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(54)【発明の名称】 タンパク質－タンパク質相互作用

(57)【要約】
本発明は、生理学的な障害または疾患を含む、哺乳動物
の生理学的な経路に関与する新規なタンパク質－タンパ
ク質相互作用の発見に関する。生理学的な障害および疾
患の例には、非インスリン依存性真性糖尿病（ＮＩＤＤ
Ｍ）、アルツハイマー病（ＡＤ）のごとき神経変性疾患
等が含まれる。かくして、本発明は、これらのタンパク
質および／またはそれらのフラグメントの複合体、該複
合体に対する抗体、（疾患への素因の診断および該疾患
の存在の診断を含む）生理学的に発生する疾患の診断、
本明細書に記載するタンパク質の相互作用を調節する剤
についての薬剤スクリーニング、ならびに本明細書に記
載するタンパク質に共通の経路におけるさらなるタンパ
ク質の同定に指向される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ２つのタンパク質を含む単離されたタンパク質複合体であっ

て、

  （ａ）表１に記載された複合体：

  （ｂ）表２に記載された複合体：

  （ｃ）表３に記載された複合体：

  （ｄ）表４に記載された複合体：

  （ｅ）表５に記載された複合体：

  （ｆ）表６に記載された複合体：

  （ｇ）表７に記載された複合体：

  （ｈ）表８に記載された複合体：

  （ｉ）表９に記載された複合体：

  （ｊ）表１０に記載された複合体：

  （ｋ）表１１に記載された複合体：

  （ｌ）表１２に記載された複合体：

  （ｍ）表１３に記載された複合体：

  （ｎ）表１４に記載された複合体：

  （ｏ）表１５に記載された複合体：

  （ｐ）表１６に記載された複合体：

  （ｑ）表１７に記載された複合体：

  （ｒ）表１８に記載された複合体：

  （ｓ）表１９に記載された複合体：

  （ｔ）表２０に記載された複合体：

  （ｕ）表２１に記載された複合体：

  （ｖ）表２２に記載された複合体：

  （ｗ）表２３に記載された複合体：

  （ｘ）表２４に記載された複合体：

  （ｙ）表２５に記載された複合体：

  （ｚ）表２６に記載された複合体：
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  （ａａ）表２７に記載された複合体：

  （ａｂ）表２８に記載された複合体：

  （ａｃ）表２９に記載された複合体：

  （ａｄ）表３０に記載された複合体：

  （ａｅ）表３１に記載された複合体：

  （ａｆ）表３２に記載された複合体：

  （ａｇ）表３３に記載された複合体：

  （ａｈ）表３４に記載された複合体：

  （ａｉ）表３５に記載された複合体：

  （ａｊ）表３６に記載された複合体：

  （ａｋ）表３７に記載された複合体：

  （ａｌ）表３８に記載された複合体：

  （ａｍ）表３９に記載された複合体：

  （ａｎ）表４０に記載された複合体：

  （ａｏ）表４１に記載された複合体：

  （ａｐ）表４２に記載された複合体：

  （ａｑ）表４３に記載された複合体：

  （ａｒ）表４４に記載された複合体：

  （ａｓ）表４５に記載された複合体：

  （ａｔ）表４６に記載された複合体：

  （ａｕ）表４７に記載された複合体：

  （ａｖ）表４８に記載された複合体：

  （ａｗ）表４９に記載された複合体：

  （ａｘ）表５０に記載された複合体：

  （ａｙ）表５１に記載された複合体：

  （ａｚ）表５２に記載された複合体：

  （ｂａ）表５３に記載された複合体：

  （ｂｂ）表５４に記載された複合体：

  （ｂｃ）表５５に記載された複合体：
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  （ｂｄ）表５６に記載された複合体：

  （ｂｅ）表５７に記載された複合体：

  （ｂｆ）表５８に記載された複合体：

  （ｂｇ）表５９に記載された複合体：

  （ｂｈ）表６０に記載された複合体：

  （ｂｉ）表６１に記載された複合体：

  （ｂｊ）表６２に記載された複合体：

  （ｂｋ）表６３に記載された複合体：

  （ｂｌ）表６４に記載された複合体：

  （ｂｍ）表６５に記載された複合体：

  （ｂｎ）表６６に記載された複合体：

  （ｂｏ）表６７に記載された複合体：

  （ｂｐ）表６８に記載された複合体：

  （ｂｑ）表６９に記載された複合体：

  （ｂｒ）表７０に記載された複合体：

  （ｂｓ）表７１に記載された複合体：

  （ｂｔ）表７２に記載された複合体：および

  （ｂｕ）表７３に記載された複合体

よりなる群から選択される該タンパク質複合体。

    【請求項２】  該タンパク質複合体が完全なタンパク質を含む請求項１記載

のタンパク質複合体。

    【請求項３】  該タンパク質複合体が１つのタンパク質の断片およびもう１

つのタンパク質の完全なタンパク質を含む請求項１記載のタンパク質複合体。

    【請求項４】  該タンパク質複合体がタンパク質の断片を含む請求項１記載

のタンパク質複合体。

    【請求項５】  請求項１記載のタンパク質複合体と選択的に免疫反応性であ

る単離された抗体。

    【請求項６】  該抗体がモノクローナル抗体である請求項５記載の抗体。

    【請求項７】  （ａ）表１－７３のうちの１つに記載されたタンパク質複合
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体が組織抽出物に存在するか否か；

  （ｂ）表１－７３のうちのいずれか１つに記載されたタンパク質複合体を形成

するタンパク質の能力；および

  （ｃ）表１－７３のうちのいずれか１つに記載されたタンパク質複合体のタン

パク質をコードする遺伝子中の突然変異；

につきアッセイすることを特徴とする動物において生理学的障害を診断する方法

。

    【請求項８】  該動物がヒトである請求項７記載の方法。

    【請求項９】  該診断が該生理学的障害に対する素因についてのものである

請求項７記載の方法。

    【請求項１０】  該診断が該生理学的障害の存在についてのものである請求

項７記載の方法。

    【請求項１１】  該アッセイが酵母２－ハイブリッドアッセイを含む請求項

７記載の方法。

    【請求項１２】  該アッセイが、タンパク質複合体のタンパク質を合わせる

ことによって形成された複合体をイン・ビトロで測定することを含み、該タンパ

ク質が該動物から単離されたものである請求項７記載の方法。

    【請求項１３】  該複合体が該複合体に特異的な抗体と結合させることによ

って測定される請求項１２記載の方法。

    【請求項１４】  該アッセイが、該タンパク質複合体に特異的な抗体を該動

物からの組織抽出物と混合し、該抗体の結合を測定することを含む請求項７記載

の方法。

    【請求項１５】  当該タンパク質複合体の他のタンパク質とで複合体を形成

する当該突然変異を持つタンパク質の能力につきアッセイすることを含み、ここ

に、該複合体を形成できないことは、生理学的障害を診断するのに該突然変異が

有用であることを示すことを特徴とする、表１－７３のうちの１つに記載された

タンパク質複合体のタンパク質のうちの１つをコードする遺伝子中の突然変異が

生理学的障害を診断するのに有用であるか否かを判定する方法。

    【請求項１６】  該遺伝子が動物遺伝子である請求項１５記載の方法。



(6) 特表２００２－５４２７７４

    【請求項１７】  該動物がヒトである請求項１６記載の方法。

    【請求項１８】  該診断が生理学的障害に対する素因についてのものである

請求項１５記載の方法。

    【請求項１９】  該診断が生理学的障害の存在についてのものである請求項

１５記載の方法。

    【請求項２０】  該アッセイが酵母２－ハイブリッドアッセイを含む請求項

１５記載の方法。

    【請求項２１】  該アッセイが、タンパク質複合体のタンパク質を合わせる

ことによって形成された複合体をイン・ビトロで測定することを含み、該タンパ

ク質は動物から単離されたものである請求項１５記載の方法。

    【請求項２２】  該動物がヒトである請求項２１記載の方法。

    【請求項２３】  該複合体が、該複合体に特異的な抗体と結合させることに

よって測定される請求項２１記載の方法。

    【請求項２４】  （ａ）薬物の存在下で当該タンパク質複合体のタンパク質

を合わせて第１の複合体を形成させ；

  （ｂ）該薬物の不存在下でタンパク質を合わせて第２の複合体を形成させ；

  （ｃ）該第１の複合体および第２の複合体の量を測定し；次いで、

  （ｄ）該第１の複合体の量を該第２の複合体の量と比較する；

ことを含み、ここに、もし該第１の複合体の量が該第２の複合体の量より大であ

るかまたは小であれば、該薬物は該タンパク質複合体のタンパク質の相互作用を

変調する薬物候補であることを特徴とする、表１－７３のいずれか１つに記載さ

れたタンパク質複合体のタンパク質の相互作用を変調できる薬物候補につきスク

リーニングする方法。

    【請求項２５】  該スクリーニングがイン・ビトロスクリーニングである請

求項２４記載の方法。

    【請求項２６】  該複合体が、該タンパク質複合体に特異的な抗体と結合さ

せることによって測定される請求項２４記載の方法。

    【請求項２７】  もし該第１の複合体の量が該第２の複合体の量よりも大で

あれば、該薬物は該タンパク質の相互作用を促進する薬物候補である請求項２４
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記載の方法。

    【請求項２８】  もし該第１の複合体の量が該第２の複合体の量よりも小で

あれば、該薬物は該タンパク質の相互作用を阻害する薬物候補である請求項２４

記載の方法。

    【請求項２９】  生理学的障害についての非－ヒト動物モデルであって、該

動物またはその先祖のゲノムが、表１－７３のいずれか１つに記載されたタンパ

ク質複合体の形成が改変されてしまったように修飾された該モデル。

    【請求項３０】  該タンパク質複合体の形成が：

  （ａ）該タンパク質複合体のタンパク質の少なくとも１つの過剰発現；

  （ｂ）該タンパク質複合体のタンパク質の少なくとも１つについての遺伝子の

、第２の動物からの遺伝子との置換および該タンパク質の発現；

  （ｃ）該タンパク質複合体のタンパク質の少なくとも１つの突然変異形態の発

現；

  （ｄ）該タンパク質複合体のタンパク質の少なくとも１つの発現の欠如；また

は

  （ｅ）該タンパク質複合体のタンパク質の少なくとも１つの減少した発現；

の結果として改変されたものである請求項２９記載の非－ヒト動物モデル。

    【請求項３１】  請求項２９記載の動物モデルから得られた細胞系。

    【請求項３２】  生理学的障害についての非－ヒト動物モデルであって、表

１－７３のいずれか１に記載されたタンパク質複合体の生物学的活性が改変され

てしまっている該モデル。

    【請求項３３】  該生物学的活性が、

  （ａ）該複合体の形成の破壊；または

  （ｂ）該複合体の作用の破壊；

の結果として改変されてしまっている請求項３２記載の非－ヒト動物モデル。

    【請求項３４】  該複合体の形成が、該タンパク質複合体を形成するタンパ

ク質の少なくとも１つに抗体を結合させることによって破壊される請求項３２記

載の非－ヒト動物モデル。

    【請求項３５】  該複合体の作用が、抗体を該複合体に結合させることによ
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って破壊される請求項３２記載の非－ヒト動物モデル。

    【請求項３６】  該複合体の形成が、該タンパク質複合体を形成するタンパ

ク質の少なくとも１つに小さな分子を結合させることによって破壊される請求項

３２記載の非－ヒト動物モデル。

    【請求項３７】  該複合体の作用が、該複合体に小さな分子を結合させるこ

とによって破壊される請求項３２記載の非－ヒト動物モデル。

    【請求項３８】  当該細胞系の細胞のゲノムが、表１－７３のうちのいずれ

か１つに記載された少なくとも１つのタンパク質複合体を生産するように修飾さ

れている細胞。

    【請求項３９】  当該細胞系の細胞のゲノムが、表１－７３のいずれか１つ

に記載されたタンパク質複合体の少なくとも１つのタンパク質を排除するように

修飾されている細胞系。

    【請求項４０】  （ａ）薬物の存在下で、表１－７３に記載されたタンパク

質から選択されたタンパク質の活性を測定し、

  （ｂ）該薬物の存在下で該タンパク質の活性を測定し、次いで、

  （ｃ）工程（１）および（２）で測定された活性を比較する；

工程を含み、もし、活性に差があれば、該薬物は当該生理学的障害を治療する薬

物候補であることを特徴とする、生理学的障害を治療するのに有用な薬物候補に

つきスクリーニングする方法。

    【請求項４１】  配列番号：４、６、８に記載されたアミノ酸配列よりなる

群から選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする単離された核酸

。

    【請求項４２】  配列番号：３、５、７および９に記載されたヌクレオチド

配列よりなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む請求項４１記載の単離さ

れた核酸。

    【請求項４３】  配列番号：４、６、８および１０に記載されたアミノ酸配

列よりなる群から選択されるアミノ酸配列を含む単離されたポリペプチド。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の背景

  本発明は、生理学的な障害または疾患を含む、哺乳動物の生理学的な経路に関

与する新規なタンパク質－タンパク質相互作用の発見に関する。生理学的な障害

および疾患の例には、非インスリン依存性真性糖尿病（ＮＩＤＤＭ）、アルツハ

イマー病（ＡＤ）のごとき神経変性疾患等が含まれる。かくして、本発明は、こ

れらのタンパク質および／またはそれらのフラグメントの複合体、該複合体に対

する抗体、（疾患への素因の診断および該疾患の存在の診断を含む）生理学的に

発生する疾患の診断、本明細書に記載するタンパク質の相互作用を調節する剤に

ついての薬剤スクリーニング、ならびに本明細書に記載するタンパク質に共通の

経路におけるさらなるタンパク質の同定に指向される。

      【０００２】

  本明細書中で用いる刊行物および他の材料は、本発明の背景を説明し、および

特に実施に関するさらなる詳細を提供する場合は出典明示して本明細書の一部と

みなし、簡便性のため、以下の明細書中で著者と日付によって示し、かつ添付す

る参考文献リストに各々グループ化する。

      【０００３】

  転写、翻訳および代謝またはシグナル伝達の経路を含めた生物学における多数

のプロセスは、非共有的に会合したタンパク質複合体によって媒介される。タン

パク質－タンパク質複合体またはタンパク質－ＤＮＡ複合体の形成は、最も効果

的な化学的な機構である。近代の生物学的研究のうちの多くは、細胞プロセスに

関与するタンパク質の同定、それらの機能の決定、ならびにそれらが特定の経路

にて関与する他のタンパク質と相互作用する方法、時期および場所に関連してい

る。さらに、ゲノムシークエンシングにおける急速な進歩で、タンパク質リンケ

ージマップ、すなわち、タンパク質またはタンパク質複合体の機能的なアセンブ

リを作成する、または生理学的な経路を作成するタンパク質相互作用の詳細な目

録を規定するための要求が存在する。

  ヒトゲノム研究における最近の進歩は、新規な遺伝子の同定における急速な進



(10) 特表２００２－５４２７７４

歩に導いた。生物学的および医薬上の研究における適用において、遺伝子産物の

機能を決定する要求が存在する。新規な遺伝子の機能を規定する第一工程は、適

当なコンテキストにおける他の遺伝子産物とのその相互作用を決定することであ

る。すなわち、タンパク質が機能的なアセンブリまたは生理学的な経路の一部分

として他のタンパク質または他のバイオポリマーと特異的に相互作用するので、

遺伝子の機能を調べる適当な方法は、他の遺伝子とのその物理的な関連性を決定

することである。いくつかの系がは、タンパク質相互作用およびかくして遺伝子

間の関連性を同定するために存在する。

  哺乳動物の生理学的な経路に関連するさらなるタンパク質－タンパク質相互作

用の発見につき当該技術分野における要求が存在し続ける。哺乳動物の生理学的

な障害または疾患に関与するタンパク質－タンパク質相互作用を同定し、かくし

て、薬物標的を同定するためにも当該技術分野における要求が存在し続ける。

      【０００４】

発明の概要

  本発明は、生理学的な障害または疾患を含めた哺乳動物の生理学的な経路に関

与するタンパク質－タンパク質相互作用の発見に関する。本明細書に記載された

相互作用しているタンパク質の同定は、有用な医薬の同定に関する新たな標的、

危険な状態にある（at risk）個人の同定における診断ツールに関する新たな標

的、形質転換セルラインを産生するための配列、細胞モデルおよび動物モデル、

ならびにかかる生理学的な経路における治療介入のための新たなベースを提供す

る。

      【０００５】

  かくして、本発明の１の態様はタンパク質複合体である。該タンパク質複合体

は、（ａ）２の相互作用タンパク質の、（ｂ）第１の相互作用タンパク質と第２

の相互作用タンパク質のフラグメントとの、（ｃ）第１の相互作用タンパク質の

フラグメントと第２の相互作用タンパク質との、または（ｄ）第１の相互作用タ

ンパク質のフラグメントと第２の相互作用タンパク質のフラグメントとの、複合

体である。相互作用タンパク質のフラグメントには、相互作用して複合体を形成

するタンパク質の部分が含まれる。本発明のこの態様には、タンパク質相互作用
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の検出および組換え技術によるタンパク質の作製が含まれる。後者の具体例には

、クローン化配列、ベクター、トランスフェクトまたは形質転換宿主細胞ならび

にトランスジェニック動物も含まれる。

      【０００６】

  本発明の第２の態様は、上記の複合体と免疫反応性である抗体である。該抗体

はポリクローナル抗体であってもモノクローナル抗体であってもよい。該抗体は

該複合体とは免疫反応性であるが、該複合体の成分部分とは免疫反応性でない。

すなわち、該抗体は第１の相互作用タンパク質、第１の相互作用タンパク質のフ

ラグメント、第２の相互作用タンパク質または第２の相互作用タンパク質のフラ

グメントとは免疫反応性でない。かかる抗体を用いて、タンパク質複合体の存在

または不存在を検出し得る。

      【０００７】

  本発明の第３の態様は、ヒトまたは他の動物における生理学的な疾患に対する

素因を診断するための方法である。かかる疾患の診断には、該疾患に対する素因

の診断および該疾患の存在についての診断が含まれる。本法に従って、第１の相

互作用タンパク質またはそのフラグメントが第２の相互作用タンパク質またはそ

のフラグメントと複合体を形成する能力をアッセイし、あるいは相互作用タンパ

ク質をコードする遺伝子をタンパク質分子の相互作用部分中の突然変異について

スクリーニングする。第１の相互作用タンパク質またはそのフラグメントが複合

体を形成する能力がないこと、または相互作用ドメイン内の遺伝子中の突然変異

の存在は、疾患に対する素因またはその存在の指標である。本発明の１の具体例

により、複合体を形成する能力をツーハイブリッドアッセイでアッセイする。こ

の具体例の第１の態様において、複合体を形成する能力は酵母ツーハイブリッド

アッセイによってアッセイする。第２の態様において、複合体を形成する能力は

哺乳動物ツーハイブリッドアッセイによってアッセイする。第２の具体例におい

て、複合体を形成する能力は、該第１のタンパク質と該第２のタンパク質とを合

することによって形成される複合体をイン・ビトロ（in vitro)で測定すること

によってアッセイする。１の態様において、タンパク質はヒトまたは他の動物か

ら単離する。第３の具体例において、複合体を形成する能力は、該複合体に対し
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て特異的である抗体の結合性を測定することによってアッセイする。第４の具体

例において、複合体を形成する能力は、ヒトまたは他の動物からの組織抽出物と

の複合体に対して特異的である抗体の結合性を測定することによってアッセイす

る。第５の具体例において、本明細書中に記載する相互作用タンパク質のコード

配列を突然変異につきスクリーニングする。

      【０００８】

  本発明の第４の態様は、第１の相互作用タンパク質と第２の相互作用タンパク

質との相互作用を調節することができる薬剤候補についてスクリーニングする方

法である。この方法においては、薬剤の存在下で形成された複合体の量を、薬剤

の不存在下で形成された複合体の量と比較する。薬剤の存在下で形成された複合

体の量が薬剤の不存在下で形成された複合体の量よりも多いかまたは少ない場合

には、該薬剤は第１および第２の相互作用タンパク質の相互作用を調節すること

についての候補である。該薬剤は、薬剤の存在下で形成された複合体が多い場合

には相互作用を促進し、薬剤の存在下で形成された複合体が少ない場合には相互

作用を阻害する（または破壊する）。該薬剤は直接的に、すなわち、２のタンパ

ク質の結合を調節することによって、または間接的に、例えばタンパク質の一方

または両方の発現を調節することによって、直接的に相互作用に影響を及ぼし得

る。

      【０００９】

  本発明の第５の態様は、かかる生理学的な経路、障害または疾患のモデルであ

る。該モデルは、本明細書中にさらに記載するごとく、細胞モデルであっても動

物モデルであってもよい。本発明の１の具体例によれば、トランスジェニックま

たは“ノックアウト”動物を創製することによって動物モデルを調製する。ノッ

クアウトは、全体ノックアウト（すなわち、目的遺伝子が欠失している）、また

は条件ノックアウト（すなわち、所定の時間にノックアウトされるまで遺伝子が

活性である）とし得る。第２の具体例において、セルラインはモデルとして使用

するためのかかる動物由来である。第３の具体例において、本発明のタンパク質

複合体の生物活性が変化している動物モデルを調製する。１の態様において、生

物活性は、タンパク質複合体の形成を妨げる該タンパク質のうちの１に対する抗
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体または小分子の結合によるごとき、タンパク質複合体の形成を破壊することに

