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(57)【要約】
本発明は、ヒトソーティングネキシン（SNEXN）と
、それを同定しコードするポリヌクレオチドとを提供す
る。また、本発明は、発現ベクター及び宿主細胞、抗体
、アゴニスト、アンタゴニストを提供する。更に、本発
明は、SNEXNの発現に関連する疾患の診断または治
療方法、予防方法を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】    単離されたポリペプチドであって、

  ａ）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と、

  ｂ）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と少なくとも９０％の配列同一性を有する自

然発生のアミノ酸配列と、

  ｃ）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列の生物学的に活性な断片と、

  ｄ）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列の免疫原性断片と、からなるグループから選

択されたアミノ酸配列を含む。

    【請求項２】    SEQ ID NO:1のアミノ酸配列を含む請求項１の単離された

ポリペプチド。

    【請求項３】    請求項１のポリペプチドをコードする単離されたポリヌク

レオチド。

    【請求項４】    請求項２のポリペプチドをコードするある単離されたポリ

ヌクレオチド。

    【請求項５】    SEQ ID NO:3のポリヌクレオチド配列を含む請求項４の単

離されたポリヌクレオチド。

    【請求項６】    請求項３のポリヌクレオチドに機能的に結合するプロモー

ター配列を含む組換えポリヌクレオチド。

    【請求項７】    請求項６の組換えポリヌクレオチドで形質転換された細胞

。

    【請求項８】    請求項６の組換えポリヌクレオチドを含む遺伝子組換え生

物。

    【請求項９】    請求項１のポリペプチドを製造する方法であって、

  ａ）前記ポリペプチドの発現に好適な条件の下で細胞を培養する過程であって

、前記細胞が組換えポリヌクレオチドで形質転換され、前記組換えポリヌクレオ

チドが、請求項１のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに機能的に結合

するプロモーター配列を含む、該過程と、

  ｂ）そのように発現するポリペプチドを回収する過程とを含むことを特徴とす

る請求項１のポリペプチドの製造方法。
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    【請求項１０】    請求項１のポリペプチドに特異的に結合する単離された

抗体。

    【請求項１１】    単離されたポリヌクレオチドであって、

  ａ）SEQ ID NO:3－4からなるグループから選択されたポリヌクレオチド配列と

、

  ｂ）SEQ ID NO: 3－4からなるグループから選択されたポリヌクレオチド配列

と少なくとも７０％の配列同一性を有する自然発生のポリヌクレオチド配列と、

  ｃ）前記ａ）に相補的なポリヌクレオチド配列と、

  ｄ）前記ｂ）に相補的なポリヌクレオチド配列と、

  ｅ）前記ａ）～ｄ）のポリヌクレオチド配列のRNA等価物とを含むことを特徴

とするポリヌクレオチド。

    【請求項１２】    請求項１１のポリヌクレオチドの少なくとも６０個の連

続するヌクレオチドを含む単離されたポリヌクレオチド。

    【請求項１３】    サンプルの標的ポリヌクレオチドを検出する方法であっ

て、前記サンプルが請求項１１のポリヌクレオチド配列を有し、

  ａ）前記サンプルの前記標的ポリヌクレオチドと相補的な配列を含む少なくと

も２０個の連続するヌクレオチドを含むプローブと前記サンプルとをハイブリダ

イズする過程であって、前記プローブと前記標的ポリヌクレオチド或いはその断

片とでハイブリダイゼーション複合体が形成される条件の下で、前記プローブが

前記標的ポリヌクレオチドと特異的にハイブリダイズする、該過程と、

  ｂ）前記ハイブリダイゼーション複合体の存在の有無を検出する過程であって

、存在する場合には随意選択でその量を測定する、該過程とを含むことを特徴と

する標的ポリヌクレオチドを検出する方法。

    【請求項１４】    前記プローブが少なくとも６０個の連続するヌクレオチ

ドを含むことを特徴とする請求項１３に記載の方法。

    【請求項１５】    サンプルの標的ポリヌクレオチドを検出する方法であっ

て、前記サンプルが請求項１１のポリヌクレオチド配列を有し、

  ａ）PCR法によって、前記標的ポリヌクレオチド或いはその断片を増幅する過

程と、
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  ｂ）前記増幅した標的ポリヌクレオチドまたはその断片の存在の有無を検出す

る過程であって、存在する場合には随意選択でその量を測定する、該過程とを含

むことを特徴とする標的ポリヌクレオチドを検出する方法。

    【請求項１６】    効果的な量の請求項１のポリペプチドと医薬的に容認で

きる賦形剤とを含む医薬品組成物。

    【請求項１７】    前記ポリペプチドがSEQ ID NO:1のアミノ酸配列を含む

ことを特徴とする請求項１６の医薬品組成物。

    【請求項１８】    機能的なSNEXNの発現の低下に関連した疾患やその症状

を治療する方法であって、そのような治療が必要な患者に請求項１６の医薬品組

成物を投与する過程を含むことを特徴とする治療方法。

    【請求項１９】    請求項１のポリペプチドのアゴニストとして効果的な化

合物をスクリーニングする方法であって、

  a）請求項１のポリペプチドを含むサンプルを化合物に暴露する過程と、

  b）前記サンプルのアゴニスト活性を検出する過程とを含むことを特徴とする

スクリーニング方法。

    【請求項２０】    請求項１９のスクリーニング方法によって同定されたア

ゴニスト化合物と医薬的に容認できる賦形剤とを含む医薬品組成物。

    【請求項２１】    機能的なSNEXNの発現の低下に関連した疾患やその症状

を治療する方法であって、そのような治療が必要な患者に請求項２０の医薬品組

成物を投与する過程を含むことを特徴とする治療方法。

    【請求項２２】    請求項１のポリペプチドのアンタゴニストとして効果的

な化合物をスクリーニングする方法であって、

  a）請求項１のポリペプチドを含むサンプルを化合物に暴露する過程と、

  b）前記サンプルのアンタゴニスト活性を検出する過程とを含むことを特徴と

するスクリーニング方法。

    【請求項２３】    請求項２２のスクリーニング方法によって同定されたア

ンタゴニスト化合物と医薬的に容認できる賦形剤とを含む医薬品組成物。

    【請求項２４】    機能的なSNEXNの過剰な発現に関連した疾患やその症状

を治療する方法であって、そのような治療が必要な患者に請求項２３の医薬品組
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成物を投与する過程を含むことを特徴とする治療方法。

    【請求項２５】    請求項１のポリペプチドと特異的に結合する化合物をス

クリーニングする方法であって、

  a）好適な条件の下で、請求項１のポリペプチドを少なくとも１つの試験用化

合物と結合させる過程と、

  b）請求項１のポリペプチドと前記試験用化合物との結合を検出して、請求項

１のポリペプチドと特異的に結合する化合物を同定する過程とを含むことを特徴

とするスクリーニング方法。

    【請求項２６】    請求項１のポリペプチドの活性を変調する化合物をスク

リーニングする方法であって、

  a）請求項１のポリペプチドの活性が許容される条件の下で、請求項１のポリ

ペプチドを少なくとも１つの試験用化合物と結合させる過程と、

  b）前記検査用化合物の存在の下で、請求項１のポリペプチドの活性を評価す

る過程と、

  ｃ）前記試験用化合物の存在の下での請求項１のポリペプチドの活性と、前記

試験用化合物の不在のもとでの請求項１のポリペプチドの活性とを比較する過程

であって、前記試験用化合物の存在の下での請求項１のポリペプチドの活性の変

化が、請求項１のポリペプチドの活性を変調する化合物を示している、該過程と

を含むことを特徴とするスクリーニング方法。

    【請求項２７】    請求項５の配列を含む標的ポリヌクレオチドの発現を変

える効果的な化合物をスクリーニングする方法であって、

  a）前記標的ポリヌクレオチドを含むサンプルを化合物に暴露する過程と、

  b）前記標的ポリヌクレオチドの発現の変化を検出する過程とを含むことを特

徴とするスクリーニング方法。

    【請求項２８】    SEQ ID NO:4のポリヌクレオチド配列を含む単離された

ポリヌクレオチド。

    【請求項２９】    請求項２８のポリヌクレオチドに機能的に結合するプロ

モーター配列を含む組換えポリヌクレオチド。

    【請求項３０】    請求項２９の組換えポリヌクレオチドで形質転換された
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細胞。

    【請求項３１】    請求項２９の組換えポリヌクレオチドを含む遺伝子組換

え生物。

    【請求項３２】    SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を含むポリペプチドを製造

する方法であって、

  ａ）前記ポリペプチドの発現に好適な条件の下、請求項３０の細胞を培養する

過程と、

  （ｂ）このようにして発現するポリペプチドを回収する過程とを含むことを特

徴とする製造方法。

    【請求項３３】    請求項２８の配列を含む標的ポリヌクレオチドの発現を

変える効果的な化合物をスクリーニングする方法であって、

  a）前記標的ポリヌクレオチドを含むサンプルを化合物に暴露する過程と、

  b）前記標的ポリヌクレオチドの発現の変化を検出する過程とを含むことを特

徴とするスクリーニング方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  発明の技術分野

  本発明は、ソーティングネキシン（sorting nexins）の核酸配列及びアミノ酸

配列、並びに癌を含む、免疫異常症及び神経疾患、胃腸障害、遺伝障害、平滑筋

異常症、細胞増殖症の診断及び治療、予防におけるこれらの配列の使用に関する

。

      【０００２】

  発明の背景

  細胞機構は、最良の構造で最良に機能するように設計されている。細胞が産生

する各分子は、好適な細胞部位に輸送されなければならない。適正に局在化する

ように、各分子は、細胞のアドレス情報を含んでいなければならない。ソーティ

ングネキシンタンパク質のファミリーを含む輸送機構は、この情報を利用して分

子を目的の部位に正確に輸送する。これは、ダイナミックなプロセスであり、分

子の位置は時間によって変わる。分子の適正な局在化を含む任意のステップの異

常は、糖尿病やアルツハイマー病などの疾患につながり得る（James, D.E. 及び

 R.C. Piper (1994) J. Cell Biol. 126:1123-1126; Nordstedt, C. 他 (1993) 

J. Biol. Chem. 268:608-612）。

      【０００３】

  この情報によって、タンパク質の一次構造内の標的部位のアドレスが与えられ

る。或るアミノ酸配列は、分子のプロセシングまたは再利用の間、「輸送コード

」として働き、分子を正確に局在化させる。幾つかのモチーフが同定された。２

つの主なモチーフは、核局在化シグナルとシグナルペプチドである。核局在化シ

グナル（NLS）は、塩基性残基が多いアミノ酸の短い配列からなる。NLSは、糖質

コルチコイド受容体などの核に輸送されるタンパク質に見られる。NLSは、NLS受

容体であるimportinによって認識されて、単量体GTP結合タンパク質Ranと相互作

用する。このNLSタンパク質／受容体／Ranの複合体は、ホモ二量体タンパク質で

ある核輸送因子２（NTF2）の助けを借りて核細孔に導かれる。NTF2は、GDP結合

型のRan及びp６２などの核細孔複合体である多数のタンパク質と結合する。
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      【０００４】

  シグナルペプチドは、小胞体（ER）に輸送されるタンパク質に見られる。シグ

ナルペプチドは、疎水性塩基が多いアミノ酸の短い配列からなる。通常、シグナ

ルペプチドは、タンパク質のＮ末端の端部に見られ、サイトゾルシグナル認識ペ

プチド（SRP）によって認識される。このSRPはシグナルペプチドに結合し、ERの

内在性膜タンパク質であるSRP受容体と結合する。SRP受容体と結合すると、シグ

ナルペプチドを含む新規に産生されたタンパク質は、ER膜を通って輸送される。

シグナルペプチドを含むタンパク質は、脂質二重層の中に導入され、細胞小器官

の管腔に輸送されるか、或いは細胞外に分泌される。

      【０００５】

  タンパク質もまた、細胞内の或る部位に保持されるか、或いは輸送されるかを

指定する別々のモチーフを含む。例えば、トランスゴルジ網内在性膜タンパク質

TGN38は、トランスゴルジ網と細胞膜との間を行き来する。TGN38は、２つの異な

ったモチーフを含む。細胞質尾部内にある１番目のモチーフは、ゴルジ体への輸

送に関与する。疎水性膜貫通領域内にある２番目のモチーフは、タンパク質をTG

N内に保持する役割を果たす（Stephens, D.J. 他 (1997) J. Biol. Chem. 272:1

4104-14109）。モチーフの修飾は、タンパク質のアドレスを変え、タンパク質を

別の部位に局在化させる。例えば、上皮細胞成長因子（EGF）受容体及びＴ細胞

受容体（TCR）などの細胞膜受容体は、受容体にリガンドが結合するとリン酸化

する標的モチーフを含む。標的モチーフのリン酸化によって、内部移行し、受容

体がリソソームに輸送されて分解される（Dietrich, J. 他 (1994) EMBO J. 13:

2156-2166）。

      【０００６】

  アミノ酸モチーフによる情報は、輸送機構が利用して、タンパク質を選別して

小胞内に包装し、適正な部位に輸送する。例えば、膜上のクラスリンを集めての

小胞の形成をトリガするアダプタータンパク質（AP）複合体が、細胞内の各部位

へタンパク質を輸送するためのタンパク質の選別に関与する。ゴルジ体で形成さ

れるAP-1小胞は、陽イオン依存性及び陽イオン非依存性マンノース-6-リン酸受

容体（MPR）を含む。これらの小胞は、リソソームに運ばれる。細胞膜で形成さ
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れるAP-2小胞は、TGN38含有小胞（Stephens, 前出）とリガンド結合TCR含有小胞

（Dietrich,前出）とを含む。TGN38含有小胞はTGNに輸送され、TCR含有小胞はリ

ソソームに輸送される。

      【０００７】

  標的モチーフを含む分子が選別されて小胞内に包装されると、その小胞は適正

な部位に輸送されなければならない。この輸送プロセスには、別の一連のタンパ

ク質が関与する。GTP加水分解酵素のRabファミリーは、明確でないある機構によ

って、このプロセスに関与する。それぞれが特定の細胞小器官に付随する、幾つ

かのRabタンパク質が示されている。例えば、Rab3は細胞膜に付随し、Rab4はソ

ーティングエンドソームに付随し、Rab11は再利用エンドソームに付随する。ま

た、細胞型や機能に特異的なRabもある。例えば、Rab3Aは、刺激を受けた神経細

胞のシナプス小胞開口分泌に関与し、Rab4bは、インシュリン刺激を受けた脂肪

細胞のグルコース輸送体－4（GluT4）の転位置に関与する（James, D.E. 及び R

.C. Piper (1994) J. Cell Biol. 126:1123-1126）。

      【０００８】

  ソーティングネキシンは、特定のタンパク質を適正な細胞内部位へ確実に運搬

させるタンパク質のファミリーでり、細胞膜に部分的に付随する親水性分子であ

る（Haft, C.R. 他 (1998) Mol. Cell. Biol. 18:7278-7287）。ソーティングネ

キシンは、PhoX相同PX)ドメインとして知られる保存されたドメインを含む（Pon

ting, C.P. (1996) Protein Sci. 5:2353-2357）。ソーティングネキシンのファ

ミリーの中には、様々な受容体分子に付随するものがあり、これらのネキシンが

、細胞小器官間の受容体運搬に関与していることを示唆している（Haft,前出）

。ソーティングネキシン5が、ファンコニー貧血相補性グループＡタンパク質と

結合する（Otsuki, T. 他 (1999) Biochem. Biophys. Res. Commun. 265:630-63

5）。

      【０００９】

  ソーティングネキシン－1（SNX1）が、リソソーム標的モチーフの認識に関与

する。このソーティングネキシンは、もとはSaccharomyces cerevisiae Mvp1に

相同であると同定された。このSaccharomyces cerevisiae Mvp1は、タンパク質
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を細胞表面に輸送するか或いはそれとは離れた液胞に局在化するかのタンパク質

の選別に関与するタンパク質である（Ekena, K. 及び Stevens, T.H. (1995) Mo

l. Cell. Biol. 15:1671-1678; Kurten, R.C.他 (1996) Science 272:1008-1010

）。SNX1を必要とするリソソームに輸送される分子には、カルボキシペプチダー

ゼＹソーティング受容体とEGF受容体が含まれる。SNX1が存在しないと、これら

の分子は誤った部位に局在する（Kurten, 前出; Horazdovsky, B.F. 他 (1997) 

Mol. Biol. Cell 8:1529-1541）。SNX1に相同なSaccharomyces cerevisiae Vps5

は、カルボキシペプチダーゼＹソーティング受容体Vps10を含む特定のタンパク

質のゴルジ体への局在化に関与する。Vps5ヌル変異体は、血管形態の欠陥を示す

（Horazdovsky, 前出; Nothwehr, S.F. 及び A.E. Hindes (1997)J. Cell Sci. 

110:1063-1072）。

      【００１０】

  ソーティングネキシンに見られるPXドメインが、NADPH酸化酵素のPhoX成分及

びフォスファチジルイノシトール3キナーゼのCpkクラスを含む、様々な別のタン

パク質にも見られる。殆どのPXドメインは、SH3ドメイン結合タンパク質の特徴

であるポリプロリンモチーフを含む（Ponting,前出）。NADPH酸化酵素のPhoX成

分を伴うSH3ドメイン仲介相互作用は、NADPH酸化酵素多タンパク質複合体の形成

に一定の役割を果たしている（Leto, T.L. 他 (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA 91:10650-10654; Wilson, L. 他 (1997) Inflamm. Res. 46:265-

271）。PXドメインは、タンパク質間の相互作用を促進するための専用ドメイン

の一例に過ぎない。タンパク質間の相互作用ドメインの他の例を以下に記載する

。

      【００１１】

  SH3ドメインは、ある細胞質プロテインチロシンキナーゼであるプロトオンコ

ジーンc-Srcのある領域に相同である。SH3は、プロラインの豊富なポリペプチド

リガンドと相互作用する５０～６０個のアミノ酸からなる小さなドメインである

。SH3ドメインは、シグナル伝達及び細胞の局在化、膜と細胞骨格の相互作用に

関与する真核生物の様々なタンパク質にみられる。ある場合には、SH3ドメイン

含有タンパク質は、受容体チロシンキナーゼと直接相互作用する。SH3の構造は
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、互いに直角に折り畳まれた２つの平行でないβシートからなる。この折り畳み

構造は、異なったSH3ドメイン間に高度に保存された残基と一列になった疎水ポ

ケットを形成する。このポケットによって、ポリペプチドリガンドのプロライン

残基との極めて重要な疎水接触が起こる（Feng, S. 他 (1994) Science 266: 12

41-1247）。

      【００１２】

  WWドメインと呼ばれる新規のドメインは、プロラインの多いリガンドと結合す

るという点でSH3ドメインに類似している。このドメインは、デュシェンヌ型筋

ジストロフィに直接関与する細胞骨格タンパク質であるジストロフィンで初めに

見つかった（Bork, P. 及び M. Sudol (1994) Trends Biochem. Sci. 19:531-53

3）。その後、WWドメインは、発達及び細胞分化、細胞増殖に関与する様々な細

胞内シグナル伝達分子で見つかった。WWドメインの構造は、一般にトリプトファ

ンである４つの保存された芳香族塩基がまわりに集まった複数のβ鎖からなる。

      【００１３】

  SH3同様に、SH2ドメインもc-Srのある領域に相同である。SH2ドメインは、ホ

スホチロシンと直接相互作用して、受容体チロシンキナーゼ性シグナル伝達の調

節及び伝達の即時型の機構を形成する。例えば、異なった１０個ものSH2ドメイ

ンが、活性化されたPDGF受容体のリン酸化されたチロシン残基に結合できるため

、リガンド性受容体活性に対する高度に協調し、かつ同調した応答が可能となる

（Reviewed in Schaffhausen, B. (1995) Blochim. Biophys. Acta. 1242:61-75

.）。

      【００１４】

  プレクストリン相同ドメイン（PHD）が、血小板のプロテインキナーゼＣの主

な基質であるプレクストリンで初めに同定された。その後、このドメインは、細

胞内シグナル伝達または細胞骨格機構に関与する９０以上のタンパク質で見つか

った。プレクストリン相同ドメインを含むタンパク質には、様々なキナーゼ類及

びホスホリパーゼＣアイソフォーム、グアニンヌクレオチド遊離因子、GTP加水

分解酵素活性タンパク質が含まれる。多くのPHDタンパク質は、細胞膜に結合し

て機能する。この結合は、PHD自体が行うと思われる。それぞれのPHDは、両親媒
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性のαへリックスに隣接する２つの平行でないβシートからなる共通構造をもつ

。構成β鎖を連結する可変ループが、通常は正に帯電した環境において生じ、リ

ガンド結合部位として機能し得る（Lemmon, M.A. 他 (1996) Cell 85:621-624）

。

      【００１５】

  アンキリン（ANK）反復が、様々な細胞内シグナル伝達機能に付随するタンパ

ク質間の相互作用を仲介する。例えば、ANK反復は、キナーゼ及びキナーゼイン

ヒビター、腫瘍抑制因子、細胞周期調節タンパク質などの細胞増殖に関与するタ

ンパク質に見られる（例えば、Kalus, W. 他 (1997) FEBS Lett. 401:127-132; 

Ferrante, A.W. 他 (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:1911-1915.を参照

）。一般にこれらのタンパク質は、それぞれが約３３個のアミノ酸からなる多数

のANK反復を含む。myotrophinは、心肥大の発達に重要な役割を果たすANK反復タ

ンパク質であり、多くの心臓病に寄与する因子である。他のANK反復と同様に、m

yotrophin ANK反復の構造は、それぞれが突出した「先端部」の後にへリックス

－ターン－ヘリックスコアを有する。これらの先端部は可変配列であり、タンパ

ク質間の相互作用に一定の役割を果たし得る。ANK反復のへリックス－ターン－

ヘリックスは互いに積み重なり、疎水性相互作用によって安定化する（Yang, Y.

 他 (1998) Structure 6:619-626）。

      【００１６】

  新規のソーティングネキシン及びそれらをコードするポリヌクレオチドの発見

により、癌を含む、免疫異常症及び神経疾患、胃腸障害、遺伝障害、平滑筋異常

症、細胞増殖症の診断及び治療、予防に有用な新規の組成物を提供することで当

分野のニーズに答えることができる。

      【００１７】

  発明の要約

  本発明は、個別にはそれぞれ「SNEXN-1」、「SNEXN-2」、総称して「SNEXN」

と呼ぶソーティングネキシンである実質的に精製されたポリペプチドを提供する

。本発明の一実施態様では、a）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と、b）SEQ ID NO:1

のアミノ酸配列と９０％以上の配列同一性を有する自然発生のアミノ酸配列と、
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c）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列の生物学的に活性な断片と、d）SEQ ID NO:1のア

ミノ酸配列の免疫原性断片とからなるグループから選択されたアミノ酸配列を含

む単離したポリペプチドを提供する。別法では、SEQ ID NO:1のアミノ酸配列を

含む単離したポリペプチドを提供する。

      【００１８】

  本発明は、更に、a）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と、b）SEQ ID NO:1のアミノ

酸配列と９０％以上の配列同一性を有する自然発生のアミノ酸配列と、c）SEQ I

D NO:1のアミノ酸配列の生物学的に活性な断片と、d）SEQ ID NO:1のアミノ酸配

列の免疫原性断片とからなるグループから選択されたアミノ酸配列を含むポリペ

プチドをコードする単離したポリヌクレオチドを提供する。ある別法では、SEQ 

ID NO:1のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを提供する。更なる別法

では、SEQ ID NO:3のポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドを提供する

。

      【００１９】

  更に、本発明は、a）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と、b）SEQ ID NO:1のアミノ

酸配列と９０％以上の配列同一性を有する自然発生のアミノ酸配列と、c）SEQ I

D NO:1のアミノ酸配列の生物学的に活性な断片と、d）SEQ ID NO:1のアミノ酸配

列の免疫原性断片とからなるグループから選択されたアミノ酸配列を含むポリペ

プチドをコードするポリヌクレオチドと機能的に結合するプロモーター配列を含

む組換えポリヌクレオチドを提供する。ある別法では、本発明は、この組換えポ

リヌクレオチドで形質転換された細胞を提供する。更なる別法では、本発明は、

この組換えポリヌクレオチドを含む遺伝子組換え生物を含む。

      【００２０】

  更に、本発明は、a）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と、b）SEQ ID NO:1のアミノ

酸配列と９０％以上の配列同一性を有する自然発生のアミノ酸配列と、c）SEQ I

D NO:1のアミノ酸配列の生物学的に活性な断片と、d）SEQ ID NO:1のアミノ酸配

列の免疫原性断片とからなるグループから選択されたアミノ酸配列を含むポリペ

プチドの製造方法を提供する。この方法は、ａ）ポリペプチドの発現に好適な条

件の下、そのポリペプチドをコードするポリヌクレオチドと機能的に結合するプ
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ロモーター配列を含む組換えポリヌクレオチドで形質転換された細胞を培養する

過程と、（ｂ）このようにして発現するポリペプチドを回収する過程とを含む。

      【００２１】

  更に、本発明は、a）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と、b）SEQ ID NO:1のアミノ

酸配列と９０％以上の配列同一性を有する自然発生のアミノ酸配列と、c）SEQ I

D NO:1のアミノ酸配列の生物学的に活性な断片と、d）SEQ ID NO:1のアミノ酸配

列の免疫原性断片とからなるグループから選択されたアミノ酸配列を含むポリペ

プチドに特異的に結合する単離した抗体を提供する。

      【００２２】

  更に、本発明は、a）SEQ ID NO:3－4からなるグループから選択されたポリヌ

クレオチド配列と、b）SEQ ID NO:3－4からなるグループから選択されたポリヌ

クレオチドと７０％以上の配列同一性を有する自然発生のポリヌクレオチド配列

と、c）a）に相補的なポリヌクレオチド配列と、d）b）に相補的なポリヌクレオ

チド配列と、e）a）－d）のRNA等価物とからなるグループから選択されたポリヌ

クレオチド配列を含む単離したポリヌクレオチドを提供する。別法では、少なく

とも６０個の連続するヌクレオチドを含むポリヌクレオチドを提供する。

      【００２３】

  更に、本発明は、a）SEQ ID NO:3－4からなるグループから選択されたポリヌ

クレオチド配列と、b）SEQ ID NO:3－4からなるグループから選択されたポリヌ

クレオチドと７０％以上の配列同一性を有する自然発生のポリヌクレオチド配列

と、c）前記a）に相補的なポリヌクレオチド配列と、d）b）に相補的なポリヌク

レオチド配列と、e）前記a）－d）のRNA等価物とからなるグループから選択され

たポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド配列を有するサンプルの標的ポ

リヌクレオチドを検出する方法を提供する。この方法は、a）前記サンプル内の

標的ポリヌクレオチドと相補的な配列を含む少なくとも２０個の連続するヌクレ

オチドを含むプローブと前記サンプルをハイブリダイズさせる過程であって、前

記プローブと前記標的ポリヌクレオチドまたはその断片とでハイブリダイゼショ

ン複合体が形成される条件の下、前記プローブが特異的に前記標的ポリヌクレオ

チドにハイブリダイズする、該過程と、b）前記ハイブリダイゼーション複合体
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の存在の有無を検出し、存在する場合には随意選択でその量を測定する過程とを

含む。別法では、前記プローブは、６０個以上の連続するヌクレオチドを含む。

      【００２４】

  更に、本発明は、a）SEQ ID NO:3－4からなるグループから選択されたポリヌ

クレオチド配列と、b）SEQ ID NO:3－4からなるグループから選択されたポリヌ

クレオチドと７０％以上の配列同一性を有する自然発生のポリヌクレオチド配列

と、c）前記a）に相補的なポリヌクレオチド配列と、d）前記b）に相補的なポリ

ヌクレオチド配列と、e）前記a）－d）のRNA等価物とからなるグループから選択

されたポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド配列を有するサンプルの標

的ポリヌクレオチドを検出する方法を提供する。この方法は、a）PCR法によって

、前記標的ポリヌクレオチドまたはその断片を増幅する過程と、b）前記増幅さ

れた標的ポリヌクレオチドまたはその断片の存在の有無を検出し、存在する場合

には随意選択でその量を測定する過程とを含む。

      【００２５】

  更に、本発明は、a）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と、b）SEQ ID NO:1のアミノ

酸配列と９０％以上の配列同一性を有する自然発生のアミノ酸配列と、c）SEQ I

D NO:1のアミノ酸配列の生物学的に活性な断片と、d）SEQ ID NO:1のアミノ酸配

列の免疫原性断片とからなるグループから選択されたアミノ酸配列を含むポリペ

プチドを効果的な量含む医薬品組成物と、好適な医薬用賦形剤を提供する。ある

別法では、SEQ ID NO:1のアミノ酸配列を含む医薬品組成物を提供する。更に、

本発明は、機能的なSNEXNの発現の低下に関連した疾患やその症状を治療する方

法であって、そのような治療が必要な患者にこの医薬品組成物を投与する過程を

含む。

      【００２６】

  更に、本発明は、a）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と、b）SEQ ID NO:1のアミノ

