
(57)【要約】

対象における脂肪の蓄積とそれに関係する疾患（例えば

肥満や非インスリン依存性糖尿病（NIDDM））の予後予

測および診断を行なう方法、試薬、この方法を実施する

ためのキット、脂肪の蓄積とそれに関係する疾患の治療

薬候補を同定する方法、対象における脂肪の蓄積を減少

させてそれに関係する疾患を治療する方法が提供される

。これら実施態様の一部は、配列番号1に示した核酸の

多型変異体を分析した結果に基づいている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 脂 肪 を 減 ら す た め の 治 療 薬 候 補 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） （ i） 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 　 　 （ ii） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 　 　 （ iii） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 ； 及 び
　 　 　 （ iv） ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ i） 、 （ ii） 、 （ iii） い ず れ か の 断 片
か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 を 含 む シ ス テ
ム に テ ス ト 分 子 を 導 入 す る か 、 あ る い は
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ i） 、 （ ii） 、 （ iii） 、 （ iv） い ず れ か に よ っ て コ ー ド さ れ て い る
タ ン パ ク 質 を 含 む シ ス テ ム に テ ス ト 分 子 を 導 入 し ；
　 （ b） テ ス ト 分 子 と 上 記 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 間 の 相 互 作 用 の 存 在 ま た は 不 在 を 明 ら
か に す る こ と に よ り 、
　 テ ス ト 分 子 と 上 記 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 間 の 相 互 作 用 が 存 在 し て い る 場 合 に 、 そ の テ
ス ト 分 子 が 脂 肪 を 減 ら す た め の 治 療 薬 候 補 で あ る と 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 上 記 シ ス テ ム が 動 物 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 上 記 シ ス テ ム が 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 上 記 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 位 置 7328に グ ア ニ ン を 含 む 、 あ る い は 位 置 9182に チ
ミ ン を 含 む 、 あ る い は 位 置 7328に グ ア ニ ン を 含 み 、 か つ 位 置 9182に チ ミ ン を 含 む 、 請 求 項
1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 対 象 の 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 1の 治 療 薬 候 補 を 、 そ の 治 療 薬 候 補 を
必 要 と し て い る 対 象 に 投 与 す る 操 作 を 含 ん で お り 、 こ の 操 作 に よ り 、 そ の 治 療 薬 候 補 が そ
の 対 象 の 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 対 象 の 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ b） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
　 （ c） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ； 及 び
　 （ d） ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ a） 、 （ b） 、 （ c） い ず れ か の 断 片
か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む PLA2G1B核 酸 を 、 そ の PLA2G1B
核 酸 を 必 要 と し て い る 対 象 の 1個 以 上 の 細 胞 と 接 触 さ せ る 操 作 を 含 ん で お り 、 対 象 の 1個 以
上 の 細 胞 に PLA2G1B核 酸 を 接 触 さ せ る こ の 操 作 に よ り 、 脂 肪 の 蓄 積 が 減 少 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 対 象 の 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 配 列 番 号 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ b） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ c） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ；
　 （ d） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ a） 、 （ b） 、 （ c） い ず れ か の 断 片
か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配
列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る PLA2G1Bタ ン パ ク 質 を 、 そ の PLA2G1Bタ ン パ ク 質 を 必 要 と し て
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い る 対 象 の 1個 以 上 の 細 胞 と 接 触 さ せ る 操 作 を 含 ん で お り 、 対 象 の 1個 以 上 の 細 胞 に PLA2G1
Bタ ン パ ク 質 を 接 触 さ せ る こ の 操 作 に よ り 、 脂 肪 の 蓄 積 が 減 少 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 対 象 の 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 方 法 で あ っ て 、
　 対 象 か ら 採 取 し た 核 酸 サ ン プ ル に 含 ま れ て い て 、
　 （ a） 配 列 番 号 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ b） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ c） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ； 及 び
　 （ d） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ a） 、 （ b） 、 （ c） い ず れ か の 断 片
か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配
列 中 に 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 す る 多 型 変 異 が 存 在 し て い る か 不 在 で あ る か を 検 出 し 、
　 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 治 療 法 を 、 サ ン プ ル の 出 所 で あ っ て 脂 肪 の 減 少 に 関 係 す る 多 型 変 異
の 存 在 が PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 に 検 出 さ れ た 対 象 に 適 用 す る 操 作 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 記 多 型 変 異 が 、 位 置 7328の グ ア ニ ン で あ り 、 あ る い は 位 置 9182の チ ミ ン で あ り 、 あ る
い は 位 置 7328の グ ア ニ ン で あ り 、 か つ 位 置 9182の チ ミ ン で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 上 記 治 療 法 が 、 食 欲 抑 制 剤 、 リ パ ー ゼ 阻 害 剤 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 阻 害 剤 、 運 動 療 法 、 食 事
療 法 、 心 理 的 慰 安 、 精 神 療 法 、 及 び 心 理 療 法 か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た 1つ 以 上
の 方 法 で あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 対 象 に お け る 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 方 法 で あ っ て 、 対 象 に 対 し 、 そ の 対 象 の 消 化 管 内 で PL
A2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 阻 害 す る 分 子 を 投 与 す る 操 作 を 含 ん で お り 、 そ の 結 果 と し て 対 象 の
消 化 管 内 で PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 阻 害 が 起 こ る こ と に よ っ て そ の 対 象 に お け る 脂 肪 の 蓄
積 が 減 少 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 対 象 に お け る 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 方 法 で あ っ て 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 阻 害 す る 分 子
を 対 象 に 投 与 す る 操 作 を 含 ん で お り 、 そ の と き 対 象 は 、 そ の 分 子 が 投 与 さ れ た 後 に 有 意 な
脂 肪 便 を 経 験 し な い こ と で PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド が 阻 害 さ れ 、 そ の 対 象 に お け る 脂 肪 の 蓄
積 が 減 少 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 対 象 に お け る 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 方 法 で あ っ て 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 阻 害 す る 分 子
を 対 象 に 投 与 す る 操 作 を 含 ん で お り 、 そ の 分 子 が 、 リ パ ー ゼ 阻 害 剤 に よ っ て 対 象 に 起 こ る
脂 肪 便 よ り も 少 な い 脂 肪 便 を 誘 導 す る こ と で PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド が 阻 害 さ れ 、 そ の 対 象
に お け る 脂 肪 の 蓄 積 が 減 少 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 NIDDMを 軽 減 す る た め の 治 療 薬 候 補 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） （ i） 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 　 　 （ ii） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 　 　 （ iii） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 ； 及 び
　 　 　 （ iv） ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ i） 、 （ ii） 、 （ iii） い ず れ か の 断 片
か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 を 含 む シ ス テ
ム に テ ス ト 分 子 を 導 入 す る か 、 あ る い は
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ i） 、 （ ii） 、 （ iii） 、 （ iv） い ず れ か に よ っ て コ ー ド さ れ て い る
タ ン パ ク 質 を 含 む シ ス テ ム に テ ス ト 分 子 を 導 入 し ；
　 （ b） テ ス ト 分 子 と 上 記 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 の 存 在 ま た は 不 在 を 明 ら か に
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す る こ と に よ り 、
　 テ ス ト 分 子 と 上 記 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 が 存 在 し て い る 場 合 に 、 そ の テ ス ト
分 子 が NIDDMを 治 療 す る た め の 治 療 薬 候 補 で あ る と 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 上 記 シ ス テ ム が 動 物 で あ る 、 請 求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 上 記 シ ス テ ム が 細 胞 で あ る 、 請 求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 配 列 番 号 1の 位 置 7256に シ ト シ ン を 含 む 、 請 求 項 14に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 対 象 の NIDDMを 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 14の 治 療 薬 候 補 を 、 そ の 治 療 薬 候 補 を 必
要 と し て い る 対 象 に 投 与 す る 操 作 を 含 ん で お り 、 そ の こ と に よ っ て そ の 治 療 薬 候 補 が 対 象
の NIDDMを 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 対 象 の NIDDMを 軽 減 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ b） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
　 （ c） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ； 及 び
　 （ d） ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ a） 、 （ b） 、 （ c） い ず れ か の 断 片
か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む PLA2G1B核 酸 を 、 そ の PLA2G1B
核 酸 を 必 要 と し て い る 対 象 の 1個 以 上 の 細 胞 と 接 触 さ せ る 操 作 を 含 ん で お り 、 そ の 結 果 と
し て 対 象 の 1個 以 上 の 細 胞 が PLA2G1B核 酸 と 接 触 す る こ と で NIDDMが 軽 減 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 対 象 の NIDDMを 軽 減 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ a） 配 列 番 号 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ b） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ c） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ； 及 び
　 （ d） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ a） 、 （ b） 、 （ c） い ず れ か の 断 片
か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配
列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る PLA2G1Bタ ン パ ク 質 を 、 そ の PLA2G1Bタ ン パ ク 質 を 必 要 と し て
い る 対 象 の 1個 以 上 の 細 胞 と 接 触 さ せ る 操 作 を 含 ん で お り 、 そ の 結 果 と し て 対 象 の 1個 以 上
の 細 胞 が PLA2G1Bタ ン パ ク 質 と 接 触 す る こ と で NIDDMが 軽 減 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 対 象 の NIDDMを 軽 減 す る 方 法 で あ っ て 、
　 対 象 由 来 の 核 酸 サ ン プ ル に 含 ま れ て い て 、
　 （ a） 配 列 番 号 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ b） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ c） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ； 及 び
　 （ d） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ a） 、 （ b） 、 （ c） い ず れ か の 断 片
か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配
列 中 に NIDDMに 関 係 す る 多 型 変 異 が 存 在 し て い る か 不 在 で あ る か を 検 出 し 、
　 NIDDMを 軽 減 す る 治 療 法 を 、 サ ン プ ル の 出 所 で あ っ て NIDDMに 関 係 す る 多 型 変 異 の 存 在 が
PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 に 検 出 さ れ た 対 象 に 適 用 す る 操 作 を 含 む 方 法 。 　
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【 請 求 項 ２ ２ 】
　 上 記 多 型 変 異 が 、 位 置 7256の シ ト シ ン で あ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 上 記 治 療 法 が 、 血 糖 レ ベ ル を 制 御 す る た め の 、 イ ン ス リ ン 、 低 血 糖 剤 、 デ ン プ ン 阻 害 剤
、 肝 グ ル コ ー ス 調 節 剤 、 イ ン ス リ ン 増 感 剤 、 グ ル コ ー ス ・ レ ベ ル ・ モ ニ タ ー 療 法 、 食 事 指
導 、 食 事 療 法 か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た 1つ 以 上 の も の で あ る 、 請 求 項 21に 記 載
の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 す る 出 願 の 相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 2002年 6月 27日 に 出 願 さ れ た ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 出 願 第 60/392,362号 の 恩 恵
を 主 張 す る 。 こ の 出 願 の 内 容 は 、 参 考 と し て こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 脂 肪 の 蓄 積 を 減 少 さ せ て 対 象 に お け る 関 連 す る 疾 患 （ 例 え ば 糖 尿 病 ） を 治 療
す る た め の 治 療 薬 を 同 定 す る 方 法 、 そ の 治 療 薬 の 使 用 方 法 に 関 す る 。 こ の 治 療 薬 は 、 脂 肪
の 蓄 積 に 関 係 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 標 的 と す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 肥 満 の 人 は 、 標 準 と 比 べ て 体 脂 肪 が 過 剰 に な っ て い る 。 肥 満 は い く つ か の 方 法 で 明 ら か
に す る こ と が で き 、 例 え ば ボ デ ィ マ ス 指 数 （ BMI） の 測 定 、 体 重 と 身 長 の グ ラ フ 化 、 皮 膚
を つ ま ん だ と き の 厚 さ と 生 体 電 気 的 イ ン ピ ー ダ ン ス か ら 明 ら か に な る 体 脂 肪 の 測 定 な ど の
方 法 が あ る 。 ア メ リ カ 合 衆 国 全 体 で 5800万 人 が 肥 満 で あ る 。 こ の 数 字 は 成 人 人 口 の 約 1/4
～ 1/3に 達 し 、 し か も そ の 割 合 は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 や 他 の 工 業 国 で 疫 病 と も 言 え る ほ ど に
増 大 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 1985年 以 来 、 肥 満 関 連 疾 患 は 慢 性 疾 患 と し て 認 識 さ れ 、 毎 年 約 300,000人 が こ の 疾 患 で
亡 く な っ て お り 、 予 防 可 能 な 死 の 原 因 と し て は 喫 煙 に 次 い で 第 2位 を 占 め て い る （ JAMA、
第 276巻 、 1907～ 1915ペ ー ジ 、 1996年 ） 。 肥 満 は 、 男 性 と 女 性 の 両 方 に と っ て 、 2型 糖 尿 病
、 高 血 圧 、 心 血 管 疾 患 、 あ る 種 の が ん に な る 主 要 な リ ス ク 因 子 の 1つ で あ る こ と が 明 ら か
に さ れ て い る （ JAMA、 第 282巻 、 1523～ 1529ペ ー ジ 、 1999年 ） 。 共 存 す る 他 の 疾 患 と し て
は 、 睡 眠 時 無 呼 吸 、 変 形 性 関 節 症 、 不 妊 、 特 発 性 頭 蓋 内 高 血 圧 、 下 肢 静 脈 う っ 滞 疾 患 、 胃
食 道 逆 流 、 腹 圧 性 尿 失 禁 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 肥 満 に 帰 す る こ と の で き る 全 コ ス ト は 、 1995年 に は 992億 ド ル で あ っ た 。 そ の う ち の 約 5
16.5億 ド ル が 、 直 接 的 な 医 療 コ ス ト で あ っ た 。 ア メ リ カ 合 衆 国 の 産 業 に お け る 肥 満 の コ ス
ト は 1994年 に 合 計 で 127億 ド ル で あ っ た と 推 定 さ れ て い る 。 ア メ リ カ 合 衆 国 に お け る 肥 満
に 関 す る 健 康 関 連 経 済 の コ ス ト が 産 業 に 占 め る 割 合 は 大 き く 、 全 医 療 コ ス ト の 約 5％ に な
る （ American Journal of Health Promotion、 第 13巻 (2)、 120～ 127ペ ー ジ 、 1998年 ） 。 B
MIが 大 き く な る に つ れ 、 病 気 の 日 数 が 長 く な り 、 治 療 の 必 要 性 が 大 き く な り 、 ヘ ル ス ケ ア
の コ ス ト も 増 大 す る こ と が わ か っ た 。 ま た 、 BMIが “ リ ス ク 域 に あ る ” グ ル ー プ の 年 間 医
療 コ ス ト の 平 均 値 は 2,274ド ル で あ る の に 対 し 、 “ リ ス ク 域 に な い ” グ ル ー プ は 1,499ド ル
で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 胴 体 と ウ エ ス ト の ま わ り に 脂 肪 組 織 が 蓄 積 す る （ 中 心 脂 肪 と し て 知 ら れ る ） と 、 2型 糖
尿 病 と 心 血 管 疾 患 の リ ス ク も 増 大 す る （ Lundgren他 、 Int. J. Obes.、 第 13巻 (4)、 413～ 4
23ペ ー ジ 、 1989年 ； Ohlson他 、 Diabetes、 第 34巻 (10)、 1055～ 1058ペ ー ジ 、 1985年 ） 。 さ
ら に 中 心 肥 満 は 、 心 血 管 疾 患 、 血 管 性 痴 呆 、 糖 尿 病 の リ ス ク 増 大 と 関 係 す る 代 謝 症 候 群 （
ま た は X症 候 群 ） と し て 知 ら れ る 疾 患 に も 関 与 し て い る 。 代 謝 症 候 群 は 、 中 心 脂 肪 、 高 血
圧 、 グ ル コ ー ス 不 寛 容 、 異 脂 血 症 （ ト リ グ リ セ リ ド が 多 く 、 HDLコ レ ス テ ロ ー ル が 少 な い
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） 、 イ ン ス リ ン の 刺 激 に よ る グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 不 全 （ “ イ ン ス リ ン 耐 性 ” ） の す べ て
、 あ る い は こ れ ら の い ろ い ろ な 組 み 合 わ せ が 共 存 し て い る こ と を 説 明 す る 用 語 で あ る 。 中
心 脂 肪 が 優 勢 で あ る か ど う か 、 そ し て そ れ が 一 般 的 な 肥 満 と 関 係 し て い る か ど う か は 、 人
種 と 性 別 に よ っ て 異 な る （ McKeigue他 、 Diabetologia、 第 35巻 (8)、 785～ 791ペ ー ジ 、 199
2年 ； McKeigue他 、 Lancet、 第 337巻 (8738号 )、 382～ 386ペ ー ジ 、 1991年 ） 。 中 心 脂 肪 を 多
く 持 つ 男 性 の 大 部 分 は BMIに 関 し て も 肥 満 で あ り 、 肥 満 者 は 、 脂 肪 が 中 心 に 分 布 し て い る
こ と が し ば し ば あ る 。 こ れ は 、 両 方 の 条 件 が 重 な り 合 っ て い る こ と を 示 唆 す る 。 こ の 関 係
は 女 性 で は こ れ ほ ど 強 い 相 関 を 持 た な い が 、 更 年 期 以 後 は 中 心 脂 肪 が 増 大 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 現 在 の 抗 肥 満 治 療 薬 （ 例 え ば フ ェ ン テ ル ミ ン 、 シ ブ ト ラ ミ ン 、 オ ル リ ス タ ッ ト ） は ほ と
ん ど が 効 果 を 持 た な い た め 、 こ の 疾 患 の 原 因 を 明 ら か に し 、 メ カ ニ ズ ム に 基 づ い た 合 理 的
な 治 療 薬 の 開 発 を 開 始 す る こ と が 緊 急 に 必 要 と さ れ て い る 。 マ ウ ス QTLと ヒ ト で の 研 究 に
よ り 、 12q22～ q23の 領 域 、 中 で も こ の 領 域 に あ る イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 1（ IGF-1） 遺 伝 子
が 、 体 重 の 調 節 と 内 臓 脂 肪 の 蓄 積 に 関 し て あ る 役 割 を 演 じ て い る と 推 定 さ れ て い る （ Coll
ins, A.C.他 、 Mamm. Genome、 第 4巻 、 454～ 458ペ ー ジ 、 1993年 ； Sun, G.他 、 Int. J. Obe
s.、 第 23巻 、 929～ 935ペ ー ジ 、 1999年 ； Keightley, P.D.他 、 Genetics、 第 142巻 、 227～ 2
35ペ ー ジ 、 1996年 ） 。 ま た 他 の 研 究 で も 、 肥 満 と ヒ ト ゲ ノ ム の あ る 部 分 が 関 係 づ け ら れ て
い る （ Perusse, L.他 、 Obeisity Research、 第 9巻 、 135～ 169ペ ー ジ 、 2001年 ； Chagnon, 
Y.C.他 、 Obeisity Research、 第 8巻 、 89～ 117ペ ー ジ 、 2000年 ） 。 中 で も 第 12染 色 体 上 の C
D36L遺 伝 子 は 、 血 漿 中 の 脂 質 の レ ベ ル と BMIに 関 係 し て い た （ Acton, S.他 、 Arterioscler
. Thromb. Vasc. Biol.、 第 19巻 、 1734～ 1743ペ ー ジ 、 1999年 ） 。 ま た 、 染 色 体 の 12q24領
域 は 、 ケ ベ ッ ク 家 族 研 究 に お い て 、 肥 満 に 関 し て あ る 役 割 を 果 た し て い る と 主 張 さ れ た （
Perusse, L.他 、 Diabetes、 第 50巻 、 614～ 621ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 さ ら に 、 第 4染 色 体 上 の
あ る 種 の 多 型 遺 伝 子 座 が 肥 満 と 関 係 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Stone他 、 American 
J. Human Genetics、 「 4p15～ p14に あ っ て 重 度 の 肥 満 に な る 強 い 傾 向 を も た ら す 遺 伝 子 座
」 、 2002年 6月 ） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 第 12染 色 体 上 に 位 置 し て い て PLA2G1Bと し て 知 ら れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 近 傍 に お け る 多 型 変 異 が 、 中 心 脂 肪 蓄 積 と 関
係 し て い る こ と が 見 い だ さ れ た 。 さ ら に 、 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る 多 型 変 異 が 、 対
象 に お け る 2型 糖 尿 病 （ 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 、 す な わ ち NIDDM） と 関 係 し て い る こ と
も 見 い だ さ れ た 。 し た が っ て PLA2G1Bが 、 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら し 、 糖 尿 病 を 含 む 関 連 疾 患 を
治 療 す る た め の 標 的 と し て 同 定 さ れ た 。 そ れ ゆ え こ の 明 細 書 に は 、 脂 肪 を 減 ら す と と も に
、 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 治 療 薬 候 補 を 同 定 す る 方 法 と 、 治 療 分 子 を 投 与 す る こ と に よ
っ て 対 象 に お け る 脂 肪 を 減 ら す と と も に 、 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 方 法 が 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
詳 細 な 説 明
　 第 12染 色 体 上 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 ま た は そ の 近 傍 に お け る 多 型 変
異 が 、 対 象 の 腹 と 胴 体 の 領 域 に お け る 脂 肪 の 蓄 積 と 関 係 し て い る こ と が 見 い だ さ れ た 。 こ
の 領 域 に 脂 肪 が 多 く 蓄 積 し て い る 人 は 、 代 謝 疾 患 （ 例 え ば 糖 尿 病 や 肥 満 ） と 心 血 管 疾 患 （
例 え ば 高 血 圧 ） に な る リ ス ク が あ る 。 し た が っ て 脂 肪 の 蓄 積 に 関 す る 遺 伝 的 決 定 要 因 を 検
出 す る 方 法 が あ る と 、 こ う し た 疾 患 （ 例 え ば 高 イ ン ス リ ン 血 症 、 高 血 圧 、 グ ル コ ー ス 不 寛
容 （ す な わ ち IGTま た は 糖 尿 病 ） 、 異 脂 血 症 、 凝 固 能 亢 進 、 ミ ク ロ ア ル ブ ミ ン 尿 ） に 罹 り
や す い 傾 向 を 早 期 に 診 断 し た り 、 予 防 的 措 置 を 早 期 に 講 じ た り す る こ と が 可 能 に な る 。 し
た が っ て PLA2G1Bと 脂 肪 の 蓄 積 が 関 係 づ け ら れ た こ と で 、 脂 肪 の 蓄 積 を 減 少 さ せ る 治 療 に
役 立 つ 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 新 し い 標 的 が 提 供 さ れ た 。 PLA2G1Bは 、 脂 肪 の 蓄
積 に 伴 う 異 常 で あ る 例 え ば 代 謝 疾 患 （ 例 え ば 糖 尿 病 や 肥 満 ） や 心 血 管 疾 患 （ 例 え ば 高 血 圧
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） を 治 療 す る の に 役 立 つ 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 標 的 で も あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
中 心 脂 肪 の 蓄 積 と 関 連 疾 患
　 中 心 脂 肪 の 蓄 積 が 多 く な る こ と は 、 BMI、 体 重 と 身 長 の グ ラ フ 、 体 脂 肪 測 定 で も 肥 満 と
見 な せ る 、 と 多 く の 人 が 考 え て い る 。 肥 満 は 、 一 般 に 、 個 体 の 体 重 に 占 め る 脂 肪 の 割 合 が
所 定 の レ ベ ル よ り も 高 く な っ た 状 態 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 例 え ば 国 立 衛 生 研 究 所 （ NI
H、 httpの ア ド レ ス www.nih.gov/health/nutrit/pubs/statobes.htmを 参 照 の こ と ） の 国 立
糖 尿 病 お よ び 消 化 器 ・ 腎 臓 疾 患 研 究 所 （ NIDDK） は 、 ボ デ ィ マ ス 指 数 （ BMI） が 25～ 29.9kg
/m 2 の 人 を 体 重 超 過 で あ る と 定 義 し 、 BMIが 30kg/m 2 以 上 の 人 を 肥 満 で あ る と 定 義 し て い る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 中 心 脂 肪 の レ ベ ル 増 大 は 、 代 謝 疾 患 （ 例 え ば 糖 尿 病 や 肥 満 ） や 心 血 管 疾 患 （ 例 え ば 心 筋
梗 塞 や 高 血 圧 ） と い っ た 生 命 を 脅 か す 1つ 以 上 の 疾 患 が 共 存 し て い る 状 態 の 代 謝 症 候 群 と
も 結 び つ い て い る 。 例 え ば 心 血 管 疾 患 に よ る 死 亡 率 は 、 平 均 追 跡 期 間 が 6.9年 間 の ボ ト ニ
ア 研 究 （ 1990年 に フ ィ ン ラ ン ド で 始 ま っ た 2型 糖 尿 病 の 大 規 模 調 査 ） か ら 、 3,606人 と 見 積
も ら れ た 。 女 性 と 男 性 で は 、 代 謝 症 候 群 は 、 耐 糖 能 が 正 常 な 対 象 の そ れ ぞ れ 10％ と 15％ 、
IFG/IGTを 有 す る 対 象 の そ れ ぞ れ 42％ と 64％ 、 2型 糖 尿 病 を 抱 え る 対 象 の そ れ ぞ れ 78％ と 84
％ で 記 録 さ れ て い る 。 冠 状 心 疾 患 と 心 筋 梗 塞 の リ ス ク は 、 こ の 症 候 群 を 抱 え る 対 象 で は 3
倍 に な り 、 心 血 管 疾 患 に よ る 死 亡 率 は 顕 著 に 増 大 し た （ こ の 症 候 群 を 抱 え る 対 象 で は 12.0
％ で あ る の に 対 し 、 こ の 症 候 群 が な い 対 象 で は 2.2％ ； P<0.001） （ Zimmet他 、 Nature、 第
414巻 、 782～ 787ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 し た が っ て 脂 肪 が 蓄 積 し や す い 傾 向 、 中 で も 中 心 脂
肪 の 蓄 積 を 明 ら か に す る こ と は 、 あ る 人 が 脂 肪 を 減 ら す 予 防 的 療 法 を 行 な う こ と に よ っ て
脂 肪 の 蓄 積 と 関 連 し た 1つ 以 上 の 疾 患 に な る 確 率 を 低 下 さ せ る べ き で あ る と 見 な さ れ る か
ど う か を 知 る 上 で 役 に 立 つ 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ の 明 細 書 で は 、 “ 脂 肪 の 蓄 積 ” と い う 用 語 は 、 個 体 の 体 内 に あ る 脂 肪 量 と 、 個 体 の 体
内 の あ る 場 所 に 脂 肪 が 蓄 積 さ れ る プ ロ セ ス を 意 味 す る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 中 心 脂 肪 の 蓄
積 ” と い う 用 語 は 、 個 体 の 胴 体 お よ び ウ エ ス ト の ま わ り の 脂 肪 が 所 定 の レ ベ ル ま た は 平 均
を 超 え て い る 状 態 を 意 味 す る 。 中 心 領 域 は 、 上 下 方 向 に は 第 2腰 椎 の 上 面 か ら 第 4腰 椎 の 下
面 ま で 、 横 方 向 に は 胸 郭 の 内 面 ま で 広 が る 領 域 と し て 定 義 す る こ と が で き る 。 脂 肪 の 蓄 積
は 、 例 え ば あ る 時 点 で の 量 、 ま た は あ る 期 間 に わ た っ て の 量 と し て 測 定 す る こ と が で き 、
後 述 す る 多 数 の 方 法 を 用 い て 定 量 化 す る こ と 、 ま た は 見 積 も る こ と が で き る 。 脂 肪 は 、 皮
膚 の 下 に あ る 脂 肪 細 胞 （ す な わ ち 皮 下 脂 肪 細 胞 ） お よ び ／ ま た は 体 内 の よ り 深 く に あ る 脂
肪 細 胞 （ す な わ ち 内 臓 脂 肪 細 胞 ） か ら な る 。 脂 肪 細 胞 は 、 脂 肪 の 合 成 と 貯 蔵 に 特 化 し た 結
合 組 織 細 胞 で あ る こ と が し ば し ば あ る 。 こ の よ う な 細 胞 は 、 ト リ グ リ セ リ ド の 粒 子 を 含 ん
で い る こ と が し ば し ば あ る 。 こ の よ う な 細 胞 で は 、 核 が 一 般 に そ の 粒 子 の 一 方 の 側 に 移 動
し て お り 、 細 胞 質 が 液 滴 状 脂 肪 の ま わ り に 薄 い 線 と な っ て 見 え る 。 こ の 明 細 書 で は 、 対 象
に 脂 肪 細 胞 が 蓄 積 す る 全 体 的 な 傾 向 を 検 出 す る 方 法 、 な ら び に 皮 下 脂 肪 細 胞 が 蓄 積 し や す
い 傾 向 と 内 臓 脂 肪 細 胞 が 蓄 積 し や す い 傾 向 を 区 別 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 脂 肪 の 蓄 積 は 、 多 数 の 方 法 で 定 量 化 す る こ と が で き る （ 例 え ば Wajchenberg、 Endocrine
 Rev.、 第 21巻 (6)、 697～ 738ペ ー ジ 、 2000年 を 参 照 の こ と ） 。 例 え ば 身 体 の 所 定 の 領 域 で
皮 膚 を つ ま ん だ と き の 厚 さ を キ ャ リ パ ー で 測 定 す る と い う 方 法 が 、 局 所 的 脂 肪 の タ イ プ の
違 い を 区 別 す る の に 利 用 さ れ て い る （ Nordhamn他 、 Int. J. Obes. Relat. Metab. Disord
.、 第 24巻 (5)、 652～ 657ペ ー ジ 、 2000年 ） 。 巻 き 尺 を 用 い た ウ エ ス ト と ヒ ッ プ の 測 定 は 、
中 心 脂 肪 の 指 標 と し て 一 般 に 用 い ら れ て お り （ Lundgren他 、 Int. J. Obes.、 第 13巻 (4)、
413～ 423ペ ー ジ 、 1989年 ； Ohlson他 、 Diabetes、 第 34巻 (10)、 1055～ 1058ペ ー ジ 、 1985年
） 、 何 人 か の 研 究 者 は 、 中 心 脂 肪 を 定 量 化 す る た め 前 後 方 向 の 胴 部 直 径 を 測 定 し て い る 。
ま た 、 中 心 脂 肪 を 定 量 化 す る の に コ ン ピ ュ ー タ ・ ト モ グ ラ フ ィ や X線 に 基 づ い た 方 法 も 利
用 さ れ て い る 。 二 重 エ ネ ル ギ ー X線 吸 収 測 定 法 （ DEXA） は 比 較 的 迅 速 か つ 安 価 で あ り 、 身
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体 組 成 （ 脂 肪 の 重 量 ／ 筋 肉 の 重 量 ／ 骨 ） を 信 頼 性 よ く 再 現 性 を も っ て 評 価 す る こ と が で き
る 。 実 施 例 1で 中 心 脂 肪 を 定 量 化 す る の に 、 DEXA法 と 、 ウ エ ス ト お よ び ヒ ッ プ の 測 定 法 を
用 い た 。 磁 気 共 鳴 イ メ ー ジ ン グ （ MRI） と コ ン ピ ュ ー タ ・ ト モ グ ラ フ ィ を 利 用 す る と 、 内
臓 脂 肪 の 蓄 積 と 皮 下 脂 肪 の 蓄 積 を 区 別 す る こ と が で き る （ 例 え ば 上 記 の Wajchenbergを 参
照 の こ と ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 し た が っ て 脂 肪 の 蓄 積 は 、 脂 肪 の 量 を 定 量 化 す る の に 用 い ら れ る 任 意 の 単 位 で 表 現 す る
こ と が で き る 。 脂 肪 の 蓄 積 は 、 個 体 の 全 体 ま た は 一 部 領 域 の 全 脂 肪 量 （ 体 重 に 対 す る グ ラ
ム 数 ま た は 割 合 ） 、 個 体 の 全 体 ま た は 一 部 領 域 の 内 臓 脂 肪 の 量 （ 体 重 に 対 す る グ ラ ム 数 ま
た は 割 合 、 あ る い は 全 脂 肪 に 対 す る 割 合 ） 、 個 体 の 全 体 ま た は 一 部 領 域 の 皮 下 脂 肪 の 量 （
体 重 に 対 す る グ ラ ム 数 ま た は 割 合 、 あ る い は 全 脂 肪 に 対 す る 割 合 ） と し て 表 わ す こ と が で
き る 。 脂 肪 の 蓄 積 に 関 す る こ れ ら の 値 の そ れ ぞ れ は 、 あ る 一 時 点 で 、 あ る い は 2つ 以 上 の
時 点 で 測 定 ま た は 定 量 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 脂 肪 の 蓄 積 は 、 脂 肪 蓄 積 の 平 均 値 と 比 べ て “ 多 い 脂 肪 蓄 積 ” （ “ 高 率 の 脂 肪 蓄 積 ” 、 “
脂 肪 蓄 積 の リ ス ク が 大 き い ” と も 呼 ば れ る ） と し て も 表 現 す る こ と が で き る 。 全 人 口 中 で
の 脂 肪 蓄 積 の 分 布 グ ラ フ に お い て 、 脂 肪 蓄 積 が 多 い 人 は 、 人 口 の 上 か ら 40％ ま た は 上 か ら
30％ に 入 る と 表 現 さ れ る こ と が あ る 。 ま た 、 上 か ら 25％ 、 上 か ら 20％ 、 上 か ら 15％ 、 上 か
ら 10％ に 入 る と 表 現 さ れ る こ と も し ば し ば あ り 、 時 に は 上 か ら 5％ に 入 る と 表 現 さ れ る こ
と も あ る 。 脂 肪 蓄 積 が 多 い 人 は 、 ウ エ ス ト ／ ヒ ッ プ の 比 が 男 性 で 1.01以 上 、 女 性 で 0.91以
上 で あ る こ と で 特 徴 づ け る こ と も で き る 。 さ ら に 、 BMIが 25～ 30、 ま た は 中 心 脂 肪 が 約 133
5～ 約 2050gで あ る 男 性 ま た は 女 性 は 、 一 般 に 体 重 超 過 で あ る と 考 え ら れ る 。 BMIが 30を 超
え る か 、 中 心 脂 肪 が 約 2050gを 超 え る 人 は 、 通 常 は 肥 満 で あ る （ 例 え ば 中 心 脂 肪 の グ ラ ム
数 は 、 上 記 の よ う に DEXA法 で 明 ら か に す る こ と が で き る ） 。 ま た 、 “ 痩 せ ” ま た は “ 少 な
い 脂 肪 蓄 積 ” （ “ 低 率 の 脂 肪 蓄 積 ” 、 “ 脂 肪 蓄 積 の リ ス ク が 小 さ い ” と も 呼 ば れ る ） も 脂
肪 の 蓄 積 を 表 わ す 用 語 で あ り 、 や は り 脂 肪 蓄 積 の 平 均 値 と 比 べ た 場 合 の 用 語 で あ る 。 全 人
口 中 で の 脂 肪 蓄 積 の 分 布 グ ラ フ に お い て 、 痩 せ た 人 は 、 人 口 の 下 か ら 40％ ま た は 下 か ら 30
％ に 入 る と 表 現 さ れ る こ と が あ る 。 ま た 、 下 か ら 25％ 、 下 か ら 20％ 、 下 か ら 15％ 、 下 か ら
10％ に 入 る と 表 現 さ れ る こ と も し ば し ば あ り 、 時 に は 下 か ら 5％ に 入 る と 表 現 さ れ る こ と
も あ る 。 痩 せ た 人 は 、 ウ エ ス ト ／ ヒ ッ プ の 比 が 男 性 で 1.00未 満 、 女 性 で 0.90未 満 で あ る こ
と で 特 徴 づ け る こ と も で き る 。 さ ら に 、 BMIが 24以 下 、 ま た は 中 心 脂 肪 が 約 1334g未 満 で あ
る 男 性 ま た は 女 性 は 、 通 常 は 痩 せ て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の 明 細 書 で は 、 “ 代 謝 疾 患 ” と い う 用 語 は 、 平 均 と 比 べ て 代 謝 産 物 の 増 大 ま た は 低 下
が 関 与 す る 病 気 、 異 常 、 状 態 を 意 味 す る 。 代 謝 疾 患 の 具 体 例 と し て は 、 糖 尿 病 、 肥 満 、 神
経 性 食 欲 不 振 、 悪 液 質 、 脂 質 疾 患 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の 明 細 書 で は 、 “ NIDDM” と い う 用 語 は 、 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 、 す な わ ち 2型 糖
尿 病 を 意 味 す る （ こ の 明 細 書 全 体 を 通 じ て 両 方 の 用 語 を 同 じ 意 味 で 用 い る ） 。 NIDDMは 、
体 内 で 産 生 さ れ る イ ン ス リ ン と 必 要 な イ ン ス リ ン の 間 に 相 対 的 な 差 が あ る た め に 肝 臓 で の
グ ル コ ー ス 産 生 が 増 大 し 、 血 糖 値 が 上 昇 し 、 不 適 切 な イ ン ス リ ン の 分 泌 が 起 こ り 、 末 梢 部
で イ ン ス リ ン 抵 抗 性 が 生 じ る と い う イ ン ス リ ン 関 連 疾 患 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の 明 細 書 で は 、 “ 心 血 管 疾 患 ” と い う 用 語 は 、 心 血 管 系 （ 例 え ば 心 臓 、 血 管 、 血 液 ）
が 関 与 す る 病 気 、 異 常 、 状 態 を 意 味 す る 。 心 血 管 疾 患 は 、 動 脈 圧 の 不 均 衡 、 心 臓 機 能 の 異
常 、 血 管 の 閉 塞 （ 例 え ば 血 栓 に よ る ） に よ っ て 起 こ る 可 能 性 が あ る 。 心 血 管 疾 患 の 他 の 具
体 例 と し て は 、 高 血 圧 、 ア テ ロ ー ム 性 硬 化 症 、 冠 動 脈 痙 攣 、 冠 動 脈 疾 患 、 不 整 脈 、 心 不 全
（ 限 定 し な い が 、 心 肥 大 、 左 側 心 不 全 、 右 側 心 不 全 な ど ） ； 虚 血 性 心 疾 患 （ 限 定 し な い が
、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 、 慢 性 虚 血 性 心 疾 患 、 突 然 心 臓 死 な ど ） ； 高 血 圧 性 心 疾 患 （ 限 定 し な
い が 、 全 身 性 （ 左 側 ） 高 血 圧 性 心 疾 患 、 肺 性 （ 右 側 ） 高 血 圧 性 心 疾 患 ） ； 弁 性 心 疾 患 （ 限
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定 し な い が 、 石 灰 化 に よ っ て 起 こ る 弁 の 変 性 （ 先 天 性 二 尖 動 脈 弁 の 石 灰 化 、 僧 帽 弁 環 状 石
灰 化 な ど ） 、 僧 帽 弁 の 原 始 間 葉 様 変 性 （ 僧 帽 弁 逸 脱 ） 、 リ ウ マ チ 熱 、 リ ウ マ チ 性 心 疾 患 、
感 染 性 心 内 膜 炎 、 非 感 染 性 ゆ う ぜ い 形 成 （ 非 細 菌 性 血 栓 性 心 内 膜 炎 、 全 身 性 ル ー プ ス エ リ
テ マ ト ー デ ス の 心 内 膜 炎 （ リ ブ マ ン -サ ッ ク ス 病 ） 、 カ ル シ ノ イ ド 心 疾 患 、 人 工 弁 の 合 併
症 な ど ） ） ； 心 筋 疾 患 （ 限 定 し な い が 、 拡 張 型 心 筋 症 、 肥 大 性 心 筋 症 、 拘 束 型 心 筋 症 、 心
筋 炎 な ど ） ； 心 膜 疾 患 （ 心 内 膜 液 滲 出 、 心 膜 血 症 、 心 膜 炎 （ 例 え ば 急 性 心 膜 炎 、 治 癒 し た
心 膜 炎 ） 、 リ ウ マ チ 様 心 疾 患 ； 腫 瘍 性 心 疾 患 （ 限 定 し な い が 、 原 発 性 心 腫 瘍 （ 例 え ば 粘 液
腫 、 脂 肪 腫 、 乳 頭 状 線 維 芽 腫 、 横 紋 筋 腫 、 肉 腫 ） な ど ） 、 心 臓 以 外 の 新 生 物 に よ る 心 臓 へ
の 効 果 な ど ） ； 先 天 性 心 疾 患 （ 限 定 し な い が 、 右 左 シ ャ ン ト （ 遅 発 性 チ ア ノ ー ゼ （ 例 え ば
心 房 中 隔 欠 損 症 、 心 室 中 隔 欠 損 症 、 動 脈 管 炎 、 共 通 房 室 弁 口 欠 損 、 左 右 シ ャ ン ト ） 、 早 発
性 チ ア ノ ー ゼ （ 例 え ば フ ァ ロ ー 四 徴 症 、 大 動 脈 転 位 、 総 動 脈 管 炎 、 三 尖 弁 閉 鎖 症 、 総 肺 静
脈 結 合 異 常 症 ） 、 先 天 性 閉 塞 性 異 常 （ 例 え ば 大 動 脈 縮 窄 症 、 肺 動 脈 弁 狭 窄 症 、 肺 動 脈 弁 閉
鎖 症 、 大 動 脈 狭 窄 症 、 大 動 脈 閉 鎖 症 ） な ど ） 、 心 臓 移 植 や 充 血 性 心 不 全 が 関 与 す る 疾 患 な
ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
脂 肪 の 蓄 積 お よ び そ れ に 関 連 し た 疾 患 に 関 係 す る 多 型 変 異
　 こ の 明 細 書 に お け る 遺 伝 子 分 析 に よ り 、 脂 肪 の 蓄 積 と 、 第 12染 色 体 上 に 位 置 し て い て 、
PLA2G1Bと 表 記 さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 多 型 変 異 が 結 び つ い た 。 こ の 明 細 書 に お け る 追 加 の 遺 伝 子 分 析 に よ り 、 NDDMと 、 第 12染
色 体 上 に 位 置 し て い て 、 PLA2G1Bと 表 記 さ れ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2ポ リ ペ プ チ ド の グ ル ー プ 1
Bを コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 多 型 変 異 が 結 び つ い た 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 多 型
部 位 ” と い う 用 語 は 、 集 団 か ら 採 取 し た 核 酸 サ ン プ ル の か な り の 数 に お い て 、 2つ 以 上 の
異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 観 察 さ れ る 核 酸 内 領 域 を 意 味 す る 。 多 型 部 位 と し て は 、 例 え ば
、 2個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 挿 入 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 欠 失 し た ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト が
可 能 で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ が 2個 以 上 に な る 多 型 部 位 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ が 4個
、 5個 、 6個 、 7個 、 8個 、 9個 、 10個 、 11個 、 12個 、 13個 、 14個 、 15個 以 上 、 20個 以 上 、 30
個 以 上 、 50個 以 上 、 75個 以 上 、 100個 以 上 、 500個 以 上 、 約 1000個 以 上 で も よ く 、 そ の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 が そ の 領 域 内 で 異 な っ て い る 。 多 型 部 位 は 、 長 さ が ヌ ク レ
オ チ ド 1個 で あ る こ と が し ば し ば あ り 、 そ れ を こ の 明 細 書 で は “ 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 ” ま
た は “ SNP” と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 あ る 1つ の 多 型 部 位 に 2、 3、 4通 り の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が あ る 場 合 、 そ れ ぞ れ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 は 、 “ 多 型 変 異 ” と 呼 ば れ る 。 例 え ば 多 型 変 異 が 2つ 存 在 し て い る 場 合 、 集 団 か
ら 採 取 し た サ ン プ ル の 少 な い 割 合 で 見 ら れ る 多 型 変 異 は 、 “ 劣 性 対 立 遺 伝 子 ” と 呼 ば れ る
こ と が あ り 、 よ り 多 い 多 型 変 異 は “ 優 性 対 立 遺 伝 子 ” と 呼 ば れ る こ と が あ る 。 多 く の 生 物
（ 例 え ば ヒ ト ） が 各 染 色 体 の コ ピ ー を 備 え て お り 、 2つ の 優 性 対 立 遺 伝 子 ま た は 2つ の 劣 性
対 立 遺 伝 子 を 持 つ 人 は 、 多 型 に 関 し て し ば し ば “ ホ モ ” と 呼 ば れ 、 優 性 対 立 遺 伝 子 と 劣 性
対 立 遺 伝 子 を 1つ ず つ 持 つ 人 は 、 多 型 に 関 し て 一 般 に “ ヘ テ ロ ” と 呼 ば れ る 。 1つ の 対 立 遺
伝 子 に 関 し て ホ モ で あ る 人 は 、 別 の 対 立 遺 伝 子 に 関 し て ヘ テ ロ ま た は ホ モ で あ る 人 と 比 べ
て 表 現 型 が 異 な っ て い る 傾 向 が と き に あ る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 表 現 型 ” と い う 用 語 は 、
個 人 間 で 比 較 す る こ と の で き る 性 質 （ 例 え ば あ る 疾 患 、 目 で 見 て わ か る 外 観 の 違 い 、 代 謝
の 差 、 生 理 学 的 な 差 、 生 物 学 的 分 子 の 機 能 の 差 な ど の 存 在 ま た は 不 在 ） を 意 味 す る 。 表 現
型 の 具 体 例 は 、 脂 肪 の 蓄 積 、 肥 満 、 糖 尿 病 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 研 究 者 は 、 デ ー タ ベ ー ス の 中 に 多 型 変 異 を 発 見 し た こ と を 報 告 す る が 、 そ の 多 型 変 異 が
多 く の 人 で 見 ら れ る か ど う か は 明 ら か に さ れ て い な い こ と が と き に あ る 。 報 告 さ れ て い る
多 型 変 異 の 一 部 は 統 計 的 に 有 意 な 割 合 の 人 数 で は 見 ら れ な い た め 、 そ の い く つ か は 、 シ ー
ク エ ン シ ン グ の 間 違 い で あ る 、 お よ び ／ ま た は 生 物 学 的 に 重 要 で な い 。 し た が っ て 、 報 告
さ れ て い る 多 型 変 異 が 統 計 的 に 有 意 で あ る か ど う か 、 あ る い は 生 物 学 的 に 重 要 で あ る か ど
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う か は 、 そ の 多 型 変 異 の 存 在 が 集 団 の 中 で 検 出 さ れ て 、 そ の 多 型 変 異 の 頻 度 が 明 ら か に さ
れ る ま で は わ か ら な い こ と が し ば し ば あ る 。 集 団 内 で 多 型 変 異 を 検 出 す る 方 法 を こ の 明 細
書 に 記 載 し て あ る （ 特 に 実 施 例 2） 。 多 型 変 異 は 、 集 団 の 5％ 以 上 、 時 に は 10％ 以 上 、 15％
以 上 、 20％ 以 上 、 し ば し ば 25％ 以 上 、 30％ 以 上 、 35％ 以 上 、 40％ 以 上 、 45％ 以 上 、 50％ 以
上 に 見 ら れ る と き に 統 計 学 的 に 有 意 で あ り 、 し ば し ば 生 物 学 的 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 多 型 変 異 は 、 二 本 鎖 核 酸 の 一 方 ま た は 両 方 の 鎖 で 検 出 す る こ と が で き る 。 多 型 変 異 は 、
遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン ま た は エ キ ソ ン の 中 に 位 置 し て い て も よ く 、 調 節 領 域 （ 例 え ば プ ロ モ
ー タ 、 5'非 翻 訳 領 域 （ UTR） 、 3'UTR） の 一 部 に 存 在 し て い て も よ く 、 DNA（ 例 え ば ゲ ノ ム D
NA（ gDNA） 、 相 補 的 DNA（ cDNA） 、 RNA（ 例 え ば mRNA、 tRNA、 rRNA） 、 ポ リ ペ プ チ ド の 中 に
存 在 し て い て も よ い 。 多 型 変 異 は 、 遺 伝 子 の 発 現 、 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 、 ポ リ ペ プ チ ド の
機 能 に 検 出 可 能 な 差 を も た ら す 場 合 と も た ら さ な い 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 PLA2G1Bに お け る 多 型 変 異 を 脂 肪 の 蓄 積 と 関 連 づ け た 遺 伝 子 分 析 で は 、 集 団 内 の 双 生 児
か ら 採 取 し た サ ン プ ル の 遺 伝 子 型 を 同 定 し た が 、 他 の 人 た ち を 分 析 す る こ と も 可 能 で あ っ
た 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 遺 伝 子 型 を 同 定 す る ” と い う 表 現 は 、 一 人 以 上 の 人 の 遺 伝 子 型 を
決 定 す る プ ロ セ ス を 意 味 す る 。 そ の と き “ 遺 伝 子 型 ” は 、 集 団 内 の 多 型 変 異 を 表 わ し て い
る 。 テ ス ト 群 に 含 ま れ る 人 の 胴 体 領 域 で の 脂 肪 の 蓄 積 を 定 量 化 し た と こ ろ 、 配 列 番 号 1で
表 わ さ れ る PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 位 置 7328と 9182に SNPが 存 在 す る こ と が 明 ら か に な
っ た 。 遺 伝 子 分 析 を 行 な っ た 人 の 84％ が 位 置 7328に グ ア ニ ン を 持 ち 、 16％ が そ の 位 置 に ア
デ ニ ン を 持 っ て い た 。 位 置 9182に は 、 85％ の 人 が チ ミ ン を 持 ち 、 15％ が グ ア ニ ン を 持 っ て
い た 。 位 置 7328の グ ア ニ ン ま た は 位 置 9182の チ ミ ン は 中 心 脂 肪 蓄 積 と 関 係 し て い る こ と が
明 ら か に な り 、 位 置 7328に ア デ ニ ン が 存 在 す る か 、 位 置 9182に グ ア ニ ン が 存 在 し て い る こ
と は 、 痩 せ に 関 係 し て い た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 PLA2G1Bに お け る 多 型 変 異 を NIDDMと 関 連 づ け た 遺 伝 子 分 析 で は 、 NIDDMの 集 団 内 の 個 人
か ら 採 取 し た サ ン プ ル と NIDDMで な い 集 団 内 の 個 人 か ら 採 取 し た サ ン プ ル の 遺 伝 子 型 を 同
定 し た 。 配 列 番 号 1で 表 わ さ れ る PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 位 置 7256に SNPが 存 在 す る こ
と が 明 ら か に な っ た 。 遺 伝 子 分 析 を 行 な っ た 対 照 群 の 女 性 の 93％ は 位 置 7256に チ ミ ン を 持
っ て お り 、 7％ が そ の 位 置 に シ ト シ ン を 持 っ て い た 。 そ れ に 対 し て 遺 伝 子 分 析 を 行 な っ た
テ ス ト 群 の 女 性 の 92％ は 位 置 7256に チ ミ ン を 持 っ て お り 、 8％ が そ の 位 置 に シ ト シ ン を 持
っ て い た 。 遺 伝 子 分 析 を 行 な っ た 対 照 群 の 男 性 の 95％ は 位 置 7256に チ ミ ン を 持 っ て お り 、
5％ が そ の 位 置 に シ ト シ ン を 持 っ て い た 。 そ れ に 対 し て 遺 伝 子 分 析 を 行 な っ た テ ス ト 群 の
男 性 の 90％ は 位 置 7256に チ ミ ン を 持 っ て お り 、 10％ が そ の 位 置 に シ ト シ ン を 持 っ て い た 。
位 置 7256が シ ト シ ン で あ る こ と は NIDDMと 関 係 が あ り 、 位 置 7256に チ ミ ン が 存 在 し て い る
こ と は NIDDMで な い こ と と 関 係 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら に 、 遺 伝 子 型 変 異 ま た は 多 型 変 異 は 、 “ ハ プ ロ タ イ プ ” と い う 用 語 で 表 現 す る こ と
が で き る 。 こ の 用 語 は 、 こ の 明 細 書 で は 、 集 団 内 の あ る グ ル ー プ の ゲ ノ ム DNAに 発 生 す る 2
つ 以 上 の 多 型 変 異 を 意 味 す る 。 例 え ば 2個 の SNPが 1個 の 遺 伝 子 に 存 在 し て い て 、 各 SNPの 位
置 に シ ト シ ン 変 異 と ア デ ニ ン 変 異 が 含 ま れ る 可 能 性 が あ る 。 集 団 内 の あ る 人 た ち は 、 各 SN
Pの 位 置 が シ ト シ ン に な っ た 遺 伝 子 を 有 す る 1つ の 対 立 遺 伝 子 （ ヘ テ ロ ） ま た は 2つ の 対 立
遺 伝 子 （ ホ モ ） を 持 っ て い る 可 能 性 が あ る 。 遺 伝 子 内 の 各 SNPに 対 応 す る 2個 の シ ト シ ン は
そ の 人 の 1つ ま た は 両 方 の 対 立 遺 伝 子 上 を 一 緒 に な っ て 移 動 す る た め 、 そ の 人 は 、 そ の 遺
伝 子 内 の そ の 2つ の SNPに 関 し て シ ト シ ン ／ シ ト シ ン ・ ハ プ ロ タ イ プ を 持 つ こ と を 特 徴 と す
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 遺 伝 子 分 析 に よ り 、 脂 肪 が 蓄 積 す る リ ス ク が 低 い こ と 関 係 す る ハ プ ロ タ イ プ も 明 ら か に
な っ た 。 特 に 配 列 番 号 1で 表 わ さ れ る PLA2G1B配 列 の 位 置 4050、 7256、 7328、 9182が TTAGま
た は GTAGで あ る ハ プ ロ タ イ プ は 痩 せ と 関 係 し て い た 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ ハ プ ロ タ イ プ ”
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は 、 染 色 体 ペ ア の 一 方 の 染 色 体 上 に あ る 1つ の 遺 伝 子 座 の 所 定 の 領 域 に お け る 多 型 変 異 の
組 み 合 わ せ を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
脂 肪 の 蓄 積 お よ び そ れ に 関 連 し た 疾 患 に 関 係 す る 追 加 の 多 型 変 異
　 脂 肪 の 蓄 積 、 肥 満 、 NIDDMに 関 係 す る 偶 発 的 創 始 者 多 型 変 異 の 近 傍 に あ る 多 型 変 異 を 同
定 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 し た が っ て こ の 明 細 書 に は 、 脂 肪 の 蓄 積 ま た は NIDDMと 関 係 す
る 偶 発 的 多 型 変 異 の 近 傍 に あ っ て 脂 肪 の 蓄 積 ま た は NIDDMと 関 係 す る 多 型 変 異 を 同 定 す る
方 法 で あ っ て 、 脂 肪 の 蓄 積 ま た は NIDDMと 関 係 し て い て PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 存 在 す
る 偶 発 的 多 型 変 異 の 近 傍 に あ る 多 型 変 異 を 同 定 す る 操 作 を 含 む 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 PL
A2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 （ a） 配 列 番 号 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ b） 配 列 番 号 1の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し
て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ c） 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て
い る ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 90％ 同 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ； か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を し ば し ば 含 ん で い る
。 近 位 多 型 変 異 と 脂 肪 の 蓄 積 ま た は NIDDMの 間 に 関 係 が あ る か ど う か は 、 公 知 の 関 連 法 （
例 え ば 後 述 す る 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る 方 法 ） を 利 用 し て 明 ら か に す る 。 一 実 施 態 様 で は
、 偶 発 的 多 型 変 異 は 配 列 番 号 1の 位 置 7256、 7328、 9182に 存 在 す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、
同 定 さ れ た 近 位 多 型 変 異 は 公 開 さ れ て い る 多 型 変 異 で あ り 、 例 え ば 一 般 の 人 が 利 用 で き る
デ ー タ ベ ー ス に 公 開 さ れ て い る こ と が し ば し ば あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 同 定 さ れ た 多 型
変 異 は 公 開 さ れ て お ら ず 、 そ の 多 型 変 異 は 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 核 酸 サ ン プ ル 群 に 含 ま れ
る 偶 発 的 多 型 変 異 の 周 辺 領 域 を シ ー ク エ ン シ ン グ す る な ど の 操 作 を 含 む ） で 発 見 さ れ る 。
し た が っ て 偶 発 的 多 型 変 異 の 近 傍 に あ る 複 数 の 多 型 変 異 が 、 こ の 方 法 を 利 用 し て 脂 肪 の 蓄
積 お よ び NIDDMと 関 係 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 近 位 多 型 変 異 は 、 偶 発 的 多 型 変 異 の 周 辺 領 域 で 同 定 さ れ る こ と が し ば し ば あ る 。 い く つ
か の 実 施 態 様 で は 、 こ の 周 辺 領 域 は 、 第 1の 多 型 変 異 に 隣 接 す る 約 50kb（ 例 え ば 第 1の 多 型
変 異 の 5'側 の 約 50kbと 、 第 1の 多 型 変 異 の 3'側 の 約 50kb） で あ り 、 こ の 領 域 は 、 よ り 短 い
フ ラ ン キ ン グ 領 域 （ 例 え ば 偶 発 的 多 型 変 異 の 5'側 お よ び 3'側 の 約 55kb、 約 60kb、 約 65kb、
約 70kb、 約 75kb、 約 80kb、 約 85kb、 約 90kb、 約 95kb、 約 100kbの フ ラ ン キ ン グ 配 列 ） で 構
成 さ れ て い る こ と が 時 々 あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 こ の 領 域 は 、 よ り 長 い フ ラ ン キ ン グ 領
域 （ 例 え ば 偶 発 的 多 型 変 異 の 5'お よ び 3'の 約 40kb、 約 30kb、 約 25kb、 約 20kb、 約 15kb、 約
10kb、 約 7kb、 約 5kb、 約 2kbの フ ラ ン キ ン グ 配 列 ） で 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 脂 肪 の 蓄 積 ま た は NIDDMと 関 係 す る 多 型 変 異 を 繰 り 返 し て 同
定 す る 。 例 え ば 第 1の 近 位 多 型 変 異 は 、 上 記 の 方 法 を 用 い て 脂 肪 の 蓄 積 と 関 係 づ け た 後 、
第 1の 近 位 多 型 変 異 の 近 傍 に あ る 別 の 多 型 変 異 を （ 例 え ば 広 く 公 開 さ れ て い る も の か 、 発
見 さ れ た も の で あ る か を ） 同 定 し 、 第 1の 近 位 多 型 変 異 の 近 傍 に あ る 1つ 以 上 の 他 の 多 型 変
異 と 脂 肪 の 蓄 積 ま た は NIDDMが 関 係 し て い る か ど う か を 明 ら か に す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 は 、 あ る 疾 患 、 病 気 （ 例 え ば 脂 肪 の 蓄 積 、 NIDDM） 、 異 常 と
関 係 す る 遺 伝 子 、 領 域 、 遺 伝 子 座 の 特 徴 を さ ら に 明 ら か に す る の に 用 い る こ と の で き る 追
加 の 多 型 変 異 を 同 定 ま た は 発 見 す る の に 役 立 つ 。 例 え ば 追 加 の 多 型 変 異 か ら 得 ら れ る 対 立
遺 伝 子 型 ま た は 遺 伝 子 型 の デ ー タ を 用 い て 機 能 の 突 然 変 異 や 連 鎖 不 平 衡 の 領 域 を 同 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 脂 肪 の 蓄 積 ま た は NIDDMと 関 係 す る 第 1の 多 型 変 異 を 含 む 領 域
内 で 同 定 ま た は 発 見 さ れ た 多 型 変 異 の 遺 伝 子 型 を 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 遺 伝 子 型 決 定 法
と サ ン プ ル 選 択 法 を 利 用 し て 明 ら か に し 、 そ の 多 型 変 異 が 第 1の 多 型 変 異 と 連 鎖 不 平 衡 に
あ る か ど う か を 明 ら か に す る こ と が で き る 。 第 1の 多 型 変 異 と 連 鎖 不 平 衡 に あ る 領 域 の サ
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イ ズ も 、 こ の 遺 伝 子 型 決 定 法 を 利 用 し て 評 価 す る こ と が で き る 。 し た が っ て こ の 明 細 書 で
は 、 あ る 多 型 変 異 が 脂 肪 の 蓄 積 ま た は NIDDMと 関 係 す る 第 1の 多 型 変 異 と 連 鎖 不 平 衡 で あ る
か ど う か を 明 ら か に す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 そ の 情 報 を こ の 明 細 書 に 記 載 し た 予 後 予 測 法 で
利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
単 離 し た PLA2G1B核 酸 と そ の 変 異 体
　 こ の 明 細 書 に は 、 単 離 し た PLA2G1B核 酸 が 記 載 さ れ て い る 。 そ の 具 体 例 と し て は 、 配 列
番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 、 PLA2G1B核 酸 変 異 体 、 な ら び に こ れ ら と 実 質 的 に
同 一 の 核 酸 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 明 細 書 で は 、 PLA2G1B核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を “ PLA2G1B
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ” と 呼 ぶ こ と が 時 に あ る 。 “ PLA2G1B核 酸 変 異 体 ” は 、 1つ の 対 立 遺 伝 子
で あ っ て 、 別 の 対 象 ま た は 同 じ 対 象 の 別 の 対 立 遺 伝 子 と 比 較 し た と き に 異 な る 多 型 変 異 を
持 っ て い る 可 能 性 が あ る 対 立 遺 伝 子 を 意 味 す る 。 PLA2G1B核 酸 変 異 体 に お け る 多 型 変 異 は
、 二 本 鎖 核 酸 の 一 方 ま た は 両 方 の 鎖 に 、 あ る い は 相 補 的 な 一 方 の 染 色 体 （ ヘ テ ロ ） ま た は
両 方 の 染 色 体 （ ホ モ ） に 現 わ れ る 可 能 性 が あ る 。 PLA2G1B核 酸 は 、 以 下 に 示 す 多 型 変 異 を 1
個 以 上 持 つ こ と が で き る ： 一 本 の 鎖 で 配 列 番 号 1の 位 置 7256に あ る チ ミ ン ま た は シ ト シ ン
、 あ る い は 相 補 的 な 鎖 に お け る ア デ ニ ン ま た は グ ア ニ ン ； 一 本 の 鎖 で 配 列 番 号 1の 位 置 732
8に あ る ア デ ニ ン ま た は グ ア ニ ン 、 あ る い は 相 補 的 な 鎖 に お け る チ ミ ン ま た は シ ト シ ン ；
一 本 の 鎖 で 配 列 番 号 1の 位 置 9182に あ る グ ア ニ ン ま た は チ ミ ン 、 あ る い は 相 補 的 な 鎖 に お
け る シ ト シ ン ま た は ア デ ニ ン ； 一 本 の 鎖 で 配 列 番 号 1の 位 置 4050、 7256、 7328、 9182に そ
れ ぞ れ 存 在 す る GTGT、 TTGT、 TTAG、 GCGT、 GTAG、 あ る い は 相 補 的 な 鎖 に 存 在 す る CACA、 AA
CA、 AATC、 CGCA、 CATC。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 明 細 書 で は 、 “ 核 酸 ” と い う 用 語 に 、 DNA分 子 （ 例 え ば 相 補 的 DNA（ cDNA） 、 ゲ ノ ム
DNA（ gDNA） ） 、 RNA分 子 （ 例 え ば mRNA、 rRNA、 siRNA、 tRNA） と 、 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド ・
ア ナ ロ グ を 用 い た DNAま た は RNAの ア ナ ロ グ が 含 ま れ る 。 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 が 可 能 で あ り 、
二 本 鎖 で あ る こ と も し ば し ば あ る 。 “ 単 離 し た 核 酸 ま た は 精 製 し た 核 酸 ” と い う 表 現 は 、
天 然 の 核 酸 源 に 存 在 す る 他 の 核 酸 か ら 分 離 し た 状 態 の 核 酸 を 意 味 す る 。 例 え ば ゲ ノ ム DNA
に 関 し て は 、 “ 単 離 し た ” と い う 用 語 に 、 天 然 の 状 態 で ゲ ノ ム DNAを 含 む 染 色 体 か ら 分 離
し た 核 酸 が 含 ま れ る 。 “ 単 離 し た ” 核 酸 は 、 そ の 核 酸 の 出 所 で あ る 生 物 の ゲ ノ ム DNA中 で
そ の 核 酸 に 天 然 状 態 で 隣 接 し て い る 配 列 （ す な わ ち そ の 核 酸 の 5'末 端 お よ び ／ ま た は 3'末
端 に 位 置 す る 配 列 ） を 持 た な い こ と が し ば し ば あ る 。 例 え ば い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 単
離 し た 核 酸 分 子 は 、 そ の 核 酸 の 出 所 で あ る 細 胞 の ゲ ノ ム DNA中 で そ の 核 酸 に 隣 接 し て い る 5
'末 端 お よ び ／ ま た は 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の 約 5kb、 4kb、 3kb、 2kb、 1kb、 0.
5kb、 0.1kbの い ず れ か よ り も 短 い 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 さ ら に 、 “ 単 離 し た ” 核 酸 分
子 （ 例 え ば cDNA分 子 ） は 、 組 み 換 え 技 術 で 作 っ た と き に は 他 の 細 胞 材 料 ま た は 培 地 を 実 質
的 に 含 ま な い よ う に す る こ と 、 そ し て 化 学 的 に 合 成 し た と き に は 化 学 的 前 駆 体 ま た は 他 の
化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い よ う に す る こ と が で き る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ PLA2G1B” と
い う 用 語 は 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の 明 細 書 に は 、 核 酸 の 断 片 も 含 ま れ る 。 そ の 断 片 は 、 一 般 に 、 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 と 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 こ れ ら の 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 核 酸 の 断 片 は 、 配 列
番 号 1の エ キ ソ ン ま た は イ ン ト ロ ン に 含 ま れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 同 じ 、 実 質 的 に 同 じ 、
相 同 で あ る の い ず れ か が 可 能 で あ り 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 1つ の ド メ イ ン ま た は 1つ の
ド メ イ ン の 一 部 を コ ー ド す る こ と が で き る 。 断 片 は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 1つ 以 上 の 多
型 変 異 を 、 脂 肪 の 蓄 積 増 大 ま た は NIDDMに な る リ ス ク の 増 大 と 関 係 し て い る 多 型 変 異 と し
て 含 む こ と が あ ろ う 。 核 酸 の 断 片 は 、 塩 基 対 の 長 さ に し て 50個 、 100個 、 200個 ま た は そ れ
以 下 で あ る こ と が し ば し ば あ り 、 時 に は 、 塩 基 対 の 長 さ に し て 約 300個 、 400個 、 500個 、 6
00個 、 700個 、 800個 、 900個 、 1000個 、 1100個 、 1200個 、 1300個 、 1400個 、 1500個 、 2000
個 、 3000個 、 4000個 、 5000個 、 10000個 、 12000個 に な っ て い る 。 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ
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ド 配 列 と 同 じ ま た は 実 質 的 に 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 で 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で そ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 断 片 は 、 し ば し ば “ プ ロ ー ブ
” と 呼 ば れ る 。 核 酸 断 片 は 、 以 下 に 説 明 す る よ う に 、 多 型 部 位 を 1個 以 上 含 ん で い る こ と
が し ば し ば あ り 、 多 型 部 位 に 隣 接 す る 末 端 を 有 す る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 核 酸 断 片 の 一 例 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
” と い う 用 語 は 、 共 有 結 合 し た 約 8～ 約 50個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 を 意 味 す る 。 含 ま
れ る ヌ ク レ オ チ ド は 約 8個 ～ 約 35個 で あ る こ と が し ば し ば あ り 、 約 10個 ～ 約 25個 で あ る こ
と が そ れ 以 上 に 多 い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 含 ま れ る 骨 格 と ヌ ク レ オ チ ド は 、 天 然 の 核 酸
の 場 合 と 同 じ で あ る か 、 天 然 の 核 酸 の ア ナ ロ グ ま た は 誘 導 体 が 可 能 で あ る 。 た だ し 後 者 の
場 合 は 、 そ の よ う な ア ナ ロ グ ま た は 誘 導 体 を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 標 的 と す る 多 型
を 含 む 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 を 保 持 し て い る こ と が 条 件 で あ る 。 こ の 明
細 書 に 記 載 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た よ う に 、 例 え ば ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 用 の プ ロ ー ブ と し て 、 あ る い は 診 断 ア ッ セ イ の 要 素 と し て 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 に 、 標 準 的 な 方 法 と 装 置 を 用 い て 合 成 さ れ る （ 例 え ば ABI
（ 登 録 商 標 ） 3900ハ イ ・ ス ル ー プ ッ ト DNA合 成 装 置 や EXPEDITE（ 登 録 商 標 ） 8909核 酸 合 成
装 置 （ ど ち ら も ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 （ フ ォ ス タ ー ・ シ テ ィ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア
州 ） か ら 入 手 で き る ） ） 。 ア ナ ロ グ と 誘 導 体 の 具 体 例 は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,469,86
3号 、 第 5,536,821号 、 第 5,541,306号 、 第 5,637,683号 、 第 5,637,684号 、 第 5,700,922号 、
第 5,717,083号 、 第 5,719,262号 、 第 5,739,308号 、 第 5,773,601号 、 第 5,886,165号 、 第 5,9
29,226号 、 第 5,977,296号 、 第 6,140,482号 、 WO 00/56746、 WO 01/14398、 な ら び に 関 連 し
た 出 版 物 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な ア ナ ロ グ や 誘 導 体 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合
成 法 は 、 例 え ば 上 記 の 特 許 文 献 や 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,614,622号 、 第 5,739,314号 、
第 5,955,599号 、 第 5,962,674号 、 第 6,117,992号 、 WO 00/75372、 な ら び に 関 連 し た 出 版 物
に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 第 2の 部 分 に 連 結 さ せ る こ と も で き る 。 こ の 第 2の 部 分 と し て は 、
追 加 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 尾 部 配 列 （ 例 え ば ポ リ ア デ ノ シ ン 尾 部 ） 、 ア ダ プ タ 配
列 （ 例 え ば フ ァ ー ジ M13普 遍 的 尾 部 配 列 ） な ど ） が 可 能 で あ る 。 あ る い は 第 2の 部 分 と し て
、 非 ヌ ク レ オ チ ド 部 分 で あ る 、 例 え ば 固 体 支 持 体 へ の 結 合 を 容 易 に す る 部 分 や 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 検 出 を 容 易 に す る 標 識 も 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 標 識 と し て 放 射 性 標 識 、 蛍
光 標 識 、 化 学 発 光 標 識 、 常 磁 性 標 識 な ど が 挙 げ ら れ る 。 第 2の 部 分 は 、 多 型 を 含 む 核 酸 と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 の 部 分 に 付 着 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
核 酸 配 列 の 利 用
　 配 列 番 号 1に 示 し た 核 酸 コ ー ド 配 列 は 、 診 断 を 目 的 と し て ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 し
た り 制 御 し た り す る の に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 明 細 書 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
も 含 ま れ る 。 具 体 的 に は 、 ア ン チ セ ン ス RNA、 低 分 子 干 渉 RNA（ siRNA） 、 DNA分 子 、 ポ リ ペ
プ チ ド の 翻 訳 を 抑 制 す る リ ボ ザ イ ム な ど で あ る 。 ア ン チ セ ン ス 技 術 と RNA干 渉 技 術 は 公 知
で あ り 、 こ の 明 細 書 に 説 明 し て あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 、 RNAを 特 異 的 に 開 裂 さ せ る 触 媒 と な る こ と が で き る 酵 素 RNA分 子 で あ る 。
リ ボ ザ イ ム の 作 用 メ カ ニ ズ ム に は 、 リ ボ ザ イ ム 分 子 を 相 補 的 標 的 RNAに 対 し て 配 列 特 異 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 分 解 で 開 裂 さ せ る プ ロ セ ス が 含 ま
れ る 。 リ ボ ザ イ ム と し て は 、 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る RNA配 列 ま た は 配 列
番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な RNA配 列 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 開 裂 の 特 異 的 か
つ 効 率 的 な 触 媒 と な る 、 遺 伝 子 工 学 に よ る ハ ン マ ー ヘ ッ ド ・ モ チ ー フ ・ リ ボ ザ イ ム 分 子 が
可 能 で あ る 。 ま ず 最 初 に 、 GUA、 GUU、 GUCと い う 配 列 を 含 む リ ボ ザ イ ム 開 裂 部 位 を 探 す た
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め 、 標 的 分 子 を 走 査 す る こ と に よ り 、 潜 在 的 な あ ら ゆ る RNA標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 開
裂 部 位 を 同 定 す る 。 同 定 が 終 わ る と 、 開 裂 部 位 を 含 む 標 的 遺 伝 子 領 域 に 対 応 し て い て 15～
20個 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 短 い RNA配 列 が 、 予 測 さ れ た 構 造 的 特 徴 （ 例 え ば オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 不 適 切 な も の に す る こ と の で き る 二 次 構 造 ） を 持 っ て い る か ど う か を
評 価 す る こ と が で き る 。 候 補 と な る 標 的 が 適 切 で あ る か ど う か は 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護
ア ッ セ イ を 利 用 し て 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 可 能 で あ
る か ど う か を 調 べ る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ア ン チ セ ン ス RNA分 子 、 ア ン チ セ ン ス DNA分 子 、 siRNA、 リ ボ ザ イ ム は 、 RNA分 子 の 合 成 に
関 し て 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 を 利 用 し て 調 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 と し て
、 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る た め の 従 来 技 術 で よ く 知 ら れ た 方
法 （ 例 え ば 固 相 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 合 成 法 ） が あ る 。 RNA分 子 は 、 ア ン チ セ ン ス RNA分 子
を コ ー ド し て い る DNA配 列 を 試 験 管 内 ま た は 生 体 内 で 転 写 す る こ と に よ っ て 生 成 さ せ る こ
と も で き る 。 こ の よ う な DNA配 列 は 、 適 切 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ ・ プ ロ モ ー タ （ 例 え ば T7や SP
6な ど の ポ リ メ ラ ー ゼ ・ プ ロ モ ー タ ） が 組 み 込 ま れ た い ろ い ろ な ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と
が で き る 。 ど の プ ロ モ ー タ を 使 用 す る か に 応 じ 、 ア ン チ セ ン ス RNAを 構 成 的 ま た は 誘 導 的
に 合 成 す る ア ン チ セ ン ス cDNA構 造 体 を 細 胞 系 に 安 定 に 導 入 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る DNAも 、 PLA2G1Bの 異 常 な 発 現 に 起 因 す る 疾 患 （ 例 え ば 脂
肪 の 蓄 積 や NIDDM） の 診 断 に お い て 多 く の 用 途 が あ る 。 例 え ば 発 現 ま た は 機 能 の 異 常 を 診
断 す る た め 、 核 酸 配 列 を 生 検 ま た は 剖 検 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ ア ッ セ イ （ 例 え ば サ
ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 、 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 、 イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
・ ア ッ セ イ ） で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 、 胚 発 生 の 間 に 起 こ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 も 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核
酸 を 用 い て 明 ら か に す る こ と が で き る 。 後 述 す る よ う に 、 機 能 が 損 な わ れ た ポ リ ペ プ チ ド
の 産 生 は 、 さ ま ざ ま な 疾 患 状 態 （ 例 え ば 脂 肪 の 蓄 積 や NIDDM） の 原 因 と な る 。 ポ リ ペ プ チ
ド を プ ロ ー ブ と し て 用 い た イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用 し 、 肥 満 ま た は
NIDDMに 関 連 し た 問 題 を 予 測 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 後 述 す る よ う に 、 こ の 明 細 書 に
記 載 し た よ う に し て 組 み 換 え 技 術 で 製 造 し た ヒ ト の 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と で
、 機 能 が 損 な わ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 関 係 す る 疾 患 状 態 を 治 療 す る こ と が で き る 。 あ る い は
遺 伝 子 治 療 を 利 用 し て 、 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド の 欠 陥 を 改 善 す る こ と 、 機 能 不 全 の ポ リ ペ プ
チ ド を 置 換 す る こ と 、 機 能 不 全 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 処 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
発 現 ベ ク タ ー 、 宿 主 細 胞 、 遺 伝 子 改 変 細 胞
　 こ の 明 細 書 で は 、 PLA2G1B核 酸 を 含 む 核 酸 ベ ク タ ー （ し ば し ば 発 現 ベ ク タ ー ） が 提 供 さ
れ る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ ベ ク タ ー ” と い う 用 語 は 、 核 酸 分 子 で あ っ て 、 そ の 核 酸 分 子 と
結 合 し て い る 別 の 核 酸 分 子 を 運 ぶ こ と の で き る 核 酸 分 子 を 意 味 し 、 具 体 的 に は プ ラ ス ミ ド
、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。 ベ ク タ ー は 、 自 律 的 に 複 製 を 行 な う
こ と 、 あ る い は 宿 主 の DNAと 一 体 化 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー と し て は 、 例
え ば 複 製 に 欠 陥 の あ る レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス な ど が あ る
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 の 中 で 核 酸 を 発 現 す る の に 適 し た 形 態 の PLA2G1B核 酸 を 含 む こ と
が で き る 。 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 一 般 に 、 発 現 さ せ る 核 酸 配 列 と 機 能 上 関 連 し た 1つ
以 上 の 調 節 配 列 を 含 ん で い る 。 “ 調 節 配 列 ” と い う 用 語 に は 、 プ ロ モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ ー
、 こ れ ら 以 外 の 発 現 調 節 エ レ メ ン ト （ 例 え ば ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ） な ど が 含 ま れ る 。
調 節 配 列 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 成 的 発 現 を 調 節 す る 配 列 と 、 組 織 特 異 的 調 節 配 列 お
よ び ／ ま た は 誘 導 的 配 列 が 含 ま れ る 。 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 は 、 形 質 転 換 す る 宿 主 細 胞 の 選
択 、 ポ リ ペ プ チ ド の 望 ま し い 発 現 レ ベ ル な ど の 因 子 に よ っ て 異 な る 可 能 性 が あ る 。 発 現 ベ
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ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 PLA2G1B核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド （ 融
合 ポ リ ペ プ チ ド も 含 む ） を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 の 中 で PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド が 発 現
す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 大 腸 菌 、 昆 虫 細 胞 （
例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー ） 、 酵 母 細 胞 、 哺 乳 動 物 の 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と が
で き る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 に つ い て は 、 Goeddel、 『 遺 伝 子 発 現 技 術 ： 酵 素 学 に お け る 方 法
』 、 ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス 社 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 第 185巻 、 1990年 に さ
ら に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。 別 の 方 法 と し て 、 例 え ば T7プ ロ モ ー タ 調 節 配 列 と T7ポ リ メ ラ
ー ゼ を 用 い て 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 試 験 管 内 で 転 写 、 翻 訳 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 原 核 生 物 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 非 融 合 ポ リ ペ プ チ ド
の 発 現 を 制 御 す る 構 成 的 プ ロ モ ー タ ま た は 誘 導 的 プ ロ モ ー タ を 含 む ベ ク タ ー を 用 い て 大 腸
菌 の 中 で 行 な わ せ る こ と が 最 も 多 い 。 融 合 ベ ク タ ー は 、 こ の 融 合 ベ ク タ ー の 中 に コ ー ド さ
れ て い る ポ リ ペ プ チ ド （ 通 常 は 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 ） に 多 数 の ア ミ ノ 酸 を
付 加 す る 。 こ の よ う な 融 合 ベ ク タ ー は 、 一 般 に 3つ の 目 的 で 使 用 さ れ る 。 す な わ ち 、 1） 組
み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 増 大 さ せ る た め ； 2） 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 溶 解 度 を 増 大
さ せ る た め ； 3） ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に お い て リ ガ ン ド と し て 作 用 さ せ る こ と に よ り 組 み 換
え ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 促 進 す る た め で あ る 。 タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 開 裂 部 位 を 融 合 部 分
と 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 部 に 導 入 す る こ と に よ り 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 し た 後
に 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 融 合 部 分 か ら 分 離 で き る よ う に す る こ と が し ば し ば 行 な わ れ る
。 そ の た め の 酵 素 と そ の コ グ ネ イ ト 認 識 配 列 と し て は 、 Xa因 子 、 ト ロ ン ビ ン 、 エ ン テ ロ キ
ナ ー ゼ な ど が あ る 。 代 表 的 な 融 合 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 pGEX（ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ
ッ ク 社 ； Smith, D.B.と Johnson, K.S.、 Gene、 第 67巻 、 31～ 40ペ ー ジ 、 1988年 ） 、 pMAL（
ニ ュ ー ・ イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ 社 、 ビ ヴ ァ リ ー 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） 、 pRIT5（
フ ァ ル マ シ ア 社 、 ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） な ど が あ る 。 こ れ ら の 融 合 発 現
ベ ク タ ー は 、 そ れ ぞ れ 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 、 マ ル ト ー ス E結 合 ポ
リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド Aを 標 的 と な る 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド と 融 合 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 精 製 し た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ で 用 い て PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド
に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 治 療 に 関 す る 実 施 態 様 で は 、 レ ト ロ ウ
イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー で 発 現 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 骨 髄 細 胞 に 感 染 さ せ た 後 、 そ の 骨 髄 細
胞 を 、 放 射 線 を 照 射 し た レ シ ピ エ ン ト に 移 植 す る 。 十 分 な 時 間 （ 例 え ば 6週 間 ） が 経 過 し
た 後 、 レ シ ピ エ ン ト の 病 状 を 調 べ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド を タ ン パ ク 質 分 解 に よ っ て 開 裂 さ せ る 機 能 が 損 な わ れ た 宿 主 細 菌
の 中 で ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と で 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 最 大 に す る こ と が
し ば し ば あ る （ Gottesman, S.、 『 遺 伝 子 発 現 技 術 ： 酵 素 学 に お け る 方 法 』 、 ア カ デ ミ ッ
ク ・ プ レ ス 社 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 第 185巻 、 119～ 128ペ ー ジ 、 1990年 ）
。 別 の 方 法 は 、 そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 に 関 す る 個 々 の コ ド ン が 大 腸 菌 に お い て 好 ん で 利 用 さ
れ て い る コ ド ン に な る よ う 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 変 化 さ せ
る と い う 方 法 で あ る （ Wada他 、 Nucleic Acid Res.、 第 20巻 、 2111～ 2118ペ ー ジ 、 1992年
） 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の こ の よ う な 変 更 は 、 標 準 的 な DNA合 成 技 術 で 実 現 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 発 現 ベ ク タ ー を 哺 乳 動 物 の 細 胞 で 使 用 す る 場 合 に は 、 発 現 ベ ク タ ー の 制 御 機 能 を ウ イ ル
ス の 調 節 エ レ メ ン ト に よ っ て 与 え る こ と が し ば し ば あ る 。 例 え ば 一 般 に 使 用 さ れ て い る プ
ロ モ ー タ は 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 2、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 サ ル ・ ウ イ ル ス 40
に 由 来 す る 。 哺 乳 動 物 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 特 定 の タ イ プ の 細 胞 に お い て 核 酸 の 発
現 を 指 示 で き る こ と が し ば し ば あ る （ 例 え ば 組 織 特 異 的 調 節 エ レ メ ン ト を 用 い て 核 酸 を 発
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現 さ せ る ） 。 適 切 な 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ の 具 体 例 と し て は 、 ア ル ブ ミ ン ・ プ ロ モ ー タ （
肝 臓 特 異 的 ； Pinkert他 、 Genes Dev.、 第 1巻 、 268～ 277ペ ー ジ 、 1987年 ） 、 リ ン パ 球 特 異
的 プ ロ モ ー タ （ Calameと Eaton、 Adv. Innunol.、 第 43巻 、 235～ 275ペ ー ジ 、 1988年 ） 、 T
細 胞 受 容 体 の プ ロ モ ー タ （ Winotoと Baltimore、 EMBO J.、 第 8巻 、 729～ 733ペ ー ジ 、 1989
年 ） 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の プ ロ モ ー タ （ Banerji他 、 Cell、 第 33巻 、 729～ 740ペ ー ジ 、 1983
年 ； Queenと Baltimore、 Cell、 第 33巻 、 741～ 748ペ ー ジ 、 1983年 ） 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 プ
ロ モ ー タ （ 例 え ば 神 経 フ ィ ラ メ ン ト ・ プ ロ モ ー タ ； Byrneと Ruddle、 Proc. Natl. Acad. S
ci. USA、 第 86巻 、 5473～ 5477ペ ー ジ 、 1989年 ） 、 膵 臓 特 異 的 プ ロ モ ー タ （ Edlund他 、 Sci
ence、 第 230巻 、 912～ 916ペ ー ジ 、 1985年 ） 、 乳 腺 特 異 的 プ ロ モ ー タ （ 例 え ば ミ ル ク の ホ
エ イ ・ プ ロ モ ー タ ； ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,873,316号 と ヨ ー ロ ッ パ 特 許 出 願 公 開 第 264,1
66号 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 発 生 調 節 プ ロ モ ー タ が 時 に 利 用 さ れ る 。 そ れ は 、 例 え ば ネ ズ ミ
の hoxプ ロ モ ー タ （ Kesselと Gruss、 Science、 第 249巻 、 374～ 379ペ ー ジ 、 1990年 ） と 、 α
-フ ェ ト ポ リ ペ プ チ ド ・ プ ロ モ ー タ （ Campesと Tilghman、 Genes Dev.、 第 3巻 、 537～ 546ペ
ー ジ 、 1989年 ） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 PLA2G1B核 酸 を ア ン チ セ ン ス の 方 向 に ク ロ ー ニ ン グ し て 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と も
で き る 。 ア ン チ セ ン ス の 方 向 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た PLA2G1B核 酸 と 機 能 上 関 係 し た 調 節 配
列 （ 例 え ば ウ イ ル ス ・ プ ロ モ ー タ お よ び ／ ま た は エ ン ハ ン サ ー ） を 選 択 し て ア ン チ セ ン ス
RNAの 構 成 的 、 組 織 特 異 的 、 細 胞 の タ イ プ 特 異 的 な 発 現 を さ ま ざ ま な タ イ プ の 細 胞 内 で 実
現 す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 発 現 ベ ク タ ー は 、 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド
、 弱 め た ウ イ ル ス の い ず れ か の 形 態 が 可 能 で あ る 。 ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 を 用 い た 遺 伝 子 の
発 現 調 節 に 関 し て は 、 Weintraub, H.他 、 「 遺 伝 子 を 分 析 す る 分 子 ツ ー ル と し て の ア ン チ
セ ン ス RNA」 、 Reviews - Trends in Genetics、 第 1巻 (1)、 1986年 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ の 明 細 書 で は 、 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー 内 の PLA2G1B核 酸 を 含 む 宿 主 細 胞 、 ま た は 相 同
的 組 み 換 え に よ り 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム の 特 定 部 位 に 組 み 込 む こ と の で き る PLA2G1B核 酸 配 列
の 断 片 を 含 む 宿 主 細 胞 も 提 供 さ れ る 。 “ 宿 主 細 胞 ” お よ び “ 組 み 換 え 宿 主 細 胞 ” と い う 用
語 は 、 こ の 明 細 書 で は 同 じ 意 味 で 用 い る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 対 象 と す る 特 定 の 細 胞 だ け で
な く 、 そ の よ う な 細 胞 の 子 孫 ま た は 潜 在 的 子 孫 も 意 味 す る 。 後 に 続 く 世 代 で は 突 然 変 異 や
環 境 の 影 響 に よ っ て 修 飾 が 起 こ る 可 能 性 が あ る た め 、 そ の よ う な 子 孫 は 実 際 に は 親 細 胞 と
同 じ で は な い 可 能 性 が あ る が 、 そ れ で も こ の 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 宿
主 細 胞 と し て は 、 あ ら ゆ る 原 核 細 胞 と 真 核 細 胞 が 可 能 で あ る 。 例 え ば PLA2G1Bポ リ ペ プ チ
ド は 、 細 菌 細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 哺 乳 動 物 の 細 胞 （ 例 え ば チ ャ イ
ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ CHO） ま た は COS細 胞 ） の 中 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 適
切 な 他 の 細 胞 は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ベ ク タ ー は 、 従 来 の 形 質 転 換 技 術 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 を 利 用 し て 宿 主 細 胞
に 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 形 質 転 換 ” 、 “ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ” と
い う 用 語 は 、 外 来 核 酸 （ 例 え ば DNA） を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る た め の 従 来 技 術 で 知 ら れ て い
る さ ま ざ ま な 方 法 を 意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 同 沈 降 法 ま た は 塩 化 カ ル
シ ウ ム 共 同 沈 降 法 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン を 媒 介 と し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク
シ ョ ン 、 電 気 穿 孔 な ど の 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ の 明 細 書 で 提 供 さ れ る 宿 主 細 胞 を 用 い て PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 産 生 （ す な わ ち 発 現
） さ せ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 用 い て PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を
産 生 さ せ る 方 法 が さ ら に 提 供 さ れ る 。 一 実 施 態 様 に よ る と 、 こ の 方 法 は 、 PLA2G1Bポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド し て い る 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た 宿 主 細 胞 を 適 切 な 培 地 の 中 で 培
養 し て PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド が 産 生 さ れ る よ う に す る 操 作 を 含 ん で い る 。 別 の 実 施 態 様 に
よ る と 、 こ の 方 法 は 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 培 地 ま た は 宿 主 細 胞 か ら 単 離 す る 操 作 を さ
ら に 含 ん で い る 。