よって変化される。第２の態様において、タンパク質複合体の生物活性は、本明

細書に記載するタンパク質複合体の作用を妨げるタンパク質複合体に対する抗体

または小分子の結合によるごとき、複合体の作用を破壊することによって変化さ

れる。第４の具体例において、細胞モデルは、セルライン中の細胞のゲノムを変

化させることによって調製する。１の態様において、細胞のゲノムはを修飾して

、本明細書に記載する少なくとも１のタンパク質複合体を生成させる。第２の態

様において、細胞のゲノムを修飾して、本明細書に記載するタンパク質複合体の

少なくとも１のタンパク質を排除する。

      【００１０】

  本発明の第６の態様は、本発明により発見された新規なタンパク質をコードす

る核酸である。

      【００１１】

  本発明の第７の態様は、生理学的疾患を治療するのに有用な薬剤候補について

スクリーニングする方法である。この具体例においては、タンパク質と特定の生

理学的疾患との関連に基づいて薬剤をスクリーニングする。この関連は、タンパ

ク質と特定の生理学的疾患との関係を同定することによって、本発明により確立

される。薬剤は、当該薬剤の存在および不存在下のタンパク質の活性を比較する

ことによってスクリーニングされる。活性における差異が見出された場合には、

該薬剤は生理学的疾患についての薬剤候補である。タンパク質の活性は、本発明

のトランスジェニック動物およびセルラインを含む、従来の技術を用いてイン・

ビトロ（in vitro)またはイン・ビボ（in vivo)でアッセイし得る。

      【００１２】

発明の詳細な説明

  本発明は、本明細書に記載されたタンパク質間の新規な相互作用の発見である

。これらのタンパク質をコードする遺伝子は以前にクローン化されているが、生

理学的な経路または特定のタンパク質でのそれらの潜在的な関わり合いは知られ

ていなかった。あるいは、これらのタンパク質のいくらかをコードする遺伝子は

、従前にクローン化されていない、新規な遺伝子を表す。これらのタンパク質は
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、より十分に後記するごとく、酵母ツーハイブリッド法を用い、ヒト全脳ライブ

ラリーをサーチして同定される。

      【００１３】

  本発明により、新たなタンパク質－タンパク質相互作用が発見された。これら

の相互作用の発見は、各々のタンパク質－タンパク質相互作用についての幾つか

のタンパク質複合体を同定した。これらの相互作用についてのタンパク質複合体

を下記の表１－７３に掲載し、これらは本発明の新たなタンパク質－タンパク質

相互作用も同定する。

      【００１４】

表 １

Ｇｌｕｔ４/CARP相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター４ (Ｇｌｕｔ４)およびクローンC-１９３ (CARP)

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびCARP

Ｇｌｕｔ４およびCARPのフラグメント

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびCARPのフラグメント

      【００１５】

表 ２

Ｇｌｕｔ１/ＤＲＡＬ(ＦＨＬ２)相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター１ (Ｇｌｕｔ１)およびＤＲＡＬ(ＦＨＬ２)

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびＤＲＡＬ(ＦＨＬ２)

Ｇｌｕｔ１およびＤＲＡＬ(ＦＨＬ２) のフラグメント

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびＤＲＡＬ(ＦＨＬ２) のフラグメント

      【００１６】

表 ３

Ｇｌｕｔ１/ミオシン重鎖相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター１ (Ｇｌｕｔ１)およびミオシン重鎖

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびミオシン重鎖

Ｇｌｕｔ１およびミオシン重鎖のフラグメント

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびミオシン重鎖のフラグメント
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      【００１７】

表 ４

Ｇｌｕｔ１/HSS相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター１ (Ｇｌｕｔ１)およびヒト精子表面タンパク質(HS

S)

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびHSS

Ｇｌｕｔ１およびHSSのフラグメント

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびHSSのフラグメント

      【００１８】

表 ５

ＯＧＴアーゼ/ミオシン重鎖相互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびミ

オシン重鎖

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびミオシン重鎖

ＯＧＴアーゼおよびミオシン重鎖のフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびミオシン重鎖のフラグメント

      【００１９】

表 ６

ＩＲＡＰ/１４-３-３ベータ相互作用のタンパク質複合体

インスリン調節膜スパニングアミノペプチダーゼ(ＩＲＡＰ)および１４-３-３ベ

ータ

ＩＲＡＰのフラグメントおよび１４-３-３ベータ

ＩＲＡＰおよび１４-３-３ベータのフラグメント

ＩＲＡＰのフラグメントおよび１４-３-３ベータのフラグメント

      【００２０】

表 ７

ＩＲＡＰ/HSS相互作用のタンパク質複合体

インスリン調節膜スパニングアミノペプチダーゼ(ＩＲＡＰ)およびヒト精子表面

タンパク質(HSS)
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ＩＲＡＰのフラグメントおよびHSS

ＩＲＡＰおよびHSSのフラグメント

ＩＲＡＰのフラグメントおよびHSSのフラグメント

      【００２１】

表 ８

ＰＩ-３K１１０/補体タンパク質C４相互作用のタンパク質複合体

ＰＩ-３キナーゼ p１１０サブユニット (ＰＩ-３K１１０)および補体タンパク質

C４

ＰＩ-３K１１０のフラグメントおよび補体タンパク質C４

ＰＩ-３K１１０および補体タンパク質C４のフラグメント

ＰＩ-３K１１０のフラグメントおよび補体タンパク質C４のフラグメント

      【００２２】

表 ９

ＰＩ-３K１１０/テネイシンXB相互作用のタンパク質複合体

ＰＩ-３キナーゼ p１１０サブユニット (ＰＩ-３K１１０)およびテネイシンXB

ＰＩ-３K１１０のフラグメントおよびテネイシン XB

ＰＩ-３K１１０およびテネイシンXBのフラグメント

ＰＩ-３K１１０のフラグメントおよびテネイシンXBのフラグメント

      【００２３】

表 １０

ＰＩ-３K１１０/GAA相互作用のタンパク質複合体

ＰＩ-３キナーゼ p１１０サブユニット (ＰＩ-３K１１０)およびアルファ酸グル

コシダーゼ(GAA)

ＰＩ-３K１１０のフラグメントおよびGAA

ＰＩ-３K１１０およびGAAのフラグメント

ＰＩ-３K１１０のフラグメントおよびGAAのフラグメント

      【００２４】

表 １１

MM-１/Ｃ-Ｎａｐ１相互作用のタンパク質複合体
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C-myc 結合タンパク質(MM-１)およびＣ-Ｎａｐ１

ＭＭ-１のフラグメントおよびＣ-Ｎａｐ１

ＭＭ-１およびＣ-Ｎａｐ１のフラグメント

ＭＭ-１のフラグメントおよびＣ-Ｎａｐ１のフラグメント

      【００２５】

表 １２

ＭＭ-１/ベータスペクトリン（ベータ スペクトリン）相互作用のタンパク質複

合体

C-myc 結合タンパク質(ＭＭ-１)およびベータスペクトリン

ＭＭ-１のフラグメントおよびベータスペクトリン

ＭＭ-１およびベータスペクトリンのフラグメント

ＭＭ-１のフラグメントおよびベータスペクトリンのフラグメント

      【００２６】

表 １３

ＭＭ-１/ＫＩＡＡ０４７７相互作用のタンパク質複合体

C-myc 結合タンパク質(ＭＭ-１)およびＫＩＡＡ０４７７

ＭＭ-１のフラグメントおよびＫＩＡＡ０４７７

ＭＭ-１およびＫＩＡＡ０４７７のフラグメント

ＭＭ-１のフラグメントおよびＫＩＡＡ０４７７のフラグメント

      【００２７】

表 １４

ダイナミン/ＣＡＬＭ相互作用のタンパク質複合体

ダイナミンおよびカルスリン（Calthrin）アセンブリータンパク質 (ＣＡＬＭ)

ダイナミンのフラグメントおよびＣＡＬＭ

ダイナミンおよびＣＡＬＭのフラグメント

ダイナミンのフラグメントおよびＣＡＬＭのフラグメント

      【００２８】

表 １５

ダイナミン/Psme３相互作用のタンパク質複合体
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ダイナミンおよびプロテオソーム・アクチベーター・サブユニット Psme３ (Psm

e３)

ダイナミンのフラグメントおよびPsme３

ダイナミンおよびPsme３のフラグメント

ダイナミンのフラグメントおよびPsme３のフラグメント

      【００２９】

表 １６

Ｎａｆ１ｂ/I-TRAF相互作用のタンパク質複合体

Nef-関連因子１ベータ(Ｎａｆ１ｂ)およびI-TRAF

Ｎａｆ１ｂのフラグメントおよびI-TRAF

Ｎａｆ１ｂおよびI-TRAFのフラグメント

Ｎａｆ１ｂのフラグメントおよびI-TRAFのフラグメント

      【００３０】

表 １７

Ａｋｔ１/ＮｕＭＡ１相互作用のタンパク質複合体

Ａｋｔキナーゼ １ (Ａｋｔ１)およびＮｕＭＡ１

Ａｋｔ１のフラグメントおよびＮｕＭＡ１

Ａｋｔ１およびＮｕＭＡ１のフラグメント

Ａｋｔ１のフラグメントおよびＮｕＭＡ１のフラグメント

      【００３１】

表 １８

Ａｋｔ２/ＮｕＭＡ１相互作用のタンパク質複合体

Ａｋｔキナーゼ ２ (Ａｋｔ２)およびＮｕＭＡ１

Ａｋｔ２のフラグメントおよびＮｕＭＡ１

Ａｋｔ２およびＮｕＭＡ１のフラグメント

Ａｋｔ２のフラグメントおよびＮｕＭＡ１のフラグメント

      【００３２】

表 １９

Ａｋｔ２/ＢＡＰ３１相互作用のタンパク質複合体
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Ａｋｔキナーゼ ２ (Ａｋｔ２)およびＢＡＰ３１

Ａｋｔ２のフラグメントおよびＢＡＰ３１

Ａｋｔ２およびＢＡＰ３１のフラグメント

Ａｋｔ２のフラグメントおよびＢＡＰ３１のフラグメント

      【００３３】

表 ２０

Ａｋｔ２/ベーターアダプチン相互作用のタンパク質複合体

Ａｋｔキナーゼ ２ (Ａｋｔ２)およびベーターアダプチン

Ａｋｔ２のフラグメントおよびベーターアダプチン

Ａｋｔ２およびベーターアダプチンのフラグメント

Ａｋｔ２のフラグメントおよびベーターアダプチンのフラグメント

      【００３４】

表 ２１

ＯＧＴアーゼ/デスミン相互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびデ

スミン

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびデスミン

ＯＧＴアーゼおよびデスミンのフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびデスミンのフラグメント

      【００３５】

表 ２２

ＯＧＴアーゼ/アルファ-カリオフェリン（karyopherin）相互作用のタンパク質

複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびア

ルファ-カリオフェリン

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびアルファ-カリオフェリン

ＯＧＴアーゼおよびアルファ-カリオフェリンのフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびアルファ-カリオフェリンのフラグメント

      【００３６】
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表 ２３

ＯＧＴアーゼ/グルタミニル（glutaminyl） tRNA シンターゼ相互作用のタンパ

ク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびグ

ルタミニル tRNA シンターゼ

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびグルタミニル tRNA シンターゼ

ＯＧＴアーゼおよびグルタミニル tRNA シンターゼのフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびグルタミニル tRNA シンターゼのフラグメン

ト

      【００３７】

表 ２４

ＯＧＴアーゼ/クローン２５１００相互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびク

ローン２５１００

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびクローン２５１００

ＯＧＴアーゼおよびクローン２５１００のフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびクローン２５１００のフラグメント

      【００３８】

表 ２５

ＰＴＰ１ｂ/ＶＡＰ-Ａ相互作用のタンパク質複合体

ＰＴＰ１ｂおよびVAMP-関連タンパク質 A (ＶＡＰ-Ａ)

ＰＴＰ１ｂのフラグメントおよびＶＡＰ-Ａ

ＰＴＰ１ｂおよびＶＡＰ-Ａのフラグメント

ＰＴＰ１ｂのフラグメントおよびＶＡＰ-Ａのフラグメント

      【００３９】

表 ２６

Ｒａｂ４/アルファ-カテニン-様タンパク質相互作用のタンパク質複合体

Ｒａｂ４およびアルファ-カンテイン-様タンパク質

Ｒａｂ４のフラグメントおよびアルファ-カンテイン-様タンパク質
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Ｒａｂ４およびアルファ-カンテイン-様タンパク質のフラグメント

Ｒａｂ４のフラグメントおよびアルファ-カンテイン-様タンパク質のフラグメン

ト

      【００４０】

表 ２７

Ｒａｂ４/Ｒａｂ２相互作用のタンパク質複合体

Ｒａｂ４およびＲａｂ２

Ｒａｂ４のフラグメントおよびＲａｂ２

Ｒａｂ４およびＲａｂ２のフラグメント

Ｒａｂ４のフラグメントおよびＲａｂ２のフラグメント

      【００４１】

表 ２８

Ｇｌｕｔ４/ＰＮ７０６５相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター４ (Ｇｌｕｔ４)およびNovel タンパク質フラグメ

ントＰＮ７０６５ (ＰＮ７０６５)

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびＰＮ７０６５

Ｇｌｕｔ４およびＰＮ７０６５のフラグメント

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびＰＮ７０６５のフラグメント

      【００４２】

表 ２９

Ｇｌｕｔ４/ＰＮ７３８６相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター４ (Ｇｌｕｔ４)およびNovel タンパク質フラグメ

ントＰＮ７３８６ (ＰＮ７３８６)

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびＰＮ７３８６

Ｇｌｕｔ４およびＰＮ７３８６のフラグメント

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびＰＮ７３８６のフラグメント

      【００４３】

表 ３０

ＯＧＴアーゼ/ＰＮ６９３１相互作用のタンパク質複合体
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O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびNo

vel タンパク質フラグメントＰＮ６９３１ (ＰＮ６９３１)

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＰＮ６９３１

ＯＧＴアーゼおよびＰＮ６９３１のフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＰＮ６９３１のフラグメント

      【００４４】

表 ３１

Ｎａｆ１ｂ/ＰＮ７５８２相互作用のタンパク質複合体

Nef-関連因子１ベータ(Ｎａｆ１ｂ)および新規なタンパク質フラグメントＰＮ７

５８２ (ＰＮ７５８２)

Ｎａｆ１ｂのフラグメントおよびＰＮ７５８２

Ｎａｆ１ｂおよびＰＮ７５８２のフラグメント

Ｎａｆ１ｂのフラグメントおよびＰＮ７５８２のフラグメント

      【００４５】

表 ３２

ＯＧＴアーゼ/テーリン互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびテ

ーリン

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびテーリン

ＯＧＴアーゼおよびテーリンのフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびテーリンのフラグメント

      【００４６】

表 ３３

ＯＧＴアーゼ/ＭＯＰ２ 相互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびＭ

ＯＰ２

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＭＯＰ２

ＯＧＴアーゼおよびＭＯＰ２のフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＭＯＰ２のフラグメント
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      【００４７】

表 ３４

ＯＧＴアーゼ/クローン２５１００ 相互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびク

ローン２５１００

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびクローン２５１００

ＯＧＴアーゼおよびクローン２５１００のフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびクローン２５１００のフラグメント

      【００４８】

表 ３５

ＯＧＴアーゼ/ＫＩＡＡ０４４３ 相互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびＫ

ＩＡＡ０４４３

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＫＩＡＡ０４４３

ＯＧＴアーゼおよびＫＩＡＡ０４４３のフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＫＩＡＡ０４４３のフラグメント

      【００４９】

表 ３６

ＯＧＴアーゼ/ＥＲＧ１ 相互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびＥ

ＲＧ１

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＥＲＧ１

ＯＧＴアーゼおよびＥＲＧ１のフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＥＲＧ１のフラグメント

      【００５０】

表 ３７

ＯＧＴアーゼ/ダイナミン II 相互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびダ

イナミン II
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ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびダイナミン II

ＯＧＴアーゼおよびダイナミン IIのフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびダイナミン IIのフラグメント

      【００５１】

表 ３８

ＯＧＴアーゼ/ＩＮＴ-６ 相互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびＩ

ＮＴ-６

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＩＮＴ-６

ＯＧＴアーゼおよびＩＮＴ-６のフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＩＮＴ-６のフラグメント

      【００５２】

表 ３９

ＯＧＴアーゼ/ＨＳＰＣ０２８ 相互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびＨ

ＳＰＣ０２８

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＨＳＰＣ０２８

ＯＧＴアーゼおよびＨＳＰＣ０２８のフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＨＳＰＣ０２８のフラグメント

      【００５３】

表 ４０

ＯＧＴアーゼ/ＢＡＰ３１ 相互作用のタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびＢ

ＡＰ３１

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＢＡＰ３１

ＯＧＴアーゼおよびＢＡＰ３１のフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＢＡＰ３１のフラグメント

      【００５４】

表 ４１
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ＯＧＴアーゼ/インターフェロン非依存性タンパク質相互作用のタンパク質複合

体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびイ

ンターフェロン非依存性タンパク質

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびインターフェロン非依存性タンパク質

ＯＧＴアーゼおよびインターフェロン非依存性タンパク質のフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびインターフェロン非依存性タンパク質のフラ

グメント

      【００５５】

表 ４２

Ｇｌｕｔ４/ベータカテニン相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター４ (Ｇｌｕｔ４)およびベータカテニン

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびベータカテニン

Ｇｌｕｔ４およびベータカテニンのフラグメント

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびベータカテニンのフラグメント

      【００５６】

表 ４３

Ｇｌｕｔ４/アルファ-ＳＮＡＰ 相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター４ (Ｇｌｕｔ４)およびアルファ-ＳＮＡＰ

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびアルファ-ＳＮＡＰ

Ｇｌｕｔ４およびアルファ-ＳＮＡＰのフラグメント

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびアルファ-ＳＮＡＰのフラグメント

      【００５７】

表 ４４

Ｇｌｕｔ４/ＭＡＰＫＫＫ６ 相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター４ (Ｇｌｕｔ４)およびＭＡＰＫＫＫ６

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびＭＡＰＫＫＫ６

Ｇｌｕｔ４およびＭＡＰＫＫＫ６のフラグメント

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびＭＡＰＫＫＫ６のフラグメント
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      【００５８】

表 ４５

Ｇｌｕｔ４/トロポミオシン３ 相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター４ (Ｇｌｕｔ４)およびトロポミオシン３

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびトロポミオシン３

Ｇｌｕｔ４およびトロポミオシン３のフラグメント

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびトロポミオシン３のフラグメント

      【００５９】

表 ４６

Ｇｌｕｔ１/ＤＲＡＬ/ＦＨＬ２ 相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター１ (Ｇｌｕｔ１)およびＤＲＡＬ/ＦＨＬ２

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびＤＲＡＬ/ＦＨＬ２

Ｇｌｕｔ１およびＤＲＡＬ/ＦＨＬ２のフラグメント

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびＤＲＡＬ/ＦＨＬ２のフラグメント

      【００６０】

表 ４７

Ｇｌｕｔ１/ＭＹＳＡ 相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター１ (Ｇｌｕｔ１)および心筋ミオシン重鎖 (ＭＹＳ

Ａ)

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびＭＹＳＡ

Ｇｌｕｔ１およびＭＹＳＡのフラグメント

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびＭＹＳＡのフラグメント

      【００６１】

表 ４８

ＩＲＡＰ/ＳＬＡＰ-２ 相互作用のタンパク質複合体

インスリン調節膜スパニングアミノペプチダーゼ(ＩＲＡＰ)およびＳＬＡＰ-２

ＩＲＡＰのフラグメントおよびＳＬＡＰ-２

ＩＲＡＰおよびＳＬＡＰ-２のフラグメント

ＩＲＡＰのフラグメントおよびＳＬＡＰ-２のフラグメント
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      【００６２】

表 ４９

ＩＲＡＰ/ＳＧ２ＮＡ 相互作用のタンパク質複合体

インスリン調節膜スパニングアミノペプチダーゼ(ＩＲＡＰ)およびＳＧ２ＮＡ

ＩＲＡＰのフラグメントおよびＳＧ２ＮＡ

ＩＲＡＰおよびＳＧ２ＮＡのフラグメント

ＩＲＡＰのフラグメントおよびＳＧ２ＮＡのフラグメント

      【００６３】

表 ５０

ＯＧＴアーゼ/１４-３-３-イプシロンのタンパク質複合体

O-結合 N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)および１

４-３-３-イプシロン

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよび１４-３-３-イプシロン

ＯＧＴアーゼおよび１４-３-３-イプシロンのフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよび１４-３-３-イプシロンのフラグメント

      【００６４】

表 ５１

ＰＩ-３Ｋ８５/クロモグラニン（Chromogranin）相互作用のタンパク質複合体

ＰＩ-３キナーゼ p８５サブユニット (ＰＩ-３Ｋ８５)およびクロモグラニン

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよびクロモグラニン

ＰＩ-３Ｋ８５およびクロモグラニンのフラグメント

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよびクロモグラニンのフラグメント

      【００６５】

表 ５２

ＰＩ-３Ｋ８５/ＳＬＰ-７６ 相互作用のタンパク質複合体

ＰＩ-３キナーゼ p８５サブユニット (ＰＩ-３Ｋ８５)およびＳＬＰ-７６

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよびＳＬＰ-７６

ＰＩ-３Ｋ８５およびＳＬＰ-７６のフラグメント

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよびＳＬＰ-７６のフラグメント
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      【００６６】

