
(57)【要約】

本発明は、多型CYP3A5ポリヌクレオチドに関する。更に

本発明は、本発明のポリヌクレオチドを含む遺伝子また

はベクター、並びに本発明のポリヌクレオチドまたは遺

伝子により遺伝子操作された宿主細胞に関する。更に本

発明は、分子変異型ポリペプチドまたはそれらの断片の

作製法、分子変異型ポリペプチドを発現することが可能

な細胞の作製法、並びに本発明のポリヌクレオチドまた

は遺伝子によりコードされたまたは本発明の方法による

もしくは本発明の方法により作製された細胞から入手可

能であるようなポリペプチドまたはそれらの断片に関す

る。更に本発明は、本発明のポリペプチドに特異的に結

合する抗体にも関する。加えて本発明は、トランスジェ

ニック非ヒト動物に関する。本発明は更に、1種または

複数の前述のポリヌクレオチド、遺伝子、ベクター、ポ

リペプチド、抗体または宿主細胞を含む固形支持体にも

関する。更に、多型を同定する方法、プロドラッグまた

は薬物または阻害剤を同定しかつ入手する方法も、本発

明に包含されている。加えて本発明は、薬学的組成物を

製造する方法および疾患を診断する方法にも関する。更
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ：
(a)配 列 番 号 :54、 56、 58、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76、 78、 80、 82、 84、 86、 88、
90、 92、 94、 96、 98、 100、 102、 106、 108、 110、 112、 113、 114、 115、 116、 117、 118、
119、 120、 121、 122、 123、 124、 125、 126、 128、 129、 130、 131、 133、 134、 135、 136、
137、 138、 139、 140、 142、 143、 149、 151、 153、 155、 157、 159、 161、 163、 165、 169、
171、 173、 175、 177、 179、 181、 183、 185、 187、 189、 193、 195、 197、 199、 201、 207、
208、 209、 210、 211、 212、 213、 214、 216、 218、 219、 220、 221、 222、 223、 224、 225、
226、 227、 228、 231、 232、 233、 235ま た は 236の 核 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(b)配 列 番 号 :127、 132、 141、 215、 229、 ま た は 234の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(c)CYP3A5遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 位 置 -2064
3、 -20555、 -20359、 -20367、 -20329、 -20323、 -20310、 -6200、 -6177、 -4336、 -3990、 -
3868、 -3844、 -3557、 -1617、 -795、 -86、 -74、 136、 174か ら 176、 230、 3705、 3709/3710
、 5215、 5235、 5516、 7182、 7207、 7303、 7424/7427、 12907、 13028、 13077、 13173、 132
26、 13376、 14720、 14836、 14903、 15788、 16079、 16931/16932、 16993、 17163、 19069、
19165、 19208、 27050、 27131/27132、 27526、 31499、 31551ま た は 31611に 対 応 す る 位 置 で
の ヌ ク レ オ チ ド 交 換 、 少 な く と も 1個 の ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 、 ま た は 少 な く
と も 1個 の 付 加 ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(d)CYP3A5遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 CYP3A5遺
伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位
置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27
341が +8614に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 -20555、 -20329、 -20323、 -4336、 -3868、 -3844、 -7
95、 -86、 230、 5235、 5516、 7182、 7303、 12907、 13028、 13376、 19069ま た は 19165に 対
応 す る 位 置 に 、 Aを 有 し 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166
220が +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341が +8614に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 -20367、 -6200、 -
74、 3705、 5215、 7207、 14836、 17163、 19208ま た は 27526に 対 応 す る 位 置 に 、 Tを 有 し 、 C
YP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付 け ら れ 、
お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ
で 位 置 27341が +8614に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 -6177、 -3990、 13077、 14720、 14903、 1699
3ま た は 27050に 対 応 す る 位 置 に 、 Gを 有 し 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.
1、 こ こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並
び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341が +8614に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置
-20643、 -20310、 -3557、 -1617、 136、 13173、 13226、 15788、 16079、 31499、 31551ま た
は 31611に 対 応 す る 位 置 に 、 Cを 有 し 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ
こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置
174か ら 176に 対 応 す る 位 置 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 を 有 し 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番
号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341が +8614に 番 号 付
け ら れ て い る )の 位 置 3709/3710ま た は 27131/27132に 対 応 す る 位 置 に 、 付 加 ヌ ク レ オ チ ド
を 有 し 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付
け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020
.2、 こ こ で 位 置 27341が +8614に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 16931/16932に 対 応 す る 位 置 に 、 3
個 の 付 加 ヌ ク レ オ チ ド を 有 し 、 ま た は CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ
こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置
7424か ら 7427に 対 応 す る 位 置 に 、 2個 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 お よ び 挿 入 さ れ た 9個 の 付 加 ヌ
ク レ オ チ ド を 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(e)CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ ら の 断 片 、 こ こ で
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ポ リ ペ プ チ ド が 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 30、 100
、 130、 149ま た は 488に 対 応 す る 位 置 に ア ミ ノ 酸 置 換 、 ま た は CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 30か ら 34ま た は 346か ら 348に 対 応 す る 位 置 に 少 な く と
も 1個 の ア ミ ノ 酸 交 換 も し く は 終 止 コ ド ン を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； な ら び に
(f)CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 で あ り 、 こ こ
で ポ リ ペ プ チ ド が 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 30か ら
34に 対 応 す る 位 置 で の HGLFKか ら YGTF.へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (ピ リ オ ド が 終 結 を 意 味 す る )、 CY
P3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 100に 対 応 す る 位 置 で の Sか ら
Yへ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 130に
対 応 す る 位 置 で の Rか ら Qへ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP
_000768.1)の 位 置 149に 対 応 す る 位 置 で の Iか ら Tの ア ミ ノ 酸 置 換 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 346か ら 348に 対 応 す る 位 置 で の TYDか ら YL.(ピ リ オ
ド が 終 結 を 意 味 す る )の ア ミ ノ 酸 置 換 、 ま た は 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号
:NP_000768.1)の 位 置 488に 対 応 す る 位 置 で の Iか ら Tへ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
癌 、 ま た は 心 臓 血 管 疾 患 、 糖 尿 病 お よ び AIDSを 含 む 疾 患 に 関 連 し て い る 、 請 求 項 1記 載 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
DNAま た は RNAで あ る 、 請 求 項 1か ら 2の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 1か ら 2の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ５ 】
ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 、 付 加 お よ び ／ ま た は 置 換 が 、 対 応 す る 野 生 型 遺 伝 子 と 比 べ 、 変 異 型 遺
伝 子 の 変 更 さ れ た 発 現 を 生 じ る 、 請 求 項 4記 載 の 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 1～ 3い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 4ま た は 5記 載 の 遺 伝 子 を 含
む 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 原 核 細 胞 も し く は 真 核 細 胞 ま た は そ れ ら の 単 離 さ れ た 画 分 に お い て
発 現 す る こ と が で き る 発 現 制 御 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 4も し く は 5記 載 の 遺 伝 子 ま た
は 請 求 項 6ま た は 7記 載 の ベ ク タ ー に よ り 遺 伝 子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ９ 】
分 子 変 異 型 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 断 片 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)請 求 項 8記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ； お よ び
(b)タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 を 培 養 物 か ら 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 4も し く は 5記 載 の 遺 伝 子 ま た
は 請 求 項 6も し く は 7記 載 の ベ ク タ ー を 用 い て 細 胞 を 遺 伝 子 操 作 す る こ と を 含 む 、 分 子 変 異
型 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が 可 能 で あ る 細 胞 を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 4ま た は 5記 載 の 遺 伝 子 に よ り
コ ー ド さ れ る か 、 も し く は 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 に よ る か ま た は 請 求 項 10記 載 の 方 法 に よ
り 作 出 さ れ た 細 胞 か ら 入 手 可 能 で あ る 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 11記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 1ま た は 5記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 交 換 か ら 生 じ る 、 1個 ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含
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む エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る 、 請 求 項 12記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ る 、 請 求 項 12ま た は 13記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 1～ 4の い ず れ か 1項 記 載 の 少 な く と も 1個 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 5も し く は 6記
載 の 遺 伝 子 ま た は 請 求 項 7も し く は 8記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ で あ る 、 請 求 項 15記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ
ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
1種 ま た は 複 数 種 の 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 4も し く は 5
記 載 の 遺 伝 子 、 請 求 項 6も し く は 7記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 11記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項
12も し く は 13記 載 の 抗 体 、 ま た は 請 求 項 8記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 固 定 化 さ れ た 形 状 で 含 む 、
固 形 支 持 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
膜 、 ガ ラ ス チ ッ プ 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ッ プ ま た は シ リ コ ン チ ッ プ で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 複 合 し た ビ ー ズ ま た は 光 学 フ ィ ル タ ー 基 板 上 に 集 成 さ れ た ビ ー ズ ア レ イ で あ る 、 請 求
項 17記 載 の 固 形 支 持 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
多 型 を 同 定 す る イ ン ビ ト ロ 法 で あ っ て 、
(a)複 数 の 個 体 亜 群 か ら 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項
4も し く は 5記 載 の 遺 伝 子 を 単 離 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で ひ と つ の 亜 群 が 、 CYP3A5関 連 疾 患
を 有 病 せ ず 、 か つ 少 な く と も ひ と つ ま た は 複 数 の 更 な る 亜 群 が 、 CYP3A5関 連 疾 患 を 有 病 し
て い る 、 工 程 ； お よ び
(b)CYP3A5関 連 疾 患 を 有 病 し て い な い ひ と つ の 亜 群 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 の 核
酸 配 列 を 、 CYP3A5関 連 疾 患 を 有 病 す る 少 な く と も ひ と つ ま た は 複 数 の 更 な る 亜 群 と 比 較 す
る こ と に よ り 、 多 型 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 型 の 活 性 を 変 調 す る こ と が 可 能 な プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物
を 同 定 し か つ 入 手 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)請 求 項 11記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 17も し く は 18記 載 の 固 形 支 持 体 、 請 求 項 1～ 3の
い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 分 子 変 異 型 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 細 胞 、 請 求
項 4も し く は 5記 載 の 遺 伝 子 、 ま た は 請 求 項 6も し く は 7記 載 の ベ ク タ ー を 、 プ ロ ド ラ ッ グ ま
た は 薬 物 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 化 合 物 と 、 薬 物 活 性 に 反 応 し て 検 出 可 能 な シ
グ ナ ル を 提 供 す る こ と が 可 能 な 成 分 の 存 在 下 で 、 接 触 さ せ る 工 程 ； な ら び に
(c)プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 活 性 か ら 生 じ た シ グ ナ ル の 存 在 も し く は 非 存 在 、 ま た は シ グ
ナ ル の 増 加 も し く は 減 少 を 検 出 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で シ グ ナ ル の 非 存 在 、 存 在 、 増 加 ま
た は 減 少 が 、 プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 の 推 定 の 指 標 で あ る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 型 の 活 性 阻 害 剤 を 同 定 し か つ 入 手 す る 方 法 で あ っ て 、
(d)請 求 項 11記 載 の タ ン パ ク 質 、 請 求 項 17も し く は 18記 載 の 固 形 支 持 体 、 ま た は 請 求 項 1～
3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 分 子 変 異 型 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 細 胞 、 ま
た は 請 求 項 4も し く は 5記 載 の 遺 伝 子 、 ま た は 請 求 項 6も し く は 7記 載 の ベ ク タ ー を 、 阻 害 活
性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 化 合 物 と 、 薬 物 活 性 に 反 応 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提
供 す る こ と が 可 能 な 成 分 の 存 在 下 で 、 接 触 さ せ る 工 程 ； な ら び に
(e)阻 害 活 性 か ら 生 じ た シ グ ナ ル の 存 在 も し く は 非 存 在 、 ま た は シ グ ナ ル の 増 加 も し く は
減 少 を 検 出 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で シ グ ナ ル の 非 存 在 ま た は 減 少 が 、 阻 害 活 性 の 推 定 の 指
標 で あ る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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細 胞 が 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 請 求 項 9記 載 の 細 胞 で あ る か 、 も し く は 請 求
項 15ま た は 16記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 に よ り 得 る こ と が で き る 、 請 求 項 20ま
た は 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 型 の 活 性 を 変 調 す る こ と が 可 能 な プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物
を 同 定 し か つ 入 手 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)請 求 項 8記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 細 胞 、 請 求 項 11記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 17も し く は 18記 載 の 固 形 支 持 体 を 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド に よ り 結
合 さ れ る こ と が わ か っ て い る 第 一 の 分 子 と 接 触 さ せ 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 第 一 の 分 子 の 第
一 の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 ；
(b)第 一 の 複 合 体 を ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； な ら び に
(c)化 合 物 が 、 該 第 一 の 複 合 体 の 該 第 一 の 分 子 と 置 き 換 わ る か ど う か を 測 定 す る 工 程 を 含
む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 型 ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 変 調 す る こ と が 可 能 な 阻
害 剤 を 同 定 し か つ 入 手 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)請 求 項 8記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 細 胞 、 請 求 項 11記 載 の タ
ン パ ク 質 ま た は 請 求 項 17も し く は 18記 載 の 固 形 支 持 体 を 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド に よ り 結 合
さ れ る こ と が わ か っ て い る 第 一 の 分 子 と 接 触 さ せ 、 タ ン パ ク 質 お よ び 第 一 の 分 子 の 第 一 の
複 合 体 を 形 成 す る 工 程 ；
(b)第 一 の 複 合 体 を ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
(c)化 合 物 が 、 該 第 一 の 複 合 体 の 該 第 一 の 分 子 と 置 き 換 わ る か ど う か を 測 定 す る 工 程 を 含
む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
測 定 工 程 が 、 タ ン パ ク 質 お よ び 化 合 物 の 第 二 の 複 合 体 の 形 成 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求
項 23ま た は 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
測 定 工 程 が 、 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い な い 第 一 の 分 子 の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項
23～ 25の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
第 一 の 分 子 が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 23～ 26の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 20～ 27の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 の 工 程 ； お よ び 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 形 状 に 、 同
定 さ れ か つ 入 手 さ れ た 化 合 物 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 を 製 剤 化 す る 更 な る 工 程 を 含 む 、 薬 学
的 組 成 物 の 製 造 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
被 験 者 か ら の 試 料 中 の 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 4も
し く は 5記 載 の 遺 伝 子 の 存 在 を 決 定 す る こ と を 含 む 、 CYP3A5遺 伝 子 の 分 子 変 異 型 の 存 在 に
関 連 し た 障 害 、 ま た は こ の よ う な 障 害 の 易 罹 患 性 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 11記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 12～ 14の い ず れ か 1項 記 載 の 抗 体 の 存 在 を 決 定
す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
被 験 者 か ら の 試 料 中 の 請 求 項 11記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 12～ 14の い ず れ か 1項 記
載 の 抗 体 の 存 在 を 決 定 す る こ と を 含 む 、 CYP3A5遺 伝 子 の 分 子 変 異 型 の 存 在 に 関 連 し た 障 害
、 ま た は こ の よ う な 障 害 の 易 罹 患 性 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
障 害 が 、 癌 ま た は 心 臓 血 管 系 疾 患 、 糖 尿 病 お よ び AIDSを 含 む 疾 患 で あ る 、 請 求 項 29～ 31の
い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
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PCR、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 制 限 酵 素 消 化 、 直 接 的 配 列 決 定 、 核 酸 増 幅 技 術 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 技 術 、 質 量 分 析 ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 含 む 、 請 求 項 29～ 32の い ず れ か 1項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
試 料 中 の 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 4も し く は 5記 載
の 遺 伝 子 の 検 出 法 で あ っ て 、
(a)請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 4も し く は 5記 載 の 遺 伝
子 と 固 形 支 持 体 上 の 固 定 化 さ れ た 標 的 の 間 の 相 互 作 用 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 請 求 項 17ま
た は 18記 載 の 固 形 支 持 体 を 、 試 料 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
(b)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 の 、 固 形 支 持 体 上 の 固 定 化 さ れ た 標 的 へ の 結 合 を 決 定
す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 34記 載 の 方 法 の 工 程 を 含 む 、 疾 患 を 診 断 す る イ ン ビ ト ロ 法 で あ っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は 遺 伝 子 の 、 固 形 支 持 体 上 の 固 定 化 さ れ た 標 的 と の 結 合 が 、 疾 患 の 存 在 も し く は
非 存 在 ま た は 該 疾 患 有 病 の 指 標 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 1～ 4の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 3も し く は 4記 載 の 遺 伝 子 、 請
求 項 6も し く は 7記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 11記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 12も し く は 13
記 載 の 抗 体 を 含 む 、 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 4も し く は 5記 載 の 遺 伝 子 、 請
求 項 6も し く は 7記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 11記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 12も し く は 13
記 載 の 抗 体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
疾 患 の 診 断 の た め の 診 断 用 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 :104を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 :145を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 4も し く は 5記 載 の 遺 伝 子 、 請 求 項 6も し く
は 7記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 11記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 :145を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
ま た は 請 求 項 12も し く は 13記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
疾 患 の 治 療 の た め の 薬 学 的 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 :104を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 :145を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 4も し く は 5記 載 の 遺 伝 子 、 請 求 項 6も し く
は 7記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 11記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 :145を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、
ま た は 請 求 項 12も し く は 13記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
CYP3A5遺 伝 子 の 変 異 型 ア リ ル を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 被 験 者 に お い て 疾 患 を 診 断 す る た め の
診 断 用 組 成 物 を 調 製 す る た め の ：
(a)配 列 番 号 :82、 88、 104ま た は 112の 核 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(b)配 列 番 号 :127、 132、 141ま た は 145の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て
い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(c)CYP3A5遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 CYP3A5遺
伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位
置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27
341が +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 3709/3710ま た は 27131/27132に 対 応 す る 位 置 に
、 少 な く と も 1個 の 追 加 ヌ ク レ オ チ ド を 、 も し く は CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF2
80107.1、 こ こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら
れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341が +8614に 番 号 付 け ら れ る )
の 位 置 7303ま た は 27289に 対 応 す る 位 置 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 交 換 を 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ；
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(d)CYP3A5遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 CYP3A5遺
伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位
置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27
341が +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 3709/3710に 対 応 す る 位 置 に 、 追 加 の Gヌ ク レ オ
チ ド を 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付
け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020
.2、 こ こ で 位 置 27341が +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 27131/27132に 対 応 す る 位 置 に
、 追 加 の Tヌ ク レ オ チ ド を 、 ま た は 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ
こ で 位 置 166220が +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に
ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341が +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置
7303も し く は 27289に 対 応 す る 位 置 に Aを 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ っ て 、
こ こ で ア リ ル が 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220が +1
に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :
AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341が +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 6986に 対 応 す る 位 置
に Aを 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 使 用 。
【 請 求 項 ４ １ 】
CYP3A5遺 伝 子 の 変 異 型 ア リ ル を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 被 験 者 に お い て 疾 患 を 診 断 す る た め の
診 断 用 組 成 物 の 調 製 す る た め の 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で
位 置 166220が +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341が +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 1469
0に 対 応 す る 位 置 に Aを 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ っ て
、
ア リ ル が 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220が +1に 番 号
付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832が +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC0050
20.2、 こ こ で 位 置 27341が +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 6986に 対 応 す る 位 置 に Aを 有
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 使 用 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
被 験 者 が ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 で あ る 、 請 求 項 40ま た は 41記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
疾 患 が 、 癌 ま た は 心 臓 血 管 系 疾 患 、 糖 尿 病 お よ び AIDSを 含 む 疾 患 で あ る 、 請 求 項 38～ 41の
い ず れ か 1項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 4も し く は 5記 載 の 遺 伝 子 、 請
求 項 6も し く は 7記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 11記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 12ま た は 13記 載 の
抗 体 、 請 求 項 8記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 15も し く は 16記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 、 ま た は 、 請 求 項 17も し く は 18記 載 の 固 形 支 持 体 を 含 む 、 一 塩 基 多 型 の 検 出 の た め の 、
診 断 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 多 型 CYP3A5ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 更 に 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 遺 伝 子 ま た は ベ ク タ ー 、 並 び に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 で 遺 伝
子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 に 関 す る 。 更 に 本 発 明 は 、 分 子 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の
断 片 の 作 出 法 、 分 子 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が 可 能 な 細 胞 の 作 出 法 、 並 び に 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 断
片 、 も し く は こ の 方 法 に よ り ま た は 本 発 明 の 方 法 に よ り 作 出 さ れ た 細 胞 か ら 入 手 可 能 な も
の に 関 す る 。 更 に 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 関 す る 。 更
に 本 発 明 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 に 関 す る 。 本 発 明 は 同 じ く 、 1個 ま た は 複 数
の 前 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 ま た は 宿 主 細 胞 を 含
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む 固 形 支 持 体 に も 関 す る 。 更 に 、 多 型 を 同 定 す る 方 法 、 プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 ま た は 阻
害 剤 を 同 定 し か つ 入 手 す る 方 法 も 、 本 発 明 に 包 含 さ れ て い る 。 加 え て 本 発 明 は 、 薬 学 的 組
成 物 の 製 造 法 お よ び 疾 患 の 診 断 法 に 関 す る 。 更 に 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
検 出 法 に 関 す る 。 更 に 本 発 明 は 、 診 断 用 組 成 物 お よ び 薬 学 的 組 成 物 が 含 ま れ る 。 更 に ま た
本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 の 使
用 に も 関 す る 。 最 後 に 本 発 明 は 、 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
CYP3A酵 素 は 、 薬 物 代 謝 に お い て 特 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 こ れ は 、 広 い 物 質 ス ペ ク ト ル
と 組 合 わ せ た 、 肝 に お け る そ れ ら の 豊 富 な 発 現 に 起 因 し て い る 。 実 際 、 CYP3Aア イ ソ ザ イ
ム は 、 集 合 的 に 肝 CYPタ ン パ ク 質 の 最 大 部 分 を 含 み (Thummel、 Annu Rev Pharmacol Toxico
l、 38:389-430(1998))、 お よ び こ れ ら は 現 在 使 用 さ れ て い る 全 薬 物 の 45％ ～ 60％ の 代 謝 に
関 与 し て い る (Li、 Toxicology、 104:1-8(1995)； Evans、 Science、 286:487-91(1999))と
推 定 さ れ て い る 。 CYP3Aア イ ソ ザ イ ム は 、 薬 物 に 加 え 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 、 毒 物 お よ び
発 癌 性 物 質 を 含 む 、 様 々 な 他 の 化 合 物 を 代 謝 す る 。 例 え ば 、 CYP3Aア イ ソ ザ イ ム は 、 肝 癌
の 病 因 に 強 力 に 関 与 し た マ イ コ ト キ シ ン で あ り 、 ア フ リ カ お よ び ア ジ ア の 多 く の 地 域 に お
い て 若 年 死 の 主 要 な 原 因 と な っ て い る (Henry、 Science、 286:2453-4(1999))、 ア フ ラ ト キ
シ ン B 1 (Wang、 Biochemistry、 37:12536-45(1998)； Gillam、 Arch Biochem Biophys、 317:
374-84(1995)； Li、 Cancer Res、 57:641-5(1997))を 代 謝 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
CYP3Aア イ ソ ザ イ ム の 肝 発 現 お よ び 活 性 は 、 個 人 間 で 変 動 が あ り 、 こ の 変 動 性 は 、 CYP3A基
質 で あ る 薬 物 の 開 発 お よ び 適 用 に お い て 頻 繁 に 遭 遇 す る 有 害 な 相 互 作 用 の 理 由 で あ る 。 変
動 す る CYP3A発 現 は 、 CYP3Aに よ り 代 謝 さ れ る 環 境 の 発 癌 性 物 質 に よ っ て 引 き 起 さ れ た 癌 に
対 す る 個 人 の 背 景 因 子 に 影 響 を 及 ぼ す こ と も 自 明 の こ と と 見 な さ れ る 。 個 人 の CYP3A活 性
を 制 御 す る 因 子 の 解 明 は 、 そ の 基 質 に よ る 療 法 に お い て 個 人 向 け の 用 量 調 節 を 可 能 に し 、
更 に い く つ か の 一 般 的 癌 に 対 し て 増 大 し た リ ス ク を 持 つ 亜 集 団 の 同 定 に も つ な が る と 考 え
ら れ る 。 し か し か な り の 努 力 が 払 わ れ た に も 関 わ ら ず 、 CYP3Aの 活 性 お よ び 発 現 を 左 右 す
る 因 子 に 関 す る 理 解 は 限 ら れ た も の で あ る 。 こ れ に は い く つ か の 理 由 が あ る 。 平 均 的 ヒ ト
肝 臓 は 、 最 大 4種 の CYP3A遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る こ と が で き る (Gellner、 Pharmacogenetics
、  11:111-121(2001))が 、 肝 CYP3Aプ ー ル に 対 す る そ れ ら の 各 々 の 寄 与 は 、 依 然 議 論 の 的
で あ る 。 酵 素 的 方 法 に よ る 個 人 の CYP3Aタ ン パ ク 質 間 の 識 別 は 、 基 質 特 異 性 の 重 複 の た め
、 お よ び そ れ ら の 触 媒 活 性 に 対 し 再 構 成 条 件 が か な り 影 響 を 及 ぼ す た め に 困 難 で あ る こ と
が 証 明 さ れ て い る 。 RNAお よ び タ ン パ ク 質 の 分 析 か ら 、 CYP3A4は 、 バ ル ク 量 の 肝 CYP3Aタ ン
パ ク 質 を 産 生 し 、 か つ そ の 発 現 は 高 度 に 変 動 す る こ と が 示 さ れ て い る (Thummel、 Annu Rev
 Pharmacol Toxicol、 38:389-430(1998))。 他 の CYP3A遺 伝 子 の 寄 与 は 、 余 り わ か っ て い な
い 。 CYP3A5は 、 肝 臓 に お け る 第 二 の 最 も 重 要 な CYP3Aタ ン パ ク 質 で あ る が 、 入 手 で き る デ
ー タ に は 矛 盾 が あ り 、 そ の 理 由 は 、 そ の 発 現 は ヒ ト 肝 臓 の 10％ ～ 97％ に 存 在 す る こ と が 報
告 さ れ て い る か ら で あ る と 広 く 考 え ら れ て い る (Aoyama、 J Biol Chem、 264:10388-95(198
9)； Wrighton、 Mol Pharmacol、 38:207-13(1990)； Schuetz、 Pharmacogenetics、 4:11-20
(1994)； Jounaidi、 Biochem Biophys Res Commun、 221:466-70(1996)； Boobis、 Br J Cli
n Pharmacol、 42:81-9(1996))。 こ れ ら の 不 一 致 の 考 え ら れ る 理 由 は 、 小 さ い 試 料 サ イ ズ
、 人 種 間 差 お よ び CYP3A5発 現 の 測 定 に 使 用 し た プ ロ ー ブ の 貧 弱 な 特 異 性 で あ る 。 第 三 の CY
P3Aで あ る CYP3A7は 、 当 初 、 ヒ ト 胎 児 肝 に お い て 説 明 さ れ 、 そ こ で は 総 CYPタ ン パ ク 質 の 約
50％ を 占 め て い た (Wrighton、 Biochem Pharmacol、 37:3053-5(1988))。 よ り 最 新 の 研 究 は
、 成 人 肝 に お け る CYP3A7の 構 成 的 ま た は 誘 導 的 発 現 を 示 し て い る が 、 そ の 定 量 は 、 特 異 的
抗 体 が な い こ と が 足 枷 と な っ て い る 。 同 様 に 最 近 同 定 さ れ た フ ァ ミ リ ー の 第 四 の メ ン バ ー
で あ る CYP3A43に 関 す る 入 手 可 能 な 、 タ ン パ ク 質 発 現 デ ー タ は な い (Gellner、 Pharmacogen
etics、 11:111-121(2001))。
【 ０ ０ ０ ４ 】
臨 床 試 験 は 、 個 体 間 の CYP3A変 動 性 の 主 要 部 分 が 遺 伝 的 要 因 に よ り 引 き 起 さ れ る こ と を 示
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し て い る (Ozdemir、 Pharmacogenetics、 10:373-88(2000))が 、 遺 伝 的 要 因 の 正 体 は 依 然 不
明 で あ る 。 CYP3A5に 関 し て 、 タ ン パ ク 質 変 異 型 (Thr398Asn)が 、 CYP3A5発 現 欠 損 の 個 体 5名
中 2名 に お い て 発 見 さ れ た (Jounaidi、 Biochem Biophys Res Commun、 221:466-70(1996))
が 、 そ の 意 義 に つ い て は 、 非 常 に 多 数 の 肝 試 料 に つ い て お よ び 機 能 試 験 に お い て は 証 明 さ
れ て い な い 。 加 え て こ の 遺 伝 子 の 増 大 し た 発 現 お よ び 活 性 に 関 連 し て い る ふ た つ の 連 結 し
た 多 型 か ら な る ハ プ ロ タ イ プ が 、 CYP3A5遺 伝 子 の 5'隣 接 領 域 に お い て 説 明 さ れ て い る (Pau
lussen、 Pharmacogenetics、 10:415-24(2000))。 し か し 、 少 数 の 試 料 セ ッ ト (n=29)が 、 遺
伝 子 型 お よ び 表 現 型 に つ い て 分 析 さ れ た の み で あ る 。 更 に 前 述 の 文 献 に お い て 明 ら か に さ
れ て い る 一 塩 基 多 型 (SNP)は 、 CYP3A5の 機 能 障 害 お よ び ／ ま た は 調 節 不 能 (dysregulation)
の 並 び に そ れ ら に よ り 引 き 起 さ れ る 問 題 点 の 信 頼 で き る 予 測 に は 適 し て い な い 。 こ の 文 献
は 、 更 な る ハ プ ロ タ イ プ の 存 在 を 示 唆 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
従 っ て 、 薬 物 代 謝 の 機 能 障 害 ま た は 調 節 不 能 を 基 に し た 様 々 な 疾 患 お よ び 障 害 を 診 断 お よ
び 治 療 す る た め の 改 善 さ れ た 手 段 お よ び 方 法 は 、 依 然 使 用 可 能 で は な い が 、 し か し そ れ に
も 関 わ ら ず 非 常 に 望 ま れ て い る 。 従 っ て 本 発 明 の 基 礎 と な る 技 術 的 課 題 は 、 先 に 特 定 し た
必 要 性 を 満 た す も の で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
こ の 技 術 的 課 題 の 解 決 は 、 「 特 許 請 求 の 範 囲 」 に 特 徴 付 け ら れ た 態 様 を 提 供 す る こ と に よ
り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 下 記 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に 関 す る ：
(a)配 列 番 号 :54、 56、 58、 62、 64、 66、 68、 70、 72、 74、 76、 78、 80、 82、 84、 86、 88、
90、 92、 94、 96、 98、 100、 102、 106、 108、 110、 112、 113、 114、 115、 116、 117、 118、
119、 120、 121、 122、 123、 124、 125、 126、 128、 129、 130、 131、 133、 134、 135、 136、
137、 138、 139、 140、 142、 143、 149、 151、 153、 155、 157、 159、 161、 163、 165、 169、
171、 173、 175、 177、 179、 181、 183、 185、 187、 189、 193、 195、 197、 199、 201、 207、
208、 209、 210、 211、 212、 213、 214、 216、 218、 219、 220、 221、 222、 223、 224、 225、
226、 227、 228、 231、 232、 233、 235ま た は 236の 核 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(b)配 列 番 号 :127、 132、 141、 215、 229、 ま た は 234の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(c)CYP3A5遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 CYP3A5遺
伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位
置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27
341は +8614に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 -20643、 -20555、 -20359、 -20367、 -20329、 -20323
、 -20310、 -6200、 -6177、 -4336、 -3990、 -3868、 -3844、 -3557、 -1617、 -795、 -86、 -74
、 136、 174か ら 176、 230、 3705、 3709/3710、 5215、 5235、 5516、 7182、 7207、 7303、 742
4/7427、 12907、 13028、 13077、 13173、 13226、 13376、 14720、 14836、 14903、 15788、 16
079、 16931/16932、 16993、 17163、 19069、 19165、 19208、 27050、 27131/27132、 27526、
31499、 31551ま た は 31611に 対 応 す る 位 置 の ヌ ク レ オ チ ド 交 換 、 少 な く と も 1個 の ヌ ク レ オ
チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 、 ま た は 少 な く と も 1個 の 付 加 ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ；
(d)CYP3A5遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 こ こ で ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は
+1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番
号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 -20555、 -20329、 -203
23、 -4336、 -3868、 -3844、 -795、 -86、 230、 5235、 5516、 7182、 7303、 12907、 13028、 1
3376、 19069ま た は 19165に 対 応 す る 位 置 に 、 Aを 有 し 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号
:AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付
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け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら
れ る )の 位 置 -20367、 -6200、 -74、 3705、 5215、 7207、 14836、 17163、 19208ま た は 27526
に 対 応 す る 位 置 に 、 Tを 有 し 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位
置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 -6177、 -39
90、 13077、 14720、 14903、 16993ま た は 27050に 対 応 す る 位 置 に 、 Gを 有 し 、 CYP3A5遺 伝 子
(ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 17
4832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341
は +8614に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 -20643、 -20310、 -3557、 -1617、 136、 13173、 13226、 1
5788、 16079、 31499、 31551ま た は 31611に 対 応 す る 位 置 に 、 Cを 有 し 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1 に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832
は +8613に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 174か ら 176に 対 応 す る 位 置 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 を 有 し
、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ
、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ
こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 3709/3710ま た は 27131/27132に 対 応
す る 位 置 に 、 付 加 ヌ ク レ オ チ ド を 有 し 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、
こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び
に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 16
931/16932に 対 応 す る 位 置 に 、 3個 の 付 加 ヌ ク レ オ チ ド を 有 し 、 ま た は CYP3A5遺 伝 子 (ア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832
は +8613に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 7424か ら 7427に 対 応 す る 位 置 に 、 2個 の ヌ ク レ オ チ ド 欠
失 お よ び 挿 入 さ れ た 9個 の 付 加 ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(e)CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ ら の 断 片 、 こ こ で
ポ リ ペ プ チ ド は 、 CYP3A5 ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 30、 100
、 130、 149ま た は 488に 対 応 す る 位 置 に ア ミ ノ 酸 置 換 、 ま た は CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 30か ら 34ま た は 346か ら 348に 対 応 す る 位 置 に 少 な く と
も 1個 の ア ミ ノ 酸 交 換 も し く は 終 止 コ ド ン を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； な ら び に
(f)CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 で あ り 、 CYP3A
5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 30か ら 34に 対 応 す る 位 置 で の HGL
FKか ら YGTF.へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (ピ リ オ ド は 終 結 を 意 味 す る )、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 100に 対 応 す る 位 置 で の Sか ら Yへ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 CYP3
A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 130に 対 応 す る 位 置 で の Rか ら Q
へ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 149に
対 応 す る 位 置 で の Iか ら Tへ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP
_000768.1)の 位 置 346か ら 348に 対 応 す る 位 置 で の TYDか ら YL.(ピ リ オ ド は 終 結 を 意 味 す る )
へ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 ま た は 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位
置 488に 対 応 す る 位 置 で の Iか ら Tへ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の 状 況 に お い て 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 ま た は 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う
用 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 様 々 な 変 異 型 を 意 味 す る 。 該 変 異 型 は 、
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 参 照 ま た は 野 生 型 配 列 に 加 え 、 構 造 ま た
は 組 成 が そ れ ら か ら 異 な る 変 異 型 を 含 む 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 参 照 ま た は 野 生 型
配 列 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1お よ び AC005020.2で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド の 参 照 ま た は 野 生 型 配 列 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1で あ る 。 構 造 ま た は 組 成
の 差 異 は 、 通 常 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 の 1つ ま た は 複 数 の 置 換 、 1つ ま た は 複 数 の
付 加 お よ び ／ ま た は 1つ ま た は 複 数 の 欠 失 に よ っ て 生 じ る 。 好 ま し く は 該 ヌ ク レ オ チ ド の 1
つ ま た は 複 数 の 置 換 、 1つ ま た は 複 数 の 付 加 ま た は 1つ ま た は 複 数 の 欠 失 は 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド の 対 応 す る 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 1種 ま た は 複 数 の 変 化 を 生 じ る 。 こ の 変 異
型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ
チ ド の 断 片 も 含 む 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 加 え 前 述 の そ れ ら の
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断 片 は 、 CYP3A5機 能 不 全 ま た は 調 節 不 能 に 関 連 づ け ら れ る と い う 特 徴 が あ る 。 好 ま し く は
、 本 発 明 に お い て 言 及 さ れ る 該 機 能 不 全 ま た は 調 節 不 能 は 、 疾 患 も し く は 障 害 ま た は 該 疾
患 も し く は 障 害 の 有 病 を 引 き 起 す 。 好 ま し く は 、 以 下 に 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、 該 疾 患 は
、 癌 、 も し く は 心 臓 血 管 系 疾 患 、 糖 尿 病 お よ び AIDSを 含 む 疾 患 、 ま た は 本 発 明 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド に 起 因 し た 機 能 不 全 ま た は 調 節 不 能 に よ り 引 き 起 さ れ る 他
の 疾 患 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 CYP3A5遺 伝 子 と 少 な く と も 70％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 75％
、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ ま た は 少 な く と も 95％ の 配 列 同 一 性
を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ こ で 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク レ オ チ ド 交 換 、 少
な く と も 1個 の ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 、 ま た は 少 な く と も 1個 の 付 加 ヌ ク レ オ チ
ド を 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け
ら れ 、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2
、 こ こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら れ る )の 位 置 -20643、 -20555、 -20359、 -20367、 -
20329、 -20323、 -20310、 -6200、 -6177、 -4336、 -3990、 -3868、 -3844、 -3557、 -1617、 -
795、 -86、 -74、 136、 174か ら 176、 230、 3705、 3709/3710、 5215、 5235、 5516、 7182、 72
07、 7303、 7424/7427、 12907、 13028、 13077、 13173、 13226、 13376、 14720、 14836、 149
03、 15788、 16079、 16931/16932、 16993、 17163、 19069、 19165、 19208、 27050、 27131/2
7132、 27526、 31499、 31551ま た は 31611に 対 応 す る 位 置 に 有 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 」 と い う 用 語 は 、 CYP3A5の 機 能 不 全 ま た は
調 節 不 能 に 関 連 し て い る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
こ と が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 従 っ て 該 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 該 機 能 不 全 お よ び 調 節 不 能 に も 関 連 し て い る 。 そ の 結 果 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
RNAま た は DNA調 製 の 、 各 々 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ま た は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に お け る プ ロ ー
ブ と し て 有 用 で あ る こ と も で き 、 も し く は そ れ ら の 各 サ イ ズ に 応 じ て 、 PCR分 析 に お け る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 同 じ く 本 発 明 は 、 例 え ば 電
気 泳 動 移 動 度 シ フ ト 分 析 (EMSA)に よ る 、 DNA-タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 分 析 に 有 用 で あ る ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 む 。 好 ま し く は 、 該 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 長 さ が 少 な く と も 10個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 15個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
一 方 で 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 長
さ が 好 ま し く は 少 な く と も 100個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 200個 、 ま た は 最 も 好 ま し く
は 少 な く と も 500個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 い か に し て 核 酸 分 子 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 実 験 を 行 う か は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 す な わ ち 当 業 者 は 、 ど の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 、 本 発 明 に よ り 使 用 す べ き か を 知 っ て い る 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 「 Molecular Cloning A Laboratory Manual」 (Cold Spring Harb
or Laboratory(1989)ニ ュ ー ヨ ー ク )の よ う な 標 準 的 教 科 書 に お い て 言 及 さ れ て い る 。 本 発
明 で は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 、 す な わ ち 本 発 明 の CYP3A5ポ
リ ペ プ チ ド と は 異 な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 無 関 係 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 条 件 下 で 、 CYP3A5機 能 不 全 ま た は 調 節
不 能 に 関 連 し て い る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と
が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 当 業 者 に は 容 易 に 理 解 さ れ る よ う に 、 塩 濃 度 、 温 度 ま た
は 有 機 溶 媒 な ど の 条 件 に 加 え 、 塩 基 組 成 、 相 補 鎖 の 長 さ お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の
間 の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 ミ ス マ ッ チ の 数 に よ り 影 響 を 受 け る と 考 え ら れ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 温 度 条 件 は 一 般 に 、 30℃ 、 典 型 的 に は 37℃ を 超 え る 温 度 を 含 み 、 お よ び 好 ま し く は 45
℃ を 超 え る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 塩 条 件 は 、 通 常 1000mM未 満 、 典 型 的 に は 500mM未 満 、 お
よ び 好 ま し く は 200mM未 満 で あ る 。 し か し 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ の 組 合 せ は 、 い ず れ か 単
独 の パ ラ メ ー タ の 測 定 よ り も は る か に 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 例 え ば Wetmurお よ び Davi
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dsonの 論 文 (1968)を 参 照 の こ と 。 プ ロ ー ブ 配 列 も 、 あ る 条 件 下 で 二 重 鎖 DNAに 特 異 的 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し 、 三 重 鎖 ま た は よ り 高 次 の DNA複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 こ の よ う
な プ ロ ー ブ の 調 製 お よ び 適 当 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周
知 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
「 配 列 同 一 性 の 割 合 (％ )」 ま た は 「 同 一 」 と い う 用 語 は 核 酸 配 列 の 状 況 に お い て 、 最 大 の
対 応 に な る よ う に 並 置 し た 場 合 に 同 じ で あ る ふ た つ の 配 列 内 の 残 基 を 指 す 。 配 列 長 の 同 一
性 の 比 較 は 、 少 な く と も 9個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 一 般 的 に は 少 な く と も 20個 の ヌ ク レ オ チ ド
、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 24個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 典 型 的 に は 少 な く と も 28個 の ヌ ク レ オ
チ ド 、 よ り 典 型 的 に は 少 な く と も 32個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 好 ま し く は 少 な く と も 36個
の ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ 以 上 の 一 続 き の ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る こ と が で き る 。 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 同 一 性 を 測 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 多 く
の 様 々 な ア ル ゴ リ ズ ム が 存 在 す る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 GCG Ver.6.6の プ
ロ グ ラ ム に お い て Fastaを 用 い 比 較 す る こ と が で き る 。 Fastaは 、 ク エ リ ー 配 列 と サ ー チ 配
列 の 間 の 最 も 良 く 重 複 し た 領 域 の ア ラ イ ン メ ン ト お よ び ％ 配 列 同 一 性 を 提 供 す る (Pearson
、 1980、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る )。 例 え ば 、 核 酸 配 列 間 の ％ 配 列 同 一 性
は 、 GCG Ver.6.1で 提 供 さ れ た よ う に 、 Fastaを そ の デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ で 用 い 決 定 す
る こ と が で き (ワ ー ド サ イ ズ 6お よ び ス コ ア 化 マ ト リ ッ ク ス の た め の NOPAM因 子 )、 こ れ は 本
明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 対 応 す る 」 と い う 用 語 は 、 位 置 が 、 各 々 先 行 す る ヌ ク レ オ
チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 の 数 に よ っ て の み 決 定 さ れ な い こ と を 意 味 す る 。 欠 失 さ れ 、 置 換 さ れ
ま た は 1個 ま た は 複 数 の 付 加 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が あ る 本 発 明 の 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド
ま た は ア ミ ノ 酸 の 位 置 は 、 遺 伝 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の ど こ か で 欠 失 ま た は 付 加 さ れ た ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 の た め に 変 動 し 得 る 。 従 っ て 本 発 明 の 「 対 応 す る 位 置 」 に 従 い
、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 は 示 さ れ た 数 と 異 な る こ と は あ る が 、 依 然 類 似 し た 近 傍 の
ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 を 有 し 得 る こ と は 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い 。 交 換 さ れ 、 欠
失 さ れ る か ま た は 付 加 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド も し く は ア ミ ノ 酸 を 含 み 得 る 該 ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ア ミ ノ 酸 も 、 「 対 応 す る 位 置 」 と い う 用 語 に 含 ま れ る 。 該 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ
酸 は 例 え ば 近 隣 と 一 緒 に 、 遺 伝 子 発 現 の 調 節 、 対 応 す る RNAの 安 定 性 ま た は RNAの 編 集 に 関
与 し 、 並 び に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 機 能 ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ を コ ー ド し 得 る 配 列 を 形
成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
例 え ば 「 位 置 3709/3710」 は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 対 応 す る 野
生 型 バ ー ジ ョ ン の 位 置 3709と 位 置 3710の 間 に 挿 入 さ れ た 1個 ま た は 複 数 の 付 加 ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む こ と を 意 味 す る 。 同 じ こ と が 、 同 じ 様 式 で 描 か れ た 前 述 の 態 様 、 す な わ ち 斜 線 (/
)で 区 切 ら れ た 2個 の 連 続 す る 位 置 番 号 に 関 し て 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 、 他 の 位 置 番 号 全 て
に 当 て は ま る 。 例 え ば 「 位 置 7424か ら 7427」 は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 対 応 す る 野 生 型 バ ー ジ ョ ン の 位 置 7424と 位 置 7427の 間 に 欠 失 さ れ た 、 1個 ま た は 複
数 の 欠 失 ヌ ク レ オ チ ド を 、 お よ び ／ ま た は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 対 応 す る 野 生 型 バ ー ジ
ョ ン の 位 置 7424と 位 置 7427の 間 に 挿 入 さ れ て い る 1個 ま た は 複 数 の 付 加 ヌ ク レ オ チ ド を 含
む こ と を 意 味 す る 。 同 じ こ と が 、 同 じ 様 式 で 描 か れ た 前 述 の 態 様 に 関 し て 、 必 要 な 変 更 を
加 え て 、 他 の 位 置 番 号 全 て に 当 て は ま る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
多 型 の 番 号 付 け は 、 並 置 さ れ か つ 連 結 さ れ た ゲ ノ ム 配 列 AF280107.1お よ び AC005020.2に あ
て は め ら れ 、 こ こ で 配 列 AF280107.1の 位 置 174832(こ れ は +8613と 番 号 付 け ら れ て い る )で
の Tは 、 配 列 AC005020.2の 位 置 27340に 関 係 し て い る 。 配 列 AC005020.2の 位 置 27341の ヌ ク
レ オ チ ド Aは +8614と 番 号 付 け ら れ て い る 。 最 大 +8613ま で の 位 置 に 対 応 す る 位 置 へ の 多 型
の 番 号 付 け は 、 ゲ ノ ム 配 列 AF280107.1に 言 及 し 、 位 置 +8614お よ び そ れ 以 上 に 対 応 す る 位
置 へ の 多 型 の 番 号 付 け は 、 ゲ ノ ム 配 列 AC005020.2を 指 す 。

