
(57)【要約】
【課題】　被験物質のホルモン作用について信頼性と感度の高い判定を簡単、廉価、かつ
迅速に下すことができる方法を提供する。
【解決手段】　ホルモン作用を判定する方法。 EWS（ユーイング肉腫タンパク質）又はそ
の EW S誘導体を、核受容体（ NR）又はその誘導体及び被験物質と接触させ、被験物質が EW
Sタンパク質又はその誘導体及び NR又はその誘導体の結合に及ぼす影響を判定するか、又
は被験物質が NRのリガンド誘発活性に及ぼす影響を判定する各工程からなる。アンドロゲ
ン受容体と EWSとの間の共同調節機構における障害を判定する方法であり、アンドロゲン
受容体と EWSの細胞濃度の測定を包含する方法、並びに NRの活性に影響を与える物質の識
別及び特性把握のために EWSタンパク質又はその誘導体を使用する。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
物 質 の ホ ル モ ン 作 用 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ． EWSタ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 を 、 NR又 は そ の 誘 導 体 及 び 被 験 物 質 と 接 触 さ せ る 工 程
と 、
ｂ ． 被 験 物 質 が EWSタ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 及 び NR又 は そ の 誘 導 体 の 結 合 に 及 ぼ す 影 響
を 判 定 す る 工 程 、 又 は
ｃ ． 被 験 物 質 が 核 受 容 体 の リ ガ ン ド 誘 発 活 性 に 及 ぼ す 影 響 を 判 定 す る 工 程 と
か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
少 な く と も １ つ の 工 程 が 細 胞 系 に お い て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
ａ ． EWSタ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 及 び NR又 は そ の 誘 導 体 を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 物 質 に 曝
露 す る 工 程 と 、
ｂ ． 受 容 体 又 は そ の 断 片 と EWSタ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 と の 間 の 相 互 作 用 に 及 ぼ す 物 質
の 影 響 を 、 タ ン パ ク 質 ・ タ ン パ ク 質 相 互 作 用 又 は タ ン パ ク 質 ・ タ ン パ ク 質 ・ DNA相 互 作 用
を 測 定 す る こ と に よ っ て 判 定 す る 工 程 と
か ら な る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
ａ ． EWSタ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 及 び NR又 は そ の 誘 導 体 を 発 現 し 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 構
築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を NR及 び 被 験 物 質 の リ ガ ン ド に 曝 露 す る 工 程 と 、
ｂ ． NRの レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て NRの 転 写 活 性 を 判 定 す る 工 程 と 、
ｃ ． 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 工 程 ａ 及 び ｂ を 実 施 し た 際 の 転 写 活 性 と 比 較 す る 工 程 と
か ら な る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 細 胞 が 真 核 細 胞 、 好 ま し く は 前 立 腺 細 胞 、 神 経 細 胞 、 グ リ ア 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 血 球
、 骨 芽 細 胞 、 破 骨 細 胞 、 肝 細 胞 、 上 皮 細 胞 又 は 筋 肉 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３
又 は ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
NRの 活 性 に 影 響 を 与 え る 物 質 を 識 別 し て 特 性 を 把 握 す る た め に 、 少 な く と も １ 種 類 の NRの
活 性 を 調 節 す る 機 能 を 有 す る EWSタ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
EWS誘 導 体 が 、 ア ミ ノ 酸 欠 失 、 置 換 、 挿 入 、 逆 位 、 付 加 又 は 交 換 に よ っ て 生 じ る 、 配 列 ID
番 号 １ で コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 を 包 含 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃
至 ４ の い ず れ か １ 項 、 又 は 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
NRの 活 性 に 影 響 を 与 え る 物 質 を 識 別 し て 特 性 を 把 握 す る た め に 、 EWS又 は EWS誘 導 体 を コ ー
ド す る 核 酸 を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 核 酸 が 、 配 列 ID番 号 １ に 対 し て 、 又 は 配 列 ID番 号 １ の 配 列 範 囲 ８ ～ 2032も し く は 配 列
範 囲 1000～ 2011に 対 し て 少 な く と も 70%の 相 同 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 核 酸 が 発 現 ベ ク タ ー の 発 現 カ セ ッ ト に ク ロ ー ン 化 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ８ 又 は ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
NRが ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 、 グ ル コ コ ル チ コ
イ ド 受 容 体 、 ミ ネ ラ ル コ ル チ コ イ ド 受 容 体 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 、 ビ タ ミ ン Ｄ 受 容 体 、
ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 活 性 化 受 容 体 、 レ チ ン 酸 受 容 体 、 レ チ ノ イ ド Ｘ 受 容 体 又 は オ ル
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フ ァ ン 受 容 体 、 好 ま し く は ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ４ 、
又 は 請 求 項 ６ 乃 至 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
配 列 ID番 号 １ の 配 列 範 囲 ８ ～ 2032も し く は 配 列 範 囲 1000～ 2011に 対 し て 少 な く と も 70%の
相 同 性 を 有 す る 核 酸 か 、 又 は 当 該 核 酸 の い ず れ か １ つ に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 に
対 し て 設 け ら れ た 抗 体 を 、 NR活 性 、 好 ま し く は ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 活 性 の 機 能 不 全 を 伴 う
疾 患 の 診 断 に 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
NR活 性 の 機 能 不 全 に 起 因 す る 疾 患 の 治 療 に 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 核 酸 、 又 は 当 該 核 酸 に よ
っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 又 は 当 該 核 酸 に 対 し て 設 け ら れ た ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 使 用
