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(54)【発明の名称】 ＳＵＶ３９Ｈ２メチルトランスフェラーゼのモジュレーターのスクリーニング法

(57)【要約】
マウス及びヒトSuv39h2ポリぺプチド及びそれを
コードしているDNA分子。Suv39h2は新規なS
uv3-9遺伝子ファミリー種である。Suv39h2
は新規な減数分裂高次クロマチン成分である。ヒストン
メチルトランスフェラーゼ活性を有し、Suv39h1
と組合わせて雄性配偶子形成に必要である。Suv39
h2は、がん治療や雄性避妊に用いられる、メチルトラ
ンスフェラーゼ活性のモジュレーターを同定するスクリ
ーニング法に使用し得る。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列番号2に示されたアミノ酸配列、又は配列番号1に示され

たヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドに対してストリンジェントな条件

下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされたアミノ酸配列を

有するマウスSuv39h2ポリぺプチド。

    【請求項２】  マウスSuv39h2ポリぺプチドをコードしている配列番号1に示

されたヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドを含んでいる単離したDNA分

子、又は配列番号1に示されたヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドに対

してストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドを含んで

いるマウスSuv39h2をコードしている単離したDNA分子。

    【請求項３】  ヒトEST受託番号AQ173625(配列番号3)及び/又は

AQ494637(配列番号4)及び/又はAQ691972(配列番号5)及び/又はAQ554070(配列番

号6)の配列を有するポリヌクレオチド、又は前記ポリヌクレオチドに対してスト

リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードさ

れたヒトSUV39H2ポリぺプチド。

    【請求項４】  ヒトEST受託番号AQ173625(配列番号3)及び/又は

AQ494637(配列番号4)及び/又はAQ691972(配列番号5)及び/又はAQ554070(配列番

号6)の配列を有するポリヌクレオチド、又は単離したDNA分子を含んでいるヒトS

UV39H2ポリぺプチドをコードしている単離したDNA分子。

    【請求項５】  マウスSuv39h2に対する抗体。

    【請求項６】  ヒトSUV39H2に対する抗体。

    【請求項７】  哺乳動物雄性配偶子形成をモジュレートする能力を有する化

合物を同定する方法であって、雄性配偶子形成に必要とされる1種以上のSuv39h/

SUV39H相同体を、Suv39h/SUV39Hのヒストンメチルトランスフェラーゼ活性用基

質の存在下及びメチル供与体の存在下に試験化合物とインキュベートし、該Suv3

9h/SUV39H相同体のヒストンメチルトランスフェラーゼ活性に対する該試験化合

物のモジュレーティング作用を測定する、前記方法。

    【請求項８】  Suv39h様活性を有するメチルトランスフェラーゼにより、リ

シン9においてヒストンH3をメチル化する、請求項7記載の方法。
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    【請求項９】  該メチルトランスフェラーゼがSuv39h2/SUV39H2である、請

求項8記載の方法。

    【請求項１０】  第1段階では、該Suv39h/SUV39H相同体がSuv39h2/SUV39H2

であり、Suv39h2/SUV39H2のインヒビター又はアクチベーターとして同定された

化合物が、第2段階ではSuv39h1/SUV39H1ヒストンメチルトランスフェラーゼ活性

のインヒビター又はアクチベーターでもあることが確認される、請求項7記載の

方法。

    【請求項１１】  該基質が、リシン9のメチル化部位を有するヒストンH3又

はそのN末端断片である、請求項7～10のいずれか1項に記載の方法。

    【請求項１２】  該ヒストンH3 N末端断片が配列番号７に示されたアミノ酸

配列を有する、請求項11記載の方法。

    【請求項１３】  該メチル供与体がメチオニン又はS-アデノシル-L-メチオ

ニンである、請求項7～12のいずれか1項に記載の方法。

    【請求項１４】  該メチル供与体のメチル基が検出可能標識をもっている、

請求項7～13のいずれか1項に記載の方法。

    【請求項１５】  該メチル供与体が色素生産性標識をもち、及び該メチル基

が該基質に転移するときの色の変化を測定することにより該メチルトランスフェ

ラーゼ活性を測定する、請求項14記載の方法。

    【請求項１６】  該メチル供与体が放射性標識をもち、及び該メチル基が転

移するときに該基質に転移した放射能を測定することにより該メチルトランスフ

ェラーゼ活性を測定する、請求項14記載の方法。

    【請求項１７】  メチル化部位に特異的な抗体が該基質へ結合する量を定量

することにより、該メチルトランスフェラーゼ活性を免疫学的に測定する、請求

項7～13のいずれか1項に記載の方法。

    【請求項１８】  該基質が検出可能標識をもっている、請求項17記載の方法

。

    【請求項１９】  がんの治療に用いられる請求項7～18のいずれか1項に記載

の方法で同定された化合物。

    【請求項２０】  避妊に用いられる請求項7～18のいずれか1項に記載の方法
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で同定された化合物。

    【請求項２１】  一時雄性避妊に用いられる請求項20記載の化合物。
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【発明の詳細な説明】

【０００１】

  本発明は、新規な本発明Su(var)3-9相同体、Suv39h2の単離と機能確認、及び

その使用に関する。

  真核生物においては、遺伝子発現の制御や染色体の機能体制は、高次クロマチ

ンに依存している(Paro & Harte, 1996; Karpen & Allshire, 1997)。体細胞の

ほかに、高次クロマチンは減数分裂での染色体の動態にも関係している(Dernbur

g et al., 1996)。減数分裂染色体の凝縮や対合は進化的に高度に保存されるが

、異形染色体XとYが転写サイレンシングに付随する任意のヘテロクロマチニゼイ

ションを受けることから転写雄性哺乳動物の減数分裂は例外的である(Handel & 

Hunt, 1992)。いわゆるXY体又は性小胞(Solari, 1974)の出現によって細胞学的

に定義される雄性染色体のこの選択的不活性化は、非相同染色体間の乱交雑対合

又は組換えを制限し、よって異数性の危険を減少させることが提唱された(Hande

l & Hunt, 1992)。実際に、XY体の特殊クロマチン構造を形成することができな

いと、精子形成の成功が妨げられる(Kot & Handel, 1990; Matsuda et al., 199

1)。

  Su(var)遺伝子は、はじめには、ドロソフィラ・メラノガスター(Drosophila me

lanogaster)(Reuter & Spierer, 1992)及びシゾサッカロマイセス・ポンベ(Schiz

osaccharomyces pombe)(Allshire et al., 1995)においてセントロメア位置効果

に対する遺伝子スクリーンによって同定された。Su(var)遺伝子は位置効果の斑

入り(variegation)(PEV)を抑制する(suppress)ので、遺伝子産物は抑制クロマチ

ンドメインの体制に関係した(Henikoff, 1997)。実際に、単離したファミリー種

はクロマチンを修飾し得る染色体タンパク質か又は酵素をコードしている(Wallr

ath, 1998)。

【０００２】

  ドロソフィアSu(var)3-9又はそのS. ポンベclR4相同体は、遺伝子産物が特徴

的なクロモドメインとSETドメインがいっしょになったわずかに修飾している部

位である。60アミノ酸クロモドメイン(Paro & Hogness, 1991; Aasland & Stewa

rt, 1995; Koonin et al., 1995)が古いヒストン様折りたたみ(Ball et al., 19
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97)に似ているタンパク質特異的相互作用表面(Messmer et al., 1992; Platero 

et al., 1995)を表しているが、130アミノ酸SETドメイン(Jenuwein et al., 199

8)の構造はまだはっきりしていない。しかしながら、ヒストンH3のリシン9に特

異的である、Suv39h1のSETドメインが固有のHMTase活性を含んでいることが最近

わかった(Rea et al., 2000)。これらのデータは、Suv39h相同体がヒストンH3メ

チル化を経たクロマチン構造の体制によって機能を及ぼすことを示している。

  対応しているマウス(Suv39h1)とヒト(SUV39H1)Su(var)3-9相同体が同定され、

SUV39H1はトランスジェニックハエにおいてSu(var)3-9の機能的哺乳動物相同体

を表していることが証明された(Aagaard et al., 1999)。哺乳動物細胞における

内在Suv39h1又はSUV39H1タンパク質の免疫局在によって、間期中の異質染色性フ

ォーカスの強化された分布と減数分裂中のセントロメア位置の一時的蓄積が示さ

れた(Aagaard et al., 2000)。更に、Suv39h1又はSUV39H1はM31(HP1β)、ドロソ

フィラHP1の哺乳動物相同体と結合し、哺乳動物SU(VAR)タンパク質複合体の存在

が示されている(Aagaard et al., 1999)。更に、脱調節的SUV39H1は異所性ヘテ

ロクロマチンを誘導し得るとともに内在M31(HP1β)を再配分し得る(Melcher et 

al., 2000)。これらのデータから、体細胞において哺乳動物の高次クロマチンの

構造的体制に関係する新規な異質染色性HMTaseタンパク質としてSuv39h1又はSUV

39H1が特定された。

【０００３】

  本発明の目的は、他の哺乳動物のSu(var)3-9相同体を同定すること及びマウス

において遺伝子発現、タンパク質免疫局在分析及び遺伝子破壊技術によって機能

を調べることであった。

  本発明の基礎にある問題を解決するために、次の方法を用いた。

  哺乳動物Su(var)3-9相同体を更に同定するために、マウスSuv39h1又はヒトSUV

39H1cDNA(Aagaard et al., 1999)との配列類似性研究(Bassett et al., 1995; A

ltshul et al., 1997)によって、追加のSu(var)3-9相同体の存在がわかった。Su

v39h1と相似しているこの新規な遺伝子をSuv39h2(Su(var)3-9相同体2として)と

称した。複合コーディングSuv39h2 cDNAのヌクレオチド配列(～1.5 kb)と概念解

読枠(477アミノ酸)が図1に示されている。
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  Suv39h2とSuv39h1又はドロソフィラSU(VAR)3-9(Tschiersch et al., 1994)、S

. ポンベCLR4(Ivanova et al., 1998)又はC.エレガンス(C15H11.5; 受託番号Z81

035)の推定オープンリーディングフレーム(ORF)のようなSU(VAR)3-9タンパク質

ファミリーの他の代表種との交差種を比較すると、非常に似た配列同一性と系統

発生的関係(図2)が示される。

【０００４】

  Suv39h2 mRNAのサイズを測定するために、胚幹細胞(ES細胞)と、胚形成と生後

(P1-P4)発達の各段階（E10.5日目-E17.5日目）からのマウス胚由来の全RNAを含

むRNAブロットをSuv39h2コード配列(アミノ酸143-477)とほぼ全長のSuv39h1 cDN

Aプローブを含んでいる980 bp cDNAプローブとハイブリダイズした。この領域内

で、Suv39h2 cDNAはSuv39h1ヌクレオチド配列と約60％同じであり、Suv39h1転写

物とクロスハイブリダイズしない(図3参照)。このSuv39h2特異的cDNAプローブに

よって、分析した段階のほとんどのRNA標品において約2.7 kbの目立ったmRNAが

検出された(図3A、中央のパネル)。大部分のSuv39h2転写物のサイズは、数種の

マウスやヒト細胞系にも見られる2.7 kb mRNAと一致しているが、E10.5日目にの

み小さなサイズ(1.7 kb)の転写物が検出された。

  Suv39h1とSuv39h2双方の発現分析から、胚形成での潜在的オーバーラッピング

機能がわかった。Suv39h1とSuv39h2の胚発現プロファイルを測定するためにノー

ザンブロットと全載RNAインサイチュ分析を用いた。両遺伝子とも胚形成で偏在

して発現している。

  発現分析から、成体マウスにおいてSuv39h1とSuv39h2双方の異なる潜在的機能

が示された。胚発現プロファイルと対照的に、Suv39h2とSuv39h1転写物の存在量

が成体組織ではかなり異なっている。Suv39h1は14の成体組織を含んでいるRNA標

品のパネルでは広範囲の発現を示すが、Suv39h2の発現は精巣にほとんど限定さ

れたままであり、mRNAは2.7 kbと1.7 kbの転写物である。

【０００５】

  Suv39h2発現を生化学レベルで確認するために、マウスSuv39h2のアミノ酸157-

477を含んでいる組換えグルタチオンS-トランスフェラーゼ(GST)融合タンパク質

に対して高めたポリクローナルウサギ抗血清を作成した。抗Suv39h2抗体は、PME
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Fと精巣双方において約53 kDaの内在タンパク質を認識する。Suv39h2内在タンパ

ク質のサイズは、Suv39h2 cDNAのコード配列から予想される遺伝子産物とよく一

致している(図1参照)。

  雄性配偶子形成においてSuv39h2の潜在的機能を解明するために、精巣綿棒標

品の核におけるSuv39h2内在タンパク質の亜核局在を、抗Suv39h2抗体を用いた間

接免疫蛍光により分析した(材料及び方法を参照されたい)。Suv39h2は、減数分

裂ヘテロクロマチン成分と中太糸期でのXY体である。

  Suv39h2と性染色体との特異的蓄積を証明するために、Suv39h2とSCP3、Suv39h

2とXmr、及びSuv39h2とH1tに対する二重免疫蛍光分析を行った。こららの分析か

ら、中-後太糸期から複糸期までSuv39h2と性染色体の特異的結合がわかった。

【０００６】

  同時実験において、Suv39h1のSETドメインが固有のHMTase活性を含んでいるこ

とがわかった。従って、他のSU(VAR)3-9ファミリー種、特にSuv39h2か又は他のS

ETドメインタンパク質がHMTase活性を示しているかを分析した。GST-SUV39H1(82

-412)に対応するマウスSuv39h2、S.ポンベCLR4(Ivanova et al., 1998)、ヒトEZ

H2(Laible et al., 1997)及びヒトHRX(Tkachuk et al., 1992)の伸長したSETド

メインのGST融合産物を作成し、HMTase活性を分析した。おもしろいことに、GST

-Suv39h2(157-477)とGST-CLR4(127-490)はHMTase活性を示した。これらのデータ

から、減数分裂クロマチン、XY体の新規成分及び減数分裂ヒストンH3MTaseとし

てのSuv39h2が同定される。

  Suv39h1とSuv39h2を哺乳動物ヒストンH3リシン9特異的ヒストンメチルトラン

スフェラーゼ(Suv39h HMTase)として同定した後、これらのHMTaseが減数分裂で

セントロメアに一時的に蓄積するヘテロクロマチン強化酵素であることがわかっ

た(Aagaard et al., 1999; Aagaard et al., 2000)。更に、リシン9のヒストンH

3(H3-K9)のメチル化によりHP1タンパク質の高親和性結合部位がつくられること

がわかった(Lachner et al., 2001; Bannister et al., 2001)。これによりSUV3

9H1-HP1メチル化システムがヘテロクロマチンの構築と増殖の重要な調節メカニ

ズムとして定義される(Jenuwein, 2001)。ヒトSUV39H1の過剰発現により異所性

ヘテロクロマチンが誘導され、結果として哺乳動物細胞系において染色体の誤分
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離が生じる(Melcher et al., 2000)。

【０００７】

  上記不可欠な減数分裂機能のほかに、ヘテロクロマチンは減数分裂染色体の動

的再体制に重要である。減数分裂は核の内腔から核のエンベロープへ染色体が移

動することにより始まり、そこで染色体が狭セントロメアサテライト配列によっ

てクラスター形成する(Hawley et al., 1992; Scherthan et al., 1996)。減数

分裂前期に、染色体が凝集し、続いて母性染色体と父性染色体間の相同体対合と

組換え(太糸期において)が行われる。減数分裂の分裂の発生の前に、不対合、染

色体凝集及び狭セントロメアヘテロクロマチンでヒストンH3リン酸化が行われる

(Cobb et al., 1999)。特に雄性生殖細胞については、最後には、精子細胞を延

長する際に1つの異質染色性ブロックの中に半数体ゲノム含量が形成される。ド

ロソフィラにおいては、ヘテロクロマチンとその結合サテライト配列は、類似の

高次構造に沿って染色体を配向させることにより最初の減数分裂染色体移動と相

同対合を援助することが提唱された(Hawley et al., 1992; Karpen et al., 199

6; Dernburg et al., 1996b)。哺乳動物の生殖細胞においては、太糸期のチェッ

クポイント(de Vries et al., 1999)によって誤整列の対合していな染色体がモ

ニターされ、減数分裂前期の細胞が停止し、よって異数体配偶子の生産が妨げら

れる。

【０００８】

  本発明の目的は、更に、稔性、特に雄性稔性を含む症状の薬剤標的としてタン

パク質を用いるために胚の発達や精子形成におけるSuv39h1とSuv39h2の役割を分

析することであった。

  配偶子形成においてSuv39h機能、特にSuv39h2機能の生体内重要性を調べるた

めに、Suv39h1もSuv39h2も共に欠損したマウス系統を標準法に従って作成した。

ターゲティング戦略を図9に示し、また、Suv39h1とSuv39h2双方のヌルアレレの

生産が証明されている。両方の遺伝子の突然変異によって、両遺伝子座間の機能

の重複性の結果として生存可能の稔性マウスが得られた。従って、Suv39h1とSuv

39h2の欠損系統を相互交差してSuv39h二重欠損マウスを作製した。二重変異マウ

スがメンデル未満の比率で生まれ、約20％の予想された二重変異体が見られ、不
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稔性である。

