
(57)【要約】
【課題】 Th1細胞に特異的な Txkの作用又は活性を介した免疫反応の調節が可能な医薬品又
は免疫疾患の診断もしくは治療に有用なツール及びその利用の提供。
【解決手段】 Txk、 EF-1α及び PARP-1からなる群より選ばれる少なくとも２種のタンパク
質を含有するタンパク質複合体；前記タンパク質を含有する免疫反応調節の指標剤； Th1/
Th2免疫反応を調節する物質を同定するためのスクリーニング方法であって、前記 Txk、 EF
-1α、 PARP-1がタンパク質複合体を形成する条件下に前記指標剤を供し、１）被検物質の
存在下での前記複合体の形成の程度を測定する工程、２）被検物質の存在下での前記複合
体のリン酸化の程度を測定する工程、３）被検物質の存在下での前記複合体の Txk RE Ｄ
ＮＡに結合する能力を測定する工程のいずれかを指標とする方法；前記複合体を検出する
診断薬； Th1/Th2免疫反応の調節を介した疾患の治療のための医薬組成物、並びに前記医
薬の製造における使用。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 伸 長 因 子 -1α (EF-1α ) お よ び ポ リ -ADP-リ ボ ー ス ポ リ メ ラ ー ゼ -
1 (PARP-1)か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も ２ 種 の タ ン パ ク 質 を 含 有 し て な る タ ン パ ク
質 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ お よ び EF-1α を 含 有 し て な る タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ お よ び PARP-1を 含 有 し て な る タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1を 含 有 し て な る タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 と し て 用 い ら れ る 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質
複 合 体 。  
【 請 求 項 ６ 】
　 表 示 的 ま た は 検 出 可 能 な 標 識 を 保 持 す る 、 請 求 項 １ ～ ５ い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク
質 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 固 相 に 固 定 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ ６ い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も ２ 種 の
タ ン パ ク 質 を 含 有 し て な る 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 。
【 請 求 項 ９ 】
　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と EF-1α と を 含 有 し て な る 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と PARP-1と を 含 有 し て な る 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1を 含 有 し て な る 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 表 示 的 ま た は 検 出 可 能 な 標 識 を 保 持 す る 、 請 求 項 ８ ～ １ １ い ず れ か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤
。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Th1/Th2免 疫 反 応 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ８ ～ １ ２ い ず れ か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤 と 被 検 物 質 と を 準 備 す る 工 程 、
（ ｂ ） 被 検 物 質 の 非 存 在 下 で 、 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 少 な く と も ２ 種 の タ ン パ ク 質 が タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 に 前 記 指 標
剤 を 供 し 、 形 成 さ れ た 複 合 体 の 程 度 を 測 定 す る 工 程 、
（ ｃ ） 被 検 物 質 の 存 在 下 で 、 前 記 複 合 体 の 程 度 を 測 定 し 、 被 検 物 質 の 存 否 に よ る 複 合 体 形
成 の 変 動 を 比 較 す る 工 程 、 な ら び に
（ ｄ ） 前 記 （ ｃ ） の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 複 合 体 の 形 成 に 影 響 を 与 え る 被 検 物 質 を 選
択 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 Th1/Th2免 疫 反 応 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ８ ～ １ ２ い ず れ か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤 と 被 検 物 質 と を 準 備 す る 工 程 、
（ ｂ ） 被 検 物 質 の 非 存 在 下 で 、 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 の タ ン パ ク 質 が リ ン 酸 化 さ れ 得 る 条 件 下 に 前 記 指 標 剤 を 供 し 、
形 成 さ れ た 複 合 体 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 測 定 す る 工 程 、
（ ｃ ） 被 検 物 質 の 存 在 下 で 、 前 記 複 合 体 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 測 定 し 、 被 検 物 質 の 存 否 に よ
る リ ン 酸 化 の 変 動 を 比 較 す る 工 程 、 な ら び に
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（ ｄ ） 前 記 （ ｃ ） の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 複 合 体 の リ ン 酸 化 に 影 響 を 与 え る 被 検 物 質
を 選 択 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Th1/Th2免 疫 反 応 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ８ ～ １ ２ い ず れ か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤 と 被 検 物 質 と を 準 備 す る 工 程 、
（ ｂ ） 被 検 物 質 の 非 存 在 下 で 、 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 の タ ン パ ク 質 と が タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 に 前 記 指
標 剤 を 供 し 、 形 成 さ れ た 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る 能 力 を 測 定 す る 工 程 、
（ ｃ ） 被 検 物 質 の 存 在 下 で 、 前 記 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る 能 力 を 測 定 し 、 被 検
物 質 の 存 否 に よ る 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 の 変 動 を 比 較 す る 工 程 、 な ら び に
（ ｄ ） 前 記 （ ｃ ） の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 に 影 響 を 与
え る 被 検 物 質 を 選 択 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 哺 乳 類 細 胞 中 で 行 う 、 請 求 項 １ ３ ～ １ ５ い ず れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ７ い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 、 請 求 項 ８ ～ １ ２ い ず れ か １ 項 に
記 載 の 指 標 剤 、 ま た は 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 も し く は 指 標 剤 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 を 認 識
す る 抗 体 を 含 有 し て な る 診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 下 記 有 効 成 分 ：
(a) 請 求 項 １ ～ ７ い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 も し く は 請 求 項 ８ ～ １ ２ い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤 、
(b) 請 求 項 １ ～ ７ い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 も し く は 請 求 項 ８ ～ １ ２ い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 、
(c) Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1の 遺 伝 子 か ら な る 免 疫 反 応 調 節 遺 伝 子 群
よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は
(d) Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1の 遺 伝 子 か ら な る 免 疫 反 応 調 節 遺 伝 子 群
よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 配 列 に 基 づ く ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ も し く は 当 該 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す
る ベ ク タ ー 、
と 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 Th1/Th2免 疫 反 応 の 調 節 を 介 し た 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 １ ８
の (a)～ (d)に 記 載 の 有 効 成 分 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 リ ウ マ チ 性 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 ま た は 腫 瘍 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製
造 に お け る 、 請 求 項 １ ８ の (a)～ (d)に 記 載 の 有 効 成 分 の 使 用 。
　
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ （ 以 下 、 単 に Txkと も 称 す る ） 、 伸 長 因 子 -1α (以 下 、
単 に EF-1α と も 称 す る )お よ び ポ リ -ADP-リ ボ ー ス ポ リ メ ラ ー ゼ -1 (以 下 、 単 に PARP-1と も
称 す る )か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も ２ 種 、 好 ま し く は ３ 種 の タ ン パ ク 質 を 含 有 す
る 複 合 体 お よ び そ の 利 用 、 と り わ け 、 ス ク リ ー ニ ン グ 、 診 断 お よ び 治 療 に お け る そ の 利 用
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 ヘ ル パ ー T細 胞 (Th)は 、 産 生 す る サ イ ト カ イ ン の パ タ ー ン に よ っ て Th1型 お よ び Th2型 に
分 類 さ れ る 。 Th1細 胞 は イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-2や イ ン タ ー フ ェ ロ ン (IFN)-γ を 産 生 し 、
主 と し て 細 胞 性 免 疫 に 関 わ っ て い る 。 こ れ に 対 し て 、 Th2細 胞 は IL-4や IL-5な ど を 産 生 し
、 抗 体 産 生 を 誘 導 す る 液 性 免 疫 に 関 与 し て い る 。 Th1細 胞 と Th2細 胞 は 、 そ れ ぞ れ が 産 生 す
る サ イ ト カ イ ン に よ り お 互 い の 活 性 を 制 御 し あ い な が ら 生 体 防 御 機 構 と し て 働 い て い る (
非 特 許 文 献 １ )。 Th1細 胞 と Th2細 胞 の バ ラ ン ス の 崩 れ は 、 さ ま ざ ま な 自 己 免 疫 疾 患 や ア レ
ル ギ ー 疾 患 の 発 症 や 病 態 形 成 に 関 与 し て い る (非 特 許 文 献 ２ お よ び ３ )。 本 明 細 書 に お い て
、 Th1免 疫 反 応 が 優 位 に 働 く こ と に よ っ て 起 こ る と 考 え ら れ て い る 疾 患 を Th1疾 患 、 反 対 に
Th2免 疫 反 応 が 優 位 に 働 く と 考 え ら れ る 疾 患 を Th2疾 患 と し て 整 理 し て 表 記 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ は 、 T細 胞 が T細 胞 受 容 体 （ TCR） を 介 し て 抗 原 の 提 示 を 受 け た と き
に 、 TCR下 流 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 カ ス ケ ー ド に 関 わ る シ グ ナ ル 伝 達 分 子 で あ る 。 Txkは 、 Th
0細 胞 ま た は Th1細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し 、 Th2細 胞 で は 発 現 し な い 。 Txkは 、 IFN-γ 遺 伝 子 の
転 写 を 制 御 す る 転 写 因 子 で あ る こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。 Txkは 核 移 行 シ グ
ナ ル 配 列 を 有 し 、 T細 胞 の 活 性 化 に 伴 っ て 細 胞 質 か ら 核 内 に 移 行 す る 。 核 移 行 シ グ ナ ル 配
列 を 欠 損 し た Txkを 発 現 す る T細 胞 で は 、 そ の 活 性 化 に 伴 う IFN-γ 産 生 が 低 下 す る 。 さ ら に
、 ヒ ト Tリ ン パ 腫 細 胞 株 で あ る Jurkat細 胞 に 外 因 性 の Txkを 発 現 さ せ て フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ
ン （ PHA） で 刺 激 し た 場 合 、 IFN-γ の 転 写 の 活 性 化 が 増 強 さ れ る の に 対 し て 、 IL-2や IL-4
の 転 写 の 活 性 化 は 増 強 さ れ な い と い う こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ５ ） 。 こ れ ら の こ
と か ら 、 Txkは IFN-γ 特 異 的 な 転 写 活 性 化 因 子 で あ る と 考 え ら れ る 。 前 記 PHA刺 激 後 の Txk
遺 伝 子 導 入 Jurkat細 胞 由 来 の 核 タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 IFN-γ 遺 伝 子 翻 訳 開 始 点 の 上 流 -53
～ -39塩 基 の Txk応 答 領 域 （ Txk responsive element： Txk RE） が す で に 同 定 さ れ て い る （
非 特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ポ リ -ADP-リ ボ ー ス ポ リ メ ラ ー ゼ -1（ PARP-1） は 、 116kdの タ ン パ ク 質 で 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 セ
ン サ ー と し て 機 能 し 、 損 傷 を 受 け た Ｄ Ｎ Ａ 鎖 と 結 合 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 を 行 う 酵 素 で あ る こ
と が 知 ら れ て い る 。 PARP-1は 、 N末 端 側 に Ｄ Ｎ Ａ  結 合 ド メ イ ン (DBD)を 有 し 、 そ の 後 に 自
己 修 飾 ド メ イ ン 、 C末 端 側 に 触 媒 ド メ イ ン を も つ 。 DBDに は ２ 箇 所 に Znフ ィ ン ガ ー ド メ イ ン
が あ り 、 PARP-1は こ の ド メ イ ン を 介 し て Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 し て 活 性 化 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 に 働 く と
考 え ら れ て い る (非 特 許 文 献 ６ )。 PARP-1は 、 細 胞 が Ｄ Ｎ Ａ の 損 傷 を 受 け た と き 、 ニ コ チ ン
酸 ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （ NAD） を 基 質 と し て ポ リ ADPリ ボ ー ス を 合 成 し 、 標 的 タ
ン パ ク 質 を ポ リ ADPリ ボ シ ル 化 す る 。 主 要 な ADPリ ボ シ ル 化 タ ン パ ク 質 は 、 PARP-1自 身 や ヒ
ス ト ン で あ り 、 こ れ ら の ポ リ ADPリ ボ シ ル 化 が ク ロ マ チ ン の リ モ デ リ ン グ や Ｄ Ｎ Ａ 修 復 、
転 写 調 節 に 関 わ っ て い る も の と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 伸 長 因 子 -1(EF-1)は 、 ペ プ チ ド の 伸 長 反 応 を 触 媒 す る タ ン パ ク 質 で 、 哺 乳 動 物 の EF-1は
α 、 β 、 γ 、 δ の ４ つ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る 。 EF-１ α は ユ ビ キ タ ス に 発 現 し 、 細 胞 質
に 豊 富 に あ る タ ン パ ク 質 で 、 正 常 な 細 胞 で ア ク チ ン に 次 い で 発 現 量 が 多 い 。 EF-1α は I、 I
I、 IIIの ３ つ の ド メ イ ン を 持 ち 、 Iド メ イ ン は GTPの 結 合 に 対 応 す る ド メ イ ン と 考 え ら れ て
い る （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。 EF-1α は 、 GTPお よ び ア ミ ノ ア シ ル tRNAと 結 合 し て 三 重 複 合 体 を
形 成 し 、 タ ン パ ク 合 成 中 の リ ボ ゾ ー ム に ア ミ ノ ア シ ル tRNAを 運 ぶ こ と に よ り 、 ペ プ チ ド 伸
長 反 応 を 行 う 。 EF-1α は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ  C(PKC) や マ ル チ ポ テ ン シ ャ ル  S6 キ ナ ー
ゼ に よ っ て リ ン 酸 化 さ れ る こ と に よ り 活 性 化 さ れ て 、 ペ プ チ ド 伸 長 反 応 が 進 行 す る 。 EF-1
α の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 系 に お け る 役 割 に つ い て は あ ま り 知 ら れ て い な か っ た が 、 近 年 に
な っ て EF-1α と ホ ス ホ リ パ ー ゼ C（ PLC） γ 1と の 相 互 作 用 が 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ
ム に よ り 証 明 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。 EF-1α と PLCγ 1と の 間 の 相 互 作 用 は 、 上 皮 成
長 因 子 (EGF)の 処 理 に よ り 増 加 す る こ と か ら 、 EF-1α が PLCγ 介 在 の シ グ ナ ル 伝 達 系 に 関 与
し て い る と 考 え ら れ る 。 イ ン ビ ト ロ の 解 析 か ら 、 PLCγ の SH2お よ び SH3ド メ イ ン と EF-1α
の C末 端 領 域 が 相 互 作 用 に 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 ま た 、 組 換 え Txkタ ン パ ク 質 を 用 い た イ ン ビ ト ロ の 検 討 か ら 、 Txkが Txk自 身 の あ る チ ロ
シ ン 残 基 を リ ン 酸 化 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ９ ） 。 さ ら に 、 そ の 自 己 リ ン
酸 化 部 位 の チ ロ シ ン 残 基 を ア ラ ニ ン 置 換 し た Txkを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Jurkat細 胞 株 に
お い て は 、 活 性 化 に 伴 う IFN-γ の 産 生 が 特 異 的 に 抑 制 さ れ る こ と も 報 告 さ れ て い る （ 非 特
許 文 献 ９ ） 。 こ の こ と は 、 Txkの 自 己 リ ン 酸 化 が IFN-γ 転 写 活 性 化 に 特 異 的 な シ グ ナ ル 伝
達 系 に 重 要 で あ る こ と 、 さ ら に は Txkの キ ナ ー ゼ 活 性 が そ の シ グ ナ ル 伝 達 系 に 重 要 な 役 割
を し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し 、 前 記 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 に 関 与 す る Txk以 外 の 分
子 に つ い て は 知 ら れ て い な い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Annu Rev Immunol 1989; 7:145-173
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Arthritis Rheum 1996; 39(12):1961-1969
