
(57)【要約】
本発明はヒト核酸関連タンパク質 (ＮＡＡＰ )および、ＮＡＡＰを同定しコードするポリヌ
クレオチドを提供する。本発明はまた、発現ベクター、宿主細胞、抗体、アゴニストおよ
びアンタゴニストをも提供する。本発明はまた、ＮＡＡＰの異常発現に関連する疾患を診
断、治療または予防する方法をも提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
（ ａ ） SEQ ID NO:1-16（ 配 列 番 号 １ 乃 至 １ ６ ） か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列
を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
（ ｂ ） SEQ ID NO： 1-2お よ び SEQ ID NO:4-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と
少 な く と も ９ ０ ％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
（ ｃ ） SEQ ID NO:3の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 95％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
（ ｄ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物
学 的 活 性 断 片
（ ｅ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫
原 性 断 片
【 請 求 項 ２ 】
SEQ ID NO:1－ 16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
SEQ ID NO:17－ 32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ４ に 記
載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 有 す る 組 換 え
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 遺 伝 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 、 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 機 能 的 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 持 つ 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド で 形 質 転 換 さ れ る 細 胞 を 培 養 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） そ の よ う に 発 現 し た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 過 程 、 と か ら な る こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:1－ 16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 結 合 す る よ う な 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
以 下 の （ ａ ） 乃 至 （ ｇ ） か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ａ ） SEQ ID NO:17-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド
（ ｂ ） SEQ ID NO:17-18、 SEQ ID NO:20-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ０ ％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｃ ） SEQ ID NO:19の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ５ ％ が 同 一 で あ る よ う
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な 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｄ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｅ ） （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｆ ） （ ｃ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｇ ） （ ａ ） ～ （ ｆ ） の RNA等 価 物
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ 単 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 持 つ 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル 中 か ら 検 出 す
る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 サ ン プ ル 中 の 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 少 な く と も ２
０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 を 持 つ プ ロ ー ブ と 前 記 サ ン プ ル と を ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 該 プ
ロ ー ブ が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 前 記 プ ロ ー ブ と 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は そ の 断 片 群 と の 間 に 形 成 さ れ る 条 件 下 で 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ 特 異 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 有 無 を 検 出 し 、 該 複 合 体 が 存 在 す る 場 合 に は
オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る 過 程 、 と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 プ ロ ー ブ が 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 14
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 持 つ 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル 中 か ら 検 出 す
る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 を 用 い て 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 を 増
幅 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 前 記 の 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の 有 無 を 検 出 し 、 該 標 的 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 が 存 在 す る 場 合 に は オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る 過 程 、 と
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:1－ 16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 17の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
機 能 的 な NAAPの 発 現 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 や 病 態 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療 を
要 す る 患 者 へ の 請 求 項 17の 組 成 物 の 投 与 を 含 む 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認 す る た め に 化 合 物 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 或 る サ ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、
（ ｂ ） 前 記 サ ン プ ル に お け る ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 、 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 20の 方 法 で 同 定 し た ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 を 有 し 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 を も 有
す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
機 能 的 な NAAPの 発 現 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 や 病 態 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療 を
要 す る 患 者 へ の 請 求 項 21の 組 成 物 の 投 与 を 含 む 治 療 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認 す る た め に 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 或 る サ ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、
（ ｂ ） 前 記 サ ン プ ル に お け る ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 、 と を 含 む こ と を 特 徴 と
す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 23の 方 法 で 同 定 し た ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 有
す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
機 能 的 な NAAPの 過 剰 な 発 現 に 関 連 す る 疾 患 や 病 態 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療 を
要 す る 患 者 へ の 請 求 項 24の 組 成 物 の 投 与 を 含 む 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な 条 件 下 で 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混
合 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 試 験 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 請 求
項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 過 程 、 と を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト （ 調 節 ） す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 許 容 さ れ た 条 件 下 で 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド を 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 算 定 す る 過 程 と 、
（ ｃ ） 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 、 試 験 化 合 物 の 不
存 在 下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る 過 程 と を 含 み 、 試 験 化 合 物 の
存 在 下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 変 化 が 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 標 示 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 ５ の 配 列 を 持 つ 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る の に 効 果 的 な 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 好 適 な 諸 条 件 下 で 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 有 す る 或 る サ ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 露 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 改 変 さ れ た 発 現 を 検 出 す る 過 程 と 、
（ ｃ ） 可 変 量 の 前 記 化 合 物 の 存 在 下 と 前 記 化 合 物 の 不 存 在 下 で 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 発 現 を 比 較 す る 過 程 、 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 核 酸 群 を 有 す る 或 る 生 体 サ ン プ ル を 前 記 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 処 理 し た 前 記 生 体 サ ン プ ル の 核 酸 群 と 、 請 求 項 12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も
２ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 群 を 有 す る 或 る プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 過 程 で あ っ
て 、 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 前 記 プ ロ ー ブ と 前 記 生 体 サ ン プ ル の 或 る 標 的 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド と の 間 で 或 る 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る 諸 条 件 下 で
行 わ れ 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 請 求 項 12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ま た は そ の 断 片 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 前 記 過 程 と 、
（ ｃ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 収 量 を 定 量 す る 過 程 と 、
（ ｄ ） 前 記 処 理 さ れ た 生 体 サ ン プ ル 中 の 前 記 ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 、 或 る
処 理 さ れ て い な い 生 体 サ ン プ ル 中 の 前 記 ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 と 比 較 す る 過
程 と を 含 み 、 前 記 処 理 さ れ た 生 体 サ ン プ ル 中 の 前 記 ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 の
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差 が 、 前 記 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 標 示 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の NAAPの 発 現 に 関 連 す る 症 状 ま た は 疾 患 に 対 す る 診 断 試 験 法 で あ っ て
、
（ ａ ） 前 記 抗 体 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 抗 体 と ポ リ ペ プ チ ド と の 複 合 体 が 形 成 さ れ
る の に 適 し た 諸 条 件 下 で 、 前 記 生 体 サ ン プ ル を 請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 と 混 合 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 前 記 複 合 体 を 検 出 す る 過 程 と を 含 み 、 前 記 複 合 体 の 存 在 が 、 前 記 生 体 サ ン プ ル 中 の
前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 と 相 関 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 11の 抗 体 で あ っ て 、
（ ａ ） キ メ ラ 抗 体
（ ｂ ） 単 鎖 抗 体
（ ｃ ） Fab断 片
（ ｄ ） F(ab') 2  断 片
（ ｅ ） ヒ ト 化 抗 体 、 の い ず れ か で あ る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 11の 抗 体 と 、 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
被 検 者 に お け る NAAPの 発 現 に 関 連 す る 症 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 32に 記 載
の 組 成 物 の 有 効 量 を 前 記 被 検 者 に 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 抗 体 が 標 識 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 32の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
被 検 者 に お け る NAAPの 発 現 に 関 連 す る 症 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 34に 記 載
の 組 成 物 の 有 効 量 を 前 記 被 検 者 に 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 11の 抗 体 の 特 異 性 を 持 つ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 抗 体 応 答 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 SEQ ID NO:1-16を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配
列 ま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 或 る 動 物 を 免 疫 化 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 前 記 動 物 か ら 抗 体 を 単 離 す る 過 程 と 、
（ ｃ ） 前 記 単 離 さ れ た 抗 体 を 該 ポ リ ペ プ チ ド で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ れ に よ っ て 、 SEQ ID
 NO： 1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る よ
う な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 36の 方 法 で 産 生 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 37の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 好 適 な キ ャ リ ア と を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 抗 体 応 答 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 SEQ ID NO:1-16を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配
列 ま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 或 る 動 物 を 免 疫 化 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 前 記 動 物 か ら 、 抗 体 を 産 出 す る 細 胞 を 単 離 す る 過 程 と 、
（ ｃ ） 不 死 化 し た 細 胞 と 前 記 抗 体 産 出 細 胞 と を 融 合 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 出 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る 過 程 と 、
（ ｄ ） 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 す る 過 程 と 、
（ ｅ ） SEQ ID NO： 1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 特
異 結 合 す る よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 前 記 培 養 物 か ら 単 離 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴
と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 39に 記 載 の 方 法 で 産 出 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 40に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 適 切 な キ ャ リ ア と を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 産 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1
1に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 産 出 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を サ ン プ ル 中
に 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 或 る サ ン プ ル と 共
に 請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 特 異 結 合 を 検 出 す る 過 程 と を 含 み 、 該 特 異 結 合 が 、 SEQ ID NO： 1-16か ら な る 群 か
ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 或 る ポ リ ペ プ チ ド が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る こ と を 標
示 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
或 る サ ン プ ル か ら の SEQ ID NO： 1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド を 精 製 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 或 る サ ン プ ル と 共
に 請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 過 程 と 、
（ ｂ ） 前 記 サ ン プ ル か ら 前 記 抗 体 を 分 離 し 、 SEQ ID NO:1-16を 有 す る 群 か ら 選 択 し た ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る 精 製 ポ リ ペ プ チ ド を 得 る 過 程 、 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
マ イ ク ロ ア レ イ の 少 な く と も １ つ の エ レ メ ン ト が 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ
る こ と を 特 徴 と す る マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る サ ン プ ル の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） サ ン プ ル の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 す る 過 程 と 、
（ ｂ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 諸 条 件 下 で 請 求 項 46の マ イ ク ロ ア レ
イ の エ レ メ ン ト 群 を サ ン プ ル の 標 識 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 と 接 触 さ せ る 過 程 と 、
（ ｃ ） 該 サ ン プ ル 中 の 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 の 発 現 を 定 量 化 す る 過 程 、 と を 含 む こ と を 特
徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
固 体 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 に 付 着 さ れ た 種 々 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む ア レ イ で あ っ
て 、 少 な く と も １ つ の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 30の
連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し 、 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最 初 の
配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 30の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相 補
的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最 初 の
配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 60の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相 補
的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ １ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最 初 の
配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相 補 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
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【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 マ イ ク ロ ア レ イ で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 更 に 前 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最
初 の 配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
有 す る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 リ ン カ ー が 少 な く と も １ つ の 前 記 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 と 前 記
の 固 体 基 板 と を 連 結 し て い る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 の 各 々 が 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子
を 含 み 、 任 意 の 単 一 の 固 有 の 物 理 的 位 置 で の そ の 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 同 一 の 配 列 を
有 し 、 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 の 各 々 は 、 基 板 上 の 別 の 固 有 の 物 理 的 位 置 で の ヌ ク レ オ
チ ド 分 子 の 配 列 と は 異 な る 配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む こ と を 特 徴 と す る ア レ イ
。
【 請 求 項 ５ ６ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 2に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 3に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 4に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 5に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ １ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 6に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 7に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 8に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 9に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 10に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 11に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 14に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 15に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ １ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 16に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
SEQ ID NO:17の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
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SEQ ID NO:18の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
SEQ ID NO:19の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
SEQ ID NO:20の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
SEQ ID NO:21の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
SEQ ID NO:22の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
SEQ ID NO:23の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
SEQ ID NO:24の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
SEQ ID NO:25の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ １ 】
SEQ ID NO:26の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
SEQ ID NO:27の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
SEQ ID NO:28の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
SEQ ID NO:29の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
SEQ ID NO:30の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
SEQ ID NO:31の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
SEQ ID NO:32の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 技 術 分 野 ）
本 発 明 は 、 核 酸 関 連 タ ン パ ク 質 の 核 酸 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、
こ れ ら の 配 列 を 利 用 し た 、 細 胞 増 殖 異 常 、 神 経 障 害 、 発 達 障 害 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 疾 患 、
お よ び 感 染 症 の 、 診 断 ・ 治 療 ・ 予 防 に 関 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 核 酸 関 連 タ ン パ ク 質 の 核 酸
配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 発 現 に お け る 、 外 来 化 合 物 の 効 果 に つ い て の 算 定 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
多 細 胞 生 物 は 、 構 造 及 び 機 能 が 著 し く 異 な る 多 様 な 細 胞 型 か ら 構 成 さ れ て い る 。 細 胞 の 個
性 は 、 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン に よ っ て 決 定 さ れ る 。 異 な っ た 細 胞 型 は 発 生 の 間 、 重
複 す る が 固 有 の 遺 伝 子 群 を 発 現 す る 。 遺 伝 子 発 現 の 空 間 的 及 び 時 間 的 な 調 節 は 、 生 物 の 発
達 に 寄 与 す る 、 細 胞 増 殖 、 細 胞 分 化 、 ア ポ ト ー シ ス 、 及 び 他 の プ ロ セ ス の 制 御 に と っ て 極
め て 重 要 で あ る 。 更 に 、 遺 伝 子 発 現 は 、 細 胞 外 シ グ ナ ル に 応 答 し て 調 節 さ れ る 。 細 胞 外 シ
グ ナ ル は 、 細 胞 間 伝 達 を 仲 介 し 、 様 々 な 細 胞 型 の 作 用 を 協 調 さ せ る 。 適 切 な 遺 伝 子 調 節 は
ま た 、 そ の 機 能 が 要 求 さ れ る 遺 伝 子 群 の み を 所 定 の 時 期 に 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 、 細 胞
を 確 実 に 効 率 よ く 機 能 さ せ る 。

転 写 調 節 タ ン パ ク 質 は 、 遺 伝 子 発 現 の 制 御 に 必 須 で あ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 一 部 は 転
写 因 子 と し て 機 能 し 、 遺 伝 子 の 転 写 を 開 始 、 活 性 化 、 抑 制 し 、 ま た は 終 了 さ せ る 。 転 写 因
子 は 一 般 に 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ま た は 上 流 調 節 領 域 に 、 配 列 特 異 的 に
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結 合 す る （ た だ し 、 一 部 の 因 子 は 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 内 ま た は そ の 下 流 の 調 節 エ レ メ ン ト に
結 合 す る ） 。 転 写 因 子 は DNAの 特 定 の 領 域 に 単 独 で 結 合 す る か 、 ま た は 他 の ア ク セ サ リ ー
因 子 と の 複 合 体 と し て 結 合 す る (概 説 は  Lewin, B. (1990) , Oxford University
 Press, New York, NY, お よ び Cell Press, Cambridge, MA, 554570ペ ー ジ を 参 照 )。
【 ０ ０ ０ ３ 】
DNAの 二 重 ら せ ん 構 造 と リ ピ ー ト 配 列 群 と が ト ポ ロ ジ ー 的 お よ び 化 学 的 な 特 徴 を 生 み 出 し
、 こ れ ら の 特 徴 は 転 写 因 子 に よ っ て 認 識 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 特 徴 と は 、 水 素 結 合 の 供 与 基
と 受 容 基 、 疎 水 性 パ ッ チ 、 主 溝 と 副 溝 、 お よ び 、 配 列 の 規 則 的 な 繰 り 返 し ス ト レ ッ チ 群 （
repeated stretches： ヘ リ ッ ク ス 内 に 特 有 な 折 れ 曲 が り 群 を 誘 導 ） で あ る 。 通 常 、 転 写 因
子 が 特 異 的 に 認 識 す る DNA配 列 モ チ ー フ 群 は 、 約 20ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。 複 数 の 、
隣 接 し た 転 写 因 子 結 合 モ チ ー フ 群 が 遺 伝 子 調 節 に 必 要 な 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
多 く の 転 写 因 子 は 、 DNA結 合 の 構 造 的 モ チ ー フ 群 を 組 み 込 む 。 こ れ ら の モ チ ー フ は α ヘ リ
ッ ク ス ま た は β シ ー ト か ら な り 、 DNAの 主 溝 に 結 合 す る 。 ４ 種 の 良 く 特 徴 付 け ら れ た モ チ
ー フ が 、 ヘ リ ッ ク ス ・ タ ー ン ・ ヘ リ ッ ク ス 、 Znフ ィ ン ガ ー 、 ロ イ シ ン ・ ジ ッ パ ー 、 お よ び
ヘ リ ッ ク ス ・ ル ー プ ・ ヘ リ ッ ク ス で あ る 。 こ れ ら の モ チ ー フ を 持 つ タ ン パ ク 質 は 、 単 独 で
単 量 体 と し て 作 用 し た り 、 ま た は 、 ホ モ 二 量 体 や ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 し て DNAと 相 互 作 用
す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
ヘ リ ッ ク ス ・ タ ー ン ・ ヘ リ ッ ク ス ・ モ チ ー フ は ２ つ の α ヘ リ ッ ク ス か ら な り 、 こ れ ら は 、
決 ま っ た 角 度 で 、 ア ミ ノ 酸 群 の 或 る 短 鎖 に よ っ て 接 続 さ れ て い る 。 一 方 の ヘ リ ッ ク ス が 、
主 溝 に 結 合 す る 。 ヘ リ ッ ク ス ・ タ ー ン ・ ヘ リ ッ ク ス ・ モ チ ー フ の １ 例 は ホ メ オ ボ ッ ク ス ・
モ チ ー フ で あ り 、 こ れ は ホ メ オ ド メ イ ン 蛋 白 質 に 在 る 。 ホ メ オ ド メ イ ン 蛋 白 質 は 発 生 期 に
前 後 体 軸 （ anterior-posterior body axis） を 決 め る の に 重 要 で あ り 、 動 物 界 全 体 で 保 存
さ れ て い る 。 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の ア ン テ ナ ペ デ ィ ア （ Antennapedia） 蛋 白 質 お よ び
ウ ル ト ラ バ イ ソ ラ ッ ク ス （ Ultrabithorax） 蛋 白 質 は 、 原 型 的 な ホ メ オ ド メ イ ン 蛋 白 質 で
あ る (Pabo, C.O. お よ び  R.T. Sauer (1992) Ann. Rev. Biochem. 61:1053-1095)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
マ ウ ス HES6は 、 Hairy/Enhancer-of-split (HES)フ ァ ミ リ ー の 、 塩 基 性 ヘ リ ッ ク ス ・ ル ー
プ ・ ヘ リ ッ ク ス 転 写 因 子 の メ ン バ ー で あ る 。 HES遺 伝 子 は 、 ノ ッ チ ・ シ グ ナ リ ン グ の 核 内
エ フ ェ ク タ ー と し て 作 用 し 、 数 種 の Notch標 的 遺 伝 子 の 転 写 活 性 を 調 節 す る 。 HES6は 全 て
の 神 経 原 基 （ neurogenic placodes） 、 そ の 派 生 物 、 お よ び 脳 内 に 発 現 さ れ 、 こ れ ら の 部
位 で 、 前 後 軸 と 背 腹 軸 と に 沿 っ て パ タ ー ン 化 さ れ る 。 HES6は ま た 、 胚 組 織 で も 発 現 さ れ 、
胚 組 織 で は Notchシ グ ナ リ ン グ は 細 胞 運 命 の 決 定 を 制 御 す る 。 細 胞 運 命 と し て は 例 え ば 、
体 幹 、 後 根 神 経 節 、 筋 節 （ myotomes） 、 お よ び 胸 腺 が あ る 。 肢 芽 で は HES6は 、 骨 格 筋 と 予
定 運 命 の 腱 に 発 現 さ れ る 。 HES6は ま た 、 胚 の 呼 吸 系 、 尿 系 、 消 化 系 の 、 上 皮 細 胞 に も 発 現
さ れ る (Vasiliauskas, D. お よ び  Stern C.D. (2000) Mech. Dev. 98:133137; Pissarra,
 L. 他  (2000) Mech Dev 95:275278)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
Znフ ィ ン ガ ー モ チ ー フ は 亜 鉛 イ オ ン に 結 合 す る 。 こ の モ チ ー フ は 一 般 に 、 周 期 的 に 配 置 さ
れ た シ ス テ イ ン 残 基 と ヒ ス チ ジ ン 残 基 か ら な る 約 ３ ０ ア ミ ノ 酸 の タ ン デ ム リ ピ ー ト 群 を 持
つ 。 こ の 配 列 パ タ ー ン の ２ 例 、 C2H2と C3HC4 (「 RING」 フ ィ ン ガ ー )に つ い て は 既 に 記 載 さ
れ て い る (Lewin, 前 出 )。 Znフ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 の 各 々 が １ つ の 逆 平 行 β シ ー ト 及 び １
つ の α ヘ リ ッ ク ス を 持 ち 、 そ れ ら の 近 接 性 と コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン と は 、 亜 鉛 イ オ ン に よ っ
て 維 持 さ れ て い る 。 DNAと の 接 触 は 、 α ヘ リ ッ ク ス の 前 の ア ル ギ ニ ン 残 基 に よ っ て 、 並 び
に 、 α ヘ リ ッ ク ス の 第 ２ の 残 基 、 第 ３ の 残 基 、 及 び 第 ６ の 残 基 に よ っ て な さ れ る 。 Znフ ィ
ン ガ ー モ チ ー フ の 変 異 体 の 例 に は 、 あ ま り 解 明 さ れ て い な い シ ス テ イ ン リ ッ チ モ チ ー フ 群
が あ り 、 こ れ ら の 変 異 体 モ チ ー フ は 、 亜 鉛 ま た は 他 の 金 属 イ オ ン と 結 合 す る 。 こ れ ら の 変
異 体 モ チ ー フ は ヒ ス チ ジ ン 残 基 を 持 た な い 場 合 が あ り 、 一 般 に 非 反 復 で あ る 。 タ ン パ ク 質
の 各 Znフ ィ ン ガ ー の α ヘ リ ッ ク ス が DNA二 重 ら せ ん の 主 溝 と 接 触 で き る よ う に 、 Znフ ィ ン
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ガ ー モ チ ー フ は そ の タ ン パ ク 質 内 に タ ン デ ム 型 に リ ピ ー ト さ れ 得 る 。 こ の 、 タ ン パ ク 質 と
DNAと の 間 の 接 触 の 繰 り 返 し に よ っ て 、 強 力 且 つ 特 異 的 な DNA－ タ ン パ ク 質 相 互 作 用 が 起 こ
る 。 こ の 相 互 作 用 の 強 度 及 び 特 異 性 は 、 タ ン パ ク 質 内 の Znフ ィ ン ガ ー モ チ ー フ の 数 に よ っ
て 調 節 さ れ 得 る 。 Znフ ィ ン ガ ー は 、 初 め は DNAと 直 接 相 互 作 用 す る 領 域 と し て DNA結 合 タ ン
パ ク 質 群 に お い て 同 定 さ れ た が 、 DNAと 結 合 し な い 種 々 の タ ン パ ク 質 に も 出 現 す る （ Lodis
h, H.他  (1995) , Scientific American Books, New York NY, 4
47-451ペ ー ジ ） 。 例 え ば 、 Galcheva-Gargova, Z. 他  ((1996) Science 272:1797-1802) 
は 、 種 々 の サ イ ト カ イ ン 受 容 体 と 相 互 作 用 す る Znフ ィ ン ガ ー 蛋 白 質 群 を 同 定 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
C2H2タ イ プ の Znフ ィ ン ガ ー シ グ ネ チ ャ モ チ ー フ に は 、 或 る 28ア ミ ノ 酸 の 配 列 が あ り 、 こ の
配 列 に は 、 2つ の 保 存 さ れ た Cys残 基 、 お よ び 2つ の 保 存 さ れ た His残 基 が 、 １ つ の C2C12H3H
タ イ プ の モ チ ー フ 内 に 含 ま れ る 。 C2H2型 モ チ ー フ は 一 般 に 、 多 重 タ ン デ ム リ ピ ー ト 内 に 出
現 す る 。 或 る シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン で あ っ て モ チ ー フ Asp-His-His-Cysを 持 つ ド メ イ
ン (DHHC-CRD)は 、 Znフ ィ ン ガ ー 蛋 白 質 の 独 立 サ ブ グ ル ー プ と し て 同 定 さ れ て い る 。 DHHC-C
RD領 域 は 、 成 長 と 発 達 と に 関 与 す る と 思 わ れ て い る 。 或 る DHHC-CRD突 然 変 異 体 は 、 Rasの
機 能 欠 損 を 示 す 。 Rasは 小 さ な 膜 結 合 型 GTP結 合 タ ン パ ク 質 で あ り 、 細 胞 の 成 長 と 分 化 と を
調 節 す る 。 一 方 、 他 の DHHC-CRDタ ン パ ク 質 類 は 、 お そ ら く Rasと は 無 関 係 の 経 路 群 で 機 能
す る (Bartels, D.J. 他  (1999) Mol. Cell Biol. 19:6775-6787)。
【 ０ ０ ０ ９ 】
Znフ ィ ン ガ ー 転 写 因 子 は 、 し ば し ば 、 モ ジ ュ ラ ー 配 列 モ チ ー フ 群 を 伴 う 。 こ の モ チ ー フ の
例 は 、 Kruppelassociated box (KRAB) お よ び SCANド メ イ ン で あ る 。 例 え ば 、 低 α リ ポ 蛋
白 血 症 （ hypoalphalipoproteinemia） 感 受 性 遺 伝 子 ZNF202は 、 或 る SCANボ ッ ク ス と 或 る KR
ABド メ イ ン （ 8つ の C2H2 Znフ ィ ン ガ ー モ チ ー フ 群 が 続 く ） と を コ ー ド す る (Honer, C. 他  
(2001) Biochim. Biophys. Acta 1517:441448)。 SCANド メ イ ン は 、 高 度 に 保 存 さ れ た ロ イ
シ ン リ ッ チ モ チ ー フ で あ り 、 約 60ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 Znフ ィ ン ガ ー 転 写 因 子 の ア ミ ノ 末 端
に 見 ら れ る 。 SCANド メ イ ン は 、 最 も 多 く は C2H2 Znフ ィ ン ガ ー モ チ ー フ に 連 結 し て お り 、
こ の 連 結 は 、 そ れ ら の カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 通 じ て な さ れ る 。 生 化 学 的 な 結 合 研 究 は 、 SCAN
ド メ イ ン を 選 択 的 な ヘ テ ロ お よ び ホ モ タ イ プ の オ リ ゴ マ ー 化 ド メ イ ン と し て 確 定 し て い る
。 SCANド メ イ ン が 媒 介 す る タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 転 写 因 子 の 生 物 学 的 機 能 を 変 調 さ せ る よ
う 機 能 す る よ う で あ る (Schumacher, C. 他  (2000) J. Biol. Chem. 275:17173-17179)。
【 ０ ０ １ ０ 】
KRAB (Kruppel-associated box)ド メ イ ン は 、 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 約 75ア ミ
ノ 酸 に ま た が る 。 KRABド メ イ ン は 、 C2H2 Znフ ィ ン ガ ー を コ ー ド す る 300～ 700種 の 遺 伝 子
の ほ ぼ ３ 分 の １ に 見 ら れ る 。 KRABド メ イ ン は 、 フ ィ ン ガ ー リ ピ ー ト に 対 し て N末 端 側 に 見
ら れ る 。 KRABド メ イ ン は 、 一 般 に ２ つ の エ キ ソ ン に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 KRAB-A領 域 ま た
は ボ ッ ク ス が １ つ の エ キ ソ ン に よ っ て コ ー ド さ れ 、 KRAB-B領 域 ま た は ボ ッ ク ス が 第 ２ エ キ
ソ ン に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 KRABド メ イ ン の 機 能 は 、 転 写 の 抑 制 で あ る 。 転 写 抑 制 を 達 成
す る た め 、 KRAB-associated protein-1（ １ 種 の 転 写 コ リ プ レ ッ サ ー ） ま た は KRAB-A相 互
作 用 タ ン パ ク 質 の ど ち ら か が 動 員 さ れ る 。 KRABド メ イ ン を 持 つ タ ン パ ク 質 は 、 発 生 期 に 調
節 的 な 役 割 を 果 た す よ う で あ る (Williams, A.J. 他  (1999) Mol. Cell Biol. 19:8526-85
35)。 高 度 に 近 縁 の ヒ ト KRAB Znフ ィ ン ガ ー 蛋 白 質 群 は 全 ヒ ト 組 織 で 検 出 し 得 る が 、 或 る サ
ブ グ ル ー プ は 、 ヒ ト Tリ ン パ 球 に 高 度 に 発 現 さ れ る (Bellefroid, E.J. 他  (1993) EMBO J.
 12:13631374)。 ZNF85 KRAB Znフ ィ ン ガ ー 遺 伝 子 は ヒ ト ZNF91フ ァ ミ リ の メ ン バ ー で あ り
、 正 常 成 人 精 巣 や 、 精 上 皮 腫 （ seminoma） や 、 NT2/D1 奇 形 癌 腫 細 胞 株 に 高 度 に 発 現 さ れ
る (Poncelet, D.A. 他  (1998) DNA Cell Biol.17:931943)。
【 ０ ０ １ １ 】
Kruppelタ ン パ ク 質 は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 分 節 化 を 調 節 す る 。 ヒ ト ゲ ノ ム 全 体 に は 、 こ
の よ う な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 約 300種 の 遺 伝 子 が あ る 。 事 実 、 Kruppelマ ル チ フ ィ ン ガ
ー 蛋 白 質 類 を コ ー ド す る 100種 を 超 え る 別 々 の mRNAが （ そ の 殆 ど は 新 規 で あ る ） 、 ヒ ト 胎
盤 に 発 見 さ れ て い る 。 こ れ ら の 蛋 白 質 の ９ 種 に あ る 106フ ィ ン ガ ー リ ピ ー ト 群 の 配 列 群 は
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、 高 度 に 相 同 的 で あ る 。 α ヘ リ カ ル 構 造 内 に は 、 可 変 性 を 示 す 幾 つ か の 位 置 が あ る 。 研 究
の 示 す と こ ろ で は 、 こ の 可 変 性 は 、 こ れ ら 蛋 白 質 の DNA結 合 特 異 性 に 影 響 す る (Bellefroid
, E.J. 他  (1989) DNA 8:377387)。
【 ０ ０ １ ２ 】
ZNF143は 、 ヒ ト Znフ ィ ン ガ ー Kruppelフ ァ ミ リ 蛋 白 質 の GLIタ イ プ で あ る 。 ZNF143は 、 ア フ
リ カ ツ メ ガ エ ル の セ レ ノ シ ス テ イ ン （ selenocysteine） tRNA遺 伝 子 転 写 活 性 化 因 子 （ Staf
） に 対 し て 84%同 一 で あ る 。 Stafは 、 核 内 低 分 子 RNA (snRNA)お よ び snRNAタ イ プ の 遺 伝 子
の 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ II(Pol II) お よ び III (Pol III)に よ る 転 写 の 増 強 に 関 与 す る と 思
わ れ る 。 Staf は ま た 、 Pol II mRNAプ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 を 刺 激 す る 能 力 を 持 つ 。 ZNF1
43は 、 近 縁 の ZNF138お よ び ZNF139と 共 に 、 染 色 体 領 域 7q11.2、 7q21.3～ q22.1、 お よ び 11p
15.3～ p15.4に 局 在 す る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 Williams症 候 群 、 裂 手 裂 足 症 （ split hand an
d foot disease: SHFD1)、 BeckwithWiedemann症 候 群 に そ れ ぞ れ 伴 う 欠 失 お よ び ／ ま た は
転 座 に 関 与 し 、 こ れ は 、 ZNF143遺 伝 子 が 発 達 障 害 お よ び 悪 性 疾 患 に 関 与 す る こ と を 示 唆 す
る 。 ZNF143 mRNAは 、 多 く の 正 常 な 成 人 組 織 に 発 現 さ れ る 。 発 現 組 織 の 例 は 、 白 血 球 、 結
腸 、 小 腸 、 卵 巣 、 精 巣 、 前 立 腺 、 胸 腺 、 お よ び 脾 臓 の 組 織 を 含 む 。 更 に 、 マ ウ ス の シ ャ ペ
ロ ン を コ ー ド す る Ccta遺 伝 子 は 、 ZNF143と 、 別 の Staf フ ァ ミ リ Znフ ィ ン ガ ー 転 写 因 子 で
あ る ZNF76と に よ っ て 調 節 さ れ 、 こ れ は 、 こ れ ら の RNAお よ び シ ャ ペ ロ ン 遺 伝 子 が 同 時 制 御
さ れ て 活 発 な 細 胞 成 長 期 に 成 熟 タ ン パ ク 質 の 合 成 を 促 進 す る こ と を 示 唆 す る (Tommerup,N.
 お よ び  Vissing,H. (1995) Genomics 27: 259264 ;Myslinski, E. 他  (1998) J. Biol. 
Chem. 273:219982006; Kubota, H. 他  (2000) J. Biol. Chem. 275:2864128648)。
【 ０ ０ １ ３ 】
C4モ チ ー フ は 、 ホ ル モ ン 調 節 さ れ る タ ン パ ク 質 に 見 ら れ る 。 C4モ チ ー フ は 一 般 に 、 唯 2つ
の リ ピ ー ト の み を 持 つ 。 多 数 の 真 核 生 物 タ ン パ ク 質 お よ び ウ イ ル ス 蛋 白 質 に は 、 或 る 保 存
さ れ た シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン が あ り 、 こ れ は 40～ 60残 基 か ら な り 、 C3HC4 Znフ ィ ン ガ
ー ま た は RINGフ ィ ン ガ ー と 呼 ば れ る 。 こ の ド メ イ ン は 亜 鉛 ２ 原 子 と 結 合 す る 。 ま た 、 お そ
ら く タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 の 仲 介 に 関 与 す る 。 亜 鉛 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 系 の 3次 元 の 「 十 字 （ c
rossbrace） 」 構 造 は 、 RINGド メ イ ン 独 自 の も の で あ る 。 こ の よ う な ド メ イ ン 内 の シ ス テ
イ ン 群 の 間 隔 は 、 Cx(2)Cx(9 ～  39)Cx(1 ～  3)Hx(2　 ～ 3)Cx(2)Cx(4 ～  48)Cx(2)Cで あ る
。 PHDフ ィ ン ガ ー は 、 或 る C4HC3 Znフ ィ ン ガ ー 様 モ チ ー フ で あ っ て 、 ク ロ マ チ ン が 媒 介 す
る 転 写 調 節 に 関 与 す る と 思 わ れ る 核 タ ン パ ク 質 に 見 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
GATAタ イ プ の 転 写 因 子 に は １ つ ま た は ２ つ の Znフ ィ ン ガ ー ド メ イ ン が あ り 、 こ れ ら の Znフ
ィ ン ガ ー ド メ イ ン は 、 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る GATAを 有 す る DNAの 領 域 に 特 異 結
合 す る 。 NMR研 究 の 示 す と こ ろ で は 、 こ の Znフ ィ ン ガ ー に は ２ 枚 の 不 規 則 な 逆 平 行 β シ ー
ト と １ つ の α ヘ リ ッ ク ス と が あ り 、 続 い て 、 フ ィ ン ガ ー の C末 端 ま で の 長 い ル ー プ が あ る
。 (Ominchinski, J.G. (1993) Science 261:438446)。 こ の ヘ リ ッ ク ス と 、 ２ 枚 の β シ ー
ト を 接 続 す る ル ー プ と が DNAの 主 溝 と 接 触 し 、 一 方 、 結 合 の 特 性 を 決 め る 部 位 で あ る C末 端
部 は 、 副 溝 内 に 巻 き 付 け て 入 り 込 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
LIMモ チ ー フ に は 約 60ア ミ ノ 酸 残 基 が あ り 、 ７ つ の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 と １ つ の ヒ
ス チ ジ ン と が 、 １ つ の コ ン セ ン サ ス 配 列 内 に 含 ま れ る (Schmeichel, K.L. お よ び  Beckerl
e, M.C. (1994) Cell 79:211-219)。 LIMフ ァ ミ リ に は 、 発 達 、 分 化 、 お よ び 細 胞 成 長 に 関
与 し 得 る 、 転 写 因 子 と 細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 と を 含 む 。 一 例 の ア ク チ ン 結 合 LIMタ ン パ ク 質
は 、 細 胞 骨 格 と 細 胞 形 態 形 成 と の 調 節 に お い て 役 割 を 果 た し 得 る (Roof, D.J. 他  (1997) 
J. Cell Biol. 138:575-588)。 ア ク チ ン 結 合 LIMタ ン パ ク 質 の N末 端 ド メ イ ン に は 、 ４ つ の
二 重 Znフ ィ ン ガ ー モ チ ー フ 群 が あ り 、 LIMコ ン セ ン サ ス 配 列 を 有 す る 。 ア ク チ ン 結 合 LIMタ
ン パ ク 質 の C末 端 ド メ イ ン は 、 既 知 の ア ク チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば デ マ チ ン ： dematin
お よ び ビ リ ン ： villin） と の 配 列 類 似 性 を 示 す 。 ア ク チ ン 結 合 LIMタ ン パ ク 質 は 、 Fア ク チ
ン と 結 合 す る 。 こ の 結 合 は 、 デ マ チ ン 様 C末 端 ド メ イ ン を 通 じ て 行 う 。 LIMド メ イ ン は 、 他
の LIM結 合 タ ン パ ク 質 と の タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 を 仲 介 す る よ う に 思 わ れ る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
骨 髄 性 細 胞 の 発 達 は 、 組 織 特 異 的 な 転 写 因 子 群 に よ っ て 制 御 さ れ る 。 骨 髄 性 Znフ ィ ン ガ ー
蛋 白 質 (MZF)と し て は 、 MZF-1と MZF-2と が あ る 。 MZF-1は 好 中 性 顆 粒 球 の 発 生 の 調 節 に お い
て 機 能 す る 。 或 る ネ ズ ミ 相 同 体 MZF2は 、 骨 髄 性 細 胞 群 、 特 に 好 中 球 系 に コ ミ ッ ト さ れ た 細
胞 に 発 現 さ れ る 。 MZF-2は 、 GCSFに よ っ て 下 方 調 節 さ れ る 。 ま た 、 好 中 球 発 生 に お い て 独
自 の 機 能 を 持 つ よ う で あ る (Murai, K. 他  (1997) Genes Cells 2:581591)。
【 ０ ０ １ ７ 】
ロ イ シ ン ジ ッ パ ー モ チ ー フ は 、 ロ イ シ ン に 富 む ア ミ ノ 酸 群 の 或 る ス ト レ ッ チ か ら な り 、 こ
れ は 両 親 媒 性 の α ヘ リ ッ ク ス を 形 成 で き る 。 こ の 構 造 は 、 ２ つ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 蛋 白 質
の 二 量 体 化 の た め の 基 盤 を 提 供 す る 。 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー に 隣 接 す る 領 域 は 通 常 は 塩 基 性 で
あ り 、 タ ン パ ク 質 二 量 体 化 す る と 、 主 溝 に 結 合 す る た め の 最 適 な 配 置 と な る 。 こ の よ う な
モ チ ー フ を 持 つ タ ン パ ク 質 を 総 称 し て bZIP転 写 因 子 と 呼 ぶ 。 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー モ チ ー フ は
プ ロ ト 癌 遺 伝 子 で あ る Fosと Junと に 見 ら れ る 。 Fosと Junと は ヘ テ ロ 二 量 体 転 写 因 子 で あ る
AP1を 有 す る 。 AP1は 、 細 胞 成 長 と 、 細 胞 系 統 の 決 定 と に 関 わ る （ Papavassiliou, A.G. (1
995) N. Engl. J. Med. 332:45-47)。
【 ０ ０ １ ８ 】
マ ウ ス の kreisler (kr)突 然 変 異 は 、 尾 側 後 脳 （ caudal hindbrain） に お け る 分 節 化 異 常
（ segmentation abnormalities） と 、 内 耳 発 達 の 欠 損 と を 生 じ る 。 kr cDNAは 、 或 る 塩 基
性 ド メ イ ン ‐ ロ イ シ ン ジ ッ パ ー (bZIP)転 写 因 子 を コ ー ド す る 。 こ の 転 写 因 子 で は 、 全 て の
既 知 の bZIPフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の DNA結 合 ド メ イ ン 内 に 保 存 さ れ た １ つ の ア ス パ ラ ギ ン 残
基 の 代 わ り に セ リ ン が 置 き 換 わ っ て い る 。 krの 同 一 性 、 発 現 、 お よ び 突 然 変 異 表 現 型 は 、
軸 パ タ ー ン 形 成 （ axial patterning） に お け る 初 期 の 役 割 を 標 示 す る 他 、 後 脳 と 耳 と の 発
達 を 支 配 す る 分 子 機 序 と 発 生 学 的 機 序 と の 識 見 を 提 供 す る (Cordes, S.P. お よ び  Barsh, 
G.S. (1994) Cell 79:10251034)。
【 ０ ０ １ ９ 】
ヘ リ ッ ク ス ・ ル ー プ ・ ヘ リ ッ ク ス ・ モ チ ー フ （ HLH） は １ つ の 短 い α ヘ リ ッ ク ス と 、 こ れ
が １ つ の ル ー プ に よ っ て 接 続 さ れ た 長 い α ヘ リ ッ ク ス と か ら な る 。 こ の ル ー プ は 柔 軟 な の
で 、 ２ 本 の ヘ リ ッ ク ス は 、 互 い に 対 し て 折 れ 曲 が る こ と が で き 、 DNAに 結 合 で き る 。 転 写
因 子 で あ る Mycは 、 原 型 的 な HLHモ チ ー フ を 持 つ 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
NFκ B/Relシ グ ネ チ ャ は 、 或 る フ ァ ミ リ の 真 核 細 胞 転 写 因 子 を 規 定 す る 。 こ の 転 写 因 子 は
、 発 癌 や 、 胚 の 発 生 、 分 化 、 お よ び 免 疫 応 答 に 関 与 す る 。 Rel 相 同 性 ド メ イ ン (RHD)を 持
つ 殆 ど の 転 写 因 子 は 、 二 量 体 と し て 、 或 る コ ン セ ン サ ス DNA配 列 モ チ ー フ で あ る κ Bと 結 合
す る 。 Rel フ ァ ミ リ の メ ン バ ー は 、 高 度 に 保 存 さ れ た 300ア ミ ノ 酸 ド メ イ ン で あ る Rel 相
同 性 ド メ イ ン を 共 有 す る 。 特 徴 的 な Rel C末 端 ド メ イ ン は 、 遺 伝 子 活 性 化 お よ び 細 胞 質 固
着 の 機 能 に 関 わ る 。 RHDド メ イ ン を 持 つ こ と が 知 ら れ る タ ン パ ク 質 の 例 に は 、 脊 椎 動 物 核
因 子 NFκ B（ 或 る DNA結 合 サ ブ ユ ニ ッ ト と 転 写 因 子 p65と の ヘ テ ロ 二 量 体 ） 、 哺 乳 類 転 写 因
子 RelB、 お よ び 脊 椎 動 物 プ ロ ト 癌 遺 伝 子 crelが あ り 、 crelは 、 分 化 と リ ン パ 球 新 生 と に 関
わ る タ ン パ ク 質 で あ る (Kabrun, N., お よ び  Enrietto, P.J. (1994) Semin. Cancer Biol
. 5:103112)。
【 ０ ０ ２ １ 】
或 る DNA結 合 モ チ ー フ で あ る ARID (ATリ ッ チ 相 互 作 用 ド メ イ ン )は 、 或 る 進 化 的 に 保 存 さ れ
た フ ァ ミ リ の タ ン パ ク 質 を 特 徴 づ け る 。 約 100残 基 の ARID配 列 は 、 細 胞 成 長 、 分 化 、 お よ
び 組 織 特 異 的 遺 伝 子 発 現 の 調 節 へ の 関 与 が 強 く 示 唆 さ れ る 一 連 の タ ン パ ク 質 に 存 在 す る 。
ARIDタ ン パ ク 質 の 例 に は 、 Bright (B細 胞 特 異 的 遺 伝 子 発 現 の 調 節 因 子 )、 dead ringer (
発 達 に 関 与 )、 お よ び MRF2 (サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー か ら の 発 現 を 抑 制 )を 含 む
。 (Dallas, P.B. 他  (2000) Mol. Cell Biol. 20:31373146)。
【 ０ ０ ２ ２ 】
ELM2 (Egl27お よ び MTA1 相 同 性 2)ド メ イ ン は 、 腫 瘍 転 移 関 連 タ ン パ ク 質 MTA1、 お よ び タ ン
パ ク 質 ER1に 見 ら れ る 。 線 虫 （ ） 遺 伝 子 egl 27は 、 胚 パ タ ー ン 形
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成 に 必 要 で あ る 。 ヒ ト MTA1遺 伝 子 は 転 移 性 癌 で 発 現 が 上 昇 し 、 こ の 遺 伝 子 は 、 ヒ ス ト ン 脱
ア セ チ ル 酵 素 活 性 と 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム の リ モ デ リ ン グ 活 性 と を 持 つ 或 る タ ン パ ク 質 複 合 体
の 成 分 で あ る (Solari, F. 他  (1999) Development　 126:24832494)。 ELM2ド メ イ ン は 通 常
、 myb様 DNA結 合 ド メ イ ン の N末 端 に 見 ら れ る 。 ELM2は ま た 、 或 る ARID DNAに 会 合 し て い る
の が 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
殆 ど の 転 写 因 子 に は 特 徴 的 な DNA結 合 モ チ ー フ が あ り 、 上 記 モ チ ー フ 群 の 種 々 の 変 異 体 と
新 規 の モ チ ー フ 群 と が 、 こ れ ま で に 、 ま た 現 在 も 特 徴 付 け ら れ て い る (Faisst, S. お よ び
 S. Meyer (1992) Nucl. Acids Res. 20:3-26)。
ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質
核 内 で 、 DNAは ク ロ マ チ ン に 詰 め ら れ る 。 ク ロ マ チ ン は コ ン パ ク ト な 組 織 で あ り 、 DNAの 、
転 写 因 子 へ の ア ク セ ス 可 能 性 を 制 限 し 、 遺 伝 子 調 節 に お い て 主 要 な 役 割 を 果 た す (Lewin, 
前 出  409-410ペ ー ジ )。 ク ロ マ チ ン の コ ン パ ク ト な 構 造 は 、 ク ロ マ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 に
よ っ て 決 定 さ れ 影 響 さ れ る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 と し て は 、 ヒ ス ト ン 、 高 移 動 度 グ ル ー
プ （ HMG） タ ン パ ク 質 、 お よ び ク ロ モ ド メ イ ン 蛋 白 質 が あ る 。 ５ 種 の ク ラ ス の ヒ ス ト ン 、 H
1、 H2A、 H2B、 H3お よ び H4が あ り 、 全 て は 高 度 に 塩 基 性 の 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ク
ロ マ チ ン の 基 盤 ユ ニ ッ ト で あ る ヌ ク レ オ ソ ー ム に は 、 200塩 基 対 の DNAと 、 H2A、 H2B、 H3お
よ び H4そ れ ぞ れ ２ つ ず つ の コ ピ ー と が あ る 。 H1は 、 隣 接 ヌ ク レ オ ソ ー ム 群 を 連 結 す る 。 HM
Gタ ン パ ク 質 は 、 低 分 子 量 の 非 ヒ ス ト ン 蛋 白 質 で あ り 、 DNAを 巻 き 戻 す こ と と 、 一 本 鎖 DNA
を 安 定 さ せ る こ と に お い て 役 割 を 果 た す と 思 わ れ る 。 ク ロ モ ド メ イ ン 蛋 白 質 は 、 高 度 に コ
ン パ ク ト 化 さ れ た ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン の 形 成 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ
ン は 転 写 的 に は サ イ レ ン ト （ 不 活 動 ） で あ る 。

ヒ ト に お け る 腫 瘍 疾 患 の 多 く は 、 不 適 切 な 遺 伝 子 発 現 に よ っ て 起 こ り 得 る 。 悪 性 の 細 胞 成
長 は 、 腫 瘍 促 進 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 、 又 は 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 不 十 分 な 発 現 に よ っ て 起 こ り 得
る （ Cleary, M. L. (1992) Cancer Surv. 15:89-104） 。 Znフ ィ ン ガ ー 型 の 転 写 調 節 因 子 W
T1は 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 を 持 つ 子 供 で は 不 活 性 化 さ れ て い る 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 で あ る 。 大
細 胞 リ ン パ 腫 で 重 要 な 役 割 を 果 た す オ ン コ ジ ー ン bcl-6も Znフ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 で あ る (
Papavassiliou, A.G. (1995) N. Engl. J. Med. 332:45-47)。 染 色 体 転 座 に よ っ て も 、 或
る 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 を 別 の 無 関 係 遺 伝 子 の 調 節 領 域 と 融 合 さ せ る 、 キ メ ラ 座 （ chimeric
 loci） が 生 成 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 編 成 は 、 お そ ら く 不 適 切 な 遺 伝 子 転 写 を 引 き 起 こ し
、 悪 性 腫 瘍 を 引 き 起 こ す 可 能 性 も あ る 。 例 え ば バ ー キ ッ ト 型 リ ン パ 腫 で は 、 転 写 因 子 Myc
が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 遺 伝 子 座 に 転 座 さ れ 、 Myc発 現 を 大 き く 増 強 し 、 急 速 な 細 胞 成 長 を
生 じ て 白 血 病 を も た ら す (Latchman, D. S. (1996) N. Engl. J. Med. 334:28-33)。
【 ０ ０ ２ ４ 】
更 に 、 免 疫 系 は 、 細 胞 防 御 機 構 の 漸 進 的 な 選 択 、 増 幅 、 及 び 動 員 を 調 整 す る イ ベ ン ト の カ
ス ケ ー ド を 活 性 化 す る こ と に よ り 、 感 染 や 外 傷 に 応 答 す る 。 遺 伝 子 の 活 性 化 及 び 抑 制 の 複
雑 か つ バ ラ ン ス の 取 れ た プ ロ グ ラ ム が 、 こ の プ ロ セ ス に 関 与 し て い る 。 し か し な が ら 、 遺
伝 子 発 現 の 不 適 切 或 い は 不 十 分 な 調 節 に よ っ て 起 こ る 免 疫 系 の 過 度 の 活 性 化 は 、 組 織 や 器
官 に 相 当 な 損 傷 を 与 え 得 る 。 こ の 損 傷 は 、 関 節 炎 、 ア レ ル ゲ ン 、 心 臓 発 作 、 卒 中 、 及 び 感
染 に 関 連 す る 免 疫 応 答 に つ い て の 文 献 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る （ Isselbacher 他  

