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(54)【発明の名称】 ファンコーニ貧血相補群Ａタンパク質の２相互作用子ＦＡＮＣＩＰ２とＦＡＮＣＩＰ３のｃＤＮ

Ａ配列

(57)【要約】
本発明は、ファンコーニ貧血相補群Ａ蛋白質（ＦＡＮＣ
Ａ）の２つの相互作用子（ＦＡＮＣＩＰ２およびＦＡＮ
ＣＩＰ３）のｃＤＮＡ、およびこれにコードされる蛋白
質に関する。本発明はまた、対応する遺伝子、蛋白質に
対する抗体、ＦＡＮＣＩＰ２－およびＦＡＮＣＩＰ３－
トランスジェニック生物および細胞、ならびに、エフェ
クターのスクリーニングにおけるＦＡＮＣＩＰ２および
ＦＡＮＣＩＰ３の使用、および本発明の核酸、蛋白質お
よび抗体の製薬的用途に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ａ）図１または図３に示されるヌクレオチド配列、またはそ

の蛋白質コーディングフラグメント、

ｂ）遺伝コードの縮重の範囲内において、ａ）からの配列に対応するヌクレオチ

ド配列、

ｃ）ａ）および／またはｂ）からの配列とストリンジェントな条件下でハイブリ

ダイズするヌクレオチド配列、または

ｄ）ａ）および／またはｂ）からの配列に相補的な配列

を包含する核酸。

    【請求項２】  図１または図３に示されるヌクレオチド配列の好ましくは少

なくとも３０ヌクレオチドを含む蛋白質コーディングフラグメントを含む、請求

項１記載の核酸。

    【請求項３】  請求項１記載のヌクレオチド配列またはそのフラグメントに

対して６５％より高いホモロジーを示す核酸。

    【請求項４】  請求項１～３のいずれかに記載のヌクレオチド配列を含む修

飾核酸または核酸類似体。

    【請求項５】  少なくとも１コピーの請求項１～３のいずれかに記載の核酸

またはそのフラグメントを含む組換えベクター。

    【請求項６】  適当な宿主細胞において核酸の発現を可能とする、請求項５

記載の組換えベクター。

    【請求項７】  請求項１～３のいずれかに記載の核酸の生成物を安定に産生

する（ノックイン）、またはその対応する天然の遺伝子が故意に破壊されている

（ノックアウト）、請求項１～３のいずれかに記載の核酸または請求項５または

６記載のベクターでトランスフォームされた細胞、対応するトランスジェニック

生物または動物モデル。

    【請求項８】  請求項１～３のいずれかに記載の核酸によってコードされる

ポリペプチドまたはその塩。

    【請求項９】  ａ）図２若しくは図４に示されるアミノ酸配列；または

ｂ）図２若しくは図４に示されるアミノ酸配列と６０％より高いホモロジー
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を示す、請求項８記載のポリペプチドまたはその塩。

    【請求項１０】  少なくとも１００アミノ酸を有する請求項８または９記載

のポリペプチドのフラグメントまたはその塩。

    【請求項１１】  請求項８または９記載のアミノ酸配列を含む修飾ポリペプ

チド。

    【請求項１２】  請求項８または９記載のポリペプチドを合成する方法であ

って、請求項７記載の細胞を培養し、そして請求項８または９記載のポリペプチ

ドを単離することを含む前記方法。

    【請求項１３】  請求項８または９記載のポリペプチドまたはこのポリペプ

チドのフラグメントの、抗体を生成するための免疫原としての使用。

    【請求項１４】  請求項８または９記載のポリペプチドに対する抗体。

    【請求項１５】  請求項８または９記載の蛋白質のエフェクターを同定する

方法であって、蛋白質を産生する細胞において種々の潜在的エフェクター物質を

試験することができる前記方法。

    【請求項１６】  請求項１５記載の方法により得られ、かつ、請求項８また

は９記載の蛋白質の少なくとも１つの領域と反応する、および／またはこれを変

更する物質。

    【請求項１７】  有効成分として、

ａ）請求項１～４のいずれかに記載の核酸、

ｂ）請求項５または６記載のベクター、

ｃ）請求項７記載の細胞、

ｄ）請求項８、９、１０または１１記載のポリペプチド、

ｅ）請求項１４記載の抗体、または

ｆ）請求項１６記載の物質

を含み、製薬的に通常用いられるキャリヤー、補助剤および／または添加剤を含

む製薬的組成物。

    【請求項１８】  請求項１７記載の組成物の、ＤＮＡ修復欠陥、細胞周期障

害、血球減少症、腫瘍発生および／または腫瘍進行に伴う疾病、またはそのよう

な疾病の疾病素質の診断における使用。
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    【請求項１９】  請求項１７記載の組成物の、ＤＮ修復欠陥、細胞周期障害