す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 と EWSと の 間 の 共 同 調 節 機 構 に お け る 障 害 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 と EWSの 細 胞 濃 度 及 び ／ 又 は 組 織 濃 度 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 濃 度 測 定 を ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISA、 免 疫 染 色 法 、 RT-PCR、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 、 又 は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 行 う 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 物 質 の ホ ル モ ン 作 用 を 判 定 す る 方 法 、 及 び 核 受 容 体 （ NR） の 共 同 調 節 機 構 に
お け る 障 害 を 判 定 す る 方 法 に 関 す る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 ユ ー イ ン グ 肉 腫 タ ン パ ク 質 （ EWS
） 又 は EWS誘 導 体 な ら び に こ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 を 使 用 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 物 質 の 可 能 な 薬 剤 利 用 に つ い て 判 定 す る 際 は 、 当 該 物 質 の ホ ル モ ン 作 用 の 有 無 、 特 に ア
ン ド ロ ゲ ン 活 性 又 は 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 活 性 の 有 無 に つ い て 試 験 す る こ と が 通 常 行 わ れ て い る
。 薬 剤 効 果 の あ る 物 質 を 投 与 す る 際 は 、 副 作 用 の 可 能 性 に つ い て 判 定 す る た め に 、 当 該 物
質 の ホ ル モ ン 作 用 、 特 に ア ン ド ロ ゲ ン 作 用 又 は 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 作 用 に 関 す る 知 識 が 重 要 で
あ る 。 物 質 の ホ ル モ ン 作 用 を 試 験 す る た め に 、 た と え ば ホ ル モ ン 受 容 体 を 結 合 し て 、 そ れ
ら の 転 写 活 性 を 活 性 化 す る 物 質 の 能 力 を 測 定 す る 方 法 を 用 い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し 物 質 の ホ ル モ ン 作 用 に 関 す る 知 識 は 、 潜 在 的 薬 剤 だ け で な く 、 非 薬 剤 物 質 に つ い
て も 関 心 事 で あ る 。 な ぜ な ら ば 環 境 中 に 存 在 す る 多 く の 物 質 は 、 住 民 の 一 部 に お い て ア ン
ド ロ ゲ ン 活 性 も し く は 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 活 性 又 は エ ス ト ロ ゲ ン 活 性 も し く は 抗 エ ス ト ロ ゲ ン
活 性 を 有 し 得 る と 考 え ら れ て い る か ら で あ る 。 そ れ に よ り 好 ま し く な い 有 害 な 作 用 が 引 き
起 こ さ れ る 虞 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン に よ っ て 媒 介 さ れ る 効 果 に 対 す る 作 用 の 識 別 及 び 特 性 把 握 は 特 に 難
し い 。 な ぜ な ら ば 、 最 終 的 に ホ ル モ ン に 媒 介 さ れ る 転 写 調 節 を 制 御 す る シ グ ナ ル カ ス ケ ー
ド 及 び シ グ ナ ル ネ ッ ト ワ ー ク が 、 こ こ で は 特 に 複 雑 な 構 成 と な っ て い る か ら で あ る 。 そ の
理 由 は 、 リ ガ ン ド 活 性 化 後 に 種 々 の ス テ ロ イ ド 受 容 体 が 結 合 す る DNA目 標 配 列 が 非 常 に 類
似 し て 構 成 さ れ て い る こ と に あ る 。 そ れ が 原 因 と な っ て 、 核 受 容 体 の 的 確 な 応 答 を 引 き 起
こ す た め に 、 と り わ け 受 容 体 に 媒 介 さ れ る 転 写 活 性 の 特 異 性 を 強 化 す る 特 殊 な 補 因 子 と の
相 互 作 用 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 そ れ ゆ え 、 特 定 の ホ ル モ ン 誘 発 シ グ ナ ル 経 路 に 作 用 す る 物 質 を 識 別 す る た め に 、 ス テ ロ
イ ド 作 用 を 媒 介 す る た め の 細 胞 シ グ ナ ル ネ ッ ト ワ ー ク を 構 成 す る 個 々 の 要 素 の 機 能 を 的 確
に 把 握 で き る 試 験 構 成 及 び 試 験 方 法 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】

10

20

30

40

50

(3) JP 2004-271524 A 2004.9.30



　 し た が っ て 、 物 質 の ホ ル モ ン 作 用 に つ い て 信 頼 性 と 感 度 の 高 い 判 定 を 簡 単 、 廉 価 、 か つ
迅 速 に 下 す こ と が で き る 方 法 に 対 す る 需 要 が あ る 。 し か し 従 来 あ る 方 法 は こ の 需 要 を 満 た
す も の で は な い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 ビ ー ト ら （ Beato et al.） , 2000, Human Reproduct.Update, 6, 225-2
36
【 非 特 許 文 献 ２ 】 マ ン ゲ ル ド ル フ お よ び エ バ ン ス （ Mangelsdorf & Evans） , 1995, Cell,
 83, 841-850
【 非 特 許 文 献 ３ 】 ロ バ イ ア ら （ Robyr et al.） 2000, Mol. Endorinol, 14. 329-347
【 非 特 許 文 献 ４ 】 ブ リ ン ク マ ン ら （ Brinkmann et al.） , 1999, J.Steroid Biochem. and
 Mol.Biol., 69, 307-313
【 非 特 許 文 献 ５ 】 デ ラ ッ ト レ ら （ Delattre et al.） , 1992, Nature 359;162-165
【 非 特 許 文 献 ６ 】 ザ ッ ク マ ン ら （ Zucman et al.） , 1993, Nature Genet. 4; 341-345
【 非 特 許 文 献 ７ 】 ジ ェ ラ ル ド ら （ Gerald et al.） , 1995, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 92:
 1028-1032
【 非 特 許 文 献 ８ 】 ラ バ レ ら （ Laballe et al.） , 1995, Hum.Mol.Genet.4; 2219-2226
【 非 特 許 文 献 ９ 】 オ オ ノ ら （ Ohno et al.） , 1994, Oncogene 9: 3087-3097
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 メ ロ ー ら （ Melot et al.） , 2001, Eur. J.Biochem.268, 3483-3489
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 マ ッ ケ ン ナ ら （ McKenna et al.） , 1999, Endocr.Rev., 20, 321-347
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 デ ィ ン ら （ Ding et al.） , 1998, Mol.Endocrinol., 12, 302-313
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 ロ ダ ー ら （ Roder et al.） , 1996, Analytical Biochemistry 241, 2
60-62
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 被 験 物 質 の ホ ル モ ン 作 用 に つ い て 信 頼 性 と 感 度 の 高 い 判 定 を 簡 単 、 廉
