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(54)【発明の名称】 頭部外傷誘導性細胞質カルシウム結合蛋白質のヒト・パラログ

(57)【要約】
ＡＮＩＣ－ＢＰ－２ポリペプチドおよびポリヌクレオチ
ド、ならびに組換え方法によるかかるポリペプチドの生
産方法が開示される。また、診断アッセイにおいて、Ａ
ＮＩＣ－ＢＰ－２ポリペプチドおよびポリヌクレオチド
を利用する方法も開示される。



(2) 特表２００３－５１００７６

【特許請求の範囲】

    【請求項１】

  （ａ）配列番号：１の配列を含んでなるポリヌクレオチドによってコードされ

る単離ポリペプチド；

  （ｂ）配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％の同一性

を有するポリペプチド配列を含んでなる単離ポリペプチド；

  ｃ）配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％の同一性を

有する単離ポリペプチド；

  ｄ）配列番号：２のポリペプチド配列、および

  （ｅ）  （ａ）～（ｄ）のポリペプチドの断片および変異体

からなる群の１つより選択される単離ポリペプチド。

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

記載の単離ポリペプチド。

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

単離ポリペプチド。

    【請求項４】

  （ａ）配列番号：１のポリヌクレオチド配列に対して、少なくとも９５％の同

一性を有するポリヌクレオチド配列を含んでなる単離ポリヌクレオチド；

  （ｂ）配列番号：１のポリヌクレオチドに対して、少なくとも９５％の同一性

を有する単離ポリヌクレオチド；

  （ｃ）配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％の同一性

を有するポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチド配列を含んでなる単離

ポリヌクレオチド；

  （ｄ）配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％の同一性

を有するポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチド配列を有する単離ポリ

ヌクレオチド；

  （ｅ）厳格なハイブリダイゼーション条件下で、配列番号：１の配列あるいは

少なくとも１５塩基長を有するその断片を有する標識プローブを用いて、ライブ

ラリをスクリーニングすることにより取得される、少なくとも１００塩基長の塩
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基配列を具えている単離ポリヌクレオチド；

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

オチド；

あるいは前記単離ポリヌクレオチドと相補的なポリヌクレオチド配列、

ならびに上述のポリヌクレオチドの変異体および断片であるか、もしくはその全

長にわたって、上述のポリヌクレオチドと相補的であるかのポリヌクレオチド

からなる群の１つより選択される単離ポリヌクレオチド。

    【請求項５】

  （ａ）配列番号：１のポリヌクレオチドを含んでなる単離ポリヌクレオチド；

  （ｂ）配列番号：１の単離ポリヌクレオチド；

  （ｃ）配列番号：２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含ん

でなる単離ポリヌクレオチド；  および

  （ｄ）配列番号：２のポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド

からなる群より選択される、請求項４に記載の単離ポリヌクレオチド。

    【請求項６】  当該発現ベクターが適合性宿主細胞中に存在する際、請求項

１に記載のポリペプチドの産生が可能なポリヌクレオチドを含んでなる発現シス

テム。

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

記載の発現ベクター含んでなる組換え宿主細胞またはその膜。

    【請求項８】  請求項１に記載のポリペプチドを産生する方法であって、

請求項７に記載の宿主細胞を前記ポリペプチドの産生に十分な条件下で培養し、

そして、培地から該ポリペプチドを回収する工程を含んでなる方法。

    【請求項９】  免疫グロブリンＦｃ領域と請求項１に記載のいずれか１つの

ポリペプチドとからなる融合蛋白質。

    【請求項１０】  請求項１～３のいずれか一項に記載のポリペプチドに対す

る免疫特異的な抗体。

    【請求項１１】  請求項１に記載のポリペプチドの機能または濃度を刺激ま

たは阻害する化合物を特定するためのスクリーニング法であって、

（ａ）該ポリペプチド（または該ポリペプチドを発現している細胞もしくは膜）
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またはその融合蛋白質に対する候補化合物の結合を、該候補化合物に直接または

間接的に連結される標識によって、定量的または定性的に測定または検出するこ

と；

（ｂ）標識された競合物質の存在下で、該ポリペプチド（または該ポリペプチド

を発現している細胞もしくは膜）またはその融合蛋白質に対する候補化合物の結

合の競合を測定すること；

（ｃ）該ポリペプチドを発現している細胞または細胞膜に適合する検出システム

を用いて、該ポリペプチドの活性化または阻害により引き起こされるシグナルを

候補化合物が生じさせるか否かを試験すること；

（ｄ）候補化合物を請求項１に記載のポリペプチドを含む溶液と混合して混合物

を形成し、該混合物中における該ポリペプチドの活性を測定し、そして、該混合

物の活性を、候補化合物を含まない対照混合物と比較すること；  あるいは

（ｅ）細胞中における、前記ポリペプチドをコードするｍＲＮＡまたは前記ポリ

ペプチドの産生に対する候補化合物の影響を、例えばＥＬＩＳＡアッセイを用い

て、検出すること、

からなる群から選択される方法、および

（ｆ）バイオテクノロジーまたは化学的な標準手法に従って、前記化合物を生産

することを含んでなる方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の分野）

  本発明は、ヒト・急性神経誘導性カルシウム結合蛋白質（ＡＮＩＣ－ＢＰ）な

らび、以降、時に、「ＡＮＩＣ－ＢＰ－２」と称する、この蛋白質をコードし、

関係しているポリヌクレオチドに関する。本発明は、また、発現ベクター、宿主

細胞および抗体をも提供する。加えて、本発明は、該蛋白質を生産する方法、お

よび該蛋白質の発現に関連する障害を治療または予防する方法も提供する。本発

明は、さらに、かかるポリヌクレオチドおよびポリペプチドの作用を阻害または

活性化することにも関する。

      【０００２】

    （発明の背景）

  卒中や急性頭部外傷、多発性硬化症ならびに脊髄損傷は、今までのところ適用

可能な治療法のない疾患である。卒中は、死亡原因の中で第三番目であり、患者

ならびに社会システムへの負担は、ばく大である。卒中の大半を占める、虚血性

卒中の場合、脳内における血管の遮断が、最初の事象である。頭部外傷性発作は

、西洋諸国においては、若年層の有力な疾患である。機械的衝撃および動脈破裂

が原因となる出血性卒中に罹患する患者数ははるかに少ない。認可された医薬品

は、ほとんど利用できないということが、共通した特徴である。現在利用可能な

治療手段は、限局性脳虚血に関する実験的研究から引き出された、病態生理学的

な着想に基づいている。これらは、動脈再疎通、炎症性プロセスの阻害、および

神経の保護を目的とする薬理学的手法を含んでいる。動脈再灌流の手法を用いた

、さらなる研究は、その途上にある。多形核白血球依存性の内皮付着受容体アン

タゴニストを用いた、初期の臨床試験は完了しつつあるが、手法は依然として、

創出しなければならない。しかしながら、虚血カスケード中の単一の段階だけを

対象とする、いずれの手法も、限られた利益を生み出すのみである。したがって

、将来の治療は、組合せ療法を基礎とすることが最も適するものであろう。低用

量アセチルサリチル酸（ＡＳＡ）と徐放出型のジピリダモールとの組合せは、卒

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

．９１，  １４－１６，  １９９７）。現在、臨床評価が計画されている、もう

１つの組合せは、ｔＰＡに有効な神経保護作用剤を加えたものである。しかし、

これらの試験の結果は、極めて効果的と言うにはほど遠いものである。したがっ

て、急性の神経損傷症状および多発性硬化症などの疾患を患っている患者の治療

のための、新しい医薬を開発する、ならびに、より広範に有用な治療法を確立す

る上で利用可能な、医薬対象を提供するために、病態生理学的なメカニズムに関

して、さらに知識を深めることがさし迫って必要となっている。

      【０００３】

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

ているので、本発明は、Ｃａ2+－結合蛋白質に焦点を当てている。カルシウム結

合蛋白質（ＣａＢＰ）の正確な機能は、完全には知られていないものの、ＣａＢ

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

は、蛋白質分解およびミトコンドリアの機能不全を引き起こす、生化学的プロセ

スを活性化するため、ＣａＢＰのこの緩衝能は、被刺激毒性の神経損傷に対する

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

，  １５，  ２５９－６４，  １９９２）。Ｃａ2+濃度の調節および神経保護に

おける、この提唱されているＣａＢＰの役割を裏付ける様々な証拠が存在してい

る。

      【０００４】

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

ルブミン、カルビンジン－Ｄ２８Ｋ、およびカルレチニン）は、様々なニューロ

ン群において、非常に特異的でかつ選択的な発現パターンを有している。ＣａＢ

Ｐを発現しているニューロンの中で、少数のニューロンは１つを超える主なカル

シウム結合蛋白質を発現するが、ほとんどは１つの型だけを発現している。特定

の細胞型におけるＣａＢＰの有無が、選択的な易損性として知られる現象の基礎

となっていることに関して、証拠が集まりつつある。選択的易損性は、特定の種

類の中枢神経系（ＣＮＳ）損傷に反応して、特定の型のニューロンが死滅すると

いう特性である。例えば、ＣＡ１海馬ニューロンは、全体の虚血に対して選択的
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に易損性であり、小脳プルキンエ細胞は、頭部外傷、卒中、および胎児のアルコ

ール曝露に対して選択的に易損性であり、黒質中のニューロンは、パーキンソン

病に対して易損性である。選択的なニューロンの易損性と、様々なＣａＢＰの発

現パターンとの関連付けを行う努力がなされており、ある研究者らは、高レベル

のＣａＢＰが、損傷に対して選択的に易損性であるニューロン群で見出されると

報告し、一方、他の者らは、損傷に対して選択的に抵抗性のニューロン群におけ

る高レベルのＣａＢＰを報告している。例えば、高レベルのパルブアルブミンを

発現するニューロンは、ＡＭＰＡ誘導性毒性に対して選択的に易損性であると報

告されている（Ｗｅｉｓｓ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｎｅｕｒｏｌ．，  ４０，  １２

８８－１２９２，  １９９０）が、高レベルのカルビンジン－Ｄ２８Ｋを発現し

ている培養された海馬ニューロンは、グルタミン酸誘導性毒性に対して選択的に

抵抗性であると報告されている（Ｂａｉｍｂｒｉｄｇｅ  ｅｔ  ａｌ．，  ＴＩ

ＮＳ，  １５，  ３０３－８，  １９９２）。同様に、高レベルのカルレチニン

を発現している海馬ニューロンは、興奮毒であるグルタミン酸塩、ＮＭＤＡ、カ

イニン酸塩、およびキスカル酸の毒性用量に対して耐性である（Ｗｉｎｓｋｙ  

ｅｔ  ａｌ．，  Ｎｏｖｅｌ  Ｃａｌｃｉｕｍ－Ｂｉｎｄｉｎｇ  Ｐｒｏｔｅｉ

ｎｓ，  ２７７－３００，  １９９１）。

      【０００５】

  ＣａＢＰはまた、様々なＣＮＳ疾患状態において変化する発現を示すことが明

らかにされているが、しかし、また、ＣａＢＰの発現は、傷害に対する選択的易

損性に関係するか、または選択的耐性に関係するかに関して、結果は一致してい

ない。カルビンジン－Ｄ２８Ｋを発現しているニューロンは、アルツハイマー病

（Ｉａｃｏｐｉｎｏ  ｅｔ  ａｌ．，  ＰＮＡＳ，  ８７，  ４０７８－８２，

  １９９０，  Ｈｏｆ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｅｘｐ．  Ｎｅｕｒｏｌ．，  １１１

