は 、 例 え ば 、 免 疫 反 応 、 炎 症 、 細 胞 増 殖 及 び ア ポ ト ー シ ス に
関 与 す る 重 要 な 種 々 の 遺 伝 子 を 調 節 す る 。 例 え ば 、 NF-κ Bは 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ 、 イ ン
タ ー ロ イ キ ン ８ 、 腫 瘍 壊 死 因 子 及 び 多 く の 細 胞 接 着 分 子 の 生 成 を 調 節 す る 。 NF-κ Bは 、 細
胞 中 で ア ポ ト ー シ ス 促 進 性 及 び 抗 ア ポ ト ー シ ス 性 の 両 方 の 役 割 を 果 た す （ 例 え ば 、 Ｆ Ａ Ｓ
誘 導 性 細 胞 死 及 び Ｔ Ｎ Ｆ α シ グ ナ リ ン グ の そ れ ぞ れ に お い て ） 。 NF-κ B は 、 イ ン ヒ ビ タ
ー 蛋 白 質 Iκ Bα  及 び Iκ Bβ （ ま と め て 、 「 Iκ B」 と 称 す る ） に よ っ て 部 分 的 に マ イ ナ ス
方 向 に 調 節 さ れ る 。 Iκ Bの リ ン 酸 化 は 、 NF-κ Bの 活 性 化 及 び 核 局 在 化 を 可 能 に す る 。 Iκ B
の リ ン 酸 化 は 、 ユ ビ キ チ ン 系 に よ る そ の 分 解 を 引 き 起 こ す 。 し た が っ て 、 さ ら に 別 の 態 様
に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｊ Ｎ Ｋ 経 路 を 刺 激 す る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、
Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 NF-κ Bの 核 局 在 化 を 促 進 す る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ レ ベ ル 及 び /又 は 活 性 の 操 作 を 用 い て ア ポ ト ー シ ス を 操 作 す る こ と も で き る 。 Ｐ Ｏ Ｓ
Ｈ を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、 ア ポ ト ー シ ス を い く つ か の 細 胞 に お い て
刺 激 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 通 常 過 剰 細 胞 増 殖 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 状 態 （ い く つ
か の 癌 ） に お い て 望 ま し い 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、 ア ポ
ト ー シ ス は 、 い く つ か の 細 胞 に お い て 減 少 す る か も し れ な い 。 そ し て こ れ は 通 常 、 過 剰 な
細 胞 死 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 状 態 、 例 え ば 、 心 筋 梗 塞 、 発 作 、 筋 肉 及 び 神 経 の 変 性 疾 患
、 な ら び に 移 植 前 の 臓 器 の 保 存 に と っ て 望 ま し い で あ ろ う 。 更 な る 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ
Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ク ラ ス リ ン 含 有 複 合 体 も し く は コ ー ト マ ー 含 有 複 合 体 、 及 び 、 特 に 核
及 び /又 は ゴ ル ジ 体 に 局 在 化 す る 輸 送 複 合 体 な ど の 小 胞 輸 送 複 合 体 と 関 連 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　
　 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 ２ ６ 、
２ ７ 、 ２ ８ 、 ２ ９ 及 び ３ ０ な ど の 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る 。
本 発 明 の 核 酸 は 、 更 に 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ３ 、 ３ ４ 及 び
３ ５ の バ リ ア ン ト を 含 む 核 酸 を 含 む と 理 解 さ れ る 。 バ リ ア ン ト ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 対 立
遺 伝 子 の バ リ ア ン ト の よ う な １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 付 加 又 は 欠 失 に よ っ て 、 異 な
る 配 列 を 含 む 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に よ っ て 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４
、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ３ 、 ３ ４ 及 び ３ ５ に 示 さ れ た コ ー ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 と は 異 な る コ ー ド 配 列 を 含 む で あ ろ う 。 別 の 態 様 に お い て 、 バ リ ア ン ト は ま た 、 高 ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ３ 、 ３ ４
及 び ３ ５ の い ず れ か に 示 さ れ た コ ー ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列
を も 含 む 。 本 発 明 の 好 ま し い 核 酸 は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３
３ 、 ３ ４ 、 ３ ５ 及 び そ の バ リ ア ン ト 、 な ら び に 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ２ ６ 、 ２ ７ 、 ２ ８ 、
２ ９ 及 び ３ ０ か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 配 列 で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 促 進 す る 適 切 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 変 更 さ れ 得
る こ と は 当 該 技 術 の 当 業 者 は 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 ６ ． ０ × 塩 酸 ナ ト リ ウ ム
／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｓ Ｃ ） で 約 ４ ５ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 続 い て ２ ． ０
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３ ． 核 酸 の 例 及 び 発 現 ベ ク タ ー の 例



× Ｓ Ｓ Ｃ で 約 ５ ０ ℃ で 洗 浄 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 例 え ば 、 洗 浄 ス テ ッ プ で の 塩 濃 度
は 、 約 ２ ． ０ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 約 ５ ０ ℃ の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー か ら 、 約 ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 約 ５
０ ℃ の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 中 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 洗 浄 ス テ ッ プ の 温
度 は 、 室 温 （ 約 ２ ２ ℃ ） の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 か ら 、 約 ６ ５ ℃ の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー 条 件 に 上 昇 さ せ る こ と が で き る 。 温 度 及 び 塩 濃 度 の 両 方 を 変 更 さ せ て も よ い 。 又 は 、
他 の 変 数 を 変 化 さ せ な が ら 、 温 度 又 は 塩 濃 度 を 一 定 に 保 っ て も よ い 。 あ る 態 様 に お い て 、
本 発 明 は 、 ６ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 室 温 、 続 い て ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 室 温 で 洗 浄 す る と い う 低 ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に よ っ て 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ３
、 ３ ４ 及 び ３ ５ と は 異 な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ
酸 の 数 は 、 １ よ り 多 く の ト リ プ レ ッ ト に よ っ て 指 定 さ れ る 。 同 じ ア ミ ノ 酸 を 規 定 す る コ ド
ン 、 す な わ ち シ ノ ニ ム （ 同 義 コ ド ン ） （ 例 え ば 、 Ｃ Ａ Ｕ と Ｃ Ａ Ｃ は ヒ ス チ ジ ン に と っ て 同
義 コ ド ン で あ る ） も 、 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 「 サ イ レ ン ト 」 変 異 を 結
果 と し て 生 じ さ る こ と が あ る 。 し か し な が ら 、 対 象 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 化 を 導 く
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 遺 伝 子 多 型 は 、 哺 乳 動 物 の 細 胞 中 に 存 在 す る で あ ろ う 。 当 該 技 術 の 当 業 者 は
、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 の 変 形 に よ っ て 、 特 定 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る 核 酸 の １ 以 上 の ヌ ク レ オ
チ ド （ ヌ ク レ オ チ ド の 約 ３ ～ ５ ％ ま で ） に お け る こ れ ら の 変 形 が 所 定 の 種 の 個 体 中 に 存 在
す る か も し れ な い と い う こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 そ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド の あ ら ゆ る 変
形 及 び 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 遺 伝 子 多 型 は 、 本 発 明 の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 任 意 に 、 本 発 明 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 は 、 細 胞 中 の 機 能 表 現 型 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 喪 失 を 、 部 分 的 も し
く は 完 全 に 、 遺 伝 子 的 に 補 完 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 は 、 内 因 性 Ｐ
Ｏ Ｓ Ｈ が Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ っ て 減 少 し た 細 胞 に お い て 発 現 す る こ と が で き る 。 ま た 、 導 入 さ れ
た Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ に 由 来 す る 表 現 型 を 緩 和 す る で あ ろ う 。 機 能 表 現 型 の Ｐ Ｏ Ｓ
Ｈ 喪 失 の 例 と し て は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 任 意 に は 、 Ｈ Ｉ Ｖ ベ ク タ ー を 用 い て ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 細 胞 中 の ウ イ ル ス 様 粒 子 産 生 の 減 少 が あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ 核 酸 は 、 効 果 的 な レ ベ ル で 細 胞 中 に 発 現 す る と 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 ア ン チ セ ン ス 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 又 は リ ボ ザ イ ム に 用 い ら れ る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核
酸 に 関 す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ て い る と こ ろ の 、 核 酸 治 療 と は 、 細 胞 条 件 下 で 対
象 と な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を コ ー ド す る 細 胞 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び /又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る （ 例 え ば 、 結 合 す る ） 核 酸 も し く は そ の 誘 導 体 を 、 投 与 又
は ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ 発 生 さ せ 、 例 え ば 、 転 写 及 び /又 は 翻 訳 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 蛋 白 質
の 産 生 を 阻 害 す る こ と を 意 味 す る 。 該 結 合 は 、 通 常 の 塩 基 対 相 補 性 、 又 は 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ
二 本 鎖 に 結 合 す る 場 合 は 、 二 重 螺 旋 の 主 溝 に お け る 特 異 的 な 相 互 作 用 に よ る も の で あ る か
も し れ な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 治 療 の 構 成 物 は 、 例 え ば 、 細 胞 内 で 転 写 さ れ る 場 合 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 細 胞 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 少 な く と も １ つ の 特 有 の 部 分 に 相 補 的 な Ｒ Ｎ Ａ を 作 製 す る
発 現 プ ラ ス ミ ド と し て 送 達 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 該 構 成 物 は 、 ex vivoで 生 成 さ
れ 、 細 胞 中 に 導 入 さ れ た と き 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び /又 は ゲ
ノ ム 配 列 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ っ て 発 現 を 阻 害 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 任 意 に 改 変 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り
、 そ れ は 、 内 在 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 例 え ば 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び /又 は エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ に 対 し て 抵 抗 性 が あ り 、 し た が っ て イ ン ビ ボ で 安 定 し て い る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド に 用 い る 核 酸 分 子 の 例 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト （ phosphoramidate） 、
ホ ス ホ チ オ エ ー ト 及 び メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 類 似 物 で あ る （ 米 国 特 許 第 5,176,996号 ； 第 5,2
64,564号 お よ び 第 5,256,775号 参 照 ） 。 さ ら に 、 核 酸 治 療 に 有 用 な オ リ ゴ マ ー を 構 築 す る
た め の 通 常 の ア プ ロ ー チ を 、 例 え ば 、 van der Krolら 、 （ 1988）  Biotechniques 6:958-9
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76及 び Steinら 、 （ 1988）  Cancer Res 48:2659-2668.に よ っ て 検 討 し た 。  
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 改 変 さ れ た オ リ ゴ マ ー は 、 治 療 的 、 診 断 的 及 び 研 究 的 意 味 に お い
て 有 用 で あ る 。 治 療 的 用 途 に お い て 、 該 オ リ ゴ マ ー は 、 核 酸 治 療 に 一 般 的 に 適 す る 方 法 で
利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 治 療 に お け る 利 用 に 加 え て 、 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー は 、 そ れ ら が 特 異 的 に 結 合 す る 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ 　 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 存 在 も し く は 不 存 在 を 検 出 す る た め 、 例 え ば 、 本 発 明 の 遺
伝 子 の 発 現 の レ ベ ル を 決 定 す る た め 、 も し く は 本 発 明 の 遺 伝 子 が 遺 伝 的 病 変 を 含 む か ど う
か を 検 出 す る た め の 診 断 的 試 薬 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 に お い て 、 対 象 と な る 核 酸 は 、 対 象 と な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 配 列 を 含 み 、 少 な く と も １ つ の 調 節 配 列 に 作 動 可 能 に 結 合 し た 発 現 ベ ク タ ー に お
い て 提 供 さ れ る 。 調 節 配 列 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 認 識 さ れ て お り 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 を 導 く た め に 選 択 さ れ る 。 し た が っ て 、 調 節 配 列 と い う 用 語 は 、 プ ロ モ ー タ ー
、 エ ン ハ ン サ ー 及 び 他 の 発 現 制 御 エ レ メ ン ト を 含 む 。 調 節 配 列 の 例 は 、 Goeddel; Gene Ex
pression Technology:  Methods in Enzymology、  Academic Press、 San Diego、 CA （ 19
90） に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 作 動 可 能 に 結 合 さ れ た と き 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 発 現 を 制 御 す
る 、 広 範 な 発 現 制 御 配 列 の い ず れ も 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発
現 す る た め の こ れ ら の ベ ク タ ー に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 有 用 な 発 現 制 御 配 列 は
、 例 え ば 、 SV40の 初 期 及 び 後 期 の プ ロ モ ー タ ー 、 tetプ ロ モ ー タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス も し
く は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 最 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 lac 系 、 trp 系 、 Ｔ Ａ Ｃ も し く は Ｔ Ｒ Ｃ
系 、 Ｔ ７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て そ の 発 現 が 導 か れ る Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー 、 フ ァ ー ジ
ラ ム ダ の 主 要 な オ ペ レ ー タ 及 び プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 fdコ ー ト 蛋 白 質 の 制 御 領 域 、 ３ -ホ ス
ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ も し く は 他 の 糖 分 解 酵 素 の た め の プ ロ モ ー タ ー 、 酸 ホ ス フ ァ タ ー
ゼ の プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 Pho5、 酵 母 α 接 合 型 因 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス
系 の 多 面 体 プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 又 は そ れ ら の ウ イ ル ス の 遺 伝 子 の 発
現 を 制 御 す る こ と が 知 ら れ て い る そ の 他 の 配 列 、 な ら び に そ れ ら の 種 々 の 組 み 合 わ せ を 含
む 。 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 は 、 形 質 転 換 さ れ る 宿 主 細 胞 の 選 択 及 び /又 は 発 現 さ れ る こ と が
望 ま し い 蛋 白 質 の 種 類 の 選 択 と い っ た 因 子 に 依 存 す る か も し れ な い こ と を 理 解 す る 必 要 が
あ る 。 さ ら に 、 ベ ク タ ー の コ ピ ー 数 、 そ の コ ピ ー 数 と 、 該 ベ ク タ ー に よ っ て 他 の あ ら ゆ る
蛋 白 質 、 例 え ば 、 抗 菌 マ ー カ ー を 制 御 す る 能 力 も 考 慮 す る 必 要 が あ る 。  
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 明 ら か な よ う に 、 対 象 と な る 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト は 、 培 養 物 中 に 繁 殖 し た 細 胞 中 で 対
象 と な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 引 き 起 こ す た め に 、 精 製 の た め 、 例 え ば 、 融 合 蛋
白 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 蛋 白 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き
る 。  
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 は 、 １ 以 上 の 対 象 と な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 を 含 む 、 組 換 え 遺 伝
子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 に 関 す る 。 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 、 真 核 細 胞 の い ず
れ で も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 E. coliの よ う な 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 （
例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 を 用 い る ） 、 酵 母 又 は 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 発 現 さ せ る
こ と も で き る 。 他 の 好 適 な 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 さ ら に 対 象 と な る ポ リ ペ プ チ ド を 作 成 す る 方 法 に 関 す る 。 例 え
ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞
は 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 起 こ す こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 細 胞 混 合 物 及 び 培 地 か ら 分 泌 し 、 単 離 し て も よ い 。 あ る い は
、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 質 内 に 保 留 し て も よ い 。 そ し て 、 細 胞 を 回 収 し 、 溶 菌 し 、 蛋 白
質 を 単 離 す る こ と が で き る 。 細 胞 培 養 液 は 、 宿 主 細 胞 、 培 地 及 び 他 の 副 産 物 を 含 む 。 細 胞
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培 養 の た め の 好 適 な 培 地 は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 培 養 液
、 宿 主 細 胞 又 は そ の 両 方 か ら 、 イ オ ン 変 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 限 外 濾 過 、 電 気 泳 動 法 、 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 特 定 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 抗 体 を 用
い た 免 疫 親 和 性 生 成 を 含 む 蛋 白 質 を 精 製 す る た め の 技 術 に お い て 公 知 の 技 術 を 用 い て 単 離
す る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 精 製 を 容 易 に
す る ド メ イ ン を 含 有 す る 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 蛋 白 質 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ -イ ン テ イ ン 融 合 蛋 白
質 、 Ｐ Ｏ Ｓ H-セ ル ロ ー ス 結 合 ド メ イ ン 蛋 白 質 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ -ポ リ ヒ ス チ ジ ン 融 合 蛋 白 質 な ど
の 融 合 蛋 白 質 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 微 生 物 又 は 真 核 細 胞 プ ロ セ ス
を 介 し て 、 組 換 え 形 態 の 蛋 白 質 を 作 製 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 、 発 現 ベ ク タ ー の よ う な 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト に 連 結 し 、 宿 主 、 真 核 生 物 （ 酵 母 、 鳥
類 、 昆 虫 も し く は 哺 乳 類 ） の 細 胞 又 は 原 核 生 物 （ 細 菌 ） の 細 胞 に 形 質 転 換 も し く は ト ラ ン
ス フ ェ ク ト す る こ と は 、 標 準 的 な 手 順 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 組 換 え Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 又 は そ の 一 部 を 、 原 核 細 胞 、 真 核 細
胞 又 は そ の 両 方 に お い て 発 現 さ せ る の に 好 適 な ベ ク タ ー に 連 結 す る こ と に よ っ て 作 製 す る
こ と が で き る 。 組 換 え Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 媒 介 物 は 、 プ ラ ス ミ ド 及 び 他 の ベ ク タ
ー を 含 む 。 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め の 好 適 な ベ ク タ ー は 、 E. coli.の
よ う な 原 核 細 胞 に お け る 発 現 の た め の pBR322-由 来 の プ ラ ス ミ ド 、 pEMBL-由 来 の プ ラ ス ミ
ド 、 pEX-由 来 の プ ラ ス ミ ド 、 pBTac-由 来 の プ ラ ス ミ ド 及 び pUC-由 来 の プ ラ ス ミ ド と い っ た
種 類 の プ ラ ス ミ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 酵 母 中 、 組 換 え 蛋 白 質 の 発 現 の た め に 、 多 く の ベ ク タ ー が 存 在 す る 。 例 え ば 、 YEP24、 Y
IP5、 YEP51、 YEP52、 pYES2、 及 び YRP17を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 発 現 媒 介 物 は 遺 伝 子 コ
ン ス ト ラ ク ト を S. cerevisiae （ 例 え ば 、 Broachら 、 （ 1983） 、 Experimental Manipulat
ion of Gene Expression、 ed. M. Inouye Academic Press、  p. 83、 引 用 に よ っ て 本 明 細
書 に 援 用 ） に 導 入 す る の に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 pBR322 oriの 存 在 に よ り 、
 E. coli 中 で 複 製 す る こ と が で き 、 酵 母 ２ ミ ク ロ ン プ ラ ス ミ ド の 複 製 決 定 基 に よ っ て S. 
cerevisiae で 複 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に ア ン ピ シ リ ン の よ う な 薬 物 耐 性 マ ー カ ー を
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 好 ま し い 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー は 、 細 菌 中 で の ベ ク タ ー の 増 殖 を 促 進 す る た め の 原 核 生
物 の 配 列 と 、 真 核 細 胞 中 で 発 現 す る １ 以 上 の 真 核 転 写 ユ ニ ッ ト と の 双 方 を 含 む 。 pcDNAI/a
mp、 pcDNAI/neo、 pRc/CMV、 pSV2gpt、 pSV2neo、 pSV2-dhfr、 pTk2、 pRSVneo、 pMSG、 pSVT7
、 pko-neo及 び pHyg由 来 の ベ ク タ ー は 、 真 核 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 好 適 な 哺 乳 動
物 発 現 ベ ク タ ー の 例 で あ る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー の い く つ か は 、 複 製 及 び 、 原 核 細 胞 及 び 真
核 細 胞 の 両 方 に お け る 薬 物 耐 性 の 選 択 を 促 進 す る た め に 、 pBR322の よ う な 細 菌 プ ラ ス ミ ド
か ら の 配 列 を 用 い て 改 質 さ れ る 。 あ る い は 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス （ Ｂ Ｐ Ｖ － １ ） 、 又
は エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル ス （ pHEBo、  pREP-由 来 及 び p205） な ど の ウ イ ル ス の 誘 導 体
を 真 核 細 胞 の 蛋 白 質 の 一 過 性 の 発 現 の た め に 用 い る こ と が で き る 。 他 の ウ イ ル ス （ レ ト ロ
ウ イ ル ス を 含 む ） の 発 現 系 の 例 は 、 下 記 の 遺 伝 子 治 療 送 達 系 に お い て 見 出 す こ と が で き る
。 プ ラ ス ミ ド 及 び 宿 主 生 物 の 形 質 転 換 の 調 製 に 採 用 さ れ る 種 々 の 方 法 は 、 当 該 技 術 に お い
て 公 知 で あ る 。 他 の 原 核 細 胞 及 び 真 核 細 胞 の 双 方 な ら び に 一 般 的 な 組 換 え 操 作 の た め の 好
適 な 発 現 系 と し て は 、 Molecular Cloning A Laboratory Manual、 第 ２ 版 、 Sambrook編 、 F
ritsch及 び Maniatis （ Cold Spring Harbor Laboratory Press、 1989） 、 16、 17章 を 参 照
さ れ た い 。 い く つ か の 例 に お い て 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 を 用 い て 組 換 え Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ
ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 そ の よ う な バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系
の 例 に は 、 pVL-由 来 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pVL1392、 pVL1393及 び pVL941） 、 pAcUW-由 来 ベ ク
タ ー （ 例 え ば 、 pAcUW1） 、 及 び pBlueBac-由 来 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 β -gal含 有 pBlueBac II
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I） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 Ｎ 末 端 位 の メ チ オ ニ ン は 、 酵 素 メ チ オ ニ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ （ Ｍ Ａ Ｐ ） を 用 い て 酵 素
的 に 切 断 さ れ る こ と は 当 該 技 術 に お い て 公 知 で あ る 。 Ｍ Ａ Ｐ を E. coli （ Ben-Bassatら 、
（ 1987）  J. Bacteriol. 169:751-757） 及 び ネ ズ ミ チ フ ス 菌 か ら ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の イ
ン ビ ト ロ 活 性 を 組 換 え 蛋 白 質 に お い て 実 証 し た （ Millerら 、 （ 1987）  PNAS USA 84:2718-
1722） 。 し た が っ て 、 望 ま し け れ ば 、 Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン を 、 そ の よ う な 組 換 え ポ リ ペ プ チ
ド を Ｍ Ａ Ｐ を 作 製 す る 宿 主 （ 例 え ば 、 E. coli も し く は CM89も し く は S.　 S.　 cerevisi）
に お い て 発 現 さ せ る こ と に よ っ て イ ン ビ ボ で 、 又 は 生 成 さ れ た Ｍ Ａ Ｐ を 用 い て イ ン ビ ト ロ
で （ 例 え ば 、 Millerら の 処 置 ） で 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 あ る い は 、 ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 を 、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む 融 合 遺 伝 子 の 一 部 と し て 組 み 込 む こ と が で き る 。 こ の 種 の 発 現 系 は 、 例 え ば
、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 の フ ラ グ メ ン ト を 作 製 す る こ と が 望 ま し い 条 件 下 で 有
用 と す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ロ タ ウ イ ル ス の Ｖ Ｐ 6カ プ シ ド 蛋 白 質 を 、 単 一 形 態 も し
く は ウ イ ル ス 粒 子 の 形 態 の い ず れ か で 、 ポ リ ペ プ チ ド 部 分 の 免 疫 性 の 担 体 蛋 白 質 と し て 用
い る こ と が で き る 。 抗 体 が 対 す る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 に 対 応 す る 核 酸 配 列 は 、 ワ
ク シ ニ ア ウ イ ル ス 構 造 蛋 白 質 の コ ー ド 配 列 を 含 む 融 合 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト に 組 み 込 ま れ
、 蛋 白 質 の 一 部 を ビ リ オ ン の 一 部 と し て 含 む 融 合 蛋 白 質 を 発 現 す る １ セ ッ ト の 組 換 え ウ イ
ル ス を 作 製 す る こ と が で き る 。 Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗 原 も 同 様 に こ の 役 割 に 用 い る こ と が で き る
。 同 様 に 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び ポ リ オ ウ イ ル ス カ プ シ ド 蛋 白 質 の 一 部 を 含 有 す る 融
合 蛋 白 質 を コ ー ド す る キ メ ラ コ ン ス ト ラ ク ト 産 生 を 高 め る こ と が で き る （ 例 え ば 、 欧 州 特
許 出 願 公 開 第 0259149号 ; Evansら 、  （ 1989）  Nature 339:385; Huangら 、 （ 1988）  J. V
irol. 62:3855;及 び Schliengerら 、 （ 1992）  J. Virol. 66:2） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ペ プ チ ド ベ ー ス の 免 疫 化 の た め の 多 数 抗 原 ペ プ チ ド （ Multiple Antigen Peptide） 系 を
用 い る こ と が で き 、 そ こ で は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 望 ま し い 部 分 が 、 オ リ ゴ マ ー 分 枝
リ ジ ン コ ア 上 の ペ プ チ ド の 有 機 化 学 合 成 で 直 接 的 に 得 ら れ る （ 例 え ば 、 Posnettら 、 （ 198
8）  JBC 263:1719及 び Nardelliら 、 （ 1992）  J. Immunol. 148:914） 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ
チ ド の 抗 原 決 定 基 は ま た 、 細 菌 細 胞 に よ っ て 発 現 及 び 提 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 組 換 え 蛋 白 質 の 望 ま し い 部 分 の Ｎ 末 端 に お け る ポ リ -（ ヒ ス ） ／ エ
ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 配 列 の よ う な 精 製 リ ー ダ ー 配 列 を コ ー ド す る 融 合 遺 伝 子 は 、 発 現
さ れ た 融 合 蛋 白 質 を Ｎ ｉ ２ ＋ 金 属 樹 脂 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て
精 製 す る こ と を 可 能 と す る 。 精 製 リ ー ダ ー 配 列 を そ の 後 、 引 き 続 き エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ を 用
い た 処 理 に よ っ て 除 去 し 、 精 製 さ れ た Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を 作 成 す る こ と が で き る （ 例
え ば 、 Hochuli ら 、 （ 1987）  J. Chromatography 411:177; 及 び Janknechtら 、 PNAS USA 
88:8972） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 融 合 遺 伝 子 を 作 製 す る 技 術 は 公 知 で あ る 。 本 質 的 に は 、 様 々 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 種 々 の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 結 合 が 平 滑 末 端 と 粘 着 末 端 の 連 結 、 適 切 な 末 端 を 提 供 す る
た め の 制 限 酵 素 に よ る 消 化 、 適 切 で あ れ ば 付 着 末 端 の 充 填 、 望 ま し く な い 結 合 を 避 け る た
め の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 、 及 び 酵 素 的 連 結 を 用 い る 常 法 に よ り 行 わ れ る 。 別 の 態
様 に お い て 、 融 合 遺 伝 子 は 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ シ ン セ サ イ ザ ー を 含 む 、 常 法 に よ り 合 成 す る こ と
が で き る 。 あ る い は 、 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 、 ２ つ の 連 続 す る 遺 伝 子 フ ラ グ
メ ン ト の 間 に 相 補 的 な オ ー バ ー ハ ン グ を 生 じ さ せ る ア ン カ ー プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 う こ と
が で き 、 そ れ に よ っ て 、 続 い て ア ニ ー リ ン グ さ れ 、 キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 が 生 成 さ れ る （ 例 え
ば 、 Current Protocols in Molecular Biology、 eds. Ausubelら 、 John Wiley & Sons: 1
992参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 下 記 の 表 は 、 核 酸 配 列 及 び 関 連 す る ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 蛋 白 質 の ド メ イ ン の 配 列 番 号
及 び 本 願 に お い て 用 い ら れ る 配 列 同 定 番 号 の 要 約 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】
　
　 本 発 明 は ま た 、 単 離 さ れ た 及 び /又 は 精 製 さ れ た 形 態 の 、 蛋 白 質 も し く は 、 そ の 蛋 白 質
を 含 む 特 定 の 複 合 体 と 通 常 関 連 す る か も し れ な い 他 の 細 胞 内 蛋 白 質 か ら 単 離 さ れ た 、 又 は
そ う で な け れ ば 、 そ れ を 含 ま な い 、 対 象 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 い く つ か 態
様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 ２ ６ 、 ２ ７ 、 ２
８ 、 ２ ９ 及 び ３ ０ に い ず れ か に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な く と も ６ ０ ％ 一 致 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、
２ ６ 、 ２ ７ 、 ２ ８ 、 ２ ９ 及 び ３ ０ に い ず れ か に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 に 少 な く と も ６ ５ ％ 、 ７
０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 、 又 は １ ０ ０
％ 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 。  
【 ０ １ １ １ 】
　 任 意 に 、 本 発 明 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 部 分 的 も し く は 完 全 に 機 能 表 現 型
の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 喪 失 を 軽 減 す る こ と に よ っ て 、 内 因 性 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 代 わ り の 機 能 を
果 た す で あ ろ う 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 内 因 性 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ
ド が Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ っ て 減 少 し た 細 胞 に お い て 、 産 生 さ れ る こ と も あ る 。 ま た 、 導 入 さ れ た
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Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ か ら 得 ら れ た 表 現 型 を 軽 減 す る で あ ろ う 。 機 能 表 現 型
の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 喪 失 の 例 は 、 ウ イ ル ス 性 の ベ ク タ ー 、 任 意 に Ｈ Ｉ Ｖ ベ ク タ ー に よ っ て ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 中 の ウ イ ル ス 様 粒 子 産 生 の 減 少 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Ｐ
Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 中 で 効 果 的 な レ ベ ル で 産 生 さ れ た と き 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導
す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ 以 上 の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン
を 介 し て 、 ウ イ ル ス 性 の Ｇ ａ ｇ 蛋 白 質 と 相 互 作 用 す る 。 更 な る 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ
リ ペ プ チ ド は ま た 、 選 択 的 に 、 Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン の 活 性 を 介 し て 部 分 的 に ユ ビ キ チ ン 化 に
お い て 機 能 を 果 た す こ と も あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ
ス ト で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 変 種 及 び フ ラ グ メ ン ト は 、
機 能 亢 進 性 又 は 構 成 的 な 活 性 を も つ か 、 又 は 一 方 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が １ 以 上 の 機 能
を 行 う の を 阻 害 す る 。 例 え ば 、 １ 以 上 の ド メ イ ン を 欠 く 切 断 型 は 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ
効 果 を 持 つ こ と も あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 全 長 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 対
象 と な る 蛋 白 質 の 単 離 さ れ た ペ プ チ ジ ル 部 分 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 対 応 す
る フ ラ グ メ ン ト か ら 組 換 え 的 に 作 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ
て 得 る こ と が で き る 。 さ ら に 、 フ ラ グ メ ン ト は 、 従 来 の Merrifield solid phase f-Moc o
r t-Boc chemistryの よ う な 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 技 法 を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 対 象 と な る 蛋 白 質 の い ず れ か １ つ を 所 望 の 長 さ の 任 意 に フ ラ グ メ ン
ト に 、 フ ラ グ メ ン ト の オ ー バ ー ラ ッ プ な く 、 分 割 す る こ と が で き る 。 該 フ ラ グ メ ン ト は 、
（ 組 換 え に よ っ て 、 又 は 化 学 的 合 成 に よ っ て ） 作 製 す る こ と が で き 、 特 異 的 な 蛋 白 質 複 合
体 又 は よ り 一 般 的 に は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の い ず れ か と し て
機 能 す る こ と が で き る ペ プ チ ジ ル フ ラ グ メ ン ト を 同 定 す る た め に 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ イ ン
ジ ェ ク シ ョ ン ア ッ セ イ に よ っ て 、 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 治 療 的 又 は 予 防 的 効 果 、 又 は 安 定 性 （ 例 え ば 、 生 体 外 で の 有 効 期 間 及 び イ ン ビ ボ で の 蛋
白 質 分 解 に 対 す る 耐 性 ） を 高 め る 目 的 な ど の た め に 対 象 と な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 構
造 を 改 変 す る こ と が 可 能 で あ る 。 蛋 白 質 の 天 然 に 存 在 す る 形 態 の 、 少 な く と も １ つ の 活 性
を 維 持 す る よ う に 設 計 さ れ た と き 、 そ の よ う な 改 変 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 に お
い て よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て い る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 機 能 的 に 等 価 で あ る と 考 え ら れ る
。 そ の よ う な 改 変 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 又 は 付 加 に よ
っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 例 え ば 、 ロ イ シ ン と イ ソ ロ イ シ ン も し く は バ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン 酸 、 ト
レ オ ニ ン と セ リ ン と の 単 離 さ れ た 置 換 、 又 は 、 ア ミ ノ 酸 と 構 造 的 に 関 連 す る ア ミ ノ 酸 （ 例
え ば 、 保 存 的 突 然 変 異 ） と の 類 似 の 置 換 は 、 得 ら れ た 分 子 の 生 物 学 的 活 性 に 大 き な 影 響 を
及 ぼ さ な い で あ ろ う 。 保 存 的 置 換 と は 、 そ れ ら の 側 鎖 に お い て 関 連 す る ア ミ ノ 酸 の フ ァ ミ
リ ー 内 で 生 じ る 置 換 で あ る 。 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 ４ つ の フ ァ ミ リ ー に 分 類
す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 （ １ ） 酸 性 ＝ ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ； （ ２ ） 塩 基
性 ＝ リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ； （ ３ ） 無 極 性 ＝ ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ
ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ミ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ;及 び （ ４ ） 無 電
荷 極 性 ＝ グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 シ ス テ イ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 チ ロ
シ ン 。 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 及 び チ ロ シ ン は 、 と き に 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 と し て
合 わ せ て 分 類 さ れ る 。 同 様 に 、 ア ミ ノ 酸 の レ パ ー ト リ ー は 、 下 記 の よ う に 分 類 さ れ る 。 す
な わ ち 、 （ １ ） 酸 性 ＝ ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ； （ ２ ） 塩 基 性 ＝ リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ
ン 、 ヒ ス チ ジ ン ； （ ３ ） 脂 肪 族 ＝ グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン
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、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 尚 、 セ リ ン 及 び ト レ オ ニ ン は 、 任 意 に 個 別 に 、 脂 肪 族 － ヒ ド ロ キ
シ ル と し て 分 類 さ れ る ； （ ４ ） 芳 香 族 ＝ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ；
（ ５ ） ア ミ ド ＝ ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン ； 及 び （ ６ ） 硫 黄 含 有 ＝ シ ス テ イ ン 及 び メ チ オ
ニ ン （ 例 え ば 、 Biochemistry、 第 ２ 版 、 L. Stryer編 、 W.H. Freeman and Co.、 1981参 照
） 。 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 に よ っ て 、 機 能 的 相 同 体 が 得 ら れ た か ど う か は 、
バ リ ア ン ト の ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 に お い て 野 生 型 の 蛋 白 質 と 類 似 の 反 応 を 起 こ す こ と が
で き る 能 力 を 評 価 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ
ド の そ の よ う な バ リ ア ン ト は 、 例 え ば 、 そ れ ら が 別 の ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 別 の Ｐ Ｏ Ｓ
Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ウ イ ル ス の 成 熟 に 関 与 す る 別 の 蛋 白 質 と 結 合 す る 能 力 に つ い て 、 評 価
さ れ る 。 複 数 の 置 換 が 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 同 様 の 方 法 で 容 易 に 試 験 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 対 象 と な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 複 数 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル 突 然 変 異 体
、 な ら び に 切 断 突 然 変 異 体 を 生 成 す る 方 法 を 意 図 す る 。 そ し て そ れ は 、 特 に 潜 在 的 な バ リ
ア ン ト の 配 列 （ 例 え ば 、 ホ モ ロ グ ） を 同 定 す る た め に 特 に 有 用 で あ る 。 そ の よ う な コ ン ビ
ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 目 的 は 、 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン
タ ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る こ と が で き 、 又 は 一 方 、 新 規 な 活 性 を 全 て 一 緒 に 処 理 す る Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ ホ モ ロ グ を 生 成 す る こ と で あ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 由 来 の ホ モ ロ グ は 、 天 然 に 存 在 す
る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 相 対 的 な 選 択 的 特 性 を 持 つ よ う に 生 成 す る こ と が で き る
。 そ の よ う な 蛋 白 質 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト か ら 発 現 し た と き 、 遺 伝 子 治 療 プ ロ
ト コ ル に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 同 様 に 、 変 異 原 性 は 、 対 応 す る 野 生 型 蛋 白 質 と 比 べ て 細 胞 内 半 減 期 が 大 幅 に 異 な る ホ モ
ロ グ を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 改 変 さ れ た 蛋 白 質 は 、 対 象 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ
チ ド の 破 壊 、 又 は そ う で な け れ ば 不 活 性 化 を も た ら す 蛋 白 質 分 解 又 は 細 胞 プ ロ セ ス に 対 し
て よ り 安 定 な 、 又 は あ ま り 安 定 で な く す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ホ モ ロ グ 及 び そ れ ら
を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 蛋 白 質 の 半 減 期 を 調 節 す る こ と に よ っ て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ レ ベ ル を 改 変
す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 短 い 半 減 期 は 、 誘 導 性 の 発 現 系 が 細 胞 内 で 組 換
え Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ レ ベ ル の 制 御 を よ り 緊 密 に す る こ と が で き る と き 、 よ り 一 過 性 の 生 物 学 的 効 果
を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 上 記 の よ う に 、 そ の よ う な 蛋 白 質 及 び 特 に そ れ ら の 組 換 え 核
酸 コ ン ス ト ラ ク ト は 、 遺 伝 子 治 療 プ ロ ト コ ル に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 同 様 に 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ホ モ ロ グ は 、 現 在 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ア プ ロ ー チ に よ っ て 、 そ れ ら が
対 応 す る 野 生 型 蛋 白 質 が 機 能 す る こ と が で き る 能 力 と 干 渉 す る こ と が で き る よ う に 、 ア ン
タ ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る よ う に 生 成 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 こ の 方 法 の 代 表 的 な 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ホ モ ロ グ の 集 団 の た め の ア ミ ノ 酸 配 列 を 並
べ る 、 好 ま し く は 、 相 同 性 を 可 能 な 限 り 高 く す る よ う に 並 べ る 。 そ の よ う な バ リ ア ン ト の
集 団 は 、 例 え ば 、 １ 以 上 の 種 か ら の ホ モ ロ グ 、 又 は 同 じ 種 で あ る が 突 然 変 異 に よ っ て 異 な
っ て い る ホ モ ロ グ を 含 む こ と が で き る 。 並 べ ら れ た 配 列 の 各 位 置 に 現 れ る ア ミ ノ 酸 を 選 択
し て 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 配 列 の 縮 重 セ ッ ト を 生 成 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い
て 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 そ れ ぞ れ 潜 在 的 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 配 列 の 少 な く と も １ 部 を
含 む ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 縮 重 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て 作 製 さ
れ る 。 例 え ば 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 は 、 潜 在 的 な Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 縮 重 セ ッ ト が 個 別 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 又 は よ り 大 き な 融 合 蛋 白 質 と し て （ 例 え ば 、
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の た め に ） 発 現 し う る よ う に 遺 伝 子 配 列 に 酵 素 的 に 連 結 さ れ る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 潜 在 的 ホ モ ロ グ の ラ イ ブ ラ リ ー を 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 生 成 す る こ と が で き る 多
く の 方 法 が あ る 。 縮 重 遺 伝 子 配 列 の 化 学 的 合 成 は 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ シ ン セ サ イ ザ ー に よ っ て 行
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い 、 次 に そ の 合 成 遺 伝 子 を 適 切 な 発 現 の た め の 遺 伝 子 に 連 結 す る 。 遺 伝 子 の 縮 重 セ ッ ト の
目 的 は 、 １ 混 合 物 に お い て 、 潜 在 的 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ は 配 列 の 所 望 の セ ッ ト を コ ー ド す る 全 て の 配
列 を 提 供 す る こ と で あ る 。 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 で あ
る （ 例 え ば 、 Narang、 SA （ 1983）  Tetrahedron 39:3; Itakuraら （ 1981）  Recombinant 
DNA、 Proc. 3rd Cleveland Sympos. Macromolecules、  ed. AG Walton、 Amsterdam: Else
vier pp273-289; Itakuraら 、 （ 1984）  Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakuraら 、 （ 198
4）  Science 198:1056; Ike ら 、 （ 1983）  Necleic Acid Res. 11:477参 照 ） 。 そ の よ う
な 技 術 は 、 他 の 蛋 白 質 の 指 示 さ れ た 進 化 に お い て 用 い ら れ て き た （ 例 え ば 、 Scottら 、 （ 1
990）  Science 249:386-390； Robertsら 、 （ 1992）  PNAS USA 89:2429-2433； Devlinら 、
（ 1990）  Science 249: 404-406; Cwirlaら 、 （ 1990）  PNAS USA 87: 6378-6382； な ら び
に 米 国 特 許 第 5,223,409号 、 第 5,198,346号 、 及 び 第 5,096,815号 ） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 一 方 、 他 の 形 態 の 突 然 変 異 誘 発 を 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め に 用
い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ホ モ ロ グ （ ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 双 方 ）
は 、 例 え ば 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 な ど を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ （ Rufら 、
（ 1994）  Biochemistry 33:1565-1572； Wangら 、 （ 1994）  J. Biol. Chem. 269:3095-309
9； Balintら 、 （ 1993）  Gene 137:109-118； Grodbergら 、 （ 1993）  Eur. J. Biochem. 21
8:597-601； Nagashima ら 、 （ 1993）  J. Biol. Chem. 268:2888-2892ら ； Lowmanら （ 1991
）  Biochemistry 30:10832-10838； 及 び Cunninghamら （ 1989）  Science 244:1081-1085）
、 リ ン カ ー ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発  （ Gustinら 、 （ 1993）  Virology 193:653-660; Br
ownら 、 （ 1992）  Mol. Cell Biol. 12:2644-2652; McKnightら 、 （ 1982）  Science 232:3
16） ； 飽 和 突 然 変 異 誘 発  （ Meyersら 、 （ 1986）  Science 232:613） ； Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘
発 （ Leungら 、 （ 1989）  Method Cell Mol Biol 1:11-19） ； 又 は 、 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 な
ど を 含 む ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 、  （ Millerら 、  （ 1992）  A Short Course in Bacterial
 Genetics、 CSHL Press、  Cold Spring Harbor、  NY;及 び Greenerら 、 （ 1994）  Strategi
es in Mol Biol 7:32-34） に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。 特 に コ ン ビ ナ ト リ ア ル 設 定 に
お け る 、 リ ン カ ー ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 は 、 切 断 型 （ 生 理 活 性 ） 形 態 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ
ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 魅 力 的 な 方 法 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 点 突 然 変 異 及 び ト ラ ン ケ ー シ ョ ン に よ っ て 作 製 さ れ た コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の
遺 伝 子 産 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 技 術 、 及 び 、 そ の た め に 特 定 の 特 性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 の
ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 技 術 に お い て 様 々 な 技 法 が 公 知 で あ る 。 そ の よ う な 技 法 は
、 通 常 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ホ モ ロ グ の コ ン ビ ナ ト リ ア ル 突 然 変 位 誘 発 に よ っ て 生 成 さ れ た 遺 伝 子 ラ
イ ブ ラ リ ー の 高 速 ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 可 能 で あ る 。 大 き な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め に 最 も 広 範 に 用 い ら れ て い る 技 術 は 、 典 型 的 に 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を
複 製 可 能 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と 、 得 ら れ た ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー を 持 つ
適 切 な 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と 、 及 び 望 ま し い 活 性 の 検 出 に よ っ て 、 そ の 産 物 が 検 出 さ れ
た 遺 伝 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー の 比 較 的 容 易 な 単 離 を 容 易 に す る 条 件 下 で 、 コ ン ビ ナ ト リ
ア ル 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と を 含 む 。 下 に 示 す 例 示 的 な ア ッ セ イ の そ れ ぞ れ は 、 コ ン ビ ナ ト
リ ア ル 突 然 変 位 誘 発 の 技 法 に よ っ て 生 成 さ れ た 多 数 の 縮 重 し た 配 列 を ハ イ ス ル ー プ ッ ト 解
析 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 対 象 と な る 蛋 白 質 の 候 補 コ ン ビ ナ ト
リ ア ル 遺 伝 子 産 物 を 細 胞 又 は ウ イ ル ス の 表 面 に 表 示 し 、 特 定 の 細 胞 又 は ウ イ ル ス 粒 子 が Ｐ
Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 能 力 を 「 パ ニ ン グ ア ッ セ イ 」 に お い て 検 出 す る 。 例 え ば 、
Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ バ リ ア ン ト 変 種 の ラ イ ブ ラ リ ー を 細 菌 細 胞 の 表 面 膜 蛋 白 質 の 遺 伝 子 に ク ロ ー ニ ン
グ す る こ と が で き る （ Ladnerら 、  WO 88/06630; Fuchsら 、 （ 1991）  Bio/Technology 9:1
370-1371： 及 び Gowardら 、 （ 1992）  TIBS 18:136-140） 、 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド
に 結 合 す る 、 潜 在 的 に 機 能 的 な 相 同 体 に 刻 み 目 を 入 れ る た め に Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 蛍 光
標 識 さ れ た 核 を 用 い た パ ニ ン グ に よ っ て 検 出 さ れ た 、 得 ら れ た 融 合 蛋 白 質 に ク ロ ー ニ ン グ
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す る 。 細 胞 を 目 視 検 査 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 で 分 離 す る こ と が で き る 。 又 は 、 細 胞 の 形 態 学 か ら
可 能 で あ れ ば 、 蛍 光 活 性 細 胞 ソ ー タ ー で 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 類 似 の 方 法 で 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 融 合 蛋 白 質 と し て 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 表 面 上 で 発 現
さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ 系 に お い て 、 外 来 ペ プ チ ド 配 列 を 感 染 フ ァ
ー ジ の 表 面 上 で 発 現 さ せ 、 そ れ に よ っ て ２ つ の 重 要 な 利 益 を 付 与 す る こ と が で き る 。 第 １
に 、 こ れ ら の フ ァ ー ジ は 、 ア フ ィ ニ テ ィ マ ト リ ッ ク ス に 非 常 に 高 濃 度 で 適 用 す る こ と が で
き る の で 、 多 数 の フ ァ ー ジ を 一 度 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 第 ２ に 、 そ れ ぞ れ
の 感 染 フ ァ ー ジ は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 遺 伝 子 産 物 を そ の 表 面 に 表 示 す る こ と が で き る の で
、 も し 特 定 の フ ァ ー ジ が 、 ア フ ィ ニ テ ィ マ ト リ ッ ク ス か ら 低 い 収 率 で 収 集 さ れ れ ば 、 そ の
フ ァ ー ジ は 、 別 の 回 の 感 染 に よ っ て 増 幅 す る こ と が で き る 。 ほ ぼ 同 一 の E. coli 繊 維 状 フ
ァ ー ジ で あ る 、 M13、 fd及 び f1は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー に 非 常 に 頻 繁 に 用
い る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ  gIII又 は フ ァ ー ジ gVIIIコ ー ト 蛋 白 質 は 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 究
極 的 な パ ッ キ ン グ を 破 壊 す る こ と な く 、 融 合 蛋 白 質 を 生 成 す る の に 使 用 す る こ と が で き る
（ Ladnerら 、 Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 WO 90/02909号 ; Garrardら 、 Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 WO 92/09690号 ;
 Marksら 、 （ 1992）  J. Biol. Chem. 267:16007-16010; Griffithsら 、 （ 1993）  EMBO J.
 12:725-734; Clacksonら 、 （ 1991）  Nature 352:624-628; 及 び Barbasら 、 （ 1992） PNAS
 USA 89:4457-4461） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 対 象 と な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を 減 少 さ せ 、 ミ メ テ ィ ク ス 、 例 え ば 、
標 品 蛋 白 質 と 別 の 細 胞 パ ー ト ナ ー と の 結 合 を 模 倣 す る こ と が で き る ペ プ チ ド 又 は 非 ペ プ チ
ド 作 用 物 質 を 生 成 す る 。 そ の よ う な 上 記 の 突 然 変 異 誘 発 技 法 な ら び に チ オ レ ド キ シ ン 系 も
ま た 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス の 成 熟 に 関 与 す る 蛋 白 質 の 互 い に 対 す る 結 合 に 関 与 す る 蛋 白 質 －
蛋 白 質 相 互 作 用 に 関 与 す る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 決 定 因 子 を マ ッ ピ ン グ す る 上 で 特 に 有
用 で あ る 。 例 え ば 、 基 質 タ ン パ ク 質 の 分 子 認 識 に 関 与 す る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 重 要 な
残 基 を 決 定 し 、 基 質 蛋 白 質 に 結 合 し 、 ま た 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 そ の
生 物 学 的 活 性 を 阻 害 す る た め に 機 能 す る 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の ペ プ チ ド ミ メ テ ィ
ク ス を 生 成 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 別 の ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 に 関 与 す
る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 を マ ッ ピ ン グ す る た め の 、 ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異
誘 発 を 採 用 す る こ と に よ っ て 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 化 合 物 を 生 成 す る こ と が で き 、 そ れ
は 、 結 合 に 関 与 す る そ れ ら の 残 基 に 類 似 し て い る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 残 基 の 非 加 水 分 解
可 能 な ペ プ チ ド ア ナ ロ グ は 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン  （ 例 え ば 、 Freidingerら 、 in Peptides: 
Chemistry and Biology、  G.R. Marshall ed.、  ESCOM Publisher: Leiden、  Netherland
s、  1988参 照 ） 、 ア ゼ ピ ン （ 例 え ば 、 Huffmanら 、 in Peptides: Chemistry and Biology
、  G.R. Marshall ed.、  ESCOM Publisher: Leiden、  Netherlands、  1988） 、 置 換 さ れ
た γ ラ ク タ ム 環 （ Garveyら 、 in Peptides: Chemistry and Biology、 G.R. Marshall ed.
、  ESCOM Publisher: Leiden、  Netherlands、  1988） 、 ケ ト メ チ レ ン シ ュ ー ド ペ プ チ ド
（ Ewensonら 、  （ 1986）  J. Med. Chem. 29:295; 及 び Ewensonら 、 in Peptides: Structu
re and Function （ Proceedings of the 9th American Peptide Symposium）  Pierce Che
mical Co. Rockland、  IL、  1985） 、 ｂ － 回 転 ジ ペ プ チ ド コ ア （ b-turn dipeptide cores
） （ Nagaiら 、 （ 1985）  Tetrahedron Lett 26:647; 及 び Satoら 、 （ 1986）  J Chem Soc P
erkin Trans 1:1231） 、 及 び b-ア ミ ノ ア ル コ ー ル （ Gordonら 、 （ 1985）  Biochem Biophys
 Res Commun 126:419及 び Dannら 、  （ 1986）  Biochem Biophys Res Commun 134:71）  を
用 い て 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 以 下 の 表 は 、 Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン 及 び 種 々 の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン の 配 列 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
　
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 に 関 す る 。 例 え ば
、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の 免 疫 原 を 用 い る こ と に よ っ て （ 例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基
づ く ） 、 抗 蛋 白 質 ／ 抗 ペ プ チ ド 血 清 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 標 準 的 な プ ロ ト コ ル に よ っ
て 作 製 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Antibodies: A Laboratory Manual、 Harlow及 び Lane
編  （ Cold Spring Harbor Press: 1988） ） 。 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 又 は ウ サ ギ の よ う な 哺
乳 動 物 に 対 し て 免 疫 原 の 形 態 の ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 反 応 を
引 き 出 す こ と が 可 能 な 抗 原 フ ラ グ メ ン ト 、 又 は 上 記 の 融 合 た ん ぱ く 質 ） を 免 疫 す る こ と が
で き る 。 蛋 白 質 又 は ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 を 付 与 す る た め の 技 法 と し て は 、 担 体 と の 接 合 、
又 は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 他 の 技 法 が 含 ま れ る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 の
部 分 は 、 ア ジ ュ バ ン ト の 存 在 下 で 投 与 す る こ と が で き る 。 免 疫 化 の 進 行 は 、 血 漿 又 は 血 清
中 の 抗 体 価 を 検 出 す る こ と に よ っ て モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 免 疫 原 を 抗 体 の レ ベ ル を
推 定 す る た め の 抗 原 と し て 用 い た 、 標 準 的 な ELISAや 他 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い る こ と が
で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 対 象 と な る 抗 体 は 、 哺 乳 動 物 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の
抗 原 決 定 基 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ た 蛋 白 質 の 抗 原 決 定 基 に 対 し て 免 疫 特 異 的 で あ
る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン 又 は Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン に 対 し て 特 異 的 で あ
り 、 ま た 、 該 ド メ イ ン は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 で あ る こ と が 好 ま し い 。 よ り 具 体
的 な 態 様 に お い て 、 該 ド メ イ ン は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ た ア ミ ン 酸 配 列 の 一 部 で あ る 。 一
連 の 典 型 的 な 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ ３ ７ ～ １ ９ ２ 、 配 列 番 号 ２
の ア ミ ノ 酸 １ ９ ９ ～ ２ ５ ８ 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 ４ ４ ８ ～ ５ ０ ５ 及 び /又 は 配 列 番 号 ２
の ア ミ ノ 酸 ８ ３ ２ ～ ８ ８ ８ に よ っ て 表 さ れ た １ 以 上 の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン と 結 合 す る 。 別 の 態
様 例 に お い て 、 抗 体 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 １ ２ ～ ５ ２ に よ っ て 示 さ れ る Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ
イ ン に 結 合 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な
く と も ８ ０ ％ 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る １ 以 上 の 蛋 白 質 と 免 疫 反 応 す る 。 他 の 態 様 に
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お い て 、 抗 体 は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な く と も ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、
９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ 又 は 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ １ 以 上 の 蛋 白 質 と 免 疫 反 応 す る
。
【 ０ １ ３ １ 】
　 動 物 に 対 し て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 製 剤 を 免 疫 し た 後 、 抗 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 抗 血 清 を 得
る こ と が で き る 。 ま た 、 望 ま し け れ ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 抗 体 を 血 清 か ら 単 離 す
る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に 、 抗 体 産 生 細 胞 （ リ ン パ 球 ） を 、
免 疫 さ れ た 動 物 か ら 回 収 し 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 の よ う な 細 胞 を 不 死 化 し て ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 を 産 出 す る こ と を 含 む 、 標 準 的 な 体 細 胞 融 合 処 置 に よ っ て 融 合 す る こ と が で き る 。 そ の
よ う な 技 法 は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 で あ り 、 技 術 の 例 と し て は 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ 技 法 （ Kohler及 び Milsteinに よ っ て 初 め て 開 発 さ れ た 。 （ 1975）  Nature、  256: 495-4
97） 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法 （ Kozbarら 、 （ 1983）  Immunology Today、  4: 72
） 、 及 び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法 （ Coleら
、 （ 1985）  Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy、  Alan R. Liss、  Inc. pp. 77
-96） が あ げ ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 本 発 明 の 哺 乳 動 物 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と
特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 作 製 す る た め に 免 疫 化 学 的 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ の よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 含 む 培 養 液 か ら 単 離 す る こ と が で
き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 抗 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 抗 体 は 、 配 列 番 号 ２ の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ
る 蛋 白 質 と 特 異 的 に 反 応 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 、 抗 体 と い う 語 は 、 対 象 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の １ つ と 特 異 的
に 反 応 す る そ の フ ラ グ メ ン ト （ 断 片 ） を 含 む こ と が 意 図 さ れ て い る 。 抗 体 は 、 常 法 を 用 い
て 断 片 化 す る こ と が で き 、 そ の フ ラ グ メ ン ト （ 断 片 ） は 、 全 体 と し て の 抗 体 に つ い て 上 記
し た の と 同 様 の 方 法 で 使 用 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 例 え ば 、 F（ ab） 2 フ ラ グ
メ ン ト は 、 抗 体 を ペ プ シ ン で 処 理 す る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た F（ a
b） 2 フ ラ グ メ ン ト を 処 理 し て 、 ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ を 還 元 し 、 Fab フ ラ グ メ ン ト を 作
製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は さ ら に 、 二 重 特 異 性 、 一 本 鎖 、 な ら び に 、 該 抗 体 の
少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に よ っ て 付 与 さ れ た Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ア フ ィ ニ
テ ィ を も つ キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 分 子 を 含 む こ と が 意 図 さ れ て い る 。 好 ま し い 抗 体 の 態 様 に お
い て 、 抗 体 は さ ら に 、 貼 り 付 け 、 そ し て 剥 が す こ と の で き る 標 識 を 含 む （ 例 え ば 、 そ の 標
識 は 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素 又 は 酵 素 コ フ ァ ク タ ー と す る こ と が で き る ） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 抗 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 抗 体 は 、 例 え ば 、 個 体 に お け る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル 、 特 に 、 患 者 が
Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス 及 び エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス に 感 染 し
て い る か ど う か を 決 定 す る た め 、 又 は そ の よ う な 障 害 に 罹 患 し た 個 体 の た め の 所 与 の 治 療
計 画 の 効 率 の 決 定 を 可 能 と す る た め に 、 原 形 質 膜 に お け る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の 存 在 を モ ニ タ ー す る
た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 場 合 に よ っ て は 、 放 出
さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 に 局 在 化 さ れ る こ と が 期 待 さ れ る 。 ウ イ ル ス 粒 子 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ
プ チ ド の 存 在 を 調 べ る た め に 、 収 集 さ れ 、 ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ
チ ド の レ ベ ル は 、 例 え ば 、 細 胞 な ど の 種 々 の サ ン プ ル 中 、 及 び /又 は 血 液 サ ン プ ル の よ う
な 体 液 中 に お い て 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 抗 体 の 別 の 用 途 は 、 gt11、 gt18-23、 ZAP及 び ORF8な ど の 発 現 ベ ク タ
ー 中 に 構 築 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 免 疫 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ で あ る 。 正 し い 読 み 取
り 枠 及 び 方 向 で 挿 入 さ れ た コ ー ド 配 列 を 有 す る こ の 種 の メ ッ セ ン ジ ャ ー ラ イ ブ ラ リ は 、 融
合 蛋 白 質 を 産 生 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 gt11は 、 そ の ア ミ ノ 末 端 が β ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 そ し て そ の カ ル ボ キ シ 末 端 が 外 来 ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 融 合 蛋
白 質 を 産 生 す る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 の エ ピ ト ー プ 、 例 え ば 、 特 定 の 蛋 白 質 の
他 の オ ル ソ ロ グ 又 は 同 じ 種 か ら の 他 の パ ラ ロ グ を 次 に 、 例 え ば 、 反 応 感 染 し た プ レ ー ト か
ら リ フ ト さ れ た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ と 適 切 な 抗 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 抗 体 と を 反 応 さ せ な が ら 、

