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(54)【発明の名称】 ＣＤＫ阻害剤により調節される遺伝子の発現を同定および変調する試薬および方法

(57)【要約】
本発明は、細胞の進行、増殖促進、アポトーシスの変調
、細胞の老化および加齢に関与する遺伝子を同定する方
法および試薬、並びに、細胞の老化を阻害または増強す
る化合物を同定する方法を提供する。



(2) 特表２００３－５２５０３２

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  哺乳動物ｐ２１遺伝子をコードする、組換え発現作成物を含

む、組換え哺乳動物線維肉腫細胞であって、ｐ２１はそれによって線維肉腫細胞

で発現される、前記組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項２】  誘導性異種プロモーターにより転写的に制御される、哺乳動

物ｐ２１遺伝子をコードする組換え発現作成物を含む、組換え哺乳動物線維肉腫

細胞であって、組換え発現作成物からのｐ２１の発現は、組換え細胞を、誘導性

プロモーターからの転写を誘導する誘導剤と接触させることにより、または、該

プロモーターからの転写を阻害する因子を除去することにより仲介される、前記

組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項３】  ヒトＨＴ１０８０である、請求項１または２に記載の組換え

哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項４】  哺乳動物ｐ２１遺伝子は、ヒトｐ２１遺伝子またはそのＣＤ

Ｋ結合断片である、請求項１または２に記載の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項５】  細菌ラクトースリプレッサーをコードする組換え発現作成物

をさらに含み、その転写は哺乳動物プロモーターにより制御され、哺乳動物ｐ２

１遺伝子をコードする組換え発現作成物はラクトースリプレッサー応答性プロモ

ーター要素を含み、ｐ２１の転写は該ラクトース－リプレッサー応答性プロモー

ター要素により制御され、組換え発現作成物からのｐ２１の発現は、組換え細胞

をラクトースリプレッサー特異的誘導剤と接触させることにより仲介される、請

求項２に記載の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項６】  細胞はヒトＨＴ１０８０線維肉腫細胞である、請求項５の組

換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項７】  細菌ラクトースリプレッサーをコードする組換え発現作成物

は３’ＳＳである、請求項５の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項８】  哺乳動物ｐ２１遺伝子は、ヒトｐ２１遺伝子またはそのＣＤ

Ｋ結合断片である、請求項５の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項９】  第二発現作成物はＬＮｐ２１ＣＯ３である、請求項５の組換

え哺乳動物線維肉腫細胞。
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    【請求項１０】  ラクトースリプレッサー特異的誘導剤がβ－ガラクトシド

である、請求項５の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項１１】  Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ１６６４（ｐ２１－９）

により同定される、請求項５の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項１２】  ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝子発現の変調を阻

害する化合物を同定する方法であって、該方法は、（ａ）ＣＤＫ阻害剤の発現を

哺乳動物細胞で生じ；

  （ｂ）該化合物の存在下で、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される細胞遺伝子

の発現の変化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）下位区分（ｂ）の細胞遺伝子の発現が化合物の存在下でより低い程度で

変化した場合、ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝子発現の変調の阻害剤と

して該化合物を同定する段階を含む、前記方法。

    【請求項１３】  ＣＤＫ阻害剤がｐ１６またはｐ２１である、請求項１２の

方法。

    【請求項１３】  哺乳動物細胞は請求項２に記載の細胞であり、ＣＤＫ阻害

剤がｐ２１であり、ｐ２１発現は、細胞を、誘導性プロモーターからの転写を誘

導する誘導剤と接触させるか、または該プロモーターからの転写を阻害する物質

を除去することにより生じる、請求項１２の方法。

    【請求項１５】  哺乳動物細胞は請求項２２６に記載の細胞であり、ＣＤＫ

阻害剤がｐ１６であり、ｐ１６発現は、細胞を、誘導性プロモーターからの転写

を誘導する誘導剤と接触させるか、または、該プロモーターからの転写を阻害す

る物質を除去することにより生じる、請求項１２の方法。

    【請求項１６】  細胞遺伝子の発現はｐ２１により抑制される、請求項１２

の方法。

    【請求項１７】  細胞遺伝子の発現はｐ１６により抑制される、請求項１３

の方法。

    【請求項１８】  細胞遺伝子は表Ｉに同定される、請求項１６の方法。

    【請求項１９】  細胞遺伝子は表Ｉに同定される、請求項１４Ａの方法。

    【請求項２０】  細胞遺伝子の発現はｐ２１により誘導される、請求項１２
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の方法。

    【請求項２１】  細胞遺伝子の発現はｐ１６により誘導される、請求項１３

の方法。

    【請求項２２】  細胞遺伝子は表ＩＩに同定される、請求項２０の方法。

    【請求項２３】  細胞遺伝子は表ＩＩに同定される、請求項２１の方法。

    【請求項２４】  細胞遺伝子の発現は、免疫学的試薬を使用して検出される

、請求項１２または１３の方法。

    【請求項２５】  細胞遺伝子の発現は、細胞遺伝子産物の活性についてアッ

セイすることにより検出する、請求項１２または１３の方法。

    【請求項２６】  細胞遺伝子の発現は、相補的核酸へのハイブリダイゼーシ

ョンにより検出する、請求項１２または１３の方法。

    【請求項２７】  発現がＣＤＫ阻害剤により変調される哺乳動物遺伝子のプ

ロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子をコードする第一組換え発現作

成物、並びに、哺乳動物ＣＤＫ阻害剤遺伝子をコードする第二組換え発現作成物

を含む哺乳動物細胞であって、ＣＤＫ阻害剤の発現は、これにより哺乳動物細胞

で実験的に誘導される、前記哺乳動物細胞。

    【請求項２８】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項２７に

記載の哺乳動物細胞。

    【請求項２９】  哺乳動物ＣＤＫ阻害剤遺伝子をコードする組換え発現作成

物は、誘導性異種プロモーターの転写制御下にあり、組換え発現作成物からのＣ

ＤＫ阻害剤の発現は、組換え細胞を、誘導性プロモーターからの転写を誘導する

誘導剤と接触させるか、または、該プロモーターからの転写を阻害する物質を除

去することにより仲介される、請求項２７の哺乳動物細胞。

    【請求項３０】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項２９の

哺乳動物細胞。

    【請求項３１】  リポーター遺伝子が、ホタルルシフェラーゼ、クロラムフ

ェニコールアセチルトランスフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ、緑蛍光タンパ

ク質またはアルカリホスファターゼをコードする、請求項２７または２８の哺乳

動物細胞。
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    【請求項３２】  リポーター遺伝子が、発現がＣＤＫ阻害剤により抑制され

る哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項２７または２８に

記載の哺乳動物細胞。

    【請求項３３】  哺乳動物遺伝子プロモーターが、表Ｉに同定した哺乳動物

遺伝子のプロモーターである、請求項３２に記載の哺乳動物細胞。

    【請求項３４】  リポーター遺伝子は、発現がＣＤＫ阻害剤により誘導され

る哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項２７または２８に

記載の哺乳動物細胞。

    【請求項３５】  哺乳動物遺伝子プロモーターは、表ＩＩに同定した哺乳動

物遺伝子のプロモーターである、請求項３４に記載の哺乳動物細胞。

    【請求項３６】  発現がＣＤＫ阻害剤により阻害される哺乳動物遺伝子のプ

ロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子をコードする組換え発現作成物

を含む哺乳動物細胞であって、該プロモーターは、ＯＲＣ１、ＰＲＣ１、ＸＲＣ

Ｃ９、ＣＤＣ２、サイクリンＢ１、ＡＩＫ１、ＣＥＮＰ－Ａ、ＣＥＮＰ－Ｆ、Ｍ

ＡＤ２、ＢＵＢＲ１、ＭＣＡＫ、ＨＳＥＴ、ＣＨＬ１、チモポエチンα、ＭＰＰ

２、ＭＰＰ５、ＣＤＣ４７／ＭＣＭ７、ＣＤＣ２１／ＭＣＭ４、ＤＮＡリガーゼ

Ｉ、ＤＮＡ重合酵素α、Ｒａｄ５４、エキソヌクレアーゼＨＥＸ１／ＲＡＤ２、

ＰＬＫ１、ＤＨＦＲまたはシトロンキナーゼの遺伝子由来である、前記哺乳動物

細胞。

    【請求項３７】  発現がＣＤＫ阻害剤により誘導される哺乳動物遺伝子のプ

ロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子をコードする組換え発現作成物

を含む哺乳動物細胞であって、該プロモーターは、血清アミロイドＡ、補体Ｃ３

、結合組織増殖因子、インテグリンβ－３、アクチビンＡ、ナチュラルキラー細

胞タンパク質４、プロサポシン、Ｍａｃ２結合タンパク質、ガレクチン－３、ス

ーパーオキシドジスムターゼ２、グラニュリン／エピセリン、ｐ６６ｓｈｃ、リ

ソソームβ－ガラクトシダーゼ、またはカテプシンＢの遺伝子由来である、前記

哺乳動物細胞。

    【請求項３８】  ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝子発現の変調を阻

害する化合物を同定する方法であって、該方法は、
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  （ａ）該化合物の存在下または非存在下で、請求項２７または２８に記載の哺

乳動物細胞においてＣＤＫ阻害剤の発現を生じ；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が、化合物の存在下でより低い程度で変化した

場合、ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝子発現の変調の阻害剤として該化

合物を同定する段階を含む、前記方法。

    【請求項３９】  リポーター遺伝子は、発現がｐ２１により抑制される哺乳

動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項３８の方法。

    【請求項４０】  リポーター遺伝子は、発現がｐ１６により抑制される哺乳

動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項３８の方法。

    【請求項４１】  哺乳動物遺伝子プロモーターは、表Ｉに同定した哺乳動物

遺伝子のプロモーターである、請求項３９または４０の方法。

    【請求項４２】  リポーター遺伝子は、発現がｐ２１により誘導される哺乳

動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項３８の方法。

    【請求項４３】  リポーター遺伝子は、発現がｐ１６により誘導される哺乳

動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項３８の方法。

    【請求項４４】  哺乳動物遺伝子プロモーターは、表ＩＩに同定した哺乳動

物遺伝子のプロモーターである、請求項４２または４３の方法。

    【請求項４５】  リポーター遺伝子の発現は、免疫学的試薬を使用して検出

される、請求項３８の方法。

    【請求項４６】  リポーター遺伝子の発現は、リポーター遺伝子産物の活性

についてアッセイすることにより検出する、請求項３８の方法。

    【請求項４７】  リポーター遺伝子の発現は相補的核酸へのハイブリダイゼ

ーションにより検出する、請求項３８の方法。

    【請求項４８】  ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝子発現の変調を阻

害する化合物を同定する方法であって、該方法は、

  （ａ）該化合物の存在下または非存在下で、請求項３６に記載の哺乳動物細胞

においてＣＤＫ阻害剤の発現を生じ；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；そして
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  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が、該化合物の存在下でより低い程度で変化し

た場合、ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝子発現の変調の阻害剤として該

化合物を同定する段階を含む、前記方法。

    【請求項４９】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項４８の

方法。

    【請求項５０】  ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝子発現の変調を阻

害する化合物を同定する方法であって、該方法は、

  （ａ）該化合物の存在下または非存在下で、請求項３７に記載の哺乳動物細胞

においてＣＤＫ阻害剤の発現を生じ；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が該化合物の存在下でより低い程度で変化した

場合、ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝子発現の変調の阻害剤として該化

合物を同定する段階を含む、前記方法。

    【請求項５１】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項５０の

方法。

    【請求項５２】  哺乳動物細胞の老化を阻害する化合物を同定する方法であ

って、該方法は、

  （ａ）該化合物の存在下および非存在下で哺乳動物細胞を物質で処理するか、

または、老化を誘導する条件下で哺乳動物細胞を培養し；

  （ｂ）ＣＤＫ阻害剤遺伝子発現により抑制または誘導される、遺伝子の抑制ま

たは誘導について哺乳動物細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）該化合物の非存在下よりも該化合物の存在下の方が、ＣＤＫ阻害剤によ

り抑制される遺伝子がより低い程度で抑制されるか、または、ＣＤＫ阻害剤によ

り誘導される遺伝子がより低い程度で誘導される場合、老化阻害剤として該化合

物を同定する段階を含む、前記方法。

    【請求項５３】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項５２の

方法。

    【請求項５４】  哺乳動物細胞をＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子につ

いてアッセイする、請求項５２の方法。



(8) 特表２００３－５２５０３２

    【請求項５５】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項５４の

方法。

    【請求項５６】  遺伝子は表ＩＩに同定される、請求項５４または５５の方

法。

    【請求項５７】  哺乳動物細胞を、ＣＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子に

ついてアッセイする、請求項５２の方法。

    【請求項５８】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項４３の

方法。

    【請求項５９】  遺伝子は表Ｉに同定される、請求項５７または５８の方法

。

    【請求項６０】  細胞遺伝子の発現は、免疫学的試薬を使用して検出される

、請求項５２または５３の方法。

    【請求項６１】  細胞遺伝子の発現は、細胞遺伝子産物の活性についてアッ

セイすることにより検出する、請求項５２または５３の方法。

    【請求項６２】  細胞遺伝子の発現は、相補的核酸へのハイブリダイゼーシ

ョンにより検出する、請求項５２または５３の方法。

    【請求項６３】  哺乳動物細胞の老化を阻害する化合物を同定する方法であ

って、該方法は、

  （ａ）該化合物の存在下または非存在下で哺乳動物細胞を物質と接触させるか

、または、哺乳動物細胞を老化を誘導する条件下で培養し、ここでの該細胞は、

発現がＣＤＫ阻害剤により変調される哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御

下にあるリポーター遺伝子を含み；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも存在下の方がよ

り低い程度で変化する場合、老化阻害剤として該化合物を同定する段階を含む、

前記方法。

    【請求項６４】ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項６３の方

法。

    【請求項６５】  リポーター遺伝子は、発現がＣＤＫ阻害剤により誘導され
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る哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項６３の方法。

    【請求項６６】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項６５の

方法。

    【請求項６７】  哺乳動物遺伝子プロモーターは、表ＩＩに同定した哺乳動

物遺伝子のプロモーターである、請求項６５または６６の方法。

    【請求項６８】  リポーター遺伝子は、発現がＣＤＫ阻害剤により抑制され

る哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項６３の方法。

    【請求項６９】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項６８の

方法。

    【請求項７０】  哺乳動物遺伝子プロモーターは、表Ｉに同定した哺乳動物

遺伝子のプロモーターである、請求項６８または６９の方法。

    【請求項７１】  細胞遺伝子の発現は免疫学的試薬を使用して検出される、

請求項６８または６９の方法。

    【請求項７２】  細胞遺伝子の発現は、細胞遺伝子産物の活性についてアッ

セイすることにより検出する、請求項６８または６９の方法。

    【請求項７３】  細胞遺伝子の発現は、相補的核酸へのハイブリダイゼーシ

ョンにより検出する、請求項６８または６９の方法。

    【請求項７４】  哺乳動物細胞の老化を阻害する化合物を同定する方法であ

って、該方法は、

  （ａ）請求項３６に記載の哺乳動物細胞を、該化合物の存在下または非存在下

で、物質と接触させるか、または、老化を誘導する条件下で哺乳動物細胞を培養

し；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも該化合物の存在

下の方が、より低い程度で変化する場合、老化阻害剤として該化合物を同定する

段階を含む、前記方法。

    【請求項７５】  哺乳動物細胞の老化を阻害する化合物を同定する方法であ

って、該方法は、

  （ａ）請求項３７に記載の哺乳動物細胞を、該化合物の存在下または非存在下
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で、物質と接触させるか、または、老化を誘導する条件下で哺乳動物細胞を培養

し；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも存在下の方がよ

り低い程度で変化する場合、老化阻害剤として該化合物を同定する段階を含む、

前記方法。

    【請求項７６】  細胞の老化を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を

、請求項１２の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法

。

    【請求項７７】  細胞の老化を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を

、請求項３８の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法

。

    【請求項７８】  細胞の老化を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を

、請求項４８の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法

。

    【請求項７９】  細胞の老化を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を

、請求項５０の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法

。

    【請求項８０】  細胞の老化を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を

、請求項５２の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法

。

    【請求項８１】  細胞の老化を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を

、請求項６３の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法

。

    【請求項８２】  細胞の老化を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を

、請求項７４の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法

。

    【請求項８３】  細胞の老化を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を

、請求項７５の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法
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。

    【請求項８４】  哺乳動物細胞における疾病関連遺伝子産物の産生を阻害す

る方法であって、該方法は、該細胞を、請求項１２の方法に従って製造した化合

物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項８５】  哺乳動物細胞における疾病関連遺伝子産物の産生を阻害す

る方法であって、該方法は、該細胞を、請求項３８の方法に従って製造した化合

物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項８６】  哺乳動物細胞における疾病関連遺伝子産物の産生を阻害す

る方法であって、該方法は、該細胞を、請求項４８の方法に従って製造した化合

物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項８７】  哺乳動物細胞における疾病関連遺伝子産物の産生を阻害す

る方法であって、該方法は、該細胞を、請求項５０の方法に従って製造した化合

物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項８８】  哺乳動物細胞における疾病関連遺伝子産物の産生を阻害す

る方法であって、該方法は、該細胞を、請求項５２の方法に従って製造した化合

物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項８９】  哺乳動物細胞における疾病関連遺伝子産物の産生を阻害す

る方法であって、該方法は、該細胞を、請求項６３の方法に従って製造した化合

物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項９０】  哺乳動物細胞における疾病関連遺伝子産物の産生を阻害す

る方法であって、該方法は、該細胞を、請求項７４の方法に従って製造した化合

物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項９１】  哺乳動物細胞における疾病関連遺伝子産物の産生を阻害す

る方法であって、該方法は、該細胞を、請求項７５の方法に従って製造した化合

物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項９２】  ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝子発現の変調の効

果を増強する化合物を同定する方法であって、該方法は、

  （ａ）哺乳動物細胞においてＣＤＫ阻害剤の発現を生じ；

  （ｂ）該化合物の存在下または非存在下で、発現がＣＤＫ阻害剤により誘導ま
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たは抑制される細胞遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；

  （ｃ）下位区分（ｂ）の細胞遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも存在

下の方がより大きな程度で誘導または抑制される場合、ＣＤＫ阻害剤により仲介

される細胞遺伝子発現の変調の増強剤として化合物を同定する段階を含む、前記

方法。

    【請求項９３】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項９２の

方法。

    【請求項９４】  哺乳動物細胞は請求項２に記載の細胞であり、ｐ２１が発

現され、ｐ２１発現は、細胞を、誘導性プロモーターからの転写を誘導する誘導

剤と接触させることにより生じる、請求項９２の方法。

    【請求項９５】  哺乳動物細胞は請求項２２６に記載の細胞であり、ｐ１６

が発現され、ｐ１６発現は、細胞を、誘導性プロモーターからの転写を誘導する

誘導剤と接触させることにより生じる、請求項９２の方法。

    【請求項９６】  細胞遺伝子の発現はＣＤＫ阻害剤により抑制される、請求

項９２の方法。

    【請求項９７】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項９２の

方法。

    【請求項９８】  細胞遺伝子は表Ｉに同定される、請求項９６または９７の

方法。

    【請求項９９】  細胞遺伝子の発現はＣＤＫ阻害剤により誘導される、請求

項９２の方法。

    【請求項１００】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項９９

の方法。

    【請求項１０１】  細胞遺伝子は表ＩＩに同定される、請求項９９または１

００の方法。

    【請求項１０２】  細胞遺伝子の発現は免疫学的試薬を使用して検出される

、請求項９２または９３の方法。

    【請求項１０３】  細胞遺伝子の発現は細胞遺伝子産物の活性についてアッ

セイすることにより検出する、請求項９２または９３の方法。
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    【請求項１０４】  細胞遺伝子の発現は、相補的核酸へのハイブリダイゼー

ションにより検出する、請求項９２または１００の方法。

    【請求項１０５】  ＣＤＫ阻害剤は、細胞において、その効果が細胞でのＣ

ＤＫ阻害剤発現の最大効果よりも低い程度で産生される、請求項９２の方法。

    【請求項１０６】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１０

５の方法。

    【請求項１０７】  老化を増強する化合物を同定する方法であって、該方法

は、

  （ａ）哺乳動物細胞を、該化合物の存在下または非存在下で、物質と接触させ

るか、または、老化を誘導する条件下で哺乳動物細胞を培養し、ここでは該細胞

は、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写

制御下にあるリポーター遺伝子を含み；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも存在下の方がよ

り大きな程度で変化する場合、老化増強剤として該化合物を同定する段階を含む

、前記方法。

    【請求項１０８】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１０

７の方法。

    【請求項１０９】  哺乳動物細胞は請求項２に記載の細胞であり、ＣＤＫ阻

害剤がｐ２１であり、老化は、細胞を、誘導性プロモーターからのｐ２１転写を

誘導する誘導剤と接触させることにより生じる、請求項１０７の方法。

    【請求項１１０】  哺乳動物細胞は請求項２２６に記載の細胞であり、ＣＤ

Ｋ阻害剤がｐ１６であり、老化は、細胞を、誘導性プロモーターからのｐ１６転

写を誘導する誘導剤と接触させることにより生じる、請求項８４の方法。

    【請求項１１１】  リポーター遺伝子は、発現がＣＤＫ阻害剤により誘導さ

れる哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項１０７の方法。

    【請求項１１２】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１１

１の方法。

    【請求項１１３】  遺伝子は表ＩＩに同定される、請求項１１１または１１
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２の方法。

    【請求項１１４】  リポーター遺伝子は、発現がＣＤＫ阻害剤により抑制さ

れる哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項１０７の方法。

    【請求項１１５】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１１

４の方法。

    【請求項１１６】  遺伝子は表Ｉに同定される、請求項１１４または１１５

の方法。

    【請求項１１７】  リポーター遺伝子の発現は、免疫学的試薬を使用して検

出される、請求項１０７または１０８の方法。

    【請求項１１８】  リポーター遺伝子の発現は、細胞遺伝子産物の活性につ

いてアッセイすることにより検出する、請求項１０７または１０８の方法。

    【請求項１１９】  リポーター遺伝子の発現は、相補的核酸へのハイブリダ

イゼーションにより検出する、請求項１０７または１０８の方法。

    【請求項１２０】  哺乳動物細胞の老化を促進する化合物を同定する方法で

あって、該方法は、

  （ａ）哺乳動物細胞を物質で処理するか、または、該化合物の存在下で老化を

誘導する条件下で哺乳動物細胞を培養し；

  （ｂ）ＣＤＫ阻害剤遺伝子発現により抑制または誘導される遺伝子の抑制また

は誘導について哺乳動物細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）該化合物の存在下で、ＣＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子がさらに抑

制されるか、または、ＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子がさらに誘導される

場合、老化の誘導を促進する化合物と同定する段階を含む、前記方法。

    【請求項１２１】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１２

０の方法。

    【請求項１２２】  哺乳動物細胞を、ＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子

についてアッセイする、請求項１２０の方法。

    【請求項１２３】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１２

２の方法。

    【請求項１２４】  遺伝子は表ＩＩに同定される、請求項１２２または１２
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３の方法。

    【請求項１２５】  哺乳動物細胞は、ＣＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子

についてアッセイする、請求項１２０の方法。

    【請求項１２６】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１２

５の方法。

    【請求項１２７】  遺伝子は表Ｉに同定される、請求項１２５または１２６

の方法。

    【請求項１２８】  細胞遺伝子の発現は、免疫学的試薬を使用して検出され

る、請求項１２０または１２１の方法。

    【請求項１２９】  細胞遺伝子の発現は、細胞遺伝子産物の活性についてア

ッセイすることにより検出する、請求項１２０または１２１の方法。

    【請求項１３０】  細胞遺伝子の発現は、相補的核酸へのハイブリダイゼー

ションにより検出する、請求項１２０または１２１の方法。

    【請求項１３１】  哺乳動物細胞の老化の誘導を促進する化合物を同定する

方法であって、該方法は、

  （ａ）哺乳動物細胞を、該化合物の存在下または非存在下で物質と接触させる

か、または、老化を誘導する条件下で哺乳動物細胞を培養し、該細胞は、発現が

ＣＤＫ阻害剤により変調される哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にあ

るリポーター遺伝子を含み；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも存在下の方がよ

り大きな程度で変化する場合、老化の誘導を促進する化合物と同定する段階を含

む、前記方法。

    【請求項１３２】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１３

１の方法。

    【請求項１３３】  リポーター遺伝子は、発現がＣＤＫ阻害剤により誘導さ

れる哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項１３１の方法。

    【請求項１３４】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１３

３の方法。
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    【請求項１３５】  遺伝子は表ＩＩに同定される、請求項１３３または１３

４の方法。

    【請求項１３６】  リポーター遺伝子は、発現がＣＤＫ阻害剤により抑制さ

れる哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項１３１の方法。

    【請求項１３７】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１３

６の方法。

    【請求項１３８】  遺伝子は表Ｉに同定される、請求項１３６または１３７

の方法。

    【請求項１３９】  細胞遺伝子の発現は、免疫学的試薬を使用して検出され

る、請求項１３１または１３２の方法。

    【請求項１４０】  細胞遺伝子の発現は、細胞遺伝子産物の活性についてア

ッセイすることにより検出する、請求項１３１または１３２の方法。

    【請求項１４１】  細胞遺伝子の発現は、相補的核酸へのハイブリダイゼー

ションにより検出する、請求項１３１または１３２の方法。

    【請求項１４２】  哺乳動物細胞の老化の誘導を促進する化合物を同定する

方法であって、該方法は、

  （ａ）請求項２８に記載の哺乳動物細胞を、該化合物の存在下または非存在下

で、物質と接触させるか、または、老化を誘導する条件下で哺乳動物細胞を培養

し；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について該細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも存在下の方がよ

り大きい程度で変化する場合、老化の誘導を促進する化合物と同定する段階を含

む、前記方法。

    【請求項１４３】  哺乳動物細胞の老化の誘導を促進する化合物を同定する

方法であって、該方法は、

  （ａ）請求項３７に記載の哺乳動物細胞を、該化合物の存在下または非存在下

で物質と接触させるか、または、老化を誘導する条件下で哺乳動物細胞を培養し

；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について該細胞をアッセイし；そして
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  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも存在下の方がよ

り大きい程度で変化する場合、老化の誘導を促進する化合物と同定する段階を含

む、前記方法。

    【請求項１４４】  細胞の老化を促進する方法であって、該方法は、該細胞

を、請求項９２または９３の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含

む、前記方法。

    【請求項１４５】  細胞は腫瘍細胞、過形成細胞、または過度の増殖に因り

病的または疾病の原因となる細胞である、請求項１４４の方法。

    【請求項１４６】  細胞の老化を促進する方法であって、該方法は、該細胞

を、請求項１０７または１０８の方法に従って製造した化合物と接触させる段階

を含む、前記方法。

    【請求項１４７】  細胞は腫瘍細胞、過形成細胞、または、過度の増殖に因

り病的または疾病の原因となる細胞である、請求項１４６の方法。

    【請求項１４８】  細胞の老化を促進する方法であって、該方法は、該細胞

を、請求項１２０または１２１の方法に従って製造した化合物と接触させる段階

を含む、前記方法。

    【請求項１４９】  細胞は腫瘍細胞、過形成細胞、または、過度の増殖に因

り病的または疾病の原因となる細胞である、請求項１４８の方法。

    【請求項１５０】  細胞の老化を促進する方法であって、該方法は、該細胞

を、請求項１３１または１３２の方法に従って製造した化合物と接触させる段階

を含む、前記方法。

    【請求項１５１】  細胞は、腫瘍細胞、過形成細胞、または、過度の増殖に

因り病的または疾病の原因となる細胞である、請求項１５０の方法。

    【請求項１５２】  細胞の老化を促進する方法であって、該方法は、該細胞

を、請求項１４２の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記

方法。

    【請求項１５３】  細胞は、腫瘍細胞、過形成細胞、または、過度の増殖に

因り病的または疾病の原因となる細胞である、請求項１５２の方法。

    【請求項１５４】  細胞の老化を促進する方法であって、該方法は、該細胞
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を、請求項１４７の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記