，  ２９３－３０１，  １９９１）およびハンチントン病（Ｋｉｙａｍａ  ｅｔ

  ａｌ．，  Ｂｒａｉｎ  Ｒｅｓ．，  ５２６，  ３０３－０７，  １９９０）

の際、選択的易損性であると報告されているが、黒質中のカルビンジン－Ｄ２８

Ｋ発現性のニューロンは、パーキンソン病の際も、選択的易損性ではない（Ｙａ

ｍａｄａ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｂｒａｉｎ  Ｒｅｓ．，  ５２６，  ３０３－０７
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，  １９９０）。全体虚血のアレチネズミ・モデルでは、特定の海馬細胞種にお

いては、パルブアルブミンの存在は、生存と正の関連性を示すことが明らかにさ

れている（Ｔｏｒｔｏｓａ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，  １，  ３

３－４３，  １９９３）が、別の研究ではパルブアルブミンを発現する海馬介在

ニューロンは、アルツハイマー病の際に、選択的易損性であることが示唆された

（Ｂｒａｄｙ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，  ８０，  １１１３－２

５，  １９９７）。

      【０００６】

  カルビンジン遺伝子のノックアウトマウスは、これらのニューロンは、形態上

は正常に見えるという事実にも関わらず、このＣａＢＰを通常は発現するニュー

ロン（例えば、小脳プルキンエ細胞）における重度の機能不全を示唆する、機能

欠損（例えば、運動失調）を示す。この知見は、ＣａＢＰが細胞活性パターンに

非常に重要であることが示唆される（Ａｉｒａｋｓｉｎｅｎ  ｅｔ  ａｌ．，  

ＰＮＡＳ，  ９４，  １４８８－９３，  １９９７）。加えて、カルビンジン－

Ｄ２８ｋを具えた運動ニューロンのレトロウイルス感染は、筋萎縮性側索硬化症

患者由来のＩｇＧにより誘導される毒性に対して神経保護作用を有することが明

らかにされており（Ｈｏ  ｅｔ  ａｌ．，  ＰＮＡＳ，  ９３，  ６７９６－８

０１，  １９９６）、また、カルビンジン－Ｄ２８ｋのトランスフェクションは

、血清の取りやめ、グルタミン酸曝露、および神経毒ＭＰＰ＋に因る毒性からＰ

Ｃ１２細胞を保護することが示されている（ＭｃＭａｈｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，  

Ｍｏｌｅｃ．  Ｂｒａｉｎ  Ｒｅｓ．，  ５２６，  ３０３－０７，  １９９８

）。

      【０００７】

  結論として、神経変性におけるカルシウム結合蛋白質の役割に関して、無視で

きない情報がある。あるＣａＢＰは、保護作用を示し、また、別のものは、選択

的易損性の原因となることは確かであるものの、異なるニューロン群の間におい

て、特定のＣａＢＰの発現が、かかるＣａＢＰの異なる機能的反応を引き起こす

か否かは、未だに不明である。もう１つの知見は、異なる種類のＣＮＳ損傷の重

症度が、ＣａＢＰの見かけ上の神経保護効果に影響を及ぼす可能性があるという
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ことである。すなわち、あるＣａＢＰは、軽度損傷を含む損傷モデルでは抵抗性

を与えるが、しかし、より重度のＣＮＳ損傷では、Ｃａ2+の増加を緩衝すること

ができない可能性もある。したがって、ＣａＢＰがＣＮＳ損傷プロセスにおいて

抵抗性ならびに易損性を与えるという、考慮に入れるべき証拠があるが、しかし

、この関連の機構ならびに反応の調節は、今後解明しなければならない。

      【０００８】

  機能的に未同定の遺伝子（ＭＯ２５）を含む遺伝子ファミリーが、マウス由来

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

  Ｍｏｌ．  Ｒｅｐｒｏｄ．  Ｄｅｖ．，  ３４，  １－７，  １９９３）。こ

のライブラリは、マウス早期胚から単離されたＲＮＡから構築された。Ｍｏ２５

の予想されるアミノ酸配列から、ＭＯ２５遺伝子はＣａ2+結合蛋白質と構造上の

相同性を有し、膜貫通ドメインが欠失していることが判明し、この蛋白質は未受

精卵のサイトゾルの発達に関与している可能性を示唆している。しかし、この蛋

白質の本当の機能は不明のままである。もう１つのＭｏ２５様遺伝子が、ショウ

ジョウバエのｃＤＮＡライブラリからクローニングされている（Ｎｏｚａｋｉ  

ｅｔ  ａｌ．，  ＤＮＡ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．，  １５，  ５０５－０９，  

１９９６）。かかるＭｏ２５  ｃＤＮＡの推定アミノ酸配列は、マウスのＭｏ２

５  相同体と６９．３％の相同性を有していた。サッカロミセス－セレビジエに

おける相同体は、カルシニューリン  Ｂサブユニット遺伝子近傍のオープン・リ

ーディング・フレームにコードされていた。最近、もう１つの遺伝子が、アスペ

ルギルス  ｈｙｍ  Ａ変異株から単離され（Ｋａｒｏｓ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｍｏ

ｌ．  Ｇｅｎ  Ｇｅｎｅｔ．，  ２６０，  ５１０－５２１，  １９９９）、酵

母、植物、ハエ、蠕虫、魚、マウスおよびヒトにおける相同体に対応しているこ

とが判明した。Ｈｙｍ  蛋白質の細胞内での機能は、前述のいかなる生物におい

ても明らかにされていない。機能的寄与が部分的にしか理解されていない他の多

くの蛋白質と同じく、薬物発見プロセスは、現在、「機能ゲノミクス」、すなわ

ち、ハイスループットのゲノムまたは遺伝子に基づく生物学を包含することで、

根本的な変革を経つつある。治療標的となる、遺伝子および遺伝子産物を同定す

る手段としてのこの手法は、「ポジショナル・クローニング」に基づく初期の手



(10) 特表２００３－５１００７６

法を、急速に取って代わりつつある。生物学的な機能または遺伝疾患である、表

現型が同定され、次いで、これは、その遺伝子マップ上の位置に基づいて、その

原因となる遺伝子を捜し出すことになる。

機能ゲノミクスは、ハイスループットＤＮＡ配列決定技術、ならびに、現在利用

可能な多くの分子生物学データベースから潜在的な関心のある遺伝子配列を見分

けるための、様々な生物情報科学的なツールに大きく依存している。医薬の発見

における標的として、さらなる遺伝子およびその対応するポリペプチド／蛋白質

を見極め、特性を明らかにすることが、引き続き必要である。

      【０００９】

    （発明の概要）

  本発明は、ＡＮＩＣ－ＢＰ－２、特には、ＡＮＩＣ－ＢＰ－２ポリペプチドお

よびＡＮＩＣ－ＢＰ－２ポリヌクレオチド、その組換え物ならびにそれらの生産

方法に関する。かかるポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、卒中および急性

頭部外傷、多発性硬化症ならびに脊髄損傷を含んでいる、ただし、それに限定さ

れることはない、以後「本発明の疾患」と称する、特定の疾患の治療法に関連し

て、興味が持たれる。さらなる形態において、本発明は、本発明によって提供さ

れる材料を用いて、アゴニストならびにアンタゴニスト（例えば、阻害剤）を同

定する方法、また、同定された化合物により、ＡＮＩＣ－ＢＰ－２の不均衡に付

随する状態を治療する方法に関する。さらに別の形態において、本発明は、不適

正なＡＮＩＣ－ＢＰ－２の活性または濃度と関連している疾患を検出するための

診断アッセイに関する。

      【００１０】

    （発明の説明）

  第１の形態において、本発明は、ＡＮＩＣ－ＢＰ－２ポリペプチドに関する。

      【００１１】

  かかるポリペプチドは、

（ａ）  配列番号：１の配列を含んでなるポリヌクレオチドによってコードされ

る単離ポリペプチド；

（ｂ）  配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％、９６％
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、９７％、９８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド配列を含んでな

る単離ポリペプチド；

（ｃ）  配列番号：２のポリペプチド配列を含んでなる単離ポリペプチド；

（ｄ）  配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％、９６％

、９７％、９８％、または９９％の同一性を有する単離ポリペプチド；

（ｅ）  配列番号；２のポリペプチド配列；  ならびに

（ｆ）  配列番号：２のポリペプチド配列と比較して、０．９５、０．９６、０

．９７、０．９８、または０．９９の同一性指数を有するポリペプチド配列を有

するか、あるいは含んでなる単離ポリペプチド；

（ｇ）  かかる（ａ）～（ｆ）のポリペプチドの断片および変異体を含んでいる

。

      【００１２】

  本発明のポリペプチドは、*カルシウム結合蛋白質ファミリーのポリペプチド

の構成員であると考えられる。したがって、これらは、新規な医薬標的として役

立つことができるので、重要である。

      【００１３】

  該ＡＮＩＣ－ＢＰ－２の生物学的性質は、以後「ＡＮＩＣ－ＢＰ－２の生物活

性」または「ＡＮＩＣ－ＢＰ－２活性」と呼ぶ。本発明のポリペプチドは、少な

くとも１つのＡＮＩＣ－ＢＰ－２の生物活性を示すことが好ましい。

      【００１４】

  本発明のポリペプチドはまた、すべての対立形質の形態ならびにスプライス変

異体を含む、前述のポリペプチドの変異体も含んでいる。かかるポリペプチドは

、基準のポリペプチドから、挿入、欠失、ならびに、保存的または非保存的など

ちらでもよい置換、あるいは、その任意の組合せによって、変異されている。特

に好ましい変異体は、いくつかの、例えば、５０から３０、３０から２０、２０

から１０、１０から５、５から３、３から２、２から１、あるいは１つのアミノ

酸が、任意な組合せで、挿入、置換、または欠失されたものである。

      【００１５】

  本発明のポリペプチドの好ましい断片は、配列番号：２のアミノ酸配列から、
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少なくとも、連続する、３０、５０もしくは１００個のアミノ酸を有するアミノ