酸配列と９０％以上の配列同一性を有する自然発生のアミノ酸配列と、c）SEQ I

D NO:1のアミノ酸配列の生物学的に活性な断片と、d）SEQ ID NO:1のアミノ酸配

列の免疫原性断片とからなるグループから選択されたアミノ酸配列を含むポリペ

プチドのアゴニストとして効果的な化合物をスクリーニングする方法を提供する
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。この方法は、a）前記ポリペプチドを含むサンプルを化合物に暴露する過程と

、b）前記サンプルのアゴニスト活性を検出する過程とを含む。ある別法では、

本発明は、前記方法によって同定されたアゴニスト化合物及び好適な医薬用賦形

剤を含む医薬品組成物を提供する。更なる別法では、本発明は、機能的なSNEXN

の発現の低下に関連した疾患やその症状を治療する方法であって、そのような治

療が必要な患者にこの医薬品組成物を投与する過程を含む。

      【００２７】

  更に、本発明は、a）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と、b）SEQ ID NO:1のアミノ

酸配列と９０％以上の配列同一性を有する自然発生のアミノ酸配列と、c）SEQ I

D NO:1のアミノ酸配列の生物学的に活性な断片と、d）SEQ ID NO:1のアミノ酸配

列の免疫原性断片とからなるグループから選択されたアミノ酸配列を含むポリペ

プチドのアンタゴニストとして効果的な化合物をスクリーニングする方法を提供

する。この方法は、a）前記ポリペプチドを含むサンプルを化合物に暴露する過

程と、b）前記サンプルのアンタゴニスト活性を検出する過程とを含む。ある別

法では、本発明は、前記方法によって同定されたアンタゴニスト化合物及び好適

な医薬用賦形剤を含む医薬品組成物を提供する。更なる別法では、本発明は、機

能的なSNEXNの過剰な発現に関連した疾患やその症状を治療する方法であって、

そのような治療が必要な患者にこの医薬品組成物を投与する過程を含む。

      【００２８】

  更に、本発明は、a）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と、b）SEQ ID NO:1のアミノ

酸配列と９０％以上の配列同一性を有する自然発生のアミノ酸配列と、c）SEQ I

D NO:1のアミノ酸配列の生物学的に活性な断片と、d）SEQ ID NO:1のアミノ酸配

列の免疫原性断片とからなるグループから選択されたアミノ酸配列を含むポリペ

プチドと特異的に結合する化合物のスクリーニング方法を提供する。この方法は

、a）好適な条件のもとで、前記ポリペプチドを少なくとも１つの試験用化合物

と結合させる過程と、b）前記試験用化合物と前記ポリペプチドの結合を検出し

て、前記ポリペプチドと特異的に結合する化合物を同定する過程とを含む。

      【００２９】

  更に、本発明は、a）SEQ ID NO:1のアミノ酸配列と、b）SEQ ID NO:1のアミノ
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酸配列と９０％以上の配列同一性を有する自然発生のアミノ酸配列と、c）SEQ I

D NO:1のアミノ酸配列の生物学的に活性な断片と、d）SEQ ID NO:1のアミノ酸配

列の免疫原性断片とからなるグループから選択されたアミノ酸配列を含むポリペ

プチドの活性を変調する化合物のスクリーニング方法を提供する。この方法は、

a）前記ポリペプチドの活性が許容される好適な条件のもとで、前記ポリペプチ

ドを少なくとも１つの試験用化合物と結合させる過程と、b）前記試験用化合物

の存在のもとで、前記ポリペプチドの活性を評価する過程と、c）前記試験用化

合物の存在のもとでの前記ポリペプチドの活性と、前記試験用化合物の不在のも

とでの前記ポリペプチドの活性とを比較する過程であって、前記試験用化合物の

存在のもとでの前記ポリペプチドの活性の変化が、前記ポリペプチドの活性を変

調する化合物を示している、該過程とを含む。

      【００３０】

  更に本発明は、標的ポリヌクレオチドの発現を変える効果的な化合物をスクリ

ーニングする方法であって、前記標的ポリヌクレオチドが、SEQ ID NO:3－4から

なるグループから選択された配列を含み、a）前記標的ポリヌクレオチドを含む

サンプルを化合物に暴露する過程と、b）前記標的ポリヌクレオチドの発現の変

化を検出する過程とを含む。

      【００３１】

  更に本発明は、SEQ ID NO:4のポリヌクレオチド配列を含む単離したポリヌク

レオチドを提供する。更に、本発明は、SEQ ID NO:4のポリヌクレオチド配列を

含むポリヌクレオチドと機能的に結合するプロモーター配列を含む組換えポリヌ

クレオチドを提供する。ある別法では、組換えポリヌクレオチドで形質転換され

た細胞を提供する。更なる別法では、前記組換えポリヌクレオチドを含む遺伝子

組換え生物を提供する。

      【００３２】

  更に本発明は、SEQ ID NO:2のアミノ酸配列を含むポリペプチドを製造する方

法を提供する。この方法は、ａ）前記ポリペプチドの発現に好適な条件の下、SE

Q ID NO:4のポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドに機能的に結合する

プロモーター配列を含む組換えポリヌクレオチドで形質転換された細胞を培養す
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る過程と、（ｂ）このようにして発現するポリペプチドを回収する過程とを含む

。

      【００３３】

  本発明の記載について

  本発明のタンパク質及び核酸配列、方法について説明する前に、本発明は、こ

こに開示した特定の装置及び材料、方法に限定されず、その実施形態を変更でき

ることを理解されたい。また、ここで用いられる用語は、特定の実施例のみを説

明する目的で用いられたものであり、後述の請求の範囲によってのみ限定され、

本発明の範囲を限定することを意図したものではないということも理解されたい

。

      【００３４】

  本明細書及び請求の範囲において単数形を表す「或る」、「その（この等）」

は、文脈で明確に示していない場合は複数形を含むことに注意されたい。従って

、例えば「或る宿主細胞」は複数の宿主細胞を含み、その「抗体」は複数の抗体

は含まれ、当業者には周知の等価物なども含まれる。

      【００３５】

  本明細書で用いた全ての科学技術用語は、別の方法で定義されていない限り、

本発明の属する技術分野の一般的な技術者が普通に解釈する意味と同じである。

本明細書で記述したものと類似、或いは同等の全ての装置及び材料、方法は本発

明の実施及びテストに使用できるが、好適な装置及び材料、方法をここに記す。

本明細書に記載の全ての文献は、本発明に関連して使用する可能性のある文献に

記載された細胞系、プロトコル、試薬、ベクターを記述し開示するために引用し

た。従来の発明を引用したからと言って、本発明の新規性が損なわれると解釈さ

れるものではない。

      【００３６】

  定義

  本明細書において「SNEXN」とは、天然、合成、半合成或いは組換え体など全

ての種（特にウシ、ヒツジ、ブタ、マウス、ウマ及びヒトを含む哺乳動物）から

得られる実質的に精製されたSNEXNのアミノ酸配列のことである。
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      【００３７】

  本明細書において「アゴニスト」とは、SNEXNの生物学的活性を強化したり、

模倣する分子のことである。このアゴニストは、SNEXNに直接相互作用するか、

或いはSNEXNの関与する生物学的経路の成分と作用することで、SNEXNの活性を変

調するタンパク質、核酸、糖質、小分子、任意の他の化合物や組成物を含み得る

。

      【００３８】

  本明細書において、「アレル変異配列」とは、SNEXNをコードする遺伝子の別

の形である。アレル変異配列は、核酸配列における少なくとも１つの変異によっ

て生じ、変異ｍＲＮＡ若しくは変異ポリペプチドになり、これらの構造や機能は

変わる場合もあれば変わらない場合もある。ある遺伝子は、自然発生型のアレル

変異配列が存在しないもの、１つ或いは多数存在するものがある。一般にアレル

変異配列を生じる変異は、ヌクレオチドの自然な欠失、付加、或いは置換による

。これらの各変異は、単独或いは他の変異と同時に起こり、所定の配列内で一回

或いはそれ以上生じる。

      【００３９】

  本明細書において、SNEXNをコードする「変異」核酸配列とは、様々なヌクレ

オチドの欠失、挿入、或いは置換が起こっても、SNEXNと同じポリペプチド或い

はSNEXNの機能特性の少なくとも１つを備えるポリペプチドのことである。この

定義には、SNEXNをコードするポリヌクレオチド配列の正常の染色体の遺伝子座

ではない位置でアレル変異配列と不適当或いは予期せずハイブリダイゼーション

、及びSNEXNをコードするポリヌクレオチドの特定のオリゴヌクレオチドプロー

ブを用いて、容易に検出可能な或いは検出困難な多形性を含む。コードされたタ

ンパク質も変異され得り、サイレント変化を生じSNEXNと機能的に等価となるア

ミノ酸残基の欠失、挿入、或いは置換を含み得る。意図的なアミノ酸置換は、生

物学的或いは免疫学的にSNEXNの活性が保持される範囲で、残基の極性、電荷、

溶解度、疎水性、親水性、及び／または両親媒性についての類似性に基づいて成

され得る。たとえば、負に荷電したアミノ酸にはアスパラギン酸及びグルタミン

酸が含まれ、正に荷電したアミノ酸にはリシン及びアルギニンが含まれ得る。類
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似の親水性の値をもち極性非荷電側鎖を有するアミノ酸には、アスパラギン、グ

ルタミン、セリン、トレオニンが含まれ得る。類似の親水性の値をもち非荷電側

鎖を有するアミノ酸には、ロイシン、イソロイシン、バリン、グリシン、アラニ

ン、、フェニルアラニン及びチロシンが含まれ得る。

      【００４０】

  本明細書において「アミノ酸」及び「アミノ酸配列」とは、オリゴペプチドま

たはペプチド、ポリペプチド、タンパク質配列、或いはそれらの任意の断片であ

り、天然の分子または合成された分子である。「アミノ酸配列」が自然発生のタ

ンパク質分子である場合、アミノ酸配列及び類似の用語は、アミノ酸配列を、記

載したタンパク質分子に関連する完全で元のままのアミノ酸配列に限定するもの

ではない。

      【００４１】

  本明細書において用語「増幅」とは、核酸配列の付加的な複製を生成すること

に関連する。一般にはこの技術分野では周知のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）

技術を用いて行われる。

      【００４２】

  本明細書において、「アンタゴニスト」とは、SNEXNの生物学的活性を阻害或

いは減弱する分子である。アンタゴニストは、SNEXNに直接相互作用するか、或

いはSNEXNの関与する生物学的経路の成分と作用することで、SNEXNの活性を変調

する抗体、核酸、糖質、小分子、任意の他の化合物や組成物などのタンパク質を

含み得る。

      【００４３】

  本明細書において「抗体」とは、Ｆab及びＦ(ab')2、及びそれらの断片、Ｆｖ

断片などの無傷の分子であり、抗原決定基と結合可能である。SNEXNポリペプチ

ドと結合する抗体は、抗体を免疫する目的の小ペプチドを含む無傷の分子または

その断片を用いて調整可能である。動物（例えば、マウス、ラット、若しくはウ

サギ）を免疫化するのに使用されるポリペプチド或いはオリゴペプチドは、ＲＮ

Ａの翻訳から引き出されたり化学的に合成され得り、必要に応じて担体プロテイ

ンと結合することも可能である。ペプチドと化学的に結合した一般に用いられる
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担体は、ウシ血清アルブミン、チログロビン、及びキーホールリンペットヘモニ

アン（ＫＬＨ）を含む。次ぎに、この結合したペプチドを用いて動物を免疫化す

る。

      【００４４】

  本明細書において「抗原決定基」とは、特定の抗体と接触する分子の領域（即

ちエピトープ）である。タンパク質或いはタンパク質の断片が、宿主動物を免疫

化するのに用いられるとき、このタンパク質の種々の領域は、抗原決定基（タン

パク質上の特定の領域或いは三次元構造体）に特異的に結合する抗体の産生を誘

発し得る。抗原決定基は、抗体と結合するために無傷の抗原（即ち、免疫応答を

引き出すために用いられる免疫原）と競合し得る。

      【００４５】

  本明細書において「アンチセンス」とは、特定の核酸配列のセンス鎖と塩基対

を形成し得る任意の組成物である。アンチセンス成分には、DNAと、RNAと、ペプ

チド核酸（PNA）、ホスホロチオネートやメチルホスホネート、ベンジルホスホ

ネート（benzylphosphonate）などの修飾された骨格連鎖（backbone linkage）

を有するオリゴヌクレオチドと、2'-メトキシエチル糖または2'-メトキシエトキ

シ糖、2'-benzylphosphonateなどの修飾された糖基（sugar group）を有するオ

リゴヌクレオチドと、5-メチルシトシンまたは2'-deoxyuracil、7-deaza-2'-deo

xyguanosineなどの修飾された塩基を有するオリゴヌクレオチドを含み得る。ア

ンチセンス分子は、化学合成や転写を含む任意の方法で作り出すことができる。

相補的アンチセンス分子は、一度細胞に導入されると、細胞によって作られた自

然発生の核酸配列と塩基対となって二重鎖を形成し、転写や翻訳を阻害する。「

負」または「マイナス」という表現はアンチセンス鎖であり、「正」または「プ

ラス」という表現はセンス鎖である。

      【００４６】

  本明細書において「生物学的活性」とは、自然発生分子の構造的、調節的、或

いは生化学的機能を有するタンパク質のことである。同様に、「免疫学的に活性

」または「免疫原性」とは、天然或いは組換え体のSNEXN、合成のSNEXNまたはそ

れらの任意のオリゴペプチドが、適当な動物或いは細胞の特定の免疫応答を誘発
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して特定の抗体と結合する能力のことである。

      【００４７】

  本明細書において「相補的」とは、２つの一本鎖核酸配列が塩基対形成によっ

てアニールする関係にあることである。例えば、配列5'-AGT-3'は相補的な配列5

'-TCA-3'と塩基対を形成する。

      【００４８】

  本明細書において「所定のポリヌクレオチド配列を含む組成物」または「所定

のアミノ酸配列を含む組成物」とは広い意味で、所定のヌクレオチド配列或いは

アミノ酸配列を含む任意の組成物のことである。この組成物は、乾燥した製剤或

いは水溶液、無菌組成物を含み得る。SNEXN若しくはSNEXNの断片をコードするポ

リヌクレオチド配列を含む組成物は、ハイブリダイゼーションプローブとして使

用され得る。このプローブは、凍結乾燥状態で保存可能であり、糖質などの安定

化剤と結合可能である。ハイブリダイゼーションにおいて、プローブは、塩（例

えば、ＮａＣｌ）及び界面活性剤（例えば、ＳＤＳ：ドデシル硫酸ナトリウム）

、その他の物質（例えば、デンハート液、乾燥ミルク、サケ精子ＤＮＡ等）を含

む水溶液に展開され得る。

      【００４９】

  本明細書において「コンセンサス配列」とは、不要な塩基を分離するために  

            DNA配列分析が繰り返された核酸配列であって、ＸＬ－ＰＣＲキッ

ト（PE Biosystems, Foster City CA）を用いて５'及び／または３'の方向に延

長されて再配列された核酸配列、或いはGELVIEW 断片構築システム（GCG, Madis

on, WI）またはPhrap (University of Washington, Seatle WA) などのフラグメ

ントの構築のためのコンピュータプログラムを用いて、cDNAまたはEST、遺伝子D

NA断片を１回或いはそれ以上重複して構築された核酸配列のことである。延長及

び構築の両方によってコンセンサス配列に構築されるものもある。

      【００５０】

  本明細書において「保存的なアミノ酸置換」とは、元のタンパク質の特性を殆

ど変えないと推定される置換のことである。即ち、置換によってそのタンパク質

の構造や機能が大きくは変わらず、そのタンパク質の構造、特にその機能が保存
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される。以下に、あるタンパク質の元のアミノ酸が別のアミノ酸に置換された保

存的なアミノ酸置換を示す。

元の残基                  保存的な置換

Ala                    Gly, Set

Arg                    His, Lys

Asn                    Asp, Gin, His

Asp                    Asn, Glu

Cys                    Ala, Ser

Gin                    Asn, Glu, His

Glu                    Asp, Gin, His

Gly                    Ala

His                    Asn, Arg, Gin, Glu

Ile                    Leu, Vai

Leu                    Ile, Val

Lys                    Arg, Gin, Glu

Met                    Leu, Ile

Phe                    His, Met, Leu, Trp, Tyr

Ser                    Cys, Thr

Thr                    Ser, Val

Trp                    Phe, Tyr

Tyr                    His, Phe, Trp

Val                    Ile. Leu, Thr

      【００５１】

  一般に、保存されたアミノ酸置換では、(a) 置換された領域のポリペプチドの

骨格構造、例えば、βシートやαヘリックス構造、(b)置換された部位の分子の

電荷または疎水性、及び／または(c)側鎖の大半が維持される。

      【００５２】

  本明細書において「欠失」とは、１個以上のアミノ酸残基若しくは核酸残基が

欠如するアミノ酸配列若しくは核酸配列の変化である。
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      【００５３】

  本明細書において「誘導体」とは、化学修飾されたポリヌクレオチドまたはポ

リペプチドのことである。ポリヌクレオチド配列の化学修飾には、例えば、アル

キル基、アシル基、ヒドロキシル基、或いはアミノ基による水素の置換がある。

誘導体ポリヌクレオチドは、自然分子（未修飾の分子）の生物学的或いは免疫学

的機能を少なくとも１つ保持するポリペプチドをコードする。誘導体ポリペプチ

ドとは、もとのポリペプチドの生物学的機能、或いは免疫学的機能を少なくとも

１つ保持する、グリコシル化、ポリエチレングリコール化、或いは任意の同様の

プロセスによって修飾されたものである。

      【００５４】

  本明細書において「検出可能な標識」とは、ポリヌクレオチドやポリペプチド

に共有結合或いは非共有結合で結合する、測定可能なシグナルを発生し得るレポ

ーター分子及び酵素のことである。

      【００５５】

  本明細書において「断片」とは、SNEXNまたはSNEXNをコードするポリヌクレオ

チドのある部分であって、その親配列（parent sequence）と同一であるがその

配列より長さが短い。ある断片の最大の長さは、親配列から１つのヌクレオチド

／アミノ酸残基を差し引いた長さとなる。例えば、ある断片は、５～１０００個

の連続するヌクレオチド或いはアミノ酸残基から形成される。プローブ、プライ

マー、抗原、治療用分子、またはその他の目的に用いるある断片は、少なくとも

５または１０、１５、１６、２０、２５、３０、４０、５０、６０、７５、１０

０、１５０、２５０、５００個の連続するヌクレオチド或いはアミノ酸残基の長

さである。断片は、分子の特定の領域から優先的に選択される場合もある。例え

ば、ポリペプチド断片は、所定の配列に示された最初の２５０または５００のア

ミノ酸（或いは、ポリペプチドの最初の２５％または５０％）から選択された連

続するアミノ酸の一定の長さを含み得る。これらの長さは単なる例であり、配列

表及び表、図面を含む明細書に記載の任意の長さが、本発明の実施例に含まれ得

る。

      【００５６】
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  SEQ ID NO:3－4のある断片は、例えば、その断片を得たゲノムの別の配列全て

と異なるような、SEQ ID NO:3－4を特異的に同定する固有のポリヌクレオチド配

列の領域を含み得る。SEQ ID NO:3－4のある断片は、例えば、ハイブリダイゼー

ションや増幅技術、或いはSEQ ID NO:3－4を関連ポリヌクレオチド配列から区別

する類似の方法に有用である。ある断片と一致するSEQ ID NO:3－4の正確な断片

の長さや領域は、その断片の所期の目的に基づいた当分野では一般的な技術によ

って日常的に測定できる。

      【００５７】

  SEQ ID NO:1－2のある断片は、SEQ ID NO:3－4のある断片によってコードされ

る。SEQ ID NO:1－2のある断片は、特異的にSEQ ID NO:1－2を同定する固有のア

ミノ酸配列の領域を含む。例えば、SEQ ID NO:1－2のある断片は、特異的にSEQ 

ID NO:1－2を認識する抗体の産生のための免疫原性ペプチドとして有用である。

ある断片と一致するSEQ ID NO:1－2の正確な断片の長さや領域は、その断片の所

期の目的に基づいた当分野では一般的な技術によって日常的に測定できる。

      【００５８】

  本明細書において「完全長」のポリヌクレオチド配列とは、少なくともある翻

訳開始コドン（例えば、メチオニン）を含み、その後に翻訳領域と翻訳停止コド

ンが続く。「完全長」のポリヌクレオチド配列は、「完全長」のポリペプチド配

列をコードする。

      【００５９】

  本明細書において「相同」とは、２つ以上のポリヌクレオチド配列間、若しく

は２つ以上のポリペプチド配列間の配列の類似性または可換性、同一性のことで

ある。

      【００６０】

  本明細書において、ポリヌクレオチド配列に用いられる「パーセント同一性」

又は「％同一性」とは、標準化アルゴリズムを用いてアラインされる、２つ以上

のポリヌクレオチド配列間の一致する残基の百分率のことである。このようなア

ルゴリズムは、標準化された再現できる方法で、２つの配列間のアラインメント

を最適化するべく、配列にギャップを挿入して、より意味のある２つの配列間の
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比較を行うことができる。

      【００６１】

  ポリヌクレオチド配列間のパーセント同一性は、MEGALIGN version 3.12e配列

アラインメントプログラムに組込まれるCLUSTAL Vアルゴリズムのデフォルトパ

ラメータを用いて決定可能である。このプログラムは、分子生物学分析プログラ

ム一式（DNASTAR, Madison WI）であるLASERGENEソフトウェアパッケージの一部

である。CLUSTAL Vが、Higgins, D.G. 及び P.M. Sharp (1989) CAB IOS 5:151-

153、Higgins, D.G. 他 (1992) CABIOS 8:189-191に記載されている。ポリヌク

レオチド配列の対のアライメントの場合、デフォルトパラメーターは、Ktuple=2

、gap penalty=5、window=4、「diagonals saved」=4と設定する。「重み付けさ

れた」残基重み付け表が、デフォルトとして選択された。パーセント同一性は、

「パーセント類似性」としてCLUSTAL Vによって報告される。

      【００６２】

  別法では、一般に用いられ、無料で入手可能な配列比較アルゴリズム一式が、

National Center for Biotechnology Information (NCBI) Basic Local Alignme

nt Search Tool (BLAST) (Altschul, S.F. 他 (1990) J. Mol. Biol. 215:403-4

10)によって提供されており、NCBI、Bethesda、MD、及びインターネット（http:

//WWW.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）などから入手できる。このBLASTソフトウェア

一式には、既知のポリヌクレオチド配列を様々なデータベースからの別のポリヌ

クレオチド配列にアラインさせるのに用いられる「blastn」を含む、様々な配列

分析プログラムが含まれる。「BLAST 2 Sequences」と呼ばれるツールが入手可

能であり、２つのヌクレオチド配列の対を直接比較するために用いられる。「BL

AST 2 Sequences」は、http://WWW.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/b12.htmlにアクセス

して、対話形式で利用ができる。「BLAST 2 Sequences」ツールは、blastn 及び

 blastp（以下に記載）の両方に用いることができる。BLASTプログラムは、一般

的には、デフォルト設定のギャップ及び他のパラメーターで用いられる。例えば

、２つのヌクレオチド配列を比較する場合、ある者は、デフォルトパラメータに

設定された「BLAST 2 Sequences」ツールVersion 2.0.12 (April-21-2000)を用

いてblastnを使用するであろう。そのようなデフォルトパラメータは、例えば、
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以下のようにする。

Matrix: BLOSUM62

Reward for match: 1

Penalty for mismatch: -2

Open Gap: 5 及び Extension Gap: 2 penalties

Gap x drop-off: 50

Expect: 10

Word Size: 11

Filter: on

  パーセント同一性は、例えば、特定の配列番号で決められた、所定の配列の全

体の長さに対して測定してもよいし、短い長さに対して、例えば、ある大きな所

定の配列から得られた断片、例えば、連続する少なくとも、２０または３０、４

０、５０、７０、１００、２００のヌクレオチドの断片の長さに対して測定して

もよい。このような長さは単なる例であり、配列表及び表、図面を含む明細書に

記載の配列の任意の長さの断片が、パーセント同一性が測定されるある長さを示

すときに用いられる。

      【００６３】

  高い同一性を示さない核酸配列でも、遺伝子コードの縮重のために、類似のア

ミノ酸配列をコードし得る。縮重によって核酸配列を変化させて、それぞれが実

質的に同じタンパク質をコードする多数の核酸配列を作ることができる。

      【００６４】

  本明細書において、ポリペプチド配列に用いられる「パーセント同一性」又は

「％同一性」とは、標準化アルゴリズムを用いてアラインされる、２つ以上のポ

リペプチド配列間の一致する残基の百分率のことである。ポリペプチド配列アラ

インメントの方法は周知でる。アラインメント方法の中には、保存的なアミノ酸

置換を考慮したものもある。このような上記した保存的な置換は、一般に、置換

部位の電荷や疎水性が保存され、ポリペプチドの構造（従って機能も）が保存さ

れる。

      【００６５】
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  ポリペプチド配列間のパーセント同一性は、MEGALIGN version 3.12e配列アラ

インメントプログラム（上記）に組込まれるCLUSTAL Vアルゴリズムのデフォル

トパラメータを用いて測定可能である。対方式のポリぺプチド配列のアライメン

トの場合、デフォルトパラメーターは、Ktuple=1、gap penalty=3、window=5、

「diagonals saved」=5と設定する。PAM250マトリクスが、デフォルトの残基重

み付け表として選択された。ポリヌクレオチドアラインメントと同様に、パーセ

ント同一性は、「パーセント類似性」としてCLUSTAL Vによって報告される。

      【００６６】

  別法では、NCBI BLAST一式が用いられる。例えば、２つのポリペプチド配列を

対方式で比較をする場合、ある者は、デフォルトパラメータで設定された「BLAS

T 2 Sequences」ツールVersion 2.0.12 (April-21-2000)を用いてblastpを使用

するであろう。そのようなデフォルトパラメータは、例えば、以下のようにする

。

Matrix: BLOSUM62

Open Gap: 11 及び Extension Gap: 1 penalties

Gap x drop-off: 50

Expect: 10

Word Size: 3

Filter: on

  パーセント同一性は、例えば、特定の配列番号で決められた、所定のポリペプ

チド配列の全体の長さに対して測定してもよいし、短い長さに対して、例えば、

ある大きな所定のポリペプチド配列から得られた断片、例えば、連続する少なく

とも１５、２０または３０、４０、５０、７０、１５０の残基の断片の長さに対

して測定してもよい。このような長さは単なる例であり、配列表及び表、図面を

含む明細書に記載の配列の任意の長さの断片が、パーセント同一性が測定される

ある長さを示すときに用いられる。

      【００６７】

  本明細書において「ヒト人工染色体（ＨＡＣ）」は直鎖状の微小染色体であり

、６Ｋｂ～１０ＭｂのサイズのＤＮＡ配列を含み得り、染色体の複製及び分離、



(29) 特表２００３－５０３０１６

維持に必要な全ての要素を含む。

      【００６８】

  本明細書において「ヒト化抗体」とは、もとの結合能力を保持しつつよりヒト

の抗体に似せるために、非抗原結合領域のアミノ酸配列が変異された抗体分子で

ある。

      【００６９】

  本明細書において「ハイブリダイゼーション」とは、所定のハイブリダイゼー

ション条件の下で、ある一本鎖ポリヌクレオチドがある相補的な一本鎖と塩基対

を形成して結合するプロセスである。特定のハイブリダイゼーションは、２つの

核酸配列が高い相補性を有することを示す。アニーリングが許容される条件の下

で、特定のハイブリダイゼーション複合体が形成され、洗浄過程の後もハイブリ

ダイズしたままである。洗浄過程は、ハイブリダイゼーションプロセスの厳密性

において特に重要であり、より厳密な条件では、非特異的な結合、即ち完全には

一致しない核酸両鎖の対の間の結合が減少する。核酸配列のアニーリングが許容

される条件は、当業者によって日常的に決定され、ハイブリダイゼーションの実

験中一定であるが、洗浄過程は、実験中に変更して目的の厳密性にすることが可

能であり、即ちハイブリダイゼーション特異性が得られる。アニーリングが許容

される条件は、例えば、温度６８℃、６×SSC、約１％（w/v）のSDS、約１００

μｇ／ｍｌのせん断して変性したサケ精子DNAが含まれる。

      【００７０】

  一般に、ハイブリダイゼーションの厳密性は、洗浄過程を行う温度で部分的に

表すことができる。この洗浄温度は通常、所定のイオン強度とｐＨにおける特定

の配列の熱融解点（Tm）より低い、約５～２０℃に選択される。このTmは、（所

定のイオン強度とｐＨの下）標的の配列の５０％が完全に一致するプローブとハ

イブリダイズする温度である。核酸のハイブリダイゼーションのために、Tm及び

条件を計算する式は、周知であり、Sambrook, J. 他による, 1989, Molecular C

loning: A Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, Cold Spring Harbor Press

