
(57)【要約】
本発明は、心血管疾患、腎臓疾患、肺疾患および高血圧症の予防および治療のためのＡＣ
Ｅ２を活性化する化合物に関する。本発明はまた、ＡＣＥ２発現の測定またはヌクレオチ
ド多型分析により心血管疾患、腎臓疾患、肺疾患および高血圧症を診断する方法をも包含
する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ 低 減 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 当 該 状 態 を 有 す る 哺 乳 動 物 に 治 療 学 的 有 効
量 の Ａ Ｃ Ｅ ２ ア ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 低 減 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 状 態 が 、 高 血 圧 症 、 収 縮 性 心 不 全 、 慢 性 心 不 全 、 急 性 心 不 全 、 心 筋 梗
塞 、 動 脈 硬 化 症 お よ び 腎 不 全 お よ び 肺 疾 患 よ り な る 群 か ら 選 ば れ た 疾 患 と 関 連 す る 、 請 求
項 １ ま た は ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ 低 減 状 態 の 遺 伝 子 療 法 の 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン を
臓 器 に 送 達 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 罹 患 し て い る 臓 器 が 心 臓 ま た は 腎 臓 ま た は 肺 ま た は 血 管 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ ト ラ ン ス ジ ー ン を 遺 伝 子 療 法 ベ ク タ ー 中 に て 患 者 に 投 与 す る 、 請 求 項 ４ ま た は
５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 遺 伝 子 療 法 ベ ク タ ー が ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 患 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ４ な い し ７ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ 低 減 状 態 が 、 高 血 圧 症 、 収 縮 性 心 不 全 、 慢 性 心 不 全 、 急 性 心 不 全 、 心 筋 梗 塞 、
動 脈 硬 化 症 お よ び 腎 不 全 お よ び 肺 疾 患 よ り な る 群 か ら 選 ば れ た 疾 患 と 関 連 す る 、 請 求 項 ４
な い し ８ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 遺 伝 子 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 対 立 遺 伝 子 の 一 方 が 破 壊 さ れ て い る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 両 対 立 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ て い る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 破 壊 さ れ た Ａ Ｃ Ｅ ２ の 突 然 変 異 を 含 み 、 該 破 壊 が Ａ Ｃ Ｅ ２ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ヌ ル 突
然 変 異 と い う 結 果 と な る 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 齧 歯 類 で あ る 、 請 求 項 １ ０ な い し １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 マ ウ ス で あ る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 高 血 圧 症 ま た は 心 筋 収 縮 能 の 欠 陥 ま た は 腎 臓 の 欠 陥 、 ま た は 肺 障 害 へ の 増 大 し た 感 受 性
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ な い し １ ４ に 記 載 の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 核 酸 を 含 む マ ウ ス 胚 性 幹 細 胞 株 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 高 血 圧 症 お よ び 心 筋 収 縮 能 お よ び 腎 不 全 お よ び 肺 障 害 を モ デ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ １ な い し １ ４ の い ず れ か に 記 載 の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物
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に 化 合 物 を 導 入 し 、 つ い で 血 圧 お よ び ／ ま た は 心 筋 収 縮 能 お よ び ／ ま た は 腎 臓 機 能 お よ び
／ ま た は 肺 感 染 に お け る 増 大 ま た は 低 減 を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ 活 性 の ア ゴ ニ ス ト で あ る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） （ i） Ａ Ｃ Ｅ ２ を 含 む 精 製 し た 調 製 物 、 （ ii） 基 質 、 お よ び （ iii） 被 験 化 合 物 を 用
意 し 、
（ ｂ ） 該 Ａ Ｃ Ｅ ２ お よ び 該 基 質 を 該 Ａ Ｃ Ｅ ２ が 該 基 質 に 作 用 し て 生 成 物 を 生 成 し う る 条 件
下 で 混 合 し 、 そ の 際 、 該 混 合 は 該 被 験 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で 行 い 、 つ い で
（ ｃ ） 該 被 験 化 合 物 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 生 成 し た 生 成 物 の 量 を 直 接 ま た は 間 接 に 測 定
す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 基 質 が ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ ま た は ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 生 成 物 が Ａ ｎ ｇ １ － ９ ま た は Ａ ｎ ｇ １ － ７ を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 ２ ０ な い し ２ ２ に 従 っ て 単 離 し た 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ ア ク チ ベ ー タ ー の 医 薬 物 質 と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 心 血 管 疾 患 ま た は 腎 臓 疾 患 ま た は 肺 疾 患 の 治 療 の た め の Ａ Ｃ Ｅ ２ ア ク チ ベ ー タ ー の 使 用
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 心 血 管 疾 患 ま た は 腎 臓 疾 患 ま た は 肺 疾 患 の 治 療 用 医 薬 の 製 造 の た め の Ａ Ｃ Ｅ ２ ア ク チ ベ
ー タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 心 血 管 疾 患 ま た は 腎 臓 疾 患 ま た は 肺 疾 患 の 医 学 的 治 療 方 法 で あ っ て 、
当 該 治 療 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 有 効 量 の Ａ Ｃ Ｅ ２ ア ク チ ベ ー タ ー を 投 与 す る こ と を 含 む
方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ ア ク チ ベ ー タ ー を Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー と と も に 投 与 す る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 で あ っ て 、 該 核 酸 は Ａ Ｃ Ｅ ２ 核 酸 コ ー
ド 領 域 の 上 流 ま た は 下 流 に ヌ ク レ オ チ ド 多 型 を 含 み 、 該 多 型 が 野 生 型 Ａ Ｃ Ｅ ２ に 比 べ て Ａ
Ｃ Ｅ ２ 発 現 を 低 減 さ せ る も の で あ る 、 単 離 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 該 多 型 が Ａ Ｃ Ｅ ２ ａ ～ Ａ Ｃ Ｅ ２ ｍ の 少 な く と も 一 つ よ り な る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ る
、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 動 物 で Ａ Ｃ Ｅ ２ 低 減 状 態 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 該 動 物 か ら Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を 得 、 つ い で
該 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 中 で 請 求 項 ２ ９ ま た は ３ ０ に 記 載 の 核 酸 を 同 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 動 物 で Ａ Ｃ Ｅ ２ 低 減 状 態 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 疾 患 の 素 因 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
該 動 物 か ら の Ｄ Ｎ Ａ 試 料 中 で 請 求 項 ２ ９ ま た は ３ ０ に 記 載 の 核 酸 を 同 定 す る こ と を 含 む 方
法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 該 動 物 が 該 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 に つ い て ホ モ 接 合 性 で あ る か ま た は へ テ ロ 接 合 性 で あ る か
を 決 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ３ １ ま た は ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ４ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ 低 減 状 態 が 、 高 血 圧 症 、 収 縮 性 心 不 全 、 慢 性 心 不 全 、 急 性 心 不 全 、 心 筋 梗 塞 、
動 脈 硬 化 症 お よ び 腎 不 全 よ り な る 群 か ら 選 ば れ た 心 血 管 疾 患 ま た は 腎 臓 疾 患 ま た は 肺 疾 患
と 関 連 す る 、 請 求 項 ３ １ な い し ３ ３ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 （ i） Ａ Ｃ Ｅ ２ 核 酸 コ ー ド 領 域 の 上 流 ま た は 下 流 の 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 配 列 を 含 み
、 該 領 域 が Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 を 低 減 さ せ る ヌ ク レ オ チ ド 多 型 に 近 接 し て い る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ８ ～ １ ０ 、 ８ ～ １ ５ 、 ８ ～ ２ ０ 、 ８ ～ ２ ５ 、 ２ ５ ～ ５ ０ 、 ５ ０ ～ ７ ５ 、 ５ ０ ～ １ ０ ０ 、
１ ０ ０ ～ ２ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ま た は ５ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項
３ ５ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 核 酸 が Ａ Ｃ Ｅ ２ ａ ～ Ａ Ｃ Ｅ ２ ｍ の 一 つ に 近 接 し て 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 ３ ５ ま た は ３ ６ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が ６ ５ ℃ で ０ .１ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％
Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型 に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 （ ａ ） ヌ ク レ オ チ ド 多 型 に 近 接 し て い る Ａ Ｃ Ｅ ２ の 上 流 ま た は 下 流 領 域 の ８ ～ ５ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 、 こ こ で 配 列 は Ａ Ｃ Ｅ ２ ａ ～ Ａ Ｃ Ｅ ２ ｍ の 一 つ 含 み 、 図 １ １ に 示 す 配 列 の 全 部 ま
た は 一 部 を 含 む 、
（ ｂ ） （ ａ ） で 特 定 し た 配 列 に 相 補 的 な 配 列 、 お よ び
（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 配 列 と 少 な く と も ７ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 し 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ に 高
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る 配
列
よ り な る 群 か ら 選 ば れ た 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 該 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に お い て プ ロ ー ブ と し て 使 用 で き る 、 請 求 項
３ ５ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 該 核 酸 配 列 を 検 出 可 能 な よ う に 標 識 し て あ る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 、
（ ａ ） 蛍 光 原 性 染 料 、 お よ び ／ ま た は
（ ｂ ） ビ オ チ ン 化 修 飾 、 お よ び ／ ま た は
（ ｃ ） 放 射 性 標 識
を 含 む 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 動 物 か ら の 核 酸 試 料 中 の Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型 の 存 在 を 検 出 す る た め の 検 出 用 試 薬 を 含 む 、 Ａ Ｃ
Ｅ ２ 遺 伝 子 型 決 定 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 検 出 試 薬 が 核 酸 お よ び ／ ま た は 制 限 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 検 出 試 薬 を 保 持 す る た め の 生 物 学 的 試 料 容 器 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ４ ７ 】
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　 プ レ ー ト を さ ら に 含 み 、 該 プ レ ー ト が 複 数 の ウ エ ル を 有 し 、 該 プ レ ー ト に Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型
を 含 む Ａ Ｃ Ｅ ２ 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る 核 酸 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ が 結 合 し て い る 、 請 求
項 ４ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 核 酸 を 増 幅 す る た め の 増 幅 試 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 該 増 幅 試 薬 が 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ ａ ～ Ａ Ｃ Ｅ ２ ｍ よ り な る 群 か ら 選 ば れ た Ａ Ｃ Ｅ ２ 単 一 ヌ ク レ オ
チ ド 多 型 に 近 接 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 核 酸 の 領 域 を 増 幅 さ せ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 該 増 幅 試 薬 が プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 含 み 、 各 プ ラ イ マ ー が 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ ａ ～ Ａ Ｃ Ｅ ２ ｍ の
一 つ に 近 接 し て 特 異 的 に 結 合 す る か 、 ま た は Ａ Ｃ Ｅ ２ ａ ～ Ａ Ｃ Ｅ ２ ｍ の 一 つ を 通 っ て 伸 長
を 引 き 起 こ す 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 動 物 が Ａ Ｃ Ｅ ２ 低 減 状 態 の 疾 患 を 有 す る か ま た は そ の リ ス ク に あ る こ と を 検 出 す る た め
の 、 請 求 項 １ ４ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 該 疾 患 が 心 血 管 疾 患 ま た は 腎 臓 疾 患 ま た は 肺 疾 患 を 含 む か ま た は 血 管 に 罹 患 す る 、 請 求
項 ５ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 該 疾 患 が 、 高 血 圧 症 、 収 縮 性 お よ び 拡 張 性 の 慢 性 心 不 全 、 急 性 心 不 全 、 心 筋 梗 塞 、 冠 状
動 脈 疾 患 、 動 脈 硬 化 症 お よ び 腎 不 全 お よ び 肺 疾 患 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 ５ ２ に
記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 動 物 の Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 型 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ａ Ｃ Ｅ ２ コ ー ド 領 域 の 上 流 お よ び 下 流 の 領 域 を 含 む 動 物 か ら の Ａ Ｃ Ｅ ２ 核 酸 試 料 を
得 、 つ い で
（ ｂ ） Ａ Ｃ Ｅ ２ 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 を 含 む Ａ Ｃ Ｅ ２ 核 酸 の 領 域 を 検 出 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 該 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 が Ａ Ｃ Ｅ ２ ａ ～ Ａ Ｃ Ｅ ２ ｍ よ り な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 ５ ４ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 動 物 が Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型 に つ い て ホ モ 接 合 性 で あ る か ま た は へ テ ロ 接 合 性 で あ る か を 決 定 す
る こ と を 含 む 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 該 動 物 が ヒ ト で あ り 、 該 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 型 を 用 い て 該 動 物 が Ａ Ｃ Ｅ ２ 低 減 状 態 の 疾 患 を
有 す る か ま た は そ の リ ス ク に あ る か 否 か を 決 定 す る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 該 疾 患 が 心 血 管 疾 患 ま た は 腎 臓 疾 患 ま た は 肺 疾 患 を 含 む か ま た は 血 管 に 罹 患 す る 、 請 求
項 ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 動 物 か ら の 該 核 酸 を 増 幅 す る こ と に よ っ て 該 核 酸 を 得 る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 請 求 項 ７ な い し １ ５ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 部 ま た は 一 部 で 増 幅 す る
こ と に よ っ て 該 核 酸 を 得 る 、 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 検 出 工 程 が Ａ Ｃ Ｅ ２ 核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 検 出 工 程 が 、 該 核 酸 を 請 求 項 ７ な い し １ ５ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 高 ス
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ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 （ i） Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型 と は 区 別 さ れ る 単 一 多 型 を 含 む Ａ Ｃ Ｅ ２ 核
酸 の 領 域 に 近 接 し て 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 検 出 工 程 が 、
（ ａ ） 該 核 酸 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 を 行 い 、 そ れ に よ っ て 核 酸 消 化 物 を 生 成 さ せ
、 つ い で
（ ｂ ） 該 消 化 物 を 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る
こ と を 含 む 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 際 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 後 の い ず れ か で 起 こ り 、 分
析 を 「 即 時 」 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 、 ま た は 蛍 光 測 光 分 析 に よ り 行 う 、 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 検 出 工 程 が 該 核 酸 の サ イ ズ 分 析 を 含 む 、 請 求 項 ６ 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 、 高 血 圧 症 、 冠 状 動 脈 性 心 疾 患 、 心 不 全 、 腎 不 全 、 肺 浮 腫 、 お よ び 中 毒 性 シ ョ
ッ ク や 人 工 換 気 な ど の 肺 障 害 を 含 む 、 心 臓 、 肺 お よ び 腎 臓 の 疾 患 を 診 断 お よ び 治 療 す る の
に 用 い る 組 成 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 心 血 管 系 疾 患 は ２ １ 世 紀 に お け る 健 康 管 理 の 負 担 の 大 き い 第 一 の も の で あ り 、 ２ ０ ２ ０
年 ま で に 世 界 中 の 死 亡 の 最 も 一 般 的 原 因 と な る で あ ろ う こ と が 予 測 さ れ て い る 。 心 疾 患 の
主 た る リ ス ク 因 子 は 高 血 圧 で あ る 。 高 血 圧 症 は 、 遺 伝 的 因 子 お よ び 環 境 因 子 の 両 者 に よ っ
て 制 御 さ れ る 多 因 性 の 定 量 的 形 質 で あ る 。 食 事 や 身 体 活 動 な ど の 高 血 圧 に 貢 献 し う る 環 境
因 子 に つ い て は 多 く の こ と が わ か っ て い る が 、 心 血 管 系 疾 患 へ の 素 因 と な る 遺 伝 的 因 子 に
つ い て は あ ま り わ か っ て い な い 。 動 物 モ デ ル で の 高 血 圧 と 関 係 の あ る 幾 つ か の 推 定 の 遺 伝
子 の 定 量 的 形 質 部 位 （ quantitative trait loci; QTL） の 同 定 に も 拘 わ ら ず 、 こ れ ら の 部
位 の い ず れ も 遺 伝 子 に 翻 訳 さ れ て い な い 。 そ れ ゆ え 、 高 血 圧 症 お よ び 他 の 心 血 管 系 疾 患 の
基 礎 と な る 分 子 的 お よ び 遺 伝 的 メ カ ニ ズ ム の 多 く は 不 明 の ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 血 圧 の ホ メ オ ス タ シ ス の 一 つ の 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ ー は レ ニ ン － ア ン ジ オ テ ン シ ン 系 （
Ｒ Ａ Ｓ ） で あ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ の レ ニ ン は 、 ア ン ジ オ テ ン シ ノ ー ゲ ン を 不 活 性 な 十 量 体 ペ
プ チ ド で あ る ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ （ Ａ ｎ ｇ Ｉ ） に 開 裂 す る 。 つ い で 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変
換 酵 素 （ Ａ Ｃ Ｅ ） の 作 用 は 活 性 な 八 量 体 ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ （ Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ ） へ の Ａ ｎ ｇ
Ｉ の 開 裂 を 触 媒 し 、 こ の ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ （ Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ ） が 血 管 平 滑 筋 の 血 管 収 縮 お
よ び 腎 細 管 で の ナ ト リ ウ ム の 再 吸 収 を 促 進 す る こ と に よ り 高 血 圧 症 に 貢 献 し う る の で あ る
。 Ａ Ｃ Ｅ 突 然 変 異 体 マ ウ ス は 、 突 発 性 の 高 血 圧 症 、 部 分 的 な 雄 の 不 妊 、 お よ び 腎 臓 の 奇 形
を 示 す 。 ヒ ト で は Ａ Ｃ Ｅ 多 型 は 腎 機 能 お よ び 心 血 管 機 能 の 決 定 要 因 と 関 係 付 け ら れ て お り
、 Ａ Ｃ Ｅ お よ び Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 な 抑 制 は 血 圧 お よ び 腎 臓 疾 患 の 低 下 に 有
効 で あ る 。 さ ら に 、 Ａ Ｃ Ｅ お よ び Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ レ セ プ タ ー の 抑 制 は 心 不 全 に も 有 利 な 効 果 を
有 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ と 称 す る Ａ Ｃ Ｅ の ホ モ ロ グ が 同 定 さ れ た が 、 こ の も の は 腎 臓 お よ び 心 臓
の 血 管 内 皮 細 胞 で 優 先 的 に 発 現 さ れ る 。 興 味 深 い こ と に は 、 ２ つ の Ａ Ｃ Ｅ ホ モ ロ グ が ハ エ
に も 存 在 す る 。 Ａ Ｃ Ｅ と は 異 な り 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ は カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ と し て 機 能 し 、 Ａ
ｎ ｇ Ｉ か ら 単 一 残 基 を 開 裂 し て Ａ ｎ ｇ １ － ９ を 生 成 し 、 Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ か ら 単 一 残 基 を 開 裂 し
て Ａ ｎ ｇ １ － ７ を 生 成 す る 。 こ れ ら の イ ン ビ ト ロ で の 生 化 学 デ ー タ は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ が Ｒ Ａ Ｓ
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を モ デ ュ レ ー ト す る こ と 、 そ れ ゆ え 血 圧 制 御 に 何 ら か の 役 割 を 果 た し て い る か も し れ な い
こ と を 示 唆 し て い る 。 イ ン ビ ボ で の 心 血 管 系 お よ び Ｒ Ａ Ｓ に お け る Ａ Ｃ Ｅ ２ の 役 割 は わ か
っ て い な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Actonら は 米 国 特 許 第 ６ ,１ ９ ４ ,５ ５ ６ 号 に お い て 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 関 連 疾 患 状 態 の 診 断 お よ
び 治 療 に お け る Ａ Ｃ Ｅ ２ の 使 用 を 記 載 し て い る 。 こ の 特 許 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 レ ベ ル が 高 血
圧 症 で 増 大 し て い る こ と 、 お よ び Ａ Ｃ Ｅ ２ 活 性 の ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は イ ン ヒ ビ タ ー が 高
く な っ た 血 圧 ま た は 関 連 す る 障 害 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と を 述 べ て い る 。 カ ナ ダ 特 許 出 願
第 ２ ,３ ７ ２ ,３ ８ ７ 号 は Ａ Ｃ Ｅ ２ イ ン ヒ ビ タ ー の 特 定 の 例 を 提 供 し て い る が 、 こ れ は 高 血
圧 症 な ど の 心 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と を 意 図 し た も の で あ る 。 こ の 文 献 も Ａ Ｃ Ｅ ２ 活
性 を 増 大 さ せ る の で は な く 抑 制 す る 必 要 が あ る こ と を 強 調 し て い る 。 こ れ ら 文 献 は Ａ Ｃ Ｅ
２ 活 性 の 抑 制 の 必 要 性 を 教 示 す る も の で あ る が 、 イ ン ビ ト ロ で の 実 験 デ ー タ に 基 づ く も の
に す ぎ な い 。 そ れ ら 文 献 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ を 特 徴 付 け る た め の ノ ッ ク ア ウ ト 哺 乳 動 物 の デ ー タ
な ど の イ ン ビ ボ で の デ ー タ を 提 供 し て い な い 。 こ れ ま で 高 血 圧 症 の 治 療 の た め の 医 薬 と し
て 承 認 さ れ た Ａ Ｃ Ｅ ２ イ ン ヒ ビ タ ー は な い 。 さ ら に 、 心 血 管 系 お よ び Ｒ Ａ Ｓ で の Ａ Ｃ Ｅ ２
の イ ン ビ ボ で の 役 割 は 殆 ど わ か っ て い な い ま ま で あ る 。 心 臓 お よ び 腎 臓 の 疾 患 の 治 療 の た
め の 適 切 な 診 断 試 験 お よ び 医 薬 を デ ザ イ ン す る こ と が で き る よ う に 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 機 能 を 特
徴 付 け る 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は レ ニ ン － ア ン ジ オ テ ン シ ン 系 の 制 御 の た め の 新 た な パ ラ ダ イ ム を 提 供 す る も の
で あ り 、 イ ン ビ ト ロ デ ー タ （ Actonの 特 許 ） に 基 づ く 予 測 と は 対 照 的 に 、 ま た 従 来 技 術 で
は 予 期 し な い こ と に 、 心 臓 機 能 お よ び 血 圧 制 御 に 必 要 な Ｒ Ａ Ｓ の 重 要 な 負 の レ ギ ュ レ ー タ
ー と し て の Ａ Ｃ Ｅ ２ の 全 く 新 規 か つ 予 期 し な い 使 用 を 示 す 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 活 性 化 は 、 心 臓 、
肺 お よ び 腎 臓 疾 患 の 治 療 お よ び 予 防 に と っ て 重 大 で あ る 。 本 発 明 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ ア ク チ ベ ー
タ ー の 動 物 へ の 投 与 が 高 血 圧 症 お よ び 心 臓 お よ び 腎 臓 疾 患 、 お よ び 肺 障 害 を 予 防 お よ び 治
療 す る こ と を 初 め て 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は Ｒ Ａ Ｓ 系 の 制 御 の た め の 新 た な パ ラ ダ イ ム を 提 供 す る も の で あ り 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ が
心 臓 機 能 お よ び 心 血 管 機 能 、 腎 臓 機 能 お よ び 肺 障 害 に 必 要 な Ｒ Ａ Ｓ の 重 要 な 負 の レ ギ ュ レ
ー タ ー で あ る こ と を 示 す も の で あ る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 活 性 化 は 、 心 臓 お よ び 腎 臓 の 疾 患 お よ び
高 血 圧 症 お よ び 肺 の 疾 患 の 治 療 お よ び 予 防 に と っ て 重 大 で あ る 。 本 発 明 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ ア ク
チ ベ ー タ ー の 動 物 へ の 投 与 が 心 不 全 お よ び 高 血 圧 症 、 腎 臓 疾 患 お よ び 肺 障 害 を 予 防 お よ び
治 療 す る こ と を 初 め て 教 示 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 結 果 は 、 心 臓 疾 患 を 治 療 す る に は Ａ Ｃ Ｅ ２ 活 性 を 抑 制 し な け れ ば な ら な い と 教 示 す
る 上 記 米 国 特 許 第 ６ ,１ ９ ４ ,５ ５ ６ 号 や カ ナ ダ 特 許 出 願 第 ２ ,３ ７ ２ ,３ ８ ７ 号 な ど の 従 来
技 術 の 文 献 か ら す る と 全 く 予 期 し な い も の で あ る 。 そ れ ゆ え 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 発 現 お よ び ／ ま
た は 活 性 を 活 性 化 す る こ と に よ っ て 心 臓 疾 患 が 実 際 に 治 療 さ れ る こ と は 驚 く べ き こ と で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 機 能 お よ び ／ ま た は Ａ Ｃ Ｅ ２  ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ａ Ｃ Ｅ ２ タ ン パ ク 質
発 現 の ア ク チ ベ ー タ ー を 含 む （ こ れ に 限 ら れ る も の で は な い ） ア ク チ ベ ー タ ー 、 お よ び 該
ア ク チ ベ ー タ ー を 含 む 医 薬 組 成 物 を 包 含 す る 。 本 発 明 は ま た 、 治 療 を 必 要 と す る 動 物 に 有
効 量 の ア ク チ ベ ー タ ー を 投 与 す る こ と に よ る 、 心 臓 疾 患 、 肺 疾 患 お よ び 腎 臓 疾 患 の 医 学 的
な 治 療 方 法 を も 包 含 す る 。 肺 疾 患 と し て は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 慢 性 閉 塞
性 肺 疾 患 、 肺 炎 、 喘 息 、 慢 性 気 管 支 炎 、 肺 気 腫 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 間 質 性 肺 疾 患 、 原 発 性 肺
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高 血 圧 症 、 肺 塞 栓 症 、 肺 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 結 核 お よ び 肺 癌 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 心 臓 お よ び 腎 臓 の 疾 患 お よ び 高 血 圧 症 お よ び 肺 疾 患 を 治 療 す る の に 用 い
る こ と の で き る Ａ Ｃ Ｅ ２ ア ク チ ベ ー タ ー を 検 出 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を も 包
含 す る 。 こ れ ら ア ッ セ イ は イ ン ビ ト ロ で あ っ て も イ ン ビ ボ で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 態 様
に お い て 、 本 発 明 は 、 候 補 化 合 物 が Ａ Ｃ Ｅ ２ の 発 現 ま た は 活 性 を 増 大 さ せ る こ と が で き る
か 否 か を 評 価 す る た め の 内 皮 、 腎 臓 、 肺 ま た は 心 臓 の 細 胞 ア ッ セ イ を 包 含 す る 。 細 胞 を Ａ
Ｃ Ｅ ２ の 発 現 ま た は 活 性 を 活 性 化 す る 能 力 に つ い て 決 定 し よ う と す る 少 な く と も １ つ の 化
合 物 の 存 在 下 で 培 養 し 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 の 増 大 に つ い て 細 胞 を 測 定 す る 。 本 発 明 の 他 の 側 面
は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 の 効 果 を 克 服 し う る 化 合 物 を 同 定 す る た め の Ａ Ｃ Ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト マ
ウ ス に 関 す る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ に お い て ポ リ ペ プ チ ド お よ び 小 さ な 有 機 分 子 を 試 験 す る
。 本 発 明 は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 同 定 さ れ 、 医 薬 組 成 物 に て 動 物 に 投 与 す
る の に 適 し た 全 て の 化 合 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 心 臓 お よ び ／ ま た は 腎 臓 の 疾 患 お よ び ／ ま た は 高 血 圧 症 お よ び ／
ま た は 肺 疾 患 の 発 症 ま た は リ ス ク の 診 断 で あ る 。 こ の こ と は 、 心 臓 、 血 清 、 ま た は 腎 臓 、
ま た は 他 の 組 織 中 の Ａ Ｃ Ｅ ２ レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 診 断 す る こ と が で き る 。 野 生
型 レ ベ ル よ り も 低 い レ ベ ル の Ａ Ｃ Ｅ ２ は 「 Ａ Ｃ Ｅ ２ 低 減 状 態 」 を 示 し 、 こ れ は 本 発 明 が 心
臓 お よ び ／ ま た は 腎 臓 の 疾 患 お よ び ／ ま た は 高 血 圧 症 、 お よ び ／ ま た は 肺 疾 患 、 ま た は 疾
患 の リ ス ク と 直 接 関 係 す る こ と を 示 す も の で あ る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 野 生 型 レ ベ ル お よ び 低 減 レ
ベ ル は 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ 低 減 状 態 は ま た 、 以 下 に 記 載 す る 多 型 Ａ Ｃ Ｅ
２ ａ ～ Ａ Ｃ Ｅ ２ ｍ に よ っ て も 示 さ れ る 。 本 発 明 は 低 減 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ の 発 現 ま た は 活 性 と 関
連 す る 疾 患 を 治 療 お よ び 診 断 す る の に 有 用 で あ る 。 診 断 は ま た 、 場 合 に よ り 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 低
減 状 態 と 関 係 す る Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 の 上 流 お よ び 下 流 お よ び 遺 伝 子 内 の 多 型 の 分 析 に よ っ て
も 達 成 さ れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 手 段 に よ っ て 多 型 を 識 別 す る ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 に 必
要 な 試 薬 は す べ て 、 動 物 か ら 単 離 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 分 析 の た め の 単 一 の キ ッ ト に て 提 供
す る こ と が で き る 。 該 キ ッ ト は 、 疾 患 の リ ス ク ま た は 発 症 の 診 断 の た め 、 遺 伝 子 型 決 定 お
よ び 表 現 型 決 定 を 可 能 と す べ く Ａ Ｃ Ｅ ２ の 多 型 を 識 別 す る 標 識 プ ロ ー ブ を 含 ん で い る で あ
ろ う 。 多 型 特 異 的 な プ ロ ー ブ は 、 唯 一 つ の 多 型 特 異 的 プ ロ ー ブ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 検 出
す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 特 異 的 な Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型 を 同 定 で き る よ う に 、 適 当 に 標 識 し
、 生 成 Ｄ Ｎ Ａ 切 片 に ア ニ ー リ ン グ 条 件 下 で 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】

