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(54)【発明の名称】 炭水化物化合物および他の甘味物質の感知に関連する遺伝子および配列変異

(57)【要約】
本発明は、炭水化物、他の甘味化合物、またはエタノー
ルへの嗜好性に関連する遺伝子およびその配列変異の発
見に関する。また本発明は、炭水化物またはエタノール
の感知における差異に寄与する他の遺伝子、受容体およ
び関係を同定するための、代謝経路の研究に関する。ま
た本発明は、生殖系または体細胞系の配列変異、および
、糖尿病、他の肥満関連病、またはエタノール摂取に対
する素因の診断および予後におけるその使用に関する。
また本発明は、このような配列変異の検出および分析に
特異的なプローブまたはプライマーを提供する。また本
発明は、抗糖尿病、抗肥満のような遺伝子機能を抑制ま
たは回復するための薬剤をスクリーニングする方法、ま
たは、例えば遺伝子治療、タンパク質置換治療のような
抗アルコール摂取治療に関する。最後に本発明は、遺伝
子およびその変異を利用した甘味物質またはアルコール
の同定方法に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列番号１の配列変異を含む単離されたポリヌクレオチドで

あって、変異は炭水化物、他の甘味物質またはエタノールの感知に関連する、ポ

リヌクレオチド。

    【請求項２】  配列番号２の配列変異を含む単離されたポリヌクレオチドで

あって、変異は炭水化物、他の甘味物質またはエタノールの感知に関連する、ポ

リヌクレオチド。

    【請求項３】  配列番号４の配列変異を含む単離されたポリヌクレオチドで

あって、変異は炭水化物、他の甘味物質またはエタノールの改変された感知に関

連する、ポリヌクレオチド。

    【請求項４】  変異がミスセンス変異である、請求項１に記載のポリヌクレ

オチド。

    【請求項５】  変異がナンセンス変異である、請求項４に記載のポリヌクレ

オチド。

    【請求項６】  配列番号３の変異型を含む単離されたポリペプチドであって

、変異型は、炭水化物、他の甘味物質またはエタノールに対する改変された嗜好

性に関連する、ポリペプチド。

    【請求項７】  配列番号５の変異型を含む単離されたポリペプチドであって

、変異型は、炭水化物、他の甘味物質またはエタノールに対する改変された嗜好

性に関連する、ポリペプチド。

    【請求項８】  請求項１～３のいずれか一項に記載のポリヌクレオチドの少

なくとも８個の隣接したヌクレオチドを有する単離されたポリヌクレオチドであ

って、この８個の隣接したヌクレオチドが変異の位置を覆う、ポリヌクレオチド

。

    【請求項９】  請求項６または７に記載のポリペプチドの少なくとも４個の

隣接したアミノ酸を有する単離されたポリペプチドであって、この４個の隣接し

たアミノ酸が変異の位置を覆う、ポリペプチド。

    【請求項１０】  請求項８に記載のポリヌクレオチドと実質的に同一である

単離されたポリヌクレオチド。
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    【請求項１１】  請求項９に記載のポリペプチドと実質的に同一である単離

されたポリペプチド。

    【請求項１２】  請求項８または１０に記載のポリヌクレオチドに相補的な

配列を有する単離されたポリヌクレオチド。

    【請求項１３】  ストリンジェントな条件下で、請求項１，２，３または４

に記載のポリヌクレオチドの少なくとも８個の隣接するヌクレオチドとハイブリ

ダイズする、ＳＡＣ１遺伝子座に特異的なポリヌクレオチド。

    【請求項１４】  配列番号６～６５１およびそれらと相同な等価物からなる

群より選択される、請求項１３に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項１５】  ストリンジェントな条件下で、請求項３に記載のポリヌク

レオチドの少なくとも８個の隣接するヌクレオチドとハイブリダイズする、ＳＡ

Ｃ１遺伝子座に特異的なポリヌクレオチド。

    【請求項１６】  配列番号６～６５１およびそれらと相同な等価物からなる

群より選択される、請求項１５に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項１７】  ストリンジェントな条件下で、請求項１～５、８および１

０のいずれか一項に記載のポリヌクレオチドの少なくとも１２個の隣接するヌク

レオチドとハイブリダイズするポリヌクレオチドおよび、検出に関する指示書と

を含む、請求項１～５、８および１０のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド

の検出キット。

    【請求項１８】  請求項９または１１に記載のポリペプチドに免疫学的に反

応する、単離された抗体。

    【請求項１９】  ａ）生物サンプル中でＳＡＣ１活性を改変すること、およ

び、

  ｂ）活性を測定すること、

を含む、生物サンプル中で生体分子を分析する方法。

    【請求項２０】  ａ）生物サンプル中のポリヌクレオチドとプローブとを接

触させること、ここでプローブは請求項８または１０に記載のポリヌクレオチド

にハイブリダイズし、ハイブリダイゼーション複合体を形成させ、および、

  ｂ）上記ハイブリダイゼーション複合体を検出する



(4) 特表２００３－５３１６１４

工程を含む、生物サンプル中でポリヌクレオチドを分析する方法。

    【請求項２１】  ａ）生物サンプルとプローブとを接触させること、ここで

プローブは請求項８または１０に記載のポリヌクレオチドを含み、および、

  ｂ）前記サンプル中でＳＡＣ１  ｍＲＮＡ転写物の発現を検出する

工程を含む、ＳＡＣ１の発現を分析する方法。

    【請求項２２】  測定の工程は酵素分析である、請求項１９に記載の方法。

    【請求項２３】  プローブは固体支持体上に固定化される、請求項２０また

は２１に記載の方法。

    【請求項２４】  サンプルは血液から得られる、請求項１９～２３のいずれ

か一項に記載の方法。

    【請求項２５】  サンプルは舌から得られる、請求項１９～２３のいずれか

一項に記載の方法。

    【請求項２６】  サンプルは脾臓から得られる、請求項１９～２３のいずれ

か一項に記載の方法。

    【請求項２７】  サンプルはヒトから得られる、請求項１９～２３のいずれ

か一項に記載の方法。

    【請求項２８】  疑わしいＳＡＣ１対立遺伝子のヌクレオチド配列と、野生

型のヌクレオチド配列とを比較することを含み、疑わしいＳＡＣ１対立遺伝子と

野生型の配列との差により、ＳＡＣ１ヌクレオチド配列の配列変異を同定する、

肥満または糖尿病への感受性を同定する方法。

    【請求項２９】  請求項３、８または１０に記載のポリヌクレオチドを含む

発現ベクター。

    【請求項３０】  請求項２９に記載の発現ベクターを含む宿主細胞。

    【請求項３１】  請求項３０に記載の宿主細胞を培養し、そしてこの細胞か

らポリペプチドを回収することを含む、ポリペプチドの製造方法。

    【請求項３２】  請求項３１に記載の方法に従って製造された単離されたポ

リペプチド。

    【請求項３３】  ａ）生物サンプルと分子とを接触させること、ここで生物

サンプルはＳＡＣ１活性を有し、および、
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  ｂ）上記サンプル中でのＳＡＣ１活性を分析すること、

を含む、ＳＡＣ１活性を増加または減少させる分子を同定するためのスクリーニ

ング分析する方法。

    【請求項３４】  ａ）請求項８または１０に記載のポリヌクレオチド、請求

項９または１１に記載のポリペプチド、請求項１８に記載の抗体、または請求項

１８に記載の分子、および、

  ｂ）適切な医薬担体、

を含む、医薬組成物。

    【請求項３５】  被検者に、請求項３４に記載の医薬組成物の有効量を投与

することを含む、ＳＡＣ１の発現に関連する肥満、糖尿病、またはアルコール中

毒の治療法または予防方法。

    【請求項３６】  改変されたＳＡＣ１対立遺伝子を有するトランスジェニッ

ク動物。

    【請求項３７】  ノックアウトマウスである、請求項３６に記載のトランス

ジェニック動物。

    【請求項３８】  ７回膜貫通型Ｇタンパク質共役受容体（７ＴＭ  ＧＰＣＲ

）である、請求項６または７に記載のポリペプチド。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、概して、マウスおよびヒトの遺伝学と、細胞外炭水化物の感知との

分野に関する。特に本発明は、実験用マウス系における、甘味化合物に対する異

なる嗜好性に関連する遺伝子およびその配列変異の発見に関する。

      【０００２】

    【発明の背景】

  細胞外の炭水化物を感知し、その感知された情報を変換し、脳に中継する能力

は、味覚乳頭の膜結合受容体によって実行される。甘味受容体等を同定する多く

のアプローチが試されてきたが、これまでのところ、その問題が困難なことがわ

かっている。

      【０００３】

  哺乳動物は、その様々な甘味物質の摂取に関して多様化している。この複雑な

行動に対する遺伝学的寄与を調べるために、スクロースとサッカリンに対する嗜

好性が著しく異なる２種のマウス系を用いて、行動に関する研究、電気生理学的

な研究、および遺伝学的研究が行われた（Bachmanov et al., Behavior Genetic

s, 1996; 26: 563-573）。

      【０００４】

  最近公開されたデータは、炭水化物を感知する能力は肥満に関連することを示

している。これらの研究は、単純な炭水化物の感知は、肥満に関連するホルモン

であるレプチンによって抑制されることを示す。

      【０００５】

  これらの研究は、マウス第４染色体のテロメア上の遺伝子座が、スクロースお

よびサッカリンの摂取に関連する４０％までの遺伝変異性に関与することおよび

この遺伝子座の作用によりスクロースに対する味覚神経の反応が増強または抑制

されることを示す。

      【０００６】

    【発明の要約】

  本発明は、炭水化物化合物、他の甘味物質、またはアルコールに対する嗜好性
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に関連する遺伝子およびその配列変異を提供する。

  本発明は、食物中の炭水化物に応答する膵臓および／または筋肉の異なる応答

に関連する遺伝子およびその配列変異を提供する。

  また本発明は、糖尿病、他の肥満関連病、またはアルコール摂取に対する素因

の診断および予後に関連する配列変異およびその使用に関する。

  また本発明は、味覚嗜好に寄与するシグナル変換に関与する分子、他の受容体

および遺伝子、ならびに相関性を同定するための味覚の研究に関する。

  また本発明は、糖尿病性の体質に寄与する細胞外炭水化物の感知に関与する分

子、他の受容体および遺伝子、ならびに相関性を同定するための糖尿病の研究に

関する。

  また本発明は、炭水化物に対する特異性を改変した特定の対立遺伝子の同定に

おける配列変異およびその使用に関する。

      【０００７】

  また本発明は、形質転換された宿主細胞中での発現に適したＳＡＣ１（Ｓａｃ

とも記載される）ポリヌクレオチドを含む組換え構築物に関する。

  また本発明は、ＳＡＣ１遺伝子座の検出および分析に特異的なプライマーおよ

びプローブを提供する。

  また本発明は、ＳＡＣ１遺伝子座の部分を含むポリヌクレオチドを検出するた

めのキットに関する。

  また本発明は、改変されたＳＡＣ１対立遺伝子を有するトランスジェニック動

物に関し、例えばノックアウトマウスである。

  また本発明は、味受容体としてのＳＡＣ１の機能の抑制および回復のための薬

剤をスクリーニングする方法に関する。

  また本発明は、ＳＡＣ１遺伝子およびその配列変異を用いた甘味物質またはア

ルコールの同定に関する。

  また本発明は、グルコース濃度の恒常性制御におけるＳＡＣ１機能の抑制また

は回復のための薬剤をスクリーニングする方法に関する。

  また本発明は、アルコール摂取におけるＳＡＣ１機能を改変するための薬剤を

スクリーニングする方法に関する。
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      【０００８】

  最後に、本発明は、糖尿病または肥満病に対する治療を提供する。糖尿病およ

び肥満の治療は、遺伝子治療、タンパク質の置換、タンパク質模擬体（protein 

mimetics）および抑制剤を含む。

      【０００９】

  添付図面において：

  図１Ａは、Ｂ６（高嗜好性）系と１２９（低嗜好性）系との交配により得られ

た６３２  Ｆ２マウスを用いた、ＳＡＣ１遺伝子座の遺伝子地図を示す。マッピ

ング結果は、ＭＡＰＭＡＫＥＲ／ＱＴＬ  バージョン１.１の、制約なしのモデ

ル（unconstrained model）を用いて得られた。下部の黒三角は、Ｍ１３４Ｇ０

１マーカーにおけるピークのＬＯＤスコアを示す。下部の水平線は、１－ＬＯＤ

の信頼区間を示す。

  図１Ｂは、部分的にコンジェニックな１２９.Ｂ６－Ｓａｃbマウスのドナー断

片によって定義されたＳＡＣ１含有染色体領域を示す。部分的なコンジェニック

系統は、数種の初代マウスのＦ２を、Ｂ６系マウス第４染色体のテロメア領域の

小さい断片で同定し、継続的に１２９系に戻し交配することによって構築された

。ドナー断片の存在と大きさは、Ｎ４、Ｎ６、Ｎ７、Ｎ４Ｆ４、およびＮ３Ｆ５

世代のマウスにおける遺伝子型分析の多型マーカーによって決定された。

  図１Ｃは、部分的にコンジェニックな１２９.Ｂ６－Ｓａｃマウスから分離し

た（segregating）Ｎ６、Ｎ７、Ｎ４Ｆ４、およびＮ３Ｆ５による、水を用いた

４日間の２ボトルテストにおける毎日の平均サッカリン摂取を示す（平均±標準

誤差）。白抜きのバーはドナー断片を受け継いでいないマウスの摂取を示す。黒

いバーは、ドナー断片の１または２のコピーを有するマウスの摂取を示し、この

ドナー断片は、中央部分には２８０Ｇ１２－Ｔ７が、末端部分にはＤ４Ｍｏｎｌ

が隣接する。完全なドナー断片は、下部に示すように、ＢＡＣ  ＲＰＣＩ－２３

－１１８Ｅ２１の配列とゲノミッククローン（登録番号：ＡＦ１８５５９１）と

をオーバーラップさせることによって表した。ＳＡＣ－１含有ドナー断片の大き

さは１９４,４７８ｋｂである。

  図１Ｄは、ＳＡＣ領域における末端第４染色体のＢＡＣコンティグを示す。非
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組換え区間から、32Ｐで放射性標識したプローブを用いて、マウスＢＡＣライブ

ラリー（ＲＰＣＩ－２３）をスクリーニングした。陽性クローンをＰＣＲ解析に

よって確かめ、ハイブリダイゼーションとＰＣＲとで陽性だったクローンのみが

コンティグに含まれている。ＢＡＣ末端を配列解析し、ＰＣＲプライマーを設計

した。各ＢＡＣのＳＴＳ含量を、全てのＢＡＣ末端を用いて測定した。ＢＡＣの

大きさを、ＢＡＣをＮｏｔＩで消化することによって測定し、インサートの大き

さを、パルスフィールドゲル電気泳動によって測定した。

  図１Ｅは、ＳＡＣ１の非組換え区間に含まれる遺伝子を示す。矢印は、転写の

予想方向を示す。遺伝子予測の説明と機能に関する詳細は表１を参照すること。

  図２Ａは、マウスＳＡＣ１遺伝子（ｍＳａｃ：登録番号：ＡＦ３１１３８６）

、そのヒトオーソログ（ｈＳａｃ）を示し、前に説明した遺伝子Ｔ１Ｒ１、現在

はＧｐｒ７０をその上に並べる。黒色で示した残基は、少なくとも２種の同一残

基間で同一なものであり、灰色で示した残基は保存的な変化を示す。ヒトオーソ

ログは、ｈｔｇｓデータベースでの配列相同性検索によって同定された（登録番

号：ＡＣ０２６２８３）。ヒトオーソログのアミノ酸配列はＧＥＮＳＣＡＮを用

いて予測された。マウスＧｐｒ７０のアミノ酸配列は、ヌクレオチド配列に基づ

くプライマーを構築することによって得られ、味覚に関連するｃＤＮＡ（taste 

cDNA）を増幅し配列解析した。Ｇｐｒ７０に関連するアミノ酸配列およびヌクレ

オチド配列は、初期の報告とわずかに異なる。この論文で報告された配列は、Ｇ

ｅｎＢａｎｋに登録してある（ＡＦ３０１１６１、ＡＦ３０１１６２）。ミスセ

ンス変異の位置は、＊で示す。

  図２Ｂは、ＳＡＣ１遺伝子の構造を示す。６個のエキソンは黒い四角で示され

る。

  図２Ｃは、Ｓａｃ遺伝子から予測されたタンパク質の立体配置を示す。膜貫通

領域を決定するために、コンピュータープログラムＨＭＭＴＯＰを用いて疎水性

を測定し、ＴＯＰＯで作図した。ミスセンス変異は星印で示す。

  図３は、２種の異なるＳａｃ遺伝子のハプロタイプを用いた近交系マウスのサ

ッカリンおよびスクロースの嗜好性を示す。このハプロタイプはＢ６マウスで見

出され、他方の高甘味物質嗜好性近交系は４種の変異型からなり、そのうち２種
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の変異型は５′の予測翻訳開始コドンであり、１種の変異型はミスセンス変異で

あり（Ｉｌｅ６１Ｔｈｒ）、残りの１種の変異型は、エキソン２と３との間のイ

ントロンに位置していた。Ｂ６様のＳａｃハプロタイプを有する系統は、サッカ

リン（８２±４％）およびスクロース（８６±６％）の嗜好性が強く一方で１２

９様ハプロタイプを有する系統はこれらの溶液に無関心であった（それぞれ、５

７±２％および５４±１％、ｐ＝０.００１５）。

  図４Ａは、ＳＡＣ１遺伝子の組織での発現を示す。ｃＤＮＡは、舌のｃＤＮＡ

を除いて、複合組織パネル（multiple tissue panel）用の商業的な供給源から

得られ、前記舌のｃＤＮＡは、本明細書中で説明するように研究員によって単離

されたことを特記する。相対的なバンドの強度は、ｃＤＮＡの単離方法または濃

度における違いにより異なり得る。

  図４Ｂは、ヒト茸状乳頭のＲＮＡを生検材料から得て、逆転写し、そしてゲノ

ムおよびｃＤＮＡから得られたバンドを本明細書中に記載されるプライマーを用

いて増幅した。前記バンドをアガロースゲルより切り出し、精製し、再増幅した

。そのＰＣＲ産物を配列解析し、前記バンドはＳａｃに対するヒトオーソログを

増幅することを確かめた。

  図５は、ＳＡＣ１遺伝子に関連するマウスｃＤＮＡ配列、および、カルシウム

感知代謝型受容体に関連するｃＤＮＡのアミノ酸配列アライメントを示す。暗い

領域は、共有の類似性をもつ領域を示す。

  図６は、コンピュータープログラムＴｏｐ  Ｐｒｅｄで予測されたＳＡＣ１ア

ミノ酸配列の疎水性プロットである。Ｇタンパク質共役型受容体の、７回膜貫通

ドメインの特徴に留意すること。

      【００１０】

    ［発明の詳細な説明］

Ｉ．定義

  本発明においては、以下の定義が用いられる。

  本明細書で用いられるように、「ポリヌクレオチド」および「核酸」という用

語は、天然に存在するポリヌクレオチド、例えばＤＮＡまたはＲＮＡを意味する

。これらの用語は、特定の長さに言及していない。従って、これらの用語は、オ
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リゴヌクレオチド、プライマー、プローブ等を含む。またこれらの用語は、天然