価 、 か つ 迅 速 に 下 す こ と が で き る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 課 題 を 解 決 す る た め に 本 発 明 に よ る 物 質 の ホ ル モ ン 作 用 を 判 定 す る 方 法 は 、 ユ ー イ
ン グ 肉 腫 タ ン パ ク 質 （ EWS） 又 は そ の 誘 導 体 を 、 核 受 容 体 （ NR） 又 は そ の 誘 導 体 及 び 被 験
物 質 と 接 触 さ せ て 、
ａ ． 被 験 物 質 が EWS又 は そ の 誘 導 体 及 び NR又 は そ の 誘 導 体 の 結 合 に 及 ぼ す 影 響 を 判 定 す る
か 、 又 は
ｂ ． 被 験 物 質 が NRの リ ガ ン ド 誘 発 活 性 に 及 ぼ す 影 響 を 判 定 す る 、 と い う 各 工 程 か ら な る よ
う に し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 枠 内 に お い て タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 と は 、 た と え ば ア ミ ノ
酸 欠 失 、 置 換 、 挿 入 、 逆 位 、 付 加 又 は 交 換 に よ っ て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ
チ ド の 誘 導 体 を 意 味 す る 。 こ の 場 合 、 タ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 、 た と え ば 他 の タ
ン パ ク 質 の 活 性 に 影 響 を 与 え る か 、 又 は 少 な く と も 他 の タ ン パ ク 質 を 結 合 す る 能 力 は 変 化
せ ず に 維 持 さ れ る こ と が 望 ま し い （ 機 能 的 誘 導 体 ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ユ ー イ ン グ 肉 腫 タ ン パ ク 質 及 び こ れ か ら 派 生 し た 誘 導 体 （ 以 下 EWSと 呼 ぶ ）
は 、 核 受 容 体 （ も し く は そ の 誘 導 体 ） と 相 互 作 用 を し て 、 そ の 活 性 を 調 節 す る 能 力 を 有 す
る と い う 驚 く べ き 認 識 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 50種 類 以 上 の タ ン パ ク 質 が 属 し て い る 核 受 容 体 （ NR） の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー は 、 特 異 的
リ ガ ン ド 、 た と え ば ホ ル モ ン に 対 す る 反 応 で あ る 、 そ れ ぞ れ の 目 標 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す
る 類 似 の 転 写 因 子 の グ ル ー プ で あ る 。 フ ァ ミ リ ー は 、 特 定 の 特 徴 、 た と え ば 二 量 化 ス テ ー
タ ス 、 リ ガ ン ド の 種 類 又 は DNA反 応 エ レ メ ン ト の 構 造 な ど に よ り 幾 つ か の サ ブ フ ァ ミ リ ー
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に 分 類 さ れ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 NR特 有 の 特 徴 は 、 機 能 的 ド メ イ ン （ 名 称 Ａ ～ Ｆ を 有 す る
） の 構 造 が 、 自 律 性 の 構 成 的 活 性 化 機 能 （ AF-1） を 有 し て い て 、 可 変 性 が 高 く 保 存 性 の 低
い Ｎ 末 端 領 域 、 ２ つ の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 型 モ チ ー フ か ら な り 、 特 殊 な DNA反 応 エ レ メ ン ト の
識 別 を 可 能 に す る 保 存 性 の 高 い DNA結 合 ド メ イ ン （ DBD） 、 可 変 ヒ ン ジ 部 、 及 び 二 量 化 と リ
ガ ン ド に 依 存 す る ト ラ ン ス 活 性 化 機 能 （ AF-２ ） を 有 す る 保 存 さ れ た 多 機 能 型 Ｃ 末 端 リ ガ
ン ド 結 合 ド メ イ ン （ LBD） と 一 致 し て い る こ と で あ る 。 そ の 後 に 最 も 離 れ た Ｃ 末 端 部 が 続
く が 、 そ の 機 能 は 知 ら れ て お ら ず 、 PR（ プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 ） 、 PPAR（ ペ ル オ キ シ ソ ー
ム 増 殖 因 子 活 性 化 受 容 体 ） 及 び RXR（ レ チ ノ イ ド Ｘ 受 容 体 ） な ど の 受 容 体 に は 欠 如 し て い
る （ 非 特 許 文 献 ２ 、 ３ ） 。 若 干 の NR（ た と え ば ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 （ AR） ） に つ い て は 、
N末 端 領 域 は Ｃ 末 端 領 域 と 相 互 作 用 で き る こ と が 証 明 さ れ た （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。 ス テ ロ イ
ド ホ ル モ ン 受 容 体 、 た と え ば エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 (ER)、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 （ PR） 、 グ
ル コ コ ル チ コ イ ド 受 容 体 (GR)、 ミ ネ ラ ル コ ル チ コ イ ド 受 容 体 (MR)、 及 び ア ン ド ロ ゲ ン 受 容
体 （ AR） は 、 プ レ グ ネ ノ ロ ン か ら 導 か れ る ス テ ロ イ ド リ ガ ン ド 、 た と え ば プ ロ ゲ ス チ ン 、
エ ス ト ロ ゲ ン 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 ミ ネ ラ ル コ ル チ コ イ ド 及 び ア ン ド ロ ゲ ン を 結 合 す る
。 リ ガ ン ド 結 合 は 受 容 体 を 活 性 化 し 、 相 応 の 目 標 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 EWSは ユ ー イ ン グ 肉 腫 及 び そ の 他 の 新 生 物 、 た と え ば 腱 及 び 腱 膜 の 明 細 胞 肉 腫 、 小 細 胞
及 び 円 形 細 胞 の 線 維 形 成 性 腹 腔 内 腫 瘍 、 な ら び に 骨 格 外 軟 骨 肉 腫 の 前 癌 原 遺 伝 子 と し て 知
ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ５ ～ ８ ） 。 こ れ ら す べ て の 腫 瘍 に お い て 、 EWS遺 伝 子 座 は 置 き 換
え ら れ る の で 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 末 端 （ Ｎ 末 端 ） は FLI１ 、 ERG1、 ATF1又 は WT1の DNA
結 合 ド メ イ ン と 融 合 す る 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 は 、 EWSエ ク ソ ン 1-7又 は 1-8又 は 1
-9を 含 む 。 欠 損 部 位 が エ ク ソ ン ７ と エ ク ソ ン ８ と の 間 に あ る 場 合 、 融 合 に よ っ て 生 じ た タ
ン パ ク 質 の EWS部 分 は 、 こ こ で 定 義 さ れ た ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 結 合 ド メ イ ン と は 一 致 し て
い な い 。 こ れ に 対 し て 欠 損 部 位 が エ ク ソ ン ８ と ９ 又 は エ ク ソ ン ９ と 10の 間 に あ る 場 合 は 、
２ つ の 癌 原 遺 伝 子 EWS融 合 タ ン パ ク 質 の ５ 個 も し く は 20個 の ア ミ ノ 酸 の み が 、 ア ン ド ロ ゲ
ン 受 容 体 結 合 ド メ イ ン を 含 む EWS部 分 と 一 致 す る 。 こ の こ と か ら 、 置 き 換 え ら れ た EWS融 合
タ ン パ ク 質 は ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 に 結 合 す る 能 力 を 失 っ た こ と が 推 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 RT-PCRを 用 い て 胸 腺 RNAを 分 析 す る 際 に 、 17個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 如 し た EWS異 型 （ EWS1-c）