10

20

30

40

50

(16) JP 2006-508642 A 2006.3.16



【 ０ ０ ５ ４ 】
　 PLA2G1B導 入 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 ま た は 精 製 し た 細 胞 調 製 物 、 あ る い は PLA2G1Bポ リ ペ プ チ
ド を 正 し く 発 現 し な い 細 胞 ま た は 精 製 し た 細 胞 調 製 物 も 提 供 さ れ る 。 細 胞 調 製 物 は 、 ヒ ト
細 胞 ま た は 非 ヒ ト 細 胞 （ 例 え ば マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の 細 胞 、 ウ サ ギ 細 胞 、 ブ タ 細 胞 ） で 構
成 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 細 胞 に PLA2G1B導 入 遺 伝 子 （ 例 え ば 非 ヒ ト
細 胞 の 中 で 発 現 す る ヒ ト 遺 伝 子 な ど 、 PLA2G1Bの ヘ テ ロ な 形 態 ） が 含 ま れ て い る 。 PLA2G1B
導 入 遺 伝 子 は 正 し く 発 現 し な い 可 能 性 が あ る （ 例 え ば 過 剰 発 現 ま た は 過 少 発 現 ） 。 別 の 好
ま し い 実 施 態 様 で は 、 細 胞 に 、 内 在 性 PLA2G1ポ リ ペ プ チ ド を 正 し く 発 現 し な い 遺 伝 子 が 含
ま れ て い る （ 例 え ば 遺 伝 子 の 発 現 が 破 壊 さ れ て い る 。 ノ ッ ク ア ウ ト と し て も 知 ら れ る ） 。
こ の よ う な 細 胞 は 、 突 然 変 異 し た PLA2G1対 立 遺 伝 子 ま た は 正 し く 発 現 し な い PLA2G1対 立 遺
伝 子 と 関 係 し た 疾 患 を 研 究 す る た め の モ デ ル と し て 、 あ る い は 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 用 と し
て 役 に 立 つ 可 能 性 が あ る 。 PLA2G1核 酸 を 用 い て 形 質 転 換 し た ヒ ト 細 胞 （ 例 え ば 造 血 幹 細 胞
） も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 内 在 性 PLA2G1核 酸 が 、 内 在 性 PLA2G1遺 伝 子 の 発 現 を 通 常 は 制 御 し て い な い 調 節 配 列 の 制
御 下 に あ る 細 胞 ま た は 精 製 し た 細 胞 調 製 物 （ 例 え ば ヒ ト 細 胞 ） も 提 供 さ れ る 。 細 胞 （ 例 え
ば 細 胞 系 ま た は 微 生 物 ） 内 に お け る 内 在 性 遺 伝 子 の 発 現 特 性 は 、 異 種 DNA調 節 エ レ メ ン ト
を そ の 細 胞 の ゲ ノ ム に 挿 入 し 、 そ の 挿 入 さ れ た 調 節 エ レ メ ン ト を 内 在 性 PLA2G1遺 伝 子 と 機
能 上 関 連 さ せ る こ と に よ り 、 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 内 在 性 PLA2G1遺 伝 子 （ 例 え
ば 通 常 は 発 現 し な い “ 転 写 が 沈 黙 し た ” 遺 伝 子 、 ま た は 非 常 に 低 い レ ベ ル で し か 発 現 し な
い 遺 伝 子 ） は 、 そ の 細 胞 内 で 正 常 に 発 現 す る 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 促 進 さ せ る こ と の で き る
調 節 エ レ メ ン ト を 挿 入 す る こ と に よ っ て 活 性 化 す る こ と が で き る 。 標 的 相 同 的 組 み 換 え な
ど の 方 法 を 利 用 し て 異 種 DNAを 挿 入 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば Chappel、 ア メ
リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,272,071号 ； 1991年 5月 16日 に 公 開 さ れ た WO 91/06667に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
　 （ 例 え ば 別 の 生 物 か ら 単 離 し た PLA2G1B核 酸 か ら 発 現 さ せ た ） 異 種 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド
を 発 現 す る 非 ヒ ト ・ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 る こ と が で き る 。 こ の よ う な 動 物 は 、 PL
A2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 機 能 お よ び ／ ま た は 活 性 の 研 究 や 、 PLA2G1B核 酸 と PLA2G1Bポ リ ペ プ
チ ド の 活 性 を 変 化 さ せ る 物 質 の 同 定 お よ び ／ ま た は 評 価 に 役 に 立 つ 。 こ の 明 細 書 で は 、 “
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ” と は 、 1個 以 上 の 細 胞 に PLA2G1B導 入 遺 伝 子 が 含 ま れ て い る ヒ ト
で な い 動 物 の こ と で あ り 、 例 え ば 哺 乳 動 物 （ 具 体 的 に は ヒ ト で な い 霊 長 類 、 例 え ば チ ン パ
ン ジ ー 、 ヒ ヒ 、 マ カ ク ） ； 有 蹄 動 物 （ 例 え ば ウ マ 、 ウ シ 、 ヤ ギ ） ； ネ ズ ミ 類 （ 例 え ば ラ ッ
ト 、 マ ウ ス 、 イ ス ラ エ ル ・ ス ナ ネ ズ ミ ） 、 鳥 類 （ 例 え ば ニ ワ ト リ 、 シ チ メ ン チ ョ ウ ） 、 両
生 類 （ カ エ ル 、 サ ン シ ョ ウ ウ オ 、 イ モ リ ） 、 昆 虫 （ 例 え ば シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ） な ど が 挙 げ
ら れ る 。 導 入 遺 伝 子 は 、 外 来 性 DNAで あ る か 、 あ る い は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 細 胞 の
ゲ ノ ム と 一 体 化 し た り 、 そ の ゲ ノ ム で 起 こ っ た り す る こ と が し ば し ば あ る 再 構 成 （ 例 え ば
内 在 性 染 色 体 DNAの 欠 失 ） に よ る も の で あ る 。 あ る 導 入 遺 伝 子 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 の 1種 類 以 上 の 細 胞 ま た は 組 織 の 中 で 、 コ ー ド さ れ た 遺 伝 子 産 物 を 発 現 さ せ る 指 示 を 出
す こ と が で き 、 別 の 導 入 遺 伝 子 は 、 発 現 を 減 少 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば ノ ッ ク ア ウ ト
） 。 し た が っ て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 成 長 す る 前 に 、 内 在 性 PLA2G1B遺 伝 子 が 、 内
在 性 遺 伝 子 と 、 そ の 動 物 の 細 胞 （ 例 え ば そ の 動 物 の 胚 細 胞 ） に 導 入 さ れ た 外 来 性 DNA分 子
の 間 の 相 同 的 組 み 換 え に よ っ て 変 え ら れ た 動 物 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 イ ン ト ロ ン 配 列 と ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が 導 入 遺 伝 子 に 含 ま れ る よ う に し て そ の 導 入
遺 伝 子 の 発 現 効 率 を 増 大 さ せ る こ と も で き る 。 1つ 以 上 の 組 織 特 異 的 調 節 配 列 を PLA2G1B導
入 遺 伝 子 と 機 能 上 関 連 さ せ 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド が 特 定 の 細 胞 で 発 現 す る よ う に 指 示 す
る こ と が で き る 。 創 始 者 と な る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 そ の ゲ ノ ム に お け る PLA2G1B
導 入 遺 伝 子 の 発 現 の 存 在 お よ び ／ ま た は そ の 動 物 の 組 織 ま た は 細 胞 に お け る PLA2G1B mRNA