　 上 記 で 記 載 し た よ う に 、 本 発 明 は Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 発 現 が 高 血 圧 症 、 心 臓 お よ び 腎 臓 疾 患
で は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い る こ と を 示 し た 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 治 療 ま た は 予
防 を 必 要 と す る 動 物 に Ａ Ｃ Ｅ ２ の 発 現 を 増 大 さ せ う る 薬 剤 の 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む
、 高 血 圧 症 、 心 臓 疾 患 、 肺 ま た は 腎 臓 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 発 現 を 増 大 さ せ う る 薬 剤 」 な る 語 は 、 該 薬 剤 の 不 在 下
で 同 じ 種 類 の 細 胞 で の Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 の レ ベ ル ま た は 活 性 と 比 べ て Ａ Ｃ
Ｅ ２ 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 の レ ベ ル ま た は 活 性 を 増 大 さ せ る こ と の で き る あ ら ゆ る 薬 剤
を 意 味 す る 。 該 薬 剤 は い か な る 種 類 の 物 質 で あ っ て も よ く 、 核 酸 分 子 （ Ａ Ｃ Ｅ ２ ま た は そ
の 断 片 を 含 む ） 、 タ ン パ ク 質 （ Ａ ｃ ｅ ２ ま た は そ の 断 片 を 含 む ） 、 ペ プ チ ド 、 炭 水 化 物 、
小 分 子 、 ま た は 有 機 化 合 物 を 含 む が こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 が 増
大 し た か 否 か は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 免 疫 化 学 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ
Ｒ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び イ ン シ ト ゥ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む 公 知 の 方 法
を 用 い 、 当 業 者 に よ り 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 動 物 」 の 語 は 、 動 物 界 の あ ら ゆ る 成 員 を 含 む 。 動 物 は 好 ま し く は
ヒ ト で あ る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 有 効 量 」 な る 語 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の レ ベ ル を 高 め る の に 必 要 な 投 与 量
お よ び 期 間 で 有 効 な 量 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 治 療 ま た は 治 療 す る 」 の 語 は 、 臨 床 的 な 結 果 を 含 む 有 利 な
ま た は 所 望 の 結 果 を 得 る た め の ア プ ロ ー チ を 意 味 す る 。 有 利 な ま た は 所 望 の 臨 床 結 果 と し
て は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 検 出 し う る か 検 出 し え な い か に 拘 わ ら ず 、 １ ま
た は そ れ 以 上 の 徴 候 の 軽 減 ま た は 改 善 、 疾 患 の 程 度 の 減 少 、 疾 患 の 安 定 化 し た （ す な わ ち
、 悪 化 し な い ） 状 態 、 疾 患 の 拡 散 の 予 防 、 疾 患 の 進 行 の 遅 滞 、 疾 患 状 態 の 改 善 ま た は 一 時
的 緩 和 、 お よ び 緩 解 （ 部 分 的 ま た は 全 体 的 ） が 挙 げ ら れ る 。 「 治 療 」 は ま た 、 治 療 を 施 さ
な か っ た 場 合 に 予 想 さ れ る 生 存 と 比 べ て 長 引 い た 生 存 を も 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】

　 一 つ の 態 様 に お い て 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 の 発 現 が Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 ま た は そ の 一 部 を 含 む 核
酸 を 投 与 す る こ と に よ っ て 増 大 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 本 明 細 書 に 開 示 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ
セ イ を 用 い て 同 定 し た 薬 剤 を 含 む 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 発 現 を 増 大 さ せ る 薬 剤 を 投 与 す る こ と
に よ っ て 増 大 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 疾 患 、 障 害 ま た は 異 常 な 身 体 状 態 を 患 う 動 物 は Ａ Ｃ Ｅ ２ の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に よ
っ て 治 療 す る こ と が で き る の で 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 を 増 大 さ せ る 遺 伝 子 療 法 は 心 臓 ま た は 腎 臓
ま た は 肺 の 疾 患 の 発 生 ／ 進 行 を 緩 和 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 低 減 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 ま た は Ａ Ｃ Ｅ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 低 減 し た レ ベ ル
を 特 徴 と す る 疾 患 、 障 害 ま た は 異 常 な 身 体 状 態 の 治 療 の た め の Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 療 法 を 提 供
す る 方 法 お よ び 組 成 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 動 物 の 細 胞 で の Ａ Ｃ Ｅ ２ の 発 現 が 該 細 胞 に Ａ Ｃ Ｅ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的
活 性 ま た は 表 現 型 を も た ら す よ う に 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ま た は 機 能 的 に 同 等
の 核 酸 分 子 を 該 細 胞 に 提 供 す る 方 法 お よ び 組 成 物 を 包 含 す る 。 該 細 胞 に Ａ Ｃ Ｅ ２ ポ リ ペ プ
チ ド の 生 物 学 的 活 性 ま た は 表 現 型 が も た ら さ れ る よ う に 、 充 分 な 量 の 核 酸 分 子 を 投 与 し 、
充 分 な レ ベ ル で 発 現 さ せ る 。 た と え ば 、 該 方 法 は 、 好 ま し く は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー を 主 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 心 血 管 ま た は 腎 臓 ま た は 肺 の 疾 患 を 有
す る 動 物 の 細 胞 に Ａ Ｃ Ｅ ２ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 送 達 す る 方 法 を 包 含 す る 。 該 方 法 は ま
た 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 投 与 す る こ と に よ っ て 心 血 管 ま た は 腎 臓 ま た は 肺 の 疾
患 を 有 す る 動 物 に 生 物 学 的 に 活 性 な Ａ Ｃ Ｅ ２ ポ リ ペ プ チ ド を も た ら す 方 法 に も 関 す る 。 該
方 法 は 、 イ ン ビ ボ ま た は エ ク ス ビ ボ （ た と え ば 、 肺 、 心 臓 、 内 皮 ま た は 腎 臓 の 幹 細 胞 、 先
祖 細 胞 （ progenitor cells） ま た は 他 の 細 胞 が 移 植 細 胞 で あ っ て よ い ） で 行 う こ と が で き
る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ を 単 離 細 胞 ま た は 動 物 に 投 与 （ 遺 伝 子 療 法 に お け る 場 合 を 含 む ） す る 方 法 お
よ び 組 成 物 は 、 た と え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ,６ ７ ２ ,３ ４ ４ 号 、 同 第 ５ ,６ ４ ５ ,８ ２ ９ 号 、 同
第 ５ ,７ ４ １ ,４ ８ ６ 号 、 同 第 ５ ,６ ５ ６ ,４ ６ ５ 号 、 同 第 ５ ,５ ４ ７ ,９ ３ ２ 号 、 同 第 ５ ,５
２ ９ ,７ ７ ４ 号 、 同 第 ５ ,４ ３ ６ ,１ ４ ６ 号 、 同 第 ５ ,３ ９ ９ ,３ ４ ６ 号 、 同 第 ５ ,６ ７ ０ ,４
８ ８ 号 、 同 第 ５ ,２ ４ ０ ,８ ４ 号 、 同 第 ６ ,３ ２ ２ ,５ ３ ６ 号 、 同 第 ６ ,３ ０ ６ ,８ ３ ０ 号 お よ
び 同 第 ６ ,０ ７ １ ,８ ９ ０ 号 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ １ ０ ０ ２ ９ ０ ４ ０ 号 （ 参 照 の た め
の そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 引 用 す る ） に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 遺 伝 子 療 法 に 適 し た ウ イ ル ス を 産 生
す る こ と に よ る 、 組 換 え ウ イ ル ス の ス ト ッ ク を 製 造 す る 方 法 に も 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 好
ま し く は 、 ウ イ ル ス 複 製 （ 該 ウ イ ル ス は 核 酸 分 子 を 含 む ） を 許 容 す る 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ
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ク シ ョ ン し 、 つ い で 産 生 し た ウ イ ル ス を 回 収 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 該 方 法 お よ び 組 成 物 は イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 は ま た
組 成 物 （ 好 ま し く は 遺 伝 子 療 法 の た め の 医 薬 組 成 物 ） を も 包 含 す る 。 該 組 成 物 は Ａ Ｃ Ｅ ２
を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 。 担 体 は 、 医 薬 担 体 ま た は ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 形 質 転 換 体 で あ っ て
よ い 。 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た ベ ク タ ー と し て は 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い が 、 レ
ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ ） 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク
タ ー 、 た と え ば ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 Ｈ Ｉ Ｖ お よ び レ ン チ ウ イ ル ス ベ ー ス の ベ ク
タ ー 、 ま た は プ ラ ス ミ ド が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 は ま た 、 ベ ク タ ー を 製 造 す る の に 必 要 な パ
ッ ケ ー ジ ン グ お よ び ヘ ル パ ー 細 胞 株 を も 包 含 す る 。 ベ ク タ ー を 製 造 す る 方 法 お よ び 該 ベ ク
タ ー を 用 い た 遺 伝 子 療 法 の 方 法 も ま た 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 該 ベ ク タ ー お よ び 組 換 え Ａ Ｃ Ｅ ２ 核 酸 分 子 配 列 を 含 む 形 質 転 換 細 胞 を も
包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

　 Ａ Ｃ Ｅ ２ 突 然 変 異 体 を 本 発 明 の 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。 化 学 的 に 同 等 か ま た は 類 似
の ア ミ ノ 酸 配 列 と い う 結 果 と な る 変 化 は 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ レ セ プ タ ー
に 対 し て 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る の に 適 し て い る こ
と を 確 認 す べ く 試 験 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 突 然 変 異 体 は 、 た と え ば 突 然 変 異 に
よ り 天 然 で も 存 在 す る し 、 ま た は た と え ば 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 な ど の ポ リ ペ プ チ ド 工
学 法 （ ア ミ ノ 酸 置 換 の 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る ） を 用 い て 製 造 す る こ と も で き る 。 た
と え ば 、 グ リ シ ン な ど の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 残 基 を 他 の 疎 水 性 残 基 、 た と え ば ア ラ ニ ン で 置 換
す る こ と が で き る 。 ア ラ ニ ン 残 基 は 、 ロ イ シ ン 、 バ リ ン ま た は イ ソ ロ イ シ ン な ど の さ ら に
疎 水 性 の 残 基 で 置 換 す る こ と が で き る 。 ア ス パ ラ ギ ン 酸 な ど の 負 に 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 は グ
ル タ ミ ン 酸 で 置 換 す る こ と が で き る 。 リ ジ ン な ど の 正 に 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 は ア ル ギ ニ ン な
ど の 他 の 正 に 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 保 存 的 な 変 化 ま た は 置 換 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を
包 含 す る 。 保 存 的 な 置 換 は 、 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 同 様 の 化 学 的 性 質 の １ ま た は そ れ 以 上
の ア ミ ノ 酸 を 挿 入 す る 。 本 発 明 は 、 化 合 物 の 活 性 を 損 な わ な い 保 存 的 な 置 換 が さ れ て い る
配 列 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の ｄ ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド が 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 １ ま た は そ
れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が Ｎ 末 端 で ア セ チ ル 化 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド も 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 の 対 応 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 と 同 じ か ま た は 類 似 の 所 望 の 化 合 物 活
性 を 有 す る が 、 溶 解 度 、 安 定 性 、 お よ び ／ ま た は 加 水 分 解 お よ び タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る
感 受 性 に 関 し て 該 ポ リ ペ プ チ ド よ り も 有 利 な 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ミ メ チ ッ ク を 構 築
す る の に 種 々 の 技 術 を 利 用 で き る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 た と え ば 、 Morganお よ び Gain
or, Ann. Rep. Med. Chem., 24: 243-252 (1989)を 参 照 。 ポ リ ペ プ チ ド ミ メ チ ッ ク の 例 は
米 国 特 許 第 ５ ,６ ４ ３ ,８ ７ ３ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 ミ メ チ ッ ク の 製 造 お よ び 使 用 法 を 記 載
し た 他 の 特 許 と し て は 、 た と え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ,７ ８ ６ ,３ ２ ２ 号 、 同 第 ５ ,７ ６ ７ ,０ ７
５ 号 、 同 第 ５ ,７ ６ ３ ,５ ７ １ 号 、 同 第 ５ ,７ ５ ３ ,２ ２ ６ 号 、 同 第 ５ ,６ ８ ３ ,９ ８ ３ 号 、 同
第 ５ ,６ ７ ７ ,２ ８ ０ 号 、 同 第 ５ ,６ ７ ２ ,５ ８ ４ 号 、 同 第 ５ ,６ ６ ８ ,１ １ ０ 号 、 同 第 ５ ,６
５ ４ ,２ ７ ６ 号 、 同 第 ５ ,６ ４ ３ ,８ ７ ３ 号 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ミ メ チ
ッ ク は ま た 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 他 の 方 法 に 従 っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。 た と え
ば 、 水 素 基 を ヒ ド ロ キ シ や ア ミ ノ 基 な ど の 他 の 基 に 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 側 鎖 基 を 化 学
的 に 変 え る 薬 剤 を 用 い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 処 理 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
ミ メ チ ッ ク は 、 す べ て が ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 、 ま た は ア ミ ノ 酸 と 修 飾 ア ミ ノ 酸 ま た は 他
の 有 機 分 子 と を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド で あ る 配 列 を 含 ん で い る の が 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 た と え ば ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 第 二 の 配 列 と 組 み 合 わ さ れ て い る ハ イ ブ リ
ッ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 活 性 を 保 持 し て い る 場 合 に 化 合 物 に 活 性
を 付 与 す る の に 用 い る こ と の で き る 該 断 片 の 使 用 方 法 を も 包 含 す る 。 本 発 明 は ま た 、 ポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ の 活 性 を 特 徴 付 け る リ サ ー チ ツ ー ル と し て 用 い る こ と の で き る 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド お よ び 該 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を も 包 含 す る 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 少 な
く と も ５ つ の ア ミ ノ 酸 か ら な る の が 好 ま し い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 そ の よ う な ポ リ ペ
プ チ ド は 、 ６ ～ １ ０ 、 １ １ ～ １ ５ 、 １ ６ ～ ２ ５ 、 ２ ６ ～ ５ ０ 、 ５ １ ～ ７ ５ 、 ７ ６ ～ １ ０ ０
ま た は １ ０ １ ～ ２ ５ ０ ま た は ２ ５ ０ ～ ５ ０ ０ ア ミ ノ 酸 か ら な っ て い て よ い 。 断 片 は 、 化 合
物 の 配 列 に お い て １ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 、 た と え ば Ｃ 末 端 ア ミ ノ 酸 が 除 去 さ れ た 配
列 を 含 ん で い て よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

　 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 活 性 は 、 選 択 的 な 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を 行 う こ と に よ り 増 大 ま た は 低 減
す る 。 Pharmacia Biotechか ら の Ｕ .Ｓ .Ｅ .（ Unique site elimination） 突 然 変 異 誘 発 キ
ッ ト ま た は 市 販 の 他 の 突 然 変 異 誘 発 キ ッ ト を 用 い 、 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い 、 該 核 酸 分 子 ま た
は 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 分 子 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド ま た は 発 現 ベ ク タ ー を こ れ ら 研 究
に 用 い る の が 好 ま し い 。 突 然 変 異 が 生 成 さ れ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 に よ っ て 確 認 さ れ た ら 、 突 然
変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 系 を 用 い て 発 現 さ せ 、 そ の 活 性 を モ ニ タ ー す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト ま た は マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ （ ま た は そ の 部 分 配 列 ） に 対 し て 少 な く と も
約 ２ ０ ＞ ％ 、 ＞ ２ ５ ％ 、 ＞ ２ ８ ％ 、 ＞ ３ ０ ％ 、 ＞ ３ ５ ％ 、 ＞ ４ ０ ％ 、 ＞ ５ ０ ％ 、 ＞ ６ ０ ％
、 ＞ ７ ０ ％ 、 ＞ ８ ０ ％ ま た は ＞ ９ ０ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ＞ ９ ５ ％ 、 ＞ ９ ９
％ ま た は ＞ ９ ９ .５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 法 を も 包 含 す る 。 修 飾 し
た ポ リ ペ プ チ ド 分 子 は 以 下 で 検 討 す る 。 好 ま し く は 約 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ ～ １ ０ 、 １
０ ～ ２ ５ 、 ２ ６ ～ ５ ０ ま た は ５ １ ～ １ ０ ０ ま た は １ ０ １ ～ ２ ５ ０ の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア
ミ ノ 酸 が 修 飾 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 同 一 性 は 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 計 算 す る 。 配 列 同 一 性 は 、 BLAST versio
n 2.1プ ロ グ ラ ム ア ド バ ン ス ト サ ー チ （ 上 記 の パ ラ メ ー タ ー ） に よ り 評 価 す る の が 最 も 好
ま し い 。 BLASTは 、 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTで オ ン ラ イ ン で 利 用 で き る 一 連 の
プ ロ グ ラ ム で あ る 。 ア ド バ ン ス ト BLASTサ ー チ （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bla
st.cgi?Jform=1） は デ フ ォ ル ト で パ ラ メ ー タ ー を 選 択 す る よ う に セ ッ テ ィ ン グ さ れ て い る
。 （ す な わ ち 、 Matrix BLOSUM62; Gap existence cost 11; Per residue gap cost 1; La
mbda ratio 0.85 default） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 BLASTサ ー チ に 関 す る 参 照 文 献 は 以 下 の と お り で あ る ： Altschul, S.F., Gish, W., Mil
ler, W., Myers, E.W. & Lipman, D.J. (1990) "Basic local alignment search tool." 
J. Mol. Biol. 215: 403-410; Gish, W. & States, D.J. (1993)"Identification of pro
tein coding regions by database similarity search." Nature Genet. 3: 266-272; Ma
dden, T.L., Tatusov, R.L. & Zhang, J. (1996) "Applications of network BLAST serv
er" Meth. Enzymol. 266: 131-141; Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaffer, A.A., Z
hang, J., Zhang, Z., Miller, W. & Lipman, D.J. (1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAS
T: a new generation of protein database search programs." Nucleic Acids Res. 25:
 3389-3402; Zhang, J. & Madden, T.L. (1997) "PowerBLAST: A new network BLAST app
lication for interactive or automated sequence analysis and annotation." Genome 
Res. 7: 649-656。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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Ａ Ｃ Ｅ ２ ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の 促 進