【０００９】

  他の実験から、更に、マウスSuv39hヒストンメチルトランスフェラーゼ(HMTas

e)が狭セントロメアヘテロクロマチンでのヒストンH3リシン9メチル化を調節す

ること、また、その修飾が有糸分裂や減数分裂で染色体の安定性に不可欠である

ことがわかった。マウス生殖系においてSuv39h1とSuv39h2のHMTaseを複合破壊す

ると、結果として、生存性が激しく損なわれ、完全に精子形成不全となる。体細

胞や初期減数分裂細胞における狭セントロメアH3リシン9のメチル化は、Suv39h 

HMTaseの存在しないときに消失する。Suv39h二重ヌル(dn)初代マウス胚線維芽細

胞は、染色体不安定性-Suv39h変異マウスにおいてB細胞リンパ腫の発生によって

反映する表現型が高められる。第2に、Suv39h dn精母細胞の初期の減数分裂前期

においては、染色体はセントロメア領域まで非相同相互作用に関係し、シナプシ

スが遅れる。減数分裂I細胞の重要な画分は、誤分離した二価染色体を含み、高

異質染色性Y染色体は、X染色体と対合することができない。合わせると、実施例

11～17で得られたデータから、有糸分裂や減数分裂で染色体機能やゲノム安定性

を保護する‘異質染色性受容能’を調節する際にSuv39hによるH3リシン9メチル

化の役割が確立される。

【００１０】

  本発明の知見は、有糸分裂又は減数分裂/雄性配偶子形成で染色体動態におけ

る高次哺乳動物クロマチンの必須調節遺伝子としてSuv39h1とSuv39h2を同定する

ことである。従って、第1態様においては、Suv39h1遺伝子とSuv39h2遺伝子は、

染色体誤分離によって異常遺伝子発現やゲノム不安定性を妨害する標的であるの

で、新しいがん治療の基礎となる。更に、本発明の実験から、Suv39h2が雄性不

稔性の治療での新規な標的として、また、可逆的雄性避妊の標的として同定され

る。

  第1態様においては、本発明は、配列番号2に示されたアミノ酸配列、又は配列

番号1に示されたヌクレオチド配列をもつポリヌクレオチドに対してストリンジ

ェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされたア

ミノ酸配列を有するマウスSuv39h2ポリぺプチドに関する。



(11) 特表２００３－５３５５９６

  本明細書に用いられる“ストリンジェントなハイブリダイゼイション条件”と

は、50％ホルムアミド、5×SSC(1×SSC=150 mM NaCl、15 mMクエン酸三ナトリウ

ム)、50 mMリン酸ナトリウム(pＨ7.6)、5×デンハート溶液、10％硫酸デキスト

ラン、及び20μg/ml変性せん断サケ精子DNAを含んでいる溶液中42℃で一晩イン

キュベートし、次にフィルターを0.1×SSC中約65℃で洗浄すること、又は等価条

件を意味する。

【００１１】

  態様においては、更に、本発明は、マウスSuv39h2ポリぺプチドをコードして

いる配列番号に示されたヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドを含んでい

る単離したDNA分子、又は配列番号1に示されたヌクレオチド配列をもつポリヌク

レオチドに対してストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオ

チドを含んでいるマウスSuv39h2をコードしている単離したDNA分子に関する。

  好適実施態様においては、本発明は、ヒトEST受託番号AQ173625(配列番号3)及

び/又はAQ494637(配列番号4)及び/又はAQ691972(配列番号5)及び/又はAQ554070(

配列番号6)の配列を有するポリヌクレオチド、又は前記ポリヌクレオチドに対し

てストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコ

ードされたヒトSUV39H2ポリぺプチドに関する。

  態様においては、更に、ヒトEST受託番号AQ173625(配列番号3)及び/又はAQ494

637(配列番号4)及び/又はAQ691972(配列番号5)及び/又はAQ554070(配列番号6)の

配列を有するポリヌクレオチド、又は単離したDNA分子を含んでいるヒトSUV39H2

タンパク質をコードしている単離したDNA分子に関する。

  EST AQ173625、AQ494637、AQ691972及びAQ554070における配列情報は、ヒトSU

V39H2を部分的に特定している。対応するヒトSUV39H2 cDNAは、AQ173625、AQ494

637、AQ691972及びAQ554070における配列情報を用いて容易に単離し得る。EST又

はESTの一部は、精巣ライブラリーのような適切なファージcDNAライブラリーを

スクリーニングするプローブとして使用し得る。そうでなければ、上記ESTにお

ける配列情報は、SUV39H2を単離するPCR(RT-PCR又はRACE増幅)による戦略を設計

するために使用し得る。

【００１２】
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  以下、特にことわらない限り、“Suv39h2”はマウスSUV39H2とヒトSUV39H2の

双方を意味する。

  本Suv39h2タンパク質の相同体には、翻訳後修飾に耐性があり、タンパク質の

酵素活性も変えるポリぺプチドの変異体が含まれている。Suv39h2ポリぺプチド

は、配列番号2で表される全長タンパク質を含んでもよく、その断片又は変異体

を含んでもよい。

  DNAのほかに、本発明は、mRNAのようなRNAの形の核酸分子に関する。DNA分子

には、クローニングにより得られた又は合成で作製したcDNA又はゲノムDNAが含

まれている。DNAは、二本鎖又は一本鎖であってもよい。一本鎖DNA又はRNAは、

センス(又は＋)鎖として知られるコーディング鎖でもよく、アンチセンス(又は

－)と呼ばれる非コーディング鎖であってもよい。

  “単離した”核酸分子とは、天然環境から取り出した核酸分子、DNA又はRNAを

意味する。ベクターに含まれている組換えDNA分子は、本発明のために単離され

たとみなされる。単離したDNA分子の例としては、更に、異種ホスト細胞に維持

された組換えDNA分子、又は組換えDNAで作製されたとしても合成化学法で作製さ

れたとしても溶液から精製(部分的に又はかなり)されたDNA分子が挙げられる。

単離したRNA分子には、本発明のDNA分子の生体内又は試験管内RNA転写物が含ま

れている。しかしながら、本明細書に用いられる“単離した”には、cDNAライブ

ラリー又はSuv39h2遺伝子又はその一部を有する精製又は単離したゲノムDNAの標

品に1種以上の他のcDNA分子又はDNA断片と混合して存在するSuv39h2 cDNAが含ま

れていないことを意味する。

【００１３】

  本発明の核酸分子には、更に、下記のプロモーター又はエンハンサーのような

DNA調節配列(異種の調節配列であってもよい)に作用可能に結合した1種以上のSu

v39h2 DNA配列を含んでいる遺伝子構築物が含まれ、ここで、これらのDNA配列が

ホスト細胞、好ましくは細菌、真菌(酵母を含む)、植物又は動物(昆虫又は哺乳

動物を含む)細胞中で発現するときに、1種以上のSuv39h2ポリぺプチドが作製さ

れる。そのような構築物においては、調節配列は成熟Suv39h2ポリぺプチド又は

本明細書に記載されるその変異体、前駆体、断片又は誘導体のいずれかをコード
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しているSuv39h2ポリヌクレオチドに作用可能に結合してしてよく、配列番号1、

3、5又は6に示された核酸配列を有する核酸の全部又は一部に相補的な核酸配列

を有する1種以上のポリヌクレオチドが含まれてもよい。本明細書に用いられる

核酸分子又はポリぺプチドの“部分”又は“断片”という用語は、参照ポリヌク

レオチド又はポリぺプチド(例えば、下で特に特定されなければ配列番号1、2又

は3と4に示されるそれぞれポリヌクレオチドとポリぺプチド)の少なくとも15、

更に好ましくは少なくとも20の相接するヌクレオチド又はアミノ酸を含んでいる

ポリヌクレオチド又はポリぺプチドのセグメントを意味する。

【００１４】

  配列番号1を示したものに対応するヌクレオチド配列、又は配列番号3及び／又

は4及び／又は5及び／又は6の配列を含んでいるヌクレオチド配列を有するDNA分

子のほかに、本発明は、上記のものとかなり異なる配列を含んでいるが、遺伝暗

号の縮重のためになおSuv39h2マウス又はヒトポリぺプチドをコードしているDNA

分子に関する。遺伝暗号が当該技術において周知であるので、当業者が過度に実

験せずに上記縮重変異体を作製することは通常のことである。

  更に、本発明は、治療又はスクリーニング分析に用いるのに望ましい性質をも

つSuv39h2誘導体又は断片又はぺプチドである場合には、アミノ酸の同類置換に

よる、配列番号2に示された配列又は配列番号3及び／又は4及び／又は5及び／又

は6の配列を有するポリヌクレオチドによってコードされたポリぺプチドからず

れたSuv39h2ポリぺプチドに関する。本発明は、また、配列番号1から配列が変化

しているポリヌクレオチド配列を有する誘導体又は断片をコードしている単離し

たDNA分子、又は配列が配列番号3及び／又は4及び／又は5及び／又は6の配列を

有するポリヌクレオチドから配列が変化している単離したDNA分子に関する。

【００１５】

  Suv39h2ポリぺプチドをコードしている本発明の核酸分子又はその誘導体又は

断片には、転写(例えば、リボソーム結合部位又は転写因子結合部位によって)、

mRNAプロセシング(例えば、スプライシングシグナルやポリアデニル化シグナル)

又はmRNAの安定性に役割を果たすことができる転写された非翻訳領域(UTR)又は

他のフランキング配列のような、例えば、イントロン又は非コード5' 及び3' 配
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列を含む追加の非コード配列と共に、ポリぺプチドのアミノ酸配列をそれだけで

コードしているもの、調節DNA配列、特にプロモーター又はエンハンサーのよう

な異種の調節DNA配列に作用可能に結合したSuv39h2ポリぺプチドのコード配列、

又は機能性を追加するアミノ酸をコードする1種以上のコード配列に結合したSuv

39h2ポリぺプチドのコード配列が含まれてもよいが、これらに限定されない。従

って、ポリぺプチドをコードしている配列は、融合ポリぺプチドの精製を容易に

するぺプチドをコードしている配列のようなマーカー配列に融合することができ

る。本発明のこの態様のある実施態様においては、マーカーアミノ酸配列は、特

に、その多くが市販されているpQEベクター(Qiagen, Inc.)に付けられたタグの

ようなヘキサヒスチジンぺプチドであってもよい。例えば、Gentz et al., 1989

に記載されている。“HA”タグは、Wilson et al., 1984に記載されたインフル

エンザ赤血球凝集素タンパク質から得られたエピトープに対応する精製に用いら

れる他のぺプチドである。Suv39h2の精製の促進に用いられる他のマーカーぺプ

チドは、pGEX融合ベクターによってコードされたグルタチオンS-トランスフェラ

ーゼ(GST)である(例えば、Winnacker, From Genes to Clones, New York: VCH P

ub., pp. 451-481(1987))。後述される他の融合タンパク質には、N末端又はC末

端で免疫グロブリンに融合したSuv39h2が含まれる。

【００１６】

  本発明の他の態様は、更に、Suv39h2ポリぺプチドのエピトープと特異的に反

応する抗体又は抗体標品に関する。

  ポリクローナル抗体は、慣用的には、抗原Suv39h2又はその断片を注入するこ

とにより動物、特にウサギを免疫し、続いて免疫グロブリンを精製することによ

り得られる。

  モノクローナル抗Suv39h2抗体は、Koehler & Milstein, 1975に記載された原

理に従って行われる標準法により、動物、特にマウスを免疫し、次に免疫した動

物からの抗体産生細胞を不死化することにより、例えば、ミエローマ細胞と融合

し、モノクローナル抗Suv39h2抗体の免疫学的標準分析によって得られたハイブ

リドーマの上清をスクリーニングすることにより得ることができる。ヒトにおけ

る治療又は診断用には、これらの動物抗体は、慣用的方法でキメラ化(Neuberger
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 et al., 1984, Boulianne et al., 1984)、又は人間化(Riechmann et al., 198

8, Graziano et al., 1995)されてもよい。

【００１７】

  Suv39h2特異抗体は、高次クロマチン仲介染色体動態を理解するために、また

、Suv39h2仲介病理学のヒト条件をスクリーニングするために使用し得る。

  本発明は、また、トランスジーンを有するトランスジェニック非ヒト動物、マ

ウス、ラット、ウサギ、ニワトリ、カエル又はブタ、例えば、本明細書に記載さ

れるSuv39h2遺伝子の異種形態を含む(好ましくは発現する)動物、又は内在Suv39

h2遺伝子を誤発現する動物、例えば、1種以上のSuv39h遺伝子の発現が破壊され

ている動物が特徴である。そのような動物は、突然変異又は誤発現Suv39h2対立

遺伝子を含んでいる細胞疾患や組織疾患を研究するためのモデル又は薬剤スクリ

ーニングのためのモデルとしての働きをし得る。

  本発明の他の態様は、被検者、例えば、ヒト患者が望まない細胞増殖又は異常

な分化制御を特徴とする疾患の恐れがあるかを決定する方法を提供するものであ

る。該方法は、被検者の組織においてSuv39h2遺伝子の突然変異又は誤発現を特

徴とする遺伝的病変を検出する段階を含んでいる。好適実施態様においては、遺

伝的病変を検出する段階には、Suv39h2遺伝子からの1種以上のヌクレオチドの少

なくとも1つの欠失の存在を断定すること; 1種以上のヌクレオチドの遺伝子への

付加、1種以上のヌクレオチドの遺伝子への置換、遺伝子の染色体交差再配列; 

遺伝子のメッセンジャーRNA転写物のレベルでの変化; 遺伝子のメッセンジャーR

NA転写物の非野生型スプライシングパターンの存在; 又はタンパク質の非野生型

レベルが含まれている。

【００１８】

  本発明において行われる発現と免疫局在実験は、減数分裂の高次クロマチンの

新規成分としてのSuv39h2とXY体を同定することである。Suv39h相同体Suv39h1と

Suv39h2がヒストンメチルトランスフェラーゼ(HMTase)活性を有すること及びSuv

39h2によって、おそらくSuv39h1と協同して供給されるSuv39h機能は雄性配偶子

形成の絶対要件であることがわかった。本発明の実験は、雄性配偶子形成の可逆

的阻止の新規戦略の標的としてSuv39h相同体Suv39h2、及び任意によりSuv39h1を
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同定することである。K9特異的ヒストンH3 HMTaseとして、また、雄性配偶子形