10

20

30

40

50

(17) JP 2006-508642 A 2006.3.16



の 発 現 に 基 づ い て 同 定 す る こ と が で き る 。 次 に 、 創 始 者 と な る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は
、 そ の 導 入 遺 伝 子 を 持 つ 別 の 動 物 を 育 て る こ と が で き る 。 さ ら に 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 育 て 、 別 の 導 入 遺 伝 子 を
持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 を 動 物 の ゲ ノ
ム に 導 入 す る こ と に よ っ て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 の 中 で
発 現 さ せ る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ （ 例 え ば
ミ ル ク ま た は 卵 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ） の 制 御 下 に 置 き 、 動 物 が 生 み 出 す ミ ル ク ま た は 卵
か ら 回 収 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の 細 胞 集 団 も こ の 明 細 書 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド
　 こ の 明 細 書 に は 、 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 さ れ た PLA
2G1Bポ リ ペ プ チ ド 、 単 離 さ れ た PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 、 こ れ ら と 実 質 的 に 同 一 の ポ
リ ペ プ チ ド も 含 ま れ る 。 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド は 、 PLA2G1B核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る
ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 1個 の 核 酸 が 1種 類 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と が で き る 。
“ 単 離 し た ” ま た は “ 精 製 し た ” ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 は 、 そ の タ ン パ ク 質 の 出
所 で あ る 細 胞 供 給 源 ま た は 組 織 供 給 源 か ら の 細 胞 材 料 そ の 他 の 汚 染 性 タ ン パ ク 質 を 実 質 的
に 含 ん で お ら ず 、 化 学 的 に 合 成 し た 場 合 に は 、 化 学 的 前 駆 体 そ の 他 の 化 学 物 質 を 含 ん で い
な い 。 一 実 施 態 様 で は 、 “ 実 質 的 に 含 ま な い ” と い う 表 現 は 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た
は PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の 調 製 物 で 、 非 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド （ こ の 明 細 書 で は “ 汚
染 性 タ ン パ ク 質 ” と も 呼 ぶ ） ま た は 化 学 的 前 駆 体 ま た は 非 PLA2G1B化 学 物 質 を （ 乾 燥 重 量
で ） 約 30％ 、 20％ 、 10％ 、 よ り 好 ま し く は 5％ 未 満 し か 含 ま な い も の を 意 味 す る 。 PLA2G1B
ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 が 組 み 換 え に よ っ て 製 造 さ れ る 場 合 に は 、
培 地 を 実 質 的 に 含 ま ず 、 特 に 培 地 が ポ リ ペ プ チ ド 調 製 物 の 体 積 の 約 20％ 未 満 、 時 に は 約 10
％ 未 満 、 し ば し ば 約 5％ 未 満 で あ る こ と も 好 ま し い 。 単 離 ま た は 精 製 し た PLA2G1Bポ リ ペ プ
チ ド 調 製 物 は 、 乾 燥 重 量 が 時 に 0.01ミ リ グ ラ ム 以 上 ま た は 0.1ミ リ グ ラ ム 以 上 に な り 、 し
ば し ば 1.0ミ リ グ ラ ム 以 上 ま た は 10ミ リ グ ラ ム 以 上 に な る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 断 片 も こ の 明 細 書 に 含 ま れ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 と し て
は 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 1つ の ド メ イ ン ま た は 1つ の ド メ イ ン の 一 部 が 可 能 で あ る 。 PLA
2G1Bの ド メ イ ン と し て は 、 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 位 置 24～ 146に あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2ド メ
イ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 は 、 生 物 学 的 活 性 が 増 大 し て い る 、 あ る
い は 低 下 し て い る 、 あ る い は 予 想 で き な い 可 能 性 が あ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 は 、 ア
ミ ノ 酸 の 長 さ が 50個 以 下 、 あ る い は 100個 以 下 、 あ る い は 148個 以 下 で あ る こ と が し ば し ば
あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 実 質 的 に 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 出 発 し て い ろ い ろ な 方
法 で 作 る こ と が で き る 。 例 え ば 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 の 1つ 以 上 の 位 置 で 保 存 さ れ て い
る ア ミ ノ 酸 を 修 飾 す る こ と が で き る 。 “ 保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 の 置 換 ” は 、 そ の ア ミ ノ
酸 が 、 構 造 お よ び ／ ま た は 化 学 的 機 能 の 似 た 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い る こ と を 意 味 す
る 。 構 造 と 機 能 が 似 た ア ミ ノ 酸 残 基 フ ァ ミ リ ー は よ く 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な フ ァ ミ リ
ー と し て は 、 塩 基 性 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） 、 酸
性 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ） 、 帯 電 し て い な い 極 性 側
鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、
チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン ） 、 非 極 性 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ
ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ） 、 β 側
鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ト レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ） 、 芳 香 族 側 鎖 を 持 つ ア ミ
ノ 酸 （ 例 え ば チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） な ど が 挙 げ ら
れ る 。 不 可 欠 な ア ミ ノ 酸 と 不 可 欠 で な い ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る こ と も で き る 。 “ 不 可 欠 で な
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い ” ア ミ ノ 酸 は 、 変 化 さ せ て も PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 機 能 が 失 わ れ た り 、 実 質
的 に 変 化 し た り す る こ と が な い ア ミ ノ 酸 で あ る 。 そ れ に 対 し て “ 不 可 欠 な ” ア ミ ノ 酸 を 変
化 さ せ る と 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 機 能 が 失 わ れ た り 、 実 質 的 に 変 化 し た り す
る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2ポ リ ペ プ チ ド で 保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば P2X1、 P2X2、 P2X3
、 PLA2G1B、 P2X5、 P2X6、 P2X7） は 、 一 般 に 不 可 欠 な ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 、 キ メ ラ ・ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 融
合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 存 在 す る こ と も で き る 。 こ の 明 細 書 で は 、 PLA2G1B“ キ メ ラ ・ ポ リ
ペ プ チ ド ” ま た は “ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド ” に 、 非 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た PLA2G1Bポ
リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 “ 非 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ” は 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に
一 致 し て い な い ポ リ ペ プ チ ド に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
そ れ は 、 例 え ば 、 同 じ 生 物 ま た は 異 な る 生 物 に 由 来 し 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と は 異 な る
ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 PLA2G
1Bポ リ ペ プ チ ド の 全 体 ま た は ほ ぼ 全 体 、 あ る い は そ の 断 片 に 対 応 す る も の が 可 能 で あ る 。
非 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド は 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の N末 端 ま た は C末 端 に 融 合 さ せ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 リ ガ ン ド に 対 す る 親 和 性 が 大 き な 部 分 を 含 む こ と が で き る 。 例 え
ば 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 GST配 列 の C末 端 に PLA2G1B配 列 が 融 合 し た GST-PLA2G1B融 合 ポ
リ ペ プ チ ド 、 あ る い は ヒ ス チ ジ ン 残 基 か ら な る リ ン グ の N末 端 ま た は C末 端 に PLA2G1B配 列
が 融 合 し た ポ リ ヒ ス チ ジ ン -PLA2G1B融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 融 合 ポ リ
ペ プ チ ド は 、 組 み 換 え PLA2G1Bの 精 製 を 容 易 に す る 。 融 合 部 分 （ 例 え ば GSTポ リ ペ プ チ ド ）
を す で に コ ー ド し て い る 発 現 ベ ク タ ー が 市 販 さ れ て い る た め 、 PLA2G1B核 酸 を ク ロ ー ニ ン
グ し て 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と に よ り 、 融 合 部 分 を イ ン フ レ ー ム で PLA2G1Bポ リ ペ プ
チ ド に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 異 種 シ グ ナ ル
配 列 を N末 端 に 有 す る PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド が 可 能 で あ る 。 あ る 種 の 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 哺 乳
動 物 の 宿 主 細 胞 ） で は 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 発 現 、 分 泌 、 細 胞 内 部 化 、 細 胞 内 局 在 化
を 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 を 用 い る こ と に よ っ て 促 進 す る こ と が で き る 。 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と
し て 、 血 清 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば IgGの 定 常 領 域 ま た は ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン ） の 全 体 ま た
は 一 部 を 挙 げ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 医 薬 組 成 物 に 組 み 込 ん で 対 象 の 体 内 に 投 与 す る こ と が で き る 。 P
LA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と に よ っ て PLA2G1B基 質 の 生 物 学 的 活 性 に 影 響 を 与 え る
こ と が で き る た め 、 細 胞 内 で PLA2G1Bの 生 物 学 的 活 性 を 効 果 的 に 増 大 さ せ る こ と が で き る
。 PLA2G1B融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば （ i） PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 遺 伝
子 の 異 常 な 修 飾 ま た は 突 然 変 異 ； （ ii） PLA2G1B遺 伝 子 の 間 違 っ た 調 節 ； （ iii） PLA2G1B
ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 翻 訳 後 修 飾 に よ っ て 起 こ る 疾 患 の 治 療 に 役 立 つ 可 能 性 が あ る 。 ま た
PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 利 用 し て 対 象 の 体 内 で 抗 PLA2G1B抗 体 を 産 生 さ せ 、 PL
A2G1Bの リ ガ ン ド ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー を 精 製 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ に お い て 、 P
LA2G1Bの 基 質 と PLA2G1Bの 間 の 相 互 作 用 を 抑 制 ま た は 促 進 す る 分 子 を 同 定 す る こ と も で き
る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 公 知 の 技 術 を 利 用 し て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き
る （ 例 え ば Creighton、 『 タ ン パ ク 質 』 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 W.H.フ リ ー マ
ン ・ ア ン ド ・ カ ン パ ニ ー 社 、 1983年 ； Hunkapiller他 、 Nature、 第 310巻 (5973号 )、 105～ 1
11ペ ー ジ 、 1984年 7月 12～ 18日 号 を 参 照 の こ と ） 。 例 え ば 本 発 明 の 比 較 的 短 い 断 片 は 、 ペ
プ チ ド 合 成 装 置 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 望 む の で あ れ ば 、 従 来 に な い ア
ミ ノ 酸 ま た は 化 学 合 成 し た ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ を 、 断 片 配 列 に 対 し て 置 換 ま た は 付 加 の 形 で
導 入 す る こ と が で き る 。 従 来 に な い ア ミ ノ 酸 と し て は 、 通 常 の ア ミ ノ 酸 の D異 性 体 、 2,4-
ジ ア ミ ノ ブ チ ル 酸 、 a-ア ミ ノ イ ソ ブ チ ル 酸 、 4-ア ミ ノ ブ チ ル 酸 、 Abu、 2-ア ミ ノ ブ チ ル 酸
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、 g-Abu、 e-Abu、 6-ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 、 Aib、 2-ア ミ ノ イ ソ ブ チ ル 酸 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ オ
ン 酸 、 オ ル ニ チ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 サ ル コ シ ン 、 シ ト
ル リ ン 、 ホ モ シ ト ル リ ン 、 シ ス チ ン 酸 、 t-ブ チ ル グ リ シ ン 、 t-ブ チ ル ア ラ ニ ン 、 フ ェ ニ ル
グ リ シ ン 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ラ ニ ン 、 b-ア ラ ニ ン 、 フ ル オ ロ ア ミ ノ 酸 、 設 計 し た ア ミ ノ 酸
（ 例 え ば b-メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Ca-メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Na-メ チ ル ア ミ ノ 酸 ） 、 あ ら ゆ る ア ミ ノ
酸 ア ナ ロ グ な ど が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 は 、 D（ 右 旋 性 ） で も L（ 左 旋 性 ） で も よ
い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に は 、 例 え ば グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 公 知 の 保 護 ／ 阻
止 基 に よ る 誘 導 体 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 開 裂 、 抗 体 分 子 そ の 他 の 細 胞 リ ガ ン ド へ の 結
合 な ど に よ っ て 翻 訳 中 ま た は 翻 訳 後 に い ろ い ろ と 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 含 ま れ る
。 多 数 あ る 化 学 的 修 飾 の ど れ も 、 公 知 の 方 法 を 利 用 し て 実 現 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
臭 化 シ ア ノ ゲ ン 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 V8プ ロ テ ア ー ゼ 、 NaBH 4 に よ
る 特 異 的 化 学 的 開 裂 ； ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 酸 化 、 還 元 ； ツ ニ カ マ イ シ ン の 存 在 下 で
の 代 謝 性 合 成 ； な ど の 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 に 含 ま れ る 追 加 の 翻 訳 後 修 飾 と し て は 、 例 え ば 、 N結 合 炭 化 水 素 鎖 ま た は O結 合 炭
化 水 素 鎖 の N末 端 ま た は C末 端 の プ ロ セ シ ン グ 、 ア ミ ノ 酸 骨 格 に 対 す る 化 学 物 質 の 付 着 、 N
結 合 炭 化 水 素 鎖 ま た は O結 合 炭 化 水 素 鎖 の 化 学 的 修 飾 、 原 核 生 物 宿 主 細 胞 が 発 現 し た 結 果
と し て の 。 N末 端 メ チ オ ニ ン 残 基 の 付 加 ま た は 削 除 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 断
片 を 検 出 可 能 な 標 識 （ 例 え ば 酵 素 標 識 、 蛍 光 標 識 、 同 位 体 標 識 、 ア フ ィ ニ テ ィ 標 識 ） を 用
い て 修 飾 し 、 ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 と 単 離 が で き る よ う に す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 化 学 的 に 修 飾 す る こ と で 、 ポ リ ペ プ チ ド の 溶 解 度 、 安 定 性 、 循
環 時 間 が 改 善 さ れ た り 、 免 疫 原 性 が 低 下 し た り と い っ た 付 加 的 な 利 点 が も た ら さ れ る 誘 導
体 も 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,179,337号 を 参 照 の こ と 。 誘 導 体
化 の た め の 化 学 物 質 の 部 分 は 、 水 溶 性 ポ リ マ ー で あ る 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ
チ レ ン グ リ コ ー ル ／ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ・ コ ポ リ マ ー 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、
デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル な ど の 中 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド は 、 分 子 内 の ラ ン ダ ム な 位 置 ま た は 所 定 の 位 置 を 修 飾 す る こ と が で き 、 付 加 さ れ
る 化 学 物 質 の 部 分 は 、 1個 、 2個 、 3個 ま た は そ れ 以 上 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ポ リ マ ー の 分 子 量 は 任 意 で よ く 、 ポ リ マ ー は 分 岐 し て い て も し て い な く て も よ い 。 ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 場 合 に は 、 取 り 扱 い と 製 造 が 容 易 に な る よ う に す る た め 、 好 ま し い
分 子 量 は 約 1kDa～ 約 100kDaで あ る （ “ 約 ” は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 調 製 物 に お い て 、
い く つ か の 分 子 が 表 記 し た 分 子 量 よ り も 大 き か っ た り 小 さ か っ た り す る こ と を 意 味 す る ）
。 目 的 と す る 治 療 プ ロ フ ァ イ ル （ 例 え ば 望 む 持 続 放 出 期 間 、 何 ら か の 生 物 学 的 活 性 が あ る
場 合 の 効 果 、 取 り 扱 い の 容 易 さ 、 抗 原 性 の 程 度 ま た は 欠 如 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル が 治
療 用 タ ン パ ク 質 ま た は そ の ア ナ ロ グ に 対 し て 及 ぼ す 公 知 の 他 の 効 果 ） が 何 で あ る か に 応 じ
、 別 の サ イ ズ を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 （ ま た は 他 の 化 学 物 質 ） は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 ま た は 抗
原 ド メ イ ン に 対 す る 効 果 を 考 慮 し て そ の ポ リ ペ プ チ ド に 付 着 さ せ る 必 要 が あ る 。 当 業 者 で
あ れ ば 、 多 数 の 付 着 法 を 利 用 す る こ と が で き る 。 そ れ は 例 え ば ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 0,401,38
4号 に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 内 容 が 参 考 と し て こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る
。 塩 化 ト レ シ ル を 用 い た GM-CSFの Pegylationを 報 告 し て い る Malik他 、 Exp. Hematol.、 第
20巻 (8)、 1028～ 1035ペ ー ジ 、 1992年 9月 も 参 照 の こ と 。 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル は
、 反 応 性 の 基 （ 例 え ば 遊 離 し た ア ミ ノ 基 ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 ） を 通 じ て ア ミ ノ 酸 残 基 と
共 有 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 反 応 性 の 基 は 、 活 性 化 さ れ た ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子
が 結 合 す る こ と の で き る 基 で あ る 。 遊 離 ア ミ ノ 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 と し て は 、 リ シ ン
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残 基 や N末 端 の ア ミ ノ 酸 残 基 が あ り ； 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 と し て は
、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 、 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 、 C末 端 の ア ミ ノ 酸 残 基 が あ る 。 ス ル フ ヒ ド リ
ル 基 も 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 を 付 着 さ せ る た め の 反 応 性 の 基 と し て 用 い る こ と が
で き る 。 治 療 を 目 的 と す る 場 合 に 好 ま し い の は 、 ア ミ ノ 基 （ 例 え ば N末 端 ま た は リ シ ン 基
） へ の 付 着 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 N末 端 が 化 学 的 に 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 が 特 に 望 ま し い 可 能 性 が あ る 。 本 発 明 に よ る 組
成 物 を 説 明 す る の に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い る 場 合 に は 、 多 彩 な ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 分 子 の 中 か ら （ 分 子 量 、 分 岐 な ど に よ っ て ） 、 反 応 混 合 物 中 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 分 子 と タ ン パ ク 質 （ ポ リ ペ プ チ ド ） の 割 合 、 行 な わ せ る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 反
応 の タ イ プ 、 N末 端 が ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 だ け を 得 る た め の 方 法
を 選 択 す る こ と が で き る 。 N末 端 が ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 さ れ た 調 製 物 を 得 る （ す な
わ ち 、 必 要 な 場 合 に は こ の 部 分 を モ ノ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 さ れ た 部 分 か ら 分 離 す る
） 方 法 は 、 N末 端 が ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 さ れ た 材 料 を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化
さ れ た タ ン パ ク 質 分 子 集 団 か ら 精 製 す る と い う 方 法 に す る と よ い 。 選 択 的 に N末 端 が 化 学
的 に 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 還 元 性 ア ル キ ル 化 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 こ の 還 元 性
ア ル キ ル 化 で は 、 い ろ い ろ な タ イ プ の 第 一 級 ア ミ ノ 基 の 異 な る 反 応 性 （ リ シ ン 対 N末 端 ）
を 利 用 し て 、 個 々 の タ ン パ ク 質 を 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。 適 切 な 反 応 条 件 の も と で カ
ル ボ ニ ル 基 を 含 む ポ リ マ ー を 用 い る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 実 質 的 な 選 択 的 誘 導 体 化 が
N末 端 に お い て 実 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
実 質 的 に 同 一 の PLA2G1B核 酸 と PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド
　 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 の PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 な ら び に 配
列 番 号 2の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 の PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 そ れ ぞ れ こ の
明 細 書 に 含 ま れ て い る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 実 質 的 に 同 一 の ” と い う 用 語 は 、 2つ 以 上 の
核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、 1つ 以 上 の 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を
そ れ ぞ れ 共 有 し て い る こ と を 意 味 す る 。 こ の 明 細 書 に は 、 図 1の PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ 配 列 番 号 1） ま た は 図 2の PLA2G1Bの ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 2） と 55％ 、 60％ 、 65％
、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ （ そ れ ぞ れ 変 異 が 1％ 、 2％ 、 3％ 、 4％ 以 内 で あ る
こ と が し ば し ば あ る ） 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 含 ま れ る 。 い く
つ か の 実 施 態 様 で は 、 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
は 、 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 90％ 以 上 同 一 か 、 あ る い は 配 列 番 号 2の ポ リ ペ プ チ ド
配 列 と 90％ 以 上 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 。 2つ の 核 酸 が 実 質 的 に 同 一 か ど う
か を 調 べ る た め の 1つ の テ ス ト 方 法 は 、 そ の 核 酸 相 互 間 ま た は そ の ポ リ ペ プ チ ド 相 互 間 で
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 同 一 性 を 調 べ る と い う も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 配 列 の 同 一 性 は 、 以 下 の よ う に し て 計 算 す る こ と が し ば し ば あ る 。 最 適 の 比 較 が で き る
よ う に 配 列 を ア ラ イ ン メ ン ト す る （ 例 え ば 、 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト を 行 な う た め に 第 1と
第 2の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 核 酸 配 列 の 一 方 ま た は 両 方 に ギ ャ ッ プ を 導 入 す る こ と や 、 比 較
の 目 的 で 相 同 で な い 配 列 を 捨 て る こ と が で き る ） 。 比 較 の た め に ア ラ イ ン メ ン ト す る 参 照
配 列 の 長 さ は 、 時 に そ の 参 照 配 列 の 30％ 以 上 、 40％ 以 上 、 50％ 以 上 で あ り 、 60％ 以 上 に な
る こ と も し ば し ば あ り 、 そ れ 以 上 に 70％ 、 80％ 、 90％ 、 100％ に な る こ と の ほ う が 多 い 。
次 に 、 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 位 置 に あ る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ
酸 を 2つ の 配 列 で 比 較 す る 。 第 1の 配 列 の 1つ の 位 置 が 、 第 2の 配 列 の 対 応 す る 位 置 と 同 じ ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 で 占 め ら れ て い る 場 合 に は 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸
は 、 そ の 位 置 で 同 一 と 見 な さ れ る 。 2つ の 配 列 間 で の 同 一 性 （ ％ ） は 、 2つ の 配 列 の 最 適 な
ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る た め に 導 入 し た ギ ャ ッ プ の 数 と 、 そ れ ぞ れ の ギ ャ ッ プ の 長 さ を 考 慮
し た と き に 両 方 の 配 列 が 共 有 す る 一 致 し た 位 置 の 数 の 関 数 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 配 列 の 比 較 と 、 2つ の 配 列 の 同 一 性 の 決 定 は 、 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 実 現 す る こ
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と が で き る 。 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 同 一 性 は 、 E. Meyersと W. Mil
ler、 CABIOS、 第 4巻 、 11～ 17ペ ー ジ 、 1989年 の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 明 ら か に す る こ と が
で き る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム は ALIGNプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0） に 組 み 込 ま れ て お り 、 そ
こ で は PAM120重 み 付 き 残 基 表 が 用 い ら れ 、 ギ ャ ッ プ 長 の ペ ナ ル テ ィ は 12、 ギ ャ ッ プ の ペ ナ
ル テ ィ は 4に さ れ て い る 。 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 は 、 Needlemanと Wunsch（ J. Mol. B
iol.、 第 48巻 、 444～ 453ペ ー ジ 、 1970年 ） の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 明 ら か に す る こ と も で
き る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム は GCGソ フ ト ウ エ ア ・ パ ッ ケ ー ジ （ httpア ド レ ス www.gcg.comで 入
手 で き る ） の GAPプ ロ グ ラ ム に 組 み 込 ま れ て お り 、 そ こ で は Blossum62マ ト リ ッ ク ス ま た は
PAM250マ ト リ ッ ク ス が 用 い ら れ 、 ギ ャ ッ プ の 重 み は 16、 14、 12、 10、 8、 6、 4の い ず れ か
、 長 さ の 重 み は 1、 2、 3、 4、 5、 6の い ず れ か に さ れ て い る 。 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の
同 一 性 は 、 GCGソ フ ト ウ エ ア ・ パ ッ ケ ー ジ （ httpア ド レ ス www.gcg.comで 入 手 で き る ） の GA
Pプ ロ グ ラ ム を 用 い る こ と に よ っ て 明 ら か に す る こ と が で き る 。 そ こ で は NWSgapdna.CMPマ
ト リ ッ ク ス が 用 い ら れ 、 ギ ャ ッ プ の 重 み は 40、 50、 60、 70、 80の い ず れ か 、 長 さ の 重 み は
1、 2、 3、 4、 5、 6の い ず れ か に さ れ る 。 し ば し ば 用 い ら れ る 一 群 の パ ラ メ ー タ は 、 Blossu
m62ス コ ア リ ン グ ・ マ ト リ ッ ク ス に お い て ギ ャ ッ プ の 空 き の ペ ナ ル テ ィ を 12、 ギ ャ ッ プ 延
長 の ペ ナ ル テ ィ を 4、 フ レ ー ム シ フ ト ・ ギ ャ ッ プ の ペ ナ ル テ ィ を 5に す る と い う も の で あ る
。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 2つ の 核 酸 が 実 質 的 に 同 じ で あ る か ど う か を 調 べ る 別 の 方 法 は 、 1つ の 核 酸 と 相 同 な ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド が ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 他 方 の 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か ど う か を
評 価 す る と い う も の で あ る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 ” と い う 表 現 は
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 洗 浄 の 条 件 を 意 味 す る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 当 業 者 に
は 公 知 で あ り 、 『 分 子 生 物 学 に お け る 最 新 プ ロ ト コ ル 』 、 ジ ョ ン ・ ワ イ リ ー ＆ サ ン ズ 社 、
ニ ュ ー ヨ ー ク 、 6.3.1～ 6.3.6、 1989年 に 見 い だ す こ と が で き る 。 水 性 法 と 非 水 性 法 が こ の
参 考 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 い ず れ の 方 法 も 利 用 す る こ と が で き る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 一 例 は 、 6× 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC）
の 中 で 約 45℃ に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 50℃ に て 0.2× SSC、 0.1％ SDSで 1回 以 上 洗 浄
す る と い う も の で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 別 の 一 例 は 、
6× 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） の 中 で 約 45℃ に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た
後 、 55℃ に て 0.2× SSC、 0.1％ SDSで 1回 以 上 洗 浄 す る と い う も の で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の さ ら に 別 の 一 例 は 、 約 45℃ に て 6× 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／
ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） の 中 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 60℃ に て 0.2× SSC、 0.1％ SD
Sで 1回 以 上 洗 浄 す る と い う も の で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
の さ ら に 別 の 一 例 は 、 約 45℃ に て 6× 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） の 中 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 65℃ に て 0.2× SSC、 0.1％ SDSで 1回 以 上 洗 浄 す る と い う も の で
あ る こ と が し ば し ば あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 0.5Mの リ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 7％ SDSの 中 で 65℃ に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 65℃ に て 0.2× SSC、 1
％ SDSで 1回 以 上 洗 浄 す る と い う 条 件 で あ る こ と の ほ う が 多 い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 配 列 番 号 1と 実 質 的 に 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 例 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 異 な る が
、 そ れ で も 配 列 番 号 2の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 別
の 例 は 、 配 列 番 号 2の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 70％ 以 上 、 時 に 75％ 、 80％ 、 85％ 以 上 、 し ば し
ば 90％ 、 95％ 以 上 一 致 し た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 と PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド 配 列 を “ ク エ リ ー 配 列 ” と し て 用 い て
公 共 デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し 、 例 え ば 同 じ フ ァ ミ リ ー の 他 の 要 素 ま た は 関 連 す る 配 列 を 同 定
す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 検 索 は 、 Altschulら （ J. Mol. Biol.、 第 215巻 、 403～ 410
ペ ー ジ 、 1990年 ） の NBLASTプ ロ グ ラ ム と XBLASTプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0） を 用 い て 実
施 す る こ と が で き る 。 NBLASTプ ロ グ ラ ム を ス コ ア =100、 単 語 の 長 さ =12に し て 用 い て BLAST
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ヌ ク レ オ チ ド 検 索 を 実 施 す る こ と で 、 PLA2G1B核 酸 分 子 と 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 得 ら
れ る 。 XBLASTプ ロ グ ラ ム を ス コ ア =50、 単 語 の 長 さ =3に し て 用 い て BLASTポ リ ペ プ チ ド 検 索
を 実 施 す る こ と で 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 が 得 ら れ る 。 比 較 を 目 的
と し て ギ ャ ッ プ 付 き の ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る た め に は 、 Altschul他 、 Nucleic Acids Res.
、 第 25巻 (17)、 3389～ 3402ペ ー ジ 、 1997年 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ギ ャ ッ プ 付 き BLAST
を 用 い る こ と が で き る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム と ギ ャ ッ プ 付 き BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い る と き に
は 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム （ 例 え ば XBLASTと NBLAST） の デ フ ォ ル ト ・ パ ラ メ ー タ を 使 用 で
き る （ httpア ド レ ス 、 www.ncbi.nlm.nih.govを 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 の 核 酸 は 、 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 行 な
っ た と き 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た の と 同 等 な 位 置 （ 例 え ば 配 列 番 号 1の 位 置 7328） に あ る
多 型 部 位 を 含 ん で い る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば こ の 明 細 書 に 記 載 し た ア ラ イ ン メ ン ト の 手 続
き を 利 用 す る と 、 配 列 番 号 1の 配 列 と 実 質 的 に 同 一 の 配 列 に 含 ま れ る SNPを 、 配 列 番 号 1の
中 で SNPの 位 置 に あ る ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 の （ す な わ ち ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る ） ヌ ク レ オ
チ ド の 位 置 に 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 多 型 変 異 が 挿 入 ま た は 欠 失 で あ る 場 合 に は 、
参 照 配 列 に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 挿 入 さ れ た り 参 照 配 列 か ら ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 欠 失 し た り
す る こ と に よ り 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 の 他 の 多 型 部 位 の 相 対 的 な 位 置 が 変 化 す る 可 能
性 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 実 質 的 に 同 じ PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 な ら び に PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド 配 列 と し て は 、 天
然 に 存 在 す る も の （ 例 え ば 対 立 遺 伝 子 変 異 体 （ 同 じ 遺 伝 子 座 ） 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 、 ホ モ
ロ グ （ 異 な る 遺 伝 子 座 ） 、 オ ル ト ロ グ （ 異 な る 生 物 ） ） が 挙 げ ら れ る が 、 天 然 に は 存 在 し
な い も の で も よ い 。 天 然 に は 存 在 し な い 変 異 体 は 、 突 然 変 異 誘 発 技 術 （ そ の 技 術 は 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 細 胞 、 生 物 に 適 用 さ れ る ） に よ っ て 作 り 出 す こ と が で き る 。 変 異 体 は 、 ヌ
ク レ オ チ ド の 置 換 、 欠 失 、 転 位 、 挿 入 を 含 む こ と が で き る 。 変 異 体 は 、 コ ー ド 領 域 と 非 コ
ー ド 領 域 の い ず れ か 、 あ る い は 両 方 に 起 こ る 可 能 性 が あ る 。 変 異 に よ り 、 （ コ ー ド さ れ た
産 物 と 比 較 し た と き ） 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 保 存 さ れ て い な い ア ミ ノ 酸 の 両 方 で 置 換 が 起
こ る 可 能 性 が あ る 。 オ ル ト ロ グ 、 ホ モ ロ グ 、 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 、 公
知 の 方 法 で 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 変 異 体 は 、 通 常 は 、 配 列 番 号 2に 示 し た ア ミ ノ
酸 配 列 と 50％ 、 約 55％ 以 上 、 し ば し ば 約 70～ 75％ 以 上 、 よ り 頻 繁 に は 約 80～ 85％ 以 上 、 一
般 に は 約 90～ 95％ 以 上 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で い
る 。 こ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 配 列 番 号 1に 示 し た ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ま た は そ の 断 片 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る た め 、 容 易 に 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の オ ル ト ロ グ 、 ホ モ ロ グ 、 対 立 遺 伝 子 変 異 体 に 対 応 す る 核 酸 分
子 は 、 そ の 配 列 を 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 変 異 体 と 同 じ 染 色 体 ま た は 遺 伝
子 座 に マ ッ ピ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ま た 、 実 質 的 に 同 じ PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 特 定 の 発 現 系 に お い て PLA2G1Bポ リ ペ
プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の 発 現 を 増 大 さ せ る た め に 天 然 の 配 列 と 比 べ て 変 化 さ せ
た コ ド ン を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 核 酸 と し て は 、 1個 以 上 の コ ド ン が 変 化 し た 核 酸 が
可 能 で あ る 。 細 菌 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） 、 酵 母 （ 例 え ば サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ ジ エ ） 、 ヒ ト
（ 例 え ば 293細 胞 ） 、 昆 虫 、 囓 歯 類 （ 例 え ば ハ ム ス タ ー ） の 細 胞 で の 発 現 を 最 適 化 す る た
め 、 コ ド ン の 10％ 以 上 、 ま た は 20％ 以 上 を 変 え て あ る こ と も し ば し ば あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
脂 肪 の 蓄 積 に よ る 疾 患 の 予 後 予 測 法 と 診 断 法
　 脂 肪 の 蓄 積 と そ れ に 関 係 す る 疾 患 （ 例 え ば 肥 満 や NIDDM） 、 な ら び に 痩 せ に 関 し て 予 後
予 測 と 診 断 を 行 な う 方 法 が 、 こ の 明 細 書 に 提 供 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 対 象 か ら 採 取 し
た サ ン プ ル 中 の PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ れ と 実 質 的 に 同 一 の 配 列 に 1個 以 上 の 多
型 変 異 が 存 在 し て い る か ど う か を 検 出 す る 操 作 を 含 ん で い る 。 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 多 型
変 異 の 存 在 は 、 痩 せ 、 ま た は 脂 肪 の 蓄 積 、 ま た は 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 す る 1つ 以 上 の 疾 患 （
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例 え ば 肥 満 や NIDDM） へ の 傾 向 が あ る こ と を 示 し て い る 。 脂 肪 が 蓄 積 し や す い 傾 向 を 明 ら
か に す る と は 、 あ る 個 人 が 脂 肪 を 蓄 積 さ せ る リ ス ク が 大 き い か ど う か 、 あ る い は そ の リ ス
ク が 中 程 度 で あ る か ど う か を 明 ら か に す る こ と を 意 味 す る 。 痩 せ の 傾 向 を 明 ら か に す る と
は 、 脂 肪 を 蓄 積 さ せ る リ ス ク が 小 さ い こ と を 意 味 す る 。 NIDDMの 傾 向 を 明 ら か に す る と は
、 あ る 個 人 に NIDDMの リ ス ク が あ る か ど う か を 明 ら か に す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 そ こ で 、 対 象 に 脂 肪 を 蓄 積 さ せ や す い 傾 向 と 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 す る 疾 患 （ 例 え ば 肥 満 や
NIDDM） が あ る か ど う か を 検 出 す る 方 法 が 、 こ の 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、
対 象 か ら 採 取 し た 核 酸 サ ン プ ル に 含 ま れ て い て 、 （ a） 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （
b） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ c） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 、 ま た は 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 約 90％ 以 上 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ d）
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ a） 、 （ b） 、 （ c） い ず れ か の 断 片 で 、 多 型 部 位 を 含 む も の ； か ら な
る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 多
型 部 位 に 、 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 す る 多 型 変 異 が 存 在 し て い る か ど う か を 検 出 す る 操 作 を 含 ん
で お り 、 多 型 変 異 の 存 在 が 、 そ の 対 象 が 脂 肪 を 蓄 積 さ せ る 傾 向 を 持 つ こ と を 示 し て い る 。
い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 位 置 7328と 9182の 多 型 変 異 を 検 出 す る こ と に よ り 、 脂 肪 を 蓄 積
さ せ る 傾 向 が あ る こ と を 明 ら か に し 、 位 置 7256の 多 型 変 異 を 検 出 す る こ と に よ り 、 NIDDM
に な る 傾 向 を 明 ら か に し 、 こ れ ら の 位 置 と 連 鎖 不 平 衡 に あ る 位 置 の 多 型 変 異 を 検 出 す る こ
と に よ り 、 脂 肪 を 蓄 積 さ せ る 傾 向 と NIDDMに な る 傾 向 を 明 ら か に す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 予 後 予 測 テ ス ト か ら の 結 果 を 他 の テ ス ト の 結 果 と 組 み 合 わ せ る と 、 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 す
る 疾 患 （ 例 え ば NIDDM） を 診 断 す る こ と が で き る 。 例 え ば 予 後 予 測 テ ス ト の 結 果 を 集 め 、
明 ら か に な っ た 脂 肪 を 蓄 積 さ せ る 傾 向 ま た は NIDDMに な る 傾 向 に 基 づ い て 、 患 者 の サ ン プ
ル を 順 序 づ け る こ と が で き る 。 分 析 の 結 果 を 利 用 す る と 、 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 し た 疾 患 （ 例
え ば NIDDM） を 診 断 す る こ と が で き る 。 脂 肪 蓄 積 の 診 断 法 は 、 集 団 を 、 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係
し た 疾 患 ま た は 症 状 の 進 行 状 況 が 異 な る 小 集 団 に 分 類 す る と い う 、 予 後 予 測 法 を 生 み 出 す
た め に 利 用 さ れ た 研 究 か ら 開 発 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 脂 肪 の 蓄 積 と そ れ に 関 係 す る 疾 患 （ 例 え ば 肥 満 や NIDDM） 、 な ら び に 痩 せ へ の 傾 向 は 、
確 率 （ 例 え ば オ ッ ズ 比 、 ％ 、 リ ス ク 因 子 ） で 表 現 さ れ る こ と が あ る 。 傾 向 は 、 こ の 明 細 書
に 記 載 し た 1つ 以 上 の 多 型 変 異 の 存 在 ま た は 不 在 に 基 づ い て お り 、 傾 向 の 一 部 は テ ス ト す
る 個 人 の 表 現 型 に も 基 づ い て い る 可 能 性 が あ る 。 患 者 の デ ー タ に 基 づ い て 傾 向 を 計 算 す る
方 法 は よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば Agresti、 『 カ テ ゴ リ ー 式 デ ー タ 分 析 』 、 第 2版 、 2002年
、 ワ イ リ ー 社 を 参 照 の こ と ） 。 対 立 遺 伝 子 表 現 型 と 遺 伝 子 表 現 型 の 分 析 を こ の 明 細 書 に 示
し た 集 団 と は 別 の 集 団 で 実 施 し 、 予 後 予 測 法 の 予 測 能 力 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 こ う
し た 追 加 の 分 析 は 、 こ の 明 細 書 に 具 体 的 に 示 し た 手 続 き を 考 慮 し て 実 行 す る が 、 同 じ 多 型
変 異 に 基 づ い て い て も 、 追 加 の 多 型 変 異 に 基 づ い て い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 核 酸 サ ン プ ル は 、 一 般 に 、 対 象 か ら 採 取 し た 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ る 。 例 え ば
核 酸 は 、 血 液 、 唾 液 、 痰 、 尿 、 細 胞 廃 棄 物 、 生 検 組 織 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 核 酸 サ
ン プ ル は 、 標 準 的 な 方 法 （ 例 え ば 実 施 例 2に 記 載 し た 方 法 ） を 利 用 し て 生 物 学 的 サ ン プ ル
か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 対 象 ” と い う 用 語 は 、 主 に ヒ ト を 指 す が
、 そ れ 以 外 の 哺 乳 動 物 （ 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 有 蹄 類 （ 例 え ば ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ ） ） の こ
と も 意 味 す る 。 対 象 に は 、 鳥 類 （ 例 え ば ニ ワ ト リ や シ チ メ ン チ ョ ウ ） 、 爬 虫 類 、 魚 類 （ 例
え ば サ ケ ） も 含 ま れ る 。 と い う の も 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 実 施 態 様 は 、 こ れ ら の 生 物 の
う ち の 任 意 の も の か ら 単 離 し た 核 酸 サ ン プ ル に 適 用 で き る か ら で あ る 。 核 酸 サ ン プ ル を 対
象 か ら 単 離 し た 後 、 そ れ を 、 多 型 変 異 の 存 在 を 明 ら か に す る 方 法 で そ の ま ま 用 い る こ と 、
あ る い は サ ン プ ル を 単 離 し て あ る 期 間 に わ た っ て 保 管 （ 例 え ば 冷 凍 ） し た 後 に 分 析 す る こ
と が で き る 。
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【 ０ ０ ８ ６ 】
　 多 型 変 異 の 存 在 ま た は 不 在 は 、 核 酸 サ ン プ ル 中 の 互 い に 相 補 的 な 染 色 体 の 一 方 ま た は 両
方 を 用 い て 調 べ る 。 各 染 色 体 の コ ピ ー を 有 す る 対 象 か ら 採 取 し た 核 酸 サ ン プ ル 中 の 互 い に
相 補 的 な 両 方 の 染 色 体 に 多 型 変 異 が 存 在 し て い る か ど う か を 明 ら か に す る こ と は 、 多 型 に
関 す る 個 人 の 接 合 性 （ す な わ ち そ の 人 が 多 型 に 関 し て ホ モ で あ る か ヘ テ ロ で あ る か ） を 明
ら か に す る の に 役 立 つ 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 基 づ い た 任 意 の 診 断 法 を 利 用 し て 、 サ ン プ
ル に 多 型 が 存 在 し て い る か ど う か を 明 ら か に す る こ と が で き る 。 利 用 で き る の は 、 例 え ば
、 プ ラ イ マ ー 伸 長 法 、 リ ガ ー ゼ 配 列 決 定 法 （ 例 え ば ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,679,524号 、
第 5,952,174号 、 WO 01/27326） 、 ミ ス マ ッ チ 配 列 決 定 法 （ 例 え ば ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,
851,770号 、 第 5,958,692号 、 第 6,110,684号 、 第 6,183,958号 ） 、 マ イ ク ロ ア レ イ 配 列 決 定
法 、 制 限 断 片 長 多 型 （ RFLP） 、 一 本 鎖 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 多 型 検 出 （ SSCP） （ 例 え ば ア メ リ
カ 合 衆 国 特 許 第 5,891,625号 、 第 6,013,499号 ） 、 PCRを ベ ー ス と し た ア ッ セ イ （ 例 え ば TAQ
MAN（ 登 録 商 標 ） PCRシ ス テ ム （ ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 ） 、 ヌ ク レ オ チ ド ・ シ ー
ク エ ン シ ン グ 法 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 長 法 は 、 一 般 に 、 多 型 を 含 む 核 酸 サ ン プ ル か ら の 1つ の 領 域 を 増
幅 す る た め 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 法 ま た は 他 の 核 酸 増 幅 法 で 用 い る 一 対 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー を 提 供 す る 操 作 を 含 ん で い る 。 1つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・
プ ラ イ マ ー は 、 多 型 の 3'領 域 と 相 補 的 で あ り 、 他 方 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー は
、 多 型 の 5'領 域 と 相 補 的 で あ る 。 PCR用 の 一 対 の プ ラ イ マ ー は 、 例 え ば ア メ リ カ 合 衆 国 特
許 第 4,683,195号 、 第 4,683,202号 、 第 4,965,188号 、 第 5,656,493号 、 第 5,998,143号 、 第 6
,140,054号 、 WO 01/27327、 WO 01/27329に 開 示 さ れ て い る 方 法 で 使 用 で き る 。 PCR用 の 一
対 の プ ラ イ マ ー は 、 PCRを 実 施 す る 市 販 の あ ら ゆ る 機 械 （ 例 え ば ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス
テ ム ズ 社 か ら 入 手 で き る す べ て の GENEAMP（ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム ） で 使 用 す る こ と も で き
る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 難 し い 実 験 を 行 な う こ と な く 、 容 易 に 入 手 で き る 知 識 を 利 用 し 、 配
列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー を 設 計 す る こ と
も で き よ う 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 多 型 に 隣 接 し た 増 幅 断 片 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 提 供 さ れ る 。
こ の 明 細 書 で は 、 “ 隣 接 し た ” と い う 表 現 は 、 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 3'末 端 を 意 味 す
る 。 そ れ は 、 多 型 の 5'末 端 か ら の 1個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と が し ば し ば あ る 。 そ れ は
、 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 に は 、 核 酸 中 の 多 型 部 位 の 5'
末 端 か ら の 2個 、 3個 、 4個 、 5個 、 6個 、 7個 、 8個 、 9個 、 10個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と も
あ る 。 次 に 、 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 1個 以 上 伸 長 さ せ 、 そ の 伸 長
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 付 加 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 数 お よ び ／ ま た は タ イ プ か ら 、 多 型 が 存
在 し て い る か ど う か を 明 ら か に す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 長 法 は 、 例 え ば 、 ア メ リ カ 合
衆 国 特 許 第 4,656,127号 、 第 4,851,331号 、 第 5,679,524号 、 第 5,834,189号 、 第 5,876,934
号 、 第 5,908,755号 、 第 5,912,118号 、 第 5,976,802号 、 第 5,981,186号 、 第 6,004,744号 、
第 6,013,431号 、 第 6,017,702号 、 第 6,046,005号 、 第 6,087,095号 、 第 6,210,891号 、 WO 01
/20039に 開 示 さ れ て い る 。 質 量 分 析 を 利 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 長 法 は 、 例 え ば 、 ア
メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,547,835号 、 第 5,605,798号 、 第 5,691,141号 、 第 5,849,542号 、 第 5,
869,242号 、 第 5,928,906号 、 第 6,043,031号 、 第 6,194,144号 に 記 載 さ れ て い る 。 し ば し ば
利 用 さ れ る 1つ の 方 法 が 、 こ の 明 細 書 の 実 施 例 2に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ を 利 用 し て 多 型 が 核 酸 サ ン プ ル 中 に 存 在 し て い る か ど う か を 調 べ る こ と
が で き る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 任 意 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ
と が で き る 。 診 断 の 用 途 に 適 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ マ イ ク ロ ア レ イ を 製 造 し て 利 用 す
る 方 法 は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,492,806号 、 第 5,525,464号 、 第 5,589,330号 、 第 5,695
,940号 、 第 5,849,483号 、 第 6,018,041号 、 第 6,045,996号 、 第 6,136,541号 、 第 6,142,681
号 、 第 6,156,501号 、 第 6,197,506号 、 第 6,223,127号 、 第 6,225,625号 、 第 6,229,911号 、
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第 6,239,273号 、 WO 00/52625、 WO 01/25485、 WO 01/29259に 開 示 さ れ て い る 。 マ イ ク ロ ア
レ イ は 一 般 に 固 体 支 持 体 を 備 え て お り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 共 有 結 合 に よ っ て 、 あ る
い は 共 有 結 合 で な い 相 互 作 用 に よ っ て こ の 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 直 接 に 、 あ る い は ス ペ ー サ ー 分 子 を 介 し て こ の 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る
こ と も で き る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 配 列 番 号 1の 多 型 部 位 （ 例 え ば 位 置 7256、 お よ び ／ ま
た は 7328、 お よ び ／ ま た は 9182） と 相 補 的 な 1つ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 キ ッ ト を 用 い て 多 型 が 核 酸 サ ン プ ル 中 に 存 在 し て い る か ど う か を 調 べ る こ と も で き る 。
キ ッ ト は 、 配 列 番 号 1ま た は そ れ と 実 質 的 に 同 じ 配 列 の 断 片 で 多 型 部 位 が 含 ま れ て い る も
の を 増 幅 す る の に 役 立 つ 一 対 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー を 含 ん で い る 。 キ ッ
ト は 、 重 合 剤 （ 例 え ば ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,889,818号 ま た は 第 6,077,664号 に 開 示 さ れ
て い る よ う な 熱 安 定 性 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ ） を 含 ん で い る こ と も あ る 。 キ ッ ト は 、 核 酸 サ ン
プ ル 中 に あ っ て 多 型 部 位 に 隣 接 し て い る PLA2G1B核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 伸 長 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 ん で い る こ と も し ば し ば あ る 。 キ ッ ト に 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ
て い る 場 合 に は 、 鎖 伸 長 ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば dATP、 dTTP、 dGTP、 dCTP、 dITPや 、 dATP、
dTTP、 dGTP、 dCTP、 dITPの ア ナ ロ グ （ た だ し こ の よ う な ア ナ ロ グ が 含 ま れ る の は 、 そ の ア
ナ ロ グ が 熱 安 定 性 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ の 基 質 に な っ て い て 、 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 伸
長 し た 核 酸 鎖 に 組 み 込 め る と い う 条 件 が 満 た さ れ る 場 合 に 限 る ） ） も そ の キ ッ ト に 含 ま れ
て い る こ と が し ば し ば あ る 。 鎖 伸 長 ヌ ク レ オ チ ド に 加 え 、 1個 以 上 の 鎖 終 結 ヌ ク レ オ チ ド
（ 例 え ば ddATP、 ddTTP、 ddGTP、 ddCTPな ど ） も 含 ま れ る こ と が あ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 キ
ッ ト は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー を 一 対 以 上 と 、 重 合 剤 と 、 鎖 伸 長 ヌ ク レ オ チ ド
と 、 少 な く と も 1つ の 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 、 1つ 以 上 の 鎖 終 結 ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で
い る 。 キ ッ ト は 、 必 要 に 応 じ 、 緩 衝 液 、 バ イ ア ル 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 使 用 説 明
書 も 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 1個 の 多 型 変 異 ま た は 2個 以 上 の 多 型 変 異 の 組 み 合 わ せ が サ ン プ ル の PLA2G1B核 酸 に 存 在
し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 場 合 、 そ れ は 、 脂 肪 の 蓄 積 、 痩 せ 、 NIDDMへ の 傾 向 を 示 し
て い る こ と が し ば し ば あ る 。 例 え ば PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の
位 置 7328に ア デ ニ ン が 存 在 し て い る こ と は 、 痩 せ 、 ま た は 脂 肪 が 蓄 積 す る リ ス ク が 小 さ い
こ と と 関 係 し て い る 。 特 に 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 73
28に グ ア ニ ン が 存 在 し て い る ホ モ の 対 象 は 、 脂 肪 が 蓄 積 す る リ ス ク が よ り 大 き く 、 PLA2G1
Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 7328に グ ア ニ ン と ア デ ニ ン が 存 在 し て
い る ヘ テ ロ の 対 象 は 、 脂 肪 の 蓄 積 が 増 大 す る リ ス ク が 中 程 度 で あ り 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の セ ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 7328に ア デ ニ ン が 存 在 し て い る ホ モ の 対 象 は 、 脂
肪 が 蓄 積 す る リ ス ク が よ り 小 さ い 。 同 様 に 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 と 相 補
的 な 鎖 の 位 置 7328に シ ト シ ン が 存 在 し て い る ホ モ の 対 象 は 、 脂 肪 の 蓄 積 が 増 大 す る リ ス ク
が よ り 大 き く 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 と 相 補 的 な 鎖 の 位 置 7328に シ ト シ ン
と チ ミ ン が 存 在 し て い る ヘ テ ロ の 対 象 は 、 脂 肪 の 蓄 積 が 増 大 す る リ ス ク が 中 程 度 で あ り 、
PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 と 相 補 的 な 鎖 の 位 置 7328に チ ミ ン が 存 在 し て い る ホ
モ の 対 象 は 、 脂 肪 が 蓄 積 す る リ ス ク が よ り 小 さ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 9182に チ ミ ン が 存 在 し て い る
こ と は 、 脂 肪 が 蓄 積 す る リ ス ク が 大 き い こ と と 関 係 し て お り 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列
の セ ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 9182に グ ア ニ ン が 存 在 し て い る こ と は 、 痩 せ 、 ま た は 脂
肪 が 蓄 積 す る リ ス ク が 小 さ い こ と と 関 係 し て い る 。 特 に 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ
ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 9182に チ ミ ン が 存 在 し て い る ホ モ の 対 象 は 、 脂 肪 が 蓄 積 す る
リ ス ク が よ り 大 き く 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 9182に チ
ミ ン と グ ア ニ ン が 存 在 し て い る ヘ テ ロ の 対 象 は 、 脂 肪 の 蓄 積 が 増 大 す る リ ス ク が 中 程 度 で
あ り 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 9182に グ ア ニ ン が 存 在 し
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て い る ホ モ の 対 象 は 、 脂 肪 が 蓄 積 す る リ ス ク が 小 さ い 。 同 様 に 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配
列 の セ ン ス 鎖 と 相 補 的 な 鎖 の 位 置 9182に ア デ ニ ン が 存 在 し て い る ホ モ の 対 象 は 、 脂 肪 が 蓄
積 す る リ ス ク が よ り 大 き く 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 と 相 補 的 な 鎖 の 位 置 918
2に ア デ ニ ン と シ ト シ ン が 存 在 し て い る ヘ テ ロ の 対 象 は 、 脂 肪 の 蓄 積 が 増 大 す る リ ス ク が
中 程 度 で あ り 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 と 相 補 的 な 鎖 の 位 置 9182に グ ア ニ ン
が 存 在 し て い る ホ モ の 対 象 は 、 脂 肪 が 蓄 積 す る リ ス ク が よ り 小 さ い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ま た 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 （ 配 列 番 号 1） 中 の 位 置 4050、 7256、 7328、
9182そ れ ぞ れ に TTAGと GTAGと い う ハ プ ロ タ イ プ が 存 在 し て い る こ と は 、 痩 せ 、 ま た は 脂 肪
が 蓄 積 す る リ ス ク が 小 さ い こ と と 関 係 し て い る 。 同 様 に 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ
ン ス 鎖 と 相 補 的 な 鎖 の 位 置 4050、 7256、 7328、 9182そ れ ぞ れ に AATCと CATCと い う ハ プ ロ タ
イ プ が 存 在 し て い る こ と は 、 痩 せ と 関 係 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 7256に シ ト シ ン が 存 在 し て い
る こ と は 、 NIDDMの リ ス ク が 大 き い こ と と 関 係 し て お り 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン
ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 7256に チ ミ ン が 存 在 し て い る こ と は 、 NIDDMの リ ス ク が 小 さ い こ
と と 関 係 し て い る 。 特 に 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 7256
に シ ト シ ン が 存 在 し て い る ホ モ の 対 象 は 、 NIDDMの リ ス ク が よ り 大 き く 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 中 の 配 列 番 号 1の 位 置 7256に シ ト シ ン と チ ミ ン が 存 在 し て い る ヘ テ ロ
の 対 象 は 、 NIDDMの リ ス ク が 中 程 度 で あ り 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 中 の 配 列
番 号 1の 位 置 7256に チ ミ ン が 存 在 し て い る ホ モ の 対 象 は 、 NIDDMの リ ス ク が 小 さ い 。 同 様 に
、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 と 相 補 的 な 鎖 の 位 置 7256に グ ア ニ ン が 存 在 し て い
る ホ モ の 対 象 は 、 NIDDMの リ ス ク が よ り 大 き く 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 と 相
補 的 な 鎖 の 位 置 7256に グ ア ニ ン と ア デ ニ ン が 存 在 し て い る ホ モ の 対 象 は 、 NIDDMの リ ス ク
が 中 程 度 で あ り 、 PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ ン ス 鎖 と 相 補 的 な 鎖 の 位 置 7256に ア デ ニ
ン が 存 在 し て い る ホ モ の 対 象 は 、 NIDDMの リ ス ク が よ り 小 さ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
予 後 予 測 結 果 お よ び 診 断 結 果 を 応 用 し た 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス の 方 法
　 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス は 、 対 象 の 遺 伝 子 型 に 応 じ て 治 療 法 を オ ー ダ ー メ イ ド す る 操 作 を 含 む 分
野 で あ る 。 と い う の も 、 個 々 の 治 療 法 は 対 象 の 遺 伝 子 型 に 応 じ て 異 な る 効 果 を 及 ぼ す 可 能
性 が あ る か ら で あ る 。 医 師 は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 予 後 予 測 テ ス ト の 結 果 に 基 づ き 、 関
連 情 報 と 予 防 法 ま た は 治 療 法 の 利 益 を 受 け る と 思 わ れ る 対 象 に そ の 関 連 情 報 と 予 防 法 ま た
は 治 療 法 を 適 用 し 、 利 益 を 受 け な い （ 例 え ば そ の 治 療 法 が 治 療 効 果 を 持 た な い 、 お よ び ／
ま た は 対 象 が 好 ま し く な い 副 作 用 を 受 け る ） と 思 わ れ る 対 象 に は そ の 関 連 情 報 と 予 防 法 ま
た は 治 療 法 を 適 用 す る こ と を 避 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 例 え ば 治 療 薬 候 補 が 優 性 対 立 遺 伝 子 と 大 き な 相 互 作 用 を し 、 劣 性 対 立 遺 伝 子 と 比 較 的 弱
い 相 互 作 用 を す る （ 例 え ば 相 互 作 用 の 大 き さ の 差 が 大 き い ） 場 合 に は 、 そ の よ う な 治 療 薬
は 、 そ の 劣 性 対 立 遺 伝 子 に 関 し て ホ モ で あ る 遺 伝 子 型 の 対 象 に は 投 与 せ ず 、 そ の 劣 性 対 立
遺 伝 子 に 関 し て ヘ テ ロ で あ る 遺 伝 子 型 の 対 象 に は 場 合 に よ っ て は 投 与 し な い こ と に な ろ う
。 別 の 例 と し て 、 治 療 薬 候 補 を 優 性 対 立 遺 伝 子 に 関 し て ホ モ で あ る 対 象 に 投 与 し た と き に
は 大 き な 毒 性 を 示 さ な い が 、 劣 性 対 立 遺 伝 子 に 関 し て ヘ テ ロ ま た は ホ モ で あ る 対 象 に 投 与
し た と き に は 相 対 的 に 毒 性 を 示 す 場 合 に は 、 そ の 治 療 薬 候 補 は 、 そ の 劣 性 対 立 遺 伝 子 に 関
し て ヘ テ ロ ま た は ホ モ で あ る 遺 伝 子 型 の 対 象 に は 一 般 に 投 与 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 予 後 予 測 法 は 、 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 す る 疾 患 （ 例 え ば 肥 満 や NIDDM
） の 予 防 、 緩 和 、 治 療 を 行 な う た め の 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 的 方 法 に 適 用 す る こ と が で き る 。 例
え ば あ る 人 の 核 酸 サ ン プ ル に 対 し て こ の 明 細 書 に 記 載 し た 予 後 予 測 テ ス ト を 行 な う こ と が
で き る 。 肥 満 ま た は NIDDMの 大 き な リ ス ク と 関 係 し て い る 1つ 以 上 の 多 型 変 異 が 対 象 に 見 つ
か っ た 場 合 、 肥 満 ま た は NIDDMを 予 防 ま た は 治 療 す る た め の 情 報 お よ び ／ ま た は 肥 満 ま た
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は NIDDMを 治 療 す る た め の 1種 類 以 上 の 方 法 を そ の 対 象 に 処 方 す る こ と が で き る 。 例 え ば 配
列 番 号 1の 位 置 7256が シ ト シ ン で あ る 患 者 に は 、 NIDDMに な る 確 率 が 最 少 に な る よ う に 設 計
し た 予 防 法 を 処 方 す る こ と が し ば し ば あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 肥 満 ま た は NIDDMに な る リ ス ク を こ の 明 細 書 に 記 載 し た 予 後
予 測 法 で 評 価 し た 結 果 に 基 づ き 、 治 療 法 を 、 大 き な 利 益 を 受 け る で あ ろ う 人 に 対 し て 特 に
処 方 お よ び ／ ま た は 適 用 す る 。 し た が っ て 、 あ る 対 象 が 肥 満 ま た は NIDDMに な る 傾 向 を 明
ら か に し た 後 、 そ の 傾 向 を 持 つ こ と が 明 ら か に さ れ た 人 に 対 し て 治 療 法 ま た は 予 防 法 を 処
方 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 し た が っ て い く つ か の 実 施 態 様 は 、 対 象 の 脂 肪 の 蓄 積 、 肥 満 、
NIDDMの い ず れ か を 減 ら す 方 法 で あ っ て 、 対 象 か ら 採 取 し た 核 酸 サ ン プ ル 中 に あ っ て （ a）
配 列 番 号 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ b） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ c） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ d） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ a）
、 （ b） 、 （ c） い ず れ か の 断 片 ； か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 に 脂 肪 の 蓄 積 、 肥 満 、 NIDDMの い ず れ か に 関 係 す る 多
型 変 異 が 存 在 し て い る か 不 在 で あ る か を 検 出 し ； PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 に 脂 肪 の 減
少 に 関 係 す る 多 型 変 異 が 存 在 し て い る こ と が 検 出 さ れ た 場 合 に は 、 そ の サ ン プ ル の 出 所 で
あ る 対 象 に 治 療 法 を 処 方 ま た は 適 用 す る 操 作 を 含 む 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 で は 、 傾 向 を
他 の テ ス ト 結 果 と 組 み 合 わ せ て 利 用 し 、 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 す る 疾 患 （ 例 え ば 肥 満 、 代 謝 疾
患 （ 例 え ば NIDDM） 、 心 血 管 疾 患 （ 例 え ば 心 筋 梗 塞 ） ） の 診 断 を 行 な う 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 治 療 法 は 、 あ る と き は 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 す る 疾 患 の 予 防 （ す な わ ち こ の 方 法 を 処 方 ま た
は 適 用 し て 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 す る 疾 患 が 起 こ っ た り 進 行 し た り す る 確 率 を 低 下 さ せ る ） で
あ り 、 あ る と き は 治 療 で あ り 、 あ る と き は 遅 延 、 緩 和 、 停 止 で あ る 。 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 す
る 疾 患 を 緩 和 ま た は 予 防 す る た め の 公 知 の あ ら ゆ る 予 防 法 ま た は 治 療 法 が 処 方 お よ び ／ ま
た は 適 用 さ れ る 。 例 え ば こ の 治 療 法 は 、 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 薬 で あ る こ と 、 あ る い は そ の
よ う な 薬 を 投 与 す る 操 作 を 含 む こ と が あ る 。 薬 と し て は 、 例 え ば 、 食 欲 抑 制 剤 （ 例 え ば フ
ェ ン テ ル ミ ン 、 ア ジ ペ ッ ク ス 、 ボ ン ト リ ル 、 ジ ド レ ッ ク ス 、 イ オ ナ ミ ン 、 メ リ デ ィ ア 、 フ
ェ ン ジ メ ト ラ ジ ン 、 テ ニ ュ エ ー ト 、 シ ブ ト ラ ミ ン ） 、 リ パ ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば オ ル リ ス タ
ッ ト ） 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 阻 害 剤 、 PLA2G1B核 酸 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド 、 PLA2G1B核 酸 ま た
は PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 後 述 の 分 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。 別 の 実 施 態 様 で は
、 治 療 は 、 運 動 療 法 、 食 事 指 導 、 食 事 療 法 （ 例 え ば 低 脂 肪 ダ イ エ ッ ト お よ び ／ ま た は あ ら
か じ め 決 め ら れ た 間 隔 で す る 食 事 ） で あ る 、 あ る い は そ の よ う な 方 法 を 含 ん で い る 。 食 事
療 法 に は 、 必 要 に 応 じ て 食 事 指 導 、 心 理 学 的 カ ウ ン セ リ ン グ 、 心 理 療 法 を 組 み 合 わ せ 、 時
に は 心 理 療 法 ま た は 精 神 予 防 法 （ 例 え ば 抗 鬱 療 法 ま た は 抗 不 安 療 法 ） も 組 み 合 わ せ る 。 糖
尿 病 を 管 理 す る た め の 別 の 実 施 態 様 で は 、 対 象 は 、 血 糖 値 の レ ベ ル を 定 期 的 に モ ニ タ ー す
る 方 法 、 食 事 指 導 、 血 糖 値 の レ ベ ル を 管 理 す る た め の 食 事 療 法 、 血 糖 値 を 変 化 さ せ る た め
の 薬 物 療 法 が 処 方 さ れ る こ と が あ る 。 血 糖 値 を 変 化 さ せ る た め の 薬 物 療 法 の 具 体 例 は 、 イ
ン ス リ ン の 定 期 的 な 投 与 （ 例 え ば 注 射 、 ポ ン プ 、 吸 入 ス プ レ ー 、 鼻 腔 ス プ レ ー 、 イ ン ス リ
ン ・ パ ッ チ 、 イ ン ス リ ン 錠 剤 ） と 、 低 血 糖 剤 （ 例 え ば グ リ ブ リ ド 、 レ パ グ リ ニ ド ） 、 デ ン
プ ン ・ ブ ロ ッ カ ー （ 例 え ば ア カ ル ボ ー ス ） 、 肝 臓 グ ル コ ー ス 調 節 剤 （ 例 え ば メ ト フ ォ ル ミ
ン ） 、 イ ン ス リ ン 増 感 剤 （ 例 え ば ロ シ グ リ タ ゾ ン ま た は ピ オ グ リ タ ゾ ン ） の 投 与 で あ る 。
各 治 療 法 ま た は 治 療 法 の 組 み 合 わ せ の 処 方 お よ び ／ ま た は 適 用 は 、 対 象 の 年 齢 と 、 生 理 学
的 、 医 学 的 、 心 理 学 的 な 状 態 に 依 存 す る こ と が し ば し ば あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 法 を 、 年 齢 が ほ ぼ 40歳 以 上 で ま
だ 更 年 期 に 入 っ て い な い 女 性 、 更 年 期 に 入 っ た 女 性 、 更 年 期 後 の 女 性 に 適 用 す る こ と が で
き る 。 脂 肪 が 蓄 積 す る リ ス ク が 大 き い こ と が 明 ら か に な っ た 女 性 は 、 ホ ル モ ン 補 充 療 法 （
HRT） を 処 方 さ れ る 。 多 く の HRT法 が 存 在 し て お り 、 そ の 中 に は 、 エ ス ト ロ ゲ ン （ 例 え ば プ
ル マ リ ン （ 登 録 商 標 ） ） 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン （ 例 え ば プ ロ ベ ラ （ 登 録 商 標 ） ） 、 ア ン ド ロ ゲ
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ン （ 例 え ば テ ス ト ス テ ロ ン ） 、 エ ス ト ロ ゲ ン と プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 組 み 合 わ せ 、 エ ス ト ロ ゲ
ン と ア ン ド ロ ゲ ン （ 例 え ば エ ス ト ラ テ ス ト （ 登 録 商 標 ） ） の 組 み 合 わ せ 、 成 長 ホ ル モ ン 、
デ ヒ ド ロ エ ピ ア ン ド ロ ス テ ロ ン （ DHEA） 、 DHEAの 硫 酸 エ ス テ ル 、 DHEAと DHEA硫 酸 エ ス テ ル
の 組 み 合 わ せ を 定 期 的 に 投 与 す る 方 法 が あ る 。 例 え ば 選 択 的 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 調 節 剤 （
SERM） （ 例 え ば ラ ロ キ シ フ ェ ン 、 タ モ キ シ フ ェ ン ） を 処 方 す る こ と も で き る 。 脂 肪 が 蓄 積
す る リ ス ク が 大 き い と 診 断 さ れ た 女 性 は 、 エ ス ト ロ ゲ ン と プ ロ ゲ ス テ ロ ン を 組 み 合 わ せ る
代 わ り に 、 エ ス ト ロ ゲ ン 補 充 療 法 （ ERT） ま た は SERM療 法 を 処 方 さ れ る こ と も あ る 。 と い
う の も 、 ERTと 脂 肪 の 蓄 積 の 少 な さ の 間 に は 関 係 が あ り 、 脂 肪 の 蓄 積 の 多 さ と プ ロ ゲ ス テ
ロ ン 補 充 療 法 の 間 に は 関 係 が あ る か ら で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 法 を 、 避 妊 薬 を 使 用 し て い る 女 性 、 ま た は 避 妊 薬 の
使 用 を 考 え て い る 女 性 に 適 用 す る こ と が で き る 。 と い う の も 、 避 妊 薬 は 女 性 の 脂 肪 の 蓄 積
を 増 大 さ せ る こ と が わ か っ て い る か ら で あ る 。 こ の 実 施 態 様 は 、 思 春 期 前 の 女 性 、 思 春 期
の 女 性 、 思 春 期 後 の 女 性 、 更 年 期 前 の 女 性 に 適 用 さ れ る こ と が し ば し ば あ る 。 多 く の 経 口
避 妊 薬 、 中 で も エ ス ト ロ ゲ ン の 含 有 量 が 多 い も の は 、 女 性 の 脂 肪 の 蓄 積 を 増 大 さ せ る こ と
が わ か っ て い る 。 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 で 脂 肪 蓄 積 の リ ス ク が 大 き い こ と が わ か っ た
女 性 は 、 経 口 避 妊 薬 を 服 用 し 始 め な い よ う 、 あ る い は 経 口 避 妊 薬 を 止 め る よ う ア ド バ イ ス
さ れ る こ と が し ば し ば あ る 。 あ る い は 脂 肪 蓄 積 の リ ス ク が 大 き い こ と が わ か っ た 女 性 は 、
市 販 さ れ て い る 経 口 避 妊 薬 よ り も エ ス ト ロ ゲ ン の 含 有 量 が 少 な い 経 口 避 妊 薬 を 用 い る よ う
ア ド バ イ ス さ れ る こ と も あ る （ 例 え ば ア レ ッ セ （ 登 録 商 標 ） 、 レ ブ ラ イ ト （ 登 録 商 標 ） 、
ロ エ ス ト リ ン -Fe（ 登 録 商 標 ） 、 ミ ル セ ッ ト （ 登 録 商 標 ） が 、 エ ス ト ロ ゲ ン の 含 有 量 が 少
な い 避 妊 薬 の 具 体 例 で あ る ） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 肥 満 ま た は NIDDMの 治 療 法 は 進 化 し 改 善 さ れ 続 け て い る た め 、 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 し た 疾
患 を 治 療 す る 際 の ゴ ー ル は 、 臨 床 的 徴 候 （ 例 え ば 耐 糖 能 障 害 ） が 初 め て 現 わ れ る 前 に 介 入
す る こ と で あ る 。 し た が っ て 肥 満 ま た は NIDDMに 対 す る 感 受 性 に 関 係 す る 遺 伝 子 マ ー カ ー
は 、 肥 満 ま た は NIDDMの 初 期 診 断 、 予 防 、 治 療 に 有 効 で あ る こ と が わ か る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 肥 満 ま た は NIDDMの 予 防 ま た は 治 療 に 関 す る 情 報 は 、 そ の 情 報 を 必 要 と し て い る 対 象 （
例 え ば 肥 満 ま た は NIDDMが 進 行 す る リ ス ク の あ る 対 象 、 ま た は 肥 満 ま た は NIDDMの 初 期 段 階
に あ る 対 象 ） を も っ ぱ ら タ ー ゲ ッ ト に す る と よ い た め 、 こ の 明 細 書 で は 、 対 象 の 肥 満 ま た
は NIDDMが 進 行 す る リ ス ク を 予 防 ま た は 低 下 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 （ a） 対 象 か ら 採 取 し た
核 酸 サ ン プ ル に 含 ま れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 多 型 部 位 に 肥 満 ま た は NIDDMに 関 係 す る 多 型
変 異 が 存 在 し て い る か 不 在 で あ る か を 検 出 し ； （ b） こ の 多 型 変 異 の 存 在 が 肥 満 ま た は NID
DMに な る 傾 向 を 示 し て い る こ と に 基 づ い て 肥 満 ま た は NIDDMの 傾 向 を 持 つ 対 象 を 明 ら か に
し ； （ c） こ の よ う な 傾 向 が 明 ら か に さ れ た 場 合 に 、 そ の 対 象 に 対 し 、 肥 満 ま た は NIDDMを
予 防 ま た は 減 ら す 方 法 ま た は 製 品 、 あ る い は 肥 満 ま た は NIDDMの 発 生 を 遅 延 さ せ る 方 法 ま
た は 製 品 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 操 作 を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 全 人 口 の う ち で 遺 伝 的 に
あ る 疾 患 ま た は 症 状 に な り や す い 集 団 が 存 在 し て い る こ と に 基 づ き 、 そ の 集 団 に 対 し て 情
報 提 供 ま た は 広 告 を 行 な う 方 法 で あ っ て 、 （ a） 対 象 か ら 採 取 し た 核 酸 サ ン プ ル に 含 ま れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 多 型 部 位 に 肥 満 ま た は NIDDMに 関 係 す る 多 型 変 異 が 存 在 し て い る か
不 在 で あ る か を 検 出 し ； （ b） 肥 満 ま た は NIDDMと 関 係 す る 多 型 変 異 を 持 つ 対 象 の 集 団 を 明
ら か に し ； （ c） そ の 集 団 に 対 し て だ け 、 肥 満 ま た は NIDDMの 発 生 の 予 防 ま た は 遅 延 に 役 立
て る た め に 取 得 、 消 費 、 適 用 す る こ と の で き る 特 定 の 製 品 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 操 作 を
含 む 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 法 を 利 用 し 、 肥 満 ま た は NIDDMの 治 療 法 ま た は 薬 に 対 す る 反 応 を 分 析 し
た り 予 測 し た り す る こ と も で き る 。 例 え ば 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 分 析 に よ り 、 特 定 の 薬 を 用 い た
肥 満 ま た は NIDDMの 治 療 に あ る 人 が プ ラ ス の 反 応 を 示 す ら し い こ と が わ か っ た の で あ れ ば
、 そ の 薬 を そ の 人 に 投 与 す る と よ い 。 逆 に 、 分 析 に よ り 、 特 定 の 薬 を 用 い た 治 療 に 対 し て
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あ る 人 が マ イ ナ ス の 反 応 を 示 す 場 合 に は 、 別 の 治 療 法 を 処 方 す る と よ い 。 マ イ ナ ス の 反 応
は 、 効 果 的 な 応 答 の 欠 如 ま た は 有 害 な 副 作 用 の 存 在 と 定 義 す る こ と が で き る 。 治 療 法 に 対
す る 反 応 は 、 背 景 と な る 研 究 と し て 、 対 象 を 以 下 に 示 す い ず れ か の 遺 伝 子 型 の 集 団 に 分 類
す る 研 究 を 行 な う こ と に よ っ て 予 測 で き る 。 そ の 集 団 と は 、 遺 伝 子 型 に よ っ て あ る 治 療 法
に 対 し て 好 ま し い 反 応 を す る 集 団 、 あ る 治 療 法 に 対 し て 有 意 な 反 応 を し な い 集 団 、 あ る 治
療 法 に 対 し て 好 ま し く な い 反 応 を す る （ 例 え ば 1つ 以 上 の 副 作 用 を 示 す ） 集 団 で あ る 。 こ
れ ら の 集 団 は 例 と し て 示 し た の で あ り 、 他 の 集 団 や 小 集 団 を 分 析 す る こ と も で き る 。 分 析
の 結 果 に 基 づ い て 対 象 の 遺 伝 子 型 が 明 ら か に さ れ る と 、 あ る 治 療 法 に 対 し て 好 ま し い 反 応
を す る か 、 そ れ と も あ る 治 療 法 に 対 し て 有 意 な 反 応 を し な い か 、 そ れ と も あ る 治 療 法 に 対
し て 好 ま し く な い 反 応 を す る か が 予 測 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 予 後 予 測 テ ス ト は 、 医 薬 臨 床 試 験 に も 適 用 す る こ と が で き る 。 肥
満 ま た は NIDDMを 治 療 す る た め の 薬 剤 に 対 す る 反 応 を 示 す 1つ 以 上 の 多 型 変 異 、 ま た は 肥 満
ま た は NIDDMを 治 療 す る た め の 薬 剤 に 対 す る 副 作 用 を 示 す 1つ 以 上 の 多 型 変 異 は 、 こ の 明 細
書 に 記 載 し た 方 法 を 利 用 し て 同 定 す る こ と が で き る 。 そ の 後 、 そ の 薬 剤 に 対 し て 好 ま し い
