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(54)【発明の名称】 エンドゼピン様ポリペプチドおよびエンドゼピン様ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド

(57)【要約】
エンドゼピン様ポリペプチドをコードする新規のヒト核
酸配列が、本明細書中で開示される。これらの核酸配列
によってコードされるポリペプチド、およびこのポリペ
プチドに免疫特異的に結合する抗体、ならびに上述のポ
リペプチド、ポリヌクレオチド、または抗体の誘導体、
改変体、変異体、またはフラグメントもまた開示される
。本発明はさらに、この新規のヒトエンドゼピン様核酸
およびタンパク質を含む、障害の診断、処置、および予
防のための、治療学的方法、診断的方法、および研究方
法をさらに開示する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離されたポリペプチドであって、以下：

（ａ）配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、

２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、

および４９からなる群から選択される、アミノ酸配列の成熟形態；

（ｂ）配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、

２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、

および４９からなる群から選択されるアミノ酸配列の成熟形態の改変体であって

、該改変体が該成熟形態のアミノ酸配列と１５％以下のアミノ酸残基で異なる条

件で、該改変体における１つ以上のアミノ酸残基が、該成熟形態のアミノ酸配列

と異なる、アミノ酸配列の成熟形態の改変体；

（ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、

２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、

および４９からなる群から選択されるアミノ酸配列；ならびに

（ｄ）配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、

２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、

および４９からなる群から選択されるアミノ酸配列の改変体であって、該改変体

が該アミノ酸配列とアミノ酸残基の１５％以下で異なる条件で、該改変体におけ

る１つ以上のアミノ酸残基が該成熟形態のアミノ酸配列と異なる、アミノ酸配列

の改変体、

からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項２】  請求項１に記載のポリペプチドであって、前記ポリペプチド

が、配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２

１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、お

よび４９からなる群から選択されるアミノ酸配列の天然に存在する対立遺伝子改

変体のアミノ酸配列を含む、ポリペプチド。

    【請求項３】  請求項２に記載のポリペプチドであって、前記対立遺伝子改

変体が、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６、

および４８からなる群から選択される核酸配列と単一ヌクレオチドが異なる核酸
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配列の翻訳であるアミノ酸配列を含む、ポリペプチド。

    【請求項４】  前記改変体のアミノ酸配列が保存的なアミノ酸置換を含む、

請求項１に記載のポリペプチド。

    【請求項５】  単離された核酸分子であって、以下：

（ａ）配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、

２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、

および４９からなる群から選択される、アミノ酸配列の成熟形態；

（ｂ）配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、

２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、

および４９からなる群から選択されるアミノ酸配列の成熟形態の改変体であって

、該改変体が該成熟形態のアミノ酸配列とアミノ酸残基の１５％以下で異なる条

件で、該改変体における１つ以上のアミノ酸残基が、該成熟形態のアミノ酸配列

と異なる、アミノ酸配列の成熟形態の改変体；

（ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、

２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、

および４９からなる群から選択されるアミノ酸配列；

（ｄ）配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、

２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、

および４９からなる群から選択されるアミノ酸配列の改変体であって、該改変体

が該アミノ酸配列とアミノ酸残基の１５％以下で異なる条件で、該改変体におけ

る１つ以上のアミノ酸残基が、該成熟形態のアミノ酸配列と異なる、アミノ酸配

列の改変体、

（ｅ）配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、

２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、

および４９からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドの少なく

とも一部または該ポリペプチドの改変体をコードする核酸フラグメント、であっ

て、該改変体が該アミノ酸配列とアミノ酸残基の１５％以下で異なる条件で、該

改変体における１つ以上のアミノ酸残基が、該成熟形態のアミノ酸配列と異なる

、核酸フラグメント、
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（ｆ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）または（ｅ）の相補体を含む核酸分子、

からなる群から選択される、アミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする核酸

配列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項６】  前記核酸分子が天然に存在する対立遺伝子核酸改変体のヌク

レオチド配列を含む、請求項５に記載の核酸分子。

    【請求項７】  前記核酸分子が天然に存在するポリペプチド改変体のアミノ

酸配列を含むポリペプチドをコードする、請求項５に記載の核酸分子。

    【請求項８】  請求項５に記載の核酸分子であって、前記核酸分子が配列番

号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６、および４８から

なる群から選択される核酸配列と単一のヌクレオチドが異なる、核酸分子。

    【請求項９】  請求項５に記載の核酸分子であって、前記核酸分子が、以下

：

（ａ）配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６、お

よび４８からなる群から選択される、ヌクレオチド配列、

（ｂ）ヌクレオチド配列であって、ヌクレオチドの２０％以下が配列番号１、３

、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６、および４８からなる群か

ら選択されるヌクレオチド配列と異なる条件で、配列番号１、３、５、７、９、

２２、２５、２８、３１、３４、４６、および４８からなる群から選択されるヌ

クレオチド配列と１つ以上のヌクレオチドが異なる、ヌクレオチド配列、

（ｃ）（ａ）の核酸フラグメント；および

（ｄ）（ｂ）の核酸フラグメント

からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、核酸分子。

    【請求項１０】  請求項５に記載の核酸分子であって、前記核酸分子が、配

列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６、および４８

からなる群から選択されるヌクレオチド配列、または該ヌクレオチド配列の相補

体にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする、核酸分子。

    【請求項１１】  請求項５に記載の核酸分子であって、前記核酸分子が、以

下；

（ａ）第１のヌクレオチド配列であって、該第１のヌクレオチド配列におけるコ
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ード配列のヌクレオチドの２０％以下が該コード配列と異なる条件で、該第１の

ヌクレオチド配列が、前記アミノ酸配列をコードするコード配列と１つ以上のヌ

クレオチド配列が異なるコード配列を含む、第１のヌクレオチド配列；

（ｂ）該第１のポリヌクレオチドの相補体である単離された第２のポリヌクレオ

チド；ならびに

（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸フラグメント

からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、核酸分子。

    【請求項１２】  請求項１１に記載の核酸分子を含むベクター。

    【請求項１３】  前記核酸分子に作動可能に連結されたプロモーターをさら

に含む、請求項１２に記載のベクター。

    【請求項１４】  請求項１２に記載のベクターを含む、細胞。

    【請求項１５】  請求項１に記載のポリペプチドに免疫特異的に結合する、

抗体。

    【請求項１６】  前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項１５に記載

の抗体。

    【請求項１７】  前記抗体がヒト化抗体である、請求項１５に記載の抗体。

    【請求項１８】  サンプル中の請求項１に記載のポリペプチドの存在または

量を決定するための方法であって、該方法が、以下：

（ａ）該サンプルを提供する工程；

（ｂ）前記ポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体とサンプルを接触させる工

程；および

（ｃ）前記ポリペプチドに結合された抗体の存在または量を決定する工程であっ

て、それにより、該サンプル中のポリペプチドの存在または量を決定する、工程

を包含する、方法。

    【請求項１９】  サンプル中の請求項５に記載の核酸分子の存在または量を

決定するための方法であって、該方法が、以下：

（ａ）該サンプルを提供する、工程；

（ｂ）該核酸分子に結合するプローブと該サンプルを接触させる工程；および

（ｃ）該核酸分子に結合されたプローブの存在または量を決定する工程であって
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、それにより、該サンプル中の核酸分子の存在または量を決定する、工程

を包含する、方法。

    【請求項２０】  前記核酸分子の存在または量が細胞または組織型のマーカ

ーとして使用される、請求項１９に記載の方法。

    【請求項２１】  前記細胞または組織型が癌性である、請求項２０に記載の

方法。

    【請求項２２】  請求項１に記載のポリペプチドに結合する因子を同定する

ための方法であって、該方法が、以下：

（ａ）該因子を該ポリペプチドと接触させる工程；および

（ｂ）該因子が該ポリペプチドに結合するか否かを決定する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項２３】  前記因子が細胞性レセプターまたは下流エフェクターであ

る、請求項２２に記載の方法。

    【請求項２４】  請求項１に記載のポリペプチドの発現または活性を調節す

る因子を同定するための方法であって、該方法が、以下：

（ａ）該ポリペプチドを発現する細胞を提供する工程；

（ｂ）該因子と該細胞を接触させる工程；および

（ｃ）該因子が該ポリペプチドの発現または活性を調節するか否かを決定する工

程であって、それにより、該ペプチドの発現または活性における変更が、該ポリ

ペプチドの発現または活性を調節する該因子を示す、工程

を包含する、方法。

    【請求項２５】  請求項１に記載のポリペプチドの活性を調節するための方

法であって、該方法が、該ポリペプチドの活性を調節するに十分な量で、該ポリ

ペプチドに結合する化合物と、請求項１に記載のポリペプチドを発現する細胞サ

ンプルとを接触させる工程を包含する、方法。

    【請求項２６】  ＥＮＤＯＸ関連障害を処置または予防するための方法であ

って、該方法が、被験体における該ＥＮＤＯＸ関連障害を処置または予防するた

めに十分な量で、請求項１に記載のポリペプチドを、このような処置または予防

が所望される該被験体に投与する工程を包含する、方法。
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    【請求項２７】  請求項２６に記載の方法であって、前記障害が、糖尿病、

肥満に関連した代謝障害、代謝性症候群Ｘ、節食障害、慢性疾患に関連した消耗

性疾患、癌、癌関連悪液質、および異脂肪血症からなる群から選択される、方法

。

    【請求項２８】  請求項２６に記載の方法であって、前記障害が、脂肪の貯

蔵、筋肉質量、インスリン分泌、グルコース利用およびトリグリセリドおよびコ

レステロールを含む血清脂質レベルをもたらす生物体エネルギー代謝に関連する

、方法。

    【請求項２９】  前記被験体がヒトである、請求項２６に記載の方法。

    【請求項３０】  ＥＮＤＯＸ関連障害を処置または予防するための方法であ

って、該方法が、被験体における該ＥＮＤＯＸ関連障害を処置または予防するた

めに十分な量で、請求項５に記載の核酸を、このような処置または予防が所望さ

れる該被験体に投与する工程を包含する、方法。

    【請求項３１】  請求項３０に記載の方法であって、前記障害が、糖尿病、

肥満に関連した代謝障害、代謝性症候群Ｘ、節食障害、慢性疾患に関連した消耗

性疾患、癌、癌関連悪液質、および異脂肪血症からなる群から選択される、方法

。

    【請求項３２】  請求項３０に記載の方法であって、前記障害が、脂肪の貯

蔵、筋肉質量、インスリン分泌、グルコース利用およびトリグリセリドおよびコ

レステロールを含む血清脂質レベルをもたらす生物体エネルギー代謝に関連する

、方法。

    【請求項３３】  前記被験体がヒトである、請求項３０に記載の方法。

    【請求項３４】  ＥＮＤＯＸ関連障害を処置または予防するための方法であ

って、該方法が、被験体における該ＥＮＤＯＸ関連障害を処置または予防するた

めに十分な量で、請求項１５に記載の抗体を、このような処置または予防が所望

される該被験体に投与する工程を包含する、方法。

    【請求項３５】  請求項３４に記載の方法であって、前記障害が、糖尿病、

肥満に関連した代謝障害、代謝性症候群Ｘ、節食障害、慢性疾患に関連した消耗

性疾患、癌、癌関連悪液質、および異脂肪血症からなる群から選択される、方法
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。

    【請求項３６】  請求項３４に記載の方法であって、前記障害が、脂肪の貯

蔵、筋肉質量、インスリン分泌、グルコース利用およびトリグリセリドおよびコ

レステロールを含む血清脂質レベルをもたらす生物体エネルギー代謝に関連する

、方法。

    【請求項３７】  前記被験体がヒトである、請求項３４に記載の方法。

    【請求項３８】  請求項１に記載のポリペプチドおよび薬学的に受容可能な

キャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項３９】  請求項５に記載の核酸分子および薬学的に受容可能なキャ

リアを含む、薬学的組成物。

    【請求項４０】  請求項１５に記載の抗体および薬学的に受容可能なキャリ

アを含む、薬学的組成物。

    【請求項４１】  請求項３８に記載の薬学的組成物を、１つ以上のコンテナ

に含む、キット。

    【請求項４２】  請求項３９に記載の薬学的組成物を、１つ以上のコンテナ

に含む、キット。

    【請求項４３】  請求項４０に記載の薬学的組成物を、１つ以上のコンテナ

に含む、キット。

    【請求項４４】  第１の哺乳動物被験体において、請求項１に記載のポリペ

プチドの変更されたレベルに関連した疾患の存在または疾患に対する素因を決定

するための方法であって、該方法が、以下：

（ａ）該第１の哺乳動物被験体由来のサンプル中のポリペプチドの発現のレベル

を測定する工程；および

（ｂ）工程（ａ）の該サンプル中の該ポリペプチドの量を、該疾患を有していな

いか、または該疾患の素因を有していないことが公知の第２の哺乳動物被験体由

来のコントロールサンプル中に存在する該ポリペプチドの量と比較する工程；

を包含し、ここで、該コントロールサンプルと比較した該第１の被験体における

該ポリペプチドの発現レベルにおける変更が、該疾患の存在または該疾患に対す

る素因の存在を示す、方法。
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    【請求項４５】  前記素因が癌に対する素因である、請求項４４に記載の方

法。

    【請求項４６】  第１の哺乳動物被験体において、請求項５に記載の核酸分

子の変更されたレベルに関連した疾患の存在または疾患に対する素因を決定する

ための方法であって、該方法が、以下：

（ａ）該第１の哺乳動物被験体由来のサンプル中の該核酸の量を測定する工程；

および

（ｂ）工程（ａ）の該サンプル中の該核酸の量を、該疾患を有していないか、ま

たは該疾患の素因を有していないことが公知の第２の哺乳動物被験体由来のコン

トロールサンプル中に存在する該核酸の量と比較する工程；

を包含し、ここで、該コントロールサンプルと比較した該第１の被験体における

該核酸のレベルにおける変更が、該疾患の存在または該疾患に対する素因の存在

を示す、方法。

    【請求項４７】  前記素因が癌に対する素因である、請求項４６に記載の方

法。

    【請求項４８】  哺乳動物における病理学的状態を処置するための方法であ

って、該方法が、病理学的状態を軽減するために十分な量で、ポリペプチドを哺

乳動物に投与する工程を包含し、該ポリペプチドが、配列番号２、４、６、８、

１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７、

２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、および４９の少なくとも１つのア

ミノ酸配列を含むポリペプチド、またはその生物学的に活性なフラグメントに対

して、少なくとも９５％同一なアミノ酸配列を有するポリペプチドである、方法

。

    【請求項４９】  哺乳動物における病理学的状態を処置するための方法であ

って、該方法が、該病理学的状態を低減するのに十分な量で、請求項１５に記載

の抗体を哺乳動物に投与する工程を包含する、方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、概して核酸およびそれらにコードされるポリペプチドに関する。よ

り詳細には、本発明は、エンドゼピン様（ｅｎｄｏｚｅｐｉｎｅ－ｌｉｋｅ）ポ

リペプチドをコードする核酸、ならびにこれらの核酸およびポリペプチドを産生

するためのベクター、宿主細胞、抗体、および組換え方法に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  先進諸国では、栄養過剰に関連する障害に罹患する２億５千万人を超える個体

が存在している。肥満、ＩＩ型糖尿病、および代謝症候群Ｘは、流行性の割合に

達した。これらの障害に関連する問題（例えば、高脂血症、高血圧、血管疾患、

発作および末端器官損傷）は、甚大な財政的負担を、罹患した個体および大きな

社会に強いる。従って、エネルギー代謝を調節する新しい薬理学的アプローチは

、医療における重要な利益となる。本発明は、エンドゼピンポリペプチドの新規

なファミリーを含み、これは、そのインシュリン分泌、インスリン感受性、グル

コースおよび脂肪酸利用および他の内分泌機能の調節により、代謝を調整する新

しい治療的機会を提供する。

      【０００３】

  エンドゼピンは、メンバーが種々の生物学的効果を有することが報告されてい

るタンパク質のファミリーである。これらの効果としては、γ－アミノ酪酸（Ｇ

ＡＢＡ）レセプターの調節、インスリンホメオスタシス、およびミトコンドリア

ステロイド生成の調整が挙げられ得る。ＧＡＢＡレセプター（これは脳に存在す

る）の調節は、病理学的不安を調節すると考えられている。

      【０００４】

  エンドゼピンファミリーのメンバーとしては、ジアゼパム結合インヒビタ－（

ＤＢＩ）が挙げられる。ＤＢＩまたはＤＢＩの誘導体は、ＧＡＢＡの効果を下方

調節すると考えられる。ＤＢＩはまた、早期および後期の両方の単離された灌流

ラット脾臓からのグルコース誘導インスリン放出を阻害することが報告されてい
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る。

      【０００５】

  いくつかの哺乳動物ＤＢＩポリペプチドが記載されている。哺乳動物ＤＢＩは

、そのカルボキシ末端において高度に保存される傾向がある。約１１キロダルト

ンのヒトＤＢＩポリペプチドが記載されている。このポリペプチドは、インビト

ロで脳膜画分に結合したβ－カルボリンおよびベンゾジアゼピンを置き換えるこ

とが示された。

      【０００６】

  ＤＢＩポリペプチドは、脳および非脳組織（腸を含む）の両方に存在すること

が報告されている。ＤＢＩは、ホルモン機構、ニューロクリン（ｎｅｕｒｏｃｒ

ｉｎｅ）機構、または両方によりグルコース媒介インスリン放出を阻害する、腸

ポリペプチドの新規なファミリ－に属し得ることが提案されてきた。

      【０００７】

  （発明の要旨）

  本発明は、部分的に公知のエンドゼピンに関連するポリペプチドをコードする

新規な核酸配列の発見に基づく。エンドゼピン様ポリペプチドならびにその誘導

体およびフラグメントをコードする核酸は、本明細書中以下で集約的に「ＥＮＤ

ＯＸ」と称される。

      【０００８】

  １つの局面において、本発明は、ＥＮＤＯＸポリペプチドをコードする単離さ

れたＥＮＤＯＸ核酸分子を提供し、この核酸分子は、ヒトエンドゼピンｍＲＮＡ

の核酸配列に対して同一性を有する核酸配列を含む。いくつかの実施形態におい

て、ＥＮＤＯＸ核酸分子は、ストリンジェントな条件下でエンドゼピン核酸配列

のタンパク質コード配列を含む核酸分子に相補的な核酸配列にハイブリダイズし

得る。本発明はまた、ＥＮＤＯＸポリペプチド、またはそのフラグメント、ホモ

ログ、アナログもしくは誘導体をコードする単離された核酸を含む。例えば、こ

の核酸は、配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２

０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４

７、および４９のアミノ酸配列を含むポリペプチドに少なくとも８５％同一のポ
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リペプチドをコードし得る。この核酸は、例えば、配列番号１、３、５、７、９

、２２、２５、２８、３１、３４、４６、および４８のいずれかの核酸配列を含

むゲノムＤＮＡフラグメントまたはｃＤＮＡ分子であり得る。

      【０００９】

  オリゴヌクレオチド、例えば、ＥＮＤＯＸ核酸（例えば、配列番号１、３、５

、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６、および４８）の少なくとも６

つの連続的ヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドまたはこのオリゴヌクレオチ

ドの相補体を含むオリゴヌクレオチドもまた本発明に包含される。

      【００１０】

  実質的に精製されたＥＮＤＯＸポリペプチド（配列番号２、４、６、８、１０

、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７、２９

、３０、３２、３３、３５～４５、４７、および４９）もまた本発明に含まれる

。いくつかの実施形態において、ＥＮＤＯＸポリペプチドは、ヒトエンドゼピン

ポリペプチドのアミノ酸配列に実質的に同一のアミノ酸配列を含む。

      【００１１】

  本発明はまた、ＥＮＤＯＸポリペプチドに免疫選択的に結合する抗体を特徴と

する。

      【００１２】

  別の局面において、本発明は、治療的有効量または予防的有効量の治療剤およ

び薬学的に受容可能なキャリアを含む薬学的組成物を含む。この治療剤は、例え

ば、ＥＮＤＯＸ核酸、ＥＮＤＯＸポリペプチド、またはＥＮＤＯＸポリペプチド

に特異的な抗体であり得る。さらなる局面において、本発明は、１つ以上のコン

テナに、治療的有効量または予防的有効量のこの薬学的組成物を含む。

      【００１３】

  さらなる局面において、本発明は、このＤＮＡによりコードされるＥＮＤＯＺ

ポリペプチドの発現を可能にする条件下で、ＥＮＤＯＸ核酸を含む細胞を培養す

ることによりポリペプチドを産生する方法を含む。所望の場合、ＥＮＤＯＸポリ

ペプチドは、次いで回収され得る。

      【００１４】
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  別の局面において、本発明は、サンプル中のＥＮＤＯＸポリペプチドの存在を

検出する方法を含む。この方法において、サンプルは、ポリペプチドと化合物と

の間の複合体の形成を可能にする条件下でこのポリペプチドに選択的に結合する

化合物と接触される。この複合体は、存在する場合検出され、それによりサンプ

ル内のＥＮＤＯＸのポリペプチドを同定する。

      【００１５】

  本発明はまた、特定の細胞型または組織型を、そのＥＮＤＯＸの発現に基づい

て同定する方法を含む。

      【００１６】

  サンプルをＥＮＤＯＸ核酸プローブまたはプライマーと接触させること、およ

びこの核酸プローブまたはプライマーが、このサンプル中のＥＮＤＯＸ核酸分子

に結合したか否かを検出することにより、このサンプル中のＥＮＤＯＸ核酸分子

の存在を検出する方法もまた含まれる。

      【００１７】

  さらなる局面において、本発明は、ＥＮＤＯＸポリペプチドを含む細胞サンプ

ルを、このポリペプチドの活性を調節するのに十分な量でＥＮＤＯＸポリペプチ

ドに結合する化合物と接触させることにより、ＥＮＤＯＸポリペプチドの活性を

調節するための方法を提供する。この化合物は、さらに本明細書中に記載される

ような、核酸、ペプチド、ポリペプチド、ペプチドミメティック、炭水化物、脂

質または他の有機分子（炭素含有）または無機分子のような低分子であり得る。

      【００１８】

  障害または症候群を処置または予防するための医薬の製造における治療剤の使

用もまた本発明の範囲内であり、これらの障害または症候群としては、例えば、

代謝障害、糖尿病、肥満症、感染性疾患、節食障害、癌関連悪液質、および種々

の異脂肪血症が挙げられる。治療剤は、例えば、ＥＮＤＯＸ核酸、ＥＮＤＯＸポ

リペプチド、またはＥＮＤＯＸ特異的抗体、またはその生物学的に活性な誘導体

またはフラグメントであり得る。

      【００１９】

  本発明はさらに、障害または症候群の調節因子についてスクリーニングするた
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めの方法を含み、この障害または症候群としては、例えば、代謝障害、糖尿病、

肥満症、感染性疾患、節食障害、癌関連悪液質、および種々の異脂肪血症が挙げ

られる。この方法は、試験化合物をＥＮＤＯＸポリペプチドと接触する工程およ

び試験化合物がこのＥＮＤＯＸポリペプチドに結合するか否かを決定する工程を

包含する。試験化合物のＥＮＤＯＸポリペプチドへの結合は、この試験化合物が

活性の調節因子、または上述の障害または症候群に対する潜時または素因の調節

因子であることを示す。

      【００２０】

  試験化合物を、上述の障害または症候群の危険性が増大した試験動物に投与す

ることにより、活性の調節因子、またはこの障害または症候群に対する潜時また

は素因についてスクリーニングするための方法もまた本発明の範囲内である：代

謝障害、糖尿病、肥満症、感染性疾患、節食障害、癌関連悪液質、および種々の

異脂肪血症。この試験動物は、ＥＮＤＯＸ核酸によりコードされる組換えポリペ

プチドを発現する。次いでＥＮＤＯＸポリペプチドの発現または活性は、この試

験動物において測定され、ＥＮＤＯＸポリペプチドを組換え的に発現しかつこの

障害または症候群に関する増加した危険性にないコントロール動物におけるタン

パク質の発現または活性も同様に測定される。次に、試験動物およびコントロー

ル動物の両方におけるＥＮＤＯＸポリペプチドの発現が比較される。コントロー

ル動物に対する試験動物におけるＥＮＤＯＸポリペプチドの活性の変化は、この

試験化合物が障害または症候群の潜時の調節因子であるということを示す。

      【００２１】

  なお別の局面において、本発明は、被験体（例えば、ヒト被験体）におけるＥ

ＮＤＯＸポリペプチド、ＥＮＤＯＸ核酸または両方の変更したレベルに関連する

疾患の存在または疾患に対する素因を決定するための方法を含む。この方法は、

この被験体由来の試験サンプル中のＥＮＤＯＸポリペプチドの量を測定する工程

、および試験サンプル中のこのポリペプチドの量を、コントロールサンプル中に

存在するＥＮＤＯＸポリペプチドの量と比較する工程を包含する。コントロール

サンプルと比較した場合の、試験サンプル中のＥＮＤＯＸポリペプチドのレベル

の変更は、被験体における疾患の存在または疾患に対する素因を示す。好ましく
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は、この素因は、例えば、代謝障害、糖尿病、肥満症、感染性疾患、節食障害、

癌関連悪液質、および種々の異脂肪血症を含む。また、本発明の新規なエンドゼ

ピンの発現レベルは、種々の癌についてスクリーニングするための方法において

使用され得る。

      【００２２】

  さらなる局面において、本発明は、被験体（例えば、ヒト被験体）に、ＥＮＤ

ＯＸポリペプチド、ＥＮＤＯＸ核酸またはＥＮＤＯＸ特異的抗体を、病理学的状

態を低減するかまたは予防するのに十分な量で投与することにより、哺乳動物に

おける障害と関連する病理学的状態を処置または予防する方法を含む。好ましい

実施形態において、障害は、例えば、代謝障害、糖尿病、肥満症、感染性疾患、

節食障害、癌関連悪液質、および種々の異脂肪血症を含む。

      【００２３】

  さらなる局面において、本発明は、血清コレステロール、脂質、グルコースお

よびインスリンを変更することによって、総体エネルギー代謝または体重損失を

変更する方法を含む。

      【００２４】

  なお別の局面において、本発明は、特定の脂肪貯蔵減少、いくつかの医療処置

に関連する筋肉質量増加、または一部の脂肪細胞における脂質容積の調節に起因

する体重損失を調節する方法を含む。

      【００２５】

  なおさらなる局面において、本発明は、ポジティブ様式およびネガティブ様式

の両方で食欲、栄養の吸収および代謝物質の蓄積に影響を及ぼす方法において使

用され得る。本発明はまた、代謝を調節することによる、糖尿病、肥満に関連し

た代謝障害、代謝性症候群Ｘ、ならびに節食障害、慢性疾患に関連した消耗性疾

患および種々の癌の処置において使用され得る。

      【００２６】

  なお別の局面において、本発明は、当該分野で一般的に使用される多数の技術

の何れか１つにより、本発明の細胞レセプターおよび下流エフェクターを同定す

る方法において使用され得る。これらとしては、ツーハイブリッド系、アフィニ
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ティ精製、抗体または他の特異的相互作用分子との共沈降が挙げられるがこれら

に限定されない。

      【００２７】

  他に規定しなければ、本明細書中で使用される全ての技術用語および科学用語

は、本発明が属する技術分野の当業者により一般的に理解されるのと同じ意味を

有する。本明細書中に記載される方法および材料と類似かまたは等価な方法およ

び材料が本発明の実施または試験において使用され得るが、適切な方法および材

料は、いかに記載される。本明細書中で記述される全ての刊行物、特許、および

他の参考文献は、その全体が参考として援用される。対立する場合は、定義を含

む本願明細書に従う。さらに、材料、方法、および実施例は、例示の目的のみで

あり、いずれの様式にも限定されることを意図されない。本発明の他の特徴およ

び利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲から明らかとなる。

      【００２８】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、部分的に、以前に記載したエンドゼピンタンパク質ファミリーのポ

リペプチドに関するポリペプチドをコードする新規な核酸配列の発見に基づく。

発見された配列に基づくエンドゼピン様ポリペプチドをコードする核酸は、それ

ぞれ、ＥＮＤＯ１、ＥＮＤＯ２、ＥＮＤＯ３、ＥＮＤＯ４、ＥＮＤＯ５、ＥＮＤ

Ｏ６、ＥＮＤＯ７、ＥＮＤＯ８、ＥＮＤＯ９およびＥＮＤＯ１０といわれる。核

酸およびそのコードされるポリペプチドは、包括的に本明細書において「ＥＮＤ

ＯＸ」と称する。

      【００２９】

  （ＥＮＤＯ１）

  本発明のＥＮＤＯ１核酸は、配列番号１、１１、１３、１４、４６、および４

８に示される拡散配列を含む。配列番号１１、１３、および１４は、組み合わさ

れて配列番号１のヌクレオチド配列を提供する。配列番号１は、開始メチオニン

を有さず、そして終止コドンを有していないので、完全なコード配列でなくても

よい。配列番号４６および４８の両方は、配列番号１にもコードされるアミノ酸

配列をコードするヌクレオチド配列を含む。これらのヌクレオチド配列およびこ
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れらがコードするアミノ酸の各々は、以下に詳細に記載される。

      【００３０】

  本発明のＥＮＤＯ１核酸は、表１に示される核酸配列を含む（配列番号１１）

。この配列は、データベースアクセス番号ＡＡ８７７３５１を有する、以前に記

載されたヒトｃＤＮＡクローン由来の発現配列タグ（ＥＳＴ）に関する。ＡＡ８

７７３５１ＥＳＴは、「ジアゼパム結合インヒビタ－様５」をコードする核酸と

類似であると報告される。

      【００３１】

  （表１）

      【００３２】

【表１】

（配列番号１１）。

      【００３３】

  表１に開示される核酸配列は、位置１から開始するオープンリーディングフレ

ーム（「ＯＲＦ」）を含む。このＯＲＦは、８９アミノ酸残基のポリペプチド配

列をコードする。このコードされるポリペプチドの配列は、表２に示される（配

列番号１２）。翻訳タンパク質が、マウス由来のジアゼパム結合インヒビター様

５（ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ－ＡＣＣ：Ｏ０９０３５）に関連している（同一性６２

／８１；７６％およびポジティブ＝７０／８１；８６％）。さらに、翻訳タンパ

ク質は、２型ヒトエンドゼピン（ｅｎｄｏｚｅｐｉｎｅ）様タンパク質変異体（

ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＡＦ２２９８０４｜ａｃｃ：ＡＦ２２９８０４）に関連

している（同一性＝８９／８９（１００％）、ポジティブ＝８９／８９（１００

％））。

      【００３４】
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  （表２）

      【００３５】

【表２】

（配列番号１２）。

      【００３６】

  配列番号１１に示されるＯＲＦによってコードされるポリペプチドは、アミノ

末端メチオニン残基を含まない。従って、この開示された核酸配列は、より大き

な遺伝子産物をコードするオープンリーディングフレームの一部であり得る。よ

り大きな遺伝子産物としては、例えば、タンパク質プロセシングの間に切断され

る少なくとも１つのシグナルペプチドが挙げられ得る。

      【００３７】

  ＥＮＤＯ１核酸をコードするさらなる配列を同定するために、開示されたＥＮ

ＤＯ１配列（配列番号１１）は、表２に示されるＥＮＤＯ１ポリペプチドをコー

ドするさらなる配列を単離するためのＰＣＲ反応における使用のためのプライマ

ーを設計するために使用された。増幅された配列は、クローン化されそして配列

決定された。２つの産物の配列は、１８５１７８５２－２（配列番号１３）およ

び１１８５１７８５２－３（配列番号１４）と命名された。これらの配列は、そ

れぞれ、表３および表４に示される。

      【００３８】

  （表３）

      【００３９】

【表３】
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（配列番号１３）。

      【００４０】

  （表４）

      【００４１】

【表４】

（配列番号１４）。

      【００４２】

  表１、３および４に示される配列は合わされて、表５に示されるヌクレオチド

配列（配列番号１）を提供し得る。

      【００４３】

  （表５）

      【００４４】

【表５】

（配列番号１）。
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      【００４５】

  「Ｘ」によって示されるヌクレオチド残基は、ＴまたはＧであり得、すなわち

、種々の実施形態において、本発明のＥＮＤＯ１核酸は、この核酸配列のＸによ

って示される位置にＴを含む。他の実施形態において、本発明のＥＮＤＯ１核酸

配列は、この開示されるヌクレオチド配列中のＸによって示される位置にＧを含

む。

      【００４６】

  配列番号１中のＯＲＦによってコードされるポリペプチドは、アミノ末端メチ

オニン残基を含まない。従って、この開示された核酸配列は、より大きな遺伝子

産物をコードするオープンリーディングフレームの一部であり得る。ＥＮＤＯ１

核酸をコードするさらなる配列を同定するために、核酸データベース検索が実行

された。２つの新規ＥＮＤＯ１配列が、ここで同定され、そして表５Ａに示され

る。配列番号４６は、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＬ１２１６７２（配列番号４６

）を有する以前に記載されたヒトクローンから編集された。配列番号４８は、Ｇ

ｅｎＢａｎｋクローンＡＣ０２５７４３（配列番号４８）を有する以前に記載さ

れたヒトクローンから編集された。

      【００４７】

  （表５Ａ）

      【００４８】

【表６】



(21) 特表２００３－５２７８３１

  表５に示される核酸（配列番号１）は、表６に示されるアミノ酸配列（配列番

号２）を有するポリペプチドをコードする。

      【００４９】

  （表６）

      【００５０】

【表７】

（配列番号２）。

      【００５１】

  表５Ａに示される核酸（配列番号４６および配列番号４８）は、表６Ａに示さ

れるアミノ酸配列（それぞれ、配列番号４７および配列番号４９）を有するポリ

ペプチドをコードする。
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      【００５２】

  （表６Ａ）

      【００５３】

【表８】

  「Ｘ」によって示されるアミノ酸残基は、ＣまたはＦであり得、すなわち、種

々の実施形態において、本発明のポリペプチドは、このアミノ酸配列中のＸによ

って示される位置にＣを含む。他の実施形態において、本発明のＥＮＤＯ１ポリ

ペプチドは、この列挙されるアミノ酸配列中のＸによって示される位置にＦを含

む。

      【００５４】

  本発明のＥＮＤＯ１核酸は、配列番号２、１２、４７、または４９のポリペプ

チドをコードする核酸を含み得、例えば、ＥＮＤＯ１核酸は、配列番号１、１１

、４６、または４８の核酸配列を含み得る。本発明はまた、そのいずれかの塩基

が表１または表５に示される対応する塩基から変更され得る、変異体核酸または

改変体核酸を含む。いくつかの実施形態において、ＥＮＤＯ１核酸は、そのエン

ドゼピン様活性および生理学的機能を維持するタンパク質をコードするか、また

はそのような核酸のフラグメントである。本発明はさらに、その配列がまさに記

載されたものに対して相補的である核酸（まさに記載された任意の核酸に対して

相補的である核酸フラグメントを含む）を含む。本発明はさらに、その構造が化

学改変を含む、核酸もしくは核酸フラグメントまたはこれらに対する相補鎖を含
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む。このような改変としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：改

変塩基およびその糖リン酸骨格が改変されるかまたは誘導体化されている核酸。

これらの改変は、改変核酸の化学安定性を少なくともある部分増強するために実

行され、その結果、これらは、例えば、被験体における治療適用におけるアンチ

センス結合核酸として使用され得る。

      【００５５】

  本発明のＥＮＤＯ１ポリペプチドは、配列番号２、１２、４７または４９のア

ミノ酸配列を含み得る。本発明はまた、そのいずれかの残基が配列番号２、１２

、４７または４９に示される対応する残基から変更され得るがなおそのエンドゼ

ピン様活性および生理学的機能を維持するタンパク質をコードする、変異体タン

パク質または改変体タンパク質、あるいはこれらの機能的フラグメント（例えば

、以下の活性ペプチド（配列番号１５））を含む。

      【００５６】

  代謝調節ペプチド＃６（ＭＲＰ－６）配列は、以下：

ＱＡＴＱＧＤＣＤＩＰＧＰＰＡＳＤＶＲＡＲ（配列番号１５）

である。

      【００５７】

  ＥＮＤＯ１ポリペプチドの種々の実施形態の複数配列整列（表６Ｂ）は、これ

らの互いの関係を示す。

      【００５８】

  （表６Ｂ）

      【００５９】

【表９】
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本発明はさらに、ＥＮＤＯ１ポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体および抗

体フラグメント（例えば、Ｆabまたは（Ｆab）2）、ならびにこれらの誘導体お

よびフラグメントを含む。

      【００６０】

  ＥＮＤＯ１配列は、組織の特定の型を検出するのに有用である。例えば、組織

パネルが発現に関してアッセイされる場合、ＥＮＤＯ１は、肝臓および内皮細胞

に高度に発現される。また、ＥＮＤＯ１の高度な発現は、複数の型の癌のための

マーカーである。

      【００６１】

  ＥＮＤＯ１配列はまた、血清グルコースまたは脂肪レベルを変化させることに

よって全体的なエネルギー代謝または体重を調節することに有用である。

      【００６２】

  ＥＮＤＯ１配列はまた、当該分野で一般的に使用される多数の技術のうちの任

意の１つによって本発明の細胞レセプターおよび下流の因子を決定するための方

法に有用である。

      【００６３】

  ＥＮＤＯ１配列は、糖尿病、肥満と関連する代謝障害、代謝症候群Ｘならびに

食欲不振および慢性疾患と関連する消耗障害および代謝を調節することによる種

々の癌の処置に有用である。

      【００６４】

  （ＥＮＤＯ２）

  本発明のＥＮＤＯ２核酸は、表７（配列番号３）に示される核酸配列を含む。
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ＯＲＦならびにＯＲＦの開始コドンから上流の推定非翻訳領域およびＯＲＦの終