酸配列を含んでなる単離ポリペプチド、あるいは、配列番号：２のアミノ酸配列

から、少なくとも、連続する、３０、５０または１００個のアミノ酸を末端から

除去、もしくは欠失されたアミノ酸配列を含んでなる単離ポリペプチドを含んで

いる。好ましい断片は、ＡＮＩＣ－ＢＰ－２の生物活性を仲介する、生物学的に

活性な断片であり、同様の活性もしくは改善された活性を有するか、あるいは、

望ましくない活性が減少したものを含んでいる。また、動物、特にはヒトにおい

て、抗原性または免疫原性である断片も好ましい。

      【００１６】

  本発明のポリペプチドの断片は、ペプチド合成によって、対応する完全長ポリ

ペプチドを製造するために使用することもできる。したがって、これらの変異体

は、本発明の完全長ポリペプチドを生産するための中間体として使用することが

できる。本発明のポリペプチドは、「成熟」蛋白質の形態でもよく、あるいは、

前駆体または融合蛋白質のような、より大きな蛋白質の一部とすることができる

。分泌またはリーダー配列、プロ配列、精製に利用される配列、例えば、マルチ

・ヒスチジン残基、あるいは、組換え生産中の安定化のための付加的な配列を含

む、付加的なアミノ酸配列をも含むと、しばしば有利となる。

      【００１７】

  本発明のポリペプチドは、例えば、天然の原料から、発現システムを内に含む

遺伝子操作された宿主細胞からの単離（下記を参照）、あるいは、例えば、自動

ペプチド合成機を用いた、化学合成、または、かかる方法の組合せなど、いずれ

かの適合するやり方により調製することができる。かかるポリペプチドの調製手

段は、当該技術分野において、よく理解されている。

      【００１８】

  さらなる形態において、本発明は、ＡＮＩＣ－ＢＰ－２のポリヌクレオチドに

関する。かかるポリヌクレオチドは、

（ａ）  配列番号：１のポリヌクレオチド配列に対して、少なくとも９５％、９

６％、９７％、９８％、または９９％の同一性を有するポリヌクレオチド配列を

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

（ｃ）  配列番号：１のポリヌクレオチドに対して、少なくとも９５％、９６％

、９７％、９８％、または９９％の同一性を有する単離ポリヌクレオチド；

（ｄ）  配列番号：１の単離ポリヌクレオチド；

（ｅ）  配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％、９６％

、９７％、９８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド配列をコードす

るポリヌクレオチド配列を含んでなる単離ポリヌクレオチド；

（ｆ）  配列番号：２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含ん

でなる単離ポリヌクレオチド；

（ｇ）  配列番号：２のポリペプチド配列に対して、少なくとも９５％、９６％

、９７％、９８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド配列をコードす

るポリヌクレオチド配列を有する単離ポリヌクレオチド；

（ｈ）  配列番号：２のポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド；

（ｉ）  配列番号：１のポリヌクレオチド配列と比較して、０．９５、０．９６

、０．９７、０．９８、または０．９９の同一性指数を有するポリヌクレオチド

配列を有するか、または含んでなる単離ポリヌクレオチド；

（ｊ）  配列番号：２のポリペプチド配列と比較して、０．９５、０．９６、０

．９７、０．９８、または０．９９の同一性指数を有するポリペプチド配列をコ

ードするポリヌクレオチド配列を有するか、または含んでなる単離ポリヌクレオ

チド；

ならびに、前述のポリヌクレオチドの断片もしくは変異体である、ないしは、そ

の全長にわたり、前述のポリヌクレオチドと相補的であるかのポリヌクレオチド

とを含んでいる。

      【００１９】

  本発明のポリヌクレオチドの好ましい断片は、配列番号：１の配列から、連続

する、少なくとも１５、３０、５０もしくは１００個の塩基を有するヌクレオチ

ド配列を含んでなる単離ポリヌクレオチド、あるいは、配列番号：１の配列から

、連続する、少なくとも３０、５０または１００個の塩基が末端から除去された

、もしくは欠失された配列を含んでなる単離ポリヌクレオチドを含む。
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      【００２０】

  本発明のポリヌクレオチドの好ましい変異体は、スプライス変異体、対立形質

型変異体、ならびに、１つまたは複数の単一塩基多型（ＳＮＰ）を有するポリヌ

クレオチドをも含む、多型をも含んでいる。

      【００２１】

  本発明のポリヌクレオチドはまた、配列番号：２のアミノ酸配列を含んでなり

、また、その内の、いくつかの、例えば、５０から３０、３０から２０、２０か

ら１０、１０から５、５から３、３から２、２から１、または１つのアミノ酸残

基が、任意な組合せで、置換、欠失、または付加されている、ポリペプチド変異

体をコードするポリヌクレオチドも含む。

      【００２２】

  さらなる形態において、本発明は、本発明のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写産物であ

るポリヌクレオチドをも提供する。したがって、

（ａ）  配列番号：２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列のＲＮＡ転写産物

を含んでなる；

（ｂ）  配列番号：２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列のＲＮＡ転写産物

である；

（ｃ）  配列番号：１のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写産物を含んでなる、あるいは

（ｄ）  配列番号：１のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写産物である；

ならびに、それらと相補的なＲＮＡポリヌクレオチドである、ＲＮＡポリヌクレ

オチドが提供される。

      【００２３】

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

  ａｌ．，  ＤＮＡ  ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．，  １５，  ５０５－０９，  １９

９６）およびＭｏ２５（Ｋａｒｏｓ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｍｏｌ．  Ｇｅｎ  Ｇｅ

ｎｅｔ．，  ２６０，  ５１０－５２１，  １９９９）と相同性を示す。該配列

番号：１のポリヌクレオチド配列は、配列番号：２のポリペプチドをコードする

ｃＤＮＡ配列である。配列番号：２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチ

ド配列は、配列番号：１のポリペプチドコード配列と同一であってもよく、また
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は、遺伝コードの重複（縮重）の結果、やはり配列番号：２のポリペプチドをコ

ードしている、配列番号：１以外の配列であってもよい。配列番号：２のポリペ

プチドは、Ｈｙｍ  ＡおよびＭｏ２５蛋白質と相同性および／または構造上の類

似性を有する、*カルシウム結合蛋白質ファミリーの他の蛋白質と関係している

。

      【００２４】

  本発明の好ましいポリペプチド、ならびにポリヌクレオチドは、とりわけ、そ

れらの相同的なポリペプチドおよびポリヌクレオチドと類似の生物学的機能／性

質を有していると予想される。さらには、本発明の好ましいポリペプチド、なら

びにポリヌクレオチドは、少なくとも１つのＡＮＩＣ－ＢＰ－２活性を有してい

る。

      【００２５】

  本発明のポリヌクレオチドは、ヒト中枢神経系の細胞由来ｍＲＮＡのｃＤＮＡ

ライブラリから、標準的なクローニングおよびスクリーニング技術を用いて取得

することができる（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：  Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，  ２ｎ

ｄ  Ｅｄ．，  Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

  Ｐｒｅｓｓ，  Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，  Ｎ．Ｙ．  （１９

８９）参照）。本発明のポリヌクレオチドは、ゲノムＤＮＡライブラリなどの天

然原料から取得することもでき、あるいは、周知の、商業的に利用可能な技術を

用いて、合成することもできる。

      【００２６】

  本発明のポリヌクレオチドを本発明のポリペプチドの組換え生産に用いる際、

該ポリヌクレオチドは、成熟ポリペプチドをコードする配列、それだけを含んで

いてもよく、または、リーダーまたは分泌配列、プレ、あるいは、プロもしくは

プレプロ蛋白質の配列、ないしは、他の融合ペプチド部分をコードするもの等、

読み枠内に、他のコード配列を伴った成熟ポリペプチドのコード配列を含んでい

てもよい。例えば、融合されたポリペプチドの精製を容易にする、マーカー配列

をコードすることもできる。本発明のこの形態の特定の好ましい実施態様におい
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て、マーカー配列は、ｐＱＥベクター（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．）中に提供され

、Ｇｅｎｔｚ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔｌ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ

．  ＵＳＡ  （１９８９）  ８６：８２１－８２４に記載されているような、ヘ

キサ・ヒスチジンペプチドであるか、またはＨＡタグである。該ポリヌクレオチ

ドはまた、転写・非翻訳配列、スプライシングおよびポリアデニレーション・シ

グナル、リボソーム結合部位、ならびに、ｍＲＮＡを安定化させる配列等の、非

コードの５’－ならびに３’配列を含んでいてもよい。

      【００２７】

  配列番号：１のポリヌクレオチド配列と同一か、または十分な同一性を有して

いるかのポリヌクレオチドは、ｃＤＮＡならびにゲノムＤＮＡに対するハイブリ

ダイゼーション・プローブとして、あるいは、核酸増幅反応（例えば、ＰＣＲ）

用のプライマーとして、用いることができる。かかるプローブおよびプライマー

は、本発明のポリペプチドをコードする、完全長ｃＤＮＡおよびゲノム・クロー

ンを単離するため、ならびに、配列番号：１と高い配列類似性、典型的には少な

くとも９５％の相同性を有する、他の遺伝子（ヒト起源からのパラログ、ヒト以

外の種に由来するオルソログおよびパラログを含む）のｃＤＮＡおよびゲノム・

クローンを単離するために、用いることができる。好ましいプローブおよびプラ

イマーは、一般に、少なくとも１５塩基、好ましくは少なくとも３０塩基を含ん

でなり、少なくとも１００塩基ではないにしても、少なくとも５０塩基を有して

いてもよい。特に好ましいプローブは、３０～５０塩基を有することができる。

特に好ましいプライマーは、２０～２５塩基を有することができる。

      【００２８】

  ヒト以外の種由来の相同体を含む、本発明のポリペプチドをコードするポリヌ

クレオチドは、厳格なハイブリダイゼーション条件下において、好ましくは少な

くとも１５塩基の、配列番号：１の配列またはその断片を有する標識プローブに

より、ライブラリをスクリーニングする工程と、前記ポリヌクレオチド配列を含

んだ、完全長ｃＤＮＡならびにゲノム・クローンを単離する工程とを含んでなる

方法によって取得してもよい。かかるハイブリダイゼーション技術は、当業者に

は周知である。好適な、厳格なハイブリダイゼーション条件は、５０％ホルムア
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ミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭ  ＮａＣｌ，  １５ｍＭ  クエン酸三ナトリウム

）、５０ｍＭ  リン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×Ｄｅｎｈａｒｄｔ’ｓ溶

液、１０％硫酸デキストラン、および変性し、切断したサケ精子ＤＮＡ  ２０マ

イクログラム／ｍｌを含む溶液中、４２℃における終夜インキュベートと；続い

て、０．１×ＳＳＣ中、約６５℃にてフィルターを洗浄することを含んでいる。

従って、本発明は、厳格なハイブリダイゼーション条件下において、好ましくは

少なくとも１５塩基の、配列番号：１の配列またはその断片を有する標識プロー

ブにより、ライブラリをスクリーニングすることにより取得される、好ましくは

少なくとも１００塩基の配列を有する、単離ポリヌクレオチドも含む。

      【００２９】

  当業者であれば、多くの場合、単離ｃＤＮＡ配列は不完全であり、ポリペプチ

ドをコードする領域は、５’末端まで完全に伸びてはいないことをよく判ってい

るであろう。これは、「反応性（ｐｒｏｃｅｓｓｉｖｉｔｙ）」（ポリメリゼー

ション反応の間、酵素が鋳型と結合したままでいられる能力の尺度）が本来低い

酵素である、逆転写酵素が、第１鎖のｃＤＮＡ合成中に鋳型ｍＲＮＡのＤＮＡ複

製を完了できなかった結果である。

      【００３０】

  完全長ｃＤＮＡを得る、あるいは、短いｃＤＮＡを伸長するために、利用可能

で、当業者には周知であるいくつかの方法、例えば、ｃＤＮＡ末端の高速増幅（

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

Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ  ８５，  ８９９８－９

００２，  １９８８  参照）。例えば、Ｍａｒａｔｈｏｎ（商標）法（Ｃｌｏｎ

ｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  Ｉｎｃ．）で例示される、最近の改良法

は、より長いｃＤＮＡの探索を著しく単純化した。Ｍａｒａｔｈｏｎ（商標）法

では、選択した組織から抽出されたｍＲＮＡからｃＤＮＡを調製し、それぞれの

末端に「アダプター」配列をライゲートする。次いで、遺伝子特異的な、ならび

にアダプター特異的なオリゴヌクレオチドプライマーの組合せを用いて、ＤＮＡ

の「失われた」５’末端を増幅するため、核酸増幅（ＰＣＲ）を行う。次いで、

「内側の（ｎｅｓｔｅｄ）」プライマー、すなわち、増幅産物内にアニールする
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よう設計されたプライマー（典型的には、アダプター配列のさらに３’側にアニ

ールするアダプター特異的なプライマー、および既知の遺伝子配列のさらに５’