が 発 見 さ れ た （ 図 ３ ） 。 こ れ は 明 ら か に ス プ ラ イ ス 異 型 で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 イ ン ト ロ ン
と エ ク ソ ン と の 間 の 接 合 部 に す べ て の 必 要 な コ ン セ ン サ ス 配 列 が 存 在 し た か ら で あ る 。 そ
の 結 果 が エ ク ソ ン 15（ エ ク ソ ン 15ｂ ） の 短 縮 化 で あ っ た 。 こ の ほ か に 、 従 来 の 技 術 で は 別
の ス プ ラ イ ス 異 型 も 知 ら れ て い る 。 200bp短 縮 さ れ た EWS転 写 物 （ EWS1-b） が 静 止 リ ン パ 球
及 び 植 物 凝 集 素 （ PHA） に よ り 刺 激 さ れ た リ ン パ 球 で 発 見 さ れ た （ 非 特 許 文 献 ９ ） 。 EWS1-
bに は エ ク ソ ン ８ 及 び ９ が 欠 如 し て い る 。 そ の 他 の 異 型 （ 非 特 許 文 献 １ ０ ） は エ ク ソ ン ４
と ５ の 間 に 追 加 の エ ク ソ ン ４ ′ を 含 み 、 脳 特 異 的 ア イ ソ フ ォ ー ム と 呼 ば れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 EWSは 、 従 来 技 術 で は RNA合 成 も し く は RNAプ ロ セ ッ シ ン グ の プ ロ セ ス に 含 め ら れ る RNA結
合 タ ン パ ク 質 の グ ル ー プ に 属 し て い る が 、 体 細 胞 野 生 型 EWSの 生 理 学 的 機 能 に つ い て は こ
れ ま で わ ず か し か 知 ら れ て い な か っ た 。 特 に 従 来 技 術 で は 、 EWSが 核 受 容 体 を 結 合 し て そ
の 活 性 を 調 節 す る 能 力 を 有 し て お り 、 そ の た め NRコ モ ジ ュ レ ー タ ー の ク ラ ス に 帰 属 す べ き
で あ る こ と は 知 ら れ て い な か っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 2003年 １ 月 24日 、 Escherichia　 Coli　 EWS-10CMXと 呼 ば れ る 大 腸 菌 株 が ド イ ツ 微 生 物 ・
培 養 細 胞 バ ン ク （ DSMZ） に 番 号 DSM15417で 登 録 さ れ た 。 Escherichia　 Coli　 EWS-10CMXは
、 本 発 明 に よ る 方 法 で 使 用 で き る 完 全 長 EW S-cDNAを 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 い わ ゆ る コ モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 遺 伝 子 転 写 の 活 性 化 （ コ ア ク チ ベ ー タ ） も し く は 抑 制 （
コ リ プ レ ッ サ ） に お い て 、 転 写 開 始 複 合 体 と NRと の 間 の 架 橋 分 子 と し て 働 く ク ラ ス の タ ン
パ ク 質 で あ る （ 非 特 許 文 献 １ １ ） 。 コ ア ク チ ベ ー タ は 、 受 容 体 機 能 を 強 化 し 、 ア ゴ ニ ス ト
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の 存 在 下 で NRの 活 性 ド メ イ ン と 直 接 相 互 作 用 す る 能 力 が な け れ ば な ら な い 。 コ ア ク チ ベ ー
タ は 、 基 本 転 写 装 置 と も 相 互 作 用 し な け れ ば な ら ず 、 最 終 的 に そ れ 自 身 で 基 本 転 写 活 性 を
強 化 し て は な ら な い 。 ほ と ん ど の コ モ ジ ュ レ ー タ ー は １ つ 以 上 の LXXLLモ チ ー フ （ N Rボ ッ
ク ス ） を 用 い て NRの AF-２ ド メ イ ン と 相 互 作 用 す る が 、 他 の NRド メ イ ン と 相 互 作 用 す る 若
干 の コ モ ジ ュ レ ー タ ー に つ い て も 記 述 さ れ た （ 非 特 許 文 献 １ ２ ） 。 さ ら に 、 数 種 類 の NRと
類 似 の 仕 方 で 相 互 作 用 す る 多 数 の コ モ ジ ュ レ ー タ ー が 識 別 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 イ ン ヴ ィ ト ロ で も （ た と え ば 溶 液 又 は 適 当 な 固 相 マ ト リ ク ス に お
け る 純 粋 に 生 物 化 学 的 又 は 生 物 物 理 学 的 ア ッ セ イ な ど ） 、 一 部 又 は 全 部 細 胞 系 で も 進 行 で
き る 。 こ の よ う な 種 々 の 試 験 法 は 当 業 者 に 十 分 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 少 な く と も １ つ の 方 法 工 程 は 細 胞 系 で 進 行 す る こ と が 好 ま し い 。 な ぜ な ら ば 、 ス テ ロ イ
ド 媒 介 転 写 活 性 化 の 効 果 は 細 胞 の 生 理 学 的 関 連 に お い て 特 に 良 好 に 確 認 し 得 る か ら で あ る
。 し た が っ て 本 発 明 に は 特 に 真 核 細 胞 が 適 し て お り 、 一 次 細 胞 と 樹 立 細 胞 系 の い ず れ も 使
用 で き る 。 樹 立 細 胞 系 を 使 用 す る と 、 特 に 良 好 な 再 現 性 及 び 低 コ ス ト が 達 成 さ れ る 。 こ れ
に 対 し て 一 次 細 胞 を 使 用 す る と 、 突 然 変 異 と ク ロ ー ン 選 択 に 起 因 す る 細 胞 培 養 の 欠 陥 を ほ
ぼ 回 避 で き る 。 特 に 適 し て い る の は 前 立 腺 細 胞 、 神 経 細 胞 、 グ リ ア 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 血
球 、 骨 芽 細 胞 、 破 骨 細 胞 、 肝 細 胞 、 上 皮 細 胞 又 は 筋 肉 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ こ で 特 定 さ れ る （ す な わ ち 識 別 、 定 量 化 又 は 特 性 把 握 さ れ た ） ホ ル モ ン 作 用 は 、 活 性
物 質 又 は 阻 害 物 質 の い ず れ の 性 格 も 持 つ こ と が で き 、 受 容 体 ‐ コ モ ジ ュ レ ー タ ー 結 合 に 対
す る 作 用 の ほ か に 、 NRア ク シ ョ ン の 別 の 工 程 、 た と え ば リ ガ ン ド 誘 発 ト ラ ン ス 活 性 化 や NR
の 核 局 在 化 に も 作 用 を 及 ぼ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の 好 適 な 実 施 形 態 は 、 次 の 工 程 を 包 含 し て い る 。
ａ ． 最 初 に EWS又 は そ の 誘 導 体 及 び NR又 は そ の 誘 導 体 を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 物 質 に 暴 露 す
る 。
ｂ ． 受 容 体 又 は そ の 誘 導 体 と EWS又 は そ の 誘 導 体 と の 間 の 相 互 作 用 に 及 ぼ す 物 質 の 影 響 を
、 タ ン パ ク 質 ・ タ ン パ ク 質 相 互 作 用 又 は タ ン パ ク 質 ・ タ ン パ ク 質 ・ DNA相 互 作 用 を 測 定 す
る こ と に よ っ て 判 定 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 互 い に 相 互 作 用 す る 要 素 （ 一 方 は EWS／ 誘 導 体 、 他 方 は NR／ 誘 導 体 ） の 一 方 又 は 両 方 の
発 現 は 細 胞 内 で 自 然 に 、 あ る い は 一 過 性 の 、 も し く は 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 結
果 と し て 行 わ れ 得 る 。 適 当 な 細 胞 タ イ プ 及 び 場 合 に よ っ て ベ ク タ ー 系 を 選 択 す る こ と は 専
門 の 当 業 者 に と っ て 通 例 の 方 策 で あ る 。 真 核 生 物 系 に お い て 発 現 さ せ る に は 、 た と え ば pC
MX又 は pSG5が ベ ク タ ー と し て 適 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 受 容 体 も し く は 誘 導 体 と EWSも し く は 受 容 体 と の 間 の タ ン パ ク 質 ・ タ ン パ ク 質 相 互 作 用
、 あ る い は DNA目 標 配 列 を 有 す る 上 記 要 素 の タ ン パ ク 質 ・ タ ン パ ク 質 ・ DNA相 互 作 用 の 測 定
