
(57)【要約】
本発明は、ランゲルハンス島の膵ベータ細胞において特異的に発現される ZnT-8タンパク
質、インシュリンの成熟およびエキソサイトーシスに関係する該タンパク質をエンコード
するポリヌクレオチド、ならびに例えばベータ細胞の選別および研究、および糖尿病およ
び高インシュリン症に作用する医薬のスクリーニングのためのその適用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 - 次 の 配 列 ： (a) 配 列 番 号 1の 配 列 、 (b) 少 な く と も 15個 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列
番 号 1の 配 列 の 断 片 、 (c) 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 に 、 (a)ま た は (b)で 規 定 さ れ る 配 列 の 1
つ と 少 な く と も 80%の パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 を 示 す 配 列 、 お よ び (d) (a)、 (b)ま た は (c)で
規 定 さ れ る 配 列 の 1つ に 相 補 的 な セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 配 列 の 1つ を 含 む か ま た は 有 す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に
- 次 の 配 列 ： (e) 配 列 番 号 2の 配 列 、 (f) 少 な く と も 15個 連 続 す る ア ミ ノ 酸 の 配 列 番 号 2の
配 列 の 断 片 、 (g) 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 に 、 (e)ま た は (f)で 規 定 さ れ る 配 列 の 1つ と 少
な く と も 60%の パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 、 ま た は 少 な く と も 65%の 類 似 性 、 好 ま し く は 80%の
同 一 性 も し く は 少 な く と も 90%の 類 似 性 、 よ り 好 ま し く は 90%の 同 一 性 も し く は 少 な く と も
95%の 類 似 性 を 示 す 配 列 の 1つ を 含 む か ま た は 有 す る 上 記 の (a)、 (b)、 (c)ま た は (d)で 規 定
さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 、 膵
臓 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の ベ ー タ 細 胞 の 特 異 的 マ ー カ ー と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 (c)で 規 定 さ れ る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 1の 配 列 の 異 型 で あ り 、 配 列 番 号 1
の 配 列 に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 修 飾 を も た ら す 突 然 変 異 を 含
む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 (b)ま た は (d)で 規 定 さ れ る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 プ ラ イ マ ー 対 の 配 列 番 号 3お よ び
配 列 番 号 4、 な ら び に プ ラ イ マ ー 対 の 配 列 番 号 5お よ び 配 列 番 号 6か ら 選 択 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 請 求 項 3で 規 定 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 を 用 い る 増 幅 に よ り 得 る
こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 (d)で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る mRNAと の 相 互 作
用 に よ り 、 そ の 分 解 を 引 き 起 こ す 小 型 干 渉 RNA (siRNA)で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 (g)で 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 2の 配 列 の 異 型 で あ り 、 糖 尿 病 ま た は 高 イ ン シ
ュ リ ン 症 に 関 連 す る 突 然 変 異 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 (f)で 規 定 さ れ る 断 片 が 、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 10の 配 列 か
ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 (a) 配 列 番 号 1の 配 列 、
(b) NCBI デ ー タ ベ ー ス に お い て 、 受 理 番 号 No. AX526723、 No. AX526725お よ び No. AX526
727を 有 す る 配 列 に 含 ま れ る 少 な く と も 15個 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 を 除 く 、 少 な く
と も 15個 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 番 号 1の 配 列 の 断 片 、
(c) 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 に 、 (a)ま た は (b)で 規 定 さ れ る 配 列 の 1つ と 少 な く と も 80%の
パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 を 示 す 配 列 、 な ら び に
(d) (a)、 (b)、 (c)ま た は (d)で 規 定 さ れ る 配 列 の 1つ に 相 補 的 な セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン
ス 配 列
か ら 選 択 さ れ 、
GenBankデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 受 理 番 号 BM565129、 BM310003、 BM875526、 BG655918、 BQ4
17284、 BQ267316、 BU072134、 BQ267526、 BQ270198、 BU581447、 BU070173、 BQ631692お よ
び BU949895を 有 す る EST、 な ら び に NCBIデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 受 理 番 号 AX526723、 AX526
725お よ び AX526727を 有 す る 配 列 を 除 く
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配 列 を 含 む か あ る い は 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1で 規 定 さ れ る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 8に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1に 規 定 さ れ る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 核 酸 を 検 出 、 同 定 ま た は ア ッ セ イ す る た め の プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 3に 規 定 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1に 規 定 さ
れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 核 酸 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 10に 記 載 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 1に 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 し 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る mRNA
と の 相 互 作 用 に よ り 、 そ の 分 解 を 引 き 起 こ す 小 型 干 渉 RNAで あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 8
ま た は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 生 体 試 料 か ら RNAを 得 る こ と に あ る 第 一 工 程 、 該 RNAを 、 請
求 項 8、 9ま た は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 標 識 プ ロ ー ブ と 、 該 R
NAと 該 プ ロ ー ブ と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と に あ る
第 二 工 程 、 お よ び 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド を 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 明 ら か に す る こ
と か ら な る 第 三 工 程 を 含 む 、 生 体 試 料 に お い て 、 請 求 項 8ま た は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に 対 応 す る 遺 伝 子 の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル 、 あ る い は 該 プ ロ フ ィ ー ル の 変 更 を 測 定 す る 方
法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 二 工 程 が 、 逆 転 写 お よ び ／ ま た は 請 求 項 10に 記 載 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 行 わ れ る 転
写 産 物 の 増 幅 か ら な る 工 程 で あ り 、 第 三 工 程 が 、 増 幅 さ れ た 核 酸 を い ず れ の 適 切 な 手 段 に
よ り 明 ら か に す る こ と に あ る 工 程 で あ る 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 遺 伝 子 の 転 写 の レ ベ ル を 、 予 め 選 択 し た 対 照 と の 比 較 に よ り 評 価 す る こ と に あ る 工 程 も
含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 13ま た は 14の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 生 体 試 料 か ら DNAを 得 る こ と に あ る 第 一 工 程 、 該 DNAを 、 請
求 項 8、 9ま た は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 標 識 プ ロ ー ブ と 、 該 D
NAと 該 プ ロ ー ブ と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と に あ る
第 二 工 程 、 お よ び 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド を 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 明 ら か に す る こ
と に あ る 第 三 工 程 を 含 む 、 生 体 試 料 に お い て 、 請 求 項 8も し く は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に 対 応 す る 遺 伝 子 、 ま た は 該 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 ま た は 該 遺 伝 子 の 機 能 的 変
更 を 証 明 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 二 工 程 が 、 請 求 項 10に 記 載 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 行 わ れ る 増 幅 工 程 で あ り 、 第 三 工
程 が 、 形 成 さ れ た 増 幅 核 酸 を い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 明 ら か に す る こ と に あ る 工 程 で あ
る 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 証 明 さ れ た 核 酸 を 単 離 し て 配 列 決 定 す る こ と に あ る 工 程 も 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
16ま た は 17の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 a) 少 な く と も 1つ の 請 求 項 9に 記 載 の プ ロ ー ブ お よ び ／ ま た は 1つ の 請 求 項 10に 記 載 の プ
ラ イ マ ー 対 ；
b) 該 プ ロ ー ブ お よ び ／ ま た は プ ラ イ マ ー と 生 体 試 料 の 核 酸 と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 反 応 を 行 う の に 必 要 な 試 薬 ；
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c) 増 幅 反 応 を 行 う の に 必 要 な 試 薬 ；
d) 該 プ ロ ー ブ と 生 体 試 料 の 核 酸 と の 間 に 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 、 も し く は 形 成 さ れ た
増 幅 核 酸 を 検 出 お よ び ／ ま た は ア ッ セ イ す る の に 必 要 な 試 薬
を 含 む 、 請 求 項 13～ 18の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 を 行 う た め の 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 少 な く と も 1つ の 請 求 項 8ま た は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む DNAチ ッ プ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 8ま た は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 DNAチ ッ プ を 製 造 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 a) 請 求 項 8ま た は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る 輸 送 体 の モ デ ル
細 胞 株 中 で の 過 剰 発 現 、 お よ び グ ル コ ー ス で の 刺 激 に 応 答 し た イ ン シ ュ リ ン 分 泌 へ の 影 響
；
b) 酸 化 ス ト レ ス ま た は 亜 鉛 濃 度 が 低 い か も し く は 高 い 状 態 に よ り 誘 導 さ れ る 細 胞 死 (ア ポ
ト ー シ ス )へ の 細 胞 の 感 受 性 ；
c) 種 々 の 外 因 性 の 刺 激 に 応 答 し た 幹 細 胞 の イ ン シ ュ リ ン 分 泌 性 細 胞 へ の 分 化 の 工 程
を 研 究 す る た め の 手 段 と し て の 、 請 求 項 8、 11ま た は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の イ ン ビ ト ロ で の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 8ま た は 11の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る こ と を
特 徴 と す る 単 離 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 配 列 番 号 2の 配 列 を 含 む か ま た は 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 23に 記 載 の タ ン パ ク 質
。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 10の 配 列 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 24に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 少 な く と も 1つ の 請 求 項 23～ 25の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は 1つ の タ ン パ ク
質 断 片 を 含 む タ ン パ ク 質 チ ッ プ 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 23～ 25の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 の 、 タ ン パ ク 質
チ ッ プ を 製 造 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 23～ 25の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 、 あ る い は 請 求
項 26に 記 載 の タ ン パ ク 質 チ ッ プ の 、 個 体 の 血 清 中 の 該 タ ン パ ク 質 に 指 向 さ れ た 抗 体 の 存 在
を 検 出 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 16～ 18の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 、 免 疫 化 学 的 お よ び 免 疫 酵 素 学 的 方
法 に よ る 測 定 の た め 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 に 指 向 さ れ た 自 己 抗 体 を 探 索 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 8、 11ま た は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 挿 入 を 含 む こ と
を 特 徴 と す る ク ロ ー ニ ン グ お よ び ／ ま た は 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 8、 11も し く は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 30に 記
載 の ベ ク タ ー で 修 飾 さ れ た 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 そ の 全 て ま た は い く つ か の 細 胞 が 、 請 求 項 8、 11も し く は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 30に 記 載 の ベ ク タ ー を 、 遊 離 も し く は 組 み 込 ま れ た 形 で 含 む
こ と を 特 徴 と す る ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
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　 請 求 項 31に 記 載 の 修 飾 さ れ た 細 胞 、 ま た は 請 求 項 32に 記 載 の ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 生 物 の 、 請 求 項 23～ 25の い ず れ か 1つ に 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片
の 製 造 の た め の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 23～ 25の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 製 造 す る た め
の 、 請 求 項 31に 記 載 の 修 飾 さ れ た 細 胞 、 特 に 哺 乳 動 物 細 胞 、 ま た は 請 求 項 32に 記 載 の ヒ ト
以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 か ら の 細 胞 を 、 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 許 容 す る 条 件 下 で 培
養 し 、 該 組 換 え タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と を 含 む こ と 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 23～ 25の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 特 異 的 に 認 識
で き る こ と を 特 徴 と す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 35に 記 載 の 少 な く と も 1つ の 抗 体 を 含 む タ ン パ ク 質 チ ッ プ 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 35に 記 載 の 抗 体 の 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 製 造 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 35に 記 載 の 抗 体 、 ま た は 請 求 項 36に 記 載 の チ ッ プ の 、 請 求 項 23～ 25の い ず れ か 1
つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 検 出 お よ び ／ ま た は 精 製 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 生 体 試 料 を 請 求 項 35に 記 載 の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と に あ る 第 一 工 程 、 お よ び い ず れ の 適
切 な 手 段 に よ り 、 形 成 さ れ た 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 証 明 す る こ と に あ る 第 二 工 程 を 含 む 、 生
体 試 料 に お い て 、 請 求 項 23～ 25の い ず れ の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 検 出 す る 方
法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 a) 請 求 項 35に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ；
b) 免 疫 反 応 中 に 生 成 さ れ た 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 検 出 す る た め の 試 薬
を 含 む 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 を 行 う た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 35に 記 載 の 抗 体 の 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 も し く は ベ ー タ 細 胞 を 検 出 お よ び ／ ま た は
選 別 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 35に 記 載 の 抗 体 の 、 幹 細 胞 の 膵 臓 島 細 胞 、 好 ま し く は ベ ー タ 細 胞 へ の 分 化 を 分 析
す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 お よ び ／ ま た は ベ ー タ 細 胞 を 含 み や す い 生 体 試 料 の 細 胞 を 、 請 求 項 35
に 記 載 の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と に あ る 第 一 工 程 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 抗 体 で 標 識
さ れ た 細 胞 を 証 明 す る こ と に あ る 第 二 工 程 、 な ら び に い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 標 識 さ
れ た 細 胞 を 単 離 す る こ と に あ る 第 三 工 程 を 含 む 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の ベ ー タ 細 胞 を 選 択 す
る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 分 化 を 受 け る 幹 細 胞 を 含 み や す い 生 体 試 料 の 細 胞 を 、 請 求 項 35に 記 載 の 抗 体 と 接 触 さ せ