反 応 を す る こ と が 最 も 確 実 な 人 を 明 ら か に す る と と も に 、 副 作 用 を 示 す と 考 え ら れ る 人 を
除 外 す る こ と で 、 そ の よ う な 薬 剤 の 臨 床 試 験 へ の 潜 在 的 な 参 加 者 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と が で き る 。 こ の よ う に す る と 、 プ ラ ス の 反 応 を 示 さ な い と 思 わ れ る 人 を 含 め る こ と に よ
る 測 定 の 有 効 性 の 低 下 な し に 、 し か も 起 こ っ て 欲 し く な い 安 全 性 の 問 題 と い う リ ス ク を 冒
す こ と な し に 、 薬 剤 に 対 し て プ ラ ス の 反 応 を す る 個 人 に お け る 薬 物 療 法 の 有 効 性 を 測 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 し た が っ て 別 の 実 施 態 様 は 、 あ る 人 を 治 療 法 ま た は 薬 剤 の 臨 床 試 験 に 含 め る か ど う か を
選 択 す る 方 法 で あ っ て 、 （ a） あ る 個 人 か ら 核 酸 サ ン プ ル を 取 得 し ； （ b） 治 療 法 ま た は 薬
剤 に 対 す る プ ラ ス の 反 応 と 関 係 す る 多 型 変 異 が 何 で あ る か 、 あ る い は 治 療 ま た は 薬 剤 に 対
す る マ イ ナ ス の 反 応 と 関 係 す る 少 な く と も 1つ の 多 型 変 異 が 何 で あ る か を 核 酸 サ ン プ ル 中
で 明 ら か に し ； （ c） 核 酸 サ ン プ ル が 、 治 療 法 ま た は 薬 剤 に 対 す る プ ラ ス の 反 応 と 関 係 す
る 多 型 変 異 を 含 ん で い る 場 合 、 あ る い は 核 酸 サ ン プ ル が 、 治 療 法 ま た は 薬 剤 に 対 す る マ イ
ナ ス の 反 応 と 関 係 す る 多 型 変 異 を 欠 い て い る 場 合 に は 、 そ の 個 人 を 臨 床 試 験 に 含 め る 操 作
を 含 む 方 法 で あ る 。 さ ら に 、 あ る 人 を 治 療 法 ま た は 薬 剤 の 臨 床 試 験 に 含 め る か ど う か を 選
択 す る 本 発 明 の 方 法 に は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 以 外 の い か な る 制 約 も な い 方 法 、 あ る い
は 以 下 に 示 す 方 法 が 、 単 独 で 、 あ る い は 任 意 に 組 み 合 わ せ た 形 で 含 ま れ る 。 多 型 変 異 は 、
（ i） 配 列 番 号 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ ii） 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 90％ 同
一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ iii） 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て
い る ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 じ ま た は 90％ 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し
て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ iv） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ i） 、 （ ii） 、 （ iii） い ず
れ か の 断 片 で 多 型 部 位 を 含 む も の ； か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 個 別 に 、 あ る い は 組 み 合 わ
せ て 選 択 し た 配 列 の 中 に 存 在 す る こ と が で き る 。 上 記 の ス テ ッ プ （ c） は 、 核 酸 サ ン プ ル
が 、 治 療 法 ま た は 薬 剤 に 対 す る プ ラ ス の 反 応 と 関 係 す る 多 型 変 異 を 含 ん で い る 場 合 、 あ る
い は 核 酸 サ ン プ ル が 、 治 療 法 ま た は 薬 剤 に 対 す る マ イ ナ ス の 反 応 と 関 係 す る 多 型 変 異 を 欠
い て い る 場 合 に 、 必 要 に 応 じ て 薬 剤 ま た は 治 療 法 を 個 人 に 適 用 す る ス テ ッ プ を 含 ん で い る
。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ の 明 細 書 で は 、 診 断 ／ 予 後 予 測 テ ス ト の 供 給 者 と 消 費 さ れ る 製 品 の 供 給 者 を 結 び 付 け
る 方 法 で あ っ て 、 （ a） 診 断 ／ 予 後 予 測 テ ス ト の 供 給 者 が 、 対 象 か ら 採 取 し た 核 酸 サ ン プ
ル 中 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 多 型 部 位 に 、 肥 満 ま た は NIDDMと 関 係 す る 多 型 変 異 が 存 在 し て
い る か ど う か を 検 出 し ； （ b） そ の 診 断 ／ 予 後 予 測 テ ス ト の 供 給 者 が 、 そ の 多 型 が 肥 満 ま
た は NIDDMと 関 係 し て い る 対 象 か ら な る 小 集 団 を 同 定 し ； （ c） そ の 診 断 ／ 予 後 予 測 テ ス ト
の 供 給 者 が 、 そ の 小 集 団 に 、 肥 満 ま た は NIDDMの 発 生 の 予 防 ま た は 遅 延 を 助 け る た め に 取
得 で き て 消 費 ま た は 適 用 す る こ と が 可 能 な 特 定 の 製 品 に つ い て の 情 報 を 提 供 し ； （ d） そ
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の 診 断 ／ 予 後 予 測 テ ス ト の 供 給 者 が 上 記 ス テ ッ プ （ c） で 対 象 に 情 報 を 提 供 す る ご と に 、
消 費 さ れ る 製 品 の 供 給 者 が そ の 診 断 ／ 予 後 予 測 テ ス ト の 供 給 者 に 対 し て 料 金 を 支 払 う 操 作
を 含 む 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
脂 肪 の 蓄 積 を 減 少 さ せ る 治 療 薬 候 補 を 同 定 す る 方 法 と 、 関 連 疾 患 を 治 療 す る 方 法
　 NIDDMを 治 療 す る た め の 現 在 の 方 法 は 、 効 果 と 寛 容 性 が 限 ら れ て い る 一 方 で 、 メ カ ニ ズ
ム が わ か っ て い る 大 き な 副 作 用 （ 例 え ば 体 重 増 加 や 低 血 糖 症 ） が あ る 。 肥 満 や イ ン ス リ ン
抵 抗 性 な ど の 隠 れ た 欠 点 に 十 分 に 対 処 で き る 治 療 法 は 数 少 な い 。 そ の た め 新 し い 方 法 が 熱
望 さ れ て い る （ Moller D.、 Nature、 第 414巻 、 821～ 827ペ ー ジ 、 2001年 ） 。 現 在 あ る 治 療
法 の 大 多 数 は 、 明 確 な 分 子 標 的 な し に 、 あ る い は 疾 患 の 原 因 に 関 す る 確 固 と し た 理 解 さ え
な し に 開 発 さ れ た 。 同 じ こ と が 肥 満 の 治 療 に も 当 て は ま り 、 効 果 の 持 続 期 間 が 限 ら れ て お
り 、 多 く の 副 作 用 が あ る 。 し た が っ て 、 肥 満 お よ び ／ ま た は 糖 尿 病 の 進 行 に 関 係 す る 生 化
学 的 経 路 を 標 的 と す る 治 療 薬 候 補 を 同 定 す る 方 法 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 こ の 明 細 書 に は 、 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 、 お よ び ／ ま た は NIDDMの 進 行 を 遅 ら せ る 治 療 薬
候 補 を 同 定 す る 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 シ ス テ ム 中 で テ ス ト 分 子 を 、 PLA2G1
B核 酸 、 核 酸 変 異 体 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の い ず れ か と 接 触 さ せ る 操 作 を
含 ん で い る 。 核 酸 は 、 配 列 番 号 1で 表 わ さ れ る PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る こ と が し ば
し ば あ り 、 時 に は 、 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま
た は そ の 断 片 で あ る 。 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド は 、 こ れ ら 核 酸 の う ち の 任 意 の も の に よ っ て
コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の 方 法 は 、 テ ス ト 分 子 と PLA2G1B核 酸 ま た は PLA
2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 間 の 相 互 作 用 が 存 在 し て い る か ど う か を 調 べ る 操 作 も 含 ん で い る 。 そ
し て テ ス ト 分 子 と PLA2G1B核 酸 ま た は PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 間 の 相 互 作 用 が 存 在 し て い る
場 合 に は 、 そ の テ ス ト 分 子 が 、 脂 肪 減 少 ま た は NIDDMの た め の 治 療 薬 候 補 と な る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 こ の 明 細 書 で は 、 “ テ ス ト 分 子 ” お よ び “ 治 療 薬 候 補 ” と い う 用 語 は 、 PLA2G1B核 酸 の
転 写 と 翻 訳 を 調 節 し 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と 活 性 を 変 化 さ せ る 調 節 剤 を 意 味 す る
。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 調 節 剤 ” と い う 用 語 は 、 PLA2G1B DNAの 複 製 お よ び ／ ま た は DNAの プ
ロ セ シ ン グ （ 例 え ば メ チ ル 化 ） 、 PLA2G1B RNAの 転 写 お よ び ／ ま た は RNAの プ ロ セ シ ン グ （
例 え ば イ ン ト ロ ン 配 列 の 除 去 お よ び ／ ま た は 核 か ら の 転 位 ） 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 産
生 （ 例 え ば mRNAか ら の ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 、 お よ び ／ ま た は 翻 訳 後 修 飾 （ 例 え ば プ ロ ポ リ
ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 ） ） 、 PLA2G1Bの 機 能 （ 例 え ば コ ン
ホ メ ー シ ョ ン の 変 化 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ の 結 合 、 イ オ ン の 結 合
お よ び ／ ま た は 転 位 、 結 合 パ ー ト ナ ー 同 士 の 相 互 作 用 、 膜 電 位 に 対 す る 効 果 、 脂 肪 の 蓄 積
に 対 す る 効 果 、 代 謝 疾 患 に 対 す る 効 果 、 心 血 管 疾 患 に 対 す る 効 果 ） の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア
ン タ ゴ ニ ス ト と な る 分 子 を 意 味 す る 。 テ ス ト 分 子 お よ び 治 療 薬 候 補 と し て は 、 化 合 物 、 ア
ン チ セ ン ス 核 酸 、 リ ボ ザ イ ム 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 、 免 疫 治 療 薬 （ 例 え
ば 抗 体 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
化 合 物
　 化 合 物 を テ ス ト 分 子 と し て 利 用 し 、 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 治 療 薬 候 補 ま た は NIDDMを 治 療
す る 治 療 薬 候 補 を 同 定 す る こ と が で き る 。 化 合 物 は 、 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る コ ン ビ ナ ト
リ ア ル ・ ラ イ ブ ラ リ 法 に お け る 多 数 の ア プ ロ ー チ の う ち の 任 意 の も の を 利 用 し て 得 る こ と
が で き る 。 そ の よ う な ア プ ロ ー チ と し て は 、 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ； ペ プ ト イ ド ・ ラ イ ブ ラ
リ （ ペ プ チ ド の 機 能 を 持 つ 分 子 の ラ イ ブ ラ リ で あ る が 、 そ の 分 子 は 、 酵 素 に よ る 分 解 に 対
す る 抵 抗 力 が あ り 、 そ れ で も 生 物 学 的 活 性 は 維 持 し て い る 新 規 な 非 ペ プ チ ド 骨 格 を 有 す る
（ 例 え ば Zuckermann, R.N.他 、 J. Med. Chem.、 第 37巻 、 2678～ 2685ペ ー ジ 、 1994年 ） ）
； 空 間 的 に 近 づ く こ と の で き る 固 相 ま た は 溶 液 相 の 並 列 ラ イ ブ ラ リ ； コ ン ピ ュ ー タ 解 析 を
必 要 と す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ 法 ； “ 1ビ ー ズ 1化 合 物 ” ラ イ ブ ラ リ 法 ； ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ に よ る 選 択 を 利 用 し た 合 成 ラ イ ブ ラ リ 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ
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リ と ペ プ ト イ ド ・ ラ イ ブ ラ リ に よ る ア プ ロ ー チ を 適 用 で き る の は 、 一 般 に ペ プ チ ド ・ ラ イ
ブ ラ リ に 限 定 さ れ る 。 そ れ に 対 し て 他 の ア プ ロ ー チ は 、 ペ プ チ ド ・ ラ イ ブ ラ リ 、 非 ペ プ チ
ド ・ オ リ ゴ マ ー ・ ラ イ ブ ラ リ 、 小 分 子 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ に 適 用 す る こ と が で き る （ Lam、 A
nticancer Drug Des.、 第 12巻 、 145ペ ー ジ 、 1997年 ） 。 分 子 ラ イ ブ ラ リ を 合 成 す る 方 法 の
具 体 例 は 、 例 え ば 、 DeWitt他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 90巻 、 6909ペ ー ジ 、 1993
年 ； Erb他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 91巻 、 11422ペ ー ジ 、 1994年 ； Zuckermann他
、 J. Med. Chem.、 第 37巻 、 2678ペ ー ジ 、 1994年 ； Cho他 、 Science、 第 261巻 、 1303ペ ー ジ
、 1993年 ； Carrell他 、 Angew. Chem. Int. Ed. Engl.、 第 33巻 、 2059ペ ー ジ 、 1994年 ； Ca
rell他 、 Angew. Chem. Int. Ed. Engl.、 第 33巻 、 2061ペ ー ジ 、 1994年 ； Gallop他 、 J. Me
d. Chem.、 第 37巻 、 1233ペ ー ジ 、 1994年 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ を 提 示 で き る の は 、 溶 液 中 （ 例 え ば Houghten、 Biotechniques、 第 13
巻 、 412～ 421ペ ー ジ 、 1992年 ） 、 ビ ー ズ 上 （ Lam、 Nature、 第 354巻 、 82～ 84ペ ー ジ 、 1991
年 ） 、 チ ッ プ （ Fodor、 Nature、 第 364巻 、 555～ 556ペ ー ジ 、 1993年 ） 、 細 菌 ま た は 胞 子 （
Ladner、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,223,409号 ） 、 プ ラ ス ミ ド （ Cull他 、 Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA、 第 89巻 、 1865～ 1869ペ ー ジ 、 1992年 ） 、 フ ァ ー ジ 上 （ Scottと Smith、 Science
、 第 249巻 、 386～ 390ペ ー ジ 、 1990年 ； Devlin、 Science、 第 249巻 、 404～ 406ペ ー ジ 、 199
0年 ； Cwirla他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 87巻 、 6378～ 6382ペ ー ジ 、 1990年 ； Fel
ici、 J. Mol. Biol.、 第 222巻 、 301～ 310ペ ー ジ 、 1991年 ； Ladner、 上 記 文 献 ） で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 化 合 物 は 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 化 合 物
は 小 分 子 に す る こ と が で き る 。 小 分 子 と し て は 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク （ 例 え
ば ペ プ ト イ ド ） 、 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・
ア ナ ロ グ 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ 、 1モ ル 当 た り の 分 子 量 が 約 10,000グ
ラ ム 未 満 の 有 機 化 合 物 と 無 機 化 合 物 （ す な わ ち ヘ テ ロ 有 機 化 合 物 や 有 機 金 属 化 合 物 も 含 む
） 、 1モ ル 当 た り の 分 子 量 が 約 5,000グ ラ ム 未 満 の 有 機 化 合 物 と 無 機 化 合 物 、 1モ ル 当 た り
の 分 子 量 が 約 1,000グ ラ ム 未 満 の 有 機 化 合 物 と 無 機 化 合 物 、 1モ ル 当 た り の 分 子 量 が 約 500
グ ラ ム 未 満 の 有 機 化 合 物 と 無 機 化 合 物 、 塩 、 エ ス テ ル の ほ か 、 こ れ ら 化 合 物 の 薬 理 学 的 に
許 容 可 能 な 形 態 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 PLA2の 機 能 を 変 化 さ せ る 化 合 物 は 公 知 で あ る 。 例 え ば ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,504,073
号 、 第 5,578,639号 、 第 5,968,963号 は 、 腸 PLA2阻 害 剤 に 関 す る も の で あ り ； ア メ リ カ 合 衆
国 特 許 第 5,622,828号 は 分 泌 性 PLA2ポ リ ペ プ チ ド 阻 害 剤 に 関 す る も の で あ り ； ア メ リ カ 合
衆 国 特 許 第 4,978,609号 は 膵 臓 PLA2阻 害 剤 に 関 す る も の で あ り ； ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,5
67,597号 、 第 5,308,766号 、 第 5,352,673号 、 第 5,427,919号 は 一 般 的 な PLA2阻 害 剤 に 関 す
る も の で あ る 。 こ れ ら 以 外 の PLA2阻 害 剤 は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 公 開 第 20020065246A1号
； ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 6,350,892号 、 第 6,310,217号 、 第 6,180,596号 、 第 6,177,257号 、
第 6,147,100号 、 第 6,110,933号 、 第 5,994,398号 、 第 5,972,972号 、 第 5,968,818号 、 第 5,8
66,318号 、 第 5,817,826号 、 第 5,688,821号 、 第 5,679,801号 、 第 5,656,602号 、 第 5,597,94
3号 、 第 5,563,164号 、 第 5,523,297号 、 第 5,508,302号 、 第 5,453,443号 、 第 5,451,600号 、
第 5,446,189号 、 第 5,427,919号 、 第 5,420,289号 、 第 5,391,817号 、 第 5,350,579号 、 第 5,2
90,817号 、 第 5,281,626号 、 第 5,229,403号 、 第 5,208,244号 、 第 5,208,223号 、 第 5,202,35
0号 、 第 5,145,844号 、 第 5,141,959号 、 第 5,124,334号 、 第 5,120,647号 、 第 5,112,864号 、
第 5,075,339号 、 第 5,070,207号 、 第 5,066,671号 、 第 4,959,357号 、 第 4,845,292号 、 第 4,2
39,780号 、 WO 02/08189、 WO 00/71118、 WO 00/27824、 WO 99/44604、 WO 99/41278、 WO 99
/29726、 WO 98/33797、 WO 98/25893、 WO 98/24437、 WO 98/08818、 WO 97/17448に 記 載 さ
れ て い る 。 血 清 中 の 生 物 学 的 利 用 能 が あ ま り 大 き く な い こ と が わ か っ て い る 化 合 物 は 、 ス
ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ で テ ス ト す る こ と が し ば し ば あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 リ ボ ザ イ ム 、 修 飾 さ れ た PLA2G1B核 酸 分 子
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　 こ の 明 細 書 に は 、 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら し た り 、 関 連 す る 疾 患 （ 例 え ば 糖 尿 病 ） を 治 療 し た
り す る た め の 治 療 薬 候 補 を 同 定 す る 方 法 に お い て テ ス ト 分 子 と し て 使 用 さ れ る ア ン チ セ ン
ス 核 酸 分 子 、 リ ボ ザ イ ム 、 修 飾 さ れ た PLA2G1B核 酸 分 子 も 記 載 さ れ て い る 。 “ ア ン チ セ ン
ス ” 核 酸 分 子 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る “ セ ン ス ” 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド
配 列 （ 例 え ば 二 本 鎖 cDNA分 子 の コ ー ド 鎖 ま た は mRNA配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） を
意 味 す る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 PLA2G1Bコ ー ド 鎖 全 体 と 相 補 的 に な っ て い る こ と 、 あ る
い は そ の 一 部 （ 例 え ば 配 列 番 号 1に 対 応 す る ヒ ト PLA2G1Bの コ ー ド 領 域 ） と だ け 相 補 的 に な
っ て い る こ と が 可 能 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 PLA2G1Bを コ
ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー ド 鎖 の “ 非 コ ー ド 領 域 ” （ 例 え ば 5'と 3'非 翻 訳 領 域
） に 対 す る ア ン チ セ ン ス で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 PLA2G1B mRNAの 全 コ ー ド 領 域 と 相 補 的 に な る よ う に 設 計 す る こ と
が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 PLA2G1B mRNAの コ ー ド 領 域 ま た は 非 コ ー ド 領 域 の 一 部 だ
け に 対 し て ア ン チ セ ン ス に な っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と が し ば し ば あ る 。 例 え ば
ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 PLA2G1B mRNAの 翻 訳 開 始 部 位 を 取 り 囲 む 領 域 （ 例
え ば 興 味 の 対 象 で あ る 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド を 中 心 に し て -10～ +10の 領 域 ） と 相 補 的
に す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド の 長
さ を 約 7個 、 10個 、 15個 、 20個 、 25個 、 30個 、 35個 、 40個 、 45個 、 50個 、 55個 、 60個 、 65
個 、 70個 、 75個 、 80個 、 あ る い は そ れ 以 上 に す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 （ 後 述
す る リ ボ ザ イ ム も そ の 中 に 含 ま れ る ） は 、 PLA2G1B核 酸 ま た は PLA2G1B核 酸 変 異 体 を 標 的 と
す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 変 異 体 の う ち で 、 劣 性 対 立 遺 伝 子 と 優 性 対 立 遺 伝 子 を
標 的 に す る こ と が で き る 。 そ し て 脂 肪 が 蓄 積 す る リ ス ク が よ り 大 き い こ と と 関 係 す る 対 立
遺 伝 子 （ 例 え ば 位 置 7328に グ ア ニ ン お よ び ／ ま た は 位 置 9182に チ ミ ン を 有 す る 対 立 遺 伝 子
） を 設 計 し 、 テ ス ト し 、 対 象 に 投 与 す る こ と が し ば し ば あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 標 準 的 な 手 続 き に よ る 化 学 的 合 成 と 酵 素 に よ る 連 結 反 応 を 利 用 し
て 構 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば ア ン チ セ ン ス 核 酸 （ 例 え ば ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ） は 、 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 分 子
の 生 物 学 的 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め 、 あ る い は ア ン チ セ ン ス 核 酸 と セ ン ス 核 酸 の 間 に 形 成
さ れ る 二 本 鎖 の 物 理 的 安 定 性 を 増 大 さ せ る た め 、 さ ま ざ ま に 修 飾 し た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
る こ と が で き る 。 例 え ば ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 誘 導 体 と ア ク リ ジ ン 置 換 ヌ ク レ オ チ ド が 使 用
で き る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 核 酸 を ア ン チ セ ン ス の 方 向 （ す な わ ち 挿 入 さ れ た 核 酸 か ら
転 写 し た RNAが 、 興 味 の 対 象 で あ る 標 的 核 酸 に 対 し て ア ン チ セ ン ス の 方 向 に な る 。 こ れ に
つ い て は 後 述 す る ） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 組 み 込 ん だ 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 生 物 学 的 に
製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 一 般 に 、 （ 例 え ば 組 織 の あ る 部 位 に 直 接 注 射 す る こ と に よ っ て ）
対 象 に 投 与 す る か 、 そ の 場 で 生 成 さ れ る 。 そ の 結 果 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 PLA2G1Bポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 細 胞 mRNAお よ び ／ ま た は ゲ ノ ム DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ ま た は 結
合 し 、 （ 例 え ば 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 を 抑 制 す る こ と に よ っ て ） そ の ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 を 抑 制 す る 。 あ る い は 選 択 し た 細 胞 が 標 的 と な る よ う に ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 修 飾 し
た 後 、 全 身 投 与 す る こ と も で き る 。 全 身 投 与 を 行 な う た め に は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を
修 飾 し 、 選 択 し た 細 胞 の 表 面 で 発 現 す る 受 容 体 ま た は 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す る よ う に す る
と よ い 。 そ の た め に は 、 例 え ば ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 、 細 胞 表 面 の 受 容 体 ま た は 抗 原 と
結 合 す る ペ プ チ ド ま た は 抗 体 と 連 結 さ せ る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 こ の 明 細 書 に 記 載
し た ベ ク タ ー を 用 い て 細 胞 に 供 給 す る こ と も で き る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 が 細 胞 内 で 十
分 な 濃 度 に な る よ う に す る に は 、 ベ ク タ ー 構 造 体 に 強 力 な プ ロ モ ー タ （ 例 え ば pol IIプ ロ
モ ー タ ま た は pol IIIプ ロ モ ー タ ） を 組 み 込 む 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 α -ア ノ マ ー 核 酸 分 子 の こ と が あ る 。 α -ア ノ マ ー 核 酸 分 子 は
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、 相 補 的 RNAと 特 異 的 な 二 本 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 。 こ の 二 本 鎖 で は 、 通 常 の β ユ ニ
ッ ト と は 異 な り 、 鎖 が 互 い に 平 行 に 走 っ て い る （ Gaultier他 、 Nucleic Acids Res.、 第 15
巻 、 6625～ 6641ペ ー ジ 、 1987年 ） 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 2'-o-メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド （ Inoue他 、 Nucleic Acids Res.、 第 15巻 、 6131～ 6148ペ ー ジ 、 1987年 ） ま た は キ メ
ラ RNA-DNAア ナ ロ グ （ Inoue他 、 FEBS Lett.、 第 215巻 、 327～ 330ペ ー ジ 、 1987年 ） も 含 む
こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は リ ボ ザ イ ム で あ る 。 PLA2G1Bを コ ー ド し て い る
核 酸 に 対 す る 特 異 性 を 持 つ リ ボ ザ イ ム は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た PLA2G1B DNA配 列 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 配 列 番 号 1） と 相 補 的 な 1つ 以 上 の 配 列 と 、 mRNAの 開 裂 に と っ て 重 要
な 既 知 の 触 媒 配 列 を 有 す る 配 列 を 含 む こ と が で き る （ ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,093,246号
ま た は Haselhoffと Gerlach、 Nature、 第 334巻 、 585～ 591ペ ー ジ 、 1988年 を 参 照 の こ と ）
。 例 え ば 、 テ ト ラ ヒ メ ナ L-19 IVS RNAの 誘 導 体 と し て 、 活 性 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、
PLA2G1Bを コ ー ド し て い る mRNAの 中 で 開 裂 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 に な っ た も の が
用 い ら れ る こ と が あ る 。 例 え ば Cech他 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,987,071号 ； Cech他 、 ア
メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,116,742号 を 参 照 の こ と 。 ま た 、 PLA2G1B mRNAを 用 い て 、 RNA分 子 の
プ ー ル の 中 か ら 、 特 異 的 な リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 触 媒 RNAを 選 択 す る こ と も で き
る 。 例 え ば Bartelと Szostak、 Science、 第 261巻 、 1411～ 1418ペ ー ジ 、 1993年 を 参 照 の こ
と 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 PLA2G1B遺 伝 子 の 発 現 は 、 標 的 細 胞 内 で PLA2G1B遺 伝 子 の 転 写 を 妨 げ る 三 重 螺 旋 構 造 を 形
成 す る PLA2G1Bの 調 節 領 域 （ 例 え ば PLA2G1Bの プ ロ モ ー タ お よ び ／ ま た は エ ン ハ ン サ ー ） と
相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 的 に す る こ と に よ っ て 抑 制 可 能 で あ る 。 Helene、 Anticanc
er Drug Des.、 第 6巻 (6)、 569～ 584ペ ー ジ 、 1991年 ； Helene他 、 Ann. N.Y. Acad. Sci.、
第 660巻 、 27～ 36ペ ー ジ 、 1992年 ； Maher、 Bioassays、 第 14巻 (12)、 807～ 815ペ ー ジ 、 199
2年 を 参 照 の こ と 。 三 重 螺 旋 形 成 の た め の 標 的 に す る こ と が で き る 潜 在 的 な 配 列 は 、 い わ
ゆ る “ ス イ ッ チ バ ッ ク ” 核 酸 分 子 を 作 る こ と に よ っ て 増 や す こ と が 可 能 で あ る 。 ス イ ッ チ
バ ッ ク 分 子 は 、 5'-3'、 3'-5'と い う よ う に 交 互 に 合 成 す る 。 そ の 結 果 、 ス イ ッ チ バ ッ ク 分
子 は 二 本 鎖 の ま ず 一 方 の 鎖 と 塩 基 対 を 形 成 し 、 次 い で 他 方 の 鎖 と 塩 基 対 を 形 成 す る た め 、
二 本 鎖 の 一 方 の 鎖 上 に 存 在 す る プ リ ン ま た は ピ リ ミ ジ ン が か な り 伸 長 す る 必 要 が な く な る
。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 リ ボ ザ イ ム 、 修 飾 さ れ た PLA2G1B核 酸 分 子 は 、 塩 基 部 分 、 糖 部
分 、 リ ン 酸 骨 格 部 分 の い ず れ か を 変 化 さ せ 、 そ の 分 子 の 安 定 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
、 溶 解 度 を 改 善 す る こ と が で き る 。 例 え ば 核 酸 分 子 の デ オ キ シ リ ボ ー ス リ ン 酸 骨 格 を 修 飾
し て ペ プ チ ド 核 酸 を 生 成 さ せ る こ と が で き る （ Hyrup他 、 Bioorganic & Medicinal Chemis
try、 第 4巻 (1)、 5～ 23ペ ー ジ 、 1996年 を 参 照 の こ と ） 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ ペ プ チ ド 核 酸
” ま た は “ PNA” と い う 用 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ ー ス リ ン 酸 骨 格 が 擬 ペ プ チ ド 骨 格 で 置 換 さ
れ 、 4つ の 天 然 核 酸 だ け が 保 持 さ れ て い る 核 酸 ミ ミ ッ ク （ 例 え ば DNAミ ミ ッ ク ） を 意 味 す る
。 PNAの 中 性 の 骨 格 は 、 イ オ ン 強 度 が 小 さ い 条 件 下 で DNAお よ び RNAと 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る こ と が で き る 。 PNAオ リ ゴ マ ー の 合 成 は 、 標 準 的 な 固 相 ペ プ チ ド 合 成 プ ロ ト コ ル
を 利 用 し て 実 行 す る こ と が で き る 。 こ の プ ロ ト コ ル は 、 例 え ば Hyrup他 、 上 記 文 献 、 1996
年 と 、 Perry-O'Keefe他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 93巻 、 14670～ 14675ペ ー ジ 、 1
996年 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 PLA2G1B核 酸 の PNAは 治 療 や 診 断 に 応 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば PNAは 、 遺 伝 子 の 発 現
を 配 列 特 異 的 に 調 節 す る た め の ア ン チ セ ン ス 剤 ま た は 抗 遺 伝 子 剤 と し て 使 用 す る こ と が で
き る 。 そ の 際 、 例 え ば 転 写 ま た は 翻 訳 の 停 止 が 誘 導 さ れ た り 、 複 製 が 抑 制 さ れ た り す る 。
PLA2G1B核 酸 分 子 の PNAは 、 （ 例 え ば PNA指 向 性 PCRク ラ ン ピ ン グ に よ っ て ） 遺 伝 子 中 の 一 塩
基 突 然 変 異 を 分 析 す る の に 使 用 し た り ； 他 の 酵 素 （ 例 え ば S1ヌ ク レ ア ー ゼ （ Hyrup他 、 上
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記 文 献 、 1996年 ） と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る 場 合 の “ 人 工 制 限 酵 素 ” と し て 使 用 し た り ； DN
Aの シ ー ク エ ン シ ン グ ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 な う た め の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ
イ マ ー と し て 使 用 し た り す る こ と も で き る （ Hyrup他 、 上 記 文 献 、 1996年 ； Perry-O'Keefe
他 、 上 記 文 献 ） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 に よ る と 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 付 着 し た 他 の 基 を 含 む こ と が で き る 。
そ の よ う な 基 と し て は 、 例 え ば 、 （ 例 え ば 生 き た 宿 主 細 胞 の 受 容 体 を 標 的 と す る ） ペ プ チ
ド 、 細 胞 膜 の 通 過 を 容 易 に す る 化 学 薬 品 （ 例 え ば Letsinger他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA、 第 86巻 、 6553～ 6556ペ ー ジ 、 1989年 ； Lemaitre他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、
第 84巻 、 648～ 652ペ ー ジ 、 1987年 ； PCT公 開 WO 88/09810を 参 照 の こ と ） ま た は 血 液 -脳 関
門 の 通 過 を 容 易 に す る 化 学 薬 品 （ 例 え ば PCT公 開 WO 89/10134を 参 照 の こ と ） が 挙 げ ら れ る
。 さ ら に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ト リ ガ ー と し た 開 裂 剤 （ 例
え ば Krol他 、 Bio-Techniques、 第 6巻 、 958～ 976ペ ー ジ 、 1988年 を 参 照 の こ と ） ま た は 挿
入 剤 （ 例 え ば Zon、 Pharm. Res.、 第 5巻 、 539～ 549ペ ー ジ 、 1988年 を 参 照 の こ と ） を 用 い
て 修 飾 す る こ と が で き る 。 そ の た め に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 他 の 分 子 （ 例 え ば ペ プ チ
ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ト リ ガ ー と し た 架 橋 剤 、 輸 送 剤 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を ト リ ガ ー と し た 開 裂 剤 ） と 共 役 さ せ る と よ い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ の 明 細 書 に は 、 本 発 明 に よ る PLA2G1B核 酸 と 相 補 的 な 1つ 以 上 の 領 域 を 有 す る 分 子 ビ ー
コ ン ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ ラ イ マ ー 分 子 と プ ロ ー ブ 分 子 も 含 ま れ て い る 。 相 補
的 な 領 域 が 2つ の 場 合 、 一 方 は 発 蛍 光 団 を 持 ち 、 他 方 は ク エ ン チ ャ ー を 持 つ た め 、 分 子 ビ
ー コ ン は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 本 発 明 の PLA2G1B核 酸 を 定 量 す る の に 役 立 つ 。 分 子 ビ ー
コ ン 核 酸 は 、 例 え ば Lizardi他 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,854,033号 ； Nazarenko他 、 ア メ
リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,866,336号 ； Livak他 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,876,930号 に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
抗 PLA2G1B抗 体
　 一 実 施 態 様 で は 、 抗 体 を テ ス ト 分 子 と し て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 対 象 の 脂 肪 の 蓄 積 を 減 少
さ せ る た め の 治 療 薬 、 ま た は NIDDMを 治 療 す る た め の 治 療 薬 と し て 使 用 す る 。 こ の 明 細 書
で は 、 “ 抗 体 ” と い う 用 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 分 子 中 で 免 疫 学 的 に 活 性
な 部 分 （ す な わ ち 抗 原 結 合 部 分 ） を 意 味 す る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部
分 の 具 体 例 と し て 、 抗 体 を ペ プ シ ン な ど の 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ っ て 生 成 さ せ る こ と の
で き る F(ab)フ ラ グ メ ン ト や F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 組 み 換 え 抗 体 （ 例 え ば キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ） 、 完
全 ヒ ト 抗 体 、 非 ヒ ト 抗 体 （ 例 え ば マ ウ ス 抗 体 ） 、 一 本 鎖 抗 体 が 可 能 で あ る 。 抗 体 は 、 エ フ
ェ ク タ ー 機 能 を 持 つ こ と が で き 、 補 体 を 固 定 す る こ と が で き 、 時 に は 毒 素 ま た は イ メ ー ジ
ン グ 剤 と 結 合 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 完 全 長 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は PLA2G1Bの 抗 原 ペ プ チ ド 断 片 は 、 免 疫 原 と し て 使 用
す る こ と 、 あ る い は 他 の 免 疫 原 （ 例 え ば 細 胞 、 膜 調 製 物 な ど ） を 用 い て 作 っ た 抗 PLA2G1B
抗 体 を 同 定 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 PLA2G1Bの 抗 原 ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 2に 示 し
た ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の 少 な く と も 8個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で い な く て は な ら な い 。 抗
原 ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 を 10個 以 上 、 15個 以 上 、 し ば し ば 20個 以 上 、 一 般 に は 30個 以 上 含
ん で い る 。 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 親 水 性 断 片 と 疎 水 性 断 片 を 免 疫 原 と し て 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 表 面 上 に 位 置 す る PLA2G1Bの 領
域 （ 例 え ば 親 水 性 領 域 ） と 、 抗 原 性 が 大 き い 領 域 で あ る 。 例 え ば ヒ ト PLA2G1Bポ リ ペ プ チ
ド 配 列 の エ ミ ニ 表 面 確 率 分 析 を 行 な う と 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 表 面 に 局 在 し て い る 確
率 が 特 に 大 き い た め 、 抗 体 産 生 の 標 的 に す る の に 役 立 つ 表 面 残 基 を 構 成 す る こ と に な る 領
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域 が わ か る 。 抗 体 は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の ド メ イ ン ま た
は 領 域 の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 対 象 に 繰 り 返 し て 投 与 す る 用 途 で も 役 に 立
つ 。 こ の よ う な キ メ ラ ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 公 知 の 組 み
換 え DNA技 術 に よ っ て 製 造 で き る 。 利 用 さ れ る 方 法 の 具 体 例 は 、 Robinson他 、 国 際 出 願 PCT
/US86/02269； Akira他 、 ヨ ー ロ ッ パ 特 許 出 願 第 184,187号 ； Taniguchi, M.、 ヨ ー ロ ッ パ 特
許 出 願 第 171,496号 ； Morrison他 、 ヨ ー ロ ッ パ 特 許 出 願 第 173,494号 ； Neuberger他 、 PCT国
際 出 願 WO 86/01533； Cabilly他 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,816,567号 ； Cabilly他 、 ヨ ー ロ
ッ パ 特 許 出 願 第 125,023号 ； Batter他 、 Science、 第 240巻 、 1041～ 1043ペ ー ジ 、 1988年 ； L
iu他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 84巻 、 3439～ 3443ペ ー ジ 、 1987年 ； Liu他 、 J. Im
munol.、 第 139巻 、 3521～ 3526ペ ー ジ 、 1987年 ； Sun他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第
84巻 、 214～ 218ペ ー ジ 、 1987年 ； Nishimura他 、 Cancer Res.、 第 47巻 、 999～ 1005ペ ー ジ
、 1987年 ； Wood他 、 Nature、 第 314巻 、 446～ 449ペ ー ジ 、 1985年 ； Shaw他 、 J. Natl. Canc
er Inst.、 第 80巻 、 1553～ 1559ペ ー ジ 、 1988年 ； Morrison, S.L.、 Science、 第 229巻 、 12
02～ 1207ペ ー ジ 、 1985年 ； Oi他 、 BioTechniques、 第 4巻 、 214ペ ー ジ 、 1986年 ； Winter、
ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,225,539号 ； Jones他 、 Nature、 第 321巻 、 522～ 525ペ ー ジ 、 1986
年 ； Verhoeyan他 、 Science、 第 239巻 、 1534ペ ー ジ 、 1988年 ； Beidler他 、 J. Immunol.、
第 141巻 、 4053～ 4060ペ ー ジ 、 1988年 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 患 者 を 治 療 す る の に 特 に 望 ま し い 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 内 在 性 免
疫 グ ロ ブ リ ン の H鎖 遺 伝 子 と L鎖 遺 伝 子 は 発 現 で き な い が 、 ヒ ト の H鎖 遺 伝 子 と L鎖 遺 伝 子 は
発 現 で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Lonber
ugと Huszar、 Int. Rev. Immunol.、 第 13巻 、 65～ 93ペ ー ジ 、 1995年 と ； ア メ リ カ 合 衆 国 特
許 第 5,625,126号 、 第 5,633,425号 、 第 5,569,825号 、 第 5,661,016号 、 第 5,545,806号 を 参
照 の こ と 。 さ ら に 、 ア ブ ジ ェ ニ ッ ク ス 社 （ フ レ モ ン ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 、 メ ダ レ ッ ク
ス 社 （ プ リ ン ス ト ン 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） と い っ た 企 業 が 、 上 記 の 技 術 と 同 様 の 技 術 を
利 用 し て 選 択 さ れ た 抗 原 に 対 す る ヒ ト 抗 体 を 提 供 す る こ と が で き る 。 選 択 さ れ た エ ピ ト ー
プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 “ ガ イ ド さ れ た 選 択 ” と 呼 ば れ る 技 術 を 利 用 し て 生 成 さ せ
る こ と も で き る 。 こ の 方 法 で は 、 選 択 さ れ た 非 ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば ネ ズ ミ
の 抗 体 ） を ガ イ ド と し て 利 用 し 、 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 を 選 択 す る 。 こ
の 技 術 は 、 例 え ば Jespers他 、 Bio/Technology、 第 12巻 、 899～ 903ペ ー ジ 、 1994年 に 記 載
さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 抗 PLA2G1B抗 体 と し て は 、 一 本 鎖 抗 体 が 可 能 で あ る 。 一 本 鎖 抗 体 （ scFV） は 、 遺 伝 子 工
学 で 作 る こ と が で き る （ 例 え ば Colcher, D.他 、 Ann. N.Y. Acad. Sci.、 第 880巻 、 263～ 2
80ペ ー ジ 、 1999年 ； Reiter, Y.、 Clin. Cancer Res.、 第 2巻 、 245～ 252ペ ー ジ 、 1996年 を
参 照 の こ と ） 。 一 本 鎖 抗 体 を 二 量 体 ま た は 多 量 体 に し 、 同 じ 標 的 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の
さ ま ざ ま な エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 な 多 価 抗 体 を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 抗 体 を 選 択 ま た は 修 飾 し 、 Fc受 容 体 に 結 合 す る 能 力 を 低 下 さ せ る こ と 、 ま た は そ の 能 力
を な く す こ と も で き る 。 例 え ば 抗 体 と し て は 、 Fc受 容 体 へ の 結 合 を 支 援 し な い ア イ ソ タ イ
プ ま た は サ ブ タ イ プ の 断 片 ま た は 他 の 突 然 変 異 体 が 可 能 で あ る （ 例 え ば Fc受 容 体 結 合 領 域
が 突 然 変 異 し て い た り 欠 失 し て い た り す る ） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） は 、 治 療 部 分 （ 細 胞 毒 素 、 治 療 薬 、 放 射 活 性 の あ る 金 属 イ オ ン
） と 共 役 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 毒 素 ま た は 細 胞 毒 性 剤 は 、 細 胞 に と っ て 害 の あ る 任 意
の 薬 剤 を 含 ん で い る 。 そ の 具 体 例 と し て は 、 タ キ ソ ー ル 、 サ イ ト カ ラ シ ン B、 グ ラ ミ シ ジ
ン D、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 、 エ メ チ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 テ ノ ポ シ ド 、 ビ ン ク リ
ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 コ ル チ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ジ ヒ ド ロ キ シ
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ア ン ト ラ シ ン ジ オ ン 、 マ イ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン D、 1-デ
ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 プ ロ カ イ ン 、 テ ト ラ カ イ ン 、 リ ド カ イ ン 、
プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 な ら び に こ れ ら の ア ナ ロ グ お よ び ホ モ ロ グ が 挙 げ
ら れ る 。 治 療 薬 と し て は 、 抗 代 謝 薬 （ 例 え ば メ ト ト レ キ セ ー ト 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 6-
チ オ グ ア ニ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル デ カ ル バ ジ ン ） 、 ア ル キ ル 化 剤 （ 例 え ば
メ ク ロ レ タ ミ ン 、 チ オ エ パ ク ロ ラ ン ブ シ ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 カ ル ム ス チ ン （ BSNU） 、 ロ ム
ス チ ン （ CCNU） 、 シ ク ロ ト ス フ ァ ミ ド 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 ジ ブ ロ モ マ ン ニ ト ー ル 、 ス ト レ プ
ト ゾ ト シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン C、 シ ス -ジ ク ロ ロ ジ ア ミ ン 白 金 (II)（ DDP） シ ス プ ラ チ ン ）
、 ア ン ト ラ シ ク リ ン （ 例 え ば ダ ウ ノ ル ビ シ ン （ 以 前 の 名 称 は ダ ウ ノ マ イ シ ン ） 、 ド キ ソ ル
ビ シ ン ） 、 抗 生 物 質 （ 例 え ば ダ ク チ ノ マ イ シ ン （ 以 前 の 名 称 は ア ク チ ノ マ イ シ ン ） 、 ブ レ
オ マ イ シ ン 、 ミ ス ラ マ イ シ ン 、 ア ン ト ラ マ イ シ ン （ AMC） ） 、 抗 有 糸 分 裂 剤 （ 例 え ば ビ ン
ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン ） な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 抗 体 共 役 体 を 利 用 し て 所 定 の 生 物 学 的 応 答 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 薬 剤 部 分
と し て は 、 望 む 生 物 学 的 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 可 能 で あ る 。 そ の
よ う な タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 毒 素 （ 例 え ば ア ブ リ ン 、 リ シ ン A、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外
毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 ） ； ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 腫 瘍 壊 死 因 子 、 α -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、
β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 神 経 成 長 因 子 、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク
チ ベ ー タ ） ； 生 物 学 的 応 答 調 節 剤 （ 例 え ば リ ン ホ カ イ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1（ “ IL-1”
） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（ “ IL-2” ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6（ “ IL-6” ） 、 顆 粒 球 マ ク ロ
フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ “ GM-CSF” ） 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ “ G-CSF” ） 、 ま
た は 他 の 増 殖 因 子 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 を 第 2の 抗 体 と 共 役 さ せ て 抗 体 ヘ テ ロ 共 役 体
を 形 成 す る こ と も で き る 。 こ れ に つ い て は 、 例 え ば Segalに よ る ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,6
76,980号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 抗 PLA2G1B抗 体 （ 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 利 用 し 、 標 準 的 な 方 法 （ 例 え ば ア フ ィ
ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ま た は 免 疫 沈 降 ） で PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と が で
き る 。 さ ら に 、 抗 PLA2G1B抗 体 を 用 い て （ 例 え ば 細 胞 ラ イ セ ー ト ま た は 細 胞 の 上 清 の 中 で
） PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 検 出 し 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 含 有 量 と 発 現 パ タ ー ン を 評 価 す る
こ と が で き る 。 臨 床 試 験 の 一 部 と し て （ 例 え ば 所 定 の 治 療 法 の 効 果 を 調 べ る た め に ） 組 織
内 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を モ ニ タ ー す る こ と で 、 抗 PLA2G1B抗 体 を 診 断 に 利 用 で き る 。
検 出 は 、 抗 体 を 検 出 可 能 な 物 質 （ 例 え ば 抗 体 標 識 ） と 結 合 さ せ る と 容 易 に な る 。 検 出 可 能
な 物 質 の 具 体 例 と し て は 、 さ ま ざ ま な 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光 材 料 、 ル ミ ネ ッ セ ン ス 材 料
、 生 物 ル ミ ネ ッ セ ン ス 材 料 、 放 射 性 材 料 な ど が 挙 げ ら れ る 。 適 切 な 酵 素 の 具 体 例 と し て は
、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ な ど が 挙 げ ら れ ； 適 切 な 補 欠 分 子 族 複 合 体 の 具 体 例 と し て
は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン な ど が 挙 げ ら れ ； 適 切 な 蛍 光 材
料 の 具 体 例 と し て は 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア
ナ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 塩 化 ダ ン シ ル 、 フ ィ
コ エ リ ト リ ン な ど が 挙 げ ら れ ； ル ミ ネ ッ セ ン ス 材 料 の 一 例 は ル ミ ノ ー ル で あ り ； 生 物 ル ミ
ネ ッ セ ン ス 材 料 の 具 体 例 と し て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 エ ク オ リ ン な ど が 挙
げ ら れ ； 適 切 な 放 射 性 材 料 の 具 体 例 と し て は 、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 5 S、 3 Hな ど が 挙 げ ら れ る 。
ま た 、 抗 PLA2G1B抗 体 は 、 脂 肪 の 蓄 積 を 減 少 さ せ る こ と 、 ま た は 関 連 疾 患 （ 例 え ば 糖 尿 病
） を 治 療 す る こ と が で き る か ど う か の テ ス ト 分 子 と し て 使 用 す る こ と や 、 脂 肪 の 蓄 積 を 減
少 さ せ る た め 、 ま た は 関 連 疾 患 （ 例 え ば 糖 尿 病 ） を 治 療 す る た め に 対 象 に 投 与 す る 治 療 薬
と し て 用 い る こ と が で き る 。 タ イ プ Iの PLA2分 子 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 報 告 さ れ
て い る （ ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,767,249号 ） 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 抗 体 は 、 精 製 し た PLA2G1B抗 原 ま た は そ の 断 片 （ 例 え ば こ の 明 細 書 に 記 載 し た 断 片 、 膜
関 連 抗 原 、 組 織 （ 例 え ば 粗 組 織 調 製 物 ） 、 全 細 胞 （ 生 き た 細 胞 が 好 ま し い ） 、 溶 解 し た 細
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胞 、 細 胞 分 画 ） を 用 い た 免 疫 感 作 に よ っ て 作 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ の 明 細 書 に は 、 生 の PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド だ け と 結 合 す る 抗 体 、 あ る い は 変 性 し て い
る か そ れ 以 外 の こ と で 生 で な く な っ た PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド だ け と 結 合 す る 抗 体 、 あ る い
は そ の 両 方 と 結 合 す る 抗 体 に 加 え 、 直 線 状 エ ピ ト ー プ ま た は コ ン ホ メ ー シ ョ ン ・ エ ピ ト ー
プ を 有 す る 抗 体 が 含 ま れ て い る 。 コ ン ホ メ ー シ ョ ン ・ エ ピ ト ー プ は 、 生 の PLA2G1Bポ リ ペ
プ チ ド と は 結 合 す る が 変 性 し て い な い PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と は 結 合 し な い 抗 体 を 選 択 す
る こ と に よ っ て 同 定 で き る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ
　 こ の 明 細 書 に は 、 脂 肪 を 減 ら す た め の 治 療 薬 候 補 お よ び ／ ま た は NIDDMを 治 療 す る た め
の 治 療 薬 候 補 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 （ a） （ i） 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ ii
） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ iii） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ； （ iv） ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ i） 、 （ ii） 、 （ iii） い ず れ か の 断 片 ； か ら な る グ ル
ー プ の 中 か ら 選 択 し た PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 を 含 む シ ス テ ム に テ ス ト 分
子 を 導 入 す る か 、 あ る い は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ i） 、 （ ii） 、 （ iii） 、 （ iv） い ず れ か に
よ っ て コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 を 含 む シ ス テ ム に テ ス ト 分 子 を 導 入 し ； （ b） テ ス ト
分 子 と 上 記 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 間 の 相 互 作 用 の 存 在 ま た は 不 在 を 明 ら か に す る こ と に
よ り 、 テ ス ト 分 子 と 上 記 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 間 の 相 互 作 用 が 存 在 し て い る 場 合 に 、 そ
の テ ス ト 分 子 が 脂 肪 を 減 ら す た め の 治 療 薬 候 補 で あ る と 同 定 す る 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ の 明 細 書 で は 、 “ シ ス テ ム ” と い う 用 語 は 、 無 細 胞 の 試 験 管 内 環 境 と 、 細 胞 を ベ ー ス
と し た 環 境 （ 例 え ば 細 胞 群 、 組 織 、 器 官 、 生 物 ） を 意 味 す る 。 シ ス テ ム は 、 テ ス ト 分 子 と
さ ま ざ ま な 方 法 で 接 触 さ せ る 。 例 え ば 溶 液 に 分 子 を 添 加 し 、 そ の 分 子 を 、 動 物 の 体 内 に お
け る 拡 散 、 細 胞 注 入 、 任 意 の 投 与 経 路 に よ っ て 互 い に 相 互 作 用 さ せ る 。 こ の 明 細 書 で は 、
“ 相 互 作 用 ” と い う 用 語 は 、 テ ス ト 分 子 が PLA2G1B核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 変 異 体 （ 合
わ せ て “ PLA2G1B分 子 ” と 呼 ぶ ） に 及 ぼ す 効 果 を 意 味 す る 。 こ の 効 果 は 、 時 に は テ ス ト 分
子 と 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 間 の 結 合 で あ り 、 細 胞 、 組 織 、 生 物 に お け る 観 察 可 能 な 変
化 で あ る こ と が し ば し ば あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 テ ス ト 分 子 と PLA2G1B核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 間 の 相 互 作 用 が 存 在 し て い る か ど う か
を 検 出 す る 標 準 的 な 方 法 が 多 数 存 在 し て い る 。 PLA2の 機 能 を 調 べ る た め 、 例 え ば 、 滴 定 測
定 、 酸 測 定 、 放 射 線 測 定 、 NMR、 単 層 、 ポ ー ラ ロ グ ラ フ ィ 、 分 光 光 度 測 定 、 蛍 光 、 ESRと い
っ た ア ッ セ イ 法 が 、 Reynolds他 、 Methods in Enzymology、 第 197巻 、 3～ 23ペ ー ジ 、 1991
年 ； Yu他 、 Methods in Enzymology、 第 197巻 、 65～ 75ペ ー ジ 、 1991年 ； Reynolds他 、 Anal
ytical Biochemistry、 第 204巻 、 190～ 197ペ ー ジ 、 1992年 ； Reynolds他 、 Anal. Biochem.
、 第 217巻 、 25～ 32ペ ー ジ 、 1994年 ； Yang他 、 Anal. Biochem.、 第 269巻 、 278～ 288ペ ー ジ
、 1999年 ； ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,464,754号 ； WO 00/34791に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 相 互 作 用 は 、 テ ス ト 分 子 お よ び ／ ま た は PLA2G1B分 子 を 標 識 す る こ と に よ っ て 調 べ ら れ
る 。 こ の 場 合 の 標 識 は 、 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 に よ り テ ス ト 分 子 ま た は PLA2G1B分 子
に 付 着 さ せ る 。 標 識 を 放 射 性 分 子 （ 例 え ば 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 5 S、 3 H） に す る こ と が あ る 。 放
射 性 分 子 は 、 放 射 線 の 放 出 を 直 接 カ ウ ン ト す る こ と 、 あ る い は シ ン チ レ ー シ ョ ン を カ ウ ン
ト す る こ と に よ っ て 検 出 で き る 。 ま た 、 酵 素 標 識 （ 例 え ば セ イ ヨ ウ ワ サ ビ の ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ） を 使 用 す る こ と も で き る 。 こ の 場 合 、
酵 素 標 識 は 、 適 切 な 基 質 が 生 成 物 に 変 換 さ れ る の を 調 べ る こ と に よ っ て 検 出 で き る 。 相 互
作 用 の 存 在 ま た は 不 在 は 、 標 識 な し で も 調 べ る こ と が で き る 。 例 え ば マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ
ー タ （ 例 え ば サ イ ト セ ン サ ー ） は 、 細 胞 が そ の 周 囲 の 環 境 を 酸 性 化 す る 速 度 を 光 に よ る 電
位 差 セ ン サ ー （ LAPS） を 用 い て 測 定 す る た め の 分 析 器 具 で あ る 。 テ ス ト 分 子 と PLA2G1Bの
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間 の 相 互 作 用 の 指 標 と し て 、 こ の 酸 性 化 速 度 の 変 化 を 利 用 す る こ と が で き る （ McConnell,
 H.M.他 、 Science、 第 257巻 、 1906～ 1912ペ ー ジ 、 1992年 ） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 細 胞 を ベ ー ス と し た シ ス テ ム で は 、 細 胞 に 、 PLA2G1B核 酸 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た
は こ れ ら の 変 異 体 が 一 般 に 含 ま れ る 。 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 に 由 来 す る こ と が し ば し ば あ る が
、 出 所 は 任 意 で よ い 。 全 細 胞 、 細 胞 ホ モ ジ ェ ネ ー ト 、 細 胞 分 画 （ 例 え ば 細 胞 膜 分 画 ） に 対
し て 分 析 を 行 な う こ と が で き る 。 テ ス ト 分 子 と PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異 体 の
間 の 相 互 作 用 を モ ニ タ ー す る 場 合 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異 体 を 可 溶 性 形 態 お よ
び ／ ま た は 膜 結 合 形 態 に し て 用 い る と よ い 。 膜 結 合 形 態 に な っ た ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 場
合 に は 、 可 溶 化 剤 を 使 用 す る こ と が 望 ま し い 。 そ の よ う な 可 溶 化 剤 の 具 体 例 と し て は 、 非
イ オ ン 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば n-オ ク チ ル グ ル コ シ ド 、 n-ド デ シ ル グ ル コ シ ド 、 n-ド デ シ ル マ
ル ト シ ド 、 オ ク タ ノ イ ル -N-メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 デ カ ノ イ ル -N-メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 ト リ ト
ン （ 登 録 商 標 ） X-100、 ト リ ト ン （ 登 録 商 標 ） X-114、 テ シ ッ ト （ 登 録 商 標 ） 、 イ ソ ト リ デ
シ ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー テ ル ) n 、 3-[(3-ク ロ ル ア ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン ミ ニ
オ ]-1-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 塩 （ CHAPS） 3-[(3-ク ロ ル ア ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン ミ ニ オ
]-2-ヒ ド ロ キ シ -1-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 塩 （ CHAPSO） 、 N-ド デ シ ル -N,N-ジ メ チ ル -3-ア ン
モ ニ オ -1-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 塩 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 2つ の 分 子 間 の 相 互 作 用 も 蛍 光 エ ネ ル ギ ー の 移 動 （ FET） を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 検
出 可 能 で あ る （ 例 え ば Lakowicz他 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,631,169号 ； Stavrianopoulos
他 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,868,103号 を 参 照 の こ と ） 。 第 1の “ ド ナ ー ” 分 子 上 の 発 蛍 光
団 標 識 は 、 放 出 さ れ る 蛍 光 エ ネ ル ギ ー が 第 2の “ ア ク セ プ タ ー ” 分 子 上 の 蛍 光 標 識 に よ っ
て 吸 収 さ れ た 後 、 今 度 は こ の 第 2の 分 子 が 吸 収 し た エ ネ ル ギ ー に よ っ て 蛍 光 を 出 せ る よ う
に 選 択 す る 。 あ る い は “ ド ナ ー ” ポ リ ペ プ チ ド 分 子 が 単 純 に ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の 自 然 の
蛍 光 エ ネ ル ギ ー を 用 い る 方 法 に す る こ と も で き る 。 そ れ ぞ れ の 標 識 に は 異 な る 波 長 の 光 を
放 出 す る も の を 選 択 し 、 “ ア ク セ プ タ ー ” 分 子 標 識 を “ ド ナ ー ” と 区 別 で き る よ う に す る
。 標 識 間 の エ ネ ル ギ ー 移 動 効 率 は 分 子 間 の 距 離 に 関 係 す る た め 、 分 子 間 の 空 間 的 関 係 を 評
価 す る と よ い 。 結 合 が 分 子 間 で 起 こ る 場 合 に は 、 ア ッ セ イ 中 の “ ア ク セ プ タ ー ” 分 子 標 識
か ら の 蛍 光 放 出 が 最 大 に な っ て い る 必 要 が あ る 。 FET結 合 イ ベ ン ト は 、 従 来 技 術 で よ く 知
ら れ て い る 標 準 的 な 蛍 光 検 出 手 段 で （ 例 え ば 蛍 光 測 定 器 を 用 い て ） 容 易 に 測 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 テ ス ト 分 子 と PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 が 存 在 し て い る か ど
う か は 、 リ ア ル タ イ ム の 生 体 分 子 相 互 作 用 分 析 （ BIA） 法 を 利 用 し て 調 べ る こ と が で き る
（ 例 え ば Sjolanderと Urbaniczk、 Anal. Chem.、 第 63巻 、 2338～ 2345ペ ー ジ 、 1991年 ； Sza
bo他 、 Curr. Opin. Struct. Biol.、 第 5巻 、 699～ 705ペ ー ジ 、 1995年 を 参 照 の こ と ） 。 “
表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 ” ま た は “ BIA” で は 、 相 互 作 用 す る 分 子 （ 例 え ば BIAコ ア ） に 標 識 す
る こ と な く 、 生 体 特 異 的 な 相 互 作 用 が リ ア ル タ イ ム で 検 出 さ れ る 。 結 合 表 面 に お い て 質 量
が 変 化 す る と 、 そ の 表 面 近 傍 で 光 の 屈 折 率 が 変 化 し （ 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ SPR） と い う
光 学 的 現 象 ） 、 そ の 結 果 と し て 検 出 可 能 な 信 号 が 得 ら れ る 。 そ の 信 号 を 、 生 体 分 子 間 の リ
ア ル タ イ ム 反 応 の 指 標 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 PLA2G1B分 子 ま た は テ ス ト 分 子 を 固 相 に 固 定 す る 。 固 相 に 固 定 さ れ
た PLA2G1B分 子 ／ テ ス ト 分 子 複 合 体 は 、 反 応 が 終 了 し た と き に 検 出 す る こ と が で き る 。 標
的 PLA2G1B分 子 は 固 体 表 面 に 固 定 さ せ る こ と が し ば し ば あ り 、 固 定 さ れ て い な い テ ス ト 分
子 は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 検 出 可 能 な 標 識 で 直 接 ま た は 間 接 に 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 PLA2G1B分 子 、 抗 PLA2G1B抗 体 、 テ ス ト 分 子 を 固 定 化 す る こ と に よ り 、 PLA2G1B分 子 と テ
ス ト 分 子 が 複 合 体 に な っ た 形 態 か ら 複 合 体 に な っ て い な い 形 態 を 容 易 に 分 離 で き る よ う に
す る こ と 、 ま た ア ッ セ イ を 自 動 化 す る こ と が 望 ま し い 。 テ ス ト 分 子 を PLA2G1B分 子 に 結 合
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さ せ る 操 作 は 、 こ れ ら 反 応 分 子 を 入 れ る た め の 適 切 な 任 意 の 容 器 の 中 で 実 施 す る こ と が で
き る 。 そ の よ う な 容 器 の 具 体 例 と し て は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 試 験 管 、 マ イ ク ロ
遠 心 分 離 管 な ど が 挙 げ ら れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 PLA2G1B分 子 が マ ト リ ッ ク ス に 結 合 で き
る よ う に す る ド メ イ ン を 付 加 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば グ ル
タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ／ PLA2G1B融 合 ポ リ ペ プ チ ド ま た は グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ ／ 標 的 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を グ ル タ チ オ ン ・ セ フ ァ ロ ー ス ・ ビ ー ズ （ シ グ マ
・ ケ ミ カ ル 社 、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 ） ま た は グ ル タ チ オ ン で 誘 導 体 化 し た マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト の 表 面 に 吸 着 さ せ た 後 、 テ ス ト 化 合 物 と 混 合 す る か 、 あ る い は テ ス ト 化
合 物 に 加 え 、 吸 着 さ れ て い な い 標 的 ポ リ ペ プ チ ド ま た は PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か
一 方 と 混 合 し 、 こ の 混 合 物 を 、 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 （ 例 え ば 塩 と pHに 関 し て 生 理 学 的
な 条 件 ） 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る と よ い 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ビ ー ズ ま た は マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ エ ル を 洗 浄 し て 結 合 し な か っ た 成 分 を す べ て 洗 い 流 し 、 ビ ー ズ の
場 合 に は 、 マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 さ れ た 複 合 体 が 何 で あ る か を 例 え ば 上 記 の よ う に し て 直
接 ま た は 間 接 に 調 べ る 。 別 の 方 法 と し て 、 複 合 体 を マ ト リ ッ ク ス か ら 解 離 さ せ 、 PLA2G1B
の 結 合 レ ベ ル ま た は 活 性 を 、 標 準 的 な 方 法 を 利 用 し て 調 べ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 PLA2G1B分 子 を マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 す る 別 の 方 法 と し て は 、 ビ オ チ ン と ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン を 用 い る 方 法 が あ る 。 例 え ば ビ オ チ ニ ル 化 し た PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た は 標 的 分
子 は 、 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る 方 法 （ 例 え ば ビ オ チ ニ ル 化 キ ッ ト 、 ピ ア ー ス ・ ケ ミ カ ル ズ
社 、 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 イ リ ノ イ 州 ） を 利 用 し て ビ オ チ ン -NHS（ N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ
ミ ド ） か ら 調 製 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ し た 96ウ エ ル の プ レ ー ト （ ピ ア ー
ス ・ ケ ミ カ ル ズ 社 ） の ウ エ ル の 中 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ア ッ セ イ を 行 な う た め 、 固 定 化 さ れ て い な い 成 分 を 、 固 定 さ れ た 成 分 を 含 む コ ー テ ィ ン
グ さ れ た 表 面 に 添 加 す る 。 反 応 が 終 了 し た 後 、 形 成 さ れ た す べ て の 複 合 体 が 固 体 表 面 に 固
定 化 さ れ て 残 る よ う な 条 件 に し て 、 反 応 し な か っ た 成 分 を （ 例 え ば 洗 浄 に よ り ） 除 去 す る
。 固 体 表 面 に 固 定 さ れ た 複 合 体 は 、 多 数 の 方 法 で 検 出 す る こ と が で き る 。 以 前 に 固 定 化 さ
れ な か っ た 成 分 に あ ら か じ め 標 識 し て あ る 場 合 に は 、 表 面 に 固 定 化 さ れ た 標 識 が 検 出 さ れ
る と い う の は 、 複 合 体 が 形 成 さ れ た こ と を 示 し て い る 。 以 前 に 固 定 化 さ れ な か っ た 成 分 に
あ ら か じ め 標 識 し て い な い 場 合 に は 、 表 面 に 固 定 さ れ た 複 合 体 を 間 接 的 な 標 識 （ 例 え ば 固
定 化 さ れ た 成 分 に 対 し て 特 異 的 な 標 識 さ れ た 抗 体 （ 今 度 は こ の 抗 体 を 、 例 え ば 標 識 し た 抗
Ig抗 体 で 直 接 ま た は 間 接 に 標 識 す る こ と が で き る ） ） を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 こ の ア ッ セ イ を 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た は テ ス ト 分 子 と 反 応 す る
が PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と テ ス ト 分 子 の 結 合 は 妨 げ な い 抗 体 を 用 い て 実 施 す る 。 こ の よ う
な 抗 体 を プ レ ー ト の ウ エ ル で 誘 導 体 化 し 、 結 合 し な か っ た 標 的 ま た は PLA2G1Bポ リ ペ プ チ
ド を 、 抗 体 と 共 役 さ せ る こ と に よ っ て ウ エ ル に ト ラ ッ プ す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 複
合 体 を 検 出 す る 方 法 と し て は 、 GSTで 固 定 化 さ れ た 複 合 体 に 関 し て す で に 説 明 し た 方 法 に
加 え 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た は 標 的 分 子 と 反 応 す る 抗 体 を 用 い た 複 合 体 の 免 疫 検 出 法
や 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た は テ ス ト 分 子 に 関 係 す る 酵 素 活 性 を 検 出 す る 酵 素 結 合 ア ッ
セ イ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 別 の 方 法 と し て 、 無 細 胞 ア ッ セ イ を 液 相 中 で 実 施 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な ア ッ セ
イ で は 、 多 数 あ る 標 準 的 な 方 法 の う ち の 任 意 の 方 法 を 利 用 し 、 反 応 生 成 物 を 反 応 し な か っ
た 成 分 か ら 分 離 す る 。 そ の よ う な 方 法 と し て は 、 例 え ば 分 画 遠 心 分 離 （ 例 え ば Rivas, G.
と Minton, A.P.、 Trends Biochem. Sci.、 第 18巻 (8)、 284～ 287ペ ー ジ 、 1993年 8月 を 参 照
の こ と ） ； ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
） ； 電 気 泳 動 （ 例 え ば Ausbel, F.他 編 、 『 分 子 生 物 学 に お け る 最 新 プ ロ ト コ ル 』 、 J.ワ イ
リ ー 社 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1999年 を 参 照 の こ と ） ； 免 疫 沈 降 （ 例 え ば Ausbel, F.他 編 、 『 分
子 生 物 学 に お け る 最 新 プ ロ ト コ ル 』 、 J.ワ イ リ ー 社 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1999年 を 参 照 の こ と
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） な ど が あ る 。 樹 脂 と ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い る こ の よ う な 方 法 は 当 業 者 に は 公 知 で あ る
（ 例 え ば Heegaard, N.H.、 J. Mol. Recognit. Winter、 第 11巻 (1～ 6)、 141～ 148ペ ー ジ 、
1998年 ； Hage, D.S.と Tweed, S.A.、 J. Chromatogr. B Biomed. Sci. Appl. 10月 10日 号
、 第 699巻 (1～ 2)、 499～ 525ペ ー ジ 、 1997年 を 参 照 の こ と ） 。 さ ら に 、 溶 液 か ら 複 合 体 を
そ れ 以 上 精 製 す る こ と な く 結 合 を 検 出 す る に は 、 蛍 光 エ ネ ル ギ ー 移 動 法 を 利 用 す る こ と も
で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 PLA2G1Bの 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ を 同 定 す る 。 例 え ば 細 胞 混 合 物 ま た
は 無 細 胞 混 合 物 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 PLA2G1B mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 、 候
補 化 合 物 の 不 在 下 で の PLA2G1B mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 候 補 化
合 物 が 存 在 し て い る と き の ほ う が 不 在 の と き よ り も PLA2G1B mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 が 大 き い 場 合 に は 、 そ の 候 補 化 合 物 は 、 PLA2G1B mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 促 進
剤 で あ る こ と が わ か る 。 逆 に 、 候 補 化 合 物 が 存 在 し て い る と き の ほ う が 不 在 の と き よ り も
PLA2G1B mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 少 な い （ 統 計 的 に 有 意 に 少 な い ） 場 合 に は 、 そ
の 候 補 化 合 物 は 、 PLA2G1B mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 抑 制 剤 で あ る こ と が わ か る 。
PLA2G1B mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル は 、 PLA2G1B mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド を 検
出 す る た め の こ の 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 で 明 ら か に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
PLA2G1B結 合 パ ー ト ナ ー
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 PLA2G1B分 子 と 相 互 作 用 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 す る 。 PLA2G1B分
子 は 、 生 体 内 で 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 の 1個 以 上 の 高 分 子 （ 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド ） と 相 互 作
用 す る こ と が で き る 。 PLA2G1B分 子 と 相 互 作 用 す る こ れ ら の 分 子 の こ と を 、 こ の 明 細 書 で
は “ 結 合 パ ー ト ナ ー ” と 呼 ぶ 。 こ の よ う な 相 互 作 用 を 妨 げ る 分 子 は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 活
性 を 調 節 す る 上 で 役 に 立 つ 可 能 性 が あ る 。 そ の よ う な 分 子 と し て は 、 抗 体 、 ペ プ チ ド 、 小
分 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の 実 施 態 様 で 用 い る 好 ま し い 標 的 遺 伝 子 ／ 産 物 は 、 こ の 明 細 書
で 同 定 し た PLA2G1B遺 伝 子 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に よ り 、 テ ス ト 化 合 物 が 、 PLA2G
1B標 的 分 子 の 下 流 エ フ ェ ク タ ー の 活 性 を 調 節 す る こ と に よ っ て PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 活
性 を 調 節 す る 能 力 を 調 べ る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 す で に 説 明 し た よ う に し て 、 エ フ
ェ ク タ ー 分 子 が 適 切 な 標 的 に 及 ぼ す 活 性 を 調 べ る こ と 、 あ る い は 適 切 な 標 的 へ の エ フ ェ ク
タ ー の 結 合 を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 標 的 遺 伝 子 産 物 と そ の 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 の 結 合 パ ー ト ナ ー （ 例 え ば 基 質 ） の 相 互 作 用
を 阻 止 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め 、 標 的 遺 伝 子 産 物 と 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 反 応 混 合 物 を
、 こ れ ら 2つ の 産 物 が 複 合 体 を 形 成 す る の に 十 分 な 条 件 と 時 間 の も と で 調 製 す る 。 阻 害 剤
を テ ス ト す る た め 、 こ の 反 応 混 合 物 を テ ス ト 化 合 物 の 存 在 下 と 不 在 下 で 供 給 す る 。 テ ス ト
化 合 物 は 、 最 初 か ら 反 応 混 合 物 に 含 ま れ て い て も よ く 、 標 的 遺 伝 子 と そ の 細 胞 内 ま た は 細
胞 外 の 結 合 パ ー ト ナ ー を 添 加 し た 後 に 添 加 し て も よ い 。 対 照 と な る 反 応 混 合 物 は 、 テ ス ト
化 合 物 ま た は プ ラ セ ボ な し で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 標 的 遺 伝 子 産 物 と 細 胞 内 ま た は
細 胞 外 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 間 で 形 成 さ れ る 複 合 体 を す べ て 検 出 す る 。 対 照 反 応 物 の 中 で は
複 合 体 が 形 成 さ れ る が 、 テ ス ト 化 合 物 を 含 む 反 応 混 合 物 の 中 で は 複 合 体 が 形 成 さ れ な い と
い う こ と は 、 そ の 化 合 物 が 、 標 的 遺 伝 子 産 物 と 結 合 パ ー ト ナ ー の 相 互 作 用 を 妨 げ る こ と を
示 し て い る 。 さ ら に 、 テ ス ト 化 合 物 と 正 常 な 標 的 遺 伝 子 産 物 を 含 む 反 応 混 合 物 の 中 で の 複
合 体 の 形 成 を 、 テ ス ト 化 合 物 と 突 然 変 異 し た 標 的 遺 伝 子 産 物 を 含 む 反 応 混 合 物 の 中 で の 複
合 体 の 形 成 と 比 較 す る こ と も で き る 。 こ の 比 較 は 、 突 然 変 異 体 の 相 互 作 用 は 妨 げ る が 正 常
な 標 的 遺 伝 子 産 物 の 相 互 作 用 は 妨 げ な い 化 合 物 を 同 定 す る の が 望 ま し い 場 合 に 重 要 で あ る
可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 不 均 一 な 形 態 ま た は 均 一 な 形 態 で 実 施 す る こ と が で き る 。 不 均 一
ア ッ セ イ は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー を 固 相 に 固 定 さ せ 、 反 応 が 終 了 し た と
き に 固 相 に 固 定 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 操 作 を 含 ん で い る 。 均 一 ア ッ セ イ で は 、 全 反 応 を
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液 相 で 行 な う 。 い ず れ の 方 法 で も 、 反 応 物 質 を 添 加 す る 順 番 を 変 え る こ と で テ ス ト す る 化
合 物 に 関 す る さ ま ざ ま な 情 報 を 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 標 的 遺 伝 子 産 物 と 結 合 パ ー ト ナ
ー の 相 互 作 用 を （ 例 え ば 競 合 に よ っ て ） 妨 げ る テ ス ト 化 合 物 は 、 テ ス ト 化 合 物 の 存 在 下 で
反 応 を 行 な わ せ る こ と に よ っ て 同 定 で き る 。 す で に 形 成 さ れ て い る 複 合 体 を 破 壊 す る 化 合
物 （ 例 え ば 結 合 定 数 が よ り 大 き く て 、 1つ の 成 分 を 複 合 体 か ら 移 動 さ せ る 化 合 物 ） は 、 複
合 体 が 形 成 さ れ た 後 に テ ス ト 化 合 物 を 反 応 混 合 物 に 添 加 す る こ と に よ っ て 調 べ る こ と が で
き る 。 さ ま ざ ま な 形 態 を 以 下 に 簡 単 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 不 均 一 ア ッ セ イ 系 で は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 か 、 あ る い は 相 互 作 用 す る 細 胞 内 ま た は 細 胞 外
の 結 合 パ ー ト ナ ー を 固 体 表 面 （ 例 え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ） に 係 留 し 、 係 留 さ れ て
い な い 化 学 種 を 直 接 ま た は 間 接 に 標 識 す る 。 係 留 さ れ た 化 学 種 は 、 非 共 有 結 合 ま た は 共 有
結 合 に よ っ て 固 定 化 す る こ と が で き る 。 係 留 さ れ る こ と に な る 化 学 種 に 対 し て 特 異 的 な 固
定 化 さ れ た 抗 体 を 利 用 し 、 そ の 化 学 種 を 固 体 表 面 に 係 留 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ア ッ セ イ を 行 な う た め 、 固 定 化 し た 化 学 種 の パ ー ト ナ ー を 、 テ ス ト 化 合 物 で コ ー テ ィ ン
グ し た 表 面 ま た は コ ー テ ィ ン グ し て い な い 表 面 に 曝 露 す る 。 反 応 が 終 了 し た 後 、 反 応 し な
か っ た 成 分 を （ 例 え ば 洗 浄 に よ っ て ） 除 去 す る と 、 形 成 さ れ た あ ら ゆ る 複 合 体 が 固 体 表 面
に 固 定 化 さ れ て 残 る こ と に な る 。 固 定 化 し な か っ た 化 学 種 に あ ら か じ め 標 識 し て あ る 場 合
に 表 面 に 固 定 化 し た 標 識 が 検 出 さ れ る と い う こ と は 、 複 合 体 が 形 成 さ れ た こ と を 意 味 す る
。 固 定 化 し な か っ た 化 学 種 に あ ら か じ め 標 識 し て な い 場 合 に は 、 間 接 的 な 標 識 を 用 い 、 表
面 に 固 定 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 そ の た め に は 、 例 え ば 、 最 初 に 固 定 化 し
て い な い 化 学 種 に 対 し て 特 異 的 な 標 識 を 付 け た 抗 体 を 用 い る （ 今 度 は こ の 抗 体 を 、 例 え ば
標 識 し た 抗 Ig抗 体 で 直 接 ま た は 間 接 に 標 識 す る こ と が で き る ） 。 反 応 成 分 を 添 加 す る 順 番
に 応 じ 、 複 合 体 の 形 成 を 抑 制 す る テ ス ト 化 合 物 、 ま た は す で に 形 成 さ れ て い る 複 合 体 を 破
壊 す る テ ス ト 化 合 物 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 反 応 を テ ス ト 化 合 物 の 存 在 下 と 不 在 下 に て 液 相 中 で 実 施 し 、 反 応 生 成 物 を 反 応 し な か っ
た 成 分 か ら 分 離 し 、 複 合 体 を 検 出 す る こ と も で き る 。 そ の た め に は 、 例 え ば 、 溶 液 中 に 形
成 さ れ る 複 合 体 を 固 定 す る た め の 、 結 合 成 分 の 一 方 に 対 し て 特 異 的 な 固 定 化 し た 抗 体 と 、
固 定 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る た め の 、 他 方 の パ ー ト ナ ー に 対 し て 特 異 的 な 標 識 を 付 け た 抗
体 と を 用 い る 。 こ こ で も 、 反 応 物 質 を 液 相 に 添 加 す る 順 番 に 応 じ 、 複 合 体 の 形 成 を 抑 制 す
る テ ス ト 化 合 物 、 ま た は す で に 形 成 さ れ て い る 複 合 体 を 破 壊 す る テ ス ト 化 合 物 を 同 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 均 一 ア ッ セ イ を 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば す で に 形 成
さ れ て い る 複 合 体 を 、 標 的 遺 伝 子 産 物 と 、 相 互 作 用 す る 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 の 結 合 パ ー ト
ナ ー 生 成 物 と か ら 調 製 す る と き 、 標 的 遺 伝 子 産 物 ま た は そ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 標 識 す る が
、 こ の 標 識 か ら 発 生 す る 信 号 は 、 複 合 体 が 形 成 さ れ る こ と に よ っ て 抑 制 さ れ る （ 例 え ば イ
ム ノ ア ッ セ イ を 行 な う の に こ の 方 法 を 利 用 し て い る ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,109,496号 を
参 照 の こ と ） 。 す で に 形 成 さ れ て い る 複 合 体 か ら の 化 学 種 の 1つ と 競 合 し て そ の 化 学 種 を
移 動 さ せ る テ ス ト 化 合 物 を 添 加 す る と 、 背 景 よ り も 大 き な 信 号 が 発 生 す る 。 こ の よ う に し
て 、 標 的 遺 伝 子 産 物 と 結 合 パ ー ト ナ ー の 相 互 作 用 を 妨 げ る テ ス ト 化 合 物 を 同 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 PLA2G1B分 子 の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 PLA2G1B（ “ PLA2G1B-結 合 ポ リ ペ プ チ ド ” す な わ ち “
PLA2G1B-bp” ） と 結 合 ま た は 相 互 作 用 し て PLA2G1Bの 活 性 に 関 与 す る 他 の ポ リ ペ プ チ ド を
同 定 す る た め の 2ハ イ ブ リ ッ ド ・ ア ッ セ イ ま た は 3ハ イ ブ リ ッ ド ・ ア ッ セ イ で 同 定 す る こ と
も で き る （ 例 え ば ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,283,317号 ； Zervos他 、 Cell、 第 72巻 、 223～ 23
2ペ ー ジ 、 1993年 ； Madura他 、 J. Biol. Chem.、 第 268巻 、 12046～ 12054ペ ー ジ 、 1993年 ；
Bartel他 、 Biotechniques、 第 14巻 、 920～ 924ペ ー ジ 、 1993年 ； Iwabuchi他 、 Oncogene、