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Int Arch Allergy Immunol 1999; 118(2-4): 133-135
【 非 特 許 文 献 ４ 】 J Immunol 2002; 168: 2365-2370
【 非 特 許 文 献 ５ 】 J Exp Med 1999; 190(8): 1147-1154
【 非 特 許 文 献 ６ 】 J Biol Chem 1990; 265(35): 21907-21913
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Biosci Biotechnol Biochem 2002; 66(1): 1-21
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Mol Cells 1999; 9(6): 631-637
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Biol Pharm Bull. 2002; 25(6): 718-721
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 Th1細 胞 に 特 異 的 な Txkの 作 用 ま た は 活 性 を 介 し た Th1/Th2免 疫 反 応 の
調 節 が 可 能 な 医 薬 品 の 開 発 ま た は 免 疫 疾 患 の 診 断 も し く は 治 療 に 有 用 な ツ ー ル お よ び そ の
利 用 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 問 題 点 に 鑑 み 、 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 Txkと 挙 動 を 共 に す る と と も に
免 疫 反 応 の 調 節 に 深 く 関 与 す る 因 子 を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。 即 ち 、 本 願 発
明 は 、 以 下 に 示 す 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
〔 １ 〕 　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 伸 長 因 子 -1α (EF-1α ) お よ び ポ リ -ADP-リ ボ ー ス ポ リ メ
ラ ー ゼ -1 (PARP-1)か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も ２ 種 の タ ン パ ク 質 を 含 有 し て な る
タ ン パ ク 質 複 合 体 。
〔 ２ 〕  Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ お よ び EF-1α を 含 有 し て な る タ ン パ ク 質 複 合 体 。
〔 ３ 〕 　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ お よ び PARP-1を 含 有 し て な る タ ン パ ク 質 複 合 体 。
〔 ４ 〕 　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1を 含 有 し て な る タ ン パ ク 質 複 合 体 。
〔 ５ 〕 　 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 と し て 用 い ら れ る 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ４ 〕 い ず れ か １ 項 に 記 載
の タ ン パ ク 質 複 合 体 。  
〔 ６ 〕 　 表 示 的 ま た は 検 出 可 能 な 標 識 を 保 持 す る 、 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ５ 〕 い ず れ か １ 項 に 記
載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 。
〔 ７ 〕 　 固 相 に 固 定 さ れ て い る 、 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ６ 〕 い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 複
合 体 。
〔 ８ 〕 　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も
２ 種 の タ ン パ ク 質 を 含 有 し て な る 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 。
〔 ９ 〕 　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と EF-1α と を 含 有 し て な る 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 。
〔 １ ０ 〕 　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と PARP-1と を 含 有 し て な る 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 。
〔 １ １ 〕 　 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1を 含 有 し て な る 免 疫 反 応 調 節 の 指
標 剤 。
〔 １ ２ 〕 　 表 示 的 ま た は 検 出 可 能 な 標 識 を 保 持 す る 、 前 記 〔 ８ 〕 ～ 〔 １ １ 〕 い ず れ か １ 項
に 記 載 の 指 標 剤 。
〔 １ ３ 〕 　 Th1/Th2免 疫 反 応 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ
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て 、
（ ａ ） 前 記 〔 ８ 〕 ～ 〔 １ ２ 〕 い ず れ か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤 と 被 検 物 質 と を 準 備 す る 工 程 、
（ ｂ ） 被 検 物 質 の 非 存 在 下 で 、 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 少 な く と も ２ 種 の タ ン パ ク 質 が タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 に 前 記 指 標
剤 を 供 し 、 形 成 さ れ た 複 合 体 の 程 度 を 測 定 す る 工 程 、
（ ｃ ） 被 検 物 質 の 存 在 下 で 、 前 記 複 合 体 の 程 度 を 測 定 し 、 被 検 物 質 の 存 否 に よ る 複 合 体 形
成 の 変 動 を 比 較 す る 工 程 、 な ら び に
（ ｄ ） 前 記 （ ｃ ） の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 複 合 体 の 形 成 に 影 響 を 与 え る 被 検 物 質 を 選
択 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
〔 １ ４ 〕 　 Th1/Th2免 疫 反 応 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ
て 、
（ ａ ） 前 記 〔 ８ 〕 ～ 〔 １ ２ 〕 い ず れ か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤 と 被 検 物 質 と を 準 備 す る 工 程 、
（ ｂ ） 被 検 物 質 の 非 存 在 下 で 、 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 の タ ン パ ク 質 が リ ン 酸 化 さ れ 得 る 条 件 下 に 前 記 指 標 剤 を 供 し 、
形 成 さ れ た 複 合 体 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 測 定 す る 工 程 、
（ ｃ ） 被 検 物 質 の 存 在 下 で 、 前 記 複 合 体 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 測 定 し 、 被 検 物 質 の 存 否 に よ
る リ ン 酸 化 の 変 動 を 比 較 す る 工 程 、 な ら び に
（ ｄ ） 前 記 （ ｃ ） の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 複 合 体 の リ ン 酸 化 に 影 響 を 与 え る 被 検 物 質
を 選 択 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
〔 １ ５ 〕 　 Th1/Th2免 疫 反 応 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ
て 、
（ ａ ） 前 記 〔 ８ 〕 ～ 〔 １ ２ 〕 い ず れ か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤 と 被 検 物 質 と を 準 備 す る 工 程 、
（ ｂ ） 被 検 物 質 の 非 存 在 下 で 、 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 の タ ン パ ク 質 と が タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 に 前 記 指
標 剤 を 供 し 、 形 成 さ れ た 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る 能 力 を 測 定 す る 工 程 、
（ ｃ ） 被 検 物 質 の 存 在 下 で 、 前 記 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る 能 力 を 測 定 し 、 被 検
物 質 の 存 否 に よ る 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 の 変 動 を 比 較 す る 工 程 、 な ら び に
（ ｄ ） 前 記 （ ｃ ） の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 に 影 響 を 与
え る 被 検 物 質 を 選 択 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
〔 １ ６ 〕 　 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 哺 乳 類 細 胞 中 で 行 う 、 前 記 〔 １ ３ 〕 ～ 〔 １ ５ 〕 い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ ７ 〕 　 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ７ 〕 い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 、 前 記 〔 ８ 〕 ～ 〔
１ ２ 〕 い ず れ か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤 、 ま た は 前 記 タ ン パ ク 質 複 合 体 も し く は 指 標 剤 に 含 ま
れ る タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 を 含 有 し て な る 診 断 薬 。
〔 １ ８ 〕 　 下 記 有 効 成 分 ：
(a) 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ７ 〕 い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 も し く は 前 記 〔 ８ 〕 ～ 〔
１ ２ 〕 い ず れ か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤 、
(b) 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ７ 〕 い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 複 合 体 も し く は 前 記 〔 ８ 〕 ～ 〔
１ ２ 〕 い ず れ か １ 項 に 記 載 の 指 標 剤 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 、
(c) Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1の 遺 伝 子 か ら な る 免 疫 反 応 調 節 遺 伝 子 群
よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は
(d) Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1の 遺 伝 子 か ら な る 免 疫 反 応 調 節 遺 伝 子 群
よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 配 列 に 基 づ く ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ も し く は 当 該 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す
る ベ ク タ ー 、
と 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 。
〔 １ ９ 〕 　 Th1/Th2免 疫 反 応 の 調 節 を 介 し た 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 前
記 〔 １ ８ 〕 の (a)～ (d)に 記 載 の 有 効 成 分 の 使 用 。
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〔 ２ ０ 〕 　 自 己 免 疫 疾 患 、 リ ウ マ チ 性 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 ま た は 腫 瘍 の 治 療 の た め の
医 薬 の 製 造 に お け る 、 前 記 〔 １ ８ 〕 の (a)～ (d)に 記 載 の 有 効 成 分 の 使 用 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 に よ る と 、 Th1特 異 的 な 免 疫 反 応 を 調 節 す る 新 規 の シ グ ナ ル
伝 達 経 路 に 関 与 す る 物 質 を 提 供 す る こ と が 可 能 と な り 、 Th1特 異 的 な 免 疫 反 応 の 解 明 の み
な ら ず 、 新 規 な 作 用 機 序 に 基 づ く 医 薬 品 の 開 発 に 寄 与 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 免 疫 反
応 調 節 の 指 標 剤 に よ る と 、 Th1特 異 的 な 免 疫 反 応 の 調 節 の 程 度 を 示 す こ と が 可 能 な ツ ー ル
を 提 供 す る ば か り で な く 、 新 規 な 作 用 機 序 に 基 づ く 医 薬 品 の 開 発 に 有 用 な ス ク リ ー ニ ン グ
に 用 い る こ と も で き る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ る と 、 前 記 の 医 薬 品 の 開 発 を 可
能 に す る た め 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 診 断 薬 に よ る と 、 Th1特 異 的 な 免 疫 反 応 の 調 節 の 程 度
を 診 断 す る こ と が 可 能 と な る た め 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 に よ る と 、 Th1/Th2免
疫 反 応 の 調 節 が 可 能 な 医 薬 品 を 提 供 す る こ と が 可 能 と な り 、 Th1/Th2免 疫 反 応 の バ ラ ン ス
の 不 均 衡 に よ る 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 使 用 に よ る と 、 前 記 医 薬 品 の 製 造 を 可
能 に す る た め 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 以 下 、 本 明 細 書 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 、 （ ポ リ ） ペ プ チ ド 、 （ ポ リ ） ヌ ク レ オ チ ド な ど の
略 号 に よ る 表 示 は 、 Ｉ Ｕ Ｐ Ａ Ｃ － Ｉ Ｕ Ｂ の 規 定 〔 IUPAC-IUB Communication on Biologica
l Nomenclature, Eur. J. Biochem., 138: 9 (1984)〕 、 「 塩 基 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 明 細 書 等 の 作 成 の た め の ガ イ ド ラ イ ン 」 （ 日 本 国 特 許 庁 編 ） 、 お よ び 当 該 分 野 に お
け る 慣 用 記 号 に 従 う 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 遺 伝 子 」 ま た は 「 Ｄ Ｎ Ａ 」 と は 、 ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の み な ら ず 、 そ れ を
構 成 す る セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 と い っ た 各 １ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 包 含 す る 趣 旨 で 用 い ら
れ る 。 ま た そ の 長 さ に よ っ て 特 に 制 限 さ れ る も の で は な い 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に お い て 遺
伝 子 (Ｄ Ｎ Ａ )と は 、 特 に 言 及 し な い 限 り 、 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 含 む １ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ （ 正 鎖 ） 並 び に 該 正 鎖 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る １ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ （
相 補 鎖 ） 、 お よ び こ れ ら の 断 片 の い ず れ も が 含 ま れ る 。 ま た 当 該 「 遺 伝 子 」 ま た は 「 Ｄ Ｎ
Ａ 」 に は 、 特 定 の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ 、 ３ お よ び ５ ） で 示 さ れ る 「 遺 伝 子 」 ま た は 「
Ｄ Ｎ Ａ 」 だ け で な く 、 こ れ ら に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と 生 物 学 的 機 能 が 同 等 で あ る
タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 同 族 体 （ ホ モ ロ グ や ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト な ど ） 、 変 異 体 お よ び 誘 導
体 ） を コ ー ド す る 「 遺 伝 子 」 ま た は 「 Ｄ Ｎ Ａ 」 が 包 含 さ れ る 。 か か る 同 族 体 、 変 異 体 ま た
は 誘 導 体 を コ ー ド す る 「 遺 伝 子 」 ま た は 「 Ｄ Ｎ Ａ 」 と し て は 、 具 体 的 に は 、 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 で 、 前 記 の 配 列 番 号 ： １ 、 ３ お よ び ５ で 示 さ れ る い ず れ か の 特 定 塩 基 配 列 の
相 補 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 を 有 す る 「 遺 伝 子 」 ま た は 「 Ｄ Ｎ Ａ 」 を 挙 げ る こ
と が で き る 。 な お 、 こ こ で ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 Berger and Kimmel (1987, Guide
 to Molecular Cloning Techniques Methods in Enzymology, Vol. 152, Academic Press
, San Diego CA) に 教 示 さ れ る よ う に 、 核 酸 の 融 解 温 度 (Tm)に 基 づ い て 決 定 す る こ と が で
き る 。 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ズ 後 の 洗 浄 条 件 と し て 、 通 常 「 １ × SSC、 0.1%SDS、 37℃ 」 程 度
の 条 件 を 挙 げ る こ と が で き る 。 相 補 鎖 は か か る 条 件 で 洗 浄 し て も 対 象 と す る 正 鎖 と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ 状 態 を 維 持 す る も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 特 に 制 限 さ れ な い が 、 よ り 厳 し い ハ
イ ブ リ ダ イ ズ 条 件 と し て 「 0.5× SSC、 0.1%SDS、 42℃ 」 程 度 、 さ ら に 厳 し い ハ イ ブ リ ダ イ
ズ 条 件 と し て 「 0.1× SSC、 0.1%SDS、 65℃ 」 程 度 の 洗 浄 条 件 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 例 え ば ヒ ト 由 来 の タ ン パ ク 質 の ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 と し て は 、 当 該 タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る ヒ ト 遺 伝 子 に 対 応 す る マ ウ ス や ラ ッ ト な ど 他 生 物 種 の 遺 伝 子 が 例 示 で き 、 こ
れ ら の 遺 伝 子 （ ホ モ ロ グ ） は 、 HomoloGene（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/HomoloGene/
） に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 特 定 ヒ ト 塩 基 配 列 を BLAST（ Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 90:5873-5877, 1993、 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） に か け て 一
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致 す る （ Scoreが 最 も 高 く 、 E-valueが 0で か つ Identityが 100%を 示 す ） 配 列 の ア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 を 取 得 す る 。 そ の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 を UniGene（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov
/UniGene/） に 入 力 し て 得 ら れ た UniGene Cluster ID（ Hs.で 示 す 番 号 ） を HomoloGeneに 入
力 す る 。 結 果 と し て 得 ら れ た 他 生 物 種 遺 伝 子 と ヒ ト 遺 伝 子 と の 遺 伝 子 ホ モ ロ グ の 相 関 を 示
し た リ ス ト か ら 、 特 定 の 塩 基 配 列 で 示 さ れ る ヒ ト 遺 伝 子 に 対 応 す る 遺 伝 子 （ ホ モ ロ グ ） と
し て マ ウ ス や ラ ッ ト な ど 他 生 物 種 の 遺 伝 子 を 選 抜 す る こ と が で き る 。
　 な お 、 遺 伝 子 ま た は Ｄ Ｎ Ａ は 、 機 能 領 域 の 別 を 問 う も の で は な く 、 例 え ば 発 現 制 御 領 域
、 コ ー ド 領 域 、 エ キ ソ ン 、 ま た は イ ン ト ロ ン を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 Txk 遺 伝 子 」 ま た は 「 Txk の Ｄ Ｎ Ａ 」 と い っ た 用 語 を 用 い る 場 合 、
配 列 番 号 で 特 に 指 定 し な い 限 り 、 特 定 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 1） で 示 さ れ る ヒ ト Txk 遺 伝 子
（ Ｄ Ｎ Ａ ） や 、 そ の 同 族 体 、 変 異 体 お よ び 誘 導 体 な ど を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ Ｄ Ｎ Ａ ） を 包
含 す る 趣 旨 で 用 い ら れ る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 :１ に 記 載 の ヒ ト Txk  遺 伝 子 （ GenBank 
Accession No. NM_003328） や 、 そ の マ ウ ス ホ モ ロ グ 、 ラ ッ ト ホ モ ロ グ な ど が 包 含 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 EF-1α  遺 伝 子 」 ま た は 「 EF-1α  の Ｄ Ｎ Ａ 」 と い っ た 用 語 を 用 い る
場 合 、 配 列 番 号 で 特 に 指 定 し な い 限 り 、 特 定 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） で 示 さ れ る ヒ ト EF-1
α 遺 伝 子 （ Ｄ Ｎ Ａ ） や 、 そ の 同 族 体 、 変 異 体 お よ び 誘 導 体 な ど を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ Ｄ Ｎ
Ａ ） を 包 含 す る 趣 旨 で 用 い ら れ る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 :３ に 記 載 の ヒ ト EF-1α  遺 伝 子
（ GenBank Accession No. NM_001402） や 、 そ の マ ウ ス ホ モ ロ グ 、 ラ ッ ト ホ モ ロ グ な ど が
包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 PARP-1 遺 伝 子 」 ま た は 「 PARP-1 の Ｄ Ｎ Ａ 」 と い っ た 用 語 を 用 い る
場 合 、 配 列 番 号 で 特 に 指 定 し な い 限 り 、 特 定 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ） で 示 さ れ る ヒ ト PARP
-1 遺 伝 子 （ Ｄ Ｎ Ａ ） や 、 そ の 同 族 体 、 変 異 体 お よ び 誘 導 体 な ど を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ Ｄ
Ｎ Ａ ） を 包 含 す る 趣 旨 で 用 い ら れ る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 :５ に 記 載 の ヒ ト PARP-1 遺 伝
子 （ GenBank Accession No. NM_001618） や 、 そ の マ ウ ス ホ モ ロ グ 、 ラ ッ ト ホ モ ロ グ な ど
が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 （ ポ リ ） ペ プ チ ド 」 に は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 配
列 （ 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は ６ ） で 示 さ れ る 「 タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 （ ポ リ ） ペ プ チ ド
」 だ け で な く 、 こ れ ら と 生 物 学 的 機 能 が 同 等 で あ る こ と を 限 度 と し て 、 そ の 同 族 体 （ ホ モ
ロ グ や ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト ） 、 変 異 体 、 誘 導 体 、 成 熟 体 お よ び ア ミ ノ 酸 修 飾 体 な ど が 包
含 さ れ る 。 こ こ で ホ モ ロ グ と し て は 、 ヒ ト の タ ン パ ク 質 に 対 応 す る マ ウ ス や ラ ッ ト な ど 他
生 物 種 の タ ン パ ク 質 が 例 示 で き 、 こ れ ら は HomoloGene（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Ho
moloGene/） に よ り 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 か ら 演 繹 的 に 同 定 す る こ と が で き る 。 ま
た 変 異 体 に は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル 変 異 体 、 天 然 に 存 在 し な い 変 異 体 、 お よ び 人 為 的 に
欠 失 、 置 換 、 付 加 お よ び 挿 入 さ れ る こ と に よ っ て 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 変 異 体
が 包 含 さ れ る 。 な お 、 前 記 変 異 体 と し て は 、 変 異 の な い タ ン パ ク 質 ま た は （ ポ リ ） ペ プ チ
ド と 、 少 な く と も 70％ 、 好 ま し く は 80％ 、 よ り 好 ま し く は 95％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 97
％ 相 同 な も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た ア ミ ノ 酸 修 飾 体 に は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸
修 飾 体 、 天 然 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 修 飾 体 が 包 含 さ れ 、 具 体 的 に は ア ミ ノ 酸 の リ ン 酸 化 体
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 明 細 書 に お い て 「 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 」 ま た は 単 に 「 Txkキ ナ ー ゼ 」 も
し く は 「 Txk」 と い っ た 用 語 を 用 い る 場 合 、 配 列 番 号 で 特 に 指 定 し な い 限 り 、 特 定 ア ミ ノ
酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） で 示 さ れ る ヒ ト Txk や そ の 同 族 体 、 変 異 体 、 誘 導 体 、 成 熟 体 お よ び
ア ミ ノ 酸 修 飾 体 な ど を 包 含 す る 趣 旨 で 用 い ら れ る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ： ２ （ GenBank 
Accession No. NM_003328） に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト Txk や 後 述 す る 実 施 例 に
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記 載 の プ ロ リ ン リ ッ チ 領 域 欠 損 ヒ ト Txk（ Txk-Δ PRR） 、 そ の マ ウ ス ホ モ ロ グ 、 ラ ッ ト ホ モ
ロ グ な ど が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 本 明 細 書 に お い て 「 EF-１ α タ ン パ ク 質 」 ま た は 単 に 「 EF-１ α 」 と い っ た 用 語 を 用
い る 場 合 、 配 列 番 号 で 特 に 指 定 し な い 限 り 、 特 定 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ） で 示 さ れ る
ヒ ト EF-１ α や そ の 同 族 体 、 変 異 体 、 誘 導 体 、 成 熟 体 お よ び ア ミ ノ 酸 修 飾 体 な ど を 包 含 す
る 趣 旨 で 用 い ら れ る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ： ４ （ GenBank Accession No. NM_001402）
に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト EF-１ α や 、 そ の マ ウ ス ホ モ ロ グ 、 ラ ッ ト ホ モ ロ グ な
ど が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 本 明 細 書 に お い て 「 PARP-1タ ン パ ク 質 」 ま た は 単 に 「 PARP-1」 と い っ た 用 語 を 用 い
る 場 合 も 、 配 列 番 号 で 特 に 指 定 し な い 限 り 、 特 定 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ） で 示 さ れ る
ヒ ト PARP-1や そ の 同 族 体 、 変 異 体 、 誘 導 体 、 成 熟 体 お よ び ア ミ ノ 酸 修 飾 体 な ど を 包 含 す る
趣 旨 で 用 い ら れ る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ： ６ （ GenBank Accession No. NM_001618） に
記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト PARP-1や 、 そ の マ ウ ス ホ モ ロ グ 、 ラ ッ ト ホ モ ロ グ な ど が
包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 で い う 「 抗 体 」 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体
、 一 本 鎖 抗 体 、 ま た は Fabフ ラ グ メ ン ト や Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て 生 成 さ れ る フ ラ グ
メ ン ト な ど の よ う に 抗 原 結 合 性 を 有 す る 前 記 抗 体 の 一 部 が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 で い う 「 ｓ iＲ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ｓ iＲ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 」 は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 発
現 抑 制 に 使 用 す る た め 、 本 発 明 の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 分 解 （ Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 ） を
引 き 起 こ す よ う に そ の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 人 工 的 に 合 成 さ れ た 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 当 該
二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 生 体 内 で 供 給 す る こ と の で き る ベ ク タ ー を い う 。 本 発 明 の ｓ iＲ Ｎ Ａ ま た
は ｓ iＲ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ 、 免
疫 調 節 作 用 を 奏 す る こ と が で き る 。 ｓ iＲ Ｎ Ａ ま た は ｓ iＲ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 方 法 に
つ い て は 、 公 知 の 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る （ Ui-Tei K, et al., Nucleic Acids Res.
 2004; 32: 936-948 ; Miyagishi M, and Taira K, Nature biotechnology 2002; 20: 49
7-500)。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 タ ン パ ク 質 複 合 体 」 と は 、 少 な く と も ２ 種 の タ ン パ ク 質 が 会 合 し て
い る 状 態 を い い 、 液 体 中 で 存 在 し て い て も よ く 、 ま た は 結 晶 体 と し て 存 在 し て い て も よ い
。 こ の よ う な 複 合 体 は 、 当 該 複 合 体 を 構 成 す る タ ン パ ク 質 の う ち の 少 な く と も １ 種 を 認 識
す る 抗 体 を 用 い て 少 な く と も ２ 種 の タ ン パ ク 質 が 共 に 免 疫 沈 降 す る こ と に よ り 、 確 認 す る
こ と が で き る 。 「 タ ン パ ク 質 複 合 体 」 は 、 以 下 、 「 複 合 体 」 ま た は 中 に 含 ま れ る 成 分 を 明
示 し て 「 Txk複 合 体 」 と 省 略 す る 場 合 が あ る が 、 い ず れ も 溶 液 状 ま た は 結 晶 体 を 含 む 概 念
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 Txk、 EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な
く と も ２ 種 の タ ン パ ク 質 を 含 有 す る も の で あ り 、 Txkお よ び EF-1α を 含 有 す る も の 、 Txkお
よ び PARP-1を 含 有 す る も の 、 EF-1α お よ び PARP-1を 含 有 す る も の 、 ま た は Txk、 EF-1α お
よ び PARP-1を 含 有 す る も の が あ げ ら れ る 。 後 述 す る Txk-REに 結 合 す る 能 力 と い う 観 点 か ら
、 好 ま し く は 、 Txk、 EF-1α お よ び PARP-1を 含 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 複 合 体 の 形 成 を 阻 害 し な い 程 度 に お い て 、 Txk、 EF-1α
お よ び PARP-1以 外 の タ ン パ ク 質 成 分 ま た は 非 タ ン パ ク 質 成 分 を 含 有 し て も よ い 。 非 タ ン パ
ク 質 成 分 と し て は 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ DTT） な ど の Ｓ Ｈ 基 保 護 剤 、 界 面 活 性 剤 、 金 属
な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 下 記 に 示 す ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ま た は 診 断 用 途 に 用 い る
場 合 、 取 り 扱 い や す さ や 検 出 し や す さ の 観 点 か ら 、 固 相 に 固 定 さ れ て い る こ と が 好 ま し い
。 前 記 固 相 と し て は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 マ イ ク ロ キ ャ リ ア 、 磁 気 ビ ー ス 、 マ ル チ ウ エ ル
プ レ ー ト 、 Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン ビ ー ズ ま た は プ ロ テ イ ン チ ッ プ の 基 盤 に 用 い ら れ
る ガ ラ ス も し く は 樹 脂 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 Th1細 胞 に 特 異 的 に 見 出 さ れ た こ と か ら 、 好 ま し く は 免
疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 と し て 用 い ら れ る 。  し た が っ て 、 本 発 明 は 、 新 規 な 免 疫 反 応 調 節 の
指 標 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 は 、 指 標 剤 を 構 成 す る 各 タ ン パ ク
質 が 複 合 体 を 形 成 し て い て も よ い が 、 ひ と つ の 反 応 系 で 解 離 し た 状 態 で あ っ て も よ い 。 す
な わ ち 、 前 記 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 は 、 解 離 し た 状 態 か ら 複 合 体 を 形 成 し た 場 合 ま た は 複
合 体 形 成 の 状 態 が 維 持 さ れ た 場 合 、 IFN-γ の 転 写 活 性 の 上 昇 を 介 し た 免 疫 反 応 調 節 の 指 標
と な る 。 一 方 、 複 合 体 を 形 成 し た 状 態 か ら 解 離 し た 状 態 に な っ た 場 合 ま た は 解 離 し た 状 態
が 維 持 さ れ た 場 合 、 IFN-γ の 転 写 活 性 の 抑 制 を 介 し た 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 と な る 。 か か る
複 合 体 形 成 と 解 離 状 態 と の 変 換 は 、 可 逆 的 で あ っ て も よ く 、 不 可 逆 的 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 は 、 複 合 体 の 形 成 、 維 持 ま た は 解 離 を 阻 害 し な い 程 度 に
お い て 、 任 意 の 成 分 を 含 有 し て も よ い 。 任 意 成 分 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 溶 媒 、 緩 衝 剤 、 防 腐 剤 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ DTT） な ど の Ｓ Ｈ 基 保 護 剤 、 界 面 活 性
剤 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 複 合 体 ま た は 免 疫 反 応 調 節 の 指 標 剤 は 、 そ の 用 途 に 応 じ て 表 示 的 ま た は 検 出 可
能 な 標 識 を 保 持 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 前 記 標 識 と し て は 、 複 合 体 の 形 成 、 存 在 ま た は 解 離 の 検 出 を 可 能 に す る も の で あ れ ば 特
に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 種 々 の 放 射 性 同 位 元 素 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン （ His） 、 Myc、 FL
AGな ど の リ ン カ ー 、 ビ オ チ ン 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） な ど の （ 補 ）
酵 素 、 ま た は Green Fluorescence Protein（ GFP） 、 Yellow Fluorescence Protein（ YFP
） 、 Cyan Fluorescence Protein（ CFP） な ど の 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど が あ げ ら れ る 。 複 合 体
形 成 ま た は 解 離 の 検 出 を 可 能 に す る も の と し て 、 各 種 抗 体 を 別 途 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 複 合 体 ま た は 指 標 剤 の 構 成 成 分 で あ る Txk、 EF-1α お よ び PARP-1は 、 公 知 の 精
製 方 法 に よ り 天 然 物 を 単 離 、 精 製 し た タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ く 、 公 知 の 遺 伝 子 組 換 え 技
術 に よ り 製 造 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ く 、 一 般 的 な 化 学 合 成 法 （ ペ プ チ ド 合 成
） に よ っ て 製 造 し た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 前 記 組 換 え Txk、 EF-1α お よ び PARP-1は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 遺 伝 子 の 配 列 情 報 （
配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ ） に 基 づ い て 、 Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ 、 各 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 、 宿 主 へ
の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 形 質 転 換 体 の 培 養 お よ び 培 養 物 か ら の タ ン パ ク 質 の 回 収 の 操 作
に よ り 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の 操 作 は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 、 ま た は 文 献 記 載 の 方 法
（ Molecular Cloning, T. Maniatis et al., CSH Laboratory (1983), DNA Cloning, DM.