成の要求として同定するために、Suv39h2相同体は有糸分裂や減数分裂で高次ク

ロマチン依存性染色体安定性をモジュレートする能力、特に哺乳動物雄性配偶子

形成をモジュレートする能力を有する化合物を同定する方法に有効である。この

方法は、1種以上のSuv39h相同体をHMTase活性用基質の存在下及びメチル供与体

の存在下に試験化合物とインキュベートする段階、及びHMTase活性に対する試験

化合物のモジュレーティング効果を測定する段階で確認される。

【００１９】

  好適実施態様においては、Suv39h2は一次スクリーンに、好ましくは組換え体

で用いられる。次の段階で、Suv39h2のモジュレーター、例えば、インヒビター

であると一次スクリーンで同定された化合物は、雄性配偶子に必要とされるSuv3

9h相同体をモジュレート、例えば、阻害する能力を二次スクリーンで分析する。

この二次スクリーンは、上記Suv39h2と同じである。

  Suv39h相同体は、適切なホスト、例えば、細菌、酵母、昆虫又は真核細胞中で

発現させることにより標準法に従って組換えで作製され、例えば、GSTでタグ標

識された場合にはグルタチオン-アガロースカラムで精製し得る。

  Suv39h活性に対する影響を化合物について試験する場合、分析は、不可欠な特

徴として、K9、メチル供与体、例えば、メチオニン又はS-アデノシル-L-メチオ

ニンを含むヒストンH3タンパク質又はヒストンH3 N末端断片をSuv39h2を含有す

る標品とインキュベートする段階及び試験基質の存在又は不在下で活性のHMTase

を測定する段階を含んでいる。

  用いられる基質は、天然に存在する基質、例えば、生化学的に精製したヒスト

ンH3、組換えで作製したヒストンH3、又はK9メチル化部位を有するヒストンH3ぺ

プチドに等価なもの又はミミックしたものであってもよい。

  好ましくは、ヒストンH3断片ARTKQTARKSTGGKAPRKQL(配列番号7)が用いられる

。

【００２０】

  また、MTaseが高親和性/活性を有する修飾ぺプチドを用いることができる。そ

のようなぺプチドは、アミノ酸を置換及び/又は付加及び/又は欠失させ、MTase
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親和性/活性の連続実験で基質を試験することにより設計し得る。

  メチル供与体のメチル基は、好ましくは、基質に転移したときに定量し得る検

出可能な標識、例えば、放射能又は色素生産性標識をもっている。

  好ましくは、メチル供与体は、放射能標識したメチオニン又はS-アデノシル-L

-メチオニンである。

  標識したメチル供与体を用いる代わりに、酵素によるメチル化の際の基質は、

特異抗体によって認識されたので標準免疫分析法、例えば、ELISAにより定量し

得るエピトープとしての働きをするために用いられる。抗原としてメチル化基質

、好ましくは小ぺプチド、例えば、配列番号7に示される配列を有するぺプチド

を用い、標準法に従ってポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体を得ること

により、このタイプの分析に用いられる抗体を得ることができる。ヒストンH3リ

シン9位に対するメチル特異抗体の作成と精製は、材料及び方法の項に記載され

ている。適切なH3-K9メチル抗体は、Nakayama et al., 2001にも記載された。

【００２１】

  代替的実施態様においては、本発明のスクリーニング法は、ヒストンH3をリシ

ン9でメチル化するとHP1タンパク質の抗親和性結合部位がつくられるという事実

を用いる。この実施態様においては、メチル化の際、基質はHP1に結合すること

ができ、次に標識した抗HP1抗体とインキュベートする。試験化合物の不在又は

存在下での反応間の標識の強さの差は、MTaseに対する化合物のモジュレーディ

ング効果を表している。

  HP1は、好ましくは組換え体で用いられる。HP1 cDNA配列の情報(Jones et al.

, 2000; 受託番号BC006821)に基づき、HP1を標準技術に従って組換えで作製する

。組換えタンパク質又はその断片は、本分析方式に用いられるポリクローナル抗

体又はモノクローナル抗体を作成するために用いられる。

  好適実施態様においては、本発明の方法は、高スループットスケールで行われ

る。この実施態様の場合、主要な分析成分、特にSuv39h2は組換え体で用いられ

る。

  高スループット方式の場合、MTaseインヒビターを同定する発明のスクリーニ

ング法は、標準分析法に従って行われる。そのような分析は、Suv39h2又はSuv39
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h変異体によって仲介された、メチル基の供与体から基質、例えば、ヒストンH3

ぺプチドへの触媒転移に基づくものである。これを達成するために、基質、例え

ば、ヒストンH3又はその変異体又は断片をキャリヤ、通常はマイクロタイタープ

レートに固定化し、組換えSuv39h2とメチル供与体とインキュベートする。

【００２２】

  メチル供与体のメチル基は、標識、好ましくは色素原又は放射性標識をもって

いる。

  蛍光又は放射性標識又は高スループットスケールで酵素反応を行う他の試薬は

、市販されており、供給業者の説明書に従って使用し得る(例えば、モレキュラ

ープローブ、ワラック)。適切な蛍光標識の例は、クマリン誘導体、例えば、7-

アミノ-4-メチルクマリン又は7-アミノ-4-トリフルオロメチルクマリンである。

放射性標識は14C又は3H原子であってもよい。Suv39h2によるメチル基の基質への

転移の際に、色素原試薬の場合には、メチル供与体の色が定量し得る色に変化す

る。放射性メチル供与体を用いる場合には、メチル基は基質に転移し、直接定量

し得る。

  特定の分析設計は、種々のパラメーター、例えば、用いられる基質のサイズに

左右される。短いぺプチドを用いる場合には、蛍光消光法又は蛍光共鳴エネルギ

ー転移法が下記のように適切な分析技術の例である。

【００２３】

  基質は、例えば、ビオチンで標識されてもよく、そのとき反応は溶液中で行わ

れ、次にストレプトアビジン被覆マイクロタイタープレート、例えば、放射性メ

チル基の場合には、シンチラントを含有している“フラッシュ”プレート、又は

シンチラントで被覆されたプレートに移される。従って、基質のメチル化レベル

は、適切なシンチレーションマシーン/リーダーで定量し得る。また、ビオチニ

ル化基質がプレートにすでに結合されているストレプトアビジン被覆“フラッシ

ュ”プレートで分析が行われ得る。このタイプの分析は、いわゆる“異種の分析

”(中間の転移と洗浄段階を必要としない分析タイプ)の形で、例えば、ビオチニ

ル基質が結合しているシンチラントとストレプトアビジンで被覆されたマイクロ

ビースを用いることにより行うことができる。
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  ビオチンと同様に、タグ特異的抗体で被覆されたプレートに基質を固定化する

のに適した他の一般に用いられるタグ、例えば、Flag、Myc、HA、GSTも上記分析

に用いることができる。

  変異体においては、この分析は、ELISA型の分析で行われる。この場合、メチ

ル特異抗体は、プレートに結合したメチル化基質の量を検出するために用いられ

る。

【００２４】

  また、プレートは、メチル化基質を捕捉するためにメチル化基質に対する抗体

で被覆される。基質はタグか又は色素生産性標識され、結合したメチル化タグ標

識/標識基質の量はタグ特異抗体によるか又は色素生産性標識レベルを測定する

ことにより定量し得る。一例として、基質は直鎖又は分枝鎖ぺプチド、例えば、

色素生産性標識、例えば、ユウロピウムで標識されている[TARKST]4-K2-K-cysで

あり、Suv39h2様MTaseでメチル化する際にはキャリヤ(例えば、マイクロタイタ

ープレート)上に固定化されたLys9-メチル特異抗体(材料及び方法を参照された

い)のエピトープである。捕捉していない基質を洗い流してからユウロピウム標

識を切断し、蛍光の増強と蛍光レベルを時間分割蛍光によって算出する。蛍光レ

ベルは、メチル化基質レベルに直接関係している(図19)。

  代替的実施態様は、ぺプチドのメチル化がプロテアーゼによる切断に対する感

受性を変えることができるという原理に基づいている。この原理を用いて、ぺプ

チド基質のメチル化量を測定するために蛍光消光(共鳴エネルギー転移“RET”）

分析を用いることができる。第1段階では、Suv39hぺプチド基質は、メチル化部

位と、認識/切断部位、例えば、トリプシン又はLysCの修飾(具体的な例では、リ

シンのメチル化)に感受性のある特定のプロテアーゼの認識/切断部位を有する。

ぺプチドは、一端近くに蛍光供与体、もう一端近くに受容体をもっている。切断

していない基質においては、供与体と受容体間に残っている分子間RETにより基

質の蛍光が消える。プロテアーゼによる(メチル化されていない)基質の切断の際

に、切断産物がRET消光から遊離し、蛍光シグナルが生じる。基質のメチル化は

、基質を切断するプロテアーゼの能力を破壊する。従って、プロテアーゼ活性の

破壊(メチル化に比例する)は、シグナル抑制、全プロテアーゼ阻害の場合には、
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基礎レベルまでの全シグナル抑制によって反映する。

【００２５】

  このタイプの分析は次のように行うことができる。分析バッファー中の標識基

質(例えば、一端に4-[[4'-(ジメチルアミノ)フェニル]アゾ]安息香酸(DABCYL)で

もう一端に5-[(2'-アミノエチル)アミノ]ナフタレンスルホン酸(EDANS)で標識さ

れたぺプチド、又は一端にベンジルオキシカルボニルでもう一端に4-アミノメチ

ルクマリンで標識されたぺプチド)の溶液を黒い96ウェルマイクロタイタープレ

ートの各ウェルに移す。試験物質を特定の濃度で添加した後、ウェルにMTaseと

メチル供与体を加える。反応条件下、メチル化反応に十分な時間、例えば、室温

で40分間インキュベートした後、プロテアーゼ、例えば、トリプシンを添加し、

適切な条件下で反応させ、最後に蛍光を蛍光光度計で励起波長、例えば、340 nm

で発光波長、例えば、485 nmで測定する。

  FRET分析を用いる場合においては、次の市販の標識対: ユウロピウム(Eu)とア

ロフィコシアニン(APC)、EuとCy5、EuとPE(ワラック、ツルク、フィンランド)が

本発明の方法に適している。試験物質がMTase活性のモジュレーターである場合

には、検出システムによっては、また、試験物質が阻害作用があるか活性化作用

があるかによっては、試験物質の不在下の対照試料に比べて検出可能なシグナル

の減弱又は増強がある。高スループット方式においては、Suv39h MTase活性のモ

ジュレーディング効果を有する化合物は、試験物質を既知の分析原理に従って化

合物ライブラリーからスクリーニングすることにより、例えば、マイクロタイタ

ープレート上の自動システムにおいて同定し得る。

【００２６】

  Suv39h2モジュレーターとして上記方法で同定された化合物は、有糸分裂や減

数分裂で高次クロマチン依存性染色体安定性をモジュレートする能力を有する。

  Suv39h2 HMTase活性を阻害する化合物は、ゲノム安定性の低下をもたらし、分

裂する細胞、特に高増殖性腫瘍細胞を標的にする治療に使用し得る。好ましくは

、他のゲノム脱安定剤、例えば、チューブリン結合剤のような有糸分裂インヒビ

ター(タキサン、例えば、タキソール、パクリタキセル、又はエピテロン)と組合

わせて投与される。SUV39H2インヒビターは、従来の腫瘍治療、例えば、放射線
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療法又は化学療法、特にDNA損傷物質と一緒に又は腫瘍細胞を前感作するために

前に用いることもできる。細胞のゲノムを脱安定化することにより、SUV39Hイン

ヒビターは、細胞を同時/後続治療に更に感受性にする。

  SUV39H2インヒビターは、好ましくは併用治療に用いられ、連続治療や一時治

療に適用される。Suv39h二重ヌルマウスにおけるB細胞リンパ腫の発症だけが遅

発性で起こるので(即ち、生後9ヶ月)、SUV39H2インヒビターによる一時治療によ

って、腫瘍の恐れの増加がすぐに引き起こされず、むしろ著しく増殖している細

胞のゲノム安定性全体を弱めるにちがいない。

【００２７】

  同様に、Suv39h2HMTase活性を高める物質は、本質的に不安定な細胞のゲノム

を安定化するために用いることができ、増殖促進突然変異を得る傾向を小さくす

る。

  Suv39h2モジュレーターとして同定された化合物の効力によって、正の対照と

しての働きをするSuv39h二重ヌル細胞による哺乳動物細胞における生体内効力が

試験し得る。がん治療に有効な化合物は、染色体の安定性や分離を妨害しなけれ

ばならず、これは核型により、例えば、FACS又は細胞学的標準技術によってDNA

含量を分析することにより測定することができる。治療使用の可能性が二次スク

リーンで確認された物質は、腫瘍細胞に対する効果を更に試験することができる

。腫瘍細胞増殖の阻止を試験するために、初代ヒト腫瘍細胞をスクリーンで同定

された化合物とインキュベートし、腫瘍細胞増殖の阻止を慣用の方法、例えば、

ブロモデスオキシウリジン又は3Hチミジン取り込みにより試験する。これらの分

析において抗増殖作用を示す化合物は、腫瘍動物モデルで更に試験され、腫瘍の

治療に用いることができる。

  雄性配偶子形成に必要とされるSuv39h2のヒストンH3メチルトランスフェラー

ゼ活性をモジュレートすることにより、上記方法で同定された化合物は、雄性配

偶子形成をモジュレートする能力を有する。従って、雄性不稔性の治療(SUV39H2

 MTase活性を高める化合物を用いる)や可逆的雄性避妊(SUV39H2 MTase活性を阻

害する化合物を用いる)に用いることができる。

【００２８】
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  Suv39h2モジュレーターとして同定された化合物の効力によって、哺乳動物に

おいて精子形成をモジュレートする生体内効力が試験し得る。化合物が成体雄マ

ウスに投与され、稔性が分析され得る。

  雄性稔性適用に企図された化合物は、Vigil et al., 1985に記載された動物モ

デル、Weinbauer et al., 2001に記載されたヒト精子形成の実験的研究に開発さ

れた動物モデル、又はLamb & Niederberger(1994)に記載されたヒト雄生殖欠損

をミミックしている動物モデルで試験し得る。ヒト生殖疾患の評価に対する動物

データの正しい適用に対するガイダンスは、Working, 1988に示されている。

  本発明の方法により薬剤候補として同定された化合物の毒性と治療効果は、IC

50、LD50、ED50を測定するために細胞培養実験や動物実験を行うことが含まれる

標準医薬手順によって決定し得る。得られたデータは、剤形(錠剤、カプセル剤

、エアゾールスプレー剤、アンプル剤等)や投与経路(経口、バッカル、経鼻、非

経口、直腸又は一時雄性避妊適用の場合には、局所徐放性剤形適用、例えば、生

殖腺に又は隣接して植え込まれる徐放性マイクロペレット)に左右されるヒト投

与量範囲を測定するために用いられる。有効成分として化合物を含む医薬組成物

は、1種以上の生理学的に活性なキャリヤや賦形剤を用いて慣用の方法で処方さ

れ得る。そのような製剤の製造方法は、手引き書、例えば、“レミントンの製剤

化学”に見ることができる。

【００２９】

  Suv39h2は安定な核型を維持するために必要であるので、腫瘍サプレッサー遺

伝子としてみなすことができる。SUV39H突然変異がヒトにおける細胞形質転換事

象の基礎にある因子であることがわかり、B細胞リンパ腫を発症する際にSuv39h

二重ヌルマウスの分析によって強く示される場合には、遺伝子治療による野生型

Suv39h遺伝子の再導入によりがん進行を遅らせ或いは抑えるゲノム安定性が増大

することになることが予想され得る。

  更に、機能研究のSuv39h消失から、Suv39hが雄性配偶子形成の機能に不可欠で

あることが証明される。Suv39h機能の消失は、ヒトにおける雄性稔性例のサブセ

ットの基礎にあるものである。Suv39h2又はSuv39h1遺伝子を発育している配偶子

に再導入するとこれらの欠損を調整する可能性がある。
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  遺伝子治療については、Suv39h DNA分子を投与することができ、好ましくはプ

ラスミドに組換え体で直接又は組換えウイルス又は細菌の一部として含めること

ができる。要するに、生体内でも生体外でもSuv39h組換えDNAを適用するために

遺伝子治療の方法を用いることができる。

  生体内投与の例は、筋肉内経路によるか又は遺伝子ガンを用いて“裸の”DNA

を直接注入することである。組換え生物の例は、ワクシニアウイルス又はアデノ

ウイルスである。更に、Suv39h2ポリぺプチドをコードしている核酸分子を生体

内投与するために、核酸の合成キャリヤ、例えば、カチオン脂質、マイクロスフ

ェア、マイクロペレット又はリポソームを用いることができる。

【００３０】

材料及び方法

a) マウスSuv39h2の分子クローニング

  210 bp EST DNAプローブ(Suv39h2のアミノ酸219-289をコードしている、図1を

参照されたい)を、Suv39h2-ESTプライマー5' GGGGATGATATTTGTTGAAAACAC(配列番

号8)と5' GGTTGGATTTTAATTTGTTGCTTC(配列番号9)を用いてマウスB細胞特異的(J5

58LとS194)cDNAライブラリーからPCR増幅した。このSuv39h2-EST DNAプローブを

、E11.5日マウス胚λgt11 cDNAライブラリー(クロンテック)とλ129/Svゲノムラ

イブラリー(ストラタジーン)に対してスクリーニングし、結果として6つのcDNA

と3つのゲノムクローンを単離した。最長cDNA(1kb; λ4-Suv39h2)とゲノム(14kb

)単離物を自動シークエンサー(アプライドバイオシステムズ)によるプライマー

ウォーキングによりシークエンシングした。配列分析により、cDNAがアミノ酸13

2-477をコードし、ゲノム配列がGENEファインダーで予想されるようにエキソン1

-3を含んでいることが示された。Suv39h2 cDNAの失われた5' 配列をネストされ

たRACE増幅(マラソンcDNA増幅キット; クロンテック)によりJ558LとS194 cDNAラ

イブラリーからエキソン3特異的プライマー5' GCCCTCCAAGTCAACAGTG(配列番号10

)と5' GTGTTGAGGTAATCTTGCCATC(配列番号11)を用いて伸長した。RACE増幅により

エキソン2（アミノ酸83-131）が同定された。開始ATGを含むエキソン1をエキソ

ン2に正しくスプライシングしたEST(受託番号AA959164)から推定し、その配列情

報をゲノム配列と比較することにより確認した。
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【００３１】

b) RNAの単離と分析

  RNAの単離と分析を以前に記載されているように行った(Laible et al., 1997;