, Plainview NY; 特に volume 2, chapter 9.に記載されている。

      【００７１】
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  本発明のポリヌクレオチド間のハイブリダイゼーションの高い厳密性は、約０

．２×SSC及び約１％のSDSの存在の下での約６８℃で１時間の洗浄過程を含む。

別法では、６５℃、６０℃、５５℃、４２℃の温度で行う。SSCの濃度は、０．

１％のSDSが存在の下、０．１～２×SSCの範囲である。通常は、遮断剤を用いて

非特異的なハイブリダイゼーションを遮断する。このような遮断剤には、例えば

、１００～２００μｇ／ｍｌのせん断して変性したサケ精子DNAが含まれる。約

３５～５０％の濃度のホルムアミドなどの有機溶剤が、例えば、RNAとDNAのハイ

ブリダイゼーションなどの特定の場合に用いることができる。これらの洗浄条件

を好適に変えることは、当業者には周知である。特に高い厳密性でのハイブリダ

イゼーションは、ヌクレオチド間の進化的類似性を示唆し得る。このような類似

性は、それらヌクレオチド及びコードされたポリペプチドが同様の役割をしてい

ることを強く示唆する。

      【００７２】

  本明細書において「ハイブリダイゼーション複合体」とは、相補的な塩基対間

の水素結合の形成によって、２つの核酸配列間に形成された複合体のことである

。ハイブリダイゼーション複合体は溶液中（例えば、Ｃ０ｔまたはＲ０ｔ分析）

で形成されるか、或いは溶液中の１つの核酸配列と固体の支持物（例えば、紙、

膜、フィルター、チップ、ピン、或いはスライドガラス、または細胞及びその核

酸を固定する任意の適当な基板）に固定されたもう一つの核酸配列との間で形成

され得る。

      【００７３】

  本明細書において「挿入」或いは「付加」とは、１個以上のアミノ酸残基或い

はヌクレオチドがそれぞれ追加されるアミノ酸配列或いは核酸配列の変化のこと

である。

      【００７４】

  本明細書において「免疫応答」とは、炎症性疾患及び外傷、免疫異常、感染症

、遺伝病などと関係する症状である。これらの症状は、細胞系及び全身防衛系に

影響を及ぼすサイトカイン及びケモカイン、別の情報伝達分子などの様々な因子

の発現によって特徴づけられ得る。
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      【００７５】

  本明細書において「免疫原性断片」とは、生きた生物、例えば哺乳類に導入さ

れると、免疫応答を誘発し得るSNEXNのポリペプチド断片またはオリゴペプチド

断片である。「免疫原性断片」はまた、当分野で周知の任意の抗体産生方法に用

いられるSNEXNのポリペプチド断片またはオリゴペプチド断片も含む。

      【００７６】

  本明細書において「マイクロアレイ」とは、基板上に配列された多数のポリヌ

クレオチド、ポリペプチド、または他の化学化合物のアレイのことである。

      【００７７】

  本明細書のマイクロアレイの記述における「要素」或いは「アレイ要素」とは

、基板上に固有の指定された位置を有するポリヌクレオチド、ポリペプチド、ま

たは他の化学化合物のことである。

      【００７８】

  本明細書において「変調」とは、SNEXNの活性の変化のことである。変調の例

として、SNEXNのタンパク質活性の特性、或いは結合特性、またはその他の生物

学的特性、機能的特性或いは免疫学的特性の変化がある。

      【００７９】

  本明細書において「核酸」或いは「核酸配列」とは、ヌクレオチド、オリゴヌ

クレオチド、ポリヌクレオチド、或いはそれらの断片を指す。また、一本鎖若し

くは二本鎖のセンス鎖或いはアンチセンス鎖であるゲノム若しくは合成起源のＤ

ＮＡ或いはＲＮＡと、またペプチド核酸（PNA）や任意のＤＮＡ様物質、ＲＮＡ

様物質も指す。

      【００８０】

  本明細書における「機能的に結合した」は、第１の核酸配列と第２の核酸配列

が機能的な関係にある場合に用いられる。例えば、プロモーターがコード配列の

転写または発現に影響を与える場合、そのプロモーターはそのコード配列に機能

的に結合している。機能的に結合したDNA配列は、非常に近接或いは連続し、２

つのタンパク質をコードする領域が結合する必要がある場合は、同じ読み枠内に

存在し得る。
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      【００８１】

  本明細書において「ペプチド核酸（ＰＮＡ）」とは、末端がリジンで終わるア

ミノ酸残基のペプチド骨格に結合した、少なくとも約５ヌクレオチドの長さのオ

リゴヌクレオチドを含む、アンチセンス分子又は抗遺伝子剤のことである。この

末端のリジンにより、この組成物が溶解性を有する。ＰＮＡは、相補的な一本鎖

ＤＮＡやＲＮＡに優先的に結合して転写物の伸長を止め、ポリエチレングリコー

ル化して細胞において寿命を延ばし得る。

      【００８２】

  本明細書においてSNEXNの「翻訳後修飾」には、脂質化（lipiation）及びグリ

コシル化、リン酸化、アセチル化、ラセミ化、タンパク分解性切断、及びその他

の修飾が含まれ得る。これらのプロセスは、合成或いは生化学的に起こり得る。

生化学的修飾は、SNEXNの酵素環境による細胞型によって変わる。

      【００８３】

  本明細書において「プローブ」とは、SNEXNやそれらの相補配列、またはそれ

らの断片をコードする核酸配列のことであり、同一配列或いはアレル核酸配列、

関連する核酸配列を検出するために用いる。プローブは、検出可能な標識または

レポーター分子が結合され、単離されたオリゴヌクレオチドやポリヌクレオチド

である。典型的な標識には、放射性アイソトープ及びリガンド、化学発光試薬、

酵素がある。

      【００８４】

  本明細書において「プライマー」とは、相補的な塩基対を形成して標的のポリ

ヌクレオチドにアニールし得る、通常はDNAオリゴヌクレオチドである短い核酸

である。このプライマーは、ポリヌクレオチドにアニールした後、あるDNAポリ

メラーゼによって、標的のDNA一本鎖に沿って延長される。プライマーの組は、

例えば、ＰＣＲ法による核酸配列の増幅（及び同定）に用いることができる。

      【００８５】

  本発明に用いられるプローブ及びプライマーは、既知の配列の少なくとも１５

の連続するヌクレオチドからなる。特性を高めるために、長いプローブ及びプラ

イマーが用いることも可能である。例えば、開示した核酸配列の連続する少なく
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とも２０または２５、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１

５０のヌクレオチドからなる。プローブ及びプライマーは、上記した例より相当

長いものも用いることができ、本明細書の表及び図面、配列表に示された任意の

長さのヌクレオチドも用いることができることを理解されたい。

      【００８６】

  プローブ及びプライマーの準備及び使用方法については、例えば、Sambrook, 

J.他による, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 

1-3, (Cold Spring Harbor Press, Plainview NY)、またはAusubel, F.M. 他に

よる, 1987, Current Protocols in Molecular Biologv, (Greene Pubi. Assoc.

 & Wiley-Intersciences, New York NY)、並びに Innis, M. 他による, 1990, P

CR Protocols, A Guide to Methods and Applications, (Academic Press, San 

Diego CA.)を参照されたい。PCR用のプライマーの組は、例えば、Primer (Versi

on 0.5, 1991, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge MA)

などのそのような目的のためのコンピュータプログラムを用いて、ある既知の配

列から得ることができる。

      【００８７】

  プライマーとして用いるオリゴヌクレオチドは、当分野で周知のそのような目

的ためのコンピュータプログラムを用いて選択することができる。例えば、OLIG

O 4.06ソフトウェアは、それぞれが１００ヌクレオチドまでのPCR用のプライマ

ーの対の選択、及び３２，０００塩基までの入力ポリヌクレオチド配列から５，

０００ヌクレオチドまでの大きなポリヌクレオチド及びオリゴヌクレオチドの分

析に有用である。類似のプライマー選択用プログラムには、能力を拡大する追加

の機能が含まれている。例えば、PrimOUプライマー選択プログラム（Genome Cen

ter at University of Texas South West Medical Center, Dallas TXより入手

可能）は、メガベース配列から特定のプライマーを選択できるため、あるゲノム

ワイドスコープ（genome-wide scope）におけるプライマーの設計に有用である

。Primer3プライマー選択プログラム（Whitehead Institute/MIT Center for Ge

nome Research, Cambridge MA1より入手可能）によって、ユーザーは、プライマ

ー結合部位にしたくない配列を指定できる「非プライミングライブラリ」を入力



(34) 特表２００３－５０３０１６

できる。また、Primer3は、特にマイクロアレイのオリゴヌクレオチドの選択に

有用である。（後半の２つのプライマー選択プログラムのソースコードは、それ

ぞれのソースから得ることができ、ユーザーの必要に応じて変更できる。）Prim

erGenプログラム（UK Human Genome Mapping Project Resource Centre, Cambri

dge UK より入手可能）は、多数の配列アラインメントに基づいてプライマーを

設計するため、アラインされた核酸配列の最も保存された領域或いは最も保存さ

れていない領域のどちらかとハイブリダイズするプライマーの選択ができる。従

って、このプログラムは、固有及び保存されたオリゴヌクレオチドやポリヌクレ

オチドの断片の同定に有用である。上記した任意の選択方法で同定されたオリゴ

ヌクレオチドやポリヌクレオチドの断片は、例えば、PCR法やシークエンシング

プライマー、マイクロアレイ要素、或いはサンプルの核酸の完全或いは部分的に

相補的なポリヌクレオチドを同定する特定のプローブなどの、ハイブリダイゼー

ション技術に有用である。オリゴヌクレオチドの選択方法は、上記した方法に制

限されるものではない。

      【００８８】

  本明細書における「組換え核酸」は天然の配列ではなく、２つ以上の配列の離

れたセグメントを人工的に組み合わせた配列である。この人工の組み合せは、化

学合成によって作られる場合が多いが、前出のSambrook に記載されたような遺

伝子工学の技術を用いて核酸の離れたセグメントを人工的に操作するのがより一

般的である。この「組換え核酸」には、単に核酸の一部の追加または置換、欠失

によって変更された核酸を含む。しばしば、組換え核酸は、あるプロモーター配

列に機能的に結合した核酸配列を含む。このような組換え核酸は、例えば、ある

細胞を形質転換するのに用いられるベクターの一部であり得る。

      【００８９】

  別法では、このような組換え核酸は、この組換え核酸が発現する哺乳動物のワ

クチン接種に用いることができ、その哺乳動物の防衛的な免疫応答を誘発するワ

クシニアウイルスに基づいたウイルスベクターの一部であり得る。

      【００９０】

  本明細書における「調節要素」は、通常は、ある遺伝子の翻訳されない領域の
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核酸配列であって、エンハンサー及びプロモーター、イントロン、5'及び3'の翻

訳されない領域（UTR）が含まれる。調節要素は、転写及び翻訳、RNAの安定性を

調節する宿主またはウイルスタンパク質と相互作用する。

      【００９１】

  本明細書における「レポーター分子」は、核酸またはアミノ酸、抗体を標識す

るために用いる化学的或いは生化学的成分である。レポーター分子には、放射性

核種と、酵素と、蛍光または化学発光剤、色素生産剤と、基質と、補助因子と、

阻害剤と、磁気粒子と、当分野で既知の他の成分が含まれる。

      【００９２】

  本明細書において、あるDNA配列に用いられる「RNA等価物」とは、基準となる

DNA配列と同じ直鎖の核酸配列からなるが、窒素性塩基のチミンがウラシルに置

換され、糖鎖の骨格がデオキシリボースではなくリボースからなるという点が異

なる。

      【００９３】

  本明細書において「サンプル」とは、その最も広い意味で用いられている。SN

EXNをコードする核酸若しくはその断片、SNEXN自体を含むと推測されるサンプル

には、体液と、細胞からの抽出物や細胞から単離された染色体や細胞内小器官、

膜と、細胞と、溶液中又は基板に固定されたゲノムＤＮＡ，ＲＮＡ，ｃＤＮＡと

、組織又は組織プリント等も含まれ得る。

      【００９４】

  本明細書において「特異的結合」または「特異的に結合する」とは、タンパク

質或いはペプチドとアゴニスト或いは抗体、アンタゴニスト、小分子、任意の天

然或いは合成の結合組成物との間の相互作用のことである。この相互作用は、結

合する分子によって認識される、例えば、抗原決定基つまりエピトープなどのタ

ンパク質の特定の構造の存在によって左右される。例えば、抗体がエピトープ「

Ａ」に対して特異的である場合、結合していない標識した「Ａ」及びその抗体を

含む反応において、エピトープＡを含むポリペプチドが存在するか或いは結合し

ていない無標識の「Ａ」が存在すると、抗体と結合する標識Ａの量が減少する。

      【００９５】
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  本明細書において「実質的に精製された」とは、自然の環境から取り除かれて

から、単離或いは分離された核酸配列或いはアミノ酸配列であって、自然に結合

している構成要素が少なくとも約６０％以上除去されたものであり、好ましくは

約７５％以上の除去、最も好ましいのは約９０％以上除去されたものである。

      【００９６】

  本明細書において「置換」とは、一つ以上のアミノ酸残基またはヌクレオチド

をそれぞれ別のアミノ酸またはヌクレオチドに置き換えることである。

      【００９７】

  本明細書における「基板」とは、任意の好適な固体或いは半固体の支持物であ

り、膜及びフィルター、チップ、スライド、ウエハ、ファイバー、磁気または非

磁気ビード、ゲル、チューブ、プレート、ポリマー、微小粒子、毛細管が含まれ

る。この基板には、壁または塹壕、ピン、チャンネル、細孔などの様々な表面形

態があり、そこにポリヌクレオチドやポリペプチドが結合する。

      【００９８】

  本明細書における「転写イメージ或いは転写画像」とは、ある時間に所定の条

件の下で、特定の細胞型或いは組織による遺伝子発現の集合的なパターンのこと

である。

      【００９９】

  本明細書において「形質転換」とは、外来ＤＮＡが受容細胞に導入されるプロ

セスのことである。形質転換は、当分野で周知の種々の方法により、自然或いは

人工の条件の下で起こり得り、原核宿主細胞若しくは真核宿主細胞の中に外来核

酸配列を挿入する任意の周知の方法によって行うことができる。この形質転換の

方法は、形質転換される宿主細胞のタイプによって選択される。この方法には、

バクテリオファージまたはウイルス感染、電気穿孔法（エレクトロポレーション

）、リポフェクション、及び微粒子照射が含まれるが、限定されるものではない

。「形質転換された」細胞には、導入されたＤＮＡが自律的に複製するプラスミ

ドとして或いは宿主染色体の一部として複製可能である安定的に形質転換された

細胞が含まれる。さらに、限られた時間に一時的に導入ＤＮＡ若しくは導入ＲＮ

Ａを発現する細胞も含まれる。
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      【０１００】

  本明細書における「遺伝子組換え生物」とは、当分野で周知の遺伝子組換え技

術などによって人間によって、生物の１つ以上の細胞に異種の核酸が導入された

任意の生物であり、動物及び植物を含むが、それらに限定されるものではない。

微量注入や組換えウイルスに感染させるなどの慎重な遺伝子操作によって、細胞

の前駆体に直接或いは間接的に導入して、異種核酸を細胞に導入する。「遺伝子

操作」には、典型的な交雑育種やin vitroでの受精は含まれず、組換えDNA分子

の導入を指す。本発明に従った遺伝子組換え生物には、細菌及びラン藻類、菌類

、植物、動物が含まれる。本発明の単離されたDNAは、当分野で周知の、例えば

、感染、形質移入、形質転換、トランス接合（transconjugation）などの方法に

よって、宿主に導入できる。本発明のDNAをそのような生物に導入する技術は周

知であり、前出のSambrook他（1989）に記載されている。

      【０１０１】

  本明細書において「変異配列」とは、デフォルトパラメーターがで設定された

「BLAST 2 Sequences」ツールVersion 2.0.9 (May-07-1999)を用いたblastnによ

って、核酸配列の１つの所定の長さにおける所定の核酸配列の同一性が、少なく

とも４０％と決定された核酸配列のことである。このような核酸の対は、所定の

長さにおいて、例えば、少なくとも５０％または６０％、７０％、８０％、８５

％、９０％、９５％、９８％、或いはそれ以上の同一性を示し得る。ある変異体

は、「アレル」または「スプライス」変異配列、「種」変異配列、「多形性」変

異配列と示され得る。スプライ変異配列は基準分子と極めて同一性が高い可能性

があるが、ｍＲＮＡプロセッシング中のエキソンの交互のスプライシングによっ

てポリヌクレオチドの数が多くなったり、少なくなったりする。対応するポリペ

プチドは、基準分子に存在する機能ドメインが加わったり、ドメインが欠落した

りし得る。種変異配列は、種によって異なるポリヌクレオチド配列である。でき

たポリペプチドは、互いに高いアミノ酸同一性を有する。多形性変異配列は、所

定の種と種の間の特定の遺伝子のポリヌクレオチド配列における変異である。多

形性変異配列はまた、ポリヌクレオチド配列の１つの塩基が異なる「１つのヌク

レオチド多形性」（ＳＮＰ）も含み得る。ＳＮＰの存在は、例えば、或る集団（
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population）、病態、病態の特徴を表し得る。

      【０１０２】

  発明

  本発明は、新規のヒトソーティングネキシン(SNEXN)、及びSNEXNをコードする

ポリヌクレオチドの発見に基づき、癌を含む、免疫異常症及び神経疾患、胃腸障

害、遺伝障害、平滑筋異常症、細胞増殖症の診断及び治療、予防におけるこれら

の組成物の使用に関する。

      【０１０３】

  表１は、SNEXNをコードする完全長のヌクレオチド配列を構築するために用い

たインサイト社クローンのリストである。列１及び列２はそれぞれ、ペプチド及

び核酸の配列番号（SEQ ID NO）を示す。列３は、それぞれのSNEXNをコードする

核酸が同定されたインサイト社クローンのクローンＩＤを示し、列４は、これら

のクローンを単離したｃＤＮＡライブラリを示す。列５は、インサイト社クロー

ンＩＤ、及びそれに対応するｃＤＮＡライブラリを示す。列５のインサイト社ク

ローンが、各SNEXNのコンセンサスヌクレオチド配列の導出に用いられ、ハイブ

リダイゼーション技術に有用である。

      【０１０４】

  表２の各列は、本発明の各ポリペプチドの様々な特徴を示す。列１は配列番号

(SEQ ID NO)、列２は各ポリペプチドのアミノ酸残基数、列３は潜在リン酸化部

位、列４は潜在グリコシル化部位、列５はサイン配列（signature sequence）及

びモチーフを含むアミノ酸残基、列６はBLAST分析によって同定された相同配列

、列７は分析方法及び（該当部分については）分析方法が利用できる検索可能な

データベースをそれぞれ示す。

      【０１０５】

  表３の各列は、SNEXNをコードするヌクレオチド配列に関連する組織特異性、

及び疾患及び異常、症状を示す。表３の列１はヌクレオチドの配列番号（SEQ ID

 NO）を示す。列２は、列１のヌクレオチド配列の断片を示す。これらの断片は

、例えば、ハイブリダイゼーション及び増幅技術に有用であり、SEQ ID NO:3－4

の同定し、SEQ ID NO:3－4と関連するポリヌクレオチド配列とを区別する。これ
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らの断片によってコードされるポリペプチドは、例えば、免疫原性ペプチドとし

て有用である。列３は、SNEXNを発現する全組織に対するその分類された組織がS

NEXNを発現する割合を示す。列４は、SNEXNを発現する全組織に対するSNEXNを発

現する組織に関連した疾患及び異常症、状態の割合を示す。列５は、各cDNAライ

ブラリをサブクローニングするために用いたベクターを示す。

      【０１０６】

  表４の各コラムは、SNEXNをコードするcDNAクローンを単離したcDNAライブラ

リを作製するために用いられた組織の説明を示す。列１は、ヌクレオチドの配列

番号を示し、列２は、これらのクローンを単離したcDNAライブラリを示し、列３

は、列２のcDNAライブラリについての組織起源及び説明を示す。

      【０１０７】

  SEQ ID NO:3は、染色体６の９１．８から９６．１センチモルガンまでの区間

の染色体地図である。この区間には、分枝鎖α‐ケト酸デヒドロゲナーゼのE1-

βサブユニットの欠陥によって起こる、メープルシロップ尿症に関連する遺伝子

及びESTが含まれる。SEQ ID NO:4は、染色体３の１４０．００から１４８．７０

センチモルガンまでの区間の染色体地図である。

      【０１０８】

  本発明はまた、SNEXNの変異体を含む。SNEXNの変異体は、SNEXNのアミノ酸配

列と好ましくは約８０％以上の配列同一性、更に好ましくは約９０％以上の配列

同一性、最も好ましくは約９５％以上の配列同一性を有し、SNEXNの機能的特性

或いは構造的特性のうちの少なくとも１つを含む。

      【０１０９】

  本発明はまた、SNEXNをコードするポリヌクレオチドを含む。特定の実施例に

おいて、本発明は、SNEXNをコードするSEQ ID NO:3－4からなるグループから選

択された配列を含むポリヌクレオチド配列を含む。配列表に示されているSEQ ID

 NO:3－4のポリヌクレオチド配列はRNA等価配列を含む。但し、窒素性塩基のチ

ミンがウラシルに置換され、糖鎖の骨格がデオキシリボースではなくリボースか

らなる。

      【０１１０】
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  本発明はまた、SNEXNをコードするポリヌクレオチド配列の変異配列を含む。

詳細には、このようなポリヌクレオチド配列の変異配列は、SNEXNをコードする

ポリヌクレオチド配列と７０％以上のポリヌクレオチド配列同一性、または８５

％以上のポリヌクレオチド配列同一性、または９５％以上のポリヌクレオチド配

列同一性を有する。本発明の特定の実施形態は、SEQ ID NO:3－4からなるグルー

プから選択された核酸配列と７０％以上のポリヌクレオチド配列同一性、または

８５％以上のポリヌクレオチド配列同一性、または９５％以上ポリヌクレオチド

配列同一性を有するSEQ ID NO:3－4からなるグループから選択された配列を含む

ポリヌクレオチド配列の変異配列を含む。上記したポリヌクレオチド変異配列の

すべてが、SNEXNの機能的或いは構造的特徴の少なくとも１つを有するアミノ酸

配列をコードする。

      【０１１１】

  遺伝暗号の縮重により作り出され得るSNEXNをコードする種々のポリヌクレオ

チド配列には、既知の自然発生する任意の遺伝子のポリヌクレオチド配列と最小

の類似性しか有しないものも含まれることを、当業者は理解するであろう。した

がって本発明には、可能なコドン選択に基づいた組み合わせの選択によって作り

出され得る可能なポリヌクレオチド配列の変異の全てが含まれ得る。これらの組

み合わせは、自然発生のSNEXNのポリヌクレオチド配列に適用される標準的なト

リプレット遺伝暗号を基に作られ、全ての変異が明確に開示されていると考慮す

る。

      【０１１２】

  SNEXNをコードするヌクレオチド配列及びその変異配列は、好適に選択された

厳密な条件の下で、自然発生のSNEXNのヌクレオチドとハイブリダイズ可能なこ

とが望ましいが、非自然発生のコドンを含めるなどの実質的に異なったコドンの

使用を有するSNEXN或いはその誘導体をコードするヌクレオチド配列を作り出す

ことは有益となり得る。特定のコドンが宿主によって利用される頻度に基づいて

コドンを選択して、ペプチドの発現が特定の真核細胞又は原核宿主に発生する割

合を高めることが可能である。コードされたアミノ酸配列を変えないで、SNEXN

及びその誘導体をコードするヌクレオチド配列を実質的に変更する別の理由は、
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自然発生の配列から作られる転写物より例えば長い半減期など好ましい特性を備

えるＲＮＡ転写物を作ることにある。

      【０１１３】

  本発明はまた、SNEXN及びその誘導体をコードするＤＮＡ配列又はそれらの断

片を完全に合成化学によって作り出すことも含む。作製後にこの合成配列を、当

分野で良く知られた試薬を用いて、種々の入手可能な発現ベクター及び細胞系の

何れの中にも挿入可能である。更に、合成化学を用いて、SNEXNまたはその任意

の断片をコードする配列の中に突然変異を導入することも可能である。

      【０１１４】

  更に本発明には、種々の厳密性条件の下で、請求項に記載されたポリヌクレオ

チド配列、特に、SEQ ID NO:3－4及びそれらの断片とハイブリダイズ可能なポリ

ヌクレオチド配列が含まれる(例えば、Wahl, G.M.及びS.L. Berger (1987) Meth

ods Enzymol. 152:399-407; and Kimmel. A.R. (1987) Methods Enzymol. 152:5

07-511.を参照)。アニーリング及び洗浄条件を含むハイブリダイゼーションの条

件は、「定義」に記載されている。

      【０１１５】

  ＤＮＡのシークエンシング及び解析方法は当分野で周知であり、本発明の任意

の実施例を実行する際に用いることが可能である。この方法には、例えばＤＮＡ

ポリメラーゼIのクレノウ断片であるSEQUENASE（US Biochemical, Cleveland OH

）、Taqポリメラーゼ（PE Biosystems, Foster City CA）、熱安定性T7ポリメラ

ーゼ（Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway N J）、或いはELONGASE増幅シ

ステム(Life Technologies, Inc., Rocville, MD)にみられるような校正エキソ

ヌクレアーゼとポリメラーゼとの組み合わせなどの酵素が用いられる。配列の準

備には、MICROLAB 2200 液体転移システム（Hamilton, Co., Reno, NV）及びPTC

200 thermal cycler (MJ Research, Watertown MA)、ABI CATALYST８００therma

l cycler（PE Biosystems）などの装置を用いて自動化するのが好ましい。次に

、ABI 373 または 377 シークエンシングシステム (PE Biosystems)、または ME

GABACETM 1000 DNA シークエンシングシステム(Molecular Dynamics, Inc., Sun

nyvale, CA)、または当分野で周知の他のシステムを用いて、シークエンシング
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が続けることが可能である。得られた配列を当分野で周知の様々なアルゴリズム

を用いて分析する(例えば、Ausubel F.M.(1997) Short Protocols in Molecular

 Biology, John Wiley & Sons, New York, NY, unit 7.7; Meyers, R.A. (1995)

 Molecular Biology and Biotechnology, Wiley VCH, New York NY を参照)。

      【０１１６】

  部分的なヌクレオチド配列を利用し、当分野で周知のＰＣＲ法をベースにした

種々の方法を用いてSNEXNをコードする核酸配列を伸長し、プロモーターや調節

要素などの上流にある配列を検出する。例えば制限部位ＰＣＲ法を利用する１つ

の方法では、一般的なプライマー及びネスト化プライマーを用いてクローニング

ベクター内のゲノムＤＮＡから未知の配列を増幅する（例えば、Sarkar, G. (19

93) PCR Methods Applic 2:318-322を参照）。逆ＰＣＲ法を用いる別法では、広

範な方向に伸長して環状化した鋳型から未知の配列を増幅するプライマーを用い

る。この鋳型は、既知のゲノム遺伝子座及びその周辺の配列を含む制限断片に由

来する（例えば、Triglia, T.等（1988）Nucleic Acids Res 16:8186を参照）。

キャプチャＰＣＲ法を用いる第３の方法は、ヒト及び酵母菌人工染色体ＤＮＡの

既知の配列に隣接するＤＮＡ断片のＰＣＲ増幅を含む（例えば、Lagerstrom, M.

他（1991）PCR Methods Applic 1:111-119を参照）。この方法では、多数の制限

酵素による消化及びライゲ－ションを用いて、ＰＣＲを行う前に未知の配列の領

域の中に組換え二本鎖配列を挿入することが可能である。また、当分野で周知の

別の方法を用いて未知の配列を得ることも可能である。(例えば、Parker, J.D. 