10

20

30

40

50

(12) JP 2004-527229 A 2004.9.9



【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 に 従 い 、 CYP3A5遺 伝 子 の 遺 伝 的 変 異 の 様 式 お よ び 集 団 分 布 は 、 多 く の 異 な る 個 体 か
ら の ヒ ト 該 遺 伝 子 の 関 連 領 域 の 配 列 分 析 に よ り 分 析 さ れ る 。 CYP3A5遺 伝 子 を 含 む 全 て の 遺
伝 子 の 個 別 の 遺 伝 的 構 成 (makeup)を 収 容 し て い る 個 体 の ゲ ノ ム DNAは 、 個 体 の 血 液 試 料 か
ら 容 易 に 精 製 す る こ と が で き る と い う 事 実 は 周 知 で あ る 。 こ れ ら の 個 体 の DNA試 料 は 、 次
に そ の 血 液 試 料 を 提 供 し た 個 体 に 存 在 す る CYP3A5遺 伝 子 の ア リ ル の 配 列 組 成 の 分 析 に 使 用
さ れ る 。 こ の 配 列 分 析 は 、 該 遺 伝 子 の 関 連 領 域 の PCR増 幅 、 そ れ に 続 く PCR産 物 の 精 製 、 引
き 続 き の 確 立 さ れ た 方 法 (例 え ば 、 ABIダ イ タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ )に
よ る 自 動 DNA配 列 決 定 に よ り 行 わ れ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
ヒ ト 血 液 ゲ ノ ム DNAか ら の PCR産 物 の 直 接 DNA-配 列 決 定 に よ り 、 個 々 の 遺 伝 子 型 を 決 定 し か
つ 新 規 CYP3A5遺 伝 子 の 変 異 型 を 同 定 す る 試 み に お い て 考 慮 さ れ る べ き 重 要 な パ ラ メ ー タ の
ひ と つ は 、 ヒ ト は 各 々 、 各 常 染 色 体 遺 伝 子 の 2つ の 遺 伝 子 コ ピ ー (二 倍 性 )を 収 容 し て い る (
通 常 、 非 常 に 稀 な 異 常 な 例 外 が あ る )と い う 事 実 で あ る 。 そ の た め に 、 ホ モ 接 合 型 配 列 変
種 の み で は な く 、 ヘ テ ロ 接 合 型 変 種 も 明 白 に 同 定 す る こ と が で き る よ う に 配 列 の 評 価 に は
多 大 な 注 意 が 払 わ れ な け れ ば な ら な い 。 CYP3A5遺 伝 子 (ホ モ 接 合 型 お よ び ヘ テ ロ 接 合 型 )の
新 規 多 型 の 同 定 お よ び 特 徴 付 け の 様 々 な 工 程 の 詳 細 は 、 下 記 「 実 施 例 」 に 説 明 さ れ て い る
。
【 ０ ０ １ ８ 】
過 去 20年 以 上 に わ た り 、 遺 伝 的 不 均 質 性 が 、 薬 物 応 答 の 変 動 の 重 大 な 原 因 と し て 次 第 に 認
め ら れ て き て い る 。 多 く の 科 学 情 報 (Meyer、 Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.、 37:269-29
6(1997)お よ び West、 J. Clin. Pharmacol.、 37:635-648(1997))が 、 い く つ か の 薬 物 は 、
一 部 の 患 者 に お い て 、 他 の も の よ り も よ り 良 く 作 用 す る か ま た は 高 度 に 毒 性 で あ る こ と さ
え あ り 得 る こ と を こ と 、 並 び に こ れ ら の 患 者 の 薬 物 に 対 す る 応 答 の 変 動 は 、 分 子 的 基 礎 に
関 連 し 得 る こ と を 明 確 に 示 し て い る 。 こ の 「 薬 理 遺 伝 学 」 的 概 念 は 、 薬 物 に 対 す る 応 答 と
患 者 の 遺 伝 的 プ ロ フ ァ イ ル の 間 の 相 関 関 係 に 照 準 を 合 わ せ て い る (Marshall、 Nature Biot
echnology、 15:954-957(1997)； Marshall、 Nature Biotechnology、 15:1249-1252(1997))
。 こ の 薬 物 療 法 に 関 す る 集 団 変 動 性 の 概 念 に お い て 、 薬 理 遺 伝 学 は 、 副 作 用 を 伴 わ ず に 特
定 の 薬 物 に 反 応 す る 患 者 の 同 定 お よ び 選 択 に 有 用 な 道 具 を 提 唱 し て い る 。 こ の 同 定 ／ 選 択
は 、 例 え ば 患 者 の 血 液 白 血 球 か ら の DNA遺 伝 子 型 決 定 に よ る 、 遺 伝 的 多 型 の 分 子 診 断 、 並
び に 疾 患 の 特 徴 付 け を 基 に す る こ と が で き る (Bertz、 Clin. Pharmacokinet.、 32:210-256
(1997)； Engel、 J. Chromatogra. B. Biomed. Appl.、 678:93-103(1996))。 米 国 に お け る
民 間 健 康 保 険 医 療 団 体 お よ び ヨ ー ロ ッ パ の 多 く の 国 々 に お け る 政 府 の 公 衆 衛 生 サ ー ビ ス な
ど の 保 健 医 療 基 金 に 関 し て 、 こ の 薬 理 遺 伝 学 的 ア プ ロ ー チ は 、 不 必 要 な 薬 物 、 無 効 な 薬 物
お よ び 副 作 用 の あ る 薬 物 の 膨 大 な コ ス ト が 存 在 す る こ と が 原 因 と な っ て い る 、 保 健 医 療 の
改 善 お よ び 間 接 費 の 低 下 の 両 方 針 を 提 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 変 異 型 遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 、 時 々 、 単 独 で ま た は 組 合 せ の い ず れ か に お い て 、 ア
ミ ノ 酸 の 1つ ま た は 複 数 の 欠 失 、 1つ ま た は 複 数 の 挿 入 お よ び 特 に 1つ ま た は 複 数 の 置 換 を
生 じ る 。 当 然 、 野 生 型 遺 伝 子 ま た は 他 の 突 然 変 異 体 型 に お い て こ の よ う な 突 然 変 異 を 遺 伝
子 操 作 す る こ と も 可 能 で あ る 。 該 遺 伝 子 の DNA配 列 へ こ の よ う な 修 飾 を 導 入 す る 方 法 は 、
当 業 者 に は 周 知 で あ り ； 例 え ば 、 Sambrookの 「 Molecular Cloning A Laboratory Manual
」 Cold Spring Harbor Laboratory(1989)ニ ュ ー ヨ ー ク を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 の 性 質 を 調 査 す る た め に 、 イ ン タ ー ネ ッ ト か
ら 入 手 す る こ と が 可 能 で あ る RASMOLな ど の ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る こ と が で き
る 。 更 に 構 造 モ チ ー フ の 折 畳 み の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン お よ び コ ン ピ ュ ー タ に よ る 再 設 計 を 、
他 の 適 当 な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 う こ と が で き る (Olszewski、 Proteins、 25
:286-299(1996)； Hoffman、 Comput. Appl. Biosci.、 11:675-679(1995))。 コ ン ピ ュ ー タ
は 、 詳 細 な タ ン パ ク 質 モ デ ル の 立 体 配 置 的 お よ び エ ネ ル ギ ー 的 な 分 析 の た め に 使 用 さ れ う

