
(57)【要約】
　本発明は、Ｂｃｌ－２、Ｂｃｌ－Ｗ及び／又はＢｃｌ－ＸＬの抗アポトーシスタンパク
質と相互作用する新規ペプチドの同定、及び前記相互作用のモジュレーターを同定するた
めのスクリーニング方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 番 号 １ ： Ａ ｓ ｐ － Ｔ ｈ ｒ － Ａ ｒ ｇ － Ａ ｒ ｇ － Ｓ ｅ ｒ － Ｍ ｅ ｔ － Ｖ ａ ｌ － Ｐ ｈ ｅ － Ａ ｌ
ａ － Ａ ｒ ｇ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｌ ｅ ｕ － Ａ ｒ ｇ － Ｇ ｌ ｕ － Ｖ ａ ｌ － Ｇ ｌ ｙ － Ａ ｓ ｐ － Ｇ ｌ
ｕ － Ｐ ｈ ｅ － Ａ ｒ ｇ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｒ ｇ の 配 列 を 特 徴 と す る 、 Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー の 抗 ア
ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 Ｂ ｃ ｌ － ２ 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － Ｗ と 相 互 作 用
す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 １ に 記 載 の ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 又 は 点 突 然 変 異 体 に 対 応 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ２ ：
【 表 １ 】
　
　
　

