
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】脂肪蓄積促進蛋白質のゲノム遺伝子を一部又は全て破壊し、当該脂肪蓄積促進蛋
白質の血中レベル及び／又は発現レベル自体を変化させた、あるいは、当該脂肪蓄積促進
蛋白質を消失させたノックアウト非ヒト動物を簡便且迅速に作出するための相同的組換え
方法の開発、及び当該相同的組換え方法を用いて作出したノックアウト非ヒト動物を提供
する。
【解決手段】ノックアウト非ヒト動物の個体又はその子孫動物或いはそれらの一部であっ
て、分子量約６千以上である脂肪蓄積促進蛋白質のゲノム遺伝子の二倍体における全部又
は一方のアリルがその機能欠失型変異遺伝子に置換されるか又は前記ゲノム遺伝子の二倍
体における全部又は一方のアリルがその機能を欠失するように破壊されてなることを特徴
とする非ヒト動物又はその一部、及び当該非ヒト動物又はその一部を用いる糖脂質代謝制
御能力の評価方法等が提供可能になった。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ れ ら の 一 部 で あ っ て 、 分 子 量
約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お け る 全 部 又 は 一 方 の ア
リ ル が そ の 機 能 欠 失 型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お け る
全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ て な る こ と を 特 徴 と す る 非 ヒ
ト 動 物 又 は そ の 一 部 。
【 請 求 項 ２ 】
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 が 、 下 記 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
り 、 か つ 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 非 ヒ ト
動 物 又 は そ の 一 部 。
＜ ア ミ ノ 酸 配 列 ＞
（ ａ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、
付 加 も し く は 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 末 端 か ら ２ ６ 個 の ア ミ ノ
酸 が 欠 失 し て な る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｄ ） 前 記 （ ｃ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 末 端 に メ チ オ ニ ン が 付 加 さ れ て な
る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配
列 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 、
（ ｇ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有
す る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｈ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 相 補 性 を 有 す る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と 、
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
（ ｉ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ；
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お け る 全
部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 欠 失 型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の
二 倍 体 に お け る 全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ て な る こ と を
特 徴 と す る ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ れ ら の 一 部 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 、 配 列 番 号 ２ で 示
さ れ る 塩 基 配 列 上 の 塩 基 番 号 ５ ７ 及 び ５ ８ の 間 （ エ ク ソ ン １ と ２ の 間 ） 、 塩 基 番 号 ２ ３ ２
及 び ２ ３ ３ の 間 （ エ ク ソ ン ２ と ３ の 間 ） 、 塩 基 番 号 ３ １ ８ 及 び ３ １ ９ の 間 （ エ ク ソ ン ３ と
４ の 間 ） 、 塩 基 番 号 ４ ４ ７ 及 び ４ ４ ８ の 間 （ エ ク ソ ン ４ と ５ の 間 ） 、 塩 基 番 号 ５ ０ ６ 及 び
５ ０ ７ の 間 （ エ ク ソ ン ５ と ６ の 間 ） に 対 応 す る 箇 所 に イ ン ト ロ ン を 含 有 す る も の で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 。
【 請 求 項 ５ 】
　  配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 、 当 該 遺 伝 子 の 構
造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ の 置 換 、 欠 失 及 び ／ 又 は 付 加 に よ っ て 破
壊 さ れ て な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 。
【 請 求 項 ６ 】
　 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ が エ ク ソ ン ３ 及 び ４ 領 域 内 の 塩 基 で
あ っ て 、 当 該 塩 基 が 欠 失 に よ っ て 破 壊 さ れ て な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の 非 ヒ ト
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動 物 又 は そ の 一 部 。
【 請 求 項 ７ 】
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能 欠 失 型 変 異 遺 伝
子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ る 方 法 が 、
プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 取 り 除 か れ て い る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 有 す る 遺 伝 子 カ セ ッ ト を 含 有
し 、 か つ 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 に
相 同 な 塩 基 配 列 を 有 す る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー レ ス 組 換 え ベ ク タ ー を 用 い て 、
当 該 ベ ク タ ー の 一 部 又 は 全 部 で あ り か つ 前 記 遺 伝 子 カ セ ッ ト を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に 、 前 記 ゲ
ノ ム 遺 伝 子 の 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ が 置 換 さ れ て な る 方 法 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 。
【 請 求 項 ８ 】
　 遺 伝 子 カ セ ッ ト が 、 マ ウ ス EN2由 来 の SA(splicing accepter)、  encephalomyocarditis 
Virus由 来 の IRES(internal ribosome entry site)、 β -galactocidase及 び neomycin耐 性
遺 伝 子 を 融 合 さ せ て な る β geoに SV40由 来 の pA(polyadenylation signal)を 平 滑 末 端 化 処
理 し て な る Ｄ Ｎ Ａ （ SA－ IRIS－ β geo－ pA遺 伝 子 カ セ ッ ト ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ７ 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 。
【 請 求 項 ９ 】
　 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ が エ ク ソ ン ３ 及 び ４ 領 域 内 の 塩 基 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ 又 は ８ 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ れ ら の 一 部 で あ っ て 、 分 子 量
約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 遺 伝 子 の 発 現 量 が 同 種 の 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 で の 同 遺
伝 子 の 発 現 量 よ り も 低 減 さ れ て な る こ と を 特 徴 と す る 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 が 、 下 記 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
り 、 か つ 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 非 ヒ
ト 動 物 又 は そ の 一 部 。
＜ ア ミ ノ 酸 配 列 ＞
（ ａ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、
付 加 も し く は 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 末 端 か ら ２ ６ 個 の ア ミ ノ
酸 が 欠 失 し て な る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｄ ） 前 記 （ ｃ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 末 端 に メ チ オ ニ ン が 付 加 さ れ て な
る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配
列 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 、
（ ｇ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有
す る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｈ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 相 補 性 を 有 す る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と 、
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
（ ｉ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ；
【 請 求 項 １ ２ 】
　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｅ ） の 群 よ り 選 択 さ れ る １ 又 は 複 数 の 性 質 を 表 現 す る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 。
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（ ａ ） 通 常 飼 育 も し く は 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 、 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 高
血 糖 値 を 示 す
（ ｂ ） 通 常 飼 育 も し く は 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 、 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 耐
糖 能 低 下 を 示 す
（ ｃ ） 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 高 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル
量 を 示 す
（ ｄ ） 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 肝 臓 に お い て 高 ト リ グ
リ セ ラ イ ド 量 を 示 す
（ ｅ ） 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 、 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 の 発 現 量 が 変 動 す る
【 請 求 項 １ ３ 】
　 非 ヒ ト 動 物 が マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か 記 載 の 非 ヒ ト 動
物 又 は そ の 一 部 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ れ ら の 一 部 に お け る 非 ヒ ト 動 物 の 一 部 が 、
非 ヒ ト 動 物 由 来 の 組 織 又 は 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か 記 載 の
非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お け る 全 部 又 は
一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 欠 失 型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に
お け る 全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ て な る こ と を 特 徴 と す
る 分 化 全 能 性 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能 欠 失 型 変
異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ て な
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 分 化 全 能 性 細 胞 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ４ 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 か ら な る 、 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患 の モ デ ル 動
物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ４ に 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 に つ い て 、 胎 生 期 か ら 致 死 ま で の 期 間
に お け る 、 発 育 分 化 、 発 達 、 生 活 行 動 の 観 察 、 病 理 組 織 学 的 検 査 又 は 生 化 学 的 検 査 を 行 う
こ と を 特 徴 と す る 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 が 関 与 す る 疾 患 の 病 態 解
析 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 が 関 与 す る 疾 患 が 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴
う 疾 患 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 病 態 解 析 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 の 評 価 方 法 で あ っ て 、
（ １ ） 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 に 被 験 物 質 を 接 触 さ せ る
第 一 工 程 、
（ ２ ） 前 記 被 験 物 質 を 接 触 さ せ た 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 に お け る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ
る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 又 は 当 該 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標 値 を 測 定 し 、 対 照 と 比
較 す る 第 二 工 程 、
（ ３ ） （ ２ ） の 比 較 結 果 に 基 づ き 、 被 験 物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 評 価 す る 第 三 工 程
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 が コ レ ス テ ロ ー ル 産 生 制 御 能 力 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 評 価 方
法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 が 脂 肪 酸 合 成 及 び ／ 又 は 脂 肪 酸 代 謝 制 御 能 力 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に
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記 載 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 が 糖 代 謝 制 御 能 力 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 が 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 発 現 制 御 能 力 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 評
価 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 が PEPCK、 G６ P、 UCP1、 FAS及 び ACOか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 又
は 複 数 の 因 子 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標 値 が 、 糖
脂 質 代 謝 関 連 因 子 の 発 現 量 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ５ の い ず れ か 記 載 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 が PEPCK、 G６ P、 UCP1、 FAS及 び ACOか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 又
は 複 数 の 因 子 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標 値 が 血 糖
値 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ５ の い ず れ か 記 載 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標 値 が 耐 糖
能 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ５ の い ず れ か 記 載 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標 値 が 、 血
中 コ レ ス テ ロ ー ル 量 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ５ の い ず れ か 記 載 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標 値 が 、 ト
リ グ リ セ ラ イ ド （ 中 性 脂 肪 ） 量 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ５ の い ず れ か 記 載 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 ２ ０ ～ ３ １ の い ず れ か 記 載 の 評 価 方 法 に よ り 評 価 さ れ た 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 に 基
づ き 、 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 有 す る 被 験 物 質 を 選 抜 す る こ と を 特 徴 と す る 糖 脂 質 代 謝 制 御
物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ る 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患
の 治 療 剤 又 は 予 防 剤 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患 が 、 耐 糖 能 低 下 、 糖 尿 病 、 高 脂 血 症 、 高 血 圧 、 動 脈 硬 化
、 冠 動 脈 疾 患 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 又 は 心 血 管 障 害 で あ る 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 治 療 剤 又 は 予 防
剤 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 、 或 い は 、 請 求 項 １ ５ 又 は １
６ 記 載 の 分 化 全 能 性 細 胞 を 作 成 す る た め の 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 取 り 除 か れ て い る 選 択 マ
ー カ ー 遺 伝 子 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ （ 遺 伝 子 カ セ ッ ト ） を 含 有 し 、 か つ 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ
る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 に 相 同 な 塩 基 配 列 を 有 す る 選 択 マ ー
カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー レ ス 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 、 或 い は 、 請 求 項 １ ５ 又 は １
６ 記 載 の 分 化 全 能 性 細 胞 を 作 成 す る た め の 、 マ ウ ス EN2由 来 の SA(splicing accepter)、  e
ncephalomyocarditis Virus由 来 の IRES(internal ribosome entry site)、 β -galactocid
ase及 び neomycin耐 性 遺 伝 子 を 融 合 さ せ て な る β geoに SV40由 来 の pA(polyadenylation sig
nal)を 平 滑 末 端 化 処 理 し て な る Ｄ Ｎ Ａ （ SA－ IRIS－ β geo－ pA遺 伝 子 カ セ ッ ト ） を 含 有 し
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、 か つ 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 に 相
同 な 塩 基 配 列 を 有 す る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー レ ス 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 等 に 関 す る 。 さ ら に 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 ノ ッ ク ア
ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ れ ら の 一 部 で あ っ て 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上
で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お け る 全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の
機 能 欠 失 型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お け る 全 部 又 は 一
方 の ア リ ル が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ て な る こ と を 特 徴 と す る 非 ヒ ト 動 物 又 は
そ の 一 部 、 当 該 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 の 作 成 に 不 可 欠 な Ｅ Ｓ 細 胞 等 の 分 化 全 能 性 細 胞 、
及 び そ れ ら の 利 用 等 に 関 す る も の で あ る 。 本 発 明 は 、 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患 等 に
対 す る 医 薬 品 開 発 等 の 分 野 に お い て 有 用 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 同 じ 特 許 出 願 人 は 、 特 開 ２ ０ ０ ０ － ３ ５ ６ ６ ３ ７ 号 公 報 の 明 細 書 に お い て 分 子 量 約 ６ 千
以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 、 特 に 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ
脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 等
を 開 示 し た 。 当 該 開 示 は 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 、 特 に 配 列 番 号 1
で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 、 を 用 い た 脂 肪
細 胞 に お け る 蓄 積 脂 肪 量 の 分 析 方 法 等 に 関 し て お り 、 当 該 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 利 用 や 分
子 レ ベ ル で の 解 析 等 を 容 易 に す る も の で あ る （ 特 許 文 献 １ 及 び ２ を 参 照 ） 。 し か し な が ら
、 哺 乳 類 の 個 体 レ ベ ル に お け る 当 該 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 利 用 や 生 理 学 的 意 義 を 詳 細 に 解
析 で き る よ う な 実 験 動 物 は 十 分 に 確 立 さ れ て い る と は 必 ず し も 言 え な い 。
　 さ ら に 詳 し く は 、 こ れ ま で に 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 、 特 に 配 列 番
号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 の 血 液 中 濃
度 が 、 腹 部 横 断 面 の 腹 腔 内 脂 肪 組 織 面 積 値 と 正 の 相 関 関 係 に あ り 、 当 該 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白
質 の 濃 度 か ら 腹 腔 内 脂 肪 組 織 量 を 求 め る こ と が で き る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 分 子 レ ベ ル
・ 細 胞 レ ベ ル 等 で の 実 験 か ら 当 該 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 は 内 臓 脂 肪 （ 蓄 積 ） 症 候 群 に 関 わ る
因 子 の ひ と つ で あ る と 考 え ら れ て い る 。
　 哺 乳 類 の 個 体 レ ベ ル に お け る 他 の 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 利 用 や 生 理 学 的 意 義 を 詳 細 に 解
析 で き る よ う な 実 験 動 物 と し て は 、 DGAT遺 伝 子 破 壊 マ ウ ス や 11β -HSD１ 遺 伝 子 破 壊 マ ウ ス
等 が 知 ら れ て お り 、 こ れ ら の 実 験 動 物 で は 、 ま ず 、 遺 伝 子 改 変 を お こ な う 動 物 の Ｅ Ｓ 細 胞
等 の 分 化 全 能 性 細 胞 の 染 色 体 上 の 目 的 と す る 遺 伝 子 を ポ ジ ネ ガ 法 （ 例 え ば 、 染 色 体 上 の 目
的 遺 伝 子 の 一 部 が 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 有 す る タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ
ー （ 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 含 有 組 換 え ベ ク タ ー ） を 用 い て 、 染 色 体 上 の 目 的 遺
伝 子 の 一 部 を タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー に 置 き 換 え る 相 同 的 組 換 え 法 ） 等 の 特 定 な 方 法 に よ
り 破 壊 し 、 こ れ を 親 動 物 の 胚 盤 胞 に 混 入 さ せ た 後 、 胚 分 化 を 継 続 さ せ て 出 産 さ せ た 仔 で あ
る キ メ ラ 原 始 マ ウ ス を 作 出 す る こ と に よ り 、 生 体 内 に お け る 当 該 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 濃
度 を 低 下 又 は 消 失 さ せ る こ と に 成 功 し て い る 。
　 一 方 、 PEPCK(phosphoenolpyruvae carboxykinase)、 G6P（ G6Pase； glucose-6-phosphat
ase)、 UCP1（ uncoupling protein 1） 、 FAS（ fatty acid synthase） 及 び ACO（ acylCoA o
xidase） は 、 い ず れ も 糖 脂 質 代 謝 に 関 連 す る 蛋 白 質 と し て 公 知 で あ る （ 以 下 本 明 細 書 で は
ま と め て 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 と 称 す る 場 合 が あ る 。 ） 。
　 具 体 的 に は 、 PEPCK(phosphoenolpyruvae carboxykinase)及 び G6P（ G6Pase； glucose-6-
phosphatase)は 、 肝 臓 細 胞 に お い て ピ ル ビ ン 酸 か ら グ ル コ ー ス を 産 生 す る 糖 新 生 の ２ 段 階
の 反 応 を そ れ ぞ れ 触 媒 す る 酵 素 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 UCP1（ uncoupling protein 1
） は 、 遊 離 脂 肪 酸 か ら の ATP産 生 を 促 進 す る 蛋 白 質 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 FAS（ fatt
y acid synthase） は 、 脂 肪 酸 生 合 成 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 ACO（ acylCoA oxidase
） は 、 脂 肪 酸 代 謝 酵 素 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。
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　 し か し な が ら 、 糖 脂 質 代 謝 又 は こ れ ら の 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 と 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ
る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 と の 関 係 は 知 ら れ て い な か っ た 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ３ ５ ６ ６ ３ ７ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 第 ０ ２ ／ １ ０ ７ ７ ２ 号
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の よ う な 状 況 下 、 個 体 レ ベ ル で の 当 該 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 詳 細 な 機 能 解 析 （ 即 ち 、
ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 と 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 当 該 脂 肪 蓄 積 促
進 蛋 白 質 が 哺 乳 動 物 に 及 ぼ す 生 理 作 用 に 関 す る 詳 細 な 解 析 等 ） は 特 に 重 要 な も の に な り つ
つ あ る 。 そ こ で 、 当 該 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 相 同 的 組 換 え 法 に よ っ て 一 部
又 は 全 て 破 壊 し 、 当 該 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 血 中 レ ベ ル 及 び ／ 又 は 発 現 レ ベ ル 自 体 を 変 化
さ せ た 、 あ る い は 、 当 該 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 を 消 失 さ せ た ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 作 出
を 試 み た 。
　 本 発 明 は 、 以 上 の と お り の 事 情 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ っ て 、 上 記 の よ う な ノ ッ ク ア
ウ ト 非 ヒ ト 動 物 を 提 供 す る こ と 、 及 び 、 当 該 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 を 簡 便 か つ 迅 速 に 作
出 す る た め の 、 当 該 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 一 部 又 は 全 て の 破 壊 を 目 的 と し
た 相 同 的 組 換 え 方 法 の 開 発 等 を 課 題 と し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 か か る 状 況 の も と 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積
促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 改 変 に お い て は 、 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 改 変 を お こ な う 動 物 の Ｅ Ｓ
細 胞 等 の 分 化 全 能 性 細 胞 の 染 色 体 上 の 目 的 と す る 遺 伝 子 を プ ロ モ ー タ ト ラ ッ プ 法 （ 例 え ば
、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 取 り 除 い た タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー （ 選 択 マ
ー カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー レ ス 組 換 え ベ ク タ ー ） ） を 用 い て 、 染 色 体 上 の 目 的 遺 伝 子 の 一
部 を タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー に 置 き 換 え る 相 同 的 組 換 え 法 ） に よ り 破 壊 し 、 こ れ を 親 動 物
の 胚 盤 胞 に 混 入 さ せ た 後 、 胚 分 化 を 継 続 さ せ て 出 産 さ せ た 仔 で あ る キ メ ラ 原 始 マ ウ ス を 作
出 す る こ と が 可 能 に な り 効 果 的 で あ る こ と を 見 出 し た 。
　 更 に 、 前 記 キ メ ラ 原 始 マ ウ ス を 繁 殖 さ せ て 作 出 し た 子 孫 （ 以 下 本 明 細 書 に お い て 、 前 記
キ メ ラ 原 始 マ ウ ス 及 び そ の 子 孫 を 本 発 明 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス と 称 す る 場 合 が あ る 。 ） を 用
い て 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 本 発 明 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 、 野 生 型 マ ウ ス に 比 べ て 空 腹 時 の
血 糖 値 が 上 昇 し て お り 、 さ ら に 耐 糖 能 低 下 が 見 ら れ て い る 、 す な わ ち イ ン シ ュ リ ン 感 受 性
が 低 下 す る こ と が わ か っ た 。 ま た 、 本 発 明 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 、 高 脂 肪 ・ 高 蔗 糖 食 摂
取 時 の 肝 臓 に お け る ト リ グ リ セ ラ イ ド 量 も 有 意 に 増 加 す る こ と か ら 、 本 動 物 は 糖 脂 質 代 謝
制 御 異 常 に 類 し た 病 態 を 表 す モ デ ル マ ウ ス と な り 得 る こ と を 見 出 し た 。
　 更 に 、 本 発 明 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 由 来 組 織 を 用 い て 、 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 ： PEPCK遺 伝
子 、 G6P遺 伝 子 、 UCP１ 遺 伝 子 、 FAS遺 伝 子 又 は ACO遺 伝 子 な ど の 発 現 に つ い て 種 々 検 討 し た
結 果 、 （ １ ） 肝 臓 細 胞 に お い て 糖 新 生 を 促 進 す る 酵 素 で あ る PEPCK及 び G6Pの 発 現 が 上 昇 し
； （ ２ ） 脂 肪 （ 褐 色 ま た は 白 色 ） 細 胞 に お い て エ ネ ル ギ ー （ ATP） 産 生 を 亢 進 す る UCP1の
発 現 及 び 脂 肪 酸 生 合 成 酵 素 で あ る FAS、 さ ら に 脂 肪 酸 代 謝 酵 素 で あ る ACOの 発 現 が 上 昇 し た
こ と か ら 、 糖 脂 質 代 謝 に お い て 重 要 な 働 き を 担 っ て い る 肝 臓 細 胞 や 脂 肪 細 胞 に お い て 、 本
発 明 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 が こ れ ら の 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 の 発 現
制 御 に 関 わ る 作 用 を 有 す る こ と が わ か っ た 。 従 っ て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 は 、 本 発 明 の
ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 を モ デ ル 動 物 と し て 用 い た 場 合 に 、 糖 脂 質 代 謝 制 御
能 力 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 有 用 な 指 標 と な る こ と を 見 出 し た 。
　 本 発 明 は 上 記 の 知 見 を 元 に 完 成 す る に 至 っ た も の で あ る 。
　 即 ち 、 本 発 明 は 、
〔 １ 〕 　 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ れ ら の 一 部 で あ っ て 、
分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お け る 全 部 又 は 一
方 の ア リ ル が そ の 機 能 欠 失 型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に
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お け る 全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ て な る こ と を 特 徴 と す
る 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
〔 ２ 〕 　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 が 、 下 記 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な り 、 か つ 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 〔 １ 〕 記 載 の 非
ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
＜ ア ミ ノ 酸 配 列 ＞
（ ａ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、
付 加 も し く は 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 末 端 か ら ２ ６ 個 の ア ミ ノ
酸 が 欠 失 し て な る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｄ ） 前 記 （ ｃ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 末 端 に メ チ オ ニ ン が 付 加 さ れ て な
る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配
列 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 、
（ ｇ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有