, 13/e, McGraw Hill, Inc. お よ び  Teton Data S
ystems Software, 1996） 。 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分 泌 不 全 症 カ ン ジ ダ 症 外 胚 葉 性 ジ ス ト ロ
フ ィ （ APECED） の 原 因 遺 伝 子 が 最 近 単 離 さ れ 、 ２ つ の PHDタ イ プ Znフ ィ ン ガ ー モ チ ー フ を
持 つ 或 る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が 見 出 さ れ た (Bjorses, P. 他  (1998) Hum. Mol. G
enet. 7:1547-1553)。
【 ０ ０ ２ ５ 】
更 に 、 多 細 胞 生 物 の 産 生 は 発 生 の 適 当 な 段 階 に お け る 細 胞 分 化 の 誘 導 及 び 調 整 に 基 づ い て
い る 。 こ の プ ロ セ ス の 中 心 は 、 体 中 の 細 胞 及 び 組 織 に 固 有 性 を 与 え る 示 差 的 な 遺 伝 子 発 現
で あ る 。 発 生 中 に 遺 伝 子 発 現 の 調 節 に 失 敗 す る と 発 達 障 害 が 起 こ り 得 る 。 Znフ ィ ン ガ ー 型
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転 写 調 節 因 子 の 突 然 変 異 に 起 因 す る ヒ ト の 発 達 障 害 に は 以 下 が 含 ま れ る 。 泌 尿 生 殖 器 の 発
生 異 常 （ WT1に 関 連 ） ； Greig頭 蓋 ・ 多 合 指 趾 症 候 群 （ cephalopolysyndactyly） 、 Pallist
er-Hall症 候 群 、 お よ び 軸 後 性 多 指 症 （ postaxial polydactyly） タ イ プ A（ GLI3に 関 連 ）
； 並 び に 、 肛 門 、 腎 臓 、 手 足 お よ び 耳 の 異 常 を 特 徴 と す る Townes-Brocks症 候 群 (SALL1関
連 )で あ る (Engelkamp, D. お よ び  van Heyningen, V. (1996) Curr. Opin. Genet. Dev. 
6:334-342; Kohlhase, J. 他  (1999) Am. J. Hum. Genet. 64:435-445)。
【 ０ ０ ２ ６ 】
核 酸 の 合 成
ポ リ メ ラ ー ゼ
DNAと RNAと の 複 製 は 、 細 胞 の 複 製 と 機 能 と に と っ て 死 活 的 な プ ロ セ ス で あ る 。 DNAと RNAと
の 複 製 を 仲 介 す る 酵 素 が そ れ ぞ れ DNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び RNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ り 、 こ の 仲
介 は 「 鋳 型 取 り （ templating） 」 プ ロ セ ス で 行 う 。 こ の プ ロ セ ス で は 、 DNAま た は RNAス ト
ラ ン ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 相 補 的 塩 基 対 合 に よ っ て DNAま た は RNAど ち ら か の 相 補 的 な
核 酸 配 列 に コ ピ ー さ れ る 。 し か し 、 こ の ２ つ の プ ロ セ ス に は 、 根 本 的 な 相 違 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 触 媒 す る 反 応 は 、 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 （ プ ラ イ マ ー 鎖 ） の 3'-OH末
端 へ の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 逐 次 付 加 で あ り 、 こ の プ ラ イ マ ー 鎖 は 第 二 の （ 鋳 型 ）
ス ト ラ ン ド と 対 合 さ れ る 。 新 た な DNAス ト ラ ン ド は 、 し た が っ て 5'か ら 3'方 向 へ 成 長 す る (
Alberts, B. 他  (1994) , Garland Publishing Inc.
, New York, NY, 251-254ペ ー ジ )。 こ の 重 合 反 応 の 基 質 は 対 応 す る デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
三 リ ン 酸 で あ り 、 ポ リ メ ラ ー ゼ に 認 識 さ れ る た め に は 、 鋳 型 ス ト ラ ン ド 上 の 正 し い ヌ ク レ
オ チ ド と 塩 基 対 合 す る 必 要 が あ る 。 DNAは 二 重 ら せ ん と し て 存 在 す る の で 、 二 本 鎖 の そ れ
ぞ れ が 、 新 た な 相 補 的 ス ト ラ ン ド の 形 成 の た め の 鋳 型 と な り 得 る 。 し た が っ て 、 分 裂 中 の
細 胞 の ２ 個 の 娘 細 胞 の そ れ ぞ れ が 、 １ 本 は 古 く １ 本 は 新 し い ス ト ラ ン ド を 持 つ 新 た な DNA
二 重 ら せ ん を 受 け 継 ぐ 。 し た が っ て 、 DNAは 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 「 半 保 存 的 に 」 複
製 さ れ る と 言 わ れ る 。 新 た な DNAの 合 成 に 加 え 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は ま た 、 損 傷 し た DNAの
修 復 に も 関 わ る 。 こ れ は 、 下 記 の 「 」 で 述 べ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
DNAポ リ メ ラ ー ゼ と 対 照 的 に 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ は １ 本 の DNA鋳 型 ス ト ラ ン ド を 用 い て DNAを
RNAに 「 転 写 」 し 、 こ れ に は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 を 基 質 と し て 用 い る 。 DNA重 合 と 同
様 、 RNA重 合 は 、 5'か ら 3'方 向 に 、 リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 一 リ ン 酸 の 、 成 長 す る RNA鎖 の 3'-OH
末 端 へ の 付 加 に よ っ て 進 む 。 DNA転 写 は メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA (mRNA)を 産 生 し 、 mRNAは タ ン
パ ク 質 合 成 の た め の 情 報 を 運 ぶ 。 DNA転 写 は ま た 、 転 移 RNA、 リ ボ ソ ー ム RNAや 、 構 造 的 ま
た は 触 媒 的 な 機 能 を 持 つ 他 の RNAを も 産 生 す る 。 真 核 細 胞 で は 、 ３ 種 の 別 々 の RNAポ リ メ ラ
ー ゼ が 、 ３ タ イ プ の RNAを 合 成 す る (Alberts 他 、 前 出  367-368ペ ー ジ )。 RNAポ リ メ ラ ー ゼ
Iは 大 き な リ ボ ソ ー ム RNAを 作 り 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIは タ ン パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ る mRNAを
作 り 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIIは 、 種 々 の 小 さ な 安 定 し た RNA（ 5Sリ ボ ソ ー ム RNAや 転 移 RNA（ t
RNA） 等 ） を 作 る 。 ど の 場 合 も 、 RNA合 成 の 開 始 は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 、 DNA上 の プ ロ モ ー
タ ー 領 域 へ の 結 合 に よ っ て な さ れ 、 合 成 の 開 始 は 、 プ ロ モ ー タ ー 内 の 開 始 部 位 で 起 こ る 。
合 成 の 完 了 は 、 DNA内 の 停 止 （ 終 了 ） シ グ ナ ル で な さ れ 、 こ こ で ポ リ メ ラ ー ゼ と 完 成 し た R
NA鎖 と が 解 放 さ れ る 。
リ ガ ー ゼ
DNA修 復 の プ ロ セ ス に よ っ て 、 偶 発 的 な 塩 基 変 化 （ 原 因 は 例 え ば 酸 化 損 傷 、 加 水 分 解 的 攻
撃 、 DNAの 無 秩 序 な メ チ ル 化 な ど ） が 、 DNAの 複 製 ま た は 転 写 が 起 き る 前 に 修 正 さ れ る 。 DN
A修 復 プ ロ セ ス の 効 率 が 良 い の で 、 偶 発 的 な 塩 基 変 化 の 1000分 の １ 未 満 の み が 突 然 変 異 を
起 こ す (Alberts 他 、 前 出  245-249ペ ー ジ )。 殆 ど の タ イ プ の DNA修 復 に 共 通 の ３ つ の ス テ
ッ プ は 、 （ １ ） 損 傷 ま た は 変 容 し た 塩 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド の 、 DNAヌ ク レ ア ー ゼ に よ る
切 除 。 （ ２ ） 切 除 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド が 残 し た ギ ャ ッ プ へ の 、 正 し い ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入
。 こ れ は DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 、 相 補 的 ス ト ラ ン ド を 鋳 型 と し て 用 い て 行 う 。 （ ３ ） 挿 入 さ
れ た ヌ ク レ オ チ ド （ 群 ） と 既 存 DNAス ト ラ ン ド と の 間 に 残 っ た 切 れ 目 の 、 DNAリ ガ ー ゼ に よ
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る 埋 め 合 わ せ （ sealing） 、 で あ る 。 最 後 の 反 応 に お い て 、 DNAリ ガ ー ゼ は ATP加 水 分 解 か
ら の エ ネ ル ギ ー を 用 い 、 切 れ 目 の 入 っ た ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 5'末 端 を 活 性 化 し た 後 、
DNAス ト ラ ン ド の 3'-OHと の 新 た な 結 合 を 形 成 す る 。 ブ ル ー ム 症 候 群 は 遺 伝 性 の ヒ ト 疾 患 で
あ る が 、 こ の 患 者 は こ の DNAラ イ ゲ ー シ ョ ン が 部 分 的 に 欠 損 し て い る た め 、 癌 の 発 症 の 増
加 を 示 す (Alberts 他 、 前 出  247ペ ー ジ )。
ヌ ク レ ア ー ゼ
ヌ ク レ ア ー ゼ 酵 素 に は 、 DNAを 加 水 分 解 す る DNア ー ゼ と 、 RNAを 加 水 分 解 す る RNア ー ゼ と が
あ る 。 ２ 種 の ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 核 酸 代 謝 に お い て 別 々 の 目 的 で 働 く 。 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 隣
接 す る ヌ ク レ オ チ ド 間 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 加 水 分 解 す る 。 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ は 内
部 の 位 置 で 加 水 分 解 し 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ は 3'ま た は 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で 加 水
分 解 す る 。 例 え ば DNAポ リ メ ラ ー ゼ に お け る 或 る DNAエ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ に よ っ て 成 長 す る DNAス ト ラ ン ド の 3'-OH末 端 に 付 着 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド の 内 、 不 適 切
に 対 合 し た ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 す る よ う 働 く の で 、 「 校 正 」 機 能 を 提 供 す る 。 上 記 し た よ
う に 、 DNAエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 は 、 DNA修 復 プ ロ セ ス の 切 除 ス テ ッ プ に 関 わ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
RNア ー ゼ （ RNase） も ま た 、 種 々 の 機 能 を 提 供 す る 。 例 え ば RNase Pは リ ボ 核 タ ン パ ク 質 酵
素 で あ り 、 tRNA前 駆 体 群 の 5'末 端 の 切 断 を 、 そ れ ら の 成 熟 プ ロ セ ス の 一 部 と し て 行 う 。 RN
ase Hは 、 或 る RNA/DNAハ イ ブ リ ッ ド の RNAス ト ラ ン ド を 消 化 す る 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ
ド は レ ト ロ ウ イ ル ス が 侵 入 し た 細 胞 に 生 じ 、 RNase Hは 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 複 製 サ イ ク ル に
お け る 重 要 な 酵 素 で あ る 。 膵 臓 RNア ー ゼ は 膵 臓 に よ っ て 腸 内 に 分 泌 さ れ 、 摂 取 し た 食 物 の
中 の RNAを 加 水 分 解 す る 。 血 清 と 細 胞 抽 出 物 と に お け る RNア ー ゼ 活 性 の 上 昇 は 、 種 々 の 癌
や 感 染 疾 患 で 見 ら れ る (Schein, C.H. (1997) Nat. Biotechnol. 15:529-536)。 RNア ー ゼ
活 性 の 調 節 が 、 腫 瘍 血 管 新 生 、 ア レ ル ギ ー 反 応 、 ウ イ ル ス の 感 染 お よ び 複 製 、 並 び に 真 菌
感 染 を 制 御 す る 手 段 と し て 研 究 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
核 酸 の 修 飾
メ チ ラ ー ゼ
特 定 ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 は DNA、 RNA双 方 で 起 こ り 、 こ の ２ 種 の 高 分 子 に お い て 別 々 の
機 能 を 提 供 す る 。 DNAで シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 は 5-メ チ ル シ ト シ ン を 形 成 し 、 こ れ は 、 D
NA二 重 ら せ ん 内 で 互 い に 塩 基 対 合 し た CG配 列 群 内 で 特 異 的 に 起 こ る 。 メ チ ル 化 の こ の パ タ
ー ン は 、 DNA複 製 時 に 世 代 間 で 受 け 渡 さ れ る 。 こ れ を 行 う 酵 素 は 「 維 持 メ チ ラ ー ゼ 」 と 呼
ば れ 、 既 に メ チ ル 化 さ れ た CG配 列 と 塩 基 対 合 し た CG配 列 上 で 優 先 的 に 作 用 す る 。 こ の よ う
な メ チ ル 化 は 、 活 性 遺 伝 子 と 非 活 性 遺 伝 子 と の 区 別 を 、 遺 伝 子 を 「 オ ン に す る （ turn on
） 」 調 節 タ ン パ ク 質 の 結 合 を 防 ぐ 一 方 、 遺 伝 子 を 不 活 化 す る タ ン パ ク 質 の 結 合 を 許 す こ と
に よ っ て 行 う よ う で あ る (Alberts 他 、 前 出  448-451ペ ー ジ )。 RNA代 謝 で は 、 「 tRNAメ チ
ラ ー ゼ 」 が tRNAに お け る 幾 つ か の ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 の １ つ を 起 こ す 。 こ の 修 飾 は 、 こ の 分
子 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン と 塩 基 対 合 と に 影 響 し 、 適 切 な mRNAコ ド ン の 、 特 異 的 tRNA群 に よ
る 認 識 を 促 進 す る 。 主 な メ チ ル 化 パ タ ー ン と し て は グ ア ニ ン 残 基 の ジ メ チ ル 化 が あ り 、 こ
れ は N,N-ジ メ チ ル グ ア ニ ン を 形 成 す る 。
ヘ リ カ ー ゼ お よ び 一 本 鎖 結 合 タ ン パ ク 質
ヘ リ カ ー ゼ 酵 素 は 、 DNA、 RNA双 方 の 二 重 ら せ ん 構 造 を 不 安 定 化 し 、 巻 き 戻 す 。 DNA複 製 は
２ 本 の ス ト ラ ン ド で ほ ぼ 同 時 に 起 こ る の で 、 ２ 本 の ス ト ラ ン ド は 先 ず 分 離 し て 複 製 「 フ ォ
ー ク 」 を 産 生 し 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ が 作 用 で き る よ う に す る 必 要 が あ る 。 ２ 種 の 複 製 タ ン
パ ク 質 が こ の プ ロ セ ス に 寄 与 す る 。 DNAヘ リ カ ー ゼ と 、 一 本 鎖 結 合 タ ン パ ク 質 と で あ る 。 D
NAヘ リ カ ー ゼ は 、 ATPを 加 水 分 解 し 、 そ の エ ネ ル ギ ー を 用 い て DNAス ト ラ ン ド を 分 離 さ せ る
。 一 本 鎖 結 合 タ ン パ ク 質 (SSB)が 次 に 、 露 出 し た DNAス ト ラ ン ド に 結 合 す る が 、 塩 基 を 覆 い
は せ ず 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 鋳 型 取 り の た め に そ れ ら を 一 時 的 に 安 定 化 す る (Alberts 
他 、 前 出  255-256ペ ー ジ )。
【 ０ ０ ３ １ 】
RNAヘ リ カ ー ゼ は 、 RNAの コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン と ２ 次 構 造 と を 変 容 さ せ 調 節 す る 。 DNAヘ リ
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カ ー ゼ と 同 様 、 RNAヘ リ カ ー ゼ は 、 ATP加 水 分 解 に 由 来 す る エ ネ ル ギ ー を 利 用 し 、 RNA二 重
鎖 を 不 安 定 化 し 巻 き 戻 す 。 RNAヘ リ カ ー ゼ の 最 も 良 く 特 徴 付 け ら れ 偏 在 す る フ ァ ミ リ は DEA
Dボ ッ ク ス フ ァ ミ リ で あ り 、 そ の 名 は 、 保 存 さ れ た Bタ イ プ ATP結 合 モ チ ー フ に 由 来 す る 。
こ の モ チ ー フ は 、 こ の フ ァ ミ リ の タ ン パ ク 質 に と っ て 特 徴 的 で あ る 。 40種 を 超 す DEADボ ッ
ク ス ヘ リ カ ー ゼ が 、 細 菌 、 昆 虫 、 酵 母 、 両 生 類 、 哺 乳 類 、 お よ び 植 物 に 及 ぶ 多 様 な 生 物 に
お い て 同 定 さ れ て い る 。 DEADボ ッ ク ス ヘ リ カ ー ゼ は 、 多 様 な プ ロ セ ス に お い て 機 能 す る 。
そ の プ ロ セ ス と し て は 例 え ば 翻 訳 開 始 、 ス プ ラ イ シ ン グ 、 リ ボ ソ ー ム の 集 合 、 お よ び 、 RN
Aの 編 集 、 輸 送 、 安 定 性 が あ る 。 こ れ ら の RNAヘ リ カ ー ゼ の 例 と し て は 、 酵 母 Drs1タ ン パ ク
質 （ リ ボ ソ ー ム RNAプ ロ セ シ ン グ に 関 与 ） 、 酵 母 TIF1お よ び TIF2並 び に 哺 乳 類 eIF-4A（ こ
れ ら は RNA翻 訳 の 開 始 に 必 須 で あ る ） 、 お よ び ヒ ト p68抗 原 （ 細 胞 の 成 長 お よ び 分 化 を 調 節
） が あ る (Ripmaster, T.L. 他  (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:11131-11135; Ch
ang, T.-H. 他  (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1571-1575)。 こ れ ら の RNAヘ リ カ
ー ゼ は 、 強 い 配 列 相 同 性 を 、 約 420ア ミ ノ 酸 の ス ト レ ッ チ に わ た り 示 す 。 こ れ ら の 保 存 さ
れ た 配 列 と し て は 、 或 る ATP結 合 タ ン パ ク 質 の Aモ チ ー フ の コ ン セ ン サ ス 配 列 、 「 DEADボ ッ
ク ス 」 配 列 （ ATPア ー ゼ 活 性 に 関 与 ） 、 配 列 SAT（ 実 際 の ヘ リ カ ー ゼ 巻 き 戻 し ： actual hel
icase unwinding領 域 に 関 与 ） 、 お よ び 、 RNA結 合 と ATP加 水 分 解 と に 必 要 な オ ク タ ペ プ チ
ド コ ン セ ン サ ス 配 列 が あ る (Pause, A. 他  (1993) Mol. Cell Biol. 13:6789-6798)。 こ れ
ら の 保 存 さ れ た 領 域 以 外 の 差 異 は 、 個 々 の タ ン パ ク 質 の 機 能 上 の 役 割 に お け る 差 異 を 反 映
す る と 思 わ れ る (Chang, T.H. 他  (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1571-1575)。
【 ０ ０ ３ ２ 】
数 種 の DEADボ ッ ク ス ヘ リ カ ー ゼ は 、 精 子 形 成 と 胚 形 成 と に お い て 、 組 織 特 異 的 お よ び ス テ
ー ジ 特 異 的 な 役 割 を 果 た す 。 DEADボ ッ ク ス 1タ ン パ ク 質 (DDX1)の 過 剰 発 現 は 、 神 経 芽 腫 (Nb
)と 網 膜 芽 腫 (Rb)と の 進 行 に お い て 役 割 を 果 た す と 思 わ れ る (Godbout, R. 他  (1998) J. B
iol. Chem. 273:21161-21168)。 こ れ ら の 観 察 の 示 唆 す る と こ ろ で は 、 DDX1は 、 腫 瘍 進 行
の 促 進 ま た は 増 強 を 、 癌 細 胞 内 の RNAの 正 常 な 二 次 構 造 と 発 現 レ ベ ル と を 改 変 す る こ と に
よ っ て 行 う 。 　 別 の DEADボ ッ ク ス ヘ リ カ ー ゼ 群 は 、 腫 瘍 形 成 に 直 接 ま た は 間 接 的 に 関 与 す
る と 思 わ れ る (前 出 Godbout で 考 察 さ れ て い る )。 例 え ば ネ ズ ミ p68は 紫 外 線 で 誘 発 し た 腫
瘍 に お い て 突 然 変 異 し 、 ヒ ト DDX6は 、 B細 胞 リ ン パ 腫 に 関 連 す る 或 る 染 色 体 易 切 断 点 （ chr
omosomal breakpoint） に 位 置 す る 。 同 様 に 、 DDX10と NUP98（ １ 種 の 核 膜 孔 タ ン パ ク 質 ： n
ucleoporin） と か ら な る キ メ ラ 蛋 白 質 は 、 数 種 の 骨 髄 性 悪 性 腫 瘍 の 病 原 に 関 与 す る よ う で
あ る 。
ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ
DNAス ト ラ ン ド を 複 製 前 に 分 離 す る 他 に 、 ２ 本 の ス ト ラ ン ド は 、 DNAヘ リ カ ー ゼ に よ る 分 離
の 前 に 、 互 い か ら 「 巻 き 戻 す 」 必 要 が あ る 。 こ の 機 能 を 行 う タ ン パ ク 質 は 、 DNAト ポ イ ソ
メ ラ ー ゼ と し て 知 ら れ る 。 DNAト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ は 、 可 逆 的 ヌ ク レ ア ー ゼ と し て 効 果 的 に
作 用 し て DNAス ト ラ ン ド 内 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 結 合 を 加 水 分 解 し 、 二 本 鎖 を 互 い に 対
し て 自 由 に 回 転 で き る よ う に し て ヘ リ ッ ク ス を 巻 き 戻 し た 後 、 二 本 鎖 の 間 の 元 の ホ ス ホ ジ
エ ス テ ル 結 合 を 再 結 合 さ せ る 。 　 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ は 、 転 写 、 複 製 、 ク ロ マ チ ン 形 成 、 組
換 え 、 お よ び 染 色 体 分 離 、 に よ っ て 生 じ た DNAの ト ポ ロ ジ ー 的 再 編 成 を 担 う 必 須 酵 素 で あ
る 。 DNAへ の 高 次 ら せ ん コ イ ル の 導 入 は 、 前 進 す る 酵 素 （ processive enzyme） （ 例 え ば RN
Aポ リ メ ラ ー ゼ ） の 通 過 に よ っ て 、 ま た は 、 ヘ リ カ ー ゼ に よ る DNAス ト ラ ン ド の 複 製 前 の 分
離 に よ っ て な さ れ る 。 DNAの 合 成 、 貯 蔵 、 修 復 の プ ロ セ ス 中 に 、 結 び 目 （ knotting） と 連
環 （ concatenation） と が 生 じ 得 る 。 全 て の ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ の 働 き は 、 DNAの リ ボ ー ス ‐
リ ン 酸 主 鎖 内 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 壊 し て 行 う 。 こ の 酵 素 に あ る 或 る 触 媒 チ ロ シ ン 残
基 が 、 切 れ や す い ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 に 求 核 攻 撃 す る こ と に よ っ て 反 応 中 間 体 を 生 じ る
。 こ の 中 間 体 で は 、 共 有 結 合 が 、 こ の 酵 素 と 、 壊 れ た ス ト ラ ン ド の １ 端 と の 間 に 形 成 さ れ
る 。 或 る チ ロ シ ン DNAホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ は 、 偶 発 す る デ ッ ド エ ン ド ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I
‐ DNA中 間 体 の 中 の こ の 結 合 を 加 水 分 解 す る こ と で DNAの 修 復 に 機 能 す る （ Pouliot, J. J.
他 (1999) Science 286:552-555） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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２ タ イ プ の DNAト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 、 タ イ プ Iと タ イ プ IIと が あ る 。 タ イ プ Iト ポ イ ソ メ ラ ー
ゼ は 単 量 体 と し て 働 い て DNAの 一 本 鎖 に 切 れ 目 を 作 る 。 一 方 、 タ イ プ IIト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ
は ホ モ 二 量 体 と し て 働 き 、 二 本 鎖 の 双 方 を 切 断 す る 。 DNAト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iは 、 DNAヘ リ
ッ ク ス 内 に 一 本 鎖 の 切 れ 目 を 生 じ る こ と に よ っ て ヘ リ ッ ク ス の 二 本 鎖 が 、 反 対 の ス ト ラ ン
ド の 中 の 、 残 る ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 軸 に 回 転 で き る よ う に す る 。 DNAト ポ イ ソ メ ラ ー
ゼ IIは DNAヘ リ ッ ク ス の 二 本 鎖 の 双 方 に 一 時 的 な 切 れ 目 を 作 り 、 こ こ で 二 本 の 二 重 ら せ ん
が 互 い に 交 差 す る 。 こ の ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ IIは 、 ２ つ の 連 環 し た 環 状 DNAを 、 効 果 的 に 分
離 で き る (Alberts 他 、 前 出  260-262ペ ー ジ )。 タ イ プ IIト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ は 、 真 核 生 物 で
は 増 殖 す る 細 胞 （ 癌 細 胞 な ど ） に ほ と ん ど 限 ら れ て い る 。 こ の た め ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ IIは
、 抗 癌 剤 の 標 的 で あ る 。 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ IIは 、 多 剤 耐 性 （ MDR） に 関 係 す る と 思 わ れ て
い る 。 そ の 理 由 は 、 こ の 酵 素 が DNA結 合 剤 （ ド キ ソ ル ビ シ ン ： doxorubicinや ビ ン ク リ ス チ
ン ： vincristineな ど ） に よ る DNA損 傷 の 修 復 を 助 け る と 思 わ れ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iフ ァ ミ リ に は 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I（ TopoI） と ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ III（
TopoIII） と を 含 む 。 ヒ ト の ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iの 結 晶 構 造 が 示 唆 す る と こ ろ で は 、 無 傷 DN
Aス ト ラ ン ド を 軸 と し た 回 転 を 、 こ の 酵 素 が 部 分 的 に 制 御 す る 。 こ の 「 制 御 さ れ た 回 転 （ c
ontrolled rotation） 」 モ デ ル で は 、 タ ン パ ク 質 -DNA相 互 作 用 が こ の 回 転 を 制 限 す る 。 こ
れ は DNA内 の ね じ れ ひ ず み （ torsional strain） が 駆 動 す る (Stewart, L. 他  (1998) Scie
nce 379:1534-1541)。 構 造 的 に は TopoIは 、 そ の 活 性 部 位 領 域 内 の 触 媒 チ ロ シ ン 残 基 と 、
多 数 の 他 の 保 存 さ れ た 残 基 で 認 識 で き る 。 TopoIは 、 転 写 時 に 機 能 す る と 思 わ れ る 。 ２ 種
の TopoIIIが ヒ ト で は 既 知 で あ り 、 こ れ ら は 原 核 生 物 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iに 相 同 で 、 保 存 さ
れ た チ ロ シ ン と 、 こ の フ ァ ミ リ に 特 異 的 な 活 性 部 位 シ グ ネ チ ャ と を 持 つ 。 TopoIIIは 、 減
数 分 裂 組 換 え （ meiotic recombination） に お い て 役 割 を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ て い る 。
マ ウ ス の あ る 種 の TopoIIIは 精 巣 組 織 で 高 度 に 発 現 さ れ 、 そ の 発 現 の 増 加 は 、 太 糸 期 （ pac
hytene） に お け る 細 胞 数 の 増 加 に 伴 う (Seki, T. 他  (1998) J. Biol. Chem. 273:28553-2
8556)。
【 ０ ０ ３ ５ 】
ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ IIフ ァ ミ リ に は 、 ２ 種 の イ ソ 酵 素 （ IIα お よ び IIβ ） を 含 み 、 ２ 種 は 別
々 の 遺 伝 子 が コ ー ド す る 。 TopoIIは 二 本 鎖 DNAの 切 断 を 、 再 現 性 の あ る 非 無 作 為 の 方 法 で
、 優 先 的 に 或 る ATリ ッ チ 領 域 で 行 う が 、 切 断 部 位 選 択 性 の 原 理 は 未 知 で あ る 。 構 造 上 は To
poIIに は ４ つ の ド メ イ ン が あ る 。 そ の 最 初 の ２ つ は 構 造 的 に 類 似 し 、 お そ ら く 真 核 生 物 To
poIの 類 似 ド メ イ ン と は 遠 い 相 同 性 を 持 つ 。 第 二 ド メ イ ン に は 触 媒 チ ロ シ ン と 、 高 度 に 保
存 さ れ た ペ ン タ ペ プ チ ド と を 持 つ 。 IIα イ ソ フ ォ ー ム は 、 染 色 体 分 離 時 に DNAを 解 く こ と
（ unlinking） に 関 係 す る よ う で あ る 。 IIα を 発 現 す る が 、 IIβ を 発 現 し な い 細 胞 株 は 、 I
Iβ は 細 胞 プ ロ セ ス に 非 必 須 で あ る こ と を 示 唆 す る が 、 IIβ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 神 経
発 生 に お け る 不 全 の た め 周 産 期 に 死 亡 し た 。 主 な 異 常 が 主 に 後 期 発 生 イ ベ ン ト (神 経 形 成 )
時 に 起 き た こ と は 、 IIβ が 有 糸 分 裂 で は な く DNA修 復 時 に 必 要 で あ る こ と を 示 唆 す る (Yang
, X. 他  (2000) Science 287:131-134)。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ は 多 数 の 病 態 に 関 わ る と 思 わ れ て お り 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 毒 は 、 数 種 の
ヒ ト 悪 性 腫 瘍 癌 に 有 効 な 抗 腫 瘍 薬 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 TopoIは フ ァ ン コ ニ 貧 血 （ F
anconi's anemia） で は 誤 っ た 場 所 に 局 在 す る 。 ま た 、 こ の 疾 患 に 見 ら れ る 染 色 体 切 断 に
関 わ る と 思 わ れ る (Wunder, E. (1984) Hum. Genet. 68:276281)。 毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失
調 （ A-T） 細 胞 で の 短 縮 さ れ た TopoIIIの 過 剰 発 現 は 、 部 分 的 に A-T表 現 型 を 抑 制 す る が 、
こ れ は お そ ら く 優 性 阻 害 機 序 （ dominant negative mechanism） に よ る 。 こ れ が 示 唆 す る
と こ ろ で は 、 TopoIIIは A-Tで は 調 節 解 除 さ れ る (Fritz, E. 他  (1997) Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 94:4538-4542)。 TopoIIIは ま た 、 ブ ル ー ム 症 候 群 （ Bloom's Syndrome） 遺 伝 子
産 物 と 相 互 作 用 す る 。 ま た 、 腫 瘍 抑 制 因 子 と し て の 役 割 を 持 つ こ と を 示 唆 さ れ て い る (Wu,
 L. 他  (2000) J. Biol. Chem. 275:9636-9644)。 異 常 な TopoII活 性 は 、 し ば し ば 癌 や 、
増 加 し た 癌 リ ス ク を 伴 う 。 大 き く 低 下 し た TopoII活 性 が 、 全 て で は な い が 数 種 の A-T細 胞
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株 に 見 ら れ て い る (Mohamed, R. 他  (1987) Biochem. Biophys. Res. Commun. 149:233238
)。 一 方 、 TopoIIは 、 DNAの 分 断 を 、 A-T遺 伝 子 (ATM)の 領 域 で 行 い 得 る 。 ATMは 、 全 て の DNA
損 傷 応 答 性 細 胞 周 期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト を 制 御 す る (Kaufmann, W.K. (1998) Proc. Soc. Ex
p. Biol. Med. 217:327-334)。 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ が DNAを 分 断 す る 能 力 は 、 抗 腫 瘍 薬 の 基
礎 と し て 用 い ら れ て い る 。 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 毒 は 、 デ ッ ド エ ン ド 共 有 結 合 DNA-酵 素 複 合 体
の 細 胞 内 の 数 を 増 す こ と に よ っ て 作 用 し 、 最 終 的 に は 細 胞 死 経 路 の 引 き 金 と な る (Fortune
, J.M. お よ び  N. Osheroff (2000) Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 64:221-253; 
Guichard, S.M. お よ び  M.K. Danks (1999) Curr. Opin. Oncol. 11:482-489)。 TopoIに
対 す る 抗 体 は 全 身 性 強 皮 症 （ systemic sclerosis） 患 者 の 血 清 中 に 見 ら れ 、 こ の 抗 体 の レ
ベ ル は 、 こ の 疾 患 に 関 与 す る 肺 の マ ー カ ー と し て 利 用 で き そ う で あ る (Diot, E. 他  (1999
) Chest 116:715-720)。 最 後 に 、 ヒ ト の TopoIの DNA結 合 領 域 は 、 遺 伝 子 治 療 用 の DNA送 達
伝 播 体 と し て 用 い ら れ て い る (Chen, T.Y. 他  (2000) Appl. Microbiol. Biotechnol. 53:
558-567)。

遺 伝 子 組 換 え は 、 或 る 生 物 の ゲ ノ ム 内 で の DNA配 列 の 再 編 成 プ ロ セ ス で あ り 、 環 境 の 変 化
に 応 じ た そ の 生 物 の 遺 伝 子 変 異 を 提 供 す る 。 DNA組 換 え に よ っ て 、 或 る 個 体 の ゲ ノ ム 内 に
あ る 遺 伝 子 の 特 定 の 組 み 合 わ せ に お け る 変 異 が 可 能 に な り 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 の 時 期
と レ ベ ル と に お け る 変 異 も 可 能 で あ る （ 前 出 Alberts他  263-273ペ ー ジ を 参 照 ） 。 ２ 種 の
広 範 な ク ラ ス の 遺 伝 子 組 換 え （ 普 遍 的 組 換 え と 部 位 特 異 的 組 換 え ） が 広 く 認 識 さ れ て い る
。 普 遍 的 組 換 え で は 、 任 意 の 相 同 的 な １ 対 の DNA配 列 間 の 遺 伝 子 交 換 を 伴 う 。 こ れ ら の 配
列 の 位 置 は 通 常 、 同 じ 染 色 体 の ２ つ の コ ピ ー 上 に あ る 。 こ の プ ロ セ ス を 補 助 す る 酵 素 で あ
る リ コ ン ビ ナ ー ゼ は 、 DNA二 重 鎖 の 一 方 の ス ト ラ ン ド に 幾 分 無 作 為 的 に 「 ニ ッ ク （ 切 れ 目
） を 入 れ 」 、 他 の 二 重 鎖 に あ る 相 補 的 ス ト ラ ン ド と の 交 換 を 可 能 に す る 。 こ の プ ロ セ ス は
、 通 常 は 染 色 体 内 の 遺 伝 子 の 編 成 を 変 え な い 。 部 位 特 異 的 組 換 え で は 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ は
組 み 換 え る 分 子 の 一 方 ま た は 双 方 に あ る 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 認 識 す る 。 塩 基 対 合 は
こ の 形 の 組 み 換 え に は 関 与 し な い の で 、 組 み 換 え る 分 子 の 間 の DNA相 同 性 は 不 要 で あ る 。
普 遍 的 組 換 え と は 異 な り 、 部 位 特 異 的 組 み 換 え は 、 染 色 体 内 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 の 相 対
位 置 を 改 変 で き る 。

リ ボ 核 酸 （ RNA） は 直 鎖 の 一 本 鎖 重 合 体 で あ る （ ４ 種 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る ATP、 CTP、 UTP
、 お よ び GTPか ら な る ） 。 殆 ど の 生 物 で は 、 RNAの 転 写 は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ DNA） の コ
ピ ー と し て な さ れ 、 DNAが そ の 生 物 の 遺 伝 子 材 料 で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス で は 、 DNAで な く
RNAが 遺 伝 子 材 料 と し て 働 く 。 遺 伝 子 材 料 の RNAコ ピ ー は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る か 、 も
し く は 生 物 内 で 種 々 の 構 造 的 、 触 媒 的 、 ま た は 調 節 的 な 役 割 を 果 た す 。 RNAの 分 類 は 、 そ
の 細 胞 内 局 在 と 機 能 と に 基 づ く 。 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA (mRNA)は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 。 リ ボ ソ ー ム RNA (rRNA)は 、 リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 と 組 み 合 わ さ れ て リ ボ ソ ー ム と な る 。 リ
ボ ソ ー ム は 細 胞 質 粒 子 で あ り 、 mRNAを ポ リ ペ プ チ ド へ 翻 訳 す る 。 転 移 RNA (tRNA)は サ イ ト
ゾ ル の ア ダ プ タ ー 分 子 で あ り 、 mRNA翻 訳 に お け る 機 能 は mRNAコ ド ン と 、 そ の コ ド ン に 適 合
す る ア ミ ノ 酸 と の 双 方 の 認 識 で あ る 。 ヘ テ ロ 核 RNA (hnRNA)と し て は 、 mRNA前 駆 体 と 、 他
の 種 々 の サ イ ズ の 核 内 RNAと を 含 む 。 核 内 低 分 子 RNA (snRNA)は 核 内 ス プ ラ イ セ オ ソ ー ム 複
合 体 の 一 部 で あ る 。 こ の 複 合 体 は 、 mRNA前 駆 体 内 に 介 在 す る 非 コ ー ド 配 列 （ イ ン ト ロ ン ）
群 を 除 去 し 、 エ キ ソ ン 群 を 再 結 合 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
タ ン パ ク 質 は 、 DNAか ら の RNAの 転 写 や 、 RNAプ ロ セ シ ン グ 、 お よ び 、 タ ン パ ク 質 へ の mRNA
の 翻 訳 の 際 に 、 RNAと 会 合 す る 。 タ ン パ ク 質 は ま た 、 RNAが 構 造 的 、 触 媒 的 、 ま た は 調 節 的
な 目 的 で 利 用 さ れ る 際 に 、 RNAと 会 合 す る 。
Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ シ ン グ
リ ボ ソ ー ム RNA (rRNA)は 、 リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 と 組 み 合 わ さ れ て リ ボ ソ ー ム と な る 。 リ ボ ソ
ー ム は 細 胞 質 粒 子 で あ り 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA (mRNA） を ポ リ ペ プ チ ド へ 翻 訳 す る 。 真 核
生 物 リ ボ ソ ー ム は 60S (大 )サ ブ ユ ニ ッ ト と 40S (小 )サ ブ ユ ニ ッ ト と か ら な り 、 両 ユ ニ ッ ト
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が 共 に な っ て 80Sリ ボ ソ ー ム を 形 成 す る 。 18S、 28S、 5S、 お よ び 5.8Sの rRNAに 加 え 、 リ ボ
ソ ー ム に は 生 物 の 種 類 に よ っ て 50か ら 80種 を 超 す 別 々 の リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 が 含 ま れ る 。 リ
ボ ソ ー ム 蛋 白 質 の 分 類 は 、 そ れ ら が 属 す る サ ブ ユ ニ ッ ト に よ る (す な わ ち 、 大 き な 60Sサ ブ
ユ ニ ッ ト に 関 連 す る な ら L、 小 さ い 40Sサ ブ ユ ニ ッ ト な ら S)。 大 腸 菌 リ ボ ソ ー ム は も っ と も
詳 し く 研 究 さ れ て お り 、 50種 の 蛋 白 質 を 持 ち 、 そ の 多 く は 全 て の 生 物 で 保 存 さ れ て い る 。
９ 種 の リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 の 構 造 の 解 明 が 3.0D未 満 の 分 解 能 で な さ れ て お り (す な わ ち S5、 S
6、 S17、 L1、 L6、 L9、 L12、 L14、 L30)、 共 通 の モ チ ー フ 群 （ 例 え ば b-a- b蛋 白 質 フ ォ ー ル
ド 群 ） と 、 b-ス ト ラ ン ド の 間 に 位 置 す る 酸 性 お よ び 塩 基 性 の RNA結 合 モ チ ー フ 群 と を 明 ら
か に し た 。 殆 ど の リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 は rRNAと 直 接 に 接 触 す る と 思 わ れ る (概 説 は Liljas, A
. お よ び  Garber, M. (1995) Curr. Opin. Struct. Biol. 5:721727; ま た 、 Woodson, S.
A. お よ び  Leontis, N.B. (1998) Curr. Opin. Struct. Biol. 8:294-300; Ramakrishnan
, V. お よ び  White, S.W. (1998) Trends Biochem. Sci. 23:208-212を 参 照 )。
【 ０ ０ ３ ８ 】
種 々 の 蛋 白 質 が 、 核 内 で 転 写 さ れ た RNAの プ ロ セ シ ン グ に 必 要 で あ る 。 mRNAプ ロ セ シ ン グ
の 前 段 階 と し て は 、 5'末 端 へ の メ チ ル グ ア ノ シ ン で の キ ャ ッ ピ ン グ 、 3'末 端 の ポ リ ア デ ニ
ル 化 、 お よ び 、 イ ン ト ロ ン を 除 去 す る た め の ス プ ラ イ シ ン グ を 含 む 。 ス プ ラ イ セ オ ソ ー ム
複 合 体 は 、 ５ 種 の 低 分 子 核 内 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 粒 子 (snRNP)で あ る 、 U1、 U2、 U4、 U5、 お
よ び U6か ら な る 。 そ れ ぞ れ の snRNP内 に は 、 １ つ の 種 の snRNAと 、 約 10種 の タ ン パ ク 質 と を
含 む 。 数 種 の snRNPの RNA成 分 は 、 イ ン ト ロ ン の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 認 識 し 塩 基 対 合 す る 。
タ ン パ ク 質 成 分 は 、 ス プ ラ イ セ オ ソ ー ム 構 築 と 、 ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 と を 仲 介 す る 。 snRN
Pタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 患 者 の 血 中 に 見 ら れ る (Stryer, L. (1995
)  W.H. Freeman and Company, New York NY, 863ペ ー ジ )。
【 ０ ０ ３ ９ 】
不 均 質 核 内 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 (hnRNP)の 役 割 は 、 ス プ ラ イ シ ン グ や 、 成 熟 RNAの 細 胞 質 へ の
輸 送 、 お よ び 、 mRNA翻 訳 に あ る こ と が 同 定 さ れ て い る (Biamonti, G. 他  (1998) Clin. Ex
p. Rheumatol. 16:317-326)。 hnRNPの 例 と し て は 、 酵 母 タ ン パ ク 質 群 で あ る 、 Hrp1p（ RNA
の 切 断 と 3'末 端 で の ポ リ ア デ ニ ル 化 に 関 与 ） 、 Cbp80p（ RNAの 5'末 端 の キ ャ ッ ピ ン グ に 関
与 ） 、 お よ び 、 Npl3p（ 哺 乳 類 hnRNP A1の 相 同 体 で あ り 、 mRNAの 核 外 輸 送 に 関 与 ） が あ る (
Shen, E.C. 他  (1998) Genes Dev. 12:679-691)。 hnRNPは 、 リ ウ マ チ 性 疾 患 に お け る 自 己
免 疫 応 答 の 重 要 な 標 的 で あ る こ と が 示 さ れ て い る (前 出 Biamonti)。
【 ０ ０ ４ ０ 】
多 く の snRNPタ ン パ ク 質 お よ び hnRNPタ ン パ ク 質 は 、 或 る RNA認 識 モ チ ー フ (RRM)に よ っ て 特
徴 付 け ら れ る (概 説 は Birney, E. 他  (1993) Nucleic Acids Res. 21:5803-5816)。 RRMは
、 約 80ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ り 、 α ／ β サ ン ド イ ッ チ の 形 に 編 成 さ れ た ４ 本 の β ス ト ラ ン ド
と ２ 本 の α ヘ リ ッ ク ス と を 形 成 す る 。 RRMは 、 コ ア RNP-1オ ク タ ペ プ チ ド モ チ ー フ と 、 周 囲
の 保 存 さ れ た 配 列 群 と を 含 む 。 snRNPタ ン パ ク 質 に 加 え 、 上 記 モ チ ー フ 群 を 持 つ RNA結 合 タ
ン パ ク 質 の 例 に は 、 新 生 RNAを 安 定 さ せ る ヘ テ ロ 核 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 と 、 選 択 的 ス プ ラ イ
シ ン グ を 調 節 す る 因 子 群 と を 含 む 。 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 に は 、 発 生 的 に 調 節 さ れ る
タ ン パ ク 質 が 含 ま れ 、 そ の 特 異 的 な 例 が 下 等 真 核 生 物 （ 例 え ば キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ や
線 虫 ） に お い て 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ぞ
れ 発 生 プ ロ セ ス （ 例 え ば パ タ ー ン 形 成 や 性 決 定 ） に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す (例 え ば Hod
gkin, J. 他  (1994) Development 120:3681-3689を 参 照 )。

RNAヘ リ カ ー ゼ は 、 RNAの コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン と 二 次 構 造 と の 改 変 と 調 節 と を ATP加 水 分 解
に 由 来 す る エ ネ ル ギ ー を 利 用 し て 行 い 、 RNA二 重 鎖 を 不 安 定 化 し 巻 き 戻 す 。 RNAヘ リ カ ー ゼ
の 最 も 良 く 特 徴 付 け ら れ 偏 在 す る フ ァ ミ リ は DEADボ ッ ク ス フ ァ ミ リ で あ り 、 そ の 名 は 、 保
存 さ れ た Bタ イ プ ATP結 合 モ チ ー フ に 由 来 す る 。 こ の モ チ ー フ は 、 こ の フ ァ ミ リ の タ ン パ ク
質 に と っ て 特 徴 的 で あ る 。 40種 を 超 す DEADボ ッ ク ス ヘ リ カ ー ゼ が 、 細 菌 、 昆 虫 、 酵 母 、 両
生 類 、 哺 乳 類 、 お よ び 植 物 に 及 ぶ 多 様 な 生 物 に お い て 同 定 さ れ て い る 。 DEADボ ッ ク ス ヘ リ
カ ー ゼ は 、 多 様 な プ ロ セ ス に お い て 機 能 す る 。 そ の プ ロ セ ス と し て は 例 え ば 翻 訳 開 始 、 ス
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プ ラ イ シ ン グ 、 リ ボ ソ ー ム の 集 合 、 お よ び 、 RNAの 編 集 、 輸 送 、 安 定 性 が あ る 。 数 種 の DEA
Dボ ッ ク ス ヘ リ カ ー ゼ は 、 精 子 形 成 と 胚 形 成 と に お い て 、 組 織 特 異 的 お よ び ス テ ー ジ 特 異
的 な 役 割 を 果 た す 。 全 て の DEADボ ッ ク ス ヘ リ カ ー ゼ 内 に は 、 約 420ア ミ ノ 酸 に わ た り 広 が
る 、 数 種 の 保 存 さ れ た 配 列 モ チ ー フ を 含 む 。 こ れ ら の モ チ ー フ と し て は 、 Aタ イ プ ATP結 合
モ チ ー フ 、 DEADボ ッ ク ス ／ Bタ イ プ ATP結 合 モ チ ー フ 、 セ リ ン ／ ア ル ギ ニ ン ／ ト レ オ ニ ン の
ト リ ペ プ チ ド （ 機 能 は 未 知 ） 、 お よ び 、 C末 端 グ リ シ ン リ ッ チ モ チ ー フ （ 可 能 性 の あ る 役
割 は 基 質 結 合 お よ び 巻 き 戻 し ） を 含 む 。 ま た 、 多 岐 に わ た る DEADボ ッ ク ス ヘ リ カ ー ゼ 配 列
群 の ア ラ イ ン メ ン ト が 示 し て い る と こ ろ で は 37ア ミ ノ 酸 残 基 が こ れ ら の 配 列 す べ て で 同 一
で あ り 、 こ れ ら の 残 基 の 保 存 が ヘ リ カ ー ゼ 機 能 に 重 要 で あ る こ と を 示 唆 す る (概 説 は Linde
r, P. 他  (1989) Nature 337:121-122)。
【 ０ ０ ４ １ 】
DEADボ ッ ク ス 1タ ン パ ク 質 (DDX1)の 過 剰 発 現 は 、 神 経 芽 腫 (Nb)と 網 膜 芽 腫 (Rb)と の 進 行 に
お い て 役 割 を 果 た す と 思 わ れ る 。 こ れ ら の 観 察 の 示 唆 す る と こ ろ で は 、 DDX1は 、 腫 瘍 進 行
の 促 進 ま た は 増 強 を 、 癌 細 胞 内 の RNAの 正 常 な 二 次 構 造 と 発 現 レ ベ ル と を 改 変 す る こ と に
よ っ て 行 う 。 　 別 の DEADボ ッ ク ス ヘ リ カ ー ゼ 群 は 、 紫 外 線 で 誘 発 し た 腫 瘍 や 、 B細 胞 リ ン
パ 腫 、 お よ び 骨 髄 性 悪 性 疾 患 に 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 関 与 す る と 思 わ れ て い る (概 説 は God
bout, R. 他  (1998) J. Biol. Chem. 273:21161-21168)。
【 ０ ０ ４ ２ 】
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ RNア ー ゼ ） は RNA鎖 内 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 、 し た が
っ て RNAの 切 断 を 触 媒 す る 。 例 え ば RNase Pは リ ボ 核 タ ン パ ク 質 酵 素 で あ り 、 tRNA前 駆 体 群
の 5'末 端 の 切 断 を 、 そ れ ら の 成 熟 プ ロ セ ス の 一 部 と し て 行 う 。 RNase Hは 、 或 る RNA/DNAハ
イ ブ リ ッ ド の RNAス ト ラ ン ド を 消 化 す る 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド は レ ト ロ ウ イ ル ス が 侵
入 し た 細 胞 に 生 じ 、 RNase Hは 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 複 製 サ イ ク ル に お け る 重 要 な 酵 素 で あ る
。 RNase Hド メ イ ン は 、 し ば し ば 逆 転 写 に 関 連 す る ド メ イ ン と し て 見 ら れ る 。 血 清 と 細 胞
抽 出 物 と に お け る RNア ー ゼ 活 性 の 上 昇 は 、 種 々 の 癌 や 感 染 疾 患 で 見 ら れ る (Schein, C.H. 
(1997) Nat. Biotechnol. 15:529-536)。 RNア ー ゼ 活 性 の 調 節 が 、 腫 瘍 血 管 新 生 、 ア レ ル
ギ ー 反 応 、 ウ イ ル ス の 感 染 お よ び 複 製 、 並 び に 真 菌 感 染 を 制 御 す る 手 段 と し て 研 究 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 は 、 翻 訳 を 調 節 す る た め に 、 翻 訳 後 修 飾 を 受 け た り 、 他 の リ ボ ソ ー ム 関
連 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る こ と が あ る 。 例 え ば 高 度 に 相 同 な 40Sリ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 S6キ
ナ ー ゼ で あ る S6K1と S6K2と は 細 胞 成 長 の 調 節 に お い て 主 要 な 役 割 を 果 た す が 、 こ れ は タ ン
パ ク 質 合 成 装 置 （ 例 え ば リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 ） を 作 り 上 げ る 翻 訳 成 分 の 生 合 成 を 制 御 す る こ
と に よ り 行 う 。 S6K1の 場 合 、 少 な く と も ８ つ の リ ン 酸 化 部 位 が 、 キ ナ ー ゼ 活 性 化 を 階 層 的
な 手 法 で 仲 介 す る と 思 わ れ る (Dufner お よ び  Thomas (1999) Exp. Cell. Res. 253:10010
9)。 数 種 の リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 （ L1を 含 む ） は ま た 翻 訳 抑 制 因 子 と し て 機 能 し 、 こ れ は リ ボ
ソ ー ム 蛋 白 質 を コ ー ド す る 多 シ ス ト ロ ン 性 mRNAと 結 合 し て 行 う (概 説 は 前 出 Liljas, A. お
よ び 前 出 Garber, M.)。
【 ０ ０ ４ ４ 】
最 近 の 証 拠 が 示 唆 す る と こ ろ で は 、 多 数 の リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 が 、 蛋 白 質 生 合 成 へ の こ れ ら
の 関 与 と は 独 立 し た 二 次 機 能 を 持 つ 。 こ れ ら の 蛋 白 質 は 、 細 胞 増 殖 の 調 節 因 子 と し て 、 ま
た 数 例 で は 細 胞 死 の 誘 発 因 子 と し て 機 能 す る 。 例 え ば ヒ ト の リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 L13aの 発 現
は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ は 、 細 胞 周 期 の G2/M期 に 細 胞 成 長
を 停 止 さ せ て 行 う 。 L13aの 発 現 の 抑 制 は 標 的 細 胞 内 に ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 し 、 こ れ が 示 唆
す る と こ ろ で は 、 こ の 蛋 白 質 は 、 適 量 で は 、 細 胞 生 存 に 必 要 で あ る 。 同 様 の 結 果 が 酵 母 で
も 得 ら れ て い る 。 こ こ で は 、 L13aの 酵 母 相 同 体 で あ る 、 rp22と rp23と の 不 活 化 に よ っ て 、
重 度 の 成 長 遅 滞 と 死 と を 招 い た 。 非 常 に 近 縁 の リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 で あ る L7は 、 G1期 の 細 胞
を 停 止 さ せ 、 ア ポ ト ー シ ス を も 誘 発 す る 。 し た が っ て 、 或 る サ ブ セ ッ ト の リ ボ ソ ー ム 蛋 白
質 は 、 細 胞 周 期 チ ェ ッ ク ポ イ ン ト と し て 機 能 す る と 思 わ れ 、 新 規 フ ァ ミ リ の 細 胞 増 殖 調 節
因 子 を 構 成 す る よ う で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
個 々 の リ ボ ソ ー ム 蛋 白 質 の 、 無 傷 リ ボ ソ ー ム の 表 面 へ の マ ッ ピ ン グ が な さ れ た 。 こ れ に は
3D免 疫 低 温 電 子 顕 微 鏡 （ immunocryoelectronmicroscopy） を 用 い 、 こ れ に よ っ て 特 定 の リ
ボ ソ ー ム 蛋 白 質 群 に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 群 が 可 視 化 さ れ た 。 L1、 L7、 お よ び L12の マ ッ
ピ ン グ に 向 け て 進 歩 が な さ れ て い る が 、 無 傷 リ ボ ソ ー ム の 構 造 の 解 明 は 、 わ ず か に 20～ 25
Dの 分 解 能 で あ り 、 別 々 の 粗 構 造 （ crude structures） の 間 に は 矛 盾 が あ る (Frank, J. (1
997) Curr. Opin. Struct. Biol. 7:266272)。
【 ０ ０ ４ ６ 】
３ 種 の 別 々 の 部 位 が 、 リ ボ ソ ー ム 上 で 同 定 さ れ て い る 。 ア ミ ノ ア シ ル tRNA受 容 部 位 (A部 位
)は 、 チ ャ ー ジ し た （ charged） tRNAを 受 け 取 る (例 外 は 開 始 tRNAで あ る ） 。 ペ プ チ ジ ル tRN
A部 位 (P部 位 )は 新 生 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し 、 A部 位 か ら の ア ミ ノ 酸 が 、 こ の 伸 長 す る 鎖 に
付 加 さ れ る 。 脱 ア シ ル 化 し た tRNA群 は 、 脱 出 部 位 (E部 位 )内 に 結 合 し た 後 、 リ ボ ソ ー ム か
ら 解 放 さ れ る 。 リ ボ ソ ー ム の 構 造 の 概 説 は 、 Stryer, L. (1995)  W.H. Free
man and Company, New York NY 888-908lペ ー ジ ; Lodish, H. 他  (1995) 

 Scientific American Books, New York NY 119-138ペ ー ジ ; お よ び  Lewin, B (
1997)  Oxford University Press, Inc. New York, NYを 見 ら れ た い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
種 々 の 蛋 白 質 が 、 核 内 で 転 写 さ れ た RNAの プ ロ セ シ ン グ に 必 要 で あ る 。 mRNAプ ロ セ シ ン グ
の 前 段 階 と し て は 、 5'末 端 へ の メ チ ル グ ア ノ シ ン で の キ ャ ッ ピ ン グ 、 3'末 端 の ポ リ ア デ ニ
ル 化 、 お よ び 、 イ ン ト ロ ン を 除 去 す る た め の ス プ ラ イ シ ン グ を 含 む 。 DNAか ら の 一 次 RNA転
写 物 は 、 エ キ ソ ン 、 イ ン ト ロ ン 双 方 の 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 の 忠 実 な コ ピ ー で あ り 、 イ ン ト
ロ ン 配 列 が RNA転 写 物 か ら 切 り 出 さ れ る こ と が 、 蛋 白 質 を コ ー ド す る mRNAを 産 出 す る た め
に 必 要 で あ る 。 mRNAの 「 ス プ ラ イ シ ン グ 」 は 、 核 内 で 、 大 き な 多 成 分 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 複
合 体 （ ス プ ラ イ セ オ ソ ー ム と し て 知 ら れ る ） の 補 助 を 受 け て な さ れ る 。 ス プ ラ イ セ オ ソ ー
ム 複 合 体 は 、 ５ 種 の 低 分 子 核 内 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 粒 子 (snRNP)で あ る 、 U1、 U2、 U4、 U5、
お よ び U6か ら な る 。 そ れ ぞ れ の snRNP内 に は 、 １ つ の 種 の snRNAと 、 約 10種 の タ ン パ ク 質 と
を 含 む 。 数 種 の snRNPの RNA成 分 は 、 イ ン ト ロ ン の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 認 識 し 塩 基 対 合 す る
。 タ ン パ ク 質 成 分 は 、 ス プ ラ イ セ オ ソ ー ム 構 築 と 、 ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 と を 仲 介 す る 。 sn
RNPタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 患 者 の 血 中 に 見 ら れ る (Stryer, L. (19
95)  W.H. Freeman and Company, New York NY, 863ペ ー ジ )。
【 ０ ０ ４ ８ 】
不 均 質 核 内 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 (hnRNP)の 役 割 は 、 ス プ ラ イ シ ン グ や 、 成 熟 RNAの 細 胞 質 へ の
移 出 、 お よ び 、 mRNA翻 訳 に あ る こ と が 同 定 さ れ て い る (Biamonti, G. 他  (1998) Clin. Ex
p. Rheumatol. 16:317-326)。 hnRNPの 例 と し て は 、 酵 母 タ ン パ ク 質 群 で あ る 、 Hrp1p（ RNA
の 切 断 と 3'末 端 で の ポ リ ア デ ニ ル 化 に 関 与 ） 、 Cbp80p（ RNAの 5'末 端 の キ ャ ッ ピ ン グ に 関
与 ） 、 お よ び 、 Npl3p（ 核 か ら の mRNAの 移 出 に 関 与 す る 哺 乳 類 hnRNP A1の 相 同 体 ） が あ る (
Shen, E.C. 他  (1998) Genes Dev. 12:679-691)。 hnRNPは 、 リ ウ マ チ 性 疾 患 に お け る 自 己
免 疫 応 答 の 重 要 な 標 的 で あ る こ と が 示 さ れ て い る (前 出 Biamonti)。
【 ０ ０ ４ ９ 】
多 く の snRNPタ ン パ ク 質 お よ び hnRNPタ ン パ ク 質 は 、 或 る RNA認 識 モ チ ー フ (RRM)に よ っ て 特
徴 付 け ら れ る (概 説 は Birney, E. 他  (1993) Nucleic Acids Res. 21:5803-5816)。 RRMは
、 約 80ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ り 、 α ／ β サ ン ド イ ッ チ の 形 に 編 成 さ れ た ４ 本 の β ス ト ラ ン ド
と ２ 本 の α ヘ リ ッ ク ス と を 形 成 す る 。 RRM内 に は 、 コ ア の RNP-1オ ク タ ペ プ チ ド モ チ ー フ と
、 周 囲 の 保 存 さ れ た 配 列 群 と を 含 む 。 snRNPタ ン パ ク 質 に 加 え 、 上 記 モ チ ー フ 群 を 持 つ RNA
結 合 タ ン パ ク 質 の 例 に は 、 新 生 RNAを 安 定 さ せ る ヘ テ ロ 核 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 と 、 選 択 的 ス
プ ラ イ シ ン グ を 調 節 す る 因 子 群 と を 含 む 。 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 に は 発 生 的 に 調 節 さ
れ る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ 、 そ の 特 異 的 な 例 は 下 等 真 核 生 物 （ 例 え ば キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ
エ や 線 虫 ） に お い て 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 そ
れ ぞ れ 発 生 プ ロ セ ス （ 例 え ば パ タ ー ン 形 成 や 性 決 定 ） に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す (例 え
ば Hodgkin, J. 他  (1994) Development 120:3681-3689を 参 照 )。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
殆 ど の 真 核 生 物 mRNAの 3'末 端 は 、 ま た 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 に よ る 転 写 後 修 飾 を 受 け る 。 ポ リ
ア デ ニ ル 化 は 、 ２ 種 の 、 酵 素 的 に 別 々 の ス テ ッ プ を 経 て 進 む 。 (i)新 生 mRNAの ヌ ク レ オ チ
ド 鎖 切 断 が 、 3'非 翻 訳 (非 コ ー ド )領 域 内 の シ ス 作 用 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 群 で な さ れ 、
(ii)ポ リ (A)ト ラ ク ト （ poly(A) tract） が 、 5' mRNA断 片 へ 付 加 さ れ る 。 シ ス 作 用 RNA配 列
群 の 存 在 が 、 両 方 の ス テ ッ プ に 必 要 で あ る 。 こ れ ら の 配 列 と し て は 、 5'-AAUAAA-3'（ 切 断
部 位 の 10～ 30ヌ ク レ オ チ ド 上 流 に 位 置 ） と 、 あ ま り 保 存 さ れ て い な い GUリ ッ チ 配 列 エ レ メ
ン ト ま た は Uリ ッ チ 配 列 エ レ メ ン ト （ 切 断 部 位 の 10～ 30ヌ ク レ オ チ ド 下 流 に 位 置 ） と を 含
む 。 切 断 刺 激 因 子 (CstF)、 切 断 因 子 I(CF I)、 お よ び 切 断 因 子 II(CF II)は 切 断 反 応 に 関 わ
り 、 一 方 、 切 断 お よ び ポ リ (A)付 加 特 異 性 決 定 因 子 (CPSF)と ポ リ (A)ポ リ メ ラ ー ゼ (PAP)と
は 、 切 断 と ポ リ ア デ ニ ル 化 と の 双 方 に 必 要 で あ る 。 付 加 的 酵 素 で あ る ポ リ (A)結 合 タ ン パ
ク 質 II(PAB II)は 、 ポ リ (A)ト ラ ク ト 伸 長 を 促 進 す る (Ruegsegger, U. 他  (1996) J. Biol
. Chem. 271:61076113; お よ び そ の 参 照 文 献 )。
翻 訳
遺 伝 子 コ ー ド の 正 し い 翻 訳 は 、 適 切 な 転 移 RNA(tRNA)と の 連 結 を 形 成 す る 各 ア ミ ノ 酸 に 依
存 す る 。 ア ミ ノ ア シ ル -tRNA 合 成 酵 素 (aaRS) は 、 全 て の 生 物 に 在 る 本 質 的 な タ ン パ ク 質
で あ る 。 aaRSは 、 タ ン パ ク 質 の 生 合 成 の 最 初 の 段 階 と し て 、 ア ミ ノ 酸 の 活 性 化 と 、 そ の 同
族 tRNAと の 正 し い 付 着 と を 担 う 。 原 核 生 物 は 少 な く と も 20種 の 異 な る タ イ プ の aaRSを 持 ち
ア ミ ノ 酸 ご と に 1種 類 の aaRSを 持 つ が 、 真 核 生 物 は 通 常 、 異 な る ア ミ ノ 酸 の 各 々 の た め に
細 胞 質 ゾ ル 形 態 と ミ ト コ ン ド リ ア 形 態 の 2つ の aaRSを 有 す る 。 20種 の aaRS酵 素 は 2つ の 構 造
的 ク ラ ス に 分 け 得 る 。 ク ラ ス Iの 酵 素 は tRNAの 3'末 端 で 2'ヒ ド ロ キ シ ル に ア ミ ノ 酸 を 加 え
、 ク ラ ス IIの 酵 素 は tRNAの 3'末 端 で 3'ヒ ド ロ キ シ ル に ア ミ ノ 酸 を 加 え る 。 各 ク ラ ス は 触 媒
的 ド メ イ ン の 特 有 の ト ポ ロ ジ ー に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 ク ラ ス I酵 素 に は 、 ヌ ク レ オ チ
ド 結 合 し た 「 ロ ス マ ン フ ォ ー ル ド （ Rossman fold） 」 に 基 づ く 触 媒 的 ド メ イ ン が あ る 。 特
に 、 或 る コ ン セ ン サ ス テ ト ラ ペ プ チ ド の モ チ ー フ は 、 高 度 に 保 存 的 で あ る (Prosite Docum
ent PDOC00161, Aminoacyl-transfer RNA synthetases class-I signature)。 ク ラ ス I酵
素 は 、 ア ル ギ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ロ イ シ ン 、
メ チ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び バ リ ン に 特 異 的 で あ る 。 ク ラ ス II酵 素 は 、
中 心 的 触 媒 ド メ イ ン （ ７ 本 鎖 の 逆 平 行 β -シ ー ト ド メ イ ン か ら な る ） と 、 N末 端 お よ び C末
端 調 節 ド メ イ ン を 持 つ 。 ク ラ ス II酵 素 は 酵 素 の ヘ テ ロ 二 量 体 構 造 あ る い は ホ モ 二 量 体 構 造
に 基 づ き ２ 群 に 分 け ら れ 、 後 者 は さ ら に N末 端 お よ び C末 端 調 節 ド メ イ ン の 構 造 に よ っ て 分
け ら れ る (Hartlein, M. お よ び  Cusack, S. (1995) J. Mol. Evol. 40:519-530)。 ク ラ ス
II酵 素 は 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ リ シ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 リ ジ ン 、
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
数 種 の aaRSに は 編 集 （ エ デ ィ テ ィ ン グ ） 機 能 も あ る 。 例 え ば IleRSは バ リ ン を 誤 っ て 活 性
化 し Val-tRNA I l e  を 形 成 す る 場 合 が あ る が 、 こ の 生 成 物 は 、 誤 っ て チ ャ ー ジ し た 生 成 物 を
破 壊 す る 或 る 加 水 分 解 作 用 に よ っ て 取 り 除 か れ る 。 こ の 編 集 活 性 は 、 ク ラ ス I酵 素 の Rossm
an foldド メ イ ン 内 の 長 い 挿 入 配 列 で あ る 接 続 ポ リ ペ プ チ ド  1 領 域 （ connective polypep
tide 1 region） （ CP1） で 見 つ か る  2 番 目 の 触 媒 サ イ ト 内 に 位 置 す る （ Schimmel, P. 他
(1998) FASEB J. 12:1599-1609)。 AaRS は ま た  tRNA プ ロ セ シ ン グ で も 役 割 を 果 た す 。 成
熟 し た  tRNA は 細 胞 質 に 移 出 さ れ る 前 に 、 核 の 中 で そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 で チ ャ ー ジ さ れ る
こ と が 示 さ れ て い る 。 ま た こ の ア ミ ノ 酸 と の 結 合 は 品 質 管 理 機 構 と し て 機 能 し 、 確 実 に tR
NAを 機 能 的 に 保 っ て い る 可 能 性 が あ る （ Martinis, S.A. 他 (1999) EMBO J. 18:4591-4596
)。
【 ０ ０ ５ ２ 】
最 適 条 件 下 で の ポ リ ペ プ チ ド 合 成 の 進 行 速 度 は 、 約 40ア ミ ノ 酸 残 基 ／ 秒 で あ る 。 翻 訳 時 の
誤 っ た 取 り 込 み の 比 率 は 10 - 4  の 位 で あ り 、 主 な 原 因 は ア ミ ノ ア シ ル -t-RNAに 間 違 っ た ア
ミ ノ 酸 で チ ャ ー ジ さ れ た こ と で あ る 。 不 正 に チ ャ ー ジ し た tRNAは 細 胞 毒 性 を 持 つ 。 そ の 理
由 は 、 そ れ ら が 不 正 ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 伸 長 す る ポ リ ペ プ チ ド に 組 み 込 む た め で あ る 。 翻 訳
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の 速 度 は 、 最 適 な 伸 長 速 度 と 、 翻 訳 忠 実 度 の 必 要 性 と の 折 衷 で 決 ま る と 推 測 さ れ る 。 数 学
的 計 算 に よ る 予 測 で は 、 10 - 4  が 、 生 物 系 に お け る タ ン パ ク 質 合 成 の 最 大 許 容 エ ラ ー 率 で
あ る (概 説 は 前 出  Stryer, L. お よ び  Watson, J. 他  (1987) The Benjamin/Cummings Pub
lishing Co., Inc. Menlo Park, CA)。 特 に エ ラ ー の 多 い ア ミ ノ ア シ ル -tRNAチ ャ ー ジ ン グ
イ ベ ン ト は 、 tRNA G l n  の グ ル タ ミ ン （ Gln） と の 結 合 で あ る 。 こ の ミ ス チ ャ ー ジ ン グ を 補
正 す る 機 序 が あ り 、 こ れ は そ の 起 源 を 進 化 の 中 に 持 つ よ う で あ る 。 Glnは ポ リ ペ プ チ ド 合
成 に 利 用 さ れ 自 然 界 に 現 れ る 20種 の 天 然 ア ミ ノ 酸 の 最 後 の 集 団 に あ っ た 。 グ ラ ム 陽 性 真 正
細 菌 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア 、 始 原 菌 （ Archeae） 、 お よ び 真 核 生 物 の オ ル ガ ネ ラ は 、 Gln-tRN
A G l n  の 合 成 の た め の 非 典 型 的 経 路 （ noncanonical pathway） を 持 ち 、 こ の 経 路 は Glu-tRN
A G l n  (Glu-tRNAシ ン テ タ ー ゼ で あ る GluRSが 合 成 )の ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン に 基 づ く も
の で あ り 、 酵 素 で あ る Glu-tRNA G l n  ア ミ ド ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Glu-AdT)を 用 い る 。 ア ミ
ド 基 転 移 経 路 に 関 わ る 反 応 は 次 の と お り で あ る (Curnow, A.W. 他  (1997) Nucleic Acids 
Symposium 36:2-4)。
【 ０ ０ ５ ３ 】
GluRS
tRNA G l n  + Glu + ATP →  Glu-tRNA G l n  + AMP + PP i
Glu-AdT
Glu-tRNA G l n  + Gln + ATP →  Gln-tRNA G l n  + Glu + ADP + P
【 ０ ０ ５ ４ 】
類 似 の 酵 素 で あ る Asp-tRNA A s n  ア ミ ド ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 始 原 菌 に 存 在 し 、 Asp-tRNA A s
n  を Asn-tRNA A s n へ 転 換 す る 。 ホ ル ミ ラ ー ゼ (formylase)酵 素 は 真 正 細 菌 に お い て Met-tRNA
f M e t  を fMet-tRNA f M e t  へ 転 換 し 、 こ れ は 近 縁 の 酵 素 の よ う で あ る 。 或 る 加 水 分 解 活 性 も
ま た 、 ミ ス チ ャ ー ジ し た Val-tRNA I l e  を 破 壊 す る こ と が 同 定 さ れ て い る (Schimmel, P. 他
 (1998) FASEB J. 12:1599-1609)。 原 始 的 な 生 物 形 態 に お け る Glu-AdTの 進 化 の 、 或 る 可
能 性 の あ る シ ナ リ オ は 、 特 異 的 グ ル タ ミ ニ ル -tRNAシ ン テ タ ー ゼ (GlnRS)の 不 在 が 、 Gln-tR
NA G l n の 合 成 の た め の 代 替 経 路 を 必 要 と し た と い う も の で あ る 。 事 実 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 に
お け る Glu-AdTオ ペ ロ ン の 欠 失 は 致 死 的 で あ る (Curnow, A.W. 他  (1997) Proc. Natl. Aca
d. Sci. U.S.A. 94:11819-11826)。 他 の 生 物 に お け る GluRS活 性 の 存 在 が 自 然 界 の 翻 訳 機
構 に お け る 高 度 の 保 存 に よ っ て 推 測 さ れ て い る が 、 GluRSは 、 ヒ ト を 含 む 全 て の 生 物 に お
い て 同 定 さ れ て い な い 。 こ の よ う な 酵 素 は 、 翻 訳 忠 実 度 を 確 保 し 、 欠 陥 ポ リ ペ プ チ ド の 合
成 を 減 ら す よ う 働 く と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
タ ン パ ク 質 合 成 に お け る 機 能 に 加 え て 、 特 定 の ア ミ ノ ア シ ル tRNA合 成 酵 素 群 は 、 細 胞 忠 実
度 、 RNA ス プ ラ イ シ ン グ 、 RNA輸 送 、 ア ポ ト ー シ ス 、 お よ び 転 写 と 翻 訳 の 調 節 で 役 割 を 果
た す 。 例 え ば ヒ ト の チ ロ シ ル tRNA合 成 酵 素 は た ん ぱ く 質 分 解 に よ り 、 別 々 の サ イ ト カ イ ン
活 性 を 持 つ  2 つ の 部 分 に 裂 け 得 る 。 Ｃ 末 端 ド メ イ ン は 単 球 と 白 血 球 の 走 化 作 用 を 示 し 、
ま た 、 ミ エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 腫 瘍 壊 死 因 子 -α 、 お よ び 組 織 因 子 の 生 成 を 刺 激 す る 。 N
末 端 ド メ イ ン は イ ン タ ー ロ イ キ ン -8 タ イ プ A受 容 体 に 結 合 し 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 8様 サ イ
ト カ イ ン と し て 機 能 す る 。 ヒ ト の チ ロ シ ル tRNA合 成 酵 素 （ TyrRS） は ア ポ ト ー シ ス 段 階 の
腫 瘍 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 。 ま た 、 ア ポ ト ー シ ス を 加 速 す る 可 能 性 が あ る （ Wakasugi, K お
よ び  Schimmel, P (1999) Science 284:147-151） 。 ミ ト コ ン ド リ ア 型 の ア カ パ ン カ ビ （

） TyrRS お よ び  出 芽 酵 母 （ ） LeuRSは グ ル ー プ Iイ ン ト ロ
ン の 数 種 の ス プ ラ イ シ ン グ 活 性 に 必 須 で あ り 、 ヒ ト の ミ ト コ ン ド リ ア LeuRSは 酵 母 の ヌ ル
種 （ null strain） に お い て 酵 母 LeuRSと し て 代 用 で き る 。 数 種 の バ ク テ リ ア aaRSは 、 そ れ
自 身 の 転 写 ま た は 翻 訳 の 調 節 に 関 与 し て い る （ 前 出 Martinis） 。 数 種 の aaRSは 、 細 胞 増 殖
、 分 化 、 お よ び ア ポ ト ー シ ス に お い て 役 割 を 持 つ シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の １ ク ラ ス で あ る 、 ジ
ア デ ノ シ ン  オ リ ゴ ホ ス フ ェ ー ト を 合 成 で き る （ Kisselev, L.L 他 (1998) FEBS Lett. 427
:157-163; Vartanian, A. 他  (1999) FEBS Lett. 456:175-180)。
【 ０ ０ ５ ６ 】
ア ミ ノ ア シ ル -tRNAに 対 す る 自 己 抗 体 は 、 リ ウ マ チ 関 節 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 及 び 多 発 性 筋 炎 な
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ど 、 自 己 免 疫 疾 患 の 患 者 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 ま た 、 複 雑 な 間 質 性 肺 疾 患 （ ILD） と 強 度
に 相 関 す る (Freist, W. 他  (1999) Biol. Chem. 380:623-646; Freist, W. 他  (1996) Bi
ol. Chem. Hoppe Seyler 377:343-356)。 こ れ ら の 自 己 抗 体 は ウ イ ル ス 感 染 に 応 じ て 産 生
さ れ る と み ら れ 、 コ ク サ ッ キ ー  ウ イ ル ス は 動 物 に 実 験 的 ウ イ ル ス 性 筋 炎 を 誘 発 す る た め
に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
aaRS構 造 の 、 人 体 と 病 原 体 と で の 比 較 は 、 新 規 の 抗 生 物 質 の 設 計 に 有 用 と な っ て い る （ Sc
himmel、 前 出 ） 。 遺 伝 子 操 作 し た aaRS群 を 用 い て で 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 群 の タ ン パ
ク 質 類 へ の 部 位 特 異 的 取 り 込 み が 可 能 と な っ て い る (Liu, D.R. 他  (1997) Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 94:10092-10097)。

蛋 白 質 生 合 成 は 、 適 切 な tRNAと の 連 結 を 形 成 す る 各 ア ミ ノ 酸 に 依 存 し て い る 。 ア ミ ノ ア シ
ル -tRNA合 成 酵 素 は 、 ア ミ ノ 酸 の 活 性 化 と 、 そ の 同 族 tRNAと の 正 し い 付 着 と を 担 う 。 20種
の ア ミ ノ ア シ ル -tRNA合 成 酵 素 は 、 2つ の 構 造 的 ク ラ ス に 分 け 得 る 。 ク ラ ス I酵 素 は tRNAの 3
'末 端 で 2'ヒ ド ロ キ シ ル に ア ミ ノ 酸 を 加 え 、 ク ラ ス II酵 素 は tRNAの 3'末 端 で 3'ヒ ド ロ キ シ
ル に ア ミ ノ 酸 を 加 え る 。 各 ク ラ ス は 触 媒 的 ド メ イ ン の 特 有 の ト ポ ロ ジ ー に よ っ て 特 徴 づ け
ら れ る 。 ク ラ ス I酵 素 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 結 合 し た 「 ロ ス マ ン フ ォ ー ル ド 」 に 基 づ く 触 媒
的 ド メ イ ン が あ る 。 ク ラ ス II酵 素 は 中 央 触 媒 ド メ イ ン （ ７ 本 鎖 の 逆 平 行 β -シ ー ト モ チ ー
フ か ら な る ） と 、 N末 端 お よ び C末 端 調 節 ド メ イ ン を 持 つ 。 ク ラ ス II酵 素 は 酵 素 の ヘ テ ロ 二
量 体 構 造 あ る い は ホ モ 二 量 体 構 造 に 基 づ く ２ つ の グ ル ー プ に 分 け ら れ 、 後 者 は さ ら に N末
端 お よ び C末 端 調 節 ド メ イ ン の 構 造 に よ っ て 分 け ら れ る (Hartlein, M. お よ び  Cusack, S.
 (1995) J. Mol. Evol. 40:519-530)。 ア ミ ノ ア シ ル -tRNAに 対 す る 自 己 抗 体 は 、 皮 膚 筋 炎
及 び 多 発 性 筋 炎 の 患 者 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 ま た 、 複 雑 な 間 質 性 肺 疾 患 （ ILD） と 強 度 に
相 関 す る 。 こ れ ら の 自 己 抗 体 は ウ イ ル ス 感 染 に 応 じ て 産 生 さ れ る と み ら れ 、 コ ク サ ッ キ ー
 ウ イ ル ス は 動 物 に 実 験 的 ウ イ ル ス 性 筋 炎 を 誘 発 す る た め に 用 い ら れ て い る 。

修 飾 さ れ た リ ボ ヌ ク レ オ シ ド で あ る プ ソ イ ド ウ リ ジ ン (y)は 、 転 移 RNA (tRNA)、 大 小 の リ
ボ ソ ー ム RNA (rRNA)、 お よ び 核 内 低 分 子 RNA (snRNA)の ア ン チ コ ド ン 領 域 に 偏 在 す る 。 yは
、 tRNAに 存 在 す る 最 も 一 般 的 な 修 飾 ヌ ク レ オ シ ド (す な わ ち G、 A、 U、 お よ び C以 外 )で あ る
。 タ ン パ ク 合 成 に 無 関 係 の わ ず か な 酵 母 tRNAの み が 、 yを 持 た な い  (Cortese, R. 他  (197
4) J. Biol. Chem. 249:1103-1108)。 ウ リ ジ ン か ら yへ の 転 換 を 担 う 酵 素 で あ る プ ソ イ ド
ウ リ ジ ン 合 成 酵 素  (プ ソ イ ド ウ リ ジ ル 酸 シ ン タ ー ゼ )は 初 め 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （

） か ら 単 離 さ れ た  (Arena, F. 他  (1978) Nuc. Acids Res. 5:45234536)。
こ の 酵 素 は そ れ 以 後 、 多 数 の 哺 乳 類 (例 え ば 去 勢 ウ シ や マ ウ ス )か ら 単 離 さ れ て い る (Green
, C.J. 他  (1982) J. Biol. Chem. 257:304552並 び に Chen, J.お よ び Patton, J.R. (1999
) RNA 5:409419)。 tRNAプ ソ イ ド ウ リ ジ ン 合 成 酵 素 は 、 こ の フ ァ ミ リ の 、 最 も 広 く 研 究 さ
れ て い る メ ン バ ー で あ る 。 こ れ ら の 酵 素 の 最 適 活 性 に は 、 チ オ ー ル 供 与 体 (シ ス テ イ ン な
ど )と 、 一 価 カ チ オ ン (ア ン モ ニ ア や カ リ ウ ム な ど )と が 必 要 で あ る 。 付 加 的 補 因 子 や 高 エ
ネ ル ギ ー 分 子 (ATPや GTP)は 不 要 で あ る (Green、 前 出 )。 別 の 真 核 生 物 プ ソ イ ド ウ リ ジ ン 合
成 酵 素 群 が 同 定 さ れ て お り 、 rRNAに 特 異 的 な よ う で あ る (概 説 は Smith, C.M.お よ び Steitz
, J.A. (1997) Cell 89:669672)。 ま た 、 或 る 二 重 特 異 性 酵 素 は 、 tRNA基 質 と rRNA基 質 と
の 双 方 を 利 用 す る こ と が 同 定 さ れ て い る (Wrzesinski, J. 他  (1995) RNA 1: 437448)。 y
が tRNAの ア ン チ コ ド ン ル ー プ 内 に 不 在 の 場 合 、 細 菌 (Singer, C.E. 他  (1972) Nature New
 Biol. 238:7274)と 酵 母 (Lecointe, F. (1998) 273:13161323)と の 双 方 に お い て 成 長 が 低
下 す る が 、 こ の 遺 伝 子 欠 損 は 致 死 的 で は な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
別 の リ ボ ヌ ク レ オ シ ド 修 飾 が 主 に 真 核 細 胞 で 起 こ る 。 こ れ は グ ア ノ シ ン か ら N 2 ,N 2 ジ メ チ
ル グ ア ノ シ ン (m 2 2 G)へ の 転 換 で あ り 、 サ イ ト ゾ ル お よ び ミ ト コ ン ド リ ア の tRNAの Dス テ ム
の 塩 基 位 置 26ま た は 10で 起 こ る 。 こ の 転 写 後 修 飾 は 、 tRNA構 造 の 安 定 化 を 、 別 の tRNA二 次
構 造 お よ び 三 次 構 造 の 形 成 を 防 ぐ こ と で 行 う と 思 わ れ る 。 酵 母 tRNA A s p  は 、 こ の 修 飾 を 持
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た な い 点 が 特 異 で あ る 。 こ の 修 飾 は 真 正 細 菌 に は 起 こ ら ず 、 理 由 は お そ ら く 、 こ れ ら の 細
胞 と オ ル ガ ネ ラ と に お け る tRNAの 構 造 が 配 列 に よ っ て 制 約 さ れ 、 転 写 後 修 飾 に よ っ て 別 の
構 造 の 形 成 を 防 ぐ 必 要 が な い た め で あ る (Steinberg, S.お よ び Cedergren, R. (1995) RNA
 1:886-891、 お よ び そ の 参 照 文 献 ） 。 グ ア ノ シ ン か ら m 2 2 Gへ の 転 換 を 担 う 酵 素 は 、 63 kDa
の S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン (SAM)依 存 性 tRNA N 2 ,N 2 ジ メ チ ル グ ア ノ シ ン メ チ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ で あ る (TRM1 遺 伝 子 産 物 と も 呼 ば れ 、 本 明 細 書 で は TRMと 呼 ぶ ) (Edqvist, J. (1
995) Biochimie 77:5461)。 こ の 酵 素 は 、 核 と ミ ト コ ン ド リ ア と の 双 方 に 局 在 す る (Li, J-
M. 他 (1989) J. Cell Biol. 109:1411-1419)。 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 由 来 の TRMで の 研 究 に
基 づ く と 、 修 飾 さ れ る G26の 直 前 の C11～ G24と G10～ C25と の 位 置 で の 塩 基 対 合 に は 或 る 要
件 が あ る と 思 わ れ 、 tRNAの 別 の 構 造 的 特 徴 も 、 G26基 質 の 適 切 な 提 示 に 必 要 に 思 わ れ る  (E
dqvist. J. 他 (1992) Nuc.Acids Res. 20:657581)。 酵 母 で の 研 究 が 示 唆 す る と こ ろ で は
、 或 る 弱 い オ ー カ ー tRNAサ プ レ ッ サ (sup3i)を 有 す る 細 胞 群 は 、 TRM活 性 が 無 け れ ば 翻 訳 終
了 を 抑 制 で き な い こ と か ら 、 TRMが 真 核 細 胞 に お い て 抑 制 の 頻 度 を 調 整 す る 役 割 を 持 つ こ
と を 示 唆 す る (Niederberger, C. 他 (1999) FEBS Lett.464:6770)。 ま た 、 TRMは 、 よ り 一
般 的 な 機 能 で あ る 、 tRNAの 適 切 な 三 次 元 構 造 の 確 保 も 行 う よ う で あ る 。

翻 訳 の 開 始 は 、 ３ つ の ス テ ー ジ に 分 け る こ と が で き る 。 第 一 ス テ ー ジ は 、 或 る 開 始 転 移 RN
A (Met-tRNA f )と 40Sリ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト と か ら 43S開 始 前 複 合 体 を 形 成 す る 。 第 二 ス
テ ー ジ は 、 43S開 始 前 複 合 体 を mRNAと 結 合 さ せ た 後 、 複 合 体 を 正 し い AUG開 始 コ ド ン に 移 動
さ せ る 。 第 三 ス テ ー ジ は 、 60Sリ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト を 40Sサ ブ ユ ニ ッ ト に 導 き 、 開 始 コ
ド ン に お い て 80Sリ ボ ソ ー ム を 産 生 す る 。 翻 訳 の 調 節 に は 主 に 、 開 始 プ ロ セ ス に お け る 第
一 お よ び 第 二 の ス テ ー ジ が 関 わ る (V.M. Pain (1996) Eur. J. Biochem. 236:747-771)。
【 ０ ０ ５ ９ 】
数 種 の 開 始 因 子 (そ の 多 く は 複 数 の サ ブ ユ ニ ッ ト を 持 つ )が 、 開 始 tRNAと 40Sリ ボ ソ ー ム サ
ブ ユ ニ ッ ト と の 複 合 に 関 わ る 。 eIF2は １ 種 の グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 結 合 タ ン パ ク 質 で あ り
、 開 始 tRNAを 40Sリ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト ま で 動 員 す る 。 eIF2は GTPと 結 合 し た 時 に の み 開
始 tRNAと 会 合 す る 。 eIF2Bは １ 種 の グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交 換 タ ン パ ク 質 で あ り 、 eIF2の
、 GDP結 合 不 活 性 型 か ら GTP結 合 活 性 型 へ の 転 換 を 担 う 。 2種 の 別 の 因 子 で あ る eIF1Aと eIF3
と は 、 40Sサ ブ ユ ニ ッ ト と 結 合 し 安 定 化 さ せ 、 こ れ は 18Sリ ボ ソ ー ム RNAお よ び 特 定 の リ ボ
ソ ー ム 構 造 タ ン パ ク 質 群 と 相 互 作 用 し て 行 う 。 eIF3は ま た 、 40Sリ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト
と mRNAと の 会 合 に も 関 わ る 。 Met-tRNA f 、 eIF1A、 eIF3お よ び 40Sリ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト
は 共 に 、 43S開 始 前 複 合 体 を 形 成 す る （ Pain、 前 出 ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
eIF2は 、 mRNA翻 訳 に お け る 律 速 段 階 の 維 持 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た す 。 こ の ス テ ッ プ
で は 、 eIF2は GTPと MettRNAiと を 結 合 し 、 MettRNAiを 40Sリ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト へ 転 移 す
る 。 開 始 プ ロ セ ス の 最 後 に 、 eIF2と 結 合 し て い た GTPは 、 GDPへ 加 水 分 解 さ れ る 。 eIF2.GDP
複 合 体 は 、 リ ボ ソ ー ム か ら 解 放 さ れ る 。 eIF2に 結 合 し た GDPの GTPと の 交 換 は 、 MettRNAiと
結 合 す る た め の 前 提 条 件 で あ り 、 こ の 交 換 は 第 二 の 開 始 因 子 で あ る eIF2B（ 1種 の グ ア ニ ン
ヌ ク レ オ チ ド 交 換 因 子 ） が 仲 介 す る 。 eIF2の α サ ブ ユ ニ ッ ト に お け る そ の リ ン 酸 化 は 、 eI
F2を 、 eIF2Bの 基 質 か ら 競 合 阻 害 因 子 へ 転 換 す る 。 し た が っ て 、 eIF2α の リ ン 酸 化 は 、 eIF
2.GTP.MettRNAi 複 合 体 の 形 成 を 効 果 的 に 防 ぎ 、 全 般 的 な タ ン パ ク 合 成 を 阻 害 す る 。 eIF2
α の リ ン 酸 化 が 起 こ る 種 々 の 条 件 と し て は 、 ウ イ ル ス 感 染 、 ア ポ ト ー シ ス 、 栄 養 欠 乏 、 ヘ
ム 欠 乏 、 数 種 の ス ト レ ス を 含 む 。 C型 肝 炎 ウ イ ル ス (HCV)の 5'非 翻 訳 領 域 は 、 内 部 リ ボ ソ ー
ム 侵 入 部 位 (IRES)と し て 機 能 し 、 HCVタ ン パ ク の 翻 訳 は こ こ で 開 始 す る 。 eIF2Bガ ン マ と eI
F2ガ ン マ と は 、 HCV IRESが 媒 介 す る 翻 訳 に 関 与 す る 細 胞 内 因 子 で あ る (Kimball, S.R. (19
99) Int. J. Biochem. Cell Biol.31:2529; Webb, B.L.お よ び Proud, C.G. (1997) Int. 
J. Biochem. Cell Biol.29:11271131; Kruger M. 他 (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. U S
 A 97:85668571)。
【 ０ ０ ６ １ 】
43S開 始 前 複 合 体 が mRNA分 子 と 結 合 す る に は 、 複 数 の 付 加 的 因 子 が 必 要 で あ り 、 こ の プ ロ
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セ ス は 、 い く つ か の レ ベ ル で 調 節 さ れ る 。 eIF4Fと い う 複 合 体 は 、 ３ 種 の タ ン パ ク 質 、 eIF
4E、 eIF4A、 eIF4Gか ら な る 。 eIF4Eは mRNAの 5'-末 端 m 7 GTPキ ャ ッ プ を 認 識 し て 結 合 し 、 eIF
4Aは 二 方 向 性 の RNA依 存 型 ヘ リ カ ー ゼ で あ り 、 eIF4Gは 一 種 の 足 場 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 eI
F4Gは 三 つ の 結 合 ド メ イ ン を 持 つ 。 eIF4Gの N末 端 側 の 三 分 の 一 は eIF4Eと 相 互 作 用 し 、 中 央
の 三 分 の 一 は eIF4Aと 相 互 作 用 し 、 C末 端 の 三 分 の 一 は 43S開 始 前 複 合 体 に 結 合 し た eIF3と
相 互 作 用 す る 。 し た が っ て 、 eIF4Gは 、 40Sリ ボ ソ ー ム サ ブ ユ ニ ッ ト と mRNAと の 橋 渡 し を す
る (M.W. Hentze (1997) Science 275:500-501)。
【 ０ ０ ６ ２ 】
eIF4Fが 43S開 始 前 複 合 体 の 結 合 を 開 始 す る 能 力 は 、 mRNAの 構 造 的 特 徴 に よ っ て 調 節 さ れ る
。 mRNA分 子 は 、 5'キ ャ ッ プ と AUG開 始 コ ド ン と の 間 に 非 翻 訳 領 域 (UTR)を 持 つ 。 数 種 の mRNA
で は 、 こ の 領 域 は 43S開 始 前 複 合 体 の 結 合 を 妨 害 す る 二 次 構 造 を 形 成 す る 。 eIF4Aの ヘ リ カ
ー ゼ 活 性 は 、 こ の 二 次 構 造 を 除 去 し て 43S開 始 前 複 合 体 の 結 合 を 促 進 す る よ う 機 能 す る と
思 わ れ る （ Pain、 前 出 ） 。

伸 長 プ ロ セ ス で は 、 付 加 的 ア ミ ノ 酸 群 が 開 始 メ チ オ ニ ン に 結 合 し 、 完 全 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を
形 成 す る 。 伸 長 因 子 で あ る EF1α 、 EF1β γ 、 お よ び EF2が 、 開 始 後 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 伸
長 に 関 わ る 。 EF1α は 、 GTP結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 EF1α の GTP結 合 型 で は 、 EF1α が ア ミ
ノ ア シ ル tRNAを リ ボ ソ ー ム の A部 位 に 導 く 。 新 規 に 到 着 し た ア ミ ノ ア シ ル tRNAに 付 着 し て
い た ア ミ ノ 酸 は 、 ペ プ チ ド 結 合 を 開 始 メ チ オ ニ ン と の 間 に 形 成 す る 。 EF1α 上 の GTPは GDP
へ 加 水 分 解 さ れ 、 EF1α -GDPは リ ボ ソ ー ム か ら 解 離 す る 。 EF1β γ が EF1α -GDPと 結 合 し 、 G
DPを EF1α か ら 解 離 さ せ る こ と に よ り 、 EF1α は GTPと 結 合 で き る よ う に な り 新 規 サ イ ク ル
が 始 ま る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
次 々 に ア ミ ノ ア シ ル tRNAが リ ボ ソ ー ム に 導 か れ 、 EF-G(別 の GTP結 合 タ ン パ ク 質 )が 、 リ ボ
ソ ー ム の A部 位 か ら P部 位 へ 、 そ し て 最 後 に は E部 位 へ の tRNAの 移 動 を 触 媒 す る 。 こ れ が 翻
訳 の 伸 長 性 (processivity)を も た ら す 。

放 出 因 子 （ release factor） で あ る eRFが 翻 訳 を 終 了 さ せ る 。 eRFは mRNA内 の 停 止 コ ド ン を
認 識 し 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を リ ボ ソ ー ム か ら 遊 離 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
Treacher Collins症 候 群 (TCS)は 、 最 も 多 い ヒ ト 下 顎 顔 面 異 骨 （ mandibulofacial dysosto
sis） 障 害 で あ る 。 TCSは 、 常 染 色 体 優 生 遺 伝 を 示 し 、 生 児 出 生 5万 人 に 1人 の 割 合 で 起 こ り
、 約 60％ は 新 規 の 突 然 変 異 に よ る 。 TCSの 症 状 は 、 広 い 可 変 性 を 示 す 。 こ の 疾 患 の 原 因 は
、 第 一 鰓 弓 と 第 二 鰓 弓 と の 発 生 に お け る 干 渉 で あ る と 推 論 さ れ る 。 TCS遺 伝 子 で あ る TCOF1
は 、 染 色 体 5q31～ 33.3に 局 在 す る 。 10種 の 突 然 変 異 が TCOF1で は 同 定 さ れ 、 こ れ に は ナ ン
セ ン ス 変 異 、 挿 入 、 欠 失 、 ま た は ス プ ラ イ ス 変 異 が 含 ま れ 、 明 ら か に 、 翻 訳 の 未 熟 な 終 了
を も た ら し て い る 。 さ ら に 、 そ の 全 て は 、 そ れ ぞ れ の 患 者 の 家 族 に 特 有 で あ る 。 TCOF1は
低 い 複 雑 度 の タ ン パ ク 質 (1411ア ミ ノ 酸 )を コ ー ド し 、 そ の タ ン パ ク 質 が 持 つ 繰 り 返 し モ チ
ー フ は 、 そ の エ キ ソ ン 群 の 構 成 の 鏡 像 で あ る 。 こ れ ら の モ チ ー フ は 、 別 の 種 に お け る 核 小
体 輸 送 タ ン パ ク 質 で も 共 有 さ れ 、 カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ に よ っ て 高 度 に リ ン 酸 化 さ れ る 。 完 全
長 TCOF1タ ン パ ク 質 配 列 内 に は ま た 、 核 と 核 小 体 と の 局 在 化 シ グ ナ ル と 、 幾 つ か の 多 型 と
を 含 む 。 こ の デ ー タ が 示 唆 す る と こ ろ で は 、 TCSの 原 因 は 或 る 核 小 体 輸 送 タ ン パ ク 質 の 欠
損 で あ り 、 こ の タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト の 頭 蓋 顔 面 発 生 に 決 定 的 に 必 要 で あ る （ Wise, C.A.他
(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:31103115)。

180,000例 を 超 え る 新 規 発 症 の 乳 癌 が 毎 年 診 断 さ れ て お り 、 乳 癌 に よ る 死 亡 率 は 45～ 54歳
の 女 性 の 全 死 亡 の 10%に 近 い (Gish, K. (1999) AWIS Magazine 28:7-10)。 た だ し 、 限 局 性
乳 癌 の 早 期 診 断 に 基 づ く 生 存 率 は き わ め て 高 い (９ ７ ％ )。 こ れ に 対 し て 、 疾 患 の ス テ ー ジ
が 進 行 し 腫 瘍 が 乳 房 外 に 進 展 し た 場 合 は ２ ２ ％ で あ る 。 現 在 の 臨 床 乳 癌 検 診 の 手 法 は 感 度
と 特 異 性 と を 欠 い て お り 、 乳 癌 の 包 括 的 な 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 開 発 す る 努 力 が な さ

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-508600 A 2005.4.7

翻 訳 伸 長

翻 訳 終 了

乳 癌



れ て い る 。 こ の プ ロ フ ィ ー ル を 従 来 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 と と も に 用 い れ ば 、 乳 癌 の 診 断 と
予 後 診 断 と を 向 上 し 得 る （ Perou, C.M. 他 (2000) Nature 406:747-752)。
【 ０ ０ ６ ５ 】
２ 種 の 遺 伝 子 、 BRCA1と BRCA2と の 突 然 変 異 が 、 女 性 の 乳 癌 の 大 き な 素 因 で あ る こ と が 知 ら
れ て お り 、 こ の 変 異 は 親 か ら 子 へ 受 け 渡 さ れ る よ う で あ る (前 出 Gish)。 し か し 、 こ の タ イ
プ の 遺 伝 性 乳 癌 は わ ず か に 乳 癌 の 約 ５ ％ ～ ９ ％ で あ り 、 大 多 数 の 乳 癌 の 原 因 は 非 遺 伝 性 突
然 変 異 で あ り 、 乳 房 上 皮 細 胞 で の 変 異 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
上 皮 成 長 因 子 (EGF)と そ の 受 容 体 で あ る EGFRと の 発 現 と 、 ヒ ト 乳 癌 と の 関 係 は 、 特 に 良 く
研 究 さ れ て い る (こ の 分 野 の 概 説 に は 、 Khazaie, K. 他 (1993) Cancer and Metastasis Re
v. 12:255274、 お よ び そ の 中 の 参 考 文 献 を 参 照 ） 。 EGFRの 過 剰 発 現 、 特 に エ ス ト ロ ゲ ン 受
容 体 の 下 方 調 節 と 結 び つ い た 発 現 は 、 乳 癌 患 者 の 不 良 な 予 後 の マ ー カ ー で あ る 。 ま た 、 乳
癌 転 移 に お け る EGFR発 現 は 、 し ば し ば 原 発 腫 瘍 に 比 し て 上 昇 す る こ と か ら 、 EGFRは 腫 瘍 の
進 行 と 転 移 と に 関 わ る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ を 支 持 す る 証 拠 が 蓄 積 さ れ て い る 。 そ れ
は 、 EGFが 、 転 移 の 潜 在 能 に 関 す る 細 胞 機 能 に 対 す る 効 果 を 持 つ と い う 証 拠 で あ る 。 こ の
機 能 と は 例 え ば 、 細 胞 運 動 性 、 走 化 性 、 分 泌 、 お よ び 分 化 で あ る 。 erbB受 容 体 フ ァ ミ リ （
EGFRは そ の １ つ で あ る ） の 他 の メ ン バ ー の 発 現 の 変 化 も 、 乳 癌 に 関 わ る と 考 え ら れ て い る
。 erbB受 容 体 （ 例 え ば HER-2/neu, HER-3お よ び HER-4） お よ び そ れ ら の リ ガ ン ド の 乳 癌 に
お け る 豊 富 さ は 乳 癌 の 病 原 に お け る そ れ ら の 機 能 的 重 要 性 を 示 し て お り 、 し た が っ て 乳 癌
治 療 の 標 的 を 提 供 し う る (Bacus, S. S. 他 (1994) Am. J. Clin. Pathol. 102:S13-S24)。
別 の 既 知 の 乳 癌 マ ー カ ー と し て は 、 或 る ヒ ト の 分 泌 型 frizzled タ ン パ ク 質 の  mRNA（ 乳 癌
で は 下 方 調 節 さ れ る ） 、 マ ト リ ク ス G1aタ ン パ ク 質 (ヒ ト 乳 癌 細 胞 で 過 剰 発 現 )、 Drg1す な
わ ち RTP(こ の 遺 伝 子 の 発 現 は 結 腸 癌 、 乳 癌 、 前 立 腺 腫 瘍 で 低 下 )、 maspin（ こ の 腫 瘍 抑 制
遺 伝 子 は 侵 襲 性 乳 癌 で 下 方 調 節 ） 、 お よ び CaN19（ S100蛋 白 フ ァ ミ リ の メ ン バ ー で あ り 、
こ の フ ァ ミ リ は 全 て 、 乳 癌 細 胞 で は 正 常 乳 腺 上 皮 細 胞 に 比 し て 下 方 調 節 さ れ る ） を 含 む (Z
hou, Z. 他 (1998) Int. J. Cancer 78:95-99; Chen, L. 他 (1990) Oncogene 5:1391-1395
; Ulrix, W. et al (1999) FEBS Lett 455:23-26; Sager, R. 他 (1996) Curr. Top. Micr
obiol. Immunol. 213:51-64;お よ び Lee, S. W. 他 (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8
9:2504-2508)。
【 ０ ０ ６ ７ 】
種 々 の 病 期 の ヒ ト 乳 癌 の 乳 腺 上 皮 細 胞 に 由 来 す る 細 胞 株 は 、 悪 性 転 換 と 腫 瘍 進 行 と の プ ロ
セ ス を 研 究 す る の に 有 用 な モ デ ル を 提 供 す る 。 そ の 理 由 は 、 こ れ ら の 細 胞 株 が 、 そ の 親 腫
瘍 の 多 く の 特 性 を 、 長 い 培 養 期 間 に わ た り 保 持 す る こ と が 示 さ れ て い る か ら で あ る (Wistu
ba, I.I. 他 (1998) Clin.Cancer Res. 4:2931-2938)。 こ の よ う な モ デ ル が 特 に 有 用 な の
は 、 ヒ ト 乳 腺 上 皮 細 胞 の 表 現 型 と 分 子 と の 特 徴 を 、 種 々 の ス テ ー ジ の 悪 性 転 換 に つ い て 比
較 す る 場 合 で あ る 。

脂 肪 組 織 の 最 重 要 の 機 能 は 、 脂 肪 を 摂 食 時 に 貯 蔵 し 空 腹 時 に 放 出 す る 能 力 で あ る 。 白 色 脂
肪 組 織 は 過 剰 エ ネ ル ギ ー 使 用 時 の た め の 主 な エ ネ ル ギ ー 備 蓄 部 位 で あ り 、 そ の 第 一 目 的 は
、 エ ネ ル ギ ー 欠 乏 時 の 動 員 性 (mobilization)で あ る 。 い か に し て 種 々 の 分 子 が 、 脂 肪 過 多
症 と 、 生 理 的 お よ び 病 態 生 理 的 な 諸 状 況 で の エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス を 調 節 す る か を 理 解 す れ
ば 、 ヒ ト 肥 満 症 の 新 規 の 治 療 法 を 開 発 し う る 。 脂 肪 組 織 は ま た 、 イ ン ス リ ン の 重 要 な 標 的
組 織 の １ つ で あ る 。 II型 糖 尿 病 に お け る 脂 肪 生 成 と イ ン ス リ ン 耐 性 と は 連 関 し て お り 、 興
味 深 い 関 係 を 示 す 。 II型 糖 尿 病 の 殆 ど の 患 者 は 肥 満 で あ り 、 肥 満 は 次 に イ ン ス リ ン 耐 性 を
生 じ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
脂 肪 細 胞 の 生 物 学 の 、 こ れ ま で の 研 究 の 大 半 に 、 形 質 転 換 し た マ ウ ス 前 脂 肪 細 胞 株 が 利 用
さ れ て い る 。 マ ウ ス 前 脂 肪 細 胞 の 分 化 を 刺 激 す る 培 養 条 件 は 、 ヒ ト の 初 代 前 脂 肪 細 胞 の 分
化 を 誘 発 す る 条 件 と は 異 な る 。 ま た 、 初 代 細 胞 は 二 倍 体 で あ る た め 、 条 件 を 異 数
体 細 胞 株 以 上 に 反 映 す る と 思 わ れ る 。 ヒ ト の 脂 肪 生 成 期 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 理 解
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す れ ば 、 脂 肪 過 多 症 調 節 の 根 本 機 序 を 理 解 で き る 。 更 に 、 脂 肪 生 成 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ
ー ル を 、 正 常 体 重 ド ナ ー と 肥 満 ド ナ ー と で 比 較 す れ ば 、 非 常 に 重 要 な 遺 伝 子 群 、 す な わ ち
肥 満 と II型 糖 尿 病 と の 潜 在 的 な 薬 物 標 的 の 同 定 が 可 能 と な る 。

チ ア ゾ リ ジ ン ジ オ ン （ thiazolidinediones) (TZD)は 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 活 性 化
受 容 体 γ （ PPARγ ） の ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 。 PPARγ は 、 核 ホ ル モ ン 受 容 体 ス ー パ ー
フ ァ ミ リ の メ ン バ ー で あ る 。 TZDは 、 高 血 糖 、 高 イ ン ス リ ン 血 、 お よ び 高 血 圧 の 低 減 を 、
一 部 に は グ ル コ ー ス 代 謝 を 促 進 し て 、 ま た 糖 新 生 を 阻 害 し て 行 う 。 PPARγ と そ の ア ゴ ニ ス
ト と の 役 割 は 、 広 範 な 病 態 で 実 証 さ れ て い る 。 こ の 病 態 に は 例 え ば 糖 尿 病 、 肥 満 、 高 血 圧
、 ア テ ロ ー ム 硬 化 、 多 嚢 胞 卵 巣 症 候 群 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 脂 肪 肉 腫 、 お よ び 結 腸 癌 を 含 む
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
TZD他 の PPARγ ア ゴ ニ ス ト が イ ン ス リ ン 感 受 性 を 増 強 す る 機 序 は 充 分 に 理 解 さ れ て い な い
が 、 PPARγ が 脂 肪 生 成 を 促 進 す る 能 力 に 関 わ る と 思 わ れ る 。 培 養 し た 前 脂 肪 細 胞 で 異 所 的
に 発 現 さ れ た PPARγ は 、 脂 肪 細 胞 分 化 の 強 力 な 誘 発 因 子 で あ る 。 TZDを イ ン ス リ ン 他 の 因
子 と 併 用 す る と ま た 、 培 地 で の ヒ ト 前 脂 肪 細 胞 の 分 化 を 増 強 で き る (Adams 他 (1997) J. C
lin. Invest. 100:3149-3153)。 種 々 の TZDが 脂 肪 生 成 を  で 促 進 す る 相 対 的 な 効
力 は 、 そ れ ら の で の イ ン ス リ ン 感 作 効 果 と 、 PPARγ に で 結 合 し 活 性 化 す
る そ れ ら の 能 力 と の 双 方 に 比 例 す る 。 興 味 深 い こ と に 、 大 網 脂 肪 貯 蔵 (omental adipose d
epots)に 由 来 す る 脂 肪 細 胞 は 、 TZDの 効 果 に 不 応 で あ る 。 こ れ が 示 唆 す る と こ ろ で は 、 TZD
類 の イ ン ス リ ン 感 作 効 果 は 、 そ れ ら が 脂 肪 生 成 を 皮 下 脂 肪 貯 蔵 に お い て 促 進 す る 能 力 の 結
果 で あ る (Adams 他 、 同 上 )。 更 に 、 PPARγ 遺 伝 子 の 優 性 阻 害 突 然 変 異 （ dominant negativ
e mutations） の 同 定 が 、 二 名 の 非 肥 満 例 で な さ れ て い る 。 彼 ら に は 重 度 の イ ン ス リ ン 耐
性 、 高 血 圧 、 お よ び 、 顕 性 の 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 (NIDDM)が み ら れ た (Barroso 他 (1
998) Nature 402:880-883)。
【 ０ ０ ７ ０ 】
NIDDMは 最 も 多 い 型 の 糖 尿 病 で あ り 、 糖 尿 病 は 慢 性 代 謝 病 で あ っ て 世 界 に １ ． ４ ３ 億 人 の
患 者 が い る 。 NIDDMの 特 徴 は 異 常 な グ ル コ ー ス と 脂 質 と の 代 謝 で あ り 、 そ の 原 因 は 、 末 梢
イ ン ス リ ン 耐 性 と 、 欠 陥 の あ る イ ン ス リ ン 分 泌 と が 組 み 合 わ さ っ て い る 。 NIDDMは 複 雑 な
進 行 性 の 病 因 を 持 ち 、 高 度 の 遺 伝 率 を も 持 つ 。 多 数 の 合 併 症 が 糖 尿 病 に 併 発 し (例 え ば 心
臓 病 、 卒 中 、 腎 不 全 、 網 膜 症 、 お よ び 末 梢 神 経 障 害 を 含 む )、 高 い 罹 患 率 と 死 亡 率 と の 一
因 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
分 子 レ ベ ル で PPARγ は 、 リ ガ ン ド 活 性 化 転 写 因 子 と し て 機 能 す る 。 リ ガ ン ド の 存 在 下 で PP
ARγ は レ チ ノ イ ド X受 容 体 (RXR)と 共 に ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る 。 こ の 二 量 体 は 標 的 遺 伝 子
の 転 写 を 活 性 化 す る 。 こ の 標 的 遺 伝 子 は 、 或 る PPARγ 応 答 エ レ メ ン ト （ PPRE） の １ つ 以 上
の コ ピ ー を 持 つ 。 脂 質 の 貯 蔵 と 代 謝 と に 重 要 な 多 く の 遺 伝 子 が PPREを も ち 、 PPARγ 標 的 と
し て 同 定 さ れ て い る 。 こ れ に は 例 え ば PEPCK、 aP2、 LPL、 ACS、 お よ び FAT-Pを 含 む (Auwerx
, J. (1999) Diabetologia 42:1033-1049)。 多 数 の PPARγ リ ガ ン ド が 同 定 さ れ て い る 。 こ
の リ ガ ン ド と し て は 例 え ば 種 々 の 脂 肪 酸 代 謝 産 物 や 、 合 成 薬 物 の う ち の TZDク ラ ス (例 え ば
ピ オ グ リ タ ゾ ン ： Pioglitazone お よ び ロ シ グ リ タ ゾ ン ： Rosiglitazone (BRL49653))並 び
に 、 数 種 の 非 グ リ タ ゾ ン 系 チ ロ シ ン 類 似 体 (例 え ば GI262570 お よ び  GW1929)を 含 む 。 プ ロ
ス タ グ ラ ン ジ ン 誘 導 体 で あ る 15dPGJ2は 、 PPARγ の 強 力 な 内 因 性 リ ガ ン ド で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
PPARγ の 発 現 は 脂 肪 内 で は 非 常 に 高 い が 、 骨 格 筋 で は 殆 ど 検 出 さ れ な い 。 骨 格 筋 は 体 内 に
お け る 、 イ ン ス リ ン に 刺 激 さ れ た グ ル コ ー ス 処 理 の 主 要 部 位 で あ る 。 PPARγ の 中 程 度 の 発
現 は ま た 、 大 腸 、 腎 臓 、 肝 臓 、 血 管 平 滑 筋 、 造 血 細 胞 、 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ に 見 ら れ る
。 脂 肪 で の PPARγ の 高 発 現 が 示 唆 す る と こ ろ で は 、 TZD類 の イ ン ス リ ン 感 作 効 果 は 、 脂 肪
組 織 に お け る 、 １ つ 以 上 の PPARγ 調 節 遺 伝 子 (PPARγ  regulated genes)の 発 現 に お け る 変
容 の 結 果 で あ る 。 PPARγ 標 的 遺 伝 子 群 を 同 定 す れ ば 、 糖 尿 、 肥 満 そ の 他 の 症 状 の 為 の よ り
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良 い 薬 物 設 計 と 、 新 規 治 療 戦 略 の 開 発 と に 寄 与 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
PPARγ 標 的 遺 伝 子 を 同 定 す る 体 系 的 な 試 み が 、 肥 満 と 糖 尿 と の 数 種 の げ っ 歯 類 モ デ ル で な
さ れ て い る (Suzuki 他 (2000) Jpn. J. Pharmacol. 84:113123; Way 他 (2001) Endocrinol
ogy 142:1269-1277)。 し か し 、 深 刻 な 欠 点 が げ っ 歯 類 遺 伝 子 発 現 研 究 に は あ る 。 そ れ は 、
ヒ ト と げ っ 歯 類 モ デ ル で の 、 脂 肪 生 成 、 糖 尿 、 お よ び 肥 満 の 、 顕 著 な 差 異 で あ る (Taylor 
(1999) Cell 97:9-12; Gregoire 他 (1998) Physiol.Reviews 78:783-809)。 し た が っ て 、
ヒ ト 組 織 の 初 代 培 養 に お け る TZD調 節 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 、 偏 向 の な い 手 法 が 、 PPAR
γ 活 性 に 関 連 す る 疾 患 の 分 子 的 原 理 を 充 分 に 解 明 す る の に 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ア レ イ 技 術 は 、 単 一 の 多 型 遺 伝 子 の 発 現 や 、 多 数 の 関 連 遺 伝 子 ま た は 無 関 係 の 遺 伝 子 の 発
現 プ ロ フ ィ ー ル を 探 求 す る 簡 単 な 方 法 を 提 供 し 得 る 。 単 一 遺 伝 子 の 発 現 を 試 験 す る と き は
、 ア レ イ を 用 い て 或 る 特 定 遺 伝 子 又 は そ の 変 異 体 の 発 現 を 検 出 す る 。 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を
試 験 す る と き は 、 ア レ イ は 次 の よ う な 試 験 を 行 う プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 提 供 す る 。 即 ち ど の
遺 伝 子 が 組 織 特 異 的 か 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 機 能 を 行 う か 、 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 一 部
で あ る か 、 又 は 、 特 定 の 遺 伝 的 素 因 や 、 条 件 、 疾 患 、 ま た は 障 害 に 、 特 異 的 に 関 連 す る 遺
伝 子 で あ る か の 試 験 で あ る 。 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 作 製 の 潜 在 的 応 用 は 特 に 、 疾 患 の 、
診 断 、 予 後 診 断 、 お よ び 治 療 の 向 上 に 関 わ る 。 例 え ば 、 糖 尿 病 患 者 に 由 来 の 組 織 に 発 現 さ
れ る レ ベ ル と 配 列 と の 双 方 を 、 正 常 組 織 に 発 現 さ れ る レ ベ ル お よ び 配 列 と 比 較 し う る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
新 規 の 核 酸 関 連 タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 の 発 見 に よ り 、
新 規 の 組 成 物 群 を 提 供 す る こ と で 、 当 分 野 の 要 望 に 応 え る こ と が で き る 。 こ れ ら 新 規 の 組
成 物 は 、 細 胞 増 殖 異 常 、 神 経 障 害 、 発 達 障 害 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 お よ び 感 染 症 の 、 診
断 ・ 治 療 ・ 予 防 に お い て 有 用 で あ り 、 ま た 、 核 酸 関 連 タ ン パ ク 質 の 核 酸 配 列 お よ び ア ミ ノ
酸 配 列 の 発 現 に お け る 外 来 化 合 物 群 の 効 果 に つ い て の 算 定 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
本 発 明 は 、 総 称 し て 「 NAAP」 、 個 別 に は 各 々 「 NAAP-1」 、 「 NAAP-2」 、 「 NAAP-3」 、 「 NA
AP-4」 、 「 NAAP-5」 、 「 NAAP-6」 、 「 NAAP-7」 、 「 NAAP-8」 、 「 NAAP-9」 、 「 NAAP-10」
、 「 NAAP-11」 、 「 NAAP-12」 、 「 NAAP-13」 、 「 NAAP-14」 、 「 NAAP-15」 、 お よ び 「 NAAP-
16」 と 呼 ぶ 、 核 酸 関 連 タ ン パ ク 質 で あ る 、 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 或 る 実 施
例 に お い て 本 発 明 は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の
少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 持 つ 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID
 NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断
片 、 お よ び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ
プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
一 実 施 例 で 本 発 明 は 、 SEQ ID NO:1-16の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
ま た 、 本 発 明 は （ ａ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 持 つ 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID N
O:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片
、 ま た は （ ｄ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SEQ ID N
O:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は SEQ ID NO:17-32か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID N
O:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断
片 、 お よ び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ
プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド と 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 持 つ 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る
。 一 実 施 態 様 で 本 発 明 は 、 こ の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 を 提 供
す る 。 別 の 実 施 態 様 で 本 発 明 は 、 こ の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ 遺 伝 形 質 転 換 体 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
更 に 本 発 明 は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド と 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な
く と も ９ ０ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド と 、 （ ｃ ）
SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的
活 性 断 片 と 、 （ ｄ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ
チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 と か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 一 方 法 を 提 供 す
る 。 製 造 方 法 は 、 （ ａ ） 或 る 細 胞 を 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 こ の
細 胞 を 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 す る 過 程 と 、 （ ｂ ） そ の よ う に 発 現 し た
ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 過 程 か ら な る 。 こ の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 持 つ 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID N
O:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お
よ び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 、 単 離 さ れ た
抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:17-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:17-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｃ ） （ ａ ） に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｄ ） （ ｂ ） に 相 補 的 な
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び （ ｅ ） （ ａ ） ～ （ ｄ ） の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た
、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 で 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く
と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 は 更 に 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 一 方 法 を 提 供 す る 。 こ こ で
、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:17-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:17-32か ら な る 群 か ら 選 択 し
た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 （ ｄ ） （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び （ ｅ ） （
ａ ） ～ （ ｄ ） の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 、 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 持
つ 。 検 出 方 法 は 、 （ ａ ） サ ン プ ル 中 の 上 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 或 る 配 列 か ら
な る 少 な く と も ２ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 或 る プ ロ ー ブ を 用 い て 該 サ ン プ ル
を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 と 、 （ ｂ ） 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 有 無 を 検 出 し 、
複 合 体 が 存 在 す れ ば オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る 過 程 か ら な る 。 該 プ ロ ー ブ と 該 標 的 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は そ の 断 片 と の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ
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う な 条 件 下 で 、 プ ロ ー ブ は 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
。 一 実 施 態 様 で は 、 プ ロ ー ブ は 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 発 明 は ま た 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 一 方 法 を 提 供 す る 。 こ こ で
、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 （ ａ ） SEQ ID NO： 17-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO： 17-32か ら な る 群 か ら 選 択 し
た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 （ ｄ ） （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び （ ｅ ） （
ａ ） ～ （ ｄ ） の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 、 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 持
つ 。 検 出 方 法 は 、 （ ａ ） ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 を 用 い て 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
そ の 断 片 を 増 幅 す る 過 程 と 、 （ ｂ ） 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の 有 無
を 検 出 し 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 が 存 在 す れ ば オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検
出 す る 過 程 か ら な る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 発 明 は 更 に 、 或 る 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド と 薬 剤 と し て 許 容 し 得 る 或 る 賦 形 剤 と か ら な る
、 或 る 組 成 物 を 提 供 す る 。 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か
ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら
選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し
た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 一
実 施 態 様 で は 、 こ の 組 成 物 は SEQ ID NO:1－ 16か ら な る 一 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
を 持 つ 。 更 に 、 本 発 明 は 、 機 能 的 NAAPの 発 現 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 や 症 状 の 治 療 を 必 要 と
す る 患 者 に こ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-
16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び
（ ｄ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免
疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認 す
る た め に 、 或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （
ａ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る サ ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、 （ ｂ ） サ ン プ ル 中 の ア
ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 か ら な る 。 別 法 で は 、 本 発 明 は 、 こ の 方 法 で 同 定 し た ア ゴ ニ
ス ト 化 合 物 と 許 容 さ れ る 医 薬 用 賦 形 剤 と を 有 す る 、 或 る 組 成 物 を 提 供 す る 。 更 な る 別 法 で
は 、 本 発 明 は 、 機 能 的 NAAPの 発 現 の 低 下 を 伴 う 疾 患 や 症 状 の 治 療 を 要 す る 患 者 へ の 、 こ の
組 成 物 の 投 与 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-
16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び
（ ｄ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原
性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 に つ き 、
或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （ ａ ） 該 ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、 （ ｂ ） サ ン プ ル 中 の ア ン タ ゴ ニ ス ト
活 性 を 検 出 す る 過 程 か ら な る 。 別 の 一 実 施 態 様 で 本 発 明 は 、 こ の 方 法 で 同 定 し た ア ン タ ゴ
ニ ス ト 化 合 物 と 薬 剤 と し て 許 容 し 得 る 賦 形 剤 と を 有 す る 組 成 物 を 提 供 す る 。 更 な る 別 法 で
は 、 本 発 明 は 、 機 能 的 NAAPの 過 剰 な 発 現 に 関 連 し た 疾 患 や 症 状 の 治 療 を 必 要 と す る 患 者 へ
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の こ の 組 成 物 の 投 与 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID N
O:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 ま
た は （ ｄ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免
疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 或 る 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （ ａ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な
条 件 下 で 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 に 混 合 さ せ る 過 程 と 、 （ ｂ ） こ の 試 験 化 合 物 と 該 ポ
リ ペ プ チ ド と の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ り 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す
る 過 程 か ら な る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ
リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く と も
９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-
16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お
よ び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-16か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 或
る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （ ａ ） 該 ポ リ ペ
プ チ ド の 活 性 に と り 許 容 し 得 る 条 件 下 で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物
と 混 合 す る 過 程 と 、 （ ｂ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を こ の 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 算 定 す る 過
程 と 、 （ ｃ ） こ の 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を こ の 試 験 化 合 物 の 不 存
在 下 で の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る 過 程 か ら な り 、 こ の 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 該
ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 変 化 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を 標 示 す
る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
更 に 本 発 明 は 、 SEQ ID NO:17-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持
つ 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 効 果 に つ き 、 或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
一 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 （ ａ ） こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る サ ン プ ル を 或
る 化 合 物 に 曝 露 す る 過 程 と 、 （ ｂ ） こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 改 変 を 検 出 す る 過
程 と 、 （ ｃ ） 可 変 量 の こ の 化 合 物 の 存 在 下 で の こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 と 、 こ の
化 合 物 の 不 在 下 で の 発 現 と を 比 較 す る 過 程 と か ら な る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
本 発 明 は 更 に 、 試 験 化 合 物 の 毒 性 の 算 定 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に は 、 以 下 の 過 程 が あ
る 。 （ ａ ） 核 酸 群 を 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 過 程 。 （ ｂ ） 処 理 済 み 生
体 サ ン プ ル の 核 酸 群 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 。 こ の 過 程 に は 、 次 の よ う な プ ロ ー ブ を 用
い る 。 （ i） SEQ ID NO:17-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ii） SEQ ID NO:17-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 （ iii） （ i） に 相 補 的 な 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ iv） （ ii） の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ v） （ i） ～ （ iv） の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か
ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ２ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る プ
ロ ー ブ で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 記 プ ロ ー ブ と 生 体 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド と の 間 に 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 生
じ る 。 上 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 （ i） SEQ ID NO:17-32か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ii） SEQ ID NO:17-32か ら な る 群 か ら
選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ iii） （ i） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 （ iv） （ ii） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ v） （ i
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） ～ （ iv） の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 す る 。 あ る い は 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は
、 上 記 （ i） ～ （ v） か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 を 持 つ 。 毒 性 の
算 定 方 法 に は 更 に 、 以 下 の 過 程 が あ る 。 （ ｃ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 定 量
す る 過 程 と 、 （ ｄ ） 処 理 済 み 生 体 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 、 非
処 理 の 生 体 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 と 比 較 す る 過 程 で あ る 。 処 理
済 み 生 体 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 の 差 異 が 、 試 験 化 合 物 の 毒 性 を
示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
（ 本 発 明 の 記 述 に つ い て ）
本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 方 法 に つ い て 説 明 す る が 、 そ の 前 に 、 説 明
し た 特 定 の 装 置 、 材 料 お よ び 方 法 に 本 発 明 が 限 定 さ れ る も の で は な く 、 修 正 さ れ 得 る こ と
を 理 解 さ れ た い 。 ま た 、 こ こ で 使 用 す る 専 門 用 語 は 特 定 の 実 施 態 様 を 説 明 す る 目 的 で 用 い
た も の に 過 ぎ ず 、 特 許 請 求 の 範 囲 に の み 限 定 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し
た も の で は な い こ と も 併 せ て 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
請 求 の 範 囲 お よ び 明 細 書 中 で 用 い て い る 単 数 形 の 「 或 る 」 お よ び 「 そ の （ こ の ） 」 の 表 記
は 、 文 脈 か ら 明 ら か に そ う で な い と さ れ る 場 合 を 除 い て 複 数 の も の を 指 す 場 合 も あ る こ と
に 注 意 さ れ た い 。 し た が っ て 、 例 え ば 「 或 る 宿 主 細 胞 」 と 記 さ れ て い る 場 合 に は そ の よ う
な 宿 主 細 胞 が 複 数 あ る こ と も あ り 、 「 或 る 抗 体 」 と 記 さ れ て い る 場 合 に は 単 数 ま た は 複 数
の 抗 体 、 お よ び 、 当 業 者 に 公 知 の 抗 体 の 等 価 物 な ど に つ い て も 言 及 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
本 明 細 書 中 で 用 い る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 特 に 定 義 さ れ て い る 場 合 を 除 き 、
当 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ て い る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 で 説 明 す る も の と 類 似
あ る い は 同 等 の 任 意 の 装 置 、 材 料 お よ び 方 法 を 用 い て 本 発 明 の 実 施 ま た は 試 験 を 行 う こ と
が で き る が 、 こ こ で は 好 適 な 装 置 、 材 料 、 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 で 言 及 す る 全 て
の 刊 行 物 は 、 刊 行 物 中 で 報 告 さ れ て い て 且 つ 本 発 明 に 関 係 が あ る で あ ろ う 細 胞 、 プ ロ ト コ
ル 、 試 薬 お よ び ベ ク タ ー に つ い て 説 明 お よ び 開 示 す る 目 的 で 引 用 し て い る も の で あ る 。 本
明 細 書 の い か な る 開 示 内 容 も 、 本 発 明 が 先 行 技 術 の 効 力 に よ っ て こ の よ う な 開 示 に 対 し て
先 行 す る 権 利 を 与 え ら れ て い な い こ と を 認 め る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
（ 定 義 ）
用 語 「 NAAP」 は 、 天 然 、 合 成 、 半 合 成 或 い は 組 換 え 体 な ど の 、 全 て の 種 （ 特 に ウ シ 、 ヒ ツ
ジ 、 ブ タ 、 ネ ズ ミ 、 ウ マ 及 び ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 ） か ら 得 ら れ る 実 質 的 に 精 製 さ れ た NAAP
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 指 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 NAAPの 生 物 学 的 活 性 を 強 め た り 、 模 倣 す る 分 子 を 指 す 。 ア ゴ ニ ス
ト の 例 と し て 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 糖 質 、 小 分 子 そ の 他 の 任 意 の 化 合 物 や 組 成 物 を 挙 げ る
こ と が で き る が 、 こ れ ら は NAAPと 直 接 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 或 い は NAAPが 関 与 す る
生 物 学 的 経 路 の 構 成 成 分 に 作 用 す る こ と に よ っ て 、 NAAPの 活 性 を 調 節 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
用 語 「 対 立 遺 伝 子 変 異 配 列 」 は 、 NAAPを コ ー ド す る 別 の 形 の 遺 伝 子 を 指 す 。 対 立 遺 伝 子 変
異 配 列 群 は 、 核 酸 配 列 に お け る 少 な く と も １ つ の 突 然 変 異 か ら 生 じ 得 る 他 、 変 容 し た mRNA
群 を 生 じ 得 る 。 ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド 群 を 生 じ 得 る が 、 そ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 ま た は
機 能 は 、 変 容 す る こ と も し な い こ と も あ る 。 或 る 遺 伝 子 は 、 そ の 天 然 型 の 対 立 遺 伝 子 変 異
配 列 を 全 く 持 た な い 場 合 も あ り 、 １ 個 以 上 持 つ こ と も あ る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 配 列 を 生 じ さ
せ る 通 常 の 突 然 変 異 性 変 化 は 一 般 に 、 ヌ ク レ オ チ ド の 自 然 な 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 に よ る
。 こ れ ら 各 種 の 変 化 は 、 単 独 で あ る い は 他 の 変 化 と 共 に 、 或 る 配 列 内 で １ 回 以 上 、 生 じ 得
る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
NAAPを コ ー ド す る 「 変 容 し た ／ 改 変 さ れ た 」 核 酸 配 列 に 含 む 配 列 に は 、 様 々 な ヌ ク レ オ チ
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ド の 欠 失 、 挿 入 、 或 い は 置 換 を 生 じ た 配 列 で あ っ て 、 NAAPと 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 或 い
は 、 NAAPの 機 能 的 特 徴 の 少 な く と も １ つ を 備 え る ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ る 配 列 が あ る 。 こ の
定 義 に は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に と り 正 常 な 染 色 体 の 遺 伝 子 座 で は な
い 位 置 で の 、 対 立 遺 伝 子 変 異 配 列 群 へ の 不 適 当 あ る い は 予 期 し な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 含 み 、 ま た 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 或 る 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ を 用 い て 容 易 に 検 出 可 能 な あ る い は 検 出 困 難 な 多 型 性 を 含 む 。 コ ー ド さ れ る タ ン パ
ク 質 も 「 変 容 す る ／ 改 変 さ れ る 」 こ と が あ り 、 ま た 、 サ イ レ ン ト 変 化 を 生 じ た 結 果 、 機 能
的 に 等 価 な NAAPと な る よ う な 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 を 持 ち 得 る 。 意 図 的
な ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 生 物 学 的 あ る い は 免 疫 学 的 に NAAPの 活 性 が 保 持 さ れ る 範 囲 で 、 残 基 群
の 、 極 性 、 電 荷 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 お よ び ／ ま た は 両 親 媒 性 に つ い て の 、 類 似 性
に 基 づ い て 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 負 に 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 に は ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ
ミ ン 酸 が あ り 、 正 に 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 に は リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン が あ る 。 親 水 性 値 が 近
似 し た 非 荷 電 極 性 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ス パ ラ ギ ン と グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン と ト レ オ
ニ ン が あ る 。 親 水 性 値 が 近 似 し た 非 荷 電 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 に は 、 ロ イ シ ン と イ ソ ロ イ シ
ン と バ リ ン 、 グ リ シ ン と ア ラ ニ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と チ ロ シ ン が あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
用 語 「 ア ミ ノ 酸 」 お よ び 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 タ ン パ ク 質 配 列 、 あ る い は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 を 指 し 、 天 然 分 子 ま た は 合 成 分 子 を
指 す 。 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 が 或 る 天 然 タ ン パ ク 質 分 子 の 配 列 を 指 す 場 合 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」
お よ び 類 似 の 用 語 は 、 記 載 し た そ の タ ン パ ク 質 分 子 に 関 連 す る 完 全 で 元 の ま ま の ア ミ ノ 酸
配 列 に 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
用 語 「 増 幅 」 は 、 或 る 核 酸 配 列 の 付 加 的 複 製 物 を 作 製 す る 行 為 に 関 す る 。 増 幅 に は 通 常 、
当 業 者 に 公 知 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 技 術 を 用 い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 NAAPの 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 或 い は 減 弱 す る 分 子 を 指 す 。 ア ン
タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 NAAPと 直 接 に 相 互 作 用 す る か 或 い は NAAPが 関 与 す る 生 物 学 的 経 路 の
諸 成 分 に 作 用 し て NAAPの 活 性 を 調 節 す る 、 抗 体 な ど の タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 糖 質 、 小 分 子 、
任 意 の 他 の 化 合 物 や 組 成 物 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
用 語 「 抗 体 」 は 、 エ ピ ト ー プ の 決 定 基 と 結 合 で き る 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 や そ れ ら
の 断 片 、 例 え ば Fab、 F(ab') 2  、 お よ び Fv断 片 を 指 す 。 NAAPポ リ ペ プ チ ド 群 と 結 合 す る 抗
体 類 の 作 製 に は 、 免 疫 化 抗 原 と し て 、 無 傷 ポ リ ペ プ チ ド 群 を 用 い る こ と が で き 、 ま た は 、
当 該 の 小 ペ プ チ ド 群 を 有 す る 断 片 群 を 用 い 得 る 。 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ な ど の 動 物 を 免
疫 化 す る た め に 用 い る ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド の 由 来 は 、 RNAの 翻 訳 の 場 合 や
、 ま た は 化 学 合 成 が あ り 得 る 。 ま た 、 そ れ ら は 所 望 に よ り 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 抱 合 し
得 る 。 通 常 用 い ら れ る キ ャ リ ア で あ っ て ペ プ チ ド と 化 学 結 合 す る キ ャ リ ア の 例 は 、 ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 、 お よ び 、 ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） な ど が あ
る 。 結 合 し た こ の ペ プ チ ド は 、 前 記 動 物 を 免 疫 化 す る た め に 用 い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
用 語 「 抗 原 決 定 基 」 は 、 特 定 の 抗 体 と 接 触 す る 、 分 子 の 領 域 （ す な わ ち エ ピ ト ー プ ） を 指
す 。 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 用 い て 宿 主 動 物 を 免 疫 化 す る 場 合 、 タ ン パ ク 質 の
多 数 の 領 域 が 、 抗 原 決 定 基 （ タ ン パ ク 質 の 特 定 の 領 域 ま た は ３ 次 元 構 造 ） に 特 異 結 合 す る
抗 体 の 産 生 を 誘 発 し 得 る 。 或 る 抗 原 決 定 基 は 、 或 る 抗 体 へ の 結 合 に つ い て 、 無 傷 抗 原 （ す
な わ ち 免 疫 応 答 を 引 き 出 す た め に 用 い ら れ る 免 疫 原 ） と 競 合 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
用 語 「 ア プ タ マ ー （ aptamer） 」 は 、 核 酸 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 で あ っ て 、 特 定
の 分 子 タ ー ゲ ッ ト に 結 合 す る 分 子 を 指 す 。 ア プ タ マ ー は で の 進 化 プ ロ セ ス に 由 来
す る （ 例 え ば 、 SELEX（ Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichmentの
略 、 試 験 管 内 選 択 法 ） 、 米 国 特 許 第 5,270,163号 に 記 述 ） 。 こ れ は 、 大 規 模 な 組 み 合 わ せ
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ラ イ ブ ラ リ 群 か ら 標 的 特 異 的 ア プ タ マ ー 配 列 を 選 択 す る プ ロ セ ス で あ る 。 ア プ タ マ ー の 構
成 は 二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 で あ り 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ
オ チ ド 誘 導 体 ま た は 他 の ヌ ク レ オ チ ド 様 分 子 を 含 み 得 る 。 ア プ タ マ ー の 各 ヌ ク レ オ チ ド 成
分 は 修 飾 さ れ た 糖 基 を 持 つ こ と が あ り （ 例 え ば 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 2'-OH基 は 2'-Fま た
は 2'-NH 2 に よ っ て 置 換 さ れ 得 る ） 、 こ れ は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ へ の 抵 抗 性 ま た は 血 中 で の よ り
長 い 寿 命 な ど 、 所 望 の 特 性 を 向 上 し 得 る 。 ア プ タ マ ー を 他 の 分 子 （ 例 え ば 高 分 子 量 の キ ャ
リ ア ） と 抱 合 さ せ る こ と に よ り 、 循 環 系 か ら の こ の ア プ タ マ ー の ク リ ア ラ ン ス を 遅 ら せ 得
る 。 ア プ タ マ ー 類 は 、 例 え ば 或 る 架 橋 剤 の 光 活 性 化 に よ っ て 、 そ れ ら の 同 種 リ ガ ン ド 群 と
特 異 的 に 架 橋 さ せ 得 る （ 例 え ば 、 Brody, E.N.お よ び L. Gold（ 2000） J. Biotechnol. 74:
5-13を 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
用 語 「 イ ン ト ラ マ ー （ intramer） 」 は 、 で 発 現 さ れ る ア プ タ マ ー を 指 す 。 例 え ば
、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 基 づ く 或 る RNA発 現 系 を 用 い て 、 白 血 球 の 細 胞 質 内 で 特 定 の RNAア
プ タ マ ー 類 が 高 レ ベ ル に 発 現 さ れ て い る （ Blind, M.他 (1999) Proc.Natl Acad. Sci. USA
 96:3606-3610)。
【 ０ １ ０ ５ 】
用 語 「 ス ピ ー ゲ ル マ ー (spiegelmer)」 は 、 ア プ タ マ ー の 内 、 L-DNA、 L-RNAな ど の 左 旋 性 ヌ
ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 ま た は 左 旋 性 ヌ ク レ オ チ ド 様 分 子 な ど を 指 す 。 左 旋 性 の ヌ ク レ オ チ ド
群 を 持 つ ア プ タ マ ー 類 は 、 右 旋 性 ヌ ク レ オ チ ド 群 を 持 つ 基 質 に 通 常 は 作 用 す る 、 天 然 酵 素
類 に よ る 分 解 に 対 し て 耐 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
用 語 「 ア ン チ セ ン ス 」 は 、 或 る 特 定 の 核 酸 配 列 の 「 セ ン ス 」 （ コ ー デ ィ ン グ ） 鎖 と の 塩 基
対 を 形 成 し 得 る 任 意 の 組 成 物 を 指 す 。 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 と し て は 、 DNAや 、 RNAや 、 ペ プ
チ ド 核 酸 （ PNA） や 、 修 飾 さ れ た バ ッ ク ボ ー ン 連 結 た と え ば ホ ス ホ ロ チ オ 酸 、 メ チ ル ホ ス
ホ ン 酸 ま た は ベ ン ジ ル ホ ス ホ ン 酸 な ど を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や 、 修 飾 さ れ た 糖 基 た
と え ば 2'-メ ト キ シ エ チ ル 糖 ま た は 2'-メ ト キ シ エ ト キ シ 糖 な ど を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド や 、 あ る い は 修 飾 さ れ た 塩 基 た と え ば 5-メ チ ル シ ト シ ン 、 2-デ オ キ シ ウ ラ シ ル ま た は 7-
デ ア ザ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン な ど を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が あ り 得 る 。 ア ン チ セ ン
ス 分 子 は 、 化 学 合 成 ま た は 転 写 な ど 、 任 意 の 方 法 で 製 造 す る こ と が で き る 。 相 補 的 ア ン チ
セ ン ス 分 子 は 、 細 胞 に 導 入 さ れ る と 、 細 胞 が 産 生 し た 天 然 核 酸 配 列 と の 塩 基 対 を 形 成 し 、
二 重 鎖 を 形 成 し て 転 写 ま た は 翻 訳 を 妨 害 す る 。 「 負 」 ま た は 「 マ イ ナ ス 」 と い う 表 現 は 、
或 る 参 考 DNA分 子 の ア ン チ セ ン ス 鎖 を 指 す こ と が あ り 、 「 正 」 ま た は 「 プ ラ ス 」 と い う 表
現 は 、 或 る 参 考 DNA分 子 の セ ン ス 鎖 を 意 味 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
用 語 「 生 物 学 的 に 活 性 」 は 、 或 る 天 然 分 子 の 構 造 的 、 調 節 的 、 あ る い は 生 化 学 的 な 機 能 を
有 す る タ ン パ ク 質 を 指 す 。 同 様 に 、 用 語 「 免 疫 学 的 に 活 性 」 ま た は 「 免 疫 原 性 」 は 、 天 然
或 い は 組 換 え 体 の NAAP、 合 成 NAAP、 ま た は そ れ ら の 任 意 の オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 適 当 な 動 物
或 い は 細 胞 内 の 特 定 の 免 疫 応 答 を 誘 発 し て 特 定 の 抗 体 と 結 合 す る 能 力 を 指 す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
用 語 「 相 補 的 」 は 、 塩 基 対 合 に よ っ て ア ニ ー ル す る ２ つ の 一 本 鎖 核 酸 配 列 間 の 関 係 を 指 す
。 例 え ば 、 「 5'-AGT-3'」 は 、 そ の 相 補 配 列 「 3'-TCA-5'」 と の 対 を 形 成 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
「 ～ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む （ 持 つ ） 組 成 物 」 ま た は 「 ～ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む （
持 つ ） 組 成 物 」 は 、 広 い 意 味 で 、 指 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若 し く は ア ミ ノ 酸 配 列 を 持
つ 、 任 意 の 組 成 物 を 指 す 。 こ の 組 成 物 に は 、 乾 燥 製 剤 ま た は 水 溶 液 が 含 ま れ 得 る 。 NAAPを
コ ー ド 、 若 し く は NAAPの 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ 組 成 物 は 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ 得 る 。 こ の プ ロ ー ブ は 、 凍 結 乾 燥 状 態 で 保 存 可
能 で あ り 、 糖 質 な ど の 安 定 化 剤 と 結 合 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に お い て は 、 塩 （ 例 え ば NaCl） 、 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ； SDS） お
よ び そ の 他 の 成 分 （ 例 え ば デ ン ハ ー ト 液 、 粉 乳 、 サ ケ の 精 子 の DNAな ど ） を 含 む 水 溶 液 中
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に プ ロ ー ブ を 分 散 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
「 コ ン セ ン サ ス 配 列 」 は 、 不 要 な 塩 基 を 除 く た め に DNA配 列 解 析 を 繰 り 返 し 行 い 、 XL-PCR
キ ッ ト （ Applied Biosystems, Foster City CA） を 用 い て ５ 'お よ び ／ ま た は ３ 'の 方 向 に
伸 長 さ れ 、 再 度 シ ー ク エ ン シ ン グ さ れ た 核 酸 配 列 、 ま た は GELVIEW 断 片 構 築 シ ス テ ム （ GC
G, Madison, WI） ま た は Phrap（ University of Washington, Seattle WA） な ど の 断 片 構
築 用 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て １ つ あ る い は そ れ 以 上 の オ ー バ ー ラ ッ プ す る cDNAや
EST、 ま た は ゲ ノ ム DNA断 片 か ら 構 築 さ れ た 核 酸 配 列 を 指 す 。 伸 長 お よ び 構 築 の 両 方 を 行 っ
て コ ン セ ン サ ス 配 列 を 産 生 す る 配 列 も あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
用 語 「 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 元 の タ ン パ ク 質 の 特 性 を 殆 ど 変 え な い と 予 測 さ れ る 置
換 を 指 す 。 す な わ ち 、 そ の タ ン パ ク 質 の 構 造 、 特 に そ の 機 能 が 保 存 さ れ 、 置 換 に よ っ て 大
き く は 変 わ ら な い 。 下 表 は 、 タ ン パ ク 質 内 で 元 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ 得 る ア ミ ノ 酸 で あ り
、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 と 認 め ら れ る ア ミ ノ 酸 を 示 す 。
元 の 残 基 　 　 　 　 　 　 　 保 存 的 な 置 換
Ala　 　 　 　 　 　 　 　 　 Gly, Ser
Arg　 　 　 　 　 　 　 　 　 His, Lys
Asn　 　 　 　 　 　 　 　 　 Asp, Gln, His
Asp　 　 　 　 　 　 　 　 　 Asn, Glu
Cys　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ala, Ser
Gln　 　 　 　 　 　 　 　 　 Asn, Glu, His
Glu　 　 　 　 　 　 　 　 　 Asp, Gln, His
Gly　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ala
His　 　 　 　 　 　 　 　 　 Asn, Arg, Gln, Glu
Ile　 　 　 　 　 　 　 　 　 Leu, Val
Leu　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ile, Val
Lys　 　 　 　 　 　 　 　 　 Arg, Gln, Glu
Met　 　 　 　 　 　 　 　 　 Leu, Ile
Phe　 　 　 　 　 　 　 　 　 His, Met, Leu, Trp, Tyr
Ser　 　 　 　 　 　 　 　 　 Cys, Thr
Thr　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ser, Val
Trp　 　 　 　 　 　 　 　 　 Phe, Tyr
Tyr　 　 　 　 　 　 　 　 　 His, Phe, Trp
Val　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ile. Leu, Thr
保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 で は 通 常 、 （ ａ ） 置 換 領 域 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の バ ッ ク ボ ー ン 構
造 、 例 え ば β シ ー ト や α 螺 旋 構 造 、 （ ｂ ） 置 換 部 位 に お け る 分 子 の 電 荷 ま た は 疎 水 性 、 お
よ び ／ ま た は （ ｃ ） 側 鎖 の 大 部 分 、 を 保 持 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
用 語 「 欠 失 」 は 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 如 す る ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 変 化 、 あ る い は １
個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 欠 如 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 の 変 化 を 指 す 。
【 ０ １ １ ３ 】
用 語 「 誘 導 体 」 は 、 化 学 修 飾 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 例 え ば
、 ア ル キ ル 基 、 ア シ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 ま た は ア ミ ノ 基 に よ る 水 素 の 置 換 は 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 化 学 修 飾 に 含 ま れ 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 天 然 分 子 の 生 物 学 的 ま た
は 免 疫 学 的 機 能 を 少 な く と も １ つ は 保 持 し て い る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 ポ リ ペ プ チ
ド 誘 導 体 は 、 次 の よ う な プ ロ セ ス に よ っ て 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 す な わ ち 、 グ
リ コ シ ル 化 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 （ pegylation） 、 あ る い は 任 意 の 同 様 な プ ロ セ ス
で あ っ て 、 誘 導 元 の ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ の 生 物 学 的 若 し く は 免 疫 学 的 機 能 を 保
持 す る プ ロ セ ス で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】