の 配 列 を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 遺 伝 暗 号 に 従 っ て 推 定 さ れ る 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ３ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 遺 伝 暗 号 に 従 っ て 推 定 さ れ る 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の 核 酸 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 組 換 え ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ８ 】
　 ベ ク タ ー が 、 宿 主 細 胞 で の ペ プ チ ド の 発 現 に 必 要 な 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド で あ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ７ 又 は ８ の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 し た こ と を 特 徴 と す
る 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の ペ プ チ ド と 、 Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー の 抗 ア ポ
ト ー シ ス タ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 を 改 変 す る こ と が で き る 化 合 物 の 同 定 方 法 で あ っ て
、 以 下 の 工 程 ：
ａ ） 蛍 光 ラ ベ ル で ラ ベ ル し た 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の ペ プ チ ド の 調 製 ；
ｂ ） 試 験 用 化 合 物 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ；
ｃ ） Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー の 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 添 加 ；
ｄ ） 蛍 光 偏 光 の 測 定
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の ペ プ チ ド と 、 Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー の 抗 ア ポ
ト ー シ ス タ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と が で き る 化 合 物 の 同 定 方 法 で あ っ て
、 以 下 の 工 程 ：
ａ ） 蛍 光 ラ ベ ル で ラ ベ ル し た 請 求 項 １ 又 は ２ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド の 調 製 ：
ｂ ） 試 験 用 化 合 物 の 有 無 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ；
ｃ ） Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー の 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 添 加 ；
ｄ ） 蛍 光 偏 光 の 測 定 ；
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ｅ ） 試 験 用 化 合 物 を 用 い て 観 察 し た 蛍 光 偏 光 の 増 大 が 、 試 験 用 化 合 物 を 用 い ず に 観 察 し た
も の よ り も 有 意 に 低 い 化 合 物 の 選 択
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ 記 載 の い ず れ か １ 項 記 載 の ペ プ チ ド と 、 Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー の 抗
ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 を 高 め る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
ａ ） 蛍 光 ラ ベ ル で ラ ベ ル し た 請 求 項 １ 又 は ２ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド の 調 製 ；
ｂ ） 試 験 用 化 合 物 の 有 無 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ；
ｃ ） Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー の 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 添 加 ；
ｄ ） 蛍 光 偏 光 の 測 定 ；
ｅ ） 試 験 用 化 合 物 を 用 い て 観 察 し た 蛍 光 偏 光 の 増 大 が 、 試 験 用 化 合 物 を 用 い ず に 観 察 し た
も の よ り も 有 意 に 高 い 化 合 物 の 選 択
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 が Ｂ ｃ ｌ － ２ で あ る 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 が Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ で あ る 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 が Ｂ ｃ ｌ － Ｗ で あ る 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 用 い る ペ プ チ ド が 配 列 番 号 １ を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 用 い る 蛍 光 ラ ベ ル が フ ル オ レ ッ セ イ ン で あ る 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ０ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 に 従 っ た 、 ア ポ ト ー シ ス 改 変 化 合 物 の 同 定
に お け る 、 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ０ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 に 従 っ た 、 ア ポ ト ー シ ス 調 節 解 除 に 関 与 す
る 症 状 の 処 置 に 有 用 で あ る 化 合 物 の 同 定 に お け る 、 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ の い ず れ か １ 項 記
載 の ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ０ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 に 従 っ た 、 自 己 免 疫 疾 患 、 特 定 の 神 経 疾 患
及 び ガ ン の 処 置 に 有 用 で あ る 化 合 物 の 同 定 に お け る 、 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ の い ず れ か １ 項
記 載 の ペ プ チ ド の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － ２ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － Ｗ と 相 互 作 用 す る 新
規 ペ プ チ ド に 関 し 、 そ し て そ の 相 互 作 用 を 改 変 す る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 す る ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 最 も 生 物 学 的 な 過 程 と し て 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 が 挙 げ ら れ る 。 プ ロ テ オ
ミ ク ス が 設 定 す る ゴ ー ル の １ つ は 、 こ れ ら の 相 互 作 用 の マ ッ プ を 作 成 す る こ と で あ る 。 そ
れ ら が 多 数 の シ グ ナ ル 伝 達 メ カ ニ ズ ム に 関 与 す る こ と か ら 、 こ れ ら の 相 互 作 用 は 医 薬 開 発
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に お け る 選 択 の タ ー ゲ ッ ト と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 を 同 定 す る こ と が で き る 多 数 の 方 法 論 が あ る 。 最 も 一 般 的 な も の
の １ つ は 、 Fieldsら （ US5,283,173; US5,468,614; US5,667,973） に よ り 初 め て 開 発 さ れ
、 記 載 さ れ た ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム で あ る 。
　 こ の シ ス テ ム は 、 基 本 的 に ２ つ の 組 換 え タ ン パ ク 質 間 の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 試 験 か ら な る
。 こ れ ら の う ち １ つ め は 「 ベ イ ト 」 タ ン パ ク 質 と し て 既 知 で あ り 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 上
流 に 結 合 す る こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン （ Ｂ Ｄ ） に 融 合 し た キ メ ラ タ ン パ ク 質 で あ
る 。 通 常 、 用 い る 結 合 ド メ イ ン は 、 Ｇ ａ ｌ ４ ま た は Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ 　 Ｌ ｅ ｘ Ａ の も の で あ る
。
　 ２ つ め の タ ン パ ク 質 も キ メ ラ タ ン パ ク 質 で あ り 、 通 常 「 プ レ イ 」 タ ン パ ク 質 と し て 既 知
で あ り 、 一 般 に Ｇ ａ ｌ ４ か ら 生 じ る 活 性 化 ド メ イ ン （ Ａ Ｄ ） を 含 む 。
　 し か し 、 こ れ ら の 慣 用 の 方 法 に は 限 界 が あ る 。 例 え ば 、 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
は 偽 陽 性 及 び ／ 又 は 偽 陰 性 と い う 結 果 と な り 、 そ し て 得 ら れ た 結 果 の 生 化 学 的 確 認 が 必 要
と な る こ と が 、 周 知 で あ る 。
　 偽 陽 性 又 は 陰 性 を 最 小 と す る た め に よ り 有 効 な 技 術 が 、 特 許 出 願 Ｗ Ｏ ９ ９ ４ ２ ６ １ ２ に
記 載 さ れ て お り 、 「 ベ イ ト 」 又 は 「 プ レ イ 」 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 換 え ハ プ ロ イ ド 酵 母 を 用
い る 。 こ の シ ス テ ム で は 、 当 該 技 術 分 野 で 用 い ら れ る 他 の 従 来 方 法 よ り も 、 よ り 正 確 で 、
よ り 再 現 可 能 で 、 か つ よ り 感 受 性 の 高 い 様 式 で 、 １ つ の 「 ベ イ ト 」 を 用 い て 多 数 の 「 プ レ
イ 」 の 検 出 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ア ポ ト ー シ ス は 、 多 細 胞 組 織 に お い て 重 大 な 役 割 を 担 う 細 胞 死 過 程 で あ る 。 実 際 、 細 胞
死 に は ２ 形 態 ： ネ ク ロ ー シ ス と ア ポ ト ー シ ス が あ る 。 ネ ク ロ ー シ ス は 、 組 織 破 壊 の 場 合 に
見 い 出 さ れ ： 細 胞 膨 張 、 細 胞 内 容 物 の 放 出 、 そ し て 次 に 細 胞 溶 解 に 到 り 、 周 辺 組 織 の 炎 症
を 引 き 起 こ す 。
　 ア ポ ト ー シ ス は 、 他 方 で 、 プ ロ グ ラ ム さ れ 、 そ し て 制 御 さ れ た 生 理 的 過 程 で あ り 、 我 々
の １ ０ ９ 個 の 細 胞 が 毎 日 こ の メ カ ニ ズ ム に よ り 死 ぬ こ と か ら 、 そ の 重 要 性 は 過 小 評 価 す る
こ と が で き な い 。 多 数 の 症 状 が 細 胞 の 成 長 、 生 存 及 び 死 の 間 に 存 在 す る 平 衡 状 態 の 調 節 解
除 に つ な が っ て い る 。
　 特 に 、 自 己 免 疫 疾 患 、 特 定 の 神 経 疾 患 及 び ガ ン を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 生 細 胞 の 保 持 又 は そ の 死 の プ ロ グ ラ ミ ン グ は 、 異 な る タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ ０ 種 の
フ ァ ミ リ ー を 要 求 し て お り 、 そ の う ち Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー は 主 要 な 役 割 を 担 う 。 こ の フ
ァ ミ リ ー は 、 約 ２ ０ 個 の タ ン パ ク 質 を 含 み 、 Ｂ ｃ ｌ － ２ 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ お よ び Ｂ ｃ ｌ － Ｗ
が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら は 細 胞 の 生 存 に 有 利 に 働 く 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 で あ り 、 ア
ポ ト ー シ ス 促 進 性 で あ る Ｂ ａ ｘ 、 Ｂ ａ ｋ 及 び Ｂ ｉ ｄ と は 対 照 的 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス の 過
程 で は 、 Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 そ の パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 改 変 し て 、
細 胞 内 に 不 可 逆 的 な 変 化 を 引 き 起 こ し 、 細 胞 死 に 至 ら し め る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 従 っ て 、 ア ポ ト ー シ ス の 調 節 解 除 、 特 に は 自 己 免 疫 疾 患 、 特 定 の 神 経 変 性 疾 患 及 び ガ ン
と い っ た 症 状 に 効 果 的 な 本 当 の 候 補 医 薬 を 得 る た め に は 、 こ れ ら の 相 互 作 用 を 改 変 す る こ
と が で き る 化 合 物 を 同 定 す る こ と が 欠 か せ な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 出 願 人 は 、 今 や Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー 、 よ り 特 に は Ｂ ｃ ｌ － ２ 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ お よ び Ｂ
ｃ ｌ － Ｗ の 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 新 規 ペ プ チ ド を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ２ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 の こ の ペ プ チ ド は 、 Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー 、 よ り 特 に は Ｂ ｃ ｌ － ２ 及
び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － Ｗ の 抗 ア ポ ト ー シ ス フ ァ ミ リ ー と 正 確 に 相 互 作
用 す る ド メ イ ン に 対 応 し 、 そ し て 「 Ｂ Ｈ ３ 」 モ チ ー フ の 典 型 的 な 構 造 的 特 長 、 ホ モ 又 は ヘ
テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る こ と が で き る 相 互 作 用 の ド メ イ ン を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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　 こ の ペ プ チ は サ イ ズ が 小 さ い の で 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 間 の 相 互 作 用 を 改 変 す る こ と が
で き る 化 合 物 を 非 常 に 有 効 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 試 験 を 開 発 す る た め の 理 想
的 な 候 補 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 改 変 遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 多 数 の 試
験 が 文 献 に 記 載 さ れ て い る が 、 そ れ ら は 大 抵 そ の 感 受 性 及 び そ の 高 処 理 量 の 実 現 可 能 性 に
関 し て 制 限 が あ る 。 通 例 採 用 さ れ る 方 法 は 、 複 雑 な ツ ー ル の 使 用 （ 融 合 タ ン パ ク 質 間 、 組
換 え タ ン パ ク 質 間 な ど の 相 互 作 用 ） を 必 要 と し 、 こ れ は 高 処 理 量 の ス ク リ ー ニ ン グ に は あ
ま り 適 し な い 。 非 常 に 頻 繁 に 、 高 レ ベ ル の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ノ イ ズ を 生 じ 、 定 量 的 観 点
か ら の 信 頼 性 は 低 く 、 す な わ ち 読 み 取 り ウ ィ ン ド ウ を 縮 小 し 、 試 験 化 合 物 の 最 適 な ス ク リ
ー ニ ン グ を す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し か し 、 出 願 人 は 蛍 光 偏 光 に 基 づ い て 、 非 常 に 有 効 な ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 を 開 発 し た （
O wicki J.C.ら 、 Journal of Biomolecular Screening、 5、 2000年 、 297～ 306） 。 こ の 技
術 に よ れ ば 、 例 え ば 蛍 光 ラ ベ ル し た リ ガ ン ド と 受 容 体 と の 間 の 相 互 作 用 の 測 定 が 可 能 と な
る 。 原 理 は 、 そ の 受 容 体 へ 結 合 し た 場 合 に リ ガ ン ド に よ り 放 出 さ れ る 蛍 光 偏 光 に お け る 増
大 を 、 遊 離 リ ガ ン ド に よ り 放 出 さ れ る も の に 比 較 し て 測 定 す る こ と か ら な る 。 遊 離 リ ガ ン
ド の 蛍 光 偏 光 は そ の 分 子 量 に 依 存 し 、 そ し て 該 リ ガ ン ド の 分 子 量 が 高 い ほ ど 高 い 。 従 っ て
、 高 い 分 子 量 の リ ガ ン ド を 用 い て 試 験 を 実 施 す る 場 合 は 、 内 因 性 の 蛍 光 偏 光 の レ ベ ル が 高
く 、 遊 離 リ ガ ン ド と 結 合 リ ガ ン ド と の 間 の 蛍 光 偏 光 に お け る 差 異 を 信 頼 し て 評 価 す る こ と
は 難 し い で あ ろ う 。 他 方 、 サ イ ズ を 下 げ た リ ガ ン ド を 用 い る と 、 差 異 を 強 調 す る こ と が で
き 、 そ し て 結 果 的 に ア ッ セ イ の 精 度 を 高 め る こ と が で き る 。 従 っ て 、 化 合 物 の 本 当 の 活 性
を よ り よ く 評 価 し 、 そ し て 高 処 理 量 の ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 及 び そ
の 機 能 的 変 異 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 機 能 的 変 異 体 」 と は 、 Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー 、 よ り 特 に は Ｂ ｃ ｌ － ２ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ
ｌ － Ｘ Ｌ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － Ｗ の 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る
、 配 列 番 号 １ に 記 載 す る ペ プ チ ド の す べ て の フ ラ グ メ ン ト 又 は 点 突 然 変 異 体 で あ る と 解 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の ペ プ チ ド を 、 「 ベ イ ト 」 タ ン パ ク 質 と し て Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｗ 及 び Ｂ ｃ ｌ －
２ を 用 い た ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 法 に よ り 、 特 定 し た 。 ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ つ の バ ン ク （ 胎 盤 、
脳 、 細 胞 株 Ｃ Ｅ Ｍ Ｃ ７ ） を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 配 列 Ｈ Ｃ ２ １ Ｏ Ｒ Ｆ ８ ０ の 部 分 配 列 に 対
応 す る 「 プ レ イ 」 フ ラ グ メ ン ト の 同 定 し た （ Accession番 号 NM_015227） 。
　 次 に 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 技 術 に よ り 、 そ の 配 列 の フ ラ グ メ ン ト が Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 及 び ／ 又
は Ｂ ｃ ｌ － ２ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － Ｗ と の 相 互 作 用 を 得 る の に 必 要 か つ 充 分 で あ り 、 そ し て
配 列 番 号 １ に 記 載 す る ２ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 の フ ラ グ メ ン ト に 対 応 す る こ と を 実 験 的 に 決 定 し
た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 Ｂ ｃ ｌ － ２ 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｗ 及 び Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ と の 相 互 作 用 は 、 生 化 学 技 術 （ 共
免 疫 沈 殿 、 Ｇ Ｓ Ｔ プ ル ダ ウ ン ） に よ り 確 認 し 、 そ し て ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ す こ と を 示
し た 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び ／ 又 は マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ り こ の ペ プ
チ ド の 生 物 活 性 を 確 認 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 遺 伝 暗 号 に 従 っ て 推 定 さ れ る 核 酸
配 列 、 及 び 本 明 細 書 中 に 前 記 し た 機 能 的 変 異 体 か ら 推 定 さ れ る も の に も 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番 号 ２ の
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核 酸 配 列 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 核 酸 配 列 」 と は 、 そ の 自 然 な 状 況 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 で あ り 、 そ し て 特 に は 遺 伝
子 技 術 に よ り 修 飾 さ れ て も よ く 、 単 離 、 増 幅 及 び ／ 又 は 精 製 さ れ た 配 列 を い う と 、 解 さ れ
る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 本 発 明 に 従 う 核 酸 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー に も 関 す る 。
　 「 ベ ク タ ー 」 と は 、 宿 主 細 胞 へ 核 酸 配 列 を 導 入 し 、 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る す べ て の
タ イ プ の ベ ク タ ー を い う と 、 解 さ れ る 。
　 本 発 明 に 従 う 組 換 え ベ ク タ ー は 、 本 発 明 に 従 う ペ プ チ ド 、 よ り 特 に は 配 列 番 号 １ に 記 載
す る ペ プ チ ド の 発 現 に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む こ と を 特 長 と す る 。
　 特 に 、 細 菌 性 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 酵 母 プ ラ ス ミ ド 及 び 染 色 体 、 ウ イ ル ス
な ど に 由 来 す る ベ ク タ ー を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 組 換 え ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 に も 関 す る 。 こ れ ら の 細 胞
は 、 好 ま し く は 細 菌 又 は 真 核 生 物 の 細 胞 で あ る 。 例 え ば 、 Escherichia coli、 酵 母 、 昆 虫
細 胞 又 は 哺 乳 類 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 本 発 明 に 従 う ペ プ チ ド 、 よ り 特 に は 配 列 番 号 １ に 記 載 す る ペ プ チ ド と
、 Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー の 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 、 よ り 特 に は Ｂ ｃ ｌ － ２ 、 Ｂ ｃ ｌ －
Ｗ 及 び Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ と の 間 の 相 互 作 用 を 改 変 す る こ と が で き る 試 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
に 関 す る 。 こ れ ら の 相 互 作 用 を 改 変 す る 試 薬 は 、 有 利 に は 化 学 的 に 合 成 さ れ る か 、 又 は 化
合 物 バ ン ク か ら 得 ら れ る 化 合 物 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に 従 う ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 以 下 の 工 程 ：
ａ ） 蛍 光 ラ ベ ル で ラ ベ ル し た 本 発 明 に 従 う ペ プ チ ド の 調 製 ；
ｂ ） 試 験 用 化 合 物 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ；
ｃ ） 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 添 加 ；
ｄ ） 蛍 光 偏 光 の 測 定
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 特 に は ペ プ チ ド と 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ
と が で き る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
ａ ） 蛍 光 ラ ベ ル で ラ ベ ル し た 本 発 明 に 従 う ペ プ チ ド の 調 製 ；
ｂ ） 試 験 用 化 合 物 の 有 無 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ；
ｃ ） 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 添 加 ；
ｄ ） 試 験 用 化 合 物 の 有 無 で の 蛍 光 偏 光 の 測 定 ；
ｅ ） 試 験 用 化 合 物 を 用 い て 観 察 し た 蛍 光 偏 光 の 増 大 が 、 試 験 用 化 合 物 を 用 い ず に 観 察 し た
も の よ り も 有 意 に 低 い 化 合 物 の 選 択
を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 特 に は ペ プ チ ド と 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 を 高 め る こ と
が で き る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
ａ ） 蛍 光 ラ ベ ル で ラ ベ ル し た 本 発 明 に 従 う ペ プ チ ド の 調 製 ；
ｂ ） 試 験 用 化 合 物 の 有 無 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ；
ｃ ） 坑 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 添 加 ；
ｄ ） 試 験 用 化 合 物 の 有 無 で の 蛍 光 偏 光 の 測 定 ；
ｅ ） 試 験 用 化 合 物 を 用 い て 観 察 し た 蛍 光 偏 光 の 増 大 が 、 試 験 用 化 合 物 を 用 い ず に 観 察 し た
も の よ り も 有 意 に 高 い 化 合 物 の 選 択
を 含 む 方 法 に 関 す る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 中 に 前 記 し た 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に 従 え ば 、 蛍 光 ラ ベ ル は 、 例 え ば Oregon
 Green、 Bodipy及 び フ ル オ レ ッ セ イ ン 、 よ り 特 に は フ ル オ レ ッ セ イ ン で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 用 い る 本 発 明 に 従 う ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 配 列 番 号 １ に 記 載 す
る ペ プ チ ド で あ れ ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に 従 う 方 法 は 、 Ｂ ｃ ｌ － ２ フ ァ ミ リ ー の 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 、 よ り 特 に は
Ｂ ｃ ｌ － ２ 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｗ 及 び Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ を 用 い て 有 利 に 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 結 果 と し て 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に 従 っ た 、 ア ポ ト ー シ ス を 改 変 す る こ と が で き る 活
性 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に お け る 本 発 明 に 従 う ペ プ チ ド の 使 用 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 よ り 特 に は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に 従 っ た 、 ア ポ ト ー シ ス の 調 節 解 除 に 関 す る 症 状 の 処 置
に 有 用 で あ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に お け る 本 発 明 に 従 う ペ プ チ ド の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ た 、 自 己 免 疫 疾 患 、 特 定 の 神 経 疾 患 及 び ガ ン の
処 置 に 有 用 な 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に お け る 本 発 明 に 従 う ペ プ チ ド の 使 用 に 関 す る 。 下
記 の 実 施 例 は 、 決 し て 限 定 す る こ と な く 本 発 明 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