他 (1991)Nucleic Acids Res. 19:3055-3060を参照)。更に、ＰＣＲ、ネスト化

プライマー、PROMOTERFINDERライブラリ（Clontech, Palo Alto CA）を用いれば

、ゲノムＤＮＡ内の歩行が可能である。この方法ではライブラリをスクリーニン

グする必要がなく、イントロン／エキソン接合部を探すのに有用である。全ての

ＰＣＲ法をベースにした方法では、プライマーは、市販のOLIGO 4.06 Primer An

alysis software（National Biosciences, Plymouth MN）或いは別の好適なプロ

グラムなどを用いて、長さが２２～３０ヌクレオチド、ＧＣ含有率が５０％以上

、約６８℃～７２℃の温度で鋳型に対してアニールするよう設計される。

      【０１１７】
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  完全な長さのｃＤＮＡのスクリーニングの際は、大きなｃＤＮＡを含むように

サイズが選択されたライブラリを用いるのが好ましい。更に、オリゴｄ（Ｔ）ラ

イブラリが完全な長さのｃＤＮＡを産生できない場合は、遺伝子の５'領域を有

する配列を含むものが多いランダムに初回抗原刺激を受けたライブラリが有用で

ある。ゲノムライブラリは、５'非転写調節領域への配列の伸長に有用であろう

。

      【０１１８】

  市販のキャピラリー電気泳動システムを用いて、シークエンシングまたはＰＣ

Ｒ産物のヌクレオチド配列のサイズの分析、または確認が可能である。詳しくは

、キャピラリーシークエンシングには、電気泳動による分離のための流動性ポリ

マー、及び４つの異なったヌクレオチドに特異的なレーザーで活性化される蛍光

色素、放出された波長の検出に利用するＣＣＤカメラを使用することが可能であ

る。出力／光強度は、適切なソフトウエア（例えば、GENOTYPER及びSEQUENCE NA

VIGATOR、PE Biosystems）を用いて電気信号に変換され、サンプルのローディン

グからコンピュータ分析までのプロセス及び電子データ表示がコンピュータ制御

可能である。キャピラリー電気泳動法は、特定のサンプルに少量しか存在しない

場合もあるＤＮＡの小片のシークエンシングに特に適している。

      【０１１９】

  本発明の別の実施例では、SNEXNをコードするポリヌクレオチド配列またはそ

の断片を組換えＤＮＡ分子に用いて、適切な宿主細胞内にSNEXN、その断片また

は機能的等価物を発現させることが可能である。遺伝暗号固有の宿重により、実

質的に同じ或いは機能的に等価のアミノ酸配列をコードする別のＤＮＡ配列が作

られ得り、これらの配列をSNEXNのクローン化及び発現に利用可能である。

      【０１２０】

  種々の目的でSNEXNをコードする配列を変えるために、当分野で一般的に知ら

れている方法を用いて、本発明のヌクレオチド配列を組換えることができる。こ

の目的には、遺伝子産物のクローン化、プロセッシング及び／または発現の調節

が含まれるが、これらに限定されるものではない。ランダムな断片によるＤＮＡ

の混合や遺伝子断片と合成オリゴヌクレオチドのＰＣＲ再組み立てを用いて、ヌ
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クレオチド配列の組換えが可能である。例えば、オリゴヌクレオチドの仲介によ

る定方向突然変異誘発を利用して、新しい制限部位を生成する突然変異の導入、

グリコシル化パターンの変更、コドン優先の変更、スプライスバリアントの生成

等が可能である。

      【０１２１】

  本発明のヌクレオチドに、MOLECULARBREEDING (Maxygen Inc., Santa Clara C

A; U.S. Patent Number 5,837,458; Chang, C.-C. 他 (1999) Nat. Biotechnol.

 17:793-797; Christians, F.C. 他 (1999) Nat. Biotechnol. 17:259-264; Cra

meri, A. 他 (1996) Nat. Biotechnol. 14:315-319)などのDNA混合技術を適用し

て、SNEXNの生物学的または酵素的な活性、或いは他の分子や化合物と結合する

能力などのSNEXNの生物学的特性を変更或いは向上させることができる。DNA混合

は、ＰＣＲ法による遺伝子断片の組換えで遺伝子変異体のライブラリが作製され

るプロセスである。次に、このライブラリは、目的の特性を有する遺伝子変異体

を同定する選択或いはスクリーニングが行われる。これらの好ましい変異体はプ

ールされ、DNA混合及び選択／スクリーニングが繰り返される。従って、人工的

な育種及び急速な分子の進化によって多様な遺伝子が作られる。例えば、ランダ

ムな位置に変異をもつ１つの遺伝子の断片を組換えてスクリーニングし、目的の

特性が最適となるまで混合が行われる。別法では、所定の遺伝子の断片を、同じ

或いは異なった種の同じ遺伝子ファミリーの相同な遺伝子の断片で組換えること

で、指向的かつ調節可能な方法で、多数の天然の遺伝子の遺伝子多様性を最大化

することができる。

      【０１２２】

  別の実施例によれば、SNEXNをコードする配列は、当分野で周知の化学的方法

を用いて、全体或いは一部が合成可能である（例えば、Caruthers. M.H.等（198

0）Nucleic Acids Symp Ser 7:215-223; 及びHorn, T.他（1980）Nucl. Acids R

es Symp. Ser.225-232を参照）。別法として、化学的方法を用いてSNEXN自体ま

たはその断片を合成することが可能である。例えば、ペプチド合成は種々の液相

または固相技術を用いて実行可能である（例えば、Creighton, T. (1984) Prote

ins, Structures and Molecular Properties, WH Freeman, New York NY, pp. 5
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5-60;及び Roberge, J.Y. 他 (1995) Science 269:202-204.を参照）。また、合

成の自動化は例えばABI 431Aペプチドシンセサイザ（PE Biosystems）を用いて

達成し得る。更にSNEXNのアミノ酸配列または任意のその一部は、直接的な合成

の際の変更、及び／または化学的方法を用いた他のタンパク質または任意のその

一部からの配列との組み合わせにより、変異体ポリペプチドまたは天然のポリペ

プチド配列を有するポリペプチドを作ることが可能である。

      【０１２３】

  このペプチドは、分離用高速液体クロマトグラフィー(例えば、Chiez, R.M. 

及び F.Z. Regnier (1990)Methods Enzymol. 182:392-421を参照)を用いて実質

的に精製可能である。合成されたペプチドの組成は、アミノ酸分析或いはシーク

エンシングで確認することができる(例えば、Creighton, 前出, pp. 28-53を参

照)。

      【０１２４】

  生物学的に活性のSNEXNを発現させるために、SNEXNをコードするヌクレオチド

配列またはその誘導体を好適な発現ベクターに挿入する。この発現ベクターは、

好適な宿主に挿入されたコード配列の転写及び翻訳の調節に必要な要素を含む。

これらの要素には、ベクター及びSNEXNをコードするポリヌクレオチド配列にお

けるエンハンサー、構成型及び発現誘導型のプロモーター、５'及び３'の非翻訳

領域などの調節配列が含まれる。このような要素は、その長さ及び特異性が様々

である。特定の開始シグナルによって、SNEXNをコードする配列のより効果的な

翻訳を達成することが可能である。このようなシグナルには、ＡＴＧ開始コドン

及びコザック配列などの近傍の配列が含まれる。SNEXNをコードする配列及びそ

の開始コドン、上流の調節配列が好適な発現ベクターに挿入された場合は、更な

る転写調節シグナルや翻訳調節シグナルは必要なくなるであろう。しかしながら

、コード配列或いはその断片のみが挿入された場合は、インフレームのＡＴＧ開

始コドンを含む外来性の翻訳調節シグナルが発現ベクターに含まれなければなら

ない。外来性の翻訳要素及び開始コドンは、自然及び合成の様々なものから得る

ことが可能である。用いられる特定の宿主細胞系に好適なエンハンサーを含める

ことで発現の効率を高めることが可能である。(例えば、Scharf, D. 他 (1994) 
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Results Probl. Cell Differ. 20:125-162.を参照)。

      【０１２５】

  当業者に周知の方法を用いて、SNEXNをコードする配列、好適な転写及び翻訳

調節要素を含む発現ベクターを作製することが可能である。これらの方法には、

in vitro組換えＤＮＡ技術、合成技術、及びin vivo遺伝子組換え技術が含まれ

る。(例えば、 Sambrook, J. 他. (1989) Molecular Cloning. A Laboratom Man

ual, Cold Spring Harbor Press,Plainview, NY, 4章及び8章, 及び１6-17章; 

及び Ausubel, F.M. 他. (1995) Current Protocols in Molecular Biology, Jo

hn Wiley & Sons, New York,NY. 9章及び13章、16章を参照)。

      【０１２６】

  種々の発現ベクター／宿主系を利用して、SNEXNをコードする配列を含ませ、

発現させることが可能である。これらには、限定するものではないが、組換えバ

クテリオファージ、プラスミド、またはコスミドＤＮＡ発現ベクターで形質転換

された細菌などの微生物や、酵母菌発現ベクターで形質転換された酵母菌や、ウ

イルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス）に感染した昆虫細胞系や、ウ

イルス発現ベクター（例えば、カリフラワーモザイクウイルス、ＣａＭＶ、タバ

コモザイクウイルス、ＴＭＶ）または細菌発現ベクター（例えば、Ｔｉまたはｐ

ＢＲ３２２プラスミド）で形質転換された植物細胞系や、動物細胞系などが含ま

れる（例えば、Sambrook, 前出; Ausubel, 前出; Van Heeke, G. 及び S.M. Sch

uster (1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509; Bitter, G.A. 他. (1987) Metho

ds Enzymol. 153:516-544; Scorer, C.A. 他 (1994) Bio/Technology 12:181-18

4; Engelhard, E.K. 他 (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3224-3227: Sa

ndig, V. 他 (1996) Hum. Gene Ther. 7:1937-1945; Takamatsu, N. (1987) EMB

O J. 6:307-311; Coruzzi, G. 他 (1984) EMBO J. 3:1671-1680; Broglie, R. 

他 (1984) Science 224:838-843; Winter, J. 他 (1991) Results Probl. Cell 

Differ. 17:85-105; The McGraw Hill Yearbook of Science and Technology (1

992) McGraw Hill, New York NY, pp. 191-196; Logan, J. 及び T. Shenk (198

4) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659; 及びHarrington, J.J. 他 (199

7) Nat. Genet. 15:345-355.）。レトロウイルスまたはアデノウイルス、ヘルペ
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スまたはワクシニアウイルス由来の発現ベクター、または種々の細菌プラスミド

由来の発現ベクターを用いて、標的の器官及び組織、細胞集団にヌクレオチド配

列を輸送することが可能である（例えば、Di Nicola, M. 他 (1998) Cancer Gen

. Ther. 5(6):350-356; Yu, M. 他, (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(13

):6340-6344; Buller, R.M. 他 (1985) Nature 317(6040):813-815; McGregor, 

D.P. 他 (1994) Mol. Immunol. 31(3):219-226; Verma, I.M. 及び N. Somia (1

997) Nature 389:239-242.を参照）。本発明は使用される宿主細胞によって限定

されるものではない。

      【０１２７】

  細菌系では、多数のクローニングベクター及び発現ベクターが、SNEXNをコー

ドするポリヌクレオチド配列の使用目的に応じて選択可能である。例えば、SNEX

Nをコードするポリヌクレオチド配列の日常的なクローニング、サブクローニン

グ、増殖には、pBLUESCRIPT プラスミド(Stratagene, La Jolla CA)またはpSPOR

T 1 プラスミド(Life Technologies)などの多機能の大腸菌ベクターを用いるこ

とができる。ベクターの多数のクローニング部位にSNEXNをコードする配列をラ

イゲーションするとlacＺ遺伝子が破壊され、組換え分子を含む形質転換された

細菌の同定のための比色スクリーニング法が可能となる。更に、これらのベクタ

ーを用いて、クローニングされた配列のin vitroでの転写、ジデオキシンスクリ

ーニング、ヘルパーファージによる一本鎖の救出、入れ子状態の欠失を作り出す

ことが可能である。(例えば、Van Heeke. G.及びS.M. Schuster (1989) J. Biol

. Chem. 264:5503-5509.を参照)。例えば、抗体の産生のためなどに多量のSNEXN

が必要な場合は、SNEXNの発現をハイレベルで誘導するベクターが使用できる。

例えば、強力に発現を誘発するＴ５またはＴ７バクテリオファージプロモーター

を含むベクターを使用できる。

      【０１２８】

  SNEXNの発現に酵母の発現系の使用が可能である。酵母菌サッカロミセス－セ

レビジエまたはPichia pastorisでは、α因子やアルコールオキシダーゼやＰＧ

Ｈプロモーターなどの構成型或いは誘導型のプロモーターを含む多種のベクター

が使用可能である。更に、このようなベクターは、発現したタンパク質の分泌か
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細胞内への保持のどちらかを誘導し、安定した増殖のために宿主ゲノムの中に外

来配列を組み込む（例えば、Ausubel, 1995, 前出; Bitter, 前出; 及び Scorer

, 前出を参照）。

      【０１２９】

  植物系もSNEXNの発現に使用可能である。SNEXNをコードする配列の転写は、例

えば、ＣａＭＶ由来の３５Ｓ及び１９Ｓプロモーターなどのウイルスプロモータ

ーが単独で、或いはＴＭＶ（Takamatsu, N.（1987）EMBO J 6:307-311）由来の

オメガリーダー配列と組み合わせて行われる。別法では、RUBISCOの小さなサブ

ユニットや熱ショックプロモーターなどの植物プロモーターを用いることができ

る（例えば、Coruzzi, 前出; Broglie, 前出; 及び Winter, 前出を参照）。こ

れらの作製物は、直接のＤＮＡ形質転換或いは病原体を介したトランスフェクシ

ョンによって、植物細胞の中に導入可能である。（例えば、The McGraw Hill Ye

arbook of Science and Technology（1992）McGraw Hill NY, pp.191-196を参照

）。

      【０１３０】

  哺乳動物細胞では、多種のウイルスベースの発現系が利用され得る。アデノウ

イルスが発現ベクターとして用いられる場合、後発プロモーター及び３連リーダ

ー配列からなるアデノウイルス転写物／翻訳複合体にSNEXNをコードする配列を

結合し得る。ウイルスのゲノムの非必須のＥ１またはＥ３領域への挿入により、

感染した宿主細胞にSNEXNを発現する生ウイルスを得ることが可能である（例え

ば、Logan, J.及びT. Shenk (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659

を参照）。さらに、ラウス肉腫ウイルス（RSV）エンハンサーなどの転写エンハ

ンサーを用いて、哺乳動物宿主細胞における発現を増大させることが可能である

。タンパク質を高レベルで発現させるために、ＳＶ４０またはＥＢＶを基にした

ベクターを用いることが可能である。

      【０１３１】

  ヒト人工染色体（HAC）を用いて、プラスミドで発現しそれに含まれているも

のより大きなＤＮＡの断片を供給可能である。治療のために約６ｋｂ～１０Ｍｂ

のＨＡＣｓを作製し、従来の方法（リボソーム、ポリカチオンアミノポリマー、
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またはベシクル）で供給する（例えば、Harrington, J.J. 他 (1997) Nat. Gene

t.15:345-355.を参照）。

      【０１３２】

  哺乳動物系の組換えタンパク質の長期にわたる産生のためには、株化細胞にお

けるSNEXNの安定した発現が望ましい。例えば、発現ベクターを用いて、SNEXNを

コードする配列を株化細胞に形質転換することが可能である。このような発現ベ

クターは、ウイルス起源の複製及び／または内在性の発現要素や、同じ或いは別

のベクターの上の選択マーカー遺伝子を含む。ベクターの導入の後、細胞を選択

培地に移す前に、強化培地で約１～２日の間増殖させる。選択マーカーの目的は

選択的な媒介物に対する抵抗性を与えるとともに、その存在により導入された配

列をうまく発現する細胞の増殖及び回収が可能となる。安定的に形質転換された

細胞の耐性クローンは、その細胞型に好適な組織培養技術を用いて増殖可能であ

る。

      【０１３３】

  任意の数の選択系を用いて、形質転換された細胞系を回収することが可能であ

る。選択系には、以下のものに限定はしないが、単純ヘルペスウイルスチミジン

キナーゼ遺伝子及びアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ遺伝子が含まれ

、それぞれtk－又はaprt－細胞において使用される(例えば、Wigler, M. 他 (19

77) Cell 11:223-232; Lowy. I. 他(1980) Cell 22:817-823を参照)。また代謝

拮抗物質、抗生物質或いは除草剤への耐性を選択のベースとして用いることがで

きる。例えばdhfrはメトトレキセートに対する耐性を与え、neoはアミノグリコ

シッドネオマイシン及びG-418に対する耐性を与え、als或いはpatはクロルスル

フロン（chlorsulfuron）、ホスフィノトリシンアセチルトランスフェラーゼ（p

hosphinotricin acetyltransferase）に対する耐性を与える(例えば、Wigler, M

. 他. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:3567-3570; Colbere-Garapin, F

. 他(1981) J. Mol. Biol. 150:1-14を参照)。さらに選択に利用できる遺伝子、

例えば、代謝のために細胞が必要なものを変えるtrpB及びhisDが文献に記載され

ている（例えば、Hartman, S.C.及びR.C. Mulligan（1988）Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 85:8047-51を参照）。アニトシアニン、緑色蛍光タンパク質（GFP; Cl
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ontech)、β-グルクロニダーゼ及びその基質β-グルクロニド、ルシフェラーゼ

及びその基質ルシフェリンなどの可視マーカーが用いることができる。緑色蛍光

タンパク質（ＧＦＰ）(Clontech, Palo Alto, CA)も使用できる。これらのマー

カーを用いて、トランスフォーマントを特定するだけでなく、特定のベクター系

に起因する一過性或いは安定したタンパク質発現を定量することが可能である（

例えば、Rhodes, C.A.他（1995）Methods Mol. Biol. 55:121－791を参照）。

      【０１３４】

  マーカー遺伝子の発現の存在／不在によって目的の遺伝子の存在が示されても

、その遺伝子の存在及び発現の確認が必要な場合もある。例えば、SNEXNをコー

ドする配列がマーカー遺伝子配列の中に挿入された場合、SNEXNをコードする配

列を含む形質転換された細胞は、マーカー遺伝子機能の欠落により特定可能であ

る。または、１つのプロモーターの制御下でマーカー遺伝子がSNEXNをコードす

る配列と一列に配置することも可能である。誘導または選択に応答したマーカー

遺伝子の発現は、通常タンデム遺伝子の発現も示す。

      【０１３５】

  一般に、SNEXNをコードする核酸配列を含み、SNEXNを発現する宿主細胞は、当

業者に周知の種々の方法を用いて特定することが可能である。これらの方法には

、ＤＮＡ－ＤＮＡ或いはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリダイゼーションや、ＰＣＲ法、

核酸或いはタンパク質の検出及び／または数量化のための膜系、溶液ベース、或

いはチップベースの技術を含むタンパク質生物学的試験法または免疫学的アッセ

イが含まれるが、これらに限定されるものではない。

      【０１３６】

  特異的なポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体のどちらかを用いるSN

EXNの発現の検出及び計測のための免疫学的な方法は、当分野で周知である。こ

のような技法には、酵素に結合したイムノソルベントアッセイ（ELISA）、ラジ

オイムノアッセイ（RIA）、蛍光標示式細胞分取器（FACS）などがある。SNEXN上

の２つの非干渉エピトープに反応するモノクローナル抗体を用いた、２部位のモ

ノクローナルベースイムノアッセイ（two-site, monoclonal-based immunoassay

）が好ましいが、競合の結合アッセイも用いることもできる。これらのアッセイ
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及びその他のアッセイは、当分野では十分に知られている。(例えば、 Hampton.

 R. 他.(1990) Serological Methods, a Manual, APS Press. St Paul. MN, Sec

t. IV; Coligan. J. E. 他 (1997) Current Protocols in Immunology, Greene 

Pub. Associates and Wiley-Interscience, New York. NY: 及び Pound. J.D. 

他 (1998) Immunochemical Protocols, Humana Press, Totowa NJ.を参照)。

      【０１３７】

  種々の標識方法及び結合方法が当業者には周知であり、様々な核酸アッセイお

よびアミノ酸アッセイに用いられ得る。SNEXNをコードするポリヌクレオチドに

関連する配列を検出するための、標識されたハイブリダイゼーションプローブ或

いはＰＣＲプローブを生成する方法には、オリゴ標識化、ニックトランスレーシ

ョン、末端標識化、または標識されたヌクレオチドを用いるＰＣＲ増幅が含まれ

る。別法として、SNEXNをコードする配列、またはその任意の断片をｍＲＮＡプ

ローブを生成するためのベクターにクローニングすることも可能である。当分野

では周知であり市販されているこのようなベクターを、Ｔ７，Ｔ３，またはＳＰ

６などの好適なＲＮＡポリメラーゼ及び標識されたヌクレオチドの追加によって

、in vitroでのＲＮＡプローブの合成に用いることができる。これらの方法は、

例えば、Amersham Pharmacia Biotech及びPromega（Madison WI）、U.S. Bioche

micalが市販する種々のキットを用いて行うことができる。容易な検出のために

用い得る好適なレポーター分子或いは標識には、基質、コファクター、インヒビ

ター、磁気粒子、及び放射性核種、酵素、蛍光剤、化学発光剤、色素産生剤など

が含まれる。

      【０１３８】

  SNEXNをコードするヌクレオチド配列で形質転換された宿主細胞は、細胞培地

でのこのタンパク質の出現及び回収に好適な条件の下で培養される。形質転換さ

れた細胞で作製されたタンパク質が分泌されるか細胞内に留まるかは、使用され

るその配列及び／またはそのベクターによる。SNEXNをコードするポリヌクレオ

チドを含む発現ベクターは、原核細胞膜及び真核細胞膜を通ってSNEXNの分泌を

誘導するシグナル配列を含むように設計できることは、当業者には理解されよう

。
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      【０１３９】

  更に、挿入した配列の発現調節能力またはタンパク質の発現を所望の形にプロ

セシングする能力によって宿主細胞株が選択される。このようなポリペプチドの

修飾には、アセチル化、カルボキシル化、グリコシル化、リン酸化、脂質化（li

pidation）、及びアシル化が含まれるが、これらに限定されるものではない。タ

ンパク質の「prepro」形を切断する翻訳後のプロセシングを利用して、標的タン

パク質、折りたたみ及び／または活性を特定することが可能である。翻訳後の活

性のための特定の細胞装置及び特徴のある機構をもつ異なった宿主細胞（例えば

、CHO、HeLa、MDCK、HEK293、WI38）がAmerican Type Culture Collection（ATC

C; Manassas, VA）より入手可能であり、外来のタンパク質の正しい修飾及びプ

ロセシングを確実にするために選択される。

      【０１４０】

  本発明の別の実施例では、SNEXNをコードする自然或いは変更された、または

組換えの核酸配列を上記した任意の宿主系の融合タンパク質の翻訳となる異種配

列に結合させる。例えば、市販の抗体によって認識できる異種部分を含むキメラ

SNEXNタンパク質が、SNEXNの活性のインヒビターに対するペプチドライブラリの

スクリーニングを促進し得る。また、異種タンパク質部分及び異種ペプチド部分

が、市販の親和性基質を用いて融合タンパク質の精製を促進し得る。このような

部分には、グルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトース結合タン

パク質（ＭＢＰ）、チオレドキシン（Ｔｒｘ）、カルモジュリン結合ペプチド（

ＣＢＰ）、６－Ｈｉｓ、ＦＬＡＧ、ｃ－ｍｃ、赤血球凝集素（ＨＡ）が含まれる

が、これらに限定されるものではない。ＧＳＴ及びＭＢＰ、Ｔｒｘ、ＣＢＰ、６

－Ｈｉｓによって、固定されたグルタチオン、マルトース、フェニルアルシン酸

化物（phenylarsine oxide）、カルモジュリン、金属キレート樹脂のそれぞれで

同族の融合タンパク質の精製が可能となる。ＦＬＡＧ、ｃ－ｍｃ、及び赤血球凝

集素（ＨＡ）によって、これらのエピトープ標識を特異的に認識する市販のモノ

クロナール抗体及びポリクロナール抗体を用いた融合タンパク質の免疫親和性の

精製ができる。また、SNEXNをコードする配列と異種タンパク質配列との間にあ

るタンパク質分解切断部位を融合タンパク質が含むように遺伝子操作すると、SN
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EXNが精製の後に異種部分から切断され得る。融合タンパク質の発現と精製の方

法は、Ausubel.（1995, 前出, ch. 10）に記載されている。様々な市販されてい

るキットを用いて、融合タンパク質の発現及び精製を促進することができる。

      【０１４１】

  本発明の別の実施例では、ＴＮＴＴＭウサギ網状赤血球可溶化液またはコムギ

胚芽抽出系(Promega)を用いてin vitroで放射能標識したSNEXNの合成が可能であ

る。これらの系は、Ｔ７またはＴ３、ＳＰ６プロモーターと機能的に結合したタ

ンパク質をコードする配列の転写と翻訳をつなげる。翻訳は、例えば、３５Ｓメ

チオニンである放射能標識されたアミノ酸前駆体の存在の下で起こる。

      【０１４２】

  本発明のSNEXNまたはその断片を用いて、SNEXNと特異的に結合する化合物のス

クリーニングが可能である。少なくとも１つまたは複数の試験用化合物を、SNEX

Nへの特異的結合を調べるためにスクリーニングする。試験用化合物には、抗体

やオリゴヌクレオチド、タンパク質（例えば、受容体）、小分子が含まれる。

      【０１４３】

  ある実施例では、このように同定された化合物は、例えば、SNEXNのリガンド

や断片、天然の基質、構造的または機能的な擬態、天然結合パートナーなどのSN

EXNの天然のリガンドに密接な関連がある（Coligan, J.E. 他 (1991) Current P

rotocols in Immunology 1(2):Chapter 5.を参照）。同様に、この化合物は、SN

EXNに結合する天然の受容体またはリガンド結合部位などの受容体の少なくとも

断片と密接な関連がある。どちらの場合も、この化合物は、既知の技術を用いて

合理的に設計される。ある実施例では、こららの化合物のスクリーニングは、分

泌タンパク質として或いは細胞膜上でSNEXNを発現する好適な細胞の作製を伴う

。好適な細胞には、哺乳類や酵母、ショウジョウバエ、大腸菌からの細胞が含ま

れる。SNEXNを発現する細胞またはSNEXNを含む細胞膜分画をある試験用化合物と

接触させ、SNEXNまたは化合物の結合や刺激、活性の阻害を分析する。

      【０１４４】

  あるアッセイで、試験用化合物とポリペプチドの結合を単に検査する。このと

き、結合は、フルオロフォア、放射性アイソトープ、酵素抱合体、または別の検
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出可能な標識によって検出される。例えば、このアッセイには、溶液の中で或い

は固体の支持物に固定させて、SNEXNと少なくとも１つの化合物を結合させて、S

NEXNと化合物の結合を検出する過程も含まれ得る。別法では、このアッセイは、

標識された競合相手の存在の下で、ある試験用化合物の検出或いは測定をするこ

ともできる。更に、このアッセイは、細胞を含まない製剤、化学ライブラリまた

は天然産物の混合物を用い、試験用化合物が溶液の中で自由な状態、或いは固体

支持物に固定されて行われる。

      【０１４５】

  本発明のSNEXNまたはその断片を用いて、SNEXNの活性を変調する化合物のスク

リーニングが可能である。このような化合物には、アゴニスト、アンタゴニスト

、部分アゴニストまたは逆作用薬が含まれ得る。ある実施例では、アッセイを、

SNEXNの活性が許容される条件で行い、SNEXNを少なくとも１つの試験用化合物と

結合させ、試験用化合物が存在する場合のSNEXNの活性と試験用化合物が存在し

ない場合のSNEXNの活性とを比較する。試験用化合物が存在する場合のSNEXNの活

性のある変化は、SNEXNの活性を変調する化合物を示唆する。別法では、ある試

験用化合物を、SNEXNの活性に好適な条件の下で、SNEXNを含む細胞の存在しない

系またはin vitroで結合させてアッセイを行う。これらのどのアッセイの場合も

、SNEXNの活性を変調する試験用化合物はSNEXNを間接的に変調し、直接接触する

必要はない。少なくとも１つまたは複数の試験用化合物をスクリーニング可能で

ある。

      【０１４６】

  別の実施例では、SNEXNをコードするポリヌクレオチドまたはそれらの哺乳類

の相同体が、胚幹細胞（ES細胞）の相同的組換えによって、ある動物モデル系で

ノックアウトされる。このような技術は当分野では周知であり、ヒトの疾患を動

物モデルで発生させるのに有用である（例えば、U.S. Patent No. 5,175,383 an

d U.S. Patent No. 5,767,337を参照）。例えば、マウス129/SvJ細胞株などのマ

ウスのES細胞をマウスの初期胚から採取して培養液で成長させる。このES細胞を

、例えば、ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子などのマーカー遺伝子

によって標識された目的の遺伝子を含むベクターで形質転換する（neo; Capecch
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i, M.R. (1989) Science 244:1288-1292）。このベクターを、相同的組換えによ

って、宿主ゲノムの対応する領域に組込む。別法では、Cre-loxP systemを用い

て、組織特異的または発達段階特異的に相同的組換えを行い、目的の遺伝子をノ

ックアウトする（Marth, J.D. (1996) Clin. Invest. 97:1999-2002; Wagner, K

.U. 他 (1997) Nucleic Acids Res. 25:4323-4330）。形質転換されたES細胞を

同定し、C57BL/6マウス株などからのマウス細胞胚盤胞に微量注入する。この胚

盤胞を、外科手術的に偽妊娠雌に移し、得られるキメラ子孫が遺伝子型を受け継

ぎ、ヘテロ接合株またはホモ接合株を産生するように育種する。このように作ら

れた遺伝子組換え動物は、潜在的な治療薬や毒物で検査することが可能である。

      【０１４７】

  SNEXNをコードするポリヌクレオチドを、in vitroでヒトの胚盤胞から得たES

細胞に導入する。ヒトES細胞は、内胚葉及び中胚葉、外胚葉の細胞型を含む少な

くとも８つの異なった細胞系譜に分化する能力をもつ。これらの細胞系譜は、例

えば、神経細胞や造血系、心筋細胞に分化する（Thomson, J.A. 他 (1998) Scie

nce 282:1145-1147）。

      【０１４８】

  SNEXNをコードするポリヌクレオチドを用いて、「ノックイン（knockin）」ヒ

ト化動物（ブタ）や遺伝子組換え動物（マウスまたはラット）を作って、ヒトの

病気のモデルにする。ノックイン技術を用いて、SNEXNをコードするポリヌクレ

オチドのある領域を動物ES細胞に注入し、それによって注入された配列が動物細

胞ゲノムに組込まれる。形質転換された細胞を胞胚に注入し、この胞胚を上記し

たようにインプラントする。遺伝子組換え子孫または近交系を研究して潜在的な

薬剤で治療し、ヒトの疾患の治療における情報を入手する。別法では、例えば、

母乳にSNEXNを分泌させるなどして、SNEXNを過剰に発現する哺乳近交動物が、そ

のようなタンパク質の便利な供給源となる（Janne, J. 他 (1998) Biotechnol. 