る こ と に あ る 工 程 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 抗 体 で 標 識 さ れ た 細 胞 を 証 明 す る こ と に
あ る 第 二 工 程 、 な ら び に い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 標 識 さ れ た 細 胞 を 視 覚 化 す る こ と に
あ る 第 三 工 程 を 含 む 、 幹 細 胞 の 膵 臓 島 細 胞 ま た は ベ ー タ 細 胞 へ の 分 化 を 分 析 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 標 識 さ れ た 細 胞 を 単 離 す る こ と に あ る さ ら な る 工 程 も 含 む
請 求 項 44に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を 、 請 求 項 8も し く は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 31に 記 載 の 細 胞 、 ま た は 請 求 項 32に 記 載 の ヒ ト 以 外 の ト ラ ン
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ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 、 ま た は 請 求 項 20に 記 載 の DNAチ ッ プ と 接 触 さ せ る こ と に あ る 第 一 工 程
、 お よ び 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 と 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 細 胞 ま た は
該 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 ま た は 該 DNAチ ッ プ と の 間 で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検
出 す る こ と に あ る 第 二 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お い て
、 請 求 項 8も し く は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相
互 作 用 で き る 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を 、 請 求 項 8も し く は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 31に 記 載 の 細 胞 、 ま た は 請 求 項 32に 記 載 の ヒ ト 以 外 の ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 、 ま た は 請 求 項 20に 記 載 の DNAチ ッ プ と 接 触 さ せ る こ と に あ る 第 一 工 程
、 お よ び い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 請 求 項 8ま た は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 発 現 を 測 定 す る こ と に あ る 第 二 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ト ロ ま た は
イ ン ビ ボ に お い て 、 請 求 項 8も し く は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を
直 接 的 ま た は 間 接 的 に 調 節 で き る 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を 、 請 求 項 23～ 25の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク
質 も し く は タ ン パ ク 質 断 片 、 ま た は 請 求 項 31に 記 載 の 細 胞 、 ま た は 請 求 項 32に 記 載 の ヒ ト
以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 、 ま た は 請 求 項 36に 記 載 の タ ン パ ク 質 チ ッ プ と 接 触 さ せ る
こ と に あ る 第 一 工 程 、 お よ び 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 と 、 該 タ ン パ ク 質 ま た は
該 細 胞 ま た は 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 ま た は 該 タ ン パ ク 質 チ ッ プ と の 間 で 形 成 さ れ た 複
合 体 を 検 出 す る こ と に あ る 第 二 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ
に お い て 、 請 求 項 23～ 25の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 も し く は タ ン パ ク 質 断 片 と 直
接 的 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 で き る 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方
法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を 、 請 求 項 23～ 25の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク
質 も し く は タ ン パ ク 質 断 片 、 ま た は 請 求 項 31に 記 載 の 細 胞 、 ま た は 請 求 項 32に 記 載 の ヒ ト
以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 、 ま た は 請 求 項 36に 記 載 の タ ン パ ク 質 チ ッ プ と 接 触 さ せ る
こ と に あ る 第 一 工 程 、 お よ び い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び ／ ま
た は 活 性 を 測 定 す る こ と に あ る 第 二 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン
ビ ボ に お い て 、 請 求 項 23も し く は 24の い ず れ か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び ／ ま
た は 活 性 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 調 節 で き る 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 8、 11ま た は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 23～ 25の い ず れ
か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 、 請 求 項 35に 記 載 の 抗 体 、 請 求 項 30に 記
載 の ベ ク タ ー お よ び 請 求 項 31に 記 載 の 修 飾 さ れ た 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 物 質 を 含 む 医 薬 品 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 請 求 項 8、 11ま た は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 23～ 25の い ず れ
か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 、 請 求 項 35に 記 載 の 抗 体 、 請 求 項 30に 記
載 の ベ ク タ ー お よ び 請 求 項 31に 記 載 の 修 飾 さ れ た 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 物 質 の 、 特 に 配 列 番
号 1に 対 応 す る 遺 伝 子 の 少 な く と も 1つ の 突 然 変 異 の 存 在 お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 2に 対 応
す る タ ン パ ク 質 の 異 常 発 現 に 関 連 す る 糖 尿 病 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 を 意 図 す る か 、 あ
る い は イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 に つ い て の 異 常 な 発 現 、 成 熟 も し く は 分 泌 が 観 察 さ れ る 場 合 の
高 イ ン シ ュ リ ン 症 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 を 意 図 す る か 、 あ る い は ベ ー タ 細 胞 も し く は
イ ン シ ュ リ ン 分 泌 の た め に 修 飾 さ れ る こ と と な る 細 胞 に お け る イ ン シ ュ リ ン の 成 熟 お よ び
／ ま た は 分 泌 の 調 節 を 意 図 す る か 、 あ る い は ベ ー タ 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 現 象 の 調 節 を 意 図 す
る 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
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　 請 求 項 8、 11ま た は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 23～ 25の い ず れ
か 1つ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 、 お よ び 請 求 項 35に 記 載 の 抗 体 の 、 対 立
遺 伝 子 変 異 、 突 然 変 異 、 欠 失 、 異 型 接 合 性 の 喪 失 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る
遺 伝 子 の い ず れ の 異 常 を 測 定 す る た め の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ZnT-8と よ ば れ 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の 膵 ベ ー タ 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る タ
ン パ ク 質 、 イ ン シ ュ リ ン の 成 熟 お よ び エ キ ソ サ イ ト ー シ ス に 関 わ る 該 タ ン パ ク 質 を エ ン コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に 特 に ベ ー タ 細 胞 を 選 別 し 、 研 究 す る た め 、 お よ び 糖
尿 病 お よ び 高 イ ン シ ュ リ ン 症 に 作 用 す る 医 薬 品 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の そ れ ら の 適 用 に
関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 糖 尿 病 は 最 も 一 般 的 な 疾 患 の 一 つ で あ り 、 先 進 国 で は 人 口 の 5％ に 影 響 し 、 世 界 の 全 て
の 国 に お い て 絶 え ず 増 加 し て い る (予 測 ： 2025年 に は 3億 人 、 フ ラ ン ス で の 240万 人 を 含 む )
。 糖 尿 病 の 種 々 の 形 の う ち 、 I型 糖 尿 病 、 ま た は イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病 は 、 ア メ リ カ
で 約 500,000～ 1,000,000人 お よ び フ ラ ン ス で 150,000人 、 す な わ ち 人 口 の 0.2～ 0.4％ に 影
響 し て い る 。 特 徴 的 な 症 状 は 、 血 液 お よ び 尿 中 の 高 レ ベ ル の 糖 、 か な り の 利 尿 、 激 し い 空
腹 お よ び 口 渇 、 な ら び に 体 重 減 少 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 イ ン シ ュ リ ン 非 依 存 性 II型 糖 尿 病 (NIDD)は 、 「 脂 肪 (fat)」 糖 尿 病 ま た は 晩 発 性 (late-o
nset)糖 尿 病 と も 呼 ば れ 、 約 50歳 あ た り で し ば し ば 発 生 す る 。 こ れ は 、 数 年 の 進 行 の 後 の
食 餌 、 経 口 医 薬 品 の 摂 取 お よ び イ ン シ ュ リ ン に よ り 処 置 さ れ る 。 今 日 で は 、 200万 人 の フ
ラ ン ス 人 が 抗 糖 尿 病 性 医 薬 品 お よ び ／ ま た は イ ン シ ュ リ ン で 処 置 さ れ て い る 。
　 糖 尿 病 は 、 イ ン シ ュ リ ン 注 射 お よ び 制 御 さ れ た 糖 類 の 摂 取 で 調 節 す る こ と が で き る が 、
こ の 病 理 に 関 連 す る 合 併 症 は 、 最 近 、 そ の 予 防 、 治 療 お よ び 診 断 の 点 で 新 規 な ア プ ロ ー チ
を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 膵 臓 は 、 形 態 学 的 お よ び 生 理 学 的 に と も に 異 な る 2つ の 構 造 を 含 む 。
- 消 化 に 関 す る 酵 素 (ア ミ ラ ー ゼ 、 リ パ ー ゼ な ど )お よ び 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム を 産 生 す る 外 分
泌 膵 臓 ；
- 血 糖 の 調 節 に 関 す る ホ ル モ ン (イ ン シ ュ リ ン 、 グ ル カ ゴ ン 、 ソ マ ト ス タ チ ン お よ び 膵 臓
ポ リ ペ プ チ ド )を 産 生 す る 内 分 泌 膵 臓 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 内 分 泌 膵 臓 の 細 胞 は 、 微 小 器 官 (microorgan)が 膵 臓 内 に 島 (ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 ま た は 膵
島 )の 形 で 分 散 さ れ る よ う に 組 織 さ れ る 。 各 膵 島 は 、 4種 の 細 胞 か ら な る ： ア ル フ ァ 細 胞 、
ベ ー タ 細 胞 、 デ ル タ 細 胞 お よ び PP細 胞 で あ る 。 ア ル フ ァ 細 胞 は 、 島 の 末 梢 に 位 置 し 、 グ ル
カ ゴ ン を 分 泌 す る 。 ベ ー タ 細 胞 は 、 島 の 中 心 で 見 ら れ 、 グ ル コ ー ス に 応 答 し て イ ン シ ュ リ
ン を 分 泌 で き る 唯 一 の 細 胞 で あ る 。 デ ル タ 細 胞 は 、 末 梢 に あ り 、 ソ マ ト ス タ チ ン を 分 泌 す
る 。 PP細 胞 の 機 能 は 、 よ り 議 論 さ れ る と こ ろ で あ る (膵 臓 ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 )。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ベ ー タ 細 胞 を 研 究 す る た め の 細 胞 モ デ ル の 不 足 、 お よ び こ の 種 類 の 細 胞 に 適 す る 信 頼 性
の あ る 効 果 的 な 細 胞 選 別 手 段 の 不 足 に よ り 、 そ の 機 能 の 研 究 、 ひ い て は I型 お よ び II型 糖
尿 病 の 新 規 な 治 療 方 法 の 開 発 が 妨 げ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 糖 尿 病 の 治 療 の う ち 、 イ ン シ ュ リ ン の 定 期 的 な 投 与 に 加 え て 、 糖 血 の 生 理 学 的 制 御 お よ
び 糖 尿 病 患 者 の 糖 血 の 正 常 化 の た め の ア プ ロ ー チ の 一 つ は 、 イ ン シ ュ リ ン 分 泌 を イ ン ビ ボ
に お い て 細 胞 か ら 回 復 さ せ る こ と で あ る 。 こ の 関 係 に お い て 、 い く つ か の 解 決 法 が 提 案 さ
れ て い る 。
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- 異 物 移 植 を 行 う た め の 、 動 物 の イ ン シ ュ リ ン 産 生 細 胞 の 取 得 ；
- 免 疫 の 問 題 お よ び 患 者 の 免 疫 抑 制 治 療 の 必 要 性 を 回 避 す る た め の 、 再 移 植 [1]を 目 的 と
し た 、 イ ン ビ ト ロ で の 、 単 離 幹 細 胞 を 用 い る イ ン シ ュ リ ン 分 泌 細 胞 へ の 分 化 。 し か し な が
ら 、 低 コ ス ト で の イ ン シ ュ リ ン を 産 生 す る 細 胞 の 、 幹 細 胞 の 分 化 に よ る 大 量 生 産 は 、 特 に
、 分 化 し た 細 胞 の 表 現 型 決 定 (phenotyping)お よ び 精 製 に 有 用 な 新 規 な 生 体 分 子 ツ ー ル を
必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
- 膵 島 の 移 植 ； 多 く の 研 究 の 主 題 は 、 最 近 、 治 療 目 的 の た め の 膵 島 ま た は ベ ー タ 細 胞 の 製
造 で あ る 。 移 植 の 第 一 工 程 は 、 脳 死 が 宣 言 さ れ た ド ナ ー か ら の 膵 臓 の 回 収 で あ る 。 島 の 単
離 は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 溶 液 に よ る 膵 臓 の 酵 素 消 化 で 始 ま る 。 全 て の 移 植 片 に お い て 、 消 化 さ
れ た 島 が 精 製 さ れ る こ と が 必 要 で は な い 。 し か し な が ら 、 今 日 で は ほ と ん ど の 研 究 者 が 、
島 の 精 製 が 同 種 移 植 に 必 要 で あ る こ と で 一 致 し て い る [2]。 次 い で 、 充 分 な 塊 (最 小 3000 I
EQ/kg)で 門 脈 内 (intraportal)注 射 に よ り 島 を 移 植 す る (IEQ： 島 当 量 )。
　 し か し な が ら 、 膵 島 ま た は ベ ー タ 細 胞 の 単 離 は 、 ベ ー タ 細 胞 を 選 択 し 、 か つ 同 定 す る た
め の 特 異 的 で 信 頼 性 の あ る 手 段 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ れ ま で の 研 究 は 、 ベ ー タ 細 胞 を 標 識 す る 方 法 を 開 発 す る こ と を 試 み て い る 。 例 え ば ：
- 細 胞 の 蛍 光 標 識 を 許 容 す る GFP (緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 )で の 標 識 化 。 こ の 技 術 の 主 な 欠 点
は 、 外 来 遺 伝 子 ま た は 導 入 遺 伝 子 を 細 胞 に 導 入 す る こ と が 必 要 で あ り 、 さ ら に ウ イ ル ス ベ
ク タ ー (ア デ ノ ウ イ ル ス )を 用 い て 導 入 す る こ と が 必 要 で あ る こ と で あ る [1]；
- ベ ー タ 細 胞 の か な り の 自 己 蛍 光 に 基 づ く 技 術 [2]。 し か し 、 こ の 技 術 は 細 胞 の 種 類 に 関
す る 特 異 性 を 欠 い て い る ；
【 ０ ０ １ ０ 】
- 細 胞 と 、 亜 鉛 特 異 的 フ ル オ ロ ク ロ ム ： ニ ュ ー ポ ー ト グ リ ー ン [3]ま た は ジ チ ゾ ン [4]と の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 。 こ の 技 術 は 、 ベ ー タ 細 胞 の か な り の 亜 鉛 含 量 に 基 づ く 。 亜 鉛 は 、 イ
ン シ ュ リ ン 分 泌 顆 粒 の 実 質 的 な 構 成 要 素 で あ り 、 加 え て 、 こ の 分 泌 の 制 御 の 役 割 を 担 う [5
]。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 技 術 は 多 く の 欠 点 を 有 す る ： 化 学 物 質 の 使 用 、 ベ ー タ 細 胞 に
つ い て の 毒 性 の 危 険 性 、 細 胞 の 種 類 に 関 す る 特 異 性 の 欠 如 。 さ ら に 、 ジ チ ゾ ン は 迅 速 な 光
分 解 の 問 題 を 有 す る [6]；
- T細 胞 ク ロ ー ン に よ る (WO 91/17186号 )認 識 に よ る 、 ベ ー タ 細 胞 に よ り 発 現 さ れ た 抗 原 の
間 接 的 証 明 。 こ の 抗 体 に つ い て の 初 期 の 研 究 は 、 ペ プ チ ド 配 列 の 特 徴 付 け の 点 、 ま た は 島
だ け で な く 膵 臓 あ る い は 生 物 の 他 の 種 類 の 細 胞 に 対 す る ベ ー タ 細 胞 の 選 択 性 の 点 に お い て
結 果 を 示 さ な か っ た 。 同 じ 著 者 に よ る 、 よ り 最 近 の 研 究 は 、 こ の 抗 原 の よ り 広 い 分 布 を 示
し 、 結 果 と し て こ れ は ベ ー タ 細 胞 に 特 異 的 で は な い [7]。
　 結 果 と し て 、 膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の ベ ー タ 細 胞 の た め の 特 異 的 で か つ 信 頼 性 の あ る マ ー
カ ー が 欠 如 し て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 の 1つ は 、 こ の よ う な マ ー カ ー を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 は 、 非 常 に 多 量 の 亜 鉛 を 蓄 積 す る の で 、 こ の 亜 鉛 を 分 泌 小 胞 に 蓄 積 す
る た め に 、 非 常 に 効 果 的 で か つ 非 常 に 特 別 な 輸 送 体 を 必 要 と す る [8]。 膵 ベ ー タ 細 胞 で 産
生 さ れ 貯 蔵 さ れ る イ ン シ ュ リ ン は 、 グ ル コ ー ス 濃 度 の 増 加 の よ う な 外 部 刺 激 に 応 答 し た エ
キ ソ サ イ ト ー シ ス に よ り 、 細 胞 外 媒 体 (medium)に 放 出 さ れ る 。 こ の グ ル コ ー ス の 増 加 は 、
ATP/ADP比 の 修 飾 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 閉 鎖 、 お よ び エ キ ソ サ イ ト ー シ ス を 引 き 起 こ す カ
ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 開 放 を 引 き 起 こ す [9]。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 亜 鉛 の 存 在 下 で は 、 イ ン シ ュ リ ン は 、 イ ン シ ュ リ ン ： 亜 鉛 の 比 が そ れ ぞ れ 4： 1お よ び 6
： 2で 亜 鉛 と 結 合 す る テ ト ラ マ ー お よ び ヘ キ サ マ ー を 形 成 で き る こ と が 知 ら れ て い る 。 イ
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ン シ ュ リ ン は 、 分 泌 顆 粒 中 に 、 ヘ キ サ マ ー が ヘ キ サ マ ー 当 た り 2つ の 亜 鉛 原 子 に 結 合 し て
つ く ら れ た 固 体 の 形 で 貯 蔵 さ れ る 。 小 胞 は 、 イ ン シ ュ リ ン -亜 鉛 ヘ キ サ マ ー を 形 成 す る の
に 必 要 な 量 の 1～ 1.5倍 過 剰 の 亜 鉛 を 含 む 。 イ ン シ ュ リ ン の エ キ ソ サ イ ト ー シ ス 中 、 イ ン シ
ュ リ ン に 富 む 小 胞 は 、 ベ ー タ 細 胞 の 原 形 質 膜 と 融 合 し て 、 イ ン シ ュ リ ン だ け で な く 亜 鉛 も
血 流 中 に 放 出 す る 。 放 出 さ れ た 亜 鉛 は 、 負 の フ ィ ー ド バ ッ ク の 環 と し て カ リ ウ ム チ ャ ネ ル
に 作 用 し て 、 そ の 活 性 化 お よ び エ キ ソ サ イ ト ー シ ス の 阻 止 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 、 亜 鉛 輸 送 機 能 を 有 し 、 ZnT-1、 -2、 -3、 -4、 -5、 -6お よ び -7と
よ ば れ る 7つ の 相 同 タ ン パ ク 質 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 特 徴 付 け さ れ て い る 。 こ れ ら の タ ン
パ ク 質 の 一 次 構 造 の 解 析 は 、 6つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 1つ の ヒ ス チ ジ ン リ ッ チ な 細 胞 内
ル ー プ か ら つ く ら れ る 共 通 の 構 造 単 位 を 規 定 す る こ と を 可 能 に し て い る 。 ZnT-1は 、 原 形
質 膜 に 位 置 す る 偏 在 す る 輸 送 体 で あ り 、 亜 鉛 の 細 胞 外 へ の 流 出 を 確 実 に す る [11]。 ZnT-2
は 、 培 地 中 で の 過 剰 の 亜 鉛 に 細 胞 が 耐 え る こ と を 許 容 し 、 よ っ て そ れ を 酸 性 細 胞 質 内 小 胞