10

20

30

40

50

(13) JP 2004-527229 A 2004.9.9



る (Monge、 J. Mol. Biol.、 247:995-1012(1995)； Renouf、 Adv. Exp. Med. Biol.、 376:3
7-45(1995))。 こ れ ら の 分 析 は 、 特 定 の 突 然 変 異 の 薬 物 の 結 合 お よ び ／ ま た は プ ロ セ シ ン
グ に 対 す る 影 響 の 同 定 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
通 常 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る
該 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 は 、 1個 ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 挿 入 ま た
は 欠 失 、 も し く は そ れ ら の 組 合 せ に 起 因 し て い る 。 好 ま し く は 、 該 ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、
挿 入 ま た は 欠 失 は 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 30か ら 34の
位 置 に 対 応 す る 位 置 で の 、 HGLFKか ら YGTF.へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (ピ リ オ ド は 終 結 を 意 味 す る )
、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 100に 対 応 す る 位 置 で の S
か ら Yへ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 3
46か ら 348に 対 応 す る 位 置 で の TYDか ら YL.へ の ア ミ ノ 酸 置 換 (ピ リ オ ド は 終 結 を 意 味 す る )
、 ま た は CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :NP_000768.1)の 位 置 398に 対 応 す る 位
置 で の Tか ら Nへ の ア ミ ノ 酸 置 換 を も た ら し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 に 従 い 検 出 さ れ た CYP3A5遺 伝 子 の 突 然 変 異 を 、 表 2A-Eに 列 記 し て い る 。 突 然 変 異 分
析 の 方 法 は 、 標 準 プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 か つ 「 実 施 例 」 に 詳 細 に 説 明 し て い る 。 一 般 に こ
の よ う な 方 法 は 、 表 現 型 ス ペ ク ト ル に 加 え 、 機 能 不 全 に 関 連 し た 疾 患 ま た は 状 態 並 び に 薬
物 代 謝 に 関 連 し た 疾 患 の 重 複 す る 臨 床 特 性 の 評 価 に 関 し 、 本 発 明 に 従 い 使 用 さ れ る 。 有 利
な こ と に 、 該 突 然 変 異 体 の 特 徴 付 け は 、 例 え ば 癌 療 法 並 び に 心 臓 血 管 系 疾 患 、 糖 尿 病 お よ
び AIDSを 含 む 疾 患 に お い て 使 用 さ れ る 薬 物 の よ う な 、 改 善 さ れ た 薬 物 開 発 の 基 礎 を 成 す こ
と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば ハ プ ロ タ イ プ 分 析 、 一 本 鎖 高 次 構 造 多 型 分 析 (SSCA)、 PC
Rお よ び 直 接 配 列 決 定 、 ま た は TaqMan(登 録 商 標 )分 析 を 包 含 し て い る 。 多 く の 患 者 の 徹 底
的 な 臨 床 特 徴 付 け を 基 に 、 次 に 表 現 型 を こ れ ら の 突 然 変 異 に 加 え 、 例 え ば Jounaidiの 論 文
(Biochem Biophys Res Commun、 221:466-470(1996))な ど 、 先 に 説 明 さ れ て い る 突 然 変 異
と 相 関 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
同 じ く 本 発 明 で 言 及 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 先 に 特 定 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ
ち 前 述 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 構 成 さ れ た ま た は 下 記 表 に 列 記 さ れ た 突 然 変 異 を 少 な く
と も 2個 、 好 ま し く は 3個 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 少 な く と も
2個 、 好 ま し く は 少 な く と も 3個 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 ま れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 に 従
い 決 定 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ は 、 CYP3A5座 位 に お い て 少 な く と も 2個 、 好 ま し く は 3個 の 該 突
然 変 異 に よ り 特 徴 付 け す る こ と が で き る 。 更 に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 先 に 特 定 さ
れ た 、 例 え ば 先 行 技 術 に お い て 説 明 さ れ た も の 以 外 に 、 少 な く と も 1個 の ヌ ク レ オ チ ド 欠
失 、 付 加 お よ び ／ ま た は 置 換 を 含 む こ と が で き る ； 例 え ば 、 Jounaidi、 Biochem Biophys 
Res Commun、 221:466-470(1996)、 Paulussen、 Pharmacogenetics、 10:415-424(2000)、 Ku
ehl、 Nature Genetics、 27:383-391(2001)、 ま た は Chou、 Drug Metab Dispos、 29:1205-1
209(2001)。
【 ０ ０ ２ ４ 】
こ れ は 、 CYP3A5遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド に お け る 該 突 然 変 異 の 、 遺 伝 子 の こ の よ う な 突 然 変 異 体 型 ま た は 先 に 説 明 さ れ た タ ン パ
ク 質 に よ り 模 倣 さ れ 得 る 類 似 の 突 然 変 異 体 型 を 生 じ る 患 者 に お け る 薬 物 の 薬 理 学 的 プ ロ フ
ァ イ ル に 対 す る 相 乗 作 用 の 研 究 を 可 能 に す る 。 こ の 相 乗 作 用 の 分 析 は 、 先 に 説 明 し た よ う
な 薬 物 代 謝 に 関 連 し た 機 能 不 全 ま た は 疾 患 の 発 症 へ の よ り 深 い 洞 察 を 提 供 す る こ と が 期 待
さ れ る 。 こ の よ り 深 い 洞 察 か ら 、 薬 物 代 謝 に 関 連 し た 機 能 不 全 ま た は 疾 患 に 関 連 し た 診 断
用 組 成 物 お よ び 薬 学 的 組 成 物 の 開 発 は 、 大 き な 利 益 を 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
更 に 驚 く べ き こ と に 、 CYP3A5の 機 能 不 全 ま た は 調 節 不 能 に 関 す る い わ ゆ る 陽 性 予 測 力 は 、
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 基 に 顕 著 に 増 大 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 先 行 技 術 を 基 に し
た 陽 性 陽 性 力 と は 対 照 的 に 信 頼 で き る 予 測 が で き る こ と が 発 見 さ れ た 。 本 発 明 に 従 い 同 定
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さ れ か つ 下 記 実 施 例 に お い て 詳 細 に 説 明 さ れ て い る ひ と つ の 肝 試 料 を 除 い て 全 て の 増 大 し
た CYP3A5タ ン パ ク 質 発 現 (17/18例 )は 、 こ の 遺 伝 子 座 の 内 側 ま た は 上 流 の 個 別 の 位 置 で の
少 な く と も 3種 の 変 異 型 (ch-v-021、 ch-v-026、 ch-v-015)か ら な る ハ プ ロ タ イ プ と 同 時 分
離 す る 。 こ れ ら 3種 の 変 異 型 の 遺 伝 子 型 同 定 は 、 い か な る 場 合 に も 擬 陽 性 予 測 を 生 じ る こ
と は な く 、 推 定 さ れ た 陽 性 予 測 力 は 、 こ れ ら 3変 異 遺 伝 子 型 に つ い て は 約 99.95％ に な る 。
こ れ は 、 Paulussenの 論 文 (Pharmacogenetics、 10:415-424(2000))に 説 明 さ れ た ハ プ ロ タ
イ プ に つ い て 決 定 さ れ た 陽 性 予 測 力 約 65％ と は 著 し い 対 照 を な し て い る 。 更 に 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 基 に お よ び 下 記 実 施 例 に 説 明 さ れ た よ う に 、 Paulussenの 論 文 (Pharmaco
genetics、 10:415-424(2000))に 説 明 さ れ た SNPは 、 該 文 献 に お い て 報 告 さ れ た も の と は 対
照 的 に 、 CYP3A5偽 遺 伝 子 座 位 に 対 し 5'側 の 配 列 中 の CYP3A5遺 伝 子 の 転 写 開 始 部 位 の お よ そ
20kb上 流 に 位 置 す る こ と が わ か っ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
従 っ て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 基 に 特 徴 付 け ら れ た こ れ ら の ハ プ ロ タ イ プ は 、 CYP3A5
発 現 の 信 頼 で き る マ ー カ ー か ら 予 想 さ れ た 基 準 を 満 た し て い る 。 当 業 者 に は 明 ら か で あ る
よ う に 、 本 発 明 か ら 推 定 さ れ た 遺 伝 的 知 識 を 使 用 し 、 こ こ で は 患 者 の 遺 伝 子 型 の 正 確 か つ
信 頼 で き る 特 徴 付 け が な さ れ る 。 有 利 な こ と に 、 癌 、 心 臓 血 管 系 疾 患 、 糖 尿 病 お よ び AIDS
を 含 む 疾 患 な ど の 、 CYP3A5の 機 能 不 全 ま た は 調 節 不 能 に 関 連 し た 疾 患 ま た は 疾 患 有 病 を 予
測 す る こ と が で き 、 従 っ て 予 防 的 ま た は 治 療 的 措 置 を 適 用 す る こ と が で き る 。 更 に 前 述 に
従 い 、 所 定 の 薬 物 が 通 常 で な い 作 用 を も た ら す 場 合 、 適 切 な 個 体 の 療 法 を 、 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 被 験 者 個 体 の 遺 伝 的 構 成 の 知 識 を 基 に 設 計 す る こ と が で き 、 か つ 改
善 さ れ た 療 法 を 、 以 下 に 更 に 考 察 さ れ る よ う に 開 発 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
最 後 に 、 本 発 明 に よ り 言 及 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 法 医 学 的 マ ー
カ ー と し て も 有 用 で あ り 、 こ れ は 、 例 え ば 暴 力 犯 罪 ま た は い ず れ か 他 の 暴 力 に よ り 殺 害 ま
た は 死 傷 さ れ 、 か つ 周 知 の 通 常 の 法 医 学 的 方 法 で は 識 別 す る こ と が で き な い 対 象 の 識 別 を
改 善 す る 。 対 象 の ゲ ノ ム 内 の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 構 成 さ れ た 多 型 の 検 出 を 基
に し た 法 医 学 的 方 法 の 適 用 は 、 顔 面 の 特 徴 の よ う な 他 の 身 体 特 徴 に よ る 識 別 が 不 可 能 で あ
る よ う な 深 刻 な 状 況 で (死 )体 の 外 観 が 損 な わ れ て い る 場 合 に 特 に 良 く 適 し て い る 。 こ れ は
、 例 え ば 、 通 常 完 全 に 外 観 が 損 な わ れ る 水 中 で 死 骸 が 発 見 さ れ た よ う な 場 合 で あ る 。 本 発
明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 供 給 を 基 に し た 有 利 な 方 法 は 、 実 行 の た め に は 組 織 ま た は 細 胞 の
最 小 量 の み を 必 要 と し て い る 。 こ の 組 織 ま た は 細 胞 は 、 血 痕 、 毛 根 、 上 皮 鱗 屑 、 唾 液 滴 、
精 液 な ど で あ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 最 小 量 の 組 織 ま た は 細 胞 が 対 象 の 識 別 に 必 要 と
さ れ る の で 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 構 成 さ れ た 多 型 は 、 暴 力 ま た は 強 姦 の よ う
な 犯 罪 の 有 罪 者 を 立 証 す る た め の 法 医 学 的 マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 更 に 、
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し 、 父 子 鑑 定 を 証 明 す る
こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 言 及 し た 法 医 学 的 方 法 に 従 い 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 存 在 ま た は 非 存 在 が 決 定 さ れ 、 か つ 識 別 さ れ る べ き 対 象 か ら 明 ら か に 得 ら れ た 参 照 試
料 と 比 較 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ に よ り 構 成 さ れ た 多 型 を 、 対 象 試 料 中 の 本 発 明
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 ま た は 非 存 在 の 検 出 を 必 要 と す る 法 医 学 的 方 法 は 、 例 え ば 、 組
織 ま た は 細 胞 の 最 小 量 の み が 法 医 学 的 試 料 と し て 入 手 可 能 で あ る よ う な 場 合 に 特 に 良 く 適
し た PCRを 用 い た 技 術 で あ る こ と が で き る 。 他 方 で 、 十 分 な 組 織 ま た は 細 胞 が 入 手 可 能 な
場 合 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 用 い た 技 術 を 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 か つ
更 に 骨 折 る こ と な く 本 明 細 書 に お い て 言 及 さ れ た 個 別 の 目 的 に 適 合 す る こ と が で き る 。 結
論 と し て 、 前 述 の 局 面 が 使 用 可 能 で あ る こ と に 関 し て は 、 改 善 さ れ か つ 信 頼 で き る 予 測 を
可 能 に す る 本 発 明 の 法 医 学 的 手 段 の お か げ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
前 述 の こ と を 踏 ま え て 、 好 ま し く は 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 癌 、 ま た は 心 臓 血 管 系
疾 患 、 糖 尿 病 お よ び AIDSを 含 む 疾 患 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 癌 」 と い う 用 語 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て お
り か つ 特 徴 付 け ら れ て い る 。 い く つ か の 癌 の 変 種 が 存 在 し 、 本 発 明 に 準 じ た 意 味 と し て 該
用 語 が 構 成 さ れ て い る 。 癌 の 指 標 と な る 症 状 の 詳 細 な リ ス ト は 、 例 え ば Pschyrembelの よ
う な 教 科 書 的 知 識 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 DNAま た は RNAで あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 DNA、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 RNA、 ま た は 合 成 に よ り
作 製 さ れ た DNAも し く は RNA、 ま た は こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か を 単 独 ま た は 組
合 せ の い ず れ か で 含 む 組 換 え に よ り 作 製 さ れ た キ メ ラ 核 酸 分 子 で あ る こ と が で き る 。 好 ま
し く は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む よ う に 従 来 型 の 遺 伝 子
操 作 に お い て 使 用 さ れ た 、 ベ ク タ ー の 、 特 に プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス お よ び バ ク
テ リ オ フ ァ ー ジ の 一 部 で あ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 更 に 適 当 な 宿 主 細 胞 に お け る 適 当
な 条 件 下 で の 該 ベ ク タ ー の 選 択 を 可 能 に す る マ ー カ ー 遺 伝 子 の よ う な 遺 伝 子 を 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 は 更 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 遺 伝 子 に 関 す る 。 遺 伝 子 は 、 ア ミ ノ 酸 配
列 を コ ー ド し て い る 構 造 エ レ メ ン ト に 加 え 、 該 遺 伝 子 の 発 現 の 調 節 に 関 与 し た 調 節 エ レ メ
ン ト を 含 む こ と は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 構 造 エ レ メ ン ト は 、 ア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド し て い る か 、 も し く は ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い な い が 、 そ れ に も か か わ ら ず
RNAの 安 定 性 ま た は RNAの 核 外 輸 送 を 調 節 す る こ と に よ り RNA機 能 に 関 与 し て い る よ う な RNA
を コ ー ド し て い る エ キ ソ ン に よ り 表 わ さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
遺 伝 子 の 調 節 エ レ メ ン ト は 、 プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト ま た は エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト を 含
む こ と が で き 、 こ れ ら は 両 者 と も 遺 伝 子 発 現 の 転 写 制 御 に 関 連 し て い る 。 プ ロ モ ー タ ー は
、 遺 伝 子 の 構 造 エ レ メ ン ト の 上 流 に 見 い だ さ れ る こ と は 当 該 技 術 分 野 に お い て 十 分 周 知 で
あ る 。 し か し エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト の よ う な 調 節 エ レ メ ン ト は 、 遺 伝 子 の 全 遺 伝 子 座 に
分 布 し て 見 い だ さ れ る 。 こ の エ レ メ ン ト は 、 例 え ば イ ン ト ロ ン 中 、 遺 伝 子 の エ キ ソ ン を 分
離 し て い る ゲ ノ ム DNA領 域 に 存 在 す る こ と が で き る 。 こ の イ ン ト ロ ン は 、 更 に 適 切 な 遺 伝
子 発 現 に 必 要 と さ れ る 調 節 エ レ メ ン ト を 含 む こ と が で き る 。 イ ン ト ロ ン は 、 通 常 遺 伝 子 の
エ キ ソ ン と 共 に 転 写 さ れ 、 エ キ ソ ン 配 列 お よ び イ ン ト ロ ン 配 列 の 両 方 を 含 む 新 生 RNA転 写
産 物 を 生 じ る 。 こ の イ ン ト ロ ン を コ ー ド し た RNA配 列 は 、 通 常 、 RNAス プ ラ イ シ ン グ と し て
既 知 の プ ロ セ シ ン グ に よ り 除 去 さ れ る 。 し か し 、 該 プ ロ セ ス は 、 RNA転 写 産 物 上 に 存 在 す
る 調 節 配 列 も 必 要 と し 、 該 調 節 配 列 は イ ン ト ロ ン に よ り コ ー ド さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
加 え て 、 転 写 制 御 お よ び 適 切 な RNAプ ロ セ シ ン グ お よ び ／ ま た は 安 定 性 の 制 御 に お け る そ
れ ら の 機 能 に 加 え 、 遺 伝 子 の 調 節 エ レ メ ン ト は 、 遺 伝 子 座 位 の 遺 伝 的 安 定 性 の 制 御 に も 関
与 し て い る 。 該 エ レ メ ン ト は 、 例 え ば 組 換 え 事 象 を 制 御 す る か 、 も し く は 染 色 体 に お け る
DNAの あ る 構 造 ま た は DNAの 配 置 を 維 持 す る た め に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
従 っ て 多 型 は 、 前 述 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の エ キ ソ ン に 加 え 、 先 に 考 察
し た プ ロ セ ス に 関 与 し た 調 節 領 域 に お い て 生 じ る こ と が で き る 。 例 え ば イ ン ト ロ ン を 含 む
そ の 全 体 内 の 遺 伝 子 座 位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 分 析 は 、 先 の 望 ま し さ を 踏 ま え て い る 。 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 構 成 さ れ た 多 型 を 基 に 、 下 記 実 施 例 に お い て 説 明 さ れ た ほ
と ん ど の 白 人 種 の 肝 臓 に お け る CYP3A5タ ン パ ク 質 の 発 現 増 大 の 機 序 は 、 増 大 さ れ た 転 写 お
よ び 遺 伝 子 転 写 産 物 の 安 定 化 に 関 与 す る 可 能 性 が あ る こ と は わ か っ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 、 付 加 お よ び
／ ま た は 置 換 は 、 変 異 型 遺 伝 子 の 、 対 応 す る 野 生 型 遺 伝 子 と 比 べ 変 更 さ れ た 発 現 を 生 じ る
。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 本 発 明 の 遺 伝 子 を 含 む ベ
ク タ ー に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
こ の ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー で あ る こ と が で き る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 複 製 コ ン ピ テ ン ト ま た は 複 製 欠 損 で
あ る こ と が で き る 。 後 者 の 場 合 、 ウ イ ル ス 増 殖 は 、 一 般 に 相 補 的 で あ る 宿 主 ／ 細 胞 に お い
て の み 生 じ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 は 、 宿 主 に お い て 増 殖 す る た め の 選 択 マ ー カ ー を
含 む ベ ク タ ー に 結 合 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ
ム 沈 殿 な ど の 沈 殿 物 中 に 、 ま た は 帯 電 し た 脂 質 ま た は 炭 素 ベ ー ス の ク ラ ス タ ー と の 複 合 体
中 に 導 入 さ れ る 。 ベ ク タ ー が ウ イ ル ス で あ る な ら ば 、 宿 主 細 胞 へ 適 用 す る 前 に 、 適 当 な パ
ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 を 用 い 、 イ ン ビ ト ロ に お い て パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
よ り 好 ま し い 本 発 明 の ベ ク タ ー の 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 発 現 制 御 配 列 に 機
能 可 能 に 連 結 さ れ 、 原 核 細 胞 も し く は 真 核 細 胞 ま た は そ れ ら の 単 離 さ れ た 画 分 に お け る 発
現 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 は 、 好 ま し く は 翻 訳 可 能 な mRNAへ の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 転 写
を 含 む 。 真 核 細 胞 、 好 ま し く は 哺 乳 類 細 胞 に お け る 発 現 を 確 実 に す る 調 節 エ レ メ ン ト は 、
当 業 者 に 周 知 で あ る 。 こ れ ら は 通 常 、 転 写 開 始 を 確 実 に す る 調 節 配 列 、 並 び に 選 択 的 に 転
写 終 結 お よ び 転 写 産 物 の 安 定 化 を 確 実 に す る ポ リ -Aシ グ ナ ル を 含 む 。 追 加 の 調 節 エ レ メ ン
ト は 、 転 写 に 加 え 翻 訳 の エ ン ハ ン サ ー を 含 む こ と が で き る 。 原 核 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を
許 容 す る 可 能 性 の あ る 調 節 エ レ メ ン ト は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 に お け る lac、 trpま た は tacプ
ロ モ ー タ ー を 含 み 、 真 核 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を 許 容 す る 調 節 エ レ メ ン ト の 例 は 、 酵 母 に
お け る AOX1ま た は GAL1プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は 哺 乳 類 お よ び 他 の 動 物 細 胞 に お け る CMVプ ロ
モ ー タ ー 、 SV40プ ロ モ ー タ ー 、 RSVプ ロ モ ー タ ー (ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス )、 CMVエ ン ハ ン サ ー
、 SV40エ ン ハ ン サ ー ま た は グ ロ ビ ン イ ン ト ロ ン で あ る 。 こ の よ う な 調 節 エ レ メ ン ト は 、 転
写 開 始 に 寄 与 す る エ レ メ ン ト の 他 に も 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 下 流 に 、 転 写 終 結 シ グ ナ ル
、 例 え ば SV40-ポ リ -A部 位 ま た は tk-ポ リ -A部 位 な ど も 含 む こ と が で き る 。 こ の 状 況 に お い
て 、 Okayama-Berg cDNA発 現 ベ ク タ ー  pcDV1(Pharmacia)、 pCDM8、 pRc/CMV、 pcDNA1、 pcDN
A3(Invitrogene)、 pSPORT1(GIBCO BRL)の よ う な 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー が 当 該 技 術 分 野 に お
い て 公 知 で あ る 。 好 ま し く は 、 該 ベ ク タ ー は 、 発 現 ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 導 入 も
し く は 標 的 化 ベ ク タ ー で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル
ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ま た は ウ シ パ ピ ロ マ ウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー
は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー の 標 的 化 さ れ た 細 胞 集 団 へ の 送 達 に 使 用 す
る こ と が で き る 。 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い 、 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が
で き ； 例 え ば 、 Sambrookの 「 Molecular Cloning A Laboratory Manual」 Cold Spring Har
bor Laboratory(1989)ニ ュ ー ヨ ー ク お よ び Ausubelの 「 Current Protocols in Molecular 
Biology」 Green Publishing Associates and Wiley Interscience、 ニ ュ ー ヨ ー ク (1994)
に 説 明 さ れ た 技 術 を 参 照 の こ と 。 ま た は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク タ ー は 、
標 的 細 胞 へ 送 達 す る た め に リ ポ ソ ー ム へ 再 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
「 そ れ ら の 単 離 さ れ た 画 分 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー か ら RNAを 転 写 す る ま た は
転 写 お よ び 翻 訳 す る こ と が 可 能 な 、 真 核 細 胞 も し く は 原 核 細 胞 ま た は 該 細 胞 を 含 む 組 織 の
画 分 を 意 味 す る 。 該 画 分 は 、 RNAの 転 写 ま た は RNAの 転 写 お よ び そ の RNAの ポ リ ペ プ チ ド へ
の 翻 訳 に 必 要 と さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 む 。 該 単 離 さ れ た 画 分 は 、 例 え ば 赤 血 球 の よ う な 真
核 細 胞 の 核 お よ び 細 胞 質 画 分 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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本 発 明 は 更 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 遺 伝 子 ま た は 本 発 明 の ベ ク タ ー に よ
り 遺 伝 子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
こ の 宿 主 細 胞 は 、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 で あ る こ と が で き る ； 前 記 参 照 。 宿 主 細 胞 中 に 存 在
す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 込 ま れ る か 、 も
し く は こ れ は 染 色 体 外 で 維 持 さ れ 得 る 。 こ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 組 換 え DNA分 子 は 、
「 遺 伝 子 標 的 化 」 お よ び ／ も し く は 「 遺 伝 子 置 換 」 の た め に 、 突 然 変 異 体 遺 伝 子 の 回 復 の
た め に 、 ま た は 相 同 組 換 え に よ る 突 然 変 異 体 遺 伝 子 の 作 出 の た め に 使 用 す る こ と が で き る
こ と も 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る ； 例 え ば 、 Mouellic、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 87:4
712-4716(1990)； Joyner、 Gene Targeting, A Practical Approach、 Oxford University 
Press参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 の い ず れ か 、 例 え ば 細 菌 、 昆 虫 、 真 菌 、 植 物 、 動 物