止コドンから下流の推定非翻訳領域は、表７に開示されるヌクレオチド配列に存

在する。非翻訳ヌクレオチドは、下線で示される。ＯＲＦの開始コドンおよび終

止コドンは、太字で示される。

      【００６５】

  （表７）

      【００６６】

【表１０】

（配列番号３）。

      【００６７】

  表７の核酸配列は、４７０ヌクレオチドのＲａｎａ  ｒｉｄｉｂｕｎｄａジア

ゼパム結合インヒビター（ＤＢＩ）ｍＲＮＡ（ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＲＲＵ０

９２０５｜ａｃｃ：Ｕ０９２０５）に対して同一かつポジティブな２９４塩基の

うちの２１８塩基（７４％）を有する。Ｒａｎａ  ｒｉｄｂｕｎｄａ  ＤＰＩ  

ｍＲＮＡに対して表７に開示された配列領域を比較するＢＬＡＳＴＮ同一性検索

は、表８に示される。開示された配列の領域は、「Ｑｕｅｒｙ」配列と示され、

そしてＲａｎａ  ｒｉｄｂｕｎｄａ  ＤＰＩ  ｍＲＮＡ（配列番号１１）配列は

、「Ｓｕｂｊｅｃｔ配列」と示される。

      【００６８】

  （表８）

      【００６９】

【表１１】
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  ＯＲＦは、８５アミノ酸のポリペプチドをコードする（配列番号４）。このポ

リペプチドのアミノ酸配列は、表９に示される（配列番号４）。

      【００７０】

  （表９）

      【００７１】

【表１２】

（配列番号４）。

      【００７２】

  表９に開示されるポリペプチド配列は、以前に記載されたアヒルジアゼパム結

合インヒビターポリペプチドに関連する。この関係は、表１０に示される。表９

に示されるアミノ酸配列（配列番号４）は、Ａｎａｓ  ｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈ

ｏｓ（イエアヒル）（ｐｔｎｒ：ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ－ＡＣＣ：Ｐ４５８８２）
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由来の１０３アミノ酸残基のアシル－ｃｏＡ結合タンパク質（ＡＣＢＰ）（ジア

ゼパム結合インヒビター）（ＤＢＩ）（エンドゼピン）（ＥＰ）と、同一である

８５アミノ酸残基のうちの６０アミノ酸残基（７０％）、およびこれに対してポ

ジティブである８５アミノ酸残基のうちの７２アミノ酸残基（８４％）を有する

。表９に示されるポリペプチド配列の領域は、「Ｑｕｅｒｙ」配列と示される。

アヒルポリペプチド配列の領域は、「Ｓｂｃｔ」配列と示される。

      【００７３】

  （表１０）

      【００７４】

【表１３】

  配列番号４のアミノ酸と種々のアシルｃｏＡ結合ポリペプチドとの間の複数配

列整列が、表１１に示される。表７のアミノ酸配列（「ＡＣＢＰ＿新規」）、ブ

タアシル－ｃｏＡ結合タンパク質（ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ座ＡＣＢＰ＿ＰＩＧ、登

録番号ＰＩ２０２６）（「ＡＣＢＰ＿ブタ」）、ウシアシル－ｃｏＡ結合タンパ

ク質（ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ座ＡＣＢＰ＿ＢＯＶＩＮ、登録番号Ｐ０７１０７）（

「ＡＣＢＰ＿ウシ」）、およびヒトアシル－ｃｏＡ結合タンパク質（ＳＷＩＳＳ

ＰＲＯＴ座ＡＣＢＰ＿ＨＵＭＡＮ、登録番号Ｐ０７１０８）（「ＡＣＢＰ＿ヒト

」）との間の整列が示される。完全な相同性領域は、黒で示される。保存的アミ

ノ酸置換を有する領域は、灰色で示される。非保存的アミノ酸置換は、陰影をつ

けずに示される。

      【００７５】

  （表１１）

      【００７６】
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【表１４】

  エンドゼピン様タンパク質をコードする本発明のＥＮＤＯ２核酸は、配列番号

４のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする核酸（例えば、その配列が配

列番号３に提供される核酸）を含む。本発明はまた、配列番号３のフラグメント

、またはその塩基のいずれかが配列番号３に示される対応する塩基から変更され

得る変異体核酸もしくは改変体核酸を含む。いくつかの実施形態において、変異

体核酸または改変体核酸は、そのエンドゼピン様活性および生理学的機能を維持

するタンパク質をコードするか、そのような核酸のフラグメントである。本発明

はさらに、その配列がまさに記載されたものに対して相補的である核酸（まさに

記載された任意の核酸に対して相補的である核酸フラグメントを含む）を含む。

本発明はさらに、その構造が化学改変を含む、核酸もしくは核酸フラグメントま

たはこれらに対する相補鎖を含む。このような改変としては、以下が挙げられる

が、これらに限定されない：改変塩基およびその糖リン酸骨格が改変されるかま

たは誘導体化されている核酸。これらの改変は、改変核酸の化学安定性を少なく

ともある部分増強するために実行され、その結果、これらは、例えば、被験体に

おける治療適用におけるアンチセンス結合核酸として使用され得る。

      【００７７】

  本発明に従うＥＮＤＯ２ポリペプチドは、表９（配列番号４）に示されるアミ

ノ酸配列を含むポリペプチドを含む。本発明はまた、変異体または改変体タンパ

ク質（これら残基のいずれかは、表８に示される対応する残基から変化され得る

が、エンドゼピン（ｅｎｄｏｚｅｐｉｎｅ）様活性および生理学的機能を維持す

るタンパク質を依然としてコードする）、またはそれらの機能的フラグメント（

例えば、以下の活性ペプチド（配列番号１６））を含む。



(29) 特表２００３－５２７８３１

      【００７８】

  代謝調節ペプチド＃５（ＭＲＰ－５）配列：

  ＱＡＶＩＧＮＩＮＩＥＣＳＥＭＬＥＬＫＧＫ（配列番号１６）。

      【００７９】

  本発明はさらに、抗体および抗体フラグメント（例えば、Ｆabまたは（Ｆab）

2）を含み、これらはＥＮＤＯ２ポリペプチド、ならびにそれらの誘導体および

フラグメントに免疫特異的に結合する。

      【００８０】

  ＥＮＤＯ２配列は、組織の特定の型の検出に有用である。例えば、組織のパネ

ルが発現についてアッセイされる場合、ＥＮＤＯ２は脳細胞および脾臓細胞にお

いて高度に発現される。また、ＥＮＤＯ２の高い発現は、結腸および肺の癌につ

いてのマーカーである。

      【００８１】

  ＥＮＤＯ２配列はまた、血清グルコースまたは脂肪のレベルの変更による全体

的なエネルギー代謝または体重の調節に有用である。

      【００８２】

  ＥＮＤＯ２配列はまた、当該分野で一般に利用される多くの技術のいずれか１

つによって、本発明の細胞レセプターおよび下流エフェクターを同定する方法に

おいて有用である。

      【００８３】

  ＥＮＤＯ２配列は、代謝の調節による、糖尿病、肥満に付随する代謝障害、代

謝症候群Ｘ、ならびに慢性疾患および種々の癌に付随する食欲不振および消耗障

害の処置において有用である。

      【００８４】

  （ＥＮＤＯ３）

  本発明のＥＮＤＯ３核酸は、表１２（配列番号５）に示される核酸配列を含む

。ＯＲＦ、ならびにこのＯＲＦの開始コドンから上流および終止コドンから下流

の推定非翻訳領域は、表１２に下線によって示される。このＯＲＦの開始コドン

および終止コドンは、太字の文字で示される。このＯＲＦは、ヌクレオチド８６
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～８８のａｔｇ開始コドンで始まり、そしてヌクレオチド４０３～４０５のｔｇ

ａコドンで終わる。開始コドンから上流および終止コドンから下流の推定非翻訳

領域は、表１２において下線によって示され、一方、開始コドンおよび終止コド

ンは太字の文字で示される。

      【００８５】

  （表１２）

      【００８６】

【表１５】

  この開示されるＥＮＤＯ３核酸配列（配列番号５）は、細菌の人工染色体４６

２Ｇ１８（ＬＡＮＬ）（ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＡＣ００５７３６｜ａｃｃ：Ａ

Ｃ００５７３６）に組みこまれるヒト染色体１６上の配列に同一の１９９塩基の

うち１６８個（８４％）を有する。

      【００８７】

  表１２で同定されるＯＲＦは、８３残基のポリペプチド配列（配列番号６）を

コードし、これは表１３に示される。

      【００８８】

  （表１３）

      【００８９】

【表１６】
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  表１３において開示されるポリペプチド配列のアミノ酸配列（配列番号６）は

、８６アミノ酸残基のウシアシル－ｃｏＡ－結合タンパク質（ＡＣＢＰ）（ジア

ゼパム結合インヒビター）（ＤＢＩ）（エンドゼピン）（ＥＰ）（ｐｔｎｒ：Ｓ

ＷＩＳＳＰＲＯＴ－ＡＣＣ：Ｐ０７１０７）と同一の８２アミノ酸残基のうち５

５個（６７％）を有し、そしてこのアミノ酸残基とポジティブな８２残基のうち

６６個（８０％）を有する。これらの配列の比較は、表１４に示される。表１３

のポリペプチドの領域は、「Ｑｕｅｒｙ」配列として示され、そしてウシＡＣＢ

Ｐ配列の領域は「Ｓｂｊｃｔ」配列として示される。

      【００９０】

  （表１４）

      【００９１】

【表１７】

  表１３に開示されるポリペプチド配列のアミノ酸配列（配列番号６）は、ヒト

ジアゼパム結合インヒビター（ＤＢＩ）の９１アミノ酸残基（ｇｂ：ＧＥＮＢＡ

ＮＫ－ＩＤ：ＨＵＭＤＢＩ｜ａｃｃ：Ｍ１４２００）と同一の９１アミノ酸残基

のうち５７個（６２％）を有し、そしてこのアミノ酸残基とポジティブな９１残

基のうち７２個（７９％）を有する。

      【００９２】

  これらの配列の比較は、表１４Ａに表される。表１３のポリペプチドの領域は

「Ｑｕｅｒｙ」配列として示され、そしてヒトジアゼパム結合インヒビター（Ｄ
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ＢＩ）配列の領域は「Ｓｂｊｃｔ」配列として示される。

      【００９３】

  （表１４Ａ）

      【００９４】

【表１８】

  表１３に開示されるポリペプチドの、ウシおよびヒトのアシルｃｏ－Ａ結合タ

ンパク質に対する関連性を示す複数の配列整列は、ＣｌｕｓｔａｌＷ分析として

表１５に示される。比較は、表１２のポリペプチド（「ＤＢＩ＿ｎｏｖｅｌ」）

、ウシのアシルｃｏＡ－結合タンパク質（ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ遺伝子座ＡＣＢＰ

＿ＢＯＶＩＮ，登録Ｐ０７１０７）（「ＡＣＢＰ＿ｂｏｖｉｎ」）、ならびにＡ

ＣＢＰ＿ヒトＳＷＩＳＳＰＲＯＴ遺伝子座ＡＣＢＰ＿ＨＵＭＡＮ，登録＿Ｐ０７

１０８（「ＡＣＢＰ＿Ｈｕｍａｎ」）である。完全な相同性の領域は、黒で示さ

れる。保存的アミノ酸置換を有する領域は、灰色で示される。非保存的アミノ酸

置換は、陰影なしで示される。

      【００９５】

  （表１５）

      【００９６】

【表１９】
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  本発明のＥＮＤＯ３核酸は、配列番号６を含むポリペプチドをコードする核酸

（例えば、配列番号５に配列が示される核酸）を含む。本発明はまた、配列番号

５の核酸のフラグメント、ならびに変異体または改変体核酸（これらの塩基のう

ちいずれかは、表１２に示される対応する塩基から変化され得るが、エンドゼピ

ン様活性および生理学的機能を維持するタンパク質を依然としてコードする）、

またはこのような核酸のフラグメントを含む。本発明はさらに、ちょうど今記載

された配列に相補的な配列の核酸（ちょうど今記載された核酸のうちいずれかに

相補的な核酸フラグメントを含む）を含む。本発明はさらに、核酸または核酸フ

ラグメント、あるいはそれらの相補体（これらの構造は、化学的改変を含む）を

含む。このような改変としては、改変された塩基、および核酸（この糖リン酸骨

格は、改変されるかまたは誘導体化される）が挙げられるがこれらに限定されな

い。これらの改変は、被験体における治療用途において、例えばこれらがアンチ

センス結合核酸として使用され得るように、この改変された核酸の化学的安定性

を少なくとも部分的に増大するために行われる。

      【００９７】

  本発明のＥＮＤＯ３タンパク質は、表１３（配列番号６）に示されるアミノ酸

配列を含む。本発明はまた、変異体または改変体タンパク質（これらの残基のう

ちいずれかは、表１３に示される対応する残基から変化され得るが、エンドゼピ

ン様活性および生理学的な機能を維持するタンパク質を依然としてコードする）

、またはその機能的フラグメント（例えば、以下の活性ペプチド）を含む。

      【００９８】

  代謝調節ペプチド＃３（ＭＲＰ－３，３ｓ）配列（配列番号１７）および：（
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配列番号１８）

  ＲＡＴＶＧＮＩＫＴＥＲＰＧＭＶＤＦＫＧＫ（配列番号１７）

  ＲＡＴＶＧＮＩＫＴＥＲＰＧＭＶＤＦＫ－－（配列番号１８）。

      【００９９】

  本発明はさらに、ＥＮＤＯ３ポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体および

抗体フラグメント（例えば、Ｆabまたは（Ｆab）2）、ならびにそれらの誘導体

およびフラグメントを含む。

      【０１００】

  ＥＮＤＯ３配列は、特定の型の組織の検出に有用である。例えば、組織のパネ

ルが発現についてアッセイされる場合、ＥＮＤＯ３は脂肪および骨格筋において

高度に発現される。また、ＥＮＤＯ３の高い発現は、乳癌のマーカーである。

      【０１０１】

  ＥＮＤＯ３配列はまた、血清インスリンまたは脂肪のレベルの変更による全体

的なエネルギー代謝または体重の調節に有用である。

      【０１０２】

  ＥＮＤＯ３配列はまた、当該分野で一般に利用される多くの技術のいずれか１

つによって、本発明の細胞レセプターおよび下流エフェクターを同定する方法に

おいて有用である。

      【０１０３】

  ＥＮＤＯ３配列は、代謝の調節による、糖尿病、肥満に付随する代謝障害、代

謝症候群Ｘ、ならびに慢性疾患および種々の癌に付随する食欲不振および消耗障

害の処置において有用である。

      【０１０４】

  （ＥＮＤＯ４）

  本発明のＥＮＤＯ４核酸は、表１６（配列番号７）に示される核酸配列を含む

。表１６に示される配列は、ＯＲＦ、ならびにこのＯＲＦから上流および下流の

推定非翻訳領域を含む。このＯＲＦは、ヌクレオチド１１～１３のａｔｇ開始コ

ドンで始まり、そしてヌクレオチド２９９～３０１のｔｇａコドンで終わる。推

定の上流および下流の非翻訳領域は、表１６において下線によって示される。
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      【０１０５】

  （表１６）

      【０１０６】

【表２０】

  この開示される核酸配列（配列番号７）は、Ｒａｎａ  ｒｉｄｉｂｕｎｄａエ

ンドゼピンｍＲＮＡ（ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＲＲＵ０９２０５｜ａｃｃ：Ｕ０

９２０５）と同一な２５６塩基のうち２００個（７８％）を有する。表１６の配

列とＲａｎａ  ｒｉｄｉｂｕｎｄａ配列との間の関連性は、表１７に示される。

表１６に示される配列の領域は、「Ｑｕｅｒｙ」配列として列挙される。Ｒａｎ

ａ  ｒｉｄｉｂｕｎｄａエンドゼピンｍＲＮＡ配列の領域は、「Ｓｕｂｊｅｃｔ

」配列として示される。

      【０１０７】

  （表１７）

      【０１０８】

【表２１】
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  この開示される核酸配列（配列番号７）はまた、ヒトジアゼパム結合インヒビ

ターｍＲＮＡ（ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＨＵＭＤＢＩ｜ａｃｃ：Ｍ１４２００）

と関連する。この開示される配列は、ヒトジアゼパムインヒビターｍＲＮＡに対

して２５９残基のうち１７９個（６９％）が同一である。この開示される配列と

ヒト配列との間の関連性は、表１８に示される。表１６に示される配列の領域は

、「Ｑｕｅｒｙ」配列として列挙される。ヒトｍＲＮＡ配列の領域は、「Ｓｕｂ

ｊｅｃｔ」配列として示される。

      【０１０９】

  （表１８）

      【０１１０】

【表２２】
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  表１６において同定されるＯＲＦは、８９アミノ酸のアミノ酸配列（配列番号

８）をコードする。コードされるタンパク質のアミノ酸配列（配列番号８）は、

表１９に示される。

      【０１１１】

  （表１９）  

      【０１１２】

【表２３】

  シグナルペプチドは、表１９中に示されるポリペプチド配列中に存在する。最

も切断しそうな部位は、残基１８と１９との間の、配列ＤＲＡ－ＡＥである。プ
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ログラムＰＳＯＲＴは、ＥＮＤＯ４タンパク質についての細胞外分泌の、中程度

の可能性を予想する。

      【０１１３】

  表１９に示されるポリペプチドは、以前に記載されたアシル－ｃｏＡ結合タン

パク質およびジアゼパム結合インヒビタータンパク質に関連する。表２０は、表

１９のアミノ酸配列が、Ａｎａｓ  ｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｏｓ由来の１０３ア

ミノ酸残基のタンパク質（ｐｔｎｒ：ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ－ＡＣＣ：Ｐ４５８８

２）と同一の８９アミノ酸残基のうち７１個（７９％）を有し、そしてこのアミ

ノ酸残基とポジティブな８９残基のうち７８個（８７％）を有することを示す。

表１９に示されるポリペプチド配列の領域は、「Ｑｕｅｒｙ」配列として示され

る。Ａｎａｓ  ｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｏｓ配列の領域は、「Ｓｂｊｃｔ」配列

として示される。

      【０１１４】

  （表２０）

      【０１１５】

【表２４】

  表２０Ａは、表１９のアミノ酸配列が、Ｒａｎａ  ｒｉｄｉｂｕｎｄａジアゼ

パム結合インヒビター（ＤＢＩ）に対して相同性を有することを示す。表１９に

示されるポリペプチド配列の領域は、「Ｑｕｅｒｙ」配列として示される。Ｒａ

ｎａ  ｒｉｄｉｂｕｎｄａジアゼパム結合インヒビター（ＤＢＩ）配列の領域は

、「Ｓｂｊｃｔ」配列として示される。

      【０１１６】

  （表２０Ａ）
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      【０１１７】

【表２５】

  表１８に示されるポリペプチド配列と先に記述されたジアゼパム結合インヒビ

ターまたはアシル－ｃｏＡ結合ポリペプチドとの間の整列が、表２１に示される

。表１９に示されるアミノ酸配列は、「ｂａ２７１ｍ１＿Ａ」と表現される。８

８アミノ酸カエルアシルｃｏ－Ａ結合タンパク質アミノ酸配列（ＰＩＲ－ＩＤ：

Ａ５７７１１）が、「Ａ５７７１１＿ＡＣＢＰ＿Ｆｒｏｇ」によって示される：

８８アミノ酸ヒトアシルｃｏ－Ａ結合ポリペプチド（ＰＩＲ－ＩＤ：ＮＺＨＵ）

配列は、「ＮＺＨＵ＿ＡＣＢＰ＿Ｈｕｍａｎ」によって示される。１０３アミノ

酸アヒルエンドゼピンアミノ酸配列（ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ－ＡＣＣ：＿４５８８

２）は、「Ｐ４５８８２＿ｅｎｄｏｚｅｐｉｎｅ＿Ｄｕｃｋ」によって示される

。保存的アミに酸置換を含む領域が、灰色で示される。非保存的アミノ酸置換は

、影付きがなく表されている。

      【０１１８】

【表２６】
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  本発明のＥＮＤＯ４核酸は、配列番号８のアミノ酸を含むポリペプチドをコー

ドする核酸を含む。例えば、ＥＮＤＯ４核酸は、表１６に開示される配列（配列

番号７）を含む得る。本発明はまた、配列番号８のアミノ酸配列を含むポリペプ

チドをコードする核酸のフラグメントを含む。本発明はまた、変異体核酸または

改変体核酸またはこのような核酸のフラグメントを含み、これらの変異体核酸ま

たは改変体核酸の塩基のいずれかは、表１６に示される対応する塩基から変化さ

れ得るが、この変異体または改変体核酸は、そのエンドゼピン様活性およびおよ

び生理学的機能を維持するタンパク質をコードする。本発明はさらに、それらの

配列が、ちょうど記載された核酸のいずれかに相補的な核酸を含み、ちょうど記

載された核酸のいずれかに相補的な核酸フラグメントを含む。本発明はさらに、

核酸または核酸フラグメント、あるいはその相補体を含み、それらの構造は、化

学改変を含む。このような改変としては、以下が挙げられるが、これらに限定さ

れない：改変塩基、および核酸であって、それらの糖ホスフェート骨格が改変ま

たは誘導体化された、核酸。これらの改変は、少なくとも部分的に、改変された

核酸の化学的安定性を増強するために実施され、その結果、それらは、例えば、

被験体における治療適用でのアンチセンス結合核酸として使用され得る。

      【０１１９】

  本発明のＥＮＤＯ４タンパク質は、そのアミノ酸配列が表１９（配列番号８）

に示されるタンパク質を含む。本発明はまた、変異体タンパク質または改変体タ

ンパク質または以下のような活性ペプチドのような機能的フラグメントを含み、

これらの変異体タンパク質または改変体タンパク質の残基のいずれかは、表１６
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に示される対応する塩基から変化され得るが、この変異体タンパク質または改変

体タンパク質は、そのエンドゼピン様活性およびおよび生理学的機能を維持する

タンパク質をなおもコードする：

  代謝調節ペプチド＃４（ＭＲＰ－４，４ｓ）配列：

      【０１２０】

【化１】

  本発明はさらに、ＥＮＤＯ４ポリペプチド、ならびにその誘導体およびフラグ

メントに免疫特異的に結合する抗体および抗体フラグメント（例えば、Ｆabまた

は（Ｆab）2など）を包含する。

      【０１２１】

  ＥＮＤＯ４配列は、組織の特定の型を検出するための有用である。例えば、組

織のパネルが、発現についてアッセイされる場合、ＥＮＤＯ４は、造血組織にお

いて高度に発現される。

      【０１２２】

  ＥＮＤＯ４配列はまた、血清インスリンおよびグルコースを変化させることに

よって全体的なエネルギー代謝または重量を調節するために有用である。

      【０１２３】

  ＥＮＤＯ４配列はまた、当該分野で一般に使用される多くの技術のいずれか１

つによって、本発明の細胞レセプターおよび下流エフェクターを同定するための

方法において有用である。

      【０１２４】

  ＥＮＤＯ４配列は、糖尿病、肥満に関連する代謝障害、代謝症候群Ｘならびに

慢性疾患に関連する食欲不振および消耗病および種々の癌の、代謝を調節するこ

とによる処置において有用である。
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      【０１２５】

  （ＥＮＤＯ５）

  本発明に従うＥＮＤＯ５核酸は、表２５に示される核酸配列（配列番号９）を

含む。ＯＲＦ、ならびにＯＲＦの上流および下流の推定非翻訳領域が、開示され

た配列に存在する。このＯＲＦは、ヌクレオチド７～９のａｔｇ開始コドンで始

まり、そしてヌクレオチド２６５～２６７のｔａｇコドンで終わる。この推定上

流および下流の非翻訳領域が、表２２の下線によって示される。

      【０１２６】

【表２７】

  ＥＮＤＯ５核酸配列（配列番号９）は、Ｒａｎａ  ｒｉｄｉｂｕｎｄａエンド

ゼピンｍＲＮＡ（ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＲＲＵ０９２０５│ａｃｃ：Ｕ０９２

０５）と同一の、２７４ヌクレオチドのうちの１９９（７２％）を有する。これ

らのヌクレオチド配列の比較を表２３に示す。表２２に開示される配列は、「Ｑ

ｕｅｒｙ」配列として表され、そしてＲａｎａ  ｒｉｄｉｂｕｎｄａエンドゼピ

ンｍＲＮＡ配列は、「Ｓｂｊｃｔ」配列として表される。

      【０１２７】

【表２８】
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  ＥＮＤＯ５核酸配列（配列番号９）はまた、Ｈｏｍｏ  ｓａｐｉｅｎｓエンド

ゼピンｍＲＮＡ（ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＨＵＭＥＤＺ│ａｃｃ：Ｍ１５８８７

）と同一の、２６２ヌクレオチドのうちの１７３（６６％）を有する。これらの

ヌクレオチド配列の比較を表２４に示す。表２２に開示される配列は、「Ｑｕｅ

ｒｙ」配列として表され、そしてヒトエンドゼピンｍＲＮＡ配列は、「Ｓｂｊｃ

ｔ」配列として表される。

      【０１２８】

【表２９】
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  表２２に同定されるＯＲＦは、８６アミノ酸残基のポリペプチド（配列番号１

０）をコードする。コードされたポリペプチドのアミノ酸配列が、表２５に示さ

れる。

      【０１２９】

【表３０】

  表２５に示されるコードされたポリペプチド（配列番号１０）は、Ｒａｎａ  

ｒｉｄｉｂｕｎｄａ（ｐｔｎｒ：ＰＩＲ－ＩＤ：Ａ５７７１１）由来の８８アミ

ノ酸ジアゼパン結合インヒビタータンパク質と、同一の、８６アミノ酸残基の５

７（６６％）、および８８アミノ酸ジアゼパン結合インヒビタータンパク質とポ

ジティブの８６残基の６７（７７％）を有する。これらの配列の整列を表２６に

示す。これらのアミノ酸配列の比較を表２６に示す。表２５に開示される配列は

、「Ｑｕｅｒｙ」配列として表され、そしてＲａｎａ  ｒｉｄｉｂｕｎｄａエン

ドゼピンポリペプチド配列は、「Ｓｂｊｃｔ」配列として表される。
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      【０１３０】

【表３１】

  先に記載したエンドゼピン配列に対する表２５に示されるポリペプチド配列の

関連性を示す整列を表２７に示す。表２５の８６アミノ酸ポリペプチドは「ｃｉ

ｔｂ＿ｅｌ＿２５４０ｍ１０＿Ａ」として示される。表に存在する他のエンドゼ

ピンポリペプチド配列は、カエルジアゼピン結合インヒビターＤＢＩ（ＰＩＲ－

ＩＤ：Ａ５７７１１（「Ａ５７７１１」））のアミノ酸配列、１０３アミノ酸配

列アヒルポリペプチド（ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ－ＡＣＣ：Ｐ４５８８２）（Ｐ４５

８８２＿Ｄｕｃｋ＿ＤＢ１）、および８７アミノ酸ヒトポリペプチド（ＮＺＨＵ

＿Ｈｕｍａｎ＿ＤＢＩ）を含む。保存的アミノ酸置換を有する領域が、灰色で示

される。非保存的アミノ酸置換が影付きがなく表されている。

      【０１３１】

【表３２】

  ＰＳＯＲＴプログラムを使用して、開示されたＥＮＤＯ５タンパク質は、０．

６５００の確実さで細胞質に局在化することが期待される。ＳＩＧＮＡＬＰプロ
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グラムを使用する分析において、ＥＮＤＯ５タンパク質は、シグナルペプチドを

有さないことが予測される。

      【０１３２】

  本発明は、配列番号１０のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするＥＮ

ＤＯ５核酸（例えば、配列番号９のヌクレオチド配列またはそのフラグメントを

含む核酸）を含む。本発明はまた、変異体核酸または改変体核酸またはこのよう

な核酸のフラグメントを含み、これらの変異体核酸または改変体核酸の塩基のい

ずれかは、表２２に示される対応する塩基から変化され得るが、この変異体また

は改変体核酸は、そのエンドゼピン様活性およびおよび生理学的機能を維持する

タンパク質をコードする。本発明はさらに、それらの配列が、先に記載された核

酸に相補的な核酸を含み、先に記載された核酸のいずれかに相補的な核酸フラグ

メントを含む。本発明はさらに、核酸または核酸フラグメント、あるいはその相

補体を含み、それらの構造は、化学改変を含む。このような改変としては、非限

定的な例として、以下が挙げられる：改変塩基、および核酸であって、それらの

糖ホスフェート骨格が改変または誘導体化された、核酸。これらの改変は、少な

くとも部分的に、改変された核酸の化学的安定性を増強するために実施され、そ

の結果、それらは、例えば、治療適用でのアンチセンス結合核酸として使用され

得る。

      【０１３３】

  本発明のＥＮＤＯ５タンパク質は、その配列が表２５に示されるポリペプチド

（配列番号１０）を含む。本発明はまた、変異体タンパク質または改変体タンパ

ク質、または以下の活性ペプチドのような機能的フラグメントを含み、これらの

変異体タンパク質または改変体タンパク質の塩基のいずれかは、表２５に示され

る対応する残基から変化され得るが、これらは、そのエンドゼピン様活性および

および生理学的機能を維持するタンパク質をなおもコードする：

  代謝調節ペプチド＃７（ＭＲＰ－７）配列：

      【０１３４】

【化２】
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  本発明はさらに、ＥＮＤＯ５ポリペプチド、ならびにその誘導体およびフラグ

メントに免疫特異的に結合する抗体および抗体フラグメント（例えば、Ｆabまた

は（Ｆab）2など）を包含する。

      【０１３５】

  ＥＮＤＯ５配列は、組織の特定の型を検出するための有用である。例えば、組

織のパネルが、発現についてアッセイされる場合、ＥＮＤＯ５は、脂肪組織およ

び造血組織において高度に発現される。

      【０１３６】

  ＥＮＤＯ５配列はまた、血清コレステロールおよびグルコースを変化させるこ

とによって全体的なエネルギー代謝または重量を調節するために有用である。

      【０１３７】

  ＥＮＤＯ５配列はまた、当該分野で一般に使用される多くの技術のいずれか１

つによって、本発明の細胞レセプターおよび下流エフェクターを同定するための

方法において有用である。

      【０１３８】

  ＥＮＤＯ５配列は、糖尿病、肥満に関連する代謝障害、代謝症候群Ｘならびに

慢性疾患に関連する食欲不振および消耗病および種々の癌の、代謝を調節するこ

とによる処置において有用である。

      【０１３９】

  （ＥＮＤＯ６）

  本発明のＥＮＤＯ６核酸は、表２７Ａに示される核酸配列（配列番号２２）を

含む。

      【０１４０】

【表３３】
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  表２７Ａに示される核酸配列は、太字で示される開始コドンおよび終止コドン

を有する位置１で始まるオープンリーディングフレーム（「ＯＲＦ」）を含む。
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このＯＲＤは、５３０アミノ酸残基のポリペプチド配列をコードする。このコー

ドされたポリペプチドの配列（配列番号２３）を表２７Ｂに示す。翻訳されたタ

ンパク質とウシエンドゼピン（ベンゾジアゼピンレセプターの推定リガンド）関

連タンパク質（ｇｂ：ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＢＯＶＥＤＺＲ│ａｃｃ：Ｍ１５

８８８）との間の相同性を表２７に示す。

      【０１４１】

【表３４】

翻訳されたタンパク質－フレーム：１－ヌクレオチド１～１５９０

      【０１４２】

【表３５】
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  本発明のＥＮＤＯ６核酸は、配列番号２３のポリペプチドをコードする核酸を

含み得る（例えば、ＥＮＤＯ６核酸は、配列番号２２の核酸配列を含み得る）。

本発明はまた、変異体または改変体の核酸を含み、それらの塩基のいずれかが、

表２７Ａにおいて示された対応する塩基から変化され得る。いくつかの実施形態

において、ＥＮＤＯ６核酸、またはそのような核酸のフラグメントは、そのエン
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ドゼピン（ｅｎｄｏｚｅｐｉｎｅ）様活性および生理学的機能を維持するタンパ

ク質をコードする。本発明はさらに、配列が、ここで記載された核酸に対して相

補的である核酸を含む（ここで記載された核酸のいずれかに対して相補的である

核酸フラグメントを含む）。本発明はさらに、構造が化学的な変化を含む、核酸

または核酸フラグメント、あるいはそれに対する相補鎖を含む。そのような変化

は、糖リン酸骨格が変化または誘導される、塩基、および核酸の変化を含むが、

これらに限定されない。これらの変化は、少なくとも部分的に変化した核酸の化

学的な安定性を増強するために実施され、その結果、例えば、それらの核酸は、

被験体における治療適用においてアンチセンス結合核酸として使用され得る。

      【０１４３】

  本発明のＥＮＤＯ６ポリペプチドは、配列番号２３のアミノ酸配列を含み得る

。本発明はまた、変異体タンパク質または改変体タンパク質を含み、それらの残

基のいずれかは、配列番号２３において示された対応する残基から変化され得る

が、一方、そのエンドゼピン様活性および生理学的機能を維持するタンパク質、

あるいはその機能的フラグメント（例えば、活性ペプチド（配列番号２４））を

なおコードしている。

      【０１４４】

  代謝調節ペプチド番号８（ＭＲＰ－８）配列：

  ＱＡＴＥＧＰＣＫＬＳＲＰＧＦＷＤＰ（配列番号２４）。

      【０１４５】

  本発明はさらに、ＥＮＤＯ６ポリペプチド、ならびにその誘導体およびフラグ

メントに対して免疫特異的に結合する抗体および抗体フラグメント（例えば、Ｆ

abまたは（Ｆab）2）を包含する。

      【０１４６】

  ＥＮＤＯ６配列は、特定の型の組織の検出に有用である。例えば、組織の集団

が発現についてアッセイされる場合、ＥＮＤＯ６は、骨格筋において高度に発現

される。また、ＥＮＤＯ６の高発現は、多数の型の癌のためのマーカーである。

      【０１４７】

  ＥＮＤＯ６配列はまた、血清コレステロールおよびインスリンを変更すること
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によって全体的なエネルギー代謝または体重を調節するために有用である。

      【０１４８】

  ＥＮＤＯ６配列はまた、当該分野において一般的に使用される多くの技術のい

ずれか１つによって本発明の細胞レセプターおよび下流エフェクターを同定する

方法において有用である。

      【０１４９】

  ＥＮＤＯ６配列は、代謝を調節することによる、糖尿病、肥満に関連する代謝

障害、代謝症候群Ｘならびに慢性疾患に関連する食欲不振および消耗障害および

種々の癌の処置において有用である。

      【０１５０】

  （ＥＮＤＯ７）

  本発明のＥＮＤＯ７核酸は、表２７Ｄにおいて示された核酸配列（配列番号２

５）を含む。

      【０１５１】

【表３６】

  表２７Ｄにおいて開示された核酸配列は、６位から開始されるオープンリーデ

ィングフレーム（「ＯＲＦ」）（太字で示された開始コドンおよび終止コドンを

有する）を含む。このＯＲＦは、８６アミノ酸残基のポリペプチド配列をコード

する。このコードされたポリペプチドの配列は、表２７Ｅにおいて示される（配

列番号２６）。翻訳されたタンパク質とウシエンドゼピン（ベンゾジアゼピンレ

セプターの推定リガンド）（ｇｂ：ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＢＯＶＥＤＺ｜ａｃ
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ｃ：Ｍ１５８８６）との間の相同性は、表２７Ｆに示される。

      【０１５２】

【表３７】

      【０１５３】

【表３８】

  本発明のＥＮＤＯ７核酸は、配列番号２６のポリペプチドをコードする核酸を

含み得る（例えば、ＥＮＤＯ７核酸は、配列番号２５の核酸配列を含み得る）。

本発明はまた、変異体または改変体の核酸を含み、それらの塩基のいずれかが、

表２７Ｄにおいて示された対応する塩基から変化され得る。いくつかの実施形態

において、ＥＮＤＯ７核酸、またはそのような核酸のフラグメントは、そのエン

ドゼピン様活性および生理学的機能を維持するタンパク質をコードする。本発明

はさらに、配列が、ここで記載された核酸に対して相補的である核酸を含む（こ



(54) 特表２００３－５２７８３１

こで記載された核酸のいずれかに対して相補的である核酸フラグメントを含む）

。本発明はさらに、構造が化学的な変化を含む、核酸または核酸フラグメント、

あるいはそれに対する相補鎖を含む。そのような変化は、糖リン酸骨格が変化ま

たは誘導される、塩基、および核酸の変化を含むが、これらに限定されない。こ

れらの変化は、少なくとも部分的に変化した核酸の化学的な安定性を増強するた

めに実施され、その結果、例えば、それらの核酸は、被験体における治療適用に

おいてアンチセンス結合核酸として使用され得る。

      【０１５４】

  本発明のＥＮＤＯ７ポリペプチドは、配列番号２６のアミノ酸配列を含み得る

。本発明はまた、変異体タンパク質または改変体タンパク質を含み、それらの残

基のいずれかは、配列番号２６において示された対応する残基から変化され得る

が、一方、そのエンドゼピン様活性および生理学的機能を維持するタンパク質、

あるいはその機能的フラグメント（例えば、以下の活性ペプチド（配列番号２７

））をなおコードしている。

      【０１５５】

  代謝調節ペプチド番号９（ＭＲＰ－９）配列：

  ＱＡＴＶＨＤＬＮＴＥＷＰＲＭＬＤＬＫＧＫ（配列番号２７）。

      【０１５６】

  本発明はさらに、ＥＮＤＯ７ポリペプチド、ならびにその誘導体およびフラグ

メントに対して免疫特異的に結合する抗体および抗体フラグメント（例えば、Ｆ

abまたは（Ｆab）2）を包含する。

      【０１５７】

  ＥＮＤＯ７配列は、特定の型の組織の検出に有用である。例えば、組織の集団

が発現についてアッセイされる場合、ＥＮＤＯ７は、脂肪組織において高度に発

現される。また、ＥＮＤＯ７の高発現は、肝臓癌のためのマーカーである。

      【０１５８】

  ＥＮＤＯ７配列はまた、血清コレステロールを変更することによって全体的な

エネルギー代謝または体重を調節するために有用である。

      【０１５９】
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  ＥＮＤＯ７配列はまた、当該分野において一般的に使用される多くの技術のい