側にアニールする遺伝子特異的なプライマー）を用いて、ＰＣＲ反応を繰り返す

。この反応の産物を、次いでＤＮＡ配列決定により分析し、そして、該産物を既

存のｃＤＮＡに直接連結して、完全な配列とするか、あるいは、５’プライマー

の設計のために、新しい配列情報を利用して、別途の完全長のＰＣＲを実施する

かにより、完全長のｃＤＮＡを構築することができる。

      【００３１】

  本発明の組換えポリペプチドは、発現システムを内に含んでいる遺伝子操作さ

れた宿主細胞から、当該技術分野において周知の方法により調製することもでき

る。したがって、さらなる形態において、本発明は、１つまたは複数のポリヌク

レオチドを含んでなる発現システム、かかる発現システムを含むように遺伝子操

作された宿主細胞、ならびに組換え法による本発明のポリペプチドの生産に関す

る。本発明のＤＮＡ構築物に由来するＲＮＡを用いて、かかる蛋白質を生産する

ために、無細胞系翻訳系を使用することもできる。

      【００３２】

  組換え生産のために、宿主細胞は、遺伝子操作して本発明のポリヌクレオチド

用の発現システムまたはその一部を組み込むこともできる。ポリヌクレオチドは

、Ｄａｖｉｓ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  （１９８６）およびＳａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａ

ｌ．（同上）などの、多くの標準的な実験室マニュアル中に記載されている方法

によって、宿主細胞に導入することができる。ポリヌクレオチドを宿主細胞に導

入するための好ましい方法には、例えば、リン酸カルシウム・トランスフェクシ

ョン、ＤＥＡＥ－デキストラン仲介トランスフェクション、トランスベクション

、マイクロインジェクション、カチオン性脂質仲介トランスフェクション、電気

穿孔法、形質導入、スクラップ・ローディング、弾道導入または感染が含まれる

。

      【００３３】

  適当な宿主の代表例には、連鎖球菌、ブドウ球菌、大腸菌、放線菌、および枯
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草菌細胞などの細菌細胞、酵母細胞やコウジカビ細胞などの真菌細胞、ショウジ

ョウバエ  Ｓ２およびヨトウガ  Ｓｆ９細胞などの昆虫細胞、ＣＨＯ、ＣＯＳ、

ＨｅＬａ、Ｃ１２７、３Ｔ３、ＢＨＫ、ＨＥＫ２９３およびＢｏｗｅｓメラノー

マ細胞などの動物細胞、ならびに植物細胞が含まれる。

      【００３４】

  多様な発現システム、例えば、染色体、エピソームおよびウイルス由来の系、

例えば、細菌プラスミド由来、バクテリオファージ由来、トランスポゾン由来、

酵母エピソーム由来、挿入因子由来、酵母染色体因子由来、バキュロウイルス、

ＳＶ４０などのパポバウイルス、ワクチニアウイルス、アデノウイルス、鶏痘ウ

イルス、仮性狂犬病ウイルスおよびレトロウイルスなどのウイルス由来のベクタ

ー、ならびに、コスミドおよびファージミドなどの、プラスミドとバクテリオフ

ァージ遺伝因子とから誘導されるもの等、それらの組合せから誘導されたベクタ

ーを、用いることができる。該発現システムは、発現を誘導すると同時に発現を

調節する制御領域を含んでいてもよい。一般に、宿主におけるポリペプチドの生

産のために、ポリヌクレオチドを維持、増加、あるいは発現することができる、

いかなるシステムまたはベクターをも用いることができる。該適当なポリヌクレ

オチド配列は、例えば、上のＳａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．（同上）に示され

たものなどの、様々な周知の、慣用の技術のいずれかによって、発現システムに

挿入することもできる。翻訳蛋白質の小胞体の内腔、ペリプラスム間隙、または

細胞外環境への分泌を可能とするため、適当な分泌シグナルを、所望のポリペプ

チドに組み込むこともできる。これらのシグナルは、ポリペプチドに内因性なも

のであってもよく、または、異種シグナルであってもよい。

      【００３５】

  本発明のポリペプチドを、スクリーニング・アッセイで用いるために発現すべ

き際には、一般に、ポリペプチドは細胞表面に産生されることが好ましい。その

際、細胞はスクリーニング・アッセイにおいて用いる前に、集菌してもよい。ポ

リペプチドが培地中に分泌される際には、ポリペプチドを回収して精製するため

に培地を回収することができる。細胞内で生産される際には、ポリペプチドを回

収する前に、細胞を予め溶解しなければならない。
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      【００３６】

  本発明のポリペプチドは、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈澱、酸抽出、

アニオンまたはカチオン交換クロマトグラフィ、ホスホセルロース・クロマトグ

ラフィ、疎水性相互作用クロマトグラフィ、アフィニティ・クロマトグラフィ、

ヒドロキシルアパタイト・クロマトグラフィ、およびレクチン・クロマトグラフ

ィを含む、周知の方法により、組換え細胞の培養物から回収し、精製することが

できる。精製のために、高性能液体クロマトグラフィを用いることが最も好まし

い。該ポリペプチドが、細胞内合成、単離および／または精製の間に変性する際

は、蛋白質のリフォールディングのための周知の技術を、活性な配座を再生する

ために用いることもできる。

      【００３７】

  本発明のポリヌクレオチドは、関連する遺伝子における突然変異を検出するこ

とにより、診断試薬として用いることができる。ｃＤＮＡまたはゲノム配列にお

ける、配列番号：１のポリヌクレオチドによって特定される遺伝子の突然変異型

であって、機能不全に関連する突然変異型の検出は、該遺伝子の発現不足、発現

過剰、あるいは、位置もしくは時間的に変移した発現によって起こされる疾患、

または疾患に対する感受性の診断を補足する、または確定することができる診断

ツールを提供することができる。該遺伝子中に突然変異を有する個人は、当該技

術分野で周知の様々な手法により、ＤＮＡレベルで検出されてもよい。

      【００３８】

  診断用の核酸は、血液、尿、唾液、組織生検または剖検材料などの、被検者の

細胞から取得することができる。該ゲノムＤＮＡは、直接検出のために用いるこ

ともでき、あるいは、分析に先立ち、ＰＣＲ、好ましくはＲＴ－ＰＣＲ、または

他の増幅技術を用いて、それを酵素的に増幅することもできる。ＲＮＡまたはｃ

ＤＮＡも、同様の形態で用いることができる。欠失および挿入は、正常な遺伝子

型に比較して、その増幅産物のサイズの変化により検出することができる。ポイ

ント・ミューテイションは、増幅ＤＮＡを標識したＡＮＩＣ－ＢＰ－２塩基配列

にハイブリダイズすることによって同定することができる。完全に一致した配列

は、ＲＮアーゼ消化、あるいは、または融解温度の差異により、ミスマッチした
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二重鎖から識別することができる。ＤＮＡ配列の相違は、変性剤有り、または無

しでの、ＤＮＡ断片のゲル上での電気泳動移動度の変化により、あるいは、直接

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

１９８５）  ２３０：  １２４２  参照）により、検出することができる。特定

の部位の配列変化は、ＲＮアーゼとＳ１保護などの、ヌクレアーゼ保護アッセイ

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

ｔｌ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ  （１９８５）  ８５：４３９７－４４

０１  参照）により明らかにすることができる。

      【００３９】

  ＡＮＩＣ－ＢＰ－２ポリヌクレオチド配列またはその断片を含んでなるオリゴ

ヌクレオチド・プローブのアレイを、例えば、遺伝的突然変異の有効なスクリー

ニングを実施するために、構築することもできる。かかるアレイは、高密度アレ

イまたは格子であることが好ましい。アレイ化技術の方法は、周知であり、一般

な応用を有し、また、遺伝子発現、遺伝子連関、および遺伝変異性を含む、分子

遺伝学における様々な問題に答えるために用いることができ、例えば、Ｍ．Ｃｈ

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

）およびその中に引用されている他の文献を参照されたい。

      【００４０】

  ポリペプチドまたはｍＲＮＡの発現レベルの異常な上昇または低下の検出は、

本発明の疾患に対する被検者の感受性を診断または決定のために用いることもで

きる。低下した、または上昇した発現は、例えば、核酸増幅、例えばＰＣＲ、Ｒ

Ｔ－ＰＣＲ、ＲＮアーゼ保護、ノーザン・ブロット法、および他のハイブリダイ

ゼーション法などの、ポリヌクレオチド定量のための当該技術分野において周知

の方法のいずれかを用いて、ＲＮＡレベルで測定することができる。宿主由来の

試料中の、本発明のポリペプチドなどの蛋白質レベルを定量するために用いるこ

とができるアッセイ技術は、当業者には周知である。かかるアッセイ法には、ラ

ジオ・イムノアッセイ、競合結合アッセイ、ウエスタン・ブロット分析、および

ＥＬＩＳＡアッセイが含まれる。

      【００４１】



(22) 特表２００３－５１００７６

  従って、もう１つの形態において、本発明は、

（ａ）  本発明のポリヌクレオチド、好ましくは配列番号：１のヌクレオチド配

列、またはその断片あるいはＲＮＡ転写産物；

（ｂ）  （ａ）のものに相補的なヌクレオチド配列；

（ｃ）  本発明のポリペプチド、好ましくは配列番号：２のポリペプチド、また

はその断片、あるいは

（ｄ）  本発明のポリペプチド、好ましくは配列番号：２のポリペプチドに対す

る抗体を含んでなる診断キットに関する。

      【００４２】

  かかるキットのいずれにおいても、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、または（ｄ）は

、実質的な構成要素を構成することができることは十分に理解されるであろう。

かかるキットは、疾患または疾患に対する感受性、特に、数ある中でも、本発明

の疾患の診断に際して、有用となるであろう。

      【００４３】

  本発明のポリヌクレオチド配列は、染色体位置分析研究用に有用である。該配

列は、個々のヒト染色体上における特定の位置を、特異的に標的とし、また、ハ

イブリダイズすることができる。本発明に従った、染色体に対する関連する配列

のマッピングは、それらの配列を遺伝子関連疾患と関係付ける際に、重要な第１

段階である。一旦、配列が正確な染色体上の位置にマッピングされれば、該配列

の染色体上における物理的位置を、遺伝子マップデータと相関付けることができ

る。かかるデータは、例えば、Ｖ．ＭｃＫｕｓｉｃｋのヒトにおけるメンデル遺

伝（Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ  Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ  ｉｎ  Ｍａｎ）（Ｊｏｈｎ

ｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｗｅｌｃｈ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｌ

ｉｂｒａｒｙからオンラインで入手可能）で見ることができる。次いで、同じ染

色体領域にマッピングされた遺伝子と疾患との関係を、連関群分析（物理的に隣

接する遺伝子の共遺伝）を通して特定する。ゲノム配列（遺伝子断片など）に対

する正確なヒト染色体上の位置は、放射線ハイブリッド（ＲＨ）マッピング（Ｗ

ａｌｔｅｒ，Ｍ．，  Ｓｐｉｌｌｅｔ，Ｄ．，  Ｔｈｏｍａｓ，Ｐ．，  Ｗｅｉ

ｓｓｅｎｂａｃｈ，Ｊ．，  ａｎｄ  Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗ，Ｐ．，  （１９９
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４）  全ゲノムの放射線ハイブリッドマップ構築の方法（Ａ  ｍｅｔｈｏｄ  ｆ

ｏｒ  ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ  ｒａｄｉａｔｉｏｎ  ｈｙｂｒｉｄ  ｍａｐ