に存在するポリヌクレオチドの類似体も意味する。ポリヌクレオチドは、二本鎖

または一本鎖いずれでもよい。ポリヌクレオチドは、放射性標識、蛍光標識、酵

素的な標識、タンパク質、ハプテン、抗体、配列タグで標識することができる。

      【００１１】

  例えば、これらの用語は、ＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、合成体、および

混合ポリマー、センス鎖およびアンチセンス鎖両方を含み、さらに、当業者によ

って容易に認識され得るように、化学的または生化学的に修飾されてもよく、ま

たは、非天然ヌクレオチドまたは誘導化されたヌクレオチド塩基を含んでもよい

。このような修飾としては、例えば、標識、メチル化、類似体での１以上の天然

に存在するヌクレオチドの置換、非荷電結合（linkage）（例えば、メチルホス

ホネート、ホスホトリエステル、ホスホラミデート、カルバメートなど）、荷電

結合（例えば、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエートなど）、ペンダント

（pendent）部分（例えば、ポリペプチド）、インターカレーター（例えば、ア

クリジン、ソラレンなど）、キレート化剤、アルキル化剤（alkylators）、およ

び修飾された結合（例えば、αアノマー核酸類など）のようなヌクレオチド間の

修飾がある。さらに、水素結合や他の化学的な相互作用を介して指定された配列

に結合できる能力においてポリヌクレオチドを模擬した合成分子もある。このよ

うな分子は、当業界で既知であり、例えば、主鎖においてリン酸結合でペプチド

結合が置き換えられた分子が含まれる。

      【００１２】

  本明細書で用いられるように、「ポリヌクレオチドの増幅」という用語は、特

異的なポリヌクレオチド配列のコピー数を増すための広範囲な技術を意味する。

一般的に、標的核酸の片方または両方の鎖の増幅は、ＤＮＡポリメラーゼ、リガ

ーゼ、ＲＮＡポリメラーゼ、またはＲＮＡ依存性逆転写酵素のような１以上の核

酸修飾酵素の使用を含む。ポリヌクレオチドの増幅反応の例としては、これらに

限定されないが、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、核酸配列に基づく増幅（Ｎ

ＡＳＢ）、セルフサステインド配列複製（self-sustained sequence replicatio

n）（３ＳＲ）、鎖置換活性化（strand displacement activation）（ＳＤＡ）
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、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、Ｑβレプリカーゼシステムなどがある。

      【００１３】

  本明細書で用いられるように、「プライマー」という用語は、核酸、例えば合

成ポリヌクレオチドを意味し、該プライマーは、相補テンプレート核酸（例えば

ＳＡＣ１遺伝子座）にアニーリングし、テンプレートに配向させた核酸合成の開

始点を提供できる。プライマーは、テンプレート配列を正確に反映させていなく

てもいいが、テンプレートにハイブリダイズするために十分に相補的でなければ

ならない。一般的に、プライマーは、３′末端に遊離の水酸基を含む。プライマ

ーの適切な長さは、目的とするプライマーの使用によるが、一般的にはヌクレオ

チドが１２～３０個の範囲である。プライマー対という用語は、増幅しようとす

る標的配列の５′末端とハイブリダイズする５′上流プライマーと、増幅しよう

とする標的配列の３′末端の相補鎖とハイブリダイズする３′下流プライマーと

を含むプライマーセットを意味する。

      【００１４】

  本発明は、ＳＡＣ１遺伝子、その相補鎖、または機能的に同等の核酸配列を増

幅するために、ＳＡＣ１遺伝子座から誘導された少なくとも８個のヌクレオチド

からなる新規なプライマー全てを含む。本発明は、従来技術にあるプライマーを

含まない。すなわち、本発明は、従来技術に存在するプライマーを含まないとい

う条件で、少なくとも８個のヌクレオチドを含む全てのプライマーを含む。

      【００１５】

  「標的ポリヌクレオチド」とは、標的配列を含むと予想され、かつ生物サンプ

ルを含む様々なタイプのサンプル中に存在する、一本鎖または二本鎖のポリヌク

レオチドを意味する。

      【００１６】

  「抗体」とは、ポリクローナルおよび／またはモノクローナル抗体、ならびに

その断片、ならびにその免疫学的に結合する等価物（immunologic binding equi

valents）を意味し、これらは、ＳＡＣ１ポリペプチドおよびその断片に、また

は、ＳＡＣ１領域からのポリヌクレオチド配列、特にＳＡＣ１遺伝子座またはそ

の部分から得られたポリヌクレオチド配列に特異的に結合できる。抗体としては
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、均質な分子成分、または、複数の異なる分子成分からなる血清製品のような混

合物がある。

      【００１７】

  抗体は、当業界で周知のインビトロ技術またはインビボ技術で製造できる。例

えば、ポリクローナル抗体の製造では、適切な標的免疫系、一般的にはマウスま

たはウサギが選択される。実際には、精製抗原が免疫系に与えられる。一般的な

注射部位は肉趾、筋肉内、腹腔内、または皮内である。次にポリクローナル抗体

を精製し、例えばイムノアッセイによって免疫応答を試験する。

      【００１８】

  モノクローナル抗体の製造では、タンパク質、ポリペプチド、融合タンパク質

、またはその断片をマウスに注射する。適切な時間が経過した後、脾臓を摘出し

、適切な選択条件下で、一般的には不死化ミエローマ細胞に個々の脾臓細胞を融

合させる。その後、細胞をクローン的に分離し、抗原の所望の領域に特異的な適

切な抗体の生産について、各クローンの上清を試験する。モノクローナル抗体の

親和性は、一般的には１０-8Ｍ-1、好ましくは１０-9～１０-10Ｍ-1、またはそ

れ以上の強さである。

      【００１９】

  他の適切な技術としては、抗原ポリペプチドへの、またあるいは、ファージま

たは類似のベクター中の抗体の選択ライブラリーへの、リンパ球のインビトロ露

出がある。

      【００２０】

  抗体は、しばしば、検出可能シグナルを発する物質を、共有結合または非共有

結合で結合することによって標識される。多種多様な標識技術や結合技術が知ら

れている。適切な標識としては、放射性核種、酵素、基質、補因子、阻害因子、

蛍光因子、化学発光因子、磁気粒子などがある。また組換え免疫グロブリンも製

造できる。

      【００２１】

  「結合パートナー」とは、例えば抗原と抗原特異的抗体、または、酵素とその

阻害因子のような、特異性を有する他の分子と結合できる分子を意味する。結合
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パートナーは当業界で既知であり、例えば、ビオチンおよびアビジンまたはスト

レプトアビジン、ＩｇＧおよびプロテインＡ、受容体－リガンド対、ならびに、

相補ポリヌクレオチド鎖がある。相補ポリヌクレオチド鎖結合パートナーの場合

、パートナーは通常少なくとも約１５、２０、２５、３０、４０塩基の長さであ

る。

      【００２２】

  「生物サンプル」とは、分析物（例えばポリヌクレオチド、ポリペプチド）を

含むと予測される組織または液体サンプルを意味し、例えば、これらに限定され

ないが、血漿、血清、脊髄液、リンパ液、肌の外部断片、気道、腸管および尿生

殖器管、涙、唾液、血液細胞、血液器官、血液組織、ならびに、インビトロでの

細胞培養成分サンプルがある。生物サンプルは、一般的にはヒトや他の動物から

得られる。

      【００２３】

  「コードする（encode）」とは、ポリヌクレオチドが、ネイティブな状態であ

るか、一方で、当業者に周知の方法で操作されている際に、ｍＲＮＡおよび／ま

たはポリペプチドまたはその断片を産生するために転写および／または翻訳され

得る場合、ポリペプチドを「コードする」ことを意味する。アンチセンス鎖は、

このような核酸と相補的であり、コーディング配列を前記核酸から推測すること

ができる。

      【００２４】

  「単離された」または「実質的に純粋な」ポリヌクレオチドまたはポリペプチ

ド（例えばＲＮＡ、ＤＮＡ、タンパク質）とは、他の細胞成分から実質的に分け

られたものであり、上記細胞成分とは、ネイティブなヒト核酸またはタンパク質

と天然に共存するものであって、例えばリボゾーム、ポリメラーゼ、多くの他の

ヒトゲノム配列やタンパク質である。この用語は、天然に存在する環境から取り

出された核酸配列またはペプチド配列を含み、組換え体またはクローン化ＤＮＡ

単離体、化学合成された類似体、または異種系統によって生合成された類似体を

含む。

      【００２５】
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  「ＳＡＣ１対立遺伝子」とは、ＳＡＣ１遺伝子座の正常な対立遺伝子を意味し

、同様に、個体が、肥満、糖尿病を発症する素因となる変異を有する対立遺伝子

、または、アルコール摂取またはアルコール中毒に関連する対立遺伝子を意味す

る。

      【００２６】

  「ＳＡＣ１遺伝子座」とは、ポリヌクレオチド、すなわち、ＳＡＣ１領域で、

正常な個体において発現する可能性があるポリヌクレオチドを意味し、該ポリヌ

クレオチドの特定の対立遺伝子は、個体への肥満、糖尿病またはアルコール摂取

またはアルコール中毒を発症する素因となる。ＳＡＣ１遺伝子座は、コーディン

グ配列、介在配列、ならびに、転写および／または翻訳を制御する調節要素を含

む。ＳＡＣ１遺伝子座は、全ての対立遺伝子のＤＮＡ配列変異を含み得る。

      【００２７】

  本発明で用いられるＤＮＡ配列とは、通常、少なくとも約５個のコドン（１５

個のヌクレオチド）、７、１０、１５、２０または３０個のコドンからなり、最

も好ましくは少なくとも約３５個のコドンからなる。１以上のイントロンも存在

し得る。このヌクレオチド数は、通常、ＳＡＣ１遺伝子座に特異的にハイブリダ

イズする好適なプローブに必要とされるほぼ最低限の長さである。

      【００２８】

  「ＳＡＣ１領域」とは、マーカー２８０Ｇ１２－Ｔ７およびＤ４Ｍｏｎ１を結

合させたマウス第４染色体の部分を意味し、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号はＹＧ７７

７２（配列番号６５２）、

である。中間部のＣＡ配列は、長さを変えることができる。Ｂ６マウスにおいて

ｎは１９であり、一方で１２９マウスにおいてｎは１６である。この領域はＳＡ

Ｃ１遺伝子を含むＳＡＣ１遺伝子座を含む。ＳＡＣ１遺伝子のＧｅｎＢａｎｋ登

録番号は、ＡＦ３１１３８６である。
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      【００２９】

  本明細書で用いられるように、ＳＡＣ１遺伝子、ＳＡＣ１遺伝子座、ＳＡＣ１

領域またはＳＡＣ１対立遺伝子の「部分」または「断片」とは、最小限の大きさ

である少なくとも約１５個、また好ましくは少なくとも約２０個、より好ましく

は少なくとも約２５個のヌクレオチドを有するものと定義され、さらに、最小限

の大きさが少なくとも約４０個であってもよい。

      【００３０】

  本明細書で用いられるように、「ポリペプチド」という用語は、アミノ酸のポ

リマーを意味し、長さについては特定されない。この用語は、天然に存在するタ

ンパク質を含む。またこの用語は、修飾体、類似体およびそれらの機能的模擬体

も意味する。例えば、ポリペプチド修飾体としては、糖付加、アセチル化、リン

酸化された修飾体などがある。ポリペプチド類似体としては、非天然アミノ酸、

置換されたリンケージなどが含まれる。また、高ストリンジェントまたは低スト

リンジェント条件下で、関心のある核酸にハイブリダイズするＤＮＡでコードさ

れたポリペプチドも含まれる。

      【００３１】

  ポリペプチド修飾体は、一次構造配列に実質的に相同なポリペプチドを含み、

例えば、インビボまたはインビトロで化学的および生化学的に修飾されたポリペ

プチド修飾体や、他と異なるアミノ酸を取り込んだポリペプチド修飾体が含まれ

る。この場合の修飾はとしては、例えば、アセチル化、カルボキシル化、リン酸

化、グリコシル化、ユビキチン化、例えば放射性核種での標識化、および様々な

酵素的修飾があり、当業者に容易に認識される。このような目的に有用な様々な

種類のポリペプチド標識化方法や、置換または標識が、当業界で周知であり、32

Ｐのような放射活性同位体、標識された抗リガンド（例えば抗体）に結合するリ

ガンド、蛍光体、化学発光因子、酵素、および、標識されたリガンドに特異的な

結合対成分として作用する抗リガンドがある。標識の選択は、所望の感受性、プ

ライマーとの結合容易性、安定性条件、および、利用可能な器具類によってなさ

れる。ポリペプチドの標識方法は、当業界で周知である（Sambrook et al., 198

9 or Ausubel et al., 1992を参照）。
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      【００３２】

  実質的に全長のポリペプチドのほかにも、本発明では、ポリペプチドの生物活

性断片を提供する。重要な生物活性としては、リガンド結合、免疫活性、および

ＳＡＣ１ポリペプチドの他の生物活性特徴がある。免疫活性としては、標的免疫

系における免疫原性機能、および、結合のための免疫エピトープのシェアリング

の両方を含み、ＳＡＣ１タンパク質のエピトープに対する競合物または置換抗原

として作用する。本明細書で用いられるように、「エピトープ」とは、ポリペプ

チドの抗原決定基を意味する。エピトープは、エピトープに特有な空間構成にお

いて３個のアミノ酸を含み得る。一般的に、エピトープは、少なくとも５個のこ

のようなアミノ酸からなり、より通常には少なくとも８～１０個のこのようなア

ミノ酸からなる。このようなアミノ酸の空間構成の決定方法は、当業界で周知で

ある。

      【００３３】

  免疫学的な目的のために、タンデムリピートポリペプチド断片を免疫原として

用いることができ、それによって高い抗原性のタンパク質を製造することができ

る。あるいは、このようなポリペプチドは、特異的結合に非常に有用な競合物と

して作用することができる。

      【００３４】

  融合タンパク質は、ＳＡＣ１ポリペプチドおよび断片を含む。相同なポリペプ

チドとは、２以上のＳＡＣ１ポリペプチド配列間での融合体、または、ＳＡＣ１

配列と関連タンパク質との融合体であり得る。同様に、非相同な融合体も構築で

き、該融合体は、誘導タンパク質の特性や活性の組み合わせを実現できる。例え

ば、リガンド結合ドメインまたは他のドメインを、異なる新規融合ポリペプチド

または断片間で「交換」することができる。このような相同または非相同融合ポ

リペプチドは、例えば、改変された結合の強度または特異性を表し得る。融合パ

ートナーとしては、免疫グロブリン類、細菌のβ－ガラクトシダーゼ、ｔｒｐＥ

、プロテインＡ、β－ラクタマーゼ、α－アミラーゼ、アルコールデヒドロゲナ

ーゼ、および酵母α交配因子（mating factor）がある。

      【００３５】
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  融合タンパク質は、一般的に、組換え核酸方法または化学合成方法のいずれか

で製造することができる。ポリペプチドの合成技術は当業界周知である。

      【００３６】

  ネイティブなポリペプチドの機能的模擬体は、当業界で既知の方法で得ること

ができる。例えば、ネイティブなアミノ酸配列に対して、少なくとも約５０％、

好ましくは約７０％超、より好ましくは少なくとも約９０％相同なポリペプチド

であり得る。置換体は、一般的には、ポリペプチド中の１以上の部位において１

つのアミノ酸を他のアミノ酸に交換することを含み、例えばタンパク質分解によ

る開裂に対する安定性のような、ポリペプチドの１以上の特性を、他の機能や特

性を損なうことなく調節するために設計することができる。アミノ酸置換体は、

含まれる残基の、極性、電荷、溶解性、疎水性、親水性、および／または両親媒

性特徴における類似性に基づき作製される。好ましい置換体は、保存的な置換体

、すなわち１個のアミノ酸が類似の形および電荷を有する１個のアミノ酸で置換

されたものである。保存的な置換は、当業界で周知であり、一般的には、以下の

基の間、すなわち、グリシン、アラニン；バリン、イソロイシン、ロイシン；ア

スパラギン酸、グルタミン酸；アスパラギン、グルタミン；セリン、スレオニン

；リシン、アルギニン；およびチロシン、フェニルアラニンの間での置換である

。

      【００３７】

  ある種のアミノ酸を、例えば、抗体の抗原結合領域や、基質分子上の結合部位

や、ポリペプチドと相互作用するタンパク質上の結合部位のような構造との相互

結合能力が顕著に損失することなく、ポリペプチド構造中、他のアミノ酸で置換

することができる。ポリペプチドの生物学的機能活性を決定するのはポリペプチ

ドの相互作用能力と特徴であるため、特定のアミノ酸置換体は、タンパク質配列

中、およびその基礎となるＤＮＡコーディング配列中で形成することができ、そ

れでも同様の特性を有するタンパク質を得ることができる。このような変更を形

成することにおいて、アミノ酸の疎水性指標を考慮することができる。タンパク

質上の相互的な生物学的機能を与える疎水性アミノ酸の指標の重要性は、当業界

で一般的に認められている。あるいは、好ましいアミノ酸の置換体を、親水性に
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基づき効果的に製造することができる。