ずれか１つによって本発明の細胞レセプターおよび下流エフェクターを同定する

方法において有用である。

      【０１６０】

  ＥＮＤＯ７配列は、代謝を調節することによる、糖尿病、肥満に関連する代謝

障害、代謝症候群Ｘならびに慢性疾患に関連する食欲不振および消耗障害および

種々の癌の処置において有用である。

      【０１６１】

  （ＥＮＤＯ８）

  本発明のＥＮＤＯ８核酸は、表２７Ｇにおいて示された核酸配列（配列番号２

８）を含む。

      【０１６２】

【表３９】

  表２７Ｇにおいて開示された核酸配列は、１位から開始されるオープンリーデ

ィングフレーム（「ＯＲＦ」）（太字の開始コドンおよび終止コドンを有する）

を含む。このＯＲＦは、１０４アミノ酸残基のポリペプチド配列をコードする。

このコードされたポリペプチドの配列は、表２７Ｈにおいて示される（配列番号

２９）。翻訳されたタンパク質とヒトジアゼパム結合インヒビター（ＤＢＩ）（

ｇｂ：ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＨＵＭＤＢＩ｜ａｃｃ：Ｍ１４２００）との間の

相同性は、表２７Ｉに示される。

      【０１６３】
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【表４０】

      【０１６４】

【表４１】

  本発明のＥＮＤＯ８核酸は、配列番号２９のポリペプチドをコードする核酸を

含み得る（例えば、ＥＮＤＯ８核酸は、配列番号２８の核酸配列を含み得る）。

本発明はまた、変異体または改変体の核酸を含み、それらの塩基のいずれかが、

表２７Ｇにおいて示された対応する塩基から変化され得る。いくつかの実施形態

において、ＥＮＤＯ８核酸、またはそのような核酸のフラグメントは、そのエン

ドゼピン（ｅｎｄｏｚｅｐｉｎｅ）様活性および生理学的機能を維持するタンパ

ク質をコードする。本発明はさらに、配列が、ここで記載された核酸に対して相

補的である核酸を含む（ここで記載された核酸のいずれかに対して相補的である

核酸フラグメントを含む）。本発明はさらに、構造が化学的な変化を含む、核酸
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または核酸フラグメント、あるいはそれに対する相補鎖を含む。そのような変化

は、糖リン酸骨格が変化または誘導される、塩基、および核酸の変化を含むが、

これらに限定されない。これらの変化は、少なくとも部分的に変化した核酸の化

学的な安定性を増強するために実施され、その結果、例えば、それらの核酸は、

被験体における治療適用においてアンチセンス結合核酸として使用され得る。

      【０１６５】

  本発明のＥＮＤＯ８ポリペプチドは、配列番号２９のアミノ酸配列を含み得る

。本発明はまた、変異体タンパク質または改変体タンパク質を含み、それらの残

基のいずれかは、配列番号２９において示された対応する残基から変化され得る

が、一方、そのエンドゼピン様活性および生理学的機能を維持するタンパク質、

あるいはその機能的フラグメント（例えば、以下の活性ペプチド（配列番号３０

））をなおコードしている。

      【０１６６】

  代謝調節ペプチド番号１（ＭＲＰ－１）配列：

  １        ＱＡＴＶＧＤＩＮＴＥＲＰＧＭＬＤＦＴＧＫ（配列番号３０）。

      【０１６７】

  本発明はさらに、ＥＮＤＯ８ポリペプチド、ならびにその誘導体およびフラグ

メントに対して免疫特異的に結合する抗体および抗体フラグメント（例えば、Ｆ

abまたは（Ｆab）2）を包含する。

      【０１６８】

  ＥＮＤＯ８配列は、特定の型の組織の検出に有用である。例えば、組織の集団

が発現についてアッセイされる場合、ＥＮＤＯ８は、心骨格筋、肝臓および内皮

組織において高度に発現される。また、ＥＮＤＯ８の高発現は、乳癌および結腸

癌ならびにメラノーマのためのマーカーである。

      【０１６９】

  ＥＮＤＯ８配列はまた、血清コレステロール、インスリン、またはグルコース

を変更することによって全体的なエネルギー代謝または体重を調節するために有

用である。ＥＮＤＯ８配列はまた、筋肉質量または脂肪レベルを調節するのに有

用である。
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      【０１７０】

  ＥＮＤＯ８配列はまた、当該分野において一般的に使用される多くの技術のい

ずれか１つによって本発明の細胞レセプターおよび下流エフェクターを同定する

方法において有用である。

      【０１７１】

  ＥＮＤＯ８配列は、代謝を調節することによる、糖尿病、肥満に関連する代謝

障害、代謝症候群Ｘならびに慢性疾患に関連する食欲不振および消耗障害および

種々の癌の処置において有用である。

      【０１７２】

  （ＥＮＤＯ９）

  本発明のＥＮＤＯ９核酸は、表２７Ｊにおいて示された核酸配列（配列番号３

１）を含む。

      【０１７３】

【表４２】
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  表２７Ｊにおいて開示された核酸配列は、１位から開始されるオープンリーデ

ィングフレーム（「ＯＲＦ」）（太字の開始コドンおよび終止コドンを有する）

を含む。このＯＲＦは、３５９アミノ酸残基のポリペプチド配列をコードする。

このコードされたポリペプチドの配列は、表２７Ｋにおいて示される（配列番号

３２）。翻訳されたタンパク質とヒトペルオキシソームＤ３，Ｄ２－エノイル－

ＣｏＡイソメラーゼ（ＰＥＣＩ）（ｇｂ：ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＡＦ１５３６

１２｜ａｃｃ：ＡＦ１５３６１２）は、表２７Ｌに示される。

      【０１７４】

【表４３】
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      【０１７５】

【表４４】
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  本発明のＥＮＤＯ９核酸は、配列番号３２のポリペプチドをコードする核酸を

含み得る（例えば、ＥＮＤＯ９核酸は、配列番号３１の核酸配列を含み得る）。

本発明はまた、変異体または改変体の核酸を含み、それらの塩基のいずれかが、

表２７Ｊにおいて示された対応する塩基から変化され得る。いくつかの実施形態

において、ＥＮＤＯ９核酸、またはそのような核酸のフラグメントは、そのエン

ドゼピン様活性および生理学的機能を維持するタンパク質をコードする。本発明

はさらに、配列が、ここで記載された核酸に対して相補的である核酸を含む（こ
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こで記載された核酸のいずれかに対して相補的である核酸フラグメントを含む）

。本発明はさらに、構造が化学的な変化を含む、核酸または核酸フラグメント、

あるいはそれに対する相補鎖を含む。そのような変化は、糖リン酸骨格が変化ま

たは誘導される、塩基、および核酸の変化を含むが、これらに限定されない。こ

れらの変化は、少なくとも部分的に変化した核酸の化学的な安定性を増強するた

めに実施され、その結果、例えば、それらの核酸は、被験体における治療適用に

おいてアンチセンス結合核酸として使用され得る。

      【０１７６】

  本発明のＥＮＤＯ９ポリペプチドは、配列番号３２のアミノ酸配列を含み得る

。本発明はまた、変異体タンパク質または改変体タンパク質を含み、それらの残

基のいずれかは、配列番号３２において示された対応する残基から変化され得る

が、一方、そのエンドゼピン様活性および生理学的機能を維持するタンパク質、

あるいはその機能的フラグメント（例えば、以下の活性ペプチド（配列番号３３

））をなおコードしている。

      【０１７７】

  代謝調節ペプチド番号２（ＭＲＰ－２）配列：

  ＱＡＴＥＧＰＣＮＭＰＫＰＧＶＦＤＬＩＮＫ（配列番号３３）。

      【０１７８】

  本発明は、ＥＮＤＯ９ポリペプチドに免疫特異的に結合する、Ｆabまたは（Ｆ

ab）2のような抗体および抗体フラグメント、ならびにその誘導体およびフラグ

メントをさらに包含する。

      【０１７９】

  ＥＮＤＯ９配列はまた、血清コレステロール、インシュリン、またはグルコー

スを変更することによって全体的エネルギー代謝または体重を調節するために有

用である。

      【０１８０】

  ＥＮＤＯ９配列はまた、当該分野において一般に使用される多くの技術のいず

れか１つによって、細胞性レセプターおよび下流の本発明のエフェクターを同定

するための方法において有用である。



(63) 特表２００３－５２７８３１

      【０１８１】

  ＥＮＤＯ９配列は、糖尿病、肥満に関連する代謝障害、代謝性症候群Ｘならび

に慢性疾患および種々の癌に関連する食欲不振および消耗病の、代謝を調節する

ことによる処置において有用である。

      【０１８２】

  （ＥＮＤＯ１０）

  本発明のＥＮＤＯ１０核酸は、表２７Ｍ（配列番号（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：）

３４）に示される核酸配列を含む。

      【０１８３】

  （表２７Ｍ）

      【０１８４】

【表４５】
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  表２７Ｍに開示される核酸配列は、太字の開始コドンおよび終始コドンを有す

る、５７３位で始まるオープンリーディングフレーム（「ＯＲＦ」）を含む。Ｏ

ＲＦは、２８２アミノ酸残基のポリペプチド配列をコードする。このコードされ

たポリペプチドの配列は、表２７Ｎ（配列番号３５）に示される。翻訳されたタ
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ンパク質と（ヒトＤＢＩ／ＡＣＢＰ様タンパク質  米国特許第５７３４０３８号

－Ａ２  １９９８年３月３１日）との間の相同性は、表２７Ｏに示される。

      【０１８５】

  （表２７Ｎ）

      【０１８６】

【表４６】

  （表２７Ｏ）

      【０１８７】

【表４７】



(66) 特表２００３－５２７８３１

  本発明のＥＮＤＯ１０核酸は、配列番号３５のポリペプチドをコードする核酸

を含み得る。例えば、ＥＮＤＯ１０核酸は、配列番号３４の核酸配列を含み得る

。本発明はまた、変異体核酸または改変体核酸を含み、これらの塩基のいずれか

が表２７Ｍに示される、対応する塩基から変化され得る。いくつかの実施形態に

おいて、ＥＮＤＯ１０核酸、またはそのような核酸のフラグメントは、そのエン

ドゼピン（ｅｎｄｏｚｅｐｉｎｅ）様活性および生理学的機能を維持するタンパ

ク質をコードする。本発明はさらに、その配列がまさに記載された配列に相補的

である核酸を含み、これは、まさに記載された核酸のいずれかに相補的な核酸フ

ラグメントを含む。本発明は、核酸もしくは核酸フラグメント、またはその相補

体をさらに含み、これらの構造は、化学的な改変を含む。このような改変は、以

下を含むがこれらに限定されない：改変された塩基、および糖リン酸骨格が改変

されたかもしくは誘導体化された核酸。これらの改変は、少なくとも一部で実施
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され、改変された核酸の化学的安定性を増強する。その結果、これらは、例えば

、被験体において治療的適用におけるアンチセンス結合核酸として使用され得る

。

      【０１８８】

  本発明のＥＮＤＯ１０ポリペプチドは、配列番号３５のアミノ酸配列を含み得

る。本発明はまた、変異体タンパク質または改変体タンパク質を含み、これらの

残基のいずれかは、配列番号３５に示された対応する残基から変化され得るが、

そのエンドゼプシン様活性および生理学的機能、またはその機能的フラグメント

（例えば、以下の活性ペプチド（配列番号３６））を維持するタンパク質をなお

コードする。

      【０１８９】

  代謝－調節ペプチド＃１０（ＭＲＰ－１０）配列：

      【０１９０】

【化３】

  本発明は、ＥＮＤＯ１０ポリペプチドに免疫特異的に結合する、Ｆabまたは（

Ｆab）2のような抗体および抗体フラグメント、ならびにその誘導体およびフラ

グメントをさらに包含する。

      【０１９１】

  ＥＮＤＯ１０配列はまた、血清インシュリン、またはグルコースを変更するこ

とによって全体的エネルギー代謝または体重を調節するために有用である。ＥＮ

ＤＯ１０配列はまた、筋肉質量または脂肪レベルを調節するために有用である。

      【０１９２】

  ＥＮＤＯ１０配列はまた、当該分野において一般に使用される多くの技術のい

ずれか１つによって、細胞性レセプターおよび下流の本発明のエフェクターを同



(68) 特表２００３－５２７８３１

定するための方法において有用である。

      【０１９３】

  ＥＮＤＯ１０配列は、糖尿病、肥満に関連する代謝障害、代謝性症候群Ｘなら

びに慢性疾患および種々の癌に関連する食欲不振および消耗病の、代謝を調節す

ることによる処置において有用である。

      【０１９４】

  ＥＮＤＯＸ核酸は、エンドゼピンファミリーの新規なメンバーであるポリペプ

チドをコードする。エンドゼピンは、生物学的に重要な多様な機能に関して報告

された。関連エンドゼピンポリペプチド（例えば、ジアゼパム結合インヒビター

）は、ＧＡＢＡレセプターを結合する。さらに、新たなＥＮＤＯＸポリペプチド

またはそのフラグメントもしくは改変体は、例えば、ＧＡＢＡレセプターに対す

る新たなアゴニストまたはアンタゴニストを同定するためのスクリーニングアッ

セイにおいて使用され得る。新たなＥＮＤＯＸポリペプチドはまた、ＧＡＢＡレ

セプター活性を調節するために使用され得る。

      【０１９５】

  本発明に従うＥＮＤＯＸポリペプチド、核酸、抗体および他の組成物はまた、

エンドゼピンファミリーメンバーの他の既知の機能に基づく有用性を有する。例

えば、ジアゼパム結合インヒビターはまた、アシル－ＣｏＡ結合タンパク質（Ａ

ＣＢＰ）として公知である。アシル－ＣｏＡ結合タンパク質は、中鎖アシル－Ｃ

ｏＡエステルおよび長鎖アシル－ＣｏＡエステルに高親和性で結合し、そしてア

シル－ＣｏＡエステルの細胞内キャリアとして働き得る。

      【０１９６】

  ＡＣＢＰ遺伝子はまた、酵母においてクローニングされた。この酵母同族を、

アシル－ＣｏＡ結合（ＡＣＢ）と名付けた（Ｒｏｓｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．

Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８９：１１２８７－１１２９１）。この酵母遺伝子

は、ヒト遺伝子産物と同一の長さである８７アミノ酸残基（開始メチオニンを含

む）のポリペプチドをコードする。酵母ポリペプチドは、ヒトアミノ酸残基と４

８％保存される。最も高く保存された酵母ドメインは、酵母、トリおよび哺乳動

物由来の公知のタンパク質種すべてにおいて同一である、合計７連続するアミノ
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酸残基を含むことが見出された。このドメインは、アシル－ＣｏＡエステルにつ

いての疎水結合部位を構築し、そして分子の第二のへリックス領域内に位置され

る。下等生物（例えば、酵母）におけるこのように高度に保存された遺伝子の存

在は、アシル－ＣｏＡ結合タンパク質としてのその基本的な生物学的役割を支持

し、そしてまた高等生物においてそこに帰する多くの生物学的機能は、アシル－

ＣｏＡと相互作用するその能力から生じ得る。

      【０１９７】

  種々のエンドゼピンファミリーメンバー、またはこれらのポリペプチドの誘導

体はまた、抗細菌性ペプチドとして同定された。例としては、セクロピン（ｃｅ

ｃｒｏｐｉｎ）Ｐ１およびＰＲ－３９が挙げられる。ＰＲ－３９は、ブタ小腸の

上部から単離された３９アミノ酸残基のプロリンおよびアルギニンのリッチなポ

リペプチドである。質量分析法と組合わせたアミノ酸配列分析は、以前に同定さ

れた因子由来の胃阻害性ポリペプチド（７－４２）（ＧＩＰ（７－４２））およ

びジアゼパム結合インヒビター（３２－８６）（ＤＢＩ（３２－８６））として

２または３のポリペプチドを同定した。第３のポリペプチドは、以前には公知で

はなかった構造を構築し、その分子量と関連してペプチド３９１０と称された。

３つのポリペプチド全ては、Ｂａｃｉｌｌｕｓ  ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍに対する

抗細菌性活性を示す。ＧＩＰ（７－４２）はまた、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ

  ｐｙｏｇｅｎｅｓおよび外膜を欠損するＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ変

異体に対するいくつかの活性を示す。

      【０１９８】

  ＥＮＤＯＸ核酸配列、コードされるＥＮＤＯＸポリペプチド、ならびに種々の

開示された配列およびこれらの核酸を含むクローンに対応する配列同定番号（配

列番号）の要約を、以下の表２８に示す。

      【０１９９】

  （表２８：ＥＮＤＯＸポリペプチドの開示された配列および対応する配列番号

）

      【０２００】

【表４８】
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  （ＥＮＤＯＸ核酸およびポリペプチド）

  本発明の１つの局面は、ＥＮＤＯＸポリペプチドまたはそれらの生物学的に活

性な部分をコードする単離された核酸分子に関する。また、ＥＮＤＯＸをコード

する核酸（例えば、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡ）を同定するためにハイブリダイゼー

ションプローブとして使用するための十分な核酸フラグメント、およびＥＮＤＯ

Ｘ核酸分子の増幅および／または変異のためのＰＣＲプライマーとして使用する

ためのフラグメントも本発明に含まれる。本明細書において使用されるように、

用語「核酸分子」は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）、Ｒ

ＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）、ヌクレオチドアナログを使用して産生されるＤ

ＮＡまたはＲＮＡのアナログ、ならびにそれらの誘導体、フラグメントおよびホ

モログを含むことが意図される。核酸分子は、一本鎖または二本鎖であり得るが

、好ましくは、二本鎖ＤＮＡを含む。

      【０２０１】

  ＥＮＤＯＸ核酸は、成熟ＥＮＤＯＸポリペプチドをコードし得る。本明細書中
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で使用される場合、本発明において開示されるポリペプチドまたはタンパク質の

「成熟」形態は、天然に存在するポリペプチドあるいは前駆体形態またはプロタ

ンパク質の産物である。天然に存在するポリペプチド、前駆体またはプロタンパ

ク質としては、非制限例として、対応する遺伝子によってコードされる完全長遺

伝子産物が挙げられる。あるいは、本明細書中で記載されるオープンリーディン

グフレームによってコードされる、ポリペプチド、前駆体またはプロタンパク質

として規定されている。産物「成熟」形態は、さらに非制限例として、遺伝子産

物が産生される細胞または宿主細胞内で発生し得る、１以上の天然に存在するプ

ロセッシング工程の結果として発生する。ポリペプチドまたはタンパク質の「成

熟」形態に導くこのようなプロセッシング工程の例としては、オープンリーディ

ングフレームの開始コドンによってコードされる、Ｎ－末端メチオニン残基の切

断、またはシグナルペプチドまたはリーダー配列のタンパク分解性切断が挙げら

れる。従って、残基１～Ｎ（ここで、残基１は、Ｎ－末端メチオニンである）を

有する、前駆体ポリペプチドまたはタンパク質から生じる成熟形態は、Ｎ－末端

メチオニンの除去後に残った残基２～Ｎ末端を有する。あるいは、残基１～Ｎを

有する前駆体ポリペプチドまたはタンパク質から生じる成熟形態（ここで、残基

１～残基ＭのＮ末端シグナル配列が切断される）は、残った残基Ｍ＋１～残基Ｎ

を有する。本明細書中でさらに使用されるように、ポリペプチドまたはタンパク

質の「成熟」形態は、タンパク質分解性切断事象以外の、翻訳後就職の工程から

生じ得る。このようなさらなるプロセスとしては、非制限例として、グリコシル

化、ミリストイル化、またはリン酸化が挙げられる。一般に、成熟ポリペプチド

または成熟タンパク質は、結果として、これらのプロセスの１つのみの作用、ま

たはそれらの任意の組み合わせから得られ得る。

      【０２０２】

  本明細書中で使用される場合、用語「プローブ」とは、種々の長さの核酸配列

をいい、好ましくは、特定の使用に依存して、少なくとも約１０ヌクレオチド（

ｎｔ）、１００ｎｔ、または例えば、約６，０００ｎｔほどの大きさの間である

。プローブは、同一、類似または相補的な核酸配列の検出において使用される。

より長いプローブは、通常、天然供給源または組換え供給源から入手され、非常
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に特異的であり、そしてより短いオリゴマープローブよりもはるかに遅くハイブ

リダイズする。プローブは、一本鎖または二本鎖であり得、そしてＰＣＲ、メン

ブレンベースのハイブリダイゼーション技術またはＥＬＩＳＡのような技術にお

いて特異性を有するように設計される。

      【０２０３】

  本明細書中で使用される場合、用語「単離された」核酸分子は、この核酸の天

然の供給源中に存在するその他の核酸分子から分離されているものである。好ま

しくは、「単離された」核酸は、この核酸が由来する生物のゲノムＤＮＡ中でこ

の核酸に天然に隣接する配列（すなわち、この核酸の５’末端および３’末端に

位置する配列）を含まない。例えば、種々の実施形態で、単離されたＥＮＤＯＸ

核酸分子は、この核酸が由来する細胞／組織（例えば、脳、心臓、肝臓、脾臓な

ど）のゲノムＤＮＡ中でこの核酸に天然で隣接する、約５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋｂ

、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂ、または０．１ｋｂ未満のヌクレオチド配列を含

み得る。さらに、「単離された」核酸分子、例えば、ｃＤＮＡ分子は、組換え技

術により産生される場合、その他の細胞物質または培養培地を実質的に含まない

か、または化学的に合成される場合、化学物質前駆体もしくはその他の化学物質

を実質的に含まないものであり得る。

      【０２０４】

  本発明の核酸分子、例えば、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８

、３１、３４、４６および４８のヌクレオチド配列を有する核酸分子、またはこ

れらのヌクレオチド配列の相補体は、標準的な分子生物学的技法および本明細書

で提供される配列情報を用いて単離され得る。ハイブリダイゼーションプローブ

として、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６お

よび４８の核酸の全部または一部を使用して、ＥＮＤＯＸ分子は、標準的なハイ

ブリダイゼーション技術およびクローニング技術（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら

（編）、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹＹ  

ＭＡＮＵＡＬ  第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａ

ｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ、１９８

９；およびＡｕｓｕｂｅｌら、（編）、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  
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ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ

、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３に記載されるような）を用いて単離され得

る。

      【０２０５】

  本発明の核酸は、標準的なＰＣＲ増幅技法に従って、テンプレートとしてｃＤ

ＮＡ、ｍＲＮＡあるいはゲノムＤＮＡ、および適切なオリゴヌクレオチドプライ

マーを用いて増幅され得る。このように増幅された核酸は、適切なベクター中に

クローン化され得、そしてＤＮＡ配列分析により特徴付けられ得る。さらに、Ｅ

ＮＤＯＸヌクレオチド配列に対応するオリゴヌクレオチドは、標準的な合成技術

、例えば、自動化ＤＮＡ合成機を用いることにより調製され得る。

      【０２０６】

  本明細書で用いられる場合、用語「オリゴヌクレオチド」は、一連の連結され

たヌクレオチド残基をいい、このオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲ反応で用いられ

得る十分な数のヌクレオチド塩基を有する。短いオリゴヌクレオチド配列は、ゲ

ノム配列もしくはｃＤＮＡ配列に基づき得るか、またはそれから設計され得、そ

して特定の細胞もしくは組織において、同一、類似もしくは相補的ＤＮＡまたは

ＲＮＡを増幅し、確認し、もしくはその存在を示すために用いられる。オリゴヌ

クレオチドは、約１０ｎｔ、５０ｎｔ、または１００ｎｔの長さ、好ましくは約

１５ｎｔ～３０ｎｔの長さを有する核酸配列の部分を含む。本発明の１つの実施

形態では、１００ｎｔより少ない長さの核酸分子を含むオリゴヌクレオチドは、

さらに、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１も

しくは２３の少なくとも６個連続するヌクレオチド、またはその相補体を含む。

オリゴヌクレオチドは、化学的に合成され得、そしてプローブとして用いられ得

る。

      【０２０７】

  別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、配列番号１、３、５、７

、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、もしくは２３に示されるヌクレオ

チド配列またはこのヌクレオチド配列の一部分の相補体である核酸分子を含む（

例えば、プローブもしくはプライマーとして使用され得るフラグメント、または
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ＥＮＤＯＸポリペプチドの生物学的に活性な部位をコードするフラグメント）。

配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６および４８

に示されるヌクレオチド配列に相補的である核酸分子は、配列番号１、３、５、

７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６および４８に示されるヌクレオチ

ド配列に十分相補的である核酸分子であり、配列番号１、３、５、７、９、２２

、２５、２８、３１、３４、４６および４８に示されるヌクレオチド配列に対し

ミスマッチがほとんどまたは全くなく水素結合し得、それによって安定な二本鎖

を形成する。

      【０２０８】

  本明細書で用いる場合、用語「相補的」は、核酸分子のヌクレオチド単位間の

Ｗａｔｓｏｎ－ＣｒｉｃｋまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基対形成をいい、そして

用語「結合」は、２つのポリペプチドまたは化合物または関連ポリペプチドまた

は化合物あるいはその組合せ間の物理的または化学的相互作用を意味する。結合

は、イオン性、非イオン性、ファンデルワールス性、疎水性相互作用などを含む

。物理的相互作用は直接的かまたは間接的のいずれかであり得る。間接的相互作

用は、別のポリペプチドまたは化合物を介してか、またはその効果に起因し得る

。直接的結合は、別のポリペプチドもしくは化合物を介してか、またはその効果

に起因して生じないが、他の実質的な化学的中間体がない相互作用をいう。

      【０２０９】

  本明細書中に提供されるフラグメントは、少なくとも６個の（連続する）核酸

配列または少なくとも４個の（連続する）アミノ酸配列（それぞれ、核酸の場合

には、特異的なハイブリダイゼーションを可能にし、またはアミノ酸の場合には

、エピトープの特異的な認識を可能にするに十分な長さ）として規定され、そし

て全長配列未満のせいぜいいくらかの部分である。フラグメントは、選択された

核酸配列またはアミノ酸配列の任意の連続する部分に由来し得る。誘導体は、直

接的にかまたは改変もしくは部分的置換によってかのいずれかでネイティブな化

合物から形成される核酸配列またはアミノ酸配列である。アナログは、ネイティ

ブな化合物に類似する構造を有する（しかし、同一ではない）が、特定の成分ま

たは側鎖に関してそれとは異なる核酸配列またはアミノ酸配列である。アナログ



(75) 特表２００３－５２７８３１

は、合成物であり得るか、または進化的に異なる起源に由来し得、そして野生型

と比較して、類似の代謝活性または反対の代謝活性を有し得る。ホモログは、異

なる種由来である特定の遺伝子の核酸配列またはアミノ酸配列である。

      【０２１０】

  誘導体およびアナログは、以下に記載のように、誘導体またはアナログが、修

飾された核酸またはアミノ酸を含む場合、全長、または全長以外のものであり得

る。本発明の核酸またはタンパク質の誘導体またはアナログは、種々の実施形態

において、本発明の核酸もしくはタンパク質に、同一の大きさの核酸またはアミ

ノ酸配列にわたって、または整列した配列と比較した場合（この整列は、当該分

野で公知であるコンピューター相同性プログラムによって実施される）、少なく

とも約７０％、８０％、もしくは９５％の同一性（好ましい同一性は、８０～９

５％）で実質的に相同であるか、あるいはそのコードする核酸がストリンジェン

トの、中程度にストリンジェントの、または低いストリンジェントの条件下で上

記のタンパク質をコードする配列の相補体にハイブリダイズし得る、領域を含む

分子を包含するが、これらに限定されない。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、ＣＵＲ

ＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、

Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３、お

よび以下を参照のこと。

      【０２１１】

  「相同な核酸配列」もしくは「相同なアミノ酸配列」、またはその改変体とは

、上記で考察したように、ヌクレオチドレベルまたはアミノ酸レベルにおける相

同性によって特徴付けられる配列をいう。相同なヌクレオチド配列は、ＥＮＤＯ

Ｘポリペプチドのアイソフォームをコードする配列をコードする。アイソフォー

ムは、例えば、ＲＮＡの選択的スプライシングの結果として、同一の生物の異な

る組織において発現され得る。あるいは、アイソフォームは、異なる遺伝子によ

ってコードされ得る。本発明において、相同なヌクレオチド配列は、ヒト以外の

種（脊椎動物が挙げられるが、これに限定されず、従って、例えば、カエル、マ

ウス、ラット、ウサギ、イヌ、ネコ、ウシ、ウマおよび他の生物が挙げられ得る

）のＥＮＤＯＸポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。相同なヌク
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レオチド配列はまた、天然に生じる対立遺伝子改変体および本明細書に記載され

るヌクレオチド配列の変異体が挙げられるが、これらに限定されない。しかし、

相同的ヌクレオチド配列は、ヒトＥＮＤＯＸタンパク質をコードするヌクレオチ

ド配列を含まない。相同核酸配列は、配列番号２、４、６、８、１０、１５、１

６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３

２、３３、３５から４５まで、４７および４９の保存的アミノ酸置換（以下を参

照のこと）、ならびにＥＮＤＯＸ生物学的活性を有するポリペプチドをコードす

る核酸配列を含む。ＥＮＤＯＸタンパク質の種々の生物学的活性は以下に記載さ

れている。

      【０２１２】

  ＥＮＤＯＸポリペプチドは、ＥＮＤＯＸ核酸のオープンリーディグフレーム（

「ＯＲＦ」）によってコードされる。ＯＲＦは、潜在的にポリペプチドに翻訳さ

れ得るヌクレオチド配列に対応する。ＯＲＦを含む核酸のストレッチは、停止コ

ドンにより中断されない。完全タンパク質のコード配列を示すＯＲＦは、ＡＴＧ

「開始」コドンで始まり、そして３つの停止コドン、すなわち、ＴＡＡ、ＴＡＧ

、またはＴＧＡの１つで停止する。本発明の目的には、ＯＲＦは、開始コドン、

停止コドン、またはその両方をともなうか、またはそれらのないコード配列の任

意の部分であり得る。真実の細胞タンパク質をコードするための良好な候補とし

て考慮されるべきＯＲＦには、最小サイズの要求（例えば、５０アミノ酸または

それ以上のタンパク質をコードするＤＮＡのストレッチ）がしばしば設定される

。

      【０２１３】

  ヒトＥＮＤＯＸ遺伝子のクローニングから決定されたヌクレオチド配列は、他

の細胞型（例えば、他の組織由来）におけるＥＮＤＯＸホモログ、ならびに他の

脊椎動物由来のＥＮＤＯＸホモログを同定および／またはクローニングする際の

使用のために設計されるプローブおよびプライマーの作製を可能にする。このプ

ローブ／プライマーは、代表的には、実質的に精製されたオリゴヌクレオチドを

含む。このオリゴヌクレオチドは、代表的には、配列番号１、３、５、７、９、

２２、２５、２８、３１、３４、４６および４８の少なくとも約１２個、約２５
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個、約５０個、約１００個、約１５０個、約２００個、約２５０個、約３００個

、約３５０個または約４００個の連続するセンス鎖ヌクレオチド配列；または配

列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６および４８の

アンチセンス鎖ヌクレオチド配列；あるいは配列番号１、３、５、７、９、２２

、２５、２８、３１、３４、４６および４８の天然に存在する変異体の少なくと

も約１２個、約２５個、約５０個、約１００個、約１５０個、約２００個、約２

５０個、約３００個、約３５０個または約４００個の連続するセンス鎖ヌクレオ

チド配列に、ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列

の領域を含む。

      【０２１４】

  ヒトＥＮＤＯＸヌクレオチド配列に基づくプローブは、同じまたは相同なタン

パク質をコードする転写物またはゲノム配列を検出するために使用され得る。種

々の実施形態において、このプローブはさらに、プローブに付着した標識基を含

み、例えば、この標識基は放射性同位体、蛍光化合物、酵素、または酵素補因子

であり得る。このようなプローブは、ＥＮＤＯＸタンパク質を誤って発現する細

胞または組織を同定するための診断試験キットの一部として、例えば、被験体由

来の細胞のサンプル中のＥＮＤＯＸをコードする核酸のレベルを測定すること（

例えば、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡレベルを検出すること、またはゲノムＥＮＤＯＸ

遺伝子が変異しているかまたは欠失しているか否かを決定すること）によって使

用され得る。

      【０２１５】

  「ＥＮＤＯＸポリペプチドの生物学的に活性な部分を有するポリペプチド」は

、本発明のポリペプチドの活性に類似するが必ずしも同一ではない活性を示すポ

リペプチドをいい、用量依存性の有無に関わらず、特定の生物学的アッセイにお

いて測定されるような成熟形態を含む。「ＥＮＤＯＸの生物学的に活性な部分」

をコードする核酸フラグメントは、ＥＮＤＯＸの生物学的活性（ＥＮＤＯＸタン

パク質の生物学的活性は、以下に記載される）を有するポリペプチドをコードす

る、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６および

４８の一部を単離し、ＥＮＤＯＸタンパク質のコードされた部分を発現させ（例
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えば、インビトロでの組換え発現によって）、そしてＥＮＤＯＸのコードされた

部分の活性を評価することによって調製され得る。

      【０２１６】

  （ＥＮＤＯＸ核酸およびポリペプチドの改変体）

  本発明はさらに、遺伝コードの縮重に起因して、配列番号１、３、５、７、９

、２２、２５、２８、３１、３４、４６および４８に示されるヌクレオチド配列

とは異なる核酸分子を包含する。それにより、これらの核酸は、配列番号１、３

、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６および４８に示されるヌク

レオチド配列によってコードされるタンパク質と同じＥＮＤＯＸタンパク質をコ

ードする。別の実施形態において、本発明の単離された核酸分子は、配列番号２

、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４

、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５から４５まで、４７および４９に

示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有す

る。

      【０２１７】

  配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６および４

８に示されるヒトＥＮＤＯＸヌクレオチド配列に加えて、ＥＮＤＯＸポリペプチ

ドのアミノ酸配列における変化を導くＤＮＡ配列多型は、集団（例えば、ヒト集

団）内に存在し得ることが、当業者によって理解される。ＥＮＤＯＸ遺伝子中の

このような遺伝的多型は、天然の対立遺伝子のバリエーションに起因して、集団

内の個体間に存在し得る。本明細書中で使用される場合、用語「遺伝子」および

「組換え遺伝子」は、ＥＮＤＯＸタンパク質、好ましくは脊椎動物のＥＮＤＯＸ

タンパク質をコードするオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含む核酸分

子をいう。このような天然の対立遺伝子のバリエーションは、代表的には、ＥＮ

ＤＯＸ遺伝子のヌクレオチド配列において１～５％の変動性を生じ得る。天然の

対立遺伝子バリエーションの結果であり、そしてＥＮＤＯＸポリペプチドの機能

的活性を変化させない、ＥＮＤＯＸポリペプチド内の任意および全てのこのよう

なヌクレオチドのバリエーションならびに得られるアミノ酸多型は、本発明の範

囲内であると意図される。



(79) 特表２００３－５２７８３１

      【０２１８】

  さらに、他の種由来のＥＮＤＯＸタンパク質をコードし、従って、配列番号１

、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６および４８のヒト配列

とは異なるヌクレオチド配列を有する核酸分子は、本発明の範囲内にあることが

意図される。本発明のＥＮＤＯＸのｃＤＮＡの天然の対立遺伝子改変体およびホ

モログに対応する核酸分子は、本明細書中に開示されるヒトＥＮＤＯＸ核酸に対

するその相同性に基づいて、ストリンジェントハイブリダイゼーション条件下で

、標準的なハイブリダイゼーション技術に従うハイブリダイゼーションプローブ

としてヒトｃＤＮＡまたはその一部を用いて単離され得る。

      【０２１９】

  従って、別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、少なくとも６ヌ

クレオチド長であり、そしてストリンジェント条件下で配列番号１、３、５、７

、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６および４８のヌクレオチド配列を含

む核酸分子にハイブリダイズする。別の実施形態では、この核酸は、少なくとも

１０、２５、５０、１００、２５０、５００、７５０、１０００、１５００また

は２０００以上のヌクレオチド長である。別の実施形態では、本発明の単離され

た核酸分子は、コード領域にハイブリダイズする。本明細書中で用いられる場合

、用語「ストリンジェント条件下でハイブリダイズする」は、ハイブリダイゼー

ションおよび洗浄に関して、互いに少なくとも６０％相同なヌクレオチド配列が

代表的には互いにハイブリダイズしたままである条件を記載することを意図する

。

      【０２２０】

  ホモログ（すなわち、ヒト以外の種由来のＥＮＤＯＸタンパク質をコードする

核酸）または他の関連配列（例えば、パラログ（ｐａｒａｌｏｇｓ））は、特定

のヒト配列の全てまたは一部をプローブとし、核酸ハイブリダイゼーションおよ

びクローニングに関して当該分野で周知の方法を使用して、低い、中程度の、ま

たは高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーションによって入手され得る。

      【０２２１】

  本明細書で用いられる場合、語句「ストリンジェントハイブリダイゼーション
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条件」は、その条件下で、プローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチドが、