、血球減少症、腫瘍発生および／または腫瘍進行に伴う疾病の治療または予防に

おける使用。

    【請求項２０】  請求項１７記載の組成物の、ＤＮＡ修復欠陥、細胞周期障

害、血球減少症、腫瘍発生および／または腫瘍進行に伴う疾病の遺伝子治療にお

ける使用。

    【請求項２１】  ＤＮＡ修復欠陥、細胞周期障害、血球減少症、腫瘍発生お

よび／または腫瘍進行に関連する疾病、またはそのような疾病の疾病素質を診断

する方法であって、患者または患者からの試料を請求項１７の組成物と接触させ

、そして請求項１記載の核酸のヌクレオチド配列および／まは発現を検出する前

記方法。

    【請求項２２】  ＤＮＡ修復欠陥、細胞周期障害、血球減少症、腫瘍発生お

よび／または腫瘍進行に関連する疾病を治療または予防する方法であって、疾病

に対して有効な量の有効成分を含有する請求項１７記載の組成物を患者に投与す

ることを含む前記方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  発明の分野

  本発明は、ファンコーニ貧血相補群Ａ蛋白質の２つの相互用子(interactors)(

ＦＡＮＣＩＰ２およびＦＡＮＣＩＰ３)のｃＤＮＡならびにこれによってコード

される蛋白質に関する。本発明はさらに、対応する遺伝子、該蛋白質に対する抗

体、ＦＡＮＣＩＰ２－およびＦＡＮＣＩＰ３－トランスジェニック生物および細

胞、ならびにＦＡＮＣＩＰ２およびＦＡＮＣＩＰ３のエフェクタースクリーニン

グにおける使用、ならびに該核酸、該蛋白質および該抗体の製薬的用途に関する

。

      【０００２】

  発明の背景

  ファンコーニ貧血（以下ＦＡと称する）は、例えば進行性汎血球減少症、先天

性奇形および癌の高いリスク等の臨床的症状を表す常染色体劣性遺伝病である（

Ｇｌａｎｚ  ａｎｄ  Ｆｒａｓｅｒ、１９８２）。ＦＡ－患者の少なくとも１５

％は、骨髄性白血病を発症させる（Ａｕｅｒｂａｃｈ  ａｎｄ  Ａｌｌｅｎ、１

９９１）。

      【０００３】

  細胞遺伝学的には、ＦＡ細胞は、ＤＮＡ架橋剤、例えばマイトマイシンＣ（Ｍ

ＭＣ）およびジエポキシブタン（ＤＥＢ）に対する過敏性を特徴とし、これは染

色体の破壊および異常として現れる（Ａｕｅｒｂａｃｈ、１９９３）。ＭＭＣで

の処理後に、ＦＡのリンパ芽球および繊維芽細胞は、細胞周期の遅滞またはＧ２

期での休止を示す（Ｋｕｂｂｉｅｓ  ｅｔ  ａｌ．，１９８５；Ｓｅｙｓｃｈａ

ｂ  ｅｔ  ａｌ．，１９９５）。さらに、ＦＡ細胞の酸素感受性が高いことが報

告されている（Ｊｏｅｎｊｅ  ｅｔ  ａｌ．，１９８１；Ｓｃｈｉｎｄｌｅｒ  

ａｎｄ  Ｈｏｅｈｎ、１９８８；Ｐｏｏｔ  ｅｔ  ａｌ．，１９９６）。

      【０００４】

  体細胞融合実験に基づいて、ＦＡに関して少なくとも８種類の異なる相補群（

Ａ－Ｈ）が区別されることができている（Ｊｏｅｎｊｅ  ｅ  ｔａｌ．，１９９
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７）。これまでに、４つの相補群の遺伝子が同定されている；ＦＡＮＣＣ（Ｓｔ

ｒａｔｈｄｅｅ  ｅｔ  ａｌ．，１９９２；ＷＯ９３／２２４３５）、ＦＡＮＣ

Ａ（Ｌｏ  Ｔｅｎ  Ｆｏｅ  ｅｔ  ａｌ．，１９９６；Ｔｈｅ  Ｆａｎｃｏｎｉ

  ａｎａｅｍｉａ／Ｂｒｅａｓｔ  ｃａｎｃｅｒ  ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ，１９

９６；ＷＯ９８／１４４６２）、ＦＡＮＣＧ（Ｓａａｒ  ｅｔ  ａｌ．，１９９

８；Ｄｅ  Ｗｉｎｔｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，１９９８）およびＦＡＮＣＦ（ＤｅＷ

ｉｎｔｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，２０００）。ＦＡ蛋白質の分子の機能はまだ明らか

ではないが、細胞表現型および欠陥遺伝子による癌の高いリスクは、ＤＮＡ修復

、細胞周期の制御および／または造血における関与を示している。異なる相補群

における臨床的な細胞表現型の類似性、およびＦＡＮＣＡおよびＦＡＮＣＣ蛋白

質がＦＡＮＣＡのリン酸化を介して相互作用し、複合体として細胞核に運搬され

るという知見（Ｋｕｐｆｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，１９９７ａ、Ｙａｍａｓｈｉｔａ