      【００３８】

  ペプチド模擬体は、タンパク質二次構造の構成要素を模擬したペプチド含有分

子であり得る。ペプチドの使用を裏付ける基本的な理論的解釈は、例えば抗体と

抗原、酵素と基質または足場タンパク質のような分子相互作用を容易にするよう

な様式で、アミノ酸側鎖を正しい位置に置くために、タンパク質のペプチド主鎖

が主に存在することである。ペプチド模擬体は、天然分子と類似した分子相互作

用ができるように設計される。模擬体は、全てがペプチドでなくてもよいが、天

然ポリペプチドの主要な生物活性を保持するものである。

      【００３９】

  ポリペプチドは、原核生物細胞で発現させて製造してもよいし、合成で製造し

てもよい。これらのポリペプチドは、一般的に、グリコシル化のようなネイティ

ブな翻訳後プロセシングを欠いている。ポリペプチドは、放射性標識、蛍光標識

、酵素標識、タンパク質、ハプテン、抗体、配列タグで標識することができる。

      【００４０】

  「ＳＡＣ１ポリペプチド」とは、ＳＡＣ１遺伝子座、変異体、断片またはそれ

らの機能的模擬体によってコードされたタンパク質またはポリペプチドの意味で

ある。ＳＡＣポリペプチドは、本明細書で説明された、単離および／または精製

された形のいずれかのエキソンから誘導されたものでもよい。ＳＡＣ１ポリペプ

チド配列は、一般的に、少なくとも約５個のアミノ酸の長さを有し、通常、少な

くとも約１０、１５、２０、３０個の残基の長さを有する。

      【００４１】

  「アルコール摂取」とは、動物のエタノールに関する摂取および／または嗜好

性を意味する。

  「糖尿病」とは、グルコース代謝または脂肪酸代謝に関連する生物学的物質の

増減量の表現型特徴を示す病気を意味する。「炭水化物」という用語は、単純な

単糖類および二糖類を意味する。

      【００４２】

  「配列変異」または「変異型」という用語は、全てのタイプの多型および変異
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を含む。配列変異は、単一のヌクレオチド変異から、２以上のヌクレオチドの挿

入、修飾、または欠失の範囲までを含み得る。配列変異は、遺伝子のエキソン、

イントロン、または調節領域に配置され得る。

      【００４３】

  多型とは、集団において、２以上の遺伝学的に決定された代替配列または対立

遺伝子の出現を意味する。二多型（biallelic polymorphism）は２種の型を有す

る。三多型（triallelic polymorphism）は３種の型を有する。多型部位は、配

列分岐（sequence divergence）が生じる遺伝子座である。複相生物は、対立遺

伝子様式に関して同型接合体でも、異種接合体でもよい。多型部位は、少なくと

も２種の対立遺伝子を有し、それぞれ選択された集団において１％超の頻度で出

現する。また多型部位としては、制限酵素断片長多型、タンデムリピートの繰り

返し数（ＶＮＴＲ）、超可変領域、ミニサテライト、ジヌクレオチドリピート、

トリヌクレオチドリピート、テトラヌクレオチドリピート、単純な配列リピート

、および挿入成分を含み得る。第一に同定された対立遺伝子型を、参照配列とし

て任意に設計することができ、他方の対立遺伝子型を、代替または変異の対立遺

伝子として設計することができる。選択された集団で最も頻繁に出現する対立遺

伝子形体は、しばしば野生型形体またはコンセンサス配列と呼ばれる。

      【００４４】

  変異としては、コーディング領域および非コーディング領域における、欠失、

挿入および点変異がある。欠失は、遺伝子全体に対してでもよく、遺伝子のわず

か一部に対してでもよい。点変異により、停止コドン、フレームシフト変異、ま

たはアミノ酸置換を形成することができる。体細胞変異は、肝臓、心臓等の特定

の組織においてのみに発生し、生殖系列においては遺伝しない。生殖系列の変異

は、体の組織いずれかにおいて見出され、遺伝する。

      【００４５】

  「実施可能に連結した（operably linked）」とは、構成成分が所定の方法で

機能できる関係にあるような並びを意味する。例えば、あるプロモーターがある

コーディング配列の転写または発現に影響する場合、そのプロモーターはそのコ

ーディング配列と実施可能に連結される。
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      【００４６】

  「プローブ」という用語は、標的領域に特異的にハイブリダイズ可能な、任意

の適切な長さのポリヌクレオチドを意味する。プローブは、当業界で既知の方法

で用いて標識またはレポーター分子に付着させることができる。プローブは、相

同なポリヌクレオチドを用いて選択できる。あるいは、このようなポリペプチド

または類似のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、遺伝子コードにお

ける冗長性を用いて合成または選択できる。様々なコドンの置換を、例えばサイ

レント変化（それによって様々な制限部位が製造される）によって導入でき、ま

たは、特定の系のために発現を最適化するのに導入することもできる。変異は、

ポリペプチドの特性を改変するために導入でき、リガンド結合親和性、鎖間親和

性、またはポリペプチド分解もしくは代謝回転率（turnover rate）を変化させ

得る。

      【００４７】

  本発明の合成オリゴヌクレオチドまたは他のポリヌクレオチドを含むプローブ

は、天然に存在するかまたは組換えの一本鎖または二本鎖ポリヌクレオチドから

誘導してもよく、または、化学的に合成してもよい。またプローブを、ニックト

ランスレーション、クレノーフィルイン反応（Klenow fill-in reaction）また

は他の当業界周知の方法で標識してもよい。

      【００４８】

  ポリヌクレオチド配列の部分は、少なくとも約８個、通常約１５個のヌクレオ

チドを有し、約６ｋｂ未満、通常約１.０ｋｂ未満であり、ＳＡＣ１をコードし

たポリヌクレオチド配列から得られ、該部分は、プローブとして好ましく用いら

れる。

      【００４９】

  「単離された」、「実質的に純粋な」、および「実質的に相同な」という用語

は、その天然状態において共存する成分から分離されたタンパク質またはポリペ

プチドを説明するのに交換可能に用いることができる。単量体タンパク質は、サ

ンプルの少なくとも約６０％～７５％が単一のポリペプチド配列を示していれば

実質的に純粋である。実質的に純粋なタンパク質は、一般的に約６０％～９０％
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（Ｗ／Ｗ）、より通常的には約９５％のタンパク質サンプルを含み、より好まし

くは約９９％超純粋なタンパク質である。タンパク質純度または相同性は、当業

界周知の数々の手法によって示され、例えば、タンパク質サンプルのポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動、続いてゲル染色して単一のポリペプチドバンドを可視化

する手法がある。ＨＰＬＣや精製で利用される当業界周知の他の方法によって、

特定の目的のためにより高い解像度を得ることができる。

      【００５０】

  ＳＡＣ１タンパク質は、天然状態において共存する天然の混入物から分離され

れば、実質的に天然に含まれる成分を含まない。従って、化学合成されたポリペ

プチド、または天然に生じる細胞ではない細胞系で合成されたポリペプチドは、

その天然に含まれる成分を実質的に含まない。またタンパク質は、当業界で周知

のタンパク質精製技術を用いた単離によって、天然に含まれる成分を実質的に含

ませないようにできる。

      【００５１】

  「組換え核酸」とは、天然に存在しない核酸、または、２種の異なって分離さ

れた配列断片の人工的な組み合わせによって形成された核酸である。この人工的

な組み合わせは、しばしば、化学合成方法、または、核酸の単離断片の人工処理

、例えば遺伝子工学技術のいずれかによって達成される。このような方法を行う

ことによって、通常、同じアミノ酸または保存的アミノ酸をコードした冗長なコ

ドン（redundant codon）で、コドンを置換し、一方で、通常、配列認識部位を

導入または除去する。あるいは、所望の機能の組み合わせを形成するために、所

望の機能の核酸断片を共に加えることが行われる。

      【００５２】

  「調節配列」とは、通常、遺伝子座のコーディング領域から１００ｋｂ以内の

配列を意味するが、コーディング領域からより遠くてもよく、遺伝子発現に影響

を与える（遺伝子の転写、翻訳、スプライシング、メッセンジャーＲＮＡの安定

性等を含む）。

      【００５３】

  「実質的に相同または類似」について。核酸またはその断片が、他の核酸（ま
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たはその相補鎖）と共に最適に配列された場合（適切なヌクレオチド挿入物また

は欠失を伴い）、少なくとも約６０％、通常的には少なくとも約７０％、より通

常的には少なくとも約８０％、好ましくは少なくとも約９０％、より好ましくは

少なくとも約９５％～９８％のヌクレオチド配列同一性があれば、核酸またはそ

の断片は、他の核酸に対して、実質的に相同（または「実質的に類似」）である

。

      【００５４】

  同一性とは、２種のポリペプチド配列間または２種のポリヌクレオチド配列間

での配列関連性の程度を意味し、このような配列の２本の鎖間でのマッチングを

同定することによって決定される。同一性は、容易に計算できる（Lesk A. M., 

ed., Computational Molecular Biology, New York: Oxford University Press,

 1988; Smith D. W., ed., Biocomputing: Informatics and Genome Projects, 

New York: Academic Press, New York, 1993; Griffin A. M., and Griffin H. 

G., eds., Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, New Jersey: Humana

 Press, 1994; von Heinje G., Sequence Analysis in Molecular Biology, Aca

demic Press, 1987; and Gribskov M. and Devereux J., eds., Sequence Analy

sis Primer, New York: M Stockton Press, 1991）。

      【００５５】

  あるいは、核酸またはその断片が、選択的なハイブリダイゼーション条件下で

他の核酸（またはその相補鎖）に、鎖に、またはその相補鎖にハイブリダイズし

得る場合、実質的に相同または類似とする。完全に特異性を欠いた場合より実質

的により選択的なハイブリダイゼーションが実行される場合、ハイブリダイゼー

ションによる選択が実現する。一般的に、少なくとも約１４個のヌクレオチドの

ストレッチに対して、少なくとも約５５％、好ましくは少なくとも約６５％、よ

り好ましくは少なくとも約７５％、最も好ましくは少なくとも約９０％の相同性

を有する場合、選択的なハイブリダイゼーションが実現し得る。相同性比較の長

さは、説明したように、より長いストレッチを超えうるものであり、特定の実施

形態においては、少なくとも約９個、通常的には少なくとも約２０個、より通常

的には少なくとも約２４個、一般的には少なくとも約２８個、より一般的には少
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なくとも約３２個、好ましくは少なくとも約３６個またはそれ以上のヌクレオチ

ドのストレッチをしばしば超過する。

      【００５６】

  核酸ハイブリダイゼーションは、塩濃度、温度、または有機溶媒、加えて、塩

基組成、相補鎖の長さ、および、ハイブリダイズされる核酸間のヌクレオチド塩

基ミスマッチの数など、条件によって影響を受け、当業者によって容易に認識さ

れる。ストリンジェントな温度条件とは、一般的には３０℃を超過する温度、一

般的に３７℃を超過する温度、好ましくは４５℃を超過する温度であり得る。ス

トリンジェントな塩条件とは、通常、１０００ｍＭ未満、一般的には５００ｍＭ

未満、好ましくは２００ｍＭ未満であり得る。しかしながら、いずれの単独のパ

ラメーター値よりも、パラメーターの組み合わせの方がよりいっそう重要である

。

      【００５７】

  「実質的に相同」または「実質的に同一」という用語は、ポリペプチドについ

て言及された場合、問題のポリペプチドまたはタンパク質が、天然に存在するタ

ンパク質全体またはその部分と、少なくとも約３０％、通常的には少なくとも約

７０％、好ましくは少なくとも約９５％の同一性を示すことを意味する。

      【００５８】

  相同性とは、ポリペプチドに対する場合、一般的に、配列解析ソフトウェアを

用いて測定される（例えば、the Sequence Analysis Software Package of the 

Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Centerを

参照）。タンパク質解析ソフトウェアは、相同性の指標を用いて、様々な置換、

欠失および他の修飾の入った類似の配列を見出す。保存的な置換は、一般的に、

以下の基の間、すなわち、グリシン、アラニン；バリン、イソロイシン、ロイシ

ン；アスパラギン酸、グルタミン酸；アスパラギン、グルタミン；セリン、スレ

オニン；リシン、アルギニン；およびフェニルアラニン、チロシンの範囲内での

置換を含む。

      【００５９】

  「実質的に類似の機能」とは、野生型ＳＡＣ１核酸または野生型ＳＡＣ１ポリ
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ペプチドに関する、修飾された核酸または修飾されたタンパク質の機能を意味す

る。修飾されたポリペプチドは、野生型ＳＡＣ１ポリペプチドと実質的に相同で

あり、実質的に同じ機能を有し得る。修飾されたポリペプチドは、改変されたア

ミノ酸配列を有してもよく、および／または、修飾されたアミノ酸を含んでもよ

い。機能の類似性に加えて、修飾されたポリペプチドは、より長い半減期のよう

な、他の有用な特性を持つことができる。修飾されたポリペプチドの機能（活性

）の類似性は、野生型ＳＡＣ１ポリペプチドの活性と実質的に同じであり得る。

あるいは、修飾されたポリペプチドの機能（活性）の類似性は、野生型ＳＡＣ１

ポリペプチドの活性より高いこともあり得る。修飾されたポリペプチドは、従来

技術で合成されるか、または、修飾された核酸でコードされ、従来技術で産生さ

れる。修飾された核酸は、従来技術で調製される。野生型ＳＡＣ１遺伝子の機能

と実質的に類似した機能を有する核酸は、上述の修飾タンパク質を産生する。

      【００６０】

  ポリペプチドの「断片」、「部分」または「セグメント」とは、少なくとも約

５～７個、場合によって少なくとも約７～９個、通常的には少なくとも約９～１

３個、最も好ましくは少なくとも約２０～３０個以上の隣接したアミノ酸からな

るアミノ酸残基のストレッチである。

      【００６１】

  本発明のポリペプチドは、可溶性であれば、固体支持体、例えばニトロセルロ

ース、ナイロン、カラム充填材料（例えば、セファロースビーズ）、磁気ビーズ

、グラスウール、プラスチック、金属、ポリマーゲル、セル（cell）、または他

の物質に結合することができる。このような支持体は、例えばビーズ、ウェル、

ディップスティック、または膜状の形態をとることができる。

      【００６２】

  「標的領域」とは、増幅および／または検出される核酸の領域を意味する。「

標的配列」という用語は、望ましい条件下でプローブまたはプライマーが安定な

ハイブリッドを形成できる配列を意味する。

      【００６３】

II．マウスＳＡＣ１遺伝子のポジショナルクローニング、および、改変された炭
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水化物感受性に関連する遺伝子およびその配列変異の発見

  近交系マウスは、それぞれ甘味物質の摂取において異なる（Bachmanov A. A.,

 Reed D. R., Tordof M. G., Price R. A., and Beauchamp G. K. Intake of et

hanol, sodium chloride, sucrose, citric acid, and quinine hydrochloride 

solutions by mice: a genetic analysis. Behavior Genetics, 1996; 26: 563-

573; Lush I. E., The genetics of tasting in mice. VI. Saccharin, acesulf

ame, dulcin and sucrose. Genet Res, 1989; 53: 95-99; Lush I. The genetic

s of bitterness, sweetness, and saltiness in strains of mice. In Genetic

s of Perception and Communication, Vol.3, eds. Wysocki C. and Kare M., N

ew York: Marcel Dekker, 1991: 227-235; Capretta P. J. Saccharin and sacc

harin-glucose ingestion in two inbred strains of Mus musculus. Psychon. 

Sci., 1970; 21: 133-135; Nachman M. The inheritance of saccharin prefere

nce, Journal of Comp Physiol Psychol, 1959; 52: 451-457）。飼育実験およ

び連鎖実験により、単一の遺伝子、すなわちＳａｃ遺伝子座（サッカリン摂取に

関連する）が、遺伝的変異の大部分を占めることが示される（Fuller J. L. Sin

gle-locus control of saccharin preference in mice. Journal of Heredity, 

1974; 65: 33-36; Capeless C. G. and Whitney G. The genetic basis of pref

erence for sweet substances among inbred strains of mice: preference rat

io phenotypes and the alleles of the Sac and dpa loci. Chem Senses, 1995

; 20: 291-298: Bachmanov A. A. et al. Sucrose consumption in mice: major

 influence of two genetic loci affecting peripheral sensory responses. M

ammalian Genome, 1997; 8: 545-548; Belknap J. K. et al. Single-locus con

trol of saccharin intake in BXD/Ty recombinant inbred(RI) mice: some met

hodological implications for RI strain analysis. Behav Genet, 1992; 22: 

81-100; Blizard D. A., Kotlus B., and Frank M. E. Quantitative trait loc

i associated with short-term intake of sucrose, saccharin and quinine so

lutions in laboratory mice. Chem Senses, 1999; 24: 373-85）。遺伝的およ

び物理的なマッピング方法で、Ｓａｃ遺伝子座を含むマウス第４染色体のテロメ

ア末端に１９４ｋｂの区間が同定された。この区間内に配列されたＢＡＣから、
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他の推定上の味受容体と３０％アミノ酸相同性を有する遺伝子の同一性が導かれ

た（Hoon M. A. et al. Putative mammalian taste receptors: a class of tas

te-specific GPCRs with distinct topographic selectivity. Cell, 1999; 96:

 541-551）。この遺伝子は、マウスの舌で発現される。この遺伝子上の変異の検

出により、低い甘味物質嗜好性であるマウスで見出されたハプロタイプ（１２９

、Ｂａｌｂ／ｃ、ＡＫＲ、およびＤＢＡ２）を定義する４種の他の配列変異を有

するミスセンス変異体（Ｉｌｅ６１Ｔｈｒ）が明らかになった。代替の５種の変

異型ハプロタイプが、高い甘味液体嗜好性のマウスで見出された（Ｂ６、ＳＷＲ

、ＩＳ、ＳＴ、およびＳＥＡ）。この遺伝子のヒトオーソログが存在し、ヒト味

覚乳頭で発現される。従って本発明者らは、この遺伝子が甘味受容体であり、こ

の遺伝子内での変異がＳａｃ遺伝子座の表現型に関与することを提唱する。

      【００６４】

  この遺伝子座を同定するために、高い甘味物質嗜好性マウス（Ｃ５７ＢＬ／６

ＢｙＪ；Ｂ６）および低い甘味物質嗜好性マウス（１２９Ｐ３／Ｊ；元は１２９

／Ｊであり、本明細書では１２９と略記される）を、Ｆ２世代を得るための親系

統として用いた。Ｆ２マウスにおいて、９６時間の２ボトル味覚試験（2-bottle

 taste test）により甘味物質の嗜好性に関連する表現型を分析し、Ｂ６系統と

１２９系統との間の多型マーカーで遺伝子型を分析した（図１Ａ）。この分析の

結果から、優性遺伝様式を有するＢ６対立遺伝子との、マーカーＤ１８３４６付

近でのピーク連鎖（peak linkage）が示された。Ｆ２世代から得られた組換えマ

ウスを用い、各世代に対する選択基準として遺伝子型（Ｄ１８３４６におけるＢ

６対立遺伝子；図１Ｂ）および表現型（高いサッカリン摂取；図１Ｃ）の特徴を

用いて、部分的にコンジェニックな１２９.Ｂ６－Ｓａｃマウスを作製した。多

型マーカーで部分的にコンジェニックなマウスを遺伝子型分析することにより、

Ｓａｃ非組換え区間が定義される。放射線ハイブリッドマッピングを、追加のマ

ーカー（Ｒ７４９２４、Ｄ１８４０２、Ｄ１８３４６、アグリン（Agrin）、Ｖ

２ｒ２およびＤ４Ｅｒｔｄ２９６ｅ）を用いて行った。これらのマーカーをＴ３

１マウスの放射線ハイブリッドパネル中でＤＮＡ、ならびに、マウスおよびハム

スター対照ＤＮＡを用いて増幅し、適切な大きさのバンドの存在または非存在に
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関してスコアを付け、そのデータをジャクソン研究所（Jackson Laboratory）で