10

20

30

40

50

(36) JP 2005-508600 A 2005.4.7



「 検 出 可 能 な 標 識 」 は 、 測 定 可 能 な 信 号 を 発 生 し 得 る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や ポ リ ペ プ チ ド
に 共 有 結 合 あ る い は 非 共 有 結 合 す る レ ポ ー タ ー 分 子 や 酵 素 を 指 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
「 示 差 発 現 」 は 、 少 な く と も ２ 例 の サ ン プ ル を 比 較 し て 判 定 す る 、 増 加 （ 上 方 調 節 ） 、 あ
る い は 減 少 （ 下 方 調 節 ） 、 ま た は 欠 損 し た 、 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 指 す 。 こ の
よ う な 比 較 は 例 え ば 、 処 理 済 サ ン プ ル と 不 処 理 サ ン プ ル 、 ま た は 病 態 サ ン プ ル と 健 常 サ ン
プ ル と の 間 で 行 わ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
「 エ キ ソ ン シ ャ ッ フ リ ン グ 」 は 、 異 な る コ ー ド 領 域 （ エ キ ソ ン ） 群 の 組 換 え を 意 味 す る 。
或 る エ キ ソ ン は 、 コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の １ つ の 構 造 的 ま た は 機 能 的 ド メ イ ン を 提 示 し 得
る た め 、 安 定 し た サ ブ ス ト ラ ク チ ャ ー 群 の 新 た な 組 み 合 わ せ に よ っ て 新 規 の タ ン パ ク 質 群
を 構 築 す る こ と が 可 能 で あ り 、 新 た な タ ン パ ク 質 機 能 の 進 化 を 促 進 で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
用 語 「 断 片 」 は 、 NAAPの 又 は NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 固 有 の 部 分 で あ っ て 、
そ の 親 配 列 （ parent sequence） と 配 列 は 同 一 で あ る が 親 配 列 よ り 長 さ が 短 い も の を 指 す
。 断 片 は 、 定 義 さ れ た 配 列 の 全 長 か ら １ ヌ ク レ オ チ ド ／ ア ミ ノ 酸 残 基 を 差 し 引 い た 長 さ よ
り も 短 い 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 或 る 断 片 は 、 ５ ～ １ ０ ０ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 し 得 る 。 プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 抗 原 、 治 療 用 分 子 と し て 、 あ る い は
そ の 他 の 目 的 の た め に 用 い ら れ る 或 る 断 片 は 、 少 な く と も 長 さ ５ 、 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２
５ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ５ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 ２ ５ ０ 若 し く は ５ ０ ０ の 、 連 続 し
た ヌ ク レ オ チ ド あ る い は ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 得 る 。 断 片 は 、 或 る 分 子 の 特 定 領 域 か ら 優 先
的 に 選 択 し 得 る 。 例 え ば 、 或 る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 定 義 さ れ た 或 る 配 列 内 に 見 ら れ る よ
う な 或 る ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の ２ ５ ０ ま た は ５ ０ ０ ア ミ ノ 酸 （ ま た は 最 初 の ２ ５ ％ ま た は
５ ０ ％ ） か ら 選 択 し た 、 或 る 長 さ の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 持 ち 得 る 。 こ れ ら の 長 さ は 明 ら か
に 例 と し て 挙 げ て い る も の で あ り 、 本 発 明 の 実 施 態 様 で は 、 配 列 表 、 表 お よ び 図 面 を 含 む
本 明 細 書 が 支 持 す る 任 意 の 長 さ で あ り 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
SEQ ID NO:17-32の 或 る 断 片 は 、 或 る 固 有 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 領 域 を 持 つ 。 こ の 領 域
は 、 SEQ ID NO:17-32を 特 異 的 に 同 定 す る も の で あ り 、 例 え ば こ の 断 片 を 得 た ゲ ノ ム 中 の
他 の い か な る 配 列 と も 異 な る 。 SEQ ID NO:17-32の 或 る 断 片 は 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン や 増 幅 技 術 に 、 ま た は SEQ ID NO:17-32を 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 区 別 す
る 類 似 の 方 法 に 有 用 で あ る 。 SEQ ID NO:17-32の 或 る 断 片 の 正 確 な 長 さ は 、 ま た 、 そ の 断
片 に 対 応 す る SEQ ID NO:17-32の 領 域 は 、 そ の 断 片 に 意 図 し た 目 的 に 基 づ き 当 業 者 が 慣 例
的 に 決 定 し 得 る 。
【 ０ １ １ ９ 】
SEQ ID NO:1－ 16の 或 る 断 片 は 、 SEQ ID NO:17－ 32の 或 る 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 SEQ
 ID NO:1－ 16の 或 る 断 片 は 、 SEQ ID NO:１ － 16を 特 異 的 に 同 定 す る 固 有 の ア ミ ノ 酸 配 列 の
領 域 を 含 む 。 例 え ば 、 SEQ ID NO:1－ 16の 或 る 断 片 は 、 SEQ ID NO:1－ 16を 特 異 的 に 認 識 す
る 抗 体 の 開 発 に お け る 免 疫 原 性 ペ プ チ ド と し て 有 用 で あ る 。 SEQ ID NO:1－ 16の 或 る 断 片
の 正 確 な 長 さ は 、 ま た 、 こ の 断 片 に 対 応 す る SEQ ID NO:1－ 16の 領 域 は 、 そ の 断 片 の 目 的
に 基 づ い て 当 業 者 が 慣 例 的 に 判 定 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
「 完 全 長 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と は 、 少 な く と も １ つ の 翻 訳 開 始 コ ド ン （ 例 え ば メ チ オ
ニ ン ） と 、 そ れ に 続 く １ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム お よ び 翻 訳 終 止 コ ド ン を 有 す る 配
列 で あ る 。 或 る 「 完 全 長 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 或 る 「 完 全 長 」 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を
コ ー ド す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
「 相 同 性 」 の 語 は 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列
の 、 配 列 類 似 性 、 互 換 性 、 ま た は 配 列 同 一 性 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
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ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 適 用 さ れ る 「 一 致 率 」 ま た は 「 ％ 一 致 」 の 語 は 、 標 準 化 さ れ た ア
ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 で 一 致 す
る 残 基 の 割 合 を 意 味 す る 。 標 準 化 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ２ 配 列 間 の ア ラ イ ン メ ン ト を 最 適 化 す
る た め 、 標 準 化 さ れ た 再 現 性 の あ る 方 法 で 比 較 対 象 の ２ 配 列 内 に ギ ャ ッ プ 群 を 挿 入 し 得 る
の で 、 ２ つ の 配 列 を よ り 有 意 に 比 較 で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 を 判 定 す る に は 、 MEGALIGN version 3.12e配 列 ア ラ イ ン
メ ン ト プ ロ グ ラ ム な ど に 組 込 ま れ て い る CLUSTAL Vア ル ゴ リ ズ ム の 、 デ フ ォ ル ト の パ ラ メ
ー タ 群 を 用 い 得 る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 、 LASERGENE ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ （ 一 組 の 分 子
生 物 学 的 分 析 プ ロ グ ラ ム ） （ DNASTAR, Madison WI） の 一 部 で あ る 。 こ の CLUSTAL Vは 、 Hi
ggins, D.G.お よ び P.M. Sharp（ 1989） CABIOS 5:151-153、 Higgins, D.G. 他 （ 1992） CAB
IOS 8:189-191に 記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ペ ア ワ イ ズ ア ラ イ ン メ ン ト す
る 際 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ は 、 Ktuple=2、 gap penalty=5、 window=4、 「 diagonals sav
ed」 =4と 設 定 さ れ る 。 「 weighted」 残 基 重 み 付 け 表 が デ フ ォ ル ト で 選 択 さ れ る 。 CLUSTAL 
Vに よ る 一 致 率 の 報 告 は 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 「 percent sim
ilarity（ 類 似 性 パ ー セ ン ト ） 」 と し て な さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
あ る い は 、 米 国 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ NCBI） の Basic Local Alignment 
Search Tool（ BLAST） が 、 一 般 的 に 用 い ら れ 、 且 つ 、 無 料 で 利 用 可 能 な 配 列 比 較 ア ル ゴ リ
ズ ム 一 式 を 提 供 し て い る （ Altschul, S.F. 他 （ 1990） J. Mol. Biol. 215:403-410） 。 BL
ASTア ル ゴ リ ズ ム は 、 幾 つ か の 情 報 源 か ら 入 手 可 能 で あ り 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ベ セ ス ダ に あ
る NCBIお よ び イ ン タ ー ネ ッ ト （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） か ら も 入 手 可 能 で
あ る 。 こ の BLASTソ フ ト ウ ェ ア 一 式 に は 、 既 知 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 様 々 な デ ー タ
ベ ー ス の 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト に 用 い る 「 blastn」 を 含 む 、 様 々
な 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム が 含 ま れ る 。 「 BLAST 2 Sequences」 と 呼 ば れ る ツ ー ル も 入 手 可 能
で あ り 、 こ れ は ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 直 接 の ペ ア ワ イ ズ で 比 較 す る た め に 用 い ら れ る
。 「 BLAST 2 Sequences」 は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.htmlに ア ク セ ス し
て 、 対 話 形 式 で 利 用 で き る 。 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル は 、 blastn お よ び  blastp（
以 下 に 記 載 ） の 両 方 に 用 い 得 る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 一 般 的 に は 、 ギ ャ ッ プ （ gap） な ど
の パ ラ メ ー タ を デ フ ォ ル ト 設 定 に セ ッ ト し て 用 い る 。 例 え ば 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
比 較 す る に は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2
.0.12（ 2000年 4月 21日 ） を 用 い て blastnを 実 行 し 得 る 。 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ の 設 定 例 を
以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ２ ５ 】
Matrix: BLOSUM62
Reward for match: 1
Penalty for mismatch: -2
Open Gap: 5 及 び  Extension Gap: 2 penalties
Gap x drop-off: 50
Expect: 10
Word Size: 11
Filter: on
一 致 率 は 、 あ る 定 義 さ れ た 配 列 の 全 長 （ 例 え ば 特 定 の SEQ IDナ ン バ ー で 定 義 さ れ た 配 列 ）
で 測 定 し 得 る 。 あ る い は 、 よ り 短 い 長 さ 、 例 え ば 、 定 義 さ れ た 、 よ り 大 き な 配 列 か ら 得 た
断 片 （ 例 え ば 少 な く と も ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ７ ０ 、 １ ０ ０ ま た は 少 な く と も ２ ０ ０
の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 ） の 長 さ の 一 致 率 も 測 定 し 得 る 。 こ こ に 挙 げ た 長 さ は 単 な
る 例 示 的 な も の に 過 ぎ ず 、 表 、 図 お よ び 配 列 リ ス ト を 含 め た 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 配 列 が
支 持 す る 任 意 の 断 片 長 を 用 い て 、 一 致 率 を 測 定 し 得 る 或 る 長 さ を 説 明 し 得 る こ と を 理 解 さ
れ た い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
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高 度 の 同 一 性 を 示 さ な い 核 酸 配 列 が 、 そ れ に も か か わ ら ず 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 が 原 因 で 、
類 似 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 場 合 が あ る 。 こ の 縮 重 を 利 用 し て 核 酸 配 列 内 で 変 化 を 生
じ さ せ て 、 全 て の 核 酸 配 列 が 実 質 上 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る よ う な 多 数 の 核 酸 配 列
を 生 成 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 用 い ら れ る 用 語 「 一 致 率 」 ま た は 「 ％ 一 致 」 と は 、 標 準 化 さ れ た ア ル
ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 一 致 す る 残 基 の
百 分 率 の こ と で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 は 公 知 で あ る 。 保 存 的 ア ミ
ノ 酸 置 換 を 考 慮 す る ア ラ イ ン メ ン ト 方 法 も あ る 。 既 に 詳 述 し た こ の よ う な 保 存 的 置 換 は 通
常 、 置 換 部 位 の 電 荷 お よ び 疎 水 性 を 保 存 す る の で 、 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 を （ し た が っ て 機
能 も ） 保 存 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 は 、 MEGALIGN version 3.12e配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム
に 組 込 ま れ て い る よ う な CLUSTAL Vア ル ゴ リ ズ ム の デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ 群 を 用 い て 判
定 で き る （ 参 照 先 と 共 に 上 述 ） 。 CLUSTAL Vを 用 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を ペ ア ワ イ ズ ア
ラ イ ン メ ン ト す る 際 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ は 、 Ktuple=1、 gap penalty=3、 window=5、
「 diagonals saved」 =5と 設 定 さ れ る 。 PAM250マ ト リ ク ス が 、 デ フ ォ ル ト の 残 基 重 み 付 け
表 と し て 選 択 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ア ラ イ ン メ ン ト と 同 様 に 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 対 の 一 致 率 は 、 CLUSTAL Vに よ っ て 「 percent similarity（ 類 似 性
パ ー セ ン ト ） 」 と し て 報 告 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
あ る い は 、 NCBI BLASTソ フ ト ウ ェ ア 一 式 を 用 い 得 る 。 例 え ば 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を
ペ ア ワ イ ズ で 比 較 す る 場 合 、 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.12（ 2000年 4月 21
日 ） の blastpを デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し て 用 い 得 る 。 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ の 設 定
例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ３ ０ 】
Matrix: BLOSUM62
Open Gap: 11 及 び  Extension Gap: 1 penalties
Gap x drop-off: 50
Expect: 10
Word Size: 3
Filter: on
一 致 率 は 、 あ る 定 義 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 全 長 （ 例 え ば 特 定 の SEQ IDナ ン バ ー で 定 義
さ れ た 配 列 ） で 測 定 し 得 る 。 あ る い は 、 よ り 短 い 長 さ 、 例 え ば 、 定 義 さ れ た 、 よ り 大 き な
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら 得 た 断 片 （ 例 え ば 少 な く と も １ ５ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ７ ０
、 ま た は 少 な く と も １ ５ ０ の 連 続 し た 残 基 の 断 片 ） の 長 さ の 一 致 率 も 測 定 し 得 る 。 こ こ に
挙 げ た 長 さ は 単 な る 例 示 的 な も の に 過 ぎ ず 、 表 、 図 お よ び 配 列 リ ス ト を 含 め た 本 明 細 書 に
記 載 さ れ た 配 列 が 支 持 す る 任 意 の 断 片 長 を 用 い て 、 一 致 率 を 測 定 し 得 る 或 る 長 さ を 説 明 し
得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ １ 】
「 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 」 は 直 鎖 状 の 微 小 染 色 体 で あ り 、 約 ６ kb ～ １ ０ Mbの サ イ ズ の DN
A配 列 を 持 ち 得 る 。 ま た 、 染 色 体 の 複 製 、 分 離 お よ び 維 持 に 必 要 な 、 全 て の エ レ メ ン ト を
持 つ 。
【 ０ １ ３ ２ 】
用 語 「 ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 も と の 結 合 能 力 を 保 持 し つ つ 、 よ り ヒ ト の 抗 体 に 似 せ る た め に 、
非 抗 原 結 合 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 し た 抗 体 分 子 を 指 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と は 、 所 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 或 る 一 本 鎖
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 或 る 相 補 的 な 一 本 鎖 と 塩 基 対 を 形 成 す る ア ニ ー リ ン グ の プ ロ セ ス で あ
る 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ２ つ の 核 酸 配 列 が 高 い 相 補 性 を 共 有 す る こ と の 指
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標 で あ る 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 許 容 さ れ る ア ニ ー リ ン グ 条 件 下 で 形 成
さ れ 、 １ 回 以 上 の 「 洗 浄 」 ス テ ッ プ 後 も ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た ま ま で あ る 。 洗 浄 ス テ ッ プ
は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ セ ス の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 決 定 す る 際 に 特 に 重 要 で あ
り 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で は 、 非 特 異 結 合 （ す な わ ち 完 全 に は 一 致 し な い 核 酸 鎖
対 間 の 結 合 ） が 減 少 す る 。 核 酸 配 列 の ア ニ ー リ ン グ に 関 す る 許 容 条 件 は 、 当 業 者 が 慣 例 的
に 決 定 で き る 。 ア ニ ー ル 条 件 は ど の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 で も 一 定 で あ り 得 る が 、
洗 浄 条 件 は 、 所 望 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、 し た が っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 異 性 を 得
る よ う に 、 実 験 ご と に 変 更 し 得 る 。 許 容 さ れ る ア ニ ー リ ン グ 条 件 は 、 例 え ば 、 温 度 が ６ ８
℃ で 、 約 ６ × SSC、 約 １ ％ （ w/v） の SDS、 並 び に 約 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 、 せ ん 断 し て 変 性
し た サ ケ 精 子 DNAの 存 在 下 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
一 般 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 或 る 程 度 、 洗 浄 ス テ ッ プ を 実 行
す る 温 度 を 基 準 に し て 表 す こ と が で き る 。 こ の よ う な 洗 浄 温 度 は 通 常 、 所 定 の イ オ ン 強 度
お よ び pHに お け る 特 定 配 列 の 融 点 （ Tm） よ り 約 ５ ～ ２ ０ ℃ 低 く な る よ う に 選 択 す る 。 こ の
Tmは 、 所 定 の イ オ ン 強 度 お よ び pHの 条 件 下 で 、 完 全 一 致 プ ロ ー ブ に 標 的 配 列 の ５ ０ ％ が ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る 。 Tmを 計 算 す る 式 お よ び 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
は よ く 知 ら れ て お り 、 Sambrook, J. 他 （ 1989）
, 第 2版 , 1-3巻 , Cold Spring Harbor Press, Plainview NYに 記 載 さ れ て お り 、 特 に 2巻
の 9章 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に は
、 約 ０ ． ２ x SSCお よ び 約 ０ ． １ ％ の SDSの 存 在 下 、 ６ ８ ℃ で １ 時 間 の 洗 浄 条 件 を 含 む 。 別
法 で は 、 温 度 は 約 ６ ５ ℃ 、 ６ ０ ℃ 、 ５ ５ ℃ 、 ま た は ４ ２ ℃ を 用 い 得 る 。 SSC濃 度 は 、 約 ０ .
１ ％ の SDS存 在 下 で 、 約 ０ .１ ～ ２ × SSCの 範 囲 で 変 更 し 得 る 。 通 常 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を
用 い て 非 特 異 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 阻 止 す る 。 こ の よ う な ブ ロ ッ キ ン グ 剤 の 例 と し て
、 約 １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ μ g/mlの 、 せ ん 断 し た 変 性 サ ケ 精 子 DNAが あ る 。 特 定 条 件 下 で 、 例 え
ば RNAと DNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 有 機 溶 剤 、 例 え ば 約 ３ ５ ～ ５ ０ ％ v/vの 濃 度
の ホ ル ム ア ミ ド を 用 い る こ と も で き る 。 洗 浄 条 件 の 有 用 な バ リ エ ー シ ョ ン は 、 当 業 者 に は
自 明 で あ ろ う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 特 に 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で は 、 ヌ ク レ
オ チ ド 間 の 進 化 的 な 類 似 性 を 示 唆 し 得 る 。 進 化 的 類 似 性 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 群 、 お よ び ヌ ク
レ オ チ ド が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド 群 に つ い て 、 或 る 同 様 の 役 割 を 強 く 示 唆 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 」 は 、 相 補 的 な 塩 基 間 の 水 素 結 合 の 形 成 に よ っ て 形
成 さ れ た 、 ２ つ の 核 酸 配 列 の 複 合 体 を 指 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、 溶 解 状 態
で 形 成 し 得 る （ C 0 tま た は R 0 t解 析 な ど ） 。 あ る い は 、 一 方 の 核 酸 配 列 が 溶 解 状 態 で 存 在 し
、 も う 一 方 の 核 酸 配 列 が 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 紙 、 膜 、 フ ィ ル タ 、 チ ッ プ 、 ピ ン ま た は ガ ラ
ス ス ラ イ ド 、 あ る い は 他 の 適 切 な 基 板 で あ っ て 細 胞 若 し く は そ の 核 酸 が 固 定 さ れ る 基 板 ）
に 固 定 さ れ て い る よ う な ２ つ の 核 酸 配 列 間 に 形 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
用 語 「 挿 入 」 あ る い は 「 付 加 」 は 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 あ る い は ヌ ク レ オ チ ド が そ れ
ぞ れ 追 加 さ れ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 あ る い は 核 酸 配 列 に お け る 変 化 を 指 す 。
【 ０ １ ３ ８ 】
「 免 疫 応 答 」 は 、 炎 症 、 外 傷 、 免 疫 異 常 症 、 伝 染 性 疾 患 ま た は 遺 伝 性 疾 患 な ど に 関 連 す る
症 状 を 指 し 得 る 。 こ れ ら の 症 状 は 、 細 胞 お よ び 全 身 の 防 御 系 に 作 用 し 得 る 種 々 の 因 子 、 例
え ば サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 そ の 他 の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け 得 る
。
【 ０ １ ３ ９ 】
用 語 「 免 疫 原 性 断 片 」 は 、 生 物 （ 例 え ば 哺 乳 類 ） に 導 入 す る と 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ し 得 る
、 NAAPの ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 を 指 す 。 用 語 「 免 疫 原 性 断 片 」 は ま
た 、 本 明 細 書 で 開 示 す る ま た は 当 分 野 で 周 知 の あ ら ゆ る 抗 体 生 産 方 法 に 有 用 な 、 NAAPの 任
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意 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 を も 指 す 。
【 ０ １ ４ ０ 】
用 語 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 は 、 或 る 基 板 上 の 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は
そ の 他 の 化 合 物 の 構 成 を 指 す 。
【 ０ １ ４ １ 】
用 語 「 エ レ メ ン ト 」 ま た は 「 ア レ イ エ レ メ ン ト 」 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 固 有 の 指 定 さ れ
た 位 置 を 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 他 の 化 合 物 を 指 す 。
【 ０ １ ４ ２ 】
用 語 「 モ ジ ュ レ ー ト 」 ま た は 「 活 性 を 調 節 」 は 、 NAAPの 活 性 を 変 化 さ せ る こ と を 指 す 。 例
え ば 、 モ ジ ュ レ ー ト に よ っ て 、 NAAPの タ ン パ ク 質 活 性 の 、 或 い は 結 合 特 性 の 、 ま た は そ の
他 の 生 物 学 的 特 性 、 機 能 的 特 性 或 い は 免 疫 学 的 特 性 の 変 化 が 起 き 得 る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
「 核 酸 」 お よ び 「 核 酸 配 列 」 の 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は こ れ ら の 断 片 を 指 す 。 「 核 酸 」 お よ び 「 核 酸 配 列 」 の 語 は ま た 、 ゲ ノ ム 起 源 ま
た は 合 成 起 源 の DNAま た は RNAで あ っ て 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ る か あ る い は セ ン ス 鎖 ま た
は ア ン チ セ ン ス 鎖 を 提 示 し 得 る よ う な DNAま た は RNAや 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） や 、 任 意 の D
NA様 ま た は RNA様 物 質 を 指 す こ と も あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
「 機 能 的 に 連 結 し た 」 は 、 第 １ の 核 酸 配 列 と 第 ２ の 核 酸 配 列 が 機 能 的 な 関 係 に あ る 状 態 を
指 す 。 例 え ば 、 或 る プ ロ モ ー タ ー が 或 る コ ー ド 配 列 の 転 写 ま た は 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 場 合
に は 、 そ の プ ロ モ ー タ ー は そ の コ ー ド 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し て い る 。 機 能 的 に 連 結 し た DN
A配 列 群 は 非 常 に 近 接 す る か 連 続 的 に 隣 接 す る こ と が あ り 、 ま た 、 ２ つ の タ ン パ ク 質 コ ー
ド 領 域 を 結 合 す る た め に 必 要 な 場 合 は 同 一 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
「 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） 」 は 、 末 端 が リ シ ン で 終 わ る ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド の バ ッ ク ボ
ー ン に 結 合 し た 、 少 な く と も 約 ５ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ 、 ア ン
チ セ ン ス 分 子 ま た は 抗 遺 伝 子 剤 を 指 す 。 末 端 の リ シ ン は 、 こ の 組 成 に 溶 解 性 を 与 え る 。 PN
Aは 、 相 補 的 一 本 鎖 DNAま た は RNAに 優 先 的 に 結 合 し て 転 写 の 伸 長 を 停 止 さ せ る 。 ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル 化 す る こ と に よ り 、 細 胞 に お け る PNAの 寿 命 を 延 長 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
NAAPの 「 翻 訳 後 修 飾 」 と し て は 、 脂 質 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ア セ チ ル 化 、 ラ セ ミ
化 、 蛋 白 分 解 的 切 断 、 及 び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 修 飾 を 含 み 得 る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス は
、 合 成 的 或 い は 生 化 学 的 に 生 じ 得 る 。 生 化 学 的 修 飾 は 、 NAAPの 酵 素 環 境 に 依 存 し 、 細 胞 の
種 類 に よ っ て 異 な る こ と と な る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 核 酸 配 列 の 内 、 NAAPや そ れ ら の 相 補 配 列 、 ま た は そ れ ら の 断 片 を コ ー
ド し 、 同 一 配 列 や 対 立 遺 伝 子 核 酸 配 列 、 ま た は 関 連 す る 核 酸 配 列 の 検 出 に 用 い る 配 列 を 指
す 。 プ ロ ー ブ は 、 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 検 出
可 能 な 標 識 ま た は レ ポ ー タ ー 分 子 に 結 合 し た 配 列 で あ る 。 典 型 的 な 標 識 に は 、 放 射 性 ア イ
ソ ト ー プ 、 リ ガ ン ド 、 化 学 発 光 試 薬 お よ び 酵 素 が あ る 。 「 プ ラ イ マ ー 」 と は 、 相 補 的 な 塩
基 対 を 形 成 し て 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ア ニ ー リ ン グ 可 能 な 、 通 常 は DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で あ る 短 い 核 酸 で あ る 。 プ ラ イ マ ー は 次 に 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 に よ り 、 標 的 DNA鎖
に 沿 っ て 伸 長 さ れ 得 る 。 プ ラ イ マ ー 対 は 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ る 、
核 酸 配 列 の 増 幅 （ お よ び 同 定 ） に 用 い 得 る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
本 発 明 に 用 い る プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 通 常 、 既 知 の 配 列 の 、 少 な く と も １ ５ の 連 続
し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 。 特 異 性 を 高 め る た め 、 長 め の プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー 、
例 え ば 開 示 し た 核 酸 配 列 の 少 な く と も ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ８ ０
、 ９ ０ 、 １ ０ ０ ま た は 少 な く と も １ ５ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら な る よ う な プ ロ ー ブ
お よ び プ ラ イ マ ー も 用 い 得 る 。 こ れ よ り も か な り 長 い プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー も あ る 。
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表 、 図 面 お よ び 配 列 リ ス ト を 含 む 本 明 細 書 が 支 持 す る 、 任 意 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
得 る も の と 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー の 調 製 お よ び 使 用 方 法 に つ い て は 、 Sambrook, J. 他 （ 1989）

, 第 2版 , 1-3巻 , Cold Spring Harbor Press, Pl
ainview NY、 Ausubel, F.M. 他 （ 1987） , Gree
ne Publ. Assoc. & Wiley-Intersciences, New York NY、 Innis, M. 他 （ 1990）

, Academic Press, San Diego CAな ど を 参
照 さ れ た い 。 PCRプ ラ イ マ ー 対 を 既 知 の 配 列 か ら 得 る に は 、 例 え ば 、 そ の た め の コ ン ピ ュ
ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば Primer（ Version 0.5, 1991, Whitehead Institute for Biomedi
cal Research, Cambridge MA） を 用 い 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
プ ラ イ マ ー と し て 用 い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 は 、 そ の よ う な 目 的 の た め に 本 技 術 分
野 で よ く 知 ら れ て い る ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 行 う 。 例 え ば OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア は 、 各
１ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド ま で の PCRプ ラ イ マ ー 対 の 選 択 に 有 用 で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お
よ び 、 最 大 ５ ,０ ０ ０ ま で の 大 き め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て ３ ２ キ ロ ベ ー ス ま で の イ
ン プ ッ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 得 た 配 列 を 分 析 す る の に も 有 用 で あ る 。 類 似 の プ ラ イ
マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム に は 、 拡 張 能 力 の た め の 追 加 機 能 が 組 込 ま れ て い る 。 例 え ば 、 PrimOU
プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム （ テ キ サ ス 州 ダ ラ ス に あ る テ キ サ ス 大 学 南 西 部 医 療 セ ン タ ー の
ゲ ノ ム セ ン タ ー か ら 一 般 向 け に 入 手 可 能 ） は 、 メ ガ ベ ー ス 配 列 か ら 特 定 の プ ラ イ マ ー を 選
択 す る こ と が 可 能 で あ り 、 し た が っ て ゲ ノ ム 全 体 の 範 囲 で プ ラ イ マ ー を 設 計 す る の に 有 用
で あ る 。 Primer3プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム （ Whitehead Institute/MIT Center for Geno
me Research（ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ ） よ り 入 手 可 能 ） を 用 い れ ば 、 プ ラ イ マ
ー 結 合 部 位 と し て 避 け た い 配 列 を 指 定 で き る 「 非 プ ラ イ ミ ン グ ラ イ ブ ラ リ （ mispriming l
ibrary） 」 を 入 力 で き る 。 Primer3は 特 に 、 マ イ ク ロ ア レ イ の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 選 択 に 有 用 で あ る （ 後 二 者 の プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム の ソ ー ス コ ー ド は 、 そ れ ぞ れ の
情 報 源 か ら 得 て ユ ー ザ ー 固 有 の ニ ー ズ を 満 た す よ う に 修 正 し 得 る ） 。 PrimerGenプ ロ グ ラ
ム （ 英 国 ケ ン ブ リ ッ ジ 市 の 英 国 ヒ ト ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ プ ロ ジ ェ ク ト -リ ソ ー ス セ ン タ ー か
ら 一 般 向 け に 入 手 可 能 ） は 、 多 数 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、
そ れ に よ っ て 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 核 酸 配 列 の 最 大 保 存 領 域 ま た は 最 小 保 存 領 域 の い ず
れ か と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な プ ラ イ マ ー の 選 択 を 可 能 に す る 。 し た が っ て 、 こ の プ ロ
グ ラ ム は 、 独 自 の も の で あ れ 保 存 さ れ た も の で あ れ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 断 片 と の 同 定 に 有 用 で あ る 。 上 記 選 択 方 法 の い ず れ か に よ っ て 同 定 し た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に お い て 、 例 え ば PC
Rま た は シ ー ク エ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー と し て 、 マ イ ク ロ ア レ イ エ レ メ ン ト と し て 、 あ る い
は 核 酸 の サ ン プ ル に お い て 完 全 ま た は 部 分 的 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る 特 異 プ ロ
ー ブ と し て 有 用 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 方 法 は 、 上 記 の 方 法 に 限 定 さ れ る も の
で は な い 。
【 ０ １ ５ １ 】
「 組 換 え 核 酸 」 は 、 天 然 の 配 列 で は な く 、 配 列 の 、 ２ つ 以 上 の 離 れ た セ グ メ ン ト を 人 工 的
に 組 み 合 わ せ た 配 列 で あ る 。 こ の 人 為 的 組 合 せ は し ば し ば 化 学 合 成 に よ っ て 達 成 す る が 、
よ り 一 般 的 に は 核 酸 の 単 離 セ グ メ ン ト の 人 為 的 操 作 に よ っ て 、 例 え ば Sambrookの 文 献 （ 前
出 ） に 記 載 さ れ て い る よ う な 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ っ て 達 成 す る 。 組 換 え 核 酸 の 語 は 、 単
に 核 酸 の 一 部 が 付 加 、 置 換 ま た は 欠 失 に よ り 改 変 さ れ た 核 酸 も 含 む 。 し ば し ば 組 換 え 核 酸
に は 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し た 核 酸 配 列 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 組 換 え 核 酸
は 、 例 え ば あ る 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 さ れ る ベ ク タ ー の 一 部 と 成 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
あ る い は こ の よ う な 組 換 え 核 酸 は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 一 部 と 成 す こ と が で き 、 ベ ク タ ー
は 例 え ば ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 基 づ く も の で あ り 得 る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 哺 乳 類 に 接
種 さ れ 、 そ の 組 換 え 核 酸 が 発 現 さ れ て 、 そ の 哺 乳 類 内 で 防 御 免 疫 応 答 を 誘 導 す る よ う に 使
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用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
「 調 節 エ レ メ ン ト 」 は 、 或 る 遺 伝 子 の 非 翻 訳 領 域 に 通 常 は 由 来 す る 核 酸 配 列 で あ り 、 エ ン
ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 イ ン ト ロ ン お よ び ５ 'お よ び ３ 'の 非 翻 訳 領 域 （ UTR） を 含 む 。
調 節 エ レ メ ン ト は 、 転 写 、 翻 訳 ま た は RNA安 定 性 を 制 御 す る 宿 主 タ ン パ ク 質 ま た は ウ イ ル
ス タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 は 、 核 酸 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 抗 体 の 標 識 に 用 い る 、 化 学 的 ま た は 生 化 学
的 な 成 分 で あ る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 に は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、 発 色 剤
、 基 質 、 補 助 因 子 、 阻 害 因 子 、 磁 気 粒 子 お よ び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 成 分 が あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
或 る DNA配 列 に 対 す る 「 RNA等 価 物 」 は 、 基 準 と な る DNA配 列 と 同 じ 直 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 か ら な る が 、 生 じ る 全 て の 窒 素 性 塩 基 の チ ミ ン が ウ ラ シ ル に 置 換 さ れ 、 糖 鎖 の バ ッ ク ボ
ー ン が デ オ キ シ リ ボ ー ス で は な く リ ボ ー ス か ら な る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
用 語 「 サ ン プ ル 」 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ て い る 。 NAAP、 NAAPを コ ー ド す る 核 酸
群 、 ま た は そ の 断 片 群 を 含 む と 推 定 さ れ る サ ン プ ル と し て は 、 体 液 と 、 細 胞 や 細 胞 か ら 単
離 し た 染 色 体 や 細 胞 内 小 器 官 （ オ ル ガ ネ ラ ） や 膜 か ら の 抽 出 物 と 、 細 胞 と 、 溶 液 中 に 存 在
す る ま た は 基 板 に 固 定 さ れ た ゲ ノ ム DNA、 RNA、 cDNAと 、 組 織 と 、 組 織 プ リ ン ト な ど が あ り
得 る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
用 語 「 特 異 結 合 」 お よ び 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 は 、 タ ン パ ク 質 若 し く は ペ プ チ ド の 、 ア ゴ
ニ ス ト 、 抗 体 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 小 分 子 、 若 し く は 任 意 の 天 然 若 し く は 合 成 の 結 合 組 成 物
と の 間 の 相 互 作 用 を 指 す 。 こ の 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 の 特 定 の 構 造 （ 例 え ば 抗 原 決 定 基
す な わ ち エ ピ ト ー プ ） で あ っ て 結 合 分 子 が 認 識 す る 構 造 の 有 無 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 或 る
抗 体 が エ ピ ト ー プ 「 Ａ 」 に 対 し て 特 異 的 で あ る 場 合 、 結 合 し て い な い 標 識 し た 「 Ａ 」 と 抗
体 と を 含 む 或 る 反 応 の 中 に 、 エ ピ ト ー プ Ａ を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド が 、 あ る い は 結 合 し て い な
い 無 標 識 の 「 Ａ 」 が 存 在 す る と 、 抗 体 と 結 合 す る 標 識 Ａ の 量 が 減 少 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
用 語 「 実 質 的 に 精 製 さ れ た 」 は 、 自 然 の 環 境 か ら 取 り 除 か れ て か ら 、 単 離 あ る い は 分 離 さ
れ た 核 酸 配 列 あ る い は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 自 然 に 結 合 し て い る 組 成 物 が 少 な く と も 約
６ ０ ％ 除 去 さ れ た も の で あ り 、 好 ま し く は 約 ７ ５ ％ 以 上 除 去 、 最 も 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上
除 去 さ れ た も の を 指 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
「 置 換 」 と は 、 １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 、 そ れ ぞ れ 別 の ア ミ ノ 酸 残
基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド に 置 き 換 え る こ と で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
用 語 「 基 板 」 は 、 任 意 の 好 適 な 固 体 あ る い は 半 固 体 の 支 持 物 を 指 し 、 膜 お よ び フ ィ ル タ ー
、 チ ッ プ 、 ス ラ イ ド 、 ウ エ ハ 、 フ ァ イ バ ー 、 磁 気 ま た は 非 磁 気 ビ ー ズ 、 ゲ ル 、 チ ュ ー ブ 、
プ レ ー ト 、 ポ リ マ ー 、 微 小 粒 子 、 毛 細 管 が 含 ま れ る 。 基 板 は 、 ウ ェ ル 、 溝 、 ピ ン 、 チ ャ ネ
ル 、 孔 な ど 、 様 々 な 表 面 形 態 を 有 す る こ と が で き 、 基 板 表 面 に は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や ポ リ
ペ プ チ ド が 結 合 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
「 転 写 イ メ ー ジ 」 ま た は 「 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 」 は 、 所 定 条 件 下 で の 所 定 時 間 に お け る 、 或
る 特 定 の 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 に よ る 、 遺 伝 子 発 現 の 集 合 的 パ タ ー ン を 指 す 。
【 ０ １ ６ ２ 】
「 形 質 転 換 」 と は 、 外 来 性 DNAが 、 或 る 受 容 細 胞 に 導 入 さ れ る プ ロ セ ス を 言 う 。 形 質 転 換
は 、 本 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 に 従 っ て 自 然 条 件 ま た は 人 工 条 件 下 で 生 じ 得 る
も の で あ り 、 外 来 性 の 核 酸 配 列 を 原 核 宿 主 細 胞 ま た は 真 核 宿 主 細 胞 に 挿 入 す る 、 任 意 の 既
知 の 方 法 を 基 に し 得 る 。 形 質 転 換 の 方 法 は 、 形 質 転 換 す る 宿 主 細 胞 の 種 類 に よ っ て 選 択 す
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る 。 限 定 す る も の で は な い が 形 質 転 換 方 法 に は 、 ウ イ ル ス 感 染 、 電 気 穿 孔 法 （ エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン ） 、 熱 シ ョ ッ ク 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン お よ び 微 粒 子 銃 を 用 い る 方 法 が あ る 。 「
形 質 転 換 さ れ た 細 胞 」 に は 、 導 入 さ れ た DNAが 、 自 律 的 に 複 製 す る プ ラ ス ミ ド と し て あ る
い は 宿 主 染 色 体 の 一 部 と し て 複 製 可 能 で あ る 、 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 が 含 ま れ る 。
更 に 、 限 ら れ た 期 間 に 一 過 的 に 導 入 DNA若 し く は 導 入 RNAを 発 現 す る 細 胞 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
こ こ で 用 い る 「 遺 伝 形 質 転 換 体 」 と は 任 意 の 生 物 体 で あ り 、 限 定 す る も の で は な い が 動 植
物 を 含 み 、 生 物 体 の １ 個 以 上 の 細 胞 が 、 ヒ ト の 介 入 に よ っ て 、 例 え ば 本 技 術 分 野 で 公 知 の
形 質 転 換 技 術 に よ っ て 導 入 さ れ た 異 種 核 酸 を 有 す る も の で あ る 。 細 胞 へ の 核 酸 の 導 入 は 、
直 接 ま た は 間 接 的 に 、 細 胞 の 前 駆 物 質 に 導 入 す る こ と に よ っ て 行 う 。 こ れ は 、 計 画 的 な 遺
伝 子 操 作 に よ っ て 、 例 え ば 微 量 注 射 法 に よ っ て あ る い は 組 換 え ウ イ ル ス の 導 入 に よ っ て 行
う 。 遺 伝 子 操 作 の 語 は 、 古 典 的 な 交 雑 育 種 あ る い は 受 精 を 指 す も の で は な く 、 組
換 え DNA分 子 の 導 入 を 指 す 。 本 発 明 に 基 づ い て 予 期 さ れ る 遺 伝 形 質 転 換 体 に は 、 バ ク テ リ
ア 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア 、 真 菌 お よ び 動 植 物 が あ る 。 本 発 明 の 単 離 さ れ た DNAは 、 本 技 術 分
野 で 知 ら れ て い る 方 法 、 例 え ば 感 染 、 形 質 移 入 、 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス 接 合 に よ っ て 宿
主 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の DNAを こ の よ う な 生 物 体 に 移 入 す る 技 術 は よ く 知 ら
れ て お り 、 前 出 の Sambrook 他 （ 1989） な ど の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
或 る 特 定 核 酸 配 列 の 「 変 異 体 ／ 変 異 配 列 」 と は 、 核 酸 配 列 １ 本 の 或 る 長 さ 全 体 に つ い て 、
該 特 定 核 酸 配 列 に 対 し 少 な く と も ４ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 配 列 と し て 決 定 さ れ た
配 列 で あ る 。 決 定 に は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル V
ersion 2.0.9（ 1999年 5月 7日 ） を 用 い て blastnを 実 行 す る 。 こ の よ う な 核 酸 対 は 、 所 定 の
長 さ に 対 し て 、 例 え ば 少 な く と も ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９
１ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ ま た は そ れ 以
上 の 配 列 同 一 性 を 示 し 得 る 。 変 異 配 列 は 、 例 え ば 、 「 対 立 遺 伝 子 」 変 異 配 列 （ 上 述 ） ま た
は 「 ス プ ラ イ ス 」 変 異 配 列 、 「 種 」 変 異 配 列 、 「 多 型 」 変 異 配 列 と 記 述 さ れ 得 る 。 ス プ ラ
イ ス 変 異 配 列 は 参 照 分 子 と の 顕 著 な 同 一 性 を 有 し 得 る が 、 mRNAプ ロ セ ッ シ ン グ 中 の エ キ ソ
ン 群 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 通 常 、 よ り 多 数 ま た は よ り 少 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 有 す る こ と に な る 。 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 追 加 機 能 ド メ イ ン 群 を 有 す る か 、 あ る い
は 参 照 分 子 に は 存 在 す る ド メ イ ン 群 が 欠 落 し て い る こ と が あ る 。 種 変 異 配 列 は 、 種 に よ っ
て 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 結 果 的 に 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド は 通 常 、 相 互 に 有 意
の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 持 つ 。 多 型 性 変 異 配 列 は 、 或 る 種 の 個 体 間 に お け る 、 或 る 特 定 遺 伝 子
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 で の 変 異 で あ る 。 多 型 変 異 配 列 に は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 が 異 な る 「 １ 塩 基 多 型 性 」 （ SNP） も 含 み 得 る 。 SNPの 存 在 は
、 例 え ば 特 定 の 個 体 群 、 病 状 ま た は 病 状 性 向 を 示 し 得 る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
或 る 特 定 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 「 変 異 配 列 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 １ 本 の 或 る 長 さ 全 体 に
つ い て 、 該 特 定 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し 少 な く と も ４ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 と し て 決 定 さ れ た 配 列 で あ る 。 決 定 に は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し た 「 BL
AST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.9（ 1999年 5月 7日 ） を 用 い て blastpを 実 行 す る 。 こ
の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 対 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 一 方 の 所 定 の 長 さ に 対 し て 、 例 え ば 少 な
く と も ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９
５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 示 し 得 る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
（ 発 明 ）
本 発 明 は 、 新 規 の ヒ ト 核 酸 関 連 タ ン パ ク 質 群 （ NAAP） お よ び 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 群 の 発 見 に 基 づ く 。 ま た 、 こ れ ら の 組 成 物 を 利 用 し た 、 細 胞 増 殖 異 常 、 神 経 障 害
、 発 達 障 害 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 障 害 、 お よ び 感 染 症 の 、 診 断 、 治 療 、 お よ び 予 防 の 開 発 に
基 づ く 。
【 ０ １ ６ ７ 】
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表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 命 名 の 概 略 で あ
る 。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ の 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ つ の Incyteプ ロ ジ ェ ク ト
識 別 番 号 （ Incyteプ ロ ジ ェ ク ト ID） に 相 関 す る 。 各 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配
列 識 別 番 号 （ ポ リ ペ プ チ ド SEQ ID NO:） と Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ ペ プ
チ ド ID） に よ っ て 表 示 し た 。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 識 別 番 号
（ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド SEQ ID NO:） と Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン セ ン サ ス 配 列 番 号 （ Incy
teポ リ ヌ ク レ オ チ ド ID） に よ っ て 表 示 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
表 ２ は 、 GenBankタ ン パ ク 質 （ genpept） デ ー タ ベ ー ス と PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス と に 対 す る
BLAST分 析 で 同 定 し た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 群 に 相 同 な 配 列 群 を 示 す 。 列 １ お よ び 列 ２
は そ れ ぞ れ 、 本 発 明 の 各 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ ポ リ ペ プ チ ド
 SEQ ID NO :） と 、 そ れ に 対 応 す る Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ ペ プ チ ド ID
） を 示 す 。 列 ３ は 、 最 も 近 い GenBank相 同 体 の GenBank識 別 番 号 （ Genbank ID NO） を 示 す
。 列 ４ は 、 各 ポ リ ペ プ チ ド と そ の 相 同 体 １ つ 以 上 と の 間 の 一 致 に 関 す る 確 率 ス コ ア を 示 す
。 列 ５ は 、 該 当 箇 所 に は 適 当 な 引 用 を 示 す と と も に GenBank相 同 体 １ つ 以 上 の 注 釈 （ annot
ation） を 示 し 、 こ れ ら は す べ て 本 明 細 書 で は 参 考 文 献 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
表 ３ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 多 様 な 構 造 的 特 徴 を 示 す 。 列 １ お よ び 列 ２ は そ れ ぞ れ 、
本 発 明 の 各 ポ リ ペ プ チ ド の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ SEQ ID NO:） お よ び そ れ に 対 応 す
る Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ ペ プ チ ド ID） を 示 す 。 列 ３ は 、 各 ポ リ ペ プ チ
ド の ア ミ ノ 酸 残 基 数 を 示 す 。 列 ４ お よ び 列 ５ は そ れ ぞ れ 、 GCG配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ
ケ ー ジ の MOTIFSプ ロ グ ラ ム （ Genetics Computer Group, Madison WI） に よ っ て 決 定 さ れ
た 、 リ ン 酸 化 お よ び グ リ コ シ ル 化 の 可 能 性 の あ る 部 位 を 示 す 。 列 ６ は 、 シ グ ネ チ ャ 配 列 、
ド メ イ ン 、 お よ び モ チ ー フ を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 列 ７ は 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 ／ 機 能
の 分 析 の た め の 分 析 方 法 を 示 し 、 該 当 箇 所 に は 更 に 、 分 析 方 法 に 利 用 し た 検 索 可 能 な デ ー
タ ベ ー ス を 示 す 。
【 ０ １ ７ ０ 】
表 ２ お よ び ３ は 共 に 、 本 発 明 の 各 々 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 を 要 約 し て お り 、 そ れ ら 特 性 が
、 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 核 酸 関 連 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 確 立 し て い る
。
【 ０ １ ７ １ 】
例 え ば SEQ ID NO:2は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 210か ら 768ま で が 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 （

） (Rd)転 写 ア ク セ サ リ 蛋 白 質 (tex) (GenBank ID g1573555)と の 38％ の 同 一 性
を 持 つ こ と が 、 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)に よ っ て 判 定 さ れ た （ 表 ２
参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 7.9e-105で あ り 、 こ れ は 観 察 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ
ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:2は ま た 、 １ つ の S1 RNA結 合 ド
メ イ ン を 有 す る が 、 こ れ は 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク
質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定
さ れ た  （ 表 ３ 参 照 ） 。 BLIMPS解 析 お よ び 付 加 的 BLAST解 析 か ら の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:2
が 転 写 調 節 因 子 で あ る こ と を 更 に 確 証 す る 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
別 の 例 に お い て SEQ ID NO:3は 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の emx2 hemeoprotein (GenBank ID g10
89816)に 対 し て 92％ が 同 一 で あ る と 、 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)で 判
定 さ れ た （ 表 ２ 参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 3.2e-126で あ り 、 こ れ は 保 存 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:3は ま た 、 １ つ
の ホ メ オ ボ ッ ク ス ド メ イ ン を 有 す る が 、 こ れ は 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た
保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン 群 の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意
な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た  （ 表 ３ 参 照 ） 。 BLIMPS、 MOTIFS、 及 び PROFILESCAN解 析 よ り
の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:3が ホ メ オ ボ ッ ク ス 蛋 白 質 で あ る 、 さ ら に 実 証 的 な 証 拠 を 提 供 す
る 。
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【 ０ １ ７ ３ 】
別 の 例 に お い て SEQ ID NO:4は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の ブ ロ モ ド メ イ ン （ bromodomain） 含 有 転
写 因 子 (GenBank ID g6850321)に 対 し て 38％ が 同 一 で あ る こ と が BLAST分 析 に よ っ て 判 定 さ
れ 、 確 率 ス コ ア は 4.8e-52で あ る 。 SEQ ID NO:4は ま た ブ ロ モ ド メ イ ン を 有 す る こ と が 、 隠
れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 、 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン 群 の PFA
Mデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た 。  BLIMPS及 び PROFIL
ESCAN解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:4 が ブ ロ モ ド メ イ ン 蛋 白 質 で あ る 、 さ ら に 実 証 的
な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
別 の 例 に お い て SEQ ID NO:5は ヒ ト RETフ ィ ン ガ ー 蛋 白 質 様 3 (GenBank ID g3417319)に 対
し て 58％ が 同 一 で あ る と BLAST分 析 で 判 定 さ れ 、 確 率 ス コ ア は 2.1e-83で あ る 。 SEQ ID NO:
5は ま た １ つ の RINGフ ィ ン ガ ー ド メ イ ン （ 転 写 因 子 の 特 徴 で あ る ） を 持 つ こ と が 、 隠 れ マ
ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 、 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン 群 の PFAMデ
ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 判 定 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
別 の 例 に お い て SEQ ID NO:6は 或 る ヒ ト 酸 性 フ ィ ン ガ ー 蛋 白 質 （ C3HC4タ イ プ Znフ ィ ン ガ ー
蛋 白 質 に 類 似 す る ） (GenBank ID g563127)に 対 し て 34％ が 同 一 で あ る と BLAST分 析 で 判 定
さ れ 、 確 率 ス コ ア は 1.3e-23で あ る 。 SEQ ID NO:6は ま た Znフ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を も つ こ と
が 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 、 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン
群 の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 判 定 さ れ た 。  PROFILESC
AN解 析 お よ び MOTIFS解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:6 が Znフ ィ ン ガ ー 蛋 白 質 で あ る 、 さ
ら に 実 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
別 の 例 に お い て SEQ ID NO:7は ヒ ト の CAGH44蛋 白 質 (GenBank ID g2565057)に 対 し て 52％ が
同 一 で あ る と BLAST分 析 で 判 定 さ れ 、 確 率 ス コ ア は 2.7e-46で あ る 。 SEQ ID NO:7は ま た １
つ の フ ォ ー ク ヘ ッ ド （ fork-head） ド メ イ ン を 持 つ こ と が 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を
基 に し た 、 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン 群 の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統
計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 判 定 さ れ た 。  BLIMPS、 MOTIFS及 び PROFILESCAN分 析 か ら 得 た
デ ー タ は 、 SEQ ID NO:7が フ ォ ー ク ヘ ッ ド ド メ イ ン お よ び Znフ ィ ン ガ ー ド メ イ ン （ こ れ は D
NA結 合 タ ン パ ク 質 の 特 徴 で あ る ） を 持 つ こ と を さ ら に 裏 づ け る 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
別 の 例 に お い て SEQ ID NO:8は 、 ネ ズ ミ の OASIS CREB/ATFフ ァ ミ リ 転 写 因 子 (GenBank ID g
4519621)に 対 し て 91％ が 同 一 で あ る と Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)で 判
定 さ れ た （ 表 ２ 参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 9.8e-251で あ り 、 こ れ は 観 察 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:8は ま た 、 bZIP
転 写 因 子 ド メ イ ン を 有 し 、 こ れ は 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ
ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し
て 判 定 さ れ た  （ 表 ３ 参 照 ） 。 BLIMPS及 び MOTIFS解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:8が 転 写
因 子 で あ る こ と を さ ら に 確 証 す る 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
別 の 例 に お い て SEQ ID NO:11は 、 或 る ヒ ト Kruppelタ イ プ Znフ ィ ン ガ ー 蛋 白 質 (GenBank ID
 g4519270)に 対 し て 58％ が 同 一 で あ る と 、 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
で 判 定 さ れ た （ 表 ２ 参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 2.0e-213で あ り 、 こ れ は 観 察 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:11は ま た 、
１ つ の KRABボ ッ ク ス と 、 １ つ の C2H2タ イ プ Znフ ィ ン ガ ー ド メ イ ン と を 持 つ と 、 隠 れ マ ル コ
フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン の PFAMデ ー タ ベ ー
ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 判 定 さ れ た  （ 表 ３ 参 照 ） 。 BLIMPS解 析 お よ
び MOTIFS解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:11 が Znフ ィ ン ガ ー 蛋 白 質 で あ る 、 さ ら に 実 証
的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
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別 の 例 と し て SEQ ID NO:14は 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の プ ロ テ ア ー ゼ (GenBank ID g279
1289)に 対 し て 64％ が 同 一 で あ る と 、 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)で 判 定
さ れ た （ 表 ２ 参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 0.0で あ り 、 こ れ は 観 測 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列
ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:14は ま た 、 １ つ の 逆 転 写
酵 素 (RNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ )ド メ イ ン と 、 １ つ の 「 フ ァ ー ジ 」 イ ン テ グ ラ ー ゼ フ ァ ミ
リ シ グ ネ チ ャ 配 列 と 、 １ つ の イ ン テ グ ラ ー ゼ  コ ア ド メ イ ン と を 有 し 、 こ れ は 、 隠 れ マ ル
コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン 群 の PFAMデ ー タ
ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 判 定 さ れ た  （ 表 ３ 参 照 ） 。 BLIMPS解 析
お よ び 付 加 的 BLAST解 析 か ら の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:14が レ ト ロ ウ イ ル ス 関 連 ポ リ 蛋 白 で
あ る こ と を 更 に 確 証 す る 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
SEQ ID NO:1、  SEQ ID NO:9、  SEQ ID NO:10、  SEQ ID NO:12、  SEQ ID NO:13、 SEQ ID N
O:15 お よ び SEQ ID NO:16に つ い て は 、 同 様 の 方 法 で 分 析 し 、 注 釈 を 付 け た 。 SEQ ID NO:1
-16の 解 析 の た め の ア ル ゴ リ ズ ム と パ ラ メ ー タ と を 表 ７ に 記 述 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
表 ４ に 示 す よ う に 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 cDNA配 列 ま た は ゲ ノ ム DNA
由 来 の コ ー ド （ エ キ ソ ン ） 配 列 を 用 い て 、 あ る い は こ れ ら ２ 種 類 の 配 列 を 任 意 に 組 み 合 わ
せ て 構 築 し た 。 列 １ は 本 発 明 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 識 別 番
号 （ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド SEQ ID NO） お よ び 対 応 す る Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン セ ン サ ス
配 列 番 号 （ Incyte ID） 、 お よ び 塩 基 対 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ を 示 し て い る 。
列 ２ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 構 築 す る の に 用 い た cDNA配 列 お よ び ／ ま
た は ゲ ノ ム 配 列 の 、 ま た 、 例 え ば SEQ ID NO:17－ 32を 同 定 す る た め 、 或 い は SEQ ID NO:17
－ 32と 、 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 と を 区 別 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技
術 ま た は 増 幅 技 術 に 有 用 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 の 、 開 始 ヌ ク レ オ チ ド （ ５ '） 位
置 お よ び 終 了 ヌ ク レ オ チ ド （ ３ '） 位 置 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ２ 】
表 ４ の 列 ２ に 記 載 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 特 に 例 え ば 組 織 特 異 的 cDNAラ イ ブ ラ リ 群
や プ ー ル し た cDNAラ イ ブ ラ リ 群 に 由 来 す る Incyte cDNA群 を 指 す 場 合 も あ る 。 或 い は 列 ２
に 記 載 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 築 （ ア セ ン ブ リ ）
に 寄 与 し た GenBank cDNAま た は ESTを 指 す 場 合 も あ る 。 更 に 、 列 ２ に 記 載 し た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 断 片 は 、 ENSEMBL（ The Sanger Centre、 英 国 ケ ン ブ リ ッ ジ ） デ ー タ ベ ー ス に 由 来 す
る 配 列 を 同 定 す る 場 合 も あ る （ す な わ ち 「 ENST」 の 命 名 を 含 む 配 列 ） 。 あ る い は 、 列 ２ に
記 載 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 NCBI RefSeq Nucleotide Sequence Records デ ー タ ベ
ー ス に 由 来 す る 場 合 も あ り （ す な わ ち 「 NM」 ま た は 「 NT」 の 命 名 を 含 む 配 列 ） 、 ま た NCBI
 RefSeq Protein Sequence Recordsに 由 来 す る 場 合 も あ る （ す な わ ち 「 NP」 の 命 名 を 含 む
配 列 ） 。 ま た は 列 ２ に 記 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 「 エ キ ソ ン ス テ ィ ッ チ ン グ （ exon
-stitching） 」 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 結 び 合 わ せ た cDNAお よ び Genscan予 測 エ キ ソ ン 群 の 両
方 か ら な る 集 合 を 指 す 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 内 、 FL_XXXXXX_N 1 _N

2 _YYYYY_N 3 _N 4  と し て 同 定 さ れ る 配 列 は 「 ス テ ィ ッ チ さ れ た 」 配 列 で あ り 、 そ の 内 、 XXXX
XXは 該 ア ル ゴ リ ズ ム が 適 用 さ れ る 配 列 の ク ラ ス タ ー の 識 別 番 号 で あ り 、 YYYYYは 該 ア ル ゴ
リ ズ ム が 作 成 す る 予 測 の 数 で あ り 、 N 1 , 2 , 3 . . . が あ る 場 合 に は 、 解 析 中 に 手 動 で 編 集 さ れ
た 特 定 の エ キ ソ ン 群 を 表 す （ 参 照 ） 。 ま た は 、 列 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 「
エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ （ exon-stretching） 」 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 結 び 合 わ せ た エ キ ソ
ン の 集 合 を 指 す 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 内 、 FLXXXXXX_gAAAAA_gBBB
BB_1_Nと し て 同 定 さ れ る 配 列 は 「 ス ト レ ッ チ 」 配 列 の 識 別 番 号 で あ る 。 こ こ で XXXXXXは In
cyteプ ロ ジ ェ ク ト 識 別 番 号 、 gAAAAAは 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ 」 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し
た ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 の GenBank識 別 番 号 、 gBBBBBは 一 番 近 い GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 の GenB
ank識 別 番 号 、 ま た は NCBI RefSeq識 別 番 号 、 N は 特 定 の エ キ ソ ン を 指 す （ を 参 照
） 。 或 る RefSeq配 列 が 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ 」 ア ル ゴ リ ズ ム の た め の タ ン パ ク 質 相 同
体 と し て 使 用 さ れ た 場 合 で は 、 「 NM」 、 「 NP」 、 ま た は 「 NT」 に よ っ て 表 さ れ る RefSeq識
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別 子 が 、 GenBank識 別 子 （ す な わ ち 、 gBBBBB） の 代 わ り に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
あ る い は 、 接 頭 コ ー ド は 、 手 動 で 編 集 さ れ た 構 成 配 列 、 ゲ ノ ム DNA配 列 か ら 予 測 さ れ た 構
成 配 列 、 ま た は 組 み 合 わ さ れ た 配 列 解 析 方 法 に 由 来 す る 構 成 配 列 を 同 定 す る 。 次 の 表 は 、
構 成 配 列 の 接 頭 コ ー ド と 、 接 頭 コ ー ド に 対 応 す る 配 列 分 析 方 法 の 例 を 列 記 す る （