10

20

30

40

50

(41) JP 2005-519636 A 2005.7.7



抗 体 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の ア ッ セ イ に よ っ て 検 出 さ れ た 陽 性 フ ァ ー ジ を 、
感 染 し た プ レ ー ト か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ホ モ ロ グ の 存 在 を 検
出 す る こ と が で き 、 ヒ ト か ら の ア イ ソ フ ォ ー ム （ ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト を 含 む ） を 改 変 す
る こ と が で き る よ う に 、 他 の 動 物 か ら ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 GenBank、 SwissProt、 BLOCKS及 び Pima
 IIな ど の デ ー タ ベ ー ス に 対 す る ク エ リ ー 配 列 と し て 使 用 し て も よ い 。 こ れ ら の デ ー タ ベ
ー ス は 、 BLAST（ Basic Local Alignment Search Toolを 表 す ） を 用 い た 相 同 性 （ 類 似 性 ）
の 領 域 を サ ー チ す る こ と が で き る 、 あ ら か じ め 同 定 さ れ 、 注 釈 を つ け ら れ て い た 配 列 を 含
ん で い る （ Altschul S F （ 1993）  J Mol Evol 36:290-300； Altschul、  S Fら 、 （ 1990
）  J Mol Biol 215:403-10） 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 BLASTは 、 ヌ ク レ オ チ ド と ア ミ ノ 酸 配 列 の 双 方 の ア ラ イ メ ン ト を 生 成 し 、 そ の 配 列 類 似
性 を 決 定 す る 。 ア ラ イ メ ン ト の 局 所 的 性 質 の た め に 、 BLASTは 、 正 確 な マ ッ チ ン グ の 決 定
、 又 は 原 核 （ 細 菌 ） オ リ ジ ン で も よ く 、 又 は 真 核 （ 動 物 、 真 菌 も し く は 植 物 ） オ リ ジ ン で
も よ い 相 同 体 の 同 定 に 特 に 有 用 で あ る 。 一 次 配 列 パ タ ー ン 及 び ２ 次 構 造 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ
ィ を 扱 う 際 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 し た 。 Smith、  R. F. and T. F. Smith （ 1992
; Protein Engineering 5:35-51） に 記 載 さ れ て い る も の の よ う な 他 の ア ル ゴ リ ズ ム を 使
用 す る こ と も で き る 。 本 願 に お い て 開 示 さ れ て い る よ う に 、 配 列 は 、 少 な く と も ４ ９ ヌ ク
レ オ チ ド 長 で あ り 、 不 定 の （ uncalled） 塩 基 （ Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ 又 は Ｔ よ り む し ろ Ｎ が 記 録 さ れ
て い る 場 合 ） は １ ２ ％ を 超 え な い も の と す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 Karlin及 び Altschul （ 1993; Proc Nat Acad Sci 90:5873-7） に 詳 細 に 示 さ れ 、 引 用 に
よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 し た BLASTア プ ロ ー チ は 、 見 出 さ れ た あ ら ゆ る マ ッ チ ン グ の 統 計 学
的 な 重 要 性 を 評 価 し 、 ユ ー ザ が 選 択 し た 重 要 性 の 閾 値 を 満 足 す る 、 唯 一 の マ ッ チ ン グ を 報
告 す る た め に 、 ク エ リ ー 配 列 と デ ー タ ベ ー ス 配 列 と の 間 の マ ッ チ ン グ を 検 索 す る 。 そ の 閾
値 は 、 ヌ ク レ オ チ ド で は １ ０ ～ ２ ５ そ し て ペ プ チ ド で は ３ ～ １ ５ に 設 定 さ れ る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 異 種 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 、 好 ま し く は 、 本 発 明 の ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝
子 を 発 現 し 、 及 び /又 は 、 該 動 物 の 少 な く と も １ つ の 組 織 又 は 細 胞 タ イ プ に お い て 破 壊 さ
れ た 内 因 性 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 １ つ も し く は ２ つ の 複 製 ー を 有 す る す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
非 ヒ ト 動 物 を 特 徴 と す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 感 染 用 の 動 物 モ デ ル を 特 徴 と
す る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、
ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 雌 牛 な ど の 哺 乳 動 物 、 又 は 非 ヒ ト 霊 長 類 で あ る 。 理 論 に 拘 束
さ れ る わ け で は な い が 、 そ の よ う な 動 物 は 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス
及 び 、 種 々 の ラ ブ ド ウ イ ル ス レ ン チ ウ イ ル ス 及 び フ ィ ロ ウ イ ル ス な ど の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に
感 染 し や す い こ と が 提 案 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 そ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は
、 そ の よ う な ウ イ ル ス が 原 因 と な る 疾 患 の 進 行 の 研 究 の た め に 有 用 な 動 物 モ デ ル の 役 割 を
果 た す か も し れ な い 。 あ る い は 、 そ の よ う な 動 物 は 、 １ 以 上 の 他 の ヒ ト ト ラ ン ス ジ ー ン を
導 入 し て 、 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス も し く は Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 及 び エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ っ
て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 に 関 与 す る 多 数 の ヒ ト 遺 伝 子 を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク を 作 製 す る
た め の 基 礎 と し て 有 用 と な り う る 。 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス は 、 Ｈ Ｉ Ｖ の よ う な レ ン チ ウ イ ル
ス を 含 む 。 他 の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス な ど の フ ィ ロ ウ イ ル ス を 含 む 。 多 数 の
ヒ ト ト ラ ン ス ジ ー ン の 導 入 の 結 果 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 い く つ か の ウ イ ル ス に 感
染 し や す く な り 、 し た が っ て 、 こ れ ら の ウ イ ル ス 感 染 の 研 究 の た め に 有 用 な 動 物 モ デ ル と
な る か も し れ な い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
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７ ． ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 及 び そ の 使 用