分析した。全てのマーカーは、当初の連鎖分析で示されたＳＡＣ１の信頼区間内

にあり、その後の分析で用いられた。

      【００６５】

  ＢＡＣライブラリーを非組換え区間内のマーカーでスクリーニングし、コンテ

ィグを展開した（図１Ｄ）。ＢＡＣクローンを配列解析のために選択した（ＲＰ

ＣＩ－２３－１１８Ｅ２１、２４６ｋｂ）。このＢＡＣ内において、他のＥＳＴ

および既知の遺伝子（表１）に加えて、Ｔ１Ｒ１（推定の味受容体）に対して３

０％の相同性を有する遺伝子が見出された（図２Ａ）。この遺伝子に対するヒト

オーソログが公共のｈｔｇｓデータベースで利用できるＢＡＣから同定され、予

測タンパク質配列をＳＡＣ１およびＴ１Ｒ１と共に並べた。ＳＡＣ１は８５８個

の長さのアミノ酸であり、６個のエキソンを含み、イントロンおよびエキソンの

境界は、マウスの舌のｃＤＮＡの配列解析から決定された（図２Ｂ）。このタン

パク質の二次構造が膜貫通ドメインに関して予測された（図２Ｃ）。

      【００６６】

  この遺伝子が２種の系統間の行動差異に関与し得る機能的な多型を含むか否か

を決定するために、ＳＡＣ１遺伝子と上流および下流の数ｋｂとを含む１１.８

ｋｂの配列をＰＣＲプライマーを用いて増幅し、次に、高嗜好性系統と低嗜好性

系統とから得られたＤＮＡを用いて配列解析した（Lush I. E., The genetic of

 tasting in mice. VI. Saccharin, acesulfame, dulcin and sucrose. Genet R

es 1989; 53: 95-99; Lush I. The genetics of bitterness, sweetness, and s

altiness in strains of mice. In Genetics of Perception and Communication

, Vol.3, eds. Wysocki C. and Kare M., New York: Marcel Dekker, 1991: 227

-235）。多くの変異体がこれらの系統間で存在し、これらのうち、５種の変異体

が低嗜好性系統において見出されたが、高嗜好性系統では見出されなかった。こ

れらのうち１種は、ミスセンス変異を生じる（Ｉｌｅ６１Ｔｈｒ；図２）。他の

４種の変異体は、非コーディング領域にあった（Ｔ＞Ａ－２３８３  ｎｔ；Ａ＞

Ｇ－１８３ｎｔ；Ａ＞Ｇ＋１３４ｎｔ；Ｔ＞Ｃ＋６５１ｎｔ、エキソン２と３と

の間）これら５種の変異体を、１２９様ハプロタイプまたはＢ６様ハプロタイプ
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と称する。また、既知のサッカリンおよびスクロース嗜好性を有することがわか

っている追加の近交系マウス（Lush I. E., The genetics of tasting in mice.

 VI. Saccharin, acesulfame, dulcin and sucrose. Genet Res, 1989; 53: 95-

99; Lush I. The genetics of bitterness, sweetness, and saltiness in stra

ins of mice. In Genetics of Perception and Communication, Vol.3, eds. Wy

socki C. and Kare M., New York: Marcel Dekker, 1991: 227-235; Lush I. E.

 and Holland G. The genetics of tasting in mice. V. Glycine and cyclohex

amide. Genet Res, 1988; 52: 207-212）も配列解析した。１２９様ハプロタイ

プが低い甘味物質嗜好性を有するマウス中で見出され、Ｂ６様ハプロタイプが高

い甘味物質嗜好性を有するマウス中で見出された（図３）。

      【００６７】

  Ｂ６マウスは、１２９マウスに比べて、甘味物質に反応するより高い極大味覚

神経発火（maximal gustatory neural firing）を有し、部分的にコンジェニッ

クな１２９.Ｂ６－Ｓａｃ系統も同様である（Bachmanov A. A. et al. Sucrose 

consumption in mice: major influence of two genetic loci affecting perip

heral sensory responses. Mammalian Genome, 1997; 8: 545-548）。従って、

ＳＡＣ１遺伝子は、舌で発現する可能性がある。この仮説を試験するために、マ

ウスおよびヒトの舌のＲＮＡを抽出し、ｃＤＮＡに逆転写し、イントロンを覆う

ように選択されたプライマーをＰＣＲ反応で用いた。ゲノムおよびｃＤＮＡから

異なる大きさのバンドが得られ、これを精製し配列解析した（図４ＡＢ）。配列

解析結果により、上記バンドがこの適切なイントロン／エキソン境界を有する遺

伝子から得られたことが確認された。商業的に利用できるマウスｃＤＮＡを用い

た、マウス組織におけるｃＤＮＡでの発現をさらに分析することにより、この遺

伝子は広範囲に発現されることも示された。この遺伝子の広範囲な組織発現は、

他の組織が細胞外の糖を感知するためにこの受容体を用いることを示し得る（図

４Ａ）。

      【００６８】

  Ｈｏｏｎ等は、舌前方の味細胞における発現に主として基づき、推定の甘味受

容体として、遺伝子Ｇｐｒ７０（元はＴＲ１またはＴ１Ｒ１）を同定した。その
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遺伝子が末端第４染色体に位置することから、その遺伝子はＳＡＣ１の理論上の

候補となった。しかしながら、本発明者らは、Ｇｐｒ７０が、ＳＡＣ１に対して

少なくとも４ｃＭ近接していることを示した（Li X. et al. The saccharin pre

ference locus (Sac) and the putative sweet taste receptor (Gpr70) gene h

ave distinct locations on mouse chromosome 4. Mammalian Genome, 2001; 12

: 13-16）。それにもかかわらず、Ｇｐｒ７０は、追加の甘味受容体であり得、

それ以外のものも存在し得る。１以上の甘味受容体が存在するはずであることは

、ヒトの精神物理学的研究や、甘味変換メカニズムの研究に基づき議論された。

しかしながら、他種の証拠により、１または非常に少数の受容体が存在すること

に一致する（Bartoshuk L. M. Is sweetness unitary? An evaluation of the e

vidence for multiple sweetners. In Sweetness, ed. Dobbing, J., London: S

pringer-Verlag, 1987; 33-46）。現在のところ、最近報告された苦味受容体の

大ファミリーのような、Ｓａｃ様受容体のファミリーに関する証拠は見出されて

いない（Matsunami H., Montmayeur J. P., and Buck L. B. A family of candi

date taste receptors in human and mouse[コメントを参照]. Nature, 2000; 4

04: 601-604; Adler E. et al. A novel family of mammalian taste receptors

[コメントを参照]. Cell, 2000; 100: 693-702）。天然に存在する甘味物質は、

おそらく甘味受容体の進化を形成し、構造的に多様な苦味化合物の膨大な種類に

比べて、甘味物質自身の間で非常に類似して、ほとんどが単純な糖であると推測

される。

      【００６９】

  近年、ショウジョウバエ、Drosophila melanogasterにおいて糖トレハロース

に対する受容体が同定された。驚くべきことに、トレハロース受容体と他のショ

ウジョウバエの味受容体とは、ＳＡＣ１との相同性を有していなかった。糖トレ

ハロースに対するショウジョウバエの特殊化が、この分岐を説明し得る。

      【００７０】

  複数の甘味受容体がある。種間の比較、精神物理学的な交叉順応、および甘味

物質の競合物（sweetness competitor）から得られた証拠が再調査された（Bart

oshuk L. M. Is sweetness unitary? An evaluation of the evidence for mult
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iple sweetners. In Sweetness, ed. Dobbing, J., London: Springer-Verlag, 

1987; 33-46）。ＳＡＣ１遺伝子は、これら２種の特定のマウス系統間の甘味知

覚における遺伝子的な差異の４０％までを占めるが、他の受容体およびこれら受

容体の他の対立遺伝子が存在してもよい。

      【００７１】

  スクロースはヒトの健康に悪いことが推測されるため、有効性が高く、カロリ

ーが低い甘味物質の発見のために、相当数の供給源が注目されている。最も広く

知られた高有効性の甘味物質のほとんどが偶然見出されており、すなわち、甘味

物質は、異なる目的のために合成され、研究室の誰かが偶然それを味見したとこ

ろ、それが甘いことを見出したのである（Walters E. D. The rational discove

ry of sweeteners. In Sweetners. Discovery, molecular design, and chemore

ception, eds. Walters D. E., Orthoefer F. T., and DuBois G. E., American

 Chemical Society, USA, 1991: 1-11）。しかしながら、最も直接的な方法が新

しい甘味化合物を同定するために用いられ、どのリガンドが甘いかを予測するた

めに甘味受容体が広くモデル化されてきた。

      【００７２】

  どのように、またはなぜＳＡＣ１の異なる対立遺伝子が近交系マウスで生じる

のかはわかっていないが、それらの存在は、甘味受容体を同定する手段を本発明

者らに提供することに加えて、ヒト集団も特徴付け得るかどうかという疑問を投

げかけている。甘い糖に対するヒトの感受性および嗜好に関して確かに個人差が

あるようにみえるが、これらが遺伝学的に影響を受けているのかどうかはまだ決

定されていない。ＳＡＣ１の同定は、この分野における調査を容易にし得る。ま

た、ＳＡＣ１が舌に加えて数種の組織で発現されるという所見は、ＳＡＣ１が糖

認識に関連する他の観点に関与し得る、および、この遺伝子における対立遺伝子

変異体が糖尿病や肥満のような病気や症状に関与し得る、という興味深い可能性

をもたらす。

      【００７３】

  本明細書で説明した遺伝子の対立遺伝子が、ＳＡＣ１の行動表現型および神経

学的表現型に関与することが４つの理由により予測される。第一に、ＳＡＣ１非
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組換え領域は小さく、１９４ｋｂ未満であり、この遺伝子は、この非組換え区間

内に位置し、ＬＯＤスコアのピークとは、遺伝子位置とぴったり一致している。

第二に、ＳＡＣ１に関連する実行可能な候補が、この領域内に含まれる遺伝子の

うちほかにない。第三に、この遺伝子は、他の推定の味受容体に対して配列相同

性を有し、舌で発現される。最後に、ミスセンス変異を含むハプロタイプが、低

い甘味物質嗜好性を有するマウス中で見出されているが、高い甘味嗜好性を有す

るマウスでは見出されていない。これらのデータは、この遺伝子の変異がＳＡＣ

１遺伝子座に帰属する甘味物質の受け入れおよび嗜好性における差異に関与する

ことを強く示唆している。

      【００７４】

  エタノール摂取の制御に関与する複数のメカニズムのなかで、最も認識されに

くい要素の一つはそのフレーバーの知覚である（Nachman M., Laure C., Le Mag

nen J. The role of olfactory and orosensory factors in the alcohol prefe

rence of inbred strains of mice. Physiology Behavior, 1971; 6: 53-95）。

成人または子供によるエタノールフレーバーの知覚に関する各個人での可変性は

、６０年以上前に説明されており（Richter C. P. Alcohol as a food. Quart. 

J. Studies Alcohol, 1941; 1: 650-62）、アルコールの化学感知による知覚に

おける個人差がアルコール摂取に影響を及ぼすという仮説は、正当な注目を集め

なかった。結果として、アルコールの化学感知と摂取との間の関係はよく理解さ

れていない。ヒトは、エタノールフレーバーを要素の組み合わせとして知覚し、

この要素とは、甘味、苦味、匂いおよび刺激（焼けるような感覚）を含み、これ

らはエタノール濃度に依存する（Green B. G. The sensitivity of the tongue 

to ethanol. Ann. NY. Acad. Sci., 1987; 510: 315-7; Bartoshuk L. M., Conn

er E., Grubin D., Karrer T., Kochenbach K., Palsco M., et al. PROP super

tasters and the perception of ethyl alcohol. Chem. Senses, 1993.）。ラッ

トは、エタノール中の甘味（スクロース様の）および苦味（キニーネ様の）知覚

要素を検出し（Kiefer S. W., Laurence G. J. The sweet-bitter taste of alc

ohol: aversion generalization to various sweet-quinine mixtures in the r

at. Chem. Sences, 1988; 13: 633-41; Kiefer S. W., Mahadevan R. S. The ta
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ste of alcohol for rats as revealed by aversion generalization tests. Ch

em. Senses, 1993; 18: 509-22）、おそらく同様にヒトが検出する他の要素も知

覚している可能性がある。

      【００７５】

  エタノールおよび甘味物質の知覚と消費との関係が最も研究されており、いく

つかの種類の証拠によって裏付けられている。

      【００７６】

  （ａ）味覚神経からの電気生理学的な記録は、エタノールを舌に塗布すること

により、甘味物質に応答する神経線維が活性化することを示す（Hellekant G., 

Danilova V., Robert T., Ninomiya Y., The taste of ethanol in a primate m

odel: I. Chorda tympani nerve response in Macaca mulatta. Alcohol, 1997;

 14: 473-84; Sako N., Yamamoto T. Electrophysiological and behavioral st

udies on taste effectiveness of alcohols in rats. Am. J. Physiol., 1999;

 276: R388-96）。

      【００７７】

  （ｂ）条件付けられた味覚嫌悪は、エタノールとスクロースとの間で普遍的で

あり（Kiefer S. W., Laurence G. J. The sweet-bitter taste of alcohol: av

ersion generalization to various sweet-quinine mixtures in the rat. Chem

. Sences, 1988; 13: 633-41; Kiefer S. W., Mahadevan R. S. The taste of a

lcohol for rats as revealed by aversion generalization tests. Chem. Sens

es, 1993; 18: 509-22; Lawrence G. J., Kiefer S. W. Generalization of spe

cific taste aversions to alcohol in the rat. Chem. Senses, 1987; 12: 591

-9; Blizard D. A., McClearn G. E. Association between ethanol and sucros

e intake in the laboratory mouse: exploration via congenic strains and c

onditioned taste aversion. Alcohol. Clin. Exp. Res., 2000; 24: 253-8）、

エタノールとスクロースが同じ味特性、おそらく甘味に関する特性を共有するこ

とが示唆される。

      【００７８】

  （ｃ）エタノールに対する嗜好性と甘味物質に対する嗜好性との間の遺伝学的
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関係が、いくつかのラット系統およびマウス系統で、および、それらの分離型の

交雑系で見出され（Overstreet D. H., Kampov-Polevoy A. B., Rezvani A. H.,

 Murelle L., Halikas J. A., Janowsky D. S. Saccharin intake predicts eth

anol intake in genetically heterogenous rats as well as different rat st

rains. Alcohol. Clin. Exp. Res., 1993; 17: 366-9; Sinclair J. D., Kampov

-Polevoy A., Stewart R., Li T-K. Taste preferences in rat lines selected

 for low and high alcohol consumption. Alcohol, 1992; 9: 155-60; Stewart

 R. B., Russell R. N., Lumeng L., Li T-K., Murphy J. M. Consumptions of 

sweet, salty, sour, and bitter solutions by selectively bred alcohol-pre

ferring and alcohol-nonpreferring lines of rats. Alcohol. Chin. Exp. Res

., 1994; 18: 375-81; Belknap J. K., Crabbe J. C., Young E. R. Voluntary 

consumption of alcohol in 15 inbred mouse strains. Psychopharmacol., 199

3; 112: 503-10; Bachmanov A. A., Reed D. R., Tordoff M. G., Price R. A.,

 Beauchamp G. K. Intake of ethanol, sodium chloride, sucrose, citric aci

d, and quinine hydrochloride solutions by mice: a genetic analysis. Beha

v. Genet., 1996; 26: 563-73; Bachmanov A. A., Tordoff M. G., Beauchamp G

. K. Ethanol consumption and taste preferences in C57BL/6ByJ and 129/J m

ice. Alcohol. Clin. Exp. Res., 1996; 20: 201-6）、Kampov-Polevoy A. B., 

Garbutt J. C., Janowsky D. S. Association between preference for sweets 

and expressive alcohol intake: a review of animal and human studies. Alc

ohol. Alcohol., 1999; 34: 386-95; Overstreet D. H., Rezvani A. H., Parsi

an A. Behavioural features of alcohol-preferring rats: focus on inbred s

trains. Alcohol. Alcohol., 1999; 34: 378-85で再調査され、いくつかは例外

である（Phillips T. J., Crabbe J. C., Metten P., Belknap J. K. Localizat

ion of genes affecting alcohol drinking in mice. Alcohol. Clin. Exp. Res

., 1994; 18: 931-941; Parsian A., Overstreet D. H., Rezvani A. H., Indep

endent segregation of alcohol and saccharin intakes in F2 progeny from F

H/ACI intercross (要約). Alcohol. Clin. Exp. Res., 2000; 24 (補足):58A）

。
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      【００７９】

  （ｄ）ヒトの研究において、アルコール中毒者は、非中毒者に比べて、濃縮ス

クロースに強い嗜好性を有することが示される（Kampov-Polevoy A. B., Garbut

t J. C., Davis C. E., Janowsky D. S. Preference for higher sugar concent

rations and Tridimensional Personality Questionnaire scores in alcoholic

 and nonalcoholic men. Alcohol. Clin. Exp. Res., 1998; 22: 610-4; Kampov

-Polevoy A. B., Garbutt J. C., Janowsky D. Evidence of preference for a 

higher concentration sucrose solution in alcoholic men. American Journal

 of Psychiatry, 1997; 154: 269-70）。

      【００８０】

  甘味物質応答とエタノール応答との関係の基礎となり得るいくつかの考えられ

るメカニズムがある。

      【００８１】

  （ａ）共通の末梢味覚メカニズム（common peripheral taste mechanism）、

これはエタノールと末梢の甘味変換との相互作用に関与し得る。少なくとも１つ

のこのような共通の末梢メカニズムは、甘味受容体をコードしたＧｐｒ９８遺伝

子（ＳＡＣ１遺伝子座）によって仲介される（以下で説明する）。

      【００８２】

  （ｂ）共通の脳メカニズム。エタノールおよび甘味物質に対する摂取反応の調

節は、共通のオピオイド系、セロトニン系、およびドーパミン系の脳神経伝達物

質系を必要とする（Gosnell B. A., Majchrzak M. J. Centrally administered 

opioid peptides stimulate saccharin intake in nondeprived rats. Pharm. B

iochem. Behav., 1989; 33: 805-10; George S. R., Roldan L., Lui A., Naran

jo C. A. Endogenous opioids are involved in the genetically determined h

igh preference for ethanol consumption Alcohol. Clin. Exp. Res., 1991; 1

5: 668-72; Hubell C. L., Marglin S. H., Spitalnic S. J., Abelson M. L., 

Wild K. D., Reid L. D. Opioidergic, serotoninergic, and dopaminergic man

ipulations and rats' intake of a sweetened alcoholic beverage. Alcohol, 

1991;8:355-67; Pucilowski O., Rezvani A. H., Janowsky D. S. Suppression 
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of alcohol and saccharin preference in rats by a novel Ca2+ channel inhi