 Aagaard et al., 1999)。膜をストリンジェントなチャーチ条件(Sambrook et a

l., 1989)下で全長に近いSuv39h1を含む1.6 kb EcoRI cDNA断片又はSuv39h2のア

ミノ酸143～477をコードしている980 bp cDNA PCRアンプリコンと連続してハイ

ブリダイズした。RNA標品の品質に制御するために、ブロットをガドフ(Gadph)配

列に特異的なDNAプローブと再ハイブリダイズした(Dugaiczyk et al., 1983)。

【００３２】

c) RNAプローブによるSuv39h1とSuv39h2発現のインサイチュ分析

  Suv39h1とSuv39h2特異的リボプローブを得るために、PCR変換SalI/BamHI DNA

断片を、SP6とT7 RNAポリメラーゼにより試験管内転写を可能にするpGEM-3Zf(プ

ロメガ)のポリリンカーの中へクローン化した。Suv39h1のアミノ酸113-237をコ

ードしている395 bp DNA内部断片と同様に、Suv39h2のアミノ酸186-290をコード

している325 bp DNA内部断片を用いた。この領域内のSuv39h1とSuv39h2ヌクレオ

チド配列は約53％しか同じでなく、交差ハイブリダイズしない。インサイチュRN

Aプローブを、SP6(EcoRIライン生成プラスミドのアンチセンスプローブ)又はT7 

RNAポリメラーゼ(BamHIライン生成プラスミドのセンスプローブ)で転写すること

によりDIG-UTP(ベーリンガーマンハイム)で内部標識した。

  全組織標品胚又は5μm切片のパラフィン包埋精巣のインサイチュハイブリダイ

ゼイションを65～70℃ O/Nで行い、高ストリンジェンシーのもとで洗浄し、抗DI

Gアルカリホスファターゼ結合抗体と色素原基質としてBMパープル(ベーリンガー

マンハイム)とインキュベートした後に検出処理した。

【００３３】

d) 核抽出液とタンパク質ブロット分析

  マウス精巣由来の核の単離を、記載されたプロトコールに従って行った(Bunic

k et al., 1990; Motzkus et al., 1999)。精巣、HeLa細胞クローン又はPMEF由

来の約30μgの核抽出液を、抗myc、抗M31(HP1β)(Wreggett et al., 1994)、最

近報告された抗Suv39h1抗体と抗Suv39h2抗体(Aagaard et al., 1999)によるタン
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パク質ブロットで分析した。

【００３４】

e) ウサギポリクローナル抗Suv39h2特異抗体の作成と精製

  アミノ酸157-477を含むSuv39h2コード配列を、PCR増幅によりBamHI-EcoRI DNA

断片の中へ変換し、細菌発現ベクターpGEX-2T(ファルマシア)中でN末端グルタチ

オン-S-トランスフェラーゼ(GST)と枠内に合わせた。cDNAタンパク質の精製とGS

T-Suv39h2によるウサギの免疫化を記載されているように行った(Aagaard et al.

, 1999)。IgG画分をウサギ#2218の粗血清から調製し、GST-Suv39h1グルタチオン

-セファロースビーズ(Aagaard et al., 1999)に対してバッチ前吸収し、GST-Suv

39h2を装填したグルタチオン-セファロース(ファルマシア)により抗Suv39h2抗体

をアフィニティー精製した。100 mMグルシンpＨ2.5で溶離した後、抗体を1/10容

量の2 MヘペスpＨ7.9で中和した。これらのアフィニティー精製した抗Suv39h2抗

体(濃度～0.5 mg/ml)を1:250又は1:500希釈度でタンパク質ブロット分析に又は1

:10～1:20希釈度で間接免疫蛍光に用いた。

【００３５】

f) 精巣浮遊細胞の免疫蛍光分析

  生後3～6ヶ月のC57B16/129マウスから精巣を外科的に切除し、プロテアーゼイ

ンヒビター(ロッシュバイオケミカルズ)を含有する冷MEM培養液(ギブコ)中に小

刀の刃で細かく刻んだ。構造的に保存された浮遊細胞を、記載されている交差結

合固定により調製した(Pandita et al., 1999)。精巣浮遊細胞を同量のPBS緩衝

化(pＨ7.2)3.7％ホルムアルデヒド、0.1 Mスクロースと混合し、シラン化スライ

ドガラスに載置し、スクロースの薄層で被覆されるまで乾かした。

  Suv39hエピトープの間接免疫蛍光(IF)については、スクロース包埋細胞をPBS

で簡単に洗浄し、0.2％トライトンX-100、PBSで30分間抽出し、PTBG(PBS、0.1％

トゥイーン20、0.2％ BSA、0.1％ゼラチン)に希釈したウサギポリクローナル抗S

uv39h1(1:20;(Aagaard et al., 1999))又はウサギポリクローナル抗Suv39h2(1:2

0)抗体と4℃ O/Nでインキュベートした。PTBG中で3分間洗浄した後、CY3結合ヤ

ギ抗ウサギ二次抗体(ベクターラボラトリーズ)又はヤギ抗ウサギビオチニル化二

次抗体(1:500; ダイアノバ)と37℃で45分間インキュベートし、アビジン-FITC(1
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:1,000; シグマ)により第3インキュベートした後に可視化した。PBS、0.1％トゥ

イーン20中での3回の最後の洗浄後に、4',6'-ジアミジノ-2-フェニルインドール

(0.5 mg/ml)(DAPI; シグマ)を含有するアンチフェード溶液(ベクターラボラトリ

ーズ)中の標品にした。染色の特異性を一次抗体の不在下で対照IF分析により確

認した。個々のマウス精子形成細胞のステージングをSCP3正軸コアの展開とヘテ

ロクロマチンの個々の分布によって求めた(Scherthan et al., 1996)。

【００３６】

  二重標識実験については、試料をまず抗Suv39h2(1:10)抗体とインキュベート

し、抗ウサギビオチニル化抗体とアビジン-CY3又はアビジン-FITCでサンドイッ

チ検出した。PBS中の1％ホルムアルデヒドで簡単に固定した後、SCP3又はH1tエ

ピトープをウサギポリクローナル抗SCP3(1:1,000;(Lammers et al., 1994))又は

ウサギポリクローナル抗H1t(1:1,000;(Moens, 1995))抗体で検出し、二次ヒツジ

抗ウサギFITC結合又はヒツジ抗ウサギCY3結合(共にダイアノバ)抗体で可視化し

た。同様に、Suv39h2をビオチンとアビジン-CY3で三重標識した後、試料をマウ

スモノクローナル抗Xmr(1:1,000;(Calenda et al., 1994)抗体とインキュベート

し、二次ヤギ抗マウスFITC結合抗体(ダイアノバ)で検出した。

  処理した試料を、63×と100×平面ネオ蛍光レンズと、赤色、緑色、青色蛍光

励起用一重及び二重バンドパスフィルター(クロマテクノロジー、バトルボロー

、バーモント州)を備えたツァイスアキシオホトエピ蛍光顕微鏡を用いて評価し

た。冷却したCCDカメラ(浜松)でディジタル白黒画像を記録し、ISIS蛍光画像分

析システム(メタシステムズ)でRGB画像と組合わせ、アドビホトショップ3.0で処

理した。

【００３７】

g) GST融合タンパク質の作成及び精製

  グルタチオン-S-トランスフェラーゼ(GST)融合タンパク質としてpGEX-2Tベク

ター(ファルマシア)から発現したGST-Suv1(82-412)産物が記載されている(Aagaa

rd et al., 1999)。BamHI-EcoRI PCRアンプリコンをSUV39H1(82-412)、Suv39h2(

157-477)、CLR4(127-490)(Ivanova et al., 1998)、EZH2(382-747)(Laible et a

l., 1997)及びHRX(3643-3969)(Tkachuk et al., 1992)の枠内融合をコードして
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いるpGEX-2Tに転移することによりGST構築物を更に作成した。すべての構築物を

シークエンシングにより確認した。

  組換えタンパク質をE. coli株BL21の11培養物中で発現させ、10 mlのRIPAバッ

ファー[フルセットのプロテアーゼインヒビター(ベーリンガーマンハイム)とリ

ゾチーム(5 mg/ml; シグマ)を含有する(20 mMトリスpＨ7.5、500 mM NaCl、5 mM

 EDTA、1％ NP-40、0.5％デオキシコール酸ナトリウム)に液体N2中で凍結解凍す

ることにより可溶化した。可溶性タンパク質を遠心分離により透明にし、800μl

グルタチオンセファロースビーズ（ファルマシア）で精製し、RIPAバッファーで

2回洗浄した。タンパク質濃縮物をSDS-PAGEゲルのクーマシー染色で求めた。マ

トリックス結合融合タンパク質を試験管内HMTase分析に直ちに用いるか4℃で貯

蔵した。

【００３８】

h) 試験管内ヒストンメチルトランスフェラーゼ(HMTase)分析

  試験管内HMTase反応を、記載されているプロトコール(Strahl et al., 1999)

に基づいて変更し、基質として10μgの遊離ヒストン(H1、H3、H2B、H2A及びH4の

混合物; べーリンガーマンハイム)を含有する50μlのメチラーゼ活性バッファー

(MAB: 50 mMトリスpＨ8.5、20 mM KCl、10 mM MgCl2、10 mMβ-ME、250 mMスク

ロース)とメチル供与体として300 nCi S-アデノシル-[メチル-14C]-L-メチオニ

ン(25mCi/ml)(アマシャム)の量において行った。通常、10μgのマトリックス結

合GST融合タンパク質を用い、HMTase活性を分析した。37℃で60分間インキュベ

ートした後、SDS充填バッファー中で煮沸することにより反応を止め、15％～18

％SDS-PAGAでタンパク質を分離し、クーマシー染色とフルオログラフィーで可視

化した。

【００３９】

i) 遺伝子ターゲッティングによるSuv39h1とSuv39h2欠損マウスの作成

  Suv39h1はX染色体に位置する。クローン化した部分Suv39h1ゲノム部位を用い

てターゲッティング構築物を作成した。プライマーgM3-9(SII)とgM3-9(RI)によ

り作成した1.2 kb Pfu PCRアンプリコンを相同の短い腕として用い、pGNA-Tベク

ターのnls-lacZ遺伝子と枠内でクローン化した。これを枠内のエキソン2の最初
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の8アミノ酸に入れ、nls-lacZ遺伝子が標的部位からSuv39h1とlacZの最初の8ア

ミノ酸の融合タンパク質を作成する。相同の長い腕としてSuv39h1ゲノムサブク

ローンgSuv39h1 #18からの5.4 kb SacI(フィルドイン)断片を用いた。

  Suv39h2は常染色体であり、染色体2に位置する。クローン化した部分Suv39h2

ゲノム部位を用いてターゲッティング構築物を作成した。プライマーSuv2SIIとS

uv2RIにより作成した1.4 kb Pfu PCRアンプリコンを相同の短い腕として用い、p

GNA-Tベクターのnls-lacZ遺伝子と枠内でクローン化した。これを枠内のエキソ

ン2の最初の113アミノ酸に入れ、nls-lacZ遺伝子が標的部位からSuv39h2とlacZ

の最初の113アミノ酸の融合タンパク質を作成する。部位を不活性化する相同の

長い腕としてSuv39h2ゲノムサブクローンgSuv39h2 #18からの4.9 kb MluI/ApaI(

フィルドイン)断片を用いた。

  これらの構築物をNotIで線状にし、R1 ES細胞(Suv39h1)とE14.1 ES細胞(Suv39

h2)へエレクトロポレートし、G418選択によってES細胞を入れ、G418耐性コロニ

ーについてPCRとサザンブロット分析により相同組換えをスクリーニングした。

標的フィーダー依存性ES細胞をC57BL/6マウスの胎盤胞に注入し、偽妊娠雌に植

え込み、キメラ子孫を作製した。キメラ雄とC57BL/6雌間の戻し交雑後に生殖系

列伝達を得た。ヘテロ接合マウスを品種間育種してSuv39h１とSuv39h2の欠損マ

ウスを得た。次にSuv39h１とSuv39h2の欠損マウスを品種間育種してSuv39h二重

欠損マウスをつくった。

【００４０】

j) 胚幹細胞におけるSuv39h1とSuv39h2の遺伝子座のターゲッティング

  Suv39h1座(X染色体)とSuv39h2座(染色体2)の部分的ゲノムクローン(O'Carroll

 et al., 2000)を用いて相同の短い腕と長い腕を作成し、戦略としてβ-ガラク

トシダーゼ(LacZ)が核局在シグナル(nls)で修飾されたSuv39h1の最初の40アミノ

酸又はSuv39h2の最初の113アミノ酸の枠内融合タンパク質を作製した。ターゲッ

ティングについては、1.2 kb Pfu PCRアンプリコンと5.4 kb SacI DNA断片はゲ

ノムサブクローンgSuv39h1 #18に由来し、1.3 kb Pfu PCRアンプリコンと5.0 kb

 MluI/ApaI DNA断片をゲノムサブクローンgSuv39h2 #28から調製した(図11Aを参

照されたい)。pGNA由来ターゲッティングカセットは、正の選択としてRSV-ネオ



(29) 特表２００３－５３５５９６

マイシン(neo)遺伝子と2つのポリアデニル化部位を含有した。ジフテリア毒素A(

DTA)遺伝子をMCIプロモーターの制御下に用いてランダムの組込みに対して選択

し、3' の相同の長い腕を挿入した。NotIで線状にした後、Suv39h1及びSuv39h2

のターゲッティング構築物をフィーダー依存性R1及びE14.1(129/Sv)胚幹(ES)細

胞にエレクトロポレートした。

【００４１】

  選択した後、G418耐性ES細胞コロニーについて、Suv39h1(PCR1: 5'-ATGGGGGCA

GGGTTTTCGGGTAGAC、配列番号12; PCR2: 5'-AAATGGTATTTGCAGGCCAC-TTCTTG、配列

番号13)又はSuv39h2(PCR1: 5'-GAAAAGGTTGTTCTCCAGCTC、配列番号14; PCR2: 5'-

GGATGGGATGGTGG-AATGGTTTTTAT、配列番号15)の短い腕の外部のプライマーとlacZ

遺伝子(LacZ-PCR1: 5'-AACCCGTCGGATTCTCCGTGGGAAC、配列番号16; LacZ-PCR2: 5

'-CTCAGGAA-GATCGCACTCCAGCC、配列番号17)内のプライマーを用いたネストされ

たPCRによって相同組換えをスクリーニングした。

  プライマーg24r(5'-GACTGC-CTAGTCTGGCACTGAACT、配列番号18)とgl3(5'-GATCA

CTGCGTACATATAC-ACTGAT、配列番号19)で作成した、～500 bp外部Suv39h1イント

ロンプローブを有するPvuII消化ES細胞DNA、又はプライマーP1f(5'-TAGACTT-CTA

CTACATTAACG、配列番号20)とP1r(5'-GATGTCAGTGGCTATGAATG、配列番号21)で作成

した、～500 bp外部Suv39h2エキソン/イントロンプローブを有するHindIII消化E

S細胞DNAのサザンブロット分析により満足すべきターゲッティングを確認した。

これらのDNAプローブは、野生型Suv39h1対立遺伝子からの4.5 kb断片と標的対立

遺伝子からの4.0 kb断片、又はSuv39h2野生型と標的対立遺伝子からの11 kbと6.