表 ５３

ＰＩ-３Ｋ８５/１４-３-３-ゼータ 相互作用のタンパク質複合体

ＰＩ-３キナーゼ p８５サブユニット (ＰＩ-３Ｋ８５)および１４-３-３-ゼータ

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよび１４-３-３-ゼータ

ＰＩ-３Ｋ８５および１４-３-３-ゼータのフラグメント

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよび１４-３-３-ゼータのフラグメント

      【００６７】

表 ５４

ＰＩ-３Ｋ８５/１４-３-３-エータ相互作用のタンパク質複合体

ＰＩ-３キナーゼ p８５サブユニット (ＰＩ-３Ｋ８５)および１４-３-３-eta

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよび１４-３-３-エータ

ＰＩ-３Ｋ８５および１４-３-３-エータのフラグメント

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよび１４-３-３-エータのフラグメント

      【００６８】

表 ５５

ＰＩ-３Ｋ８５/ＴＡＣＣ２ 相互作用のタンパク質複合体

ＰＩ-３キナーゼ p８５サブユニット (ＰＩ-３Ｋ８５)およびＴＡＣＣ２

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよびＴＡＣＣ２

ＰＩ-３Ｋ８５およびＴＡＣＣ２のフラグメント

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよびＴＡＣＣ２のフラグメント

      【００６９】

表 ５６

Ｇｌｕｔ４/ＭＭ-１ 相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター４ (Ｇｌｕｔ４)およびC-Myc 結合タンパク質(ＭＭ

-１)

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびＭＭ-１

Ｇｌｕｔ４およびＭＭ-１のフラグメント

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびＭＭ-１のフラグメント
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      【００７０】

表 ５７

Ｇｌｕｔ１/KIAA０１４４ 相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター１ (Ｇｌｕｔ１)およびKIAA０１４４ (KIAA)

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびKIAA

Ｇｌｕｔ１およびKIAAのフラグメント

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびKIAAのフラグメント

      【００７１】

表 ５８

Ｇｌｕｔ１/ダイナミン 相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター１ (Ｇｌｕｔ１)およびダイナミン

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびダイナミン

Ｇｌｕｔ１およびダイナミンのフラグメント

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびダイナミンのフラグメント

      【００７２】

表 ５９

Ｇｌｕｔ１/クローン２５２０４ 相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター１ (Ｇｌｕｔ１)およびクローン２５２０４

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびクローン２５２０４

Ｇｌｕｔ１およびクローン２５２０４のフラグメント

Ｇｌｕｔ１のフラグメントおよびクローン２５２０４のフラグメント

      【００７３】

表 ６０

ＩＲＡＰ/ＶＡＰ-Ａ 相互作用のタンパク質複合体

インスリン調節膜スパニングアミノペプチダーゼ(ＩＲＡＰ; oxytocinase)およ

びVAMP-関連タンパク質 A (ＶＡＰ-Ａ) 

ＩＲＡＰのフラグメントおよびＶＡＰ-Ａ

ＩＲＡＰおよびＶＡＰ-Ａのフラグメント

ＩＲＡＰのフラグメントおよびＶＡＰ-Ａのフラグメント
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      【００７４】

表 ６１

ＯＧＴアーゼ/Ｎａｆ１ａ 相互作用のタンパク質複合体

O-結合-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびNE

F-関連因子１ アルファ (Ｎａｆ１ａ)

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＮａｆ１ａ

ＯＧＴアーゼおよびＮａｆ１ａのフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびＮａｆ１ａのフラグメント

      【００７５】

表 ６２

ＯＧＴアーゼ/アルファ-２-カテニン相互作用のタンパク質複合体

O-結合-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼ (ＯＧＴアーゼ)およびア

ルファ-２-カテニン

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびアルファ-２-カテニン

ＯＧＴアーゼおよびアルファ-２-カテニンのフラグメント

ＯＧＴアーゼのフラグメントおよびアルファ-２-カテニンのフラグメント

      【００７６】

表 ６３

ＰＩ-３K１１０/ＴＲＩＰ１５ 相互作用のタンパク質複合体

ＰＩ-３キナーゼ p１１０サブユニット (ＰＩ-３K１１０)およびＴＲＩＰ１５

ＰＩ-３K１１０のフラグメントおよびＴＲＩＰ１５

ＰＩ-３K１１０およびＴＲＩＰ１５のフラグメント

ＰＩ-３K１１０のフラグメントおよびＴＲＩＰ１５のフラグメント

      【００７７】

表 ６４

Ｇｌｕｔ４/１４-３-３ ゼータ 相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター４ (Ｇｌｕｔ４)および１４-３-３ ゼータ

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよび１４-３-３ ゼータ

Ｇｌｕｔ４および１４-３-３ ゼータのフラグメント
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Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよび１４-３-３ ゼータのフラグメント

      【００７８】

表 ６５

Ｇｌｕｔ４/KIAA０２８２ 相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター４ (Ｇｌｕｔ４)およびKIAA０２８２ (efp-様タン

パク質)

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびKIAA０２８２

Ｇｌｕｔ４およびKIAA０２８２のフラグメント

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびKIAA０２８２のフラグメント

      【００７９】

表 ６６

Ｇｌｕｔ４/タンキラーゼ（tankyrase）相互作用のタンパク質複合体

グルコーストランスポーター４ (Ｇｌｕｔ４)およびタンキラーゼ

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびタンキラーゼ

Ｇｌｕｔ４およびタンキラーゼのフラグメント

Ｇｌｕｔ４のフラグメントおよびタンキラーゼのフラグメント

      【００８０】

表 ６７

ＩＲＡＰ/PTPZ 相互作用のタンパク質複合体

インスリン調節膜スパニングアミノペプチダーゼ(ＩＲＡＰ)およびタンパク質チ

ロシンホスファターゼゼータ (PTPZ)

ＩＲＡＰのフラグメントおよびPTPZ

ＩＲＡＰおよびPTPZのフラグメント

ＩＲＡＰのフラグメントおよびPTPZのフラグメント

      【００８１】

表 ６８

ＩＲＡＰ/βスペクトリン 相互作用のタンパク質複合体

インスリン調節膜スパニングアミノペプチダーゼ(ＩＲＡＰ)およびβ-スペクト

リン 
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ＩＲＡＰのフラグメントおよびβ-スペクトリン

ＩＲＡＰおよびβ-スペクトリンのフラグメント

ＩＲＡＰのフラグメントおよびβ-スペクトリンのフラグメント

      【００８２】

表 ６９

ＩＲＡＰ/ＰＩ-３Ｋ８５ 相互作用のタンパク質複合体

インスリン調節膜スパニングアミノペプチダーゼ(ＩＲＡＰ)およびＰＩ-３キナ

ーゼ p８５サブユニット (ＰＩ-３Ｋ８５)

ＩＲＡＰのフラグメントおよびＰＩ-３Ｋ８５

ＩＲＡＰおよびＰＩ-３Ｋ８５のフラグメント

ＩＲＡＰのフラグメントおよびＰＩ-３Ｋ８５のフラグメント

      【００８３】

表 ７０

PP５/HSP８９ 相互作用のタンパク質複合体

プロテインホスファターゼ５ (PP５)および熱ショックタンパク質８９ (HSP８９

)

PP５のフラグメントおよびHSP８９

PP５およびHSP８９のフラグメント

PP５のフラグメントおよびHSP８９のフラグメント

      【００８４】

表 ７１

PP５/タンキラーゼ相互作用のタンパク質複合体

プロテインホスファターゼ５ (PP５)およびタンキラーゼ

PP５のフラグメントおよびタンキラーゼ

PP５およびタンキラーゼのフラグメント

PP５のフラグメントおよびタンキラーゼのフラグメント

      【００８５】

表 ７２

ＰＩ-３Ｋ８５/タンキラーゼ相互作用のタンパク質複合体
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ＰＩ-３キナーゼ p８５サブユニット (ＰＩ-３Ｋ８５)およびタンキラーゼ

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよびタンキラーゼ

ＰＩ-３Ｋ８５およびタンキラーゼのフラグメント

ＰＩ-３Ｋ８５のフラグメントおよびタンキラーゼのフラグメント

      【００８６】

表 ７３

ＰＩ-３K１１０/APP 相互作用のタンパク質複合体

ＰＩ-３キナーゼ p１１０サブユニット (ＰＩ-３K１１０)およびアミロイドタン

パク質前駆体(APP)

ＰＩ-３K１１０のフラグメントおよびAPP

ＰＩ-３K１１０およびAPPのフラグメント

ＰＩ-３K１１０のフラグメントおよびAPPのフラグメント

  本明細書に記載された特異的な生理学的な経路と新しく関連するタンパク質を

用いて、生理学的な疾患を治療するのに有用な薬物候補につきスクリーニングす

る。これらのタンパク質は、表７４に記載されている。

      【００８７】

表 ７４

薬物スクリーニング用のタンパク質および生理学的疾患

ＰＩ-３K１１０          アルツハイマー病

ＰＩ-３K１１０          糖尿病

ＴＲＩＰ１５            アルツハイマー病

ＴＲＩＰ１５            糖尿病

他の全て              糖尿病

      【００８８】

  特定の経路における上記相互作用の関連は以下の通りである。

  非インスリン依存性糖尿病（ＮＩＤＤＭ）を理解し、治療するために答えるべ

き重要な疑問の一つは、いかにグルコース摂取が当該細胞中で調整されるかであ

る。脂肪および筋組織中に、Ｇｌｕｔ４と呼ばれ、ベシクル媒介エンドサイトシ

スおよいびエクソサイトシスにより該細胞内部および血漿膜間を往復するインス
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リン－調整膜スパニンググルコーストランスポーターが存在することが知られて

いる［Garvey et al., 1998; Haruta et al., 1995; Pessin et al., 1999］。

糖尿病患者からの脂肪および筋細胞はこのタイプの調整されたグルコース輸送に

おいて欠如しているようである［Zierath et al., 1998］。該血漿膜への輸送お

よび該細胞内部への戻りを調整するメカニズムはよく分らない。この目的に向か

って、該Ｇｌｕｔ４タンパク質および脂肪および筋細胞中でグルコース摂取に参

加するさらなる因子を解析することに一層の興味が注がれてきた。以下に説明す

るごとく、酵母ツーハイブリッドアッセイが、Ｇｕｌｔ４およびグルコースのイ

ンスリン依存性輸送に関係している他の分子と相互作用するタンパク質を同定す

る手段として用いられている。かくして、通常細胞中でのグルコース輸送の調整

を理解することによって、糖尿病患者の細胞における糖摂取を増加させる働きを

するであろう医療介入を発見し得る。

      【００８９】

  いかにグルコース輸送が達成されるかを理解する一つのアプローチは、それと

相互作用し得る他の分子を調査するための分子おとりとして該Ｇｌｕｔ４を使用

することであった。このように、Ｇｌｕｔ４の機能に影響する方法を見つけ、そ

れが血漿膜に行き、引続きグルコースを細胞外から除去し、それを内部に運び込

ませる方法をおそらく見つけることが可能であろう。該酵母ツーブリッドアッセ

イを用いて、本発明者らは、（他の系ではＣＡＲＰとして知られる）クローンｃ

－１９３がＧｌｕｔ４に結合し得ることの論証を可能にした。ＣＡＲＰはサイト

カイン誘発性遺伝子であって、報じられるところによれば、それは心臓特異的遺

伝子のネガティブレギュレータとして作用する。この相互作用は心臓疾患と糖尿

病との結びつけとして働くのであろう。

      【００９０】

  該酵母ツーハイブリッドアッセイを用いて、本発明者らは、Ｇｌｕｔ４と、Ｐ

Ｎ７０６５およびＰＮ７３８６と名付けられた２つの新規なタンパク質との相互

作用を検出することも可能にした。ＰＮ７０６５はラット塩誘発性タンパク質キ

ナーゼ（ＧｅｎＢａｎｋ  寄託番号ＡＢ０２０４８０）に著しく類似する。ラッ

トにおける実験は、この塩誘発性キナーゼは高血漿中塩およびＡＣＴＨ刺激に対
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する反応において副腎皮質機能の調整に重要な役割を演じているのであろう［Wa

ng et al., 1999］。Ｇｌｕｔ４は該キナーゼの基質として働いている可能性が

ある。ＰＮ７３８６は８５０Ｈ２１（ＧｅｎＢａｎｋ  寄託番号ＡＬ０３１６８

０）と呼ばれ、上記文献では特徴付けされていないヒト染色体２０クローンと同

一である。このクローンのタンパク質産物はタンパク質往復またはこのプロセス

を調整するシグナル変換メカニズムに参加している可能性がある。

      【００９１】

  該酵母ツーハイブリッドアッセイを用いて、本発明者らは、Ｇｌｕｔ４に結合

し得る４つのさらなるタンパク質、ベータ－カテニン、アルファ－ＳＮＡＰ、ト

ポロミオシン３およびＭＡＰＫＫＫ６を検出することを可能にした。ベータ－カ

テニンは、２つの重要な細胞プロセス：ウィングレス経路(the Wingless pathwa

y)によるシグナル変換および細胞付着に関与するいわゆるアルマジロ反復を含有

するタンパク質である［Ben-Ze'ev et al., 1998］。Ｇｌｕｔ４とベータ－カテ

ニンとのこの相互作用は、インスリン反応性グルコース輸送を明らかにするであ

ろう。何故ならば、それは、該輸送を重要なシグナリング経路に結びつけるから

である。該アルファ－ＳＮＡＰは、細胞内輸送の細胞プロセスにおいて重要なメ

ディエータである［St-Denis, et al., 1998］。アルファ－ＳＮＡＰとＧｌｕｔ

４とが相互作用するという発見は、グルコース輸送と、細胞の外部および内部カ

ンヌグルコース輸送の移動を行うのに必要とされる仕組みとの結びつきを与える

。Ｇｌｕｔ４は、筋収縮に関与するタンパク質であるトポロミオシン３と相互作

用することが論証されている［Squire et al., 1998］。この相互作用は、グル

コース摂取と筋肉機能との結びつきを表すであろう。つまり、該Ｇｌｕｔ４グル

コース輸送は、推定タンパク質キナーゼ、ＭＡＰＫＫＫ６と相互作用することが

示された。この酵素はよく特徴付けられていないが、もう一つのタンパク質キナ

ーゼに結合するその能力で同定された［Wang et al., 1998］。もう一度繰り返

すが、これはグルコース輸送の調整のメカニズムの手掛りを与える。何故ならば

、Ｇｌｕｔ４はもう一つのタンパク質シグナル変換メディエータと相互作用し得

るからである。

      【００９２】
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  該酵母ツーハイブリッドアッセイを用いて、本発明者らは、Ｇｌｕｔ４、１４

－３－３ゼータ、ｅｆｐ様タンパク質（ＫＩＡＡ０２８２）およびタンキラーゼ

に結合し得る３つのタンパク質を検出することを可能にした。該１４－３－３ゼ

ータはホスフェリン残基と特異的に相互作用することが示されているシグナル変

換タンパク質である［Thorson et al., 1998］。１４－３－３ゼータは、細胞表

面のインスリン受容体分子と、細胞内部もしくは、細胞表面にも位置するＧｌｕ

ｔ４とを結び付ける経路の部分である。興味深いことに、１４－３－３ゼータと

相互作用するＧｌｕｔ４の同一の小領域は、これもまたグルコース摂取に関わっ

ているキナーゼＡｋｔ－２により、重要セリン残基でリン酸化されることが示さ

れている［Kupriyamova et al., 1999］。該ｅｆｐ－様タンパク質は推定転写因

子である［Orimo et al., 1995］。その機能は充分に記載されていないが、該Ｇ

ｌｕｔ４タンパク質は様々な遺伝子の転写的活性化に影響し得、そのいくつかは

細胞代謝に関与するであろう。タンキラーゼは既知のテロメア関連タンパク質で

ある［Smith et al., 1998］。

      【００９３】

  該酵母ツーハイブリッドアッセイを用いて、本発明者らは、Ｇｌｕｔ４に結合

し得るさらなるタンパク質を検出することを可能にした。このたんぱく質はＭＭ

－１と呼ばれ、プロト－癌遺伝子ｃ－ｍｙｃと相互作用するその能力で同定され

た［Mori et al., 1998］。この元来の特徴づけ以外に、ＭＭ－１についてその

他のことはあまり知られていないが、本明細書において見出されて相互作用を基

にすると、ＭＭ－１は癌および糖尿病の両方において重要な役割を演じているで

あろう。

      【００９４】

  この元来の特徴付け以外に、ＭＭ－１について他のことはあまり知られていな

いが、Ｇｌｕｔ４との関連および糖尿病との結びつきのため、本発明者らは、Ｍ

Ｍ－１をツーハイブリッドアッセイに用いた。該酵母ツーハイブリッドアッセイ

を用いて、本発明者らは、巨大な中心小体タンパク質Ｃ－Ｎａｐ１をＭＭ－１の

相互作用体として同定した。Ｃ－Ｎａｐ１は、元々、Ｎｅｋ２細胞周期レギュレ

トリータンパク質キナーゼと相互作用し得るタンパク質として同定された［Fry 
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et al., 1998］。ＭＭ－１がＣ－Ｎａｐ１と相互作用し得るという発見は、Ｇｌ

ｕｔ４およびグルコース輸送を、一般的に、細胞周期の制御に結び付ける働きを

する。ＭＭ－１と相互作用するとして示された２番目のタンパク質はベータスペ

クトリンである。スペクトリンは細胞に柔軟性を与え、他の細胞タンパク質の骨

格としても作用する［Grum et al., 1999］。興味深いことに、本発明者らは、

ベータスペクトリンがベシクル関連タンパク質ＩＲＡｐと相互作用し得ることを

示した以前の発見において、ベータスペクトリンをグルコース輸送と糖尿病とに

結び付けた。ＭＭ－１がベータスペクトリンと相互作用するという発見は、ベー

タスペクトリンがグルコース輸送において役割を演じるという議論をさらに強化

する。ＭＭ－１は、知られた機能を有しない３番目のタンパク質ＫＩＡＡ０４７

７と結合することが示された。ＫＩＡＡ０４７７は、元々、脳から単離されたが

、その組織分布は知られていない。ＫＩＡＡ０４７７がＭＭ－１と相互作用する

という発見は、ＫＩＡＡ０４７７がグルコース輸送またはベシクル輸送に関連す

るいくつかの細胞機能において役割を演じることを示唆する。

      【００９５】

  グルコース輸送のメカニズムを理解するためのもう一つのアプローチは、Ｇｌ

ｕｔ１分子［Hresko et al., 1994］、Ｇｌｕｔ４に高度に関係する遺伝子およ

び同様の生物学的機能のプロセシングを、それと相互作用し得る他の分子を調査

するための分子おとりとして使用することであった。該酵母ツーハイブリッドア

ッセイを用いて、本発明者らは、Ｇｌｕｔ１に結合し得る３つのさらなるタンパ

ク質：ＤＲＡＬ、ＨＳＳおよびミオシン重鎖を同定した。ＤＲＡＬは、ＦＨＬ－

２またはＳＬＩＭ３としても知られるＬＩＭドメイン含有タンパク質である。Ｄ

ＲＡＬは、正常筋組織培養細胞中で発現されたが、横紋筋肉腫細胞においてダウ

ンレギュレートされたタンパク質として同定された［Genini et al., 1997］。

ＤＲＡｌは心筋のごとき筋細胞のターミナル分化(terminal differentiation)に

おいて重要な役割を演じ、そのミスレギュレーションは未分化癌性発現型をもた

らしうるという可能性がある。Ｇｌｕｔ１もＨＳＳまたはヒト精子表面タンパク

質と相互作用することが示された。ＨＳＳは、知られた機能を有しない精巣特異

的タンパク質である［Shankar et al., 1998］。それは、推定経膜ドメインおよ
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びロイシンジッパー二量化ドメインを含有しない。それは、Ｇｌｕｔ１と相互作

用し、おそらく膜結合するので、ＨＳＳは、可能性として、Ｇｌｕｔ１またはＧ

ｌｕｔ４と作用して、精巣におけるグルコース輸送に影響し得る。Ｇｌｕｔ１は

該ミオシン重鎖の形態と相互作用することも論証された。ミオシン重鎖は、筋肉

の構造および収縮において重要な役割を演じる［Eddinger et al., 1998］。Ｇ

ｌｕｔ１とミオシンとの相互作用は、グルコース摂取および筋肉機能は、これら

二つのタンパク質の会合により、相互に関連するであろう。

      【００９６】

  該酵母ツーハイブリッドアッセイを用いて、本発明者らは、ダイナミンをＧｌ

ｕｔ１の相互作用体として同定した。ダイナミンは、ベシクル往復によるグルコ

ース輸送体の移動に関わっており、エンドサイトーシスにおいて重要な役割を演

じているようである（あるいは、該細胞表面から細胞内部への移動）［Kao et a

l., 1998］。糖尿病およびグルコース輸送へのダイナミンの結付きのため、本発

明者らは、それをツーハイブリッドアッセイに用い、それに相互作用し得る２つ

のタンパク質を見出した。第１のタンパク質はＣＡＬＭと呼ばれ、アダプタータ

ンパク質であるＡＰ－３ファミリーに類似するクラスリンアッセンブリータンパ

ク質である。ＣＡＬＭは、元々、染色体転位を含有するリンパ様骨髄性白血球細

胞株中に見出され、それはＡＦ１０遺伝子とＣＡＬＭとの融合をもたらす［Drey

ing et al., 1996］。クラスリンおよびその関連タンパク質は、細胞表面から細

胞内部へのベシクルの輸送に関与する長い歴史がある。ダイナミンとＣＡＬＭと

の関連は、さらにこの役割を指示し、ＣＡＬＭをグルコース輸送と結び付ける。

ダイナミンは、Ｐｓｍｅ３というプロテオソームアクチベータサブユニットにも

結合する。ヒトＰｓｍｅ３遺伝子はＢＲＣＡ１遺伝子領域に位置し、その機能は

、Ｋｉ抗原とも称されるマウス遺伝子へのその類似性により推定された［Kohda 

et al., 1998］。該プロテオソームは転写後プロセッシングおよびある種のタン

パク質の特異的崩壊に必要とされるので、Ｐｓｍｅ３がダイナミンに結合し得る

という発見は、このタイプのプロテアーゼ活性はグルコース輸送において重要な

役割を演じることを示唆する。

      【００９７】
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  該酵母ツーハイブリッドアッセイを用いて、本発明者らは、Ｇｌｕｔ１に結合