す る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｈ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 相 補 性 を 有 す る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と 、
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
（ ｉ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ；
〔 ３ 〕 　 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お
け る 全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 欠 失 型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺
伝 子 の 二 倍 体 に お け る 全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ て な る
こ と を 特 徴 と す る ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ れ ら の 一 部 ；
〔 ４ 〕 　 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 、 配 列 番 号
２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 上 の 塩 基 番 号 ５ ７ 及 び ５ ８ の 間 （ エ ク ソ ン １ と ２ の 間 ） 、 塩 基 番 号
２ ３ ２ 及 び ２ ３ ３ の 間 （ エ ク ソ ン ２ と ３ の 間 ） 、 塩 基 番 号 ３ １ ８ 及 び ３ １ ９ の 間 （ エ ク ソ
ン ３ と ４ の 間 ） 、 塩 基 番 号 ４ ４ ７ 及 び ４ ４ ８ の 間 （ エ ク ソ ン ４ と ５ の 間 ） 、 塩 基 番 号 ５ ０
６ 及 び ５ ０ ７ の 間 （ エ ク ソ ン ５ と ６ の 間 ） に 対 応 す る 箇 所 に イ ン ト ロ ン を 含 有 す る も の で
あ る こ と を 特 徴 と す る 〔 ３ 〕 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
〔 ５ 〕 　  配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 、 当 該 遺 伝
子 の 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ の 置 換 、 欠 失 及 び ／ 又 は 付 加 に よ
っ て 破 壊 さ れ て な る こ と を 特 徴 と す る 〔 ３ 〕 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
〔 ６ 〕 　 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ が エ ク ソ ン ３ 及 び ４ 領 域 内 の
塩 基 で あ っ て 、 当 該 塩 基 が 欠 失 に よ っ て 破 壊 さ れ て な る こ と を 特 徴 と す る 〔 ５ 〕 記 載 の 非
ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
〔 ７ 〕 　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能 欠 失 型 変
異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ る 方
法 が 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 取 り 除 か れ て い る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 有 す る 遺 伝 子 カ セ ッ ト
を 含 有 し 、 か つ 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ の
一 部 に 相 同 な 塩 基 配 列 を 有 す る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー レ ス 組 換 え ベ ク タ ー を 用
い て 、 当 該 ベ ク タ ー の 一 部 又 は 全 部 で あ り か つ 前 記 遺 伝 子 カ セ ッ ト を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に 、
前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ が 置 換 さ れ て な る
方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 〔 １ 〕 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
〔 ８ 〕 　 遺 伝 子 カ セ ッ ト が 、 マ ウ ス EN2由 来 の SA(splicing accepter)、  encephalomyocar
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ditis Virus由 来 の IRES(internal ribosome entry site)、 β -galactocidase及 び neomyci
n耐 性 遺 伝 子 を 融 合 さ せ て な る β geoに SV40由 来 の pA(polyadenylation signal)を 平 滑 末 端
化 処 理 し て な る Ｄ Ｎ Ａ （ SA－ IRIS－ β geo－ pA遺 伝 子 カ セ ッ ト ） で あ る こ と を 特 徴 と す る
〔 ７ 〕 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
〔 ９ 〕 　 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ が エ ク ソ ン ３ 及 び ４ 領 域 内 の
塩 基 で あ る こ と を 特 徴 と す る 〔 ７ 〕 又 は 〔 ８ 〕 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
〔 １ ０ 〕 　 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ れ ら の 一 部 で あ っ て
、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 遺 伝 子 の 発 現 量 が 同 種 の 野 生 型 非 ヒ ト 動 物
で の 同 遺 伝 子 の 発 現 量 よ り も 低 減 さ れ て な る こ と を 特 徴 と す る 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
〔 １ １ 〕 　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 が 、 下 記 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な り 、 か つ 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 〔 １ ０ 〕 記 載
の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
＜ ア ミ ノ 酸 配 列 ＞
（ ａ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、
付 加 も し く は 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 末 端 か ら ２ ６ 個 の ア ミ ノ
酸 が 欠 失 し て な る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｄ ） 前 記 （ ｃ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 末 端 に メ チ オ ニ ン が 付 加 さ れ て な
る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配
列 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 、
（ ｇ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有
す る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、
（ ｈ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番
目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 相 補 性 を 有 す る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と 、
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
（ ｉ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ；
〔 １ ２ 〕 　 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｅ ） の 群 よ り 選 択 さ れ る １ 又 は 複 数 の 性 質 を 表 現 す る こ と を
特 徴 と す る 〔 １ 〕 ～ 〔 １ １ 〕 の い ず れ か 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
（ ａ ） 通 常 飼 育 も し く は 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 高 血
糖 値 を 示 す
（ ｂ ） 標 準 食 又 は 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 、 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 、 耐 糖 能
が 低 下 す る
（ ｃ ） 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 高 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル
量 を 示 す
（ ｄ ） 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 肝 臓 に お い て 高 ト リ グ
リ セ ラ イ ド 量 を 示 す
（ ｅ ） 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 、 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 の 発 現 量 が 変 動 す る
〔 １ ３ 〕 　 非 ヒ ト 動 物 が マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 〔 １ 〕 ～ 〔 １ ２ 〕 の い ず れ か 記 載
の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
〔 １ ４ 〕 　 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ れ ら の 一 部 に お け る 非 ヒ ト 動 物 の
一 部 が 、 非 ヒ ト 動 物 由 来 の 組 織 又 は 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 〔 １ 〕 ～ 〔 １ ３ 〕 の い ず
れ か 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 ；
〔 １ ５ 〕 　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お け る
全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 欠 失 型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の
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二 倍 体 に お け る 全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ て な る こ と を
特 徴 と す る 分 化 全 能 性 細 胞 ；
〔 １ ６ 〕 　 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能
欠 失 型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊
さ れ て な る こ と を 特 徴 と す る 〔 １ ５ 〕 記 載 の 分 化 全 能 性 細 胞 ；
〔 １ ７ 〕 　 〔 １ 〕 ～ 〔 １ ４ 〕 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 か ら な る 、 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患
の モ デ ル 動 物 ；
〔 １ ８ 〕 　 〔 １ 〕 ～ 〔 １ ４ 〕 に 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 に つ い て 、 胎 生 期 か ら 致 死
ま で の 期 間 に お け る 、 発 育 分 化 、 発 達 、 生 活 行 動 の 観 察 、 病 理 組 織 学 的 検 査 又 は 生 化 学 的
検 査 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 が 関 与 す る 疾
患 の 病 態 解 析 方 法 ；
〔 １ ９ 〕 　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 が 関 与 す る 疾 患 が 糖 脂 質 代 謝 機 能
異 常 を 伴 う 疾 患 で あ る 、 〔 １ ８ 〕 に 記 載 の 病 態 解 析 方 法 ；
〔 ２ ０ 〕 　 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 の 評 価 方 法 で あ っ て 、
（ １ ） 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 に 被 験 物 質 を 接 触 さ せ る
第 一 工 程 、
（ ２ ） 前 記 被 験 物 質 を 接 触 さ せ た 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 に お け る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ
る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 又 は 当 該 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標 値 を 測 定 し 、 対 照 と 比
較 す る 第 二 工 程 、
（ ３ ） （ ２ ） の 比 較 結 果 に 基 づ き 、 被 験 物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 評 価 す る 第 三 工 程
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 評 価 方 法 ；
〔 ２ １ 〕 　 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 が コ レ ス テ ロ ー ル 産 生 制 御 能 力 で あ る 、 〔 ２ ０ 〕 に 記 載 の
評 価 方 法 ；
〔 ２ ２ 〕 　 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 が 脂 肪 酸 合 成 及 び ／ 又 は 脂 肪 酸 代 謝 制 御 能 力 で あ る 、 〔 ２
０ 〕 に 記 載 の 評 価 方 法 ；
〔 ２ ３ 〕 　 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 が 糖 代 謝 制 御 能 力 で あ る 、 〔 ２ ０ 〕 に 記 載 の 評 価 方 法 ；
〔 ２ ４ 〕 　 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 が 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 発 現 制 御 能 力 で あ る 、 〔 ２ ０ 〕 に 記
載 の 評 価 方 法 ；
〔 ２ ５ 〕 　 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 が PEPCK、 G６ P、 UCP1、 FAS及 び ACOか ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る １ 又 は 複 数 の 因 子 で あ る 、 〔 ２ ４ 〕 記 載 の 評 価 方 法 ；
〔 ２ ６ 〕 　 　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指
標 値 が 、 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 の 発 現 量 で あ る 、 〔 ２ ０ 〕 ～ 〔 ２ ５ 〕 の い ず れ か 記 載 の 評 価
方 法 ；
〔 ２ ７ 〕 　 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 が PEPCK、 G６ P、 UCP1、 FAS及 び ACOか ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る １ 又 は 複 数 の 因 子 で あ る 、 〔 ２ ６ 〕 に 記 載 の 評 価 方 法 ；
〔 ２ ８ 〕 　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標
値 が 血 糖 値 で あ る 、 〔 ２ ０ 〕 ～ 〔 ２ ５ 〕 の い ず れ か 記 載 の 評 価 方 法 ；
〔 ２ ９ 〕 　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標
値 が 耐 糖 能 で あ る 、 〔 ２ ０ 〕 ～ 〔 ２ ５ 〕 の い ず れ か 記 載 の 評 価 方 法 ；
〔 ３ ０ 〕 　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標
値 が 、 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル 量 で あ る 、 〔 ２ ０ 〕 ～ 〔 ２ ５ 〕 の い ず れ か 記 載 の 評 価 方 法 ；
〔 ３ １ 〕 　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標
値 が 、 ト リ グ リ セ ラ イ ド （ 中 性 脂 肪 ） 量 で あ る 、 〔 ２ ０ 〕 ～ 〔 ２ ５ 〕 の い ず れ か 記 載 の 評
価 方 法 ；
〔 ３ ２ 〕 　 〔 ２ ０ 〕 ～ 〔 ３ １ 〕 の い ず れ か 記 載 の 評 価 方 法 に よ り 評 価 さ れ た 糖 脂 質 代 謝 制
御 能 力 に 基 づ き 、 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 有 す る 被 験 物 質 を 選 抜 す る こ と を 特 徴 と す る 糖 脂
質 代 謝 制 御 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ；
〔 ３ ３ 〕 　 〔 ３ ２ 〕 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ る 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴
う 疾 患 の 治 療 剤 又 は 予 防 剤 ；
〔 ３ ４ 〕 　 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患 が 、 耐 糖 能 低 下 、 糖 尿 病 、 高 脂 血 症 、 高 血 圧 、
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動 脈 硬 化 、 冠 動 脈 疾 患 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 又 は 心 血 管 障 害 で あ る 〔 ３ ３ 〕 記 載 の 治 療 剤 又
は 予 防 剤 ；
〔 ３ ５ 〕 　 〔 １ 〕 ～ 〔 １ ４ 〕 の い ず れ か 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 、 或 い は 、 〔 １ ５
〕 又 は 〔 １ ６ 〕 記 載 の 分 化 全 能 性 細 胞 を 作 成 す る た め の 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 取 り 除 か れ
て い る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ （ 遺 伝 子 カ セ ッ ト ） を 含 有 し 、 か つ 、 分 子 量 約
６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 に 相 同 な 塩 基 配 列 を 有
す る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー レ ス 組 換 え ベ ク タ ー ；
〔 ３ ６ 〕 　 〔 １ 〕 ～ 〔 １ ４ 〕 の い ず れ か 記 載 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 、 或 い は 、 〔 １ ５
〕 又 は 〔 １ ６ 〕 記 載 の 分 化 全 能 性 細 胞 を 作 成 す る た め の 、 マ ウ ス EN2由 来 の SA(splicing a
ccepter)、  encephalomyocarditis Virus由 来 の IRES(internal ribosome entry site)、
β -galactocidase及 び neomycin耐 性 遺 伝 子 を 融 合 さ せ て な る β geoに SV40由 来 の pA(polyad
enylation signal)を 平 滑 末 端 化 処 理 し て な る Ｄ Ｎ Ａ （ SA－ IRIS－ β geo－ pA遺 伝 子 カ セ ッ
ト ） を 含 有 し 、 か つ 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ
Ａ の 一 部 に 相 同 な 塩 基 配 列 を 有 す る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー レ ス 組 換 え ベ ク タ ー
；
等 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 、 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ れ ら の 一 部 で
あ っ て 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お け る 全
部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 欠 失 型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の
二 倍 体 に お け る 全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ て な る こ と を
特 徴 と す る 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 、 当 該 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 の 作 成 に 不 可 欠 な Ｅ Ｓ
細 胞 等 の 分 化 全 能 性 細 胞 、 及 び そ れ ら の 利 用 を 提 供 可 能 に し た 。 ま た 、 耐 糖 能 低 下 、 糖 尿
病 、 高 脂 血 症 、 高 血 圧 、 動 脈 硬 化 、 冠 動 脈 疾 患 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 又 は 心 血 管 障 害 等 の 糖
脂 質 代 謝 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 剤 又 は 予 防 剤 と し て 有 用 な 、 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 有 す る
物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る こ と が 可 能 に な っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 以 下 に 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
　 本 発 明 に お け る ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 と は 、 生 殖 系 列 細 胞 を 含 む 、 非 ヒ ト 動 物 の 生 体
内 の 細 胞 の 中 に 存 在 す る ひ と つ の 遺 伝 子 座 に あ る ア リ ル （ 対 立 遺 伝 子 ） の 全 部 又 は 一 方 が
そ の 本 来 の 機 能 を 発 揮 し な い よ う な 状 態 に 破 壊 さ れ て い る 非 ヒ ト 動 物 を 意 味 す る 。 本 発 明
が 提 供 す る ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 は 、 非 ヒ ト 動 物 生 体 を 構 成 す る 細 胞 内 の 染 色 体 上 の ひ
と つ の 遺 伝 子 座 に あ る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 全 部
又 は 一 方 の ア リ ル が 活 性 あ る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 を 発 現 し な い よ
う に 破 壊 さ れ て な る も の で あ る 。
　 本 発 明 に お け る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 は 、 上 記 の
定 義 に し た が っ て 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド
す る 塩 基 配 列 を 有 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る 、 イ ン ト ロ ン を 含 む こ と の あ る 非 ヒ ト 動 物 染 色
体 上 の 領 域 で あ り 、 特 定 の 構 造 、 例 え ば 、 特 定 の 塩 基 配 列 や イ ン ト ロ ン － エ ク ソ ン 構 造 に
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に お け る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 と し て は 、 例 え ば 、 （ ａ ）
配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 、 （ ｂ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 に お い て 、 １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 付 加 も し く は 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な り 、 か つ 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 、 （ ｃ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 末 端 か ら ２ ６ 個 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ た 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る 蛋 白 質 （ 即 ち 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 第 ２ ７ 番 目 か ら 第 ４ ９ １
番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 ） 、 （ ｄ ） 前 記 （ ｃ ） の ア ミ
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ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 末 端 に メ チ オ ニ ン が 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白
質 （ 即 ち 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 第 ２ ７ 番 目 か ら 第 ４ ９ １ 番 目 ま で
の ア ミ ノ 酸 で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 末 端 に メ チ オ ニ ン が 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 蛋 白 質 ） 、 （ ｅ ） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性
を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 、 （ ｆ ） 配 列 番 号
２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番 目 ま で の ヌ ク レ
オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白
質 、 （ ｇ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７
６ 番 目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性
を 有 す る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 脂 肪 蓄
積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 、 （ ｈ ） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ
ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番 目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 相 補 性 を 有 す る
塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ に よ
り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 、 （ ｉ ） 配
列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋
白 質 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 こ こ で 、 前 記 （ ｂ ） に あ る 「 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 付 加 も し く は 置 換 」 や 前 記 （ ｅ ） 及 び （
ｇ ） に あ る 「 ８ ０ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 」 に は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る 蛋 白 質 が 細 胞 内 で 受 け る プ ロ セ シ ン グ 、 該 蛋 白 質 が 由 来 す る 生 物 の 種 差 、 個 体
差 、 組 織 間 の 差 異 等 に よ り 天 然 に 生 じ る 変 異 や 、 人 為 的 な ア ミ ノ 酸 の 変 異 等 が 含 ま れ る 。
　 前 記 （ ｂ ） に あ る 「 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 付 加 も し く は 置 換 」 （ 以 下 、 総 じ て ア ミ ノ 酸 の 改
変 と 記 す こ と も あ る 。 ） を 人 為 的 に 行 う 場 合 の 手 法 と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ で 示 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る DNAに 対 し て 慣 用 の 部 位 特 異 的 変 異 導 入 を 施 し 、 そ の 後 こ
の DNAを 常 法 に よ り 発 現 さ せ る 手 法 が 挙 げ ら れ る 。 こ こ で 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 と し て は
、 例 え ば 、 ア ン バ ー 変 異 を 利 用 す る 方 法 （ ギ ャ ッ プ ド ・ デ ュ プ レ ッ ク ス 法 、 Nucleic Acid
s Res.,12,9441-9456(1984)） 、 変 異 導 入 用 プ ラ イ マ ー を 用 い た PCR法 に よ る 方 法 等 が 挙 げ
ら れ る 。
　 前 記 で 改 変 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 数 に つ い て は 、 少 な く と も １ 残 基 、 具 体 的 に は 1若 し く は
数 個 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。 か か る 改 変 の 数 は 、 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 見 出 す こ と の で き る
範 囲 で あ れ ば 良 い 。
　 ま た 前 記 欠 失 、 付 加 又 は 置 換 の う ち 、 特 に ア ミ ノ 酸 の 置 換 に 係 る 改 変 が 好 ま し い 。 当 該
置 換 は 、 疎 水 性 、 電 荷 、 ｐ Ｋ 、 立 体 構 造 上 に お け る 特 徴 等 の 類 似 し た 性 質 を 有 す る ア ミ ノ
酸 へ の 置 換 が よ り 好 ま し い 。 こ の よ う な 置 換 と し て は 、 例 え ば 、 i)グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン ；
ii)バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン ； iii)ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ
ン 、 グ ル タ ミ ン 、 iv)セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン ； v)リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ； vi)フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン の グ ル ー プ 内 で の 置 換 が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 に お い て 「 配 列 同 一 性 」 と は 、 ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 又 は ２ つ の 蛋 白 質 間 の 配 列 の 同 一 性
及 び 相 同 性 を い う 。 前 記 「 配 列 同 一 性 」 は 、 比 較 対 象 の 配 列 の 領 域 に わ た っ て 、 最 適 な 状
態 に ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た ２ つ の 配 列 を 比 較 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 こ こ で 、 比 較 対
象 の Ｄ Ｎ Ａ 又 は 蛋 白 質 は 、 ２ つ の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト に お い て 、 付 加 又 は 欠 失 （
例 え ば ギ ャ ッ プ 等 ） を 有 し て い て も よ い 。 こ の よ う な 配 列 同 一 性 に 関 し て は 、 例 え ば 、 Ve
ctor NTIを 用 い て 、 ClustalWア ル ゴ リ ズ ム (Nucleic Acid Res.,22(22):4673-4680(1994)
を 利 用 し て ア ラ イ ン メ ン ト を 作 成 す る こ と に よ り 算 出 す る こ と が で き る 。 尚 、 配 列 同 一 性
は 、 配 列 解 析 ソ フ ト 、 具 体 的 に は Vector NTI、 GENETYX-MACや 公 共 の デ ー タ ベ ー ス で 提 供
さ れ る 解 析 ツ ー ル を 用 い て 測 定 さ れ る 。 前 記 公 共 デ ー タ ベ ー ス は 、 例 え ば 、 ホ ー ム ペ ー ジ
ア ド レ ス http://www.ddbj.nig.ac.jpに お い て 、 一 般 的 に 利 用 可 能 で あ る 。
　 本 発 明 に お け る 配 列 同 一 性 は 、 ８ ０ ％ 以 上 で あ れ ば よ い が 、 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 よ
り 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 で あ る 。
　 前 記 （ ｈ ） に あ る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 に 関 し て 、 こ こ
で 使 用 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば 、 Sambrook J., Frisch E. F., Maniati
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s T.著 、 モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ 第 2版 （ Molecular Cloning 2nd edition） 、 コ ー ル ド
　 ス プ リ ン グ 　 ハ ー バ ー 　 ラ ボ ラ ト リ ー 発 行 （ Cold Spring Harbor Laboratory press）
等 に 記 載 さ れ る 通 常 の 方 法 に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 ま た 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下
」 と は 、 例 え ば 、 ６ × SSC（ １ ． ５ M　 NaCl、 ０ ． １ ５ M　 ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム を 含 む 溶
液 を １ ０ × SSCと す る ） 、 50％ フ ォ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 で ４ ５ ℃ に て ハ イ ブ リ ッ ド を
形 成 さ せ た 後 、 2× SSCで ５ ０ ℃ に て 洗 浄 す る よ う な 条 件 （ Molecular Biology, John Wile
y & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6） 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 洗 浄 ス テ ッ プ に お け
る 塩 濃 度 は 、 例 え ば 、 ２ × SSCで ５ ０ ℃ の 条 件 （ 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 ） か ら ０ ．
２ × SSCで ５ ０ ℃ ま で の 条 件 （ 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 ） か ら 選 択 す る こ と が で き る
。 洗 浄 ス テ ッ プ に お け る 温 度 は 、 例 え ば 、 室 温 （ 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 ） か ら ６ ５
℃ （ 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な 条 件 ） か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 ま た 、 塩 濃 度 と 温 度 の 両
方 を 変 え る こ と も で き る 。
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 は 、 細 胞 膜 外 へ 分 泌 さ れ る 蛋 白 質 で あ る こ
と が 好 ま し い 。 ま た 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 は 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上
で あ る 腹 腔 内 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 に お け る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の よ り 詳 細
な 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 、 （ I） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配
列 、 （ II） 配 列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ 末 端 か ら ２ ６ 個 の ア
ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ た 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 （ 即 ち 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 第 ２ ７ 番 目 か ら 第 ４ ９ １ 番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 ） 、 （ III） 前 記 （ II） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の ア ミ ノ
末 端 に メ チ オ ニ ン が 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 、 （ IV） 配 列 番 号 ２ で
示 さ れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番 目 ま で の ヌ ク レ オ チ
ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 、 （ V） 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 、 （ VI） 配 列 番 号 ２ で 示 さ
れ る 塩 基 配 列 に お け る 第 ７ ９ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 １ ４ ７ ６ 番 目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド
で 示 さ れ る 塩 基 配 列 、 （ VII） 前 記 （ VI） の 塩 基 配 列 に お い て 、 そ の 5'末 端 に ATGが 付 加 さ
れ た 塩 基 配 列 等 の 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 を 、 含 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 尚 、 こ れ ら の
遺 伝 子 は 、 通 常 の 遺 伝 子 工 学 的 方 法 （ 例 え ば 、 Sambrook J., Frisch E. F., Maniatis T.