Annu. Rev. 4:55-74）。

      【０１４９】

  治療

  SNEXN領域とソーティングタンパク質の領域との間に、配列及びモチーフにお
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ける化学的及び構造的類似性が存在する。更に、SNEXNの発現は、癌及び細胞増

殖症、炎症、胃腸組織、神経組織と密接な関係がある。従って、SNEXNが、癌を

含む、免疫異常症及び神経疾患、胃腸障害、遺伝障害、平滑筋異常症、細胞増殖

症において一定の役割を果たしていると考えられる。SNEXNの発現や活性の増大

に関連する疾患の治療において、SNEXNの発現や活性を低下させることが望まし

い。NEXNの発現や活性の低下に関連する疾患の治療において、SNEXNの発現や活

性を増大させることが望ましい。

      【０１５０】

  従って、ある実施例では、NEXNの発現や活性の低下に関連する疾患を予防及び

治療するために、そのような患者にSNEXNまたはその断片や誘導体を投与するこ

とが可能である。限定するものではないが、このような疾患には、免疫異常症が

含まれ、その中には、炎症、日光性角化症、後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）

及び副腎機能不全、成人呼吸窮迫症候群、アレルギー、強直性脊椎炎、アミロイ

ド症、貧血、動脈硬化、喘息、アテローム性動脈硬化症、自己免疫性溶血性貧血

、自己免疫性甲状腺炎、気管支炎、滑液包炎、胆嚢炎、硬変、接触皮膚炎、クロ

ーン病、アトピー性皮膚炎、皮膚筋炎、糖尿病、肺気腫、胎児赤芽球症、結節性

紅斑、萎縮性胃炎、糸球体腎炎、グッドパスチャー症候群、痛風、グレーブス病

、橋本甲状腺炎、発作性夜間血色素尿症、肝炎、過好酸球増加症、過敏性大腸症

候群、リンパ球毒素性一時性リンパ球減少症、混合型結合組織病（MCTD）、多発

性硬化症、重症筋無力症、心筋又は心膜炎症、骨髄線維症、骨関節炎、骨粗しょ

う症、膵炎、真正赤血球増加症、多発性筋炎、乾癬、ライター症候群、リウマチ

様関節炎、強皮症、シェ－グレン症候群、全身性アナフィラキシー、全身性エリ

テマトーデス、全身性硬化症、原発性血小板血症、血小板減少症、潰瘍性大腸炎

、ウェルナー症候群、癌合併症、血液透析、体外循環、リンパ腫及び白血病、骨

髄腫を含む造血性の癌、外傷が含まれ、また、神経疾患も含まれ、その中には、

癲癇、虚血性脳血管障害、脳卒中、脳腫瘍、アルツハイマー病、ピック病、ハン

チントン病、痴呆、パーキンソン病及び他の錐体外路障害、筋萎縮性側索硬化症

及び他の運動ニューロン疾患、進行性神経性筋萎縮症、色素性網膜炎、遺伝性運

動失調、多発性硬化症及び他の脱髄疾患、細菌性及びウイルス性髄膜炎、脳膿瘍
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、硬膜下蓄膿症、硬膜外膿瘍、化膿性頭蓋内血栓性静脈炎、脊髄炎及び神経根炎

、ウィルス性中枢神経系疾患と、クールー及びクロイツフェルト‐ヤコブ病、ゲ

ルストマン症候群、Gerstmann-Straussler-Scheinker症候群を含むプリオン病（

prion disease）と、致死性家族性不眠症、神経系性栄養病及び代謝病、神経線

維腫症、結節硬化症、小脳網膜血管芽腫（cerebelloretinal hemangioblastomat

osis）、脳３叉神経血管症候群、中枢神経系性精神薄弱及び他の発生障害、脳性

麻痺、神経骨格異常症（neuroskeletal disorder）、自律神経系障害、脳神経障

害、脊髄病、筋ジストロフィー及び他の神経筋障害、皮膚筋炎及び多発性筋炎と

、遺伝性及び代謝性、内分泌性の中毒性ミオパシーと、重症筋無力症、周期性四

肢麻痺と、気分性及び不安性の分裂病性障害を含む精神障害と、季節性感情障害

（SAD）と、静座不能、健忘症、緊張病、糖尿病性ニューロパシー、錐体外路性

終末欠陥症候群、ジストニー、妄想性精神病、帯状疱疹後神経痛、トゥーレット

病、進行性核上性麻痺、皮質基底変性症（corticobasal degeneration）、家族

性前頭側頭痴呆が含まれ、また、胃腸疾患も含まれ、その中には、食道炎、食道

癌、胃炎、胃癌、炎症性腸疾患、胆嚢炎、腸管の炎症、膵臓炎、膵臓癌、硬変、

肝炎、ヘパトーム、大腸炎、結腸癌、クローン病が含まれ、また、遺伝障害も含

まれ、その中には、副腎白質ジストロトフィ、アルポート症候群、コロイデレミ

ア、デュシェンヌ－ベッカー型筋ジストロフィ、ダウン症候群、嚢胞性線維症、

慢性肉芽腫症、ゴーシェ病、ハンチントン病、マルファン症候群、筋ジストロフ

ィ、筋緊張性異栄養、頻繁骨形成不全（pycnodysostosis）、レフサム症候群、

網膜芽腫、鎌状赤血球貧血、サラセミア、ウェルナー症候群、フォン‐ウィルブ

ランド病、ウィルムス腫瘍、ツェルヴェーガー症候群、ペルオキシソームアシル

-CoA酸化酵素欠損症（peroxisomal acyl-CoA oxidase deficiency）、ペルオキ

シソームチオラーゼ欠損症、ペルオキシソーム２官能タンパク質欠損症、ミトコ

ンドリアカルニチンパルミトイルトランスフェラーゼ及びカルニチン欠損症、ミ

トコンドリ超長鎖アシル-CoAデヒドロゲナーゼ欠損症、ミトコンドリ短鎖アシル

-CoAデヒドロゲナーゼ欠損症、ミトコンドリ電子伝達フラボタンパク質及び電子

伝達フラボタンパク質：ユビキノンオキシドレダクターゼ欠損症、ミトコンドリ

３官能タンパク質欠損症、ミトコンドリ短鎖3-ヒドロキシアシル-CoAデヒドロゲ
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ナーゼ欠損症が含まれ、また、平滑筋異常も含まれ、その中には、口峡炎、アナ

フィラキシー、不整脈、喘息、心血管ショック、クッシング症候群、高血圧、低

血糖症、心筋梗塞、片頭痛、褐色細胞腫と、心筋症及び脳症、癲癇、カーンズ‐

セイヤ症候群、乳酸アシドーシス、筋クローヌス性障害、眼筋麻痺、ここで、平

滑筋には血管、胃腸管、心臓、子宮などが含まれ、更に細胞増殖異常症が含まれ

、その中には、日光性角化症及び動脈硬化、アテローム性動脈硬化、滑液包炎、

硬変、肝炎、混合型結合組織病（ＭＣＴＤ）、骨髄線維症、発作性夜間ヘモグロ

ビン尿症、真性多血症、乾癬、原発性血小板血症、並びに腺癌及び白血病、リン

パ腫、黒色腫、骨髄腫、肉腫、及び奇形癌、具体的には、副腎、膀胱、骨、骨髄

、脳、乳房、頚部、胆嚢、神経節、消化管、心臓、腎臓、肝臓、肺、筋肉、卵巣

、膵臓、副甲状腺、陰茎、前立腺、唾液腺、皮膚、脾臓、精巣、胸腺、子宮の癌

などが含まれる。

      【０１５１】

  別の実施例では、限定するものではないが上に列記した疾患を含むSNEXNの発

現または活性の低下に関連する疾患の治療または予防のために、SNEXNまたはそ

の断片や誘導体を発現し得るベクターを患者に投与することも可能である。

      【０１５２】

  更に別の実施例では、限定するものではないが上に列記した疾患を含むSNEXN

の発現または活性の低下に関連する疾患の治療または予防のために、実質的に精

製されたSNEXNを含む医薬品組成物を好適な医薬用担体と共に患者に投与するこ

とも可能である。

      【０１５３】

  更に別の実施例では、限定するものではないが上に列記した疾患を含むSNEXN

の発現または活性の低下に関連する疾患の治療または予防のために、SNEXNの活

性を変調するアゴニストを患者に投与することも可能である。

      【０１５４】

  別の実施例において、限定するものではないが上に列記した疾患を含むSNEXN

の発現または活性の増大に関連する疾患の治療または予防のために、SNEXNのア

ンタゴニストを患者に投与することが可能である。限定するものではないが、こ
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のような疾患には上記した、癌を含む、免疫異常症及び神経疾患、胃腸障害、遺

伝障害、平滑筋異常症、細胞増殖症が含まれる。一実施態様では、SNEXNと特異

的に結合する抗体が直接アンタゴニストとして、或いはSNEXNを発現する細胞ま

たは組織に薬剤を運ぶ標的或いは運搬機構として間接的に用いられ得る。

      【０１５５】

  別の実施例では、限定するものではないが上に列記した疾患を含むSNEXNの発

現または活性の増大に関連する疾患の治療または予防のために、SNEXNをコード

するポリヌクレオチドの相補体を発現し得るベクターを患者に投与することも可

能である。

      【０１５６】

  別の実施例では、本発明の任意のタンパク質、アンタゴニスト、抗体、アゴニ

スト、相補的な配列、ベクターを別の好適な治療薬と組み合わせて投与すること

もできる。当業者は、従来の医薬原理にしたがって併用療法で用いる好適な治療

薬を選択可能である。治療薬との組み合わせにより、上に列記した種々の疾患の

治療または予防に相乗効果をもたらし得る。この方法を用いて少ない量の各薬剤

で医薬効果をあげることが可能であり、広範囲な副作用の可能性を低減し得る。

      【０１５７】

  SNEXNのアンタゴニストは、当分野で一般的な方法を用いて製造することが可

能である。詳しくは、精製されたSNEXNを用いて抗体を作ったり、治療薬のライ

ブラリをスクリーニングしてSNEXNと特異的に結合するものを同定が可能である

。SNEXNの抗体も、当分野で一般的な方法を用いて製造することが可能である。

このような抗体には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体、

一本鎖、Ｆａｂフラグメント、及びＦａｂ発現ライブラリによって作られたフラ

グメントが含まれる。但し、これらに限定されるものではない。治療用には、中

和抗体（即ち、二量体の形成を阻害するもの）が特に好ましい。

      【０１５８】

  抗体の作製のために、ヤギ、ウサギ、ラット、マウス、ヒト及びその他のもの

を含む種々の宿主が、SNEXNまたは免疫原性の特性を備えるその任意の断片やオ

リゴペプチドの注入によって免疫化することができる。宿主の種に応じて、種々
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のアジュバントを用いて免疫応答を高めることもできる。このようなアジュバン

トにはフロイントアジュバント、水酸化アルミニウムなどのミネラルゲルアジュ

バント、リゾレシチン、プルロニックポリオル、ポリアニオン、ペプチド、油性

乳剤、キーホールリンペットヘモシニアン、及びジニトロフェノールなどの界面

活性剤が含まれるが、これらに限定されるものではない。ヒトに用いられるアジ

ュバントの中では、ＢＣＧ（bacilli Calmette-Guerin）及びCorynebacterium p

arvumが特に好ましい。

      【０１５９】

  SNEXNに対する抗体を誘発するために用いられるオリゴペプチド、ペプチド、

または断片は、約５以上のアミノ酸からなるアミノ酸配列が望ましく、一般には

約１０以上のアミノ酸からなるものである。これらのオリゴペプチド或いはペプ

チド、またはそれらの断片は、天然のタンパク質のアミノ酸配列の一部と同一で

あることが望ましく、小さな自然発生の分子のアミノ酸配列全体も含む。SNEXN

アミノ酸の短い伸展部は、ＫＬＨ(キーホールリンペットヘモシニアン)などの別

のタンパク質の配列と融合し、キメラ分子に対する抗体が産生され得る。

      【０１６０】

  SNEXNに対するモノクローナル抗体は、培地内の連続した細胞株によって、抗

体分子を産生する任意の技術を用いて作製することが可能である。これらの技術

には、ハイブリドーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術、及びＥＢＶ－ハイ

ブリドーマ技術が含まれるが、これらに限定されるものではない（例えば、Kohl

er, G. 等. (1975) Nature 256:495-497; Kozbor, D. 等. (1985) .J. Immunol.

 Methods 81.:31-42; Cote, R.J. 等. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. 80:2026

-2030; Cole, S.P. 等. (1984) Mol. Cell Biol. 62:109-120を参照）。

      【０１６１】

  更に、「キメラ抗体」の作製のために発達したヒト抗体遺伝子にマウス抗体遺

伝子をスプライシングするなどの技術が、好適な抗原特異性及び生物学的活性を

備える分子を得るために用いられる（例えば、Morrison, S.L.他. (1984) Proc.

 Natl. Acad. Sci. 81:6851-6855; Neuberger, M.S.他. (1984) Nature 312:604

-608; Takeda, S.等. (1985) Nature 314:452,454を参照）。別法では、当分野
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で周知の方法を用いて、一本鎖抗体の産生のための記載された技術を適用して、

SNEXN特異性一本鎖抗体を生成する。関連する特異性を備えるが別のイディオタ

イプの組成の抗体は、ランダムな組み合わせの免疫グロブリンライブラリから鎖

混合によって生成することもできる（例えば、Burton D.R. (1991) Proc. Natl.

 Acad. Sci. 88:11120-3を参照）。

      【０１６２】

  抗体は、in vivoでのリンパ球集団の中の生成を誘発することによって、また

は免疫グロブリンライブラリのスクリーニング又は文献に示されているような、

高度に特異的な結合試薬のパネルをスクリーニングすることによって、作製する

こともできる（例えば、Orlandi, R. 他. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

86: 3833-3837; Winter, G. 他. (1991) Nature 349:293-299を参照）。

      【０１６３】

  SNEXNに対する特異的な結合部位を含む抗体の断片も作製することができる。

例えば、このような断片には、抗体分子のペプシン消化によって生成されるＦ（

ａｂ’）２断片と、Ｆ（ａｂ’）２断片のジスルフィド架橋を減じることによっ

て生成されるＦａｂ断片が含まれるが、これらに限定されるものではない。別法

では、Ｆａｂ発現ライブラリを作製することによって、所望の特異性とモノクロ

ーナルＦａｂ断片の迅速且つ容易な同定が可能となる（例えば、Huse, W.D. 等.

 (1989) Science 246:1275-1281を参照）。

      【０１６４】

  種々のイムノアッセイでスクリーニングし、所望の特異性を有する抗体を同定

する。隔離された特異性を有するポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体

の何れかを用いる競合的な結合、または免疫放射線活性のための数々のプロトコ

ルが、当分野では周知である。通常このようなイムノアッセイには、SNEXNとそ

の特異性抗体との間の複合体調整の計測が含まれる。二つの非干渉性SNEXNエピ

トープに対して反応性のモノクローナル抗体を用いる、２部位モノクローナルベ

ースのイムノアッセイが好ましいが、競合的結合アッセイも利用することができ

る(Maddox、前出）。

      【０１６５】
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  ラジオイムノアッセイ技術と共にScatchard分析などの様々な方法を用いて、S

NEXN抗体の親和性を評価する。親和性を結合定数Ｋａで表すが、このＫａは、平

衡状態の下でSNEXN抗体複合体のモル濃度を遊離抗体と遊離抗原のモル濃度で除

したものである。多数のSNEXNエピトープに対して親和性が不均一なポリクロナ

ール抗体試薬の測定値Ｋａは、SNEXN抗体の平均親和性または結合活性を表す。

特定のSNEXNエピトープに単一特異的なモノクロナール抗体試薬のＫａは、親和

性の真の測定値を表す。Ｋａ値が１０９～１０１２Ｌ／ｍｏｌの高親和性抗体試

薬は、SNEXN抗体複合体が激しい操作に耐えなければならないイムノアッセイに

用いるのが好ましい。Ｋａ値が１０６～１０７Ｌ／ｍｏｌの低親和性抗体試薬は

、SNEXNが抗体から最終的に活性化状態で解離する必要がある免疫精製（immunop

urification）及び類似の処理に用いるのが好ましい。(Catty, D. (1988) Antib

odies, Volume I: A Practical Approach. IRL Press, Washington, DC; Liddel

l, J. E. and A. Cryer, (1991) A Practical Guide to Monoclonal Antibodies

, John Wiley & Sons, New York NY)。

      【０１６６】

  ポリクロナール抗体試薬の抗体価及び結合活性を更に評価して、或る下流処理

におけるこのような試薬の品質及び適性を調べる。例えば、少なくとも１～２ｍ

ｇ／ｍｌの特異的な抗体、好ましくは５～１０ｍｇ／ｍｌの特異的な抗体を含む

ポリクロナール抗体試薬の使用は、SNEXN抗体複合体を沈殿させなければならな

い処理に適している。様々な適用例における抗体の特異性及び抗体価、結合活性

、抗体の品質や使用法の指針は一般に入手可能である。(例えば、Catty, 前出, 

及びColigan 他、前出を参照)。

      【０１６７】

  本発明の別の実施例では、SNEXNをコードするポリヌクレオチド、またはその

任意の断片または相補配列が、治療目的で使用することができる。ある実施形態

では、SNEXNをコードする遺伝子の調節領域またはコード領域に対して相補的な

配列またはアンチセンス分子（DNA、RNA、PNA、修飾されたオリゴヌクレオチド

）を設計して、遺伝子発現を調節することが可能である。このような技術は当分

野では周知であり、センスまたはアンチセンスオリゴヌクレオチドまたは大きな
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断片が、SNEXNをコードする配列の制御領域から、またはコード領域に沿ったさ

まざまな位置から設計可能である（例えば、Agrawal, S., ed. (1996) Antisens

e Therapeutics, Humana Press Inc., Totawa NJ.を参照）。

      【０１６８】

  治療目的で、好適な標的細胞にアンチセンス配列を導入するのに適した任意の

遺伝子輸送系を用いることができる。アンチセンス配列を、転写されると目的の

タンパク質をコードする細胞内配列の少なくとも一部に相補的な配列を産生する

発現プラスミドの形で細胞内に輸送することができる（例えば、Slater, J.E. 

他 (1998) J. Allergy Clin. Immunol. 102(3):469-475; 及び Scanlon, K.J. 

他 (1995) 9(13): 1288-1296.を参照）。アンチセンス配列はまた、レトロウイ

ルスまたはアデノ随伴ウイルスベクターなどのウイルスベクターを使って、細胞

内に導入することができる（例えば、Miller, A.D. (1990) Blood 76:271; Ausu

bel, 前出; Uckert, W. 及び W. Walther (1994) Pharmacol. Ther. 63(3):323-

347.を参照）。別の遺伝子輸送機構には、リポソーム由来系、人工ウイルス体膜

、または当分野で周知の他の系が含まれる（例えば、Rossi, J.J. (1995) Br. M

ed. Bull. 51(1):217-225; Boado, R.J. 他 (1998) J. Pharm. Sci. 87(11):130

8-1315; 及び Morris, M.C. 他 (1997) Nucleic Acids Res. 25(14) :2730-2736

.を参照）。

      【０１６９】

  本発明の別の実施例では、SNEXNをコードするポリヌクレオチドを、体細胞ま

たは生殖系列の遺伝子治療に使用可能である。遺伝子治療は、以下の目的のため

に実施される。１）遺伝子欠損症の治療の為（例えば、Ｘ染色体連鎖遺伝である

重度の複合免疫欠損(SVID)-X1疾患（Cavazzana-Calvo, M. 他 (2000) Science 2

88:669-672）、遺伝性アデノシン‐デアミナーゼ（ADA）欠損症に付随する重度

の複合免疫不全症候群（Blaese, R.M. 他 (1995) Science 270:475-480; Bordig

non, C.他 (1995) Science 270:470-475）、嚢胞性線維症（Zabner, J.他 (1993

) Cell 75:207-216; Crystal, R.G. 他 (1995) Hum. Gene Therapy 6:643-666; 

Crystal, R.G. 他 (1995) Hum. Gene Therapy 6:667-703）、サラセミア、家族

性高コレステロール血症、第VIII因子及び第IX因子の欠損による血友病（Crysta
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l, R.G. (1995) Science 270:404410; Verma, I.M. 及び Somia, N. (1997) Nat

ure 389:239-242)）。２）条件致死遺伝子産物を発現させる為（例えば、調節不

能な細胞増殖による癌の場合）。３）細胞内の寄生体から保護をするタンパク質

を発現させる為（例えば、ヒト免疫不全ウィルス（HIV）などのヒトレトロウイ

ルス（Baltimore, D. (1988) Nature 335:'395-396; Poeschla, E. 他 (1996) P

roc. Natl. Acad. Sci. USA. 93:11395-11399）、Ｂ型またはＣ型肝炎ウイルス

（HBV,HCV）、Candida albicans 及び Paracoccidioides brasiliensisなどの真

菌寄生体、Plasmodium falciparum 及び Trvpanosoma cruziなどの原虫寄生体に

対する保護のため）。SNEXNの発現または調節におけるある遺伝子欠損によって

疾患が起こる場合、形質導入されたある好適な細胞集団からSNEXを発現させるこ

とで、遺伝子欠損によって起こる臨床症状を緩和できる。

      【０１７０】

  本発明の更なる実施例では、SNEXNの欠損によって起こる疾患や異常症は、SNE

XNをコードする哺乳類発現ベクターを作製して、それらのベクターを機械的な方

法でSNEXN欠損細胞に導入して治療する。in vivo または ex vitroの細胞に用い

る機械的な移入技術には、１）それぞれの細胞に直接DNAを微量注入する、２）

弾道的な金粒子の輸送、３）リポソームの仲介による形質移入、４）受容体の仲

介による遺伝子移入、５）DNAトランスポゾンの使用が含まれる（Morgan, R.A. 

及び W.F. Anderson (1993) Annu. Rev. Biochem. 62:191-217; Ivics, Z. (199

7) Cell 91:501-510; Boulay, J-L. 及び H. Re'cipon (1998) Curr. Opin. Bio

technol. 9:445-450）。

      【０１７１】

  SNEXNの発現に効果的と思われる発現ベクターには、限定するものではないが

、PCDNA 3.1、EPITAG、PRCCMV2、PREP、PVAXベクター (Invitrogen, Carlsbad C

A)、PCMV-SCRIPT、PCMV-TAG、PEGSH/PERV (Stratagene, La Jolla CA)、及びPTE

T-OFF、FTET-ON、PTRE2、PTRE2-LUC、PTK-HYG (Clontech, Palo Alto CA)が含ま

れる。以下のプロモーターを用いて、SNEXNを発現することが可能である。１）

恒常的に活性なプロモーター（例えば、サイトメガロウイルス（CMV）、ラウス

肉腫ウイルス（RSV）、SV40ウイルス、チミジンキナーゼ（TK）、またはβ作用
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遺伝子（β-action gene）などからの）２）誘導性プロモーター（例えば、テト

ラサイクリン調節プロモーター（Gossen, M. 及び H. Bujard (1992) Proc. Nat

l. Acad. Sci. U.S.A. 89:5547-5551; Gossen, M. 他 (1995) Science 268:1766

-1769; Rossi, F.M.V. 及び H.M. B lau (1998) Curr. Opin. Biotechnol. 9:45

1-456), T-REX plasmid (Invitrogen)が販売）、エクジソン誘導性プロモーター

（plasmids PVGRXR and PIND; Invitrogenが販売）、FK506/ラパマイシン誘導性

プロモーター、RU486/ミフェプリストーン誘導性プロモーター（Rossi, F.M.V.

及び H.M. Blau,前出））、３）正常な固体からのSNEXNをコードする内在性遺伝

子の天然プロモーターまたは組織特異的プロモーター。

      【０１７２】

  一般的な当業者は、市販のリポソーム形質転換キット（例えば、PERFECT LIPI

D TRANSFECTION KIT, Invitrogenが販売）を用いれば、実験パラメーターの最適

化にそれほど気を使わなくとも、培養液の標的細胞にポリヌクレオチドを移入す

ることができる。別法では、形質転換をリン酸カルシウム法で行うことができる

（Graham, F.L. 及び A.J. Eb (1973) Virology 52:456-467)、または電気穿孔

法 (Neumann, E. 他 (1982) EMBO J. 1:841-845）。一次細胞にDNAを導入する為

には、標準的な哺乳類形質移入プロトコルを変更する必要がある。

      【０１７３】

  本発明の別の実施例では、SNEXNの発現に関連した遺伝子欠損によって起こる

疾患や異常症は、以下のものからなるレトロウイルスベクターを作製して治療で

きる。１）独立プロモーターまたはレトロウイルス長末端反復（LTR）プロモー

ターの調節の下、SNEXNをコードするポリヌクレオチド。２）好適なRNAパッケー

ジングシグナル。３）効率的なベクターの増幅に必要なコード配列及び追加のレ

トロウイルスシス作動性RNA配列、Rev応答性要素（RPE: Rev-responsive elemen

t）。レトロウイルスベクター（例えば、PFB 及び PFBNEO）は市販されており（

Stratagene）、公表された情報（Riviere, I. 他 (1995) Proc. Natl. Acad. Sc

i. U.S.A. 92:6733-6737）に基づいている。また、これを引用することをもって

、本明細書の一部とする。これらベクターは、VSVgなどの乱交雑エンベロープタ

ンパク質または標的細胞上の受容体に対して屈性をもつエンベロープ遺伝子を発
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現する、好適なベクター産生細胞株（VPCL）で増殖される（Armentano, D. 他 (

1987) J. Virol. 61:1647-1650; Bender, M.A. 他 (1987) J. Virol. 61:1639-1

646; Adam, M.A. 及び A.D. Miller (1988) J. Virol. 62:3802-3806; Dull, T.

 他 (1998) J. Virol. 72:8463-8471; Zufferey, R. 他 (1998) J. Virol. 72:9

873-9880）。Riggによる米国特許第５、９１０、４３４号（「Method for obtai

ning retrovirus packaging cell lines producing high transducing efficien

cy retroviral supernatant」）に、レトロウイルスパッケージング細胞株を得

る方法が開示され、引用することをもって、本明細書の一部とする。レトロウイ

ルスベクターの増殖方法及び細胞集団（例えば、CD4+T細胞）の形質移入方法、

患者に形質移入された細胞を戻す方法は、遺伝子治療の分野では周知の方法であ

る（Ranga, U. 他. (1997) J. Virol. 71:7020-7029; Bauer, G. 他 (1997) Blo

od 89:2259-2267; Bonyhadi, M.L. (1997) J. Virol. 71:4707-4716; Ranga, U.

 他 (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:1201-1206; Su, L. (1997) Blo

od 89:2283-2290）。

      【０１７４】

  別法では、アデノウイルスベースの遺伝子治療輸送系を用いて、SNEXNをコー

ドポリヌクレオチドを、SNEXNの発現において１つ以上の遺伝子異常を有する細

胞に輸送する。アデノウイルスベースのベクターの作製及びパッケージングは、

当業者には周知である。複製欠損アデノウイルスベクターは、免疫調節性タンパ

ク質をコードする遺伝子の無償のランゲルハンス島への移入に対して、可変性で

ある（Csete, M.E. 他 (1995) Transplantation 27:263-268）。有用と思われる

アデノウイルスベクターは、Armentanoによる米国特許第５、７０７、６１８号 

(「Adenovirus vectors for gene therapy」)に記載されており、引用すること

をもって本明細書の一部とする。アデノウイルスベクターについては、Antinozz

i, P.A. 他による (1999) Annu. Rev. Nutr. 19:511-544、及びVerma, I.M.とN.