  ｅｔ  ａｌ．，１９９８）は、蛋白質カスケードまたは複合体中における機能

的な共同効果を示している。この複合体における関与はＦＡＮＣＧについても示

されることができている（Ｇａｒｃｉａ－Ｈｉｇｕｅｒａ  ｅｔ  ａｌ．，１９

９９；Ｗａｉｓｆｉｓｚ  ｅｔ  ａｌ．，１９９９；Ｒｅｕｔｅｒ  ｅｔ  ａｌ

．，２０００）。

      【０００５】

  関与する遺伝子および蛋白質を同定することにより、ＦＡの病因の分子的原因

の解明における決定的な進歩が得られるであろう。これまでに、以下のＦＡＮＣ

Ｃ相互作用子が公表されている：サイクリン依存性キナーゼｃｄｃ２（Ｋｕｐｆ

ｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，１９９７ｂ）、シャペロンＧＲＰ９４（Ｈｏｓｈｉｎｏ  

ｅｔ  ａｌ．，１９９８）およびＮＡＤＰＨ：チトクロームｃ－レダクターゼ（

Ｋｒｕｙｔ  ｅｔ  ａｌ．，１９９８）。ファンコーニ遺伝子１および２は、病

因に関連する可能性があると分類されている（Ｐｌａｎｉｔｚｅｒ  ｅｔ  ａｌ

．，１９９８；ＷＯ９８／１６６３７およびＷＯ９８／４５４２８）。

      【０００６】

  本発明の目的は、ファンコーニ貧血蛋白質ＦＡＮＣＡおよびＦＡＮＣＣの相互

作用子を見いだすことである。遺伝的安定性を維持するメカニズムのモデル系と
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してのＦＡ病因論に基づき、蛋白質複合体または蛋白質カスケードの、ＤＮＡ修

復、細胞周期の制御および／または腫瘍形成に役割を果たす部分を同定すること

が目標である。

      【０００７】

  発明の概要

  本発明は、ＦＡＮＣＩＰ２およびＦＡＮＣＩＰ３（ＦＡＮＣＩＰ＝ファンコー

ニ貧血蛋白質相互作用蛋白質）と名付けられた蛋白質をコードする２つのｃＤＮ

Ａの同定を記載する。これらのｃＤＮＡ配列は、相補群Ａ（ＦＡＮＣＡ）の蛋白

質をおとり(bait)として用いる、相互作用トラップ型の酵母ツーハイブリッド系

（Ｆｉｅｌｄｓ  ａｎｄ  Ｓｏｎｇ，１９８９；Ｆｉｎｌｅｙ  Ｊｒ．ｅｔ  ａ

ｌ．，１９９６）を用いて見いだされた。ＦＡＮＣＩＰ２およびＦＡＮＣＩＰ３

ｃＤＮＡによりコードされる蛋白質はＦＡＮＣＡと相互作用するので、欠陥があ

る場合にはＦＡの病因をもたらす複合体またはシグナル伝達カスケードの一部で

ありうる。それ故、ＦＡＮＣＩＰ２－またはＦＡＮＣＩＰ３－ｃＤＮＡおよびそ

れによってコードされる蛋白質、ならびに対応する遺伝子および該蛋白質に対す

る抗体は、ＤＮＡ修復欠陥、細胞周期障害、血球減少症、腫瘍発生および／また

は腫瘍進行に関連する疾病の診断、治療または予防のツールとして有用である。

さらに、これらは、上述した疾病の治療用の新規な薬剤を開発するためのエフェ

クター－スクリーニング方法の標的（ターゲット）として役立つことができる。

      【０００８】

  本発明は、ａ）図１（配列番号１－４；ＦＡＮＣＩＰ２）または図３（配列番

号９；ＦＡＮＣＩＰ３）に示されるヌクレオチド配列またはその蛋白質コーディ

ングフラグメント；

ｂ）遺伝コードの縮重の範囲内において、ａ）からの配列に対応するヌクレオチ

ド配列；

ｃ）ａ）および／またはｂ）からの配列とストリンジェントな条件下でハイブリ

ダイズするヌクレオチド配列；または

ｄ）ａ）および／またはｂ）からの配列に相補的な配列

を含有する、２つの核酸に関する。
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      【０００９】

  図１に示されるＦＡＮＣＩＰ２のヌクレオチド配列は、４０８アミノ酸の長さ

の蛋白質に対応するオープンリーディングフレームを含有する。この蛋白質のア

ミノ酸配列は図２に示される。図３に示されるＦＡＮＣＩＰ３のヌクレオチド配

列は、１１１７アミノ酸の長さの蛋白質に対応するオープンリーディングフレー

ムを含有する。この蛋白質のアミノ酸配列は図４に示される。

      【００１０】

  ＦＡＮＣＩＰ２については、配列の１８ｂｐ－または４５ｂｐ－部分（図１の

太字の部分）が存在するかしないかによって異なる変種がありうる。

  Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉ

ｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）の配列データベース“ＧｅｎＢａｎｋ”にお

いて、図１に示されるＦＡＮＣＩＰ２のヌクレオチド配列にほぼ対応する２つの

ヒトｃＤＮＡ配列が見いだされた。第１の配列は、受託番号ＡＦ１５１８１３を

有し、比較プロテオミクス法（Ｌａｉ  ｅｔ  ａｌ．，２０００）により見いだ

され、これは、ＣＧＩ－５５と称されるがその生物学的機能は明らかでない蛋白

質をコードする潜在的オープンリーディングフレームを含有する。このオープン

リーディングフレームは、ＦＡＮＣＩＰ２配列のオープンリーディングフレーム

とは、３つのヌクレオチド位置において異なり、このことは誘導アミノ酸配列に

２つの相違点を生じる。さらに、上述の４５ｂｐ部分が欠失している。第２の配

列は、受託番号ＡＬ０８０１１９を有し、ＦＡＮＣＩＰ２の最初の申請(filing)

