
(57)【要約】
【課題】　低及び中間コンダクタンスのカルシウム－活性化されたカリウムチャネルタン
パク質の提供。
【解決手段】　カルシウム－活性化されたカリウムチャネルタンパク質、及びカルシウム
－活性化されたカリウムチャネルタンパク質をコードする核酸を製造し、そして検出する
ための組成物及び方法；並びに本発明はまた、カルシウム－活性化されたカリウムチャネ
ルを通してのカリウムイオン流を高め又は低める化合物をアッセイするための方法及び組
成物。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の モ ノ マ ー を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 で
あ っ て 、 前 記 モ ノ マ ー が 、
　 ｉ ． 40～ 80KDa の 計 算 さ れ た 分 子 量 を 有 し ；
　 ii． 前 記 モ ノ マ ー が 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 機 能 的 ポ リ マ ー 形 で 存 在 し 、 そ し て キ セ ノ パ
ス 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 ２ ～ 60pSの 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス を 有 し ； そ し て
　 iii ． 配 列 番 号 30又 は 42に 対 し て 生 成 さ れ た 抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 特 徴
と す る 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 、 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43， 47、 及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の 変
異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ
ル タ ン パ ク 質 か ら の 少 な く と も 15個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る が 、 但 し 、 前 記 隣 接
す る ア ミ ノ 酸 が グ ル タ ミ ン 反 復 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら は 成 ら な い 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 核 酸 が 、 ２ ～ 60pSの コ ン ダ ク タ ン ス 及 び 40～ 80KDa の 分 子 量 を 有 す る カ ル シ ウ ム －
活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 そ し て 前 記 核 酸 が 、
　 ｉ ． 配 列 番 号 13， 14， 15， 16， 21， 22， 31， 44及 び 48か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 に
対 し て 、 中 位 の 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 又 は
　 ii． 配 列 番 号 13， 14， 15， 16， 21， 22， 31， 44及 び 48か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 に
対 し て 、 中 位 の 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 に
よ り コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 核 酸 が 、 配 列 番 号 １ ， 19， 20， 32及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 核 酸 が 、 配 列 番 号 ２ ， ３ ， ４ 及 び 43か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 配 列 が 天 然 に 存 在 す る 配 列 と 同 一 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 31に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ８ 】
　 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の モ ノ マ ー の 少 な く
と も 15個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 、 前 記 モ ノ マ ー が 、
　 ｉ ． 42～ 52KDa の 計 算 さ れ た 分 子 量 を 有 し ；
　 ii． 前 記 モ ノ マ ー が 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 機 能 的 ポ リ マ ー 形 で 存 在 し 、 そ し て キ セ ノ パ
ス 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 内 部 方 向 で の 30～ 60pSの 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス を 有 し
； そ し て
　 iii ． 配 列 番 号 32に 対 し て 生 成 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 請
求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 配 列 が 天 然 に 存 在 す る 配 列 と 同 一 で あ る 請 求 項 ８ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 下 記 配 列 ：
　 　 　 VRGPPCVQDLGAPLTSPQPWPGFLGQGEAL（ 配 列 番 号 33）
か ら の い づ れ か の ８ 個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 請 求 項 ６ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 32か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 、 中 間 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ
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ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 に 対 し て 、 緊 縮 条 件 下 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な
く と も 20個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43， 47及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の 変 異 体
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 か ら の 少 な く と も 15個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 を 有 す る 、 単 離
さ れ た カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 こ こ で 前 記 変 異
体 が 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た タ ン パ ク
質 に 対 し て 反 応 性 の 抗 体 と 、 免 疫 学 的 に 反 応 性 の 条 件 下 で 特 異 的 に 反 応 す る こ と を 特 徴 と
す る 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 が 、 キ セ ノ パ ス 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 ２ ～ 80pSの コ ン ダ ク
タ ン ス 及 び 40～ 80KDa の 分 子 量 を 有 す る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 形
成 を 誘 導 す る 請 求 項 12に 記 載 の 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 １ ， 19， 20， 32又 は 47に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に
記 載 の 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 ２ ， ３ ， ４ 及 び 43か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る
請 求 項 12に 記 載 の 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ｉ ． 42～ 52KDa の 計 算 さ れ た 分 子 量 を 有 し ；
　 ii． 前 記 モ ノ マ ー が 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 機 能 的 ポ リ マ ー 形 で 存 在 し 、 そ し て キ セ ノ パ
ス 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 内 部 方 向 で の 30～ 60pSの 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス を 有 し
； そ し て
　 iii ． 配 列 番 号 32に 対 し て 生 成 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 、
カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の モ ノ マ ー か ら の 少 な く と も 15個
の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 を 含 ん で 成 る 請 求 項 12に 記 載 の 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 天 然 に 存 在 す る 配 列 に 対 し て 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 16に 記 載 の 単 離 さ れ た
タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 配 列 番 号 32で 示 さ れ る 配 列 を 有 す る 請 求 項 16に 記 載 の 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 下 記 配 列 ：
　 　 　 VRGPPCVQDLGAPLTSPQPWPGFLGQGEAL（ 配 列 番 号 33）
か ら の い づ れ か の ８ 個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 請 求 項 16に 記 載 の 単 離 さ れ た タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ
リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 そ の 一 部 が 、 プ ラ イ マ ー 対 に よ り 増 幅 さ れ る 場 合 、
配 列 番 号 31に 対 し て 、 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
増 幅 さ れ た フ ラ グ メ ン ト を 生 成 し 、 こ こ で 前 記 プ ラ イ マ ー 対 が 、
　 　 　 5' GCCGTGCGTGCAGGATTTAGG 3'（ 配 列 番 号 34） 、
　 　 　 5' CCAGAGGCCAAGCGTGAGGCC 3'（ 配 列 番 号 35） 、
　 　 　 5' TCCAAGATGCACATGATCCTG 3'（ 配 列 番 号 36） 、 及 び
　 　 　 5' GGACTGCTGGCTGGGTTCTGG 3'（ 配 列 番 号 37）
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 免 疫 学 的 に 反 応 性 の
条 件 下 で 、 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 で あ っ て 、 前 記 タ ン パ ク 質 が 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ，
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19， 20， 32， 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ ， 19， 20， 32及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対
し て 特 異 的 に 反 応 す る 請 求 項 21に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 ２ ， ３ ， ４ 及 び 43か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る
請 求 項 21に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 21に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 配 列 番 号 １ ， 19， 20， 32及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た
タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 に 反 応 す る 請 求 項 24に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 ん で 成 る
発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 前 記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， 19， 20， 32， 43
及 び 47、 及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の 変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 し 、
前 記 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 が 、 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 ２ ～ 80pSの コ ン ダ
ク タ ン ス 、 40～ 80KDa の 分 子 量 を 有 す る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 形
成 を 誘 導 し 、 そ し て 免 疫 学 的 に 反 応 性 の 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32
， 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 反 応 性 の 抗 体 と 特 異 的
に 反 応 す る タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 26に 記 載 の ベ ク タ ー に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 、 カ ル シ ウ
ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 に 対 し て 、 緊 縮 条 件 下 で
特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 少 な く と も 20個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド の 単 離 さ れ た 核 酸 配
列 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 存
在 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル と 抗 体 と を 接 触 せ し め 、 こ こ で 前 記 抗 体 は 、 免 疫 学 的 に 反
応 性 の 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ
れ た 配 列 を 有 す る チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 に 反 応 し ；
　 （ ｂ ） 免 疫 学 的 に 反 応 性 の 条 件 下 で 、 前 記 タ ン パ ク 質 へ の 前 記 抗 体 の 結 合 を 可 能 に し 、
前 記 結 合 さ れ た 抗 体 の 検 出 が 前 記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 存 在 を ま す こ と を 含 ん で 成 る 方 法
。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 少 な く と も 25個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43及 び 47か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る 前
記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 に 対 し て 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 セ グ メ
ン ト を 含 ん で 成 る 核 酸 プ ロ ー ブ と 前 記 サ ン プ ル と を 、 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下
で 接 触 せ し め ；
　 （ ｂ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る た め に 、 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 前 記 核 酸 の 前 記 プ ロ ー ブ へ の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に し 、 前 記 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 検 出 が 前 記 サ ン プ ル に お け る 前 記 核 酸 配 列 の 存 在 の 表 示 で あ る
こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 hSK１ の た め に は 、
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　 　 　 ATGCCGGGTCCCCGGGCGGCCTGC（ 配 列 番 号 ５ ）
　 　 　 TCACCCGCAGTCCGAGGGGGCCAC（ 配 列 番 号 ６ ） ；
　 rSK２ の た め に は 、
　 　 　 ATGAGCAGCTGCAGGTACAACGGG（ 配 列 番 号 ７ ）
　 　 　 CTAGCTACTCTCAGATGAAGTTGG（ 配 列 番 号 ８ ） ；
　 rSK３ の た め に は 、
　 　 　 ATGAGCTCCTGCAAATACAGCGGT（ 配 列 番 号 ９ ）
　 　 　 TTAGCAACTCTGTGAACTTG　 　 （ 配 列 番 号 10） ；
　 rSK１ の た め に は 、
　 　 　 TCAGGGAAGCCCCCGACCGTCAGT（ 配 列 番 号 11）
　 　 　 TCACCCACAGTCTGATGCCGTGGT（ 配 列 番 号 12） ；
　 hSK２ の た め に は 、
　 　 　 ATGAGCAGCTGCAGGTACAACG　 （ 配 列 番 号 23）
　 　 　 CTAGCTACTCTCTGATGAAGTTG （ 配 列 番 号 24） ；
　 hSK３ の た め に は 、
　 　 　 ATGAGCTCCTGCAAGTATAGC 　 （ 配 列 番 号 25）
　 　 　 TTAGCAACTGCTTGAACTTGTG　 （ 配 列 番 号 26） ；
　 hIK１ の た め に は 、
　 　 　 GCCGTGCGTGCAGGATTTAGG 　 （ 配 列 番 号 34）
　 　 　 CCAGAGGCCAAGCGTGAGGCC 　 （ 配 列 番 号 35） ；
及 び
　 　 　 TCCAAGATGCACATGATCCTG 　 （ 配 列 番 号 36）
　 　 　 GGACTGCTGGCTGGGTTCTGG 　 （ 配 列 番 号 37） ：
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た プ ラ イ マ ー と 同 じ 配 列 に 対 し て 、 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー に よ り 増 幅 さ れ る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ
る 、 単 離 さ れ た カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 通 し て の カ リ ウ ム イ オ ン 流 を 高 め 又 は 低