その標的配列にハイブリダイズするが、その他の配列にはハイブリダイズしない

条件をいう。ストリンジェントな条件は配列依存性であり、そして異なる状況で

異なる。より長い配列は、より短い配列より高い温度で特異的にハイブリダイズ

する。一般に、ストリンジェントな条件は、規定されたイオン強度およびｐＨで

、特定の配列の熱融解点（Ｔｍ）より約５℃低いように選択される。このＴｍは

、標的配列に相補的なプローブの５０％が、平衡状態で標的配列にハイブリダイ

ズする（規定されたイオン強度、ｐＨおよび核酸濃度下）温度である。標的配列

は一般に過剰で存在するので、Ｔｍでは、５０％のプローブが平衡状態で占有さ

れている。代表的には、ストリンジェントな条件は、ｐＨ７．０～８．３で、塩

濃度が約１．０Ｍナトリウムイオンより少なく、代表的には約０．０１～１．０

Ｍナトリウムイオン（またはその他の塩）、そして温度が短いプローブ、プライ

マーまたはオリゴヌクレオチド（例えば、１０ｎｔ～５０ｎｔ）について少なく

とも約３０℃、そしてより長いプローブ、プライマーおよびオリゴヌクレオチド

について少なくとも約６０℃であるような条件である。ストリンジェントな条件

はまた、ホルムアミドのような、脱安定化剤の添加で達成され得る。

      【０２２２】

  ストリンジェント条件は、当業者に公知であり、そしてＡｕｓｕｂｅｌら（編

）、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯ

ＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６．

３．１－６．３．６に見出され得る。好ましくは、この条件は、互いに少なくと

も約６５％、約７０％、約７５％、約８５％、約９０％、約９５％、約９８％ま

たは約９９％相同な配列が、代表的には互いにハイブリダイズしたままであるよ

うな条件である。ストリンジェントハイブリダイゼーション条件の非限定的な例

は、６×ＳＳＣ、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭ  ＥＤＴ

Ａ、０．０２％  ＰＶＰ、０．０２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．０２％  ＢＳＡ、お

よび５００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含む高塩緩衝液中での６５℃でのハ

イブリダイゼーションである。このハイブリダイゼーションに、０．２×ＳＳＣ

、０．０１％  ＢＳＡ中での５０℃での１回以上の洗浄が続く。ストリンジェン
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ト条件下で配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６

および４８の配列にハイブリダイズする、本発明の単離された核酸分子は、天然

に存在する核酸分子に対応する。本明細書中で使用される場合、「天然に存在す

る」核酸分子とは、天然に存在する（例えば、天然のタンパク質をコードする）

ヌクレオチド配列を有する、ＲＮＡ分子またはＤＮＡ分子をいう。

      【０２２３】

  第２の実施形態では、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１

、３４、４６および４８またはそれらのフラグメント、アナログもしくは誘導体

のヌクレオチド配列を含む核酸分子に、中程度のストリンジェンシー条件下でハ

イブリダイズし得る核酸配列が提供される。中程度のストリンジェンシーハイブ

リダイゼーション条件の非限定的な例は、５５℃での６×ＳＳＣ、５×デンハル

ト溶液、０．５％  ＳＤＳおよび１００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡ中でのハ

イブリダイゼーション、続いて１×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中での３７℃での

１回以上の洗浄である。用いられ得る中程度のストリンジェンシーの他の条件は

、当該分野で周知である。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編），１９９３，ＣＵＲ

ＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，

Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹおよびＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０

，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯ

ＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹを参照のこ

と。

      【０２２４】

  第３の実施形態では、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１

、３４、４６および４８、またはそれらのフラグメント、アナログもしくは誘導

体のヌクレオチド配列を含む核酸分子に、低ストリンジェンシー条件下でハイブ

リダイズし得る核酸が提供される。低ストリンジェンシーハイブリダイゼーショ

ン条件の非限定的な例は、３５％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、５０  ｍＭ  Ｔｒ

ｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、５ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．０２％  ＰＶＰ、０．０

２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．２％  ＢＳＡ、１００ｍｇ／ｍｌの変性サケ精子ＤＮ

Ａ、１０％（重量／容量）デキストラン硫酸中での４０℃でのハイブリダイゼー
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ション、続いて２×ＳＳＣ、２５ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）、５ｍ

Ｍ  ＥＤＴＡおよび０．１％  ＳＤＳ中での５０℃での１回以上の洗浄である。

用いられ得る低ストリンジェンシーの他の条件は、当該分野で周知である（例え

ば、種交差ハイブリダイゼーションについて用いられるように）。例えば、Ａｕ

ｓｕｂｅｌら（編），１９９３，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  

ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，

ＮＹならびにＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮ

Ｄ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏ

ｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ；ＳｈｉｌｏおよびＷｅｉｎｂｅｒｇ，１９８１

，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：６７８９－６７９２

を参照のこと。

      【０２２５】

  （保存的変異）

  集団中に存在し得る、ＥＮＤＯＸ配列の天然に存在する対立遺伝子改変体に加

えて、当業者は、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４

、４６および４８のヌクレオチド配列への変異によって変化が導入され得、それ

によって、ＥＮＤＯＸタンパク質の機能的能力を変更することなく、コードされ

るＥＮＤＯＸタンパク質のアミノ酸配列に変化がもたらされることをさらに理解

する。例えば、「非必須」アミノ酸残基にてアミノ酸置換をもたらすヌクレオチ

ド置換は、配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２

０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５から４５ま

で、４７および４９の配列において行われ得る。「非必須」アミノ酸残基は、生

物学的活性を変更することなく、ＥＮＤＯＸタンパク質の野生型配列から、変更

され得る残基であり、一方、「必須」アミノ酸残基は、生物学的活性に必要とさ

れる。例えば、本発明のＥＮＤＯＸタンパク質の間で保存されているアミノ酸残

基は、特に変更を受け入れ難いと予測される。保存的アミノ酸置換が行われるア

ミノ酸は、当該分野において周知である。

      【０２２６】

  本発明の別の局面は、活性に必須ではないアミノ酸残基における変化を含む、
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ＥＮＤＯＸタンパク質をコードする核酸分子に関する。このようなＥＮＤＯＸタ

ンパク質は、アミノ酸配列が、配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１

７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３

３、３５から４５まで、４７および４９とは異なるが、生物学的活性をなお保持

する。１つの実施形態では、単離された核酸分子は、タンパク質をコードするヌ

クレオチド配列を含み、ここで、このタンパク質は、配列番号２、４、６、８、

１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７、

２９、３０、３２、３３、３５から４５まで、４７および４９のアミノ酸配列に

少なくとも約４５％の相同性であるアミノ酸配列を含む。好ましくは、この核酸

分子によってコードされるタンパク質は、配列番号２、４、６、８、１０、１５

、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０

、３２、３３、３５から４５まで、４７および４９に少なくとも約６０％相同性

であり；より好ましくは配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１

８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３

５から４５まで、４７および４９に少なくとも約７０％相同性であり；なおより

好ましくは、配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、

２０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５から４５

まで、４７および４９に少なくとも約８０％相同性であり；さらにより好ましく

は、配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２

１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５から４５まで、４

７および４９に少なくとも約９０％相同性であり；そして最も好ましくは、配列

番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３

、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５から４５まで、４７および

４９に少なくとも約９５％相同性である。

      【０２２７】

  配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１

、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５から４５まで、４７

および４９のタンパク質に相同なＥＮＤＯＸタンパク質をコードする単離された

核酸分子は、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４
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６および４８のヌクレオチド配列に１以上のヌクレオチドの置換、付加または欠

失を導入することにより作製され得、その結果、１以上のアミノ酸の置換，付加

または欠失が、コードされるタンパク質に導入される。

      【０２２８】

  変異は、標準技術（例えば、部位特異的変異誘発およびＰＣＲ媒介変異誘発）

によって配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０

、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５から４５まで

、４７および４９に導入され得る。好ましくは、保存的アミノ酸置換が、１以上

の推定非必須アミノ酸残基にて作製される。「保存的アミノ酸置換」は、アミノ

酸残基が類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置換される、アミノ酸置換である。

類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当該分野で定義されている。

これらのファミリーとしては、以下が挙げられる：塩基性側鎖を有するアミノ酸

（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ酸（例

えば、アルパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖を有するアミノ酸（例

えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、

システイン）、非極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アラニン、バリン、ロイ

シン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファ

ン）、β分枝側鎖を有するアミノ酸（例えば、トレオニン、バリン、イソロイシ

ン）および芳香族側鎖を有するアミノ酸（例えば、チロシン、フェニルアラニン

、トリプトファン、ヒスチジン）。従って、ＥＮＤＯＸタンパク質中の推定され

た非必須アミノ酸残基は、同じ側鎖のファミリー由来の別のアミノ酸残基で置換

される。あるいは、別の実施形態では、変異は、ＥＮＤＯＸコード配列の全てま

たは一部に沿って（例えば、飽和変異誘発（ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ  ｍｕｔａｇ

ｅｎｅｓｉｓ）によって）ランダムに導入され得、そして得られる変異体は、Ｅ

ＮＤＯＸの生物学的活性についてスクリーニングされて、活性を維持する変異体

を同定し得る。配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９

、２０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５から４

５まで、４７および４９の変異誘発に続いて、コードされるタンパク質は、当該

分野で公知の任意の組換え技術によって発現され得、そしてこのタンパク質の活
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性が決定され得る。

      【０２２９】

  １つの実施形態では、変異ＥＮＤＯＸタンパク質は、以下についてアッセイさ

れ得る：（ｉ）他のＥＮＤＯＸタンパク質、他の細胞表面タンパク質、または生

物学的に活性なそれらの部分と、タンパク質：タンパク質相互作用を形成する能

力、（ｉｉ）変異ＥＮＤＯＸタンパク質とＥＮＤＯＸリガンドとの間の複合体形

成；あるいは（ｉｉｉ）変異ＥＮＤＯＸタンパク質が細胞内標的タンパク質また

はその生物学的に活性な部分に結合する能力；（例えば、アビジンタンパク質）

。

      【０２３０】

  なお別の実施形態においては、変異ＥＮＤＯＸタンパク質は、特定の生物学的

機能を調節する能力（例えば、インシュリン放出の調節）についてアッセイされ

得る。

      【０２３１】

  （アンチセンス核酸）

  本発明の別の局面は、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１

、３４、４６および４８またはそのフラグメント、アナログもしくは誘導体のヌ

クレオチド配列を含む核酸分子にハイブリダイズし得るかまたは相補的である、

単離されたアンチセンス核酸分子に関する。「アンチセンス」核酸は、タンパク

質をコードする「センス」核酸に相補的である（例えば、二本鎖ｃＤＮＡ分子の

コード鎖に相補的であるかまたはｍＲＮＡ配列に相補的である）ヌクレオチド配

列を含む。特定の局面では、少なくとも約１０、約２５、約５０、約１００、約

２５０もしくは約５００ヌクレオチドまたは全体のＥＮＤＯＸコード鎖、または

それらの一部のみに相補的な配列を含む、アンチセンス核酸分子が提供される。

配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、

２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５から４５まで、４７お

よび４９のＥＮＤＯＸタンパク質のフラグメント、ホモログ、誘導体およびアナ

ログをコードする核酸分子、または配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、

２８、３１、３４、４６および４８のＥＮＤＯＸの核酸配列に相補的なアンチセ
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ンス核酸がさらに提供される。

      【０２３２】

  １つの実施形態では、アンチセンス核酸分子は、ＥＮＤＯＸタンパク質をコー

ドするヌクレオチド配列のコード鎖の「コード領域」に対してアンチセンスであ

る。用語「コード領域」とは、アミノ酸残基に翻訳されるコドンを含む、ヌクレ

オチド配列の領域をいう。別の実施形態では、このアンチセンス核酸分子は、Ｅ

ＮＤＯＸタンパク質をコードするヌクレオチド配列のコード鎖の「非コード領域

」に対してアンチセンスである。用語「非コード領域」とは、コード領域に隣接

する、アミノ酸に翻訳されない、５’配列および３’配列をいう（すなわち、５

’非翻訳領域および３’非翻訳領域ともいわれる）。

      【０２３３】

  本明細書中に開示されるＥＮＤＯＸタンパク質をコードするコード鎖配列を考

慮すれば、本発明のアンチセンス核酸は、ＷａｔｓｏｎおよびＣｒｉｃｋまたは

Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎの塩基対合の規則に従って設計され得る。アンチセンス核酸

分子は、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡのコード領域全体に相補的であり得るが、より好

ましくは、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡのコード領域または非コード領域の一部にのみ

アンチセンスであるオリゴヌクレオチドである。例えば、アンチセンスオリゴヌ

クレオチドは、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡの翻訳開始部位を取り囲む領域に相補的で

あり得る。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、長さが約５、約１０、

約１５、約２０、約２５、約３０、約３５、約４０、約４５または約５０ヌクレ

オチドであり得る。本発明のアンチセンス核酸は、当該分野で公知の手順を用い

て、化学的合成または酵素連結反応を用いて構築され得る。例えば、アンチセン

ス核酸（例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチド）は、天然に存在するヌクレ

オチド、またはこの分子の生物学的安定性を増大させるように、もしくはアンチ

センス核酸とセンス核酸との間で形成される二重鎖の物理的安定性を増大させる

ように設計された種々に改変されたヌクレオチドを用いて化学的に合成され得る

（例えば、ホスホロチオエート誘導体およびアクリジン置換ヌクレオチドが用い

られ得る）。

      【０２３４】
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  アンチセンス核酸を作製するために用いられ得る改変されたヌクレオチドの例

としては以下が挙げられる：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－

クロロウラシル、５－ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセ

チルシトシン、５－（カルボキシヒドロキシルメチル）ウラシル、５－カルボキ

シメチルアミノメチル２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウ

ラシル、ジヒドロウラシル、β－Ｄ－ガラクトシルクエオシン（ｇａｌａｃｔｏ

ｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニン、１－メ

チルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、２－メチルア

デニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６

－アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メト

キシアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルクエオシン（ｍａｎ

ｎｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、５’－メトキシカルボキシメチルウラシル、５

－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシ

ル－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン、シュードウラシル、クエオシン

（ｑｕｅｏｓｉｎｅ）、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２

－チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オキ

シ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チ

オウラシル、３－（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、

（ａｃｐ３）ｗ、および２，６－ジアミノプリン。あるいは、このアンチセンス

核酸は、核酸がアンチセンス方向でサブクローニングされた発現ベクターを用い

て生物学的に生成され得る（すなわち、挿入された核酸から転写されたＲＮＡは

、以下の小節にさらに記載される、目的の標的核酸に対してアンチセンス方向で

ある）。

      【０２３５】

  本発明のアンチセンス核酸分子は、代表的には被験体に投与されるか、または

インサイチュで生成され、その結果それらは、ＥＮＤＯＸタンパク質をコードす

る細胞性ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡとハイブリダイズするか、または

それに結合し、それによってこのタンパク質の発現を、例えば転写および／また

は翻訳を阻害することによって阻害する。ハイブリダイゼーションは、安定な二
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重鎖を形成する従来のヌクレオチド相補性によってか、または例えばＤＮＡ二重

鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場合には、二重らせんの主要溝（ｍａｊｏ

ｒ  ｇｒｏｏｖｅ）における特異的相互作用を介してであり得る。本発明のアン

チセンス核酸分子の投与経路の例としては、組織部位での直接的注射が挙げられ

る。あるいは、アンチセンス核酸分子は、選択された細胞を標的化するように改

変され得、次いで全身に投与され得る。例えば、全身投与のために、アンチセン

ス分子は、それらが、選択された細胞表面上に発現されたレセプターまたは抗原

に特異的に結合するように改変され得る。これは、例えば、そのアンチセンス核

酸分子を、細胞表面レセプターまたは抗原に結合するペプチドまたは抗体に連結

することによる。このアンチセンス核酸分子はまた、本明細書中に記載されるベ

クターを用いて細胞に送達され得る。十分な量の核酸分子であることを達成する

ために、アンチセンス核酸分子が強力なｐｏｌ  ＩＩプロモーターまたはｐｏｌ

  ＩＩＩプロモーターの制御下に置かれているベクター構築物が、好ましい。

      【０２３６】

  さらに別の実施形態において、本発明のアンチセンス核酸分子は、α－アノマ

ー核酸分子である。α－アノマー核酸分子は、相補的ＲＮＡと特異的な二本鎖ハ

イブリッドを形成する。ここで、通常のβ－ユニットとは対照的に、鎖は、互い

に平行に走行する（例えば、Ｇａｕｌｔｉｅｒら（１９８７）Ｎｕｃｌ．  Ａｃ

ｉｄｓ  Ｒｅｓ  １５：６６２５～６６４１を参照のこと）。このアンチセンス

核酸分子はまた、２’－ｏ－メチルリボヌクレオチド（例えば、Ｉｎｏｕｅら、

（１９８７）Ｎｕｃｌ．  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  １５：６１３１～６１４８を参

照のこと）またはキメラＲＮＡ－ＤＮＡアナログ（例えば、Ｉｎｏｕｅら（１９

８７）ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ  ２１５：３２７～３３０を参照のこと）を含み得る

。

      【０２３７】

  （リボザイムおよびＰＮＡ部分）

  非制限的な例として、核酸改変としては、改変塩基、および糖リン酸骨格が改

変または誘導体化された核酸が挙げられる。これらの改変は、改変された核酸の

化学的安定性を少なくとも部分的に増強するために実施され、その結果、これら
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は、例えば、被験体における治療的適用においてアンチセンス結合核酸として使

用され得る。

      【０２３８】

  １つの実施形態において、本発明のアンチセンス核酸はリボザイムである。リ

ボザイムは、一本鎖核酸（例えば、ｍＲＮＡ）を切断し得るリボヌクレアーゼ活

性を有する触媒性ＲＮＡ分子であり、これらは、その一本鎖核酸に対して相補領

域を有する。従って、リボザイム（例えば、ハンマーヘッド型リボザイム（Ｈａ

ｓｅｌｈｏｆｆおよびＧｅｒｌａｃｈ（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：５８

５～５９１に記載される））を使用して、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡ転写物を触媒的

に切断し、それによってＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡの翻訳を阻害し得る。ＥＮＤＯＸ

をコードする核酸に特異性を有するリボザイムは、本明細書中に開示されるＥＮ

ＤＯＸ  ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（すなわち、配列番号１、３、５、７、９

、２２、２５、２８、３１、３４、４６、および４８）に基づいて設計され得る

。例えば、活性部位のヌクレオチド配列が、ＥＮＤＯＸをコードするｍＲＮＡ内

で切断されるヌクレオチド配列に相補的である、Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ  Ｌ－

１９  ＩＶＳ  ＲＮＡの誘導体が構築され得る。例えば、Ｃｅｃｈら、米国特許

第４，９８７，０７１号；およびＣｅｃｈら、米国特許第５，１１６，７４２号

を参照のこと。ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡをまた使用して、ＲＮＡ分子のプールから

、特異的リボヌクレアーゼ活性を有する触媒性ＲＮＡを選択し得る。例えば、Ｂ

ａｒｔｅｌら（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１４１１～１４１８を参照

のこと。

      【０２３９】

  あるいは、ＥＮＤＯＸ遺伝子発現は、ＥＮＤＯＸ核酸の調節領域（例えば、Ｅ

ＮＤＯＸのプロモーターおよび／またはエンハンサー）に相補的なヌクレオチド

配列を標的化し、標的細胞中でＥＮＤＯＸ遺伝子の転写を妨害する三重らせん構

造を形成することによって阻害され得る。例えば、Ｈｅｌｅｎｅ（１９９１）Ａ

ｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓ．６：５６９～８４；Ｈｅｌｅｎｅら（

１９９２）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６６０：２７～３６；およびＭ

ａｈｅｒ（１９９２）Ｂｉｏａｓｓａｙｓ  １４：８０７～１５を参照のこと。
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      【０２４０】

  種々の実施形態において、ＥＮＤＯＸの核酸は、塩基部分、糖部分またはリン

酸骨格で改変され、例えば、その分子の安定性、ハイブリダイゼーションまたは

可溶性を改善し得る。例えば、核酸のデオキシリボースリン酸骨格を改変して、

ペプチド核酸を生成し得る（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）Ｂｉｏｏｒｇ  Ｍｅｄ  

Ｃｈｅｍ  ４：５～２３を参照のこと）。本明細書中で使用される場合、用語「

ペプチド核酸」または「ＰＮＡ」は、デオキシリボースリン酸骨格が偽ペプチド

骨格によって置換され、そして４つの天然の核酸塩基（ｎｕｃｌｅｏｂａｓｅ）

のみが保持されている核酸模倣物（例えば、ＤＮＡ模倣物）をいう。ＰＮＡの中

性の骨格は、低いイオン強度の条件下でＤＮＡおよびＲＮＡに対する特異的ハイ

ブリダイゼーションを可能にすることが示されている。ＰＮＡオリゴマーの合成

は、上記のＨｙｒｕｐら（１９９６）；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら（１９９

６）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：１４６７０～１４

６７５において記載されるような標準的固相ペプチド合成プロトコルを用いて行

われ得る。

      【０２４１】

  ＥＮＤＯＸのＰＮＡは、治療的適用および診断的適用において使用され得る。

例えば、ＰＮＡは、例えば転写または翻訳の停止を誘導することまたは複製を阻

害することによる、遺伝子発現の配列特異的調節のためのアンチセンスまたは抗

遺伝子（ａｎｔｉｇｅｎｅ）剤として使用され得る。ＥＮＤＯＸのＰＮＡはまた

、例えば、遺伝子における一塩基対変異の分析（例えば、ＰＮＡ指向性ＰＣＲク

ランピング（ｃｌａｍｐｉｎｇ））において；他の酵素（例えば、Ｓ1ヌクレア

ーゼ）と組み合わせて使用される場合の人工制限酵素として（Ｈｙｒｕｐら（１

９９６）上記を参照のこと）；またはＤＮＡ配列およびハイブリダイゼーション

のプローブもしくはプライマーとして（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）上記；Ｐｅｒ

ｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら（１９９６）、上記を参照のこと）、使用され得る。

      【０２４２】

  別の実施形態において、ＥＮＤＯＸのＰＮＡは、例えば、それらの安定性また

は細胞性取り込みを増強するために、ＰＮＡに親油性基または他のヘルパー基を
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結合することによって、ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの形成によって、またはリポソー

ムもしくは当該分野において公知の薬物送達の他の技術を使用することによって

改変され得る。例えば、ＰＮＡおよびＤＮＡの有利な特性を組合せ得る、ＥＮＤ

ＯＸのＰＮＡ－ＤＮＡキメラが生成され得る。ＰＮＡ部分が高い結合親和性およ

び特異性を提供する一方で、そのようなキメラは、ＤＮＡ認識酵素（例えば、Ｒ

Ｎａｓｅ  ＨおよびＤＮＡポリメラーゼ）がＤＮＡ部分と相互作用するのを可能

にする。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラは、塩基のスタッキング（ｓｔａｃｋｉｎｇ）、

核酸塩基間の結合数および方向を考慮して選択される適切な長さのリンカーを使

用して連結され得る（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）上記を参照のこと）。ＰＮＡ－

ＤＮＡキメラの合成は、Ｈｙｒｕｐら（１９９６）上記およびＦｉｎｎら（１９

９６）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  ２４：３３５７～６３において記載され

るように行われ得る。例えば、ＤＮＡ鎖は、標準的なホスホラミダイトカップリ

ング化学を用いて固体支持体上で合成され得、そして改変されたヌクレオシドア

ナログ（例えば、５’－（４－メトキシトリチル）アミノ－５’－デオキシ－チ

ミジンホスホラミダイト）が、ＰＮＡとＤＮＡの５’末端との間に使用され得る

（Ｍａｇら（１９８９）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  １７：５９７３～５９８

８を参照のこと）。次いで、ＰＮＡモノマーが段階様式でカップリングされ、５

’ＰＮＡセグメントおよび３’ＤＮＡセグメントを有するキメラ分子を生成する

（例えば、Ｆｉｎｎら（１９９６）上記を参照のこと）。あるいは、５’ＤＮＡ

セグメントおよび３’ＰＮＡセグメントを用いて、キメラ分子が合成され得る。

例えば、Ｐｅｔｅｒｓｅｎら（１９７５）Ｂｉｏｏｒｇ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  Ｌ

ｅｔｔ  ５：１１１９～１１１２４を参照のこと。

      【０２４３】

  他の実施形態において、オリゴヌクレオチドは、以下のような他の付属の基を

含み得る：ペプチド（例えば、インビボで宿主細胞レセプターを標的化するため

）、または細胞膜を横切る輸送を容易にする因子（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ

ら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：６

５５３～６５５６；Ｌｅｍａｉｔｒｅら、１９８７、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．８４：６４８～６５２；ＰＣＴ公開番号ＷＯ８８／０９８１０を
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参照のこと）、または血液脳関門（例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ８９／１０１３

４を参照のこと）。さらに、オリゴヌクレオチドは、ハイブリダイゼーション誘

発切断剤（例えば、Ｋｒｏｌら、１９８８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：

９５８～９７６を参照のこと）、またはインターカレート剤（例えば、Ｚｏｎ，

１９８８、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５：５３９～５４９を参照のこと）で改変され

得る。この目的のために、オリゴヌクレオチドは、別の分子（例えば、ペプチド

、ハイブリダイゼーション誘発架橋剤、輸送剤、ハイブリダイゼーション誘発切

断剤など）に結合され得る。

      【０２４４】

  （ＥＮＤＯＸポリペプチド）

  本発明のポリペプチドは、その配列が配列番号２、４、６、８、１０、１５、

１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、

３２、３３、３５～４５、４７、および４９に提供されるＥＮＤＯＸポリペプチ

ドのアミノ酸配列を含むタンパク質を含む。本発明はまた、なおそのＥＮＤＯＸ

活性および生理学的機能を維持するタンパク質、またはその機能的フラグメント

をコードするが、その任意の残基が配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６

、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２

、３３、３５～４５、４７、および４９に示される対応する残基から変化され得

る、変異体または改変体タンパク質を含む。

      【０２４５】

  一般に、ＥＮＤＯＸ様機能を保持するＥＮＤＯＸ改変体は、配列中の特定位置

の残基が他のアミノ酸により置換され、そしてさらに、親タンパク質の２つの残

基間にさらなる残基を挿入する可能性、および親配列から１つ以上の残基を欠失

する可能性を含む任意の改変体を含む。任意のアミノ酸置換、挿入または欠失が

、本発明に包含される。好適な状況では、この置換は、上記で規定されるような

保存的置換である。

      【０２４６】

  本発明の１つの局面は、単離されたＥＮＤＯＸタンパク質、およびその生物学

的に活性な部分、またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくはホモログ
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に関する。抗ＥＮＤＯＸ抗体を惹起するための免疫原としての使用に適するポリ

ペプチドフラグメントもまた提供される。１つの実施形態では、ネイティブなＥ

ＮＤＯＸタンパク質が、標準的なタンパク質精製技法を用いる適切な精製スキー

ムにより、細胞または組織供給源から単離され得る。別の実施形態では、ＥＮＤ

ＯＸタンパク質は、組換えＤＮＡ技法により生産される。組換え発現の代替とし

て、ＥＮＤＯＸタンパク質またはポリペプチドは、標準的なペプチド合成技法を

用いて化学的に合成され得る。

      【０２４７】

  「単離された」または「精製された」ポリペプチドもしくはタンパク質または

その生物学的に活性な部分は、ＥＮＤＯＸタンパク質の由来する細胞または組織

供給源由来の細胞性物質または他の夾雑タンパク質を実質的に含まないか、ある

いは化学合成される場合には、化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まな

い。用語「細胞性物質を実質的に含まない」は、ＥＮＤＯＸタンパク質の調製物

を含み、この調製物において、タンパク質が単離または組換え産生される細胞の

細胞性成分から、タンパク質は分離されている。１つの実施形態において、用語

「細胞性物質を実質的に含まない」は、非ＥＮＤＯＸタンパク質（本明細書中に

おいて「夾雑タンパク質」とも呼ばれる）を約３０％未満（乾燥重量にて）、よ

り好ましくは非ＥＮＤＯＸタンパク質を約２０％未満、なおより好ましくは非Ｅ

ＮＤＯＸタンパク質を約１０％未満、そして最も好ましくは非ＥＮＤＯＸタンパ

ク質を約５％未満有する、ＥＮＤＯＸタンパク質の調製物を含む。ＥＮＤＯＸタ

ンパク質またはその生物学的に活性な部分が組換え産生される場合、好ましくは

、調製物はまた培養培地を実質的に含まない。すなわち、培養培地は、そのＥＮ

ＤＯＸタンパク質調製物の容量の約２０％未満、より好ましくは約１０％未満、

そして最も好ましくは約５％未満を示す。

      【０２４８】

  用語「化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」は、タンパク質が

、そのタンパク質の合成に関与する化学前駆体または他の化学物質から分離され

ているＥＮＤＯＸタンパク質の調製物を含む。１つの実施形態において、用語「

化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」は、化学前駆体または非Ｅ
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ＮＤＯＸの化学物質を約３０％未満（乾燥重量にて）、より好ましくは化学前駆

体または非ＥＮＤＯＸ化学物質を約２０％未満、なおより好ましくは化学前駆体

または非ＥＮＤＯＸ化学物質を約１０％未満、そして最も好ましくは化学前駆体

または非ＥＮＤＯＸ化学物質を約５％未満有する、ＥＮＤＯＸタンパク質の調製

物を含む。

      【０２４９】

  ＥＮＤＯＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、全長ＥＮＤＯＸタンパク質

より少ないアミノ酸を含み、そしてＥＮＤＯＸタンパク質の少なくとも１つの活

性を示す、ＥＮＤＯＸタンパク質のアミノ酸配列（例えば、配列番号２、４、６

、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、

２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、および４９に示されるアミ

ノ酸配列）に十分に相同なアミノ酸配列、またはＥＮＤＯＸタンパク質のアミノ

酸配列に由来するアミノ酸配列を含むペプチドを含む。代表的には、生物学的に

活性な部分は、ＥＮＤＯＸタンパク質の少なくとも１つの活性を有するドメイン

またはモチーフを含む。ＥＮＤＯＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、例え

ば、長さが１０、２５、５０、１００またはそれより多いアミノ酸残基であるポ

リペプチドであり得る。

      【０２５０】

  さらに、タンパク質の他の領域が欠失している他の生物学的に活性な部分は、

組換え技術によって調製され得、そしてネイティブなＥＮＤＯＸタンパク質の機

能的活性のうちの１つ以上について評価され得る。

      【０２５１】

  １つの実施形態において、ＥＮＤＯＸタンパク質は、配列番号２、４、６、８

、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７

、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、および４９に示されるアミノ酸

配列を有する。他の実施形態において、ＥＮＤＯＸタンパク質は、配列番号２、

４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、

２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、および４９に実質的

に相同であり、そして以下に詳細に議論されるように、天然の対立遺伝子改変ま
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たは変異誘発に起因してアミノ酸配列が異なるが、なお配列番号２、４、６、８

、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７

、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、および４９のタンパク質の機能

的活性を保持する。従って、別の実施形態において、ＥＮＤＯＸタンパク質は、

配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、

２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、および

４９のアミノ酸配列に少なくとも約４５％相同なアミノ酸配列を含み、そして、

配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、

２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、４７、および

４９のＥＮＤＯＸタンパク質の機能的活性を保持するタンパク質である。

      【０２５２】

  （２つ以上の配列間の相同性の決定）

  ２つのアミノ酸配列または２つの核酸の相同性の％を決定するために、配列は

、至適な比較の目的のために整列される（例えば、ギャップが、第２のアミノ酸

配列または核酸配列との最適整列のために、第１のアミノ酸配列または核酸配列

の配列中に導入され得る）。次いで、対応するアミノ酸位置またはヌクレオチド

位置のアミノ酸残基またはヌクレオチドが比較される。第１の配列中の位置が、

第２の配列中の対応する位置と同じアミノ酸残基またはヌクレオチドで占められ

る場合、分子はその位置で相同である（すなわち、本明細書中で使用される場合

、アミノ酸または核酸の「相同性」は、アミノ酸または核酸の「同一性」と等価

である）。

      【０２５３】

  核酸配列の相同性は、２つの配列間の同一性の程度として決定され得る。相同

性は、当該分野において公知のコンピュータープログラム（例えば、ＧＣＧプロ

グラムパッケージにおいて提供されるＧＡＰソフトウェア）を用いて決定され得

る。ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ  １９７０  Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ

  ４８：４４３～４５３を参照のこと。核酸配列比較のための以下の設定（ＧＡ

Ｐ作製ペナルティー、５．０、およびＧＡＰ伸長ペナルティー、０．３）を用い

てＧＣＧ  ＧＡＰソフトウェアを使用すると、上記で言及される類似の核酸配列
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のコード領域は、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４

、４６、および４８に示されるＤＮＡ配列のＣＤＳ（コード）部分と、好ましく

は少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％

、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％または少なくとも９

９％の同一性の程度を示す。

      【０２５４】

  用語「配列同一性」は、２つのポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配列

が、特定の比較領域にわたって、残基毎を基準として同一である程度をいう。用

語「配列同一性のパーセンテージ」は、以下により算出される：この比較領域に

わたって最適に整列された２つの配列を比較すること、両方の配列において同一

の核酸塩基（例えば、核酸の場合にはＡ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、Ｕ、またはＩ）が存在す

る位置の数を決定し、一致した位置の数を導くこと、この一致した位置の数を、

比較領域の内の位置の総数（すなわち、ウインドウサイズ）で除算すること、そ

してその結果を１００で乗算して、配列同一性のパーセンテージを導くこと。用

語「実質的な同一性」は、本明細書中で使用される場合、ポリヌクレオチド配列

の特徴を示し、ここでこのポリヌクレオチドは、比較領域にわたり参照配列と比

較して、少なくとも８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも８５％の同一性

、そして頻繁には９０～９５％の配列同一性、より通常には少なくとも９９％の

配列同一性を有する配列を含む。

      【０２５５】

  （キメラタンパク質および融合タンパク質）

  本発明はまた、ＥＮＤＯＸキメラタンパク質または融合タンパク質を提供する

。本明細書中で使用される場合、ＥＮＤＯＸ「キメラタンパク質」またはＥＮＤ

ＯＸ「融合タンパク質」は、非ＥＮＤＯＸポリペプチドに作動可能に連結された

、ＥＮＤＯＸポリペプチドを含む。「ＥＮＤＯＸポリペプチド」は、ＥＮＤＯＸ

タンパク質（配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７、１８、１９、

２０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３、３５～４５、

４７、および４９）に対応するアミノ酸配列を有するポリペプチドをいうが、「

非ＥＮＤＯＸポリペプチド」は、ＥＮＤＯＸタンパク質に対して実質的に相同で
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はないタンパク質（例えば、ＥＮＤＯＸタンパク質とは異なり、かつ同一または

異なる生物体に由来するタンパク質）に対応するアミノ酸配列を有するポリペプ

チドをいう。ＥＮＤＯＸ融合タンパク質において、このＥＮＤＯＸポリペプチド

は、ＥＮＤＯＸタンパク質のすべてまたは一部分に対応し得る。１つの実施形態

では、ＥＮＤＯＸ融合タンパク質は、ＥＮＤＯＸタンパク質の少なくとも１つの

生物学的に活性な部分を含む。別の実施形態では、ＥＮＤＯＸ融合タンパク質は

、ＥＮＤＯＸタンパク質の少なくとも２つの生物学的に活性な部分を含む。さら

に別の実施形態では、ＥＮＤＯＸ融合タンパク質は、ＥＮＤＯＸタンパク質の少

なくとも３つの生物学的に活性な部分を含む。融合タンパク質において、用語「

作動可能に連結された」は、ＥＮＤＯＸポリペプチドおよび非ＥＮＤＯＸポリペ

プチドが、インフレームで互いに融合されていることを示すことが意図される。

非ＥＮＤＯＸポリペプチドは、ＥＮＤＯＸポリペプチドのＮ末端またはＣ末端に

融合され得る。

      【０２５６】

  １つの実施形態においては、この融合タンパク質は、ＧＳＴ－ＥＮＤＯＸ融合

タンパク質であり、ここではＥＮＤＯＸ配列が、ＧＳＴ（すなわち、グルタチオ

ンＳ－トランスフェラーゼ）配列のＣ末端に融合される。このような融合タンパ

ク質は、組換えＥＮＤＯＸポリペプチドの精製を容易にし得る。

      【０２５７】

  別の実施形態では、融合タンパク質は、そのＮ末端に異種シグナル配列を含む

ＥＮＤＯＸタンパク質である。特定の宿主細胞（例えば、哺乳動物宿主細胞）に

おいて、ＥＮＤＯＸの発現および／または分泌は、異種シグナル配列の使用を通

して増加され得る。

      【０２５８】

  さらに別の実施形態においては、この融合タンパク質は、ＥＮＤＯＸ－免疫グ

ロブリン融合タンパク質であり、ここではＥＮＤＯＸ配列が、免疫グロブリンタ

ンパク質ファミリーのメンバーに由来する配列に融合される。本発明のこのＥＮ

ＤＯＸ－免疫グロブリン融合タンパク質は、薬学的組成物中に取り込まれ、そし

て被験体に投与されて、細胞の表面上でのＥＮＤＯＸリガントとＥＮＤＯＸタン
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パク質との間の相互作用を阻害し、それによってインビボのＥＮＤＯＸ媒介シグ