ま た は ヒ ト 細 胞 で あ る こ と が で き る 。 好 ま し い 真 菌 細 胞 は 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 属 （
Saccharomyces） の も の で あ り 、 特 に S.セ レ ビ シ ア エ 種 の も の で あ る 。 「 原 核 」 と い う 用
語 は 、 本 発 明 の 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 形 質 転 換 ま た
は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 得 る 全 て の 細 菌 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 原 核 生 物 宿 主 は 、 例
え ば 、 大 腸 菌 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 (S. typhimurium)、 セ ラ チ ア ・ マ ル セ ス セ ン ス （ Serratia
 marcescens） お よ び 枯 草 菌 （ Bacillus subtilis） の よ う に 、 グ ラ ム 陰 性 菌 に 加 え グ ラ ム
陽 性 菌 を 含 む 。 本 発 明 の 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の 突 然 変 異 体 型 を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 、 当 業 者 に 一 般 に 公 知 の 技 術 の い ず れ か を 用 い 、 宿 主 を 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
融 合 さ れ た 機 能 的 に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 の 調 製 お よ び 細 菌 ま た は 動 物 細 胞 に お け る そ れ ら の
発 現 の 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る (Sambrook、 前 記 )。 そ こ に 説 明 さ れ た 遺
伝 子 構 築 体 お よ び 方 法 を 、 例 え ば 原 核 生 物 宿 主 に お け る 、 本 発 明 の 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 挿 入 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 効 率 的 転 写 を 促 進
す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 、 そ の 宿 主 と 一 緒 に 使 用 さ れ る 。 こ の 発 現 ベ
ク タ ー は 典 型 的 に は 、 複 製 起 点 、 プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー 、 更 に は 形 質 転 換
さ れ た 細 胞 の 表 現 型 選 択 を 提 供 す る こ と が 可 能 で あ る 特 異 的 遺 伝 子 を 含 む 。 形 質 転 換 さ れ
た 原 核 生 物 宿 主 は 、 最 適 細 胞 増 殖 を 達 成 す る た め に 発 酵 槽 に お い て 増 殖 さ れ 、 か つ 当 該 技
術 分 野 に お い て 公 知 の 技 術 に 従 い 培 養 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 そ の 後
、 増 殖 培 地 、 細 胞 溶 解 液 、 ま た は 細 胞 膜 画 分 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 微 生 物 的 に ま た
は 別 の や り 方 で 発 現 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 お よ び 精 製 は 、 例 え ば 、 分 取 的 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 に 関 連
し た も の の よ う な 免 疫 学 的 分 離 な ど の 、 い ず れ か 通 常 の 手 段 に よ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
従 っ て 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 前 述 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と ； お よ び 、 培 養 物
か ら 該 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 を 回 収 す る こ と を 含 む 、 分 子 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ
ら の 断 片 を 作 出 す る 方 法 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 遺 伝 子 ま た は 本 発 明
の ベ ク タ ー で 細 胞 を 遺 伝 子 操 作 す る こ と を 含 む 、 分 子 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と
が 可 能 な 細 胞 を 作 出 す る 方 法 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 の 方 法 に よ り 入 手 可 能 な 細 胞 は 、 例 え ば 、 D. L. Spector、 R. D. Goldman, L. A. 
Leinwandの 著 書 (「 Cells, a Lab manual」 CSH Press、 1998)に 記 さ れ た 方 法 に 従 い 薬 物 を
試 験 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 更 に こ れ ら の 細 胞 を 使 用 し 、 既 知 の 薬 物 お よ び そ
れ ら の 未 知 の 誘 導 体 を 、 そ れ ら の CYP3A5遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 に よ り 引 き 起 さ れ た 欠 損
を 補 完 す る 能 力 に つ い て 試 験 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 態 様 に つ い て 、 宿 主 細 胞 は 、 好
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ま し く は 野 生 型 ア リ ル 、 好 ま し く は CYP3A5遺 伝 子 の 両 ア リ ル を 欠 き 、 お よ び ／ ま た は そ れ
ら か ら 突 然 変 異 さ れ た も の を 少 な く と も 1種 有 す る 。 理 想 的 に は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に よ り 構 成 さ れ た ア リ ル を 含 む 遺 伝 子 は 、 相 同 置 換 に よ り 、 野 生 型 遺 伝 子 座 に 導 入 さ
れ る 。 ま た は 、 突 然 変 異 さ れ た ア リ ル の 正 常 ア リ ル に 勝 る 強 力 な 過 剰 発 現 お よ び 同 様 の レ
ベ ル で 正 常 ア リ ル を 過 剰 発 現 し て い る 組 換 え 細 胞 株 と の 比 較 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 分
析 シ ス テ ム と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 前 述 の 方 法 に よ り 入 手 可 能 な 細 胞 は 、 以 下 に 言
及 し た ス ク リ ー ニ ン グ 法 に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
更 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た 、 も し
く は 前 述 の 方 法 に よ る か ま た は 前 述 の 方 法 に よ り 作 製 さ れ た 細 胞 か ら 入 手 可 能 な 、 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は そ れ ら の 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
こ の 状 況 に お い て 、 本 発 明 の 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド は 更 に 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 常 法
に よ り 修 飾 す る こ と が で き る こ と も 理 解 さ れ る 。 本 発 明 に 従 い 該 変 異 型 タ ン パ ク 質 を 提 供
す る こ と に よ り 、 そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 ま た は そ れ ら の 阻 害 に 関 連 し た 部 分 を 決 定 す る こ
と も 可 能 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 と
い う 用 語 は 交 換 可 能 で あ る 。 更 に 、 こ れ ら の 用 語 に よ り 含 ま れ る も の は 、 標 準 的 教 科 書 的
知 識 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 は 更 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
有 利 な こ と に 、 抗 体 は 、 先 に 定 義 し た よ う に 1個 ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む エ ピ ト
ー プ を 特 異 的 に 認 識 ま た は 結 合 す る 。 本 発 明 の 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は 、 本 発
明 に 従 い 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら に 由 来 し た (合 成 的 )断 片 を 抗 原 と し て 用 い 、
周 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 Kohlerお よ び
Milstein、 Nature、 256:495(1975)、 並 び に Galfre、 Meth. Enzymol.、 73:3(1981)に 最 初
に 説 明 さ れ た 技 術 に よ り 調 製 す る こ と が で き 、 こ れ は 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 免 疫 感 作 し た
哺 乳 類 か ら 得 た 脾 細 胞 へ の 融 合 を 含 ん で い る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 抗 体 は
、 該 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド へ 特 異 的 に 結 合 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 さ れ た 抗 体 、 霊 長 類 化 さ れ た 、 キ メ ラ 化 さ れ た
ま た は そ れ ら の 断 片 で あ り 、 更 に 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 合 成 抗 体 、 抗 体 断 片 、 例 え ば Fab、 F
vも し く は scFv断 片 な ど 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 化 学 修 飾 さ れ た 誘 導 体 を 含 む 。 更 に
、 前 述 の ポ リ ペ プ チ ド の 抗 体 ま た は そ れ ら の 断 片 は 、 例 え ば 、 Harlowお よ び Laneの 「 Anti
body, A Laboratory Manual」  CSH Press、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 1988に 説 明 さ
れ た 方 法 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 変 異 型 ポ リ ペ プ
チ ド の 免 疫 沈 降 お よ び 免 疫 局 在 化 に 加 え 、 例 え ば 、 組 換 え 生 物 内 に お け る 該 変 異 型 ポ リ ペ
プ チ ド の 存 在 の モ ニ タ リ ン グ 、 並 び に 本 発 明 に 係 る タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 化 合 物 の 同
定 に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ビ ア コ ア （ BIAcore） シ ス テ ム に お い て 使 用 さ れ る
よ う な 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 を 用 い 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る フ ァ ー ジ
抗 体 の 効 率 を 増 大 す る こ と が で き る (Schier、 Human Antibodies Hybridomas、 7:97-105(1
996)； Malmborg、 J. Immunol. Methods、 183:7-13(1995))。
【 ０ ０ ５ ４ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 先 に 定 義 し た よ う な ヌ ク レ オ チ ド 交 換 か ら 得 ら
れ た 1個 ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
ホ ス ホ チ ロ シ ン 残 基 の よ う な 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 、 当 該 技 術 分
野 に お い て 周 知 で あ る 。 同 様 に 、 本 発 明 に お い て 、 エ ピ ト ー プ 内 の 単 独 の ア ミ ノ 酸 交 換 で
あ っ て も 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 、 前 述 の 周 知 の 方 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
前 述 の こ と を 考 慮 し 、 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た
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は ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 は 、 前 述 の よ う な 、 少 な く と も 1種 の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 遺 伝 子
ま た は 本 発 明 の ベ ク タ ー を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 発 明 は 同 じ く 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー の 、 生 殖 細 胞 、 胚 細 胞 、 幹 細
胞 ま た は 卵 ま た は そ れ ら に 由 来 し た 細 胞 へ の 導 入 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を
作 出 す る 方 法 も 包 含 し て い る 。 非 ヒ ト 動 物 は 、 以 下 に 説 明 し た 本 発 明 の 方 法 に 従 い 使 用 す
る こ と が で き 、 か つ 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 健 常 動 物 で あ る か 、 も し く は 疾 患 ま た は 障 害
を 、 好 ま し く は 本 発 明 の 遺 伝 子 の 少 な く と も 1個 の 突 然 変 異 に よ り 引 き 起 さ れ た 疾 患 を 有
す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド ま た は
少 な く と も そ れ ら の 機 能 ド メ イ ン は 高 等 真 核 生 物 、 特 に 哺 乳 類 の 種 間 で 保 存 さ れ て い る の
で 、 例 え ば 、 前 述 の 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 形 と 関 連 さ せ た 薬 物 の 薬 理 学 的 試 験 に 良
く 適 し て い る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 胚 の 作 製 お よ び そ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 、
A. L. Joyner編 集 の 「 Gene Targeting, A Practical Approach」 (1993)、 Oxford Univers
ity Pressに 説 明 さ れ て い る よ う に 行 う こ と が で き る 。 胚 の DNAは 、 例 え ば 適 当 な プ ロ ー ブ
に よ る ま た は PCR技 術 を 基 に し た サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 用 い て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も し く は ベ ク タ ー
を 含 む か ま た は 前 述 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス
タ ー 、 イ ヌ 、 サ ル 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 カ エ ル 、 線 虫 (Caenorhabditis elebgans)な ど の 線 形
動 物 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ (Drosophila melanogaster)の よ う な シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、
ま た は シ ビ レ エ イ ま た は ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の よ う な 魚 類 で あ る こ と が で き 、 好 ま し く は こ
こ で 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー は 、 該 非 ヒ ト 動 物 の ゲ ノ ム に 安 定 し て 組 込 ま れ 、
そ の 結 果 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー の 存 在 が 、 本 発 明 の 変 異 型 ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 に つ な が る こ と が 好 ま し い 。 こ れ は 、 同 じ ま た は 異 な る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は 遺 伝 子 の 1種 ま た は 数 種 の コ ピ ー を 含 む こ と が で き る 。 こ の 動 物 は 、 癌 、 ま た は 心 臓
血 管 系 疾 患 、 糖 尿 病 お よ び AIDSを 含 む 疾 患 、 ま た は 本 発 明 の 研 究 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 不 全 も し く は 調 節 不 能 に よ り 引 き 起 さ れ る 任 意 の 他 の 疾 患 に 関 す る
研 究 モ デ ル を 含 む 、 多 く の 実 用 性 を 有 し 、 そ の 結 果 、 癌 疾 患 、 ま た は 心 臓 血 管 系 疾 患 、 糖
尿 病 お よ び AIDSを 含 む 疾 患 、 ま た は 本 発 明 の 研 究 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド
の 機 能 不 全 も し く は 調 節 不 能 に よ り 引 き 起 さ れ る 任 意 の 他 の 疾 患 に 関 す る 療 法 、 治 療 な ど
の 開 発 に お い て 新 規 で 価 値 の あ る 動 物 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 こ の 場 合 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ
ト の よ う な 哺 乳 類 が 、 好 ま し い 実 験 動 物 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
従 っ て 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 マ ウ ス 、 ラ
ッ ト ま た は ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
多 く の 報 告 に よ り 、 該 動 物 が 、 薬 物 代 謝 お よ び そ の 欠 損 ま た は 癌 の 研 究 の た め の モ デ ル 生
物 と し て 特 に 良 く 適 し て い る こ と を 明 ら か に さ れ た 。 有 利 な こ と に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 様 々 な 適 当 な 技 術 の 利 用 可 能 性 の た め に 、 該 モ デ ル
生 物 を 使 用 し 容 易 に 作 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 は 更 に 、 1個 ま た は 複 数 の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ
プ チ ド 、 抗 体 ま た は 宿 主 細 胞 を 固 定 化 さ れ た 形 で 含 む 固 形 支 持 体 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 固 形 支 持 体 」 と い う 用 語 は 、 該 固 定 化 さ れ た 標 的 を 担 持 す
る の に 適 し た 柔 軟 性 の あ る ま た は 柔 軟 性 の な い 支 持 体 を 指 す 。 該 固 形 支 持 体 は 、 均 質 ま た
は 非 均 質 で あ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 該 固 形 支 持 体 は 、 柔 軟 性 お よ び 固 定 化 に 関 し て 同
じ ま た は 異 な る 特 性 を 有 す る 異 な る 物 質 か ら な る こ と が で き る か 、 も し く は 例 え ば 該 固 形
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支 持 体 は 、 同 じ く 柔 軟 性 お よ び 固 定 化 特 性 を 含 む 複 数 の 特 性 を 示 す ひ と つ の 物 質 か ら な る
こ と が で き る 。 該 固 形 支 持 体 は 、 ガ ラ ス チ ッ プ 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ッ プ ま た は シ リ コ ン チ
ッ プ 、 膜 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 複 合 し た ビ ー ズ ま た は ビ ー ズ ア レ イ を 含 む こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ４ 】
「 固 定 化 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 関 心 対 象 の 分 子 種 が 、 固 形 支 持 体 に 、 好 ま し く は そ れ へ
の 共 有 結 合 に よ り 、 固 定 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 こ の 共 有 結 合 は 、 分 子 種 の 分 子 の 性
質 に 応 じ て 決 ま る 様 々 な 手 段 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 更 に 、 こ の 分 子 種 は 、 静 電 気
力 、 疎 水 性 も し く は 親 水 性 相 互 作 用 、 ま た は フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 力 に よ り 、 固 形 支 持 体 上
に 固 定 す る こ と も で き る 。 前 述 の 物 理 化 学 的 相 互 作 用 は 、 典 型 的 に は 分 子 間 の 相 互 作 用 に
お い て 生 じ る 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ビ ジ ン で 被 覆 さ れ た 固 形 支
持 体 上 に 、 前 述 の 種 類 の 相 互 作 用 に よ り 固 定 さ れ 得 る 。 更 に 抗 体 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は
、 抗 体 被 覆 さ れ た 固 形 支 持 体 上 に 固 定 す る こ と が で き る 。 更 に 固 定 化 は 、 固 形 支 持 体 の 化
学 特 性 に よ っ て 左 右 さ れ る 。 例 え ば 核 酸 分 子 は 、 UV架 橋 ま た は 加 熱 の よ う な 標 準 技 術 に よ
り 膜 上 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 固 形 支 持 体 は 、 膜 、 ガ ラ ス チ ッ プ ま た は ポ リ プ ロ ピ レ
ン チ ッ プ ま た は シ リ コ ン チ ッ プ で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 複 合 し た ビ ー ズ ま た は 光 学
フ ィ ル タ ー 基 板 上 に 集 成 さ れ て い る ビ ー ズ ア レ イ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
更 に 本 発 明 は 、 多 型 を 同 定 す る た め の イ ン ビ ト ロ 法 に 関 し 、 該 方 法 は ：
(a)複 数 の 個 体 亜 群 か ら 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 を 単 離 す る 工 程 で あ り
、 こ こ で ひ と つ の 亜 群 は 、 CYP3A5関 連 疾 患 を 有 病 せ ず 、 か つ 少 な く と も ひ と つ ま た は 複 数
の 更 な る 亜 群 は 、 CYP3A5関 連 疾 患 を 有 病 す る 、 工 程 ； お よ び
(b)CYP3A5関 連 疾 患 を 有 病 し な い 該 ひ と つ の 亜 群 の 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 遺 伝 子 の
核 酸 配 列 を 、 CYP3A5関 連 疾 患 を 有 病 す る 少 な く と も ひ と つ ま た は 複 数 の 更 な る 亜 群 と 比 較
す る こ と に よ る 、 多 型 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 有 病 」 と い う 用 語 は 、 個 体 が 、 CYP3A5機 能 不 全 ま た は 調 節
不 能 に 関 連 し て い る 1種 ま た は 複 数 の 疾 患 に 罹 患 し や す い か 、 も し く は 既 に 1種 ま た は 複 数
の 該 疾 患 に 罹 患 し て い る こ と を 意 味 す る 。 こ れ に よ り 、 ひ と つ の CYP3A5関 連 疾 患 は 、 別 の
CYP3A5関 連 疾 患 に つ い て の 易 罹 患 性 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 損 な
わ れ た 薬 物 代 謝 は 、 例 え ば 癌 な ど の 有 病 の 指 標 と な り 得 る 。 更 に 該 疾 患 を 発 症 す る こ と に
関 す る 有 病 の 指 標 で あ る 症 状 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 非 常 に 良 く 知 ら れ て お り 、 か つ Ps
chyrembelの よ う な 標 準 の 教 科 書 に お い て 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
有 利 な こ と に 、 CYP3A5の 機 能 不 全 も し く は 調 節 不 能 に 関 連 し た 本 発 明 の 多 型 ま た は そ れ を
基 に し た 1種 ま た は 複 数 の 疾 患 は 、 該 疾 患 非 有 病 の 亜 群 に 対 し て 、 該 疾 患 有 病 の 個 体 亜 群
に お い て 強 化 (enrich)さ れ る は ず で あ る 。 従 っ て 前 述 の 方 法 は 、 1種 ま た は 複 数 の CYP3A5
関 連 疾 患 ま た は そ れ ら の 易 罹 患 性 の 指 標 で あ る 多 型 の 迅 速 か つ 信 頼 で き る 検 出 を 可 能 に す
る 。 有 利 な こ と に 、 表 現 型 の 予 備 選 択 の た め に 、 非 常 に 多 数 の 非 有 病 の 個 体 を 、 全 般 的 に
多 型 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 1種 ま た は 複 数 の CYP3A5関
連 疾 患 に 相 関 し て い な い 多 型 を 含 む 参 照 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 該 参 照 配 列 を 基 に 、 関
連 す る 多 型 を 効 果 的 か つ 信 頼 で き る よ う に 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 下 記 工 程 を 含 む 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 型 の 活
性 を 変 調 す る こ と が 可 能 な プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 を 同 定 し か つ 入 手 す る 方 法 に 関 す る ：
(a)本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 固 形 支 持 体 、 ま た は 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 分 子 変
異 型 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 細 胞 、 本 発 明 の 遺 伝 子 も し く は ベ ク タ ー を 、 プ ロ ド ラ ッ グ ま た
は 薬 物 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 化 合 物 と 、 薬 物 活 性 に 反 応 し て 検 出 可 能 な シ グ
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ナ ル を 提 供 す る こ と が 可 能 な 成 分 の 存 在 下 で 、 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
(b)プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 の 活 性 か ら 生 じ た シ グ ナ ル の 存 在 も し く は 非 存 在 、 ま た は シ
グ ナ ル の 増 加 も し く は 減 少 を 検 出 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で シ グ ナ ル の 非 存 在 、 存 在 、 増 加
ま た は 減 少 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 の 推 定 の 指 標 で あ る 工 程 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 発 明 の 方 法 に お い て 「 化 合 物 」 と い う 用 語 は 、 単 独 の 物 質 ま た は 同 一 で あ る か も し く は
同 一 で な い 複 数 の 物 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
1つ ま た は 複 数 の 該 化 合 物 は 、 化 学 的 に 合 成 さ れ る か ま た は 微 生 物 発 酵 に よ り 産 生 す る こ
と が で き る が 、 こ れ は 、 例 え ば 、 植 物 、 動 物 ま た は 微 生 物 な ど か ら の 細 胞 抽 出 物 の よ う な
試 料 中 に 含 ま れ る こ と も で き る 。 更 に 該 化 合 物 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る が 、
こ れ ま で の と こ ろ 各 々 阻 害 剤 と し て 有 用 で あ る こ と は わ か っ て い な く と も よ い 。 複 数 の 化
合 物 は 、 培 地 に 添 加 、 ま た は 本 発 明 の 細 胞 も し く は 非 ヒ ト 動 物 へ 注 射 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
本 発 明 の 方 法 に お い て 1つ ま た は 複 数 の 化 合 物 を 含 有 す る 試 料 が 同 定 さ れ る 場 合 は 、 結 果
と し て 、 問 題 の 化 合 物 を 含 有 す る こ と が 同 定 さ れ た 当 初 の 試 料 か ら 化 合 物 を 単 離 す る こ と
、 ま た は 更 に 例 え ば 当 初 の 試 料 が 複 数 の 異 な る 化 合 物 か ら な る 場 合 は 、 そ れ を 再 分 割 し 、
そ の 結 果 1試 料 当 り の 異 な る 物 質 の 数 を 低 下 し 、 か つ 当 初 の 試 料 の 再 分 割 で こ の 方 法 を 反
復 す る こ と の い ず れ か が 可 能 で あ る 。 そ の 後 、 該 試 料 ま た は 化 合 物 が 望 ま し い 特 性 を 示 す
か ど う か を 、 例 え ば 本 明 細 書 ま た は 文 献 (Spectorら 、 「 Cells mannual」 ； 前 記 )に 説 明 さ