に 局 在 化 さ せ る こ と に よ り 亜 鉛 耐 性 を 与 え 、 正 常 を か な り 超 え る 細 胞 内 の 亜 鉛 の 蓄 積 を 確
実 に す る [12]。 ヒ ト に お い て ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る ZnT-3お よ び ZnT-4は 、 ZnT-2に 類 似
の 機 能 を 有 す る 。 ZnT-3は 、 あ る 組 織 に 特 異 的 で あ り 、 脳 、 亜 鉛 リ ッ チ シ ナ プ ス 小 胞 膜 、
海 馬 苔 状 線 維 お よ び 精 巣 に お い て 強 く 発 現 さ れ る 。 ZnT-4は 、 偏 在 的 に 発 現 さ れ る が 、 脳
お よ び 上 皮 細 胞 に お い て 高 い レ ベ ル で 見 出 さ れ る 。 こ の 輸 送 体 は 、 乳 房 の 上 皮 に お い て 必
須 で あ り 、 こ こ で こ れ は 母 乳 の 亜 鉛 含 量 の 制 御 に 参 加 す る 。 ZnT-5お よ び ZnT-6も 、 ゴ ル ジ
体 に 位 置 す る 偏 在 的 な 輸 送 体 で あ る 。 ZnT-7は 、 特 異 的 に 小 胞 体 細 胞 に 位 置 す る 偏 在 的 な
輸 送 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 以 前 の 研 究 は 、 膵 ベ ー タ 細 胞 で の 亜 鉛 代 謝 に 関 わ る 遺 伝 子 を 探 索 す る 試 み に つ い て 記 載
し て い る 。 こ れ ら の 研 究 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 ま た は 輸 送 体 の 証 明 に は 至 ら な か っ た [10]
。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 、 よ り 特 異 的 に は イ ン シ ュ リ ン 分 泌 細 胞 ま た は ベ ー タ
細 胞 に お い て 特 異 的 に 発 現 さ れ た mRNAに 対 応 す る cDNAを 表 す 1110塩 基 対 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド (配 列 番 号 1)を 単 離 し て い る 。
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ZnT-8 (配 列 番 号 2)と よ ば れ る タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド
し 、 40.8 KDaの 推 定 分 子 質 量 に 相 当 す る こ の 369ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 は 、 ZnTフ ァ ミ リ ー
の タ ン パ ク 質 の 一 次 構 造 と 相 同 な 一 次 構 造 を 有 す る 。 該 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 遺 伝
子 を 、 と い う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 完 全 ZnT-8タ ン パ ク 質 の 膜 内 外 電 位 差 の 研 究 は 、 こ れ が 6つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る こ
と を 示 し (ア ミ ノ 酸 74～ 95、 107～ 126、 141～ 163、 177～ 196、 216～ 240お よ び 246～ 267)、
N-末 端 お よ び C-末 端 の 端 は 、 細 胞 質 内 に 位 置 す る 。 こ の 研 究 は 、 こ の タ ン パ ク 質 の 二 次 構
造 が 3つ の 細 胞 外 ア ミ ノ 酸 ル ー プ (ア ミ ノ 酸 96～ 106、 164～ 176お よ び 241～ 245)を 有 す る こ
と も 示 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 、 イ ン シ ュ リ ン 分 泌 小 胞 内 お よ び 原 形 質 膜 上 に ZnT-8が 位 置 す る こ と は 、 こ れ が
イ ン シ ュ リ ン 含 有 小 胞 で の 亜 鉛 蓄 積 に 関 係 し 、 よ っ て 膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の ベ ー タ 細 胞 に
お け る イ ン シ ュ リ ン の 成 熟 お よ び エ キ ソ サ イ ト ー シ ス に お い て 役 割 を 演 じ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ZnT-8タ ン パ ク 質 お よ び 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 初 め て 、 膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の
ベ ー タ 細 胞 の 特 異 的 で 信 頼 性 の あ る マ ー カ ー を 構 成 す る 。 こ の マ ー カ ー の 使 用 は 、 特 に 次
の と お り で あ る 。
- ： 該 マ ー カ ー は 、 ベ ー タ 細 胞 の 選 択 的 選 別 お よ び 検 出 の 構 想 を 、 該 細 胞 の 化
学 的 ま た は 生 物 学 的 修 飾 を せ ず に 、 特 に 該 タ ン パ ク 質 に 指 向 さ れ た 抗 体 を 用 い て 可 能 に す
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る 。
- ： 該 マ ー カ ー は 、 イ ン ビ ト ロ で  (i) モ デ ル 細 胞 株 (例 え ば INS-1
ラ ッ ト イ ン シ ュ リ ノ ー マ )で の 輸 送 体 (ZnT-8)の 過 剰 発 現 、 お よ び グ ル コ ー ス で の 刺 激 に 応
答 し た イ ン シ ュ リ ン 分 泌 へ の 影 響 、 (ii) 酸 化 ス ト レ ス ま た は 亜 鉛 濃 度 が 低 い か も し く は
高 い 状 態 に よ り 誘 導 さ れ る 細 胞 死 (ア ポ ト ー シ ス )へ の 細 胞 の 感 受 性 、 な ら び に (iii) 幹 細
胞 の 、 イ ン シ ュ リ ン 分 泌 細 胞 へ の 種 々 の 外 因 性 刺 激 (成 長 因 子 、 膵 エ キ ス )に 応 答 し た 分 化
の 工 程 を 研 究 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
- ： 該 マ ー カ ー は 、 遺 伝 子 の 発 現 お よ び ／ ま た は ZnT-8タ ン
パ ク 質 の 活 性 を 調 節 し 得 る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 有 用 な 薬 理 学 的 標 的 も 示 し 、 こ
れ は 糖 尿 病 お よ び 高 イ ン シ ュ リ ン 症 の 治 療 用 に 用 い る こ と が で き る 可 能 性 が あ る 。
- ： 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 に そ れ が 観 察 で き る 変 異 を 遺 伝 子 中 に 検
出 す る こ と 、 お よ び 通 常 行 わ れ る 検 査 を 減 ら す か ま た は そ れ ど こ ろ か な く す こ と を 可 能 に
す る の で 、 危 険 な 家 系 の 糖 尿 病 の 早 期 診 断 に お い て 有 利 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の 主 題 は 、 膵 臓 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の ベ ー タ 細 胞 の 特 異 的 マ ー カ ー と し て
の 、
- 次 の 配 列 ： (a) 配 列 番 号 1の 配 列 、 (b) 少 な く と も 15個 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し
く は 20の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 25～ 30の ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 番 号 1の 配 列 の 断 片
、 (c) 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 に 、 (a)ま た は (b)で 規 定 さ れ る 配 列 の 1つ と 少 な く と も 80%
の パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 (identity)を 示 す 配 列 、 お よ び (d) (a)、 (b)ま た は (c)で 規 定 さ
れ る 配 列 の 1つ に 相 補 的 な セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 配 列 の 1つ を 含 む か (comprising)ま た
は 有 す る (having)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に
- 次 の 配 列 ： (e) 配 列 番 号 2の 配 列 、 (f) 少 な く と も 15個 連 続 す る ア ミ ノ 酸 の 配 列 番 号 2の
配 列 の 断 片 、 (g) 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 に 、 (e)ま た は (f)で 規 定 さ れ る 配 列 の 1つ と 少
な く と も 60%の パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 、 ま た は 少 な く と も 65%の 類 似 性 (similarity)、 好 ま
し く は 80%の 同 一 性 も し く は 少 な く と も 90%の 類 似 性 、 よ り 好 ま し く は 90%の 同 一 性 も し く
は 少 な く と も 95%の 類 似 性 を 示 す 配 列 の 1つ を 含 む か ま た は 有 す る 上 記 の (a)、 (b)、 (c)ま
た は (d)で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 使 用
で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 ZnT-8タ ン パ ク 質 お よ び 上 記 で 規 定 さ れ る 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用
を 包 含 す る 。
　 上 記 で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 ま た は 細 胞 性 DNAラ イ ブ ラ
リ 、 特 に 膵 臓 細 胞 DNAラ イ ブ ラ リ 、 さ ら に ヒ ト 膵 臓 細 胞 DNAラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 す る こ と が
で き る 。 好 ま し く は 、 用 い ら れ る 細 胞 は ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 細 胞 で あ る 。
　 上 記 で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 の 全 DNAに つ い て 行 わ れ る
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ る か 、 膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の ベ ー タ 細 胞 の 全 RNAに つ い て
行 わ れ る RT-PCRに よ る か 、 ま た は 化 学 合 成 に よ り 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 以 下 の 定 義 を 適 用 す る 。
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 用 語 は 、 修 飾 ま た は 非 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド の 、 非 天 然 ヌ ク レ オ チ
ド を 含 み 得 る 精 密 な 連 続 を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 よ っ て 、 こ の 用 語 は 、 ZnT-8タ ン パ
ク 質 ま た は 該 タ ン パ ク 質 の 断 片 を エ ン コ ー ド す る い ず れ の 配 列 (ゲ ノ ム DNA、 mRNA、 cDNA)
だ け で な く 、 対 応 す る セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 対 応 す る 小 型
干 渉 RNA (small interfering RNAs (siRNAs))も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 に 、 参 照 配 列 と パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 を 示 す 核 酸 ま た は タ ン
パ ク 質 」 の 表 現 は 、 参 照 配 列 に 対 し て 、 特 に 欠 失 、 短 縮 (truncation)、 伸 長 、 キ メ ラ 融 合
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お よ び ／ ま た は 置 換 、 特 に 点 置 換 の よ う な あ る 修 飾 を 示 す 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 を 意 味 す
る こ と を 意 図 し 、 そ れ に 対 し て 、 最 適 化 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 に 、 参 照 の ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 少 な く と も 80%の 同 一 性 を 示 し 、 ア ミ ノ 酸 配
列 が 少 な く と も 65%の 同 一 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 2つ の 配 列 (核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 配 列 )の 間 の 「 パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 」 の 用 語 は 、
最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 に 得 ら れ る 、 比 較 さ れ る 2つ の 配 列 の 間 で 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン テ ー ジ を 意 味 す る こ と を 意 図 し 、 こ の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 純
粋 に 統 計 的 で あ り 、 2つ の 配 列 の 間 の 違 い は ラ ン ダ ム に か つ そ れ ら の 全 長 に わ た っ て 分 布
す る 。
　 「 最 良 ア ラ イ ン メ ン ト (best alignment)」 ま た は 「 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト (optimal align
ment)」 の 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ る よ う に し て 決 定 さ れ る パ ー セ ン テ ー ジ 同
一 性 が 最 も 高 い ア ラ イ ン メ ン ト を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 2つ の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア
ミ ノ 酸 配 列 の 間 の 比 較 は 、 通 常 、 こ れ ら の 配 列 を 最 適 に 整 列 さ せ た 後 に こ れ ら を 比 較 す る
こ と に よ り 行 わ れ 、 該 比 較 は 、 区 分 (segment)に よ る か も し く は 配 列 類 似 性 の 局 所 領 域 を
同 定 し 比 較 す る よ う に 「 比 較 の ウ ィ ン ド ウ (window of comparison)」 に よ り 行 わ れ る 。 比
較 の た め の 配 列 の 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 次 の ア ル ゴ リ ズ ム の 1つ を 特 に 用 い て 行 う こ と
が で き る ： Smithお よ び Waterman (1981)の 局 所 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム (local homology algo
rithm)、 Neddlemanお よ び Wunsch (1970)の 局 所 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム 、 Pearsonお よ び Lipma
n (1988)の 類 似 性 探 索 方 法 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム (W
isconsin Genetics Software Package (Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Ma
dison, WI)の GAP、 BESTFIT、 BLAST P、 BLAST N、 BLASTX、 TBLASTX、 FASTAお よ び TFASTA、
ま た は 特 に National Center for Biotechnology Information (

)、 EMBL ( )お よ び Ensemblプ ロ ジ ェ ク ト (
)の イ ン タ ー ネ ッ ト サ ー ビ ス で の も の )。

　 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る た め に 、 BLASTプ ロ グ ラ ム を BLOSUM 62マ ト リ ッ ク ス と と も に
用 い る の が 好 ま し い 。 PAMま た は PAM250マ ト リ ッ ク ス は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 単 位 行 列 (id
entity matrix)で あ り 得 る の で 、 こ れ ら も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 を 得 る た め に 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 、 す な わ ち 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 間 の 特 異 的 か つ 選 択 的 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 維 持 す る の を 許 容 す る よ う に 選 択 さ れ る 温 度 お よ び イ オ ン 強 度 の 条 件 を
用 い る の が 好 ま し い 。
　 例 と し て 、 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 規 定 す る 目 的 の た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工
程 に お け る 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 有 利 に は 次 の と お り で あ る 。 DNA-DNAま た
は DNA-RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 2工 程 で 行 う ： (1) 42℃ で 3時 間 の 、 5× SSC (1× SSC
は 、 0.15 M NaCl + 0.015 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム に 相 当 )、 ホ ル ム ア ミ ド 50%、 ド デ シ ル 硫
酸 ナ ト リ ウ ム (SDS) 7%、 10× Denhardt's、 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 5%お よ び サ ケ 精 子 DNA 1%を 含
む リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー  (20 mM、 pH 7.5)中 で の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； (2) 20時 間 の
、 プ ロ ー ブ の 長 さ に 応 じ た 温 度 (例 え ば ： 100ヌ ク レ オ チ ド よ り 長 い プ ロ ー ブ に つ い て 42℃
)で の 本 質 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 続 い て 20分 間 、 20℃ で 2× SSC + 2% SDS中 に 2回
洗 浄 、 20分 間 、 20℃ で 0.1× SSC + 0.1% SDS中 に 1回 洗 浄 。 最 後 の 洗 浄 は 、 0.1× SSC + 0.1
% SDS中 に 30分 間 、 60℃ で 、 100ヌ ク レ オ チ ド よ り 長 い プ ロ ー ブ に つ い て 行 う 。 規 定 さ れ た
長 さ の プ ロ ー ブ に つ い て の 上 記 の 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
は 、 よ り 長 い か ま た は よ り 短 い プ ロ ー ブ に つ い て 、 当 業 者 に よ り 調 整 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 適 切 な 技 術 ま た は 方 法 」 の 表 現 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 当 業 者 に よ り 通 常 用 い ら れ 、
特 に Molecular Cloning. A Laboratory Manual (Sambrook J, Russell DW. (2000) Cold 
Spring Harbor Laboratory Press) [13]と 題 す る も の の よ う な 多 く の 著 作 で 開 示 さ れ て い
る 公 知 の 技 術 ま た は 方 法 の こ と を い う 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】
　 c)で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 に 、 a)ま た は b)で 規 定 さ
れ る 配 列 と 少 な く と も 80%、 好 ま し く は 90%、 よ り 好 ま し く は 95%、 さ ら に よ り 好 ま し く は 9
8%の パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 を 示 す 。 c)で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 1の 配
列 の 異 型 (variant)で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 す な わ ち 対 立 遺 伝 子 変 異 体 (allelic varian
t)、 す な わ ち 配 列 番 号 1の 配 列 の 個 々 の 変 動 に 相 当 す る 全 て の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
こ れ ら の 天 然 の 異 型 の 配 列 は 、 哺 乳 動 物 、 特 に ヒ ト に 存 在 す る 多 型 性 、 特 に 病 原 性 、 例 え
ば ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の 細 胞 死 お よ び 糖 尿 病 の 発 生 に 導 き 得 る 多 型 性 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 異 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 用 語 は 、 そ の mRNAが 相 補 DNAと し て 配 列 番 号 1の 配 列 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る ゲ ノ ム 配 列 の 突 然 変 異 お よ び ／ ま た は ス プ ラ イ ス 部 位 で の 変 動 に 起
因 す る い ず れ の RNAま た は cDNAを 意 味 す る こ と も 意 図 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 参 照 タ ン パ ク 質 に 対 す る タ ン パ ク 質 の 類 似 性 は 、 2つ の 配 列 を そ れ ら の 間 の 最 大 の 一 致
を 得 る よ う に 整 列 さ せ た と き に 、 一 致 す る か ま た は 同 類 置 換 に よ り 異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 の
パ ー セ ン テ ー ジ に 従 っ て 評 価 さ れ る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 「 同 類 置 換 」 の 用 語 は 、 ア
ミ ノ 酸 の 、 類 似 の 化 学 的 特 性 (サ イ ズ 、 電 荷 ま た は 極 性 )を 有 し 、 通 常 は タ ン パ ク 質 の 機 能
的 特 性 を 修 飾 し な い 別 の ア ミ ノ 酸 と の 置 換 を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。
　 参 照 配 列 と 少 な く と も X%の 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明