め る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43及 び 47、 及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら
の 変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ
ネ ル タ ン パ ク 質 を 発 現 さ れ て い る 真 核 宿 主 細 胞 又 は 細 胞 膜 と 前 記 化 合 物 と を 接 触 せ し め 、
こ こ で 前 記 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43及 び
47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 ２ ～ 80pSの コ ン ダ ク タ ン ス を 有 し 、 そ
し て 40～ 80KDa の 分 子 量 を 有 す る 抗 原 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し ；
そ し て
　 ｂ ） 前 記 チ ャ ネ ル を 発 現 す る 細 胞 又 は 細 胞 膜 に 対 す る 化 合 物 の 機 能 的 効 果 を 決 定 す る 段
階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 カ リ ウ ム イ オ ン の 高 め ら れ た 又 は 低 め ら れ た 流 れ が 、 前 記 真 核 宿 主 細 胞 の 細 胞 膜 を
通 し て の 電 流 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43及 び 47か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 組 換 え 体 で あ る 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 核 酸 が 、 配 列 番 号 13． 14， 15， 16， 21， 22， 31， 44及 び 48か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
た 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
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　 少 な く と も 400 個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 残 基 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 真 核 細 胞 核 酸 で あ っ て 、 前 記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号
１ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の コ ア 領 域
の 少 な く と も 長 さ に 対 し て 少 な く と も 60％ の 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 り 、
そ し て ２ ～ 80pSの コ ン ダ ク タ ン ス を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 、 前 記 コ ア 領 域 内 の 少 な く と も 20個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 残 基
の 比 較 窓 に 対 し て 少 な く と も 90％ の 配 列 類 似 性 を 有 す る 請 求 項 37に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸
。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 を 含 ん で 成 る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 39に 記 載 の ベ ク タ ー に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 40
に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 前 記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 前 記 核 酸 の 発 現 を 可 能 に す る
条 件 下 で 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 27
に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 前 記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 前 記 核 酸 の 発 現 を 可 能 に す る
条 件 下 で 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 通 し て の カ リ ウ ム イ オ ン 流 を 高 め 又 は 低
め る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 少 な く と も 400 個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 残 基 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ
ネ ル タ ン パ ク 質 を 発 現 さ れ て い る 宿 主 細 胞 又 は 細 胞 膜 と 前 記 化 合 物 を 接 触 せ し め 、 こ こ で
前 記 SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43及 び 47か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の コ ア 領 域 の 長 さ に 対 し て 少 な く と も 60％ の 類 似 性 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 そ し て ２ ～ 80pSの コ ン ダ ク タ ン ス を 有 し ； そ し て
　 ｂ ） 前 記 チ ャ ネ ル を 発 現 す る 細 胞 又 は 細 胞 膜 に 対 す る 前 記 化 合 物 の 機 能 的 効 果 を 決 定 す
る 段 階 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が 、 中 位 の 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で あ
る 請 求 項 30に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 、 少 な く と も 400 個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 残 基 及 び ２ ～ 80pSの コ ン ダ ク タ ン
ス を 有 す る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 請 求 項 44
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ が 、 前 記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 コ ア 領 域 内 の 副 配 列 を コ ー ド す る 少 な く
と も 250 個 の 隣 接 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で 成 る 請 求 項 45に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 37に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 カ リ ウ ム イ オ ン の 高 め ら れ た 又 は 低 め ら れ た 流 れ が 、 前 記 真 核 宿 主 細 胞 の 細 胞 膜 を
通 し て の 電 流 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 請 求 項 43に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 SK及 び IK遺 伝 子 の 突 然 変 異 を コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム に お い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
の 方 法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43， 47及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の
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変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 第 １ 核 酸 配 列 の 入 力 を 受 け ；
　 （ ii） 前 記 第 １ 核 酸 配 列 に 対 し て 実 質 的 な 同 一 性 を 有 す る 第 ２ 核 酸 配 列 と 前 記 第 １ 核 酸
配 列 と を 比 較 し ； そ し て
　 （ iii ） 前 記 第 １ 及 び 第 ２ 核 酸 配 列 間 の ヌ ク レ オ チ ド 差 異 を 同 定 す る 段 階 を 含 ん で 成 る
方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 第 ２ 核 酸 配 列 が 疫 病 状 態 に 関 係 し て い る 請 求 項 49に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 SK及 び IKタ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 を 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム に お い て 同 定 す る た め の 方
法 で あ っ て 、
　 （ ｉ ） カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 前 記 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 入 力 を 受 け 、 こ こ で 前 記 タ ン パ ク 質 は 、 配 列
番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20， 32， 43， 47及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の 変 異 体 か ら 成
る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し ； そ し て