ｓ  ｏｆ  ｗｈｏｌｅ  ｇｅｎｏｍｅｓ），  Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ

  ７，  ２２－２８）を利用して、決定することができる。いくつかのＲＨパネ

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

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

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

ｆ  ｔｈｅ  ｈｕｍａｎ  ｇｅｎｏｍｅ）；  Ｇｙａｐａｙ  Ｇ．，  Ｓｃｈｍ

ｉｔｔ  Ｋ．，  Ｆｉｚａｍｅｓ  Ｃ．，  Ｊｏｎｅｓ  Ｈ．，  Ｖｅｇａ－Ｃ

ｚａｒｎｙ  Ｎ．，  Ｓｐｉｌｌｅｔｔ  Ｄ．，  Ｍｕｓｅｌｅｔ  Ｄ．，  Ｐ

ｒｕｄ’Ｈｏｍｍｅ  Ｊ．Ｆ．，  Ｄｉｂ  Ｃ．，  Ａｕｆｆｒａｙ  Ｃ．，  

Ｍｏｒｉｓｓｅｔｔｅ  Ｊ．，  Ｗｅｉｓｓｅｎｂａｃｈ  Ｊ．，  Ｇｏｏｄｆ

ｅｌｌｏｗ  Ｐ．Ｎ．）は、Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（米国アラバ

マ州  ハンツビル）から入手可能である。このパネルを用いて、遺伝子の染色体

上での位置を決定するために、ＲＨ  ＤＮＡ上の、注目する遺伝子から設計され

たプライマーを用いて、９３回のＰＣＲを実施する。これらのＤＮＡはそれぞれ

、ハムスターのバックグラウンド（ヒト／ハムスター・ハイブリッド  セル・ラ

イン）中に維持されている、ランダムなヒトゲノム断片を含む。これらのＰＣＲ

は、目的とする遺伝子のＰＣＲ産物の有無を示す９３のスコアが得られる。これ

らのスコアを、位置が既知のゲノム配列からのＰＣＲ産物を用いて作成されたス

コアと比較する。この比較は、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｗｉ．ｍ

ｉｔ．ｅｄｕで行う。本発明の遺伝子は、ヒト染色体上の位置１３（Ｄ１３Ｓ１

６８－Ｄ１３Ｓ１５３）*にマッピングされる。

      【００４４】

  本発明のポリヌクレオチド配列は、組織発現の研究用の有用なツールでもある

。そのような研究は、それをコードしているｍＲＮＡの検出により、組織におけ

る、コードされているポリペプチドの発現パターンに関する指標を与えることが

できる、本発明のポリヌクレオチドの発現パターン決定を可能とする。用いる技

法は、当技術分野において周知であり、ｃＤＮＡ  マイクロアレイ・ハイブリダ
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イゼーション（Ｓｃｈｅｎａ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｓｃｉｅｎｃｅ，  ２７０，  

４６７－４７０，  １９９５およびＳｈａｌｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｇｅｎｏｍ

ｅ  Ｒｅｓ．，  ６，  ６３９－６４５，  １９９６）などの、格子上に配列さ

れたクローンに対する、系内ハイブリダイゼーション法、ならびにＰＣＲなどの

ヌクレオチド増幅法を含む。好ましい方法は、Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒから入

手可能なＴＡＱＭＡＮ（商標）法を利用する。これらの研究の結果は、その生物

における該ポリペプチドの正常な機能の示唆を与えることもできる。加えて、ｍ

ＲＮＡの正常な発現パターンを、同じ遺伝子の変移型（例えば、潜在的または調

節的な突然変異をコードするポリペプチド中に変化を有するもの）によってコー

ドされるＲＮＡの発現パターンとの対比試験は、本発明のポリペプチドの役割、

あるいは、疾患の際の、その不適切な発現の役割についても、有用な知見を提供

することができる。かかる不適切な発現は、時間的、空間的または単に量的に特

徴的であってもよい。

      【００４５】

  本発明のポリペプチドは副腎、脳、心臓、腎臓、肝臓および脾臓、リンパ節、

Ｓｏａｒｅｓ  メラノサイト  ２ＮｂＨＭ、Ｓｏａｒｅｓ  網膜  Ｎ２ｂ４ＨＲ

、精巣、臍静脈、結腸、副甲状腺腫瘍、松果体、子宮、膵臓、大動脈、眼、全胚

、扁桃、副甲状腺、包皮、胃において発現される（電子ノーザン分析によるＮＢ

）。

      【００４６】

  本発明のさらなる形態は、抗体に関する。本発明のポリペプチドもしくはその

断片、またはそれらを発現する細胞は、本発明のポリペプチドに対する、免疫特

異的な抗体を創製するための、免疫原として用いることができる。「免疫特異的

」なる用語は、その抗体が、先行技術における他の関連したポリペプチドに対す

る親和性よりも、本発明のポリペプチドに対して、実質的に高い親和性を有する

ことを意味する。

      【００４７】

  本発明のポリペプチドに対して生起された抗体は、該ポリペプチドまたはエピ

トープを保持する断片、あるいは、細胞を、動物、好ましくはヒト以外の動物に
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、通常のプロトコルを用いて投与することにより取得することができる。モノク

ローナル抗体の調製のためには、セル・ラインの継代培養によって生産される抗

体を提供する技法のいずれをも用いることができる。その例には、ハイブリドー

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

  （１９７５）  ２５６：４９５－４９７）、トリオーマ法、ヒトＢ細胞ハイブ

リドーマ法（Ｋｏｚｂｏｒ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  Ｔｏｄａ

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

  ａｌ．，  Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｃａｎｃ

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

，  １９８５）が含まれる。

      【００４８】

  米国特許第４９４６７７８号に記載のものなどの、一本鎖抗体作製のための技

法を、本発明のポリペプチドに対する一本鎖抗体を作製するために、応用するこ

とができる。同様に、トランスジェニック・マウス、または他の哺乳動物を含む

他の生物を、ヒト化抗体の発現のために、利用することもできる。

      【００４９】

  上述の抗体は、該ポリペプチドを発現するクローンの単離、または同定、ある

いは、アフィニティ・クロマトグラフィによる該ポリペプチドの精製のために、

使用することもできる。本発明のポリペプチドに対する抗体は、また、なかでも

、本発明にかかる疾患を治療するために、使用することもできる。

      【００５０】

  本発明のポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、ワクチンとしても用いるこ

とができる。従って、さらなる形態において、本発明は、哺乳動物における免疫

応答を誘導するための方法であって、その疾患がその個体内で既に慢性化してい

るか否かに関わらず、前記動物を疾患から防護するため、抗体および／または、

例えば、サイトカイン産生Ｔ細胞もしくは細胞毒性Ｔ細胞を含むＴ細胞免疫応答

を創製するのに適する、本発明のポリペプチドを該哺乳動物に接種することを含

んでなる方法に関する。哺乳動物における免疫応答は、本発明の疾患から前記動

物を保護するために、抗体を生産するためのかかる免疫応答を誘導する目的で、
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ｉｎ  ｖｉｖｏにおいて、該ポリペプチドをコードし、かつ該ポリヌクレオチド

の発現を支配するベクターを介して、本発明のポリペプチドを送達することを含

んでなる方法によって、誘起することもできる。該ベクターを投与する１つの手

段は、粒子などの上へのコーティング体として、所望の細胞内への導入を促進す

ることによる。かかる核酸ベクターは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、修飾核酸、あるいは、

ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドから構成されてもよい。ワクチンに使用するために

は、ポリペプチドまたは核酸ベクターは、通常、ワクチン調合物（組成物）とし

て提供されることになる。該調合物は、適当な担体をさらに含むことができる。

ポリペプチドは胃内で分解されることもあるため、非経口（例えば、皮下、筋肉

内、静脈内、または皮内注射）で投与することが好ましい。非経口投与に適した

調合物は、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤、ならびに、調合物を受容者の血液と等張

性となす溶質を含有してもよい、水性および非水性無菌注射溶液；ならびに懸濁

化剤または増粘剤を含有してもよい、水性および非水性無菌懸濁液を含む。該調

合物は、単位用量または多回用量容器、例えば、密閉アンプルまたはバイアル中

に入れて、提供することもでき、そして、使用直前に無菌液体担体を添加するだ

けでよくされている、凍結乾燥状態で保存することもできる。該ワクチン調合物

はまた、水中油系ならびに当該技術分野で公知のその他の系などの、該調合物の

免疫原性を増強するための補助剤系を含むこともできる。その用量は、ワクチン

の比活性に依存しており、また、通常の実験によって容易に決定することができ

る。

      【００５１】

  本発明のポリペプチドは、１つまたは複数の疾患状態、特に本明細書において

前述した本発明の疾患と関連する、１つまたは複数の生物学的機能を有する。従

って、該ポリペプチドの機能または濃度を刺激あるいは阻害する化合物を同定す

ることは有用である。よって、さらなる形態において、本発明は、該ポリペプチ

ドの機能または濃度を刺激あるいは阻害する化合物を同定するための化合物をス

クリーニングする方法を提供する。かかる方法は、本明細書において前述した本

発明の疾患などの治療および予防の目的に使用することができる、アゴニストま

たはアンタゴニストを同定する。化合物は、様々な出所、例えば、細胞、細胞を
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含まない調製物、化学的ライブラリ、化学的化合物のコレクション、および天然

産物の混合物から同定することができる。このように同定されたアゴニストまた

はアンタゴニストは、場合によっては、該ポリペプチドの天然もしくは改変され

た基質、リガンド、受容体、酵素など；それらの構造的もしくは機能的な模倣物

（Ｃｏｌｉｇａｎ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉ

ｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  １（２）：  第５章  （１９９１）参照）あるいは

小分子であってもよい。

      【００５２】

  該スクリーニング法は、該ポリペプチド、または該ポリペプチドを提示してい

る細胞もしくは膜、あるいはその融合蛋白質に対する候補化合物の結合を、該候

補化合物に直接または間接的に結合された標識によって、単に測定してもよい。

それに代えて、該スクリーニング法は、標識された競合物質（例えばアゴニスト

またはアンタゴニスト）に対抗した、候補化合物のポリペプチドへの競合的結合

を、測定または（定性的または定量的に）検出することも含まれる。さらに、こ

れらのスクリーニング法は、該ポリペプチドを提示している細胞に適した検出シ

ステムを用いて、該候補化合物が該ポリペプチドの活性化または阻害により発生

するシグナルをもたらすか否かを調べてもよい。活性化の阻害物質は、一般に、

既知のアゴニスト存在下でアッセイし、そして、該アゴニストによる活性化への

該候補化合物の存在による影響を観察する。さらに、スクリーニング法は、混合

物を形成するため、候補化合物を本発明のポリペプチドを含む溶液と混合する工

程と、該混合物における、ＡＮＩＣ－ＢＰ－２活性を測定する工程と、該混合物

のＡＮＩＣ－ＢＰ－２活性を候補化合物を含まない対照混合物と比較する工程と

を、単に含んでいてもよい。

      【００５３】

  本発明のポリペプチドは、従来の低処理能力のスクリーニング法において、お

よびハイスループット・スクリーニング（ＨＴＳ）フォーマットにおいても用い

ることができる。そのようなＨＴＳフォーマットは、９６穴の、より最近では、

３８４穴マイクロタイタープレートの十分に確立された使用だけでなく、Ｓｃｈ

ｕｌｌｅｋ  ｅｔ  ａｌ．，  Ａｎａｌ．  Ｂｉｏｃｈｅｍ．，  ２４６，  ２
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０－２９，  （１９９７）によって記載されたナノウェル法などの新たに出てき