を 参 照 ） 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ４ 】
場 合 に よ っ て は 、 最 終 コ ン セ ン サ ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 す る た め に 、 表 ４ に 示 す
よ う な 配 列 カ バ レ ッ ジ と 重 複 す る Incyte cDNAカ バ レ ッ ジ が 得 ら れ た が 、 該 当 す る Incyte 
cDNA識 別 番 号 は 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
表 ５ は 、 Incyte cDNA配 列 を 用 い て 構 築 さ れ た 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の た め の 代 表
的 な cDNAラ イ ブ ラ リ を 示 し て い る 。 代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ と は Incyte cDNAラ イ ブ ラ リ
で あ り 、 こ れ は 、 最 も 頻 繁 に は Incyte cDNA配 列 群 に よ っ て 代 表 さ れ る が 、 こ れ ら は 、 上
記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 構 築 お よ び 確 認 す る た め に 用 い ら れ た 。 cDNAラ イ ブ ラ リ を 作
製 す る た め に 用 い た 組 織 お よ び ベ ク タ ー を 表 ５ に 示 し 、 表 ６ で 説 明 し て い る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
本 発 明 に は 、 NAAPの 変 異 体 も 含 ま れ る 。 好 適 な NAAP変 異 配 列 は 、 NAAPの 機 能 的 或 い は 構 造
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的 特 徴 の 少 な く と も １ つ を 有 し 、 か つ 該 NAAPア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 或 い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 更 に は 少 な く と
も 約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 特 定 の 実 施 態 様 に お い て
、 本 発 明 は 、 NAAPを コ ー ド す る 、 SEQ ID NO:17-32か ら な る 一 群 か ら 選 択 さ れ た １ 配 列 を
持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 SEQ ID NO:17-32の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に は 、
配 列 表 に 示 し た よ う に 等 価 RNA配 列 を も 含 む が 、 そ こ で は 窒 素 塩 基 チ ミ ン の 出 現 は ウ ラ シ
ル に 置 換 さ れ 、 糖 の バ ッ ク ボ ー ン は デ オ キ シ リ ボ ー ス で は な く リ ボ ー ス で 構 成 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
本 発 明 に は ま た 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 配 列 を 含 む 。 詳 細 に は 、
こ の よ う な 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の
、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 、 更 に は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ も の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性
を 持 つ こ と と な る 。 本 発 明 の 或 る 実 施 態 様 で は 、 SEQ ID NO:17－ 32か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 或 い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 ま た は 少 な く と も
約 ９ ５ ％ も の 一 致 率 を 有 す る よ う な SEQ ID NO:17－ 32か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 配 列 を 含 む 。 上 記 の 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 は
、 NAAPの 機 能 的 若 し く は 構 造 的 特 徴 を 少 な く と も １ つ 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し 得 る
。
【 ０ １ ８ ９ 】
更 に 別 の 例 で は 、 本 発 明 の 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 配 列 は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 で あ る 。 或 る ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 は NAAPを コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 顕 著 な 配 列 同 一 性 を 持 つ 部 分 複 数 を 有 し 得 る が 、 mRNAプ ロ セ ッ
シ ン グ 中 の エ キ ソ ン 群 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 生 ず る 、 配 列 の 数 ブ ロ ッ ク の 付 加
ま た は 欠 失 に よ り 、 通 常 、 よ り 多 数 ま た は よ り 少 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と に な
る 。 或 る ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 に は 、 約 ７ ０ ％ 未 満 、 ま た は 約 ６ ０ ％ 未 満 、 あ る い は 約 ５ ０
％ 未 満 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 が 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 間
で 全 長 に 渡 っ て 見 ら れ る が 、 こ の ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 の い く つ か の 部 分 に は 、 NAAPを コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 各 部 と の 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８
５ ％ 、 ま た は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 な お ま た は １ ０ ０ ％ の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性
を 有 す る こ と と な る 。 例 え ば 、 SEQ ID NO:29の 配 列 を 持 つ 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SEQ 
ID NO:25の 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る 。 上 記 の ス プ ラ イ ス 変
異 配 列 は 何 れ も 、 NAAPの 機 能 的 或 い は 構 造 的 特 徴 の 少 な く と も １ つ を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り 、 NAAPを コ ー ド す る 種 々 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 作 り 出 さ れ 、 中
に は 、 既 知 の い か な る 天 然 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 と も 最 小 の 類 似 性 し か 有 し な
い 配 列 も あ る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。 し た が っ て 本 発 明 に は 、 可 能 コ ド ン 選 択
に 基 づ く 組 合 せ の 選 択 に よ っ て 産 出 し 得 る あ ら ゆ る 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の バ リ エ
ー シ ョ ン を 網 羅 し 得 る 。 こ れ ら の 組 み 合 わ せ は 、 天 然 NAAPの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 適 用
さ れ る 標 準 的 な ト リ プ レ ッ ト 遺 伝 暗 号 を 基 に 作 ら れ 、 全 て の 変 異 が 明 確 に 開 示 さ れ て い る
と 考 慮 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ １ 】
NAAPと そ の 変 異 配 列 と を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 一 般 に 、 好 適 に 選 択 さ れ た ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 天 然 NAAPの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ る が 、 非 天
然 コ ド ン 群 を 含 め る な ど の 実 質 的 に 異 な る コ ド ン 使 用 を 有 す る 、 NAAP或 い は そ の 誘 導 体 を
コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 り 出 す こ と は 、 有 益 で あ り 得 る 。 宿 主 が 特 定 コ ド ン を 利
用 す る 頻 度 に 基 づ い て 、 特 定 の 真 核 宿 主 ま た は 原 核 宿 主 に 発 生 す る ペ プ チ ド の 発 現 率 を 高
め る よ う に コ ド ン を 選 択 し 得 る 。 コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 せ ず に 、 NAAP及 び そ の
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誘 導 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 実 質 的 に 改 変 す る 別 の 理 由 に は 、 天 然 配 列 か ら 作
ら れ る 転 写 物 よ り 例 え ば 長 い 半 減 期 な ど 好 ま し い 特 性 を 備 え る RNA転 写 物 を 作 る こ と も あ
る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
本 発 明 に は 、 ま た 、 NAAPと そ の 誘 導 体 群 と を コ ー ド す る 、 DNA配 列 群 ま た は そ の 断 片 群 を
、 完 全 に 合 成 化 学 に よ っ て 作 り 出 す 過 程 を も 含 む 。 作 製 後 、 当 分 野 で 公 知 の 試 薬 類 を 用 い
て 、 こ の 合 成 配 列 を 任 意 の 多 く の 入 手 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー 及 び 細 胞 系 中 に 挿 入 し 得 る 。 更
に 、 合 成 化 学 を 用 い て 、 NAAPま た は そ の 任 意 の 断 片 を コ ー ド す る 配 列 に 突 然 変 異 を 誘 発 し
得 る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
更 に 本 発 明 に は 、 種 々 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 請 求 項 に 記 載 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 特 に SEQ ID NO:17-32お よ び そ れ ら の 断 片 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ が 可 能 な ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む （ 例 え ば Chiez, R.M.お よ び F.Z. Regnier (1987) Methods Enzymol
.152:399-407; Kimmel, A.R. (1987) Methods Enzymol. 152:507-511)。 ア ニ ー リ ン グ お
よ び 洗 浄 条 件 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 、 「 定 義 」 に 記 載 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
DNAシ ー ク エ ン シ ン グ の 方 法 は 当 分 野 で は 公 知 で あ り 、 本 発 明 の い ず れ の 実 施 例 も 、 DNAシ
ー ク エ ン シ ン グ 方 法 を 用 い 得 る 。 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 方 法 に は 酵 素 を 用 い 得 る 。 例 え ば D
NAポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ウ 断 片 、 SEQUENASE（ US Biochemical, Cleveland OH） 、 Taqポ
リ メ ラ ー ゼ （ Applied Biosystems） 、 熱 安 定 性 T7ポ リ メ ラ ー ゼ （ Amersham, Pharmacia Bi
otech, Piscataway NJ） を 用 い 得 る 。 あ る い は 、 例 え ば ELONGASE増 幅 シ ス テ ム （ Life Tec
hnologies, Gaithersburg MD） に お い て 見 ら れ る よ う に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ と 校 正 エ キ ソ ヌ ク
レ ア ー ゼ と を 併 用 し 得 る 。 好 適 に は 、 MICROLAB2200液 体 転 移 シ ス テ ム （ Hamilton, Reno, 
NV） 、 PTC200サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research, Watertown MA） お よ び ABI CATALYST 80
0サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Applied Biosystems） な ど の 装 置 を 用 い て 配 列 の 準 備 を 自 動 化 す
る 。 次 に 、 ABI 373 あ る い は  377 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Applied Biosystems）
、 MEGABACE 1000 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Molecular Dynamics, Sunnyvale CA）
ま た は 当 分 野 で 公 知 の 他 の シ ス テ ム を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 う 。 結 果 と し て 得 た 配
列 を 、 当 分 野 で 周 知 の 種 々 の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 分 析 す る （ 例 え ば 、 Ausubel, F.M. (1
997) , John Wiley & Sons, New York NY, 7.7ユ
ニ ッ ト 、 Meyers, R.A. (1995) , Wiley VCH, New 
York NY, 856-853ペ ー ジ を 参 照 ） 。
【 ０ １ ９ ５ 】
当 分 野 で 周 知 の 、 PCR法 を ベ ー ス に し た 種 々 の 方 法 と 、 部 分 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 利 用
し て 、 NAAPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 伸 長 し 、 プ ロ モ ー タ ー や 調 節 エ レ メ ン ト な ど 、 上 流 に
あ る 配 列 を 検 出 し 得 る 。 例 え ば 、 使 用 し 得 る 方 法 の １ つ で あ る 制 限 部 位 PCR法 は 、 ユ ニ バ
ー サ ル プ ラ イ マ ー お よ び ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 内 の ゲ ノ ム
DNAか ら の 未 知 の 配 列 を 増 幅 す る 方 法 で あ る （ 例 え ば 、 Sarkar, G. (1993) PCR Methods A
pplic. 2:318-322を 参 照 ） 。 別 の 方 法 に 逆 PCR法 が あ り 、 こ れ は 多 岐 の 方 向 に 伸 長 す る プ
ラ イ マ ー 群 を 用 い て 、 環 状 化 し た 鋳 型 か ら 未 知 の 配 列 を 増 幅 す る 方 法 で あ る 。 鋳 型 は 、 或
る 既 知 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 座 お よ び そ の 周 辺 の 配 列 群 か ら な る 制 限 酵 素 断 片 群 か ら 得 る (例 え
ば  Triglia, T. 他 (1988) Nucleic Acids Res. 16:8186を 参 照 )。 第 ３ の 方 法 と し て キ ャ
プ チ ャ PCR法 が あ り 、 こ れ に は ヒ ト お よ び 酵 母 人 工 染 色 体 DNAの 既 知 の 配 列 群 に 隣 接 す る DN
A断 片 群 を PCR増 幅 す る 方 法 を 含 む (例 え ば  Lagerstrom, M. 他 (1991) PCR Methods Applic
 1:111-119を 参 照 ） 。 こ の 方 法 で は 、 PCRを 行 う 前 に 、 複 数 の 制 限 酵 素 の 消 化 お よ び ラ イ
ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 用 い 、 未 知 の 配 列 領 域 内 に 組 換 え 二 本 鎖 配 列 を 挿 入 し 得 る 。 未 知 の 配 列
群 を 検 索 す る た め に 用 い 得 る 他 の 複 数 の 方 法 も 当 分 野 で 公 知 で あ る （ 例 え ば Parker, J.D.
他 (1991) Nucleic Acids Res. 19:30553060を 参 照 )。 更 に 、 PCR、 ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー
類 、 お よ び PROMOTERFINDERラ イ ブ ラ リ 類 （ Clontech, Palo Alto CA） を 用 い て ゲ ノ ム DNA
を ウ ォ ー キ ン グ し 得 る 。 こ の 手 順 は 、 ラ イ ブ ラ リ 類 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 が な く 、 イ
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ン ト ロ ン ／ エ キ ソ ン 接 合 部 の 発 見 に 有 用 で あ る 。 全 て の PCRベ ー ス の 方 法 で は 、 市 販 ソ フ
ト ウ ェ ア 、 例 え ば OLIGO 4.06プ ラ イ マ ー 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences, Plym
outh MN） 或 い は 別 の 好 適 な プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 長 さ が 約 ２ ２ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 GC
含 有 率 が 約 ５ ０ ％ 以 上 で 、 温 度 約 ６ ８ ℃ ～ ７ ２ ℃ で 鋳 型 に 対 し て ア ニ ー リ ン グ す る よ う に
、 プ ラ イ マ ー 群 を 設 計 し 得 る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
完 全 長 cDNA群 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 は 、 よ り 大 き な cDNA群 を 含 む よ う に サ イ ズ 選 択 さ れ
た ラ イ ブ ラ リ 群 を 用 い る の が 好 ま し い 。 更 に 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー の ラ イ ブ ラ リ 群 は 、 し
ば し ば 遺 伝 子 群 の ５ '領 域 を 有 す る 配 列 を 含 み 、 オ リ ゴ d（ T） ラ イ ブ ラ リ が 完 全 長 cDNAを
作 製 で き な い 状 況 に 対 し て 好 適 で あ る 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ 群 は 、 ５ '非 転 写 調 節 領 域 へ の
、 配 列 の 伸 長 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ７ 】
市 販 の キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 シ ス テ ム 群 を 用 い て 、 シ ー ク エ ン シ ン グ ま た は PCR産 物 の サ
イ ズ を 分 析 し 、 ま た は そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 し 得 る 。 具 体 的 に は 、 キ ャ ピ ラ リ ー シ
ー ク エ ン シ ン グ は 、 電 気 泳 動 に よ る 分 離 の た め の 流 動 性 ポ リ マ ー と 、 ４ つ の 異 な る ヌ ク レ
オ チ ド に 特 異 的 で あ る よ う な 、 レ ー ザ で 活 性 化 さ れ る 蛍 光 色 素 と 、 発 光 さ れ た 波 長 の 検 出
に 利 用 す る CCDカ メ ラ と を 有 し 得 る 。 出 力 ／ 光 の 強 度 は 、 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア （ Applied B
iosystems社 の GENOTYPER、 SEQUENCE NAVIGATORな ど ） を 用 い て 電 気 信 号 に 変 換 し 得 る 。 サ
ン プ ル の ロ ー ド か ら コ ン ピ ュ ー タ 分 析 お よ び 電 子 デ ー タ 表 示 ま で の 全 プ ロ セ ス が コ ン ピ ュ
ー タ 制 御 可 能 で あ る 。 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 は 、 特 定 の サ ン プ ル に 少 量 し か 存 在 し な い
よ う な DNA小 断 片 の シ ー ク エ ン シ ン グ に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 断 片 を 組 換
え DNA分 子 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 適 切 な 宿 主 細 胞 内 に NAAP、 そ の 断 片 ま た は 機 能 的 等 価 物
を 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 遺 伝 暗 号 固 有 の 縮 重 に よ り 、 実 質 的 に 同 じ 或 い は 機 能 的
に 等 価 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 別 の DNA配 列 を 産 生 し 、 こ れ ら の 配 列 を NAAPの 発 現 に
利 用 し 得 る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
種 々 の 目 的 で 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 群 を 改 変 す る た め に 、 当 分 野 で 一 般 的 に 既 知 の 複 数
の 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 を 組 換 え る こ と が で き る 。 こ の 組 換 え の 多
様 な 目 的 に は 、 遺 伝 子 産 物 の ク ロ ー ン 化 の 、 あ る い は プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び ／ ま た は 発 現
の モ デ ィ フ ィ ケ ー シ ョ ン が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 遺 伝 子 断 片 と
合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 、 ラ ン ダ ム な フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン お よ び PCR再 ア セ ン ブ リ
に よ る DNAシ ャ ッ フ リ ン グ を 用 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 組 み 換 え 得 る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 介 し た 部 位 特 異 的 変 異 誘 導 を 利 用 し て 、 新 規 な 制 限 部 位 の 作 製 、 グ リ コ シ ル
化 パ タ ー ン の 改 変 、 コ ド ン 優 先 の 変 更 、 ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 の 生 成 な ど を 起 こ す 突 然 変 異
を 導 入 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 MOLECULARBREEDING (Maxygen Inc., Santa Clara CA; 米 国 特
許 第 5,837,458号 ; Chang, C.-C. 他  (1999) Nat. Biotechnol. 17:793-797; Christians,
 F.C. 他  (1999) Nat. Biotechnol. 17:259-264; Crameri, A. 他  (1996) Nat. Biotechn
ol. 14:315-319)な ど の DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 技 術 の 対 象 と な り 得 る 。 こ れ に よ り 、 生 物 活 性
ま た は 酵 素 活 性 、 あ る い は 他 の 分 子 や 化 合 物 と 結 合 す る 能 力 な ど 、 NAAPの 生 物 学 的 特 性 を
改 変 あ る い は 改 良 し 得 る 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 PCRを 介 す る 遺 伝 子 断 片 組 換 え を 用 い て
遺 伝 子 変 異 配 列 の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る プ ロ セ ス で あ る 。 ラ イ ブ ラ リ は そ の 後 、 所 望 の 特
性 を 持 つ 遺 伝 子 変 異 配 列 群 を 同 定 す る 、 選 択 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ の 手 順 を 経 る 。 続 い て
、 こ れ ら 好 適 な 変 異 配 列 を プ ー ル し 、 更 に 反 復 し て DNAシ ャ ッ フ リ ン グ お よ び 選 択 ／ ス ク
リ ー ニ ン グ を 行 い 得 る 。 か く し て 、 「 人 工 的 な 」 育 種 お よ び 急 速 な 分 子 の 進 化 に よ っ て 、
多 様 な 遺 伝 子 が 作 ら れ る 。 例 え ば 、 ラ ン ダ ム ポ イ ン ト 突 然 変 異 を 持 つ 単 一 の 遺 伝 子 の 断 片
を 組 み 換 え て 、 ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の 後 所 望 の 特 性 が 最 適 化 さ れ る ま で シ ャ ッ フ リ ン グ
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し 得 る 。 あ る い は 、 所 定 の 遺 伝 子 の 断 片 群 を 同 種 ま た は 異 種 の い ず れ か か ら 得 た 同 一 遺 伝
子 フ ァ ミ リ ー の 相 同 遺 伝 子 の 断 片 と 組 み 換 え 、 そ れ に よ っ て 天 然 に 存 在 す る 複 数 の 遺 伝 子
の 遺 伝 多 様 性 を 、 方 向 付 け し た 制 御 可 能 な 方 法 で 最 大 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
別 の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 は 、 当 分 野 で 周 知 の 化 学 的 方 法 を 用 い て 、
全 体 あ る い は 一 部 が 合 成 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Caruthers. M.H.他 (1980) Nucl. Acids Re
s. Symp. Ser 7:215-223; 及 び Horn, T.他 (1980) Nucl. Acids Res. Symp. Ser.7:225-23
2を 参 照 ） 。 別 法 と し て 、 化 学 的 方 法 を 用 い て NAAP自 体 ま た は そ の 断 片 を 合 成 す る こ と が
可 能 で あ る 。 例 え ば 、 種 々 の 液 相 ま た は 固 相 技 術 を 用 い て ペ プ チ ド 合 成 を 行 い 得 る （ 例 え
ば Creighton, T.（ 1984） , WH Freeman
, New York NY,55-60;お よ び Roberge, J.Y. 他 (1995) Science 269:202-204等 を 参 照 )。
自 動 合 成 は ABI 431Aペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ （ Applied Biosystems） を 用 い て 達 成 し 得 る 。
更 に 、 NAAPの ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 任 意 の そ の 一 部 を 、 直 接 合 成 の 際 に 改 変 す る こ と に よ り
、 及 び ／ ま た は 他 の タ ン パ ク 質 か ら の 配 列 群 ま た は 任 意 の そ の 一 部 と 組 み 合 わ せ る こ と に
よ り 、 或 る 天 然 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド が 作
製 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
こ の ペ プ チ ド は 、 分 離 用 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 実 質 的 に 精 製 し 得 る （ 例 え
ば Chiez, R.M.お よ び F.Z. Regnier (1990) Methods Enzymol. 182:392-421を 参 照 ） 。 こ
の 合 成 ペ プ チ ド の 組 成 は 、 ア ミ ノ 酸 分 析 ま た は シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 確 認 で き る （ 例
え ば 前 出 の Creighton, 28-53ペ ー ジ を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
生 物 学 的 に 活 性 な NAAPを 発 現 さ せ る た め に 、 NAAPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ
の 誘 導 体 を 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 得 る 。 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー と は 、 好 適 な 宿 主 に 挿
入 さ れ た コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 の 制 御 に 必 要 な エ レ メ ン ト 群 を 持 つ ベ ク タ ー
で あ る 。 必 要 な エ レ メ ン ト と し て は 、 該 ベ ク タ ー と 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 群 と に お け る 調 節 配 列 群 （ エ ン ハ ン サ ー 、 構 成 型 及 び 発 現 誘 導 型 の プ ロ モ ー タ ー 、 ５
'及 び ３ 'の 非 翻 訳 領 域 な ど )が 含 ま れ る 。 必 要 な エ レ メ ン ト 群 は 、 特 長 お よ び 特 異 性 が 様
々 で あ る 。 特 定 の 開 始 シ グ ナ ル 類 を 用 い て 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 群 の 、 よ り 効 果 的 な 翻
訳 を 達 成 で き る 。 開 始 シ グ ナ ル の 例 に は 、 ATG開 始 コ ド ン と 、 コ ザ ッ ク 配 列 な ど 近 傍 の 配
列 と が 含 ま れ る 。 NAAPを コ ー ド す る 配 列 群 、 そ の 開 始 コ ド ン 、 お よ び 上 流 の 調 節 配 列 群 が
、 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た 場 合 は 、 更 な る 転 写 制 御 シ グ ナ ル や 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル
は 必 要 な い こ と も あ る 。 し か し な が ら 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 あ る い は そ の 断 片 の み が 挿 入 さ
れ た 場 合 は 、 イ ン フ レ ー ム ATG開 始 コ ド ン な ど 外 来 性 の 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル が 発 現 ベ ク タ ー
に 含 ま れ る よ う に す べ き で あ る 。 外 来 性 の 翻 訳 エ レ メ ン ト 群 お よ び 開 始 コ ド ン 群 は 、 様 々
な 天 然 物 お よ び 合 成 物 を 起 源 と し 得 る 。 用 い ら れ る 特 定 の 宿 主 細 胞 系 に 好 適 な エ ン ハ ン サ
ー を 含 め る こ と で 発 現 の 効 率 を 高 め る こ と が 可 能 で あ る (例 え ば  Scharf, D. 他 (1994) Re
sults Probl.Cell Differ. 20:125162を 参 照 )。
【 ０ ２ ０ ４ 】
当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 と 、 好 適 な 転 写 お よ び 翻 訳 制 御 エ レ
メ ン ト と を 持 つ 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し 得 る 。 こ れ ら の 方 法 と し て は 、 組 換 え DNA
技 術 、 合 成 技 術 、 お よ び 遺 伝 子 組 換 え 技 術 が あ る (例 え ば  Sambrook, J. 他 (1989)
 , Cold Spring Harbor Press, Plainview NY,
 4, 8,お よ び 16-17章 ; Ausubel, F.M. 他 (1995) 
, John Wiley & Sons, New York NY, 9, 13, お よ び  16章 を 参 照 )。

【 ０ ２ ０ ５ 】
種 々 の 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 を 利 用 し て 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 群 の 保 持 及 び 発 現 が で き
る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 に は 、 組 換 え バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド ま た は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 細 菌 や 、 酵 母 菌 発
現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 酵 母 菌 な ど 微 生 物 や 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば バ キ ュ
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ロ ウ イ ル ス ） に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 系 や 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば カ リ フ ラ ワ ー モ ザ
イ ク ウ イ ル ス 、 CaMVま た は タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 TMV） ま た は 細 菌 発 現 ベ ク タ ー （ 例
え ば Tiプ ラ ス ミ ド ま た は pBR322プ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 さ せ た 植 物 細 胞 系 、 動 物 細 胞 系 が
あ る (例 え ば 前 出  Sambrook; 前 出 Ausubel; Van Heeke, G.お よ び S.M. Schuster (1989) J
. Biol. Chem. 264:55035509; Engelhard, E.K. 他 (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
91:3224-3227; Sandig, V. 他 (1996) Hum.Gene Ther.7:1937-1945; Takamatsu, N. (1987
) EMBO J. 6:307311;『 マ グ ロ ー ヒ ル 科 学 技 術 年 鑑 』 (

) (1992) McGraw Hill New York NY,191196; Logan, J.お よ び T. She
nk (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:36553659;お よ び Harrington, J.J. 他 (1997)
 Nat. Genet. 15:345-355を 参 照 )。 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー 、 ま た は 種 々 の 細 菌 性 プ ラ ス ミ ド 由 来 の 発
現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 的 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 集 団 へ 送 達 す る こ と
が で き る (例 え ば Di Nicola, M. 他 (1998) Cancer Gen. Ther. 5(6):350-356; Yu, M. 他 (
1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(13):6340-6344; Buller, R.M. 他 (1985) Nature 
317(6040):813-815; McGregor, D.P. 他 (1994) Mol. Immunol. 31(3):219-226;お よ び Ver
ma, I.M.お よ び N. Somia (1997) Nature 389:239-242を 参 照 )。 本 発 明 は 使 用 さ れ る 宿 主
細 胞 に よ っ て 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
細 菌 系 で は 、 多 数 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク タ ー が 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 使 用 目 的 に 応 じ て 選 択 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 慣 例 的 な ク ロ ー ニ ン グ 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 増 殖 に は 、 PBLUESCRIPT（ S
tratagene, La Jolla CA） ま た は PSPORT１ プ ラ ス ミ ド （ Life Technologies） な ど の 多 機
能 の 大 腸 菌 ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に NAAPを
コ ー ド す る 配 列 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る と lacＺ 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ 、 組 換 え 分 子 を 含 む 形 質
転 換 さ れ た 細 菌 の 同 定 の た め の 比 色 ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 可 能 と な る 。 更 に こ れ ら の ベ ク タ
ー は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 配 列 に お け る 転 写 、 ジ デ オ キ シ の シ ー ク エ ン シ ン グ 、
ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ に よ る 一 本 鎖 の レ ス キ ュ ー 、 入 れ 子 欠 失 の 生 成 に も 有 用 で あ ろ う （ 例 え
ば 、 Van Heeke, G.お よ び S.M. Schuster（ 1989） J. Biol. Chem. 264:55035509を 参 照 ）
。 例 え ば 、 抗 体 の 産 生 の た め な ど に 多 量 の NAAPが 必 要 な 場 合 は 、 NAAPの 発 現 を ハ イ レ ベ ル
で 誘 導 す る ベ ク タ ー が 使 用 で き る 。 例 え ば 、 強 力 な 誘 導 SP6バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー
タ ー ま た は 誘 導 T7バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー を 持 つ ベ ク タ ー が 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
酵 母 の 発 現 系 を 使 用 し て NAAPを 産 出 す る こ と も で き る 。 α 因 子 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ
、 PGHプ ロ モ ー タ ー な ど 、 構 成 型 あ る い は 誘 導 型 の プ ロ モ ー タ ー を 持 つ 多 数 の ベ ク タ ー が
、 出 芽 酵 母 菌 （ ） ま た は ピ キ ア 酵 母 （ ） 内 で
使 用 可 能 で あ る 。 更 に 、 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 分 泌 か 細 胞 内 で の
保 持 か の ど ち ら か を 指 示 し 、 安 定 し た 増 殖 の た め に 宿 主 ゲ ノ ム の 中 に 外 来 配 列 を 組 み 込 む
こ と を 可 能 に す る (例 え ば 前 出 Ausubel, 1995; Bitter, G.A. 他 (1987) Methods Enzymol.
153:516544;お よ び Scorer, C.A. 他 (1994) Bio/Technology 12:181-184を 参 照 )。
【 ０ ２ ０ ８ 】
植 物 系 も NAAPの 発 現 に 使 用 可 能 で あ る 。 NAAPを コ ー ド す る 配 列 の 転 写 は 、 ウ イ ル ス プ ロ モ
ー タ ー 、 例 え ば 単 独 或 い は TMV（ Takamatsu, N. (1987) EMBO J 6:307-311） 由 来 の オ メ ガ
リ ー ダ ー 配 列 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る よ う な CaMV由 来 の 35S及 び 19Sプ ロ モ ー タ ー に よ っ
て 促 進 さ れ る 。 あ る い は 、 RuBisCOの 小 サ ブ ユ ニ ッ ト な ど の 植 物 プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は 熱
シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー を 用 い 得 る (例 え ば Coruzzi, G. 他 (1984) EMBO J. 3:16711680; Br
oglie, R. 他 (1984) Science 224:838843;お よ び Winter, J. 他 (1991) Results Probl.Ce
ll Differ. 17:85105を 参 照 )。 こ れ ら の 構 成 物 は 、 直 接 DNA形 質 転 換 に よ り 、 ま た は 病 原
体 を 媒 介 と す る 形 質 移 入 に よ り 、 植 物 細 胞 内 に 導 入 し 得 る （ 例 え ば 『 マ グ ロ ー ヒ ル 科 学 技
術 年 鑑 』 ( ) (1992) McGraw Hill 
New York NY,191-196ペ ー ジ を 参 照 ） 。
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【 ０ ２ ０ ９ 】
哺 乳 類 細 胞 に お い て は 、 多 数 の ウ イ ル ス ベ ー ス の 発 現 系 を 利 用 し 得 る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス が
発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ る 場 合 、 後 期 プ ロ モ ー タ ー と ３ 連 リ ー ダ ー 配 列 と か ら な る ア
デ ノ ウ イ ル ス 転 写 ／ 翻 訳 複 合 体 に 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 群 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 得 る 。 ア
デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 E1ま た は E3領 域 へ 挿 入 す る こ と に よ り 、 宿 主 細 胞 内 で NAAPを
発 現 す る 感 染 ウ イ ル ス を 得 る こ と が で き る （ 例 え ば Logan, J.お よ び T. Shenk（ 1984） Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 81:36553659を 参 照 ） 。 更 に 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ RSV） エ ン
ハ ン サ ー な ど の 転 写 エ ン ハ ン サ ー を 用 い て 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を 増 大 さ せ 得
る 。 SV40ま た は EBVを ベ ー ス に し た ベ ク タ ー を 用 い て タ ン パ ク 質 を 高 レ ベ ル で 発 現 さ せ る
こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
ま た 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 類 を 用 い て 、 或 る プ ラ ス ミ ド に 含 ま れ 得 る 断 片 や プ ラ ス ミ
ド か ら 発 現 し 得 る 断 片 よ り 大 き な DNAの 断 片 群 を 送 達 し 得 る 。 治 療 の た め に 約 ６ kb～ １ ０ M
bの HACが 作 製 さ れ 、 従 来 の 送 達 方 法 （ リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー 、 ま た は
ベ シ ク ル ） で 送 達 さ れ て い る (例 え ば Harrington, J.J. 他 (1997) Nat. Genet. 15:345-35
5を 参 照 )。
【 ０ ２ １ １ 】
哺 乳 動 物 系 内 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 に わ た る 産 生 の た め に は 、 細 胞 株 に お け る NAAPの
安 定 し た 発 現 が 望 ま し い 。 例 え ば 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 を 細 胞 株 に 形 質 転 換 す る た め に
、 発 現 ベ ク タ ー 類 と 、 同 じ ベ ク タ ー 上 の 或 い は 別 の ベ ク タ ー 上 の 選 択 可 能 マ ー カ ー 遺 伝 子
と を 用 い 得 る 。 用 い る 発 現 ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 起 源 の 複 製 要 素 、 お よ び ／ ま た は 内 因 性
の 発 現 エ レ メ ン ト 群 を 持 ち 得 る 。 ベ ク タ ー の 導 入 後 、 選 択 培 地 に 移 す 前 に 強 化 培 地 で 約 １
～ ２ 日 間 、 細 胞 を 増 殖 さ せ 得 る 。 選 択 可 能 マ ー カ ー の 目 的 は 選 択 剤 へ の 抵 抗 性 を 与 え る こ
と で あ り 、 選 択 可 能 マ ー カ ー の 存 在 に よ り 、 導 入 し た 配 列 を う ま く 発 現 す る よ う な 細 胞 の
成 長 お よ び 回 収 が 可 能 と な る 。 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン は 、 そ の 細 胞
型 に 適 し た 組 織 培 養 技 術 を 用 い て 増 殖 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
任 意 の 数 の 選 択 系 を 用 い て 、 形 質 転 換 細 胞 株 を 回 収 で き る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の
よ う な 選 択 系 に は 、 tk－ 細 胞 の た め に 用 い ら れ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の チ ミ ジ ン キ ナ ー
ゼ 遺 伝 子 と 、 apr－ 細 胞 の た め に 用 い ら れ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ
シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が あ る (例 え ば Wigler, M. 他 (1977) Cell 11:223-232; Lo
wy, I. 他 (1980) Cell 22:817-823を 参 照 )。 ま た 、 選 択 の 基 礎 と し て 代 謝 拮 抗 物 質 、 抗 生
物 質 あ る い は 除 草 剤 へ の 耐 性 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば dhfrは メ ト ト レ キ セ ー ト に 対
す る 耐 性 を 与 え 、 neoは ア ミ ノ グ リ コ シ ッ ド ネ オ マ イ シ ン お よ び G-418に 対 す る 耐 性 を 与 え
、 alsは ク ロ ル ス ル フ ロ ン に 対 す る 耐 性 を 、 patは ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ に 対 す る 耐 性 を 各 々 与 え る (例 え ば Wigler, M. 他 (1980) Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 77:35673570; ColbereGarapin, F. 他 (1981) J. Mol. Biol. 150:114を 参 照 )。 こ
の 他 の 選 択 可 能 な 遺 伝 子 、 例 え ば 、 代 謝 の た め の 、 細 胞 の 必 要 条 件 を 改 変 す る trpBお よ び
hisDも 、 文 献 に 記 載 が あ る （ 例 え ば Hartman, S.C.お よ び R.C. Mulligan (1988) Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 85:80478051を 参 照 ） 。 可 視 マ ー カ ー 類 、 例 え ば ア ン ト シ ア ニ ン や 、
緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP； Clontech） 、 β グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ お よ び そ の 基 質 で あ る β グ
ル ク ロ ニ ド 、 ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び そ の 基 質 で あ る ル シ フ ェ リ ン を 用 い 得 る 。 こ れ
ら の マ ー カ ー を 用 い て 、 ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト を 同 定 す る だ け で な く 、 特 定 の ベ ク タ ー 系
に 起 因 す る 一 過 性 あ る い は 安 定 し た タ ン パ ク 質 発 現 を 定 量 し 得 る （ 例 え ば Rhodes, C.A. (
1995) Methods Mol. Biol. 55:121131を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ３ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 有 無 に よ っ て 目 的 の 遺 伝 子 の 存 在 が 示 唆 さ れ て も 、 そ の 遺 伝 子 の 存
在 お よ び 発 現 の 確 認 が 必 要 な 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 が マ ー カ ー 遺 伝
子 配 列 の 中 に 挿 入 さ れ た 場 合 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 を 持 つ 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 マ ー
カ ー 遺 伝 子 機 能 の 欠 落 に よ り 同 定 可 能 で あ る 。 ま た は 、 単 一 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 、 或
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る マ ー カ ー 遺 伝 子 を 、 NAAPを コ ー ド す る １ 配 列 と タ ン デ ム に 配 置 す る こ と も で き る 。 誘 導
ま た は 選 択 に 応 答 し た マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 通 常 、 タ ン デ ム 遺 伝 子 の 発 現 も 示 す 。
【 ０ ２ １ ４ 】
一 般 に 、 NAAPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み 且 つ NAAPを 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に よ く
知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 を 用 い て 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 す る も の で は な い が 当
業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 に は 、 DNA-DNA或 い は DNA-RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 PC
R増 幅 と が あ り 、 ま た 、 核 酸 配 列 或 い は タ ン パ ク 質 配 列 の 検 出 、 定 量 、 或 い は そ の 両 方 を
行 う た め の 、 膜 系 、 溶 液 ベ ー ス 或 い は チ ッ プ ベ ー ス の 技 術 を 含 む 、 タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的
検 定 法 ま た は 免 疫 学 的 検 定 法 も あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て NAAPの 発 現 の 検 出 と
計 測 と を 行 う た め の 免 疫 学 的 方 法 は 、 当 分 野 で 既 知 で あ る 。 こ の よ う な 技 術 の 例 と し て は
、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ （ ELISA） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 、 蛍 光 活
性 化 細 胞 選 別 （ FACS） な ど が 挙 げ ら れ る 。 NAAP上 の ２ つ の 非 干 渉 エ ピ ト ー プ に 反 応 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 群 を 用 い た 、 ２ 部 位 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ベ ー ス イ ム ノ ア ッ セ イ （ two-site
, monoclonal-based immunoassay） が 好 ま し い が 、 競 合 結 合 試 験 を 用 い る こ と も で き る 。
こ れ ら の ア ッ セ イ お よ び 他 の ア ッ セ イ は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る (例 え ば Hampton, R. 他 (19
90) , APS Press, St. Paul MN, Sect.IV; C
oligan, J.E. 他 (1997) , Greene Pub.Associates and
 Wiley-Interscience, New York NY;お よ び Pound, J.D. (1998) 
, Humana Press, Totowa NJを 参 照 )。

【 ０ ２ １ ６ 】
多 岐 に わ た る 標 識 方 法 お よ び 抱 合 方 法 が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 様 々 な 核 酸 ア ッ セ イ お よ
び ア ミ ノ 酸 ア ッ セ イ に こ れ ら の 方 法 を 用 い 得 る 。 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関
連 す る 配 列 を 検 出 す る た め の 、 標 識 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 或 い は PCRプ
ロ ー ブ を 生 成 す る 方 法 に は 、 オ リ ゴ 標 識 化 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 エ ン ド ラ ベ リ ン
グ （ 末 端 標 識 化 )、 ま た は 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る PCR増 幅 が 含 ま れ る 。 別 法 と し
て 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 、 ま た は そ の 任 意 の 断 片 を 、 mRNAプ ロ ー ブ を 生 成 す る た め の ベ
ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 当 分 野 に お い て 知
ら れ て お り 、 市 販 も さ れ て お り 、 T7、 T3ま た は SP6な ど の 好 適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 標
識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 加 え て 、 で RNAプ ロ ー ブ の 合 成 に 用 い る こ と が で き る 。
こ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば Amersham Pharmacia Biotech、 Promega（ Madison WI） 、 US Bi
ochemicalな ど か ら 市 販 さ れ て い る 種 々 の キ ッ ト を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る 。 検 出 を
容 易 に す る た め に 用 い 得 る 好 適 な レ ポ ー タ ー 分 子 あ る い は 標 識 に は 、 基 質 、 補 助 因 子 、 イ
ン ヒ ビ タ ー 、 磁 気 粒 子 の ほ か 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、 発 色 剤 な ど が あ
る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
NAAPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 細 胞 培 地 で の こ の タ ン
パ ク 質 の 発 現 お よ び 回 収 に 好 適 な 条 件 下 で 培 養 さ れ る 。 形 質 転 換 細 胞 か ら 製 造 さ れ た タ ン
パ ク 質 が 分 泌 さ れ る か 細 胞 内 に 留 ま る か は 、 使 用 さ れ る 配 列 、 ベ ク タ ー 、 あ る い は そ の 両
者 に 依 存 す る 。 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 持 つ 発 現 ベ ク タ ー 類 は 、 原 核 細 胞
膜 ま た は 真 核 細 胞 膜 を 透 過 し て の DMEの 分 泌 を 指 示 す る シ グ ナ ル 配 列 群 を 持 つ よ う に 設 計
で き る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ２ １ ８ 】
更 に 、 宿 主 細 胞 株 の 選 択 は 、 挿 入 し た 配 列 の 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 、 ま た は 発 現 し
た タ ン パ ク 質 を 所 望 の 形 に 処 理 す る 能 力 に よ っ て 行 い 得 る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の
よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 に は 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化
、 脂 質 化 お よ び ア シ ル 化 が あ る 。 タ ン パ ク 質 の 「 プ レ プ ロ 」 ま た は 「 プ ロ 」 形 を 切 断 す る
翻 訳 後 の プ ロ セ シ ン グ を 利 用 し て 、 タ ン パ ク 質 の 標 的 へ の 誘 導 、 折 り た た み 、 お よ び ／ ま
た は 活 性 を 特 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 翻 訳 後 の 活 性 の た め の 、 特 定 の 細 胞 装 置 お よ び 特
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徴 的 な 機 序 を 持 つ 、 種 々 の 宿 主 細 胞 （ 例 え ば CHO、 HeLa、 MDCK、 MEK293、 WI38な ど ） は 、 A
merican Type Culture Collection（ ATCC, Manassas, VA） か ら 入 手 可 能 で あ り 、 外 来 タ
ン パ ク 質 の 正 し い 修 飾 お よ び 処 理 を 確 実 に す る よ う に 選 択 し 得 る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 NAAPを コ ー ド す る 、 天 然 核 酸 配 列 、 修 飾 さ れ た 核 酸 配 列 、 ま
た は 組 換 え 核 酸 配 列 を 、 或 る 異 種 配 列 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 上 記 し た 任 意 の 宿 主 系 内
で 、 或 る 融 合 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 生 じ 得 る 。 例 え ば 、 市 販 の 抗 体 に よ っ て 認 識 で き る 異 種
部 分 を 含 む キ メ ラ NAAPタ ン パ ク 質 は 、 NAAP活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー に 対 す る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ
リ の ス ク リ ー ニ ン グ を 促 進 し 得 る 。 ま た 、 異 種 タ ン パ ク 質 部 分 お よ び 異 種 ペ プ チ ド 部 分 も
、 市 販 さ れ て い る 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 促 進 し 得 る 。 限 定
さ れ る も の で は な い が こ の よ う な 部 分 に は 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST）
、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP） 、 チ オ レ ド キ シ ン （ Trx） 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ペ プ
チ ド （ CBP） 、 6-His、 FLAG、 c-myc、 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） が あ る 。 GSTは 固 定 化 グ ル タ チ オ
ン 上 で 、 MBPは マ ル ト ー ス 上 で 、 Trxは フ ェ ニ ル ア ル シ ン オ キ シ ド 上 で 、 CBPは カ ル モ ジ ュ
リ ン 上 で 、 そ し て 6-Hisは 金 属 キ レ ー ト 樹 脂 上 で 、 同 族 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 に
す る 。 FLAG、 c-mycお よ び 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） は 、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ 標 識 を 特 異 的 に 認
識 す る 市 販 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 融 合 タ ン
パ ク 質 の 免 疫 親 和 性 精 製 を 可 能 に す る 。 ま た 、 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列
と 異 種 タ ン パ ク 質 配 列 と の 間 に タ ン パ ク 質 分 解 切 断 部 位 を 持 つ よ う に 遺 伝 子 操 作 す る と 、
精 製 後 に NAAPが 異 種 部 分 か ら 切 断 さ れ 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製 方 法 は 、 前
出 の Ausubel（ 1995） 10章 に 記 載 さ れ て い る 。 市 販 さ れ て い る 種 々 の キ ッ ト を 用 い て 融 合
タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製 を 促 進 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
本 発 明 の 更 な る 実 施 態 様 で は 、 TNTウ サ ギ 網 状 赤 血 球 可 溶 化 液 ま た は コ ム ギ 胚 芽 抽 出 系 (Pr
omega)を 用 い て で 、 放 射 能 標 識 し た NAAの 合 成 が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 系 は 、 T7
、 T3ま た は SP6プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 連 結 し た タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 、 転 写 と 翻 訳 と
を 結 合 す る 。 翻 訳 は 、 例 え ば 3 5 Sメ チ オ ニ ン の よ う な 放 射 能 標 識 し た ア ミ ノ 酸 前 駆 体 の 存
在 下 で 起 こ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
本 発 明 の NAAPま た は そ の 断 片 を 用 い て 、 NAAPに 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と が で き る 。 少 な く と も １ つ ま た は 複 数 の 試 験 化 合 物 を 用 い て 、 NAAPへ の 特 異 的 な 結 合
を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 試 験 化 合 物 と し て は 、 抗 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 受 容 体 ） ま た は 小 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
或 る 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う に 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 NAAPの 天 然 リ ガ ン ド に 密 接 に 関 連 し
、 例 え ば リ ガ ン ド や そ の 断 片 で あ り 、 ま た は 天 然 基 質 や 、 構 造 的 ま た は 機 能 的 な 擬 態 物 質
（ mimetic） 、 あ る い は 自 然 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る (例 え ば Coligan, J.E. 他 (1991) 

 1(2):Chapter 5を 参 照 )。 同 様 に 、 こ の 化 合 物 は 、 NAAPが 結
合 す る 天 然 受 容 体 に 、 或 い は 例 え ば リ ガ ン ド 結 合 部 位 な ど 少 な く と も こ の 受 容 体 の 或 る 断
片 に 、 密 接 に 関 連 し 得 る 。 何 れ の 場 合 も 、 既 知 の 技 術 を 用 い て こ の 化 合 物 を 合 理 的 に 設 計
す る こ と が で き る 。 或 る 実 施 例 で は 、 こ れ ら 化 合 物 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 分 泌 タ
ン パ ク 質 と し て 、 あ る い は 細 胞 膜 上 で NAAPを 発 現 す る 、 好 適 な 細 胞 群 の 作 製 が 含 ま れ る 。
好 適 な 細 胞 に は 、 哺 乳 類 、 酵 母 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 ま た は 大 腸 菌 か ら の 細 胞 が 含 ま れ る
。 NAAPを 発 現 す る 細 胞 ま た は NAAPを 含 有 す る 細 胞 膜 分 画 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ て 、 NAAP
ま た は こ の 化 合 物 の ど ち ら か の 結 合 、 刺 激 、 ま た は 活 性 の 阻 害 を 分 析 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
或 る ア ッ セ イ は 、 単 に 試 験 化 合 物 を ポ リ ペ プ チ ド に 実 験 的 に 結 合 さ せ 、 蛍 光 色 素 、 放 射 性
同 位 体 、 酵 素 抱 合 体 ま た は そ の 他 の 検 出 可 能 な 標 識 に よ り そ の 結 合 を 検 出 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 こ の ア ッ セ イ は 、 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 を 、 溶 液 中 の 、 あ る い は 固 体
支 持 物 に 固 定 さ れ た NAAPと 混 合 す る ス テ ッ プ と 、 NAAPと こ の 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 す る ス
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テ ッ プ を 含 み 得 る 。 別 法 で は 、 標 識 さ れ た 競 合 物 の 存 在 下 で の 試 験 化 合 物 の 結 合 の 検 出 お
よ び 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 更 に こ の ア ッ セ イ は 、 無 細 胞 再 構 成 標 本 、 化 学 ラ イ ブ ラ リ
、 ま た は 、 天 然 産 物 の 混 合 物 を 用 い て 実 施 で き 、 試 験 化 合 物 （ 群 ） は 、 溶 液 中 で 遊 離 さ せ
る か 固 体 支 持 体 に 固 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
本 発 明 の NAAPま た は そ の 断 片 を 用 い て 、 NAAPの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 化 合 物 の 例 に は 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト
、 部 分 的 ア ゴ ニ ス ト ま た は 逆 ア ゴ ニ ス ト な ど が 含 ま れ る 。 或 る 実 施 例 で は 、 NAAPが 少 な く
と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 結 合 す る 、 NAAPの 活 性 が 許 容 さ れ る 条 件 下 で ア ッ セ イ を 実 施 し 、
試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の NAAPの 活 性 と 、 試 験 化 合 物 不 在 下 で の NAAPの 活 性 と を 比 較 す る 。
試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の NAAPの 活 性 の 変 化 は 、 NAAPの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 の 存
在 を 示 唆 す る 。 　 別 法 で は 、 試 験 化 合 物 を 、 NAAPの 活 性 に 適 し た 条 件 下 で 、 NAAPを 含 む

ま た は 細 胞 遊 離 系 と 結 合 さ せ て ア ッ セ イ を 実 施 す る 。 こ れ ら ア ッ セ イ の 何 れ に お い
て も 、 NAAPの 活 性 を 調 節 す る 試 験 化 合 物 は 間 接 的 に 調 節 す る 場 合 が あ り 、 そ の 際 は 試 験 化
合 物 と 直 接 接 触 す る 必 要 が な い 。 少 な く と も １ つ 、 ま た は 複 数 の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 胚 性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） に お け る 相 同 組 換 え を 用 い て 動 物 モ デ ル 系 内 で
、 NAAPま た は そ の 哺 乳 類 相 同 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 す る 。
こ の よ う な 技 術 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 ヒ ト 疾 患 動 物 モ デ ル の 産 生 に 有 用 で あ
る （ 米 国 特 許 第 5,175,383号 お よ び 第 5,767,337号 な ど を 参 照 ） 。 例 え ば 129/SvJ細 胞 系 な
ど の マ ウ ス ES細 胞 は 初 期 の マ ウ ス 胚 に 由 来 し 、 培 地 で 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 こ の ES細
胞 は 、 ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ neo: Capecchi, M.R.（ 1989） Sci
ence 244:1288-1292） な ど の マ ー カ ー 遺 伝 子 で 破 壊 し た 、 目 的 の 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー で
形 質 転 換 す る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 相 同 組 換 え に よ り 、 宿 主 ゲ ノ ム の 対 応 す る 領 域 に 組 み 込
ま れ る 。 別 法 で は 、 Cre-loxP系 を 用 い て 相 同 組 換 え を 行 い 、 組 織 特 異 的 ま た は 発 生 段 階 特
異 的 に 目 的 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト す る （ Marth, J.D. (1996) Clin. Invest. 97:1999-200
2; Wagner, K.U. 他 (1997) Nucleic Acids Res. 25:4323-4330)。 形 質 転 換 し た ES細 胞 を
同 定 し 、 例 え ば C57BL/6マ ウ ス 株 な ど か ら 採 取 し た マ ウ ス 細 胞 胚 盤 胞 に 微 量 注 入 す る 。 こ
れ ら の 胚 盤 胞 を 偽 妊 娠 メ ス に 外 科 的 に 導 入 し 、 得 ら れ る キ メ ラ 子 孫 の 遺 伝 形 質 を 特 定 し 、
こ れ ら を 交 配 さ せ て ヘ テ ロ 接 合 性 系 ま た は ホ モ 接 合 性 系 を 作 製 す る 。 こ の よ う に し て 産 生
し た 遺 伝 子 組 換 え 動 物 は 、 潜 在 的 治 療 薬 や 毒 性 薬 剤 で 検 査 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を で ヒ ト 胚 盤 胞 由 来 の ES細 胞 に お い て 操 作 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト ES細 胞 は 、 内 胚 葉 、 中 胚 葉 お よ び 外 胚 葉 の 細 胞 タ イ プ を 含 む 、
少 な く と も ８ つ の 別 々 の 細 胞 系 統 に 分 化 す る 可 能 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 細 胞 系 統 は 、 例 え
ば 神 経 細 胞 、 造 血 系 統 お よ び 心 筋 細 胞 に 分 化 す る （ Thomson, J.A. 他 (1998) Science 282
:1145-1147)。
【 ０ ２ ２ ７ 】
NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 ヒ ト 疾 患 を モ デ ル と し た 「 ノ ッ ク イ ン 」 ヒ
ト 化 動 物 （ ブ タ ） ま た は 遺 伝 子 組 換 え 動 物 （ マ ウ ス ま た は ラ ッ ト ） を 作 製 す る こ と も で き
る 。 ノ ッ ク イ ン 技 術 を 用 い て 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 或 る 領 域 を 動 物 ES細
胞 に 注 入 し 、 注 入 し た 配 列 を 動 物 細 胞 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま せ る 。 形 質 転 換 細 胞 を 胞 胚 に 注 入
し 、 胞 胚 を 上 記 の よ う に 移 植 す る 。 遺 伝 子 組 換 え 子 孫 ま た は 近 交 系 に つ い て 試 験 し 、 潜 在
的 医 薬 品 を 用 い て 処 理 し 、 ヒ ト の 疾 患 の 治 療 に 関 す る 情 報 を 得 る 。 別 法 で は 、 例 え ば NAAP
を 乳 汁 内 に 分 泌 す る な ど LMMを 過 剰 に 発 現 す る 哺 乳 動 物 近 交 系 は 、 便 利 な タ ン パ ク 質 源 と
な り 得 る （ Janne, J. 他 (1998) Biotechnol. Annu. Rev. 4:55-74） 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
（ 治 療 ）
NAAPの 領 域 と 核 酸 関 連 タ ン パ ク 質 の 領 域 と の 間 に は 、 例 え ば 配 列 及 び モ チ ー フ の 文 脈 に お
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け る 、 化 学 的 及 び 構 造 的 類 似 性 が 存 在 す る 。 ま た 、 NAAPを 発 現 す る 組 織 は 、 前 立 腺 腫 瘍 お
よ び 肺 腫 瘍 の 組 織 と 密 接 に 関 連 し 、 ま た 、 臍 帯 血 お よ び 臍 帯 血 樹 状 細 胞 、 お よ び 脳 組 織 と
密 接 に 関 連 す る 。 こ れ ら の 組 織 の 例 は 、 表 ６ を 見 ら れ た い 。 こ の よ う に 、 NAAPは 、 細 胞 増
殖 異 常 、 神 経 障 害 、 発 達 障 害 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 お よ び 感 染 症 に お い て 、 或 る 役 割 を
果 た す と 考 え ら れ る 。 NAAPの 発 現 ま た は 活 性 の 増 大 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 NA
APの 発 現 ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る こ と が 望 ま し い 。 ま た 、 NAAPの 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に
関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 NAAPの 発 現 ま た は 活 性 を 増 大 さ せ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
従 っ て 、 一 実 施 態 様 で は 、 NAAPの 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防
の た め に 、 被 験 者 に NAAPま た は そ の 断 片 や 誘 導 体 が 投 与 さ れ 得 る 。 限 定 す る も の で は な い
が 、 こ の よ う な 疾 患 に は 細 胞 増 殖 異 常 、 神 経 障 害 、 発 達 障 害 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 お よ
び 感 染 症 が 含 ま れ 、 細 胞 増 殖 異 常 に は 日 光 角 化 症 、 動 脈 硬 化 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 、 滑 液 包 炎
、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合 性 結 合 組 織 病 （ MCTD） 、 骨 髄 線 維 症 、 発 作 性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 、
真 性 多 血 症 、 乾 癬 、 原 発 性 血 小 板 血 症 、 並 び に 、 腺 癌 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄
腫 、 肉 腫 、 お よ び 奇 形 癌 な ど 癌 、 具 体 的 に は 、 副 腎 、 膀 胱 、 骨 、 骨 髄 、 脳 、 乳 房 、 頚 部 、
胆 嚢 、 神 経 節 、 消 化 管 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 膵 臓 、 副 甲 状 腺 、 陰 茎 、 前
立 腺 、 唾 液 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、 精 巣 、 胸 腺 、 甲 状 腺 、 お よ び 子 宮 の 癌 が 含 ま れ 、 神 経 障 害 に
は 、 癲 癇 、 虚 血 性 脳 血 管 障 害 、 脳 卒 中 、 脳 腫 瘍 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ピ ッ ク 病 、 ハ ン チ ン
ト ン 病 、 痴 呆 、 パ ー キ ン ソ ン 病 お よ び そ の 他 の 錐 体 外 路 障 害 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 お よ び そ
の 他 の 運 動 ニ ュ ー ロ ン 障 害 、 進 行 性 神 経 性 筋 萎 縮 症 、 網 膜 色 素 変 性 症 （ 色 素 性 網 膜 炎 ） 、
遺 伝 性 運 動 失 調 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 他 の 脱 髄 疾 患 、 細 菌 性 お よ び ウ イ ル ス 性 髄 膜 炎 、 脳
膿 瘍 、 硬 膜 下 膿 瘍 、 硬 膜 外 膿 瘍 、 化 膿 性 頭 蓋 内 血 栓 性 静 脈 炎 、 脊 髄 炎 お よ び 神 経 根 炎 、 ウ
イ ル ス 性 中 枢 神 経 系 疾 患 と 、 プ リ オ ン 病 （ ク ー ル ー 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ‐ ヤ コ ブ 病 、 お よ
び Gerstmann-Straussler-Scheinker症 候 群 を 含 む ） 、 致 死 性 家 族 性 不 眠 症 、 神 経 系 性 栄 養
病 お よ び 代 謝 病 、 神 経 線 維 腫 症 、 結 節 硬 化 症 、 小 脳 網 膜 血 管 腫 症 （ cerebelloretinal hem
angioblastomatosis） 、 脳 ３ 叉 神 経 血 管 症 候 群 、 中 枢 神 経 系 性 精 神 遅 滞 お よ び 他 の 発 達 障
害 、 脳 性 麻 痺 、 神 経 骨 格 異 常 症 、 自 律 神 経 系 障 害 、 脳 神 経 障 害 、 脊 髄 疾 患 、 筋 ジ ス ト ロ フ
ィ ー 他 の 神 経 筋 障 害 、 末 梢 神 経 疾 患 、 皮 膚 筋 炎 お よ び 多 発 性 筋 炎 と 、 遺 伝 性 、 代 謝 性 、 内
分 泌 性 、 お よ び 中 毒 性 ミ オ パ シ ー と 、 重 症 筋 無 力 症 、 周 期 性 四 肢 麻 痺 、 精 神 障 害 （ 気 分 性
、 不 安 性 の 障 害 、 統 合 失 調 症 ／ 分 裂 病 ） 、 季 節 性 感 情 障 害 （ SAD） 、 静 座 不 能 、 健 忘 症 、
緊 張 病 、 糖 尿 病 性 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 遅 発 性 ジ ス キ ネ ジ ア 、 ジ ス ト ニ ー 、 パ ラ ノ イ ド 精 神 病
、 帯 状 疱 疹 後 神 経 痛 、 ト ゥ ー レ ッ ト 病 が 含 ま れ 、 発 達 障 害 に は 尿 細 管 性 ア シ ド ー シ ス 、 貧
血 、 ク ッ シ ン グ 症 候 群 、 軟 骨 形 成 不 全 性 小 人 症 、 デ ュ シ ェ ン ヌ ／ ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ
ィ ー 、 癲 癇 、 性 腺 形 成 異 常 、 WAGR症 候 群 （ ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 無 虹 彩 症 、 尿 生 殖 器 異 常 、 精
神 遅 滞 ） 、 ス ミ ス ‐ マ ジ ェ ニ ス 症 候 群 （ Smith- Magenis syndrome） 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群
、 遺 伝 性 粘 膜 上 皮 異 形 成 、 遺 伝 性 角 皮 症 や 、 シ ャ ル コ ー マ リ ー ツ ー ス 病 お よ び 神 経 線 維 腫
症 な ど の 遺 伝 性 神 経 病 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 水 頭 症 や 、 Syndenham舞 踏 病 （ Syndenham's c
horea） お よ び 脳 性 小 児 麻 痺 な ど の 発 作 障 害 、 二 分 脊 椎 、 無 脳 症 、 頭 蓋 脊 椎 披 裂 、 先 天 性
緑 内 障 、 白 内 障 、 感 音 難 聴 が 含 ま れ 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 に は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （
AIDS） 、 ア ジ ソ ン 病 （ 慢 性 原 発 性 副 腎 機 能 不 全 ） 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 ア レ ル ギ ー 、 強
直 性 脊 椎 炎 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 貧 血 、 喘 息 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血
、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分 泌 カ ン ジ ダ 症 外 胚 葉 ジ ス ト ロ フ ィ ー （ APEC
ED） 、 気 管 支 炎 、 胆 嚢 炎 、 接 触 皮 膚 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 糖 尿
病 、 肺 気 腫 、 リ ン パ 球 傷 害 因 子 性 偶 発 性 リ ン パ 球 減 少 症 、 新 生 児 溶 血 性 疾 患 （ 胎 児 赤 芽 球
症 ） 、 結 節 性 紅 斑 、 萎 縮 性 胃 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 痛 風 、 グ レ ー ブ
ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 過 好 酸 球 増 加 症 、 過 敏 性 腸 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無 力 症 、
心 筋 ま た は 心 膜 炎 症 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 、 膵 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 乾 癬 、 ラ イ タ ー 症 候
群 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 強 皮 症 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 、 全 身 性
エ リ テ マ ト ー デ ス 、 全 身 性 強 皮 症 、 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ぶ ど う 膜 炎 、 ウ
ェ ル ナ ー 症 候 群 、 癌 合 併 症 、 血 液 透 析 、 体 外 循 環 、 原 虫 感 染 症 、 蠕 虫 感 染 症 、 外 傷 が 含 ま

10

20

30

40

50

(58) JP 2005-508600 A 2005.4.7



れ 、 感 染 症 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア レ ナ ウ イ ル ス 、 ブ ン ヤ ウ イ ル ス （ bunyavirus） 、 カ
リ チ ウ イ ル ス （ calicivirus） 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス 、 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 、
ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 、 パ ポ ー バ
ウ イ ル ス 、 パ ラ ミ キ ソ ウ イ ル ス 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 レ オ ウ イ ル ス 、
レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 、 ト ガ ウ イ ル ス に 分 類 さ れ る ウ イ ル ス 病 原 体 に よ る 感 染
や 、 細 菌 に よ る 感 染 （ 肺 炎 球 菌 感 染 症 、 ブ ド ウ 球 菌 、 連 鎖 球 菌 、 バ シ ラ ス 菌 、 コ リ ネ バ ク
テ リ ウ ム 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 、 髄 膜 炎 菌 、 淋 菌 、 リ ス テ リ ア 、 モ ラ ク セ ラ 、 キ ン ゲ ラ 、 ヘ
モ フ ィ ル ス 、 レ ジ オ ネ ラ 、 百 日 咳 菌 や 、 シ ゲ ラ 、 サ ル モ ネ ラ 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー を 含 む グ
ラ ム 陰 性 腸 内 細 菌 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 、 ビ ブ リ オ 、 ブ ル セ ラ 、 野 兎 病 菌 、 エ ル シ ニ ア 、 バ ル
ト ネ ラ 、 norcardium、 放 線 菌 、 ミ コ バ ク テ リ ウ ム 、 spirochaetale、 リ ケ ッ チ ア 、 ク ラ ミ
ジ ア 、 マ イ コ プ ラ ズ マ に 分 類 ） 、 真 菌 感 染 (分 類 は ア ス ペ ル ギ ル ス 、 ブ ラ ス ト ミ セ ス 、 皮
膚 糸 状 菌 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス 、 malasezzia、 ヒ ス ト プ ラ ス マ 、 ま た は
他 の 真 菌 症 起 因 菌 )、 寄 生 虫 感 染 (分 類 は プ ラ ス モ デ ィ ウ ム す な わ ち マ ラ リ ア 原 虫 、 寄 生 性
ア メ ー バ 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 、 ト リ パ ノ ソ ー マ 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス カ リ ニ
、 腸 内 原 虫 (ジ ア ル ジ ア な ど ） 、 ト リ コ モ ナ ス 、 組 織 線 虫 (旋 毛 虫 な ど )、 腸 管 寄 生 線 虫 (回
虫 な ど )、 リ ン パ 管 フ ィ ラ リ ア 線 虫 、 吸 虫 (住 血 吸 虫 な ど )、 お よ び 条 虫 （ サ ナ ダ ム シ な ど
） )が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む 、 NAAPの 発 現 ま た は
活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 NAAPま た は そ の 断 片 や 誘 導 体 を 発
現 し 得 る ベ ク タ ー を 被 験 者 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む 、 NAAPの 発 現 ま
た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た NAAPを 有
す る 組 成 物 を 、 好 適 な 医 薬 用 キ ャ リ ア と 共 に 被 験 者 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む 、 NAAPの 発 現 ま
た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 NAAPの 活 性 を 調 節 す る ア ゴ ニ
ス ト を 被 験 者 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
更 な る 実 施 例 で は 、 NAAPの 発 現 ま た は 活 性 の 増 大 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め
に 、 被 験 者 に NAAPの ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 し 得 る 。 限 定 す る も の で は な い が 、 こ の よ う な
疾 患 の 例 に は 、 上 記 し た 細 胞 増 殖 異 常 、 神 経 障 害 、 発 達 障 害 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 疾 患 、 お
よ び 、 感 染 症 が 含 ま れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 NAAPと 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 直 接 ア ン タ ゴ
ニ ス ト と し て 、 或 い は NAAPを 発 現 す る 細 胞 ま た は 組 織 に 薬 剤 を 運 ぶ タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 機 構
或 い は 送 達 機 構 と し て 間 接 的 に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
別 の 実 施 例 で は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 配 列 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 被
験 者 に 投 与 し て 、 限 定 す る も の で は な い が 上 記 し た 疾 患 を 含 む 、 NAAPの 発 現 ま た は 活 性 の
増 大 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 を 成 し 得 る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 任 意 の タ ン パ ク 質 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、 相
補 配 列 、 ま た は ベ ク タ ー を 、 別 の 好 適 な 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と も で き る 。 併
用 療 法 で 用 い る 好 適 な 治 療 薬 は 、 当 業 者 が 従 来 の 医 薬 原 理 に 従 っ て 選 択 し 得 る 。 治 療 薬 と
組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 上 記 し た 種 々 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 相 乗 効 果 を も た ら し 得
る 。 こ の 方 法 に よ り 、 少 量 の 各 薬 剤 で 医 薬 効 果 を あ げ る こ と が 可 能 と な り 、 そ れ に よ っ て
副 作 用 の 可 能 性 を 低 減 し 得 る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
NAAPの ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 本 技 術 分 野 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 製 造 し 得 る 。
具 体 的 に は 、 精 製 さ れ た NAAPを 用 い て 抗 体 を 作 る か 、 治 療 薬 の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン
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グ し て 、 NAAPと 特 異 結 合 す る も の を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 NAAPへ の 抗 体 も 、 本 技 術
分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 産 生 さ れ 得 る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な 抗 体 に は 、
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Fab断 片 、 お よ び F
ab発 現 ラ イ ブ ラ リ に よ っ て 作 ら れ た 断 片 が 含 ま れ 得 る 。 中 和 抗 体 （ す な わ ち 二 量 体 の 形 成
を 阻 害 す る 抗 体 ） は 通 常 、 治 療 用 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
抗 体 の 産 生 の た め に は 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ヒ ト そ の 他 の 種 々 の 宿 主 が 、 NA
APま た は 任 意 の 断 片 の 注 入 、 ま た は 免 疫 原 性 の 特 性 を 備 え る そ の オ リ ゴ ペ プ チ ド の 注 入 に
よ っ て 免 疫 化 さ れ 得 る 。 宿 主 の 種 に 応 じ て 、 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 免 疫 応 答 を 高 め
る こ と も で き る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ
ュ バ ン ト と 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の ミ ネ ラ ル ゲ ル ア ジ ュ バ ン ト と 、 リ ゾ レ シ チ ン 、 プ
ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 性 乳 剤 、 ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン （
KLH） 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ど の 界 面 活 性 剤 と が あ る 。 ヒ ト に 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト
の 中 で は 、 BCG（ カ ル メ ッ ト ‐ ゲ ラ ン 杆 菌 ） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ‐ パ ル バ ム （