1 kbの断片を検出する。

【００４２】

k) Suv39h1欠損マウスとSuv39h2欠損マウスの作成と遺伝子型別

  数種の独立した標的ES細胞クローンにより、突然変異が生殖系列を通り抜ける

キメラマウスを生じた。Suv39h1-/-とSuv39h2-/-マウスを相互交差して複合Suv3

9h突然変異マウス(例えば、Suv39h1-/-、Suv39h2+/-; ヌル/het2)を作成し、番

わせてSuv39h二重ヌル(dn)マウスを作成した。この実験に記載されたマウスはす

べて129/SvとC57B1/6J由来の混合遺伝的背景が維持された。
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  突然変異マウスの遺伝子型別は、上記サザンブロット分析により行った。α-S

uv39h１抗体とα-Suv39h2抗体によるマウス精巣からの核抽出液のタンパク質ブ

ロット分析を以前に記載されているように行った(O'Carroll et al., 2000)。

【００４３】

l) Suv39h二重ヌル初代マウス胚線維芽細胞(PMEF)の作成及び分析

  Suv39h1-/-/Suv39h2+/-複合突然変異マウスを相互交差した後に得られたE12.5

日Suv39h二重ヌル胚からPMEFを得た。対照として、同じ遺伝的背景の野生型胚か

らPMEFを調製した。細胞周期プロファイルと増殖曲線分析については、記載され

ているように継代2のPMEFを分析した(Xu et al., 1999)。PMEF間期クロマチンの

α-phosH3(Hendzel et al., 1997)抗体による染色を記載されているように透過

性を上げていない細胞において行った(Melcher et al., 2000)。生化学分析につ

いては、全核抽出液をポンソー染色で前調整し、α-H3(アップステートバイオテ

クノロジー)抗体とα-phosH3(Hendzel et al., 1997)抗体で免疫ブロットし、強

化した化学蛍光(ECL)(アマシャム)を用いてペルオキシダーゼ染色により可視化

した。

【００４４】

m) PMEFの増殖曲線及びFACS

  野生型と突然変異細胞の増殖可能性を分析するために、PMEFを10 cm2皿に播種

した。次の30継代に対して、3×105細胞を30日毎に新しい10 cm2皿に連続して播

種し(3T3プロトコール)、倍加率を求めた。継代3と継代8PMEF培養物のDNAプロフ

ァイルは、内部標準としてニワトリ赤血球核(ベクトンディキンソン)を用いてエ

タノール固定及びプロピジウム-ヨウ素染色細胞のFACSによって得た。

【００４５】

n) B細胞リンパ腫細胞の骨髄培養物及びFACS分析

  wtとSuv39h dnのマウスからの骨髄細胞を、IL-3(10 ng/ml)、IL-6(5 ng/ml)、

SCF(100 ng/ml)、FLT3リガンド(20 ng/ml)、GM-CSF(1 ng/ml)(すべてR&Dシステ

ムズ製)、10μMデキサメタゾン(シグマ)及びIGF-1(40 ng/ml)(シグマ)で補足し

たStemPro-34 SFM培養液(ライフテクノロジーズ)中で2週間培養した。培養物は

、～3×106細胞/mlの密度で増殖し、フィコール-パック比重遠心(ファルマシア)
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により分化した細胞や死滅した細胞から精製した。

  初代リンパ腫細胞を脾臓やリンパ節から70μmナイロンセルストレイナー(ベク

トンディキンソン)を用いて得、5％熱失活ウシ胎児血清、2 mMグルタミン及び1

％ペニシリン-ストレプトマイシン(すべてギブコ-BRL)で補足したイスコブ変法

ダルベッコ培地(IMDM)中で培養した。単個細胞浮遊液を、β-メルカプトエタノ

ール及びJ558L細胞を産生するrIL-7からの5％調整上清を更に含有している培地

中O/N増殖した。

  個々の細胞表面マーカーを検出する抗体を用いたFACS分析により、腫瘍細胞の

同定を求めた。腫瘍細胞はすべて、B細胞マーカーB220-low(RA3-6B2)とCD19(1D3

)については二重の正であるが、T細胞マーカーCD3(145-2C11)、CD4(RM4-5)、CD8

(53-6.7)、又は顆粒球/マクロファージマーカーGr-1(RB6-8C5)、Mac-1(M1/70)と

赤芽球系列、Ter-119のマーカーについては負であった。大多数のB細胞リンパ腫

細胞も、CD43(S7)とIgM(R6-60.2)については二重の正であるが、一部のクローナ

ル培養物はCD5(53-7.3)に対して反応性を示した。これらのFACSプロファイルに

よって、ヒトにおける慢性リンパ系白血病と似ているSuv39h仲介腫瘍が確認され

る(Foon & Gale, 1995)。

【００４６】

o) 染色体拡散と核型分析

  PMEFと腫瘍細胞核型を、以前に記載されているようにコルヒチン停止中期染色

体拡散とギムザ染色中期染色体拡散について分析した(Czvitkovich et al., 200

1)。

  精原細胞と精母細胞の中期拡散を、1％クエン酸ナトリウムでRTにおいて10分

間低張で膨潤し、カルノイ溶液(75％メタノール、25％酢酸)で4℃ O/Nで固定し

た単離した輸精管断片から調製した。輸精断片を60％酢酸中で2分間インキュベ

ートした後、単個細胞浮遊液をピペット添加を繰り返して作成し、予熱(60℃)ス

ライドガラス上に移し、ホッケー型ガラス棒で機械的にせん断することにより細

胞を拡散させた。

【００４７】

p) α-methH3-K9抗体の作成と精製
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  ヒストンH3リシン9位に対するメチル特異抗体を作成するために、ジメチル化

リシン(バケム)と末端システインを有する6量体ぺプチド、-TARK(Me)2ST-cysを

作成した。抗原性と免疫原性を高めるために、リシン残基によってC末端に結合

している4つの-TARD(Me)2ST-‘フィンガー’からなる‘分枝鎖’ぺプチドを合成

した。この‘分枝鎖’ぺプチドの配列は、[TARK(Me)2ST]4-K2-K-cysである。ぺ

プチドをKLHに結合し、ウサギポリクローナル抗血清を高め、‘分枝鎖’ぺプチ

ドが線状ぺプチドより免疫原性が非常に大きいことを示した。

  2つの正のウサギ(#2233と#2236)からの粗抗血清は‘分枝鎖’であるが修飾し

ていない対照ぺプチドに対してバッチ吸収し、続いてPoros(登録商標)カラムに

架橋したジメチル化‘分枝鎖’抗原に対してアフィニティ精製した(Lachner et 

al., 2001)。結合した抗体を100 mMグリシンpＨ2.5で溶離し、1/10容量の2Mヘペ

スpＨ7.9で中和した。抗体のメチル特異性は、修飾していない又はK9ジメチル化

ヒストンH3ぺプチドやwt又はSuv39h dn PMEFからの核抽出液を有するタンパク質

ブロットで確認した。アフィニティ精製α-methH3-K9抗体(濃度～0.6 mg/ml)は

、タンパク質ブロット分析については1:1,000で又は間接免疫蛍光については1:1

,000～1:5,000で使用し得る。

【００４８】

q) 間期クロマチンと中期染色体の免疫蛍光

  継代6 PMEFを、2％p-FAで10分間氷上で固定し、洗浄し、阻止溶液(PBS、2.5％

BSA、10％ヤギ血清及び0.1％トゥイーン20)とRTで30分間インキュベートし、α-

methH3-K9抗体で4℃ O/Nにおいて染色した。0.2％BSAと0.1％トゥイーン20を含

有するPBSで数回洗浄した後、一次抗体をAlexa Fluor488結合ヤギα-ウサギ抗体

(モレキュラープローブ)で検出した。DNAを4',6'-ジアミジノ-2-フェニルインド

ール(DAPI)で対比染色し、試料をベクタシールド(ベクターラボラトリーズ)に埋

め込んだ。

  中期染色体の調製については、骨髄細胞又は一次腫瘍細胞を、コルキシン処理

(0.5 mg/ml)(シグマ)により2.5時間停止させ、続いて0.6％ KCl又はPBSバッファ

ー(10 mMトリスHCl pＨ7.4; 10 mM NaCl; 5 mM MgCl2)に37℃で15分間低張膨潤

させ、サイトスピン(シャンドン)において2000 rpmで8分間遠心した。拡散した



(33) 特表２００３－５３５５９６

細胞を直ちにPBS中氷冷2％p-FAで固定し、2回洗浄し、上記のようにα-methH3-K

9抗体で染色した。

【００４９】

r) 精巣組織学

  生体マウスから精巣を解剖し、ブインズ液(75％飽和ピクリン酸、5％氷酢酸、

9.3％ホルムアルデヒド)で固定し、ヘマトキシリン/エオジンで染色した。輸精

管のステージングをOakberg(1956)とRussel et al.(1990)に従って行った。マウ

ス主要付随DNAプローブによるFISH分析を、最近記載されているように行い(Sche

rthan et al., 1996)、DeadEndアポトーシス検出システム(プロメガ)を用いて行

った。更に、精巣凍結切片(O'Carroll et al., 2000)をα-Scp、α-Hp1β、α-p

hosH3及びα-meth H3-H9抗体による免疫組織化学で分析した。

【００５０】

s) 生殖細胞の免疫蛍光及び減数分裂染色体拡散

  精細胞の染色体拡散を、Peters et al.(1997a)を少し変更して調製した。単離

した輸精管を機械的に破壊することによりDMEM培養液中で単個生殖細胞浮遊液を

得た。数回洗浄し、ハイポバッファー(30 mMトリスHClpＨ8.2、50 mMスクロース

、17 mMクエン酸ナトリウム)にRTで10分間低張膨潤させた後、細胞を100 mMスク

ロース、15 mMトリスHCl pＨ8.2に再懸濁し、5 mMホウ酸塩pＨ9.2と0.15％トラ

イトンX-100を含有する1％p-FAの薄膜で被覆した予めきれいにしたスライド上に

拡散した。スライドを湿気のあるチャンバ内で～2時間徐々に乾燥し、-80℃で貯

蔵した。記載されている常染色体と性染色体の形態学の変化に従って減数分裂サ

ブステージの分類を行った(Peters et al., 1997b)。

  これらの生殖細胞標品の二重標識免疫蛍光を、ウサギポリクローナルα-methH

3-K9抗体及びやぎα-ウサギAlexa568結合二次抗体と連続インキュベートするこ

とにより行った。1％p-FAに簡単に固定した後、試料をウサギポリクローナルα-

Scp3抗体(Lammers et al., 1995)とインキュベートし、ヤギα-ウサギAlexa488

結合二次抗体で可視化した。更に、α-Scp3とα-Scp1(Offenberg et al., 1991)

、α-Scp3とα-HP1β(Wreggett et al., 1994)、及びα-Scp3とα-phosH3(Hendz

el et al., 1997)の抗体で共染色した(図16A-Cを参照されたい)。
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【００５１】

t) EM分析

  拡散した生殖細胞(上記)からのSC複合体の調製と銀染色をPeters et al.(1997

a)に従って行い、試料をジェオルEKII透過型電子顕微鏡で分析した。

【００５２】

実施例1

Suv39h2 cDNAのコード部分と概念的読み枠

  哺乳動物Su(var)3-9相同体を更に同定するために、マウスSuv39h1又はヒトSUV

39H1 cDNA(Aagaard et al., 1999)による配列類似性調査(Bassett et al., 1995

; Altschul et al., 1997)により、DDBJ/EMBL/GenBankデータベースに関連する

が異なる発現配列タグ(EST)の存在することがわかった。特に、マウスESTは、Su

v39h1/SUV39H1に相同であるか又は第2哺乳動物Su(var)3-9相同体を示している2

つのカテゴリーに該当する。この2番目の種類のSuv39h-ESTに特異的なオリゴヌ

クレオチドを用いて、内部(クロモ及びSETドメイン保存配列を欠いている)DNAプ

ローブをマウスcDNAからPCR増幅し、マウス胚生11.5日のcDNAライブラリーに対

してスクリーニングした(材料及び方法を参照されたい)。6つの正の単離物の中

から、最長の挿入断片をサブクローン化とシークエンシングし、クロモとC末端S

ETドメインを含んでいるほぼ全長のオープンリーディングフレームがわかった。

しかしながら、マウスB細胞特異的細胞系J558Lと失われた5' 端を伸長したS194

からのcDNA鋳型によるRACE-増幅は、出発ATGを検出しなかった。より多くの配列

情報を得るために、約14 kbの部分的Suv39h2ゲノムクローンを単離した(材料及

び方法を参照されたい)。Suv39h1関連遺伝子の用いうるゲノムcDNAとEST配列の

比較によって、枠内停止コドンの前に共通配列を有するとともにエキソン2に正

しくスプライシングし得るエキソン1(材料及び方法を参照されたい)の定義を可

能にした。Suv39h1と相似しているこの新規な遺伝子をSuv39h2(Su(var)3-9 homo

lofue 2として)と称した。複合コードSuv39h2 cDNAのヌクレオチド配列(～1.5 k

b)と概念的読み枠(477アミノ酸)を図1に示す。

【００５３】

  図1は、Suv39h2 cDNAのコード部分の～1.5 kbヌクレオチド配列と概念的読み
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枠を示す図である。枠内停止コドン(星印)の前にある出発ATGを含むエキソン1は

、ゲノムSuv39h2配列と、エキソン2に正しくスプライシングしたESTから得られ

た。用いうるゲノム配列から、エキソン1-3を同定することができ、それぞれの

エキソン/イントロンの境界はヌクレオチド位置278、424及び1083に矢印で示さ

れている。477アミノ酸Suv39h2タンパク質は、クロモドメイン(点線の囲み)、SE

Tドメイン(下のグレイ)及びC末端尾部(濃いグレイのバー)を含む数種の保存配列

モチーフを有する。N末端拡張断片の塩基性アミノ酸はグレイの塩で強調されて

いる。更に、Suv39h1に保存されているシステイン残基は丸で囲まれている。推

定核局在シグナルは下線がひかれている(図1)。

【００５４】

実施例2

S.ポンベ、C.エレガンス、ドロソフィラ又はマウスSU(VAR)3-9関連タンパク質の

保存ドメイン

  477アミノ酸タンパク質の長さに対して、Suv39h2はSuv39h1と59％が同じであ

る(412アミノ酸; (Aagaard et al., 1999))。Suv39h2は、Suv39h1に存在しない8

2アミノ酸の非常に塩基性(20.7％)のN末端拡張断片を有するが、非常に塩基性の

N末端はC15H11.5 ORFにも見られる。プロタミンと明らかに似ているほかに、Suv

39h2 N末端は、塩基性残基に制限されないリンカーヒストンH1のC末端の半分と

中程度に配列が同じである(23.2％)。この伸長したN末端を除いて、Suv39h2はSu

v39h1が以前に示した他の保存ドメインすべてを維持している(Aagaard et al., 

1999)。例えば、いずれのタンパク質も130アミノ酸SETドメインコア(75.2％)と

、3つの保存システイン残基をもつ特徴的なC末端尾部(69.6％)に同一性が高い。

60アミノ酸クロモドメイン(62.7％)、SET結合システインを多く含む領域(54.9％

)及び‘SU(VAR)3-9特異的’N末端(45.0％)もほとんど同じである。Suv39h1と一

致しているSuv39h2は、635アミノ酸ハエタンパク質と比べて著しく短い。全部で

5つの代表的SU(VAR)3-9関連タンパク質のアラインメントにより、これらの保存

配列モチーフの中で特徴的なクロモドメインとSETドメイン及びC末端尾部だけが

ファミリー種によって共有されている。対照的に、SET結合システインは、C.エ

レガンスC15H11.5 ORFになく、SET隣接のシステインを多く含む領域の1/2未満が
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保存されていると思われる。最も大きな変化はN末端に見られ、155アミノ酸拡張