に お い て 、 参 照 配 列 の 100ア ミ ノ 酸 当 た り 100-Xま で の 非 保 存 的 変 化 (non-conservative al
terations)を 含 み 得 る 配 列 の タ ン パ ク 質 と し て 規 定 さ れ る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 「 非
保 存 的 変 化 」 の 用 語 は 、 参 照 配 列 中 の 欠 失 、 非 保 存 的 置 換 、 ま た は 連 続 も し く は 分 散 さ れ
た ア ミ ノ 酸 の 挿 入 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 (g)で 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る も の は 、 配 列 番 号 2の 配 列 の 異 型 で あ る タ ン パ ク
質 、 す な わ ち 上 記 で 規 定 さ れ る 異 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る 変 異 体 タ ン
パ ク 質 、 特 に そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 特 に 配 列 番 号 2の 配 列 に 対 し て 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ
酸 残 基 の 短 縮 、 欠 失 、 置 換 お よ び ／ ま た は 付 加 に 相 当 す る 少 な く と も 1つ の 突 然 変 異 を 有
す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 異 型 タ ン パ ク 質 は 糖 尿 病 ま た は 高 イ ン シ ュ リ ン 症 に 関 連 す る 突 然 変 異 を 有
す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に よ る 使 用 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 (c)で 規 定 さ れ る 該 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 配 列 番 号 1の 配 列 に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 修 飾 を も た
ら す 突 然 変 異 を 含 む 配 列 番 号 1の 配 列 の 異 型 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
　 本 発 明 の 使 用 の 他 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 (b)ま た は (d)で 規 定 さ れ る 該 単 離 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 プ ラ イ マ ー 対 で あ る 配 列 番 号 3お よ び 配 列 番 号 4、 な ら び に プ ラ イ マ ー 対 で
あ る 配 列 番 号 5お よ び 配 列 番 号 6か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 使 用 の さ ら に 他 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 該 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
上 記 で 規 定 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 を 用 い る 増 幅 に よ り 得 る こ と が で き る 。
　 本 発 明 に よ る 使 用 の さ ら に 他 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 (d)で 規 定 さ れ る 該 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る mRNAと の 相 互 作 用 に よ り 、 そ の 分 解 を 引 き 起
こ す 小 型 干 渉 RNA (siRNA)で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 使 用 の さ ら に 他 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 (g)で 規 定 さ れ る 該 タ ン パ ク
質 は 、 糖 尿 病 ま た は 高 イ ン シ ュ リ ン 症 に 関 連 す る 突 然 変 異 を 有 す る 、 配 列 番 号 2の 配 列 の
異 型 で あ る 。
　 本 発 明 に よ る 使 用 の さ ら に 他 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 (f)で 規 定 さ れ る 該 断 片 は 、
配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 10の 配 列 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る
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。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、
- NCBI デ ー タ ベ ー ス の 受 理 番 号 No. AX526723、 No. AX526725お よ び No. AX526727を 有 す
る 配 列 に 含 ま れ る 少 な く と も 15個 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 、
- GenBankデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 受 理 番 号 BM565129、 BM310003、 BM875526、 BG655918、 B
Q417284、 BQ267316、 BU072134、 BQ267526、 BQ270198、 BU581447、 BU070173、 BQ631692お
よ び BU949895を 有 す る EST、 な ら び に NCBIデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 受 理 番 号 AX526723、 AX5
26725お よ び AX526727を 有 す る 配 列
を 除 く 、 上 記 で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で も あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 断 片 は 、 他 の 生 物 に お い て 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド (RNAま た は ゲ ノ ム DNA)を 検 出 /増 幅 す る た め の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と
し て 特 に 用 い る こ と が で き る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ り 用 い 得 る プ ラ イ マ ー 対 は 、 配 列 番 号 3お よ び 配 列 番 号 4の 配 列
、 な ら び に 配 列 番 号 5お よ び 配 列 番 号 6の 配 列 に よ り 規 定 さ れ る 対 に 対 応 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 さ れ る プ ラ イ マ ー を 用 い る 増 幅 に よ り 得 る こ と が で き る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド で も あ る 。
　 本 発 明 に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 こ れ は 、 30ヌ ク レ オ チ ド 未
満 の 長 さ 、 好 ま し く は 20～ 23ヌ ク レ オ チ ド の 間 の 長 さ の 上 記 で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 対 応 す る 小 型 干 渉 RNAで あ り 、 こ れ は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る mRNAと の 相 互 作
用 に よ り 、 そ の 分 解 を 引 き 起 こ す 。 こ れ ら の siRNAは 、 当 業 者 に 公 知 の い ず れ の 方 法 、 例
え ば 化 学 合 成 ま た は ベ ク タ ー か ら の 発 現 に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 し 、
こ れ は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 制 御 に 関 す る タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に よ り
、 こ の 発 現 の 阻 害 ま た は 活 性 化 の い ず れ か を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に よ る プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 放 射 活 性 ま た は 非 放 射 活 性 の 化 合 物 を 用 い
て 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 、 検 出 可 能 お よ び ／ ま た は 定 量 可 能 な シ グ ナ ル を 得 る た め
に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 識 化 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 に よ る プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ の 標 識 化 は 、 放 射 活 性 元 素 ま た は 非 放 射 活 性 分
子 を 用 い て 行 わ れ る 。 用 い ら れ る 放 射 活 性 同 位 体 の う ち 、 3 2 P、 3 3 P、 3 5 S、 3 Hま た は 1 2 5 I
を 挙 げ る こ と が で き る 。 非 放 射 活 性 物 質 は 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま
た は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン の よ う な リ ガ ン ド 、 ハ プ テ ン 、 色 素 お よ び 放 射 線 発 光 性 、 化 学 発 光 性
、 生 物 発 光 性 、 蛍 光 ま た は リ ン 光 性 の 試 薬 の よ う な 発 光 性 試 薬 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 よ っ て 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 プ ラ イ マ ー お よ び ／ ま た は プ ロ ー ブ と し て 、
特 に PCR (ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 )技 術  (米 国 特 許 第 4,683,202号 )を 用 い る 方 法 に お い て 用
い る こ と が で き る 。 標 的 核 酸 を 増 幅 す る そ の 他 の 技 術 を 、 PCRの 代 わ り に 有 利 に 用 い る こ
と が で き る 。 こ の 増 幅 に つ い て 現 在 、 多 数 の 方 法 、 例 え ば SDA (ス ト ラ ン ド デ ィ ス プ レ ー
ス メ ン ト ア ン プ リ フ ィ ケ ー シ ョ ン (strand displacement amplification))法 、 TAS (ト ラ
ン ス ク リ プ シ ョ ン ベ ー ス ド ア ン プ リ フ ィ ケ ー シ ョ ン シ ス テ ム (transcription-based ampli
fication system))法 、 3SR (セ ル フ サ ス テ イ ン ド シ ー ク エ ン ス レ プ リ ケ ー シ ョ ン (self-su
stained sequence replication))法 、 NASBA (ヌ ク レ イ ッ ク ア シ ッ ド ベ ー ス ド ア ン プ リ フ
ィ ケ ー シ ョ ン (nucleic acid sequence based amplification))法 、 TMA (ト ラ ン ス ク リ プ
シ ョ ン メ デ ィ エ ー テ ッ ド ア ン プ リ フ ィ ケ ー シ ョ ン (transcription mediated amplificatio
n))法 、 LCR (リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (ligase chan reaction))法 、 RCR (リ ペ ア チ ェ イ ン リ ア ク
シ ョ ン (repair chain reaction))法 、 CPR (サ イ ク リ ン グ プ ロ ー ブ リ ア ク シ ョ ン (cycling 
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probe reaction))法 、 お よ び Q-ベ ー タ -レ プ リ カ ー ゼ 増 幅 法 が 存 在 す る 。 点 突 然 変 異 を 検
出 可 能 と す る PCR-SSCPも 挙 げ る こ と が で き る 。
　 こ れ ら の 技 術 は 、 も ち ろ ん 当 業 者 に 完 全 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 、 本 発 明 の 種 々 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 対 応 す る 遺 伝
子 の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル も し く は 生 体 試 料 中 の こ の プ ロ フ ィ ー ル の い ず れ の 可 能 な 変 更 (alt
eration)を 測 定 す る (determine)か 、 ま た は 対 応 す る 遺 伝 子 、 こ の 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 変
異 体 、 ま た は 該 遺 伝 子 の 少 な く と も 1つ の エ キ ソ ン 中 の 1つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 突 然 変 異
(挿 入 、 欠 失 ま た は 置 換 )に 起 因 す る 、 こ の 遺 伝 子 の い ず れ の 可 能 な 機 能 的 変 更 (該 遺 伝 子
に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 に お け る 実 質 的 な 変 化 )を 証 明 す る か の い ず れ
か を 可 能 に す る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 は 、 特 に タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 に 必 須 な ド メ イ ン 中
に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る コ ド ン 中 の 欠 失 、 挿 入 ま た は 非 同 類 置 換 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の 主 題 は 、 生 体 試 料 か ら 全 RNAを 得 る こ と に あ る 第 一 工 程 、 該 RNAを 、 本
発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 標 識 プ ロ ー ブ と 、 該 RNAと 該 プ ロ ー ブ と の 間 の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と に あ る 第 二 工 程 、 お よ び 形 成 さ れ た
ハ イ ブ リ ッ ド を 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 明 ら か に す る こ と か ら な る 第 三 工 程 を 含 む 、
生 体 試 料 に お い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 遺 伝 子 の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル
、 あ る い は 該 プ ロ フ ィ ー ル の 変 更 を 測 定 す る 方 法 で あ る 。
　 該 方 法 の あ る 実 施 形 態 に よ る と 第 二 工 程 は 、 上 記 の よ う な プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 行 う 逆
転 写 お よ び ／ ま た は 転 写 産 物 の 増 幅 か ら な る 工 程 で あ る こ と が で き 、 第 三 工 程 は い ず れ の
適 切 な 手 段 に よ り 、 形 成 さ れ た 増 幅 核 酸 を 明 ら か に す る こ と に あ る 工 程 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 遺 伝 子 の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル を 測 定 す る た め の 該 方 法 は 、 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル を 、 予 め 選
択 さ れ た 対 照 サ ン プ ル と の 比 較 に よ り 評 価 し 、 任 意 に 、 検 出 可 能 な 表 現 型 、 例 え ば 成 熟 イ
ン シ ュ リ ン へ 変 換 さ れ た プ ロ イ ン シ ュ リ ン の 量 、 細 胞 の イ ン シ ュ リ ン 含 量 、 グ ル コ ー ス で
の 刺 激 に 応 答 し て 分 泌 さ れ る イ ン シ ュ リ ン の 量 、 細 胞 内 ま た は 小 胞 内 の 亜 鉛 濃 度 、 ま た は
細 胞 表 面 で 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 (遺 伝 子 産 物 )の 量 と の そ の 相 関 関 係 を 研 究 す る こ と に あ
る 工 程 も 含 み 得 る 。 該 対 照 サ ン プ ル は 、 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 遺 伝
子 の 正 常 ま た は 変 更 さ れ た 転 写 を 示 す 生 体 試 料 か ら な る こ と が で き 、 こ れ に 対 し て 遺 伝 子
の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル を 測 定 す る 該 方 法 を 同 じ 条 件 下 で 適 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 生 体 試 料 か ら DNAを 得 る こ と に あ る 第 一
工 程 、 該 DNAを 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 標 識 プ ロ ー ブ と 、 該 DNAと 該 プ ロ
ー ブ と の 間 の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と に あ る 第 二
工 程 、 お よ び 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド を 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 明 ら か に す る こ と か
ら な る 第 三 工 程 を 含 む 、 生 体 試 料 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 遺 伝 子
ま た は 該 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 ま た は 該 遺 伝 子 の 機 能 的 変 更 を 証 明 す る 方 法 で も あ る
。
　 該 方 法 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 第 二 工 程 は 上 記 の よ う な プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 行 わ
れ る 増 幅 工 程 で あ る こ と が で き 、 第 三 工 程 は 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 形 成 さ れ た 増
幅 核 酸 を 明 ら か に す る こ と に あ る 工 程 で あ る こ と が で き る 。 該 方 法 は 、 任 意 に 、 証 明 さ れ
た 核 酸 を 単 離 し て 配 列 決 定 す る こ と に あ る 第 四 工 程 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 後 者 の 方 法 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 遺 伝 子 の 、 検 出 可 能 な 表 現 型 、 例
え ば 食 後 の 血 糖 の 変 動 、 イ ン シ ュ リ ン 分 泌 の 有 無 、 循 環 グ ル コ ー ス の レ ベ ル 、 ま た は グ ル
コ ー ス で の 刺 激 に 応 答 し て 分 泌 さ れ る イ ン シ ュ リ ン の 量 、 お よ び 一 般 に I型 ま た は II型 糖
尿 病 の よ う な 病 理 も し く は 亜 鉛 代 謝 異 常 に 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 を 単 離 す る こ と も 可 能 に す
る 。 イ ン シ ュ リ ン の 放 出 の 間 に 排 出 さ れ る 亜 鉛 は 、 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル を 介 す る こ の エ キ
ソ サ イ ト ー シ ス を 担 う カ リ ウ ム チ ャ ネ ル に 作 用 す る 。 よ っ て 、 こ こ に は フ ィ ー ド バ ッ ク ル
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ー プ が 存 在 す る [14]。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 イ ン シ ュ リ ン を 含 有 す る 小 胞 に お け る 亜
鉛 蓄 積 に 関 係 し 、 エ キ ソ サ イ ト ー シ ス 中 に 原 形 質 膜 上 で も 見 出 さ れ て い る 。 よ っ て 、 タ ン
パ ク 質 の 突 然 変 異 体 は 、 小 胞 中 に 存 在 す る 亜 鉛 の 量 、 ま た は 細 胞 周 囲 の 亜 鉛 濃 度 の い ず れ
か を 修 飾 す る こ と が で き 、 よ っ て カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 開 放 の 状 態 を 修 飾 し 、 結 果 と し て 、
突 然 変 異 の 影 響 に 応 じ て 、 イ ン シ ュ リ ン 排 出 の 減 少 ま た は 増 加 を も た ら す (I型 糖 尿 病 ま た
は 高 イ ン シ ュ リ ン 症 )。 こ の 特 定 の 方 法 に お い て 、 生 体 試 料 は 上 記 の 検 出 可 能 な 表 現 型 を
発 現 し て い る 個 体 由 来 の 試 料 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ れ ら の 方 法 、 特 に 遺 伝 子 内 の 突 然 変 異 の 探 索 に 基 づ く も の は 、 糖 尿 病 に 対 す る 素 因 の
予 防 的 証 明 、 ま た は 糖 尿 病 も し く は 糖 尿 病 に 関 連 す る い ず れ の 疾 患 の 診 断 、 ま た は 分 子 も
し く は 投 与 量 の 点 で の 抗 糖 尿 病 治 療 の 適 応 を 許 容 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、
a) 少 な く と も 1つ の 本 発 明 に よ る プ ロ ー ブ ま た は 1つ の プ ラ イ マ ー 対 ；
b) 該 プ ロ ー ブ お よ び ／ ま た は プ ラ イ マ ー と 、 試 験 さ れ る 生 体 試 料 の 核 酸 と の 間 の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 行 う の に 必 要 な 試 薬 ；
c) 増 幅 反 応 を 行 う の に 必 要 な 試 薬 ；
d) 該 プ ロ ー ブ と 生 体 試 料 の 核 酸 と の 間 に 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 、 も し く は 形 成 さ れ た
増 幅 核 酸 を 検 出 お よ び ／ ま た は ア ッ セ イ す る の に 必 要 な 試 薬
を 含 む 、 上 記 の 方 法 を 行 う た め の 試 薬 キ ッ ト で も あ る 。
　 こ の よ う な キ ッ ト は 、 得 ら れ る 結 果 の 質 を 確 実 に す る た め に 、 陽 性 ま た は 陰 性 の 対 照 も
含 み 得 る 。 ま た 、 生 体 試 料 か ら 核 酸 を 調 整 す る た め に 必 要 な 試 薬 も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 主 題 は 、 少 な く と も 1つ の 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む DNAチ ッ プ
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 DNAチ ッ プ を 製 造
す る た め の 使 用 で あ る 。 当 業 者 は 、 選 択 さ れ る 支 持 体 に 応 じ て 、 例 え ば ガ ラ ス ま た は ナ イ
ロ ン の 支 持 体 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 沈 積 に よ る か 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学