　 ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ つ の バ ン ク （ 胎 盤 、 脳 、 細 胞 株 Ｃ Ｅ Ｍ Ｃ ７ ） を 、 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン
プ ロ ト コ ー ル を 用 い る 酵 母 で の ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 技 術 （ Fieldsら ） に よ り ス ク リ ー ニ ン グ
し た （ Legrainら 、 Nature Genetics、 1997年 、 16、 277～ 282） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
１ ）
ａ ） 用 い た 「 ベ イ ト 」 は ：
・ Ｌ ｅ ｘ Ａ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融 合 し た Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ の Ｃ 末 端 切 断 （ １ ～ ２ ０ ９ ）
・ Ｌ ｅ ｘ Ａ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融 合 し た Ｂ ｃ ｌ － ２ の Ｃ 末 端 切 断 （ １ ～ ２ １ １ ）
で あ る 。
　 そ れ ら を Saccharomyces cerevisiae（ Ｃ Ｇ １ ９ ４ ５ 又 は Ｌ ４ ０ Δ Ｇ ａ ｌ ４ ） で 発 現 さ せ
、 そ し て ３ ０ ℃ で 、 ト リ プ ト フ ァ ン を 欠 い た 合 成 培 地 （ Ｄ Ｏ － Ｔ ｒ ｐ ） 中 で 、 Ｄ Ｏ ６ ０ ０