断片を有するSU(VAR)3-9は推定GTP結合部位を含み(Tschiersch et al., 1994)を

含み、CLR4はクロモドメインの前にある配列を欠き、Suv39h2とC15h11.5 ORFは

塩基性であるが異なるN末端拡張断片をコードしている。

【００５５】

  図2は、マウスSuv39h1(412アミノ酸)、マウスSuv39h2(477アミノ酸)、ドロソ

フィラSU(VAR)3-9(635アミノ酸)、S.ポンベCLR4(490アミノ酸)及びC.エレガンス

ORF C15H11.5(503アミノ酸)の系統的関係を示す図である。タンパク質の全長に

対して、Suv39h1は、Suv39h2と同一が59％、SU(VAR)3-9と同一が41％、CLR4と同

一が35％、及びC15H11.5と同一が18％である。同様に、Suv39h2は、Suv39h1と同

一が59％、SU(VAR)3-9と同一が39％、CLR4と同一が37％、及びC15H11.5と同一が

22％である。高度に保存された配列モチーフが示され、クロモ(縦線の囲み)ドメ

インとSET(黒)ドメインと、C15H11.5内に一部だけ有するSET結合システインを多

く含むクラスター(グレイ)を含んでいる。更に、SU(VAR)3-9ではマウスとハエの

タンパク質(Aagaard et al., 1999)、推定GTP結合ドメイン(点の囲み)(Tschiers

ch et al., 1994)で共有されたN末端領域(横線の囲み)及びSuv39h2とC15H11.5で

は塩基性N末端(対角線の囲み)が強調されている。

【００５６】

実施例3

マウス発育中のSuv39h1とSuv39h2の発現

  Suv39h2特異的転写物の存在量は、ES細胞、試験管内分化胚様体(EB)及びE10.5

日目～E15.5日目にあり、胚発現は約E10.5日目がピークである。対照的に、Suv3

9h2転写物はE17.5日目にほとんどダウンレギュレートし、生後の発育ではほとん

どない。非常に似た動的発現プロファイルは、ES細胞と胚様体でのSuv39h1転写

物の相対存在量がSuv39h2転写物と比べて減少していることを除いてSuv39h1にも

見られる(図3、上のパネル)。Suv39h2とSuv39h1の空間的発現プロファイルを調

べるために、Suv39h2特異的リボプローブとSuv39h1特異的リボプローブによる全

組織標品インサイチュハイブリダイゼイション(材料及び方法を参照されたい)を

E8.5日目とE9.5日目のマウス胚で行った。Suv39h2対照センスプローブにおいて
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は残存している染色だけが認められるが、Suv39h2アンチセンスプローブには全

部の胚全体にむしろ均一な発現が示されている。同様に、Suv39h1アンチセンス

プローブは、転写物の広い分布を検出し、E12.5日目の胚の矢状切片に関する以

前のインサイチュハイブリダイゼイションにおけるSuv39h1の偏在する発現と一

致している(Aagaard et al., 1999)。胚組織のほかに、間充織由来尿膜は、Suv3

9h1アンチセンスプローブによって著しく染色されている。上記RNAブロットと合

わせて、この比較分析からSuv39h1とSuv39h2のマウス発育での著しい共発現と重

なっている潜在的機能が示される。

  図3は、未分化のCCE胚幹細胞(ES)、CCE細胞のレチノイン酸誘導試験管内分化

後に得られた胚様体(EB)、及び胚生(E10.5-E17.5)と生後の発育(P1-P4)の種々の

段階の全胚から調製された15μgの全RNAにおいてSuv39h1及びSuv39h2の転写物を

検出するRNAブロット分析を示す図である。RNAの特性の対照として、RNAブロッ

トはGapdh配列に特異的なプローブと再ハイブリダイズした。

【００５７】

実施例4

Suv39h2の精巣特異的発現

  Suv39h2とSuv39h1の転写物の存在量は成体組織では非常にことなっている。Su

v39h1は14成体組織を含むRNA標品のパネルでは広い発現を示すが、Suv39h2の発

現は精巣にほとんど限定されたままであり、mRNAは2.7 kbと1.7 kb転写物として

存在している。他の組織のほかに、卵巣でもSuv39h2転写物は著しくダウンレギ

ュレートする。この精巣特異的発現を更に詳しく分析するために、成体精巣の切

片についてインサイチュハイブリダイゼイションを行った。Suv39h2とSuv39h1ア

ンチセンスプローブは輸精管の最外部細胞層において特異的発現が示され、対応

する対照のセンスプローブは陰性であった。Suv39h2特異的転写物は、Suv39h1と

比べて高レベルで生じる。拡大が大きくなると、B型精原細胞と前細糸期精母細

胞の染色が支配的になる。Suv39h2特異的転写物は、いくつかの太糸期細胞と有

糸分裂に不活性なセルトリ細胞が低レベルで検出される。合わせると、これらの

データは、精子形成の初期には男性生殖細胞におけるSuv39h2転写物の著しい発

現を意味し、男性配偶子形成におけるSuv39h2の機能を示している。
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  図4は、腎臓(KI)、骨格筋(SM)、心臓(HA)、肝臓(LI)、胃(ST)、腸(IN)、肺(LU

)、脳(BR)、脾臓(SP)、胸腺(TH)、精巣(TE)、卵巣(OV)、子宮(UT)又は胎盤(PL)

を含む成体129/Sv組織から調製された15μgの全RNAにおいてSuv39h1とSuv39h2を

検出するRNAブロット分析を示す図である。

【００５８】

実施例5

Suv39h2に特異的な抗血清の作成

  Suv39h2発現を生化学レベルで確認するために、マウスSuv39h2のアミノ酸157-

477を含む組換えグルタチオンS-トランスフェラーゼ(GST)融合タンパク質に対し

て高められたポリクローナルウサギ抗血清を作成した。この血清を関連のGST-Su

v39h1抗原(Aagaard et al., 1999)に対して前吸収し、アフィニティ精製した(材

料及び方法を参照されたい)。試験管内翻訳Suv39h2とヒトSUV39H1(マウスSuv39h

1と95％が同じである; (Aagaard et al., 1999))のウェスタンブロット分析から

、抗Suv39h2抗血清はSuv39h2遺伝子産物を特異的に認識したが種々の哺乳動物細

胞系において内在タンパク質をほとんど検出できなかったことが示された。従っ

て、初代マウス胚性線維芽細胞(PMEF)や成体精巣からの核抽出液を含むタンパク

質ブロットは、抗Suv39h1抗体や抗Suv39h2抗体でプローブされた。特異性とサイ

ズの対照として、(myc)3-SUV39H1(HeLa-B55; 40)又はSuv39h2 cDNAのアミノ酸83

-477をコードしている対応する(myc)3-Suv39h2構築物(HeLa-S2/5)を‘安定に’

過剰発現するHeLa細胞系からの核抽出液を含めた(材料及び方法を参照されたい)

。抗Suv39h1抗体によるイムノブロッティングにより、HeLa-B55核抽出液におけ

るエピトープ(myc)3-SUV39H1(55 kDa)と内在SUV39H1(48 kDa)の存在が示された

。しかしながら、内在Suv39h1は、PMEFでは検出できず、精巣では少量しか存在

しなかった(図5、中のパネル)。対照的に、抗Suv39h2抗体はPMEFと精巣共に約53

 kDaの内在タンパク質を認識し(図5、下のパネル)、HeLa-S2/5核抽出液において

は異所性(myc)3-Suv39h2(83-477)と共泳動している。結論としては、Suv39h2はP

MEFや精巣においてはSuv39h1より強く発現し、内在Suv39h2タンパク質のサイズ

はSuv39h2 cDNAのコード配列から予想される遺伝子産物とよく一致していること

である。
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【００５９】

  図5に示されている実験においては、HeLa-B55、HeLa-S2/5、初代マウス線維芽

細胞(PMEF)及び成体精巣(TE)からの約30μgの核抽出液を抗myc、抗Suv39h1、抗S

uv39h2及び抗M31(負荷対照)抗体でイムノブロットした。HeLa-B55は、(myc)3-SU

V39H1(3-412)を過剰発現し、HeLa-S2/5は(myc)3-Suv39h2(83-477)を過剰発現す

る。これらの異所性タンパク質は、矢印で示されている。内在Suv39h2(53 kDa)

は、(myc)3-Suv39h2(83-477)と共泳動する。抗Suv39h1と抗Suv39h2抗体は、それ

ぞれのエピトープに特異的であり、交差反応しない。

【００６０】

実施例6

精子形成のほとんどの段階でのSuv39h2の動的ヘテロクロマチン結合

  精巣綿棒標品の核における亜核局在内在Suv39h2タンパク質を、抗Suv39h2抗体

による間接免疫蛍光により分析した(材料及び方法を参照されたい)。初期から後

期までの精子形成を含む構造的に保存された浮遊細胞において起こりうる染色体

結合を調べた。内在Suv39h2は、前減数分裂核において分散した分布として、ま

たすべての前細糸期核においては顆粒状染色として見られる(図6、左の核)。細

糸期から複糸期までの精母細胞の発育の間、明るいDAPI対比染色によって可視化

されたヘテロクロマチンのブロックに弱いが異なるSuv39h2染色が現れる。驚く

べきことに、中太糸期でのXY体内に有する性染色体に著しいSuv39h2シグナルが

蓄積する(下記を参照されたい)。減数分裂後、半数体精細胞の凝縮している異質

染色性フォーカスにSuv39h2が豊富なままである(図6、右の核)が、成熟精子にお

いてはもはや検出できない。

  図6は、抗Suv39h2抗体による精巣浮遊細胞の間接免疫蛍光を示す図である。DN

AをDAPIで対比染色した(下のパネル)。個々のマウス精細胞のステージングを材

料及び方法に記載されるように求め、前細糸期精原細胞(PL)、初期、中期及び後

期精母細胞(eSP、mSP、ISP)、複糸期精母細胞(dSP)、及びラウンド精細胞(rST)

が含まれた。

【００６１】

実施例7
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Suv39h2はX-Y体に存在する性染色体において蓄積する

  Suv39h2の性染色体による特異的蓄積を証明するために、Suv39h2とSCP3、及び

Suv39h2とXmrの二重免疫蛍光分析を行った。SCP3は、常染色体の相同対合で形成

される対合複合体の軸コアを染色する(Lammers et al., 1994)。対照的に、Xmr

タンパク質は性染色体の軸とクロマチンと結合し(Calenda et al., 1994)、細糸

期の間にXY体に封入され、対合が常染色体と相対して遅れる。これらの共局在の

結果から、Suv39h2シグナルの濃縮が性染色体の不対軸の周りの拡散SCP3染色と

重なるが、対常染色体のSCと重なっていないことがわかる(図7、上のパネル)。

更に、Suv39h2は、Xmr染色と性染色体の不対軸コアの存在によって特定されるよ

うにXY体と共局在する(図7、中央パネル)。これらのデータは、減数分裂Iの後前

期において性染色体のクロマチンと特異的に蓄積することを意味する。Suv39h2

が性染色体と蓄積するタイミングと分化段階を明確に測定するために、この分析

はSuv39h2の2重免疫蛍光と精巣特異的ヒストンH1変異体H1tによって拡張される(

Meistrich, 1987)。H1tは中太糸期に現れ、半数体精細胞が伸長段階に達するま

で検出される。従って、精母細胞を発育する際に、H1tは中太糸期から複糸期ま

での精母細胞Iを特定する(Moens, 1995)。H1t染色太糸期核の分析により、Suv39

h2-正のXY体が同時に存在することがわかり、中後太糸期から複糸期までにSuv39

h2と性染色体との特異的結合が示された。

  図7は、成体精巣浮遊液の中太糸期から複糸期の精母細胞におけるSuv39h2とSC

P3(上のパネル)、Xmr(中央パネル)、又はヒストンH1t(下のパネル)の二重標識間

接免疫蛍光の結果を示す図である。

【００６２】

実施例8

Suv39h2はHMTase活性を含んでいる

  SU(VAR)3-9タンパク質ファミリーのSETドメインは、6種の植物MTaseによる重

要な配列と二次構造を共有している(Rea et al., 2000)。SETドメインはクロマ

チン調節遺伝子に最も保存されたタンパク質モチーフの1つであることから(Stas

sen et al., 1995; Jenuwein et al., 1998)、SU(VAR)3-9ファミリー種か又は他

のSETドメインタンパク質がHMTase活性を含んでいるかを分析した。GST-SUV39H1
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(82-412)に対応するマウスSuv39h2、S.ポンベCLR4(Ivanova et al., 1998)、ヒ

トEZH2(Laible et al., 1997)及びヒトHRX(Tkachuk et al., 1992)の伸長したSE

TドメインのGST融合産物を作成し、HMTase活性を分析した。分析したSU(VAR)3-9

ファミリー種、SUV39H1、Suv39h2及びCLR4はHMTase活性を示した。対照的に、GS

T-EZH2(382-747)とGST-HRX(3643-3966)は共に遊離ヒストンに対するHMTase活性

を検出できなかった(図8b)。

  図8Aは、CLR4、Suv39h2、SUV39H1、EZH2及びHRXタンパク質のドメイン構造を

示す図であり、矢印はGSTへのN末端融合の境界である。システインを多く含む領

域はグレイの点描で示されている。

  図8Bの実験においては、S.ポンベCLR4[GST-CLR4(127-490)]、マウスSuv39h2[G

ST-Suv2(157-477)]、ヒトEZH2[GST-EZH2(382-747)]、ヒトHRX[GST-HRX(3643-396

9)]及びヒトSUV39H1[GST-SUV1(82-402)]をコードしている約10μgの指示融合タ

ンパク質を、材料及び方法に示された遊離ヒストンとの試験管内HMTase反応に用

いた。

【００６３】

実施例9

マウス生殖系列におけるSuv39h1とSuv39h2の部位のターゲッティング

  マウスSuv39h遺伝子は2つの遺伝子座、Suv39h1とSuv39h2でコードされている

。Suv39h機能とSuv39h依存性K9 H3メチル化の生体内有意性を調べるために、Suv

39h1とSuv39h2双方を欠損したマウス株を標準法に従って作成した。ターゲッテ

ィング戦略を図9に示すとともにSuv39h1とSuv39h2双方のヌルアレレの作製が示

されている。両遺伝子の突然変異により、両部位間の機能的重複性の結果として

生存可能マウスと稔性マウスが得られる。それ故、Suv39h1とSuv39h2の欠損株を

相互交差してSuv39h二重欠損マウスを作製した。二重突然変異マウスはメンデル

未満の割合で生まれ、約20％の予想二重突然変異体が見られた。

  図9は、X結合Suv39h1部位を失活させるために用いられる慣用のターゲッティ

ング戦略を示す図である。図9Bは、野生型の脾臓(Sp)、肝臓(Li)、腎臓(Ki)、及

び脳(Br)由来のSuv39h1のノーザンブロット分析を示す図である。図9は、常染色

体Suv39h2部位を失活させるために用いられる慣用のターゲッティング戦略を示
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す図である。(下のパネル)野生型とSuv39h2ヌル精巣に由来するタンパク質抽出

液に対する抗Suv39h2抗体によるウェスタンブロット分析。

【００６４】

実施例10

Suv39h2機能は雄性配偶子形成に必要である

  行われた実験においては、生存二重突然変異体は増殖を遅らせ、アポトーシス

精原細胞に付随した性腺機能不全(図10a)を示すことが認められた。いくつかの

生存精細胞においては、精子形成で生じるセントロメアの漸進的クラスター形成

が致命的に損なわれる。二重突然変異精巣の組織学的分析によって、Suv39h2二

重欠損マウスを不稔にする成熟精子を欠く非常に異常な細管が示されている。

  図10は、野生型とSuv39h二重ヌルマウスから単離した精巣を示す図である。図

10Bは、野生型とSuv39h二重ヌルマウスから単離した精巣の組織学的分析を示す

図である。精細管の切片が示されているように、Suv39h二重ヌル細管は成熟精子

を欠いている。

【００６５】

実施例11

a) Suv39h二重欠損マウスの作成

  マウスSuv39h HMTaseは、X染色体(Suv39h1)又は染色体2(Suv39h2)においてセ

ントロメア基部位置に地図作製した2つの遺伝子座によってコードされている(O'