） が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
NAAPに 対 す る 抗 体 を 誘 導 す る た め に 用 い る オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 断 片 は 、 少 な
く と も 約 ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ も の が 好 ま し く 、 一 般 的 に は 約 １ ０
個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら な る も の と な る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 断 片 は
、 天 然 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 と 同 一 で あ る こ と が 望 ま し い 。 NAAPア ミ ノ 酸 類 の
短 い ス ト レ ッ チ 群 は 、 KLHな ど 他 の タ ン パ ク 質 の 配 列 と 融 合 さ れ 、 こ の キ メ ラ 分 子 に 対 す
る 抗 体 群 が 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
NAAPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 地 内 の 連 続 し た 細 胞 株 に よ っ て 、 抗 体 分 子 を 産 生
す る 任 意 の 技 術 を 用 い て 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な
技 術 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 お よ び EBV-ハ イ ブ リ ド
ー マ 技 術 が あ る (例 え ば Kohler, G. 他 (1975) Nature 256:495497; Kozbor, D. 他 (1985) 
J. Immunol. Methods 81:31-42; Cote, R.J. 他 (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:
20262030;お よ び Cole, S.P. 他 (1984) Mol.Cell Biol. 62:109-120を 参 照 )。
【 ０ ２ ４ ０ 】
更 に 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 作 製 の た め に 発 達 し た 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 に マ ウ ス 抗 体 遺 伝 子 を ス プ
ラ イ シ ン グ す る な ど の 技 術 が 、 好 適 な 抗 原 特 異 性 お よ び 生 物 学 的 活 性 を 備 え る 分 子 を 得 る
た め に 用 い ら れ る (例 え ば Morrison, S.L. 他 (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:685
16855; Neuberger, M.S. 他 (1984) Nature 312:604608;お よ び Takeda, S. 他 (1985) Natu
re 314:452-454を 参 照 )。 別 法 で は 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い 、 一 本 鎖 抗 体 の 産 生 の た
め の 記 載 さ れ た 技 術 を 適 用 し て 、 NAAP特 異 的 一 本 鎖 抗 体 を 生 成 す る 。 関 連 し た 特 異 性 を 有
す る が イ デ ィ オ タ イ プ 組 成 が 異 な る よ う な 抗 体 を 、 ラ ン ダ ム な 組 合 せ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ
イ ブ ラ リ 類 か ら チ ェ ー ン シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 産 生 す る こ と も で き る （ 例 え ば Burton D
.R.（ 1991） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10134-10137を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ４ １ 】
抗 体 類 の 産 生 は 、 リ ン パ 球 集 団 に お け る 産 生 の 誘 導 に よ っ て 、 或 い は 文 献 に 開 示
さ れ て い る よ う に 非 常 に 特 異 的 な 結 合 試 薬 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ラ イ ブ ラ リ ま た は パ ネ ル の
ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て も 行 い 得 る (例 え ば Orlandi, R. 他 (1989) Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 86:38333837; Winter, G. 他 (1991) Nature 349:293-299を 参 照 )。
【 ０ ２ ４ ２ 】
NAAPに 対 す る 特 異 的 な 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 断 片 も 産 生 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 限 定 す る も の で
は な い が 、 こ の よ う な 断 片 に は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 産 生 さ れ る F（ ab'） 2  
断 片 と 、 F（ ab'） 2  断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る Fab断 片
と が あ る 。 あ る い は 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 所 望 の 特 異 性 を 持 つ
モ ノ ク ロ ー ナ ル Fab断 片 を 迅 速 且 つ 容 易 に 同 定 す る こ と が 可 能 と な る （ 例 え ば Huse, W.D. 
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他  (1989) Science 246:1275-1281を 参 照 ） 。 (1989) Science 246:1275-1281等 を 参 照 )。
【 ０ ２ ４ ３ 】
種 々 の 免 疫 学 的 検 定 （ イ ム ノ ア ッ セ イ ） を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す
る 抗 体 を 同 定 す る こ と が で き る 。 確 立 さ れ た 特 異 性 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 何 れ か を 用 い る 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 ま た は 競 合 結 合 ア ッ セ イ に 対 す る
数 々 の プ ロ ト コ ル は 、 本 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 こ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ は 通 常
、 NAAPと そ の 特 異 抗 体 と の 間 の 複 合 体 形 成 の 計 測 を 含 む 。 ２ つ の 非 干 渉 性 NAAPエ ピ ト ー プ
に 対 し て 反 応 性 を 持 つ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 群 を 用 い る 、 ２ 部 位 モ ノ ク ロ ー ナ ル ベ ー ス の イ
ム ノ ア ッ セ イ が 一 般 に 利 用 さ れ る が 、 競 合 結 合 試 験 も 利 用 で き る (Pound、 前 出 )。
【 ０ ２ ４ ４ 】
ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 と 共 に Scatchard分 析 な ど の 様 々 な 方 法 を 用 い て 、 NAAPに 対 す
る 抗 体 の 親 和 性 を 評 価 し 得 る 。 親 和 性 を 結 合 定 数 Kaで 表 す が 、 こ の Kaは 、 平 衡 状 態 下 の 、
NAAP抗 体 複 合 体 の モ ル 濃 度 を 、 遊 離 抗 体 と 遊 離 抗 原 と の モ ル 濃 度 で 除 し て 得 ら れ る 値 で あ
る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 類 は 多 様 な NAAPエ ピ ト ー プ に 対 す る 親 和 性 が 不 均 一 で あ り 、 或 る
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 試 薬 に 関 し て 判 定 し た Kaは 、 NAAP抗 体 群 の 平 均 の 親 和 性 ま た は 結 合 活
性 を 表 す 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 或 る 特 定 の NAAPエ ピ ト ー プ に 対 し て 単 一 特 異 的 で あ り 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 或 る 試 薬 に つ い て 判 定 し た Kaは 、 親 和 性 の 真 の 測 定 値 を 表 す 。 Ka値
が １ ０ ９ ～ １ ０ １ ２ Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の 高 親 和 性 抗 体 試 薬 は 、 NAAP-抗 体 複 合 体 が 激 し い 操 作 に
耐 え な け れ ば な ら な い イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い る の が 好 ま し い 。 Ka値 が １ ０ ６ ～ １ ０ ７ ｌ ｉ
ｔ ｅ ｒ ／ ｍ ｏ ｌ の 低 親 和 性 抗 体 試 薬 は 、 NAAPが 抗 体 か ら 最 終 的 に 活 性 化 状 態 で 解 離 す る 必
要 が あ る 免 疫 精 製 （ immunopurification） 及 び 類 似 の 処 理 に 用 い る の が 好 ま し い (Catty, 
D. (1988) . IRL Press, Washington, DC;
 Liddell, J. E. 及 び  Cryer, A. (1991) 
, John Wiley & Sons, New York NY)。
【 ０ ２ ４ ５ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 試 薬 の 抗 体 価 お よ び 結 合 活 性 を 更 に 評 価 し て 、 後 に 使 う 或 る 適 用 例 に
対 す る こ の よ う な 試 薬 の 品 質 お よ び 適 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 少 な く と も １
～ ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 特 異 的 な 抗 体 、 好 ま し く は ５ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 特 異 的 な 抗 体 を 含 む ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 試 薬 は 一 般 に 、 NAAP-抗 体 複 合 体 を 沈 殿 さ せ な け れ ば な ら な い 処 理 に 用
い ら れ る 。 抗 体 の 特 異 性 、 抗 体 価 、 結 合 活 性 、 様 々 な 適 用 例 に お け る 抗 体 の 品 質 や 使 用 に
対 す る 指 針 に つ い て は 、 一 般 に 入 手 可 能 で あ る （ 例 え ば 前 出 の Catty、 同 Coligan 他 を 参
照 ） 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 任 意 の 断 片 や
相 補 配 列 を 、 治 療 目 的 で 使 用 す る こ と が で き る 。 或 る 実 施 例 で は 、 NAAPを コ ー ド す る 遺 伝
子 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 や 調 節 領 域 に 相 補 的 な 配 列 や ア ン チ セ ン ス 分 子 （ DNA、 RNA、 PNA、
ま た は 修 飾 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） を 設 計 し て 遺 伝 子 発 現 を モ デ ィ フ ィ ケ ー シ ョ ン し 得
る 。 こ の よ う な 技 術 は 当 分 野 で は 周 知 で あ り 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は よ
り 大 き な 断 片 を 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 の 制 御 領 域 、 ま た は コ ー ド 領 域 に 沿 っ た 、 さ ま ざ
ま な 位 置 か ら 設 計 可 能 で あ る （ 例 え ば Agrawal, S.,編 集 （ 1996）
, Humana Press Inc., Totawa NJを 参 照 ） 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
治 療 に 用 い る 場 合 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 を 適 切 な 標 的 細 胞 に 導 入 す る の に 好 適 な 、 任 意 の 遺
伝 子 送 達 系 を 用 い る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 転 写 時 に 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 細 胞 配 列 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な 配 列 を 作 製 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド の 形 で 、 細 胞
内 に 送 達 し 得 る (例 え ば Slater, J.E. 他 （ 1998） J. Allergy Clin. Immunol. 102（ 3） :4
69-475 お よ び  Scanlon, K.J. 他 （ 1995） 9（ 13） :1288-1296を 参 照 ） 。 ア ン チ セ ン ス 配
列 は ま た 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス や ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど の ウ イ ル ス ベ ク タ ー
を 用 い て 細 胞 内 に 導 入 す る こ と も で き る （ 例 え ば Miller, A.D.（ 1990） Blood 76:271、 前
出 の Ausubel、 Uckert, W.お よ び W. Walther（ 1994） Pharmacol. Ther. 63（ 3） :323-347
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を 参 照 ） 。 そ の 他 の 遺 伝 子 送 達 機 構 に は 、 リ ポ ソ ー ム 系 、 人 工 的 な ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ
お よ び 当 分 野 で 公 知 の そ の 他 の シ ス テ ム が 含 ま れ る （ 例 え ば Rossi, J.J.（ 1995） Br. Med
. Bull. 51（ 1） :217-225; Boado、 R.J.他 (1998) J. Pharm. Sci. 87(11):1308-1315、 Mo
rris, M.C.他 (1997) Nucleic Acids Res. 25(14):2730-2736を 参 照 )。
【 ０ ２ ４ ８ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 体 細 胞 若 し く は 生 殖
細 胞 の 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 遺 伝 子 治 療 に よ り 、 （ i） 遺 伝 子 欠 損 症 を
治 療 し （ 例 え ば Ｘ 染 色 体 連 鎖 遺 伝 （ Cavazzana-Calvo, M.他  (2000) Science 288:669-672
） に よ り 特 徴 付 け ら れ る 重 症 複 合 型 免 疫 不 全 (SCID)-X1病 の 場 合 ） 、 先 天 性 ア デ ノ シ ン デ
ア ミ ナ ー ゼ （ ADA） 欠 損 症 に 関 連 す る 重 症 複 合 型 免 疫 不 全 症 候 群 （ Blaese, R.M. 他 (1995)
 Science 270:475-480、 Bordignon, C.他  (1995) Science 270:470-475） 、 嚢 胞 性 繊 維 症
（ Zabner, J.他  (1993) Cell 75:207-216: Crystal、 R.G.他 (1995) Hum.Gene Therapy 6:
643-666、 Crystal, R.G.他 (1995) Hum.Gene Therapy 6:667-703） 、 サ ラ セ ミ ア （ thalass
amia） 、 家 族 性 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 や 、 第 VIII因 子 若 し く は 第 IX因 子 欠 損 に 起 因 す る 血
友 病 （ Crystal, R.G. (1995) Science 270:404-410、 Verma, I.M. お よ び  N. Somia (199
7) Nature 389:239-242） 、 （ ii） 条 件 的 致 死 性 遺 伝 子 産 物 を 発 現 さ せ （ 例 え ば 制 御 不 能
な 細 胞 増 殖 に 起 因 す る 癌 の 場 合 ） 、 （ iii） 細 胞 内 の 寄 生 生 物 、 例 え ば ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ
ル ス (HIV)（ Baltimore, D. (1988) Nature 335:395-396、 Poeschla, E.他 (1996) Proc. N
atl. Acad. Sci. USA. 93:11395-11399） な ど ヒ ト レ ト ロ ウ イ ル ス 、 B型 若 し く は C型 肝 炎
ウ イ ル ス （ HBV、 HCV） 、 お よ び 等 の 寄
生 真 菌 、 並 び に 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 お よ び ク ル ー ズ ト リ パ ノ ソ ー マ 等 の 寄 生 原 虫 に 対 す る
防 御 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 NAAPの 発 現 若 し く は 調 節 に 必 要
な 遺 伝 子 の 欠 損 が 疾 患 を 引 き 起 こ す 場 合 、 導 入 し た 細 胞 の 好 適 な 集 団 か ら NAAPを 発 現 さ せ
て 、 遺 伝 子 欠 損 に よ っ て 起 こ る 症 状 の 発 現 を 緩 和 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
本 発 明 の 更 な る 実 施 例 で は 、 NAAPの 欠 損 に よ る 疾 患 や 異 常 症 を 、 NAAPを コ ー ド す る 哺 乳 類
発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し て 、 こ れ ら の ベ ク タ ー を 機 械 的 手 段 に よ っ て NAAP欠 損 細 胞 に 導 入 す
る こ と に よ っ て 治 療 す る 。 あ る い は の 細 胞 に 用 い る 機 械 的 導 入 技 術 に は
、 （ i） 個 々 の 細 胞 内 へ の 直 接 的 な DNA微 量 注 射 法 、 （ ii） 遺 伝 子 銃 、 （ iii） リ ポ ソ ー ム
を 介 し た 形 質 移 入 、 （ iv） 受 容 体 を 介 し た 遺 伝 子 導 入 、 お よ び （ v） DNAト ラ ン ス ポ ゾ ン の
使 用 が あ る （ Morgan, R.A. お よ び  W.F. Anderson（ 1993） Annu. Rev. Biochem. 62:191-
217、 Ivics, Z.（ 1997） Cell 91:501-510; Boulay, J-L. お よ び H. Recipon（ 1998） Curr
. Opin. Biotechnol. 9:445-450） 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
NAAPの 発 現 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 発 現 ベ ク タ ー に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 PCDNA 3.1
、 EPITAG、 PRCCMV2、 PREP、 PVAX、 PCR2-TOPOTAベ ク タ ー (Invitrogen, Carlsbad CA)、 PCM
V-SCRIPT、 PCMV-TAG、 PEGSH／ PERV (Stratagene, La Jolla CA)、 PTET-OFF、 PTET-ON、 PT
RE2、 PTRE2-LUC、 PTK-HYG (Clontech, Palo Alto CA)が 含 ま れ る 。 DMEを 発 現 さ せ る た め
に 、 （ i） 構 成 的 に 活 性 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） 、 ラ ウ ス
肉 腫 ウ イ ル ス （ RSV） 、 SV40ウ イ ル ス 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） 、 若 し く は β － ア ク チ ン
の 遺 伝 子 な ど ） 、 (ii)誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 市 販 さ れ て い る T-REXプ ラ ス ミ ド （ I
nvitrogen） に 含 ま れ て い る 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー （ Gossen, M. お よ び
 H. Bujard (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:5547-5551; Gossen, M. 他 (1995
) Science 268:1766-1769; Rossi, F.M.V. お よ び  H.M. Blau (1998) Curr. Opin. Biote
chnol. 9:451-456） ） 、 エ ク ジ ソ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 市 販 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド PVGR
XRお よ び PINDに 含 ま れ て い る ： Invitrogen） 、 FK506／ ラ パ マ イ シ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー
、 ま た は RU486／ ミ フ ェ プ リ ス ト ー ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ Rossi, F.M.V. お よ び  H.M. B
lau, 前 出 ） 、 ま た は （ iii） 正 常 な 個 体 に 由 来 す る 、 NAAPを コ ー ド す る 内 因 性 遺 伝 子 の 天
然 プ ロ モ ー タ ー 若 し く は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い 得 る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
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市 販 の リ ポ ソ ー ム 形 質 転 換 キ ッ ト （ 例 え ば Invitrogen社 の PerFect Lipid Transfection K
it） を 用 い れ ば 、 当 業 者 は 実 験 の 各 パ ラ メ ー タ を 最 適 化 す る 努 力 を さ ほ ど 要 さ ず 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 群 を 、 培 養 中 の 標 的 細 胞 群 に 送 達 し 得 る 。 別 法 で は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ Gr
aham. F.L. お よ び  A.J. Eb（ 1973） Virology 52:456-467） 若 し く は 電 気 穿 孔 法 （ Neuman
n, B. 他 (1982) EMBO J. 1:841845)。 初 代 培 養 細 胞 に DNAを 導 入 す る た め に は 、 標 準 化 さ
れ た 哺 乳 類 の 形 質 移 入 プ ロ ト コ ル の 修 正 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 NAAPの 発 現 に 関 連 す る 遺 伝 子 欠 損 に よ っ て 起 こ る 疾 患 や 障 害 を
、 （ i） レ ト ロ ウ イ ル ス 長 末 端 反 復 配 列 （ LTR） プ ロ モ ー タ ー 若 し く は 或 る 独 立 プ ロ モ ー タ
ー の コ ン ト ロ ー ル 下 で NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 （ ii） 好 適 な RNAパ ッ ケ ー
ジ ン グ シ グ ナ ル 群 と 、 （ iii） 追 加 の レ ト ロ ウ イ ル ス ・ シ ス 作 用 性 RNA配 列 と 、 効 率 的 な ベ
ク タ ー 増 殖 に 必 要 な コ ー デ ィ ン グ 配 列 と を 伴 う Rev応 答 性 エ レ メ ン ト （ RRE） と 、 か ら な る
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 作 製 し て 治 療 す る こ と が で き る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例
え ば PFBお よ び PFBNEO） は Stratagene社 か ら 市 販 さ れ て お り 、 刊 行 デ ー タ （ Riviere, I. 
他 (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:6733-6737)に 基 づ く 。 該 文 献 は 特 に 引 用 を 以
っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す 。 こ の ベ ク タ ー は 、 好 適 な ベ ク タ ー 産 生 細 胞 株 （ VPCL） に お い
て 増 殖 さ れ る 。 VPCLは 、 各 標 的 細 胞 上 の 受 容 体 へ の 親 和 性 を 持 つ エ ン ベ ロ ー プ 遺 伝 子 を 、
ま た は VSVgな ど 汎 親 和 性 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る （ Armentano, D. 他  (1987) 
J. Virol. 61:1647-1650、 Bender, M.A. 他  (1987) J. Virol. 61:1639-1646、 Adam, M.A
. お よ び  A.D. Miller (1988) J. Virol. 62:3802-3806、 Dull, T. 他  (1998) J. Virol.
 72:8463-8471、 Zufferey, R. 他  (1998) J. Virol. 72:9873-9880） 。 Riggに 付 与 さ れ た
米 国 特 許 第 5,910,434号 （ 「 Method for obtaining retrovirus packaging cell lines pr
oducing high transducing efficiency retroviral supernatant」 ） に お い て 、 レ ト ロ ウ
イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 群 を 得 る 方 法 が 開 示 さ れ て お り 、 引 用 を 以 て 本 明 細 書 の 一 部
と す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 増 殖 、 細 胞 集 団 （ 例 え ば CD4 +  Ｔ 細 胞 ） の 形 質 導 入 、
及 び 形 質 導 入 し た 細 胞 の 患 者 へ の 戻 し は 、 遺 伝 子 治 療 の 分 野 で は 当 業 者 に 公 知 の 方 法 で あ
り 、 多 数 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ Ranga, U. 他 (1997) J. Virol. 71:7020-7029; Bauer
, G. 他 (1997) Blood 89:2259-2267; Bonyhadi, M.L. (1997) J. Virol. 71:4707-4716; 
Ranga, U. 他 (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:1201-1206; Su, L. (1997) Blood 
89:2283-2290)。
【 ０ ２ ５ ３ 】
別 法 で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 系 遺 伝 子 治 療 の 或 る 送 達 系 を 用 い て 、 NAAPの 発 現 に 関 連 す る １
つ 以 上 の 遺 伝 子 異 常 を 有 す る 細 胞 群 に 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 送 達 す る
。 ア デ ノ ウ イ ル ス 系 ベ ク タ ー 類 の 作 製 お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ に つ い て は 、 当 業 者 に 周 知 で
あ る 。 複 製 欠 損 型 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 類 は 、 種 々 の 免 疫 調 節 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 群 を 、 無 損 傷 の 膵 島 内 に イ ン ポ ー ト す る 目 的 で 多 様 に 利 用 し 得 る こ と が 証 明 さ れ た
（ Csete, M.E. 他  (1995) Transplantation 27:263-268） 。 潜 在 的 に 有 用 な ア デ ノ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー 類 は Armentanoに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,707,618号 （ 「 Adenovirus vectors f
or gene therapy」 ） に 記 載 さ れ て お り 、 引 用 す る こ と を 以 て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 ア
デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 類 に つ い て は 、 Antinozzi, P.A. 他  (1999) Annu. Rev. Nutr. 19:
511-544 並 び に 、 Verma, I.M. お よ び  N. Somia (1997) Nature 18:389:239-242も 参 照 さ
れ た い 。 両 文 献 は 、 引 用 を 以 て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
別 法 で は 、 ヘ ル ペ ス 系 遺 伝 子 治 療 の 送 達 系 を 用 い て 、 NAAPの 発 現 に 関 連 す る １ つ 或 い は 複
数 の 遺 伝 子 異 常 を 有 す る 標 的 細 胞 に 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 送 達 す る 。 単
純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ HSV） 系 ベ ク タ ー 類 は 、 HSVが 親 和 性 を 持 つ 中 枢 神 経 細 胞 に NAAPを 導
入 す る 際 に 、 特 に 有 益 に 思 え る 。 ヘ ル ペ ス 系 ベ ク タ ー 類 の 作 製 お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ は 、
当 業 者 に 公 知 で あ る 。 或 る 複 製 適 格 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ HSV） I型 系 の ベ ク タ ー が 、
或 る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 、 霊 長 類 の 眼 へ の 送 達 に 用 い ら れ て い る （ Liu, X. 他 (1999) Exp
.Eye Res. 169:385395)。 HSV-1ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 作 製 に つ い て も 、 DeLucaに 付 与 さ れ た
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米 国 特 許 第 5,804,413号 （ 「 Herpes simplex virus strains for gene transfer」 ） に 詳
細 に 開 示 さ れ て お り 、 該 特 許 の 引 用 を 以 て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 米 国 特 許 第 5,804,413
号 は 、 ヒ ト 遺 伝 子 治 療 な ど の 目 的 で 、 好 適 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お い て 細 胞 に 導 入 さ
れ る 少 な く と も １ つ の 外 来 遺 伝 子 を 有 す る ゲ ノ ム を 持 つ 、 組 換 え HSV d92の 利 用 に つ い て
記 載 す る 。 上 記 特 許 は ま た 、 ICP4、 ICP27、 お よ び ICP22を 欠 失 し た 組 換 え HSV系 統 の 、 作
製 お よ び 使 用 に つ い て 開 示 し て い る 。 HSVベ ク タ ー 類 に つ い て は 、 Goins, W.F. 他  (1999)
 J. Virol. 73:519-532 お よ び  Xu, H. 他  (1994) Dev. Biol. 163:152-161も 参 照 さ れ た
い 。 両 文 献 は 、 引 用 を 以 て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 ク ロ ー ン 化 し た ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 配 列
群 の 操 作 、 大 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ゲ ノ ム （ large herpesvirus genomes） の 様 々 な セ グ メ ン
ト を 持 つ 複 数 の プ ラ ス ミ ド を 形 質 移 入 し た 後 の 組 換 え ウ イ ル ス の 産 生 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
の 成 長 お よ び 増 殖 、 並 び に 細 胞 群 へ の ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 感 染 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 で
あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
別 法 で は 、 或 る α ウ イ ル ス （ 正 の 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス ） ベ ク タ ー を 用 い て 、 NAAPを コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 標 的 細 胞 群 に 送 達 す る 。 プ ロ ト タ イ プ の α ウ イ ル ス で あ る セ ム
リ キ 森 林 熱 ウ イ ル ス （ SFV） の 生 物 学 的 研 究 が 広 範 に 行 わ れ て お り 、 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー
類 は 、 SFVゲ ノ ム に 基 づ く （ Garoff, H. お よ び  K.-J. Li (1998) Curr. Opin. Biotechno
l. 9:464-469） 。 α ウ イ ル ス RNAの 複 製 中 に 、 ウ イ ル ス の カ プ シ ド タ ン パ ク 質 群 を 通 常 は
コ ー ド す る 、 サ ブ ゲ ノ ム RNAが 産 生 さ れ る 。 こ の サ ブ ゲ ノ ム RNAは 、 完 全 長 ゲ ノ ム RNAよ り
も 高 レ ベ ル に 複 製 す る の で 、 酵 素 活 性 （ 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ ） を 持 つ
ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 比 べ て カ プ シ ド タ ン パ ク 質 群 が 過 剰 産 生 さ れ る 。 同 様 に 、 NAAPを コ
ー ド す る 配 列 を α ウ イ ル ス ゲ ノ ム の カ プ シ ド を コ ー ド す る 領 域 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、
ベ ク タ ー 導 入 細 胞 に お い て 多 数 の NAAPを コ ー ド す る RNAが 産 生 さ れ 、 高 い レ ベ ル で NAAPが
合 成 さ れ る 。 通 常 、 α ウ イ ル ス の 感 染 は 、 数 日 以 内 の 細 胞 溶 解 を 伴 う 。 一 方 、 シ ン ド ビ ス
ウ イ ル ス （ SIN） の 或 る 変 異 体 を 有 す る ハ ム ス タ ー 正 常 腎 臓 細 胞 （ BHK-21） 群 が 持 続 的 な
感 染 を 確 立 す る 能 力 は 、 α ウ イ ル ス 類 の 溶 解 複 製 を 、 遺 伝 子 治 療 に 応 用 し 得 る よ う に 好 適
に 改 変 可 能 で あ る こ と を 示 唆 す る （ Dryga, S.A. 他 (1997) Virology 228:74-83)。 様 々 な
宿 主 に α ウ イ ル ス を 導 入 で き る の で 、 様 々 な タ イ プ の 細 胞 に NAAPを 導 入 す る こ と が で き る
。 或 る 集 団 に お け る 或 る サ ブ セ ッ ト の 細 胞 群 の 特 異 的 形 質 導 入 は 、 形 質 導 入 前 に 細 胞 の 選
別 を 必 要 と し 得 る 。 α ウ イ ル ス の 感 染 性 cDNAク ロ ー ン の 処 置 方 法 、 α ウ イ ル ス の cDNAお よ
び RNAの 形 質 移 入 方 法 お よ び α ウ イ ル ス の 感 染 方 法 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
転 写 開 始 部 位 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る こ と も 可 能 で あ る
。 転 写 開 始 部 位 と は 、 例 え ば 開 始 部 位 か ら 数 え て 約 － １ ０ と 約 ＋ １ ０ の 間 で あ る 。 同 様 に
、 三 重 ら せ ん 塩 基 対 の 形 成 方 法 を 用 い て 阻 害 が 可 能 と な る 。 三 重 ら せ ん 塩 基 対 形 成 は 、 ポ
リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 ま た は 調 節 分 子 の 結 合 の た め に 十 分 に 開 く 、 二 重 ら せ ん の 能 力 を 阻
害 す る の で 有 用 で あ る 。 三 重 ら せ ん DNAを 用 い る 最 近 の 治 療 の 進 歩 に つ い て は 文 献 に 記 載
が あ る (例 え ば Gee, J.E. 他 (1994) in: Huber, B.E.お よ び B.I. Carr, 

, Futura Publishing, Mt. Kisco, NY, 163-177ペ ー ジ 等 を 参 照 ）
。 ま た 、 相 補 配 列 ま た は ア ン チ セ ン ス 分 子 を 設 計 し 、 転 写 物 が リ ボ ソ ー ム に 結 合 す る の を
阻 止 す る こ と に よ っ て mRNAの 翻 訳 を ブ ロ ッ ク し 得 る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
リ ボ ザ イ ム 類 は 、 酵 素 性 RNA分 子 で あ る 。 RNAの 特 異 的 切 断 を 触 媒 す る た め に リ ボ ザ イ ム を
用 い 得 る 。 リ ボ ザ イ ム 作 用 の メ カ ニ ズ ム は 、 相 補 的 標 的 RNAへ の リ ボ ザ イ ム 分 子 の 配 列 特
異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 そ の 後 に 起 こ る 内 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切 断 に 関 与 し て い る 。
例 え ば 、 人 工 的 に 作 製 さ れ た ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム 分 子 が 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列
の 、 内 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切 断 を 特 異 的 且 つ 効 果 的 に 触 媒 で き る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
任 意 の 潜 在 的 RNA標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 を 先 ず 同 定 す る た め 、 GUA、 GUU、 GUC
配 列 な ど リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 に 対 し て 標 的 分 子 を ス キ ャ ン す る 。 一 度 同 定 さ れ る と 、 切 断
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部 位 を 持 つ 標 的 遺 伝 子 の 領 域 に 対 応 す る １ ５ ～ ２ ０ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 短 い RNA配 列 が 、
そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 機 能 不 全 に す る よ う な ２ 次 構 造 の 特 徴 を も っ て い な い か を 評 価
す る こ と が 可 能 に な る 。 候 補 標 的 の 適 合 性 の 評 価 も 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ を 用
い て 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 群 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン へ の ア ク セ ス 可 能 性 を テ ス
ト す る こ と に よ っ て 行 い 得 る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
本 発 明 の 相 補 リ ボ 核 酸 分 子 お よ び リ ボ ザ イ ム は 、 核 酸 分 子 合 成 の た め に 当 分 野 で よ く 知 ら
れ て い る 任 意 の 方 法 を 用 い て 作 製 し 得 る 。 作 製 方 法 に は 、 固 相 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 合 成
な ど 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る 方 法 が あ る 。 あ る い は 、 NAAPを コ ー ド す る
DNA配 列 の お よ び 転 写 に よ っ て RNA分 子 を 産 生 し 得 る 。 こ の よ う な DNA配 列
は 、 T7や SP6な ど の 好 適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 多 様 な ベ ク タ ー 内 に 取 り
込 む こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 相 補 的 RNAを 構 成 的 あ る い は 誘 導 的 に 合 成 す る こ れ ら
の cDNA構 成 物 を 、 細 胞 株 、 細 胞 ま た は 組 織 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
細 胞 内 の 安 定 性 を 高 め 、 半 減 期 を 長 く す る た め に RNA分 子 を 修 飾 し 得 る 。 限 定 す る も の で
は な い が 可 能 な 修 飾 と し て は 、 分 子 の ５ '末 端 、 ３ '末 端 、 あ る い は そ の 両 方 に お い て 隣 接
配 列 群 を 追 加 す る こ と や 、 分 子 の 主 鎖 内 に お い て ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 結 合 で は な く ホ ス
ホ ロ チ オ エ ー ト ま た は 2' O-メ チ ル を 使 用 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ の 概 念 は 、 本 来 は PNA群
の 産 出 に お け る も の で あ る が 、 こ れ ら 全 て の 分 子 に 拡 大 す る こ と が で き る 。 そ の た め に は
、 内 因 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 容 易 に は 認 識 さ れ な い 、 ア デ ニ ン 、 シ チ ジ ン 、 グ ア
ニ ン 、 チ ミ ン 、 お よ び ウ リ ジ ン に ア セ チ ル － 、 メ チ ル － 、 チ オ － お よ び 同 様 の 修 飾 を し た
も の や 、 非 従 来 型 塩 基 、 例 え ば イ ノ シ ン 、 ク エ オ シ ン （ queosine） 、 ワ イ ブ ト シ ン （ wybu
tosine） を 加 え る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
本 発 明 の 更 な る 実 施 例 は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 改 変 に 有 効 な 化 合
物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 含 む 。 限 定 す る も の で は な い が 特 定 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発
現 改 変 を 起 こ す の に 有 効 で あ り 得 る 化 合 物 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 三 重 ら せ ん 形 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 転 写 因 子 な ど の ポ リ ペ プ チ ド 転 写
制 御 因 子 、 お よ び 特 定 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 互 作 用 し 得 る 非 高 分 子 化 学 的 実 体 が あ る
。 有 効 な 化 合 物 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー の い ず れ か
と し て 作 用 す る こ と に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 を 改 変 し 得 る 。 従 っ て 、 NAAPの 発 現 ま た
は 活 性 の 増 加 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発
現 を 特 異 的 に 阻 害 す る 化 合 物 が 治 療 上 有 用 で あ り 、 NAAPの 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 す
る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 特 異 的 に 促 進 す る
化 合 物 が 治 療 上 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
或 る 特 定 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 際 の 有 効 性 に 対 し て 、 少 な く と も １ 個 ま た は
複 数 個 の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。 試 験 化 合 物 を 得 る に は 、 当 分 野 で 公 知 の 任
意 の 方 法 を 用 い 得 る 。 取 得 方 法 と し て は 、 以 下 の 場 合 に 有 効 な 既 知 化 合 物 の 化 学 修 飾 が あ
る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 場 合 と 、 既 存 の 、 商 用 ま た は 専 用 の 、 天 然 ま た は
非 天 然 の 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 す る 場 合 と 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学 的 お よ び
／ ま た は 構 造 的 特 性 に 基 づ く 化 合 物 を 合 理 的 に デ ザ イ ン す る 場 合 と 、 組 合 せ 的 に ま た は 無
作 為 に 生 成 し た 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 す る 場 合 と で あ る 。 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 持 つ サ ン プ ル を 、 こ の よ う に し て 得 た 試 験 化 合 物 の 少 な く と も １ つ に 曝 露 す
る 。 サ ン プ ル は 例 え ば 、 無 傷 細 胞 、 透 過 化 処 理 し た 細 胞 、 無 細 胞 系 す な わ ち 再 構
成 生 化 学 系 が あ り 得 る 。 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に お け る 改 変 は 、 当 分
野 で 周 知 の 任 意 の 方 法 で ア ッ セ イ す る 。 通 常 は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配
列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り
、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 検 出 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 量 を 定 量 す る こ と に よ
り 、 １ つ 以 上 の 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ る 、 ま た は 曝 露 さ れ な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の
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比 較 の た め の 基 礎 を 形 成 し 得 る 。 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に お け
る 変 化 の 検 出 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 際 に 試 験 化 合 物 が 有 効 で あ る こ と を
示 す 。 或 る 特 定 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 改 変 発 現 に 有 効 な 化 合 物 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ を 実
行 で き 、 例 え ば 分 裂 酵 母 （ ） 遺 伝 子 発 現 系 （ Atkins, D. 他 (1
999) 米 国 特 許 第 5,932,435号 、 Arndt, G.M. 他 (2000) Nucleic Acids Res.28:E15) ま た
は ヒ ト 細 胞 株 、 例 え ば HeLa 細 胞 (Clarke, M.L. 他 (2000) Biochem. Biophys. Res. Commu
n. 268:8-13)を 用 い る 。 本 発 明 の 特 定 の 実 施 例 は 、 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る
ア ン チ セ ン ス 活 性 の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） の 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と に 関 与 し て い る （ Bruice, T.W. 他 (1997) 米 国 特 許 第 5,686,242号 、 Bruice,
 T.W. 他 (2000) 米 国 特 許 第 6,022,691号 )。
【 ０ ２ ６ ３ 】
ベ ク タ ー を 細 胞 ま た は 組 織 に 導 入 す る 多 数 の 方 法 が 利 用 可 能 で あ り 、 、
お よ び の 使 用 に 対 し て 同 程 度 に 適 し て い る 。 治 療 の 場 合 、 ベ ク タ ー を 、 患
者 か ら 採 取 し た 幹 細 胞 内 に 導 入 し 、 ク ロ ー ニ ン グ 増 殖 し て 同 患 者 に 自 家 移 植 で 戻 す こ と が
で き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ る 、 ま た は リ ボ ソ ー ム 注 入 や ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ
マ ー に よ る 送 達 は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る （ 例 え
ば Goldman, C.K. 他 (1997) Nat. Biotechnol. 15:462-466を 参 照 )。
【 ０ ２ ６ ４ 】
上 記 の 治 療 方 法 は い ず れ も 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ウ サ ギ 、 サ ル な ど
の 哺 乳 類 を 含 め て 治 療 が 必 要 な 全 て の 被 験 体 に 適 用 で き る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
本 発 明 の 或 る 更 な る 実 施 例 は 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と 共 に 処 方 さ れ る 活 性 成 分 を
一 般 に 持 つ 、 或 る 組 成 物 の 投 与 に 関 す る 。 賦 形 剤 に は 例 え ば 、 糖 、 で ん ぷ ん 、 セ ル ロ ー ス
、 ゴ ム お よ び タ ン パ ク 質 が あ る 。 様 々 な 処 方 が 広 く 知 ら れ て お り 、 詳 細 は

（ Maack Publishing, Easton PA） の 最 新 版 に 記 載 さ れ て い る 。 こ
の よ う な 組 成 物 は 、 NAAP、 NAAPの 抗 体 、 擬 態 物 質 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は
イ ン ヒ ビ タ ー な ど か ら な る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
本 発 明 に 用 い る 組 成 物 は 、 任 意 の 数 の 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き 、 限 定 す る も の で
は な い が 経 路 に は 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 骨 髄 内 、 ク モ 膜 下 腔 内 、 心 室 内 、 肺
、 経 皮 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、 腸 内 、 局 所 、 舌 下 ま た は 直 腸 が あ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
肺 か ら 投 与 す る 組 成 物 は 、 液 状 ま た は 乾 燥 粉 末 状 で 調 製 し 得 る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 通 常
、 患 者 が 吸 入 す る 直 前 に エ ア ロ ゾ ル 化 す る 。 小 分 子 （ 例 え ば 伝 統 的 な 低 分 子 量 有 機 薬 ） の
場 合 に は 、 速 効 製 剤 の エ ア ロ ゾ ル 送 達 は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 高 分 子 （ 例 え ば よ り 大 き な
ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 ） の 場 合 に は 、 当 該 分 野 に お い て 肺 の 肺 胞 領 域 を 介 し て の 肺 送
達 が 最 近 向 上 し た こ と に よ り 、 イ ン ス リ ン な ど の 薬 剤 を 実 質 的 に 血 液 循 環 へ 輸 送 す る こ と
を 可 能 に し た （ Patton, J.S. 他 , 米 国 特 許 第 5,997,848号 な ど を 参 照 ） 。 肺 送 達 は 、 針 注
射 な し に 投 与 す る 点 で 優 れ て お り 、 有 毒 な 可 能 性 の あ る 浸 透 エ ン ハ ン サ ー の 必 要 性 を な く
す 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
本 発 明 で の 使 用 に 適 し た 組 成 物 に は 、 所 定 の 目 的 を 達 成 す る た め に 必 要 な だ け の 量 の 活 性
成 分 を 含 有 す る 組 成 物 が 含 ま れ る 。 有 効 投 与 量 の 決 定 は 、 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 で 行 う 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
NAAPを 有 す る 、 ま た は そ の 断 片 群 を 有 す る 高 分 子 群 を 直 接 、 細 胞 内 に 送 達 す べ く 、 特 殊 な
種 々 の 形 状 の 組 成 物 群 が 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 不 透 過 性 高 分 子 を 含 む リ ポ ソ ー ム 製
剤 は 、 そ の 高 分 子 の 細 胞 融 合 と 細 胞 内 送 達 と を 促 進 し 得 る 。 別 法 で は 、 NAAPま た は そ の 断
片 を 、 HIV Tat-1タ ン パ ク 質 の 陽 イ オ ン N末 端 部 に 結 合 す る こ と も で き る 。 こ の よ う に し て
産 生 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 類 は 、 或 る マ ウ ス モ デ ル 系 の 、 脳 を 含 む 全 て の 組 織 の 細 胞 群 に
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形 質 導 入 す る こ と が わ か っ て い る （ Schwarze, S.R. 他 (1999) Science 285:1569-1572)。
【 ０ ２ ７ ０ 】
任 意 の 化 合 物 に 対 し て 、 先 ず 細 胞 培 養 ア ッ セ イ 、 例 え ば 新 生 物 性 細 胞 の 細 胞 培 養 ア ッ セ イ
に お い て 、 あ る い は 、 動 物 モ デ ル 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 サ ル ま た は ブ
タ な ど に お い て 、 治 療 有 効 投 与 量 を 推 定 で き る 。 動 物 モ デ ル は ま た 、 好 適 な 濃 度 範 囲 お よ
び 投 与 経 路 を 決 定 す る た め に も 用 い 得 る 。 こ の よ う な 情 報 を 用 い て 、 次 に ヒ ト に 対 す る 有
益 な 投 与 量 お よ び 投 与 経 路 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
治 療 有 効 投 与 量 と は 、 症 状 や 容 態 を 回 復 さ せ る 、 た と え ば NAAPま た は そ の 断 片 、 NAAPの 抗
体 、 NAAPの ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ ン ヒ ビ タ ー な ど 活 性 処 方 成 分 の 量 を 指 す
。 治 療 有 効 度 お よ び 毒 性 は 、 細 胞 培 養 ま た は 動 物 実 験 に お け る 標 準 的 な 薬 学 手 法 に よ っ て
、 例 え ば ED 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ の 治 療 有 効 量 ） ま た は LD 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ の 致 死 量 ） 統 計 を
計 算 す る な ど し て 判 定 で き る 。 毒 性 効 果 の 、 治 療 効 果 に 対 す る 投 与 量 比 が 治 療 指 数 で あ り
、 LD 5 0 /ED 5 0 比 と し て 表 す こ と が で き る 。 高 い 治 療 指 数 を 示 す よ う な 組 成 物 が 望 ま し い 。
細 胞 培 養 ア ッ セ イ と 動 物 実 験 と か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に 用 い る 投 与 量 の 範 囲 で の 調
剤 に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 組 成 物 に 含 ま れ る 投 与 量 は 、 毒 性 を 殆 ど あ る い は 全 く 持 た ず
、 ED 5 0 を 含 む よ う な 血 中 濃 度 の 範 囲 に あ る こ と が 好 ま し い 。 用 い ら れ る 投 与 形 態 、 患 者 の
感 受 性 お よ び 投 与 の 経 路 に よ っ て 、 投 与 量 は こ の 範 囲 内 で 様 々 に 変 わ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
正 確 な 投 与 量 は 、 治 療 が 必 要 な 被 験 者 に 関 す る 要 素 を 考 慮 し て 、 現 場 の 医 者 が 決 定 す る こ
と に な る 。 充 分 な レ ベ ル の 活 性 成 分 を 与 え 、 あ る い は 所 望 の 効 果 を 維 持 す べ く 、 用 法 お よ
び 用 量 を 調 整 す る 。 被 験 者 に 関 す る 要 素 と し て は 、 疾 患 の 重 症 度 、 患 者 の 一 般 的 な 健 康 状
態 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 お よ び 性 別 、 投 与 の 時 間 お よ び 頻 度 、 薬 剤 の 配 合 、 反 応 感 受 性 お よ
び 治 療 に 対 す る 応 答 な ど を 考 慮 し 得 る 。 作 用 期 間 が 長 い 組 成 物 は 、 特 定 の 製 剤 の 半 減 期 お
よ び ク リ ア ラ ン ス 率 に よ っ て ３ ～ ４ 日 毎 に １ 度 、 １ 週 間 に １ 度 、 あ る い は ２ 週 間 に １ 度 の
間 隔 で 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
通 常 の 投 与 量 は 、 投 与 の 経 路 に も よ る が 約 ０ .１ ～ １ ０ ０ ,０ ０ ０ μ gで あ り 、 合 計 で 約 １ g
ま で と す る 。 特 定 の 投 与 量 お よ び 送 達 方 法 に 関 す る ガ イ ダ ン ス は 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、
現 場 の 医 者 は 通 常 そ れ を 利 用 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の イ
ン ヒ ビ タ ー 類 に つ い て の 処 方 と は 異 な る 、 ヌ ク レ オ チ ド に つ い て の 処 方 を 利 用 す る こ と に
な る 。 同 様 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 送 達 は 、 特 定 の 細 胞 、 症 状 、 部 位
な ど に 特 異 的 な も の と な る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
（ 診 断 ）
別 の 実 施 例 で は 、 NAAPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 、 NAAPの 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 障
害 の 診 断 に 、 ま た は 、 NAAPや NAAPの ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ ン ヒ ビ タ ー で 治
療 を 受 け て い る 患 者 を モ ニ タ ー す る た め の ア ッ セ イ に 用 い 得 る 。 診 断 目 的 に 有 用 な 抗 体 は
、 上 記 の 治 療 の 箇 所 で 記 載 し た 方 法 と 同 じ 方 法 で 調 合 さ れ る 。 NAAPの 診 断 ア ッ セ イ に は 、
ヒ ト の 体 液 か ら 、 あ る い は 細 胞 や 組 織 の 抽 出 物 か ら 、 抗 体 お よ び 標 識 を 用 い て NAAPを 検 出
す る 方 法 が 含 ま れ る 。 こ の 抗 体 は 修 飾 さ れ た も の も さ れ て い な い も の も 可 能 で あ り 、 レ ポ
ー タ ー 分 子 と の 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 で 標 識 化 で き る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 と し て は 広 く
さ ま ざ ま な 種 類 が 本 分 野 で 知 ら れ て お り 、 ま た 使 用 可 能 で あ る が 、 そ の う ち の い く つ か は
上 記 で 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
NAAPを 測 定 す る た め の 様 々 な プ ロ ト コ ル 、 例 え ば ELISA、 RIA、 FACS等 が 当 分 野 で は 周 知 で
あ り 、 変 化 し た 、 あ る い は 異 常 な レ ベ ル の NAAPの 発 現 を 診 断 す る た め の 基 盤 を 提 供 す る 。
正 常 あ る い は 標 準 的 な NAAPの 発 現 の 値 は 、 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 正 常 な 哺 乳 動
物 、 例 え ば ヒ ト な ど の 被 験 体 か ら 採 取 し た 体 液 ま た は 細 胞 抽 出 物 と 、 NAAPに 対 す る 抗 体 と
を 混 合 さ せ る こ と に よ っ て 確 定 す る 。 標 準 複 合 体 形 成 量 は 、 種 々 の 方 法 、 例 え ば 測 光 法 で
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定 量 で き る 。 被 験 体 、 対 照 、 お よ び 、 生 検 組 織 か ら の 疾 患 サ ン プ ル で の 、 NAAP発 現 の 量 を
標 準 値 と 比 較 す る 。 標 準 値 と 被 験 体 と の 偏 差 が 、 疾 患 を 診 断 す る パ ラ メ ー タ を 確 定 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 診 断 の た め に 用 い
る こ と も で き る 。 用 い 得 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 相 補 的 RNA
お よ び DNA分 子 、 そ し て PNAが 含 ま れ る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 NAAPの 発 現
が 疾 患 と 相 関 し 得 る 生 検 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 を 検 出 し 定 量 し 得 る 。 こ の 診 断 ア ッ セ イ
を 用 い て 、 NAAPの 存 在 の 有 無 、 更 に は 過 剰 な 発 現 を 判 定 し 、 治 療 時 の NAAPレ ベ ル の 調 節 を
監 視 す る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
或 る 実 施 形 態 で は 、 NAAPま た は 近 縁 の 分 子 を コ ー ド す る 、 ゲ ノ ム 配 列 な ど ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 検 出 可 能 な PCRプ ロ ー ブ 類 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 NAAPを コ ー ド す る 核
酸 配 列 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ が 高 度 に 特 異 的 な 領 域 （ 例 え ば ５
'調 節 領 域 ） か ら 作 ら れ て い る 、 或 い は や や 特 異 性 の 低 い 領 域 （ 例 え ば 保 存 さ れ た モ チ ー
フ ） か ら 作 ら れ て い る か に か か わ ら ず 、 プ ロ ー ブ の 特 異 性 と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 或
い は 増 幅 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー と に よ っ て 、 そ の プ ロ ー ブ が NAAPを コ ー ド す る 天 然 配 列 の
み を 同 定 す る か ど う か 、 或 い は 対 立 遺 伝 子 変 異 配 列 や 関 連 配 列 を 同 定 す る か ど う か が 決 ま
る こ と と な る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
プ ロ ー ブ は ま た 、 関 連 す る 配 列 の 検 出 に 利 用 で き 、 ま た 、 NAAPを コ ー ド す る 任 意 の 配 列 と
の 少 な く と も ５ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 し 得 る 。 目 的 の 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ に は 、 DNAあ る い は RNAが 可 能 で あ り 、 SEQ ID NO:17－ 32の 配 列 、 或 い は NAAP遺 伝 子
の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 イ ン ト ロ ン を 含 む ゲ ノ ム 配 列 に 由 来 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
NAAPを コ ー ド す る DNAに 対 し て 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 作 製 方 法 に は
、 NAAPを コ ー ド ま た は NAAP誘 導 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を mRNAプ ロ ー ブ の 作
製 の た め の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 が あ る 。 mRNAプ ロ ー ブ 作 製 用 ベ ク タ ー 類 は 、
当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 市 販 さ れ て お り 、 好 適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ と 好 適 な 標 識 さ れ た ヌ
ク レ オ チ ド と を 加 え る こ と に よ っ て 、 で RNAプ ロ ー ブ を 合 成 す る た め に 用 い 得 る
。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 類 は 、 種 々 の レ ポ ー タ ー の 集 団 に よ っ て 標 識 さ れ 得 る
。 レ ポ ー タ ー 集 団 の 例 と し て は 、 3 2 Pま た は 3 5 Sな ど の 放 射 性 核 種 が 、 あ る い は ア ビ ジ ン ／
ビ オ チ ン 結 合 系 を 介 し て プ ロ ー ブ に 結 合 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど 酵 素 標 識 が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 NAAPの 発 現 に 関 係 す る 疾 患 の 診 断 に 用 い 得 る
。 限 定 す る も の で は な い が 、 こ の よ う な 疾 患 に は 細 胞 増 殖 異 常 、 神 経 障 害 、 発 達 障 害 、 自
己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 お よ び 感 染 症 が 含 ま れ 、 細 胞 増 殖 異 常 に は 日 光 角 化 症 、 動 脈 硬 化 、 ア
テ ロ ー ム 硬 化 、 滑 液 包 炎 、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合 性 結 合 組 織 病 （ MCTD） 、 骨 髄 線 維 症 、 発 作 性
夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 、 真 性 多 血 症 、 乾 癬 、 原 発 性 血 小 板 血 症 、 並 び に 、 腺 癌 、 白 血 病 、
リ ン パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄 腫 、 肉 腫 、 お よ び 奇 形 癌 な ど 癌 、 具 体 的 に は 、 副 腎 、 膀 胱 、 骨 、
骨 髄 、 脳 、 乳 房 、 頚 部 、 胆 嚢 、 神 経 節 、 消 化 管 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 膵
臓 、 副 甲 状 腺 、 陰 茎 、 前 立 腺 、 唾 液 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、 精 巣 、 胸 腺 、 甲 状 腺 、 お よ び 子 宮 の
癌 が 含 ま れ 、 神 経 障 害 に は 、 癲 癇 、 虚 血 性 脳 血 管 障 害 、 脳 卒 中 、 脳 腫 瘍 、 ア ル ツ ハ イ マ ー
病 、 ピ ッ ク 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 痴 呆 、 パ ー キ ン ソ ン 病 お よ び そ の 他 の 錐 体 外 路 障 害 、 筋
萎 縮 性 側 索 硬 化 お よ び そ の 他 の 運 動 ニ ュ ー ロ ン 障 害 、 進 行 性 神 経 性 筋 萎 縮 症 、 網 膜 色 素 変
性 症 （ 色 素 性 網 膜 炎 ） 、 遺 伝 性 運 動 失 調 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 他 の 脱 髄 疾 患 、 細 菌 性 お よ
び ウ イ ル ス 性 髄 膜 炎 、 脳 膿 瘍 、 硬 膜 下 膿 瘍 、 硬 膜 外 膿 瘍 、 化 膿 性 頭 蓋 内 血 栓 性 静 脈 炎 、 脊
髄 炎 お よ び 神 経 根 炎 、 ウ イ ル ス 性 中 枢 神 経 系 疾 患 と 、 プ リ オ ン 病 （ ク ー ル ー 、 ク ロ イ ツ フ
ェ ル ト ‐ ヤ コ ブ 病 、 お よ び Gerstmann-Straussler-Scheinker症 候 群 を 含 む ） 、 致 死 性 家 族
性 不 眠 症 、 神 経 系 性 栄 養 病 お よ び 代 謝 病 、 神 経 線 維 腫 症 、 結 節 硬 化 症 、 小 脳 網 膜 血 管 腫 症
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（ cerebelloretinal hemangioblastomatosis） 、 脳 ３ 叉 神 経 血 管 症 候 群 、 中 枢 神 経 系 性 精
神 遅 滞 お よ び 他 の 発 達 障 害 、 脳 性 麻 痺 、 神 経 骨 格 異 常 症 、 自 律 神 経 系 障 害 、 脳 神 経 障 害 、
脊 髄 疾 患 、 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 他 の 神 経 筋 障 害 、 末 梢 神 経 疾 患 、 皮 膚 筋 炎 お よ び 多 発 性 筋 炎
と 、 遺 伝 性 、 代 謝 性 、 内 分 泌 性 、 お よ び 中 毒 性 ミ オ パ シ ー と 、 重 症 筋 無 力 症 、 周 期 性 四 肢
麻 痺 、 精 神 障 害 （ 気 分 性 、 不 安 性 の 障 害 、 統 合 失 調 症 ／ 分 裂 病 ） 、 季 節 性 感 情 障 害 （ SAD
） 、 静 座 不 能 、 健 忘 症 、 緊 張 病 、 糖 尿 病 性 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 遅 発 性 ジ ス キ ネ ジ ア 、 ジ ス ト
ニ ー 、 パ ラ ノ イ ド 精 神 病 、 帯 状 疱 疹 後 神 経 痛 、 ト ゥ ー レ ッ ト 病 が 含 ま れ 、 発 達 障 害 に は 尿
細 管 性 ア シ ド ー シ ス 、 貧 血 、 ク ッ シ ン グ 症 候 群 、 軟 骨 形 成 不 全 性 小 人 症 、 デ ュ シ ェ ン ヌ ／
ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 癲 癇 、 性 腺 形 成 異 常 、 WAGR症 候 群 （ ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 無 虹
彩 症 、 尿 生 殖 器 異 常 、 精 神 遅 滞 ） 、 ス ミ ス ‐ マ ジ ェ ニ ス 症 候 群 （ Smith- Magenis syndrom
e） 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 、 遺 伝 性 粘 膜 上 皮 異 形 成 、 遺 伝 性 角 皮 症 や 、 シ ャ ル コ ー マ リ ー ツ
ー ス 病 お よ び 神 経 線 維 腫 症 な ど の 遺 伝 性 神 経 病 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 水 頭 症 や 、 Syndenha
m舞 踏 病 （ Syndenham's chorea） お よ び 脳 性 小 児 麻 痺 な ど の 発 作 障 害 、 二 分 脊 椎 、 無 脳 症
、 頭 蓋 脊 椎 披 裂 、 先 天 性 緑 内 障 、 白 内 障 、 感 音 難 聴 が 含 ま れ 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 に は 、
後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） 、 ア ジ ソ ン 病 （ 慢 性 原 発 性 副 腎 機 能 不 全 ） 、 成 人 呼 吸 窮 迫
症 候 群 、 ア レ ル ギ ー 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 貧 血 、 喘 息 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化
、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分 泌 カ ン ジ ダ 症 外 胚
葉 ジ ス ト ロ フ ィ ー （ APECED） 、 気 管 支 炎 、 胆 嚢 炎 、 接 触 皮 膚 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ア ト ピ ー 性
皮 膚 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 糖 尿 病 、 肺 気 腫 、 リ ン パ 球 傷 害 因 子 性 偶 発 性 リ ン パ 球 減 少 症 、 新 生 児
溶 血 性 疾 患 （ 胎 児 赤 芽 球 症 ） 、 結 節 性 紅 斑 、 萎 縮 性 胃 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー
症 候 群 、 痛 風 、 グ レ ー ブ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 過 好 酸 球 増 加 症 、 過 敏 性 腸 症 候 群 、 多 発 性
硬 化 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 心 筋 ま た は 心 膜 炎 症 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 、 膵 炎 、 多 発 性 筋
炎 、 乾 癬 、 ラ イ タ ー 症 候 群 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 強 皮 症 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 ア
ナ フ ィ ラ キ シ ー 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 全 身 性 強 皮 症 、 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 潰 瘍 性
大 腸 炎 、 ぶ ど う 膜 炎 、 ウ ェ ル ナ ー 症 候 群 、 癌 合 併 症 、 血 液 透 析 、 体 外 循 環 、 原 虫 感 染 症 、
蠕 虫 感 染 症 、 外 傷 が 含 ま れ 、 感 染 症 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア レ ナ ウ イ ル ス 、 ブ ン ヤ ウ イ
ル ス （ bunyavirus） 、 カ リ チ ウ イ ル ス （ calicivirus） 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 フ ィ ロ ウ イ ル
ス 、 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 パ
ル ボ ウ イ ル ス 、 パ ポ ー バ ウ イ ル ス 、 パ ラ ミ キ ソ ウ イ ル ス 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ
イ ル ス 、 レ オ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 、 ト ガ ウ イ ル ス に 分 類 さ れ る ウ
イ ル ス 病 原 体 に よ る 感 染 や 、 細 菌 に よ る 感 染 （ 肺 炎 球 菌 感 染 症 、 ブ ド ウ 球 菌 、 連 鎖 球 菌 、
バ シ ラ ス 菌 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 、 髄 膜 炎 菌 、 淋 菌 、 リ ス テ リ ア 、 モ
ラ ク セ ラ 、 キ ン ゲ ラ 、 ヘ モ フ ィ ル ス 、 レ ジ オ ネ ラ 、 百 日 咳 菌 や 、 シ ゲ ラ 、 サ ル モ ネ ラ 、 カ
ン ピ ロ バ ク タ ー を 含 む グ ラ ム 陰 性 腸 内 細 菌 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 、 ビ ブ リ オ 、 ブ ル セ ラ 、 野 兎
病 菌 、 エ ル シ ニ ア 、 バ ル ト ネ ラ 、 norcardium、 放 線 菌 、 ミ コ バ ク テ リ ウ ム 、 spirochaetal
e、 リ ケ ッ チ ア 、 ク ラ ミ ジ ア 、 マ イ コ プ ラ ズ マ に 分 類 ） 、 真 菌 感 染 (分 類 は ア ス ペ ル ギ ル ス
、 ブ ラ ス ト ミ セ ス 、 皮 膚 糸 状 菌 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス 、 malasezzia、 ヒ
ス ト プ ラ ス マ 、 ま た は 他 の 真 菌 症 起 因 菌 )、 寄 生 虫 感 染 (分 類 は プ ラ ス モ デ ィ ウ ム す な わ ち
マ ラ リ ア 原 虫 、 寄 生 性 ア メ ー バ 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 、 ト リ パ ノ ソ ー マ 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 、 ニ
ュ ー モ シ ス チ ス カ リ ニ 、 腸 内 原 虫 (ジ ア ル ジ ア な ど ） 、 ト リ コ モ ナ ス 、 組 織 線 虫 (旋 毛 虫 な
ど )、 腸 管 寄 生 線 虫 (回 虫 な ど )、 リ ン パ 管 フ ィ ラ リ ア 線 虫 、 吸 虫 (住 血 吸 虫 な ど )、 お よ び
条 虫 （ サ ナ ダ ム シ な ど ） )が 含 ま れ る 。 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 変 容
し た NAAP発 現 を 検 出 す る た め に 患 者 か ら 採 取 し た 体 液 或 い は 組 織 を 利 用 す る 、 サ ザ ー ン 法
や ノ ー ザ ン 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 或 い は そ の 他 の 膜 系 の 技 術 、 PCR法 や 、 デ ィ ッ プ ス テ
ィ ッ ク （ dipstick） 、 ピ ン （ pin） 、 お よ び マ ル チ フ ォ ー マ ッ ト の ELISA式 ア ッ セ イ 、 お よ
び マ イ ク ロ ア レ イ に 使 用 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 定 性 方 法 ま た は 定 量 方 法 は 、 当 分 野 で 公
知 で あ る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
或 る 特 定 の 態 様 で は 、 NAAPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 は 、 関 連 す る 障 害 、 特 に 上 記
し た 障 害 を 検 出 す る ア ッ セ イ 類 に お い て 有 用 で あ り 得 る 。 NAAPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
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配 列 を 、 標 準 的 な 方 法 で 標 識 化 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 に 好 適 な 条 件 の
下 、 患 者 か ら 採 取 し た 体 液 或 い は 組 織 の サ ン プ ル に 加 え る こ と が で き る 。 好 適 な イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 期 間 が 経 過 し た ら サ ン プ ル を 洗 浄 し 、 シ グ ナ ル を 定 量 し て 標 準 値 と 比 較 す る 。
患 者 サ ン プ ル 中 の シ グ ナ ル の 量 が 、 対 照 サ ン プ ル と 較 べ て 著 し く 変 化 し て い る 場 合 は 、 該
サ ン プ ル 内 の 、 NAAPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 の レ ベ ル 変 化 の 存 在 が 、 関 連 す る 障
害 の 存 在 を 標 示 す る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 動 物 実 験 、 臨 床 試 験 に お け る 特 定 の 治 療 効
果 を 推 定 す る た め 、 あ る い は 個 々 の 患 者 の 治 療 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い る こ と も で き る
。
【 ０ ２ ８ ２ 】
NAAPの 発 現 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 の 基 準 を 提 供 す る た め に 、 発 現 の 正 常 す な わ ち 標 準 的 な
プ ロ フ ィ ー ル が 確 立 さ れ る 。 こ れ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン あ る い は 増 幅 に 好 適 な 条 件
の 下 、 動 物 あ る い は ヒ ト の い ず れ か の 正 常 な 被 験 体 か ら 抽 出 さ れ た 体 液 あ る い は 細 胞 と 、
NAAPを コ ー ド す る 配 列 あ る い は そ の 断 片 と を 混 合 す る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 実 質 的 に
精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 既 知 量 で 用 い て 行 っ た 実 験 か ら 得 た 値 を 正 常 な 被 験 体 か ら
得 た 値 と 比 較 す る こ と に よ り 、 標 準 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 定 量 す る こ と が で き る 。 こ
の よ う に し て 得 た 標 準 値 は 、 疾 患 の 徴 候 を 示 す 患 者 か ら 得 た サ ン プ ル か ら 得 た 値 と 比 較 す
る こ と が で き る 。 標 準 値 か ら の 偏 差 を 用 い て 疾 患 の 存 在 を 確 定 す る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
疾 患 の 存 在 が 確 定 さ れ て 治 療 プ ロ ト コ ル が 開 始 さ れ る と 、 患 者 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 な 被 検
者 に 観 察 さ れ る レ ベ ル に 近 づ き 始 め た か ど う か を 測 定 す る た め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
ア ッ セ イ を 定 期 的 に 繰 り 返 し 得 る 。 連 続 ア ッ セ イ か ら 得 ら れ た 結 果 を 用 い て 、 数 日 か ら 数
ヶ 月 の 期 間 に わ た る 治 療 の 効 果 を 示 し 得 る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
癌 に 関 し て は 、 個 体 か ら の 生 体 組 織 に お け る 異 常 な 量 の 転 写 物 （ 過 少 発 現 ま た は 過 剰 発 現
） の 存 在 は 、 疾 患 の 発 生 素 質 を 示 し た り 、 実 際 に 臨 床 的 症 状 が 現 れ る 前 に 疾 患 を 検 出 す る
方 法 を 提 供 し 得 る 。 こ の 種 の よ り 明 確 な 診 断 に よ り 、 医 療 の 専 門 家 が 予 防 方 法 ま た は 積 極
的 な 治 療 法 を 早 く か ら 利 用 し 、 そ れ に よ っ て 癌 の 発 生 ま た は 更 な る 進 行 を 防 止 す る こ と が
可 能 と な る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
NAAPを コ ー ド す る 配 列 群 か ら 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 群 の 更 な る 診 断 的 利 用 に は 、 PC
Rの 利 用 を 含 み 得 る 。 こ れ ら の オ リ ゴ マ ー は 、 化 学 的 に 合 成 す る か 、 酵 素 に よ り 産 生 す る
か 、 あ る い は で 産 出 し 得 る 。 オ リ ゴ マ ー は 、 好 ま し く は NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 断 片 、 或 い は NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 断 片 を 含 み 、 最 適 化 し た 条 件 下 で 、 特 定 の 遺 伝 子 や 条 件 を 識 別 す る た め に 利 用 さ れ る
。 ま た 、 オ リ ゴ マ ー は 、 や や 緩 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 近 縁 の DNAあ る い は RNA配
列 の 検 出 、 定 量 、 あ る い は そ の 両 方 の た め 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
或 る 実 施 態 様 に お い て は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 類 を 用 い て 、 一 塩 基 多 型 （ SNP） を 検 出 し 得 る 。 SNPは 、 多 く の 場 合
に ヒ ト の 先 天 性 ま た は 後 天 性 遺 伝 病 の 原 因 と な る よ う な 置 換 、 挿 入 お よ び 欠 失 で あ る 。 限
定 す る も の で は な い が SNPの 検 出 方 法 に は 、 SSCP（ single-stranded conformation polymo
rphism） お よ び 蛍 光 SSCP（ fSSCP） が あ る 。 SSCPで は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 群 に 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 類 と ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ PCR） と
を 用 い た 、 DNAの 増 幅 を 行 う 。 こ の DNAは 例 え ば 、 病 変 組 織 ま た は 正 常 組 織 、 生 検 サ ン プ ル
、 体 液 な ど に 由 来 し 得 る 。 DNA内 の SNPは 、 一 本 鎖 形 の PCR生 成 物 の ２ 次 お よ び ３ 次 構 造 に
差 異 を 生 じ さ せ る 。 差 異 は 非 変 性 ゲ ル 中 で の ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 用 い て 検 出 可 能 で あ る 。 fS
SCPで は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 類 を 蛍 光 的 に 標 識 す る こ と に よ り 、 DNAシ ー ク エ
ン シ ン グ 機 な ど の 高 処 理 機 器 で ア ン プ リ マ ー （ amplimer） 類 の 検 出 が 可 能 に な る 。 更 に 、
イ ン シ リ コ SNP（ in silico SNP, isSNP） と 呼 ば れ る 配 列 デ ー タ ベ ー ス 分 析 法 は 、 一 般 的
な コ ン セ ン サ ス 配 列 に 配 列 さ れ る よ う な 個 々 の オ ー バ ー ラ ッ プ す る DNA断 片 群 の 配 列 を 比
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較 す る こ と に よ り 、 多 型 性 を 同 定 し 得 る 。 こ れ ら の コ ン ピ ュ ー タ ベ ー ス の 方 法 は 、 DNAの
実 験 室 で の 調 製 に 、 ま た は 統 計 モ デ ル と DNA配 列 ク ロ マ ト グ ラ ム の 自 動 分 析 と を 用 い た シ
ー ク エ ン シ ン グ の エ ラ ー に 起 因 す る 配 列 変 異 を 、 フ ィ ル タ リ ン グ し て 除 去 す る 。 別 の 態 様
で は 、 例 え ば 高 処 理 MASSARRAYシ ス テ ム （ Sequenom, Inc., San Diego CA） を 用 い た 質 量
分 析 に よ り SNPを 検 出 し 、 特 徴 付 け る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
NAAPの 発 現 を 定 量 す る た め に 用 い 得 る 方 法 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 放 射 標 識 ま た は ビ オ チ ン
標 識 、 対 照 核 酸 の 共 増 幅 （ coamplification） 、 お よ び 標 準 曲 線 か ら 得 た 結 果 の 補 間 も あ
る (例 え ば Melby, P.C. 他 (1993) J. Immunol. Methods 159:235244; Duplaa, C. 他 (1993
) Anal. Biochem. 212:229236を 参 照 )。 複 数 サ ン プ ル の 定 量 速 度 を 加 速 す る に は 、 目 的 の
オ リ ゴ マ ー ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 種 々 の 希 釈 液 中 に 置 き 、 分 光 光 度 法 ま た は 比 色 反 応
に よ っ て 定 量 が 迅 速 に な る よ う な 高 処 理 フ ォ ー マ ッ ト で の ア ッ セ イ を 行 い 得 る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
更 に 別 の 実 施 例 で は 、 本 明 細 書 で 記 載 し た 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 由 来 す る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は よ り 長 い 断 片 を 、 マ イ ク ロ ア レ イ に お け る エ レ メ ン ト と し て 用 い る こ
と が で き る 。 多 数 の 遺 伝 子 の 相 対 発 現 レ ベ ル を 同 時 に モ ニ タ ー す る 転 写 イ メ ー ジ ン グ 技 術
に マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ に つ い て は 、 以 下 に 記 載 す る 。 マ イ ク
ロ ア レ イ は ま た 、 遺 伝 子 の 変 異 体 、 突 然 変 異 お よ び 多 型 性 の 同 定 に 用 い る こ と が で き る 。
こ の 情 報 を 用 い る こ と で 、 遺 伝 子 機 能 を 決 定 し 、 疾 患 の 遺 伝 的 根 拠 を 理 解 し 、 疾 患 を 診 断
し 、 遺 伝 子 発 現 の 機 能 と し て の 疾 病 の 進 行 ／ 後 退 を モ ニ タ ー し 、 疾 病 治 療 に お け る 薬 剤 の
活 性 を 開 発 お よ び モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 特 に 、 患 者 に と っ て 最 も ふ さ わ し く 、 有 効
な 治 療 法 を 選 択 す る た め に 、 こ の 情 報 を 用 い て 患 者 の 薬 理 ゲ ノ ム プ ロ フ ィ ー ル を 開 発 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 患 者 の 薬 理 ゲ ノ ム プ ロ フ ィ ー ル に 基 づ き 、 患 者 に 対 し て 高 度 に 効
果 的 で 副 作 用 を 殆 ど 示 さ な い 治 療 薬 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
別 の 実 施 例 で は 、 NAAP、 NAAPの 断 片 、 NAAPに 特 異 的 な 抗 体 を 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の エ レ メ
ン ト と し て 用 い る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 上 記 の よ う な タ ン パ ク 質 － タ
ン パ ク 質 相 互 作 用 、 薬 剤 － 標 的 相 互 作 用 お よ び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を モ ニ タ ー ま た は
測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
或 る 実 施 態 様 は 、 或 る 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の 転 写 イ メ ー ジ を 作 製 す る 、 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 使 用 に 関 連 す る 。 転 写 イ メ ー ジ は 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に よ る 、 遺
伝 子 発 現 の 包 括 的 パ タ ー ン を 表 す 。 包 括 的 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 所 与 の 条 件 下 で 所 与 の
時 間 に 発 現 し た 遺 伝 子 の 数 お よ び 相 対 存 在 量 を 定 量 す る こ と に よ り 分 析 し 得 る （ Seilhame
r 他 の 米 国 特 許 第 5,840,484号  「 Comparative Gene Transcript Analysis」 を 参 照 。 該 特
許 は 特 に 引 用 す る こ と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す ） 。 し た が っ て 、 特 定 の 組 織 ま た は
細 胞 タ イ プ の 転 写 物 ま た は 逆 転 写 物 全 体 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ ら の 相
補 体 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 、 転 写 イ メ ー ジ を 作 製 し 得 る 。 或 る 実 施 態 様 で は 、
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ ら の 相 補 体 が １ マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 複 数 エ レ メ ン ト
の １ サ ブ セ ッ ト を 持 つ よ う な 高 処 理 フ ォ ー マ ッ ト で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 発 生 さ せ る
。 結 果 と し て 得 ら れ る 転 写 イ メ ー ジ は 、 遺 伝 子 活 性 の プ ロ フ ィ ー ル を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
転 写 イ メ ー ジ は 、 組 織 、 細 胞 株 、 生 検 ま た は そ の 生 体 サ ン プ ル か ら 単 離 し た 転 写 物 を 用 い
て 作 製 し 得 る 。 転 写 イ メ ー ジ は し た が っ て 、 組 織 ま た は 生 検 サ ン プ ル の 場 合 に は
、 細 胞 株 の 場 合 に は で の 遺 伝 子 発 現 を 反 映 す る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の プ ロ フ ィ ー ル を 作 製 す る 転 写 イ メ ー ジ は ま た 、