ｎ ｍ が 包 括 的 に ０ ． １ ～ ０ ． ５ を 得 る ま で 、 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 前 培 養 の 希 釈
液 ５ ０ ｍ ｌ （ Ｄ Ｏ ６ ０ ０ ｎ ｍ ＝ ０ ． ０ ０ ６ ） を ３ ０ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
ｂ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ バ ン ク を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 含 み 、 Ｇ ａ ｌ ４ 転 写 活 性 化 ド メ イ ン に 融 合 し
た 酵 母 コ レ ク シ ョ ン を 、 形 質 転 換 後 、 ロ イ シ ン を 欠 い た 培 地 上 で （ Ｄ Ｏ － Ｌ ｅ ｕ ） 選 択 し
て 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
２ ）
　 抱 合 は 、 ２ の 「 ベ イ ト 」 ／ 「 プ レ イ 」 比 率 を 用 い て 実 施 す る 。
　 ５ ０ ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ の Ｄ Ｏ ６ ０ ０ ｎ ｍ に 相 当 す る 工 程 １ ） ａ ） で 得 ら れ た 「 酵 母 ベ イ ト 」 細
胞 の 量 を 、 工 程 １ ） ｂ ） で 得 ら れ た 「 酵 母 プ レ イ 」 と 混 合 す る 。 遠 心 分 離 後 、 沈 殿 物 を Ｙ
Ｐ Ｇ ｌ ｕ 培 地 に 再 懸 濁 し 、 Ｙ Ｐ Ｇ ｌ ｕ 培 養 プ レ ー ト 上 に 広 げ 、 そ し て ４ 時 間 ３ ０ 分 ３ ０ ℃
で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 お 互 い に 相 互 作 用 す る こ と が で き る 「 ベ イ ト 」 及 び 「 プ レ イ 」 を
含 む コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 酵 母 の 選 択 は 、 Ｄ Ｏ － Ｌ ｅ ｕ － Ｔ ｒ ｐ － Ｈ ｉ ｓ 培 地 、 す な わ ち ロ
イ シ ン 及 び ト リ プ ト フ ァ ン の 欠 損 に よ り 、 プ ラ ス ミ ド の ２ つ の タ イ プ （ 「 ベ イ ト 」 ／ 「 プ
レ イ 」 ） を 含 む こ れ ら の 酵 母 の み を 発 育 さ せ る 選 択 圧 を 維 持 で き 、 培 地 か ら の ヒ ス チ ジ ン
の 欠 損 に よ り 、 お 互 い に 相 互 作 用 で き る 「 ベ イ ト 」 プ ラ ス ミ ド 及 び 「 プ レ イ 」 プ ラ ス ミ ド
を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 酵 母 を 選 択 す る こ と が で き 、 こ の 相 互 作 用 は ヒ ス チ ジ ン の 生 合
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コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン



成 に 関 与 す る 酵 素 を コ ー ド す る Ｈ Ｉ Ｓ ３ 遺 伝 子 を 活 性 化 す る こ と が で き る 培 地 で 、 実 施 す
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
３ ）
　 ２ ） に 従 っ て 選 択 し た 酵 母 の コ ロ ニ ー の 「 プ レ イ 」 フ ラ グ メ ン ト を 、 「 プ レ イ 」 ベ ク タ
ー の 特 異 的 プ ラ イ マ ー ：
Ａ Ｂ Ｓ １ 　 ５ ’ － Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ － ３ ’ 　 （ 配 列 番 号 ３ ）
Ａ Ｂ Ｓ ２ 　 ５ ’ － Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ － ３ ’ 　 （ 配 列 番 号 ４ ）
を 用 い て そ の コ ロ ニ ー の 粗 ラ イ セ ー ト か ら 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 す る 。
　 次 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 配 列 決 定 し 、 そ し て 得 ら れ た 配 列 を デ ー タ ベ ー ス と の 比 較 に よ り 同
定 す る 。
　 得 ら れ た 陽 性 ク ロ ー ン の う ち 、 配 列 Ｈ Ｃ ２ １ Ｏ Ｒ Ｆ ８ ０ （ Accession番 号 :NM_015227）
の 部 分 配 列 で あ る 約 ３ ０ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 の フ ラ グ メ ン ト を 同 定 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
４ ）
　 配 列 Ｈ Ｃ ２ １ Ｏ Ｒ Ｆ ８ ０ の 小 さ い 方 の フ ラ グ メ ン ト に つ い て 前 記 し た 工 程 １ ） 、 ２ ） 及
び ３ ） に 従 っ て 実 施 し た ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 実 験 に よ り 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ －
Ｗ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － ２ と の 相 互 作 用 を 得 る た め に 必 要 か つ 充 分 で あ る ２ ２ 個 の ア ミ ノ 酸
の 短 い ペ プ チ ド ： Ａ ｓ ｐ － Ｔ ｈ ｒ － Ａ ｒ ｇ － Ａ ｒ ｇ － Ｓ ｅ ｒ － Ｍ ｅ ｔ － Ｖ ａ ｌ － Ｐ ｈ ｅ －
Ａ ｌ ａ － Ａ ｒ ｇ － Ｈ ｉ ｓ － Ｌ ｅ ｕ － Ａ ｒ ｇ － Ｇ ｌ ｕ － Ｖ ａ ｌ － Ｇ ｌ ｙ － Ａ ｓ ｐ － Ｇ ｌ ｕ －
Ｐ ｈ ｅ － Ａ ｒ ｇ － Ｓ ｅ ｒ － Ａ ｒ ｇ （ 配 列 番 号 １ ） を 同 定 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