　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 Cyclin
 Ｔ １ 、 Ｃ Ｄ ３ ４ 、 Ｃ Ｃ Ｒ ５ 及 び fusin （ Ｃ Ｒ Ｃ Ｘ ４ ） な ど の Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 に 関 与 す る 、 そ
の 他 の ヒ ト 遺 伝 子 を 導 入 す る た め の 基 礎 と し て 有 用 で あ る 。 更 な る 態 様 に お い て 、 追 加 的
ヒ ト ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ に 関 連 す る 疾 患 又 は 状 態 （ 例 え ば 、 高 血 圧 、 カ ポ ジ 肉 腫
、 カ ヘ キ シ ー な ど ） に 関 与 す る 遺 伝 子 で あ る 。 そ の よ う な 動 物 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ
及 び 関 連 す る 疾 患 の 発 生 の 研 究 の た め の 動 物 モ デ ル と し て 有 用 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 み 、 好 ま し く は 、 （ 任 意 で は あ る が
） 該 動 物 の １ 以 上 の 細 胞 に お い て 外 因 性 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 蛋 白 質 を 発 現 す る （ そ の 動 物 の ） 細 胞
か ら な る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 関 す る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 野 生 型 の 蛋 白 質
を コ ー ド す る こ と が で き 、 そ の ホ モ ロ グ な ら び に ア ン チ セ ン ス コ ン ス ト ラ ク ト を コ ー ド す
る こ と が で き る 。 さ ら に 、 異 種 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ト ラ ン ス ジ ー ン を 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 発 現 の タ イ
ミ ン グ 又 は レ ベ ル を 調 節 す る こ と が で き る よ う に 発 現 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。
そ の よ う な 条 件 付 発 現 は 、 原 核 生 物 の 蛋 白 質 に Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 を 促 進 す る
た め に 同 時 に 発 現 す る こ と を 要 求 す る 原 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 用 い て 提 供 さ れ 得 る
。 プ ロ モ ー タ ー の 例 及 び 対 応 す る ト ラ ン ス 活 性 化 原 核 生 物 蛋 白 質 は 、 米 国 特 許 第 4,833,08
0号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 さ ら に 、 組 織 特 異 的 発 現 を 示 す ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 例 え ば 、 エ ン ハ ン サ ー な ど
の 調 節 エ レ メ ン ト に 特 異 的 な 組 織 を 、 ト ラ ン ス ジ ー ン に 挿 入 す る こ と に よ っ て 生 成 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 内 因 性 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー も し く は そ の 部 分 は 、 別 の プ
ロ モ ー タ ー 及 び /又 は エ ン ハ ン サ ー 、 例 え ば 、 Ｃ Ｍ Ｖ も し く は モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ
ル ス （ Ｍ Ｌ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー 及 び /又 は エ ン ハ ン サ ー で 置 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 あ る い は 、 脳 に お い て Ｈ Ｉ Ｖ ト ラ ン ス ジ ー ン を 発 現 す る だ け の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 は 、 脳 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） プ ロ モ
ー タ ー ） 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト 蛋 白 質 （ Ｎ Ｆ － Ｌ ） プ ロ モ ー タ ー 、 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン 放
出 ホ ル モ ン プ ロ モ ー タ ー 、 バ ソ プ レ ッ シ ン プ ロ モ ー タ ー 及 び 神 経 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ プ ロ モ
ー タ ー を 用 い て 生 成 さ れ 得 る 。 So Forss-Petterら 、 Neuron、 5、 187、 （ 1990） を 参 照 さ
れ た い 。 そ の よ う な 動 物 は 、 潜 在 的 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 薬 が 血 液 脳 関 門 を 横 断 す る 可 能 性 を 評 価 す る
た め の 有 用 な イ ン ビ ボ モ デ ル を 提 供 す る こ と が で き る 。 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ
と が で き る 他 の 標 的 細 胞 は 、 例 え ば 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Ｔ 細 胞 及 び Ｂ 細 胞 で あ る 。 他 の 組
織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 R.Jaenisch、 Science
、 240、 1468（ 1988） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 誘 導 性 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 当 該 技 術 に
お い て 公 知 の 誘 導 性 の 調 節 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー ） を 用 い
て 生 成 す る こ と が で き る 。 次 に 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ト ラ ン ス ジ ー ン 発 現 は 、 動 物 に 遺 伝 子 発 現 を 誘
導 す る 化 合 物 （ 例 え ば 、 重 金 属 ） を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 動 物 に お い て 開 始 す
る こ と が で き る 。 別 の 好 ま し い 誘 導 系 は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 誘 導 性 の 転 写 活 性 剤 を 含 む （
1997年 8月 5日 付 け で Bujard 及 び Gossenに 対 し て 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,654,168号 、 な ら
び に 1997年 7月 22日 付 け で Bujardら に 対 し て 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,650,298号 ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 一 般 的 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 系 列 は 、 そ れ ら の ゲ ノ ム に 少 な く と も １ つ の ト ラ ン
ス ジ ー ン を 組 み 込 み 、 こ れ ら の 動 物 か ら 少 な く と も １ つ の 原 種 を 選 択 し 、 そ の 原 種 も し く
は 複 数 の 原 種 を 増 殖 さ せ て 、 そ れ ら の ゲ ノ ム に 選 択 さ れ た ト ラ ン ス ジ ー ン が 組 み 込 ま れ た
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 少 な く と も １ つ の 系 列 を 確 立 す る こ と に よ っ て 、 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 産 生 さ せ る た め の 卵 子 も し く は そ の 他 の 有 核 細 胞 （ 例 え ば 、
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胚 性 幹 細 胞 ） を 得 る た め の 動 物 は 、 Charles River Laboratories （ Wilmington、  Mass.
） 、 Taconic （ Germantown、  N.Y.） 、 Harlan Sprague Dawley（ Indianapolis、 Ind.） な
ど の 標 準 的 な 商 業 的 供 給 源 か ら 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 卵 子 は 好 適 な 動 物 か ら 、 例 え ば 、 卵 管 か ら 流 し 出 す こ と に よ っ て 、 又 は 米 国 特 許 第 5、 4
89、 742号 （ 1996年 2月 6日 Hammer及 び Taurogに 発 行 ） ； 米 国 特 許 第 5,625,125号 （ 1997年 4
月 29日 Bennettら に 発 行 ） ； Gordonら 、 1980、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:7380-7384
；  Gordon & Ruddle、 1981、 Science 214: 1244-1246； T. E. Wagner及 び P. C. Hoppeに
対 す る 米 国 特 許 第 4,873,191号 ； 米 国 特 許 第 5,604,131号 ； Armstrongら （ 1988）  J. of Re
production、  39:511 又 は Mehtaliら に よ る Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 国 際 公 開 出 願 第  PCT/FR93/00598 
（ WO 94/00568） 号 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。 卵 子 を 取 得 す る 前 に 、
メ ス を 過 剰 排 卵 を 促 進 す る の に 有 効 な ホ ル モ ン 条 件 に し て お く こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ を 卵 子 又 は 他 の 有 核 細 胞 に 導 入 す る た め に 、 外 因 性 の Ｄ Ｎ Ａ の キ ャ リ ア と し て の
精 子 を 用 い た イ ン ビ ト ロ 受 精 （ 「 精 子 媒 介 性 遺 伝 子 の 移 入 」 、 例 え ば 、 Lavitranoら 、 198
9、 Cell 57: 717-723） ;マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 遺 伝 子 標 的 化 （ Thompsonら 、 1989、
Cell 56: 313-321） 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ Lo、 1983、 Mol. Cell. Biol. 3: 1803-1
814） 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 又 は レ ト ロ ウ イ ル ス 媒 介 性 遺 伝 子 移 入 （ Van der Putten
ら ｌ 、 1985、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6148-6152） を 含 む 、 多 く の 方 法 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 法 を 検 討 す る た め に は 、 Gordon （ 1989） 、 Transgenic An
imals、 Intl. Rev. Cytol. 115:171-229を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 精 子 を 媒 介 と し た 遺 伝 子 移 入 以 外 は 、 卵 子 は 、 他 の ト ラ ン ス ジ ー ン 移 入 技 法 と あ わ せ て
（ そ の 前 、 最 中 も し く は 後 ） に 受 精 す る 必 要 が あ る 。 卵 子 を 受 精 さ せ る 好 ま し い 方 法 は 、
メ ス を 繁 殖 製 の オ ス と 一 緒 に 育 て る こ と で あ る 。 し か し な が ら 、 卵 子 は 、 イ ン ビ ト ロ 受 精
技 法 に よ っ て 受 精 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 そ の 後 、 受 精 し た 、 ト ラ ン ス ジ ー ン 含 有 卵 子 を 偽 妊 娠 動 物 （ 「 里 親 動 物 」 と も 称 す る ）
に 、 好 適 な 技 法 を 用 い て 移 入 す る 。 偽 妊 娠 動 物 は 、 例 え ば 、 ４ ０ ～ ８ ０ 日 齢 の メ ス 動 物 （
８ 週 齢 を 超 え て い る も の ） を 不 妊 の オ ス 、 例 え ば 、 精 管 切 除 術 を 受 け た オ ス と 一 緒 に ケ ー
ジ に 入 れ る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 翌 朝 、 メ ス の 膣 栓 を 確 認 す る 。 精 管 切 除 術 を
受 け た オ ス と 交 配 し た メ ス を 移 入 時 ま で 別 に し て 保 存 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 レ シ ピ エ ン ト メ ス は 、 例 え ば 、 GNRH agonist （ GnRH-a） : des-gly10、  （ D-Ala6） -LH
-RH Ethylamide、  SigmaChemical Co.、 St. Louis、  Mo.を 用 い て 同 調 す る こ と が で き る
。 あ る い は 、 左 子 宮 角 の 嚢 膜 を 「 剥 離 」 す る こ と を 含 む 簡 単 な 外 科 的 処 置 に よ っ て 、 片 側
性 妊 娠 を 達 成 す る こ と も で き る 。 そ の 後 注 入 さ れ た 胚 を 左 子 宮 角 に 卵 管 漏 斗 を 介 し て 移 入
す る こ と が で き る 。 潜 在 的 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 原 種 は 、 典 型 的 に 内 因 性 の 同 腹 仔 か ら 生 ま
れ た 時 点 で す ぐ に 同 定 す る こ と が で き る 。 胚 性 幹 細 胞 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 産 生
さ せ る た め に 、 例 え ば 、 Teratocarcinomas and embryonic stem cells、 a practical app
roach、 ed. E. J. Robertson（ IRL Press 1987） 、 又 は Potterら 、 Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 81、  7161 （ 1984） を 参 照 さ れ た い 。 そ の 教 示 を 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 中 に 援 用
す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 次 に 遺 伝 子 を 発 現 す る 原 種 を 育 成 し て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 列 を 確 立 す る こ と が で き
る 。 し た が っ て 、 原 種 動 物 を 、 交 配 、 同 系 交 配 、 異 種 交 配 又 は 非 近 交 配 さ せ 、 本 発 明 の 動
物 の コ ロ ニ ー を 作 製 す る こ と が で き る 。 多 数 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む 動 物 は 、 異 な る 原 種
動 物 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 及 び ヒ ト Ｃ Ｄ ４ を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 ） と 交 配 さ せ る こ と に よ っ て 、 な ら び に ト ラ ン ス ジ ー ン を 上 記 の よ う に 卵 子 や 胚
細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ａ － ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
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動 物 か ら の 胚 は 、 必 要 時 に 解 凍 し て 偽 妊 娠 動 物 に 移 植 さ れ る 凍 結 胚 と し て 保 存 し て お く こ
と が で き る （ 例 え ば 、 Hirabayashi ら 、 （ 1997）  Exp Anim 46: 111及 び Anzai （ 1994）  
Jikken Dobutsu 43: 247参 照 ） 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 全 て の 細 胞 中 に ト ラ ン ス ジ ー ン を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 な ら び
に 全 て で は な い が い く つ か の 細 胞 中 に ト ラ ン ス ジ ー ン を 持 つ 動 物 、 す な わ ち モ ザ イ ク 動 物
を 提 供 す る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 単 一 の ト ラ ン ス ジ ー ン と し て 組 み 込 む こ と も で き る し 、
又 は 、 タ ン デ ム 型 、 例 え ば 、 ヘ ッ ド ・ ツ ー ・ ヘ ッ ド タ ン デ ム も し く は 、 ヘ ッ ド ・ ツ ー ・ テ
イ ル タ ン デ ム も し く は マ ル チ プ ル コ ピ ー と し て 組 み 込 む こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ト ラ ン ス ジ ー ン の 正 常 な 発 現 は 、 当 該 技 術 の 当 業 者 に 公 知 の い く つ か の 手 段 の い ず れ に
よ っ て も 検 出 す る こ と が で き る 。 限 定 さ れ な い 例 と し て は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の イ ン サ イ チ ュ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 免 疫 組 織 化 学 的 方 法 及
び 蛋 白 質 発 現 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 解 析 が あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ト ラ ン ス ジ ー ン 、 優 先 的 に は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 有 す る 非 ヒ ト 動 物 細 胞 を 特 徴 と す る 。 例 え ば 、 動 物 細 胞 （ 例 え ば
、 体 細 胞 又 は 生 殖 細 胞 （ す な わ ち 、 卵 子 も し く は 精 子 ） ） は 、 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
か ら 取 得 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 体 細 胞 も し く は 細 胞 系 列 は 、 例 え ば 、 薬
物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 一 方 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生
殖 細 胞 は 、 上 記 の よ う に ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 子 孫 を 産 生 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ウ イ ル ス 治 療 、 す な わ ち 、 ウ イ ル ス 感 染 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患
又 は 状 態 （ た と え ば 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ ） の 発 生 を 治 療 及 び /又 は 予 防 す る た め に 有 用 な 化 合 物 の
安 全 性 及 び /又 は 効 果 を 同 定 （ ス ク リ ー ニ ン グ ） 又 は 決 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 さ
ら に 、 例 え ば 、 そ れ ら の 構 造 を 改 変 し て 、 安 定 性 及 び /又 は 活 性 及 び /又 は 毒 性 を 増 加 さ せ
る こ と に よ っ て 、 公 知 の 抗 ウ イ ル ス 化 合 物 を さ ら に 改 善 す る た め に 該 ア ッ セ イ は 有 用 で あ
る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 ウ イ ル ス 治 療 薬 を 同 定 す る た め に 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ ア ッ セ
イ で 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 該 動 物 は 、 ウ イ ル ス 生 命 周 期 の あ ら ゆ る 相 、 例 え ば 、
１ 以 上 の ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 発 現 、 １ 以 上 の ウ イ ル ス 蛋 白 質 の 活 性 化 、 １ 以 上 の ウ イ ル ス 蛋
白 質 の グ リ コ シ ル 化 、 １ 以 上 の ウ イ ル ス 蛋 白 質 の プ ロ セ シ ン グ 、 ウ イ ル ス 複 製 、 ビ リ オ ン
の 構 築 、 及 び /又 は 感 染 性 ビ リ オ ン の 出 芽 の 減 少 又 は 阻 害 を 行 う 化 合 物 を 同 定 す る た め の
ア ッ セ イ に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 あ る 態 様 例 に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 試 験 化 合 物 を Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 レ
ト ロ イ ド ウ イ ル ス 及 び /又 は エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス を 含 む ウ イ ル ス に 感 染 し た 、 本 発 明 の
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 投 与 す る こ と 、 及 び そ の 動 物 に お け る 表 現 型 変 化 と 試 験 化 合 物
を 投 与 し な か っ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と を 比 較 す る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 そ の 動 物 が
Ｈ Ｉ Ｖ に 感 染 し て い る 場 合 、 そ の 表 現 型 の 変 化 は 、 エ イ ズ 関 連 症 候 群 （ Ａ Ｒ Ｃ ） 、 白 内 障
、 中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｖ ） の 炎 症 性 疾 患 /病 変 、 軽 度 の 腎 臓 硬 化 性 の 疾 患 ／ 病 変 、 又 は 乾 癬
性 皮 膚 炎 、 角 化 性 疾 患 /病 変 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 カ ヘ キ シ ー な ど 皮 膚 疾 患 /病 変 の 寛 解 で あ る こ
と が で き る 。 該 化 合 物 の カ ポ ジ 肉 腫 の 阻 害 に 対 す る 効 果 は 、 例 え ば 、 Gallo ら の PCT/US97
/11202（ WO97/49373） 、 に 記 載 の よ う に 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 及 び 他 の Ｈ Ｉ Ｖ 関
連 症 候 群 も し く は 表 現 型 に つ い て は 、 さ ら に Leonardら （ 1988） Science 242:1665に 記 載
さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 表 現 型 の 変 化 は 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 ／ 出 芽 で あ る 。 さ ら に 別 の 態
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様 に お い て 、 表 現 型 な 変 化 は 、 CD4+ Ｔ 細 胞 の 数 、 又 は CD4+ Ｔ 細 胞 対 CD8+ Ｔ 細 胞 の 比 率
で あ る 。 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 ヒ ト 、 な ら び に Ｈ Ｉ Ｖ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て 、 リ ン パ 節
の 分 析 を し た と こ ろ 、 CD4+ Ｔ 細 胞 の 数 は 減 少 し て お り 、 CD8+ Ｔ 細 胞 の 数 は 増 加 し て い る
。 CD4+ Ｔ 細 胞 と CD8+ Ｔ 細 胞 の 数 は 、 例 え ば 、 Santoroら 、 前 掲 に 記 載 の よ う に 、 例 え ば
、 間 接 的 な 免 疫 蛍 光 法 及 び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 一 方 、 表 現 型 の 変 化 、 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に お け る 変 化 を モ ニ タ ー す る
こ と が で き る 。 Ｈ Ｉ Ｖ  Ｒ Ｎ Ａ は 、  gag ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 gag-pro-pol ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 vif ｍ Ｒ Ｎ Ａ
、 vprｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 tatｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 revｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 vpu/envｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 nefｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び ｖ ｐ
ｘ mRNAか ら な る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 Ｈ Ｉ Ｖ 蛋 白 質 は 、 Pr55 Gag 及 び そ の フ ラ
グ メ ン ト （ p17 MA、 p24 CA、 p7 NC、 p1、 p9、 p6及 び p2） 、 Pr160 Gag-Pro-Pol及 び そ の フ
ラ グ メ ン ト （ p10 PR、  p51 RT、  p66 RT、  p32 IN） 、  p23 Vif、  p15 Vpr、  p14 Tat、  
p19 Rev、  p16 Vpu、  gPr 160 Env 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト  （ gp120 SU and gp41TM） 、  p
27 Nef及 び p14 Vpxか ら な る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は 蛋 白 質
の い ず れ の レ ベ ル も 、 皮 膚 生 検 な ど の 組 織 サ ン プ ル か ら の 細 胞 に お い て 、 例 え ば 、 Gallo
ら の PCT/US97/11202 （ W097/49373） に 記 載 の よ う に 測 定 す る こ と が で き る 。 Ｈ Ｉ Ｖ  ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 及 び 蛋 白 質 の 定 量 化 は 、 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 及 び 例 え ば 、 Dickie ら （ 1996）  AIDS R
es. Human Retroviruses 12:1103に お い て さ ら に 記 載 さ れ て い る 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の 表 面 に お け る gp120の レ ベ ル が 測 定 さ れ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 動 物 か ら 取 得
し た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 上 で  免 疫 蛍 光 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 さ ら な る 表 現 型 の 変 化 は 、 動 物 の 血 清 及 び /又 は 組 織 に お け る ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 レ ベ
ル 又 は 割 合 で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 逆 転 写 酵 素 （ Ｒ Ｔ 活 性 ） 又 は ウ イ ル ス 量 を 測 定 す る
こ と に よ っ て 、 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 及 び 例 え ば 、 Gallo ら の PCT/US97/11202 （ WO97/4937
3） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 p24抗 原 を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る
【 ０ １ ６ １ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 又 は Ａ Ｉ Ｄ Ｓ の 進 行 を 示 す 、 さ ら に 別 の 表 現 型 の 変 化 は 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ －
８ 及 び Ｔ Ｎ Ｆ － α な ど の 炎 症 性 の サ イ ト カ イ ン の 産 生 で あ る 。 し た が っ て 、 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 治 療
薬 と し て の 化 合 物 の 効 果 は 、 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン の い ず れ か 又 は 全 て の 血 清 レ ベ ル の 低
下 を 調 べ る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 試 験 抗 原 を 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 ワ ク チ ン を 試 験
す る こ と が で き る 。 該 動 物 に 対 し て 、 同 じ も し く は 異 な る 抗 原 を 追 加 免 疫 す る こ と が で き
る 。 次 に そ の よ う な 動 物 に 対 し て Ｈ Ｉ Ｖ な ど の ウ イ ル ス を 感 染 さ せ る 。 次 い で ウ イ ル ス 粒
子 の 作 製 又 は ウ イ ル ス 蛋 白 質 の 発 現 を 試 験 ワ ク チ ン の 投 与 後 の 様 々 な 時 点 で 測 定 す る 。 作
製 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 量 又 は ウ イ ル ス 発 現 の 減 少 は 、 試 験 ワ ク チ ン が ウ イ ル ス 産 生 及 び /
又 は 発 現 を 減 少 又 は 阻 害 す る の に 有 効 で あ る こ と を 示 す で あ ろ う 。 動 物 に よ っ て 、 ワ ク チ
ン 抗 原 に 反 応 し て 産 生 さ れ た 抗 体 の 量 は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 方 法 に よ っ て 決 定 す る
こ と が で き 、 そ の 粒 子 状 抗 原 の 免 疫 原 性 の 相 対 的 な 指 標 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の 細 胞 を 、 培 養 液 中 で 確 立 し 、 細 胞 系 列 を 確 立 す
る よ う 不 死 化 す る こ と が で き る 。 、 例 え ば 、 不 死 化 さ れ た 細 胞 系 列 は 、 Buleraら 、 （ 1997
）  Hepatology 25：  1192に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ラ ッ ト の 肝 臓 か
ら 確 立 す る こ と が で き る 。 他 の タ イ プ の 細 胞 の 細 胞 系 列 も 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 方 法 に
し た が っ て 確 立 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 あ る 細 胞 ベ ー ス ア ッ セ イ に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ト ラ ン ス ジ ー ン を 発 現 す る 細 胞 を 、 対 象 と
な っ て い る ウ イ ル ス に 感 染 さ せ 、 試 験 化 合 物 又 は 対 照 化 合 物 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す
る こ と が で き る 。 次 い で 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 作 製 を 比 較 す る 。 し た が っ て 、 こ の ア ッ セ イ 系
は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 放 出 ／ 出 芽 と 干 渉 さ せ る こ と に よ っ て 機 能 す る 分 子 ア ン タ ゴ ニ ス ト

10

20

30

40

50

(46) JP 2005-519636 A 2005.7.7



を 同 定 す る 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 細 胞 ベ ー ス ア ッ セ イ は ま た 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 し 、 ウ イ ル ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写
を 調 節 す る 、 又 は ウ イ ル ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ も し く は 蛋 白 質 の 安 定 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る
た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 対 象 と な っ て い る ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 を
試 験 化 合 物 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き 、 そ し て 細 胞 培 地 中 で 産 生 さ れ た ウ イ
ル ス 蛋 白 質 の 量 を 測 定 し 、 試 験 化 合 物 に 接 触 さ せ て い な い 細 胞 か ら 産 生 さ れ た も の と 比 較
す る こ と が で き る 。 特 定 の ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 の 特 異 性 は 、 種 々 の 対
照 解 析 、 例 え ば 、 １ 以 上 の 対 照 遺 伝 子 の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が で き
る 。 こ の タ イ プ の 細 胞 ア ッ セ イ は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 又 は リ ボ ザ イ ム の 効 果 を 決 定 す る た
め に 、 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ８ ．
　 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 、 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス 及 び 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ 活 性 を 操 作 す る （ 典 型 的 に は 減 少 さ せ る ） た め の 、 他 の 核 酸 に 関 連 す る 方 法 及 び 組 成
物 に 関 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 、 リ ボ ザ イ ム 分 子 の 例 と し て は 、 配 列 番 号 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 １ ９
、 ２ １ 、 ２ ２ 、 ２ ４ 及 び ２ ５ の い ず れ か に 示 さ れ て い る 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ ） に よ っ て 、 １ 以 上 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝
子 の ノ ッ ク ダ ウ ン に 影 響 を 及 ぼ す た め の 物 質 及 び 方 法 を 使 用 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ は 、 真 核 細 胞
に お い て 発 生 し 得 る 、 配 列 特 異 的 な 転 写 後 遺 伝 子 リ プ レ ッ シ ョ ン の プ ロ セ ス で あ る 。 通 常
、 こ の プ ロ セ ス は 、 配 列 に 相 同 な 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） に よ っ て 誘 導 さ れ る 特 定 の
配 列 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 分 解 を 含 む 。 例 え ば 、 特 定 の 一 本 鎖 ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｓ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） に 対 応
す る 長 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 メ ッ セ ー ジ を 不 安 定 に し 、 そ れ に よ っ て 対 応 す る 遺 伝 子 の 発
現 と 「 干 渉 」 す る 。 し た が っ て 、 選 択 さ れ た あ ら ゆ る 遺 伝 子 は 、 そ の 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の
全 て の も し く は 実 質 的 な 部 分 に 対 応 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 導 入 す る こ と に よ っ て 抑 制 し て も よ
い 。 長 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 発 現 す る と 、 ま ず リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIに よ っ て 、 ２ １ ～ ２ ２ と い
っ た 短 い 塩 基 対 長 の 短 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に プ ロ セ シ ン グ さ れ る 。 さ ら に 、 し
た が っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ は 、 相 対 的 に 短 い 相 同 的 な ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 導 入 又 は 発 現 に よ っ て 影 響 を
受 け る こ と も あ る 。 実 際 、 相 対 的 に 短 い 相 同 的 な ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 以 下 に 示 す い く つ か の 利
点 を 有 し て い る か も し れ な い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） に よ っ て 影 響 を 受 け る 経 路 を 少 な く と も
２ つ 有 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ （ 配 列 特 異 的 ） 経 路 に お い て 、 開 始 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 上 記 し た よ う に
、 ま ず 、 短 干 渉 （ ｓ ｉ ） Ｒ Ｎ Ａ に 分 割 さ れ る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 各 ３ ’ 末 端 に ２ ヌ ク レ オ チ
ド の オ ー バ ー ハ ン グ を 備 え た 約 １ ９ ヌ ク レ オ チ ド の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 構 成 す る 、 約 ２ １ ヌ ク レ
オ チ ド の セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 有 し て い る 。 短 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ は 、 特 異 的 な メ ッ セ ン ジ
ャ ー Ｒ Ｎ Ａ が 分 解 の 標 的 と さ れ る こ と が で き る よ う な 配 列 情 報 を 提 供 す る と 考 え ら れ て い
る 。 対 照 的 に 、 非 特 異 的 経 路 は 、 少 な く と も 約 ３ ０ の 塩 基 対 長 を 持 つ あ ら ゆ る 配 列 の ｄ ｓ
Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 惹 起 さ れ る 。 非 特 異 的 な 効 果 は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ が ２ つ の 酵 素 ： そ の 活 性 形 態
に お い て 、 翻 訳 開 始 フ ァ ク タ ー eIF2を リ ン 酸 化 し て 全 て の 蛋 白 質 合 成 を 停 止 す る Ｐ Ｋ Ｒ 、
及 び 全 て の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 と す る 非 特 異 的 な 酵 素 Rnase Lを 活 性 化 す る 分 子 を 合 成 す る ２
’ 、 ５ ’ オ リ ゴ ア デ ニ レ ー ト 合 成 酵 素 （ ２ ’ 、 ５ ’ － Ａ Ｓ ） を 活 性 化 す る こ と に よ っ て 生
じ る 。 非 特 異 的 な 経 路 は 、 ス ト レ ス 又 は ウ イ ル ス 感 染 に 反 応 す る 宿 主 を 表 す こ と も あ る 。
通 常 、 非 特 異 的 な 経 路 の 効 果 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 方 法 に よ っ て 最 小 化 さ れ る こ と が 好 ま
し い 。 非 常 に 長 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 非 特 異 的 な 経 路 を 誘 導 す る こ と が 必 要 と さ れ て い る よ う
で あ る 。 し た が っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ る 遺 伝 子 抑 制 に 効 果 を 及 ぼ す た め に は 、 約 ３ ０ 塩 基 対
よ り 短 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ が 好 ま し い （ Hunterら 、 （ 1975）  J Biol Chem 250: 409-17; Manche
ら 、 （ 1992）  Mol Cell Biol 12: 5239-48; Minksら 、 （ 1979）  J Biol Chem 254: 10180
-3;及 び Elbashirら （ 2001）  Nature 411: 494-8参 照 ） 。    
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【 ０ １ ６ ９ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ は 、 エ レ ガ ン ス 線 虫 （ 例 え ば 、 Fireら  （ 1998）  Nature 391: 806-11参 照 ） 、
マ ウ ス 卵 子 及 び 胚 （ Wiannyら （ 2000）  Nature Cell Biol 2: 70-5; Svoboda ら （ 2000）  
Development 127: 4147-56） 、 な ら び に RAT-1 線 維 芽 細 胞  （ Bahraminaら （ 1999）  Mol C
ell Biol 19: 274-83） を 含 む 、 様 々 な 微 生 物 に お け る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  遺 伝 子 の 発 現 を 緩 和 又 は
除 去 す る の に 効 果 的 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 ま た 、 真 核 植 物 及 び 動 物 に お い て 取 得 す
る こ と が で き る 古 く か ら 進 化 し て き た 経 路 で も あ る よ う で あ る （ Sharp （ 2001）  Genes D
ev. 15: 485-90） 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ は 、 HeLa 細 胞 、 NIH/3T3細 胞 、 COS 細 胞 、 293細 胞 及 び BHK-2
1細 胞 を 含 む 種 々 の 細 胞 タ イ プ に お け る 遺 伝 子 発 現 を 減 少 さ せ 、 典 型 的 に は 遺 伝 子 の 発 現
を 、 ア ン チ セ ン ス 技 法 を 用 い て 得 ら れ た も の よ り 低 い レ ベ ル に ま で 減 少 さ せ る 、 そ し て 実
際 は 、 多 く の 場 合 発 現 を 全 体 と し て 削 除 す る 際 に 効 果 的 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Bass
 （ 2001）  Nature 411: 428-9参 照 ） 。 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ア ン チ セ
ン ス の 実 験 に 典 型 的 に 用 い ら れ る 濃 度 よ り 数 オ ー ダ ー 低 い 濃 度 に お い て 効 果 的 で あ る 。 （
Elbashirら 、 （ 2001）  Nature 411: 494-8） 。  
【 ０ １ ７ ０ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 生 じ さ せ る た め に 用 い ら れ る 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ３ ０ 塩 基 対 長 で
あ る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 リ ボ 核 酸 の 約 ２ ５ 、 ２ ４ 、 ２ ３ 、 ２ ２ 、 ２ １ 、 ２ ０ 、 １ ９ 、
１ ８ 又 は １ ７ の 塩 基 対 を 含 む こ と が よ り 好 ま し い 。 任 意 に 、 本 発 明 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ 末 端 を 含 ん で も よ い 。 ２ -ヌ ク レ オ チ ド ３ ’ オ ー バ ー
ハ ン グ の 例 は 、 あ ら ゆ る 種 類 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 残 基 か ら 構 成 さ れ て い て も よ く 、 ま た 、
２ ’ － デ オ キ シ チ ミ ジ ン 残 基 か ら 構 成 さ れ て い て も よ く 、 そ れ は 、 Ｒ Ｎ Ａ 合 成 の コ ス ト を
下 げ 、 ま た 、 細 胞 培 養 培 地 中 及 び ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 中 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の ヌ ク レ ア
ー ゼ 抵 抗 を 高 め る か も し れ な い （ Elbashiら 、 （ 2001）  Nature 411: 494-8参 照 ） 。 ５ ０
、 ７ ５ 、 １ ０ ０ ま た さ ら に は ５ ０ ０ 塩 基 対 以 上 の 長 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ sも 、 本 発 明 の い く つ か
の 態 様 に お い て 用 い る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 生 じ さ せ る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 濃 度 の 例 は 、 約 ０
． ０ ５ ｎ Ｍ 、 ０ ． １ ｎ Ｍ 、 ０ ． ５ ｎ Ｍ 、 １ ． ０ ｎ Ｍ 、 １ ． ５ ｎ Ｍ 、 ２ ５ ｎ Ｍ 又 は １ ０ ０ ｎ
Ｍ で あ る 。 も っ と も 、 処 理 さ れ る 細 胞 の 性 質 、 遺 伝 子 標 的 及 び 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 認 識
可 能 な 他 の フ ァ ク タ ー に よ っ て は 、 他 の 濃 度 も 使 用 す る こ と が で き る 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 例 は
、 化 学 的 に 合 成 す る こ と も で き 、 又 は 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー を
用 い て 作 製 す る こ と も で き る 。 合 成 Ｒ Ｎ Ａ の 例 は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 方 法 を 用 い て
化 学 的 に 合 成 さ れ た ２ １ ヌ ク レ オ チ ド Ｒ Ｎ Ａ を 含 む （ 例 え ば 、 Expedite Ｒ Ｎ Ａ  ホ ス ホ ラ
ミ ダ イ ト 及 び チ ミ ジ ン ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト （ Proligo、  Germany） 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 方 法 を 用 い て 脱 保 護 さ れ 、 ゲ ル 精 製 さ れ る こ と が 好 ま し い
（ 例 え ば 、  Elbashirら 、 （ 2001）  Genes Dev. 15: 188-200） 。 長 い Ｒ Ｎ Ａ は 、 当 該 技 術
に お い て 公 知 の T７  Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の よ う な プ ロ モ ー タ ー か ら 転 写 さ れ
る 。 イ ン ビ ト ロ プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に お い て 可 能 な 双 方 の 方 向 に 配 置 さ れ た 、 単 一 の Ｒ Ｎ
Ａ 標 的 は 、 所 望 の 標 的 配 列 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 製 す る た め の 標 的 の 双 方
の 鎖 を 転 写 す る で あ ろ う 。 上 記 Ｒ Ｎ Ａ 種 の い ず れ も 、 例 え ば 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下
及 び /又 は 生 理 学 的 な 条 件 下 で 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 及 び １ ０ の 配 列 又 は そ の 相 補
配 列 の い ず れ か に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 に 表 さ れ た 核 酸 配 列 の 一 部 を 含 む よ う
に 設 計 さ れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計 に 用 い ら れ る 特 異 的 な 配 列 は 、 発 現 さ れ た 標 的 の 遺 伝 子 メ ッ
セ ー ジ 中 に 含 有 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド の あ ら ゆ る 連 続 的 な 配 列 と す る こ と が で き る 。 当 該 技
術 に お い て 公 知 の プ ロ グ ラ ム 及 び ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 適 切 な 標 的 配 列 を 選 択 す る こ と
が で き る 。 さ ら に 、 最 適 な 配 列 は 、 記 載 さ れ て い る 一 本 鎖 核 酸 配 列 の ２ 次 構 造 を 予 測 す る
た め に 設 計 さ れ た プ ロ グ ラ ム を 用 い て 選 択 し て も よ い 。 そ れ ら の 配 列 の 選 択 を 折 り 畳 み ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 露 出 さ れ た 一 本 鎖 の 領 域 に お い て 生 じ る よ う に す る こ と が で き る 。 適 切 な オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る た め の 方 法 及 び 組 成 物 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,251,588号 に 見
出 す こ と が で き る 。 そ の 内 容 を 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 す る 。 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ
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（ mＲ Ｎ Ａ ） は 、 通 常 、 蛋 白 質 の 合 成 を 導 く た め の 情 報 を リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に 含 む
線 形 分 子 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 大 半 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に は 、 複 数 の ２ 次 構 造
及 び ３ 次 構 造 が 含 ま れ る こ と が 研 究 か ら わ か っ て き た 。 Ｒ Ｎ Ａ の ２ 次 構 造 エ レ メ ン ト は 、
主 に 同 じ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 異 な る 領 域 間 の ワ ト ソ ン － ク リ ッ ク 型 相 互 作 用 に よ っ て 形 成 さ れ る
。 重 要 な ２ 次 構 造 的 エ レ メ ン ト は 、 分 子 間 二 本 鎖 領 域 、 ヘ ア ピ ン ル ー プ 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 中
の 隆 起 、 及 び 内 部 ル ー プ を 含 む 。 ３ 次 構 造 エ レ メ ン ト は 、 二 次 構 造 エ レ メ ン ト が 相 互 に も
し く は 一 本 鎖 領 域 と 接 触 し た と き に 形 成 さ れ 、 よ り 複 雑 な ３ 次 元 構 造 を 形 成 す る 。 多 く の
研 究 に よ っ て 、 多 数 の Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 構 造 の 結 合 エ ネ ル ギ ー を 測 定 し 、 Ｒ Ｎ Ａ の 二 次 構 造 を
予 測 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 、 一 連 の 法 則 を 導 い た （ 例 え ば 、 Jaeger ら 、 （ 198
9）  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:7706 （ 1989） ;及 び Turnerら 、 （ 1988）  Annu. Rev
. Biophys. Biophys. Chem. 17:167） 。 該 法 則 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 構 造 エ レ メ ン ト の 同 定 、 特 に 、
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 好 ま し い セ グ メ ン ト を 表 す 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 領 域 を 同 定 し 、 サ イ レ ン シ ン グ Ｒ Ｎ Ａ
ｉ 、 リ ボ ザ イ ム 又 は ア ン チ セ ン ス テ ク ノ ロ ジ ー を 標 的 化 す る の に 有 用 で あ る 。 し た が っ て
、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 の 好 ま し い セ グ メ ン ト は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 媒 介 す る Ｒ
Ｎ Ａ ｉ の 設 計 、 な ら び に 適 切 な リ ボ ザ イ ム 及 び ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム 組 成 物 の 設 計 の
た め に 同 定 す る こ と が で き る 。  
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 、 リ ポ ゾ ー ム の よ う な 担 体
組 成 物 （ 例 え ば 、 付 着 性 の 細 胞 系 列 の 製 造 業 者 （ Life Technologies） に よ り 記 載 さ れ て
い る Lipofectamine 2000） を 用 い て 、 異 種 の 標 的 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と
に よ っ て 細 胞 に 導 入 し て も よ い 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 折 後 ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 遺 伝 子 の た め の ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン は オ リ ゴ フ ェ タ ミ ン （ Life Technologies） を 用 い て 行 う こ と が で き る
。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は 、 hGFP-コ ー ド pAD3の コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 蛍 光 顕
微 鏡 を 用 い て 、 哺 乳 動 物 の 細 胞 系 列 を 確 認 し て も よ い （ Kehlenback ら  （ 1998）  J Cell 
Biol 141: 863-74） 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ の 有 効 性 は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 導 入 後 の 多 数 の ア ッ セ イ の い ず れ に
よ っ て 評 価 し て も よ い 。 こ れ ら に は 、 新 た な 蛋 白 質 合 成 を 抑 制 し た 後 、 内 因 性 の プ ー ル の
十 分 な 時 間 の タ ー ン オ ー バ ー に 続 い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 産 物 を 認 識 す る 抗 体 を 用 い る ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 及 び 存 在 す る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の レ ベ ル を 決 定 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 更 な る 組 成 物 、 方 法 及 び RNAi技 法 の 用 途 が 、 米 国 特 許 法 第 6、 278、 039号 、 第 5、 723、 7
50号 及 び 第 5、 244、 805号 に 記 載 さ れ て い る 。 そ れ ら を 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 す る
。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 触 媒 的 に 切 断 す る よ う に 設 計 さ れ た リ ボ ザ イ ム 分 子 も ま た
、 対 象 と な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 及 び /又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の 発 現 を 阻 害 す る た め に 使 用 す
る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 WO90/11364号 （ 1990年 10月 4日 公 開 ） ；  Sarver
ら （ 1990）  Science 247:1222-1225 及 び 米 国 特 許 第 5、 093、 246号 参 照 ） 。 リ ボ ザ イ ム は
、 Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 な 切 断 を 触 媒 す る こ と が 可 能 な 酵 素 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る （ 参 考 と し て 、 Ro
ssi （ 1994）  Current Biology 4: 469-471） 。 リ ボ ザ イ ム 作 用 の メ カ ニ ズ ム は 、 リ ボ ザ
イ ム 分 子 の 相 補 的 な 標 的 Ｒ Ｎ Ａ へ の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 そ れ に 続 く 、 エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 を 含 む 。 リ ボ ザ イ ム 分 子 の 組 成 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  mＲ Ｎ Ａ に 相 補 的 な １
以 上 の 配 列 及 び mＲ Ｎ Ａ 切 断 を 担 う 公 知 の 触 媒 的 配 列 又 は 機 能 的 に 等 価 な 配 列 を 含 む こ と
が 好 ま し い （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5、 093、 246号 を 参 照 さ れ た い 。 そ の 内 容 の 全 体 を 引 用
に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 部 位 特 異 的 認 識 配 列 に お い て ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 す る リ ボ ザ イ ム は 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 破 壊 す
る た め に 使 用 す る こ と が で き る 場 合 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム を 使 用 す る こ と が 好 ま し
い 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド  リ ボ ザ イ ム は 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 持 つ 相 補 的 な 塩 基 対 を 形 成 す る 隣 接
領 域 に よ っ て 示 さ れ た 位 置 に お い て ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 す る 。 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ２ つ の 塩 基 ５