は 、 当 業 者 に よ り 公 知 の 方 策 に よ っ て 行 わ れ る 。 こ の た め に 、 た と え ば two-hybrid法 、 共
免 疫 沈 降 法 、 GSTプ ル ダ ウ ン ・ ア ッ セ イ 、 FRET分 析 、 ABCDア ッ セ イ も し く は ゲ ル 遅 延 ア ッ
セ イ な ど の 技 術 が タ ン パ ク 質 ・ タ ン パ ク 質 ・ DNA相 互 作 用 の 分 析 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 の 好 適 な 実 施 形 態 は 、 次 の 工 程 を 包 含 し て い る 。
ａ ． EWSタ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 及 び NR又 は そ の 誘 導 体 を 発 現 し 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 構
築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 核 受 容 体 及 び 被 験 物 質 の リ ガ ン ド に 曝 露 し 、
ｂ ． NRの レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て NRの 転 写 活 性 を 判 定 し 、
ｃ ． 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 工 程 ａ 及 び ｂ を 実 施 し た 際 の 転 写 活 性 と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と は 、 色 反 応 に よ る 測 光 的 方 法 な ど 、 で き る だ け 簡 単 に 検 出 で き る 遺
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伝 子 生 成 物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 断 片 で あ る 。 頻 繁 に 用 い ら れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に 対 す る 遺 伝 子 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 対 す る 遺 伝 子 、
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ・ ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に 対 す る 遺 伝 子 、 カ テ コ ル ジ オ キ シ
ゲ ナ ー ゼ に 対 す る 遺 伝 子 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 又 は 青 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 に 対 す る 遺 伝 子 、
な ら び に 細 胞 を 発 光 さ せ る こ と が で き る 種 々 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 で あ る 。 特 定 の 転 写
因 子 又 は 特 定 の シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン ・ カ ス ケ ー ド の 制 御 下 に あ る プ ロ モ ー タ ー ・
エ ン ハ ン サ ー 配 列 な ど 、 適 当 な 制 御 因 子 を 接 続 す る こ と に よ っ て 、 た と え ば 発 現 し た 遺 伝
子 生 成 物 の 量 に 基 づ い て 転 写 因 子 も し く は カ ス ケ ー ド の 活 性 を 判 定 で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 慣 用 的 に は そ の よ う な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 適 当 な ベ ク タ ー に よ り 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー
・ エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 接 続 し た う え 細 胞 内 に 挿 入 さ れ る 。 物 質 の ス テ ロ イ ド 活 性 の 分 析 に
は 、 分 析 す べ き NRに 応 じ て 、 す べ て の 公 知 の NR目 標 配 列 が 適 し て い る 。 こ の よ う な ベ ク タ
ー の 例 は 、 物 質 の ア ン ド ロ ゲ ン 作 用 の 測 定 に 使 用 さ れ る MMTVル シ フ ェ ラ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の 場 合 、 ホ ル モ ン 作 用 、 好 ま し く は ア ン ド ロ ゲ ン ／ 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 作 用 を 有 す る 物 資
は 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 比 較 調 製 と 比 べ て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 多 い か 、 又 は 少 な
い か に よ っ て 識 別 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 枠 内 に お け る 使 用 に 適 し て い る の は 、 野 生 型 EWS、 EWS誘 導 体 と 並 ん で 、 少 な く
と も １ つ の 核 受 容 体 の 活 性 、 特 に ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 の 活 性 を 調 節 し 、 こ れ を 少 な く と も
結 合 す る 能 力 を 維 持 し た 、 特 に 機 能 的 な EWS誘 導 体 で あ る （ こ の 場 合 、 適 当 な 方 法 に よ り
証 明 可 能 で 無 視 で き な い 仕 方 、 た と え ば EMSAな ど の タ ン パ ク 質 ・ タ ン パ ク 質 相 互 作 用 ア ッ
セ イ で 行 う 。 こ れ は 専 門 の 当 業 者 で あ れ ば 判 断 で き る ） 。 同 様 の こ と は NR誘 導 体 に も 当 て
は ま る 。 こ こ で も 、 EWS又 は そ の 機 能 的 誘 導 体 に よ っ て 調 節 さ れ る か 、 又 は 少 な く と も 結
合 さ れ る 能 力 を 維 持 し た 誘 導 体 が 優 先 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 EWS及 び EWSを コ ー ド す る 核 酸 は 従 来 技 術 に お い て 知 ら れ て い る （ 上 記 参 照 ） 。 本 発 明 の
枠 内 で 使 用 す る た め に は 、 好 ま し く は 配 列 ID番 号 １ に 従 う 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た EWS
も し く は そ こ か ら 派 生 し た 誘 導 体 が 適 し て い る （ 特 に 機 能 的 誘 導 体 ） 。 特 に 好 ま し い の は
、 配 列 ID番 号 １ に 記 述 さ れ た 配 列 の ア ミ ノ 酸 319～ 656を 有 す る EWS誘 導 体 、 特 に そ の ア ミ
ノ 酸 か ら な る 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 NRの 活 性 に 影 響 す る 物 質 の 識 別 及 び 特 性 把 握 の た め に 、 EWSも し
く は そ の 誘 導 体 を 使 用 す る こ と に も 関 す る 。
　 さ ら に 本 発 明 は 、 核 受 容 体 の 活 性 に 影 響 す る 物 質 の 識 別 及 び 特 性 把 握 の た め に 、 配 列 ID
番 号 １ に 対 し て 、 又 は 配 列 ID番 号 １ の 配 列 範 囲 ８ ～ 2032も し く は 配 列 範 囲 1000～ 2011に 対
し て 少 な く と も 70%の 相 同 性 を 有 す る 核 酸 を 使 用 す る こ と に も 関 す る 。 こ の よ う な 核 酸 は
、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 、 特 に 真 核 生 物 の 発 現 ベ ク タ ー の 発 現 カ セ ッ ト に ク ロ ー ン 化 さ れ て
い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 枠 内 で は 、 「 配 列 ID番 号 １ に 対 し て 少 な く と も 70%の 相 同 性 を 有 す る 核 酸 」 と
い う 概 念 は 、 70%と 100%（ し た が っ て 配 列 ID番 号 １ と 完 全 に 一 致 ） の 間 の 相 同 性 全 範 囲 を