10

20

30

40

50

(42) JP 2006-508642 A 2006.3.16



第 8巻 、 1693～ 1696ペ ー ジ 、 1993年 ； Brent、 WO 94/10300を 参 照 の こ と ） 。 こ の よ う な PLA
2G1B-bpは 、 例 え ば PLA2G1Bを 媒 介 と し た シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 下 流 要 素 と し て 、 PLA2G1Bポ
リ ペ プ チ ド ま た は PLA2G1B標 的 に よ る 信 号 の 促 進 剤 ま た は 阻 害 剤 に な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 2ハ イ ブ リ ッ ド 系 は 、 た い て い の 転 写 因 子 が 、 分 離 可 能 な DNA結 合 領 域 と 活 性 化 領 域 か ら
な る た め に モ ジ ュ ー ル と し て の 性 質 を 持 っ て い る こ と に 基 づ い て い る 。 要 す る に 、 ア ッ セ
イ で は 、 2つ の 異 な る 構 造 体 を 利 用 す る 。 一 方 の 構 造 体 で は 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て い る 遺 伝 子 が 、 既 知 の 転 写 因 子 （ 例 え ば GAL-4） の DNA結 合 ド メ イ ン を コ ー ド し て い
る 遺 伝 子 と 融 合 し て い る 。 他 方 の 構 造 体 で は 、 DNA配 列 の ラ イ ブ ラ リ か ら の DNA配 列 で あ っ
て 同 定 さ れ て い な い ポ リ ペ プ チ ド （ “ プ レ イ ” ま た は “ サ ン プ ル ” ） を コ ー ド し て い る DN
A配 列 が 、 既 知 の 転 写 因 子 の 活 性 化 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 と 融 合 し て い る 。 （ P
LA2G1Bポ リ ペ プ チ ド は 、 活 性 化 ド メ イ ン と 融 合 さ せ る こ と も で き る 。 ） “ ベ イ ト ” ポ リ ペ
プ チ ド と “ プ レ イ ” ポ リ ペ プ チ ド が 生 体 内 で 相 互 作 用 し て PLA2G1Bに 依 存 し た 複 合 体 を 形
成 で き る の で あ れ ば 、 転 写 因 子 の DNA結 合 ド メ イ ン と 活 性 化 ド メ イ ン は 近 接 し た 状 態 に あ
る 。 こ の よ う に 近 接 し て い る こ と に よ り 、 転 写 因 子 に 応 答 す る 転 写 調 節 部 位 と 機 能 上 関 連
し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば LacZ） の 転 写 が 可 能 に な る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 検
出 す る こ と が で き る 。 機 能 的 転 写 因 子 を 含 む 細 胞 コ ロ ニ ー を 単 離 し 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ
ド と 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 を 得 る の に 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
治 療 薬 候 補 の 同 定
　 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら し た り 関 連 疾 患 （ 例 え ば 糖 尿 病 ） を 治 療 し た り す る た め の 治 療 薬 候 補
は 、 PLA2G1B核 酸 ま た は PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る テ ス ト 分 子 群 の 中 か ら 同 定 す
る 。 テ ス ト 分 子 は 、 通 常 は 、 例 え ば DNAの 複 製 お よ び ／ ま た は プ ロ セ シ ン グ 、 RNAの 転 写 お
よ び ／ ま た は プ ロ セ シ ン グ 、 ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 お よ び ／ ま た は プ ロ セ シ ン グ 、 PLA2G1B
分 子 の 機 能 の う ち の 少 な く と も 1つ を 変 化 さ せ る （ 例 え ば ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス
ト と な る ） 程 度 に 従 っ て ラ ン ク 付 け し た 後 、 ラ ン キ ン グ の ト ッ プ に 来 る モ ジ ュ レ ー タ を 選
択 す る 。 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 情 報 を 利 用 し て モ ジ ュ レ ー タ の ラ ン ク を 決
め る こ と も で き る 。 治 療 薬 候 補 は 、 一 般 に 製 剤 化 し て 対 象 に 投 与 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
治 療 薬 を 用 い た 治 療
　 製 剤 ま た は 医 薬 組 成 物 は 、 一 般 に 、 薬 理 学 的 に 許 容 可 能 な 基 剤 に 加 え 、 化 合 物 、 ア ン チ
セ ン ス 核 酸 、 PLA2G1Bの 発 現 を 抑 制 で き る siRNA分 子 の ほ か 、 必 要 に 応 じ 、 そ の あ ら ゆ る 転
写 産 物 、 リ ボ ザ イ ム 、 抗 体 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 結 合 パ ー ト ナ ー 、 PLA2G
1B核 酸 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で い る 。 製 剤 化 す る 分 子 と し て は 、 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ 法
で 同 定 し た 分 子 が 可 能 で あ る 。 製 剤 は 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 と 、 薬 理 学
的 に 許 容 可 能 な 基 剤 と を 含 む こ と が で き る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “ 薬 理 学 的 に 許 容 可 能 な 基
剤 ” と い う 表 現 に は 、 投 与 す る 医 薬 組 成 物 に 適 合 し た 溶 媒 、 分 散 媒 体 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗
菌 剤 、 抗 真 菌 剤 、 等 張 剤 、 吸 収 遅 延 剤 な ど が 含 ま れ る 。 追 加 の 活 性 化 合 物 も こ の 組 成 物 に
組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 す で に 説 明 し た よ う に 、 分 泌 さ れ た PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド は 消 化 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が
で き る 。 ト リ グ リ セ リ ド は 、 動 物 に お い て 蓄 積 さ れ る 脂 肪 の 主 要 な 供 給 源 で あ り 、 一 般 に
は エ マ ル ジ ョ ン と し て 胃 か ら 小 腸 に 入 る 。 胆 嚢 か ら の 胆 汁 酸 が そ の よ う な エ マ ル ジ ョ ン と
混 合 す る と ミ セ ル が 形 成 さ れ る 。 そ の と き ト リ グ リ セ リ ド が ミ セ ル の 中 心 に 封 入 さ れ 、 ミ
セ ル の 外 面 は 、 リ ン 脂 質 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 胆 汁 塩 な ど の 極 性 部 分 で 構 成 さ れ る 。 胆 汁 酸
も 同 様 の 構 造 を 形 成 し 、 例 え ば エ マ ル ジ ョ ン 化 し た 液 滴 状 脂 質 、 多 層 の 小 胞 、 単 層 の 小 胞
、 混 合 し た ミ セ ル に な る こ と が で き る 。 こ の よ う な 構 造 の 中 心 に 位 置 す る ト リ グ リ セ リ ド
は 、 双 極 性 外 側 層 に よ っ て 膵 臓 の リ パ ー ゼ や コ リ パ ー ゼ の 加 水 分 解 作 用 か ら 保 護 さ れ る 。
PLA2ポ リ ペ プ チ ド が 分 泌 さ れ て 消 化 系 （ 例 え ば 小 腸 、 大 腸 、 胃 ） に 入 る と 、 リ ン 脂 質 が 加
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水 分 解 さ れ て 遊 離 脂 肪 酸 と リ ゾ リ ン 脂 質 に な る 。 リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 に よ っ て ミ セ ル な ら
び に そ れ と 同 様 の 構 造 が 分 解 さ れ 、 ト リ グ リ セ リ ド が 消 化 系 に 入 る 。 す る と リ パ ー ゼ を 媒
介 と し た 加 水 分 解 に よ り 、 そ の ト リ グ リ セ リ ド が 、 脂 肪 を 形 成 す る 遊 離 脂 肪 酸 に な る 。 ま
た 、 加 水 分 解 さ れ た リ ン 脂 質 か ら 放 出 さ れ た リ ゾ リ ン 脂 質 は 穏 や か な 洗 浄 特 性 を 持 つ た め
、 ト リ グ リ セ リ ド を 封 入 し て い る リ ン 脂 質 に よ っ て 形 成 さ れ た ミ セ ル よ り も 小 さ な ミ セ ル
に な る 。 よ り 小 さ な ミ セ ル は 、 リ パ ー ゼ に よ る 分 解 に 対 す る 感 受 性 が よ り 大 き い た め 、 封
入 さ れ た ト リ グ リ セ リ ド が 加 水 分 解 さ れ て 脂 肪 を 形 成 す る 脂 肪 酸 に な る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 し た が っ て 分 泌 さ れ る PLA2分 子 （ 例 え ば PLA2G1B） を 抑 制 す る と 、 脂 肪 の 蓄 積 を 直 接 的
、 間 接 的 に 減 ら す こ と が で き る 。 特 に 、 分 泌 さ れ る PLA2分 子 の 阻 害 剤 は 、 （ 1） リ ン 脂 質
の 加 水 分 解 を 直 接 的 に 減 ら す こ と が で き 、 そ の 結 果 と し て ミ セ ル の 破 壊 が 減 る た め 、 リ パ
ー ゼ を 媒 介 と し た 加 水 分 解 に よ っ て 遊 離 脂 肪 酸 に す る の に 利 用 で き る 遊 離 ト リ グ リ セ リ ド
の 濃 度 が 低 下 し 、 （ 2） リ ゾ リ ン 脂 質 に よ っ て 形 成 さ れ た よ り 小 さ な ミ セ ル の 量 を 間 接 的
に 減 ら す こ と が で き 、 そ の 結 果 と し て リ パ ー ゼ を 媒 介 と し て ト リ グ リ セ リ ド か ら 放 出 さ れ
る 遊 離 脂 肪 酸 の 濃 度 が 低 下 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 分 泌 さ れ る PLA2分 子 （ 例 え ば PLA2G1B） の 阻 害 剤 は 、 そ の 標 的 と 消 化 管 （ 特 に 小 腸 、 大
腸 、 胃 ） の 中 で 相 互 作 用 す る こ と が し ば し ば あ る 。 し た が っ て 分 泌 さ れ た PLA2分 子 を 消 化
管 の 中 で 抑 制 す る に は 血 清 中 で の 生 物 学 的 利 用 能 は 必 要 な い 。 “ 生 物 学 的 利 用 能 ” は 、 静
脈 内 投 与 の 場 合 を 生 物 学 的 利 用 能 が 100％ で あ る と し て 比 較 し た と き の 、 所 定 の 投 与 経 路
に 従 っ て あ る 時 間 が 経 過 し た と き の 化 合 物 の 血 清 濃 度 を 意 味 す る 。 あ る 物 質 の 血 清 生 物 学
的 利 用 能 を 明 ら か に す る た め の 分 析 方 法 が い く つ か 存 在 し て い る （ 例 え ば HPLC、 LC/MS、
ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ ） 。 そ の う ち の 任 意 の 方 法 を 利 用 し て 血 清 生 物 学 的 利 用 能 を 明 ら か
に す る こ と が で き る 。 分 泌 さ れ た ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば PLA2G1B） を 標 的 に す る 場 合 に
は 、 血 清 生 物 学 的 利 用 能 が 検 出 で き な い モ ジ ュ レ ー タ が し ば し ば 利 用 さ れ る 。 と い う の も
、 血 清 生 物 学 的 利 用 能 は 望 ま し く な い 副 作 用 を 起 こ す 可 能 性 が あ る か ら で あ る 。 し ば し ば
利 用 さ れ る の は 、 （ 投 与 し た モ ジ ュ レ ー タ の 全 量 と 比 べ て ） 血 清 生 物 学 的 利 用 能 が 2％ 以
下 、 5％ 以 下 、 10％ 以 下 、 15％ 以 下 、 20％ 以 下 、 25％ 以 下 の モ ジ ュ レ ー タ で あ る 。 消 化 管
以 外 の 領 域 で ホ ス ホ リ パ ー ゼ を 標 的 に す る と き に は 、 血 清 生 物 学 的 利 用 能 が 30％ 以 上 、 40
％ 以 上 、 50％ 以 上 、 60％ 以 上 、 70％ 以 上 、 80％ 以 上 、 90％ 以 上 の モ ジ ュ レ ー タ も 使 用 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 脂 肪 酸 は PPAR-γ の 発 現 を 促 進 し 、 そ の こ と に よ っ て 脂 肪 細 胞 の 分
化 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る た め 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ 例 え ば PLA2G1B） が 消 化 管 の
外 部 で 抑 制 さ れ る と 脂 肪 細 胞 の 分 化 が 減 る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 リ パ ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば オ ル リ ス タ ッ ト ） は 、 ト リ グ リ セ リ ド か ら 放 出 さ れ る 遊 離 脂 肪
酸 を 減 ら す た め 、 対 象 の 体 内 に お け る 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す こ と が で き る 。 リ パ ー ゼ 阻 害 剤
の 投 与 に 応 答 し て 脂 肪 の 蓄 積 が 減 っ た 対 象 は 、 特 異 的 PLA2阻 害 剤 が 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す か
ど う か を 調 べ る た め の 望 ま し い 候 補 で あ る 。 し た が っ て リ パ ー ゼ 阻 害 剤 に 対 す る 応 答 を 、
特 異 的 PLA2阻 害 剤 が 脂 肪 の 蓄 積 に 及 ぼ す 効 果 を 評 価 す る 研 究 に お い て 対 象 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る た め の パ ラ メ ー タ と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 オ ル リ ス タ ッ ト の 1つ の 副 作 用 は 、 脂 肪 便 で あ る 。 こ れ は お そ ら く 、 便 中 の ト リ グ リ セ
リ ド 含 有 量 が 増 大 し た た め で あ ろ う 。 腸 内 の 大 量 の 親 油 性 物 質 （ 例 え ば ト リ グ リ セ リ ド ）
は 、 糞 の 基 質 を 破 壊 し 、 固 く て 形 が は っ き り し た 便 の 形 成 を 妨 げ る こ と が で き る 。 そ の こ
と は 、 液 体 石 油 ラ ク タ ム や 油 （ 例 え ば オ リ ー ブ 油 ） が 便 を 柔 ら か く す る 効 果 を 持 つ こ と に
よ っ て 証 明 さ れ る （ Curry、 下 剤 ； 『 医 師 の 処 方 が い ら な い 薬 』 、 75～ 97ペ ー ジ ； ア メ リ
カ 医 薬 協 会 、 ワ シ ン ト ン D.C.、 1986年 ） 。 糞 の 基 質 が こ の よ う に 破 壊 さ れ る と 、 通 常 よ り
は 柔 ら か い 便 が で き 、 場 合 に よ っ て は 下 痢 が 見 ら れ る こ と も あ る 。 対 象 に ホ ス ホ リ パ ー ゼ
阻 害 剤 を 投 与 す る 場 合 、 あ る い は ホ ス ホ リ パ ー ゼ 阻 害 剤 を リ パ ー ゼ 阻 害 剤 と 組 み 合 わ せ て
投 与 す る 場 合 に は 、 リ パ ー ゼ 阻 害 剤 だ け を 投 与 す る 場 合 と 比 較 し て 便 の 組 成 を 変 化 さ せ る
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こ と が で き る （ 例 え ば ト リ グ リ セ リ ド の 含 有 量 が 低 下 す る ） た め 、 便 が 固 く な る 。 し た が
っ て ホ ス ホ リ パ ー ゼ 阻 害 剤 を リ パ ー ゼ 阻 害 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と に よ り 、 あ る い
は リ パ ー ゼ 阻 害 剤 な し で ホ ス ホ リ パ ー ゼ 阻 害 剤 を 投 与 す る こ と に よ り 、 リ パ ー ゼ 阻 害 剤 の
好 ま し く な い 副 作 用 を 避 け る こ と が で き る 。 こ の よ う な 治 療 戦 略 に よ っ て や は り 避 け る こ
と が で き る 他 の 副 作 用 と し て は 、 油 性 の 斑 点 、 放 屁 、 排 便 の 増 加 、 便 失 禁 、 ビ タ ミ ン Aと
ビ タ ミ ン Dの 不 足 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 阻 害 剤 を 投 与 さ れ た 対 象 か ら の 便 サ
ン プ ル は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ 阻 害 剤 を 投 与 し た 後 の 任 意 の 時 間 （ 例 え ば 1、 2、 3、 4、 5、 10
、 15、 20、 24、 48時 間 ま た は そ れ 以 上 ） で 特 徴 づ け る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 し た が っ て こ の 明 細 書 に は 、 対 象 の 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 方 法 で あ っ て 、 対 象 の 消 化 管 に
お け る PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 抑 制 す る 分 子 を そ の 対 象 に 投 与 す る 操 作 を 含 む 方 法
が 記 載 さ れ て い る 。 こ の 明 細 書 に は 、 対 象 の 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 方 法 で あ っ て 、 PLA2G1B
ポ リ ペ プ チ ド を 抑 制 す る 分 子 を 対 象 に 投 与 す る 操 作 を 含 ん で お り 、 そ の 分 子 を 投 与 し た 後
に 対 象 が 激 し い 下 痢 を 経 験 す る こ と が な い か 、 そ の 分 子 が 、 リ パ ー ゼ 阻 害 剤 が 引 き 起 こ す
よ り も 軽 度 の 脂 肪 便 を 対 象 に 誘 導 す る た め 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 抑 制 に よ り 、 対 象 に
蓄 積 さ れ る 脂 肪 が 減 る 方 法 も 記 載 さ れ て い る 。 対 象 の 消 化 管 に は 、 例 え ば 小 腸 、 大 腸 、 胃
、 膵 臓 、 胆 嚢 が 含 ま れ る 。 上 記 分 子 は 化 合 物 で あ る こ と が 多 く 、 そ の 化 合 物 は 、 対 象 の 血
清 中 で の 生 物 学 的 利 用 能 が そ れ ほ ど 大 き く な い こ と が し ば し ば あ る 。 こ の 明 細 書 で は 、 “
PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 機 能 ” ま た は “ PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 活 性 ” と い う 表 現 は 、 例 え
ば 、 触 媒 に よ る リ ン 脂 質 の 加 水 分 解 、 お よ び ／ ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る PLA2G1Bポ
リ ペ プ チ ド の 結 合 を 意 味 す る 。 化 合 物 は 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ の 活 性 部 位 に お い て リ ン
脂 質 と 競 合 す る こ と に よ っ て 、 お よ び ／ ま た は プ ロ PLA2G1Bが ト リ プ シ ン を 触 媒 と し て 開
裂 し て 活 性 形 態 の PLA2G1Bに な る こ と に よ っ て 、 お よ び ／ ま た は PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド が 結
合 パ ー ト ナ ー と 相 互 作 用 す る 確 率 を 小 さ く す る こ と に よ っ て 、 PLA2G1Bの 機 能 を 抑 制 す る
こ と が で き る 。 抑 制 分 子 は 、 後 述 す る 方 法 の う ち の 任 意 の 方 法 で 投 与 す る こ と が で き る が
、 対 象 に 経 口 投 与 す る こ と が 多 い 。 分 子 は 、 食 前 、 食 中 、 食 後 に 投 与 す る こ と が で き る 。
分 子 は 、 液 体 ま た は 固 体 の 投 与 形 態 と な る よ う に 製 剤 化 す る と よ い 。 対 象 に は 、 PLA2G1B
機 能 の 阻 害 剤 を 投 与 ま た は 自 己 投 与 す る こ と 、 あ る い は PLA2G1B機 能 の 阻 害 剤 に リ パ ー ゼ
阻 害 剤 （ 例 え ば オ ル リ ス タ ッ ト ） 、 ま た は コ リ パ ー ゼ 阻 害 剤 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ
を 組 み 合 わ せ て 投 与 ま た は 自 己 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 分 子 が 便 の 固 さ に 及 ぼ す 効 果 は 、 分 子 を 投 与 し た 後 に 対 象 が 激 し い 下 痢 を 経 験 す る か ど
う か を 調 べ る こ と で 評 価 で き 、 リ パ ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば オ ル リ ス タ ッ ト ） を 投 与 さ れ た 対
象 の 便 の 固 さ と 比 較 す る と よ い 。 リ パ ー ゼ 阻 害 剤 を 投 与 さ れ た 対 象 か ら の 便 よ り も 便 を 固
く す る 分 子 を 複 数 の 対 象 に 対 し て さ ら に テ ス ト す る こ と が あ る 。 分 子 を 投 与 さ れ た 対 象 の
一 部 は 激 し い 下 痢 を 経 験 し な い 可 能 性 が あ り 、 分 子 を 投 与 さ れ た 後 に 激 し い 下 痢 を 経 験 す
る 対 象 は 、 60％ 以 下 、 50％ 以 下 、 40％ 以 下 、 30％ 以 下 、 20％ 以 下 、 10％ 以 下 、 5％ 以 下 で
あ ろ う 。 あ る 対 象 が 激 し い 下 痢 を 経 験 し て い る か ど う か を 調 べ る た め 、 便 サ ン プ ル を 特 徴
づ け る の に 、 例 え ば 粘 性 （ 例 え ば ピ ー ク 力 単 位 、 McRorie他 、 Regul. Toxicol. Pharmacol
.、 第 31巻 、 59～ 67ペ ー ジ 、 2000年 ） ； 空 腸 の 絨 毛 の 高 さ 、 便 の 重 量 、 便 中 の 脂 肪 含 有 量
、 胆 汁 酸 の 含 有 量 （ Vuoristoと Miettinen、 Scand. J. Gastroenterol.、 第 22巻 、 289～ 29
4ペ ー ジ 、 1987年 ） ； ト リ グ リ セ リ ド 、 脂 肪 酸 、 リ ン 脂 質 の 含 有 量 を 用 い る と よ い 。 粘 性
に 関 し て は 、 固 い 便 サ ン プ ル は ピ ー ク 力 単 位 （ PF） が 1300以 上 に な る こ と が あ り ； 柔 ら か
い 便 サ ン プ ル は 、 600PF以 下 、 500PF以 下 、 400PF以 下 、 300PF以 下 、 200PF以 下 に な る こ と
が あ り ； PLA2G1B阻 害 剤 を 対 象 に 投 与 し た 後 の 便 サ ン プ ル は 、 600PF以 上 、 700PF以 上 、 800
PF以 上 、 900PF以 上 、 1000PF以 上 、 1100PF以 上 、 1200PF以 上 に な る こ と が あ る 。 便 の 脂 肪
は 、 Van de Kamer他 、 J. Biol. Chem.、 第 177巻 、 347～ 355ペ ー ジ 、 1949年 に 記 載 さ れ て
い る よ う に し て 特 徴 づ け る こ と が で き 、 そ の 範 囲 は 、 便 100gに つ き 0.5～ 25g（ 例 え ば 0.5g
以 上 、 2g以 上 、 5g以 上 、 10g以 上 、 15g以 上 、 20g以 上 ） に な る 可 能 性 が あ る 。 便 の 胆 汁 酸
含 有 量 は 、 Vuoristo他 、 Gastroenterology、 第 78巻 、 1518～ 1525ペ ー ジ 、 1980年 に 記 載 さ
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れ て い る よ う に し て 特 徴 づ け る こ と が で き 、 そ の 範 囲 は 、 PLA2G1B阻 害 剤 を 対 象 に 投 与 し
た 後 に 0.01～ 20mM（ 例 え ば 0.1mM以 上 、 1mM以 上 、 5mM以 上 、 10mM以 上 、 15mM以 上 ） に な る
可 能 性 が あ る 。 便 に 含 ま れ る 水 分 は 、 Vuoristoと Miettinenの 上 記 文 献 に 記 載 さ れ て い る
よ う に し て 特 徴 づ け る こ と が で き 、 そ の 範 囲 は 、 1日 に 50～ 200g（ 例 え ば 50g以 上 、 100g以
上 、 150g以 上 ） に な る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 便 の 脂 肪 は 、 よ く 知 ら れ た 方 法 で 定 量 化 す
る と 1日 に つ き 2～ 7g、 す な わ ち 0～ 19重 量 ％ に な り 、 定 性 的 に は ス ダ ン 染 色 テ ス ト で 評 価
で き る 。 中 性 脂 肪 の 通 常 の 範 囲 は 、 60滴 /HPF以 下 で あ り 、 全 脂 肪 （ す な わ ち 中 性 脂 肪 、 石
鹸 、 脂 肪 酸 ） の 通 常 の 範 囲 は 、 100滴 /HPF以 下 で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 予 定 す る 投 与 経 路 に 適 合 す る よ う に 製 剤 化 す る 。 投 与 経 路 の 具 体 例 と し
て は 、 非 経 口 （ 例 え ば 静 脈 内 、 皮 膚 内 、 皮 下 、 口 内 （ 例 え ば 吸 入 ） 、 経 皮 （ 局 所 ） 、 経 粘
膜 、 直 腸 な ど が 挙 げ ら れ る 。 非 経 口 、 皮 膚 内 、 皮 下 の 用 途 で 用 い ら れ る 溶 液 ま た は 懸 濁 液
は 、 減 菌 希 釈 液 （ 例 え ば 注 射 用 の 水 、 生 理 食 塩 水 、 不 揮 発 性 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 他 の 合 成 溶 媒 ） ； 抗 菌 剤 （ 例 え ば ベ ン ジ ル ア ル コ
ー ル 、 メ チ ル パ ラ ベ ン ） ； 酸 化 防 止 剤 （ 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 、 亜 硫 酸 水 素 塩 ） ； キ レ ー
ト 剤 （ 例 え ば エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ） ； 緩 衝 溶 液 （ 例 え ば 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 リ ン 酸
塩 ） 、 張 性 を 調 節 す る た め の 物 質 （ 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 デ キ ス ト ロ ー ス ） を 含 む こ と
が で き る 。 pHは 、 酸 ま た は 塩 基 （ 例 え ば 塩 酸 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム ） を 用 い て 調 節 す る こ と
が で き る 。 非 経 口 用 調 製 物 は 、 ア ン プ ル 、 使 い 捨 て 注 射 器 、 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク で
で き た 複 数 用 量 バ イ ア ル の 中 に 封 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 経 口 組 成 物 は 、 一 般 に 、 不 活 性 な 希 釈 剤 ま た は 食 べ ら れ る 基 剤 を 含 ん で い る 。 治 療 を 目
的 と し て 経 口 投 与 す る た め に は 、 活 性 化 合 物 を 賦 形 剤 と 組 み 合 わ せ 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 カ
プ セ ル （ 例 え ば ゼ ラ チ ン ・ カ プ セ ル ） の 形 態 で 使 用 す る 。 経 口 用 組 成 物 は 、 う が い 薬 と し
て 使 用 す る た め の 流 体 基 剤 を 用 い て 調 製 す る こ と も で き る 。 薬 理 学 的 に 適 合 性 の あ る 結 合
剤 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト 材 料 が 組 成 物 の 一 部 と し て 含 ま れ て い て も よ い 。 錠 剤 、 ピ
ル 、 カ プ セ ル 、 ト ロ ー チ な ど は 、 以 下 に 示 す 任 意 の 成 分 、 ま た は 性 質 の 似 た 化 合 物 を 含 む
こ と が で き る ： 結 合 剤 （ 例 え ば 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム 、 ゼ ラ チ ン ） ； 賦 形
剤 （ 例 え ば デ ン プ ン 、 ラ ク ト ー ス ） ； 分 解 剤 （ 例 え ば ア ル ギ ン 酸 、 プ リ モ ゲ ル 、 コ ー ン ス
タ ー チ ） ； 潤 滑 剤 （ 例 え ば ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ロ ー ト ） ； 流 動 促 進 剤 （ 例 え
ば コ ロ イ ド 状 二 酸 化 ケ イ 素 ） ； 甘 味 剤 （ 例 え ば シ ョ 糖 、 サ ッ カ リ ン ） ； 香 味 剤 （ 例 え ば ペ
パ ー ミ ン ト 、 サ リ チ ル 酸 メ チ ル 、 オ レ ン ジ ・ フ レ ー バ ー ） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 注 射 の 用 途 に 適 し た 医 薬 組 成 物 と し て は 、 減 菌 水 溶 液 （ 水 に 溶 け る 場 合 ） ま た は 減 菌 分
散 液 や 、 注 射 可 能 な 減 菌 溶 液 ま た は 分 散 液 を 必 要 に 応 じ て 調 製 す る た め の 減 菌 粉 末 な ど が
挙 げ ら れ る 。 静 脈 内 投 与 の た め の 適 切 な 基 剤 と し て は 、 生 理 食 塩 水 、 静 菌 水 、 ク レ モ フ ォ
ア EL（ 登 録 商 標 ） （ BASF社 、 パ ー シ パ ニ ー 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） 、 リ ン 酸 緩 衝 溶 液 （ PB
S） な ど が 挙 げ ら れ る 。 い ず れ の 場 合 に も 、 組 成 物 は 減 菌 状 態 で な く て は な ら ず 、 容 易 に
注 射 器 に 充 填 で き る 程 度 の 流 動 性 を 持 っ て い な く て は な ら な い 。 組 成 物 は 、 製 造 条 件 下 と
保 管 条 件 下 で 安 定 で な く て は な ら ず 、 微 生 物 （ 例 え ば 細 菌 や 真 菌 ） の 汚 染 作 用 か ら 保 護 さ
れ て い な く て は な ら な い 。 基 剤 と し て は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ
リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） や 、 こ れ ら の 適
切 な 混 合 物 を 含 む 溶 媒 ま た は 分 散 媒 体 が 可 能 で あ る 。 適 切 な 流 動 性 を 維 持 す る に は 、 例 え
ば コ ー テ ィ ン グ （ 例 え ば レ ク チ ン ） を 利 用 し た り 、 必 要 な 粒 径 を 維 持 し た り （ 分 散 液 の 場
合 ） 、 界 面 活 性 剤 を 利 用 し た り す る と よ い 。 微 生 物 の 作 用 を 防 ぐ に は 、 さ ま ざ ま な 抗 菌 剤
や 抗 真 菌 剤 （ 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ
サ ー ル な ど ） を 用 い る と よ い 。 多 く の 場 合 、 等 張 剤 （ 例 え ば 糖 、 ポ リ ア ル コ ー ル （ 例 え ば
マ ン ニ ト ー ル ） 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム ） が 組 成 物 に 含 ま れ て い る こ と が 好 ま し
か ろ う 。 吸 収 を 遅 延 さ せ る 物 質 （ 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム や ゼ ラ チ ン ） を 組
成 物 に 含 め る こ と に よ り 、 注 射 可 能 な 組 成 物 の 吸 収 時 間 を 長 く す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ７ ３ 】
　 注 射 可 能 な 減 菌 溶 液 は 、 必 要 量 の 活 性 化 合 物 と 、 上 記 成 分 の う ち の 1つ ま た は 組 み 合 わ
せ た も の を 適 切 な 溶 媒 の 中 に 入 れ た 後 、 濾 過 減 菌 す る こ と に よ っ て 調 製 で き る 。 一 般 に 、
分 散 液 は 、 活 性 成 分 を 、 塩 基 性 分 散 媒 体 と 上 記 成 分 の 中 か ら 選 択 し た 必 要 な 他 の 成 分 と を
含 む 減 菌 ビ ヒ ク ル に 組 み 込 む こ と に よ っ て 調 製 す る 。 注 射 可 能 な 減 菌 溶 液 の た め の 減 菌 粉
末 の 場 合 に は 、 真 空 乾 燥 と 凍 結 乾 燥 が 好 ま し い 調 製 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 に よ り 、 活 性 成
分 と 、 以 前 に 濾 過 減 菌 し た 溶 液 か ら の 望 ま し い 追 加 成 分 か ら な る 粉 末 が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 吸 入 に よ っ て 投 与 す る た め に は 、 化 合 物 を 、 適 切 な 推 進 剤 （ 例 え ば 二 酸 化 炭 素 な ど の ガ
ス や 、 噴 霧 剤 ） を 含 む 加 圧 容 器 ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー か ら エ ー ロ ゾ ル ・ ス プ レ ー の 形 態 で
供 給 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 経 粘 膜 手 段 ま た は 経 皮 手 段 に よ っ て 全 身 投 与 す る こ と も で き る 。 経 粘 膜 投 与 ま た は 経 皮
投 与 す る た め に は 、 障 壁 を 透 過 さ せ る の に 適 し た 浸 透 剤 を 製 剤 中 で 使 用 す る 。 そ の よ う な
浸 透 剤 は 一 般 に 従 来 技 術 で 知 ら れ て お り 、 例 え ば 経 粘 膜 投 与 の 場 合 に は 、 洗 浄 剤 、 胆 汁 塩
、 フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 な ど で あ る 。 経 粘 膜 投 与 は 、 鼻 腔 ス プ レ ー ま た は 坐 薬 に よ っ て 実 現 す
る こ と が で き る 。 経 皮 投 与 す る に は 、 一 般 に 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る よ う に 、 活 性 成 分 を
軟 膏 、 ゲ ル 、 ク リ ー ム の 形 態 に す る 。 分 子 は 、 坐 薬 （ 例 え ば コ コ ア バ タ ー や そ れ 以 外 の グ
リ セ リ ド と い っ た 従 来 か ら あ る 坐 薬 ベ ー ス を 用 い る ） ま た は 持 続 浣 腸 の 形 態 に 調 製 し て 直
腸 か ら 供 給 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 活 性 分 子 は 、 体 内 か ら 化 合 物 が 急 速 に 排 泄 さ れ る の を 防 ぐ 基 剤 （ 例 え
ば イ ン プ ラ ン ト や マ イ ク ロ カ プ セ ル 式 送 達 シ ス テ ム な ど の 制 御 放 出 製 剤 ） を 用 い て 調 製 す
る 。 生 体 分 解 性 、 生 体 適 合 性 の あ る ポ リ マ ー と し て 、 例 え ば エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ 無
水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 ポ リ 酢 酸 を 使 用 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う な 製 剤 の 調 製 方 法 は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 材 料 は 、 ア ル ザ 社 や
ノ ヴ ァ ・ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ズ 社 か ら 市 販 さ れ て い る も の を 入 手 で き る 。 リ ポ ソ ー ム
懸 濁 液 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ウ イ ル ス 抗 原 に 取 り 付 い た 感 染 細 胞 を 標 的 と す る リ ポ ソ ー
ム を 含 む ） も 、 薬 理 学 的 に 許 容 可 能 な 基 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液
は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 そ の 方 法 は 、 例 え ば ア メ リ カ 合
衆 国 特 許 第 4,522,811号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 容 易 に 投 与 で き る よ う に す る た め 、 ま た 用 量 が 均 一 に な る よ う に す る た め 、 経 口 組 成 物
ま た は 非 経 口 組 成 物 は 単 位 用 量 の 形 態 に す る こ と が 望 ま し い 。 こ の 明 細 書 で は 、 単 位 用 量
の 形 態 と は 、 治 療 す る 対 象 の 1回 分 の 用 量 と し て 適 し た 、 物 理 的 に 分 離 し た 単 位 を 意 味 す
る 。 そ れ ぞ れ の 単 位 に は 、 望 む 治 療 効 果 が 生 じ る よ う に 計 算 し た 所 定 量 の 活 性 化 合 物 と 、
必 要 な 薬 理 学 的 基 剤 が 含 ま れ て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 こ の よ う な 化 合 物 の 毒 性 と 治 療 効 果 は 、 培 養 細 胞 ま た は 実 験 動 物 で 標 準 的 な 薬 理 学 的 手
続 き を 行 な う こ と に よ っ て 調 べ ら れ る 。 例 え ば LD 5 0 （ 全 体 の 50％ が 死 亡 す る 用 量 ） や ED 5 0
（ 全 体 の 50％ に 治 療 効 果 が あ る 用 量 ） を 測 定 す る 。 毒 性 効 果 と 治 療 効 果 の 用 量 比 が 治 療 指
数 で あ り 、 比 LD 5 0 /ED 5 0 と し て 表 わ さ れ る 。 治 療 指 数 が 大 き な 分 子 が 好 ま し い 。 毒 性 副 作
用 を 示 す 分 子 も 使 用 で き る と は い え 、 非 感 染 細 胞 に 対 す る 潜 在 的 な ダ メ ー ジ を 最 少 に し 、
そ の 結 果 と し て 副 作 用 を 減 ら す た め 、 そ の よ う な 分 子 を 感 染 部 位 に 向 け る 送 達 シ ス テ ム を
注 意 深 く 設 計 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 細 胞 培 養 ア ッ セ イ と 動 物 の 研 究 で 得 ら れ た デ ー タ を 利 用 し 、 ヒ ト で 使 用 す る た め の 用 量
の 範 囲 を 決 め る こ と が で き る 。 こ の よ う な 分 子 の 用 量 は 、 毒 性 が わ ず か で あ る か 存 在 し な
い よ う な ED 5 0 が 含 ま れ る 循 環 濃 度 の 範 囲 に す る こ と が 好 ま し い 。 用 量 は 、 利 用 す る 製 剤 の
形 態 や 投 与 経 路 に 応 じ て こ の 範 囲 で 変 え る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 で 利 用 す る ど の 分
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子 で も 、 治 療 に 有 効 な 用 量 は 、 ま ず 最 初 に 細 胞 培 養 ア ッ セ イ で 決 め る こ と が で き る 。 用 量
は 、 細 胞 培 養 物 で 決 め た IC 5 0 （ す な わ ち 半 数 で 症 状 を 抑 制 す る テ ス ト 化 合 物 の 濃 度 ） を 含
む 循 環 血 漿 濃 度 が モ デ ル 動 物 で 実 現 さ れ る よ う に 決 め る こ と が で き る 。 こ の よ う な 情 報 を
利 用 し 、 ヒ ト で 有 効 な 用 量 を よ り 正 確 に 決 定 す る こ と が で き る 。 血 漿 中 の レ ベ ル は 、 例 え
ば 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 こ の 明 細 書 で は 、 治 療 に 有 効 な 量 （ す な わ ち 有 効 用 量 ） の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ
ド は 、 体 重 1kgに つ き 約 0.001～ 30mgで あ る 。 こ の 値 は 、 体 重 1kgに つ き 約 0.01～ 25mgの こ
と が あ り 、 約 0.1～ 20mgで あ る こ と が 多 く 、 約 1～ 10mg、 2～ 9mg、 3～ 8mg、 4～ 7mg、 5～ 6mg
の こ と の ほ う が 多 い 。 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 週 間 に 1回 、 約 1～ 10週 間 に わ
た っ て 、 時 に は 2～ 8週 間 に わ た っ て 、 し ば し ば 約 3～ 7週 間 に わ た っ て 、 そ れ よ り も 多 く の
場 合 に 約 4、 5、 6週 間 に わ た っ て 投 与 す る と よ い 。 当 業 者 で あ れ ば 、 い く つ か の 因 子 （ 例
え ば 、 対 象 の 疾 患 ま た は 症 状 の 程 度 、 以 前 の 治 療 、 一 般 的 な 健 康 状 態 、 年 齢 、 存 在 し て い
る 他 の 疾 患 ） が 、 対 象 を 効 果 的 に 治 療 す る の に 必 要 な 用 量 と タ イ ミ ン グ に 影 響 を 与 え る 可
能 性 の あ る こ と が 理 解 で き よ う 。 さ ら に 、 治 療 に 有 効 な 量 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
抗 体 を 用 い た 対 象 の 治 療 に は 、 1回 だ け の 治 療 と 複 数 回 の 治 療 が 含 ま れ る が 、 後 者 が 好 ま
し い 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 製 剤 に 関 し て は 、 こ の 明 細 書 に お い て 、 対 象 の 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 、 あ る
い は NIDDMを 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 （ a） 配 列 番 号 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ b） 配 列
番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ c
） 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 90％ 以 上 同 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 配 列 番
号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 以 上 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ； （ d） 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 い ず れ か の 断 片 ； か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る PLA2G
1Bタ ン パ ク 質 を 、 そ の PLA2G1Bタ ン パ ク 質 を 必 要 と し て い る 対 象 の 1個 以 上 の 細 胞 と 接 触 さ
せ る 操 作 を 含 ん で お り 、 対 象 の 1個 以 上 の 細 胞 に PLA2G1Bタ ン パ ク 質 を 接 触 さ せ る こ の 操 作
に よ り 、 脂 肪 の 蓄 積 が 減 少 す る 、 お よ び ／ ま た は 肥 満 が 緩 和 す る 、 お よ び ／ ま た は NIDDM
が 緩 和 す る 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 PLA2G1Bタ ン パ ク 質 は 、 脂 肪 の 蓄 積 、 お よ び ／ ま た は
肥 満 、 お よ び ／ ま た は NIDDMの リ ス ク が あ る と 予 想 さ れ る 対 象 、 あ る い は 肥 満 ま た は NIDDM
で あ る と 診 断 さ れ た 対 象 に 対 し 、 生 体 内 投 与 す る （ 例 え ば 対 象 に 注 射 す る ） 、 生 体 外 投 与
す る （ 例 え ば 対 象 か ら の 細 胞 を ペ ト リ 皿 の 中 で こ の タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ た 後 、 接 触 さ せ
た 細 胞 を 対 象 に 戻 す ） 、 試 験 管 内 投 与 す る （ 例 え ば 対 象 か ら の 細 胞 を ペ ト リ 皿 の 中 で こ の
タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ 、 そ の タ ン パ ク 質 が そ の 細 胞 に 及 ぼ す 効 果 を 観 察 す る ） こ と が し ば
し ば あ る 。 対 象 は 、 ヒ ト で あ る こ と が 多 い 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 抗 体 に 関 し て は 、 用 量 と し て 、 体 重 1kgに つ き 0.1mg（ 一 般 に 10～ 20mg） に す る こ と が 多
い 。 抗 体 を 脳 内 で 作 用 さ せ る 場 合 に は 、 体 重 1kgに つ き 50～ 100mgと い う 用 量 が 適 切 で あ る
こ と が 多 い 。 一 般 に 、 部 分 的 ヒ ト 抗 体 と 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト の 体 内 に お け る 半 減 期 が 他
の 抗 体 よ り も 長 い 。 し た が っ て 用 量 を よ り 少 な く し 、 投 与 回 数 を よ り 少 な く す る こ と が し
ば し ば 可 能 で あ る 。 脂 質 化 な ど の 修 飾 を 利 用 し て 抗 体 を 安 定 化 さ せ 、 取 り 込 み と 組 織 （ 例
え ば 脳 ） へ の 浸 透 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 抗 体 を 脂 質 化 す る 方 法 は 、 Cruikshank他 、
J. Acquired Immune Deficiency Syndromes and Human Retrovirlogy、 第 14巻 、 193ペ ー
ジ 、 1997年 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 抗 体 共 役 体 を 利 用 し て 所 定 の 生 物 学 的 応 答 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 薬 剤 部 分
と し て は 、 望 む 生 物 学 的 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 可 能 で あ る 。 そ の
よ う な タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 毒 素 （ 例 え ば ア ブ リ ン 、 リ シ ン A、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外
毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 ） ； ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 腫 瘍 壊 死 因 子 、 α -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、
β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 神 経 成 長 因 子 、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ・ ア
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ク チ ベ ー タ ） ； 生 物 学 的 応 答 調 節 剤 （ 例 え ば リ ン ホ カ イ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1（ “ IL-1
” ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（ “ IL-2” ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6（ “ IL-6” ） 、 顆 粒 球 マ ク
ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ “ GM-CSF” ） 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ “ G-CSF” ） 、
あ る い は 他 の 増 殖 因 子 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 を 第 2の 抗 体 と 共 役 さ せ て 抗 体 ヘ テ ロ 共
役 体 を 形 成 す る こ と も で き る 。 こ れ に つ い て は 、 Segalに よ る ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 4,676
,980号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 化 合 物 に 関 し て は 、 具 体 的 な 用 量 は 、 対 象 ま た は サ ン プ ル の 体 重 1kgに つ き 化 合 物 が mg
～ μ gの オ ー ダ ー に す る 。 例 え ば 、 体 重 1kgに つ き 約 1μ g～ 約 500mg、 約 100μ g～ 約 5mg、 約
1μ g～ 約 50μ gに す る 。 小 分 子 の 適 切 な 用 量 は 、 変 化 さ せ る 発 現 ま た は 活 性 に 対 し て そ の
小 分 子 が 及 ぼ す 効 果 に 依 存 す る こ と が 理 解 さ れ よ う 。 1種 類 以 上 の 小 分 子 を 動 物 （ 例 え ば
ヒ ト ） に 投 与 し て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 場 合 に は
、 内 科 医 、 獣 医 、 研 究 者 は 、 例 え ば ま ず 最 初 は 比 較 的 低 用 量 を 処 方 し 、 そ の 後 用 量 を 大 き
く し て 最 終 的 に 適 切 な 応 答 が 得 ら れ る よ う に す る と よ い 。 さ ら に 、 対 象 が 特 定 の 動 物 で あ
る 場 合 の 具 体 的 な 用 量 レ ベ ル は 、 さ ま ざ ま な 因 子 （ 例 え ば 使 用 す る 具 体 的 な 化 合 物 の 活 性
、 対 象 の 年 齢 、 体 重 、 一 般 的 な 健 康 状 態 、 性 別 、 食 事 、 投 与 時 刻 、 投 与 経 路 、 排 泄 速 度 、
他 の 薬 剤 と の 組 み 合 わ せ 、 調 節 す る 発 現 ま た は 活 性 の 程 度 ） に 依 存 す る こ と が 理 解 さ れ よ
う 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 PLA2G1B核 酸 分 子 を ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら し た り NIDDMを 治 療 し た り す る
た め の 遺 伝 子 治 療 で 用 い る こ と が で き る 。 こ の 明 細 書 に は 、 対 象 の 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す 、
お よ び ／ ま た は 肥 満 を 緩 和 す る 、 お よ び ／ ま た は NIDDMを 緩 和 す る 方 法 で あ っ て 、 （ a） 配
列 番 号 1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ b） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ c） 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 同 一 の ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と 90％ 同 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； （ d） 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 い ず れ か の 断 片
； か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む PLA2G1B核 酸 を 、 そ の P
LA2G1B核 酸 を 必 要 と し て い る 対 象 の 1個 以 上 の 細 胞 と 接 触 さ せ る 操 作 を 含 ん で お り 、 対 象
の 1個 以 上 の 細 胞 に PLA2G1B核 酸 を 接 触 さ せ る こ の 操 作 に よ り 、 脂 肪 の 蓄 積 が 減 少 す る 、 お
よ び ／ ま た は 肥 満 が 緩 和 す る 、 お よ び ／ ま た は NIDDMが 緩 和 す る 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 P
LA2G1B核 酸 は 、 脂 肪 が 蓄 積 す る リ ス ク を 有 す る こ と が 予 想 さ れ る 対 象 、 あ る い は 肥 満 ま た
は NIDDMで あ る と 診 断 さ れ た 対 象 に 対 し 、 生 体 内 投 与 、 生 体 外 投 与 、 試 験 管 内 投 与 す る こ
と が し ば し ば あ る 。 対 象 は 、 ヒ ト で あ る こ と が 多 い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 遺 伝 子 治 療 用 の ベ ク タ ー は 、 例 え ば 静 脈 内 注 射 、 局 所 的 投 与 （ ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,
328,470号 を 参 照 の こ と ） 、 定 位 注 射 （ 例 え ば Chen他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 9
1巻 、 3054～ 3057ペ ー ジ 、 1994年 を 参 照 の こ と ） に よ っ て 対 象 に 供 給 す る こ と が で き る 。
遺 伝 子 治 療 用 ベ ク タ ー の 医 薬 調 製 物 は 、 許 容 可 能 な 希 釈 剤 に 入 れ た 遺 伝 子 治 療 用 ベ ク タ ー
を 含 む こ と 、 あ る い は 遺 伝 子 送 達 ビ ヒ ク ル を 埋 め 込 ん だ 徐 放 性 マ ト リ ッ ク ス を 含 む こ と が
で き る 。 完 全 な 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー （ 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ・ ベ ク タ ー ） を 組 み 換 え 細 胞
か ら 製 造 で き る 場 合 に は 、 医 薬 調 製 物 は 、 そ の 遺 伝 子 送 達 系 を 生 み 出 す 1個 以 上 の 細 胞 を
含 む こ と が で き る 。 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー の 具 体 例 が こ の 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 容 器 、 パ ッ ク 、 デ ィ ス ペ ン サ ー に 入 れ 、 投 与 の 説 明 書 を つ け る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 活 性 成 分 を 含 む 医 薬 組 成 物 は 、 脂 肪 の 蓄 積 を 減 ら す た め 、 ま た は NIDDMを 治 療 す る た め
の 治 療 法 と 予 防 法 を 実 施 す る た め 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 任 意 の 経 路 で 投 与 す る こ と が で
き る 。 予 防 法 と 治 療 法 の 両 方 に 関 し 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 分 析 か ら 得 ら
れ た 知 見 に 基 づ い て そ の よ う な 方 法 を 個 別 に 調 整 ま た は 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 明
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細 書 で は 、 “ 治 療 ” と い う 用 語 は 、 疾 患 、 症 状 、 疾 患 の 傾 向 を 有 す る 患 者 に 、 そ の よ う な
疾 患 、 症 状 、 疾 患 の 傾 向 の 治 癒 、 回 復 、 軽 減 、 緩 和 、 変 化 、 修 復 、 改 善 、 向 上 、 操 作 を 目
的 と し て 治 療 薬 を 適 用 ま た は 投 与 す る こ と 、 あ る い は そ の よ う な 患 者 か ら 単 離 し た 組 織 ま
た は 細 胞 系 に 治 療 薬 を 適 用 ま た は 投 与 す る こ と と 定 義 す る 。 治 療 薬 と し て は 、 小 分 子 、 ペ
プ チ ド 、 抗 体 、 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 予 防 薬 の 投 与 は 、 PLA2G1Bの 異 常 に 特 徴 的 な 症 状 が 現 わ れ る 前 に 行 な い 、 疾 患 ま た は 症
状 が 予 防 さ れ る 、 あ る い は そ の 進 行 が 遅 れ る よ う に す る と よ い 。 PLA2G1Bの 異 常 が ど の よ
う な タ イ プ で あ る か に 応 じ 、 例 え ば PLA2G1B分 子 、 PLA2G1Bア ゴ ニ ス ト 剤 、 PLA2G1Bア ン タ
ゴ ニ ス ト 剤 の い ず れ か を 用 い て 対 象 を 治 療 す る こ と が で き る 。 適 切 な 薬 剤 は 、 こ の 明 細 書
に 記 載 し た ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ に 基 づ い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 す で に 説 明 し た よ う に 、 PLA2G1Bの 異 常 を う ま く 治 療 す る に は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 発 現
ま た は 活 性 を 抑 制 す る の に 役 立 つ 方 法 を 利 用 す る と よ い 。 例 え ば 負 の 調 節 活 性 を 示 す 化 合
物 （ 例 え ば 上 記 の ア ッ セ イ を 利 用 し て 同 定 し た 薬 剤 ま た は siRNA分 子 ） を 本 発 明 に 従 っ て
用 い て 脂 肪 の 蓄 積 ま た は 糖 尿 病 を 予 防 お よ び ／ ま た は 改 善 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な
分 子 と し て は 、 ペ プ チ ド 、 リ ン ペ プ チ ド 、 有 機 小 分 子 、 無 機 小 分 子 、 抗 体 （ 例 え ば ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 抗 特 発 性 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 抗
体 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ の 断 片 、 F(ab') 2 発 現 ラ イ ブ ラ リ の 断 片 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ の 断
片 、 scFv分 子 と そ の エ ピ ト ー プ 結 合 断 片 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 さ ら に 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る ア ン チ セ ン ス 分 子 や リ ボ ザ イ ム 分 子 を 本 発 明 に 従
っ て 用 い て 標 的 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と に よ り 、 標 的 遺 伝 子 の 活 性 レ ベ ル を
効 果 的 に 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 三 重 螺 旋 分 子 を 用 い て 標 的 遺 伝 子 の 活 性 レ ベ
ル を 低 下 さ せ る こ と も で き る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 リ ボ ザ イ ム 分 子 、 三 重 螺 旋 分 子 に つ い
て は す で に 説 明 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 リ ボ ザ イ ム 分 子 、 三 重 螺 旋 分 子 を 用 い る と 突 然 変 異 遺 伝 子 の 発 現 が
抑 制 さ れ る こ と を 利 用 し て 、 正 常 な 標 的 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 に よ っ て 産 生 さ れ る mRNAの 転
写 （ 三 重 螺 旋 ） お よ び ／ ま た は 翻 訳 （ ア ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム ） を 減 少 さ せ 、 あ る い は
抑 制 し 、 存 在 す る 正 常 な 標 的 遺 伝 子 産 物 の 濃 度 が 、 正 常 な 表 現 型 に 必 要 な 濃 度 よ り も 少 な
く す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 場 合 、 正 常 な 標 的 遺 伝 子 の 活 性 を 示 す 標 的 遺 伝 子 の
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド ま た は 発 現 す る 核 酸 分 子 を 遺 伝 子 治 療 法 に よ っ て 細 胞 内 に 導 入 す る