Carroll et al., 2000)。両遺伝子座を、細菌LacZ遺伝子とRSVネオマイシン選択

カセットを有する進化的に保存されたクロモドメインの一部を置換する慣用のタ

ーゲッティング法を用いて胚幹(ES)細胞において相同組換えにより独立して破壊

した(図11a)。これらのターゲッティング戦略により、β-ガラクトシダーゼ活性

を維持するSuv39h1の最初の40アミノ酸又はlacZを有するSuv39h2の最初の113ア

ミノ酸の枠内融合タンパク質が作製される。成功したターゲッティングES細胞ク

ローンを用いて突然変異Suv39h1又はSuv39h2対立遺伝子を生殖系列まで伝達した

キメラマウスを作成した(図11b)。野生型、Suv39h1欠損又はSuv39h2欠損マウス

由来精巣核抽出液のα-Suv39h2特異抗体によるタンパク質ブロット分析により、

それぞれのタンパク質がないことが示され、両遺伝子について機能不全対立遺伝
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子を生じたことが証明された(図11c)。

【００６６】

b) Suv39h二重ヌルマウスの障害生存度

  Suv39h1か又はSuv39h2の欠損したマウスは正常な生存度と稔性を示すが、明ら

かな表現型を示さず、両遺伝子がマウス発育中に機能的に不必要になってしまう

ことが示されている(O'Carroll et al., 2000)。それ故、Suv39h1-/-とSuv39h2-

/-マウスを相互交差して複合Suv39h突然変異体を作成し、これらを用いてSuv39h

二重ヌル(dn)マウスを得た。数種の異なる相互交差から得られたSuv39h dnマウ

ス(表I)はメンデル未満の割合で生まれ、発育が遅れ(図11d)、雄の性腺機能不全

を特徴とする。例えば、全部で197匹のマウスのうち46匹が二重ヌルであると予

想されたが(表I)、15匹のSuv39h dnマウス(～33％)が生まれたにすぎなかった。

マウス胚形成の分析により、E12.5日目までSuv39h dn胎児の正常な発育が示され

たが、後の段階ではSuv39h dn胎児は小さくなり、再吸収と出生前致死性の割合

が増える。合わせると、これらの結果から、Suv39h遺伝子が正常な生存度、及び

出生前と出生後の発育には必要であることが証明される。

【００６７】

  図11は、次のSuv39h1欠損マウスとSuv39h2欠損マウスのターゲッティングと遺

伝子型別を示す図である。(A)Suv39h1とSuv39h2ゲノム遺伝子座の概略図、置換

ベクター及びターゲッティングした対立遺伝子。エキソンは黒い囲みで示され、

数字はそれぞれのエキソンの開始アミノ酸位置を意味する(O'Carroll et al., 2

000)。識別制限部位とサザンブロット分析に用いられる外部プローブも図示され

ている。pAはポリアデニル化シグナルを意味する。(B)Suv39h1+/-又はSuv39h2+/

-異型接合相互交差の子孫から単離したPvuII消化DNA又はHindIII消化DNAのサザ

ンブロット分析。(C)野生型(wt)、Suv39h1-/-(Suv-/-)及びSuv39h2-/-(Suv2-/-)

マウス由来精巣核抽出液のα-Suv39h1抗体とα-Suv39h2抗体によるタンパク質ブ

ロット分析。Suv39h1又はSuv39h2のタンパク質のサイズは矢印で示されている。

(D)Suv39h二重ヌル(dn)マウスは出生と成体期に成長が遅れている。

【００６８】

実施例12
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Suv39h dn胚線維芽細胞における染色体誤分離

  Suv39h依存性欠失を更に詳しく調べるために、初代マウス胚線維芽細胞(PMEF)

をE12.5日目の胎児から得た。最初の20継代に対する3T3プロトコールにおける野

生型(wt)とSuv39h dn PMEF間の比較発育曲線から、Suv39h dn PMEFが継代12まで

倍加率が大きいことが示された(図12a)。後の継代では、Suv39h dn PMEFは特徴

的なヘイフリック発症を生存した不死化wt PMEFより増殖可能性がわずかに低下

したように見える。Suv39h dn PMEFが大核や多核のような異常核形態をもつ細胞

の重要な画分を含み、障害有糸分裂や染色体誤分離を連想させることが最近わか

った(Rea et al., 2000)。それ故、継代3と継代8のwtとSuv39h dn PMEFのDNA含

量をFACSにより分析した。FACSプロファイルの異数体の肩によって示されるよう

に、Suv39h dn PMEFは4N DNA含量より大きい細胞を既に含有している(図12B、上

のパネル)。継代8においては、wt PMEFは主に老化する。対照的に、Suv39h dn P

MEFは増殖を続けるが、多くの細胞は八倍体DNA含量を示している(図12B、下のパ

ネル)。

【００６９】

  ゲノム不安定性を更に確認するために、継代8 PMEFによる核型分析を行った(

図12C)。特に、2つの独立したwtと2つのSuv39h dn PMEF培養物の各々の45核型を

調べてた。図12Dに示されるように、wt核型の主な画分は非二倍体であり、染色

体数は25～82の範囲にある。異数性はSuv39h dn核型において著しく増加し、染

色体数38～162を含んでいた。特に、wt PMEFはランダム配列の異数体核型を有し

、Suv39h dn PMEFは主に低四倍体又は低八倍体である。Suv39h dn PMEFの染色体

は、正常形態に見え、ロバートソン融合は認められなかった。結論としては、Su

v39h機能がないことにより、主にすべての組の染色体の分離を損なうことにより

ゲノム不安定性が生じることであった。

  図12は、次のSuv39h dn PMEFにおける染色体不安定性を示す図である。(A)最

初の20継代に対する3T3プロトコールで求めたwtとSuv39h dn PMEFの相対倍加率

。(B)継代3と継代8におけるwtとSuv39h dn PMEF集団培養のDNA含量。(C)wtの染

色体の二倍体数(n＝40)とSuv39h dn PMEFの染色体の高四倍体数(n＝82)を示して

いる中期拡散。(D)継代8における2つのwt培養物と2つのSuv39h dn PMEF培養物に
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よる統計核型分析。各培養について、45の中期を評価した。

【００７０】

実施例13

Suv39h突然変異マウスにおけるB細胞リンパ腫の発症

  次に、Suv39h突然変異マウスについて腫瘍発生の出現率を分析した。大多数の

Suv39h dnマウスが生存可能でないことから、Suv39h1か又はSuv39h2の遺伝子量

が異なるはっきりしたSuv39h遺伝子型を調べた。例えば、X結合Suv39h1遺伝子の

ランダムX失活は、ほとんどの成体組織において著しくダウンレギュレーション

するSuv39h2の機能コピーの存在下にでさえ、Suv39h1+/-マウスにおける腫瘍の

恐れを増しうることが予想された(O'Carroll et al., 2000)。実際に、異型接合

する(het)か又はSuv39h1部位のない98マウスの試験により、生後9～15ヶ月の間

に発生した腫瘍形成の浸透度～28％が示された(表II)。これらの腫瘍は、ヒトに

おけるヒジキンリンパ腫を徐々に進行するFACSプロファイリング(材料及び方法

を参照されたい)が似ている主としてB細胞リンパ腫(図13A)である(Foon & Gale,

 1995)。遅い発症のB細胞リンパ腫の腫瘍出現率は、少しの生存可能なSuv39h dn

マウス(n=6)において～33％であった。対照的には、Suv39h2+/-又はSuv39h2-/-

マウスはわずか≦5％の浸透度でB細胞リンパ腫を発症し(n=21)、対照の野生型マ

ウスでの腫瘍形成は認められなかった。

【００７１】

  初代培養物は、Suv39h dnとSuv39h1-/-、Suv39h2+/-(null1/het2)腫瘍マウス

のリンパ節に由来し、B細胞リンパ腫細胞の核型を分析した。上記Suv39h dn PME

F集団培養に記載された異数体と一致して、これらの腫瘍細胞は、主に二倍体で

あるが高四倍体核型を含んでいた(図13B)。驚くべきことに、いくつかの独立し

たB細胞リンパ腫で調べたSuv39h dn腫瘍核型は、末端セントロメア領域まで結合

したままである不分離染色体によって確認される(図13C)。これらの‘チョウ’

染色体は、Suv39h HMTase活性がないと、中期染色体間の持続的相互作用を高め

ることにより狭セントロメアヘテロクロマチンの特性と機能が損なわれるという

興味ある可能性を生じる。実際に、新しく開発された抗体によるH3-K9メチル化

の分析は、Suv39h null/het2 B細胞リンパ腫細胞に由来する腫瘍染色体の狭セン
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トロメアヘテロクロマチンにmethH3-K9染色のないことを示している。

  図13は、次のSuv39h突然変異マウスにおけるB細胞リンパ腫の発症を示す図で

ある。(A)生後11ヶ月のSuv39h dn腫瘍マウスと野生型対照マウスの脾臓とリンパ

節。(B)腫瘍関連Suv39h dn(null1/null2)とSuv39h1-/-、Suv39h+/-(null1/het2)

マウスのリンパ節に由来する4つの独立した初代培養物の核型分析。(C)末端セン

トロメア領域まで結合したままである‘チョウ’染色体を示している初代Suv39h

 dn B細胞リンパ腫細胞由来の中期拡散。

【００７２】

実施例14

Suv39h dnヘテロクロマチンにおけるH3-K9メチル化の不在

  PMEFと腫瘍細胞に対する上記核型分析により、全染色体補体の分離が狭セント

ロメアクロマチン体制におけるSuv39h依存性欠失によって損なわれてしまう一般

メカニズムが示された。ヒストンメチル化とヘテロクロマチン形成においてSuv3

9h HMTaseの役割を直接評価するために、リシンでのジメチル化のときに(α-met

hH3-K9)ヒストンH3を特異的に認識するウサギポリクローナル抗血清を高めた。

図14Aに示されるように、この抗血清は、DAPIを多く含むヘテロクロマチンとほ

とんど重なるwt PMEFにおいて限局染色を検出する。1つのSuv39h1欠損又はSuv39

h2欠損マウスに由来するPMEFにおいては、～75％の細胞がα-methH3-K9抗体によ

る異質染色性フォーカスにポジティブ染色する。重要なことに、methH3-K9の異

質染色性染色はSuv39h dn PMEFにおいては消失した(図14A、右の列)。

【００７３】

  骨髄細胞由来の有糸分裂染色体を、α-methH3-K9抗血清により分析した。wt拡

散においては、狭セントロメアヘテロクロマチンを選択的に可視化し(図14Bの挿

入部分を参照されたい)、Suv39h dn拡散では残存している染色だけを検出した。

従って、活性セントロメアにおけるSUV39H1の局在と一致している(Aagaard et a

l., 2000)これらのデータから、両Suv39h酵素が体細胞の狭セントロメアヘテロ

クロマチンにおいてH3-K9をメチル化する主なHMTaseであることが証明される。

更に、これらの結果から、ヘテロクロマチンの新規な細胞学的マーカーとしてα

-methH3-K9抗体が確認され、MATとCEN領域でのH3-K9メチル化の濃縮が機能的Clr
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4酵素に依存していることがわかった最近のS.ポンベ研究が確証される(Nakayama

 et al., 2001)。

  図14は、次の狭セントロメアヘテロクロマチンにおけるSuv39h依存性H3-K9メ

チル化を示す図である。(A)野生型(wt)、Suv39h1-/-、Suv39h2-/-、及びSuv39h 

dn PMEFの間期クロマチンに対するDAPIとmethH3-K9染色。％は異質染色性フォー

カスにおけるH3-K9メチル化を示す間期核を意味する。(B)試験管内培養したwtと

Suv39h dn骨髄細胞から調製した有糸分裂染色体に対するDAPIとmethH3-K9。

【００７４】

実施例15

a)Suv39h dnマウスにおける性腺機能不全と完全精子形成不全

  Suv39h遺伝子の発現パターンは、精子形成で重要な役割を示している(O'Carro

ll et al., 2000)。実際に、Suv39h dn雄(n=７)は不稔であり、成熟精子を含ま

ず、それらの精巣重量はwt雄に比べて1/3～1/10に減少した(図15A)。精子形成不

全を更に詳しく調べるために、組織学的切片を行い、分裂で増殖する精原細胞(S

g)から減数分裂精母細胞(Sc)への特徴的分化と減数分裂後半数体精細胞(St)を示

す正常に発育した輸精管が証明される(図15A)。対照的に、精子形成はSuv39h dn

マウスにおいて致命的に損なわれ、初期～後期精母細胞間の転移で分化停止が明

らかであり、結果として非常に空胞化した輸精管が生じる(図15A)。

  マウス主サテライトDNAプローブによるFISH分析とTUNEL分析を用いてSuv39h依

存性精子形成障害を確認した。精原細胞の有糸分裂増殖は正常に見え、前細糸期

精母細胞の％の3～10倍増加が認められた。これらの前細糸期精母細胞はしばし

ば拡大した。これらの結果から、有糸分裂前期への侵入はSuv39h機能不在で遅れ

ることが示される。この遅れにもかかわらず、中太糸期までの減数分裂前期まで

の進行は正常に見えた。しかしながら、中～後太糸期の間、ほとんどの精母細胞

はアポトーシスし、結果として後太糸期精母細胞をほとんど欠きかつ半数体精細

胞を含んでいないV-VI期細管が生じる。結論は、Suv39h遺伝子機能がないと、減

数分裂前期への侵入遅延を誘起し、中～後太糸期間に精母細胞の著しいアポトー

シスの引き金になることであった。

【００７５】
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b)減数分裂ヘテロクロマチンにおけるH3-K9メチル化

  Suv39h依存性精子形成不全が減数分裂ヘテロクロマチンの異なる障害と関係づ

けられるかを調べるために、精巣拡散標品と凍結切片をα-methH3-K9抗体により

分析した。wt標品においては、α-methH3-K9抗体は精原細胞(B-Sg)や前細糸期精

母細胞(preL-Sc)内の異質染色性フォーカスを装飾する(図15B、左の画像、上の

パネル)。初期減数分裂前期(Zyg-Sc)と初期太糸期においては、α-methH3-K9染

色はヘテロクロマチンを除外しないが。真性染色質に広がった。中太糸期から複

糸期までと移動期には、α-methH3-K9染色は、伸長精細胞中のヘテロクロマチン

の1つのブロックに凝縮する異質染色性クラスターに制限された(図15B、上のパ

ネル)。ヒストンがプロタミンで置換されている伸長精細胞と成熟精子中のMethH

3-K9シグナルは検出しなかった。この染色パターンの確実性は、対合複合体(Off

enberg et al., 1991; Lammers et al., 1995)、HP1β(Motzkus et al., 1999)

及びphosH3(Cobb et al., 1999)を認識する抗体による共局在分析で確認された(

Cobb et al., 1999)。従って、上記PMEFの体細胞染色と同じように、これらの結

果は、H3-K9のメチル化が雄精生殖細胞を分化する際に減数分裂ヘテロクロマチ

ンに特異的なマーカーであることを意味する。

【００７６】

c) Suv39h dn精子における障害H3-K9メチル化と異数性

  Suv39h dn精巣拡散由来標品においては、精原細胞と前細糸期精母細胞にはH3-

K9メチル化は存在しない(図15B、左の画像、下のパネル)。減数分裂前期の発生

において初期精母細胞(Zyg-Sc)を確認する著しい真性染色質の染色は認められな

かった。H3-K9メチル化の障害は、～60％のSuv39h dn精原細胞におけるphosH3の

分散分布に付随した。対照的に、HP1βはwtとSuv39h dn精原細胞双方にほとんど

検出されなかった。

  驚くべきことに、中太糸期前から、狭セントロメアヘテロクロマチンにおける

methH3-K9の野生型染色は見られなかった(図15B、下のパネル)。常染色体におけ

るHP1β局在とphosH3シグナルは、Suv39h dn後期精母細胞において普通に生じた

。従って、これらの結果から、精原細胞や減数分裂前期の非常に初期においては

Suv39h HMTaseがH3-K9メチル化を選択的に調節することが証明される。PMEFによ
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る分析と同様に(上記参照)、四倍体精母細胞を生じる結果となるSuv39h dn精原