し得る２つのさらなるタンパク質：ＤＲＡＬ／ＦＨＬ２および心筋ミオシン重鎖

を同定した。第１のタンパク質ＤＲＡＬ／ＦＨＬ２は、横紋筋肉腫においてダウ

ンレギュレートされることが示されたタンパク質である［Genini et al., 1997

］。それは、完全に、ＬＩＭドメイン、二本鎖亜鉛フィンガー(double zinc fin

ngers)を形成するポリペプチドからなり、核酸または他のタンパク質と結合し易

くすることによって機能するのであろう。Ｇｌｕｔ１の同一領域は心筋ミオシン

重鎖（ＭＹＳＡ）に結合することが示されている［Metzger et al., 1999］。こ

の相互作用の重要性はグルコース輸送に関しては知られていないが、ミオシンは

筋収縮および細胞構造において機能することが知られている。

      【００９８】

  該酵母ツーハイブリッドアッセイを用いて、本発明者らは、該Ｇｌｕｔ１に結

合し得る３つのさらなるタンパク質：ダイナミン、および未知の機能の２つのタ

ンパク質：ＫＩＡＡ０１４４およびクローン２５２０４を同定した。ダイナミン

は、ベシクル往復によるグルコース輸送体の移動に関わっており、エンドサイト

シスにおいて重要な役割を演じるようである（あるいは、該細胞表面から細胞内

部への移動）［Kao et al., 1998］。該ＫＩＡＡ０１４４遺伝子は現在まで特徴

付けられていないが、Ｇｌｕｔ１に接触するその領域は、高度にセリン、トレオ

ニンおよびプロリン残基に富んでおり、おそらくその機能に対する手掛りを与え

る。同様の「ＳＰＴ」ドメインを持つ他のタンパク質は、細胞表面受容体の細胞

外の部分を含む。つまり、クローン２５２０４の可能性のある転写産物はＳＥＺ

－６と呼ばれる以前同定されたマウス遺伝子に極似する。この遺伝子は発作を引

き起こす薬物に暴露された後の脳組織中の増加した転写レベルにより見出された

［Shimizu-Nishikawa et al., 1995］。

      【００９９】

  インスリン調整膜スパニングアミノペプチダーゼ、すなわちＩＲＡＰ（ｖｐ１

６５、ｇｐ１６０およびオキシトキナーゼとしても知られている）は、特定され

たエンドサイティックベシクル中にＧｌｕｔ４輸送体と共局在化する［Keller e

t al., 1995; Malide et al., 1997］。ＩＲＡＰのＮ末端フラグメントの発現は
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Ｇｌｕｔ４の血漿膜への転位をもたらすことが示されているので、ＩＲＡＰはグ

ルコース輸送において重要な役割を演じると考えられる［Waters et al., 1997

］。該ツーハイブリッド系を用いて、本発明者らは、ＩＲＡＰと２つのタンパク

質：１４－３－３ベータおよびＨＳＳとの相互作用を検出した。該１４－３－３

ファミリーのタンパク質はホスホセリン残基に結合する重要なシグナル変換タン

パク質である［Jin et al., 1996］。ＩＲＡＰと１４－３－３ベータとの相互作

用は、ＩＲＡＰの機能はリン酸化および４－３－３ファミリーのメンバーによる

引続く結合によって調整され得るであろうことを強く示唆する。ＩＲＡＰおよび

Ｇｌｕｔ４グルコース輸送体は同一の細胞内ベシクル中に共局在化するので、Ｇ

ｌｕｔ４は、該１４－３－３ベータのごとき１４－３－３タンパク質により媒介

されるシグナル変換メカニズムに参加している可能性がある。ＩＲＡＰは、上記

ＨＳＳタンパク質に結合することも示された。Ｇｌｕｔ１およびＧｌｕｔ４と同

様に、ＩＲＡＰは膜結合し、おそらく該膜中のＨＡＳＡに結合するであろう。こ

の発見は、ＨＳＳがグルコース輸送または細胞内ベシクルにおいて行われるたの

重要な機能において役割を演じることを指摘する。

      【０１００】

  該ツーハイブリッド系を用いて、本発明者らは、ＩＲＡＰが２つのさらなるタ

ンパク質と相互作用することを検出した。ＩＲＡＰのＮ末端部分はＳＬＡＰ－２

と相互作用することが示された。ＳＬＡＰ－２のウサギホモログは肉腫または筋

細胞の膜に局在化することが論証されているが、その機能はまだ証明されていな

い［Wigle et al., 1997］。ＳＬＡＰ－２はベシクル輸送において役割を演じる

か、あるいは、少なくともそれに参加するのであろう。何故ならば、それは膜に

会合し、細胞膜ならびに小胞体中の細胞内貯蔵の両方に局在化することが示され

ているからである。ＩＲＡＰのＣ末端細胞外部分はＳＧ２ＮＡと相互作用するこ

とが論証された。ＳＧ２ＮＡは、細胞周期核自己抗原であり、それは様々なシグ

ナル変換タンパク質に存在するいわゆるＷＤ－４０反復を含有する［Muro et al

., 1995］。もう一度繰返しになるが、この相互作用の重要性は不明であるが、

ＩＲＡＰへのＳＧ２ＮＡ結合はより複雑な調整メカニズムの部分である。

      【０１０１】
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  該ツーハイブリッド系を用いて、本発明者らは、ＩＲＡＰが１以上のタンパク

質と相互作用することを検出した。ＩＲＡＰのＮ末端部分はＶＡＭＰ関連タンパ

ク質Ａ（ＶＡＰ－ＡまたはＶＡＰ－３３）と相互作用することが示された。この

タンパク質はＡ．ｃａｌｆｏｒｎｉｃａ中で細胞内輸送（特に、エクソサイトシ

スまたは細胞表面への移動に関わっており、ヒトにおいて同様に役割を演じるよ

うである［Skehel et al., 1995; Weir et al., 1998］。

      【０１０２】

  該ツーハイブリッド系を用いて、本発明者らは、ＩＲＡＰが３つのタンパク質

と相互作用することを検出した。ＩＲＡＰのＮ末端部分はもう一つのシグナル変

換タンパク質、タンパク質チロシンホスファターゼのゼータポリペプチドと相互

作用することが示された。このタンパク質は充分に特徴付けられていないが、グ

ルコース輸送を引き起こすかまたは妨害する重要なタンパク質を脱リン酸化する

ことによってグルコース輸送を調整することにおいて役割を演じ得る［Nishikaw

a et al., 1998］。ＩＲＡＰのＣ末端部分は非赤血球ベータスぺクリンと相互作

用することが示された。このタンパク質は分泌に関与すると考えられ、ＩＲＡＰ

によるＧｌｕｔ４ベシクルの移動において役割を演じ得る［Hu et al., 1992］

。ＩＲＡＰのＣ末端部分は、該ツーハイブリッド系において、ホスファチジルイ

ンジトール３（ＰＩ－３）キナーゼのｐ８５レギュレトリーサブユニットと相互

作用することも示された。このタンパク質は、細胞シグナル変換における中心的

なプレイヤーであり、細胞の外部から内部へのシグナル伝達に参加する。興味深

いことに、ＰＩ－３キナーゼｐ８５の機能の一つは、インスリン受容体を含む［

Martin et al., 1996］。さらに、このキナーゼのインヒビターはＧｌｕｔ４の

周期を妨害するので、血漿膜と細胞内部との間のＧｌｕｔ４の移動はＰＩ－３キ

ナーゼシグナル変換経路の作用に依存することがよく知られている。本発明者ら

は、ＰＩ－３キナーゼｐ８５がタンキラーゼと相互作用することも見出した。ツ

ーハイブリッド相互作用は、ＰＩ－３キナーゼのｐ１１０触媒性サブユニットを

用いて検出され、これらは、同一酵素複合体のｐ８５およびｐ５５サブユニット

との相互作用、ならびに非サブユニット相互作用を含む。

      【０１０３】
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  タンパク質ホスファターゼ５（ＰＰ５）は、いくつかの細胞機能を有するより

大きな多重タンパク質複合体の部分らしいタンパク質を含有するＴＰＲドメイン

である［Silverstein et al., 1997］。本発明のツーハイブリッド研究は、タン

パク質ホスファターゼ５とＨｓｐ９０との間の生化学的相互作用を確認し、これ

らのタンパク質の会合は生化学的方法を用いて以前に論証されている。本明細書

において、該ツーハイブリッド系を用いて、ＰＰ５がもう一つの関連するヒート

ショックタンパク質Ｈｓｐ９０、およびタンキラーゼとも相互作用することも論

証された。

      【０１０４】

  ホスファチジルイノジトール－３キナーゼは非常に重要なシグナル変換タンパ

ク質であり、Ｇｌｕｔ４媒介グルコース摂取において重要な役割を演じるようで

ある［Shankar et al., 1998］。このタンパク質はシグナルを細胞の外部から内

部へと伝達することに参加する。それは２つのサブユニット：ｐ８５レギュレト

リーサブユニットおよびｐ１１０触媒性サブユニットからなり、細胞の外部から

内部への信号の伝達を容易にすることによって機能する。ＰＫ－３キナーゼは、

その機能の一つがインスリン受容体を必要とするので、インスリン調整およびグ

ルコース摂取に関わっている［Martin et al., 1996］。さらに、血漿膜と細胞

外部との間のＧｌｕｔ４の移動は該ＰＩ－３キナーゼ信号変換経路の作用に依存

する。何故ならば、このキナーゼノインヒビターはＧｌｕｔ４の周期を妨害する

からである。

      【０１０５】

  ＰＩ－３キナーゼのｐ８５レギュレトリーサブユニットは、該ツーハイブリッ

ドアッセイにおいて、いくつかのタンパク質と相互作用することが示された。本

明細書において、本発明者らは、ｐ８５と相互作用し得る５つのさらなるタンパ

ク質の同定を報告する。ＳＬＰ－７６はＴ－細胞シグナリングに参加するチロシ

ン=リンタンパク質である［Clements et al., 1998; Jackman et al., 1995］。

ＳＬＰ－７６はいわゆるアダプタータンパク質として作用すると考えられている

。何故ならば、それはシグナル変換の中間ステップにおいて役割を演じるからで

ある。これは、血漿膜にて作用する因子と細胞の内部で機能を実行する他の分子



(43) 特表２００２－５４２７７４

とを架橋することによって達成される。本発明の結果は、ＳＬＰ－７６は、該ｐ

８５レグレトリーサブユニットに結合するその能力によるＰＩ－３キナーゼシグ

ナル変換経路において重要な役割を演じるであろう。ＰＩ－３キナーゼのｐ８５

サブユニットは２つのさらなる重要なシグナル変換タンパク質：１３－３－３ゼ

ータおよび１４－３－３イータに結合することも論証された。これらのタンパク

質は、多数のタンパク質中で、ホスホセリン残基に特異的に結合する［Oghira e

t al., 1997; Thorson et al., 1998; Yaffe et al., 1997］。興味深いことに

、本発明の研究は、Ｇｌｕｔ４グルコース輸送体は１４－３－３ゼータにも結合

し得ることを示した。かくして、ＰＩ－３キナーゼは、該１４－３－３シグナル

変換タンパク質とのその相互作用により、グルコース摂取メカニズムとも関連す

る。ＰＩ－３キナーゼｐ８５はクロモグラニンＣ、グラニンファミリーのニュー

ロエンドクリンセクレトリー粒状タンパク質と相互作用することも示されている

［Ozawa et al., 1995］。該グラニンファミリーのメンバーは特定化されたセク

レトリーベシクルに局在化し、タンパク質選別および分泌において重要な機能を

発揮すると考えられる［Leitner et al., 1999］。つまり、ＴＡＣＣ２は、該酵

母ツーハイブリッドアッセイにおいて、ＰＩ－３キナーゼｐ８５と相互作用する

ことが示された。ＴＡＣＣ２は、細胞成長制御および癌に関わっている「トラン

スフォーミングコイルドコイル(transforming coiled coil)」タンパク質のファ

ミリーのメンバーである［Still et al., 1999］。ＴＡＣＣ２の機能は分らない

ままであるが、ｐ８５とのその相互作用は、それも重要なシグナル変換経路の部

分であることを論証する。

      【０１０６】

  このタンパク質のｐ１１０サブユニットは、補体タンパク質Ｃ４、テナシンＸ

Ｂおよびアルファ酸グルコシダーゼ（ＧＡＡ）と相互作用することが示されてい

る。補体Ｃ４タンパク質は、古典的補体経路を活性化するのにおいてカギとなる

役割を演じ、それは好塩基球および肥満細胞からのヒスタミン放出を刺激するこ

とに関与する。Ｃ４の天然に生じる欠陥は、全身性紅斑エリマトーシス、腎臓病

、肝炎、痴呆症のごとき多数の免疫－関連ヒト病気および再発感染についての特

性と関連付けられてきた（Ｎａｓｃａｒｔ－Ｌｅｍｏｎｅら，１９８３；Ｖｅｒ
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ｇａｎｉら，１９８５；Ｗａｔｅｒｓら，１９９７；Ｎｅｒｌら，１９８４；Ｌ

ｈｏｔｔａら，１９９０）。Ｃ４がＰＩ－３キナーゼのｐ１１０サブユニットと

相互作用するという知見は、Ｃ４の機能が、恐らくはいくらかの免疫学的刺激体

に応答して、このシグナル変換によって幾分調節されることを示唆する。ＰＩ－

３キナーゼのｐ１１０触媒サブユニットはテナシンＸＢと相互作用することが示

されている。テナシンＸＢは細胞外構造タンパク質である。テナシンＸＢの欠損

は、結合組織障害エーラー－ダンロス症候群に関連する（Ｂｕｒｃｈら，１９９

７）。ｐ１１０がテナシンＸＢに結合できるというこの知見は、テナシンＸＢの

機能がＰＩ－３キナーゼシグナル変換経路によって修飾または調節し得ることを

示唆する。また、ＰＩ－３キナーゼｐ１１０はＧＡＡまたはアルファ酸グルコシ

ダーゼに結合することが示されている。ＧＡＡは、グリコシル化基質からのグル

コースの放出を触媒するリソソーム酵素であり、ＧＡＡの欠損はグリコーゲン貯

蔵疾患をもたらす（Ｒａｂｅｎら，１９９５）。ＰＩ－３キナーゼがＧＡＡに結

合できるという知見は、ＧＡＡ活性がＰＩ－３キナーゼシグナリングメカニズム

によって影響され得ることを示唆する。我々の従前の２－ハイブリッド結果は、

ＰＩ－３キナーゼを糖尿病およびアルツハイマー病のごときヒト疾患に関連付け

た。従って、これらの新しい知見は補体タンパク質Ｃ４、テナシンＸＢおよびア

ルファ酸グルコシダーゼをこれらの疾患ならびにすでに記載した他の疾患に結び

つける。

      【０１０７】

  このタンパク質のｐ１１０サブユニットは、２－ハイブリッドアッセイにおい

て甲状腺ホルモン相互作用タンパク質ＴＲＩＰ１５と相互作用することが示され

ている。ＴＲＩＰ１５は、細胞シグナリングに関与するらしいシグナルソームと

呼ばれる大きなマルチタンパク質複合体の一部である（Ｓｅｅｇｅｒら，１９９

８）。我々の２－ハイブリッド結果は、ＰＩ－３キナーゼを糖尿病およびアルツ

ハイマー病のごときヒト疾患に結び付けた。

      【０１０８】

  我々は、ＰＩ－３キナーゼｐ１１０サブユニットとβ－アミロイド前駆体タン

パク質（ＡＰＰ）との相互作用を検出した。簡単に述べると、ＡＰＰ代謝および
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Ａβ生成がＡＤ病因に対して中枢的な事象であるいまや増大しつつある証拠があ

る。ＡＰＰおよびＡＤ病因のより多くのレビューについてはここに出典明示して

本明細書の一部とみなす、１９９９年１２月２１日に出願された米国特許出願第

０９／４６６、１３９号および１９９９年１２月２１日に出願された国際出願Ｐ

ＣＴ／ＵＳ９９／３０３９６参照。いくつかの候補（カテプシンＧ、カテプシン

Ｄ、キノトリプシンその他）が示唆されているが、β－セクレターゼ酵素は未だ

同定されていない。ましてやα－およびγ－セクレターゼについては知られてい

ない。プレゼニリンおよびＡＰＰプロセッシングの間の生化学的連結は確立され

ていない。ｓＡＰＰの神経親和性および神経保護効果を媒介するタンパク質は知

られていない。この最後の点は最も重要である。なぜならば、ＡＰＰ代謝の改変

は、毒性生成物（Ａβ）の生成およびｓＡＰＰ親和性活性の損失をもたらし得る

からである（Ｓａｉｔｏｈら，１９９４；Ｒｏｃｈら，１９９３；Ｓａｉｔｏｈ

およびＲｏｃｈ，１９９５）。この点については、アルツハイマー病と関連する

１つのＡＰＰ突然変異がｓＡＰＰの欠陥軸索延長活性をもたらすことは興味深い

（Ｌｉら，１９９７）。さらに、リン酸化カスケードの残りはアルツハイマー病

脳でかなり変化している（ＳａｉｔｏｈおよびＲｏｃｈ，１９９５；Ｊｉｎおよ

びＳａｉｔｏｈ，１９９５；Ｍｏｏｋ－ＪｕｎｇおよびＳａｉｔｏｈ，１９９７

；Ｓａｉｔｏｈら，１９９１；Ｓｈａｐｉｒｏら，１９９１）。ＡＰＰはアルツ

ハイマー病の病因で主要な役割を演じると考えられるので、ＰＩ－３キナーゼお

よびＡＰＰの間の連結の解明は、この神経学的障害についての試料を見出すため

の新しい標的を提供する（Ｒｕｓｓｏら，１９９８）。

      【０１０９】

  Ｏ－結合Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼまたはＯＧＴａｓｅ

は細胞内シグナル変換に関与する酵素である（Ｋｒｅｐｐｅｌら，１９９７）。

ＯＧＴａｓｅは、グルコース摂取でカギとなる役割を演じ、従って、糖尿病関連

経路に参画できると推測されている（Ｃｏｏｋｓｅｙら，１９９９）。ＯＧＴａ

ｓｅはミオシン重鎖と相互作用することが示されている。ミオシン重鎖のＯＧＴ

ａｓｅへの結合は、筋肉の構造または機能におけるミオシンの機能が、そのシグ

ナル変換能力においてＯＧＴａｓｅによって影響され得ることを示唆する。これ
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は、潜在的に、グルコース輸送を含めた筋肉細胞における多くの細胞プロセスに

影響し得る。ＯＧＴａｓｅは新規なＰＮ６９３１と呼ばれるタンパク質に結合す

ることが示されている。ＰＮ６９３１はマウスキネシン軽鎖遺伝子（ＧｅｎＢａ

ｎｋ受託番号ＡＦ０５５６６６）と非常に似ている。キネシンは細胞輸送および

染色体移動に関連する分子モーターである（Ｋｉｒｄｈｎｅｒら，１９９９）。

おそらくは、この新規なキネシン－様タンパク質を翻訳後に修飾することによっ

てＯＧＴａｓｅはその機能に影響し得る。

      【０１１０】

  ＯＧＴａｓｅのアミノ酸２５０ないし４５０は、１４－３－３タンパク質ファ

ミリーのメンバー、１４－３－３イプシロンと相互作用することが知られている

。該１４－３－３タンパク質は、他の非常に重要なシグナリング分子上のホスホ

セリン残基に特異的に結合することによって細胞内シグナル変換経路で機能する

（Ｏｇｉｈａｒａら，１９９７；Ｙａｆｆｅら，１９９７）。ＯＧＴａｓｅおよ

び１４－３－３イプシロンの間の相互作用を、２つの異なるシグナル変換経路を

結びつけるように働くことができ、１つはリン酸化に関与し、第２のものはタン

パク質修飾のもう１つのタイプに関連する。

      【０１１１】

  ＯＧＴａｓｅのアミノ酸２５０ないし４５０は２つのタンパク質（アルファ－

２カテニンおよびＮａｆｌａ）と相互作用することが示されている。アルファ－

カテニンは、カドヘリンへの結合によって細胞－細胞接触で機能するビンクリン

に関連するタンパク質である（Ｒｕｄｉｇｅｒら，１９９８）。ＯＧＴａｓｅの

同一領域はＮａｆｌｂ（２－ハイブリッドアッセイにおいてＨＩＶのＮｅｆ遺伝

子産物に結合するその能力によって同定されたタンパク質）と相互作用すること

ができる（Ｆｕｋｕｓｈｉら，１９９９）。Ｎａｆｌの過剰発現は、ＣＤ４抗原

の細胞表面発現の増加を引き起こすことが観察されれており、従って、このタン

パク質は細胞内トラフィッキングで機能することができ、潜在的に、糖尿病およ

びアルツハイマー病のごときこの一般的プロセスに関連する多数の病気に参画し

得る。

      【０１１２】
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  酵母２－ハイブリッドアッセイを用い、我々は、ＯＧＴａｓｅのインターアク