の後に公開され、ＦＡＮＣＩＰ２に対応するが１８ｂｐ部分および４５ｂｐ部分

の両方が欠失している。生物学的機能は記載されていない。上述の配列と比較す

ると、示されるＦＡＮＣＩＰ２配列は、５’末端に追加の３４ヌクレオチドを含

む。ＮＣＢＩのＥＳＴデータベースにおいて、図１に示されるヌクレオチド配列

の一部に対応するヒトｃＤＮＡフラグメントが見いだされた。例として、９４％

～１００％のホモロジーを有する５０個のヒトＥＳＴを記載する：受託番号ＡＬ

０４２３９７、ＡＷ４６７４１３、ＡＷ２４７１８８、ＡＩ８７２３２７、ＡＩ

８５９５４２、ＡＷ７３２２２３、ＡＷ２７６１６７、ＡＷ９５７１２２、ＡＷ

１０３４６３、ＡＩ８１４７１６、ＢＥ０１９０６４、ＡＡ１５８２４２、ＡＷ
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９６７０７０、ＡＩ８３０１７０、ＡＡ３１４２５５、ＡＷ２４５１０２、ＡＷ

４７３６１８、ＡＷ２４３８１６、ＡＷ０８５６７１、ＡＬ０３６０９３、ＡＷ

４０９７４９、ＡＡ４２９４４２、ＡＡ２１１６３２、ＡＩ４９９０７５、ＢＥ

０４６１０６、ＡＡ６９３９６１、ＡＡ４５６７８９、ＡＡ１６０５３４、ＡＷ

２４６７１９、ＡＡ２２４１５０、ＡＡ１６０３５７、ＡＷ５１８１６８、ＡＡ

１６０６２９、ＡＡ１５８７０９、ＡＷ８０２８１３、ＡＩ９２６９２６、Ｆ３

０７６７、ＡＡ３１４９１１、ＡＩ５５９２６２、ＡＡ８１２３４０、ＡＷ２４

３７３９、ＡＷ０７４５４５、ＡＷ４０８５４２、ＡＡ１１２５４４、ＡＡ２３

２１０４、ＡＡ３０７１６７、ＡＡ１２９６２９、ＡＷ２５０６０２、ＡＷ４４

０３９０およびＡＡ１０１４３１。これらの配列には、欠失なし、４５ｂｐの欠

失、および１８ｂｐと４５ｂｐの欠失の変種がある。これらのＥＳＴ受託番号中

には、完全なオープンリーディングフレームまたは可能な生物学的機能について

の情報は与えられていない。

      【００１１】

  ＦＡＮＣＩＰ３については、ＮＣＢＩの配列データベース“ＧｅｎＢａｎｋ”

において、図３に示されるヌクレオチド配列のオープンリーディングフレームの

一部に対応する２つのｃＤＮＡ配列が見いだされた。第１の配列は、ＦＡＮＣＩ

Ｐ３の最初の申請の後に公開され、受託番号ＡＬ０９６７５１を有し、ヌクレオ

チド１０９０以降で図３に示される配列に対応する。この領域は２つのヌクレオ

チド位置においてＦＡＮＣＩＰ３配列と異なり、１０２ｂｐの欠失を含む。これ

らの受託番号の中では、生物学的機能に関する情報は提供されていない。第２の

配列は、受託番号Ｘ９８２５８を有し、ヌクレオチド２９６７から５５４ヌクレ

オチドの範囲で、図３に示される配列と１００％対応する。この配列は、いわゆ

るＭ期リン蛋白質９（ＭＰＰ９）をコードするｃＤＮＡの一部である。この蛋白

質は、発現クローニングにより、他のＭ期リン蛋白質とともに同定された（Ｍａ

ｔｓｕｍｏｔｏ－Ｔａｎｉｕｒａ  ｅｔ  ａｌ．，１９９６）。今までに詳しく

は説明されていない、細胞分裂における機能が推定されている。免疫蛍光分析を

用いて、ＭＰＰ９は、有糸分裂の間期の間にはゴルジ装置中に、Ｍ期の間には細

胞質中に位置していることがわかった。免疫沈澱により、ＭＰＰ９のサイズは１
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５０および１６０ｋＤＡであると決定することができた。図４に示されるＦＡＮ