 Glover, IRL PRESS (1985)） な ど に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 組 換 え タ ン パ ク 質
を 作 製 す る 際 に 、 標 識 と な り う る 別 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ベ ク タ ー
を 構 築 す る こ と に よ り 、 標 識 と 融 合 し た 組 換 え 体 を 製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の よ う に し て 製 造 し た 各 タ ン パ ク 質 は 、 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 で 適 当 な 溶 媒 中 で 複
合 体 と す る か 、 適 当 な 溶 媒 中 で 解 離 し た 状 態 に す る こ と に よ り 本 発 明 の 複 合 体 ま た は 指 標
剤 と な る 。 複 合 体 化 し た も の は 、 溶 媒 を 除 去 す る こ と に よ り 結 晶 体 の 状 態 に す る こ と が で
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き る 。 あ る い は 、 各 タ ン パ ク 質 を １ つ の 細 胞 中 で 発 現 し て 複 合 体 化 し た も の を 解 離 し な い
条 件 下 で 単 離 、 精 製 す る こ と に よ っ て も 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 複 合 体 ま た は 指 標 剤 は 、 複 合 体 を 形 成 す る 場 合 に Txk、 EF-1α お よ び PARP-1は
い ず れ も チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し い リ ン 酸 化 部 位 と し
て は 、 Txkで は チ ロ シ ン ９ １ 位 、 チ ロ シ ン ４ ２ ０ 位 が 例 示 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の
複 合 体 ま た は 指 標 剤 は 、 前 記 Txk、 EF-1α お よ び PARP-1の 特 定 の チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化
ま た は 脱 リ ン 酸 化 さ れ て い る こ と も 標 識 と な り う る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 複 合 体 ま た は 指 標 剤 は 、 複 合 体 を 形 成 し た 場 合 に Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る こ
と が 好 ま し い 。 こ こ で 、 Txk REと は 、 IFN-γ 遺 伝 子 翻 訳 開 始 点 の 上 流 -53～ -39塩 基 の Txk
応 答 領 域 （ Txk responsive element） を い い 、 そ の 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ７ に 記 載 の と
お り で あ る 。 し た が っ て 、 Txk RE Ｄ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 ： ７ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る
も の で あ れ ば よ い 。 前 記 複 合 体 が Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 IFN-γ 遺 伝 子
の 転 写 を 活 性 化 し 、 Th1細 胞 に お け る IFN-γ の 産 生 量 を 上 昇 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 標 識 さ れ た 複 合 体 ま た は 指 標 剤 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ な ど の 診 断 方 法 や 複 合 体 形
成 を 調 節 す る 分 子 の ス ク リ ー ニ ン グ な ど に 好 適 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の Th1特 異 的 免 疫 反 応 を 増 強 ま た は 抑 制 す る 物 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 は 、 測 定 方 法 に よ り ３ つ の 態 様 ：
１ ） 複 合 体 の 形 成 の 程 度 を 指 標 に す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
２ ） 複 合 体 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 指 標 に す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
３ ） 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る 能 力 を 指 標 に す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
に 分 類 す る こ と が で き る 。 そ れ ぞ れ の 態 様 を 以 下 に 詳 述 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 １ ） 複 合 体 の 形 成 の 程 度 を 指 標 に す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
1-a)前 記 指 標 剤 と 被 検 物 質 を 準 備 す る 工 程 、
1-b) 被 検 物 質 の 非 存 在 下 で 、 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ り
選 ば れ る 少 な く と も ２ 種 の タ ン パ ク 質 が タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 に 前 記 指 標 剤
を 供 し 、 形 成 さ れ た 複 合 体 の 程 度 を 測 定 す る 工 程 、
1-c) 被 検 物 質 の 存 在 下 で 、 前 記 複 合 体 の 程 度 を 測 定 し 、 被 検 物 質 の 存 否 に よ る 複 合 体 形
成 の 変 動 を 比 較 す る 工 程 、 な ら び に
1-d） 前 記 1-c） の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 複 合 体 の 形 成 に 影 響 を 与 え る 被 検 物 質 を 選 択
す る 工 程 、
を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 工 程 1-a） に お い て 、 被 検 物 質 と し て は 、 い か な る 公 知 物 質 お よ び 新 規 物 質 で あ っ て も
よ く 、 例 え ば 、 核 酸 、 糖 質 、 脂 質 、 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 有 機 低 分 子 化 合 物 、 コ ン ビ ナ ト リ
ア ル ケ ミ ス ト リ ー 技 術 を 用 い て 作 製 さ れ た 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー 、 固 相 合 成 や フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ 法 に よ り 作 製 さ れ た ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 、 あ る い は 微 生 物 、 動 植 物 、
海 洋 生 物 等 由 来 の 天 然 成 分 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 工 程 1-b） に お い て 、 複 合 体 を 形 成 さ せ る 方 法 は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え
ば 、 ２ ５ ～ ３ ７ ℃ の 生 理 条 件 下 で 少 な く と も ２ 種 の タ ン パ ク 質 を 所 定 の 濃 度 で 混 合 す る 方
法 、 Txkを 固 相 に 固 定 し 、 EF-1α お よ び ／ ま た は PARP-1と 結 合 さ せ る 方 法 、 PARP-1を 固 相
に 固 定 し 、 Txkお よ び ／ ま た は EF-1α と 結 合 さ せ る 方 法 、 あ る い は 培 養 細 胞 内 で 発 現 し た
少 な く と も ２ 種 の タ ン パ ク 質 を 当 該 細 胞 内 に 維 持 し た 状 態 で 会 合 さ せ る 方 法 な ど が あ げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 工 程 1-b） お よ び 1-c） に お い て 、 前 記 複 合 体 の 形 成 は 、 以 下 の 例 に あ げ る よ う な 方 法 で
測 定 で き る 。
1-b-1） 抗 Txk、 PARP-1、 ま た は EF-1α 抗 体 を 用 い て 免 疫 沈 降 し 、 抗 Txk、 PARP-1、 ま た は E
F-1α 抗 体 の う ち 、 免 疫 沈 降 で 使 用 し な か っ た 抗 体 で イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 う 方 法 。
1-b-2） Txk-RE DNAと の 結 合 を 利 用 し て 複 合 体 を 回 収 し 、 1-b-1） と 同 様 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ
ィ ン グ で 測 定 す る 方 法 。 あ る い は Txk-RE DNAと の 結 合 を 、 ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ 等 で 検 出 す
る 方 法 。
1-b-3） Txk、 PARP-1ま た は EF-1α の い ず れ か 一 つ 以 上 を 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン も し く は GSTな
ど の 標 識 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ 、 ま た は ビ オ チ ン 化 さ せ 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン は
ニ ッ ケ ル に 、 GSTは グ ル タ チ オ ン に 、 ビ オ チ ン は ア ビ ジ ン に 結 合 す る こ と か ら 、 そ れ ら を
利 用 し て 複 合 体 を 回 収 し 、 1-b-1） と 同 様 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 測 定 す る 方 法 。
1-b-4） １ つ の タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Txk） を 、 セ ン サ ー チ ッ プ に 固 相 化 し て 、 他 の タ ン パ ク
質 （ 例 え ば PARP-1、 EF-1α ） の 結 合 を 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ SPR） の シ ス テ ム を 用 い て
測 定 す る 方 法 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 工 程 1-c)に お い て 、 被 検 物 質 の 存 否 に よ る 複 合 体 形 成 の 変 動 を 比 較 す る に は 、 前 記 測 定
方 法 に よ り 得 ら れ る 結 果 を 測 定 方 法 に 応 じ て 定 性 的 ま た は 定 量 的 に 比 較 す る こ と に よ っ て
行 う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 工 程 1-d)に お い て 、 被 検 物 質 の 存 在 下 で 、 前 記 工 程 1-b） で 形 成 さ れ た 複 合 体 が 少 な く
と も 維 持 さ れ て い る か （ 好 ま し く は 被 検 物 質 の 非 存 在 下 の と き に 比 べ て 、 よ り 強 固 に 形 成
さ れ て い る か ） ま た は 解 離 し て い る か に つ い て 、 複 合 体 の 有 無 （ 好 ま し く は そ の 程 度 ） を
比 較 す る こ と に よ っ て 評 価 す る 。 前 者 の 場 合 、 被 検 物 質 は 、 Th1特 異 的 免 疫 反 応 の 活 性 化
を 介 し た 、 Th2疾 患 の 治 療 剤 の 候 補 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。 後 者 の 場 合 、 被 検 物 質
は 、 Th1特 異 的 免 疫 反 応 の 抑 制 化 を 介 し た 、 Th1疾 患 の 治 療 剤 の 候 補 と し て 選 択 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う に 選 択 さ れ た 被 検 物 質 は 、 複 合 体 の 形 成 に 影 響 を 与 え る 性 質 を 有 し 、 複
合 体 を 構 成 す る Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α ま た は PARP-1の い わ ゆ る ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン
タ ゴ ニ ス ト の み な ら ず 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 性 質 上 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 の 発 現 量 を 変
動 さ せ 得 る 物 質 を も 含 む 。 被 検 物 質 は 、 免 疫 調 節 剤 ま た は 研 究 用 試 薬 と し て も 有 用 で あ る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ２ ） 複 合 体 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 指 標 に す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
2-a） 前 記 指 標 剤 と 被 検 物 質 と を 準 備 す る 工 程 、
2-b） 被 検 物 質 の 非 存 在 下 で 、 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と 、 EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 の タ ン パ ク 質 が リ ン 酸 化 さ れ 得 る 条 件 下 に 前 記 指 標 剤 を 供 し 、
形 成 さ れ た 複 合 体 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 測 定 す る 工 程 、
2-c） 被 検 物 質 の 存 在 下 で 、 前 記 複 合 体 の リ ン 酸 化 の 程 度 を 測 定 し 、 被 検 物 質 の 存 否 に よ
る リ ン 酸 化 の 変 動 を 比 較 す る 工 程 、 な ら び に
2-d） 前 記 2-c） の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 複 合 体 の リ ン 酸 化 に 影 響 を 与 え る 被 検 物 質 を
選 択 す る 工 程 、
を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 工 程 2-a） に お い て 、 被 検 物 質 は 工 程 1-a） と 同 様 の も の を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 工 程 2-b)に お い て 、 リ ン 酸 化 を 誘 導 す る 方 法 は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば
、 Txkと EF-1α お よ び ／ ま た は PARP-1を 所 定 の 濃 度 で 混 合 し 、 ATPお よ び 金 属 イ オ ン の 存 在
下 で ２ ５ ℃ ～ ３ ７ ℃ の 生 理 条 件 下 で 反 応 さ せ る 方 法 が あ げ ら れ る 。 こ の 場 合 の 反 応 に は 、
そ れ ぞ れ 遊 離 し た 状 態 の Txkと EF-1α お よ び ／ ま た は PARP-1を 用 い て も よ い が 、 固 相 化 Txk
を 遊 離 EF-1α お よ び ／ ま た は 遊 離 PARP-1と 反 応 さ せ て も よ い 。 反 対 に EF-1α ま た は PARP-1
を 固 相 化 し て 用 い て も よ い 。 あ る い は 、 培 養 細 胞 内 に Txkと EF-1α お よ び ／ ま た は PARP-1
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を 発 現 さ せ 、 そ の 細 胞 に 種 々 刺 激 を 加 え る こ と に よ っ て リ ン 酸 化 を 誘 導 す る 方 法 な ど も あ
る 。 こ の 場 合 の 刺 激 方 法 は 、 発 現 さ せ る 細 胞 に よ り 種 々 の 刺 激 方 法 が 考 え ら れ 、 特 に 限 定
さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 発 現 さ せ る 細 胞 が T細 胞 系 の 場 合 、 抗 CD3抗 体 な ど を 用 い た
T細 胞 受 容 体 を 介 し た 刺 激 、 PHAな ど の マ イ ト ジ ェ ン 、 PMA/カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア な ど に
よ る 刺 激 、 あ る い は 過 酸 化 水 素 な ど 活 性 酸 素 に よ る 刺 激 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 工 程 2-b） お よ び 2-c） に お い て 、 リ ン 酸 化 の 測 定 方 法 は 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き
、 例 え ば 、 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い る 方 法 、 3 2 Pで 標 識 さ れ た ATPの 存 在 下 で 複 合 体
を 形 成 し て 放 射 線 を 測 定 す る 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 工 程 2-c)に お い て 、 リ ン 酸 化 の 変 動 を 比 較 す る に は 、 被 検 物 質 の 非 存 在 下 ま た は 存 在 下
で の リ ン 酸 化 チ ロ シ ン の 量 を 定 性 的 ま た は 定 量 的 に 比 較 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 工 程 2-d)に お い て 、 リ ン 酸 化 が 促 進 さ れ て い る 場 合 、 被 検 物 質 は 、 Th1特 異 的 免 疫 反 応
の 活 性 化 を 介 し た 、 Th2疾 患 の 治 療 剤 の 候 補 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。 リ ン 酸 化 が 抑
制 さ れ て い る 場 合 、 被 検 物 質 は 、 Th1特 異 的 免 疫 反 応 の 抑 制 化 を 介 し た 、 Th1疾 患 の 治 療 剤
の 候 補 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 選 択 さ れ た 被 検 物 質 は 、 リ ン 酸 化 に 影 響
を 与 え る 性 質 を 有 し 、 複 合 体 を 構 成 す る Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1α ま た は PARP-1の い
わ ゆ る ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト の み な ら ず 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 性 質 上 、 こ れ ら
タ ン パ ク 質 の 発 現 量 を 変 動 さ せ 得 る 物 質 を も 含 む 。 被 検 物 質 は 、 免 疫 調 節 剤 ま た は 研 究 用
試 薬 と し て も 有 用 で あ る 。 ま た 、 T細 胞 の 活 性 化 は 通 常 一 過 性 と 考 え ら れ 、 T細 胞 の 活 性 化
に 伴 う 本 発 明 の 複 合 体 の リ ン 酸 化 を 終 息 さ せ る 内 因 性 の ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 存 在 が 予 想 さ れ
る 。 本 発 明 は 、 Txk複 合 体 の 脱 リ ン 酸 化 に 関 わ る ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 探 索 、 さ ら に は そ れ ら
推 定 の ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 作 用 に 影 響 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ に も 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ３ ） 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る 能 力 を 指 標 に す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
3-a)前 記 指 標 剤 と 被 検 物 質 を 準 備 す る 工 程 、
3-b) 被 検 物 質 の 非 存 在 下 で 、 Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と EF-1α お よ び PARP-1か ら な る 群 よ り
選 ば れ る 少 な く と も １ 種 の タ ン パ ク 質 と が タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 に 前 記 指 標
剤 を 供 し 、 形 成 さ れ た 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る 能 力 を 測 定 す る 工 程 、
3-c) 被 検 物 質 の 存 在 下 で 、 前 記 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る 能 力 を 測 定 し 、 被 検 物
質 の 存 否 に よ る 複 合 体 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 の 変 動 を 比 較 す る 工 程 、 な ら び に
3-d） 前 記 3-c） の 比 較 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 に 影 響 を 与 え
る 被 検 物 質 を 選 択 す る 工 程 、
を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 工 程 3-a） に お い て 、 被 検 物 質 は 工 程 1-a） と 同 様 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 指 標 剤