著 、 モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ 第 2版 （ Molecular Cloning 2nd edition） 、 コ ー ル ド 　 ス
プ リ ン グ 　 ハ ー バ ー 　 ラ ボ ラ ト リ ー 発 行 （ Cold Spring Harbor Laboratory press） 等 に
記 載 さ れ て い る 方 法 ） に 準 じ て 取 得 す れ ば よ い 。
　 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩
基 配 列 を 有 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 で あ っ て 、 ５ ′ 末 端 及 び ３ ′ 末 端
に 非 翻 訳 領 域 の 塩 基 配 列 を 含 ん で い る 。 本 発 明 に お け る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積
促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 は 、 通 常 、 配 列 番 号 ２ の 塩 基 配 列 を 含 有 し 、 か つ 、 こ の 塩 基 配
列 が イ ン ト ロ ン に よ り 分 断 さ れ た 構 造 、 即 ち 、 イ ン ト ロ ン － エ ク ソ ン 構 造 を 有 し て い る 。
　 イ ン ト ロ ン － エ ク ソ ン 構 造 の よ り 詳 細 な 具 体 例 と し て は 、 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配
列 上 の 塩 基 番 号 ５ ７ 及 び ５ ８ の 間 （ エ ク ソ ン １ と ２ の 間 ） 、 塩 基 番 号 ２ ３ ２ 及 び ２ ３ ３ の
間 （ エ ク ソ ン ２ と ３ の 間 ） 、 塩 基 番 号 ３ １ ８ 及 び ３ １ ９ の 間 （ エ ク ソ ン ３ と ４ の 間 ） 、 塩
基 番 号 ４ ４ ７ 及 び ４ ４ ８ の 間 （ エ ク ソ ン ４ と ５ の 間 ） 、 塩 基 番 号 ５ ０ ６ 及 び ５ ０ ７ の 間 （
エ ク ソ ン ５ と ６ の 間 ） に 対 応 す る 箇 所 に イ ン ト ロ ン を 含 有 す る 構 造 が 挙 げ ら れ る
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 」 と は 、 脂 肪 細 胞 に お け る 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を
表 す 。 こ こ で 用 い ら れ る 脂 肪 細 胞 は 哺 乳 動 物 の 腹 腔 内 脂 肪 細 胞 で あ り 、 以 下 の 方 法 で 調 製
で き る 。 す な わ ち 、 動 物 か ら 腹 腔 内 脂 肪 組 織 を 摘 出 、 細 断 し た 後 、 こ れ を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 等
の 組 織 分 解 性 酵 素 で 消 化 し て 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 す る 。 得 ら れ た 細 胞 懸 濁 液 を Shillabeer G
 et al., International Journal of Obesity 20, S77-S83等 に 記 載 さ れ る 方 法 に 準 じ て
、 遠 心 分 離 等 に よ り 分 画 し 沈 殿 を 回 収 す る こ と に よ り 、 前 駆 脂 肪 細 胞 に 富 む 画 分 を 調 製 す
る 。 こ れ を コ ン フ レ ン ト に な る よ う に 培 養 し た 後 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン J2活 性 を 有 す る 分
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化 誘 導 物 質 を 加 え 、 成 熟 脂 肪 細 胞 へ と 分 化 さ せ 、 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 の 測 定 に 用 い る こ と が
で き る 。 該 成 熟 脂 肪 細 胞 に 測 定 対 象 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 を 添 加
し 、 数 日 間 培 養 し た 後 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル で ト リ グ リ セ ラ イ ド を 抽 出 し て 定 量 し 、 該 蛋 白
質 非 存 在 下 で の ト リ グ リ セ ラ イ ド 量 と 比 較 す る こ と に よ り 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 測 定 す る こ
と が で き る 。
　 具 体 的 に は 、 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 第 ０ ２ ／ １ ０ ７ ７ ２ 号 中 の 実 施 例 ４ も し く は ５ に 記
載 さ れ た 方 法 で 測 定 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 脂 肪 蓄 積 促 進 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 と し
て は 脂 肪 蓄 積 促 進 率 １ １ ０ ％ 以 上 の 蛋 白 質 が 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は 脂 肪 蓄 積 促 進 率 １ ２ ０
％ 以 上 の 蛋 白 質 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に お け る 非 ヒ ト 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 （ 例 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ネ
コ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 ウ シ 、 サ ル
等 ） 等 が 用 い ら れ 、 な か で も マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 等 の 齧 歯 目 (Rodentia)の 哺 乳 動
物 が 好 ま し く 、 と り わ け マ ウ ス 、 ラ ッ ト が 好 適 で あ る 。
　 本 発 明 に お け る 非 ヒ ト 動 物 の 一 部 と は 、 当 該 動 物 由 来 の 組 織 又 は 細 胞 で あ れ ば 特 に 制 限
は 無 く 、 例 え ば 、 精 巣 周 囲 脂 肪 組 織 、 後 腹 膜 脂 肪 組 織 、 腸 間 膜 脂 肪 組 織 、 皮 下 脂 肪 組 織 、
褐 色 脂 肪 組 織 等 の 各 種 の 脂 肪 組 織 、 さ ら に は 心 臓 、 肺 、 腎 臓 、 胆 嚢 、 肝 臓 、 膵 臓 、 脾 臓 、
腸 、 精 巣 （ 睾 丸 ） 、 卵 巣 、 子 宮 、 胎 盤 、 筋 肉 、 血 管 、 脳 、 髄 、 甲 状 腺 、 胸 腺 、 乳 腺 等 の 他
の 組 織 等 の 体 の 一 部 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 当 該 動 物 由 来 の 血 液 、 リ ン パ 液 も し く は 尿 等 の
体 液 も 本 発 明 に お け る 非 ヒ ト 動 物 の 一 部 に 含 ま れ る 。
　 更 に 、 上 記 組 織 、 臓 器 又 は 体 液 に 含 ま れ る 細 胞 を 単 離 ・ 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 細 胞 （ 採
取 し た 一 代 目 の 初 代 細 胞 及 び 該 初 代 細 胞 を 株 化 し た 細 胞 を 含 む ） や 抽 出 物 、 の み な ら ず 胎
生 期 胚 に お け る 発 生 段 階 の 各 器 官 、 ま た は 不 随 す る 細 胞 の 培 養 物 お よ び ES細 胞 に つ い て も
分 化 ・ 増 殖 能 の 有 無 に 関 わ ら ず 非 ヒ ト 動 物 の 一 部 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 第 一 の 態 様 は 、 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 個 体 、 そ の 子 孫 動 物 又 は そ れ ら の 一
部 に 関 す る 。
　 本 発 明 非 ヒ ト 動 物 は 、 体 細 胞 染 色 体 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ
ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お け る 全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 欠 失 型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ
れ て い る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 二 倍 体 に お け る 全 部 又 は 一 方 の ア リ ル が そ の 機 能 を 欠
失 す る よ う に 破 壊 さ れ て い る ヘ テ ロ 接 合 体 、 又 は ホ モ 接 合 体 と し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 非 ヒ ト 動 物 は 、 公 知 の 標 的 遺 伝 子 組 換 え 法 （ ジ ー ン タ ー ゲ テ ィ ン グ 法 ： 例 え ば 、
村 松 正 實 、 山 本 雅 編 集 、 『 実 験 医 学 別 冊   新 訂   遺 伝 子 工 学 ハ ン ド ブ ッ ク   改 訂 第 ３ 版 』
（ １ ９ ９ ９ 年 、 羊 土 社 発 行 ） 、 ２ ３ ９ 頁 ～ ２ ５ ６ 頁 、 Science 244:1288-1292, 1989） 等
の 通 常 の 方 法 に 準 じ て 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 改 変
を お こ な う 非 ヒ ト 動 物 の ES（ embryonic stem） 細 胞 の 染 色 体 上 の 目 的 と す る ゲ ノ ム 遺 伝 子
（ 即 ち 、 当 該 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 ） の 二 倍 体 に お け る 全 部 又 は 一 方 の ア リ
ル を 、 例 え ば 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 取 り 除 い た タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク
タ ー （ 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー レ ス 組 換 え ベ ク タ ー ） を 用 い て 、 染 色 体 上 の 目 的
遺 伝 子 の 一 部 が タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー に 置 き 換 え る 相 同 的 組 換 え 法 （ 即 ち 、 プ ロ モ ー タ
ー ト ラ ッ プ 法 ） に よ り 破 壊 し 、 こ れ を 親 動 物 の 胚 盤 胞 に 混 入 さ せ た 後 、 胚 分 化 を 継 続 さ せ
て 出 産 さ せ た 仔 で あ る キ メ ラ 原 始 マ ウ ス を 作 出 す る こ と が 効 果 的 で あ る 。 こ の 方 法 で は 、
Ｅ Ｓ 細 胞 等 を 分 化 全 能 性 細 胞 と し て 使 用 す る 。 分 化 全 能 性 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス （ Nature
 292:154-156, 1981） 、 ラ ッ ト （ Dev. Biol. 163(1): 288-292, 1994） 、 サ ル （ Proc. Na
tl. Acad. Sci. U.S.A. 92(17):7844-7848, 1995） 、 ウ サ ギ （ Mol. Reprod. Dev. 45(4):
439-443, 1996） に つ い て は Ｅ Ｓ 細 胞 等 が 確 立 し て い る 。 ま た 、 ブ タ に つ い て は Ｅ Ｇ （ emb
ryonic germ） 細 胞 が 確 立 し て い る （ Biol. Reprod 57(5):1089-1095, 1997） 。 従 っ て 本
発 明 非 ヒ ト 動 物 は 、 こ れ ら の 動 物 種 を 対 象 に 作 製 す る こ と が 好 ま し い が 、 特 に ノ ッ ク ア ウ
ト 動 物 の 作 製 に 関 し て 技 術 が 整 っ て い る マ ウ ス が 最 適 で あ る 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 非 ヒ ト 動 物 の 作 製 の 具 体 的 手 続 を 以 下 に 説 明 す る 。 ま ず 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ
る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 試 験 管 内
に て 遺 伝 子 操 作 し 、 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能 欠 失 型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前
記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ る よ う な 変 異 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 作 製 す る
。 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 は 、 例 え ば 、 公 知 の ヒ ト 由 来 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ
る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の cＤ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 等 に 基 づ い て 合 成 さ れ た オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て マ ウ ス 等 の 非 ヒ ト 動 物 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 ま た 、 こ の cＤ Ｎ Ａ の 一 部 又 は 両 端 に 相 当 す る 合 成 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と す る Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ っ て も 目 的 と す る ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ
Ａ を 得 る こ と が で き る 。 尚 、 マ ウ ス 以 外 の 非 ヒ ト 動 物 を 対 象 と す る 場 合 に も 、 前 記 の cＤ
Ｎ Ａ 塩 基 配 列 に 基 づ い て 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー と す る
前 記 の 方 法 に よ り 、 各 種 非 ヒ ト 動 物 由 来 の 当 該 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る こ と が で き る 。
ま た さ ら に 前 記 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 、 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 構 造 を 詳 細 に 解 析
し 、 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 に お け る イ ン ト ロ ン － エ ク ソ ン 構 造 並 び に 、 イ ン ト ロ ン の 塩 基 配 列
を 解 明 す る 。 解 明 さ れ た 情 報 に 基 づ い て 、 例 え ば 、 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 含 み
、 当 該 遺 伝 子 の 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 と は 異 な る
よ う に 置 換 、 欠 失 及 び ／ 又 は 付 加 に よ っ て 改 変 す れ ば 、 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能 欠 失
型 変 異 遺 伝 子 に 置 換 さ れ る か 又 は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が そ の 機 能 を 欠 失 す る よ う に 破 壊 さ れ
る よ う な 変 異 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の よ う に し て 単 離 さ れ た 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子
の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 一 部 を 改 変 し て 作 製 さ れ た 変 異 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 用 い て 、 Ｅ Ｓ 細 胞 等 の 分 化 全
能 性 細 胞 が 有 す る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 に 変 異 を 導
入 す る た め の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 、 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 Science 244:1288-1292,
 1989） に 準 じ て 作 製 す る 。 こ こ で 「 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 」 と は 、 相 同 的 組 換 え に よ
っ て 目 的 の 遺 伝 子 を 破 壊 す る た め の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の こ と で あ り 、 Ｅ Ｓ 細 胞 等 の 分 化 全 能 性 細
胞 の 選 択 を よ り 容 易 に す る た め に 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 通 常 含 ん で い る 。 陽
性 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て は 、 例 え ば 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 遺 伝 子 等 を 、 陰 性 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て は 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の チ ミ ジ ン キ ナ ー
ゼ 遺 伝 子 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 Ａ フ ラ グ メ ン ト 遺 伝 子 等 を あ げ る こ と が で き る 。 尚 、 タ ー ゲ テ
ィ ン グ ベ ク タ ー を 構 築 す る 際 に 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 構 築 用 と し て 市 販 さ れ て い る プ
ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 利 用 す る こ と も で き る 。
　 本 発 明 に お い て 好 ま し く 用 い ら れ る タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 作 製 す る 方 法 と し て は 、
例 え ば 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 構 造 蛋 白 質 コ ー ド
領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ ［ 尚 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 が 配
列 番 号 1で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 で あ る 場 合 に は 、 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 構
造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ が エ ク ソ ン ３ 及 び ４ 領 域 内 の 塩 基 （ こ こ
で 「 エ ク ソ ン ３ 及 び ４ 領 域 内 の 塩 基 」 と は 、 例 え ば 、 エ ク ソ ン ３ 及 び ４ 領 域 内 の 全 塩 基 で
あ っ て も よ い し 、 エ ク ソ ン ３ 及 び ４ 領 域 内 の 一 部 の 塩 基 で あ っ て も よ い 。 ） で あ る こ と が
好 ま し く 、 エ ク ソ ン ３ 領 域 内 の 全 塩 基 及 び エ ク ソ ン ４ 領 域 内 の 一 部 の 塩 基 で あ る こ と が よ
り 好 ま し く 、 エ ク ソ ン ３ 及 び ４ 領 域 内 の 全 塩 基 で あ る こ と が 特 に 好 ま し い 。 但 し 、 こ こ で
の エ ク ソ ン 選 択 に お い て 、 エ ク ソ ン ３ の 先 頭 か ら の 領 域 の 塩 基 数 が ２ ＋ ３ ｎ （ ｎ は エ ク ソ
ン ３ の 先 頭 か ら の 領 域 の ア ミ ノ 酸 数 ） に な る 場 合 に は 、 エ ク ソ ン ２ か ら 後 に 続 く 翻 訳 フ レ
ー ム が 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領
域 の 下 流 遺 伝 子 と 一 致 し て し ま い 、 下 流 領 域 を 融 合 し た 蛋 白 質 が 産 生 さ れ る 恐 れ が あ る の
で 好 ま し く な い 。 ］ を 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 取 り 除 か れ て い る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 有 す
る 遺 伝 子 カ セ ッ ト （ よ り 具 体 的 に は 、 マ ウ ス EN2由 来 の SA(splicing accepter)、  encepha
lomyocarditis Virus由 来 の IRES(internal ribosome entry site)、 β -galactocidase及
び neomycin耐 性 遺 伝 子 を 融 合 さ せ て な る β geoに SV40由 来 の pA(polyadenylation signal)
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（ Mountford P.,et al.,PNAS 91 :4303-4307,1994） を 平 滑 末 端 化 処 理 し て な る Ｄ Ｎ Ａ 等
） を 含 有 し 、 か つ 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ
の 一 部 に 相 同 な 塩 基 配 列 を 有 す る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー レ ス 組 換 え ベ ク タ ー を
用 い て 、 当 該 ベ ク タ ー の 一 部 又 は 全 部 で あ り か つ 前 記 遺 伝 子 カ セ ッ ト を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に
置 換 す る こ と に よ り 、 又 は 、 当 該 ベ ク タ ー の 一 部 又 は 全 部 で あ り か つ 前 記 遺 伝 子 カ セ ッ ト
を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ
Ａ に 挿 入 す る こ と に よ り 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 取 り 除 か れ て い る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 有
す る 遺 伝 子 カ セ ッ ト を 含 有 し 、 か つ 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ
ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 に 相 同 な 塩 基 配 列 を 前 記 遺 伝 子 カ セ ッ ト の 両 端 に 有 す る よ う な 選
択 マ ー カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー レ ス 組 換 え ベ ク タ ー を 作 製 す る 方 法 を あ げ る こ と が で き る
。 こ の 場 合 、 上 記 の よ う に 置 換 又 は 挿 入 さ れ る 前 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 予 め 組 み 込 ま れ た タ ー ゲ
テ ィ ン グ ベ ク タ ー 構 築 用 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 対 し て 、 当 該 置 換 又 は 挿 入 を 実 施 し て も よ
い し 、 ま た 上 記 の よ う に 置 換 又 は 挿 入 さ れ て な る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 構
築 用 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で も よ い 。
　 勿 論 、 前 記 遺 伝 子 カ セ ッ ト は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 取 り 除 か れ た 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の
前 後 領 域 に ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 に 対 し て 相 同 な 塩 基 配 列 の 一 部 を 有 し て い て
も よ い 。
　 こ こ で 「 相 同 な 塩 基 配 列 」 と は 、 比 較 対 象 の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 に 対 し て 同 一 性 又 は 相 同
性 を 有 す る 塩 基 配 列 で あ っ て 、 相 同 的 組 換 え 法 を 実 施 す る 際 に ト ラ ブ ル を 生 じ な い も の で
あ れ ば 特 に 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 、 ３ 塩 基 以 上 連 続 し て 異 な ら な い ９ ０ ％ 以
上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る 塩 基 配 列 、 好 ま し く は 、 比 較 対 象 の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 に 対 し て ９
５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る 塩 基 配 列 、 よ り 好 ま し く は １ ０ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る
塩 基 配 列 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 記 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー で は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 取 り 除 か れ て い る 選 択 マ ー カ ー
遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Ｇ ４ １ ８ 等 の 細 胞 毒 に 対 す る 耐 性 遺 伝 子 、 例 え ば 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺
伝 子 ） を 有 す る 遺 伝 子 カ セ ッ ト を 含 有 し 、 か つ 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋
白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 に 相 同 な 塩 基 配 列 を 有 す る こ と が 重 要 で あ っ て 、 そ れ
以 外 の 要 素 は 相 同 的 組 換 え 法 を 実 施 す る 際 に ト ラ ブ ル を 生 じ な い も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ
れ る も の で は な い 。 尚 、 本 願 で は 、 こ の よ う な タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 、 前 述 及 び 後 述
の よ う に 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー レ ス 組 換 え ベ ク タ ー と 記 す こ と も あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 次 に 、 上 記 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 、 公 知 の 方 法 に 準 じ て マ ウ ス 等 の 非 ヒ ト 動 物 由 来
の Ｅ Ｓ 細 胞 等 の 分 化 全 能 性 細 胞 に 導 入 す る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 導 入 法 と し て は 、 公 知 の 電
気 パ ル ス 法 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 等 を あ げ る こ と が で き る が 、 導 入 遺 伝 子
の 相 同 的 組 換 え の 効 率 を 勘 案 し た 場 合 に は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 等 の 分 化 全 能 性 細 胞 へ の 電 気 パ ル ス
法 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の よ う に し て 遺 伝 子 導 入 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 等 の 分 化 全 能 性 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 抽 出
さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 や PCR分 析 等 に よ り 、 染 色 体 上 に 存 在 す る 分 子 量 約 ６
千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 野 生 型 ゲ ノ ム 遺 伝 子 （ 具 体 的 に は 、 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子
の 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 内 の 少 な く と も 一 部 の Ｄ Ｎ Ａ ） と 、 上 記 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー
の Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 で あ り か つ 前 記 遺 伝 子 カ セ ッ ト を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ の 間 で 正 し く 相 同 的 組 換
え が 起 こ り 、 染 色 体 上 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 野 生 型 ゲ ノ ム 遺 伝
子 に 当 該 変 異 が 移 っ た 細 胞 を 選 択 す る 。 選 択 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 と 野 生 型 Ｅ Ｓ 細 胞 に つ い て 、
Ｐ Ｃ Ｒ リ ア ル タ イ ム 定 量 （ RT-PCR法 ： Absolute Quantification Real-Time Analysis） な
ど を 実 施 し て そ の 結 果 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋
白 質 の 遺 伝 子 発 現 量 の 増 減 を 調 べ る こ と が で き る 。
　 因 み に 、 上 述 の よ う な 方 法 で は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 等 の 分 化 全 能 性 細 胞 内 の 染 色 体 に 相 同 的 組 換
え が 起 こ っ た 後 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の プ ロ モ ー
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タ ー を 利 用 で き 、 か つ ES細 胞 内 で 発 現 し て い る 場 合 の み 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 発 現 し 、
細 胞 毒 に 対 す る 耐 性 機 能 等 の 選 択 マ ー カ ー と し て の 性 質 が 付 与 さ れ る 。 分 子 量 約 ６ 千 以 上
で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 対 象 と す る 場 合 に は 、 当 該 方 法 を 用 い る こ と
に よ り 、 目 的 の 位 置 で 相 同 的 組 換 え が 起 こ っ て 遺 伝 子 破 壊 さ れ て い る ク ロ ー ン の 出 現 効 率
が 他 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 対 象 と す る 場 合 に 比 較 し て 飛 躍 的 に 高 ま る た め と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 変 異 型 ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 持 つ Ｅ Ｓ 細 胞 等 の 分 化 全 能 性 細 胞 を 慣 用