ナル伝達を抑制し得る。このＥＮＤＯＸ－免疫グロブリン融合タンパク質を用い

、ＥＮＤＯＸ同族（ｃｏｇｎａｔｅ）リガンドのバイオアベイラビリティに影響

を与え得る。ＥＮＤＯＸリガンド／ＥＮＤＯＸ相互作用の阻害は、増殖障害およ

び分化障害の両方の処置、ならびに細胞生存を調節（例えば、促進または阻害）

のために、治療的に有用であり得る。さらに、本発明のこのＥＮＤＯＸ－免疫グ

ロブリン融合タンパク質は、被験体中で抗ＥＮＤＯＸ抗体を産生するための免疫

原として用いられ得、ＥＮＤＯＸリガンドを精製し、そしてＥＮＤＯＸリガンド

とのＥＮＤＯＸの相互作用を阻害する分子を同定するスクリーニングアッセイで

用いられ得る。

      【０２５９】

  本発明のＥＮＤＯＸキメラまたは融合タンパク質は、標準的な組換えＤＮＡ技

法により産生され得る。例えば、異なるポリペプチド配列をコードするＤＮＡフ

ラグメントを、従来の技法に従って、例えば、連結のための平滑末端または粘着

（ｓｔａｇｇｅｒ）末端、適切な末端を提供するための制限酵素消化、必要に応

じて粘着（ｃｏｈｅｓｉｖｅ）末端のフィルイン（ｆｉｌｌｉｎｇ－ｉｎ）、所

望しない連結を避けるためのアルカリホスファターゼ処理、および酵素的連結を

採用することにより、インフレームで一緒に連結する。別の実施形態では、融合

遺伝子を、自動化ＤＮＡ合成機を含む従来技法により合成し得る。あるいは、遺

伝子フラグメントのＰＣＲ増幅を、後にキメラ遺伝子配列を生成するためにアニ

ールおよび再増幅され得る、２つの連続遺伝子フラグメント間の相補的オーバハ

ングを生じるアンカープライマーを用いて実施し得る（例えば、Ａｕｓｂｅｌら

（編）ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩ

ＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、１９９２を参照のこと）。さら

に、融合成分（例えば、ＧＳＴポリペプチド）をすでにコードした多くの発現ベ

クターが市販されている。ＥＮＤＯＸをコードする核酸は、この融合成分がＥＮ

ＤＯＸタンパク質にインフレーム連結されるように、このような発現ベクター中

にクローン化され得る。

      【０２６０】
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  （ＥＮＤＯＸアゴニストおよびアンタゴニスト）

  本発明はまた、ＥＮＤＯＸアゴニスト（模倣物）として、またはＥＮＤＯＸア

ンタゴニストとして機能するＥＮＤＯＸタンパク質の改変体に関する。ＥＮＤＯ

Ｘタンパク質の改変体（例えば、ＥＮＤＯＸタンパク質の離散した点変異または

短縮型）が、変異誘発により生成され得る。ＥＮＤＯＸタンパク質のアゴニスト

は、天然に存在する形態のＥＮＤＯＸタンパク質と実質的に同じ生物学的活性、

またはその生物学的活性のサブセットを保持し得る。ＥＮＤＯＸタンパク質のア

ンタゴニストは、天然に存在する形態のＥＮＤＯＸタンパク質の１つ以上の活性

を、例えば、ＥＮＤＯＸタンパク質を含む細胞シグナル伝達カスケードの下流ま

たは上流メンバーに競合的に結合することにより阻害し得る。従って、特異的生

物学的効果が、限られた機能の改変体を用いた処理により惹起され得る。１つの

実施形態では、このタンパク質の天然に存在する形態の生物学活性のサブセット

を有する改変体を用いた被験体の処置は、ＥＮＤＯＸタンパク質の天然に存在す

る形態を用いた処置に対して被験体におけるより少ない副作用を有する。

      【０２６１】

  ＥＮＤＯＸアゴニスト（模倣物）として、またはＥＮＤＯＸアンタゴニストの

いずれかとして機能するＥＮＤＯＸタンパク質の改変体は、ＥＮＤＯＸタンパク

質アゴニストまたはアンタゴニスト活性のためのＥＮＤＯＸタンパク質の変異体

（例えば、短縮型変異体）のコンビナトリアルライブラリーをスクリーニングす

ることにより同定され得る。１つの実施形態では、ＥＮＤＯＸ改変体の多彩なラ

イブラリーは、核酸レベルのコンビナトリアル変異誘発により生成され、そして

多彩な遺伝子ライブラリーによりコードされる。ＥＮＤＯＸ改変体の多彩なライ

ブラリーは、例えば、合成オリゴヌクレオチドの混合物を、潜在的なＥＮＤＯＸ

配列の縮重セットが、個々のポリペプチドとして、あるいは、その中にＥＮＤＯ

Ｘ配列のセットを含む（例えば、ファージディスプレイのための）より大きな融

合タンパク質のセットとして発現可能であるように、酵素的に連結することによ

り産生され得る。縮重オリゴヌクレオチド配列から潜在的なＥＮＤＯＸ改変体の

ライブラリーを産生するために用いられ得る種々の方法がある。縮重遺伝子配列

の化学的合成は、自動化ＤＮＡ合成機中で実施され得、次いでこの合成遺伝子は
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、適切な発現ベクター中に連結される。遺伝子の縮重セットの使用は、１つの混

合物において、潜在的なＥＮＤＯＸ配列の所望のセットをコードする配列のすべ

ての供給量を可能にする。縮重オリゴヌクレオチドを合成する方法は当該分野で

公知である（例えば、Ｎａｒａｎｇ（１９８３）Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ３９

：３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ａｎｎｕ  Ｒｅｖ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  ５３

：３２３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ｓｃｉｅｎｃｅ  １９８：１０５６；

Ｉｋｅら（１９８３）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  １１：４７７）。

      【０２６２】

  （ポリペプチドライブラリー）

  さらに、ＥＮＤＯＸタンパク質コード配列のフラグメントのライブラリーを用

いて、ＥＮＤＯＸタンパク質の改変体のスクリーニングおよび引き続く選択のた

めのＥＮＤＯＸフラグメントの多彩な集団を生成し得る。１つの実施形態では、

コード配列フラグメントのライブラリーは、ＥＮＤＯＸコード配列の二本鎖ＰＣ

Ｒフラグメントを、１分子あたり約１つのみのニックが生じる条件下、ヌクレア

ーゼで処理すること、二本鎖ＤＮＡを変性させること、異なるニック産物からの

センス／アンチセンス対を含み得る二本鎖を形成するためにこのＤＮＡを再生す

ること、Ｓ1ヌクレアーゼを用いた処理により再形成された二本鎖から一本鎖部

分を除去すること、および得られるフラグメントライブラリーを発現ベクター中

に連結することにより生成し得る。この方法により、ＥＮＤＯＸタンパク質の種

々のサイズのＮ末端および内部フラグメントをコードする発現ライブラリーが派

生し得る。

      【０２６３】

  点変異または短縮により作成されたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産

物をスクリーニングするため、選択された性質を有する遺伝子産物のｃＤＮＡラ

イブラリーをスクリーニングするためのいくつかの技法が当該分野で公知である

。このような技法を、ＥＮＤＯＸタンパク質のコンビナトリアル変異誘発により

生成された遺伝子ライブラリーの迅速スクリーニングに適用可能である。大きな

遺伝子ライブラリーをスクリーニングするための、高スループット分析に適した

最も広く用いられる技法は、代表的には、遺伝子ライブラリーを複製可能な発現
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ベクター中にクローニングすること、得られるベクターのライブラリーで適切な

細胞を形質転換すること、およびこのコンビナトリアル遺伝子を、所望の活性の

検出が、その産物が検出された遺伝子をコードするベクターの単離を容易にする

条件下で発現することを含む。ライブラリー中の機能的変異体の頻度を増大する

新規技法であるリクルーシブエンセブル変異誘発（ＲＥＭ）を、スクリーニング

アッセイと組み合わせて用い、ＥＮＤＯＸ改変体を同定し得る（Ａｒｋｉｎおよ

びＹｏｕｒｖａｎ（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ

  ８９：７８１１－７８１５；Ｄｅｌｇｒａｖｅら（１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ

  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ６：３２７－３３１）。

      【０２６４】

  （抗ＥＮＤＯＸ抗体）

  本発明は、本発明のＰＮＤＯＸポリペプチドに免疫特異的に結合する、Ｆabま

たは（Ｆab）2のような抗体または抗体フラグメントを包含する。

      【０２６５】

  単離されたＥＮＤＯＸタンパク質、またはその部分もしくはフラグメントは、

ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体調製のための標準的な技法を用い

て、ＥＮＤＯＸに結合する抗体を生成するための免疫原として用いられ得る。完

全長のＥＮＤＯＸタンパク質が用いられ得るが、あるいは、本発明は、免疫原と

しての使用のためのＥＮＤＯＸの抗原性ペプチドフラグメントを提供する。ＥＮ

ＤＯＸの抗原性ペプチドは、配列番号２、４、６、８、１０、１５、１６、１７

、１８、１９、２０、２１、２３、２４、２６、２７、２９、３０、３２、３３

、３５～４５（これを含む）、４７および４９で示されるアミノ酸配列の少なく

とも４アミノ酸残基を含み、そしてこのペプチドに対して惹起された抗体がＥＮ

ＤＯＸと特異的な免疫複合体を形成するように、ＥＮＤＯＸのエピトープを含む

。好ましくは、この抗原性ペプチドは、少なくとも６、８、１０、１５、２０、

または３０のアミノ酸残基を含む。より長い抗原性ペプチドが、使用および当業

者に周知の方法により依存して、より短い抗原性ペプチドよりもしばしば好適で

ある。

      【０２６６】
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  本発明の特定の実施形態では、抗原性ペプチドにより包含される少なくとも１

つのエピトープは、ＥＮＤＯＸタンパク質の表面上に位置する領域、例えば、親

水性領域である。抗体産生を標的にする手段として、親水性および疎水性の領域

を示すヒドロパシープロットを、例えば、フーリエ変換とともにまたはなしの、

Ｋｙｔｅ  ＤｏｏｌｉｔｔｌｅまたはＨｏｐｐ  Ｗｏｏｄｓ法を含む、当該分野

で周知の任意の方法により生成し得る。例えば、それらの全体が本明細書に参考

として援用される、ＨｏｐｐおよびＷｏｏｄｓ、１９８１、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．

Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：３８２４－３８２８；ＫｙｔｅおよびＤｏｏ

ｌｉｔｔｌｅ  １９８２、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：１０５－１４２（こ

れらはその全体が本明細書中で参考として援用される）を参照のこと。

      【０２６７】

  本明細書で開示されるように、配列番号２、４、６、８、１０のＥＮＤＯＸタ

ンパク質、またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくは相同体を、これ

らのタンパク質成分に免疫特異的に結合する抗体の生成における免疫原として利

用し得る。本明細書で用いる用語「抗体」は、免疫グロブリン分子、および免疫

グロブリン分子の免疫学的に活性な部分、すなわち、ＥＮＤＯＸのような抗原に

特異的に結合（免疫反応）する抗原結合部位を含む分子をいう。このような抗体

は、制限されずに、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体、単

鎖抗体、ＦabおよびＦ(ab')2フラグメント、およびＦab発現ライブラリーを含む

。特定の実施形態では、ヒトＥＮＤＯＸタンパク質に対する抗体が開示される。

当該分野で公知の種々の手順が、配列番号２、４、６、８、１０のＥＮＤＯＸタ

ンパク質配列、またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくは相同体に対

するポリクローナルまたはモノクローナル抗体の産生のために用いられ得る。こ

れらのタンパク質のいくつかを以下で論議する。

      【０２６８】

  ポリクローナル抗体の産生のために、種々の適切な宿主動物（例えば、ウサギ

、ヤギ、マウスまたはその他の哺乳動物）を、ネイティプタンパク質、またはそ

の合成改変体、または前述の誘導体での注射により免疫化し得る。適切な免疫原

調製物は、例えば、組換えにより発現されたＥＮＤＯＸタンパク質または化学的
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に合成されたポリペプチドを含有し得る。この調製物は、アジュバントをさらに

含み得る。免疫学的応答を増大するために用いられる種々のアジュバントとして

は、フロイントの完全および不完全アジュバント、ミネラルゲル（例えば、水酸

化アルミニウム）、表面活性物質（例えば、リゾレシチン、プルロニックポリオ

ール、ポリアニオン、ペプチド、オイルエマルジョン、ジニトロフェノールなど

）、Ｂａｃｉｌｌｅ  Ｃａｌｍｅｔｔｅ－ＧｕｅｒｉｎおよびＣｏｒｙｎｅｂａ

ｃｔｅｒｉｕｍ  ｐａｒｖｕｍのようなヒトアジュバント、または類似の免疫刺

激剤が挙げられるが、これらに限定されない。所望であれば、ＥＮＤＯＸに対し

て惹起された抗体分子は、哺乳動物（例えば、血液）から単離され、そしてさら

に、ＩｇＧフラクションを得るためのプロテインＡクロマトグラフィーのような

、周知の技法により精製され得る。

      【０２６９】

  本明細書で用いられる用語「モノクローナル抗体」または「モノクローナル抗

体組成物」は、ＥＮＤＯＸの特定のエピトープと免疫反応し得る抗原結合部位の

特定の１種のみを含む抗体分子の集団をいう。従って、代表的には、モノクロー

ナル抗体組成物は、それと免疫反応する特定のＥＮＤＯＸタンパク質に対し、単

一の結合親和性を示す。特定のＥＮＤＯＸタンパク質配列、またはその誘導体、

フラグメント、アナログもしくは相同体に対して惹起されたモノクローナル抗体

の調製には、連続的な細胞株培養による抗体分子の産生のために提供する任意の

技法が利用され得る。このような技法は、制限されずに、ハイブリドーマ技法（

Ｋｏｈｌｅｒ＆Ｍｉｌｓｔｅｉｎ、１９７５  Ｎａｔｕｒｅ  ２５６：４９５－

４９７を参照のこと）；トリオーマ技法；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技法（Ｋｏ

ｚｂｏｒら、１９８３  Ｉｍｍｕｎｏｌ  Ｔｏｄａｙ  ４：７２）およびヒトモ

ノクローナル抗体を産生するためのＥＢＶハイブリドーマ技法（Ｃｏｌｅら、１

９８５  ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ

  ＴＨＥＲＡＰＹ、Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ、Ｉｎｃ．７７－９６頁を参照のこ

と）を含む。ヒトモノクローナル抗体を、本発明の実施において利用し得、そし

てヒトハイブリドーマを用いることによるか（Ｃｏｔｅら、１９８３．Ｐｒｏｃ

  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８０：２０２６－２０３０を参照のこ
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と）、またはインビトロでヒトＢ細胞をエプスタイン－バーウイルスで形質転換

することにより（Ｃｏｔｅら、１９８５  ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯ

ＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ、Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ、

Ｉｎｃ．７７－９６頁を参照のこと）産生され得る。上記の引用の各々は、それ

らの全体が参考として本明細書に援用される。

      【０２７０】

  本発明によれば、技法は、ＥＮＤＯＸタンパク質に特異的な単鎖抗体の産生の

ために適合され得る（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号を参照のこと）

。さらに、方法は、Ｆab発現ライブラリーの構築のために適合され得（例えば、

Ｈｕｓｅら、１９８９  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４６：１２７５－１２８１を参照の

こと）、ＥＮＤＯＸタンパク質配列、またはその誘導体、フラグメント、アナロ

グもしくは相同体に対し、所望の特異性を有するモノクローナルＦabフラグメン

トの迅速かつ有効な同定を可能にする。非ヒト抗体は、当該分野で周知の技法に

より「ヒト化」され得る。例えば、米国特許第５，２２５，５３９号を参照のこ

と。ＥＮＤＯＸタンパク質に対するイディオタイプを含む抗体フラグメントを、

当該分野で公知の技法により産生し得、これには、制限されないで：（ｉ）抗体

分子のペプシン消化により産生されるＦ(ab')2フラグメント；（ｉｉ）Ｆ(ab')2

フラグメントのジスルフィド架橋を還元することにより生成されるＦabフラグメ

ント；（ｉｉｉ）抗体分子のパパインおよび還元剤での処理により生成されるＦ

abフラグメントおよび（ｉｖ）Ｆvフラグメントが含まれる。

      【０２７１】

  さらに、ヒトおよび非ヒト部分の両方を含むキメラ抗体およびヒト化モノクロ

ーナル抗体のような、組換え抗ＥＮＤＯＸ抗体（これらは、標準組換えＤＮＡ技

術を用いて作製され得る）は、本発明の範囲内である。このようなキメラ抗体お

よびヒト化モノクローナル抗体は、当該分野で公知の組換えＤＮＡ技術により生

成され得る。この技術は例えば、以下に記載の方法を用いる：国際出願番号ＰＣ

Ｔ／ＵＳ８６／０２２６９；欧州特許出願番号１８４，１８７号；欧州特許出願

番号１７１，４９６；欧州特許出願番号１７３、４９４；ＰＣＴ国際公開番号Ｗ

Ｏ  ８６／０１５３３；米国特許第４，８１６，５６７号；米国特許第５，２２



(105) 特表２００３－５２７８３１

５，５３９号；欧州特許出願番号１２５，０２３号；Ｂｅｔｔｅｒら（１９８８

）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４０：１０４１～１０４３；Ｌｉｕら（１９８７）ＰＮＡ

Ｓ  ８４：３４３９～３４４３；Ｌｉｕら（１９８７）Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ．１

３９：３５２１～３５２６；Ｓｕｎら（１９８７）ＰＮＡＳ  ８４：２１４～２

１８；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａら（１９８７）Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ  ４７：９９９

～１００５；Ｗｏｏｄら（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ  ３１４：４４６～４４９；

Ｓｈａｗら（１９８８）Ｊ  Ｎａｔｌ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎｓｔ  ８０：１５５

３～１５５９）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２９：１２

０２～１２０７；Ｏｉら（１９８６）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ４：２１４

；Ｊｏｎｅｓら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：５５２～５２５；Ｖｅｒｈ

ｏｅｙａｎら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３９：１５３４；ならびにＢｅｉ

ｄｌｅｒら（１９８８）Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４１：４０５３～４０６０。上

記引用の各々は、それらの全体において参考として本明細書中に援用される。

      【０２７２】

  １つの実施形態において、所望の特異性を保有する抗体のスクリーニングのた

めの方法論は、当該分野内で公知の酵素結合抗体免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ

）および他の免疫学的に媒介された技術を含むが、これに限定されない。特定の

実施形態において、ＥＮＤＯＸタンパク質の特定のドメインに対して特異的であ

る抗体の選抜は、このようなドメインを所有しているＥＮＤＯＸタンパク質のフ

ラグメントに結合するハイブリドーマの生成により容易にされる。従って、ＥＮ

ＤＯＸタンパク質、またはそれらの誘導体、フラグメント、アナログまたはホモ

ログ内の所望のドメインについて特異的である抗体がまた、本願明細書において

提供される。

      【０２７３】

  抗ＥＮＤＯＸ抗体は、ＥＮＤＯＸタンパク質の局在化および／または定量化に

関する当該分野で公知の方法において用いられ得る（例えば、適切な生理学的な

サンプル内のＥＮＤＯＸタンパク質のレベルを測定する使用のために、診断的方

法における使用のために、タンパク質の画像化における使用のために、など）。

所定の実施形態において、ＥＮＤＯＸタンパク質、またはそれらの誘導体、フラ
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グメント、アナログまたはホモログの抗体（抗体由来の結合ドメインを含む）は

、薬理学的に活性な化合物［本明細書中、以降において「治療剤」］として利用

される。

      【０２７４】

  抗ＥＮＤＯＸ抗体（例えば、モノクローナル抗体）は、標準技術（例えばアフ

ィニティークロマトグラフィまたは免疫沈降）によって、ＥＮＤＯＸポリペプチ

ドを単離するために用いられ得る。抗ＥＮＤＯＸ抗体は、細胞からの天然のＥＮ

ＤＯＸポリペプチド、そして宿主細胞において発現される組換え的に産生された

ＥＮＤＯＸポリペプチドの精製を容易にし得る。さらに、抗ＥＮＤＯＸ抗体が、

（例えば、細胞の溶菌液または細胞上清における）ＥＮＤＯＸタンパク質を検出

するために用いられ、ＥＮＤＯＸタンパク質の発現の量およびパターンを評価し

得る。抗ＥＮＤＯＸ抗体は、例えば、所定の治療レジメンの有効性を決定するた

めに、臨床試験の手順の一部として組織におけるタンパク質レベルを診断的にモ

ニターするために用いられ得る。検出は、抗体を検出可能物質に連結する（すな

わち、物理的に連結する）ことにより容易になり得る。検出可能物質の例として

は、種々の酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光材料、生物発光材料および放射性

物質が挙げられる。適切な酵素の例としては、西洋ワサビペルオキシダーゼ、ア

ルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼまたはアセチルコリンエステラー

ゼが挙げられる；適切な補欠分子族複合体の例としては、ストレプトアビジン／

ビオチンおよびアビジン／ビオチンが挙げられる；適切な蛍光物質の例としては

、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ロ

ーダミン、ジクロロトリアジニルアミン（ｄｉｃｈｌｏｒｏｔｒｉａｚｉｎｙｌ

ａｍｉｎｅ）フルオレセイン、ダンシルクロリドまたはフィコエリトリンが挙げ

られる；発光材料の例としては、ルミノールが挙げられる；生物発光材料の例と

しては、ルシフェラーゼ、ルシフェリンおよびエクオリンが挙げられる；そして

、適切な放射性物質の例としては125Ｉ、131Ｉ、35Ｓまたは3Ｈが挙げられる。

      【０２７５】

  （ＥＮＤＯＸ組換え発現ベクターおよび宿主細胞）

  本発明の別の局面は、ＥＮＤＯＸタンパク質、またはそれらの誘導体、フラグ
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メント、アナログもしくはホモログをコードする核酸を含む、ベクター、好まし

くは、発現ベクターに関する。本明細書において使用する場合、用語「ベクター

」は、それに連結された別の核酸を輸送し得る核酸分子をいう。１つの型のベク

ターは、「プラスミド」である。これはさらなるＤＮＡセグメントが連結され得

る環状の二本鎖ＤＮＡループをいう。他の型のベクターは、ウイルス性ベクター

であり、ここでさらなるＤＮＡセグメントが、ウイルスゲノムに連結され得る。

特定のベクターは、ベクターが導入される宿主細胞中で自律複製し得る（例えば

、細菌性の複製起点を有する細菌ベクター、およびエピソーム性哺乳動物ベクタ

ー）。他のベクター（例えば、非エピソーム性哺乳動物ベクター）は、宿主細胞

への導入の際、宿主細胞のゲノムに組み込まれ、そして、これにより宿主ゲノム

とともに複製される。さらに、特定のベクターは、それらが作動可能に連結され

る遺伝子の発現を導き得る。このようなベクターは、本明細書において「発現ベ

クター」と呼ばれる。一般に、組換えＤＮＡ技術における有用な発現ベクターは

、しばしばプラスミドの形態である。本願明細書において、「プラスミド」およ

び「ベクター」は、プラスミドが最も一般的に用いられる形態のベクターである

ので、交換可能に使用され得る。しかし、本発明は、等価の機能を果たす、ウイ

ルス性ベクター（例えば、複製欠損レトロウィルス、アデノウィルス、およびア

デノ随伴ウィルス）のような、このような他の形態の発現ベクターを含むことを

意図する。

      【０２７６】

  本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞における核酸の発現に適切な形態の

本発明の核酸を含む。これは、組換え発現ベクターが、発現されるべき核酸配列

に作動可能に連結されている、発現に用いられるべき宿主細胞に基づいて選択さ

れる、１つ以上の調節配列を含むことを意味する。組換え発現ベクター内で、「

作動可能に連結する」とは、目的のヌクレオチド配列が、（例えば、インビトロ

の転写／翻訳系において、またはベクターが宿主細胞に導入される場合は、宿主

細胞において）ヌクレオチド配列の発現を可能にする様式で調節配列に連結され

るという意味を意図する。

      【０２７７】
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  用語「調節配列」は、プロモーター、エンハンサーおよび他の発現制御エレメ

ント（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含むことを意図する。このような調

節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ；ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣ

ＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃ

ａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１９９０）に

記載されている。調節配列は、多くの型の宿主細胞においてヌクレオチド配列の

構成的発現を指向する配列、および特定の宿主細胞のみにおいてヌクレオチド配

列の発現を指向する配列（例えば、組織特異的調節配列）を含む。発現ベクター

の設計が形質転換されるべき宿主細胞の選択、所望のタンパク質の発現のレベル

などのような因子に依存し得ることは当業者には明白である。本発明の発現ベク

ターは、宿主細胞に導入され得、それにより、本明細書に記載される核酸により

コードされるタンパク質またはペプチド（融合タンパク質またはペプチドを含む

）（例えば、ＥＮＤＯＸタンパク質、またはＥＮＤＯＸの変異形態、融合タンパ

ク質など）を生成し得る。

      【０２７８】

  本発明の組換え発現ベクターは、原核生物細胞または真核生物細胞における、

ＥＮＤＯＸ発現のために設計され得る。例えば、ＥＮＤＯＸタンパク質は、細菌

細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞（バキュロウイルス発現ベクターを用

いる）、酵母細胞または哺乳動物細胞において発現され得る。適切な宿主細胞は

、Ｇｏｅｄｄｅｌ；ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：

ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐ

ｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１９９０）にさらに考察されて

いる。あるいは、組換え型発現ベクターは、例えば、Ｔ７プロモーター調節配列

およびＴ７ポリメラーゼを用いて、インビトロで転写および翻訳され得る。

      【０２７９】

  原核生物におけるタンパク質の発現は、最も頻繁には、融合タンパク質または

非融合タンパク質のいずれかの発現を指向する構成的プロモーターまたは誘導性

プロモーターを含むベクターを有するＥ．ｃｏｌｉにおいて実行される。融合ベ

クターは、そこにコードされるタンパク質に、通常、組換えタンパク質のアミノ
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末端に、多数のアミノ酸を付加する。このような融合ベクターは、代表的には、

以下の３つの目的のために役立つ：（１）組換えタンパク質の発現を増加させる

こと；（２）組換えタンパク質の可溶性を増加させること；および（３）アフィ

ニティー精製においてリガンドとして作用することによって組換えタンパク質の

精製の際に補助すること。しばしば、融合発現ベクターにおいて、タンパク質分

解の切断部位が、融合部分の結合部に導入され、そしてこの組換えタンパク質に

より、融合タンパク質の精製の後に融合部分から組換えタンパク質を分離するこ

とが可能になる。このような酵素、およびその同族の認識配列は、第Ｘａ因子、

トロンビン、およびエンテロキナーゼを含む。代表的な融合発現ベクターとして

は、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパ

ク質、またはプロテインＡを、それぞれ、標的の組換えタンパク質に融合するｐ

ＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  Ｉｎｃ．；Ｓｍｉｔｈ  ａｎｄ

  Ｊｏｈｎｓｏｎ（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６７：３１－４０）、ｐＭＡＬ（Ｎｅ

ｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，Ｍａｓｓ．）およびｐ

ＲＩＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）が挙げられ

る。

      【０２８０】

  適切な誘導性非融合Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターの例には、ｐＴｒｃ（Ａｍｒａ

ｎｎら（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６９：３０１－３１５）およびｐＥＴ  １１ｄ（

Ｓｔｕｄｉｅｒら、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：

ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐ

ｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）６０－８９）が挙げ

られる。

      【０２８１】

  Ｅ．ｃｏｌｉにおける組換えタンパク質発現を最大化するための１つのストラ

テジーは、組換えタンパク質をタンパク質分解的に切断する能力が損なわれた宿

主細菌中でタンパク質を発現することである。Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ，ＧＥＮＥ  

ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺ

ＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ
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，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）１１９－１２８を参照のこと。別のストラテジーは

、各アミノ酸についての個々のコドンが、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて優先的に利用さ

れるコドンであるように発現ベクターに挿入される核酸の核酸配列を変更するこ

とである（Ｗａｄａら（１９９２）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２０

：２１１１－２１１８）。本発明のこのような核酸配列の変更は、標準的なＤＮ

Ａ合成技術によって実行され得る。

      【０２８２】

  別の実施形態において、ＥＮＤＯＸ発現ベクターは、酵母発現ベクターである

。酵母Ｓ．ｃｅｒｉｖｉｓａｅにおける発現のためのベクターの例には、ｐＹｅ

ｐＳｅｃ１（Ｂａｌｄａｒｉら、（１９８７）ＥＭＢＯ  Ｊ  ６：２２９－２３

４）、ｐＭＦａ（ＫｕｒｊａｎおよびＨｅｒｓｋｏｗｉｔｚ、（１９８２）Ｃｅ

ｌｌ  ３０：９３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（Ｓｃｈｕｌｔｚら、（１９８７

）Ｇｅｎｅ  ５４：１１３－１２３）、ｐＹＥＳ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃ

ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）、およびｐｉｃＺ

（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃｏｒｐ．，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）が

挙げられる。

      【０２８３】

  あるいは、ＥＮＤＯＸは、バキュロウイルス発現ベクターを使用して、昆虫細

胞中で発現され得る。培養昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞）中でのタンパク質の

発現のために利用可能なバキュロウイルスベクターには、ｐＡｃシリーズ（Ｓｍ

ｉｔｈら（１９８３）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  ３：２１５６－２１６５）

およびｐＶＬシリーズ（ＬｕｃｋｌｏｗおよびＳｕｍｍｅｒｓ（１９８９）Ｖｉ

ｒｏｌｏｇｙ  １７０：３１－３９）が挙げられる。

      【０２８４】

  なお別の実施形態において、本発明の核酸は、哺乳動物発現ベクターを使用し

て、哺乳動物細胞中で発現される。哺乳動物発現ベクターの例には、ｐＣＤＭ８

（Ｓｅｅｄ（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ  ３２９：８４０）およびｐＭＴ２ＰＣ（

Ｋａｕｆｍａｎら（１９８７）ＥＭＢＯ  Ｊ  ６：１８７－１９５）が挙げられ

る。哺乳動物細胞中で使用される場合、発現ベクターの制御機能は、しばしば、
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ウイルスの調節エレメントによって提供される。例えば、一般に使用されるプロ

モーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルス、およびシ

ミアンウイルス４０に由来する。原核生物細胞および真核生物細胞の両方のため

の他の適切な発現系については、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬ

ＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２版、Ｃ

ｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９の第１６章および第１７章を参照

のこと。

      【０２８５】

  別の実施形態において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型中で優

先的に核酸の発現を指向し得る（例えば、組織特異的調節エレメントを使用して

核酸を発現する）。組織特異的調節エレメントは、当該分野で公知である。適切

な組織特異的プロモーターの非限定的な例には、アルブミンプロモーター（肝臓

特異的；Ｐｉｎｋｅｒｔら（１９８７）Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ  １：２６８－２７

７）、リンパ特異的プロモーター（ＣａｌａｍｅおよびＥａｔｏｎ（１９８８）

Ａｄｖ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  ４３：２３５－２７５）、Ｔ細胞レセプターの特定の

プロモーターにおいて（ＷｉｎｏｔｏおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８９）Ｅ

ＭＢＯ  Ｊ  ８：７２９－７３３）および免疫グロブリン（Ｂａｎｅｒｊｉら（

１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７２９－７４０；ＱｕｅｅｎおよびＢａｌｔｉｍｏ

ｒｅ（１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７４１－７４８）、ニューロン特異的プロモ

ーター（例えば、ニューロフィラメントプロモーター；ＢｙｒｎｅおよびＲｕｄ

ｄｌｅ（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：５

４７３－５４７７）、膵臓特異的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄら（１９８５）Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ  ２３０：９１２－９１６）、および乳腺特異的プロモーター（例

えば、ミルク乳清プロモーター；米国特許第４，８７３，３１６号および欧州出

願公開第２６４，１６６号）が挙げられる。発生的に調節されるプロモーターも

また含まれる（例えば、マウスホックス（ｍｕｒｉｎｅ  ｈｏｘ）プロモーター

（ＫｅｓｓｅｌおよびＧｒｕｓｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３７４
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－３７９）およびα－フェトプロテインプロモーター（ＣａｍｐｅｓおよびＴｉ

ｌｇｈｍａｎ（１９８９）Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ  ３：５３７－５４６）。

      【０２８６】

  本発明はさらに、アンチセンス方向で発現ベクターにクローニングされた本発

明のＤＮＡ分子を含む組換え発現ベクターを提供する。すなわち、そのＤＮＡ分

子は、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡに対してアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現（Ｄ

ＮＡ分子の転写によって）を可能にする様式で調節配列に作動可能に連結される

。種々の細胞型におけるアンチセンスＲＮＡ分子の連続的な発現を指向する、ア

ンチセンス方向でクローニングされた核酸に作動可能に連結される調節配列が選

択され得る。例えば、アンチセンスＲＮＡの構成的発現、組織特異的発現、また

は細胞特異的発現を指向する、ウイルスプロモーターおよび／もしくはエンハン

サー、または調節配列が選択され得る。アンチセンス発現ベクターは、組換えプ

ラスミド、ファージミド、または弱毒化されたウイルスの形態であり得、ここで

はアンチセンス核酸は、高効率調節領域の制御下で産生され、その活性は、ベク

ターが導入される細胞型によって決定され得る。アンチセンス遺伝子を使用する

遺伝子発現の調節の議論については、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂら、「Ａｎｔｉｓｅｎ

ｓｅ  ＲＮＡ  ａｓ  ａ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｔｏｏｌ  ｆｏｒ  ｇｅｎｅｔ

ｉｃ  ａｎａｌｙｓｉｓ」、Ｒｅｖｉｅｗｓ－－Ｔｒｅｎｄｓ  ｉｎ  Ｇｅｎｅ

ｔｉｃｓ、第１巻（１）１９８６を参照のこと。

      【０２８７】

  本発明の別の局面は、本発明の組換え発現べクターが導入された宿主細胞に関

する。用語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書中で、交換可能

に使用される。このような用語は、特定の対象の細胞をいうのみでなく、そのよ

うな細胞の子孫または潜在的な子孫をいうことが理解される。変異または環境的

影響のいずれかに起因して、特定の改変は次の世代において存在し得るので、こ

のような子孫は、実際、親の細胞と同一でないかもしれないが、なお、本明細書

中で使用されるような用語の範囲内に含まれる。

      【０２８８】

  宿主細胞は、任意の原核生物細胞または真核生物細胞であり得る。例えば、Ｅ
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ＮＤＯＸタンパク質は、細菌細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞、酵母ま

たは哺乳動物細胞（例えば、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）または

ＣＯＳ細胞）で発現され得る。他の適切な宿主細胞は、当業者に公知である。

      【０２８９】

  ベクターＤＮＡは、従来的な形質転換またはトランスフェクション技術を介し

て原核生物細胞または真核生物細胞に導入され得る。本明細書中で使用される場

合、用語「形質転換」および「トランスフェクション」とは、外来性の核酸（例

えば、ＤＮＡ）を宿主細胞に導入するための当該分野で認識される種々の技術を

いうことを意図し、これらには、リン酸カルシウムまたは塩化カルシウム共沈殿

、ＤＥＡＥデキストラン媒介トランスフェクション、リポフェクション、または

エレクトロポレーションが含まれる。宿主細胞を形質転換またはトランスフェク

ションするための適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  Ｃ

ＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２版、Ｃｏｌｄ  

Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９）および他の実験室マニュアルに見出され

得る。

      【０２９０】

  哺乳動物細胞の安定なトランスフェクションについては、使用される発現ベク

ターおよびトランスフェクション技術に依存して、細胞のほんの一部のみが外来

ＤＮＡをそのゲノムに組み込み得ることが知られている。これらの組み込み体（

ｉｎｔｅｇｒａｎｔ）を同定および選択するために、選択マーカー（例えば、抗

生物質に対する耐性）をコードする遺伝子が、一般的には目的の遺伝子とともに

宿主細胞に導入される。種々の選択マーカーには、薬物（例えば、Ｇ４１８、ハ

イグロマイシン、およびメトトレキセート）に対する耐性を付与するものが含ま

れる。選択マーカーをコードする核酸は、ＥＮＤＯＸをコードするベクターと同

じベクター上で宿主細胞に導入され得るか、あるいは別々のベクター上で導入さ

れ得る。導入された核酸とともに安定にトランスフェクトされる細胞は、薬物選

択によって同定され得る（例えば、選択マーカー遺伝子を取り込んだ細胞は生存
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し、一方、他の細胞は死滅する）。

      【０２９１】

  本発明の宿主細胞（例えば、培養中の原核生物宿主細胞および真核生物宿主細

胞）は、ＥＮＤＯＸタンパク質を産生（すなわち、発現）するために使用され得

る。従って、本発明はさらに、本発明の宿主細胞を使用して、ＥＮＤＯＸタンパ

ク質を産生するための方法を提供する。１つの実施形態において、この方法は、

ＥＮＤＯＸタンパク質が産生されるような適切な培地中で、本発明の宿主細胞（

ここに、ＥＮＤＯＸタンパク質をコードする組換え発現ベクターが導入された）

を培養する工程を包含する。別の実施形態において、この方法はさらに、培地ま

たは宿主細胞からＥＮＤＯＸタンパク質を単離する工程を包含する。

      【０２９２】

  （トランスジェニックＥＮＤＯＸ動物）

  本発明の宿主細胞はまた、非ヒトトランスジェニック動物を作製するために使

用され得る。例えば、１つの実施形態において、本発明の宿主細胞は、ＥＮＤＯ

Ｘタンパク質コード配列が導入される、受精した卵母細胞または胚性幹細胞であ

る。次いで、このような宿主細胞は、非ヒトトランスジェニック動物を作製する

ために使用され得、ここで外因性のＥＮＤＯＸ配列は、それらのゲノムまたは相

同組換え動物（ここで、内因性のＥＮＤＯＸ配列は、変更されている）に導入さ

れる。このような動物は、ＥＮＤＯＸタンパク質の機能および／または活性を研

究するため、およびＥＮＤＯＸタンパク質の活性のモジュレーターを同定および

／または評価するために有用である。本明細書中で使用される場合、「トランス

ジェニック動物」とは、非ヒト動物、好ましくは哺乳動物であり、より好ましく

は、ラットまたはマウスのような齧歯動物であり、ここでこれらの動物の１つ以

上の細胞は、導入遺伝子を含む。トランスジェニック動物の他の例には、非ヒト

霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ヤギ、ニワトリ、両生類などを含む。導入遺伝子

は、細胞のゲノムに組み込まれ（この細胞からトランスジェニック動物が発生す

る）、そして成熟動物のゲノムに残存する外因性のＤＮＡであり、それによって

、このトランスジェニック動物の１つ以上の細胞型または組織においてコード遺

伝子産物の発現を指向する。本明細書中で使用される場合、「相同組換え動物」
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とは、非ヒト動物であり、好ましくは哺乳動物、より好ましくはマウスであり、