対 象 と す る も の と し て 理 解 さ れ る 。 相 同 性 の 全 範 囲 に お い て そ れ ぞ れ の 目 的 に 適 し た 核 酸
を 選 択 す る こ と は 、 従 来 の 専 門 家 の 能 力 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 核 酸 の 相 同 性 の 判 定 は 、 専 門
の 当 業 者 に お い て は 慣 用 的 に 行 わ れ て い る 。 こ の 目 的 の た め に 、 当 業 者 に 公 知 の 種 々 の コ
ン ピ ュ ー タ ー ・ プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る こ と が で き る （ 例 ： BLAST;　 BLAST-2,ALIGN又 は Meg
align(DNASTAR)） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 も し く は 本 発 明 に よ る 上 記 タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 の 使 用 は 、 特 に ア
ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ α 及 び β ） 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 （ Ａ 及 び Ｂ
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） 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 受 容 体 、 ミ ネ ラ ル コ ル チ コ イ ド 受 容 体 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 、
ビ タ ミ ン Ｄ 受 容 体 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 活 性 化 受 容 体 、 レ チ ン 酸 受 容 体 、 レ チ ノ イ
ド Ｘ 受 容 体 又 は オ ル フ ァ ン 受 容 体 に 与 え る 物 質 の ホ ル モ ン 作 用 に 適 し て い る 。 と り わ け ア
ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 に 対 す る EWSも し く は EWS誘 導 体 の 作 用 特 性 は 良 好 で あ る た め 、 ア ン ド ロ
ゲ ン 受 容 体 は 本 発 明 の 特 に 有 利 な 実 施 形 態 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に EWSは ア ン ド ロ ゲ ン に 起 因 す る 疾 患 、 た と え ば 前 立 腺 癌 、 禿 頭 症 、 ア ク ネ 又 は 精
巣 機 能 低 下 症 及 び ア ン ド ロ ゲ ン 抵 抗 性 症 候 群 、 た と え ば 睾 丸 性 女 性 化 症 の 臨 床 的 指 示 薬 と
し て 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 疾 患 は ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 (AR)と EWSと の 間 の 共 同 調 節 機 構 の
欠 陥 に 基 づ く も の と 推 測 さ れ る 。 し た が っ て そ の よ う な 疾 患 の あ る 患 者 に お い て 納 得 の い
く 診 断 の 可 能 性 は 、 ARと EWSの 相 対 量 を 測 定 す る こ と で あ ろ う 。 こ れ は そ れ ぞ れ の 患 者 で
目 標 細 胞 内 の 分 子 の 相 対 量 を 測 定 す る 定 量 的 方 法 に よ っ て 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 配 列 ID番 号 １ の 配 列 範 囲 ８ ～ 2032も し く は 配 列 範 囲 10
00～ 2011に 対 し て 少 な く と も 70%の 相 同 性 を 有 す る 核 酸 か 、 又 は 当 該 核 酸 の い ず れ か １ つ
に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 し て 設 け ら れ た 抗 体 を 、 NR活 性 、 好 ま し く は ア ン ド
ロ ゲ ン 受 容 体 活 性 の 機 能 不 全 を 伴 う 疾 患 の 診 断 に 使 用 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の よ う な 使 用 は 、 好 ま し く は ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 と EWSと の 間 の 共 同 調 節 機 構 に お け
る 障 害 を 判 定 す る た め に 、 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 と EWSの 細 胞 濃 度 又 は 組 織 濃 度 を 測 定 す る
よ う に し た 方 法 の 枠 内 に お い て 使 用 さ れ る 。 こ れ に つ い て 当 業 者 が 適 当 と 認 め て い る 種 々
の 技 術 の う ち 、 特 に ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISA、 免 疫 染 色 法 、 RT-PCR又 は ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト が 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の よ う に ARと EWSの 相 対 量 の 測 定 の 基 礎 を な す の は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 抵 抗 性 症 候 群 が 目
標 細 胞 内 に お け る AR優 勢 と EWS優 勢 と の 間 の 平 衡 の 障 害 に 基 づ い て い る と い う 理 論 で あ る
。 EWSが 過 多 に な る と AR系 が 過 敏 に な っ て 、 必 ず し も ア ン ド ロ ゲ ン 作 用 を 持 た な い 分 子 に
反 応 す る 。 EWSの 欠 如 又 は 誤 機 能 に よ り 感 度 不 足 に な る と 、 あ ら ゆ る レ ベ ル で ア ン ド ロ ゲ
ン 抵 抗 性 を 招 く 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 そ の う え 、 適 当 な EWS-cDNAプ ラ イ マ ー を 用 い て 、 PCRア ッ セ イ を 構 成 し て 、 特 定 の 患 者
に お い て 正 常 な DNA配 列 の 突 然 変 異 を 検 出 し 、 又 は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 用 の 転 写 物
も し く は in-situ-ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の DNAを 生 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 患 者 で 過 度 な EWSが 検 出 さ れ た 場 合 は 、 EWSレ ベ ル を 下 げ る 薬 剤 又 は 方 策 、 た と え ば EWS
又 は EWS誘 導 体 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 や 類 似 の 技 術 を 適 用 し て 、 臨 床 条 件 下 で 当 該 患
者 の EWS力 価 を 下 げ る こ と が 妥 当 で あ る 。 同 様 の こ と は 、 ARと EWSと の 相 互 作 用 を 阻 止 す る
分 子 に よ っ て も 達 成 で き よ う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 反 対 に 患 者 の EWSレ ベ ル が 低 す ぎ る 場 合 は 、 種 々 の 機 構 を 通 し て EWS-cDNA、 EWSタ ン パ ク
質 又 は EWS-DNAを 供 給 し て 、 活 性 EWSの 力 価 を 高 め る こ と が で き よ う 。 し た が っ て 本 発 明 の
別 の 観 点 は 、 EWS又 は EWS誘 導 体 を コ ー ド す る 前 記 核 酸 か 、 又 は そ の よ う な 核 酸 に よ っ て コ
ー ド さ れ た EWSタ ン パ ク 質 及 び EWS誘 導 体 を 、 NR活 性 の 機 能 不 全 が 原 因 の 疾 患 の 治 療 に 使 用
す る こ と に 関 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 を 図 を 参 考 に し て 例 に 基 づ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
　 例 １