的 も し く は 電 気 化 学 的 な グ ラ フ ト に よ る こ の よ う な チ ッ プ を 製 造 す る た め の 適 切 な 製 造 技
術 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 、
a) モ デ ル 細 胞 株 (例 え ば INS-1ラ ッ ト イ ン シ ュ リ ノ ー マ )で の 輸 送 体 (ZnT-8)の 過 剰 発 現 、
お よ び グ ル コ ー ス で の 刺 激 に 応 答 し た イ ン シ ュ リ ン 分 泌 の 影 響 ；
b) 酸 化 ス ト レ ス ま た は 亜 鉛 濃 度 が 低 い か も し く は 高 い 状 態 に よ り 誘 導 さ れ る 細 胞 死 (ア ポ
ト ー シ ス )へ の 細 胞 の 感 受 性 ；
c) 幹 細 胞 の 、 イ ン シ ュ リ ン 分 泌 細 胞 へ の 種 々 の 外 因 性 刺 激 (成 長 因 子 、 膵 エ キ ス )に 応 答
し た 分 化 の 工 程
を 研 究 す る た め の 手 段 と し て 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に も 関 す
る 。
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 「 タ ン パ ク 質 」 の 用 語 は 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 を あ る い は 含 む 修 飾
ま た は 非 修 飾 ア ミ ノ 酸 の 精 密 な 連 続 を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。
　 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 は 、 ベ ー タ 細 胞 か ら 、 ま た は 化 学 合 成 、 も し く は 組 換 え DNA技
術 の い ず れ か に よ り 、 特 に 上 記 で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 挿 入 を 含 む 発 現 ベ
ク タ ー を 用 い て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 上 記 で 規 定 さ れ る ZnT-8タ ン パ ク 質
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を 製 造 す る た め の 使 用 に も 関 す る 。
　 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 は 、 化 学 合 成 で 得 ら れ る 場 合 、 多 く の 既 知 の ペ プ チ ド 合 成 経 路
の 一 つ 、 例 え ば 固 相 を 用 い る 技 術 ま た は 部 分 固 相 (partial solid phase)を 用 い る 技 術 に
よ る か 、 断 片 の 縮 合 に よ る か 、 あ る い は 通 常 の 溶 液 で の 合 成 に よ り 得 る こ と が で き る 。 こ
の 場 合 、 タ ン パ ク 質 の 配 列 は 、 特 に 水 性 溶 媒 へ の そ の 溶 解 性 を 向 上 す る た め に 修 飾 す る こ
と が で き る 。 こ の よ う な 修 飾 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 例 え ば 疎 水 性 ド メ イ ン の 欠 失 ま た
は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の 親 水 性 ア ミ ノ 酸 で の 置 換 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 2 ( 遺 伝 子 に よ り エ ン コ ー ド さ
れ る タ ン パ ク 質 に 相 当 す る )の 配 列 を 含 む か ま た は 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 10の 配 列 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 で 定 義 さ れ る よ う な タ ン パ ク 質 の 断 片 で も あ る
。
　 本 発 明 の 別 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 含 む タ ン パ
ク 質 チ ッ プ で あ る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 の 、 タ
ン パ ク 質 チ ッ プ を 製 造 す る た め の 使 用 で あ る 。 DNAチ ッ プ に つ い て は 、 当 業 者 が 、 選 択 さ
れ る 支 持 体 に 応 じ て 、 こ の よ う な チ ッ プ を 製 造 す る た め の 適 切 な 製 造 技 術 を 選 択 す る こ と
が で き る 。
　 上 記 で 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 断 片 ま た は タ ン パ ク 質 チ ッ プ は 、 個 体 の 血 清
中 の 該 タ ン パ ク 質 に 指 向 さ れ た 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 で 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 の 、 免 疫 化 学 的 お よ び 免
疫 酵 素 学 的 方 法 に よ る 測 定 の た め 、 そ し て 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 に 指 向 さ れ た 自 己 抗 体
を 探 索 す る た め の 使 用 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挿 入 さ れ た ク ロ ー ニ ン グ お よ び ／ ま た は
発 現 ベ ク タ ー で も あ る 。
　 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 発 現 、 お よ び 任 意 に 宿 主 細 胞 中 で の タ ン パ ク 質 の 分 泌 に 必 要 な
要 素 を 含 み 得 る 。
　 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 翻 訳 の 開 始 お よ び 終 結 シ グ ナ ル 、
な ら び に 転 写 の た め の 適 切 な 調 節 領 域 も 含 む 。 細 胞 中 に お い て こ れ ら を 安 定 に 保 持 す る こ
と が 可 能 で あ る べ き で あ り 、 こ れ ら は 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 明 示 す る 特 定 の シ グ
ナ ル を エ ン コ ー ド す る 配 列 、 例 え ば 高 度 に 偏 在 性 の プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は 特 定 の 細 胞 お よ
び ／ ま た は 組 織 の 種 類 、 例 え ば 膵 臓 に 選 択 的 な プ ロ モ ー タ ー を 任 意 に 含 み 得 る 。 こ れ ら の
種 々 の 制 御 配 列 は 、 用 い ら れ る 細 胞 宿 主 に よ っ て 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 選 択 さ れ た 宿 主 内 で 自 律 複 製 す る ベ ク タ ー 、 ま た は
選 択 さ れ た 宿 主 に 組 み 込 ま れ る ベ ク タ ー に 挿 入 で き る 。
　 自 律 複 製 系 の う ち 、 宿 主 細 胞 に 応 じ て 、 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス の タ イ プ を 好 ま し く
用 い る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 特 に ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 レ ン
チ ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ま た は ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ り 得 る 。 当 業 者 は 、 こ れ ら の
系 の そ れ ぞ れ に 用 い 得 る 技 術 に つ い て 認 識 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 配 列 を 宿 主 細 胞 の 染 色 体 に 組 み 込 む こ と が 望 ま し い 場 合 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ
ル ス タ イ プ の 系 を 用 い る こ と が で き 、 こ の よ う な ウ イ ル ス は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は ア デ
ノ 随 伴 ウ イ ル ス (AAV)で あ る 。
　 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の う ち 、 裸 の DNAま た は RNA、 細 菌 人 工 染 色 体 (BAC)、 酵 母 内 で の 発
現 の た め の 酵 母 人 工 染 色 体 (YAC)、 マ ウ ス 細 胞 内 で の 発 現 の た め の マ ウ ス 人 工 染 色 体 (MAC)
、 お よ び 好 ま し く は ヒ ト 細 胞 内 で の 発 現 の た め の ヒ ト 人 工 染 色 体 (HAC)の よ う な 裸 の ポ リ
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ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し い 。
　 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に よ り 通 常 用 い ら れ て い る 方 法 に 従 っ て 製 造 さ れ 、 そ れ
か ら 得 ら れ る 組 換 え ベ ク タ ー は 、 標 準 的 な 方 法 、 例 え ば リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン 、 熱 シ ョ ッ ク 、 化 学 的 な 膜 透 過 化 の 後 の 形 質 転 換 、 細 胞 融 合 に よ り 適 切 な 宿 主
に 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 少 な く と も 1つ の 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 少 な く と も 1
つ の 本 発 明 の ベ ク タ ー が そ の 中 に 導 入 さ れ た 修 飾 宿 主 細 胞 、 特 に 真 核 お よ び 原 核 細 胞 で も
あ る 。
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 用 い 得 る 細 胞 の う ち 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 動 物 細 胞 、 特 に 哺 乳
動 物 細 胞 、 ま た は 植 物 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る 。 昆 虫 細 胞 も 挙 げ る こ と が で き 、 そ の 方
法 に お い て は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 構 築 (implementing)を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 そ の 全 て ま た は い く つ か の 細 胞 が 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
ま た は 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー を 、 遊 離 も し く は 組 み 込 ま れ た 形 で 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 ま た は 植 物 の よ う な ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 で も あ る 。
　 本 発 明 に よ る と 、 好 ま し く は 、 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 は 、 機 能 的 で な い か
、 ま た は 突 然 変 異 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 細 胞 を 有 す る も の で あ る 。
　 本 発 明 に よ る と 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は げ
っ 歯 動 物 、 特 に マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ウ サ ギ 、 お よ び イ ノ シ シ 科 、 特 に ブ タ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 当 業 者 に 公 知 の い ず れ の 通 常 の 方 法 、 例 え ば 胚 性 幹 細 胞 で
の 相 同 的 組 換 え 、 こ れ ら の 幹 細 胞 の 胚 へ の 移 送 、 生 殖 株 で 生 育 す る キ メ ラ の 選 択 お よ び 該
キ メ ラ の 生 育 に よ り 得 る こ と が で き る 。
　 よ っ て 本 発 明 に よ る 細 胞 、 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 も し く は 植 物 は 、 本 発 明 に よ
る タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ま た は そ れ ら の 相 同 遺 伝 子 を 発 現 す る か ま た は 過
剰 発 現 す る か 、 あ る い は 突 然 変 異 が 導 入 さ れ た 該 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 例 え ば 糖 尿 病 の 病 因 を 研 究 す る た め の モ デ ル と し て 用 い る
こ と が で き る 。
　 本 発 明 に よ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 は 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 を 産 生 す る た め に 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 に 従 っ て 精 製 す る こ と が で き る 。 つ ま
り 、 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 溶 解 産 物 お よ び 抽 出 物 、 ま た は 培 養 上 清 か ら 、 分 画 、 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 法 、 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 免 疫 親 和 性 技 術 な
ど の よ う な 個 別 に ま た は 組 み 合 わ せ で 用 い る 方 法 に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。 好 ま し く
は 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 は 、 遠 心 分 離 に よ る 膜 タ ン パ ク 質 の 分 離 か ら な る 第 一 工 程 、
続 い て T.C. Thomas、 M.G. McNamee (Methods in Enzymology, Guide to Protein Purific
ation, M.P. Deutscher編 、 第 182巻 、 Academic Press, New York, 1990の Purification o
f membrane proteins. 第 IXセ ク シ ョ ン 、 pp 499～ 520)に よ り 記 載 さ れ た 方 法 に よ る 免 疫
親 和 性 に よ る 精 製 か ら な る 第 二 工 程 を 含 む 方 法 に よ り 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 本 発 明 の 修 飾 細 胞 、 特 に 哺 乳 動 物 細 胞 、 ま た は 本 発 明 に よ る ヒ ト 以 外
の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 由 来 の 細 胞 を 、 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 許 容 す る 条 件 下 に 培 養 し
、 そ し て 該 組 換 え タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 換 え ZnT-8タ ン パ
ク 質 を 製 造 す る 方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 の 製 造 方 法 の い ず れ か 1つ に よ り 得 る こ と が で き る こ と を 特 徴 と
す る タ ン パ ク 質 で も あ る 。
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　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 は 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る か ま た は グ リ コ シ ル
化 さ れ て い な い 形 の 両 方 に あ る こ と が で き 、 天 然 タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 を 有 し て い て も よ
い し 、 有 し て い な く て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 膜 内 外 電 位 差 の 研 究 に よ り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 二 次 構 造 が 3つ の 細
胞 外 ア ミ ノ 酸 ル ー プ (ア ミ ノ 酸 96～ 106、 164～ 176お よ び 241～ 245)を 有 す る こ と を 示 し 、
こ れ ら に 指 向 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 製 造 可 能 で あ る 。
　 よ っ て 本 発 明 の 主 題 は 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 で き る こ と を 特 徴 と す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 好 ま し く は 、 該 抗 体 は 、 配 列 番 号 2の 配 列 の タ ン パ ク 質 、 そ の 断 片 、 ま た は 上 記 で 規 定
さ れ る 該 タ ン パ ク 質 の 異 型 を 特 異 的 に 認 識 す る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 は 、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8お よ び 配 列 番 号 10 (PEP1、 PE
P2お よ び PEP4)に 対 応 す る 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ル ー プ 、 お よ び ／ ま た は 配 列
番 号 9 (PEP3)に 対 応 す る 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 ル ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 抗 体 は 、 例 え ば 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は Fabも し く は F(ab')2フ
ラ グ メ ン ト で あ る 。 こ れ ら は 、 検 出 可 能 お よ び ／ ま た は 定 量 可 能 な シ グ ナ ル を 得 る た め に
イ ム ノ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 ま た は 標 識 化 抗 体 の 形 で あ る こ と も で き る 。
　 該 抗 体 は 、 ヒ ト 血 清 か ら 、 ま た は 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 、 特 に 遺 伝 子 組 み 換 え に よ る
か も し く は ペ プ チ ド 合 成 に よ り 産 生 さ れ た も の で 免 疫 さ れ た 動 物 の 血 清 か ら 直 接 得 る こ と
が で き る 。
　 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 通 常 の 手 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。 特 異 的 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 通 常 の ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 主 題 は 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も 1つ の 抗 体 を 含 む タ ン パ ク 質 チ ッ プ で あ
る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 の 、 該 抗 体 を 含 む タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 製 造 す る た め の 使 用
に も 関 す る 。 当 業 者 は 、 選 択 さ れ た 支 持 体 に 応 じ て 、 こ の よ う な チ ッ プ を 製 造 す る た め の
適 切 な 製 造 技 術 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は 抗 体 チ ッ プ の 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 、 好
ま し く は 該 タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 ル ー プ 、 好 ま し く は 配 列 番 号 7～ 配 列 番 号 10
に 相 当 す る 配 列 の 検 出 お よ び ／ ま た は 精 製 た め の 使 用 で も あ る 。
　 一 般 に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の 通 常 ま た は 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 観 察 さ れ な
け れ ば な ら な い い ず れ の 状 況 に お い て 有 利 に 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 特 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 生 体 試 料 中 の こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る の に 用 い 得
る 。 よ っ て 、 こ れ ら は 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 、 特 に 配 列 番 号 2の タ ン パ ク 質 、 ま た は
そ の 異 型 の 一 つ の 、 特 定 の 組 織 切 片 に お け る 発 現 の 免 疫 細 胞 化 学 的 ま た は 免 疫 組 織 化 学 的
な 分 析 を 構 成 す る 。 一 般 に 、 こ の よ う な 分 析 に つ い て は 、 用 い ら れ る 抗 体 は 、 例 え ば 免 疫
蛍 光 化 合 物 を 用 い る か 、 金 標 識 に よ る か 、 ま た は 酵 素 的 イ ム ノ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 形 で 検 出
可 能 と す る た め に 標 識 化 さ れ る 。
　 こ れ ら は 特 に 、 生 体 組 織 ま た は 試 料 中 の こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 異 常 発 現 を 証 明 す る の を
可 能 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 生 体 試 料 を 本 発 明 の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と に あ る 第 一 の 工 程 、 お よ び
い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 形 成 さ れ た 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 証 明 す る こ と に あ る 第 二 工 程
を 含 む 、 生 体 試 料 中 の ZnT-8タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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　 本 発 明 の 主 題 は 、
a) 少 な く と も 1つ の 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ；
b) 免 疫 反 応 中 に 生 成 さ れ た 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 検 出 す る た め の 試 薬