ここで、内因性ＥＮＤＯＸ遺伝子は、この内因性の遺伝子と、動物の発生の前に

動物の細胞（例えば、動物の胚細胞）に導入された外因性ＤＮＡ分子との間の相

同組換えによって、変更されている。

      【０２９３】

  本発明のトランスジェニック動物は、ＥＮＤＯＸをコードする核酸を、（例え

ば、マイクロインジェクション、レトロウイルス感染によって）受精した卵母細

胞の雄性前核に導入すること、およびこの卵母細胞が偽妊娠雌性フォスター動物

（ｆｏｓｔｅｒ  ａｎｉｍａｌ）中で発生することを可能にすることによって作

製され得る。配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４

６および４８のヒトＥＮＤＯＸ  ｃＤＮＡ配列は、非ヒト動物のゲノムに導入遺

伝子として導入され得る。あるいは、ヒトＥＮＤＯＸ遺伝子の非ヒトホモログ（

例えば、マウスＥＮＤＯＸ遺伝子）が、ヒトＥＮＤＯＸ  ｃＤＮＡに対するハイ

ブリダイゼーションに基づいて単離され得（以下にさらに記載される）、そして

導入遺伝子として使用され得る。イントロン配列およびポリアデニル化シグナル

もまた導入遺伝子中に含まれ、その導入遺伝子の発現の効率を増大させ得る。組

織特異的調節配列（単数または複数）は、特定の細胞に対して、ＥＮＤＯＸタン

パク質の発現を指向するために、ＥＮＤＯＸ導入遺伝子に作動可能に連結され得

る。胚の操作およびマイクロインジェクションを介するトランスジェニック動物

（特に、マウスのような動物）を生成するための方法は、当該分野で従来的にな

っており、そして例えば、米国特許第４，７３６，８６６号；同第４，８７０，

００９号；および同第４，８７３，１９１号；ならびにＨｏｇａｎ  １９８６、

ＭＡＮＩＰＵＬＡＴＩＮＧ  ＴＨＥ  ＭＯＵＳＥ  ＥＭＢＲＹＯ，Ｃｏｌｄ  Ｓ

ｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓ

ｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．に記載されている。同様の方法は、他のト

ランスジェニック動物の作製のために使用される。トランスジェニック初代動物

は、そのゲノムにおけるＥＮＤＯＸ導入遺伝子の存在および／またはその動物の

組織または細胞中のＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡの発現に基づいて同定され得る。次い

で、トランスジェニック初代動物は、導入遺伝子を有するさらなる動物を繁殖さ
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せるために使用され得る。さらに、ＥＮＤＯＸタンパク質をコードする導入遺伝

子を有するトランスジェニック動物は、さらに、他の導入遺伝子を有する他のト

ランスジェニック動物に繁殖させ得る。

      【０２９４】

  相同組換え動物を作製するために、欠失、付加、または置換が導入されて、そ

れによってＥＮＤＯＸ遺伝子が変化（例えば、機能的に破壊）されている、少な

くとも、ＥＮＤＯＸ遺伝子の一部を含むベクターを調製する。ＥＮＤＯＸ遺伝子

はヒト遺伝子（例えば、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１

、３４、４６および４８のｃＤＮＡ）であり得るが、より好ましくは、ヒトＥＮ

ＤＯＸ遺伝子の非ヒトホモログである。例えば、配列番号１、３、５、７、９、

２２、２５、２８、３１、３４、４６および４８のヒトＥＮＤＯＸ遺伝子のマウ

スホモログは、マウスゲノムにおいて内因性ＥＮＤＯＸ遺伝子を変更するのに適

切な相同組換えベクターを構築するために使用され得る。１つの実施形態におい

て、そのベクターは、相同組換えに際して、内因性ＥＮＤＯＸ遺伝子が機能的に

破壊される（すなわち、機能的タンパク質をもはやコードしない；「ノックアウ

ト」ベクターともいわれる）ように設計される。

      【０２９５】

  あるいは、このベクターは、相同組換えに対して、内因性ＥＮＤＯＸ遺伝子が

変異されるか、あるいはさもなければ、変更されるが、なお機能性タンパク質を

コードするように設計される（例えば、上流の調節領域を変更して、それによっ

て内因性ＥＮＤＯＸタンパク質の発現を変更し得る）。相同組換えベクターにお

いて、ＥＮＤＯＸ遺伝子の変更された部分は、ＥＮＤＯＸ遺伝子のさらなる核酸

によって、その５’末端および３’末端で隣接され、相同組換えが、そのベクタ

ーによって運ばれる外因性ＥＮＤＯＸ遺伝子と胚性幹細胞中の内因性ＥＮＤＯＸ

遺伝子との間で起こることを可能にする。このさらなる隣接するＥＮＤＯＸ核酸

は、内因性遺伝子との首尾よい相同組換えに十分な長さである。代表的に、数キ

ロベースの隣接するＤＮＡ（５’末端および３’末端の両方における）が、ベク

ターに含まれる。例えば、相同組換えベクターの記載について、Ｔｈｏｍａｓら

（１９８７）Ｃｅｌｌ  ５１：５０３を参照のこと。このベクターは、胚性幹細
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胞株に導入され（例えば、エレクトロポレーションによって）、この導入された

ＥＮＤＯＸ遺伝子が、内因性ＥＮＤＯＸ遺伝子と相同組換えされた細胞が、選択

される（例えば、Ｌｉら（１９９２）Ｃｅｌｌ  ６９：９１５を参照のこと）。

      【０２９６】

  次いで、この選択された細胞を、動物（例えば、マウス）の胚盤胞へ注入して

、凝集キメラを形成する。例えば、Ｂｒａｄｌｅｙ（１９８７）のＴｅｒａｔｏ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ  ａｎｄ  Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ  Ｓｔｅｍ  Ｃｅｌｌｓ：

Ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ編、ＩＲＬ、

Ｏｘｆｏｒｄ  １１３頁～１５２頁を参照のこと。次いで、このキメラ胚を、適

切な偽妊娠雌性フォスター動物に移植し得、そしてこの胚を、一定期間置く。そ

れらの生殖細胞中に相同組換えされたＤＮＡを保有する子孫を使用して、動物を

繁殖し得、ここで、この動物の全ての細胞は、導入遺伝子の生殖系列伝達によっ

て、この相同組換えされたＤＮＡを含む。相同的組換えベクターおよび相同的組

換え動物を構築するための方法が、さらに以下に記載される；Ｂｒａｄｌｅｙ（

１９９１）Ｃｕｒｒ  Ｏｐｉｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ  ２：８２３－８２９；

ＰＣＴ国際公開番号：ＷＯ９０／１１３５４；ＷＯ９１／０１１４０；ＷＯ９２

／０９６８；およびＷＯ／９３／０４１６９。

      【０２９７】

  別の実施形態において、導入遺伝子の調節された発現を可能にする選択された

系を含む、非ヒトトランスジェニック動物が産生され得る。このような系の１つ

の例は、バクテリオファージＰ１のｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系である。

ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系の記載については、例えば、Ｌａｋｓｏら（

１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８９：６２３２－

６２３６を参照のこと。リコンビナーゼ系の別の例は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃ

ｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのＦＬＰリコンビナーゼ系である（Ｏ’Ｇｏｒｍａ

ｎら（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５１：１３５１－１３５５）。ｃｒｅ／ｌ

ｏｘＰリコンビナーゼ系が導入遺伝子の発現を調節するために使用される場合、

Ｃｒｅリコンビナーゼおよび選択されたタンパク質の両方をコードする導入遺伝

子を含む動物が、必要となる。このような動物は、例えば、２種のトランスジェ
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ニック動物（一方は選択されたタンパク質をコードした導入遺伝子を含み、他方

はリコンビナーゼをコードした導入遺伝子を含む）を交配することによる、「二

重の」トランスジェニック動物の構築によって提供され得る。

      【０２９８】

  本明細書中に記載される非ヒトトランスジェニック動物のクローンがまた、Ｗ

ｉｌｍｕｔら（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ  ３８５：８１０－８１３に記載される

方法に従って、産生され得る。簡単には、トランスジェニック動物からの細胞（

例えば、体細胞）を単離して、そして増殖サイクルから出させてそしてＧ0期に

入るように誘導する。次いで、この静止細胞を、例えば、電気パルスの使用によ

り、この静止細胞が単離される同種動物由来の除核された卵母細胞へ融合し得る

。次いで、この再構成された卵母細胞を培養し、これにより、この卵母細胞は、

桑実胚または未分化胚芽細胞に発達し、次いで、偽妊娠雌性フォスター動物に移

入される。この雌性フォスター動物の産生子孫は、この細胞（例えば、体細胞）

が単離される動物のクローンである。

      【０２９９】

  （薬学的組成物）

  本発明のＥＮＤＯＸ核酸分子、ＥＮＤＯＸタンパク質、および抗ＥＮＤＯＸ抗

体（これはまた、本明細書中で「活性化合物」として参照される）、ならびにそ

れらの誘導体、フラグメント、アナログ、およびホモログが、投与に適した薬学

的組成物に組み込まれ得る。このような組成物は、代表的に、核酸分子、タンパ

ク質または抗体、および薬学的に受容可能なキャリアを含む。本明細書中で使用

される場合、「薬学的に受容可能なキャリア」は、薬学的な投与に適合した、任

意および全ての溶媒、分散媒体、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤

および吸収遅延剤（ｄｅｌａｙｉｎｇ  ａｇｅｎｔ）などを含むことが意図され

る。適切なキャリアは、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ

ｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（当該分野の標準的な参照テキスト）の最新版に記載され

る（これは、本明細書中に参考として援用される）。このようなキャリアまたは

希釈剤の好ましい例としては、水、生理食塩水、フィンガー（ｆｉｎｇｅｒ’ｓ

）溶液、デキストロース溶液、および５％ヒト血清アルブミンが挙げられる。リ



(119) 特表２００３－５２７８３１

ポソームおよび非水性ビヒクル（例えば、不揮発性油）もまた、使用され得る。

薬学的に活性な物質に対する、このような媒体および薬剤の使用は、当該分野で

周知である。任意の従来の媒体または薬剤が、この活性化合物と不適合である限

りを除いて、この組成物におけるそれらの使用が考慮される。補助的活性化合物

もまた、組成物へ組み込まれ得る。

      【０３００】

  本発明の薬学的組成物は、その意図される投与の経路と適合するように処方さ

れる。投与の経路の例には、非経口（例えば、静脈、皮内、皮下）投与、経口（

例えば、吸入）投与、経皮（局所的）投与、経粘膜（ｔｒａｎｓｍｕｃｏｓａｌ

）投与、および直腸投与が挙げられる。非経口、皮内または皮下適用のために使

用される溶液または懸濁液は、以下の成分を含み得る：注射用水、生理食塩水溶

液、不揮発性油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコール

または他の合成溶媒のような滅菌希釈剤；ベンジルアルコールまたはメチルパラ

ベンなどの抗菌剤；アスコルビン酸または重亜硫酸ナトリウムなどの抗酸化剤；

エチレンジアミン四酢酸などのキレート剤；酢酸塩、クエン酸塩またはリン酸塩

などの緩衝液；および塩化ナトリウムまたはデキストロースなどの張度の調節の

ための薬剤。ｐＨは、塩酸または水酸化ナトリウムなどの酸または塩基で調整さ

れ得る。非経口調製物は、アンプル、使い捨てシリンジ、あるいはガラスまたは

プラスチックから作製される多用量のバイアル中に入れられ得る。

      【０３０１】

  注射使用に適した薬学的組成物は、滅菌の水溶液（ここで、水溶性）または水

性分散液、および滅菌の注射可能な溶液または分散液の即座調製のための滅菌粉

末を含む。静脈内投与について、適切なキャリアには、生理食塩水、静菌性水、

Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ  ＥＬTM（ＢＡＳＦ、Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ、Ｎ．Ｊ．）ま

たはリン酸塩緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）が挙げられる。全ての場合において、

組成物は、滅菌性であるべきであり、そして容易な注入性（ｓｙｒｉｎｇａｂｉ

ｌｉｔｙ）が存在する程度に流動的であるべきである。これは、製造および保存

の条件下で安定でなければならず、そして、細菌および真菌などの微生物の汚染

作用に対して保護されるべきである。このキャリアは、例えば、以下を含む溶媒
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または分散液であり得る：水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール

、プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）ならびにそ

れらの適切な混合物。適切な流動性が、例えば、レシチンなどのコーティングの

使用によって、分散液の場合、要求される粒子サイズを維持することによって、

および界面活性剤を使用することによって維持され得る。微生物の作用の防止は

、種々の抗菌および抗真菌剤（例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノー

ル、アスコルビン酸、チメロサールなど）によって達成され得る。多くの場合、

組成物中に等張剤（例えば、糖、マンニトール（ｍａｎｉｔｏｌ）、ソルビトー

ルなどのポリアルコール、塩化ナトリウム）を含むことが好ましい。注射可能組

成物の長期の吸収は、吸収を遅らせる薬剤（例えば、アルミニウムモノステアレ

ートおよびゼラチン）を組成物に含ませることによってもたらされ得る。

      【０３０２】

  滅菌注射可能液剤は、必要量のこの活性化合物（例えば、ＥＮＤＯＸタンパク

質または抗ＥＮＤＯＸ抗体）を、適切な溶媒中に、上記で列挙される成分の１つ

または組み合わせと共に組み込み、必要な場合、続いて濾過滅菌することによっ

て調製され得る。一般的に、分散液は、活性化合物を、基本（ｂａｓｉｃ）分散

媒および上記で列挙される成分からの必要とされる他の成分を含む滅菌ビヒクル

中へ組み込むことによって調製される。滅菌注射可能溶液の調製のための滅菌粉

末の場合において、調製方法は、真空乾燥および凍結乾燥であり、これにより、

活性成分および既に滅菌濾過されたその溶液からの任意のさらなる所望の成分の

粉末を得る。

      【０３０３】

  経口組成物は、一般的に、不活性希釈剤または食用キャリアを含む。これらは

、ゼラチンカプセルに封入され得るか、または錠剤へ圧縮され得る。経口治療投

与の目的のために、この活性化合物は、賦形剤とともに組み込まれ得、そして錠

剤、トローチ剤、またはカプセル剤の形態で使用され得る。経口組成物はまた、

マウスウォッシュ（ｍｏｕｔｈｗａｓｈ）としての使用のために流体キャリアを

使用して調製され得、ここで、この流体キャリア中のこの化合物は、経口的に適

用され、そして素早く動かされ（スイッシュ）（ｓｗｉｓｈ）、そして吐き出さ
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れるか、または飲み込まれる。薬学的に適合性の結合剤、および／またはアジュ

バント材料が、この組成物の一部として含まれ得る。錠剤、丸剤、カプセル剤、

トローチ剤などが、任意の以下の成分または同様の性質を有する化合物を含み得

る：結合剤（例えば、微結晶セルロース、ガムトラガントまたはゼラチン）；賦

形剤（例えば、デンプンまたはラクトース）、崩壊剤（例えば、アルギン酸）、

Ｐｒｉｍｏｇｅｌ、またはコーンスターチ；滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグ

ネシウムまたはＳｔｅｒｏｔｅｓ）；グライダント（ｇｌｉｄａｎｔ）（例えば

、コロイド状二酸化ケイ素）；甘味剤（例えば、スクロースまたはサッカリン）

；あるいは香味剤（例えば、ペパーミント、サリチル酸メチル、またはオレンジ

フレーバー）。

      【０３０４】

  吸入による投与について、この化合物は、適切な噴霧剤（例えば、二酸化炭素

のような気体）を含む圧縮容器またはディスペンサー、あるいは噴霧器から、エ

アロゾルスプレーの形態で送達される。

      【０３０５】

  全身的投与はまた、経粘膜手段または経皮手段により得る。経粘膜投与または

経皮投与について、浸透されるバリアに対して適切な浸透剤が、処方において使

用される。このような浸透剤は、一般的に、当該分野で公知であり、そして、例

えば、経粘膜投与については、界面活性剤、胆汁酸塩、およびフシジン酸誘導体

が挙げられる。経粘膜投与は、鼻スプレーまたは坐剤によって達成され得る。経

皮投与については、この活性化合物は、当該分野で一般的に公知である軟膏剤、

軟膏、ゲル、またはクリーム剤へ処方される。

      【０３０６】

  この化合物はまた、直腸送達のための坐剤（例えば、ココアバターおよび他の

グリセリドのような従来の坐剤ベースと共に）または保持浣腸の形態で調製され

得る。

      【０３０７】

  １つの実施形態において、この活性化合物は、身体からの迅速な排出に対して

この化合物を保護するキャリアを用いて調製され（例えば、制御放出処方物）、
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これには、移植片およびマイクロカプセル化された送達系が挙げられる。酢酸エ

チレンビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステ

ル、およびポリ乳酸のような、生分解性、生体適合性ポリマーが使用され得る。

このような処方物の調製のための方法は、当該業者には明らかである。これらの

材料はまた、Ａｌｚａ  ＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎおよびＮｏｖａ  Ｐｈａｒｍａ

ｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．から商業的に入手可能である。リポソーム懸濁液

（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体を含む、感染させた細胞へ標的化さ

れるリポソームを含む）がまた、薬学的に受容可能なキャリアとして使用され得

る。これらは、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号に記載されるような、

当業者に公知の方法に従って調製され得る。

      【０３０８】

  投与の容易さおよび投薬量の均一性のために、投薬単位形態で、経口組成物ま

たは非経口組成物を処方することが、特に有益である。本明細書で使用される投

薬単位形態は、処置される被験体のための単位投薬量として適切な物理的に個々

の単位をいい；各単位は、必要とされる薬学的キャリアと関連して所望の治療的

効果を生じるように計算された、所定量の活性化合物を含む。本発明の投薬単位

形態についての詳細は、この活性化合物の独特の特徴、および達成される特定の

治療効果、ならびに個体の処置のためのこのような活性化合物を調合する当該分

野に固有の制限によって決定されるか、あるいはこれらに直接依存する。

      【０３０９】

  本発明の核酸分子は、ベクターに挿入され得、そして遺伝子治療ベクターとし

て使用され得る。遺伝子治療ベクターは、被験体へ、例えば静脈注射、局所投与

（米国特許第５，３２８，４７０号を参照のこと）によって、または定位注射（

例えば、Ｃｈｅｎら、１９９４、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．

Ｓ．Ａ．９１：３０５４－３０５７を参照のこと）によって送達され得る。遺伝

子治療ベクターの薬学的調製物は、受容可能な希釈剤中に遺伝子治療ベクターを

含み得、または遺伝子送達ビヒクルが埋め込まれる徐放性マトリックスを含み得

る。あるいは、完全な遺伝子送達ベクターが組換え細胞からインタクトで産生さ

れ得（例えば、レトロウイルスベクター）、薬学的調製物は、遺伝子送達系を産
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生する１以上の細胞を含み得る。

      【０３１０】

  薬学的組成物は、投与のための使用説明書と共に容器、包装、またはディスペ

ンサーに含まれ得る。

      【０３１１】

  （スクリーニング方法および検出方法）

  本発明の単離された核酸分子は、ＥＮＤＯＸタンパク質を発現するために（例

えば、遺伝子治療適用の際に宿主細胞における組み換え発現ベクターを介して）

、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡ（例えば、生物学的サンプルにおける）またはＥＮＤＯ

Ｘ遺伝子における遺伝損傷を検出するために、および以下にさらに記載されるよ

うなＥＮＤＯＸ活性を調節するために使用され得る。さらに、ＥＮＤＯＸタンパ

ク質は、ＥＮＤＯＸタンパク質活性または発現を調節する薬物または化合物をス

クリーニングするため、ならびにＥＮＤＯＸタンパク質の不十分かもしくは過剰

な産生またはＥＮＤＯＸ野生型タンパク質と比較して活性が低下しているかもし

くは異常なＥＮＤＯＸタンパク質形態の産生によって特徴づけられる障害（例え

ば、糖尿病（インスリン放出を調節する）；肥満（脂質に結合して脂質を輸送す

る）；肥満に関連した代謝障害、代謝性Ｘ症候群ならびに慢性疾患および種々の

癌に関連した食欲不振および消耗障害、ならびに感染性疾患（抗微生物活性を有

する）および種々の脂肪代謝異常（ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ））を処置するた

めに使用され得る。さらに、本発明の抗ＥＮＤＯＸ抗体は、ＥＮＤＯＸタンパク

質を検出および単離し、ならびにＥＮＤＯＸ活性を調節するために使用され得る

。さらなる局面では、本発明は、食欲、栄養素の吸収および代謝物質の廃棄にポ

ジティブな様式およびネガティブな様式の両方で影響を与える方法において用い

られ得る。

      【０３１２】

  本発明は、さらに、本明細書中に記載されるスクリーニングアッセイによって

同定される新規の薬剤および上記される処置のためのそれらの使用に関する。

      【０３１３】

  （スクリーニングアッセイ）
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  本発明は、調節因子、すなわち、ＥＮＤＯＸタンパク質に結合するか、あるい

は例えば、ＥＮＤＯＸタンパク質発現またはＥＮＤＯＸタンパク質活性に対して

刺激効果または阻害効果を有する、候補化合物または候補薬剤、あるいは試験化

合物または試験薬剤（例えば、ペプチド、ペプチド模倣物、低分子または他の薬

物）を同定するための方法（本明細書中において「スクリーニングアッセイ」と

も称される）を提供する。本発明はまた、本明細書中で記載されるスクリーニン

グアッセイにおいて同定される化合物を含む。

      【０３１４】

  １つの実施形態において、本発明は、ＥＮＤＯＸのタンパク質またはポリペプ

チド、あるいはその生物学的に活性な部分の膜結合形態に結合するか、またはそ

れら膜結合形態の活性を調節する、候補化合物もしくは試験化合物をスクリーニ

ングするためのアッセイを提供する。本発明の試験化合物は、当該分野において

公知のコンビナトリアルライブラリー法における任意の多数のアプローチを使用

して得られ得、これらのライブラリーとしては、以下が挙げられる：生物学的ラ

イブラリー；空間的にアドレス可能な平行固相もしくは液相ライブラリー；逆重

畳を要する合成ライブラリー法；「１ビーズ１化合物」ライブラリー法；および

アフィニティークロマトグラフィー選択を使用する合成ライブラリー法。生物学

的ライブラリーアプローチはペプチドライブラリーに限定されるが、他の４つの

アプローチは、ペプチドライブラリー、非ペプチドオリゴマーライブラリーもし

くは低分子ライブラリーの化合物に適用可能である。例えば、Ｌａｍ、１９９７

、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓｉｇｎ  １２：１４５。

      【０３１５】

  本明細書中で使用される場合、「低分子」とは、約５ｋＤ未満の分子量、最も

好ましくは約４ｋＤ未満の分子量を有する組成物をいうことを意味する。低分子

は、例えば、核酸、ペプチド、ポリペプチド、ペプチド模倣体、糖、脂質または

他の有機分子もしくは無機分子であり得る。化学的および／または生物学的混合

物（例えば、真菌、細菌または藻類の抽出物）のライブラリーは、当該分野で公

知であり、そして本発明のアッセイのいずれかを用いてスクリーニングされ得る

。
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      【０３１６】

  分子ライブラリーの合成のための方法の例は、当該分野において、例えば以下

に見出され得る：ＤｅＷｉｔｔら、１９９３、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：６９０９；Ｅｒｂら、１９９４、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：１１４２２；Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎ

ら、１９９４、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：２６７８；Ｃｈｏら、１９９３、

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌら、１９９４、Ａｎｇｅｗ

．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０５９；Ｃａｒｅｌｌら、１９

９４、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０６１；およ

びＧａｌｌｏｐら、１９９４、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：１２３３。

      【０３１７】

  化合物のライブラリーは、溶液中で（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ、１９９２、

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １３：４１２～４２１）、あるいはビーズ上（Ｌ

ａｍ、１９９１、Ｎａｔｕｒｅ  ３５４：８２～８４）、チップ上（Ｆｏｄｏｒ

、１９９３、Ｎａｔｕｒｅ  ３６４：５５５～５５６）、細菌（Ｌａｄｎｅｒ  

米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子（Ｌａｄｎｅｒ、米国特許第５，２３

３，４０９号）、プラスミド（Ｃｕｌｌら、１９９２、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ

ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８９：１８６５～１８６９）またはファージ上（Ｓｃ

ｏｔｔおよびＳｍｉｔｈ、１９９０、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３８６～３９０

；Ｄｅｖｌｉｎ、１９９０、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：４０４～４０６；Ｃｗｉ

ｒｌａら（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８

７：６３７８～６３８２；Ｆｅｌｉｃｉ、１９９１、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２

２２：３０１～３１０；Ｌａｄｎｅｒ、米国特許第５，２３３，４０９号）にお

いて示され得る。

      【０３１８】

  １つの実施形態において、アッセイは細胞ベースのアッセイであり、ここで、

膜結合形態のＥＮＤＯＸタンパク質、またはその生物学的に活性な部分を細胞表

面上に発現する細胞が、試験化合物と接触され、そしてこの試験化合物が、ＥＮ

ＤＯＸタンパク質に結合する能力が、決定される。例えば、細胞は、哺乳動物起
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源の細胞または酵母細胞であり得る。この試験化合物がＥＮＤＯＸタンパク質に

結合する能力の決定は、例えば、その試験化合物を放射性同位体標識または酵素

標識とカップリングさせて、その結果、この試験化合物のＥＮＤＯＸタンパク質

またはその生物学的に活性な部分に対する結合が、複合体におけるその標識化合

物を検出することによって決定され得ることによって達成され得る。例えば、試

験化合物は、125Ｉ、35Ｓ、14Ｃ、または3Ｈで直接的または間接的のいずれかで

標識され得、そしてその放射性同位体が、放射線放射の直接の計数により、また

はシンチレーション計数により、検出され得る。あるいは、試験化合物は、例え

ば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはルシフェラ

ーゼで酵素的に標識され得、そしてこの酵素的標識が、適切な基質の生成物への

転換を決定することにより、検出され得る。１つの実施形態において、このアッ

セイは、膜結合形態のＥＮＤＯＸタンパク質、またはその生物学的に活性な部分

をその細胞表面上に発現する細胞を、ＥＮＤＯＸと結合する公知の化合物と接触

させて、アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物に試験化合物を接

触させる工程、ならびにこの試験化合物がＥＮＤＯＸタンパク質と相互作用する

能力を決定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＥＮＤＯＸタンパク質

と相互作用する能力を決定する工程が、この試験化合物が、公知の化合物と比較

して、ＥＮＤＯＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分と優先的に結合す

る能力を決定する工程を包含する。

      【０３１９】

  別の実施形態において、アッセイは、細胞ベースのアッセイであり、これは、

膜結合形態のＥＮＤＯＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分を細胞表面

上で発現する細胞を、試験化合物と接触させる工程、ならびにこの試験化合物が

、ＥＮＤＯＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分の活性を調節（例えば

、刺激または阻害）する能力を決定する工程を包含する。この試験化合物が、Ｅ

ＮＤＯＸまたはその生物学的に活性な部分の活性を調節する能力の決定は、例え

ば、ＥＮＤＯＸタンパク質が、ＥＮＤＯＸ標的分子に結合またはこれら標的分子

と相互作用する能力を決定することによって、達成され得る。本明細書中におい

て使用する場合には、「標的分子」とは、ＥＮＤＯＸタンパク質が自然に結合ま
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たは相互作用する分子であり、例えば、ＥＮＤＯＸ相互作用タンパク質を発現す

る細胞表面上の分子、第二の細胞表面上の分子、細胞外環境中の分子、細胞膜の

内部表面と会合する分子、または細胞質分子である。ＥＮＤＯＸ標的分子は、非

ＥＮＤＯＸ分子あるいは本発明のＥＮＤＯＸタンパク質またはポリペプチドであ

り得る。１つの実施形態において、ＥＮＤＯＸ標的分子は、シグナル伝達経路の

構成要素であり、これは、細胞膜を通って細胞内への細胞外シグナル（例えば、

化合物が膜結合ＥＮＤＯＸ分子に結合することにより発生するシグナル）の伝達

を促進する。その標的は、例えば、触媒活性を有する第二の細胞間タンパク質、

または下流シグナル伝達分子のＥＮＤＯＸとの会合を容易にするタンパク質であ

り得る。

      【０３２０】

  ＥＮＤＯＸタンパク質がＥＮＤＯＸ標的分子に結合するかまたはその標的分子

と相互作用する能力の決定は、直接的結合を決定するための上記方法の１つによ

り、達成され得る。１つの実施形態において、ＥＮＤＯＸタンパク質がＥＮＤＯ

Ｘ標的分子に結合するかまたはその標的分子と相互作用する能力の決定は、その

標的分子の活性を決定することにより、達成され得る。例えば、この標的分子の

活性は、その標的の細胞セカンドメッセンジャー（すなわち、細胞内Ｃａ2+、ジ

アシルグリセロール、ＩＰ3など）の誘導を検出すること、適切な基質への標的

の触媒活性／酵素活性を検出すること、レポーター遺伝子（検出可能なマーカー

（例えば、ルシフェラーゼ）をコードする核酸に作動的に連結されたＥＮＤＯＸ

応答性調節エレメントを含む）の誘導を検出すること、または細胞応答（例えば

、細胞生存、細胞分化、または細胞増殖）を検出することにより、決定され得る

。

      【０３２１】

  なお別の実施形態において、本発明のアッセイは、無細胞アッセイであり、Ｅ

ＮＤＯＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分を試験化合物に接触させる

工程、ならびにその試験化合物がＥＮＤＯＸタンパク質またはその生物学的に活

性な部分と結合する能力を決定する工程を包含する。この試験化合物の、ＥＮＤ

ＯＸタンパク質への結合は、上記のように、直接的または間接的にのいずれかで
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決定され得る。１つのこのような実施形態において、このアッセイは、ＥＮＤＯ

Ｘタンパク質またはその生物学的に活性な部分を、ＥＮＤＯＸを結合する公知の

化合物に接触させて、アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試

験化合物に接触させる工程、ならびにその試験化合物がＥＮＤＯＸタンパク質と

相互作用する能力を決定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＥＮＤＯ

Ｘタンパク質と相互作用する能力を決定する工程は、この試験化合物が、公知の

化合物と比較して、ＥＮＤＯＸまたはその生物学的に活性な部分と優先的に結合

する能力を決定する工程を包含する。

      【０３２２】

  さらに別の実施形態において、アッセイは、無細胞アッセイであり、ＥＮＤＯ

Ｘタンパク質またはその生物学的に活性な部分を試験化合物と接触させる工程、

ならびにその試験化合物がＥＮＤＯＸタンパク質またはその生物学的に活性な部

分の活性を調節（例えば、刺激または阻害）する能力を決定する工程を包含する

。この試験化合物がＥＮＤＯＸの活性を調節する能力の決定は、例えば、ＥＮＤ

ＯＸタンパク質が、ＥＮＤＯＸ標的分子に結合する能力を、直接的結合の決定の

ための上記方法の１つによって決定することにより、達成され得る。代替の実施

形態において、この試験化合物がＥＮＤＯＸタンパク質の活性を調節する能力の

決定は、ＥＮＤＯＸタンパク質が、ＥＮＤＯＸ標的分子をさらに調節する能力を

決定することにより、達成され得る。例えば、この標的分子の適切な基質に対す

る触媒活性／酵素活性は、上記のように決定され得る。

      【０３２３】

  なお別の実施形態において、無細胞アッセイは、ＥＮＤＯＸタンパク質または

その生物学的に活性な部分を、ＥＮＤＯＸタンパク質を結合する公知の化合物に

接触させてアッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試験化合物と

接触させる工程、ならびにこの試験化合物がＥＮＤＯＸタンパク質と相互作用す

る能力を決定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＥＮＤＯＸタンパク

質と相互作用する能力の決定は、ＥＮＤＯＸタンパク質が、ＥＮＤＯＸ標的分子

と優先的に結合するか、またはその標的分子の活性を優先的に調節する能力を決

定する工程を包含する。
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      【０３２４】

  本発明の無細胞アッセイは、ＥＮＤＯＸタンパク質の、可溶性の形態または膜

結合形態の両方で使用することが可能である。膜結合形態のＥＮＤＯＸタンパク

質を含む無細胞アッセイの場合には、ＥＮＤＯＸタンパク質の膜結合形態が溶液

中に維持されるように、可溶化剤を利用することが望ましくあり得る。このよう

な可溶化剤の例としては、非イオン性界面活性剤が挙げられ、例えば、ｎ－オク

チルグルコシド、ｎ－ドデシルグルコシド、ｎ－ドデシルマルトシド、オクタノ

イル－Ｎ－メチルグルカミド、デカノイル－Ｎ－メチルグルカミド、Ｔｒｉｔｏ

ｎ（登録商標）Ｘ－１００、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１１４、Ｔｈｅｓｉ

ｔ（登録商標）、イソトリデシルポリ（エチレングリコールエーテル）n（Ｉｓ

ｏｔｒｉｄｅｃｙｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ  ｇｌｙｃｏｌ  ｅｔｈｅｒ）n

）、Ｎ－ドデシル－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アンモニオ－１－プロパンスルホネ

ート、３－（３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ－１－プロパンスルホ

ネート（３－（３－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍ

ｉｎｉｏｌ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏｎａｔｅ）（ＣＨＡＰＳ）、また

は３－（３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ－２－ヒドロキシ－１－プ

ロパンスルホネート（３－（３－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔ

ｈｙｌａｍｍｉｎｉｏｌ－２－ｈｙｄｒｏｘｙ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆ

ｏｎａｔｅ）（ＣＨＡＰＳＯ）である。

      【０３２５】

  本発明の上記アッセイ方法の１つより多い実施形態において、ＥＮＤＯＸタン

パク質またはその標的分子のいずれかを固定して、そのタンパク質の一方または

両方の非複合形態からの複合形態の分離を容易にし、そしてそのアッセイの自動

化に適応させることが、望ましくあり得る。試験化合物の、ＥＮＤＯＸタンパク

質への結合、または候補化合物の存在下および非存在下での、ＥＮＤＯＸタンパ

ク質の標的分子との相互作用は、これらの反応物を収容するために適切な任意の

容器内で、達成され得る。このような容器の例としては、マイクロタイタープレ

ート、試験管、および微量遠心管が挙げられる。１実施形態において、そのタン

パク質の一方または両方がマトリックスに結合することを可能にするドメインを
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付加する融合タンパク質が、提供され得る。例えば、ＧＳＴ－ＥＮＤＯＸ融合タ

ンパク質またはＧＳＴ標的融合タンパク質は、グルタチオンセファロースビーズ

（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）またはグルタチオ

ン誘導体化マイクロタイタープレート上に吸着され得、次いでこれらは、試験化

合物と合わせられるか、あるいは試験化合物および吸着されない標的タンパク質

、またはＥＮＤＯＸタンパク質のいずれかと合わせられ、そしてこの混合物が、

複合体形成に貢献する条件下（例えば、塩およびｐＨに関して生理学的条件）で

インキュベートされる。インキュベーションに続いて、ビーズまたはマイクロタ

イタープレートウェルを洗浄して、結合していないあらゆる成分を除去し、ビー

ズの場合にはマトリックスを固定し、例えば上記のように、複合体を直接的また

は間接的のいずれかで決定する。あるいは、複合体がマトリックスから解離され

得、そしてＥＮＤＯＸタンパク質の結合レベルまたは活性レベルを、標準的な技

術を使用して決定し得る。

      【０３２６】

  タンパク質をマトリックスに固定するための他の技術がまた、本発明のスクリ

ーニングアッセイにおいて使用され得る。例えば、ＥＮＤＯＸタンパク質、また

はその標的分子のいずれかが、ビオチンとストレプトアビジンとの結合体化を利

用して、固定され得る。ビオチン化ＥＮＤＯＸタンパク質または標的分子は、当

該分野において周知の技術を使用して、ビオチン－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシスク

シンイミド）から調製され得（例えば、ビオチン化キット、Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈ

ｅｍｉｃａｌｓ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌ．）、そしてストレプトアビジンで

被覆した９６ウェルプレート（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ）のウェルに固

定され得る。あるいは、ＥＮＤＯＸタンパク質または標的分子と反応性であるが

ＥＮＤＯＸタンパク質のその標的分子への結合を妨害しない抗体が、そのプレー

トのウェルに誘導体化され得、そして結合していない標的またはＥＮＤＯＸタン

パク質が、抗体の結合体化によってウェル内にトラップされ得る。このような複

合体を検出するための方法としては、ＧＳＴ固定複合体に関しての上記のものに

加えて、ＥＮＤＯＸタンパク質または標的分子と反応性の抗体を使用する、複合

体の免疫検出、ならびにＥＮＤＯＸタンパク質または標的分子に関連した酵素活
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性の検出に依存する酵素結合アッセイが挙げられる。

      【０３２７】

  別の実施形態において、ＥＮＤＯＸタンパク質発現のモジュレーターは、細胞

を候補化合物と接触させ、そして細胞中のＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク

質の発現を決定する方法において同定される。候補化合物の存在下でのＥＮＤＯ

Ｘ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルは、候補化合物の非存在下でのＥＮ

ＤＯＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルと比較される。次いで、候補化

合物は、この比較に基づいて、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質発現のモ

ジュレーターとして同定され得る。例えば、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡまたはタンパ

ク質の発現が候補化合物の非存在下より、その存在下における方が大きい（すな

わち、統計的に有意に大きい）場合、この候補化合物は、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡ

またはタンパク質の発現の刺激物質として同定される。あるいは、ＥＮＤＯＸ  

ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現が候補化合物の非存在下よりその存在下の方が

少ない（統計的に有意に少ない）場合、この候補化合物は、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮ

Ａまたはタンパク質の発現のインヒビターとして同定される。細胞中のＥＮＤＯ

Ｘ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルは、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡまたはタ

ンパク質を検出するために本明細書中に記載の方法によって決定され得る。

      【０３２８】

  本発明のなお別の局面において、ＥＮＤＯＸタンパク質は、ツーハイブリッド

アッセイまたはスリーハイブリッドアッセイにおいて「ベイトタンパク質」とし

て使用されて（例えば、米国特許第５，２８３，３１７号；Ｚｅｒｖｏｓら、１

９９３、Ｃｅｌｌ  ７２：２２３－２３２；Ｍａｄｕｒａら、１９９３．Ｊ．Ｂ

ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：１２０４６－１２０５４；Ｂａｒｔｅｌら、１９９

３．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４：９２０－９２４；Ｉｗａｂｕｃｈｉら

、１９９３．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  ８：１６９３－１６９６；およびＢｒｅｎｔ  

ＷＯ９４／１０３００を参照のこと）、ＥＮＤＯＸに結合するか、またはこれと

相互作用し、そしてＥＮＤＯＸ活性を調節する他のタンパク質（「ＥＮＤＯＸ結

合タンパク質」または「ＥＮＤＯＸ－ｂｐ」）を同定し得る。このようなＥＮＤ

ＯＸ結合タンパク質はまた、例えば、ＥＮＤＯＸ経路の上流または下流エレメン
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トとしてＥＮＤＯＸタンパク質によるシグナルの増幅に関与するようである。

      【０３２９】

  ツーハイブリッドシステムは、分離可能なＤＮＡ結合ドメインおよび活性化ド

メインからなる、大部分の転写因子のモジュール的性質に基づく。簡潔には、こ

のアッセイは、２つの異なるＤＮＡ構築物を利用する。一方の構築物においては

、ＥＮＤＯＸをコードする遺伝子が既知の転写因子（例えば、ＧＡＬ－４）のＤ

ＮＡ結合ドメインをコードする遺伝子に融合される。他方の構築物においては、

ＤＮＡ配列のライブラリー由来の、未同定タンパク質（「プレイ」または「サン

プル」）をコードするＤＮＡ配列が、既知の転写因子の活性化ドメインをコード

する遺伝子に融合される。「ベイト」および「プレイ」タンパク質がインビボで

相互作用して、ＥＮＤＯＸ依存性複合体を形成し得る場合、この転写因子のＤＮ

Ａ結合ドメインおよび活性化ドメインは、非常に近くにある。近位にあることに

より、転写因子に応答性の転写調節部位に作動可能に連結されたレポーター遺伝

子（例えば、ＬａｃＺ）の転写を可能にする。レポーター遺伝子の発現が検出さ

れ得、そして機能的転写因子を含む細胞コロニーは、単離され得、そしてＥＮＤ

ＯＸと相互作用するタンパク質をコードするクローニングされた遺伝子を得るた

めに使用され得る。

      【０３３０】

  本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイにより同定される新規な薬剤

および本明細書中に記載されるような処置のためのこの薬剤の使用に関する。

      【０３３１】

  （検出アッセイ）

  本明細書中で同定されるｃＤＮＡ配列（および対応する完全な遺伝子配列）の

一部分またはフラグメントは、ポリヌクレオチド試薬として多くの方法で使用さ

れ得る。例えば（限定はされない）、これらの配列を使用して、（ｉ）染色体に

対するそれらのそれぞれの遺伝子をマッピングし得る；従って、遺伝疾患に関連

した遺伝子の領域を位置決定する；（ｉｉ）微量の生物学的サンプルから個体を

同定し得る（組織型決定）；および（ｉｉｉ）生物学的サンプルの法医学的識別

を助け得る。これらの適用のうちのいくつかは、以下のサブセクションにおいて
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記載される。

      【０３３２】

  （染色体マッピング）

  一旦遺伝子の配列（または配列の一部分）が単離されると、この配列を用いて

染色体上に遺伝子の位置をマッピングし得る。このプロセスは、染色体マッピン

グとよばれる。従って、ＥＮＤＯＸ配列の一部分またはフラグメント、配列番号

１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、３４、４６および４８またはそ

れらのフラグメントもしくは誘導体を用いて、それぞれ、ＥＮＤＯＸ遺伝子の位

置を染色体上にマッピングし得る。ＥＮＤＯＸ配列を染色体にマッピングするこ

とは、これらの配列と、疾患と関連する遺伝子とを相関付ける際の重要な第一歩

である。

      【０３３３】

  簡潔には、ＥＮＤＯＸ遺伝子は、ＥＮＤＯＸ配列からＰＣＲプライマー（好ま

しくは、１５～２５ｂｐの長さ）を調製することにより染色体にマッピングされ

得る。ＥＮＤＯＸ配列のコンピューター分析を用いて、ゲノムＤＮＡにおいて１

より多いエキソンにまたがらないプライマーを迅速に選択し得、従って、増幅プ

ロセスを複雑にし得る。次いで、これらのプライマーは、個々のヒト染色体を含

む体細胞ハイブリッドのＰＣＲスクリーニングのために使用され得る。ＥＮＤＯ

Ｘ配列に対応するヒト遺伝子を含むハイブリッドのみが増幅されたフラグメント

を生じる。

      【０３３４】

  体細胞ハイブリッドは、異なる哺乳動物由来の体細胞（例えば、ヒトおよびマ

ウス細胞）を融合することにより調製される。ヒト細胞とマウス細胞とのハイブ

リッドが増殖および分裂するにつれ、それらは、無作為な順序で徐々にヒト染色

体を失うが、マウス染色体を維持する。特定の酵素がないのでマウス細胞は増殖

できないが、ヒト細胞は増殖できる培地を使用することにより、必要な酵素をコ

ードする遺伝子を含む１つのヒト染色体が維持される。種々の培地を使用するこ

とによって、ハイブリッド細胞株のパネルが確立され得る。パネルにおける各細

胞株は、単一のヒト染色体または少数のヒト染色体のいずれかおよびマウス染色
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体の完全なセットを含み、これにより、個々の遺伝子を特定のヒト染色体にマッ

ピングすることが容易に可能になる。例えば、Ｄ’Ｅｕｓｔａｃｈｉｏら、１９

８３、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２０：９１９－９２４を参照のこと。ヒト染色体のフ

ラグメントのみを含む体細胞ハイブリッドはまた、転座および欠失を伴うヒト染

色体を使用することにより生成され得る。

      【０３３５】

  体細胞ハイブリッドのＰＣＲマッピングは、特定の染色体に特定の配列を割り

当てるための迅速な手順である。１つのサーマルサイクラーを用いて一日に３つ

以上の配列が割り当てられ得る。ＥＮＤＯＸ配列を使用して、オリゴヌクレオチ

ドプライマーを設計すると、下位位置決定（ｓｕｂｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ）

が、特定の染色体由来のフラグメントの集団を用いて達成され得る。

      【０３３６】

  中期染色体スプレッドに対するＤＮＡ配列の蛍光インサイチュハイブリダイゼ

ーション（ＦＩＳＨ）をさらに使用して、一工程で正確な染色体位置を提供し得

る。染色体スプレッドは、コルセミド（紡錘体を破壊する）のような化学物質に

より分裂が中期においてブロックされた細胞を使用して作製され得る。この染色

体は、トリプシンで短時間処理され得、次いで、ギムザ染色され得る。薄いバン

ドおよび濃いバンドのパターンが各染色体で発色し、その結果、この染色体は、

個々に同定され得る。ＦＩＳＨ技術は、５００塩基または６００塩基ほどの短さ

のＤＮＡ配列を用いて使用され得る。しかし、１，０００塩基より大きなクロー

ンは、簡単な検出に十分なシグナル強度で、独特の染色体位置に結合する可能性

がより高い。好ましくは、１，０００塩基、そしてより好ましくは、２，０００

塩基が妥当な時間量で良好な結果を得るために十分である。この技術の総説につ

いては、Ｖｅｒｍａら、ＨＵＭＡＮ  ＣＨＲＯＭＯＳＯＭＥＳ：Ａ  ＭＡＮＵＡ

Ｌ  ＯＦ  ＢＡＳＩＣ  ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ（Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒｅｓｓ

，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ  １９８８）を参照のこと。

      【０３３７】

  染色体マッピングの試薬は、単一の染色体またはその染色体上の単一部位を印

付けするために個々に使用され得るか、または試薬の集団が、複数部位および／
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または複数染色体を印付けするために使用され得る。遺伝子の非コード領域に対

応する試薬が、実際に、マッピング目的のために好ましい。コード配列は、遺伝

子ファミリー内に保存され、従って、染色体マッピングの間に交差ハイブリダイ

ゼーションの機会が増大する可能性が高い。

      【０３３８】

  一旦配列が正確な染色体位置にマッピングされると、その配列の染色体上の物

理的位置は、遺伝子マップデータと相関し得る。このようなデータは、例えば、

ＭｃＫｕｓｉｃｋ，ＭＥＮＤＥＬＩＡＮ  ＩＮＨＥＲＩＴＡＮＣＥ  ＩＮ  ＭＡ

Ｎ（Ｊｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｗｅｌｃｈ  Ｍｅｄ

ｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙを通じてオンラインで入手可能）において見いだされ

る。次いで、同じ染色体領域にマッピングされる遺伝子と疾患との間の関係は、

例えば、Ｅｇｅｌａｎｄら（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ，３２５：７８３－７８７

に記載される連鎖分析（物理的に隣接する遺伝子の同時遺伝）によって同定され

得る。

      【０３３９】

  さらに、ＥＮＤＯＸ遺伝子と関連する疾患に罹患した個体と、この疾患に罹患

していない個体との間のＤＮＡ配列における差異が決定され得る。罹患した個体

のいくらかまたは全てにおいて変異が認められるが、非罹患個体のいずれにおい

ても認められない場合、この変異は特定の疾患の候補因子である可能性が高い。

罹患個体と非罹患個体の比較は、一般に、染色体における構造的変化（例えば、

染色体スプレッドから可視であるか、またはそのＤＮＡ配列に基づいたＰＣＲを

用いて検出可能な、欠失または転座）を最初に探すことを包含する。最終的に、

いくらかの個体に由来する遺伝子の完全な配列決定を行って、変異の存在を確認

し、かつ多型に由来する変異を区別し得る。

      【０３４０】

  （組織型決定（ｔｉｓｓｕｅ  ｔｙｐｉｎｇ））

  本発明のＥＮＤＯＸ配列はまた、わずかな生物学的サンプルから個体を識別す

るために使用され得る。この技術において、個体のゲノムＤＮＡは、識別のため

に独特のバンドを生成するように１つ以上の制限酵素で消化され、そしてサザン
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ブロットにおいてプローブされる。本発明の配列は、ＲＦＬＰ（米国特許第５，

２７２，０５７号に記載の「制限断片長多型」）のためのさらなるＤＮＡマーカ

ーとして有用である。

      【０３４１】

  さらに、本発明の配列を用いて、個体のゲノムの選択された部分の実際の塩基

ごとのＤＮＡ配列を決定する代替的技術を提供し得る。従って、本明細書中に記

載のＥＮＤＯＸ配列を用いて、配列の５’末端および３’末端から２つのＰＣＲ

プライマーを調製し得る。次いで、これらのプライマーを使用して、個体のＤＮ

Ａを増幅し得、そしてその後これを配列決定し得る。

      【０３４２】

  このように調製された個体由来の対応するＤＮＡ配列の集団は、各個体が対立

遺伝子差異に起因するこのようなＤＮＡ配列の独特のセットを有するので、唯一

の個体識別を提供し得る。本発明の配列は、個体由来および組織由来の配列のこ

のような識別を得るために使用され得る。本発明のＥＮＤＯＸ配列は、ヒトゲノ

ムの部分を独特に表す。対立遺伝子のバリエーションが、これらの配列のコード

領域においてある程度生じ得、そして非コード領域においてより大きな程度に生

じる。個々のヒト間での対立遺伝子のバリエーションは、各５００塩基につき約

１回の頻度で生じると推定される。対立遺伝子のバリエーションの多くは、制限

断片長多型（ＲＦＬＰ）を含む単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）に起因する。

      【０３４３】

  本明細書中で記載の配列の各々は、ある程度まで、標準物質（これに対して個

体からのＤＮＡが識別の目的で比較され得る）として使用され得る。より多くの

数の多型が非コード領域で生じるので、個体を区別するために、それほど多くの

配列が必要であるわけではない。その非コード配列は、おそらく１０～１，００

０プライマーの集団を用いてポジティブな個体識別を不自由なく提供し得る。こ

れらのプライマー各々が、１００塩基の増幅された非コード配列を生じる。推定

コード配列（例えば、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５、２８、３１、

３４、４６および４８におけるコード配列）が使用される場合、ポジティブな個

体識別に関するプライマーのより多くの適切な数は、５００～２，０００である
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。

      【０３４４】

  （予測医療）

  本発明はまた、診断アッセイ、予後アッセイ、薬理ゲノミクス（ｐｈａｒｍａ

ｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ）およびモニタリング臨床試験が、予後（予測）の目的に

使用され、これによって個体を予防的に処置する、予測医療の分野に関する。従

って、本発明の１つの局面は、ＥＮＤＯＸタンパク質および／または核酸の発現

、ならびにＥＮＤＯＸの活性を、生物学的サンプル（例えば、血液、血清、細胞

、組織）の関連で決定し、これによって、異常なＥＮＤＯＸの発現または活性に

関連した、疾患または障害に個体が罹患するかどうか、あるいはそのような障害

を発症する危険が個体にあるかどうかを決定するための、診断アッセイに関する

。この障害としては、代謝障害、糖尿病、肥満、感染疾患、食欲不振、癌関連悪

液質、および種々の脂質代謝異常（ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａｓ）、肥満に関連

する代謝障害、代謝症候群Ｘ、ならびに慢性疾患および種々の癌に関連する消耗

病が挙げられる。本発明はまた、個体が、ＥＮＤＯＸのタンパク質、核酸の発現

または活性と関連した障害を発症する危険があるかどうかを決定するための予後

的（または予測的）アッセイを提供する。例えば、ＥＮＤＯＸの遺伝子における

変異が、生物学的サンプルにおいてアッセイされ得る。このようなアッセイは、

予後的または予測的な目的に使用され得、これによってＥＮＤＯＸのタンパク質

、核酸の発現または活性によって特徴付けられるかまたはそれらに関連した障害

の発病の前に個体を予防的に処置し得る。

      【０３４５】

  本発明の別の局面は、個体におけるＥＮＤＯＸのタンパク質、核酸の発現ある

いは活性を決定するための方法を提供し、これによって、その個体についての適

切な治療的または予防的薬剤（本明細書において「薬理ゲノミクス」とよばれる

）を選択する。薬理ゲノミクスは、個体の遺伝型（例えば、特定の薬剤に対して

応答する個体の能力を決定するために試験された個体の遺伝型）に基づいて個体

の治療的または予防的処置のための薬剤（例えば、薬物）の選択を可能にする。

      【０３４６】
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  本発明のなお別の局面は、臨床試験におけるＥＮＤＯＸの発現または活性に対

する薬剤（例えば、薬物、化合物）の影響をモニタリングすることに関する。

      【０３４７】

  これらおよび他の薬剤は、以下の節でさらに詳細に記載される。

      【０３４８】

  （診断アッセイ）

  生物学的サンプルにおけるＥＮＤＯＸの存在または非存在を検出するための例

示的な方法は、試験被験体から生物学的サンプルを得る工程、およびその生物学

的サンプルをＥＮＤＯＸのタンパク質またはＥＮＤＯＸタンパク質をコードする

核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）を検出し得る化合物もしくは薬剤と接

触させ、その結果、ＥＮＤＯＸの存在が、その生物学的サンプルにおいて検出さ

れるようにする、工程を包含する。ＥＮＤＯＸのｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡ

を検出するための薬剤は、ＥＮＤＯＸ  ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡにハイブ

リダイズし得る、標識された核酸プローブである。この核酸プローブは、例えば

、全長のＥＮＤＯＸの核酸（例えば、配列番号１、３、５、７、９、２２、２５

、２８、３１、３５、４６および４８の核酸）もしくはその部分（例えば、少な

くとも、１５、３０、５０、１００、２５０もしくは５００ヌクレオチド長であ

り、ストリンジェントな条件下でＥＮＤＯＸのｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡと特

異的にハイブリダイズするに十分である、オリゴヌクレオチド）であり得る。本

発明の診断アッセイにおける使用のための他の適切なプローブは本明細書におい

て記載されている。

      【０３４９】

  ＥＮＤＯＸのタンパク質を検出するための薬剤は、ＥＮＤＯＸのタンパク質に

結合し得る抗体であり、好ましくは、検出可能な標識を有する抗体である。抗体

は、ポリクローナルであり得るか、またはより好ましくはモノクローナル抗体で

あり得る。インタクトな抗体またはそのフラグメント（例えば、ＦａｂまたはＦ

（ａｂ’）2）が使用され得る。用語「標識（された）」とは、プローブまたは

抗体に関して、検出可能な物質をそのプローブもしくは抗体に結合させる（すな

わち、物理的に連結する）ことによってそのプローブまたは抗体を直接標識する
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こと、ならびに、直接標識された別の試薬との反応性によってそのプローブもし

くは抗体を間接的に標識することを包含することが意図される。間接的な標識の

例としては、蛍光標識された二次抗体を用いた一次抗体の検出、および蛍光標識

されたストレプトアビジンを用いて検出され得るようにビオチンを用いたＤＮＡ

プローブの末端標識が挙げられる。用語「生物学的サンプル」とは、被験体から

単離された、組織、細胞および生物学的流体、ならびに被験体に存在する組織、

細胞および流体を含むことが意図される。すなわち、本発明の検出方法を用いて

、ＥＮＤＯＸのｍＲＮＡ、タンパク質またはゲノムＤＮＡを、生物学的サンプル

中で、インビトロおよびインビボで検出し得る。例えば、ＥＮＤＯＸのｍＲＮＡ

の検出のためのインビトロ技術としては、ノーザンハイブリダイゼーションおよ

びインサイチュハイブリダイゼーションが挙げられる。ＥＮＤＯＸのタンパク質

の検出のためのインビトロ技術としては、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、ウェ

スタンブロット、免疫沈降および免疫蛍光が挙げられる。ＥＮＤＯＸのゲノムＤ

ＮＡを検出するためのインビトロ技術としては、サザンハイブリダイゼーション

が挙げられる。さらに、ＥＮＤＯＸのタンパク質の検出のためのインビボ技術と

しては、標識された抗ＥＮＤＯＸ抗体を被験体に導入することが挙げられる。例

えば、その抗体は、放射性マーカーを用いて標識され得、被験体における放射性

マーカーの存在および位置は、標準的な画像化技術によって検出され得る。

      【０３５０】

  １つの実施形態において、この生物学的サンプルは、その試験被験体からのタ

ンパク質分子を含む。あるいは、その生物学的サンプルは、その試験被験体から

のｍＲＮＡ分子またはその試験被験体からのゲノムＤＮＡ分子を含み得る。好ま

しい生物学的サンプルは、被験体から従来の手段によって単離された末梢血白血

球サンプルである。

      【０３５１】

  別の実施形態において、本発明の方法はさらに、コントロール被験体からコン

トロール生物学的サンプルを得る工程、そのコントロールサンプルを、ＥＮＤＯ

Ｘのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡを検出し得る化合物もしくは薬

剤と接触させ、その結果、ＥＮＤＯＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤ
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ＮＡの存在がその生物学的サンプルにおいて検出される、工程、およびそのコン

トロールサンプルにおけるＥＮＤＯＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤ

ＮＡの存在と、その試験サンプルにおけるＥＮＤＯＸのタンパク質、ｍＲＮＡも

しくはゲノムＤＮＡの存在とを比較する工程を包含する。

      【０３５２】

  本発明はまた、生物学的サンプルにおけるＥＮＤＯＸの存在を検出するための

キットを包含する。例えば、このキットは、以下を備え得る：生物学的サンプル

においてＥＮＤＯＸのタンパク質またはｍＲＮＡを検出し得る、標識された化合

物もしくは薬剤；そのサンプルにおいてＥＮＤＯＸの量を決定するための手段；

およびそのサンプルにおいて、標準と、ＥＮＤＯＸの量とを比較するための手段

。この化合物または薬剤は、適切な容器内に包装され得る。このキットは、さら

に、ＥＮＤＯＸのタンパク質または核酸を検出するためにキットを用いるための

指示書を備え得る。

      【０３５３】

  （予後アッセイ）

  本明細書において記載された診断方法をさらに利用して、ＥＮＤＯＸの異常発

現または異常活性に関連した疾患もしくは障害を有するかまたはその発症の危険

にある被験体を同定し得る。例えば、本明細書に記載されるアッセイ（例えば、

上述の診断アッセイまたは下記のアッセイ）を利用して、ＥＮＤＯＸのタンパク

質、核酸の発現または活性に関連する障害を有するかまたはその発症の危険に有

る被験体を同定し得る。あるいは、この予後アッセイを利用して、疾患または障

害を有するかまたはその発症の危険に有る被験体を同定し得る。従って、本発明

は、ＥＮＤＯＸの異常発現または異常活性に関連する疾患もしくは障害を同定す

るための方法を提供し、ここで、試験サンプルは、被験体から得られ、そしてＥ

ＮＤＯＸのタンパク質または核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）が検出さ

れ、ここで、ＥＮＤＯＸのタンパク質または核酸の存在は、ＥＮＤＯＸの異常発

現または異常活性に関連する疾患または障害を有するかまたはその発症の危険に

ある被験体についての診断指標である。本明細書において使用される「試験サン

プル」とは、目的の被験体から得られた生物学的サンプルをいう。例えば、試験
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サンプルは、生物学的流体（例えば、血清）、細胞サンプル、または組織であり

得る。

      【０３５４】

  さらに、本明細書に記載される予後アッセイを使用して、被験体が薬剤（例え

ば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、タンパク質、ペプチド、核

酸、低分子、または他の薬物候補）が投与されてＥＮＤＯＸの異常発現または異

常活性に関連する疾患または障害を処置し得るか否かを決定し得る。例えば、そ

のような方法を用いて、被験体が障害について薬剤を用いて有効に処置され得る

か否かを決定し得る。従って、本発明は、ＥＮＤＯＸの異常発現または異常活性

に関連する障害についての薬剤を用いて被験体が有効に処置され得るか否かを決

定するための方法を提供し、ここで、試験サンプルが得られ、そしてＥＮＤＯＸ

のタンパク質または核酸が検出される（例えば、ここで、ＥＮＤＯＸのタンパク

質または核酸の存在は、ＥＮＤＯＸの異常発現または異常活性に関連する障害を

処置するために薬剤を投与し得る被験体についての診断指標である）。

      【０３５５】

  本発明の方法はまた、ＥＮＤＯＸの遺伝子における遺伝的損傷を検出し、それ

によって、その損傷遺伝子を有する被験体が異常な細胞増殖および／または分化

によって特徴付けられる障害についての危険に有るか否かを決定するためにも使

用され得る。種々の実施形態において、本発明の方法は、その被験体からの細胞

のサンプルにおいて、ＥＮＤＯＸのタンパク質をコードする遺伝子の完全性に影

響を与える変更の少なくとも１つあるいはＥＮＤＯＸの遺伝子の誤発現によって

特徴付けられる、遺伝的損傷の存在または非存在を検出する工程を包含する。例

えば、そのような遺伝的損傷は、以下の少なくとも１つの存在を確認することに

よって検出され得る：（ｉ）ＥＮＤＯＸの遺伝子からの１つ以上のヌクレオチド

の欠失；（ｉｉ）ＥＮＤＯＸの遺伝子への１つ以上のヌクレオチドの付加；（ｉ

ｉｉ）ＥＮＤＯＸの遺伝子の１つ以上のヌクレオチドの置換、（ｉｖ）ＥＮＤＯ

Ｘの遺伝子の染色体再配列；（ｖ）ＥＮＤＯＸの遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ

転写物のレベルにおける変化、（ｖｉ）ＥＮＤＯＸの遺伝子の異常改変（例えば

、ゲノムＤＮＡのメチル化パターンの異常改変）、（ｖｉｉ）ＥＮＤＯＸの遺伝



(142) 特表２００３－５２７８３１

子のメッセンジャーＲＮＡ転写物の非野生型スプライシングパターンの存在、（

ｖｉｉｉ）ＥＮＤＯＸのタンパク質の非野生型レベル、（ｉｘ）ＥＮＤＯＸの遺

伝子の対立遺伝子の欠失、ならびに（ｘ）ＥＮＤＯＸのタンパク質の不適切な翻

訳後修飾。本明細書において記載されるように、当該分野において、多数の公知

のアッセイ技術が存在し、これらは、ＥＮＤＯＸの遺伝子における損傷を検出す

るために使用され得る。好ましい生物学的サンプルは、従来手段によって被験体

から単離された末梢血白血球サンプルである。しかし、有核細胞を含む任意の生

物学的サンプルが使用され得、これには、例えば、頬粘膜細胞が挙げられる。

      【０３５６】

  特定の実施形態において、損傷の検出は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）に

おけるプローブ／プライマーの使用を包含する（例えば、米国特許第４，６８３

，１９５号および同４，６８３，２０２号を参照のこと）（例えば、アンカーＰ

ＣＲまたはＲＡＣＥ  ＰＣＲ）、あるいは、連結連鎖反応（ＬＣＲ）（例えば、

Ｌａｎｄｅｇｒａｎら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４１：１０７７－１０８

０；およびＮａｋａｚａｗａら（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ

ｃｉ．ＵＳＡ  ９１：３６０－３６４）を参照のこと。後者は、ＥＮＤＯＸの遺

伝子における点変異を検出するために特に有用であり得る）（Ａｂｒａｖａｙａ

ら（１９９５）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  ２３：６７５－６８２を参照の

こと）。この方法は、患者から細胞のサンプルを収集する工程、核酸（例えば、

ゲノム、ｍＲＮＡまたはその両方）をそのサンプルの細胞から単離する工程、Ｅ

ＮＤＯＸの遺伝子に特異的にハイブリダイズする１つ以上のプライマーと、その

核酸サンプルとをＥＮＤＯＸの遺伝子（存在する場合）のハイブリダイゼーショ

ンおよび増幅が生じるような条件下で、接触させる工程、ならびに増幅産物の存

在もしくは非存在を検出する工程、またはその増幅産物の長さを検出する工程お

よびその大きさをコントロールサンプルと比較する工程を包含し得る。ＰＣＲお

よび／またはＬＣＲは、本明細書に記載される変異を検出するために使用される

技術のいずれかとともに予備的増幅工程として使用されるために所望され得るこ

とが認識される。

      【０３５７】
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  代替的な増幅方法としては、以下が挙げられる：自己維持配列複製（Ｇｕａｔ

ｅｌｌｉら、１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８７

：１８７４－１８７８）、転写増幅系（Ｋｗｏｈ、ら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：１１７３－１１７７）、Ｑβレプリ

カーゼ（Ｌｉｚａｒｄｉら、１９８８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ６：１１

９７）、または他の任意の核酸増幅方法、それに続く、当業者に周知な技術を用

いたその増幅された分子の検出。これらの検出スキームは、そのような分子が非

常に極少数で存在する場合、核酸分子の検出のために特に有用である。

      【０３５８】

  代替の実施形態において、サンプル細胞からのＥＮＤＯＸの遺伝子における変

異は、制限酵素切断パターンにおける変化によって同定され得る。例えば、サン

プルおよびコントロールのＤＮＡが単離され、増幅され（必要に応じて）、１つ

以上の制限エンドヌクレアーゼを用いて消化され、そしてフラグメント長の大き

さがゲル電気泳動によって決定され、そして比較される。サンプルＤＮＡとコン

トロールＤＮＡとの間のフラグメント長の大きさにおける差違は、そのサンプル

ＤＮＡにおける変異を示す。さらに、配列特異的なリボザイムの使用（例えば、

米国特許第５，４９３，５３１号を参照のこと）を使用して、リボザイム切断部

位の発生または喪失によって特定の変異の存在についてスコア付けし得る。

      【０３５９】

  他の実施形態において、ＥＮＤＯＸにおける遺伝的変異は、サンプル核酸およ

びコントロール核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を、数百または数千のオリ

ゴヌクレオチドプローブを含む高密度アレイに対してハイブリダイズさせること

によって同定され得る（例えば、Ｃｒｏｎｉｎら（１９９６）Ｈｕｍａｎ  Ｍｕ

ｔａｔｉｏｎ  ７：２４４－２５５；Ｋｏｚａｌら（１９９６）Ｎａｔ．Ｍｅｄ

．  ２：７５３－７５９を参照のこと）。例えば、ＥＮＤＯＸにおける遺伝的変

異は、Ｃｒｏｎｉｎら（前出）に記載のように光生成ＤＮＡプローブを含む二次

元アレイにおいて同定され得る。手短には、第一のプローブのハイブリダイゼー

ションアレイを用いて、サンプルおよびコントロールにおける長いストレッチの

ＤＮＡを通して走査して、連続的に重複するプローブの直線アレイを作成するこ
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とによってその配列の間の塩基変化を同定し得る。この工程は、点変異の同定を

可能にする。この工程の後に、検出される全ての改変体または変異体に相補的な

、より小さな特化されたプローブアレイを用いて、特定の変異の特徴付けを可能

にする第二のハイブリダイゼーションアレイが続く。各変異アレイは、一方が野

生型遺伝子に対して相補的であり、そして他方が変異遺伝子に対して相補である

、並行プローブセットから構成される。

      【０３６０】

  なお別の実施形態において、当該分野で公知の種々の配列決定反応のいずれか

を使用して、ＥＮＤＯＸ遺伝子を直接配列決定し得、そしてサンプルのＥＮＤＯ

Ｘ配列と対応する野生型（コントロール）配列とを比較することによって、変異

を検出し得る。配列決定反応の例としては、ＭａｘｉｍおよびＧｉｌｂｅｒｔ（

１９７７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７４：５６０また

はＳａｎｇｅｒ（１９７７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  

７４：５４６３によって開発された技術に基づくものが挙げられる。診断アッセ

イを実施する場合、種々の自動化配列決定手順のいずれかを利用し得ることもま

た意図される（例えば、Ｎａｅｖｅら、（１９９５）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅ

ｓ  １９：４４８を参照のこと）。これらには、質量分析法による配列決定法（

例えば、ＰＣＴ国際公開番号ＷＯ  ９４／１６１０１；Ｃｏｈｅｎら（１９９６

）Ａｄｖ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ  ３６：１２７－１６２；およびＧｒ

ｉｆｆｉｎら（１９９３）Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．

３８：１４７－１５９を参照のこと）が含まれる。

      【０３６１】

  ＥＮＤＯＸ遺伝子における変異を検出するための他の方法としては、切断薬剤

からの保護を使用して、ＲＮＡ／ＲＮＡもしくはＲＮＡ／ＤＮＡのヘテロ二重鎖

におけるミスマッチ塩基を検出する方法が挙げられる（例えば、Ｍｙｅｒｓら（

１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：１２４２を参照のこと）。一般に、「ミス

マッチ切断」の当該分野の技術は、野生型のＥＮＤＯＸ配列を含む（標識された

）ＲＮＡまたはＤＮＡを、組織サンプルから得られた潜在的な変異体ＲＮＡまた

はＤＮＡとハイブリダイズさせることによって形成されるヘテロ二重鎖を提供す
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る工程によって始まる。この二本鎖の二重鎖を、二重鎖の一本鎖領域（例えば、

そのコントロール鎖とサンプルの鎖との間の塩基対ミスマッチに起因して存在す

るもの）を切断する薬剤を用いて処理する。例えば、ＲＮＡ／ＤＮＡ二重鎖を、

ＲＮａｓｅを用いて処理し得、そしてＤＮＡ／ＤＮＡハイブリッドを、そのミス

マッチ領域を酵素的に消化するために、Ｓ１ヌクレアーゼを用いて処理し得る。

他の実施形態において、ＤＮＡ／ＤＮＡまたはＲＮＡ／ＤＮＡのいずれかの二重

鎖を、ミスマッチ領域を消化するために、ヒドロキシルアミンまたは四酸化オス

ミウム、およびピペリジンを用いて処理し得る。次いで、そのミスマッチ領域の

消化後、得られた材料を変性ポリアクリルアミドゲル上で、大きさで分離して、

変異の部位を決定する。例えば、Ｃｏｔｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８５：４３９７；Ｓａｌｅｅｂａら（１９９２

）Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ  ２１７：２８６－２９５を参照のこと。１

つの実施形態において、コントロールのＤＮＡまたはＲＮＡは、検出のために標

識され得る。

      【０３６２】

  なお別の実施形態において、ミスマッチ切断反応は、二本鎖ＤＮＡにおけるミ

スマッチ塩基対を認識する１つ以上のタンパク質（いわゆる「ＤＮＡミスマッチ

修復」酵素）を、細胞のサンプルから得られたＥＮＤＯＸ  ｃＤＮＡにおける点

変異を検出およびマッピングするために規定された系において使用する。例えば

、Ｅ．ｃｏｌｉのｍｕｔＹ酵素は、Ｇ／ＡミスマッチでＡを切断し、そしてＨｅ

Ｌａ細胞からのチミジンＤＮＡグリコシダーゼは、Ｇ／ＴミスマッチでＴを切断

する（Ｈｓｕら（１９９４）Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ  １５：１６５７～

１６６２）。例示的な実施形態に従って、ＥＮＤＯＸの配列（例えば、野生型Ｅ

ＮＤＯＸの配列）に基づくプローブは、試験細胞由来のｃＤＮＡまたは他のＤＮ

Ａ産物にハイブリダイズされる。二重鎖は、ＤＮＡミスマッチ修復酵素を用いて

処理され、そしてその切断産物は、もしあれば、電気泳動プロトコルなどから検

出され得る。例えば、米国特許第５，４５９，０３９号を参照のこと。

      【０３６３】

  他の実施形態において、電気泳動の移動度における変化は、ＥＮＤＯＸの遺伝



(146) 特表２００３－５２７８３１

子における変異を同定するために使用される。例えば、一本鎖配座多型（ＳＳＣ

Ｐ）は、変異体と野生型核酸との間の電気泳動の移動度における差異を検出する

ために使用され得る（Ｏｒｉｔａら（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ

  Ｓｃｉ  ＵＳＡ：８６：２７６６、Ｃｏｔｔｏｎ（１９９３）Ｍｕｔａｔ  Ｒ

ｅｓ  ２８５：１２５～１４４；Ｈａｙａｓｈｉ（１９９２）Ｇｅｎｅｔ  Ａｎ

ａｌ  Ｔｅｃｈ  Ａｐｐｌ  ９：７３～７９を参照のこと）。サンプルおよびコ

ントロールＥＮＤＯＸの核酸の一本鎖ＤＮＡフラグメントは、変性され、そして

再生させる。一本鎖核酸の二次構造は、配列に従って変化し、電気泳動の移動度

において得られる変化は、１つの塩基変化さえも検出し得る。ＤＮＡフラグメン

トは、標識され得るか、または標識されたプローブを用いて検出され得る。アッ

セイの感度は、（ＤＮＡよりもむしろ）ＲＮＡを使用することによって増強され

得、この二次構造は、配列中の変化に対してより感受的である。１つの実施形態

において、本発明の方法は、ヘテロ二重鎖分析を利用して、電気泳動の移動度に

おける変化に基づいて二本鎖のヘテロ二重鎖分子を分離する（Ｋｅｅｎら（１９

９１）Ｔｒｅｎｄｓ  Ｇｅｎｅｔ  ７：５）。

      【０３６４】

  なお別の実施形態において、一定勾配の変性剤を含有するポリアクリルアミド

ゲルにおける変異体または野生型フラグメントの移動は、変性勾配ゲル電気泳動

（ＤＧＧＥ）を使用してアッセイされる（Ｍｙｅｒｓら（１９８５）Ｎａｔｕｒ

ｅ  ３１３：４９５）。ＤＧＧＥが分析の方法として使用される場合、ＤＮＡを

改変して、例えば、ＰＣＲにより約４０ｂｐの高融点ＧＣリッチＤＮＡのＧＣク

ランプを付加することによって、完全には変性されないことを確実にする。さら

なる実施形態において、温度勾配は、コントロールおよびサンプルＤＮＡの移動

度における差異を同定するために、変性剤勾配の代わりに使用される（Ｒｏｓｅ

ｎｂａｕｍおよびＲｅｉｓｓｎｅｒ（１９８７）Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ｃｈｅｍ  ２

６５：１２７５３）。

      【０３６５】

  点変異を検出するための他の技術の例としては、以下が挙げられるがこれらに

限定されない：選択的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、選択的増幅
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、または選択的プライマー伸長。例えば、オリゴヌクレオチドプライマーは、既

知の変異が中心的に配置されるように調製され得、次いで、完全なマッチが見出

される場合にのみハイブリダイゼーションを許容する条件下で標的ＤＮＡにハイ

ブリダイズされる（Ｓａｉｋｉら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２４：１６３；

Ｓａｉｋｉら（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８

６：６２３０）。このような対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドは、オリゴヌ

クレオチドがハイブリダイズする膜に付着され、そして標識された標的ＤＮＡと

ハイブリダイズされる場合に、ＰＣＲ増幅された標的ＤＮＡまたは多くの異なる

変異にハイブリダイズされる。

      【０３６６】

  あるいは、選択的ＰＣＲ増幅に依存する対立遺伝子特異的増幅技術は、本発明

と合わせて使用され得る。特異的増幅についてのプライマーとして使用されるオ

リゴヌクレオチドは、分子の中心において（その結果、増幅は、差次的ハイブリ

ダイゼーションに依存する）（Ｇｉｂｂｓら（１９８９）Ｎｕｃｌ．  Ａｃｉｄ

ｓ  Ｒｅｓ  １７：２４３７～２４４８）かもしくは適切な条件下でミスマッチ

がポリメラーゼ伸長を妨害または減少し得る、１つのプライマーの極端な３’末

端で、目的の変異を保有し得る（Ｐｒｏｓｓｎｅｒ（１９９３）Ｔｉｂｔｅｃｈ

  １１：２３８）。さらに、変異の領域において新規な制限部位を導入すること

は、切断に基づく検出を行うために望ましくあり得る（Ｇａｓｐａｒｉｎｉら（

１９９２）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｐｒｏｂｅｓ  ６：１）。特定の実施形態におい