　 （ ii） 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 を 生 成 す る 段 階 を 含
ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 が 一 次 構 造 で あ り 、 そ し て 前 記 生 成 段 階 が 、 前 記 一 次 構 造 に よ り コ ー
ド さ れ る エ ネ ル ギ ー 条 件 を 用 い て 、 前 記 一 次 構 造 か ら 二 次 構 造 を 形 成 し 、 そ し て 前 記 二 次
構 造 に よ り コ ー ド さ れ る エ ネ ル ギ ー 条 件 を 用 い て 前 記 二 次 構 造 か ら 三 次 構 造 を 形 成 す る 段
階 を 包 含 す る 請 求 項 51に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 生 成 段 階 が 、 前 記 第 三 構 造 に よ り コ ー ド さ れ る 異 方 性 条 件 を 用 い て 前 記 三 次 構 造 か
ら 四 次 構 造 を 形 成 す る 段 階 を 包 含 す る 請 求 項 51に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 生 成 段 階 が 、 前 記 三 次 構 造 に よ り コ ー ド さ れ る 異 方 性 条 件 を 用 い て 前 記 三 次 構 造 か
ら 四 次 構 造 を 形 成 す る 段 階 を さ ら に 包 含 す る 請 求 項 52に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 リ ガ ン ド に 結 合 す る 、 タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 の 領 域 を 同 定 し 、 そ し て 前 記 タ ン パ ク 質 に
結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る た め に 前 記 領 域 を 用 い る 段 階 を さ ら に 含 ん で 成 る 請 求 項 50に
記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 低 コ ン ダ ク タ ン ス （ SK） 及 び 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス （ IK） の カ ル シ ウ ム － 活 性
化 さ れ た （ alcium-activated） カ リ ウ ム チ ャ ネ ル に 関 す る 組 成 物 及 び そ の 同 定 方 法 に 関 す
る 。 本 発 明 は さ ら に 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 通 し て カ リ ウ ム イ オ
ン 流 （ flux） を 高 め 又 は 低 め る 化 合 物 に つ い て の ア ッ セ イ 方 法 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム 流 は 、 広 範 囲 の 種 類 の 動 物 細 胞 、 た と え ば 神 経 、 筋
肉 、 腺 又 は 上 皮 組 織 に お い て 、 及 び 免 疫 系 か ら 見 出 さ れ る 。 そ れ ら の 流 れ を 調 節 す る チ ャ
ネ ル は 、 内 部 カ ル シ ウ ム 濃 度 が 上 昇 す る に つ れ て 、 開 口 し 、 そ し て カ リ ウ ム の 排 出 を 可 能
に す る 。 カ リ ウ ム イ オ ン の 外 部 流 は 、 細 胞 の 内 部 を よ り 陰 性 に し 、 細 胞 に 適 用 さ れ る 脱 分
極 化 電 圧 を 妨 害 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ２ 種 の 別 個 の 種 類 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た Ｋ +  チ ャ ネ ル (Kcaチ ャ ネ ル が 記 載 さ れ て
い る 。 高 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た Ｋ +  チ ャ ネ ル （ BKチ ャ ネ ル ） は 、 内
部 カ ル シ ウ ム イ オ ン 及 び 膜 電 位 の 協 調 さ れ た 作 用 に よ り 閉 じ ら れ 、 そ し て  100～ 200pS の
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単 位 コ ン ダ ク タ ン ス を 有 す る 。 低 （ SK） 及 び 中 間 （ IK） コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活
性 化 さ れ た Ｋ +  チ ャ ネ ル は 、 内 部 カ ル シ ウ ム イ オ ン に よ り 単 独 で 閉 じ ら れ 、 そ れ ぞ れ ２ ～
20及 び 20～ 85pSの 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス を 有 し 、 そ し て BKチ ャ ネ ル よ り も カ ル シ ウ ム に 対 し
て よ り 敏 感 で あ る （ 総 説 と し て 、 Latorre な ど ., 1989, Ann Rev Phys, 51 : 385-399 を
参 照 の こ と ） 。 さ ら に 、 個 々 の タ イ プ の Ｋ C B チ ャ ネ ル は 異 な っ た 薬 理 学 的 プ ロ フ ィ ー ル を
示 す 。 ３ 種 類 す べ て が 広 く 発 現 さ れ 、 そ し て そ れ ら の 活 性 は 膜 電 位 を 高 分 極 化 す る 。 BK (
Atkinsonな ど ., 1991, Science, 253 : 551-555 ; Adelman な ど ., 1992 Neuron, 9 : 20
9-216 ; Butler, 1993, Science, 261 : 221-224) 及 び SK (Kohlerな ど ., 1996, Science
, 273 : 1709-1714)サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が ク ロ ー ニ ン グ 化 さ れ 、 そ し て 異 種 細 胞 型
に お い て 発 現 さ れ 、 そ こ で そ れ ら の 生 来 の 対 応 物 の 基 本 的 性 質 を 再 現 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 脊 椎 動 物 の ニ ュ ー ロ ン に お い て は 、 活 動 電 位 に 続 い て 、 数 秒 間 持 続 し 、 そ し て ニ ュ ー ロ
ン の 開 始 パ タ ー ン の た め の 絶 大 な 因 果 関 係 を 有 す る 後 高 分 極 化 （ afterhyperpolarization
)(AHP)が 存 在 す る 。 AHP の 変 更 は 、 発 作 活 動 （ Alger な ど ., J. Physiol. 399 : 191-205
 (1988） ） 、 並 び に 学 習 及 び 記 憶 （ de Jongeな ど ., Exp. Br. Res. 80 : 456-462 (1990)
) に 関 係 し て い る 。 AHP は 、 ２ つ の 顕 著 な 成 分 、 す な わ ち バ ー ス ト (burst) の 開 始 に お い
て ス パ イ ク 頻 度 (spike frequency) を 仲 介 す る 早 い 成 分 （ fAHP) 、 及 び そ れ に 続 く 遅 い 成
分 （ sAHP) で あ っ て ス パ イ ク － 頻 度 の 適 合 を つ か さ ど る も の か ら 構 成 さ れ る （ Nicoll, Sc
ience 241 : 545-551 (1988)) 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 AHP の 個 々 の 成 分 は 動 能 的 に 異 な り 、 そ し て 異 な る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム
チ ャ ネ ル の 活 動 に よ る も の で あ る 。 高 コ ン ダ ク タ ン ス (100～ 200 ピ コ ジ － メ ン ス （ pS） ）
の 電 圧 － 及 び カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル （ BKチ ャ ネ ル ） の 活 性 化 は fAHP
の 基 礎 と な り 、 こ れ は 急 速 に 進 行 し （ １ ～ ２ ミ リ 秒 ） 、 そ し て 10ミ リ 秒 内 に 崩 壊 す る （ La
ncaster な ど ., J. Physiol. 389 : 187-203 (1987) ; Viana な ど ., J. Neurophysiol. 
69 : 2150-2163 (1993） ） 。 sAHPの 基 礎 と な る チ ャ ネ ル は 、 BKチ ャ ネ ル と は 異 な り 、 よ り
カ ル シ ウ ム 感 受 性 で あ り 、 電 圧 － 閉 鎖 さ れ ず 、 そ し て 低 い 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス を 有 す る 、
低 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル （ SKチ ャ ネ ル ） で あ る （ La
ncasterな ど ., J. Neurosci. 11 : 23-30 (1991) ; San, J. Neurophysiol. 74 : 1772-1
776 (1995） ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 fAHP及 び sAHPは 、 そ れ ら の 薬 理 学 に お い て も 異 な る 。 fAHPは BKチ ャ ネ ル の 薬 理 学 に よ れ
ば 、 低 濃 度 の 外 部 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム (TEA) 及 び カ リ ブ ド ト キ シ ン (CTX） に よ り ブ
ロ ッ ク さ れ る （ Lancaster な ど ., J. Physiol. 389 : 187-203 (1987) ; Viana な ど ., J
. Neurophysiol. 69 : 2150-2163 (1993） ; Butlerな ど ., Science 261 : 221-224 (1993
） ） 。 対 照 的 に 、 sAHPは CTX に 対 し て 感 受 性 で は な い が 、 し か し ハ チ 毒 ペ プ チ ド ト キ シ ン
、 ア パ ミ ン に 対 す る 感 度 に 関 し て ２ つ の 種 類 に 分 類 さ れ る 。 た と え ば 、 海 馬 錐 体 ニ ュ ー ロ
ン に お い て は 、 sAHPは ア パ ミ ン に 対 し て 感 受 性 で は な い が （ Lancaster な ど ., J. Neurop