 Somiaによる(1997) Nature 18:389:239-242に記載されており、引用することを

もって本明細書の一部とする。

      【０１７５】

  更なる別法では、ヘルペスベースの遺伝子治療輸送系を用いて、SNEXNをコー
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ドポリヌクレオチドを、SNEXNの発現において１つ以上の遺伝子異常を有する細

胞に輸送する。ヘルペス単一性ウイルス（HSV）ベースのベクターの使用は、HSV

が屈性を有するため、中枢神経の細胞にSNEXNを導入する際に特に有用である。

ヘルペスベースのベクターの作製及びパッケージングは、当業者には周知である

。複製コンピテントヘルペス単一性ウイルス（HSV）の１型ベースのベクターが

、霊長類の眼へのレポーター遺伝子の輸送に用いられた（Liu, X. 他. (1999) E

xp. Eye Res. 169:385-395）。HSV－1ウイルスベクターの作製については、DeLu

caによる米国特許第５、８０４、４１３号（「Herpes simplex virus strains f

or gene transfer」）に記載され、引用することをもって、本明細書の一部とす

る。米国特許第５、８０４、４１３号は、人間の遺伝子治療などの目的のために

、好適なプロモーターの調節の下、ある細胞に形質移入される少なくとも１つの

外来性遺伝子を含むゲノムからなる組換えHSV d92の使用について記載している

。また、この特許は、ICP4及びICP27、ICP22に対して欠失を引き起こす組換えHS

V株の作製及び使用についても記載している。HSVベクターについては、Goins, W

.F.他による(1999) J. Virol. 73:519-532、及びXu, H.他による(1994) Dev. Bi

ol. 163:152-161を参照のこと。また、これらを引用することをもって、本明細

書の一部とする。クローン化ヘルペスウイルス配列の操作、及び大きなヘルペス

ウイルスゲノムの様々なセグメントを含む多数のプラスミドの形質移入の後の組

換えウイルスの発生、ヘルペスウイルスの成長及び増殖、ヘルペスウイルスの細

胞への感染については、当業者には周知である。

      【０１７６】

  更なる別法では、アルファウイルス（プラスの一本鎖RNAウイルス）ベクター

を用いて、SNEXNをコードするポリヌクレオチドを標的細胞に輸送する。プロト

タイプのアルファウイルスであるSemliki Forest Virus (SFV)の生態が広範に研

究され、遺伝子移入ベクターはSFVゲノムに基づいていたことがわかった（Garof

f, H. 及び K.-J. Li (1998) Curr. Opin. Biotech. 9:464469）。アルファウイ

ルスRNAの複製の間に、サブゲノムRNAが産生され、通常このサブゲノムRNAはウ

イルス性キャプシドタンパク質をコードする。このサブゲノムRNAが、完全長の

ゲノムRNAより高いレベルで複製し、酵素活性をもつウイルスタンパク質（例え
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ば、プロテアーゼやポリメラーゼ）に較べて過剰なキャプシドタンパク質が産生

されることになる。同様に、キャプシドコード領域の代わりにアルファウイルス

ゲノムにSNEXNのコード配列を移入すると、ベクター移入細胞において多数のSNE

XNをコードするRNAが産生され、SNEXNが高いレベルで産生される。通常は、アル

ファウイルスの感染は、２、３日以内の細胞融解につながるが、ハムスターの正

常な腎臓の細胞（BHK-21）への変異Sindbisウイルス（SIN）の持続的な感染が確

立できるため、アルファウイルスの溶菌複製を変更して遺伝子治療に使えるよう

になることを示唆している（Dryga, S.A. 他 (1997)Virology 228:74-83）。ア

ルファウイルスの宿主として多様な宿主が使用できるため、様々な細胞型にSNEX

Nの導入が可能となる。ある集団の細胞のサブセットの特異的な増殖には、増殖

の前に細胞の選別が必要であると思われる。感染性のアルファウイルスcDNAクロ

ーンの操作方法、及びアルファウイルスcDNA及びRNAの形質移入の方法、アルフ

ァウイルス感染の方法については、当業者には周知である。

      【０１７７】

  転写開始部位、例えば、開始部位から－１０までまたは開始部位から＋１０ま

での領域のオリゴヌクレオチドを用いて、遺伝子発現を阻止することが可能であ

る。同様に、三重らせん塩基形成方法を用いて、阻止することもできる。三重ら

せん構造は、二重らせんがポリメラーゼ、転写因子、または調節分子の結合のた

めに十分に広がるのを阻止するため有用である。三重式ＤＮＡを用いる最近の治

療の進歩は文献に記載されている（例えば、Gee, J.E. 等. (1994) In: Huber, 

B.E. 及び B.I. Carr, Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publis

hing, Mt. Kisco, NY,pp.163-177を参照）。相補的な配列またはアンチセンス分

子もまた、転写物がリボソームに結合するのを阻止することによってｍＲＮＡの

翻訳を阻止するように設計できる。

      【０１７８】

  酵素性ＲＮＡ分子であるリボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒するために

用いることができる。リボザイム作用の機構には、相補的な標的ＲＮＡへのリボ

ザイム分子の配列特異性ハイブリダイゼーションが含まれ、ヌクレオチド鎖切断

が続く。例えば、SNEXNをコードする配列のヌクレオチド鎖切断を、特異的且つ
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効果的に触媒する組換え型のハンマーヘッド型リボザイム分子が含まれる。

      【０１７９】

  任意の潜在的ＲＮＡ標的の中の特異的なリボザイム切断部位が、後続の配列Ｇ

ＵＡ、ＧＵＵ、及びＧＵＣを含むリボザイム切断部位に対して、標的分子をスキ

ャニングすることによって初めに同定される。一度同定されると、切断部位を含

む標的遺伝子の領域に対応する１５個から２０個のリボヌクレオチドの短いＲＮ

Ａ配列を、オリゴヌクレオチドの機能を不全にする二次的な構造の特徴について

評価することが可能である。候補標的の適合性も、リボヌクレアーゼ保護アッセ

イを用いて、相補的なオリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションの容易性

をテストすることによって評価することが可能である。

      【０１８０】

  本発明の相補的なリボ核酸分子及びリボザイムは、当分野で周知の方法を用い

て、核酸分子の合成のために作製することができる。これらの方法には、固相ホ

スホラミダイト化合物などのオリゴヌクレオチドを化学的に合成する方法が含ま

れる。別法では、ＲＮＡ分子がin vitro及びin vivoでSNEXNをコードするＤＮＡ

配列の転写によって生成され得る、このようなＤＮＡ配列はＴ７またはＳＰ６等

の好適なＲＮＡポリメラーゼプロモータを用いて、種々のベクターの中に組み入

れることが可能である。別法では、相補的なＲＮＡを構成的または誘導的に合成

するこれらのｃＤＮＡ作製物は、細胞株、細胞、または組織の中に導入すること

ができる。

      【０１８１】

  ＲＮＡ分子を修飾することによって、細胞内の安定性を高め、半減期を長くす

ることができる。可能な修飾には、分子の５’及び／または３’端部でのフラン

キング配列の追加、または分子の骨格内でのホスホジエステラーゼ結合よりむし

ろホスホロチオネート又は２’Ｏメチルの使用が含まれる、がこれらに限定され

るものではない。ＰＮＡの生成に固有のこの概念は、内在性のエンドヌクレアー

ゼによって容易には認識されないアデニン、シチジン、グアニン、チミン、及び

ウリジンのアセチル－、メチル－、チオ－、及び同様の修飾形態だけでなく、イ

ノシン、キュエオシン（queosine）、及びワイブトシン（wybutosine）などの従
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来のものでない塩基を含めるこによって、これらの分子の全体に拡大することが

できる。

      【０１８２】

  本発明の更なる実施例は、SNEXNをコードするポリヌクレオチドの発現を変え

るのに有効な化合物のスクリーニング方法を提供する。特定のポリヌクレオチド

の発現を変えるのに効果的な化合物には、限定されるものではないが、オリゴヌ

クレオチド及びアンチセンスオリゴヌクレオチド、三重らせん形成オリゴヌクレ

オチド、転写因子及び他のポリペプチド転写制御因子、特定のポリヌクレオチド

配列と相互作用し得る巨大分子である化学物質が含まれる。効果的な化合物は、

ポリヌクレオチド発現のインヒビター或いはプロモーターとして作用し、ポリヌ

クレオチドの発現を変える。従って、SNEXNの発現または活性の増大に関連した

異常症の治療において、SNEXNをコードするポリヌクレオチドの発現を特異的に

阻害する化合物は治療に有用であり得、SNEXNの発現または活性の低下に関連し

た異常症の治療において、SNEXNをコードするポリヌクレオチドの発現を特異的

に促進する化合物は治療に有用であり得る。

      【０１８３】

  特定のポリヌクレオチド発現の変更の効果性を調べるために、少なくとも１つ

或いは複数の試験用化合物をスクリーニングする。ある試験用化合物は、当分野

で周知の技術を用いて得ることが可能である。このような技術には、ポリヌクレ

オチド発現の変更に効果的であるとして知られる化合物の化学修飾と、市販或い

は専売のライブラリからの天然または非天然の化学的な化合物の選択と、目的の

ポリヌクレオチドの化学的及び／または構造的な特性に基づく化合物の合理的な

設計と、組み合わせて或いはランダムに作製された化学的な化合物のライブラリ

からの選択とが含まれる。SNEXNをコードするあるポリヌクレオチドを含むサン

プルを、上記のようにして得られた試験用化合物の少なくとも１つに曝露する。

このサンプルは、例えば、無償または透過化処理された細胞、in vitroの無細胞

系または再構成された生化学系を含み得る。SNEXNをコードするポリヌクレオチ

ド発現の変化は、当分野で周知の任意の方法で検査する。通常は、特定のヌクレ

オチドの発現は、SNEXNをコードするポリヌクレオチド配列に相補的なヌクレオ
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チド配列を含むプローブを用いたハイブリダイゼーションで検出する。ハイブリ

ダイゼーションの量は測定可能であるため、１つ以上の試験用化合物に曝露した

場合としない場合のポリヌクレオチドの発現の比較の基準となる。ある試験用化

合物に曝露したポリヌクレオチドにおける発現の変化は、試験用化合物がポリヌ

クレオチドの発現の変更に効果的であることを示唆する。特定のポリヌクレオチ

ドの発現の変更に効果的な化合物のスクリーニングは、例えば、Schizosaccharo

myces pombe 遺伝子発現系(Arkins, D. 他 (1999) U.S. Patent No. 5.932,435;

 Amdt, G.M. 他 (2000) Nucleic Acids Res. 28:E15)、またはHeLa cell (Clark

e, M.L. 他 (2000) Biochem. Biophys. Res. Commun. 268:8-13)などのヒト細胞

株を用いて行うことができる。本発明のある実施例は、特定のポリヌクレオチド

配列に対するアンチセンス活性を調べるため、オリゴヌクレオチドの組合せライ

ブラリ（例えば、デオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、ペプチド核酸

、加工オリゴヌクレオチド）のスクリーニングを含む（Bruice, T.W. et al. (1

997) U.S. Patent No. 5,686,242; Bruice, T.W. et al. (2000) U.S.Patent No

. 6,022,691）。

      【０１８４】

  ベクターを細胞又は組織に導入する多数の方法が利用でき、in vivo、in vitr

o、及びex vivoでの使用に等しく適している。ex vivoでの治療の場合、患者か

ら採取された肝細胞の中にベクターを導入して、自家移植で同じ患者に戻すため

にクローニング増殖される。トランスフェクション、リボソーム注入またはポリ

カチオンアミノポリマーによる運搬は、当分野で周知の方法を用いて実行するこ

とができる（例えば、Goldman, C.K. 他. (1997) Nat. Biotechnol. 15:462-66:

を参照）。

      【０１８５】

  上記したいかなる治療方法も、例えばヒト及びイヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ウサ

ギ、サルなどの哺乳動物を含む、治療が必要な全ての被験体に適用できる。

      【０１８６】

  本発明の別の実施例は、一般に医薬用に用いることができる賦形剤で調製され

た活性成分を含む医薬品組成物に関連する。賦形剤には、例えば、糖、澱粉、セ
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ルロース、ゴム、タンパク質が含まれ得る。様々な製剤が一般に知られており、

最新版のRemington's Pharmaceutical Sciences （Maack Publishing, Easton P

A）に詳しく記載されている。このような医薬品組成物は、SNEXN、SNEXNの抗体

、擬態、アゴニスト、アンタゴニスト、又はSNEXNのインヒビターなどを含み得

る。

      【０１８７】

  本発明に用いられる医薬品組成物は、任意の数の経路を用いて投与することも

できる。この経路には、経口、静脈内、筋肉内、動脈内、骨髄内、もく膜下腔内

、心室内、肺、経皮性、皮下、腹腔内、鼻腔内、腸内、異所性、舌下、または直

腸が含まれるがこれらに限定されるものではない。

      【０１８８】

  肺に投与する医薬品組成物は、液体或いは乾燥粉末状が可能である。これらの

組成物は、一般には患者が吸引する直前にエアロゾル化される。小分子（例えば

、従来の低分子量の有機薬剤）の場合は、肺の肺胞領域を介した肺へのエアロゾ

ル輸送技術の進歩により、インシュリンなどの薬剤を循環血液に輸送することが

実質的に可能となった（例えば、Patton, J.S. 他, U.S. Patent No. 5,997,848

を参照）。肺輸送は、注射針を使わず投与でき、有毒となり得る浸透促進剤を用

いる必要がないという利点がある。

      【０１８９】

  本発明に用いる好適な医薬品組成物には、目的を達成するため、効果的な量の

活性処方成分を含む組成物が含まれる。当業者は、十分に自分の判断で効果的な

服用量を決めることができる。

      【０１９０】

  SNEXN又はその断片を含む巨大分子を細胞内に直接輸送するために、医薬品組

成物を特殊な形態にした方が良い場合もある。例えば、細胞不透過性の巨大分子

を含むリポソーム製剤は、細胞融合を促して、その巨大分子を細胞内に輸送する

。別法では、SNEXN又はその断片は、HIV Tat-1タンパク質から短い陽イオンＮ末

端部分に結合し得る。このように生じた融合タンパク質が、マウスのモデル系の

脳を含む全ての組織の細胞に導入されたのが見つかった。
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      【０１９１】

  どのような組成物であっても、治療に効果的な薬用量は、初めは、例えば腫瘍

細胞の腫瘍細胞アッセイで、或いは動物モデルのどちらかで推定することができ

る。通常、動物モデルには、マウス、ウサギ、イヌ、又はブタなどが用いられる

。動物モデルはまた、好適な濃縮範囲及び投与の経路を決めるのに用いることが

できる。このような治療をもとに、ヒトに好適な薬用量及び投与経路を決定する

ことができる。

      【０１９２】

  医学的に効果的な薬用量は、症状や容態を回復させる、たとえばSNEXN又はそ

の断片、SNEXNの抗体、SNEXNのアゴニストまたはアンタゴニスト、インヒビター

などの活性処方成分の量に関連する。薬用有効度及び毒性は、たとえば、ＥＤ５

０（服用に対して集団の５０％に医薬的効果がある。）またはＬＤ５０（服用に

対して集団の５０％に致命的である）統計を計算するなど、細胞培養または動物

実験における標準的な薬剤手法によって決定することができる。治療効果と毒性

効果との薬用量比は治療指数であり、ＬＤ５０／ＥＤ５０の比率で示すことがで

きる。高い治療指数を示す医薬品組成物が望ましい。細胞培養アッセイ及び動物

実験から得られたデータが、ヒトへの適用のために、薬用量の範囲を調剤するの

に用いられる。このような組成物が含まれる薬用量は、毒性を殆ど或いは全く含

まず、ＥＤ５０を含む血中濃度の範囲であることが望ましい。薬用量は、用いら

れる投与形態及び患者の感受性、投与の経路にによって、この範囲内で様々であ

る。

      【０１９３】

  正確な薬用量は、治療が必要な患者に関する要素を考慮して、実務者によって

決められるであろう。薬用量及び投与は、効果的なレベルの活性成分を与えるた

め或いは所望の効果を維持するために調節される。薬用量の要素として考慮され

るものには、疾患の重症度、患者の一般的な健康状態、年齢、体重、及び患者の

性別、投与の時間及び頻度、併用する薬剤、反応感受性、及び治療に対する応答

が含まれる。作用器官が長い医薬品組成物は、三日か四日に一度、一週間に一度

、二週間に一度、特定の製剤の半減期及びクリアランス率によって左右され、投
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与され得る。

      【０１９４】

  通常の薬用量は投与の経路によって異なるが、約０．１～１００，０００μｇ

までの最大約１グラムまでである。特定の薬用量及び運搬の方法に関するガイダ

ンスは文献に記載されており、一般に当分野の実務者はそれを利用することがで

きる。当業者は、タンパク質またはインヒビターとは異なったヌクレオチドの製

剤を利用するであろう。同様に、ポリヌクレオチド又はポリペプチドの運搬は、

特定の細胞、状態、位置などに対して特異的であろう。

      【０１９５】

  診断

  別の実施例では、SNEXNに特異的に結合する抗体が、SNEXNの発現による特徴を

もつ疾患の診断、またはSNEXNやSNEXNのアゴニストまたはアンタゴニスト、イン

ヒビターで治療を受けている患者をモニターするためのアッセイに用いられる。

診断に有益な抗体は、治療のところで記載した方法と同じ方法で製剤される。SN

EXNの診断アッセイには、抗体及び標識を用いてヒトの体液或いは細胞や組織か

ら採取されたものからSNEXNを検出する方法が含まれる。これらの抗体は、修飾

をして或いはしないで使用され、レポーター分子の共有結合性或いは非共有結合

性の接着によって標識化され得る。当分野で周知の種々のレポーター分子が用い

られるが、その内の幾つかは上記した。

      【０１９６】

  SNEXNを測定するためのＥＬＩＳＡ，ＲＩＡ，及びＦＡＣＳを含む種々のプロ

トコルは、当分野では周知であり、変わった或いは異常なレベルのSNEXNの発現

を診断する元となるものを提供する。正常或いは標準的なSNEXNの発現の値は、

複合体の形成に適した条件の下、正常な哺乳動物、好ましくはヒトである被験者

から採取した体液または細胞とSNEXNに対する抗体とを結合させることによって

決定する。標準的な複合体形成の量は種々の方法で定量され得るが、測光法（ph

otometric）が好ましい。被験者のSNEXNの発現の量、制御及び疾患、生検組織か

らのサンプルが標準値と比較される。標準値と被験者との間の偏差が、疾患を診

断するパラメーターとなる。
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      【０１９７】

  別の実施例によれば、SNEXNをコードするポリヌクレオチドを診断のために用

いることもできる。用いられるポリヌクレオチドには、オリゴヌクレオチド配列

、相補的なＲＮＡ及びＤＮＡ分子、及びＰＮＡが含まれる。ポリヌクレオチドを

用いて、疾患と相関し得るSNEXNを発現する生検組織における遺伝子の発現を検

出及び定量する。この診断アッセイを用いて、SNEXNの不在、存在、及び過度の

発現を調べ、治療中のSNEXNレベルの制御を監視する。

      【０１９８】

  ある実施形態では、SNEXNまたは近縁の分子をコードする遺伝子配列を含むポ

リヌクレオチド配列を検出可能なＰＣＲプローブを用いたハイブリダイゼーショ

ンによって、SNEXNをコードする核酸配列を同定することが可能である。例えば

５'調節領域である高度に特異的な領域か、例えば保存されたモチーフであるや

や特異性の低い領域から作られているかのプローブの特異性と、ハイブリダイゼ

ーション或いは増幅の厳密性（最大、高い、中間、または低い）は、プローブが

SNEXNをコードする自然界の配列のみを同定するかどうか、或いはアレルや関連

配列コードする自然界の配列のみを同定するかどうかによって決まるであろう。

      【０１９９】

  プローブはまた、関連する配列の検出に利用され、SNEXNをコードする任意の

配列と５０％以上の同一性を有することもある。目的の本発明のハイブリダイゼ

ーションプローブには、ＤＮＡ或いはＲＮＡを用いることが可能であり、SEQ ID

 NO:3－4の配列、或いはSNEXN遺伝子のプロモーター、エンハンサー、イントロ

ンを含むゲノム配列に由来し得る。

      【０２００】

  SNEXNをコードするＤＮＡに対して特異的なハイブリダイゼーションプローブ

の作製方法には、SNEXN及びSNEXN誘導体をコードするポリヌクレオチド配列をｍ

ＲＮＡプローブの作製のためのベクターにクローニングする方法がある。このよ

うなベクターは市販されており、当業者には周知であり、好適なＲＮＡポリメラ

ーゼ及び好適な標識されたヌクレオチドを加えることによって、in vitroでＲＮ

Ａプローブを合成するために用いられる。ハイブリダイゼーションプローブは、
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例えば３２Ｐ或いは３５Ｓなどの放射性核種、或いはアビジン／ビオチン（biot

in）結合系によってプローブに結合されたアルカリホスファターゼなどの酵素標

識等の種々のレポーターの集団によって標識され得る。

      【０２０１】

  SNEXNをコードするポリヌクレオチド配列を用いて、SNEXNの発現に関連する疾

患を診断することが可能である。限定するものではないがこのような疾患の例に

は、免疫異常症が含まれ、その中には、炎症、日光性角化症、後天性免疫不全症

候群（ＡＩＤＳ）及び副腎機能不全、成人呼吸窮迫症候群、アレルギー、強直性

脊椎炎、アミロイド症、貧血、動脈硬化、喘息、アテローム性動脈硬化症、自己

免疫性溶血性貧血、自己免疫性甲状腺炎、気管支炎、滑液包炎、胆嚢炎、硬変、

接触皮膚炎、クローン病、アトピー性皮膚炎、皮膚筋炎、糖尿病、肺気腫、胎児

赤芽球症、結節性紅斑、萎縮性胃炎、糸球体腎炎、グッドパスチャー症候群、痛

風、グレーブス病、橋本甲状腺炎、発作性夜間血色素尿症、肝炎、過好酸球増加

症、過敏性大腸症候群、リンパ球毒素性一時性リンパ球減少症、混合型結合組織

病（MCTD）、多発性硬化症、重症筋無力症、心筋又は心膜炎症、骨髄線維症、骨

関節炎、骨粗しょう症、膵炎、真正赤血球増加症、多発性筋炎、乾癬、ライター

症候群、リウマチ様関節炎、強皮症、シェ－グレン症候群、全身性アナフィラキ

シー、全身性エリテマトーデス、全身性硬化症、原発性血小板血症、血小板減少

症、潰瘍性大腸炎、ウェルナー症候群、癌合併症、血液透析、体外循環、リンパ

腫及び白血病、骨髄腫を含む造血性の癌、外傷が含まれ、また、神経疾患も含ま

れ、その中には、癲癇、虚血性脳血管障害、脳卒中、脳腫瘍、アルツハイマー病

、ピック病、ハンチントン病、痴呆、パーキンソン病及び他の錐体外路障害、筋

萎縮性側索硬化症及び他の運動ニューロン疾患、進行性神経性筋萎縮症、色素性

網膜炎、遺伝性運動失調、多発性硬化症及び他の脱髄疾患、細菌性及びウイルス

性髄膜炎、脳膿瘍、硬膜下蓄膿症、硬膜外膿瘍、化膿性頭蓋内血栓性静脈炎、脊

髄炎及び神経根炎、ウィルス性中枢神経系疾患と、クールー及びクロイツフェル

ト‐ヤコブ病、ゲルストマン症候群、Gerstmann-Straussler-Scheinker症候群を

含むプリオン病（prion disease）と、致死性家族性不眠症、神経系性栄養病及

び代謝病、神経線維腫症、結節硬化症、小脳網膜血管芽腫（cerebelloretinal h
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emangioblastomatosis）、脳３叉神経血管症候群、中枢神経系性精神薄弱及び他

の発生障害、脳性麻痺、神経骨格異常症（neuroskeletal disorder）、自律神経

系障害、脳神経障害、脊髄病、筋ジストロフィー及び他の神経筋障害、皮膚筋炎

及び多発性筋炎と、遺伝性及び代謝性、内分泌性の中毒性ミオパシーと、重症筋

無力症、周期性四肢麻痺と、気分性及び不安性の分裂病性障害を含む精神障害と

、季節性感情障害（SAD）と、静座不能、健忘症、緊張病、糖尿病性ニューロパ

シー、錐体外路性終末欠陥症候群、ジストニー、妄想性精神病、帯状疱疹後神経

痛、トゥーレット病、進行性核上性麻痺、皮質基底変性症（corticobasal degen

eration）、家族性前頭側頭痴呆が含まれ、また、胃腸疾患もあり、その中には

、食道炎、食道癌、胃炎、胃癌、炎症性腸疾患、胆嚢炎、腸管の炎症、膵臓炎、

膵臓癌、硬変、肝炎、ヘパトーム、大腸炎、結腸癌、クローン病が含まれ、また

、遺伝障害も含まれ、その中には、副腎白質ジストロトフィ、アルポート症候群

、コロイデレミア、デュシェンヌ－ベッカー型筋ジストロフィ、ダウン症候群、

嚢胞性線維症、慢性肉芽腫症、ゴーシェ病、ハンチントン病、マルファン症候群

、筋ジストロフィ、筋緊張性異栄養、頻繁骨形成不全（pycnodysostosis）、レ

フサム症候群、網膜芽腫、鎌状赤血球貧血、サラセミア、ウェルナー症候群、フ

ォン‐ウィルブランド病、ウィルムス腫瘍、ツェルヴェーガー症候群、ペルオキ

シソームアシル-CoA酸化酵素欠損症（peroxisomal acyl-CoA oxidase deficienc

y）、ペルオキシソームチオラーゼ欠損症、ペルオキシソーム２官能タンパク質

欠損症、ミトコンドリアカルニチンパルミトイルトランスフェラーゼ及びカルニ

チン欠損症、ミトコンドリ超長鎖アシル-CoAデヒドロゲナーゼ欠損症、ミトコン

ドリ短鎖アシル-CoAデヒドロゲナーゼ欠損症、ミトコンドリ電子伝達フラボタン

パク質及び電子伝達フラボタンパク質：ユビキノンオキシドレダクターゼ欠損症

、ミトコンドリ３官能タンパク質欠損症、ミトコンドリ短鎖3-ヒドロキシアシル

-CoAデヒドロゲナーゼ欠損症が含まれ、また、平滑筋異常も含まれ、その中には

、口峡炎、アナフィラキシー、不整脈、喘息、心血管ショック、クッシング症候

群、高血圧、低血糖症、心筋梗塞、片頭痛、褐色細胞腫と、心筋症及び脳症、癲

癇、カーンズ‐セイヤ症候群、乳酸アシドーシス、筋クローヌス性障害、眼筋麻

痺、ここで、平滑筋には血管、胃腸管、心臓、子宮などが含まれ、更に細胞増殖
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異常症が含まれ、その中には、日光性角化症及び動脈硬化、アテローム性動脈硬

化、滑液包炎、硬変、肝炎、混合型結合組織病（ＭＣＴＤ）、骨髄線維症、発作

性夜間ヘモグロビン尿症、真性多血症、乾癬、原発性血小板血症、並びに腺癌及

び白血病、リンパ腫、黒色腫、骨髄腫、肉腫、及び奇形癌、具体的には、副腎、

膀胱、骨、骨髄、脳、乳房、頚部、胆嚢、神経節、消化管、心臓、腎臓、肝臓、

肺、筋肉、卵巣、膵臓、副甲状腺、陰茎、前立腺、唾液腺、皮膚、脾臓、精巣、

胸腺、子宮の癌などが含まれる。SNEXNをコードするポリヌクレオチド配列は、

サザーンブロット法やノーザンブロット法、或いはその他の膜系の技術、ＰＣＲ

法、ディップスティック（dipstick）、ピン（pin）、ＥＬＩＳＡ型アッセイ、

または患者から採取した体液或いは組織を利用して変異SNEXNの発現の検出に用

いられるマイクロアレイに使用することが可能である。このような質的或いは量

的方法は、当分野では周知である。

      【０２０２】

  特定の形態において、SNEXNをコードするヌクレオチド配列は、関連する疾患

、特に上記した疾患を検出するアッセイにおいて有用であろう。SNEXNをコード

するヌクレオチド配列は、標準的な方法で標識化され、ハイブリダイゼーション

複合体の形成に好適な条件の下、患者から採取した体液或いは組織のサンプルに

加えることができるであろう。好適な培養期間の後、サンプルを洗浄し、シグナ

ルを定量して標準値と比較する。患者のサンプルのシグナルの量が、制御サンプ

ルと較べて著しく変わっている場合は、サンプル内のSNEXNをコードするヌクレ

オチド配列の変異レベルにより、関連する疾患の存在が明らかになる。このよう

なアッセイを用いて、動物実験、臨床試験、或いは個人の患者の治療を監視にお

ける、特定の治療効果を推定することが可能である。

      【０２０３】

  SNEXNの発現に関連する疾患の診断の元となるものを提供するために、正常あ

るいは標準的な発現の概要が確立される。この確立は、ハイブリダイゼーション

或いは増幅に好適な条件の下、動物或いはヒトの何れかの正常な被験者から抽出

された体液或いは細胞と、SNEXNをコードする配列或いはその断片とを結合させ

ることにより達成され得る。標準的なハイブリダイゼーションは、正常な被験者
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から得た値と周知の量の実質的に精製されたポリヌクレオチドが用いられる実験