　 好 ま し く は 約 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ ～ １ ０ 、 １ ０ ～ ２ ５ 、 ２ ６ ～ ５ ０ ま た は ５ １ ～ １
０ ０ ま た は １ ０ １ ～ ２ ５ ０ の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 が 修 飾 さ れ る 。 本 発 明 は 、 活 性
の 付 与 に 関 与 し な い ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 で の ア ミ ノ 酸 変 化 か 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 活 性
を 増 大 ま た は 低 減 さ せ る べ く 活 性 の 付 与 に 関 与 す る ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 で の ア ミ ノ 酸 変 化
を 引 き 起 こ す 突 然 変 異 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 発 現 ま た は 活 性 を 増 大 さ せ る か 否 か を 決 定 す べ く 小 さ な 有 機 分 子 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 並 び に Ａ Ｃ Ｅ ２ と の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド も ま た 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ お よ び 細 胞 株 で の イ ン ビ ボ で Ａ Ｃ Ｅ ２ 活 性 を 増 大 さ せ
る か 否 か を 決 定 す べ く 試 験 す る 。 ア ク チ ベ ー タ ー は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 特 異 的 ド メ イ ン に 向 け ら
れ て Ａ Ｃ Ｅ ２ 活 性 化 を 増 大 さ せ る の が 好 ま し い 。 特 異 性 を 達 成 す る た め 、 ア ク チ ベ ー タ ー
は Ａ Ｃ Ｅ ２ の 独 特 の 配 列 を 標 的 と す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 を 増 大 さ せ る 物 質 の 単 離 を も 包 含 す る 。 と り わ け 、 Ａ Ｃ Ｅ
２ 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と の で き る リ ガ ン ド ま た は 物 質 を 単 離 す る こ と が
で き る 。 生 物 学 的 試 料 お よ び 市 販 の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 に
結 合 す る タ ン パ ク 質 な ど の 物 質 に つ い て 試 験 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ビ ン グ す る こ と が で き 、 一
方 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 用 い て 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ビ ン グ す る こ と が
で き る 。 さ ら に 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ に 対 し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て Ａ Ｃ Ｅ ２ へ の 親 和 性 を 有 す る 他
の ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 標 識 抗 体 を 用 い て フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 生 物 学 的 試 料 を プ ロ ー ビ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 あ る 物 質 と Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 の 生 成 を 可 能 に す る 条 件 は 、 該
物 質 お よ び Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 の 性 質 お よ び 量 な ど の 因 子 を 考 慮 し た う え で
選 択 す る こ と が で き る 。 物 質 － タ ン パ ク 質 ま た は 物 質 － 遺 伝 子 複 合 体 、 遊 離 の 物 質 ま た は
複 合 体 を 生 成 し て い な い 物 質 の 単 離 は 、 通 常 の 単 離 法 、 た と え ば 、 塩 析 、 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 電 気 泳 動 、 ゲ ル 濾 過 、 分 画 、 吸 着 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 凝 集 、 ま た
は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り 行 う こ と が で き る 。 成 分 の ア ッ セ イ を 容 易 に す る た め 、 Ａ Ｃ
Ｅ ２ ま た は 該 物 質 に 対 す る 抗 体 、 ま た は 標 識 タ ン パ ク 質 、 ま た は 標 識 物 質 を 用 い る こ と が
で き る 。 抗 体 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 物 質 は 、 以 下 に 記 載 す る 検 出 可 能 な 物 質 を 用 い 、 適 切
に 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 潜 在 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー が 単 離 さ れ た ら 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 に 結 合 す る
物 質 が Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 を 促 進 さ せ る た め の 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ る か 否 か 、 従 っ て
疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る か 否 か を 決 定 す る た め 、 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を デ ザ イ ン す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と の で き る 物 質 を
同 定 す る た め の 方 法 を も 提 供 す る 。 と り わ け 、 該 方 法 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ に 結 合 す る こ と が で き
、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 発 現 を 増 大 ま た は 促 進 す る こ と の で き る 物 質 を 同 定 す る の に 用 い る こ と が で
き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 物 質 の 同 定 方 法 で
あ っ て 、 下 記 工 程 ：
（ ａ ） 好 ま し く は 固 定 化 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 を 被 験 物 質 と 複 合 体 の 生 成
を 可 能 と す る 条 件 下 で 反 応 さ せ 、 つ い で
（ ｂ ） 複 合 体 、 遊 離 の 物 質 、 お よ び 複 合 体 を 生 成 し て い な い 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 に つ
い て ア ッ セ イ す る
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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Ａ Ｃ Ｅ ２ ア ク チ ベ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ



　 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る い か な る ア ッ セ イ 系 ま た は 試 験 方 法 を も 用
い る こ と が で き 、 こ れ に は 同 時 免 疫 沈 降 （ co-immunoprecipitation） 、 架 橋 お よ び 勾 配 ま
た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に よ る 同 時 精 製 （ co-purification） が 含 ま れ る 。 さ ら に
、 Ｘ 線 結 晶 解 析 法 を 物 質 お よ び 分 子 と の 相 互 作 用 を 評 価 す る 手 段 と し て 用 い る こ と が で き
る 。 た と え ば 、 本 発 明 の 複 合 体 中 の 精 製 し た 組 換 え 分 子 は 、 適 当 な 形 状 に 結 晶 化 さ せ た と
き に Ｘ 線 結 晶 解 析 に よ る 分 子 内 相 互 作 用 の 検 出 に 供 す る こ と が で き る 。 分 光 法 も ま た 相 互
作 用 の 検 出 に 用 い る こ と が で き 、 と り わ け Ｑ － Ｔ Ｏ Ｆ 装 置 を 用 い る こ と が で き る 。 生 物 学
的 試 料 お よ び 市 販 の ラ イ ブ ラ リ ー を Ａ Ｃ Ｅ ２ 結 合 性 ペ プ チ ド に つ い て 試 験 す る こ と が で き
る 。 さ ら に 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ に 対 し て 調 製 し た 抗 体 を 用 い て Ａ Ｃ Ｅ ２ 結 合 親 和 性 を 有 す る 他 の ペ
プ チ ド を 単 離 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 標 識 抗 体 を 用 い て フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ
ブ ラ リ ー ま た は 生 物 学 的 試 料 を プ ロ ー ビ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の 観 点 か ら 生 物 学 的 発
現 系 を 用 い て ペ プ チ ド を 開 発 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 系 の 使 用 は 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド 配
列 の 大 き な ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 お よ び 特 定 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る ペ プ チ ド 配 列 に つ い て
の こ れ ら ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 は 、 ラ ン ダ ム
な ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 合 成 Ｄ Ｎ Ａ を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と
に よ り 行 う こ と が で き る （ Christianら 、 1992, J. Mol. Biol. 227: 711; Devlinら 、 199
0 Science 249: 404; Cwirlaら 、 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6378を 参 照 ）
。 ラ イ ブ ラ リ ー は ま た 重 複 す る ペ プ チ ド の 同 時 合 成 に よ っ て も 構 築 す る こ と が で き る （ 米
国 特 許 第 ４ ,７ ０ ８ ,８ ７ １ 号 を 参 照 ） 。 ア ク チ ベ ー タ ー を 高 血 圧 症 、 心 臓 ま た は 腎 臓 疾 患
の 動 物 モ デ ル で 試 験 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 ま た は 活 性 を 活 性 化 す る 能 力 に つ い て 決
定 し よ う と す る 少 な く と も １ の 化 合 物 の 存 在 下 で 細 胞 （ 好 ま し く は 腎 臓 ま た は 心 臓 細 胞 ）
を 培 養 し 、 そ の 後 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 の レ ベ ル の 増 大 に つ い て 該 細 胞 を モ
ニ タ ー す る こ と に よ り 、 あ る 候 補 化 合 物 が Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 ま た は 活 性 を 増 大 さ せ る こ と が で
き る か 否 か を 評 価 す る ア ッ セ イ を 包 含 す る 。 増 大 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 は
、 該 候 補 化 合 物 が 心 臓 ま た は 腎 臓 疾 患 ま た は 高 血 圧 症 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と を 示 し て い
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 同 様 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 心 臓 疾 患 ま た は 腎 臓 疾 患 の 罹 患 傾 向 の あ る 当 該 技 術 分
野 で 知 ら れ た 哺 乳 動 物 で 行 う こ と が で き る 。 候 補 化 合 物 を 該 哺 乳 動 物 に 投 与 し 、 Ａ Ｃ Ｅ ２
発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 を 測 定 す る 。 増 大 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 は 、 該 候
補 化 合 物 が 心 臓 お よ び ／ ま た は 腎 臓 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 あ る 候 補 化 合 物 が Ａ Ｃ Ｅ ２ の 活 性 を 増 大 さ せ る （ そ し て 心 血 管 疾 患 お よ び ／ ま た は 腎 臓
疾 患 お よ び ／ ま た は 肺 、 お よ び ／ ま た は 高 血 圧 症 を 治 療 す る の に 有 用 で あ る ） か 否 か を 決
定 す る 方 法 は ま た 、 下 記 工 程 ：
（ ａ ） （ i） Ａ Ｃ Ｅ ２ 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 断 片 ま た は 両 者 の い ず れ か の 誘 導 体 を （ ii） Ａ Ｃ Ｅ ２
基 質 と 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 接 触 さ せ 、 つ い で
（ ｂ ） 該 基 質 で の Ａ Ｃ Ｅ ２ 活 性 が 増 大 さ れ 、 そ れ に よ っ て 該 化 合 物 が Ａ Ｃ Ｅ ２ の 活 性 を 増
大 さ せ る こ と を 示 す か 否 か を 決 定 す る
を も 含 ん で い て よ い 。 増 大 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 活 性 は 、 該 化 合 物 が 本 明 細 書 に 列 記 し た 心 臓 疾 患
ま た は 腎 臓 疾 患 ま た は 高 血 圧 症 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と を 示 し て い る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ 活 性 の 増
大 の 決 定 は 、 該 化 合 物 が Ａ Ｃ Ｅ ２ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 増 大 さ せ る （ 基 質 の 加 水 分 解 を
増 大 さ せ る ） か 否 か を 決 定 す る こ と を 含 む の が 好 ま し い 。 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、
本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 候 補 化 合 物 が ナ ト リ ウ ム － ハ ロ ゲ ン 塩 ま た は カ リ ウ ム － ハ ロ ゲ ン 塩
で は な い こ と お よ び ア ッ セ イ が イ オ ン 濃 度 の 増 大 が Ａ Ｃ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 加 水 分 解 に 及 ぼ す
影 響 を 測 定 す る こ と に 向 け ら れ な い こ と 、 を 条 件 と す る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ 基 質 と し て は 、 Ａ ｎ ｇ
Ｉ 、 Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ 、 ｄ ｅ ｓ － Ａ ｎ ｇ 、 Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ 、 ア ペ リ ン － １ ３ 、 ダ イ ノ ル フ ィ ン １ ３ 、
ベ ー タ － カ ソ モ ル フ ィ ン お よ び ニ ュ ー ロ テ ン シ ン が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 製 造 法 は Ｃ Ａ ２ ,３ ７ ２ ,３ ８ ７ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ 活 性 化 の イ ン
ビ ト ロ ア ッ セ イ の 一 例 は 、 Vickersら 、 Hydrolysis of biological peptides by human an
giotensin-converting enzyme-related carboxypeptidase. J. Biol. Chem. 2002, 277(1
7): 14838に 示 さ れ て い る 。 他 の ア ッ セ イ （ 並 び に 上 記 ア ッ セ イ の 改 変 し た も の ） は 、 本
明 細 書 の 記 載 お よ び 米 国 特 許 第 ５ ,８ ５ １ ,７ ８ ８ 号 、 同 第 ５ ,７ ３ ６ ,３ ３ ７ 号 お よ び 同 第
５ ,７ ６ ７ ,０ ７ ５ 号 （ そ の 全 体 を 参 照 の た め 本 明 細 書 中 に 引 用 す る ） な ど に 記 載 さ れ た 技
術 か ら 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】

　 マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ の ク ロ ー ニ ン グ お よ び Ａ Ｃ Ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 生 成 の 実 際 の 例 は
下 記 実 施 例 に 記 載 し て あ る 。 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 な る 語 は 、 哺 乳 動 物 の 単 一 の 細 胞 、 選 択 し
た 細 胞 、 ま た は す べ て の 細 胞 の Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 少 な
く と も 一 部 の 発 現 の 部 分 的 ま た は 完 全 な 低 減 を い う 。 該 哺 乳 動 物 は 、 内 生 遺 伝 子 の 一 方 の
対 立 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ 他 方 の 対 立 遺 伝 子 が な お 存 在 し て い る 「 へ テ ロ 接 合 性 ノ ッ ク ア ウ ト
」 で あ っ て よ い 。 Ｘ 染 色 体 上 の Ａ Ｃ Ｅ ２ に お い て 、 雌 は へ テ ロ 接 合 性 で あ っ て よ い 。 雄 で
は 唯 一 つ の 対 立 遺 伝 子 が あ る の み で あ り 、 雄 は ホ モ 接 合 性 で あ る 。 あ る い は 、 該 哺 乳 動 物
は 、 内 生 遺 伝 子 の 両 対 立 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ た 「 ホ モ 接 合 性 ノ ッ ク ア ウ ト 」 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 」 と は 、 哺 乳 動 物 の １ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 に お い て 内 生 遺 伝 子
に よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 低 減 ま た は 抑 制 す べ く デ ザ イ ン し た ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を い う 。 ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 と し て 用 い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 典 型 的 に 、 （ １
） 抑 制 さ れ る べ き 内 生 遺 伝 子 の あ る 部 分 （ １ ま た は そ れ 以 上 の エ ク ソ ン 配 列 、 イ ン ト ロ ン
配 列 、 お よ び ／ ま た は プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） か ら の Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び （ ２ ） 細 胞 中 の ノ ッ ク ア
ウ ト 構 築 物 の 存 在 を 検 出 す る の に 用 い る マ ー カ ー 配 列 か ら な る 。 ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 を 、
ノ ッ ク ア ウ ト し よ う と す る 内 生 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 に 挿 入 す る 。 つ い で 、 ノ ッ ク ア ウ ト 構 築
物 は 内 生 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 の 一 方 ま た は 両 方 の 対 立 遺 伝 子 内 に 組 み 込 ま れ 、 そ の よ う な Ａ Ｃ
Ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 の 組 み 込 み は 完 全 長 の 内 生 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 の 転 写 を 妨 害 ま た は 中
断 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 中 へ の Ａ Ｃ Ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 の 組 み 込
み は 、 典 型 的 に は 相 同 的 組 換 え に よ っ て 達 成 さ れ る （ す な わ ち 、 ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 を 細
胞 中 に 挿 入 し た と き に 、 内 生 の Ａ Ｃ Ｅ ２  Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 相 同 な ま た は 相 補 的 な Ａ Ｃ Ｅ ２ ノ
ッ ク ア ウ ト 構 築 物 の 領 域 が 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ； つ い で 、 こ れ ら 領 域
は ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 が 内 生 Ｄ Ｎ Ａ の 対 応 位 置 に 組 み 込 ま れ る よ う に 組 換 え ら れ る ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 典 型 的 に は 、 ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 は 胚 性 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） と 称 す る 未 分 化 の 細 胞 に 挿
入 す る 。 Ｅ Ｓ 細 胞 は 、 通 常 、 以 下 で 検 討 す る よ う に 、 そ れ を 導 入 す る こ と の で き る 発 生 胚
と 同 じ 種 の 胚 ま た は 胚 盤 胞 か ら の も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 遺 伝 子 の 破 壊 」 、 「 遺 伝 子 破 壊 」 、 「 発 現 の 抑 制 」 お よ び 「 遺 伝 子 抑 制 」 は 、 細 胞 で
の 完 全 長 Ａ Ｃ Ｅ ２ 分 子 の 発 現 を 低 減 ま た は 妨 害 す る た め の 、 内 生 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 の コ ー ド
領 域 （ 通 常 、 １ ま た は そ れ 以 上 の エ ク ソ ン を 含 む ） お よ び ／ ま た は 該 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ
ー 領 域 の 相 同 領 域 へ の Ａ Ｃ Ｅ ２ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 の 挿 入 を い う 。 挿 入
は 、 通 常 、 相 同 的 組 換 え に よ っ て 行 わ れ る 。 例 と し て 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 を 含 む ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 、 破 壊 す べ き Ａ Ｃ Ｅ ２ を コ ー ド す る 単 離 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 に 挿 入 す る
こ と に よ っ て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 を 調 製 す る こ と が で き る 。 つ い で 、 こ
の ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 が 胚 性 幹 細 胞 （ 「 Ｅ Ｓ 細 胞 」 ） に 挿 入 さ れ た ら 、 該 構 築 物 は 少 な く
と も １ の Ａ Ｃ Ｅ ２ 対 立 遺 伝 子 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 に 組 み 込 ま れ る こ と が で き る 。 か く し て 、
Ａ Ｃ Ｅ ２ の 内 生 コ ー ド 領 域 の 少 な く と も 一 部 が 今 や 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 に よ っ て 破 壊 さ れ
て い る の で 、 該 細 胞 の 多 く の 子 孫 は 少 な く と も 幾 つ か の 細 胞 に お い て も は や Ａ Ｃ Ｅ ２ を 発
現 し な い か 、 ま た は 低 減 し た レ ベ ル で 、 お よ び ／ ま た は 末 端 切 断 さ れ た 形 態 で Ａ Ｃ Ｅ ２ を
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発 現 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 マ ー カ ー 配 列 」 と は 、 （ １ ） Ａ Ｃ Ｅ ２ の 発 現 を 破 壊 す る た め の よ り 大 き な ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 構 築 物 （ す な わ ち 、 「 ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 」 ） の 一 部 と し て 用 い ら れ 、 （ ２ ） 染 色
体 Ｄ Ｎ Ａ 中 に Ａ Ｃ Ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト 構 築 物 が 組 み 込 ま れ た 細 胞 を 同 定 す る 手 段 と し て 用 い
ら れ る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を い う 。 マ ー カ ー 配 列 は こ れ ら 目 的 を 達 成 で き る 限 り い か な る
配 列 で あ っ て も よ い が 、 典 型 的 に は 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 や 天 然 で は 細 胞 中 に 認 め ら れ な い
ア ッ セ イ し う る 酵 素 な ど の 細 胞 に 検 出 可 能 な 特 性 を 付 与 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列
で あ ろ う 。 マ ー カ ー 配 列 は ま た 、 典 型 的 に 、 そ の 配 列 を 制 御 す る 同 種 ま た は 異 種 の プ ロ モ
ー タ ー を も 含 ん で い る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 範 囲 に は 、 一 方 ま た は 両 方 の Ａ Ｃ Ｅ ２ 対 立 遺 伝 子 、 並 び に 他 の 遺 伝 子 の 一 方 ま
た は 両 方 の 対 立 遺 伝 子 が ノ ッ ク ア ウ ト さ れ た 哺 乳 動 物 が 包 含 さ れ る 。 そ の よ う な 哺 乳 動 物
は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト 哺 乳 動 物 を 生 成 す る た め の 本 明 細 書 に 記 載 し た 手 順 を 繰 り 返 す
が 他 の 遺 伝 子 を 用 い る こ と に よ り 、 ま た は Ａ Ｃ Ｅ ２ の 一 方 ま た は 両 方 の 対 立 遺 伝 子 を ノ ッ
ク ア ウ ト し た 哺 乳 動 物 と 、 第 二 の 遺 伝 子 の 一 方 ま た は 両 方 の 対 立 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト し
た 哺 乳 動 物 と の ２ つ の 哺 乳 動 物 を 互 い に 飼 育 し 、 二 重 の ノ ッ ク ア ウ ト 遺 伝 子 型 （ 二 重 の へ
テ ロ 接 合 性 ま た は 二 重 の ホ モ 接 合 性 ノ ッ ク ア ウ ト 遺 伝 子 型 、 ま た は そ れ ら の 突 然 変 異 体 ）
を 有 す る 子 孫 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 他 の ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 お よ び 細 胞 も 同 様 の 方 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 お よ び 活 性 の ア ク チ ベ ー タ ー は 、 医 薬 組 成 物 に お い て 担 体 な ど の 他 の 成 分
と 組 み 合 わ せ る の が 好 ま し い 。 こ れ ら 組 成 物 は 、 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に 、 心 臓 疾 患 、 腎
臓 疾 患 ま た は 高 血 圧 症 を 予 防 ま た は 治 療 す る た め に 可 溶 性 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る
。 心 臓 疾 患 と し て は 、 慢 性 心 不 全 、 左 心 室 肥 大 、 急 性 心 不 全 、 心 筋 梗 塞 、 お よ び 心 筋 症 が
挙 げ ら れ る 。 腎 臓 疾 患 と し て は 腎 不 全 が 挙 げ ら れ る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ ア ク チ ベ ー タ ー は 、 血 圧 お
よ び 動 脈 の 高 血 圧 を 制 御 す る の に 有 用 で あ る 。 正 常 血 圧 は 、 ８ ５ ｍ ｍ Ｈ ｇ 未 満 の 拡 張 血 圧
を 有 す る 。 高 い 正 常 血 圧 は 、 ８ ５ ～ ８ ９ ｍ ｍ Ｈ ｇ の 拡 張 血 圧 を 有 す る 。 穏 や か な 高 血 圧 症
は ９ ０ ～ １ ０ ４ ｍ ｍ Ｈ ｇ の 拡 張 血 圧 に 対 応 す る 。 中 程 度 の 高 血 圧 症 は １ ０ ５ ～ １ １ ４ ｍ ｍ
Ｈ ｇ の 拡 張 血 圧 に 対 応 す る 。 重 篤 な 高 血 圧 症 は １ １ ５ ｍ ｍ Ｈ ｇ よ り も 高 い 拡 張 血 圧 を 有 す
る 。 異 常 な 血 圧 は ま た 、 収 縮 血 圧 か ら も 決 定 さ れ る （ 拡 張 血 圧 が ９ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ 未 満 で あ る
場 合 に ） 。 正 常 血 圧 は 、 １ ４ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ 未 満 の 収 縮 血 圧 を 有 す る 。 境 界 領 域 の 収 縮 性 高 血
圧 症 は 、 １ ４ ０ ～ １ ５ ９ ｍ ｍ Ｈ ｇ の 収 縮 血 圧 を 示 す 。 散 発 的 な （ isolated） 収 縮 性 高 血 圧
症 は １ ６ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ よ り も 高 い 収 縮 血 圧 を 有 す る （ Cecil: Essentials of Medicine、 第
３ 版 、 Andreoliら 、 W.B. Saunders Company (1993)） 。 高 血 圧 症 は 、 年 齢 １ ８ 歳 以 上 の 成
人 に お い て 、 少 な く と も ２ 回 の 来 診 で ２ 回 ま た は そ れ 以 上 の 血 圧 の 測 定 の 平 均 値 が ９ ０ ｍ
ｍ Ｈ ｇ よ り も 高 い 拡 張 血 圧 ま た は １ ４ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ の 収 縮 血 圧 で あ る と き に 診 断 さ れ る 。 子
供 や 妊 婦 は よ り 低 い 血 圧 を 有 す る の で 、 １ ２ ０ ／ ８ ０ （ す な わ ち 、 １ ２ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ の 収 縮
血 圧 ／ ８ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ の 拡 張 血 圧 ） を 超 え る 血 圧 は 高 血 圧 症 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 医 薬 組 成 物 は ヒ ト ま た は 動 物 に 、 局 所 投 与 、 経 口 投 与 、 エ ア ゾ ル 投 与 、 気 管 内 点 滴 注 入
、 腹 腔 内 注 射 、 お よ び 静 注 を 含 む （ こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ） 種 々 の 方 法 に よ り 投
与 す る こ と が で き る 。 投 与 す べ き 投 与 量 は 、 患 者 の 必 要 性 、 所 望 と す る 効 果 お よ び 選 択 し
た 投 与 経 路 に よ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は リ ポ ソ ー ム な ど の （ こ れ に 限 ら れ る も の で は な い ） イ
ン ビ ボ 送 達 ビ ヒ ク ル を 用 い て 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 有 効 量 の 核 酸 分 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 薬 理 学 的 に 許 容 し う る ビ ヒ ク ル
と 混 合 物 中 で 組 み 合 わ さ れ る よ う に 、 患 者 に 投 与 す る こ と の で き る 薬 理 学 的 に 許 容 し う る
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組 成 物 の 調 製 の た め の 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 適 当 な ビ ヒ ク ル は 、 た と
え ば 、 Remington's Pharmaceutical Sciences（ Remington's Pharmaceutical Sciences, 
Mack Publishing Company， イ ー ス ト ン 、 ペ ン シ ル ベ ニ ア 、 米 国 ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 観 点 か ら 、 医 薬 組 成 物 は 核 酸 分 子 や ポ リ ペ プ チ ド な ど の 活 性 化 合 物 ま た は 物 質 を １
ま た は そ れ 以 上 の 薬 理 学 的 に 許 容 し う る ビ ヒ ク ル ま た は 希 釈 剤 と と も に 含 ん で い て よ く 、
適 当 な ｐ Ｈ お よ び 生 理 学 的 流 体 と 等 張 な 緩 衝 溶 液 中 に 含 ま れ て い て よ い 。 活 性 分 子 を ビ ヒ
ク ル と 組 み 合 わ せ る 方 法 ま た は 活 性 分 子 を 希 釈 剤 と 組 み 合 わ せ る 方 法 は 当 業 者 に よ く 知 ら
れ て い る 。 医 薬 組 成 物 は 活 性 化 合 物 を 組 織 内 の 特 定 の 部 位 に 輸 送 す る た め の 標 的 剤 を 含 ん
で い て よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