ＣＩＰ３の計算されたサイズは１２５ｋＤａである。ＮＣＢＩのＥＳＴ－データ

ベースには、図３に示されるヌクレオチド配列の一部に対応するさらに別のｃＤ

ＮＡフラグメントが存在する。例として、９４％～１００％のホモロジーを有す

る２３個のヒトＥＳＴを示す：受託番号ＡＡ３０６６５０、ＡＩ６５０３７３、

ＡＩ６３０３４３、ＡＷ４４９０６９、ＡＡ８４７２２４、ＡＡ８３３８８９、

ＡＩ３７７１２９、ＡＷ９０５０６０、ＡＡ３１３１８２、ＡＡ８３０３５５、

ＡＡ９７３８３５、ＡＡ５０４１０４、ＡＩ６５６８６４、ＡＡ４３１０２３、

ＡＩ６７４７１４、ＡＡ７５９１８０、ＡＡ５２５３４６、ＡＷ３９３４３０、

ＡＡ６２６１５８、ＡＷ６１０２０４、ＡＩ８６７９０１、ＡＡ７３６９７９お

よびＡＡ４４２６２３。これらのＥＳＴ受託番号の中には、完全オープンリーデ

ィングフレームまたは可能性のある生物学的機能についての情報は与えられてい

ない。上述した配列とは対照的に、ＦＡＮＣＩＰ３ｃＤＮＡ配列は、完全オープ

ンリーディングフレームを含有する最初のものである。

      【００１２】

  図１および図３に示されるヌクレオチド配列、および遺伝コードの縮重の範囲

内でこれらのヌクレオチド配列に対応するヌクレオチド配列に加えて、本発明は

、上述の配列のいずれかにハイブリダイズするヌクレオチド配列を含む。本発明

によるハイブリダイゼーションなる用語は、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ（１

９８９）におけると同様に用いられる。

      【００１３】

  本発明の核酸は、図１または図３に示されるヌクレオチド配列の蛋白質コーデ

ィング部分、または６５％より高い、好ましくは８０％より高いホモロジーを示

すか、または好ましくは少なくとも１５ヌクレオチドの配列の一部を示す配列を

含む。さらに、ヌクレオチド配列は、ＲＮＡまたは核酸の類似体、例えばペプチ

ド核酸を含んでいてもよい。

      【００１４】

  本発明の核酸は、図１または図３に示されるヌクレオチド配列の短い部分をハ

イブリダイゼーションプローブおよび／またはプライマーとして既知方法に従っ
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て用いて、既知の手法により哺乳動物から単離することができる。さらに、核酸

は、化学合成により製造することができ、この場合、通常のヌクレオチド要素の

代わりに、修飾ヌクレオチド成分（例えば、メチル化または２’－Ｏ－アルキル

化ヌクレオチドまたはホスホロチオエート）を用いてもよい。部分的にまたは全

体的に修飾ヌクレオチド成分からなる核酸を、例えばアンチセンス核酸またはリ

ボザイム等の治療用薬剤として用いることができる。

      【００１５】

  本発明はさらに、本発明の核酸の１つの少なくとも１コピーを含有するベクタ

ーに関する。このベクターは、本発明の核酸を含有する、および／または本発明

の核酸を適当な宿主細胞中で発現させることを可能にする、任意の原核生物また

は真核生物ベクターでありうる。原核生物ベクターの例は、染色体ベクター（例

えばバクテリオファージ）、および染色体外ベクター（例えば環状プラスミドベ

クター）である。真核生物ベクターの例は、酵母ベクターまたは高等細胞に適し

たベクター、例えば、プラスミドベクターまたはウイルスベクターである。

      【００１６】

  本発明はまた、図１または図３に示される配列の、好ましくは少なくとも１５

ヌクレオチドの部分を含有するベクターに関する。好ましくは、この部分は、図

１および図３に示される配列の蛋白質コーディング領域かまたは蛋白質の発現に

重要な領域に由来するヌクレオチド配列を含有する。これらの核酸は、治療に用

いることができるアンチセンス核酸を産生するのに特に適している。

      【００１７】

  本発明はさらに、本発明の核酸またはベクターのいずれかでトランスフォーム

された細胞に関する。細胞は原核細胞でも真核細胞でもよい。真核細胞の例とし

ては、特に哺乳動物細胞が含まれる。さらに別の目的は、ＦＡＮＣＩＰ２－また

はＦＡＮＣＩＰ３－トランスジェニック生物、例えばノックインまたはノックア

ウト動物モデルである。核酸の産物を安定に発現する動物モデルはノックイン動

物モデルと称され、対応する遺伝子が破壊されている動物モデルはノックアウト

動物モデルと称される。

      【００１８】
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  本発明は、上述の配列によりコードされる蛋白質を包含する。これらの蛋白質

は、図２（配列番号５～８）もしくは図４（配列番号１０）に示されるアミノ酸

配列、または図２もしくは図４に示されるアミノ酸配列と６０％より高い、好ま

しくは７０％より高いホモロジーを有する配列を含有する。本発明はまた、図２

または図４に示される蛋白質の変異(variations)およびフラグメントに関する。

変異とは、個々のアミノ酸または短いアミノ酸鎖の置換、欠失および／または挿

入により、図２または図４に示されるアミノ酸配列とは異なる配列である。これ

らには、ＦＡＮＣＩＰ２もしくはＦＡＮＣＩＰ３の天然に存在するアレル変形(a

llelic variations)またはスプライシング変形、ならびに組換えＤＮＡ技術によ

り製造される蛋白質、特に、それらの生物学的および／または免疫学的活性に関

して図２もしくは図４に示される蛋白質にほぼ相当する、化学的に合成されたオ

リゴヌクレオチドを用いてインビトロ突然変異により得られる蛋白質が含まれる

。この定義はまた、化学的に修飾されたポリペプチドも含む。これらの例として

は、末端および／または反応性アミノ酸側鎖基においてアシル化またはアミド化

により修飾されているポリペプチドが含まれる。

      【００１９】

  本発明はまた、適当にトランスフォームされた細胞の培養ならびに本発明の蛋

白質の単離を含む、本発明の蛋白質を製造する方法に関する。

  さらに、本発明は、本発明のポリペプチドまたはこれらのポリペプチドのフラ

グメントの、抗体を製造するための免疫原としての使用に関する。抗体の製造は

、通常の手段を用いて、完全ポリペプチドまたはそのフラグメントで実験動物を

免疫化し、続いて、結果として生じるポリクローナル抗血清を得ることにより行

なうことができる。モノクローナル抗体は既知の方法を用いて製造することがで

きる。本発明は、ＦＡＮＣＩＰ２もしくはＦＡＮＣＩＰ３またはそれらの変形に

対する抗体も含む。

      【００２０】

  本発明の核酸によりコードされるＦＡＮＣＩＰ２またはＦＡＮＣＩＰ３は、エ

フェクターの特異的検索の標的として用いることができる。本発明の蛋白質に対

して阻害効果または活性化効果を有する物質は、該蛋白質自体により通常制御さ
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れている細胞機能に選択的に影響を及ぼすことができる。したがって、これらは