　 （ 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ）
　 ラ イ ブ ラ リ ー イ ン サ ー ト の PCR増 幅 に 対 す る プ ラ イ マ ー
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　 　 Act2c5050Eco:gattacgctagcttgggtgg(SEQ ID No.3)
　 　 Act2-4939Xho:gttgaagtgaacttggcgggg(SEQ ID No.4)
　 完 全 長 EWS-cDNAの 増 幅 に 対 す る プ ラ イ マ ー  
　 　 EWS-8-Sal:ggtcgacggacgttgagagaacgagg(SEQ ID No.5)
　 　 C3ESW-c2032-Eco:gggaattctgcggggtctctgcatctagtaggg(SEQ ID No.6)
　 シ ー ケ ン ス プ ラ イ マ ー
　 　 XII-139a1:gcttgggtggtcatatgg(SEQ ID No.7)
　 （ 使 用 し た ベ ク タ ー ）
　 ラ イ ブ ラ リ ー 用 の pACT2（ Genbankア ク セ ス 番 号 U29899） ;
　 プ ロ ー ブ に 対 す る pGBT9誘 導 体 : pGBT9rev及 び pGBT(+1)rev (非 特 許 文 献 １ ３ );
　 PCR断 片 の ク ロ ー ニ ン グ 用 の .pCR2.1Topoベ ク タ ー (Invitrogen社 );
　 哺 乳 類 細 胞 内 の 発 現 用 の CMXベ ク タ ー ;
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ア ッ セ イ 用 の pAHluc(MMTVプ ロ モ ー タ ー と ル シ フ ェ ラ ー ゼ ・ レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 を 含 む ； A.Cato社 );
　 pSG5AR(ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 に 対 す る ヒ ト 遺 伝 子 を 有 す る pSG5； Genbankア ク セ ス 番 号 AA
A51775)
　 （ 使 用 し た 生 体 ）
　 酵 母 株 ： Y187及 び PJ69-2A
　 E.-coli株 ： DH5α
　 哺 乳 類 細 胞 ： SH-SY5Y(ド イ ツ 微 生 物 ・ 培 養 細 胞 バ ン ク （ DSMZ） DSM ACC209); 
　 　 PC3(ア メ リ カ 培 養 細 胞 バ ン ク (ATCC):CRL-1435);
　 　 PC3AR: pSG5ARで 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た PC3（ A.Cato社 、 カ ー ル ス ル ー エ 、
ド イ ツ ）
　 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 の 新 し い コ モ ジ ュ レ ー タ ー を 識 別 す る た め に 、 酵 母  Tw o-Hybrid 
法 を 用 い て 胎 児 の 脳 由 来 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー ・ ヒ ト ・ cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ Clontech社 の 「
Matchmaker（ 登 録 商 標 ） 」 No.:HY4028AH） を ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 （ AR） の ３ 種 類 の 断 片 を
プ ロ ー ブ と し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の た め に 、 ヒ ト ARに 対 す る cDNAを 含 ん で い る ベ ク タ ー pSG5AR（ 遺 伝 子 バ ン ク AAA51775
） を エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Pstlで 分 解 し て 、 ３ 種 類 の AR-DNA断 片 を 発 生 さ せ た 。 こ れ ら の 断
片 で 最 も 短 い も の （ AR4） は 受 容 体 の Ｎ 末 端 （ AS　 1-56） を コ ー ド し 、 中 位 の も の （ AR3）
は 活 性 化 ド メ イ ン を 有 す る 中 央 部 （ AS57-324） を コ ー ド し 、 最 も 長 い も の （ AR2） は DNA結
合 ド メ イ ン と リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン (DBDと LBD； 図 １ の 概 略 図 参 照 )と を 有 す る Ｃ 末 端 （ AS
325-918） を コ ー ド す る 。 AR2は 、 pGBT(+1)revベ ク タ ー を あ ら か じ め PstＩ に よ っ て 直 線 化
し て か ら 、 こ の ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 次 い で 、 AR断 片 を 含 む pGBTベ ク タ ー で 酵 母 株 PJ69-2A を 形 質 転 換 し た 。 製 造 者 （ Clonte
ch） の 指 示 に 従 い 陽 性 の 形 質 転 換 体 （ Trp＋ ） を 、 胎 児 の 脳 か ら 抽 出 し た cDNAラ イ ブ ラ リ
ー と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ Humane Multiple-Tissue-cDNA(MTC),　 Clontech社 の Pan
el II、 カ タ ロ グ 番 号 K1421-1） 。 ま た 、 製 造 者 （ Clontech） の 指 示 に 従 い 、 ３ × 10８ ク ロ
ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 さ ら に 陽 性 ク ロ ー ン を 選 別 し て 、 製 造 者 （ Clontech） の 指 示
に 従 い そ の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 試 験 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 す る 青 色 コ ロ ニ ー
の イ ン サ ー ト を 、 PCRを 用 い て プ ラ イ マ ー Act2c5050Eco及 び Act2-4939Xho を 使 用 し て 直 接
酵 母 細 胞 か ら 増 幅 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 PCR生 成 物 を 電 気 泳 動 ゲ ル 画 像 解 析 に よ っ て 長 さ に 従 っ て 分 割 し 、 MspＩ に よ る 分 解 に よ
っ て 分 析 し た 。 各 々 の 制 限 酵 素 断 片 パ タ ー ン の 少 な く と も １ つ の サ ン プ ル を 、 シ ー ケ ン ス
プ ラ イ マ ー XII-139a1を 用 い て 配 列 決 定 し た 。 こ れ ら の 配 列 は Genbank又 は デ ー タ バ ン ク In
cyteと 比 較 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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　 多 重 に 識 別 さ れ た イ ン サ ー ト の １ つ は 、 長 さ 1500bpで あ り 、 配 列 決 定 及 び デ ー タ バ ン ク
NCBJと の 並 列 比 較 に よ り 、 ヒ ト EWSの Ｎ 末 端 部 分 （ AS319-656） を コ ー ド す る も の と し て 識
別 で き た （ 図 ２ の 概 略 図 ； 図 ３ Ａ ‐ Ｄ の ア ミ ノ 酸 配 列 ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 図 ３ Ａ ‐ Ｄ は ヒ ト EWSの cDNA配 列 と そ こ か ら 派 生 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し て い る 。 図 に
は エ ク ソ ン １ ～ 17が 示 さ れ て い る 。 ボ ー ル ド 体 の 文 字 は 、 酵 母  Two-Hybrid 法 で 検 出 さ れ
、 AR部 分 AS325-919に 結 合 す る 酵 母 断 片 を 示 し て い る 。 下 線 部 は ス プ ラ イ ス 異 型 ESW1-b（
実 線 に よ る 下 線 ） も し く は ESW1-c（ 点 線 に よ る 下 線 ） で は 欠 如 し て い る 配 列 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 PCRを 用 い 、 プ ラ イ マ ー EWS-8-Sal及 び cESW-c2032-Eco、 な ら び に Clontech社 の 胸 腺 cDNA