方法。

    【請求項１５５】  細胞は、腫瘍細胞、過形成細胞、または、過度の増殖に

因り病的または疾病の原因となる細胞である、請求項１５４の方法。

    【請求項１５６】  ＣＤＫ阻害剤による細胞遺伝子発現の変調を阻害する化

合物であって、該化合物は、

  （ａ）哺乳動物細胞でのＣＤＫ阻害剤の発現を誘導し；

  （ｂ）該細胞を、該化合物の存在下または非存在下で、発現がＣＤＫ阻害剤に

より変調される細胞遺伝子の発現の変化についてアッセイし；そして

  （ｃ）下位区分（ｂ）の細胞遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも存在

下の方がより低い程度で変化する場合、ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝

子発現の変調の阻害剤として該化合物を同定する段階を有する方法により製造す

る、前記化合物。

    【請求項１５７】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１５

６の方法。

    【請求項１５８】  ＣＤＫ阻害剤による細胞遺伝子発現の変調を阻害する化

合物であって、該化合物は、

  （ａ）該化合物の存在下または非存在下で、請求項２７に記載の哺乳動物細胞

でのＣＤＫ阻害剤の発現を生じ；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が、該化合物の存在下でより低い程度で変化す

る場合、ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝子発現の変調の阻害剤として該

化合物を同定する段階を有する方法により製造する、前記化合物。

    【請求項１５９】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１５

８の方法。

    【請求項１６０】  哺乳動物細胞の老化を阻害する化合物であって、該化合

物は、

  （ａ）哺乳動物細胞を、該化合物の存在下で物質で処理するか、または、老化

を誘導する条件下で哺乳動物細胞を培養し；
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  （ｂ）哺乳動物細胞を、ＣＤＫ阻害剤遺伝子発現により抑制または誘導される

遺伝子の抑制または誘導についてアッセイし；そして

  （ｃ）該化合物の存在下で、ＣＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子がより低い

程度で抑制されるか、または、ＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子がより低い

程度で誘導される場合、老化阻害剤として該化合物を同定する段階を有する方法

により製造する、前記化合物。

    【請求項１６１】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１６

０の方法。

    【請求項１６２】  哺乳動物細胞の老化を阻害する化合物であって、該化合

物は、

  （ａ）哺乳動物細胞を、該化合物の存在下または非存在下で物質と接触させる

か、または、哺乳動物細胞を、老化を誘導する条件下で培養し、ここでの該細胞

は、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写

制御下にあるリポーター遺伝子を含み；

  （ｂ）該細胞を、リポーター遺伝子の発現の変化についてアッセイし；そして

  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が該化合物の存在下でより低い程度で変化する

場合、老化阻害剤として該化合物を同定する段階を有する方法により製造する、

前記化合物。

    【請求項１６３】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１６

２の方法。

    【請求項１６４】  哺乳動物細胞の老化を増強する化合物であって、該化合

物は、

  （ａ）哺乳動物細胞でＣＤＫ阻害剤の発現を生じ；

  （ｂ）発現がＣＤＫ阻害剤により誘導または抑制される細胞遺伝子の発現の変

化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）下位区分（ｂ）の細胞遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも該化

合物の存在下の方がより大きい程度で誘導または抑制される場合、老化の増強剤

として該化合物を同定する段階を有する方法により製造される、前記化合物。

    【請求項１６５】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１６
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４の方法。

    【請求項１６６】  哺乳動物細胞の老化を増強する化合物であって、該化合

物は、

  （ａ）哺乳動物細胞を、該化合物の存在下で物質で処理するか、または、哺乳

動物細胞を、老化を誘導する条件下で培養し；

  （ｂ）ＣＤＫ阻害剤遺伝子発現により抑制または誘導される遺伝子の抑制また

は誘導について哺乳動物細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）該化合物の存在下で、ＣＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子がより大き

い程度で抑制されるか、またはＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子がより大き

い程度で誘導される場合、老化の増強剤として該化合物を同定する段階を有する

方法により製造される、前記化合物。

    【請求項１６７】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１６

６の方法。

    【請求項１６８】  哺乳動物細胞の老化を増強する化合物であって、該化合

物は、

  （ａ）哺乳動物細胞を、該化合物の存在下または非存在下で物質と接触させる

か、または、老化を誘導する条件下で哺乳動物細胞を培養し、ここでの該細胞は

、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制

御下にあるリポーター遺伝子を含み；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）リポーター遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも存在下の方がよ

り大きい程度で変化する場合、老化増強剤として該化合物を同定する段階を有す

る方法により製造される、前記化合物。

    【請求項１６９】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１６

８の方法。

    【請求項１７０】  哺乳動物細胞から抗アポトーシスまたは有糸分裂誘起因

子を産生する方法であって、該方法は、哺乳動物細胞でＣＤＫ阻害剤遺伝子発現

を産生し、細胞を、細胞培養培地中で、抗アポトーシスまたは有糸分裂誘起因子

を産生するに十分な時間培養する段階を含む、前記方法。
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    【請求項１７１】  哺乳動物細胞は、請求項２に記載の哺乳動物細胞であり

、ＣＤＫ阻害剤がｐ２１であり、ｐ２１発現は、誘導性プロモーターからの転写

を誘導する誘導剤を含む培養培地中で哺乳動物細胞を培養することにより、また

は、該プロモーターからの転写を阻害する物質を除去することにより誘導する、

請求項１７０の方法。

    【請求項１７２】  哺乳動物細胞は、請求項２２６に記載の細胞であり、Ｃ

ＤＫ阻害剤がｐ１６であり、ｐ１６発現は、誘導性プロモーターからの転写を誘

導する誘導剤を含む培養培地中で哺乳動物細胞を培養することにより、または、

該プロモーターからの転写を阻害する物質を除去することにより誘導される、請

求項１７０の方法。

    【請求項１７３】  哺乳動物細胞により産生される抗アポトーシスまたは有

糸分裂誘起化合物は、発現がＣＤＬ阻害剤により誘導される化合物である、請求

項１７０に記載の方法。

    【請求項１７４】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１７

３の方法。

    【請求項１７５】  ＣＤＫ阻害剤を発現する哺乳動物細胞の増殖により馴化

した、哺乳動物細胞培養培地。

    【請求項１７６】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１７

５の哺乳動物細胞培養培地。

    【請求項１７７】  哺乳動物細胞は、請求項２に記載の哺乳動物細胞であり

、ＣＤＫ阻害剤がｐ２１であり、ｐ２１発現は、誘導性プロモーターからの転写

を誘導する誘導剤を含む培養培地中で哺乳動物細胞を培養することにより、また

は、該プロモーターからの転写を阻害する物質を除去することにより誘導する、

請求項１７５に記載の哺乳動物細胞培養培地。

    【請求項１７８】  哺乳動物細胞は、請求項２２６に記載の哺乳動物細胞で

あり、ＣＤＫ阻害剤がｐ１６であり、ｐ１６発現は、誘導性プロモーターからの

転写を誘導する誘導剤を含む培養培地中で哺乳動物細胞を培養することにより、

または、該プロモーターからの転写を阻害する物質を除去することにより誘導す

る、請求項１７５に記載の哺乳動物細胞培養培地。



(22) 特表２００３－５２５０３２

    【請求項１７９】  細胞周期進行に関与する遺伝子について強化した複数の

核酸種を得る方法であって、該方法は、

  （ａ）哺乳動物細胞でＣＤＫ阻害剤の発現を誘導し；

  （ｂ）ＣＤＫ阻害剤を段階（ａ）に従って誘導する前および後に哺乳動物細胞

から細胞ｍＲＮＡを得；

  （ｃ）ＣＤＫ阻害剤を誘導する前に細胞から得た細胞ｍＲＮＡの発現を、ＣＤ

Ｋ阻害剤を誘導した後の細胞ｍＲＮＡの発現と比較し；そして

  （ｄ）ＣＤＫ阻害剤が誘導された後に細胞において発現が抑制される遺伝子に

ついて強化した複数の核酸種を得る段階を含む、前記方法。

    【請求項１８０】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１７

９の方法。

    【請求項１８１】  老化および年齢関連疾病に関与するパラクリン機能およ

びタンパク質を有する分泌タンパク質をコードする遺伝子について強化した複数

の核酸種を得る方法であって、該方法は、

  （ａ）ＣＤＫ阻害剤の発現を哺乳動物細胞で誘導し；

  （ｂ）ＣＤＫ阻害剤を誘導する前および後に哺乳動物細胞から細胞ｍＲＮＡを

得；そして

  （ｃ）ＣＤＫ阻害剤発現が誘導された後に細胞で発現が誘導される遺伝子につ

いて強化された、複数の核酸種を得る段階を含む、前記方法。

    【請求項１８２】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１８

１の方法。

    【請求項１８３】  細胞老化のマーカーである、複数の細胞遺伝子を同定す

る方法であって、

  （ａ）第一個体群の哺乳動物細胞においてＣＤＫ阻害剤の発現および第二個体

群の哺乳動物細胞において休止を誘導し；

  （ｂ）各個体群の細胞からｍＲＮＡを得；

  （ｃ）ＣＤＫ阻害剤を誘導した前および後に第一個体群での細胞の遺伝子発現

パターンを、細胞が休止となる前および後に第二個体群中の細胞の遺伝子発現パ

ターンと比較し；
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  （ｄ）ＣＤＫ阻害剤誘導細胞で強力に誘導される複数の遺伝子を、休止細胞で

強力に誘導される複数の遺伝子と比較し；そして

  （ｅ）休止細胞では強力に誘導されないＣＤＫ阻害剤誘導細胞で強力に誘導さ

れる遺伝子を同定する段階を含む、前記方法。

    【請求項１８４】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１８

３の方法。

    【請求項１８５】  哺乳動物細胞の老化を検出する方法であって、該方法は

、結合組織増殖因子、血清アミロイドＡ、インテグリンβ－３、アクチビンＡ、

ナチュラルキラー細胞タンパク質４、Ｍａｃ２結合タンパク質、または組織トラ

ンスグルタミナーゼの遺伝子からなる群から選択される遺伝子の発現を検出する

段階を含む、前記方法。

    【請求項１８６】  哺乳動物細胞の老化を誘導する化合物を同定する方法で

あって、該方法は、

  （ａ）哺乳動物細胞を、該化合物の存在下および非存在下で、発現がＣＤＫ阻

害剤により変調される遺伝子の発現についてアッセイし；そして

  （ｂ）該化合物の存在下で、ＣＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子の発現が細

胞において抑制されるか、またはＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子の発現が

細胞において増加する場合に休止を誘導する化合物を同定する段階を含む、前記

方法。

    【請求項１８７】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１８

６の方法。

    【請求項１８８】  遺伝子はＣＤＫ阻害剤により誘導される、請求項１８６

の方法。

    【請求項１８９】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１８

８の方法。

    【請求項１９０】  遺伝子は表ＩＩに同定される、請求項１８８または１８

９の方法。

    【請求項１９１】  遺伝子はＣＤＫ阻害剤により抑制される、請求項１８６

の方法。



(24) 特表２００３－５２５０３２

    【請求項１９２】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項１９

１の方法。

    【請求項１９３】  遺伝子は表Ｉに同定される、請求項１９１または１９２

の方法。

    【請求項１９４】  遺伝子の発現は免疫学的試薬を使用して検出される、請

求項１８６または１８７の方法。

    【請求項１９５】  遺伝子の発現は、細胞遺伝子産物の活性についてアッセ

イすることにより検出する、請求項１８６または１８７の方法。

    【請求項１９６】  遺伝子の発現は相補的核酸へのハイブリダイゼーション

により検出する、請求項１８６または１８７の方法。

    【請求項１９７】  下位区分（ｂ）のアッセイは、抗癌薬の存在下で実施す

る、請求項１８６の方法。

    【請求項１９８】  哺乳動物細胞は誘導性ｐ２１遺伝子を含み、下位区分（

ａ）のアッセイは、ｐ２１発現を誘導する量の物質の存在下で実施し、これによ

りｐ２１誘導の程度は、ｐ２１により阻害される遺伝子の完全な阻害には不十分

である、請求項１８６の方法。

    【請求項１９９】  哺乳動物細胞は誘導性ｐ１６遺伝子を含み、下位区分（

ａ）のアッセイは、ｐ１６発現を誘導する量の物質の存在下で実施し、これによ

りｐ１６誘導の程度は、ｐ１６により阻害される遺伝子の完全な阻害には不十分

である、請求項１８６の方法。

    【請求項２００】  哺乳動物細胞の老化を誘導する化合物を同定する方法で

あって、該方法は、

  （ａ）哺乳動物細胞を該化合物と接触させ、ここで、該細胞は、発現がＣＤＫ

阻害剤により変調される哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にあるリポ

ーター遺伝子を含み；

  （ｂ）リポーター遺伝子の発現の変化について細胞をアッセイし；そして

  （ｃ）細胞を該化合物と接触させた場合に、リポーター遺伝子の発現が、ＣＤ

Ｋ阻害剤により抑制される遺伝子のプロモーターの転写制御下にある場合に減少

するか、またはリポーター遺伝子の発現が、ＣＤＫ阻害剤による誘導される遺伝
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子の転写制御下にある場合には増加する場合、老化を誘導する化合物と同定する

段階を含む、前記方法。

    【請求項２０１】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項２０

０の方法。

    【請求項２０２】  リポーター遺伝子は、発現がＣＤＫ阻害剤により誘導さ

れる哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項２００の方法。

    【請求項２０３】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項２０

２の方法。

    【請求項２０４】  遺伝子は表ＩＩに同定される、請求項２０２または２０

３の方法。

    【請求項２０５】  リポーター遺伝子は、発現がＣＤＫ阻害剤により抑制さ

れる哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、請求項２００の方法。

    【請求項２０６】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項２０

５の方法。

    【請求項２０７】  遺伝子は表Ｉに同定される、請求項２０５または２０６

の方法。

    【請求項２０８】  リポーター遺伝子の発現は、免疫学的試薬を使用して検

出される、請求項２００または２０１の方法。

    【請求項２０９】  リポーター遺伝子の発現は、細胞遺伝子産物の活性につ

いてアッセイすることにより検出する、請求項２００または２０１の方法。

    【請求項２１０】  リポーター遺伝子の発現は、相補的核酸へのハイブリダ

イゼーションにより検出する、請求項２００または２０１の方法。

    【請求項２１１】  発現がＣＤＫ阻害剤により阻害される哺乳動物遺伝子の

プロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子をコードする組換え発現作成

物。

    【請求項２１２】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項２１

１の組換え発現作成物。

    【請求項２１３】  プロモーターは、ＯＲＣ１、ＰＲＣ１、ＸＲＣＣ９、Ｃ

ＤＣ２、サイクリンＢ１、ＡＩＫ１、ＣＥＮＰ－Ａ、ＣＥＮＰ－Ｆ、ＭＡＤ２、
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ＢＵＢＲ１、ＭＣＡＫ、ＨＳＥＴ、ＣＨＬ１、チモポエチンα、ＭＰＰ２、ＭＰ

Ｐ５、ＣＤＣ４７／ＭＣＭ７、ＣＤＣ２１／ＭＣＭ４、ＤＮＡリガーゼＩ、ＤＮ

Ａ重合酵素α、Ｒａｄ５４、エキソヌクレアーゼＨＥＸ１／ＲＡＤ２、ＰＬＫ１

、ＤＨＦＲまたはシトロンキナーゼの遺伝子由来である、請求項２１１または２

１２に記載の組換え発現作成物。

    【請求項２１４】  発現がＣＤＫ阻害剤により誘導される哺乳動物遺伝子の

プロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子をコードする組換え発現作成

物。

    【請求項２１５】  ＣＤＫ阻害剤がｐ２１またはｐ１６である、請求項２１

４の組換え発現作成物。

    【請求項２１６】  プロモーターは、血清アミロイドＡ、補体Ｃ３、結合組

織増殖因子、インテグリンβ－３、アクチビンＡ、ナチュラルキラー細胞タンパ

ク質４、プロサポシン、Ｍａｃ結合タンパク質、ガレクチン－３、スーパーオキ

シドジスムターゼ、グラニュリン／エピセリン、ｐ６６ｓｈｃ、リソソームβ－

ガラクトシダーゼ、またはカテプシンＢの遺伝子由来である、請求項２１４また

は２１５に記載の組換え発現作成物。

    【請求項２１７】  哺乳動物細胞における有糸分裂誘起または抗アポトーシ

ス化合物の産生を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を、請求項１２また

は１３の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項２１８】  哺乳動物細胞における有糸分裂誘起または抗アポトーシ

ス化合物の産生を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を、請求項３８また

は３９の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項２１９】  哺乳動物細胞における有糸分裂誘起または抗アポトーシ

ス化合物の産生を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を、請求項４８また

は４９の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項２２０】  哺乳動物細胞における有糸分裂誘起または抗アポトーシ

ス化合物の産生を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を、請求項５０また

は５１の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項２２１】  哺乳動物細胞における有糸分裂誘起または抗アポトーシ
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ス化合物の産生を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を、請求項５２また

は５３の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項２２２】  哺乳動物細胞における有糸分裂誘起または抗アポトーシ

ス化合物の産生を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を、請求項６３また

は６４の方法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項２２３】  哺乳動物細胞における有糸分裂誘起または抗アポトーシ

ス化合物の産生を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を、請求項７４の方

法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項２２４】  哺乳動物細胞における有糸分裂誘起または抗アポトーシ

ス化合物の産生を阻害する方法であって、該方法は、該細胞を、請求項７５の方

法に従って製造した化合物と接触させる段階を含む、前記方法。

    【請求項２２５】  哺乳動物ｐ１６遺伝子をコードする組換え発現作成物を

含む組換え哺乳動物線維肉腫細胞であって、ｐ１６がこれにより線維肉腫細胞で

発現される、前記組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項２２６】  誘導性異種プロモーターにより転写的に制御される哺乳

動物ｐ１６遺伝子をコードする組換え発現作成物を含む、組換え哺乳動物線維肉

腫細胞であって、組換え発現作成物からのｐ１６の発現は、組換え細胞を、誘導

性プロモーターからの転写を誘導する誘導剤と接触させることにより、または、

該プロモーターからの転写を阻害する物質を除去することにより仲介される、前

記哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項２２７】  ヒトＨＴ１０８０である、請求項２２５または２２６に

記載の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項２２８】  哺乳動物ｐ１６遺伝子はヒトｐ１６遺伝子である、請求

項２２５または２２６の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項２２９】  細菌ラクトースリプレッサーをコードする組換え発現作

成物をさらに含み、その転写は、哺乳動物プロモーターにより制御され、哺乳動

物ｐ１６遺伝子をコードする組換え発現作成物は、ラクトースリプレッサー応答

性プロモーター要素を含み、ｐ１６の転写は、該ラクトース－リプレッサー応答

性プロモーター要素により制御され、組換え発現作成物からのｐ１６の発現は、
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組換え細胞をラクトースリプレッサー特異的誘導剤と接触させることにより仲介

される、請求項２２６に記載の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項２３０】  細胞は、ヒトＨＴ１０８０線維肉腫細胞である、請求項

２２９の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項２３１】  細菌ラクトースリプレッサーをコードする組換え発現作

成物は３’ＳＳである、請求項２２９の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項２３２】  哺乳動物ｐ１６はヒトｐ１６遺伝子である、請求項２２

９の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項２３４】  第二発現作成物はＬＮｐ１６ＲＯ２である、請求項２２

９の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項２３５】  ラクトースリプレッサー特異的誘導剤がβ－ガラクトシ

ドである、請求項２２９の組換え哺乳動物線維肉腫細胞。

    【請求項２３６】  Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号      （ＨＴ１０８０／ＬＮ

ｐ１６ＲＯ２）またはそのクローン化誘導体により同定される、請求項２２９の

組換え哺乳動物線維肉腫細胞。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

（発明の背景）

  本出願は、国立保健研究所からの認可、Ｒ０１ＣＡ６２０９９番により援助さ

れた。政府は本発明に特定の権利を有し得る。

      【０００２】

１．発明の分野

  本発明は、細胞の老化、および、老化に伴う細胞遺伝子発現の変化に関する。

特に、本発明は、その発現が、老化の開始時に細胞において誘導される、サイク

リン依存性キナーゼ（ＣＤＫ）阻害剤と称される１クラスの細胞遺伝子産物によ

り変調される遺伝子の同定に関する。より特定すると、本発明は、その発現が該

ＣＤＫ阻害剤により誘導または抑制される遺伝子である、細胞の老化のマーカー

を提供する。本発明は、これらのマーカー遺伝子の抑制または誘導の阻害を検出

することにより、細胞の老化を阻害または増強する化合物を同定する方法を提供

する。また、実験的に誘導可能なｐ２１およびｐ１６という２つの異なる細胞Ｃ

ＤＫ阻害剤をコードする組換え発現作成物を含む組換え哺乳動物細胞、および、

ＣＤＫ阻害剤により調節される遺伝子のプロモーターの転写制御下にあるリポー

ター遺伝子を発現する組換え発現作成物を含む組換え哺乳動物細胞である、試薬

も提供する。

      【０００３】

２．関連分野の要約

  細胞周期進行は、サイクリン依存性キナーゼ（ＣＤＫ）として知られる、１セ

ットのセリン／トレオニンキナーゼにより大部分調節される。ＣＤＫ阻害剤とし

て知られる特殊な群のタンパク質は、ＣＤＫと相互作用して阻害し、よって、種

々の生理的状況で細胞周期停止を引き起こす（Ｓｉｅｌｅｃｋｉら、２０００、

Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．４３：１～１８および本明細書の文献参照）。ＣＤＫ阻

害剤には２つのファミリーが存在する。Ｃｉｐ／Ｋｉｐとして知られる最初のは

、ｐ２１Ｗａｆｌ／Ｃｉｐ１／Ｓｄｉ１、ｐ２７Ｋｉｐ１、およびｐ５７Ｋｉｐ

２を含む。第二ファミリーのＩｎｋ４は、ｐ１６Ｉｎｋ４、ｐ１４ＡＲＦ、ｐ１
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５Ｉｎｋ４ｂ、ｐ１８Ｉｎｋ４ｃ、およびｐ１９Ｉｎｋ４ｄを含む。特異的ＣＤ

Ｋ阻害剤の発現は、異なる因子により活性化される。例えば、接触阻害はｐ２７

およびｐ１６を誘導し（Ｄｉｅｔｒｉｃｈら、１９９７、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １

５：２７４３～２７４７）、細胞外抗有糸分裂誘起因子、例えばＴＧＦβはｐ１

５を誘導し（Ｒｅｙｎｉｓｄｏｔｔｉｒら、１９９５、Ｇｅｎｅ  Ｄｅｖ．９：

１８３１～１８４５）、血清枯渇はｐ２７を誘導し（Ｐｏｌｙａｋら、１９９４

、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ  ８：９～２２）、ＵＶ照射はｐ１６を誘導する（Ｗａｎ

ｇら、１９９６、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５６：２５１０～２５１４）。さらに

、全ての上記処置、並びに、異なる形のＤＮＡ傷害は、既知のＣＤＫ阻害剤の中

で最も多面発現性であるｐ２１を誘導する（Ｄｏｔｔｏ、２０００、ＢＢＡ  Ｒ

ｅｖ．Ｃａｎｃｅｒ  １４７１：Ｍ４３～Ｍ５６）。

      【０００４】

  本発明の分野で特に重要である、２つのＣＤＫ阻害剤のｐ２１およびｐ１６は

、哺乳動物細胞の老化の過程に緊密に関連している。分裂的老化（Ａｌｃｏｒｔ

ａら、１９９６、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：１３

７４２～１３７４７）および傷害誘導老化加速（Ｒｏｂｌｅｓ＆Ａｄａｍｉ、１

９９８、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １６：１１１３～１１２３）の開始時の、ｐ２１誘

導により細胞増殖は停止する。しかし、このｐ２１の急増加は一過性であり、そ

の後、安定なｐ１６の活性化が起こり、これは、老化細胞の増殖停止の維持に関

与すると考えられている。ｐ２１（Ｂｒｏｗｎら、１９９７、Ｓｃｉｅｎｃｅ  

２７７：８３１～８３４）またはｐ１６（Ｓｅｒｒａｎｏら、１９９６、Ｃｅｌ

ｌ  ８５：２７～３７）のノックアウトにより、老化の開始は遅延または予防さ

れる。さらに、ｐ２１またはｐ１６のいずれかの異所的過剰発現により、正常お

よび腫瘍細胞の両方において、老化の表現型マーカーを伴った増殖停止が誘導さ

れる（Ｖｏｇｔら、１９９８、Ｃｅｌｌ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｄｉｆｆｅｒ．９：１

３９～１４６；ＭｃＣｏｎｎｅｌら、１９９８、Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．８：３５

１～３５４；Ｆａｎｇら、１９９９、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １８：２７８９～２７

９７）。

      【０００５】
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  ｐ２１は、サイクリン依存性キナーゼ（ＣＤＫ）に結合し阻害するタンパク質

として（Ｈａｒｐｅｒら、１９９３、Ｃｅｌｌ  ７５：８０５～８１６）、野生

型ｐ５３により正の制御を受ける遺伝子として（ｅｌ－Ｄｅｉｒｙら、１９９３

、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５５：２９１０～２９１９）、および、老化線維芽細

胞で過剰発現される増殖阻害遺伝子として（Ｎｏｄａら、１９９４、Ｅｘｐ．Ｃ

ｅｌｌ．Ｒｅｓ．２１１：９０～９８）として、数グループにより独立的に同定

されている。ｐ５３調節増殖停止におけるその中心的な役割から、ｐ２１は通常

腫瘍サプレッサーと捉えられる。それにも関わらず、ヒト癌におけるｐ２１変異

は稀であり（Ｈａｌｌ＆Ｐｅｔｅｒｓ、１９９６、Ａｄｖ．Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅ

ｓ．６８：６７～１０８）、ｐ２１ノックアウトマウスは正常に発達し、腫瘍形

成速度の増加を示さない（Ｄｅｎｇら、１９９５、Ｃｅｌｌ  ８２：６７５～６

８４）。

      【０００６】

  ｐ２１の細胞レベルは、ＤＮＡ傷害および分化剤を含む、種々の刺激に応答し

て増加する。これらのいくつかの応答は、ｐ５３によるｐ２１遺伝子の転写活性

化により仲介されるが、ｐ２１は、種々のｐ５３とは独立した因子によっても調

節される（Ｇａｒｔｅｌ＆Ｔｙｎｅｒ、１９９９、Ｅｘｐ．Ｃｅｌｌ．Ｒｅｓ．

２２７：１７１～１８１に総説）。

      【０００７】

  ｐ２１の一過性誘導は、細胞がＤＮＡ傷害を修復できる一過性停止、並びに、

ＤＮＡ傷害または発癌性ＲＡＳ（Ｓｅｒｒａｎｏら、１９９７、Ｃｅｌｌ  ８８

：５９３～６０２）の導入により、正常線維芽細胞（ＤｉＬｅｏｎａｒｄｏら、

１９９４、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖｅｌｏｐ  ８：２５４０～２５５１；Ｒｏｂｌｅ

ｓ＆Ａｄａｍｉ、１９９８、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １６：１１１３～１１２３）お

よび腫瘍細胞（Ｃｈａｎｇら、１９９９、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５９：３７６

１～３７６７）において誘導される永久的な増殖停止（「老化加速」とも称され

る）を含む、種々の形の傷害誘導増殖停止を仲介する。ｐ２１発現の急増加はま

た、加齢中の線維芽細胞の分裂的老化中の終末増殖停止（Ｎｏｄａら、１９９４

、同上；Ａｌｃｏｒｔａら、１９９６、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
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．ＵＳＡ  ９３：１３７４２～１３７４７；Ｓｔｅｉｎら、１９９９、Ｍｏｌ．

Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．２１０９～２１１７）および有糸分裂後細胞の終末分化（

Ｅｌ－Ｄｅｉｒｙら、１９９５、同上；Ｇａｒｔｅｌら、１９９６、Ｅｘｐ．Ｃ

ｅｌｌ．Ｒｅｓ．２４６：２８０～２８９）の開始と同時に起こる。

      【０００８】

  ｐ２１はそれ自体転写因子ではないが、遺伝子発現に対して間接的な効果を有

し、これはその細胞機能に役割を果たし得る（Ｄｏｔｔｏ、２０００、ＢＢＡ  

Ｒｅｖ．Ｃａｎｃｅｒ  １４７１：Ｍ４３～Ｍ５６および本明細書の文献）。ｐ

２１によるＣＤＫ阻害の結果の１つはＲｂの脱リン酸化であり、これにより、Ｄ

ＮＡ複製および細胞周期進行に関与する多くの遺伝子を調節するＥ２Ｆ転写因子

が阻害される（Ｎｅｖｉｎｓ、１９９８、Ｃｅｌｌ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｄｉｆｆｅ

ｒ．９：５８５～５９３）。ｐ２１発現細胞（ｐ２１＋／＋）とｐ２１非発現細

胞（ｐ２１－／－）の比較により、細胞周期進行に関与する数個の遺伝子の放射

線誘導阻害においてｐ２１が関与した（ｄｅ  Ｔｏｌｅｄｏら、１９９８、Ｃｅ

ｌｌ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｄｉｆｆｅｒ．９：８８７～８９６）。ｐ２１によるＣＤ

Ｋ阻害の別の結果は、転写補因子ｐ３００の刺激であり、これはＮｆκＢを増大

させる（Ｐｅｒｋｉｎｓら、１９８８、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７５：５２３～５２

７）。多くの誘導性転写因子を増強する、ヒストンアセチルトランスフェラーゼ

ｐ３００の活性化は、遺伝子発現に対して多面的発現効果を有し得る（Ｓｎｏｗ

ｄｅｎ＆Ｐｅｒｋｉｎｓ、１９８８、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．５

５：１９４７～１９５４）。ｐ２１はまた、ＪＮＫキナーゼアポトーシスシグナ

ル調節キナーゼ１Ｍｙｃおよびその他などの、ＣＤＫ以外の多くの転写調節因子

および補調節因子とのその相互作用を介して遺伝子発現に影響を及ぼし得る（Ｄ

ｏｔｔｏ、２０００、ＢＢＡ  Ｒｅｖ．Ｃａｎｃｅｒ  １４７１：Ｍ４３～Ｍ５

６）。これらの相互作用は、対応する経路により調節される遺伝子の発現に影響

を及ぼし得る。

      【０００９】

  本発明に特に関連した別のＣＤＫ阻害剤はｐ１６ＩＮＫ４Ａであり；ヒトタン

パク質はＳｅｒｒａｎｏら（１９９３、Ｎａｔｕｒｅ３６６：７０４～７０７）
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により記載されている。上記したように、ｐ１６は、哺乳動物細胞における老化

の必須調節因子である。それは、真正な腫瘍サプレッサーであり、ヒト癌におけ

る最も一般的な変異遺伝子の１つである（Ｈａｌｌ＆Ｐｅｔｅｒｓ、１９９６、

Ａｄｖ．Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．６８：６７～１０８）。ｐ１６は、ＣＤＫ４お

よびＣＤＫ６を直接阻害することが知られ、同様にＣＤＫ２も間接的に阻害し得

る（ＭｃＣｏｎｎｅｌｌら、１９９９、Ｍｏｌｅｃ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１９

：１９８１～１９８９）。

      【００１０】

  当分野では、その発現が、ｐ２１およびｐ１６などのＣＤＫ阻害剤遺伝子の誘

導により変調される遺伝子を同定することが依然として必要である。当分野では

また、細胞の老化、発癌および年齢関連疾病に対する化合物の効果を評価するた

めの標的を開発することも必要である。

      【００１１】

（発明の要約）

  本発明は、その発現が、ＣＤＫ阻害剤遺伝子発現の誘導により変調される遺伝

子を同定する試薬および方法を提供する。本発明はまた、細胞の老化、発癌およ

び年齢関連疾病を予防するための、または抗癌治療の効力を増加するための、合

理的な薬物設計の第一段階として、細胞遺伝子発現に対するｐ２１およびｐ１６

などのＣＤＫ阻害剤の効果を阻害または増強する化合物を同定する試薬および方

法も提供する。

      【００１２】

  第一の態様において、本発明は、誘導性のＣＤＫ阻害剤遺伝子を含む哺乳動物

細胞を提供する。好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤遺伝子は、ｐ２１ま

たはｐ１６をコードする。好ましい実施形態において、哺乳動物細胞は、誘導性

ｐ２１遺伝子または誘導性ｐ１６遺伝子をコードする組換え発現作成物を含む、

組換え哺乳動物細胞である。より好ましくは、作成物は、誘導性プロモーターの

転写制御下にある、ｐ２１、最も好ましくはヒトｐ２１をコードするヌクレオチ

ド配列を含む。追加のより好ましい実施形態において、作成物は、誘導性プロモ

ーターの転写制御下にある、ｐ１６、最も好ましくはヒトｐ１６をコードするヌ
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クレオチド配列を含む。別の実施形態において、作成物は、ＣＤＫ結合ドメイン

を含む、より好ましくはｐ２１アミノ酸配列のアミノ酸１から７８を含む、ｐ２

１のアミノ末端部分をコードするヌクレオチド配列を含む。好ましい実施形態に

おいて、誘導性プロモーターは、細胞を、誘導性プロモーターからの転写を誘導

する誘導剤、より好ましくは生理的に中性の誘導剤と接触させることにより、ま

たは、該プロモーターからの転写を阻害する物質を除去することにより誘導でき

る。好ましい実施形態において、哺乳動物細胞は線維肉腫細胞である。

      【００１３】

  本発明の第一の態様の別の実施形態において、リポーター遺伝子は、発現がＣ

ＤＫ阻害剤、最も好ましくはｐ２１またはｐ１６により変調される細胞遺伝子か

ら得られたプロモーターの転写制御下にある、組換え発現作成物を含む組換え哺

乳動物細胞を提供する。好ましい実施形態において、プロモーターは、発現がｐ

２１またはｐ１６などのＣＤＫ阻害剤により抑制される、細胞遺伝子から得られ

る。これらの実施形態において、プロモーターは最も好ましくは、表Ｉに同定し

た遺伝子から得られる。最も好ましくは、プロモーターは、ＯＲＣ１、ＰＲＣ１

、ＸＲＣＣ９、ＣＤＣ２、サイクリンＢ１、ＡＩＫ１、ＣＥＮＰ－Ａ、ＣＥＮＰ

－Ｆ、ＭＡＤ２、ＢＵＢＲ１、ＭＣＡＫ、ＨＳＥＴ、ＣＨＬ１、チモポエチンα

、ＭＰＰ２、ＭＰＰ５、ＣＤＣ４７／ＭＣＭ７、ＣＤＣ２１／ＭＣＭ４、ＤＮＡ

リガーゼＩ、ＤＮＡ重合酵素α、Ｒａｄ５４、エキソヌクレアーゼＨＥＸ１／Ｒ

ＡＤ２、ＰＬＫ１、ＤＨＦＲ、またはシトロンキナーゼから得られる。他の好ま

しい実施形態において、プロモーターは、発現がｐ２１またはｐ１６などのＣＤ

Ｋ阻害剤により誘導される細胞遺伝子から得られる。これらの実施形態において

、プロモーターは最も好ましくは、表ＩＩに同定した遺伝子から得られる。最も

好ましくは、プロモーターは、血清アミロイドＡ、補体Ｃ３、結合組織増殖因子

、インテグリンβ－３、アクチビンＡ、ナチュラルキラー細胞タンパク質４、プ

ロサポシン、Ｍａｃ２結合タンパク質、ガレクチン－３、スーパーオキシドジス

ムターゼ２、グラニュリン／エピセリン、ｐ６６ｓｈｃ、リソソームβ－ガラク

トシダーゼ、またはカテプシンＢから得られる。本発明の組換え発現作成物を含

む好ましいリポーター遺伝子は、ホタルルシフェラーゼ、クロラムフェニコール
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アセチルトランスフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ、緑蛍光タンパク質、また

はアルカリホスファターゼを含む。

      【００１４】

  追加の好ましい実施形態において、本発明は、発現がＣＤＫ阻害剤、最も好ま

しくはｐ２１またはｐ１６により変調される哺乳動物遺伝子のプロモーターの転

写制御下にあるリポーター遺伝子をコードする第一組換え発現作成物、並びに、

哺乳動物ＣＤＫ阻害剤遺伝子をコードする第二組換え発現作成物を含む哺乳動物

細胞を提供し、これによりＣＤＫ阻害剤の発現は哺乳動物細胞で実験的に誘導さ

れる。好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ１６またはｐ２１である。

好ましい実施形態において、哺乳動物ＣＤＫ阻害遺伝子をコードする組換え発現

作成物は、誘導性異種プロモーターの転写制御下にあり、ここでは、組換え発現

作成物からのＣＤＫ阻害剤の発現は、組換え細胞を、誘導性プロモーターからの

転写を誘導する誘導剤と接触させることにより、または、該プロモーターからの

転写を阻害する物質を除去することにより仲介される。好ましくは、作成物は、

ｐ２１、最も好ましくはヒトｐ２１をコードするヌクレオチド配列を含む。別の

好ましい実施形態において、作成物は、ｐ１６、最も好ましくはヒトｐ１６をコ

ードするヌクレオチド配列を含む。他の実施形態において、作成物は、ＣＤＫ結

合ドメインを含む、より好ましくはｐ２１アミノ酸配列のアミノ酸１から７８を

含む、ｐ２１のアミノ末端部分をコードするヌクレオチド配列を含む。好ましい

実施形態において、プロモーターは、発現がｐ２１またはｐ１６などのＣＤＫ阻

害剤により抑制される細胞遺伝子から得られる。これらの実施形態において、プ

ロモーターは最も好ましくは、表Ｉに同定した遺伝子から得られる。他の好まし

い実施形態において、プロモーターは、発現がｐ２１またはｐ１６などのＣＤＫ

阻害剤により誘導される細胞遺伝子から得られる。これらの実施形態において、

プロモーターは最も好ましくは、表ＩＩに同定した遺伝子から得られる。本発明

の組換え発現作成物を含む好ましいリポーター遺伝子は、ホタルルシフェラーゼ

、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ、

緑蛍光タンパク質、またはアルカリホスファターゼを含む。好ましい実施形態に

おいて、哺乳動物細胞は線維肉腫細胞である。
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      【００１５】

  第二の態様において、本発明は、培地を、ＣＤＫ阻害剤を発現している細胞に

よって馴化している、馴化細胞培養培地、並びに、該馴化培地を作成する方法を

提供する。好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６であ

る。好ましい実施形態において、馴化培地は、哺乳動物細胞培養培地、最も好ま

しくは血清添加剤を含まない合成培地中で、ｐ２１またはｐ１６発現細胞を培養

することにより作成する。本発明のこの態様に有用なＣＤＫ阻害剤発現は、内因

性ＣＤＫ阻害剤発現、並びに、誘導性プロモーターの転写制御下にあるＣＤＫ阻

害剤をコードする組換え発現作成物の誘導性発現の両方を含む。好ましいＣＤＫ

阻害剤は、ｐ２１およびｐ１６を含む。好ましい細胞は、哺乳動物細胞、好まし

くは齧歯類または霊長類細胞、より好ましくはマウスまたはヒト細胞を含む。特

に好ましい実施形態は、線維肉腫細胞、より好ましくはヒト線維肉腫細胞、最も

好ましくはヒトＨＴ１０８０線維肉腫細胞系およびその誘導体である。

      【００１６】

  本発明のこの態様はまた、哺乳動物細胞において、ＣＤＫ阻害剤の誘導する有

糸分裂誘起または抗アポトーシス因子の発現を阻害する化合物を同定するスクリ

ーニング法を提供する。好ましい実施形態において、該方法は、化合物の存在下

または非存在下、細胞中で、ＣＤＫ阻害剤、最も好ましくはｐ２１またはｐ１６

の発現を誘導し、そして、馴化培地中、有糸分裂誘起物質または抗アポトーシス

化合物またはその複数の発現を比較する段階を含む。ＣＤＫ阻害剤作用の阻害剤

は、該化合物の非存在下よりも該化合物の存在下の方が、馴化培地中で、より少

ない量の有糸分裂誘起物質または抗アポトーシス化合物またはその複数を有する

ことにより同定する。本発明のこの態様に提供される方法では、任意のＣＤＫ阻

害剤発現細胞、最も好ましくはｐ２１またはｐ１６発現細胞が有用であり、該細

胞中のｐ２１またはｐ１６発現は、内因性ｐ２１またはｐ１６を誘導することに

より、または、本発明に記載のｐ２１またはｐ１６をコードする誘導性発現作成

物を含む細胞を使用することにより達成できる。好ましい細胞は、哺乳動物細胞

、好ましくは齧歯類または霊長類細胞、より好ましくはマウスまたはヒト細胞を

含む。特に好ましい実施形態では、線維肉腫細胞、より好ましくはヒト線維肉腫
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細胞、最も好ましくはヒトＨＴ１０８０線維肉腫細胞系およびその誘導体である

。

      【００１７】

  別の実施形態において、本発明は、哺乳動物細胞においてＣＤＫ阻害剤により

誘導される有糸分裂誘起または抗アポトーシス因子の発現を阻害する化合物を同

定する方法を提供し、ここでは、該細胞は、ｐ２１またはｐ１６などのＣＤＫ阻

害剤により誘導される細胞遺伝子のプロモーターの転写制御下にあるリポーター

遺伝子をコードする組換え発現作成物を含む。好ましい実施形態において、プロ

モーターは、ＣＴＧＦ、アクチビンＡ、エピセリン／グラニュリン、ガレクチン

－３およびプロサポシンのプロモーターを含む。好ましいレポーター遺伝子は、

ホタルルシフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ、アルカリホスファターゼおよび

緑蛍光タンパク質を含むがこれに限定されない。これらの実施形態において、Ｃ

ＤＫ阻害剤の仲介するリポーター遺伝子発現誘導の阻害を使用して、ＣＤＫＩ阻

害剤発現細胞において有糸分裂誘起物質または抗アポトーシス因子の誘導を阻害

する化合物を同定する。

      【００１８】

  この態様において、本発明はまた、哺乳動物細胞における有糸分裂誘起または

抗アポトーシス因子または化合物の産生を阻害する方法を提供し、該方法は、該

細胞を、有糸分裂誘起または抗アポトーシス因子の産生を阻害する化合物と接触

させる段階を含み、該化合物は、本発明のこの態様の前記の方法により同定する

。好ましい実施形態において、有糸分裂誘起または抗アポトーシス因子の産生が

阻害される、阻害化合物と接触させた哺乳動物細胞は、線維芽細胞、最も好まし

くは間質線維芽細胞である。

      【００１９】

  第三の態様において、本発明は、ＣＤＫ阻害剤により仲介される細胞遺伝子発

現の変調を阻害する化合物を同定する方法を提供する。これらの方法は、哺乳動

物細胞においてＣＤＫ阻害剤を誘導または別様に産生し；該化合物の存在下で、

発現がＣＤＫ阻害剤により変調される細胞遺伝子の発現の変化について細胞をア

ッセイし；そして、細胞遺伝子の発現が、該化合物の非存在下よりも該  化合物
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の存在下の方が、より低い程度で変化する場合、ＣＤＫ阻害剤により仲介される

細胞遺伝子発現の変調を阻害する化合物と同定する段階を含む。好ましい実施形

態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。好ましい実施形態にお

いて、細胞遺伝子はＣＤＫ阻害剤により抑制され、阻害剤は、ＣＤＫ阻害剤を該

化合物の非存在下で発現した場合に検出されるレベルよりも高いレベルの遺伝子

の発現を検出することにより検出される。本発明の方法のこの態様の好ましい実

施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。好ましい実施形態

において、遺伝子を表Ｉに同定する。別の好ましい実施形態において、細胞遺伝

子はＣＤＫ阻害剤により誘導され、阻害剤は、ＣＤＫ阻害剤を該化合物の非存在

下で発現した場合に検出されるレベルよりも低いレベルの遺伝子の発現を検出す

ることにより検出される。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において

、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。好ましい実施形態において、遺伝

子を表ＩＩに同定される。さらに別の実施形態において、該方法は、発現がＣＤ

Ｋ阻害剤により変調される遺伝子から得られたプロモーターの転写制御下にある

リポーター遺伝子を含む、組換え哺乳動物細胞を使用して実施する。ＣＤＫ阻害

剤により抑制される遺伝子から得られたプロモーターを含む作成物を使用したこ

れらの実施形態において、リポーター遺伝子産物は、該化合物がＣＤＫ阻害剤に

より仲介される遺伝子発現変調の阻害剤である場合、該化合物の非存在下よりも

存在下の方が、より高いレベルで産生される。本発明の方法のこの態様の好まし

い実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。これらの実施

形態において、プロモーターは、最も好ましくは表Ｉに同定した遺伝子から得ら

れる。最も好ましくは、プロモーターは、ＯＲＣ１、ＰＲＣ１、ＸＲＣＣ９、Ｃ

ＤＣ２、サイクリンＢ１、ＡＩＫ１、ＣＥＮＰ－Ａ、ＣＥＮＰ－Ｆ、ＭＡＤ２、

ＢＵＢＲ１、ＭＣＡＫ、ＨＳＥＴ、ＣＨＬ１、チモポエチンα、ＭＰＰ２、ＭＰ

Ｐ５、ＣＤＣ４７／ＭＣＭ７、ＣＤＣ２１／ＭＣＭ４、ＤＮＡリガーゼＩ、ＤＮ

Ａ重合酵素α、Ｒａｄ５４、エキソヌクレアーゼＨＥＸ１／ＲＡＤ２、ＰＬＫ１

、ＤＨＦＲまたはシトシンキナーゼから得られる。ＣＤＫ阻害剤により誘導され

る遺伝子から得られたプロモーターを含む作成物を使用した場合、レポーター遺

伝子産物は、該化合物がＣＤＫ阻害剤の仲介する遺伝子発現変調の阻害剤である
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場合、該化合物の非存在下よりも存在下の方がより低いレベルで産生される。本

発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１また

はｐ１６である。これらの実施形態において、プロモーターは最も好ましくは、

表ＩＩに同定した遺伝子から得られる。最も好ましくは、プロモーターは、血清

アミロイドＡ、補体Ｃ３、結合組織増殖因子、インテグリンβ－３、アクチビン

Ａ、ナチュラルキラー細胞タンパク質４、プロサポシン、Ｍａｃ２結合タンパク

質、ガレクチン－３、スーパーオキシドジスムターゼ２、グラニュリン／エピセ

リン、ｐ６６ｓｈｃ、リソソームβ－ガラクトシダーゼ、またはカテプシンＢか

ら得られる。本発明の組換え発現作成物を含む好ましいレポーター遺伝子は、ホ

タルルシフェラーゼ、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ、β－

ガラクトシダーゼ、緑蛍光タンパク質、またはアルカリホスファターゼを含む。

他の好ましい実施形態において、細胞は、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される

哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子をコードす

る第一組換え発現作成物、並びに、哺乳動物ＣＤＫ阻害剤遺伝子をコードする第

二組換え発現作成物を含み、それによって、ＣＤＫ阻害剤の発現が哺乳動物細胞

で実験的に誘導される。ＣＤＫ阻害剤により誘導または抑制されるリポーター遺

伝子または内因性遺伝子の産物は、免疫学的試薬を使用して、遺伝子産物の活性

についてアッセイすることにより、または相補的核酸へのハイブリダイゼーショ

ンにより検出する。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤ

Ｋ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。

      【００２０】

  第四の態様において、本発明は、哺乳動物細胞の老化を阻害する化合物を同定

する方法を提供する。これらの方法は、哺乳動物細胞を該化合物の存在下で物質

で処理するか、または、老化を誘導する条件下で哺乳動物細胞を培養し；哺乳動

物細胞を、ＣＤＫ阻害剤遺伝子発現により抑制または誘導される遺伝子の抑制ま

たは誘導についてアッセイし；そして、該化合物の存在下で、ＣＤＫ阻害剤によ

り抑制される遺伝子が抑制されない場合、またはＣＤＫ阻害剤により誘導される

遺伝子が誘導されない場合、老化阻害剤として該化合物を同定する段階を含む。

本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１ま
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たはｐ１６である。好ましい実施形態において、細胞遺伝子はＣＤＫ阻害剤によ

り抑制され、老化阻害剤は、ＣＤＫ阻害剤を該化合物の非存在下で発現した場合

に検出されるレベルよりも高いレベルで遺伝子の発現を検出することにより同定

される。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤は

ｐ２１またはｐ１６である。好ましい実施形態において、遺伝子を表Ｉに同定さ

れる。別の好ましい実施形態において、細胞遺伝子はＣＤＫ阻害剤により誘導さ

れ、老化阻害剤は、ＣＤＫＩ阻害剤を該化合物の非存在下で発現した場合に検出

されるレベルよりも低いレベルで遺伝子の発現を検出することにより検出される

。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１

またはｐ１６である。好ましい実施形態において、遺伝子を表ＩＩに同定する。

さらに別の実施形態において、該方法は、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される

、遺伝子から得られたプロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子を含む

、組換え哺乳動物細胞を使用して実施する。これらの実施形態において、ＣＤＫ

阻害剤により抑制される遺伝子から得られたプロモーターを含む作成物を使用し

た場合に該化合物の非存在下よりも存在下の方がより高いレベルでリポーター遺

伝子産物を産生、または、ＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子から得られたプ

ロモーターを含む作成物を使用した場合に該化合物の非存在下よりも存在下の方

がより低いレベルでリポーター遺伝子産物を産生が、該化合物が老化阻害剤であ

る場合に検出される。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、Ｃ

ＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。プロモーターは好ましくは、表Ｉ（Ｃ

ＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子）または表ＩＩ（ＣＤＫ阻害剤により誘導さ

れる遺伝子）に同定された遺伝子から得られる。ｐ２１抑制遺伝子では、プロモ

ーターは最も好ましくは、ＯＲＣ１、ＰＲＣ１、ＸＲＣＣ９、ＣＤＣ２、サイク

リンＢ１、ＡＩＫ１、ＣＥＮＰ－Ａ、ＣＥＮＰ－Ｆ、ＭＡＤ２、ＢＵＢＲ１、Ｍ

ＣＡＫ、ＨＳＥＴ、ＣＨＬ１、チモポエチンα、ＭＰＰ２、ＭＰＰ５、ＣＤＣ４

７／ＭＣＭ７、ＣＤＣ２１／ＭＣＭ４、ＤＮＡリガーゼＩ、ＤＮＡ重合酵素α、

Ｒａｄ５４、エキソヌクレアーゼＨＥＸ１／ＲＡＤ２、ＰＬＫ１、ＤＨＦＲまた

はシトロンキナーゼから得られる。ＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子では、

プロモーターは最も好ましくは、血清アミロイドＡ、補体Ｃ３、結合組織増殖因
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子、インテグリンβ－３、アクチビンＡ、ナチュラルキラー細胞タンパク質４、

プロサポシン、Ｍａｃ２結合タンパク質、ガレクチン－３、スーパーオキシドジ

スムターゼ２、グラニュリン／エピセリン、ｐ６６ｓｈｃ、リソソームβ－ガラ

クトシダーゼまたはカテプシンＢから得られる。他の好ましい実施形態において

、細胞は、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される哺乳動物遺伝子のプロモーター

の転写制御下にあるリポーター遺伝子をコードする第一組換え発現作成物、並び

に、哺乳動物ＣＤＫ阻害剤遺伝子をコードする第二組換え発現作成物を含み、こ

れによって、ＣＤＫ阻害剤の発現が哺乳動物細胞において実験的に誘導される。

ＣＤＫ阻害剤により誘導または抑制されるリポーター遺伝子または内因性遺伝子

の産物は、免疫学的試薬を使用して、遺伝子産物の活性をアッセイすることによ

り、または相補的核酸へのハイブリダイゼーションにより検出する。本発明の方

法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６

である。

      【００２１】

  第五の態様において、本発明は、細胞の老化、年齢関連疾病または年齢関連遺

伝子産物を阻害する方法を提供し、該方法は、細胞を、本発明の前記の態様に提

供した方法を使用して決定したような老化を阻害する化合物と接触させる段階を

含む。

      【００２２】

  第六の態様において、本発明は、哺乳動物細胞の老化を増強する化合物を同定

する方法を提供する。これらの方法は、該化合物の存在下および非存在下で哺乳

動物細胞においてＣＤＫ阻害剤の発現を誘導し；ＣＤＫ阻害剤遺伝子発現により

抑制または誘導される遺伝子の抑制または誘導について哺乳動物腫瘍細胞をアッ

セイし；そして、該化合物の存在下で、ＣＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子が

より大きな程度で抑制されるか、またはＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子が

より大きな程度で誘導される場合、該化合物を老化増強剤と同定する段階を含む

。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１

またはｐ１６である。好ましい実施形態において、細胞遺伝子はＣＤＫ阻害剤に

より抑制され、増強剤は、ＣＤＫ阻害剤を該化合物の非存在下で発現した場合に
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検出されるレベルよりも低いレベルで細胞遺伝子の発現を検出することにより検