、適当な臨床像、例えば、血球減少症または腫瘍の治療に用いることができる。

したがって、本発明の目的は、ＦＡＮＣＩＰ２またはＦＡＮＣＩＰ３のエフェク

ターを同定する方法であって、蛋白質を発現する細胞を種々の潜在的エフェクタ

ー物質と接触させ、例えば細胞活性化、細胞阻害、細胞増殖および／または細胞

遺伝子の変化等の変化に関して細胞を分析する前記方法でもある。さらに、この

方法により、ＦＡＮＣＩＰ２またはＦＡＮＣＩＰ３の結合ドメインを同定するこ

とができる。本発明の目的は、上述の方法により得られた製薬的に有効なエフェ

クター物質である。

      【００２１】

  本発明はまた、上述した核酸、ベクター、細胞、ポリペプチド、抗体および／

またはエフェクター物質を有効成分として含み、さらに製薬的に通常用いられる

キャリヤー、補助剤および／または添加剤、ならびに他の有効成分を含んでいて

もよい製薬的組成物に関する。この製薬的組成物は、特に、ＤＮＡ修復欠陥、細

胞周期障害、血球減少症、腫瘍発生および／または腫瘍進行と関連する疾病の診

断、治療または予防のために用いることができる。これは、個人におけるそのよ

うな疾病の疾病素質の診断、特に血球減少症および／または腫瘍疾病のリスクの

診断にも有用である。さらに、ＦＡＮＣＩＰ２およびＦＡＮＣＩＰ３の活性の変

化と直接的または間接的に関連する疾病の適切な診断が可能となる。これらの研

究は、特異的核酸プローブを用いることにより核酸レベルで、例えば遺伝子レベ

ルまたは転写レベルでの検出のために、またはＦＡＮＣＩＰ２もしくはＦＡＮＣ

ＩＰ３に対する抗体を用いることにより蛋白質レベルの検出のために行なうこと

ができる。

      【００２２】

  ＦＡＮＣＩＰ２またはＦＡＮＣＩＰ３の破壊に起因する臨床像については、Ｆ

ＡＮＣＩＰ２またはＦＡＮＣＩＰ３をコードする核酸を、ベクター（例えばウイ

ルスベクター）を用いて対応する標的組織に輸送することを含む遺伝子治療を行

なうことができる。一方、ＦＡＮＣＩＰ２またはＦＡＮＣＩＰ３の制御されない

発現に起因する臨床像については、この発現の遮断を生じる遺伝子治療を行なう
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ことができる。

      【００２３】

  本発明はまた、患者または患者からの試料、例えば、体液または組織の試料と

本発明の製薬的組成物とを接触させ、そしてヌクレオチド配列および／または本

発明の核酸の発現を定性的にまたは定量的に測定する、上述の疾病を診断する方

法を包含する。これらの測定方法は、核酸のレベルでは、核酸ハイブリダイゼー

ションプローブを用いることにより、または逆転写／ＰＣＲにより、および蛋白

質レベルでは、細胞化学的または組織化学的方法において抗体を用いることによ

り、それぞれ行なうことができる。製薬的組成物は、血球減少症、腫瘍若しくは

増殖と関連する他の疾病の出現、または上述した病因生理学的変化の疾病素質の

マーカーとして用いることができる。

      【００２４】

  最後に、本発明は、上述の疾病の１つを治療または予防するための方法であっ

て、有効成分を疾病に有効な量で含む本発明の製薬的組成物を患者に投与するこ

とを含む前記方法に関する。治療目的に適した製薬的組成物の特定の例は、例え

ば、二重特異性抗体および抗体－毒素又は抗体－酵素コンジュゲートである。治

療に用いるための他の好ましい製薬的組成物は、アンチセンス核酸、遺伝子治療

ベクターまたはエフェクター物質、例えば、低分子量の活性化剤または阻害剤と

しての物質である。

      【００２５】

  発明の詳細な説明

相互作用トラップ

  遺伝子産物がファンコーニ貧血蛋白質ＦＡＮＣＡと相互作用することによって

、ＦＡの病因における役割を果たしうるｃＤＮＡをクローニングするために、相

互作用トラップ型の酵母ツーハイブリッド系（Ｆｉｅｌｄｓ  ａｎｄ  Ｓｏｎｇ

、１９８９；Ｆｉｎｌｅｙ  Ｊｒ．ｅｔ  ａｌ．，１９９６）を用いた。

      【００２６】

  ＦＡＮＣＡおとり蛋白質の構築のためには、ＦＡＮＣＡ蛋白質の完全なコーデ

ィング配列を、ＬｅｘＡＤＮＡ結合ドメインをコードする領域を有するリーディ
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ングフレーム内のＥｃｏＲＩ切断部位を用いて、ベクターｐＥＧ２０２中にクロ