　 発 現 ベ ク タ ー は 高 レ ベ ル の Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 を も た ら す の に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子
で 形 質 転 換 し た 細 胞 培 養 液 は 、 と り わ け Ａ Ｃ Ｅ ２ 低 減 状 態 の 研 究 の た め の リ サ ー チ ツ ー ル
と し て 有 用 で あ る 。 本 発 明 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ を 通 常 生 産 し て い る 心 臓 細 胞 お よ び 腎 臓 細 胞 好 ま
し く は 内 皮 細 胞 に 選 択 的 な ベ ク タ ー を 包 含 す る 。 本 発 明 は ま た 、 こ れ ら ベ ク タ ー を 含 む ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 を も 包 含 す る 。 心 臓 細 胞 お よ び 腎 臓 細 胞 の た め の ベ ク タ ー の
例 は 、 た と え ば 、 Rosengartら 、 米 国 特 許 第 ６ ,３ ２ ２ ,５ ３ ６ 号 ； Marchら 、 米 国 特 許 第 ６
,２ ２ ４ ,５ ８ ４ 号 ； Hammondら 、 米 国 特 許 第 ６ ,１ ７ ４ ,８ ７ １ 号 ； Wolfgang-M. Franzら 、
Analysis of tissue-specific gene delivery by recombinant adenoviruses containing
 cardiac-specific promoters. Cardiovascular Research 35(1997) 560-566； Rothmann 
T.ら 、 Heart muscle-specific gene expression using replication defective recombin
ant adnovirus. Gene Ther. 1996 Oct. 3(10): 919-26； Phillips MI.ら 、 Vigilant vect
or: heart-specific promoter in an adeno-associated virus vector for cardioprotec
tion. Hypertension 2002, Feb. 39(2Pt2): 651-5； Herold BCら 、 Herpes simplex virus
 as a model vector system for gene therapy in renal disease. Kidney Int. 2002 Ja
n. 61 Suppl. 1: 3-8； Figlin RAら 、 Technology evaluation: interleukin-2 gene ther
apy for the treatment of renal cell carcinoma. Curr. Opin. Mol. Ther. 1999 Apr. 
1(2): 271-8； Varda-Bloom N.ら 、 Tissue-specific gene therapy directed to tumor an
giogenesis. Gene Ther. 2001 Jun. 8(11): 819-27； Scott-Taylor TH.ら 、 Adenovirus f
acilitated infection of human cells with ecotropic retrovirus. Gene Ther. 1998 M
ay, 5(5): 621-9； Langer JC.ら 、 Adeno-associated virus gene transfer into renal c
ells: potential for in vivo gene delivery. Exp. Nephrol. 1998 May-Jun, 6(3): 189
-94； Lien YH.ら 、 Gene therapy for renal diseases. Kideny Int. Suppl. 1997 Oct. 6
1: S85-8； お よ び Ohno K.ら 、 Cell-specific targeting of Sindbis virus vectors disp
laying IgG-binding domains of protein A. Nat. Biotechnol. 1997 Aug. 15(8): 763-7
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 細 胞 培 養 、 好 ま し く は 心 臓 お よ び 腎 臓 細 胞 培 養 お よ び 内 皮 細 胞 培 養 を 、 当 該 技 術 分 野 で
知 ら れ た 多 く の 方 法 に 従 っ て 過 剰 発 現 お よ び 研 究 に 用 い る 。 た と え ば 、 細 胞 株 （ 不 死 化 し
た 細 胞 培 養 か ま た は 初 代 細 胞 培 養 の い ず れ か ） を Ａ Ｃ Ｅ ２ 核 酸 分 子 （ ま た は 配 列 同 一 性 を
有 す る 分 子 ） を 含 む ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 核 酸 分 子 の 発 現 お よ び 核 酸 分 子
お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の レ ベ ル を 測 定 す る 。 こ れ ら 細 胞 は ま た 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結
合 し 活 性 化 す る 化 合 物 を 同 定 す る の に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 ま た は 活 性 の 測 定 は ま た 、 （ i） 心 臓 ま た は 腎 臓 の 疾 患 、 肺 疾 患 お よ び ／
ま た は 高 血 圧 症 の 診 断 、 （ ii） そ の よ う な 疾 患 の 発 症 前 の 疾 患 を 発 症 す る リ ス ク に あ る 患
者 の 同 定 、 （ iii） 冠 状 動 脈 疾 患 、 慢 性 心 不 全 な ど の 心 臓 疾 患 、 ま た は 腎 臓 疾 患 お よ び ／
ま た は 高 血 圧 症 お よ び ／ ま た は 肺 障 害 を 有 す る 患 者 で の 治 療 応 答 の 測 定 、 お よ び （ iv） そ
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の よ う な リ ス ク に あ る 患 者 で の 介 入 的 疾 患 予 防 戦 略 の 成 功 の 測 定 、 に も 用 い る 。 本 発 明 は
、 下 記 工 程 ： （ ａ ） 動 物 か ら 回 収 し た 検 体 か ら 心 臓 ま た は 腎 臓 ま た は 肺 の 試 料 を 調 製 し 、
（ ｂ ） 該 試 料 中 の Ａ Ｃ Ｅ ２ の 存 在 に つ い て 試 験 し 、 つ い で （ ｃ ） 試 料 中 の Ａ Ｃ Ｅ ２ の 存 在
ま た は レ ベ ル を 動 物 で の 心 臓 ま た は 腎 臓 ま た は 肺 疾 患 な ど の 疾 患 の 存 在 （ ま た は リ ス ク ）
と 相 関 さ せ る こ と を 含 む 、 動 物 で の Ａ Ｃ Ｅ ２ の レ ベ ル を 評 価 す る 方 法 を 包 含 す る 。 正 常 未
満 の Ａ Ｃ Ｅ ２ レ ベ ル ま た は 低 い Ａ Ｃ Ｅ ２ 活 性 は 疾 患 の 存 在 ま た は リ ス ク を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 発 明 は ま た 、 低 減 し た ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 が Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る 多 型 の 結 果
で あ る こ と を も 示 す 。 ラ ッ ト で の Ｑ Ｔ Ｌ マ ッ ピ ン グ は 、 低 減 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ の レ ベ ル と 高 血
圧 症 お よ び 心 血 管 疾 患 お よ び 腎 臓 疾 患 と の 間 に １ ０ ０ ％ の 相 関 関 係 が あ る こ と を 示 し て い
る 。 以 下 に 記 載 す る 多 型 の い ず れ も Ａ Ｃ Ｅ ２ コ ー ド 領 域 に は 見 出 さ れ て い な い 。 す べ て Ａ
Ｃ Ｅ ２ コ ー ド 領 域 の 上 流 ま た は 下 流 に 存 在 す る 。 こ れ ら 多 型 あ る い は 心 血 管 疾 患 、 腎 臓 疾
患 、 肺 疾 患 お よ び 高 血 圧 症 に お け る こ れ ら 多 型 の 役 割 は こ れ ま で 知 ら れ て い な か っ た 。 特
定 の Ｓ Ｎ Ｐ ハ プ ロ タ イ プ は 疾 患 の リ ス ク の 増 大 と 関 係 し て い る 。 こ の ハ プ ロ タ イ プ は 、 疾
患 の リ ス ク の 評 価 の た め 、 お よ び 適 当 な 医 療 処 置 の 決 定 の た め に 重 要 な 診 断 ツ ー ル で あ る
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ れ ら 多 型 は 以 下 の と お り で あ る ：
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 上 記 お よ び 図 １ １ に 記 載 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る 多 型 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 は
、 当 業 者 が 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 図 表 は 、 該 図 表 中 の ３ つ の 各 集 団 （ ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 、 カ フ カ ス 人 、 ア ジ ア 人 ） で
参 照 塩 基 が 見 出 さ れ る パ ー セ ン ト を 示 す 。 た と え ば 、 Ｓ Ｎ Ｐ  ｒ ｓ ２ ３ ３ ５ ７ ４ で は 予 測
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さ れ た Ｓ Ｎ Ｐ は Ｃ ／ Ｔ で あ り 、 参 照 ピ ー ク は Ｃ で あ る 。 こ の 場 合 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人
の 対 立 遺 伝 子 頻 度 は ８ ０ ％ Ｃ ； ア ジ ア 人 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 は １ ０ ０ ％ Ｃ （ 換 言 す る と 、 単
一 形 態 の マ ー カ ー ） ； お よ び カ フ カ ス 人 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 は ６ ０ ％ Ｃ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 は 、 動 物 の 遺 伝 子 型 の 決 定 、 す な わ ち 、 あ る ヒ ト が こ れ ら 多 型 の 一 つ ま た は 他 方
に つ い て ホ モ 接 合 性 で あ る か あ る い は こ れ ら 多 型 に つ い て へ テ ロ 接 合 性 で あ る か 否 か 、 敷
衍 す れ ば あ る ヒ ト の 表 現 型 の 決 定 に 用 い る こ と の で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 提 供
す る 。 表 現 型 は 、 そ の ヒ ト の 細 胞 で の Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 の 量 を 示 す 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 そ の
よ う な 遺 伝 子 型 お よ び 表 現 型 の 決 定 に そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 方 法 を 提 供
す る 。 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 （ た と え ば 、 米 国 特
許 第 ５ ,７ ９ ２ ,８ ５ １ 号 お よ び 同 第 ５ ,８ ５ １ ,７ ８ ８ 号 を 参 照 ） に 従 っ て 核 酸 分 子 を 検 出
す る た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 た と え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 末 端 を ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン － １ １ － デ オ キ シ
ウ リ ジ ン 三 リ ン 酸 を 用 い て 標 識 す る こ と に よ り プ ロ ー ブ に 変 換 す る こ と が で き る 。 そ の よ
う な プ ロ ー ブ は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ツ ジ 抗
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン Ｆ （ ａ ｂ ） フ ラ グ メ ン ト お よ び ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム を 発 色 性 基 質
と し て の ５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル リ ン 酸 と と も に 用 い て 免 疫 学 的 に 検 出
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 一 つ の 側 面 に よ れ ば 、 Ａ Ｃ Ｅ の 上 流 ま た は 下 流 配 列 の 一 部 に 選 択 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 提 供 さ れ る 。 プ ロ ー ブ は 、 特 定 の 多 型
を 識 別 す る た め 、 一 つ の Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型 に は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る が 他 の 多 型 に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い よ う に デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 多 型 特 異 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 た と え ば
、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま た は 合 成 Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で い て よ い 。 そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ は 自 動 合 成 に よ り 合 成 す る こ と が で き 、 約 １ ０ ～ ３ ０ 塩 基 を 含 ん で い る の が 好 ま し い
が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ の 技 術 分 野 で 理 解 さ れ
る よ う に 、 標 的 と の 潜 在 的 な ミ ス マ ッ チ が 生 じ る プ ロ ー ブ 内 で の 位 置 、 プ ロ ー ブ 上 の 標 識
が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 妨 害 す る 程 度 、 お よ び プ ロ ー ブ と 標 的 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 行 う 物 理 的 条 件 （ た と え ば 、 温 度 、 ｐ Ｈ 、 イ オ ン 強 度 ） に 依 存 し て 、 わ ず か ８ の
ヌ ク レ オ チ ド も 約 ５ ０ も の 多 く の ヌ ク レ オ チ ド も 有 用 で あ り う る 。 常 法 に 従 え ば 、 本 発 明
に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の デ ザ イ ン は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 （ 温 度 、 イ
オ ン 強 度 、 暴 露 時 間 ） に 適 合 さ せ る が 多 型 特 異 性 は 確 保 す べ く プ ロ ー ブ の 長 さ を 調 節 す る
こ と を 含 む の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 側 面 に よ れ ば 、 下 記 ：
（ ａ ） Ａ Ｃ Ｅ ２ の ５ ’ ま た は ３ ’ 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 核 酸 を 増 幅 さ せ る 手 段 、 こ
こ で 該 一 部 は Ａ Ｃ Ｅ ２ ａ ～ Ａ Ｃ Ｅ ２ ｍ の 一 つ に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 お よ び
（ ｂ ） 一 つ の Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型 を 他 の 多 型 か ら 識 別 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
を 含 む 遺 伝 子 型 決 定 の た め の 試 験 キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 増 幅 さ せ る 手 段 」 は 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 理 解 で き る よ う に 、 使 用 し た 増 幅 法 に 依
存 す る 。 そ れ ゆ え 、 こ れ ら 手 段 は 、 も し も 増 幅 が Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ っ て 行 わ れ る の で あ れ ば 、
適 当 な プ ラ イ マ ー 、 適 当 な Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び ４ 種 の ２ ’ － デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ
オ シ ド 三 リ ン 酸 （ ｄ Ａ 、 ｄ Ｃ 、 ｄ Ｇ 、 ｄ Ｔ ） を 含 ん で い て よ い 。 他 の 例 を 挙 げ る と 、 増 幅
を ３ Ｓ Ｒ 法 な ど の 転 写 に 基 づ く 方 法 に よ っ て 行 う の で あ れ ば 、 こ れ ら 手 段 は 、 ２ つ の プ ラ
イ マ ー （ そ の う ち 少 な く と も 一 方 は 二 本 鎖 と な っ た と き に プ ロ モ ー タ ー を 提 供 す る ） 、 該
プ ロ モ ー タ ー か ら 転 写 す る こ と の で き る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 プ ラ イ マ ー に よ り 開 始 さ れ
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Ｄ Ｎ Ａ 指 向 （ DNA-directed） お よ び Ｒ Ｎ Ａ 指 向 （ RNA-directed） の Ｄ Ｎ Ａ 重 合 に お い て 、
お よ び お そ ら く Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド か ら Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 遊 離 さ せ る Ｒ Ｎ Ａ の Ｒ Ｎ Ａ ｓ
ｅ Ｈ 分 解 に お い て 機 能 す る 逆 転 写 酵 素 、 ４ 種 の リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 （ Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ お
よ び Ｕ ） 、 お よ び ４ 種 の ２ ’ － デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 を 含 ん で い る で あ ろ う
。 他 の 例 と し て 、 増 幅 を Ｌ Ｃ Ｒ に よ り 行 う の で あ れ ば 、 こ れ ら 手 段 は 、 ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 お よ び 標 的 （ 該 標 的 に は こ れ ら 両 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ラ イ ゲ ー ト 可 能 な 方 向
に て 互 い に 隣 接 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ） が 存 在 す る 場 合 に こ れ ら ２ つ の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 連 結 す る 適 当 な Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ を 含 ん で い る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 標 識 す る の が 好 ま し い で あ ろ う 。 標 的 は 、 そ の
よ う な プ ロ ー ブ の 技 術 分 野 で 利 用 で き る 種 々 の 標 識 の い ず れ で あ っ て も よ く 、 ３ ２ Ｐ ； ３