は 、 Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る 能 力 を 測 定 す る と い う 観 点 か ら 、 Txk、 EF-1α お よ び PARP-1
を 含 有 す る も の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 工 程 3-b） に お い て 、 前 記 指 標 剤 が 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な
い が 、 例 え ば 、 ２ ５ ～ ３ ７ ℃ の 生 理 条 件 下 で Txkと EF-1α お よ び ／ ま た は PARP-1を 所 定 の
濃 度 で 混 合 す る 条 件 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 工 程 3-b） お よ び 3-c） に お い て 、 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 の 測 定 方 法 は 公 知 の 方
法 を 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 、 Txk RE ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ア ッ セ
イ 、 ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 前 記 Txk RE ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 以 下 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き
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る 。 被 検 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 形 成 さ せ た タ ン パ ク 質 複 合 体 を 、 標 識 し た Txk-RE
 DNAに 結 合 さ せ 、 標 識 タ グ を 利 用 し て 磁 気 ビ ー ズ な ど で Ｄ Ｎ Ａ -タ ン パ ク 質 複 合 体 を 沈 降
さ せ る 。 沈 降 し た Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEに か け た 後 、 Txk-RE DNAに 結 合 し た 複
合 体 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 。 検 出 方 法 と し て は 、 CBB染 色 も し く は 銀 染 色 、 ま た は Txk、 EF
-1α も し く は PARP-1に 対 す る 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 等 が あ げ ら れ る 。 か
か る 検 出 方 法 に よ り 、 被 検 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 Txk-RE DNAに 結 合 す る 複 合 体
タ ン パ ク 質 の 量 を 定 性 的 、 定 量 的 に 比 較 す る 。 複 合 体 タ ン パ ク 質 の 量 は Txk、 EF-1α 、 ま
た は PARP-1の い ず れ か 一 つ を 指 標 に す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 工 程 3-c)に お い て 、 複 合 体 の Txk RE Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 の 変 動 を 比 較 す る に は 、 レ ポ ー タ ー
ア ッ セ イ の 場 合 、 被 検 物 質 の 非 存 在 下 ま た は 存 在 下 で 前 記 Ｄ Ｎ Ａ の 下 流 に 位 置 す る レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 ま た は IFN-γ 遺 伝 子 の 転 写 ・ 翻 訳 産 物 の 量 を 定 性 的 ま た は 定 量 的 に 比 較 す れ ば
よ い 。 ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ の 場 合 、 Txk複 合 体 が 結 合 し た 標 識 Txk RE DNAの バ ン ド は 、 移
動 度 の 違 い に よ っ て 遊 離 の 標 識 Txk RE DNAの バ ン ド か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 こ の 原 理
を 利 用 し て Txk複 合 体 の 結 合 し た 標 識 Txk RE DNAを 選 択 的 に 定 量 化 で き る 。 す な わ ち 、 被
検 物 質 の 存 在 下 、 あ る い は 非 存 在 下 で 、 Txk複 合 体 が 結 合 し た 標 識 Txk RE DNAの 状 態 や 量
の 変 化 を 、 定 性 的 、 定 量 的 に 比 較 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 工 程 3-d） に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 が 促 進 さ れ て い る 場 合 ま た は 結 合 が 安 定 に 維 持 さ れ
て い る 場 合 、 被 検 物 質 は 、 Th1特 異 的 免 疫 反 応 の 活 性 化 を 介 し た 、 Th2疾 患 の 治 療 剤 の 候 補
と し て 選 択 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 が 抑 制 さ れ て い る 場 合 ま た は 結 合 が 不 安 定 化
さ れ て い る 場 合 、 被 検 物 質 は 、 Th1特 異 的 免 疫 反 応 の 抑 制 化 を 介 し た 、 Th1疾 患 の 治 療 剤 の
候 補 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 選 択 さ れ た 被 検 物 質 は 、 複 合 体 の Txk RE 
Ｄ Ｎ Ａ 結 合 能 に 影 響 を 与 え る 性 質 を 有 し 、 複 合 体 を 構 成 す る Txkチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 EF-1
α ま た は PARP-1の い わ ゆ る ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト の み な ら ず 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 の 性 質 上 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 の 発 現 量 を 変 動 さ せ 得 る 物 質 を も 含 む 。 被 検 物 質 は 、 免 疫
調 節 剤 ま た は 研 究 用 試 薬 と し て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ で 行 っ て も よ く 、 イ ン ビ ボ で 行 っ て も よ い
。 イ ン ビ ト ロ で 行 う 方 法 と し て は 、 試 験 管 内 で 再 構 築 し た 系 で 行 う 方 法 、 イ ン ビ ト ロ で 培
養 し た 細 胞 内 で 行 う 方 法 、 適 当 な 固 相 を 用 い た マ イ ク ロ ア レ イ 法 な ど が あ げ ら れ る 。 イ ン
ビ ボ で 行 う 方 法 と し て は 、 各 種 細 胞 ま た は 実 験 動 物 を 用 い る 方 法 が あ げ ら れ る 。 生 体 内 の
反 応 に 近 い ス ク リ ー ニ ン グ 系 を 構 築 す る た め に は 、 い ず れ の 方 法 に お い て も 細 胞 内 で 行 う
こ と が 好 ま し い 。 前 記 細 胞 と し て は 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 哺 乳 類 細 胞 が 好 ま し い 。
酵 母 細 胞 と し て は 、 Ｙ １ ５ ３ 、 Ａ Ｈ １ ０ ９ 等 が あ げ ら れ る 。 昆 虫 細 胞 と し て は 、 Ｓ ｆ ９ 、
Ｓ ｆ ２ １ 等 が あ げ ら れ る 。 哺 乳 類 細 胞 と し て は 、 Ｊ ｕ ｒ ｋ ａ ｔ 、 Ｃ Ｏ Ｓ 、 ２ ９ ３ 、 Ｃ Ｈ Ｏ
等 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま た 、 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ と し て イ ン ビ ト ロ で 行 う 方 法 を 選 択 し 、 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ
と し て イ ン ビ ボ で 行 う 方 法 を 選 択 す る こ と も で き る 。 以 下 に 、 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び
二 次 ス ク リ ー ニ ン グ に 好 適 な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を そ れ ぞ れ 記 載 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 複 合 体 形 成 に 影 響 す る 物 質 の イ ン ビ ト ロ 評 価 系 （ 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ ）
　 GST標 識 PARP-1（ 部 分 タ ン パ ク 質 ま た は 全 長 ） を マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に 固 相 化 す る 。
被 検 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 溶 液 状 態 の His標 識 Txkと His標 識 EF-1α （ His標 識 Tx
kの み で も よ い ） を 混 合 し 、 Txkキ ナ ー ゼ 活 性 化 条 件 （ ATP、 MgCl 2 、 MnCl 2 の 存 在 下 ） に お
い て ２ ５ ～ ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ し て 、 Txkま た は EF-1α の 特 異 的 な 結 合 量 を
そ れ ぞ れ に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た ELISA法 に よ り 測 定 し 、 被 検 物 質 存 在 下 に お け る そ れ ぞ
れ の タ ン パ ク 質 の 結 合 量 を 、 非 存 在 下 の 場 合 と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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　 こ の 評 価 方 法 で は 、 His標 識 Txkを マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に 固 相 化 し て 、 PARP-1お よ び EF
-1α の 結 合 を 検 出 し て も よ い 。 こ の 場 合 の 固 相 化 方 法 は 、 Txkの 立 体 構 造 の 維 持 を 考 え て
、 Ni-NTAな ど Hisと ア フ ィ ニ テ ィ ー の あ る 分 子 を あ ら か じ め 固 相 化 し た マ ル チ ウ ェ ル プ レ
ー ト に His標 識 Txkを 反 応 さ せ る 方 法 が 望 ま し い 。 分 子 の 標 識 タ グ に ビ オ チ ン や Mycな ど 他
の 標 識 を 用 い て も よ い 。 ま た 、 非 標 識 タ ン パ ク の 場 合 で も 特 異 抗 体 な ど を 用 い て 固 相 化 す
る こ と は 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 IFNγ 遺 伝 子 転 写 活 性 化 評 価 系 （ 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ ）
　 Txk-REを 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 持 つ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば ベ ク ト ン ・ デ ィ
ッ キ ン ソ ン 製 pTAL-lucな ど ） の プ ロ モ ー タ ー 領 域 上 流 に 組 み 込 ん だ コ ン ス ト ラ ク ト を 作 製
す る 。 こ の コ ン ス ト ラ ク ト を Txk発 現 ベ ク タ ー (pME18S-Txk)と と も に Jurkat細 胞 に ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し て 、 そ れ ら の 細 胞 を 被 検 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 培 養 し 、 そ れ ぞ れ PH
Aで 刺 激 す る 。 刺 激 に よ っ て 起 こ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 量 を 化 学 発 光 強 度 と し て 測 定 し 、 被
検 物 質 存 在 下 に お け る 発 光 強 度 を 非 存 在 下 の 場 合 と 比 較 す る 。 こ の 評 価 系 は 、 PARP-1と EF
-1α が ユ ビ キ タ ス に 発 現 す る こ と か ら ２ ９ ３ 細 胞 や Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 な ど 、 他 の 細 胞 株 を 使 用 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 選 択 さ れ る 被 検 物 質 は 、 Th1/Th2免 疫 反 応 の 調 節 を
介 し た 疾 患 の 治 療 、 す な わ ち 、 患 者 に お け る Th1/Th2免 疫 反 応 の 抑 制 ま た は 活 性 化 を 介 し
た 治 療 に 用 い ら れ る 候 補 治 療 剤 と な り う る 。 前 記 疾 患 と し て は 、 以 下 の よ う な 疾 患 が 含 ま
れ る 。
　 1） Th1免 疫 反 応 の 異 常 な 活 性 化 が 関 与 す る 疾 患 、 例 え ば 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス や 関 節
リ ウ マ チ な ど の 自 己 免 疫 疾 患 お よ び リ ウ マ チ 性 疾 患 。
　 2） Th2免 疫 反 応 の 異 常 な 活 性 化 が 関 与 す る 疾 患 、 例 え ば 気 管 支 喘 息 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎
な ど の ア レ ル ギ ー 疾 患 。
　 3） Th1機 能 の 低 下 に よ り 発 生 し た 種 々 の 癌 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 選 択 さ れ る 被 検 物 質 は 、 様 々 な 作 用 機 序 に 基 づ く 有
用 な 物 質 で も あ る 。 前 記 作 用 機 序 と し て は 、 大 き く ４ つ に 分 類 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 作 用 機 序 １ ：  Txkと PARP-1お よ び /ま た は EF-1α の 相 互 作 用 に 影 響 を 及 ぼ す
　 こ の よ う な 物 質 は 、 複 合 体 の 形 成 を 妨 害 し て Txkの Txk-REへ の 結 合 を 抑 制 し た り 、 あ る
い は 、 複 合 体 に 結 合 し て 複 合 体 の 安 定 化 に 影 響 す る 効 果 を 奏 す る こ と が 考 え ら れ る 。 そ の
場 合 、 複 合 体 を 不 安 定 化 さ せ れ ば 、 Txk-REへ の 結 合 お よ び 転 写 活 性 化 が 抑 制 さ れ 、 反 対 に
、 安 定 化 さ せ る な ら Txk-REへ の 結 合 お よ び 転 写 活 性 化 が 促 進 （ 持 続 ） す る 。 ま た 、 そ れ ら
の 物 質 が 複 合 体 を 形 成 す る タ ン パ ク 質 の 一 つ 以 上 と 置 き 換 わ る こ と に よ り 、 複 合 体 形 成 を
模 倣 す る こ と も 考 え ら れ る 。 そ の よ う な 物 質 に よ る 類 似 の 複 合 体 が 天 然 の 複 合 体 よ り 不 安
定 で あ る 場 合 、 Txk-REへ の 結 合 お よ び 転 写 活 性 化 が 抑 制 さ れ る 。 反 対 に 、 安 定 で あ る 場 合
、 Txk-REへ の 結 合 お よ び 転 写 活 性 化 が 促 進 （ 持 続 ） さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 作 用 機 序 ２ ： 複 合 体 の Txk-REへ の 結 合 に 影 響 を 及 ぼ す
　 こ の よ う な 物 質 は 、 複 合 体 の Txk-RE DNA上 へ の 結 合 を 抑 制 す る 効 果 を 奏 す る こ と が 考 え
ら れ る 。 こ の 場 合 、 複 合 体 の 形 成 が 正 常 に 起 こ っ た と し て も 、 そ れ に よ る 遺 伝 子 転 写 は 抑
制 さ れ る 。 ま た 、 複 合 体 の 形 成 が 阻 害 さ れ る 場 合 、 当 然 複 合 体 は Txk-RE DNA上 に 結 合 せ ず
、 遺 伝 子 転 写 は 阻 害 さ れ る 。 反 対 に 、 複 合 体 の Txk-REへ の 結 合 を 促 進 （ あ る い は 安 定 化 ）
す る 物 質 の 同 定 も 可 能 で あ り 、 こ の 場 合 、 遺 伝 子 転 写 は 促 進 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 作 用 機 序 ３ ： Txkの 自 己 リ ン 酸 化 、 ま た は Txkに よ る PARP-1お よ び ／ ま た は EF-1α の リ ン
酸 化 に 影 響 を 及 ぼ す
　 こ の よ う な 物 質 は 、 Txkに よ る Txk自 身 、 PARP-1、 EF-1α の い ず れ か の リ ン 酸 化 を 抑 制 す
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る 効 果 を 奏 す る こ と が 考 え ら れ る 。 反 対 に 、 こ れ ら の リ ン 酸 化 を 促 進 （ あ る い は 安 定 化 ）
す る 効 果 を 奏 す る こ と も 考 え ら れ る 。 リ ン 酸 化 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 物
質 は 、 複 合 体 の 形 成 ま た は Txk-REへ の 結 合 に も 影 響 を 及 ぼ す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 作 用 機 序 ４ ： 複 合 体 を 構 成 す る Txk、 PARP-1ま た は EF-1α の 発 現 を 調 節 す る
　 こ れ ら の 物 質 は 、 複 合 体 を 形 成 す る タ ン パ ク 質 成 分 の 割 合 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、
複 合 体 形 成 に 影 響 を 与 え る こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 選 択 さ れ る 被 検 物 質 は 、 Txk、 PARP-1ま た は EF-1α
の 公 知 の 阻 害 剤 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 PARP-1の 阻 害 剤 と し て は 、 実 施 例 に 記 載 の ベ ン
ザ ミ ド ま た は 3-ア ミ ノ ベ ン ザ ミ ド な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 診 断 薬 は 、 本 発 明 の 複 合 体 も し く は 指 標 剤 、 ま た は 前 記 複 合 体 も し く は 指 標 剤
に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 を 含 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 前 記 抗 体 は 、 常 法 に 従 っ て 製 造 す る こ と が で き る （ Current Protocol in Molecular Bi
ology, Chapter 11.12～ 11.13(2000)） 。 具 体 的 に は 、 前 記 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
場 合 に は 、 常 法 に 従 っ て 大 腸 菌 等 で 発 現 し 精 製 し た Txk、 EF-1α ま た は PARP-1を 用 い て 、
あ る い は 常 法 に 従 っ て こ れ ら 本 発 明 タ ン パ ク 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ
ド を 合 成 し て 、 家 兎 等 の 非 ヒ ト 動 物 に 免 疫 し 、 該 免 疫 動 物 の 血 清 か ら 常 法 に 従 っ て 得 る こ
と が 可 能 で あ る 。 一 方 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 に は 、 常 法 に 従 っ て 大 腸 菌 等 で 発 現 し
精 製 し た Txk、 EF-1α ま た は PARP-1、 あ る い は こ れ ら タ ン パ ク 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を マ ウ ス 等 の 非 ヒ ト 動 物 に 免 疫 し 、 得 ら れ た 脾 臓 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と
を 細 胞 融 合 さ せ て 調 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 し て 得 る こ と が で き る （ Current pr
otocols in Molecular Biology edit. Ausubel et al. (1987) Publish. John Wiley and
 Sons. Section 11.4～ 11.11） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 診 断 薬 は 、 診 断 薬 に 一 般 に 含 ま れ る 担 体 を 含 有 し て も よ い 。 か か る 担 体 と し て
は 、 後 述 す る 医 薬 組 成 物 に 含 ま れ る 担 体 か ら 診 断 薬 に 適 す る も の を 適 宜 選 択 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 診 断 薬 は 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス や 関 節 リ ウ マ チ な ど の 自 己 免 疫 疾 患 を 含 む
Th1優 位 の 疾 患 、 あ る い は ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 や 気 管 支 喘 息 な ど の ア レ ル ギ ー 性 疾 患 を 含 む T
h2優 位 の 疾 患 の 診 断 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 下 記 有 効 成 分 ：
(a) 本 発 明 の 複 合 体 も し く は 指 標 剤 、