又 は 脾 臓 cDNAを 用 い て 、 完 全 長 の EWSを 増 幅 し 、 脾 臓 か ら は 転 写 物 の 完 全 コ ー ド 領 域 が 単
離 さ れ 、 胸 腺 か ら は エ ク ソ ン 15の 代 わ り に エ ク ソ ン 15Bを 有 す る 異 型 が 単 離 さ れ た 。 次 い
で 、 増 幅 さ れ た cDNAは EcoRIと SalIで 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー CMXの 発 現 カ セ ッ ト に ク ロ ー ニ ン
グ さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 図 ４ に 示 し た 棒 グ ラ フ か ら 明 ら か な よ う に 、 EWSは SH-SY5Y細 胞 に 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し た 後 、 特 に 低 い ア ン ド ロ ゲ ン 濃 度 10－ １ ２ ～ 10－ １ ０ Molで ARシ グ ナ ル 活 動 の
強 い 共 同 活 性 化 を 誘 発 す る 能 力 が あ る 。 こ の た め に そ れ ぞ れ ６ 個 の 反 応 溝 を 有 す る 反 応 プ
レ ー ト 上 で SH-SY5Y細 胞 を 、 ヒ ト ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 に 対 す る cDNAを 含 む ベ ク タ ー （ pSG5A
R） 0.75μ g、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 前 に MMTVプ ロ モ ー タ ー を 含 む 受 容 体 遺 伝 子 構 築 物 pA
Hluc　 1.5μ g、 及 び EWS-CMXベ ク タ ー 　 1μ gと コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ た 。 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン は Gibeo　 BRC社 の リ ポ フ ェ ク チ ン を 使 用 し て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 行 っ た
。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 細 胞 を 種 々 の ア ン ド ロ ゲ ン 量 で 24時 間 培 養 し た 。 細 胞 は 慣 用
的 な 溶 菌 緩 衝 剤 を 用 い て 溶 菌 し 、 BMG Lab Technologiesの ル ミ ス タ ー ・ ル ミ ノ メ ー タ ー で
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。 EWS－ CMXル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 対 照 活 性 と 比 較 し た （ ブ
ラ ン ク CMXベ ク タ ー ） 。 各 々 の 反 応 溝 内 の 混 合 物 は 微 量 滴 定 プ レ ー ト の ４ つ の 溝 内 で 測 定
し た 。 DHTの な い 物 質 の 対 照 値 を 差 し 引 い た 。 図 ４ に 標 準 偏 差 を 棒 で 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 ５ （ ａ ） に は 、 正 常 な ヒ ト 組 織 に お け る ヒ ト EWSの 組 織 分 布 が オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー に 基 づ い て 示 さ れ て い る 。 こ の た め に EWSの 244-656を コ ー ド す る EWS-cDNA断 片 を 、 Me g
aprime（ 登 録 商 標 ） DNAマ ー キ ン グ 法 （ Amersham　 Life　 Science） に 従 い 、 3 2 P-α -dATP
及 び ク レ ノ ウ フ ラ グ メ ン ト で 標 識 し た 。 標 識 さ れ た フ ラ グ メ ン ト を ニ ッ ク カ ラ ム （ Pharma
cia） 上 で 製 造 者 の 指 示 に 従 い 純 化 し 、 Clontech社 の ヒ ュ ー マ ン ・ ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト （ M
TN） No.7760-1及 び 7759-1を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 。 図 ５ （ ａ ） か ら 明 ら か
な よ う に 、 EWS-RNAは 主 と し て 睾 丸 で 発 現 す る 。 さ ら に 、 調 査 し た ほ と ん ど の 器 官 で 種 々
の EWS量 が 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 ５ （ ｂ ） は 、 正 常 な ヒ ト 組 織 に お け る ヒ ト ARの 組 織 分 布 を 示 す 。
　 図 ５ の （ ａ ） 及 び （ ｂ ） か ら 、 組 織 内 の 上 記 ２ 種 類 の タ ン パ ク 質 の 基 準 発 現 を 読 み 取 る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 図 ４ は 、 SH-SY5Y細 胞 に お け る ARシ グ ナ ル の 共 同 活 性 化 を 示 し て い る 。 そ れ ぞ れ ６ 個 の
反 応 溝 を 有 す る 反 応 プ レ ー ト で 、 溝 当 り １ μ ｇ コ ア ク チ ベ ー タ ー 、 1.5μ ｇ MMTV-ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 及 び 0.75μ g pSG5ARプ ラ ス ミ ド を 添 加 し た 。 こ れ ら ６ 個 の 混 合 物 を そ れ ぞ れ 微 量 滴
定 プ レ ー ト の ４ つ の 溝 に 移 し て 測 定 し た 。 DHTの な い 物 質 の 対 照 値 を 差 し 引 い た 。 標 準 偏
差 を SDで 示 し た 。 す べ て の シ グ ナ ル に お い て DHTの な い 対 応 す る 対 照 値 を 差 し 引 い た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 図 ５ （ ａ ） は 、 EWS転 写 物 の 組 織 分 布 を 示 す （ Clontech社 の ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト MTN） 。
製 造 者 （ Amersham） の 指 示 に 従 い 、 ア ミ ノ 酸 244-656を コ ー ド す る EWS-cDNA断 片 に ラ ン ダ
ム プ ラ イ マ ー 法 を 適 用 し 、 3 2 P-α -dATP及 び ク レ ノ ウ フ ラ グ メ ン ト で 標 識 し た 。 ブ ロ ッ ト
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を プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 洗 浄 し て フ ィ ル ム に 移 し 、 現 像 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ １ 】
【 図 １ 】 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 （ AR） 及 び AR2断 片 に 対 す る 遺 伝 子 の 概 略 図 。
【 図 ２ 】 ユ ー イ ン グ 肉 腫 タ ン パ ク 質 （ EWS） に 対 す る 遺 伝 子 の 概 略 図 。
【 図 ３ Ａ 】 EWSエ ク ソ ン （ exon） 及 び EWSタ ン パ ク 質 の 配 列 を 示 す 図 。
【 図 ３ Ｂ 】 EWSエ ク ソ ン （ exon） 及 び EWSタ ン パ ク 質 の 配 列 を 示 す 図 。
【 図 ３ Ｃ 】 EWSエ ク ソ ン （ exon） 及 び EWSタ ン パ ク 質 の 配 列 を 示 す 図 。
【 図 ３ Ｄ 】 EWSエ ク ソ ン （ exon） 及 び EWSタ ン パ ク 質 の 配 列 を 示 す 図 。
【 図 ４ 】 SH-SY5Y細 胞 内 の ARシ グ ナ ル の 共 同 活 性 化 （ Co-Aktivierung） を 示 す グ ラ フ 。
【 図 ５ 】 （ ａ ） は EWS転 写 物 の 組 織 分 布 を 示 す 図 、 （ ｂ ） は AR転 写 物 の 組 織 分 布 を 示 す 図
。
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【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ３ Ｃ 】 【 図 ３ Ｄ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 配 列 表 】
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