５ Ｓ ； ビ オ チ ン （ こ れ に ア ビ ジ ン と 結 合 し た ま た は 複 合 体 を 形 成 し た シ グ ナ ル 生 成 残 基 を
複 合 さ せ る こ と が で き る ） ； 蛍 光 残 基 ； ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ 発 色 性 反 応 を 触 媒 す る
こ と が で き る ） な ど の 酵 素 ； 上 記 に 記 載 し た ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に
限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 分 析 、 電 気 泳 動 Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ 分 析 ま た は シ ー ク エ ン シ ン グ 分 析 も ま た Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型
の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 側 面 に よ れ ば 、 動 物 に 由 来 す る Ａ Ｃ Ｅ ２ 核 酸 中 の Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型 特 異 的 な 標
的 配 列 の 遺 伝 子 型 を 決 定 す る （ typing） 方 法 で あ っ て 、 下 記 工 程 ：
（ ａ ） 心 臓 ま た は 腎 臓 か ら の Ｄ Ｎ Ａ に 適 用 し た 標 的 核 酸 増 幅 法 に よ り 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 上 流 ま
た は 下 流 領 域 の 部 分 配 列 （ subsequence） （ ま た は 部 分 配 列 の 相 補 鎖 ） で あ る 配 列 を 有 す
る ア ッ セ イ 可 能 な 量 の 増 幅 し た 核 酸 を 得 、 こ こ で 該 部 分 配 列 は Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型 が 存 在 す る か
も し れ な い ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で お り 、 つ い で
（ ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 得 た 増 幅 核 酸 を 分 析 し て （ た と え ば 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ を 用 い た 核 酸 プ ロ ー ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に て ） 多 型 の 位 置 に あ る
１ ま た は そ れ 以 上 の 塩 基 を 決 定 す る
を 含 む 方 法 も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 型 決 定 法 の 一 つ の 応 用 に お い て 、 こ れ ら 方 法 は 、 あ る 個 体 に 適 用 し て 該
個 体 が 心 臓 ま た は 腎 臓 疾 患 を 発 症 す る リ ス ク に あ る か 否 か を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 冠 状 動 脈 疾 患 を 有 し お よ び ／ ま た は そ の 後 の バ イ パ ス 手 術 を 受 け た 患 者 は 心 臓 の 低 酸 素
症 を 有 す る 。 そ れ は ま た 、 心 性 気 絶 （ cardiac stunning） ま た は 心 性 冬 眠 （ cardiac hibe
rnation） と し て も 知 ら れ る 。 こ れ ら 患 者 で は 心 臓 の 構 造 上 の 変 化 は 殆 ど み ら れ な い が 心
臓 の 機 能 は 低 下 し て い る 。 構 造 上 の 変 化 な し に 心 臓 の 機 能 が 変 化 す る こ と は 非 常 に ま れ な
こ と で あ る 。 心 性 気 絶 ま た は 低 酸 素 症 の マ ウ ス モ デ ル で は 、 動 物 は Ａ Ｃ Ｅ ２ マ ウ ス の 表 現
型 と 正 確 に 似 通 っ た 表 現 型 を 有 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 低 酸 素 症 の マ ー カ ー が Ａ Ｃ Ｅ
２ 欠 失 マ ウ ス で 誘 発 さ れ る こ と を 示 し た 。 総 合 す る と 、 本 発 明 者 ら の デ ー タ は 、 こ れ ら マ
ウ ス が 慢 性 低 酸 素 症 の た め に 心 臓 機 能 が 低 下 し て お り 、 そ れ ゆ え 冠 状 動 脈 疾 患 の モ デ ル で
あ る こ と を 示 し て い る 。 そ れ ゆ え 、 ヒ ト に お い て こ の 状 態 を 診 断 す る た め 、 多 型 お よ び ／
ま た は 低 減 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 ま た は 活 性 を 用 い る こ と が で き る 。 他 の 例 は 、 拡 張 型 心 筋 症
を 有 す る 患 者 の 心 臓 の 機 能 が 該 疾 患 の 発 症 が Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型 と 関 係 す る こ と を 示 す か 否 か を
試 験 す る こ と で あ る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 お よ び 活 性 の 増 大 を 該 状 態 を 治 療 す る た め に 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 Ａ Ｃ Ｅ ２ は 高 血 圧 の ３ つ の ラ ッ ト モ デ ル に お い て 高 血 圧 症 と 関 係 す る Ｑ Ｔ Ｌ に マ ッ ピ ン
グ さ れ 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ レ ベ ル は こ れ ら 高 血 圧 症 ラ ッ ト 株 の す べ て に お い て 低 減 さ れ る 。 マ ウ ス
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で は 相 同 的 組 換 え を 用 い た Ａ Ｃ Ｅ ２ の 遺 伝 子 不 活 化 は 、 組 織 中 の Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ ペ プ チ ド レ ベ
ル の 増 大 、 心 臓 で の 低 酸 素 症 遺 伝 子 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 、 お よ び 重 篤 な 心 臓 の 機 能
不 全 と い う 結 果 と な る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ａ ｃ ｅ ２ 欠 失 背 景 で の Ａ Ｃ Ｅ 発 現 の 除 去 （ ablation） は 、 ａ ｃ ｅ ２ 単 一 ノ ッ ク ア ウ ト マ
ウ ス の 心 不 全 表 現 型 を 完 全 に 排 除 し た 。 こ れ ら デ ー タ は Ｒ Ａ Ｓ の 制 御 の た め の 新 た な パ ラ
ダ イ ム を 提 供 す る も の で あ り 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ を 心 臓 機 能 を 制 御 す る Ｒ Ａ Ｓ の 負 の レ ギ ュ レ ー タ
ー と し て 同 定 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 大 抵 の 心 血 管 疾 患 は 、 遺 伝 的 因 子 お よ び 環 境 因 子 の 両 者 に よ っ て 制 御 さ れ る 多 因 性 の 定
量 的 形 質 で あ る 。 心 血 管 疾 患 の 一 つ の 主 た る 因 子 は Ｒ Ａ Ｓ で あ る 。 遍 在 的 に 発 現 さ れ る Ａ
Ｃ Ｅ と は 対 照 的 に 、 最 近 同 定 さ れ た Ａ Ｃ Ｅ ２ は 組 織 特 異 的 な 発 現 を 示 す 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ は 、 そ
の Ａ ｎ ｇ Ｉ 基 質 に 対 し て Ａ Ｃ Ｅ と 競 合 す る こ と に よ り 、 お よ び ／ ま た は Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ を 開 裂
し て Ａ ｎ ｇ １ － ７ を 生 成 す る こ と に よ り 、 内 生 の Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ レ ベ ル を 制 御 し て い る 。 本 発
明 の 前 に は 心 血 管 系 に お け る Ａ Ｃ Ｅ ２ の イ ン ビ ボ の 役 割 に つ い て は 何 も 知 ら れ て い な か っ
た 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ は Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ の 内 生 レ ベ ル を 制 御 し て い る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ は ま た Ｒ Ａ Ｓ の 負 の レ
ギ ュ レ ー タ ー と し て も 機 能 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 自 発 的 な ま た は 食 餌 に よ り 誘 発 し た 高 血 圧 症 お よ び 心 血 管 疾 患 を 発 症 し て い る ３ つ の 異
な る ラ ッ ト 株 に お い て 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ は Ｘ 染 色 体 上 の 定 め ら れ た Ｑ Ｔ Ｌ 内 に マ ッ ピ ン グ さ れ る
。 こ れ ら 高 血 圧 症 に 対 し て 罹 患 性 の ラ ッ ト 株 の す べ て に お い て 、 Ａ Ｃ Ｅ ２  ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ
び タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て い た 。 Sabraラ ッ ト で の Ｑ Ｔ Ｌ 分
析 に お い て 同 定 さ れ た Ｓ Ｓ － Ｘ 遺 伝 子 座 は ま た 、 塩 負 荷 （ salt loading） に 対 し て 耐 性 を
付 与 す る 遺 伝 子 座 と し て も 同 定 さ れ た 。 塩 感 受 性 株 に お け る Ａ Ｃ Ｅ ２ の 低 減 お よ び 耐 性 株
に お け る そ の 発 現 の 変 化 が な い こ と は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ が 食 餌 誘 発 に よ る 血 圧 の 変 化 に 対 し て 耐
性 を 付 与 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 そ の 地 図 上 の 位 置 お よ び 低 減 し た 発 現 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ が Ｘ 染 色 体 上 の 高 血 圧 性 Ｑ Ｔ Ｌ に 寄
与 す る 遺 伝 子 で あ る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 ａ ｃ ｅ ２ ヌ ル マ ウ ス に お け る Ａ ｎ ｇ Ｉ お
よ び Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ の 増 大 し た 発 現 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ が イ ン ビ ボ で の Ｒ Ａ Ｓ 系 の レ ギ ュ レ ー タ ー で
あ る こ と を 確 認 し て い る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 者 ら の マ ウ ス で の Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 は 、 Ａ
Ｃ Ｅ 機 能 を 阻 止 し た 場 合 で も 血 圧 の 直 接 的 な 変 化 と い う 結 果 と は な ら な か っ た 。 血 圧 の 変
化 は 、 老 齢 の 雄 マ ウ ス に 極 度 の 心 臓 機 能 不 全 が 存 在 す る 場 合 に み 生 じ た 。 高 血 圧 症 に 寄 与
す る 遺 伝 的 因 子 は 、 そ れ 自 体 で は 血 圧 を 変 化 さ せ る こ と は な い 。 む し ろ 、 こ れ ら Ｑ Ｔ Ｌ は
、 そ れ が 他 の 遺 伝 的 多 型 と 協 調 し て 血 圧 の 変 化 を 促 進 す る よ う な 血 圧 の 単 一 の 決 定 因 子 を
定 め る も の で あ る 。 本 発 明 者 ら は ヒ ト の 集 団 に お い て Ａ Ｃ Ｅ ２ 多 型 と 高 血 圧 と の 関 係 を 同
定 し た 。 重 要 な こ と に は 、 本 発 明 者 ら の デ ー タ は Ａ Ｃ Ｅ ２ が 高 く な っ た 血 圧 の 負 の レ ギ ュ
レ ー タ ー と し て 機 能 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 予 期 し な い こ と に 、 マ ウ ス で の Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 は 、 老 齢 マ ウ ス に お い て 全 身 血 圧 の 重 篤
な 低 下 に 導 く 重 度 の 収 縮 機 能 不 全 と い う 結 果 と な る 。 重 要 な こ と に 、 こ の 心 臓 機 能 不 全 は
Ａ Ｃ Ｅ の 破 壊 に よ っ て 完 全 に 元 に 戻 り 、 Ａ Ｃ Ｅ の 触 媒 産 物 が Ａ Ｃ Ｅ ２ の 不 在 下 で の 収 縮 障
害 を 駆 動 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ れ ら 収 縮 性 欠 陥 は 肥 大 ま た は 血 圧 の 検 出 し う る 変 化 の
不 在 下 で も 生 じ う る の で 、 本 発 明 者 ら の デ ー タ は ま た 、 Ｒ Ａ Ｓ 制 御 さ れ た 心 臓 疾 患 表 現 型
が 血 圧 お よ び 心 臓 肥 大 に 対 す る そ の 影 響 と は 遺 伝 的 に 切 り 離 し う る と い う 遺 伝 的 な 証 拠 を
も 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ 阻 害 剤 お よ び Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ レ セ プ タ ー ブ ロ ッ カ ー は ヒ ト の 心 不 全 に お い て 心 臓 保 護

10

20

30

40

50

(20) JP 2006-504637 A 2006.2.9

Ａ Ｃ Ｅ ２ お よ び 血 圧 の 制 御

Ａ Ｃ Ｅ ２ お よ び 心 臓 機 能 の 制 御



の 役 割 を 有 す る こ と が 示 さ れ て お り 、 そ れ ゆ え Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ は 心 臓 疾 患 に 関 与 し て い る 。 本
発 明 者 ら の ａ ｃ ｅ ／ ａ ｃ ｅ ２ 二 重 突 然 変 異 マ ウ ス で の 心 臓 機 能 不 全 の 完 全 な 排 除 は 、 Ｒ Ａ
Ｓ が 心 臓 機 能 を 直 接 制 御 し て い る こ と 、 お よ び Ａ Ｃ Ｅ ２ は Ｒ Ａ Ｓ お よ び 心 不 全 と 拮 抗 す る
重 要 な 負 の レ ギ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示 し て い る 。 本 発 明 者 ら の 遺 伝 的 救 済 実 験 は 、 心
不 全 を 駆 動 す る の は 実 際 に Ａ Ｃ Ｅ の 産 物 で あ る こ と 、 す な わ ち ａ ｃ ｅ ２ ヌ ル マ ウ ス の 心 臓
で 認 め ら れ る Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ の 増 大 が 心 臓 機 能 不 全 の 原 因 で あ る こ と を 強 く 示 し て い る 。 Ａ ｎ
ｇ Ｉ Ｉ レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 な 抑 制 が ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ ウ ス の 心 臓 表 現 型 を 救 済 す る
の か 否 か は 決 定 す る 必 要 が あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 ハ エ に お け る 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 Ａ
Ｃ Ｅ ホ モ ロ グ で あ る Ａ Ｃ Ｅ Ｒ と 関 連 し た Ｐ 因 子 突 然 変 異 が 心 臓 形 態 形 成 の 重 篤 か つ 致 死 的
な 欠 陥 と い う 結 果 と な る （ デ ー タ は 示 し て い な い ） こ と を 示 し て お り 、 こ れ は 心 臓 で の Ａ
Ｃ Ｅ ／ Ａ Ｃ Ｅ ２ 機 能 が 進 化 の 過 程 で 保 存 さ れ て き た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 心 臓 で の 欠 陥 は 、 重 篤 な 収 縮 性 機 能 不 全 お よ び 低 酸 素 症 に よ り 制 御
さ れ た 遺 伝 子 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン （ 老 齢 マ ウ ス で は わ ず か な リ モ デ リ ン グ の み ） 、
肥 大 が な い こ と 、 筋 細 胞 喪 失 の 徴 候 の な い こ と を 特 徴 と す る 。 こ れ ら の ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異
体 マ ウ ス で の 機 能 障 害 の （ failing） 心 臓 の 表 現 型 お よ び 分 子 パ ラ メ ー タ ー は 、 肥 大 お よ
び 拡 張 性 心 筋 炎 と は 異 な る も の で あ る 。 む し ろ 、 興 味 を そ そ ら れ る こ と に は 、 ａ ｃ ｅ ２ 突
然 変 異 体 心 臓 は 、 ヒ ト の 冠 状 動 脈 疾 患 の 症 例 お よ び バ イ パ ス 手 術 の 症 例 で 認 め ら れ る 心 性
気 絶 お よ び 冬 眠 に 似 て い る 。 こ れ ら ヒ ト の 疾 患 お よ び 心 性 気 絶 ／ 冬 眠 の 動 物 モ デ ル で は 、
慢 性 の 低 酸 素 状 態 が 筋 細 胞 代 謝 の 補 償 的 な 変 化 、 低 酸 素 症 誘 発 性 遺 伝 子 の ア ッ プ レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン 、 お よ び 心 臓 機 能 の 低 減 に 導 く 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ は 血 管 の 内 皮 で 発 現 さ れ 心 筋 細 胞 で は
発 現 さ れ な い の で 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 作 用 は 脈 管 系 に 限 定 さ れ て い そ う で あ る 。 た と え ば 、 Ａ ｎ
ｇ Ｉ Ｉ の 局 所 的 な 増 大 は 血 管 収 縮 に 導 き 、 低 潅 流 （ hypoperfusion） お よ び 低 酸 素 症 と い
う 結 果 と な る 。 Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ は ま た 、 酸 化 的 ス ト レ ス の 誘 発 に よ り 内 皮 の 機 能 不 全 を 引 き 起
こ す こ と が 示 さ れ て い る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 が 低 酸 素 症 誘 発 性 遺 伝 子 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン と い う 結 果 と な り う る メ カ ニ ズ ム は 決 定 さ れ る 必 要 が あ る 。 重 要 な こ と に 、 本 発 明 者
ら の デ ー タ は Ａ Ｃ Ｅ ２ の 多 型 が ヒ ト に お い て 冠 状 心 疾 患 の 病 理 を 引 き 起 こ す こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 高 血 圧 症 お よ び 大 抵 の 心 血 管 疾 患 は 性 質 が 多 因 子 性 で あ り 、 疾 患 の 病 因 は 複 数 の 罹 病 性
遺 伝 子 座 の 影 響 を 受 け る 。 種 々 の 組 換 え ラ ッ ト モ デ ル に お い て 、 高 血 圧 症 の 複 数 の Ｑ Ｔ Ｌ
が 同 定 さ れ て い る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ が ヒ ト の Ｘ 染 色 体 上 に マ ッ ピ ン グ さ れ る こ と 、 お よ び 高 血 圧
症 の 幾 つ か の ラ ッ ト モ デ ル に お い て Ｑ Ｔ Ｌ が Ｘ 染 色 体 上 に マ ッ ピ ン グ さ れ 、 こ れ に は 未 だ
に 候 補 遺 伝 子 が 割 り 当 て ら れ て い な い こ と か ら 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ が こ の Ｑ Ｔ Ｌ の 候 補 遺 伝 子 で あ
り う る 。 ラ ッ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ の 染 色 体 マ ッ ピ ン グ を 容 易 に す る た め 、 ラ ッ ト 腎 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ
ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 完 全 長 の ラ ッ ト Ａ Ｃ Ｅ ２  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ
ン グ し た 。 ラ ッ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ は ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ と 高 度 に 相 同 で あ り 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス の Ａ Ｃ
Ｅ と ３ ２ ％ 同 一 で ４ ２ ％ 類 似 で あ る （ 図 １ ａ ） 。 ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ と 同 様 、 ラ ッ ト 遺 伝 子 は 保
存 さ れ た 亜 鉛 結 合 部 位 を 含 む 単 一 の Ａ Ｃ Ｅ ド メ イ ン 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び 膜 貫 通 ド メ
イ ン を 含 む （ 図 １ ｂ ） 。 ヒ ト と 同 様 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト で の Ａ Ｃ Ｅ ２ は 腎 臓 お よ び 心 臓
で 優 先 的 に 発 現 さ れ 、 肺 お よ び 肝 臓 で も 弱 い 発 現 が 認 め ら れ る （ 図 １ ｃ ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド マ ッ ピ ン グ （ radiation hybrid mapping） は 、 ラ ッ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝
子 が Ｘ 染 色 体 上 に マ ッ ピ ン グ さ れ る こ と を 示 し 、 マ ー カ ー Ｄ Ｘ Ｒ ａ ｔ ９ 、 Ｄ Ｘ Ｗ ｏ ｘ １ ４
、 Ｄ Ｘ Ｗ ｏ ｘ １ ５ お よ び Ｄ Ｘ Ｒ ａ ｔ ４ ２ へ の 有 意 の Ｌ Ｏ Ｄ ス コ ア を 有 し 、 ａ ｃ ｅ ２ は Ｄ Ｘ
Ｒ ａ ｔ ９ と Ｄ Ｘ Ｒ ａ ｔ ４ ２ と の 間 に 位 置 付 け ら れ た （ 図 １ ｄ ） 。 比 較 マ ッ ピ ン グ は 、 ａ ｃ
ｅ ２ マ ッ ピ ン グ の 位 置 が マ ー カ ー Ｄ Ｘ Ｍ ｇ ｈ １ ２ と Ｄ Ｘ Ｒ ａ ｔ ８ と の 間 で 認 め ら れ Sabra
塩 感 受 性 ラ ッ ト で 同 定 さ れ た 高 血 圧 症 に つ い て の Ｑ Ｔ Ｌ 間 隔 （ interval） （ Ｓ Ｓ － Ｘ ） と
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実 施 例
Ａ Ｃ Ｅ ２ は ３ つ の 高 血 圧 症 ラ ッ ト 株 に お い て Ｘ 染 色 体 上 の Ｑ Ｔ Ｌ に マ ッ ピ ン グ さ れ る



重 複 す る こ と を 示 し て い た 。 さ ら に 、 染 色 体 ａ ｃ ｅ ２ 領 域 は Ｓ Ｈ Ｒ Ｓ Ｐ ラ ッ ト （ stroke-p
rone spontaneously hypertensive rats） で 定 め ら れ た Ｂ Ｐ ３  Ｑ Ｔ Ｌ に マ ッ ピ ン グ さ れ
、 以 前 に 同 定 さ れ た 高 血 圧 症 Ｂ Ｂ .Ｘ  Ｑ Ｔ Ｌ は コ ン ジ ェ ニ ッ ク 分 析 に よ り 自 然 発 症 高 血 圧
症 ラ ッ ト （ Ｓ Ｈ Ｒ ） の Ｘ 染 色 体 上 で 同 定 さ れ た （ 図 １ ｄ ） 。 そ れ ゆ え 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ は 自 然 発
症 お よ び 食 餌 誘 発 高 血 圧 症 の ３ つ の 別 個 の モ デ ル に お い て ラ ッ ト Ｘ 染 色 体 上 の Ｑ Ｔ Ｌ に マ
ッ ピ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 腎 臓 が 血 圧 制 御 の 主 た る 部 位 で あ る の で 、 こ れ ら ３ つ の 高 血 圧 症 ラ ッ ト 株 の 腎 臓 で の Ａ
Ｃ Ｅ ２ 発 現 レ ベ ル を 決 定 し た 。 Ａ Ｃ Ｅ ２  ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を ま ず 塩 感 受 性 Sabra高 血 圧 症 （
Ｓ Ｂ Ｈ ／ ｙ ） ラ ッ ト お よ び 対 照 の 塩 耐 性 Sabra正 常 血 圧 （ Ｓ Ｂ Ｎ ／ ｙ ） ラ ッ ト の 腎 臓 で 測
定 し た 。 塩 負 荷 （ Ｄ Ｏ Ｃ Ａ 塩 に よ る ） は 正 常 血 圧 Ｓ Ｂ Ｎ ／ ｙ ラ ッ ト に お け る Ａ Ｃ Ｅ ２  ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 発 現 に 対 し て 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 興 味 を そ そ ら れ る こ と に は 、 Ｓ Ｂ Ｈ ／ ｙ ラ ッ
ト で は 、 塩 負 荷 お よ び 高 血 圧 症 の 発 症 は 正 常 血 圧 Ｓ Ｂ Ｎ ／ ｙ ラ ッ ト と 比 較 し て Ａ Ｃ Ｅ ２  
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 有 意 の 低 減 と 関 係 し て い た （ 図 ２ ａ ） 。 注 目 す べ き は 、 通 常 の 食 餌 を 与 え
ら れ た Ｓ Ｂ Ｈ ／ ｙ ラ ッ ト で も 同 様 の 食 餌 を 与 え ら れ た Ｓ Ｂ Ｎ ／ ｙ 対 照 と 比 較 し て Ａ Ｃ Ｅ ２
 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 低 か っ た こ と で あ る 。 こ の 後 者 の 知 見 は 、 通 常 の 食 餌 を 与 え ら れ た Ｓ Ｂ Ｈ ／
ｙ ラ ッ ト と Ｓ Ｂ Ｎ ／ ｙ ラ ッ ト と の 間 で 観 察 さ れ た 血 圧 の １ ０ ～ ２ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ の 差 異 と 一 致
す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 す る た め 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ （ マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ の ア ミ ノ 酸 ２ ０
６ ～ ア ミ ノ 酸 ２ ２ ５ ） 特 異 的 な ウ サ ギ 抗 血 清 を 生 成 し た 。 こ の 抗 血 清 は ラ ッ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ お
よ び ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ の 両 者 と 交 差 反 応 し た （ 示 し て い な い ） 。 低 減 し た Ａ Ｃ Ｅ ２  ｍ Ｒ Ｎ Ａ
発 現 と 一 致 し て 、 通 常 の 食 餌 を 与 え ら れ た Ｓ Ｂ Ｈ ／ ｙ 動 物 で は Ａ Ｃ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 の 発 現
は 顕 著 に 低 下 し た （ 図 ２ ｂ ） 。 ４ 週 間 Ｄ Ｏ Ｃ Ａ 塩 の 食 餌 を 与 え た 後 の Ｓ Ｂ Ｈ ／ ｙ ラ ッ ト の
血 圧 の 上 昇 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 発 現 の さ ら な る 低 減 と 相 関 し て い た （ 図 ２ ｂ ） 。 塩 耐
性 Ｓ Ｂ Ｎ ／ ｙ 対 照 ラ ッ ト で は 、 塩 負 荷 は 血 圧 の 上 昇 を 駆 動 す る こ と も Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 を 変 え
る こ と も な か っ た （ 図 ２ ｂ ） 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 レ ベ ル は ま た 、 Ｗ Ｋ Ｙ 対 照 と 比 較 し て
自 然 発 症 高 血 圧 症 Ｓ Ｈ Ｒ Ｓ Ｐ お よ び Ｓ Ｈ Ｒ 動 物 の 腎 臓 で 有 意 に 低 減 し た （ 図 ２ ｂ ） 。 さ ら
に 、 Ａ Ｃ Ｅ ２  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル は 高 血 圧 症 Ｓ Ｈ Ｒ Ｓ Ｐ お よ び Ｓ Ｈ Ｒ ラ ッ ト で 顕 著 に 低 下
し た （ 示 し て い な い ） 。 高 血 圧 症 ラ ッ ト 株 で の Ａ Ｃ Ｅ ２ の コ ー ド 領 域 の ク ロ ー ニ ン グ お よ
び シ ー ク エ ン シ ン グ か ら は 配 列 変 化 が 明 ら か に さ れ ず 、 低 減 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 は Ａ Ｃ Ｅ ２
遺 伝 子 発 現 を 制 御 し て い る 多 型 の 結 果 に よ り そ う で あ る こ と を 示 し て い た 。 地 図 上 の 位 置
お よ び ３ つ の 異 な る ラ ッ ト 株 で の Ａ Ｃ Ｅ ２ の 低 減 し た 発 現 は 、 ａ ｃ ｅ ２ が Ｘ 染 色 体 上 の こ
の 高 血 圧 Ｑ Ｔ Ｌ の 強 力 な 候 補 遺 伝 子 で あ る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 ３ つ の す べ て の 高
血 圧 症 ラ ッ ト 株 に お け る 低 減 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 は 、 こ の 酵 素 が 負 の レ ギ ュ レ ー タ ー と し て
機 能 す る こ と を 示 唆 し て い た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 Ｑ Ｔ Ｌ と し て の Ａ Ｃ Ｅ ２ の 候 補 性 を 確 認 す る た め 、 お よ び Ａ Ｃ Ｅ ２ が 実 際 に 心 血 管 生 理
お よ び 心 血 管 疾 患 の 病 因 に お い て 本 質 的 な 役 割 を 果 た し て い る か 否 か を 試 験 す る た め 、 マ
ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し た （ 図 １ ａ ） 。 ラ ッ ト お よ び ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ と 同 様 、
マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ も ま た Ｘ 染 色 体 上 に マ ッ ピ ン グ さ れ （ 示 し て い な い ） 、 単 一 の Ａ Ｃ Ｅ － ド
メ イ ン を 含 み （ 図 １ ｂ ） 、 腎 臓 お よ び 心 臓 で 優 先 的 に 発 現 さ れ た （ 図 １ ｃ ） 。 興 味 深 い こ
と に 、 マ ウ ス で は Ａ Ｃ Ｅ ２ に つ い て ２ つ の イ ソ 型 が 全 て の 陽 性 の 組 織 で 観 察 さ れ た 。 Ｃ Ｏ
Ｓ 細 胞 に お け る マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ の 過 剰 発 現 は Ａ Ｃ Ｅ ２ が Ａ ｎ ｇ Ｉ を Ａ ｎ ｇ １ － ９ に 開 裂 す
る こ と を 示 し て お り （ 示 し て い な い ） 、 マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ が ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ と 同 じ 生 化 学 的 特
異 性 を 有 す る こ と を 示 し て い た 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ の イ ン ビ ボ で の 役 割 を 決 定 す る た め 、 マ ウ ス の
ａ ｃ ｅ ２ 遺 伝 子 を 破 壊 し て エ ク ソ ン ９ を ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 で 置 換 し 、 亜 鉛 結 合 触 媒
ド メ イ ン を 有 効 に 欠 失 さ せ た （ 方 法 お よ び 図 ３ ａ ） 。 ａ ｃ ｅ ２ 遺 伝 子 座 で 突 然 変 異 し た ２
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高 血 圧 症 ラ ッ ト に お け る Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン

マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ の ク ロ ー ニ ン グ お よ び Ａ Ｃ Ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 生 成