を 含 む 、 上 記 の 方 法 を 行 う た め の キ ッ ト で も あ る 。
　 本 発 明 の 具 体 的 な 実 施 形 態 に よ る と 、 該 キ ッ ト は 免 疫 反 応 を 許 容 す る 媒 体 (medium)を 構
成 す る 試 薬 を 任 意 に 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 、 好 ま し く は ベ ー タ 細 胞 を 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 膵 臓
、 特 に マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ お よ び ブ タ の 膵 臓 を 用 い て 検 出 お よ び ／ ま た は 選 別 す る た
め に 用 い る こ と も で き る 。 こ の 選 別 は 、 単 離 細 胞 に 関 す る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (FACS)装
置 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 島 に つ い て 、 そ の 標 識 化 は 、 現 在 の 分 離 方 法 ： フ ィ コ ー ル
、 ユ ー ロ -フ ィ コ ー ル ま た は フ ィ コ ー ル -ジ ア ト リ ゾ エ ー ト ナ ト リ ウ ム を 用 い る 密 度 勾 配 に
よ る 分 離 、 ま た は 細 胞 セ パ レ ー タ で の ア ル ブ ミ ン 勾 配 で あ る 特 別 の 方 法 を 改 良 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の 主 題 は 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 お よ び ／ ま た は ベ ー タ 細 胞 を 含 み や す い 生
体 試 料 の 細 胞 を 、 本 発 明 に よ る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と に あ る 第 一 工 程 、 い ず れ の 適 切 な 手
段 に よ り 、 抗 体 で 標 識 さ れ た 細 胞 を 証 明 す る こ と に あ る 第 二 工 程 、 な ら び に い ず れ の 適 切
な 手 段 に よ り 、 標 識 さ れ た 細 胞 を 単 離 す る こ と に あ る 第 三 工 程 を 含 む 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島
の ベ ー タ 細 胞 を 選 択 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 抗 体 は 、 幹 細 胞 の 、 特 に ヒ ト ま た は 動 物 の 細 胞 で あ る ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の
ベ ー タ 細 胞 へ の 分 化 の 過 程 を 追 跡 し 、 そ し て ZnT-8タ ン パ ク 質 、 特 に 配 列 番 号 2の 配 列 の タ
ン パ ク 質 を 発 現 す る こ れ ら の 細 胞 を 分 化 の 後 に 選 別 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 つ ま り 、 本 発 明 の 主 題 は 、 分 化 を 受 け る 幹 細 胞 を 含 み や す い 生 体 試 料 の 細 胞 を 、 本 発 明
に よ る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と に あ る 工 程 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 抗 体 で 標 識 さ れ た
細 胞 を 証 明 す る こ と に あ る 第 二 工 程 、 な ら び に い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 標 識 さ れ た 細
胞 を 視 覚 化 す る こ と に あ る 第 三 工 程 を 含 む 、 幹 細 胞 の 膵 臓 島 細 胞 ま た は ベ ー タ 細 胞 へ の 分
化 の 過 程 を 追 跡 す る 方 法 で あ る 。
　 該 方 法 は 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 標 識 さ れ た 細 胞 を 単 離 す る こ と に あ る さ ら な る
工 程 も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 細 胞 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 ま た は DNAチ ッ プ は 、
イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 直 接 的 ま た は 間 接
的 に 相 互 作 用 で き る か 、 お よ び ／ ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 で き る 化 学 的 ま
た は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の 主 題 は 、 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 細 胞 、 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 、 ま た は DNAチ ッ プ と 接 触 さ せ る
こ と に あ る 第 一 工 程 、 お よ び 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 と 、 本 発 明 の 該 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 該 細 胞 、 該 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 ま た は 該 DNAチ ッ プ と の 間 で 形
成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る こ と に あ る 第 二 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ト ロ ま た
は イ ン ビ ボ に お い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 で
き る 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 細 胞 、 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 、 ま た は DNAチ ッ プ と 接 触 さ せ る こ と に あ
る 第 一 工 程 、 お よ び い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 測 定 す る こ
と に あ る 第 二 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お い て 、 本 発 明
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に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 調 節 で き る 化 学 的 ま た は 生 化 学 的
化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 、 細 胞 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ま た は タ ン パ ク 質 チ ッ プ は 、
イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お い て 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相
互 作 用 で き る か 、 お よ び ／ ま た は 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 で き る 化 学 的 ま た
は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の 主 題 は 、 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を 、 本 発 明 に よ る タ ン パ
ク 質 、 細 胞 、 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 、 ま た は タ ン パ ク 質 チ ッ プ と 接 触 さ せ る
こ と に あ る 第 一 工 程 、 お よ び 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 と 、 本 発 明 の 該 タ ン パ ク
質 、 該 細 胞 、 該 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 ま た は 該 タ ン パ ク 質 チ ッ プ と の 間 で 形
成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る こ と に あ る 第 二 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ト ロ ま た
は イ ン ビ ボ に お い て 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 で き る 化
学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 、 細
胞 、 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 、 ま た は タ ン パ ク 質 チ ッ プ と 接 触 さ せ る こ と に あ
る 第 一 工 程 、 お よ び い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 該 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性
を 測 定 す る こ と に あ る 第 二 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お
い て 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 調 節 で
き る 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 医 薬 品 と し て の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 ベ ク
タ ー ま た は 形 質 転 換 細 胞 で も あ る 。
　 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 ベ ク タ ー ま た は 形 質 転 換 細 胞 は 、
特 に 配 列 番 号 1に 対 応 す る 遺 伝 子 の 少 な く と も 1つ の 突 然 変 異 の 存 在 、 お よ び ／ ま た は 配 列
番 号 2に 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 異 常 発 現 に 関 連 す る 糖 尿 病 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 を 意
図 す る か 、 あ る い は イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 に つ い て の 異 常 な 発 現 、 成 熟 も し く は 分 泌 が 観 察
さ れ る 場 合 の 高 イ ン シ ュ リ ン 症 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 を 意 図 す る か 、 あ る い は ベ ー タ
細 胞 お よ び ／ ま た は イ ン シ ュ リ ン 分 泌 の た め に 修 飾 さ れ る こ と と な る 細 胞 に お け る イ ン シ
ュ リ ン の 成 熟 お よ び 分 泌 の 調 節 を 意 図 す る か 、 あ る い は ベ ー タ 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 現 象 の 調
節 を 意 図 す る 医 薬 品 の 製 造 に お い て 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 異 常 発 現 と は 、 過 剰 発 現 、 過 少 発 現 、 ま た は 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 意 味 す る 。 異
常 成 熟 と は 、 プ ロ イ ン シ ュ リ ン か ら イ ン シ ュ リ ン へ の タ ン パ ク 質 溶 解 が な い か 、 ま た は 不
充 分 な も の で あ る か 、 あ る い は 細 胞 内 分 泌 小 胞 に お い て イ ン シ ュ リ ン お よ び 亜 鉛 の 共 結 晶
化 (cocrystalization)が な い か 、 不 充 分 な 共 結 晶 化 で あ る か 、 ま た は 共 結 晶 化 が 過 剰 で あ
る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ ン パ ク 質 ま た は 抗 体 の 、 対 立 遺 伝
子 変 異 、 突 然 変 異 、 欠 失 、 異 型 接 合 性 の 喪 失 、 ま た は 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー
ド す る 遺 伝 子 の い ず れ の 遺 伝 子 の 異 常 (anomaly)を 測 定 す る た め の 使 用 で も あ る 。 遺
伝 子 の 配 列 中 の 突 然 変 異 を 、 核 酸 お よ び 本 発 明 に よ る 配 列 (ゲ ノ ム DNA、 RNAま た は cDNA)の
分 析 に よ る だ け で な く 、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 に よ り 直 接 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。
特 に 、 突 然 変 異 を 有 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 本 発 明 に よ る 抗 体 の 使 用 は 、 「 正 常 な 」 タ
ン パ ク 質 を 「 病 原 性 に 関 連 す る 」 タ ン パ ク 質 か ら 差 別 化 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 当 業 者 は 、 例 え ば mRNAの 分 析 に よ り 、 特 に 本 発 明 の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー を 用 い る
RT-PCRに よ る ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る か 、 あ る い は 発 現 タ ン パ ク 質 の 分 析 に よ り 、 特
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に 本 発 明 に よ る 抗 体 を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 遺 伝 子 の 発 現 に お け る 変 更
を 研 究 す る 技 法 を ど の よ う に 行 う か も 知 っ て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 上 記 の 規 定 の 他 に も 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 実 行 の 例 お よ び 添 付 の 図 面 に 言 及 す る 次 の 記
載 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 他 の 規 定 も 含 む 。 添 付 の 図 面 で は ：
- 図 1は 、 偏 在 的 ア ク チ ン メ ッ セ ン ジ ャ ー (B)の 発 現 と の 比 較 に よ り 、 ZnT-8タ ン パ ク 質 (A)
を エ ン コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 組 織 発 現 の RT-PCR分 析 を 示 す 。 1： 脳 、 2： 心 臓 、 3
： 腎 臓 、 4： 脾 臓 、 5： 肝 臓 、 6： 結 腸 、 7： 肺 、 8： 小 腸 、 9： 筋 肉 、 10： 胃 、 11： 精 巣 、 12
： 胎 盤 、 13： 唾 液 腺 、 14： 甲 状 腺 、 15： 副 腎 、 16： 膵 臓 、 17： 卵 巣 、 18： 子 宮 、 19： 前 立
腺 、 20： 皮 膚 、 21： 白 血 球 、 22： 骨 髄 、 23： 胎 児 の 脳 、 24： 胎 児 の 肝 臓 。 該 mRNAの 発 現 は
、 膵 臓 で の み 検 出 さ れ て い る (レ ー ン 16)。
【 ０ ０ ８ ７ 】
- 図 2は 、 ラ ッ ト の イ ン シ ュ リ ノ ー マ 株 (INS-1、 レ ー ン 1)、 胎 児 (レ ー ン 2)お よ び 成 体 (レ
ー ン 3)の ヒ ト 膵 島 に お け る ZnT-8タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 発 現 の
RT-PCR分 析 を 、 上 皮 細 胞 株 (Hela株 )と の 比 較 に よ り 示 す 。 mRNAは 、 ラ ッ ト イ ン シ ュ リ ノ ー
マ 株 、 な ら び に 成 体 お よ び 胎 児 の 膵 島 で 検 出 さ れ る が 、 上 皮 細 胞 (Hela株 )で は 転 写 産 物 は
検 出 さ れ て い な い 。 ア ク チ ン メ ッ セ ン ジ ャ ー を 対 照 と し て 用 い て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
- 図 3は 、 ZnT-8-GFP融 合 タ ン パ ク 質 の 局 在 化 の 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 上 皮 細 胞 (H
ela株 )で の 蛍 光 顕 微 鏡 分 析 を 示 す 。 蛍 光 は 、 細 胞 質 内 の 小 胞 と 、 原 形 質 膜 に も 局 在 化 し て
い る 。
- 図 4は 、 ZnT-8-GFP融 合 タ ン パ ク 質 の 局 在 化 の 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ラ ッ ト の イ
ン シ ュ リ ノ ー マ 細 胞 (INS-1株 )で の 蛍 光 顕 微 鏡 分 析 を 示 す 。 蛍 光 は 、 分 泌 小 胞 内 に 局 在 化
し 、 ZnT-8の イ ン シ ュ リ ン の 成 熟 化 お よ び エ キ ソ サ イ ト ー シ ス に お け る 役 割 を 示 唆 し て い
る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 説 明 で あ り 、 こ れ を い ず れ の 方 法 に よ り 限 定 す る も の で は な
い 。

： ZnT-8タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
　 遺 伝 子 と よ ば れ る ZnT-8タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 バ イ オ イ ン フ ォ ー
マ テ ィ ク ス に よ り 、 フ ァ ミ リ ー の 遺 伝 子 と 相 同 な 遺 伝 子 を 、 入 手 可 能 な ヒ ト ゲ ノ ム 配
列 を 用 い て 探 索 す る こ と に よ り 同 定 し た 。 ゲ ノ ム 配 列 の 分 析 は 、 遺 伝 子 の イ ン ト ロ
ン /エ キ ソ ン 機 構 を 限 定 し (localize)、 そ し て 規 定 す る こ と を 可 能 に し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ZnT-8を エ ン コ ー ド す る cDNAを 、 RT-PCRに よ り 、 T. Kenmochiら (Pancreas、 2000、 20、 2
、 184～ 90)に 記 載 の 技 法 に よ り 調 製 し た ヒ ト 膵 島 の mRNAか ら 、 遺 伝 子 の 配 列 か ら 規
定 し た プ ラ イ マ ー 対 (配 列 番 号 5： 5'-ACTCTAGAATGGAGTTTCTTGAAAGAACGT Aお よ び 配 列 番 号 6
： 5'-AATCTA GAGTCACAGGGGTCTTCACAGA)を 用 い て 増 幅 し た 。
　 よ り 明 確 に は 、 全 RNAを 島 か ら RNA抽 出 キ ッ ト (Roche)を 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て
用 い て 抽 出 し た 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た RNAを 、 250 nmの 吸 光 度 で 測 定 す る こ と に よ り
ア ッ セ イ し 、 -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 増 幅 を 、 Titanワ ン チ ュ ー ブ RT-PCRキ ッ ト (Roche)を 用 い て 、 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従
っ て 、 配 列 番 号 5お よ び 配 列 番 号 6の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 行 っ た 。 逆 転 写 を 52℃ で 30分 間
行 い 、 合 成 さ れ た cDNAを 30サ イ ク ル (94℃ で 30秒 、 53℃ で 30秒 、 72℃ で 1分 )お よ び 72℃ で 5
分 間 の 最 後 の 伸 長 に よ り 増 幅 し た 。 増 幅 産 物 を エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド の 存 在 下 に ア ガ ロ ー
ス ゲ ル 電 気 泳 動 (1.5%)に よ り 分 離 し 、 配 列 番 号 1の 配 列 を 有 す る cDNA配 列 を 含 む 1123塩 基
対 の 増 幅 産 物 を 、 核 酸 精 製 キ ッ ト (QIAGEN)を 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 用 い て 精 製 し
た 。
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【 ０ ０ ９ ２ 】
： ZnT-8タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 組 織 発 現 の 分 析

　 ZnT-8タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 発 現 を 、 種 々 の ヒ ト の 組 織 か ら
調 製 さ れ た 市 販 の cDNAに つ い て 、 次 の プ ラ イ マ ー ： 配 列 番 号 3： 5'-GAT GCT GCC CAC CTC 
TTA ATT GACお よ び 配 列 番 号 4： 5'-TCA TCT TTT CCA TCC TGG TCT TGGを 用 い て PCRに よ り
分 析 し た 。 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 3お よ び 配 列 番 号 4)は 、 ゲ ノ ム 配 列 の 増 幅 を 避 け る た め に
2つ の 異 な る エ キ ソ ン に お い て 選 択 し た 。 試 験 し た 組 織 は ： 1： 脳 、 2： 心 臓 、 3： 腎 臓 、 4
： 脾 臓 、 5肝 臓 、 6： 結 腸 、 7： 肺 、 8： 小 腸 、 9： 筋 肉 、 10： 胃 、 11： 精 巣 、 12： 胎 盤 、 13
： 唾 液 腺 、 14： 甲 状 腺 、 15： 副 腎 皮 質 、 16： 膵 臓 、 17： 卵 巣 、 18： 子 宮 、 19： 前 立 腺 、 20
： 皮 膚 、 21： 血 液 の 白 血 球 、 22： 骨 髄 、 23： 胎 児 の 脳 、 24： 胎 児 の 肝 臓 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 よ り 明 確 に は 、 cDNA 2μ lを 、 2種 の 特 定 の プ ラ イ マ ー (1μ Mの 最 終 濃 度 )お よ び 通 常 の PC
Rミ ク ス チ ャ ー (Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 1ユ ニ ッ ト 、 1.5 mMマ グ ネ シ ウ ム を 含 む バ ッ フ ァ ー 、
10 mM dNTP)と 混 合 し た 。 増 幅 を 30サ イ ク ル (94℃ で 30秒 、 53℃ で 30秒 、 72℃ で 1分 )お よ び
72℃ で 5分 の 最 後 の 伸 長 に よ り 行 っ た 。 次 い で 産 物 を 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド の 存 在 下 に
ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 (1.5%)に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 図 1に 示 す 結 果 は 、 対 照 と し て 用 い た ア ク チ ン メ ッ セ ン ジ ャ ー と の 比 較 に よ り (図 1B)、
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る mRNAが 、 膵 臓 細 胞 に お い て の み 発 現 さ れ (図 1Aの レ
ー ン 16)、 分 析 し た 他 の 23種 の 組 織 の 細 胞 で は 発 現 さ れ て い な い (図 1Aの レ ー ン 1～ 15お よ
び 17～ 24)こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

： 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 、 胎 児 お よ び 成 体 の
膵 臓 細 胞 お よ び ラ ッ ト の イ ン シ ュ リ ノ ー マ 株 (INS-1)に お け る 発 現