モ デ ル 系 お よ び 薬 剤 の 前 臨 床 評 価 に 、 あ る い は 工 業 的 ま た は 天 然 の 環 境 化 合 物 の 毒 性 試
験 に 関 連 し て 使 用 し 得 る 。 全 て の 化 合 物 は 、 作 用 お よ び 毒 性 の メ カ ニ ズ ム を 標 示 し 、 し ば
し ば 分 子 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト ま た は 毒 性 シ グ ネ チ ャ と 称 さ れ る 、 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ
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ー ン を 惹 起 す る （ Nuwaysir, E.F. 他 （ 1999） Mol. Carcinog. 24:153-159、 Steiner, S. 
お よ び  N.L. Anderson（ 2000） Toxicol. Lett. 112-113:467-471、 該 文 献 は 特 に 引 用 を 以
っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す ） 。 試 験 化 合 物 が 、 既 知 毒 性 を 有 す る 化 合 物 の シ グ ネ チ ャ と 同
一 の シ グ ネ チ ャ を 有 す る 場 合 に は 、 毒 性 特 性 を 共 有 し て い る 可 能 性 が あ る 。 フ ィ ン ガ ー プ
リ ン ト ま た は シ グ ネ チ ャ は 、 多 数 の 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー か ら の 発 現 情 報 を 含 ん
で い る 場 合 に 、 最 も 有 用 且 つ 正 確 で あ る 。 理 想 的 に は 、 ゲ ノ ム 全 域 に わ た る 発 現 の 測 定 が
、 最 高 品 質 の シ グ ネ チ ャ を 提 供 す る 。 た と え 、 発 現 が 任 意 の 試 験 さ れ た 化 合 物 に よ っ て 変
容 し な い 遺 伝 子 が あ っ た と し て も 、 そ れ ら の 発 現 レ ベ ル を 残 り の 発 現 デ ー タ を 正 規 化 す る
こ と に 使 用 で き る た め 、 そ れ ら の 遺 伝 子 は 重 要 で あ る 。 正 規 化 手 順 は 、 種 々 の 化 合 物 で 処
理 し た 後 の 発 現 デ ー タ の 比 較 に 有 用 で あ る 。 或 る 毒 性 シ グ ネ チ ャ の エ レ メ ン ト 群 に 遺 伝 子
機 能 を 割 り 当 て る こ と は 毒 性 機 序 の 解 釈 に 役 立 つ が 、 毒 性 の 予 測 に つ な が る 、 シ グ ネ チ ャ
群 の 統 計 的 マ ッ チ ン グ に は 、 遺 伝 子 機 能 の 知 識 は 必 要 で な い （ 例 え ば ２ ０ ０ ０ 年 ２ 月 ２ ９
日 に 米 国 国 立 環 境 健 康 科 学 研 究 所 （ National Institute of Environmental Health Scien
ces） よ り 発 行 さ れ た Press Release 00-02を 参 照 さ れ た い 。 こ れ に つ い て は http://www.n
iehs.nih.gov/oc/news/toxchip.htmで 入 手 可 能 で あ る ） 。 し た が っ て 、 毒 性 シ グ ネ チ ャ を
用 い る 中 毒 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ の 際 に 、 全 て の 発 現 し た 遺 伝 子 配 列 を 含 め る こ と は 、 重 要
且 つ 望 ま し い 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
或 る 実 施 例 で は 、 核 酸 を 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に よ り 、 こ の 試
験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 処 理 し た 生 体 サ ン プ ル 中 で 発 現 し た 核 酸 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に 特 異 的 な １ つ 以 上 の プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ っ て 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 転 写 レ ベ ル を 定 量 し 得 る 。 処 理 し た 生 体 サ ン プ ル 中 の 転 写 レ ベ
ル を 、 未 処 理 生 体 サ ン プ ル 中 の レ ベ ル と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の 転 写 レ ベ ル の 差 は 、 処 理
済 サ ン プ ル 中 で 試 験 化 合 物 が 引 き 起 こ す 毒 性 反 応 を 標 示 す る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
別 の 実 施 態 様 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 群 を 用 い て 或 る 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の プ ロ
テ オ ー ム を 分 析 す る こ と に 関 す る 。 プ ロ テ オ ー ム の 語 は 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ で
の タ ン パ ク 質 発 現 の 包 括 的 パ タ ー ン を 指 す 。 プ ロ テ オ ー ム の 各 タ ン パ ク 質 成 分 は 、 個 々 に
更 な る 分 析 の 対 象 と す る こ と が で き る 。 プ ロ テ オ ー ム 発 現 パ タ ー ン す な わ ち プ ロ フ ィ ー ル
は 、 所 与 の 条 件 下 で 所 与 の 時 間 に 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 数 お よ び 相 対 存 在 量 を 定 量 す る こ
と に よ り 分 析 し 得 る 。 し た が っ て 、 或 る 細 胞 の プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ィ ー ル は 、 特 定 の 組
織 ま た は 細 胞 タ イ プ の ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 お よ び 分 析 す る こ と に よ り 作 成 し 得 る 。 或 る 実
施 例 で は 、 １ 次 元 等 電 点 電 気 泳 動 に よ り サ ン プ ル か ら タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 ２ 次 元 ド デ シ
ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ス ラ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 子 量 に 応 じ て 分 離 す る よ う な ２ 次 元 ゲ ル 電
気 泳 動 に よ り 、 分 離 が 達 成 さ れ る （ 前 出 の Steiner お よ び  Anderson） 。 タ ン パ ク 質 は 、
通 常 は ク ー マ シ ー ブ ル ー 、 あ る い は 銀 染 色 液 ま た は 蛍 光 染 色 液 な ど の 物 質 を 用 い て ゲ ル を
染 色 す る こ と に よ り 、 分 散 し た 、 独 自 の 位 置 に あ る 点 と し て ゲ ル 中 で 可 視 化 さ れ る 。 各 タ
ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 光 学 密 度 は 、 通 常 、 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 比 例 す る 。 異 な
る サ ン プ ル 、 例 え ば 試 験 化 合 物 ま た は 治 療 薬 で 処 理 ま た は 未 処 理 の い ず れ か の 生 体 サ ン プ
ル か ら の 、 同 等 に 位 置 し た タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 光 学 密 度 を 比 較 し 、 処 理 に 関 連 す る タ ン
パ ク 質 ス ポ ッ ト 密 度 の 変 化 を 同 定 す る 。 ス ポ ッ ト 内 の タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 化 学 的 ま た は
酵 素 的 切 断 と そ れ に 続 く 質 量 分 析 を 用 い る 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 部 分 的 に シ ー ク エ ン シ ン
グ す る 。 或 る ス ポ ッ ト 内 の タ ン パ ク 質 の 同 一 性 は 、 そ の 部 分 配 列 を 、 好 適 に は 少 な く と も
５ 個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 決 定 し
得 る 。 場 合 に よ っ て は 、 決 定 的 な タ ン パ ク 質 同 定 の た め の 更 な る 配 列 デ ー タ が 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ィ ー ル は 、 NAAPに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て NAAP発 現 レ ベ ル を 定 量 す る
こ と に よ っ て も 作 成 可 能 で あ る 。 或 る 実 施 態 様 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の エ レ メ ン ト と し
て こ れ ら 抗 体 を 用 い 、 マ イ ク ロ ア レ イ を サ ン プ ル に 曝 し て 各 ア レ イ エ レ メ ン ト へ の タ ン パ
ク 質 結 合 レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル を 定 量 す る （ Lueking, A. 
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他 (1999) Anal. Biochem. 270:103-111; Mendoze, L.G. 他 (1999) Biotechniques 27:778
-788)。 検 出 は 当 分 野 で 既 知 の 様 々 な 方 法 で 行 う こ と が で き 、 例 え ば 、 チ オ ー ル 反 応 性 ま
た は ア ミ ノ 反 応 性 蛍 光 化 合 物 と サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 を 反 応 さ せ 、 各 ア レ イ エ レ メ ン ト
に お け る 蛍 光 結 合 の 量 を 検 出 し 得 る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
プ ロ テ オ ー ム レ ベ ル で の 毒 性 シ グ ネ チ ャ も 中 毒 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ り 、 転 写 レ
ベ ル で の 毒 性 シ グ ネ チ ャ と 並 行 に 分 析 す る べ き で あ る 。 い く つ か の 組 織 の い く つ か の タ ン
パ ク 質 に つ い て は 、 転 写 物 の 存 在 量 と タ ン パ ク 質 の 存 在 量 と の 相 関 が 乏 し い の で （ Anders
on, N.L. お よ び  J. Seilhamer（ 1997） Electrophoresis 18:533-537） 、 転 写 イ メ ー ジ に
は そ れ 程 影 響 し な い が プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ィ ー ル を 改 変 す る よ う な 化 合 物 の 分 析 に お い
て 、 プ ロ テ オ ー ム 毒 性 シ グ ネ チ ャ は 有 用 た り 得 る 。 更 に 、 体 液 中 の 転 写 物 の 分 析 は mRNAの
急 速 な 分 解 の た め に 困 難 な の で 、 プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ィ ー ル 作 成 は こ の よ う な 場 合 に よ
り 信 頼 性 が 高 い と 思 わ れ 、 情 報 価 値 が あ り 得 る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
別 の 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に よ り
試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 処 理 さ れ た 生 体 サ ン プ ル 中 で 発 現 し た タ ン パ ク 質 は 、 各 タ
ン パ ク 質 の 量 を 定 量 し 得 る よ う に 分 離 す る 。 各 タ ン パ ク 質 の 量 を 、 未 処 理 生 体 サ ン プ ル 中
の 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 量 と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 の 量 の 差 は 、 処 理 サ ン プ
ル 中 の 試 験 化 合 物 に 対 す る 毒 性 反 応 を 標 示 す る 。 個 々 の タ ン パ ク 質 は 、 個 々 の タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 残 基 を シ ー ク エ ン シ ン グ し 、 こ れ ら 部 分 配 列 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 す
る こ と に よ り 同 定 す る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
別 の 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に よ り
試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 生 体 サ ン プ ル か ら 得 た タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 抗 体 に よ り 認 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量 を
定 量 す る 。 処 理 さ れ た 生 体 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 量 を 、 未 処 理 生 体 サ ン プ ル 中 の タ ン
パ ク 質 の 量 と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 の 量 の 差 は 、 処 理 サ ン プ ル 中 の 試 験 化 合
物 に 対 す る 毒 性 反 応 を 標 示 す る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
マ イ ク ロ ア レ イ は 、 本 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 で 調 製 し 、 使 用 し 、 分 析 す る （ 例 え ば Brenna
n, T.M. 他 （ 1995） 米 国 特 許 第 5,474,796号 、 Schena, M. 他 （ 1996） Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 93:10614-10619、 Baldeschweiler 他 （ 1995） PCT出 願 第 WO95/251116号 、 Shalon
, D.他 （ 1995） PCT出 願 第 WO95/35505号 、 Heller, R.A. 他 （ 1997） Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 94:2150-2155、 Heller, M.J. 他 （ 1997） 米 国 特 許 第 5,605,662号 を 参 照 ） 。 様 々
な タ イ プ の マ イ ク ロ ア レ イ が 公 知 で あ り 、 詳 細 に つ い て は 、

, M.Schena, 編 集 . (1999) Oxford University Press, Londonに 記 載 さ れ て
い る 。 該 文 献 は 、 特 に 引 用 す る こ と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は ま た 、 NAAPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 群 を 用 い て 、 天 然 ゲ ノ ム 配 列
を マ ッ ピ ン グ す る の に 有 用 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 群 を 産 生 し 得 る 。 コ ー ド 配
列 ま た は 非 コ ー ド 配 列 の い ず れ か を 用 い る こ と が で き 、 い く つ か の 例 で は 、 コ ー ド 配 列 よ
り 非 コ ー ド 配 列 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 多 重 遺 伝 子 族 の メ ン バ ー 内 で の コ ー ド 配 列 の 保 存 に
よ り 、 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 中 に 望 ま し く な い ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 生 じ る 可 能 性
が あ る 。 配 列 は 、 或 る 特 定 の 染 色 体 に 、 ま た は 或 る 染 色 体 の 或 る 特 定 領 域 に 、 ま た は 人 為
形 成 の 染 色 体 、 例 え ば 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ YAC） 、 細 菌 人 工 染 色
体 （ BAC） 、 細 菌 P1産 物 、 あ る い は 単 一 染 色 体 cDNAラ イ ブ ラ リ 群 に 対 し て マ ッ ピ ン グ さ れ
る (例 え ば Harrington, J.J. 他 (1997) Nat. Genet. 15:345-355; Price, C.M. (1993) Bl
ood Rev. 7:127134; Trask, B.J. (1991) Trends Genet. 7:149154を 参 照 )。 一 度 マ ッ ピ
ン グ す る と 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 群 を 用 い て 、 例 え ば 或 る 病 状 の 遺 伝 を 特 定 染 色 体 領 域 の 遺
伝 と ま た は 制 限 酵 素 断 片 長 多 型 （ RFLP） と 相 関 さ せ る よ う な 遺 伝 子 連 鎖 地 図 を 開 発 し 得 る
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（ 例 え ば 、 Lander, E.S.お よ び D. Botstein（ 1986） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:735
3-7357を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ０ １ 】
蛍 光 原 位 置 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 （ FISH） は 、 他 の 物 理 的 お よ び 遺 伝 的 地 図 デ ー タ と 相 関 し
得 る (例 え ば Heinz-Ulrich, 他 (1995) in Meyers, 前 出 、 965-968ペ ー ジ を 参 照 )。 遺 伝 地
図 デ ー タ の 例 は 、 種 々 の 科 学 雑 誌 あ る い は Online Mendelian Inheritance in Man（ OMIM
） の ウ ェ ブ サ イ ト に 見 ら れ る 。 物 理 的 染 色 体 地 図 上 の 、 NAAPを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 位 置 と
、 特 定 の 疾 患 と の 相 関 性 、 あ る い は 特 定 の 疾 患 に 対 す る 素 因 と の 相 関 性 は 、 こ の 疾 患 と 関
連 す る DNAの 領 域 の 決 定 に 役 立 ち 得 る た め 、 位 置 を 決 定 す る ク ロ ー ニ ン グ の 作 業 を 促 進 し
得 る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
確 定 し た 染 色 体 マ ー カ ー 類 を 用 い た 連 鎖 分 析 な ど の 物 理 的 マ ッ ピ ン グ 技 術 、 お よ び 染 色 体
標 本 の 原 位 置 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 を 用 い て 、 遺 伝 地 図 を 拡 張 す る こ と が で き る 。 例 え ば マ
ウ ス な ど 別 の 哺 乳 類 の 染 色 体 上 に 遺 伝 子 を 配 置 す る こ と に よ り 、 正 確 な 染 色 体 上 の 遺 伝 子
座 が 未 知 で も 、 関 連 す る マ ー カ ー 類 を し ば し ば 明 ら か に し 得 る 。 こ の 情 報 は 、 位 置 ク ロ ー
ニ ン グ な ど の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 疾 患 遺 伝 子 を 探 る 研 究 者 に と っ て 価 値 が あ る 。 い っ
た ん 疾 患 ま た は 症 候 群 に 関 与 す る 遺 伝 子 （ 群 ） が 、 血 管 拡 張 性 失 調 症 の 11q22-23領 域 な ど
、 特 定 の ゲ ノ ム 領 域 へ の 遺 伝 的 連 鎖 に よ っ て 、 大 ま か に 位 置 決 め が な さ れ る と 、 該 領 域 に
マ ッ プ さ れ る 任 意 の 配 列 は 、 更 な る 調 査 の た め の 関 連 遺 伝 子 あ る い は 調 節 遺 伝 子 を 提 示 し
て い る 可 能 性 が あ る (例 え ば Gatti, R.A. 他 (1988) Nature 336:577-580を 参 照 )。 転 座 、
反 転 な ど に 起 因 す る 、 健 常 者 、 保 有 者 、 罹 病 者 の 三 者 間 に お け る 染 色 体 位 置 の 相 違 を 検 出
す る 場 合 に も 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い 得 る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 NAAP、 そ の 触 媒 作 用 断 片 あ る い は 免 疫 原 性 断 片 ま た は そ の オ
リ ゴ ペ プ チ ド 群 を 、 種 々 の 任 意 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に お け る 、 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ
群 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い 得 る 。 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る 断 片 は 、 溶 液 中 に 遊 離 し て
い る か 、 固 体 支 持 物 に 固 定 さ れ る か 、 細 胞 表 面 上 に 保 持 さ れ る か 、 細 胞 内 に 位 置 す る こ と
が で き る 。 NAAPと 検 査 す る 薬 剤 と の 結 合 に よ る 複 合 体 の 形 成 を 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
別 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 好 適 な 結 合 親 和 性 を 有 す る 化
合 物 を 高 い 処 理 能 力 で ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い ら れ る (例 え ば Geysen, 他 (1984) PC
T 出 願 番 号  WO84/03564を 参 照 )。 こ の 方 法 に お い て は 、 多 数 の 様 々 な 低 分 子 の 試 験 用 化 合
物 を 固 体 基 板 上 で 合 成 す る 。 試 験 用 化 合 物 は 、 NAAP、 或 い は そ の 断 片 と 反 応 し て か ら 洗 浄
さ れ る 。 次 に 、 結 合 し た NAAPを 本 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 で 検 出 す る 。 精 製 し た NAAPは ま た
、 上 記 し た 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に 用 い る プ レ ー ト 上 に 直 接 コ ー テ ィ ン グ で き る 。 別 法
で は 、 非 中 和 抗 体 を 用 い て ペ プ チ ド を 捕 捉 し 、 ペ プ チ ド を 固 体 支 持 物 に 固 定 す る こ と も で
き る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
別 の 実 施 例 で は 、 NAAPと 特 異 結 合 可 能 な 中 和 抗 体 が NAAPと の 結 合 に つ い て 試 験 化 合 物 と 競
合 す る 、 競 合 的 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 抗 体
を 用 い て 、 １ つ 以 上 の 抗 原 決 定 基 を NAAPと 共 有 す る ど の ペ プ チ ド の 存 在 を も 検 出 で き る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
別 の 実 施 例 で は 、 NAAPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 将 来 に 開 発 さ れ る 分 子 生 物 学 技
術 で あ り 、 現 在 知 ら れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 性 （ 限 定 は さ れ な い が 、 ト リ プ レ ッ ト
遺 伝 コ ー ド 、 特 異 的 な 塩 基 対 相 互 作 用 等 を 含 む ） に 依 存 す る 新 技 術 に 用 い 得 る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
更 に 詳 細 説 明 を し な く と も 、 当 業 者 で あ れ ば 以 上 の 説 明 を 以 っ て 本 発 明 を 最 大 限 に 利 用 で
き る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 こ れ 以 下 に 記 載 す る 実 施 例 は 単 な る 例 示 目 的 に す ぎ ず 、 い か
よ う に も 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
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本 明 細 書 に お い て 開 示 し た 全 て の 特 許 、 特 許 出 願 及 び 刊 行 物 、 特 に 米 国 特 許 出 願 第 60/257
,714号 、 第 60/260,081号 、 第 60/262,302号 、 第 60/266,088号 、 出 願  [代 理 人 整 理 番 号 （ At
torney Docket No.) PF-1249 P, フ ァ イ ル 日 は 2001年 10月 29日 ]、 お よ び 出 願 第 60/263,82
3号 は 、 言 及 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
（ 実 施 例 ）

Incyte cDNA群 の 由 来 は 、 LIFESEQ GOLDデ ー タ ベ ー ス  (Incyte Genomics, Palo Alto CA)
に 記 載 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ 群 で あ る 。 幾 つ か の 組 織 は ホ モ ジ ナ イ ズ し て グ ア ニ ジ ニ ウ ム
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 溶 液 に 溶 解 し 、 他 の 組 織 は ホ モ ジ ナ イ ズ し て フ ェ ノ ー ル に ま た は 変 性
剤 群 の 好 適 な 混 合 液 に 溶 解 し た 。 混 合 液 の １ 例 で あ る TRIZOL（ Life Technologies） は 、
フ ェ ノ ー ル と グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト と の 単 相 溶 液 で あ る 。 結 果 と し て 得 た 溶 解 物
は 、 塩 化 セ シ ウ ム の ク ッ シ ョ ン 液 の 上 に 重 層 し て 遠 心 分 離 す る か 、 ク ロ ロ フ ォ ル ム で 抽 出
し た 。 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル か 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム と エ タ ノ ー ル か 、 い ず れ か 一 方 、 あ る い は 別
の 慣 例 的 方 法 で 、 溶 解 物 か ら RNAを 沈 殿 さ せ た 。
【 ０ ３ １ ０ 】
RNAの 純 度 を 高 め る た め 、 フ ェ ノ ー ル に よ る RNAの 抽 出 お よ び 沈 殿 を 、 必 要 な 回 数 繰 り 返 し
た 。 場 合 に よ っ て は 、 DNア ー ゼ で RNAを 処 理 し た 。 殆 ど の ラ イ ブ ラ リ で は 、 オ リ ゴ d（ T）
連 結 常 磁 性 粒 子 （ Promega） 、 OLIGOTEXラ テ ッ ク ス 粒 子 （ QIAGEN, Chatsworth CA） ま た は
OLIGOTEX mRNA精 製 キ ッ ト （ QIAGEN） を 用 い て 、 ポ リ （ A） +RNAを 単 離 し た 。 別 法 で は 、 別
の RNA単 離 キ ッ ト 、 例 え ば POLY（ A） PURE mRNA精 製 キ ッ ト （ Ambion, Austin TX） を 用 い て
、 組 織 溶 解 物 か ら RNAを 直 接 単 離 し た 。
【 ０ ３ １ １ 】
場 合 に よ っ て は Stratagene社 に RNAを 提 供 し 、 対 応 す る cDNAラ イ ブ ラ リ 群 を Stratagene社
が 作 製 し た 。 そ う で な い 場 合 は 、 UNIZAPベ ク タ ー シ ス テ ム （ Stratagene） ま た は SUPERSCR
IPTプ ラ ス ミ ド シ ス テ ム （ Life Technologies） を 用 い て 本 技 術 分 野 で 既 知 の 推 奨 方 法 ま た
は 類 似 の 方 法 で cDNAを 合 成 し 、 cDNAラ イ ブ ラ リ を 作 製 し た （ 前 出 の Ausubel, 1997, 5.1-6
.6ユ ニ ッ ト な ど を 参 照 ） 。 逆 転 写 は 、 オ リ ゴ d（ T） ま た は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 用 い て 開
始 し た 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー を 二 本 鎖 cDNAに 連 結 反 応 さ せ 、 好 適 な 制 限 酵
素 ま た は 酵 素 群 で cDNAを 消 化 し た 。 殆 ど の ラ イ ブ ラ リ に 対 し て 、 cDNAの サ イ ズ 選 択 （ ３ ０
０ ～ １ ０ ０ ０ bp） は 、 SEPHACRYL S1000、 SEPHAROSE CL2Bま た は SEPHAROSE CL4Bカ ラ ム ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Amersham Pharmacia Biotech） 、 あ る い は 調 製 用 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気
泳 動 法 を 用 い て 行 っ た 。 cDNAは 好 適 な プ ラ ス ミ ド の ポ リ リ ン カ ー の 、 適 合 す る 制 限 酵 素 部
位 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た 。 好 適 な プ ラ ス ミ ド は 、 例 え ば PBLUESCRIPTプ ラ ス ミ ド （ Strat
agene） 、 PSPORT1プ ラ ス ミ ド （ Life Technologies） PCDNA2.1プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen, C
arlsbad CA） 、 PBK-CMVプ ラ ス ミ ド （ Stratagene） 、 PCR2－ TOPOTAプ ラ ス ミ ド （ Invitroge
n） 、 PCMV-ICISプ ラ ス ミ ド （ Stratagene） 、 pIGEN（ Incyte Genomics, Palo Alto CA） 、
pRARE (Incyte Genomics)、 ま た は plNCY（ Incyte Genomics） 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 で
あ る 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド は 、 Stratagene社 の XL1-Blue、 XL1-BIueMRFま た は SOLR、 あ る い
は Life Technologies社 の DH5α 、 DH10Bま た は ElectroMAX DH10Bな ど 適 格 な 大 腸 菌 細 胞 に
形 質 転 換 し た 。
【 ０ ３ １ ２ 】

の よ う に し て 得 た プ ラ ス ミ ド の 、 宿 主 細 胞 か ら の 回 収 は 、 UNIZAPベ ク タ ー シ ス テ
ム （ Stratagene） を 用 い た 切 除 に よ っ て 、 あ る い は 細 胞 溶 解 に よ っ て 行 っ た 。 プ
ラ ス ミ ド を 精 製 す る 方 法 は 、 Magicま た は WIZARD Minipreps DNA精 製 シ ス テ ム （ Promega）
、 AGTC Miniprep精 製 キ ッ ト （ Edge Biosystems, Gaithersburg MD） 、 QIAGEN社 の QIAWELL
 8 Plasmid、 QIAWELL 8 Plus Plasmidお よ び QIAWELL 8 Ultra Plasmid 精 製 シ ス テ ム 、 R.
E.A.L. Prep 96プ ラ ス ミ ド 精 製 キ ッ ト の 中 か ら 少 な く と も １ つ を 用 い た 。 プ ラ ス ミ ド は 、
沈 殿 さ せ た 後 、 0.1mlの 蒸 留 水 に 再 懸 濁 し て 、 凍 結 乾 燥 し て 或 い は 凍 結 乾 燥 し な い で ４ ℃
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２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
実 施 例 １

in vivo



で 保 管 し た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
別 法 で は 、 高 処 理 フ ォ ー マ ッ ト で 直 接 結 合 PCR法 を 用 い 、 宿 主 細 胞 溶 解 物 か ら プ ラ ス ミ ド D
NAを 増 幅 し た （ Rao, V.B.（ 1994） Anal. Biochem. 216:1-14） 。 宿 主 細 胞 の 溶 解 お よ び 熱
サ イ ク リ ン グ 過 程 は 、 単 一 反 応 混 合 液 中 で 行 っ た 。 サ ン プ ル を 加 工 し 、 そ れ を ３ ８ ４ 穴 プ
レ ー ト 内 で 保 管 し 、 増 幅 し た プ ラ ス ミ ド DNAの 濃 度 を PICOGREEN色 素 （ Molecular Probes, 
Eugene OR） お よ び FLUOROSKANII蛍 光 ス キ ャ ナ （ Labsystems Oy, Helsinki, Finland） を
用 い て 蛍 光 分 析 的 に 定 量 し た 。
【 ０ ３ １ ４ 】

に 記 載 し た よ う に プ ラ ス ミ ド か ら 回 収 し た Incyte cDNAを 、 以 下 に 示 す よ う に シ
ー ク エ ン シ ン グ し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン ス 反 応 は 、 標 準 的 方 法 あ る い は 高 処 理 装 置 、 例 え
ば ABI CATALYST 800 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Applied Biosystems） ま た は PTC-200 サ ー マ
ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research） を 、 HYDRAマ イ ク ロ デ ィ ス ペ ン サ ー （ Robbins Scientific）
ま た は MICROLAB 2200（ Hamilton） 液 体 転 移 シ ス テ ム と 併 用 し て 処 理 し た 。 cDNAの シ ー ク
エ ン ス 反 応 は 、 Amersham Pharmacia Biotech社 が 提 供 す る 試 薬 、 ま た は ABIシ ー ク エ ン シ
ン グ キ ッ ト 、 例 え ば ABI PRISM BIGDYE Terminator cycle sequencing ready reaction ki
t（ Applied Biosystems） の 試 薬 を 用 い て 準 備 し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン ス 反 応 の 電 気 泳 動
的 分 離 に は 、 ま た 、 標 識 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 に は 、 MEGABACE 1000 DNAシ ー ク エ
ン シ ン グ シ ス テ ム （ Molecular Dynamics） か 、 標 準 ABIプ ロ ト コ ル と 塩 基 対 呼 び 出 し ソ フ
ト ウ ェ ア と を 用 い る ABI PRISM 373ま た は 377シ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Applied Biosys
tems） か 、 あ る い は そ の 他 の 本 技 術 分 野 で 既 知 の 配 列 解 析 シ ス テ ム を 用 い た 。 cDNA配 列 内
の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 標 準 的 方 法 （ 前 出 の Ausubel, 1997, 7.7ユ ニ ッ ト に 概 説 ） を
用 い て 同 定 し た 。 い く つ か の cDNA配 列 を 選 択 し 、 に 開 示 す る 技 術 で 配 列 を 伸 長 さ
せ た 。
【 ０ ３ １ ５ 】
Incyte cDNAに 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ベ ク タ ー 、 リ ン カ ー お よ び ポ リ (A)配 列
を 除 去 し 、 あ い ま い な 塩 基 を マ ス ク す る こ と に よ っ て 有 効 性 を 確 認 し た 。 そ の 際 、 BLAST
と 、 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ と 、 隣 接 ジ ヌ ク レ オ チ ド 頻 度 分 析 と に 基 づ く 、 ア ル ゴ リ ズ ム と プ
ロ グ ラ ム と を 用 い た 。 次 に 、 Incyte cDNA配 列 ま た は そ れ ら の 翻 訳 の 問 い 合 わ せ を 、 以 下
の デ ー タ ベ ー ス 群 に 対 し て 行 っ た 。 す な わ ち 、 選 抜 し た 公 共 の デ ー タ ベ ー ス 群 （ 例 え ば Ge
nBankの 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 、 哺 乳 類 、 脊 椎 動 物 、 真 核 生 物 の デ ー タ ベ ー ス と 、 BLOCKS、 PRI
NTS、 DOMO、 PRODOM） と 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 線 虫 （ ） 、 出
芽 酵 母 （ ） 、 分 裂 酵 母 （ ） お よ び
鵞 口 瘡 カ ン ジ ダ （ ） か ら の 配 列 群 を 持 つ PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 群 （ Incy
te Genomics, Palo Alto CA） 、 お よ び 、 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） ベ ー ス の タ ン パ ク 質
フ ァ ミ リ ー デ ー タ ベ ー ス 群 （ PFAM等 ） で あ る （ HMMは 、 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の コ ン セ ン サ ス
１ 次 構 造 を 分 析 す る 確 率 的 ア プ ロ ー チ で あ る 。 例 え ば 、 Eddy, S.R. (1996) Cuff. Opin. 
Struct. Biol. 6:361-365等 を 参 照 ） 。 問 合 せ は 、 BLAST、 FASTA、 BLIMPS、 お よ び HMMERに
基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 っ た 。 Incyte cDNA配 列 を 構 築 し 、 完 全 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 産 出 し た 。 あ る い は 、 GenBank cDNA群 、 GenBank EST群 、 ス テ ィ ッ チ さ れ た 配 列
群 、 ス ト レ ッ チ さ れ た 配 列 群 、 ま た は Genscan予 測 コ ー ド 配 列 群 （ を 参
照 ） を 用 い 、 Incyte cDNAの 集 団 を 完 全 長 ま で 伸 長 さ せ た 。 Phredと Phrapと Consedと に 基
づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て 構 築 し 、 GenMarkと BLASTと FASTAと に 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て
、 cDNAの 集 団 を 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 完 全 長 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 翻 訳 し 、 対 応 す る 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 誘 導 し た 。 あ る い は 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 完 全 長 翻 訳 ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の メ チ オ ニ ン 残 基 で 開 始 し 得 る
。 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 群 の 続 い て の 分 析 と し て の 問 い 合 わ せ を 、 GenBankタ ン パ ク 質
デ ー タ ベ ー ス 群 （ genpept） 、 SwissProt、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 群 、 BLOCKS、 PRINTS、 DO
MO、 PRODOMお よ び Prosite等 の デ ー タ ベ ー ス や 、 PFAM等 の 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） ベ ー
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３ 　 シ ー ク エ ン シ ン グ お よ び 分 析
実 施 例 ２

実 施 例 ８

Caenorhabditis elegans
Saccharomyces cerevisiae Schizosaccharomyces pombe

Candida albicans

実 施 例 ４ お よ び ５



ス の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー デ ー タ ベ ー ス 群 に 対 し 行 っ た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
ま た 、 MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （ 日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Fra
ncisco CA） お よ び LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い て 分 析 し た 。 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド と ポ リ ペ プ チ ド と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 MEGALIGNマ ル チ シ ー ク エ ン ス ア ラ イ ン メ
ン ト プ ロ グ ラ ム （ DNASTAR） に 組 み 込 ま れ た CLUSTALア ル ゴ リ ズ ム が 指 定 す る 、 デ フ ォ ル ト
パ ラ メ ー タ を 用 い て 作 製 す る 。 こ れ は 、 ア ラ イ ン メ ン ト し た 配 列 間 の 一 致 率 も 計 算 す る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
表 ７ は 、 Incyte cDNAと 完 全 長 配 列 と の 分 析 と 構 築 と に 利 用 し た ツ ー ル と プ ロ グ ラ ム と ア
ル ゴ リ ズ ム と の 概 略 と 、 適 用 可 能 な 説 明 、 参 照 文 献 、 閾 値 パ ラ メ ー タ を 示 す 。 用 い た ツ ー
ル 、 プ ロ グ ラ ム お よ び ア ル ゴ リ ズ ム を 表 ７ の 列 １ に 、 そ れ ら の 簡 単 な 説 明 を 列 ２ に 示 す 。
列 ３ は 好 適 な 参 照 文 献 で あ り 、 全 て の 文 献 は 引 用 を 以 っ て 全 文 を 本 明 細 書 の 一 部 と な す 。
適 用 可 能 な 場 合 に は 、 列 ４ は 、 ２ つ の 配 列 が 一 致 す る 強 さ を 評 価 す る た め に 用 い た 、 ス コ
ア 、 確 率 値 な ど の パ ラ メ ー タ を 示 す （ ス コ ア が 高 い ほ ど 、 ま た は 確 率 値 が 低 い ほ ど 、 ２ 配
列 間 の 同 一 性 が 高 い ） 。
【 ０ ３ １ ７ 】
完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 構 築 お よ び 分 析 に 用 い る 上 記 の プ
ロ グ ラ ム 群 は 、 SEQ ID NO:17－ 32の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 の 同 定 に も 利 用 で き る 。 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 増 幅 技 術 に 有 用 で あ る 約 ２ ０ ～ 約 ４ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片
群 を 、 表 ４ の 列 ２ に 示 し た 。
【 ０ ３ １ ８ 】

推 定 上 の 核 酸 関 連 タ ン パ ク 質 は 、 先 ず 公 共 の ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば gbpriや gbh
tg） に 対 し Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム を 実 行 し て 同 定 し た 。 Genscanは 汎 用 遺 伝 子 同 定
プ ロ グ ラ ム で あ り 、 様 々 な 生 物 か ら の ゲ ノ ム DNA配 列 を 分 析 す る （ Burge, C. お よ び  S. K
arlin（ 1997） J. Mol. Biol. 268:78-94、 Burge, C. お よ び  S. Karlin（ 1998） Curr. Op
in. Struct. Biol. 8:346-354参 照 ） 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 予 測 さ れ た エ キ ソ ン 群 を 連 結 し
、 メ チ オ ニ ン か ら 終 止 コ ド ン に 及 ぶ 、 構 築 さ れ た cDNA配 列 を 形 成 す る 。 Genscanの 出 力 は
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の FASTAデ ー タ ベ ー ス で あ る 。 Genscanが 一 度
に 分 析 す る 配 列 の 最 大 範 囲 は 、 ３ ０ kbに 設 定 し た 。 こ れ ら の Genscan予 測 cDNA配 列 の 内 、
ど の 配 列 が 核 酸 関 連 分 子 を コ ー ド す る か を 決 定 す る た め に 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を
、 PFAMモ デ ル 群 に 対 し 核 酸 関 連 分 子 に つ い て 問 合 せ て 分 析 し た 。 潜 在 的 な 核 酸 関 連 タ ン パ
ク 質 は ま た 、 既 に 核 酸 関 連 タ ン パ ク 質 と し て ア ノ テ ー シ ョ ン が 付 け ら れ た Incyte cDNA配
列 に 対 す る 相 同 性 を 基 に 同 定 さ れ た 。 こ れ ら 選 択 し た Genscan予 測 配 列 を 、 次 に BLAST分 析
に よ り 、 公 共 デ ー タ ベ ー ス genpeptお よ び gbpriと 比 較 し た 。 必 要 で あ れ ば 、 genpeptか ら
の ト ッ プ BLASTヒ ッ ト と 比 較 す る こ と に よ り Genscan予 測 配 列 を 編 集 し 、 余 分 な ま た は 省 略
さ れ た エ キ ソ ン な ど 、 Genscanが 予 測 し た 配 列 に お け る エ ラ ー を 補 正 し た 。 BLAST分 析 は ま
た 、 Genscan予 測 配 列 の 、 い か な る Incyte cDNAま た は 公 共 cDNAカ バ レ ッ ジ （ coverage） の
発 見 に も 用 い ら れ 、 し た が っ て 転 写 の 証 拠 を 提 供 し た 。 Incyte cDNAカ バ レ ッ ジ が 利 用 で
き た 場 合 に は 、 こ の 情 報 を 用 い て Genscan予 測 配 列 を 補 正 ま た は 確 認 し た 。 完 全 長 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 は 、 に 記 載 し た 構 築 プ ロ セ ス を 用 い て 、 Incyte cDNA配 列 お よ び
／ ま た は 公 共 cDNA配 列 で Genscan予 測 コ ー ド 配 列 を 構 築 し て 得 た 。 あ る い は 、 完 全 長 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 編 集 後 ま た は 非 編 集 の Genscan予 測 コ ー ド 配 列 に 、 完 全 に 由 来 す る
。
【 ０ ３ １ ９ 】

部 分 cDNA配 列 群 を 伸 長 さ せ る た め 、 に 記 載 の Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム が 予
測 し た エ キ ソ ン 群 を 用 い た 。 に 記 載 し た よ う に 構 築 し た 部 分 cDNA群 を 、 ゲ ノ ム DN
Aに マ ッ ピ ン グ し 、 ま た 、 関 連 す る cDNA群 と 、 １ つ 以 上 の ゲ ノ ム 配 列 か ら Genscan予 測 さ れ
た エ キ ソ ン 群 と を 有 す る ク ラ ス タ ー 群 に 分 解 し た 。 cDNAと ゲ ノ ム と の 情 報 を 統 合 す べ く 、

10

20

30

40

50

(77) JP 2005-508600 A 2005.4.7

４ 　 ゲ ノ ム DNAか ら の コ ー ド 配 列 の 同 定 お よ び 編 集

実 施 例 ３

５ 　 ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ の cDNA配 列 デ ー タ と の 統 合
ス テ ィ ッ チ 配 列 （ Stiched Sequence）

実 施 例 ４
実 施 例 ３



グ ラ フ 理 論 お よ び 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ に 基 づ く 或 る ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 各 ク ラ ス タ ー を
分 析 し 、 潜 在 的 ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 群 を 産 生 し た 。 配 列 群 を 続 い て 確 認 、 編 集 ま た は 伸 長
し 、 完 全 長 配 列 を 創 出 し た 。 区 間 の 全 長 が 、 ２ つ 以 上 の 配 列 に 在 る よ う な 配 列 区 間 群 を ク
ラ ス タ ー 内 で 同 定 し 、 そ の よ う に 同 定 さ れ た 区 間 群 は 、 推 移 性 に よ り 、 等 し い と 考 え た 。
例 え ば 、 或 る 区 間 が 、 １ つ の cDNAと ２ つ の ゲ ノ ム 配 列 と に 在 る 場 合 、 ３ つ の 区 間 は 全 て 等
し い と 考 え た 。 こ の プ ロ セ ス に よ り 、 無 関 係 だ が 連 続 し た ゲ ノ ム 配 列 群 を 、 cDNA配 列 で 結
び 合 わ せ て 架 橋 し 得 る 。 こ の よ う に し て 同 定 し た 区 間 を 、 そ れ ら の 親 配 列 （ parent seque
nces） に 沿 っ て 現 わ れ る 順 に ス テ ィ ッ チ ア ル ゴ リ ズ ム で 「 縫 い 合 わ せ 」 、 可 能 な 限 り 最 長
の 配 列 と 変 異 配 列 群 と を 産 生 し た 。 １ 種 類 の 親 配 列 に 沿 っ て 続 く 区 間 間 の 連 鎖 （ cDNA－ cD
NAま た は ゲ ノ ム 配 列 － ゲ ノ ム 配 列 ） は 、 親 の 種 類 を 変 え る 連 鎖 （ cDNA－ ゲ ノ ム 配 列 ） よ り
優 先 し た 。 結 果 と し て 得 た ス テ ィ ッ チ 配 列 群 を 翻 訳 し 、 BLAST分 析 で 公 共 デ ー タ ベ ー ス gen
peptお よ び gbpriと 比 較 し た 。 Genscanが 予 測 し た 不 正 確 な エ キ ソ ン 群 は 、 genpeptか ら の
ト ッ プ BLASTヒ ッ ト と の 比 較 に よ り 補 正 し た 。 必 要 な 場 合 、 追 加 cDNA配 列 群 を 用 い る か ゲ
ノ ム DNAの 検 査 に よ り 、 配 列 群 を 更 に 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】

部 分 DNA配 列 群 を 、 BLAST分 析 に 基 づ く １ ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 完 全 長 ま で 伸 長 し た 。 先 ず 、
BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 GenBankの 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 、 哺 乳 類 、 脊 椎 動 物 お よ び 真 核 生
物 の デ ー タ ベ ー ス な ど の 公 共 デ ー タ ベ ー ス に 対 し 、 に 記 載 さ れ た よ う に 構 築 さ れ
た 部 分 cDNAを 問 い 合 わ せ た 。 次 に 、 最 も 近 い GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 を 、 BLAST分 析 に よ
り 、 Incyte cDNA配 列 ま た は に 記 載 の GenScanエ キ ソ ン 予 測 配 列 の い ず れ か と 比 較
し た 。 結 果 と し て 得 ら れ る 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 （ HSP） を 用 い て キ メ ラ タ ン パ ク
質 を 産 生 し 、 翻 訳 し た 配 列 を GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 上 に マ ッ ピ ン グ し た 。 元 の GenBank
タ ン パ ク 質 相 同 体 に 対 し 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 内 で は 挿 入 ま た は 欠 失 が 起 こ り 得 る 。 GenBan
kタ ン パ ク 質 相 同 体 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 両 方 を プ ロ ー ブ と し て 用 い 、 公 共 の ヒ
ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス か ら 相 同 ゲ ノ ム 配 列 を 検 索 し た 。 こ の よ う に し て 、 部 分 的 な DNA配
列 を 、 相 同 ゲ ノ ム 配 列 の 付 加 に よ り ス ト レ ッ チ す な わ ち 伸 長 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ る ス
ト レ ッ チ 配 列 を 検 査 し 、 完 全 遺 伝 子 を 含 ん で い る か 否 か を 決 定 し た 。
【 ０ ３ ２ １ 】

SEQ ID NO:17－ 32を 構 築 す る た め に 用 い た 配 列 群 を 、 BLAST他 の Smith-Watermanア ル ゴ リ
ズ ム の 実 装 群 を 用 い て 、 Incyte LIFESEQデ ー タ ベ ー ス お よ び 公 共 ド メ イ ン デ ー タ ベ ー ス 群
の 配 列 群 と 比 較 し た 。 SEQ ID NO:17－ 32と 一 致 す る こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス の 配 列 を 、 Phra
pな ど の 構 築 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 連 続 的 配 列 及 び オ ー バ ー ラ ッ プ し た 配 列 の ク ラ ス
タ ー に 構 築 し た （ 表 ７ ） 。 ス タ ン フ ォ ー ド ・ ヒ ト ゲ ノ ム セ ン タ ー （ SHGC） 、 ホ ワ イ ト ヘ ッ
ド ・ ゲ ノ ム 研 究 所 （ WIGR） 、 Genethonな ど の 公 的 な 情 報 源 か ら 入 手 可 能 な 放 射 線 ハ イ ブ リ
ッ ド お よ び 遺 伝 地 図 デ ー タ を 用 い て 、 い ず れ か の ク ラ ス タ ー 化 さ れ た 配 列 が 既 に マ ッ ピ ン
グ さ れ て い る か を 判 定 し た 。 マ ッ ピ ン グ さ れ た 配 列 が 或 る ク ラ ス タ ー に 含 ま れ て い る 場 合
、 そ の ク ラ ス タ ー の 全 配 列 が 、 個 々 の 配 列 番 号 と 共 に 、 地 図 上 の 位 置 に 割 り 当 て ら れ た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
地 図 上 の 位 置 は 、 ヒ ト 染 色 体 の 範 囲 ま た は 間 隔 と し て 表 さ れ る 。 セ ン チ モ ル ガ ン 間 隔 の 地
図 上 の 位 置 は 、 染 色 体 の pア ー ム の 末 端 に 対 し て 測 定 す る （ セ ン チ モ ル ガ ン （ cM） は 、 染
色 体 マ ー カ ー 間 の 組 換 え 頻 度 に 基 づ く 計 測 単 位 で あ る 。 平 均 し て 、 １ cMは 、 ヒ ト DNAの １
メ ガ ベ ー ス （ Mb） に ほ ぼ 等 し い 。 尤 も 、 こ の 値 は 、 組 換 え の ホ ッ ト ス ポ ッ ト お よ び コ ー ル
ド ス ポ ッ ト に 起 因 し て 広 範 囲 に 変 化 す る ） 。 cM距 離 は 、 各 ク ラ ス タ 内 に 配 列 が 含 ま れ る 放
射 線 ハ イ ブ リ ッ ド マ ー カ ー 類 に 対 し て 境 界 を 提 供 す る Genethonに よ っ て マ ッ ピ ン グ さ れ た
遺 伝 マ ー カ ー 群 に 基 づ く 。 NCBI「 GeneMap'99」 （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genemap/
） な ど 一 般 個 人 が 入 手 可 能 な ヒ ト ゲ ノ ム 地 図 な ど の 資 源 を 用 い て 、 既 に 同 定 さ れ た 疾 患 遺
伝 子 類 が 、 上 記 の 区 間 内 若 し く は 近 傍 に マ ッ プ さ れ て い る か を 判 定 で き る 。 　 こ の よ う に
し て 、 SEQ ID NO:20は 、 8番 染 色 体 の 125.80か ら 140.60セ ン チ モ ル ガ ン の 区 間 内 に マ ッ プ
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ス ト レ ッ チ 配 列 （ Stretched Sequence）

実 施 例 ３

実 施 例 ４

６ 　 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 染 色 体 マ ッ ピ ン グ



さ れ 、 ま た SEQ ID NO:28は 、 19番 染 色 体 の 41.7か ら 49.4セ ン チ モ ル ガ ン の 区 間 内 に マ ッ プ
さ れ た 。
【 ０ ３ ２ ３ 】

ノ ー ザ ン 分 析 は 、 遺 伝 子 の 転 写 物 の 存 在 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 実 験 技 術 で あ り 、 特
定 の 細 胞 種 ま た は 組 織 か ら の RNAが 結 合 し て い る 膜 へ の 、 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 与 す る （ 例 え ば 前 出 の Sambrook, 7章 、 同 Ausubel (1995) 4
章 お よ び 16章 を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
BLASTを 応 用 し た 類 似 の コ ン ピ ュ ー タ 技 術 を 用 い て 、 GenBankや LIFESEQ（ Incyte Genomics
） な ど の cDNAデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 同 一 ま た は 関 連 分 子 を 検 索 し た 。 ノ ー ザ ン 分 析 は 、
い く つ か の 膜 系 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン よ り も 非 常 に 速 い 。 更 に 、 任 意 の 特 定 の 一 致 を 厳
密 な あ る い は 相 同 的 な も の と し て 分 類 す る か 否 か を 決 定 す る た め 、 コ ン ピ ュ ー タ 検 索 の 感
度 を 修 正 す る こ と が で き る 。 検 索 の 基 準 は 積 ス コ ア で あ り 、 次 式 で 定 義 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ６ 】
積 ス コ ア は 、 ２ つ の 配 列 間 の 類 似 度 と 、 配 列 が 一 致 す る 長 さ と の 両 方 を 考 慮 し て い る 。 積
ス コ ア は 、 ０ ～ １ ０ ０ の 正 規 化 さ れ た 値 で あ り 、 次 の よ う に し て 求 め る 。 BLASTス コ ア に
ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 一 致 率 を 乗 じ 、 そ の 積 を ２ つ の 配 列 の 短 い 方 の 長 さ の ５ 倍 で 除 す る 。
BLASTス コ ア を 計 算 す る に は 、 或 る 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 （ HSP） 内 の 一 致 す る 各 塩
基 に ＋ ５ の ス コ ア を 割 り 当 て 、 各 不 一 致 塩 基 に － ４ を 割 り 当 て る 。 ２ つ の 配 列 は 、 ２ 以 上
の HSPを 共 有 し 得 る （ ギ ャ ッ プ に よ り 隔 離 さ れ る ） 。 ２ 以 上 の HSPが あ る 場 合 に は 、 最 高 BL
ASTス コ ア の セ グ メ ン ト 対 を 用 い て 積 ス コ ア を 計 算 す る 。 積 ス コ ア は 、 断 片 的 オ ー バ ー ラ
ッ プ と BLASTア ラ イ ン メ ン ト の 質 と の バ ラ ン ス を 表 す 。 例 え ば 積 ス コ ア １ ０ ０ は 、 比 較 し
た ２ つ の 配 列 の 短 い 方 の 長 さ 全 体 に わ た っ て １ ０ ０ ％ 一 致 す る 場 合 の み 得 ら れ る 。 積 ス コ
ア ７ ０ は 、 一 端 が １ ０ ０ ％ 一 致 し 、 ７ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か 、 他 端 が ８ ８ ％ 一 致
し 、 １ ０ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か の い ず れ か の 場 合 に 得 ら れ る 。 積 ス コ ア ５ ０ は 、
一 端 が １ ０ ０ ％ 一 致 し 、 ５ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か 、 ７ ９ ％ 一 致 し 、 １ ０ ０ ％ オ ー
バ ー ラ ッ プ し て い る か の い ず れ か の 場 合 に 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
或 い は 、 NAAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 由 来 す る 組 織 に 対 し て 分 析 す る 。 例
え ば 幾 つ か の 完 全 長 配 列 は 、 少 な く と も 一 部 は 、 オ ー バ ー ラ ッ プ す る Incyte cDNA配 列 群
を 用 い て 構 築 さ れ る （ を 参 照 ） 。 各 cDNA配 列 は 、 ヒ ト 組 織 か ら 作 製 さ れ た cDNAラ
イ ブ ラ リ に 由 来 す る 。 各 ヒ ト 組 織 は 、 以 下 の 臓 器 ／ 組 織 カ テ ゴ リ ー の １ つ に 分 類 さ れ る 。
す な わ ち 心 血 管 系 、 結 合 組 織 、 消 化 器 系 、 胎 芽 構 造 、 内 分 泌 系 、 外 分 泌 腺 、 女 性 生 殖 器 、
男 性 生 殖 器 、 生 殖 細 胞 、 血 液 お よ び 免 疫 系 、 肝 、 筋 骨 格 系 、 神 経 系 、 膵 臓 、 呼 吸 器 系 、 感
覚 器 、 皮 膚 、 顎 口 腔 系 、 非 分 類 性 ／ 混 合 性 ま た は 尿 路 で あ る 。 各 カ テ ゴ リ ー の ラ イ ブ ラ リ
数 を 数 え て 、 全 カ テ ゴ リ ー の 総 ラ イ ブ ラ リ 数 で 除 す る 。 同 様 に 、 各 ヒ ト 組 織 は 、 以 下 の 疾
患 ／ 状 況 カ テ ゴ リ ー す な わ ち 癌 、 細 胞 株 、 発 達 、 炎 症 、 神 経 性 、 外 傷 、 心 血 管 、 プ ー ル 、
そ の 他 の １ つ に 分 類 さ れ る 。 各 カ テ ゴ リ ー の ラ イ ブ ラ リ 数 を 数 え て 、 全 カ テ ゴ リ ー の 総 ラ
イ ブ ラ リ 数 で 除 す る 。 得 ら れ る パ ー セ ン テ ー ジ は 、 NAAPを コ ー ド す る cDNAの 、 組 織 特 異 的
ま た は 疾 患 特 異 的 な 発 現 を 反 映 す る 。 cDNA配 列 お よ び cDNAラ イ ブ ラ リ ／ 組 織 の 情 報 は 、 LI
FESEQ GOLD デ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics, Palo Alto CA） か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
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７ 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の 分 析

実 施 例 ３

８ 　 Ｎ Ａ Ａ Ｐ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長



完 全 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 完 全 長 分 子 の 適 切 な 断 片 か ら 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 群 を 用 い て 該 断 片 を 伸 長 さ せ て 産 生 し た 。 或 る プ ラ イ マ ー は 既 知 の 断
片 の ５ '伸 長 を 開 始 す る べ く 合 成 し 、 別 の プ ラ イ マ ー は 既 知 の 断 片 の ３ '伸 長 を 開 始 す る べ
く 合 成 し た 。 開 始 プ ラ イ マ ー 群 の 設 計 に は OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Bioscienc
es） 或 い は 別 の 適 切 な プ ロ グ ラ ム を 用 い 、 長 さ が 約 ２ ２ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 有 率 が
約 ５ ０ ％ 以 上 と な り 、 約 ６ ８ ～ 約 ７ ２ ℃ の 温 度 で 標 的 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る よ う に し た
。 ヘ ア ピ ン 構 造 お よ び プ ラ イ マ ー － プ ラ イ マ ー 二 量 体 を 生 ず る よ う な ヌ ク レ オ チ ド 群 の 伸
長 は 、 全 て 回 避 し た 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
選 択 し た ヒ ト cDNAラ イ ブ ラ リ 群 を 用 い 、 配 列 を 伸 長 し た 。 ２ 段 階 以 上 の 伸 長 が 必 要 ま た は
望 ま し い 場 合 に は 、 付 加 的 プ ラ イ マ ー あ る い は プ ラ イ マ ー の ネ ス テ ッ ド セ ッ ト を 設 計 し た
。
【 ０ ３ ３ ０ 】
高 忠 実 度 の 増 幅 が 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 利 用 し た PCR法 に よ っ て 得 ら れ た 。 P
CRは 、 PTC-200 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research, Inc.） を 用 い て ９ ６ 穴 プ レ ー ト 内 で
行 っ た 。 反 応 混 合 液 は 、 鋳 型 DNAを 有 し 、 ま た 、 200 nmolの 各 プ ラ イ マ ー を 有 す る 。 ま た
、 Mg２ + と （ NH 4 ） 2 SO 4 と ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル と を 含 有 す る 反 応 バ ッ フ ァ ー と 、 Taq 
DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Amersham Pharmacia Biotech） と 、 ELONGASE酵 素 （ Life Technologies
） と 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene） と を 含 有 す る 。 プ ラ イ マ ー 対 で あ る PCI Aと PC
I Bと に 対 し 、 以 下 の パ ラ メ ー タ で 増 幅 し た 。
ス テ ッ プ 1　 　 94℃ で 3分 間
ス テ ッ プ 2　 　 94℃ で 15秒 間
ス テ ッ プ 3　 　 60℃ で 1分 間
ス テ ッ プ 4　 　 68℃ で 2分 間
ス テ ッ プ 5　 　 ス テ ッ プ ２ 、 ３ 、 及 び ４ を ２ ０ 回 繰 り 返 す
ス テ ッ プ 6　 　 68℃ で 5分 間
ス テ ッ プ 7　 　 4℃ で 保 存
別 法 で は 、 プ ラ イ マ ー 対 で あ る T7と SK+に 対 し 、 以 下 の パ ラ メ ー タ で 増 幅 し た 。
ス テ ッ プ 1　 　 94℃ で 3分 間
ス テ ッ プ 2　 　 94℃ で 15秒 間
ス テ ッ プ 3　 　 57℃ で 1分 間
ス テ ッ プ 4　 　 68℃ で 2分 間
ス テ ッ プ 5　 　 ス テ ッ プ ２ 、 ３ 、 及 び ４ を ２ ０ 回 繰 り 返 す
ス テ ッ プ 6　 　 68℃ で 5分 間
ス テ ッ プ 7　 　 4℃ で 保 存
各 ウ ェ ル の DNA濃 度 は 、 １ ×  TE及 び 0.5μ lの 希 釈 し て い な い PCR産 物 に 溶 解 し た 100μ lの P
ICOGREEN定 量 試 薬 (0.25(v/v) PICOGREEN; Molecular Probes, Eugene OR)を 不 透 明 な 蛍 光
光 度 計 プ レ ー ト (Corning Costar, Acton MA)の 各 ウ ェ ル に 分 配 し て DNAが 試 薬 と 結 合 で き
る よ う に し て 測 定 し た 。 サ ン プ ル の 蛍 光 を 計 測 し て DNAの 濃 度 を 定 量 す べ く 、 プ レ ー ト を F
luoroskan II（ Labsystems Oy, Helsinki, Finland） で ス キ ャ ン し た 。 反 応 混 合 物 の ア リ
コ ッ ト ５ ～ １ ０ μ lを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 法 に よ っ て 解 析 し 、 ど の 反 応 が 配
列 の 伸 長 に 成 功 し た か を 判 定 し た 。
【 ０ ３ ３ １ 】
伸 長 し た ヌ ク レ オ チ ド は 、 脱 塩 お よ び 濃 縮 し て ３ ８ ４ 穴 プ レ ー ト に 移 し 、 CviJIコ レ ラ ウ
イ ル ス エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ Molecular Biology Research, Madison WI） を 用 い て 消 化 し
、 音 波 処 理 ま た は せ ん 断 し 、 pUC 18ベ ク タ ー （ Amersham Pharmacia Biotech） へ の 再 連 結
を 行 っ た 。 シ ョ ッ ト ガ ン ・ シ ー ク エ ン シ ン グ の た め に 、 消 化 し た ヌ ク レ オ チ ド を 低 濃 度 （
０ .６ ～ ０ .８ ％ ） の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 断 片 を 切 除 し 、 寒 天 を Agar ACE（ Promeg
a） で 消 化 し た 。 伸 長 さ せ た ク ロ ー ン を Ｔ ４ リ ガ ー ゼ （ New England Biolabs, Beverly MA
） を 用 い て pUC 18ベ ク タ ー （ Amersham Pharmacia Biotech） に 再 連 結 し 、 Pfu DNAポ リ メ
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ラ ー ゼ （ Stratagene） で 処 理 し て 制 限 部 位 の オ ー バ ー ハ ン グ を 満 た し 、 適 格 な 大 腸 菌 細 胞
に 形 質 移 入 し た 。 形 質 移 入 し た 細 胞 群 の 選 択 を 抗 生 物 質 を 含 む 培 地 で 行 い 、 そ れ ぞ れ の コ
ロ ニ ー を 採 取 し 、 LB/2Xカ ル ベ ニ シ リ ン 培 養 液 中 の 384ウ ェ ル プ レ ー ト 群 に ３ ７ ℃ で 一 晩 培
養 し た 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
細 胞 を 溶 解 し 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Amersham Pharmacia Biotech） お よ び Pfu DNAポ リ
メ ラ ー ゼ （ Stratagene） を 用 い て 以 下 の 手 順 で DNAを PCR増 幅 し た 。
ス テ ッ プ 1　 　 94℃ で 3分 間
ス テ ッ プ 2　 　 94℃ で 15秒 間
ス テ ッ プ 3　 　 60℃ で 1分 間
ス テ ッ プ 4　 　 72℃ で 2分 間
ス テ ッ プ 5　 　 ス テ ッ プ ２ 、 ３ 、 及 び ４ を ２ ９ 回 繰 り 返 す
ス テ ッ プ 6　 　 72℃ で 5分 間
ス テ ッ プ 7　 　 4℃ で 保 存
DNAの 定 量 化 に は 、 上 記 し た よ う に PICOGREEN試 薬 （ Molecular Probes） を 用 い た 。 DNAの
回 収 率 が 低 い サ ン プ ル は 、 上 記 と 同 一 の 条 件 を 用 い て 再 増 幅 し た 。 サ ン プ ル は 20％ ジ メ チ
ル ス ル ホ キ シ ド （ １ ： ２ , v/v） で 希 釈 し 、 DYENAMIC エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ ァ ー  シ ー ク
エ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー 、 お よ び DYENAMIC DIRECT kit（ Amersham Pharmacia Biotech） ま
た は ABI PRISM BIGDYE タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル  シ ー ク エ ン シ ン グ レ デ ィ 反 応 キ ッ ト （ Te
rminator cycle sequencing ready reaction kit） （ Applied Biosystems） を 用 い て シ ー
ク エ ン シ ン グ し た 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
同 様 に 、 上 記 手 順 を 用 い て 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 検 証 し た 。 あ る い は 、 完 全 長 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い 、 上 記 手 順 で 、 そ の よ う な 伸 長 の た め に 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 類 と 、 或 る 適 切 な ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ と を 用 い て ５ '調 節 配 列 を 得 た 。
【 ０ ３ ３ ４ 】

SEQ ID NO:17－ 32由 来 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 群 を 用 い て 、 cDNA、 mRNA、 ま た
は ゲ ノ ム DNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 約 ２ ０ 塩 基 対 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 識 に
つ い て 特 に 記 載 す る が 、 よ り 大 き な ヌ ク レ オ チ ド 断 片 に 対 し て も 本 質 的 に 同 一 の 手 順 が 用
い ら れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences） 等
の 最 新 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 設 計 し 、 各 オ リ ゴ マ ー ５ ０ pmolと 、 [γ - 3 2 P]ア デ ノ シ ン ３ リ
ン 酸 （ Amersham Pharmacia Biotech） ２ ５ ０ μ Ciと 、 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ （ DuPo
nt NEN, Boston MA） と を 化 合 さ せ る こ と に よ り 標 識 す る 。 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 SEPHADEX G-25超 細 繊 分 子 サ イ ズ 排 除 デ キ ス ト ラ ン  ビ ー ズ カ ラ ム （ Amersham Pharmac
ia Biotech） を 用 い て 実 質 的 に 精 製 す る 。 Ase I、 Bgl II、 Eco RI、 Pst I、 XbaIま た は Pv
u II（ DuPont NEN） の い ず れ か １ つ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 さ れ た ヒ ト ゲ ノ ム DNAの
、 典 型 的 な 膜 ベ ー ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 に お い て 、 毎 分 １ ０ 7 カ ウ ン ト の 標 識
さ れ た プ ロ ー ブ を 含 む ア リ コ ッ ト を 用 い る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
各 消 化 物 か ら 得 た DNAは 、 ０ .７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 し て ナ イ ロ ン 膜 （ Nytran Plus,
 Schleicher & Schuell, Durham NH） に 移 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ４ ０ ℃ で １ ６
時 間 行 う 。 非 特 異 的 シ グ ナ ル 群 を 除 去 す る た め 、 最 大 で 例 え ば ０ .１ × ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム 食 塩 水 お よ び ０ .５ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の 条 件 下 で 、 ブ ロ ッ ト 群 を 室 温 で 順 次 洗
浄 す る 。 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ま た は そ れ に 代 わ る イ メ ー ジ ン グ 手 段 を 用 い て ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン を 視 覚 化 し 、 比 較 す る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】

或 る マ イ ク ロ ア レ イ 上 で の ア レ イ エ レ メ ン ト 群 の 結 合 ま た は 合 成 は 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ
、 圧 電 印 刷 （ イ ン ク ジ ェ ッ ト 印 刷 、 前 出 の Baldeschweilerな ど を 参 照 ） 、 機 械 的 マ イ ク ロ
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９ 　 個 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 標 識 及 び 使 用

１ ０ 　 マ イ ク ロ ア レ イ



ス ポ ッ テ ィ ン グ 技 術 お よ び こ れ ら か ら 派 生 し た 技 術 を 用 い て 達 成 し 得 る 。 上 記 各 技 術 に お
い て 基 板 は 、 均 一 な 、 非 多 孔 性 の 表 面 を 持 つ 固 体 と す べ き で あ る （ Schena（ 1999） 前 出 ）
。 推 奨 す る 基 板 に は 、 シ リ コ ン 、 シ リ カ 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 、 ガ ラ ス チ ッ プ お よ び シ リ コ ン
ウ エ ハ が あ る 。 あ る い は 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 に 類 似 し た 手 順 を
利 用 し 、 熱 的 、 紫 外 線 的 、 化 学 的 ま た は 機 械 的 結 合 手 順 を 用 い て 基 板 の 表 面 に エ レ メ ン ト
を 配 置 お よ び 結 合 さ せ て も よ い 。 通 常 の ア レ イ は 、 利 用 可 能 な 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 と 機
械 と を 用 い て 作 製 で き 、 任 意 の 適 正 数 の エ レ メ ン ト を 有 し 得 る （ 例 え ば Schena, M. 他 （ 1
995） Science 270:467-470、 Shalon. D. 他 (1996) Genome Res.6:639-645、 Marshall, A.
 お よ び  J. Hodgson（ 1998） Nat. Biotechnol. 16:27-31を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
完 全 長 cDNA、 発 現 配 列 タ グ （ EST） 、 ま た は そ れ ら の 断 片 ま た は オ リ ゴ マ ー が 、 マ イ ク ロ
ア レ イ の エ レ メ ン ト と 成 り 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 好 適 な 断 片 ま た は オ リ ゴ マ ー
を 、 LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） な ど 本 技 術 分 野 で 公 知 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 選
択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ア レ イ エ レ メ ン ト 群 を 、 生 体 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 生 体 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 検 出 を 容 易 に す る た め に
蛍 光 標 識 な ど の 分 子 タ グ に 抱 合 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 生 体 サ ン プ ル か ら の
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 し 、 蛍 光 ス キ ャ ナ を 用 い て 各 ア レ イ エ レ
メ ン ト で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 。 あ る い は 、 レ ー ザ 脱 離 お よ び 質 量 ス ペ ク
ト ロ メ ト リ を 用 い て も ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 し 得 る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 或 る エ
レ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 相 補 性 の 度 合 と 相 対 存 在 度 と を 算
定 し 得 る 。  一 実 施 態 様 に お け る マ イ ク ロ ア レ イ の 調 整 お よ び 使 用 に つ い て 、 以 下 に 詳 述
す る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】