(b) 前 記 (a)に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 、
(c) Txk、 EF-1α お よ び PARP-1の 遺 伝 子 か ら な る 免 疫 反 応 調 節 遺 伝 子 群 よ り 選 ば れ る 少 な
く と も １ つ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は
(d) Txk、 EF-1α お よ び PARP-1の 遺 伝 子 か ら な る 免 疫 反 応 調 節 遺 伝 子 群 よ り 選 ば れ る 少 な
く と も １ つ の 配 列 に 基 づ く ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ も し く は 当 該 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る ベ ク タ ー 、
と 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 前 記 有 効 成 分 (a)～ (d)は 、 前 述 し た と お り で あ り 、 Th1/Th2免 疫 反 応 の 調 節 を 介 し た 、
疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に 使 用 す る こ と が で き る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 前 記 担 体 と し て は 、 例 え ば 、 シ ョ 糖 、 デ ン プ ン 、 マ ン ニ ッ ト 、 ソ ル ビ ッ ト 、 乳 糖 、 グ ル
コ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 タ ル ク 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 等 の 賦 形 剤 、 セ ル ロ ー
ス 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ プ ロ ピ ル ピ ロ リ ド ン 、 ゼ ラ
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チ ン 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 シ ョ 糖 、 デ ン プ ン 等 の 結 合 剤 、 デ ン プ ン
、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル ス タ ー チ 、 ナ ト リ ウ ム － グ リ コ ー ル
－ ス タ ー チ 、 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 ク エ ン 酸 カ ル シ ウ ム 等 の 崩 壊 剤 、
ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 エ ア ロ ジ ル 、 タ ル ク 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 滑 剤 、 ク
エ ン 酸 、 メ ン ト ー ル 、 グ リ シ ル リ シ ン ・ ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 グ リ シ ン 、 オ レ ン ジ 粉 等 の 芳 香
剤 、 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム 、 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 等
の 保 存 剤 、 ク エ ン 酸 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 等 の 安 定 剤 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ
ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 等 の 懸 濁 剤 、 界 面 活 性 剤 等 の 分 散 剤 、 水 、 生
理 食 塩 水 等 の 希 釈 剤 、 カ カ オ 脂 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 白 灯 油 等 の ベ ー ス ワ ッ ク ス な
ど が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 Th1/Th2免 疫 反 応 の バ ラ ン ス の 調 節 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る
。 し た が っ て 、 意 図 さ れ る 用 途 と し て は 、 Th1/Th2免 疫 反 応 の 調 節 を 介 し た 治 療 、 す な わ
ち 、 患 者 に お け る Th1/Th2免 疫 反 応 の 抑 制 ま た は 活 性 化 で あ り 、 こ の 場 合 の 最 終 的 な 用 途
に は 、 以 下 の よ う な 疾 患 の 治 療 が 含 ま れ る 。
　 1） Th1免 疫 反 応 の 異 常 な 活 性 化 が 関 与 す る 疾 患 、 例 え ば 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス や 関 節
リ ウ マ チ な ど の 自 己 免 疫 疾 患 や リ ウ マ チ 性 疾 患 、 に 対 す る Th1免 疫 反 応 の 抑 制 に よ る 治 療
。
　 2） Th2免 疫 反 応 の 異 常 な 活 性 化 が 関 与 す る 疾 患 、 例 え ば 気 管 支 喘 息 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎
な ど の ア レ ル ギ ー 疾 患 、 に 対 す る Th1免 疫 反 応 の 活 性 化 に よ る 治 療 。
　 3） Th1機 能 の 活 性 化 に よ る 、 細 胞 性 免 疫 の 賦 活 化 を 介 し た 抗 腫 瘍 活 性 の 増 強 に よ る 癌 治
療 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 以 下 、 実 施 例 等 に よ り 本 発 明 を よ り 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 等 に よ
り な ん ら 制 限 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 実 施 例 １
IFN-γ プ ロ モ ー タ ー 中 の Txk REに 結 合 す る Txk複 合 体 を 構 成 す る タ ン パ ク の 同 定
１ ） Txk発 現 プ ラ ス ミ ド の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と Jurkat細 胞 の PHA刺 激
　 Txk発 現 プ ラ ス ミ ド pME18S-Txkは 、 Journal of the Experimental Medicine;1999: 190(
8), 1147-1154頁  に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pME18Sの ク ロ ー ニ ン グ 部 位
に 全 長 の Txkを コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 す る こ と に よ り 作 製 し た 。
　 Jurkat細 胞 （ ATCC No.TIB-152） を 10%ウ シ 胎 児 血 清 (FCS)含 有 RPMI1640培 地 で 培 養 し 、
細 胞 を 集 め て KPBS（ 30mM NaCl、 120mM KCl、 8mM Na 2 HPO 4 、 1.5mM KH 2 PO 4 、 10mM MgCl 2 ）
に 懸 濁 し た 。 前 記 細 胞 を キ ュ ベ ッ ト に 移 し 、 ジ ー ン パ ル サ ー (Bio-Rad製 )を 用 い た エ レ ク
ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 （ 300mV、 960μ FD） に て 前 記 プ ラ ス ミ ド pME18S-Txk を ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 43、 45ま た は 46.5時 間 培 養 し た 後 、 PHAを 1μ g/ml
に な る よ う に 加 え て 、 そ れ ぞ れ さ ら に 5、 3ま た は 1.5時 間 培 養 、 す な わ ち 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク ト 48時 間 後 ま で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ２ )核 タ ン パ ク 質 抽 出 液 の 作 製
　 前 記 １ ） で 培 養 し た 細 胞 を 回 収 し 、 Phosphate Buffered Saline（ PBS： pH7.4） で ２ 回
洗 浄 し た 後 、 ペ レ ッ ト を Tris Buffered Saline(TBS： pH7.4)で 再 浮 遊 し た 。 遠 心 分 離 に よ
り 上 清 を 除 去 後 、 氷 冷 し た Buffer1（ 10mM Hepes(pH7.9)、 10mM KCl、 0.1mM EDTA、 0.1mM 
EGTA、 1mM DTT、 0.5mM PMSF） を 細 胞 5× 10 6 個 あ た り 100μ L加 え て ゆ っ く り と ピ ペ ッ テ ィ
ン グ し た 。 氷 上 で 15分 間 静 置 後 、 10％ NP-40水 溶 液 を 細 胞 5× 10 6 個 あ た り 6.25μ L加 え て 攪
拌 し た 。 遠 心 分 離 後 、 上 清 を 取 り 除 き 、 ペ レ ッ ト に 氷 冷 し た Buffer3（ 20mM Hepes(pH7.9)
、 0.4M NaCl、 1mM EDTA、 1mM EGTA、 1mM DTT、 1mM PMSF） を 細 胞 5× 10 6 個 あ た り 50μ L加
え て 再 溶 解 し た 。 遠 心 分 離 に よ り 上 清 を 回 収 し 、 こ れ を 核 タ ン パ ク 質 抽 出 液 と し た 。
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【 ０ ０ ８ １ 】
　 ３ )Txk RE二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 結 合
　 本 発 明 者 ら は 、 PHA刺 激 後 の Txk遺 伝 子 導 入 Tリ ン パ 腫 由 来 Jurkat細 胞 の 核 タ ン パ ク 質 を
用 い て 、 IFN-γ 遺 伝 子 翻 訳 開 始 点 の 上 流 -53～ -39塩 基 の Txk応 答 領 域 （ Txk responsive el
ement： Txk RE） （ 配 列 番 号 ７ ） を す で に 同 定 し て い る （ J Immunol 2002; 168: 2365-237
0頁 ） 。 ビ オ チ ン 標 識 IFN-γ プ ロ モ ー タ ー 領 域 (-56/-36)オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ８
） （ Txk RE(-53/-39)を 含 む ） は 熱 変 性 さ せ た 後 、 ゆ っ く り と 室 温 ま で 冷 却 し て ア ニ ー リ
ン グ さ せ た 。 核 タ ン パ ク 質 48μ Lあ た り に 、 5× 結 合 バ ッ フ ァ ー （ 100mM Hepes pH7.6, 5mM
 EDTA, 50mM (NH 4 ） 2 SO 4 , 5mM DTT, 1% Tween20, 150mM KCl)を 16μ L、 100μ g/mL poly-L
-lysineを 2μ L、 1mg/mL　 poly(dI-dC) 2 を 2μ L、 DDWを 4μ L、 ビ オ チ ン 標 識 Txk-RE二 本 鎖
Ｄ Ｎ Ａ (30ｆ M)を 8μ L加 え て 、 室 温 で 15～ 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 1× 結 合 バ ッ フ ァ ー
で 洗 浄 し た マ グ ネ チ ッ ク ビ ー ズ 結 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Dynabeads-streptavidin： DYNA
L製 ） を 、 混 合 液 80μ Lあ た り 20μ L加 え て 、 室 温 で さ ら に 15～ 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
ビ ー ズ を 1× 結 合 バ ッ フ ァ ー で ３ 回 洗 浄 し て 回 収 し た 。 回 収 し た Txk RE Ｄ Ｎ Ａ (-53/-39)
結 合 タ ン パ ク 質 に 、 1× サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ 25mM Tris-HCl、 5% グ リ セ ロ ー ル 、 1% SDS
、 0.05% BPB、 1% 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 pH6.8） を 加 え て 、 95℃ 、 5分 間 ボ イ ル し た 後
、 遠 心 上 清 を SDS-PAGEに 供 し た 。 結 果 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ４ )Txk-RE Ｄ Ｎ Ａ (-53/-39)結 合 タ ン パ ク 質 の 同 定
　 SDS-PAGE後 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か ら 、 約 100kdお よ び 45kdの タ ン パ ク 質 バ ン ド を
回 収 し 、 エ ド マ ン 分 解 法 を 用 い て ア ミ ノ 酸 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 得 ら れ た 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 前 記 約 100kdの タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 配 列 と し て 、
Ｎ Ｒ Ｅ Ｅ Ｌ Ｇ Ｆ Ｒ Ｐ Ｅ Ｙ Ｓ （ 配 列 番 号 ９ ） お よ び
Ｉ Ｆ Ｐ Ｐ Ｅ Ｔ Ｓ Ａ Ｓ Ｖ Ａ Ａ （ 配 列 番 号 １ ０ ） で あ り 、
前 記 約 45kdの タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 配 列 と し て
Ｙ Ｙ Ｖ Ｔ Ｉ Ｉ Ｄ Ａ Ｐ Ｇ Ｈ Ｒ （ 配 列 番 号 １ １ ） お よ び
Ｈ Ｉ Ｎ Ｉ Ｖ Ｖ Ｉ Ｇ Ｈ Ｖ Ｄ （ 配 列 番 号 １ ２ ） で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 前 記 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ を も と に ホ モ ロ ジ ー サ ー チ を 行 い 、 約 100kdの タ ン パ ク 質
が PARP-1、 約 45kdの タ ン パ ク 質 が EF-1α で あ る こ と を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ５ )Txk-RE Ｄ Ｎ Ａ (-53/-39)結 合 タ ン パ ク 質 に お け る PARP-1お よ び EF-1α の 確 認
　 Txk-RE Ｄ Ｎ Ａ (-53/-39)結 合 タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEに 供 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ ア マ
シ ャ ム ） に 転 写 し た 後 、 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 抗 PARP-1抗 体 （ シ グ マ 製 ） 、 ま た は 抗 EF-T
u抗 体 （ EF-1α に 対 し て も 交 差 性 を 示 す ） （ サ ン タ ク ル ズ 製 ） で イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を
行 っ た （ 図 ２ 、 ３ ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 図 １ ～ ３ よ り 、 Txk-RE Ｄ Ｎ Ａ (-53/-39)結 合 タ ン パ ク 質 中 に 、 PARP-1、 EF-1α お よ び Tx
kの ３ 分 子 を 確 認 し た 。 Txkト ラ ン ス フ ェ ク ト Jurkat細 胞 に お い て 、 Txkは 、 PHA刺 激 1.5時
間 後 か ら 少 な く と も 5時 間 ま で 、 PARP-1と 結 合 し て い た 。 EF-1α は 、 PHA刺 激 1.5時 間 後 の
時 点 で は 結 合 せ ず 、 3時 間 後 か ら 少 な く と も 5時 間 後 ま で 結 合 が 認 め ら れ た 。 PHA刺 激 1.5時
間 後 の 核 タ ン パ ク 質 に お い て は 、 EF-1α の 会 合 が 認 め ら れ な か っ た こ と か ら 、 PHA刺 激 Txk
ト ラ ン ス フ ェ ク ト Jurkat細 胞 に お い て 、 EF-1α の 会 合 は PARP-1の 会 合 の 後 に 起 こ る こ と 考
え ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 実 施 例 ２
Txk-RE Ｄ Ｎ Ａ (-53/-39)結 合 タ ン パ ク 質 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化
　 Txk-RE Ｄ Ｎ Ａ (-53/-39)結 合 タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEに 供 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ ア マ
シ ャ ム ） に 転 写 し た 後 、 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 、 抗 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 抗 体 （ PY20： サ ン タ
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ク ル ズ 製 ） を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 結 果 を 図 ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 図 ４ よ り 、 PARP-1、 EF-1α お よ び Txkと 分 子 量 が 一 致 す る チ ロ シ ン リ ン 酸 化 バ ン ド を 確
認 し た 。 こ の こ と か ら 、 本 発 明 で 示 し た 複 合 体 を 構 成 す る ３ つ の タ ン パ ク 質 、 PARP-1、 EF
-1α お よ び Txkは 、 PHA刺 激 し た Txk遺 伝 子 導 入 Jurkat細 胞 の 核 タ ン パ ク 質 中 で 、 チ ロ シ ン
リ ン 酸 化 さ れ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 実 施 例 ３
組 換 え タ ン パ ク 質 の 作 製
　 １ )His標 識 完 全 長 ヒ ト Txk 
　 プ ラ ス ミ ド pQE31-Txkは 、 His標 識 完 全 ヒ ト Txkタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 組 み
込 ん だ 発 現 ベ ク タ ー で あ り 、 そ の 構 築 方 法 は 、 公 知 で あ る （ Biol Pharm Bull.2002; 25(6
):718-721） 。 前 記 プ ラ ス ミ ド で 大 腸 菌 Ｊ Ｍ 109株 を 形 質 転 換 し た 。 形 質 転 換 し た 細 菌 細 胞
を 1500mlの 培 地 で 培 養 し 、 2mM IPTGで タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し た 。
　 前 記 細 菌 培 養 の ペ レ ッ ト か ら His標 識 ヒ ト Txkを 精 製 し た 。 当 該 細 菌 ペ レ ッ ト を 15mlの 溶
解 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 100mM NaCl、 20mM イ ミ ダ ゾ ー ル 、 10mM MgCl 2 、 3mM MnCl 2 、 20% 
グ リ セ ロ ー ル 、 10mM 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル  pH8.0） に 懸 濁 し 、 氷 温 下 で 超 音 波 破 砕 し
た 後 、 4℃ で 遠 心 分 離 を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 細 胞 デ ブ リ を 除 い た 。 当 該 上 清 に 120μ Lの
ニ ッ ケ ル ア ガ ロ ー ス （ QIAGEN製 ） を 加 え 、 4℃ で 30分 間 回 転 さ せ た 。 当 該 樹 脂 を 洗 浄 用 緩
衝 液 （ 40mM HEPES、 100mM NaCl、 50mM イ ミ ダ ゾ ー ル 、 10mM MgCl 2 、 3mM MnCl 2 、 20% グ リ
セ ロ ー ル 、 10mM 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル  pH8.0） で 2回 洗 浄 後 、 ス ト ッ ク 用 緩 衝 液 （ 40mM
 HEPES、 100mM NaCl、 10mM MgCl 2 、 3mM MnCl 2 、 20% グ リ セ ロ ー ル 、 10mM 2-メ ル カ プ ト エ
タ ノ ー ル  pH8.0） で 3回 洗 浄 し 、 同 液 800μ Lに 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ２ )His標 識 キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 欠 損 ヒ ト Txk（ Txk-kd）
　 pQE31-Txk-kdプ ラ ス ミ ド は 、 星 薬 科 大 学 、 Dr.Kashiwakuraか ら 供 与 さ れ た 。 pQE31-Txk-
kdは 、 Txk　 Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 １ ） の 87か ら 1247番 目 を コ ー ド （ 1247番 目 の 塩 基 の 後 に 終
止 コ ド ン を 挿 入 ） す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 組 み 込 ん だ 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 Txk-kdタ ン パ ク 質 の 作
製 は 、 His標 識 完 全 ヒ ト Txkタ ン パ ク 質 と 同 様 に し て 行 っ た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 基 に 作 製 し
た タ ン パ ク 質 は 、 Txkの 1か ら 387番 目 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 、 キ ナ ー ゼ ド メ イ ン の 活 性 部
位 を 含 む 388か ら 527番 目 の ア ミ ノ 酸 を 欠 損 し て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ３ ) His標 識 プ ロ リ ン リ ッ チ 領 域 欠 損 ヒ ト Txk（ Txk-Δ PRR）
　 標 準 的 な 手 法 に よ り 作 製 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 pQE31-Txkを テ ン プ レ ー ト に 、 Txk　
Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 １ ） の 330か ら 1670番 目 を PCRに て 増 幅 、 pQE30プ ラ ス ミ ド に サ ブ ク ロ ー
ニ ン グ し た 。 欠 損 変 異 体 タ ン パ ク 質 の 作 製 は 、 His標 識 完 全 ヒ ト Txkタ ン パ ク 質 と 同 様 に し
て 行 っ た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 基 に 作 製 し た タ ン パ ク 質 は 、 Txkの 82か ら 527番 目 の ア ミ ノ 酸
を コ ー ド し 、 プ ロ リ ン リ ッ チ 領 域 を 含 む 1か ら 81番 目 の ア ミ ノ 酸 を 欠 損 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ４ )His標 識 完 全 長 ヒ ト EF-1α
　 ヒ ト EF-1α ク ロ ー ン は 、 ATCCよ り 入 手 し た （ MGC16449） 。 標 準 的 な 手 法 に よ り 作 製 し た
プ ラ イ マ ー を 用 い て 全 長 の EF-1α 遺 伝 子 を 増 幅 し 、 pQE30プ ラ ス ミ ド に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
し た 。 pQE30-EF-1α は His標 識 完 全 ヒ ト EF-1α タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 His標 識 ヒ ト EF-1
α は 、 培 養 液 を 500ml と す る こ と 以 外 は 前 記 １ ） と 同 様 に し て 、 IPTGで 誘 導 さ れ た 細 菌 培
養 の 500mlの ペ レ ッ ト か ら 精 製 し た 。 当 該 細 菌 ペ レ ッ ト を 6mlの 溶 解 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、
100mM NaCl、 pH8.0） に 懸 濁 し 、 氷 温 下 で 超 音 波 破 砕 し た 後 、 4℃ で 遠 心 分 離 を 繰 り 返 す こ
と に よ り 、 細 胞 デ ブ リ を 除 い た 。 当 該 上 清 に 150μ Lの ニ ッ ケ ル NTAア ガ ロ ー ス （ QIAGEN製
） を 加 え 、 4℃ で 30分 間 回 転 さ せ た 。 当 該 樹 脂 を 洗 浄 用 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 50mM イ ミ ダ
ゾ ー ル 、 100mM NaCl、 pH8.0） で ２ 回 洗 浄 後 、 溶 出 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 250mM イ ミ ダ ゾ
ー ル 、 100mM NaCl、 pH8.0） を 200μ L加 え て His標 識 完 全 ヒ ト EF-1α タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た
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。 溶 出 の 操 作 は ４ 回 行 い 、 合 計 800μ Lに 溶 出 液 を 得 た 。 得 ら れ た 溶 出 液 か ら 、 イ ミ ダ ゾ ー
ル を 除 去 す る た め に 、 ろ 過 フ ィ ル タ ー 型 ス ピ ン カ ラ ム （ マ イ ク ロ コ ン YM-10、 MWCO： 10,00
0、 amicon製 ） を 用 い て 、 バ ッ フ ァ ー を DTT(-)キ ナ ー ゼ 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 10mM MgCl 2
、 3mM MnCl 2 、 pH7.4） に 置 換 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ５ )完 全 長 ヒ ト PARP-1
　 pTPプ ラ ス ミ ド は 、 国 立 が ん セ ン タ ー 研 究 所 、 Dr. Masutaniか ら 供 与 さ れ た 。 pTPプ ラ ス
ミ ド は 、 完 全 ヒ ト PARP-1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る (Biochem Biophys Res Commun. 1989; 1
63(2): 739-745頁 )。 前 記 プ ラ ス ミ ド で 大 腸 菌 HB101株 を 形 質 転 換 し た 。 形 質 転 換 し た 細 菌
細 胞 を 500mlの 培 地 で 培 養 し 、 イ ン ド リ ル ア ク リ ル 酸 （ IAA） （ 20μ g/ml培 地 ） で タ ン パ ク
質 の 発 現 を 誘 導 し た 。 当 該 細 菌 ペ レ ッ ト を 4mlの DTT(-)キ ナ ー ゼ 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 10m
M MgCl 2 、 3mM MnCl 2 、 pH7.4） に 懸 濁 し 、 氷 温 下 で 超 音 波 破 砕 し た 後 、 4℃ で 遠 心 分 離 を 繰
り 返 す こ と に よ り 、 細 胞 デ ブ リ を 除 い た 。 当 該 上 清 を PARP-1タ ン パ ク 質 含 有 ホ ー ル セ ル ラ
イ ゼ ー ト と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ６ )グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 標 識 ヒ ト PARP-1部 分 タ ン パ ク 質
　 標 準 的 な 手 法 に よ り 作 製 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 PARP-1遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ５ ） の 160
か ら 1176番 目 （ 以 後 PARP-Fと 表 記 す る ） 、 お よ び 1171か ら 3204番 目  (以 後 PARP-Rと 表 記 す
る )ま で の PARP-1遺 伝 子 を 増 幅 し 、 pGEX-５ X-1(以 後 pGEXと 表 略 し て 表 記 す る )プ ラ ス ミ ド
（ Amersham製 ） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 pGEX-PARP-Fは 、 GSTの C末 端 側 に PARP-1（ 配 列
番 号 ６ ） の 1か ら 339番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 、 pGEX-PARP-Rは 、 GSTの C末 端 側 に PAR
P-1の 338か ら 1014番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 Lacプ ロ モ ー タ ー か ら 発 現 す る  GST標 識 ヒ ト PARP-Fお よ び PARP-Rは 、 前 記 実 施 例 ３ の １
） と 同 様 に し て 、 IPTGで 誘 導 さ れ た 細 菌 培 養 の 250～ 500mlの ペ レ ッ ト か ら 精 製 し た 。 当 該
細 菌 ペ レ ッ ト を 3～ 6mlの 溶 解 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 100mM NaCl、 1mM DTT、 pH7.4） に 懸 濁
し 、 氷 温 下 で 超 音 波 破 砕 し た 後 、 4℃ で 遠 心 分 離 を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 細 胞 デ ブ リ を 除
い た 。 当 該 上 清 に 溶 解 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 100mM NaCl、 1mM DTT、 pH7.4） で 平 衡 化 し た
Glutathione-sepharose HP（ Amersham製 ） を 60～ 80μ L加 え 、 4℃ で 30分 間 回 転 さ せ た 。 当
該 樹 脂 を 溶 解 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 100mM NaCl、 1mM DTT、 pH7.4） で 3回 洗 浄 後 、 溶 出 緩
衝 液 （ 40mM HEPES、 1mM DTT、 10mM還 元 型 グ ル タ チ オ ン 、 pH8.0） を 100μ L加 え て GST標 識
タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た 。 溶 出 の 操 作 は 合 計 ３ 回 行 い 、 合 計 300μ Lの 溶 出 液 を 得 た 。 得 ら れ
た 溶 出 液 か ら 、 グ ル タ チ オ ン を 除 去 す る た め に 溶 解 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 100mM NaCl、 1m
M DTT、 pH7.4） に て 透 析 を 行 っ た （ 三 光 純 薬 製 、 透 析 膜 8/32） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 実 施 例 ４
イ ン ビ ト ロ に お け る Txk-wtに よ る EF-1α の リ ン 酸 化 （ in vitro キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ ）
　 His標 識 完 全 長 ヒ ト Txk（ 以 後 Txk-wtと 表 記 す る ） の キ ナ ー ゼ 活 性 は 、 自 己 リ ン 酸 化 反 応
の 程 度 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 １ )Txk-wt、 Txk-kdお よ び TxkΔ PRRの 自 己 リ ン 酸 化
　 Ni-NTAレ ジ ン 結 合 His-Txk‐ wt（ 以 後 Txk-wtレ ジ ン と 表 記 す る ） 、 Ni-NTAレ ジ ン 結 合 His
-Txk-kd（ 以 後 Txk-kdレ ジ ン と 表 記 す る ） お よ び Ni-NTAレ ジ ン 結 合 His-Txk-Δ PRR（ 以 後 Tx
k-Δ PRRレ ジ ン と 表 記 す る ） は 、 キ ナ ー ゼ 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 10mM MgCl 2 、 3mM MnCl 2 、
pH7.4） で ３ 回 洗 浄 し 、 同 液 に 再 懸 濁 し た 。 Txk-wtレ ジ ン 、 Txk-kdレ ジ ン お よ び Txk-Δ PRR
レ ジ ン に 、 最 終 濃 度 が 1mMに な る よ う に DTTを 添 加 し た 後 、 最 終 濃 度 が 250μ Mに な る よ う に
ATPを 加 え て 、 25℃ 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 5× サ ン プ ル バ
ッ フ ァ ー （ 125mM Tris-HCl、 25% グ リ セ ロ ー ル 、 5% SDS、 0.25% BPB、 5% 2-メ ル カ プ ト エ
タ ノ ー ル 、 pH6.8） を 加 え て 、 95℃ 、 5分 間 ボ イ ル し 、 SDS-PAGEし た 。 SDS-PAGEに よ り 展 開
し た タ ン パ ク 質 を 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ Hybond ECL、 ア マ シ ャ ム ） に 転 写 後 、 抗 リ ン 酸
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化 チ ロ シ ン 抗 体 （ PY20、 サ ン タ ク ル ズ 製 ） で イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 そ の 結 果 、 Txk-wtは 、 ATP存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 リ ン 酸 化 を 受 け る
こ と が 示 さ れ 、 Txk-wtの 自 己 リ ン 酸 化 反 応 を 確 認 し た 。 Txkの キ ナ ー ゼ 活 性 を 欠 損 し た Txk
-kdは リ ン 酸 化 を 受 け な か っ た こ と か ら 、 こ の Txk-wtの リ ン 酸 化 が Txk自 身 の キ ナ ー ゼ 活 性
に よ る も の で あ る こ と を 示 し た 。 一 方 、 プ ロ リ ン リ ッ チ 領 域 を 含 む 1番 目 か ら 81番 目 ま で
の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 し た Txk-Δ PRRは 、 Txk-wtと 同 等 以 上 の 自 己 リ ン 酸 化 活 性 を 示 し た 。 ま
た 、 Txk-wtの 自 己 リ ン 酸 化 は 、 非 特 異 的 キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る ス タ ウ ロ ス ポ リ ン の 1～ 10
μ Mの 添 加 に よ り 阻 害 さ れ た が 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る Genisteinで は 100μ Mま で
阻 害 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ２ )EF-1α の リ ン 酸 化
　 Txk-wtレ ジ ン は 、 キ ナ ー ゼ 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 10mM MgCl 2 、 3mM MnCl 2 、 pH7.4） で ３
回 洗 浄 し 、 同 液 に 再 懸 濁 し た 。 Txk-wtレ ジ ン と 溶 出 し た His-EF-1α （ 以 後 EF-1α と 表 記 す
る ） に 、 最 終 濃 度 が 1mMに な る よ う に DTTを 添 加 し た 。 調 製 し た Txk-wtレ ジ ン と EF-1α を 混
合 し 、 最 終 濃 度 が 250μ Mに な る よ う に ATPを 加 え て 、 25℃ 、 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 前 記 混 合 物 に 5× サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ 125mM Tris-HCl、 25% グ
リ セ ロ ー ル 、 5% SDS、 0.25% BPB、 5% 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ｐ H6.8） を 加 え て 、 95℃
、 5分 間 ボ イ ル し 、 SDS-PAGEに 供 し た 。 SDS-PAGEに よ り 展 開 し た タ ン パ ク 質 を 、 ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス 膜 （ Hybond ECL、 ア マ シ ャ ム 製 ） に 転 写 後 、 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 （ PY20、 サ
ン タ ク ル ズ 製 ） で イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 そ の 結 果 、 Txk-wtと ATP存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 、 EF-1α は チ ロ シ ン リ ン 酸 化
を 受 け る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 実 施 例 ５
PARP-1部 分 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化
　 Txk-wtレ ジ ン 、 Txk-Δ PRRレ ジ ン お よ び Txk-kdレ ジ ン を 、 キ ナ ー ゼ 緩 衝 液 （ 40mM HEPES
、 10mM MgCl 2 、 3mM MnCl 2 、 pH7.4） で ３ 回 洗 浄 し て 、 同 液 に 再 懸 濁 し 、 最 終 濃 度 が 1mMに
な る よ う に DTTを 加 え た 。 ま た 、 GST-PARP-Fお よ び GST-PARP-R溶 液 に は 、 最 終 濃 度 で 10mM
の MgCl 2 、 3mMの MnCl 2 、 お よ び 1mMの DTTを 添 加 し た 。 Txk-wtレ ジ ン 、 Txk-Δ PRRレ ジ ン 、 ま
た は Txk-kdレ ジ ン と GST-PARP-F、 ま た は GST-PARP-Rを 混 合 し 、 最 終 濃 度 が 250μ Mに な る よ
う に ATPを 加 え て 、 25℃ 、 60分 間 、 ま た は 0分 間 （ 陰 性 対 照 ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ
ュ ベ ー ト 後 、 遠 心 分 離 に よ り レ ジ ン と 上 清 を わ け て 回 収 し 、 そ れ ぞ れ に SDS-PAGEサ ン プ ル
バ ッ フ ァ ー を 加 え て 、 95℃ 、 5分 間 ボ イ ル し 、 遠 心 上 清 を SDS-PAGEし た 。 SDS-PAGEに よ り
展 開 し た タ ン パ ク 質 を 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 後 、 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 （ PY20:サ ン タ ク ル ズ 製 ） で イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン の バ ン
ド を 解 析 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に リ プ ロ ー ビ ン グ バ ッ フ ァ ー （ 62.5mM Tris-HCl、 2% SD
S、 100mM 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 pH6.7） を 加 え て 50℃ で 30分 間 振 と う し て リ プ ロ ー ブ
し た 後 、 抗 PARP-1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MP BIOMEDICAL製 ） で 再 度 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ
し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 そ の 結 果 、 GST-PARP-Rを 、 Txk-Δ PRRレ ジ ン と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 、 抗 チ ロ シ ン リ
ン 酸 化 抗 体 （ PY20） と 反 応 す る バ ン ド を 観 察 し た 。 ま た 、 同 様 に GST-PARP-Rを 、 Txk-wtレ
ジ ン と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 も 、 PY20と 反 応 す る バ ン ド を 観 察 し た 。 リ プ ロ ー ブ 後 、 抗
PARP-1抗 体 で イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た と こ ろ 、 こ れ ら の PY20陽 性 の バ ン ド は 抗 PARP
-1抗 体 に 対 し て も 反 応 が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の こ と か ら 、 Txk-wtお よ び Txk-Δ PRRと 結 合
す る GST-PARP-Rは リ ン 酸 化 を 受 け て い る こ と が 示 さ れ た 。 一 方 、 GST-PARP-Rを Txk‐ kdレ
ジ ン と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 、 リ ン 酸 化 さ れ た GST-PARP-Rの バ ン ド は 認 め ら れ な か っ た
。 ま た 、 Txk-Δ PRRレ ジ ン と 結 合 す る GST-PARP-Fも 、 GST-PARP-Rと 同 様 に リ ン 酸 化 を 受 け
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て い る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ れ ら の こ と か ら 、 本 実 験 系 に お い て PARP-1は Txk-wtの み な ら ず 、 PRRを 含 む 1～ 81番 目
の ア ミ ノ 酸 を 欠 損 す る Txkに よ っ て も 、 リ ン 酸 化 を 受 け る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 Txkに
よ っ て リ ン 酸 化 を 受 け る チ ロ シ ン 残 基 が 、 PARP-1の １ ～ 339ア ミ ノ 酸 残 基 の 間 に も 、 338～
1014ア ミ ノ 酸 残 基 の 間 に も 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 実 施 例 ６
イ ン ビ ト ロ に お け る Txk-wtと PARP-1の 結 合
　 Txk-wtレ ジ ン お よ び Txk-kdレ ジ ン を 、 キ ナ ー ゼ 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 10mM MgCl 2 、 3mM 
MnCl 2 、 pH7.4） で ３ 回 洗 浄 し 、 同 液 に 再 懸 濁 し た 。 そ れ ぞ れ の レ ジ ン 懸 濁 液 お よ び 完 全 長
PARP-1溶 液 に 、 最 終 濃 度 が 1mMに な る よ う に DTTを 加 え た 。 Txk-wtレ ジ ン 、 ま た は Txk-kdレ
ジ ン と 完 全 長 PARP-1を 混 合 し 、 最 終 濃 度 が 250μ Mに な る よ う に ATPを 加 え て 、 25℃ 、 120分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 遠 心 分 離 に よ り レ ジ ン を 回 収 し 、 洗 浄 バ ッ フ
ァ ー （ 40mM HEPES、 10mM MgCl 2 、 3mM MnCl 2 、 0.1mM DTT、 1mM Na 3 VO 4 、 1mM PMSF、 50mM N
aF、 100mM NaCl、 pH7.4） で 洗 浄 し た 。 再 度 レ ジ ン を 回 収 し 、 2× SDS-PAGEサ ン プ ル バ ッ フ
ァ ー （ 50mM Tris-HCl、 10% グ リ セ ロ ー ル 、 2% SDS、 0.1% BPB、 2% 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル 、 pH6.8） を 加 え て 、 95℃ 、 5分 間 ボ イ ル し て 、 SDS-PAGEに 供 し た 。 SDS-PAGEに よ り 展 開
し た タ ン パ ク 質 を 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 後 、 抗 PARP-1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ サ ン タ
ク ル ズ 製 ） で イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 PARP-1を Txk-wtレ ジ ン と 反 応 さ せ た と き 、 PARP-1が Txk-wtレ ジ ン と 共 沈 し た 。 こ の こ と
は 、 Txk-wtが PARP-1と ２ 分 子 間 で 相 互 作 用 す る こ と を 示 し て い る 。 ま た 、 PARP-1を Txk-kd