10

20

30

40

50

(49) JP 2005-519636 A 2005.7.7



’ -UG-３ ’ の 配 列 を 持 つ こ と が 好 ま し い 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム の 構 築 及 び 作 製 は 、
当 該 技 術 に お い て 公 知 で あ り 、 Haseloff及 び Gerlach （ （ 1988）  Nature 334:585-591に
十 分 に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 WO89/05852号 を 参 照 さ れ た い 。 そ の 内 容 を 引 用
に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 す る ） 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム 配 列 は 、 転 移 Ｒ Ｎ Ａ （ ｔ Ｒ Ｎ
Ａ ） の よ う な 安 定 な Ｒ Ｎ Ａ に 包 埋 し 、 イ ン ビ ボ で の 切 断 効 果 を 高 め る こ と が で き る （ Perr
imanら 、 （ 1995）  Proc. Natl. Acad. Sci. USA、  92: 6175-79; de Feyter、  and Gaudr
on、  Methods in Molecular Biology、  Vol. 74、  Chapter 43、  "Expressing Ribozymes
 in Plants"、  Edited by Turner、  P. C、  Humana Press Inc.、  Totowa、  N.J） 。 特 に
、 tＲ Ｎ Ａ 融 合 リ ボ ザ イ ム の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ III－ 媒 介 性 の 発 現 は 、 当 該 技 術 に お い て
公 知 で あ る （ Kawasakiら 、 （ 1998）  Nature 393: 284-9; Kuwabaraら 、 （ 1998）  Nature 
Biotechnol. 16: 961-5;及 び Kuwabara ら （ 1998）  Mol. Cell 2: 617-27; Kosekiら （ 199
9）  J Virol 73: 1868-77; Kuwabaraら （ 1999）  Proc Natl Acad Sci USA 96: 1886-91; 
Tanabe ら （ 2000）  Nature 406: 473-4を 参 照 さ れ た い ） 。 典 型 的 に 、 多 く の 潜 在 的 な ハ
ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 が 所 与 の 標 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 内 に 存 在 す る 。 該 リ ボ ザ イ ム
は 、 切 断 認 識 部 位 が 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 の 近 く に 位 置 づ け ら れ 、 効 率 を 高 め 、 非 機 能
的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 細 胞 間 蓄 積 を 最 少 化 す る よ う に 操 作 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 、
例 え ば 、 長 短 の 形 態 の 標 的 の Ｃ 末 端 ア ミ ノ 酸 ド メ イ ン の 様 々 な 部 分 を コ ー ド す る 標 的 配 列
に 位 置 づ け ら れ た い ず れ の 切 断 部 位 を 用 い て も 、 １ 以 上 の 他 の 標 的 を 選 択 的 に 標 的 化 す る
こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 標 的 遺 伝 子 産 物 の １ 以 上 に 対 す る 選 択 的 効 果 を 有 す る こ と に な
る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 遺 伝 子 標 的 リ ボ ザ イ ム は 、 必 然 的 に ２ つ の 領 域 に 相 補 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 領 域
を 含 む こ と が 好 ま し い 。 そ し て そ の そ れ ぞ れ は 、 少 な く と も ５ つ 、 好 ま し く は 、 ６ 、 ７ 、
８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 又 は ２ ０ の 連 続
す る ヌ ク レ オ チ ド 長 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 又 は １
０ の い ず れ か に 示 さ れ た 配 列 に 記 載 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 さ ら に 、 リ ボ ザ イ ム は 、 高 度 に 特
異 的 な エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 。 そ れ は 、 自 己 触 媒 的 に 標 的 セ ン ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 切
断 す る 。 本 発 明 は 、 治 療 薬 標 的 候 補 遺 伝 子 の よ う な Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 を コ ー ド す る セ ン ス ｍ
Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ っ て 該 セ ン ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 結
果 、 機 能 的 な ポ リ ペ プ チ ド 産 物 を 合 成 す る よ う に 翻 訳 さ れ る こ と が な い よ う に し て い る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 本 発 明 の リ ボ ザ イ ム は ま た 、 テ ト ラ ヒ メ ナ 好 熱 菌 （ IVS、 又 は L-19 IVS RNAと し て 既 知
） に 天 然 に 存 在 す る も の な ど の Ｒ Ｎ Ａ エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ 以 下 、 Cech型 リ ボ ザ イ ム
と 称 す る ） を 含 む 。 そ れ は 、 Thomas Cech and collaborators （ Zaugら 、 （ 1984）  Scien
ce 224:574-578; Zaugら 、 （ 1986）  Science 231:470-475; Zaugら 、 （ 1986）  Nature 32
4:429-433; 国 際 公 開 特 許 出 願 第 WO88/04300号  University Patents Incに よ る .; Beenら  
（ 1986）  Cell 47:207-216） に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 Cech-typeリ ボ ザ イ ム は 、 標 的 Ｒ
Ｎ Ａ 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 後 標 的 部 位 の 切 断 が 行 わ れ る 、 ８ つ の 塩 基 対 活 性 部 位
を 持 つ 。 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 又 は 核 酸 配 列 に 存 在 す る ８ 個 の 塩 基 対 活 性 部 位 配 列 を 標 的
と す る Cech-typeリ ボ ザ イ ム を 包 含 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 、 改 変 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 安 定 性 の 向 上 、 標 的 化 な ど ）
で 構 成 す る こ と も で き 、 そ し て イ ン ビ ボ で 標 的 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に 送 達 す る 必 要 が あ
る 。 好 ま し い 送 達 方 法 は 、 強 い 構 成 pol III or pol II プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で リ ボ ザ イ
ム を 「 コ ー ド す る 」 Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い る こ と を 含 む 。 そ の 結 果 ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た 細 胞 は 、 十 分 な 量 の リ ボ ザ イ ム を 産 生 し 、 内 因 性 の 標 的 メ ッ セ ー ジ を 破 壊 し 、 翻
訳 を 阻 害 す る 。 リ ボ ザ イ ム は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 と は 違 っ て 触 媒 的 で あ る の で 、 効 率 化 の
た め に よ り 低 い 濃 度 が 要 求 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 リ ボ ザ イ ム は 、 ま ず Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ っ て 効 果 的 な ノ ッ ク ダ ウ ン
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を 引 き 起 こ す の に 十 分 な 配 列 部 分 を 同 定 す る こ と に よ っ て 設 計 し て も よ い 。 次 に そ の 同 じ
配 列 部 分 を リ ボ ザ イ ム に 組 み 込 ん で も よ い 。 本 発 明 の こ の 局 面 に お い て 、 リ ボ ザ イ ム 又 は
Ｒ Ｎ Ａ ｉ の 遺 伝 子 標 的 部 分 は 、 実 質 的 に 、 少 な く と も ５ つ 、 好 ま し く は 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９
、 １ ０ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 又 は ２ ０ 又 は そ れ 以 上
の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 長 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 又 は １
０ の い ず れ か に 示 さ れ た 配 列 に 記 載 の 核 酸 と ほ ぼ 同 じ で あ る 。 長 い 標 的 Ｒ Ｎ Ａ 鎖 に お い て
、 相 当 な 数 の 標 的 部 位 が リ ボ ザ イ ム に 到 達 で き な い 。 な ぜ な ら 、 そ れ ら は ２ 次 構 造 も し く
は ３ 時 構 造 内 に 隠 れ て い る か ら で あ る （ Birikhら 、 （ 1997）  Eur J Biochem 245: 1-16）
。 標 的 Ｒ Ｎ Ａ の 到 達 可 能 性 の 問 題 を 克 服 す る た め に 、 コ ン ピ ュ ー タ が 生 成 し た 二 次 構 造 の
予 測 を 典 型 的 に 用 い て 、 た い て い は 一 本 鎖 で あ る か 、 又 は 「 オ ー プ ン 」 な 構 成 を も っ て い
る 標 的 を 同 定 す る こ と が で き る （ Jaegerら 、 （ 1989）  Methods Enzymol 183: 281-306を
参 照 さ れ た い ） 。 他 の ア プ ロ ー チ は 、 二 次 構 造 の 予 測 に 対 す る 体 系 的 な ア プ ロ ー チ を 利 用
す る 。 そ れ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 大 多 数 の 候 補 を 評 価 す る
こ と を 含 む （ Milnerら 、 （ 1997）  Nat Biotechnol 15: 537-41; and Patzel and Sczakie
l （ 1998）  Nat Biotechnol 16: 64-8を 参 照 さ れ た い 。 さ ら に 、 そ の 内 容 を 本 明 細 書 中 に
引 用 に よ っ て 援 用 し た 米 国 特 許 第 6、 251、 588号 は 、 標 的 核 酸 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の 可 能 性 を 予 測 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 配 列 を 評 価 す る 方 法 を 記 載 し て
い る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 本 発 明 の Ｒ Ｎ Ａ ｉ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び リ ボ ザ イ ム の 双 方 を 設
計 す る 際 に 、 一 本 鎖 で あ る と 予 測 さ れ 、 さ ら に 、 便 宜 的 な そ れ の 使 用 、 又 は ほ ぼ 同 一 の 標
的 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の た め に 、 好 ま し く は 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の １ ０ ～ ２ ０ の 連 続 的 な ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 好 ま し い セ グ メ ン ト を 選 択 す る た め の そ の よ う な 方 法 の 使 用
を 提 供 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 更 な る 局 面 は 、 単 離 さ れ た 「 ア ン チ セ ン ス 」 核 酸 を 使 用 し て 、 例 え ば 、 対 象 と
な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 の 転 写 及 び /又 は 翻 訳 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 発 現 を 阻 害 す る こ と に 関
す る 。 該 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 従 来 の 塩 基 対 の 相 補 性 に よ っ て 、 又 は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 二
本 鎖 に 結 合 す る 場 合 は 、 二 重 ら せ ん の 主 溝 に お け る 特 異 的 な 相 互 作 用 を 介 し て 、 潜 在 的 な
薬 物 標 的 に 結 合 す る こ と も で き る 。 通 常 、 こ れ ら の 方 法 は 、 当 該 技 術 に お い て 通 常 採 用 さ
れ る 技 法 の 範 囲 で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る 特 異 的 な 結 合 に 依 存 す る あ ら ゆ
る 方 法 を 含 む 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス コ ン ス ト ラ ク ト は 、 例 え ば 、 細 胞 内 に 転 写 さ れ た と き 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 細 胞 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 少 な く と も １ つ の 特 有 の 部 分 に 対 し て 相 補 的 な
Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド と し て 、 送 達 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ア ン チ セ ン
ス コ ン ス ト ラ ク ト は 、 生 体 外 で 生 成 さ れ 、 細 胞 内 に 導 入 さ れ た と き 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 の mＲ
Ｎ Ａ 及 び /又 は ゲ ノ ム 配 列 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ っ て 、 発 現 の 阻 害 を 引 き 起 こ す オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で あ る 。 そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 内 因 性 の
ヌ ク レ ア ー ゼ 、 例 え ば 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び /又 は エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 し て 耐 性
が あ り 、  し た が っ て 、 イ ン ビ ボ で 安 定 で あ る 、 改 変 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ
と が 好 ま し い 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 使 用 す る た め の 核 酸 分 子 の 例 は 、
Ｄ Ｎ Ａ の ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト 、 ホ ス ホ チ オ エ ー ト 及 び メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 類 似 物 で あ る （ 米
国 特 許 第 5,176,996号 ； 第 5,264,564号 お よ び 第 5,256,775号 参 照 ） さ ら に 、 ア ン チ セ ン ス
治 療 に 有 用 な オ リ ゴ マ ー を 構 築 す る た め の 通 常 の ア プ ロ ー チ を 、 例 え ば 、 van der Krolら
、 （ 1988）  Biotechniques 6:958-976及 び Steinら 、 （ 1988）  Cancer Res 48:2659-2668
に よ っ て 検 討 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 翻 訳 開 始 部 位 由 来 の ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 、 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 、
－ １ ０ ～ ＋ １ ０ の 間 の 領 域 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 が 好 ま し い 。 ア ン チ セ ン ス ア プ ロ ー チ は 、 Ｐ
Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ
Ｎ Ａ ） の 設 計 に 関 与 す る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 に 結 合 し
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、 翻 訳 を 阻 害 す る 。 絶 対 的 な 相 補 性 は 、 好 ま し い が 必 要 で は な い 。 二 本 鎖 ア ン チ セ ン ス 核
酸 の 場 合 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の う ち の 一 本 鎖 を 試 験 し て も よ い し 、 又 は 、 三 重 形 成 を ア ッ セ イ
し て も よ い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 能 力 は 、 相 補 性 の 度 合 い と 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 長
さ の 双 方 に 依 存 す る 。 通 常 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 長 い ほ ど 、 そ れ が 含 有 し 、 な お 二
本 鎖 （ 場 合 に よ っ て は ３ 本 ） を 形 成 す る か も し れ な い Ｒ Ｎ Ａ と の ミ ス マ ッ チ が 多 く な る 。
当 該 技 術 の 当 業 者 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 複 合 体 の 融 点 を 測 定 す る た め の 標 準 的 な 処 置
を 用 い て ミ ス マ ッ チ の 許 容 度 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 mＲ Ｎ Ａ の ５ ' 末 端 、 例 え ば 、 ５ ' 非 翻 訳 配 列 か ら 上 流 へ そ し て 、 Ａ Ｕ Ｇ 開 始 コ ド ン に
相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 翻 訳 を 阻 害 す る の に も っ と も 効 果 的 に 機 能 す る は ず で あ
る 。 し か し な が ら 、 近 年 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ' 非 翻 訳 配 列 に 相 補 的 な 配 列 も 同 様 に 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 翻 訳 の 阻 害 に 効 果 的 で あ る こ と が わ か っ て き た （ Wagner、 R. 1994. Nature 372:333）
。 し た が っ て 、 ５ '又 は ３ '非 翻 訳 、 非 コ ー ド 領 域 の 遺 伝 子 に 相 補 的 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
が そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 阻 害 す る た め の ア ン チ セ ン ス ア プ ロ ー チ に お い て 用 い ら れ る こ と
が で き る で あ ろ う 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ '非 翻 訳 領 域 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ａ Ｕ Ｇ
開 始 コ ド ン の 相 補 配 列 を 有 し て い る べ き で あ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ コ ー ド 領 域 に 相 補 的 な ア ン チ セ
ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 あ ま り 効 果 的 に 翻 訳 を 阻 害 し な い が 、 本 発 明 に お い て 用 い ら
れ る こ と が で き る で あ ろ う 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ '、 ３ 'あ る い は コ ー ド 領 域 の い ず れ か に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ て い れ ば 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 少 な く と も ６ ヌ ク レ オ チ ド の
長 さ で あ り 、 ま た 、 好 ま し く は 、 約 １ ０ ０ 未 満 、 よ り 好 ま し く 約 ５ ０ 、 ２ ５ 、 １ ７ も し く
は １ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 イ ン ビ ト ロ 研 究 は 、 ま ず 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る 能
力 を 定 量 化 す る た め に 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の 研 究 は 、 ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 阻
害 と オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 非 特 異 的 な 生 物 学 的 効 果 の 間 の 違 い を 区 別 す る 対 照 を 用 い る こ
と が 好 ま し い 。 こ れ ら の 研 究 は 、 標 的 Ｒ Ｎ Ａ 又 は 蛋 白 質 の レ ベ ル を 内 部 コ ン ト ロ ー ル Ｒ Ｎ
Ａ 又 は 蛋 白 質 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と が 好 ま し い 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用
い て 得 ら れ た 結 果 を 、 対 照 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 得 ら れ た 結 果 と 比 較 し て も よ い 。
対 照 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 試 験 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ほ ぼ 同 じ 長 さ で あ る こ と 、 そ し て
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 標 的 配 列 へ の 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の 阻 害 に 必 要 な 分 だ け ア ン チ セ ン ス 配 列 と 異 な る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 又 は キ メ ラ 混 合 物 又 は 誘 導 体 又
は そ の 改 変 型 、 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 で あ る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の
塩 基 部 分 、 糖 部 分 、 又 は リ ン 酸 骨 格 に お い て 改 変 さ れ 、 分 子 の 安 定 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン な ど を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 他 の 付 加 さ れ た 基 、 例 え
ば 、 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 宿 主 細 胞 受 容 体 を 標 的 と す る た め ） 、 又 は 細 胞 膜 の 輸 送 を 容 易 に
す る 物 質 に お い て （ 例 え ば 、 Letsingerら 、  1989、  Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:
6553-6556; Lemaitre ら 、  1987、  Proc. Natl. Acad. Sci. 84:648-652; Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公
開 W088/09810、 1988年 12月 15日 公 開 を 参 照 さ れ た い ） 。 又 は 血 液 － 脳 関 門 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｃ
Ｔ 広 報 第 W089/10134号 、 1998年 4月 25日 公 開 ） 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 性 切 断 物 質
（ 例 え ば 、 Krolら 、 1988、 BioTechniques 6:958- 976を 参 照 さ れ た い ） 又 は 、 層 間 物 質 （
intercalating agents） （ 例 え ば 、 Zon、 1988、 Pharm. Res. 5:539-549を 参 照 さ れ た い ）
。 こ の 目 的 の た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 別 の 分 子 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 誘 発 性 架 橋 剤 、 輸 送 剤 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 性 切 断 剤 な ど と 結 合 さ せ
て も よ い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も １ つ の 改 変 さ れ た 塩 基 部 分 を 含 ん で も
よ い 。 そ れ は 、 限 定 さ れ な い が 、 ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ -ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 ５ -ク ロ ロ
ウ ラ シ ル 、 ５ -ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ４ -ア セ チ ル シ ト シ ン 、 ５
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-（ カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ チ エ チ ル （ carboxyhydroxytiethyl） ウ ラ シ ル 、 ５ -カ ル ボ キ シ
メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ リ ジ ン 、 ５ - カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ
ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 β -Ｄ -ガ ラ ク ト シ ル キ ノ シ ン （ galactosylqueosine） 、 イ ノ シ ン 、 Ｎ ６
-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 １ -メ チ ル グ ア ニ ン 、 １ -メ チ ル イ ノ シ ン 、 ２ 、 ２ -ジ メ チ ル グ
ア ニ ン 、 ２ -メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ -メ チ ル グ ア ニ ン 、 ３ -メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ -メ チ ル シ ト シ
ン 、 Ｎ ６ -ア デ ニ ン 、 ７ -メ チ ル グ ア ニ ン 、 ５ -メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ -メ ト キ シ
ア ミ ノ メ チ ル -２ -チ オ ウ ラ シ ル 、 β -Ｄ -マ ン ノ シ ル キ ノ シ ン （ mannosylqueosine） 、 ５ '-
メ ト キ シ カ ル ボ キ シ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ -メ ト キ シ ウ ラ シ ル 、 ２ -メ チ ル チ オ -Ｎ ６ -イ ソ ペ
ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル -５ -オ キ シ 酢 酸 （ ｖ ） 、 バ イ ブ ト キ ソ シ ン （ wybutoxosine）
、 シ ュ ー ド ウ ラ シ ル 、 キ ノ シ ン （ queosine） 、 ２ -チ オ シ ト シ ン 、 ５ -メ チ ル -２ -チ オ ウ ラ
シ ル 、 ２ -チ オ ウ ラ シ ル 、 ４ -チ オ ウ ラ シ ル 、 ５ -メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル -５ -オ キ シ 酢
酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル -５ -オ キ シ 酢 酸 （ ｖ ） 、 ５ -メ チ ル -２ -チ オ ウ ラ シ ル 、 ３ -（
３ -ア ミ ノ -３ - Ｎ -２ -カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル ） ウ ラ シ ル 、 （ ａ ｃ ｐ ３ ） ｗ 、 及 び ２ 、 ６ -ジ
ア ミ ン プ リ ン を 含 む 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 限 定 さ れ な い が 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 ２ -フ ル オ
ロ ア ラ ビ ノ ー ス 、 キ シ ル ロ ー ス 及 び ヘ キ ソ ー ス か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 改 変 さ れ
た 糖 部 分 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 中 性 の ペ プ チ ド 様 骨 格 を 含 有 す る こ と も で き
る 。 そ の よ う な 分 子 は 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） -オ リ ゴ マ ー と 呼 ば れ 、 例 え ば 、 Perry-O
'Keefeら （ 1996）  Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:14670 and in Eglomら （ 1993）  N
ature 365:566に 記 載 が あ る 。 Ｐ Ｎ Ａ の １ つ の 利 点 は 、 そ れ ら が Ｄ Ｎ Ａ の 中 性 骨 格 ゆ え に
培 地 の イ オ ン 強 度 と は 本 質 的 に 独 立 し て 、 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る こ と が で き る こ と で
あ る 。 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー
ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ミ ド チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト 、 ホ ス ホ ジ ラ
ミ デ ー ト （ phosphordiamidate） 、 メ チ ル ホ ス ホ ン 酸 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 及
び ホ ル ム ア セ タ ー ル （ formacetal） 又 は そ の 類 似 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 改 変
さ れ た リ ン 酸 骨 格 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 α -ア ノ マ ー オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で あ る 。 α -ア ノ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 通 常 の ア ン チ パ ラ レ ル 配 向 と は
対 照 的 に 、 鎖 が 互 い に パ ラ レ ル で あ る 相 補 的 な Ｒ Ｎ Ａ と と も に 特 異 的 な 二 本 鎖 ハ イ ブ リ ッ
ド を 形 成 す る （ Gautierら 、 1987、 Nucl. Acids Res. 15:6625-6641） 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 ２ '-０ -メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ Inoueら 、 1987、 Nucl. Acids Res. 15:6131-614
8） 、 又 は キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ -Ｄ Ｎ Ａ 類 似 体 （ Inoueら 、 1987、 FEBS Lett. 215:327-330） で あ
る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の コ ー ド 領 域 に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ
と が で き る と き 、 転 写 さ れ た 非 翻 訳 領 域 に 相 補 的 な も の も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 い く つ か の 例 に お い て 、 内 因 性 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 上 の 翻 訳 を 抑 制 す る の に 十 分 な ア ン チ セ ン ス
の 細 胞 間 濃 度 を 達 成 す る こ と は 困 難 か も し れ な い 。 し た が っ て 、 好 ま し い ア プ ロ ー チ は 、
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 強 い pol IIIも し く は pol IIプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下
に 配 置 さ れ た 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い る 。 標 的 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る た
め に 、 そ の よ う な コ ン ス ト ラ ク ト を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 内 因 性 の 潜 在 的 薬 物 標 的 転 写
物 に 対 す る 相 補 的 な 塩 基 対 を 形 成 す る で あ ろ う 一 本 鎖 の Ｒ Ｎ Ａ の 十 分 な 量 の 転 写 を 結 果 と
し て 行 い 、 そ れ に よ っ て 翻 訳 を 阻 害 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 ベ ク タ ー は 、 細 胞 に 取 り 込 ま
れ 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 導 く よ う に 導 入 さ れ る こ と が で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ
ー は 、 そ れ が 転 写 さ れ 、 所 望 の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を 作 製 す る 限 り 、 エ ピ ソ ー ム の ま ま で
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あ る こ と が で き 、 又 は 、 染 色 体 に 統 合 さ れ る こ と も で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、 当 該
技 術 に お い て 標 準 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ テ ク ノ ロ ジ ー の 方 法 に よ っ て 構 築 す る こ と が で き る 。
ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 又 は 当 該 技 術 に お い て 公 知 の そ の 他 の も の と す る こ と
が で き 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 複 製 及 び 発 現 に 用 い る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ
を コ ー ド す る 配 列 の 発 現 は 、 哺 乳 動 物 中 で 機 能 す る 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の あ ら ゆ る プ
ロ モ ー タ ー に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 、 誘 導 性 又 は 構 成 的 で
あ る こ と が で き る 。 そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 、 限 定 さ れ な い が 、 SV40初 期 プ ロ モ ー タ ー
領 域  （ Bernoist及 び Chambon、 1981、 Nature 290:304-310） 、 ３ '長 末 端 反 復 の ラ ウ ス 肉
腫 ウ イ ル ス 中 に 含 有 さ れ る プ ロ モ ー タ ー  （ Yamamotoら 、 1980、 Cell 22:787-797） 、 ヘ ル
ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー （ Wagnerら 、 1981、 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 
78:1441-1445） 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 の 調 節 配 列 （ Brinsterら 、 1982、  Nature 296:
39-42） な ど を 含 む 。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト を 調 製 す る た め に 、 あ ら ゆ る 種 類 の プ
ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 Ｙ Ａ Ｃ 又 は ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き 、 そ れ ら は 、 直 接
的 に 組 織 の 部 位 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 一 方 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 発 現 は 、 遺 伝 子 の 調 節 領 域 （ す な わ ち 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び /又 は
エ ン ハ ン サ ー ） に 相 補 的 な デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 的 化 し て 、 体 内 の 標 的 細 胞
中 の 遺 伝 子 の 転 写 を 阻 害 す る 三 重 ら せ ん 構 造 を 形 成 す る こ と に よ っ て 、 減 少 さ せ る こ と が
で き る （ 一 般 的 に 、 Helene、  C. 1991、  Anticancer Drug Des.、  6（ 6） :569-84; Helen
e、  C.ら 、 1992、  Ann. N.Y. Acad. Sci.、  660:27-36； 及 び Maher、  L.J.、  1992、  Bio
assays 14（ 12） :807-15を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 転 写 を 阻 害 す る た め に 、 三 重 ら せ ん 体 形 成 に お い て 用 い ら れ る 核 酸 分 子 は 、 一 本 鎖 で あ
り 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 組 成 物 は 、 フ ー グ ス テ ィ ー ン 型 塩 基 対 形 成 の 法 則 に よ っ て 三 重 ら せ ん 体 形 成 を 促
進 す る は ず で あ る 。 そ れ は 通 常 、 二 本 鎖 の う ち の １ つ に 存 在 す る プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン の
い ず れ か が か な り の 大 き さ の 伸 長 が 必 要 で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ピ リ ミ ジ ン ベ ー ス
で あ り 、 そ れ に よ っ て 、 Ｔ Ａ Ｔ 及 び Ｃ Ｇ Ｃ ト リ プ レ ッ ト が 生 じ る 。 得 ら れ た 三 重 ら せ ん 体
の ３ つ の 関 連 す る 鎖 に わ た っ て 存 在 す る 。 ピ リ ミ ジ ン に 富 ん だ 分 子 は 、 二 本 鎖 の う ち の 一
本 鎖 に お い て 、 プ リ ン に 富 ん だ 領 域 に 相 補 的 な 塩 基 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 核 酸 分 子 は 、 プ
リ ン に 富 み 、 Ｇ 残 基 の 伸 長 を 含 有 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 分 子 は 、 Ｇ
Ｃ 対 に 富 ん だ Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 持 つ 三 重 ら せ ん 体 を 形 成 す る だ ろ う 。  そ こ で は 、 プ リ ン 残
基 の 大 多 数 が 、 標 的 二 本 鎖 の う ち の 一 本 鎖 上 に 位 置 づ け ら れ 、 そ の 結 果 、 三 重 構 造 内 の 三
重 鎖 に わ た っ て 、 Ｃ Ｇ Ｃ ト リ プ レ ッ ト が 生 じ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 あ る い は 、 潜 在 的 な 三 重 ら せ ん 体 形 成 の 標 的 と す る こ と が で き る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 配 列 は 、 い わ
ゆ る 「 ス イ ッ チ バ ッ ク 」 核 酸 分 子 を 生 成 す る こ と に よ っ て 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 ス イ
ッ チ バ ッ ク 分 子 は 、 ５ '－ ３ '、  ３ '－ ５ 'を 交 互 に 用 い る 方 法 に よ っ て 合 成 す る こ と が で
き 、 そ の 結 果 、 そ れ ら は 二 本 鎖 の う ち の 最 初 の 一 方 の 鎖 、 次 い で 、 他 方 の 鎖 と 塩 基 対 を 形
成 し 、 二 本 鎖 の う ち の １ つ に 存 在 す る プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン の い ず れ か が か な り の 大 き さ
の 伸 長 を 有 す る 必 要 は な く な る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 の 使 用
に 関 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 は 、 ア ン チ セ ン ス 及 び リ ボ ザ イ ム テ ク ノ ロ ジ ー の 双 方 の 機 構 的 な 特
徴 の い く つ か を 組 み 込 む 。 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 非 常 に よ く
似 て お り 、 特 定 の 標 的 核 酸 配 列 を 認 識 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 し か し な が ら 、 リ ボ ザ イ ム
と 非 常 に よ く 似 て 、 そ れ ら は 、 標 的 核 酸 を 触 媒 的 及 び 特 異 的 に 切 断 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 現 在 、 ２ つ の 基 本 的 な タ イ プ の Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 双 方 は Santoro及 び Joy