れ た 方 法 に よ り 、 決 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 試 料 の 複 雑 性 に 応 じ て 、 前 述 の 工 程 は
数 回 、 好 ま し く は 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 試 料 が 限 定 数 の ま た は た だ ひ と つ の 物 質
の み を 含 む よ う に な る ま で 行 う こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 該 試 料 は 、 化 学 的 お よ び ／ ま
た は 物 理 的 特 性 が 類 似 し た 物 質 を 含 み 、 か つ 最 も 好 ま し く は 該 物 質 は 、 同 一 で あ る 。 本 発
明 の 方 法 は 、 当 業 者 は 、 例 え ば 先 行 技 術 に お い て 説 明 さ れ た そ の 他 の 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ
イ 法 に 従 う か 、 ま た は 本 明 細 書 に 記 さ れ た 方 法 を 用 い か つ 変 更 す る こ と に よ り 、 容 易 に 実
行 し か つ 設 計 す る こ と が で き る 。 更 に 当 業 者 は 、 例 え ば 必 要 に 応 じ て あ る 種 の 化 合 物 を 前
駆 体 に 転 換 す る 酵 素 の よ う な 、 本 発 明 の 方 法 を 行 う た め に は 更 に ど の 化 合 物 を 使 用 す る こ
と が で き る か を 容 易 に わ か る と 思 わ れ る 。 本 発 明 の 方 法 の こ の よ う な 適 合 は 、 十 分 当 業 者
の 技 術 内 で あ り 、 か つ 過 剰 な 実 験 を 伴 わ ず に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 発 明 に 従 い 使 用 す る こ と が で き る 化 合 物 は 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 抗 体 、 小 有
機 化 合 物 、 リ ガ ン ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 、 PNAな ど を 含 む 。 該 化 合 物 は 、 本 発 明 の 作 用 物 質
ま た は 拮 抗 物 質 と し て 作 用 し て も よ い 。 該 化 合 物 は 更 に 、 既 知 の 薬 物 の 機 能 的 誘 導 体 ま た
は 類 似 体 で あ る こ と も で き る 。 化 学 誘 導 体 お よ び 類 似 体 の 調 製 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り
、 例 え ば 、 Beilstein、 「 Handbook of Organic Chemistry」 Springer編 集 、 New York(175
、 Fifth Avenue, New York, N.Y. 10010 U.S.A.)お よ び 「 Organic Synthesis」 、 Wiley(N
ew York, USA)に 説 明 さ れ て い る 。 更 に 該 誘 導 体 お よ び 類 似 体 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て
公 知 の 方 法 ま た は 説 明 さ れ た 方 法 に 従 い そ れ ら の 作 用 を 試 験 す る こ と が で き る 。 更 に 、 ペ
プ チ ド 模 倣 体 お よ び ／ ま た は 適 当 な 薬 物 誘 導 体 お よ び 類 似 体 の コ ン ピ ュ ー タ を 使 っ た 設 計
を 、 例 え ば 以 下 に 説 明 し た 方 法 に 従 い 、 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 類 似 体 は 、 公
知 の CYP3A5基 質 お よ び ／ ま た は 阻 害 剤 お よ び ／ ま た は 修 飾 因 子 の 基 本 的 構 造 を 有 す る 可 能
性 の あ る 分 子 を 含 む ； 下 記 参 照 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
適 当 な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 、 相 補 的 構 造 モ チ ー フ の コ ン ピ ュ ー タ を 使 用 し た 検 索 に
よ り 、 推 定 の 阻 害 剤 と 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 部 位 の 同 定 に 使 用 す る こ と が で き
る (Fassina、 Immunomethods、 5:114-120(1994))。 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド の コ ン ピ ュ
ー タ を 使 用 し た 設 計 の た め の 更 な る 適 当 な コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は 、 例 え ば 、 Berry、 Bio
chem. Soc. Trans.、 22:1033-1036(1994)； Wodak、 Ann. N. Y. Acad. Sci.、 501:1-13(19
87)； Pabo、 Biochemistry、 25:5987-5991(1986)な ど の 、 先 行 技 術 に お い て 説 明 さ れ て い
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る 。 前 述 の コ ン ピ ュ ー タ 解 析 か ら 得 ら れ た 結 果 は 、 例 え ば 公 知 の 阻 害 剤 、 類 似 体 、 拮 抗 物
質 ま た は 作 用 物 質 の 最 適 化 に 関 す る 本 発 明 の 方 法 と 組 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 適
当 な ペ プ チ ド 模 倣 体 お よ び 他 の 阻 害 剤 も 、 連 続 的 化 学 修 飾 に よ る 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 コ ン ビ
ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 お よ び 得 ら れ た 化 合 物 の 例 え ば 本 発 明 に 記 さ れ た 方 法 に よ
る 試 験 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド 模 倣 体 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 製
造 法 お よ び 使 用 法 は 、 例 え ば 、 Ostreshの 論 文 (Methods in Enzymology、 267:220-234(199
6))お よ び Dornerの 論 文 (Bioorg. Med. Chem.、 4:709-715(1996))な ど の 先 行 技 術 に 説 明 さ
れ て い る 。 更 に 、 該 化 合 物 お よ び 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 三 次 元 構 造 お よ び ／ ま た は 結 晶
構 造 は 、 ペ プ チ ド 模 倣 薬 物 の 設 計 に 使 用 す る こ と が で き る (Rose、 Biochemistry、 35:1293
3-12944(1996)； Rutenber、 Bioorg. Med. Chem.、 4:1545-1558(1996))。 該 化 合 物 を 、 例
え ば 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 標 準 技 術 に よ り 、 い か に し て 得 る か は 良 く 知 ら れ て い る 。 従 っ
て 更 に 本 発 明 の 方 法 は 、 該 化 合 物 を 製 造 ま た は 生 産 す る 手 段 も 含 む 。 要 約 す る と 、 本 発 明
は 、 CYP3A5関 連 疾 患 の 具 体 的 形 態 、 例 え ば 、 薬 物 代 謝 の 機 能 不 全 ま た は 癌 を 治 療 す る た め
に 、 具 体 的 用 量 で 使 用 す る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 し か つ 入 手 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
先 の 定 義 は 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 、 下 記 に 説 明 さ れ た 全 て の 方 法 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 型 の 活 性 の 阻 害 剤 を 同 定
し か つ 入 手 す る 方 法 に 関 し 、 こ れ は 下 記 工 程 を 含 む ：
(a)本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 固 形 支 持 体 、 も し く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 分 子 変 異 型 遺 伝
子 を 発 現 し て い る 細 胞 ま た は 本 発 明 の 遺 伝 子 も し く は ベ ク タ ー を 、 阻 害 活 性 に 関 し て ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ る 化 合 物 と 、 薬 物 活 性 に 反 応 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と が 可
能 な 成 分 の 存 在 下 で 、 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
(b)阻 害 活 性 か ら 生 じ た シ グ ナ ル の 存 在 も し く は 非 存 在 、 ま た は シ グ ナ ル の 増 加 も し く は
減 少 を 検 出 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で シ グ ナ ル の 非 存 在 ま た は 減 少 は 、 阻 害 活 性 の 推 定 の 指
標 で あ る 工 程 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 細 胞 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 細 胞 で あ
る か 、 ま た は 前 述 の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 型 の 活 性 を 変 調 す る
こ と が 可 能 な プ ロ ド ラ ッ グ ま た は 薬 物 を 同 定 し か つ 入 手 す る 方 法 に 関 し 、 こ れ は 下 記 の 工
程 を 含 む ：
(a)宿 主 細 胞 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 細 胞 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 固 形 支 持
体 を 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド に よ り 結 合 さ れ る こ と が わ か っ て い る 第 一 の 分 子 と 接 触 さ せ 、
該 ポ リ ペ プ チ ド と 該 第 一 の 分 子 の 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 ；
(b)該 第 一 の 複 合 体 を ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； 並 び に
(c)該 化 合 物 が 、 該 第 一 の 複 合 体 の 該 第 一 の 分 子 と 置 き 換 わ る か ど う か を 測 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
有 利 な こ と に 、 こ の 方 法 に お い て 、 該 測 定 工 程 は 、 該 タ ン パ ク 質 と 該 阻 害 剤 候 補 の 第 二 の
複 合 体 の 形 成 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 。 好 ま し く は 、 該 測 定 工 程 は 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 し
て い な い 該 第 一 の 分 子 の 量 の 測 定 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
特 に 好 ま し い 前 述 の 方 法 の 態 様 に お い て 、 該 第 一 の 分 子 は 、 例 え ば 放 射 性 標 識 ま た は 蛍 光
標 識 を 伴 う 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 物 質 ま た は 拮 抗 物 質 ま た は 基 質 お よ び ／ ま た は
阻 害 剤 お よ び ／ ま た は 修 飾 因 子 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
更 に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 変 異 型 の 活 性 を 変 調 す る こ
と が 可 能 な 阻 害 剤 を 同 定 し か つ 入 手 す る 方 法 に 関 し 、 こ れ は 下 記 の 工 程 を 含 む ：
(a)宿 主 細 胞 ま た は 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 細 胞 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は 固 形 支
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持 体 を 、 CYP3A5ポ リ ペ プ チ ド に よ り 結 合 さ れ る こ と が わ か っ て い る 第 一 の 分 子 と 接 触 さ せ
、 該 タ ン パ ク 質 と 該 第 一 の 分 子 の 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 ；
(b)該 第 一 の 複 合 体 を ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； 並 び に
(c)該 化 合 物 が 、 該 第 一 の 複 合 体 の 該 第 一 の 分 子 と 置 き 換 わ る か ど う か を 測 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 測 定 工 程 は 、 該 タ ン パ ク 質 お よ び 該 化 合 物 の 第
二 の 複 合 体 の 形 成 を 測 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
別 の 好 ま し い 本 発 明 の 方 法 の 態 様 に お い て 、 該 測 定 工 程 は 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い な
い 該 第 一 の 分 子 の 量 を 測 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
更 に 好 ま し い 本 発 明 の 方 法 の 態 様 に お い て 、 該 第 一 の 分 子 は 、 標 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
本 発 明 は 更 に 、 前 述 の 方 法 の 工 程 ； 並 び に 、 同 定 さ れ か つ 得 ら れ た 化 合 物 ま た は そ れ ら の
誘 導 体 を 薬 学 的 に 許 容 で き る 形 状 内 に 製 剤 化 す る 更 な る 工 程 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 の 製 造
法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 の 方 法 に 従 い 同 定 さ れ た 治 療 に 有 用 な 化 合 物 は 、 前 述 の よ う な 患 者 に 処 方 し か つ 投
与 す る こ と が で き る 。 用 法 お よ び 治 療 量 は 、 当 業 者 は 適 切 に 決 定 す る こ と が で き 、 か つ 「
薬 学 的 組 成 物 」 と い う 用 語 の 定 義 に 関 し て は 下 記 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
更 に 本 発 明 は 、 前 述 の 方 法 の 工 程 ； 並 び に 、 薬 物 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ を 、 本 発 明 の 方 法 で
診 断 さ れ た 被 験 者 の 疾 患 の 治 療 的 適 用 お よ び 予 防 ま た は 緩 和 に 適 し た 形 状 に 製 剤 化 す る 工
程 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 の 調 製 法 を 包 含 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
薬 物 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ は 、 そ れ ら の イ ン ビ ボ 投 与 後 、 排 泄 に よ り 、 ま た は 1個 も し く は
複 数 の 活 性 ま た は 不 活 性 代 謝 産 物 へ の 代 謝 に よ り 除 去 さ れ る か の い ず れ か で あ る (Meyer、
J. Pharmacokinet. Biopharm.、 24:449-459(1996))。 従 っ て 本 発 明 の 方 法 に 従 い 同 定 さ れ
か つ 入 手 さ れ た 実 際 の 化 合 物 ま た は 阻 害 剤 の 使 用 よ り も む し ろ 、 患 者 内 で そ の 活 性 型 に 転
換 さ れ る プ ロ ド ラ ッ グ と し て の 対 応 す る 製 剤 を 用 い る こ と が で き る 。 プ ロ ド ラ ッ グ お よ び
薬 物 の 適 用 に 関 し て 行 わ れ る 予 防 的 測 定 は 、 文 献 に 説 明 さ れ て い る ； Ozama、 J. Toxicol.
 Sci.、 21:323-329(1996)の 総 説 参 照 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 薬 物 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ は 、 下 記 に 定 義 さ れ る
よ う な 医 薬 品 の 誘 導 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
本 発 明 は 、 被 験 者 か ら の 試 料 中 の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 の 存 在 を 決 定 す
る こ と を 含 む 、 CYP3A5遺 伝 子 の 分 子 変 異 型 の 存 在 に 関 連 す る 障 害 ま た は こ の よ う な 障 害 の
易 罹 患 性 の 診 断 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
本 発 明 の こ の 態 様 に 従 い 、 障 害 の 状 態 ま た は こ の よ う な 障 害 の 易 罹 患 性 を 試 験 す る 方 法 は
、 例 え ば 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ま た は イ ン サ イ チ ュ 分 析 の 形 で 、 本 発
明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 遺 伝 子 ま た は 核 酸 を 用 い る こ と に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 該 核
酸 配 列 は 、 こ の 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 、 ま た は 例 え ば イ ン ト ロ ン の よ う な 非 コ ー ド 領 域 の い
ず れ か に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 相 補 配 列 が 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る
場 合 は 、 再 度 該 核 酸 分 子 を 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に 使 用 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 該 試 験
は 、 例 え ば 遺 伝 子 転 写 の 実 際 の ブ ロ ッ ク と 一 緒 に 行 う こ と が で き 、 従 っ て 治 療 と の 関 連 性
が あ る と 予 想 さ れ る 。 更 に 、 プ ラ イ マ ー ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 、 前 述 の CYP3A5遺 伝
子 ま た は 対 応 す る mRNAの ひ と つ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ に 使 用 す る こ と が で き る 。 当 然 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 使 用 さ れ る 核 酸 は 、 例 え ば 放 射 性 ま た は 他 の マ ー カ ー の 取 込 み ま た
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は 結 合 に よ り 都 合 良 く 標 識 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な マ ー カ ー は 、 当 該 技 術 分 野 に お
い て 周 知 で あ る 。 該 核 酸 分 子 の 標 識 は 、 常 法 に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
加 え て 、 変 異 型 CYP3A5遺 伝 子 の 存 在 ま た は 発 現 は 、 対 応 す る 核 酸 配 列 の い ず れ か に 特 異 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー 対 を 用 い 、 か つ 標 準 の 手 法 に 従 い PCR反 応 を 実 行 す る こ
と に よ り 、 モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 前 述 の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー の 特 異 的 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で 生 じ る こ と
が 好 ま し い 。 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 と い う 用 語 は 、 当 該 技
術 分 野 に お い て 周 知 で あ り ； 例 え ば 、 Sambrookら の 「 Molecular Cloning-A Laboratory M
anual」 第 二 版 、 (CSH Press、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 1989)； 「 Nucleic Acids Hy
bridaisation, A Practical Approach」 Hamesお よ び Higgins編 集 、 (IRL Press、 オ ッ ク ス
フ ォ ー ド 、 1985)を 参 照 の こ と 。 更 に 被 験 者 か ら 得 ら れ た mRNA、 cRNA、 cDNAま た は ゲ ノ ム D
NAは 、 配 列 決 定 し 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 の 特 徴 的 フ
ィ ン ガ ー プ リ ン ト で あ り 得 る 突 然 変 異 を 同 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 更 に 、 こ の よ う
な フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト を 、 被 験 者 か ら 得 た DNAま た は RNAの RFLPに よ り 作 製 す る 方 法 を 含 み
、 選 択 的 に こ の DNAま た は RNAは 、 分 析 前 に 増 幅 し て も よ く 、 こ の 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お
い て 周 知 で あ る 。 RNAフ ィ ン ガ ー プ リ ン ト は 、 例 え ば 、 適 当 な RNA-酵 素 、 例 え ば RNase T 1
、 RNase T 2 な ど ま た は リ ボ ザ イ ム に よ る 、 被 験 者 か ら 得 た RNA試 料 の 消 化 、 並 び に 前 述 の
よ う な RNA断 片 の 例 え ば 電 気 泳 動 に よ る 分 離 お よ び 検 出 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
更 な る 前 述 の 本 発 明 の 態 様 の 変 更 は 、 当 業 者 は 、 本 開 示 か ら 過 剰 な 実 験 を 伴 わ ず ； 例 え ば
実 施 例 を 参 照 す る こ と で 、 容 易 に 考 案 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 追 加 の 態 様 は 、 該 決 定
が 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ れ ら の 断 片 の 使 用 に よ り 実 施 さ れ る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 方
法 に お い て 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 ヒ ス チ ジ ン フ ラ ッ グ ま た は ビ オ チ ン 分 子 な ど の 検 出 可 能 な
タ グ に よ り 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 発 明 は 、 被 験 者 か ら の 試 料 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 の 存 在 を 決 定 す る こ と
を 含 む 、 CYP3A5遺 伝 子 の 分 子 変 異 型 の 存 在 に 関 連 し た 障 害 ま た は こ の よ う な 障 害 に 対 す る
易 罹 患 性 を 診 断 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
前 述 の 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 障 害 は 、 癌 、 ま た は 心 臓 血 管 系 疾 患 、 糖 尿 病 お よ
び AIDSを 含 む 疾 患 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 述 の 方 法 は 、 PCR、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)、 制 限 酵 素
消 化 、 直 接 的 配 列 決 定 、 核 酸 増 幅 技 術 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 ま た は イ ム ノ ア ッ セ
イ 法 を 含 む 。 こ れ ら の 技 術 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 十 分 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
更 に 本 発 明 は 、 試 料 中 の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 を 検 出 す る 方 法 に 関 し 、
こ れ は 下 記 の 工 程 を 含 む ：
(a)本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も し く は 遺 伝 子 と 固 形 支 持 体 上 の 固 定 化 さ れ た 標 的 の 相 互
作 用 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 前 述 の 固 形 支 持 体 を 、 試 料 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
(b)該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 遺 伝 子 の 、 固 形 支 持 体 上 の 該 固 定 化 さ れ た 標 的 へ の 結 合
を 決 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 発 明 は 更 に 、 前 述 の 方 法 の 工 程 を 含 む 疾 患 を 診 断 す る イ ン ビ ト ロ 法 に 関 し 、 こ こ で 該 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 の 、 該 固 形 支 持 体 上 の 固 定 化 さ れ た 該 標 的 と の 結 合 は 、 該 疾
患 の 存 在 も し く は 非 存 在 ま た は 該 疾 患 有 病 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
本 発 明 は 更 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体
を 含 む 、 診 断 用 組 成 物 に 関 す る 。
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【 ０ １ ０ ０ 】
加 え て 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗
体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
例 え ば 抗 体 を 含 有 す る こ れ ら の 薬 学 的 組 成 物 は 、 例 え ば 、 経 口 、 局 所 的 、 非 経 口 ま た は 吸
入 な ど の 、 薬 物 投 与 に 一 般 的 に 使 用 さ れ る い ず れ か の 経 路 に よ り 、 簡 便 に 投 与 す る こ と が
で き る 。 許 容 で き る 塩 は 、 酢 酸 塩 、 メ チ ル エ ス テ ル 、 塩 酸 塩 、 硫 酸 塩 、 塩 化 物 な ど を 含 む
。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 一 般 的 な 手 法 に 従 い 薬 物 を 標 準 の 薬 学 的 担 体 と 一 緒 に す る こ と に よ
り 調 製 さ れ た 一 般 的 な 剤 形 で 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 手 法 は 、 所 望 の 調 製 に 適 す
る よ う な 成 分 の 混 合 、 顆 粒 化 お よ び 圧 縮 ま た は 溶 解 を 含 む 。 薬 学 的 に 許 容 で き る 特 性 ま た
は 希 釈 剤 の 形 状 お よ び 特 性 は 、 そ れ と 一 緒 に さ れ る 活 性 成 分 の 量 、 投 与 経 路 ま た は 他 の 周
知 の 変 動 量 に よ り 決 定 付 け ら れ る こ と は 理 解 さ れ る と 思 わ れ る 。 1つ ま た は 複 数 の 担 体 は
、 そ の 製 剤 中 の 他 の 成 分 と 相 溶 性 が あ り 、 か つ そ の レ シ ピ エ ン ト に 有 害 で な い と い う 意 味
で 、 「 許 容 で き 」 な け れ ば な ら な い 。 使 用 さ れ る 薬 学 的 担 体 は 、 例 え ば 、 固 体 ま た は 液 体
の い ず れ か で あ る こ と が で き る 。 固 体 担 体 の 例 は 、 乳 糖 、 白 土 、 シ ョ 糖 、 タ ル ク 、 ゼ ラ チ
ン 、 寒 天 、 ペ ク チ ン 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 な ど で あ
る 。 液 体 担 体 の 例 は 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 シ ロ ッ プ 、 ピ ー ナ ツ 油 お よ び オ リ ー ブ 油 の
よ う な 油 分 、 水 、 乳 液 、 様 々 な 種 類 の 湿 潤 剤 、 滅 菌 液 な ど で あ る 。 同 様 に 、 担 体 ま た は 希
釈 剤 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 徐 放 性 物 質 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ル ま
た は ジ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ル な ど を 単 独 で ま た は ワ ッ ク ス と 共 に 含 む こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
用 量 用 法 は 、 担 当 医 お よ び 他 の 臨 床 の 要 因 に よ り ； 好 ま し く は 、 先 に 説 明 さ れ た 方 法 の い
ず れ か ひ と つ に 従 い 、 決 定 さ れ る と 考 え ら れ る 。 医 療 分 野 に お い て は 周 知 で あ る よ う に 、
あ る 患 者 に 関 す る 用 量 は 、 多 く の 要 因 に よ り 決 ま り 、 こ れ は 患 者 の サ イ ズ 、 体 表 面 積 、 年
齢 、 投 与 さ れ る 具 体 的 化 合 物 、 性 別 、 投 与 時 間 お よ び 経 路 、 全 身 の 健 康 状 態 、 並 び に 同 時
に 投 与 さ れ る 他 の 薬 物 を 含 む 。 進 行 は 定 期 的 評 価 に よ り 経 過 観 察 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
更 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 の 突 然 変 異 さ れ た 変 種 を コ ー ド し て い る RN
Aに 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス -オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る か 、 も し く