実 施 例 １ で 得 ら れ た ペ プ チ ド と Ｂ ｃ ｌ － Ｗ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － ２
と の 間 の 相 互 作 用 を 、 「 Ｂ Ｈ ３ 」 モ チ ー フ を 有 す る Ｂ ｉ ｄ タ ン パ ク 質 と 融 合 タ ン パ ク 質 Ｇ
Ｓ Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － Ｗ 又 は Ｇ Ｓ Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － ２ と の 間 の 相 互 作 用 に お
け る シ フ ト を 測 定 す る こ と に よ り 確 認 す る 。
ａ ）
　 ラ ベ ル し た タ ン パ ク 質 を 、 TNT Quick Masterキ ッ ト （ Promega） を 用 い て 得 る 。 ４ ０ μ l
の Ｔ Ｎ Ｔ 混 合 物 を ９ ０ 分 間 ３ ０ ℃ で 、 ２ μ l（ ２ ０ μ Ciに 等 量 ） の ３ ５ Ｓ － メ チ オ ニ ン （ A
mersham） 、 Ｂ ｉ ｄ を コ ー ド す る １ μ ｇ の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 及 び 容 量 が ５ ０ μ lと な る の に
充 分 量 の 水 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 産 生 し た 放 射 活 性 な タ ン パ ク 質 の fmoles／ μ l数 を 、 タ ン パ ク 質 中 の メ チ オ ニ ン 数 に 基
づ い て 計 算 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
ｂ ）
　 ４ fmolesの 放 射 活 性 な Ｂ ｉ ｄ タ ン パ ク 質 を 、 ４ ℃ で ３ 時 間 、 ３ μ lの 融 合 タ ン パ ク 質 グ
ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ー Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ （ Ｇ Ｓ Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ ） 又 は グ ル
タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ー Ｂ ｃ ｌ － ２ （ Ｇ Ｓ Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － ２ ） 又 は グ ル タ チ オ
ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － Ｂ ｃ ｌ － Ｗ （ Ｇ Ｓ Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － Ｗ ） と 共 に 、 又 は Ｇ Ｓ Ｔ 単
独 で 、 ３ ０ ０ μ lの 結 合 緩 衝 液 （ １ ４ ２ mMの Ｋ Ｃ ｌ 、 ５ mMの Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ０ mMの Ｈ ｅ ｐ
ｅ ｓ 緩 衝 液 、 ０ ． ５ mMの Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ mMの Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 pH７ ． ４ ） 及 び
０ ． ４ ％ の TritonX100中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 「 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ４ Fast Flo
w」 （ Amersham） の ビ ー ズ を 結 合 緩 衝 液 中 で ３ 回 洗 浄 し 、 そ し て そ の 緩 衝 液 に 、 ５ ０ ％ 溶
液 を 得 る よ う に 再 懸 濁 す る 。 ２ ０ μ lを 各 試 料 に 加 え 、 そ し て 回 転 さ せ な が ら ４ ℃ で １ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 ビ ー ズ を 結 合 緩 衝 液 中 で ３ 回 洗 浄 し 、 そ し て 次 に ２ ５ μ l
の ２ × Ｓ Ｄ Ｓ 緩 衝 液 、 Laemmli（ Sigma） を 加 え る 。 次 に 試 料 を ５ 分 間 ９ ５ ℃ で 保 持 し 、 そ
し て 次 に １ ２ ％ Ｔ ｒ ｉ ｓ － グ リ シ ン ゲ ル （ Invitrogen） に ア プ ラ イ す る 。 電 気 泳 動 後 、 引
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実 施 例 ２ ： 実 施 例 １ に 記 載 し た ペ プ チ ド と Ｂ ｃ ｌ － Ｗ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 及 び ／ 又 は
Ｂ ｃ ｌ － ２ と の 間 の 相 互 作 用 の 確 認
１ ） Ｇ Ｓ Ｔ 「 プ ル ダ ウ ン 」