bitor, Goe 5438. Psychopharmacol., 1992; 107: 447-52）。これらのメカニズ

ムは、エタノールまたは甘味物への喜びに対する感情的な応答、または、それら

の摂取を駆り立てる刺激のメカニズムに関与し得る。

      【００８３】

  （ｃ）エタノールおよび糖のカロリー値に関連する共通のシグナル（Gentry R

. T., Dole V. P. Why does a sucrose choice reduce the consumption of alc

ohol in C57BL/6J mice? Life Sci., 1987; 40: 2191-4）。エタノールは、炭水

化物と同じいくつかの経路によって体内で代謝され、同等のエネルギーを生じる

。従って、炭水化物とエタノールとから得られたエネルギーは、同じ空腹および

満腹メカニズムによって、類似した価値ある効果を有し得る。

      【００８４】

  （ｄ）偶然の遺伝的連鎖。エタノールおよび甘味物質への応答に影響を与える

異なる遺伝子が、同じ染色体上に近接して存在する。

      【００８５】

  エタノール摂取は、複雑な特徴を有し、その制御に関連する複数のメカニズム

に依存しており、複数の遺伝子によって決定される。主要な証拠によれば、エタ

ノール摂取がそのフレーバーの知覚に依存する可能性があり、エタノールおよび

甘味化合物の知覚と摂取との間に関連があることを示唆している。しかしながら

、エタノール摂取に影響を与える候補として同定された遺伝子はわずか数種であ

る。

      【００８６】

  本発明は、炭水化物、他の甘味化合物、およびエタノールを含むアルコールの

感知を検出することに関連する遺伝子、すなわちＳＡＣ１を提供する。マウスＳ

ＡＣ１ｃＤＮＡの配列（配列番号１）を以下に示す。

      【００８７】
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      【００８８】
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      【００８９】

  マウスＳＡＣ１遺伝子のゲノムＤＮＡ配列（配列番号２）を以下に示す。

      【００９０】
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      【００９１】
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      【００９２】
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      【００９３】
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      【００９４】
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      【００９５】



(44) 特表２００３－５３１６１４

      【００９６】
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      【００９７】
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      【００９８】
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      【００９９】
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      【０１００】
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      【０１０１】
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      【０１０２】
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      【０１０３】

  マウスＳＡＣ１のポリペプチド配列（配列番号３）を以下に示す。

      【０１０４】

      【０１０５】

  ヒトＳＡＣ１のｃＤＮＡ（配列番号４）を以下に示す。

      【０１０６】
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      【０１０７】
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      【０１０８】

  実質的にヒトｃＤＮＡの翻訳された領域から得られたヒトＳＡＣ１のポリペプ

チド配列（配列番号５）を以下に示す。

      【０１０９】
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      【０１１０】

III．ＳＡＣ１はＧタンパク質共役受容体である

  ＳＡＣがＧタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）であるという証拠は、他のＧＰ

ＣＲとの配列相同性と、アミノ酸配列に関して推測された構造とに基づく。

  ＧＰＣＲ（または７回膜貫通型受容体として知られる）は、細胞外リガンドと

結合し、細胞内のＧタンパク質と共役することによってシグナルを細胞に変換す

る。ＧＰＣＲは、それらのリガンドに基づき３０を超えるファミリーに細分化す

ることができる。Ｓａｃは、配列相同性によって、Ｃａ++を感知する代謝調節型

受容体と最も類似している。

  タンパク質は、しばしば、数種のモジュールまたはドメインを含み、それぞれ

独自の進化起源および機能を有する。Ｓａｃ  ｃＤＮＡ配列をＮＢＣＩのConser

ved Domain Databaseに問い合わせたところ、以下の結果が得られた。

      【０１１１】

  【表１】
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      【０１１２】

  マウスＳＡＣ遺伝子は、Ｃａ++感知受容体に対して最も近い配列相同性を示し

、該受容体の全てはＧＰＣＲである。カルシウム感知ＧＰＣＲ（ＢＡＡ０９４５

３）間のアライメントを図５に示す。

      【０１１３】

  上述したように、全てのＧＰＣＲは、特徴的な７回膜貫通ドメインを有する。

図６は、ＳＡＣ１の膜貫通ドメインのプロットである。

      【０１１４】

  【表２】
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      【０１１５】
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IV．Ｓａｃ遺伝子座およびＧｐｒ９８甘味受容体遺伝子

  実質的な作業は、甘味物質摂取に関して主要な効果を有する末端第４染色体上

の遺伝子座をポジショナルクローニングすることに向けられた。この遺伝子座は

、Ｓａｃ（サッカリン嗜好性）遺伝子座として上述されており、Ｂ６×１２９の

Ｆ２世代においてエタノール嗜好性の８％以下の表現型の変動も説明する。

  Ｓａｃ遺伝子座のポジショナルクローニングの詳細は上述したとおりである。

      【０１１６】

エタノール摂取におけるＳＡＣ１（Ｇｐｒ９８）の影響

  ２種の証拠が、エタノール摂取におけるＧｐｒ９８の関与を示している。第一

に、Ｂ６系統から得られた１９４ｋｂのドナー断片に関連する１２９.Ｂ６－Ｓ

ａｃコンジェニックマウスの同型接合体は、ドナー断片を有さないコンジェニッ

クマウスに比べて、より多くの１０％エタノール溶液を摂取した（それぞれ、１

.５０±０.１５および１.１９±０.１１ｍＬ／日；ｐ＜０.０５、片側検定のｔ

検定）。第二に、エタノール嗜好性は、Ｇｐｒ９８の配列変異に関連していた。

系統的に離れた、または無関係なマウス系統から得られたＧｐｒ９８配列を分析

したところ、Ｇｐｒ９８遺伝子座内の一塩基多型を有する２種のハプロタイプの

存在が示された。１種は、「Ｂ６様」ハプロタイプであり、高められた甘味物質

嗜好を有するマウス系で見出され、もう１種は、「１２９様」ハプロタイプであ

り、上述した比較的甘味物質に無関心なマウス系で見出された。同じマウス系に

おける１０％エタノールに対する嗜好性は、第２３回ＲＳＡ会議（the 23th RSA

 Meeting）（２０００年６月、コロラド州デンバー）の概要で述べられたように

研究されている。本発明者らは、「Ｂ６様」ハプロタイプを有する系統（２０±

４％、ｎ＝１４、C57BL/6J, C57L/J, CAST, FVB/NJ, KK/HIJ, NOD/LtJ, NZB/B1N

J, P/J, RBF/DnJ, RF/J, SEA/GnJ, SJL/J, SPRET/EiおよびSWR/J系統）が、「１

２９様」ハプロタイプを有する系統（１２±２％、ｎ＝１０、ｐ＜０.０５、片

側検定のｔ検定、129P3/J, AKR/J, BALB/c, BUB/BnJ, C3H/HeJ, CBA/J, DBA/2J,

 LP/J, PL/JおよびRIIIS/J系統）に比べて、１０％エタノールに対してより高い

嗜好性を有することを見出した。

      【０１１７】
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Ｖ．組替え体または化学合成された核酸、ベクター、形質転換体、宿主細胞の調

製

  本発明の大量のポリヌクレオチドは、適切な宿主細胞中での複製によって製造

することができる。所望の断片をコードした天然または合成ポリヌクレオチド断

片は、原核生物細胞または真核生物細胞に導入および複製可能な組換えポリヌク

レオチド構築物、通常、ＤＮＡ構築物に組み入れられる。通常、ポリヌクレオチ

ド構築物は、酵母や微生物などの単細胞宿主中での複製に適しているが、培養さ

れた哺乳動物細胞株や植物細胞株または他の真核生物細胞株への導入（ゲノム中

への統合を伴う、または伴わない）を意図しても良い。本発明の方法で生産され

た核酸の精製は、例えばAusubel et al., Current Protocols in Molecular Bio

logy, Vol.1-2, John Wiley & Sons, 1992およびSambrook et al., Molecular C

loning A Laboratory Manual, 2nd Ed., Vols.1-3, Cold Springs Harbor Press

, 1989で説明される。

      【０１１８】

  また本発明のポリヌクレオチドは、例えばホスホラミデート方法やトリエステ

ル方法によって、化学合成で製造してもよく、商業的な自動オリゴヌクレオチド

合成で製造してもよい。相補鎖を合成し、適切な条件下で鎖同士をアニーリング

すること、または、適切なプライマー配列と共にＤＮＡポリメラーゼを使用して

相補鎖を加えることのいずれかによって、二本鎖断片を化学合成による単鎖産物

から得ることができる。

      【０１１９】

  原核生物宿主または真核生物宿主に導入するために調製されたポリヌクレオチ

ド構築物は、所望のポリペプチドをコードした意図されたポリヌクレオチドを含

む宿主に認識される複製系からなり、また好ましくは、ポリペプチドをコードし

たセグメントに実施可能に連結した転写および翻訳開始の調節配列も含む。発現

ベクターは、例えば、複製起点または自律複製配列（ＡＲＳ）および発現制御配

列、プロモーター、エンハンサー、ならびに、リボゾーム結合部位、ＲＮＡスプ

ライス部位、ポリアデニル化部位のような必要なプロセシング情報部位、転写末

端配列、ならびにｍＲＮＡ安定化配列を含んでもよい。また、分泌シグナルも必
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要に応じて含むことができ、分泌シグナルは、ネイティブなＳＡＣタンパク質、

または他の受容体、または同種もしくは関連種の分泌されたポリペプチドのいず

れかからでもよく、タンパク質を、細胞膜で貫通および／または堆積させ、その

機能的トポロジーを達成するか、または、細胞で分泌させる。このようなベクタ

ーは、当業界でよく知られ、標準的な組換え技術によって調製することができ、

例えばSambrook et al., 1989またはAusubel et al., 1992において説明される

。

      【０１２０】

  適切なプロモーターおよび他の必要なベクター配列は、宿主中で機能するよう

に選択することができ、必要に応じて、天然状態でＳＡＣ１遺伝子に関連するも

のが含まれ得る。実際に使える細胞株と発現ベクターの組み合わせの例としては

、Sambrook et al., 1989またはAusubel et al., 1992で説明される。多くの有

用なベクターが当業界で知られており、商業的販売者から購入することができる

。ｔｒｐ、ｌａｃおよびファージプロモーター、ＴＲＮＡプロモーターおよび糖

分解酵素プロモーターのようなプロモーターは、原核生物宿主で用いることがで

きる。有用な酵母プロモーターは、メタロチオネイン、３－ホスホグリセリン酸

キナーゼ、または、エノラーゼやグリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナ

ーゼのような他の糖分解酵素、マルトースやガラクトース利用に関与する酵素な

どに関連するプロモーター領域を含む。加えて、この構築物を、増幅可能な遺伝

子に加えることができ、複数の遺伝子コピーを生産できる。適切なエンハンサー

および他の発現調節配列については、Enhancers and Eukaryotic Gene Expressi

on, New York: Cold Spring Harbor Press, 1983も参照すること。また例えば米

国特許第５,６９１,１９８号、第５,７３５,５００号、第５,７４７,４６９号、

および第５,４３６,１４６号も参照すること。

      【０１２１】

  発現ベクターおよびクローニングベクターは、選択可能なマーカー、ベクター

を形質導入した宿主細胞中で生存または増殖するのに必要なタンパク質をコード

した遺伝子を含み得る。この遺伝子の存在により、インサートを発現する宿主細

胞のみを確実に増殖することができる。一般的な選択遺伝子は、以下のタンパク
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質、すなわち（ａ）アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートなどの抗生

物質または他の毒性物質の耐性を与えられたタンパク質、（ｂ）栄養要求性の欠

陥を補ったタンパク質、または（ｃ）複合培地からは得られない決定的な栄養を

供給するタンパク質をコードし、例えば、桿菌に関連するＤ－アラニンラセマー

ゼをコードする遺伝子がある。適切な選択可能なマーカーの選択は、宿主細胞に

依存し、様々な宿主に対する適切なマーカーは当業界で周知である。

      【０１２２】

  興味のある核酸を含むベクターはインビトロで転写され、得られたＲＮＡは、

例えばインジェクションなど周知の方法で宿主細胞に導入することができ、ある

いはベクターは当業界で周知の方法で直接宿主細胞に導入することができ、これ

らは細胞性宿主のタイプによって変えることができ、例えばエレクトロポレーシ

ョン；塩化カルシウム、塩化ルビジウム、リン酸カルシウム、ＤＥＡＥ－デキス

トラン、または他の物質を用いた形質導入；マイクロプロジェクタイル照射（mi

croprojectile bombarment）；リポフェクション（lipofection）；感染（ベク

ターがレトロウイルスゲノムのような感染性因子である場合）；および他の方法

がある。特に上述した方法を含む当業界で周知のいずれかの方法によるポリヌク

レオチドの宿主細胞への導入は、本明細書では「形質転換」と称する。また上述

の核酸が導入された細胞は、このような細胞の継代物（progeny）も含むことが

意図されている。

      【０１２３】

  本発明の大量の核酸およびポリペプチドを、適切な原核生物または真核生物宿

主細胞中のベクターまたは他の発現ビヒクルでＳＡＣ１核酸またはその部分を発

現させることによって調製することができる。最も一般的に用いられる原核生物

宿主は大腸菌系であるが、他の原核生物、例えば枯草菌やシュードモナス属など

も用いることができる。

      【０１２４】

  また、哺乳動物宿主細胞や、酵母、糸状菌、植物、昆虫、または両生類あるい

は鳥類の種のような他の真核生物宿主細胞も、本発明のタンパク質を生産するの

に有用である。培地中での哺乳動物細胞の増殖は、それ自体周知である。一般的
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に用いられる哺乳動物宿主細胞株の例としては、ＶＥＲＯおよびＨｅＬａ細胞、

チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ならびに、Ｗ１３８、ＢＨＫおよ

びＣＯＳ細胞株がある。一般的に用いられる昆虫細胞株の例としては、ＳＦ９が

ある。しかしながら、例えばより高い発現、望ましいグリコシル化パターンまた

は他の特徴を提供するのに他の細胞株が適切である場合は、熟練した実験者が適

宜選択することができる。

      【０１２５】

  クローンは、ベクター構築物の様式にあったマーカーを用いて選択される。マ

ーカーは、同じＤＮＡ分子上でも異なるＤＮＡ分子上でもよいが、好ましくは同

じＤＮＡ分子上である。原核生物宿主において、形質転換体は、例えばアンピシ

リン、テトラサイクリンまたは他の抗生物質によって選択することができる。ま

た温度感受性に基づいて特定の産物を製造することは、適切なマーカーとして役

立つ。

      【０１２６】

VI．診断またはスクリーニング

  肥満および糖尿病ならびにアルコール中毒およびアルコール消費の遺伝子診断

は、簡単な診断標識がないためにしばしば複雑である。例えば、現在、肥満を診

断する単一の診断マーカーはない。ＳＡＣ１遺伝子座の配列変異は、糖尿病、肥

満およびアルコール中毒の素因を示す可能性があり、診断標識を提供することが

できる。

      【０１２７】

  個体の肥満、糖尿病、またはアルコール中毒に対する素因を与えるＳＡＣ１対

立遺伝子の存在を検出するために、生物サンプルを調製し、ＳＡＣ１の感受性対

立遺伝子の存在または非存在を分析することができる。これら試験の結果と解釈

情報は、健康管理の専門家に返送され、試験された個体に伝えられる。このよう

な診断は、診断研究所で行われ得る。加えて、診断キットを製造することができ

、健康管理供給者や自己診断のために私的に利用可能である。

      【０１２８】

  配列または発現の分析に関する基本の形式は、異常なＳＡＣ１遺伝子産物また
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は異常な量のＳＡＣ１遺伝子産物を生産する罹患家族から抽出されたＤＮＡまた