ーニングした。捕獲蛋白質の発現のためには、ベクターｐＪＧ４－５を用いて、

Ｂ４２トランス活性化ドメインを有する融合蛋白質を構築した。ＦＡＮＣＡおと

り蛋白質を用いて、融合遺伝子バンクとしてこのベクター中にクローニングされ

たＨｅＬａ－ｃＤＮＡライブラリ－をスクリーニングした。

      【００２７】

  酵母ＥＧＹ４８株を宿主生物として用いた。ポジティブ相互作用は、ＬＥＵ２

遺伝子が転写活性化され、このことからロイシン欠損培地で酵母の成長が生じる

ことによって証明された。

      【００２８】

  相互作用トラップを行なう前に、ｐＥＧ２０２ＦＡＮＣＡでトランスフォーム

されたＥＧＹ４８酵母をヒスチジンおよびロイシンを含まないグルコース培地上

に広げることにより、ＦＡＮＣＡ－おとり－融合構築物の固有のトランス活性化

特性が存在しないことを確認した。

      【００２９】

  ｐＥＧ２０２ＦＡＮＣＡおよびＢ４２－融合－ｃＤＮＡ－バンクによって共ト

ランスフォームされたＥＧＹ４８を、両方のベクターの存在に基づいてロイシン

含有培地であらかじめ選択し、取り出した。相互作用する酵母クローンを検索す

るために、アリコートをロイシン欠損培地上に広げ、３０℃で３～５日間インキ

ュベートした。合計して、１ｘ１０6個のトランスフェクタントの量に相当する

アリコートをスクリーニングした。捕獲蛋白質の発現に対するポジティブクロー

ンの転写活性化の依存性をロイシン欠損グルコース培地で試験した。相互作用子

プラスミドの単離は、酵母をトリプトファン欠損グルコース培地中で成長させ、

核酸単離物をＥ．ｃｏｌｉ  ＸＬ１ｂｌｕｅ株（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）にエレ

クトロポレーションし、細菌細胞からプラスミドを調製することにより行った。

相互作用を確認するために、単離された捕獲相互作用子を異なるおとり構築物と

ともに再トランスフォーメーションした。以前に観察された相互作用は、ｐＥＧ

２０２ＦＡＮＣＡとの組み合わせにおいて確認された。さらに、一方ではｐＥＧ

２０２空ベクターを用いる共同再トランスフォーメーションにより、他方では、
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ＬｅｘＡ－ＤＮＡ－リガーゼ－おとり融合構築物をネガティブ対照として用いる

ことにより、ＬｅｘＡ融合パートナーとの可能な相互作用を排除することができ

た。

      【００３０】

  ＦＡＮＣＩＰ２－またはＦＡＮＣＩＰ３－ｃＤＮＡの配列分析

  単離された相互作用子クローンのライブラリｃＤＮＡの長さは、ＥｃｏＲＩ／

Ｘｈｏｌ制限加水分解により決定した。ｃＤＮＡの最初の配列決定は、核酸プラ

イマーＢｃｏＩ（５’－ＡＣＣ  ＡＧＣ  ＣＴＣ  ＴＴＧ  ＣＴＧ  ＡＧＴ  Ｇ

ＧＡ  ＧＡＴ  Ｇ－３’）を用いて、自動化サイクルシークエンシング法（Ａｐ

ｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）により行った。ベクター中に挿入されたＦ

ＡＮＣＩＰ２－またはＦＡＮＣＩＰ３－ｃＤＮＡフラグメントの完全な配列決定

は、核酸プライマーＢｃｏＩおよびＢｃｏＩＩ（５’－ＧＡＣ  ＡＡＧ  ＣＣＧ

  ＡＣＡ  ＡＣＣ  ＴＴＧ  ＡＴＴ  ＧＧＡ  Ｇ－３’）を用いて行った。

      【００３１】

  欠失している５’部分の配列の決定のためには、５’／３’ＲＡＣＥキット（

Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｒｏｃｈｅ）を用いた。ＦＡＮＣＩＰ２については、配

列特異的プライマー：ＦＡＮＣＩＰ２－ＳＰ１（５’－ＣＴＴ  ＣＧＴ  ＴＣＡ

  ＣＧＡ  ＧＧＴ  ＧＧＴ  ＣＧ－３’）およびＦＡＮＣＩＰ２－ＳＰ２（５’

－ＣＴＴ  ＣＣＡ  ＡＣＴ  ＣＧＴ  ＣＴＴ  ＡＴＴ  ＣＣ－３’）を、ＦＡＮ

ＣＩＰ３については、配列特異的プライマー：ＦＡＮＣＩＰ３－ＳＰ１（５’－

ＣＡＣ  ＡＴＧ  ＡＣＡ  ＣＴＣ  ＴＴＣ  ＡＧＧ  ＡＧ－３’）およびＦＡＮ

ＣＩＰ３－ＳＰ２（５’－ＣＣＴ  ＴＴＧ  ＧＧＡ  ＡＣＡ  ＴＣＴ  ＡＴＧ  

ＴＧＣ－３’）を用いた。得られたＰＣＲ産物を電気泳動的に精製し、上述のプ

ライマーＦＡＮＣＩＰ２－ＳＰ２またはＦＡＮＣＩＰ３－ＳＰ３を用いて直接配

列決定した。配列領域を重ね合わせることにより、得られたヌクレオチドフラグ

メントのプラスミド挿入相互作用子フラグメントへの帰属を確認した。ＦＡＮＣ

ＩＰ３－ｃＤＮＡの３’部分を完成させるために、上述のＧｅｎＢａｎｋ受託Ａ

Ｌ０９６７５１の配列情報にしたがって、適当な３’－プライマーを構築した。

      【００３２】
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  完全オープンリーディングフレームをクローニングするためには、配列特異的