からの値とを比較することによって定量可能である。正常なサンプルから得た標

準的な値を、疾患の症状を示す被験者から得た値と比較可能である。標準値と被

験者の値との偏差を用いて疾患の存在を確定する。

      【０２０４】

  疾患の存在が確定され治療プロトコルが開始されると、ハイブリダイゼーショ

ンアッセイを通常ベースで繰り返して、被験者における発現のレベルが正常な患

者に示される値に近づき始めたかどうかを推定することが可能である。繰り返し

行ったアッセイの結果を、数日から数ヶ月の期間の治療の効果を見るのに用いる

ことができる。

      【０２０５】

  癌において、個体からの生体組織における異常な量の転写物（過剰な発現また

は過少の発現のどちらか）の存在は、疾患の発生の素因を示し、また実際に臨床

的症状が出る前に疾患を検出する方法を提供することが可能である。この種のよ

り明確な診断により、医療の専門家が予防方法或いは積極的な治療法を早くから

利用して、癌の発生または進行を防ぐことが可能となる。

      【０２０６】

  SNEXNをコードする配列から設計されたオリゴヌクレオチドのさらなる診断へ

の利用には、ＰＣＲの利用が含まれ得る。このようなオリゴマーは、化学的な合

成、酵素を用いた生成、或いはin vitroで生成され得る。オリゴマーは、好まし

くはSNEXNをコードするポリヌクレオチドの断片、或いはSNEXNをコードするポリ

ヌクレオチドと相補的なポリヌクレオチドの断片を含み、最適な条件の下、特定

の遺伝子や条件を識別するために利用される。また、オリゴマーは、やや緩い厳

密性条件の下、近縁のＤＮＡ或いはＲＮＡ配列の検出及び／または定量のため用

いることが可能である。

      【０２０７】

  ある実施形態では、SNEXNをコードするポリヌクレオチドからのオリゴヌクレ

オチドプライマーを用いて、一ヌクレオチド多型（SNP：single nucleotide pol

ymorphism）を検出することが可能である。SNPは、遺伝的或いは後天的な遺伝病
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によってよく起こる置換、挿入、欠失である。SNPの検出方法には、限定するも

のではないが、一本鎖コンフォメーション多型（SSCP:single-stranded conform

ation polymorphism）法や蛍光SSCP（fSSCP）法がある。SSCPでは、SNEXNをコー

ドするポリヌクレオチドからのオリゴヌクレオチドプライマーを用いて、PCR法

で増幅する。DNAは、例えば、病変組織或いは正常な組織、生検サンプル、体液

などに由来する。DNA内のSNPによって、一本鎖型のPCR産物の二次及び三次構造

に違いが生じ、この違いを非変性ゲルにおけるゲル電気泳動法で検出する。fSSC

Pでは、オリゴヌクレオチドプライマーを蛍光標識し、それによってDNA配列機な

どの高スループットの装置でのamplimerの検出が可能になる。更に、コンピュー

タSNP（isSNP）と呼ばれる配列データベース分析法で、共通のコンセンサス配列

に構築される個々の重複DNA断片の配列を比較して、多型を同定できる。これら

のコンピュータベースの方法は、統計的モデルを用いた実験室でのDNAの準備及

びシークエンシングのエラー、及びDNA配列クロマトグラムの自動分析による配

列の変異をフィルタをかけて取り除く。別法では、SNPは、例えば、高スループ

ットMASSARRAYシステム（Sequenom, Inc., San Diego CA）を用いた質量分析法

によって、SNPが検出されて特徴付けられる。

      【０２０８】

  SNEXNの発現を定量するために用いられ得る方法には、ヌクレオチドの放射標

識或いはビオチン標識、調節核酸の相互増幅（coamplification）、及び標準的

な曲線に結果が加えられたものが含まれる（例えば、Melby, P.C.等(1993) J. I

mmunol. Methods, 159:235-44；Duplaa, C.等(1993) Anal. Biochem. 229-236を

参照）。多数のサンプルの定量の速度が、目的のオリゴマーまたはポリヌクレオ

チドが種々の希釈液に含まれ、分光光度法或いは非色応答により迅速に定量する

高スループット型のアッセイを用いることによって加速された。

      【０２０９】

  別の実施例では、本明細書で記載した任意のポリヌクレオチド配列由来のオリ

ゴヌクレオチドまたはそれより長い断片を、マイクロアレイにおける要素として

用いる。Seilhamer, J.J. 他による米国特許第5,840,484号、名称「Comparative

 Gene Transcript Analysis」に記載しされているように、同時に極めて多くの
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遺伝子の相対発現レベルを監視する転写イメージ技術にマイクロアレイを用いる

ことができる。この特許を引用することをもって、本明細書の一部とする。また

、マイクロアレイを、遺伝的変異体、突然変異、多型の同定に用いることが可能

である。この情報は、遺伝子機能の決定、及び疾患の遺伝的根拠の解釈、疾患の

診断、遺伝子発現による疾患の進行／退行の監視、疾患の治療薬剤の開発及び治

療薬の活性の監視に有用である。具体的には、この情報を用いて、患者にとって

最も適切かつ効果的な治療方法を選択するために、患者の薬理ゲノミクスプロフ

ィールを作成する。例えば、患者の薬理ゲノミクスプロフィールに基づいて、そ

の患者にとって極めて効果的かつ副作用の少ない治療薬が選択される。

      【０２１０】

  別の実施例では、SNEXNに特異的な抗体、またはSNEXNやその断片を、マイクロ

アレイの要素に用いることが可能である。また、上記したようなタンパク質間の

相互作用、または薬剤と標的の相互作用、遺伝子発現プロフィールの監視や測定

にマイクロアレイを用いることが可能である。

      【０２１１】

  当分野で周知の方法でマイクロアレイを準備して使用し、分析する（例えば、

Brennan, T.M. 他 (1995) 米国特許第5,474,796号; Schena, M. 他 (1996) Proc

. Natl. Acad. Sci. USA. 93:10614-10619; Baldeschweiler 他 (1995) PCT出願

番号WO95/251116; Shalon, D.他 (1995) PCT出願番号WO95/35505; Heller, R.A.

 他(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 94:2150-2155; 及び Heller, M.J. 他

 (1997) 米国特許第5,605,662号を参照）。様々なタイプのマイクロアレイが周

知であり、DNA Microarrays: A Practical Approach, M. Schena, ed. (1999) O

xford University Press, Londonに全て記載されており、引用することをもって

本発明の一部とする。

      【０２１２】

  本発明の別の実施例ではまた、SNEXNをコードする核酸配列を用いて、自然発

生のゲノム配列をマッピングするのに有用なハイブリダイゼーションプローブを

作製することが可能である。コード配列或いは非コード配列のどちらかを用いる

が、場合によっては、コード配列より非コード配列の方が好ましい。例えば、多
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遺伝子ファミリーメンバー間のコード配列の保存は、染色体マッピング中に好ま

しくないクロスハイブリダイゼーションが起こる可能性がある。この配列は、以

下のものに対してマッピングされる。特定の染色体、染色体の特定領域または人

工生成の染色体、例えば、ヒト人工染色体（ＨＡＣ）、酵母人工染色体（ＹＡＣ

）、細菌人工染色体（ＢＡＣ）、細菌Ｐ１生成物或いは単一染色体ｃＤＮＡライ

ブラリである（例えば、Harrington, J.J. 他 (1997) Nat. Genet. 15:345-355;

 Price, C.M. (1993) Blood Rev. 7:127-134; 及び Trask, B.J. (1991) Trends

 Genet. 7:149-154.を参照）。一度マッピングされれば、本発明の核酸配列を用

いて、例えば、ある病態の遺伝と特定の染色体領域または制限断片長多型（RFLP

）の遺伝とが相関性を有する遺伝連鎖マップを作成可能である（Lander, E.S. 

及び D. Botstein (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:7353-7357）。

      【０２１３】

  In sit蛍光ハイブリダイゼーション（FISH）は、他の物理的染色体マッピング

技術及び遺伝マップデータと相関するであろう（例えば、Heinz-Ulrich, 他によ

る(1995) in Meyers,前出, pp. 965-968.を参照）。遺伝子マップデータの例は

、種々の科学誌あるいはOnline Mendelian Inheritance in Man（OMIM）のウェ

ブサイトで見付けることができる。物理的なマップ上のSNEXNをコードする遺伝

子の位置と特定の疾患との相関性、或いは特定の疾患に対する素因が、このよう

な疾患と関係するＤＮＡ領域を特定するのに役立ち、位置クローニングが容易に

なる。本発明のヌクレオチド配列を用いて、正常者と、保有者、及び感染した者

との遺伝子配列における違いを検出することもある。

      【０２１４】

  染色体標本のIn sitハイブリダイゼーション、及び確定した染色体マーカーを

用いた結合分析などの物理的マッピング技術を用いて、遺伝子マップを拡張する

こともできる。マウスなどの別の哺乳動物の染色体上での遺伝子の配置により、

たとえ特定のヒト染色体の数或いはアームが分かっていなくても、関連するマー

カーが明らかになることが多い。この情報は、位置クローニング或いは別の遺伝

子発見技術を用いて遺伝的疾患の研究をしている研究者にとって価値がある。疾

患や症候群に関与するの遺伝子または複数の遺伝子の位置が、遺伝子連鎖によっ
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て、例えば血管拡張性失調症の11q22-23などの特定のゲノム領域であると大まか

に決定されると、その領域に対するどの配列マッピングも関連する遺伝子或いは

調節遺伝子を表し、さらなる調査に有用である（例えば、Gatti, R.A.他による

（1988）Nature 336:577-580を参照）。また、本発明のヌクレオチド配列を用い

て、正常者、保有者、または感染者の間の、転位置、反転などによる染色体位置

の違いを検出することも可能である。

      【０２１５】

  本発明の別の実施例では、SNEXN、その触媒作用断片或いは免疫原断片または

そのオリゴペプチドを、種々の任意の薬剤スクリーニング技術における化合物の

ライブラリのスクリーニングに用いることができる。このようなスクリーニング

に用いる断片は、溶液に遊離、固体支持物に固定、細胞の表面上に保持、或いは

細胞内に存在する。SNEXNとテストされる薬剤との複合体を結合することによる

形成は計測されることもある。

      【０２１６】

  薬剤スクリーニングに用いる別の方法は、目的のタンパク質に対して、好適な

結合親和性を有する化合物のスクリーニング処理能力を高めるために用いられる

（例えば、Geysen,他による(1984) PCT出願番号 WO84/03564を参照）。この方法

では、多数の異なる小さな試験用化合物が固体基板上に合成される。試験用化合

物は、SNEXN、或いはその断片と反応してから洗浄される。次ぎに、結合したSNE

XNが、当分野で周知の方法で検出される。精製されたSNEXNはまた、前記した薬

剤をスクリーニングする技術に用いられるプレート上で直接被覆することもでき

る。別法では、非中和抗体を用いて、ペプチドを捕らえ、固体支持物に固定する

こともできる。

      【０２１７】

  別の実施例では、SNEXNと結合可能な中和抗体がSNEXNと結合するため試験用化

合物と特に競合する、競合的薬剤スクリーニングアッセイを用いることができる

。この方法では、抗体が、SNEXNと１つ以上の抗原決定因子を共有するどのペプ

チドの存在も検出する。

      【０２１８】
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  別の実施例では、発展途上の分子生物学技術にSNEXNをコードするヌクレオチ

ド配列を用いて、限定はされないが、現在知られているトリプレット暗号及び特

異的な塩基対相互作用などのヌクレオチド配列の特性に依存する新しい技術を提

供することができる。

      【０２１９】

  当分野の技術者であれば、更なる説明がなくても前述の説明だけで十分に本発

明を利用できるであろう。したがって、以下に記載する特定の実施例は、例示目

的であって本発明を限定するものではない。

      【０２２０】

  前出及び以下に記載した全ての特許出願及び特許、刊行物、特に米国出願第６

０／１３６、７４０号及び米国出願第６０／１３９、５６６号を引用することを

もって本明細書の一部とする。

      【０２２１】

    【実施例】

  １  ｃＤＮＡライブラリの作製

  ＲＮＡにはClontech社から購入したものと、表４に列記した組織から単離した

ものとがある。ある組織をホモジナイズしてグアニジニウムイソチオシアネート

溶液に溶解した。一方で別の組織をホモジナイズしてフェノールに溶解するか、

或いはTRIZOL (Life Technologies)、グアニジニウムイソチオシアネート及びフ

ェノールの単相溶液などの好適な変性剤の混合液に溶解した。この溶解物を塩化

セシウムにおいて遠心分離またはクロロホルムで抽出した。イソプロパノール或

いは酢酸ナトリウムのどちらかとエタノール、或いは別の方法でこの溶解物から

ＲＮＡを沈殿させた。

      【０２２２】

  ＲＮＡの純度を高めるためにＲＮＡのフェノールによる抽出及び沈殿を必要な

回数繰り返した。場合によっては、ＤＮＡ分解酵素でＲＮＡを処理する。殆どの

ライブラリでは、オリゴd(T)連結常磁性粒子(Promega)またはOLIGOTEXラテック

ス粒子(QIAGEN. Chatsworth CA)、OLIGOTEX mRNA精製キット(QIAGEN)を用いてポ

リ（Ａ＋）ＲＮＡを単離した。別法では、POLY(A)PURE mRNA精製キット(Ambion,



(85) 特表２００３－５０３０１６

 Austin TX)などの別のＲＮＡ単離キットを用いて組織溶解物から直接単離した

。

      【０２２３】

  ある場合には、Stratagene社にＲＮＡを提供しStratagene社が対応するｃＤＮ

Ａライブラリを作製した。そうでない場合は、UNIZAPベクターシステム(Stratag

ene)またはSUPERSCRIPT プラスミドシステム(Life Technologies)を用いて当分

野で公知の推奨方法または類似の方法でｃＤＮＡを合成してｃＤＮＡライブラリ

を作製した。(例えば、Ausubel, 1997,前出,ユニット5.1-6.6を参照)。逆転写は

、オリゴd(T)またはランダムプライマーを用いて開始した。合成オリゴヌクレオ

チドアダプターを二本鎖ｃＤＮＡに結合させてから、好適な１つの制限酵素或い

は複数の制限酵素でｃＤＮＡを消化した。殆どのライブラリでは、SEPHACRYL S 

1000または SEPHAROSE CL2B、SEPHAROSE CL4Bカラムクロマトグラフィー(Amersh

am Pharmacia Biotech)、アガロースゲル電気泳動法によってｃＤＮＡの大きさ

（300～1000bp）を選択した。PBLUESCRIPTプラスミド(Stratagene)またはpSPORT

1プラスミド(Life Technologies)、pcDNA2.1 プラスミド (Invitrogen, Carlsba

d CA)、plNCY (Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto CA)などの好適なプラスミ

ドのポリリンカーの適合性制限酵素部位にｃＤＮＡを結合させた。この組換えプ

ラスミドを、Stratagene社のXL1-Blue, XL1-BIueMRF、SOLR、またはLife Techno

logies社のDH5αまたはDH 10B、ElectroMAX DH 10Bを含むコンピテント大腸菌細

胞に形質転換した。

      【０２２４】

  ２  ｃＤＮＡクローンの単離

  本実施例１に示したように取得したプラスミドは、UNIZAP ベクター系(Strata

gene)または細胞融解でin vivoで切断して、宿主細胞から回収した。UNIZAPベク

ターシステム(Stratagene)或いは細胞溶解を利用して、in vivo切除によって宿

主細胞からプラスミドを回収した。MagicまたはWIZARD Minipreps DNA精製シス

テム(Promega)、及びAGTC Miniprep精製キット(Edge Biosystems, Gaithersburg

 MD)、QIAGEN社のQIAWELL 8 Plasmid、QIAWELL 8 Plus Plasmid、QIAWELL 8 Ult

ra Plasmid 精製システム、REAL Prep 96プラスミド精製キットの内の少なくと
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も１つを用いてプラスミドを精製した。沈殿させた後、０．１ｍｌの蒸留水に再

懸濁して、凍結乾燥して或いは凍結乾燥しないで４℃で保管した。

      【０２２５】

  別法では、高スループットの直接結合ＰＣＲ法によって宿主細胞溶解物からプ

ラスミドＤＮＡを増幅した。(Rao, V.B. (1994) Anal. Blochem. 216:1-14)。宿

主細胞の溶解及び熱サイクリング過程を単一反応混合液で行った。サンプルを処

理してから３８４－ウエルプレートに移して保管し、増幅したプラスミドＤＮＡ

の濃度をPICOGREEN色素(Molecular Probes, Eugene OR)及びFLUOROSKAN II蛍光

スキャナー(Labsystems Oy, Helsinki, Finland)を用いて蛍光定量的に測定した

。

      【０２２６】

  ３  シークエンシング及び分析

  シークエンシングのためのｃＤＮＡの準備には、ABI CATALYST 800 (Perkin-E

lmer)またはHYDRAマイクロディスペンサー(Robbins Scientific)、MICROLAB 220

0 システム(Hamilton)をPTC-200 thermal cyclers (MJ Research)と共に用いた

。ｃＤＮＡのシークエンシングには、ABI PRISM 373または377シークエンシング

システム(Perkin-Elmer)及び標準ABIプロトコル、塩基対呼び出しソフトウェア

、キットを用いた。別法では、ｃＤＮＡのシークエンシングには、MEGABACE 100

0 DNAシークエンシングシステム(Molecular Dynamics)を用いた。更なる別法で

は、ｃＤＮＡの増幅及びシークエンシングにABI PRISM BIGDYE Terminator cycl

e sequencing ready reactionキット(Perkin-Elmer)を用いた。また、更なる別

法では、ｃＤＮＡのシークエンシングにAmersham Pharmacia Biotech社の溶液と

色素を用いた。ｃＤＮＡ配列の読み枠は、標準的な方法( Ausubel, 1997, 前出,

 unit 7.7を再度参照)を用いて決定した。ｃＤＮＡ配列の幾つかを選択して、本

実施例の５に記載した方法で延長した。

      【０２２７】

  ｃＤＮＡのシークエンシングから得たポリヌクレオチド配列の構築及び分析は

、当分野の技術者に既知のアルゴリズムを利用したソフトウェアを組合せて行っ

た。表５は、利用したツールまたはソフトウェアのプログラム名、プログラムの
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説明、引用文献、閾値パラメーターの要約である。表５の第１の列は用いたツー

ル及びプログラム、アルゴリズムであり、第２の列はそれらの簡単な説明であり

、第３の列は好適な引用文献であって、引用することでその全てを本明細書の一

部とし、第４の列は２つの配列の一致度の評価に用いたスコア及び確率値、他の

パラメータである（スコアが高ければ高いほど２つの配列間の相同性が高くなる

）。配列の分析には、MACDNASIS PROソフトウェア(Hitachi Software Engineeri

ng, S. San Francisco CA)及びLASERGENEソフトウェア (DNASTAR)を用いた。ポ

リヌクレオチド配列及びポリペプチド配列のアラインメントは、アラインメント

配列間のパーセント同一性を計算するMEGALIGN マルチシーケンスアラインメン

トプログラム(DNASTAR)に組込まれたクラスターアルゴリズムによって決定され

たデフォルトパラメーターを用いて作成された。

      【０２２８】

  ポリヌクレオチド配列の確証は、BLAST及び動的計画法、ジヌクレオチド最近

接分析に基づいたプログラム及びアルゴリズムを用いて、ベクター及びリンカー

、ポリＡ配列を取り除き、あいまいな塩基対をマスクすることで行った。次に、

BLAST及びFASTA、BLIMPSに基づいたプログラムを用いて、公共のデータベースで

あるGenBankの霊長類及びげっ歯類、哺乳類、脊椎動物、真核生物のデータベー

スやBLOCKS及びPRINTS、DOMO、PRODOM、PFAMデータベースなどのデータベースに

対してこれらの配列を問合わせて注釈を得た。Phred及びPhrap、Consedに基づい

たプログラムを用いて完全長のポリヌクレオチド配列の中にこれらの配列を構築

して、BLAST及びFASTA、BLIMPSに基づいたプログラムでオープンリーディングフ

レームのためにスクリーンした。完全長のポリヌクレオチド配列を翻訳して対応

する完全長のアミノ酸配列を引き出し、GenBankデータベース(上記)及びSwissPr

ot、BLOCKS、PRINTS、DOMO、PRODOMなどのデータベース、及びPFAMなどのHidden

 Markov Model (HMM)に基づいたタンパク質ファミリーデータベースに対して問

い合わせてこれらの完全長の配列を分析した。HMMは、確率を利用して遺伝子フ

ァミリーのコンセンサス一次構造を解析する(例えば、Eddy, S.R. (1996) Cur. 

Opin. Str. Biol. 6:361-365.を参照)。

      【０２２９】
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  完全長のポリヌクレオチド配列及びアミノ酸配列の構築及び分析に用いる上記

のプログラムは、SEQ ID NO:3－４からのポリヌクレオチド配列の断片の同定に

も使用できる。約２０から４０００までのヌクレオチドの断片はハイブリダイゼ

ーション及び増幅に有用であり、上記の発明で説明した。

      【０２３０】

  ４  ノーザン分析

  ノーザン分析は、遺伝子の転写物の存在を検出するために用いられる実験用技

術であり、特定の細胞種或いは組織からのＲＮＡが結合されている膜への標識さ

れたヌクレオチド配列のハイブリダイゼーションを伴う(例えば、Sambrook,前出

, 7章; 及び Ausubel. F.M. 他、前出, 4章及び16章を参照)。

      【０２３１】

  ＢＬＡＳＴに用いる類似のコンピュータ技術を用いて、GenBank或いはLIFESEQ

データベース（Incyte Genomics）のようなヌクレオチドデータベース内の同一

或いは関連する分子を検索する。この分析は多くの膜系ハイブリダイゼーション

より非常に速度が速い。さらにコンピュータ検索の感度を変更して、任意の特定

の一致が、厳密な一致或いは相同的一致の何れかとして分類されるかを確定する

ことができる。検索の基準は、

（％最大ＢＬＡＳＴスコア×％同一性）／５×最小{長さ（配列番号１）、長さ

（配列番号２）}

として定義される積スコアである。積スコアは、２つの配列間の類似性の程度及

び一致する配列の長さの両方を考慮している。また、積スコアは、０から１００

に規準化された値であり、以下の方法によって求められる。ＢＬＡＳＴスコアに

％ヌクレオチド同一性を乗じて、（２つの配列の短い方の長さ×５）で除す。Ｂ

ＬＡＳＴスコアは、高スコアセグメントの組（HSP:high-scoring segment pair

）における一致する各塩基対に５ポイント与え、各不一致には－４ポイント与え

て計算する。２つの配列が、１つ以上のHSP（ギャップによって分けられる）を

示すこともある。HSPが１つ以上の場合、最も高いＢＬＡＳＴスコアをもつ組を

用いて積スコアを計算する。積スコアは、部分的な重複とＢＬＡＳＴアラインメ

ントにおける同一性とのバランスである。例えば、積スコア１００は、比較した



(89) 特表２００３－５０３０１６

２つの配列の内の短いの方の配列が、その全長に亘って１００％同一である場合

にのみ得られる。積スコア７０は、１００％の同一性であって重複部分が７０％

であるか、或いは８８％の同一性であって重複部分が１００％である場合に得ら

れる。積スコア５０は、１００％の同一性であって重複部分が５０％であるか、

或いは７９％の同一性であって重複部分が１００％である場合に得られる。

      【０２３２】

  ノーザン分析の結果は、SNEXNをコードする転写物が発生したライブラリの分

布割合として報告される。分析には、器官／組織及び疾患によるｃＤＮＡライブ

ラリの分類も含まれる。器官／組織のカテゴリーには、心血管、皮膚、発生、内

分泌、胃腸、造血／免疫、筋骨格、神経、生殖、泌尿が含まれる。疾患のカテゴ

リーには、癌、炎症、外傷、細胞増殖、神経、貯留(pooled)が含まれる。それぞ

れのカテゴリーについて、目的の配列を発現するライブラリの数を数えて、それ

を全ての範囲のライブラリの数で割った。各組織に特異的に発現する割合（パー

セント）と各疾患で発現する割合を表３に示した。

      【０２３３】

  ５  SNEXNをコードするポリヌクレオチドの染色体マッピング

  SEQ ID NO:3－4を構築するために用いられるcDNA配列を、BLAST及び他のSmith

-Watermanアルゴリズムを装備するものを用いて、IncyteのLIFESEQデータベース

及び公共のドメインデータベースの配列と比較した。SEQ ID NO:3－4と一致する

これらのデータベースの配列を、Phrap (表 5).などの構築アルゴリズムを用い

て、隣接して重複する配列のクラスターの中に組み入れた。Stanford Human Gen

ome Center (SHGC)及びWhitehead Institute for Genome Research 0NIGR)、Ge'

ne'thonなどの公共の機関から入手できる放射線ハイブリッド（radiation hybid

）及び遺伝子マッピングデータを用いて、クラスター配列が以前にマッピングさ

れたかどうかを調べることができる。クラスターに既にマッピングされた配列を

含む場合は、その特定のSEQ ID NO:（配列番号）を含むクラスターの全ての配列

が、そのマップ位置に割当てられる。

      【０２３４】

  SEQ ID NO:3及びSEQ ID NO:4の遺伝子マップ位置は、ヒト染色体の範囲または
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間隔として、本明細書に記載する。センチモルガン単位の間隔のマップ位置を、

染色体のpアーム（p-arm）の末端に対して測定する。センチモルガン（cM）は、

染色体マーカー間の組換え頻度に基づいた測定値の単位である。平均すると、１

cMは、DNAの１Ｍｂに概ね等しいが、組換えのホットスポット及びコールドスポ

ットによって大きく変化し得る。このcM距離は、配列が各クラスターに含まれる

放射線ハイブリッドマーカーの範囲を決定できるGe'ne'thonによってマッピング

された遺伝子マーカーに基づく。示した間隔内の位置にある公共及びインサイト

の配列に関連する疾患は、該当するものは本明細書に記載されている。

      【０２３５】

  ６  SNEXNをコードするポリヌクレオチドの延長

  SEQ ID NO:3－4の完全長の核酸配列は、完全長分子の好適な断片から設計した

オリゴヌクレオチドプライマーを用いてその完全長分子の好適な断片を延長して

作製した。一方のプライマーは既知の断片の５'の延長を開始するために合成し

、他方のプライマーは既知の断片の３'の延長を開始するために合成した。開始

プライマーは、ＯＬＩＧＯ ４．０６ソフトウェア（National Biosciences）或

いは他の適切なプログラムを用いて、約２２個から約３０個のヌクレオチドの長

さで約５０％以上のＧＣ含量を有し、かつ約６８～７２℃の温度で標的配列にア

ニールするように設計した。ヘアピン構造及びプライマー－プライマー二量体が

生じないようにヌクレオチドを延長した。

      【０２３６】

  選択されたヒトｃＤＮＡライブラリーを用いてこの配列を延長した。２段階以

上の延長が必要な場合、若しくは望ましい場合は、追加或いはネスト化プライマ

ーの組を設計する。

      【０２３７】

  当分野で既知の方法を利用したＰＣＲ法で高い忠実度で増幅した。ＰＣＲはPT

C-200 thermal cycler (MJ Research, Inc.)用いて９６ウェルブロックプレート

で行った。反応混合液は、鋳型ＤＮＡ及び２００ｎｍｏｌの各プライマー、Mg２

+と(NH4)2SO4とβ－メルカプトエタノールを含む緩衝液、Taq DNAポリメラーゼ(

Amersham Pharmacia Biotech)、ELONGASE酵素(Life Technologies)、Pfu DNAポ
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リメラーゼ(Stratagene)を含む。プライマーの組、PCI AとPCI Bに対して以下の

パラメーターで増幅を行った。

ステップ１    ９４℃で３分間

ステップ２    ９４℃で１５秒

ステップ３    ６０℃で１分間

ステップ４    ６８℃で２分間

ステップ５    ステップ２及び３、４を２０回繰り返す

ステップ６    ６８℃で５分間

ステップ７    ４℃で保管

別法では、プライマーの組、T7とSK+に対して以下のパラメータで増幅を行った

。

ステップ１    ９４℃で３分間

ステップ２    ９４℃で１５秒

ステップ３    ５７℃で１分間

ステップ４    ６８℃で２分間

ステップ５    ステップ２及び３、４を２０回繰り返す

ステップ６    ６８℃で５分間

ステップ７    ４℃で保管。

      【０２３８】

  各ウェルのＤＮＡ濃度は、１X TE及び０．５μｌの希釈していないＰＣＲ産物

に溶解した１００μｌのPICOGREEN定量試薬(0.25% (v/v) PICOGREEN; Molecular

 Probes, Eugene OR)を不透明な蛍光光度計プレート(Coming Costar, Acton MA)