た方法も含む。

      【００５４】

  本明細書において前述したとおり、Ｆｃ蛋白質およびＡＮＩＣ－ＢＰポリペプ

チドから作製されたものなどの、融合蛋白質は、本発明のポリペプチドに対する

アンタゴニストを同定するためのハイスループット・スクリーニング・アッセイ

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

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

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

７０（１６）：９４５９－９４７１  （１９９５）参照）。

    スクリーニング手法

  本発明のポリヌクレオチド、ポリペプチドおよび該ポリペプチドに対する抗体

は、細胞中でのｍＲＮＡおよびポリペプチドの産生に対する添加化合物の影響を

検出するためのスクリーニング法を形成するために用いることもできる。例えば

、当該技術分野において公知の標準法により、モノクローナルならびにポリクロ

ーナル抗体を用いて、分泌された、または細胞に付随しているポリペプチドの濃

度を測定するための、ＥＬＩＳＡアッセイを構築することができる。これは、適

当な操作を施された細胞または組織からの、ポリペプチドの産生を阻害または促

進する物質（それぞれ、アンタゴニストまたはアゴニストとも呼ばれる）を発見

するために用いることができる。

      【００５５】

  本発明のポリペプチドは、当該技術分野において公知の標準的な受容体結合手

法により、膜に結合したあるいは可溶性の受容体を、いずれであっても、同定す

るために用いることもできる。これらは、それらに限定されることはないものの

、該ポリペプチドを、放射性同位体（例えば、125Ｉ）によって標識、化学的に

修飾（例えば、ビオチン化）、または、検出もしくは精製に適したペプチド配列

と融合し、そして、推定される受容体源（細胞、細胞膜、細胞上清、組織抽出物

、体液）とインキュベートする、リガンド結合ならびにクロスリンク・アッセイ

を含む。他の方法は、表面プラズモン共鳴や分光法などの生物物理的手法を含む
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。これらのスクリーニング法は、該ポリペプチドのその受容体への結合と競合す

る、該ポリペプチドのアゴニストおよびアンタゴニストを、いずれであっても、

同定するために用いることもできる。かかるアッセイを実施するための標準的な

方法は、当該技術分野において十分に理解されている。

      【００５６】

  本発明のポリペプチドのアンタゴニストの例には、抗体、あるいは、ある場合

には、該ポリペプチドのリガンド、基質、受容体、酵素などと密接に関係してい

るオリゴヌクレオチドもしくは蛋白質、場合によっては、リガンド、基質、受容

体、酵素などの断片；あるいは、本発明のポリペプチドと結合するが、反応を誘

発しない、そのため、ポリペプチドの活性が防止される、小さな分子が含まれる

。

      【００５７】

  スクリーニング法は、トランスジェニック技術およびＡＮＩＣ－ＢＰ－２遺伝

子の使用を含むこともできる。トランスジェニック動物を構築する手法は十分に

確立されている。例えば、該ＡＮＩＣ－ＢＰ－２遺伝子は、受精卵母細胞の雄核

へのマイクロインジェクション、移植前もしくは移植後の胚へのレトロウイルス

による導入、または電気穿孔法などにより遺伝的に改変された胚幹細胞の宿主胚

盤胞への注入により、導入することができる。特に有用なトランスジェニック動

物は、その動物ゲノム内で、動物の遺伝子がそのヒトの等価遺伝子で置換されて

いる、いわゆる「ノック－イン」動物である。ノック－イン・トランスジェニッ

ク動物は、該化合物がヒト標的に対して特異的である、医薬発見プロセスにおけ

る、標的確認のために有用である。他の有用なトランスジェニック動物は、細胞

内の内在性ＤＮＡ配列によりコードされており、本発明のポリペプチドの該動物

のオルソログの発現が、部分的または完全に失活されている、いわゆる「ノック

・アウト」動物である。遺伝子のノック・アウトは、特定の細胞または組織を標

的とすることもあれば、技術上の限界の結果、特定の細胞または組織においての

みで行われてもよく、あるいは、動物における、すべての、もしくは実質的にす

べての細胞において行われてもよい。トランスジェニック動物の技術は、また、

大量の本発明のポリペプチドを与えるために、導入された遺伝子が発現される、
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全動物の発現－クローニングシステムを提供する。

      【００５８】

  前述の方法で使用するためのスクリーニング・キットは、本発明のさらなる形

態を形成する。かかるスクリーニング・キットは、

（ａ）  本発明のポリペプチド；

（ｂ）  本発明のポリペプチドを発現する組換え細胞；

（ｃ）  本発明のポリペプチドを発現する細胞膜；または

（ｄ）  本発明のポリペプチドに対する抗体；のいずれかを含んでなり、そのポ

リペプチドは配列番号：２のものであることが好ましい。

      【００５９】

  かかるキットのいずれにおいても、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）は、

実質的構成要素を構成することが理解されるであろう。

    （用語）

  下記の定義は、既に頻繁に用いられる特定の用語の理解を促するために提供す

るものである。

      【００６０】

  本明細書において用いられる際、「抗体」はポリクローナルおよびモノクロー

ナル抗体、キメラ、一本鎖、およびヒト化抗体、ならびに、Ｆａｂまたは他の免

疫グロブリン発現ライブラリの産物を含むＦａｂ断片を含む。

      【００６１】

  「単離された」とは、その天然の状態から「ヒトの手によって」変更されたこ

とを意味し、すなわち、天然にある場合には、その元の環境から変えられたか、

または取り出されたこと、あるいはその両方を意味する。例えば、生きている生

物中に天然に存在するポリヌクレオチドまたはポリペプチドは「単離されて」い

ないが、その天然の状態の共存物質から分離された同じポリヌクレオチドまたは

ポリペプチドは、本明細書における用語の使用によれば、「単離されて」いる。

さらに、形質転換、遺伝子操作または任意の他の組換え法によって、生物に導入

されたポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、それが前記生物中に未だ存在し

ているままであっても、「単離されて」おり、その生物は生きていても、生きて
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いなくてもよい。

      【００６２】

  「ポリヌクレオチド」は一般に、ポリリボヌクレオチド（ＲＮＡ）またはポリ

デオキシリボヌクレオチド（ＤＮＡ）のいずれをも意味し、それらは未改変ある

いは改変のＲＮＡまたはＤＮＡであってもよい。「ポリヌクレオチド」は、制限

はなく、一本鎖および二本鎖ＤＮＡ、一本鎖および二本鎖領域の混合物であるＤ

ＮＡ、一本鎖および二本鎖ＲＮＡ、ならびに一本鎖および二本鎖領域の混合物で

あるＲＮＡ、一本鎖でもよく、もしくはより典型的には二本鎖または一本鎖と二

本鎖領域の混合物であってもよい、ＤＮＡおよびＲＮＡを含んでなるハイブリッ

ド分子を含む。加えて、「ポリヌクレオチド」は、ＲＮＡもしくはＤＮＡまたは

ＲＮＡとＤＮＡの両方を含んでなる三本鎖領域を意味する。「ポリヌクレオチド

」なる用語は、１つまたは複数の修飾された塩基を含むＤＮＡまたはＲＮＡ、お

よび安定性またはその他の理由により、修飾された主鎖を有するＤＮＡまたはＲ

ＮＡも含む。「修飾」された塩基は、例えば、トリチル化塩基ならびにイノシン

などの普通ではない塩基を含む。ＤＮＡおよびＲＮＡに対して、様々な修飾が行

われてもよく、従って、「ポリヌクレオチド」は、天然に典型的に見いだされる

、化学的、酵素的、または代謝的に修飾された形態のポリヌクレオチド、ならび

にウイルスおよび細胞に特徴的なＤＮＡおよびＲＮＡの化学的形態を含む。「ポ

リヌクレオチド」は、しばしばオリゴヌクレオチドと呼ばれる、比較的に短いポ

リヌクレオチドも含む。

      【００６３】

  「ポリペプチド」は、ペプチド結合または修飾されたペプチド結合、すなわち

ペプチドイソステアによって、互いに連結された２つ以上のアミノ酸を含んでな

る、いかなるポリペプチドをも意味する。「ポリペプチド」は、通常は、ペプチ

ド、オリゴペプチドまたはオリゴマーと呼ばれる短鎖、ならびに、一般に、蛋白

質と呼ばれる長鎖の双方を意味する。ポリペプチドは、遺伝子コードの２０種の

アミノ酸以外の、アミノ酸を含むことができる。「ポリペプチド」は、翻訳後の

プロセシング等の天然プロセス、または当該技術分野において周知の化学的修飾

法のいずれかによって修飾されたアミノ酸配列をも含む。かかる修飾は、基礎的
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なテキストおよびより詳細なモノグラフ、ならびに多くの研究文献に詳しく記載

されている。修飾は、ペプチド主鎖、アミノ酸側鎖、およびアミノまたはカルボ

キシル末端を含む、ポリペプチド中のいずれで行われてもよい。所与のポリペプ

チドにおいて、いくつかの部位で、同種の修飾が同じ程度または異なる程度で存

在してもよいことは理解されるであろう。同様に、所与のポリペプチドは、多く

の種類の修飾を含むことができる。ポリペプチドは、ユビキチン化の結果として

、枝分れしていてもよく、また、枝分れを有する、あるいは、有していない、環

構造であってもよい。環状の、分枝の、ならびに分枝した環状のポリペプチドは

、翻訳後の天然プロセスにより生じることもあり、あるいは、合成法によって製

造することもできる。修飾には、アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化、

アミド化、ビオチン化、フラビンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ヌクレオチ

ドまたはヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホ

スホチジルイノシトールの共有結合、クロス・リンキング、環化、ジスルフィド

結合形成、脱メチル化、共有結合型クロス・リンクの形成、シスチンの形成、ピ

ログルタミン酸塩の形成、ホルミル化、γ－カルボキシ化、グリコシル化、ＧＰ

Ｉ  アンカー形成、ヒドロキシ化、ヨード化、メチル化、ミリストイル化、酸化

、蛋白分解処理、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、ア

ルギニル化などのトランスファーＲＮＡ仲介による蛋白質へのアミノ酸付加、お

よびユビキチン化が含まれる（例えば、蛋白質－構造と分子の性質、第２版（Ｐ

ｒｏｔｅｉｎｓ－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｐ

ｅｒｔｉｅｓ，２ｎｄ  Ｅｄ．），  Ｔ．Ｅ．  Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，  Ｗ．Ｈ

．  Ｆｒｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏｍｐａｎｙ，  Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９９３

；  蛋白質の翻訳後共有修飾（Ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｃｏｖ

ａｌｅｎｔ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎｓ），  Ｂ．Ｃ

．  Ｊｏｈｎｓｏｎ  Ｅｄ．，  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，  Ｎｅｗ  Ｙ

ｏｒｋのＷｏｌｄ，Ｆ．  ，  翻訳後蛋白質修飾：将来の展望と期待（Ｐｏｓｔ

－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ

：Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ），１－１２；  Ｓ

ｅｉｆｔｅｒ  ｅｔ  ａｌ．  「蛋白質修飾および非蛋白質補助因子の分析（Ａ
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ｎａｌｙｓｉｓ  ｆｏｒ  ｐｒｏｔｅｉｎ  ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ  ａｎ

ｄ  ｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎ  ｃｏｆａｃｔｏｒｓ）」，  Ｍｅｔｈ．  Ｅｎｚｙ

ｍｏｌ．，  １８２，  ６２６－６４６，  １９９０，および  Ｒａｔｔａｎ  

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

Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｍｏｄｉｆｉｃ

ａｔｉｏｎｓ  ａｎｄ  Ａｇｉｎｇ）」，Ａｎｎ．  ＮＹ  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ

．  ，６６３，  ４８－６２，  １９９２参照）。

      【００６４】

  ポリペプチド配列の「断片」とは、その基準の配列よりも短いが、基準のポリ

ペプチドと基本的に同じ生物学的機能または活性を保持するポリペプチド配列を

意味する。

      【００６５】

  ポリヌクレオチド配列の「断片」は、配列番号：１の基準の配列よりも短いポ

リヌクレオチド配列を意味する。

      【００６６】

  「変異体」は、基準のポリヌクレオチドまたはポリペプチドとは異なるが、そ

の基本的性質を保持するポリヌクレオチドまたはポリペプチドを意味する。ポリ

ヌクレオチドの典型的変異体は、基準のポリヌクレオチドと塩基配列において異

なる。変異体のヌクレオチド配列の変化は、基準のポリヌクレオチドによってコ

ードされるポリペプチドのアミノ酸配列を変えることもあれば、変えないことも

ある。ヌクレオチドの変化は、下記のとおり、基準の配列によってコードされる

ポリペプチドにおけるアミノ酸の置換、付加、欠失、融合および末端削除を引き

起こすこともある。ポリペプチドの典型的変異体は、基準のポリペプチドとアミ

ノ酸配列において異なる。一般に、変更は、基準のポリペプチドと変異体との配

列は、全体としては非常に類似であり、多くの領域において、同一となるように

限定されている。変異体と基準のポリペプチドとは、アミノ酸配列において、１

つまたは複数の置換、挿入、欠失の任意の組合せにより異なっていてもよい。置

換または挿入されるアミノ酸残基は、遺伝子コードによってコードされるもので

もよく、コードされないものでもよい。典型的な保存的置換には、Ｇｌｙ、Ａｌ
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ａ；  Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ；  Ａｓｐ、Ｇｌｕ；  Ａｓｎ、Ｇｌｎ；  Ｓｅ

ｒ、Ｔｈｒ；  Ｌｙｓ、Ａｒｇ；ならびにＰｈｅとＴｙｒが含まれる。ポリヌク

レオチドまたはポリペプチドの変異体は、対立遺伝子などの天然に生じるもので

もよく、または天然では生じることが知られていない変異体であってもよい。ポ

リヌクレオチドおよびポリペプチドの非天然に生じる変異体は、突然変異導入技

法あるいは直接合成によって作製することもできる。また、変異体として含まれ

るものは、１つまたは複数の翻訳後の修飾、例えば、グリコシル化、リン酸化、

メチル化、ＡＤＰ－リボシル化などを有するポリペプチドである。複数の実施態

様は、Ｎ末端アミノ酸のメチル化、セリンおよびトレオニンのリン酸化ならびに

Ｃ末端グリシンの修飾を含む。

      【００６７】

  「対立遺伝子」は、ゲノム中の所与の遺伝子座で生じている、遺伝子の２つ以

上の別の形態の１つを意味する。

      【００６８】

  「多型性」は、一集団内のゲノムにおける、所与の位置のヌクレオチド配列（

および、関連する際には、コードされたポリペプチド配列）における変異を意味

する。

      【００６９】

  「１塩基多型性」（ＳＮＰ）は、一集団内での、ゲノム中における１個の塩基

位置での、塩基変異性の出現を意味する。ＳＮＰは、遺伝子内またはゲノムの遺

伝子間領域内で起こることもある。ＳＮＰは、対立遺伝子特異的増幅（ＡＳＡ）

を用いてアッセイすることもできる。この方法には、少なくとも３つのプライマ

ーが必要となる。共通プライマーは、アッセイする多型性に対して、リバースな

相補型で用いる。この共通プライマーは、多型塩基から、５０～１５００塩基対

の間隔が隔っている。他の２つ（またはそれ以上）のプライマーは、最後の３’

塩基が、多型性を成す２つ（またはそれ以上）の対立遺伝子の１つに適合するよ

うに、変移することを除き、相互に等しい。次いで、サンプルＤＮＡで２回（ま

たはそれ以上）のＰＣＲ反応を、それぞれ共通プライマーおよび対立遺伝子特異

的プライマーの１つを用いて実施する。
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      【００７０】

  本明細書において用いる際、「スプライス変異体」は、最初は同じゲノムＤＮ

Ａ配列から転写されたが、他の択一的なＲＮＡスプライシングを受けたＲＮＡ分

子から生成されたｃＤＮＡ分子を意味する。択一的なＲＮＡスプライシングは、

原ＲＮＡ転写産物が、一般にはイントロンを除去するために、スプライシングを

受ける際に生じ、それぞれが異なるアミノ酸配列をコードしてもよい、複数のｍ

ＲＮＡ分子の産生を引き起こす。スプライス変異体なる用語は、前述のｃＤＮＡ

分子によってコードされる蛋白質をも意味する。

      【００７１】

  「同一性」は、２つ以上のポリペプチド配列、または２つ以上のポリヌクレオ

チド配列間の関係を反映し、その配列の比較により決定される。一般に、同一性

は、対比される配列の全長にわたり、２つのポリヌクレオチドまたは２つのポリ

ペプチドの、それぞれ、塩基対塩基あるいはアミノ酸対アミノ酸の厳密な対応を

意味する。

      【００７２】

  「同一性％」－正確な対応のない配列については、「同一性％」を求めること

ができる。一般に、対比すべき２つの配列を、その配列間で最大相関を与えるよ

うにアラインする。これは、１つまたは双方の配列中に、「ギャップ」を挿入し

て、アライメントの程度を増大させることを含んでもよい。同一性％は、対比す

る各配列の全長にわたって、決定することもでき（所謂、グローバル・アライメ

ント）、これは、同一のまたは非常に類似の長さの配列に対して、特に適してお

り、あるいは、より短い、定められた長さについて、行うこともでき（所謂、ロ

ーカル・アライメント）、これは、異なる長さの配列に対して、より適している

。

      【００７３】

  「類似性」は、２つのポリペプチド配列間の関係に関する、さらなる、より洗

練された尺度である。一般に、「類似性」は、（同一性と同様に）比較している

配列の各一つの対応する残基対間での厳密な対応だけでなく、厳密な対応がない

場合には、進化論的な根拠から、一方の残基は他方に置き換わる見込みがあるか
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否かをも考慮に入れた、残基ごとの、２つのポリペプチド鎖のアミノ酸間での比

較を意味する。この見込みには、関連する「スコア」を有し、それに基づき、２

つの配列の「類似性％」を決定することができる。

      【００７４】

  ２つ以上の配列の同一性および類似性を比較する方法は、当該技術分野におい

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

ｎａｌｙｓｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅ、バージョン９．１で利用できるプログラム（

Ｄｅｖｅｒｅｕｘ  Ｊ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ

．，  １２，  ３８７－３９５，  １９８４，  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕ

ｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ、米国ウィスコンシン州マディソンから入手可能）、例えば

、ＢＥＳＴＦＩＴおよびＧＡＰなるプログラムは、２つのポリヌクレオチド間の

％同一性、ならびに２つのポリペプチド配列間の％同一性および％類似性を決定

するために、使用することができる。ＢＥＳＴＦＩＴは、ＳｍｉｔｈおよびＷａ

ｔｅｒｍａｎ（Ｊ．  Ｍｏｌ．  Ｂｉｏｌ．，  １４７，  １９５－１９７，  

１９８１，  Ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃ

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

を利用して、２つの配列間の類似性が最も高くなる、１つの領域を見いだす。Ｂ

ＥＳＴＦＩＴは、長さが非類似である、２つのポリヌクレオチドまたは２つのポ

リペプチド配列の比較に対して、より適しており、該プログラムは、短い配列は

長い配列の一部を代表していると仮定する。それに対し、ＧＡＰは、Ｎｅｄｄｌ

ｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ（Ｊ．  Ｍｏｌ．  Ｂｉｏｌ．，  ４８，  ４４３

－４５３，  １９７０）のアルゴリズムに従って、「最大の類似性」が見出され

るように、２つの配列のアライメントを行う。ＧＡＰは、ほぼ同じ長さであり、

また、その全長にわたって、アライメントが予想されるような配列の比較に対し

て、より適している。各プログラムで用いられる「ギャップ・ウェイト」および

「長さ・ウェイト」のパラメーターは、それぞれ、ポリヌクレオチド配列につい

ては５０および３、ポリペプチド配列については１２および４であることが好ま

しい。％同一性および類似性は、対比する２つの配列が最適にアラインされた時

に決定することが好ましい。
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      【００７５】

  配列間の同一性および／または類似性を求めるための他のプログラムも、当該

技術分野において公知であり、例えば、ＢＬＡＳＴのプログラム・ファミリー（

Ａｌｔｓｃｈｕｌ  Ｓ  Ｆ  ｅｔ  ａｌ．，  Ｊ．  Ｍｏｌ．  Ｂｉｏｌ．，  

２１５，  ４０３－４１０，  １９９０，  Ａｌｔｓｃｈｕｌ  Ｓ  Ｆ  ｅｔ  

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

，  １９９７，  Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｎｏ

ｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）、米国メリーランド州  ベゼス

ダから入手でき、ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖのＮＣＢＩのホー

ムページからアクセス可能である）およびＦＡＳＴＡ（Ｐｅａｒｓｏｎ  Ｗ．  

Ｒ．，  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，  １８３，  ６３－９

９，  １９９０；Ｐｅａｒｓｏｎ  Ｗ．  Ｒ．  ａｎｄ  Ｌｉｐｍａｎ  Ｄ．  

Ｊ．，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ，  ８５，  ２

４４４－２４４８，  １９８８，  Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａ

ｎａｌｙｓｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅの一部として利用可能）がある。

      【００７６】

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

ｄ  Ｈｅｎｉｋｏｆｆ  Ｊ  Ｇ，  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔ．  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ．

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

め塩基配列をアミノ酸配列に翻訳する場合を含め、ポリペプチド配列の比較に、

用いることが好ましい。

      【００７７】

  プログラム  ＢＥＳＴＦＩＴは、基準のポリヌクレオチドまたはポリペプチド

配列に対する、評価するポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列の％同一性を

決定するために用いることが好ましく、本明細書において前述したように、プロ

グラムのパラメーターをデフォルト値に設定して、評価するものと基準の配列を

最適にアラインする。

      【００７８】

  「同一性指数」は、候補配列（ポリヌクレオチドまたはポリペプチド）と基準
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の配列とを比較するために用いることができる、配列関連性の指標である。すな

わち、基準のポリヌクレオチド配列と比較して、例えば、同一性指数０．９５を

有する候補ポリヌクレオチド配列は、基準の配列の塩基１００個当たり平均で５

個までの相違を有する以外は、基準の配列と一致している。かかる相違は、少な

くとも、１つのヌクレオチド欠失、トランジションおよびトランスバージョンを

含む置換、または挿入からなる群より選択される。これらの相違は、基準とする

ポリヌクレオチド配列の５’もしくは３’末端の部位、あるいは、これら末端部

位間の任意の位置で生じてもよく、基準の配列のヌクレオチド中で、個々に、あ

るいは、基準の配列内の１つまたは複数の連続したグループ内に散在してもよい

。換言すれば、基準のポリヌクレオチド配列と比較して同一性指数０．９５のポ

リヌクレオチド配列を得るためには、本明細書において前述したとおり、基準の

配列の塩基１００個ごとに、平均５個までの欠失、置換または挿入、あるいは、

その任意な組合せがなされてもよい。同一性指数の他の値、例えば、０．９６、

０．９７、０．９８および０．９９についても、必要な変更を加えて、同じこと

が適用される。

      【００７９】

  同様に、ポリペプチドについても、基準のポリペプチド配列と比較して、例え

ば、同一性指数０．９５を有する候補ポリペプチド配列は、基準の配列のアミノ

酸１００個当たり平均で５個の相違を有する以外は、基準の配列と一致している

。かかる相違は、少なくとも、１つのアミノ酸欠失、保存的および非保存的置換

を含む置換、または挿入からなる群より選択される。これらの相違は、基準のポ

リペプチド配列のアミノもしくはカルボキシ末端の部位、あるいは、これら末端

部位間の任意の位置において生じてもよく、基準の配列のアミノ酸中に、個々に

、もしくは基準の配列内の、１つまたは複数の連続するグループ中に散在しても

よい。換言すれば、基準のポリペプチド配列と比較して、同一性指数０．９５の

ポリペプチド配列を得るためには、本明細書において前述したように、基準とな

る配列のアミノ酸１００個ごとに平均５個までの欠失、置換または挿入、あるい

は、その任意の組合せがなされていてもよい。同一性指数の他の値、例えば、０

．９６、０．９７、０．９８および０．９９についても、必要な変更を加えて、
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同じことが適用される。