放 射 ラ ベ ル し た Ｂ ｉ ｄ の 合 成

Ｇ Ｓ Ｔ 「 プ ル ダ ウ ン 」



き 続 い て ゲ ル を 乾 燥 溶 液 （ Invitrogen） 中 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 次 に １ ５
０ 分 間 ７ ０ ℃ で 乾 燥 さ せ る 。 放 射 活 性 な タ ン パ ク 質 を Kodak BioMax MS-1フ ィ ル ム （ Sigma
） に 露 出 し て 明 ら か に す る 。 試 験 す る ペ プ チ ド を 用 い た 競 合 試 験 を 実 施 す る た め に 、 後 者
を ５ ～ ２ ０ μ Mの 濃 度 範 囲 で 最 初 の 溶 液 に 加 え る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
ｃ ）
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た ペ プ チ ド を 最 初 の 溶 液 に 加 え る と 、 Ｂ ｉ ｄ の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー の シ グ ナ ル は 消 え る 。 こ の 結 果 は 、 実 施 例 １ で 得 ら れ る ペ プ チ ド が Ｂ ｃ ｌ － Ｗ と Ｂ ｉ ｄ
と の 間 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ と Ｂ ｉ ｄ と の 間 、 そ し て Ｂ ｃ ｌ － ２ と Ｂ ｉ ｄ と の 間 の 相 互 作 用 を 阻
害 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 実 施 例 に よ り 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ と Ｂ ｉ ｄ と の 間 で 得 ら れ た 結 果 を 、 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
２ ）

　 実 施 例 １ で 得 ら れ 、 Ｎ 末 端 で フ ル オ レ ッ セ イ ン を 用 い て ラ ベ ル し た ペ プ チ ド の １ ５ nM溶
液 を 、 Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 　 ２ ０ mM　 pH７ ． ４ 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 　 １ mM、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 　 ５ ０ mM、 プ ル ロ
ニ ッ ク 酸 Ｆ － ６ ８ 　 ０ ． ０ ５ ％ を 含 有 す る 緩 衝 液 中 で １ nM～ ５ μ Mと 濃 度 を 変 え た 融 合 タ
ン パ ク 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ ま た は Ｇ Ｓ Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － Ｗ を 含 む 溶 液 と 、 混 合 す る 。 次 に
、 蛍 光 偏 光 を 、 En Vision装 置 （ Packard Perkin-Elmer） に よ り 測 定 す る 。
　 得 ら れ た 結 果 を 、 図 ２ 及 び ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】

： 実 施 例 １ で 得 ら れ た ペ プ チ ド を Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 及 び Ｂ Ｃ ｌ － Ｗ を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質
と イ ン キ ュ ベ ー ト し て 観 察 し て 、 蛍 光 偏 光 で の 有 意 な 増 大 を 観 察 し 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質
へ 結 合 し た こ と を 実 証 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ で 得 た Ｋ ｄ は ２ ． １ ５ × １ ０ － ７ Ｍ で あ り （ 図 ２ ） 、 そ し て Ｂ ｃ ｌ － Ｗ で
得 た Ｋ ｄ は ４ ． １ １ × １ ０ － ７ Ｍ で あ る （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 試 験 用 化 合 物 を 、 ３ ８ ４ ウ ェ ル の プ レ ー ト （ Corning Flat Bottom） へ 、 最 終 濃 度 １ ０
μ g/mlで 分 注 す る 。 １ つ の ウ ェ ル を 、 試 験 用 化 合 物 を 用 い ず に 等 量 の 緩 衝 液 ／ 溶 媒 で 充 填
し 、 コ ン ロ ト ー ル に す る 。 実 施 例 １ で 得 ら れ 、 フ ル オ レ ッ セ イ ン で ラ ベ ル し た ペ プ チ ド を
、 最 終 濃 度 １ ５ nMと な る よ う に 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 融 合 タ ン パ ク 質 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ
、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － Ｗ 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － ２ を 次 に 、 Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 　 ２ ０ mM　 pH７ ． ４
、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 　 １ mM、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 　 ５ ０ mM及 び プ ル ロ ニ ッ ク 酸 Ｆ － ６ ８ 　 ０ ． ０ ５ ％ を 含 有 す
る 緩 衝 液 中 で 最 終 濃 度 ５ ０ ０ nM（ Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 、 Ｂ ｃ ｌ － ２ ） 及 び １ μ M（ Ｂ ｃ ｌ － Ｗ ）
と な る よ う に 加 え る 。 次 に 、 蛍 光 偏 光 を En Vision装 置 （ Packard Perkin-Elmer） に よ り
測 定 す る 。 試 験 化 合 物 を 用 い ず に 得 た 蛍 光 偏 光 （ コ ン ト ロ ー ル の ウ ェ ル ） に 比 較 し て 、 試
験 化 合 物 を 用 い て 実 施 し た 試 験 で 記 録 し た 蛍 光 偏 光 に お け る 有 意 な 減 少 に よ り 、 化 合 物 が
阻 害 活 性 を 有 す る こ と を 結 論 付 け る こ と が で き る 。 反 対 に 、 コ ン ト ロ ー ル に 比 較 し て 、 試
験 化 合 物 を 用 い た 試 験 に お け る 蛍 光 偏 光 の 有 意 な 増 大 に よ り 、 化 合 物 が 活 性 化 活 性 を 有 す
る こ と を 結 論 付 け る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 配 列 番 号 １ に 記 載 す る ペ プ チ ド と 競 合 し た 、 「 Ｇ Ｓ Ｔ プ ル ダ ウ ン 」 Ｇ Ｓ
Ｔ － Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ ＋ Ｔ Ｂ ｉ ｄ を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ に つ い て 、 配 列 番 号 １ に 記 載 す る ペ プ チ ド の Ｋ ｄ の 決 定 で
あ る 。
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蛍 光 偏 光 ： 実 施 例 １ で 得 ら れ た ペ プ チ ド と 抗 ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作
用 の Ｋ ｄ の 決 定