の各ウェルに分配してＤＮＡが試薬と結合できるようにして測定する。このプレ

ートをFluoroskan II (Labsystems Oy, Helsinki, Finland)でスキャンして、サ

ンプルの蛍光を計測してＤＮＡの濃度を定量化する。反応混合物の５～１０μｌ

のアリコットを１％のアガロースミニゲル上での電気泳動によって解析し、何れ

の反応物が配列を延長することに成功したかを決定する。

      【０２３９】

  延長したヌクレオチドを脱塩及び濃縮してから３８４ウェルのプレートに移し
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、CviJIコレラウィルスエンドヌクレアーゼ(Molecular Biology Research, Madi

son WI)で消化し、pUC 18ベクター(Amersham Pharmacia Biotech)に再連結する

前に音波処理またはせん断を行った。ショットガンシークエンシングのために、

消化したヌクレオチドを低濃度（０．６～０．８％）のアガロースゲル上に分離

して断片を切断し、寒天をAgar ACE (Promega)で消化した。T4リガーゼ(New Eng

land Biolabs, Beverly MA)を用いて延長したクローンをpUC 18ベクター(Amersh

am Pharmacia Biotech)に再連結し、Pfu DNAポリメラーゼ(Stratagene)で制限部

位の延び出しを処理してコンピテント大腸菌細胞に形質移入した。形質移入した

細胞を選択して抗生物質を含む培地に移し、それぞれのコロニーを切りとってLB

/2Xカルベニシリン培養液の384ウェルプレートに３７℃で一晩培養した。

      【０２４０】

  細胞を溶解して、Taq DNAポリメラーゼ(Amersham Pharmacia Biotech)及びPfu

 DNAポリメラーゼ(Stratagene)を用いて以下の手順でＤＮＡをＰＣＲ増幅した。

ステップ１    ９４℃で３分間

ステップ２    ９４℃で１５秒

ステップ３    ６０℃で１分間

ステップ４    ７２℃で２分間

ステップ５    ステップ２及び３、４を２９回繰り返す

ステップ６    ７２℃で５分間

ステップ７    ４℃で保管。

上記したようにPICOGREEN試薬(Molecular Probes)でＤＮＡを定量化した。ＤＮ

Ａ回収率の悪いサンプルは、上記した条件で再び増幅した。サンプルを２０％の

ジメチルサルホサイド（dimethysulphoxide）( 1:2, v/v)で希釈し、DYENAMIC D

IRECTキット(Amersham Pharmacia Biotech)またはABI PRISM BIGDYE Terminator

 cycle sequencing ready reactionキット(Perkin-Elmer)を用いてシークエンシ

ングした。

      【０２４１】

  同様に上述の手順で、SEQ ID NO:3－4のヌクレオチド配列を利用し、この延長

のために設計したオリゴヌクレオチドと好適な遺伝子ライブラリを用いて５′調
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節配列を得た。

      【０２４２】

  ７  個々のハイブリダイゼーションプローブの標識及び使用

  SEQ ID NO:3－4から導き出されたハイブリダイゼーションプローブを用いて、

ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡをスクリーニングする。約２０塩基対

からなるオリゴヌクレオチドの標識について特に記すが、より大きなｃＤＮＡフ

ラグメントの場合でも基本的に同じ手順を用いる。オリゴヌクレオチドを、OLIG

O4.06ソフトウェア（National Bioscience）のような最新式のソフトウェアを用

いてデザインし、５０ｐｍｏｌの各オリゴマーと、２５０μＣｉの[γ‐３２Ｐ]

アデノシン三リン酸（Amersham, Chicago, IL）及びＴ４ポリヌクレオチドキナ

ーゼ（DuPont NEN、Boston MA）とを組み合わせて用いることにより標識する。

標識されたオリゴヌクレオチドを、SephadexTM G-25超精細排除デキストランビ

ードカラム（Pharmacia & Upjohn, Kalamazoo, MI）を用いて実質的に精製する

。毎分１０７カウントの標識されたプローブを含むアリコットを、次のエンドヌ

クレアーゼ、AseI，Bgl II，EcoRI，Pst I，Xba1或いはPvuII（DuPont NEN）の

１つを用いて切断したヒトゲノムＤＮＡの典型的な膜ベースのハイブリダイゼー

ション解析において用いる。

      【０２４３】

  各切断物からのＤＮＡを、０．７％アガロースゲル上で分画して、ナイロン製

メンブラン（Nytran Plus, Schleicher & Schuell, Durham NH）に転写する。ハ

イブリダイゼーションは４０℃で１６時間かけて行う。非特異的シグナルを取り

除くため、ブロットを、段階的に厳密性が増す条件で最大０．１ｘクエン酸ナト

リウム食塩水及び０．５％ドデシル硫酸ナトリウムまで順次室温にて洗浄する。

オートラジオグラフィーまたは別のイメージ化方法を用いて、ハイブリダイゼー

ションパターンを視覚的に比較する。

      【０２４４】

  ８  マイクロアレイ

  マイクロアレイ上のアレイ要素の結合または合成は、フォトリソグラフィー、

圧電印刷（インクジェット印刷、例えば、前出のBaldeschweilerを参照）、機械
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式微小スポット（mechanical microspotting）技術、またはそれらから派生した

方法で行うことができる。前記したそれぞれの技術に用いられる基板は、表面に

孔のない均一な固体が望ましい（Schena (1999)、前出）。好適な基板には、シ

リコン及びシリカ、ガラススライド、ガラスチップ、シリコンウエハが含まれる

。別法では、熱またはＵＶ結合方法、または化学的或いは機械的な結合方法を利

用して、ドット或いはスロットブロットに類似の方法で、基板の表面に要素を配

列して結合することが可能である。典型的なアレイは、当分野で周知の方法で作

製でき、任意の好適な数の要素を含み得る（例えば、Schena, M. 他 (1995) Sci

ence 270:467-470; Shalom D. 他 (1996) Genome Res. 6:639-645; Marshall, A

. 及び J. Hodgson (1998) Nat. Biotechnol. 16:27-31を参照）。

      【０２４５】

  完全長のcDNA、発現遺伝子配列断片（EST）、またはそれらの断片や誘導体は

、マイクロアレイの要素として用いることが可能である。ハイブリダイゼーショ

ンに好適な断片やオリゴヌクレオチドは、LASERGENEソフトウェア（DNASTAR）な

どの当分野で周知のソフトウェアを用いて、選択することができる。アレイ要素

は、生物学的サンプルのヌクレオチドとハイブリダイズする。検出を容易にする

ために、この生物学的サンプルのヌクレオチドには、蛍光標識や他の分子タグを

取り付ける。ハイブリダイゼーションの後、ハイブリダイズしなかったサンプル

のヌクレオチドを取り除き、蛍光スキャナーを用いて各アレイ要素のハイブリダ

イゼーションを検出する。別法では、レーザー着脱及び質量分析法でハイブリダ

イゼーションを検出する。マイクロアレイ上の要素とハイブリダイズした各ポリ

ヌクレオチドの相補性及び相対存在量の程度を調べる。ある実施例におけるマイ

クロアレイの準備及び使用方法を以下に記載する。

      【０２４６】

    組織サンプルまたは細胞サンプルの準備

  グアニジニウムチオシアネート法で、全RNAを組織サンプルから単離し、オリ

ゴ(dT)セルロース法でポリ(A)＋RNAを精製する。MMLV逆転写酵素及び0.05 pg/μ

lのオリゴ(dT) プライマー(21 mer)、１Ｘ 一次一本鎖緩衝液（first strand bu

ffer）、0.03 units/μlのRNA分解酵素インヒビター、500μMのdATP、500μMのd
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GTP、500μMのdTTP、40μMのdCTP、40μMのdCTP-Cy3(BDS)またはdCTP-Cy5（Amer

sham Pharmacia Biotech）を用いて、各ポリ(A)＋RNAサンプルを逆転写する。２

００ｎｇのポリ(A)＋RNAを含む２５ｍｌの中でGEMBRIGHTキット（Incyte）を用

いて、逆転写酵素反応をさせた。 in vitroでの転写で、非コード酵母ゲノムDNA

から特定の調節ポリ(A)＋RNAを合成する。３７℃で１２時間インキュベートした

後、各反応用サンプル（或るものはCy3標識、別のものはCy5標識）を、２．５ｍ

ｌの０．５Ｍの水酸化ナトリウムで処理してから、８５℃で２０分間インキュベ

ートして、反応を止めてRNAを分解する。２つの連続するCHROMA SPIN 30ゲル濾

過スピンカラム(CLONTECH Laboratories, Inc. (CLONTECH), Palo Alto CA)を用

いてサンプルを精製し、結合させた後、１ｍｌのグリコーゲン（１ｍｇ／ｍｌ）

及び６０ｍｌの酢酸ナトリウム、３００ｍｌの１００％エタノールを用いて両方

の反応サンプルをエタノール沈殿させる。次に、SpeedVAC (Savant Instruments

 Inc., Holbrook NY)を用いてサンプルを乾燥させ、１４μｌの5X SSC/0.2% SDS

で再懸濁する。

      【０２４７】

    マイクロアレイの準備

  本発明の配列を用いてアレイ要素を作製する。各アレイ要素は、クローン化cD

NA挿入断片を有するベクターを含む細菌細胞から増幅する。アレイ要素は、初め

は１～２ｎｇでＰＣＲを開始し、３０回目の最後には５μｇより多い量まで増幅

する。次に、SEPHACRYL-400 (Amersham Pharmacia Biotech)を用いて、増幅した

アレイ要素を精製する。

      【０２４８】

  精製したアレイ要素をポリマーコートしたガラススライド上に固定する。処理

と処理の間及び処理の後、ガラス顕微鏡スライド（Corning）を、０．１％のSDS

及びアセトン、多量の蒸留水を用いて超音波洗浄を行う。ガラススライドは、４

％のフッ化水素酸（VWR Scientific Products Corporation (VWR), West Cheste

r PA）でエッチング処理し、多量の蒸留水で洗浄し、０．０５％のアミノプロピ

ルシラン（Sigma）を含む９５％エタノールで被覆する。被覆したスライドを１

１０℃のオーブンで硬化させる。
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      【０２４９】

  アレイ要素を、米国特許第５、８０７、５２２号に記載の方法で、被覆したガ

ラス基板に塗る。またこの特許を引用することをもって本明細書の一部とする。

平均密度が１００ｎｇ／μｌである１μｌのアレイ要素DNAを、高速のロボット

装置でオープンキャピラリープリンティング要素の中に入れる。次にこの装置は

、約５ｎｌのアレイ要素サンプルを各スライドにのせる。

      【０２５０】

  マイクロアレイを、STRATALINKER UV-架橋結合 (Stratagene)を用いてUV-架橋

結合させる。次に、マイクロアレイを、室温で、０．２％のSDSで１回洗浄し、

蒸留水で３回洗浄する。非特異的な結合部位は、０．２％のカゼインを含むリン

酸緩衝生理食塩水(PBS) (Tropix, Inc., Bedford MA)の中で６０℃で３０分間イ

ンキュベートして遮断する。次に、０．２％のSDSを含む蒸留水で前記したよう

に洗浄する。

      【０２５１】

    ハイブリダイゼーション

  ハイブリダイゼーション反応は、それぞれ０．２μｇのCy3及びCy5で標識した

cDNA合成産物を含み、５Ｘ SSC、０．２％のSDSハイブリダイゼーション緩衝液

からなる９μｌのサンプル混合液を含む。このサンプル混合液を６５℃で５分間

加熱して、マイクロアレイの表面に文注し、１．８ｃｍ２のオーバースリップで

覆う。このアレイを、顕微鏡スライドより僅かに大きいキャビティを有する防水

性のチャンバーに移す。チャンバーの角に１４０μｌの５Ｘ SSCを加えて、この

チャンバーを湿度１００％に保つ。アレイを含むチャンバーを、６０℃で６．５

時間インキュベートする。このアレイを、まず一次洗浄緩衝液（1X SSC, 0.1% S

DS）を用いて４５℃で１０分間洗浄し、次に二次洗浄緩衝液を用いて４５℃で１

０分間３回洗浄し、最後に乾燥させる。

      【０２５２】

    検出

  レポーター標識ハイブリダイゼーション複合体を、Cy3及びCy5をそれぞれ励起

する４８８ｎｍ及び６３２ｎｍのスペクトル線を生成できるInnova 70 混合ガス
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 10 W レーザー(Coherent, Inc., Santa Clara CA)を備えた顕微鏡で検出する。

20X 顕微鏡レンズ(Nikon, Inc., Melville NY)を用いて、この励起レーザー光を

アレイ上にあてる。アレイを含むスライドを顕微鏡のコンピュータ制御されるＸ

－Ｙステージ上に設置し、レンズを通してラスタースキャニングする。本発明の

実施例に用いる１．８×１．８ｃｍのアレイを、解像度２０μｍでスキャニング

する。

      【０２５３】

  異なった２つのスキャンをする場合には、混合ガスマルチラインレーザーは、

２つのフルオロフォアを連続して励起する。波長に基づいて放出された光が、２

つのフルオロフォアに対応する２つの光電子増倍管検出器（PMT R1477, Hamamat

su Photonics Systems, Bridgewater N J）に分かれる。アレイと光電子増倍管

検出器との間に好適に配置されたフィルターを用いて、シグナルをフィルタリン

グする。用いられるフルオロフォアの最大発光は、５６５ｎｍがCy3であり、６

５０ｎｍがCy5である。各アレイを通常は２回スキャンする。この装置は、同時

に両方のフルオロフォアからのスペクトルを記録できるが、レーザー光源におけ

る好適なフィルタを用い、１つのフルオロフォアにつき１回スキャンする。

      【０２５４】

  周知の濃度でサンプル混合液に加えられるあるcDNA調節種によって発生するシ

グナルの強度で、通常はスキャンの感度を較正する。アレイの特定の位置に相補

的なDNA配列が含まれ、その位置のシグナル強度が、ハイブリダイズする種の１

：１００，０００の重量割合と相関性を有するようにできる。異なるフルオロフ

ォアで標識した起源が別の２つのサンプル（試験用細胞と調節細胞）を、別々に

発現する遺伝子を同定する目的で１つのアレイにハイブリダイズさせる場合、較

正するcDNAのサンプルを２つのフルオロフォアで標識してハイブリダイゼーショ

ン混合液にそれぞれ同一量を加えて較正を行う。

      【０２５５】

  光電子増倍管の出力は、IBM互換性PCコンピュータにインストールした12ビッ

トのRTI-835H アナログ－ディジタル(A/D)変換ボード(Analog Devices, Inc., N

orwood MA)を用いて、光電子増倍管の出力をディジタル化する。ディジタル化さ
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れたデータを、シグナルの強度がある線形２０色画像変換（linear 20-color tr

ansformation）によって青（低シグナル）から赤（高シグナル）の範囲の擬似色

にマッピングし、画像として表示する。また、データを量的にも分析する。２つ

の異なるフルオロフォアを励起して同時に測定する場合、両フルオロフォア間の

光学的漏話（発光スペクトルの重複による）のために、各フルオロフォアの発光

スペクトルを用いてデータを初めに補正する。

      【０２５６】

  それぞれの点からのシグナルがグリッドのそれぞれの中心になるように、蛍光

シグナル画像にグリッドを重ね合わせる。次に、それぞれの要素内の蛍光シグナ

ルを全体にまとめて、シグナルの平均強度に対応する数値を得る。GEMTOOLS 遺

伝子発現解析プログラム (Incyte)を、シグナル解析用のソフトウェアとして用

いる。

      【０２５７】

  ９  相補的ポリヌクレオチド

  SNEXNをコードする配列或いはその任意の一部に対して相補的な配列は、自然

発生のSNEXNの発現の低下即ち阻害するために用いられる。約１５～約３０個の

塩基対を含むオリゴヌクレオチドの使用について記すが、より小さな或いはより

大きな配列の断片の場合でも本質的に同じ方法を用いることができる。Oligo4.0

6ソフトウェア（National Biosciences）及びSNEXNをコードする配列を用いて、

好適なオリゴヌクレオチドを設計する。転写を阻害するためには、最も独特な５

′配列から相補的なオリゴヌクレオチドを設計し、これを用いてプロモーターが

コード配列に結合するのを阻害する。翻訳を阻害するためには、相補的なオリゴ

ヌクレオチドを設計して、リボソームがSNEXNをコードする転写物に結合するの

を阻害する。

      【０２５８】

  １０  SNEXNの発現

  SNEXNの発現及び精製は、細菌またはウイルスを基にした発現系を用いて行う

ことができる。細菌でSNEXNが発現するために、抗生物質耐性及びｃＤＮＡの転

写レベルを高める誘導性のプロモーターを含む好適なベクターにｃＤＮＡをサブ
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クローニングする。このようなプロモーターには、lacオペレーター調節エレメ

ントに関連するＴ５またはＴ７バクテリオファージプロモーター及びtrp-lac(ta

c)ハイブリッドプロモーターが含まれるが、これらに限定されるものではない。

組換えベクターを、BL21(DE3)などの好適な細菌宿主に形質転換する。抗生物質

耐性をもつ細菌が、イソプロピルβ－Ｄチオガラクトピラノシド(IPTG)で誘発さ

れるとSNEXNを発現する。真核細胞でのSNEXNの発現は、昆虫細胞株または哺乳動

物細胞株に一般にバキュロウイスルスとして知られているAutographica califor

nica核多面性ウイルス(AcMNPV)を感染させて行う。バキュロウイルスの非必須ポ

リヘドリン遺伝子を、相同的組換え或いは転移プラスミドの媒介を伴う細菌の媒

介による遺伝子転移のどちらかによって、SNEXNをコードするｃＤＮＡと置換す

る。ウイルスの感染力は維持され、強いポリヘドリンプロモータによって高いレ

ベルのｃＤＮＡの転写が行われる。組換えバキュロウイルスは、多くの場合はSp

odoptera frugiperda (Sf9)昆虫細胞に感染に用いられるが、ヒト肝細胞の感染

にも用いられることもある。後者の感染の場合は、バキュロウイルスの更なる遺

伝的変更が必要になる。(例えば、Engelhard. E. K.他 (1994) Proc. Natl. Aca

d. Sci. USA 91:3224-3227; Sandig, V. 他 (1996) Hum. Gene Ther. 7:1937-19

45.を参照)。

      【０２５９】

  殆どの発現系では、SNEXNが、例えばグルタチオンＳトランスフェラーゼ(GST)

、またはFLAGや6-Hisなどのペプチドエピトープ標識で合成された融合タンパク

質となるため、未精製の細胞溶解物からの組換え融合タンパク質の親和性ベース

の精製が素早く１回で行うことができる。Schistosoma japonicumからの２６キ

ロダルトンの酵素であるＧＳＴによって、タンパク質の活性及び抗原性を維持し

た状態で固定されたグルタチオンで融合タンパク質の精製が可能となる。(Pharm

acia, Piscataway, N J)。精製の後、ＧＳＴ部分を特定の操作部位でSNEXNから

タンパク分解的に切断できる。アミノ酸８個のペプチドであるＦＬＡＧで、市販

のモノクロナール及びポリクロナール抗FLAG抗体(Eastman Kodak, Rochester, N

Y)を用いた免疫親和性の精製が可能となる。６個のヒスチジン残基が連続して伸

展した6-Hisによって、金属キレート樹脂(QIAGEN Inc, Chatsworth, CA)で精製
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が可能となる。タンパク質の発現及び精製の方法は、Ausubel (1995,前出, ch 1

0, 16.)。これらの方法で精製したSNEXNを直接用いて、本実施例１４のアッセイ

を行うことができる。

      【０２６０】

  １１  機能的アッセイ

  SNEXNの機能は、哺乳動物細胞培養系において生理学的に高められたレベルで

のSNEXNをコードする配列の発現によって評価する。ｃＤＮＡを、ｃＤＮＡを高

いレベルで発現する強いプロモーターを含む哺乳動物発現ベクターにサブクロー

ニングする。このようなベクターには、pCMV SPORT (Life Technologies)及びPC

R 3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA)が含まれ、どちらもサイトメガロウイルスプ

ロモーターを含んでいる。５～１０μｇの組換えベクターを、好ましくは内皮由

来か造血由来のヒト細胞株にリポソーム製剤或いは電気穿孔法によって一過性に

形質移入する。更に、標識タンパク質をコードする配列を含む１～２μｇのプラ

スミドを同時に形質移入する。標識タンパク質の発現により、形質移入された細

胞と形質移入されていない細胞とを区別できる。また、標識タンパク質の発現に

よって、ｃＤＮＡの組換えベクターからの発現を正確に予想できる。このような

標識タンパク質には、緑色蛍光タンパク質(GFP) (Clontech, Palo Alto, CA)、

及びCD64またはCD64-GFP融合タンパク質が含まれる。レーザー光学に基づいた技

術を利用した自動流動細胞計測法(FCM)を用いて、GFPまたはCD64-GFPを発現する

形質移入された細胞を同定し、アポトーシスの状態などの特性を評価する。また

、ＦＣＭで、先行した或いは同時の細胞死の現象を診断する蛍光分子の取り込み

を検出して計量する。これらの現象には、プロピジウムヨウ化物でのＤＮＡの染

色によって計測される核ＤＮＡ内容物の変化と、ブロモデオキシウリジンの取り

込み量の低下によって計測されるＤＮＡ合成の下方調節と、特異的な抗体との反

応性によって計測される細胞表面及び細胞内のタンパンク質の発現の変化と、蛍

光複合アネキシンＶタンパク質の細胞表面への結合によって計測される原形質膜

組成の変化とが含まれる。流動細胞計測法は、Ormerod, M. G.による (1994) Fl

ow Cytometry ( Oxford, New York, NY.)に記載されている。

      【０２６１】
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  遺伝子発現におけるSNEXNの影響は、SNEXNをコードする配列とCD64またはCD64

-GFPのどちらかが形質移入された高度に精製された細胞集団を用いて評価するこ

とができる。CD64またはCD64-GFPは形質転換された細胞表面で発現し、ヒト免疫

グロブリンG(IgG)の保存された領域と結合する。形質転換された細胞と形質転換

されない細胞とは、ヒトIgGかCD64に対する抗体のどちらかで被覆された磁気ビ

ードを用いて分離することができる。(DYNAL. Lake Success. NY)。ｍＲＮＡは

、当分野で公知の方法で細胞から精製することができる。SNEXN及び目的の他の

遺伝子をコードするｍＲＮＡの発現は、ノーザン分析やマイクロアレイ技術で分

析することができる。

      【０２６２】

  １２  SNEXNに特異的な抗体の産生

  ポリアクリルアミドゲル電気泳動法(PAGE) (例えば、Harrington,M.G. (1990)

 Methods Enzymol. 182:488-495を参照)または他の精製技術を用いて実質的に精

製されたSNEXNを、標準的なプロトコルによりウサギを免疫化し、抗体を作り出

すために用いる。

      【０２６３】

  別法では、SNEXNアミノ酸配列をＬＡＳＥＲＧＥＮＥソフトウェア（DNASTAR I

nc.）を用いて解析して免疫原性の高い領域を決定し、対応するオリゴペプチド

を合成してこれを用いて当業者に周知の方法で抗体を産生させる。Ｃ末端付近の

、或いは隣接する親水性領域内のエピトープなどの適切なエピトープの選択につ

いては、当分野で周知である(例えば、前出のAusubel他による11章を参照)。

      【０２６４】

  通常、約１５残基の長さのオリゴペプチドを、FMOCケミストリを用いるABI 43

1A ペプチド合成機 (PE Biosystems)で合成し、Ｎ－マレイミドベンゾイル－Ｎ

－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＭＢＳ）を用いた反応によりＫＬＨ（Si

gma, St. Louis, MO）に結合させて、免疫原生を高める(例えば、前出のAusubel

 他による文献を参照)。フロイントの完全アジュバントにおいてオリゴペプチド

－ＫＬＨ複合体を用いてウサギを免疫化する。得られた抗血清の抗ペプチド活性

及び抗SNEXN活性を検査するには、例えば、ペプチドまたはSNEXNを基板に結合し
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、１％ＢＳＡを用いてブロックし、ウサギ抗血清と反応させて洗浄し、さらに放

射性ヨウ素標識されたヤギ抗ウサギＩｇＧと反応させる。

      【０２６５】

  １３  特異的抗体を用いる自然発生SNEXNの精製

  自然発生SNEXN或いは組換えSNEXNを、SNEXNに特異的な抗体を用いるイムノア

フィニティークロマトグラフィにより実質的に精製する。イムノアフィニティー

カラムは、CNBr-活性化SEPHAROSE（Pharmacia & Upjohn）のような活性化クロマ

トグラフィー用レジンとSNEXN抗体とを共有結合させることにより構築する。結

合の後、そのレジンを製造者の使用説明書に従って、ブロックし洗浄する。

      【０２６６】

  SNEXNを含む培養液をイムノアフィニティーカラムに通し、そのカラムをSNEXN

を優先的に吸着できる条件下で（例えば、界面活性剤の存在下において高イオン

強度のバッファーで）洗浄する。このカラムを、抗体とSNEXNとの結合を切るよ

うな条件下で（例えば、ｐＨ２－３のバッファー、或いは高濃度の尿素またはチ

オシアン酸塩イオンのようなカオトロピックイオンで）溶出させ、SNEXNを回収

する。

      【０２６７】

  １４  SNEXNと相互作用する分子の同定

  SNEXN又は生物学的に活性なその断片を、１２５Ｉボルトンハンター試薬（例

えば、Bolton他 (1973) Biochem. J. 133:529を参照）で標識する。マルチウェ

ルプレートに予め配列しておいた候補の分子を、標識したSNEXNと共にインキュ

ベートし、洗浄して、標識したSNEXN複合体を有する全てのウェルをアッセイす

る。様々なSNEXN濃度で得られたデータを用いて、候補の分子とSNEXNとの結合、

親和性、数について数値を計算する。

      【０２６８】

  別法では、Fields, S.及び O. Song (1989, Nature 340:245-246)に記載の酵

母２ハイブリッドシステム、またはMATCHMAKERシステム(Clontech)などの２ハイ

ブリッドシステムに基づいた市販のキットを用いて、SNEXNと相互作用する分子

を解析する。
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      【０２６９】

  SNEXNを用いて、高スループット式の酵母２ハイブリッドシステムを用いるPAT

HCALLINGプロセス(CuraGen Corp., New Haven CT)で、遺伝子の２つの大きなラ

イブラリによってコードされるタンパク質間の全ての相互作用を決定することが

できる（Nandabalan, K. 他 (2000) U.S. Patent No. 6,057,101）。

      【０２７０】

  当業者は、本発明の範囲及び精神から逸脱することなく本発明の記載した方法

及びシステムの種々の改変を行うことができるであろう。特定の好適実施例に基

づいて本発明を説明したが、本発明の範囲が、そのような特定の実施例に不当に

制限されるべきではないことを理解されたい。実際に、分子生物学或いは関連す

る分野の専門家には明らかな本明細書に記載の本発明の実施のための方法の様々

な改変は、特許請求の範囲に含まれることが意図されている。

      【０２７１】

  表の簡単な説明

  表１は、SNEXNをコードする完全長の配列を構築するために用いた、ポリペプ

チド配列番号（SEQ ID NO:）及び核酸配列番号（SEQ ID NO:）、クローンＩＤ番

号、cDNAライブラリ、断片を示す。

      【０２７２】

  表２は、潜在モチーフ及び相同配列を含む各ポリペプチド配列の特徴、並びに

SNEXNの分析に用いた方法及びアルゴリズム、検索データベースを示す。

      【０２７３】

  表３は、各核酸配列の選択された断片と、ノーザン分析によって決定された核

核酸配列の組織特異的発現パターンと、これらの組織に関連した疾患及び異常、

病状と、各cDNAがクローニングされたベクターとを示す。

      【０２７４】

  表４は、SNEXNをコードするcDNAクローンが単離されたcDNAライブラリを作製

するために用いた組織を示す。

      【０２７５】

  表５は、本発明のポリヌクレオチド及びポリペプチドを分析するために用いた
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ツール及びプログラム、アルゴリズムと、それらの適当な説明及び引用文献、閾

値パラメータを示す。

    【表１】
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(123) 特表２００３－５０３０１６

Ｆターム(参考） 2G045 AA40 DA12 DA13 DA14 DA36
                      FB02 FB03 
                4B024 AA01 AA11 AA12 BA80 CA04
                      CA09 CA12 HA14 HA17 
                4B063 QA08 QA13 QA18 QA19 QQ08
                      QQ43 QQ53 QQ79 QR32 QR36
                      QR48 QR55 QR62 QR77 QS25
                      QS34 
                4B064 AG01 CA19 CC24 DA01 DA14
                4B065 AA93Y AB01 CA24 CA44
                      CA46 
                4C084 AA02 AA06 AA07 AA17 BA01
                      BA22 CA53 DC50 ZA012
                      ZA662 ZA812 ZA942 ZB212
                      ZB262 
                4H045 AA10 AA11 AA20 AA30 BA10
                      CA40 EA20 EA51 FA74 
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