ターとしてＮａｆｌｂを同定した。Ｎａｆｌｂは、２－ハイブリッドアッセイに

おいてＨＩＶのＮｅｆ遺伝子産物と結合するその能力によって同定されたタンパ

ク質である（Ｆｕｋｕｓｈｉら，１９９９）。Ｎａｆｌｂの過剰発現は、ＣＤ４

抗原の細胞表面発現の増加を引き起こすことが観察されており、従って、このタ

ンパク質は、細胞内トラフィッキングで機能することもでき、糖尿病およびアル

ツハイマー病のごときこの一般的プロセスに関連する多数の病気に潜在的に参画

し得る。Ｎａｆｌｂをエサとして用いる２－ハイブリッドサーチにおいて、ＴＲ

ＡＦ－相互作用タンパク質Ｉ－ＴＲＡＦはインターアクターであることが判明し

た。Ｉ－ＴＲＡＦは、ＴＮＦ－腫瘍壊死因子受容体ファミリーメンバーからのシ

グナルを伝達するＴＲＡＦシグナル変換経路のレギュレーターとして作用するよ

うに見える（Ｒｏｔｈｅら，１９９６）。ＮａｆｌｂがＩ－ＴＲＡＦと相互作用

するという観察は、グルコース輸送に関与するＯＧＴａｓｅ経路での細胞外刺激

シグナル変換メカニズムを結びつけるように働く。エサとしてＮａｆｌｂを用い

る２－ハイブリッドサーチは、ＰＮ７５８２と呼ばれる新規なタンパク質断片を

同定した。この小さなタンパク質断片が、公知のタンパク質に対していずれの強

力な同様性も有するようには見えず、従って、その機能は容易には明らかとなら

ない。それは、Ｎａｆｌｂとのその会合によってタンパク質トラフィッキングま

たはシグナル変換に参画し得る可能性が高い。

      【０１１３】

  エサとしてＯＧＴａｓｅを用いる２－ハイブリッドサーチにおいて、４つの新

しいインターアクターが見出された。最初のインターアクターデスニンは、筋肉

で見出された細胞質中間体フィラメントタンパク質である（Ｃａｐｅｔａｎａｋ

ｉら，１９９８）。それは、ミオフィブリルをそれ自体と、および原形質膜と接

触させることによって線条筋肉で機能する。デスミンは３つの機能的なドメイン

（ヘッド、ロッドおよびテイル）に分解され、ＯＧＴａｓｅはロッド構造に結合

することができる。ＯＧＴａｓｅと相互作用することが示された第２のタンパク

質はアルファ－カリオフェリンと呼ばれる。アルファ－カリオフェリン（インポ

ルチンおよびＳＲＰ１としても知られる）は、核ポアを通じて核局所化シグナル
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－含有タンパク質を核に輸送するにおいて役割を演じる普遍的に発現されるタン

パク質である（Ｍｏｒｏｉａｎｕ，１９９７）。ＯＧＴａｓｅが結合することが

示された第３のタンパク質はグルタニミル－ｔＲＮＡシンテターゼである。アミ

ノアシル－ｔＲＮＡシンテターゼはタンパク質合成でカギとなる役割を演じるの

みならず、最近の研究は、ｔＲＮＡプロセッシング、ＲＮＡスプライシング、Ｒ

ＮＡトラフィッキング、アポトーシス、および転写および翻訳調節のごとき多数

の他の細胞プロセスにインパクトを与えることが示されている（Ｍａｒｔｉｎｉ

ｓら，１９９９）。酵母２－ハイブリッドアッセイでＯＧＴａｓｅに結合するこ

とが示された第４のタンパク質はクローン２５１００と呼ばれ、それは既知の機

能を有しない。クローン２５１００についての遺伝子はヒト幼児の脳から単離さ

れ、その機能がよく分かった構造的特徴を有しない小さなタンパク質をコードす

るように見える。これらのＯＧＴａｓｅ－相互作用タンパク質の全ての４つはＯ

ＧＴａｓｅについての基質として作用できるか、あるいはいくつかの方法におい

てその機能に影響し得る。それらがＯＧＴａｓｅと相互作用するという知見は、

それらがグルコース輸送または糖尿病の病因において役割を演じ得ることを示唆

する。

      【０１１４】

  本発明者らの酵母２－ハイブリット研究は、ＯＧＴａｓｅが、多数の機能的カ

テゴリーに入ることができる種々のタンパク質と相互作用できることを示した。

小胞輸送に関係付けられてきた２つのタンパク質はＯＧＴａｓｅに結合する。最

初のものはＢＡＰ３１と呼ばれ、それは、細胞内区画の間で膜タンパク質を分類

し輸送する非常に重要な役割を果たすようである（Ａｎｎａｅｒｔら、１９９７

）。第２のタンパク質はダイナミンＩＩと呼ばれ、それは、細胞の内部の部位に

原形質膜からの輸送小胞を移動させることに関連付けられる（Ｓｏｎｔａｇら，

１９９４）。ＯＧＴａｓｅは、同様に、転写で機能する２つのタンパク質と相互

作用することが示されている。第１のものは初期成長応答タンパク質１につきＥ

ＧＲ１と呼ばれ、それは、有糸分裂刺激に続いて細胞で大いに誘導されることが

示されている（Ｓｕｋｈａｔｍｅら，１９８８）。それは亜鉛－フィンガー含有

タンパク質であり、それ自身の刺激に続き、有糸分裂および分化に関与する遺伝
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子の転写を活性化し続ける。加えて、ＯＧＴａｓｅはＭＯＰ２（酸素調節遺伝子

の誘導に関与する塩基性ラセン－ループ－ラセン含有転写因子）と相互作用する

ことができる（Ｈｏｇｅｎｅｓｃｈら，１９９７）。ＯＧＴａｓｅはタリンと呼

ばれる構造タンパク質に結合する。タリンは、アクチン細胞骨格とでインテグリ

ンを連結するように働く細胞質タンパク質である（Ｃａｌｄｅｒｗｏｏｄら，１

９９９）。最後に、ＯＧＴａｓｅは、未知のまたは余り特徴付けされていない機

能の５つのタンパク質に結合することが酵母２－ハイブリットアッセイで示され

ている。ＯＧＴａｓｅはＩｎｔ－６（やはりＨＴＬＶ－Ｉ  Ｔａｘトランスアク

チベーターに結合することが示されているタンパク質）に結合し、それは前骨芽

球白血病核体の成分である（Ｄｅｓｂｏｉｓら，１９９６）。ＯＧＴａｓｅはイ

ンターフェロン－誘導タンパク質５４（アルファ－およびベータ－インターフェ

ロンでの処理に続きその転写体の大きな増加を示す特徴付けされていないタンパ

ク質））に結合する（Ｌｅｖｙら，１９８６）。最後に、ＨＳＰＣ０２８、ＫＩ

ＡＡ０４４３およびクローン２５１００はＯＧＴａｓｅと相互作用する。

      【０１１５】

  Ａｋｔキナーゼは、インスリン－調節グルコース輸送および非－インスリン依

存性糖尿病の発症に関連付けられているセリン／スレオニンプロテインキナーゼ

である（Ｋｒｏｏｋら，１９９８）。このリンクのため、Ｋｋｔキナーゼは、そ

れがＫｋｔキナーゼの基質であるゆえに、あるいはそれが該キナーゼのレギュレ

ーターであるゆえに、いかなるタンパク質がそれと相互作用するかを決定するた

めに２－ハイブリッドアッセイで用いられてきた。２つの密接に関連するＡｋｔ

タンパク質が用いられた：Ａｋｔ１およびそれに密接に関連するファミリー－メ

ンバーＫｋｔ２。Ａｋｔ１およびＡｋｔ２は、共に、核細胞分裂装置タンパク質

ＮｕＭＡ１と相互作用することが示された。ＮｕＭＡ１は、細胞周期を通じて変

化する免疫蛍光染色の区別されるパターンを示す。それは相間を通じて明瞭であ

るが、細胞分裂の間に紡錘装置に再度局在化する（Ｌｙｄｅｒｓｅｎら，１９８

０）。リン酸化はＮｕＭＡ１機能で非常に重要な役割を演ずると考えられる。そ

れは細胞分裂に丁度先立ってリン酸化され、細胞周期有糸分裂のＧ１相で有糸分

裂が起こった後に脱リン酸化するようである（Ｓｐａｒｋｓら，１９９５）。Ａ
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ｋｔ１およびＡｋｔ２はＮｕＭＡをリン酸化できる。これは特に、Ａｋｔ２と相

互作用するＮｕＭＡの領域（アミノ酸９８ないし３６５）が２３のセリンおよび

９のスレオニンを含有するからである。また、Ａｋｔ２は、小胞輸送に関与する

２つのタンパク質と相互作用することが示されている。最初のタンパク質ＢＡＰ

３１は、膜－結合タンパク質のゴルジ装置から原形質膜への移動で役割を演じる

ようである（Ａｎｎａｅｒｔら，１９９７）。ＢＡＰ３１は我々の以前の実験で

ＯＧＴａｓｅと相互作用することが示されたので、グルコース輸送に関係付けら

れている２つのシグナル変換タンパク質がＢＡＰ３１に結び付けられた。Ａｋｔ

２は、ベータ－アダプチンまたはＡＰ２－ベータと呼ばれるもう１の小胞輸送タ

ンパク質に結合することが示されている。ベータ－アダプチンは、クラスリンを

連結させ、コートされた小胞に存在する膜貫通受容体に結合するＡＰ２コートア

センブリ複合体の一部である（Ｐｅａｒｓｅ，１９８９）。この知見は、エンド

サイトーシスの調節におけるＡｋｔ２についての役割を示唆し、他方、Ｋｋｔ２

がＢＡＰ３１に結合する知見は、Ａｋｔ２およびエキソサイトーシスの間の結び

つきを提供する。Ａｋｔキナーゼと相互作用できるタンパク質の全ては、Ａｋｔ

とのその会合によるグルコース輸送で役割を演じ得る。

      【０１１６】

  ＰＴＰ１ｂは、シグナル変換で非常に重要な役割を演じるタンパク質チロシン

ホスファターゼである。それは、インスリン－応答性グルコース輸送の陰性レギ

ュレーターとして関連付けられており（Ｃｈｅｎら，１９９７）、従って、それ

は、おそらくは基質として作用することによって、その機能に関与するより多く

のタンパク質を見出す試みにおいて酵母２－ハイブリッドアッセイで用いられて

きた。ＰＴＢ１ｂはＶＡＭＰ－会合プロテインＡ（ＶＡＰ－ＡまたはＶＡＰ－３

３）と相互作用することが知られている。このタンパク質はＡ．  ｃａｌｉｆｏ

ｒｎｉｃａにおいて細胞内輸送（特に、エキソサイトーシスおよび細胞表面への

移動）と関連付けられており、ヒトにおいて同様の役割を演じるようである（Ｓ

ｋｅｈｅｌら，１９９５；ｖｅｉｒら，１９９８）。ＰＴＰ１ｂおよびＶＡＰ－

Ａの間の相互作用はＰＴＰ１ｂおよびＩＲＡＰの間の可能な結びつきとして働く

。というのは、ＩＲＡＰは２－ハイブリッド実験においてＶＡＰ－Ａに結合する
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ことが示されているからである。（ｖｐ１６５、ｇｐ１６０およびオキシトシナ

ーゼとしても知られている）ＩＲＡＰ（インスリン－調節膜－スパンニングアミ

ノペプチダーゼは、特定の細胞封入体小胞でのＧｌｕｔ４輸送体と共に局在化す

る（Ｋｅｌｌｅｒら，１９９５；Ｍａｌｉｄｅら，１９９７）。ＩＲＡＰのＮ－

末端断片の発現はＧｌｕｔ４の原形質膜への移動をもたらすことが示されている

ので、ＩＲＡＰはグルコース輸送でカギとなる役割を果たすと考えられる（Ｗａ

ｔｅｒｓら，１９９７）。かくして、ＰＴＰ１ｂがＶＡＰ－Ａと相互作用すると

いう結果は、グルコース輸送および糖尿病に対するＰＴＰ１ｂおよびＶＡＰ－Ａ

の間の結びつきを強化するように働く。

      【０１１７】

  小さなＧＴＰ－結合タンパク質Ｒａｂ４は、インスリン－刺激グルコース摂取

の調節に関連付けられているもう１つのシグナル変換因子である（Ｖｏｌｌｅｎ

ｗｅｉｄｅｒら，１９９７；Ｃｏｒｍｏｎｔら，１９９６）。従って、Ｒａｂ４

は、グルコース輸送および糖尿病に関与するさらなるタンパク質を見出すために

酵母２－ハイブリッドアッセイで用いられてきた。２つのタンパク質がＲａｂ４

に結合することが示されている（アルファ－カテニン－様タンパク質（時々、ア

ルファ－カツリンと呼ばれる）およびＲａｂ２と呼ばれるもう１つの小さなＧＴ

Ｐ－結合タンパク質）。該アルファ－カテニン－様タンパク質はアルファ－カテ

ニンおよびビンクリンと似ているが、その機能はいまだよく特徴付けされていな

い（Ｊａｎｓｓｅｎｓら，１９９９）。アルファ－カテニンそれ自体は、カドヘ

リンへの結合によって細胞－細胞接触で機能するビンクリンに関連するタンパク

質である（Ｒｕｄｉｎｇｅｒら，１９９８）。興味深いことには、アルファ－カ

テニンは、我々の従前の研究では、ＯＧＴａｓｅに結合することが見出されてお

り、その結果、グルコース輸送に関連付けられた。Ｒａｂ４に結合することが示

されている第２のタンパク質はＲａｂ２である。これらの２つの小さなＧＴＰ－

結合タンパク質が、５０％アミノ酸同一性を持って高度に関連付けられている。

Ｒａｂ４とは異なり、Ｒａｂ２はインスリン－刺激グルコース輸送で役割を演じ

ると考えられていない（Ｕｐｈｕｅｓら，１９９４）、それは細胞において小胞

輸送で重要な役割を演じる（Ｔｉｓｄａｌｅら，１９９８）。Ｒａｂ４およびＲ
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ａｂ２が相互作用するという知見は、それらが他の細胞機能に影響でき、かくし

て、Ｒａｂ２が、潜在的に、グルコース輸送においてＲａｂ４の役割に影響し得

ることを示唆する。

      【０１１８】

  本発明で開示されたタンパク質は、酵母２－ハイブリッド系においてその対応

するタンパク質と相互作用することが判明した。ここに開示する生理学的経路に

おける対応するタンパク質の関与のため、ここに開示するタンパク質は同一の生

理学的経路に参画する。従って、本発明は、生理学的経路で有用な診断および治

療ツールの開発のためのこれらのタンパク質およびこれらのタンパク質をコード

するＤＮＡの使用のリストを提供する。このリストは、限定されるものではない

、以下の例を含む。

２－ハイブリッド系

      【０１１９】

  酵母２－ハイブリッド系の原理および方法は、詳細に記載されている。例えば

、ＢａｒｔｅｌおよびＦｅｅｌｄｓ，１９９７；Ｂａｒｔｅｌら，１９９３；Ｆ

ｅｅｌｄｓおよびＳｏｎｇ，１９８９；ＣｈｅｖｅｒおよびＮａｔｈａｎｓ，１

９９２）。以下は、注目するタンパク質と相互作用するタンパク質を同定するた

めのこの

系の使用の記載である。

  標的タンパク質は、酵母Ｇａｌ４ｔのＤＮＡ－結合ドメインに対する融合とし

て酵母で発現される。標的タンパク質またはこのタンパク質の断片をコードする

ＤＮＡはＰＣＲによってｃＤＮＡから増幅されるか、あるいは利用可能なクロー

ンから調製される。得られたＤＮＡ断片は、Ｇａｌ４ｐおよび標的タンパク質配

列の間のイン・フレーム融合が生じるように、ＤＮＡ－結合ドメインベクター（

例えば、ｐＧＢＴ９、ｐＧＢＴ．Ｃ、ｐＡＳ２－１）への連結または組代えによ

ってクローンされる。

      【０１２０】

  標的遺伝子構築体は、形質転換によってハプロイド酵母株に導入される。活性

化ドメイン融合のライブラリー（すなわち、活性化ドメインベクターにクローン
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された成人の脳ｃＤＮＡ）は、反対の接合タイプのハプロイド酵母株への形質転

換によって導入される。活性化ドメイン構築体を担う酵母株は、その発現をモニ

ターすることができる１以上のＧａｌ４ｐ－応答性レポーター遺伝子を含有する

。いくつかの酵母レポーター株の例はＹ１９０、ＰＪ６９およびＣＢＹ１４ａを

含む。標的遺伝子構築体を担う酵母のアリコットを、活性化ドメインライブラリ

ーを担う酵母のアリコットと合わせる。２つの酵母株は接合してジプロイド酵母

を形成し、それを、１以上のＧａｌ４ｐ－応答性レポーター遺伝子の発現につき

選択する培地上で平板培養する。インキュベーションの後に生じたコロニーを、

さらなる特徴付けのために選択する。

      【０１２１】

  活性化ドメインプラスミドは、２－ハイブリッドサーチで得られた各コロニー

から単離する。この構築体中のインサートの配列は、ジデオキシヌクレオチド鎖

停止法によって得られる。配列情報を用いて、公表されたヌクレオチドおよびタ

ンパク質データベースの解析を介して、活性化ドメインインサートによってコー

ドされた遺伝子／タンパク質を同定する。活性化ドメイン融合の標的タンパク質

との相互作用は、相互作用の特異性につきテストすることによって確認される。

元の標的タンパク質構築体または種々の他のＤＮＡ－結合ドメイン構築体いずれ

かを持つ酵母レポーター株に、活性化ドメイン構築体を共形質転換する。標的タ

ンパク質の存在下における、しかしながら他のテストタンパク質のないレポータ

ー遺伝子の発現は、相互作用は、真性なものであることを示す。

      【０１２２】

  酵母２－ハイブリッド系に加えて、タンパク質－タンパク質相互作用の発見ま

たは検出に他の遺伝子方法を利用できる。例えば、酵母２－ハイブリッド系と同

一原理で作動する哺乳動物２－ハイブリッド系が商業的に入手可能である（Ｃｌ

ｏｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．）酵母レポーター株を形質転換するに代えてＤＮＡ－結

合および活性化ドメイン融合をコードするプラスミドを適当なレポーター遺伝子

（例えば、ｌａｃＺ）と共に哺乳動物組織培養細胞系にトランスフェクトするＳ

ａｃｃｈａｒｏｎｙｃｅｓ  Ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ  Ｇａｌ４ｐのごとき転写因

子は種々の異なる真核生物細胞型で機能するので、真核生物起源の実質的にいず
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れの細胞系（例えば、昆虫細胞（ＳＦ９、菌類細胞、虫細胞）においても２－ハ

イブリッドアッセイを行うことができるであろうと予測される）。タンパク質－

タンパク質相互作用の検出のための他の遺伝子系はいわゆるＳＯＳ動因系を含む

（Ａｒｏｎｈｅｉｎら，１９９７）。

      【０１２３】

  タンパク質－タンパク質相互作用

  タンパク質相互作用は、酵母２－ハイブリッド系、アフィニティークロマトグ

ラフィー、共免疫沈澱系、細胞下分画および大きな分子複合体の単離を含めた種

々の系で検出された。これらの方法の各々はよく特徴付けされており、当業者に

よって容易に実施できる。ここに出典明示して本明細書の一部とみなす米国特許

第４，６２２，８５２号および第４，７７３，２１８号、ＰＣＴ公開出願ＷＯ９

７／２７２９６およびＰＣＴ公開出願ＷＯ９９／６５９３９参照。

      【０１２４】

  注目するタンパク質（またはその相互作用ドメイン）は真核生物または原核生

物系で生産させることができる。所望のタンパク質をコードするｃＤＮＡを適当

な発現ベクターに導入し、（細菌、酵母細胞、昆虫細胞、または哺乳動物細胞で

ありうる）宿主細胞にトランスフェクトする。発現されたタンパク質の精製は、

当業者によく知られた慣用的生化学および免疫化学方法によって達成される。次

いで、精製されたタンパク質をアフィニティークロマトグラフィー実験で用い、

それをマトリックスに固定化し、カラムに負荷する。培養された細胞またはホモ

ゲナイズした組織試料からの抽出物を、次いで、適当な緩衝液にてカラムに負荷

し、非結合タンパク質を溶出させる。徹底的に洗浄した後、ｐＨのグラジエント

または塩濃度のグラジエントのごとき種々の方法を用い、結合タンパク質または

タンパク質複合体を溶出させる。次いで、溶出したタンパク質を２次元ゲル電気

泳動によって分離し、ゲルから溶出させ、ミクロ－配列決定によって同定するこ

とができる。また、ここに開示した相互作用タンパク質を精製するためにアフィ

ニティークロマトグラフィーで該精製されたタンパク質を用いることもできる。

これらの方法の全ては当業者によく知られている。

      【０１２５】
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  同様に、注目する複合体の双方のタンパク質（または相互作用ドメイン）を真

核生物または原核生物系で生産することができる。タンパク質（相互作用ドメイ

ン）は、別々のプロモーター制御下に置くことができるが、あるいは融合タンパ

ク質として生産することもできる。融合タンパク質は、１つの具体例において、

タンパク質（または相互作用ドメイン）の相互作用を促進するように働くタンパ

ク質または相互作用ドメインの間のペプチドリンカーを含むことができる。これ

らの方法の全ては当業者によく知られている。

      【０１２６】

  また、注目する精製タンパク質を個々に、または複合体を用いて、ウサギ、マ

ウス、ラット、ニワトリ、ヤギ、ヒツジ、ブタ、モルモット、ウトおよびウマに

おいて抗体を生じさせることができる。抗体の生成および特徴づけで用いる方法

は当業者によく知られている。モノクローナル抗体は慣用的技術によって生じる

。慣用的技術によって一本鎖抗体がさらに生産される。

      【０１２７】

  注目するタンパク質をコードするＤＮＡ分子を適当な発現ベクターに挿入し、

当業者によく知られた方法に従い細菌、酵母、昆虫細胞または哺乳動物細胞のご

とき真核生物細胞のトランスフェクションで用いることができる。次いで、注目

する両タンパク質を発現するトランスフェクトされた細胞を適当な条件で溶解さ

せ、２つのタンパク質の１つを特異的抗体を用いて免疫沈澱させ、ポリアクリル

アミドゲル電気泳動によって分析する。（共免疫沈澱した）結合タンパク質の存

在は、他のタンパク質に向けられた抗体を用いる免疫ブロッティングによって検

出される。共免疫沈澱は当業者によく知られた方法である。

      【０１２８】

  トランスフェクトされた真核生物細胞または生物学的組織試料をホモゲナイズ

し、異なる細胞成分を分離する適当な条件で分画する。典型的には、細胞溶解物

をスクロースグラジエント、サイズおよび密度に基づいて、細胞成分を分離する

他の物質で泳動させる。免疫ブロッティングまたは免疫沈澱方法を用い、細胞下

画分を、適当な抗体にて注目するタンパク質の存在につき分析する。これらの方

法は当業者によく知られている。
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      【０１２９】