こ と が で き る 。 標 的 遺 伝 子 が 細 胞 外 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 場 合 に は 、 正 常 な 標 的
遺 伝 子 の ポ リ ペ プ チ ド を 同 時 に 細 胞 ま た は 組 織 に 投 与 し 、 細 胞 ま た は 組 織 の 標 的 遺 伝 子 に
必 要 と さ れ る 活 性 レ ベ ル が 維 持 さ れ る よ う に す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 PLA2G1B遺 伝 子 の 発 現 は 、 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） を 導 入 し て RNA干 渉 （ す な わ ち RNAiと 呼 ば
れ る 強 力 か つ 特 異 的 な 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ と い う 現 象 ） を 誘 導 す る こ と に よ っ て 抑 制 で
き る こ と が あ る 。 例 え ば Fire他 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 6,506,559号 ； Tuschl他 、 PCT国 際
公 開 番 号 WO 01/75164； Kay他 、 PCT国 際 公 開 番 号 WO 03/010180A1； Bosher J.M., Labouess
e、 Nat. Cell Biol.、 第 2巻 (2)、 E31～ 36ペ ー ジ 、 2000年 2月 を 参 照 の こ と 。 こ の 方 法 は 、
急 性 期 の 応 答 （ す な わ ち 、 し ば し ば 細 胞 死 に 至 る 宿 主 の 防 御 メ カ ニ ズ ム ） を 開 始 さ せ る こ
と な く 哺 乳 動 物 の 細 胞 内 の 遺 伝 子 を “ ス イ ッ チ ・ オ フ ” に す る 二 本 鎖 RNAの サ イ ズ を （ 低
分 子 干 渉 RNA、 す な わ ち siRNAを 作 る た め に ） 20～ 24塩 基 対 に 減 ら す こ と に よ っ て 改 善 さ れ
て き た 。 例 え ば Caplen他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 98巻 (17)、 9742～ 9747ペ ー ジ
、 2001年 8月 14日 と 、 Elbashir S.M.他 、 Methods、 第 26巻 (2)、 199～ 213ペ ー ジ 、 2002年 2
月 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 哺 乳 動 物 の 細 胞 内 に お い て mRNAの レ ベ ル で 特 定 の 発 現 を 抑 制 す る 際 に 、 RNA干 渉 （ RNAi
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） に よ る 転 写 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ が ヒ ト 細 胞 で 効 果 的 で あ る と い う 証 拠 が 増 え て き て
い る 。 ヒ ト 患 者 に お い て 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 と 移 動 を 抑 制 す る の に 効 果 的 な 方 法 で あ る こ と 、
転 移 し た が ん の 成 長 を 抑 制 す る の に 効 果 的 な 方 法 で あ る こ と を 示 す 追 加 の 証 拠 も 存 在 し て
い る 。 例 え ば ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 出 願 第 US2001000993183号 ； Caplen, N.J.他 、 Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA； Abderrahmani, A.他 、 Mol. Cell. Biol.、 第 21巻 (21)、 7256～ 7267
ペ ー ジ 、 2001年 11月 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 “ siRNA” ま た は “ RNAi” は 、 二 本 鎖 を 形 成 す る 核 酸 で あ っ て 、 siRNAが 遺 伝 子 ま た は 標
的 遺 伝 子 と 同 じ 細 胞 内 に 供 給 さ れ る 場 合 や 、 遺 伝 子 ま た は 標 的 遺 伝 子 と 同 じ 細 胞 内 で 発 現
し た 場 合 に 、 そ の 遺 伝 子 ま た は 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る 、 あ る い は 抑 制 す る 能 力 を
有 す る も の を 意 味 す る 。 し た が っ て “ siRNA” は 、 互 い に 相 補 的 な 鎖 に よ っ て 形 成 さ れ る
短 い 二 本 鎖 RNAを 意 味 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 分 子 を 形 成 す る siRNAの 相 補 的 な 部
分 は 、 標 的 分 子 配 列 と 実 質 的 に 一 致 、 あ る い は 完 全 に 同 一 の こ と が し ば し ば あ る 。 一 実 施
態 様 で は 、 siRNAは 、 標 的 遺 伝 子 と 実 質 的 に 一 致 、 あ る い は 完 全 に 一 致 し 、 二 本 鎖 siRNAを
形 成 す る 核 酸 （ 例 え ば 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） を 意 味 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 siRNA分 子 を 設 計 す る と き に は 、 開 始 コ ド ン の 下 流 50～ 100ntか ら 始 ま る 所 定 の DNA配 列
の 中 か ら 標 的 と す る 領 域 を 選 択 す る こ と が し ば し ば あ る 。 例 え ば Elbashir他 、 Methods、
第 26巻 、 199～ 213ペ ー ジ 、 2002年 を 参 照 の こ と 。 UTR結 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 翻 訳
開 始 複 合 体 が siRNAま た は RISCエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 の 結 合 を 妨 げ る 可 能 性 が あ る と
仮 定 し 、 最 初 は 5'UTRま た は 3'UTRと 、 開 始 コ ド ン 近 傍 の 領 域 を 避 け た 。 配 列 モ チ ー フ AA(N
19)TT（ Nは 1個 の ヌ ク レ オ チ ド ） に 合 致 す る 長 さ が 23ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 領 域 が 時 に 選 択
さ れ 、 G/C含 有 量 が 約 30％ ～ 70％ （ 多 く の 場 合 に 50％ ） の 領 域 が し ば し ば 選 択 さ れ る 。 適
切 な 配 列 が 見 つ か ら な い 場 合 に は 、 モ チ ー フ NA(N21)を 用 い て 検 索 を さ ら に 行 な う こ と が
し ば し ば あ る 。 セ ン ス siRNAの 配 列 は 、 (N19)TTま た は N21（ ヌ ク レ オ チ ド が 23個 の モ チ ー
フ の 位 置 3～ 23） に そ れ ぞ れ 対 応 す る こ と が あ る 。 後 者 の 場 合 、 セ ン ス siRNAの 3'末 端 は し
ば し ば TTに 変 換 さ れ る 。 こ の 配 列 変 換 の 理 由 は 、 セ ン ス と ア ン チ セ ン ス の 3'突 起 部 の 配 列
組 成 に 関 し て 対 称 な 二 本 鎖 を 生 成 さ せ る た め で あ る 。 ア ン チ セ ン ス siRNAは 、 ヌ ク レ オ チ
ド が 23個 の モ チ ー フ の 位 置 1～ 21に 対 す る 相 補 体 と し て 合 成 さ れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド が 23個
の モ チ ー フ の 位 置 1は ア ン チ セ ン ス siRNAに よ っ て 配 列 特 異 的 で あ る と は 認 識 さ れ な い た め
、 ア ン チ セ ン ス siRNAの 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 は 自 由 に 選 択 す る こ と が で き る 。 し か
し ア ン チ セ ン ス siRNAの 最 後 か ら 2番 目 の ヌ ク レ オ チ ド （ ヌ ク レ オ チ ド が 23個 の モ チ ー フ の
位 置 2と 相 補 的 で あ る ） は 標 的 と す る 配 列 と 相 補 的 で あ る こ と が し ば し ば あ る 。 化 学 合 成
を 簡 単 に す る た め 、 TTが し ば し ば 用 い ら れ る 。 標 的 モ チ ー フ NAR(N17)YNN（ Rは プ リ ン （ A
、 G） で あ り 、 Yは ピ リ ミ ジ ン （ C、 U） で あ る ） に 対 応 す る siRNAが し ば し ば 選 択 さ れ る 。 2
1個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る セ ン ス siRNAと ア ン チ セ ン ス siRNAの ど ち ら も プ リ ン ・ ヌ ク レ
オ チ ド か ら 始 ま る こ と が し ば し ば あ り 、 標 的 部 位 を 変 化 さ せ る こ と な く pol III発 現 ベ ク
タ ー か ら 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 pol IIIプ ロ モ ー タ か ら の RNAの 発 現 は 、 最 初 に 転 写 さ
れ る ヌ ク レ オ チ ド が プ リ ン で あ る 場 合 に 有 効 で あ る こ と が し ば し ば あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 siRNAの 配 列 は 、 完 全 長 標 的 遺 伝 子 ま た は そ の 部 分 配 列 に 対 応 さ せ る こ と が で き る 。 siR
NAは 、 し ば し ば 長 さ が ヌ ク レ オ チ ド 約 15～ 約 50個 で あ る （ 例 え ば 二 本 鎖 siRNAの 各 相 補 配
列 は 長 さ が ヌ ク レ オ チ ド 15～ 50個 で あ り 、 二 本 鎖 siRNAは 長 さ が 約 15～ 50塩 基 対 で あ り 、
時 に ヌ ク レ オ チ ド 約 20～ 30個 ま た は 約 20～ 25個 、 例 え ば 20個 、 21個 、 22個 、 23個 、 24個 、
25個 、 26個 、 27個 、 28個 、 29個 、 30個 で あ る ） 。 siRNAは 、 し ば し ば 長 さ が ヌ ク レ オ チ ド
約 21個 に な っ て い る 。 siRNAの 使 用 法 は 従 来 技 術 で よ く 知 ら れ て お り 、 特 異 的 siRNA分 子 を
多 く の 企 業 （ 例 え ば ダ ー マ コ ン ・ リ サ ー チ 社 ） か ら 購 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 PLA2G1Bの 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 核 酸 分 子 を 用 い る 別 の 方 法 は 、 PLA
2G1Bポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な ア プ タ マ ー 分 子 を 利 用 す る 方 法 で あ る 。 ア プ タ マ ー は
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、 ポ リ ペ プ チ ド ・ リ ガ ン ド に 特 異 的 に 結 合 で き る 三 次 構 造 を 持 っ た 核 酸 分 子 で あ る （ 例 え
ば Obsorne他 、 Curr. Opin. Chem. Biol.、 第 1巻 (1)、 5～ 9ペ ー ジ 、 1997年 ； Patel, D.J.
、 Curr. Opin. Chem. Biol.、 第 1巻 (1)、 32～ 46ペ ー ジ 、 1997年 6月 を 参 照 の こ と ） 。 多 く
の 場 合 、 核 酸 分 子 は 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド 分 子 よ り も 標 的 細 胞 に 簡 単 に 導 入 す る こ と が で き
る た め 、 ア プ タ マ ー は 、 い ろ い ろ な 効 果 を 持 つ 可 能 性 の あ る 薬 剤 や 他 の 分 子 を 導 入 す る こ
と な く PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 特 異 的 に 低 下 さ せ る こ と の で き る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 標 的 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 特 異 的 で あ る と 同 時 に 標 的 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 低 下 さ せ る 抗 体
を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 し た が っ て そ の よ う な 抗 体 は 、 PLA2G1B疾 患 の 治 療 に 負 の 調
節 技 術 が 適 し て い る 場 合 に 投 与 す る と よ い 。 抗 体 の 説 明 に 関 し て は 、 上 記 の 「 抗 体 」 の セ
ク シ ョ ン を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 対 象 で あ る 動 物 ま た は ヒ ト に PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た は エ ピ ト ー プ を 注 射 し て 抗 体 の
産 生 を 促 進 す る こ と が そ の 対 象 に と っ て 害 を も た ら す 場 合 に は 、 抗 特 発 性 抗 体 を 用 い て PL
A2G1Bに 対 す る 免 疫 応 答 を さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば Herlyn, D.、 Ann. Med.、 第 31巻 (1
)、 66～ 78ペ ー ジ 、 1999年 ； Bhattacharya-Chatterjee, M.と Foon, K.A.、 Cancer Treat. 
Res.、 第 94巻 、 51～ 68ペ ー ジ 、 1998年 を 参 照 の こ と ） 。 抗 特 発 性 抗 体 を 哺 乳 動 物 ま た は ヒ
ト に 導 入 す る 場 合 に は 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な 抗 特 発 性 抗 体 の 産 生 が 促
進 さ れ る は ず で あ る 。 PLA2G1Bの 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 に 関 す る ワ ク チ ン も こ の よ う に し
て 作 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 標 的 抗 原 が 細 胞 内 に あ り 、 抗 体 全 体 を 利 用 す る 場 合 に は 、 抗 体 を 内 部 化 す る こ と が 好 ま
し か ろ う 。 標 的 抗 原 と 結 合 す る 抗 体 ま た は Fab領 域 の フ ラ グ メ ン ト を 細 胞 内 に 送 り 込 む に
は 、 リ ポ フ ェ ク チ ン ま た は リ ポ ソ ー ム を 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト を 用 い
る 場 合 、 標 的 抗 原 と 結 合 す る 最 小 の 抑 制 フ ラ グ メ ン ト が 好 ま し い 。 例 え ば 抗 体 の Fv領 域 に
対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は 細 胞 内 標 的 抗 原
と 結 合 す る 一 本 鎖 中 性 抗 体 も 投 与 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 一 本 鎖 抗 体 を 投 与 し 、 標
的 細 胞 集 団 の 中 で 一 本 鎖 抗 体 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 発 現 さ せ る こ と が で き
る （ 例 え ば Marasco他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 第 90巻 、 7889～ 7893ペ ー ジ 、 1993
年 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 標 的 遺 伝 子 の 発 現 、 合 成 、 活 性 を 抑 制 す る PLA2G1B分 子 や 化 合 物 を 、 PLA2G1B疾 患 の 予 防
、 治 療 、 改 善 に 有 効 な 量 だ け 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 に 有 効 な 量 と は 、 疾 患 の
症 状 を 改 善 す る の に 十 分 な 量 を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 こ の よ う な 化 合 物 の 毒 性 と 治 療 効 果 は 、 培 養 細 胞 ま た は 実 験 動 物 で 標 準 的 な 薬 理 学 的 手
続 き を 行 な う こ と に よ っ て 調 べ ら れ る 。 例 え ば LD 5 0 （ 全 体 の 50％ が 死 亡 す る 用 量 ） や ED 5 0
（ 全 体 の 50％ に 治 療 効 果 が あ る 用 量 ） を 測 定 す る 。 毒 性 効 果 と 治 療 効 果 の 用 量 比 が 治 療 指
数 で あ り 、 比 LD 5 0 /ED 5 0 と し て 表 わ さ れ る 。 治 療 指 数 が 大 き な 化 合 物 が 好 ま し い 。 毒 性 副
作 用 を 示 す 化 合 物 も 使 用 で き る と は い え 、 非 感 染 細 胞 に 対 す る 潜 在 的 な ダ メ ー ジ を 最 少 に
し 、 そ の 結 果 と し て 副 作 用 を 減 ら す た め 、 そ の よ う な 化 合 物 を 感 染 部 位 に 向 け る 送 達 シ ス
テ ム を 注 意 深 く 設 計 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 細 胞 培 養 ア ッ セ イ と 動 物 の 研 究 で 得 ら れ た デ ー タ を 利 用 し 、 ヒ ト で 使 用 す る た め の 用 量
の 範 囲 を 決 め る こ と が で き る 。 こ の よ う な 化 合 物 の 用 量 は 、 毒 性 が わ ず か で あ る か 存 在 し
な い よ う な ED 5 0 が 含 ま れ る 循 環 濃 度 の 範 囲 に す る こ と が 好 ま し い 。 用 量 は 、 利 用 す る 製 剤
の 形 態 や 投 与 経 路 に 応 じ て こ の 範 囲 で 変 え る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 で 利 用 す る ど の
化 合 物 で も 、 治 療 に 有 効 な 用 量 は 、 ま ず 最 初 に 細 胞 培 養 ア ッ セ イ で 決 め る こ と が で き る 。
用 量 は 、 細 胞 培 養 物 で 決 め た IC 5 0 （ す な わ ち 半 数 で 症 状 を 抑 制 す る テ ス ト 化 合 物 の 濃 度 ）
を 含 む 循 環 血 漿 濃 度 が モ デ ル 動 物 で 実 現 さ れ る よ う に 決 め る こ と が で き る 。 こ の よ う な 情
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報 を 利 用 し 、 ヒ ト で 有 効 な 用 量 を よ り 正 確 に 決 定 す る こ と が で き る 。 血 漿 中 の レ ベ ル は 、
例 え ば 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 個 人 に と っ て 有 効 な 用 量 の 決 定 に 関 す る 別 の 具 体 例 は 、 テ ス ト 対 象 の 血 清 に 存 在 す る “
遊 離 ” 化 合 物 と “ 結 合 し た ” 化 合 物 の レ ベ ル を 直 接 調 べ る 能 力 で あ る 。 こ の よ う な ア ッ セ
イ で は 、 分 子 イ ン プ リ ン テ ィ ン グ 技 術 に よ っ て 作 り 出 し た 抗 体 ミ ミ ッ ク お よ び ／ ま た は “
バ イ オ セ ン サ ー ” を 利 用 す る こ と が で き る 。 PLA2G1Bの 活 性 を 変 化 さ せ る こ と の で き る 化
合 物 を 鋳 型 ま た は “ イ ン プ リ ン テ ィ ン グ 分 子 ” と し て 使 用 し て 重 合 可 能 な モ ノ マ ー を 空 間
的 に 組 織 し た 後 、 触 媒 を 用 い て 重 合 さ せ る 。 次 に 、 イ ン プ リ ン ト さ れ た 分 子 を 除 去 す る と
化 合 物 の “ ネ ガ 画 像 ” が 繰 り 返 さ れ た ポ リ マ ー ・ マ ト リ ッ ク ス が 残 る た め 、 生 物 学 的 な ア
ッ セ イ 条 件 下 で 分 子 を 選 択 的 に 再 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に 関 す る 詳 し い 概 説
は 、 Ansell, R.J.他 、 Current Opinion in Biotechnology、 第 7巻 、 89～ 94ペ ー ジ 、 1996
年 と 、 Shea, K.J.、 Trends in Polymer Science、 第 2巻 、 166～ 173ペ ー ジ 、 1994年 に 見 る
こ と が で き る 。 こ の よ う な “ イ ン プ リ ン ト さ れ た ” ア フ ィ ニ テ ィ ・ マ ト リ ッ ク ス は リ ガ ン
ド 結 合 ア ッ セ イ で 使 用 す る こ と が で き 、 そ の ア ッ セ イ で は 、 固 定 化 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 成 分 が 、 適 切 に イ ン プ リ ン ト さ れ た マ ト リ ッ ク ス で 置 換 さ れ る 。 こ の よ う な マ ト リ ッ
ク ス を こ の よ う に 使 用 す る 一 例 を 、 Vlatakis, G.他 、 Nature、 第 361巻 、 645～ 647ペ ー ジ
、 1993年 に 見 る こ と が で き る 。 同 位 体 標 識 を 利 用 す る こ と に よ り 、 PLA2G1Bの 発 現 ま た は
活 性 を 変 化 さ せ る 化 合 物 の “ 遊 離 ” 濃 度 を 容 易 に モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 そ の 濃 度 を
用 い る と IC 5 0 を 計 算 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な “ イ ン プ リ ン ト さ れ た ” ア フ ィ ニ テ ィ
・ マ ト リ ッ ク ス は 、 標 的 化 合 物 が 局 所 的 か つ 選 択 的 に 結 合 し た と き に フ ォ ト ン 放 出 特 性 が
測 定 可 能 な 程 度 に 変 化 す る 蛍 光 基 を 含 む よ う に 設 計 す る こ と も で き る 。 こ の 変 化 は 、 適 切
な 光 フ ァ イ バ ー 装 置 を 用 い て リ ア ル タ イ ム で 容 易 に 調 べ る こ と が で き る 。 す る と テ ス ト す
る 対 象 に お け る 用 量 を そ の 人 の IC 5 0 に 基 づ い て 素 早 く 最 適 化 す る こ と が 可 能 に な る 。 こ の
よ う な “ バ イ オ セ ン サ ー ” の 基 本 的 な 一 例 が 、 Kriz, D.他 、 Analytical Chemistry、 第 67
巻 、 2142～ 2144ペ ー ジ 、 1995年 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 こ の 明 細 書 に は 、 治 療 を 目 的 と し て PLA2G1Bの 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 方 法 が 記 載 さ
れ て い る 。 し た が っ て 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 調 節 方 法 は 、 細 胞 を PLA2G1Bと 接 触
さ せ る 操 作 、 あ る い は そ の 細 胞 に 関 係 す る PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 1つ 以 上 の 活 性 を 変 化 さ
せ る 薬 剤 と 接 触 さ せ る 操 作 を 含 ん で い る 。 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 変 化 さ せ る 薬 剤
と し て は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 薬 剤 が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、
PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 天 然 の 標 的 分 子 （ 例 え ば PLA2G1Bの 基 質 ま た は 受 容 体 ） 、 PLA2G1B
に 対 す る 抗 体 、 PLA2G1Bの ア ゴ ニ ス ト 、 PLA2G1Bの ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 PLA2G1Bの ア ゴ ニ ス ト
の ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 PLA2G1Bの ア ン タ ゴ ニ ス ト の ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 こ れ ら 以
外 の 小 分 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 薬 剤 が PLA2G1Bの 1つ 以 上 の 活 性 を 増 大 さ せ る 。 そ の よ う な 促 進 剤 の 具
体 例 と し て 、 活 性 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド 、 PLA2G1Bを コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 な ど が 挙 げ ら
れ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 薬 剤 が PLA2G1Bの 1つ 以 上 の 活 性 を 抑 制 す る 。 そ の よ う な 抑 制 剤
の 具 体 例 と し て 、 ア ン チ セ ン ス PLA2G1B核 酸 分 子 、 抗 PLA2G1B抗 体 、 PLA2G1B阻 害 剤 な ど が
挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 調 節 方 法 は 、 試 験 管 内 で （ 例 え ば 薬 剤 を 用 い て 細 胞 を 培 養 す る こ と
に よ っ て ） 実 施 す る こ と 、 あ る い は 生 体 内 で （ 例 え ば 薬 剤 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ て
） 実 施 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 に よ り 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た は PLA2G
1B核 酸 分 子 の 異 常 な 発 現 ま た は 活 性 、 あ る い は 望 ま し く な い 発 現 ま た は 活 性 を 特 徴 と す る
疾 患 ま た は 異 常 を 抱 え た 個 人 を 治 療 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 こ の 方 法 は
、 PLA2G1Bの 発 現 ま た は 活 性 を 変 化 さ せ る （ 例 え ば 上 方 調 節 ま た は 下 方 調 節 さ せ る ） 1つ の
薬 剤 （ 例 え ば こ の 明 細 書 に 記 載 し た ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ た 薬 剤 ）
ま た は 薬 剤 の 組 み 合 わ せ を 投 与 す る 操 作 を 含 ん で い る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 こ の 方 法 は 、
PLA2G1Bの 低 下 し た 、 あ る い は 異 常 な 、 あ る い は 望 ま し く な い 発 現 ま た は 活 性 を 補 償 す る
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た め の 治 療 法 と し て 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た は PLA2G1B核 酸 分 子 を 投 与 す る 操 作 を 含 ん
で い る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 PLA2G1Bが 異 常 に 下 方 調 節 さ れ て い る 場 合 、 お よ び ／ ま た は PLA2G1Bの 活 性 増 大 が 好 ま し
い 効 果 を 持 つ と 思 わ れ る 場 合 に は 、 PLA2G1Bの 活 性 を 増 大 さ せ る こ と が 望 ま し い 。 例 え ば P
LA2G1Bが 下 方 調 節 さ れ て い る 場 合 、 お よ び ／ ま た は PLA2G1Bの 活 性 増 大 が 好 ま し い 効 果 を
持 つ と 思 わ れ る 場 合 に は 、 PLA2G1Bの 活 性 を 増 大 さ せ る こ と が 望 ま し い 。 同 様 に 、 PLA2G1B
の 活 性 抑 制 は 、 PLA2G1Bが 異 常 に 上 方 調 節 さ れ て い る 場 合 、 お よ び ／ ま た は PLA2G1Bの 活 性
低 下 が 好 ま し い 効 果 を 有 す る と 思 わ れ る 場 合 に 望 ま し い 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 こ の 明 細 書 に は 、 望 ま し い 生 物 学 的 応 答 を 個 人 に 誘 起 ま た は 誘 導 す る た め の 方 法 で あ っ
て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は こ の 明 細 書 に 記 載 し た 治 療 用 製 剤 を
含 む 組 成 物 を 個 人 に 提 供 ま た は 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 ん で お り 、 生 物 学 的 応 答 の 選 択 を 、
　 （ a） グ ル コ ー ス の 循 環 （ 血 液 、 血 清 、 血 漿 の い ず れ か ） レ ベ ル （ 濃 度 ） の 調 節 （ こ の
調 節 は 、 下 方 へ の 調 節 で あ る こ と が 好 ま し い ） ；
　 （ b） 細 胞 ま た は 組 織 （ 特 に 筋 肉 、 脂 肪 、 肝 臓 、 脳 ） の イ ン ス リ ン に 対 す る 感 受 性 の 増
大 ；
　 （ c） 耐 糖 能 障 害 か ら イ ン ス リ ン 抵 抗 性 へ の 進 行 の 阻 止 ；
　 （ d） 骨 格 筋 細 胞 に お け る グ ル コ ー ス 取 り 込 み の 増 大 ；
　 （ e） 脂 肪 細 胞 に お け る グ ル コ ー ス 取 り 込 み の 増 大 ；
　 （ f） 神 経 細 胞 に お け る グ ル コ ー ス 取 り 込 み の 増 大 ；
　 （ g） 赤 血 球 細 胞 に お け る グ ル コ ー ス 取 り 込 み の 増 大 ；
　 （ h） 脳 に お け る グ ル コ ー ス 取 り 込 み の 増 大 ；
　 （ i） 食 事 、 特 に 炭 水 化 物 の 多 い 食 事 を し た 後 の 血 漿 グ ル コ ー ス 増 大 の 有 意 な 低 下
か ら な る グ ル ー プ の 中 か ら 行 な う 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で
は 、 薬 理 学 的 ま た は 生 理 学 的 に 許 容 可 能 な 組 成 物 を イ ン ス リ ン 増 感 剤 と し て 用 い る と よ い
。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 （ NIDDM） を 患 っ て い る
一 部 の 人 に 関 し て イ ン ス リ ン 感 受 性 を 改 善 す る 方 法 に お い て 、 薬 理 学 的 ま た は 生 理 学 的 に
許 容 可 能 な 組 成 物 を イ ン ス リ ン 療 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 （ NIDDM） を 患 っ て い る
一 部 の 人 に 関 し て イ ン ス リ ン 感 受 性 を 改 善 す る 方 法 に お い て 、 薬 理 学 的 ま た は 生 理 学 的 に
許 容 可 能 な 組 成 物 を イ ン ス リ ン 療 法 な し で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 薬 理 学 的 ま た は 生 理 学 的 に 許
容 可 能 な 組 成 物 を 、 妊 娠 糖 尿 病 の 人 を 治 療 す る 方 法 で 使 用 す る 。 妊 娠 糖 尿 病 と は 、 妊 娠 中
（ 通 常 は 、 妊 娠 を 3期 に 分 け た と き の 第 2期 ま た は 第 3期 ） に 進 行 す る 糖 尿 病 を 意 味 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 薬 理 学 的 ま た は 生 理 学 的 に 許
容 可 能 な 組 成 物 を 、 空 腹 時 グ ル コ ー ス 障 害 （ IFG） の 人 を 治 療 す る 方 法 で 使 用 す る こ と が
で き る 。 空 腹 時 グ ル コ ー ス 障 害 （ IFG） と は 、 空 腹 時 の グ ル コ ー ス ・ レ ベ ル が 高 い が 、 明
ら か な 糖 尿 病 で あ る と は 診 断 さ れ な い 状 態 （ す な わ ち 血 漿 グ ル コ ー ス の レ ベ ル が 126mg/dl
未 満 か つ 110mg/dl以 上 ） を 意 味 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 薬 理 学 的 ま た は 生 理 学 的 に 許
容 可 能 な 組 成 物 を 、 あ る 人 の 耐 糖 能 障 害 （ IGT） を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で 使 用 す る こ
と が で き る 。 IGTを 軽 減 ま た は 予 防 す る 治 療 薬 と 方 法 、 す な わ ち イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 正 常
化 す る た め の 治 療 薬 と 方 法 を 提 供 す る こ と に よ り 、 NIDDMへ と 進 行 す る の を 遅 延 さ せ る 、
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あ る い は 予 防 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 軽 減 ま た は 予 防 す る た め の
治 療 薬 と 方 法 を 提 供 す る こ と に よ り 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 症 候 群 の 出 現 を 軽 減 お よ び ／ ま た
は 予 防 す る 方 法 が 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 薬 理 学 的 ま た は 生 理 学 的 に 許
容 可 能 な 組 成 物 を 、 多 嚢 胞 性 卵 巣 症 候 群 （ PCOS） の 患 者 を 治 療 す る た め の 方 法 で 使 用 す る
こ と が で き る 。 PCOSは 、 更 年 期 前 の 女 性 で 最 も 一 般 的 な 疾 患 の 1つ で あ り 、 そ の 年 齢 層 の
女 性 の 5～ 10％ に 見 ら れ る 。 イ ン ス リ ン 増 感 剤 （ 例 え ば ト ロ グ リ タ ゾ ン ） は 、 PCOSに 有 効
で あ る こ と が わ か っ て い る ほ か 、 特 に 、 ヒ ト の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 な ど に お い て 、 イ ン ス リ
ン 作 用 、 イ ン ス リ ン 分 泌 、 卵 巣 ス テ ロ イ ド 生 成 、 フ ィ ブ リ ン 溶 解 の 欠 陥 を 改 善 す る こ と が
わ か っ て い る （ Ehrman他 、 J. Clin. Invest.、 第 100巻 、 1230ペ ー ジ 、 1997年 ） 。 し た が
っ て 本 発 明 に よ り 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 小 さ く し て 血 中 グ ル コ ー ス を 正 常 化 す る こ と で 、
PCOSを 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 薬 理 学 的 ま た は 生 理 学 的 に 許
容 可 能 な 組 成 物 を 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 有 す る 対 象 を 治 療 す る た め の 方 法 で 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 有 す る 対 象 を 、 イ ン ス リ ン 抵 抗
性 を 小 さ く す る 、 あ る い は 治 癒 さ せ る た め の 本 発 明 に よ る 方 法 に 従 っ て 治 療 す る 。 イ ン ス
リ ン 抵 抗 性 は 感 染 症 や が ん と 関 係 し て い る こ と も し ば し ば あ る た め 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を
本 発 明 の 方 法 に よ り 予 防 ま た は 軽 減 す る と 、 感 染 症 や が ん が 予 防 ま た は 改 善 さ れ る 可 能 性
が あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し 、 対 象 （ 例 え ば イ ン ス リ ン 抵
抗 性 が 進 行 す る リ ス ク が 大 き い こ と が わ か っ て い る 対 象 ） に お け る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の 進
行 を 予 防 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 し た が っ て 、 上 記 の テ ス ト 、 ま た は 従 来 技 術 で 知 ら れ て い る 他 の テ ス ト を 利 用 し て 対 象
が イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 有 す る こ と を 明 ら か に す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 治 療
し た 場 合 に ど の 患 者 の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 軽 減 ま た は 治 癒 さ せ る こ と が 可 能 で あ る か が わ
か る 。 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し て 対 象 （ 例 え ば イ ン ス リ ン 抵 抗 性 が 進 行 す る リ ス ク が 大 き い
こ と が わ か っ て い る 対 象 ） に お け る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の 進 行 を 予 防 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 以 下 に 示 す 実 施 例 は 、 本 発 明 を 説 明 す る た め の も の で あ り 、 本 発 明 が そ の 実 施 例 に 限 定
さ れ る こ と は な い 。
【 ０ ２ ２ １ 】
〔 実 施 例 〕
　 以 下 に 示 す 研 究 で は 、 脂 肪 の 蓄 積 に 関 係 す る 特 別 な パ ラ メ ー タ に 従 っ て 対 象 群 を 選 択 す
る 。 テ ス ト 群 に 含 ま れ る 個 人 か ら 採 取 し た 核 酸 サ ン プ ル に 対 し て 遺 伝 子 分 析 を 行 な っ た 。
す る と 中 心 肥 満 と 、 第 12染 色 体 上 の PLA2G1B遺 伝 子 に 含 ま れ る い く つ か の 多 型 領 域 の 間 に
関 係 の あ る こ と が わ か っ た 。 中 心 肥 満 と 関 係 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 多 型 変 異 が 糖
尿 病 の 進 行 と も 関 係 し て い る か ど う か を 明 ら か に す る た め 、 そ の 多 型 変 異 を NIDDMで あ る
対 象 に つ い て さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド 変
異 体 を 試 験 管 内 と 生 体 内 で 産 生 さ せ る 方 法 を 説 明 す る 。 PLA2G1B核 酸 ま た は PLA2G1Bポ リ ペ
プ チ ド と そ の 変 異 体 を 利 用 し て テ ス ト 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の 中 か ら PLA2G1B分 子
と 相 互 作 用 す る 分 子 を 探 す 。 PLA2G1B分 子 お よ び PLA2G1B変 異 体 と 相 互 作 用 す る こ と が 明 ら
か に な っ た テ ス ト 分 子 を 生 体 内 で さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の テ ス ト 分 子 が 脂 肪 の 蓄 積
を 減 ら し た り NIDDMを 治 療 し た り で き る か ど う か を 調 べ る 。
【 実 施 例 １ 】
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【 ０ ２ ２ ２ 】
サ ン プ ル の 選 択
　 簡 単 な 臨 床 測 定 に 加 え 、 二 重 エ ネ ル ギ ー X線 吸 収 測 定 （ DEXA） 法 を 利 用 し 、 遺 伝 子 分 析
を 行 な う 対 象 の 脂 肪 含 有 量 を 測 定 し た 。 中 心 脂 肪 が 目 的 と す る 主 要 な 変 数 で あ り 、 デ ー タ
は 、 ホ ロ ジ ッ ク QDR 4500 DEXAシ ス テ ム を 用 い て 収 集 し た 。 中 心 脂 肪 を 測 定 す る 中 心 領 域
は 、 上 下 方 向 に は 第 2腰 椎 の 上 面 か ら 第 4腰 椎 の 下 面 ま で 、 横 方 向 に は 胸 郭 の 内 面 ま で 広 が
る 領 域 と し て 定 義 し た 。 中 心 脂 肪 の 量 と 割 合 は 装 置 で 自 動 的 に 計 算 し 、 デ ー タ ベ ー ス の 中
に ダ ウ ン ロ ー ド し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ウ エ ス ト と ヒ ッ プ の 測 定 は 、 対 象 が 下 着 を 付 け た ま ま 腕 を 身 体 の 横 に 付 け て 立 っ た 状 態
で 行 な っ た 。 測 定 に は 巻 き 尺 を 利 用 し 、 そ の 巻 き 尺 が き つ く な い 状 態 で 皮 膚 に 載 っ た 状 態
に な る よ う 注 意 し た 。 ウ エ ス ト は 、 腸 骨 稜 と 肋 骨 の 下 端 の 間 の 最 も 狭 い 箇 所 で 測 定 し 、 値
を 四 捨 五 入 し て cm単 位 に し た 。 ヒ ッ プ は 、 腸 骨 稜 よ り も 下 の 最 も 広 い 箇 所 で 測 定 し 、 値 を
四 捨 五 入 し て cm単 位 に し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 サ ン プ ル は 、 イ ギ リ ス の 聖 ト ー マ ス 病 院 と オ ー ス ト ラ リ ア の ロ イ ヤ ル ・ ノ ー ス ・ シ ョ ア
病 院 か ら の 女 性 の 双 子 に 限 定 し た 。 二 卵 性 双 生 児 が 552組 い る と 、 統 計 的 に 有 意 な 結 果 が
得 ら れ る で あ ろ う と 推 定 さ れ た 。 関 連 性 が 検 出 さ れ る 確 率 を 大 き く す る た め 、 ま た 遺 伝 子
と 環 境 の 相 互 作 用 を 調 べ る た め 、 一 卵 性 双 生 児 の 中 か ら 選 択 し た 無 関 係 の 272人 を さ ら に
サ ン プ ル 集 団 に 加 え た 。 テ ス ト 群 は 、 二 卵 性 双 生 児 と 一 卵 性 双 生 児 の 組 み 合 わ せ の 中 か ら
選 択 し た 。 こ れ を “ 選 択 群 ” と 名 づ け る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 中 心 脂 肪 の 測 定 値 と ト リ グ リ セ リ ド の 測 定 値 を 第 1の 表 現 型 に 定 め 、 極 端 な 不 一 致 と 一
致 を 示 す 双 子 を 選 択 群 の 中 か ら 選 択 し た 。 特 に 、 選 択 群 の そ れ ぞ れ の 人 に つ い て の DEXA測
定 値 と ト リ グ リ セ リ ド 測 定 値 （ 比 色 酵 素 法 ： グ リ セ ロ ー ル -3-リ ン 酸 -オ キ シ ダ ー ゼ 、 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 、 PAP（ ロ ッ シ ュ 社 ） 、 CV％ =2.6、 基 準 範 囲 は 2.5ミ リ モ ル ／ リ ッ ト ル ） を 昇
順 で 並 べ 、 そ れ ぞ れ の 分 布 か ら 上 位 と 下 位 の 10％ に 属 す る 人 を 選 択 し た 。 そ れ ぞ れ の 分 布
で 中 間 の 範 囲 に 入 る 人 を 対 照 群 と し た 。 テ ス ト 群 に 含 め る サ ン プ ル を 、 第 1の 表 現 型 に 関
す る 情 報 に 加 え 、 そ れ ぞ れ の 人 で 記 録 し た 以 下 の 第 2の 表 現 型 が ど の 程 度 の 割 合 で 見 ら れ
る か に 関 す る デ ー タ に 基 づ い て 選 択 し た 。 そ の 第 2の 表 現 型 と は 、 BMI、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性
、 血 清 中 の 高 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 、 ウ エ ス ト 、 血 清 中 の リ ポ タ ン パ ク 質 、 イ ン ス リ ン 、 ヒ
ッ プ 、 ウ エ ス ト ／ ヒ ッ プ の 比 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 そ れ ぞ れ の 人 に つ い て 記 録 し た 糖 尿 病 、 甲 状 腺 疾 患 、 腎 臓 疾 患 の 存 在 を 、 テ ス ト 群 か ら
対 象 を 除 外 す る た め の 第 1の 基 準 と し た 。 ま た 、 イ ン ス リ ン の レ ベ ル が 7.1μ U/ml（ ア ボ ッ
ト ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 の 診 断 部 門 か ら の 微 粒 子 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ （ μ U/ml=ピ コ モ ル /リ
ッ ト ル × 7.175） ） を 超 え 、 ク レ ア チ ン の レ ベ ル が 160マ イ ク ロ モ ル /リ ッ ト ル （ ヤ ッ フ ェ
法 で 測 定 ： ア ル カ リ 溶 液 の 中 で ク レ ア チ ン が ピ ク リ ン 酸 と 反 応 し て 黄 赤 色 の 複 合 体 を 形 成
す る 熱 量 測 定 テ ス ト ） を 超 え た 場 合 も 、 対 象 が こ れ ら の 疾 患 に な っ て い る こ と を 示 す 除 外
基 準 と し て 使 用 し た 。 さ ら に 除 外 し た の は 、 更 年 期 状 態 に 合 致 し な い ペ ア 、 一 方 ま た は 両
方 が 脂 肪 減 少 療 法 を 受 け て い る 双 子 、 絶 食 し て い な い （ 食 後 8時 間 経 過 し て い な い ） 対 象
、 β -ブ ロ ッ カ ー 、 チ ア ジ ド 利 尿 薬 、 外 来 性 エ ス ト ロ ゲ ン で 治 療 し た 対 象 を 含 む 双 子 で あ
っ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 二 卵 性 双 生 児 と 一 卵 性 双 生 児 の 中 か ら 第 1の 表 現 型 に 関 し て 極 端 な 一 致 ま た は 不 一 致 を
示 す 人 を 選 択 す る こ と に よ り 、 2変 数 ラ ン キ ン グ に 伴 う 複 雑 さ を 最 少 に し た 。 除 外 基 準 を
適 用 し た 後 、 253人 の 一 卵 性 双 生 児 が 残 っ た 。 こ れ は 、 276人 と い う 集 団 の 目 標 人 数 に 満 た
な か っ た 。 こ の 状 況 に 対 処 す る た め 、 極 端 な 201人 を 253人 の 中 か ら 選 択 し 、 中 心 脂 肪 の デ
ー タ だ け に 関 し て 相 関 の な い 一 卵 性 双 生 児 と 、 ト リ グ リ セ リ ド の デ ー タ だ け に 関 し て 相 関
の な い 二 卵 性 双 生 児 の コ ホ ー ト か ら の 人 を 加 え る こ と に よ り 、 望 む 人 数 に し た 。 最 終 的 に
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選 択 さ れ た 552組 の 二 卵 性 双 生 児 か ら 入 手 で き る サ ン プ ル に は 、 両 方 の 性 質 が 極 端 だ っ た 1
78組 と 、 ト リ グ リ セ リ ド だ け に 関 し て 極 端 だ っ た 205組 と 、 中 心 脂 肪 だ け に 関 し て 極 端 だ
っ た 208組 が 含 ま れ て い た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 こ の テ ス ト 集 団 で は 、 第 2の 表 現 型 が 見 ら れ た の は 67％ ～ 90％ で あ っ た 。 合 計 す る と 、
対 象 の 61％ が 第 1と 第 2の 表 現 型 の 両 方 を 持 っ て い た 。 こ の 状 態 は 幅 広 い 年 齢 層 で 見 ら れ 、
更 年 期 前 と 更 年 期 後 の 対 象 の 人 数 分 布 は 均 等 で あ っ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ２ ９ 】
多 型 変 異 と 脂 肪 蓄 積 の 関 係
　 実 施 例 1に 記 載 し た テ ス ト 群 に 属 す る 人 か ら 血 液 サ ン プ ル を 採 取 し た 。 標 準 的 な 方 法 （ B
ACC2 DNA抽 出 キ ッ ト （ ニ ュ ー ク レ オ ン ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ー ズ 社 ） ） を 利 用 し て そ の 血 液
サ ン プ ル か ら ゲ ノ ム DNAを 抽 出 し 、 分 析 を 行 な っ た 。 背 景 と な る 連 鎖 研 究 と マ イ ク ロ サ テ
ラ イ ト ・ マ ー カ ー に よ る 詳 細 な マ ッ ピ ン グ 分 析 に 基 づ き 、 中 心 脂 肪 の 蓄 積 と 連 鎖 す る 遺 伝
エ レ メ ン ト が 第 12染 色 体 の 12q24領 域 に 位 置 す る と 推 定 さ れ た 。 こ の 領 域 に 位 置 す る 1つ の
遺 伝 子 が PLA2G1Bを コ ー ド し て い た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 中 心 脂 肪 の 蓄 積 に 中 心 的 な 役 割 を 果 た す 遺 伝 子 を 含 む と 考 え ら れ る ゲ ノ ム 領 域 を 同 定 す
る た め 、 全 ゲ ノ ム 連 鎖 走 査 を 行 な っ た 。 連 鎖 走 査 は 、 非 常 に 多 型 で あ る マ イ ク ロ サ テ ラ イ
ト ・ マ ー カ ー （ Reed他 、 Nat. Genet.、 第 7巻 、 390～ 395ペ ー ジ 、 1994年 ） と 、 イ ギ リ ス 出
身 の コ ー カ サ ス 系 女 性 の 双 子 1000人 か ら 採 取 し た DNAサ ン プ ル を 用 い て 実 施 し た 。 研 究 コ
ホ ー ト に 含 め る た め に 選 択 し た サ ン プ ル は 、 表 現 型 の 値 に 関 し て 広 い ス ペ ク ト ル を 持 っ て
お り 、 痩 せ た 対 象 か ら 肥 満 し た 対 象 ま で を 含 ん で い た 。 最 初 の 研 究 は 、 ジ ェ ネ ト ン 連 鎖 地
図 に 由 来 す る 400の 市 販 さ れ て い る マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト ・ マ ー カ ー （ PEア プ ラ イ ド ・ バ イ
オ シ ス テ ム ズ 社 か ら の ABIプ リ ズ ム 連 鎖 マ ッ ピ ン グ ・ セ ッ ト 、 バ ー ジ ョ ン 2） を 用 い て 実 施
し た 。 マ ー カ ー 間 の 平 均 ゲ ノ ム 間 隔 は 、 約 10cMで あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 MAPMAKER/SIBS（ Kruglyakと Lander、 Amer. J. Human Genetics、 第 57巻 、 439～ 454ペ ー
ジ 、 1995年 ） を 用 い て 複 数 点 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク 連 鎖 分 析 を 行 な っ た 。 連 鎖 分 析 で は 、 WO
 00/51053に 記 載 さ れ て い る バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス の イ ン フ ラ ス ト ラ ク チ ャ ー と ソ
フ ト ウ エ ア ・ パ ッ ケ ー ジ を 利 用 し て マ ー カ ー の 位 置 を 記 録 し 、 デ ー タ を 記 憶 さ せ 、 デ ー タ
・ フ ァ イ ル を 作 っ た 。 次 に 、 こ の シ ス テ ム か ら の 出 力 を 、 関 係 す る ア プ リ ケ ー シ ョ ン ・ ソ
フ ト ウ エ ア を 用 い て し 統 計 的 に 分 析 し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 遺 伝 子 型 を 決 め る 反 応 は 、 一 般 に 、 研 究 対 象 か ら の DNAを 12.5ng含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト （ 384ウ エ ル 、 反 応 容 積 5μ l） の 中 で 行 な わ せ た 。 DNAは 、 PCRと 、 蛍 光 染 料 で あ
る 6-FAM（ 登 録 商 標 ） 、 HEX（ 登 録 商 標 ） 、 NED（ 登 録 商 標 ） の い ず れ か で 標 識 し た 配 列 特
異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー と を 用 い て 増 幅 し た 。 サ イ ズ の 基 準 を ABI PRISM（
登 録 商 標 ） GENESCAN（ 登 録 商 標 ） 400HD ROXで 標 識 し て ABIモ デ ル 377分 析 装 置 （ ア プ ラ イ
ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、 フ ォ ス タ ー ・ シ テ ィ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） の 各 レ ー ン で 使 用 し
、 PCR産 物 を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 変 性 ゲ ル の 中 で 電 気 泳 動 に よ っ て 分 析 し た 。 遺 伝 子 型 を
決 め る た め 、 選 択 し た マ ー カ ー を 2つ の グ ル ー プ （ パ ネ ル ） に 分 け 、 各 サ ン プ ル に つ い て
電 気 泳 動 を 2回 行 な っ て 全 マ ー カ ー を 分 析 で き る よ う に し た 。 そ の 結 果 、 ど の パ ネ ル の ど
の 染 料 で も 断 片 の サ イ ズ は 重 複 し な か っ た 。 遺 伝 子 型 の 分 析 を ABI PRISM（ 登 録 商 標 ） GEN
ESCAN（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ エ ア （ バ ー ジ ョ ン 3.0） を 用 い て 行 な い 、 ABI PRISM（ 登 録 商
標 ） ジ ェ ノ タ イ パ ー 2.0を 用 い て 手 作 業 で 遺 伝 子 型 を 決 め た 。 結 果 を デ ー タ ベ ー ス に 入 れ
、 マ ー カ ー ご と に 記 憶 さ せ た 。 結 果 の 品 質 を チ ェ ッ ク し 、 家 族 内 で の 遺 伝 に 矛 盾 が な い こ
と を 確 認 し た 。 一 貫 し て 血 統 に 問 題 を 有 す る こ と が わ か っ た 家 族 は 、 分 析 す る 集 合 か ら 除
外 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
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　 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ 用 マ ー カ ー （ す な わ ち マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト ・ マ ー カ ー ） の 順 序 は 、 研
究 を 行 な っ て い る 間 、 ヒ ト ゲ ノ ム ・ マ ッ ピ ン グ を 得 る た め の 統 一 デ ー タ ベ ー ス （ ヴ ァ イ ツ
マ ン 科 学 研 究 所 ） （ UDB） と 国 立 保 健 研 究 所 の 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ NCB
I） の ア セ ン ブ リ に 従 っ て 分 析 し た 領 域 に お い て 比 較 的 安 定 で あ っ た 。 戦 略 的 マ イ ク ロ サ
テ ラ イ ト ・ マ ー カ ー の た め に 遺 伝 子 か ら 物 理 的 位 置 に 変 換 す る 操 作 は 、 UDBと NCBIを 参 照
基 準 と し て 用 い て 実 行 し た 。 そ の 領 域 に お け る ゲ ノ ム ・ コ ン テ ィ グ の 同 定 と 位 置 の 比 較 を
や は り UDBと NCBIの 間 で 行 な っ た と こ ろ 、 比 較 的 よ く 一 致 し た 。 こ の 領 域 内 で 同 定 さ れ た
全 遺 伝 子 と 予 想 さ れ た 全 遺 伝 子 の 位 置 の 比 較 も 、 NCBI（ ビ ル ド 22） と 、 ヨ ー ロ ッ パ ・ バ イ
オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス 研 究 所 と サ ン ガ ー ・ セ ン タ ー の 合 同 プ ロ ジ ェ ク ト （ ENSEMBLE） の
間 で 行 な っ た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト ・ マ ー カ ー 分 析 に よ り 、 第 12染 色 体 の 長 腕 上 の 125cM～ 155cMに わ た
る 領 域 に 、 中 心 脂 肪 の 蓄 積 、 中 心 脂 肪 の 割 合 、 全 脂 肪 と の 連 鎖 が 見 つ か っ た 。 中 心 脂 肪 に
関 す る ピ ー ク の ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク Zス コ ア は 3.6で あ っ た 。 こ の 領 域 を さ ら に 狭 め 、 染 色
体 上 の 12q24が 中 心 脂 肪 に 寄 与 す る 遺 伝 子 を 含 む 主 要 な 領 域 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。
そ の と き 用 い た の は 、 多 型 の 非 常 に 多 い 以 下 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト ・ マ ー カ ー で あ る ： D1
2S86、 D12S1612、 D12S1614、 D12S340、 D12S324、 D12S1675、 D12S1679、 D12S1659、 D12S97
。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 次 に 、 染 色 体 上 の 12q24領 域 を 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 を 用 い て 分 析 し 、 こ の 領 域 で 中 心 脂
肪 の 蓄 積 を 調 節 し て い る 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 公 開 さ れ て い る SNPデ ー タ ベ ー ス （ httpア ド
レ ス www.ncbi.nlm.nih.gov/SNPを 参 照 の こ と ） の 中 で PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 潜 在 的 な 多
型 を 同 定 し 、 テ ス ト 群 以 外 の グ ル ー プ の 中 で 検 証 し た 。 統 計 的 に 有 意 な SNPで あ る （ 劣 性
対 立 遺 伝 子 が 集 団 の 10％ を 超 え る ） こ と が 確 認 さ れ た 多 型 の 遺 伝 子 型 を 研 究 集 団 の 中 で 明
ら か に し 、 脂 肪 の 蓄 積 と の 関 連 を 調 べ た 。 検 証 と 遺 伝 子 型 決 定 の 研 究 で は 、 多 型 を 検 出 す
る 手 続 き を 利 用 し た 。 こ れ に つ い て は 以 下 に 説 明 す る 。 表 1に は 、 遺 伝 子 型 分 析 を 行 な っ
た ほ と ん ど の 多 型 と 、 dbSNPに 報 告 さ れ て い る 対 立 遺 伝 子 の 変 異 が 示 し て あ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ２ ３ ７ 】
SNPの 検 証 と 遺 伝 子 型 決 定 を 行 な う ア ッ セ イ
　 多 型 変 異 が 核 酸 サ ン プ ル に 存 在 し て い る か ど う か を 調 べ る の に 利 用 す る ア ッ セ イ に は 、
合 成 手 続 き に よ っ て シ ー ク エ ン シ ン グ す る 操 作 が 含 ま れ て い た 。 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ATPス
ル フ リ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ピ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ア デ ノ シ ン 5'-ホ ス ホ 硫 酸
（ APS） を 使 用 し 、 途 中 で 1つ の dNTPを 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 添 加 し た 後 、 そ の dNTPが
合 成 さ れ た 鎖 に 組 み 込 ま れ な か っ た 場 合 に は そ の dNTPを 分 解 し た 。 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 末 端 へ の dNTPの 組 み 込 み は 、 光 の 放 出 に よ っ て 検 出 し た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 ア ッ セ イ は 、 ま ず 最 初 に 、 表 2に 示 し た プ ラ イ マ ー を 組 み 込 ん だ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
（ PCR） を 利 用 し 、 サ ン プ ル 中 の 興 味 の 対 象 で あ る 領 域 を 増 幅 す る こ と に よ っ て 行 な っ た
。
【 ０ ２ ３ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 典 型 的 な PCR反 応 は 、 水 を 14.24μ l、 PCR緩 衝 溶 液 を 2.23μ l、 1.5mMの MgCl 2 を 1.38μ l、
0.125mMの dNTPを 1.12μ l、 濃 度 が 0.2μ Mの 順 プ ラ イ マ ー を 0.45μ l、 濃 度 が 0.2μ Mの 逆 プ
ラ イ マ ー を 0.45μ l、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ 0.003U/μ l） を 0.13μ l、 濃 度 が 0.2ng/μ lの DNA
サ ン プ ル を 2.3μ l含 み 、 全 体 積 が 22.3μ lで あ っ た 。 PCR反 応 は 、 通 常 は 、 95℃ に て 10分 間
を 1ス テ ッ プ ； 95℃ に て 30秒 間 、 60℃ に て 45秒 間 、 72℃ に て 45秒 間 を 45サ イ ク ル ； 72℃ に
て 5分 間 を 1ス テ ッ プ 実 施 し た 後 ； 最 後 に 22℃ で の 反 応 を 行 な わ せ た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
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　 PCR反 応 が 終 了 し た 後 、 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を PCR産 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 伸