出される。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤

はｐ２１またはｐ１６である。好ましい実施形態において、遺伝子を表Ｉに同定

する。別の好ましい実施形態において、細胞遺伝子はＣＤＫ阻害剤により誘導さ

れ、増強剤は、ＣＤＫ阻害剤を該化合物の非存在下で発現した場合に検出される

レベルよりも高いレベルで細胞遺伝子の発現を検出することにより検出される。

本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１ま

たはｐ１６である。好ましい実施形態において、遺伝子を表ＩＩに同定する。さ

らに別の実施形態において、該方法は、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される遺

伝子から得られたプロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子を含む組換

え哺乳動物細胞を使用して実施し、ここでは該細胞は、発現がＣＤＫ阻害剤によ

り変調される遺伝子のプロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子を有す

る作成物を含む。これらの実施形態において、ＣＤＫ阻害剤により抑制される遺

伝子から得られたプロモーターを含む作成物を使用した場合に該化合物の非存在

下よりも存在下の方がより低いレベルでリポーター遺伝子産物を産生、または、

ＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子から得られたプロモーターを含む作成物を

使用した場合に該化合物の非存在下よりも存在下の方がより高いレベルでリポー

ター遺伝子産物を産生が、該化合物が老化増強剤である場合に検出される。本発

明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１または

ｐ１６である。好ましい実施形態において、プロモーターは、発現がＣＤＫ阻害

剤により抑制される遺伝子、最も好ましくは表Ｉに同定した遺伝子から得られる

。最も好ましくは、プロモーターは、ＯＲＣ１、ＰＲＣ１、ＸＲＣＣ９、ＣＤＣ

２、サイクリンＢ１、ＡＩＫ１、ＣＥＮＰ－Ａ、ＣＥＮＰ－Ｆ、ＭＡＤ２、ＢＵ

ＢＲ１、ＭＣＡＫ、ＨＳＥＴ、ＣＨＬ１、チモポエチンα、ＭＰＰ２、ＭＰＰ５

、ＣＤＣ４７／ＭＣＭ７、ＣＤＣ２１／ＭＣＭ４、ＤＮＡリガーゼＩ、ＤＮＡ重

合酵素α、Ｒａｄ５４、エキソヌクレアーゼＨＥＸ１／ＲＡＤ２、ＰＬＫ１、Ｄ

ＨＦＲまたはシトロンキナーゼから得られる。本発明の方法のこの態様の好まし

い実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。別の好ましい

実施形態において、プロモーターは、発現がＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝
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子、最も好ましくは表ＩＩに同定した遺伝子から得られる。最も好ましくは、プ

ロモーターは、血清アミロイドＡ、補体Ｃ３、結合組織増殖因子、インテグリン

β－３、アクチビンＡ、ナチュラルキラー細胞タンパク質４、プロサポシン、Ｍ

ａｃ２結合タンパク質、ガレクチン－３、スーパーオキシドジスムターゼ２、グ

ラニュリン／エピセリン、ｐ６６ｓｈｃ、リソソームβ－ガラクトシダーゼ、ま

たはカテプシンＢから得られる。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態に

おいて、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。他の好ましい実施形態にお

いて、細胞は、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される哺乳動物遺伝子のプロモー

ターの転写制御下にあるリポーター遺伝子をコードする第一組換え発現作成物、

並びに、哺乳動物ＣＤＫ阻害剤遺伝子をコードする第二組換え発現作成物を含み

、これによって、ＣＤＫ阻害剤の発現は哺乳動物細胞において実験的に誘導され

る。ＣＤＫ阻害剤により誘導または抑制されるリポーター遺伝子または内因性遺

伝子の産物は、免疫学的試薬を使用して、遺伝子産物の活性をアッセイすること

により、または相補的核酸へのハイブリダイゼーションにより検出する。本発明

の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ

１６である。

      【００２３】

  第七の態様において、本発明は、腫瘍細胞、過形成細胞または過度の増殖に因

り病的または疾病の原因となる細胞である任意の細胞型において、細胞の老化を

促進または増強する方法を提供し、該方法は、細胞を、本発明の前記の態様に提

供した方法を使用して決定したような老化を増強する化合物と接触させる段階を

含む。

      【００２４】

  第八の態様において、本発明は、本明細書に開示したような本発明の方法のい

ずれかを使用して同定した化合物を提供する。

      【００２５】

  第九の態様において、本発明は、細胞周期進行に関与する遺伝子の強化された

複数の核酸種を得る方法を提供する。これらの方法は、哺乳動物細胞においてＣ

ＤＫ阻害剤の発現を誘導し；ｐ２１誘導前並びにｐ２１を誘導し細胞増殖が停止
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した後、哺乳動物細胞から細胞ｍＲＮＡを得；そして、細胞周期進行に関与する

遺伝子の強化された複数の核酸種を得る段階を含む。好ましい実施形態において

、細胞周期進行遺伝子の強化された複数の核酸種は、当分野で既知のサブトラク

ティブハイブリダイゼーションにより得、これによりｐ２１発現細胞で不十分に

提示される核酸種を選択的に強化する。本発明の方法のこの態様の好ましい実施

形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。

      【００２６】

  第十の態様において、本発明は、パラクリン機能を有する分泌タンパク質並び

に老化および年齢関連疾病に関与するタンパク質をコードする遺伝子について強

化した複数の核酸種を得る方法を提供する。これらの方法は、哺乳動物細胞にお

いてＣＤＫ阻害剤の発現を誘導し；ＣＤＫ阻害剤を誘導する前および後に哺乳動

物細胞から細胞ｍＲＮＡを得；そして、ＣＤＫ阻害剤が誘導された後に細胞で発

現が増加した遺伝子について強化された複数の核酸種を得る段階を含む。本発明

の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ

１６である。好ましい実施形態において、タンパク質のパラクリン機能は、有糸

分裂誘起および抗アポトーシス作用である。好ましい実施形態において、パラク

リン機能を有する分泌タンパク質並びに老化および年齢関連疾病に関与するタン

パク質をコードする遺伝子について強化された複数の核酸種は、当分野で既知の

サブトラクティブハイブリダイゼーションにより得、これによりＣＤＫ阻害剤発

現細胞で過剰提示される核酸種は選択的に強化される。

      【００２７】

  第十一の態様において、本発明は、細胞老化マーカーである遺伝子を同定する

方法を提供し、該方法は、第一個体群の哺乳動物細胞においてＣＤＫ阻害剤の発

現を生じ、そして第二個体群の哺乳動物細胞において休止を誘導し；各個体群の

細胞からｍＲＮＡを得；細胞におけるＣＤＫ阻害剤の産生前および後の細胞にお

ける遺伝子発現パターンを、細胞が休止となる前および後の細胞における遺伝子

発現パターンと比較し；ＣＤＫ阻害剤が産生された後に細胞において強力に誘導

された複数の遺伝子を、休止細胞で強力に誘導された複数の遺伝子と比較し；そ

して、休止細胞では強力に誘導されていないＣＤＫ阻害剤を産生する細胞で強力
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に誘導される遺伝子を同定する段階を含む。本発明のこの態様の好ましい実施形

態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。

      【００２８】

  第十二の態様において、本発明は、哺乳動物細胞の老化を検出する方法を提供

する。これらの方法は、老化のマーカーである遺伝子の発現を検出する段階を含

む。好ましい実施形態において、好ましい老化マーカーは、結合組織増殖因子（

ＣＴＧＦ）、血清アミロイドＡ、インテグリンβ－３、アクチビンＡ、ナチュラ

ルキラー細胞タンパク質４、Ｍａｃ２結合タンパク質、または組織トランスグル

タミナーゼを含む。

      【００２９】

  第十三の態様において、本発明は、哺乳動物細胞の老化の誘導を促進する化合

物を同定する方法を提供する。これらの方法は、哺乳動物細胞を物質で処理する

か、または、哺乳動物細胞を、該化合物の存在下で老化を誘導する条件下で培養

し；哺乳動物腫瘍細胞を、ＣＤＫ阻害剤遺伝子発現により抑制または誘導される

遺伝子の抑制または誘導についてアッセイし；そして、該化合物の存在下で、Ｃ

ＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子がさらに抑制、すなわちより大きな程度で抑

制、またはＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子がさらに誘導、すなわちより大

きな程度で誘導される場合、該化合物を老化増強剤と同定する段階を含む。本発

明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１または

ｐ１６である。好ましい実施形態において、細胞遺伝子はＣＤＫ阻害剤により抑

制され、老化誘導を促進する化合物は、ＣＤＫ阻害剤を該化合物の非存在下で発

現した場合に検出されるレベルよりも低いレベルで細胞遺伝子の発現を検出する

ことにより検出される。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、

ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。好ましい実施形態において、遺伝子

を表Ｉに同定する。別の好ましい実施形態において、細胞遺伝子はＣＤＫ阻害剤

により誘導され、老化誘導を促進する化合物は、ＣＤＫ阻害剤を該化合物の非存

在下で発現した場合に検出されるレベルよりも高いレベルで細胞遺伝子の発現を

検出することにより検出される。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態に

おいて、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。好ましい実施形態において
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、遺伝子を表ＩＩに同定する。さらに別の実施形態において、該方法は、発現が

ＣＤＫ阻害剤により変調される遺伝子から得られたプロモーターの転写制御下に

あるリポーター遺伝子を含む組換え哺乳動物細胞を使用して実施し、ここでの細

胞は、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される遺伝子のプロモーターの転写制御下

にあるリポーター遺伝子を有する作成物を含む。これらの実施形態において、Ｃ

ＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子から得られたプロモーターを含む作成物を使

用する場合に該化合物の非存在下よりも存在下の方がより低いレベルでリポータ

ー遺伝子産物を産生、または、ＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子から得られ

たプロモーターを含む作成物を使用する場合に該化合物の非存在下よりも存在下

の方がより高いレベルでリポーター遺伝子産物を産生が、該化合物が老化の誘導

を促進する場合に検出される。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態にお

いて、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。好ましい実施形態において、

プロモーターは、発現がＣＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子、最も好ましくは

表Ｉに同定した遺伝子から得られる。最も好ましくは、プロモーターは、ＯＲＣ

１、ＰＲＣ１、ＸＲＣＣ９、ＣＤＣ２、サイクリンＢ１、ＡＩＫ１、ＣＥＮＰ－

Ａ、ＣＥＮＰ－Ｆ、ＭＡＤ２、ＢＵＢＲ１、ＭＣＡＫ、ＨＳＥＴ、ＣＨＬ１、チ

モポエチンα、ＭＰＰ２、ＭＰＰ５、ＣＤＣ４７／ＭＣＭ７、ＣＤＣ２１／ＭＣ

Ｍ４、ＤＮＡリガーゼＩ、ＤＮＡ重合酵素α、Ｒａｄ５４、エキソヌクレアーゼ

ＨＥＸ１／ＲＡＤ２、ＰＬＫ１、ＤＨＦＲまたはシトロンキナーゼから得られる

。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１

またはｐ１６である。別の好ましい実施形態において、プロモーターは、発現が

ＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子、最も好ましくは表ＩＩに同定した遺伝子

から得られる。最も好ましくは、プロモーターは、血清アミロイドＡ、補体Ｃ３

、結合組織増殖因子、インテグリンβ－３、アクチビンＡ、ナチュラルキラー細

胞タンパク質４、プロサポシン、Ｍａｃ２結合タンパク質、ガレクチン－３、ス

ーパーオキシドジスムターゼ２、グラニュリン／エピセリン、ｐ６６ｓｈｃ、リ

ソソームβ－ガラクトシダーゼ、またはカテプシンＢから得られる。本発明の方

法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６

である。他の好ましい実施形態において、細胞は、発現がＣＤＫ阻害剤により変
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調される哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子を

コードする第一組換え発現作成物、並びに、哺乳動物ＣＤＫ阻害剤遺伝子をコー

ドする第二組換え発現作成物を含み、これによって、ＣＤＫ阻害剤の発現が哺乳

動物細胞において実験的に誘導される。ＣＤＫ阻害剤により誘導または抑制され

るリポーター遺伝子または内因性遺伝子の産物は、免疫学的試薬を使用して、遺

伝子産物の活性についてアッセイすることにより、または相補的核酸へのハイブ

リダイゼーションにより検出する。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態

において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。

      【００３０】

  第十四の態様において、本発明は、哺乳動物細胞の老化を誘導する化合物を同

定する方法を提供する。これらの方法は、哺乳動物細胞を、該化合物の存在下お

よび非存在下で、ＣＤＫ阻害剤遺伝子発現により抑制または誘導される遺伝子の

抑制または誘導についてアッセイし；そして、該化合物の存在下で、ＣＤＫ阻害

剤により抑制される遺伝子が抑制されるか、またはＣＤＫ阻害剤により誘導され

る遺伝子が誘導される場合に、老化を誘導する化合物と同定する段階を含む。本

発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１また

はｐ１６である。好ましい実施形態において、細胞遺伝子はＣＤＫ阻害剤により

抑制され、老化を誘導する化合物は、該化合物の非存在下で検出されるレベルよ

りも低いレベルで細胞遺伝子の発現を検出することにより検出する。好ましい実

施形態において、遺伝子を表Ｉに同定する。別の好ましい実施形態において、細

胞遺伝子はＣＤＫ阻害剤により誘導され、老化を誘導する化合物は、該化合物の

非存在下で検出されるレベルよりも高いレベルで細胞遺伝子の発現を検出するこ

とにより検出する。好ましい実施形態において、遺伝子を表ＩＩに同定する。さ

らに別の実施形態において、該方法は、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される遺

伝子から得られたプロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子を含む、組

換え哺乳動物細胞を使用して実施し、ここでは、該細胞は、発現がＣＤＫ阻害剤

により変調される遺伝子のプロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子を

有する作成物を含む。これらの実施形態において、ＣＤＫ阻害剤により抑制され

る遺伝子から得られたプロモーターを含む作成物を使用した場合に該化合物の非
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存在下よりも存在下の方がより低いレベルでリポーター遺伝子産物を産生、また

は、ＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子から得られたプロモーターを含む作成

物を使用する場合に該化合物の非存在下よりも存在下の方がより高いレベルでリ

ポーター遺伝子産物を産生が、該化合物が老化を誘導する場合に検出される。本

発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１また

はｐ１６である。好ましい実施形態において、プロモーターは、発現がＣＤＫ阻

害剤により抑制される遺伝子、最も好ましくは表Ｉに同定した遺伝子から得られ

る。最も好ましくは、プロモーターは、ＯＲＣ１、ＰＲＣ１、ＸＲＣＣ９、ＣＤ

Ｃ２、サイクリンＢ１、ＡＩＫ１、ＣＥＮＰ－Ａ、ＣＥＮＰ－Ｆ、ＭＡＤ２、Ｂ

ＵＢＲ１、ＭＣＡＫ、ＨＳＥＴ、ＣＨＬ１、チモポエチンα、ＭＰＰ２、ＭＰＰ

５、ＣＤＣ４７／ＭＣＭ７、ＣＤＣ２１／ＭＣＭ４、ＤＮＡリガーゼＩ、ＤＮＡ

重合酵素α、Ｒａｄ５４、エキソヌクレアーゼＨＥＸ１／ＲＡＤ２、ＰＬＫ１、

ＤＨＦＲまたはシトロンキナーゼから得られる。本発明の方法のこの態様の好ま

しい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。別の好まし

い実施形態において、プロモーターは、発現がＣＤＫ阻害剤により誘導される遺

伝子、最も好ましくは表ＩＩに同定した遺伝子から得られる。最も好ましくは、

プロモーターは、血清アミロイドＡ、補体Ｃ３、結合組織増殖因子、インテグリ

ンβ－３、アクチビンＡ、ナチュラルキラー細胞タンパク質４、プロサポシン、

Ｍａｃ２結合タンパク質、ガレクチン－３、スーパーオキシドジスムターゼ２、

グラニュリン／エピセリン、ｐ６６ｓｈｃ、リソソームβ－ガラクトシダーゼ、

またはカテプシンＢから得られる。ＣＤＫ阻害剤により誘導または抑制されるリ

ポーター遺伝子または内因性遺伝子の産物は、免疫学的試薬を使用して、遺伝子

産物の活性をアッセイすることにより、または相補的核酸へのハイブリダイゼー

ションにより検出する。本発明の方法のこの態様の好ましい実施形態において、

ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。

      【００３１】

  本発明の特定の好ましい実施形態は、以下のある好ましい実施形態のより詳細

な説明および特許請求の範囲から明らかとなろう。

      【００３２】
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（好ましい実施形態の詳細な説明）

  本発明は、ＣＤＫ阻害剤誘導細胞老化の仲介に関与する遺伝子を同定するため

の試薬および方法、並びに、哺乳動物細胞の老化または休止を阻害または増強で

きる化合物を提供する。特に、細胞の老化に関与し、ＣＤＫ阻害剤ｐ２１または

ｐ１６により誘導される遺伝子を同定するための該試薬および方法の実施形態を

提供する。

      【００３３】

  本発明の目的では、「ＣＤＫ阻害剤」なる語は、サイクリン依存性キナーゼ阻

害の酵素活性を有する哺乳動物遺伝子ファミリーのメンバーを包含するものとす

る。この定義に明確に含まれるのは、ＣＤＫ阻害剤ｐ２７、ｐ１５、ｐ１４、ｐ

１８、および特にｐ１６およびｐ２１であり、その後者の２つが、本発明の試薬

および方法の特に好ましい実施形態である。

      【００３４】

  本発明の目的では、「細胞（ｃｅｌｌ）」または「細胞群（ｃｅｌｌｓ）」へ

の言及は等価であると捉え、特に、当分野で既知のように増殖し維持した哺乳動

物細胞のインビトロ培養液を包含する。

      【００３５】

  本発明の目的では、複数形の「細胞遺伝子」への言及は、１つの遺伝子並びに

２つ以上の遺伝子を包含するものとする。細胞遺伝子発現の変調の効果、または

細胞遺伝子から得られたプロモーターの転写制御下にあるリポーター作成物は、

第一遺伝子において検出でき、その後、その効果を、第二または任意の数の追加

の遺伝子またはリポーター遺伝子作成物を試験することにより繰返すことができ

ることは、当業者により理解される。別に、２つ以上の遺伝子またはリポーター

遺伝子作成物の発現を、本発明の範囲内で同時にアッセイできる。

      【００３６】

  本発明の目的では、「休止」なる語は、血清枯渇の条件下で培養哺乳動物細胞

において生じるような、細胞増殖およびＤＮＡ複製の一時的停止を包含すると理

解する。

      【００３７】
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  本発明の目的では、「老化」なる語は、正常細胞の増殖寿命の終了時に、また

は細胞毒性薬物、ＤＮＡ傷害または他の細胞襲撃に応答して正常または腫瘍細胞

で生じるような、増殖因子により逆転できないＤＮＡ複製および細胞増殖の永久

的な停止を含むと理解する。

      【００３８】

  老化は多くの方法で哺乳動物細胞に誘導できる。第一は、インビボまたはイン

ビトロでの正常細胞増殖の天然の結果である：老化になる前に正常細胞が受ける

ことのできる細胞分裂、継代または世代の数は限られている。正確な数は細胞型

および起源種により変化する（Ｈａｙｆｌｉｃｋ＆Ｍｏｏｒｈｅａｄ、１９６１

、Ｅｘｐ．Ｃｅｌｌ  Ｒｅｓ．２５：５８５～６２１）。任意の細胞型において

老化を誘導する別の方法は、大半の抗癌薬、放射線および細胞分化剤などの細胞

毒性薬物での処置である。Ｃｈａｎｇら、１９９９、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５

９：３７６１～３７６７参照。老化はまた、その細胞に腫瘍抑制遺伝子（ｐ５３

、ｐ２１、ｐ１６またはＲｂなど）を形質導入し、そこで該遺伝子を発現するこ

とにより、任意の哺乳動物細胞に迅速に誘導できる。Ｓｕｇｒｕｅら、１９９７

、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９４：９６４８～９６５３

；Ｕｈｒｂｏｍら、１９９７、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １５：５０５～５１４；Ｘｕ

ら、１９９７、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １５：２５８９～２５９６；Ｖｏｇｔら、１

９９８、Ｃｅｌｌ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｄｉｆｆｅｒ．９：１３９～１４６参照。

      【００３９】

  本発明の試薬は、ＣＤＫ阻害剤遺伝子、最も好ましくはｐ２１遺伝子またはｐ

１６遺伝子の発現を誘導できる（該遺伝子は遺伝子工学により導入された内因性

遺伝子または外来性遺伝子である）、任意の哺乳動物細胞、好ましくは齧歯類ま

たは霊長類細胞、より好ましくはマウス細胞、最も好ましくはヒト細胞を含む。

実施例は、誘導性ｐ２１およびｐ１６遺伝子をコードする組換え発現作成物を含

む組換え哺乳動物細胞を開示するが、これらの実施形態は単に実験設計選択肢お

よび簡便性の問題であり、本発明は完全にｐ２１およびｐ１６などの内因性ＣＤ

Ｋ阻害剤遺伝子の誘導を包含することを理解する。

      【００４０】
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  好ましい実施形態において、本発明は、誘導性哺乳動物ｐ２１遺伝子をコード

する組換え発現作成物を含む哺乳動物細胞を提供する。好ましい実施形態におい

て、ｐ２１遺伝子は、本明細書に参考として取り込む、米国特許第５，４２４，

４００号に示されるようなヌクレオチドおよびアミノ酸配列を有するヒトｐ２１

である。別の実施形態において、ｐ２１遺伝子は、好ましくは天然ヒトｐ２１タ

ンパク質（参考として取込む米国特許第５，８０７，６９２号に開示したような

）の１から７８のアミノ酸残基を含み、より好ましくは天然ヒトｐ２１タンパク

質（Ｎａｋａｎｉｓｈｉら、１９９５、ＥＭＢＯ  Ｊ．１４：５５５～５６３）

のアミノ酸２１～７１を含むＣＤＫ結合ドメインを含む、ヒトｐ２１遺伝子のア

ミノ末端部分である。好ましい宿主細胞は、哺乳動物細胞、好ましくは齧歯類ま

たは霊長類細胞、より好ましくはマウスまたはヒト細胞を含む。特に好ましい実

施形態は、線維肉腫細胞、より好ましくはヒト線維肉腫細胞、最も好ましくはヒ

トＨＴ１０８０線維肉腫細胞系およびその誘導体である。最も好ましい細胞系は

、２０００年４月６日に米国バージニア州マナッサス所在アメリカン・タイプ・

カルチャー・コレクションに受託番号ＰＴＡ１６６４で寄託された、ｐ２１－９

として同定されるＨＴ１０８０線維肉腫細胞系誘導体である。

      【００４１】

  別の好ましい実施形態において、本発明は、誘導性哺乳動物ｐ１６遺伝子をコ

ードする、組換え発現作成物を含む、哺乳動物細胞を提供する。好ましい実施形

態において、ｐ１６遺伝子は、本明細書に参考として取込む、Ｓｅｒｒａｎｏら

、１９９３、Ｎａｔｕｒｅ  ３６６：７０４～７０７に示したようなヌクレオチ

ドおよびアミノ酸配列を有するヒトｐ１６である。好ましい宿主細胞は、哺乳動

物細胞、好ましくは齧歯類または霊長類細胞、より好ましくはマウスまたはヒト

細胞を含む。特に好ましい実施形態は、線維肉腫細胞、より好ましくはヒト線維

肉腫細胞、最も好ましくはヒトＨＴ１０８０線維肉腫細胞系およびその誘導体で

ある。最も好ましい細胞系は、２０００年１０月１０日に米国バージニア州マナ

ッサス所在アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションに受託番号      で

寄託された、ＨＴ１０８０／ＬＮｐ１６ＲＯ２として同定されるＨＴ１０８０線

維肉腫細胞系誘導体である。
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      【００４２】

  組換え発現作成物は、当業者に理解されるような適切な哺乳動物細胞に導入で

きる。該作成物の好ましい実施形態は、当分野で公知のような、伝達可能なベク

ター、より好ましくはウイルスベクター、最も好ましくはレトロウイルスベクタ

ー、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクター、およびワクシニア

ウイルスベクターで産生される。一般に哺乳動物細胞バイオテクノロジー；実践

的なアプローチ（Ｂｕｔｌｅｒ編）オックスフォード大学出版：ニューヨーク、

１９９１、５７～８４項参照。

      【００４３】

  追加の好ましい実施形態において、本発明の組換え細胞は、誘導性ＣＤＫ阻害

剤遺伝子をコードする作成物を含み、該遺伝子は、誘導性プロモーターの転写制

御下にある。より好ましい実施形態において、誘導性プロモーターは、その効果

を誘導剤により変調できるトランス作用因子に応答性である。誘導剤は、温度お

よび最も好ましくは誘導剤の存在または非存在を含む、実験的に操作できる任意

の因子であり得る。好ましくは誘導剤は、トランス作用因子に特異的である、化

学的化合物、最も好ましくは生理的に中性の化合物である。本明細書に開示した

ような誘導性プロモーターを含む作成物の使用において、組換え発現作成物から

のＣＤＫ阻害剤の発現は、組換え細胞を、誘導性プロモーターからの転写を誘導

する誘導剤と接触させることにより、または該プロモーターからの転写を阻害す

る物質を除去することにより仲介される。本発明の方法のこの態様の好ましい実

施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。細胞培養液の温度

を上昇することにより活性化できる熱ショックプロモーター、およびより好まし

くはｔｅｔプロモーターおよびそれと哺乳動物転写因子の融合物などのプロモー

ター／因子対（米国特許第５，６５４，１６８号、第５，８５１，７９６号およ

び第５，９６８，７７３号に開示したような）、およびラクトースオペロンおよ

びその同族ｌａｃＩリプレッサータンパク質の細菌ｌａｃプロモーターを含む、

種々の誘導性プロモーターおよび同族トランス作用因子が従来技術で公知である

。好ましい実施形態において、組換え細胞は、ｌａｃＩリプレッサータンパク質

、および、１つまたは複数のｌａｃ応答性要素を含むプロモーターの制御下でヒ
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トｐ２１をコードする組換え発現作成物を発現し、ここでｐ２１の発現は、細胞

を、生理的に中性の誘導剤であるイソプロピルチオ－β－ガラクトシドと接触さ

せることにより誘導できる。この好ましい実施形態において、ｌａｃＩリプレッ

サーは、３’ＳＳ（ＣＡ州ラホーヤ所在ストラタジーンから市販されている）と

して同定される組換え発現作成物によりコードされる。別の好ましい実施形態に

おいて、組換え細胞は、ｌａｃＩリプレッサータンパク質、および、１つまたは

複数のｌａｃ応答性要素を含むプロモーターの制御下にあるヒトｐ１６遺伝子を

コードする組換え発現作成物を発現し、ここで、ｐ１６の発現は、細胞を、生理

的に中性の誘導剤であるイソプロピル－β－ガラクトシドと接触させることによ

り誘導できる。この好ましい実施形態において、ｌａｃＩリプレッサーは、３’