  タンパク質－タンパク質相互作用の破壊

  タンパク質－タンパク質相互作用を破壊する剤は、ＮＩＤＤＭ、ＡＤおよび他

のここに開示されたものを含めた多くの生理学的障害で有益でありうるが、それ

らに限定されるものではない。陽性タンパク質－タンパク質相互作用の検出につ

き前記した方法の各々を用いて、該相互作用を破壊するであろう薬物を同定する

ことができる。その例として、注目するタンパク質をコードするＤＮＡでトラン

スフェクトされた細胞を種々の薬物で処理することができ、共免疫沈澱を行うこ

とができる。別法として、逆酵母２－ハイブリット系（ＬｅａｎｎａおよびＨａ

ｎｎｉｎｋ，１９９６）と呼ばれる酵母２－ハイブリット系の誘導体を用いるこ

とができる。但し、２つのタンパク質はまっすぐな酵母２－ハイブリット系で相

互作用をするものとする。

      【０１３０】

タンパク質－タンパク質相互作用の変調

  本明細書中に記載した相互作用は生理学的経路に関与するので、相互作用変調

することができる剤の同定は、生理学的障害を追跡するか、あるいは治療剤の開

発のためのリード化合物として使用するのに用いることができる剤を提供するで

あろう。剤は相互作用タンパク質の遺伝子の発現を変調することができ、かくし

て、タンパク質の相互作用に影響する。別法として、該剤はタンパク質の相互作

用を変調することができる。該剤は、野生型タンパク質と野生型タンパク質との

突然変異体タンパク質との、あるいは突然変異体タンパク質と突然変異タンパク

質との相互作用を変調することができる。その各々を出典明示して本明細書の一

部とみなす、米国特許第５，６２２，８５２号および第５，７７３，２１８号、

ＰＣＴ公開出願ＷＯ９７／２７２９６およびＰＣＴ公開出願ＷＯ９９／６５９３

９に開示されたごとき当業者によく知られた技術によって、トランスフェクトさ

れた宿主細胞、細胞系、細胞モデルまたは動物を用いて剤をテストすることがで

きる。剤の変調効果はイン・ビボまたはイン・ビトロでスクリーニングすること

ができる。剤をスクリーニングする方法の例は、剤がタンパク質複合体の形成に

対して有する効果を測定することである。
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      【０１３１】

  突然変異スクリーニング

  本発明で開示するタンパク質は、ＮＩＤＤＭまたはＡＤにおけるごとき、生理

学的経路に関与することが知られている１以上のタンパク質と相互作用する。相

互作用タンパク質における突然変異は、例えば、タンパク質－タンパク質相互作

用の修飾、または酵素活性の修飾、受容体活性の修飾を介して、あるいは未知の

メカニズムを介してＭＩＤＤＭまたはＡＤのごとき生理学的障害の発症に関与す

る。従って、突然変異は、インスリンおよび非－影響対照ごとき生理学的障害を

有する患者において注目するタンパク質についての遺伝子を配列決定することに

よって見出すことができるる。特に、生理学的経路中のタンパク質相互作用に関

与する遺伝子のその部分における、これらの遺伝子の突然変異は診断ツールとし

て用いることができ、突然変異を理解するメカニズムは治療ツールを開発するの

を助けることができる。

      【０１３２】

  危険性のある個体についてのスクリーニング

  個体をスクリーニングして、本明細書中に開示されたタンパク質中の突然変異

につきスクリーニングすることによって危険性のある個体をスクリーニングする

ことができ、前記したごとく、同定することができる。別法として、個体は、天

然複合体を形成するここに開示した該個体のタンパク質の能力を分析することに

よってスクリーニングすることができる。さらに、個体は、複合体または複合体

の個々のタンパク質あるいは複合体のタンパク質メンバーをコードするｍＲＮＡ

のレベルを分析することによってスクリーニングすることができる。前記したも

のを含めた複合体の形成を検出する技術は当業者によく知られている。突然変異

を検出する技術および方法は当業者によく知られている。複合体タンパク質また

はｍＲＮＡのレベルを検出する技術は当業者によく知られている。

      【０１３３】

  生理学的障害の細胞モデル

  多くの生理学的障害または疾患の多数の細胞モデルは作成されている。これら

のモデルの存在および使用は当業者によく知られている。その例として、注目す
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るタンパク質（野生型タンパク質または突然変異タンパク質）をコードする発現

ベクターで、初代細胞培養または確立された細胞系を確立された細胞系をトラン

スフェクトすることができる。その特定の生理学的障害または疾患に関連するパ

ラメーターに対する本明細書中に開示されたタンパク質の効果は容易に測定する

ことができる。さらに、これらの細胞系を用いて、それらのパラメーターに影響

し、かくして、特定の生理学的障害または疾患のための優れた治療ツールとなる

であろう薬物をスクリーニングすることができる。別法として、注目するタンパ

ク質をコードするＤＮＡをトランスフェクトする代わりに、注目する精製された

タンパク質を、調査中の細胞の培地に添加し、関連パラメーターを測定すること

ができる。

      【０１３４】

  動物モデル

  注目するタンパク質をコードするＤＮＡを用いて、野生型または突然変異体配

列を持つ、該タンパク質を過剰発現する動物（そのような動物を「トランスジェ

ニック」という）、または、天然遺伝子を発現しないが、第２の動物の遺伝子を

発現する動物（「トランス置換」という）、または該タンパク質を発現しない動

物（「ノックアウト」という）を作出することができる。該ノックアウト動物は

、遺伝子が所定の時点でノックアウトされる動物でありうるトランスジェニック

、トランス置換およびノックアウト動物の作出（正常および条件付き）は、当業

者によく知られた方法を用いる。

      【０１３５】

  これらの動物において、特定の生理学的障害に関連するパラメーターを、測定

することができる。これらのパラメーターは、受容体機能、イン・ビボまたはイ

ン・ビトロでのタンパク質分泌、培養された細胞の生存率、組織ホモゲネート中

の特定のタンパク質の濃度、シグナル変換、挙動解析、タンパク質合成、細胞周

期調節、細胞もしくは核膜を横切る化合物の輸送、酵素活性、酸化的ストレス、

病理学的産物の生産などを含むことができる。生化学的および病理学的パラメー

ターで挙動パラメーターの測定は、適切であれば、当業者に良く知られた方法を

用いて、行われる。これらのトランスジェニック、トランス置換およびノックア
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ウト動物を用いて、調べるべき特定の生理学的障害に関連する生化学的、病理学

的および挙動パラメーターに影響しうる薬物をスクリーニングすることもできる

。細胞系は、生理学的障害の細胞モデルとして、または薬物スクリーニングにお

いて用いられるこれらの動物に由来することができる。

      【０１３６】

  合理的薬物デザイン

  合理的薬物デザインの目標は、例えば、ポリペプチドのより活性または安定な

形態であり、または例えば、イン・ビボでポリペプチドの機能を増強し、または

それに干渉する薬物を作成するために、それらが相互作用する注目する生物学的

活性ポリペプチドまたは小分子の構造的アナログ（例えば、アゴニスト、アンタ

ゴニスト、阻害剤）を作成することにある。合理的薬物デザインで用いるいくつ

かのアプローチは、三次元構造の解析、アラニン走査、分子モデリングおよび抗

－ｉｄ抗体の使用を含む。これらの技術は当業者によく知られている。

      【０１３７】

  ポリペプチド活性を変調し、またはそれに影響する物質の同定に続き、該物質

をさらに調べることができる。さらに、それを製造しおよび／または調製、すな

わち、医薬、医薬組成物、または薬物のごとき製造または処方、あるいは組成物

で用いることができ、これらは、個体に投与することができる。ポリペプチド機

能のモジュレーターと同定された物質は、天然のペプチドまたは非－ペプチドで

ある。非－ペプチド「小分子」は、しばしば、多くのイン・ビボ医薬用途で好ま

しい。従って、物質（特にそれがペプチドであれば）のミメティックまたはミミ

ックを医薬用途でデザインすることができる。

      【０１３８】

  公知の医薬上活性な化合物に対するミメティックスのデザインは、「リード」

化合物に基づく医薬の開発に対する既知のアプローチである。このアプローチは

、活性化合物が合成するのに困難であるかまたは費用がかかる場合、あるいは、

特定の投与方法にそれが不適切である、例えば、それが消化管中でによって迅速

に分解する傾向があるので純粋なペプチドが経口組成物で不適切な活性剤である

場合に望ましい。ミメティックのデザイン、合成およびテストは、一般に、標的
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特性につき非常に多数の分子をランダムにスクリーニングするのを回避するのに

用いられる。

      【０１３９】

  一旦ファルマコフォアが見出されれば、その物理的特性、例えば、立体化学結

合、サイズおよび／または電荷に従い、ある範囲の源、例えば、分光学技術、ｘ

－線回折データおよびＮＭＲからのデータを用い、その構造がモデリングされる

。コンピュータ解析、同様性マッピング、（原子間の結合よりはむしろ、ファル

マコフォアの電荷および／または陽性をモデリングする）および他の技術をこの

モデリングプロセスで用いることができる。

      【０１４０】

  次いで、ファルマコフォアを模倣する化学基を植えることができる鋳型分子を

を選択すれば、鋳型分子およびそれに植えた化学基を、便利には、リード化合物

の生物学的活性を保持しつつ、該ミメティックが合成するのに容易であり、薬理

学的に許容されるようであり、かつイン・ビトロ分解しないように選択すること

ができる。別法として、ミメティックがペプチド－ベースである場合、当該ペプ

チドを環化し、その剛性を強化させる事によってさらなる安定性を達成すること

ができる。次いで、このアプローチによって見出されたミメティックまたは複数

ミメティックを、それが標的特性を有するが否かあるいはどの程度までそれが示

されるかを見るためにスクリーニングすることができる。次いで、さらなる最適

化または修飾を行ってイン・ビボまたは臨床テストのために１つ以上の最終ミメ

ティックに到達することができる。

      【０１４１】

  診断アッセイ

  本明細書中に開示した相互作用の同定は、生理学的障害の素因またはその存在

を測定するのに用いることができる診断アッセイおよびキットの開発を可能とす

る。１つの態様において、相互作用のタンパク質のうちの１つを用いて、細胞抽

出物または生物学的流体中の「正常」第２タンパク質（すなわち、第１のタンパ

ク質と相互作用するその能力に関して正常）の存在を検出し、さらに、所望であ

れば、抽出物または生物学的流体中の第２のタンパク質の量的レベルを検出する
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。「正常」第２タンパク質の不存在は、生理学的障害の素因または存在を示すで

あろう。第２の態様においてタンパク質複合体に対応する抗体を用いて、タンパ

ク質複合体の存在および／または量的レベルを検出する。タンパク質複合体の不

存在は、生理学的障害の素因または存在を示すであろう。

      【０１４２】

  実施例

  以下の実施例で本発明をさらに詳細に記載するが、それは例示のために掲げる

のであり、断じて本発明を限定する意図のものではない。当該分野でよく知られ

て標準的技術または以下に特記する技術を利用する。

      【０１４３】

  実施例１

酵母ツーハイブリッド系

  酵母ツーハイブリッド系の原理および方法は、詳細に記載されている（Bartel

およびField, 1997）。したがって、下記するものは、全てのタンパク質に適用

した、用いた特定の手法の記載である。

  バイト・タンパク質をコードするｃＤＮＡを脳ｃＤＮＡからＰＣＲによって作

製した。ベクターｐＧＢＴＱへの組換えを許容する５'末端に適当なテイルが付

加された遺伝子特異的プライマーを合成した。前進プライマー用のテイルは、5'

-GCAGGAAACAGCTATGACCATACAGTCAGCGGCCGCCACC-3'（配列番号：１）であって、逆

進プライマー用のテイルは、5'-ACGGCCAGTCGCGTGGAGTGTTATGTCATGCGGCCGCTA-3'

（配列番号：２）であった。ついで、テイル付加ＰＣＲ産物を組換えによって酵

母発現ベクターｐＧＢＴＱに導入し、それはポリリンカー部位がＭ１３シークエ

ンシング部位を含むように改変されたｐＧＢＴＣ（Bartelら, 1996）の近い誘導

体である。トリプトファン合成を作動するその能力につき、新たな構築物を酵母

Ｊ６９３中で直接的に選抜した（この株の遺伝子型：Matα, ade2, his3, leu2,

 trp1, URA3::GAL1-lacZ LYS2::GAL1-HIS3 gal4del gal80del cyhR2）。これら

の酵母細胞中で、バイトは転写因子Gal4のＤＮＡ結合ドメイン（アミノ酸１－１

４７）を有するＣ－末端融合タンパク質として産生される。酵母発現ベクターｐ

ＡＣＴ２にクローン化した全ヒト脳（３７歳男性、カフカス人）のｃＤＮＡライ
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ブラリーを、Clontech社から購入し（ヒト脳MATCHMAKER ｃDNA, カタロク゛番号HL400