長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 表 3に 示 す 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 多 型 部 位 ま で は 増 幅 し た 標 的 と 相 補 的 で あ っ た が 、 多 型 は
含 ん で い な い た め （ 多 型 部 位 rs2009391と rs5635を 調 べ る 場 合 は 除 く 。 と い う の も 、 そ の
多 型 部 位 の 手 前 1塩 基 対 の と こ ろ で 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 終 結 し て い る か ら で あ る ）
、 酵 素 に よ り 、 そ の 多 型 部 位 の 先 ま で 1個 ま た は 数 個 分 の 塩 基 を 延 長 さ せ た 。 dNTPを 伸 長
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 付 加 す る 場 合 に は 、 ア ッ セ イ の 伸 長 相 に お い て 単 一 の dNTPを 反 応 物
に 添 加 し 、 ピ ロ リ ン 酸 塩 を 生 成 さ せ た 。 反 応 混 合 物 の 中 に 存 在 す る ATPス ル フ リ ラ ー ゼ は
、 ピ ロ リ ン 酸 と APSを 利 用 し て ATPを 生 成 さ せ た 。 ATPは ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 触 媒 と し て ル シ
フ ェ リ ン を オ キ シ ル シ フ ェ リ ン に 変 換 す る 過 程 を 進 行 さ せ 、 可 視 光 を 放 出 さ せ た 。 そ の 可
視 光 は CCDカ メ ラ で 測 定 し た 。 グ ラ フ を 描 く と 、 放 出 さ れ た 光 の 量 に 対 応 す る ピ ー ク が 見
ら れ た 。 光 は 、 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 組 み 込 ま れ た ヌ ク レ オ チ ド の 量 に 比 例 し て い た
。 反 応 物 に は dATPを 添 加 せ ず 、 代 わ り に dATPγ Sを 添 加 し た 。 こ の dATPγ Sは ル シ フ ェ ラ ー
ゼ の 作 用 を 受 け な か っ た 。 ア ピ ラ ー ゼ を 反 応 物 に 添 加 し 、 組 み 込 ま れ な か っ た dNTPと 、 AT
Pス ル フ リ ラ ー ゼ に よ っ て 生 成 し た ATPと を 分 解 し 、 ア ピ ラ ー ゼ の 反 応 が 完 了 し た と き 、 別
の dNTPを 必 要 に 応 じ て 反 応 物 に 添 加 し て さ ら に 伸 長 相 を 実 施 し た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 別 の ア ッ セ イ で は 、 MassARRAY（ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム （ シ ー ク ナ ム 社 ） を 利 用 し て 効 率
よ く SNPの ゲ ノ ム 型 を 明 ら か に し た 。 こ の ゲ ノ ム 型 決 定 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム に 対 し 、 均 一 単
一 試 験 管 ア ッ セ イ 法 （ hME（ 登 録 商 標 ） ま た は 均 一 MassEXTEND（ 登 録 商 標 ） （ シ ー ク ナ ム
社 ） ） を 補 足 的 に 行 な っ た 。 こ の 方 法 で は 、 2つ の ゲ ノ ム 型 決 定 用 プ ラ イ マ ー が 、 興 味 の
対 象 で あ る 多 型 を 取 り 囲 ん で い る ゲ ノ ム 標 的 と ア ニ ー ル し 、 そ の ゲ ノ ム 標 的 を 増 幅 す る 。
次 に 、 増 幅 さ れ た 標 的 と 多 型 部 位 ま で は 相 補 的 で あ る が そ の 多 型 は 含 ま な い 第 3の プ ラ イ
マ ー （ MassEXTEND（ 登 録 商 標 ） プ ラ イ マ ー ） を 、 酵 素 に よ り 、 そ の 多 型 部 位 の 先 ま で 1個
ま た は 数 個 分 の 塩 基 を 延 長 さ せ 、 そ こ で 終 結 さ せ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 そ れ ぞ れ の 多 型 に 関 し 、 spectroDESIGNER（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ エ ア （ シ ー ク ナ ム 社 ）
を 用 い て 一 連 の PCRプ ラ イ マ ー を 生 成 さ せ 、 MassEXTEND（ 登 録 商 標 ） プ ラ イ マ ー を 用 い て
多 型 の 遺 伝 子 型 を 決 定 し た 。 表 4に は PCRプ ラ イ マ ー を 、 表 5に は 多 型 の 分 析 に 用 い る 伸 長
プ ラ イ マ ー を 示 し て あ る 。 最 初 の PCR増 幅 反 応 は 、 1.5mMの MgCl 2 （ キ ア ジ ェ ン 社 ） 、 dATP
、 dGTP、 dCTP、 dTTP（ ギ ブ コ -BRL社 ） を そ れ ぞ れ 200μ M、 2.5ngの ゲ ノ ム DNA、 0.1単 位 の
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ホ ッ ト ス タ ー DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ キ ア ジ ェ ン 社 ） 、 興 味 の 対 象 で あ る 多 型 領 域 に 対 し て 特
異 的 な 順 PCRプ ラ イ マ ー と 逆 PCRプ ラ イ マ ー を そ れ ぞ れ 200nM含 む 1× PCR用 緩 衝 溶 液 が 含 ま
れ た 合 計 5μ lの 中 で 実 施 し た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 サ ン プ ル を 95℃ に て 15分 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 95℃ に て 20秒 間 、 56℃ に
て 30秒 間 、 72℃ に て 1分 間 を 45サ イ ク ル 実 施 し 、 最 後 に 72℃ で の 伸 長 を 3分 間 行 な っ た 。 増
幅 後 、 エ ビ の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ SAP） （ 体 積 2μ lに 0.3単 位 ） （ ア マ ー シ ャ ム ・ フ
ァ ル マ シ ア 社 ） を そ れ ぞ れ の 反 応 物 （ 反 応 体 積 の 合 計 は 7μ lで あ っ た ） に 添 加 し 、 PCRス
テ ッ プ で 消 費 さ れ ず に 残 っ た す べ て の dNTPを 除 去 し た 。 サ ン プ ル を 37℃ に て 20分 間 に わ た
っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 85℃ に て 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て SAPを 変 性 さ せ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 SAPと の 反 応 が 終 了 し た と き 、 多 型 特 異 的 MassEXTEND（ 登 録 商 標 ） プ ラ イ マ ー ・ カ ク テ
ル を 各 サ ン プ ル に 添 加 す る こ と に よ っ て プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 を 開 始 さ せ た 。 そ れ ぞ れ の Ma
ssEXTEND（ 登 録 商 標 ） カ ク テ ル は 、 多 型 対 立 遺 伝 子 を 互 い に 区 別 す る た め に ジ デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド （ ddNTP） と デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （ dNTP） の 特 別 な 組 み 合 わ せ を 含 ん で い た
。 表 5に は ddNTPが 示 し て あ り 、 表 示 し て い な い 4番 目 の ヌ ク レ オ チ ド は dNTPで あ る （ 例 え
ば 第 1行 目 で は 、 A、 C、 Gが ddNTPで あ り 、 Tが dNTPで あ る ） 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 MassEXTEND（ 登 録 商 標 ） 反 応 は 、 1× サ ー モ シ ー ケ ナ ー ゼ 緩 衝 溶 液 、 0.576単 位 の サ ー モ
シ ー ケ ナ ー ゼ （ ア マ ー シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア 社 ） 、 600nMの MassEXTEND（ 登 録 商 標 ） プ ラ
イ マ ー 、 2mMの ddATPお よ び ／ ま た は ddCTPお よ び ／ ま た は ddGTPお よ び ／ ま た は ddTTP、 2mM
の dATPま た は dCTPま た は dGTPま た は dTTPを 添 加 し た 合 計 9μ lの 中 で 実 施 し た 。 ア ッ セ イ で
使 用 し た デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （ dNTP） は 、 一 般 に 、 ア ン プ リ コ ン の 多 型 部 位 に お い て ヌ
ク レ オ チ ド と 相 補 的 で あ っ た 。 サ ン プ ル を 94℃ に て 2分 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た
後 、 94℃ に て 5秒 間 、 52℃ に て 5秒 間 、 72℃ に て 5秒 間 を 55サ イ ク ル 実 施 し た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 16μ lの 水 （ 全 反 応 体 積 は 25μ lで あ っ た ） と 3mgの SpectroCL
EAN（ 登 録 商 標 ） サ ン プ ル ・ ク リ ー ニ ン グ ・ ビ ー ズ を 添 加 し て サ ン プ ル を 脱 塩 し た 後 、 回
転 さ せ な が ら 3分 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に サ ン プ ル を 、 96ス ポ ッ ト ま た は 3
84ス ポ ッ ト の シ リ コ ン ・ チ ッ プ （ SpectroCHIP（ 登 録 商 標 ） （ シ ー ク ナ ム 社 ） ） の 上 に 圧
電 分 配 装 置 （ SpectroJET（ 登 録 商 標 ） （ シ ー ク ナ ム 社 ） ） を 用 い て 自 動 的 に 分 配 し た 。 シ
リ コ ン ・ チ ッ プ は マ ト リ ッ ク ス を 含 ん で お り 、 そ の マ ト リ ッ ク ス が 各 サ ン プ ル を 結 晶 化 さ
せ た 。 次 に 、 MALDI-TOF質 量 分 析 （ バ イ フ レ ッ ク ス と オ ー ト フ レ ッ ク ス の MALDI-TOF質 量 分
析 器 （ ブ ル ー カ ー ・ ダ ル ト ニ ク ス 社 ） を 使 用 で き る ） と SpectroTYPER RT（ 登 録 商 標 ） ソ
フ ト ウ エ ア （ シ ー ク ナ ム 社 ） を 用 い て 各 サ ン プ ル に つ い て SNPの 遺 伝 子 型 を 分 析 し 、 解 釈
し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
SNPの 検 証
　 公 開 さ れ て い る デ ー タ ベ ー ス で 同 定 さ れ た 多 型 を 、 ス ウ ェ ー デ ン か ら の 6人 （ PCRで ネ ガ
テ ィ ブ だ っ た 対 照 と 配 列 プ ラ イ マ ー 伸 長 用 対 照 を 含 む ） に そ れ ぞ れ の 多 型 が 存 在 し て い る
か ど う か を 検 出 す る こ と に よ っ て 検 証 し た 。 1つ の 多 型 が 2人 以 上 に 存 在 し て い た 場 合 に そ
の 多 型 を 統 計 的 に 有 意 な SNPと 認 め 、 テ ス ト 集 団 で 表 現 型 を 探 し た 。 そ の 多 型 が 6人 の 誰 に
も 同 定 さ れ な か っ た 場 合 に は 、 ス ウ ェ ー デ ン か ら の コ ー カ サ ス 系 血 液 ド ナ ー 集 団 30人 で そ
の 多 型 を さ ら に 探 し た 。 こ の 30人 の 集 団 で 1つ の 多 型 が 10％ 以 上 の 頻 度 で 見 ら れ た 場 合 に
そ の 多 型 を 統 計 的 に 有 意 な SNPと 認 め 、 テ ス ト 集 団 で 表 現 型 を 探 し た 。 集 団 内 の 10％ 以 上
の 人 に 見 ら れ る 劣 性 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が 同 定 さ れ な い 確 率 は 、 30人 か ら の サ ン プ ル を 分 析
す る 場 合 に は 約 0.2％ に な る と 計 算 さ れ た 。 そ こ で 集 団 が 大 き く て 選 択 圧 が な い と 仮 定 す
る と 、 集 団 全 体 の 19％ の 人 が 劣 性 対 立 遺 伝 子 の キ ャ リ ア で あ る と 推 定 さ れ た 。 ま た 、 出 身
地 が ア メ リ カ 合 衆 国 ユ タ 州 、 ベ ネ ズ エ ラ 、 フ ラ ン ス で あ る 92人 か ら 単 離 し た サ ン プ ル 群 （
コ リ エ ル 細 胞 保 管 所 ） で 多 型 を 検 証 し た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
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　 dbSNPデ ー タ ベ ー ス に 報 告 さ れ て い る 以 下 の 多 型 が 、 検 証 研 究 に お い て 多 型 で あ る （ す
な わ ち 統 計 的 に 有 意 で あ る ） こ と が わ か っ た ： rs2701632、 rs200931、 rs5631、 rs5632、 r
s5634、 rs5637、 rs1186217、 rs1179387、 rs2701629、 rs2070873。 dbSNPデ ー タ ベ ー ス で 多
型 と 報 告 さ れ て い る rs2701631、 rs2066539、 rs5633、 rs5635、 rs5636は 、 17人 に つ い て 調
べ た と き に は 多 型 で は な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
遺 伝 子 型 の 分 析
　 確 認 さ れ た SNPの う ち 、 表 6に は 、 脂 肪 蓄 積 の 減 少 と 強 く 関 係 し て い た 2つ の SNPが 示 し て
あ る 。 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 を 第 2列 に 示 し て あ る 。 太 字 で 示 し た 対 立 遺 伝 子 は 、 中 心 脂 肪 の
蓄 積 の 減 少 と 関 係 す る 対 立 遺 伝 子 で あ る 。 こ れ ら の 位 置 は 、 強 い 連 鎖 不 平 衡 （ LD） で あ る
こ と が わ か っ た 。 そ れ ぞ れ の 関 連 性 の 統 計 的 有 意 さ は 、 点 別 分 析 を 利 用 し た モ ン ク ス -カ
プ ラ ン 検 定 で 調 べ た （ Monksと Kaplan、 Am. J. Hum. Genet.、 第 66巻 、 576～ 592ペ ー ジ 、 2
000年 ） 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 デ ー タ 群 か ら 他 の SNPを 除 去 し た 後 、 PLA2G1Bに つ い て 多 重 検 定 の 修 正 も 実 施 し た 。 こ の
よ う に し て 多 重 修 正 の 結 果 と し て 得 ら れ た 値 は p=0.0859で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 QPDT（ Martin他 、 Amer. J. Human Genetics、 第 67巻 、 146～ 154ペ ー ジ 、 2000年 ） と し
て 知 ら れ る プ ロ グ ラ ム を 用 い て ハ プ ロ タ イ プ 分 析 を 実 施 し た 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 、 EMア ル
ゴ リ ズ ム （ Dempster他 、 J. Royal Statistical Soc.、 B39巻 、 1～ 38ペ ー ジ 、 1977年 ） を
利 用 し て い る 。 こ の プ ロ グ ラ ム を 利 用 し 、 最 大 化 の 程 度 に 基 づ い て ハ プ ロ タ イ プ を 割 り 当
て た 。 図 7に 、 PLA2G1B遺 伝 子 に 含 ま れ る 4つ の SNPに 関 し て 可 能 な ハ プ ロ タ イ プ と 、 そ れ ぞ
れ の 予 想 頻 度 を 示 し て あ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ９ 】
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　 PLA2G1B遺 伝 子 に 関 し て ハ プ ロ タ イ プ と 単 一 の 位 置 の 関 連 を 分 析 し た 結 果 か ら 、 H3ハ プ
ロ タ イ プ と H5ハ プ ロ タ イ プ が 痩 せ と 最 も 有 意 な 関 係 を 持 っ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ れ
ら の ハ プ ロ タ イ プ は 、 位 置 7328が Aで 位 置 9182が Gで あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ２ ６ ０ 】
NIDDMサ ン プ ル の 選 択
プ ー リ ン グ 戦 略
　 疾 患 状 態 に 基 づ い て サ ン プ ル を 4つ の グ ル ー プ の い ず れ か に 分 類 し た 。 4つ の グ ル ー プ は
、 女 性 テ ス ト 群 、 女 性 対 照 群 、 男 性 テ ス ト 群 、 男 性 対 照 群 で あ る 。 各 グ ル ー プ か ら 選 択 し
た サ ン プ ル 群 を 用 い て プ ー ル を 作 っ た 。 グ ル ー プ 1つ に つ き プ ー ル を 1つ 作 っ た 。 1つ の プ
ー ル に 含 ま れ る 個 々 の サ ン プ ル は 、 同 じ 量 の ゲ ノ ム DNAに し た 。 例 え ば 各 プ ー ル に 200人 が
属 し て い て 、 そ れ ぞ れ の PCR反 応 で ゲ ノ ム DNAを 25ng用 い る 場 合 、 一 人 が ゲ ノ ム DNAを 125pg
提 供 す る こ と に な る 。 サ ン プ ル が あ る プ ー ル に 入 る か ど う か は 以 下 に 示 す 基 準 に 基 づ い て
お り 、 そ れ を 以 下 の 表 に 詳 し く 記 載 し て あ る 。 こ の 明 細 書 に 記 載 し た 研 究 の た め の 選 択 基
準 に は 、 患 者 の 属 す る 民 族 と 、 NIDDMに 関 す る 診 断 が 含 ま れ て い た 。 表 現 型 に 関 し て 集 め
た 他 の デ ー タ は 、 GAD抗 体 の 濃 度 、 HbA1cの 濃 度 、 ボ デ ィ マ ス 指 数 （ BMI） 、 患 者 の 年 齢 、
初 診 の 日 付 、 初 診 時 の 患 者 の 年 齢 な ど で あ っ た （ 以 下 の 表 8を 参 照 の こ と ） 。 GAD抗 体 の 力
価 が 大 き い ケ ー ス と 初 診 時 の 年 齢 が 低 い ケ ー ス を 除 外 す る こ と で 、 裏 に 隠 れ て い る 病 因 に
関 し て 糖 尿 病 サ ン プ ル の 均 一 性 が 大 き く な る よ う に し た 。 HbA1cが 大 き な 対 照 を 除 外 し 、
診 断 さ れ て い な い 糖 尿 病 が ま っ た く 含 ま れ な く な る よ う に し た 。 対 照 サ ン プ ル は 、 NIDDM
の 家 族 歴 が な い 、 糖 尿 病 で な い 人 に 由 来 す る も の で あ っ た 。 糖 尿 病 の ケ ー ス で は 第 2の 表
現 型 も 測 定 し た 。 い く つ か 例 示 す る な ら ば 、 HDL、 LDL、 ト リ グ リ セ リ ド 、 イ ン ス リ ン 、 C-
ペ プ チ ド 、 ネ フ ロ パ シ ー の 状 態 、 ニ ュ ー ロ パ シ ー の 状 態 な ど で あ り 、 こ れ ら の 表 現 型 を 利
用 す る と 、 疾 患 遺 伝 子 の 潜 在 的 経 路 を 明 ら か に す る た め の 第 2の 分 析 を 行 な う こ と が で き
よ う 。
【 ０ ２ ６ １ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 選 択 プ ロ セ ス を 通 じ て 表 9に 示 し た プ ー ル が 得 ら れ 、 そ れ を こ の 明 細 書 に 記 載 し た 研 究
で 利 用 し た 。
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【 ０ ２ ６ ３ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ２ ６ ４ 】
多 型 変 異 と NIDDMの 関 係
　 実 施 例 3に 記 載 し た テ ス ト 群 に 属 す る 個 人 か ら 血 液 サ ン プ ル を 採 取 し た 。 標 準 的 な 方 法
（ BACC2 DNA抽 出 キ ッ ト （ ニ ュ ー ク レ オ ン ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ー ズ 社 ） ） を 利 用 し て ゲ ノ
ム DNAを こ れ ら 血 液 サ ン プ ル か ら 抽 出 し 、 分 析 を 行 な っ た 。 X症 候 群 と 呼 ば れ る 一 般 的 な 疾
患 に お い て 見 ら れ る よ う に 、 中 心 脂 肪 、 高 血 圧 、 グ ル コ ー ス 不 寛 容 、 （ ト リ グ リ セ リ ド が
多 く 、 HDLコ レ ス テ ロ ー ル が 少 な い ） 、 イ ン ス リ ン に 刺 激 さ れ た グ ル コ ー ス の 取 り 込 み 障
害 （ イ ン ス リ ン 抵 抗 性 ） と い っ た 症 状 の す べ て ま た は い ろ い ろ な 組 み 合 わ せ が 同 時 に 存 在
す る こ と に 基 づ き 、 中 心 肥 満 の 進 行 と 関 係 す る 多 型 変 異 も NIDDMと 関 係 し て い る こ と が 推
定 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 配 列 番 号 1の 位 置 7256に あ る SNPに つ い て も 、 上 記 の プ ー ル か ら の NIDDM患 者 と NIDDMで な
い 患 者 に お い て 対 立 遺 伝 子 と 遺 伝 子 を 明 ら か に し た （ 実 施 例 2を 参 照 の こ と ） 。 使 用 し た
の は 、 以 下 の PCRプ ラ イ マ ー で あ る ： ACGTTGGATGGGGTTGTCCAGCAGAAATTTAC（ 順 PCRプ ラ イ マ
ー ） と ACGTTGGATGCTTTCCAGGTGCTGCCAG（ 逆 PCRプ ラ イ マ ー ） ； AGACACATGACAACTGCTA（ 伸 長
プ ラ イ マ ー ） 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
遺 伝 子 型 の 分 析
　 配 列 番 号 1の 位 置 7256に あ る SNPに つ い て 、 実 施 例 2に 記 載 し た よ う に し て 、 NIDDM患 者 と
NIDDMで な い 患 者 に お い て 対 立 遺 伝 子 型 と 遺 伝 子 型 を 同 定 し た 。 表 10に 、 位 置 7256の SNPに
関 す る 対 立 遺 伝 子 型 を 調 べ た 結 果 が 示 し て あ る 。 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 を 第 2列 に 示 し て あ り
、 太 字 で 示 し た 対 立 遺 伝 子 は 、 NIDDMに 関 係 す る 対 立 遺 伝 子 で あ る 。 表 11に 、 位 置 7256の S
NPに 関 す る 遺 伝 子 型 を 調 べ た 結 果 が 示 し て あ る 。 テ ス ト 群 と 対 照 群 で の 遺 伝 子 型 の 頻 度 を
第 2列 、 第 3列 、 第 4列 に 示 し て あ る 。 そ れ ぞ れ の 関 係 に 関 す る 統 計 的 有 意 さ は 、 ピ ア ソ ン
χ 二 乗 検 定 で 調 べ た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ８ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 対 立 遺 伝 子 型 と 遺 伝 子 型 の 両 方 を 分 析 す る こ と に よ り 、 配 列 番 号 1の 位 置 7256に シ ト シ
ン が 存 在 す る こ と が 、 NIDDMと 関 係 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た （ 特 に 男 性 ） 。 興 味 深
い こ と に 、 配 列 番 号 1の 位 置 7328に グ ア ニ ン が 存 在 し 、 位 置 9182に チ ミ ン が 存 在 し て い る
こ と は 、 中 心 肥 満 と 関 係 し て い る こ と が 見 い だ さ れ た （ 実 施 例 2を 参 照 の こ と ） 。 し た が
っ て デ ー タ か ら 、 肥 満 ま た は 糖 尿 病 が 、 単 独 で 、 あ る い は 合 わ さ っ て 、 よ り 重 大 な 代 謝 症
候 群 の 一 部 と し て 進 行 し て い く 大 き な リ ス ク を 持 つ こ と の マ ー カ ー と し て こ れ ら SNPが 役
立 つ こ と が わ か る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ２ ７ ０ 】
PLA2G1Bの 組 織 発 現 プ ロ フ ァ イ ル
　 PLA2G1Bの 発 現 レ ベ ル を 、 PLA2G1B遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た RNAを 検 出 す る こ と に よ り 、 イ
ス ラ エ ル ・ ス ナ ネ ズ ミ （ Psamommys obesus） の 組 織 で 調 べ た 。 P. obesusは 、 肥 満 と 2型 糖
尿 病 の 研 究 に と っ て 理 想 的 な 多 遺 伝 子 モ デ ル 動 物 で あ る 。 P. obesusは 、 標 準 的 な 実 験 室
の 食 餌 を 自 由 に 与 え た と き に は 幅 広 い 病 理 生 理 学 的 な 表 現 型 応 答 を す る 。 P. obesusを 、
表 12に 示 し た よ う な 4つ の グ ル ー プ に 分 類 し た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
【 表 １ ２ 】
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【 ０ ２ ７ ２ 】
　 研 究 は 一 般 に A群 、 B群 、 C群 の ネ ズ ミ に つ い て 行 な っ た 。 と い う の も 、 D群 の ネ ズ ミ は 、
膵 臓 が 働 か な く な る と 代 償 不 全 の 糖 尿 病 に な り 、 早 期 に 死 亡 し た か ら で あ る 。 ネ ズ ミ を 年
齢 が 16週 の 時 点 で 、 8週 、 12週 、 16週 の と き に 測 定 し た 体 重 、 血 糖 、 血 漿 イ ン ス リ ン の 値
に 従 っ て 分 類 し た 。 体 重 、 血 糖 、 血 漿 イ ン ス リ ン は 、 そ れ ぞ れ グ ラ ム 、 ミ リ モ ル ／ リ ッ ト
ル 、 mμ /リ ッ ト ル の 単 位 で 測 定 し た 。 ネ ズ ミ は 、 12週 の 時 点 で 体 重 が 180g未 満 で あ る 場 合
に 痩 せ と 見 な し 、 体 重 が 200gを 超 え る 場 合 に 肥 満 で あ る と 見 な し た 。 ネ ズ ミ は 、 血 糖 レ ベ
ル が 8.0ミ リ モ ル ／ リ ッ ト ル 未 満 で イ ン ス リ ン ・ レ ベ ル が 150mμ /リ ッ ト ル 未 満 で あ る 場 合
に 正 常 血 糖 か つ 正 常 イ ン ス リ ン で あ る と 見 な し た 。 ネ ズ ミ は 、 血 中 イ ン ス リ ン ・ レ ベ ル が
150mμ /リ ッ ト ル 以 上 で あ る 場 合 に 糖 尿 病 に 分 類 し た 。 さ ら に 、 ネ ズ ミ は 、 血 糖 レ ベ ル が 8
ミ リ モ ル ／ リ ッ ト ル 以 上 で あ る 場 合 に 糖 尿 病 に 分 類 し た 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 PLA2G1Bの 組 織 分 布 と 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を A群 の オ ス の P. obesusと い う ネ ズ ミ （ 痩 せ て
い て 健 康 ） で 調 べ た 。 そ の 結 果 を 図 3A～ 図 3Dに 示 し て あ る 。 ネ ズ ミ は 、 通 常 は 、 組 織 を 採
取 す る 前 2時 間 に わ た っ て 絶 食 さ せ た 。 図 3A～ 図 3Dに 示 し た よ う に 、 PLA2G1Bの 発 現 は 、 胃
の 組 織 で 最 高 で あ り 、 膵 臓 組 織 、 肺 組 織 、 副 腎 組 織 で は よ り 低 い レ ベ ル で あ っ た 。 発 現 は
、 大 腸 と 小 腸 で も 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 代 謝 上 関 連 し た 組 織 （ 例 え ば 肝 臓 、 脂 肪 パ ッ ド 、 骨 格 筋 、 視 床 下 部 、 膵 臓 、 胃 の 組 織 ）
を 、 普 通 に 餌 を 与 え る か 、 一 晩 絶 食 さ せ た 後 に PLA2G1B遺 伝 子 の 異 な っ た 発 現 を 分 析 す る
標 的 と し た 。 さ ら に 、 ネ ズ ミ の 血 糖 、 血 漿 イ ン ス リ ン 、 体 重 、 体 脂 肪 と 遺 伝 子 発 現 の 相 関
を t検 定 に よ っ て 調 べ た 。 こ れ ら の 研 究 か ら 、 視 床 下 部 に お け る PLA2G1Bの 発 現 が 、 パ ラ メ
ト リ ッ ク t検 定 に よ る と 、 絶 食 さ せ た C群 の ネ ズ ミ に お い て 、 絶 食 さ せ た A群 の ネ ズ ミ （ p=0
.033） な ら び に 絶 食 さ せ た B群 の ネ ズ ミ （ p=0.02） よ り も 有 意 に 多 い こ と が 明 ら か に な っ
た （ 図 4Aを 参 照 の こ と ） 。 ま た 、 普 通 に 餌 を 与 え た A群 の ネ ズ ミ の 視 床 下 部 に お け る PLA2G
1Bの 発 現 は 、 絶 食 さ せ た A群 の ネ ズ ミ よ り も 多 か っ た （ p=0.052） （ 図 4Bを 参 照 の こ と ） 。
さ ら に 、 正 の 関 係 が 、 絶 食 さ せ た ネ ズ ミ の 視 床 下 部 に お け る PLA2G1Bの 発 現 と 体 重 （ p=0.0
28） お よ び 血 漿 イ ン ス リ ン ・ レ ベ ル （ p=0.014） の 間 に 存 在 し て い た （ 図 4Cと 図 4Dを 参 照
の こ と ） 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 肝 臓 で は 、 多 数 の 比 較 を 行 な う た め の ゲ ー ム ズ -ハ ウ エ ル ・ パ ラ メ ト リ ッ ク 法 に よ る と
、 絶 食 さ せ た A群 の ネ ズ ミ で の PLA2G1Bの 発 現 が 、 絶 食 さ せ た B群 の ネ ズ ミ （ p=0.072） な ら
び に 絶 食 さ せ た C群 の ネ ズ ミ （ p=0.023） よ り も 少 な い 傾 向 が あ っ た （ 図 4Eを 参 照 の こ と ）
。 さ ら に 、 肝 臓 で の PLA2G1Bの 発 現 は 、 普 通 に 餌 を 与 え た A群 の ネ ズ ミ に お い て 、 普 通 に 餌
を 与 え た C群 の ネ ズ ミ よ り も 少 な か っ た （ p=0.067） （ 図 4Fを 参 照 の こ と ） 。 ま た 、 正 の 関
係 が 、 絶 食 さ せ た ネ ズ ミ の 肝 臓 で の PLA2G1Bの 発 現 と 、 体 重 （ p=0.005、 パ ラ メ ト リ ッ ク 相
関 ） 、 血 中 イ ン ス リ ン （ p=0.013、 パ ラ メ ト リ ッ ク 相 関 ） 、 血 糖 （ p=0.023、 ノ ン パ ラ メ ト
リ ッ ク 相 関 ） の 間 に 存 在 し て い た （ 図 4G、 図 4H、 図 4Iを 参 照 の こ と ） 。 さ ら に 、 正 の 関 係
が 、 餌 を 与 え た ネ ズ ミ の 肝 臓 で の PLA2G1Bの 発 現 と 体 重 の 間 に 存 在 し て い た （ p=0.013） （
図 4Jを 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 膵 臓 で は 、 対 照 群 と エ ネ ル ギ ー 制 限 群 の 間 で PLA2G1Bの 発 現 に 有 意 な 差 が 観 察 さ れ た （ p
=0.036、 t検 定 ） （ 図 4Kを 参 照 の こ と ） 。 体 重 、 血 糖 、 血 中 イ ン ス リ ン と 膵 臓 で の PLA2G1B
の 発 現 に は 相 関 が 存 在 し て い な か っ た 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 肩 甲 下 脂 肪 で は 、 絶 食 さ せ た ネ ズ ミ に お け る PLA2G1Bの 発 現 は 、 普 通 に 餌 を 与 え た ネ ズ
ミ よ り も 有 意 に 大 き か っ た （ p=0.038、 t検 定 ） （ 図 4Lを 参 照 の こ と ） 。 し か し 脾 腹 筋 組 織
、 腎 臓 組 織 、 胃 組 織 で は 、 餌 を 与 え た グ ル ー プ と 絶 食 さ せ た グ ル ー プ で PLA2G1Bの 発 現 に
有 意 差 は な く 、 体 重 、 血 糖 、 血 中 イ ン ス リ ン と PLA2G1Bの 発 現 の 間 に も 相 関 は な か っ た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
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　 TaqMan（ 登 録 商 標 ） PCRシ ス テ ム （ ABIプ リ ズ ム TM 7700配 列 検 出 シ ス テ ム 、 パ ー キ ン -エ
ル マ ー ・ ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、 ノ ー ウ ォ ー ク 、 ア メ リ カ 合 衆 国 ） を 用 い て 遺
伝 子 の 発 現 を 定 量 化 し 、 内 在 性 対 照 遺 伝 子 で あ る シ ク ロ フ ィ リ ン に 対 す る 相 対 量 を 測 定 し
た 。 ス ー パ ー ス ク リ プ ト II RNア ー ゼ H-逆 転 写 酵 素 （ イ ン ヴ ィ ト ロ ジ ェ ン 社 ） を 製 造 業 者
の 指 示 に 従 っ て 用 い 、 合 計 で 1μ gの RNAを 逆 転 写 反 応 さ せ る こ と に よ っ て cDNAを 合 成 し た
（ httpア ド レ ス www.invitrogen.com/Content/World/11904018.pdfを 参 照 の こ と ） 。 こ の
逆 転 写 酵 素 PCR（ RT-PCR） に お い て 、 ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 ま な い マ イ ク ロ 遠 心 管 に 以 下 の 内
容 物 を 添 加 し た ： 1μ lの オ リ ゴ (dT)12-18（ 500μ g/ml） ； 合 計 1μ gの RNA； 10mMの dNTP混
合 物 （ 中 性 pHの dATP、 dGTP、 dCTP、 dTTPを そ れ ぞ れ 10mM） を 1μ l； 減 菌 蒸 留 水 を 12μ l。
こ の 混 合 物 を 5分 間 に わ た っ て 65℃ に 加 熱 し た 後 、 少 な く と も 2分 間 に わ た っ て 氷 の 上 で 素
早 く 冷 却 し た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 軽 く 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て マ イ ク ロ 遠 心 管 の 中 身 を 回 収 し た 後 、 以 下 の も の を 追 加
し て 反 応 体 積 を 20μ lに し た ： 10× フ ァ ー ス ト ・ ス ト ラ ン ド 緩 衝 溶 液 を 2μ l； 25mMの MgCl 2
を 4μ l； 0.1Mの DTTを 2μ l； RNア ー ゼ OUT組 み 換 え リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ 40単 位 /μ l）
を 1μ l； ス ー パ ー ス ク リ プ ト IIを 1μ l（ 200単 位 ） 。 こ の 混 合 物 を 45℃ に て 50分 間 に わ た
っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 15分 間 に わ た っ て 70℃ に 加 熱 す る こ と に よ っ て 反 応 を 不 活 化
し た 。 cDNAと 相 補 的 な RNAを 除 去 す る た め 、 大 腸 菌 の RNア ー ゼ Hを 1μ l（ 2単 位 ） 添 加 し 、 3
7℃ に て 20分 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ た 混 合 物 を 0.5mlの 試 験 管 に 移 し 、
-20℃ で 保 管 し た 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 P. obesusuの 配 列 に 基 づ き 、 プ ラ イ マ ー 発 現 ソ フ ト ウ エ ア （ バ ー ジ ョ ン 1.5） （ httpア
ド レ ス docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04303014.pdfか ら 入 手 し た ） を 利 用 し て
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 PCR反 応 を 行 な わ せ る た め 、 GCTGTGTGGCAGT
TCCGCAA； GTTCCGCAATATGATCAAGTGC； GATGAAACTCCTTCTGCTGGCTG； SAAGATGAAACTCCTTCTGCTG
と い う 配 列 を 有 す る 順 プ ラ イ マ ー を 、 GGTGAAATAAGACAGCAAGG； GGAGAANCAGATGGCGGCCT； CG
GTCACAGTTGCAGATGAAG； GGAAGTGGGGTGACAGCCTAACA； GGTGACAGSCTAACAGWNTTTCと い う 配 列 を
有 す る 逆 プ ラ イ マ ー と 組 み 合 わ せ て 使 用 し た 。 た だ し Sは Gま た は Cで あ り ； Nは C、 G、 T、 A
の い ず れ か で あ り ； Wは Aま た は Tで あ る 。 ま た 、 5'-GCACCCCAGTGGACGAATT-3'と い う 配 列 を
有 す る 別 の 順 プ ラ イ マ ー と 5'-TCAGCCTCTTGGCCTTAGTGTAG-3'と い う 配 列 を 有 す る 逆 プ ラ イ
マ ー か ら 長 さ が 70塩 基 対 の ア ン プ リ コ ン を 作 り 、 RT-PCRで 使 用 し た 。 内 在 性 の 対 照 遺 伝 子
で あ る シ ク ロ フ ィ リ ン の た め の プ ラ イ マ ー は 、 P. obesusuの 配 列 に 基 づ い て 設 計 し た 。 プ
ラ イ マ ー 配 列 の 特 異 性 は 、 BLASTを 用 い て そ の プ ラ イ マ ー 配 列 を GenBankに あ る PLA2G1Bの
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と に よ っ て 確 認 し た 。 プ ラ イ マ ー は 40ナ ノ モ ル の 濃 度 で 合
成 し 、 逆 相 カ ー ト リ ッ ジ （ ジ ー ン ワ ー ク ス 社 、 オ ー ス ト ラ リ ア ） を 用 い て 精 製 し た 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 次 に 、 プ ラ イ マ ー が 定 量 的 PCRプ ロ セ ス で 機 能 す る 能 力 を 測 定 し た 。 順 番 に 希 釈 し た サ
ン プ ル 群 に 関 す る 閾 値 サ イ ク ル （ Ct=閾 値 サ イ ク ル ） に 基 づ き 、 基 準 曲 線 を 作 っ た 。 cDNA
を 順 番 に 希 釈 し て 1： 2の 希 釈 度 か ら 1： 16の 希 釈 度 に し た 。 基 準 曲 線 は 、 希 釈 し て い な い
サ ン プ ル と “ 鋳 型 の な い 対 照 ” （ cDNAを 含 ま な い ） を 含 ん で い た 。 内 在 性 対 照 遺 伝 子 （ シ
ク ロ フ ィ リ ン ） に 対 し て 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い た 基 準 曲 線 も 作 っ た 。 こ れ ら の サ ン プ
ル は 2組 用 意 し た 。 そ の と き 以 下 の も の を 使 用 し て 合 計 体 積 を 25μ lに し た ： SYBRグ リ ー ン
・ ユ ニ バ ー サ ル PCRマ ス タ ー 混 合 物 （ カ タ ロ グ 番 号 4304437、 httpア ド レ ス docs.appliedbi
osystems.com/pebiodocs/00777601.pdf） を 12.5μ l； 順 プ ラ イ マ ー （ 1μ M、 ヌ ク レ ア ー ゼ
を 含 ま な い 水 で 希 釈 ） を 2.5μ l； 逆 プ ラ イ マ ー （ 1μ M、 ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 ま な い 水 に 希 釈
） を 2.5μ l； cDNA（ そ の ま ま の も の 、 ま た は 希 釈 し た も の ） を 2.0μ l； 水 （ ヌ ク レ ア ー ゼ
を 含 ま な い ） を 5.5μ l。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 ABIプ リ ズ ム 7700を 用 い る 方 法 で 推 奨 さ れ て い る PCRプ ロ グ ラ ム を 利 用 し 、 サ イ ク ル 3～ 1
5に 基 づ い て ベ ー ス ラ イ ン を 計 算 し た 。 増 幅 プ ロ ッ ト は 、 サ イ ク ル 16～ 40に 基 づ い た も の
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で あ っ た 。 閾 値 レ ベ ル は 、 半 対 数 に し た プ ロ ッ ト を 調 べ る こ と に よ っ て 設 定 し た 。 そ れ ぞ
れ の 複 製 に 関 す る Ct値 を 調 べ 、 差 が 1Ct単 位 を 超 え な い こ と を 確 認 し た 。 Ct値 の 差 が 1Ct単
位 を 超 え て い る 場 合 に は 、 そ の Ct値 を 廃 棄 し 、 実 験 を 繰 り 返 し た 。 サ ン プ ル を ア ガ ロ ー ス
・ ゲ ル 上 を 走 ら せ る こ と に よ り 、 形 成 さ れ た 生 成 物 を 同 定 し 、 プ ラ イ マ ー -二 量 体 ま た は
非 特 異 的 プ ラ イ ミ ン グ が 起 こ っ て い る か ど う か を 調 べ た 。 必 要 な 場 合 に は プ ラ イ マ ー の 濃
度 を 最 適 化 す る こ と が で き た で あ ろ う が 、 そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー は 100nM（ 最 終 濃 度 ） で
あ れ ば 十 分 で あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 プ ラ イ マ ー の 効 率 を 測 定 し た 後 、 リ ア ル タ イ ム PCRを 実 施 し た 。 そ の と き の 条 件 は 上 に
記 載 し た の と 同 様 で あ る が 、 cDNAを 1： 8に 希 釈 し 、 生 成 物 を ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 上 で 確 認 し
な か っ た 点 が 異 な る 。 次 に 、 2 - Δ C t と い う 関 係 式 を 利 用 し て 最 終 的 な 値 を 計 算 し た （ た だ
し Δ Ctは 、 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 の Ctか ら シ ク ロ フ ィ リ ン の Ctを 引 き 算 し た 値 で あ る ）
。 遺 伝 子 の 発 現 値 を 任 意 単 位 で 計 算 し 、 処 理 し た サ ン プ ル （ 例 え ば 絶 食 さ せ た 組 織 ） 中 の
シ ク ロ フ ィ リ ン の Ct値 を さ ら に 調 べ 、 遺 伝 子 発 現 の 内 在 性 制 御 が 変 化 し た か ど う か を 明 ら
か に し た 。 こ の 分 析 に よ り 、 そ れ ぞ れ の 反 応 に お け る cDNAの 量 に 対 す る 定 量 標 準 化 し た 遺
伝 子 の 発 現 値 が 得 ら れ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ２ ８ ４ 】
試 験 管 内 で の PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 産 生
　 指 向 性 ク ロ ー ニ ン グ 法 を 利 用 し 、 PLA2G1B cDNAを ク ロ ー ニ ン グ し て pIVEX2.3-MCSベ ク タ
ー （ ロ ッ シ ュ ・ バ イ オ ケ ム 社 ） に 組 み 込 ん だ 。 長 さ が 一 般 に 約 20～ 約 25塩 基 対 で あ る 3'遺
伝 子 特 異 的 部 分 に 加 え て 5'制 限 部 位 タ グ （ イ ン フ レ ー ム ） と 5～ 6個 の 追 加 ヌ ク レ オ チ ド を
有 す る 順 プ ラ イ マ ー と 逆 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た PCRに よ り 、 PLA2G1B cDNA挿 入 体 を 調 製 し
た 。 順 プ ラ イ マ ー に よ り Sal I制 限 部 位 を 導 入 し 、 逆 プ ラ イ マ ー に よ り Sma I制 限 部 位 を 導
入 す る 。 PLA2G1B PCR産 物 の 末 端 部 を 対 応 す る 制 限 酵 素 （ す な わ ち Sal Iと Sma I） で 切 断
し 、 そ の 産 物 を ゲ ル で 精 製 す る 。 同 じ 制 限 酵 素 を 用 い て pIVEX2.3-MCSベ ク タ ー を 直 線 状 に
し 、 正 し い サ イ ズ の 断 片 を 有 す る 断 片 を ゲ ル 精 製 に よ っ て 単 離 す る 。 精 製 し た PLA2G1B PC
R産 物 を 直 線 状 に し た pIVEX2.3-MCSベ ク タ ー と 連 結 し て 大 腸 菌 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 プ ラ ス
ミ ド を 増 幅 す る 。 新 た に 構 成 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 制 限 マ ッ ピ ン グ で 確 認 し 、 タ ン パ ク 質
の 産 生 に 使 用 す る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 0.25mlの 再 構 成 用 緩 衝 溶 液 を 用 い て 大 腸 菌 の ラ イ セ ー ト を 再 構 成 す る 。 0.8mlの 再 構 成
用 緩 衝 溶 液 を 用 い て 反 応 混 合 物 を 再 構 成 す る 。 10.5mlの 再 構 成 用 緩 衝 溶 液 を 用 い て 供 給 用
混 合 物 を 再 構 成 す る 。 0.6mlの 再 構 成 用 緩 衝 溶 液 を 用 い て エ ネ ル ギ ー 混 合 物 を 再 構 成 す る
。 エ ネ ル ギ ー 混 合 物 0.5mlを 供 給 用 混 合 物 に 添 加 し 、 供 給 用 溶 液 を 得 る 。 0.75mlの 反 応 混
合 物 、 50μ lの エ ネ ル ギ ー 混 合 物 、 10μ gの PLA2G1B鋳 型 DNAを 大 腸 菌 の ラ イ セ ー ト に 添 加 す
る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 反 応 装 置 （ ロ ッ シ ュ ・ バ イ オ ケ ム 社 ） を 用 い て 1mlの 反 応 溶 液 を 反 応 室 に 装 填 す る 。 こ
の 反 応 装 置 を 上 下 ひ っ く り 返 し 、 供 給 用 溶 液 10mlを 供 給 室 に 装 填 す る 。 す べ て の 蓋 を 閉 じ
、 反 応 装 置 を RTS500装 置 に 入 れ る 。 撹 拌 棒 の 速 度 を 150rpmに し て 、 こ の RTS500装 置 を 30℃
に て 24時 間 運 転 す る 。 pIVEX2.3-MCSベ ク タ ー は 、 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め 、 PLA2G1Bポ
リ ペ プ チ ド の C末 端 に あ る 連 続 し た 6個 の ヒ ス チ ジ ン と い う ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で い る 。 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド は 、 反 応 装 置 の 内 容 物 を 、 Ni 2 + イ オ ン
で 修 飾 し た 樹 脂 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 精 製 す る 。 遊 離 Ni 2 + イ オ ン を 含 む 溶 液 を 用 い て
PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 樹 脂 か ら 溶 離 す る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ２ ８ ７ 】
細 胞 に お け る PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド の 産 生
　 PLA2G1B核 酸 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 フ ァ ー ジ 組 み 換 え 部 位 を 有 す る DNAプ ラ ス ミ ド に 入 れ る
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と 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド と ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 が そ こ か ら 多 彩 な 宿 主 細 胞 に お い て 発 現
す る 。 α フ ァ ー ジ の ゲ ノ ム DNAは 、 attP部 位 と し て 知 ら れ る 短 い 配 列 を 含 ん で お り 、 大 腸
菌 の ゲ ノ ム DNAは 、 attB部 位 と し て 知 ら れ る 独 自 の 短 い 配 列 を 含 ん で い る 。 こ れ ら の 領 域
は 共 通 す る 相 同 部 を 持 っ て い る た め 、 フ ァ ー ジ の タ ン パ ク 質 Intと 大 腸 菌 の タ ン パ ク 質 IHF
を 利 用 し た 指 向 性 部 位 特 異 的 組 み 換 え を 通 じ 、 フ ァ ー ジ の DNAを 大 腸 菌 と 一 体 化 す る こ と
が で き る 。 一 体 化 に よ っ て 新 し い 2つ の att部 位 Lと Rが 生 ま れ る 。 こ れ ら の 部 位 は 、 挿 入 さ
れ た プ ロ フ ァ ー ジ の DNAに 隣 接 し て い る 。 大 腸 菌 の ゲ ノ ム DNAか ら の フ ァ ー ジ の 切 り 出 し は
、 こ れ ら 2つ の タ ン パ ク 質 に フ ァ ー ジ の 第 2の タ ン パ ク 質 Xisを 付 加 し た も の を 用 い て 実 現
す る こ と も で き る 。 骨 格 ベ ク タ ー へ の 標 的 DNA断 片 の 指 向 性 一 体 化 ま た は 標 的 DNA断 片 の 切
り 出 し が 試 験 管 内 で の 素 早 い 反 応 に よ っ て 可 能 に な る よ う に 一 体 化 ／ 切 り 出 し プ ロ セ ス が
変 化 し た DNAベ ク タ ー が 得 ら れ た （ ゲ ー ト ウ ェ イ （ 登 録 商 標 ） テ ク ノ ロ ジ ー （ イ ン ヴ ィ ト
ロ ジ ェ ン 社 ） ） 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 第 1の ス テ ッ プ は 、 PLA2G1B核 酸 挿 入 体 を 、 負 の 選 択 遺 伝 子 ccdBを 取 り 囲 む attL部 位 を 含
む シ ャ ト ル ・ ベ ク タ ー （ 例 え ば pENTERベ ク タ ー 、 イ ン ヴ ィ ト ロ ジ ェ ン 社 ） の 中 に 移 す 操 作
で あ る 。 こ の 移 動 プ ロ セ ス は 、 シ ー ク エ ン シ ン グ に 用 い た DNAベ ク タ ー か ら PLA2G1B核 酸 を
消 化 さ せ 、 そ れ を シ ャ ト ル ・ ベ ク タ ー の 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 と 連 結 さ せ る こ と に よ っ て
実 現 す る 。 す る と 負 の 選 択 遺 伝 子 ccdBが 移 動 す る 一 方 で 、 PLA2G1B核 酸 が 2つ の attL部 位 の
間 に 位 置 す る こ と に な る 。 第 2の 方 法 は 、 attB部 位 を 含 む プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ っ て PLA2G1B核 酸 を 増 幅 す る と い う も の で あ る 。 次 に 、 増 幅 し た 断
片 を 、 Intと IHFを 用 い て シ ャ ト ル ・ ベ ク タ ー に 組 み 込 む 。 第 3の 方 法 は 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー
ゼ を 媒 介 と し た プ ロ セ ス を 利 用 す る と い う も の で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 遺 伝 子 特 異 的 な プ
ラ イ マ ー と 、 追 加 CACC配 列 （ 例 え ば TOPO（ 登 録 商 標 ） 発 現 キ ッ ト （ イ ン ヴ ィ ト ロ ジ ェ ン 社
） ） を 含 む 5'上 流 プ ラ イ マ ー と を 用 い た PCRに よ っ て PLA2G1B核 酸 が 増 幅 さ れ る 。 PCRで 増
幅 し た 断 片 を ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iの 助 け を 借 り て ク ロ ー ニ ン グ し 、 attL部 位 を 通 じ て 正 し
い 向 き に し て シ ャ ト ル ・ ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 PLA2G1B核 酸 が シ ャ ト ル ・ ベ ク タ ー の 中 に 移 動 す る と 、 そ の 核 酸 を ク ロ ー ニ ン グ し て att
R部 位 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー の 中 に 入 れ る こ と が で き る 。 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド を 生 の ポ リ
ペ プ チ ド 、 N融 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 C融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 さ せ る た め の attR部 位 を 含
む い く つ か の ベ ク タ ー が 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば pDEST（ イ ン ヴ ィ ト ロ ジ ェ ン 社 ） ） 。 選
択 を 行 な う た め の 抗 生 物 質 抵 抗 遺 伝 子 が 隣 接 し た attR部 位 を 有 す る 挿 入 体 を 上 記 の 標 準 的
な 方 法 を 利 用 し て 導 入 す る こ と に よ り 、 ど の ベ ク タ ー も 、 PLA2G1B核 酸 を シ ャ ト ル ・ ベ ク
タ ー か ら 受 け 取 る た め の 発 現 ベ ク タ ー に 変 換 す る こ と が で き る 。 シ ャ ト ル ・ ベ ク タ ー か ら
の PLA2G1B核 酸 の 移 動 は 、 Int、 IHF、 Xis（ LRク ロ ー ナ ー ゼ ） を 用 い た 指 向 性 組 み 換 え に よ
っ て 実 現 さ れ る 。 次 に 、 室 温 に て 1時 間 に わ た っ て Int、 IHF、 Xisと と も に イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kと と も に 37℃ に て 10分 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 細 菌 を 形 質
転 換 し て 1時 間 に わ た っ て 発 現 さ せ た 後 、 選 択 培 地 の 上 に 植 え る こ と に よ り 、 望 む 配 列 を
発 現 ベ ク タ ー に 移 す こ と が で き る 。 一 般 に 、 こ の 方 法 で 90％ の ク ロ ー ニ ン グ 効 率 が 実 現 さ
れ る 。 発 現 ベ ク タ ー の 具 体 例 は 、 att7プ ロ モ ー タ を 有 す る pDEST14細 菌 発 現 ベ ク タ ー 、 T7
プ ロ モ ー タ と N末 端 GSTタ グ を 有 す る pDEST15細 菌 発 現 ベ ク タ ー 、 T7プ ロ モ ー タ と N末 端 ポ リ
ヒ ス チ ジ ン ・ ア フ ィ ニ テ ィ ・ タ グ を 有 す る pDEST17細 菌 発 現 ベ ク タ ー 、 CMVプ ロ モ ー タ と ネ
オ 抵 抗 遺 伝 子 を 有 す る pDEST12.2哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 こ れ ら 発 現 ベ ク タ ー 、 ま
た は 同 様 の 発 現 ベ ク タ ー を 形 質 転 換 す る 、 あ る い は 細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に
よ り 、 PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 発 現 さ せ る 。 こ れ ら 発 現 ベ ク タ
ー は 、 形 質 転 換 し た ネ ズ ミ の 脂 肪 細 胞 系 3T3-L1、 （ ATCC） 、 ヒ ト 胚 性 腎 臓 細 胞 系 293、 ラ
ッ ト 心 筋 細 胞 系 H9C2に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が し ば し ば あ る 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ２ ９ ０ 】
脂 肪 を 減 ら す 薬 剤 候 補 と 相 互 作 用 す る PLA2G1Bを ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 細 胞 ア ッ セ イ
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　 一 般 的 な PLA2ア ッ セ イ 法 は 公 知 で あ る （ Reynolds他 、 Methods in Enzymology、 第 197巻
、 3～ 23ペ ー ジ 、 1991年 ） 。 感 度 が よ い 実 際 的 な ア ッ セ イ と し て 、 放 射 活 性 ア ッ セ イ と 分
光 光 度 ア ッ セ イ が あ る 。 必 要 に 応 じ て 発 色 ま た は 分 光 光 度 を 検 出 す る ア ッ セ イ （ Yu他 、 Me
thods in Enzymology、 第 197巻 、 65～ 75ペ ー ジ 、 1991年 ） を 利 用 し 、 テ ス ト 分 子 が PLA2G1
Bと 相 互 作 用 す る か ど う か を 、 一 般 に 胆 汁 酸 ま た は 他 の ア ニ オ ン 界 面 活 性 剤 が 含 ま れ た ハ
イ ス ル ー プ ッ ト 形 式 で 調 べ る こ と が し ば し ば あ る 。 ア ッ セ イ の 形 式 は 、 ヒ ト 滑 液 か ら の 非
膵 臓 性 GIIA PLA2を ハ イ ス ル ー プ ッ ト 形 式 で 調 べ る た め に わ ず か に 変 え た （ Reynolds他 、 A
nalytical Biochemistry、 第 204巻 、 190～ 197ペ ー ジ 、 1992年 ） 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 同 様 の 分 光 光 度 ア ッ セ イ が GIVA PLA2に 関 し て 開 発 さ れ （ Reynolds他 、 Anal. Biochem.
、 第 217巻 、 25～ 32ペ ー ジ 、 1994年 ） 、 テ ス ト 分 子 が PLA2G1Bと 相 互 作 用 す る か ど う か を 調
べ る の に 利 用 さ れ て い る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト お よ び ハ イ ス ル ー
プ ッ ト 形 式 の プ レ ー ト 読 み 取 り 機 と 組 み 合 わ せ て 利 用 さ れ る こ と が し ば し ば あ る 。 こ の ア
ッ セ イ で は 、 ThioPC/ト リ ト ン X-100基 質 溶 液 を 用 い て PLA2の 機 能 を モ ニ タ ー す る 。 ク ロ ロ
ホ ル ム 溶 液 か ら ThioPCが 適 量 蒸 発 し 、 N 2 流 の 下 で 乾 燥 す る 。 2× ア ッ セ イ 用 緩 衝 溶 液 （ 160
mMの HEPES、 pH7.4、 300mMの NaCl、 20mMの CaCl 2 、 2mg/mlの BSA） に 含 ま れ た ト リ ト ン X-100
（ 8mM） を 、 望 む 最 終 体 積 の 半 分 の 乾 燥 し た 脂 質 に 添 加 し 、 2倍 に 濃 縮 し た 基 質 溶 液 に す る
。 こ の 溶 液 を 1分 間 に わ た っ て 浴 の 中 で 超 音 波 処 理 し 、 乾 燥 し た ThioPCを バ イ ア ル の 壁 面
か ら 分 離 さ せ た 後 、 プ ロ ー ブ を 用 い て 氷 の 上 （ 氷 の 上 で 20秒 間 、 氷 な し で 20秒 間 ） で 3分
間 に わ た っ て 超 音 波 処 理 す る 。 次 に こ の 溶 液 を 40℃ ま で 温 め 、 最 終 体 積 の 30％ に 等 し い 量
の 温 め た グ リ セ ロ ー ル を 添 加 し た 。 次 に 、 脱 イ オ ン H 2 Oを 用 い て こ の 溶 液 を 望 む 最 終 体 積
に す る 。 最 終 ア ッ セ イ は 、 2mMの ThioPC、 4mMの ト リ ト ン （ 登 録 商 標 ） X-100、 グ リ セ ロ ー
ル を 30％ 含 む 80mMの HEPES、 pH7.4、 150mMの NaCl、 10mMの CaCl 2 、 1mg/mlの BSAを 含 ん で い
る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 次 に 基 質 を 200μ lの 増 分 で 96ウ エ ル の プ レ ー ト の ウ エ ル に 分 配 し 、 37℃ に て 5分 間 に わ
た っ て 平 衡 さ せ る 。 反 応 を 開 始 さ せ る た め 、 500ngの PLA2（ 精 製 し た ヒ ト 組 み 換 え 体 ） を
含 む 1× ア ッ セ イ 用 緩 衝 溶 液 5μ lを ウ エ ル に 添 加 し 、 プ レ ー ト を 20秒 間 に わ た っ て 高 所 で
振 盪 し て 混 合 し た 後 、 37℃ に て 60分 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 対 照 と し て 、 酵 素
で は な く 緩 衝 溶 液 を い く つ か の ウ エ ル に 添 加 し た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 60分 後 、 25mMの DTNB／ 475mMの EGTAか ら な る 混 合 物 10μ lを 、 ウ エ ル を 含 む す べ て の 基 板
に 添 加 し て 反 応 を 停 止 さ せ 、 発 色 さ せ る 。 DTNB／ EGTAの 混 合 物 は 、 0.5Mの ト リ ス （ pH7.4
） に 含 ま れ た 状 態 の 50mMの DTNBと 、 950mMの EGTA（ pH7.2） を 同 じ 量 混 合 す る こ と に よ り 、
使 用 す る 直 前 に 調 製 す る 。 DTNB／ EGTAを 添 加 し た 後 、 プ レ ー ト を も う 一 度 20秒 間 に わ た っ
て 高 所 で 振 盪 し 、 プ レ ー ト を 読 み 取 る 前 に DTNB発 色 団 が 十 分 に 発 色 す る よ う 、 さ ら に 3分
間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 光 の 散 乱 を 補 正 す る た め 、 二 重 波 長 オ プ シ ョ ン （ 405n
m～ 620nm） を 用 い て 吸 光 度 を 測 定 す る 。 こ の 二 重 波 長 オ プ シ ョ ン で 得 ら れ た 結 果 は 、 単 一
の 波 長 （ 405nm） で 得 ら れ た 結 果 と 似 て い る が 、 再 現 性 が よ り 大 き い 。 対 照 の 平 均 吸 光 度
を 酵 素 を 含 む ウ エ ル の 吸 光 度 か ら 差 し 引 き 、 基 質 、 DTNB、 EGTAに 起 因 す る 吸 光 度 を 補 正 す
る 。 デ ー タ は 、 測 定 値 ± 標 準 偏 差 で 示 し た 。 比 活 性 の 計 算 は 、 DTNBの ε 4 0 5 を 12,800Mcm