５’－および３’－プライマーを用いて、総ｃＤＮＡからＦＡＮＣＩＰ２－およ

びＦＡＮＣＩＰ３－ｃＤＮＡ配列をＰＣＲにより増幅した。これらのプライマー

は、ＦＡＮＣＩＰ２－Ｐ（５’－ＧＣＣ  ＡＣＣ  ＡＴＣ  ＡＴＧ  ＣＣＴ  Ｇ

ＧＧ  Ｃ－３’）、ＦＡＮＣＩＰ２－Ｍ（５’－ＧＣＡ  ＴＣＣ  ＡＧＴ  ＴＡ

Ａ  ＧＣＣ  ＡＧＡ  ＧＣ－３’）、ＦＡＮＣＩＰ３－Ｐ（５’－ＧＡＡ  ＧＣ

Ｃ  ＴＣＴ  ＧＡＡ  ＧＡＴ  ＧＡＣ  ＡＣＧ－３’）およびＦＡＮＣＩＰ３－

Ｍ（５’－ＡＴＡ  ＡＣＴ  ＧＧＡ  ＡＣＡ  ＣＴＧ  ＡＣＴ  ＧＧＣ－３’）

であった。ＰＣＲ産物のベクターｐＵＣ１９中へのクローニングはＳｍａｌ切断

部位を用いて行った。トランスフォームされたＥ．ｃｏｌｉ細胞からプラスミド

を調製した後、内部ＦＡＮＣＩＰ２－もしくはＦＡＮＣＩＰ３－特異的プライマ

ーならびに外部ｐＵＣ１９－特異的プライマーを用いて、挿入されたＰＣＲ産物

をＦＡＮＣＩＰ２およびＦＡＮＣＩＰ３に関して完全に配列決定した。

      【００３３】

  結果として、ＦＡＮＣＩＰ２－ｃＤＮＡについては、１４７１ヌクレオチド長

さの配列（図１）が得られ、これは１２２４ヌクレオチドまたは４０８コドンの

可能なオープンリーディングフレームを有する。オープンリーディングフレーム

は、相互に独立して存在することができるまたはできない、１８ｂｐおよび４５

ｂｐの２つの配列領域（図１における太字部分）を含有する。ＦＡＮＣＩＰ３－

ｃＤＮＡについては、３５８０ヌクレオチド長さの配列（図３）が得られ、これ

は３３５１ヌクレオチドまたは１１１７コドンの可能なオープンリーディングフ

レームを有する。

      【００３４】

  “Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｏｆ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉ

ｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ”（ＮＣＢＩ）の配列データベースにおいて類似のヌクレ

オチド配列を見いだすため、ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌ

ｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ＢＬＡＳＴ／ｎｐｈ－ｎｅｗｂｌａｓｔ

？Ｊｆｏｒｍ＝１）のＢｌａｓｔプログラムを用いて、ＦＡＮＣＩＰ２およびＦ

ＡＮＣＩＰ３のｃＤＮＡ配列を分析した。
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、ＦＡＮＣＩＰ２をコードするオープンリーディングフレームを含むヌ

クレオチド配列を示す（配列番号１～４）。
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    【図２】

  図２は、図１に示されるヌクレオチド配列のオープンリーディングフレームの

アミノ酸配列を示す（配列番号５～８）。

    【図３】

  図３は、ＦＡＮＣＩＰ３をコードするオープンリーディングフレームを含むヌ

クレオチド配列を示す（配列番号９）。

    【図４】

  図４は、図３に示されるヌクレオチド配列のオープンリーディングフレームの

アミノ酸配列を示す（配列番号１０）。

    【図５】

  図５は、プラスミド中に挿入されたＦＡＮＣＩＰ２およびＦＡＮＣＩＰ３のヌ

クレオチド配列の配列決定に用いた核酸プライマーを示す（配列番号１１および

１２）。

    【図６】

  図６は、ＦＡＮＣＩＰ２の５’－ＲＡＣＥ－分析に用いた核酸プライマーを示

す（配列番号１３および１４）。

    【図７】

  図７は、ＦＡＮＣＩＰ３の５’－ＲＡＣＥ－分析に用いた核酸プライマーを示

す（配列番号１５および１６）。

    【図８】

  図８は、ＦＡＮＣＩＰ２のオープンリーディングフレームのＰＣＲ増幅に用い

た核酸プライマーを示す（配列番号１７および１８）。

    【図９】

  図９は、ＦＡＮＣＩＰ３のオープンリーディングフレームのＰＣＲ増幅に用い

た核酸プライマーを示す（配列番号１９および２０）。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図３】



(57) 特表２００３－５０３０５３

【図４】
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【図５】

【図６】
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【図９】
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【国際調査報告】
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