ＳＳ組換え発現作成物（ストラタジーン）によりコードされる。

      【００４４】

  本発明はまた、リポーター遺伝子が、発現がｐ２１またはｐ１６などのＣＤＫ

阻害剤により変調される遺伝子のプロモーターの転写制御下にある、組換え発現

作成物を提供する。これらは、発現が、ＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子、

および、発現がＣＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子を含む。本発明のこの態様

の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。好ま

しい実施形態において、プロモーターは、発現がＣＤＫ阻害剤により抑制される

遺伝子から得られ、表Ｉに同定する。最も好ましくは、プロモーターは、ＯＲＣ

１、ＰＲＣ１、ＸＲＣＣ９、ＣＤＣ２、サイクリンＢ１、ＡＩＫ１、ＣＥＮＰ－

Ａ、ＣＥＮＰ－Ｆ、ＭＡＤ２、ＢＵＢＲ１、ＭＣＡＫ、ＨＳＥＴ、ＣＨＬ１、チ

モポエチンα、ＭＰＰ２、ＭＰＰ５、ＣＤＣ４７／ＭＣＭ７、ＣＤＣ２１／ＭＣ

Ｍ４、ＤＮＡリガーゼＩ、ＤＮＡ重合酵素α、Ｒａｄ５４、エキソヌクレアーゼ

ＨＥＸ１／ＲＡＤ２、ＰＬＫ１、ＤＨＦＲまたはシトロンキナーゼから得られる

。追加の好ましい実施形態において、プロモーターは、発現が、ＣＤＫ阻害剤発

現により誘導されるか別様に増加する遺伝子から得られ、表ＩＩに同定する。最

も好ましくは、プロモーターは、血清アミロイドＡ、補体Ｃ３、結合組織増殖因

子、インテグリンβ－３、アクチビンＡ、ナチュラルキラー細胞タンパク質４、

プロサポシン、Ｍａｃ２結合タンパク質、ガレクチン－３、スーパーオキシドジ
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スムターゼ２、グラニュリン／エピセリン、ｐ６６ｓｈｃ、リソソームβ－ガラ

クトシダーゼ、またはカテプシンＢから得られる。その後、これらのリポーター

遺伝子は、ＣＤＫ阻害剤遺伝子発現効果の感度の高く簡便な指示剤として使用し

、哺乳動物細胞におけるＣＤＫ阻害剤発現の効果を阻害または増強する化合物を

容易に同定することが可能となる。これらの作成物用の宿主細胞は、ＣＤＫ阻害

剤遺伝子発現を誘導できる任意の細胞であり得、好ましくは、上記したような誘

導性ＣＤＫ阻害剤遺伝子を含む組換え発現作成物を含む細胞も含む。本発明のこ

の態様の実践に有用なリポーター遺伝子は、ホタルルシフェラーゼ、クロラムフ

ェニコールアセチルトランスフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ、緑蛍光タンパ

ク質、およびアルカリホスファターゼを含むがこれに限定されない。

      【００４５】

  好ましい実施形態において、本発明に記載の細胞は、発現がＣＤＫ阻害剤によ

り変調される哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝

子をコードする第一組換え発現作成物、並びに、哺乳動物ＣＤＫ阻害剤遺伝子を

コードする第二組換え発現作成物の両方を含み、これによってＣＤＫ阻害剤発現

を哺乳動物細胞において実験的に誘導できる。本発明のこの態様の好ましい実施

形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。

      【００４６】

  別の実施形態において、本発明は、発現がＣＤＫ阻害剤により抑制される哺乳

動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子をコードする組

換え発現作成物を含む哺乳動物細胞を提供し、該プロモーターは、ＯＲＣ１、Ｐ

ＲＣ１、ＸＲＣＣ９、ＣＤＣ２、サイクリンＢ１、ＡＩＫ１、ＣＥＮＰ－Ａ、Ｃ

ＥＮＰ－Ｆ、ＭＡＤ２、ＢＵＢＲ１、ＭＣＡＫ、ＨＳＥＴ、ＣＨＬ１、チモポエ

チンα、ＭＰＰ２、ＭＰＰ５、ＣＤＣ４７／ＭＣＭ７、ＣＤＣ２１／ＭＣＭ４、

ＤＮＡリガーゼＩ、ＤＮＡ重合酵素α、Ｒａｄ５４、エキソヌクレアーゼＨＥＸ

１／ＲＡＤ２、ＰＬＫ１、ＤＨＦＲまたはシトロンキナーゼの遺伝子由来である

。本発明のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１または

ｐ１６である。さらに別の実施形態において、本発明は、発現がＣＤＫ阻害剤に

より誘導される哺乳動物遺伝子のプロモーターの転写制御下にあるリポーター遺
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伝子をコードする組換え発現作成物を含む哺乳動物細胞を提供し、該プロモータ

ーは、結合組織増殖因子、血清アミロイドＡ、補体Ｃ３、インテグリンβ－３、

アクチビンＡ、ナチュラルキラー細胞タンパク質４、プロサポシン、Ｍａｃ２結

合タンパク質、ガレクチン－３、スーパーオキシドジスムターゼ２、グラニュリ

ン／エピセリン、ｐ６６ｓｈｃ、リソソームβ－ガラクトシダーゼ、またはカテ

プシンＢの遺伝子由来である。本発明のこの態様の好ましい実施形態において、

ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。

      【００４７】

  本発明は、培地がＣＤＫ阻害剤を発現する細胞によりならされている馴化細胞

培養培地、および、該馴化培地を作成する方法を提供する。本明細書に使用した

ような「馴化培地」なる語は、有糸分裂誘起または抗アポトーシス因子を含むＣ

ＤＫ阻害剤を発現する細胞の増殖によりならされている細胞培養培地を包含する

ものとする。馴化培地は、好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤を発現して

いる細胞を哺乳動物細胞培養培地、最も好ましくは血清添加剤を含まない合成培

地中で培養することにより作成する。任意のＣＤＫ阻害剤発現細胞が、該馴化培

地の作成に有用であり、該細胞でのＣＤＫ阻害剤発現は、内因性ＣＤＫ阻害剤を

誘導することにより（ＤＮＡ傷害剤、イオン化剤または紫外線照射または接触阻

害での処理などにより）または本発明に記載の誘導性ＣＤＫ阻害剤発現作成物を

含む細胞を使用し、細胞を生理的に中性の誘導剤中で培養することにより行なう

ことができる。本発明のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤は

ｐ２１またはｐ１６である。好ましい細胞は、哺乳動物細胞、好ましくは齧歯類

または霊長類細胞、より好ましくはマウスまたはヒト細胞を含む。特に好ましい

実施形態は、線維肉腫細胞、より好ましくはヒト線維肉腫細胞、最も好ましくは

ヒトＨＴ１０８０線維肉腫細胞系およびその誘導体である。

      【００４８】

  本発明はまた、哺乳動物細胞においてＣＤＫ阻害剤の誘導する有糸分裂誘起ま

たは抗アポトーシス因子の発現を阻害する化合物を同定するスクリーニング法も

提供する。好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤発現は、哺乳動物細胞培養

液中で、ＣＤＫ阻害剤の誘導する有糸分裂誘起または抗アポトーシス因子の発現
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の阻害剤として同定すべき化合物の存在下または非存在下で誘導する。化合物は

、細胞中でＣＤＫ阻害剤の発現を誘導し、該化合物の存在下における有糸分裂誘

起または抗アポトーシス因子またはその複数の発現の程度を、該化合物の非存在

下における発現と比較し、該化合物の存在下で、有糸分裂誘起または抗アポトー

シス因子またはその複数の発現量の減少した化合物として阻害剤を同定すること

により、阻害剤として同定する。本発明のこの態様の好ましい実施形態において

、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。任意のＣＤＫ阻害剤発現細胞が該

馴化培地の作成に有用であり、該細胞でのＣＤＫ阻害剤発現は、内因性ＣＤＫ阻

害を誘導することにより（例えば、ＤＮＡ傷害剤および他の細胞毒性化合物、お

よびイオン化または紫外線照射、または接触阻害での処理により）、または本発

明に記載の誘導性ＣＤＫ阻害剤発現作成物を含む細胞を使用し、生理的に中性の

誘導剤中で細胞を培養することにより行なうことができる。本発明のこの態様の

好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。好まし

い細胞は、哺乳動物細胞、好ましくは齧歯類または霊長類細胞、より好ましくは

マウスまたはヒト細胞を含む。特に好ましい実施形態は線維肉腫細胞、より好ま

しくはヒト線維肉腫細胞、最も好ましくはヒトＨＴ１０８０線維肉腫細胞系およ

びその誘導体である。本発明のこの特に好ましい実施形態に記載の例示的な細胞

系は、２０００年４月６日に米国バージニア州マナッサス所在アメリカン・タイ

プ・カルチャー・コレクションに受託番号ＰＴＡ１６６４で寄託されたＨＴ１０

８０線維肉腫細胞系誘導体である。本発明のこの特に好ましい実施形態に記載の

別の例示的な細胞系は、２０００年１０月１０日に米国バージニア州マナッサス

所在アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションに受託番号      で寄託さ

れたＨＴ１０８０／ＬＮｐ１６ＲＯ２として同定されるＨＴ１０８０線維肉腫細

胞系誘導体である。

      【００４９】

  別の実施形態において、本発明は、哺乳動物細胞においてＣＤＫ阻害剤の誘導

する有糸分裂誘起または抗アポトーシス因子の発現を阻害する化合物を同定する

方法を提供し、ここで該細胞は、ＣＤＫ阻害剤により誘導される細胞遺伝子のプ

ロモーターの転写制御下にあるリポーター遺伝子をコードする組換え発現作成物
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を含む。本発明のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１

またはｐ１６である。好ましいプロモーターは、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）

、血清アミロイドＡ、補体Ｃ３、インテグリンβ－３、アクチビンＡ、ナチュラ

ルキラー細胞タンパク質４、プロサポシン、Ｍａｃ２結合タンパク質、ガレクチ

ン－３、スーパーオキシドジスムターゼ２、グラニュリン／エピセリン、ｐ６６

ｓｈｃ、リソソームβ－ガラクトシダーゼ、およびカテプシンＢのプロモーター

を含む。好ましいリポーター遺伝子は、ホタルルシフェラーゼ、β－ガラクトシ

ダーゼ、アルカリホスファターゼおよび緑蛍光タンパク質を含むがこれに限定さ

れず、これは全部市販されている。これらの実施形態において、ＣＤＫ阻害剤発

現は細胞において誘導され、化合物の存在下でのリポーター遺伝子の発現の程度

を、化合物の非存在下での発現と比較する。阻害剤は、化合物の存在下において

発現量の減少したリポーター遺伝子を提供する化合物として同定する。任意のＣ

ＤＫ阻害剤発現細胞が本発明のこの態様に有用であり、該細胞でのＣＤＫ阻害剤

発現は、内因性阻害剤遺伝子を誘導することにより（例えば、ＤＮＡ傷害剤また

は他の細胞毒性化合物、イオン化または紫外線照射、または接触阻害での処理に

より）、または本発明に記載の誘導性ＣＤＫ阻害剤発現作成物を含む細胞を使用

し、細胞を、生理的に中性の誘導剤中で培養することにより行なうことができる

。本発明のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１または

ｐ１６である。好ましい細胞は、哺乳動物細胞、好ましくは齧歯類または霊長類

細胞、より好ましくはマウスまたはヒト細胞を含む。特に好ましい実施形態は、

線維肉腫細胞、より好ましくはヒト線維肉腫細胞、最も好ましくはヒトＨＴ１０

８０線維肉腫細胞系およびその誘導体である。

      【００５０】

  本発明は、老化を阻害または促進する化合物を同定する方法を提供し、ここで

は、該化合物の効果は、発現がＣＤＫ阻害剤により変調される遺伝子の誘導また

は抑制を化合物が阻害または増強するかどうかを決定することによりアッセイす

る。本発明の方法の実施において、ＣＤＫ阻害剤を誘導できる培養哺乳動物細胞

を、例えばイオン化または紫外線照射、または接触阻害処理または細胞毒性薬に

よる処理により、阻害剤遺伝子を誘導するように処理するか、ＣＤＫ阻害剤をコ
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ードする伝達可能なベクターで形質導入する。本発明のこの態様の好ましい実施

形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。より好ましくは、細

胞をＩＰＴＧと接触させることによりｐ２１を誘導できるｐ２１－９細胞を使用

するか、または、ｐ１６をＩＰＴＧで誘導できるＨＴ１０８０／ＬＮｐ１６ＲＯ

２細胞を使用する。典型的には、細胞を適切な培養培地中で増殖する（例えばｐ

２１－９細胞では１０％ウシ胎児血清（ＦＣＳ）を補充したＤＭＥＭ）。ｐ２１

－９細胞において、ｐ２１遺伝子発現はＩＰＴＧを約５０μＭの濃度で培養培地

に添加することにより誘導される。典型的には、ＣＤＫ阻害剤は、これらの細胞

中で、本発明の方法に従って試験すべき化合物の存在下または非存在下で誘導す

る。その後、ｍＲＮＡを、ＣＤＫ阻害剤を誘導した細胞から単離し、ＣＤＫ阻害

剤により調節される遺伝子の発現を解析する。ＣＤＫ阻害剤が化合物の存在下で

誘導される細胞における発現を、化合物の非存在下で誘導される発現と比較し、

差異を使用して、本明細書に示した方法に従って細胞遺伝子発現に影響を及ぼす

化合物を同定する。ある実施形態において、細胞遺伝子発現は、市販されている

ようなオリゴヌクレオチドまたは細胞ｃＤＮＡのマイクロアレイを使用して解析

する（例えば、ミズーリ州セントルイス所在ゲノム・システムズから）。別の実

施形態において、ＣＤＫ阻害剤により誘導または抑制されることが知られる遺伝

子をアッセイする。遺伝子発現は、１つまたは複数のＣＤＫ阻害剤変調遺伝子に

ついて細胞ｍＲＮＡまたはタンパク質を解析することによりアッセイできる。本

発明のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１

６である。最も好ましくは、これらのアッセイに使用した遺伝子は表ＩおよびＩ

Ｉに同定した遺伝子である。

      【００５１】

  別の実施形態において、該化合物は、ＣＤＫ阻害剤の指令する実験操作とは独

立的に同定する。該アッセイでは、細胞を、細胞毒性薬での処理、照射または細

胞分化剤、または腫瘍サプレッサー遺伝子の導入を含むがこれに限定されない、

上記に開示した方法のいずれかで老化を誘導するように処理する。ＣＤＫ阻害剤

により抑制または誘導される遺伝子の発現を、試験化合物の存在下または非存在

下で解析する。最も好ましくは、これらのアッセイに使用した遺伝子は、遺伝子
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発現解析について上記に考察した型のｍＲＮＡおよびタンパク質アッセイを使用

して、表ＩおよびＩＩに同定した遺伝子である。

      【００５２】

  別の実施形態において、ＣＤＫ阻害剤を誘導する細胞は、さらに、ＣＤＫ阻害

剤により誘導または抑制される細胞遺伝子のプロモーターの転写制御下にあるリ

ポーター遺伝子をコードする組換え発現作成物を含む。本発明のこの態様の好ま

しい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。好ましい実

施形態において、細胞遺伝子は、ＣＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子であり、

プロモーターは、表Ｉに同定した遺伝子から得られる。該遺伝子の既知のプロモ

ーターの例は、ＯＲＣ１、ＰＲＣ１、ＸＲＣＣ９、ＣＤＣ２、サイクリンＢ１、

ＡＩＫ１、ＣＥＮＰ－Ａ、ＣＥＮＰ－Ｆ、ＭＡＤ２、ＢＵＢＲ１、ＭＣＡＫ、Ｈ

ＳＥＴ、ＣＨＬ１、チモポエチンα、ＭＰＰ２、ＭＰＰ５、ＣＤＣ４７／ＭＣＭ

７、ＣＤＣ２１／ＭＣＭ４、ＤＮＡリガーゼＩ、ＤＮＡ重合酵素α、ＲＡＤ５４

、ＨＥＸ１／ＲＡＤ２、ＰＬＫ１、ＤＨＦＲまたはシトロンキナーゼを含む。好

ましい実施形態において、細胞遺伝子は、ＣＤＫ阻害剤により誘導される遺伝子

であり、プロモーターは表ＩＩに同定した遺伝子から得られる。該遺伝子の既知

のプロモーターの例は、結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）、血清アミロイドＡ、補

体Ｃ３、インテグリンβ－３、アクチビンＡ、ナチュラルキラー細胞タンパク質

４、プロサポシン、Ｍａｃ２結合タンパク質、ガレクチン－３、スーパーオキシ

ドジスムターゼ２、グラニュリン／エピセリン、ｐ６６ｓｈｃ、リソソームβ－

ガラクトシダーゼ、またはカテプシンＢを含む。好ましいリポーター遺伝子は、

ホタルルシフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ、アルカリホスファターゼおよび

緑蛍光タンパク質を含むがこれに限定されず、これは全部市販されている。本発

明のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６

である。

      【００５３】

  本発明はまた、ＣＤＫ阻害剤の誘導する細胞老化の効果を仲介する遺伝子を同

定する方法を提供する。ＣＤＫ阻害剤の誘導は、老化に関連した細胞増殖停止、

末端分化および細胞傷害に対する応答の不可欠な部分であることが判明する。以
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下の実施例に記載のように、ｃＤＮＡアレイハイブリダイゼーションを使用して

、これらの効果が、ｐ２１の誘導する遺伝子発現の変化に因るものかどうかを調

べた。この解析により、ｐ２１は、有糸分裂、ＤＮＡ複製、分離および修復の制

御に関与する複数の遺伝子を選択的に阻害することが示された。これらの実験で

ｐ２１により誘導される多くのタンパク質が、老化および加齢に関連しているか

、または、アテローム硬化症、アルツハイマー病、アミロイド症および関節炎を

含む年齢関連疾病に関与している。これらの知見により、ｐ２１誘導の蓄積効果

が、癌および年齢関連疾病の病理発生に寄与し得ることが示唆される。さらに、

多くのｐ２１活性化遺伝子は、細胞増殖およびアポトーシスに対してパラクリン

効果の可能性を有する分泌タンパク質をコードする。この観察に一致して、ｐ２

１誘導細胞からの馴化培地は、有糸分裂誘起および抗アポトーシス活性を示した

。

      【００５４】

  以下の実施例に開示した解析は、細胞周期進行遺伝子の阻害は、単に、ＣＤＫ

阻害剤の誘導する増殖停止の結果ではないことが示された。ｐ２１誘導系で示さ

れるように、これらのいくつかの遺伝子の遮断が、細胞増殖停止と共に起こり、

ｐ２１からの遊離時の全試験遺伝子の再発現が、細胞周期への細胞の再侵入に先

行した。ＯＲＣ１（ＤＮＡ複製の開始に必要とされる）、トポイソメラーゼＩＩ

（これはＧ２のＤＮＡ分離に中心的である）およびＰＬＫ１（有糸分裂の開始に

関与）などの即時応答性の遺伝子の性質により、その発現の阻害が、事実、ｐ２

１による増殖停止の誘導に原因的な役割を果たし得ることが示唆された。これら

の観察は、本発明の方法の１つの態様の基本を形成し、これは、哺乳動物細胞で

の細胞周期進行に関与する遺伝子を同定する方法を提供する。

      【００５５】

  さらに、即時および早い応答の遺伝子の両方の生物学的機能により、その遮断

は，ＣＤＫ阻害剤誘導増殖停止を維持するように作用することが示される。本発

明の試薬および方法の使用により、ｐ２１誘導増殖停止からの遊離により、核内

倍加および有糸分裂異常が生じることが実証された。ＤＮＡ複製および有糸分裂

は、ＩＰＴＧからの遊離後、全てのｐ２１阻害遺伝子が再発現されるまで再開さ
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れず、ＤＮＡ複製は有糸分裂のかなり前に再開した。以下の実施例に開示した結

果により、ｐ２１誘導延長により、複製または有糸分裂の「質的制御」に関与す

る多くのタンパク質を含む、細胞周期進行に関与する多くのタンパク質の崩壊が

生じることが示される。細胞がｐ２１からの遊離後に細胞周期に再侵入する時ま

でに該タンパク質のプールを再生できない結果、異常な複製および異常な有糸分

裂が結果として起こる。例えば、多倍数体細胞の産生が、延長されたｐ２１誘導

細胞増殖停止からの遊離後に観察された。細胞の多倍数体化をもたらす過程であ

る核内倍加は、有糸分裂チェックポイント制御の廃止の結果であり得（Ｈｉｘｏ

ｎら、１９９８、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１８：６２２４～３７）、これ

はＭＡＤ２およびＢＵＢＲ１などの、ｐ２１の阻害するチェックポイント制御タ

ンパク質の欠失から生じ得る。さらに、多倍数体細胞は、我々がｐ２１により阻

害されることを見出した、細胞質分裂関連タンパク質Ｐｒｃ１、Ａｉｍ１および

シトロンキナーゼの欠失により引き起こされ得る、細胞質分裂の失敗に起因して

生じ得る。

      【００５６】

  ｐ２１からの遊離後に観察された異なる有糸分裂異常は、ＭＡＤ２、ＢＵＢＲ

１、ＰＬＫ１、ＡＩＬ－１、ＣＥＮＰ－Ａ、ＣＨＬ１およびＭＣＡＫなどの該ｐ

２１により阻害される遺伝子産物を含む、適切な染色体整列および分離を制御す

るタンパク質の変異または阻害から生じることが以前に判明した（Ｌｉ＆Ｂｅｎ

ｅｚｒａ、１９９６、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：

１０４３６～１０４４０；Ｇｌｏｖｅｒら、１９９８、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖｅｌ

ｏｐ．１２：３７７７～３７８７；Ｃｈａｎら、１９９９、Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉ

ｏｌ  １４６：９４１～９５４）。ｐ２１誘導有糸分裂異常における該タンパク

質の役割は、有糸分裂制御タンパク質の崩壊および再合成の時間経過の解析によ

り支持される。従って、有糸分裂再開時（遊離の３６時間後）に、有糸分裂の開

始に必要とされるＣｄｃ２およびＰｌｋ１のプールは、無処理細胞に匹敵するレ

ベルまで再生される（図７Ｂに示したように）。これに対し、ＭＡＤ２（その機

能は、染色体が適切に有糸分裂紡錘体に付着していない場合に後期を防ぐことで

ある）は、はるかに低い効率で再合成される（図７Ｂ）。さらに、ＩＰＴＧの１
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日間の処理後に残留するＭＡＤ２レベルは、３日以上後のそれよりはるかに高く

（図７Ｂ）、これは１日間のｐ２１誘導後に遊離された細胞中の異常有糸分裂の

程度がより低いことに一致する。

      【００５７】

  ｐ２１過剰発現は、ＤＮＡ修復を阻害すると報告されている（Ｐａｎら、１９

９５、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０：２２００８～２２０１６；Ｕｍａｒら

、１９９６、Ｃｅｌｌ  ８７：６５～７３）。我々の結果に照らして、ｐ２１の

この効果は、ＸＲＣＣ９、ＲＡＤ５４、ＨＥＸ１／ＲＡＤ２、ＲＡＤ２１相同体

およびＤＮＡリガーゼＩなどのＤＮＡ修復遺伝子の阻害に起因し得る。ＤＮＡ修

復阻害はまた、ｐ２１誘導増殖停止から回復する細胞の変異頻度を増加するよう

であり、これは、該細胞の全体的な遺伝子不安定性に寄与する。

      【００５８】

  正常細胞におけるｐ２１誘導遺伝子不安定化はまた、発癌作用の可能性を有し

得る。老化細胞の増殖停止は、一過性ｐ２１誘導により引き起こされ、一方、ｐ

１６は、ｐ２１の崩壊後の増殖停止の維持に関与するようである（Ａｌｃｏｒｔ

ａら、１９９６、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：１３

７４２～１３７４７）。ｐ１６（ｐ２１とは顕著に対照的である）は、本研究に

使用したＨＴ１０８０線維肉腫細胞を含むヒト腫瘍で頻繁に変異している（Ｈａ

ｌｌ＆Ｐｅｔｅｒｓ、１９９６、Ａｄｖ．Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．６８：６７～

１０８）。ｐ１６変異の主な発癌作用が頓挫性老化である場合、変異ｐ１６を発

現する細胞は、ｐ２１誘導延長を経験する。本明細書に開示した結果に一致して

、これらの条件下での細胞周期への再侵入は、核型異常の発生をもたらすと期待

される。ｐ１６と異なり、ｐ２１は、この過程で腫瘍サプレッサーとしてよりも

発癌遺伝子として作用し、これは癌におけるｐ２１の変異が稀であることを説明

できる。

      【００５９】

  従って、本発明は、ＣＤＫ阻害剤の誘導時に細胞分裂を制御する遺伝子のダウ

ンレギュレーションを阻害することにより、抗癌作用を有する化合物を同定する

方法を提供する。これらの方法により産生された化合物は、核型異常を有する細
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胞の発達を最小限にできると期待され、これは次いで、該細胞が悪性疾病に発達

する可能性を低減すると期待される。

      【００６０】

  さらに、実施例により、ｐ１６の誘導発現は、ｐ２１遺伝子発現の作用を模倣

し、発現がｐ２１遺伝子発現により変調される同じ遺伝子はｐ１６遺伝子発現に

よっても変調されることが実証される（図１１参照）。従って、本発明の方法は

、内因性ｐ１６遺伝子の誘導により、またはｐ１６をコードする誘導性発現作成

物を含む組換え細胞において、ｐ１６遺伝子発現が誘導されている細胞を含むよ

うに拡張する。

      【００６１】

  本発明はまた、老化を誘導または促進する化合物を同定する方法も提供する。

この態様において、本発明は、ＣＤＫ阻害剤発現により阻害される遺伝子の阻害

を増加する化合物を提供する。細胞分裂および細胞周期進行制御遺伝子の阻害は

、本明細書で、ＣＤＫ阻害剤発現の誘導後に細胞周期に細胞が再侵入するのを防

ぎ、不可逆的な増殖停止をもたらす。従って、ＣＤＫ阻害剤により誘導される該

遺伝子の抑制を誘導または増強する化合物は、細胞の老化および終末増殖停止に

効果的である。本発明のこの態様の好ましい実施形態において、ＣＤＫ阻害剤は

ｐ２１またはｐ１６である。従って、本発明は、細胞周期進行を制御する細胞遺

伝子、最も好ましくは表Ｉに同定した遺伝子を阻害する化合物を同定する方法を

提供する。好ましい実施形態において、該化合物は、哺乳動物細胞、最も好まし

くは腫瘍細胞、過形成細胞、または、過度の増殖に因り病的または疾病の原因と

なる任意の細胞型の老化を促進するのに使用する。本発明のこの態様の好ましい

実施形態において、該方法は、哺乳動物細胞において、該化合物の存在下または

非存在下でＣＤＫ阻害剤発現を誘導し；ＣＤＫ阻害剤により抑制される遺伝子の

発現について細胞をアッセイし；そして、該化合物の非存在下よりも該化合物の

存在下の方が遺伝子がより大きい程度で抑制される場合に老化増強剤として該化

合物を同定する段階を含む。本発明のこの態様の好ましい実施形態において、Ｃ

ＤＫ阻害剤はｐ２１またはｐ１６である。本発明の方法の他の態様において、哺

乳動物細胞で老化を促進する化合物は、例えば、上記に開示した方法のいずれか
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で細胞の老化を誘導することにより、ＣＤＫ阻害剤に向けられた実験操作とは独