レ ジ ン と 反 応 さ せ た と き は 、 共 沈 す る PARP-1の 量 が Txk-wtレ ジ ン を 用 い た 場 合 に 比 べ て 減
少 し た 。 こ の こ と は 、 PARP-1と Txk-wtと の 相 互 作 用 に キ ナ ー ゼ ド メ イ ン が 重 要 で あ る こ と
を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 実 施 例 ７
イ ン ビ ト ロ に お け る Txk-Δ PRRと PARP-1の 結 合
　 Txk-Δ PRRレ ジ ン 、 お よ び Txk-kdレ ジ ン を 、 キ ナ ー ゼ 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 10mM MgCl 2
、 3mM MnCl 2 、 pH7.4） で ３ 回 洗 浄 し 、 同 液 に 再 懸 濁 し た 。 そ れ ぞ れ の レ ジ ン 懸 濁 液 お よ び
完 全 長 PARP-1溶 液 に 、 最 終 濃 度 が 1mMに な る よ う に DTTを 加 え た 。 Txk-Δ PRRレ ジ ン 、 ま た
は Txk-kdレ ジ ン と 完 全 長 PARP-1を 混 合 し 、 最 終 濃 度 が 250μ Mに な る よ う に ATPを 加 え て 、 2
5℃ 、 60分 間 、 ま た は 0分 間 （ 陰 性 対 照 ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 遠 心 分
離 に よ り レ ジ ン を 回 収 し 、 2× SDS-PAGEサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ 50mM Tris-HCl、 10% グ リ セ
ロ ー ル 、 2% SDS、 0.1% BPB、 2% 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 pH6.8） を 加 え て 、 95℃ 、 5分
間 ボ イ ル し て 、 SDS-PAGEに 供 し た 。 SDS-PAGEに よ り 展 開 し た タ ン パ ク 質 を 、 ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 に 転 写 後 、 抗 PARP-1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ サ ン タ ク ル ズ 製 ） で イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン
グ し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 PARP-1を Txk-Δ PRRレ ジ ン と 反 応 さ せ た と き 、 PARP-1は Txk-Δ PRRレ ジ ン と 共 沈 し た 。 ま
た 、 PARP-1を Txk-kdレ ジ ン と 反 応 さ せ た と き 、 実 施 例 ６ の 結 果 と 同 様 に 、 共 沈 す る PARP-1
の 量 が Txk-Δ PRRレ ジ ン を 用 い た 場 合 に 比 べ て 減 少 し た 。 こ の こ と は 、 Txkの １ ～ 81番 目 の
ア ミ ノ 酸 を 欠 損 す る Txk-Δ PRRも PARP-1と ２ 分 子 間 で 相 互 作 用 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 実 施 例 ８
His-Txk-wt、 His-EF-1α お よ び GST-PARP-Fを 用 い た 複 合 体 の 形 成
　 実 施 例 ３ － １ )の 方 法 で 作 製 し た His-Txk-wtレ ジ ン を 、 HEPES緩 衝 液 （ 40mM HEPES、  100
mM NaCl pH7.4） で ２ 回 洗 浄 後 、 溶 出 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 250mM イ ミ ダ ゾ ー ル 、 100mM N
aCl、 pH7.4） を 75μ L加 え て 、 His-Txk-wtタ ン パ ク 質 を 溶 出 し た 。 溶 出 の 操 作 は ４ 回 行 い
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、 合 計 300μ Lの 溶 出 液 を 得 た 。 得 ら れ た 溶 出 液 か ら 、 イ ミ ダ ゾ ー ル を 除 去 す る た め に 、 HE
PES緩 衝 液 (pH7.4)に 対 し て 透 析 を 行 っ た 。
　 溶 出 His-EF-1α は 、 実 施 例 ３ － ４ )の 方 法 で 作 製 し 、 得 ら れ た 溶 出 液 か ら 、 イ ミ ダ ゾ ー
ル を 除 去 す る た め に 、 HEPES緩 衝 液 (pH7.4)に 対 し て 透 析 を 行 っ た 。
　 GST-PARP-Fレ ジ ン は 、 実 施 例 ３ － ６ )の 方 法 で 作 製 し 、 Glutathione-sepharose HP に 結
合 し た 状 態 で  HEPES緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し 、 同 液 600μ Lに 再 浮 遊 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 溶 出 し た His-Txk-wt、 His-EF-1α に 、 10mM MgCl 2 、 3mM MnCl 2 、 1mM DTT、 お よ び 1% NP-
40を 添 加 し た 。 GST-PARP-Fレ ジ ン は 、 洗 浄 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 100mM NaCl、 10mM MgCl 2
、 3mM MnCl 2 、 1mM DTT、 1% NP-40、 pH7.4） で 平 衡 化 し 、 同 液 で 元 の レ ジ ン 濃 度 に な る よ
う に 再 浮 遊 さ せ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 GST-PARP-Fレ ジ ン を チ ュ ー ブ に と り 、 His-Txk-wtお よ び ／ ま た は His-EF-1α を 加 え 、 25
0μ Mの ATPを 添 加 し て 25℃ で 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 遠 心 分 離 に よ り レ ジ ン を 回 収 し
、 洗 浄 緩 衝 液 （ 40mM HEPES、 100mM NaCl、 10mM MgCl 2 、 3mM MnCl 2 、 1mM DTT、 1% NP-40、
pH7.4） で 2回 洗 浄 後 、 レ ジ ン に 2× SDS-PAGEサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ 50mM Tris-HCl、 10% Gl
ycerol、 2% SDS、 0.1% BPB、 2% 2-Mercaptoethanol、 pH6.8） を 加 え て 、 95℃ 、 5分 間 ボ イ
ル し て 、 上 清 を SDS-PAGEに 付 し た 。 SDS-PAGEに よ り 展 開 し た タ ン パ ク 質 を 、 ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 に 転 写 後 、 Ni-NTA-HRPで ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た （ 図 ５ ） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 His-Txk-wtお よ び His-EF-1α は い ず れ も GST-PARP-Fと ２ 分 子 か ら な る 複 合 体 を 形 成 し 、
GST-PARP-Fと と も に 沈 降 し た （ 図 ５ 、 レ ー ン ４ ， ５ ） 。 ま た 、 GST-PARP-Fと His-Txk-wtと
His-EF-1α の ３ 分 子 を 混 合 し た 群 に お い て は 、 GST-PARP-F と と も に His-Txk-wtと His-EF-
1α が 沈 降 し た （ 図 ５ 、 レ ー ン ６ ） 。 一 方 、 GST-PARP-Fの か わ り に GSTを 用 い た 場 合 は 、 ２
分 子 、 ３ 分 子 い ず れ の 条 件 に お い て も 相 互 作 用 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 ５ 、 レ ー ン １ ～ ３
） 。 こ れ ら の こ と か ら 、 イ ン ビ ト ロ の キ ナ ー ゼ 活 性 化 条 件 に お い て 、 GST-PARP-Fと His-Tx
k-wtと His-EF-1α は 、 ３ 分 子 か ら な る 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 実 施 例 ９
PARP-1阻 害 剤 に よ る Interferon gamma(以 後 IFN-γ と 表 記 す る )産 生 抑 制
　 Jurkat細 胞 を 10%ウ シ 胎 児 血 清 (FCS)含 有 RPMI1640培 地 で 培 養 し 、 細 胞 を 集 め て KPBS（ 30
mM NaCl、 120mM KCl、 8mM Na 2 HPO 4 、 1.5mM KH 2 PO 4 、 10mM MgCl 2 ） に 懸 濁 し た 。 細 胞 を キ
ュ ベ ッ ト に 移 し 、 ジ ー ン パ ル サ ー (Bio-Rad)を 用 い た エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 （ 300mV、
960μ FD） に て Txk発 現 プ ラ ス ミ ド pME18S-Txk を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 48時 間 培 養 後 、 P
HAを 1μ g/mlに な る よ う に 加 え て 、 0.01～ 1mMの PARP-1阻 害 剤 ベ ン ザ ミ ド (benzamide： シ グ
マ 製 )、 ま た は 3-ア ミ ノ ベ ン ザ ミ ド (3-aminobenzamide： シ グ マ 製 )存 在 下 、 ま た は 非 存 在
下 で さ ら に 24時 間 培 養 し 、 培 養 上 清 中 の IFN-γ 濃 度 を ELISA法 （ Biosource製 ） に て 測 定 し
た （ 図 ６ ） 。 図 ６ よ り 、 ベ ン ザ ミ ド お よ び 3-ア ミ ノ ベ ン ザ ミ ド は 、 Txk遺 伝 子 導 入 Jurkat
細 胞 か ら の IFN-γ 産 生 を 濃 度 依 存 的 に 抑 制 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 考 察
　 １ ） Txk/PARP-1/EF-1α 複 合 体 の 形 成 は 、 T細 胞 の 活 性 化 に よ っ て 誘 導 さ れ る
　 Txkが T細 胞 の 活 性 化 に 伴 っ て 核 内 に 移 行 す る こ と 、 な ら び に Txkが T細 胞 の 活 性 化 に 伴 っ
て 核 内 に 移 行 し 、 IFN-γ 遺 伝 子 上 流 プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 結 合 し て 、 IFN-γ の 転 写 活 性 化 を
調 節 し て い る こ と は す で に 報 告 さ れ て い る 。 本 発 明 に お け る 、 Txkと PARP-1お よ び ／ ま た
は EF-1α と の 複 合 体 の 形 成 は 、 Txkの 核 内 へ の 移 行 、 Txk-REへ の 結 合 、 ま た は IFN-γ 転 写
活 性 化 等 に 関 わ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 Txkを 介 し た サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 の 転 写 活 性 化 は
、 IFN-γ 特 異 的 で あ る こ と が す で に 報 告 さ れ て い る こ と か ら （ J Exp Med 1999; 190(8): 
1147-1154） 、 本 発 明 に お け る Txkと PARP-1お よ び ／ ま た は EF-1α と の 複 合 体 の 形 成 は 、 Th
1特 異 的 な 免 疫 反 応 を 調 節 す る 新 規 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 示 唆 し て い る 。 実 施 例 ９ に お い
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て PARP-1の 阻 害 剤 で あ る 3-ア ミ ノ ベ ン ザ ミ ド の 添 加 が 、 Txk遺 伝 子 導 入 Jurkat細 胞 か ら の I
FN-γ 産 生 を 抑 制 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ２ ） PARP-1の 機 能 と 複 合 体 形 成
　 PARP-1は 、 NADを 基 質 と し て 、 標 的 タ ン パ ク 質 を ポ リ ADPリ ボ シ ル 化 す る 酵 素 活 性 を 有 し
て い る 。 顕 著 な ポ リ ADPリ ボ ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 と し て は 、 ヒ ス ト ン が あ げ ら れ る 。 す な
わ ち 、 Txk-RE Ｄ Ｎ Ａ に Txk、 EF-1α と と も に リ ク ル ー ト さ れ る PARP‐ 1は 、 ヒ ス ト ン な ど
標 的 核 タ ン パ ク 質 の ポ リ ADPリ ボ シ ル 化 を 介 し て ヌ ク レ オ ソ ー ム 構 造 の 再 構 成 を 誘 導 し 、
そ の 結 果 と し て 転 写 が 調 節 さ れ る と 推 察 で き る 。 実 施 例 ９ の 結 果 か ら 、 PARP-1が Txkに よ
る 転 写 調 節 機 構 に 対 し て コ ア ク チ ベ ー タ ー と し て 働 い て い る と い う こ と 、 ま た そ の 機 能 が
PARP-1の ポ リ ADPリ ボ シ ル 化 活 性 を 介 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ３ ） EF-1α の 機 能 と 複 合 体 形 成
　 EF-1α の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 系 へ の 関 与 と し て は 、 こ れ ま で に PLCγ と の 関 わ り が 報 告
さ れ て い る 。 EF-1α と PLCγ 1と の 間 の 相 互 作 用 は 、 上 皮 成 長 因 子 (EGF)の 処 理 に よ り 増 加
す る こ と か ら 、 EF-1α が PLCγ 介 在 の シ グ ナ ル 伝 達 系 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る 。 イ ン
ビ ト ロ の 解 析 か ら 、 PLCγ の SH2お よ び SH3ド メ イ ン と EF-1α の C末 端 領 域 が 相 互 作 用 に 必 要
で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ と 同 様 に 、 EF-1α が Txkの SH2ド メ イ ン ま た は SH3ド メ イ
ン と 相 互 作 用 し 、 何 ら か の 形 で Txkの 機 能 を 修 飾 し て 、 核 移 行 シ グ ナ ル 配 列 の あ る Txkと と
も に 核 内 に 移 行 し て い る 可 能 性 も 考 え ら れ る 。 実 施 例 で は 、 Jurkat細 胞 の 活 性 化 に よ っ て
、 EF-1α が チ ロ シ ン リ ン 酸 化 さ れ 、 核 内 に 存 在 す る こ と を 示 し 、 さ ら に 、 in vitroに お い
て Txk-wtと イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 EF-1α が リ ン 酸 化 さ れ る こ と も 示 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ４ ） Txkの 機 能 と 複 合 体 形 成
　 実 施 例 に お い て 、 Txk-RE Ｄ Ｎ Ａ (-53/-39)に 結 合 す る 複 合 体 形 成 タ ン パ ク 質 は 、 い ず れ
も チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 受 け て い る こ と を 示 し た 。 さ ら に 、 Txkと PARP-1（ 部 分 タ ン パ ク 質
） 、 Txkと EF-1α の ２ 分 子 間 の 相 互 作 用 を イ ン ビ ト ロ キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ で 検 討 し た 結 果 、 T
xkが PARP-1（ 部 分 タ ン パ ク 質 ） お よ び EF-1α を リ ン 酸 化 す る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の こ と
は 、 Txk/PARP-1/EF-1α 複 合 体 の 形 成 が 、 Txkの チ ロ シ ン リ ン 酸 化 活 性 に 制 御 さ れ て い る 可
能 性 を 示 唆 し て い る 。 本 発 明 で 示 す Txk/PARP-1/EF-1α 複 合 体 は 、 直 接 的 に IFN-γ プ ロ モ
ー タ ー 領 域 の Txk-REに 結 合 す る こ と か ら 、 IFN-γ 遺 伝 子 の よ う に プ ロ モ ー タ ー 領 域 に Txk-
REの モ チ ー フ を 持 つ 遺 伝 子 の 転 写 活 性 化 を 特 異 的 に 調 節 に し て い る も の と 考 え ら れ る 。 こ
の モ チ ー フ に 結 合 す る Txk、 PARP-1お よ び EF-1α は 、 い ず れ も チ ロ シ ン リ ン 酸 化 さ れ て い
る こ と 、 さ ら に in vitroに お い て 、 Txkが Txk自 身 、 PARP-1、 お よ び EF-1α を リ ン 酸 化 す る
こ と な ど か ら 、 Txkの キ ナ ー ゼ 活 性 が 複 合 体 の 形 成 、 複 合 体 の Txk-REモ チ ー フ へ の 結 合 、
お よ び IFN-γ 遺 伝 子 の 転 写 活 性 化 に 重 要 な 役 割 を し て い る 可 能 性 が 強 く 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 Txk-REの モ チ ー フ は 、 Th1型 免 疫 反 応 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 で あ る TNFα や CCR5の プ ロ モ
ー タ ー 領 域 に も 類 似 の 配 列 が 存 在 す る こ と が す で に 報 告 さ れ て い る (J Immunol 2002; 168
: 2365-2370)。 こ の こ と か ら 、 こ れ ら の 配 列 は 、 Txk複 合 体 が 結 合 す る た め の コ ン セ ン サ
ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 推 定 さ れ 、 IFNγ や TNFα 、 CCR5な ど 、 Th1関 連 遺 伝 子 上 流 へ の Txk複 合 体 の
結 合 が 、 そ れ ら 遺 伝 子 群 の 転 写 活 性 化 を 介 し て Th1細 胞 の 分 化 、 お よ び 活 性 化 に 重 要 な 役
割 を 果 た し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。 ま た 、 Txkの 自 己 リ ン 酸 化 が 、 広 域 に 作 用 す る チ
ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る Genisteinで ほ と ん ど 抑 制 さ れ な か っ た こ と を 考 え る と 、 Th1
免 疫 反 応 を 特 異 的 に 抑 制 す る Txkキ ナ ー ゼ 活 性 阻 害 剤 の 創 薬 の 可 能 性 も 期 待 で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト
　 〔 配 列 番 号 ： ７ 〕
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
　 〔 配 列 番 号 ： ８ 〕
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　 ビ オ チ ン 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ９ 】
【 図 １ 】 実 施 例 １ に お い て 、 Txkを 発 現 さ せ 、 PHAで 刺 激 し た Jurkat細 胞 の 核 タ ン パ ク 質 中
に 含 ま れ る 本 発 明 の 複 合 体 が Txk RE Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 し て 回 収 さ れ た こ と を 示 す 電 気 泳 動 の
図 。
【 図 ２ 】 PHAで 刺 激 し た Jurkat細 胞 の 核 タ ン パ ク 質 中 に 含 ま れ る 本 発 明 の 複 合 体 を 構 成 す
る タ ン パ ク 質 が PARP-1抗 体 に よ り 認 識 さ れ た こ と を 示 す 電 気 泳 動 の 図 。
【 図 ３ 】 PHAで 刺 激 し た Jurkat細 胞 の 核 タ ン パ ク 質 中 に 含 ま れ る 本 発 明 の 複 合 体 を 構 成 す
る タ ン パ ク 質 が EF-Tu抗 体 (EF-T1に 交 差 反 応 す る 抗 体 )に よ り 認 識 さ れ た こ と を 示 す 電 気 泳
動 の 図 。
【 図 ４ 】 PHAで 刺 激 し た Jurkat細 胞 の 核 タ ン パ ク 質 中 に 含 ま れ る 本 発 明 の 複 合 体 を 構 成 す
る タ ン パ ク 質 が 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 に よ り 認 識 さ れ た こ と を 示 す 電 気 泳 動 の 図 。
【 図 ５ 】 His-Txkお よ び ／ ま た は His-EF-1α を GST-PARP-Fレ ジ ン ま た は GSTレ ジ ン と と も に
複 合 体 を 形 成 す る 条 件 で 反 応 さ せ た と き 、 His-Txkお よ び His-EF-1α が GST-PARP-Fレ ジ ン
と 結 合 し 、 共 沈 す る こ と を 、 Ni-NTA-HRP染 色 に よ り 示 し た 電 気 泳 動 の 図 。 レ ー ン １ ： GST
と EF-1α の 相 互 作 用 レ ー ン ２ ： GSTと Txk-wtの 相 互 作 用 レ ー ン ３ ： GSTと Txk-wt と EF-1α
の 相 互 作 用 レ ー ン ４ ： GST-PARP-Fと EF-1α の 相 互 作 用 レ ー ン ５ ： GST-PARP-Fと Txk-wtの 相
互 作 用 レ ー ン ６ ： GST-PARP-Fと Txk-wt と EF-1α の 相 互 作 用 レ ー ン ７ ： 添 加 し た Txk-wtレ
ー ン ８ ： 添 加 し た EF-1α
【 図 ６ 】 実 施 例 ９ に お い て 、 Txkを 発 現 さ せ て PHAで 刺 激 し た Jurkat細 胞 を 培 養 し て PARP-1
の 阻 害 剤 を 添 加 し た と き の 阻 害 剤 の 濃 度 と 当 該 細 胞 か ら 産 生 さ れ る IFN-γ の 濃 度 と の 相 関
を 示 す 図 。
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【 図 １ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 配 列 表 】
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