ceに よ っ て 同 定 さ れ た も の で あ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6110462号 を 参 照 さ れ た い ） 。 10-
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23 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 は 、 ２ つ の 腕 に 接 続 し た ル ー プ 構 造 を 含 む 。 こ の ２ つ の 腕 は 、 特 定 の 標 的
核 酸 配 列 を 認 識 す る こ と に よ っ て 、 特 異 性 を 提 供 す る 。 一 方 、 そ の ル ー プ 構 造 は 、 生 理 学
的 条 件 の も と で 触 媒 的 な 機 能 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 簡 潔 に 言 え ば 、 標 的 核 酸 を 特 異 的 に 認 識 し 、 切 断 す る 理 想 的 な Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 を 設 計 す る た
め に は 、 当 該 技 術 の 当 業 者 は 、 ま ず 、 特 有 の 標 的 配 列 を 同 定 し な け れ ば な ら な い 。 こ れ は
、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の た め に 概 説 さ れ た も の と 同 じ ア プ ロ ー チ を 用 い て 行
う こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 該 特 有 の 、 又 は 実 質 的 な 配 列 は 、 Ｇ ／ Ｃ に 富 ん だ 約 １ ８ ～
２ ２ の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 Ｇ ／ Ｃ 含 有 率 が 高 い こ と に よ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 と 標 的 配 列 の
間 の 相 互 作 用 が よ り 強 く な る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 を 合 成 す る 場 合 、 酵 素 を メ ッ セ ー ジ に 対 す る 標 的 と す る 特 異 的 な ア ン チ セ ン
ス 認 識 配 列 を 、 そ れ が Ｄ Ｎ Ａ の ２ つ の 腕 を 含 む よ う に 分 割 す る 。 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 の ル ー
プ を ２ つ の 特 異 的 な 腕 の 間 に 配 置 す る 。  
【 ０ １ ９ ９ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 を 作 製 し 、 投 与 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6110462号 に 見 出 す こ と が
で き る 。 同 様 に 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ボ ザ イ ム を イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ で 送 達 す る 方 法 は 、 上 で 詳
細 に 示 し た よ う に 、 Ｒ Ｎ Ａ リ ボ ザ イ ム を 送 達 す る 方 法 を 含 む 。 さ ら に 、 当 該 技 術 の 当 業 者
は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 、 Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 を 任 意 に 改 質 し て 、 安 定 性 及 び
分 解 に 対 す る 抵 抗 性 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ イ ム 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ  及 び 三 重 ら せ ん 体 分
子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 及 び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 合 成 す る 技 術 に お い て 公 知 の あ ら ゆ る 方 法 に よ っ て 調
製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 技 術 と し て は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の オ リ ゴ デ オ キ シ リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る 技 法 、 例 え ば 、 固 相 ホ ス ホ
ラ ミ ダ イ ト 化 学 合 成 が あ る 。 あ る い は 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の イ ン ビ ボ 及 び イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ っ て 生 成 し て も よ い 。 そ の よ う な Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 は 、 Ｔ ７ 又 は Ｓ Ｐ ６ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー な ど の 好 適 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ
ロ モ ー タ ー を 組 み 込 ん だ 様 々 な ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と が で き る 。 あ る い は 、 ア ン チ セ ン
ス Ｒ Ｎ Ａ を 構 成 的 又 は 誘 導 的 に 合 成 す る ア ン チ セ ン ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト を 、 用 い ら
れ る プ ロ モ ー タ ー に 依 存 し て 、 細 胞 系 列 に 安 定 に 導 入 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 細 胞 間
の 安 定 性 及 び 半 減 期 を 上 昇 さ せ る 手 段 と し て 、 核 酸 分 子 に 対 し て 種 々 の 公 知 の 改 変 を 導 入
し て も よ い 。 可 能 な 改 変 と し て は 、 限 定 さ れ な い が 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又 は デ オ キ シ リ ボ
ヌ ク レ オ チ ド の 隣 接 す る 配 列 を 分 子 の ５ ’ 末 端 及 び /又 は ３ ’ 末 端 に 追 加 す る こ と 、 又 は
オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 内 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 結 合 よ り も む し ろ 、 分 子
又 は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト も し く は ２ ’  Ｏ -メ チ ル を 使 用 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　
　 い く つ か の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は ま た 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 機 能 と 干 渉 す る か 、 そ れ を 促 進 す る
治 療 薬 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 薬 剤 は
、 ウ イ ル ス の 成 熟 に 任 意 に 干 渉 す る 抗 ウ イ ル ス 薬 で あ り 、 該 ウ イ ル ス は 、 レ ト ロ イ ド ウ イ
ル ス 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 及 び エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス で あ る こ と が 好 ま し い 。 い く つ か の 好 ま
し い 態 様 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 薬 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 触 媒 的 活 性 と 干 渉 す
る こ と が 好 ま し い （ 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 自 動 ユ ビ キ チ ン 化 又 は 標 的 部 位 へ の 移 入 ） 。 い く つ
か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 薬 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ と Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド と
の 間 の 相 互 作 用 と 干 渉 す る 。 例 え ば 、 抗 ウ イ ル ス 薬 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ と Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ ポ リ ペ
プ チ ド 、 例 え ば 、 別 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド （ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ダ イ マ ー 、 ２ つ の 異 な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ
ポ リ ペ プ チ ド の ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 ホ モ マ ル チ マ ー 及 び ヘ テ ロ マ ル チ マ ー の よ う な 場 合 ） ；
 GTPase（ 例 え ば 、 Rac、 Rac1、 Rho、 Ras） ； Ｅ ２ 酵 素 及 び ユ ビ キ チ ン 、 又 は 任 意 に cullin
； ク ラ ス リ ン ； AP-1； AP-2； HSP70；  HSP90、  Brca1、  Bard1、  Nef、  PAK1、  PAK2、  PA
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Kフ ァ ミ リ ー 、 Vav、  Cdc42、  PI3K（ 例 え ば 、 p85も し く は p110） 、 Nedd4、 src（ srcフ ァ
ミ リ ー ） 、 Gag、 特 に Ｈ Ｉ Ｖ  Gag、 Tsg101、  VASP、  RNB6、  WASP、  N-WASP及 び KIAA0674
、 Spred-2と 同 様 に 、 な ら び に い く つ か の 態 様 に お い て 、 ク ラ ス リ ン コ ー ト 小 胞 と 関 連 す
る こ と が 既 知 の 蛋 白 質 及 び 又 は 、 蛋 白 質 選 別 に 関 与 す る 蛋 白 質 と の 間 の 相 互 作 用 を 破 壊 す
る か 、 又 は 、 不 可 逆 と す る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 薬 剤 は 、 JNK及 び /又 は NF
-κ Bシ グ ナ リ ン グ と 干 渉 す る 抗 ア ポ ト ー シ ス 剤 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明
の 薬 剤 は 、 Rac又 は Rasな ど の GTPaseの シ グ ナ リ ン グ と 干 渉 し 、 任 意 に Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ
ド と Rac蛋 白 質 と の 間 の 相 互 作 用 を 破 壊 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 薬 剤 は
、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 調 節 し 、 ま た 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 に 関 連 す
る い く つ か の 疾 患 を 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン に 関 連 す る 活
性 を 増 加 又 は 減 少 す る 活 性 を 同 定 、 最 適 化 又 は そ う で な け れ ば 評 価 す る た め の ア ッ セ イ を
提 供 す る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン に 関 連 す る 活 性 は 、 通 常 、 ユ ビ キ チ ン の Ｅ
２ 酵 素 か ら Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド へ の 移 入 に 関 与 す る 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 自 己 ユ ビ
キ チ ン 化 活 性 、 及 び 通 常 ユ ビ キ チ ン の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド か ら 標 的 蛋 白 質 へ の 転 位 に 関
与 す る 標 的 蛋 白 質 の ユ ビ キ チ ン 化 を 含 む こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ
Ｈ 活 性 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン に よ っ て 媒 介 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 、 E2ポ リ ペ プ チ ド 及 び ユ
ビ キ チ ン 源 （ ユ ビ キ チ ン と 予 め 混 合 さ れ て い る E2ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い ） を 含 む 混
合 物 を 形 成 す る こ と を 含 む 。 任 意 に 、 該 混 合 物 は 、 E１ ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 任 意 に 、 該
混 合 物 は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 該 混 合 物 の 追 加 的 成 分 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の
ユ ビ キ チ ン 化 に 矛 盾 し な い 条 件 を 提 供 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － ユ ビ
キ チ ン 接 合 体 、 E２ － ユ ビ キ チ ン チ オ エ ス テ ル 、 遊 離 ユ ビ キ チ ン 及 び 標 的 ポ リ ペ プ チ ド －
ユ ビ キ チ ン 複 合 体 な ど の 、 １ 以 上 の パ ラ メ ー タ の ば ら つ き を 検 出 し て も よ い 。 本 明 細 書 に
お い て 「 検 出 す る 」 と い う 用 語 は 、 対 象 と な る 検 出 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － ユ ビ キ チ ン 、 Ｅ
２ － ユ ビ キ チ ン 、 な ど ） の 存 在 も し く は 不 存 在 、 対 象 と な る 検 出 の 量 の 定 量 的 測 定 、 又 は
対 象 と な る 検 出 の 存 在 、 不 存 在 又 は 量 の 、 他 の パ ラ メ ー タ に 基 づ く 数 学 的 計 算 を 含 む も の
と し て 用 い ら れ て い る 。 「 検 出 す る 」 と い う 用 語 は 、 検 出 対 象 が 感 受 性 を 持 た な い 、 も し
く は そ の レ ベ ル 以 下 で あ る と 判 定 さ れ る 状 況 を 含 む 。 検 出 は 、 標 識 （ 例 え ば 、 蛍 光 標 識 、
放 射 性 同 位 体 標 識 及 び 下 記 に 記 載 の そ の 他 の も の ） 、 解 像 度 及 び 大 き さ に よ る 同 定 （ 例 え
ば 、 SDS-PAGE、 質 量 分 光 法 ） 、 精 製 及 び 検 出 、 及 び 当 該 技 術 の 当 業 者 が 本 明 細 書 に 鑑 み 、
入 手 可 能 で あ る 他 の 方 法 の 検 出 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 標 識 化 は 、 シ
ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 、 又 は 写 真 用 エ マ ル ジ ョ ン に 曝 し た 後 の 濃 度 計 測 に よ っ て 、 又 は Phos
phorimager. Likewiseの よ う な 装 置 を 用 い る こ と に よ っ て 、 測 定 す る こ と が で き る 。 濃 度
計 測 を 用 い て 、 酵 素 標 識 を 用 い た と き 不 透 明 な 産 物 を 生 成 す る 酵 素 標 識 基 質 と 反 応 し た 後
、 ユ ビ キ チ ン と の 結 合 を 測 定 し て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ
－ ユ ビ キ チ ン 接 合 体 を 決 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ポ リ ペ プ チ ド 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド 及
び ユ ビ キ チ ン 源 （ ユ ビ キ チ ン と 予 め 混 合 さ れ て い る E2ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い ） を 含
む 混 合 物 を 形 成 す る こ と を 含 む 。 任 意 に 、 該 混 合 物 は 、 Ｅ １ 及 び /又 は Ｅ ２ ポ リ ペ プ チ ド
を 含 み 、 任 意 に 、 該 混 合 物 は 、 Ｅ ２ － ユ ビ キ チ ン チ オ エ ス テ ル を 含 む 。 該 混 合 物 の 追 加 的
成 分 は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン 化 に 矛 盾 し な い 条 件 を 提 供 す る よ う に 選 択 す る こ
と が で き る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － ユ ビ キ チ ン 接 合 体 、 E２ － ユ ビ キ チ ン チ オ エ ス テ ル 、 遊 離 ユ ビ キ
チ ン 及 び 標 的 ポ リ ペ プ チ ド － ユ ビ キ チ ン 複 合 体 な ど の 、 １ 以 上 の パ ラ メ ー タ の ば ら つ き を
検 出 し て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド － ユ ビ キ チ ン 接
合 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － ユ ビ キ
チ ン 接 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
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【 ０ ２ ０ ５ 】
　 上 記 の ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン に 関 連 す る 活 性 を 調 節 す る 薬 剤
を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 用 い て も よ い 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ は 、 通 常 上 記 ア ッ セ イ の う ち の １ つ 、 又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ユ ビ キ チ ン 関 連 活 性
活 性 を 評 価 す る た め 設 計 さ れ た 他 の い ず れ か の ア ッ セ イ に 試 験 物 質 を 添 加 す る こ と を 含 む
。 又 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 検 出 さ れ た パ ラ メ ー タ ー は 、 好 適 な 参 照 と 比 較
し て も よ い 。 好 適 な 参 照 は 、 以 前 に 、 平 行 し て も し く は 後 か ら 行 わ れ た ア ッ セ イ で あ っ て
も よ い 。 好 適 な 参 照 は ま た 、 試 験 化 合 物 を 用 い ず に 以 前 に 測 定 さ れ た も の の 平 均 で あ っ て
も よ い 。 通 常 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 混 合 物 の 化 合 物 は 、 評 価 す べ き 活 性 全 体 に 矛 盾 し
な い 順 序 で 添 加 し て も よ い が 、 い く つ か の 変 形 は 好 ま し い 。 例 え ば 、 い く つ か の 態 様 に お
い て 、 試 験 物 質 及 び Ｅ ３ （ 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド ） を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ
の 後 試 験 物 質 を 除 去 し 、 他 の 成 分 を 添 加 し て ア ッ セ イ を 完 了 す る こ と が 望 ま し い か も し れ
な い 。 こ の 方 法 で 、 薬 剤 の み が Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド に 及 ぼ す 効 果 を 評 価 し て も よ い 。 い
く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 ウ イ ル ス 薬 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 Ｌ ド
メ イ ン 及 び 好 ま し く は Ｈ Ｉ Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 採 用 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は ハ イ ス ル ー プ ッ ト 形 式 で 行 わ れ る 。 例 え ば 、 混 合
物 の 成 分 の １ つ を 固 体 基 質 に 付 着 さ せ る こ と が で き 、 そ し て １ 以 上 の 他 の 成 分 を 標 識 す る
。 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の よ う な 表 面 に 付 着 し て も よ く
、 ユ ビ キ チ ン を 溶 液 中 に 入 れ 、 標 識 す る 。 E２ 及 び E１ も ま た 溶 液 中 に 入 れ 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － ユ
ビ キ チ ン 接 合 体 形 成 を 固 体 表 面 を 洗 浄 し 、 混 合 さ れ な か っ た 、 標 識 さ れ た ユ ビ キ チ ン を 除
去 し 、 結 合 し て 残 っ て い る ユ ビ キ チ ン を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 し て も よ い 。 他 の 変 形
例 を 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 溶 液 中 の ユ ビ キ チ ン の 量 を 検 出 し て も よ い 。 い く つ か の 態 様
に お い て 、 ユ ビ キ チ ン 複 合 体 の 形 成 は 、 F RETの よ う な 、 相 互 作 用 的 技 法 に よ っ て 測 定 し
て も よ い 。 そ こ で は 、 ユ ビ キ チ ン を 第 １ の 標 識 に よ っ て 標 識 し 、 所 望 の 複 合 体 パ ー ト ナ ー
（ 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 標 的 ポ リ ペ プ チ ド ） を 第 ２ の 標 識 に よ っ て 標 識 し 、
第 １ 及 び 第 ２ の 標 識 が 近 接 し て 変 化 し た 信 号 を 作 製 す る と き に と き 相 互 作 用 す る 。 FRETに
お い て は 、 第 １ 及 び 第 ２ の 標 識 は 、 蛍 光 体 で あ る 。 FRETに つ い て 、 以 下 に お い て 、 よ り 詳
細 に 説 明 す る 。 ポ リ ユ ビ キ チ ン 複 合 体 の 形 成 は 、 ポ リ ユ ビ キ チ ン を 形 成 す る 時 に 相 互 作 用
す る 、 異 な る よ う に 標 識 付 け さ れ た ユ ビ キ チ ン の ２ つ 以 上 の プ ー ル を 混 合 す る こ と に よ っ
て 形 成 し て も よ い （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 20020042083号 を 参 照 さ れ た い ） 。 ハ イ ス ル ー プ
ッ ト は 、 溶 液 中 と 同 様 、 FRETの よ う な 相 互 作 用 的 ア ッ セ イ を 行 う こ と に よ っ て 達 成 す る こ
と が で き る 。 さ ら に 、 も し Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 標 的 ポ リ ペ プ チ ド な ど の 混 合 物 中 の
ポ リ ペ プ チ ド を 容 易 に 精 製 す る こ と が 可 能 で あ れ ば （ 例 え ば 、 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 、 又
は ビ オ チ ン 、 FLAG、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン な ど の タ グ を 介 し て ） 、 そ の 反 応 を 溶 液 中 で 行 う こ と
が で き 、 タ グ を つ け ら れ た ポ リ ペ プ チ ド を 、 タ グ を つ け ら れ た ポ リ ペ プ チ ド と 関 連 す る ユ
ビ キ チ ン な ど の あ ら ゆ る ポ リ ペ プ チ ド と 一 緒 に 迅 速 に 単 離 す る こ と が で き る 。 蛋 白 質 は ま
た 、 検 出 の た め に SDS-PAGE に よ っ て 分 解 し て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ユ ビ キ チ ン は 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に 標 識 さ れ る 。 こ れ に よ っ
て 、 典 型 的 に 、 連 結 さ れ た ユ ビ キ チ ン の 検 出 及 び 測 定 を 容 易 か つ 迅 速 に 行 う こ と が で き 、
ア ッ セ イ を 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 用 途 に 有 用 な も の と す る 。 上 記 し た よ う に
、 い く つ か の 態 様 は 、 １ 以 上 の 、 タ グ を 付 け ら れ た 、 も し く は 標 識 付 け さ れ た 蛋 白 質 を 採
用 す る 。 「 タ グ 」 は 、 タ グ を つ け ら れ た ポ リ ペ プ チ ド の 迅 速 な 単 離 を 促 進 す る 部 分 を 含 む
こ と が 意 図 さ れ て い る 。 タ グ は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 表 面 に 付 着 す る の を 容 易 に す る た め に 用
い る こ と が で き る 。 「 標 識 」 は 、 標 識 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 を 容 易 に す る 部 分 を 含 む
こ と が 意 図 さ れ て い る 。 い く つ か の 部 分 は 、 標 識 と し て 及 び タ グ と し て 用 い る こ と が で き
る （ 例 え ば 、 容 易 に 精 製 さ れ 、 よ く 特 徴 付 け ら れ た 抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ た エ ピ ト ー プ タ
グ ） 。 ポ リ ペ プ チ ド の ビ オ チ ン 化 も よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 蛋 白 質 、 核 酸 、 炭 水 化 物
及 び カ ル ボ ン 酸 の ビ オ チ ン 化 の た め の ア ミ ン 反 応 性 及 び チ オ ー ル 反 応 性 物 質 を 含 む 、 多 く
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の ビ オ チ ン 化 物 質 が 公 知 で あ る 。 Molecular Probes Catalog； Haugland、 第 ６ 版 、 1996、
第 ４ 章 を 参 照 さ れ た い 。 本 明 細 書 中 に 引 用 に よ っ て 援 用 す る 。 ビ オ チ ン 化 さ れ た 基 質 は 、
ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 介 し て 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た 成 分 に 付 着 す る こ と が で き
る 。 同 様 に 、 多 く の ハ プ テ ン 化 試 薬 （ haptenylation reagents） も 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 「 E１ 」 は 、 ユ ビ キ チ ン 活 性 化 酵 素 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 E１ は 、 ユ ビ キ チ ン
を Ｅ ２ に 移 入 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｅ １ は 、 ユ ビ キ チ ン と の 高 エ ネ
ル ギ ー チ オ エ ス テ ル 結 合 を 形 成 し 、 そ れ に よ っ て ユ ビ キ チ ン を 「 活 性 化 」 す る 。 「 Ｅ ２ 」
は 、 ユ ビ キ チ ン 担 体 酵 素 で あ る （ ユ ビ キ チ ン 結 合 酵 素 と し て も 知 ら れ て い る ） 。 好 ま し い
態 様 に お い て 、 ユ ビ キ チ ン は 、 E１ か ら Ｅ ２ へ 移 入 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 転 移
の 結 果 、 Ｅ ２ と ユ ビ キ チ ン の 間 に チ オ エ ス テ ル 結 合 が 生 じ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｅ
２ は 、 ユ ビ キ チ ン か ら Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド へ の 転 移 を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｅ ２ 又 は 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 、 任 意 に タ グ
の 援 助 を 受 け て 、 ビ ー ズ に 結 合 さ せ る 。 連 結 後 、 そ の ビ ー ズ は 、 結 合 し て い な い ユ ビ キ チ
ン か ら 分 離 し 、 結 合 し て い る ユ ビ キ チ ン を 測 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を ビ ー ズ に 結 合 す る 。 ま た 用 い ら れ る 組 成 物 は 、 標 識 さ れ た ユ ビ
キ チ ン を 含 む 。 こ の 態 様 に お い て 、 結 合 ユ ビ キ チ ン を 持 つ ビ ー ズ は 、 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー
テ ィ ン グ  （ FACS） 装 置 を 用 い て 分 離 し て も よ い 。 そ の よ う な 使 用 方 法 は 、 米 国 特 許 出 願
第 09/047,119号 に 記 載 さ れ て い る 。 そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 引 用 に よ っ て 援 用 す る 。 次 に
、 結 合 し て い る ユ ビ キ チ ン の 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 試 験 物 質 の 効 果 は 、 例 え ば 、 試 験 物 質 の カ イ ネ テ ィ
ク ス 、 定 常 状 態 及 び /又 は 反 応 の 指 標 に 及 ぼ す 影 響 を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 し て も よ
い 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 種 々 の ア ッ セ イ 混 合 物 の 成 分 は 、 量 を 変 化 さ せ て 比 較 し て も よ い
。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ユ ビ キ チ ン （ 又 は 、 Ｅ ２ 複 合 体 化 ユ ビ キ チ ン ） を 、 反 応 溶 液 １
０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル あ た り 、 ５ ～ ２ ０ ０ ngの 最 終 濃 度 で 組 み 合 わ せ る 。 任 意 に 、 Ｅ １ を
、 反 応 溶 液 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル あ た り 、 １ ～ ５ ０ ngの 最 終 濃 度 で 組 み 合 わ せ る 。 任 意
に 、 Ｅ ２ を 、 反 応 溶 液 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル あ た り 、 １ ０ ～ １ ０ ０ ngの 最 終 濃 度 で 組 み
合 わ せ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド を 、 反 応 溶 液 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ
ッ ト ル あ た り 、 １ ～ ５ ０ ０ ngの 最 終 濃 度 で 組 み 合 わ せ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 通 常 、 ア ッ セ イ 混 合 物 は 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 及 び /又 は ユ ビ キ チ ン 化 活 性 に 都 合
が よ い よ う に 調 製 さ れ る 。 通 常 、 こ れ は 、 ５ ０ ～ ２ ０ ０ ｍ Ｍ の 塩 （ 例 え ば 、 NaCl、 KCl）
、 ｐ Ｈ ５ ～ ９ 、 好 ま し く は ６ ～ ８ と い っ た 生 理 学 的 条 件 で あ ろ う 。 そ の よ う な 条 件 は 、 試
行 錯 誤 に よ っ て 最 適 化 す る こ と が で き る 。 最 適 な 活 性 を 促 進 す る た め の 温 度 、 典 型 的 に は
、 ４ ～ ４ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と が で き る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 最 適
な 活 性 化 を 行 い 、 迅 速 な ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 容 易 に す る よ う に 選 択 す る こ
と が で き る 。 典 型 的 に は 、 ０ ． ５ ～ １ ． ５ 時 間 で 十 分 で あ ろ う 。 組 成 物 中 に 様 々 な 他 の 試
薬 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら は 、 塩 、 溶 媒 、 緩 衝 液 、 中 性 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン ） 、
界 面 活 性 剤 な ど の よ う な 、 ユ ビ キ チ ン 化 酵 素 活 性 を 促 進 し 、 及 び /又 は 、 非 特 異 的 又 は 背
景 相 互 作 用 を 減 少 さ せ る 、 試 薬 を を 含 ん で も よ い 。 ま た 、 そ の 他 の 点 で は 、 プ ロ テ ア ー ゼ
阻 害 剤 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 抗 菌 剤 な ど の よ う な ア ッ セ イ の 効 果 を 高 め る 試 薬 を 用 い て
も よ い 。 組 成 物 は 、 ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 （ Ａ Ｔ Ｐ ） 含 む こ と が 好 ま し い で あ ろ う 。 ユ ビ キ
チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 促 進 す る 、 又 は 候 補 調 節 効 果 の 同 定 を 最 適 化 す る あ ら ゆ る 順 序 で 、 成
分 の 混 合 物 を 添 加 し て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ユ ビ キ チ ン は 、 反 応 緩 衝 溶 液 中 に
お い て 提 供 さ れ 、 そ の 後 、 ユ ビ キ チ ン 化 酵 素 を 添 加 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ユ
ビ キ チ ン は 、 反 応 緩 衝 溶 液 に お い て 提 供 さ れ 、 候 補 調 節 物 質 が 添 加 さ れ 、 次 に ユ ビ キ チ ン
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化 酵 素 が 添 加 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 通 常 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ユ ビ キ チ ン に 関 連 す る 活 性 を 減 少 さ せ る 試 験 物 質 を 用 い て 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ
ｖ ｏ で の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 機 能 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 一 方 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ユ ビ キ チ ン に 関 連 す る 活
性 を 増 加 さ せ る 試 験 物 質 を 用 い て 、 イ ン ビ ボ で の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 機 能 を 刺 激 し て も よ い 。 試 験 物
質 は 、 イ ン ビ ボ で の 使 用 の た め に 、 例 え ば 、 エ ス テ ル の よ う な 疎 水 部 分 を 添 加 す る こ と に
よ っ て 改 質 し て も よ い 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 、 任 意 に Ｓ Ｈ ３ 又 は Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ
ン の よ う な Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の 特 定 の ド メ イ ン と 結 合 す る 物 質 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ に 関 す る
。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の 第 ４ の Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン
（ 配 列 番 号 ３ ０ ） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 標 識 さ れ た イ ン ビ ト ロ 蛋
白 質 － 蛋 白 質 結 合 ア ッ セ イ 、 電 気 泳 動 的 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ 、 蛋 白 質 結 合 の た め の イ ム
ノ ア ッ セ イ な ど を 含 む 、 様 々 な ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 精 製 さ れ た 蛋 白 質 は ま た
、 細 胞 内 相 互 作 用 の モ デ ル 化 及 び 試 験 物 質 の 設 計 に 用 い る こ と が で き る 、 ３ 次 元 結 晶 構 造
を 測 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 １ 以 上 の Ｐ Ｏ Ｓ
Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 を Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ を 用 い て 阻 害 す る 物 質 を 検 出 す る 。 別 の 態 様
に お い て 、 ア ッ セ イ は 、 酵 素 活 性 、 他 の 細 胞 成 分 と の 結 合 、 細 胞 区 画 化 な ど の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ
リ ペ プ チ ド 又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 の 固 有 の 生 物 学 的 活 性 を 調 節 す る 物 質 を 検 出 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 １ つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 と 干 渉 す る 組 成 物 の 同 定
の た め の 方 法 及 び 組 成 物 を 提 供 す る 。 ウ イ ル ス 生 成 に お け る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 役 割
を 例 に と れ ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 間 の 蛋 白 質 － 蛋 白 質 相 互 作 用 の 形 成 又 は 安 定 性 を 不
安 定 に す る 組 成 物 及 び そ れ ら が 、 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ａ Ｈ － Ａ Ｐ 、 特 に ウ イ ル ス 蛋 白 質 を 含 む Ｐ
Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 と 相 互 作 用 す る 蛋 白 質 は 、 ウ イ ル ス 感 染 の 治 療 の た め の 候 補 製 剤 と な る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 メ カ ニ ズ ム に 拘 束 さ れ る こ と を 望 む わ け で は な い が 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド が 、 ビ リ オ
ン 及 び 他 の 生 物 学 的 プ ロ セ ス に お い て 重 要 な 蛋 白 質 複 合 体 の 構 築 を 促 進 す る こ と は 自 明 の
こ と と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の 複 合 体 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と １ 以 上 の 下 記 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ
－ Ａ Ｐ と の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド （ Ｐ Ｏ Ｓ
Ｈ ダ イ マ ー 、 ２ つ の 異 な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ヘ テ ロ ダ イ マ ー 、 ホ モ マ ル チ マ ー 及 び
ヘ テ ロ マ ル チ マ ー の よ う な 場 合 ） ；  GTPase（ 例 え ば 、 Rac、 Rac1、 Rho、 Ras） ； Ｅ ２ 酵 素
及 び ユ ビ キ チ ン 、 又 は 任 意 に cullin； ク ラ ス リ ン ； AP-1； AP-2； HSP70；  HSP90、  Brca1
、  Bard1、  Nef、  PAK1、  PAK2、  PAKフ ァ ミ リ ー 、 Vav、  Cdc42、  PI3K（ 例 え ば 、 p85も
し く は p110） 、 Nedd4、 src（ srcフ ァ ミ リ ー ） 、 Gag、 特 に Ｈ Ｉ Ｖ  Gag、 Tsg101、  VASP、  
RNB6、  WASP、  N-WASP及 び KIAA0674、 Spred-2と 同 様 に 、 な ら び に い く つ か の 態 様 に お い
て 、 ク ラ ス リ ン コ ー ト 小 胞 と 関 連 す る こ と が 既 知 の 蛋 白 質 及 び 又 は 、 蛋 白 質 選 別 経 路 に 関
与 す る 蛋 白 質 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド に よ て 形 成 さ れ る 複 合 体 の 種 類 は 、 蛋 白 質 内 に 存 在 す る ド メ イ ン
に 依 存 す る 。 限 定 す る こ と を 意 図 さ れ る わ け で は な い が 、 潜 在 的 な 相 互 作 用 を す る 蛋 白 質
の ド メ イ ン の 例 を 以 下 に 示 す 。 Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン は 、 cullins、 Ｅ ２ 酵 素 、 AP-1、 AP-2及
び /又 は ユ ビ キ チ ン 化 の た め の 基 質 （ 例 え ば 、 い く つ か の 例 に お い て 、 Gag Ｌ ド メ イ ン を
含 む 蛋 白 質 ） と 相 互 作 用 す る こ と が 期 待 さ れ る 。 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン は 、 Gag Ｌ ド メ イ ン 及 び
配 列 モ チ ー フ P（ T/S） AP、  RXXP（ T/S） AP、  PXXDY、  PXXP、  PPXY 又 は RXXPXXPを も つ 例
え ば 、 RQGPKEPFR、  PFRDY、  PTAP及 び RPEPTAP な ど の HIV Gag配 列 の よ う な 配 列 を も つ そ
の 他 の 蛋 白 質 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 抗 ウ イ ル ス 薬 又 は 抗 ア ポ ト ー シ ス 剤 の た め の 好 ま し い ア ッ セ イ で は 、 試 験 物 質 に つ い て
、 そ れ が Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び Racポ リ ペ プ チ ド 、 特 に Rac1の よ う な ヒ ト Racポ リ ペ プ