はＲＮＡで配列を見出すことである。診断またはスクリーニング方法は、関連Ｓ

ＡＣ１遺伝子の増幅または分子クローニングを含み得る。例えば、ＰＣＲに基づ

く増幅が用いられ得る。一旦増幅されたら、得られた核酸を配列解析し、ＤＮＡ

プローブに対する基質として用いることができる。ＳＡＣ１遺伝子配列に特異的

なプライマーおよびプローブが、ＳＡＣ１対立遺伝子を同定するのに用いること

ができる。

      【０１２９】

  単鎖ＤＮＡプライマー対は、ＳＡＣ１遺伝子自身の増幅ＤＮＡの合成を仕込む

ために、ＳＡＣ１遺伝子内または周辺の配列にアニールすることができる。プラ

イマーセットは、イントロン配列およびエキソン配列両方を合成させることがで

きる。対立遺伝子に特異的なプライマーも用いることができる。このようなプラ

イマーは、特定のＳＡＣ１変異対立遺伝子のみにアニールするため、テンプレー

トとして変異対立遺伝子が存在する場合にのみ産物を増幅する。

      【０１３０】

  その後の増幅された配列のクローニングを容易にするために、プライマーは、

その５′末端に制限酵素部位配列を追加することができる。このようにして、プ

ライマーの全てのヌクレオチドは、制限酵素部位を形成するのに必要なわずかな

ヌクレオチド配列を除いて、ＳＡＣ１配列またはＳＡＣ１に隣接した配列から誘

導される。このような酵素および部位は、当業界で周知である。プライマー自身

は、当業界で周知の技術で合成することができる。一般的に、プライマーは、商

業的に利用可能なオリゴヌクレオチド合成装置を用いて製造することができる。

      【０１３１】

  分析しようとする生物サンプル、例えば血液を処理し、所望であれば、核酸を

抽出する。サンプルの核酸を様々な方法で調製して、標的配列の検出を容易にす

ることができ、該方法として例えば、変性、制限酵素処理、電気泳動、ドットブ

ロッティングなどがある。標的核酸の興味のある領域は、通常、少なくとも部分

的に一本鎖であり、プローブとハイブリッドを形成できる。配列が二本鎖である

場合、おそらく配列を変性させればよい。また標的核酸を断片化して二次構造の
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形成を縮小したり、除去したりできる。断片化は、数々の方法によってなされ得

るが、例えば、酵素的方法、化学的方法、熱開裂または分解がある。例えば、断

片化は、熱／Ｍｇ2+処理、エンドヌクレアーゼ（例えばＤＮＡアーゼ１）処理、

制限酵素消化、剪断（例えば超音波による）またはＮａＯＨ処理で達成すること

ができる。

      【０１３２】

  多くの遺伝子型決定および発現のモニタリング方法がこれまでに説明されてい

る。一般的には、標的核酸およびプローブを、プローブと標的配列とのハイブリ

ダイゼーション複合体を形成する条件下でインキュベートする。標的配列に結合

するために用いられるプローブの領域は、ＳＡＣ１遺伝子座の標的とされる領域

に対して完全に相補的であり得る。従って、誤った陽性を防ぐためには高いスト

リンジェント条件が望ましい。しかしながら、高いストリンジェント条件は、一

般的に、プローブが、ゲノム中で唯一の染色体の領域に対して相補的である場合

に用いられる。ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーは、ハイブリダイ

ゼーション中および洗浄工程中の多数のファクターによって決定され、該ファク

ターとして例えば温度、イオン強度、塩基組成、プローブの長さ、およびホルム

アミドの濃度がある。特定の環境下では、三重式、四重式などより高い次数のハ

イブリッドの形成が、標的配列を検出する手段を提供するために望ましい。

      【０１３３】

  どのような得られたハイブリッドにおいても、その検出は、場合によっては、

通常、標識プローブを用いて達成される。あるいは、プローブは標識されていな

くてもいいが、標識されたリガンドと特異的に結合することによって直接的また

は間接的に検出可能である。適切な標識およびプローブおよびリガンドを標識す

る方法は、当業界で周知であり、例えば、既知の方法（例えば、ニックトランス

レーション、ランダムプライミングまたはキナーゼ反応）で取り込むことのでき

る放射性標識、ビオチン、蛍光基、化学発光基（例えば、ジオキセタン、特にト

リガードジオキセタン（triggered dioxetanes））、酵素、抗体などがある。こ

の基本スキームの変型が当業界で周知であり、例えば、外来の材料から検出する

ためにハイブリッドの分離を容易にする変型、および／または、標識された部分
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からのシグナルを増幅する変型がある。

      【０１３４】

  ２段階の標識増幅の方法論が当業界で周知である。これらの分析は、小さいリ

ガンド（ジゴキシゲニン、ビオチンなどのような）がＳＡＣ１に特異的に結合で

きる核酸プローブに結合するという原則に基づき行われる。

      【０１３５】

  １つの例において、核酸プローブに結合した小さいリガンドは抗体－酵素結合

体（antibody-enzyme conjugate）によって特異的に認識される。この例の一実

施形態において、ジゴキシゲニンは、核酸プローブに結合する。ハイブリダイゼ

ーションは、化学発光基質に変わる抗体－アルカリホスファターゼ結合体によっ

て検出される。第二の例において、小さいリガンドは、第一のリガンドと特異的

に複合化可能な第二リガンド－酵素結合体によって認識される。この例の周知の

実施形態は、ビオチン－アビジン型の相互作用である。

      【０１３６】

  また本発明の範囲において、本発明の核酸プローブ分析にＳＡＣ１を検出可能

な核酸プローブカクテルを使用することも考えられる。従って、生物サンプル中

でＳＡＣ１の存在を検出する例において、ＳＡＣ１に対する２以上のプローブ相

補物が用いられる。

      【０１３７】

  糖尿病、肥満またはアルコール中毒に対する素因は、ＳＡＣ１遺伝子の配列変

異に関してヒトの体液または組織いずれかを試験することによって確認すること

ができる。例えば、生殖系列のＳＡＣ１遺伝子変異を受け継いだヒトは、肥満、

糖尿病、またはアルコール中毒を発症しやすい可能性がある。これは、そのヒト

の体からの組織いずれかから得られたＤＮＡを試験することによって調べられる

。最も簡単には、血液を採り、血液細胞からＤＮＡを抽出できる。加えて、出生

前診断は、胎児性細胞、胎盤の細胞、または羊水の細胞をＳＡＣ１遺伝子の変異

に関して試験することによって達成できる。

      【０１３８】

  候補遺伝子座中の変異に関する最も決定的な試験は、肥満、糖尿病またはアル
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コール中毒患者からのゲノムＳＡＣ１配列と、対照集団からの配列とを直接比較

することである。あるいは、例えばＰＣＲによる増幅の後にメッセンジャーＲＮ

Ａを配列解析することができ、それによって候補遺伝子のエキソン構造を決定す

る必要性を除くことができる。

      【０１３９】

  糖尿病、肥満またはアルコール中毒患者からの、ＳＡＣ１のコーディング領域

以外の領域にある配列変異は、ＳＡＣ１遺伝子近辺またはＳＡＣ１遺伝子内にあ

るイントロンおよび調節配列のような非コーディング領域を試験することによっ

て検出できる。非コーディング配列における変異が重要であるという初期の指摘

は、対照個体に比べて、肥満または糖尿病患者のメッセンジャーＲＮＡ分子が異

常な大きさまたは存在比であることを明らかにするノーザンブロット実験に基づ

く。

      【０１４０】

  ＳＡＣ１ｍＲＮＡ発現の改変は、当業界で既知の任意の技術によって検出でき

る（上記参照）。これらはノーザンブロット分析、ＰＣＲ増幅、ＲＮアーゼの保

護、および遺伝子チップ分析を含む。減少したｍＲＮＡ発現は、野生型ＳＡＣ１

遺伝子が改変されていることを示す。

      【０１４１】

  また糖尿病、肥満またはアルコール中毒症状は、野生型ＳＡＣ１ポリペプチド

の改変に基づき検出できる。例えば、ＳＡＣ１遺伝子変異体の存在は、機能を失

ったタンパク質または改変された機能を有するタンパク質を産生し、肥満または

糖尿病の増加したリスクに直接的に関連し得る。このような変異体は、従来技術

による配列分析で調べられる。例えば、ＳＡＣ１ポリペプチド中またはＳＡＣ１

ポリペプチドなしで、差異を検出するために、抗体（ポリクローナルまたはモノ

クローナル）が用いられる。抗体は、ＳＡＣ１タンパク質を溶液から免疫沈降す

ることができ、同様に、ポリアクリルアミドゲルのウエスタンブロットまたは免

疫ブロット上でＳＡＣ１タンパク質と反応させることができる。また抗体は、パ

ラフィン中の組織断面または凍結組織断面中で、免疫細胞化学的な技術を用いて

ＳＡＣ１タンパク質を検出できる。イムノアッセイとしては、例えば、酵素結合
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免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、免疫放射定量測定

法（ＩＲＭＡ）、および酵素抗体法（ＩＥＭＡ）、サンドイッチ分析などがある

。

      【０１４２】

  タンパク質結合決定（protein binding determination）のような機能の分析

を用いることができる。変異ＳＡＣ１遺伝子産物を見出すことによって、野生型

ＳＡＣ１遺伝子の改変が示される。

      【０１４３】

VII．薬剤、甘味物質、およびアルコール嗜好性のスクリーニング

  また本発明は、様々な薬剤、甘味物質、およびアルコールスクリーニング技術

いずれにおいても、ＳＡＣ１ポリペプチドまたはそれらの結合断片を用いた化合

物のスクリーニングに有用である。

  このような試験で用いられるＳＡＣ１ポリペプチドまたは断片は、溶液中で遊

離でもよいし、固体支持体に付着していてもよいし、細胞表面に付着していても

よい。薬剤スクリーニングの１つの方法は、好ましくは競合的結合分析において

、ポリペプチドまたは断片を発現する組換えポリヌクレオチドにより安定して形

質転換できる真核生物または原核生物宿主細胞を利用する。このような細胞は、

生きている様式または固定された様式のいずれかであり、標準的な結合分析に用

いることができる。例えば、ＳＡＣ１ポリペプチドまたは断片と、試験される因

子との複合体形成に関して調べることができ、または、ＳＡＣ１ポリペプチドま

たは断片と既知のリガンドとの複合体形成が、試験される因子によってどの程度

妨害されているかを試験することができる。

      【０１４４】

  従って、本発明は、薬剤および甘味物質のスクリーニング方法を提供し、該方

法は、当業界で周知の方法によって、このような因子とＳＡＣ１ポリペプチドま

たはその断片とを接触させること、（ｉ）上記因子とＳＡＣ１ポリペプチドまた

は断片との複合体の存在に関して、または（ii）ＳＡＣ１ポリペプチドまたは断

片とリガンドとの複合体の存在に関して分析すること、を含む。このような競合

的結合分析において、一般的に、ＳＡＣ１ポリペプチドまたは断片を標識する。
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遊離のＳＡＣ１ポリペプチドまたは断片は、タンパク質：タンパク質複合体とし

て存在するものから分離され、遊離の（例えば複合化していない）標識の量は、

それぞれ、試験される上記因子のＳＡＣ１への結合の程度、またはＳＡＣ１：リ

ガンド結合での妨害の程度を示す。

      【０１４５】

  薬剤、甘味物質およびアルコールのスクリーニングに関する他の適切な技術に

より、ＳＡＣ１ポリペプチドに対して適切な結合親和性を有する化合物に関する

高スループットスクリーニングが提供され得る。例えば、多くの異なる小さいペ

プチド試験化合物を、プラスチックピンのような固体基質上またはその他ある種

の表面上で合成する。そのペプチド試験化合物を、ＳＡＣ１ポリペプチドと反応

させ、洗浄する。次に、結合したＳＡＣ１ポリペプチドを、当業界で周知の方法

で検出する。

      【０１４６】

  精製ＳＡＣ１を、上述の薬剤スクリーニング技術で用いるためのプレート上に

直接コートする。しかしながら、ポリペプチドに対する非中和抗体は、抗体を捕

捉するのに用いることができ、固体支持体上のＳＡＣ１ポリペプチドを固定する

。

      【０１４７】

  また本発明においては、競合薬、甘味物質およびアルコールのスクリーニング

分析の使用も考えられ、該分析において、ＳＡＣ１ポリペプチドを特異的に結合

できる中和抗体が、ＳＡＣ１ポリペプチドまたはその断片へ結合するための試験

化合物と競合する。この方法において、ＳＡＣ１ポリペプチドの１以上の抗原決

定基を共有するいかなるペプチドの存在を検出するために、抗体を用いることが

できる。

      【０１４８】

  薬剤、甘味物質およびアルコールをスクリーニングするさらなる技術としては

、機能しないＳＡＣ１遺伝子を有する宿主真核生物細胞株または細胞の使用があ

る。これらの宿主細胞株または細胞は、ＳＡＣ１ポリペプチド量において欠陥が

ある。上記宿主細胞株または細胞は、薬剤、甘味物質またはアルコール化合物の
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存在下で成長する。上記化合物がＳＡＣ１欠失細胞の成長を調節できるかどうか

を決定するために、上記宿主細胞の成長速度を測定する。

      【０１４９】

  簡単に言うと、ポリペプチド活性を調節する物質をスクリーニングする方法は

、適切な反応培地中で１以上の試験物質とポリペプチドとを接触させること、処

理されたポリペプチドの活性を試験すること、および、その活性と、試験物質ま

たは物質で処理されていない比較反応培地中でのポリペプチドの活性とを比較す

ることを含む。処理済ポリペプチドと未処理ポリペプチドとの活性の差は、関連

した試験物質の調節効果を示している。

      【０１５０】

  活性の調節に関してスクリーニングする前またはスクリーニングと同時に、試

験物質は、例えば酵母２－ハイブリッドシステムで、ポリペプチドと相互作用す

る能力に関してスクリーニングすることができる。このシステムは、ポリペプチ

ド活性を調節する実際の能力に関して物質を試験する前の、予備的なスクリーニ

ングとして用いられ得る。あるいは、上記スクリーニングを、ＳＡＣ１の特異的

結合パートナーへの結合に関して試験物質をスクリーニングするのに用いてもよ

く、または、ＳＡＣ１ポリペプチドの模擬体を見出すのに用いてもよい。

      【０１５１】

VIII．合理的な薬剤設計

  合理的な薬剤設計の目的は、例えばより活性が高く安定な形態のポリペプチド

である薬剤や、例えばインビボでポリペプチドの機能を増強するかまたは妨害す

る薬剤を創世するため、興味のある生物学的に活性なポリペプチドの構造類似体

、または、それらが相互作用する小さい分子（例えばアゴニスト、アンタゴニス

ト、阻害剤）の構造類似体を製造することである。一つのアプローチとして、初

めに、興味のあるタンパク質（例えばＳＡＣ１ポリペプチド）の３次元構造また

は例えばＳＡＣ１受容体またはリガンド複合体の３次元構造を、Ｘ線結晶学、コ

ンピューターモデリング、または最も一般的にはアプローチの組み合わせによっ

て決定する。まれに、ポリペプチドの構造に関する有用な情報が、相同タンパク

質の構造に基づきモデリングすることによって得られることがある。合理的な薬
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剤設計の例としては、ＨＩＶプロテアーゼ阻害剤の開発がある。加えて、ペプチ

ド（例えば、ＳＡＣ１ポリペプチド）がアラニンスキャンにより分析される。こ

の技術において、アミノ酸残基をＡｌａで置換し、ペプチド活性に関するその効

果を決定する。ペプチドのそれぞれのアミノ酸残基をこの方法で分析し、ペプチ

ドの重要な領域を決定する。

      【０１５２】

  機能的分析によって選択された標的特異的抗体を単離し、次に、その結晶構造

を解明することができる。原則的にこのアプローチは、その後の薬剤設計におい

て基礎となり得る薬剤核（pharmacore）を生産する。機能的、薬理学的に活性な

抗体に対する抗イディオタイプ抗体（抗ｉｄｓ）を生成することによって、タン

パク質結晶化を完全に迂回することができる。鏡像の鏡像のように、抗ｉｄｓの

結合部位は、オリジナルの受容体と類似するものと推測される。次に、抗ｉｄは

、化学的または生物学的に製造されたペプチドバンクからペプチドを同定し、単

離するのに用いられる。次に、選択されたペプチドは薬剤核として役立つ。

      【０１５３】

  従って、例えば改良されたＳＡＣ１ポリペプチドの活性または安定性を有する

薬剤、または、例えばＳＡＣ１ポリペプチド活性の阻害剤、アゴニスト、アンタ

ゴニスト等として作用する薬剤を設計できる。クローン化ＳＡＣ１配列が利用で

きるために、Ｘ線結晶解析のような分析研究を行うのに十分な量のＳＡＣ１ポリ

ペプチドが利用可能である。加えて、本明細書で提供されたＳＡＣ１タンパク質

配列の知見は、Ｘ線結晶解析の代わりに、またはＸ線結晶解析に加えてコンピュ

ーターモデリング技術を用いる際に利用できる。

      【０１５４】

  ポリペプチド活性を調節する物質またはポリペプチド活性に影響を与える物質

を同定した後、該物質をさらに調べることができる。その上、該物質は、製剤を

製造する、および／または、製剤で用いられる、すなわち製造または処方、また

は、薬物、医薬化合物もしくは薬剤のような組成物に用いられる。これらは個体

に投与される。

      【０１５５】
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  従って、本発明は、多様な観点において、本明細書の開示に従って、ポリペプ

チド活性の調節因子として核酸分子を用いて同定された物質だけでなく、このよ

うな物質を含む医薬組成物、薬物、薬剤または他の組成物、このような物質を含

む組成物の投与を含む方法、このような組成物の投与を含む例えば糖尿病、肥満

またはアルコール摂取を治療する方法、投与する組成物を製造することにおける

このような物質の例えば糖尿病またはアルコール摂取を治療するための使用、お

よび、このような物質と、製薬上許容される賦形剤、ビヒクルまたは担体、任意

に他の成分とを混合することを含む医薬組成物の製造方法に展開される。

      【０１５６】

  ポリペプチド機能の調節因子として認識される物質は、本質的に、ペプチドで

も非ペプチドでもよい。非ペプチド、すなわち「小さい分子」は、しばしば、イ

ンビボの製薬的な使用の多くにおいて好ましい。従って、該物質（特にペプチド

の場合）の模擬体（mimetic）または擬似体（mimic）は、製薬的な使用のために

設計することができる。

      【０１５７】

  既知の製薬的に活性な化合物に対する模擬体を設計することは、「リード」化

合物に基づく医薬の開発のための既知のアプローチである。これは、活性化合物

の合成が困難か高価である場合や、特定の投与方法に不適切である場合、例えば

、純粋なペプチドは、消化管のプロテアーゼによって迅速に分解される傾向があ

るので経口摂取には不適切な活性剤であるような場合に好ましい。模擬体の設計

、合成および試験は、一般的に、目的の特性に関して分子を大量にランダムスク

リーニングすることを防ぐために用いられる。

      【０１５８】

  与えられた目的の特性を有する化合物から模擬体を設計する際に共通して行わ

れるいくつかの工程がある。第一に、目的の特性を決定するのに決定的および／

または重要である化合物の特定の部分を決定する。ペプチドの場合、これは、ペ

プチド中でアミノ酸残基を系統的に変えることによって、例えば順番に各残基を

置換することによってなされ得る。ペプチドのアラニンスキャンは、このような

ペプチドモチーフを精製するのに共通して用いられる。化合物の活性領域からな
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るこれらの部分または残基は、そのファーマコフォア（pharmacophore）として