hysiol. 55 : 1268-1282 (1986） ） 、 海 馬 ニ ュ ー ロ ン 間 及 び 迷 走 神 経 性 ニ ュ ー ロ ン に お い
て は 、 そ れ は ナ ノ モ ル 濃 度 の ト キ シ ン に よ り ブ ロ ッ ク さ れ る （ Sah, J. Neurophysiol. 74
 : 1772-1776 (1995) ; Zhang な ど ., J. Physiol. 488 : 661-672 (1995） ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お け る そ の 役 割 の 他 に 、 マ イ ク ロ モ ル よ り 低 濃 度 の カ ル シ ウ ム に よ り
活 性 化 さ れ 、 電 圧 閉 鎖 さ れ て い な い ア パ ミ ン － 感 受 性 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル が 、 末 梢 細 胞 型 、
た と え ば 骨 格 筋 （ Blatz な ど ., Nature 323 : 718-720 (1986)） 、 腺 細 胞 （ Tse な ど ., S
cience 255 : 462-464 (1992) ; Park, J. Physiol. 481 : 555-570 (1994)) 及 び Ｔ － リ
ン パ 球 （ Grissmerな ど ., J. Gen. Physiol. 99 : 63-84 (1992） ） か ら も 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 た と え ば 、 SKチ ャ ネ ル は 、 筋 緊 張 性 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー を 有 す る 患 者 の 筋 膜 に 見 出 さ れ る
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ア パ ミ ン 受 容 体 を 代 表 す る こ と が 提 案 さ れ て い る （ Renaudな ど ., Nature 319 : 678-680 
(1986)) 。 ま た 、 Grissmerな ど ., (J. Gen. Physiol. 99 : 63-84 (1992)) は 、 CTX 非 感
受 性 、 ア パ ミ ン 感 受 性 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル が ヒ ト 白 血 病 Ｔ 細 胞
に 同 定 さ れ る こ と を 報 じ て お り 、 そ し て カ ル シ ウ ム 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル が カ ル
シ ウ ム シ グ ナ ル の 力 学 的 パ タ ー ン を 維 持 す る こ と に よ っ て Ｔ － 細 胞 活 性 化 の 間 、 支 持 の 役
割 を 演 じ る こ と を 示 唆 す る 。 さ ら に 、 多 く の 細 胞 に お い て 、 SKチ ャ ネ ル は 、 神 経 伝 達 物 質
又 は ホ ル モ ン 作 用 の 結 果 と し て 活 性 化 さ れ る （ Haylett な ど ., Potassium Channels : St
ructure, Classification, Function and Therapeutic Potential (Cook, N. S., ed.), 
pp. 71-95, John Wiley and Sons, 1990) 。 中 間 チ ャ ネ ル は 赤 血 球 細 胞 の 生 理 学 に お い て
役 割 を 演 じ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル は 、 そ れ ら の 電 気 生
理 学 に よ り 文 献 に こ れ ま で 記 載 さ れ て 来 た 。 Gardosチ ャ ネ ル は 、 マ イ ク ロ モ ル よ り 低 濃 度
の 内 部 カ ル シ ウ ム に よ り 開 口 さ れ 、 そ し て － 120mV で の 50pS～ 120mV で の 13pSの 範 囲 の 整
流 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス を 有 す る （ 対 称 120mM Ｋ +  ； Christophersen, 1991, J. Membrane 
Biol., 119 : 75-83) 。 そ れ は カ リ ブ ド ト キ シ ン (CTX) に よ り ブ ロ ッ ク さ れ る が 、 し か し
構 造 的 に 関 連 す る ペ プ チ ド イ ベ リ オ ト キ シ ン (IBX) に よ っ て は ブ ロ ッ ク さ れ ず 、 そ れ ら の
両 者 は BKチ ャ ネ ル を ブ ロ ッ ク す る （ Brugnaraな ど ., 1995a, J. Membr. Biol., 147 : 71-
82) 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ア パ ミ ン 、 あ る 生 来 の 可 能 性 あ る ブ ロ ッ カ ー （ Vincent な ど ., 1975, J. Biochem., 14
, 2521 ; Blatz and Mayleby, 1986, Nature, 323 : 718-720)及 び ク ロ ー ン 化 さ れ た SKチ
ャ ネ ル は 、 IKチ ャ ネ ル を ブ ロ ッ ク し な い （ de-Allieな ど ., 1996, Br. J. Pharm., 177 : 
479-487)。 Gardosチ ャ ネ ル は ま た 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 化 合 物 、 た と え ば ク ロ ト リ マ ゾ ー ル に よ
り ブ ロ ッ ク さ れ る が 、 し か し ケ ト コ ナ ゾ ー ル に よ っ て は ブ ロ ッ ク さ れ な い （ Bragnaraな ど
., 1993, J. Clin. Invest., 92 : 520-526)。 Gardosチ ャ ネ ル の 電 気 生 理 学 的 及 び 薬 理 学
的 性 質 は 、 そ れ が 本 発 明 の IKサ ブ フ ァ ミ リ ー に 属 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 IKチ ャ ネ ル は 、 種 々 の 他 の 細 胞 型 に お い て 記 載 さ れ て い る 。 ラ ッ ト 皮 質 収 集 管 （ cortic
al collecting duct） の 成 分 細 胞 （ principle cell） は 、 異 な っ た 種 類 の Ｋ +  チ ャ ネ ル を
管 腔 膜 と 基 底 外 側 (basolateral) 膜 と に 分 離 す る 。 IKチ ャ ネ ル は 、 そ れ ら が こ の 膜 を 通 し
て の Ｋ +  の 再 循 環 を 促 進 し 、 Na +  ＋ Ｋ +  － ATP ア ー ゼ の 活 性 を 高 め 、 そ し て そ れ に よ り 血
液 中 へ の Na + 　 再 吸 収 を 高 め る 基 底 外 側 膜 に 存 在 す る （ Hirsch and Schlatter, 1995, Pfl
ugers Arch.－ Eur. J.Physiol., 449 : 338-344)。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 IKチ ャ ネ ル は ま た 、 そ れ ら が ブ ラ ジ キ ニ ン の 血 管 拡 張 効 果 を 担 当 す る 腎 臓 の 微 小 血 管 系
に 包 含 さ れ て い る （ Rapacon な ど ., 1996)。 脳 細 管 内 皮 細 胞 に お い て は 、 IKチ ャ ネ ル は 、
ニ ュ ー ロ ン 及 び グ リ ア に よ り 生 成 さ れ る エ ン ド セ リ ン に よ り 活 性 化 さ れ 、 過 剰 の Ｋ +  を 血
液 の 方 に 向 け る （ Renterghemな ど ., 1995, J. Neurochem., 65 : 1274-1281) 。 微 生 物 侵
入 に 対 し て 防 御 す る 好 中 球 性 顆 粒 球 、 す な わ ち 移 動 性 フ ァ ゴ サ イ ト 細 胞 は 、 ア ゴ ニ ス ト 刺
激 に 続 い て 、 大 き な 脱 分 極 化 を 受 け 、 そ し て IKチ ャ ネ ル は そ の 刺 激 さ れ た 顆 粒 球 の 再 分 極
化 に 関 連 す る （ Varnaiな ど ., 1993, J.Physiol., 472 : 373-390)。 IKチ ャ ネ ル は ま た 、
体 止 及 び 活 性 化 さ れ た ヒ ト Ｔ － リ ン パ 球 に お い て も 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Grissmerな ど .(1993, J. Gen. Physiol. 102 : 601-630)は 、 IKチ ャ ネ ル が 低 ナ ノ モ ル
濃 度 の カ リ ブ ド ト キ シ ン に よ り ブ ロ ッ ク さ れ 、 少 々 の 又 は ま っ た く の 電 圧 依 存 性 を 示 さ ず
、 そ し て ア パ ミ ン に 対 し て 非 感 受 性 で あ る こ と を 報 告 し て い る 。 こ の チ ャ ネ ル は ま た 、 そ
れ が 細 胞 内 容 積 ホ メ オ ス タ シ ス に お い て （ Joiner, C. H., 1993, Am. J. Physiol. 264 :
 C251-270)及 び 平 滑 筋 に お い て （ Van Rentergnem, C.な ど ., 1996, J. Neurochemistry 6
5 : 1274-1281)、 重 要 な 役 割 を 演 じ る ヒ ト 赤 血 球 細 胞 に お い て も 同 定 さ れ て い る 。
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 従 っ て 、 SK及 び IKチ ャ ネ ル は 、 多 く の 細 胞 型 に お い て 鍵 と な る 生 理 学 的 役 割 を 演 じ る カ
ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の サ ブ フ ァ ミ リ ー を 含 む よ う に 思 わ れ る 。 従 っ
て 、 広 範 囲 の 種 類 の 生 理 学 的 機 能 に お け る SK及 び IKチ ャ ネ ル の 鍵 と な る 役 割 を 得 る 場 合 、
当 業 界 に お い て 必 要 と さ れ る こ と は 、 新 規 SK及 び IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 及 び そ れ を コ ー ド
す る 核 酸 の 同 定 で あ る 。 従 っ て 、 必 要 と さ れ る こ と は 、 学 習 及 び 記 憶 障 害 、 発 作 、 筋 緊 張