10

20

30

40

50

(59) JP 2005-519636 A 2005.7.7



チ ド の 複 合 体 の 形 成 を 分 解 す る も し く は 阻 害 す る こ と が で き る 能 力 を 持 つ か ど う か を 評 価
さ れ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 種 々 の ア ッ セ イ 形 態 が 可 能 で あ ろ う 。 そ し て 、 本 明 細 書 に 明 確 に 記 載 さ れ て い な い も の
で あ っ て も 、 当 該 技 術 の 当 業 者 に よ っ て 本 開 示 に 鑑 み 、 予 期 さ れ る で あ ろ う 。 蛋 白 質 複 合
体 の 形 成 の よ う な 条 件 に 近 似 す る ア ッ セ イ 形 態 、 酵 素 活 性 、 及 び さ ら に は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ
プ チ ド 媒 介 性 膜 認 識 又 は 小 胞 形 成 活 性 は 、 様 々 な 形 式 で 生 成 さ れ る こ と が で き 、 そ れ は 、
無 細 胞 系 を 基 礎 と し た ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 精 製 さ れ た 蛋 白 質 又 は 細 胞 ラ イ セ ー ト 、 な ら び
に イ ン タ ク ト 細 胞 を 利 用 す る 細 胞 ベ ー ス ア ッ セ イ を 含 む 。 単 純 な 結 合 ア ッ セ イ も 、 Ｐ Ｏ Ｓ
Ｈ と 結 合 す る 物 質 を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 結 合 ア ッ セ イ は ま た
、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 相 互 作 用 蛋 白 質 と の 間 の 相 互 作 用 、 又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ
ペ プ チ ド 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 相 互 作 用 蛋 白 質 、 又 は 基 質 と の 複 合 体 を 破 壊 す る こ と に よ っ て 機 能
す る 物 質 を 同 定 す る こ と も で き る 。 試 験 さ れ る 物 質 は 、 例 え ば 、 細 菌 、 酵 母 、 又 は 、 化 学
的 に 合 成 さ れ た （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 含 む 小 分 子 ） も し く は 組 換 え に よ っ て
生 成 さ れ た そ の 他 の 有 機 物 （ 例 え ば 、 天 然 の 産 物 ） に よ っ て 作 製 さ れ る こ と が で き る 。 好
ま し い 態 様 に お い て 、 試 験 物 質 は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 以 外 の 、 分
子 量 約 ２ ０ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 有 機 物 小 分 子 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー 及 び 天 然 の 抽 出 物 を 試 験 す る 、 多 く の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ グ
ラ ム に お い て は 、 所 与 の 期 間 に お い て 調 べ る 化 合 物 の 数 を 最 大 に す る た め に ハ イ ス ル ー プ
ッ ト ア ッ セ イ が 望 ま し い 。 例 え ば 、 精 製 さ れ た も し く は 半 精 製 さ れ た 蛋 白 質 も し く は ラ イ
セ ー ト を 用 い て 開 発 さ れ て も よ い 、 無 細 胞 系 に お い て 行 わ れ る 本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 そ れ
ら が 生 成 さ れ て 急 速 な 進 行 及 び 、 試 験 化 合 物 に よ っ て 媒 介 さ れ る 分 子 標 的 に お け る 変 化 の
比 較 的 容 易 な 検 出 を 可 能 に す る 「 一 次 」 ス ク リ ー ン と し て 、 し ば し ば 好 ま し い 。 さ ら に 、
試 験 化 合 物 の 細 胞 毒 性 及 び /又 び 生 物 学 的 利 用 能 は 、 通 常 イ ン ビ ト ロ 系 に お い て は 無 視 す
る こ と が で き る 。 該 ア ッ セ イ は 、 他 の 蛋 白 質 と の 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ の 改 変 又 は 分 子 標 的 の
酵 素 的 ペ プ チ ド の 変 化 に お い て 明 ら に な る で あ ろ う 、 薬 物 の 分 子 標 的 に 及 ぼ す 効 果 に 主 に
注 目 し て い る 。  
【 ０ ２ ２ １ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ の 好 ま し い イ ン ビ ト ロ の 態 様 に お い て 、 再 構 成 さ れ た Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体
は 、 少 な く と も 半 精 製 蛋 白 質 を 含 む 再 構 成 さ れ た 混 合 物 を 含 む 。 半 精 製 さ れ て い る こ と に
よ っ て 、 再 構 成 さ れ た 混 合 物 に 用 い ら れ た 蛋 白 質 が あ ら か じ め 他 の 細 胞 も し く は ウ イ ル ス
蛋 白 質 か ら 分 離 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 細 胞 ラ イ セ ー ト と は 対 照 的 に 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ 複 合 体 形 成 に 関 与 す る 蛋 白 質 は 、 混 合 物 中 に 、 他 の 全 て の 蛋 白 質 に 対 し て 、 少 な く と
も ５ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は ９ ０ ～ ９ ５ ％ の 純 度 で 存 在 す る 。 対 象 と な る 方 法 の い く つ か の
態 様 に お い て 、 再 構 成 さ れ た 蛋 白 質 は 、 高 度 に 精 製 さ れ た 蛋 白 質 と 混 合 す る こ と に よ っ て
誘 導 さ れ る 。 そ の 結 果 、 再 構 成 さ れ た 混 合 物 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 構 築 及 び /又 は 分 解 を 測
定 す る 能 力 と 干 渉 し 、 そ う で な け れ ば そ れ を 変 更 す る 、 他 の 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 細 胞 も し く
は ウ イ ル ス 起 源 ） を 実 質 的 に 欠 く 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
候 補 阻 害 剤 の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 で 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 を ア ッ セ イ す る こ と は 、 反 応 物 を 含
有 す る の に 好 適 な あ ら ゆ る 容 器 に お い て 達 成 さ れ る 。 例 と し て は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト 、 試 験 管 、 及 び マ イ ク ロ 遠 心 チ ュ ー ブ が あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 の 構 築 又 は 安 定 性 に 干 渉 す る こ と が で き る
能 力 を 基 礎 と し て 、 阻 害 剤 を 検 出 す る 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 生 成 す る こ と が で き
る 。 結 合 ア ッ セ イ の 例 に お い て 、 対 象 と な る 化 合 物 を 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び 少 な く
と も １ つ の 相 互 作 用 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 混 合 物 と 接 触 さ せ る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 の 検 出 及 び
定 量 化 は 、 化 合 物 が ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る （ あ る い は 高 め る ） 効 力
を 測 定 す る 手 段 を 提 供 す る 。 該 化 合 物 の 効 力 は 、 試 験 化 合 物 の 種 々 の 濃 度 を 用 い て 得 た デ
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ー タ か ら の 用 量 反 応 曲 線 を 作 成 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 対 照 ア
ッ セ イ を 行 っ て 、 比 較 の た め の 基 本 線 を 提 供 す る こ と も で き る 。 対 照 ア ッ セ イ に お い て 、
複 合 体 の 形 成 は 、 試 験 化 合 物 の 不 存 在 下 で 定 量 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド と 基 質 ポ リ ペ プ チ ド の 間 の 複 合 体 形 成 は 、 上 記 し た 種 々 の 技 法 に
よ っ て 検 出 し て も よ く 、 そ の 多 く は 効 率 的 に 上 述 さ れ る 。 例 え ば 、 複 合 体 の 形 成 の 調 節 は
、 例 え ば 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た （ 例 え ば 、 放 射 性 標 識 さ れ た 、 蛍 光 標 識 さ れ た 、 又 は 酵
素 的 に 標 識 さ れ た ） 蛋 白 質 を 用 い て 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 又 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 検 出
に よ っ て 、 定 量 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Biacore International AB （ Uppsala、 Sw
eden） か ら 入 手 可 能 な も の よ う な 表 面 プ ラ ス モ ン 反 応 系 を 用 い て 、 蛋 白 質 － 蛋 白 質 相 互 作
用 を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 し ば し ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の １ つ を 固 定 化 し 、 蛋 白 質 の 非 複 合 体 形 状 か ら 複 合 体 を 分 離 す
る こ と を 容 易 に す る こ と 、 及 び 該 ア ッ セ イ の 自 動 化 に 対 応 す る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。
あ る 例 示 的 態 様 に お い て 、 蛋 白 質 が 不 溶 性 の マ ト リ ク ス と 結 合 す る こ と を 可 能 に す る ド メ
イ ン を 追 加 し た 融 合 蛋 白 質 を 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 融 合 蛋 白
質 は 、 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ 上 （ Sigma Chemical、  St. Louis、  MO） 又 は グ
ル タ チ オ ン 由 来 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 吸 着 す る こ と が で き る 。 次 い で そ れ を 、
潜 在 的 な 相 互 作 用 を す る 蛋 白 質 、 例 え ば 、 ３ ５ Ｓ 標 識 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 試 験 化 合 物 と 組 み
合 わ せ 、 複 合 体 形 成 に 導 か れ る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ビ
ー ズ を 洗 浄 し て 、 相 互 作 用 す る あ ら ゆ る 結 合 し て い な い 蛋 白 質 を 除 去 し 、 放 射 性 標 識 さ れ
た マ ト リ ッ ク ス ビ ー ズ 結 合 を 直 接 （ 例 え ば 、 シ ン チ ラ ン ト 中 に 配 置 さ れ た ビ ー ズ ） 、 又 は
、 例 え ば 、 マ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い た と き は 複 合 体 を 解 離 し た 後 の 上 清 中 で 測 定 す
る 。 あ る い は 、 非 結 合 の 蛋 白 質 を 洗 浄 し た 後 、 複 合 体 を マ ト リ ク ス か ら 解 離 し 、 SDS-PAGE
ゲ ル に よ っ て 分 離 す る 。 そ し て 、 標 準 的 な 電 気 泳 動 技 法 を 用 い て 、 ゲ ル か ら 相 互 作 用 を す
る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 定 量 化 す る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ に 結 合 す る 物 質 は 、 固 定 化 さ れ た Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ を 用 い て
同 定 し て も よ い 。 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 融 合 蛋 白 質 を 提 供 し 、 蛋 白 質 が 不 溶 性 の マ ト リ
ク ス と 結 合 す る こ と を 可 能 に す る ド メ イ ン を 追 加 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ
Ｏ Ｓ Ｈ 融 合 蛋 白 質 は 、 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ 上 （ Sigma Chemical、  St. Louis
、  MO） 又 は グ ル タ チ オ ン 由 来 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 吸 着 す る こ と が で き る 。
次 い で そ れ を 、 潜 在 的 な 標 識 結 合 物 質 と 組 み 合 わ せ 、 複 合 体 形 成 に 導 か れ る 条 件 下 で イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ビ ー ズ を 洗 浄 し て 、 相 互 作 用 す る あ ら ゆ る 結 合
し て い な い 物 質 を 除 去 し 、 放 射 性 標 識 さ れ た マ ト リ ッ ク ス ビ ー ズ 結 合 を 直 接 、 又 は 、 結 合
物 質 を 解 離 し た 後 の 上 清 中 で 測 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び 潜 在 的 な 相 互 作 用 を す る ポ リ ペ プ
チ ド を 用 い て 、 蛋 白 質 と の 相 互 的 な 結 合 を 破 壊 す る 物 質 を 検 出 す る た め の 、 続 く 相 互 作 用
ト ラ ッ プ ア ッ セ イ を 生 成 す る （ ま た 、 米 国 特 許 第 5,283,317号 、 Zervosら （ 1993）  Cell 7
2:223-232; Madura ら （ 1993）  J Biol Chem 268:12046-12054; Bartel ら 、 （ 1993） Bio
techniques 14:920-924; 及 び Iwabuchiら 、 （ 1993）  Oncogene 8:1693-1696を 参 照 さ れ た
い ） 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 特 に 、 該 方 法 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 を 発 現 す る キ メ ラ 遺 伝 子 を 用 い る 。 例 え ば 、 第 １
の ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 子 は 、 「 餌 」 蛋 白 質 、 例 え ば 、 蛋 白 質 相 互 作 用 部 分 と 結 合 す る た め の
十 分 な 長 さ の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 に フ レ ー ム で 、 融 合 す る こ と が で き る 転
写 活 性 剤 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の コ ー ド 配 列 を 含 む 。 第 ２ の ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 は 、 「 フ
ィ ッ シ ュ 」 蛋 白 質 、 例 え ば 、 餌 融 合 蛋 白 質 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 部 分 と 相 互 作 用 す る の
に 十 分 な 長 さ の 潜 在 的 相 互 作 用 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 、 フ レ ー ム で 、 融 合 す る 転 写
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活 性 剤 ド メ イ ン を コ ー ド す る 。 も し 餌 及 び フ ィ ッ シ ュ 蛋 白 質 が 相 互 作 用 す る こ と が で き れ
ば 、 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き え れ ば 、 そ れ ら は 、 転 写 活 性 剤 の ２ つ
の ド メ イ ン に 密 接 に 近 接 す る 。 転 写 活 性 剤 の ２ つ の ド メ イ ン と の 、 こ の 近 接 は 、 転 写 活 性
剤 に 反 応 す る 転 写 調 節 部 位 と 作 動 可 能 に 連 結 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 生 じ さ せ 、 レ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 検 出 さ れ 、 餌 蛋 白 質 と フ ィ ッ シ ュ 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 を 得 る た め
に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 該 方 法 は 、 宿 主 細 胞 、 好 ま し く は 、 酵 母 細 胞 、 例 え ば 、 キ ラ ー 酵 母 （
Kluyverei lactis） 、 分 裂 酵 母 （ Schizosaccharomyces pombe） 、 イ モ チ 病 菌 ウ イ ル ス （ U
stilago maydis） 、 出 芽 酵 母 （ Saccharomyces cerevisiae） 、 ア カ パ ン カ ビ （ Neurospora
 crass） 、 ク ロ カ ビ （ Aspergillus niger） 、 偽 巣 性 コ ウ ジ 菌 （ Aspergillus nidulans）
、 Pichia pastoris、 カ ン ジ ダ ト ロ ピ カ リ ス （ Candida tropicalis） 、 及 び Hansenula pol
ymorphaで あ り 、 最 も 好 ま し く は 、 出 芽 酵 母 ま た は 分 裂 酵 母 で あ る 、 宿 主 細 胞 を 提 供 す る
こ と を 含 む 。 該 宿 主 細 胞 は 、 餌 蛋 白 質 に 用 い ら れ る 転 写 活 性 剤 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 結
合 部 位 を 持 つ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 有 し 、 そ の 結 果 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 該 遺 伝 子 が 転
写 的 に 活 性 化 さ れ た と き 、 検 出 可 能 な 産 物 を 発 現 す る 。 第 １ の キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 宿 主 細 胞
宿 主 細 胞 の 染 色 体 に 存 在 し て い て も よ く 、 又 は 、 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 存 在 し て い て
も よ い 。 相 互 作 用 ト ラ ッ プ ア ッ セ イ は ま た 、 哺 乳 動 物 細 胞 型 及 び 細 菌 細 胞 型 と し て 行 う こ
と も で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 宿 主 細 胞 は ま た 、 宿 主 細 胞 中 で 発 現 す る こ と が で き る 第 １ の キ メ ラ の 遺 伝 子 を 含 む 。 該
遺 伝 子 は 、 （ ｉ ） 宿 主 細 胞 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 上 の 応 答 エ レ メ ン ト を 認 識 す る 、 Ｄ Ｎ Ａ 結
合 ド メ イ ン 、 及 び （ ｉ ｉ ） Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の よ う な 餌 蛋 白 質 、 を 含 む キ メ ラ 蛋
白 質 を コ ー ド す る 。  
【 ０ ２ ３ １ 】
　 第 ２ の キ メ ラ 遺 伝 子 は ま た 、 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 す る こ と が で き 、 「 フ ィ ッ シ ュ 」 融
合 蛋 白 質 を コ ー ド す る よ う に 提 供 さ れ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 第 １ 及 び 第 ２ の キ メ ラ 遺 伝
子 は 、 プ ラ ス ミ ド の 形 態 で 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 し か し な が ら 、 好 ま し く は 、 第 １ の キ
メ ラ 遺 伝 子 は 、 宿 主 細 胞 宿 主 細 胞 の 染 色 体 に 存 在 し 、 第 ２ の キ メ ラ 遺 伝 子 は プ ラ ス ミ ド の
形 態 で 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 第 １ の ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 及 び 第 ２ の ハ イ ブ リ ッ ド 蛋 白 質 の 転 写
活 性 化 ド メ イ ン は 、 分 離 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 及 び 転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 持 つ 転 写 活
性 剤 に 由 来 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 こ れ ら の 分 離 し た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 及 び 転 写
活 性 化 ド メ イ ン は 、 酵 母 GAL４ 蛋 白 質 中 に 見 出 さ れ る こ と が わ か っ て お り 、 ま た 、 酵 母 GCN
４ 及 び ADR１ 中 に 見 出 さ れ る こ と が わ か っ て い る 。 転 写 に 関 与 す る 多 く の 他 の 蛋 白 質 も 、
本 発 明 に と っ て 有 用 な 結 合 ド メ イ ン 及 び 転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 持 ち 、 例 え ば 、 LexA及 び VP
16蛋 白 質 を 含 む 。 他 の （ 実 質 的 に ） 転 写 的 に 不 活 性 な Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 、 ACE1、  lcI
、  lacリ プ レ ッ サ ー 、 jun も し く は fosの ド メ イ ン の よ う な 対 象 と な る コ ン ス ト ラ ク ト に
用 い る こ と が で き る 。 別 の 態 様 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 及 び 転 写 活 性 化 ド メ イ ン は
、 異 な る 蛋 白 質 か ら 構 成 さ れ て い て も よ い 。 LexA Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 使 用 す る こ と に
よ っ て 、 い く つ か の 利 点 が も た ら さ れ る 。 例 え ば 、 酵 母 に お い て 、 LexA部 分 は 、 活 性 化 機
能 を 含 有 し て お ら ず 、 酵 母 の 転 写 に 及 ぼ す 公 知 の 効 果 が な い 。 さ ら に 、 LexAを 使 用 す る こ
と に よ っ て 、 ア ッ セ イ の 感 受 性  を 相 互 作 用 の レ ベ ル に 制 御 す る こ と が 可 能 と な る （ 例 え
ば 、 Brentら 、 Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 WO94/10300号 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 餌 又 は フ ィ ッ シ ュ 蛋 白 質 と 関 連 す る 、 あ ら ゆ る 酵 素 活 性 が 不 活
性 化 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 又 は 他 の 突 然 変 異 を
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
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　 さ ら に 、 例 示 的 な 例 で は 、 も し あ れ ば 、 宿 主 細 胞 中 の 餌 蛋 白 質 と フ ィ ッ シ ュ 融 合 蛋 白 質
の 間 の 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 媒 介 型 相 互 作 用 に よ っ て 、 活 性 化 ド メ イ ン が 、 レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 の 転 写 の 活 性 化 を 引 き 起 こ す 。 そ の 方 法 は 、 第 １ の キ メ ラ 遺 伝 子 及 び 第 ２ の キ メ ラ
遺 伝 子 を 宿 主 細 胞 中 に 導 入 し 、 そ の 細 胞 を 餌 及 び フ ィ ッ シ ュ 融 合 蛋 白 質 が レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 を 活 性 化 す る の に 十 分 な 量 で 発 現 す る 条 件 下 に お く こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ －
Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ -Ａ Ｐ 複 合 体 の 形 成 に よ っ て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 に よ っ て 生 成 さ れ る 検 出
可 能 な 信 号 が 生 じ る 。 し た が っ て 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 及 び 試 験 化 合 物 の 不 存 在 下 に お け
る 複 合 体 の 形 成 の レ ベ ル は 、 そ れ ぞ れ の ケ ー ス に お け る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 の レ ベ ル
を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 評 価 す る こ と が で き る 。 種 々 の レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト は 、
本 発 明 の 方 法 に お い て 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 そ の よ う な 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 酵 素
シ グ ナ ル 、 蛍 光 シ グ ナ ル 、 リ ン 光 シ グ ナ ル 及 び 薬 物 抵 抗 性 か ら 選 択 さ れ る よ う に 信 号 を 生
成 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 本 発 明 の １ つ の 局 面 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び １ 以 上 の 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド
を 含 む 、 再 構 成 さ れ た 蛋 白 質 製 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ の さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 は 、 対 象 と な る ア ッ セ イ
を 支 持 す る た め の 細 胞 培 養 技 法 の 利 点 を 用 い て 、 細 胞 全 体 に お い て 生 成 さ れ る 。 例 え ば 、
以 下 に 述 べ る よ う に 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 や 酵 母 細 胞 を 含 む 真 核 細 胞 培 養 系
に お い て 構 成 さ れ る こ と が で き る 。 し ば し ば 、 １ 以 上 の ウ イ ル ス 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 Gag又
は Env） を 、 対 象 と な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ポ リ ペ プ チ ド に 沿 っ た 細 胞 に お い て 発 現 す る こ と が 望 ま
し い だ ろ う 。 細 胞 を 関 連 す る ウ イ ル ス に 感 染 さ せ る こ と も 望 ま し い か も し れ な い 。 対 象 と
な る ア ッ セ イ を 、 イ ン タ ク ト 細 胞 に お い て 生 成 さ せ る こ と の 利 点 は 、 環 境 に お い て 、 阻 害
剤 の 治 療 的 使 用 が 要 求 す る 環 境 に よ り 近 づ け る 機 能 を 果 た す 阻 害 剤 を 検 出 す る こ と が で き
る こ と を 含 み 、 薬 剤 が 細 胞 に 入 る 能 力 を 含 む 。 さ ら に 、 い く つ か の ア ッ セ イ の イ ン ビ ボ 環
境 で の 態 様 に お い て 、 例 え ば 、 下 記 の 例 は 、 候 補 物 質 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 分 析 に 適 用 さ れ
る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 の 成 分 は 、 ア ッ セ イ を 支 持 す る た め に 選 択 さ れ た 細 胞 に 対 し て 内 因 性 で
あ る 。 あ る い は 、 一 部 も し く は 全 て の 成 分 を 外 因 性 の ソ ー ス か ら 導 く こ と が で き る 。 例 え
ば 、 融 合 蛋 白 質 は 、 組 換 え 技 法 （ 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー の 使 用 に よ っ て ） に よ っ て 、 な ら
び に 融 合 蛋 白 質 そ の も の 又 は 該 融 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ
ョ ン に よ っ て 細 胞 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 多 く の 態 様 に お い て 、 細 胞 は 、 候 補 物 質 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 操 作 さ れ る 。
そ し て Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 活 性 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 活 性 は 、
ウ イ ル ス 様 粒 子 の 生 成 に よ っ て 表 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 実 証 さ れ て い る よ う に 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ 活 性 を 破 壊 す る 物 質 は 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 の 生 成 を 減 少 さ せ る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 活 性 の た め の
他 の バ イ オ ア ッ セ イ は 、 ア ポ ト ー シ ス ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 細 胞 生 存 ア ッ セ イ 、 ア ポ ト ー シ
ス レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ア ッ セ イ な ど ） 及 び NF-κ B核 局 在 化 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 Taponら 、 （ 1
998）  EMBO J. 17: 1395-1404を 参 照 さ れ た い ） を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ 活 性 は 、 限 定 さ れ な い が 、 複 合 体 形 成 、 ユ ビ キ チ ン 化 及 び 膜 融 合 現 象 （ 例 え ば 、 ウ イ
ル ス 出 芽 の 放 出 も し く は 小 胞 の 融 合 ） を 含 む 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 形 成 は 、 免 疫 沈 降 及 び 共 免
疫 沈 降 さ れ た 蛋 白 質 の 分 析 又 は ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 及 び 共 精 製 さ れ た 蛋 白 質 の 分 析 に よ っ て
評 価 す る こ と が で き る 。 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ Fluorescence Resonance Energy Tran
sfer） （ FRET） ベ ー ス の ア ッ セ イ を 用 い て 、 複 合 体 形 成 を 測 定 す る こ と も で き る 。 互 い に
近 接 し て 接 触 し て い る 適 切 な 発 光 ス ペ ク ト ル 及 び 励 起 ス ペ ク ト ル を 有 す る 蛍 光 分 子 は 、 FR
ETを 示 す こ と が で き る 。 蛍 光 分 子 は 、 分 子 の う ち の １ つ の 分 子 （ ド ナ ー 分 子 ） の 発 光 ス ペ
ク ト ル が 他 の 分 子 （ ア ク セ プ タ ー 分 子 ） の 励 起 ス ペ ク ト ル と 重 な る よ う に 、 選 択 さ れ る 。
ド ナ ー 分 子 は 、 ド ナ ー 励 起 ス ペ ク ト ル 内 で 、 適 切 な 強 度 の 光 に よ っ て 励 起 さ れ る 。 次 に ド
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ナ ー は 、 蛍 光 と し て 吸 収 さ れ た エ ネ ル ギ ー を 発 す る 。 そ れ が 生 成 す る 蛍 光 エ ネ ル ギ ー は 、
ア ク セ プ タ ー 分 子 に よ っ て 急 冷 さ れ る 。 FRETは 、 ド ナ ー か ら の 蛍 光 シ グ ナ ル の 強 度 の 減 少
、 そ の 励 起 さ れ た 状 態 の 寿 命 の 減 少 、 及 び /又 は 長 い 波 長 （ 低 エ ネ ル ギ ー ） で の 蛍 光 の 特
徴 の ア ク セ プ タ ー の 再 発 光 と し て 明 確 に 示 さ れ 得 る 。 蛍 光 蛋 白 質 が 分 離 さ れ た と き 、 FRET
効 果 は 、 減 少 又 は 除 去 さ れ る （ 米 国 特 許 第 5,981,200号 ） 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 例 え ば 、 シ ア ン 蛍 光 蛋 白 質 を 、 お よ そ ４ ２ ５ ～ ４ ５ ０ ｎ ｍ の 波 長 の 光 に よ っ て 励 起 し 、
４ ５ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ の 波 長 の 光 を 発 光 す る 。 黄 色 蛍 光 蛋 白 質 を 、 ５ ０ ０ ～ ５ ２ ５ ｎ ｍ の 波
長 の 光 に よ っ て 励 起 し 、 ５ ２ ５ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ の 波 長 の 光 を 発 光 す る 。 こ れ ら ２ つ の 蛋 白 質
を 溶 液 中 に 入 れ 、 シ ア ン 及 び 黄 色 の 機 構 を 別 々 に 視 覚 化 し て も よ い 。 し か し な が ら 、 こ れ
ら ２ つ の 蛋 白 質 を 互 い に 近 接 さ せ る と 、 蛍 光 特 性 は 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ に よ っ て 変 わ る だ ろ う 。 CF
Pか ら 発 光 さ れ た 青 色 の 光 は YFPに よ っ て 吸 収 さ れ 、 黄 色 の 光 と し て 再 び 発 光 さ れ る で あ ろ
う 。 こ の こ と は 、 蛋 白 質 が 波 長 ４ ５ ０ ｎ ｍ の 光 に よ っ て 刺 激 さ れ た と き 、 シ ア ン 発 光 が 大
い に 減 少 し 、 通 常 こ の 波 長 で は 刺 激 さ れ な い 黄 色 の 光 が 大 い に 増 加 す る こ と を 意 味 す る 。
FRET は 、 典 型 的 に 、 ド ナ ー の 刺 激 範 囲 の 光 に よ る 刺 激 に 反 応 し て 発 光 さ れ た 光 の ス ペ ク
ト ル を 測 定 し 、 ド ナ ー 発 光 性 の 光 と ア ク セ プ タ ー 発 光 性 の 光 と の 間 の 率 を 計 算 す る こ と に
よ っ て モ ニ タ ー す る 。 ド ナ ー 発 光 性 の 光 ： ア ク セ プ タ ー 発 光 性 の 光 の 率 が 高 い と き 、 FRET
は 生 じ ず 、 ２ つ の 蛍 光 蛋 白 質 は 、 近 接 し て い な い 。 ド ナ ー ： ア ク セ プ タ ー の 発 光 の 率 が 低
い と き 、 FRETが 生 じ 、 ２ つ の 蛍 光 蛋 白 質 は 、 近 接 し て い る 。 こ の 方 法 に お い て 、 第 １ と 第
２ の ポ リ ペ プ チ ド の 間 の 相 互 作 用 を 計 算 し て も よ い 。  
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 FRETの 発 生 は ま た 、 ド ナ ー 蛍 光 部 分 の 寿 命 を 減 少 さ せ る 原 因 と な る 。 こ の 蛍 光 寿 命 の 変
化 は 、 蛍 光 寿 命 イ メ ー ジ ン グ テ ク ノ ロ ジ ー （ FLIM） と 呼 ば れ る 技 法 を 用 い て 測 定 す る こ と
が で き る  （ Verveerら 、 （ 2000）  Science 290: 1567-1570; Squireら 、 （ 1999）  J. Mic
rosc. 193: 36; Verveerら 、 （ 2000）  Biophys. J. 78: 2127） 。 FLIMデ ー タ を 分 析 す る
た め の 全 体 的 分 析 技 法 が 開 発 さ れ て き た 。 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ド ナ ー 蛍 光 部 分 が 、
そ の そ れ ぞ れ が 異 な る 蛍 光 寿 命 を も つ 限 ら れ た 状 態 に お い て の み 存 在 す る と い う 理 解 を 用
い て い る 。 各 状 態 の 定 量 マ ッ プ を ピ ク セ ル ご と に 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 FRETベ ー ス の ア ッ セ イ を 行 う た め に 、 対 象 と な る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 及 び 相 互 作 用 を
行 う 蛋 白 質 を 双 方 と も 蛍 光 標 識 す る 。 好 適 な 蛍 光 標 識 は 、 本 明 細 書 に 鑑 み 、 当 該 技 術 に お
い て 公 知 で あ る 。 例 を 以 下 に 記 載 す る 。 し か し 、 特 に 記 載 さ れ て い な い 好 適 な 蛍 光 標 識 も
当 該 技 術 の 当 業 者 は 入 手 す る こ と が で き る 。 蛍 光 標 識 は 、 蛍 光 蛋 白 質 、 例 え ば 、 ク ラ ゲ 、
サ ン ゴ 及 び 他 の 腔 腸 動 物 か ら 単 離 さ れ た 蛍 光 蛋 白 質 を も つ 融 合 蛋 白 質 と し て 、 ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 す る こ と に よ っ て 、 達 成 し て も よ い 。 蛍 光 蛋 白 質 の 例 と し て は 、 Aequoria victo
riaの 緑 蛍 光 蛋 白 質 （ GFP） の 多 く の 変 種 が 含 ま れ る 。 変 種 は 、 よ り 明 る く て も よ い し 、 薄
暗 く て も よ い 。 又 は 、 異 な る 励 起 及 び /又 は 発 光 ス ペ ク ト ル を 持 っ て い て も よ い 。 い く つ
か の 変 形 例 は 、 そ れ ら が も は や 緑 と し て 現 れ ず 、 青 、 シ ア ン 、 黄 色 も し く は 赤 と し て 現 れ
る （ そ れ ぞ れ 、 BFP、 CFP、 YFP及 び RFPと 呼 ぶ ） よ う に 変 化 さ せ る 。 蛍 光 蛋 白 質 は 、 例 え ば
、 ペ プ チ ド 結 合 （ 例 え ば 、 融 合 蛋 白 質 と し て 発 現 ） 、 化 学 的 架 橋 及 び ビ オ チ ン － ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン 結 合 を 含 む 、 種 々 の 共 有 結 合 及 び 非 共 有 結 合 を 介 し て 安 定 に ポ リ ペ プ チ ド に 付
着 し て も よ い 。 蛍 光 蛋 白 質 の 例 と し て は 、 米 国 特 許 第 5、 625、 048号 ； 第 5、 777、 079号 ；
第 6、 066、 476号 ； 第 6、 124、 128号 ； Prasherら 、 （ 1992）  Gene、  111:229-233; Heimら
、 （ 1994）  Proc. Natl. Acad. Sci.、  USA、  91:12501-04； Wardら 、 （ 1982）  Photoche
m. Photobiol.、  35:803-808；  Levineら 、 （ 1982）  Comp. Biochem. Physiol.、  72B:77
-85; Tersikhら 、 （ 2000）  Science 290: 1585-88を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 他 の 蛍 光 部 分 の 例 と し て は 、 フ ル オ レ セ イ ン の 誘 導 体 、 ベ ン ゾ
オ キ サ ジ ア ゾ ー ル （ benzoxadioazole） 、 ク マ リ ン 、 エ オ シ ン 、 ル シ フ ァ ー イ エ ロ ー 、 ピ
リ ジ ル オ キ サ ゾ ー ル 及 び ロ ー ダ ミ ン が あ げ ら れ る 。 こ ら ら の 及 び 他 の 例 の 蛍 光 部 分 が 、 そ

10

20

30

40

50

(64) JP 2005-519636 A 2005.7.7



の よ う な 部 分 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を 改 質 す る た め の 方 法 と と も に Handbook of Fluorescen
t Probes and Research Chemicals （ 2000、  Molecular Probes、  Inc.） に 見 出 さ れ る で
あ ろ う 。 蛍 光 部 分 と 組 み 合 わ せ た と き に 蛍 光 発 光 す る 蛋 白 質 の 例 と し て は 、 Vibrio fisch
eri （ Baldwin et al. （ 1990）  Biochemistry 29:5509-15） か ら の 黄 色 蛍 光 蛋 白 質 、 渦
鞭 毛 藻 類 か ら の ペ リ ジ ニ ン － ク ロ ロ フ ィ ル ａ （ peridinin-chlorophyll a） 蛍 光 蛋 白 質 （ M
orrisら 、 （ 1994）  Plant Molecular Biology  24:673:77） 及 び Synechococcusな ど の 海
生 ラ ン 藻 か ら の フ ィ コ ビ リ ン タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 及 び フ ィ コ シ ア ニ ン
（ Wilbanksら  （ 1993）  J. Biol. Chem. 268:1226-35） が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 蛋 白 質 は 、
そ れ ぞ れ 蛍 光 共 因 子 と し て の フ ラ ビ ン 、 ペ リ ジ ニ ン － ク ロ ロ フ ィ ル ａ （ peridinin-chloro
phyll a） 及 び 種 々 フ ィ コ ビ リ ン が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 FRETベ ー ス の ア ッ セ イ は 、 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ 及 び 無 細 胞 ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で
き る 。 FRETベ ー ス の ア ッ セ イ は 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ 及 び マ イ ク ロ タ イ タ ー の 蛍
光 走 査 を 含 む ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 対 象 と な る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 転 写 レ
ベ ル を よ り 高 い 又 は 低 い レ ベ ル の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 活 性 を 持 つ 細 胞 内 で 測 定 す る こ と が で き る 。 そ
の よ う な 遺 伝 子 （ そ の よ う な 遺 伝 子 の よ り 大 き な 部 分 ） の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 と 作 動 可 能 に 連 結 し 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ベ ー ス の ア ッ セ イ に お い て 用 い て 、 Ｐ Ｏ
Ｓ Ｈ 調 節 遺 伝 子 発 現 を 高 め た り 、 又 は 減 少 さ せ る 物 質 を 検 出 す る こ と が で き る 。 転 写 レ ベ
ル は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の あ ら ゆ る 方 法 、 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 RT-PCR
、 マ イ ク ロ ア レ イ な ど に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 活 性 の 上 昇 は 、 例 え ば 、
強 い Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 活 性
の 減 少 は 、 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 、 ア ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム 、 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト な ど に よ
っ て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 通 常 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 結 合 ア ッ セ イ （ 蛋 白 質 － 蛋 白 質 結 合 、 物 質 － 蛋 白 質
結 合 な ど ） で あ り 、 標 識 が 直 接 的 又 は 間 接 的 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る 場 合 、 １ 以
上 の 分 子 を 標 識 に 結 合 す る こ と が で き る 。 種 々 の 標 識 と し て は 、 放 射 性 同 位 体 、 螢 光 剤 、
化 学 発 光 剤 、 酵 素 、 特 異 的 結 合 分 子 、 粒 子 、 例 え ば 、 磁 気 粒 子 な ど が 含 ま れ る 。 特 異 的 結
合 分 子 は 、 ビ オ チ ン と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ キ シ ン と 抗 ジ ゴ キ シ ン な ど の 対 を 含 む 。
特 異 的 結 合 部 位 と し て は 、 通 常 、 相 補 的 な 部 分 が 、 検 出 の た め に 用 い ら れ る 分 子 に よ っ て
、 公 知 の 方 法 に し た が っ て 標 識 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 さ ら に さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 治 療 的 介 入 の た め の 標 的 を 同 定 す る た め の 方
法 を 提 供 す る 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ と 相 互 作 用 す る 又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 媒 介 性 の プ ロ セ ス （ 例 え ば 、 ウ イ ル
ス 成 熟 ） に 関 係 す る ポ リ ペ プ チ ド を 、 候 補 治 療 薬 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
そ の よ う な 標 的 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  （ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ － Ａ Ｐ ｓ ） と 関 連 す る 蛋 白 質 を 同 定 す る こ と に
よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 、 コ ン ピ ュ ー タ
で の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の 結 合 デ ー タ 分 析 、 ２ ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ン 、 及 び 本 開 示 を 鑑 み
、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 本 明 細 書 及 び 他 の 箇 所 で 記 載 さ れ て い る 他 の 蛋 白 質 － 蛋 白 質 相
互 作 用 ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 標 的 に 結 合 す る 又 は そ れ ら の
蛋 白 質 － 蛋 白 質 相 互 作 用 を 破 壊 す る 、 又 は そ れ ら の 生 化 学 的 活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 、 そ の
よ う な ア ッ セ イ に お い て 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア プ ロ ー チ に よ っ て 同 定 さ れ る
か も し れ な い 標 的 と し て は 、 GTPase （ 例 え ば 、 Rac、 Rac1、 Rho、 Ras） ；  E2酵 素 、 culli
n； ク ラ ス リ ン ； AP-1； AP-2； HSP70；  HSP90、  Brca1、  Bard1、  Nef、  PAK1、  PAK2、  P
AKフ ァ ミ リ ー 、 Vav、  Cdc42、  PI3K（ 例 え ば 、 p85も し く は p110） 、 Nedd4、 src（ srcフ ァ
ミ リ ー ） 、 Gag、 特 に Ｈ Ｉ Ｖ  Gag、 Tsg101、  VASP、  RNB6、  WASP、  N-WASP及 び KIAA0674
、 Spred-2と 同 様 に 、 な ら び に い く つ か の 態 様 に お い て 、 ク ラ ス リ ン コ ー ト 小 胞 と 関 連 す
る こ と が 既 知 の 蛋 白 質 及 び 又 は 、 蛋 白 質 選 別 経 路 に 関 与 す る 蛋 白 質 、 Rac シ グ ナ リ ン グ 経
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路 に 関 与 す る 蛋 白 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に は 、 種 々 の 他 の 試 薬 を 導 入 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 塩
、 溶 媒 、 緩 衝 液 、 中 性 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン ） 、 界 面 活 性 剤 な ど の よ う な 最 適 な 蛋
白 質 間 結 合 を 容 易 と し 、 ユ ビ キ チ ン 化 酵 素 活 性 を 促 進 し 、 及 び /又 は 、 非 特 異 的 又 は 背 景
の 相 互 作 用 を 減 少 さ せ る 、 試 薬 を を 含 ん で も よ い 。 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 阻
害 剤 、 抗 菌 剤 な ど の よ う な ア ッ セ イ の 効 果 を 高 め る 試 薬 を 用 い て も よ い 。 成 分 の 混 合 物 は
、 必 要 な 結 合 を 提 供 す る あ ら ゆ る 順 序 で 添 加 さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 あ ら ゆ る 好
適 な 温 度 、 典 型 的 に は 、 ４ ℃ ～ ４ ０ ℃ で 行 わ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 最 適 な 活
性 化 を 行 い 、 迅 速 な ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 容 易 に す る よ う に 選 択 す る こ と が
で き る
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 試 験 物 質 に つ い て 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 局 在 化 、 例 え ば
、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の 核 及 び /又 は ゴ ル ジ 体 ネ ッ ト ワ ー ク に 、 局 在 化 を 不 安 定 に す る こ と が で き る
能 力 が あ る か ど う か を 評 価 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　
　 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 性 障 害 、 特 に 、 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス 、 Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス 及 び /又 は 限 定 さ れ な い が レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス
及 び フ ィ ロ ウ イ ル ス な ど を 含 む の エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 障 害 の 治
療 の た め の 方 法 及 び 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 治 療 薬 は 、 ウ イ ル ス 成 熟 に お け
る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド 又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 の 生 物 学 的 活 性 を 破 壊 す る こ と に よ っ て 機 能
す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 の 例 と し て は 、 例 え ば 、  Ｒ Ｎ Ａ ｉ コ ン ス ト ラ ク ト 、 ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ザ イ ム 及 び Ｄ Ｎ Ａ 酵 素 な ど の 核 酸 治 療 薬 が 含 ま れ る 。 他 の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ
治 療 薬 と し て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 、 抗 体 及 び 小 分 子 を 含 む 治 療 薬 が
あ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 治 療 と し て は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 破 壊 す る た め の ア ン
チ セ ン ス 核 酸 、 又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 機 能 に 必 要 な 蛋 白 質 を 導 入 す る 方 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 治 療 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ コ ン ス ト ラ ク ト を Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン す る た め の コ ン ス ト ラ ク ト 、 又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 機 能 に 必 要 な 蛋 白 質 を 導 入 す る 方
法 が 含 ま れ る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 治 療 薬 の 例 は 、 配 列 番 号 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ２ 、
２ ４ 及 び ２ ５ の い ず れ か １ つ を 含 む 。 .
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド を Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 、 例 え ば SH3又 は RINGド メ イ ン
の 形 成 に お い て 重 要 な い く つ か の 蛋 白 質 ド メ イ ン を 模 倣 す る よ う に 設 計 す る こ と に よ っ て
生 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ ０ に 示 さ れ た SH３ ド メ イ ン の よ う な Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ
 SH3 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  SH3ド メ イ ン に 結 合 す る よ う 競 合 さ せ 、
よ っ て パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 の 結 合 を 破 壊 す る 機 能 を 果 た す 。 あ る 態 様 に お い て 、 結 合 パ ー ト
ナ ー は Gagと す る こ と が で き る 。 別 の 態 様 に お い て 、 結 合 パ ー ト ナ ー は Racと す る こ と が で
き る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 Lド メ イ ン に 類 似 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体
へ の Gagの 再 構 成 を 破 壊 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に 鑑 み 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 相 互 作 用 蛋 白 質 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 生
成 す る 方 法 は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 で あ る 。 抗 体 は 、 種 々 の 方 法 に よ っ て 細 胞 に 導 入 す
る こ と が で き る 。 １ つ の 方 法 の 例 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 を 破 壊 す る こ と が 可 能 な 一 本 鎖 抗 体
を コ ー ド す る 核 酸 を 生 成 す る こ と を 含 む 。 そ の よ う な 核 酸 は 、 標 的 細 胞 の 表 面 上 の レ セ プ
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タ ー と 結 合 す る 抗 体 と 結 合 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 該 抗 体 は 、 感 染
し た 細 胞 の 表 面 に 存 在 す る ウ イ ル ス 蛋 白 質 を 標 的 と す る こ と が で き 、 こ の よ う に し て 感 染
し た 細 胞 の み に 核 酸 を 送 達 す る と 考 え ら れ て い る 。 標 的 細 胞 の 表 面 に 結 合 す る と 、 該 抗 体
は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ っ て 取 り 込 ま れ 、 接 合 型 の 核 酸 が 転 写 及 び 翻 訳 さ れ て 、 標 的
Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 と 相 互 作 用 し 、 そ し て そ れ を 破 壊 す る 一 本 鎖 の 抗 体 を 作 製 す る 。 所 望 の 一
本 鎖 の 抗 体 を 発 現 す る 核 酸 は ま た 、 ウ イ ル ス ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ
ル ス 系 を 用 い て ） 、 又 は リ ポ ソ ー ム 媒 介 型 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン な ど の 種 々 の よ り 便 利
な 技 法 を 用 い て 、 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 小 分 子 を 、 上 記 の よ う に 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 複 合 体 の 形 成 を 調 節 す る 能 力 に よ っ て 同 定
さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 の 教 示 に 鑑 み 、 当 該 技 術 の 当 業 者 は 、 本 発 明 の 方 法 が 例 え ば 、 レ ト ロ イ ド ウ イ
ル ス 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 及 び エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス な ど の 広 範 囲 の ウ イ ル ス に 適 用 で き る こ
と を 理 解 す る で あ ろ う 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 レ ト ロ イ ド ウ イ ル ス に 適 用 で
き る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス （ レ ト ロ ウ イ ル ス 科 ） に さ
ら に 適 用 で き る 。 別 の さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス 群
を 含 む レ ン チ ウ イ ル ス に 適 用 で き る 。 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 免 疫 不
全 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） 、 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － １ ） 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｂ
Ｖ ） 及 び ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ ） に 適 用 で き る 。    
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 限 定 す る こ と を 意 図 す る わ け で は な い が 、 関 連 す る レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 Northern Pike 
に お い て リ ン パ 肉 腫 を 引 き 起 こ す Ｃ 型 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ミ ン ク を 感 染 さ せ る Ｃ 型 レ ト ロ ウ
イ ル ス 、 ヒ ツ ジ を 感 染 さ せ る ヤ ギ レ ン チ ウ イ ル ス 、 ウ マ 伝 染 性 貧 血 ウ イ ル ス （ Ｅ Ｉ Ａ Ｖ ）
、 ブ タ を 感 染 さ せ る Ｃ 型 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ト リ 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ａ Ｌ Ｓ Ｖ ） 、 ネ コ 白 血 病
ウ イ ル ス （ Ｆ ｅ Ｌ Ｖ ） 、 ウ シ 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｂ Ｌ Ｖ ） 、 サ ル 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｓ Ｌ Ｖ ）
、 サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｓ Ｉ Ｖ ） 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ － Ｉ ） 、
ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス ２ 型 （ Ｈ Ｉ
Ｖ － ２ ） 及 び ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － １ ） を 含 む 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 は さ ら に 、 ssＲ Ｎ Ａ マ イ ナ ス 鎖 ウ イ ル ス 及 び ssＲ Ｎ Ａ プ ラ ス 鎖
ウ イ ル ス を 含 む Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 適 用 で き る 。 ssＲ Ｎ Ａ プ ラ ス 鎖 ウ イ ル ス は 、 Ｃ 型 肝 炎 ウ
イ ル ス （ Ｈ Ｃ Ｖ ） を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス を 含 む モ ノ
ネ ガ ウ イ ル ス 目 に 適 用 で き る 。 フ ィ ロ ウ イ ル ス は 、 さ ら に 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス 及 び マ ー ル ブ
ル グ ウ イ ル ス を 含 む 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 他 の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 、 エ ン テ ロ ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 コ ク サ ッ キ ー ウ イ ル ス 及
び Ａ 型 肝 炎 ウ イ ル ス な ど の ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 、 ノ ー ウ ォ ー ク 様 ウ イ ル ス を 含 む カ リ チ ウ イ
ル ス 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス を 含 む ラ ブ ド ウ イ ル ス 、 α ウ イ ル ス を 含 む ト ー ガ （ toga） ウ イ ル ス
、 セ ム リ キ 森 林 ウ イ ル ス 、  デ ン グ ウ イ ル ス 、 黄 熱 病 ウ イ ル ス 及 び 風 疹 ウ イ ル ス 、 Ａ 、 Ｂ
及 び Ｃ 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 含 む オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 リ フ ト バ レ ー ウ イ ル ス 及
び ハ ン タ ウ イ ル ス を 含 む ブ ニ ア ウ イ ル ス 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス 及 び マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス な ど
の フ ィ ロ ウ イ ル ス 、 な ら び に お た ふ く 風 邪 ウ イ ル ス 及 び は し か ウ イ ル ス を 含 む パ ラ ミ ク ソ
ウ イ ル ス を 含 む 。 治 療 で き る か も し れ な い 追 加 的 ウ イ ル ス と し て 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス が あ
る 。 .
【 ０ ２ ６ ０ 】
　
　 そ の よ う な 化 合 物 の 毒 性 及 び 治 療 効 果 は 、 細 胞 培 養 中 又 は 実 験 動 物 で の 標 準 的 な 製 剤 の
処 置 、 例 え ば 、 ５ ０ ％ 致 死 量 （ Ｌ ｄ ５ ０ ） （ 母 集 団 の ５ ０ ％ が 死 に 至 る 用 量 ） 及 び ５ ０ ％
有 効 量 （ Ｅ ｄ ５ ０ ） （ 母 集 団 の ５ ０ ％ に お い て 治 療 的 に 有 効 な 用 量 ） の 測 定 に よ っ て 決 定