　 ZnT-8タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 発 現 の 分 析 を 、 RT-PCRに よ り 、
種 々 の ヒ ト の 組 織 ： 成 体 お よ び 胎 児 の ヒ ト 膵 島 、 ラ ッ ト の イ ン シ ュ リ ノ ー マ 株 (INS-1； As
fari M.ら 、 Endocrinology、 1992、 130、 1、 167～ 78)か ら の RNAを 用 い て 、 対 象 と し て ヒ
ト 上 皮 細 胞 株 (Hela)を 用 い る 比 較 に よ り 行 っ た 。 10 6 細 胞 を 、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (PBS)で 2
回 洗 浄 し 、 次 い で 3分 間 、 2000 gで 遠 心 分 離 す る 。 全 RNAを 、 実 施 例 1で 記 載 の よ う に し て
抽 出 し 、 RNA濃 度 を ZnT-8に つ い て 1 ng/μ lに 、 ま た は β -ア ク チ ン 対 照 に つ い て は 1 pg/μ
lに 調 整 す る 。 転 写 産 物 は 増 幅 さ れ 、 増 幅 産 物 を 、 次 い で 実 施 例 2に 記 載 の よ う に し て 分 析
す る 。
　 図 2に 示 す 結 果 は 、 ZnT-8タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る mRNAが 、 胎 児 お よ び 成 体 の ヒ ト 膵
島 な ら び に ラ ッ ト イ ン シ ュ リ ノ ー マ 株 (INS-1)に お い て 発 現 さ れ て い る が 、 上 皮 細 胞 株 (He
la株 )に お い て 発 現 さ れ て い な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

： ZnT-8/GFP融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現
　 タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 1の 配 列 に 対 応 す る cDNAに よ り エ ン コ ー ド さ れ る ヒ ト タ ン パ ク
質 (ZnT-8)で あ る 。 実 施 例 1に よ り 得 ら れ た 1123塩 基 対 の PCR産 物 を 、 制 限 酵 素 に よ り
消 化 し 、 次 い で ベ ク タ ー pcDNA3.1-CT-GFP (Invitrogen)に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 pZnT-8-GFP
と よ ば れ る ベ ク タ ー を 得 て 、 こ れ を 配 列 決 定 に よ り 確 か め た 。
　 ベ ク タ ー pZnT-8-GFPを 、 一 時 的 に (transiently)上 皮 細 胞 株 (Hela)に ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し 、 そ し て ラ ッ ト イ ン シ ュ リ ノ ー マ 株 (INS-1)に 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Hela上 皮 細 胞 (ATCC 番 号 CCL-2)を 、 5%の 補 体 除 去 (decomplemented)仔 ウ シ 血 清 お よ び 2 
mMの グ ル タ ミ ン を 補 っ た Opti-MEM培 地 (改 変 イ ー グ ル 培 地 、 Life Technologies)で 培 養 す
る 。 細 胞 を 37℃ で 、 5% CO 2 を 供 給 す る 加 湿 環 境 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
　 INS-1細 胞 を 、 ウ シ 胎 児 血 清 (10%)、 2-メ ル カ プ ト エ タ ン -1-オ ー ル (50μ M)、 ピ ル ビ ン 酸
ナ ト リ ウ ム (1 mM)、 HEPES (10 mM)、 L-グ ル タ ミ ン (2 mM)、 100 U/ml ペ ニ シ リ ン お よ び ス
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ト レ プ ト マ イ シ ン (100 μ g/ml)を 補 っ た RPMI培 地 (Life Technologies)で 培 養 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 35 mmの ペ ト リ 皿 で 培 養 さ れ た 細 胞 を 、 ベ ク タ ー pZnT-8-GFP (10 6 細 胞 当 た り 1μ gの DNA)
で 、 Exgen500 (Euromedex)試 薬 を 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン す る 。 ベ ク タ ー ZnT-8-GFPで の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 INS-1細 胞 を 選 択 し 、 G418 4
00 μ g/mlを 補 っ た 前 記 と 同 じ 培 地 に お い て ク ロ ー ニ ン グ し 、 次 い で ク ロ ー ン の 蛍 光 を 倒
立 蛍 光 顕 微 鏡 (Axiovert、 Zeiss)で 、 次 の パ ラ メ ー タ ： 励 起 波 長 ： 450～ 490 nm； 蛍 光 波 長
： 520 nmを 用 い て 観 察 す る 。
　 Hela細 胞 で の ZnT-8-GFP融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 48時 間 で 、
安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た INS-1細 胞 ク ロ ー ン に つ い て 、 上 記 で 詳 述 し た よ う
に し て 蛍 光 を 観 察 す る こ と に よ り 分 析 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 図 3に 示 す 結 果 (Hela株 )は 、 ZnT-8タ ン パ ク 質 が 細 胞 質 内 小 胞 内 お よ び 原 形 質 膜 上 に も 局
在 化 さ れ て い る こ と を 示 す 。 こ の 局 在 化 は 、 ZnT-8タ ン パ ク 質 が 細 胞 外 排 出 経 路 を と り 、
そ し て 細 胞 の 表 面 に あ る こ と を 示 す 。
　 図 4に 示 す 結 果 (INS-1株 )は 、 ZnT-8タ ン パ ク 質 が イ ン シ ュ リ ン 分 泌 小 胞 内 に 局 在 化 さ れ
て い る こ と を 示 す 。 こ の 局 在 化 は 、 ZnT-8が イ ン シ ュ リ ン の 成 熟 に 関 す る こ と を 示 す 。 さ
ら に 、 こ の 実 験 は 基 礎 的 な レ ベ ル (グ ル コ ー ス で の 刺 激 な し で )行 っ て い る の で 、 グ ル コ ー
ス で の 刺 激 の 後 に は 、 タ ン パ ク 質 は イ ン シ ュ リ ン エ キ ソ サ イ ト ー シ ス の 間 に 原 形 質 膜 上 に
も 存 在 す る だ ろ う 。
【 ０ １ ０ ０ 】

： ZnT-8タ ン パ ク 質 の 配 列 の 分 析
　 ZnT-8の 一 次 配 列 の 分 析 お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン の 予 測 を TMpred(http://www.ch.embnet.o
rg/ software/TMPRED_form.html)お よ び SOSUI (http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/
sosuimenu0.html)プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 っ た 。
　 完 全 ZnT-8タ ン パ ク 質 は 、 6つ の 推 定 膜 貫 通 ド メ イ ン (ア ミ ノ 酸 74～ 95、 107～ 126、 141～
163、 177～ 196、 216～ 240お よ び 246～ 267)を 有 し 、 N-末 端 お よ び C-末 端 の 端 は 細 胞 質 に 位
置 し て い る 。
【 ０ １ ０ １ 】

： ZnT-8の 細 胞 外 ル ー プ (PEP1、 PEP2お よ び PEP4)と 細 胞 内 ル ー プ (PEP3)に 指 向 さ れ
た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 配 列 番 号 7： PEP1： HIAGSLAVVTDAAHLL； 配 列 番 号 8： PEP2： CERLLYPDYQIQATV； 配 列 番 号 9
： PEP3： CLGHNHKEVQANASVRお よ び 配 列 番 号 10： PEP4： YFKPEYKIADPICの 配 列 を 有 す る エ ピ
ト ー プ に 対 応 す る ペ プ チ ド を 、 Merrifieldら (J. Am. Chem. Soc.、 1964、 85： 2149～ ) (1
946)に よ り 初 め に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 固 相 合 成 し 、 精 製 し て キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 (例
え ば ア ル ブ ミ ン )と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ペ プ チ ド を 、 次 の 免 疫 化 プ ロ
ト コ ル に 従 っ て ウ サ ギ に 注 入 し た 。
　 D0： 第 1回 免 疫 ； D14： 第 2回 免 疫 ； D28： 第 3回 免 疫 ； D38： 特 異 性 の 確 認 ； D56： 第 4回 免
疫 ； D66お よ び D80： 血 清 の 採 取 。 血 清 は 、 直 接 ま た は 酸 性 媒 体 で の 溶 出 を 用 い る プ ロ テ イ
ン Aカ ラ ム で の 精 製 の 後 に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 操 作 は 、 ベ ル ギ ー の Eurogentec 
SA社 に よ り 依 頼 人 の 材 料 お よ び 要 求 を 用 い て 行 わ れ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】

： 実 施 例 6で 得 ら れ る 抗 体 の 蛍 光 標 識
　 抗 体 を プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム (Pharmacia)で の 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る 。
 0.15 M NaClを 含 む 10 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 pH 7.4で 平 衡 化 し た カ ラ ム (1 ml
)に 、 血 清 5 mlを の せ 、 同 じ バ ッ フ ァ ー 20 mlで 、 結 合 し な か っ た タ ン パ ク 質 を 溶 出 す る た
め に 洗 浄 す る 。 次 い で 抗 体 を 0.1M グ リ シ ン -HCl溶 液 、 pH 2.5で は ず し 、 次 い で 2M Tris-H
Clバ ッ フ ァ ー 、 pH 10.0 40μ lで 中 和 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 抗 体 2 mgを 、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 、 pH 8.0 1 ml中 に 希 釈 す る 。 NHS-FITCの 溶 液  (SIGMA；
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DMSO中 に 1 mg/ml)を そ の 場 で 調 製 す る 。 NHS-FITC溶 液 75μ lを 抗 体 溶 液 と 混 合 し 、 次 い で
周 囲 温 度 で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 標 識 抗 体 を PD-10カ ラ ム (PHARMACIA)で 、 次 の 様 式
で 精 製 す る ： カ ラ ム を PBS 30 ml で 洗 浄 し 、 精 製 さ れ る こ と と な る 標 識 抗 体 の 溶 液 1 ml、
次 い で PBS 5 mlを の せ て 、 続 い て 2 mlの フ ラ ク シ ョ ン を 回 収 す る 。 標 識 抗 体 を 含 有 す る 2
番 目 の フ ラ ク シ ョ ン を 保 存 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ６ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 偏 在 的 ア ク チ ン メ ッ セ ン ジ ャ ー (B)の 発 現 と の 比 較 に よ り 、 ZnT-8タ ン パ
ク 質 (A)を エ ン コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 組 織 発 現 の RT-PCR分 析 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 ラ ッ ト の イ ン シ ュ リ ノ ー マ 株 (INS-1、 レ ー ン 1)、 胎 児 (レ ー ン 2)お よ び 成
体 (レ ー ン 3)の ヒ ト 膵 島 に お け る ZnT-8タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの
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発 現 の RT-PCR分 析 を 、 上 皮 細 胞 株 (Hela株 )と の 比 較 に よ り 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 ZnT-8-GFP融 合 タ ン パ ク 質 の 局 在 化 の 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 上 皮
細 胞 (Hela株 )で の 蛍 光 顕 微 鏡 分 析 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 ZnT-8-GFP融 合 タ ン パ ク 質 の 局 在 化 の 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ラ ッ
ト の イ ン シ ュ リ ノ ー マ 細 胞 (INS-1株 )で の 蛍 光 顕 微 鏡 分 析 を 示 す 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 1月 14日 (2005.1.14)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 - 次 の 配 列 ： (a) 配 列 番 号 1の 配 列 、 (b) 少 な く と も 15個 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列
番 号 1の 配 列 の 断 片 、 (c) 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 に 、 (a)ま た は (b)で 規 定 さ れ る 配 列 の 1
つ と 少 な く と も 80%の パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 を 示 す 配 列 、 お よ び (d) (a)、 (b)ま た は (c)で
規 定 さ れ る 配 列 の 1つ に 相 補 的 な セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 配 列 の 1つ を 含 む か ま た は 有 す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に
- 次 の 配 列 ： (e) 配 列 番 号 2の 配 列 、 (f) 少 な く と も 15個 連 続 す る ア ミ ノ 酸 の 配 列 番 号 2の
配 列 の 断 片 、 (g) 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の 後 に 、 (e)ま た は (f)で 規 定 さ れ る 配 列 の 1つ と 少
な く と も 60%の パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 、 ま た は 少 な く と も 65%の 類 似 性 、 好 ま し く は 80%の
同 一 性 も し く は 少 な く と も 90%の 類 似 性 、 よ り 好 ま し く は 90%の 同 一 性 も し く は 少 な く と も
95%の 類 似 性 を 示 す 配 列 の 1つ を 含 む か ま た は 有 す る 上 記 の (a)、 (b)、 (c)ま た は (d)で 規 定
さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 、 膵
臓 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の ベ ー タ 細 胞 の 特 異 的 マ ー カ ー と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
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　 (c)で 規 定 さ れ る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 1の 配 列 の 異 型 で あ り 、 配 列 番 号 1
の 配 列 に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 修 飾 を も た ら す 突 然 変 異 を 含
む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 (b)ま た は (d)で 規 定 さ れ る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 プ ラ イ マ ー 対 の 配 列 番 号 3お よ び
配 列 番 号 4、 な ら び に プ ラ イ マ ー 対 の 配 列 番 号 5お よ び 配 列 番 号 6か ら 選 択 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 請 求 項 3で 規 定 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 を 用 い る 増 幅 に よ り 得 る
こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 (d)で 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る mRNAと の 相 互 作
用 に よ り 、 そ の 分 解 を 引 き 起 こ す 小 型 干 渉 RNA (siRNA)で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 (g)で 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 2の 配 列 の 異 型 で あ り 、 糖 尿 病 ま た は 高 イ ン シ
ュ リ ン 症 に 関 連 す る 突 然 変 異 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 (f)で 規 定 さ れ る 断 片 が 、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 10の 配 列 か
ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 (a) 配 列 番 号 1の 配 列 、
(b) 少 な く と も 20の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 番 号 1の 配 列 の 断 片 、
(c) (a)、 (b)ま た は (c)で 規 定 さ れ る 配 列 の 1つ に 相 補 的 な セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス 配 列
か ら 選 択 さ れ 、
NCBI デ ー タ ベ ー ス に お い て 、 受 理 番 号 No. AX526723、 No. AX526725お よ び No. AX526727
を 有 す る 配 列 に 含 ま れ る 少 な く と も 15の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 、 GenBankデ ー タ ベ
ー ス に お い て 、 受 理 番 号 BM565129、 BM310003、 BM875526、 BG655918、 BQ417284、 BQ267316
、 BU072134、 BQ267526、 BQ270198、 BU581447、 BU070173、 BQ631692お よ び BU949895を 有 す
る EST、 な ら び に NCBIデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 受 理 番 号 AX526723、 AX526725お よ び AX52672
7を 有 す る 配 列 を 除 く
配 列 を 含 む か あ る い は 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の よ う に し て 用 い 得 る 単 離
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 8に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1に 規 定 さ れ る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 核 酸 を 検 出 、 同 定 ま た は ア ッ セ イ す る た め の プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 3に 規 定 さ れ る プ ラ イ マ ー 対 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1に 記 載 の
よ う に し て 用 い 得 る 核 酸 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 1に 記 載 の よ う に し て 用 い る こ と が で き 、 請 求 項 10に 記 載 の プ ラ イ マ ー を 用 い て
増 幅 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 1に 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 し 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る mRNA
と の 相 互 作 用 に よ り 、 そ の 分 解 を 引 き 起 こ す 小 型 干 渉 RNAで あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 8
ま た は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 生 体 試 料 か ら RNAを 得 る こ と に あ る 第 一 工 程 、 該 RNAを 、 請
求 項 8、 9ま た は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 標 識 プ ロ ー ブ と 、 該 R
NAと 該 プ ロ ー ブ と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と に あ る
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第 二 工 程 、 お よ び 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド を 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 明 ら か に す る こ
と か ら な る 第 三 工 程 を 含 む 、 生 体 試 料 に お い て 、 請 求 項 8ま た は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に 対 応 す る 遺 伝 子 の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル 、 あ る い は 該 プ ロ フ ィ ー ル の 変 更 を 測 定 す る 方
法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 二 工 程 が 、 逆 転 写 お よ び ／ ま た は 請 求 項 10に 記 載 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 行 わ れ る 転
写 産 物 の 増 幅 か ら な る 工 程 で あ り 、 第 三 工 程 が 、 増 幅 さ れ た 核 酸 を い ず れ の 適 切 な 手 段 に
よ り 明 ら か に す る こ と に あ る 工 程 で あ る 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 遺 伝 子 の 転 写 の レ ベ ル を 、 予 め 選 択 し た 対 照 と の 比 較 に よ り 評 価 す る こ と に あ る 工 程 も
含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 13ま た は 14の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 生 体 試 料 か ら DNAを 得 る こ と に あ る 第 一 工 程 、 該 DNAを 、 請
求 項 8、 9ま た は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 標 識 プ ロ ー ブ と 、 該 D
NAと 該 プ ロ ー ブ と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 す る 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と に あ る
第 二 工 程 、 お よ び 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド を 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 明 ら か に す る こ