性 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 免 疫 応 答 、 及 び 神 経 伝 達 物 質 又 は ホ ル モ ン 分 泌 の 処 理 又 は 調 節 へ の 使
用 の た め に SK及 び IKチ ャ ネ ル 流 を 高 め 又 は 低 め る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ る 。 本 発 明 は
そ れ ら の 及 び 他 の 利 点 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 第 １ の 広 い 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ
ル の 、 モ ノ マ ー と し て 定 義 さ れ る 新 規 タ ン パ ク 質 類 及 び そ れ ら の 対 応 す る 核 酸 を 供 給 す る
。 前 記 モ ノ マ ー は 、 40～ 80kDa の 分 子 量 を 有 し 、 そ し て 前 記 モ ノ マ ー が キ セ ノ パ ス (Xenop
us) 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る よ う な ポ リ マ ー 形 で 存 在 す る 場 合 、 ２ ～ 80pSの コ ン ダ ク
タ ン ス の 単 位 を 有 す る 。 さ ら に 、 前 記 モ ノ マ ー は 、 配 列 番 号 30又 は 42に 対 し て 生 成 さ れ る
抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン
パ ク 質 の 少 な く と も 15個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 に 関 す る 。 SKチ
ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47、 並 び に 配 列 番 号
１ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択
さ れ た 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 キ セ ノ パ ス 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ
る 場 合 、 少 な く と も ２ pSの コ ン ダ ク タ ン ス 、 40～ 100Kd の 分 子 量 を 有 し 、 そ し て 緊 縮 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 SK又 は IKコ ー ド 核 酸 、 た と え ば ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー に
お け る 配 列 番 号 13又 は ラ ッ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー に お け る 配 列 番 号 14と 選 択 的 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 他 の 態
様 に お い て は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離
さ れ た 核 酸 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
た 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 核 酸 は 、 配 列 番 号 13
， 14， 15， 16， 21， 22, 31, 44及 び 48か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47
， １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ た 配 列 の 少 な く と も 15個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 有 す る 単 離 さ れ た カ ル シ ウ ム － 活 性
化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 関 し 、 こ こ で 前 記 変 異 体 は 、 免 疫 学 的 に 反 応 性 の
条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 30, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
た タ ン パ ク 質 に 対 し て 反 応 性 の 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 広 い 態 様 に お い て 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 少 な く
と も ２ pSの コ ン ダ ク タ ン ス 及 び 40～ 100Kd の 分 子 量 を 有 す る も の と し て 定 義 さ れ る 。 他 の
態 様 に お い て は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １
， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び
47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル
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タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 免 疫 学 的 に 反 応 性 の 条 件 下 で 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 に 向 け ら れ る 。
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 前 記 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ
ネ ル の モ ノ マ ー を コ ー ド す る 核 酸 を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー に 関 し 、 こ こ で 前 記 モ ノ マ ー
は 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47、 及 び 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19，
20, 32, 43又 は 47の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 し 、 そ
し て 前 記 修 飾 さ れ た 変 異 体 は 、 キ セ ノ パ ス 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 少 な く と も
２ pSの コ ン ダ ク タ ン ス 、 40～ 100Kd の 分 子 量 を 有 し 、 そ し て 免 疫 学 的 に 反 応 性 の 条 件 下 で
、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 十 分 な 長 さ
の タ ン パ ク 質 と 反 応 性 の 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， 19， 20, 32, 43及 び 47、 及
び 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， 19， 20, 32, 43又 は 47の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 か ら 成 る 群 か
ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の モ
ノ マ ー を コ ー ド す る 核 酸 を 含 ん で 成 る ベ ク タ ー に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 に
関 し 、 こ こ で 前 記 修 飾 さ れ た 変 異 体 は 、 キ セ ノ パ ス 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 少
な く と も ２ pSの コ ン ダ ク タ ン ス 、 40～ 100Kd の 分 子 量 を 有 し 、 そ し て 免 疫 学 的 に 反 応 性 の
条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， 19， 20, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 十 分 の
長 さ の タ ン パ ク 質 に 対 し て 反 応 性 の 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 典 型 的 に
は 、 宿 主 細 胞 は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核
酸 の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 培 養 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 
43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 に 対 し て 、 緊 縮 条 件 下 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も 15
個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら な る 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ
れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 に 向 け ら れ る 。 こ の 方 法 は
、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す
る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 免 疫 学 的 に 反 応 性 の
条 件 下 で 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 と 生 物 学 的 サ ン プ ル と を 接 触 せ し め 、 そ し て 免 疫 学 的 に 反
応 性 の 条 件 下 で 前 記 タ ン パ ク 質 へ の 前 記 抗 体 の 結 合 を 可 能 に す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ
で 前 記 結 合 さ れ た 抗 体 の 検 出 が チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら に も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 25個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 の カ ル
シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 生 物 学 的 サ ン
プ ル に お け る 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ，
４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 核 酸 に 対 し て 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 核 酸 プ
ロ ー ブ と 生 物 学 的 サ ン プ ル と を 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 接 触 せ し め ； ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る た め に 前 記 プ ロ ー ブ へ の 前 記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 検 出 が サ ン プ ル に お け る 核 酸 配 列 の 存 在 を 示 す も の で あ る 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 中 位 の 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も  4
00個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 、 そ し て 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 少 な く と も
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２ pSの コ ン ダ ク タ ン ス を 有 す る 。 さ ら な る 態 様 に お い て は 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 小 さ な 又 は
中 位 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 コ ア 領 域 内 の 副 配 列 を コ ー
ド す る 少 な く と も  250個 の 隣 接 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら な る 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、  hSK１ の た め に 配 列 番 号 ５ 、 及 び ６ ；  rSK２ の た め
に 配 列 番 号 ７ 及 び ８ ； 内 因 性  rSK３ の た め に 配 列 番 号 ９ 及 び 10；  rSK１ の た め に 配 列 番 号
11及 び 12；  hSK２ の た め に 配 列 番 号 23及 び 24；  hSK３ の た め に 配 列 番 号 25及 び 26； 及 び  h
IKの た め に 、 ヒ ト ゲ ノ ム 又 は cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら  hIK１ を 同 定 す る た め に 選 択 的 で あ る
プ ロ ー ブ を 増 幅 す る で あ ろ う 次 の プ ラ イ マ ー 対 ： 約  270個 の 塩 基 の プ ロ ー ブ を 生 成 す る  5
' GCCGTGCGTGCAGGATTTAGG 3'（ 配 列 番 号 34） 及 び  5' CCAGAGGCCAAGCGTGAGGCC 3'（ 配 列 番
号 35） 、 又 は 約  165個 の 塩 基 の ブ ロ ー ブ を 生 成 す る  5' TCCAAGATGCACATGATCCTG 3'（ 配 列
番 号 36） 及 び  5' GGACTGCTGGCTGGGTTCTGG 3'（ 配 列 番 号 37） か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た プ
ラ イ マ ー と 同 じ 核 酸 配 列 に 、 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る プ ラ イ マ ー に よ り 増 幅 さ れ る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 、 単 離 さ れ た カ ル シ ウ ム －
活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 十 分 な 長 さ の  hIK１ の 増 幅 の た め に は 、 次 の ２ 種 の プ ラ イ マ ー 対 が 作 動 す る で あ ろ う ：
5' ATGGGCGGGGATCTGGTGCTTG 3'（ 配 列 番 号 38） 及 び  5' CTACTTGGACTGCTGGCTGGGTTC 3' （
配 列 番 号 39） 、 又 は  5' ATGGGCGGGGATCTGGTGCTGG 3' （ イ ニ シ エ タ ー メ チ オ ニ ン の コ ド ン
を 含 む ） （ 配 列 番 号 40） 及 び  5' GGGTCCAGCTACTTGGACTGCTG 3'（ 翻 訳 の 終 結 の た め の 停 止
コ ド ン を 含 む ） （ 配 列 番 号 41） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 低 又 は 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム
－ 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 通 し て カ リ ウ ム イ オ ン 束 を 高 め 又 は 低 め る 、 ク ロ ト リ
ミ ゾ ー ル で は な い 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４
， 19， 20, 32, 43， 47及 び そ れ ら の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た
配 列 を 有 す る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を コ ー ド す る 核 酸 を 発 現 さ れ て
い る 真 核 宿 主 細 胞 と 前 記 化 合 物 と を 接 触 せ し め 、 こ こ で 前 記 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 は
、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 し 、 少 な く と も ２ pSの コ ン ダ ク タ ン ス 及 び 40～ 100KD の 分 子 量 を 有 す る 抗 原 と 特 異
的 に 反 応 す る 抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し ； そ し て 前 記 チ ャ ネ ル を 通 し て の 高 め ら れ た 又
は 低 め ら れ た カ リ ウ ム イ オ ン 束 を 決 定 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 前 記 高 め ら れ た 又 は 低 め ら れ た カ リ ウ ム イ オ ン 流 （ flux） は
、 前 記 真 核 宿 主 細 胞 の 細 胞 膜 を 通 し て の 電 流 又 は イ オ ン 束 を 測 定 し 、 又 は 電 流 又 は イ オ ン
束 の 変 化 に よ り 誘 発 さ れ る 電 圧 の 変 化 を 直 接 的 に 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 特 に
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 前 記 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20
, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る 。 も う １ つ の 好 ま し い 態 様 に お い
て は 、 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら な る 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も  400個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 残 基 の カ ル シ
ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 真 核 核 酸 に 関 し
、 こ こ で 前 記 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４
， 19， 20, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の コ ア 領 域 の 長 さ に 対 し て
少 な く と も 55～ 60％ の 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で 成 り 、 そ し て 少 な く と も ２ pSの コ
ン ダ ク タ ン ス を 有 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 前 記 単 離 さ れ た 真 核 核 酸 に
よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 向 け ら れ る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ
れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 前 記 コ ア 領 域 内 の 20個 の 隣 接 し
た ア ミ ノ 酸 残 基 の 比 較 窓 に 対 し て 少 な く と も 85％ の 配 列 類 似 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 さ ら な る 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の コ ア 領 域 の 長 さ に 対 し て 少 な く と も 55％ の 類 似 性
を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 り 、 そ し て 少 な く と も ２ pSの コ ン ダ ク タ ン ス を 有 す る 、
少 な く と も  400個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 残 基 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 真 核 核 酸 を 含 ん で 成 る ベ ク タ ー に 向 け ら れ る 。 典 型 的 に