10

20

30

40

50

(67) JP 2005-519636 A 2005.7.7

１ １ ． 効 果 的 な 用 量



す る こ と が で き る 。 毒 性 と 治 療 効 果 の 比 率 は 、 治 療 的 指 標 で あ る 。 そ し て 、 そ れ は 、 Ｌ Ｄ
５ ０ ／ Ｅ Ｄ ５ ０ と 表 す こ と が で き る 。 大 き な 治 療 的 誘 発 を 示 す 化 合 物 が 好 ま し い 。 毒 性 副
作 用 を 示 す 化 合 物 を 用 い て も よ い 。 感 染 し て い な い 細 胞 に 対 す る 潜 在 的 損 傷 を 最 小 限 に し
、 そ れ に よ っ て 副 作 用 を 減 少 さ せ る た め に 、 そ の よ う な 化 合 物 を 罹 患 組 織 の 部 位 に 標 的 化
す る 送 達 系 を 設 計 は 注 意 深 く 行 う 必 要 が あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 細 胞 培 養 ア ッ セ イ 及 び 動 物 実 験 か ら 得 ら れ た デ ー タ を 、 ヒ ト に 使 用 す る た め の 用 量 範 囲
を 処 方 す る 際 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 化 合 物 の 用 量 は 、 毒 性 が 少 な い も し く は
全 く も た な い Ｅ Ｄ ５ ０ を 含 む 循 環 濃 度 の 範 囲 内 に あ る こ と が 好 ま し い 。 用 量 は 、 採 用 さ れ
た 投 与 形 態 及 び 用 い ら れ る 投 与 経 路 に 依 存 し て こ の 範 囲 内 で 変 化 し て も よ い 。 本 発 明 の 方
法 に 用 い ら れ る あ ら ゆ る 化 合 物 に つ い て 、 治 療 的 に 有 効 な 用 量 は 、 ま ず 、 細 胞 培 養 ア ッ セ
イ か ら 推 定 す る こ と が で き る 。 用 量 は 、 動 物 モ デ ル に お い て 処 方 し て 、 細 胞 培 養 に お い て
決 定 す る よ う に 、 Ｉ Ｃ ５ ０ （ す な わ ち 、 症 状 の 半 最 大 抑 制 を 達 成 す る 化 合 物 の 濃 度 ） を 含
む 循 環 血 漿 濃 度 の 範 囲 を 達 成 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な 情 報 は 、 ヒ ト に お け る 有 用 な
用 量 を よ り 正 確 に 決 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 血 漿 レ ベ ル は 、 例 え ば 、 高 性 能 液
体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 測 定 し て も よ い 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　
　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 薬 学 的 組 成 物 は 、 １ 以 上 の 生 理 学 的 許 容 で き る 担 体 又 は 添 加
剤 を 用 い た 常 法 に よ り 製 剤 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 化 合 物 及 び そ れ ら の 生 理 学 的
に 許 容 で き る 塩 及 び 溶 媒 は 、 例 え ば 、 注 射 、 吸 入 又 は 注 入 （ 口 も し く は 鼻 か ら ） 又 は 経 口
、 頬 側 、 非 経 口 又 は 直 腸 投 与 に よ っ て 投 与 す る よ う に 製 剤 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 の 例 と し て は 、 リ ポ ソ ー ム 系 の よ う な 送 達 系 と 組 み 合 わ さ れ た 、 任 意 に
許 容 さ れ る 添 加 物 を 含 む Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 組 成 物 は 、 例 え ば 、 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス 感 染 の た め の 局 所 投 与 用 に 製 剤 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 そ の よ う な 治 療 の た め に 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 全 身 投 与 及 び 局 所 又 は 限 局 的 投 与 を 含 む
、 様 々 な 量 の 投 与 の た め に 製 剤 す る こ と が で き る 。 技 法 及 び 製 剤 は 一 般 的 に 、 Remmington
’ s Pharmaceutical Sciences、  Meade Publishing Co.、  Easton、  PAを 参 照 す る こ と が
で き る 。 全 身 投 与 に つ い て は 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 及 び 皮 下 と い っ た 注 射 が 好 ま し い
。 注 射 に は 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 液 体 溶 液 、 好 ま し く は 、 ハ ン ク ス 液 又 は リ ン ゲ ル 溶 液 な
ど の 生 理 学 的 に 適 合 性 の あ る 緩 衝 液 中 で 製 剤 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 該 化 合 物 は 、 溶
液 剤 型 に 製 剤 し て も よ く 、 ま た 、 使 用 直 前 に 再 び 溶 解 も し く は 懸 濁 さ せ る 剤 型 に 製 剤 し て
も よ い 。 凍 結 乾 燥 剤 型 も 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 経 口 投 与 で は 、 薬 学 的 組 成 物 は 、 例 え ば 、 薬 学 的 許 容 さ れ る 添 加 剤 、 例 え ば 、 結 合 剤 （
例 え ば 、 ア ル フ ァ 化 ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン も し く は ヒ ド ロ キ シ プ
ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス ） ； フ ィ ラ ー （ 例 え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス も し く
は リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム ） ； 潤 滑 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク も し く
は シ リ カ ） ； 分 解 物 質 disintegrants（ 例 え ば 、 ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン も し く は デ ン プ ン グ
リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） ； 又 は 湿 潤 剤 （ 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム ラ ウ リ ル 硫 酸 塩 ） な ど を 用 い
て 従 来 の 手 段 に よ っ て 調 製 さ れ た 錠 剤 又 は カ プ セ ル の 形 状 を 取 る こ と が で き る 。 錠 剤 は 、
当 該 技 術 に お い て 公 知 の 方 法 に よ っ て コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 経 口 投 与 の た め の
液 体 製 剤 は 、 例 え ば 、 溶 液 、 シ ロ ッ プ 、 懸 濁 液 の 形 状 を 取 る こ と が で き る 。 又 は 使 用 前 に
、 水 も し く は 好 適 な 賦 形 剤 を 用 い て 構 成 す る た め の 乾 燥 産 物 と し て 存 在 さ せ る こ と も で き
る 。 そ の よ う な 液 体 製 剤 は 、 懸 濁 剤 （ 例 え ば 、 ソ ル ビ ト ー ル シ ロ ッ プ 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体
も し く は 硬 化 食 用 脂 肪 ） ； 乳 化 剤 （ 例 え ば 、 レ シ チ ン も し く は ア カ シ ア ） ； 非 水 系 賦 形 剤
（ 例 え ば 、 ア チ オ ン ド オ イ ル （ ationd oil） 、 油 性 エ ス テ ル 、 エ チ ル ア ル コ ー ル も し く は
分 画 さ れ た 植 物 油 ） :及 び 保 存 剤 （ 例 え ば 、 メ チ ル も し く は プ ロ ピ ル -p-ヒ ド ロ キ シ オ キ シ
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ベ ン ゾ エ ー ト 又 は ソ ル ビ ン 酸 ） な ど の 薬 学 的 に 許 容 で き る 添 加 物 を 用 い て 従 来 の 手 段 で 調
製 す る こ と が で き る 。 製 剤 は 、 適 切 で あ れ ば 、 緩 衝 塩 、 香 味 剤 、 着 色 剤 及 び 甘 味 料 を 含 有
す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 経 口 投 与 用 製 剤 は 、 活 性 化 合 物 の 放 出 を 制 御 す る よ う に 好 適 に 製 剤 す る こ と が で き る 。
頬 側 投 与 と し て は 、 常 法 に よ っ て 調 剤 さ れ た 錠 剤 又 は ロ ゼ ン ジ の 剤 型 を 取 る こ と が で き る
。 吸 入 に よ る 投 与 と し て は 、 本 発 明 で 使 用 す る た め の 化 合 物 を 、 例 え ば 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル
オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン 、 二 酸 化 炭 素 も
し く は そ の 他 の 好 適 な 気 体 な ど の 好 適 な 噴 霧 剤 を 用 い て 、 加 圧 パ ッ ク 又 は ネ ブ ラ イ ザ ー か
ら 出 さ れ る エ ア ゾ ー ル ス プ レ ー の 剤 型 で 送 達 す る こ と が 好 都 合 で あ る 。 加 圧 さ れ た エ ア ゾ
ー ル の 場 合 、 用 量 単 位 は 、 測 定 さ れ た 量 を 送 達 す る た め の 弁 を も う け る こ と に よ っ て 測 定
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 吸 入 器 又 は 注 入 器 に 用 い ら れ る ゼ ラ チ ン の カ プ セ ル 及 び 薬 包
は 、 化 合 物 及 び ラ ク ト ー ス 又 は デ ン プ ン な ど の 好 適 な 粉 末 基 剤 を 含 有 し て 調 剤 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 化 合 物 は 、 注 射 、 例 え ば 、 ボ ー ラ ス 注 射 又 は 連 続 的 な 注 入 に よ っ て 、 非 経 口 投 与 用 に 調
剤 す る こ と が で き る 。 注 射 の た め の 調 剤 は 、 例 え ば 、 ア ン プ ル も し く は 多 回 用 量 容 器 中 で
、 保 存 料 を 添 加 し た 単 位 用 量 の 剤 型 と す る こ と が で き る 。 組 成 物 は 、 油 性 も し く は 水 溶 性
添 加 剤 中 の 懸 濁 液 、 溶 液 も し く は エ マ ル ジ ョ ン の 形 状 を 取 る こ と が で き 、 懸 濁 剤 、 安 定 化
剤 、 及 び /又 は 分 散 剤 な ど の 製 剤 物 質 を 含 有 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 使 用 前 に は 、
活 性 成 分 を 、 例 え ば 、 無 菌 発 熱 物 質 自 由 水 の よ う な 好 適 な 添 加 剤 を 持 つ コ ン ス ト ラ ク ト の
粉 末 の 剤 型 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 化 合 物 は ま た 、 例 え ば 、 コ コ ア バ タ ー 又 は 他 の グ リ セ リ ド な ど の 従 来 の 坐 薬 基 剤 を 含 有
す る 、 例 え ば 、 坐 薬 も し く は 保 留 浣 腸 の よ う な 直 腸 用 組 成 物 と す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 す で に 述 べ た 調 剤 に 加 え て 、 化 合 物 は ま た 、 デ ポ ー 剤 と し て 調 剤 す る こ と が で き る 。 そ
の よ う な 長 く 機 能 す る 調 剤 は 、 埋 め 込 み （ 例 え ば 、 皮 下 も し く は 筋 肉 内 ） 又 は 筋 肉 内 注 射
に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 該 化 合 物 は 、 好 適 な ポ リ マ ー も し
く は 疎 水 性 材 料 （ 例 え ば 、 許 容 で き る 油 中 の エ マ ル ジ ョ ン と し て ） 又 は イ オ ン 交 換 樹 脂 、
又 は 溶 解 性 が 限 ら れ て い る 誘 導 体 、 例 え ば 、 溶 解 性 が 限 ら れ て い る 塩 と 一 緒 に 調 剤 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 全 身 投 与 は ま た 、 経 粘 膜 も し く は 経 皮 手 段 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 経 粘 膜 も し く は
経 皮 投 与 と し て は 、 通 過 す べ き バ リ ア に と っ て 適 切 な 浸 透 剤 を 調 剤 中 に 用 い る こ と が で き
る 。 そ の よ う な 浸 透 剤 は 、 当 該 技 術 に お い て 一 般 的 に 知 ら れ て お り 、 そ し て 例 え ば 、 経 粘
膜 投 与 と し て は 、 界 面 活 性 剤 に 加 え て 、 胆 汁 酸 塩 及 び フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 を 用 い て 、 浸 透 を
容 易 に す る こ と が で き る 。 経 皮 投 与 は 、 点 鼻 薬 を 介 し て 行 わ れ て も よ い 。 局 所 投 与 と し て
は 、 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー は 、 軟 膏 、 膏 薬 、 ジ ェ ル も し く は ク リ ー ム 上 に 、 当 該 技 術 に お い
て 通 常 知 ら れ て い る よ う に 調 剤 さ れ る 。 洗 浄 液 を 用 い て 、 局 所 的 に 用 い て 、 外 傷 や 炎 症 を
治 療 し 、 癒 合 を 早 め る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 望 ま し け れ ば 、 組 成 物 は 、 活 性 成 分 を 含 有 す る １ 以 上 の 単 位 用 量 の 剤 型 を 含 有 す る こ と
が で き る パ ッ ク 中 又 は デ ィ ス ペ ン サ ー 装 置 中 に 入 れ て お く こ と も で き る 。 パ ッ ク は 例 え ば
、 ブ リ ス タ ー 包 装 の よ う に 、 金 属 も し く は プ ラ ス チ ッ ク 箔 を 含 む こ と が で き る 。 パ ッ ク 又
は デ ィ ス ペ ン サ ー 装 置 は 、 投 与 の た め の 指 示 に し た が っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 核 酸 の 投 与 を 含 む 治 療 と し て は 、 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー を 、 全 身 投 与 及 び 局 所 も し く は 局
部 投 与 を 含 む 、 種 々 の 投 与 形 態 に 調 剤 す る こ と が で き る 。 技 法 及 び 製 剤 は 一 般 的 に 、 Remm
ington’ s Pharmaceutical Sciences、  Meade Publishing Co.、  Easton、  PAを 参 照 す る
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こ と が で き る 。 全 身 投 与 に つ い て は 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 結 節 内 、 及 び 皮 下 と い っ
た 注 射 が 好 ま し く 、 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー は 、 液 体 溶 液 、 好 ま し く は 、 ハ ン ク ス 液 又 は リ ン
ゲ ル 溶 液 な ど の 生 理 学 的 に 適 合 性 の あ る 緩 衝 液 中 で 製 剤 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 該 化
合 物 は 、 溶 液 剤 型 に 製 剤 し て も よ く 、 ま た 、 使 用 直 前 に 再 び 溶 解 も し く は 懸 濁 さ せ る 剤 型
に 製 剤 し て も よ い 。 凍 結 乾 燥 剤 型 も 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 全 身 投 与 は ま た 、 経 粘 膜 も し く は 経 皮 手 段 に よ っ て 行 う こ と が で き る 、 又 は 化 合 物 は 経
口 投 与 す る こ と が で き る 。 経 粘 膜 も し く は 経 粘 膜 投 与 と し て は 、 通 過 す べ き バ リ ア に と っ
て 適 切 な 浸 透 剤 を 調 剤 中 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 浸 透 剤 は 、 当 該 技 術 に お い て
一 般 的 に 知 ら れ て お り 、 そ し て 例 え ば 、 経 粘 膜 投 与 と し て は 、 胆 汁 酸 塩 及 び フ シ ジ ン 酸 誘
導 体 を 用 い て 、 浸 透 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 さ ら に 界 面 活 性 剤 を 用 い て 浸 透 を 加 速 す
る こ と も で き る 。 経 粘 膜 投 与 は 、 点 鼻 薬 を 介 し て 行 わ れ て も よ い 。 経 口 投 与 に は 、 オ リ ゴ
マ ー は 、 カ プ セ ル 、 錠 剤 及 び 強 壮 剤 tonicsと い っ た 通 常 の 経 口 投 与 の 剤 型 に 調 剤 さ れ る 。
局 所 投 与 と し て は 、 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー は 、 軟 膏 、 膏 薬 、 ジ ェ ル も し く は ク リ ー ム 状 に 、
当 該 技 術 に お い て 通 常 知 ら れ て い る よ う に 調 剤 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 実 施 例
　 本 発 明 を 一 般 的 に 記 載 し て き た が 、 本 発 明 は 下 記 の 実 施 例 を を 参 照 す る こ と に よ っ て 、
よ り 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 実 施 例 は 、 本 発 明 の い く つ か の 局 面 及 び 態 様 を 単 に 説 明
す る 目 的 の た め に 含 ま れ る も の で あ っ て 、 本 発 明 を 限 定 す る こ と は 意 図 さ れ て い な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ７ ５ 】
　
１ ． 目 的 　
　 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め に Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 使 用 す る 。 治 療 さ れ た 及 び 治 療 さ れ
て い な い 細 胞 中 に お け る 、 ウ イ ル ス 出 芽 の 効 率 と Ｇ Ａ Ｇ の 発 現 お よ び プ ロ セ シ ン グ と を 比
較 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 ２ ． 研 究 計 画
　 標 的 蛋 白 質 を ノ ッ ク ダ ウ ン す る た め に 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ ｉ で HeLa SS-6細 胞 を ト
ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ る 標 的 蛋 白 質 の 減 少 が 最 大 に 達 す る の は ４ ８ 時 間 後 で
あ る の で 、 細 胞 を ２ 回 、 す な わ ち 、 最 初 は 、 標 的 mＲ Ｎ Ａ を 減 少 さ せ る た め に 、 次 い で 、
ウ イ ル ス 性 Gag蛋 白 質 を 発 現 さ せ る た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 ２ 回 目 の ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン は 、 pNLenv（ Ｈ Ｉ Ｖ を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ） 及 び 低 量 の Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 用 い て 行
い 、 gagの 発 現 と VLPの 出 芽 の 間 、 標 的 蛋 白 質 の ノ ッ ク ダ ウ ン を 維 持 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ の 効 果
に よ る mＲ Ｎ Ａ レ ベ ル の 減 少 は 、 標 的 mＲ Ｎ Ａ の RT-PCR増 幅 に よ っ て 確 認 す る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 ３ ． 方 法 、 材 料 、 溶 液
　 ａ ． 方 法
　 　 ｉ ． 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に し た が っ た 、 処 置 に 記 載 ど お り の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 　 ｉ ｉ ． Bradfordア ッ セ イ に よ る 蛋 白 質 の 測 定
　 　 ｉ ｉ ｉ ． Hoeffer miniVE電 気 泳 動 シ ス テ ム に お け る SDS-PAGE。 Bio-Rad mini-protean
 IIウ ェ ッ ト ト ラ ン ス フ ァ ー シ ス テ ム に お け る 転 写 。 Typhoonシ ス テ ム 及 び ImageQuant sof
tware （ ABbiotech） を 用 い て 視 覚 化 し た ブ ロ ッ ト 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 ｂ ． 材 料
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 ｃ ． 溶 液
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 ４ ． 処 置
　 ａ ． ス ケ ジ ュ ー ル
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ １ 】
　 ｂ ． １ 日 目
　 HeLa SS-6細 胞 を 、 ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト （ ３ ５ ｍ ｍ ウ ェ ル ） 中 で 、 濃 度 ５ × １ ０ ５ 細 胞 /
ウ ェ ル で 平 板 培 養 す る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 ｃ ． ２ 日 目
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ 時 間 前 に 、 成 長 培 地 を 、 抗 生 物 質 を 含 ま な い ２ ｍ ｌ の 成 長 培
地 で 置 換 す る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン Ｉ
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ４ 】
　
　 反 応 ご と に 、 LF2000混 合 物 ： ２ ５ ０ μ ｌ の OptiMEM＋ ５ μ ｌ の LF2000を 調 製 す る 。 反 転
で ５ 回 混 合 す る 。 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 OptiMEM （ 表 １ 、 Ａ 欄 ） 中 Ｒ Ｎ Ａ 希 釈 液 を 調 整 す る 。 LF2000混 合 物 を 、 希 釈 さ れ た Ｒ Ｎ
Ａ （ 表 １ 、 Ｂ 欄 ） 中 に 滴 下 す る 。 ボ ル テ ッ ク ス で 穏 や か に 混 合 す る 。 室 温 で ２ ５ 分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 ア ル ミ ニ ウ ム 箔 で 覆 う 。
　 ５ ０ ０ μ ｌ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 を 細 胞 に 滴 下 し 、 左 右 に 揺 り 動 か し て 混 合 す
る 。
　 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
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【 ０ ２ ８ ５ 】
　 ｄ ． ３ 日 目
　 ２ ４ 時 間 後 、 １ ： ３ に 分 割 す る （ ３ つ の ウ ェ ル 中 に 平 板 培 養 す る 反 応 ２ を 除 き 、 各 反 応
に つ き 、 ４ ウ ェ ル を 平 板 培 養 す る ） 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 ｅ ． ４ 日 目
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ 時 間 前 に 、 培 地 を 、 抗 生 物 質 を 含 ま な い Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 成 長 培 地 で
置 換 す る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン Ｉ Ｉ
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 反 応 ご と に 、 LF2000混 合 物 ： ２ ５ ０ μ ｌ の OptiMEM＋ ５ μ ｌ の LF2000を 調 製 す る 。 反 転
で ５ 回 混 合 す る 。 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 OptiMEM（ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン Ｉ Ｉ 、 Ａ ＋ Ｂ ＋ Ｃ ） 中 に 希 釈 さ せ た Ｒ Ｎ Ａ ＋ Ｄ Ｎ Ａ を
調 製 す る 。
　 LF2000混 合 物 （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン Ｉ Ｉ 、 Ｄ ） を 希 釈 Ｒ Ｎ Ａ ＋ Ｄ Ｎ Ａ に 滴 下 し 、 ボ ル
テ ッ ク ス で 穏 や か に 混 合 し 、 ア ル ミ ニ ウ ム 箔 を 用 い て 遮 光 し な が ら １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。
　 LF2000と Ｄ Ｎ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 に ５ ０ ０ μ ｌ /ウ ェ ル で 添 加 し 、 穏 や か に 揺 ら し な が ら
混 合 し 、 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 ｆ ． ５ 日 目
　 下 記 の 処 置 （ 各 サ ン プ ル の １ つ の ウ ェ ル か ら の 細 胞 を 取 り 出 し 、 RT-PCRに よ っ て Ｒ Ｎ Ａ
ア ッ セ イ を 行 う ） に よ っ て 、 Ｖ Ｌ Ｐ ア ッ セ イ （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 約 ２ ４ 時 間 後 ） の
た め に サ ン プ ル を 回 収 す る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 ｇ ． 細 胞 抽 出 物
　 　 ｉ ． 浮 遊 細 胞 を 遠 心 分 離 （ ５ 分 間 、 ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ４ ℃ ） に よ っ て ペ レ ッ ト 化 し 、
上 清 を 保 存 し （ ス テ ッ プ ｈ に 続 い て す ぐ の 上 清 ） 、 ウ ェ ル に 残 っ て い る 培 地 中 の 残 り の 細
胞 を 掻 き 取 り 、 対 応 す る 浮 遊 細 胞 ペ レ ッ ト に 添 加 し 、 ５ 分 間 、 １ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ４ ℃ で 遠
心 分 離 を 行 う 。
　 　 ｉ ｉ ． 細 胞 ペ レ ッ ト を 氷 冷 Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 す る 。
　 　 ｉ ｉ ｉ ． 細 胞 ペ レ ッ ト を １ ０ ０ μ ｌ の 溶 解 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 し 、 ２ ０ 分 間 氷 上 で イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。
　 　 ｉ ｖ ． １ ４ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ５ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を 清 潔 な 管 に 移 す 。 こ れ が 細
胞 抽 出 物 で あ る 。
　 　 ｖ ． SDS-PAGE サ ン プ ル 緩 衝 液 を 1Xに 添 加 し 、 １ ０ 分 間 沸 騰 さ せ る こ と に よ っ て 、 SDS
-PAGEの た め の １ ０ μ ｌ の 細 胞 抽 出 物 の サ ン プ ル を 調 製 す る 。 蛋 白 質 の 測 定 を す る た め の
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、 残 り の サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を 除 去 し 、 開 始 物 質 の 合 計 を 確 認 す る 。 残 り の 細 胞 抽 出 物
を － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 ｈ ． 細 胞 培 地 か ら の Ｖ Ｌ Ｐ の 精 製
　 　 ｉ ． ス テ ッ プ ｇ か ら の 上 清 を 、 ０ ． ４ ５ ｍ フ ィ ル タ ー に 通 し て 濾 過 す る 。
　 　 ｉ ｉ ． １ ４ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ４ ℃ で 少 な く と も ２ 時 間 、 上 清 を 遠 心 分 離 す る 。
　 　 ｉ ｉ ｉ ． 上 清 を 注 意 深 く 吸 引 す る 。
　 　 ｉ ｖ ． Ｖ Ｌ Ｐ ペ レ ッ ト を 熱 い （ 少 な く と も １ ０ 分 間 １ ０ ０ ℃ で 温 め た ） 1X サ ン プ ル
緩 衝 液 に 際 懸 濁 さ せ る 。
　 　 ｖ ． サ ン プ ル を １ ０ 分 間 １ ０ ０ ℃ に 沸 騰 さ せ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 ｉ ． ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析
　 　 ｉ ． ス テ ー ジ Ａ 及 び Ｂ の 全 て の サ ン プ ル を ト リ ス -グ リ シ ン SDS-PAGE １ ０ ％ （ １ ２ ０
Ｖ 、 １ ． ５ 時 間 ） に 流 す 。
　 　 ｉ ｉ ． サ ン プ ル を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移 す （ ６ ５ Ｖ 、 １ ． ５ 時 間 ）
　 　 ｉ ｉ ｉ ． 膜 を 赤 橙 色 の Ｓ 溶 液 で 着 色 す る 。
　 　 ｉ ｖ ． TBS-T中 １ ０ ％ 低 脂 肪 乳 で １ 時 間 ブ ロ ッ ク す る 。
　 　 ｖ ． 抗 ｐ ２ ４ ウ サ ギ １ ： ５ ０ ０ TBS-T o/nで イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 　 ｖ ｉ ． TBS-Tで ３ 回 、 そ れ ぞ れ ７ 分 ず つ 洗 浄 す る 。
　 　 ｖ ｉ ｉ ． 二 次 抗 体 抗 ウ サ ギ ｃ ｙ ５  １ ： ５ ０ ０ を 用 い て ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。
　 　 ｖ ｉ ｉ ｉ ． TBS-T中 で １ ０ 分 間 ５ 回 洗 浄 す る 。
　 　 ｉ ｘ ． Typhoonゲ ル イ メ ー ジ ン グ シ ス テ ム  （ Molecular Dynamics/APBiotech） 中 で 蛍
光 シ グ ナ ル を 観 察 す る 。
　 結 果 を 図 １ １ ～ １ ３ に 示 す 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　
　 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 siＲ Ｎ Ａ 二 本 鎖 ：
　 siＲ Ｎ Ａ  No: 153
siＲ Ｎ Ａ 名 :  POSH-230 
mＲ Ｎ Ａ 中 の 位 置  426-446
標 的 配 列 : 5’  AACAGAGGCCTTGGAAACCTG 3’  配 列 番 号 : 14
siＲ Ｎ Ａ の セ ン ス 鎖 :  5’   dTdTCAGAGGCCUUGGAAACCUG 3’  配 列 番 号 : 15
siＲ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス 鎖 : 5’ dTdTCAGGUUUCCAAGGCCUCUG 3’  配 列 番 号 : 16
siＲ Ｎ Ａ 番 号 :  155
siＲ Ｎ Ａ 名 :  POSH-442 
　 mＲ Ｎ Ａ 中 の 位 置  638-658
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２ ． Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 及 び ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 の 例



　 標 的 配 列 : 5’   AAAGAGCCTGGAGACCTTAAA 3’  配 列 番 号 : 17
siＲ Ｎ Ａ の セ ン ス 鎖 :  5’   ddTdTAGAGCCUGGAGACCUUAAA 3’  配 列 番 号 : 18
siＲ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス 鎖 : 5’   ddTdTUUUAAGGUCUCCAGGCUCU 3’  配 列 番 号 : 19
　 siＲ Ｎ Ａ 番 号 :  157
　 siＲ Ｎ Ａ 名 :  POSH-U111  
　 mＲ Ｎ Ａ 中 の 位 置  2973-2993
　 標 的 配 列 : 5’  AAGGATTGGTATGTGACTCTG  3’  配 列 番 号 : 20
　 siＲ Ｎ Ａ の セ ン ス 鎖 :  5’   dTdTGGAUUGGUAUGUGACUCUG 3’  配 列 番 号 : 21
　 siＲ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス 鎖 : 5’   dTdTCAGAGUCACAUACCAAUCC 3’  配 列 番 号 : 22
　 siＲ Ｎ Ａ 番 号 :  159
　 siＲ Ｎ Ａ 名 :  POSH-U410 
　 mＲ Ｎ Ａ 中 の 位 置  3272-3292
　 標 的 配 列 : 5’  AAGCTGGATTATCTCCTGTTG 3’  配 列 番 号 : 23
　 siＲ Ｎ Ａ セ ン ス 鎖 :  5’   ddTdTGCUGGAUUAUCUCCUGUUG 3’  配 列 番 号 : 24
　 siＲ Ｎ Ａ ア ン チ セ ン ス 鎖 : 5’   ddTdTCAACAGGAGAUAAUCCAGC 3’  配 列 番 号 : 25
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 ３ ．
　 Ａ １ .ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 １ ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の １ 日 前 、 細 胞 を ５ × １ ０ ６ 細 胞 /ウ ェ ル の 濃 度 で １ ５ ｃ ｍ
プ レ ー ト 中 で 平 板 培 養 を 行 っ た 。
　 ２ ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ 時 間 前 、 細 胞 培 地 を 抗 生 物 質 を 含 ま な い ２ ０ ｍ ｌ の Ｄ Ｍ
Ｅ Ｍ と 置 き 換 え た 。
　 ３ ． Ｄ Ｎ Ａ 希 釈 ： ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ご と に 、 下 記 の 表 に し た が っ て 、 ２ ． ５ ｍ ｌ の
OptiMEM中 ６ ２ ． ５ μ ｌ の Ｒ Ｎ Ａ ｉ で 希 釈 す る 。  Ｒ Ｎ Ａ ｉ 保 存 液 は ２ ０ μ Ｍ  （ 推 奨 さ れ
る 濃 度 ： ５ ０ ｎ Ｍ 培 地 全 体 量 中 の 希 釈 液 １ ： ４ ０ ０ ）
　 ４ ． LF 2000 希 釈 ： ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ご と に 、 ２ ． ５ ｍ Ｌ OptiMEM中 ５ ０ μ ｌ の リ
ポ フ ェ ク タ ミ ン 2000試 薬 で 希 釈 す る 。
　 ５ ． 希 釈 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ ｉ 及 び LF 2000を 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ６ ． 希 釈 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ ｉ 及 び LF 2000を 混 合 し 、 室 温 で ２ ０ ～ ２ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。
　 ７ ． 混 合 物 を 細 胞 に 添 加 （ 滴 下 ） し 、 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ 中 で 、 ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ８ ． Ｒ Ｎ Ａ ｉ  ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の １ 日 後 、 細 胞 を 分 け る （ 完 全 MEM 培 地 中 か ら 、
２ つ の １ ５ ｃ ｍ プ レ ー ト 及 び ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 １ つ の ウ ェ ル へ ） 。
　 ９ ． 細 胞 を 分 け た １ 日 後 、 SP 30-012-01に し た が っ て Ｈ Ｉ Ｖ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行
う 。
　 １ ０ ． Ｈ Ｉ Ｖ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ６ 時 間 後 、 培 地 を 完 全 Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 と 置 き 換 え る 。
　 ＊ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ に 対 し て RT-PCRを 行 っ て 、 確 実 に ノ ッ ク ダ ウ ン す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 Ａ ２ ． 総 Ｒ Ｎ Ａ 精 製
　 １ ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の １ 日 後 、 細 胞 を 無 菌 Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 す る 。
　 ２ ． ２ ． ３ ｍ ｌ /２ ０ ０ μ ｌ （ １ ５ ｃ ｍ プ レ ー ト /６ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 １ つ の ウ ェ ル ）  
中 Tri試 薬 （ ス ク レ ー パ ー を 用 い る ） の 細 胞 を 掻 き 落 と し 、 － ７ ０ ℃ で 凍 結 す る （ Ｒ Ｎ Ａ
精 製 及 び RT-PCRは 、 分 子 生 物 学 単 位 で 行 う ） 、 ラ ッ ク Ｎ ｏ ． Ａ １ ６ － Ｒ Ｔ 用 サ ン プ ル 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
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Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  Ｒ Ｎ Ａ ｉ の Ｈ Ｉ Ｖ 放 出 に 及 ぼ す 影 響 ： カ イ ネ テ ィ ッ ク ス



【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ２ ９ ８ 】
　 Ｂ ． 標 識 化
　 １ ． 飢 餓 培 地 を 取 り 出 し 、 解 凍 し 、 ３ ７ ℃ の 場 所 に 置 く 。
　 ２ ． 成 長 培 地 中 の 細 胞 を 掻 き 落 と し 、 穏 や か に １ ５ ｍ ｌ の 円 錐 形 チ ュ ー ブ に 移 す 。
　 ３ ． １ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ５ 分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 し 、 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 す る 。
　 ４ ． 上 清 を 吸 引 し 、 チ ュ ー ブ を １ ０ 秒 間 放 置 す る 。 残 り の 上 清 を ２ ０ ０ μ ｌ の ピ ペ ッ ト
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マ ン を 用 い て 除 去 す る 。
　 ５ ． １ ０ ｍ ｌ の 温 め た 飢 餓 培 地 を 穏 や か に 添 加 し 、 １ ０ ｍ ｌ ピ ペ ッ ト を 用 い て 注 意 深 く
再 懸 濁 さ せ る 。 上 下 に 正 確 に 回 転 さ せ 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 溶 解 さ せ な い 。
　 ６ ． 細 胞 を １ ０ ｍ ｌ の チ ュ ー ブ に 移 し 、 ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー タ 中 に 置 く 。 エ ッ ペ ン ド
ル フ サ ー モ ミ キ サ ー を ３ ７ ℃ に 設 定 す る 。
　 ７ ． １ ８ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ５ 分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 し 、 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 す る 。
　 ８ ． 上 清 を 吸 引 し 、 チ ュ ー ブ を １ ０ 秒 間 放 置 す る 。 残 り の 上 清 を ２ ０ ０ μ ｌ の ピ ペ ッ ト
マ ン を 用 い て 除 去 す る 。
　 ９ ． ２ ０ ０ μ ｌ の チ ッ プ を 末 端 か ら 切 断 し 、 細 胞 を 穏 や か に １ ５ ０ μ ｌ の 飢 餓 培 地 中 に
再 懸 濁 さ せ る （ １ ５ ０ μ ｌ  Metを 含 ま な い Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 中 、 ～ １ ． ５  １ ０ ７ 細 胞 、 但 し 、 細
胞 が 多 い と き 、 ２ ５ ０ μ ｌ を 超 え な い よ う に す る ） 。 細 胞 を エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移
し 、 サ ー モ ミ キ サ ー 中 に 置 く 。 １ ０ 秒 間 待 っ て 、 必 要 で あ れ ば 、 残 り の 細 胞 を １ ０ ｍ ｌ チ
ュ ー ブ か ら エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 、 さ ら に ５ ０ μ ｌ を 追 加 し 、 残 り の 細 胞 を 流 し
出 す （ 全 て の 検 体 は 、 同 量 の 標 識 反 応 物 を 有 し て い な け れ ば な ら な い ） 。
　 １ ０ ． ： ５ ０ μ ｌ の 3 5 Ｓ -メ チ オ ニ ン （ 特 異 的 活 性 １ ４ ． ２ μ Ｃ ｉ /μ ｌ ） 、 チ ュ
ー ブ を き つ く 絞 り 、 サ ー モ ミ キ サ ー 中 に 置 く 。 混 合 ス ピ ー ド を 可 能 な 限 り 一 番 低 く 設 定 し
（ ７ ０ ０ rpm） 、 ２ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 １ １ ． １ ｍ ｌ の 氷 冷 チ ェ ー ス /ス ト ッ プ 培 地 を 添 加 す る こ と に よ っ て パ ル ス を と め る 。
チ ュ ー ブ を 非 常 に 穏 や か に ２ 回 振 と う し 、 細 胞 を ６ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ６ 秒 間 ペ レ ッ ト 化 す る
。
　 １ ２ ． １ ｍ ｌ の チ ッ プ を 用 い て 上 清 を 除 去 す る 。 １ ｍ ｌ の 氷 冷 チ ェ ー ス /ス ト ッ プ 培 地
を ペ レ ッ ト 化 し た 細 胞 に 穏 や か に 添 加 し て 、 穏 や か に イ ン バ ー ト し て 、 再 懸 濁 さ せ る 。
　 １ ３ ． ： 全 て の チ ュ ー ブ を サ ー モ ミ キ サ ー に 移 し 、 必 要 な チ ェ ー ス 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る （ :１ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 及 び ５ 時 間 ；  : ３ 時 間 の み ） 。 全 チ ェ ー ス 時 間 後
、 チ ュ ー ブ を 氷 上 に 置 き 、 １ ｍ ｌ の 氷 冷 チ ェ ー ス /ス ト ッ プ 培 地 を 添 加 し 、 細 胞 を １ ４ ０
０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ 分 間 ペ レ ッ ト 化 す る 。 上 清 を 除 去 し 、 上 清 を 第 ２ の エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー
ブ に 移 す 。 全 て の チ ュ ー ブ が 準 備 で き る ま で 、 細 胞 ペ レ ッ ト を － ８ ０ ℃ で 凍 結 す る 。
　 １ ４ ． 上 清 を ２ 時 間 、 １ ４ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ４ ℃ で 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を 非 常 に 穏 や か に
除 去 し 、 チ ュ ー ブ 中 に ２ ０ ｍ ｌ を 放 置 し （ Ｖ と 標 識 付 け す る ） 、 コ ー ス が 終 了 す る ま で －
８ ０ ℃ で 凍 結 し て お く 。
　 ***全 て の ス テ ッ プ は 、 氷 冷 緩 衝 液 上 で 行 う 。
　 １ ５ ． コ ー ス が 終 了 し た と き 、 － ８ ０ ℃ で 全 て の チ ュ ー ブ を 除 去 す る 。 ５ ０ ０ μ ｌ の 溶
解 緩 衝 液 （ 溶 液 を 参 照 さ れ た い ） を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 Lyse VLPペ レ ッ ト （ ス テ ッ プ
１ ４ ） 及 び 細 胞 ペ レ ッ ト （ ス テ ッ プ １ ３ ） を 溶 解 さ せ 、 上 下 ３ 回 、 ピ ペ ッ ト で 採 取 す る こ
と に よ っ て 、 よ く 再 懸 濁 さ せ る 。 氷 上 で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 エ ッ ペ ン ド ル フ 遠 心
分 離 中 で １ ５ 分 間 、 ４ ℃ 、 １ ４ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で 回 転 さ せ る 。 上 清 を 新 鮮 な チ ュ ー ブ に 取 り
出 し 、 ペ レ ッ ト を 捨 て る 。
　 １ ６ ． 全 て の サ ン プ ル に つ い て 、 抗 ｐ ２ ４ ヒ ツ ジ を 用 い て Ｉ Ｐ を 行 う 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 Ｃ ． 免 疫 沈 降
　 １ ． プ レ ク リ ー ニ ン グ ： 全 て の サ ン プ ル に １ ５ μ ｌ の ImmunoPure PlusG （ Pierce） を
添 加 す る 。 サ イ ク ラ ー 中 で 、 ４ ℃ で １ 時 間 回 転 さ せ 、 ４ ℃ で ５ 分 間 ス ピ ン さ せ 、 Ｉ Ｐ の た
め の 新 た な チ ュ ー ブ に 移 す 。
　 ２ ． 全 て の サ ン プ ル に ２ ０ μ ｌ の p24-蛋 白 質 G接 合 ビ ー ズ を 添 加 し 、 サ イ ク ラ ー 中 で 、
４ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ３ ． 免 疫 沈 降 後 、 全 て の 免 疫 沈 降 物 を 新 鮮 な チ ュ ー ブ に 移 す 。
　 ４ ． ビ ー ズ を 、 高 塩 緩 衝 液 で １ 回 、 培 地 塩 緩 衝 液 で １ 回 、 そ し て 低 塩 緩 衝 液 で １ 回 洗 浄
す る 。 各 ス ピ ン が す べ て の 溶 液 を 除 去 し な い う ち に 、 ５ ０ ｍ ｌ の 溶 液 を ビ ー ズ 上 に 放 置 す
る 。 最 後 の ス ピ ン 後 、 ロ ー デ ィ ン グ チ ッ プ を 用 い て 、 上 清 を 注 意 深 く 除 去 し 、 ～ １ ０ μ ｌ
溶 液 を 放 置 す る 。
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830 828