の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 や 凝 集 法 に 従 っ て 擬 妊 娠 状 態 に あ る 野 生 型 雌 性 マ ウ ス 等 の
野 生 型 雌 性 非 ヒ ト 動 物 の ブ ラ ス ト シ ス ト （ 胚 盤 胞 ） に 注 入 ・ 混 入 し 、 次 い で こ の キ メ ラ 胚
を 仮 親 の 子 宮 に 移 植 す る 。 胚 分 化 を 継 続 さ せ る と 、 例 え ば 、 非 ヒ ト 動 物 が マ ウ ス で あ る 場
合 に は 約 ２ １ 日 後 に 、 仔 で あ る 候 補 キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 と し て 出 産 さ れ る 。 出 生 し た 候 補 キ
メ ラ 非 ヒ ト 動 物 を 里 親 に つ け て 飼 育 さ せ た 後 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白
質 の 変 異 型 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 生 殖 系 細 胞 に 入 っ た キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 （ F0） を 選 別 す る 。
　 選 別 は 毛 色 の 違 い （ 生 ま れ た キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 の 体 毛 色 ） を 観 察 す る こ と に よ り 実 施 す
れ ば よ い 。 （ こ の 場 合 に は 、 変 異 型 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た 組 換 え Ｅ Ｓ 細 胞 等 の 分 化 全
能 性 細 胞 の 占 め る 割 合 の 高 い キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 の 選 択 が 容 易 と な り 結 果 と し て 、 変 異 型 ゲ
ノ ム 遺 伝 子 が 生 殖 系 細 胞 に 入 っ た キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 の 獲 得 効 率 を 高 め る こ と が で き る 。 ）
　 他 の 選 別 は 、 体 の 一 部 （ 例 え ば 尾 部 先 端 ） か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 や
PCR分 析 等 に よ り 実 施 し て も よ い 。
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 変 異 型 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 生 殖 系 細 胞 に 入 っ
た キ メ ラ 非 ヒ ト 動 物 と 同 動 物 種 で あ る 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 の 交 配 に よ り 得 ら れ る 子 孫 （ F1）
に つ い て 、 さ ら に 体 の 一 部 （ 例 え ば 尾 部 先 端 ） か ら の 抽 出 Ｄ Ｎ Ａ を 材 料 と し た 、 サ ザ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 や PCR分 析 等 を 行 う こ と に よ り 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質
の 変 異 型 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た ヘ テ ロ 接 合 体 （ 二 倍 体 に お け る 一 方 の ア リ ル が 破 壊 さ
れ た 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 有 す る 非 ヒ ト 動 物 ） を
同 定 す る 。 ま た 、 例 え ば 、 精 巣 周 囲 脂 肪 組 織 、 後 腹 膜 脂 肪 組 織 、 腸 間 膜 脂 肪 組 織 、 皮 下 脂
肪 組 織 、 褐 色 脂 肪 組 織 等 の 各 種 の 脂 肪 組 織 、 さ ら に は 心 臓 、 肺 、 腎 臓 、 胆 嚢 、 肝 臓 、 膵 臓
、 脾 臓 、 腸 、 精 巣 （ 睾 丸 ） 、 卵 巣 、 子 宮 、 胎 盤 、 筋 肉 、 血 管 、 脳 、 髄 、 甲 状 腺 、 胸 腺 、 乳
腺 等 の 他 の 組 織 一 部 ま た は 胎 生 期 胚 か ら の Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 物 を 材 料 と し た 、 Ｐ Ｃ Ｒ リ ア ル タ イ
ム 定 量 解 析 又 は ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 実 施 し て そ の 結 果 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 分 子 量
約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 遺 伝 子 の 発 現 量 の 増 減 を 調 べ る こ と が で き る 。 さ ら
に 、 前 記 体 の 一 部 （ 磨 り 潰 し た も の 、 切 片 等 ） 又 は 体 液 （ 血 液 、 尿 等 ） を 材 料 と し た ELAI
SA(Enzyme Linked Immunosorbent Assay)法 を 実 施 し て そ の 結 果 を 比 較 す る こ と に よ っ て
、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 量 の 増 減 を 調 べ る こ と が で き る 。
　 作 出 さ れ た 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 変 異 型 ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 保 有 す
る ヘ テ ロ 接 合 体 は 生 殖 細 胞 及 び 体 細 胞 の す べ て に 安 定 的 に 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄
積 促 進 蛋 白 質 の 変 異 型 ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 保 有 し て お り 、 交 配 等 に よ り 、 効 率 よ く そ の 変 異 を
子 孫 動 物 に 伝 達 す る こ と が で き る 。 よ っ て そ れ ら Ｆ １ 以 降 の 子 孫 動 物 に つ い て も 同 様 に 、
上 述 の ヘ テ ロ 接 合 体 同 定 や 遺 伝 子 の 発 現 量 又 は 当 該 遺 伝 子 の 発 現 産 物 で あ る 蛋 白 質 の 量 の
増 減 を 調 べ る こ と が で き る 。
　 尚 、 一 般 的 に は 、 破 壊 さ れ た 遺 伝 子 が 胎 生 期 個 体 の 発 生 や 分 化 に 影 響 し て 胎 生 致 死 を 導
か な い 場 合 に は 、 F1以 降 の 個 体 で は ホ モ 接 合 体 （ 二 倍 体 に お け る 全 部 の ア リ ル が 破 壊 さ れ
た 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 有 す る 非 ヒ ト 動 物 ） ・ ヘ
テ ロ 接 合 体 ・ 野 生 型 の 遺 伝 子 型 が メ ン デ ル の 法 則 に 則 っ た 確 率 で 作 出 さ れ る が 、 こ れ に 対
し て 、 用 い た 非 ヒ ト 動 物 の 胎 生 期 の 発 生 ・ 分 化 に 必 須 な 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す
る 塩 基 配 列 か ら な る 遺 伝 子 を 破 壊 し た 場 合 に は 、 ヘ テ ロ 接 合 体 若 し く は ホ モ 接 合 体 の 非 ヒ
ト 動 物 の 生 存 及 び 出 生 は 困 難 と な り 、 胎 生 致 死 と な る 。 ま た こ れ は 、 ヘ テ ロ 接 合 体 が 得 ら
れ る 場 合 に お い て も 、 実 際 の 出 生 率 と 予 測 さ れ る 形 質 出 現 の 確 率 と を 比 較 す る こ と に よ り
推 測 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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　 こ の よ う に し て 作 製 さ れ た 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 子 孫 動 物 （ 即 ち 、 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動
物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 ） に お い て 、 普 通 食 、 高 脂 肪 食 、 高 蔗 糖 食 又 は こ れ ら を 組 み 合
わ せ た 食 餌 負 荷 飼 育 （ 例 え ば 本 明 細 書 実 施 例 の 高 脂 肪 高 蔗 糖 （ HH） 食 等 が 例 示 さ れ る 。 ）
を 実 施 し た 後 、 OGTT（ 糖 負 荷 試 験 ： 一 定 量 の 糖 を 負 荷 し た 後 の 血 糖 値 や イ ン ス リ ン 値 の 変
動 を 見 る ） /　 ITT（ イ ン ス リ ン 負 荷 試 験 ： 一 定 量 の イ ン ス リ ン を 負 荷 し た 後 の 血 糖 値 や イ
ン ス リ ン 値 の 変 動 を 見 る ） 、 各 種 血 液 /尿 検 査 （ 糖 や 脂 肪 の 代 謝 パ ラ メ ー タ の 解 析 ） 、 各
種 病 理 組 織 分 析 （ 各 種 脂 肪 組 織 、 肝 臓 、 腎 臓 、 膵 臓 、 筋 肉 、 血 管 な ど の 重 量 変 化 、 ま た こ
れ ら の 組 織 切 片 を 染 色 し 、 脂 肪 細 胞 、 肝 臓 細 胞 又 は ラ ン ゲ ル ハ ン ス β 細 胞 の 状 態 の ほ か 、
イ ン ス リ ン 量 や グ リ コ ー ゲ ン 量 な ど を 観 察 す る ） 等 を 実 施 し 、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ
ス と 野 生 型 マ ウ ス の 生 理 作 用 の 違 い を 調 べ た 。 因 み に 、 OGTT、 ITTは と も に 血 糖 調 節 能 力
（ 耐 糖 能 ） を 客 観 的 に 評 価 す る こ と が で き 、 イ ン ス リ ン （ 分 泌 ・ 代 謝 ） 異 常 や 膵 臓 β 細 胞
機 能 を 評 価 す る 際 の 指 標 と な る 代 表 的 な 試 験 で あ る 。
　 そ の 結 果 、 本 明 細 書 実 施 例 に 示 す と お り 、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 は 、 野 生 型
非 ヒ ト 動 物 と 比 べ て 、 空 腹 時 血 糖 値 上 昇 、 及 び 耐 糖 能 低 下 を 示 し た 。 ま た 、 高 カ ロ リ ー 食
餌 で の 飼 育 に よ り 肝 臓 に お け る ト リ グ リ セ リ セ ラ イ ド 量 や 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル 量 が 上 昇 す
る 所 見 を 示 し た 。 こ れ ら の 所 見 か ら 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 は 糖 脂 質 代 謝 系 の 機
能 に 異 常 を 呈 す る と い う 特 徴 を 有 す る こ と が わ か っ た 。
　 上 記 の 結 果 か ら 、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 と 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 又
は そ の 一 部 を 比 較 し 、 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患 （ 耐 糖 能 低 下 、 糖 尿 病 、 高 脂 血 症 、
高 血 圧 、 動 脈 硬 化 等 の 代 謝 性 疾 患 や 、 冠 動 脈 疾 患 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 、 心 血 管 障 害 等 の 疾
患 等 を 含 む 概 念 で あ る 。 ） の 発 症 状 態 の 違 い を 知 る こ と が で き る 。
　 更 に 、 本 発 明 の 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 の 胎 生 期 か ら 致 死 ま で の 期 間 に お け る 、 発 育 分
化 、 発 達 、 生 活 行 動 の 観 察 、 病 理 組 織 学 的 検 査 又 は 生 化 学 的 検 査 を 行 う こ と に よ っ て 、 分
子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 が 関 与 す る 疾 患 に つ い て も 病 態 解 析 を 行 う こ と
も で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 第 ２ の 態 様 は 、 上 記 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 か ら な る 、 糖
脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患 （ 例 え ば 、 耐 糖 能 低 下 、 糖 尿 病 、 高 脂 血 症 、 高 血 圧 、 動 脈 硬
化 等 の 代 謝 性 疾 患 や 、 冠 動 脈 疾 患 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 、 心 血 管 障 害 等 の 疾 患 等 疾 患 が 挙 げ
ら れ る ） の モ デ ル 動 物 に 関 す る 。
　 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 は 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発
現 量 が 野 生 型 に 比 べ て 有 意 に 低 下 し て お り 、 当 該 蛋 白 質 が 関 与 す る 疾 患 を 表 現 す る こ と が
で き る 。 す な わ ち 前 述 の と お り 、 糖 脂 質 代 謝 機 能 の 異 常 に よ り 、 具 体 的 に は 以 下 の 所 見 ：
 
（ ａ ） 標 準 食 又 は 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 、 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 、 空 腹 時
血 糖 値 が 上 昇 す る
（ ｂ ） 標 準 食 又 は 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 、 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 、 耐 糖 能
が 低 下 す る
（ ｃ ） 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 、 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 、 血 中 コ レ ス テ ロ ー
ル 量 が 上 昇 す る
（ ｄ ） 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に よ り 、 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 し て 、 肝 臓 ト リ グ リ セ ラ
イ ド 量 が 上 昇 す る
を 示 す 。
　 従 っ て 、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 は 、 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患 の モ デ ル
動 物 と し て 、 １ ） 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患 等 の 病 態 解 析 を 行 う た め 、 ２ ） 医 薬 品 又
は 医 薬 品 候 補 物 質 な ど の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 評 価 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
　 本 明 細 書 に お い て 病 態 解 析 と は 、 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患 に よ り 生 ず る 生 体 内 の
あ ら ゆ る 変 化 を 解 析 す る こ と を 意 味 す る 。
　 す な わ ち 、 標 準 食 餌 条 件 も し く は 食 餌 性 肥 満 誘 導 条 件 （ 食 餌 負 荷 試 験 ） に お い て 飼 育 さ
れ た 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 と 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 を 比 較 し 、 胎 生 期 か ら 致 死 ま で
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の 期 間 に お け る 、 発 育 分 化 、 発 達 、 生 活 行 動 の 観 察 、 病 理 組 織 学 的 検 査 又 は 生 化 学 的 検 査
を 行 う こ と に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 病 態 解 析 に お け る 観 察 及 び 検 査 に つ い
て は 、 当 業 者 が 通 常 用 い る 方 法 に 従 え ば よ く 、 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 山 村 研 一 他 　
編 （ 共 立 出 版 株 式 会 社 ） 」 等 を 参 照 す る こ と が で き る 。
　 例 え ば 、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 組 織 か ら 抽 出 さ れ る ト ー タ ル RNAを Ｐ Ｃ Ｒ
リ ア ル タ イ ム 定 量 解 析 又 は ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 等 の 方 法 で 分 析 し 、 野 性 型 非 ヒ ト 動 物 に お
け る 値 と 比 較 す る こ と に よ り 、 当 該 組 織 に お い て 発 現 が 誘 導 も し く は 抑 制 さ れ て い る 遺 伝
子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 そ の 結 果 か ら 、 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患 に お い て 発 現
が 変 動 す る マ ー カ ー 遺 伝 子 を 探 索 す る こ と が で き 、 延 い て は 疾 患 の 原 因 因 子 解 明 の 指 標 と
す る こ と も で き る 。
　 実 際 に 、 本 発 明 実 施 例 に 示 す と お り 、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 で は 、 糖 脂 質 代
謝 関 連 因 子 の 発 現 量 が 変 動 し て い る こ と が わ か っ た 。 す な わ ち 、 肝 臓 に お け る PEPCK及 び G
6P、 褐 色 脂 肪 細 胞 に お け る UCP1及 び FAS、 白 色 脂 肪 細 胞 に お け る ACOの 発 現 が そ れ ぞ れ 上 昇
し て お り 、 こ れ ら の 発 現 を 指 標 と し て 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を 伴 う 疾 患 モ デ ル 動 物 に お け る
、 罹 患 の 有 無 を 判 断 で き る こ と が わ か る 。
　 一 方 、 医 薬 品 又 は 医 薬 品 候 補 物 質 な ど の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 評 価 す る 方 法 に つ い て は
、 以 下 に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 第 ３ の 態 様 は 、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 を 用 い る 、 被 験
物 質 に お け る 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 の 評 価 方 法 に 関 す る 。
　 作 製 さ れ た 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ の 一 部 （ 即 ち 、 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動
物 の 個 体 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は そ れ ら の 一 部 ） は 、 糖 脂 質 代 謝 に 関 連 す る 疾 患 等 に 対 す
る 医 薬 品 開 発 等 の 分 野 に お い て 有 用 で あ る 。 ま た 当 該 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 子 孫 動 物 或 い は
そ の 一 部 は 、 糖 脂 質 代 謝 制 御 物 質 を 評 価 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 評 価 方 法 は 、
（ １ ） 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 に 被 験 物 質 を 接 触 さ せ る 第 一 工 程 、
（ ２ ） 前 記 被 験 物 質 を 接 触 さ せ た 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 に お け る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ
る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 又 は 当 該 量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標 値 を 測 定 し 、 対 照 と 比
較 す る 第 二 工 程 、
（ ３ ） （ ２ ） の 比 較 結 果 に 基 づ き 、 被 験 物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 評 価 す る 第 三 工 程 か
ら な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 糖 脂 質 代 謝 制 御 物 質 と は 、 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 有 す る 物 質 を 表 す 。
　 「 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 」 と は 、 筋 肉 、 肝 臓 も し く は 脂 肪 組 織 に お い て 解 糖 や 糖 新 生 お よ
び 糖 取 り 込 み を 制 御 す る 能 力 （ 糖 代 謝 制 御 能 力 ） 、 又 は 脂 質 合 成 も し く は 脂 質 分 解 を 制 御
す る 能 力 （ 脂 肪 酸 合 成 及 び ／ 又 は 脂 肪 酸 代 謝 制 御 能 力 ） を 表 す 。 さ ら に は 、 前 記 脂 肪 酸 を
原 料 に し た コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 代 謝 （ コ レ ス テ ロ ー ル 産 生 制 御 能 力 ） 、 エ ネ ル ギ ー （ Ａ Ｔ
Ｐ ） の 産 生 消 費 、 生 体 の イ ン ス リ ン 感 受 性 を 制 御 す る 能 力 も ま た 、 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 の
概 念 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 被 験 物 質 と し て は 特 に 限 定 は 無 く 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 （
本 発 明 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 含 む ） 、 有 機 化 合 物 、 無 機 化 合 物 な ど で あ り 、 細 胞 抽 出
液 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 発 現 産 物 、 合 成 低 分 子 有 機 化 合 物 、 合 成 ペ プ チ ド 、 合 成 核 酸 、
天 然 化 合 物 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 上 記 評 価 方 法 に お い て 、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 を 用 い る 場 合 、 当 該 非 ヒ ト 動
物 は 、 標 準 的 な 食 餌 に よ る 通 常 の 飼 育 条 件 又 は 高 カ ロ リ ー 食 餌 を 与 え る 飼 育 条 件 に よ り 飼
育 さ れ る 。 食 餌 の 摂 食 方 法 に つ い て は 特 に 限 定 は 無 く 、 自 由 摂 食 さ せ る か 、 又 は 一 定 量 を
一 定 時 間 に 摂 食 さ せ る 。 こ こ で 標 準 的 な 食 餌 と し て は 、 各 々 の 動 物 種 に 応 じ て 適 宜 当 業 者
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に 汎 用 さ れ て い る 食 餌 を 用 い れ ば よ い 。
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 高 カ ロ リ ー 食 餌 」 と は 、 高 脂 肪 食 、 高 蔗 糖 食 又 は こ れ ら を 組 み 合
わ せ た 高 脂 肪 高 蔗 糖 （ HH） 食 を 表 す が 、 そ の 組 成 や 摂 食 の 条 件 を コ ン ト ロ ー ル す る こ と で
、 よ り 効 果 的 に 食 餌 性 の 糖 脂 質 代 謝 異 常 疾 患 の 発 症 を 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る 。 具 体 的
に は 単 位 食 餌 成 分 の 脂 肪 分 を 10-60kcal％ （ 標 準 食 約 35kcal％ ） の 幅 で 選 択 し 、 さ ら に 植
物 性 脂 質 に 比 し て 動 物 性 脂 質 を 0.5－ 10倍 に 調 整 で き る 。 ま た 、 単 位 食 餌 成 分 の 炭 水 化 物
成 分 か ら 蔗 糖 を 0-35kcal%の 幅 で 選 択 す る こ と が で き る 。
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 高 カ ロ リ ー 食 摂 取 （ 負 荷 飼 育 ） 時 」 と は 、 一 定 期 間 の 調 整 食 条 件
下 の 飼 育 期 間 中 の 任 意 の 時 点 を 示 し 、 胎 生 期 か ら 致 死 ま で の 期 間 に お い て 時 期 お よ び 期 間
、 回 数 や 量 を 限 定 す る も の で は な く 、 ま た 、 期 間 中 に 一 時 的 に 2-24時 間 程 度 の 絶 食 を 実 施
し 、 生 化 学 的 検 査 を 実 施 す る こ と で 病 態 の 変 化 を 観 察 す る こ と が で き る 。 さ ら に 好 ま し く
は 、 食 餌 条 件 の 異 な る 動 物 群 に わ け て 飼 育 を 実 施 し 、 常 に 生 活 行 動 や 糖 脂 質 代 謝 異 常 に 伴
う 病 態 に 関 わ る パ ラ メ ー タ （ 体 重 、 運 動 量 、 血 圧 、 摂 食 状 態 、 生 化 学 的 検 査 ） に つ い て 各
群 を 経 時 的 に 比 較 観 察 し た 上 で 病 理 組 織 学 的 検 査 を 行 う 。 生 化 学 的 検 査 に お け る 項 目 と し
て は 、 血 糖 値 、 コ レ ス テ ロ ー ル 量 、 リ ン 脂 質 量 、 ト リ グ リ セ ラ イ ド 量 、 遊 離 脂 肪 酸 、 イ ン
ス リ ン 値 、 レ プ チ ン 値 及 び 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 の 発 現 量 等 が 例 示 さ れ る が 、 こ れ に 限 定 さ
れ る も の で は な い 。
　 本 明 細 書 に お い て 「 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 に 被 験 物 質 を 接 触 さ
せ る 」 と は 、 被 験 物 質 を 当 該 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 す る こ と 、 又 は 被 験 物 質 を 当 該 非 ヒ ト 動 物
の 一 部 に 接 触 さ せ る こ と を 表 し 、 当 業 者 に 汎 用 さ れ て い る 方 法 で 実 施 す る こ と が で き る 。
被 験 物 質 を 当 該 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 す る 場 合 、 そ の 投 与 方 法 に は 特 に 限 定 は な く 、 経 口 的 も
し く は 非 経 口 的 に 投 与 す れ ば よ い 。 非 経 口 的 投 与 方 法 と し て は 、 静 脈 内 投 与 、 皮 下 投 与 、
皮 内 投 与 、 腹 腔 内 投 与 （ ip） 、 直 腸 内 投 与 、 経 皮 投 与 （ 塗 布 ） 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 被 験 物 質 の 形 態 に 特 に 限 定 は 無 く 、 固 体 、 液 体 、 基 剤 と の 混 合 物 、 縣 濁 液 又 は 溶 液 等 と
し て 用 い る こ と が で き る 。 縣 濁 液 も し く は 溶 液 と す る 場 合 、 水 、 pH緩 衝 液 、 メ チ ル セ ル ロ
ー ス 溶 液 、 生 理 食 塩 水 、 有 機 溶 媒 水 溶 液 （ 有 機 溶 媒 と し て は 通 常 エ タ ノ ー ル や ジ メ チ ル ス
ル ホ キ シ ド が 用 い ら れ る 。 ） 等 を 用 い る 。 基 剤 と し て は グ リ セ リ ン 、 ス ク ワ ラ ン 等 の 油 等
が 挙 げ ら れ 主 に 塗 布 用 の 被 験 物 質 を 調 製 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現 量 」 の 測 定 方 法 と し て は 、 該 蛋 白
質 の RNA量 を 検 出 ・ 測 定 す る 方 法 及 び 、 該 蛋 白 質 量 を 検 出 ・ 測 定 す る 方 法 が 挙 げ ら れ 、 後
述 す る 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 の 発 現 量 の 測 定 方 法 、 又 は 実 施 例 に 記 載 の 方 法 と 同 様 に 行 え ば
よ い 。
　 前 記 評 価 方 法 の 第 二 工 程 に お け る 「 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 発 現
量 に 相 関 関 係 を 有 す る 指 標 値 」 と し て は 、
（ ａ ） 通 常 飼 育 も し く は 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に お け る 空 腹 時 の 血 糖 値 、
（ ｂ ） 通 常 飼 育 も し く は 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 に お け る 耐 糖 能 、
（ ｃ ） 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 時 の 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル 量 、
（ ｄ ） 高 カ ロ リ ー 食 餌 で の 飼 育 時 の 肝 臓 ト リ グ リ セ リ セ ラ イ ド 量 、
（ ｅ ） 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 の 発 現 量
を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 血 糖 値 の 測 定 方 法 と し て は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 、 GOD（ Glucose oxidase） 固 定 化 酵
素 電 極 に よ る 最 大 反 応 加 速 方 法 （ Glucoroder-NX株 式 会 社 A＆ T製 造 ） や 本 明 細 書 実 施 例 に
記 載 の 方 法 な ど を 用 い る こ と が で き る 。
　 耐 糖 能 の 測 定 方 法 と し て は 、 OGTT（ 糖 負 荷 試 験 ） 又 は ITT（ イ ン ス リ ン 負 荷 試 験 ） 等 が
挙 げ ら れ 、 好 ま し く は 、 こ れ ら の 結 果 か ら 曲 線 下 面 積 値 （ AUC： area under the curve)を
算 出 し 、 そ の 増 加 を も っ て 耐 糖 能 低 下 の 指 標 と す る こ と が で き 、 具 体 的 に は 本 明 細 書 実 施
例 に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
　 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル 量 の 測 定 方 法 と し て は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 酵 素 的 免 疫 吸 着 分 析
法 キ ッ ト （ Roche Dianostics） に よ る 方 法 な ど を 用 い る こ と が で き る 。
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　 又 は 肝 臓 ト リ グ リ セ リ セ ラ イ ド 量 の 測 定 方 法 と し て は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 、 ア セ チ
ル ア セ ト ン 法 （ Fletcher,M.J.:Clin. Chim. Acta,22,339-397(1968)お よ び Sardesai,V.M.