立して同定する。当分野では、老化は、ｐ２１欠損細胞でさえ誘導でき（Ｃｈａ

ｎｇら、１９９９、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １８：４８０８～４８１８およびＰａｎ

ｔｏｊａら、１９９９、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １８：４９７４～４９８２）、ＭＣ

Ｆ－７細胞を全トランスレチノイン酸で処理するなどのいくつかの老化誘導処理

（Ｃｈａｎｇら、１９９９、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５９：３７６１～３７６７

）は、ｐ２１の細胞レベルの増加よりもむしろ減少に関連する（Ｚｈｕら、１９

９７、Ｅｘｐ．Ｃｅｌｌ  Ｒｅｓ．２３４：２９３～２９９）。同様に、数個の

抗癌薬またはイオン化照射は、ＨＴ１０８０線維肉腫またはＨＣＴ１１６大腸癌

などのｐ１６欠損細胞系の老化を誘導できる（Ｃｈａｎｇら、１９９９、Ｏｎｃ

ｏｇｅｎｅ  １８：４８０８～４８１８）。

      【００６２】

  本発明はまた、細胞を、本発明の方法により同定される化合物と接触させる段

階を含む、哺乳動物細胞の老化を増強する方法も提供する。好ましい実施形態に

おいて、哺乳動物細胞は、腫瘍細胞、過形成細胞、または、過度の増殖に因り病

的または疾病の原因となる任意の細胞型である。別の実施形態において、該方法

は、細胞を放射線または抗癌薬、細胞毒性薬または抗増殖薬と接触させる追加の

段階を含む。

      【００６３】

  遺伝子発現に対する、ＣＤＫ阻害剤誘導、特にｐ２１およびｐ１６誘導の観察

される効果により、細胞の老化および臓器の加齢に関連した変化との数多くの相

関が示される。これらのいくつかの相関は、ＣＤＫ阻害剤により阻害される遺伝

子の解析から得られる。従って、老化線維芽細胞は、我々がｐ２１誘導時にも観

察したように、低いレベルのＲｂを発現すると報告された（Ｓｔｅｉｎら、１９

９９、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１９：２１０９～２１１７）。また、３つ

のＣＤＫ阻害剤により阻害される遺伝子であるＣＨＬ１、ＣＤＣ２１およびＲＡ

Ｄ５４が、ヘリカーゼファミリーのメンバーをコードすることは興味深い。ヘリ

カーゼ群の別のタンパク質の欠損は、早期加齢、および、細胞レベルでは培養液

中の細胞の老化加速に関連した臨床容態である、ウェルナー症候群の原因として
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同定されている（Ｇｒａｙら、１９９７、Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔ．１７：１

００～１０３）。

      【００６４】

  しかし、老化の表現型との最も強力な相関は、ＣＤＫ阻害剤誘導遺伝子の同定

から得られ、その多くは、分裂的老化または臓器加齢中にそのレベルを増加する

ことが知られている。ＥＣＭタンパク質の過剰発現は、分裂的老化の既知の顕著

な特徴であり、この群の２つのＣＤＫ阻害剤誘導遺伝子であるフィブロネクチン

１およびプラスミノーゲンアクチベーター阻害剤１（ＰＡＩ－１）は、頻繁に、

細胞の老化に関連している（Ｃｒｉｓｏｆａｌｏ＆Ｐｉｇｎｏｌｏ、１９９６、

Ｅｘｐ．Ｇｅｒｏｎｔｏｌ．３１：１１１～１２３に総説）。老化線維芽細胞で

過剰発現すると報告された他のＣＤＫ阻害剤誘導遺伝子は、組織型プラスミノー

ゲンアクチベーター（ｔ－ＰＡ）（Ｗｅｓｔら、１９９６、Ｅｘｐ．Ｇｅｒｏｎ

ｔｏｌ．３１：１７５～１９３）、カテプシンＢ（ｄｉＰａｏｌｏら、１９９２

、Ｅｘｐ．Ｃｅｌｌ  Ｒｅｓ．２０１：５００～５０５）、インテグリンβ３（

Ｈａｓｈｉｍｏｔｏら、１９９７、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．

Ｃｏｍｍｕｎ．２４０：８８～９２）、およびＡＰＰ（Ａｄｌｅｒら、１９９１

、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８８：１６～２０）を含む

。ｔ－ＰＡおよびＰＡＩ－１（Ｈａｓｈｉｍｏｔｏら、１９８７、Ｔｈｒｏｍｂ

．Ｒｅｓ．４６：６２５～６３３）、カテプシンＢ（Ｂｅｒｎｓｔｅｉｎら、１

９９０、Ｂｒａｉｎ  Ｒｅｓ．Ｂｕｌｌ．２４：４３～５４９）、アクチビンＡ

（Ｌｏｒｉａら、１９９８、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ  １３９：４８

７～４９２）、プロサポシン（Ｍａｔｈｕｒら、１９９４、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｍ

ｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｉｎｔ．３４：１０６３～１０７１）、ＡＰＰ（Ｏｇｏｍｏｒ

ｉら、１９８８、Ｊ．Ｇｅｒｏｎｔｏｌ．４３：Ｂ１５７～Ｂ１６２）、ＳＡＡ

（Ｒｏｓｅｎｔｈａｌ＆Ｆｒａｎｋｌｉｎ、１９７５、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅ

ｓｔ．５５：７４６～７５３）、およびｔ－ＴＧａｓｅ（Ｓｉｎｇｈａｌら、１

９９７、Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇ．Ｍｅｄ．４５：５６７～５７５）を含む、数個

のＣＤＫ阻害剤誘導タンパク質の発現が、臓器の加齢に相関していることが示さ

れた。
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      【００６５】

  最も一般的に使用される細胞老化のマーカーは、ＳＡ－β－ｇａｌ活性である

（Ｄｉｍｒｉら、１９９５、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  

９２：９３６３～９３６７）。この遺伝子は、ＩＰＴＧ処理ｐ２１－９細胞中で

強く上昇する（Ｃｈａｎｇら、１９９９、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １８：４８０８～

４８１８）。ＳＡ－β－ｇａｌは、リソソームβ－ガラクトシダーゼの活性の増

加および局在化の変化を示すと示唆され（Ｄｉｍｒｉら、１９９５、同上）、他

の研究は、老化細胞でのリソソーム活性の上昇を記載する（Ｃｒｉｓｔｏｆａｌ

ｏ＆Ｋａｂａｋｉｊａｎ、１９７５、Ｍｅｃｈ．Ａｇｉｎｇ  Ｄｅｖ．４：１９

～２８）。Ｎ－アセチルガラクトサミン－６－硫酸スルファターゼ（ＧＡＬＮＳ

）、カテプシンＢ、酸性α－グルコシダーゼ、酸性リパーゼＡおよびリソソーム

ペプスタチン非感受性プロテアーゼを含む、５つのリソソーム酵素が表ＩＩに現

れる。ｐ２１はまた、ミトコンドリアタンパク質ＳＯＤ２、メタジンおよび２，

４－ジエノイル－ＣｏＡ還元酵素の遺伝子を正の制御をし、これは、老化細胞で

過剰発現される異なるミトコンドリア遺伝子の報告と相関する（Ｄｏｇｇｅｔｔ

ら、１９９２、Ｍｅｃｈ．Ａｇｉｎｇ  Ｄｅｖ．６５：２３９～２５５；Ｋｏｄ

ａｍａら、１９９５、Ｅｘｐ．Ｃｅｌｌ  Ｒｅｓ．２１９：８２～８６；Ｋｕｍ

ａｚａｋｉら、１９９８、Ｍｅｃｈ．Ａｇｉｎｇ  Ｄｅｖ．１０１：９１～９９

）。

      【００６６】

  以下の実施例に開示したように、ｐ２１－９細胞でのｐ２１誘導の効果と、正

常線維芽細胞での老化に関連した変化の間には多くの類似性がある。特に、老化

細胞は、転移を促進し得る、異なる増殖因子およびＥＣＭタンパク質を過剰産生

することが示された（Ｃａｍｐｉｓｉら、１９９８、Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇ．Ｄ

ｅｒｍａｔｏｌ．Ｓｙｍｐ．Ｐｒｏｃ．３：１～５）。数個の増殖因子および増

殖因子受容体も、強力なｐ２１誘導条件下で、ｐ５３依存的に照射により誘導さ

れる遺伝子間で同定されている（Ｋｏｍａｒｏｖａら、１９９８、Ｏｎｃｏｇｅ

ｎｅ  １７：１０８９～１０９６）。興味深いことに、大半のこれらの遺伝子は

、そのプロモーターにｐ５３結合部位を含まなかった。我々の結果により、ｐ５
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３による増殖因子の誘導は、ｐ２１誘導により仲介される、間接的な作用であり

得ることが示唆される。

      【００６７】

  従って、本発明は、細胞の老化に関連した遺伝子、特に老化中に、特にＣＤＫ

阻害剤発現により誘導される遺伝子を同定する方法を提供する。本発明はまた、

ＣＤＫ阻害剤の仲介する該遺伝子の誘導を阻害できる化合物を同定する方法を提

供する。該化合物は、ＣＤＫ阻害剤により仲介される遺伝子発現の誘導に対する

その効果により、細胞の老化を減少、抑制または逆転する能力を示すと期待され

る。

      【００６８】

  顕著には、我々がｐ１６およびｐ２１の両方により誘導されることを見出した

多くの遺伝子産物が、アルツハイマー病、アミロイド症、アテローム硬化症およ

び関節炎を含む、年齢関連疾病に連関している。従って、ＡＰＰは、アルツハイ

マーアミロイド斑の主成分であるβ－アミロイドペプチドを生じる。補体Ｃ３（

Ｖｅｅｈｕｉｓら、１９９５、Ｖｉｒｃｈｏｗｓ  Ａｒｃｈ．４２６：６０３～

６１０）およびＡＭＰデアミナーゼ（Ｓｉｍｓら、１９９８、Ｎｅｕｒｏｂｉｏ

ｌ．Ａｇｉｎｇ  １９：３８５～３９１）も、アルツハイマー病に役割を果たし

ていることが示唆された。ｐ２１により最も迅速に誘導され、細胞分化、発癌、

アポトーシスおよび加齢の多面的発現メディエーターとして記載されているｔ－

ＴＧａｓｅ（Ｐａｒｋら、１９９９、Ｊ．Ｇｅｒｏｎｔｏｌ．Ａ．Ｂｉｏｌ．Ｓ

ｃｉ．５４：Ｂ７８～Ｂ８３）は、アルツハイマー病およびアミロイド症の両方

に関連した斑の形成に関与することは特に興味深い（Ｄｕｄｅｋ＆Ｊｏｈｎｓｏ

ｎ、１９９４、Ｂｒａｉｎ  Ｒｅｓ．６５１：１２９～１３３）。後者の疾病は

、別のＣＤＫ阻害剤誘導遺伝子産物であるＳＡＡの沈着に起因し、これはアテロ

ーム硬化症、骨粗鬆症および関節リウマチにも関与している（Ｊｅｎｓｅｎ＆Ｗ

ｈｉｔｅｈｅａｄ、１９９８、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．３３４：４８９～５０３）

。２つの他のＣＤＫ阻害剤の正の制御をする分泌タンパク質である結合組織増殖

因子（ＣＴＧＦ）およびガレクチン３は、アテローム硬化症に関与している（Ｏ

ｅｍａｒら、１９９７、Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ  ９５：８３１～８３９；Ｎａ
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ｃｈｔｉｇａｌら、１９９８、Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１５２：１１９９～１

２０８）。さらに、カテプシンＢ（Ｈｏｗｉｅら、１９８５、Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ

．１４５：３０７～３１４）、ＰＡＩ－１（Ｃｅｒｉｎｉｃら、１９９８、Ｌｉ

ｆｅ  Ｓｃｉ．６３：４４１～４５３）、フィブロネクチン（Ｃｈｅｖａｌｉｅ

ｒ、１９９３、Ｓｅｍｉｎ．Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ  Ｒｈｅｕｍ．２２：３０７～

３１８）、ＧＡＬＮＳおよびＭａｃ－２結合タンパク質（Ｓｅｋｉら、１９９８

、Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ  Ｒｈｅｕｍ．４１：１３５６～１３６４）は、骨粗鬆症

および／または関節リウマチに関連している。さらに、ＰＡＩ－１発現増加など

の、ＥＣＭタンパク質の老化関連変化は、皮膚および他の組織の構造の年齢特異

的劣化を生じると提案された（Ｃａｍｐｉｓｉら、１９９８、Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ

ｉｇ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ．Ｓｙｍｐ．Ｐｒｏｃ．３：１～５）。細胞の加齢によ

るフィブロネクチン産生増加も、ＥＣＭでのフィブロネクチンネットワークの密

度を増加させると示唆され、これは、加齢個体のより遅い創傷治癒の一因となり

得る（Ａｌｂｉｎｉら、１９８８、Ｃｏｌｌ．Ｒｅｌａｔ．Ｒｅｓ．８：２３～

３７）。

      【００６９】

  本明細書に開示した結果により、ＣＤＫ阻害剤誘導は、癌または年齢関連疾病

の発達の可能性を増加させ得るように、細胞遺伝子発現に影響を及ぼすことが示

される。ＣＤＫ阻害剤発現の急増加は、正常分裂的老化だけでなく、細胞傷害に

応答しても生じ；どちらの場合にも、ＣＤＫ阻害剤誘導の望ましくない作用が、

年齢依存的に蓄積すると期待される。遺伝子発現に対するｐ１６およびｐ２１な

どのＣＤＫ阻害剤のこれらの効果に関与する、特異的分子相互作用および調節経

路の解明により、癌および年齢関連疾病の予防への新しいアプローチが示唆され

得る。

      【００７０】

  従って、本発明は、年齢関連疾病に関連した遺伝子を同定する方法を提供する

。本発明はまた、ＣＤＫ阻害剤により仲介される該遺伝子の誘導を阻害できる、

化合物を同定する方法を提供する。該化合物は、年齢関連疾病を予防、遅延また

は逆転する治療効力を示すと期待される。
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      【００７１】

  発現がＣＤＫ阻害剤により変調される遺伝子を同定することに向けられた本発

明の方法は、ＣＤＫ阻害剤発現を実験的に誘導できる能力を利用する。ｐ１６お

よびｐ２１遺伝子などの誘導性ＣＤＫ阻害剤遺伝子を含む本発明により提供され

るような細胞を使用して、ＣＤＫ阻害剤発現により誘導、抑制および不変化であ

る遺伝子の発現状態を反映する細胞ｍＲＮＡを単離できる。ＣＤＫ阻害剤発現が

誘導されていない無処理細胞は、細胞ｍＲＮＡの同等な対照源を提供する。サブ

トラクティブハイブリダイゼーション法を使用して異なるｃＤＮＡライブラリー

を作成することにより、誘導または抑制遺伝子に特異的である、複数の核酸、最

も好ましくは細胞ｍＲＮＡのｃＤＮＡコピーを得ることができる。例えば、Ｄｉ

ａｔｃｈｅｎｋｏら、１９９６、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ

Ａ  ９３：６０２５～６０３０参照。ＣＤＫ阻害剤誘導前および後に単離したｍ

ＲＮＡまたはｃＤＮＡはまた、整列または非整列ｃＤＮＡライブラリーを使用し

て、ハイブリダイゼーション解析用のプローブとして使用でき、差次的に発現さ

れる遺伝子を、該ハイブリダイゼーションから同定できる。一般に、Ｓａｍｂｒ

ｏｏｋら、１９９０、分子クローニング：実験マニュアル、コールドスプリング

ハーバー研究所プレス：ニューヨーク参照。別に、差し引いたｃＤＮＡ個体群の

ディファレンシャルディスプレイを実施して、ＣＤＫ阻害剤発現により正の制御

または負の制御を受けた遺伝子セットを得ることができる。

      【００７２】

  追加の実施形態において、ＣＤＫ阻害剤発現により正の制御または負の制御を

受ける遺伝子を、当分野で公知の分子クローニング技術を使用して単離できる。

Ｓａｍｂｒｏｏｋら、同上。上記のように作成した差次的ｃＤＮＡライブラリー

を、適切なｃＤＮＡ個体群のプローブを強化するサブトラクティブハイブリダイ

ゼーション法を使用して、例えばｐ１６またはｐ２１により誘導または抑制され

る遺伝子に特異的なプローブを用いてスクリーニングできる。別に、該プローブ

を使用して、全長または全長に近いｃＤＮＡを含むコロニーの比率を最大化する

ように作成した慣用的に調製したｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングし、Ｃ

ＤＫ阻害剤により変調される遺伝子、特に本発明の方法を使用して同定した新規
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遺伝子のクローニングを容易にできる。該遺伝子も、本発明の範囲内に該当する

ものとする。

      【００７３】

  以下の実施例は、本発明のある好ましい実施形態をさらに説明するものであり

、限定するものではない。

      【００７４】

（実施例１）

  誘導性ｐ２１遺伝子を含む哺乳動物細胞の作製

  ヒト線維肉腫細胞系ＨＴ１０８０の組換え誘導体ｐ２１－９は、Ｃｈａｎｇら

（１９９９、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ１８：４８０８～４８１８、本明細書に参考とし

て取込む）に実質的に従って作製した。この細胞系は、イソプロピル－β－チオ

ガラクトシド（ＩＰＴＧ）により調節されるプロモーターの転写制御下にあるｐ

２１コード配列を含んだ。ｐ２１の発現は、十分量のＩＰＴＧの存在下で、これ

らの細胞を培養することにより誘導でき、よってｐ２１発現の結果を、内因性ｐ

２１遺伝子の誘導が誘起し得る任意の追加の効果の非存在下で研究することがで

きる。この細胞系は、２０００年４月６日にＶＡ州マナッサス所在アメリカン・

タイプ・カルチャー・コレクション（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．）に寄託され、受託番号

ＰＴＡ１６６４を与えられた。

      【００７５】

  簡潔には、ネズミ異所性レトロウイルス受容体およびプラスミド３’ＳＳ（ス

トラタジーン）によりコードされる修飾細菌ｌａｃＩリプレッサーを発現するＨ

Ｔ１０８０の亜系（Ｃｈａｎｇ＆Ｒｏｎｉｎｓｏｎ、１９９６、Ｇｅｎｅ  ３３

：７０３～７０９、参考として取込む）を、組換えレトロウイルスＬＮｐ２１Ｃ

Ｏ３（この構造を図１に示す）を含むレトロウイルス粒子で感染する。このレト

ロウイルスベクターは、レトロウイルス長末端反復プロモーターの転写制御下に

ある細菌ネオマイシン耐性遺伝子（ｎｅｏ）を含む。ｐ２１コード配列は、ｎｅ

ｏ遺伝子の転写方向とは逆の向きで、修飾ヒトサイトメガロウイルスプロモータ

ーの制御下にクローニングする。特に、ＣＭＶプロモーターは、プロモーターか

らの発現を、細胞で発現されるｌａｃＩリプレッサーに感受性にする、細菌ｌａ



(71) 特表２００３－５２５０３２

ｃオペレーター配列の３倍反復配列を含む。ＬＮｐ２１ＣＯ３は、ｐ２１コード

配列を含むＤＮＡの４９２ｂｐ断片を、親ベクターＬＮＸＣＯ３（Ｃｈａｎｇ＆

Ｒｏｎｉｎｓｏｎ、同上に開示）のＮｏｔＩおよびＢｇｌＩＩ部位にクローニン

グすることにより作製した。

      【００７６】

  感染後、ＬＮｐ２１ＣＯ３Ｘベクターで感染した細胞を、細胞を、４００μｇ

／ｍＬのＧ４１８（ＭＤ州ゲーサーズバーグ所在ＢＲＬ－ギブコから得る）の存

在下で培養することにより選択した。クローン系ｐ２１－９は、クローン細胞系

が得られるまで終点希釈により、ＬＮｐ２１ＣＯ３形質導入Ｇ４１８耐性の細胞

系から得た。

      【００７７】

（実施例２）

  細胞増殖アッセイ

  実施例１に記載のように作製したｐ２１－９細胞を、細胞増殖アッセイに使用

して、ｐ２１が細胞中で発現された場合に生じる細胞増殖の変化の程度を決定し

た。

      【００７８】

  ｐ２１－９細胞でのＬＮｐ２１ＣＯ３ベクターからのｐ２１発現は、１０％ウ

シ胎児血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ、Ｌｏｇａｎ、ＵＴ）およびＩＴＰＧを含むＤＭＥ

Ｍ培地中で細胞を培養することにより誘導した。これらのアッセイの結果を図２

Ａおよび２Ｂに示す。図２Ａは、５０μＭ  ＩＰＴＧの存在下で培養した細胞で

のｐ２１タンパク質産生の時間経緯を示す。ｐ２１発現は、ＩＰＴＧを増殖培地

に導入した６ないし１２時間後に増加し、この発現は、導入の約２４時間後にピ

ークに達した。ＩＰＴＧ含有培地から細胞を取り出すと、ｐ２１発現は、上昇し

たのと同じ位迅速に下降し、ＩＰＴＧを除去した約２４時間後に誘導前レベルに

戻った（図２Ｂ）。

      【００７９】

  ＩＰＴＧの存在下での細胞増殖を３つの方法でアッセイした：３Ｈチミジン取

込み（「標識係数」と称する）を測定；顕微鏡による培養液中の有糸分裂細胞の
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数を観察（「有糸分裂係数」と称する）；および異なる細胞周期の割合における

培養細胞の分布の決定（「細胞周期分布」と称する）。これらの結果を図３Ａか

ら３Ｃに示す。

      【００８０】

  ３Ｈ－チミジン取込みアッセイは、Ｄｉｍｒｉら（１９９５、Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９２：９３６３～９３６７）に実質的に記載

のように実施した。細胞を、３Ｈ－チミジンの存在下で３時間培養し、その後、

オートラジオグラフィーにより解析した。ＤＮＡ複製は、ＩＰＴＧを培養培地に

添加した９時間後までに完全に停止し、オートラジオグラフィーにより決定した

（図３Ａ）。有糸分裂係数は、細胞を顕微鏡で観察し、５μｇ／ｍＬの４，６－

ジアミノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）で染色した後に有糸分裂中の細

胞数を計算することにより決定し、像を、Ｌｅｉｃａ  ＤＭＩＲＢ蛍光顕微鏡お

よびＶａｙｔｅｋ（Ｆａｉｒｆｉｅｌｄ、Ｉｏｗａ）造影システムを使用して集

めた。顕微鏡で検出可能な有糸分裂細胞は、２段階でＩＰＴＧの存在下でこれら

の培養液から消失した：最初は、ＩＰＴＧ添加の０～４時間後に生じ（有糸分裂

係数は、無処理細胞の約１５％から、ＩＰＴＧ処理細胞の約５％まで下降した）

、その後、再度、ＩＰＴＧ添加の約１０～１４時間後に生じた（有糸分裂係数は

、ＩＴＰＧ添加の約１３時間後にゼロに下降した（図３Ｂ））。

      【００８１】

  細胞周期分布は、ベクトン・ディッキンソンＦＡＣＳｏｒｔを使用して、Ｊｏ

ｒｄａｎら（１９９６、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５６：８１６～８２５）により

記載のようなヨウ化プロピジウムで染色した後にＤＮＡ含量のＦＡＣＳ解析を使

用して決定した。細胞周期分布は、ＩＰＴＧ処理の２４時間後に安定化した（図

３Ｃに示す）。この時間までに、４２～４３％のＩＴＰＧ処理細胞がＧ１および

Ｇ２でそれぞれ停止し、約１５％の細胞が、Ｓ期のＤＮＡ含量で停止した。

      【００８２】

  ｐ２１発現の効果はまた、細胞培養培地からＩＰＴＧを除去することにより、

ｐ２１の効果から細胞を遊離することにより調べた。ＩＰＴＧ処理ｐ２１－９細

胞は、形態学的老化マーカーを示すことは既知であった（Ｃｈａｎｇら、１９９
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９、同上）。図２Ｂに示したように、ｐ２１－９細胞でのｐ２１遺伝子発現レベ

ルは、ＩＰＴＧの除去後２４時間以内に基底レベルまで戻った。ここで、ＩＰＴ

Ｇ処理ｐ２１－９細胞が、ＩＰＴＧの除去後にクローン産生能の消失を示すかど

うかを決定した。これらの実験結果を図４Ａから４Ｄに示す。

      【００８３】

  ＩＰＴＧ処理からの回復に関するコロニーアッセイを、ＤＭＥＭ／１０％ＦＣ

Ｓ中、ＩＰＴＧの存在または非存在下で、１０ｃｍ培養皿あたり約２，０００個

のｐ２１－９細胞を播種することにより実施した。細胞に、１０日間コロニーを

形成させ、その後、そのクローン産生能を決定した。ｐ２１－９細胞を、３つの

濃度のＩＰＴＧ：０．５μＭ、５μＭおよび５０μＭで処理した。これらの処理

は、それぞれ、基底ｐ２１レベルを超える測定可能な増加は全くない（０．５μ

Ｍ）、最大の半分（５μＭ）または最大増加（５０μＭ）のｐ２１遺伝子発現を

誘導した。図４Ａに示したように、ｐ２１－９細胞の、０．５μＭ  ＩＰＴＧに

よる処理は、コロニー形成を阻害しなかった。これに対し、細胞を、５μＭまた

は５０μＭ  ＩＰＴＧに連続的に曝露することにより、ｐ２１－９細胞のクロー

ン産生性はそれぞれ８０％および１００％減少した。ＩＰＴＧを１２または１４

時間後に除去した場合、５μＭ  ＩＰＴＧで処理した細胞は、実質的に消失して

いないコロニー形成を示した。しかし、５０μＭ  ＩＰＴＧ処理細胞は、５８～

６３％のクローン産生性の減少を示した。３～５日間の処理後、５μＭ  ＩＰＴ

Ｇ中で培養した細胞は、５５～５８％のクローン産生性の減少を示し、５０μＭ

  ＩＰＴＧ中で培養した細胞は、９５～９９％のクローン産生性の減少を示した

。これらの結果により、細胞がｐ２１遺伝子発現崩壊後に回復する能力は、ｐ２

１の誘導レベルおよびｐ２１誘導持続時間に反比例的に相関した。この結果は、

他の細胞培養系で他の研究者により得られた結果と一致した（Ｆａｎｇら、１９

９９、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １８：２７８９～２７９７）。

      【００８４】

  クローン産生性の消失の原因は以下のように調べた。ＤＮＡ複製の再開は、上

記したような３Ｈ－チミジン取込みアッセイを使用して、ＩＰＴＧから遊離した

約２０時間後に初めて検出された。これらの結果を図４Ｂに示す。これらの細胞
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の有糸分裂の再開は、ＩＰＴＧ遊離の約３０時間後に初めて検出され、これは上

記したような有糸分裂係数から決定した。これらの結果を図４Ｃに示す。細胞周

期のＳまたはＭ期に侵入する細胞の比率は、ＩＰＴＧで５日間処理したものより

も１日間処理した細胞の方が高かったが（図４Ｂおよび４Ｃで各々の曲線を比較

）、差異は、図４Ａに示したようなクローン産生性回復の対応する差異を説明す

るほど有意に十分ではなかった。

      【００８５】

  クローン産生アッセイ由来の培養プレートの顕微鏡検査により、５０μＭ  Ｉ

ＰＴＧで３日以上処理したプレートは、コロニーへと発達できなかった、数多く

の単一細胞および小さな細胞クラスターを含むことが示された。さらに、ＩＰＴ

Ｇからの遊離は、ＩＰＴＧ遊離後の最初の２日間中の浮遊細胞の出現に関連し、

該細胞の数は、細胞を、１日間ＩＰＴＧで誘導後よりも３日間誘導後の方がはる

かに高かった（図４Ｄに示したように）。大半のこれらの浮遊細胞は死滅し、こ

れは、トリパンブルー染色および１００から１，０００倍のクローン産生性の減

少により示された。

      【００８６】

  これらの細胞でのｐ２１誘導の効果をさらに、延長ＩＰＴＧ処理から遊離後に

出現した、増殖遅延および死滅細胞のＤＮＡ含量を調べることにより試験した。

増殖遅延細胞は、細胞膜に安定に取り込まれ、娘細胞間で均一に分けられる親油

性フルオロフォアであるＰＫＨ２保持増加に基づいて、ＦＡＣＳを使用して単離

し；これにより、各回の細胞分裂毎に細胞蛍光は比例的に減少し、非分裂または

死細胞は減少しない（Ｈｏｒａｎ＆Ｓｌｅｚａｋ、１９８９、Ｎａｔｕｒｅ  ３

４０：１６７～１６８）。これらのアッセイは、Ｃｈａｎｇら（１９９９、Ｃａ

ｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５９：３７６１～３７６７）に記載の通りに実施した。無処