て、増幅はまた、増幅用のＴａｑリガーゼを使用して実施され得ることが予測さ

れる（Ｂａｒａｎｙ（１９９１）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳ

Ａ  ８８：１８９）。このような場合において、連結は、５’配列の３’末端に

完全なマッチが存在する場合にのみ生じ、それを増幅の存在または非存在を探索

することによって特定の部位で公知の変異の存在を検出することを可能にする。

      【０３６７】

  本明細書中に記載される方法は、例えば、本明細書中に記載される少なくとも

１つのプローブ核酸または抗体試薬を含む、予めパッケージングされた診断キッ

トを利用することによって実施され得、これは、例えば、ＥＮＤＯＸの遺伝子を
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含む疾患または疾病の症状または家族履歴を示す患者を診断するための臨床的設

定において簡便に使用され得る。

      【０３６８】

  さらに、ＥＮＤＯＸが発現される任意の細胞型または組織（好ましくは、末梢

血白血球）は、本明細書中に記載される予後アッセイにおいて利用され得る。し

かし、有核細胞を含む任意の生物学的サンプル（例えば、頬粘膜細胞を含む）が

、使用され得る。

      【０３６９】

  （薬理ゲノム学（Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ））

  ＥＮＤＯＸの活性（例えば、ＥＮＤＯＸの遺伝子発現）に対する刺激性または

阻害性の影響を有する因子、または調節因子は、本明細書中に記載されるスクリ

ーニングアッセイによって同定されるように、障害（この障害としては、代謝性

障害、糖尿病、肥満症、感染性疾患、食欲不振、癌関連悪質液、および種々の脂

肪代謝異常症（ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ）、肥満症に関連する代謝障害、代謝

Ｘ症候群ならびに慢性疾患および種々の癌に関連する消耗障害が挙げられる）を

処置（予防的または治療的に）するために個体に投与され得る。このような処置

と合わせて、個体の薬理ゲノム学（すなわち、個体の遺伝子型と外来化合物また

は薬物に対するその個体の応答との間の関係についての研究）が、考慮され得る

。治療剤の代謝における差異は、薬理学的に活性な薬物の用量と血中濃度との間

の関係を変更することによって、重篤な毒性または治療の失敗をもたらし得る。

従って、個体の薬理ゲノム学は、個体の遺伝子型の考慮に基づく予防的または治

療的処置のために有効な薬剤（例えば、薬物）の選択を許容する。このような薬

理ゲノム学は、さらに、適切な投薬量および治療剤レジメンを決定するために使

用され得る。従って、ＥＮＤＯＸのタンパク質の活性、ＥＮＤＯＸの核酸の発現

、あるいは個体におけるＥＮＤＯＸの遺伝子の変異含量が決定されて、それによ

って個体の治療的または予防的処置のために適切な薬剤を選択し得る。

      【０３７０】

  薬理ゲノム学は、罹患された人において変更された薬物の性質および異常な作

用に起因する薬物への応答において臨床的に有意な遺伝性バリエーションを扱う
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。例えば、Ｅｉｃｈｅｌｂａｕｍ、Ｃｌｉｎ  Ｅｘｐ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌ  Ｐ

ｈｙｓｔｏｌ，１９９６，２３：９８３～９８５およびＬｉｎｄｅｒ、Ｃｌｉｎ

  Ｃｈｅｍ，１９９７，４３：２５４～２６６を参照のこと。一般に、２つの型

の薬理ゲノム学状態が、区別され得る。遺伝的状態は、薬物が身体に作用する方

法を変更する１つの因子として伝達されたか（変更された薬物作用）、または遺

伝的状態は、身体が薬物に作用する方法を変更する１つの因子として伝達された

（変更された薬物代謝）。これらの薬理ゲノム学状態は、稀な欠損としてかまた

は多型としてのいずれかで生じ得る。例えば、グルコース－６－リン酸デヒドロ

ゲナーゼ（Ｇ６ＰＤ）欠損は、一般的な遺伝性酵素病であり、この主な臨床的合

併症は、酸化剤薬物（抗マラリア剤、スルホンアミド、鎮痛薬、ニトロフラン）

の摂取およびソラマメの消費後の溶血である。

      【０３７１】

  例示的な実施形態として、薬物代謝酵素の活性は、薬物作用の強度および期間

の両方の主要な決定因子である。薬物代謝酵素（例えば、Ｎ－アセチルトランス

フェラーゼ２（ＮＡＴ２）およびシトクロムＰ４５０酵素ＣＹＰ２Ｄ６およびＣ

ＹＰ２Ｃ１９）の遺伝的多型の発見は、幾人かの患者が予期される薬物効果を得

ないか、または薬物の標準的かつ安全な用量を摂取した後に過大な薬物応答およ

び深刻な毒性を示さないことに関しての説明を提供した。これらの多型は、集団

において２つの表現型（高い代謝能を持つ人（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ  ｍｅｔａｂ

ｏｌｉｚｅｒ）（ＥＭ）および低い代謝能を持つ人（ｐｏｏｒ  ｍｅｔａｂｏｌ

ｉｚｅｒ）（ＰＭ））で表現される。ＰＭの罹患率は、異なる集団の間で異なる

。例えば、ＣＹＰ２Ｄ６をコードする遺伝子は高度に多型であり、そしていくら

かの変異がＰＭにおいて同定されており、この全ては機能的ＣＹＰ２Ｄ６の非存

在に至る。ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹＰ２Ｃ１９の低い代謝能を持つ人は、彼らが

標準的な用量を受ける場合に、かなり頻繁に過大な薬物応答および副作用を経験

する。代謝産物が活性な治療的部分である場合、そのＣＹＰ２Ｄ６形成代謝産物

であるモルヒネによって媒介されるコデインの鎮痛効果について実証されるよう

に、ＰＭは治療的応答を示さない。他の極端なものは、標準的な用量に応答しな

い、いわゆる超迅速な代謝能を持つ人である。最近、超迅速な代謝の基準となる
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分子は、ＣＹＰ２Ｄ６遺伝子増幅に起因していることが同定されている。

      【０３７２】

  従って、ＥＮＤＯＸのタンパク質の活性、ＥＮＤＯＸの核酸の発現、あるいは

個体におけるＥＮＤＯＸの遺伝子の変異内容を決定されて、それによって、その

個体の治療的および予防的処置のために適切な薬剤を選択し得る。さらに、薬理

ゲノム学の研究を使用して、個体の薬物応答性の表現型の同定に対して薬物代謝

酵素をコードする多型対立遺伝子の遺伝子型決定に適用し得る。この知見は、用

量または薬物選択に適用される場合、有害な反応または治療の失敗を回避し得、

従って、被験体をＥＮＤＯＸの調節因子（例えば、本明細書中に記載される例示

的なスクリーニングアッセイの１つによって同定される調節因子）を用いて処置

する場合に治療的または予防的効率を増強し得る。

      【０３７３】

  （臨床試験の間の効果のモニタリング）

  ＥＮＤＯＸの発現または活性（例えば、異常な細胞増殖および／または分化を

調節する能力）に対する薬剤（例えば、薬物、化合物）の影響をモニタリングす

ることは、基本的なスクリーニングにおいてのみならず、臨床試験においてもま

た適用され得る。例えば、ＥＮＤＯＸの遺伝子発現、タンパク質レベルを増加す

るため、またはＥＮＤＯＸの活性をアップレギュレートするために、本明細書中

に記載されるようなスクリーニングアッセイによって決定される薬剤の効力は、

減少したＥＮＤＯＸの遺伝子発現、タンパク質レベル、またはダウンレギュレー

トしたＥＮＤＯＸの活性を示す被験体の臨床試験においてモニターされ得る。あ

るいは、ＥＮＤＯＸの遺伝子発現、タンパク質レベルを減少、またはＥＮＤＯＸ

の活性をダウンレギュレートするためのスクリーニングアッセイによって決定さ

れる薬剤の効力は、増加したＥＮＤＯＸの遺伝子発現、タンパク質レベル、また

はアップレギュレートしたＥＮＤＯＸの活性を示す被験体の臨床試験においてモ

ニターされ得る。このような臨床試験において、ＥＮＤＯＸの発現または活性、

および好ましくは、例えば細胞性増殖または免疫障害に関与している他の遺伝子

が、「読み出し（ｒｅａｄ  ｏｕｔ）」マーカーまたは特定の細胞の免疫応答の

マーカーとして使用され得る。
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      【０３７４】

  例えば、限定の目的ではないが、ＥＮＤＯＸを含む遺伝子（これは、ＥＮＤＯ

Ｘの活性（例えば、本明細書中に記載されるようなスクリーニングアッセイにお

いて同定される）を調節する薬剤（例えば、化合物、薬物または低分子）を用い

る処置によって細胞内で調節される）が、同定され得る。従って、細胞性増殖障

害に対する薬剤の効果を研究するために、例えば、臨床試験において，細胞が単

離され得、そしてＲＮＡが調製され得、そしてＥＮＤＯＸおよびこの障害に関与

する他の遺伝子の発現のレベルについて分析され得る。遺伝子発現のレベル（す

なわち、遺伝子発現パターン）は、本明細書中に記載されるように、ノーザンブ

ロット分析もしくはＲＴ－ＰＣＲによるか、あるいは産生されるタンパク質の量

を測定することによるか、本明細書中に記載されるような方法の１つによるか、

あるいはＥＮＤＯＸまたは他の遺伝子の活性のレベルを測定することによって、

定量され得る。この方法において、この遺伝子発現パターンは、この薬剤に対す

る細胞の生理学的応答の指標であるマーカーとして、作用し得る。従って、この

応答状態は、この薬剤を用いる個体の処置の前に、そして処置の間の種々の時点

で、決定され得る。

      【０３７５】

  １つの実施形態において、本発明は、薬剤（例えば、アゴニスト、アンタゴニ

スト、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、核酸、低分子、または本明細書

中に記載されるスクリーニングアッセイによって同定される他の薬物候補物）を

用いて被験体の処置の効力をモニタリングするための方法を提供し、これは、以

下の工程を包含する：（ｉ）薬剤の投与の前に、被験体から投与前サンプルを得

る工程；（ｉｉ）この投与前サンプルにおいて、ＥＮＤＯＸのタンパク質、ｍＲ

ＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現のレベルを検出する工程；（ｉｉｉ）この被験

体から１つ以上の投与後サンプルを得る工程；（ｉｖ）この投与後サンプルにお

いて、ＥＮＤＯＸのタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現または活

性のレベルを検出する工程；（ｖ）この投与前サンプルにおけるＥＮＤＯＸのタ

ンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現または活性のレベルを、この投

与後サンプルにおけるＥＮＤＯＸのタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡ
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の発現または活性のレベルと比較する工程；ならびに（ｖｉ）これによって、こ

の被験体に対する薬剤の投与を変更する工程。例えば、この薬剤の増加した投与

は、検出されるよりも高いレベルにＥＮＤＯＸの発現または活性を増加するため

に（すなわち、この薬剤の効力を増加するために）望ましくあり得る。あるいは

、この薬剤の減少した投与は、検出されるよりも低いレベルにＥＮＤＯＸの発現

または活性を減少するために（すなわち、この薬剤の効力を減少するために）望

ましくあり得る。

      【０３７６】

  （処置の方法）

  本発明は、異常なＥＮＤＯＸの発現または活性に関連する障害の危険性のある

（すなわち疑いのある）か、またはこの障害を有する被験体を処置する予防的お

よび治療的方法の両方を提供する。この障害としては、代謝性障害、糖尿病、肥

満症、感染性疾患、食欲不振、癌関連悪質液、および種々の脂肪代謝異常症（ｄ

ｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ）、肥満症に関連する代謝障害、代謝Ｘ症候群ならびに

慢性疾患および種々の癌に関連する消耗障害が挙げられる。これらの処置の方法

を、以下でさらに完全に議論する。

      【０３７７】

  （疾患および障害）

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）増加したレベルま

たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患および障害は、活性をアンタゴナ

イズする（すなわち、低減または阻害する）治療剤を用いて処置され得る。活性

をアンタゴナイズする治療剤は、治療的または予防的様式で、投与され得る。利

用され得る治療剤としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：（ｉ

）上述のペプチド、あるいはそのアナログ、誘導体、フラグメントまたはホモロ

グ；（ｉｉ）上述のペプチドに対する抗体；（ｉｉｉ）上述のペプチドをコード

する核酸；（ｉｖ）アンチセンス核酸および「機能不全性」である（すなわち、

上述のペプチドのコード配列内の異種挿入物に起因する）核酸の投与が、相同組

換えによって上述のペプチドの内因性機能を「ノックアウトする」ために利用さ

れる（例えば、Ｃａｐｅｃｃｈｉ、１９８９、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１２８
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８～１２９２を参照のこと）；または（ｖ）上述のペプチドとその結合パートナ

ーとの間の相互作用を変化させる、調節因子（すなわち、インヒビター、アゴニ

ストおよびアンタゴニスト（本発明のさらなるペプチド模倣物または本発明のペ

プチドに対して特異的な抗体を含む））。

      【０３７８】

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）減少したレベルま

たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患および障害は、活性を増加させる

（すなわち、活性に対するアゴニストである）治療剤を用いて処置され得る。活

性をアップレギュレートする治療剤は、治療的または予防的様式で、投与され得

る。利用され得る治療剤としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない

：上述のペプチド、あるいはそのアナログ、誘導体、フラグメントまたはホモロ

グ；あるいはバイオアベイラビリティーを増加させるアゴニスト。

      【０３７９】

  増加したレベルまたは減少したレベルは、ペプチドおよび／またはＲＮＡを定

量することによって、容易に検出され得る。この定量は、患者の組織サンプルを

（例えば、生検組織から）入手し、そしてそのサンプルを、その発現したペプチ

ドのＲＮＡレベルまたはペプチドレベル、構造および／または活性（あるいは上

述のペプチドのｍＲＮＡ）についてインビボでアッセイすることによる。当該分

野において周知の方法としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：

イムノアッセイ（例えば、ウェスタンブロット分析、ドデシル硫酸ナトリウム（

ＳＤＳ）ポリアクリルアミドゲル電気泳動後の免疫沈降、免疫細胞学などによる

）および／またはｍＲＮＡの発現を検出するためのハイブリダイゼーションアッ

セイ（例えば、ノーザンアッセイ、ドットブロット、インサイチュハイブリダイ

ゼーションなど）。

      【０３８０】

  （予防的方法）

  １つの局面において、本発明は、被験体において、異常なＥＮＤＯＸの発現ま

たは活性と関連する疾患または状態を、以下を調節する薬剤を被験体に投与する

ことによって予防するための方法を提供する：ＥＮＤＯＸの発現、あるいは少な
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くとも１つのＥＮＤＯＸの活性。異常なＥＮＤＯＸの発現または活性によって引

き起こされるかまたはこれらに起因する、疾患にかかる危険がある被験体は、例

えば、本明細書中に記載の診断アッセイまたは予後アッセイのいずれか、あるい

はそれらの組み合わせによって、同定され得る。予防薬剤の投与は、疾患または

障害が予防されるか、あるいはその進行を遅らせられるように、このＥＮＤＯＸ

の異常に特徴的な症状の発現の前に生じ得る。このＥＮＤＯＸの異常の型に依存

して、例えば、ＥＮＤＯＸのアゴニスト薬剤、あるいはＥＮＤＯＸのアンタゴニ

スト薬剤が、その被験体を処置するために使用され得る。その適切な薬剤は、本

明細書中に記載のスクリーニングアッセイに基づいて、決定され得る。本発明の

予防方法は、以下の小区分において、さらに議論される。

      【０３８１】

  （治療方法）

  本発明の別の局面は、治療目的のために、ＥＮＤＯＸの、発現または活性を調

節する方法に関する。本発明の調節方法は、細胞を、その細胞に関する、ＥＮＤ

ＯＸのタンパク質活性の活性のうちの１つ以上を調節する薬剤と接触させる工程

を包含する。ＥＮＤＯＸのタンパク質活性を調節する薬剤は、本明細書中に記載

されるような薬剤であり得る。そのような薬剤は、例えば、ＥＮＤＯＸタンパク

質の、核酸、タンパク質、これらのタンパク質の天然に存在する同族リガンド、

ペプチド、ＥＮＤＯＸのペプチド模倣物、あるいは他の低分子である。１つの実

施形態において、この薬剤は、ＥＮＤＯＸのタンパク質活性のうちの１つ以上を

刺激する。このような刺激薬剤の例としては、以下が挙げられる：その細胞に導

入された、活性なＥＮＤＯＸのタンパク質、およびＥＮＤＯＸをコードする核酸

分子。別の実施形態において、この薬剤は、ＥＮＤＯＸのタンパク質活性のうち

の１つ以上を阻害する。このような阻害薬剤の例としては、ＥＮＤＯＸのアンチ

センス核酸分子、および抗ＥＮＤＯＸ抗体が挙げられる。これらの調節方法は、

インビトロで（例えば、その薬剤とともにその細胞を培養することによって）、

あるいはインビボで（例えば、被験体にその薬剤を投与することによって）、実

施され得る。このように、本発明は、ＥＮＤＯＸの、タンパク質または核酸分子

の、異常な発現または異常な活性によって特徴付けられる、疾患または障害に罹
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患した個体を処置する方法を提供する。１つの実施形態において、この方法は、

ＥＮＤＯＸの、発現または活性を調節する（例えば、アップレギュレートまたは

ダウンレギュレートする）、薬剤（例えば、本明細書中に記載のスクリーニング

アッセイによって同定される薬剤）あるいはそのような薬剤の組み合わせを投与

する工程を包含する。別の実施形態において、この方法は、ＥＮＤＯＸの、タン

パク質または核酸分子を、ＥＮＤＯＸの、低減したかまたは異常な、発現または

活性を補償するための治療として、投与する工程を包含する。

      【０３８２】

  ＥＮＤＯＸの活性の刺激は、ＥＮＤＯＸが異常にダウンレギュレートされてい

る状況、および／あるいはＥＮＤＯＸの活性の増加が有益な効果を有するようで

ある状況において、望ましい。このような状況の１つの例は、被験体が、異常な

細胞増殖および／または細胞分化によって特徴付けられる障害（例えば、癌また

は免疫関連障害）を有する場合である。このような状況の別の例は、被験体が妊

娠疾患（例えば、子癇前症）を有する場合である。

      【０３８３】

  （治療剤の生物学的効果の決定）

  本発明の種々の実施形態において、適切なインビトロまたはインビボアッセイ

を実施して、特定の治療剤の効果およびその投与が罹患組織の処置を示すか否か

を決定する。

      【０３８４】

  種々の特定の実施形態において、インビトロアッセイが患者の障害に関与する

代表的な細胞型で行われ、所定の治療剤がこの細胞型に対して所望の効果を発揮

したか否かを決定し得る。治療において使用する化合物は、ヒト被験体において

試験する前に適切な動物モデル系において試験され得る。これらの動物モデル系

としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：ラット、マウス、ニワ

トリ、ウシ、サル、ウサギなど。同様に、インビボ試験については、当該分野で

公知の任意の動物モデル系が、ヒト被験体に対する投与の前に使用され得る。

      【０３８５】

  （本発明の組成物の予防的用途および治療的用途）
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  本発明のＥＮＤＯＸ核酸およびタンパク質は、以下が挙げられるがこれらに限

定されない種々の障害に関連する潜在的な予防的適用および治療適用において、

有用である：代謝性障害、糖尿病、肥満症、感染性疾患、食欲不振、癌関連悪質

液、および種々の脂肪代謝異常症（ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ）、肥満症に関連

する代謝障害、代謝Ｘ症候群ならびに慢性疾患および種々の癌に関連する消耗障

害。

      【０３８６】

  一例として、本発明のＥＮＤＯＸタンパク質をコードするｃＤＮＡは、遺伝子

治療において有用であり得、そしてこのタンパク質は、それを必要とする被験体

に投与される場合に、有用であり得る。非限定的な例として、本発明の組成物は

、以下を罹患する患者の処置のために効力を有する：代謝障害、糖尿病、肥満症

、感染性疾患、食欲不振、癌関連悪質液、および種々の脂肪代謝異常症。

      【０３８７】

  ＥＮＤＯＸタンパク質をコードする新規核酸および本発明のＥＮＤＯＸタンパ

ク質の両方、またはこれらのフラグメントはまた、これらの核酸またはタンパク

質の存在または量が評価される診断適用において、有用であり得る。さらなる用

途は、抗菌分子としてであり得る（すなわち、いくらかのペプチドは、抗菌特性

を有することが見出された）。これらの材料は、さらに、治療方法または診断方

法において使用するための、本発明の新規物質に免疫特異的に結合する抗体の生

成において、有用である。

      【０３８８】

  （実施例）

  以下の実施例は、本発明の種々の局面の非限定的な例のつもりで例示する。

      【０３８９】

  ヒトアシルＣｏＡ結合タンパク質（ＡＣＢＰ）／ジアゼパム結合インヒビター

（ＤＢＩ）をコードする遺伝子に関連する新規なヒト遺伝子のファミリーは、発

現される配列およびゲノムＤＮＡ配列の分析によって同定された。実施例６を参

照のこと。ヒトファミリーは、７つの新規なＥＮＤＯ遺伝子および３つの公知の

ＥＮＤＯ遺伝子からなり、これらはすべて、２０アミノ酸の高度に保存性のドメ
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インを含む。ＡＣＢＰ／ＤＢＩは、生物のエネルギー代謝に影響する生物学的に

活性な１８アミノ酸ペプチド（ＯＤＮ）を産生するためにプロセスされる。他の

ファミリーのメンバーの生物学的なプロセシングが、他の代謝調節ペプチドを導

くことが予期される。

      【０３９０】

  それぞれのヒトファミリーメンバーの保存性ドメインから誘導される合成ペプ

チドは、代謝の研究において、そしてウサギにおけるポリクローナル抗体を作製

するために使用された。ヒトおよびラットのファミリーのメンバーのそれぞれの

保存性ドメインからの合成ペプチドを、種々のマウス系統に注射した。注射され

たペプチドは、脂肪保存、筋質量、インシュリン分泌、グルコース利用および血

清脂質レベル（トリグリセリドおよびコレステロール）を生じる生物エネルギー

代謝における独特の変化を誘発する。実施例１を参照のこと。

      【０３９１】

  コンセンサス配列は、特定の代謝効果を有する全長タンパク質および個々のペ

プチドから誘導され得る。実施例２および３を参照のこと。これらのヒトペプチ

ド、非ヒト種由来のペプチド、コンセンサス配列に基づく合理的な変化またはコ

ンビナトリアル変化によって誘導される変異ペプチド、全長タンパク質と相互作

用する抗体および小分子、ペプチド、プロセシング酵素ならびに／あるいはレセ

プターは、代謝障害の処置において重要な治療的価値を有し得る。実施例１およ

び４を参照のこと。これらの障害には、食欲不振、癌関連悪液質、肥満、Ｉ型お

よびＩＩ型糖尿病および種々の異脂肪血症が挙げられる。本発明はまた、種々の

癌の型についてのマーカーとして有用である。実施例５を参照のこと。

      【０３９２】

  （実施例１  ＡＫＲマウスにおけるペプチド誘発代謝効果）

  ＡＫＲ（肥満および糖尿病傾向）マウスおよびＣ５７Ｂ１／６（コントロール

）マウスにおける代謝パラメーターに対する、ヒトおよびラットのエンドゼピン

（ｅｎｄｏｚｅｐｉｎｅ）から誘導された代謝調節ペプチド（ＭＲＰ）の毎日の

ｉｐ用量（１４日間）の効果を決定するために研究を行った。この実施例は、Ａ

ＫＲマウスに対するこのペプチドの効果を要約する。血清コレステロール、トリ
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グリセリド、インシュリンおよびグルコースは、体重、体重変化、肝臓の相対的

な器官の重さ生殖尾腹脂肪パッド、膵臓および腸間膜組織の重さ、四頭筋の重さ

、食物および水の摂取とともにモニターされた。組織病理学的分析を、選択され

た組織サンプルにおいて行った。

      【０３９３】

  ペプチドをＡＫＲマウスとＣ５７Ｂ１／６マウスの両方に注射した。ＡＫＲマ

ウスは、コントロールＣ５７Ｂ１／６マウスより重く、そしてより高い血清グル

コースレベル（特に操作に応答して）を有する。このように、ＡＫＲマウスは、

ヒト集団において一般的な肥満およびＩＩ型糖尿病の形態についての多遺伝子性

のモデルとして役立つ。表２９は、ＡＫＲマウスにおける各ＭＲＰによって誘発

される代謝効果を要約する。ＭＲＰおよびＯＤＮにおいて見出されるアミノ酸か

ら無作為化された配列を有するペプチドは、１％ＤＭＳＯ中で示された用量で、

腹腔内注射によって与えられた。コントロール動物は、操作されないか、１％Ｄ

ＭＳＯを注射されるか、またはリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）を注射された

。表２９のデータは、示される場合、雄性および雌性について別々に記録し、そ

うでなければ、両方の性について組み合わせられる。血清グルコースに対するベ

ースライン（注射前）からの変化を、ｍｇ／ｄｌで報告する。インシュリンは、

ミクロＵ／ｍｌであり、腸間膜（雄性および雌性）脂肪、子宮脂肪（雌性）およ

び四頭筋の「相対」測定は、体重のパーセントとして記録される。他の発見は、

雄性および雌性の両方について一致した発見を表す。統計的に有意な発見（ｐ＜

０．０５）は、増加について赤（または暗いグレー）（ＭＲＰ１18、ＭＲＰ２20

、ＭＲＰ３18、ＭＲＰ４18、ＭＲＰ５20、ＭＲＰ７20、およびＭＲＰ１０20につ

いてグルコース増加；ならびにＭＲＰ１20、およびＭＲＰ１０20について相対的

筋肉の増加）、ならびに減少について青緑（または明るいグレー）（ＭＲＰ１20

、ＭＲＰ４20、およびＭＲＰ６20についてグルコース減少；ＭＲＰ１20、ＭＲＰ

１18、ＭＲＰ２20、ＭＲＰ３18、ＭＲＰ４18、ＭＲＰ８20、ＭＲＰ１０20および

ＭＲＰ１18（ラット）について最終インシュリンの減少；ＭＲＰ１20、ＭＲＰ５

20、ＭＲＰ１０20およびＭＲＰ１18（ラット）について相対的脂肪割合の減少；

ならびにＭＲＰ２20、およびＭＲＰ７20について相対的筋肉の減少）を影をつけ
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た。

      【０３９４】

  別の試験グループを、試験された各ペプチド、ビヒクルコントロールおよび非

操作グループについて確立した。各試験グループは、５匹の雄性および５匹の雌

性ＡＫＲマウス（ペプチドに付き１０匹）からなる。マウスを移動した後に２日

間慣らせた。マウスの体重を量り、グループに分けた。ケージあたりの食物の重

さおよび水の容積を測定し記録した。

      【０３９５】

  マウスをさらに５日間慣らせた。注射前の日（－２）に、グルコース測定は、

グルコメーター（ｇｌｕｃｏｍｅｔｅｒ）（Ｊｏｈｎｓｏｎ  ＆  Ｊｏｈｎｓｏ

ｎ；Ｏｎｅ  ｔｏｕｃｈ  Ｓｕｒｅ  Ｓｔｅｐ）を使用して行った。血液サンプ

ルは、最初に、尾部静脈からの血液の液滴を得るおよそ５分前に、加熱ランプ下

でマウスを加熱することによって得た。種々のペプチドの投薬は、日（０）にお

いて始めた。ペプチドを、表２９に記す以外は、同一に調製し、同じ濃度（１％

ＤＭＳＯとともにＰＢＳ中０．０５ｍｇ／ｍｌ、１０ｍｌ／ｋｇの投薬容量）で

投薬した。ストックのペプチド溶液を、必要であれば、１～２分間超音波処理し

ながら、ＤＭＳＯ  ０．５ｍｌ中の２．５ｍｇのペプチドを溶解し、続いて各バ

イアルに滅菌ＰＢＳ０．５ｍｌを添加することによって調製した。投薬溶液は、

毎週、２４．５ｍｌの滅菌ＰＢＳへの０．５ｍｌのペプチドストック溶液の添加

によって調製した。全ての投薬溶液を、全研究を通して冷蔵し続けた。

      【０３９６】

  マウスの体重を量り、そして１４日の連続的な日の間、種々のペプチドまたは

ビヒクルの毎日のｉｐ注射を与えた。それぞれの７日の食物の重さおよび水の容

積を測定し、そしてケージにつき記録した。血液グルコース測定（グルコメータ

ーによる）もまた行い、各７日に記録した。血液グルコース測定を、８：００お

よび１０：００ａｍに行い、動物に、９：００および１１：００ａｍに毎日投薬

した。

      【０３９７】

  １４日に、剖検および血液回収の１時間前に、マウスに、最終用量の種々のペ
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プチドまたはビヒクルを注射した。血液（ヘパリン処理した血漿）を、心臓また

は眼窩の穿刺によって得た。血漿化合物、グルコースおよびインシュリンならび

に最終のグルコメーターの読みを、グルコメーターの読みを較正／確認するのに

同じ時間で行った。動物を解剖し、そして組織学的なサンプル調製のためのホル

マリン中に配置した。腸間膜脂肪および膵臓、肝臓、四頭筋および尾腹脂肪パッ

ドを除去し、そして各動物について重さを測定した。この研究は、ＥＮＤＯＸペ

プチドが種々の代謝機能を調節するためにそして代謝障害を処置するために使用

され得ることを示す。

      【０３９８】

【表４９】
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  （実施例２  Ｃｌｕｓｔａｌ  Ｗ整列）

  表３０は、１０全てのヒトエンドゼピンのＣｌｕｓｔａｌ  Ｗ整列を示す。こ

のファミリーは、２つのクラスのポリペプチド（約９０アミノ酸の７短いポリペ

プチドおよび３長いポリペプチドであり、それらのＮ末端において他のファミリ

ーのメンバーと相同性の領域を含む）からなる。これらのＣ末端におけるより長
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い形態間の相同性はない。この整列および系統発生距離は、このファミリーが、

遺伝子重複、融合および独立した進化によって進化し得たことを示唆する。

      【０３９９】

【表５０】
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  （実施例３  代謝のコンセンサス配列－調節ペプチド）

  ＭＲＰのすべておよびいくつかのサブセットのペプチド（ＡＫＲマウスにおい

て類似の代謝効果を有する）は、表２９に同定される。これらは、表３１に同定
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されるコンセンサス配列を同定するために整列され得る。一般的および好ましい

コンセンサス配列は、検査により推論される。２０アミノ酸モチーフにおけるそ

れぞれの位置での大部分の保存性のアミノ酸は、太字で印刷される。そのアミノ

酸が特定の代謝サブセットにおいて不変である場合、下線も引かれる。特定の位

置におけるアミノ酸が非常に可変である場合、「Ｘ」によって表される。少数の

アミノ酸が特定の位置において見出される場合、これらは、［括弧］内に含まれ

る。「一般的な」コンセンサス配列は、類似の代謝効果を有し得るペプチド配列

において大部分の可変性について可能である。「好ましい」コンセンサス配列は

、検査されたペプチドサブセットにおいて見出されるアミノ酸に限定される。特

定のサブセットのペプチドは、コレステロール低下の性質、脂肪質量減少、イン

シュリン低下、グルコース低下、グルコース上昇および筋肉質量構築の性質と関

連して同定された。

      【０４００】

【表５１】
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  筋肉の塊に生じるコンセンサス配列：

      【０４０１】

【化４】
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  （実施例４：腸間膜脂肪細胞サイズにおける影響）

  図１は、各パネルの下に示された薬剤での処置の後に、雄性ＡＫＲマウスに固

定された腸間膜脂肪細胞の６枚の顕微鏡写真からなる。上段パネル（Ａ－Ｃ）に

おいて、大きな脂肪細胞が優勢であり、一方、下段パネルにおいて（Ｄ－Ｆ）に

おいて、小さな脂肪細胞が優勢である。これは、特定の沈着物が、特定の処置に

応答して沈着する特定の脂肪細胞の質量の減少に対応する。特定の脂肪細胞沈着

物の質量に影響を与えるＭＲＰのサブセット、および他の代謝パラメータで影響

を有するＭＲＰのサブセットが存在する。

      【０４０２】

  （実施例５：遺伝子発現、クローニングおよび抗体産生の要旨）

  表３２は、各エンドゼピンから合成される、エンドゼピンファミリ（Ｅｎｄｏ

Ｘ）および対応する生物活性代謝制御ペプチド（ＭＲＰ－＃）のメンバーを列挙

する。さらに、この遺伝子が最も高度に発現される組織が、全ＲＮＡを使用する

リアルタイム定量ＲＴＱＳ－ＰＣＲ（ＴａｑＭａｎ）、およびテンプレートとし

てｄｓ  ｃＤＮＡを使用する伝統的なＰＣＲによる結果から示される。種々のエ

ンドゼピンのコード領域に対応するＰＣＲ産物を、記載されるようにクローニン

グの目的のために増幅した。抗ペプチド抗体を、各ヒトの合成２０個のアミノ酸

ペプチドについてウサギにおいて産生した。決定された（ＥＬＩＳＡ）抗ペプチ

ドタイターを示す。

      【０４０３】

【表５２】
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  （実施例６：新規および公知のエンドゼピンの中の系統発生関係）

  表３３は、種々の全長エンドゼピンおよび各エンドゼピン内でコードされたＭ

ＲＰの関連性を示す。この距離を、隣接結合距離を計算するプログラム「Ｐｈｙ

ｌｉｐ」（インプット配列の相対的関連性を記載するための方法）によって計算

する。

      【０４０４】

【表５３】
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  （実施例７：他のタンパク質中の関連するペプチドの同定）

  表３４および３５は、特定のコンセンサスモチーフをどのように使用して、同

一の代謝パラメータの制御に関連し得る、他の動物種中のポリペプチドを同定し

得るかを例示する。このＧｅｎＢａｎｋデータベースを、２つの一般的なコンセ

ンサス配列を使用して調査し、第１の配列は、筋肉の塊の構築物と関連し（表３

４）、そして第２の配列は、脂肪の塊の減少と関連する（表３５）。各ペプチド

と同一のコンセンサス配列は、ボールドフォントで示されている。複数の種由来
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の多くのポリペプチドは、コンセンサス配列との０、１または２個のミスマッチ

で同定された。最も高度の類似性は、他の種由来のＡＣＢＰにおいて見出された

。これはまた、図１に見られるが、定向進化配列は、ヒトエンドゼピンファミリ

ーの１０個のメンバーのうち６個について見出され得ることを例示する。

      【０４０５】

【表５４】
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      【０４０６】

【表５５】
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  （実施例８：複数の種中の定向進化遺伝子産物）

  表３６は、多様な種にわたるＭＲＰモチーフの高度の保存を例示する。ヒトＭ

ＲＰ配列を使用して、関連する配列についてＧｅｎＢａｎｋを調査した。高度の

類似性を有する１１の他の配列を同定した。２０個のアミノ酸ＭＲＰドメインの
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中心にあるより大きなペプチドを使用することにより、さらなるポリペプチドを

同定する。他の種由来の１１のエントリーは、それらの取得番号によって示され

る。カエルからヒトまでの範囲の種由来の同定された２１個のペプチドのセット

を、ＰＨＹＬＩＰ、ＰＩＬＥＵＰおよびＣｌｕｓｔａｌ  Ｗアルゴニズムによっ

て１０個のヒトペプチドのセットに対するそれらの関係について試験した。表３

６に見られ得るように、他のヒト配列よりもいくらかのヒト配列に類似している

非ヒトペプチドが存在する。このことは、ペプチド含有遺伝子が、進化において

初期にエネルギー代謝において分岐路を生じて、それに続いたことを示唆する。

      【０４０７】

【表５６】
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  実施例３７はまた、多様な種にわたるＭＲＰモチーフの高度な保存を例示する

。

      【０４０８】

【表５７】
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  （実施例９：エンドゼピンクローニング配列のＰＣＲ産物）

  各ヒトエンドゼピンのクローニング配列を、複雑な方法を試験するために多数

の発現ベクターにクローニングし、ここで、これらの分泌タンパク質および生物

学的に活性なＭＲＰは、エネルギー代謝に影響を与える。ｃＤＮＡのいくらかを

、組換えタンパク質を調製するために細菌中でクローニングした。タンパク質の

完全なセットを、細菌、酵母およびヒトの細胞中において発現させ、これらの個

々の生物化学的活性、タンパク質－タンパク質相互作用、および単離された細胞

または全動物におけるエネルギー代謝をどのように調節するかを研究した。この

目的のための物理学的ＤＮＡ分子を、上記（表２９）のような種々の組織からＰ

ＣＲによって産生し、そしてエチジウムブロミド染色アガロースゲル（図２）に

おいて見出し得る。Ｅｎｄｏ１～４、および６～１０についての個々のＰＣＲ産

物は、配列（ここで、隣接クローニング配列の４２ｂｐを含む）から推定される

ような予想されるサイズである。

      【０４０９】

  （他の実施形態）

  本発明は、その詳細な説明と組合せて記載されるが、上記の記載は、添付の特

許請求の範囲によって規定される本発明の範囲を例示することを意図し、制限す
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ることを意図しない。他の局面、利点、および改良は、以下の特許請求の範囲内

である。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、処置に応じたマウスにおける腸間膜の脂肪貯蔵を示す（ｄｅｏｉｃｔ

ｉｎｇ）顕微鏡写真を示す。

    【図２】

  図２は、エンドゼピンコード配列のＰＣＲ産物を示す。

【図１】
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【図２】
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【国際調査報告】
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