:Clin. Chim. Acta,14,156-161(1968)） に 記 載 さ れ た 方 法 や 本 明 細 書 実 施 例 に 記 載 の 方 法
な ど を 用 い る こ と が で き る 。
　 そ の 他 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 の 生 化 学 的 解 析 手 法 に つ い て は 、 当 業 者 に 良 く
知 ら れ た 方 法 又 は 「  The Journal of Clinical Investigation ,April2002,vol.109,no.8
（ Robert V. Farese Jr.ら 著 ） 」 又 は 「 Ｎ ature Ｇ enetics, vol.25, may 2000（ Robert 
V. Farese Jr.ら 著 」 等 に 記 載 さ れ た 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 と は 、 解 糖 や 糖 新 生 、 及 び 糖 取 り 込 み に 関 わ る 酵
素 、 脂 質 の 代 謝 も し く は 生 合 成 等 の 制 御 に 関 わ る 因 子 、 ま た 、 こ れ を 原 料 に し た コ レ ス テ
ロ ー ル 合 成 代 謝 、 エ ネ ル ギ ー の 産 生 消 費 に つ い て の 制 御 に も か わ る 因 子 、 さ ら に 生 体 の イ
ン ス リ ン 感 受 性 に 関 与 す る 因 子 で あ り 、 具 体 的 に は PEPCK、 G6P、 UCP1、 FAS及 び ACOな ど か
ら 選 択 さ れ る １ 又 は 複 数 の 因 子 が 挙 げ ら れ る 。 該 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 の 発 現 量 の 測 定 を 行
う 場 合 、 測 定 対 象 と し て RNAを 用 い る 方 法 及 び 測 定 対 象 と し て 蛋 白 質 を 用 い る 方 法 が 挙 げ
ら れ る 。 以 下 そ れ ぞ れ に つ い て 詳 細 に 述 べ る 。
１ ） 測 定 対 象 と し て RNAを 用 い る 場 合
　 生 体 試 料 と し て RNAを 利 用 す る 場 合 は 、 該 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 の 発 現 量 は 、 生 体 試 料 に
含 ま れ る ト ー タ ル RNA単 位 量 当 り の PEPCK遺 伝 子 、 G6P遺 伝 子 、 UCP1遺 伝 子 、 FAS遺 伝 子 又 は
ACO遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 検 出 し 、 測 定 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 。
　 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 遺 伝 子 の 由 来 動 物 種 は 特 に 限 定 は 無 い が 、 通 常 は 本 発 明 非 ヒ ト 動 物
と 同 一 種 由 来 の 遺 伝 子 を 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 PEPCK遺 伝 子 は 特 に 言 及 し な い 限 り 、 マ ウ ス 由 来 の PEPCK遺 伝 子 （ Ge
nbank Accession No.AF009605又 は 配 列 番 号 ２ ６ ） や 、 そ の ホ モ ロ グ を 包 含 す る 趣 旨 で 用
い ら れ る 。 ホ モ ロ グ と し て は ア イ ソ フ ォ ー ム や オ ル ソ ロ グ ［ 例 え ば ヒ ト 由 来 の PEPCK遺 伝
子 （ Genbank Accession No.AI635748,BC023978,BM768055） ］ 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 本 明 細 書 に お い て 、 G6P遺 伝 子 は 特 に 言 及 し な い 限 り 、 マ ウ ス 由 来 の G6P遺 伝 子 （ Genban
k Accession No.BC013448又 は 配 列 番 号 ２ ８ ） や 、 そ の ホ モ ロ グ を 包 含 す る 趣 旨 で 用 い ら
れ る 。 ホ モ ロ グ と し て は ア イ ソ フ ォ ー ム や オ ル ソ ロ グ ［ 例 え ば ヒ ト 由 来 の G6P遺 伝 子 （ Gen
bank Accession No.U01120） 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 本 明 細 書 に お い て 、 UCP1遺 伝 子 は 特 に 言 及 し な い 限 り 、 マ ウ ス 由 来 の UCP1遺 伝 子 （ Genb
ank Accession No.BC012701又 は 配 列 番 号 ３ ０ ） や 、 そ の ホ モ ロ グ を 包 含 す る 趣 旨 で 用 い
ら れ る 。 ホ モ ロ グ と し て は ア イ ソ フ ォ ー ム や オ ル ソ ロ グ ［ 例 え ば ヒ ト 由 来 の UCP1遺 伝 子 （
Genbank Accession No.U28480,X51952） 等 が 挙 げ ら れ る 。

　 本 明 細 書 に お い て 、 FAS遺 伝 子 は 特 に 言 及 し な い 限 り 、 マ ウ ス 由 来 の FAS遺 伝 子 （ Genban
k Accession No. AF127033又 は 配 列 番 号 ３ ２ ） や 、 ヒ ト 由 来 の FAS遺 伝 子 （ Genbank Acces
sion No. U29344,U52428） 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 本 明 細 書 に お い て 、 ACO遺 伝 子 は 特 に 言 及 し な い 限 り 、 マ ウ ス 由 来 の ACO遺 伝 子 （ Genban
k Accession No. AF006688又 は 配 列 番 号 ３ ４ ） や 、 ヒ ト 由 来 の ACO遺 伝 子 （ Genbank Acces
sion No. AH000843,BC008767） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 非 ヒ ト 動 物 、 そ の 子 孫 も し く は そ れ ら の 一 部 に お い て 、 上 記 糖 脂 質 代 謝 関 連 因
子 遺 伝 子 （ あ る い は 遺 伝 子 産 物 ） の 発 現 の 有 無 又 は そ の 程 度 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 当
該 遺 伝 子 発 現 の 有 無 又 は そ の 程 度 を 測 定 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 食 餌 負 荷 飼 育 を 実
施 し た 後 の 各 種 組 織 か ら 抽 出 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ を 材 料 と し た Ｐ Ｃ Ｒ リ ア ル タ イ ム 定 量 解 析 又 は
ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 実 施 す る こ と に よ っ て 、 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 遺 伝 子 の 発 現 量 の 増 減
又 は こ れ に 連 動 す る 他 の 遺 伝 子 の 発 現 量 の 動 向 を 調 べ る こ と に よ り 、 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常
を 伴 う 疾 患 の 発 症 状 態 を 知 る こ と が で き 、 延 い て は 疾 患 の 原 因 因 子 解 明 の 指 標 と す る こ と
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も で き る 。
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 非 ヒ ト 動 物 由 来 の 生 体 試 料 と 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 遺 伝 子 由 来 の プ ラ
イ マ ー も し く は プ ロ ー ブ と を 接 触 さ せ 、 該 プ ラ イ マ ー も し く は プ ロ ー ブ と 結 合 す る RNA量
を 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 解 析 法 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 解 析 法 な ど の 公 知 の 方 法 で 測 定 す る こ と が で き る 。 該 プ ラ イ マ ー も し く は プ ロ ー
ブ と し て は 、 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に お い て 連 続 す る 少 な く と も 15塩 基 を
有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は そ の 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 プ ラ イ
マ ー と し て 用 い る 場 合 に は 、 通 常 15bp～ 100bp、 好 ま し く は 15bp～ 50bp、 よ り 好 ま し く は 1
5bp～ 35bpの 塩 基 長 を 有 す る も の が 例 示 で き る 。 ま た 検 出 プ ロ ー ブ と し て 用 い る 場 合 に は
、 通 常 15bp～ 全 配 列 の 塩 基 数 、 好 ま し く は 15bp～ 1kb、 よ り 好 ま し く は 100bp～ 1kbの 塩 基
長 を 有 す る も の が 例 示 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 利 用 す る 場 合 は 、 具 体 的 に は 、 前 記 プ ロ ー ブ を 放 射 性 同 位 元 素 （
32P、 33Pな ど ： RI） や 蛍 光 物 質 な ど で 標 識 し 、 そ れ を 、 常 法 に 従 っ て ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン
等 に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 被 験 者 の 生 体 組 織 由 来 の RNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 形 成 さ
れ た 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 由 来 の プ ラ イ マ ー （ DNA又 は RNA） と 生 体 試 料 由 来 の 全 RNAと の 二
重 鎖 を 、 前 記 プ ラ イ マ ー の 標 識 物 （ RI若 し く は 蛍 光 物 質 ） に 由 来 す る シ グ ナ ル を 放 射 線 検
出 器 （ BAS-1800II、 富 士 フ ィ ル ム 社 製 ） 又 は 蛍 光 検 出 器 で 検 出 、 測 定 す る 方 法 を 例 示 す る
こ と が で き る 。 ま た 、 AlkPhos Direct Labelling and Detection System (Amersham Phar
amciaBiotech社 製 )を 用 い て 、 該 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て プ ロ ー ブ DNAを 標 識 し 、 生 体 試 料 由
来 の RNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 プ ロ ー ブ の 標 識 物 に 由 来 す る シ グ ナ ル を マ ル チ バ イ
オ イ メ ー ジ ャ ー STORM860（ Amersham Pharmacia Biotech社 製 ） で 検 出 、 測 定 す る 方 法 を 使
用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 RT-PCR法 を 利 用 す る 場 合 は 、 生 体 試 料 由 来 の RNAと 前 記 プ ラ イ マ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ 、 常 法 に 従 っ て Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 行 い 、 得 ら れ た 増 幅 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る 方 法 を 例 示 す る
こ と が で き る 。 な お 、 増 幅 さ れ た 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 は 、 上 記 Ｐ Ｃ Ｒ を 予 め RIや 蛍 光 物 質
で 標 識 し て お い た プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 う こ と に よ っ て 産 生 さ れ る 標 識 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 検
出 す る 方 法 、 産 生 さ れ た 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 常 法 に 従 っ て ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン 等 に ト ラ ン ス フ
ァ ー さ せ て 、 標 識 し た 疾 患 マ ー カ ー を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て こ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
て 検 出 す る 方 法 な ど を 用 い る こ と が で き る 。 な お 、 生 成 さ れ た 標 識 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 産 物 は ア
ジ レ ン ト 2100バ イ オ ア ナ ラ イ ザ （ 横 河 ア ナ リ テ ィ カ ル シ ス テ ム ズ 社 製 ） な ど で 測 定 す る こ
と が で き る 。 ま た 、 SYBR Green RT-PCR Reagents (Applied Biosystems 社 製 )で 該 プ ロ ト
コ ー ル に 従 っ て RT-PCR反 応 液 を 調 製 し 、 ABI PRIME 7700 Sequence Detection System (Ap
plied Biosystems 社 製 )で 反 応 さ せ て 、 該 反 応 物 を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 解 析 を 利 用 す る 場 合 は 、 本 発 明 の 前 記 プ ラ イ マ ー も し く は プ ロ ー ブ
を Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ （ １ 本 鎖 又 は ２ 本 鎖 ） と し て 貼 り 付 け た Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 用 意 し 、 こ れ に
生 体 組 織 由 来 の RNAか ら 常 法 に よ っ て 調 製 さ れ た cRNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 形 成 さ れ
た DNAと cRNAと の 二 本 鎖 を 、 本 発 明 の 前 記 プ ラ イ マ ー も し く は プ ロ ー ブ か ら 調 製 さ れ る 標
識 プ ロ ー ブ と 結 合 さ せ て 検 出 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 上 記 DNAチ ッ プ と し
て 、 PEPCK遺 伝 子 、 G6P遺 伝 子 、 UCP1遺 伝 子 、 ACO遺 伝 子 又 は FAS遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル
の 検 出 、 測 定 が 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
２ ） 測 定 対 象 と し て 蛋 白 質 を 用 い る 場 合
　 生 体 試 料 と し て 蛋 白 質 を 含 む 溶 液 を 利 用 す る 場 合 は 、 生 体 試 料 に 含 ま れ る 糖 脂 質 代 謝 関
連 因 子 量 を 該 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 を 認 識 し 得 る 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 該 抗 体 と
結 合 し 得 る 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 量 を 検 出 し 、 測 定 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 。
　 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 を 認 識 し 得 る 抗 体 の 由 来 動 物 種 は 特 に 限 定 は 無 い が 、 通 常 は 本 発 明
非 ヒ ト 動 物 と 同 一 種 由 来 の 抗 体 を 用 い る 。
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　 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 と し て 具 体 的 に は PEPCK、 G6P、 UCP1、 FAS又 は ACO、 が 挙 げ ら れ 、 そ
の ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 そ れ ぞ れ 上 述 の 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ
る 蛋 白 質 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 前 記 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 の 抗 体 は 、 そ の 形 態 に 特 に 制 限 は な く 、 前 記 糖 脂 質 関 連 因 子 を
免 疫 抗 原 と す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も 、 ま た そ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も
よ く 、 さ ら に は 当 該 糖 脂 質 関 連 因 子 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 少 な く と も 連 続 す る ３
ア ミ ノ 酸 、 通 常 8ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 15ア ミ ノ 酸 程 度 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 抗
原 結 合 性 を 有 す る 抗 体 が 、 本 発 明 の 抗 体 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ れ ら の 抗 体 の 製 造 方 法 は 、 す で に 周 知 で あ り 、 本 発 明 の 抗 体 も こ れ ら の 常 法 に 従 っ て
製 造 す る こ と が で き る （ Current protocols in Molecular Biology edit. Ausubel et al
. (1987) Publish. John Wiley and Sons. Section 11.12～ 11.13） 。 具 体 的 に は 、 本 発
明 の 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 に は 、 常 法 に 従 っ て 大 腸 菌 等 で 発 現 し 精 製 し た PEPC
K、 G6P、 UCP1、 FAS又 は ACOを 用 い て 、 あ る い は 常 法 に 従 っ て 当 該 い ず れ か の 本 発 明 タ ン パ
ク 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 し て 、 家 兎 等 の 非 ヒ ト 動 物 に 免 疫
し 、 該 免 疫 動 物 の 血 清 か ら 常 法 に 従 っ て 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 一 方 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 場 合 に は 、 常 法 に 従 っ て 大 腸 菌 等 で 発 現 し 精 製 し た PEPCK、 G6P、 UCP1、 FAS又 は ACO、
あ る い は こ れ ら タ ン パ ク 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を マ ウ ス 等 の 非 ヒ
ト 動 物 に 免 疫 し 、 得 ら れ た 脾 臓 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と を 細 胞 融 合 さ せ て 調 製 し た ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 の 中 か ら 得 る こ と が で き る （ Current protocols in Molecular Biology edit. A
usubel et al. (1987) Publish. John Wiley and Sons. Section 11.4～ 11.11） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 、 抗 体 の 作 製 に 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 糖 脂 質 代 謝 関 連
因 子 の 遺 伝 子 の 配 列 情 報 （ 配 列 番 号 27,29,31,33又 は 35） に 基 づ い て 、 Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン
グ 、 各 プ ラ ス ミ ド の 構 築 、 宿 主 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 形 質 転 換 体 の 培 養 及 び 培 養 物
か ら の タ ン パ ク 質 の 回 収 の 操 作 に よ り 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の 操 作 は 、 当 業 者 に 既 知
の 方 法 、 あ る い は 文 献 記 載 の 方 法 （ Molecular Cloning, T.Maniatis et al., CSH Labora
tory (1983), DNA Cloning, DM. Glover, IRL PRESS (1985)） な ど に 準 じ て 行 う こ と が で
き る 。 具 体 的 に は 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 所 望 の 宿 主 細 胞 中 で 発 現 で き
る 組 み 換 え DNA（ 発 現 ベ ク タ ー ） を 作 成 し 、 こ れ を 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 形 質 転 換 し 、 該 形
質 転 換 体 を 培 養 し て 、 得 ら れ る 培 養 物 か ら 、 目 的 タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と に よ っ て 実 施
す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ れ ら 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 の 情 報 （ 配 列 番 号 27,29,31,33又 は 35） に 従 っ て 、 一 般 的 な 化 学 合 成 法 （ ペ プ チ ド
合 成 ） に よ っ て 製 造 す る こ と も で き る 。 具 体 的 に は 、 「 ペ プ チ ド 合 成 の 基 礎 と 実 験 」 （ 泉
屋 信 夫 ら 著 、 丸 善 、 1987年 発 行 ） に 記 載 さ れ た 液 相 合 成 法 や 固 相 合 成 法 を 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 な お 、 本 発 明 の 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 に は 、 配 列 番 号 27,29,31,33又 は 35に 示 す タ ン パ ク
質 の み な ら ず 、 そ の 相 同 物 も 包 含 さ れ る 。 該 相 同 物 と し て は 、 上 記 配 列 番 号 で 示 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な り 、 且 つ 上 記 配 列 番 号 で 示 さ れ る タ ン パ ク 質 の 機 能 と 同 等 の 生 物 学 的 機 能 を 有 す
る か 、 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活 性 に お い て 同 等 の 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 挙 げ る こ と が で
き る 。 こ こ で 免 疫 学 的 活 性 に お い て 同 等 と は 、 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 に 対 す る 抗 体 と 特 異 的
に 結 合 能 力 を 有 す る 蛋 白 質 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 評 価 方 法 の 第 二 工 程 に お け る 「 対 照 」 は 、 例 え ば 、
（ ａ ） 当 該 評 価 方 法 で 使 用 さ れ る 本 発 明 非 ヒ ト 動 物 と 同 動 物 種 で あ る 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 を
対 象 と し て 第 一 工 程 及 び 第 二 工 程 と 同 様 な 工 程 を 実 施 し た 場 合 、 又 は
（ ｂ ） 被 験 物 質 の 代 わ り に 対 照 物 質 （ ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル
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） を 用 い て 第 一 工 程 及 び 第 二 工 程 と 同 様 な 工 程 を 実 施 し た 場 合 等 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 前 記 （ ａ ） の 場 合 、 本 発 明 の 非 ヒ ト 動 物 に お け る 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 が 野 生 型 非 ヒ ト 動
物 に お け る 被 験 物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 と 同 等 以 上 で あ れ ば 、 当 該 被 験 物 質 は 糖 脂 質 代
謝 制 御 能 力 を 有 す る と 評 価 す る こ と が で き る 。 一 方 、 本 発 明 の 非 ヒ ト 動 物 に お け る 糖 脂 質
代 謝 制 御 能 力 が 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 に お け る 被 験 物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 よ り も 小 さ け れ
ば 、 当 該 被 験 物 質 は 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 に 起 因 す る 糖 脂 質 代 謝 制
御 能 力 を 有 さ な い と 評 価 す る こ と が で き る 。
　 前 記 （ ｂ ） の 場 合 、 対 照 物 質 と し て は 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 又 は ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト
ロ ー ル が 挙 げ ら れ る 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と は 、 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 有 す る 任 意 の
物 質 を 表 し 、 具 体 的 に は イ ン シ ュ リ ン 等 が 例 示 さ れ る 。 ま た 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と
し て は 、 被 験 物 質 に 含 ま れ る 溶 媒 、 バ ッ ク グ ラ ン ド と な る 試 験 系 溶 液 等 が 上 げ ら れ る 。
　 対 照 物 質 を ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と す る 場 合 、 被 験 物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 が 対 照
物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 よ り も 大 き け れ ば 、 当 該 被 験 物 質 は 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 有 す
る と 評 価 す る こ と が で き る 。 一 方 、 被 験 物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 が 対 照 物 質 の 糖 脂 質 代
謝 制 御 能 力 と 同 程 度 も し く は 小 さ け れ ば 、 当 該 被 験 物 質 は 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 有 さ な い
と 評 価 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 対 照 物 質 を ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と す る 場 合 、 被 験 物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力
と 対 照 物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 被 験 物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能
力 の 程 度 を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 評 価 方 法 に よ り 得 ら れ る 被 験 物 質 の 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 に 基 づ き 、 選 択 さ れ る 物
質 （ 糖 脂 質 代 謝 制 御 物 質 ） は 、 糖 脂 質 代 謝 制 御 能 力 を 有 す る の で 、 糖 脂 質 代 謝 機 能 異 常 を
伴 う 疾 患 （ 耐 糖 能 低 下 、 糖 尿 病 、 高 脂 血 症 、 高 血 圧 、 動 脈 硬 化 、 冠 動 脈 疾 患 、 狭 心 症 、 心
筋 梗 塞 又 は 心 血 管 障 害 ） 等 に 対 す る 治 療 及 び 予 防 に 効 果 の あ る 医 薬 品 と し て 使 用 す る こ と
が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ る 物 質 か ら 誘 導 さ れ る 化 合 物
も 同 様 に 用 い る こ と が で き る 。
　 本 発 明 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ た 物 質 は 塩 を 形 成 し て い て も よ く 、 当 該 物 質 の
塩 と し て は 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 酸 （ 例 、 無 機 酸 、 有 機 酸 ） 又 は 塩 （ 例 、 ア ル カ リ 金 属
） 等 と の 塩 が 用 い ら れ 、 と り わ け 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 酸 付 加 塩 が 好 ま し い 。 こ の 様 な 塩
と し て は 、 例 え ば 、 無 機 酸 （ 例 え ば 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 ） と の 塩 、 あ る い
は 有 機 酸 （ 例 え ば 、 酢 酸 、 ギ 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 フ マ ル 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 、 酒 石
酸 、 ク エ ン 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 蓚 酸 、 安 息 香 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ） と
の 塩 等 が 用 い ら れ る 。 本 発 明 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ た 物 質 は 、 例 え ば 、 必 要 に
応 じ て 糖 衣 を 施 し た 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 剤 等 と し て 経 口
的 に 、 或 い は 水 若 し く は そ れ 以 外 の 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 液 と の 無 菌 性 溶 液 、 又 は 懸 濁 液 剤
等 の 注 射 剤 の 形 で 非 経 口 的 に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 当 該 物 質 を 生 理 学 的 に 認 め ら れ る 担 体
、 香 味 剤 、 賦 形 剤 、 ベ ヒ ク ル 、 防 腐 剤 、 安 定 剤 、 結 合 剤 等 と と も に 一 般 に 認 め ら れ た 製 剤
実 施 に 要 求 さ れ る 単 位 用 量 形 態 で 混 和 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 製
剤 に お け る 有 効 成 分 量 は 指 示 さ れ た 範 囲 の 適 当 な 容 量 が 得 ら れ る よ う に す る も の で あ る 。
錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 等 に 混 和 す る こ と が で き る 添 加 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ゼ ラ チ ン ， コ ー ン
ス タ ー チ ， ト ラ ガ ン ト ， ア ラ ビ ア ゴ ム の よ う な 結 合 剤 、 結 晶 性 セ ル ロ ー ス の よ う な 賦 形 剤
、 コ ー ン ス タ ー チ ， ゼ ラ チ ン ， ア ル ギ ン 酸 等 の よ う な 膨 化 剤 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム
の よ う な 潤 滑 剤 、 シ ョ 糖 ， 乳 糖 又 は サ ッ カ リ ン の よ う な 甘 味 剤 、 ペ パ ー ミ ン ト ， ア カ モ ノ
油 又 は チ ェ リ ー の よ う な 香 味 剤 等 が 用 い ら れ る 。 調 剤 単 位 形 態 が カ プ セ ル で あ る 場 合 に は
、 前 記 タ イ プ の 材 料 に さ ら に 油 脂 の よ う な 液 状 担 体 を 含 有 す る こ と が で き る 。 注 射 の た め
の 無 菌 組 成 物 は 注 射 用 水 の よ う な ベ ヒ ク ル 中 の 活 性 物 質 、 胡 麻 油 、 椰 子 油 等 の よ う な 天 然
産 出 植 物 油 等 を 溶 解 又 は 懸 濁 さ せ る 等 の 通 常 の 製 剤 実 施 に 従 っ て 処 方 す る こ と が で き る 。
注 射 用 の 水 性 液 と し て は 、 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 ， ブ ド ウ 糖 や そ の 他 の 補 助 薬 を 含 む 等 張 液
（ 例 え ば 、 Ｄ － ソ ル ビ ト ー ル ， Ｄ － マ ン ニ ト ー ル ， 塩 化 ナ ト リ ウ ム 等 ） 等 が 用 い ら れ 、 適
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当 な 溶 解 補 助 剤 、 例 え ば 、 ア ル コ ー ル （ 例 、 エ タ ノ ー ル ） 、 ポ リ ア ル コ ー ル （ 例 、 プ ロ ピ
レ ン グ リ コ ー ル ， ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 （ 例 、 ポ リ ソ ル ベ ー
ト ８ ０ TM， Ｈ Ｃ Ｏ － ５ ０ ） 等 と 併 用 し て も よ い 。 油 性 液 と し て は 、 例 え ば 、 ゴ マ 油 ， 大 豆
油 等 が 用 い ら れ 、 溶 解 補 助 剤 で あ る 安 息 香 酸 ベ ン ジ ル ， ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 等 と 併 用 し て
も よ い 。 ま た 、 上 記 の 治 療 ・ 予 防 剤 に は 、 例 え ば 、 緩 衝 剤 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 液 、 酢
酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 ） 、 無 痛 化 剤 （ 例 え ば 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ， 塩 酸 プ ロ カ イ ン 等 ）
、 安 定 剤 （ 例 え ば 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン ， ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 ） 、 保 存 剤 （ 例 え ば
、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ， フ ェ ノ ー ル 等 ） 、 酸 化 防 止 剤 等 を 配 合 し て も よ い 。 調 製 さ れ た 注
射 液 等 の 医 薬 組 成 物 は 、 通 常 、 適 当 な ア ン プ ル に 充 填 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る 製 剤 は 安 全 で 低 毒 性 で あ る の で 、 例 え ば 、 ヒ ト や 哺 乳 動 物 （ 例
え ば 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 サ ル 等 ） に 対 し て 投 与 す る こ
と が で き る 。 当 該 物 質 の 投 与 量 は 、 対 象 疾 患 、 投 与 対 象 、 投 与 ル ー ト 等 に よ り 差 異 は あ る
が 、 例 え ば 、 当 該 化 合 物 を 経 口 投 与 す る 場 合 に は 、 一 般 的 に 成 人 （ 体 重 ６ ０ ｋ ｇ と し て ）
に お い て は 、 一 日 に つ き 当 該 物 質 を 約 ０ .１ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は 約 １ ～ ５ ０ ｍ ｇ 、
よ り 好 ま し く は 約 １ ～ ２ ０ ｍ ｇ 投 与 す る 。 非 経 口 的 に 投 与 す る 場 合 に は 、 当 該 物 質 の １ 回
投 与 量 は 投 与 対 象 、 対 象 疾 患 等 に よ っ て も 異 な る が 、 例 え ば 、 当 該 物 質 を 注 射 剤 の 形 で 通
常 成 人 （ ６ ０ ｋ ｇ と し て ） に 投 与 す る 場 合 、 一 日 に つ き 当 該 物 質 を 約 ０ ． ０ １ ～ ３ ０ ｍ ｇ
程 度 、 好 ま し く は 約 ０ ． １ ～ ２ ０ ｍ ｇ 程 度 、 よ り 好 ま し く は 約 ０ ． １ ～ １ ０ ｍ ｇ 程 度 を 静
脈 注 射 に よ り 投 与 す る の が 好 都 合 で あ る 。 他 の 非 ヒ ト 動 物 の 場 合 も 、 ６ ０ ｋ ｇ 当 た り に 換
算 し た 量 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 以 下 に 本 発 明 を 実 施 例 で 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
（ 本 遺 伝 子 の 単 離 及 び 構 造 解 析 ）
　 本 実 施 例 に お い て 対 象 と さ れ た マ ウ ス 由 来 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白
質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 は 、 GenBank AF234625（ ｍ RNA、 2664bp） 等 に 記
載 さ れ て い る 。 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 含 む ク ロ ー ン を 取 得 す る た め に 、 マ ウ ス
由 来 の 染 色 体 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー （ CITB Mouse BAC（ bacterial artifical chromosome L
ibrary） Cell line DJ7(129SV)DNA pools (Research Genetics 社 製 )を 対 象 に し た Ｐ Ｃ Ｒ
法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し た 。 こ の 際 に 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 法 は 、 プ ラ イ マ ー GE-U7（ 配
列 番 号 ３ ： GGC CAC AAA TTC CAG AGA ACA G） と GE-L7（ 配 列 番 号 ４ ： CCA AAT GAG CAG AT
G CCC CTA T） と の 一 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い る 標 準 的 な Taq polymerase (Toyobo, Japan)
反 応 法 で あ っ た 。 尚 、 当 該 Ｐ Ｃ Ｒ の プ ロ グ ラ ム は 、 DNA変 性 （ 94℃ 、 １ 分 間 ） に 続 き 、 40
サ イ ク ル の 変 性 （ 94℃ 、 １ 分 間 ） － ア ニ － リ ン グ （ 55℃ 、 30秒 間 ） － 伸 長 （ 72℃ 、 ２ 分 間
） 、 さ ら に 最 終 伸 長 （ 72℃ 、 1分 間 ） で あ っ た 。 そ の 結 果 、 マ ウ ス 由 来 の 分 子 量 約 ６ 千 以
上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の う ち 、 エ ク ソ ン ５ か ら エ ク ソ
ン ６ ま で の 領 域 に 相 当 す る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ 850bp） を 増 幅 す る １ 個 の 陽 性
ク ロ ー ン を 得 た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 構 築 ）
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た ク ロ ー ン （ BACク ロ ー ン ） か ら 、 マ ウ ス 由 来 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で
あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の う ち 、 エ ク ソ ン ２ か ら エ ク ソ ン ６
ま で の 領 域 に 相 当 す る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ 約 9kbp） 単 離 し 、 こ れ を ベ ク タ ー pC
R-XL(Invitrogen社 製 )に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り pCR-085を 調 製 し た 。 こ の 際 に 用 い
た Ｐ Ｃ Ｒ 法 は 、 プ ラ イ マ ー U8ClaI-2（ 配 列 番 号 ５ ： ATC GAT TCC TAC TTT GAA TGC CGT GA
A） と 、 プ ラ イ マ ー L15SalI（ 配 列 番 号 ６ ： GCT GTC GAC TGG AAC AGA ATA GCC TGG AA） と
の 一 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い る 、 baffer1を 使 用 し た Expand Long Template PCR system (Lo
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che)反 応 法 で あ っ た 。 尚 、 当 該 Ｐ Ｃ Ｒ の プ ロ グ ラ ム は 、 DNA変 性 （ 94℃ 、 10秒 間 ） に 続 き
、 36サ イ ク ル の 変 性 （ 94℃ 、 5秒 間 ） － ア ニ － リ ン グ （ 60℃ 、 5秒 間 ） － 伸 長 （ 68℃ 、 10分
間 ） 、 さ ら に 最 終 伸 長 （ 68℃ 、 20分 間 ） で あ っ た 。
　 次 に 、 pGT1.8IresBgeoベ ク タ ー （ Grossler, A.,Joyner, A.L.,Rossant, J., Skarnes,W
.C.:Science,244,443-465(1989), Peter S. Nountford and Austin G. Smith:TIG May 19
95, Vol.11 No.5等 に 記 載 さ れ る 公 知 な ベ ク タ ー ） か ら SalIで 切 り 出 さ れ た SA－ IRIS－ β g
eo－ pA遺 伝 子 カ セ ッ ト (マ ウ ス EN2由 来 の SA(splicing accepter)、  encephalomyocarditis
 Virus由 来 の IRES(internal ribosome entry site)、 β -galactocidase及 び neomycin耐 性
遺 伝 子 を 融 合 さ せ て な る β geoに SV40由 来 の pA(polyadenylation signal)を 平 滑 末 端 化 処
理 し て な る Ｄ Ｎ Ａ )を 用 い て 、 ｐ CR-085か ら MunIで 切 り 出 さ れ る マ ウ ス 由 来 の 分 子 量 約 ６
千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の う ち 、 エ ク ソ ン ３ か ら エ
ク ソ ン ４ ま で の 領 域 に 相 当 す る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 入 れ 替 え る こ と に よ り タ ー
ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 こ の よ う に し て 構 築 さ れ た タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 用
い て Ｅ Ｓ 細 胞 内 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 相 同 的 組
換 え す る 。 こ の よ う な 相 同 的 組 換 え に よ り 、 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 本 来 有 す る 独 自 の プ ロ モ
ー タ ー の 下 流 で 、 前 記 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー が 有 す る 、 エ ク ソ ン ２ － 前 記 SA－ IRIS－ β
geo－ pA遺 伝 子 カ セ ッ ト － エ ク ソ ン ６ か ら な る Ｄ Ｎ Ａ に 置 換 さ れ 、 結 果 的 に エ ク ソ ン ３ か
ら エ ク ソ ン ４ の 一 部 ま で の 領 域 に 相 当 す る 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 が 欠 失 す る 。 ま た 同 時 に
、 当 該 遺 伝 子 カ セ ッ ト の 下 流 に 続 く エ ク ソ ン ４ 以 降 で は フ レ ー ム シ フ ト が 生 じ 、 結 果 的 に
当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 が 誤 っ て 産 生 さ れ る こ と は な い 。 さ ら に ま た 、 当 該 ゲ ノ ム 遺
伝 子 が 本 来 有 す る 独 自 の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 挿 入 さ れ た 当 該 遺 伝 子 カ セ ッ ト で は 、 当 該
遺 伝 子 カ セ ッ ト が 有 す る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 取 り 除 か れ て い る た め
に 、 細 胞 本 来 の 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 に お け る 発 現 制 御 と 同 様 な 発 現 制 御 を 受 け る こ と に な り
、 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 又 は そ の 一 部 に お い て 、 例 え ば 、 β -geoに よ り 付 与 さ れ る Ｇ ４
１ ８ 等 の 細 胞 毒 に 対 す る 耐 性 能 力 や 、 X-Gal染 色 に よ る 発 色 に よ っ て 、 簡 単 に 当 該 ゲ ノ ム
遺 伝 子 か ら の 発 現 を 調 べ る こ と が で き る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
〈 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の Ｅ Ｓ 細 胞 へ の 導 入 と 相 同 的 組 換 え 〉
　 実 施 例 ２ で 構 築 さ れ た タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 、 XhoIで 切 断 、 直 線 化 し て か ら エ レ ク
ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ 0.25kV、 0.5μ F× 1000） 法 を 用 い て 、 ト リ プ シ ン 処 理 し た RF8 Ｅ Ｓ 細
胞 （ Meiner VL et al., Proc Natl Acad Sci USA.93:14041,1996等 に 記 載 さ れ る 129Sv/Ja
eマ ウ ス 由 来 細 胞 ： Robertson, E.J., Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cell: A Pr
actical Approach (1987)等 に 記 載 さ れ る 方 法 に よ り 調 製 可 能 ） へ 導 入 し た 。
　 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た RF8 Ｅ Ｓ 細 胞 を 、 シ ャ ー レ の 底 一 面 に 培 養 さ れ た
支 持 細 胞 で あ る SNL細 胞 （ 線 維 芽 細 胞 （ STO細 胞 ） に ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 と 白 血 病 阻 害
因 子 （ LIF） の 発 現 ベ ク タ ー と を 組 み 込 ん だ も の ： McMahon AP and Bradley A, Cell 62:1
073,1990） 上 で 37℃ 、 24時 間 培 養 し た 後 、 さ ら に ネ オ マ イ シ ン 含 有 培 地 （ G418： 250μ g/m
l含 有 ） に て 37℃ 、 ７ ～ １ ５ 日 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ た Ｇ ４ １ ８ 耐 性
の ク ロ ー ン を 選 抜 し た 。 こ の よ う に 選 抜 さ れ た ク ロ ー ン （ Ｅ Ｓ 細 胞 ） を 分 子 量 約 ６ 千 以 上
で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 上 で の 相 同 的 組 換 え が 起 こ っ た Ｅ Ｓ 細 胞 と し 、
こ れ を 拡 大 培 養 し た 後 、 得 ら れ た Ｅ Ｓ 細 胞 の 一 部 に つ い て は 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 に 関 す る Ｐ