4AH）、酵母株Ｊ６９２（この株の遺伝子型：Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, 

URA3::GAL1-lacZ LYS2::GAL1-HIS3 gal4del gal80del cyhR2）に形質転換し、ロ

イシン合成を作動する能力について選抜した。これらの酵母細胞において、各ｃ

ＤＮＡは転写因子Gal4の転写活性化ドメイン（アミノ酸７６８－８８１）および

９アミノ酸のヘマグルチニン・エピトープタグを有する融合タンパク質として発

現される。ついで、バイトを発現しているＪ６９３細胞（Matα型）を、脳ライ

ブラリーからのタンパク質を発現しているＪ６９２細胞（Mat a型）と接合させ

た。得られた、バイト・タンパク質と相互作用するタンパク質を発現しているデ

ィプロイド酵母細胞は、トリプトファン、ロイシン、ヒスチジンおよびβ－ガラ

クトシダーゼを合成する能力について選抜した。ＤＮＡを各クローンから調製し

、エレクトロポレイションによってE.coli株ＫＣ８（Clontech社製KC８エレクトロコンヒ

゜テント・セル(electrocompetent cell), カタロク゛番号C2023－1）に形質転換し、細胞を

トリプトファン（バイト・プラスミドについて選抜）またはロイシン（脳ライブ

ラリー・プラスミドについて選抜）のいずれかを含まない、アンピシリン含有プ

レート上で選抜した。双方のプラスミド用のＤＮＡを調製し、ジデオキシヌクレ

オチド鎖停止法によって配列決定した。バイトｃＤＮＡインサートの同一性を確

認し、脳ライブラリー・プラスミドからのｃＤＮＡインサートを、公共ヌクレオ

チドおよびタンパク質データベースに対するＢＬＡＳＴプログラムを用いて同定

した。ついで、脳ライブラリーからのプラスミド（プレイ）を、Gal4ＤＮＡ結合

ドメインに融合したラミンの合成を作動するプラスミドと一緒に酵母細胞に個々

に形質転換した。β－ガラクトシダーゼアッセイ後にポジティブ・シグナルを供

するクローンは偽ポジティブとみなして破棄した。残りのクローンについてのプ

ラスミドを、元のバイト用のプラスミドと一緒に酵母細胞に形質転換した。β－

ガラクトシダーゼアッセイ後にポジティブ・シグナルを供するクローンを真のポ

ジティブとみなした。

      【０１４４】

  実施例２

Ｇｌｕｔ４－ＣＡＲＰ相互作用の同定



(63) 特表２００２－５４２７７４

  バイトとしてＧｌｕｔ４（Swiss Protein（SP）受入番号P14672）のアミノ酸

４６３－５０９を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。

この手法によって同定した１のクローンは、ＣＡＲＰ（GenBank(GB)受入番号X83

703）のヌクレオチド３１２－１１５５によってコードされたアミノ酸を含んで

いた。

      【０１４５】

  実施例３

ＧＬＵＴ１－ＤＲＡＬ(ＦＨＬ２)相互作用の同定

  バイトとしてＧｌｕｔ１（SP受入番号P11166）のアミノ酸４４８－４９２を用

いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同

定した１のクローンは、ＤＲＡＬ(ＦＨＬ２)(SP受入番号Q13229）のアミノ酸１

－２７９を含んでいた。

      【０１４６】

  実施例４

ＧＬＵＴ１－ミオシン重鎖相互作用の同定

  バイトとしてＧｌｕｔ１（SP受入番号P11166）のアミノ酸４４８－４９２を用

いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同

定した１のクローンは、ミオシン重鎖(SP受入番号P13533）のアミノ酸１５８９

－１９０９を含んでいた。

      【０１４７】

  実施例５

ＧＬＵＴ１－ＨＳＳ相互作用の同定

  バイトとしてＧｌｕｔ１（SP受入番号P11166）のアミノ酸４４８－４９２を用

いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同

定した１のクローンは、ＨＳＳ（GB受入番号X91879）のヌクレオチド１－？によ

ってコードされたアミノ酸を含んでいた。

      【０１４８】

  実施例６

ＯＧＴ酵素－ミオシン重鎖相互作用の同定



(64) 特表２００２－５４２７７４

  バイトとしてＯＧＴ酵素（GB受入番号U77413）のヌクレオチド１０１６－１３

４９によってコードされたアミノ酸を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブ

リッド系を行った。この手法によって同定した１のクローンは、ミオシン重鎖（

GB受入番号AF111785）のヌクレオチド１１７３－２２８３によってコードされた

アミノ酸を含んでいた。

      【０１４９】

  実施例７

ＩＲＡＰ－14-3-3ベータ相互作用の同定

  バイトとしてＩＲＡＰ（GB受入番号U62768）のヌクレオチド４４９－８８０に

よってコードされたアミノ酸を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド

系を行った。この手法によって同定した１のクローンは、14-3-3ベータ（SP受入

番号P31946）のアミノ酸９７－２３６を含んでいた。

      【０１５０】

  実施例８

ＩＲＡＰ－ＨＳＳ相互作用の同定

  バイトとしてＩＲＡＰ（GB受入番号U62768）のヌクレオチド６２－８８０によ

ってコードされたアミノ酸を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系

を行った。この手法によって同定した１のクローンは、ＨＳＳ（GB受入番号X918

79）のヌクレオチド７２６－１４４６によってコードされたアミノ酸を含んでい

た。

      【０１５１】

  実施例９

ＰＩ－３Ｋ１１０－補体タンパクＣ４相互作用の同定

  バイトとしてＰＩ－３キナーゼｐ１１０サブユニット（SP受入番号P42338）の

アミノ酸１－３００を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行っ

た。この手法によって同定した１のクローンは、補体タンパクＣ４（SP受入番号

P01028）のアミノ酸１０５６－１２７７を含んでいた。

      【０１５２】

  実施例１０



(65) 特表２００２－５４２７７４

ＰＩ－３Ｋ１１０－テネイシンＸＢ相互作用の同定

  バイトとしてＰＩ－３キナーゼｐ１１０サブユニット（SP受入番号P42338）の

アミノ酸１－３００を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行っ

た。この手法によって同定した１のクローンは、テネイシンＸＢ（SP受入番号P7

8530）のアミノ酸３５７３－３７８７を含んでいた。

      【０１５３】

  実施例１１

ＰＩ－３Ｋ１１０－ＧＡＡ相互作用の同定

  バイトとしてＰＩ－３キナーゼｐ１１０サブユニット（SP受入番号P42338）の

アミノ酸１－３００を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行っ

た。この手法によって同定した１のクローンは、ＧＡＡ（SP受入番号P10253）の

アミノ酸５１３－？を含んでいた。

      【０１５４】

  実施例１２

ＭＭ-１－Ｃ-Ｎａｐ１相互作用の同定

  バイトとしてＭＭ-１（SP受入番号Q99471）のアミノ酸２７－１７５を用いて

実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定し

た１のクローンは、Ｃ-Ｎａｐ１（GB受入番号AF049105）のヌクレオチド１５０

８－１９４９によってコードされたアミノ酸を含んでいた。

      【０１５５】

  実施例１３

ＭＭ-１－ベータスペクトリン相互作用の同定

  バイトとしてＭＭ-１（SP受入番号Q99471）のアミノ酸１－１７５を用いて実

施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定した

１のクローンは、ベータスペクトリン（SP受入番号Q01082）のアミノ酸１５４５

－１７８９を含んでいた。

      【０１５６】

  実施例１４

ＭＭ-１－ＫＩＡＡ０４７７相互作用の同定



(66) 特表２００２－５４２７７４

  バイトとしてＭＭ-１（SP受入番号Q99471）のアミノ酸２７－１７５を用いて

実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定し

た１のクローンは、ＫＩＡＡ０４７７（GB受入番号AB007946）のヌクレオチド２

４４８－３２０７によってコードされたアミノ酸を含んでいた。

      【０１５７】

  実施例１５

ダイナミン－ＣＡＬＭ相互作用の同定

  バイトとしてダイナミン（SP受入番号Q05193）のアミノ酸２５０－７００を用

いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同

定した１のクローンは、ＣＡＬＭ（GB受入番号U45976）のヌクレオチド９４８－

１５９９によってコードされたアミノ酸を含んでいた。

      【０１５８】

  実施例１６

ダイナミン－Ｐｓｍｅ３相互作用の同定

  バイトとしてダイナミン（SP受入番号Q05193）のアミノ酸２５０－７００を用

いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同

定した１のクローンは、Ｐｓｍｅ３（GB受入番号U11292）のヌクレオチド３７８

－９６６によってコードされたアミノ酸を含んでいた。

      【０１５９】

  実施例１７

Ｎａｆ１ｂ－Ｉ-ＴＲＡＦ相互作用の同定

  バイトとしてＮａｆ１ｂ（GB受入番号Q05193）のヌクレオチド５９０－１６１

０によってコードされたアミノ酸を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリ

ッド系を行った。この手法によって同定した１のクローンは、Ｉ-ＴＲＡＦ（GB

受入番号U59863）のヌクレオチド２０９－１４２０によってコードされたアミノ

酸を含んでいた。

      【０１６０】

  実施例１８

Ａｋｔ１－ＮｕＭＡ１相互作用の同定



(67) 特表２００２－５４２７７４

  バイトとしてＡｋｔ１（SP受入番号P31749）のアミノ酸１－１１８を用いて実

施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定した

１のクローンは、ＮｕＭＡ１（GB受入番号Z11584）のヌクレオチド８１３－１３

４１によってコードされたアミノ酸を含んでいた。

      【０１６１】

  実施例１９

Ａｋｔ２－ＮｕＭＡ１相互作用の同定

  バイトとしてＡｋｔ２（SP受入番号P31751）のアミノ酸１－１５２を用いて実

施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定した

１のクローンは、ＮｕＭＡ１（GB受入番号Z11584）のヌクレオチド５５２－１３

５３によってコードされたアミノ酸を含んでいた。

      【０１６２】

実施例２０

Ａｋｔ２／ＢＡＰ３１相互作用の同定

  バイトとして、Ａｋｔ２(GB受入番号 M95936)のヌクレオチド９１５－１３１

１によってコード化されるアミノ酸を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハ

イブリッド系を行なった。この手法によって同定した１のクローンは、ＢＡＰ３

１(GB受入番号 NM00574)のヌクレオチド４６９－８７７によってコード化される

アミノ酸を含んでいた。

      【０１６３】

実施例２１

Ａｋｔ２／ベータアダプチン相互作用の同定

  バイトとして、Ａｋｔ２(GB受入番号 M95936)のヌクレオチド９１５－１３１

１によってコード化されるアミノ酸を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハ

イブリッド系を行なった。この手法によって同定した１のクローンは、ベータア

ダプチン(SP受入番号 P21851)のアミノ酸２１４－５９４を含んでいた。

      【０１６４】

実施例２２

ＯＧターゼ／デスミン相互作用の同定



(68) 特表２００２－５４２７７４

  バイトとして、ＯＧターゼ(GB受入番号 U77413)のヌクレオチド１０１６－１

３４９によってコード化されるアミノ酸を使用して、実施例１に記載した酵母ツ

ーハイブリッド系を行なった。この手法によって同定した１のクローンは、デス

ミン(SP受入番号 P17661)のアミノ酸２１９－４４９を含んでいた。

      【０１６５】

実施例２３

ＯＧターゼ／アルファ-カリオフェリン相互作用の同定

  バイトとして、ＯＧターゼ(GB受入番号 U77413)のヌクレオチド１０１６－１

３４９によってコード化されるアミノ酸を使用して、実施例１に記載した酵母ツ

ーハイブリッド系を行なった。この手法によって同定した１のクローンは、アル

ファ-カリオフェリン(SP受入番号 P52294)のアミノ酸１５２－４４４を含んでい

た。

      【０１６６】

実施例２４

ＯＧターゼ／グルタミニルｔＲＮＡシンテターゼ相互作用の同定

  バイトとして、ＯＧターゼ(GB受入番号 U77413)のヌクレオチド１０１６－１

３４９によってコード化されるアミノ酸を使用して、実施例１に記載した酵母ツ

ーハイブリッド系を行なった。この手法によって同定した１のクローンは、グル

タミニルｔＲＮＡシンテターゼ(SP受入番号 P47897)のアミノ酸３６－１６１を

含んでいた。

      【０１６７】

実施例２５

ＯＧターゼ／クローン２５１００相互作用の同定

  バイトとして、ＯＧターゼ(GB受入番号 U77413)のヌクレオチド１０１６－１

３４９によってコード化されるアミノ酸を使用して、実施例１に記載した酵母ツ

ーハイブリッド系を行なった。この手法によって同定した１のクローンは、クロ

ーン２５１００(GB受入番号 AF131780)のアミノ酸１１－３３８を含んでいた。

      【０１６８】

実施例２６



(69) 特表２００２－５４２７７４

ＰＴＰ１ｂ／ＶＡＰ－Ａ相互作用の同定

  バイトとして、ＰＴＰ１ｂ(SP受入番号 P18031)のアミノ酸２８０－４３６を

使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行なった。この手法に

よって同定した１のクローンは、ＶＡＰ－Ａ(GB受入番号 AF086627)のヌクレオ

チド９－？によってコード化されるアミノ酸を含んでいた。

      【０１６９】

実施例２７

Ｒａｂ４／アルファ－カテニン様タンパク質相互作用の同定

  バイトとして、Ｒａｂ４(SP受入番号 P20338)のアミノ酸１－２１４を使用し

て、実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行なった。この手法によって

同定した１のクローンは、アルファ－カテニン様タンパク質(GB受入番号 U97067

)のヌクレオチド１５７３－１９８７によってコード化されるアミノ酸を含んで

いた。

      【０１７０】

実施例２８

Ｒａｂ４／Ｒａｂ２相互作用の同定

  バイトとして、Ｒａｂ４(SP受入番号 P20338)のアミノ酸１－２１４を使用し

て、実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行なった。この手法によって

同定した１のクローンは、Ｒａｂ２(SP受入番号 P08886)のアミノ酸２７－１７

７を含んでいた。

      【０１７１】

実施例２９

Ｇｌｕｔ４／ＰＮ７０６５相互作用の同定

  バイトとして、Ｇｌｕｔ４(Swiss Protein(SP)受入番号 P14672)のアミノ酸４

６３－５０９を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行なっ

た。この手法によって同定した１のクローンは、新規タンパク質フラグメントＰ

Ｎ７０６５を含んでいた。ＰＮ７０６５のＤＮＡ配列および予測タンパク質配列

を、それぞれ７５と７６に示す。

      【０１７２】



(70) 特表２００２－５４２７７４

表７５

ＰＮ７０６５のヌクレオチド配列(配列番号３)

cgccggtggatgcgggctgagccctgcttgccgggacccgcctgccccgccttctccgca

cacagctacacctccaacctgggcgactacgatgagcaggcgctgggtatcatgcagacc

ctgggcgtggaccggcagaggacggtggagtcactgcaaaacagcagctataaccacttt

gctgccatttattacctcctccttgagcggctcaaggagtatcggaatgcccagtgcgcc

cgccccgggcctgccaggcagccgcggcctcggagctcggacctcagtggtttggaggtg

cctcaggaaggtctttccaccgaccctttccgacctgccttgctgtgcccgcagccgcag

accttggtgcagtccgtcctccaggccgagatggactgtgggctccagagctcgctgcag

tggcccttgttcttcccggtggatgccagctgcagcggagtgttccggccccggcccgtg

tccccaagcagcctgctggacacagccatcagtgaggaggccaggcaggggccgggccta

gaggaggagcaggacacgcaggagtccctgcccagcagcacgggccgggggcacaccctg

gccgaggtctccacccgcctctccccactcaccgcgccag

      【０１７３】

表７６

ＰＮ７０６５の予測タンパク質配列(配列番号４)

RRWMRAEPCLPGPACPAFSAHSYTSNLGDYDEQALGIMQTLGVDRQRTVESLQNSSYNHF

AAIYYLLLERLKEYRNAQCARPGPARQPRPRSSDLSGLEVPQEGLSTDPFRPALLCPQPQ

TLVQSVLQAEMDCGLQSSLQWPLFFPVDASCSGVFRPRPVSPSSLLDTAISEEARQGPGL

EEEQDTQESLPSSTGRGHTLAEVSTRLSPLTAP

      【０１７４】

実施例３０

Ｇｌｕｔ４／ＰＮ７３８６相互作用の同定

  バイトとして、Ｇｌｕｔ４(SP受入番号 P14672)のアミノ酸４７８－５０９を

使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行なった。この手法に

よって同定した１のクローンは、新規タンパク質フラグメントＰＮ７３８６を含

んでいた。ＰＮ７３８６のＤＮＡ配列および予測タンパク質配列を、それぞれ７

７と７８に示す。

      【０１７５】



(71) 特表２００２－５４２７７４

表７７

ＰＮ７３８６のヌクレオチド配列(配列番号５)

GGCCAATGTTGACGTTTTGGTAGGCTATGCAGACATCCATGGAGACTTACTACCTATAAA

TAATGATGATAATTATCACAAAGCTGTTTCAACGGCCAATCCACTGCTTAGGATATTTAT

ACAAAAGAAGGAAGAAGCAGACTACAGTGCCTTTGGTACAGACACGCTAATAAAGAAGAA

GAATGTTTTAACCAACGTATTGCGTCCTGACAACCATAGAAAAAAGCCACATATAGTCAT

TAGTATGCCCCAAGACTTTAGACCTGTGTCTTCTATTATAGACGTGGATATTCTCCCAGA

AACGCATCGTAGGGTACGTCTTTACAAATACGGCACGGAGAAACCCCTAGGATTCTACAT

CCGGGATGGCTCCAGTGTCAGGGTAACACCACATGGCTTAGAAAAGGTTCCAGGGATCTT

TATATCCAGGCTTGTCCCAGGAGGTCTGGCTCAAAGTACAGGACTATTAGCTGTTAATGA

TGAAGTTTTAGAAGTTAATGGCATAGAAGTTTCAGGGAAGAGCCTTGATCAAGTAACAGA

CATGATGATTGCAAATAGCCGTAACCTCATCATAACAGTGAGACCGGCAAACCAGAGGAA

TAATGTTGTGAGGAACAGTCGGACTTCTGGCAGTTCCGGTCAGTCTACTGATAACAGCCT

TCTTGGCTACCCACAGCAGATTGAACCAAGCTTTGAGCCAGAGGATGAAGACAGCGAAGA

AGATGACATTATCATTGAAGACAATGGAGTGCCACAGCAGATTCCAAAAGCTGTTCCTAA

TACTGAGAGCCTGGAGTCATTAACACAGATAGAGCTAAGCTTTGAGTCTGGACAGAATGG

CTTTATTCCCTCTAATGAAGTGAGCTTAGCAGCCATAGCAAGCAGCTCAAACACGGAATT

TGAAACACATGCTCCAGATCAAAAACTCTTAGAAGAAGATGGAACAATCATAACATTATG

AAACCGTGGTTTGAATGTTTTCAGAGTGAGGATGCCATGAGGACTTGTACATTTGGCTAG

TTTAGGCCAATGTTGACGTTTTGGTAGGCTATGCAGACATCCATG 

      【０１７６】

表７８

ＰＮ７３８６の予測タンパク質配列(配列番号６)

ANVDVLVGYADIHGDLLPINNDDNYHKAVSTANPLLRIFIQKKEEADYSAFGTDTLIKKK

NVLTNVLRPDNHRKKPHIVISMPQDFRPVSSIIDVDILPETHRRVRLYKYGTEKPLGFYI

RDGSSVRVTPHGLEKVPGIFISRLVPGGLAQSTGLLAVNDEVLEVNGIEVSGKSLDQVTD

MMIANSRNLIITVRPANQRNNVVRNSRTSGSSGQSTDNSLLGYPQQIEPSFEPEDEDSEE

DDIIIEDNGVPQQIPKAVPNTESLESLTQIELSFESGQNGFIPSNEVSLAAIASSSNTEF

ETHAPDQKLLEEDGTIITL
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      【０１７７】

実施例３１

ＯＧターゼ／ＰＮ６９３１相互作用の同定

  バイトとして、ＯＧターゼ(GenBank(GB)受入番号 U77413)のヌクレオチド１０

１６－１６１８によってコード化されるアミノ酸を使用して、実施例１に記載し

た酵母ツーハイブリッド系を行なった。この手法によって同定した１のクローン

は、新規タンパク質フラグメントＰＮ６９３１を含んでいた。ＰＮ６９３１のＤ

ＮＡ配列および予測タンパク質配列を、それぞれ７９と８０に示す。

      【０１７８】

表７９

ＰＮ６９３１のヌクレオチド配列(配列番号７)

agggaggagaagctgagccaggatgagatcgtgctgggcaccaaggctgtcatccaggga

ctggagactctgcgtggggagcatcgtgccctgctggctcctctggttgcacctgaggcc

ggcgaagccgagcctggctcgcaggagcgctgcatcctcctgcgtcgctccctggaagcc

attgagcttgggctgggggaggcccaggtgatcttggcattgtcgagccacctgggggct

gtagaatcagagaagcagaagctgcgggcgcaggtgcggcgtctggtgcaggagaaccag

tggctgcgtgaggagctgccggggacacagcakaagctgcagcgcagtgagcaggccgtg

gcccagctcgaggaggagaagcagcacttgctgttcatgarccagatccgcagttggatg

aagacgcctyccctaacgaggagaagggggacgtccccaaagacacactggatgacctgt

tccccaatgaggatgagcagagcccagcccctagcccaggaggaggggatgtgtctggtc

agcatgggggatacgagatcccggcccggctccgcaccctgcacaactggtgatccaata

cgcctcacagggccgctacgaggtagctgtgccactctgcaagcaggcactcgaagactg

gagaagacgtcaggccacgaccaccctgacgttgccaccatgctgaacatcctggcactg

gtctatcgggatcagaacaagtacaaggaggctgcccacctgctcaatgatgctctggcc

atccgggagaaaacactgggcaaggaccacccagccgtggctgcgacactaaacaacctg

gcagtcctgtatagcgcagag

      【０１７９】

表８０

ＰＮ６９３１の予測タンパク質配列(配列番号８)
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REEKLSQDEIVLGTKAVIQGLETLRGEHRALLAPLVAPEAGEAEPGSQERCILLRRSLEA

IELGLGEAQVILALSSHLGAVESEKQKLRAQVRRLVQENQWLREELPGTQXKLQRSEQAV

AQLEEEKQHLLFMXQIRSWMKTPXLTRRRGTSPKTHWMTCSPMRMSRAQPLAQEEGMCLV

SMGDTRSRPGSAPCTTGDPIRLTGPLRGSCATLQAGTRRLEKTSGHDHPDVATMLNILAL

VYRDQNKYKEAAHLLNDALAIREKTLGKDHPAVAATLNNLAVLYSAE

      【０１８０】

実施例３２

Ｎａｆ１ｂ／ＰＮ７５８２相互作用の同定

  バイトとして、Ｎａｆ１ｂ(GB受入番号 AJ011896)のヌクレオチド２３３－１

５６８によってコード化されるアミノ酸を使用して、実施例１に記載した酵母ツ

ーハイブリッド系を行なった。この手法によって同定した１のクローンは、新規

タンパク質フラグメントＰＮ７５８２を含んでいた。ＰＮ７５８２のＤＮＡ配列

および予測タンパク質配列を、それぞれ８１と８２に示す。

      【０１８１】

表８１

ＰＮ７５８２の予測タンパク質配列(配列番号８)

atttcaagggggctgctgtacccccaggcatgtgtctgtatatcgcacaggaagaaggaa

agtaaggacattgccagcaaatatcttacatctcatcagcctatactgtgtctcctgacc

actcctaactgcaaaggatgctgggaaaaaaagagcattgtagcttttccagcctctgtg

gtaggcgcagataagggattagagttgggtgttactgaatcaatgtatcagacacttctc

agtcaggctagagccagatttaactagatttagcaggaaaagtatgtttctttcacctgc

atgtaatgaaggaaatctatgtccttcatacacttaataaacctgtaagtctctactatg

ggcaggtactgtgctagctagacattacaatgtgtgggggcagacacaaagatgggaaca

gtagacactggggaaccctagaggggggaggttgggagtaggggaagggttgaaaaatga

ttgggtactatgctcactacctgggtgatgggatcatttgtacaccaaatgccagcaaca

cacaatttacccgtgtaacacaccggcacgtgtaccccctgaacctaagatgaaagccgaa

      【０１８２】

表８２

ＰＮ７５８２に関して予想されるアミノ酸配列（配列番号１０）
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ISRGLLYPQACVCISHRKKESKDIASKYLTSHQPILCLLTTPNCKGCWEKKSIVAFPASV

VGADKGLELGVTESMYQTLLSQARARFN

      【０１８３】

実施例３３

ＯＧＴアーゼ／テーリン相互作用の同定

  バイトとしてＯＧＴアーゼ（Ｇenbank（ＧＢ）受入番号Ｕ７７４１３）のヌク

レオチド１０１６－１３４９によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１

に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つ

のクローンには、テーリン（ＧＢ受入番号ＡＦ０７８８２８）のアミノ酸８１２

（以下参照）が含まれていた。

      【０１８４】

実施例３４

ＯＧＴアーゼ／ＭＯＰ２相互作用の同定

  バイトとしてＯＧＴアーゼ（Ｇenbank（ＧＢ）受入番号Ｕ７７４１３）のヌク

レオチド１０１６－１３４９によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１

に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つ

のクローンには、ＭＯＰ２（Ｓwiss Ｐrotein（ＳＰ）受入番号Ｑ９９８１４）

のアミノ酸３９７－５４６が含まれていた。

      【０１８５】

実施例３５

ＯＧＴアーゼ／クローン２５１００相互作用の同定

  バイトとしてＯＧＴアーゼ（Ｇenbank（ＧＢ）受入番号Ｕ７７４１３）のヌク

レオチド１０１６－１３４９によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１

に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つ

のクローンには、クローン２５１００（ＧＢ受入番号ＡＦ１２１７８０）のヌク

レオチド３１－１０１４によりコードされるアミノ酸が含まれていた。

      【０１８６】

実施例３６

ＯＧＴアーゼ／ＫＩＡＡ０４４３相互作用の同定
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  バイトとしてＯＧＴアーゼ（Ｇenbank（ＧＢ）受入番号Ｕ７７４１３）のヌク

レオチド１０１６－１３４９によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１

に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つ

のクローンには、ＫＩＡＡ０４４３（ＧＢ受入番号ＡＢ００７９０３）のヌクレ

オチド３４６８－４１０６によりコードされるアミノ酸が含まれていた。

      【０１８７】

実施例３７

ＯＧＴアーゼ／ＥＧＲ１相互作用の同定

  バイトとしてＯＧＴアーゼ（Ｇenbank（ＧＢ）受入番号Ｕ７７４１３）のヌク

レオチド１０１６－１３４９によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１

に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つ

のクローンには、ＥＧＲ１（ＳＰ受入番号Ｐ１８１４６）のアミノ酸４１５－５

４４が含まれていた。

      【０１８８】

実施例３８

ＯＧＴアーゼ／ダイナミンII相互作用の同定

  バイトとしてＯＧＴアーゼ（Ｇenbank（ＧＢ）受入番号Ｕ７７４１３）のヌク

レオチド１０１６－１３４９によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１

に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つ

のクローンには、ダイナミンII（ＳＰ受入番号Ｐ５０５７０）のアミノ酸５１５

－８２３が含まれていた。

      【０１８９】

実施例３９

ＯＧＴアーゼ／ＩＮＴ－６相互作用の同定

  バイトとしてＯＧＴアーゼ（Ｇenbank（ＧＢ）受入番号Ｕ７７４１３）のヌク

レオチド１０１６－１３４９によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１

に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つ

のクローンには、Ｉnt－６（ＧＢ受入番号Ｕ６２９６２）のヌクレオチド８２４

－１１９１によりコードされるアミノ酸が含まれていた。
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      【０１９０】

実施例４０

ＯＧＴアーゼ／ＨＳＰＣ０２８相互作用の同定

  バイトとしてＯＧＴアーゼ（Ｇenbank（ＧＢ）受入番号Ｕ７７４１３）のヌク

レオチド１０１６－１３４９によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１

に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つ

のクローンには、ＨＳＰＣ０２８（ＧＢ受入番号ＡＦ０８３２４６）のヌクレオ

チド５８－４４３によりコードされるアミノ酸が含まれていた。

      【０１９１】

実施例４１

ＯＧＴアーゼ／ＢＡＰ３１相互作用の同定

  バイトとしてＯＧＴアーゼ（Ｇenbank（ＧＢ）受入番号Ｕ７７４１３）のヌク

レオチド１０１６－１３４９によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１

に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つ

のクローンには、ＢＡＰ３１（ＳＰ受入番号Ｐ５１５７２）のアミノ酸１１６－

２１５が含まれていた。

      【０１９２】

実施例４２

ＯＧＴアーゼ／インターフェロン非依存性タンパク質相互作用の同定

  バイトとしてＯＧＴアーゼ（Ｇenbank（ＧＢ）受入番号Ｕ７７４１３）のヌク

レオチド１０１６－１３４９によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１

に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つ

のクローンには、インターフェロン非依存性タンパク質（ＳＰ受入番号Ｐ０９９

１３）のアミノ酸１（以下参照）が含まれていた。

      【０１９３】

実施例４３

Ｇlut４／β－カテニン相互作用の同定

  バイトとしてＧlut４（Ｓwiss Ｐrotein（ＳＰ）受入番号Ｐ１４６７２）のア

ミノ酸４６３－５０９を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系
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を行った。この手法によって同定された１つのクローンには、β－カテニン（Ｓ