知られている。

      【０１５９】

  ファーマコフォアが見出されたら、その構造をその物理的特性、例えば立体化

学、結合、大きさおよび／または電荷に従って、源からのデータ、例えば分光学

的技術、Ｘ線回折データ、およびＮＭＲからのデータを用いてモデル化する。コ

ンピューター分析、類似性マッピング（原子間の結合よりむしろ、ファーマコフ

ォアの電荷および／または体積をモデル化する）および他の技術をこのモデリン

グ工程で用いることができる。

      【０１６０】

  このアプローチの変型において、リガンドとその結合パートナーの３次元構造

をモデル化する。これは、リガンドおよび／または結合パートナーが結合の際に

構造変化し、模擬体の設計においてその構造変化をモデルに取り込ませる場合に

特に用いられる。

      【０１６１】

  次に、ファーマコフォアを模擬した化学基をその上にグラフト化できるような

テンプレート分子が選択される。テンプレート分子およびその上にグラフト化さ

れた化学基は、通常、模擬体を簡単に合成でき、薬理上許容され得るものであり

、インビボで分解しないが、一方でリード化合物の生物活性を保持するように選

択される。あるいは、模擬体がペプチドに基づく場合、さらなる安定性をペプチ

ドを環化しその硬度を増すことによって達成できる。次に、このアプローチで見

出された模擬体をスクリーニングし、それらが目的の特性を有するかどうか、ま

たは、どの程度それを示すかを調べる。次に、さらなる最適化または修飾を行い

、インビボ試験または臨床試験のための１以上の最終模擬体を得ることができる

。

      【０１６２】

IX．遺伝子治療

  本発明によれば、変異ＳＡＣ１対立遺伝子を有する細胞へ野生型ＳＡＣ１の機

能を供給する方法も提供される。野生型ＳＡＣ１遺伝子またはその遺伝子の部分
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は、遺伝子が染色体外に残るようなベクターを用いて、細胞に導入することがで

きる。このような状況において、遺伝子は、染色体外の位置から上記細胞によっ

て発現される。より好ましくは、野生型ＳＡＣ１遺伝子またはその部分が、細胞

内に存在する内在性の変異ＳＡＣ１遺伝子と組換えするような方法で変異細胞に

導入される場合である。このような組換えは、二重の組換え作業を必要とし、そ

れによりＳＡＣ１遺伝子の変異が修正される。組換えおよび染色体外維持の両方

のための遺伝子導入用ベクターが当業界で知られており、適切なベクターのいず

れかを用いることができる。ＤＮＡを細胞に導入する方法、例えば、エレクトロ

ポレーション、リン酸カルシウム共沈およびウイルス導入のような方法が当業界

で知られており、熟練した実験者の能力の範囲で方法を選択する。

      【０１６３】

  一般的に上述したように、ＳＡＣ１遺伝子または断片は、糖尿病の細胞または

肥満の細胞においてこのような遺伝子の発現産物量を増加させるために、必要に

応じて遺伝子治療で用いることができる。このような遺伝子治療は、ＳＡＣ１ポ

リペプチドの量がない、または正常細胞に比べて少ない場合に特に適切である。

また、上記遺伝子治療は、変異遺伝子が「通常の」量で発現されるが遺伝子産物

が完全に機能的ではないような状況においても、与えられたＳＡＣ１遺伝子の発

現量を増加させるのにも有用である。

      【０１６４】

  遺伝子治療は、一般的に許容された方法に従って行うことができ、例えば、Th

erapy for Gentic Diseases, T. Friedman, ed. Oxford University Press, 199

1で説明されたような方法である。 患者から得られた細胞は、初めに上述した診

断方法によって分析され、これら細胞中でのＳＡＣ１ポリペプチドの生産を確認

する。発現制御因子に連結しサンプル細胞内で複製可能なＳＡＣ１遺伝子のコピ

ーを含むウイルスベクターまたはプラスミドベクターが調製される。適切なベク

ターが知られており、例えば、ＰＣＴ公報ＷＯ９３／０７２８２および米国特許

第５,２５２,４７９号、第５,６９１,１９８号、第５,７４７,４６９号、第５,

４３６,１４６号および第５,７５３,５００号に開示されたようなものである。

次に、ベクターは患者に注入される。
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      【０１６５】

  当業界で既知の遺伝子導入法が本発明の遺伝子治療方法の実施において有用で

あり得る。これらは、ウイルス性および非ウイルス性の導入方法を含む。多数の

ウイルスが遺伝子導入ベクターとして用いられており、例えばＳＶ４０のような

パポバウイルス、アデノウイルス、ワクシニアウイルス、アデノ随伴ウイルス、

ＨＳＶおよびＥＢＶを含むヘルペスウイルス；レンチウイルス、シンドビスウイ

ルスおよびセムリキ森林熱ウイルス、および鳥類、ネズミ、およびヒト起源のレ

トロウイルスがある。多くのヒト遺伝子治療は、不活化したマウスレトロウイル

スに基づいている。

      【０１６６】

  当業界で既知の非ウイルス性の遺伝子導入法としては、リン酸カルシウム共沈

のような化学的な技術；例えばマイクロインジェクションのような機械的技術；

リポゾームを介した膜融合仲介の導入；ならびに直接的なＤＮＡ取り込みおよび

受容体仲介のＤＮＡ導入がある。ウイルス仲介の遺伝子導入は、リポゾームによ

る運搬を利用したインビボの直接的な遺伝子導入と組み合わせることができ、周

辺の非分裂細胞ではなく罹患した細胞にウイルスベクターを方向付けさせる。あ

るいは、レトロウイルスベクター生産細胞株を罹患した細胞に注入することがで

きる。ここで生産細胞の注入により、ベクター粒子の連続供給を実現できる。

      【０１６７】

  生物学的および物理学的遺伝子導入法を組み合わせるアプローチにおいて、任

意の大きさのプラスミドＤＮＡは、アデノウイルスヘキソンタンパク質に特異的

なポリリシン結合抗体と組み合わされ、得られた複合体はアデノウイルスベクタ

ーに結合する。次に、３分子複合体を細胞に感染させるのに用いる。アデノウイ

ルスベクターにより、結合したＤＮＡが損傷する前に、エンドソームの有効な結

合、内在化、および分解が可能である。アデノウイルスに基づくベクター運搬の

ための他の技術に関しては、米国特許第５,６９１,１９８号、第５,７４７,４６

９号、第５,４３６,１４６号、および第５,７５３,５００号を参照すること。

      【０１６８】

  リポゾーム／ＤＮＡ複合体は、インビボの遺伝子導入を直接仲介できることが



(74) 特表２００３－５３１６１４

わかっている。標準的なリポゾーム製剤において、遺伝子導入工程が非特異的で

ある一方で、局在化されたインビボの取り込みおよび発現により、その後の直接

的なインサイチュ投与を達成することができる。

      【０１６９】

  遺伝子治療における発現ベクターは、該ベクター中にクローニングされたポリ

ヌクレオチドを発現するのに十分な配列を含む構築物を含むことが意図されてい

る。ウイルス系発現ベクターにおいて、その構築物は、構築物のパッケージング

を支えるのに十分なウイルスの配列を含む。ポリヌクレオチドがＳＡＣ１をコー

ドする場合、発現によりＳＡＣ１が生産され得る。ポリヌクレオチドがアンチセ

ンスポリヌクレオチドまたはリボザイムをコードする場合、発現によりアンチセ

ンスポリヌクレオチドまたはリボザイムが生産され得る。従って、この場合、発

現はタンパク質産物の合成を必要としない。発現ベクターにクローニングされた

ポリヌクレオチドに加えて、ベクターは真核生物細胞で機能的なプロモーターも

含む。クローニングされたポリヌクレオチド配列は、このプロモーターの制御下

である。適切な真核生物プロモーターとしては、上述したものがある。また発現

ベクターは、選択可能なマーカーや本明細書で説明された他の配列のような配列

を含み得る。

      【０１７０】

  受容体仲介遺伝子導入は、例えば、ＤＮＡ（通常、共有結合によって閉環した

スーパーコイルプラスミドの形態である）とタンパク質リガンドとのポリリシン

を介した結合によって達成することができる。目的の細胞／組織型の細胞表面上

の対応するリガンド受容体の存在に基づき、リガンドを選択する。一つの適切な

受容体／リガンド対としては、エストロゲン受容体と、そのリガンドであるエス

トロゲン（およびエストロゲン類似体）がある。これらリガンド－ＤＮＡ結合体

は、所望であれば血液に直接注入することができ、受容体結合およびＤＮＡ－タ

ンパク質複合体の内在化が起こる目的の組織に方向付けられる。ＤＮＡの細胞内

破壊の問題を解決するために、アデノウイルスを用いた共感染を行い、エンドソ

ーム機能を破壊する。

      【０１７１】



(75) 特表２００３－５３１６１４

Ｘ．ペプチド療法

  ＳＡＣ１活性を有するペプチドを、変異ＳＡＣ１対立遺伝子を有する細胞、ま

たはＳＡＣ１対立遺伝子を欠失した細胞に供給することができる。タンパク質は

、例えば既知の発現ベクターを用いて微生物中でｃＤＮＡ配列を発現させること

により製造できる。あるいは、ＳＡＣ１ポリペプチドは、ＳＡＣ１産生哺乳動物

から抽出することができる。加えて、合成化学の技術によって、ＳＡＣ１タンパ

ク質を合成することができる。このような技術のいずれも、ＳＡＣ１タンパク質

を含む本発明の製剤を提供し得る。製剤は実質的に他のヒトのタンパク質を含ま

ない。これは、微生物またはインビトロで合成することによって最も容易に達成

される。

      【０１７２】

  活性ＳＡＣ１分子を、例えば、マイクロインジェクションまたはリポゾームを

用いることによって細胞に導入することができる。あるいは、いくつかの活性分

子は、積極的にまたは拡散によって、細胞に吸収され得る。ＳＡＣ１遺伝子産物

の細胞外の用途も可能である。またＳＡＣ１活性を有する分子（例えば、ペプチ

ド、薬剤または有機化合物）も、このような逆転（reversal）をもたらすために

用いられ得る。また、実質的に類似した機能を有する修飾されたポリペプチドも

、ペプチド療法に用いることができる。

      【０１７３】

XI．形質転換宿主

  同様に、変異ＳＡＣ１対立遺伝子を含む細胞および動物は、治療薬としての可

能性を持つ物質を研究および試験するために、モデル系として使用することがで

きる。これらは、体細胞系または生殖系いずれかにＳＡＣ１変異体を含む個体か

ら単離することができる。あるいは、ＳＡＣ１対立遺伝子における変異体を含む

ように細胞株を操作することができる。

      【０１７４】

  治療薬を試験するための動物は、動物全体に突然変異を誘発した後、または、

生殖細胞または接合体を処理した後、選択することができる。このような処理と

しては、通常、第二の動物種からの変異ＳＡＣ１対立遺伝子の挿入、同様に、分



(76) 特表２００３－５３１６１４

断された（disrupted）相同遺伝子の挿入がある。あるいは、動物の内在性のＳ

ＡＣ１遺伝子は、挿入変異もしくは欠失変異、または従来技術を用いた他の遺伝

学的な改変によって分断され、ノックアウト動物またはトランスプレイスメント

動物（transplacement animal）を生産する。トランスプレイスメントは、内在

性遺伝子を置換するためノックアウトと類似しているが、トランスプレイスメン

トの場合、置換は同じ遺伝子の他のバージョン（version）による。試験物質を

動物に投与した後、表現型を評価しなくてはならない。試験物質が病気を予防ま

たは抑制する場合、次に試験物質を病気治療のための治療薬候補にする。これら

の動物モデルは、可能性のある治療用の産物のための、非常に重要な試験ビヒク

ルを提供する。

      【０１７５】

  本発明の一つの実施形態において、機能的なＳＡＣ１ポリペプチドまたはその

変異体をコードした機能的な導入遺伝子を含むトランスジェニック動物が作製さ

れる。ＳＡＣ１導入遺伝子を発現するトランスジェニック動物、このような動物

から誘導された組換え細胞系、およびトランスジェニック胎児は、ＳＡＣ１の機

能を誘導または抑制する薬剤をスクリーニングし同定するための方法において有

用である。また本発明のトランスジェニック動物は、糖尿病のような徴候を研究

するためのモデルとしても用いられる。

      【０１７６】

  本発明の一つの実施形態において、ＳＡＣ１導入遺伝子を非ヒト宿主に導入し

、ヒトまたはマウスＳＡＣ１遺伝子を発現するトランスジェニック動物を作製で

きる。トランスジェニック動物は、導入遺伝子を発現させるような方法で、導入

遺伝子とゲノムとを統合することによって作製される。トランスジェニック動物

の製造方法は、一般的に、米国特許第４,８７３,１９１号およびManipulating t

he Mouse Embryo; A Laboratory Manual, 2nd edition (eds., Hogen, Beddingt

on, Costantimi and Long, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 

1994)に説明される。

      【０１７７】

  導入遺伝子と内在性遺伝子との相同組換え体で内在性ＳＡＣ１を置換すること
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、または、「ノックアウト」動物の作製の際のように欠失によって内在性遺伝子

を除去することが好ましい。一般的に、ゲノム配列に隣接して配置するＳＡＣ１

遺伝子を、マイクロインジェクションによって受精卵に導入する。マイクロイン

ジェクションされた卵を宿主雌に移植し、導入遺伝子の発現に関して子孫をスク

リーニングする。トランスジェニック動物は、これらに限定されないが、爬虫類

、両生類、鳥類、哺乳類、および魚類を含む多数の動物から得られた受精卵より

作製できる。特に好ましい実施形態において、ポリペプチドの変異型を発現する

トランスジェニックマウスが生産される。

      【０１７８】

  上記したように、このような動物から誘導されたトランスジェニック動物およ

び細胞株は、特定の検査実験における使用を見出すことができる。これに関して

、野生型または変異ＳＡＣ１を発現可能なトランスジェニック動物および細胞系

を、試験物質にさらすことができる。この試験物質を、野生型ＳＡＣ１の過剰発

現を減らす能力、または変異ＳＡＣ１の発現もしくは機能を減らす能力に関して

スクリーニングすることができる。

      【０１７９】

XII．医薬組成物および投与経路

  本発明のＳＡＣ１ポリペプチド、抗体、ペプチドおよび核酸は、医薬組成物に

配合することができ、該組成物は従来の医薬配合技術により調製される。例えば

、Remington's Pharmaceutic Sciences, 18th Ed. (Easton, PA: Mack Publishi

ng Co., 1990)を参照すること。上記組成物は、活性因子または該活性因子の製

薬上許容できる塩を含み得る。これらの組成物は、１種の活性物質に加え、製薬

上許容できる賦形剤、担体、緩衝剤、安定剤または当業界で周知の他の材料を含

んでもよい。このような材料は、非毒性であるべきであり、活性成分の効能を妨

害すべきではない。担体としては、静脈内、経口、胸内、神経弓上（epineural

）または非経口などの投与に望ましい製剤形態により、広範の多様な形態をとる

ことができる。

      【０１８０】

  経口投与に関して、化合物は、固体または液体製剤、例えば、カプセル、丸剤
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、錠剤、ロゼンジ、メルト（melt）、粉末、懸濁液または乳濁液に配合すること

ができる。経口投与形態の組成物の調製において、通常の医薬媒体のいずれかを

用いることができ、例えば、経口液体製剤（例えば懸濁液、エリキシルおよび溶

液）の場合、水、グリコール、オイル、アルコール、着香料、保存剤、着色剤、

懸濁化剤などであり、経口固体製剤（例えば粉末、カプセルおよび錠剤）の場合

、デンプンのような担体、糖、希釈剤、造粒剤、潤滑剤、結合剤、崩壊剤などが

用いられる。それらの投与が容易であるために、錠剤およびカプセルが、最も有

利な経口投与単位形態を代表しており、その場合、固体医薬担体が明らかに用い

られる。所望であれば、錠剤は、標準的な技術で糖衣または腸溶性にしてもよい

。活性因子をカプセル化することによって、消化管の通過を安定化することがで

き、同時に血管脳関門を通過させることができる。例えば、ＷＯ９６／１１６９

８を参照すること。

      【０１８１】

  非経口投与に関し、化合物は、医薬担体に溶解させ、溶液または懸濁液として

投与することができる。適切な担体の例としては、水、生理的食塩水、デキスト

ロース溶液、フルクトース溶液、エタノールまたは獣脂、植物油もしくは合成起

源の油がある。また担体は他の成分を含んでよく、例えば、保存剤、懸濁化剤、

可溶化剤、緩衝剤などがある。化合物が髄腔内投与される場合、化合物を髄液に

溶解してもよい。

      【０１８２】

  好ましくは、治療的に有効な量の活性因子を投与する。投与される実際の量、

投与の速度および時間経過は、処置される状態の性質や厳しさによる。処置の指

示、例えば投与量、タイミング等の決定は、一般的な実験者または専門家の責任

の範囲内であり、通常、処理される病気、各患者の容態、運搬部位、投与方法お

よび実験者に知られた他の要素を考慮する。技術や手順の例は、Remington's Ph

armaceutical Sciencesで見出すことができる。

      【０１８３】

  あるいは、ターゲッティング治療（targeting therapies）は、抗体または細

胞特異的リガンドのようなターゲッティングシステムを用いることによって、活
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性因子をより特異的に特定の細胞型に運搬するのに用いることができる。ターゲ