Ｃ Ｒ 法 に よ る DNA解 析 に 供 し 、 他 の 一 部 に つ い て は 冷 凍 保 存 （ -80℃ ） に 供 し た 。 こ の 際 に
用 い た 上 記 DNA解 析 は 、 エ ク ソ ン ２ に 位 置 す る 正 向 き プ ラ イ マ ー SU-screening3（ 配 列 番 号
７ ： AAC AAT ACC CAC CCA ACA CAA GCA） と 、 β geo遺 伝 子 カ セ ッ ト 内 の SAに 位 置 す る 逆 向
き プ ラ イ マ ー SA-screening AS2（ 配 列 番 号 ８ ： CGC ACG CCA TAC AGT CCT CTT CAC） と の
一 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い る 、 Expand Long Template PCR systemの 反 応 法 で あ っ た 。 尚 、
当 該 Ｐ Ｃ Ｒ の プ ロ グ ラ ム は 、 DNA変 性 （ 94℃ 、 5秒 間 ） に 続 き 、 36サ イ ク ル の 変 性 （ 94℃ 、
2秒 間 ） － ア ニ － リ ン グ （ 60℃ 、 2秒 間 ） － 伸 長 （ 68℃ 、 2分 間 ） 、 さ ら に 最 終 伸 長 （ 68℃
、 3分 間 ） で あ っ た 。
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　 こ の よ う に し て 、 上 記 Ｅ Ｓ 細 胞 の 目 的 位 置 に お い て 正 確 に 相 同 的 組 換 え が 起 こ っ て い る
こ と （ 即 ち 、 約 1.3kbpの Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 が あ る こ と ） を 確 認 し た 。
　 尚 、 一 般 的 な ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 標 的 と し た ポ ジ ネ ガ 法 を 採 用 し た 場 合 に は 、 ポ ジ 選 択 さ れ
た Ｅ Ｓ 細 胞 等 の 分 化 全 能 性 細 胞 の う ち 、 通 常 、 約 10～ 50％ の 割 合 で 相 同 的 組 換 え が 確 認 さ
れ る Ｅ Ｓ 細 胞 等 の 分 化 全 能 性 細 胞 が 存 在 す る に も か か わ ら ず 、 本 実 施 例 に お い て 対 象 と さ
れ た 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 標 的 に し た 場 合 に は 、
約 1200の Ｅ Ｓ 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し た が 、 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 相 同 的 組 換 え さ れ た Ｅ Ｓ
細 胞 は 得 ら れ な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 上 記 の よ う な プ ロ モ ー タ ー ト ラ ッ プ 法 を 採 用 し た
場 合 に は 、 選 抜 さ れ た ク ロ ー ン の う ち １ 割 程 度 が 目 的 と す る 相 同 的 組 換 え Ｅ Ｓ 細 胞 で あ っ
た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
（ 相 同 的 組 換 え Ｅ Ｓ 細 胞 が 有 す る ゲ ノ ム 遺 伝 子 の サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 ）
　 実 施 例 ３ で 得 ら れ た 相 同 的 組 換 え Ｅ Ｓ 細 胞 の 染 色 体 DNAを EcoRVで 制 限 酵 素 消 化 し た 。 制
限 酵 素 消 化 さ れ た 染 色 体 DNA断 片 を 、 0.8％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に 供 し 、 分 離 さ れ た 染
色 体 DNA断 片 を ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン （ ア マ シ ャ ム 社 製 、 ハ イ ボ ン ド N） へ タ ー ボ ブ ロ ッ タ ー
(Schneider&Shunel社 製 タ ー ボ ブ ロ ッ タ ー シ ス テ ム )を 用 い て 転 写 し た 。
　 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン ６ （ 即 ち 、 エ
ク ソ ン ６ と エ ク ソ ン ７ と の 間 に 位 置 す る イ ン ト ロ ン ） に 由 来 す る プ ロ ー ブ を 取 得 す る た め
に 、 エ ク ソ ン ６ か ら エ ク ソ ン ８ ま で の ま で の 領 域 に 相 当 す る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片
を 増 幅 す る 、 エ ク ソ ン ６ に 位 置 す る 正 向 き プ ラ イ マ ー GE-U12 (配 列 番 号 ９ ： GGG CAT CTG 
CTC ATT TGG TTA)と 、 エ ク ソ ン ８ に 位 置 す る 逆 向 き プ ラ イ マ ー GE-L12（ 配 列 番 号 １ ０ ： CT
C TTG TAA AGT ATT GAT ATC CAC G） を 用 い 、 か つ 鋳 型 と し て 前 記 BACク ロ ー ン を 用 い て Ex
pand Long Template PCR system 反 応 を 実 施 し た 。 尚 、 当 該 Ｐ Ｃ Ｒ の プ ロ グ ラ ム は 、 DNA
変 性 （ 94℃ 、 5秒 間 ） に 続 き 、 36サ イ ク ル の 変 性 （ 94℃ 、 2秒 間 ） － ア ニ － リ ン グ （ 60℃ 、
2秒 間 ） － 伸 長 （ 68℃ 、 4分 間 ） 、 さ ら に 最 終 伸 長 （ 68℃ 、 5分 間 ） で あ っ た 。
　 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ 3.5kbp） を pCR2.1(Invitrogen)に ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 当 該 プ
ラ ス ミ ド か ら EcoRVで Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ 1.6kbp） を 切 り 出 し 、 こ れ を ゲ ル 精 製 に 供 し た 。
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、 上 記 の 分 離 さ れ た 染 色 体
DNA断 片 （ 即 ち 、 相 同 的 組 換 え Ｅ Ｓ 細 胞 が 有 す る ゲ ノ ム 遺 伝 子 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 ） の サ ザ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 を 実 施 し た 。 尚 、 相 同 的 組 換 え Ｅ Ｓ 細 胞 の 場 合 に は 10kbpの Ｄ Ｎ Ａ
断 片 を 、 非 相 同 的 組 換 え Ｅ Ｓ 細 胞 （ 野 生 型 Ｅ Ｓ 細 胞 ） の 場 合 に は 16kbpの Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 検
出 す る こ と が で き る 。
　 そ の 結 果 を 図 ２ に 示 し た 。 図 か ら 明 ら か な よ う に 、 本 実 施 例 に お い て 対 象 と さ れ た マ ウ
ス 由 来 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 に お け る 相 同 的 組 換
え が 確 認 で き る ク ロ ー ン ２ 個 が 見 出 さ れ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ ヘ テ ロ 接 合 性 ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 （ マ ウ ス ） の 作 製 ）
　 こ の よ う に し て 確 認 さ れ た 相 同 的 組 換 え Ｅ Ｓ 細 胞 （ 即 ち 、 変 異 型 ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 持 つ Ｅ
Ｓ 細 胞 ） を 、 A.L. Joyner、 「 Gene Targeting - A Practical Approach」 ２ nd edition 
、 Oxford UNIV等 に 記 載 さ れ る 方 法 に 準 じ て 擬 妊 娠 状 態 に あ る 野 生 型 雌 性 マ ウ ス 57BL/6Ｊ
（ 日 本 ク レ ア 社 製 ） の ブ ラ ス ト シ ス ト （ 胚 盤 胞 ） に 注 入 し 、 次 い で こ の キ メ ラ 胚 を 仮 親 の
子 宮 に 移 植 し た 。 胚 分 化 を 継 続 さ せ る と 、 約 ２ １ 日 後 に 、 候 補 キ メ ラ マ ウ ス が 出 産 さ れ た
。 出 生 し た 候 補 キ メ ラ マ ウ ス を 里 親 に つ け て 飼 育 さ せ た 後 、 本 実 施 例 に お い て 対 象 と さ れ
た 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 変 異 型 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 生 殖 系 細 胞 に 入 っ
た キ メ ラ マ ウ ス （ F0） を 選 別 し た 。 選 別 は 毛 色 の 違 い を 観 察 す る 方 法 を 利 用 し 、 ア グ ー チ
の 毛 色 か ら キ メ ラ 率 約 90％ 以 上 の キ メ ラ マ ウ ス を F0マ ウ ス と し て ４ 個 体 を 選 択 し た 。
　 選 択 さ れ た キ メ ラ マ ウ ス と 同 動 物 種 （ 即 ち 、 C57BL/6Jマ ウ ス ） で あ る 野 生 型 マ ウ ス を 交
配 し 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 変 異 型 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た ヘ
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テ ロ 接 合 体 F1マ ウ ス （ 二 倍 体 に お け る 一 方 の ア リ ル が 破 壊 さ れ た 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る
脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス ） ３ ８ 個 体 を 作 出 し た 。 さ ら に 、 こ れ
ら の F1マ ウ ス 同 士 を 交 配 す る こ と に よ り ヘ テ ロ 接 合 体 F2マ ウ ス を 作 製 し た 。 一 部 の 、 ヘ テ
ロ 接 合 体 F1マ ウ ス に つ い て は 、 当 該 ヘ テ ロ 接 合 体 F1マ ウ ス と 同 動 物 種 （ 即 ち 、 C57BL/6Jマ
ウ ス ） で あ る 野 生 型 マ ウ ス と の か け 戻 し 交 配 を 実 施 し た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 （ マ ウ ス ） の 遺 伝 子 型 解 析 ）
　 キ メ ラ マ ウ ス の 遺 伝 子 型 解 析 に は 、 マ ウ ス 尾 部 先 端 か ら の 抽 出 DNAを 鋳 型 と し 、 か つ 、
下 記 の ３ 種 類 の プ ラ イ マ ー ［ （ １ ） イ ン ト ロ ン ２ に 位 置 す る 野 生 型 及 び 相 同 的 組 換 え 型 に
共 通 の 正 向 き プ ラ イ マ ー Sumi-S6（ 配 列 番 号 １ １ ： TAA  TGG  TGG  GTT  GTT  TGT  TTG  
TCA  AGG  C） 、 （ ２ ） 野 生 型 の イ ン ト ロ ン ２ の み に 相 補 す る 逆 向 き プ ラ イ マ ー Sumi-AS2
（ 配 列 番 号 １ ２ ： GCA  GTA  CTC  TAA  AGT  AGG  CAA  CCA  ATG  T ） 、 及 び （ ３ ） β g
eo遺 伝 子 カ セ ッ ト 内 の IRISに 位 置 し か つ 相 同 的 組 換 え 型 の み に 相 補 す る 逆 向 き プ ラ イ マ ー
β geo-screening AS2（ 配 列 番 号 １ ３ ： GAC CTT GCA TTC CTT TGG CGA GAG ） ］ を 用 い る
、 baffer1を 使 用 し た Expand Long Template PCR system (Loche)反 応 法 を 用 い た 。 尚 、 当
該 Ｐ Ｃ Ｒ の プ ロ グ ラ ム は 、 DNA変 性 （ 94℃ 、 5秒 間 ） に 続 き 、 40サ イ ク ル の 変 性 （ 94℃ 、 2
秒 間 ） － ア ニ － リ ン グ （ 55℃ 、 2秒 間 ） － 伸 長 （ 68℃ 、 2分 間 ） 、 さ ら に 最 終 伸 長 （ 68℃ 、
5分 間 ） で あ っ た 。 尚 、 相 同 的 組 換 え Ｅ Ｓ 細 胞 の 染 色 体 を 鋳 型 と す る 場 合 に は 2kbpの Ｄ Ｎ
Ａ 断 片 を 、 非 相 同 的 組 換 え Ｅ Ｓ 細 胞 （ 野 生 型 Ｅ Ｓ 細 胞 ） の 染 色 体 を 鋳 型 と す る 場 合 に は 0.
5kbpの Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 を 検 出 す る こ と が で き る 。
　 こ の よ う に し て キ メ ラ マ ウ ス の 遺 伝 子 型 解 析 を 実 施 し た 結 果 、 本 実 施 例 に お い て 対 象 と
さ れ た マ ウ ス 由 来 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 破 壊 さ
れ た F1マ ウ ス 以 降 の 個 体 の 遺 伝 子 型 は 、 ヘ テ ロ 接 合 体 （ 0.5kbpの DNA断 片 と 2kbpの DNA断 片
と の 両 者 の 増 幅 有 り ） 又 は 野 生 型 マ ウ ス (0.5kbp断 片 の み 増 幅 有 り )で あ っ た 。 尚 、 ヘ テ ロ
接 合 体 の 出 現 率 は 予 測 さ れ る 確 率 の 半 数 程 度 で あ っ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
（ ｍ RNA抽 出 並 び に PCR法 又 は RT-PCR分 析 法 に よ る 、 Ｅ Ｓ 細 胞 に お け る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で
あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 遺 伝 子 の 発 現 確 認 ）
　 野 生 型 の マ ウ ス Ｅ Ｓ 細 胞 、 及 び 、 実 施 例 ３ で 冷 凍 保 存 さ れ た マ ウ ス Ｅ Ｓ 細 胞 （ 分 子 量 約
６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 上 で の 相 同 的 組 換 え が 起 こ っ た Ｅ Ｓ 細
胞 ） を 、 各 々 別 々 に 、 TRIzol RNA reagent(GIBCO-BRL社 製 )中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 同 社 の
標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 全 RNAを 抽 出 し た 。 抽 出 さ れ た 全 RNA（ 溶 解 物 ） を Ｕ Ｖ ス ペ ク ト ロ メ
ー タ （ 260nm、 280nm） で 吸 光 度 測 定 す る こ と に よ り 定 量 し た 。
　 逆 転 写 反 応 は AMV Reverse Transcriptase First-strand cDNA Synthesis Kit（ LIFE SC
IENCES社 製 ） を 使 用 し て 実 施 さ れ 、 得 ら れ た ｃ DNAを 鋳 型 と し て 、 含 ま れ る 分 子 量 約 ６ 千
以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 遺 伝 子 の 発 現 量 に 反 映 し て Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 が 認 め ら れ る
条 件 で Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 ま た は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 行 う こ と に よ り 、 各 々 の Ｅ Ｓ 細 胞 に お け る 当 該
遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 及 び そ の 発 現 量 を 確 認 し た 。
　 こ の 際 に 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 法 は 、 プ ラ イ マ ー GE-U7（ 配 列 番 号 １ ４ ： GGC CAC AAA TTC CAG A
GA ACA G） と プ ラ イ マ ー GE-L7（ 配 列 番 号 １ ５ ： CCA AAT GAG CAG ATG CCC CTA T） と の 一
対 の プ ラ イ マ ー を 用 い る 、 KODプ ラ ス  (Toyobo社 製 , Japan)反 応 法 で あ っ た 。 尚 、 当 該 Ｐ
Ｃ Ｒ の プ ロ グ ラ ム は 、 DNA変 性 （ 94℃ 、 １ 分 間 ） に 続 き 、 30サ イ ク ル の 変 性 （ 94℃ 、 10秒
間 ） － ア ニ － リ ン グ （ 55℃ 、 30秒 間 ） － 伸 長 （ 68℃ 、 1分 間 ） 、 さ ら に 最 終 伸 長 （ 68℃ 、 5
分 間 ） で あ っ た 。 そ の 結 果 、 各 々 の Ｅ Ｓ 細 胞 に お い て 前 記 遺 伝 子 の 発 現 が 確 認 さ れ た 。
　 一 方 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 は 、 同 プ ラ イ マ ー を 用 い る SYBR Green PCR Master MIX(ABI社 製 )
を 使 用 し て 実 施 さ れ 、 試 験 結 果 を PRISM 7900HT Sequence Detection System 2.0 （ ABI社
製 ） を 用 い て 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 前 記 ゲ ノ ム 遺 伝 子 の ヘ テ ロ 接 合 型 Ｅ Ｓ 細 胞 に お い て は
野 生 型 Ｅ Ｓ 細 胞 に 比 し て 、 前 記 遺 伝 子 の 発 現 量 が 約 半 分 に 減 少 し て い る こ と が 確 認 さ れ た
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。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
（ RT-PCR分 析 法 に よ る 、 各 組 織 に お け る 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 遺 伝
子 の 発 現 量 の 確 認 ）
　 野 生 型 の マ ウ ス 組 織 、 及 び 、 ヘ テ ロ 接 合 型 の マ ウ ス 組 織 （ 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪
蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 上 で の 相 同 的 組 換 え が 起 こ っ た ES細 胞 か ら 創 製 し た Ｆ １ 以
降 の 子 孫 動 物 の 個 体 （ 約 18週 齢 ） か ら 採 取 し た 組 織 ） を 、 各 々 別 々 に 、 TRIzol RNA reage
nt(GIBCO-BRL社 製 )中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 同 社 の 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 全 RNAを 抽 出 し た 。
抽 出 さ れ た 全 RNA（ 溶 解 物 ） を 用 い て 、 実 施 例 ７ に 記 載 し た 方 法 に 従 っ て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法
を 行 う こ と に よ り 、 各 種 組 織 に お け る 当 該 遺 伝 子 の 発 現 量 を 確 認 し た 。
そ の 結 果 、 ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス 個 体 の 各 種 の 脂 肪 組 織 （ 精 巣 周 囲 脂 肪 組 織 、 後 腹 膜 脂 肪 組
織 、 腸 間 膜 脂 肪 組 織 、 皮 下 脂 肪 組 織 、 褐 色 脂 肪 組 織 ） 及 び そ の 他 の 組 織 （ 血 管 、 肝 臓 、 筋
肉 組 織 ） で は 、 野 生 型 マ ウ ス 個 体 の 同 組 織 に 比 し て 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促
進 蛋 白 質 遺 伝 子 の 発 現 量 が 減 少 し て い る こ と が 確 認 さ れ た （ 表 １ 参 照 ） 。 尚 、 表 １ 中 の 各
種 組 織 に お け る 当 該 遺 伝 子 の 発 現 量 は 、 マ ウ ス ３ ６ Ｂ ４ 遺 伝 子 （ acidic ribosomal phosp
hoprotein PO (Arbp)） の 発 現 量 を 基 準 と し て 補 正 さ れ た 値 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
（ Ｄ Ｉ Ｏ （ 食 餌 性 肥 満 誘 導 ） 試 験 条 件 下 に お け る 病 態 観 察 と 解 析 ）
1)　 ES細 胞 か ら 創 製 し た Ｆ １ 以 降 の 子 孫 動 物 の 雄 の ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス 個 体 、 お よ び 野 生
型 マ ウ ス 個 体 に つ い て 、 そ れ ぞ れ を 体 重 平 均 値 が 同 程 度 に な る よ う に 普 通 食 群 （ Std食 群
） と 高 脂 肪 ・ 高 蔗 糖 食 群 （ Ｈ Ｈ 食 群 ） に 分 け 、 約 ８ 週 齢 以 降 か ら は 約 ３ ０ 週 間 、 普 通 食 （
D12328(Research Diets社 製 )） 若 し く は 、 高 脂 肪 食 （ D12331(Research Diets社 製 )） を 自
由 に 摂 取 さ せ た 。
2)　 マ ウ ス を 飼 育 し 、 状 態 観 察 お よ び 剖 検 （ 採 材 ） を 行 っ た 。 飼 育 す る 際 の 環 境 条 件 は 室
温 20～ 26℃ 、 湿 度 40～ 70%、 明 暗 各 12時 間 （ 照 明 ： 午 前 6時 ～ 午 後 6時 ） 、 換 気 回 数 12回 ／
時 に 維 持 さ れ た 飼 育 室 に て ス テ ン レ ス 製 六 連 ケ ー ジ （ W： 750× D： 100× H： 100mm） 内 で の
個 別 飼 育 を 実 施 し た 。 表 ２ に 各 条 件 の マ ウ ス の 群 わ け を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
3)　 病 態 観 察 試 験 方 法 及 び 結 果 を 以 下 に 示 す 。
(1)　 体 重 測 定 に つ い て 食 餌 負 荷 期 間 中 は 、 2週 間 に 1回 実 施 し た 。
(2)　 血 糖 値 測 定 に つ い て 食 餌 負 荷 期 間 中 は 、 5時 間 絶 食 後 の 測 定 を 2週 間 に 1度 実 施 し た 。
ま た 、 食 餌 負 荷 前 (８ 週 齢 )お よ び ２ ７ 週 間 食 餌 負 荷 後 （ ３ ７ 週 齢 ） に つ い て は 、 24時 間 絶
食 後 の 測 定 を 実 施 し た 。 採 血 日 に 摂 水 下 に て 絶 食 し た 動 物 の 眼 窩 静 脈 叢 か ら ヘ パ リ ン 加 キ
ャ ピ ラ リ ー を 用 い て 、 約 50μ L血 液 を 採 取 し 、 ア ン ト セ ン ス II（ ダ イ キ ン 工 業 株 式 会 社 ）
を 用 い て 酸 素 電 極 法 に て 全 血 の 血 糖 値 を 測 定 し た 。
(結 果 ）
　 以 上 の 結 果 、 ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス 群 は 野 生 型 マ ウ ス 群 に 比 し て 、 食 餌 性 肥 満 誘 導 の 有 無
に 因 ら ず 、 血 糖 値 が 高 い 傾 向 が あ り 、 特 に HH食 群 の 24時 間 絶 食 条 件 に お い て は 有 意 な 高 血
糖 で あ っ た （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
4)　 耐 糖 能 試 験 に つ い て は 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。
（ 1） 糖 負 荷 試 験 （ OGTT） ： 長 期 間 食 餌 負 荷 を 実 施 し た 後 （ 約 ２ ５ 週 間 ） 、 前 日 か ら 摂 水
下 で 18～ 24時 間 絶 食 し た 動 物 に グ ル コ ー ス 溶 液 （ 1g/kg、 10mL/kg） を 経 口 投 与 （ デ ィ ス ポ
ー ザ ブ ル 金 属 性 ゾ ン デ を 装 着 し た ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル 注 射 筒 ） し た 。 グ ル
コ ー ス 投 与 前 、 グ ル コ ー ス 投 与 後 20、 60お よ び 120分 後 に 上 記 （ 2） の 方 法 に て 全 血 の 血 糖
値 を 測 定 し た 。 な お 、 各 測 定 時 間 に お け る 血 糖 値 か ら 曲 線 下 面 積 値 （ AUC(area under the
 curve)） を 算 出 し た 。
（ 2） イ ン ス リ ン 負 荷 試 験 （ ipITT） ： 上 記 OGTTを 実 施 後 、 2週 間 程 度 間 隔 を お い て 実 施 し
た 。 前 日 か ら 摂 水 下 で 18～ 24時 間 絶 食 し た 動 物 に イ ン ス リ ン 溶 液 （ 0.35U/kg、 10mL/kg）
を 腹 腔 内 投 与 （ 注 射 針 を 装 着 し た ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル 注 射 筒 ） し た 。 イ ン
ス リ ン 負 荷 直 前 、 30、 60お よ び 120分 後 に 上 記 -1） の 方 法 に て 血 糖 値 を 測 定 し た 。 な お 、