は 突 然 変 異 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る が 機 能 的 野 生 型 は 実 質 的 に 認
識 し な い 抗 体 を 含 む よ う な 薬 学 的 組 成 物 の 使 用 は 、 細 胞 内 の 突 然 変 異 型 の 濃 度 が 低 下 さ れ
る べ き 症 例 に お い て 考 慮 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
本 発 明 の お か げ で 、 具 体 的 な 薬 物 選 択 、 用 量 用 法 お よ び 治 療 を 受 け る 対 応 す る 患 者 を 、 本
発 明 に 従 い 決 定 す る こ と が で き る 。 誤 薬 の 誤 患 者 へ の 誤 投 与 量 で の 処 方 を 避 け る 情 報 と 共
に 、 処 方 者 が 考 慮 し て い る 患 者 群 に よ っ て 決 ま る 用 量 調 節 を 予 測 す る こ と が で き る 推 奨 用
量 が 、 製 品 表 示 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 疾 患 の 診 断 の た め の 診 断 用 組 成 物 を 調 製 す る た め の 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 :104を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 :145を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 配
列 番 号 :145を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の 抗 体 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
本 発 明 の 機 能 的 お よ び 発 現 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 は 、 次 に 関 心 対 象
の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 細 胞 へ 導 入 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 治 療 は 、 エ ク ス ビ ボ ま た は
イ ン ビ ボ 技 術 に よ る 治 療 用 遺 伝 子 の 細 胞 へ の 導 入 を 基 に し て い る が 、 こ れ は 遺 伝 子 導 入 の
最 も 重 要 な 用 途 の ひ と つ で あ る 。 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 遺 伝 子 治 療 に 適 し た ベ ク タ ー
お よ び 方 法 は 、 文 献 に 説 明 さ れ て お り 、 こ れ ら は 当 業 者 に 公 知 で あ り ； 例 え ば 、 Giordano
、 Nature Medicine、 2:534-539(1996)； Schaper、 Circ. Res.、 79:911-919(1996)； Ander
son、 Science、 256:808-813(1992)； Isner、 Lancet、 348:370-374(1996)； Muhlhauser、 C
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irc. Res.、 77:1077-1086(1995)； Wang、 Nature Medicine、 2:714-716(1996)； 国 際 公 開
公 報 第 94/29469号 ； 国 際 公 開 公 報 第 97/00957号 、 ま た は Schaper、 Current Opinion in Bi
otechnology、 7:635-640(1996)お よ び そ こ に 引 用 さ れ た 文 献 を 参 照 の こ と 。 こ の 遺 伝 子 は
、 細 胞 へ の 直 接 導 入 ま た は リ ポ ソ ー ム も し く は ウ イ ル ス ベ ク タ ー (例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス
、 レ ト ロ ウ イ ル ス )に よ る 導 入 の た め に 、 設 計 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 該 細 胞 は
、 生 殖 系 列 細 胞 、 胚 細 胞 、 も し く は 卵 細 胞 、 ま た は そ れ ら 由 来 の も の で あ り 、 最 も 好 ま し
く は 該 細 胞 は 幹 細 胞 で あ る 。 前 述 の こ と か ら 明 ら か で あ る よ う に 、 本 発 明 の 用 途 に お い て
、 核 酸 配 列 が 調 節 エ レ メ ン ト に 機 能 可 能 に 連 結 さ れ 、 特 異 的 細 胞 へ の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 お よ び ／ ま た は 標 的 化 が 可 能 に な る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る こ
と が で き る 適 当 な 遺 伝 子 送 達 系 は 、 リ ポ ソ ー ム 、 受 容 体 媒 介 型 送 達 系 、 裸 の DNA、 並 び に
ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス な ど の よ
う な ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど を 含 み 得 る 。 遺 伝 子 治 療 の た め の 核 酸 の 体 内 の 特 定 部 位 へ の 送
達 は 、 同 じ く Williams(Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 88:2726-2729(1991))に 説 明 さ れ た
よ う な 、 遺 伝 子 銃 送 達 系 を 用 い て 達 成 さ れ る 。 組 換 え DNAに よ り 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン す る 標 準 的 方 法 は 、 分 子 生 物 学 の 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば 国 際 公 開 公 報 第 94/294
69号 を 参 照 し ； 更 に 前 述 の も の を 参 照 の こ と 。 遺 伝 子 治 療 は 、 本 発 明 の 組 換 え DNA分 子 ま
た は ベ ク タ ー の 患 者 へ の 直 接 的 投 与 に よ る か 、 ま た は エ ク ス ビ ボ に お け る 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー に よ る 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 患 者 へ の ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 の 注 入 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
配 列 番 号 :104を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 配 列 番 号 :145を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 既 に 、 Jo
unaidiら の 論 文 に 記 さ れ て い る (Jounaidi、 Biochem Biophys Res Commun、 221:466-70(19
96))。 し か し 、 Jounaidiら は 、 単 に 各 ア ミ ノ 酸 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 開 示 し た に 過 ぎ
ず 、 特 に 前 記 障 害 お よ び 疾 患 に 関 す る 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 薬 学 的
お よ び 診 断 的 価 値 に つ い て は 何 ら 示 唆 し て い な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 疾 患 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 組 成 物 の 調 製 に 関 す る 、 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 :104を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 :145を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 の 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列
番 号 :145を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ま た は 本 発 明 の 抗 体 の 使 用 に 関 係 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ：
(a)配 列 番 号 :082、 088、 104、 112、 126、 131ま た は 140の 核 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ；
(b)配 列 番 号 :127、 132、 141ま た は 145の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て
い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
(c)CYP3A5遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 CYP3A5遺
伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位
置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27
341は +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 3709/3710ま た は 27131/27132に 対 応 す る 位 置 に
、 少 な く と も 1個 の 付 加 ヌ ク レ オ チ ド を 、 も し く は CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF2
80107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら
れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら れ る )
の 位 置 7303ま た は 27289に 対 応 す る 位 置 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 交 換 を 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ；
(d)CYP3A5遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 CYP3A5遺
伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位
置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27
341は +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 3709/3710に 対 応 す る 位 置 に 、 追 加 の Gヌ ク レ オ
チ ド を 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付
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け ら れ 、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020
.2、 こ こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 27131/27132に 対 応 す る 位 置 に
、 追 加 の Tヌ ク レ オ チ ド を 、 ま た は 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ
こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に
ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置
7303も し く は 27289に 対 応 す る 位 置 に Aを 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、
CYP3A5遺 伝 子 の 変 異 型 ア リ ル を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 被 験 者 に お い て 疾 患 を 診 断 す る た め の
診 断 用 組 成 物 の 調 製 た め の 使 用 で あ り 、
こ こ で 該 ア リ ル が 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は
+1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番
号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 6986に 対 応 す る 位
置 に Aを 有 す る も の を 包 含 し て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 明 細 書 に お い て 言 及 さ れ た 用 語 の 定 義 は 、 前 述 の 使 用 に 必 要 な 変 更 を 加 え て 適 用 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
特 に 「 被 験 者 」 と い う 用 語 は 、 動 物 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 該 動 物 は 、 先 に 言 及 し た 動
物 種 に 属 す る 。 更 に 「 被 験 者 」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト を 包 含 し て い る 。 本 発 明 に お け る 使 用
に 従 い ヒ ト は 、 全 て の 存 在 す る 人 種 群 お よ び 亜 群 、 例 え ば 、 白 人 種 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ
人 ま た は ア ジ ア 人 か ら 選 択 さ れ る 。 し か し 本 発 明 の 使 用 に 特 に 良 く 適 し て い る の は 、 CYP3
A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ お よ び
位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 位 置 27341
は +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 6986に 対 応 す る 位 置 で の CYP3A5ア リ ル の Aの 存 在 ま
た は 非 存 在 の モ ニ タ リ ン グ を 基 に し た 疾 患 の 診 断 ま た は 疾 患 有 病 が 、 か な り の 数 の 被 験 者
に お け る CYP3A5発 現 に 関 し て 偽 陽 性 の 推 定 を 生 じ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る ア フ リ カ 系
ア メ リ カ 人 で あ る 。 こ の CYP3A5ア リ ル は 、 Kuehlの 論 文 (Nature　 Genetics、 27:383-391(2
001))に 、 CYP3A5 * 1ア リ ル と し て 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。 CYP3A5 * 1ア リ ル は 、 前 記 引 用 の K
uehlの 論 文 に お い て 言 及 さ れ た 、 CYP3A5核 酸 配 列 の 位 置 22893で の Aの 存 在 に よ り 特 徴 付 け
ら れ る 。 該 ア リ ル の 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 に お い て 特 に 高 い が 、 こ れ
は 他 の 人 種 群 ま た は 亜 群 に お い て も 存 在 す る 。 し か し 本 発 明 に 従 い 、 CYP3A5 * 1ア リ ル を 基
に し た 診 断 試 験 に お い て 擬 陽 性 の 結 果 が 得 ら れ た 被 験 者 の CYP3A5発 現 は 、 本 発 明 の 使 用 に
従 う (a)か ら (d)に お い て 定 義 し た よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 ま た は 非 存 在 の 更 な る 診
断 に よ り 正 確 に 予 測 す る こ と が で き る こ と が わ か っ た 。 例 え ば 、 先 に 定 義 し た よ う に 付 加
ヌ ク レ オ チ ド を CYP3A5遺 伝 子 の 位 置 27131/27132に 対 応 す る 位 置 に 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 本 発 明 に 従 い 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 の お よ そ 10％ に 存 在 し 、 こ れ は エ キ ソ ン 11に
フ レ ー ム シ フ ト 突 然 変 異 を 生 じ て い る こ と が わ か っ て い る 。 本 発 明 は 、 CYP3A5 * 1ア リ ル の
1つ ま た は 複 数 の 多 型 を 含 む CYP3A5の 改 善 さ れ た 発 現 を 生 じ る ハ プ ロ タ イ プ と 、 低 下 し た
発 現 を 生 じ る ハ プ ロ タ イ プ の 間 を 識 別 す る 手 段 お よ び 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 前 述 の よ う な
ハ プ ロ タ イ プ は 、 CYP3A5 * 1ア リ ル の 1つ ま た は 複 数 の 多 型 に 加 え 、 先 に (a)か ら (d)に お い
て 言 及 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 構 成 さ れ た 同 時 分 離 す る 多 型 を 含 む 。 従 っ て 、 前 述
の 本 発 明 の 使 用 を 基 に 、 被 験 者 の CYP3A5活 性 の 信 頼 で き る 診 断 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
本 発 明 は 更 に 、 CYP3A5遺 伝 子 の 変 異 型 ア リ ル を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 被 験 者 の 疾 患 の 診 断 の
た め の 診 断 用 組 成 物 の 調 製 の た め の 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ
こ で 位 置 166220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に
ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置
14690に 対 応 す る 位 置 に Aを 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に も
関 し 、 こ こ で 該 ア リ ル は 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1、 こ こ で 位 置 16
6220は +1に 番 号 付 け ら れ 、 お よ び 位 置 174832は +8613に 番 号 付 け ら れ 、 並 び に ア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 :AC005020.2、 こ こ で 位 置 27341は +8614に 番 号 付 け ら れ て い る )の 位 置 6986に 対 応
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す る 位 置 に Aを 有 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 言 及 さ れ た 用 語 の 定 義 は 、 前 述 の 使 用 に 必 要 な 変 更 を 加 え て 適 用 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
本 発 明 に 従 い 、 前 記 引 用 の Kuehlの 論 文 に お い て 説 明 さ れ た 、 CYP3A5 * 1お よ び CYP3A5 * 6ア
リ ル を 構 成 し て い る 1つ ま た は 複 数 の 多 型 は 、 か な り の 数 の 被 験 者 に お い て 同 時 分 離 さ れ
、 か つ こ れ に よ り 低 下 し た CYP3A5発 現 を 生 じ る 他 の ハ プ ロ タ イ プ を 構 成 す る こ と も 示 さ れ
て い る 。 CYP3A5 * 6ア リ ル は 、 CYP3A5の エ キ ソ ン 7の 不 適 切 な ス プ ラ イ シ ン グ 、 CYP3A5タ ン
パ ク 質 の 位 置 184に フ レ ー ム シ フ ト お よ び 未 熟 終 結 を 生 じ る こ と も 示 さ れ て い る 。 結 果 的
に 、 被 験 者 に お け る CYP3A5の 発 現 レ ベ ル に 関 す る 偽 陽 性 の 結 果 が 、 CYP3A5 * 1ア リ ル を 基 に
し た 診 断 試 験 に お い て 得 ら れ う る 。 し か し こ の 偽 陽 性 の 結 果 は 、 CYP3A5 * 6ア リ ル の 1つ ま
た は 複 数 の 多 型 の 存 在 ま た は 非 存 在 の 更 な る 診 断 に よ り 、 本 発 明 の 使 用 に 従 い 避 け る こ と
が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 前 述 の 使 用 を 基 に 、 被 験 者 の CYP3A5活 性 の 信 頼 で き る 診 断 を
行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
前 述 の こ と を 考 慮 し 、 好 ま し い 前 述 の 用 途 の 態 様 に お い て 、 被 験 者 は 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ
カ 人 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
先 に 考 察 し た よ う に 、 偽 陽 性 と 診 断 さ れ る 被 験 者 の 数 は 、 フ レ ー ム シ フ ト 突 然 変 異 を 生 じ
る 前 記 (a)か ら (d)の 下 で 定 義 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む も の 、 ま た は CYP3A5 * 6ア リ ル
に よ り 構 成 さ れ た も の を 含 む も の の よ う な 、 CYP3A5ア リ ル の 高 い 対 立 遺 伝 子 頻 度 に 起 因 し
て い る 。 こ の 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 の 群 に お い て 特 に 高 い 。 本 発 明 に
従 い 、 CYP3A5 * 6ア リ ル は ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 の 約 13.3％ に 存 在 す る こ と が わ か っ た 。 従
っ て こ の 人 種 群 内 で 、 CYP3A5発 現 の 予 測 不 良 か ら 浮 か び 上 が る 問 題 点 は 、 他 の 人 種 群 よ り
も よ り 深 刻 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
本 発 明 の 使 用 の よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 疾 患 は 、 癌 、 ま た は 心 臓 血 管 系 疾 患 、 糖 尿
病 お よ び AIDSを 含 む 疾 患 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
最 後 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 、 ベ ク タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体
、 宿 主 細 胞 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た は 固 形 支 持 体 を 含 む 、 多 型 を 検 出 す る た
め の 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
本 発 明 の キ ッ ト は 、 更 に 選 択 マ ー カ ー の よ う な 成 分 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 お よ び
動 物 の 作 出 に 適 し た 選 択 培 地 用 の 成 分 を 含 ん で も 良 い 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 本 発 明 の 方 法
を 実 行 す る た め に 行 う こ と が で き 、 か つ と り わ け 、 例 え ば 診 断 分 野 に お け る ま た は 研 究 道
具 と し て の よ う に 、 様 々 な 用 途 に お い て 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の キ ッ ト の 部 品 は 、 バ イ ア ル
内 に 個 別 包 装 さ れ る か 、 も し く は 適 当 な 容 器 ま た は 多 容 器 ユ ニ ッ ト 内 に 組 合 わ せ て 包 装 さ
れ る こ と が で き る 。 キ ッ ト の 製 造 は 、 当 業 者 に 公 知 の 標 準 の 手 法 に 従 う こ と が 好 ま し い 。
こ の キ ッ ト は 、 本 発 明 の 前 述 の 方 法 の い ず れ に 従 い 、 例 え ば ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 ま た
は 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 、 ま た は 好 ま し く は 、 先 に お よ び 「
実 施 例 」 中 で 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ た よ う な 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ も
し く は 増 幅 技 術 を 使 用 し 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 遺 伝 子 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 突 然 変 異 型
の 発 現 を 検 出 す る 方 法 に 加 え 、 本 発 明 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 使 用 す る 場 合 の
薬 物 動 態 学 試 験 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
こ こ で 本 発 明 を 、 下 記 の 生 物 学 的 「 実 施 例 」 を 参 照 し 説 明 す る が 、 こ れ ら は 単 に 例 証 的 な
も の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 の 限 定 と し て 構 成 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ １ 】
実 施 例 1： ヒ ト 血 液 か ら の ゲ ノ ム DNAの 単 離 、 CYP3A5遺 伝 子 断 片 の 作 製 お よ び 精 製
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ゲ ノ ム DNAは 、 キ ア ゲ ン （ Qiagen） 血 液 お よ び 組 織 DNA単 離 キ ッ ト を 用 い 、 血 液 ま た は 肝 の
試 料 か ら 単 離 し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヒ ト CYP3A遺 伝 子
座 の 最 近 決 定 さ れ た 配 列 お よ び 編 成 (organisation)を 基 に 設 計 し た (Gellner、 Pharmacoge
netics、 11:111-121(2001))。 プ ラ イ マ ー 配 列 お よ び PCR断 片 長 は 、 表 1Aに 示 し た 。 増 幅 さ
れ た 断 片 を 、 PCR精 製 カ ラ ム (Qiagen)を 用 い て プ ロ セ シ ン グ し 、 か つ PE ABI 3700 DNA解 析
器 （ PE ABI 3700 DNA Analysers） に お い て 、 PCRと 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い 配 列 決 定 し た 。
こ れ ら の 配 列 は 、 PHRED/PHRAP/POLYPHRED/CONSEDソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ (University of
 Washington、 シ ア ト ル 、 WA、 米 国 )を 用 い 、 多 型 の 存 在 に つ い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
総 RNAを 、 追 加 の DNase I消 化 を 直 接 カ ラ ム 上 で 行 っ た 以 外 は 、 RNイ ー ジ ー （ RNeasy） キ ッ
ト (Qiagen)を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 使 用 し 、 肝 試 料 か ら 単 離 し た 。 cDNAプ ー ル を 、 ラ ン ダ
ム ヘ キ サ マ ー プ ラ イ マ ー お よ び ス ー パ ー ス ク リ プ ト （ Superscript） 逆 転 写 酵 素 (Life Tec
hnologies)を 用 い 、 総 RNAの 1μ gか ら 作 製 し た 。 1回 の TaqManア ッ セ イ 法 に 使 用 し た cDNAは
、 総 RNAの 40ngに 由 来 し た 。 CYP3A5 mRNAの 発 現 レ ベ ル は 、 ABI 7700配 列 検 出 シ ス テ ム （ AB
I 7700 Sequence Detection System） (PE Biosystems)を 用 い 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRに
よ り 定 量 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び プ ロ ー ブ は 、 プ ラ イ マ ー エ ク ス プ レ ス （ Primer
 Express) (PE Biosystems)プ ロ グ ラ ム に よ り 設 計 し た 。 定 量 的 PCRに 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 以 下 の も の で あ っ た ： フ ォ ワ ー ド 5'- TTG TTG GGA AAT GTT TTG TCC TAT C 
-3'(配 列 番 号 :237)お よ び リ バ ー ス 5'- ACA GGG AGT TGA CCT TCA TAC GTT -3' (配 列 番 号
:238)。 TaqManプ ロ ー ブ (5'- TCA GGG TCT CTG GAA ATT TGA CAC AGA GTG CTA-3'； 配 列 番
号 :239)は 、 5'側 レ ポ ー タ ー 色 素 6-カ ル ボ キ シ -フ ル オ ロ セ イ ン (FAM)お よ び 3'側 消 光 剤 6-
カ ル ボ キ シ -テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン (TAMRA)で 標 識 し た 。 こ の 実 験 は 、 PEバ イ オ シ ス テ ム
ズ （ PE Biosystems） に よ り 開 発 さ れ た 標 準 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 行 っ た 。 CYP3A5に 対 す
る ア ッ セ イ 特 異 性 は 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 発 現 し た 等 量 の CYP3A4、 CYP3A5、 CYP3A7お よ び
CYP3A43 cDNA種 を 用 い て 行 っ た 。 プ ロ ー ブ の 特 異 性 は 、 CYP3A5 cDNAの 方 が CYP3A7 cDNAよ
り も 10 4 倍 高 か っ た が 、 CYF3A4 cDNAお よ び CYP3A43 cDNAは 、 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 CYP3
A5ア ッ セ イ 法 の 直 線 範 囲 を 、 10～ 10 6 標 的 分 子 の 間 で 決 定 し た 。 CYP3A5発 現 レ ベ ル は 、 先
に 開 発 さ れ た TaqManア ッ セ イ 法 (PE Biosystems)に よ り 決 定 さ れ た 18S mRNA種 の 発 現 を 用
い て 正 規 化 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
実 施 例 2： CYP3A5遺 伝 子 座 内 の 遺 伝 的 変 種 の 決 定
CYP3A5遺 伝 子 座 内 の 配 列 の 多 型 を 、 ゲ ノ ム DNA(断 片 サ イ ズ ： 264-997bp)か ら の PCR増 幅 、
並 び に 白 人 種 起 源 の 19-217試 料 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 起 源 の 36-45試 料 、 中 国 人 起 源 の 3
4-47試 料 、 日 本 人 起 源 の 41-50試 料 、 お よ び 韓 国 人 起 源 の 31-47試 料 の 各 PCR産 物 の 配 列 決
定 に よ り 決 定 し た 。 こ れ ら の PCR断 片 は 、 CYP3A5の 全 タ ン パ ク 質 -コ ー ド 領 域 、 3'-UTRの 一