つ の Ｅ Ｓ 細 胞 株 を 用 い て キ メ ラ マ ウ ス を 生 成 し 、 こ れ を Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ に 戻 し 交 配 し て 生
殖 細 胞 伝 達 （ germ transmission） を 得 た 。 両 マ ウ ス 株 は 同 一 の 表 現 型 を 示 し た 。 ａ ｃ ｅ
２ 突 然 変 異 の 伝 達 は サ ザ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 確 認 し た （ 図 ３ ｂ ） 。 ａ ｃ ｅ ２ の ヌ ル 突
然 変 異 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 （ 示 し て い な い ） お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 （ 図 ３
ｃ ） で の ａ ｃ ｅ ２  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 お よ び タ ン パ ク 質 の 不 在 に よ っ て 確 認 さ れ た 。 腎 臓 お
よ び 心 臓 で の Ａ Ｃ Ｅ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ ウ ス で も 変 わ ら な か っ た （ 図
３ ｄ ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 は Ｘ 染 色 体 上 に マ ッ ピ ン グ さ れ る の で 、 雄 の 子 孫 は す べ て Ａ Ｃ Ｅ ２ に 関
し て ヌ ル 突 然 変 異 体 （ ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ ） か ま た は 野 生 型 （ ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ ） の い ず れ か で
あ り 、 一 方 、 雌 の 子 孫 は ａ ｃ ｅ ２ の 突 然 変 異 に 関 し て 野 生 型 （ ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ＋ ） 、 へ テ ロ
接 合 性 （ ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ － ） 、 ま た は ホ モ 接 合 性 （ ａ ｃ ｅ ２ － ／ － ） の い ず れ か で あ っ た 。
以 下 に 記 載 す る 全 て の 実 験 に お い て 、 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ － 雌 は ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ＋ 雌 と 同 様 の 挙 動
を 示 し 、 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ 雄 は ａ ｃ ｅ ２ の へ テ ロ 接 合 性 の 見 か け の 影 響 が な い こ と を 示 し て
い た こ と に 注 意 す べ き で あ る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ ヌ ル マ ウ ス は 予 期 さ れ た メ ン デ ル の 法 則 に よ る 頻
度 で 生 ま れ 、 健 康 に 見 え 、 分 析 し た 全 て の 臓 器 で 肉 眼 的 な 検 出 し う る 変 化 を 示 さ な か っ た
。 さ ら に 、 有 意 に 低 減 し た 棯 性 を 示 す ａ ｃ ｅ ２ － ／ － 雄 マ ウ ス と 対 照 的 に 、 雄 お よ び 雌 の
ａ ｃ ｅ ２ ヌ ル マ ウ ス は い ず れ も 棯 性 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ ウ ス は 低 下 し た 血 圧 お よ び 腎 臓 の 病 理 を 示 す こ と が 以 前 に 示 さ れ
て い る 。 そ れ ゆ え 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 の 喪 失 が 血 圧 の ホ メ オ ス タ シ ス お よ び ／ ま た は 腎 臓 の 発
生 ま た は 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す か 否 か を ま ず 試 験 し た 。 興 味 を そ そ ら れ る こ と に は 、 Ａ Ｃ Ｅ
２ の 喪 失 は 、 対 照 の 同 腹 子 と 比 較 し て ３ ヶ 月 齢 の ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ 雄 マ ウ ス （ 図 ４ ａ ） ま た
は ａ ｃ ｅ ２ － ／ － 雌 マ ウ ス （ 示 し て い な い ） で 血 圧 の 変 化 と い う 結 果 と は な ら な か っ た 。
Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 を Ａ Ｃ Ｅ が 補 償 す る と い う こ と は あ り 得 る の で 、 本 発 明 者 ら は ａ ｃ ｅ ２ 欠
失 マ ウ ス を カ プ ト プ リ ル （ Ａ Ｃ Ｅ 機 能 を 阻 害 す る が Ａ Ｃ Ｅ ２ 機 能 は 阻 害 し な い ） で 処 理 し
た 。 し か し な が ら 、 カ プ ト プ リ ル を 用 い た Ａ Ｃ Ｅ の イ ン ビ ボ で の 抑 制 は 、 ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ

雄 マ ウ ス の 血 圧 を カ プ ト プ リ ル 処 理 し た 野 生 型 の 同 腹 子 で 観 察 さ れ る の と 同 程 度 に 低 下 さ
せ た （ 図 ４ ａ ） 。 そ れ ゆ え 、 Ａ Ｃ Ｅ 抑 制 と い う シ ナ リ オ に お い て も 、 こ の 定 め ら れ た マ ウ
ス の 背 景 に お い て Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 は 血 圧 の ホ メ オ ス タ シ ス に 対 し て 何 ら 明 ら か な 直 接 的 な
影 響 を 及 ぼ さ な い 。 本 発 明 者 ら の Ｒ Ａ Ｓ  Ｑ Ｔ Ｌ デ ー タ に 基 づ き 、 本 発 明 者 ら は 本 発 明 者
ら の 突 然 変 異 体 マ ウ ス を 他 の マ ウ ス 背 景 に 戻 し 交 配 し て ヒ ト に お け る 遺 伝 的 背 景 と 同 様 に
血 圧 制 御 に お け る Ａ Ｃ Ｅ ２ の 役 割 を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 Ａ Ｃ Ｅ ２ は 腎 臓 で 高 度 に 発 現 さ れ る の で 、 本 発 明 者 ら は 腎 臓 の 形 態 お よ び 機 能 を 調 べ た
。 ３ ヶ 月 齢 お よ び ６ ヶ 月 齢 の ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ 雄 マ ウ ス お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ － 雌 マ ウ ス は す
べ て 正 常 な 腎 臓 の 形 態 を 示 し 、 腎 臓 の い か な る 超 微 細 構 造 の 見 か け の 変 化 も 示 さ な か っ た
（ 図 ４ ｂ ） 。 腎 管 系 お よ び 糸 球 体 の 正 常 な 細 胞 性 お よ び 腎 構 造 も ま た 、 連 続 切 片 形 態 計 測
を 用 い て 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 雄 ａ ｃ ｅ ２ 欠 失 マ ウ ス お よ び 年 齢 を 一 致 さ せ た 同 腹 子 対 照 マ ウ ス か ら の 腎 臓 を 、 光 学 顕
微 鏡 （ Ｐ Ａ Ｓ 染 色 ） お よ び 電 子 顕 微 鏡 （ Ｔ Ｅ Ｍ ） を 用 い 、 ３ ヶ 月 齢 お よ び １ ２ ヶ 月 齢 で 調
べ た 。 各 糸 球 体 の 硬 化 の 重 篤 度 を 以 下 の と お り 盲 検 に よ り ０ か ら ４ ＋ ま で の 段 階 で 評 価 し
た ： ０ は 病 変 の な い こ と を 示 す 、 １ ＋ は 糸 球 体 の ＜ ２ ５ ％ の 硬 化 、 ２ ＋ 、 ３ ＋ 、 お よ び ４
＋ は 、 そ れ ぞ れ 糸 球 体 の ２ ５ ～ ５ ０ ％ の 硬 化 、 ５ ０ ～ ７ ５ ％ の 硬 化 、 お よ び ＞ ７ ５ ％ の 硬
化 を 示 す 。 ３ ヶ 月 齢 で は ａ ｃ ｅ ２ 欠 失 マ ウ ス か ら の 腎 臓 に 病 理 学 的 変 化 の 徴 候 は 認 め ら れ
な か っ た 。 し か し な が ら 、 １ ２ ヶ 月 齢 で は 、 光 学 顕 微 鏡 は 糸 球 体 硬 化 ／ 障 害 の 増 大 を 明 ら
か に し た ： １ .４ ５ ± ０ .２ ｖ ｓ ０ .２ ５ ± ０ .０ ６ ； ｎ ＝ ６ ； ｐ ＜ ０ .０ １ 。 電 子 顕 微 鏡 は
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ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ ウ ス に お け る 血 圧

ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ ウ ス に お け る 腎 臓 機 能 の 障 害



、 腎 メ サ ン ギ ウ ム 中 の 膠 原 原 線 維 の 沈 着 の 増 大 お よ び 肥 厚 し た 基 底 膜 を 示 し た 。 上 昇 し た
Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ レ ベ ル へ の 長 期 に わ た る 暴 露 は 、 ａ ｃ ｅ ２ 欠 失 マ ウ ス か ら の 腎 臓 で 低 酸 素 症 お
よ び 酸 化 的 ス ト レ ス に 導 く 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 ａ ｃ ｅ ２ 欠 失 マ ウ ス か ら の 腎 臓
に お い て 低 酸 素 症 誘 発 因 子 １ α （ hypoxia inducible factor-1 alpha； Ｈ Ｉ Ｆ １ － α ） お
よ び 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） の 上 昇 し た 発 現 を 明 ら か に し た 。 脂 質 過 酸 化 産 物 の 測
定 は 、 ６ ヶ 月 齢 の ａ ｃ ｅ ２ 欠 失 マ ウ ス で の 酸 化 的 ス ト レ ス の 増 大 を 示 し た ： ヘ キ サ ナ ー ル
（ １ ０ ０ １ ± １ ６ １ ｖ ｓ １ １ ５ ± １ ３ ナ ノ モ ル ／ ｇ ； ｎ ＝ ５ ； ｐ ＜ ０ .０ １ ） お よ び マ ロ
ン ジ ア ル デ ヒ ド （ ４ ８ ± ６ .４ ｖ ｓ ２ ４ .３ ± ２ .８ ナ ノ モ ル ／ ｇ ； ｎ ＝ ５ ； ｐ ＜ ０ .０ １ ）
。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 こ れ ら 結 果 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 が 組 織 特 異 的 な 仕 方 で ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ シ グ ナ ル 伝
達 の 促 進 に 導 く こ と 、 こ の シ グ ナ ル 伝 達 の 促 進 が 最 終 的 に ａ ｃ ｅ ２ 欠 失 マ ウ ス の 腎 臓 で の
有 害 な 作 用 を 媒 介 す る こ と を 示 し て い る 。 低 減 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 は 、 腎 臓 疾 患 に お い て 重
要 な 病 理 学 的 役 割 を 果 た し て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 Ａ Ｃ Ｅ ま た は Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 な 抑 制 は 、 心 臓 機 能 の 制 御 お よ び 心 臓 肥
大 に お け る Ｒ Ａ Ｓ の 役 割 を 示 唆 し た 。 し か し な が ら 、 ａ ｃ ｅ ヌ ル マ ウ ス も ア ン ジ オ テ ン シ
ノ ー ゲ ン ヌ ル マ ウ ス も と も に 明 白 な 心 臓 疾 患 を 発 症 し な い 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ は 心 臓 の 血 管 で 高 度
に 発 現 さ れ る の で 、 ａ ｃ ｅ ２ 欠 失 マ ウ ス の 心 臓 を 分 析 し た 。 ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ ウ ス の
心 臓 は 、 左 心 室 壁 の わ ず か な 肉 薄 お よ び 心 室 サ イ ズ の 増 大 を 示 す （ 図 ５ ａ ） 。 ａ ｃ ｅ ２ 欠
失 心 臓 で の 左 心 室 前 壁 （ anterior left ventricular wall； Ａ Ｗ ） の 肉 薄 お よ び 左 心 室 端
拡 張 径 （ left ventricle end diastolic dimension； Ｌ Ｖ Ｅ Ｄ Ｄ ） の 増 大 も 心 エ コ ー に よ
り 認 め る こ と が で き る （ 表 １ ） 。 こ れ ら の 構 造 的 な 変 化 は 、 主 と し て ６ ヶ 月 齢 の 雄 マ ウ ス
で 観 察 さ れ る 。 し か し な が ら 、 心 重 量 比 は 年 齢 を 一 致 さ せ た ３ ヶ 月 齢 （ 示 し て い な い ） お
よ び ６ ヶ 月 齢 の ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ マ ウ ス と ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ マ ウ ス と の 間 で 同 程 度 で あ っ た （
図 ５ ａ 、 図 ５ ｂ ） 。 心 エ コ ー は ま た 、 左 心 室 重 量 （ Ｌ Ｖ Ｍ ） お よ び Ｌ Ｖ Ｍ ／ 体 重 比 が 正 常
で あ る こ と を 示 し た （ 表 １ ） 。 間 質 性 心 臓 線 維 症 の 適 応 症 も （ 図 ５ ｃ 、 図 ５ ｄ ） Ａ Ｎ Ｆ 、
Ｂ Ｎ Ｐ 、 ａ － Ｍ Ｈ Ｃ 、 ｂ － Ｍ Ｈ Ｃ 、 お よ び 骨 格 筋 ア ク チ ン 遺 伝 子 発 現 の 基 本 型 変 化 も （ 示
し て い な い ） 認 め ら れ な か っ た の で 、 拡 張 性 心 筋 炎 の 構 造 的 お よ び 生 化 学 的 変 化 の 特 徴 は
観 察 さ れ な か っ た 。 さ ら に 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ ヌ ル マ ウ ス の 個 々 の 心 筋 細 胞 は 肥 大 の 徴 候 を 示 さ ず
、 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 染 色 に よ っ て 検 出 さ れ る よ う に （ 示 し て い な い ） 本 発 明 者 ら は Ａ Ｃ Ｅ ２ ヌ ル
マ ウ ス で 変 化 し た 心 筋 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 証 拠 を 観 察 し な か っ た 。 そ れ ゆ え 、 ６ ヶ 月 齢 の
Ａ Ｃ Ｅ ２ ヌ ル マ ウ ス の 心 臓 の 軽 い 拡 張 に も 拘 わ ら ず 、 心 臓 肥 大 ま た は 拡 張 性 心 筋 炎 の 証 拠
は な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 心 エ コ ー に よ る 心 臓 機 能 の 評 価 は 、 短 縮 比 （ fractional shortening
； Ｆ Ｓ ） の 低 減 、 お よ び 周 辺 繊 維 短 縮 の 速 度 （ velocity of circumferential fiber shor
tening） の 低 減 に よ っ て 決 定 さ れ る よ う に （ 表 １ お よ び 図 ６ ａ 、 図 ６ ｂ ） 、 す べ て の ａ ｃ
ｅ ２ － ／ ｙ 雄 マ ウ ス お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ － 雌 マ ウ ス が 重 篤 な 収 縮 性 心 不 全 を 示 す こ と を 明
ら か に し た 。 機 能 の 低 減 は 年 齢 を 一 致 さ せ た ３ ヶ 月 齢 の マ ウ ス と 比 較 し て ６ ヶ 月 齢 の 雄 お
よ び 雌 マ ウ ス の 方 が 重 篤 で あ る こ と が 認 め ら れ 、 表 現 型 の 進 行 を 示 唆 し て い た （ 表 １ ） 。
心 筋 収 縮 能 の 低 下 と 一 致 し て 、 ６ ヶ 月 齢 ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ マ ウ ス は 血 圧 の 低 下 を 示 し た が （
図 ６ ｃ ） 、 こ れ は 年 齢 の 一 致 す る ａ ｃ ｅ ２ － ／ － 雌 マ ウ ス お よ び ３ ヶ 月 齢 の 雄 マ ウ ス で は
認 め ら れ な い 特 徴 で あ り 、 血 圧 の 低 下 が 重 篤 な 心 臓 の 機 能 不 全 の 結 果 に よ る も の で あ っ て
全 身 血 圧 に 対 す る Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 の 直 接 の 効 果 で は な い こ と を 示 唆 し て い た 。 こ れ ら の 驚
く べ き 結 果 は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ が 心 臓 の 収 縮 能 の 重 要 な 負 の レ ギ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 心 臓 機 能 に お け る 心 エ コ ー 欠 陥 を 確 認 す る た め 、 侵 襲 性 の 血 行 力 学 的 測 定 を ａ ｃ ｅ ２ ヌ
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Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 は 心 臓 機 能 の 重 篤 な 欠 陥 と い う 結 果 と な る



ル マ ウ ス で 行 っ た 。 重 要 な こ と に 、 侵 襲 性 の 血 行 力 学 的 測 定 は ｄ Ｐ ／ ｄ Ｔ － ｍ ａ ｘ お よ び
ｄ Ｐ ／ ｄ Ｔ － ｍ ｉ ｎ の 両 者 が ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ ウ ス で 顕 著 に 低 下 す る こ と を 示 し （ 表
２ ） 、 収 縮 性 の 心 臓 機 能 の 重 篤 な 障 害 を 示 し て い た 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 は ま た 大 動 脈 圧 お よ
び 心 室 圧 の 有 意 の 低 下 と い う 結 果 と な り 、 観 察 さ れ た 心 筋 収 縮 能 の 低 下 と 一 致 し て い た （
表 ２ ） 。 注 目 す べ き こ と に 、 こ れ ら デ ー タ は 、 ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ ウ ス の 心 筋 収 縮 能 の
欠 陥 が 明 ら か な 心 臓 肥 大 が な く て も 起 こ り 、 血 圧 の 変 化 と は 遺 伝 的 に 関 係 が あ り え な い こ
と を 確 立 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 ａ ｃ ｅ ２ ヌ ル マ ウ ス で の 肥 大 ま た は 心 臓 線 維 症 の 不 在 下 で の 重 篤 な 収 縮 性 の 機 能 不 全 お
よ び 軽 い 拡 張 は 、 ヒ ト お よ び 動 物 モ デ ル で の 心 性 気 絶 ／ 冬 眠 と 似 て い る 。 心 性 気 絶 お よ び
冬 眠 は 、 冠 状 動 脈 疾 患 や そ の 後 の バ イ パ ス 手 術 な ど の 慢 性 の 低 酸 素 症 へ の 適 応 応 答 で あ る
。 Ａ Ｃ Ｅ ２ は 血 管 内 皮 細 胞 で 高 度 に 発 現 さ れ る が 収 縮 能 は 心 筋 細 胞 に よ っ て 制 御 さ れ る の
で 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 は 心 臓 の 低 酸 素 症 と い う 結 果 と な り う る こ と が 考 え ら れ た 。 そ れ ゆ え
、 Ｂ Ｎ Ｉ Ｐ ３ ２ ５ や Ｐ Ａ Ｉ － １ な ど の 低 酸 素 症 誘 発 性 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 し た 。 す べ て の ａ ｃ ｅ ２ ヌ ル マ ウ ス の 心 臓 に お い て 、 Ｂ Ｎ Ｉ Ｐ ３ お
よ び Ｐ Ａ Ｉ － １ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 野 生 型 の 同 腹 子 と 比 較 し て 顕 著 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン し て い た （ 図 ７ ａ ） 。 そ れ ゆ え 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 は 低 酸 素 症 制 御 さ れ た 遺 伝 子 発 現 プ ロ
フ ィ ル の 誘 発 と い う 結 果 と な る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 Ａ Ｃ Ｅ ２ は カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ と し て 機 能 し 、 Ａ ｎ ｇ Ｉ か ら 単 一 残 基 を 解 離 し て Ａ
ｎ ｇ １ － ９ を 、 Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ か ら 単 一 残 基 を 解 離 し て Ａ ｎ ｇ １ － ７ を 生 成 す る の で 、 Ａ Ｃ Ｅ
２ は 基 質 Ａ ｎ ｇ Ｉ お よ び ／ ま た は Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ の 開 裂 お よ び 不 活 化 に 対 し て Ａ Ｃ Ｅ と 競 合 す
る こ と に よ り Ｒ Ａ Ｓ の 負 の レ ギ ュ レ ー タ ー と し て 機 能 す る と い う 仮 説 が 立 て ら れ た 。 も し
正 し け れ ば 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 は イ ン ビ ボ で Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ レ ベ ル を 増 大 さ せ る に 違 い な い 。 ラ
ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い 、 Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ レ ベ ル が 実 際 に ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ ウ ス の 腎 臓
お よ び 心 臓 に お い て 有 意 に 増 大 す る こ と が わ か っ た （ 図 ７ ｂ ） 。 さ ら に 、 Ａ ｎ ｇ Ｉ の 増 大
も ま た 観 察 さ れ （ 図 ７ ｂ ） 、 こ の こ と は Ａ ｎ ｇ Ｉ が Ａ Ｃ Ｅ ２ 作 用 の イ ン ビ ボ で の 基 質 で あ
る こ と と 一 致 し て い た 。 Ａ Ｃ Ｅ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は 、 対 照 と 比 べ て ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ
ウ ス の 心 臓 お よ び 腎 臓 で 差 異 は 認 め ら れ ず 、 増 大 し た Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ の 組 織 レ ベ ル が 増 大 し た
Ａ Ｃ Ｅ 発 現 に よ る も の で は な い こ と を 示 し て い た （ 図 ３ ｄ ） 。 こ れ ら デ ー タ は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２
が Ｒ Ａ Ｓ の 負 の レ ギ ュ レ ー タ ー と し て 機 能 し 、 Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ の 内 生 レ ベ ル を 制 御 し て い る こ
と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 も し も ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ ウ ス の 心 臓 の 表 現 型 が Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ レ ベ ル の 増 大 に よ る も の
で あ る な ら 、 Ａ Ｃ Ｅ の 遺 伝 的 排 除 と Ａ Ｃ Ｅ ２ の 破 壊 と の 組 み 合 わ せ は Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ レ ベ ル を
低 減 さ せ Ａ Ｃ Ｅ ２ 突 然 変 異 体 マ ウ ス で 観 察 さ れ た 表 現 型 を 救 済 で き る 。 こ の 考 え を 検 証 す
る た め 、 ａ ｃ ｅ ／ ａ ｃ ｅ ２ 二 重 突 然 変 異 マ ウ ス を 生 成 し た 。 こ れ ら 二 重 突 然 変 異 マ ウ ス は
予 期 さ れ た メ ン デ ル の 法 則 比 に 従 っ て 生 ま れ 、 健 康 に み え た 。 ａ ｃ ｅ － ａ ｃ ｅ ２ 二 重 ヌ ル
マ ウ ス で の 血 圧 （ 図 ８ ａ ） お よ び 腎 臓 の 欠 陥 （ 示 し て い な い ） は ａ ｃ ｅ 単 一 突 然 変 異 マ ウ
ス の も の と 同 様 で あ っ た 。 ａ ｃ ｅ － ａ ｃ ｅ ２ 二 重 突 然 変 異 マ ウ ス の 棯 性 は 問 題 と な ら な か
っ た （ not addressed） 。 そ れ ゆ え 、 Ａ Ｃ Ｅ お よ び Ａ Ｃ Ｅ ２ の 両 者 の 喪 失 は ａ ｃ ｅ 単 一 突
然 変 異 マ ウ ス で 認 め ら れ る も の 以 上 の 明 ら か な 疾 患 を 引 き 起 こ す こ と は な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 心 臓 機 能 は こ れ ま で に 報 告 さ れ て い な い の で 、 こ れ ら マ ウ
ス で の 心 臓 パ ラ メ ー タ ー を ま ず 分 析 し た 。 ａ ｃ ｅ － ／ － マ ウ ス で は 心 臓 は 組 織 学 的 に 正 常
で あ り （ 示 し て い な い ） 、 心 臓 機 能 の 欠 陥 は ６ ヶ 月 齢 で は 検 出 す る こ と が で き な か っ た （
図 ８ ｂ 、 図 ８ ｃ ） 。 重 要 な こ と に 、 ａ ｃ ｅ ２ 突 然 変 異 背 景 上 の Ａ Ｃ Ｅ 発 現 の 排 除 は ａ ｃ ｅ
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ａ ｃ ｅ ２ ヌ ル マ ウ ス に お け る 低 酸 素 症 誘 発 性 遺 伝 子 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン

ａ ｃ ｅ ２ ヌ ル マ ウ ス で の 増 大 し た ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ レ ベ ル

ａ ｃ ｅ ２ 欠 失 マ ウ ス で の Ａ Ｃ Ｅ 発 現 の 排 除 は 心 不 全 を 救 済 す る



２ 単 一 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 心 不 全 表 現 型 を 完 全 に な く し た （ 図 ８ ｂ 、 図 ８ ｃ ） 。 さ ら に
、 心 エ コ ー を 用 い 、 ６ ヶ 月 齢 の 年 齢 を 一 致 さ せ た ａ ｃ ｅ － ａ ｃ ｅ ２ 二 重 突 然 変 異 マ ウ ス の
す べ て の 心 臓 機 能 は 、 ａ ｃ ｅ 単 一 突 然 変 異 同 腹 子 お よ び 野 生 型 同 腹 子 の も の に 匹 敵 し て い
た （ 表 １ ） 。 心 臓 機 能 の 回 復 は 雄 お よ び 雌 の 両 方 の ａ ｃ ｅ － ａ ｃ ｅ ２ 二 重 突 然 変 異 マ ウ ス
で 生 じ た 。 こ れ ら 遺 伝 的 デ ー タ は 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 不 在 下 で 収 縮 性 の 心 不 全 を 誘 起 す る に は Ａ
Ｃ Ｅ 発 現 が 必 要 で あ る こ と を 示 し て い る 。 重 要 な こ と に 、 ａ ｃ ｅ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス と ａ
ｃ ｅ ／ ａ ｃ ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス と で 血 圧 に 差 異 は な く （ 図 ８ ａ ） 、 よ り 老 齢 の 雄 の ａ
ｃ ｅ ２ マ ウ ス で の 血 圧 の 低 下 は 心 臓 機 能 の 劇 的 な 増 大 に よ る も の で あ る こ と が さ ら に 示 唆
さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 成 人 呼 吸 障 害 症 候 群 （ Ａ Ｒ Ｄ Ｓ ） は 急 性 肺 障 害 の 重 篤 な 症 例 で あ り 、 集 中 治 療 を 受 け ら
れ る 場 合 で あ っ て も 致 死 率 は ４ ０ ～ ７ ０ ％ で あ る 。 外 傷 、 重 度 の 敗 血 症 （ 全 身 感 染 ） 、 散
在 性 （ diffuse） 肺 炎 お よ び シ ョ ッ ク が Ａ Ｒ Ｄ Ｓ の 最 も 重 篤 な 原 因 で あ り 、 こ れ ら の う ち
で も 酸 誘 発 肺 障 害 （ acid-induced lung injury） は 最 も 一 般 的 な 原 因 の 一 つ で あ る 。 酸 呼
吸 関 連 肺 障 害 （ acid aspiration-associated lung injury） を 引 き 起 こ す 潜 在 的 な メ カ ニ
ズ ム と し て は 、 肺 胞 － 毛 細 管 膜 へ の Ｈ Ｃ ｌ に よ り 誘 発 さ れ た 損 傷 、 お よ び 多 形 核 好 中 球 （
Ｐ Ｍ Ｎ ） の 付 着 、 活 性 化 お よ び 隔 離 （ sequestration） （ 肺 浮 腫 お よ び ガ ス 交 換 の 劣 化 と
い う 結 果 と な る ） が 挙 げ ら れ る 。 Ａ Ｒ Ｄ Ｓ の 治 療 は 、 機 械 換 気 、 お よ び 陥 っ て い る 病 気 ま
た は 障 害 の 継 続 し た 治 療 か ら な る 。 肺 が さ ら な る 肺 胞 － 毛 細 管 膜 の 損 傷 に 陥 る こ と を 防 ぐ
新 規 な 薬 剤 を 用 い た 支 持 的 な 治 療 は 、 患 者 が 陥 っ て い る 病 気 や 障 害 を 治 療 す る た め に Ａ Ｒ
Ｄ Ｓ 患 者 の 肺 の 機 能 を 保 存 し 、 Ａ Ｒ Ｄ Ｓ の 致 死 率 の 低 下 に 導 く で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 Ａ Ｃ Ｅ ２ は 肺 で 発 現 さ れ る の で 、 本 発 明 者 ら は Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 が 急 性 肺 障 害 に お い て 何
ら か の 役 割 を 果 た し て い る か 否 か を 評 価 し た 。 図 ９ は 、 Ｈ Ｃ ｌ 処 理 し た マ ウ ス お よ び 対 照
マ ウ ス で の 肺 エ ラ ス タ ン ス の ３ 時 間 の 間 で の 変 化 を 示 す 。 Ｈ Ｃ ｌ 投 与 後 、 野 生 型 マ ウ ス は
４ 時 間 以 上 生 存 し た の に 対 し 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は ２ ～ ３ 時 間 以 内 に 死 亡 し た
。 生 存 の 差 異 を 反 映 し て 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 肺 エ ラ ス タ ン ス に お い て 野 生 型
マ ウ ス よ り も 有 意 に 重 篤 な 応 答 を 示 し た 。 そ れ ゆ え 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ は 急 性 の 酸 誘 発 障 害 か ら 肺
を 保 護 す る う え で 顕 著 な 役 割 を 果 た し て い る 。 か く し て 、 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 機 能 お よ び ／ ま た は
発 現 を 促 進 さ せ る こ と は 、 Ａ Ｒ Ｄ Ｓ お よ び 肺 障 害 の 治 療 の 新 規 か つ 予 期 さ れ な か っ た 標 的
で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】

　 マ ウ ス Ａ Ｃ
Ｅ ２ を 特 許 （ proprietary） Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス か ら ク ロ ー ニ ン グ し た 。 マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２
プ ロ ー ブ を 用 い 、 本 発 明 者 ら は つ い で ラ ッ ト 腎 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Invitrogen） を ス ク リ ー ニ ン
グ し て Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 決 定 さ れ る よ う に 完 全 長 ラ ッ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 た 。
染 色 体 マ ッ ピ ン グ の た め 、 ラ ッ ト Ａ Ｃ Ｅ ２  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 プ ロ ー ブ を 用 い て ラ ッ ト Ｐ Ａ
Ｃ ラ イ ブ ラ リ ー （ Ｒ Ｐ Ｃ Ｉ － ３ １ 、 Research Genetics） を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 ２ つ の 陽
性 ク ロ ー ン （ ６ Ｍ ６ お よ び １ ２ ５ Ｋ ９ ） を 同 定 し た 。 こ れ ら ク ロ ー ン の 末 端 配 列 を 決 定 し
、 ラ ッ ト 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ ｍ ｃ ２ Ｌ ： ５ ’ － Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ
Ｇ Ｇ － ３ ’ 、 ｍ ｃ ２ Ｒ ： ５ ’ － Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ａ － ３ ’ ） を デ
ザ イ ン し て 放 射 性 ハ イ ブ リ ッ ド パ ネ ル （ RH07.5、 Research Genetics） を ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と に よ り ラ ッ ト で の Ａ Ｃ Ｅ ２ の 染 色 体 地 図 上 の 位 置 を 決 定 し た 。 Ｓ Ｈ Ｒ お よ び 対 照
Ｗ Ｋ Ｙ ラ ッ ト を Harlanか ら 入 手 し 、 Ontario Cancer Instituteの 動 物 施 設 に て 研 究 所 の ガ
イ ド ラ イ ン に 従 っ て 維 持 し た 。 Ｓ Ｈ Ｒ Ｓ Ｐ ラ ッ ト か ら の 組 織 は 、 Detlev Ganten博 士 （ ド
イ ツ ） の 好 意 に よ り 提 供 さ れ た 。 塩 耐 性 お よ び 塩 感 受 性 の Sabraラ ッ ト は 、 Ben-Gurion Un
iversity Barzilai Medical Center（ イ ス ラ エ ル ） の 動 物 施 設 で 飼 育 し 保 持 し た 。 Doca-
塩 処 理 は 上 記 に 記 載 し た と お り で あ っ た 。
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Ａ Ｃ Ｅ ２ は 肺 障 害 を 負 に 制 御 す る

方 法
マ ウ ス お よ び ラ ッ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 染 色 体 Ｑ Ｔ Ｌ マ ッ ピ ン グ



【 ０ １ ０ ２ 】
　 全 Ｒ Ｎ Ａ を ラ ッ ト 腎 臓 か ら ト リ 試 薬 （ tri-reagent） を 用 い て 調 製 し た 。 ２ ０

ｍ ｇ の Ｒ Ｎ Ａ を ０ .８ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン （ Amers
ham） に ブ ロ ッ ト し 、 部 分 的 ラ ッ ト Ａ Ｃ Ｅ ２  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ ９ － １ ） で プ ロ ー ブ し た
。 β － ア ク チ ン プ ロ ー ブ お よ び Multiple tissue Northern blotsは Clontechか ら 購 入 し た
。 ウ エ ス タ ン 分 析 の た め 、 腎 臓 を 「 完 全 」 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル （ Roche）
お よ び １ ｍ Ｍ  Ｎ ａ ３ Ｖ Ｏ ４ を 添 加 し た 溶 解 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ  Tris-HCl、 ｐ Ｈ ７ .４ 、 ２
０ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 お よ び １ ％ ト リ ト ン － Ｘ １ ０ ０ ） 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 １ ０ ０ ｍ ｇ
の タ ン パ ク 質 を ８ ％ ト リ ス － グ リ シ ン ゲ ル 上 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 離 し た 。 Ａ Ｃ Ｅ
２ 免 疫 血 清 は 、 マ ウ ス 特 異 的 Ａ Ｃ Ｅ ２ ペ プ チ ド Ｄ Ｙ Ｅ Ａ Ｅ Ｇ Ａ Ｄ Ｇ Ｙ Ｎ Ｙ Ｎ Ｒ Ｎ Ｑ Ｌ Ｉ Ｅ
Ｄ で 免 疫 し た ウ サ ギ か ら 得 た 。 こ の 血 清 を sulpho-link kit（ Pierce） を 用 い て 免 疫 ペ プ
チ ド で ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 。 市 販 の β － ア ク チ ン 抗 体 を 負 荷 対 照 と し て 用 い た （ Sant
a Cruz） 。
【 ０ １ ０ ３ 】

　 標 的 ベ ク タ ー （ ５ ５ ９ 塩 基 対 の シ ョ ー ト ア ー ム 、 お よ
び ８ .１ キ ロ ベ ー ス の ロ ン グ ア ー ム ） を ｐ Ｋ Ｏ  Scrambler Ｎ Ｔ Ｋ Ｖ － １ ９ ０ ７ ベ ク タ ー （
Stratagene） を 用 い て 構 築 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド ＋ １ ０ ６ ９ ～ ＋ １ ２ ９ ９ を 含 む ａ ｃ ｅ ２ ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 を ネ オ マ イ シ ン 耐 性 カ セ ッ ト と ア ン チ セ ン ス の 方 向 で 置 換 し た 。 タ ー ゲ
テ ィ ン グ 構 築 物 を Ｅ １ ４ Ｋ  Ｅ Ｓ 細 胞 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 導 入 し 、 陽 性 の 相
同 組 換 え Ｅ Ｓ ク ロ ー ン の ス ク リ ー ニ ン グ を ５ ’ お よ び ３ ’ フ ラ ン キ ン グ プ ロ ー ブ に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し た Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ － 消 化 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ー ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 行 っ た 。 ２
つ の 独 立 し た ａ ｃ ｅ － ／ ｙ Ｅ Ｓ 細 胞 株 を Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ 由 来 胚 盤 胞 に 注 入 し て キ メ ラ マ ウ
ス を 生 成 し 、 こ れ を Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス に 戻 し 交 配 し た 。 ２ つ の Ｅ Ｓ 細 胞 株 は 、 独 立 し
た 生 殖 細 胞 伝 達 を 与 え た 。 こ の 原 稿 で 報 告 す る デ ー タ は 、 こ れ ら ２ つ の 突 然 変 異 体 マ ウ ス
株 の 間 で 一 致 す る も の で あ る 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ 発 現 の 排 除 が Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分
析 、 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 確 認 さ れ た 。 す べ て の 実 験 に 同 腹 子 の マ ウ ス の
み を 用 い た 。 す べ て の 組 織 の 組 織 学 、 ア ポ ト ー シ ス ア ッ セ イ 、 血 液 の 血 清 学 、 お よ び 腎 臓
の 形 態 計 測 は 文 献 記 載 に よ っ た ３ １ 。 完 全 な Ａ Ｃ Ｅ 突 然 変 異 体 マ ウ ス は こ れ ま で に 記 載 さ
れ て お り ８ 、 Jackson Laboratoriesか ら 入 手 し た 。 マ ウ ス は Ontario Cancer Instituteの
動 物 施 設 に て 研 究 所 の ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 維 持 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 心 臓 の 形 態 計 測 の た め 、 心 臓 を
１ ０ ％ 緩 衝 ホ ル マ リ ン で ６ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ に て 潅 流 し 、 そ の 後 、 パ ラ フ ィ ン 中 に 埋 設 し た 。 心
筋 間 質 性 線 維 症 の 決 定 は 、 Photoshop 6.0ソ フ ト ウ エ ア と 結 合 し た Image Processing Tool
 Kit version 2.5を 用 い た 色 彩 減 算 コ ン ピ ュ ー タ ー 支 援 造 影 分 析 （ color-subtractive co
mputer assisted image analysis） を 用 い た 定 量 的 な 形 態 計 測 に よ り 行 っ た 。 Picro-Siri
us赤 色 染 色 切 片 を 用 い 、 全 視 野 と 比 較 し た 陽 性 の Ｐ Ｓ Ｒ 染 色 を 有 す る 面 積 の 比 と し て 間 質
性 線 維 症 を 計 算 し た 。 心 エ コ ー 評 価 は 、 野 生 型 お よ び 突 然 変 異 体 の 同 腹 子 を 用 い て 文 献 記
載 に 従 っ て 行 っ た ３ ２ 。 マ ウ ス を イ ソ フ ル オ ラ ン ／ 酸 素 で 麻 酔 し 、 １ ５ Ｍ Ｈ ｚ 一 次 変 換 器
を 備 え た Acuson R  Sequoia C256を 用 い た 経 胸 腔 的 心 エ コ ー に よ り 調 べ た 。 Ｆ Ｓ は 、 Ｆ Ｓ ＝
［ （ Ｅ Ｄ Ｄ － Ｅ Ｓ Ｄ ） ／ Ｅ Ｄ Ｄ ］ ＊ １ ０ ０ と し て 計 算 し た 。 Ｖ ｃ ｆ ｃ は 心 拍 数 に つ い て 補
正 し た Ｆ Ｓ ／ 拍 出 時 間 と し て 計 算 し た 。 血 行 力 学 的 測 定 は 文 献 記 載 に 従 っ て 行 っ た 。 簡 単
に 説 明 す る と 、 マ ウ ス を 麻 酔 し 、 右 頸 動 脈 を 単 離 し 、 増 幅 器 （ TCP-500、 Millar Inc. 、
ヒ ュ ー ス ト ン ） に つ な い だ 1.4 French Millarカ テ ー テ ル （ Millar Inc.） を 用 い て カ ニ ュ
ー レ を 挿 入 し た 。 カ テ ー テ ル を 頸 動 脈 に 挿 入 し た 後 、 カ テ ー テ ル を 大 動 脈 つ い で 左 心 室 ま
で 進 め 、 大 動 脈 圧 お よ び 心 室 圧 を 記 録 し た 。 測 定 お よ び 分 析 し た パ ラ メ ー タ ー は 、 心 拍 数
、 大 動 脈 圧 、 左 心 室 （ Ｌ Ｖ ） 収 縮 期 圧 、 Ｌ Ｖ 拡 張 期 圧 、 お よ び Ｌ Ｖ 圧 の 最 大 お よ び 最 小 一
次 導 関 数 （ first derivatives） （ そ れ ぞ れ ＋ ｄ Ｐ ／ ｄ ｔ ｍ ａ ｘ お よ び ｄ Ｐ ／ ｄ ｔ ｍ ａ ｘ
） で あ っ た 。 Visitech Systems（ ア ペ ッ ク ス 、 ノ ー ス ・ カ ロ ラ イ ナ ） に よ っ て 製 造 さ れ た
Visitech BP-2000 Blood Pressure Analysis Systemを 用 い 、 テ ー ル － カ フ （ tail-cuff）
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血 圧 測 定 法 を 採 用 し た 。 カ プ ト プ リ ル 処 理 に あ た っ て は 、 血 圧 測 定 前 に ２ 週 間 に わ た っ て
４ ０ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ の カ プ ト プ リ ル （ Sigma） を 飲 水 に 添 加 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】

　 心 臓 お よ び 腎 臓 を 、 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル
フ ル オ ラ イ ド （ Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 １ ０ ０ μ Ｍ ） を 含 む 上 記 ペ プ チ ダ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 含 有 す る
８ ０ ％ エ タ ノ ー ル ／ ０ .１ Ｎ  Ｈ Ｃ ｌ 中 、 氷 上 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 タ ン パ ク 質 ホ モ ジ ネ ー
ト を ３ ０ ,０ ０ ０ ｇ で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 に か け 、 上 澄 み を デ カ ン ト し 、 １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ヘ
プ タ フ ル オ ロ 酪 酸 （ Ｈ Ｆ Ｂ Ａ 、 Pierce、 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 イ リ ノ イ ） で 酸 性 に し た 。 上 澄
み を Savant真 空 遠 心 管 （ Savant、 フ ァ ー ミ ン グ デ ー ル 、 ニ ュ ー ヨ ー ク ） で ５ ｍ ｌ に 濃 縮 し
、 濃 縮 し た 抽 出 物 を 活 性 化 Sep-Paksに 適 用 し 、 ０ .１ ％ Ｈ Ｆ Ｂ Ａ で 洗 浄 し 、 ５ ｍ ｌ の ８ ０
％ メ タ ノ ー ル ／ ０ .１ ％ Ｈ Ｆ Ｂ Ａ で 溶 出 し た 。 心 臓 お よ び 腎 臓 組 織 か ら の 抽 出 物 中 の ア ン
ジ オ テ ン シ ン ペ プ チ ド 含 量 の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 分 析 を 行 っ た 。 Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ お よ び Ａ ｎ
ｇ Ｉ  Ｒ Ｉ Ａ に つ い て の 検 出 限 界 は 、 そ れ ぞ れ ０ .５ フ ェ ム ト モ ル ／ 管 お よ び Ａ ｎ ｇ Ｉ  ５
フ ェ ム ト モ ル ／ 管 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 Ａ Ｃ Ｅ ２ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス お よ び そ の 同 腹 子 （ ８ ～ １ ２ 週 齢 ） を こ
の 研 究 に 用 い た 。 吸 引 攻 撃 の １ 分 前 に ２ 回 の 深 い 吸 入 （ １ 回 呼 吸 量 の ３ 倍 ） を 送 達 し て 容
積 歴 （ volume history） を 標 準 化 し 、 測 定 を ベ ー ス ラ イ ン と し て 行 っ た 。 麻 酔 し 機 械 換 気
し た マ ウ ス に ２ ｍ Ｌ ／ ｋ ｇ の Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ＝ １ .５ ） 、 つ い で 空 気 ボ ー ラ ス （ a bolus of 
air） を 気 管 内 注 射 し た 。 対 照 群 で は マ ウ ス に 食 塩 水 注 射 を す る か ま た は 注 射 を し な か っ
た 。 す べ て の 群 で 測 定 は ３ ０ 分 間 隔 で ３ 時 間 行 っ た 。 肺 障 害 を 生 理 的 に 評 価 す る た め 、 気
管 の 最 大 圧 、 流 量 、 お よ び 容 積 を 測 定 す る こ と に よ り 肺 エ ラ ス タ ン ス （ Ｅ Ｌ ； 肺 コ ン プ ラ
イ ア ン ス の 逆 数 ） を 評 価 し た 。 Ｅ Ｌ は 気 管 最 大 圧 を 容 積 で 除 す る こ と に よ り 計 算 し た 。 Ｅ
Ｌ の 変 化 は 肺 実 質 の 変 化 お よ び 肺 の 硬 化 （ stiffening） を 反 映 し て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 を 詳 細 に 且 つ 好 ま し い 態 様 に 特 に 言 及 し な が ら 記 載 し た ； し か し な が ら 、 当 業 者
で あ れ ば 本 発 明 の 意 図 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 改 変 を 行 い う る こ と が 理 解 さ れ る
で あ ろ う 。 た と え ば 、 本 願 が タ ン パ ク 質 に つ い て 言 及 し て い る と き は ペ プ チ ド お よ び ポ リ
ペ プ チ ド も し ば し ば 用 い ら れ る こ と が 明 ら か で あ る 。 同 様 に 、 遺 伝 子 を 本 願 に お い て 記 載
し て い る 場 合 は 核 酸 分 子 ま た は 遺 伝 子 断 片 も し ば し ば 用 い ら れ る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 す べ て の 刊 行 物 （ ジ ー ン バ ン ク の 収 録 項 目 を 含 む ） 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 そ れ ぞ れ
の 個 々 の 刊 行 物 、 特 許 ま た は 特 許 出 願 が そ の 全 体 に お い て 参 照 の た め 引 用 さ れ る と 明 確 か
つ 個 別 に 示 さ れ て い る の と 同 程 度 に 、 そ の 全 体 に お い て 参 照 の た め 引 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

10

20

30

(28) JP 2006-504637 A 2006.2.9

組 織 の ア ン ジ オ テ ン シ ン ペ プ チ ド レ ベ ル

急 性 肺 障 害 モ デ ル

参 照 文 献



【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】

10

20

30

(29) JP 2006-504637 A 2006.2.9



【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】

10

20

30

40

(30) JP 2006-504637 A 2006.2.9



【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ２ 】

10

20

30

(31) JP 2006-504637 A 2006.2.9



【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】

10

20

30

(32) JP 2006-504637 A 2006.2.9



【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ４ 】

10

20

30

40

(33) JP 2006-504637 A 2006.2.9

表 １ ： ａ ｃ ｅ ２ ヌ ル マ ウ ス の 心 臓 機 能



【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
*ｐ ＜ ０ .０ ５ ； ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ 対 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ ま た は ａ ｃ ｅ ２ － ／ － 対 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ －

**ｐ ＜ ０ .０ １ ； ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ 対 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ ま た は ａ ｃ ｅ ２ － ／ － 対 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／

－

Ｂ ｐ ｍ ＝ １ 分 間 当 た り の 心 拍 数 ； Ａ Ｗ ＝ 前 壁 の 肉 薄 ； Ｌ Ｖ Ｅ Ｄ Ｄ ＝ 左 心 室 端 拡 張 径 ； Ｌ Ｖ
Ｅ Ｓ Ｄ ＝ 左 心 室 端 収 縮 径 ； ％ Ｆ Ｓ ＝ パ ー セ ン ト 短 縮 比 ； Ｐ Ａ Ｖ ＝ 最 大 大 動 脈 流 出 速 度 （ pe
ak aortic outflow velocity） ； Ｖ ｃ ｆ ｃ ＝ 周 辺 繊 維 短 縮 の 速 度 ； Ｌ Ｖ Ｍ ＝ 計 算 し た 左 心
室 重 量 ； Ｂ Ｗ ＝ 体 重
【 ０ １ １ ５ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
**ｐ ＜ ０ .０ １ ； ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ 対 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ

Ｓ Ｂ Ｐ ＝ 収 縮 血 圧 ； Ｄ Ｂ Ｐ ＝ 拡 張 血 圧 ； Ｍ Ｂ Ｐ ＝ 平 均 動 脈 血 圧 ； Ｌ Ｖ Ｓ Ｂ Ｐ ＝ 左 心 室 収 縮
血 圧 ； Ｌ Ｖ Ｅ Ｄ Ｂ Ｐ ＝ 左 心 室 端 拡 張 血 圧 ； ｄ Ｐ ／ ｄ Ｔ ｍ ａ ｘ ＝ 左 心 室 圧 の 変 化 ／ 時 間 の 最
大 一 次 導 関 数 ； ｄ Ｐ ／ ｄ Ｔ ｍ ｉ ｎ ＝ 左 心 室 圧 の 変 化 ／ 時 間 の 最 小 一 次 導 関 数
【 ０ １ １ ６ 】

【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
Ａ Ｗ ＝ 前 壁 の 肉 薄 ； Ｌ Ｖ Ｅ Ｄ Ｄ ＝ 左 心 室 端 拡 張 径 ； Ｌ Ｖ Ｅ Ｓ Ｄ ＝ 左 心 室 端 収 縮 径 ； ％ Ｆ Ｓ
＝ パ ー セ ン ト 短 縮 比 ； Ｐ Ａ Ｖ ＝ 最 大 大 動 脈 流 出 速 度 ； Ｖ ｃ ｆ ｃ ＝ 周 辺 繊 維 短 縮 の 速 度
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ７ 】
【 図 １ 】 ラ ッ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ の 配 列 お よ び 染 色 体 マ ッ ピ ン グ を 示 す 。 （ ａ ） ラ ッ ト 、 マ ウ ス お
よ び ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ の マ ウ ス お よ び ヒ ト 精 巣 － Ａ Ｃ Ｅ （ Ｔ － Ａ Ｃ Ｅ ） と の タ ン パ ク 質 ア ラ イ
ン メ ン ト 。 黒 い 陰 影 は ア ミ ノ 酸 の 同 一 性 を 示 し 、 灰 色 の 陰 影 は ア ミ ノ 酸 の 類 似 性 の 程 度 を
示 す 。 （ ｂ ） Ａ Ｃ Ｅ お よ び Ａ Ｃ Ｅ ２ の ド メ イ ン 構 造 の 模 式 図 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ は 共 通 亜 鉛 結 合 部
位 Ｈ Ｅ Ｍ Ｇ Ｈ を 含 む Ａ Ｃ Ｅ ド メ イ ン を 一 つ し か 含 ま な い こ と に 注 意 。 触 媒 中 心 は 黒 色 で 、
シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 灰 色 で 、 膜 貫 通 ド メ イ ン は 斜 線 で 示 す 。 （ ｃ ） 種 々 の 成 体 組 織 お よ び
胚 発 生 の 種 々 の 日 数 （ Ｅ ７ ＝ 胚 の 第 ７ 日 目 ） で の マ ウ ス お よ び ラ ッ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ 遺 伝 子 の 発
現 パ タ ー ン 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ の ２ つ の イ ソ 型 が マ ウ ス に は 存 在 す る が ラ ッ ト ま た は ヒ ト に は 存 在
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し な い （ 示 し て い な い ） こ と に 注 意 （ こ れ は Ａ Ｃ Ｅ に つ い て 認 め ら れ る の と 同 様 の 特 徴 で
あ る １ ５ ） 。 （ ｄ ） Sabra塩 感 受 性 （ Sabra salt-sensitive） 動 物 （ Ｓ Ｓ － Ｘ ） 、 Ｓ Ｈ Ｒ
Ｓ Ｐ （ Ｂ Ｐ ３ ） 、 お よ び Ｓ Ｈ Ｒ ラ ッ ト （ Ｂ Ｂ .Ｘ ） で 同 定 し た Ｑ Ｔ Ｌ の マ ッ ピ ン グ と 比 較
し た 、 ラ ッ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ の 放 射 性 ハ イ ブ リ ッ ド マ ッ ピ ン グ の 結 果 。 多 型 マ ー カ ー 名 を 表 意 文
字 の 左 に 示 す 。 Ａ Ｃ Ｅ ２ と 関 連 す る マ ー カ ー の Ｌ Ｏ Ｄ ス コ ア お よ び シ ー タ 値 を 示 す 。 ｃ Ｒ
＝ セ ン チ ラ ド 。
【 ０ １ １ ８ 】
【 図 ２ ａ 】 高 血 圧 症 の ラ ッ ト モ デ ル に お け る Ａ Ｃ Ｅ ２ の 発 現 を 示 す 。 Sabra Ｓ Ｂ Ｈ ／ ｙ お
よ び Ｓ Ｂ Ｎ ／ ｙ ラ ッ ト の 腎 臓 か ら の Ａ Ｃ Ｅ ２  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。
上 段 は ア ク チ ン 対 照 レ ベ ル と と も に ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト の 表 示 を 示 す 。 下 の パ ネ ル は ア ク チ
ン レ ベ ル に 標 準 化 し た ａ ｃ ｅ ２ メ ッ セ ー ジ の 相 対 レ ベ ル を 示 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
【 図 ２ ｂ 】 高 血 圧 症 の ラ ッ ト モ デ ル に お け る Ａ Ｃ Ｅ ２ の 発 現 を 示 す 。 Sabra Ｓ Ｂ Ｈ ／ ｙ お
よ び そ の 対 照 Ｓ Ｂ Ｎ ／ ｙ ラ ッ ト 並 び に Ｓ Ｈ Ｒ お よ び Ｓ Ｈ Ｒ Ｓ Ｐ お よ び そ の 対 照 Ｗ Ｋ Ｙ ラ ッ
ト の 腎 臓 か ら の Ａ Ｃ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 レ ベ ル の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 上 段 は 代 表
的 な ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 各 Sabraラ ッ ト で の 収 縮 血 圧 （ Ｂ Ｐ ） を ｍ ｍ Ｈ ｇ で 示 す
。 下 の パ ネ ル は ア ク チ ン レ ベ ル に 補 正 し た Ａ Ｃ Ｅ ２ の 相 対 的 な タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 示 す 。
棒 グ ラ フ は 平 均 値 ± Ｓ Ｅ Ｍ を 示 す 。 *＝ ｐ ＜ ０ .０ ５ 、 **＝ ｐ ＜ ０ .０ １ （ ｎ ＝ ４ 、 全 て の
群 に つ い て ） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
【 図 ３ ａ 】 相 同 的 組 換 え に よ る マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ の タ ー ゲ テ ィ ン グ し た 破 壊 を 示 す 。 遺 伝 子
タ ー ゲ テ ィ ン グ 戦 略 。 マ ウ ス ａ ｃ ｅ ２ 野 生 型 遺 伝 子 座 の 一 部 （ 最 上 段 ） を 示 す 。 黒 塗 り は
エ ク ソ ン を 示 す 。 亜 鉛 結 合 触 媒 ド メ イ ン を コ ー ド す る エ ク ソ ン ９ を 、 ア ン チ セ ン ス 方 向 に
置 い た ネ オ マ イ シ ン （ ｎ ｅ ｏ ） 耐 性 遺 伝 子 カ セ ッ ト で 置 換 す べ く タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー
を デ ザ イ ン し た 。 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ Ｔ Ｋ ） を 負 の 選 択 の た め に 用 い た 。 サ ザ ー ン 分 析 に
用 い た ３ 'お よ び ５ 'フ ラ ン キ ン グ プ ロ ー ブ を 斜 線 の 四 角 で 示 す 。
【 ０ １ ２ １ 】
【 図 ３ ｂ 】 相 同 的 組 換 え に よ る マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ の タ ー ゲ テ ィ ン グ し た 破 壊 を 示 す 。 ａ ｃ ｅ
＋ ／ ｙ お よ び ａ ｃ ｅ － ／ ｙ Ｅ Ｃ 細 胞 の サ ザ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ
で 消 化 し 、 （ ａ ） に 示 し た ３ 'お よ び ５ 'フ ラ ン キ ン グ プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
【 図 ３ ｃ 】 相 同 的 組 換 え に よ る マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ の タ ー ゲ テ ィ ン グ し た 破 壊 を 示 す 。 ａ ｃ ｅ
＋ ／ ｙ お よ び ａ ｃ ｅ － ／ ｙ マ ウ ス の 腎 臓 で の Ａ Ｃ Ｅ ２ タ ン パ ク 質 発 現 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 。 抗 Ａ Ｃ Ｅ ２ 抗 体 を 欠 失 の Ｎ 末 端 側 の 領 域 に 反 応 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
【 図 ３ ｄ 】 相 同 的 組 換 え に よ る マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ の タ ー ゲ テ ィ ン グ し た 破 壊 を 示 す 。 ａ ｃ ｅ
２ ＋ ／ ｙ お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ マ ウ ス の 心 臓 お よ び 腎 臓 に お け る Ａ Ｃ Ｅ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 。 線 状 増 幅 お よ び 対 照 と し て の Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に つ い て の
種 々 の Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル を 示 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
【 図 ４ 】 正 常 血 圧 お よ び 腎 臓 の 機 能 を 示 す 。 （ ａ ） Ａ Ｃ Ｅ 阻 害 剤 で あ る カ プ ト プ リ ル の 不
在 下 （ 左 の パ ネ ル ） ま た は 存 在 下 で の ３ ヶ 月 齢 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） お よ び ａ ｃ ｅ ２
－ ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） マ ウ ス で の 血 圧 測 定 。 尾 の 平 手 打 ち （ tail cuffing） を 用 い て 血 圧 を 測
定 し 、 平 均 値 ± Ｓ Ｄ を 示 す 。 方 法 の 欄 に 示 す よ う に 、 血 圧 を 測 定 す る ２ 週 間 前 に カ プ ト プ
リ ル を 投 与 し た 。 こ れ ら の 血 圧 を 、 侵 襲 性 の 血 行 力 学 的 ラ ン ゲ ン ド ル フ 測 定 法 （ 示 し て い
な い ） を 用 い て 確 認 し た 。 カ プ ト プ リ ル 処 理 し た ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ マ
ウ ス の 両 者 で の 差 異 は 、 そ れ ぞ れ の 未 処 理 群 の 差 異 よ り も 有 意 の 差 異 が あ っ た （ **ｐ ＜ ０
.０ １ ） 。 （ ｂ ） 正 常 な 腎 臓 組 織 が ６ ヶ 月 齢 の ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ マ ウ
ス で 観 察 さ れ た 。 矢 印 は 糸 球 体 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
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【 図 ５ ａ 】 心 臓 の 形 態 を 示 す 。 ６ ヶ 月 齢 の ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ マ ウ ス か
ら 単 離 し た 心 臓 の Ｈ ＆ Ｅ 染 色 切 片 。 大 き く な っ た 左 心 室 （ Ｌ Ｖ ） お よ び 右 心 室 （ Ｒ Ｖ ） が
ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ マ ウ ス で 観 察 さ れ た 。 し か し な が ら 、 全 体 と し て の 心 臓 の 大 き さ は 両 遺 伝
子 型 で 同 様 で あ り 、 肉 眼 で も 単 離 し た 心 筋 細 胞 で も 心 肥 大 の 証 拠 は な か っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
【 図 ５ ｂ 】 心 臓 の 形 態 を 示 す 。 心 肥 大 の 指 標 と し て の ６ ヶ 月 齢 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ）
お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） マ ウ ス か ら の 心 重 量 ／ 体 重 比 の 定 量 。 体 重 、 心 重 量 、 脛
骨 長 、 お よ び 心 重 量 ／ 脛 骨 長 の 比 も ま た 、 分 析 し た 全 て の 年 齢 で の 種 々 の 遺 伝 子 型 群 で 変
化 が 認 め ら れ な か っ た （ 示 し て い な い ） こ と に 注 意 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
【 図 ５ ｃ 】 心 臓 の 形 態 を 示 す 。 ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ マ ウ ス で 間 質 性 線 維 症 は 存 在 し な か っ た 。
拡 張 型 心 筋 症 の 顕 著 な 特 徴 の 一 つ は 、 間 質 性 線 維 症 で あ る 。 し か し な が ら 、 間 質 性 線 維 症
は ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） マ ウ ス の 心 臓 で 同 様 で あ っ
た 。 個 々 の 心 臓 の Ｐ Ｓ Ｒ 染 色 を 示 す 。 通 常 の 脈 管 周 辺 の 線 維 症 は 、 野 生 型 お よ び 突 然 変 異
動 物 の 両 者 に お い て 赤 く 染 色 さ れ る こ と に 注 意 。
【 ０ １ ２ ８ 】
【 図 ５ ｄ 】 心 臓 の 形 態 を 示 す 。 ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ マ ウ ス で 間 質 性 線 維 症 は 存 在 し な か っ た 。
拡 張 型 心 筋 症 の 顕 著 な 特 徴 の 一 つ は 、 間 質 性 線 維 症 で あ る 。 し か し な が ら 、 間 質 性 線 維 症
は ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） マ ウ ス の 心 臓 で 同 様 で あ っ
た 。 間 隙 に お け る 線 維 症 変 化 の 定 量 。
【 ０ １ ２ ９ 】
【 図 ６ ａ 】 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 は 重 篤 な 収 縮 性 心 不 全 と い う 結 果 と な る こ と を 示 す 。 ６ ヶ 月 齢
の ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ お よ び ２ 匹 の ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ マ ウ ス で の 収 縮 期 心 臓 の 心 エ コ ー 測 定 。 ピ
ー ク お よ び 谷 は 個 々 の 心 拍 数 の 収 縮 期 お よ び 拡 張 期 を 示 す 。 矢 印 は 、 短 縮 比 の パ ー セ ン ト
（ ％ Ｆ Ｓ ） を 決 定 す る 値 で あ る 収 縮 期 の 収 縮 （ Ｌ Ｖ Ｅ Ｓ Ｄ ） と 拡 張 期 の 弛 緩 （ Ｌ Ｖ Ｅ Ｄ Ｄ
） と の 距 離 を 示 す 。 ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ マ ウ ス で の 拡 張 期 お よ び 収 縮 期 の 大 き さ の 増 大 は 心 臓
の 拡 張 を 示 す こ と に 注 意 。 実 験 デ ー タ は 表 １ に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
【 図 ６ ｂ 】 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 は 重 篤 な 収 縮 性 心 不 全 と い う 結 果 と な る こ と を 示 す 。 心 臓 収 縮
の ２ つ の 顕 著 な パ ラ メ ー タ ー で あ る パ ー セ ン ト 短 縮 比 お よ び 周 辺 繊 維 短 縮 の 速 度 が 、 ６ ヶ
月 齢 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） マ ウ ス お よ び ６ ヶ 月 齢 ａ
ｃ ｅ ２ ＋ ／ － （ ｎ ＝ ５ ） お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ － （ ｎ ＝ ５ ） 雌 マ ウ ス で 認 め ら れ た 。 値 は 心
エ コ ー に よ り 決 定 し た 。 平 均 値 ± Ｓ Ｄ を 示 す 。 *遺 伝 子 型 群 間 で の ｐ ＜ ０ .０ ５ お よ び **遺
伝 子 型 群 間 で の ｐ ＜ ０ .０ １ 。 実 験 デ ー タ は 表 １ に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
【 図 ６ ｃ 】 Ａ Ｃ Ｅ ２ の 喪 失 は 重 篤 な 収 縮 性 心 不 全 と い う 結 果 と な る こ と を 示 す 。 ６ ヶ 月 齢
雄 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） マ ウ ス お よ び ６ ヶ 月 齢 雌 ａ
ｃ ｅ ２ ＋ ／ － （ ｎ ＝ ５ ） お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ － （ ｎ ＝ ５ ） 雌 マ ウ ス で の 血 圧 測 定 。 平 均 値
± Ｓ Ｄ を 示 す 。 血 圧 は 、 表 ２ か ら わ か る よ う に 、 侵 襲 性 の 血 行 力 学 的 測 定 を 用 い て 確 認 し
た 。 *ｐ ＜ ０ .０ ５ 。
【 ０ １ ３ ２ 】
【 図 ７ ａ 】 Ａ Ｃ Ｅ ２ 不 在 下 で の 低 酸 素 マ ー カ ー の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ び ア ン ジ オ
テ ン シ ン Ｉ Ｉ レ ベ ル の 増 大 。 ２ つ の 低 酸 素 誘 発 性 遺 伝 子 で あ る Ｂ Ｎ Ｉ Ｐ ３ お よ び Ｐ Ａ Ｉ －
１ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル の ６ ヶ 月 齢 雄 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ （ ｎ ＝ ５ ） お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ （
ｎ ＝ ５ ） マ ウ ス で の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。 個 々 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト デ ー タ を 示 す 。 **ｐ
＜ ０ .０ １ 。
【 ０ １ ３ ３ 】
【 図 ７ ｂ 】 Ａ Ｃ Ｅ ２ 不 在 下 で の 低 酸 素 マ ー カ ー の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ び ア ン ジ オ
テ ン シ ン Ｉ Ｉ レ ベ ル の 増 大 。 ２ つ の 低 酸 素 誘 発 性 遺 伝 子 で あ る Ｂ Ｎ Ｉ Ｐ ３ お よ び Ｐ Ａ Ｉ －
１ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル の ６ ヶ 月 齢 雄 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ （ ｎ ＝ ５ ） お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ （
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ｎ ＝ ５ ） マ ウ ス で の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。 ｇ ａ ｐ ｄ ｈ 対 照 に 対 し て 標 準 化 し た Ｂ Ｎ Ｉ Ｐ
３ お よ び Ｐ Ａ Ｉ － １ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 相 対 レ ベ ル を 示 す 。 **ｐ ＜ ０ .０ １ 。
【 ０ １ ３ ４ 】
【 図 ７ ｃ 】 Ａ Ｃ Ｅ ２ 不 在 下 で の 低 酸 素 マ ー カ ー の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ び ア ン ジ オ
テ ン シ ン Ｉ Ｉ レ ベ ル の 増 大 。 ６ ヶ 月 齢 雄 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） お よ び ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ

（ ｎ ＝ ８ ） 同 腹 子 マ ウ ス の 心 臓 お よ び 腎 臓 に お け る ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ （ Ａ ｎ ｇ Ｉ ） お よ
び ア ン ジ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ （ Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ ） ペ プ チ ド レ ベ ル 。 Ａ ｎ ｇ Ｉ お よ び Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ の 組
織 レ ベ ル は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 決 定 し た 。 平 均 値 ペ プ チ ド レ ベ ル ± Ｓ Ｄ を 示 す 。
**ｐ ＜ ０ .０ １ 。
【 ０ １ ３ ５ 】
【 図 ８ ａ 】 Ａ Ｃ Ｅ － Ａ Ｃ Ｅ ２ 二 重 突 然 変 異 マ ウ ス は 心 不 全 を 起 こ さ な い こ と を 示 す 。 ６ ヶ
月 齢 雄 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） 、 ａ ｃ ｅ － ／ － （ ｎ ＝ ８ ） 、 お よ び ａ ｃ ｅ － ／ － ａ ｃ ｅ
２ － ／ ｙ 二 重 突 然 変 異 （ ｎ ＝ ６ ） マ ウ ス で の 血 圧 測 定 。 平 均 値 ± Ｓ Ｄ を 示 す 。 血 圧 は 、 侵
襲 性 の 血 行 力 学 的 測 定 を 用 い て 確 認 し た 。 **野 生 型 マ ウ ス と 比 べ て 突 然 変 異 体 の ｐ ＜ ０ .
０ １ 。
【 ０ １ ３ ６ 】
【 図 ８ ｂ 】 Ａ Ｃ Ｅ － Ａ Ｃ Ｅ ２ 二 重 突 然 変 異 マ ウ ス は 心 不 全 を 起 こ さ な い こ と を 示 す 。 ６ ヶ
月 齢 雄 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） 、 ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ （ ｎ ＝ ８ ） 、 ａ ｃ ｅ － ／ － （ ｎ ＝ ８ ）
お よ び ａ ｃ ｅ － ／ － ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ 二 重 突 然 変 異 （ ｎ ＝ ６ ） 同 腹 子 に お け る パ ー セ ン ト 短
縮 比 お よ び 周 辺 繊 維 短 縮 の 速 度 。 値 は 心 エ コ ー に よ り 決 定 し た 。 平 均 値 ± Ｓ Ｄ を 示 す 。 **
遺 伝 子 型 群 間 で の ｐ ＜ ０ .０ １ 。 実 験 デ ー タ は 表 ３ に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
【 図 ８ ｃ 】 Ａ Ｃ Ｅ － Ａ Ｃ Ｅ ２ 二 重 突 然 変 異 マ ウ ス は 心 不 全 を 起 こ さ な い こ と を 示 す 。 ６ ヶ
月 齢 雄 ａ ｃ ｅ ２ ＋ ／ ｙ 、 ａ ｃ ｅ ２ － ／ ｙ 、 ａ ｃ ｅ － ／ － お よ び ａ ｃ ｅ － ／ － ａ ｃ ｅ ２ － ／

ｙ 二 重 突 然 変 異 同 腹 子 マ ウ ス に お け る 収 縮 期 心 臓 の 心 エ コ ー 測 定 。 心 エ コ ー を 図 ６ ａ の 記
載 と 同 様 に し て 分 析 し 、 標 識 し た 。 ａ ｃ ｅ ２ ヌ ル バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で の Ａ Ｃ Ｅ の 除 去 が ａ
ｃ ｅ ２ － ／ ｙ 単 一 突 然 変 異 マ ウ ス で 観 察 さ れ た 収 縮 期 の 心 臓 の 障 害 を 完 全 に 救 済 す る こ と
に 注 意 。
【 ０ １ ３ ８ 】
【 図 ９ 】 ベ ー ス ラ イ ン か ら の エ ラ ス タ ン ス の 変 化 の パ ー セ ン ト を 経 時 的 に 計 算 し た 。 肺 の
エ ラ ス タ ン ス は 気 管 の 最 大 圧 を 容 積 で 除 す る こ と に よ り 計 算 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
【 図 １ ０ 】 （ ａ ） ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２  Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 １ ） 。 （ ｂ ） ヒ ト Ａ Ｃ Ｅ ２ ポ リ ペ プ チ
ド （ 配 列 番 号 ２ ） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
【 図 １ １ 】 （ ａ ） マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２  Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ３ ） 。 （ ｂ ） マ ウ ス Ａ Ｃ Ｅ ２ ポ リ ペ
プ チ ド （ 配 列 番 号 ４ ） 。
【 ０ １ ４ １ 】
【 図 １ ２ 】 Ａ Ｃ Ｅ ２ ヌ ク レ オ チ ド 多 型 お よ び 配 列 。

10

20

30

(38) JP 2006-504637 A 2006.2.9



【 図 １ 】 【 図 ２ ａ 】

【 図 ２ ｂ 】
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【 図 ３ ｂ 】

【 図 ３ ｄ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ ｂ 】

【 図 ５ ｄ 】
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【 図 ６ ｂ 】

【 図 ６ ｃ 】

【 図 ７ ｂ 】

【 図 ７ ｃ 】

【 図 ８ ａ 】
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【 図 ８ ｂ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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摘要(译)

本发明涉及ACE2基因分型试剂盒，其包含用于检测源自动物，优选人的核酸样品中ACE2多态性的存在的检测剂。
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