各 測 定 時 間 に お け る 血 糖 値 か ら 曲 線 下 面 積 値 （ AUC(area under the curve)） を 算 出 し た
。
（ 結 果 ）
OGTTで は ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス 群 は 野 生 型 マ ウ ス 群 に 比 し て 、 Std食 飼 育 群 の グ ル コ ー ス 投
与 60分 後 、 ま た Ｈ Ｈ 食 飼 育 群 の グ ル コ ー ス 投 与 120分 後 に 有 意 な 高 血 糖 で あ っ た （ 表 ３ ）
。 ま た 、 ipITTを 実 施 し 同 様 に 比 較 し た と こ ろ 、 Std食 飼 育 群 の グ ル コ ー ス 投 与 30、 120分
後 に 高 血 糖 が 認 め ら れ た （ 表 ４ ） 。 こ れ ら の 結 果 か ら 食 餌 性 肥 満 誘 導 の 有 無 に 因 ら ず 、 ヘ
テ ロ 接 合 型 マ ウ ス 群 は イ ン ス リ ン 感 受 性 （ 耐 糖 能 ） が 低 下 し て い た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
5） 剖 検 ： 上 記 4)-1） 及 び 2)を 実 施 し た 後 、 2週 間 程 度 間 隔 を お い て 剖 検 を 実 施 し た 。 摂 水
下 で 約 5時 間 絶 食 後 、 ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル （ 30mg/mL、 2mL/kg） 麻 酔 下 に て 、 腹 部 大 動 脈 か
ら 全 採 血 （ 約 0.6～ 0.8mL） 行 っ た 。 採 取 し た 血 液 （ 全 血 ） を 用 い て 3)(2)の 方 法 に て 血 糖
値 を 測 定 し 、 残 り の 血 液 は 採 血 後 30分 以 内 に 遠 心 分 離 （ 14～ 20℃ 、 3000rpm、 15分 間 ） し
て 血 清 と 血 餅 を 分 離 し た 後 、 血 清 部 分 を 氷 冷 チ ュ ー ブ に 分 注 ・ 凍 結 (-80℃ )保 存 し た 。 採
血 後 、 肝 臓 、 腎 臓 、 腸 間 膜 脂 肪 、 精 巣 周 囲 脂 肪 、 皮 下 脂 肪 、 背 部 褐 色 脂 肪 、 胸 部 大 動 脈 、
右 側 大 腿 部 筋 肉 、 精 巣 も し く は 卵 巣 ・ 子 宮 お よ び 膵 臓 を 摘 出 し た 。 摘 出 後 の 操 作 に つ い て
は 以 下 に 記 載 す る 。
　 肝 臓 、 腸 間 膜 脂 肪 お よ び 背 部 褐 色 脂 肪 は 重 量 測 定 後 、 一 部 を 液 体 窒 素 に て 凍 結 、 残 り を
10％ 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン で 固 定 し た 。 精 巣 周 囲 脂 肪 、 皮 下 脂 肪 お よ び 腎 臓 は 重 量 測 定 後 、
同 様 に 凍 結 し た 。 胸 部 大 動 脈 お よ び 生 殖 器 は 同 様 に 凍 結 し た 。 大 腿 部 筋 肉 は 一 部 を 同 様 に
凍 結 し 、 残 り を ホ ル マ リ ン で 固 定 し た 。 膵 臓 は ホ ル マ リ ン で 固 定 し た 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
6)血 清 パ ラ メ ー タ の 解 析 ： 　 前 記 5） で 野 生 型 マ ウ ス 、 及 び 、 ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス か ら 採
取 し 冷 凍 保 存 し た 血 清 は グ ル コ ー ス 濃 度 （ Glu(mg/100ml)） 、 総 コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 （ T-C
ho(mg/100ml)） 、 HDLコ レ ス テ ロ ー ル (HDL-Cho(mg/100ml))、 リ ン 脂 質 （ PL(mg/100ml)の 測
定 に 供 し た 。 そ の 結 果 、 Std食 、 HH食 条 件 に 関 わ ら ず 、 ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス 群 は 野 生 型 マ
ウ ス 群 に 比 し て 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル （ T-Cho,HDL-Cho） 量 、 お よ び リ ン 脂 質 値 が 上 昇 し て
い た （ 図 ４ 、 図 ５ お よ び 図 ６ ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
7） RT-PCR分 析 法 に よ る 、 各 組 織  (2μ g単 位 あ た り )に お け る 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 脂 肪 蓄
積 促 進 蛋 白 質 遺 伝 子 の 発 現 量 の 確 認 は 、 ４ ） で 採 材 し 冷 凍 保 存 し た 、 Std食 ま た は HH食 負
荷 条 件 下 で 長 期 飼 育 し た  約 38週 齢 の 野 生 型 マ ウ ス 群 、 及 び 、 ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス 群 の 組
織 を 用 い て 、 実 施 例 ８ と 同 じ 方 法 で 実 施 し た 。
　 そ の 結 果 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 脂 肪 蓄 積 促 進 因 子 の 遺 伝 子 発 現 は 褐 色 脂 肪 組 織 で 最 も
高 く 、 か つ 遺 伝 子 型 を 反 映 し て い た 、 す な わ ち 野 生 型 と 比 較 し て 、 発 現 量 が ほ ぼ 半 分 で あ
っ た 。 一 方 、 肝 臓 に お け る 発 現 量 は 顕 著 に 低 く 、 褐 色 脂 肪 組 織 に お け る 発 現 量 の 約 1/30-5
0倍 で あ り 、 か つ 遺 伝 子 型 を 反 映 し な い も の で あ っ た 。 ま た 、 HH食 負 荷 に よ っ て 野 生 型 マ
ウ ス 群 の 腸 間 膜 脂 肪 組 織 と 肝 臓 で は 有 意 な 発 現 増 加 が 認 め ら れ た 。 褐 色 脂 肪 に は 食 餌 負 荷
に よ る 影 響 は 無 か っ た （ 表 ５ ） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ 肝 臓 中 の 中 性 脂 肪 蓄 積 量 測 定 ）
　 肝 臓 組 織 か ら の 中 性 脂 肪 抽 出 に つ い て は 、 実 施 例 ９ の 5） で 野 生 型 マ ウ ス 、 及 び 、 ヘ テ
ロ 接 合 型 マ ウ ス か ら 採 材 し 、 冷 凍 保 存 し た 肝 臓 の 約 0.2g（ 実 測 値 を Xｇ と す る ） を 切 り 取
り 1.5mlの PBS(phosphate buffered saline,GIBCO社 )内 で 、 各 々 別 々 に ポ リ ト ロ ン (KINEMA
TICA社 製 PT10/35型 )を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ (出 力 メ モ リ ７ 、 10秒 間 )し 、 こ れ に 10mlの ク ロ
ロ ホ ル ム ・ メ タ ノ ー ル （ ２ ： １ ） を 添 加 し て 激 し く 攪 拌 し た 。 さ ら に 4℃ に て 2時 間 以 上 放
置 し た 後 、 遠 心 分 離 （ 2500rpm、 １ ０ 分 間 ） を 実 施 し て 、 浮 き 上 が っ た 固 形 層 を 除 去 し た
。 こ れ に 4mMの MgCl2を ３ ｍ ｌ 添 加 し て 攪 拌 し 、 室 温 に て 30分 間 放 置 後 、 遠 心 分 離 （ 2500rp
m、 １ ０ 分 間 ） を 実 施 し た も の の 下 層 液 の 容 量 を 読 み 取 り （ 実 測 値 を Yｍ ｌ と す る ） 、 こ の
う ち 0.1mlを エ ッ ペ ン に 分 取 し た 。 分 取 し た 下 層 液 の 溶 媒 を ス ピ ー ド バ ッ ク に て 揮 発 さ せ
、 残 っ た 溶 質 に 0.2mlの イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加 え て 溶 解 し 、 こ れ を 中 性 脂 肪 抽 出 液 と し た
。
　 中 性 脂 肪 抽 出 液 に 含 ま れ る 中 性 脂 肪 量 の 測 定 に つ い て は 、 ト リ グ リ セ ラ イ ド － テ ス ト ワ
コ ー （ 和 光 純 薬 社 製 ） を 用 い 、 同 社 の 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 実 施 し た が 、 肝 臓 か ら の 抽 出
液 を 検 体 と す る 場 合 の 容 量 と 中 性 脂 肪 量 の 概 算 方 法 を 以 下 に 記 す 。
　 中 性 脂 肪 抽 出 液 0.2mlに 耳 掻 き 1杯 程 度 の 吸 着 剤 を 添 加 、 ５ 秒 間 攪 拌 後 、 5分 間 静 置 す る
操 作 を ３ 回 繰 り 返 し た 後 、 遠 心 分 離 （ 室 温 、 10,000rpm、 5分 間 ） し た 上 清 の 0.1mlを 新 し
い エ ッ ペ ン に 分 取 し た 。 分 取 し た 中 性 脂 肪 抽 出 液 と 検 量 線 作 成 用 基 準 液 希 釈 列 (0‐ 200mg/
dl,各 0.1ml)に 5%KOHを 45μ l添 加 し 、 ５ 秒 間 攪 拌 後 、 37℃ に て 15分 間 静 置 、 次 い で 緩 衝 液 0
.1mlと 酸 化 剤 0.01mlの 混 合 液 を 添 加 し 、 5秒 間 攪 拌 後 、 37℃ に て 15分 間 静 置 、 さ ら に 発 色
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試 薬 を 0.2ml添 加 し 、 ５ 秒 間 攪 拌 後 、 37℃ に て 40分 間 静 置 し た 後 、 3分 間 冷 却 し て 発 色 反 応
を 止 め た 。 発 色 反 応 後 の サ ン プ ル の 内 0.2mlを コ ー ス タ ー 96穴 プ レ ー ト （ 黒 ） に 分 取 し 、 4
05nmの 吸 光 度 を 測 定 し た （ 実 測 値 を OD405nmと す る ） 。 反 応 後 の 基 準 液 希 釈 列 サ ン プ ル の
吸 光 度 （ OD405nm） か ら 検 量 線 を 作 成 し て 、 中 性 脂 肪 抽 出 液 に お け る 中 性 脂 肪 量 を 換 算 し
た （ 換 算 値 を Zmg/dlと す る ） 。 上 記 X、 Y、 Zの 実 測 値 か ら 、 そ れ ぞ れ の 肝 臓 組 織 に 含 ま れ
て い た 中 性 脂 肪 量 (mg/g組 織 )＝ ２ YZ/100Xを 換 算 す る こ と が で き た 。 た だ し 、 著 し く 中 性
脂 肪 が 多 い サ ン プ ル に つ い て は 中 性 脂 肪 抽 出 液 の 段 階 で 約 16倍 程 度 ま で 希 釈 す る こ と に よ
っ て 、 本 系 に 対 応 す る よ う に 調 整 し て 測 定 を 実 施 し た 。
　 そ の 結 果 、 野 生 型 マ ウ ス 群 に つ い て は Std食 飼 育 に 比 し て HH食 飼 育 条 件 下 で は 肝 臓 中 の
中 性 脂 肪 量 が 約 ２ 倍 に 増 加 し 、 ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス 群 に つ い て は 約 ３ 倍 に 増 加 し た （ 図 ７
） 。
　 す な わ ち 、 食 事 性 肥 満 誘 導 条 件 下 に お い て 、 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白
質 の ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス は 野 生 型 に 比 し て 、 肝 臓 中 性 脂 肪 の 蓄 積 が 有 意 に １ ． ６ 倍 増 加 し
て お り 、 脂 肪 肝 様 病 態 の 亢 進 が 認 め ら れ た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
（ RT-PCR分 析 法 に よ る 、 各 組 織 に お け る 病 態 関 連 因 子 の 発 現 レ ベ ル 解 析 ）
　 各 組 織  (2μ g単 位 あ た り )に お け る 病 態 関 連 因 子 の 発 現 レ ベ ル 解 析 は 実 施 例 10‐ ７ ） と
同 じ 方 法 で 実 施 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ マ ー と し て は 、 表 ６ に 記 載 さ れ た も の を 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 結 果 ）
　 腸 間 膜 脂 肪 組 織 で は Std食 お よ び HH食 飼 育 野 生 型 マ ウ ス 群 に 比 し ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス 群
で は ACO（ acyl-CoA　 oxidase） の 有 意 な 発 現 亢 進 が 認 め ら れ た （ 図 ８ ） 。 こ れ は 分 子 量 約
６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 遺 伝 子 型 と 相 反 す る も の で あ っ た 。 精 巣 周 囲 脂 肪 に
お け る 発 現 も 同 様 の パ タ ー ン （ 図 ９ ） を 示 し た 。
　 ま た 、 肝 臓 に お い て は ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス 群 で は 、 食 餌 条 件 に 関 わ ら ず  肝 臓 の Ｐ Ｅ Ｐ
Ｃ Ｋ (phosphoenolpyruvate carboxykinase)の 発 現 亢 進 が 認 め ら れ た （ 図 １ ０ ） 。 ま た Std
食 飼 育 条 件 下 で は Ｇ ６ Ｐ ( glucose-6-phosphatase)の 発 現 亢 進 が 認 め ら れ た （ 図 １ ０ ） 。
　 さ ら に 褐 色 脂 肪 組 織 で も 食 餌 条 件 に 関 わ ら ず Ｕ Ｃ Ｐ １ (uncoupling protein 1)と Ｆ Ａ Ｓ
( fatty acid synthase)に 有 意 な 発 現 亢 進 が 認 め ら れ た （ 図 １ １ ） 。 こ れ ら は 分 子 量 約 ６
千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の 遺 伝 子 型 と 相 反 す る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
〔 統 計 学 的 方 法 〕
　 上 記 各 実 施 例 に お い て 、 統 計 的 解 析 は 群 ご と に 平 均 値 ± 標 準 誤 差 を 算 出 し 、 有 意 差 検 定
は 、 市 販 の 統 計 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 Std食 ま た は HH食 に つ い て ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス 群 と
野 生 型 群 の 2群 間 で 行 い 、 ｔ 検 定 の 値 は 10%未 満 （ P＜ 0.10） に つ い て の み 併 記 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ６ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 構 築 及 び マ ウ ス 由 来 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ
る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の う ち 、 エ ク ソ ン ３ か ら エ ク ソ ン ４ ま
で の 領 域 に 相 当 す る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 入 れ 替 え る 相 同 的 組 換 え 方 法 （ 即 ち 、
前 記 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー が 有 す る 、 エ ク ソ ン ２ － SA－ IRIS－ β geo－ pA遺 伝 子 カ セ ッ
ト － エ ク ソ ン ６ か ら な る Ｄ Ｎ Ａ が 置 換 さ れ る 相 同 的 組 換 え 方 法 ） の 形 態 （ 即 ち 、 pCR2.1に
エ ク ソ ン ２ － ６ を ク ロ ー ニ ン グ し て pCR-085と し 、 Munlサ イ ト で 切 り 出 さ れ る エ ク ソ ン ３
－ ４ を ｐ Ｇ Ｔ 1.8Ｉ resBgeo由 来 の β -geoカ セ ッ ト と 入 換 え た Targeting Vector） を 示 し た
図 で あ る 。 最 上 部 の 、 マ ウ ス 由 来 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質 の ゲ ノ ム
遺 伝 子 を 表 す 太 線 上 に あ る ５ 個 の 小 型 ボ ッ ク ス は エ ク ソ ン を 示 し て い る 。 中 段 部 の 、 タ ー
ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 表 す 太 線 上 に あ る ３ 個 の 小 型 ボ ッ ク ス は エ ク ソ ン を 示 し て お り 、 ま
た 中 央 部 に あ る 横 長 ボ ッ ク ス は SA－ IRIS－ β geo－ pA遺 伝 子 カ セ ッ ト （ こ こ で は 、 マ ウ ス E
N2由 来 の SA(splicing accepter)、  encephalomyocarditis Virus由 来 の IRES(internal ri
bosome entry site)、 β -galactocidase及 び neomycin耐 性 遺 伝 子 を 融 合 さ せ て な る β geo
に SV40由 来 の pA(polyadenylation signal)を 平 滑 末 端 化 処 理 し て な る Ｄ Ｎ Ａ （ SA－ IRIS－
β geo－ pA遺 伝 子 カ セ ッ ト を 意 味 す る 。 ） を 示 し て い る 。 最 下 部 の 、 相 同 的 組 換 え ホ モ 接
合 体 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 表 す 太 線 上 に あ る ３ 個 の 小 型 ボ ッ ク ス は エ ク ソ ン を 示 し て お り 、 ま
た 中 央 部 に あ る 横 長 ボ ッ ク ス は SA－ IRIS－ β geo－ pA遺 伝 子 カ セ ッ ト を 示 し て い る 。 こ の
よ う な 相 同 的 組 換 え に よ り 、 当 該 ゲ ノ ム 遺 伝 子 が 本 来 有 す る 独 自 の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 で
、 前 記 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー が 有 す る 、 エ ク ソ ン ２ － 前 記 SA－ IRIS－ β geo－ pA遺 伝 子
カ セ ッ ト － エ ク ソ ン ６ か ら な る Ｄ Ｎ Ａ が 置 換 さ れ 、 結 果 的 に エ ク ソ ン ３ か ら エ ク ソ ン ４ の
一 部 ま で の 領 域 に 相 当 す る 構 造 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 が 欠 失 す る 。 こ の と き エ ク ソ ン ２ の コ ド
ン は 続 く 構 造 遺 伝 子 （ 遺 伝 子 カ セ ッ ト 又 は エ ク ソ ン ４ ） の ア ミ ノ 酸 残 基 フ レ ー ム と 一 致 し
な い た め 、 産 生 さ れ る 蛋 白 質 は マ ウ ス 由 来 の 分 子 量 約 ６ 千 以 上 で あ る 脂 肪 蓄 積 促 進 蛋 白 質
と の 融 合 体 を 形 成 す る こ と は な い 。
【 図 ２ 】 相 同 的 組 換 え Ｅ Ｓ 細 胞 が 有 す る ゲ ノ ム 遺 伝 子 の サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 の 結 果
を 示 し た 図 で あ る 。 レ ー ン １ で は サ イ ズ マ ー カ ー （ 10, 8, 6, 4, 3, 2, 1.5 kb） の 検 出
バ ン ド 、 レ ー ン ２ 、 ３ 、 ４ 及 び ６ は 野 生 型 （ 16kbpの み ） の 検 出 バ ン ド 、 レ ー ン ５ で は ヘ
テ ロ 接 合 型 （ 10kbpと 16kbp） の 検 出 （ ２ 種 類 ） バ ン ド が 確 認 で き る 。
【 図 ３ 】 血 糖 値 を 示 す 図 で あ る 。 図 中 、 Std_Hは 普 通 食 を 与 え た ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ ス を 表
し 、 Std_Wは 普 通 食 を 与 え た 野 生 型 マ ウ ス を 表 し 、 HH_Hは HH食 を 与 え た ヘ テ ロ 接 合 型 マ ウ
ス を 表 し 、 HH_Wは HH食 を 与 え た 野 生 型 マ ウ ス を 表 す 。 血 糖 値 は 食 餌 負 荷 後 24時 間 絶 食 さ せ
た 後 に 測 定 し た 。
【 図 ４ 】 血 清 中 の 全 コ レ ス テ ロ ー ル 量 を 示 す 図 で あ る 。 グ ラ フ 中 の 凡 例 の 意 味 は 図 ３ と 同
じ で あ る 。
【 図 ５ 】 血 清 中 の HDLコ レ ス テ ロ ー ル 量 を 示 す 図 で あ る 。 グ ラ フ 中 の 凡 例 の 意 味 は 図 ３ と
同 じ で あ る 。
【 図 ６ 】 血 清 中 の リ ン 脂 質 量 を 示 す 図 で あ る 。 グ ラ フ 中 の 凡 例 の 意 味 は 図 ３ と 同 じ で あ る
。
【 図 ７ 】 肝 臓 組 織 に お け る ト リ グ リ セ リ セ ラ イ ド （ TG） 量 を 示 す 図 で あ る 。 グ ラ フ 中 の 凡
例 の 意 味 は 図 ３ と 同 じ で あ る 。
【 図 ８ 】 腸 間 膜 脂 肪 組 織 に お け る 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 、 ACOの 発 現 量 を 示 す 図 で あ る 。 グ
ラ フ 中 の Ｘ 軸 の 意 味 は 図 ３ と 同 じ で あ る 。
【 図 ９ 】 精 巣 周 囲 脂 肪 組 織 に お け る 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 、 ACOの 発 現 量 を 示 す 図 で あ る 。
グ ラ フ 中 の Ｘ 軸 の 意 味 は 図 ３ と 同 じ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 肝 臓 組 織 に お け る 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 、 PEPCK及 び G6Pの 発 現 量 を 示 す 図 で あ る
。 グ ラ フ 中 の Ｘ 軸 の 意 味 は 図 ３ と 同 じ で あ る 。
【 図 １ １ 】 褐 色 脂 肪 組 織 に お け る 糖 脂 質 代 謝 関 連 因 子 、 FAS及 び UCP1の 発 現 量 を 示 す 図 で
あ る 。 グ ラ フ 中 の Ｘ 軸 の 意 味 は 図 ３ と 同 じ で あ る 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
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【 ０ ０ ６ ７ 】
配 列 番 号 ３
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ４
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ５
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ６
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ７
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ８
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ９
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 １ ０
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 １ １
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 １ ２
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 １ ３
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 １ ４
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 １ ５
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 １ ６
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 １ ７
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 １ ８
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 １ ９
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ２ ０
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ２ １
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ２ ２
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ２ ３
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ２ ４
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
配 列 番 号 ２ ５
　 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ ト チ ド
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 配 列 表 】
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