細胞における完全染色体誤分離の～5倍増加率が認められた(図16C、下を参照さ

れたい)。要するに、これらのデータは、Suv39h HMTaseの初期及びステージ特異

的減数分裂の役割を特定し、減数分裂前期、移動期及び精細胞中のヘテロクロマ

チンをメチル化し得る新規なH3-K9 HMTaseの存在を更に示している。

【００７７】

  図15は、次のSuv39h dnマウスの生殖細胞における精子形成不全とH3-K9メチル

化を示す図である。(A)生後5ヶ月の野生型とSuv39h dnマウス精巣の全体のサイ

ズと組織学。Suv39h dn精巣によって精母細胞(Sc)と精細胞(St)を欠いている多

くの輸精管が示される。特に、いくつかの輸精管(1)は接合糸期精母細胞(Zyg-Sc

)を含むが、更に進んだ分化段階(2)は太糸期にアポトーシス精母細胞(矢印)を示

している。更に後の分化段階では(3)、太糸期精母細胞はほとんど完全に存在し

ない。一部の細管(4)は、セルトリ細胞(SeC)のみを含んでいる。略号: 中間(In-

Sg)及びB型精原細胞(B-Sg); 前細糸期(PreL-Sc)、接合糸期(Zyg-Sc)、中太糸期(

mPach-Sc)、後太糸期(IPach-Sc)、複糸期(Diplo-Sc)及び移動期/M-I(M-I-Sc)精

母細胞; 丸い(rSt)、伸長している(elSt)及び伸長した(eSt)精細胞; セルトリ細

胞(SeC)。

(B)wt(上のパネル)とSuv39h dn(下のパネル)生殖細胞のα-methH3-K9抗体(ピン

ク)とα-Scp3(グリーン)抗体による二重標識免疫蛍光。DNAをDAPI(ブルー)で対

比染色した。Suv39h dn生殖細胞においては、H3-K9メチル化は増殖している精原

細胞(B-Sg)や前細糸期精母細胞(PreL-Sc)に存在せず、接合糸期精母細胞(Zyg-Sc

)では非常に減少し、残存しているシグナルだけが狭セントロメアヘテロクロマ

チン(矢印)で検出される。後の段階では、H3-K9メチル化は野生型染色に見られ

る(上と下のパネルを比較されたい)が、Suv39h dn性染色体(矢印)は複糸期と移

動期で更に強く標識されたままである。二重矢印は、偽常染色体領域(PAR)を示

している。

【００７８】

実施例16

a) Suv39h dn精母細胞における非相同相互作用と対合遅延
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  精原細胞と初期精母細胞における狭セントロメアH3-K9メチル化の不在は、減

数分裂染色体の最初のアラインメントとクラスター形成に必要とされるものであ

る高次構造を特定する際のSuv39h HMTaseの役割を示している。それ故、染色体

対合を、対合複合体(SC)の軸/側方要素と中央要素に特異的な抗体による太糸期

拡散の免疫蛍光により分析した(図16A、B)。面白いことに、～15％(n=90)のSuv3

9h dn精母細胞においては、常染色体間の非相同相互作用が認められた(図16J)。

非相同相互作用は、性染色体と常染色体(X/Y-A)間で頻繁になる(～35％)。面白

いことに、これらの非正統的結合は、非相同染色体の末端セントロメア端(cen-c

en)間で優先的に、セントロメアと末端小粒(cen-tel)間で少し、末端小粒(tel-t

el)間ではごくまれに存在した(図16J)。更に、Suv39h dn精母細胞は、対合が遅

延する対合していない性染色体(下を参照されたい)と常染色体二価体を含んでい

た。常染色体(A-del)の遅延対合は非相同結合の係合とほとんど必ず相関し(図16

A)、双方のプロセスが機能的に関係してもよいことが示される。

  非正統的結合は、更に透過型電子顕微鏡で確認された(図16D-G)。これらの超

微細構造分析により、非相同染色体の末端の間で物理的結合と架橋状構造の存在

がわかった(図16D、C、Fの二重矢印)。パートナー交換(図16G)と非相同アライン

メントの発生も認められた。これらの異常染色体相互作用は、wt精母細胞由来の

EM標品には検出されなかった。

【００７９】

b) Suv39h dn精母細胞における減数分裂での二価の誤分離

  初期前期におけるmethH3-K9の不在は、減数分裂中に染色体動態と分離に影響

があるかを測定するために、精巣拡散標品について移動期/中期I(M-I)と中期II(

M-II)細胞を分析した。移動期/M-Iにおいて、ほとんどのSuv39h dn精母細胞はwt

様形態学を有する二価体であり、染色体凝縮とキアズマ形成が摂動を起こさない

ことを示した(図17B-Dの下を参照されたい)。しかしながら、M-IIでは～14％の

二次精母細胞が四倍体であり、減数第一分裂での二価体すべての分離不全を示し

た(図16I及び16K)。それ故、狭セントロメアヘテロクロマチンにおけるSuv39h誘

導欠失は、減数第一分裂全体で持続し、中期～後期減数分裂で生じるH3-K9メチ

ル化によって‘救済’されないように見える(図15B参照されたい)。
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【００８０】

  図16は、次のSuv39h dn減数分裂染色体の非正統的結合と遅延対合を示す図で

ある。(A-C)対合複合体(SC)の軸/側方要素α-Scp3(緑)と中央要素α-Scp1(赤)に

特異的な抗体によるSuv39h dn太糸期精母細胞の二重標識免疫蛍光。この共標識

により不対合染色体が緑色のような染色で及び対合染色体が橙～赤色で示される

。DNAをDAPI(青色)で対比染色し、狭セントロメアヘテロクロマチンが強い青色

コントラストで強調される。(A)非相同常染色体(A)間と常染色体と性染色体(X、

Y)間に多数の非正統的結合(矢印)を示す2つの中間太糸期精母細胞(mPach-Sc)。

いくつかの常染色体は対合が遅延する(Adel)。(B)狭セントロメア領域(矢印)ま

で非相同相互作用で係合する2つの常染色体を含む後期太糸期(lPach-Sc)精母細

胞。更に、性染色体は対合できなかった。(C)Suv39h dn精原細胞の前の有糸分裂

における全染色体の完全な誤分離から生じる四倍体精母細胞。

(D-G)非相同染色体結合が、主として、顆粒状の銀染色によって可視化される抗

狭セントロメアヘテロクロマチンまで生じることが確認される、Suv39h dn太糸

期染色体の透過型電子顕微鏡(矢頭と2つの矢印)。パネルGに示された染色体は、

パートナー交換の複数の係合を示している。

(H、I)Suv39h dn細胞の前の減数分裂Iにおける完全な誤分離を示すwtとSuv39h d

n二次精母細胞のギムザ中期II染色体。

(J)wt(n=80)とSuv39h dn(n=90)太糸期精母細胞における非相同染色体結合と遅延

対合の頻度のヒストグラム。

(K)wt(n=40)とSuv39h dn(n=30)二次精母細胞における染色体二価体の減数分裂I

誤分離の頻度のヒストグラム。

【００８１】

実施例17

Suv39h欠失は性染色体分離を妨害する

  雄哺乳動物における精子形成は、性小胞又はXY体として知られるユニークなク

ロマチン領域を形成する異形性染色体の存在によって特殊化される(Solari, 197

4)。更に、Y染色体はマウスにおいて最も多い異質染色性染色体である(Pardue &

 Gall, 1970)。相同体対合や性染色体間の交差は、PARと呼ばれる小さな偽常染
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色体領域の存在に左右される(Burgoyne, 1982)。Suv39h機能の不在は、性染色体

のクロマチン体制と分離をいくつかの方法で妨害する。

  まず、XY体のmethH3-K9シグナル(図15Bの矢印)はwtと突然変異太糸期精母細胞

において匹敵しうるレベルで検出されたが、Suv39h dn性染色体は複糸期と移動

期においては強くメチル化されたままである(図15B、下のパネル)。対応して、

複糸期でのXY体への長時間HP1β結合が見られた。第2に、移動期/M-IでのY染色

体の長い腕の近位領域は10％のSuv39h dn細胞が低凝縮したと思われる(図17B、E

)。更に、突然変異Y染色体は、それらの腕の未熟分離又は2つの姉妹染色分体の

完全分離さえも示している(図17D、E)。第3に、H3-K9メチル化は、wtもSuv39h d

n染色体も共にPAR(図15Bの二重の矢印)に存在し、PARはHP1βで装飾されている

。これらの類似した染色パターンにもかかわらず、性染色体は～15％のSuv39h d

n太糸期精母細胞で対合できなかった(図16A、B)。移動期/M-I(図17B、C)で、XY

一価体の存在はwt細胞に比べて4倍増加した(図17F)。合わせると、これらのデー

タから、性染色体、特に高異質染色性Y染色体の特殊化クロマチン構造を共調節

する際のSuv39h HMTaseの役割が示される。

  図17は、次のSuv39h dn精母細胞の減数分裂でのY染色体の異常機能を示す図で

ある。Y染色体の一価(B、C)、障害凝縮(B、C)及び未熟姉妹染色分体分離を示すw

t(A)とSuv39h dn(B-D)一次精母細胞のギムザ染色移動期/中期I染色体。(E)Y染色

体の異常凝縮又は未熟姉妹染色分対分離による移動期/M-I細胞の頻度のヒストグ

ラム(wt: n=190; Suv39h dn: n=170)。(F)太糸期(wt: n=80; Suv39h dn: n=80)

又は移動期/M-I(wt: n=190; Suv39h dn: n=170)のXY一価の頻度のヒストグラム

。

【００８２】

実施例18

Suv39h2 MTase活性を有するモジュレーターのスクリーニング

  すべての段階が自動化され、試験される異なる化合物の位置を後の対照標準の

ためにコンピュータに登録する。活性をモジュレートする試験される化合物を38

4ウェルプレートに2回の実験でアリコート分割する。次にMABバッファー中の20

～200ナノモルの組換えGSTタグ標識ヒトSUV39H2を反応に添加する。ユウロピウ
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ムで標識した20ナノモルの分枝ぺプチド([TARKST]4-K2-K-cys)、次に100ナノモ

ルのS-アデノシルメチオニンを添加する。この反応を室温で40分間放置してから

、α-methH3-K9抗体が被覆された第2プレートに移した。次にこの反応を室温で4

0分間放置して抗体をメチル化基質に結合する。メチル化基質を捕捉した後、非

結合非メチル化基質を50 mMトリスpＨ8.5で洗い流した。次にユウロピウムラベ

ルを50μlpＨ4.5増強溶液中で25分間ぺプチドから切断する。次にキレート化ユ

ウロピウム分子を360 nmで励起し、620 nmの発光した蛍光をポーラースタープレ

ートリーダーにおける時間分割蛍光を用いて計算する。次に結果を自動的にグラ

フにする。

【００８３】

  蛍光レベルはMTase活性レベルに直接関係する。MTase活性に対する異なる化合

物の効果は、化合物が添加されていない又は酵素が添加されていない対照反応と

比べたときのグラフに明らかに見ることができる。

  図19は、次の方法のスクリーニング法の原理を示す図である。

a) Suv39h2をS-アデノシルメチオニン(SAM)及び色素原で標識した非修飾ぺプチ

ド基質(例えば、分枝ぺプチド([TARKST]4-K2-K-cys)とインキュベートする。こ

の基質をメチル化した後、基質はマイクロタイタープレートに固定化したLys9-

メチル特異抗体のエピトープになる。結合ぺプチドレベルは、色素生産性標識か

らの蛍光レベルにより定量し得る。

b) モジュレーター(例えば、インヒビター、I)の存在下、MTaseによるメチル基

の転移は影響され(減少する)、これは固定化された抗体により捕捉された基質量

に影響を及ぼし、蛍光レベルによって定量される。阻害作用を有する化合物は、

蛍光シグナルの減少をもたらし、増強作用を有する化合物は蛍光シグナルの増加

をもたらす。

【００８４】

【表１】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図1：Suv39h2 cDNAのコード部分と概念的読み枠。

    【図２】
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  図2：S.ポンベ、C.エレガンス、ドロソフィア及びマウスSU(VAR)3-9関連タン

パク質の保存ドメイン。

    【図３】

  図3：マウス発育中のSuv39h1とSuv39h2の発現。

    【図４】

  図4：Suv39h2の精巣特異的発現。

    【図５】

  図5：内在Suv39h2タンパク質の検出とサイズ。

    【図６】

  図6：精子形成のほとんどの段階でのSuv39h2の動的ヘテロクロマチン結合。

    【図７】

  図7：Suv39h2はX-Y体に存在する性染色体と蓄積する。

    【図８】

  図8：哺乳動物Su(var)3-9は固有のHMTase活性を含んでいる。

    【図９】

  図9：マウス生殖系列におけるSuv39h1とSuv39h2のターゲティング。

    【図１０】

  図10：Suv39h機能は雄性配偶子形成に必要である。

    【図１１】

  図11：Suv39h1欠損マウスとSuv39h2欠損マウスの作成と遺伝子型別。

    【図１２】

  図12：Suv39h dn PMEFにおける染色体の不安定性。

    【図１３】

  図13：Suv39h突然変異マウスにおけるB細胞リンパ腫の発症。

    【図１４】

  図14：狭セントロメアヘテロクロマチンにおけるSuv39h依存性H3-K9メチル化

。

    【図１５】

  図15：Suv39h dnマウスの生殖細胞における精子形成不全とH3-K9メチル化。



(66) 特表２００３－５３５５９６

    【図１６】

  図16：Suv39h dn減数分裂染色体の非正統的結合と遅延対合。

    【図１７】

  図17：Suv39h dn精母細胞の減数分裂でのY染色体の異常機能。

    【図１８】

  図18：染色体安定性を保護する際の“異質染色性受容能”のモデル。

    【図１９】

  図19：Suv39h2モジュレーターを同定するスクリーニング法の概略図。

    【配列表】
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【図１／１】



(78) 特表２００３－５３５５９６

【図１／２】
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【図１／３】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】

【図７】
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【図８】
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【図９Ａ】
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【図９Ｂ】
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【図９Ｃ】



(89) 特表２００３－５３５５９６

【図１０】
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【図１１Ａ】
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【図１１Ｂ】
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【図１１Ｃ】
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【図１１Ｄ】
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【図１２Ａ，Ｂ】
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【図１２Ｃ，Ｄ】
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【図１３Ａ，Ｂ】
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【図１３Ｃ】
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【図１４Ａ】
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【図１４Ｂ】
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【図１５Ａ】
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【図１５Ｂ】
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【図１６Ａ－Ｃ】
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【図１６Ｄ－Ｉ】



(104) 特表２００３－５３５５９６

【図１６Ｊ，Ｋ】
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【図１７Ａ－Ｄ】
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【図１７Ｅ，Ｆ】
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【図１８／１】
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【図１８／２】
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【図１９】
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【国際調査報告】
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IPC分类号 G01N33/50 A61K45/00 A61P15/16 A61P35/00 C07K7/02 C07K16/18 C07K16/40 C07K16/44 C12N9
/10 C12N15/09 C12Q1/48 G01N33/15 G01N33/53 G01N33/573 G01N33/68

CPC分类号 A61P15/16 C07K16/40 C12N9/1007 C12Q1/48 G01N33/6875 G01N2333/91011 G01N2500/00

FI分类号 A61K45/00 A61P15/16 A61P35/00 C07K16/40 C12N9/10 C12Q1/48.Z G01N33/15.Z G01N33/50.Z 
G01N33/573.A C12N15/00.ZNA.A

F-TERM分类号 2G045/AA40 2G045/FB01 2G045/FB03 2G045/FB07 2G045/FB08 4B024/AA01 4B024/BA10 4B024
/CA04 4B024/DA02 4B024/DA03 4B024/HA17 4B050/CC03 4B050/DD11 4B050/LL01 4B063/QA18 
4B063/QQ08 4B063/QQ26 4B063/QQ80 4B063/QR06 4B063/QR49 4B063/QR77 4B063/QX01 4B063
/QX07 4C084/AA06 4C084/AA07 4C084/AA13 4C084/AA17 4C084/CA53 4C084/CA56 4C084/CA59 
4C084/MA52 4C084/MA55 4C084/NA14 4C084/ZA861 4C084/ZB261 4C084/ZC611 4C084/ZC781 
4H045/AA11 4H045/DA75 4H045/FA74

优先权 2000112479 2000-06-09 EP
2000112345 2000-06-09 EP

外部链接 Espacenet

摘要(译)

小鼠和人类Suv39h2多肽以及编码它们的DNA分子。 Suv39h2是一个新
的Suv3-9基因家族物种。 Suv39h2是一种新型的减数分裂高阶染色质组
件。 它具有组蛋白甲基转移酶活性，是与Suv39h1结合产生雄性配子所
必需的。 Suv39h2可用于筛选方法，以确定用于癌症治疗和男性避孕的
甲基转移酶活性调节剂。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/ddbff2a7-9e10-4c9c-8be4-f6d72c9a8730
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/026071033/publication/JP2003535596A?q=JP2003535596A