　 ５ ． ２ ０ μ ｌ の 2x SDSサ ン プ ル 緩 衝 液 を そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ に 添 加 す る 。 ７ ０ ℃ に １ ０
分 間 加 熱 す る 。
　 ６ ． サ ン プ ル を １ ０ ％ SDS-PAGE上 で 分 離 し た 。
　 ７ ． ２ ５ ％ エ タ ノ ー ル 及 び １ ０ ％ 酢 酸 中 で ゲ ル を １ ５ 分 間 固 定 す る 。
　 ８ ． 固 定 化 液 を 流 し 出 し 、 ゲ ル を Amplify solution （ NAMP 100 Amersham） に １ ５ 分 間
浸 漬 す る 。
　 ９ ． ゲ ル を 、 温 め た （ ６ ０ ～ ８ ０ ℃ ） プ レ ー ト 上 で 真 空 乾 燥 さ せ る 。
　 １ ０ ． ゲ ル を ２ 時 間 ス ク リ ー ン に 露 出 し 、 ス キ ャ ン す る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　
　 下 記 の 計 画 は 、 標 準 的 な siＲ Ｎ Ａ  ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ル に し た が う も の で
あ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 計 画
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 siＲ Ｎ Ａ と し て 下 記 を 用 い た 。
　 ＃ １ ３ （ ＝ Lamin 対 照 ）
　 ＃ １ ５ ３ （ ＝ ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  Ｕ ｂ リ ガ ー ゼ ）
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 ３ 日 目 （ １ 回 目 の siＲ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 日 ）
　 HeLa細 胞 を 回 収 し 、 新 鮮 な Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 、 再 び １ ： ３ に 分 割 し 、 T75 フ ラ ス コ 中 に 播 い た
。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 ４ 日 目
　 ・ 培 地 を 除 去 し 、 新 鮮 な Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を 添 加 し 、 下 記 の Ｈ Ｉ Ｖ １ 型 発 現 プ ラ ス ミ ド の う ち の
１ つ と 組 み 合 わ せ て 、 細 胞 を siＲ Ｎ Ａ で 再 び ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
　 -env 遺 伝 子 に 欠 失 を 伴 う Env- （ HIV-1 N L 4 - 3  （ Adachiら 、 1986）  は 、 他 の Ｈ Ｉ Ｖ － １
プ ラ ス ミ ド と 違 い 、 Envを 発 現 す る こ と が で き な い ） 、 及 び VSV-G （ 小 胞 の 口 内 炎 ウ イ ル
ス G蛋 白 質 の 発 現 ベ ク タ ー 由 来 の CMV） 。 こ の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 VSV-Gで 感 染 後 、 子 孫
ウ イ ル ス と し て １ 回 感 染 が 可 能 で あ る 。 偽 型 ウ イ ル ス は 、 Env 糖 蛋 白 質 を 含 ま な い 。
　 -多 回 感 染 の た め の Env+ （ HIV-1  N L 4 - 3  野 生 型 ） 。
　 注 ： コ ン ス ト ラ ク ト Env-及 び Env＋ 含 有 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ を 、 HIV-1 N L 4 - 3 の nef 読 取 り 枠 中 に ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の 方 法 で 、 全 て の 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 感 染 さ せ た 。 活 性 遺 伝
子 発 現 を 伴 う 細 胞 を 、 自 己 蛍 光 （ T. Fukunori ら 2000、  Lenardo ら  2002に 基 づ く ） に よ
っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
　 対 照 と し て 、 １ つ の Ｔ ２ ５ フ ラ ス コ を GFP-N1 （ 単 純 な GFPの た め の CMV発 現 ベ ク タ ー ）
で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
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４ ． ヒ ト POSHに 対 す る siＲ Ｎ Ａ の 、 HeLa 細 胞 感 染 ウ イ ル ス の 産 生 に 及 ぼ す 影 響



　 ５ 日 目
　 GFP-N1ト ラ ン ス フ ェ ク ト 培 養 中 の 蛍 光 細 胞 を 計 数 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 解 析 に よ っ て ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 効 率 を 推 定 し た 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 ５ ． ５ 日 目
　 ・ ２ 回 目 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ３ ６ 時 間 後 、 ウ イ ル ス を 回 収 し た 。 下 記 の よ う に 保
存 ウ イ ル ス を 作 製 し た 。 HeLa 細 胞 を 掻 き 落 と し 、 ウ イ ル ス 含 有 上 清 を 遠 心 分 離 （ １ ０ ０
０ x g、 ５ 分 間 ） に よ っ て 浄 化 し 、 ０ ． ４ ５ μ ｍ 孔 径 の フ ィ ル タ ー に 通 し て 濾 過 し 、 細 胞
残 滓 と 細 胞 片 を 除 去 し た 。 保 存 細 胞 を ア リ コ ー ト し 、 － ８ ０ ℃ で 凍 結 し た 。 生 化 学 的 分 析
の た め に 、 上 清 の ア リ コ ー ト か ら の ビ リ オ ン を ペ レ ッ ト 化 し （ ９ ９ 分 間 、 １ ４ ０ ０ ０ rpm
、 ４ ℃ ） 、 溶 解 し た （ Ottら 、 2002に 従 っ た ） 。 細 胞 及 び ウ イ ル ス 断 片 の サ ン プ ル を 抗 -CA
抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 解 析 し た 。
　 ・ 感 染 性 の ア ッ セ イ の た め に 、 保 存 ウ イ ル ス の 連 続 希 釈 を RPMI培 地 中 で 調 製 し 、 ジ ャ ー
カ ッ ト 細 胞 を 感 染 さ せ る た め に 使 用 し た 。
　 ・ 感 染 の ３ 日 後 、 パ ラ レ ル 培 地 中 の 感 染 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を FACS解 析 に よ っ て 推 定
し た 。 各 感 染 実 験 は 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 の ３ つ の パ ラ レ ル 培 地 中 に 設 定 し た （ Bolton
ら 、 2002に 基 づ く ） 。
　 ・ 対 照 と し て 、 １ つ の 培 養 液 を 細 胞 培 養 上 清 を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 細 胞 を GFP-N1
で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 蛍 光 細 胞 は 検 出 さ れ ず 、 ウ イ ル ス 産 生 細 胞 か ら の Ｇ Ｆ Ｐ を 持 つ
細 胞 の 非 特 異 的 な 染 色 が 存 在 し な い こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 注 ： ラ ミ ン ト ラ ン ス フ ェ ク ト 培 養 と 比 較 し た と き 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 培 養
に お い て 、 ウ イ ル ス 産 生 中 、 （ い く つ か の Ｈ Ｉ Ｖ 関 連 細 胞 変 性 効 果 以 外 の 他 ） 毒 性 効 果 は
観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 図 １ ９ に 示 さ れ た 結 果 は 、 ノ ッ ク ダ ウ ン Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ が 、 Ｈ Ｉ Ｖ １ 感 染 性 を ４ ロ グ 減 少 さ せ
る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　
　 実 験 １ 日 目 、 HeLa SS6 細 胞 を ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト に ５ × １ ０ ５  細 胞 /ウ ェ ル の 密 度 で 置
い た 。 そ の 細 胞 を 、 ２ 日 目 、 LF2000試 薬 及 び Ｒ Ｎ Ａ ｉ の ラ ミ ン 、 TSG101及 び hPOSH （ ５ ０
ｎ Ｍ /ウ ェ ル ） を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
３ 日 目 、 細 胞 を １ ： ２ に 分 け 、 ４ 日 目 、 支 持 用 量 （ １ ０ ｎ Ｍ /ウ ェ ル ）  の 同 じ Ｒ Ｎ Ａ ｉ 及
び Ｄ Ｎ Ａ （ １ μ ｇ /ウ ェ ル ） : PTAPを 含 む ラ ミ ン 、 ATAPを 含 む ラ ミ ン 、 PPEYを 含 む ラ ミ ン
、  PRAPを 含 む TSG101、 PPEYを 含 む TSG101、 ATAPを 含 む  TSG101、  PTAPを 含 む hPOSH、 PPEY
を 含 む hPOSH、 及 び ATAPを 含 む hPOSH用 い て 、 細 胞 を 再 び ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ LF2000試
薬 を 用 い た ） 。 ２ ４ 時 間 後 、 Ｖ Ｌ Ｐ の 上 清 を 遠 心 分 離 し 、 細 胞 か ら 蛋 白 質 を 抽 出 し た 。 全
て の サ ン プ ル を １ ２ ％ ト リ ス グ リ シ ン ゲ ル に 置 き 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 写 し 、 α ｐ ２
４ を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 図 ２ ０ に 示 さ れ た 結 果 は 、 ノ ッ ク ダ ウ ン Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の ウ イ ル ス 放 出 の 阻 害 効 果 は 、 非 特 異
的 Ｈ Ｉ Ｖ  Ｌ ド メ イ ン モ チ ー フ と は 無 関 係 で あ る こ と を 示 し て い る 。 換 言 す れ ば 、 ヒ ト Ｐ
Ｏ Ｓ Ｈ は 、 PTAP- 及 び PPEY-媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 の 双 方 に と っ て 重 要 で あ る よ う で あ る 。
こ の こ と は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ レ ベ ル /活 性 を 阻 害 す る こ と は 、 PTAP- 及 び PPEY-モ チ ー フ を 含
有 す る あ ら ゆ る ウ イ ル ス の 感 染 性 を 阻 害 す る こ と に 対 し て 潜 在 的 に 有 効 で あ り 得 る 。 Ｈ Ｉ
Ｖ （ Ｐ Ｔ Ａ Ｐ を 含 有 ） 及 び エ ボ ラ ウ イ ル ス （ Ｐ Ｐ Ｅ Ｙ を 含 有 ） は そ の よ う な ウ イ ル ス の 例
で あ る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　
　 次 に 、 HeLa細 胞 を ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 及 び pNLenv-1の 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト 用 い て ト ラ ン ス フ ェ
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５ ． ノ ッ ク ダ ウ ン ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の PTAP- 及 び PPEY-媒 介 性 ウ イ ル ス 放 出 へ の 影 響

６ ．  RING 及 び SH3の 欠 失 の 、 HIV-1放 出 へ の 影 響



ク ト し た （ ４ ８ 時 間 以 内 ） 。 こ の 実 験 に 用 い ら れ る 欠 失 コ ン ス ト ラ ク ト は 、 dRING （ RING
 ド メ イ ン 欠 失 ） 、 dSH３ ４  （ ４ 番 目 の SH 3 ド メ イ ン 欠 失 ） 、 dSH３  １  （ １ 番 目 の SH 3  ド
メ イ ン 欠 失 ）  及 び dSH 3 ３ ３ （ ３ 番 目 の ド メ イ ン 欠 失 ） で あ っ た 。 対 照 と し て 、 次 に Hela
細 胞 を 偽 型 及 び pNLenv-１ で 、 な ら び に 偽 型 及 び pNLenv-1ATAPで そ れ ぞ れ ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 の パ ル ス － チ ェ イ ス 実 験 を 行 っ た 。 ウ
イ ル ス 蛋 白 質 を 細 胞 ラ イ セ ー ト か ら 免 疫 沈 降 さ せ 、 ペ レ ッ ト 化 し た ビ リ オ ン を SDS-PAGEに
よ っ て 分 離 し 、 フ ル オ ロ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 析 し た 。 ２ つ の 主 な Ｃ Ａ 産 物 の 位 置 p24 及
び p25を 、 二 重 の 矢 印 で 示 す 。 細 胞 内 で 異 な る 時 点 で 検 出 さ れ た 、 Ｃ Ａ 対 Pr55の Pr55の 比
率 を 計 算 す る こ と に よ っ て 、 Pr55の プ ロ セ シ ン グ の 比 率 を 推 定 し た 。 図 ２ １ に 示 さ れ た 結
果 は 、 ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ 欠 失 に よ っ て 、 ATAP突 然 変 異 対 照 と 比 較 し て 、 完 全 な 出 芽 の
阻 害 が 導 か れ る こ と を 示 し て い る 。 SH 3 4 ド メ イ ン 欠 失 の 効 果 も Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ 欠 失 と 同 様 で あ
る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　
　 組 換 え hＰ Ｏ Ｓ Ｈ を 、 各 レ ー ン に 示 し た よ う に  E1、 E2及 び ユ ビ キ チ ン の 存 在 下 で ATPを
用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 SDS-PAGEサ ン プ ル 緩
衝 液 を 添 加 す る こ と に よ っ て 反 応 を 停 止 し た 。 続 い て サ ン プ ル を 10%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル 上 で 分 解 し た 。 次 に 分 離 し た サ ン プ ル を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 移 し 、 抗 ユ ビ キ チ ン ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 免 疫 ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 分 子 量 マ ー カ ー の 移 動 の 位 置 を 右 上
に 示 す 。
　 ポ リ － Ub： Ub-hPOSH接 合 体 は 、 E1、 E2及 び ユ ビ キ チ ン を 含 有 す る 反 応 の み に お け る 高 い
分 子 量 ア ダ ク ト と し て 検 出 さ れ た 。 ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ -１ ７ ６ 及 び ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ -１ ７ ８ は 、 （ そ れ
ぞ れ ） 細 菌 に よ り 発 現 さ れ た ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の 短 い 及 び 長 い 誘 導 体 で あ る 。 Ｃ 、 対 象 Ｅ ３
ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ン 中 の 予 備 的 ス テ ッ プ 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　
１ ． Ｅ ３ の 機 能 と し て の Ｕ ｂ 鎖 に お け る Ｕ ｂ 検 出 （ Ｈ Ｒ Ｄ １ ） 及 び Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 自 己 ユ ビ キ チ
ン 化 を 試 験 す る 。
２ ． Boston Biochem 試 薬 を 試 験 す る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　
１ ． バ キ ュ ロ ウ イ ル ス か ら の Ｅ １ 組 換 え
２ ． 細 菌 か ら の E2 Ubch5c
３ ． ユ ビ キ チ ン
４ ． Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  #178 （ 1-361）  gst融 合 体 、 精 製 さ れ て い る が 劣 化 し て い る 。
５ ． Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  # 176 （ 1-269）  gst融 合 体 、 精 製 さ れ て い る が 劣 化 し て い る 。
６ ． hsHRD1 可 溶 環 含 有 領 域
５ ． （ Tris 7.6 、 ４ ０ ｍ Ｍ 、 Ｄ Ｔ Ｔ  １ ｍ Ｍ 、 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２  ５ ｍ Ｍ 、 Ａ Ｔ Ｐ  ２ ｕ
Ｍ ）
６ ． （ Tris 7.6 、 ４ ０ ｍ Ｍ 、 Ｄ Ｔ Ｔ  １ ｍ Ｍ 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン １ ug/ul）
【 ０ ３ １ ５ 】
　 プ ロ ト コ ル
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７ ． ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 自 己 ユ ビ キ チ ン 化 の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ １ ６ 】
　 １ ． ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 ２ ． １ ２ ％ 　 SDS PAGEゲ ル を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 流 し て 移 す 。
　 ３ ． 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
図 ２ ２ に 示 さ れ た 結 果 は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ が ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　

　 Hela細 胞 を 、 myc-Rac1、 myc-Rac1、 V12又 は N17と 、 hPOSHdelRING-V5と の 組 み 合 わ せ を
用 い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 （ GFPに よ る 測 定 に
よ る 効 率 は ８ ０ ％ ） 、 細 胞 を 回 収 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 低 張 溶 解 緩 衝 液 中 （ 10mM HEPES p
H=7.9、 15mM KCl、 0.1mM EDTA、 2mM MgCl2、 1mM DTT及 び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ） で 膨 張 さ
せ た 。 細 胞 は 、 dounce ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 、 １ ０ 回 の 動 作 で 溶 解 さ せ 、 ３ ０ ０ ０ xg
で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 （ 断 片 １ ） 及 び 核 を 得 た 。 核 を 、 断 片 ２ 緩 衝 液 （ 0.2% NP-40
、 10mM HEPES pH=7.9、 40mM KCl、 5% グ リ セ ロ ー ル ） で 洗 浄 し 、 周 辺 蛋 白 質 を 除 去 し た 。
核 を 遠 心 沈 澱 し 、 上 清 を 回 収 し た （ 断 片 ２ ） 。 核 蛋 白 質 は 、 寒 冷 中 で ３ ０ 分 回 転 さ せ る こ
と に よ っ て 、 断 片 ３ 緩 衝 液 （ 20mM HEPES pH=7.9、 0.42M KCl、 25% グ リ セ ロ ー ル 、 0.1mM 
EDTA、  2mM MgCl2、 1mM DTT） 中 に 溶 離 し た 。 不 溶 性 蛋 白 質 は 、 14000xgで 遠 心 沈 澱 し 、 断
片 ４ 緩 衝 液 中 （ 1% Fos-Choline 14、 50mM HEPES pH=7.9、 150mM NaCl、 10% グ リ セ ロ ー ル
、 1mM EDTA、 1.5mM MgCl2、 2mM DTT） で 可 溶 化 し た 。 全 抽 出 物 の 半 分 を 、 蛋 白 質 Ａ セ フ ァ
ロ ー ス に 対 し て 、 １ ． ５ 時 間 予 め 浄 化 し 、 １ μ ｇ の 抗 ｍ ｙ ｃ （ 9E10、  Roche 1-667-149）
及 び 蛋 白 質 Ａ セ フ ァ ロ ー ス を 用 い て ２ 時 間 Ｉ Ｐ に 使 用 し た 。 免 疫 複 合 体 を 徹 底 的 に 洗 浄 し
、 SDS-PAGEサ ン プ ル 緩 衝 液 に 溶 離 し た 。 図 ２ ３ の よ う に 、 免 疫 ブ ロ ッ ト の た め に ゲ ル を 流
し 、 蛋 白 質 を ニ ト ロ セ ロ ー ス に 電 子 転 移 し た 。 内 因 性 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 及 び ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た hPOSHdelRING-V5を 、 複 合 体 と し て 、 Myc-Rac1 V12/N17と と も に 沈 降 さ せ た 。 図 ２ ３ に
示 さ れ た 結 果 は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ が Rac1と 共 沈 降 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　
　 siＲ Ｎ Ａ 及 び 全 長 HIV プ ラ ス ミ ド （ エ ン ベ ロ ー プ コ ー ド 領 域 を を 欠 く ） ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン の 後 、 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 放 出 を 電 子 顕 微 鏡 で 分 析 し た 。 成 熟 ウ イ ル ス は 、 Ｈ Ｉ Ｖ プ ラ
ス ミ ド 及 び 関 連 の な い siＲ Ｎ Ａ （ 対 照 、 下 側 の パ ネ ル ） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に よ
っ て 分 泌 さ せ た 。 Tsg101蛋 白 質 の ノ ッ ク ダ ウ ン の 結 果 、 出 芽 の 欠 損 が 生 じ 、 放 出 さ れ た ウ
イ ル ス は 、 未 成 熟 表 現 型 を 有 し て い た （ 上 側 の パ ネ ル ） 。 ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ レ ベ ル の ノ ッ ク ダ ウ
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８ ． myc-タ グ を 付 け ら れ た 、 活 性 化 さ れ た ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ （ Ｖ １ ２ ） と ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ
ブ （ N17）  Rac1の 共 免 疫 沈 降

９ ． ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ エ ン ト ラ ッ プ Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 粒 子 の 細 胞 間 小 胞 体 中 で の ノ ッ ク ダ ウ ン



ン の 結 果 、 細 胞 間 小 胞 体 に お い て 、 細 胞 内 に ウ イ ル ス の 蓄 積 が 生 じ た （ 中 間 パ ネ ル ） 。 図
２ ４ に 示 さ れ た 結 果 は 、 ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 粒 子 が 細 胞
内 小 胞 体 に 封 入 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 粒 子 が 細 胞 内 に 蓄 積 す る こ と で
、 細 胞 死 が 加 速 さ れ 、 し た が っ て ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の 阻 害 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ に 感 染 し た 細 胞 を 殺 す こ と
に よ っ て Ｈ Ｉ Ｖ 貯 蔵 部 位 を 破 壊 す る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　

　 HeLa 及 び 293T細 胞 を 、 pNenv-1を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
の ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 を 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ に 対 す る 一 次 抗 体 と 、 抗 -p24 Gag（ Ｂ ） 又 は 下 記 の オ ル
ガ ネ ラ マ ー カ ー 、 す な わ ち 、 BiP- エ ン ド プ ラ ス マ テ ィ ッ ク 細 網 （ デ ー タ は 示 し て い な い
） 、 GM130-ゴ ル ジ 体 （ Ｃ 、 Ｄ ） ヌ ク レ オ ポ リ ン － 核 マ ト リ ク ス （ Ｅ 、 Ｆ ） 及 び ヒ ス ト ン Ｈ
１ 核 （ デ ー タ は 示 し て い な い ） の い ず れ か と を 一 緒 に 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ２ つ の
異 な る 蛍 光 標 識 ２ 次 抗 体 を 用 い た 。 レ ー ザ ー 走 査 共 焦 顕 微 鏡 用 い て 特 異 的 な シ グ ナ ル を 得
、 そ れ ぞ れ の シ グ ナ ル 部 分 を 重 ね 、 そ れ ら の 相 対 的 な 位 置 を 評 価 し た 。 図 ７ に 示 す よ う に
、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ （ Ａ ） は 核 に 局 在 し 、 ま た 部 分 的 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 核 マ ト リ ッ ク
ス （ Ｂ ） と 思 わ れ る 核 外 部 に お い て Ｈ Ｉ Ｖ -１  Gagと 共 局 在 し た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 引 用 に よ る 援 用
　 本 明 細 書 に お い て 引 用 し た 全 て の 特 許 及 び 出 版 物 を 引 用 に よ っ て 援 用 す る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 等 価 物 ： 　 当 業 者 で あ れ ば 、 ル ー チ ン の 実 験 法 を 用 い る の み で 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た
特 定 の 態 様 及 び 方 法 の 数 多 く の 等 価 物 を 認 識 し 、 又 は 確 か め る こ と が で き る で あ ろ う 。 こ
の よ う な 等 価 物 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 包 含 す る と こ ろ で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ２ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ コ ー デ ィ ン グ 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列  （ 配 列 番 号 ３ ） を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の ５ 'ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト （ 公 開 gi： 10432611、 配 列 番
号 ４ ） を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の Ｎ 末 端 蛋 白 質 フ ラ グ メ ン ト （ 公 開 gi:10432612 ; 配 列 番 号
 :5） を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の ３ 'ｍ Ｒ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト （ 公 開 gi： 7959248、 配 列 番 号 ６
） を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ５ は 、 ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の Ｃ 末 端 蛋 白 質 フ ラ グ メ ン ト （ public gi： 7959249、 配 列 番
号 ７ ） を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 全 長 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 注 釈 付 き の 配 列 を 示 す 。
【 図 ９ 】 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の ド メ イ ン 分 析 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 核 酸 の 略 図 を 示 す 。 該 略 図 は 、 全 長 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 及 び Ｒ Ｔ － Ｐ
Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ た 、 又 は 、 図 １ １ で 用 い ら れ る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て 標 的 化 さ れ た 領
域 の 位 置 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 に よ る Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ノ ッ ク ダ ウ ン を 示 す
。 HeLa SS-6細 胞 は 、 ラ ミ ン Ａ ／ Ｃ （ レ ー ン １ 、 ２ ） 又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ （ レ ー ン ３ ～ １ ０ ） に
対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 コ ー デ ィ
ン グ 領 域 （ １ ５ ３ － レ ー ン ３ 、 ４ ； １ ５ ５ － レ ー ン ５ 、 ６ ） 又 は ３ 'Ｕ Ｔ Ｒ （ １ ５ ７ － レ
ー ン ７ 、 ８ ； １ ５ ９ － レ ー ン ９ 、 １ ０ ） に 誘 導 さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト の ２ ４ 時 間 後 、
細 胞 を 集 め 、 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 遺 伝 子 （ 図 １ ０ 参
照 ） の コ ー デ ィ ン グ 領 域 中 の 別 の 配 列 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ で 比 較 し た 。 各 反 応 に お い て 、 GAPD
H１ ０ が RT-PCR対 照 と し て 用 い ら れ た 。
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１ ０ ． １ つ は 核 及 び 他 の １ つ は ゴ ル ジ 体 （ Ｃ ） の ２ つ の 部 位 に Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ を 局 在 化 す る 。
Ｈ Ｉ Ｖ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の ゴ ル ジ 体 へ の 補 充 が 上 昇 す る （ Ｄ ）



【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ が 細 胞 か ら の Ｖ Ｌ Ｐ 放 出 に 影 響 を 及 ぼ す こ と を 示 す 。 Ａ ）
３ ５ Ｓ パ ル ス － チ ェ イ ス 標 識 Ｇ ａ ｇ 蛋 白 質 の 、 免 疫 沈 降 の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル の Phospho
himagesが 細 胞 ご と に 示 さ れ て い る 。 Gag蛋 白 質 が 、 細 胞 な ら び に 未 処 理 又 は Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  Ｒ
Ｎ Ａ ｉ （ ５ ０ ｎ Ｍ 、 ４ ８ 時 間 ） で 処 理 さ れ て い る 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た HeLaか ら の ウ
イ ル ス 溶 菌 液 に つ い て 提 示 さ れ て い る 。 チ ェ イ ス 期 間 （ パ ル ス 後 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 及 び ５
時 間 ） の 間 の 時 間 が 、 左 か ら 右 に イ メ ー ジ ご と に 提 示 さ れ て い る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 安 定 し た 状 態 で の 細 胞 か ら の Ｖ Ｌ Ｐ の 放 出 を 示 す 。 Ｈ Ｉ Ｖ コ ー ド プ
ラ ス ミ ド 及 び siRNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 レ ー ン １ 、 ３ 及 び ４ は 、 野 生 型 Ｈ Ｉ Ｖ コ ー
ド プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た も の を 示 す 。 レ ー ン ２ は 、 ｐ ６ （ Ｐ Ｔ Ａ Ｐ ～ Ａ Ｔ
Ａ Ｐ ） 中 の 点 突 然 変 異 を 含 む Ｈ Ｉ Ｖ コ ー ド プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た も の を 示
す 。 対 照 siRNA （ ラ ミ ン Ａ /Ｃ ） は 、 レ ー ン １ 及 び ２ の 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。
レ ー ン ４ で は 、 siＲ Ｎ Ａ か ら TsglOlに ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て お り 、 レ ー ン ３ で は 、 siＲ
Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 マ ウ ス Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 （ 公 開 ｇ ｉ ： 10946921、 配 列 番 号 ８
） を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 マ ウ ス Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 蛋 白 質 配 列 （ 公 開 ｇ ｉ ： 10946922、 配 列 番 号 ９ ） を
示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 （ 公 開 ｇ ｉ ： 17737480; 
配 列 番 号 : １ ０ ） を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ  蛋 白 質 配 列 （ 公 開 ｇ ｉ ： 17737481; 配
列 番 号 : １ １ ） を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ ド メ イ ン 分 析 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の 部 分 的 ノ ッ ク ダ ウ ン に よ っ て 、 Ｈ Ｉ Ｖ １ 感 染 力 が ４
ロ グ 減 少 す る こ と を 示 す 。 感 染 力 ア ッ セ イ の 結 果 を 略 図 に 示 す 。 縦 軸 は 、 感 染 し た 標 的 細
胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 し 、 横 軸 は 、 用 い ら れ る ウ イ ル ス 保 存 液 の 希 釈 倍 率 を 示 す （ 実 験
の 詳 細 は 、 実 施 例 ４ を 参 照 さ れ た い ） 。 白 抜 き の 四 角 （ 上 の 線 ） は 、 対 照 か ら の 結 果 を 示
し 、 黒 塗 り の 四 角 （ 下 の 線 ） は 、 RNAiを も つ 細 胞 を Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ へ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 結 果
を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 Ｈ Ｉ Ｖ と の 関 連 に お け る 、 PTAP-及 び PPEY-媒 介 ウ イ ル ス 様 粒 子 の 放
出 を 媒 介 す る ヒ ト の Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 蛋 白 質 を 示 す 。 ３ ５ Ｓ パ ル ス － チ エ イ ス 標 識 Ｇ ａ ｇ 蛋 白 質 の
免 疫 沈 降 の 、 Ｓ Ｄ Ｓ - Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル の Phosphohimagesが 、 細 胞 な ら び に ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た HeLa細 胞 か ら の ウ イ ル ス 溶 菌 液 に つ い て 示 さ れ て い る 。 HeLa細 胞 を 、 Ｈ Ｉ Ｖ コ ー ド
プ ラ ス ミ ド 及 び siＲ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 左 か ら 右 へ ： 左 の パ ネ ル は 、 野 生 型 Ｈ
Ｉ Ｖ コ ー ド プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た も の を 示 す 。 中 央 の パ ネ ル は 、 点 突 然 変
異 （ Ｐ Ｐ Ｅ Ｅ ～ Ｐ Ｐ Ｅ Ｙ ） を 含 有 す る Ｈ Ｉ Ｖ コ ー ド プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
も の を 示 す 。 右 の パ ネ ル は 、 ｐ ６ （ Ｐ Ｔ Ａ Ｐ ～ Ａ Ｔ Ａ Ｐ ） 中 の 点 突 然 変 異 Ｈ Ｉ Ｖ コ ー ド プ
ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た も の を 示 す 。 上 か ら 下 へ ： 対 照 siＲ Ｎ Ａ （ ラ ミ ン Ａ /
Ｃ ） は 、 一 番 上 の パ ネ ル に お い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た も の を 示 す 。 中 央 の パ ネ ル は 、
siRNAか ら TsglOlに ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た も の を 示 し 、 一 番 下 の パ ネ ル に は 、 siRNAか ら
POSH に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た も の を 示 し て い る 。 チ ェ イ ス 時 間 （ パ ル ス 後 、 １ 、 ２ 、
３ 、 ４ 及 び ５ 時 間 ） が 、 パ ネ ル ご と に 左 か ら 右 へ 提 示 さ れ て い る 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 蛋 白 質 に お け る Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ ド メ イ ン 及 び 第 ４ の Ｓ Ｈ ３ ド
メ イ ン の 欠 失 が Ｈ Ｉ Ｖ １ ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 を 阻 害 す る こ と を 示 し て い る 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ が ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 持 つ こ と を 示 し て い る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 Ｒ Ａ Ｃ １ を 用 い た ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 共 免 疫 沈 降 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ の ノ ッ ク ダ ウ ン が 細 胞 間 小 胞 内 の 捕 捉 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス
粒 子 を 封 入 す る こ と を 示 し て い る 。 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス の 放 出 は 、 電 子 顕 微 鏡 に よ っ て 分 析 さ
れ 、 続 い て siRNA 及 び 全 長 HIV プ ラ ス ミ ド の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 行 わ れ る 。 成 熟 ウ イ
ル ス が Ｈ Ｉ Ｖ プ ラ ス ミ ド 及 び 非 関 連 の siＲ Ｎ Ａ （ 対 照 、 下 の パ ネ ル ） を 用 い て ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ た も の を 示 し て い る 。 TsglOl蛋 白 質 の ノ ッ ク ダ ウ ン の
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結 果 、 出 芽 に 欠 損 が 生 じ 、 放 出 さ れ た ウ イ ル ス は 、 未 成 熟 の 表 現 型 （ 上 の パ ネ ル ） を 有 し
て い た 。 ｈ Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ レ ベ ル の ノ ッ ク ダ ウ ン の 結 果 、 細 胞 間 小 胞 内 の 細 胞 内 に お い て ウ イ ル
ス の 蓄 積 が 生 じ る （ 中 央 の パ ネ ル ） 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 ヒ ト Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ が 、 １ つ は 核 、 １ つ は ゴ ル ジ 体 （ C） の ２ つ の 部 位 に
位 置 す る こ と を 示 す 。 Ｈ Ｉ Ｖ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ 　 ゴ ル ジ 体 の 局 在 化 が 向
上 す る （ Ｄ ） 。 HeLa 及 び 293T細 胞 を pNLenv-1で 処 理 し た 。 ２ ４ 時 間 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 後 、 細 胞 を Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ に 対 す る 一 次 抗 体 で 、 抗 p24 Gag（ B） 又 は 細 胞 小 器 官 マ ー カ ー を
用 い て 以 下 の よ う に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ２ つ の 異 な る 蛍 光 標 識 ２ 次 抗 体 を 用 い た 。 共 焦
点 レ ー ザ ー 走 査 顕 微 鏡 に よ っ て 特 異 的 な シ グ ナ ル を 得 た 。 そ し て 個 別 の シ グ ナ ル を 重 ね 合
わ せ て 、 そ れ ら の 相 対 的 な 位 置 を 評 価 し た 。 Ｐ Ｏ Ｓ Ｈ （ Ａ ） は 核 に 局 在 し 、 ま た 部 分 的 に
、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 核 マ ト リ ッ ク ス （ Ｂ ） と 思 わ れ る 核 外 部 に お い て Ｈ Ｉ Ｖ -１  
Gag及 び ゴ ル ジ マ ー カ ー と 共 局 在 し た 。
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】
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