全 RNAを 組 織 サ ン プ ル 群 か ら 単 離 す る た め グ ア ニ ジ ニ ウ ム  チ オ シ ア ネ ー ト 法 を 用 い 、 ポ リ
（ A） + RNAを 精 製 す る た め オ リ ゴ （ dT） セ ル ロ ー ス 法 を 用 い る 。 各 ポ リ （ A） + RNAサ ン プ ル
を 逆 転 写 す る た め 、 MMLV逆 転 写 酵 素 を 用 い 、 ま た 、 0.05pg/μ lの オ リ ゴ （ dT） プ ラ イ マ ー
（ 21mer） 、 １ × 第 一 鎖 バ ッ フ ァ ー 、 0.03unit/μ lの RNア ー ゼ 阻 害 因 子 、 500μ Mの dATP、 5
00μ Mの dGTP、 500μ Mの dTTP、 40μ Mの dCTP、 40μ Mの dCTP-Cy3（ BDS） ま た は dCTP-Cy5（ Am
ersham Pharmacia Biotech） を 用 い る 。 逆 転 写 反 応 は 、 GEMBRIGHTキ ッ ト （ Incyte） を 用
い 、 ２ ０ ０ ｎ ｇ の ポ リ （ A） + RNAを 含 有 す る 体 積 ２ ５ ｍ ｌ で 行 う 。 特 異 的 対 照 ポ リ （ A） + R
NA群 は 、 非 コ ー ド 酵 母 ゲ ノ ム DNAか ら 転 写 に よ り 合 成 す る 。 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 後 、 各 反 応 サ ン プ ル （ １ つ は Ｃ ｙ 3、 も う １ つ は Ｃ ｙ 5標 識 ） は 、 ２ .５ ml
の ０ .５ M水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で 処 理 し 、 ８ ５ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 反 応 を 停 止 さ
せ て RNAを 分 解 さ せ る 。 サ ン プ ル 群 の 精 製 に は 、 ２ つ の 連 続 す る CHROMA SPIN 30ゲ ル 濾 過
ス ピ ン カ ラ ム （ CLONTECH Laboratories, Inc. (CLONTECH), Palo Alto CA） を 用 い る 。 混
合 後 、 ２ つ の 反 応 サ ン プ ル の エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 、 １ mlの グ リ コ ー ゲ ン （ １ mg/ml） 、 ６ ０ m
lの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び ３ ０ ０ mlの １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 行 う 。 サ ン プ ル は 次 に 、 Spe
edVAC（ Savant Instruments Inc., Holbrook NY） を 用 い て 完 全 に 乾 燥 さ せ 、 １ ４ μ lの ５
× SSC／ ０ .２ ％ SDS中 で 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】

本 発 明 の 配 列 を 用 い て 、 ア レ イ エ レ メ ン ト を 作 製 す る 。 各 ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 ク ロ ー ン
化 し た cDNAイ ン サ ー ト 群 に よ り 、 ベ ク タ ー 含 有 細 菌 細 胞 群 か ら 増 幅 す る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、
cDNAイ ン サ ー ト の 側 面 に 位 置 す る ベ ク タ ー 配 列 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い る 。 ３ ０ サ イ
ク ル の PCRに よ っ て 、 １ ～ ２ ngの 初 期 量 か ら ５ μ gを 超 え る 最 終 量 ま で 、 ア レ イ エ レ メ ン ト
を 増 幅 す る 。 増 幅 し た ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 SEPHACRYL-400（ Amersham Pharmacia Biotec
h） を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
精 製 し た ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 ポ リ マ ー コ ー ト さ れ た ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 固 定 す る 。 顕 微
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鏡 ス ラ イ ド グ ラ ス （ Corning） は 、 ０ .１ ％ の SDSお よ び ア セ ト ン 中 で 超 音 波 洗 浄 し 、 処 理
中 お よ び 処 理 後 に 多 量 の 蒸 留 水 で 洗 浄 す る 。 ス ラ イ ド グ ラ ス は 、 ４ ％ フ ッ 化 水 素 酸 （ VWR 
Scientific Products Corporation（ VWR） , West Chester PA） 中 で エ ッ チ ン グ し 、 多 量
の 蒸 留 水 中 で 洗 浄 し 、 ９ ５ ％ エ タ ノ ー ル 中 で ０ .０ ５ ％ ア ミ ノ プ ロ ピ ル シ ラ ン （ Sigma） を
用 い て コ ー テ ィ ン グ す る 。 コ ー テ ィ ン グ し た ス ラ イ ド は 、 １ １ ０ ℃ の オ ー ブ ン で 硬 化 さ せ
る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
米 国 特 許 第 5,807,522号 に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 、 コ ー テ ィ ン グ し た ガ ラ ス 基 板 に
ア レ イ エ レ メ ン ト 群 を 付 加 す る 。 こ の 特 許 は 引 用 を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 平 均 濃
度 １ ０ ０ ng/μ lの ア レ イ エ レ メ ン ト DNA１ μ lを 、 高 速 ロ ボ ッ ト 装 置 （ robotic apparatus
） に よ り 、 開 放 型 キ ャ ピ ラ リ ー プ リ ン テ ィ ン グ エ レ メ ン ト （ open capillary printing el
ement） に 充 填 す る 。 装 置 は こ こ で 、 ス ラ イ ド 毎 に 約 ５ nlの ア レ イ エ レ メ ン ト サ ン プ ル を
置 く 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
マ イ ク ロ ア レ イ を UV架 橋 す る た め 、 STRATALINKER UV架 橋 剤 （ Stratagene） を 用 い る 。 マ
イ ク ロ ア レ イ の 洗 浄 を 、 室 温 に お い て 、 ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で １ 回 、 蒸 留 水 で ３ 回 行 う 。 非 特
異 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る た め 、 マ イ ク ロ ア レ イ の イ ン キ ュ ベ ー ト を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩
水 （ PBS） （ Tropix, Inc., Bedford MA） 中 の ０ .２ ％ カ ゼ イ ン 中 に お い て ６ ０ ℃ で ３ ０ 分
間 行 っ た 後 、 前 に 行 っ た よ う に ０ .２ ％ SDSお よ び 蒸 留 水 で 洗 浄 す る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に 用 い る ９ μ lの サ ン プ ル 混 合 体 に は 、 Cy3ま た は Cy5で 標 識
し た cDNA合 成 産 物 群 の 各 ０ .２ μ gを 、 ５ × SSC,０ .２ ％ SDSハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液
中 に 含 む 。 サ ン プ ル 混 合 体 は 、 ６ ５ ℃ ま で ５ 分 間 加 熱 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ 表 面 上 で 等 分 し
て １ .８ cm 2 の カ バ ー ガ ラ ス で 覆 う 。 ア レ イ を 、 顕 微 鏡 用 ス ラ イ ド よ り わ ず か に 大 き い 空 洞
を 有 す る 防 水 チ ェ ン バ ー に 移 す 。 チ ェ ン バ ー 内 を 湿 度 100に 保 持 す る た め 、 １ ４ ０ μ lの ５
× SSCを チ ェ ン バ ー の １ コ ー ナ ー に 加 え る 。 ア レ イ を 入 れ た チ ェ ン バ ー は 、 ６ ０ ℃ で 約 ６
． ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ア レ イ は 、 第 １ 洗 浄 緩 衝 液 中 （ １ × SSC,０ .１ ％ SDS） に お
い て ４ ５ ℃ で １ ０ 分 間 洗 浄 し 、 第 ２ 洗 浄 緩 衝 液 中 （ ０ .１ × SSC） に お い て ４ ５ ℃ で １ ０ 分
間 ず つ ３ 回 洗 浄 し 、 乾 燥 さ せ る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】

レ ポ ー タ ー 標 識 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 す る に は 、 Ｃ ｙ 3の 励 起 の た め
に ４ ８ ８ nm、 Ｃ ｙ 5の 励 起 の た め に ６ ３ ２ nmで ス ペ ク ト ル 線 を 発 生 し 得 る Innova70混 合 ガ
ス 10Ｗ レ ー ザ （ Coherent, Inc., Santa Clara CA） を 備 え た 顕 微 鏡 を 用 い る 。 励 起 レ ー ザ
光 の 焦 点 を ア レ イ 上 に 置 く た め 、 ２ ０ × 顕 微 鏡 対 物 レ ン ズ （ Nikon, Inc., Melville NY）
を 用 い る 。 ア レ イ を 含 む ス ラ イ ド を 、 顕 微 鏡 の 、 コ ン ピ ュ ー タ 制 御 の X-Yス テ ー ジ に 置 き
、 対 物 レ ン ズ を 通 し て ラ ス タ ー ス キ ャ ン す る 。 本 実 施 例 で 用 い る １ .８ cm× １ .８ cmの ア レ
イ は 、 解 像 度 ２ ０ μ mで ス キ ャ ン す る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
異 な る ２ 回 の ス キ ャ ン で 、 混 合 ガ ス マ ル チ ラ イ ン レ ー ザ は ２ つ の 蛍 光 色 素 を 連 続 的 に 励 起
す る 。 発 光 さ れ た 光 は 、 波 長 に 基 づ き 分 離 さ れ 、 ２ つ の 蛍 光 色 素 に 対 応 す る ２ つ の 光 電 子
増 倍 管 検 出 器 （ PMT R1477, Hamamatsu Photonics Systems, Bridgewater NJ） に 送 ら れ る
。 好 適 な フ ィ ル タ ー 群 を ア レ イ と 光 電 子 増 倍 管 と の 間 に 設 置 し て 、 シ グ ナ ル を フ ィ ル タ ー
す る 。 用 い る 蛍 光 色 素 の 最 大 発 光 の 波 長 は 、 Cy3で は ５ ６ ５ nm、 Cy5で は ６ ５ ０ nmで あ る 。
装 置 は 両 方 の 蛍 光 色 素 か ら の ス ペ ク ト ル を 同 時 に 記 録 し 得 る が 、 レ ー ザ 源 に お い て 好 適 な
フ ィ ル タ ー を 用 い て 、 蛍 光 色 素 １ つ に つ き １ 度 ス キ ャ ン し 、 各 ア レ イ を 通 常 ２ 度 ス キ ャ ン
す る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
通 常 、 各 ス キ ャ ン の 感 度 を 較 正 す る た め 、 cDNA対 照 種 を 或 る 既 知 濃 度 で サ ン プ ル 混 合 体 に
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添 加 し 、 対 照 種 が 発 生 す る シ グ ナ ル 強 度 を 用 い る 。 ア レ イ 上 の 或 る 特 定 の 位 置 に は 或 る 相
補 的 DNA配 列 が 含 ま れ 、 そ の 位 置 に お け る シ グ ナ ル の 強 度 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 種 の
重 量 比 1： 100,000で 相 関 さ せ る 。 異 な る 源 泉 （ 例 え ば 代 表 的 な 試 験 細 胞 お よ び 対 照 細 胞 な
ど ） か ら の ２ つ の サ ン プ ル を 、 各 々 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 し 、 異 な る 発 現 を す る 遺 伝 子 群
を 同 定 す る た め に 単 一 の ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 に は 、 較 正 す る cDNAの サ ン プ ル
を ２ 種 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 液 に 各 々 等 量 を 加 え る こ と に よ
っ て 較 正 を 行 う 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
光 電 子 増 倍 管 の 出 力 を デ ィ ジ タ ル 化 す る た め 、 IBMコ ン パ チ ブ ル PCコ ン ピ ュ ー タ に イ ン ス
ト ー ル し た 12ビ ッ ト RTI-835Hア ナ ロ グ デ ィ ジ タ ル （ A/D） 変 換 ボ ー ド （ Analog Devices, I
nc., Norwood MA） を 用 い る 。 デ ィ ジ タ ル 化 し た デ ー タ は 、 青 色 （ 低 シ グ ナ ル ） か ら 赤 色
（ 高 シ グ ナ ル ） ま で の 擬 似 カ ラ ー ス ケ ー ル へ の リ ニ ア 20色 変 換 を 用 い て 、 シ グ ナ ル 強 度 が
マ ッ ピ ン グ さ れ た イ メ ー ジ と し て 表 示 さ れ る 。 デ ー タ は 、 定 量 的 に も 分 析 さ れ る 。 ２ つ の
異 な る 蛍 光 色 素 を 同 時 に 励 起 お よ び 測 定 す る 場 合 に は 、 各 蛍 光 体 の 発 光 ス ペ ク ト ル を 用 い
て 、 デ ー タ は 先 ず 蛍 光 色 素 間 の 光 学 的 ク ロ ス ト ー ク （ 発 光 ス ペ ク ト ル の 重 な り に 起 因 す る
） を 補 正 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
グ リ ッ ド が 蛍 光 シ グ ナ ル イ メ ー ジ 上 に 重 ね ら れ 、 そ れ に よ っ て 各 ス ポ ッ ト か ら の シ グ ナ ル
は グ リ ッ ド の 各 エ レ メ ン ト に 集 め ら れ る 。 各 エ レ メ ン ト 内 の 蛍 光 シ グ ナ ル は 統 合 さ れ 、 シ
グ ナ ル の 平 均 強 度 に 応 じ た 数 値 が 得 ら れ る 。 シ グ ナ ル 分 析 に 用 い る ソ フ ト ウ ェ ア は 、 GEMT
OOLS遺 伝 子 発 現 分 析 プ ロ グ ラ ム （ Incyte） で あ る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】

NAAPを コ ー ド す る 配 列 あ る い は そ の 任 意 の 一 部 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 は 、 天 然 NAAPの 発 現
を 検 出 、 低 減 ま た は 阻 害 す る た め に 用 い ら れ る 。 約 １ ５ ～ ３ ０ 塩 基 対 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 使 用 に つ い て 記 す が 、 こ れ よ り 小 さ な あ る い は 大 き な 配 列 の 断 片 の 場 合 で も 、 本
質 的 に 同 じ 手 順 を 用 い る 。 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 設 計 す る た め 、 Oligo 4.06ソ フ
ト ウ ェ ア （ National Biosciences） お よ び 、 NAAPの コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 用 い る 。 転 写 を 阻
害 す る た め に は 、 最 も 独 特 な ５ '配 列 か ら 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し 、 こ れ を 用
い て 、 プ ロ モ ー タ ー が コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 結 合 す る の を 防 止 す る 。 翻 訳 を 阻 害 す る に は 、
相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し て 、 NAAPを コ ー ド す る 転 写 物 に リ ボ ソ ー ム が 結 合 す
る の を 防 ぐ 。
【 ０ ３ ５ ０ 】

NAAPの 発 現 及 び 精 製 は 、 細 菌 若 し く は ウ イ ル ス を 基 に し た 発 現 系 を 用 い て 行 う こ と が で き
る 。 細 菌 内 で ATRSを 発 現 さ せ る に は 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 と 、 cDNA転 写 レ ベ ル を 高 め る 誘
導 性 プ ロ モ ー タ ー と を 有 す る 好 適 な ベ ク タ ー に cDNAを サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 こ の よ う な
プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 lacオ ペ レ ー タ ー 調 節 エ レ メ ン ト と 併 用 す る T5ま た は T7バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び trp-lac（ tac） ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る が
、 こ れ ら に 限 定 す る も の で は な い 。 組 換 え ベ ク タ ー を 、 BL21（ DE3） な ど の 好 適 な 細 菌 宿
主 に 形 質 転 換 す る 。 抗 生 物 質 耐 性 細 菌 に NAAPを 発 現 さ せ る に は 、 イ ソ プ ロ ピ ル β － Dチ オ
ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (IPTG)で 誘 発 す る 。 真 核 細 胞 で の NAAPの 発 現 は 、 昆 虫 細 胞 株 ま た は 哺
乳 動 物 細 胞 株 に 、 一 般 に バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と し て 知 ら れ る 核 多
角 体 病 ウ イ ル ス (AcMNPV)の 組 換 え 型 を 感 染 さ せ て 行 う 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 非 必 須 ポ リ ヘ
ド リ ン 遺 伝 子 を NAAPを コ ー ド す る cDNAと 置 換 す る に は 、 相 同 組 換 え を 行 う か 、 或 い は 、 ト
ラ ン ス フ ァ ー プ ラ ス ミ ド の 媒 介 を 伴 う 、 細 菌 の 媒 介 に よ る 遺 伝 子 転 移 を 行 う 。 ウ イ ル ス の
感 染 力 は 維 持 さ れ 、 強 力 な 多 角 体 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 高 レ ベ ル の cDNA転 写 が 行 わ れ る 。
組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 多 く の 場 合 は 夜 蛾 の １ 種 （ Sf9） 昆 虫
細 胞 へ の 感 染 に 用 い る が 、 ヒ ト 肝 細 胞 へ の 感 染 に 用 い る こ と も あ る 。 後 者 の 感 染 の 場 合 は
、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス へ の 更 な る 遺 伝 的 修 飾 が 必 要 に な る (Engelhard, E.K. 他 (1994) Proc
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. Natl. Acad. Sci. USA 91:3224-3227; Sandig, V. 他  (1996) Hum.Gene Ther. 7:1937-
1945を 参 照 )。
【 ０ ３ ５ １ 】
殆 ど の 発 現 系 で は 、 NAAPが 、 例 え ば グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)と 、 ま た は F
LAGや 6-Hisな ど の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ 標 識 と 合 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 と な る た め 、 未 精
製 の 細 胞 溶 解 物 か ら の 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 の 親 和 性 ベ ー ス の 精 製 を 、 迅 速 に １ ス テ ッ プ
で 行 い 得 る 。 GSTは 日 本 住 血 吸 虫 か ら の 26kDaの 酵 素 で あ り 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 お よ び 抗 原
性 を 維 持 し た 状 態 で 、 固 定 化 し た グ ル タ チ オ ン 上 で の 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 と す る
（ Amersham Pharmacia Biotech） 。 精 製 後 、 GST要 素 を 、 操 作 し た 特 定 の 部 位 に お い て NAA
Pか ら タ ン パ ク 分 解 的 に 切 断 す る こ と が 可 能 で あ る 。 FLAGは ８ ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ り
、 市 販 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 FLAG抗 体 （ Eastman Kodak） を
用 い た 免 疫 親 和 性 精 製 を 可 能 に す る 。 ６ ヒ ス チ ジ ン 残 基 が 連 続 し て 伸 長 し た 6-Hisは 、 金
属 キ レ ー ト 樹 脂 上 で の 精 製 を 可 能 に す る （ QIAGEN） 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製 の 方 法
は 、 前 出 の Ausubel（ 1995） 10章 、 16章 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 で 精 製 し た NAAP
を 直 接 用 い て 、 以 下 の の 、 適 用 可 能 な ア ッ セ イ を 行 い 得
る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】

NAAPの 機 能 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 系 に お い て 生 理 的 に 高 め ら れ た レ ベ ル で の 、 NAAPを コ ー
ド す る 配 列 の 発 現 に よ っ て 算 定 す る 。 cDNAを 高 い レ ベ ル で 発 現 す る 強 い プ ロ モ ー タ ー を 持
つ 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に cDNAを サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 選 択 さ れ る ベ ク タ ー と し て は 、
PCMV SPORT（ Life Technologies） お よ び PCR3.1（ Invitrogen, Carlsbad CA） が あ り 、 ど
ち ら も サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 持 つ 。 リ ポ ソ ー ム 製 剤 あ る い は 電 気 穿 孔 法 を
用 い て 、 ５ ～ １ ０ μ gの 組 換 え ベ ク タ ー を ヒ ト 細 胞 株 、 例 え ば 内 皮 由 来 ま た は 造 血 由 来 の
細 胞 株 に 、 一 過 的 に 形 質 移 入 す る 。 更 に 、 標 識 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む １ ～ ２
μ gの プ ラ ス ミ ド を 同 時 に 形 質 移 入 す る 。 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ り 、 形 質 移 入 細 胞 と
非 形 質 移 入 細 胞 を 区 別 す る 手 段 が 与 え ら れ る 。 ま た 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ っ て 、 組
換 え ベ ク タ ー か ら の cDNA発 現 を 正 確 に 予 想 で き る 。 標 識 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ
ン パ ク 質 （ GFP； Clontech） 、 CD64ま た は CD64-GFP融 合 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 で き る 。 自 動
化 さ れ た 、 レ ー ザ ー 光 学 に 基 づ く 技 術 で あ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FCM） を 用 い て 、 GFP
ま た は CD64-GFPを 発 現 す る 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 を 同 定 し 、 そ れ ら の 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 状
態 や 他 の 細 胞 特 性 を 評 価 す る 。 FCMは 、 細 胞 死 に 先 行 す る か あ る い は 同 時 に 発 生 す る 現 象
を 診 断 す る 蛍 光 分 子 の 取 込 を 検 出 し て 計 量 す る 。 こ の よ う な 現 象 と し て 挙 げ ら れ る の は 、
ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム に よ る DNA染 色 に よ っ て 計 測 さ れ る 核 DNA含 量 の 変 化 、 前 方 散 乱 光 と 90
° 側 方 散 乱 光 に よ っ て 計 測 さ れ る 細 胞 サ イ ズ と 顆 粒 性 の 変 化 、 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の
取 込 量 の 低 下 に よ っ て 計 測 さ れ る DNA合 成 の 下 方 調 節 、 特 異 抗 体 と の 反 応 性 に よ っ て 計 測
さ れ る 細 胞 表 面 お よ び 細 胞 内 に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現 の 変 容 、 お よ び 、 フ ル オ レ セ イ ン
抱 合 し た ア ネ キ シ ン Ｖ タ ン パ ク 質 の 細 胞 表 面 へ の 結 合 に よ っ て 計 測 さ れ る 原 形 質 膜 組 成 の
変 容 と が あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に つ い て は 、 Ormerod, M.G.（ 1994）
, Oxford, New York NYに 記 述 が あ る 。

【 ０ ３ ５ ３ 】
遺 伝 子 発 現 に お け る NAAPの 影 響 は 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 と 、 CD64ま た は CD64-GFPの ど ち
ら か と が 形 質 移 入 さ れ た 、 高 度 に 精 製 さ れ た 細 胞 集 団 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。 CD
64ま た は CD64-GFPは 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 表 面 で 発 現 し 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン G（ IgG） の
保 存 さ れ た 複 数 の 領 域 に 結 合 す る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 と 形 質 転 換 さ れ な い 細 胞 と は 、 ヒ
ト IgGか CD64に 対 す る 抗 体 の ど ち ら か で 被 覆 さ れ た 磁 気 ビ ー ズ を 用 い て 効 率 的 に 分 離 で き
る （ DYNAL, Lake Success NY） 。 mRNAは 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 細 胞 か ら 精 製 で き る 。 NA
APと 、 目 的 と す る 他 の 遺 伝 子 と を コ ー ド す る mRNAの 発 現 は 、 ノ ー ザ ン 分 析 や マ イ ク ロ ア レ
イ 技 術 で 分 析 で き る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
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実 質 的 に 精 製 さ れ た NAAPを ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ PAGE； 例 え ば Harrington
, M.G. (1990) Methods Enzymol.182:488-495を 参 照 ） ま た は 他 の 精 製 技 術 で 作 製 し 、 こ
れ を 用 い て 標 準 的 な プ ロ ト コ ル で ウ サ ギ を 免 疫 化 し て 抗 体 を 作 り 出 す 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
別 法 で は 、 NAAPア ミ ノ 酸 配 列 を LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い て 解 析 し て 免 疫
原 性 の 高 い 領 域 を 決 定 し 、 対 応 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 し て こ れ を 用 い て 当 業 者 に 周 知
の 方 法 で 抗 体 を 生 産 す る 。 Ｃ 末 端 付 近 の 、 或 い は 隣 接 す る 親 水 性 領 域 内 の エ ピ ト ー プ な ど
の 適 切 な エ ピ ト ー プ の 選 択 に つ い て は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る (例 え ば 、 前 出 の Ausubel, 19
95,11章 を 参 照 )。
【 ０ ３ ５ ６ 】
通 常 は 、 長 さ 約 １ ５ 残 基 の オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 FMOCケ ミ ス ト リ を 用 い る ABI 431A ペ プ チ
ド シ ン セ サ イ ザ （ Applied Biosystems） を 用 い て 合 成 し 、 N-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ
ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ MBS） を 用 い た 反 応 に よ っ て KLH（ Sigma-Aldrich, St.
 Louis MO） に 結 合 さ せ て 、 免 疫 原 性 を 高 め る （ 例 え ば 前 出 の Ausubel, 1995を 参 照 ） 。 完
全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に お い て 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド -KLH複 合 体 を 用 い て ウ サ ギ を 免 疫 化
す る 。 得 ら れ た 抗 血 清 の 抗 ペ プ チ ド 活 性 及 び 抗 NAAP活 性 を 試 験 す る に は 、 ペ プ チ ド ま た は
ATRSを 基 板 に 結 合 し 、 １ ％ BSAを 用 い て ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 し 、 ウ サ ギ 抗 血 清 と 反 応 さ せ て
洗 浄 し 、 さ ら に 放 射 性 ヨ ウ 素 標 識 さ れ た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgGと 反 応 さ せ る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】

天 然 NAAPあ る い は 組 換 え NAAPを 実 質 的 に 精 製 す る た め 、 NAAPに 特 異 的 な 抗 体 群 を 用 い る イ
ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 行 う 。 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 CNBr-活
性 化 し た SEPHAROSE（ Amersham Pharmacia Biotech） の よ う な 活 性 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
用 レ ジ ン と 抗 NAAP抗 体 と を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 形 成 す る 。 結 合 後 に 、 製 造 者 の 使 用
説 明 書 に 従 っ て こ の レ ジ ン を ブ ロ ッ ク し 、 洗 浄 す る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
NAAPを 有 す る 培 養 液 を イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 し 、 NAAPを 優 先 的 に 吸 着 で き る 条
件 で （ 例 え ば 、 界 面 活 性 剤 の 存 在 下 で 高 イ オ ン 強 度 の バ ッ フ ァ ー で ） そ の カ ラ ム を 洗 浄 す
る 。 そ の カ ラ ム を 、 抗 体 と NAAPと の 結 合 を 切 る よ う な 条 件 で （ 例 え ば 、 或 る pH２ ～ ３ の バ
ッ フ ァ ー 、 あ る い は 高 濃 度 の 、 例 え ば 尿 素 ま た は チ オ シ ア ン 酸 イ オ ン な ど の カ オ ト ロ ー プ
で ） 溶 出 さ せ 、 NAAPを 回 収 す る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】

NAAP、 ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 断 片 を 、 1 2 5 Iボ ル ト ン ハ ン タ ー 試 薬 で 標 識 す る （ 例 え
ば  Bolton, A.E.お よ び W.M. Hunter（ 1973） Biochem. J. 133:529-539を 参 照 ） 。 マ ル チ
ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 予 め 配 列 し て お い た 候 補 の 分 子 群 を 、 標 識 し た NAAPと 共 に イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し て 、 標 識 さ れ た NAAP複 合 体 を 有 す る 全 て の ウ ェ ル を ア ッ セ イ す る
。 様 々 な NAAP濃 度 で 得 ら れ た デ ー タ を 用 い て 、 候 補 分 子 と 結 合 し た NAAPの 数 量 、 親 和 性 、
お よ び 会 合 に つ い て の 値 を 計 算 す る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
別 法 で は 、 NAAPと 相 互 作 用 す る 分 子 を 、 Fields, S.お よ び  O. Song(1989, Nature 340:24
5-246)に 記 載 の 酵 母 ２ － ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム （ yeast two-hybrid system） を 、 ま た は
、 MATCHMAKERシ ス テ ム (Clontech)な ど ２ － ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に 基 づ く 市 販 キ ッ ト を 用
い て 分 析 す る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
NAAPは ま た 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 型 の 酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 使 用 す る PATHCALLING
プ ロ セ ス （ CuraGen Corp., New Haven CT） に 用 い て 、 遺 伝 子 の ２ 大 ラ イ ブ ラ リ に よ っ て
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 間 の 全 て の 相 互 作 用 を 判 定 で き る （ Nandabalan, K. 他 (2000) 米
国 特 許 第 6,057,101号 )。
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【 ０ ３ ６ ２ 】

NAAP活 性 の 測 定 を 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 刺 激 す る NAAPの 能 力 に よ っ て 行 う （ Liu, H
. Y. 他 (1997) EMBO J. 16:5289-5298)。 こ の ア ッ セ イ は 、 十 分 に 特 徴 付 け ら れ た レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 作 成 物 で あ る LexA o p -LacZを 用 い る 。 こ の LexA o p -LacZは 、 大 腸 菌 LacZ酵 素 を コ
ー ド す る 配 列 に 融 合 さ れ た LexA DNA転 写 調 節 エ レ メ ン ト （ LexA o p ） か ら な る 。 融 合 遺 伝 子
の 作 成 及 び 発 現 、 細 胞 へ の 融 合 遺 伝 子 の 導 入 、 及 び 、 LacZ酵 素 活 性 の 測 定 方 法 は 、 当 分 野
で 周 知 で あ る 。 NAAPを コ ー ド す る 配 列 を 、 LexA転 写 因 子 に 由 来 す る DNA結 合 ド メ イ ン と NAA
Pと か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 、 LexA-NAAPの 合 成 を 誘 導 す る プ ラ ス ミ ド に ク ロ ー ニ ン グ す る
。 LexA-NAAP融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 、 LexA o p -LacZレ ポ ー タ ー
遺 伝 子 を 持 つ プ ラ ス ミ ド と 共 に 酵 母 細 胞 内 に 導 入 す る 。 対 照 細 胞 と 比 較 し た LexA-NAAP形
質 転 換 細 胞 に 関 連 す る LacZ酵 素 活 性 の 量 が 、 NAAPに よ っ て 刺 激 さ れ た 転 写 の 量 に 比 例 す る
。
【 ０ ３ ６ ３ 】
あ る い は NAAPの 活 性 は 、 亜 鉛 に 結 合 す る 能 力 と し て 測 定 さ れ る 。 5～ 10 μ Mの サ ン プ ル 溶
液 （ 2.5 mMの 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 中 (pH 7.4)） を 0.05 Mの 硫 酸 亜 鉛 溶 液  (Aldrich, Mil
waukee WI)と 、 100 μ Mの ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ 10%メ タ ノ ー ル を 添 加 ） の 存 在 下 で 混 合 す
る 。 サ ン プ ル と 硫 酸 亜 鉛 溶 液 と の イ ン キ ュ ベ ー ト を 20分 間 お こ な う 。 反 応 溶 液 を VYCACカ
ラ ム （ 約 300 Aの ボ ア サ イ ズ （ bore size） 、 5 μ mの 粒 径 ） (Grace Vydac, Hesperia CA)
に 通 す 。 こ れ に よ り 、 亜 鉛 -サ ン プ ル 複 合 体 を 溶 液 か ら 単 離 し 、 次 に 質 量 分 析 計 (PE Sciex
, Ontario, Canada)に か け る 。 サ ン プ ル に 結 合 し た 亜 鉛 の 定 量 に は 、 機 能 的 原 子 量 で あ る
63.5 Daを 用 い る 。 こ の 原 子 量 を 観 測 し た の は Whittal, R. M. 他 ((2000) Biochemistry 3
9:8406-8417)で あ る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
或 い は 、 NAAPの 核 酸 結 合 活 性 を 判 定 す る 或 る 方 法 は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 泳 動 移 動 度
シ フ ト ア ッ セ イ を 伴 う 。 こ の ア ッ セ イ の 調 製 で は 、 NAAPは 、 NAAP cDNAを 有 す る 真 核 生 物
発 現 ベ ク タ ー を 用 い 、 COS7、 HeLa、 若 し く は CHOな ど 、 哺 乳 類 細 胞 株 を 形 質 転 換 す る こ と
で 発 現 さ れ る 。 形 質 転 換 の 後 、 こ の 細 胞 株 が NAAPを 発 現 し 蓄 積 す る の に 適 し た 条 件 下 で 、
こ れ ら の 細 胞 を ４ ８ ～ ７ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 可 溶 化 し た 蛋 白 質 を 有 す る 抽 出
物 の 調 製 は 、 NAAPを 発 現 す る 細 胞 か ら 行 い う る 。 こ の 方 法 は 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 NAAPを
有 す る 抽 出 物 の 各 部 分 を 、 [ 3 2 P]標 識 し た RNAま た は DNAに 添 加 す る 。 放 射 性 核 酸 の 合 成 は
、  で 、 当 分 野 で 周 知 の 技 術 で な し う る 。 混 合 物 の イ ン キ ュ ベ ー ト を 25℃ 、 RNase
阻 害 剤 と DNase阻 害 剤 と の 存 在 下 、 緩 衝 し た 条 件 下 で 5-10分 間 お こ な う 。 イ ン キ ュ ベ ー ト
後 、 サ ン プ ル の 分 析 を 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 と そ の 後 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ
ィ と で 行 う 。 バ ン ド が オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム 上 に 存 在 す れ ば 、 NAAPと 放 射 性 転 写 物 と の 複 合
体 の 形 成 を 示 す 。 同 様 の 移 動 度 の バ ン ド は 、 非 形 質 転 換 細 胞 か ら 調 製 し た 対 照 抽 出 物 を 用
い て 準 備 し た サ ン プ ル 中 に は 見 ら れ な い で あ ろ う 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
或 い は NAAPの メ チ ラ ー ゼ 活 性 を 判 定 す る 或 る 方 法 で は 、 供 与 体 基 質 と 受 容 体 基 質 と の 間 で
の 放 射 標 識 メ チ ル 基 の 転 移 を 測 定 す る 。 反 応 混 合 液 (50 μ l の 最 終 容 量 )に は 、 15 mMの HE
PES（ pH 7.9） 、 1.5 mMの MgCl 2 、 10 mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 3%ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 1
.5 μ Ci [メ チ ル - 3 H]AdoMet (0.375 μ Mの AdoMet) (DuPont-NEN)、 0.6 μ gの NAAP、 お よ
び 受 容 体 基 質 （ 例 え ば 0.4 μ gの  [ 3 5 S]RNAま た は  6-メ ル カ プ ト プ リ ン (6-MP)、 最 大 1 mM
の 最 終 濃 度 ） を 含 む 。 反 応 混 液 を ３ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に ６ ５ ℃ で ５ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
[メ チ ル - 3 H]RNAの 分 析 法 は 次 の と お り で あ る 。 (1) 50 μ lの 2× ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ (20
 mMの Tris-HCl（ pH 7.6） 、 1 Mの LiCl、 1 mMの EDTA、 1%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS))お
よ び 50 μ lオ リ ゴ d(T)-セ ル ロ ー ス (1× ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ 中 に 10 mg/ml)を 反 応 混 液 に
添 加 し 、 イ ン キ ュ ベ ー ト を 室 温 で 振 盪 し な が ら 30分 間 お こ な う 。 (2)反 応 混 液 を 96穴 ろ 過
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プ レ ー ト (真 空 装 置 に 接 続 )に 移 す 。 (3)各 サ ン プ ル を 逐 次 洗 浄 す る 。 こ れ に は ３ つ の 2.4 m
lア リ コ ッ ト の 1× オ リ ゴ d(T)ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ （ 0.5% SDSま た は  0.1% SDSを 有 す る
も の と 、 SDSを 有 し な い も の ） を 用 い る 。 (4) RNAの 溶 出 を 、 300 μ lの 水 で 96ウ ェ ル 収 集
プ レ ー ト へ 行 い 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン バ イ ア ル (液 体 シ ン チ ラ ン ト を 含 有 )に 移 し 、 放 射 能 を
判 定 す る 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
[メ チ ル - 3 H]6-MPの 分 析 法 は 次 の と お り で あ る 。 (1) 500 μ lの 0.5 M ホ ウ 酸 バ ッ フ ァ （ pH
 10.0） を 、 次 に 20% (v/v)で ト ル エ ン に 希 釈 し た イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル の 2.5 mlを 、 反 応
混 液 に 添 加 す る 。 (2) サ ン プ ル の 混 合 を 、 10秒 間 、 ボ ル テ ッ ク ス で 良 く 撹 拌 し て お こ な う
。 (3) 遠 心 分 離 を 700g で 10分 間 お こ な っ た 後 、 1.5 mlの 有 機 相 を シ ン チ レ ー シ ョ ン バ イ
ア ル ( 0.5 ml 無 水 エ タ ノ ー ル と 液 体 シ ン チ ラ ン ト と を 含 有 )に 移 し 、 放 射 能 を 判 定 す る 。
(4) 結 果 の 補 正 を 、 6-MPの 、 有 機 相 へ の 抽 出 に つ い て 行 う （ 約 41%)。
【 ０ ３ ６ ８ 】
或 い は 、 NAAPの タ イ プ Iト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 の ア ッ セ イ を 、 或 る ス ー パ ー コ イ ル DNA基 質
の 弛 緩 (relaxation)に 基 づ き 行 う 。 NAAPの イ ン キ ュ ベ ー ト を そ の 基 質 と 共 に 、 Mg 2 +  と ATP
と を 欠 く バ ッ フ ァ 中 で 行 い 、 反 応 を 終 了 さ せ 、 生 成 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル に ロ ー ド す る 。 変
容 し た ト ポ ア イ ソ マ ー の 、 ス ー パ ー コ イ ル 基 質 か ら の 弁 別 は 、 電 気 泳 動 で で き る 。 こ の ア
ッ セ イ は タ イ プ Iト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 に 特 異 的 で あ る 。 そ の 理 由 は 、 Mg 2 + と ATPと が 、 タ
イ プ IIト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ に 必 要 な 補 因 子 だ か ら で あ る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
NAAPの タ イ プ IIト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 の ア ッ セ イ を 、 或 る キ ネ ト プ ラ ス ト DNA（ KDNA） 基
質 の 脱 連 環 (decatenation)に 基 づ い て 行 い 得 る 。 NAAPの イ ン キ ュ ベ ー ト を KDNAと 共 に 行 い
、 反 応 を 終 了 さ せ 、 生 成 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル に ロ ー ド す る 。 単 量 体 環 状 KDNAの 、 連 環 し た
KDNAと の 弁 別 は 、 電 気 泳 動 で で き る 。 タ イ プ Iト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 と タ イ プ IIト ポ イ ソ
メ ラ ー ゼ 活 性 と を 測 定 す る 市 販 キ ッ ト は Topogen (Columbus OH)で 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
NAAPの ATP依 存 性 RNAヘ リ カ ー ゼ 巻 き 戻 し 活 性 は 、 Zhangお よ び Grosse (1994; Biochemistr
y 33:3906-3912)に 記 載 さ れ た 方 法 で 測 定 で き る 。 RNA巻 き 戻 し 用 の 基 質 に は  3 2 P-標 識 RNA
を 含 み 、 こ の RNAは 二 本 の RNAス ト ラ ン ド (194お よ び 130ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ )か ら な り 、 17
塩 基 対 の duplex領 域 を 持 つ 。 RNA基 質 の イ ン キ ュ ベ ー ト を 、 ATP、 Mg 2 + 、 お よ び 可 変 量 NAAP
と 共 に 、 Tris-HClバ ッ フ ァ 中 （ pH 7.5） 、 37℃ で 30分 間 お こ な う 。 次 に 一 本 鎖 RNA産 物 を
二 本 鎖 RNA基 質 か ら 分 離 す る た め の 電 気 泳 動 を 10% SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で お こ な い
、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ で 定 量 す る 。 回 収 し た 一 本 鎖 RNAの 量 は 、 調 製 物 中 の NAAP量 に 比
例 す る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
あ る い は NAAP機 能 の ア ッ セ イ は 、 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 系 に お い て 生 理 的 に 高 め ら れ た レ ベ ル
で の 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 の 発 現 に よ っ て 算 定 す る 。 cDNAを 高 い レ ベ ル で 発 現 す る 強 い
プ ロ モ ー タ ー を 持 つ 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に cDNAを サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 選 択 さ れ る ベ
ク タ ー と し て は 、 pCMV SPORT（ Life Technologies） お よ び pCR3.1（ Invitrogen Corporat
ion, Carlsbad CA） が あ り 、 ど ち ら も サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 持 つ 。 リ ポ ソ
ー ム 製 剤 あ る い は 電 気 穿 孔 法 を 用 い て 、 ５ ～ １ ０ μ gの 組 換 え ベ ク タ ー を ヒ ト 細 胞 株 、 好
適 に は 内 皮 由 来 ま た は 造 血 由 来 の 細 胞 株 に 、 一 過 的 に 形 質 移 入 す る 。 更 に 、 標 識 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む １ ～ ２ μ gの プ ラ ス ミ ド を 同 時 に 形 質 移 入 す る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ り 、 形 質 移 入 細 胞 と 非 形 質 移 入 細 胞 を 区 別 す る 手 段 が 与 え ら れ
る 。 ま た 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ っ て 、 組 換 え ベ ク タ ー か ら の cDNA発 現 を 正 確 に 予 想
で き る 。 標 識 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP; CLONTECH） 、 CD64ま た は C
D64-GFP融 合 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 で き る 。 自 動 化 さ れ た 、 レ ー ザ ー 光 学 に 基 づ く 技 術 で あ
る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FCM） を 用 い て 、 GFPま た は CD64-GFPを 発 現 す る 形 質 移 入 さ れ た
細 胞 を 同 定 し 、 そ れ ら の 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 状 態 や 他 の 細 胞 特 性 を 評 価 す る 。
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【 ０ ３ ７ ３ 】
FCMは 、 細 胞 死 に 先 行 す る か あ る い は 同 時 に 発 生 す る 現 象 を 診 断 す る 蛍 光 分 子 の 取 込 を 検
出 し て 計 量 す る 。 こ の よ う な 現 象 と し て 挙 げ ら れ る の は 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム に よ る DNA
染 色 に よ っ て 計 測 さ れ る 核 DNA含 量 の 変 化 、 前 方 散 乱 光 と 90° 側 方 散 乱 光 に よ っ て 計 測 さ
れ る 細 胞 サ イ ズ と 顆 粒 性 の 変 化 、 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 取 込 量 の 低 下 に よ っ て 計 測 さ
れ る DNA合 成 の 下 方 調 節 、 特 異 抗 体 と の 反 応 性 に よ っ て 計 測 さ れ る 細 胞 表 面 お よ び 細 胞 内
に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現 の 変 容 、 お よ び 、 フ ル オ レ セ イ ン 抱 合 し た ア ネ キ シ ン Ｖ タ ン パ
ク 質 の 細 胞 表 面 へ の 結 合 に よ っ て 計 測 さ れ る 原 形 質 膜 組 成 の 変 容 と が あ る 。 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー 法 に つ い て は 、 Ormerod, M. G. (1994) , Oxford, New York NY
に 記 述 が あ る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
遺 伝 子 発 現 に 与 え る NAAPの 影 響 は 、 NAAPを コ ー ド す る 配 列 と 、 CD64ま た は CD64-GFPの ど ち
ら か と が 形 質 移 入 さ れ た 、 高 度 に 精 製 さ れ た 細 胞 集 団 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。 CD
64ま た は CD64-GFPは 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 表 面 で 発 現 し 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン G（ IgG） の
保 存 さ れ た 複 数 の 領 域 に 結 合 す る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 と 形 質 転 換 さ れ な い 細 胞 と は 、 ヒ
ト IgGか CD64に 対 す る 抗 体 の ど ち ら か で 被 覆 さ れ た 磁 気 ビ ー ズ を 用 い て 効 率 的 に 分 離 で き
る （ Dynal Biotech, Lake Success NY） 。 mRNAは 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 細 胞 か ら 精 製 で
き る 。 NAAPと 、 目 的 と す る 他 の 遺 伝 子 と を コ ー ド す る mRNAの 発 現 は 、 ノ ー ザ ン 分 析 や マ イ
ク ロ ア レ イ 技 術 で 分 析 で き る 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
NAAPの プ ソ イ ド ウ リ ジ ン 合 成 酵 素 活 性 の ア ッ セ イ に は 、 ト リ チ ウ ム ( 3 H) 放 出 ア ッ セ イ を
、 Nurse 他 ((1995) RNA 1:102112)を 改 作 し て 行 い 、 RNA中 の 3 H-放 射 標 識 Uが 異 性 化 さ れ て
プ ソ イ ド ウ リ ジ ン (y)に な る と き に 、 ウ リ ジ ル 酸 (U)の ピ リ ミ ジ ン 成 分 の C 5  位 置 か ら の 3 H
の 放 出 を 測 定 す る 。 典 型 的 な 500 μ lア ッ セ イ 混 液 の 内 容 は 、 50 mMの HEPESバ ッ フ ァ (pH 7
.5)、 100 mM酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 5 mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 1 mMの EDTA、 30 単 位 の RNase
阻 害 剤 、 お よ び 0.1～ 4.2 μ Mの  [5 3 H]tRNA (約 1 μ Ci/nmolの tRNA)で あ る 。 反 応 を 開 始 す
る に は 、 5 μ lよ り 少 量 の NAAPの 濃 縮 溶 液 (ま た は NAAP含 有 サ ン プ ル )を 添 加 し 、 イ ン キ ュ
ベ ー ト を 5分 間 37 ℃ で 行 う 。 NAAPを 加 え た 後 、 反 応 混 液 の 一 部 を 様 々 な 経 過 時 間 (最 長 30
分 ま で )に 採 取 し 、 NoritSA3 (12% w/v)を 含 有 す る 1 mlの 0.1 Mの HClに 希 釈 し て 反 応 を 停
止 す る 。 停 止 し た 反 応 混 液 の 遠 心 分 離 を 5分 間 、 最 大 速 度 の マ イ ク ロ 遠 心 機 で 行 い 、 上 澄
み の ろ 過 を 、 グ ラ ス ウ ー ル の 詰 め 物 を 通 し て 行 う 。 ペ レ ッ ト を 、 1 mlの 0.1 M HCl中 で 2回
、 再 懸 濁 し て 洗 浄 し た 後 、 遠 心 分 離 す る 。 洗 浄 後 の 上 澄 み の 各 々 を 、 別 々 に グ ラ ス ウ ー ル
の 詰 め 物 に 通 し 、 元 の ろ 過 物 と 混 合 す る 。 混 合 し た ろ 過 物 の 一 部 を 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 液
(最 大 １ ０ ｍ ｌ )と 混 合 し 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ で カ ウ ン ト す る 。 RNAか ら 放 出 さ れ
た 3 Hの 量 、 ま た 可 溶 性 ろ 液 に 存 在 す る 3 Hの 量 が 、 サ ン プ ル に お け る プ ソ イ ド ウ リ ジ ン 合 成
酵 素 活 性 の 量 に 比 例 す る (Ramamurthy, V. (1999) J. Biol. Chem. 274:2222522230)。
【 ０ ３ ７ ６ 】
あ る い は NAAPの プ ソ イ ド ウ リ ジ ン 合 成 酵 素 活 性 の ア ッ セ イ は 、 30 ℃ ～ 37 ℃ で 、 次 の 混 液
で 行 う 。 す な わ ち 100 mMの TrisHCl (pH 8.0)、 100 mM 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 5 mMの MgCl 2 、
2 mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 0.1 mMの EDTA、 お よ び 1～ 2 fmolの [ 3 2 P]放 射 標 識 ラ ン オ フ (run
off)転 写 物 (産 生 は  で 、 適 切 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ す な わ ち T7ま た は SP6で 行 う )を
基 質 と し て 含 む 混 液 で あ る 。 NAAPを 加 え て 反 応 を 開 始 さ せ る か 、 反 応 液 に 加 え ず に 対 照 サ
ン プ ル と す る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 RNAを フ ェ ノ ー ル -ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 、 エ タ ノ ー ル
中 に 沈 殿 さ せ る 。 ま た 、 完 全 に 加 水 分 解 し て 3-ヌ ク レ オ チ ド 一 リ ン 酸 に す る た め RNase T 2
を 用 い る 。 水 解 物 の 分 析 に は 2次 元 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い 、 3 2 P放 射 ラ ベ ル の 量 （ yM
Pお よ び UMPス ポ ッ ト 中 に 存 在 す る 量 ） の 評 価 を 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ プ レ ー ト を フ ィ ル
ム ま た は PHOSPHORIMAGERス ク リ ー ン (Molecular Dynamics)に 曝 し た 後 に 行 う 。 基 質 RNA中
の ウ リ ジ ル 酸 残 基 の 相 対 数 を 考 慮 し て yMPと UMPと の 相 対 量 を 判 定 し 、 こ の 量 を 用 い て tRNA
分 子 の 量 に 対 す る yの 相 対 量 を 計 算 す る (モ ル y /tRNAモ ル 、 ま た は モ ル y /tRNAモ ル /分 で
表 す )。 こ の 量 が 、 NAAPサ ン プ ル 中 の プ ソ イ ド ウ リ ジ ン 合 成 酵 素 活 性 の 量 に 一 致 す る (Leco
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inte, F. 他 (1998) J. Biol. Chem. 273:13161323)。
【 ０ ３ ７ ７ 】
NAAPの N 2 ,N 2 ジ メ チ ル グ ア ノ シ ン 転 移 酵 素 ((m 2 2 G)メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ )活 性 の 測 定
は 、 160 μ l反 応 混 液 に 以 下 を 含 有 し て 行 う 。 す な わ ち 100 mMの Tris-HCl (pH 7.5)、 0.1 
mMの EDTA、 10 mMの MgCl 2 、 20 mMの NH 4 Cl、 1mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 6.2 μ Mの S-ア デ ノ シ
ル -L-[メ チ ル - 3 H]メ チ オ ニ ン (30～ 70 Ci/mM)、 8 μ gの m 2 2 G-欠 損 tRNAま た は 野 生 型 tRNA（
酵 母 由 来 ） お よ び 約 100 μ gの 精 製 NAAPま た は NAAP含 有 サ ン プ ル を 含 む 。 反 応 液 を 30℃ で 9
0分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 氷 上 で 冷 却 す る 。 各 反 応 液 の 一 部 を 、 100 μ g BSAを 含 む 1 mlの
水 に 希 釈 す る 。 1 mlの 2 M HClを 各 サ ン プ ル に 加 え 、 酸 性 不 溶 性 産 物 を 氷 上 で 20分 間 沈 殿
さ せ た 後 、 収 集 の た め の ろ 過 を ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー で 行 う 。 収 集 し た 物 質 の 洗 浄 を 数 回
、 塩 酸 で 行 い 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い て 定 量 す る 。 3 Hが 、 m 2 2 Gを 欠 損 し
た 酸 性 不 溶 性 tRNAに 取 り 込 ま れ る 量 が 、 NAAPサ ン プ ル 中 の N 2 ,N 2 ジ メ チ ル グ ア ノ シ ン 転 移
酵 素 活 性 の 量 に 比 例 す る 。 基 質 tRNAを 含 ま な い 反 応 、 ま た は 既 に 修 飾 さ れ た 野 生 型 tRNAを
含 む 反 応 は 対 照 反 応 と し て 役 だ ち 、 こ の 反 応 で は 酸 性 不 溶 性 3 H-標 識 産 物 は 得 ら れ な い は
ず で あ る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
NAAPの ポ リ ア デ ニ ル 化 活 性 の 測 定 に は 、  の ポ リ ア デ ニ ル 化 反 応 を 用 い る 。 反 応
混 合 液 の 作 製 は 氷 上 で 行 い 、 以 下 を 含 む 。 10 μ l の  5 mM ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 0.025% 
(v/v) Nonidet P40界 面 活 性 剤 、 50 mMク レ ア チ ン リ ン 酸 、 6.5% (w/v)ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー
ル 、 0.5ユ ニ ッ ト /μ lの RNAGUARD (Amersham Pharmacia Biotech)、 0.025 μ g/μ lク レ ア
チ ン ・ キ ナ ー ゼ 、 1.25 mM コ ル ジ セ ピ ン 5'三 リ ン 酸 、 お よ び 3.75 mMの MgCl 2 で 、 総 容 量 25
 μ lと す る 。 60 fmolの CstF、 50 fmolの CPSF、 240 fmolの PAP、 4 μ lの 未 精 製 CF II、 又
は 部 分 的 に 精 製 し た CF IIと 、 可 変 量 CF Iを 次 に 反 応 混 液 に 加 え る 。 容 量 を 調 整 し て 23.5 
μ lに す る た め 、 以 下 を 有 す る バ ッ フ ァ を 加 え る 。 50 mMの TrisHCl（ pH 7.9） 、 10% (v/v)
グ リ セ ロ ー ル 、 お よ び 0.1 mMの NaEDTAで あ る 。 最 終 的 な 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 濃 度 は 20 mM未
満 と す る 。 反 応 を 氷 上 で 開 始 す る た め 、 15 fmol の  3 2 P標 識 mRNA前 駆 体 テ ン プ レ ー ト と 、
2.5 μ gの 無 標 識 tRNAを 含 む 1.5 μ lの 水 を 加 え る 。 反 応 液 を 次 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ
れ は 30 ℃ で 75～ 90分 間 行 い 、 停 止 す る に は 75 μ l (約 2倍 量 )の プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kミ ッ ク ス
(0.2 Mの Tris-HCl（ pH 7.9） 、 300 mMの NaCl、 25 mMの NaEDTA、 2% (w/v) SDS)、 1 μ lの 1
0 mg/mlプ ロ テ イ ナ ー ゼ K、 0.25 μ lの 20 mg/mlグ リ コ ー ゲ ン お よ び 23.75 μ lの 水 を 加 え
る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 RNAを エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ 、 分 析 を 6% (w/v)ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド 、 8.3 M尿 素 シ ー ケ ン シ ン グ ゲ ル 上 で 行 う 。 乾 燥 し た ゲ ル の 感 光 を 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ ィ で 、 ま た は ホ ス ホ イ メ ー ジ ャ ー (phosphoimager)で 行 う 。 切 断 活 性 を 判 定 す る に は 、
切 断 産 物 の 量 を 、 mRNA前 駆 体 テ ン プ レ ー ト の 量 と 比 較 す る 。 い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 成 分
を 反 応 か ら 除 く こ と と 、 NAAPを 代 替 す る こ と と は 、 mRNA前 駆 体 ポ リ ア デ ニ ル 化 に お け る NA
APの 特 定 の 生 物 機 能 を 同 定 す る 上 で 有 用 で あ る (Ruegsegger, U. 他 (1996) J. Biol. Chem
. 271:6107-6113、 お よ び そ の 参 考 文 献 )。
【 ０ ３ ７ ９ 】
tRNA合 成 酵 素 活 性 は 、 [ 1 4 C]－ 標 識 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 存 在 下 で 基 質 tRNAの ア ミ ノ ア シ ル 化
と し て 測 定 さ れ る 。 NAAPは 緩 衝 液 中 で 、 [ 1 4 C]－ 標 識 さ れ た ア ミ ノ 酸 と 好 適 な 同 族 tRNA（
例 え ば 、 [ 1 4 C]ア ラ ニ ン お よ び  tRNA a l a ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 1 4 C-標 識 の 産 物
は 遊 離 [ 1 4 C]ア ミ ノ 酸 か ら ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 離 さ れ 、 取 り 込 ま れ た [ 1 4 C]は シ
ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ で 測 定 さ れ る 。 1 4 C-標 識 産 物 の 量 が 、 こ の ア ッ セ イ の NAAPの 活 性
に 比 例 す る 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
あ る い は NAAP活 性 を 測 定 す る た め 、 NAAP含 有 サ ン プ ル の イ ン キ ュ ベ ー ト を 、 以 下 を 含 む 溶
液 で 行 う 。 1 mMの ATP、 5 mMの Hepes-KOH (pH 7.0)、 2.5 mMの KCl、 1.5 mM塩 化 マ グ ネ シ ウ
ム 、 お よ び 0.5 mMの DTTで あ り 、 ま た 誤 っ て ア シ ル 化 し た [ 1 4 C]-GlutRNAGln (例 え ば 1 μ M
)お よ び 同 様 の 濃 度 の 無 標 識 Lグ ル タ ミ ン を も 含 む 。 反 応 を 停 止 さ せ る た め 3 M酢 酸 ナ ト リ
ウ ム (pH 5.0)を 加 え た 後 、 混 液 の 抽 出 を 同 量 の 水 ‐ 飽 和 フ ェ ノ ー ル で 行 い 、 水 相 と 有 機 相

10

20

30

40

50

(90) JP 2005-508600 A 2005.4.7

in vitro



と を 分 離 す る 遠 心 分 離 を 15,000 ×  g、 室 温 で 1分 間 お こ な う 。 水 相 の 沈 殿 を 3倍 量 の エ タ
ノ ー ル 、 -70℃ で 15分 間 お こ な う 。 沈 殿 し た ア ミ ノ ア シ ル tRNAを 回 収 す る 遠 心 分 離 を 15,00
0 ×  g、 4℃ で 15分 間 お こ な う 。 ペ レ ッ ト の 再 懸 濁 を 25 mMの KOHで 行 い 、 脱 ア シ ル 化 を 65
℃ で 10分 間 お こ な い 、 中 和 を 0.1 Mの HClで 行 い (最 終 pH 6～ 7)、 真 空 乾 燥 す る 。 乾 燥 ペ レ
ッ ト の 再 懸 濁 を 水 中 で 行 い 、 セ ル ロ ー ス TLCプ レ ー ト 上 に ス ポ ッ ト す る 。 プ レ ー ト の 感 光
を 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル ／ 蟻 酸 ／ 水 ま た は ア ン モ ニ ア ／ 水 ／ ク ロ ロ ホ ル ム ／ メ タ ノ ー ル 中 で
行 う 。 イ メ ー ジ を 濃 度 計 分 析 し 、 Gluと Glnと の 相 対 量 の 計 算 を 、 ス ポ ッ ト の Rf値 と 相 対 強
度 と に 基 づ き 行 う 。 NAAP活 性 の 計 算 を 、 Gluが Glu-tRNA G l n  と し て ア シ ル 化 さ れ 転 換 し た
結 果 の Glnの 量 に 基 づ き 行 う (Curnow, A.W. 他 (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 
94:11819-26か ら 適 用 )。
【 ０ ３ ８ １ 】

NAAPの 活 性 化 若 し く は 抑 制 の ア ゴ ニ ス ト 若 し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 で 記 述 し
た ア ッ セ イ を 用 い て テ ス ト し 得 る 。 ア ゴ ニ ス ト は NAAP活 性 の 増 加 を 引 き 起 こ し 、 ア ン タ ゴ
ニ ス ト は NAAP活 性 の 減 少 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ３ ８ ２ 】

或 る 高 処 理 ア ッ セ イ を 用 い て 、 真 核 細 胞 内 に 分 泌 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し う る 。 こ の
よ う な ア ッ セ イ の 1例 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る た め 、 5'に 偏 向 し た c
DNAを 、 或 る リ ー ダ ー の な い β ラ ク タ マ ー ゼ 遺 伝 子 の 5'末 端 に 融 合 す る 。 β ラ ク タ マ ー ゼ
は 便 利 な 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー で あ る 。 理 由 は 、 こ の 酵 素 が 高 い 信 号 ／ ノ イ ズ 比 と 、 低 い 内 因
性 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 活 性 と を 示 し 、 他 の 蛋 白 質 に 融 合 し て も 活 性 を 保 持 す る か ら で あ る 。
或 る 2重 プ ロ モ ー タ ー 系 に よ っ て 、 β ラ ク タ マ ー ゼ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 、 細 菌 又 は
真 核 細 胞 で な し う る 。 こ れ に は lacま た は CMVプ ロ モ ー タ ー を 各 々 用 い る 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
ラ イ ブ ラ リ は 先 ず 細 菌 (大 腸 菌 な ど )に 形 質 転 換 さ れ 、 真 核 生 物 系 で 分 泌 さ れ う る 融 合 ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ラ イ ブ ラ リ メ ン バ ー が 同 定 さ れ る 。 哺 乳 類 シ グ ナ ル 配 列 は 、 β ラ ク
タ マ ー ゼ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 細 菌 の ペ リ プ ラ ズ ム へ 移 動 す る よ う 指 示 す る 。 ペ リ プ ラ ズ ム
で こ れ は カ ル ベ ニ シ リ ン へ の 抗 生 物 質 耐 性 を 授 け る 。 カ ル ベ ニ シ リ ン 選 択 さ れ た 細 菌 の 単
離 を 固 体 培 地 で 行 い 、 個 々 の ク ロ ー ン を 液 体 培 地 で 成 長 さ せ 、 生 じ た 培 養 物 を 用 い て ラ イ
ブ ラ リ メ ン バ ー プ ラ ス ミ ド DNAを 単 離 す る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
哺 乳 類 細 胞 (293細 胞 な ど )の 播 種 を 96ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト 上 に 、 約 40,000細 胞 ／ ウ ェ
ル の 密 度 で 、 100 μ lフ ェ ノ ー ル レ ッ ド を 含 ま な い DMEに 10%ウ シ 胎 児 血 清 (FBS) ( Life Te
chnologies, Rockville, MD)を 加 え て 行 う 。 次 の 日 に 、 精 製 プ ラ ス ミ ド DNA(カ ル ベ ニ シ リ
ン 耐 性 細 菌 か ら 単 離 )を 、 15 μ lの OPTI-MEM I培 養 液 (Life Technologies)で 、 形 質 移 入 す
べ き 細 胞 の 各 ウ ェ ル に 25 μ lの 容 量 ま で 希 釈 す る 。 別 の プ レ ー ト で 、 1 μ lの LF2000 Reag
ent (Life Technologies)の 希 釈 を 25 μ l/ウ ェ ル OPTI-MEM I中 に 行 う 。 25 μ l希 釈 LF2000
 Reagentを 次 に 25 μ l希 釈 DNAと 混 合 し 、 短 時 間 混 ぜ 合 わ せ 、 イ ン キ ュ ベ ー ト を 20分 間 、
室 温 で 行 う 。 生 じ た DNA-LF2000試 薬 複 合 体 を 次 に 、 直 接 、 293細 胞 の 各 ウ ェ ル に 加 え る 。
細 胞 の 形 質 移 入 は ま た 、 適 切 な 対 照 プ ラ ス ミ ド (野 生 型 β ラ ク タ マ ー ゼ 、 リ ー ダ ー の な い
β ラ ク タ マ ー ゼ 、 又 は 例 え ば CD4融 合 し た リ ー ダ ー の な い β ラ ク タ マ ー ゼ の い ず れ か を 発
現 す る プ ラ ス ミ ド )で 行 う 。 形 質 移 入 の 24時 間 後 、 約 90 μ lの 細 胞 培 地 の ア ッ セ イ を 37 o C
で 、 100 _Mの Nitrocefin (ニ ト ロ セ フ ィ ン 、 Calbiochem, San Diego CA)及 び 0.5 mMの オ
レ イ ン 酸 (Sigma, St. Louis, MO)を 用 い 、 10 mMリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH 7.0)中 で お こ な う
。 ニ ト ロ セ フ ィ ン は β ラ ク タ マ ー ゼ の 基 質 で あ り 、 加 水 分 解 す る と 黄 色 か ら 赤 へ 顕 著 に 変
色 す る 。 β ラ ク タ マ ー ゼ 活 性 の モ ニ タ ー を 、 20分 間 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー
に お い て 486nmで 行 う 。 486nmで の 色 吸 収 の 増 加 が 、 形 質 移 入 し た 細 胞 培 地 で の β ラ ク タ マ
ー ゼ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 一 致 す る 。 こ れ は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に お け る 真 核 生 物 シ
グ ナ ル 配 列 の 存 在 の 結 果 で あ る 。 対 応 す る ラ イ ブ ラ リ メ ン バ ー プ ラ ス ミ ド DNAの ポ リ ヌ ク
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１ ８ 　 Ｎ Ａ Ａ Ｐ ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定
実 施 例 １ ７

１ ９ 　 Ｎ Ａ Ａ Ｐ 分 泌 ア ッ セ イ



レ オ チ ド 配 列 分 析 を 次 に 用 い て 、 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る cDNAを 同 定 す る (記 載 は 米 国
特 許 出 願 09/803,317号 、 フ ァ イ ル 日 は 2001年 3月 9日 )。
【 ０ ３ ８ ５ 】
当 業 者 に は 、 本 発 明 の 要 旨 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 し な い 範 囲 で の 、 記 載 し た 本 発 明 の 方 法 お
よ び シ ス テ ム の 、 種 々 の 修 正 お よ び 変 更 の 手 段 は 自 明 で あ ろ う 。 本 発 明 に つ い て 説 明 す る
に あ た り 幾 つ か の 実 施 例 に 関 連 し て 説 明 を 行 っ た が 、 本 発 明 の 請 求 の 範 囲 が 、 そ の よ う な
特 定 の 実 施 例 に 不 当 に 制 限 さ れ る べ き で は な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 分 子 生 物 学 ま た は 関
連 分 野 の 専 門 家 に は 明 ら か な 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 方 法 の 様 々 な 修 正 は 、 明
確 に 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る も の と す る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
（ 表 の 簡 単 な 説 明 ）
表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 命 名 法 の 概 略 を
示 す 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
表 ２ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 群 の GenBank識 別 番 号 と 、 最 も 近 い GenBank相 同 体 の 注 釈 （
annotation） と 、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 識 別 番 号 と 、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 相 同 体 群 の 注
釈 と を 示 す 。 ま た 、 各 ポ リ ペ プ チ ド と そ の 相 同 体 （ １ つ 以 上 ） が 一 致 す る 確 率 ス コ ア も 併
せ て 示 す 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
表 ３ は 、 予 測 さ れ る モ チ ー フ お よ び ド メ イ ン な ど 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 造
的 特 徴 を 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に 用 い る 方 法 、 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び 検 索 可 能 な デ ー タ ベ ー
ス と 共 に 示 す 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
表 ４ は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 構 築 す る た め に 用 い た cDNA断 片 や ゲ ノ ム DNA断
片 を 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 選 択 し た 断 片 と 共 に 示 す 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
表 ５ は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ を 示 す 。
【 ０ ３ ９ １ 】
表 ６ は 、 表 ５ に 示 し た cDNAラ イ ブ ラ リ の 作 製 に 用 い た 組 織 お よ び ベ ク タ ー を 説 明 す る 付 表
で あ る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
表 ７ は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に 用 い た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム 、
ア ル ゴ リ ズ ム を 、 適 用 可 能 な 説 明 、 参 照 文 献 お よ び 閾 値 パ ラ メ ー タ と 共 に 示 す 。
【 表 １ 】
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摘要(译)

本发明提供了人核酸相关蛋白（NAAP）和鉴定和编码NAAP的多核苷
酸。本发明还提供了表达载体，宿主细胞，抗体，激动剂和拮抗剂。本
发明还提供了诊断，治疗或预防与NAAP异常表达相关的疾病的方法。
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