理ｐ２１－９細胞よび５０μＭ  ＩＰＴＧで５日間処理した細胞を、ＰＫＨ２で

標識し、ＩＰＴＧ非含有培地中に播種し、そのＰＫＨ２蛍光を連続的な日に解析

した。図５Ａに示したように、ＩＰＴＧ処理細胞は、対照細胞よりも遅く分裂し

始め、増殖細胞のピークおよび高いＰＫＨ蛍光を有する増殖遅延細胞の肩が出現

した、不均質なＰＫＨ２プロファイルを展開した。増殖遅延細胞はまた、老化細
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胞に特徴的である側面散乱の増加を示した（Ｃｈａｎｇら、１９９９、同上）。

増殖中（ＰＫＨ２ｌｏＳＳｌｏ）および増殖遅延（ＰＫＨ２ｈｉＳＳｈｉ）細胞

個体群は、ＩＰＴＧからの遊離の６日後にＦＡＣＳにより分離し、そのＤＮＡ含

量をＰＩ染色により解析した。増殖遅延画分は、より高いＧ２／Ｍ画分および４

Ｃ  ＤＮＡ含量よりも多い多数の細胞を有する点で、増殖中の細胞とは異なった

（図５Ｂに示す）。後者の細胞の倍数体性質は、染色体１８および２１用の特異

的プローブを用いて、間期核の蛍光インサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳ

Ｈ）により確認し；これらの実験は、Ｃｈａｎｇら（１９９９、同上）に記載の

通りに実施した。高い倍数体およびＧ２／Ｍ画分も、ＩＰＴＧからの遊離後に集

めた浮遊死細胞間に観察され（図５Ｃに示す）；顕微鏡解析により、多くのこれ

らの死細胞が有糸分裂中であることが示された。

      【００８７】

  倍数体細胞の起源を調べるために、ＩＰＴＧからの遊離後の全細胞個体群のＤ

ＮＡ含量の変化の時間経緯を決定した。倍数体細胞の数は、遊離の２４～２８時

間後に大きく増加し（図５Ｄに示したように）、ＤＮＡ合成の再開が同時に起こ

る（図４Ｂと比較）。この結果により、遊離された細胞の多くが、計画されてい

ない回のＤＮＡ複製である核内倍加を受けていることが示された。しかし、核内

倍加の時間経緯および大きさは、１日間のＩＰＴＧ阻害後（図５Ｄ）または３～

５日間の阻害後に遊離された細胞間で非常に類似していた。

      【００８８】

  しかし、５日間ＩＰＴＧにより阻害した細胞と比較した１日間ＩＰＴＧにより

阻害した細胞の間の主な差異は、ＩＰＴＧからの遊離の１～２日後に生じる付着

した有糸分裂細胞の形態を調べる場合に出現した。これらの結果を図６に示す。

無処理細胞の有糸分裂図の圧倒的な大多数が、形態学的に正常のようであったが

（図６、左）、ＩＰＴＧＨ処理後に遊離された細胞の有糸分裂図の大半は、多極

有糸分裂、不均一染色体分布および前期停止を含む、数多くの異常を示した（図

６、右）。１日間および５日間ＩＰＴＧ処理した細胞における正常有糸分裂の比

率はそれぞれ４５％および２％であり、これは、クローン産生性回復の対応する

値に近い（３８％および１％）。これらの結果により、異常な有糸分裂が、核内
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倍加と共に、ｐ２１からの遊離後のクローン産生性の消失に関与することが示唆

される。

      【００８９】

  これらの結果により、ｐ２１の誘導発現は、遺伝子が発現されている間の細胞

に対する顕著な作用だけでなく、その作用は、消えず、細胞周期および増殖への

細胞の正常な回復を干渉することが示された。

      【００９０】

（実施例３）

  ｐ２１遺伝子発現により変調される遺伝子発現の解析

  実施例２に開示した結果により、ｐ２１誘導の形態学的および細胞周期結果は

、細胞周期進行を制御する遺伝子の抑制の結果であり得ると示唆された。細胞遺

伝子発現に対するｐ２１誘導の効果を以下のように調べた。

      【００９１】

  逆転写酵素－重合酵素連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）解析を実施して、細胞周期チ

ェックポイント進行の制御に関与することが知られる遺伝子の発現を調べた。細

胞周期制御およびＤＮＡ複製に関与する２７個の遺伝子の予備ＲＴ－ＰＣＲ解析

により、これらの８個の遺伝子が、ｐ２１－９細胞においてＩＰＴＧにより阻害

されることが判明した。全ＲＮＡを、ＩＰＴＧ処理および遊離中の異なる時間点

で集めたｐ２１－９細胞から抽出した。負の制御を受けた遺伝子に関する遺伝子

発現の変化のＲＴ－ＰＣＲ解析を、Ｎｏｏｎａｎら（１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８７：７１６０～７１６４）に実質的に記載

されたように実施した。

      【００９２】

  より包括的な解析を、ポリ（Ａ）＋ＲＮＡを無処理ｐ２１－９細胞から、およ

び５０μｍ  ＩＰＴＧで３日間処理した細胞から単離することにより実施した。

ｃＤＮＡを、ポリ（Ａ）＋ＲＮＡから調製し、４，０００以上の配列の多様な既

知のヒト遺伝子および３，０００個のＥＳＴを含む、ヒトＵｎｉＧＥＭ  ＶｃＤ

ＮＡマイクロアレイを用いた差次的ハイブリダイゼーションのプローブとして使

用した（ＭＯ州セントルイス所在ゲノムシステムズ社の実施したように）。２，
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５００個より多い遺伝子およびＥＳＴが、無処理およびＩＰＴＧ処理ｐ２１－９

細胞の両方由来のプローブと測定可能なハイブリダイゼーションシグナルを示し

た。平衡差次的発現≧２．５で負の制御を受けた、または平衡差次的発現≧２．

０で正の制御を受けた遺伝子を、それぞれ表ＩおよびＩＩに列挙する。

      【００９３】

  これらの遺伝子の６９個の発現を個々に、マイクロアレイに存在するｃＤＮＡ

クローンの挿入断片から得られたプローブとのＲＴ－ＰＣＲまたはノザンハイブ

リダイゼーションにより試験し；これらのｃＤＮＡはゲノムシステムズ社から得

た。さらに、ｐ２１タンパク質の酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳ

Ａ）測定を、記載のように（Ｃｈａｎｇら、１９９９、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １８

：４８０８～４８１８）、ＷＡＦ１ＥＬＩＳＡキット（ＮＹ州ユニオンデール所

在オンコジーン・サイエンスから得る）を使用して実施した。以下の一次抗体を

イムノブロットに使用した：Ｃｄｃ２（サンタクルス）、サイクリンＡ（ネオマ

ーカー）、Ｐｌｋ１（ザイムド）およびＲｂ（ファーミンゲン）に対するマウス

モノクローナル抗体；ＭＡＤ２（ＢａｄＣｏ）、ｐ１０７（サンタクルス）、Ｃ

ＴＧＦ（Ｆｉｓｐ－１２；Ｌ．Ｌａｕ博士の贈呈）、Ｐｒｃ１（Ｗ．Ｊｉａｎｇ

博士およびＴ．Ｈｕｎｔｅｒ博士の贈呈）およびトポイソメラーゼＩＩα（Ａｂ

０２８４；Ｗ．Ｔ．Ｂｅｃｋ博士の贈呈）に対するウサギポリクローナル抗体、

およびＳＯＤ２（カルバイオケム）に対するヒツジポリクローナル抗体。使用し

たセイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）コンジュゲート二次抗体は、ヤギ

抗マウスおよびヤギ抗ウサギＩｇＧ（サンタクルス）およびウサギ抗ヒツジＩｇ

Ｇ（ＫＰＬ）であった。全試料中のタンパク質濃度は、バイオラッドタンパク質

アッセイキットによる測定後に均等化した。イムノブロットを、標準的な手順に

より実施し、シグナルはＬｕｍｉＧｌｏ（ＫＰＬ）を使用して化学発光により検

出した。

      【００９４】

  これらの結果を図７Ａから７Ｃに示す。上記のマイクロアレイアッセイにより

予測された遺伝子発現の変化を、３９中３８個の負制御および３０中２７個の正

制御遺伝子について確認した。大半の試験した遺伝子についてノザンハイブリダ
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イゼーションまたはＲＴ－ＰＣＲにおいて観察されたシグナル差異（図７Ａから

７Ｃ）は、ｃＤＮＡアレイから決定した平衡差次的発現の値より高いようであり

（表ＩおよびＩＩ）、これは、ｃＤＮＡアレイハイブリダイゼーションは、遺伝

子発現に対するｐ２１の効果の程度を過小評価する傾向があることを示唆する。

６個の負制御および４個の正制御遺伝子の発現の変化も、イムノブロット（図７

Ｂ）または酵素電気泳動法（示していない）によりタンパク質レベルで試験し、

試験した全ての場合において確認した。

      【００９５】

  ｐ２１により仲介される遺伝子発現の変化は、ｐ２１誘導細胞増殖停止後の短

期および長期効果を含むことが認識された。この目的で、ＩＰＴＧ添加および除

去後の、ｐ２１阻害（図７Ｂ）およびｐ２１誘導遺伝子（図７Ｃ）のサブセット

のＲＮＡレベルの変化の時間経緯を決定した。イムノブロットを使用して、Ｒｂ

リン酸化（電気泳動度により示される）、および、ｃＤＮＡアレイに従ってＲｂ

並びにｐ２１により阻害される数個のタンパク質の細胞レベルのｐ２１誘導変化

の時間経緯を解析し；これらの結果を図７Ｂに示す。Ｒｂは、ＩＰＴＧの添加の

早くも６時間後に脱リン酸化となることが判明した。さらに、Ｒｂタンパク質レ

ベルは、１２～２４時間の間に鋭く下降したが（図７Ｂに示す）、ＲＢｍＲＮＡ

レベル（データは示していない）には有意な変化は検出されなかった。類似の減

少が、Ｒｂ関連タンパク質ｐ１０７に観察された（図７Ａに示す）。

      【００９６】

  １．ｐ２１により阻害される遺伝子発現

  試験した全ｐ２１誘導遺伝子が、ｐ２１誘導および遊離に対して迅速な応答を

示した。これらの５個の遺伝子（トポイソメラーゼＩＩα、ＯＲＣ１、ＰＬＫ１

、ＰＲＣ１およびＸＲＣＣ９）が、ＩＰＴＧの添加の４ないし８時間後に、ＲＮ

Ａおよびタンパク質レベルの両方で有意な阻害を示した（図７Ｂ）。このパター

ンは、「即時応答」と称され、これは、細胞増殖停止およびＲｂ脱リン酸化の動

態と平行する。他のｐ２１阻害遺伝子（例えばＣＤＣ２またはＤＨＦＲ）は、Ｄ

ＮＡ複製および有糸分裂の停止後に僅かに遅れる「早い応答」を示し、ＩＰＴＧ

の添加の１２時間後にのみ放出可能なｍＲＮＡレベルの大きな減少を伴う。しか
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し、全てのｐ２１誘導遺伝子が、細胞が依然として増殖停止し、ＤＮＡ複製およ

び有糸分裂の再開前の時である、ＩＰＴＧ除去の１２～１６時間後にその発現を

再開した（図７Ｂ）。この解析により、ｐ２１阻害遺伝子の発現の変化は、ｐ２

１誘導および遊離の短期効果であり、細胞増殖停止および回復の結果ではないこ

とが示された。

      【００９７】

  要約すると、６９個の遺伝子および３個のＥＳＴが、平衡差次的発現２．５～

１２．６でもって、ｐ２１誘導細胞で負の制御を受けるとして、ｃＤＮＡマイク

ロアレイにより同定され（表ＩＡ）；ＩＰＴＧ処理細胞で負の制御を受けるとし

て、我々の以前のアッセイにより同定した５個の追加の遺伝子を表ＩＢに列挙す

る。ｃＤＮＡアレイにより同定した負制御遺伝子の顕著に高い割合（６９中４３

個）が、有糸分裂、ＤＮＡ複製、分離および修復およびクロマチン会合に関連し

、これは、ｐ２１により仲介される遺伝子発現の阻害の高度な選択性を示す。

      【００９８】

  ｐ２１負制御遺伝子の最大の群は、有糸分裂のシグナル伝達、遂行および制御

に関与しているものである。これらの遺伝子は、有糸分裂開始複合体を形成する

ＣＤＣ２およびサイクリンＢ１、有糸分裂開始、有糸分裂チェックポイント制御

および細胞質分裂に役割を果たすポロ様キナーゼ（ＰＬＫ１）（Ｇｌｏｖｅｒら

、１９９８、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖｅｌｏｐ  １２：３７７７～３７８７）、およ

び、有糸分裂チェックポイント制御の標的であるＣＤＣ２相互作用タンパク質Ｃ

ＫｓＨｓ１（Ｈｉｘｏｎら、１９９８、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１８：６

２２４～３７）を含む。この群の他の遺伝子は、クセノプスコンデンシンタンパ

ク質ＸＣＡＰ－Ｈの相同体、姉妹染色分体粘着に関与するＲａｄ２１修復タンパ

ク質の相同体（Ｌｏｓａｄａら、１９９８、Ｇｅｎｅ  Ｄｅｖｅｌｏｐ  １２：

１９８６～１９９７）および有糸分裂組換え（ＭｃＫａｙら、１９９６、Ｇｅｎ

ｏｍｉｃｓ  ３６：３０５～３１５）、紡錘体形成に関与する中心体関連キナー

ゼＡＩＫ１（Ｋｉｍｕｒａら、１９９７、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２：１

３７６６～１３７７１）、動原体タンパク質ＣＥＮＰ－ＡおよびＣＥＮＰ－Ｆ、

並びに、紡錘体チェックポイント制御に中心的な役割を果たすＭＡＤ２およびＢ
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ＵＢＲ１タンパク質（ＬｉおよびＢｅｎｅｚｒａ、１９９６、Ｓｃｉｅｎｃｅ  

２７４：２４６～２４８；Ｃｈａｎら、１９９９、Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．１

４６：９４１～９５４）、有糸分裂動原体会合キネシン（ＭＣＡＫ）、間期中心

体および有糸分裂紡錘体に位置するキネシン様タンパク質ＨＳＥＴ、ＣＨＬ１ヘ

リカーゼ（有糸分裂中の適切な染色体分布に役割を果たす酵母タンパク質の相同

体；Ｇｅｒｒｉｎｇら、１９９０、ＥＭＢＯ  Ｊ．９：４３４７～４３５８）、

および細胞質分裂に関与する３つのタンパク質、Ｐｒｃ１、Ａｉｍ１／Ａｉｋ２

およびシトロンキナーゼ（Ｊｉａｎｇら、１９９８、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ  ２：８

７７～８８５；Ｔｅｒａｄａら、１９９８、ＥＭＢＯ  Ｊ．１７：６６７～６７

６；Ｍａｄａｕｌｅら、１９８８、Ｎａｔｕｒｅ  ３９４：４９１～４９４）を

コードする。ｐ２１は、核エンベロープタンパク質ラミンＢ１およびラミンＢ２

、核会合に関与するラミン会合ポリペプチドα（チモポエチンα）、およびＭ期

リンタンパク質ＭＰＰ２およびＭＰＰ５をコードする遺伝子も阻害する。上記の

多くのタンパク質の欠損により、異常な染色体分離および倍数体化が生じること

が知られ、同事象を、我々は、ＩＰＴＧからの遊離後にｐ２１－９細胞において

観察した。

      【００９９】

  多くのｐ２１阻害遺伝子が、ＤＮＡ複製および分離、クロマチン会合およびＤ

ＮＡ修復に関与している。こらのいくつかの遺伝子が、リボヌクレオチド葉酸サ

ブユニットＭ１およびＭ２、チミジンキナーゼ、チミジル酸合成酵素、ウリジン

過リン酸分解酵素およびジヒドロ葉酸還元酵素を含む、ヌクレオチド生合成に関

与する酵素をコードする。複製ライセンス因子Ｃｄｃ４７／Ｍｃｍ４、Ｃｄｃ４

５相同体、転写開始点認識複合体のＯｒｃ１タンパク質、ＤＮＡ重合酵素α、Ｂ

－Ｍｙｂ、複製因子Ｃの３７－ｋＤサブユニット、およびＤＮＡリガーゼＩを含

む、他のタンパク質も、ＤＮＡ複製に関与している。この群は、複製ＤＮＡの分

離（トポイソメラーゼＩＩα）、後成的に決定した染色体状態の遺伝（クロマチ

ン会合因子－Ｉのｐ６０サブユニット）、および他のクロマチン成分、例えば高

い移動度の群のタンパク質１および２に関与する遺伝子も含む。ＤＮＡ複製後修

復または細胞周期チェックポイント制御（ｄｅＷｉｎｔｅｒら、１９９８、Ｎａ
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ｔ  Ｇｅｎｅｔ．２０：２８１～２８３）、Ｒａｄ５４組換え修復タンパク質、

エキソヌクレアーゼＨｅｘ１／Ｒａｄ２、および上記のＲａｄ２１相同体および

ＤＮＡリガーゼＩに関与し得る、ＸＲＣＣ９を含む、数個のｐ２１阻害遺伝子が

、ＤＮＡ修復に関連している。

      【０１００】

  ｃＤＮＡアレイの６０％を超えるｐ２１阻害遺伝子が、有糸分裂、ＤＮＡ複製

、分離および修復に関与している。該生物学的選択性は、大規模の発現プロファ

イリング研究には前例がない。この観察に対する結果は、機能が現在不明である

ｐ２１阻害遺伝子は、細胞周期進行に役割を果たすようであるというものである

。実際に、６個のｐ２１阻害遺伝子は、最初に、ＥＳＴまたは機能の不明な遺伝

子としてｃＤＮＡアレイに列挙されたが、データベース探索により、その産物の

３つが、ＤＮＡ修復の細胞分裂に連関された。１つの場合では、最初の同定した

ＥＳＴは、ゲノムクローンにおいて、シトロンキナーゼのコード配列の３’にマ

ッピングされることが判明し；その後、ｐ２１によるシトロンキナーゼの阻害は

、そのコード配列に基づいたＲＴ－ＰＣＲにより実証された。追加のｐ２１阻害

遺伝子のクローニングは、哺乳動物細胞分裂に役割を果たす新規遺伝子を生じる

ようである。

      【０１０１】

  これらの結果により、また、治療介入の標的となる、ｐ２１誘導老化の細胞プ

ログラムの成分を発見する機会がさらに示唆される。ｐ２１により仲介される遺

伝子発現の阻害は、Ｅ２Ｆ阻害の結果であることが示唆された（ｄｅ  Ｔｏｌｅ

ｄｏら、１９９８、Ｃｅｌｌ  Ｇｒｏｗｔｈ  Ｄｉｆｆｅｒ．９：８８７～８９

６）。この解釈に一致して、我々のｐ２１阻害遺伝子のサブセット（例えばＣＤ

Ｃ２、ＯＲＣ１、ＤＨＦＲ、サイクリンＡ１）は、そのプロモーターにＥ２Ｆ部

位を含む。一方、いくつかのｐ２１阻害遺伝子（例えばサイクリンＢ１）のプロ

モーターにはＥ２Ｆ部位が全く見られず、いくつかのＥ２Ｆ依存性遺伝子（例え

ばサイクリンＥ）は、ｐ２１誘導により影響を受けなかった（データは示してい

ない）。Ｅ２Ｆに加えて、依然として同定されていない調節因子であるいくつか

が、それ故、ｐ２１の仲介する遺伝子発現の阻害に関与し得る。かかる追加の遺
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伝子には、新規医薬の標的を示し、該標的の存在および実体は、本発明により提

供される方法および試薬を使用して解明に利用できる。

      【０１０２】

  ２．ｐ２１により誘導される遺伝子発現

  ｐ２１発現により抑制される遺伝子に加えて、上記のアッセイは、ｐ２１によ

り誘導される遺伝子も検出した。ｐ２１誘導遺伝子の遺伝子発現パターンを図７

Ｃに示す。ｐ２１阻害遺伝子とは対照的に、ｐ２１正制御遺伝子は、ＩＰＴＧの

添加の４８時間後にのみ、すなわち全細胞での増殖停止の開始後にその発現を増

加させた。唯１つの試験遺伝子の組織トランスグルタミナーゼ（ｔ－ＴＧａｓｅ

）が、ＩＰＴＧの添加の１２時間後に検出可能な増加を示したが、その発現は４

８時間までにのみ最大に到達した（図７Ｃに示すように）。さらに、全ての試験

遺伝子（ｔ－ＴＧａｓｅを除く）の発現上昇が、細胞周期の再開の十分後に、Ｉ

ＰＴＧからの遊離後少なくとも３日間持続した（示していない）。この「遅い応

答」動態により、該遺伝子のｐ２１誘導は、ｐ２１の仲介する増殖停止に比べて

遅延効果であることが示された。

      【０１０３】

  ４８個の既知の遺伝子および６個のＥＳＴまたは機能の不明な遺伝子を、ｐ２

１誘導細胞で正の制御を受けるとして同定し、平衡差次的発現は２．０～７．８

であった（表ＩＩ）。この群における非常に高い割合（４８中２０）の同定可能

な遺伝子が、細胞外マトリックス（ＥＣＭ）成分（例えばフィブロネクチン１、

ラミニンα２、Ｍａｃ－２結合タンパク質）、他の分泌タンパク質（例えばアク

チビンＡ、結合組織増殖因子、血清アミロイドＡ）、またはＥＣＭ受容体（例え

ばインテグリンβ３）をコードする。これらの数個のタンパク質、並びに、大き

な群のｐ２１誘導細胞内タンパク質（表ＩＩ）は、異なる形のストレス応答で誘

導されるか、または、ストレス関連シグナル伝達に役割を果たすことが知られて

いる。顕著には、我々がｐ２１により誘導されると見出した多くの遺伝子はまた

、細胞の老化、臓器の加齢、または異なる年齢関連疾病で正の制御を受ける。

      【０１０４】

  ｐ２１阻害遺伝子とは対照的に、ｐ２１により誘導されることが見出されたど



(83) 特表２００３－５２５０３２

の遺伝子も、細胞増殖停止を引き起こし得る、既知の機能を全く有さない。さら

に、該遺伝子の誘導は、増殖停止の開始にはるかに遅れる遅い応答である。興味

深いことに、スーパーオキシドジスムターゼ２（ＳＯＤ２）（Ｊｏｎｅｓら、１

９９７、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１７：６９７０～６９８１、）ｔ－ＴＧ

ａｓｅ（Ｍｉｒｚａら、１９９７、Ａｍｅｒ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．２７２：Ｇ

２８１～Ｇ２８８）、アルツハイマーβ－アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ

）（Ｇｒｉｌｌｉら、１９９６、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１：１５００２

～１５００７）および炎症タンパク質血清アミロイドＡ（ＳＡＡ）（Ｊｅｎｓｅ

ｎおよびＷｈｉｔｅｈｅａｄ、１９９８、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．３３４：４８９

～５０３）を含む、数個のｐ２１誘導遺伝子は、ＮＦκＢにより正に調節される

。ｐ２１は、転写補因子ｐ３００に対するその効果により、ＮＦκＢ依存的転写

を活性化するので（Ｐｅｒｋｉｎｓら、１９９７、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７５：５

２３～５２７）、ｐ３００または関連転写補因子の活性化は、いくつかの正制御

遺伝子に対するｐ２１の効果に関与し得ることが可能である。しかし、ｐ２１の

仲介する遺伝子発現誘導の遅延動態により、この誘導は、ｐ２１の即座の効果の

はるかに下流で生じることが示唆される。

      【０１０５】

  これらの結果、および、表ＩＩに示した遺伝子の性質により、これらの遺伝子

の発現は、ｐ２１の増殖停止機能に関与しないことが示される。しかし、我々が

ｐ２１活性化遺伝子の産物間に見出す豊富な分泌タンパク質は、重要な生理的結

果を有する。以下の実施例５に開示したように、ｐ２１誘導細胞からの馴化培地

は、ｐ２１正制御遺伝子の性質により予測される２つの生物学的効果を示す：細

胞増殖の刺激およびアポトーシスの抑制。この知見は、ｐ２１誘導細胞における

上記に考察した遺伝子不安定化と合わせて、ｐ２１の「パラクリン」効果は、隣

接細胞に対する腫瘍促進作用による発癌に寄与し得ることが示唆される。これは

、ｐ２１により仲介される遺伝子誘導の抑制は、抗発癌作用を達成する方法を提

供し得、ｐ２１仲介遺伝子誘導経路は、新世代の癌予防薬の合理的な薬物設計の

標的であるという可能性をもたらす。

      【０１０６】
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  ｐ２１誘導の観察されたパラクリンの抗アポトーシス作用は、我々がｐ２１に

より誘導されると見出した分泌タンパク質である、プロサポシンおよびガレクチ

ン－３の報告された活性に一致する（表ＩＩ）。抗アポトーシス活性はまた、ｐ

２１誘導細胞内タンパク質ＳＯＤ２（Ｍａｎｎａら、１９９８、Ｊ．Ｂｉｏｌ．

Ｃｈｅｍ．２７３：１３２４５～１３２５４）およびＲ－Ｒａｓ（Ｓｕｚｕｋｉ

ら、１９９８、ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ．４３７：１１２～１１６）に関連している

。逆説的には、ｐ２１誘導ｔ－ＴＧａｓｅおよびカテプシンＢ（Ｓｉｎｇｈａｌ

ら、１９９７、Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇ．Ｍｅｄ．４５：５６７～５７５）は、ア

ポトーシス前機能に帰せ得る。アポトーシスに対するｐ２１の作用に関して文献

に矛盾した報告がある。いくつかの系では、ｐ２１過剰発現はアポトーシスを誘

導したが（Ｐｒａｂｈｕら、１９９６、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．２：

１２２１～１２２９；Ｔｓａｏら、１９９９、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７３：４９８３

～４９９０）、他の研究では、ｐ２１は、数個の型の処理により誘導されるアポ

トーシスから細胞を保護した（Ｇｏｒｏｓｐｅら、１９９７、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ

  １４：９２９～９３５；Ｌｕら、１９９８、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １６：７０５

～７１２；Ｂｉｓｓｏｎｎｅｔｔｅ＆Ｈｕｎｔｉｎｇ、１９９８、Ｏｎｃｏｇｅ

ｎｅ  １６：３４６１～３４６９）。ｐ２１は、抗アポトーシスおよびアポトー

シス前遺伝子の両方を誘導するという本明細書に開示した結果は、アポトーシス

に対するｐ２１の効果に関する矛盾した報告を説明し得る。

      【０１０７】

（実施例４）

  ＩＰＴＧ処理細胞と血清枯渇ｐ２１－９細胞を比較することによるｐ２１誘導

の特異性の同定

  細胞増殖停止の結果をもたらしそうである、ｐ２１の誘導する細胞遺伝子発現

の変化の同定は、以下のように決定した。

      【０１０８】

  増殖停止（休止）は、細胞を血清非含有培地中で４日間培養することにより産

生された血清枯渇により、ｐ２１－９細胞で誘導した。血清枯渇細胞では、ＩＰ

ＴＧ処理ｐ２１－９細胞とは異なり、細胞は、老化の形態を発達せず、非常に弱
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いＳＡ－β－ｇａｌ発現しか示さなかった。血清枯渇細胞におけるｐ２１レベル

は、僅か約２倍増加し、これに対し、ＩＰＴＧ処理細胞では１５～２０倍の増加

が見られた。図７Ｄは、血清非含有培地中で４日後または５０μＭ  ＩＰＴＧの

存在下で３日後に増殖停止した、ｐ２１－９細胞におけるｐ２１阻害およびｐ２

１誘導遺伝子の群の発現の、上記のように実施した、ＲＴ－ＰＣＲ解析を示す。

培養培地が５０μＭ  ＩＰＴＧを含む場合に、ｐ２１－９細胞で完全に阻害され

た遺伝子はまた、血清枯渇細胞でも阻害されたが、これらの大半の遺伝子は、Ｉ

ＰＴＧ処理細胞よりも低い程度で阻害された。

      【０１０９】

  発現がｐ２１により誘導される遺伝子は、３つの別個のパターンを示した。第

一群は、発現が、老化細胞と同じ程度に休止細胞でも強力に誘導される遺伝子で

ある。これらは、ガレクチン－３、スーパーオキシドジスムターゼ２、補体Ｃ３

、およびプロサポシンを含み、これは、その誘導が、細胞増殖停止の結果である

か、または、該遺伝子は、僅かに上昇したｐ２１レベルに極めて感受性であるこ

とを示す。第二の群は、休止細胞で正の制御を受けるが、老化細胞ほど強力に正

の制御を受けない、遺伝子である。これらの遺伝子は、フィブロネクチン－１、

Ｍａｃ２結合タンパク質およびアルツハイマー前駆タンパク質血清アミロイドＡ

を含む。第三の群は、休止細胞で検出可能に誘導されないが、老化細胞では強力

に誘導される遺伝子である。これらの遺伝子は、ＣＴＧＦ、プラスミノーゲンア

クチベーター阻害剤１、組織トランスグルタミナーゼまたはナチュラルキラー細

胞マーカータンパク質ＮＫ４、インテグリンβ３およびアクチビンＡを含む。

      【０１１０】

  血清枯渇による休止の誘導に対する特定の遺伝子の応答と、ＩＰＴＧの誘導す

るｐ２１の過剰発現による細胞老化に対する特定の遺伝子の応答の間の差異によ

り、これらの遺伝子は、老化の診断マーカーとして同定された。さらに、ここで

、新規老化マーカーは、ｐ２１発現細胞と休止細胞の間のその発現を比較するこ

とにより同定できる。

      【０１１１】

（実施例５）
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  有糸分裂因子を含む馴化培地の作製および有糸分裂活性アッセイ

  ＣＴＧＦ（Ｂｒａｄｈａｍら、１９９１、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１１４：

１２８５～１２９４）、アクチビンＡ（Ｓａｋｕｒａｉら、１９９４、Ｊ．Ｂｉ

ｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：１４１１８～１４１２２）、エピセリン／グラニュリ

ン（Ｓｈｏｙａｂら、１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ

Ａ  ８７：７９１２～７９１６）、およびガレクチン－３（Ｉｎｏｈａｒａら、

１９９８、Ｅｘｐ  Ｃｅｌｌ  Ｒｅｓ  ２４５：２９４～３０２）およびより低

い程度でクラステリン（Ｋｏｃｈ－Ｂｒａｎｄｔ＆Ｍｏｒｇａｎｓ、１９９６、

Ｐｒｏｇ．Ｍｏｌ．Ｓｕｂｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１６：１３０～１４９）、プロ

スタサイクリン刺激因子（ＰＳＦ；Ｙａｍａｕｃｈｉら、１９９４、Ｂｉｏｃｈ

ｅｍ．Ｊ．３０３：５９１～５９８）、血管内皮増殖因子－Ｃ（ＶＥＧＦ－Ｃ；

Ｊｏｕｋｏｖら、１９９６、ＥＭＢＯ  Ｊ．１５：２９０～２９８）、ゲルソリ

ン（Ｏｈｔｓｕら、１９９７、ＥＭＢＯ  Ｊ．１６：４６５０～４６５６）およ

びメタロプロテイナーゼ－１の組織阻害剤（ＴＩＭＰ－１；Ｈａｙａｋａｗａら

、１９９２、ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ．２９８：２９～３２）を含む、数個のｐ２１

正制御分泌タンパク質は、増殖因子として作用する。これらの結果により、ｐ２

１誘導は、パラクリン有糸分裂作用を引き起こし得ることが示唆された。さらに

、ガレクチン－３（Ａｋａｈａｎｉら、１９９７、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５７

：５２７２～５２７６）およびプロサポシン（Ｈｉｒａｉｗａら、１９９７、Ｐ

ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９４：４７７８～４７８１）は

抗アポトーシス活性を有することが示された。ＩＰＴＧ処理ｐ２１－９細胞から

の馴化培地を試験し、細胞増殖およびアポトーシスに対する効果を有するかどう

かを調べた。

      【０１１２】

  これらの実験で、馴化培地を、１５ｃｍのプレートあたり、１０６個のｐ２１

－９細胞を、ＤＭＥＭ／１０％ＦＣＳの存在下で播種することにより調製した。

次の日、ＩＰＴＧを加えて、最終濃度を５０μＭとし、この培地を、３日後に、

０．５％ＦＣＳおよび５０μＭ  ＩＰＴＧを補充したＤＭＥＭと交換した。２日

後（ＩＰＴＧの処理の３～５日後）、この馴化培地を集め、４℃で使用前の１５
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日間まで保存した。対照培地は、ＩＰＴＧ非含有ＤＭＥＭ／０．５％ＦＣＳを、

ＩＰＴＧ処理細胞と同じ密度まで増殖した無処理細胞に加え、該培地をその２日

後に集めることにより調製した。

      【０１１３】

  増殖の遅いヒト線維肉腫細胞系ＨＳ１５．Ｔを使用して、これらの馴化培地中

の有糸分裂活性を検出した。有糸分裂活性アッセイのために、両方の型の馴化培

地、並びに、新しい培地および馴化培地と新しい培地の１：１混合物を使用して

、有糸分裂誘起活性を試験した。これらの実験で、馴化培地に、１％または２％

ＦＣＳを補充した。簡潔には、ＨＳ１５．Ｔ細胞を、１２ウェルプレートに１ウ

ェルあたり１５，０００個の細胞で播種した。２日後、これらの細胞を、異なる

型の培地中で培養した。細胞を馴化培地中で６０時間増殖し、３．１３μＣｉ／

ｍＬの濃度の３Ｈ－チミジンを加え、２４時間インキュベートした。その後、細

胞を集め、その３Ｈ－チミジン取込みをＭｏｓｃａら（１９９２、Ｍｏｌ．Ｃｅ

ｌｌ．Ｂｉｏｌ．１２：４３７５～４３８３）に記載のように決定した。

      【０１１４】

  ＩＰＴＧの新しい培地への添加は、このアッセイで全く効果を示さなかった（

示していない）。図８Ａに示したように、新しい培地と、無処理ｐ２１－９細胞

由来の馴化培地の間の有意な差異は全くなかった。これに対し、ＩＰＴＧ処理細

胞からの馴化培地は、３Ｈ－チミジン取込みを３倍まで増加させた（図８Ａ）。

ＩＰＴＧ処理細胞からの馴化培地によるＨＳ１５．Ｔの増殖刺激はまた、メチレ

ンブルー染色により検出可能であった（データは示していない）。

      【０１１５】

  アポトーシスに対するこの馴化培地の効果も決定した。これらの実験は、Ｅ１

Ａにより不死化した、マウス胚線維芽細胞系Ｃ８を使用した。この細胞系は、血

清枯渇（Ｌｏｗｅら、１９９４、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ

Ａ  ９１：２０２６～２０３０）を含む、異なる刺激により誘導されたアポトー

シスに非常に感受性である（Ｌｏｗｅら、１９９４、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６６：

８０７～８１０；Ｎｉｋｉｆｏｒｏｖら、１９９６、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １３：

１７０９～１７１９）。アポトーシスは、６ｃｍプレートあたり３×１０５個の
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Ｃ８細胞を播種し、次の日に培地を、０．４％血清を補充した新しい培地または

馴化培地（新しい血清を添加せず）と交換することにより解析した。ＤＮＡ含量

解析およびＤＡＰＩ染色を２４時間および４８時間後に実施し、相対的細胞数を

、血清の少ない培地中で４８時間後にメチレンブルー染色（Ｐｅｒｒｙら、１９

９２、Ｍｕｔａｔ．Ｒｅｓ．２７６：１８９～１９７）により測定した。

      【０１１６】

  血清の少ない新しい培地またはＩＰＴＧ処理または無処理細胞からの馴化培地

の添加により、Ｃ８細胞に迅速にアポトーシスが誘導され、これは細胞脱着およ

びアポトーシス形態が、ＤＡＰＩ染色後も大半の細胞に検出可能であることによ

り証明される（示していない）。しかし、ＩＰＴＧ処理細胞からの馴化培地は、

新しい培地および無処理細胞からの馴化培地に比べて細胞生存度を強く増加させ

、これは、４８時間後に付着したまま留まる細胞のメチレンブルー染色により測

定した（図８Ｂに示す）。ｐ２１誘導細胞からの馴化培地の効果は、細胞ＤＮＡ

成分のＦＡＣＳ解析でさらにより明確であり、これは、培地交換の２４時間およ

び４８時間後に合わせて付着した浮遊しているＣ８細胞で実施した（図８Ｂ）。

多くの他の細胞系と異なり、Ｃ８細胞のアポトーシスは、ＤＮＡの量の減少した

（サブＧ１）僅か数個の細胞しか産生せず、Ｇ２／Ｍ  ＤＮＡ含量をもつ細胞の

選択的消失により特徴づけられる（Ｎｉｋｉｆｏｒｏｖら、１９９６、同上）。

ＩＰＴＧ処理細胞からの馴化培地中の血清枯渇細胞は、Ｇ２／Ｍ画分を保持し、

血清の豊富な培地中で増殖している対照細胞に似た細胞周期プロファイルを示し

た（図８Ｂ）。ＩＰＴＧ単独での添加は、Ｃ８細胞のアポトーシスに対して全く

効果はなかった（示していない）。従って、ＨＴ１０８０細胞におけるｐ２１誘

導は、ｐ２１正制御遺伝子の性質により予測されるような、有糸分裂および抗ア

ポトーシス因子の分泌をもたらす。

      【０１１７】

（実施例６）

  ｐ２１応答性プロモーターにより発現されるリポーター遺伝子を含む組換え発

現作成物の作製

  プロモーター－リポーター作成物は、以下のように、ヒトＰＬＫ１、ＮＫ４お
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よびＳＡＡプロモーターから調製した。重合酵素連鎖反応（ＰＣＲ）によるプロ

モーター特異的ＤＮＡの増幅を、鋳型として、ＨＴ１０８０ｐ２１－９細胞から

のゲノムＤＮＡを使用して実施した。ＰＣＲを、ＰｆｕＴｕｒｂｏＤＮＡ重合酵

素（ストラタジーン）および表ＩＩＩａに列挙したプライマーセットを使用して

実施した。各プライマーセットのＰＣＲ条件を表ＩＩＩｂに記載する。ＰＣＲ産

物を得、ＴＯＰＯ  ＴＡクローニングベクターｐＣＲ２．１／ＴＯＰＯ（ＰＬＫ

１およびＳＡＡでは）またはｐＣＲＩＩ／ＴＯＰＯ（ＮＫ４では）にクローニン

グした。これらの作成物は、シークエンスにより確認し、その後、正しい配向で

プロモーターを含むＫｐｎＩ－ＸｈｏＩ断片を、ルシフェラーゼリポーターベク

ターｐＧＬ２ベーシック（ＷＩ州マジソン所在プロメガ）のＫｐｎＩおよびＸｈ

ｏＩ部位に、標準的な組換え遺伝子技術（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、同上）を使用し

て挿入した。

      【０１１８】

  各プロモーター作成物の２つの別々に単離したプラスミドクローンを、一過性

トランスフェクションアッセイにより、ｐ２１調節について試験した。各プロモ

ーター－ルシフェラーゼ作成物を、ｐＣＭＶ－β－ｇａｌ（プロメガ）プラスミ

ドと、１：１の比で混合し、ＨＴ１０８０ｐ２１－９細胞に、リポフェクタミン

２０００（ＭＤ州ゲーサーズバーグ所在ライフ・テクノロジーズ社）により導入

した。６から８時間後、５０μＭ  ＩＰＴＧを含むまたは含まない培地をトラン

スフェクト細胞に加え、細胞抽出物を、これらの細胞から６０～７２時間後に調

製し、ルシフェラーゼ活性についてアッセイした（ルシフェラーゼアッセイシス

テム、プロメガ）。β－ガラクトシダーゼアッセイを、トランスフェクション効

率の正規化対照として使用した。

      【０１１９】

  図９は、これらの実験結果を示す。トランスフェクト細胞におけるｐ２１誘導

時に、ｐ２１阻害遺伝子ＰＬＫ１から調製したプロモーター作成物の発現は減少

し（３～５倍）、ｐ２１誘導遺伝子ＮＫ４およびＳＡＡから調製したプロモータ

ー作成物からの発現は増加した（ＮＫ４では７～１０倍、ＳＡＡでは２０～３０

倍）。これらの結果により、ｐ２１は、これらの遺伝子の発現を、そのプロモー
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ターを調節することにより正制御または負の制御をし、該遺伝子のプロモーター

作成物を使用して、ｐ２１により仲介される遺伝子発現の調節についてアッセイ

できることが示された。

      【０１２０】

【表１】

      【０１２１】

（実施例７）

  誘導性ｐ１６遺伝子を含む哺乳動物細胞の作製

  誘導性ｐ１６遺伝子を含む哺乳動物細胞系を、一般に、誘導性ｐ２１含有細胞

系の作製のために、実施例１に記載のように作製した。細菌ｌａｃＩ遺伝子をコ

ードし、ネズミ異所性レトロウイルス受容体（ＨＴ１０８０  ３’ＳＳ６；Ｃｈ

ａｎｇ＆Ｒｏｎｉｎｓｏｎ、１９９６、Ｇｅｎｅ  １８３：１３７～１４２）を

発現している、組換え発現作成物を含むヒトＨＴ１０８０線維肉腫細胞系の組換

え誘導体を使用して、誘導性ｐ１６含有細胞を作成した。ヒトｐ１６の４７１ｂ

ｐのコード配列を含むＤＮＡ断片（米国特許第５，８８９，１６９号に開示、参

考として取込む）を、ＩＰＴＧ調節レトロウイルスベクターＬＮＸＲＯ２（Ｃｈ

ａｎｇ＆Ｒｏｎｉｎｓｏｎ、１９９６、Ｇｅｎｅ  １８３：１３７～１４２）に
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クローニングした。このレトロウイルスベクターは、細菌ネオマイシン耐性遺伝

子（ｎｅｏ）を、レトロウイルス長末端反復プロモーターの制御下に含み、Ｇ４

１８（ＢＲＬ－ギブコ）を使用した選択が可能となる。ＬＮｐ１６ＲＯ２と称さ

れる得られた作成物を、図１０に図解する。この作成物をＨＴ１０８０  ３’Ｓ

Ｓに、慣用的なレトロウイルス感染法を使用して導入した。感染後、ＬＮｐ１６

ＲＯ２ベクターで感染した細胞を、細胞を、４００μｇ／ｍＬ  Ｇ４１８（ＢＲ

Ｌ－ギブコから得る）の存在下で培養することにより選択した。ＬＮｐ１６ＲＯ

２形質導入細胞のＧ４１８により選択した個体群を、ＨＴ１０８０／ＬＮｐ１６

ＲＯ２と称した。この細胞個体群は、ＶＡ州マナッサス所在アメリカン・タイプ

・カルチャー・コレクション（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．）に２０００年１０月１０日に

寄託され、受託番号      を受けた。

      【０１２２】

（実施例８）

  細胞増殖および遺伝子発現アッセイ

  実施例７に記載したようなＩＰＴＧで誘導できるヒトｐ１６遺伝子を有するＨ

Ｔ１０８０誘導体を、以下のように、細胞増殖および遺伝子発現アッセイに使用

した。

      【０１２３】

  細胞を、５０μＭ  ＩＰＴＧの存在下および非存在下で、６日間の経緯をかけ

て増殖させ、培養液中の細胞数を、６００ｎｍでの光散乱により決定した。これ

らの結果を図１１に示す。これらの細胞を５０μＭ  ＩＰＴＧの存在下で培養し

、よってｐ１６遺伝子発現を誘導することにより、ＩＰＴＧの非存在下で増殖し

た細胞に比べて、増殖は阻害された。

      【０１２４】

  その後、ＲＮＡをこれらの細胞から得、５０μＭ  ＩＰＴＧの存在下または非

存在下で３日間培養した。その後、これらのＲＮＡ試料を、β２－ミクログロブ

リンではなくむしろβ－アクチンを正規化に使用することを除き、実施例３およ

び６に実質的に上記したように実施したＲＴ－ＰＣＲアッセイに使用した。ｐ２

１により阻害されると上記で示された９個の遺伝子、および、ｐ２１により誘導
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されると上記で示された１８個の遺伝子を、これらの細胞のＩＰＴＧ処理により

誘導されたｐ１６遺伝子発現の効果について解析した。これらの結果を図１２に

示す。全ての試験したｐ２１により阻害される遺伝子は、ＩＰＴＧ誘導ｐ１６発

現によっても阻害され、全ての試験ｐ２１誘導遺伝子は、ＩＰＴＧ誘導ｐ１６発

現によっても誘導された。試験した阻害遺伝子は、細胞周期進行に関与する遺伝

子であり、試験した誘導遺伝子は、ｐ２１発現誘導に関して上記したような、ア

ルツハイマー病、アミロイド症、関節炎、アテローム硬化症、およびパラクリン

アポトーシスおよび有糸分裂誘起効果に関与する。図１２に示した結果も、ｐ１

６発現が、ｐ２１発現に対して検出された効果を全く示さないことを示す。

      【０１２５】

  前記の開示は、本発明のある特定の実施形態を強調し、全ての修飾または別の

その均等物も、添付の特許請求の範囲に示したような本発明の精神および範囲内

であることを理解すべきである。

      【０１２６】

【表２】
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【表３】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、ヒトＨＴ１０８０線維肉腫細胞系変異体ｐ２１－９の作製に使用した

ＩＰＴＧ調節レトロウイルスベクターＬＮｐ２１ＣＯ３の図解である。

    【図２】

  図２Ａは、５０μＭのＩＰＴＧの添加後のｐ２１誘導の時間経過のグラフであ

り、ここでのｐ２１レベルはＥＬＩＳＡにより決定した。

  図２Ｂは、ＩＴＰＧの除去後のｐ２１減衰の時間経過のグラフである。

    【図３】

  図３Ａは、５０μＭのＩＰＴＧの添加後の３Ｈ－チミジン標識係数（オートラ

ジオグラフィーにより決定）の変化の時間経過のグラフである。

  図３Ｂは、５０μＭのＩＰＴＧの添加後の有糸分裂誘起係数（ＤＡＰＩ染色後

に顕微鏡により決定）の変化の時間経過のグラフである。

  図３Ｃは、５０μＭのＩＰＴＧの添加後の細胞周期分布（ヨウ化プロピジウム

後の蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）解析により決定）の変化の時間経過のグラ
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フである；－●－：細胞周期Ｇ１期の細胞；－○－：細胞周期のＧ２／Ｍ期の細

胞；－▼－：細胞周期のＳ期の細胞。

    【図４】

  図４Ａは、ｐ２１－９細胞によるコロニー形成に対する、異なる用量のＩＰＴ

Ｇによる処理持続期間の効果を示すグラフである；－●－：０．５μＭ  ＩＰＴ

Ｇ；－○－：５μＭ  ＩＰＴＧ；－▼－：５０μＭ  ＩＴＰＧ。

  図４Ｂは、５０μＭ  ＩＴＰＧの除去後の３Ｈ－チミジン標識係数（オートラ

ジオグラフィーにより決定）の変化の時間経過のグラフである；－●－：１日目

；－○－：５日目。

  図４Ｃは、５０μＭ  ＩＰＴＧの除去後の有糸分裂誘起係数（顕微鏡により決

定）の変化の時間経過のグラフである；－●－：１日目；－○－：５日目。

  図４Ｄは、１日間または３日間の処理後の５０μＭ  ＩＰＴＧの除去後の浮遊

細胞の比率の変化の時間経過のグラフである；－●－：無処理：－○－：１日目

；－▼－：３日目。

    【図５】

  図５Ａは、ＦＡＣＳにより決定した、無処理細胞（左）、および、５日間５０

μＭのＩＰＴＧで処理し、ＩＰＴＧ非含有培地中に放出された細胞（右）のＰＫ

Ｈ２蛍光プロファイルの変化を示すヒストグラムである。

  図５Ｂは、５０μＭ  ＩＰＴＧで５日間処理し、ＰＫＨ２で標識し、ＩＰＴＧ

を用いずに６日間増殖させた後にＦＡＣＳにより単離した、ＰＫＨ２ｌｏＳＳｌ

ｏ（薄い線）およびＰＫＨ２ｈｉＳＳｈｉ（太い線）細胞個体群のＤＮＡ含量の

ＦＡＣＳプロファイルのグラフ表示である。

  図５Ｃは、５０μＭ  ＩＰＴＧで３日間処理したものから（左）および無処理

細胞（右）から放出された４８時間後に回収した、浮遊細胞のＤＮＡ含量のＦＡ

ＣＳプロファイルのグラフ表示である。図５Ｄは、１日間ＩＰＴＧ処理したもの

から放出された０時間、１２時間、２４時間、２８時間、３６時間および４８時

間目の付着細胞のＤＮＡ含量のＦＡＣＳプロファイルのグラフ表示である。

    【図６】

  図６は、ＩＰＴＧから放出された１～２日後に観察された正常（左）および異
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常（右）有糸分裂誘起図の例を示した顕微鏡写真である。

    【図７】

  図７Ａは、ＲＴ－ＰＣＲ実験（左）、細胞ｍＲＮＡ発現のノザンブロット解析

（中間）および示した遺伝子の発現のＩＰＴＧ誘導変化についてのイムノブロッ

トアッセイのゲル電気泳動パターンの写真である；Ｃ：対照の無処理ｐ２１－９

細胞；Ｉ：３日間５０μＭ  ＩＰＴＧで処理した細胞。β２－ミクログロブリン

（β２－Ｍ）を、ＲＴ－ＰＣＲの正規化対照として、ノザンハイブリダイゼーシ

ョンにＳ１４リボソームタンパク質遺伝子を使用した。

  図７Ｂは、ＩＰＴＧ添加および放出時の示したｐ２１阻害遺伝子の発現の変化

の時間経過を示した、ＲＴ－ＰＣＲ実験（左）およびイムノブロット解析（右）

のゲル電気泳動写真である。

  図７Ｃは、ＩＴＰＧ添加時の示したｐ２１誘導遺伝子の発現の変化の時間経過

のＲＴ－ＰＣＲ実験（左）およびノザンハイブリダイゼーション解析（右）のゲ

ル電気泳動パターンの写真である。図７Ｄは、無処理対照ｐ２１－９細胞（Ｃ）

、血清の枯渇した休止細胞（Ｑ）およびＩＰＴＧ処理老化細胞（Ｉ）における遺

伝子発現の比較である。

    【図８】

  図８Ａは、新しい培地（Ｆ）、ＩＰＴＧ処理（Ｉ）または無処理ｐ２１－９細

胞（Ｕ）からの馴化培地、および、１％または２％血清を補充した馴化および新

しい培地（Ｉ／ＦおよびＵ／Ｆ）の１：１混合物の、ＨＳ１５．Ｔ細胞による３

Ｈ－チミジン取込みに対する効果を示したヒストグラムである。

  図８Ｂは、１０％血清（対照）、血清の少ない新しい培地（Ｆ）またはＩＰＴ

Ｇ処理（Ｉ）または無処理（Ｕ）ｐ２１－９細胞からの馴化培地中で２４時間ま

たは４８時間インキュベートした後の、合わせ付着し浮遊しているＣ８細胞のＤ

ＮＡ含量のＦＡＣＳプロファイルのグラフ表示である。同じ培地中で４８時間イ

ンキュベートした後の付着細胞の相対数（メチレンブルー染色により決定）を各

セットのヒストグラムの下に列挙する。

    【図９】

  図９は、ルシフェラーゼが、発現がｐ２１により変調される遺伝子由来のプロ
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モーターの転写制御下にある、作成物を含む、細胞中でのルシフェラーゼ活性の

ヒストグラムである。ｐ２１発現の非存在下（ＩＰＴＧなし、白抜きの棒として

示す）および存在下（５０μＭ  ＩＰＴＧを添加、影のある棒として示す）での

発現を、ポロ様キナーゼ（ＰＬＫ１）、ナチュラルキラー細胞タンパク質４（Ｎ

Ｋ４）、および血清アミロイドＡ（ＳＡＡ）由来のプロモーターを含む実施例６

に従って調製した作成物について示し；各プロモーター作成物を、２つの独立的

な作成物のクローンを使用して試験した。

    【図１０】

  図１０は、ヒトＨＴ１０８０線維肉腫細胞系変異体ＨＴ１０８０／ＬＮｐ１６

ＲＯ２の作製に使用したＩＰＴＧ調節レトロウイルスベクターＬＮｐ１６ＲＯ２

の図解である。

    【図１１】

  図１１は、５０μＭ  ＩＰＴＧの添加後のＬＮｐ１６ＲＯ２（６００ｎｍでの

光散乱により決定）を含むＨＴ１０８０３’ＳＳ６細胞の細胞増殖の時間経過の

グラフである；－●－：無処理；－▼－：ＩＴＰＧ処理。

    【図１２】

  図１２は、示した遺伝子の発現のＩＴＰＧ誘導変化を検出するために、ＬＮｐ

１６ＲＯ２を含む細胞を使用したＲＴ－ＰＣＲ実験のゲル電気泳動パターンの写

真である；Ｃ：対照無処理細胞；Ｉ：３日間５０μＭ  ＩＴＰＧで処理した細胞

。β－アクチンを、ＲＴ－ＰＣＲの正規化対照として使用した。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７Ａ】
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【図７Ｂ】
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【図７Ｃ】
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【図７Ｄ】
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【図８】
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【図９】

【図１０】
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【図１１】
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【図１２】
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