と に あ る 第 三 工 程 を 含 む 、 生 体 試 料 に お い て 、 請 求 項 8も し く は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に 対 応 す る 遺 伝 子 、 ま た は 該 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 ま た は 該 遺 伝 子 の 機 能 的 変
更 を 証 明 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 二 工 程 が 、 請 求 項 10に 記 載 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 行 わ れ る 増 幅 工 程 で あ り 、 第 三 工
程 が 、 形 成 さ れ た 増 幅 核 酸 を い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 明 ら か に す る こ と に あ る 工 程 で あ
る 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 証 明 さ れ た 核 酸 を 単 離 し て 配 列 決 定 す る こ と に あ る 工 程 も 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
16ま た は 17の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 a) 少 な く と も 1つ の 請 求 項 9に 記 載 の プ ロ ー ブ お よ び ／ ま た は 1つ の 請 求 項 10に 記 載 の プ
ラ イ マ ー 対 ；
b) 該 プ ロ ー ブ お よ び ／ ま た は プ ラ イ マ ー と 生 体 試 料 の 核 酸 と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 反 応 を 行 う の に 必 要 な 試 薬 ；
c) 増 幅 反 応 を 行 う の に 必 要 な 試 薬 ；
d) 該 プ ロ ー ブ と 生 体 試 料 の 核 酸 と の 間 に 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 、 も し く は 形 成 さ れ た
増 幅 核 酸 を 検 出 お よ び ／ ま た は ア ッ セ イ す る の に 必 要 な 試 薬
を 含 む 、 請 求 項 13～ 18の い ず れ か 1つ に 記 載 の 方 法 を 行 う た め の 試 薬 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 少 な く と も 1つ の 請 求 項 8ま た は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む DNAチ ッ プ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 8ま た は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 DNAチ ッ プ を 製 造 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 a) 請 求 項 8ま た は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る 輸 送 体 の モ デ ル
細 胞 株 中 で の 過 剰 発 現 、 お よ び グ ル コ ー ス で の 刺 激 に 応 答 し た イ ン シ ュ リ ン 分 泌 へ の 影 響
；
b) 酸 化 ス ト レ ス ま た は 亜 鉛 濃 度 が 低 い か も し く は 高 い 状 態 に よ り 誘 導 さ れ る 細 胞 死 (ア ポ
ト ー シ ス )へ の 細 胞 の 感 受 性 ；
c) 種 々 の 外 因 性 の 刺 激 に 応 答 し た 幹 細 胞 の イ ン シ ュ リ ン 分 泌 性 細 胞 へ の 分 化 の 工 程
を 研 究 す る た め の 手 段 と し て の 、 請 求 項 8、 11ま た は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の イ ン ビ ト ロ で の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 8、 11ま た は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 挿 入 を 含 む こ と
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を 特 徴 と す る ク ロ ー ニ ン グ お よ び ／ ま た は 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 8、 11も し く は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 23に 記
載 の ベ ク タ ー で 修 飾 さ れ た 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 そ の 全 て ま た は い く つ か の 細 胞 が 、 請 求 項 8、 11も し く は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 23に 記 載 の ベ ク タ ー を 、 遊 離 も し く は 組 み 込 ま れ た 形 で 含 む
こ と を 特 徴 と す る ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 24に 記 載 の 修 飾 さ れ た 細 胞 、 ま た は 請 求 項 25に 記 載 の ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 生 物 の 、 請 求 項 8も し く は 11に 記 載 の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ
る か 、 ま た は 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 10の 配 列 か ら 選 択 さ れ る
タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 の 製 造 の た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 8も し く は 11に 記 載 の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る か 、 ま た
は 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 10の 配 列 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質
ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 24に 記 載 の 修 飾 さ れ た 細 胞 、 特 に 哺 乳 動
物 細 胞 、 ま た は 請 求 項 25に 記 載 の ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 か ら の 細 胞 を 、 該 タ
ン パ ク 質 の 発 現 を 許 容 す る 条 件 下 で 培 養 し 、 該 組 換 え タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と を 含 む こ
と 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 配 列 番 号 2の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 ラ ン
ゲ ル ハ ン ス 島 も し く は ベ ー タ 細 胞 を 検 出 お よ び ／ ま た は 選 別 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 配 列 番 号 2の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 幹 細
胞 の 膵 臓 島 細 胞 、 好 ま し く は ベ ー タ 細 胞 へ の 分 化 を 分 析 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 お よ び ／ ま た は ベ ー タ 細 胞 を 含 み や す い 生 体 試 料 の 細 胞 を 、 配 列 番 号
2の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と に
あ る 第 一 工 程 、 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 抗 体 で 標 識 さ れ た 細 胞 を 証 明 す る こ と に あ る
第 二 工 程 、 な ら び に い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 標 識 さ れ た 細 胞 を 単 離 す る こ と に あ る 第
三 工 程 を 含 む 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の ベ ー タ 細 胞 を 選 択 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 分 化 を 受 け る 幹 細 胞 を 含 み や す い 生 体 試 料 の 細 胞 を 、 配 列 番 号 2の タ ン パ ク 質 に 特 異 的
な モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と に あ る 工 程 、 い ず れ の 適 切
な 手 段 に よ り 、 抗 体 で 標 識 さ れ た 細 胞 を 証 明 す る こ と に あ る 第 二 工 程 、 な ら び に い ず れ の
適 切 な 手 段 に よ り 、 標 識 さ れ た 細 胞 を 視 覚 化 す る こ と に あ る 第 三 工 程 を 含 む 、 幹 細 胞 の 膵
臓 島 細 胞 ま た は ベ ー タ 細 胞 へ の 分 化 を 分 析 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 標 識 さ れ た 細 胞 を 単 離 す る こ と に あ る さ ら な る 工 程 も 含 む
請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を 、 請 求 項 8も し く は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 24に 記 載 の 細 胞 、 ま た は 請 求 項 25に 記 載 の ヒ ト 以 外 の ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 、 ま た は 請 求 項 20に 記 載 の DNAチ ッ プ と 接 触 さ せ る こ と に あ る 第 一 工 程
、 お よ び 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 と 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 該 細 胞 ま た は
該 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 ま た は 該 DNAチ ッ プ と の 間 で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検
出 す る こ と に あ る 第 二 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お い て
、 請 求 項 8も し く は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相
互 作 用 で き る 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ４ 】
　 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を 、 請 求 項 8も し く は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 24に 記 載 の 細 胞 、 ま た は 請 求 項 25に 記 載 の ヒ ト 以 外 の ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 、 ま た は 請 求 項 20に 記 載 の DNAチ ッ プ と 接 触 さ せ る こ と に あ る 第 一 工 程
、 お よ び い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 、 請 求 項 8ま た は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 発 現 を 測 定 す る こ と に あ る 第 二 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ト ロ ま た は
イ ン ビ ボ に お い て 、 請 求 項 8も し く は 11の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を
直 接 的 ま た は 間 接 的 に 調 節 で き る 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を 、 請 求 項 8も し く は 11に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に よ り エ ン コ ー ド さ れ る か 、 ま た は 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 10
の 配 列 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 も し く は タ ン パ ク 質 断 片 、 ま た は 請 求 項 24に 記 載 の 細 胞
、 ま た は 請 求 項 25に 記 載 の ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 と 接 触 さ せ る こ と に あ る 第
一 工 程 、 お よ び 候 補 の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 と 、 該 タ ン パ ク 質 ま た は 該 細 胞 ま た は
該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 と の 間 で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る こ と に あ る 第 二 工 程 を 含
む こ と を 特 徴 と す る 、 糖 尿 病 ま た は 高 イ ン シ ュ リ ン 症 の 治 療 に 潜 在 的 に 用 い る こ と が で き
る 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 8、 11ま た は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 8も し く は 11に
記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 、 配 列
番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 10の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 2の タ ン
パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 、 請 求 項 23に 記 載 の ベ ク タ ー お よ び 請 求 項 24に 記 載 の 修 飾 さ れ た 細
胞 か ら 選 択 さ れ る 物 質 を 含 む 医 薬 品 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 8、 11ま た は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 8も し く は 11に
記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 、 配 列
番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 10の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 2の タ ン
パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 、 請 求 項 23に 記 載 の ベ ク タ ー お よ び 請 求 項 24に 記 載 の 修 飾 さ れ た 細
胞 か ら 選 択 さ れ る 物 質 の 、 特 に 配 列 番 号 1に 対 応 す る 遺 伝 子 の 少 な く と も 1つ の 突 然 変 異 の
存 在 お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 2に 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 異 常 発 現 に 関 連 す る 糖 尿 病 の 予 防
お よ び ／ ま た は 治 療 を 意 図 す る か 、 あ る い は イ ン シ ュ リ ン 遺 伝 子 に つ い て の 異 常 な 発 現 、
成 熟 も し く は 分 泌 が 観 察 さ れ る 場 合 の 高 イ ン シ ュ リ ン 症 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 を 意 図
す る か 、 あ る い は ベ ー タ 細 胞 も し く は イ ン シ ュ リ ン 分 泌 の た め に 修 飾 さ れ る こ と と な る 細
胞 に お け る イ ン シ ュ リ ン の 成 熟 お よ び ／ ま た は 分 泌 の 調 節 を 意 図 す る か 、 あ る い は ベ ー タ
細 胞 ア ポ ト ー シ ス 現 象 の 調 節 を 意 図 す る 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 8、 11ま た は 12の い ず れ か 1つ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 8ま た は 11に 記
載 の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り エ ン コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 、
配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 10の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 配 列
番 号 2の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 の 、 対 立 遺 伝 子 変 異 、 突 然 変 異 、 欠 失 、 異 型 接 合 性 の
喪 失 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 の い ず れ の 異 常 を 測 定 す る た め の 使 用
。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)   1/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ  21/02    　　　Ｃ          　　　　　
                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)   1/04     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/02    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２ＱＣ１２Ｑ   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)   1/68     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/04    　　　　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)  33/15     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)  33/50     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)   5/10     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｎ          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  14/47     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ｆ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｋ  37/02    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｃ０７Ｋ  14/47    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(
AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,
GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,
DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,M
K,MN,MW,MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN
,YU,ZA,ZM,ZW
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            フランス、エフ－３８０４１　グルノーブル、ドメイン　ユニベルシテアー　ド　サン－マルティ
            ン　デレス（番地なし）
            Ｄｏｍａｉｎｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｉｒｅ　ｄｅ　Ｓａｉｎｔ－Ｍａｒｔｉｎ　ｄ’Ｈｅｒｅ
            ｓ，Ｆ－３８０４１　ＧＲＥＮＯＢＬＥ，ＦＲＡＮＣＥ
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　　　　 　　  4B024 AA01  AA11  AA19  BA80  CA04  CA05  CA06  CA09  CA11  CA12 
　　　　 　　        DA03  EA04  FA02  FA10  GA11  GA18  HA03  HA08  HA09  HA12 
　　　　 　　        HA14 
　　　　 　　  4B029 AA07  AA21  AA23  BB20  CC03  FA12  FA15 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA08  QA13  QA17  QA18  QQ03  QQ08  QQ20  QQ42  QQ52 
　　　　 　　        QQ53  QR08  QR32  QR33  QR36  QR42  QR44  QR48  QR50  QR55 
　　　　 　　        QR59  QR62  QR66  QR69  QR77  QR82  QS12  QS16  QS24  QS25 
　　　　 　　        QS28  QS34  QS36  QS39  QX02 
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　　　　 　　  4C086 AA01  EA16  MA01  MA04  NA14  ZC35 
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摘要(译)

分离的核酸（I）包含或对应于1110bp的人序列（1），复制的或其衍生物。分离的核酸（I）包含或对应于：（i）1110bp的人序列
（1）; （ii）（1）的片段，其含有除表达序列标签GenBank BM565129，BM310003，BM875526，BG655918，BQ417284，
BQ267316，BU072134，BQ267526，BQ270198，BU581447，BU070173和BQ631692之外的至少15个连续核苷酸（nt）; 
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（iii）在最佳比对后，与（i）或（ii）至少80％相同的序列; （iv）在严格
条件下与（i）或（ii）杂交的序列;或（v）（i） - （iv）的补语，正义或
反义。还包括以下独立权利要求：（1）用于检测，鉴定或确定由（I）
组成的其他生物中的相应核酸的探针; （2）用于扩增由（I）组成的其他
生物中的相应核酸的引物; （3）用（2）的引物扩增得到的多核苷酸
（Ia）; （4）确定对应于（I）的基因的转录谱或其变化; （5）检测对应
于（I）的基因，其等位基因变体和功能改变的方法; （6）方法（4）和
（5）的试剂盒; （7）DNA芯片包括至少一个（I）; （8）具有369个氨
基酸序列的分离的蛋白质（II）（2），其拷贝，其类似物，片段和变
体，或由（I）编码的任何蛋白质; （9）含有至少一种（II）的蛋白质芯
片; （10）含有（I）的克隆和/或表达载体; （11）由至少一种（I）或
（10）的载体转化的细胞; （12）非人转基因生物，其中至少一些细胞含
有游离或整合形式的（I）或（10）的载体; （13）通过培养（11）的细
胞或（12）的生物制备（II）; （14）通过方法（13）制备的蛋白质
（IIa）; （15）特异性识别（II）或（IIa）的单克隆或多克隆抗体
（Ab）; （16）含有至少一个Ab的蛋白质芯片; （17）用于执行方法（17）的试剂盒; （18）用Ab选择朗格汉斯岛的β细胞; （19）
用Ab监测干细胞向胰岛细胞和β细胞的分化; （20）筛选（生物）化学品，其直接或间接地与（I），（Ia），（II）或（IIa）相互作
用，在体外或体内。 - 活动：抗糖尿病。没有给出抗糖尿病活性测试的细节。 - 作用机制：调节锌转运蛋白ZnT-8的活性或表达，
涉及成熟和胞吐作用。胰岛素。