ッティングは、様々な理由で望ましく、例えば、因子が容認できないほど毒性で

ある場合、または、非常に高い投与量を要求する場合、または、標的細胞に導入

することができない場合に望ましい。

      【０１８４】

  これらの因子を直接投与するほかにも、例えば、上述したようなウイルスベク

ター中で、または、患者に移植するために設計された細胞に基づく運搬システム

によって、因子を標的細胞中で産生することができ、米国特許第５,５５０,０５

０号およびＰＣＴ公報ＷＯ９２／１９１９５、ＷＯ９４／２５５０３、ＷＯ９５

／０１２０３、ＷＯ９５／０５４５２、ＷＯ９６／０２２８６、ＷＯ９６／０２

６４６、ＷＯ９６／４０８７１、ＷＯ９６／４０９５９およびＷＯ９７／１２６

３５で説明される。ベクターは、治療されようとする特定の細胞を標的にするこ

とができ、または標的細胞に対してより組織特異的である調節要素を含むことが

できる。細胞に基づく運搬システムは、患者の体の所望の部位に移植されるよう

に設計され、活性因子のコーディング配列を含む。あるいは、因子は、前駆体の

形態で投与でき、該前駆体は、処置される細胞内で、または処置される細胞を標

的にして産生される活性化因子によって、活性化形態に変換される。例えば、欧

州特許第４２５,７３１Ａ号、およびＷＯ９０／０７９３６を参照すること。

      【０１８５】

    【実施例】

  以下の実施例により、本発明をさらに説明する。これら実施例は、単に本発明

の説明のために意図されたものであり、制限を構成するものではない。

実施例１

動物の世話および維持について

  本研究で用いられた全ての動物プロトコールは、Monell Institutional Anima

l Care and Use Committeeで承認された。マウスを、１２時間の明および１２時

間の暗のサイクルで、２３℃に温度制御された部屋で、個々のケージに収容した

。動物は、脱イオン水およびTeklad Rodent Diet 8604(Harlan Teklad, Madison

, WI)を自由に摂取した。
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      【０１８６】

実施例２

Ｆ２の飼育および部分的なコンジェニックマウスについて

  Ｃ５７ＢＬ６／ＢｙＪ（Ｂ６）マウスおよび１２９Ｐ３／Ｊ（元は１２９／Ｊ

であり、本明細書では１２９と略記される）マウスを、ジャクソン研究所から購

入した。Ｂ６マウスと１２９マウスとを異系交配し、ハイブリッドの第一雑種世

代（Ｆ１）を作製し、これらを異種交配し第二雑種世代（Ｆ２、ｎ＝６２９）を

作製した。

      【０１８７】

  部分的なコンジェニックマウス系統を作製するために、Ｆ２マウスを第４染色

体の末端部分上に数種のマーカーを用いて遺伝子型決定し、この領域に組換えを

有するいくつかのＦ２マウスを、１２９系を用いた部分的なコンジェニックマウ

ス系統の始祖とした。これらＦ２始祖を１２９系に戻し交配し、Ｎ2世代を製造

した。これにより得られたマウスと、その後の戻し交配世代とは、サッカリン溶

液を用いた９６時間の２ボトル試験により表現型を分析し、末端第４染色体上お

よび他の常染色体上のマーカーを用いて遺伝子型を分析した。サッカリン高摂取

のマウス（Ｂ６系の末端第４染色体の断片および他の染色体上のマーカーの１２

９対立遺伝子に関する同型接合体を有する）がその後の戻し交配のために選択さ

れた。このマーカー補助の選択により、部分的にコンジェニックな１２９.Ｂ６

－Ｓａｃマウスを分離した。ＳＡＣ１遺伝子を含む異なるオーバーラップ断片を

有する３種の系統が作製された。

      【０１８８】

実施例３

Ｆ２および部分的なコンジェニックマウスにおける甘味嗜好性の試験について

  １２０ｍＭスクロースおよび１７ｍＭサッカリン（Sigma Chemical Company, 

St. Louis, MO）の摂取を、個々のケージに入れられたマウスで、９６時間の２

ボトル試験を用い、第二選択肢として水を用いて測定した。チューブの位置は、

２４時間ごとに切り替えた。液体の摂取量は、１日あたり、体重３０ｇあたり（

成体マウスの大体の体重）で、または、嗜好性スコア（１日平均の溶液摂取量の
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液体摂取総量に対するパーセント率）で表した。

      【０１８９】

実施例４

Ｆ２マウスの遺伝子型分析および連鎖分析について

  ゲノムＤＮＡを、ＮａＯＨ／トリスにより（Beier, personal communication;

 Truett G. E. et al., Preparation of PCR-quality mouse genomic DNA with 

hot sodium hydroxide and tris(HotSHOT) [プロセスの引用において]. Biotech

niques, 2000; 29: 52, 54）、またはフェノール／クロロホルム法によりマウス

の尾から精製した。全てのＦ２マウスは、ＳＡＣ１領域近辺をマッピングするこ

とがわかっている全ての利用可能な多型ミクロサテライトマーカー（Research G

enetics, Huntsville, AL）を用いて遺伝子型を分析し、該分析は、Dietrich W.

 et al., A genetic map of the mouse suitable for typing intraspecific cr

osses. Genetics, 1991; 131; 423-447で説明された方法をわずかに変更した方

法が用いられた。試験されたマーカーは、以下のとおり、すなわち、Ｄ４Ｍｉｔ

１９０、Ｄ４Ｍｉｔ４２、Ｄ４Ｍｉｔ２５４およびＤ４Ｍｉｔ２５６である。Ｍ

ＡＰＭＡＫＥＲ／ＱＴＬ１.１（Lander E. et al. MAPMAKER: An interactive c

omplex package for constructing primary linkage maps of experimental and

 natural populations. Genomics, 1987; 1: 174-181）を用いたこのフレームワ

ークマップの分析によれば、ＳａｃはＤ４Ｍｉｔ２５６に向かって末端に配置さ

れることが示され、それゆえに全ての利用可能なＳＴＳおよびＥＳＴはＳＳＣＰ

（Orita M., Iwahana H., Kanazawa H., Hyashi K., and Sekiya T. Detection 

of polymorphisms of human DNA by gel electrophoresis as single-strand co

nformation polymorphins. Proceedings of the National Academy of Science 

of the USA, 1989: 86）で、または、Ｂ６系統および１２９系統との間の多型に

関する直接的な配列解析で試験された。系統間の多型は、以下のマーカー、すな

わち、Ｄ１８３４６、ＡＡ４１０００３（Ｋ００２３１）、Ｖ２ｒ２およびＤ４

Ｅｒｄｔ２９６Ｅに対して見出され、連鎖分析がこれら多型マーカーを用いて行

われた。

      【０１９０】
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実施例５

部分的なコンジェニックマウスの遺伝子型分析

  ３つの部分的なコンジェニックマウス系統において、全ての利用可能なマーカ

ーを用いて遺伝子型を分析し、これらマーカーのうち２種の１２９対立遺伝子を

有するマーカーがＳＡＣ１非組換え区間から除去された。

      【０１９１】

実施例６

放射線ハイブリッドマッピングについて

  Ｓａｃ非組換え区間を狭くするための追加のマーカーを用いるために、数種の

マーカーをＴ３１  ＲＨゲノムマップを用いて試験した。公共データベースの調

査によって示された数種の配列から得られたプライマーを構築し、ＤＮＡをＴ３

１パネルから得た。結果は、ジャクソン研究所でソフトウェアを用いてスコア化

された。

      【０１９２】

実施例７

ＢＡＣコンティグの構築およびマーカーの開発について

  ＳＡＣ１領域の物理的マップを構築するために、ＲＰＣＩ－２３ＢＡＣライブ

ラリーを、ＳＡＣ１非組換え区間内および区間付近のマーカーでスクリーニング

した。各マーカーを細胞全体のＰＣＲで試験し、その存在を確認した。ハイブリ

ダイゼーションおよびＰＣＲ療法で陽性であったマーカーのみを示す。ＢＡＣ末

端用プライマーは、ＴＩＧＲ（www. tigr. org）で得られた配列から構築され、

また必要に応じて、直接の配列解析によって構築される。各陽性クローンは、そ

れぞれのＢＡＣ末端の存在（ＢＡＣ末端が独特の配列を含む場合）および方向付

けられたコンティグに関して試験され、該試験は、ＳＥＧＭＡＰ  バージョン３

.４８（Green E. D. and Green P. Sequence-tagged site(STS) content mappin

g of human chromosomes: theoretical considerations and early experiences

. PCR Methods Appl., 1991; 1: 77-90）を用いてなされた。ＢＡＣ末端配列は

、Ｂ６系および１２０系中で増幅され、ＳＳＣＰまたは直接の配列解析によって

分析される。１２９系とＢ６系との間のこれらＢＡＣ末端の多型は、組換えＦ２
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および部分的なコンジェニックマウス中で、かなり狭いＳＡＣ１非組換え区間に

対して試験された。

      【０１９３】

実施例８

ＳＡＣ１の増幅および多型の検出について

ＳＡＣ１非組換え区間を３５０ｋｂ未満に狭めた後、領域の殆どを覆う２４６ｋ

ｂのＢＡＣを配列解析用に選択した（ＲＰＣＩ－２３－１１８Ｅ２１）。このＢ

ＡＣ内に、他の味受容体に相同性を有する遺伝子があった。１１.８ｋｂの配列

およびＧＥＮＳＣＡＮプログラム（Burge C. B. and Karlin S. Finding the ge

ne in genomic DNA. Current Opinion Structural Biology, 1998; 8: 346-354

）を用いたところ、８５８個のアミノ酸からなり６個のエキソンを有するタンパ

ク質が同定された。この遺伝子を増幅するプライマーを構築し、追加の２６００

ｎｔ上流および５２００ｎｔ下流も増幅した（プライマー配列は申し込みにより

利用できる）。これらＰＣＲ産物を、Ｂ６および１２９マウス系、同様に、いず

れもより高いサッカリン嗜好性を有する他の系統（ＳＷＲ／Ｊ，Ｃ５７Ｌ／Ｊ，

ＩＳ，ＳＴ／ｂＪ，ＳＥＡ／ＧｎＪ）またはより低い嗜好性を有する他の系統（

ＤＢＡ／２Ｊ，ＡＫＲ／Ｊ，ＢＡＬＢ／ｃＢｙＪ）からのゲノムＤＮＡを用いて

配列解析した（Lush I. E., The genetics of tasting in mice. VI. Saccharin

, acesulfame, dulcin and sucrose. Genet Res, 1989; 53: 95-99; Lush I. Th

e genetics of bitterness, sweetness, and saltiness in strains of mice. i

n Genetics of perception and communication, Vol.3, eds. Wysocki C. and K

are M., New York: Marcel Dekker, 1991: 227-235; Lush I. E. and Holland G

. The genetics of tasting in mice. V. Glycine and cycloheximide. Genet R

es, 1988; 52: 207-12）。配列は、シーケンサー（Gene Codes, Ann Arbor, MI

）によって並べられ、一塩基多型、挿入および欠失が同定された。

      【０１９４】

実施例９

舌のｃＤＮＡの調製および発現研究について

  １２９系およびＢ６系マウスの舌前方から全てのＲＮＡを抽出した（ＴＲＩＺ
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ＯＬ試薬; GIBCOBRL）。全てのＲＮＡ（２００ｎｇ）を、Life Technologies Su

perScript Kitを用いて逆転写した。逆転写に続いて、サンプルをＡｄｖａｎｔ

ａｇｅ  ｃＤＮＡ  ＰＣＲキット（Clontech, Palo Alto, CA）を用いて増幅し

た。プライマーをエキソン２および３を覆うように構築し、ゲノムおよびｃＤＮ

Ａ産物の大きさを異ならせた（プライマーセット３Ａ；レフト－５′ＴＧＣＡＴ

ＴＧＧＣＣＡＧＡＣＴＡＧＡＡＡ３′；ライト－５′ＣＧＧＣＴＧＧＧＣＴＡＴ

ＧＡＣＣＴＡＴ′）。プライマー３Ａに関して予測される産物の大きさは、ｃＤ

ＮＡにおいては４１８ｂｐであり、ゲノムＤＮＡにおいては４９７ｂｐである。

これらの大きさのシングルバンドをゲルから切り出し、精製し、配列解析し、マ

ウス舌におけるこの遺伝子のイントロン－エキソン境界およびｍＲＮＡの発現を

確認した。次に、ｃＤＮＡ全体を覆うようなプライマーを設計し、配列を得て、

並べ、イントロン／エキソン境界を確認した。

      【０１９５】

実施例１０

ヒト遺伝子発現について

  ＳＡＣ１遺伝子のヒトオーソログを、ヒトの舌のｍＲＮＡ発現に関して試験し

た。ヒト味覚乳頭からの全てのＲＮＡは、ペンシルベニア大学（the University

 of Pennsylvania）の人間に関する研究の委員会（Committee on Studies Invol

ving Human Beings）で承認された方法で、生検から得た。そのＲＮＡを、上述

したように抽出し、逆転写し、ヒト特異的プライマーを用いて増幅した。ゲノム

ＤＮＡおよびｃＤＮＡに関して予想された大きさの２つのバンドが得られた。こ

れらのバンドの配列解析により、ＳＡＣ１遺伝子がヒト味覚乳頭で発現されるこ

とが確認された。

      【０１９６】

実施例１１

ＳＡＣ１の組織での発現について

  表２に示すように、ＳＡＣ１遺伝子の異なる部分に特異的なオリゴヌクレオチ

ドプライマーが、ＳＡＣ１発現に関して異なる組織を分析するのに用いられた。

組織特異的ｃＤＮＡプールをOriGene Technologies Ltd.から購入した。プライ
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マー対３Ａは、エキソン２および３の部分を、小さいイントロンと共に増幅し、

ゲノムｃＤＮＡとｃＤＮＡとを示すＰＣＲ産物間で差をつけた。プライマー対６

Ａは、エキソン４および５の部分を増幅した。タンパク質のこの部分は、７ＴＭ

ドメインをコードしており、異なる組織で発現された他のＧＰＣＲと交差反応し

得る。

      【０１９７】

  【表３】

      【０１９８】

実施例１２
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  ＳＡＣ１遺伝子座用のプライマーの配列（配列番号６～６５１）を以下に示す

。

      【０１９９】
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      【０２００】

      【０２０１】
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      【０２０２】
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      【０２０３】
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      【０２０４】
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      【０２０５】
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      【０２０６】
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      【０２０７】
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      【０２０８】
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      【０２０９】
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      【０２１０】
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      【０２１１】
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      【０２１２】
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      【０２１３】
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      【０２１４】
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      【０２１５】
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      【０２１６】
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      【０２１７】
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      【０２１８】
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      【０２１９】
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      【０２２０】
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      【０２２１】
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      【０２２２】
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      【０２２３】

  上記の発明が、理解を明確にするために説明や実施例を用いて詳細に説明され

ているが、添付の特許請求の範囲内である種の変更や改変がなされ得ることは明

白である。

      【０２２４】

  全ての公報、特許およびウェブサイトは、各公報、特許またはウェブサイトが

、その全体が参照することによって組み込まれることを明確かつ個々に意図され

たのと同じ範囲までその全体が参照することによって本明細書中に組み込まれる

。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  ＳＡＣ遺伝子を説明するもので、ＡはＢ６（高嗜好性）系と１２９（低嗜好性

）系との交配により得られた６３２  Ｆ２マウスを用いた、ＳＡＣ１遺伝子座の

遺伝子地図を示し；Ｂは部分的にコンジェニックな１２９.Ｂ６－Ｓａｃbマウス

のドナー断片によって定義されたＳＡＣ１含有染色体領域を示し；Ｃは部分的に

コンジェニックな１２９.Ｂ６－Ｓａｃマウスから分離した（segregating）Ｎ６

、Ｎ７、Ｎ４Ｆ４、およびＮ３Ｆ５による、水を用いた４日間の２ボトルテスト

における毎日の平均サッカリン摂取を示し（平均±標準誤差）；ＤはＳＡＣ領域

における末端第４染色体のＢＡＣコンティグを示し；ＥはＳＡＣ１の非組換え区

間に含まれる遺伝子を示す。

    【図２Ａ】
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  マウスＳＡＣ１遺伝子（ｍＳａｃ：登録番号：ＡＦ３１１３８６）、そのヒト

オーソログ（ｈＳａｃ）を示し、前に説明した遺伝子Ｔ１Ｒ１、現在はＧｐｒ７

０をその上に並べる。黒色で示した残基は、少なくとも２種の同一残基間で同一

なものであり、灰色で示した残基は保存的な変化を示す。

    【図２Ｂ】

  ＳＡＣ１遺伝子の構造を示す。６個のエキソンは黒い四角で示される。

    【図２Ｃ】

  Ｓａｃ遺伝子から予測されたタンパク質の立体配置を示す。膜貫通領域を決定

するために、コンピュータープログラムＨＭＭＴＯＰを用いて疎水性を測定し、

ＴＯＰＯで作図した。ミスセンス変異は星印で示す。

    【図３】

  ２種の異なるＳａｃ遺伝子のハプロタイプを用いた近交系マウスのサッカリン

およびスクロースの嗜好性を示す。

    【図４】

  マウスおよびヒトの舌のＲＮＡを配列解析したもので、ＡはマウスのＳＡＣ１

遺伝子の組織での発現を示し；Ｂはヒト茸状乳頭のＲＮＡを生検材料から得て、

逆転写し、そしてゲノムおよびｃＤＮＡから得られたバンドを本明細書中に記載

されるプライマーを用いて増幅したものを示す。

    【図５】

  ＳＡＣ１遺伝子に関連するマウスｃＤＮＡ配列、および、カルシウム感知代謝

型受容体に関連するｃＤＮＡのアミノ酸配列アライメントを示す。暗い領域は、

共有の類似性をもつ領域を示す。

    【図６】

  コンピュータープログラムＴｏｐ  Ｐｒｅｄで予測されたＳＡＣ１アミノ酸配

列の疎水性プロットである。
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１４年５月３０日（２００２．５．３０）

【手続補正１】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】全図

【補正方法】変更

【補正の内容】
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摘要(译)

本发明涉及与它们对碳水化合物，其他甜味化合物或乙醇的偏好有关的
基因和序列变异的发现。 本发明还涉及代谢途径的研究，以鉴定有助于
碳水化合物或乙醇感测差异的其他基因，受体和关系。 本发明还涉及种
系或体细胞系序列变异及其在糖尿病，其他肥胖相关疾病或乙醇摄入易
感性的诊断和预后中的用途。 本发明还提供了对这种序列变异的检测和
分析具有特异性的探针或引物。 本发明还涉及一种筛选用于抑制或恢复
基因功能的药物的方法，所述药物例如抗糖尿病和抗肥胖症，或抗酒精
摄入治疗，例如基因疗法和蛋白质替代疗法。 最后，本发明涉及使用基
因及其突变鉴定甜味剂或醇的方法。
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