部 、 5'-UTRの 全 て に 加 え 、 CYP3A5転 写 開 始 部 位 と こ の 遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 し た L1_5'UTR_O
RF反 復 単 位 の 間 の 6203bp配 列 を 包 含 し て い る (図 3)。 加 え て 本 発 明 者 ら は 、 CYP3A5プ ロ モ
ー タ ー と し て 当 初 説 明 さ れ 、 増 大 し た CYP3A5タ ン パ ク 質 発 現 と 同 時 分 離 す る こ と が 最 近 報
告 さ れ た よ う な 配 列 内 に 局 在 化 し た ふ た つ の 連 鎖 し た 一 塩 基 多 型 (SNPs、 ch-v-020、 ch-v-
021、 表 2A-E)を 遺 伝 子 型 同 定 し た (Paulussen、 Pharmacogenetics、 10:415-24(2000))。 こ
れ ら の 結 果 は 更 に 、 両 変 異 型 の 同 時 分 離 を 示 し て い る 。 最 近 決 定 さ れ た 全 CYP3A遺 伝 子 座
の 配 列 を 用 い (Gellner、 Pharmacogenetics、 11:111-121(2000))、 本 発 明 者 ら は 、 CYP3A偽
遺 伝 子 の 5'側 に 隣 接 し た 配 列 に お い て 、 CYP3A5の 第 一 の エ キ ソ ン の 上 流 お よ そ 20kbに こ れ
ら の 変 異 型 を 配 置 し た (図 3の PS2)。 更 に 本 発 明 者 ら は 、 表 1Bに 列 記 し た プ ラ イ マ ー お よ び
プ ロ ー ブ を 用 い る TaqMan(登 録 商 標 )ア ッ セ イ 法 に よ り 、 CYP3A5遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン 3に 位
置 し た 一 塩 基 多 型 を 遺 伝 子 型 同 定 し た (ch-v-048； Kuehl、 Nature Genetics、 27:383-391(
2001))。 こ の 分 析 は 、 配 列 検 出 シ ス テ ム (PE Biosystems)に お い て 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
Paulussenら に よ り 説 明 さ れ た ふ た つ の 連 鎖 し た SNPを 含 む 全 部 で 29種 の 変 異 型 (Paulussen
、 Pharmacogenetics、 10:415-24(2000))を 、 白 人 種 試 料 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 検 出 し
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、 お よ び そ れ ら の ア リ ル 頻 度 を 、 0.3％ ～ 11.9％ の 間 と 推 定 し た (表 2A)。 6種 の 変 異 型 は 、
CYP3A5の 転 写 開 始 部 位 の 上 流 6kb配 列 内 に 位 置 す る 。 14種 の 変 異 型 は 、 イ ン ト ロ ン 内 、 ま
た は 5'-UTRま た は 3'-UTR内 に 位 置 す る が 、 4種 は 、 タ ン パ ク 質 -コ ー ド 配 列 内 に 認 め ら れ た
。 後 者 に お い て 、 3種 の 変 異 型 は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 を 生 じ 、 か つ ひ と つ は CYP3A5タ ン パ ク 質
の 未 熟 終 結 を 生 じ て い る (表 2A)。 g.7303C＞ A変 異 型 (ch-v-009、 表 2A)は 、 エ キ ソ ン 4に お
け る S100Yア ミ ノ 酸 交 換 を 生 じ て い る 。 g.3705C＞ T変 異 型 (ch-v-005)は 、 エ キ ソ ン 2に お け
る H30Yア ミ ノ 酸 交 換 に つ な が っ て い る 。 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 は 、 こ の 変 異 型 の g.
3709-3710insG変 異 型 (ch-v-006)へ の 物 理 的 連 結 を 明 ら か に し た 。 後 者 の 変 異 型 は 、 オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の シ フ ト を 生 じ 、 こ れ は タ ン パ ク 質 配 列 の 位 置 34(K34.)に お け
る 切 断 に つ な が る 。 T398N変 異 型 (ch-v-001、 表 2A)は 、 最 初 に Jounaidi(Jounaidi、 Bioche
m Biophys Res Commun、 221:466-70(1996))に よ り 説 明 さ れ た が 、 こ れ は 試 験 し た 80個 体
の 中 の 3種 に お い て 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
白 人 種 に お い て 認 め ら れ た 4種 の タ ン パ ク 質 変 更 す る 変 異 型 の い ず れ も が 、 ア フ リ カ 系 ア
メ リ カ 人 、 中 国 人 、 日 本 人 お よ び 韓 国 人 の 試 料 に お い て は 見 つ か ら な か っ た (表 2A-E)。 し
か し 、 と り わ け 、 本 発 明 者 ら は 、 変 更 さ れ た CYP3A5ア ミ ノ 酸 配 列 を 生 じ る こ れ ら の 試 料 に
お い て 、 4種 の 新 規 変 異 型 を 見 つ け た (ch-v-017、 ch-v-043、 ch-v045、 ch-v-068、 表 2B-E)
。 エ キ ソ ン 11の g.27131-27132insT(ch-v-017)変 異 型 (ch-v-017、 表 2B、 2D)は 、 45種 の ア
フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 試 料 中 の 9種 お よ び 50種 の 日 本 人 試 料 中 の 1種 に お い て 発 見 さ れ た 。 こ
の 変 異 型 は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の シ フ ト を 生 じ 、 こ れ は タ ン パ ク 質 配 列 の 位
置 348(D348.)に お け る 切 断 に つ な が る 。 変 異 型 ch-v-043、 ch-v-045お よ び ch-v-068は 、 ア
ミ ノ 酸 交 換 に つ な が る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 3： CYPA5タ ン パ ク 質 発 現 の 遺 伝 的 決 定 因 子 の 同 定
下 記 に お い て 、 白 人 種 の CYP3A5遺 伝 子 変 異 型 の 頻 度 を 、 CYP3A5タ ン パ ク 質 発 現 の 関 数 と し
て 分 析 し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 表 2Aに 示 し た 変 異 型 の ア リ ル 頻 度 を 、 HE肝 お よ び LE肝 に
つ い て 個 別 に 計 算 し た (図 3)。 9種 の 変 異 型 (ch-v-020、 ch-v-021、 ch-v-026、 ch-v-034、 c
h-v-007、 ch-v-008、 ch-v-011、 ch-v-014お よ び ch-v-015)の 頻 度 は 、 HE肝 に お い て 有 意 に
増 大 し た (全 て χ 2 ＞ 13.3、 df＝ 1、 p＜ 0.01、 Bonferroni相 関 )。 1種 を 除 き 、 全 て の 試 験 し
た HE肝 (17/18、 94％ )は 、 3種 の 変 異 型 (ch-v-021、 ch-v-026お よ び ch-v-015)に つ い て ヘ テ
ロ 接 合 型 で あ っ た 。 こ れ ら の 試 料 の 16種 は 、 更 に ch-v-020に つ い て も ヘ テ ロ 接 合 型 で あ っ
た 。 1種 の HE試 料 は 、 こ の 変 異 型 に つ い て は 遺 伝 子 型 同 定 し な か っ た 。 対 照 的 に 、 LE肝 は
、 野 生 型 (155/168、 92.3％ )、 変 異 型 ch-v-021お よ び ch-v-26に つ い て の ヘ テ ロ 接 合 型 (9/1
68、 5.4％ )、 ま た は 変 異 型 ch-v-015に つ い て の ヘ テ ロ 接 合 型 (4/168、 2.4％ )の み で あ っ た
。 し か し 、 LE肝 に お い て 、 3種 全 て の 変 異 型 は 、 同 時 に 生 じ る こ と は な か っ た (表 3)。 こ れ
ら の 結 果 は 、 こ れ ら 3種 の 変 異 型 の い ず れ か を 、 増 大 し た CYP3A5発 現 の 有 用 で あ る が 不 完
全 な マ ー カ ー と し て 定 義 し た 。 こ れ ら の 変 異 型 ch-v-034、 ch-v-008、 ch-v-O11お よ び ch-v
-14は 、 前 述 の 3種 の 変 異 型 (ch-v-021、 ch-v-026お よ び ch-v-015)に つ い て ヘ テ ロ 接 合 型 の
試 料 の サ ブ セ ッ ト に お い て の み 生 じ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
ス ク リ ー ニ ン グ し た 試 料 中 の 変 異 型 ch-v-021、 ch-v-026お よ び ch-v-O15の 分 布 は 、 こ れ ら
が ハ プ ロ タ イ プ を 構 成 し て い る こ と を 、 強 力 に 示 唆 し て い る 。 以 下 に お い て 、 こ れ ら 3種
の 変 異 型 が 、 独 立 し て 組 換 え ら れ る か ま た は 組 換 え ら れ な い か の 仮 説 を 検 証 し た 。 そ れ ら
の 独 立 し た 遺 伝 形 質 を 推 定 し 、 変 異 型 の 全 て の 組 合 せ の 予 想 さ れ る 3遺 伝 子 座 の 遺 伝 子 型
頻 度 を 算 出 し 、 か つ そ れ ら を 認 め ら れ た 頻 度 と 比 較 し た 。 そ の 差 異 に は 、 高 度 に 有 意 性 が
あ る (χ 2 ＝ 93.6； ク ラ ス は 「 全 て 野 生 型 」 、 「 単 独 の 変 異 型 ヘ テ ロ 接 合 型 ま た は ホ モ 接 合
型 」 、 「 2種 ま た は 3種 の 変 異 型 ヘ テ ロ 接 合 型 ま た は ホ モ 接 合 型 」 ； df＝ 1； p＜ ＜ 0.001)。
予 想 さ れ た よ り も よ り 多 く の 2ま た は 3種 の 変 異 型 を 伴 う 個 体 お よ び よ り 少 な い 1種 の 変 異
型 の み を 伴 う 個 体 が 存 在 し た 。 こ の 結 果 は 、 こ れ ら 3種 の 変 異 型 中 の 連 鎖 を 示 唆 し て い る
。 変 異 型 の 3種 の 対 に 関 す る 連 鎖 不 均 衡 パ ラ メ ー タ Dに よ り 、 連 鎖 の 程 度 を 推 定 し た 。 ハ プ
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ロ タ イ プ 頻 度 に 関 す る 最 大 尤 度 の 推 定 値 を 用 い 、 変 異 型 対 ch-v-021／ ch-v-015お よ び ch-v
-026／ ch-v-015に つ い て は 、 Dは 0.041と 算 出 さ れ 、 こ れ は そ の 理 論 上 の 最 大 値 の 80％ で あ
り 、 並 び に 変 異 型 ch-v-021お よ び ch-v-026に つ い て は 0.065と 算 出 さ れ 、 こ れ は そ の 理 論
上 の 最 大 値 の 100％ に 相 当 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
各 変 異 遺 伝 子 型 を 示 し て い る 個 体 が HE(陽 性 予 測 値 )で あ る 確 率 は 、 変 異 型 ch-v-021お よ び
ch-v-026に つ い て は 、 各 々 65％ で あ る と 推 定 さ れ 、 お よ び ch-v-015変 異 型 に つ い て は 81％
で あ る と 推 定 さ れ る 。 3種 の 変 異 型 の 組 合 せ 全 て に つ い て 、 陽 性 予 測 値 は 、 本 発 明 者 ら の
試 料 セ ッ ト に お い て は 100％ で あ る 。 し か し こ れ ら の 変 異 型 は 、 増 大 し た タ ン パ ク 質 発 現
の た め に シ ス の 位 置 に あ る こ と が 必 要 で あ る と 想 定 す る と 、 3種 の 変 異 型 全 て を 示 し て い
る 個 体 が LEで あ る 確 率 が 若 干 存 在 す る こ と は 明 ら か で あ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 少 な く と も
ア リ ル ch-v-021／ ch-v-026お よ び ア リ ル ch-v-O15は 実 際 に 存 在 し (遺 伝 子 型 2お よ び 3参 照
、 表 3)、 そ の 結 果 こ れ ら 2種 の ア リ ル の 組 合 せ を 伴 う 遺 伝 子 型 の 存 在 が 前 提 で あ る こ と を
示 し て い る 。 シ ス で 3種 の 変 異 型 全 て を 有 さ な い こ れ ら の 3倍 の ヘ テ ロ 接 合 型 の 頻 度 に 関 す
る 最 大 尤 度 の 推 定 値 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ し た 全 て の 試 料 の 0.05％ ま た は 3種 の 変 異 型 全 て
に つ い て ヘ テ ロ 接 合 型 も し く は ホ モ 接 合 型 試 料 の 0.61％ で あ る 。 別 の 表 現 を す る と 、 ス ク
リ ー ニ ン グ し た 白 人 種 100名 に つ い て 、 統 計 学 的 に 、 そ の 中 の 約 9名 が 3種 の 変 異 型 全 て に
つ い て ヘ テ ロ 接 合 型 も し く は ホ モ 接 合 型 で あ り 、 か つ こ れ ら の 約 0.05が シ ス で 3種 の 変 異
型 全 て を 有 さ な い と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 3変 異 遺 伝 子 型 の 陽 性 予 測 力 は 約 99.95％ で あ る
と 予 想 す る こ と が で き る 。 当 然 、 わ ず か に 2種 の 変 異 型 、 ch-v-021／ ch-v-015ま た は ch-v-
26／ ch-v-15の い ず れ か の 組 合 せ に つ い て 同 じ 値 が 達 成 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
単 独 の HE肝 に お い て 、 他 の 17の HE試 料 に お い て 認 め ら れ た 先 の 9種 の 変 異 型 の い ず れ も 、
検 出 さ れ な か っ た 。 こ の 試 料 中 に お い て 認 め ら れ た 変 異 型 の よ り 周 到 な 試 験 は 、 各 々 、 イ
ン ト ロ ン 4内 の 変 異 型 (ch-v-018)お よ び イ ン ト ロ ン 5内 の そ れ (ch-v-019)を 明 ら か に し た 。
こ れ ら の 変 異 型 は 、 こ の 試 料 に 特 有 で あ り 、 そ の 理 由 は こ れ ら は あ ら ゆ る 他 の ス ク リ ー ニ
ン グ さ れ た 試 料 に お い て は 認 め ら れ な い か ら で あ る 。 こ れ ら は 、 あ ら ゆ る 他 の ス ク リ ー ニ
ン グ さ れ た 人 種 に お い て も 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 変 異 型 は そ れ ら 自 身 が 転 写 産 活 性
化 の 原 因 物 質 で あ る か ど う か 、 も し く は こ れ ら は 他 の 現 時 点 で 未 検 出 の 変 異 型 に 連 結 さ れ
て い る か ど う か は 、 依 然 不 明 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 4： CYP3A5タ ン パ ク 質 発 現 の 検 出
白 人 種 肝 試 料 中 の CYP3A4お よ び CYP3A5の タ ン パ ク 質 発 現 を 、 CYP3A4お よ び CYP3A5特 異 的 抗
体 (Gentest)を 用 い ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 決 定 し た 。 肝 ミ ク ロ ソ ー ム は 、 既 報 の よ う
に 調 製 し た (Zanger、 Biochemistry、 27:5447-54(1988))。 総 タ ン パ ク 質 の ホ モ ジ ネ イ ト を
得 る た め に 、 粉 末 化 し た 肝 組 織 を 、 0.1M ト リ ス -Cl(pH7.4)、 1mM EDTA、 1mM Pefa Bloc S
C、 1μ g/mlロ イ ペ プ チ ン 、 1μ g/mlペ プ ス タ チ ン 中 で 、 ポ ッ タ ー エ ル ベ ー ジ ャ ム ホ モ ジ ナ
イ ザ ー （ Potter Elvehjem homogenisator） (ガ ラ ス ／ テ フ ロ ン )を 用 い 、 1000rpmで 2分 間
均 質 化 し た 。 次 に ホ モ ジ ネ イ ト を 、 バ ン デ リ ン  ソ ノ プ ラ ス HD 200（ Bandelin Sonoplus H
D 200） で 音 波 処 理 し 、 -80℃ で 保 存 し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の た め に 、 ミ ク ロ ソ ー ム タ
ン パ ク 質 ホ モ ジ ネ イ ト 12.5μ gま た は 総 タ ン パ ク 質 ホ モ ジ ネ ー ト 40μ gを 、 10％ SDS-ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に お い て 分 離 し た 。 PVDF膜 へ の 電 気 泳 動 に よ る 転 写 を 、 タ ン ク ブ ロ ッ ト
セ ル （ TankBlot Cell） (BioRad)に お い て 1.5時 間 定 圧 (100V)お よ び 10℃ で 行 っ た 。 転 写 後
、 こ れ ら の 膜 を 、 5％ ミ ル ク 、 TBS、 0.1％ ツ イ ー ン （ Tween） 20中 で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し 、 非 特 異 的 抗 体 結 合 を 低 下 し た 。 一 次 抗 体 (Gentest、 1:500希 釈 )の い ず れ か と の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 1％ ミ ル ク 、 TBS、 0.1％ ツ イ ー ン 20中 で 60分 間 行 い 、 こ れ ら を 、 同
じ 溶 液 中 の 二 次 抗 体 (抗 -ウ サ ギ IgG-POD Fab-断 片 、 Dianova、 1:10000希 釈 )で 30分 間 行 っ
た 。 CYP3A4ま た は CYP3A5タ ン パ ク 質 バ ン ド を 、 ス ー パ ー シ グ ナ ル ド ュ ラ （ Supersignal Du
ra） (Pierce)お よ び デ ジ タ ル CCDカ メ ラ (LAS-1000、 Fuji)に よ り 検 出 し た 。 シ グ ナ ル の 定
量 は 、 AIDA(Raytest)に よ り 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル は 、 組 換 え CYP3A4お よ び CYP3A
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5タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る ミ ク ロ ソ ー ム (Gentest)か ら 得 た 検 量 線 を 基 に 算 出 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
ホ モ ジ ネ イ ト ま た は ミ ク ロ ソ ー ム 画 分 は 、 186例 の ヒ ト 肝 か ら 調 製 し 、 か つ CYP3A5特 異 的
抗 体 を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 調 べ た 。 CYP3A5タ ン パ ク 質 は 、 分 析 し た 全 て の 試
料 に お い て 検 出 さ れ 、 そ の 発 現 は 明 ら か な 2峰 性 を 示 し た (図 1A)。 168例 の 肝 (～ 90％ )で 、
更 に LE(低 発 現 )と 称 さ れ る も の は 、 こ の ア ッ セ イ 法 の 定 量 下 限 (LLOQ)に 近 い ま た は そ れ 以
下 の 発 現 を 示 し た (0.3pmol/1mgの ホ モ ジ ネ イ ト タ ン パ ク 質 お よ び 1.0pmol/1mgの ミ ク ロ ソ
ー ム タ ン パ ク 質 )。 18種 の 試 料 (～ 10％ )で 、 更 に HE(高 発 現 )と 称 さ れ る も の は 、 非 常 に 高
い CYP3A5発 現 レ ベ ル を 示 し た 。 こ の 発 現 は 、 1.6～ 2.9pmol/1mgの ホ モ ジ ネ イ ト タ ン パ ク 質
(2.3± 0.5； n＝ 6)お よ び 3.9～ 15.5pmol/1mgの ミ ク ロ ソ ー ム タ ン パ ク 質 (9.7± 4.1； n＝ 12)
で あ っ た 。 LE肝 に お け る CYP3A5発 現 レ ベ ル と し て の こ の ア ッ セ イ 法 の LLOQを 考 慮 す る と 、
HE肝 は 、 LE肝 よ り も 平 均 8～ 10倍 多 い CYP3A5タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
次 に 、 HE肝 に お け る 一 緒 に し た CYP3A5お よ び CYP3A4タ ン パ ク 質 発 現 に 対 す る CYP3A5の 貢 献
を 調 べ た 。 こ れ ら の 肝 に お け る CYP3A4発 現 は 、 0.9～ 82.6pmol/1mgの ホ モ ジ ネ イ ト タ ン パ
ク 質 (n＝ 6)お よ び 4.5～ 295pmol/1mgの ミ ク ロ ソ ー ム タ ン パ ク 質 (n＝ 11)で あ っ た 。 HE肝 に
お け る CYP3A4変 動 性 の レ ベ ル お よ び 範 囲 は 、 LE肝 に お け る も の と 類 似 し て い た (デ ー タ 示
さ ず )。 図 1Bは 、 17種 の HE肝 に お け る 一 緒 に し た CYP3A5お よ び CYP3A4タ ン パ ク 質 プ ー ル に
お け る CYP3A5の 分 担 を 示 し て い る 。 CYP3A5の 貢 献 は 、 3％ ～ 74％ の 範 囲 を 変 動 す る 。 平 均
的 HE肝 に お い て 、 両 タ ン パ ク 質 を 一 緒 に し た プ ー ル に お け る CYP3A5の 分 担 は 、 24％ で あ る
。 LE肝 に お け る こ の タ ン パ ク 質 の 実 際 の 発 現 レ ベ ル と し て の CYP3A5ア ッ セ イ 法 の LLOQを 考
慮 す る と 、 こ れ ら の 肝 の 対 応 す る 値 は お よ そ 1.6％ で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 5： CYP3A5 mRNA発 現 の 決 定
8種 の 白 人 種 HE肝 お よ び 8種 の LE肝 に お け る CYP3A5 mRNAの 発 現 を 、 CYP3AS特 異 的 TaqManプ
ロ ー ブ を 用 い て 調 べ た 。 図 2Aに 図 示 し た よ う に 、 CYP3A5 mRNAレ ベ ル の 分 布 は 2峰 性 を 示 し
、 こ れ は CYP3A5タ ン パ ク 質 の 発 現 に お い て 認 め ら れ た も の と 完 全 に 一 致 し た (Fisherの 直
説 法 、 p＝ ＜ ＜ 0.001)。 HE肝 (n＝ 8)に お け る 、 総 RNA 1ng当 り の 3A5転 写 産 物 の 数 は 、 LE肝 (
n＝ 8)の も の よ り も 平 均 8.5倍 高 か っ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
下 記 の よ う に 、 HEお よ び LE肝 の CYP3A5転 写 産 物 の ア リ ル 起 源 を 調 べ た 。 こ の 目 的 の た め に
、 こ の 遺 伝 子 の 3'-UTR(非 翻 訳 領 域 )の 一 部 を 、 PCRに よ り 増 幅 し 、 か つ こ の 領 域 に 位 置 し
た T＞ C変 異 型 (表 2Aの 変 異 型 ch-v-015； )に つ い て ヘ テ ロ 接 合 型 で あ る 鋳 型 と し て 、 ゲ ノ ム
ま た は cDNA試 料 を 用 い て 配 列 決 定 し た 。 予 想 さ れ た よ う に 、 両 ア リ ル が 、 ゲ ノ ム DNAを 鋳
型 と し て 用 い た 配 列 に お い て 示 さ れ る (図 2B)。 両 ア リ ル は 、 LE(ch-v-021お よ び ch-v-26に
つ い て ホ モ 接 合 型 野 生 型 、 ch-v-015に つ い て ヘ テ ロ 接 合 型 )肝 か ら PCR増 幅 し た cDNAの 配 列
に お い て も 同 等 に 示 さ れ た 。 対 照 的 に 、 Cア リ ル の み が 、 HE肝 由 来 の CYP3A5 3'-UTR cDNA
の 同 じ 部 分 で 認 め ら れ た 。 こ の こ と は 、 HE肝 の CYP3A5転 写 産 物 の 総 プ ー ル に お け る Cア リ
ル を 収 容 し て い る 染 色 体 由 来 の 転 写 産 物 の 過 剰 発 現 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
実 施 例 6： 組 換 え CYP3A5タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ト ロ 突 然 変 異 誘 発 お よ び 発 現
タ ン パ ク 質 配 列 の 変 化 に つ な が る 白 人 種 の 5種 の 多 型 を 検 出 し た 。 そ れ ら の 中 の ふ た つ は c
h-v-006お よ び ch-v-017で あ り 、 こ れ ら は 、 タ ン パ ク 質 の 切 断 に つ な が り 、 従 っ て 機 能 タ
ン パ ク 質 は 恐 ら く コ ー ド し て い な い 。 ch-v-005は ch-v-006へ 物 理 的 に 連 結 し て の み 発 見 さ
れ た の で 、 得 ら れ た タ ン パ ク 質 変 異 型 は 同 じ く 恐 ら く 機 能 し な い と 考 え ら れ る 。 タ ン パ ク
質 変 異 型 ch-v-009お よ び ch-v-001の 作 用 を 決 定 す る た め に 、 こ れ ら の 変 異 型 を 、 異 種 細 菌
発 現 系 に お い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー pKK233-2(Pharmacia)に お い て 、 修 飾 し た CYP3A5 cDNAを 、 イ ン ビ ト
ロ 突 然 変 異 誘 発 の 出 発 物 質 と し て 用 い た (図 5)。 変 異 型 ch-v-009お よ び ch-v-001は 、 各 々
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、 QuikChange突 然 変 異 誘 発 キ ッ ト (Stratagene)を 使 用 す る 、 イ ン ビ ト ロ 突 然 変 異 誘 発 に よ
り 、 プ ラ ス ミ ド へ 導 入 し た 。 突 然 変 異 の う ま く い っ た 導 入 お よ び 他 の 望 ま し く な い 突 然 変
異 が 存 在 し な い こ と は 、 配 列 決 定 に よ り 確 認 し た 。 当 初 の プ ラ ス ミ ド に 加 え 、 2種 の 突 然
変 異 誘 発 さ れ た プ ラ ス ミ ド を 用 い 、 CYP3Aタ ン パ ク 質 の 最 適 発 現 が 既 に 得 ら れ て い る 株 の
大 腸 菌 TOPP3細 胞 を 形 質 転 換 し た 。 各 突 然 変 異 体 プ ラ ス ミ ド の 8種 の 個 別 の コ ロ ニ ー 全 て を
、 発 現 試 験 の た め に 選 択 し た 。 Eiseltら の 論 文 に 説 明 さ れ た よ う に 、 細 菌 を 増 殖 お よ び 誘
導 し た (Eiselt、 Pharmacogenetics、 11:447-58(2001))。 発 現 は 、 IPTG/δ -ALAに よ る 誘 導
後 48時 間 お よ び 72時 間 で 分 析 し た 。 Domanskiら の 論 文 に 説 明 さ れ た よ う に 細 胞 を 収 集 し た
(Domanski、 Arch Biochem Biophys、 350:223-32(1998))。 最 終 的 P450含 量 は 、 還 元 し た 一
酸 化 炭 素 (CO)の 差 ス ペ ク ト ル に よ り 測 定 し た (Omura、 J. Biol. Chem.、 239:2370-2378(19
64))。
【 ０ １ ３ ７ 】
可 溶 化 し た CYP3A5の 30～ 50nmolを 突 然 変 異 誘 発 し て い な い CYP3A5の 培 養 物 1Lか ら 回 収 で き
た に も か か わ ら ず 、 2種 の CYP3A5変 異 型  S100Yお よ び T398Nの 発 現 は 、 培 養 物 1L当 り 3nmol 
P450タ ン パ ク 質 よ り も 低 い こ と が 決 定 さ れ た 。 多 く の 例 に お い て 、 「 P450」 ピ ー ク は 、 予
想 さ れ た 典 型 的 448～ 450nmピ ー ク よ り も む し ろ 454～ 458nmに シ フ ト し て い た 。 突 然 変 異 誘
発 さ れ た コ ロ ニ ー に お け る 低 レ ベ ル の 発 現 は 、 タ ン パ ク 質 精 製 に 際 す る 無 駄 な 試 み で あ っ
た 。 先 の 実 験 は 、 こ れ ら の CYP3A5変 異 型 に よ り 示 さ れ た 発 現 レ ベ ル と 同 程 度 に 低 い 発 現 レ
ベ ル が 、 他 の 細 菌 株 の 使 用 ま た は 増 殖 温 度 の 調 節 に よ り 、 顕 著 に 改 善 で き な い こ と を 示 唆
し て い る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 結 果 は 、 S100Yま た は T398N置 換 を 含 む CYP3A5タ ン パ ク 質 変 異
型 は 、 大 腸 菌 発 現 系 に お い て 安 定 し て い な い こ と 、 お よ び ch-v-009ま た は ch-v-001を 含 む
変 異 型 は 、 機 能 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い な い こ と を 強 く 示 唆 し て い る 。 変 異 型 ch-v-001
(T398N)の 陰 性 発 現 の 結 果 は 、 5種 の CYP3A5欠 損 個 体 の 中 の 2種 で こ の 多 型 を 最 初 に 検 出 し
た 研 究 (Jounaidi、 Biochem Biophys Res Commun、 221:466-70(1996))と 一 致 し て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
実 施 例 7： CYP3A5遺 伝 子 型 に よ り 予 想 さ れ る 薬 物 代 謝 の 推 定
CYP3A5タ ン パ ク 質 は 、 酸 化 に よ り 多 く の 薬 物 を 分 解 し 、 そ の 結 果 こ れ ら は 最 早 治 療 的 活 性
は な い 。 従 っ て 、 CYP3A5基 質 で あ る 薬 物 は 、 増 強 さ れ た CYP3A5活 性 を 持 つ 患 者 に お い て 、
適 当 な 時 間 間 隔 に お い て は 、 治 療 的 活 性 血 漿 中 濃 度 に 到 達 し な い 。 こ れ ら の 患 者 に お い て
は 、 こ れ ら の 薬 物 は よ り 高 い 投 与 量 で な け れ ば な ら な い 。 他 方 で 、 低 下 し た CYP3A5活 性 を
有 す る 患 者 に お い て 、 こ れ ら の 薬 物 は 、 薬 物 の 毒 性 レ ベ ル を 避 け る た め に 、 よ り 低 い 用 量
で 投 与 さ れ な け れ ば な ら な い 。 表 4に CYP3A5遺 伝 子 型 お よ び 推 奨 用 量 の 指 定 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ９ 】
CYP3A5代 謝 が 薬 理 学 的 活 性 物 質 の 形 成 に つ な が る 場 合 に お い て 、 増 強 さ れ た 酵 素 活 性 は 、
低 減 さ れ た 用 量 に よ り 中 和 さ れ る に も 関 わ ら ず 、 低 下 さ れ た CYP3A5活 性 は 、 増 大 さ れ た 用
量 に よ り 合 致 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
（ 表 １ Ａ ） CYP3A5上 流 領 域 内 の 多 型 の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 し た プ ラ イ マ ー お よ び CYP3A5
遺 伝 子
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Ref.： 参 照 配 列 。 プ ラ イ マ ー の 位 置 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 (1)AF280107.1お よ び (2)AC00
5020.2の GenBank配 列 を 指 す 。
【 ０ １ ４ １ 】
（ 表 １ Ｂ ） TaqManア ッ セ イ 法 に よ る 多 型 部 位 ch-v-048(g.6986G＞ A)で の ヌ ク レ オ チ ド 状 態
の 決 定 に 使 用 し た プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 :202お よ び 203)お よ び プ ロ ー ブ (配 列 番 号 :204お よ
び 205)
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Ref.： 参 照 配 列 。 プ ラ イ マ ー の 位 置 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF280107.1の GenBank配 列 を
指 す 。 プ ロ ー ブ は 、 5'末 端 で 蛍 光 色 素 に よ り 標 識 し 、 か つ 暗 色 消 光 物 質 (DQ)で 標 識 し 、 か
つ 副 溝 バ イ ン ダ ー (MGB)を 用 い て い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
（ 表 ２ Ａ ） 白 人 種 起 源 の 試 料 中 に 検 出 さ れ た CYP3A5多 型