      【００８０】

  核酸塩基またはアミノ酸の相違の数と、同一性指数との間の関係は、下記の式

で表すことができる。

ｎa≦ｘa－（ｘa・Ｉ）

式中、

ｎaは、核酸塩基またはアミノ酸の相違の数であり、

ｘaは、配列番号：１または配列番号：２のそれぞれの塩基またはアミノ酸の総

数であり、

Ｉは、同一性指数であり、

・は乗法演算子の記号であり、かつ

ｘaとＩとの積が整数ではない場合、それをｘaから引く前に最も近い整数に四捨

五入する。

      【００８１】

  「相同体」は、基準の配列に対して、高度の配列関連性を有するポリヌクレオ

チドまたはポリペプチド配列を指すために当該分野で用いられる一般的用語であ

る。かかる関連性は、本明細書において定義したとおり、２つの配列間の同一性

および／または類似性を決定することによって定量化することができる。「オル

ソログ」および「パラログ」なる用語は、この一般的用語に含まれる。「オルソ

ログ」は、別の種のポリヌクレオチドまたはポリペプチドと機能的に等価なポリ

ヌクレオチドまたはポリペプチドを意味する。「パラログ」は、同じ種の中で機

能的に類似のポリヌクレオチドまたはポリペプチドを意味する。

      【００８２】

  「融合蛋白質」は、２つの無関係の融合された遺伝子またはその断片によって

コードされる蛋白質を意味する。その例は、米国特許第５５４１０８７号、米国

特許第５７２６０４４号、欧州特許第５７４３９５号、欧州特許第４９３４１８

号、および欧州特許第０２３２２６２号に開示されている。Ｆｃ－ＡＮＩＣ－Ｂ

Ｐ－２の場合、治療のために用いる際、かかる融合蛋白質の薬物動態における性

質を改善し、また、二量体Ｆｃ－ＡＮＩＣ－ＢＰ－２を生成するために、Ｆｃ－
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ＡＮＩＣ－ＢＰ－２の機能的発現を行うために、融合蛋白質の一部として免疫グ

ロブリンＦｃ領域を用いることが有利である。Ｆｃ－ＡＮＩＣ－ＢＰ－２  ＤＮ

Ａ構築物は、５’から３’の方向に、分泌カセット、すなわち、哺乳動物細胞か

らの放出を誘発するシグナル配列、融合パートナーとして免疫グロブリンＦｃ領

域断片をコードするＤＮＡ、およびＦｃ－ＡＮＩＣ－ＢＰ－２をコードするＤＮ

Ａを含む。ある用途では、融合蛋白質の残りに影響を与えないが、機能的なＦｃ

側を突然変異させることで、その固有の機能的性質（補体結合、Ｆｃ受容体結合

）を変える、または、発現後にＦｃ部分が完全に除去されること可能とすること

が望ましい。

      【００８３】

  本明細書に引用する、特許および特許出願を含むがこれらに限定されることは

ない、すべての出版物および文献は、個々の出版物または文献が、全面的に言及

されると同様に、参照して本明細書に組み込むため、具体的かつ個別に示されて

いるならば、その全体が参照として本明細書に組み込まれる。本出願が優先権を

主張するいかなる特許出願も、出版物および文献に関して前述した様式で、その

全体が参照として本明細書に組み込まれる。

    （更なる例示）

  実施例１

  外傷性脳損傷モデル

  外傷性脳損傷（ＴＢＩ）に反応して、アップまたはダウン・レギュレーション

された遺伝子の同定を、ラテラル・フラッド法を用いてラットで試験した。雄Ｓ

ｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットにおいて、右頭頂皮質に集中した中等度ＴＢ

Ｉを、ラテラル・フラッド・パーカッション法により誘発した。ＴＢＩの５日後

、ラットを屠殺し、摘出した脳組織をディファレンシャル・ディスプレイにより

分析した。外傷を受けた脳の小脳において、ＲＴ－ＰＣＲにより蛋白質のアップ

レギュレーションが確認された。

      【００８４】

  対照群のラットを麻酔し、側頭筋を収縮させたが、開頭術は行わなかった。５

日間生存後、すべてのラットに麻酔をかけ、屠殺し、脳を摘出して液体窒素中で
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凍結した。

      【００８５】

  第２のＴＢＩラット群を用いて、組織化学的および免疫組織化学的染色を行っ

た。ＴＢＩの１週間後、これらのラットを麻酔し、食塩水と、続いて３％パラホ

ルムアルデヒドで灌流した。凍結ミクロトーム上において、該脳を３０μｍの冠

状切片に切断した。

      【００８６】

  実施例２

  免疫組織化学

  小脳切片を、該カルシウム結合蛋白質に対するモノクローナル抗体により標識

した。免疫複合体を、アビジン－ビオチン／ＤＡＢ法を用いて可視化した。陽性

対照として、カルビンジン－Ｄ（２８ｋＤ）を小脳プルキンエ細胞の信頼性のあ

る標識として用いた。

      【００８７】

  実施例３

  系内ハイブリダイゼーション

  配列番号：１から選択したオリゴデオキシヌクレオチド（センス、アンチセン

ス）を、当業者には周知の標準法に従って設計した。当該技術分野において公知

の方法に従い、これらのプローブを、ラット脳組織切片における系内ハイブリダ

イゼーションに用いた。オートラジオグラフは、Ｋｏｄａｋ  ＢｉｏＭａｘ－Ｆ

ｉｌｍ上に５日間曝露した後、現像した。

      【００８８】

  実施例４

  ＴＢＩラットからのＲＮＡ単離

  任意の真核細胞中において、ｍＲＮＡレベルにおける、遺伝子発現の変化を同

定し、分析するための方法として、ｍＲＮＡディファレンシャル・ディスプレイ

が開発された（Ｌｉａｎｇ  ａｎｄ  Ｐａｒｄｅｅ，  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５７

，  ９６７，  １９９２）。本発明において、ＣＮＳ損傷の分子的影響について

より詳しい知見を得るために、発明者らはこの方法を用いて、外傷性脳損傷に反



(42) 特表２００３－５１００７６

応してアップまたはダウン・レギュレーションされた遺伝子を試験した（ｄｅｎ

  Ｄａａｓ  ｅｔ  ａｌ．；  Ｍｅｅｔｉｎｇ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ａｍｅｒｉｃａ

ｎ  Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ  Ｓｏｃｉｅｔｙ  Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ  Ｄ．

Ｃ．，ＵＳＡ；  １９９８）。該外傷性脳損傷の動物モデルは、ラテラル・フラ

ッド・パーカッション・モデルと呼ばれ、下記のとおりに行う。雄Ｓｐｒａｇｕ

ｅ－Ｄａｗｌｅｙラットにおいて、ラテラル・フラッド・パーカッション法によ

り脳の右頭頂皮質に集中した中等度外傷性脳損傷を誘発した。対照ラットは、麻

酔し、側頭筋を収縮させたが、開頭術は行わなかった。５日間生存後、ラットに

麻酔をかけ、屠殺し、脳を摘出して液体窒素中で凍結した。全脳をホモジェナイ

ズし、全ＲＮＡを単離した（Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．，  １９８９）。

  ディファレンシャル・ディスプレイ

  得られたＲＮＡをＲＮＡディファレンシャル・ディスプレイで分析した。ｍＲ

ＮＡの逆転写を、２つの付加的な塩基がすべての可能な組合せを採っているオリ

ゴｄＴプライマー（下流プライマー；１３  塩基長）を用いて行い、従って、反

応はポリ（Ａ）テールの初めで停止される。ｃＤＮＡの増幅を、同じ３’プライ

マーおよび第２の１０塩基長の任意５’プライマー（上流プライマー）を用いて

行った。増幅産物を非変性１０％ポリアクリルアミドゲル（Ａｍｅｒｓｈａｍ  

Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ、ドイツ）上で分析した。ＤＮＡを銀染色

により可視化した。染色後、ゲルを室温で１時間乾燥した（図１）。区別的に制

御されたバンドをゲルから切り出した。ＤＮＡを溶出し、再増幅し、ｐＣＲ２．

１ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、米国）にサブクローニングした。サブクロ

ーニングした断片をＳａｎｇｅｒ法（Ｓａｎｇｅｒ  Ｆ．  ｅｔ  ａｌ．，  Ｐ

ＮＡＳ  ＵＳＡ，  ７４，  ５４６３－５４６７）により配列決定し、配列をゲ

ノムデータベースと比較した。得られた遺伝子断片の確認を、逆転写ＰＣＲ（Ｒ

Ｔ－ＰＣＲ）によって行った。特異的に発現されたラットＭｏ２５の確認のため

、特異的な１９  塩基長および２１  塩基長のプライマーによって、Ｔｉｔａｎ

ワン・チューブＲＴ－ＰＣＲシステム（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉ

ｍ、ドイツ）を用いたＲＴ－ＰＣＲにより配列を分析した。ＲＴ－ＰＣＲには、

対照群およびＴＢＩラットからの全ＲＮＡ１μｇを用いた。さらに遺伝子確認を
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、ラットＭｏ２５由来のプローブによるドット・ブロット法およびヒトＭｏ２５

由来のプローブによるノーザン・ブロット分析を用いて実施した。

  逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）

  特異的に発現された卒中誘発性カルシウム結合蛋白質の確認のため、特異的な

１９  塩基長および２１  塩基長プライマーによって、Ｔｉｔａｎワン・チュー

ブＲＴ－ＰＣＲシステム（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ、ドイツ）

を用いたＲＴ－ＰＣＲにより配列を分析した。該ＲＴ－ＰＣＲには、対照および

ＴＢＩ動物由来の全ＲＮＡ１μｇを用いた。

  リアルタイムＰＣＲ

  ヒト脳におけるＦＫＢＰ－２５の分布を、ＡＢＩプリズム７７００配列検出シ

ステム（ＰＥ、Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、ドイツ）で、リアルタ

イムＴａｑＭａｎ  ＰＣＲ法によって調べた。この方法により、ｍＲＮＡの絶対

濃度を高感度で測定することができる。２５および２９塩基長の特定プライマー

と、３２塩基長のＴａｑＭａｎプローブ（レポーター色素：ＦＡＭ／クエンチャ

ー色素：ＴＡＭＲＡ）を設計した。

  Ｃａ2+結合

  ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離した蛋白質をニトロセルロース・メンブレン上

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

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

よって記載された方法を用いてアッセイした。インキュベーション後、過剰の同

位体を洗浄し、そして、メンブレンをＫｏｄａｋ  ＸＯＭＡＴ．ＴＭフィルムに

適当な時間曝露した。バンドは結合蛋白質の位置で現像された。該結合蛋白質に

特異的な抗体を用いて、当技術分野において周知のウェスタン・ブロット法によ

って、その抗体を付加することにより、結合蛋白質の存在を確認した。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  ラットの心臓、脳、脾臓、肺、肝臓、骨格筋（ＳＫＭ）、腎臓および精巣の固

定化ＲＮＡによる、ヒトＡＮＩＣ－ＰＢ－２遺伝子の複数組織ノーザン・ブロッ

ト２度の実験を示し、精巣、心臓および脳において、非常に多量の標識が生じ；

肝臓、骨格筋および腎臓では、中位水準の標識が生じ、脾臓と肺では最低水準の

標識が生じた。
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【図１】
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【国際調査報告】
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