- 1

、 最 終 合 計 体 積 が 215μ lで の 経 路 長 を 0.47cmと し て 計 算 す る 。 こ れ ら プ レ ー ト 内 の 経 路 長
は 、 ア ッ セ イ の 体 積 に 依 存 し 、 い く つ か の 濃 度 の ブ ロ モ チ モ ー ル ・ ブ ル ー で の 吸 光 度 を 測
定 す る こ と に よ っ て 計 算 し た 。 経 路 長 は 、 プ レ ー ト 読 み 取 り 機 で 観 測 さ れ た 吸 光 度 を 、 1c
mの キ ュ ベ ッ ト 中 の 同 じ 溶 液 で 分 光 光 度 計 に よ り 観 測 さ れ た 吸 光 度 で 割 っ た 値 に 等 し い 。
最 初 の 5分 間 に 活 性 の 短 い バ ー ス ト が し ば し ば 観 察 さ れ た 後 、 よ り 直 線 的 な 相 が 5～ 60分 に
わ た っ て 続 く 。 こ の ア ッ セ イ に 関 す る さ ら に 詳 し い こ と は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 第 5,464,
754号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 コ ブ ラ 毒 の PLA2分 子 を 調 べ る と き に 用 い ら れ
る 修 飾 し た ホ ス ホ コ リ ン 基 質 を 用 い て 実 施 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
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　 さ ら に 、 Yang他 、 J. Neurochemistry、 第 73巻 、 1278～ 1287ペ ー ジ 、 1999年 に 記 載 さ れ
て い る ア ッ セ イ を 適 用 す る と 、 組 織 内 で 分 泌 さ れ た PLA2分 子 （ 例 え ば PLA2G1B） を 他 の 形
態 の PLA2か ら 容 易 に 区 別 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ２ ９ ５ 】
脂 肪 を 減 ら す 薬 剤 候 補 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 生 体 内 ア ッ セ イ
　 肥 満 に 関 す る 公 認 の 生 き た モ デ ル で あ る イ ス ラ エ ル ・ ス ナ ネ ズ ミ （ P. Obesus） に PLA2G
1Bと 相 互 作 用 す る 分 子 を 投 与 し て そ の 分 子 が 体 重 、 体 格 、 脂 肪 量 な ど の パ ラ メ ー タ に 及 ぼ
す 効 果 を 観 察 す る こ と に よ り 、 テ ス ト 分 子 を 脂 肪 減 少 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
分 子 は 、 肥 満 ネ ズ ミ お よ び ／ ま た は 非 肥 満 ネ ズ ミ に 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ネ ズ
ミ を 4つ の グ ル ー プ に 分 類 す る （ 表 8） 。 た だ し D群 の ネ ズ ミ は 死 亡 率 が 高 い た め 、 研 究 で
は 一 般 に 使 用 し な い 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 高 エ ネ ル ギ ー の 標 準 的 な 実 験 室 の 食 餌 を イ ス ラ エ ル ・ ス ナ ネ ズ ミ に 自 由 に 摂 ら せ る 。 こ
の 多 遺 伝 子 ネ ズ ミ は 、 こ の 食 餌 に 応 答 し 、 あ る 範 囲 の 体 重 、 血 漿 イ ン ス リ ン 、 血 糖 レ ベ ル
を 示 す 。 通 常 は 、 対 照 の ネ ズ ミ 8匹 と 処 理 し た ネ ズ ミ 8匹 が A群 、 B群 、 C群 に 含 ま れ る よ う
に し 、 そ れ ぞ れ の 研 究 で の 合 計 が 48匹 と な る よ う に す る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 テ ス ト 分 子 を 、 腹 腔 内 注 射 ； 静 脈 内 注 射 ； 胃 内 投 与 （ こ れ は ス ト レ ス が よ り 大 き い 投 与
法 で あ っ て 死 亡 率 が よ り 大 き く な る た め 、 1グ ル ー プ の ネ ズ ミ の 数 を 2倍 に す る 必 要 が あ る
） ； 浸 透 圧 ポ ン プ を 用 い た 連 続 輸 液 ； 口 か ら の 自 由 摂 取 （ テ ス ト 分 子 を 食 餌 に 添 加 し て あ
る た め 最 も ス ト レ ス が 少 な い ） に よ っ て ネ ズ ミ に 供 給 し 、 消 費 量 を 測 定 す る 。 し ば し ば DN
SOま た は 水 が ビ ヒ ク ル と し て テ ス ト 分 子 と と も に 使 用 さ れ る 。 テ ス ト 分 子 は 、 一 般 に ネ ズ
ミ の 体 重 1kgに つ き 10μ g～ 1000μ g投 与 す る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 研 究 期 間 は 一 般 に 7日 間 で あ る 。 そ の 間 、 い く つ か の パ ラ メ ー タ を 測 定 す る 。 例 え ば 、
体 重 （ 毎 日 測 定 ） 、 食 餌 の 量 （ 毎 日 測 定 ） 、 血 糖 レ ベ ル （ 研 究 の 前 後 で 測 定 ） 、 血 漿 イ ン
ス リ ン ・ レ ベ ル （ 研 究 の 前 後 で 測 定 ） 、 血 液 中 を 循 環 す る 代 謝 物 （ 例 え ば レ プ チ ン 、 コ ル
チ ゾ ー ル 、 ト リ グ リ セ リ ド 、 遊 離 脂 肪 酸 ） （ 研 究 の 前 後 で 測 定 ） 、 体 脂 肪 率 （ 研 究 期 間 終
了 後 に 脂 肪 パ ッ ド を 測 定 ） 、 組 織 （ 例 え ば 膵 臓 、 腸 間 膜 脂 肪 、 胃 、 小 腸 ） に お け る 遺 伝 子
発 現 の 定 量 値 （ 研 究 期 間 終 了 後 に 測 定 ） 、 実 施 例 7に 記 載 し た 方 法 を 利 用 し た 、 組 織 （ 例
え ば 膵 臓 、 腸 間 膜 脂 肪 、 胃 、 小 腸 ） に お け る PLA2G1Bの 活 性 の 測 定 値 （ 研 究 の 前 お よ び ／
ま た は 後 ） を 得 る 。 麻 酔 薬 を 過 剰 に 与 え て ネ ズ ミ を 殺 し 、 組 織 を 回 収 し て 直 ち に 冷 凍 す る
。 回 収 し た 各 組 織 の 半 分 か ら RNAを 抽 出 し 、 時 に は PLA2G1Bポ リ ペ プ チ ド 抽 出 物 を 残 り の 半
分 か ら 作 る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 基 本 的 な 特 徴 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 さ ま ざ ま な 変 更 を 施 す こ と が で き る 。 本
発 明 を 1つ 以 上 の 具 体 的 な 実 施 態 様 を 参 照 し て か な り 詳 細 に 説 明 し て き た が 、 当 業 者 で あ
れ ば 、 こ の 出 願 で 具 体 的 に 開 示 し た 実 施 態 様 に 対 し て 変 更 を 施 し う る こ と が 理 解 で き よ う
。 し か し そ の よ う な 変 更 や 改 良 は 、 添 付 の 請 求 項 に 記 載 し た 本 発 明 の 範 囲 と 精 神 に 含 ま れ
る 。 こ の 明 細 書 で 引 用 し た あ ら ゆ る 出 版 物 と 特 許 文 献 は 、 そ の よ う な 出 版 物 と 特 許 文 献 が
具 体 的 か つ 個 別 に 参 考 と し て こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る か の よ う に し て 、 参 考 と し て
こ の 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 上 記 の 出 版 物 ま た は 文 献 を 引 用 し た の は 、 そ れ が 本 発 明 に 関 係 す る 従 来 技 術 で あ る こ と
を 認 め て い る か ら で は な く 、 こ れ ら 出 版 物 ま た は 文 献 の 内 容 ま た は 日 付 を 認 め る か ら で も
な い 。 こ の 明 細 書 で 引 用 し た ア メ リ カ 合 衆 国 特 許 と そ れ 以 外 の 出 版 物 は 、 参 考 と し て こ の
明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ０ １ 】

10

20

30

40

50

(72) JP 2006-508642 A 2006.3.16



【 図 １ Ａ － １ Ｄ 】 配 列 番 号 1と し て 提 示 し た PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し て い る 。 ヌ ク
レ オ チ ド に 関 し て は 、 以 下 の 表 記 を こ の 明 細 書 全 体 を 通 じ て 使 用 す る ： “ A” ま た は “ a”
は ア デ ノ シ ン 、 ア デ ニ ン 、 ア デ ニ ル 酸 の い ず れ か で あ り ； “ C” ま た は “ c” は シ チ ジ ン 、
シ ト シ ン 、 シ チ ジ ル 酸 の い ず れ か で あ り ； “ G” ま た は “ g” は グ ア ノ シ ン 、 グ ア ニ ン 、 グ
ア ニ ル 酸 の い ず れ か で あ り ； “ T” ま た は “ t” は チ ミ ジ ン 、 チ ミ ン 、 チ ミ ジ ル 酸 の い ず れ
か で あ り ； “ I” ま た は “ i” は イ ノ シ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 イ ノ シ ン 酸 の い ず れ か で あ る
。 エ キ ソ ン は 、 イ タ リ ッ ク の 小 文 字 で 示 し て あ り 、 イ ン ト ロ ン は 普 通 の 小 文 字 で 示 し て あ
り 、 多 型 部 位 は 太 字 の 大 文 字 で 示 し て あ る 。 SNPは 以 下 の 表 記 を 用 い て 示 す ： “ R” は Aま
た は Gを 表 わ し ； “ M” は Aま た は Cを 表 わ し ； “ W” は Aま た は Tを 表 わ し ； “ Y” は Cま た は T
を 表 わ し ； “ S” は Cま た は Gを 表 わ し ； “ K” は Gま た は Tを 表 わ し ； “ V” は A、 C、 Gの い ず
れ か を 表 わ し ； “ H” は A、 C、 Tの い ず れ か を 表 わ し ； “ D” は A、 G、 Tの い ず れ か を 表 わ し
； “ B” は C、 G、 Tの い ず れ か を 表 わ し ； “ N” は A、 G、 C、 Tの い ず れ か を 表 わ す 。
【 図 ２ 】 配 列 番 号 1の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。
【 図 ３ Ａ ． ３ Ｃ 】 PLA2G1Bの 組 織 発 現 プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。
【 図 ３ Ｂ ． ３ Ｄ 】 図 3Aと 図 3Cの プ ロ フ ァ イ ル を そ れ ぞ れ 拡 大 し て 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ４ Ａ － ４ Ｌ 】 代 謝 上 関 連 し た 組 織 （ 例 え ば 肝 臓 、 脂 肪 パ ッ ド 、 骨 格 筋 、 視 床 下 部 、 膵
臓 、 胃 の 組 織 ） に お い て PLA2G1Bの 遺 伝 子 発 現 が 異 な る 様 子 を 、 普 通 の 給 餌 条 件 ま た は 一
晩 絶 食 と い う 条 件 で 分 析 し た 結 果 で あ る 。 こ の 実 験 は 、 一 般 に 、 A群 （ 健 康 ） 、 B群 （ イ ン
ス リ ン 抵 抗 性 ） 、 C群 （ 糖 尿 病 ／ 肥 満 ） の ネ ズ ミ に 対 し て 実 施 し た 。 D群 （ 糖 尿 病 ／ 肥 満 ）
の ネ ズ ミ は 、 膵 臓 が 働 か な く な っ た と き に 代 償 機 能 が 失 わ れ て 糖 尿 病 に な り 、 早 期 に 死 亡
し た 。 さ ら に 、 図 の 中 に は 、 t検 定 を 利 用 し て ネ ズ ミ か ら の 血 糖 値 、 血 漿 中 の イ ン ス リ ン
、 体 重 、 体 脂 肪 を 遺 伝 子 発 現 と 対 比 さ せ た デ ー タ を 示 し た 図 が 含 ま れ て い る 。 図 4Aは 、 絶
食 さ せ た C群 の ネ ズ ミ の 視 床 下 部 に お け る PLA2G1Bの 発 現 を 、 絶 食 さ せ た A群 の ネ ズ ミ お よ
び 絶 食 さ せ た B群 の ネ ズ ミ と 比 較 し て 示 し た グ ラ フ で あ る 。 図 4Bは 、 普 通 に 餌 を 与 え た A群
、 B群 、 C群 の ネ ズ ミ と 絶 食 さ せ た A群 、 B群 、 C群 の ネ ズ ミ の 視 床 下 部 に お け る PLA2G1Bの 発
現 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 4Cは 、 絶 食 さ せ た ネ ズ ミ の 視 床 下 部 に お け る PLA2G1Bの 発 現 と
体 重 の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 4Dは 、 絶 食 さ せ た ネ ズ ミ の 視 床 下 部 に お け る PLA2G1B
の 発 現 と 血 漿 中 イ ン ス リ ン ・ レ ベ ル の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 4Eは 、 絶 食 さ せ た A群
の ネ ズ ミ に お け る 発 現 を 、 絶 食 さ せ た C群 の ネ ズ ミ お よ び 絶 食 さ せ た B群 の ネ ズ ミ と 比 較 し
た グ ラ フ で あ る 。 図 4Fは 、 餌 を 与 え た A群 、  B群 、 C群 に お け る 発 現 を 比 較 し た グ ラ フ で あ
る 。 図 4G、 図 4H、 図 4Iは 、 絶 食 さ せ た ネ ズ ミ に お け る 遺 伝 子 発 現 と 、 体 重 、 イ ン ス リ ン 、
グ ル コ ー ス そ れ ぞ れ と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 4Jは 、 餌 を 与 え た ネ ズ ミ の 肝 臓 に お
け る PLA2G1Bの 発 現 と 体 重 の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る （ p=0.013） 。 図 4Kは 、 膵 臓 に お け る
PLA2G1Bの 発 現 を 対 照 群 と エ ネ ル ギ ー 制 限 し た 群 で 比 較 し た グ ラ フ で あ る 。 図 4Lは 、 PLA2G
1Bの 発 現 を 絶 食 さ せ た ネ ズ ミ と 餌 を 与 え た ネ ズ ミ で 比 較 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ Ａ ． ５ Ｂ 】 図 5Aは 、 ヒ ト PLA2G1Bの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 P. Obes
us（ ス ナ ネ ズ ミ ） か ら の 関 連 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。 図 5Bは 、 ヒ ト PLA2G1Bの ア ミ
ノ 酸 配 列 と 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 P. Obesusか ら の 関 連 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。 図 5B
に 示 し た ヒ ト PLA2G1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 は ア ミ ノ 酸 が 148個 で あ る の に 対 し 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト
、 P. Obesusの ア ミ ノ 酸 配 列 は ア ミ ノ 酸 が 146個 で あ る 。 ヒ ト PLA2G1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、
マ ウ ス の 配 列 と 78％ 同 一 で あ り 、 ラ ッ ト の 配 列 と 76％ 同 一 で あ り 、 P. Obesusの 配 列 と 76
％ 同 一 で あ る 。 マ ウ ス の 配 列 は 、 ラ ッ ト の 配 列 と 88％ 同 一 で あ り 、 P. Obesusの 配 列 と 77
％ 同 一 で あ る 。 ラ ッ ト の 配 列 は 、 P. Obesusの 配 列 と 80％ 同 一 で あ る 。
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【 図 ２ 】 【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ３ Ｃ 】
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【 図 ３ Ｄ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ４ Ｃ 】
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【 図 ４ Ｄ 】 【 図 ４ Ｅ 】

【 図 ４ Ｆ 】 【 図 ４ Ｇ 】
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【 図 ４ Ｈ 】 【 図 ４ Ｉ 】

【 図 ４ Ｊ 】 【 図 ４ Ｋ 】
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【 図 ４ Ｌ 】 【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 9月 22日 (2005.9.22)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ３ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ３ ９ 】
【 表 １ 】
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【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ４ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ４ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ４ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ４ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ４ ９ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ６ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 配 列 番 号 1の 位 置 7256に あ る SNPに つ い て も 、 上 記 の プ ー ル か ら の NIDDM患 者 と NIDDMで な
い 患 者 に お い て 対 立 遺 伝 子 と 遺 伝 子 を 明 ら か に し た （ 実 施 例 を 参 照 の こ と ） 。 使 用 し た
の は 、 以 下 の PCRプ ラ イ マ ー で あ る ： ACGTTGGATGGGGTTGTCCAGCAGAAATTTAC

（ 順 PCRプ ラ イ マ ー ） と ACGTTGGATGCTTTCCAGGTGCTGCCAG （ 逆 PCRプ ラ イ
マ ー ） ； AGACACATGACAACTGCTA （ 伸 長 プ ラ イ マ ー ） 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ８ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 P. obesusuの 配 列 に 基 づ き 、 プ ラ イ マ ー 発 現 ソ フ ト ウ エ ア （ バ ー ジ ョ ン 1.5） （ httpア
ド レ ス docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04303014.pdfか ら 入 手 し た ） を 利 用 し て
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 PCR反 応 を 行 な わ せ る た め 、 GCTGTGTGGCAGT
TCCGCAA； GTTCCGCAATATGATCAAGTGC； GATGAAACTCCTTCTGCTGGCTG； SAAGATGAAACTCCTTCTGCTG

と い う 配 列 を 有 す る 順 プ ラ イ マ ー を 、 GGTGAAATAAGACAGCAAGG； GG
AGAANCAGATGGCGGCCT； CGGTCACAGTTGCAGATGAAG； GGAAGTGGGGTGACAGCCTAACA

； GGTGACAGSCTAACAGWNTTTC と い う 配 列 を 有 す る 逆 プ ラ イ マ ー と
組 み 合 わ せ て 使 用 し た 。 た だ し Sは Gま た は Cで あ り ； Nは C、 G、 T、 Aの い ず れ か で あ り ； W
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（ 配 列 番 号 ７ ２

～ ７ ５ ） （ 配 列 番 号 ７ ６ ）



は Aま た は Tで あ る 。 ま た 、 5'-GCACCCCAGTGGACGAATT-3' と い う 配 列 を 有
す る 別 の 順 プ ラ イ マ ー と 5'-TCAGCCTCTTGGCCTTAGTGTAG-3' と い う 配 列 を
有 す る 逆 プ ラ イ マ ー か ら 長 さ が 70塩 基 対 の ア ン プ リ コ ン を 作 り 、 RT-PCRで 使 用 し た 。 内 在
性 の 対 照 遺 伝 子 で あ る シ ク ロ フ ィ リ ン の た め の プ ラ イ マ ー は 、 P. obesusuの 配 列 に 基 づ い
て 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 の 特 異 性 は 、 BLASTを 用 い て そ の プ ラ イ マ ー 配 列 を GenBankに
あ る PLA2G1Bの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と に よ っ て 確 認 し た 。 プ ラ イ マ ー は 40ナ ノ
モ ル の 濃 度 で 合 成 し 、 逆 相 カ ー ト リ ッ ジ （ ジ ー ン ワ ー ク ス 社 、 オ ー ス ト ラ リ ア ） を 用 い て
精 製 し た 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ３ ０ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
　 【 ０ ３ ０ １ 】
　 　 【 図 １ Ａ － １ Ｄ 】 配 列 番 号 1と し て 提 示 し た PLA2G1Bヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し て い る 。
ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て は 、 以 下 の 表 記 を こ の 明 細 書 全 体 を 通 じ て 使 用 す る ： “ A” ま た は
“ a” は ア デ ノ シ ン 、 ア デ ニ ン 、 ア デ ニ ル 酸 の い ず れ か で あ り ； “ C” ま た は “ c” は シ チ
ジ ン 、 シ ト シ ン 、 シ チ ジ ル 酸 の い ず れ か で あ り ； “ G” ま た は “ g” は グ ア ノ シ ン 、 グ ア ニ
ン 、 グ ア ニ ル 酸 の い ず れ か で あ り ； “ T” ま た は “ t” は チ ミ ジ ン 、 チ ミ ン 、 チ ミ ジ ル 酸 の
い ず れ か で あ り ； “ I” ま た は “ i” は イ ノ シ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 イ ノ シ ン 酸 の い ず れ か
で あ る 。 エ キ ソ ン は 、 イ タ リ ッ ク の 小 文 字 で 示 し て あ り 、 イ ン ト ロ ン は 普 通 の 小 文 字 で 示
し て あ り 、 多 型 部 位 は 太 字 の 大 文 字 で 示 し て あ る 。 SNPは 以 下 の 表 記 を 用 い て 示 す ： “ R”
は Aま た は Gを 表 わ し ； “ M” は Aま た は Cを 表 わ し ； “ W” は Aま た は Tを 表 わ し ； “ Y” は Cま
た は Tを 表 わ し ； “ S” は Cま た は Gを 表 わ し ； “ K” は Gま た は Tを 表 わ し ； “ V” は A、 C、 G
の い ず れ か を 表 わ し ； “ H” は A、 C、 Tの い ず れ か を 表 わ し ； “ D” は A、 G、 Tの い ず れ か を
表 わ し ； “ B” は C、 G、 Tの い ず れ か を 表 わ し ； “ N” は A、 G、 C、 Tの い ず れ か を 表 わ す 。
　 　 【 図 ２ 】 配 列 番 号 1の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る

。
　 　 【 図 ３ Ａ ・ ３ Ｃ 】 PLA2G1Bの 組 織 発 現 プ ロ フ ァ イ ル で あ る 。
　 　 【 図 ３ Ｂ ・ ３ Ｄ 】 図 3Aと 図 3Cの プ ロ フ ァ イ ル を そ れ ぞ れ 拡 大 し て 示 し た 図 で あ る 。
　 　 【 図 ４ Ａ － ４ Ｌ 】 代 謝 上 関 連 し た 組 織 （ 例 え ば 肝 臓 、 脂 肪 パ ッ ド 、 骨 格 筋 、 視 床 下 部
、 膵 臓 、 胃 の 組 織 ） に お い て PLA2G1Bの 遺 伝 子 発 現 が 異 な る 様 子 を 、 普 通 の 給 餌 条 件 ま た
は 一 晩 絶 食 と い う 条 件 で 分 析 し た 結 果 で あ る 。 こ の 実 験 は 、 一 般 に 、 A群 （ 健 康 ） 、 B群 （
イ ン ス リ ン 抵 抗 性 ） 、 C群 （ 糖 尿 病 ／ 肥 満 ） の ネ ズ ミ に 対 し て 実 施 し た 。 D群 （ 糖 尿 病 ／ 肥
満 ） の ネ ズ ミ は 、 膵 臓 が 働 か な く な っ た と き に 代 償 機 能 が 失 わ れ て 糖 尿 病 に な り 、 早 期 に
死 亡 し た 。 さ ら に 、 図 の 中 に は 、 t検 定 を 利 用 し て ネ ズ ミ か ら の 血 糖 値 、 血 漿 中 の イ ン ス
リ ン 、 体 重 、 体 脂 肪 を 遺 伝 子 発 現 と 対 比 さ せ た デ ー タ を 示 し た 図 が 含 ま れ て い る 。 図 4Aは
、 絶 食 さ せ た C群 の ネ ズ ミ の 視 床 下 部 に お け る PLA2G1Bの 発 現 を 、 絶 食 さ せ た A群 の ネ ズ ミ
お よ び 絶 食 さ せ た B群 の ネ ズ ミ と 比 較 し て 示 し た グ ラ フ で あ る 。 図 4Bは 、 普 通 に 餌 を 与 え
た A群 、 B群 、 C群 の ネ ズ ミ と 絶 食 さ せ た A群 、 B群 、 C群 の ネ ズ ミ の 視 床 下 部 に お け る PLA2G1
Bの 発 現 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 4Cは 、 絶 食 さ せ た ネ ズ ミ の 視 床 下 部 に お け る PLA2G1Bの 発
現 と 体 重 の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 4Dは 、 絶 食 さ せ た ネ ズ ミ の 視 床 下 部 に お け る PLA2
G1Bの 発 現 と 血 漿 中 イ ン ス リ ン ・ レ ベ ル の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 4Eは 、 絶 食 さ せ た A
群 の ネ ズ ミ に お け る 発 現 を 、 絶 食 さ せ た C群 の ネ ズ ミ お よ び 絶 食 さ せ た B群 の ネ ズ ミ と 比 較
し た グ ラ フ で あ る 。 図 4Fは 、 餌 を 与 え た A群 、  B群 、 C群 に お け る 発 現 を 比 較 し た グ ラ フ で
あ る 。 図 4G、 図 4H、 図 4Iは 、 絶 食 さ せ た ネ ズ ミ に お け る 遺 伝 子 発 現 と 、 体 重 、 イ ン ス リ ン
、 グ ル コ ー ス そ れ ぞ れ と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 4Jは 、 餌 を 与 え た ネ ズ ミ の 肝 臓 に
お け る PLA2G1Bの 発 現 と 体 重 の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る （ p=0.013） 。 図 4Kは 、 膵 臓 に お け
る PLA2G1Bの 発 現 を 対 照 群 と エ ネ ル ギ ー 制 限 し た 群 で 比 較 し た グ ラ フ で あ る 。 図 4Lは 、 PLA
2G1Bの 発 現 を 絶 食 さ せ た ネ ズ ミ と 餌 を 与 え た ネ ズ ミ で 比 較 し た グ ラ フ で あ る 。

(84) JP 2006-508642 A 2006.3.16

（ 配 列 番 号 ７ ７ ）
（ 配 列 番 号 ７ ８ ）

（ 配 列 番 号
２ ）



　 　 【 図 ５ Ａ ・ ５ Ｂ 】 図 5Aは 、 ヒ ト PLA2G1Bの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 P. 
Obesus（ ス ナ ネ ズ ミ ） か ら の 関 連 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。 図 5B
は 、 ヒ ト PLA2G1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 P. Obesusか ら の 関 連 配 列 の ア ラ イ
ン メ ン ト で あ る 。 図 5Bに 示 し た ヒ ト PLA2G1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 は ア ミ
ノ 酸 が 148個 で あ る の に 対 し 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 P. Obesusの ア ミ ノ 酸 配 列 は ア ミ ノ 酸 が 14
6個 で あ る 。 ヒ ト PLA2G1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 マ ウ ス の 配 列 と 78％ 同 一 で あ り 、 ラ ッ ト の 配
列 と 76％ 同 一 で あ り 、 P. Obesusの 配 列 と 76％ 同 一 で あ る 。 マ ウ ス の 配 列 は 、 ラ ッ ト の 配
列 と 88％ 同 一 で あ り 、 P. Obesusの 配 列 と 77％ 同 一 で あ る 。 ラ ッ ト の 配 列 は 、 P. Obesusの
配 列 と 80％ 同 一 で あ る 。
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IPC分类号 C12Q1/68 A61K31/7088 A61K45/00 A61K48/00 A61P1/00 A61P3/00 A61P3/04 A61P3/06 A61P3/10 
A61P7/00 A61P7/02 A61P9/00 A61P9/04 A61P9/06 A61P9/10 A61P9/12 A61P11/00 A61P13/10 
A61P15/08 A61P19/02 A61P25/28 A61P29/00 A61P31/00 A61P35/00 A61P43/00 G01N33/15 G01N33
/50 G01N33/566 A61K38/00 C12N15/09 A61B A61K38/46 C12Q1/00 C12Q1/34 C12Q1/44 G01N33/53 
G01N33/564 G01N33/68 G01N33/92

CPC分类号 A61P1/00 A61P3/00 A61P3/04 A61P11/00 A61P13/10 A61P15/08 A61P19/02 A61P25/28 A61P29/00 
A61P31/00 A61P35/00 G01N33/564 G01N33/566 G01N33/6893 G01N2500/20 G01N2800/042

FI分类号 C12Q1/68.ZNA.A A61K31/7088 A61K45/00 A61K48/00 A61P1/00 A61P3/00 A61P3/04 A61P3/06 
A61P3/10 A61P7/00 A61P7/02 A61P9/00 A61P9/04 A61P9/06 A61P9/10 A61P9/10.103 A61P9/12 
A61P11/00 A61P13/10 A61P15/08 A61P19/02 A61P25/28 A61P29/00.101 A61P31/00 A61P35/00 
A61P43/00.111 G01N33/15.Z G01N33/50.Z G01N33/566 A61K37/02 C12N15/00.A

F-TERM分类号 2G045/DA12 2G045/DA13 2G045/DA14 2G045/DA36 2G045/FA11 2G045/GC12 2G045/GC15 4B024
/AA11 4B024/BA02 4B024/CA01 4B024/CA09 4B024/CA11 4B024/HA12 4B063/QA05 4B063/QA18 
4B063/QQ91 4B063/QR32 4B063/QR35 4B063/QR48 4B063/QS32 4B063/QX01 4C084/AA01 4C084
/AA02 4C084/AA13 4C084/AA17 4C084/BA01 4C084/BA08 4C084/BA22 4C084/BA23 4C084/CA18 
4C084/DC01 4C084/NA14 4C084/ZA15 4C084/ZA36 4C084/ZA38 4C084/ZA40 4C084/ZA42 4C084
/ZA45 4C084/ZA54 4C084/ZA60 4C084/ZA66 4C084/ZA70 4C084/ZA81 4C084/ZA96 4C084/ZB15 
4C084/ZB26 4C084/ZB32 4C084/ZC20 4C084/ZC21 4C084/ZC33 4C084/ZC35 4C086/AA01 4C086
/AA02 4C086/BC42 4C086/BC43 4C086/CB07 4C086/DA38 4C086/EA17 4C086/EA18 4C086/MA01 
4C086/MA04 4C086/NA14 4C086/ZA15 4C086/ZA36 4C086/ZA38 4C086/ZA40 4C086/ZA42 4C086
/ZA45 4C086/ZA54 4C086/ZA60 4C086/ZA66 4C086/ZA70 4C086/ZA81 4C086/ZA96 4C086/ZB15 
4C086/ZB26 4C086/ZB32 4C086/ZC20 4C086/ZC21 4C086/ZC33 4C086/ZC35

代理人(译) 青木 笃
石田 敬
渡边洋一
西山雅也

优先权 60/392362 2002-06-27 US

外部链接 Espacenet

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/5ee586a0-f4bd-4d1e-af35-b063365391de
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/030000856/publication/JP2006508642A?q=JP2006508642A


摘要(译)

本文提供了用于诊断和诊断受试者中的脂肪沉积和相关疾病（例如，肥
胖症和非胰岛素依赖糖尿病（NIDDM））的方法，用于实施该方法，用
于鉴定用于减少脂肪沉积的候选疗法的方法的试剂和试剂盒 和相关疾
病，以及用于减少受试者中脂肪沉积或治疗与脂肪沉积相关疾病的治疗
方法。 这些实施方案部分基于对SEQ ID NO：1所示核酸的多态性变异
的分析。