結 果

実 施 例 ３ ： Ｂ ｃ ｌ － Ｗ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － Ｘ Ｌ 及 び ／ 又 は Ｂ ｃ ｌ － ２ と 、 実 施 例 １ で 得 ら
れ た ペ プ チ ド と の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と が で き る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 試 験



【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Ｂ ｃ ｌ － Ｗ に つ い て 、 配 列 番 号 １ に 記 載 す る ペ プ チ ド の Ｋ ｄ の 決 定 で あ
る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(12) JP 2007-529193 A 2007.10.25



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(13) JP 2007-529193 A 2007.10.25



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(14) JP 2007-529193 A 2007.10.25



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(15) JP 2007-529193 A 2007.10.25



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(16) JP 2007-529193 A 2007.10.25



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(17) JP 2007-529193 A 2007.10.25



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          ４Ｈ０４５
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  37/02    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/06    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)  25/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １０５　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)  21/78     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  21/78    　　　Ｃ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,
CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,
DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,M
A,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG
,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  ジェネステ，オリヴィエ
            フランス国、エフ－９２５００　リュエル－マルメゾン、リュ・クルヴェル・デュヴァル、バーテ
            ィマン・ア－１７
(72)発明者  ヒックマン，ジョン
            フランス国、エフ－７５０１７　パリ、ブールヴァール・ペレール　１２６
(72)発明者  ベネット，リチャード
            フランス国、エフ－７５０１５　パリ、リュ・サン－クリストフ　３
(72)発明者  レーン，ジャン－クリストフ
            フランス国、エフ－９５１２０　エルモン、リュ・ダキロン　１３
Ｆターム(参考) 2G045 AA34  AA35  DA13  DA36  FB12  GC15 
　　　　 　　  2G054 AB04  CE02  EA03 
　　　　 　　  4B024 AA01  AA11  BA80  CA02  EA04  GA11  HA03 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA57X AA87X AA93X AA93Y AB01  AC14  BA02  CA24  CA44 
　　　　 　　  4C084 AA02  AA03  AA07  BA01  BA08  BA18  BA23  CA18  NA14  ZA012
　　　　 　　        ZB082 ZB212 ZB262
　　　　 　　  4H045 AA10  AA20  AA30  BA17  CA40  EA21  EA22  EA28  FA74 

(18) JP 2007-529193 A 2007.10.25



专利名称(译) 与Bcl-2家族的抗凋亡蛋白质相互作用的新型肽

公开(公告)号 JP2007529193A 公开(公告)日 2007-10-25

申请号 JP2006522376 申请日 2004-08-04

[标]申请(专利权)人(译) 施维雅药厂
混合基因股份公司

申请(专利权)人(译) 莱斯LABORATOIRES漩涡施维雅
伊夫里转基因

[标]发明人 ジェネステオリヴィエ
ヒックマンジョン
ベネットリチャード
レーンジャンクリストフ

发明人 ジェネステ,オリヴィエ
ヒックマン,ジョン
ベネット,リチャード
レーン,ジャン-クリストフ

IPC分类号 C12N15/09 C07K14/47 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 A61K38/00 A61P37/06 A61P25/00 
A61P35/00 A61P43/00 G01N33/50 G01N33/15 G01N33/53 G01N21/78 C12N15/12

CPC分类号 A61P25/00 C07K14/4702 C07K14/4747

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A C07K14/47 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/00.A A61K37/02 A61P37/06 
A61P25/00 A61P35/00 A61P43/00.105 G01N33/50.Z G01N33/15.Z G01N33/53.D G01N21/78.C

F-TERM分类号 2G045/AA34 2G045/AA35 2G045/DA13 2G045/DA36 2G045/FB12 2G045/GC15 2G054/AB04 2G054
/CE02 2G054/EA03 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/BA80 4B024/CA02 4B024/EA04 4B024/GA11 
4B024/HA03 4B065/AA01X 4B065/AA57X 4B065/AA87X 4B065/AA93X 4B065/AA93Y 4B065/AB01 
4B065/AC14 4B065/BA02 4B065/CA24 4B065/CA44 4C084/AA02 4C084/AA03 4C084/AA07 4C084
/BA01 4C084/BA08 4C084/BA18 4C084/BA23 4C084/CA18 4C084/NA14 4C084/ZA012 4C084/ZB082 
4C084/ZB212 4C084/ZB262 4H045/AA10 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA17 4H045/CA40 4H045
/EA21 4H045/EA22 4H045/EA28 4H045/FA74

代理人(译) 津国 肇
筱田文雄

优先权 2003009697 2003-08-06 FR

其他公开文献 JP4395514B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及与抗凋亡蛋白Bcl-2，Bcl-W和/或Bcl-XL相互作用的新肽的鉴定，并且涉及允许鉴定那些相互作用的修饰物的筛选方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/f7099887-1b62-4a75-94de-173ef5808d05
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/034073058/publication/JP2007529193A?q=JP2007529193A