10

(36) JP 2004-527229 A 2004.9.9



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(37) JP 2004-527229 A 2004.9.9



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
変 異 型 ch-v-013に 関 し て 、 全 て の 変 異 型 は ひ と つ の ホ モ 接 合 型 個 人 を 除 き 、 ヘ テ ロ 接 合 型
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に お い て 検 出 さ れ た 。 1 変 異 型 は 、 究 極 的 に は 未 熟 終 結 に つ な が る フ レ ー ム シ フ ト を 生 じ
て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
（ 表 ２ Ｂ ） ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 起 源 の 試 料 中 に 検 出 さ れ た CYP3A5多 型
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1 変 異 型 は 、 究 極 的 に は 未 熟 終 結 に つ な が る フ レ ー ム シ フ ト を 生 じ て い る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
（ 表 ２ Ｃ ） 中 国 人 起 源 の 試 料 中 に 検 出 さ れ た CYP3A5多 型
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【 ０ １ ４ ５ 】
（ 表 ２ Ｄ ） 日 本 人 起 源 の 試 料 中 に 検 出 さ れ た CYP3A5多 型
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【 ０ １ ４ ６ 】
（ 表 ２ Ｅ ） 韓 国 人 起 源 の 試 料 中 に 検 出 さ れ た CYP3A5多 型

10

20

30

40

50

(43) JP 2004-527229 A 2004.9.9



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 2A-E： 変 異 型 は 、 各 人 種 群 別 に つ い て 個 別 に 、 遺 伝 子 に 沿 っ た そ れ ら の 局 在 に 従 い 列 記
し て い る 。 多 型 の 専 門 語 は 、 Antoarakisら の 論 文 (Antonarakis、 Hum Mutat、 11:1-3(1998
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))を 基 に し 、 ゲ ノ ム 参 照 配 列 と し て 一 緒 に し た 配 列 AF280107.1お よ び AC005020.2を 用 い 、
こ こ で AF280107.1に お け る 位 置 166220の ATGの Aは +1で あ る 。 配 列 状 況 ： 上 側 に 示 し た 参 照
ア リ ル 配 列 と 下 側 に 示 し た 変 異 型 配 列 の 多 型 部 位 で の ロ ー カ ル ア ラ イ ン メ ン ト 。 点 は 、 各
位 置 の ヌ ク レ オ チ ド が 同 一 で あ る こ と を 示 し て い る 。 N： 分 析 し た 試 料 の 数 。
【 ０ １ ４ ７ 】
（ 表 ３ ） CYP3A5遺 伝 子 型 お よ び 表 現 型
　
　
　
　
　
　
　
　
　
3種 の 変 異 型 は 全 て 、 ヘ テ ロ 接 合 状 態 に お い て の み 検 出 さ れ た 。 HE＝ 高 く 発 現 し て い る 肝
、 LE＝ 低 く 発 現 し て い る 肝 、 数 字 は 、 各 々 特 有 の 遺 伝 子 型 を 有 す る LEお よ び HE肝 を 示 す 。
増 大 し た CYP3A5発 現 は 、 個 別 の 遺 伝 子 型 と 共 に 同 時 分 離 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
（ 表 ４ ） CYP3A5に よ る 期 待 さ れ る 薬 物 代 謝
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No.： 試 行 す る (running)遺 伝 子 型 番 号
遺 伝 子 型 ： ア リ ル 組 合 せ か ら 生 じ る 可 能 性 の あ る CYP3A5遺 伝 子 型 。 上 側 の 表 に 、 使 用 し た
正 確 な ア リ ル 名 の 原 則 を 示 し た 。 下 側 の 表 は よ り 詳 細 な ア リ ル の リ ス ト で あ り 、 各 々 、 ふ
た つ の 相 同 染 色 体 に お け る 8種 の 座 で の 変 異 型 の 全 て の 組 合 せ を 示 し て い る (座 1-8は 、 各
々 、 CYP3A5遺 伝 子 (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 :AF280107.1)の 位 置 -20291、 -6177、 3705、 3709/3
710、 7303、 27131/27132、 27289お よ び 31611に 対 応 す る 位 置 を 意 味 し 、 こ こ で 位 置 166220
は +1と 番 号 付 け ら れ 、 か つ 位 置 174832は +8613と 番 号 付 け ら れ る 。 )。 各 変 異 型 は 、 表 2A-E
に 列 記 さ れ た 3文 字 配 列 番 号 に よ り 定 義 さ れ る 。 配 列 番 号 中 の ワ イ ル ド カ ー ド (x)は 、 そ の
表 現 型 が こ の 染 色 体 の こ の 遺 伝 子 座 で は 、 変 異 型 と は 無 関 係 で あ る こ と を 示 し て い る 。 x
で 置 換 さ れ 得 る 各 遺 伝 子 座 に つ い て 可 能 性 の あ る 変 異 型 は 、 表 2A-Eか ら 抽 出 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 座 4の 08xは 、 配 列 番 号 081ま た は 082を 意 味 し 、 遺 伝 子 座 5の 08xは 、
配 列 番 号 087ま た は 088の い ず れ か を 意 味 す る 。
酵 素 活 性 ： タ ン パ ク 質 濃 度 か ら 算 出 し た 酵 素 活 性 で あ り 、 こ れ に よ り 遺 伝 子 型 059-061-07
9-081-111-107/060-062-079-081-111-108の 平 均 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 100％ と 定 義 し た 。
用 量 設 定 ： CYP3A5に よ り 分 解 ／ 活 性 化 さ れ る 薬 剤 の 用 量 設 定 要 因 は 、 遺 伝 子 型 059-061-07
9-081-111-107/060-062-079-081-111-108に 必 要 な 用 量 に 相 関 し て い る 。 要 因 は 、 専 ら CYP
3A5に よ っ て 代 謝 さ れ る こ と の な い 薬 剤 に つ い て は 、 CYP3A5酵 素 の 活 性 分 担 に 応 じ て 、 重
み を 付 け る 必 要 が あ る と 考 え ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ９ 】
本 発 明 は 図 面 に よ り 説 明 さ れ る 。
【 図 １ 】 A： 6名 の LE(低 発 現 )お よ び 6名 の HE(高 発 現 )し て い る 白 人 種 肝 か ら 調 製 し た ミ ク
ロ ソ ー ム に お け る CYP3A5タ ン パ ク 質 発 現 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。 B： ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト に よ り 決 定 さ れ た 17個 の HE肝 に お け る 一 緒 に さ れ た CYP3A5/CYP3A4タ ン パ ク 質 プ ー ル
に 対 す る CYP3A5お よ び CYP3A4の 相 対 的 寄 与 。
【 図 ２ 】 LEお よ び HE白 人 種 肝 の CYP3A5転 写 産 物 の 発 現 レ ベ ル お よ び ア リ ル 供 給 源 。 A： 8名
の LE(低 発 現 、 白 棒 )お よ び 8名 の HE(高 発 現 、 灰 色 棒 )の 肝 試 料 中 の CYP3A5 mRNAの TaqMan分
析 。 B： 変 異 型 ch-v-015(表 2A)に つ い て 異 種 の 試 料 中 の CYP3A5の 3'-UTR部 分 の 配 列 。 PCRに
使 用 し た 鋳 型 は 、 ゲ ノ ム DNA(左 側 パ ネ ル )、 LE肝 由 来 の cDNA(中 央 パ ネ ル )お よ び HE肝 由 来
の cDNA(右 側 パ ネ ル )で あ っ た 。
【 図 ３ 】 白 人 種 に お け る CYP3A5遺 伝 変 異 型 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 。 A： 8-168 LE個 体 由 来 の DNA
試 料 中 。 B： 7-18 HE個 体 由 来 の DNA試 料 中 。 図 の 下 側 の 棒 は 、 CYP3A5遺 伝 子 の 偽 エ キ ソ ン P
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S2、 エ キ ソ ン 1お よ び 2並 び に エ キ ソ ン 1-13の 局 在 化 を 概 略 的 を 示 し て い る 。 矢 印 は 、 重 複
境 界 を 示 す (Gellner、 Pharmacogenetics、 11:111-121(2001)).
【 図 ４ 】 ゲ ノ ム 配 列 お よ び ペ プ チ ド 配 列 ： 多 型 が 検 出 さ れ た 増 幅 さ れ た 領 域 を 含 む ゲ ノ ム
DNA配 列 、 並 び に ア ミ ノ 酸 置 換 を 伴 う ポ リ ペ プ チ ド 配 列 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 5'-3'方 向
に 列 記 さ れ て い る 。 小 文 字 で 記 し た 文 字 は 、 非 コ ー ド 配 列 を 示 し 、 大 文 字 で 記 し た 文 字 は
、 コ ー ド 配 列 を 示 す 。 プ ラ イ マ ー 領 域 は 下 線 を 付 け て い る 。 変 異 部 位 は 枠 で 囲 ん で い る 。
ペ プ チ ド 配 列 は 1文 字 コ ー ド で 示 し た 。 ‖ 印 は 、 欠 失 が 生 じ る 位 置 を 示 す 。 配 列 番 号 :198
に お い て 、 TaqMan(登 録 商 標 )プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 部 位 は 、 太 字 で 示 し て い る 。
【 図 ５ 】 イ ン ビ ト ロ 突 然 変 異 誘 発 の た め の 出 発 物 質 と し て 使 用 さ れ る プ ラ ス ミ ド の CYP3A5
 cDNA挿 入 領 域 。 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に は 、 下 線 を 付 け て い る 。 CYP3A5 cDNAの 修 飾 さ れ た 5'
お よ び 3'領 域 は 、 小 文 字 で 示 し て い る 。 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の 5'側 修 飾 MALLLAVFア ミ ノ 酸
配 列 は 、 大 腸 菌 に お け る 発 現 を 増 大 す る た め に 導 入 し た (Gillam、 Arch Biochem Biophys
、 317:374-84(1995))。 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の 3'側 修 飾 His 6 タ グ は 、 そ の 後 の 精 製 を 向 上
さ せ る た め に 導 入 し た 。 CYP3A5挿 入 断 片 の 未 修 飾 部 分 は 、 配 列 決 定 に よ り NP_000768.1の
基 礎 と な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NM_000777.1に 相 当 す る CYP3A5 cD
NAと 同 じ で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。 ch-v-009お よ び ch-v-001に 対 応 す る 位 置 は 、 枠 で 囲 ん
で い る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ － １ 】

【 図 ４ － ２ 】 【 図 ４ － ３ 】
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【 図 ４ － ４ 】 【 図 ４ － ５ 】

【 図 ４ － ６ 】 【 図 ４ － ７ 】
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【 図 ４ － ８ 】 【 図 ４ － ９ 】

【 図 ４ － １ ０ 】 【 図 ４ － １ １ 】
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【 図 ４ － １ ２ 】 【 図 ４ － １ ３ 】

【 図 ４ － １ ４ 】 【 図 ４ － １ ５ 】
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【 図 ４ － １ ６ 】 【 図 ４ － １ ７ 】

【 図 ５ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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摘要(译)

本发明涉及多态性CYP3A5多核苷酸。本发明进一步涉及包含本发明多
核苷酸的基因或载体，以及用本发明的多核苷酸或基因遗传工程改造的
宿主细胞。此外，本发明提供了产生分子变体多肽或其片段的方法，产
生能够表达分子变体多肽的细胞的方法，以及由本发明的多核苷酸或基
因或本发明编码的方法。本发明涉及可通过本发明方法或本发明方法产
生的细胞获得的此类多肽或其片段。本发明进一步涉及特异性结合本发
明多肽的抗体。此外，本发明涉及转基因非人动物。本发明进一步涉及
包含一种或多种前述多核苷酸，基因，载体，多肽，抗体或宿主细胞的
固体支持物。此外，本发明还包括鉴定多态性的方法，鉴定和获得前药
或药物或抑制剂的方法。此外，本发明还涉及制备药物组合物的方法和
诊断疾病的方法。本发明还涉及检测本发明多核苷酸的方法。其他诊断
和药物组合物包括在本发明中。此外，本发明涉及本发明的多核苷酸，
基因，载体，多肽或抗体的用途。最后，本发明涉及诊断试剂盒。