Ｐ受入番号Ｐ３５２２２）のアミノ酸５７９－７８２が含まれていた。

      【０１９４】

実施例４４

Ｇlut４／α－ＳＮＡＰ相互作用の同定

  バイトとしてＧlut４（ＳＰ受入番号Ｐ１４６７２）のアミノ酸４６３－５０

９を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法

によって同定された１つのクローンには、α－ＳＮＡＰ（ＳＰ受入番号Ｐ５４９

２０）のアミノ酸３６－２４１が含まれていた。

      【０１９５】

実施例４５

Ｇlut４／ＭＡＰＫＫＫ６相互作用の同定

  バイトとしてＧlut４（ＳＰ受入番号Ｐ１４６７２）のアミノ酸４６３－５０

９を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法

によって同定された１つのクローンには、ＭＡＰＫＫＫ６（ＧenＢank（ＧＢ）

受入番号ＡＦ１００３１８）のアミノ酸８２４－１０１２が含まれていた。

      【０１９６】

実施例４６

ＧＬＵＴ４／トロポミオシン３相互作用の同定

  バイトとしてＧlut４（ＳＰ受入番号Ｐ１４６７２）のアミノ酸４３４－５０

９を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法

によって同定された１つのクローンには、トロポミオシン３（ＳＰ受入番号Ｐ０

６７５３）のアミノ酸１７１－２８６が含まれていた。

      【０１９７】

実施例４７

ＧＬＵＴ１／ＤＲＡＬ／ＦＨＬ２相互作用の同定

  バイトとしてＧlut１（ＳＰ受入番号Ｐ１１１６６）のアミノ酸４４８－４９

２を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法

によって同定された１つのクローンには、ＤＲＡＬ／ＦＨＬ２（ＳＰ受入番号Ｑ
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１３２２９）のアミノ酸１－２８０が含まれていた。

      【０１９８】

実施例４８

ＧＬＵＴ１／ＭＹＳＡ相互作用の同定

  バイトとしてＧlut１（ＳＰ受入番号Ｐ１１１６６）のアミノ酸４４８－４９

２を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法

によって同定された１つのクローンには、ＭＹＳＡ（ＳＰ受入番号Ｐ１３５３３

）のアミノ酸１５８９－１９０９が含まれていた。

      【０１９９】

実施例４９

ＩＲＡＰ／ＳＧ２ＮＡ相互作用の同定

  バイトとしてＩＲＡＰ（ＧＢ受入番号Ｕ６２７６８）のヌクレオチド２３１１

－３１３６によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１に記載した酵母ツ

ーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つのクローンには、

ＳＧ２ＮＡ（ＳＰ受入番号Ｐ７０４８３）のアミノ酸６２３－７１３が含まれて

いた。

      【０２００】

実施例５０

ＩＲＡＰ／ＳＬＡＰ－２相互作用の同定

  バイトとしてＩＲＡＰ（ＧＢ受入番号Ｕ６２７６８）のヌクレオチド６２－８

８０によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイ

ブリッド系を行った。この手法によって同定された１つのクローンには、ＳＬＡ

Ｐ－２（ＧＢ受入番号ＡＦ１００７５０）のアミノ酸２３６－４５３が含まれて

いた。

      【０２０１】

実施例５１

ＯＧＴアーゼ／１４－３－３ イプシロン相互作用の同定

  バイトとしてＯＧＴアーゼ（ＧＢ受入番号Ｕ７７４１３）のヌクレオチド１０

１６－１６１８によりコードされるアミノ酸を使用して、実施例１に記載した酵
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母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定された１つのクローンに

は、１４－３－３ イプシロン（ＳＰ受入番号Ｐ２９３６０）のアミノ酸２１－

２３２が含まれていた。

      【０２０２】

実施例５２

ＰＩ－３Ｋ８５／クロモグラニン相互作用の同定

  バイトとしてＰＩ－３ キナーゼ p８５ サブユニット（ＳＰ受入番号Ｐ２７９

８６）のアミノ酸１－２５０を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイブリ

ッド系を行った。この手法によって同定された１つのクローンには、クロモグラ

ニン（ＳＰ受入番号Ｐ１３５２１）のアミノ酸２－３２２が含まれていた。

      【０２０３】

実施例５３

ＰＩ－３Ｋ８５／ＳＬＰ－７６相互作用の同定

  バイトとしてＰＩ－３ キナーゼ p８５ サブユニット（ＳＰ受入番号Ｐ２７９

８６）のアミノ酸３２０－４４０を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイ

ブリッド系を行った。この手法によって同定された１つのクローンには、ＳＬＰ

－７６（ＧＢ受入番号Ｕ２０１５８）のアミノ酸２９１－４８６が含まれていた

。

      【０２０４】

実施例５４

ＰＩ－３Ｋ８５／ＳＬＰ－７６相互作用の同定

  バイトとしてＰＩ－３ キナーゼ p８５ サブユニット（ＳＰ受入番号Ｐ２７９

８６）のアミノ酸６００－７２４を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイ

ブリッド系を行った。この手法によって同定された１つのクローンには、ＳＬＰ

－７６（ＧＢ受入番号Ｕ２０１５８）のアミノ酸２９１－４８６が含まれていた

。

      【０２０５】

実施例５５

ＰＩ－３Ｋ８５／１４－３－３－ゼータ相互作用の同定
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  バイトとしてＰＩ－３ キナーゼ p８５ サブユニット（ＳＰ受入番号Ｐ２７９

８６）のアミノ酸４２５－６３０を使用して、実施例１に記載した酵母ツーハイ

ブリッド系を行った。この手法によって同定された１つのクローンには、１４－

３－３－ゼータ（ＡＰ受入番号Ｐ２９２１３）のアミノ酸７９－２４６が含まれ

ていた。

      【０２０６】

実施例５６

ＰＩ－３Ｋ８５／１４－３－３－ｅｔａ相互作用の同定

  バイトとしてＰＩ－３キナーゼｐ８５サブユニット（SP受入番号P27986）のア

ミノ酸４２５－６３０を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行

った。この手法によって同定した１のクローンは、１４－３－３－ｅｔａ（SP受

入番号Q04917）の残基９１から開始するアミノ酸を含んだ。

      【０２０７】

実施例５７

ＰＩ－３Ｋ８５／ＴＡＣＣ２相互作用の同定

  バイトとしてＰＩ－３キナーゼｐ８５サブユニット（SP受入番号P27986）のア

ミノ酸６００－７２４を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行

った。この手法によって同定した１のクローンは、ＴＡＣＣ２（SP受入番号AF09

5791）のアミノ酸３５０－６００を含んだ。

      【０２０８】

実施例５８

Ｇｌｕｔ４／ＭＭ－１相互作用の同定

  バイトとしてＧｌｕｔ４（Swiss Protein（SP）受入番号P14672）のアミノ酸

４６３－５０９を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。

この手法によって同定した１のクローンは、ＭＭ－１(GenBank（GB）受入番号D8

9667）のアミノ酸２７－１６８を含んだ。

      【０２０９】

実施例５９

Ｇｌｕｔ１／ＫＩＡＡ０１４４相互作用の同定
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  バイトとしてＧｌｕｔ１（SP受入番号P11166）のアミノ酸４６３－４９２を用

いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同

定した１のクローンは、ＫＩＡＡ０１４４（GB受入番号D63478）の残基６９１か

ら開始するアミノ酸を含んだ。

      【０２１０】

実施例６０

Ｇｌｕｔ１／ダイナミン相互作用の同定

  バイトとしてＧｌｕｔ１（Swiss Protein（SP）受入番号P11166）のアミノ酸

４６３－４９２を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。

この手法によって同定した１のクローンは、ダイナミン(GB受入番号L07807）の

アミノ酸１０４－３６５を含んだ。

      【０２１１】

実施例６１

Ｇｌｕｔ１／クローン２５２０４相互作用の同定

  バイトとしてＧｌｕｔ１（Swiss Protein（SP）受入番号P11166）のアミノ酸

４６３－４９２を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。

この手法によって同定した１のクローンは、クローン２５２０４（GB受入番号AF

131749）の未決定アミノ酸残基を含んだ。

      【０２１２】

実施例６２

ＩＲＡＰ／ＶＡＰ－Ａ相互作用の同定

  バイトとしてＩＲＡＰ（GB受入番号U62768）のヌクレオチド６２－８８０によ

りコードされるアミノ酸を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を

行った。この手法によって同定した１のクローンは、ＶＡＰ－Ａ(GB受入番号AF0

86627）のアミノ酸３－２４３を含んだ。

      【０２１３】

実施例６３

ＯＧＴａｓｅ／Ｎａｆｌａ相互作用の同定

  バイトとしてＯＧＴａｓｅ（GB受入番号U77413）のヌクレオチド１０１６－１
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６１８によりコードされるアミノ酸を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブ

リッド系を行った。この手法によって同定した１のクローンは、Ｎａｆｌａ(GB

受入番号AJ011895）のアミノ酸４１－４８６を含んだ。

      【０２１４】

実施例６４

ＯＧＴａｓｅＰＰ５／Ａｌｐｈａ－２－カテニンの同定

  バイトとしてＯＧＴａｓｅ（GB受入番号U77413）のヌクレオチド１０１６－１

６１８によりコードされるアミノ酸を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブ

リッド系を行った。この手法によって同定した１のクローンは、Ａｌｐｈａ－２

－カテニン(GB受入番号M94151）のアミノ酸３６６－４６９を含んだ。

      【０２１５】

実施例６５

ＰＩ－３Ｋ１１０／ＴＲＩＰ１５相互作用の同定

  バイトとしてＰＩ－３Ｋ１１０（SP受入番号P42338）のアミノ酸１－３００を

用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって

同定した１のクローンは、ＴＲＩＰ１５(GB受入番号L40388）のアミノ酸２４－

２３３を含んだ。

      【０２１６】

実施例６６

Ｇｌｕｔ４／１４－３－３Ｚｅｔａ相互作用の同定

  バイトとしてＧｌｕｔ４（Swiss Protein（SP）受入番号P14672）のアミノ酸

４６３－５０９を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。

この手法によって同定した１のクローンは、１４－３－３ｚｅｔａ(SP受入番号P

29213）のアミノ酸１－１２１、１－２００および１－２０９を含んだ。

      【０２１７】

実施例６７

Ｇｌｕｔ４／ＫＩＡＡ０２８２相互作用の同定

  バイトとしてＧｌｕｔ４（Swiss Protein（SP）受入番号P14672）のアミノ酸

４６３－５０９を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。
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この手法によって同定した１のクローンは、ｅｆｐ様タンパク質であるＫＩＡＡ

０２８２(GenBank（GB）受入番号D87458）のアミノ酸２２９－３７９を含んだ。

      【０２１８】

実施例６８

Ｇｌｕｔ４／タンキラーゼ相互作用の同定

  バイトとしてＧｌｕｔ４（Swiss Protein（SP）受入番号P14672）のアミノ酸

４６３－５０９を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。

この手法によって同定した１のクローンは、タンキラーゼ(GB受入番号AF082557

）のアミノ酸１１１０－１７５０を含んだ。

      【０２１９】

実施例６９

ＩＲＡＰ／ＰＴＰＺ相互作用の同定

  バイトとしてＩＲＡＰ（GB受入番号U62768）のヌクレオチド６２－８８０によ

りコードされるアミノ酸を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を

行った。この手法によって同定した１のクローンは、ＰＴＰＺ(SP受入番号P2347

1）のアミノ酸１４２０－１７８０を含んだ。

      【０２２０】

実施例７０

ＩＲＡＰ／βスペクトリン相互作用の同定

  バイトとしてＩＲＡＰ（GB受入番号U62768）のヌクレオチド２３１１－３１３

６によりコードされるアミノ酸を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッ

ド系を行った。この手法によって同定した１のクローンは、β－スペクトリン(S

P受入番号Q01082）のアミノ酸１４８７－１９９３を含んだ。

      【０２２１】

実施例７１

ＩＲＡＰ／ＰＩ－３Ｋ８５相互作用の同定

  バイトとしてＩＲＡＰ（GB受入番号U62768）のヌクレオチド２３１１－３１３

６によりコードされるアミノ酸を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッ

ド系を行った。この手法によって同定した１のクローンは、ＰＩ－３キナーゼｐ
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８５サブユニット(SP受入番号P27986）のアミノ酸４９８－５４４を含んだ。

      【０２２２】

実施例７２

ＰＰ５／ＨＳＰ８９相互作用の同定

  バイトとしてＰＰ５（SP受入番号P53041）のアミノ酸１－１５０を用いて実施

例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定した１

のクローンは、Ｈｓｐ８９(SP受入番号P07900）のアミノ酸５１７－６８１を含

んだ。

      【０２２３】

実施例７３

ＰＰ５／タンキラーゼ相互作用の同定

  バイトとしてＰＰ５（SP受入番号P53041）のアミノ酸１－１５０を用いて実施

例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手法によって同定した１

のクローンは、タンキラーゼ(GB受入番号AF082557）のヌクレオチド１１１０－

１７５０およびヌクレオチド１８０９－２２５７によりコードされるアミノ酸を

含んだ。

      【０２２４】

実施例７４

ＰＩ－３Ｋ８５／タンキラーゼ相互作用の同定

  バイトとしてＰＩ－３キナーゼｐ８５（SP受入番号P27986）のアミノ酸３２０

－４４０を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行った。この手

法によって同定した１のクローンは、タンキラーゼ(GB受入番号AF082557）のヌ

クレオチド１１１０－１７５０によりコードされるアミノ酸を含んだ。

      【０２２５】

実施例７５

ＰＩ－３Ｋ１１０／ＡＰＰ相互作用の同定

  バイトとしてＰＩ－３キナーゼｐ１１０サブユニット（SP受入番号P42338）の

アミノ酸１－３００を用いて実施例１に記載した酵母ツーハイブリッド系を行っ

た。この手法によって同定した１のクローンは、ＡＰＰ(SP受入番号P05067）の
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アミノ酸３７４－５４６を含んだ。

      【０２２６】

実施例７６

タンパク質複合体に対するポリクローナル抗体の生成

  上記に示したごとく、Ｇｌｕｔ４はＣＡＲＰと相互作用して複合体を形成する

。２のタンパク質の複合体は、例えば、２の各タンパク質の精製調製物を混合す

ることによって調製する。望むなら、当業者に知られている方法によって、複合

体中のタンパク質を架橋することによってタンパク質複合体を安定化し得る。Ha

rlowら（1988）によって記載された方法に類似する手法を用いて、タンパク質複

合体を用いてウサギおよびマウスを免疫化する。この手法は、種々の他のタンパ

ク質に対するＡｂｓを生成することが示されている（例えば、Kraemerら, 1993

参照）。

      【０２２７】

  簡単には、精製タンパク質複合体をウサギにおける免疫原として用いる。ウサ

ギを、完全フロイント・アジュバント中の１００μｇのタンパク質で免疫化し、

３週間間隔で２回追加免疫し、その１回目は不完全フロイントアジュバント中の

１００μｇ免疫原で、つづいてＰＢＳ中の１００μｇの免疫原である。その後、

２週間に抗体を含有する抗血清を収集する。残存する抗血清がＧｌｕｔ４－ＣＡ

ＲＰ複合体上には存在するが単量体上には存在しない立体構造エピトープ、すな

わち複合体特異的エピトープに結合する抗体を含むように、抗血清をＧｌｕｔ４

およびＣＡＲＰに前吸着させる。

      【０２２８】

  表１-７３に記載した各複合体に対するポリクローナル抗体は、特定したタン

パク質を一緒に混合し、動物を免疫化してタンパク質複合体に特異的であるが個

々のタンパク質には結合しない抗体を単離することによって、同様にして調製す

る。

      【０２２９】

実施例７７

タンパク質複合体に特異的なモノクローナル抗体の生成
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  モノクローナル抗体は、下記のプロトコールに従って生成する。マウスを、当

該技術分野でよく知られているようにグルタルアルデヒドまたはＥＤＣを用いて

キーホール・リンペット・ヘモシアニンにコンジュゲートさせたＧｌｕｔ４／Ｃ

ＡＲＰ複合体を含む免疫原で免疫化する。実施例７６に記載したごとく調製し得

る複合体も、架橋することによって安定化し得る。該免疫原はアジュバントと混

合する。各マウスに、１０－１００μｇの免疫原を４回注射し、４回目の注射の

後に、マウスから血液試料を採取して血清が免疫原に対する抗体を含むかを判定

する。血清価はＥＬＩＳＡまたはＲＩＡによって決定する。免疫原に対する抗体

の存在を示す血清を有するマウスを、ハイブリドーマ産生につき選抜する。

      【０２３０】

  免疫マウスから脾臓を取出し、単一細胞懸濁液を調製する（Harlowら, 1988）

。細胞融合は、実質的にKohlerら（1975）によって記載されているごとく行う。

簡単には、Harlowら（1988）によって記載されているごとく、ポリエチレングリ

コールを用いて、Ｐ３.６５.３骨髄腫細胞（American Type Culture Collection

, Rockville, MD）またはＮＳ－１骨髄腫細胞を免疫脾臓細胞と融合させる。細

胞を、９６ウェル組織培養プレート中に２×１０５細胞／ウェルの密度で播く。

個々のウェルを増殖につき調べ、増殖しているウェルの上清を、標的タンパク質

としてのＧｌｕｔ４／ＣＡＲＰ複合体を用いるＥＬＩＳＡまたはＲＩＡによって

、Ｇｌｕｔ４／ＣＡＲＰ複合体－特異的抗体の存在につき試験する。ポジティブ

・ウェル中の細胞を拡張し、サブクローン化してモノクローナル性を確立および

確認する。

      【０２３１】

  望ましい特異性を有するクローンを、マウス中の腹水としてかまたは中空ファ

イバー系中で拡張させ、増殖させて特徴付けおよびアッセイ開発に十分な量の抗

体を生成させる。抗体は、単独でのＧｌｕｔ４または単独でのＣＡＲＰに対する

結合性につき試験して、個々のタンパク質に結合するものとは反対にＧｌｕｔ４

／ＣＡＲＰ複合体に対して特異的であるものを決定する。

      【０２３２】

  表１－７３に記載した各複合体に対するモノクローナル抗体は、特定のタンパ
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ク質を一緒に混合し、動物を免疫化し、脾臓細胞とミエローマ細胞とを融合させ

、個々のタンパク質に特異的でないが、タンパク質複合体に対して特異的な抗体

を生成するクローンを単離することによって、同様に調製する。

      【０２３３】

実施例７８

タンパク質－タンパク質相互作用のモジュレーターのイン・ビトロ(in vitro)同

定

  本発明は、Ｇｌｕｔ４およびＣＡＲＰの相互作用を調節する剤のスクリーニン

グに有用である。Ｇｌｕｔ４およびＣＡＲＰが複合体を形成するという知識はか

かるアッセイをデザインするのに有用である。候補剤は、Ｇｌｕｔ４とＣＡＲＰ

を（ａ）候補剤の存在下および（ｂ）候補剤の不存在下で混合することによって

スクリーニングする。形成した複合体の量は、各試料について測定する。剤の存

在下で形成される複合体の量が剤の不存在下で形成された複合体の量よりも多い

（相互作用を促進する）かまたは少ない（相互作用を阻害している）場合には、

剤はＧｌｕｔ４およびＣＡＲＰの相互作用を調節する。複合体の量は、複合体の

形成を示す結合アッセイによってか、または該複合体に免疫反応性の抗体を用い

ることによって測定する。

      【０２３４】

  簡単には、結合アッセイを行い、その中で、固定化Ｇｌｕｔ４を用いて、標識

ＣＡＲＰに結合させる。標識化ＣＡＲＰを、２のタンパク質の特異的結合を許容

して添加した試験剤の不存在下でＧｌｕｔ４／ＣＡＲＰを形成することを許容す

る水性条件下で固定化Ｇｌｕｔ４と接触させる。従来の方法にしたがって、特定

の水性条件を選択し得る。Ｇｌｕｔ４／ＣＡＲＰの特異的結合が対照反応で起き

る限り、いずれの反応条件をも用い得る。平行結合アッセイを行い、そこでは試

験剤を反応混合物に添加する。固定化Ｇｌｕｔ４に結合した標識ＣＡＲＰの量は

、試験剤の不存在または存在下での反応について決定する。試験剤の存在下の結

合した標識ＣＡＲＰの量が試験剤の不存在下の結合した標識ＣＡＲＰの量と異な

る場合には、該試験剤はＧｌｕｔ４とＣＡＲＰの相互作用のモジュレーターであ

る。
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  表１－７３に記載した各タンパク質複合体の相互作用を調節する候補剤は、同

様の方法でイン・ビトロ（in vitro)でスクリーニングした。

      【０２３５】

実施例７９

タンパク質－タンパク質相互作用についてのモジュレーターのイン・ビボ（in v

ivo)同定

  実施例７８に記載したイン・ビトロ（in vitro)法に加えて、イン・ビボ（in 

vivo)アッセイを用いても、Ｇｌｕｔ４とＣＡＲＰの相互作用を調節する剤につ

いてスクリーニングし得る。簡単には、酵母細胞が（１）Ｇｌｕｔ４またはその

フラグメントと第１の転写調節タンパク質配列、例えばＧＡＬ４活性化ドメイン

、とを含む第１の融合タンパク質、（２）ＣＡＲＰまたはそのフラグメントと第

２の転写調節タンパク質配列、例えばＧＡＬ４  ＤＮＡ－結合ドメイン、とを含

む第２の融合タンパク質、ならびに（３）レポーター遺伝子、例えば、第１の融

合タンパク質および第２の融合タンパク質を含む分子間複合体が形成された場合

に転写されるβ－ガラクトシダーゼ、を発現する酵母ツーハイブリッド系を用い

る。平行反応は、対照としての試験剤の不存在下および試験剤の存在下で行う。

機能性Ｇｌｕｔ４／ＣＡＲＰ複合体は、発現したレポーター遺伝子の量を検出す

ることによって検出する。試験剤の存在下のレポーター遺伝子の発現量が試験剤

の不存在下のレポーター遺伝子の発現量と異なる場合には、該試験剤はＧｌｕｔ

４とＣＡＲＰの相互作用のモジュレーターである。

      【０２３６】

  表１－７３に記載した各タンパク質複合体の相互作用を調節する候補剤は、同

様の方法でイン・ビボ（in vivo)でスクリーニングする。

      【０２３７】

  本発明を本発明の好ましい具体例の詳細に参照することによって本特許出願に

開示してきたが、本発明の趣旨および添付する請求の範囲の範囲内で当業者は変

形を容易に気付くことが予想されるため、この開示が限定する意味でなく説明を

意図することは理解される。

      【０２３８】
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