は 、 前 記 ベ ク タ ー は 、 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 真 核 核 酸 の 発 現 を 可 能
に す る 条 件 下 で 培 養 さ れ る 宿 主 細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 さ ら な る 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 通
し て の カ リ ウ ム イ オ ン 束 を 高 め 又 は 低 め る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 に 向 け ら れ る 。 こ
の 方 法 は 、 少 な く と も  400個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ
ネ ル タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 真 核 宿 主 細 胞 と 前 記 化 合 物 と を 接 触 せ し め 、 こ こ で チ ャ ネ
ル タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ
れ た タ ン パ ク 質 の コ ア 領 域 の 長 さ に 対 し て 少 な く と も 55％ の 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列
、 及 び 少 な く と も ２ pSの コ ン ダ ク タ ン ス を 有 し ； そ し て チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 通 し て の 高
め ら れ た 又 は 低 め ら れ た カ リ ウ ム イ オ ン 束 を 決 定 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 。 い く つ か の 場 合
、 前 記 高 め ら れ た 又 は 低 め ら れ た カ リ ウ ム イ オ ン 束 は 、 真 核 宿 主 細 胞 の 細 胞 膜 を 通 し て の
電 流 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 SK及 び IK遺 伝 子 の 突 然 変 異 の た め の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 を コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム に 供 給 し 、 こ こ で 前 記 方 法 は 、 （ ｉ ） 配 列 番 号 １ ， ２
， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43， 47及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の 変 異 体 か ら 選 択 さ れ た 配
列 を 有 す る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 １ 核 酸 配 列 を 入
力 し ： （ ii） 前 記 第 １ 核 酸 配 列 に 対 し て 実 質 的 な 同 一 性 を 有 す る 第 ２ 核 酸 配 列 と 前 記 第 １
核 酸 配 列 と を 比 較 し ； そ し て （ iii ） 前 記 第 １ 及 び 第 ２ 核 酸 配 列 間 の ヌ ク レ オ チ ド 差 異 を
同 定 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 。 第 １ の 態 様 に お い て は 、 前 記 第 ２ 核 酸 配 列 は 、 疾 病 状 態 に 関
連 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は SK及 び IKタ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 を 同 定 す る た め の
方 法 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム を 提 供 し 、 こ こ で 前 記 方 法 は 、 （ ｉ ） 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３
， ４ ， 19， 20, 32, 43， 47及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の 変 異 体 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 、 又 は 前 記 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 入 力 し ； そ し て （ ii） 前 記 ア ミ ノ 酸
配 列 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 を 生 成 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 一 次 構 造 で あ り 、 そ し て そ の 生 成 段 階 は
、 前 記 一 次 構 造 に よ り コ ー ド さ れ る エ ネ ル ギ ー 条 件 を 用 い て 前 記 一 次 構 造 か ら 二 次 構 造 を
形 成 し 、 そ し て 前 記 二 次 構 造 に よ り コ ー ド さ れ る エ ネ ル ギ ー 条 件 を 用 い て 前 記 二 次 構 造 か
ら 三 次 構 造 を 形 成 す る 段 階 を 包 含 す る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 生 成 段 階 は 、 前 記 三
次 構 造 に よ り コ ー ド さ れ る 異 方 性 条 件 を 用 い て 前 記 三 次 構 造 か ら 四 次 構 造 を 形 成 す る 段 階
も 包 含 す る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 前 記 方 法 は さ ら に 、 リ ガ ン ド に 結 合 す る タ ン パ
ク 質 の 立 体 構 造 の 領 域 を 同 定 し 、 そ し て 前 記 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る た
め に 前 記 領 域 を 用 い る 段 階 を 含 ん で 成 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 の 単 離 さ れ た 低 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム （
SK） チ ャ ネ ル 、 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム （ IK） チ ャ ネ ル
（ 集 合 的 に は 、 “ カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル ” ） 、 及 び 単 離 さ れ た 核 酸
コ ー ド SK及 び IKチ ャ ネ ル （ す な わ ち 、 SK及 び IKチ ャ ネ ル 核 酸 ） を 供 給 す る 。 そ の 分 布 、 機
能 及 び 薬 理 学 は 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル と し て の そ れ ら の 新 規 種 類 の チ ャ ネ ル を 定 義 す る 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
　 宿 主 細 胞 に お け る 単 離 さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 コ ー ド 核 酸 の 発 現 は 、 そ れ ぞ
れ 、 低 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム （ SK） チ ャ ネ ル 又 は 中 間 コ ン
ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム （ IK） チ ャ ネ ル を 通 し て の カ リ ウ ム イ オ
ン 束 を 高 め 又 は 低 め る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 組 成 物 を 供 給 す る 。 SKチ ャ ネ
ル は ニ ュ ー ロ ン の 後 高 分 極 化 （ sAHP) の 遅 延 成 分 に 従 が う の で 、 ニ ュ ー ロ ン sAHPの 変 更 は
て ん か ん 性 発 作 を 阻 害 し 、 又 は 学 習 又 は 記 憶 障 害 を 調 整 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た SKチ ャ ネ ル は ま た 、 Ｔ － 細 胞 活 性 化 に も 包 含 さ れ る 。 従 っ て
、 上 昇 す る 又 は 低 下 す る SKチ ャ ネ ル 流 は 、 免 疫 応 答 を 阻 害 し 又 は 強 化 す る た め の 手 段 を 提
供 す る 。 さ ら に 、 SKチ ャ ネ ル は 、 ホ ル モ ン 及 び 神 経 伝 達 物 質 分 泌 に 関 係 し て い る 。 従 っ て
、 SKチ ャ ネ ル 流 の 変 更 は 、 細 胞 又 は 腺 分 泌 を 調 節 し 、 そ し て そ れ に よ り 、 そ の 不 均 衡 を 処
理 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た 中 間 チ ャ ネ ル （ IK） は ま た 、 特 に 末 梢 組 織 に お い て 重 要 な 生
理 学 的 役 割 を 演 じ る と 思 わ れ る 。 た と え ば 、 中 間 チ ャ ネ ル は 、 赤 血 球 細 胞 に お い て 報 告 さ
れ て お り 、 そ し て 一 部 、 細 胞 脱 水 、 す な わ ち 鎌 状 赤 血 球 貧 血 に お い て 悪 化 さ れ る 工 程 に 寄
与 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 単 離 さ れ た 低 コ ン ダ ク タ ン ス 及 び 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活
性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 、 及 び SK及 び IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ
た 核 酸 の た め の 副 配 列 に も 関 す る 。 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た
核 酸 は 、 異 常 型 転 写 生 成 物 、 又 は SK又 は IKチ ャ ネ ル を コ ー ド す る 高 め ら れ た 又 は 低 め ら れ
た 転 写 レ ベ ル の 遺 伝 子 の 同 定 の た め の プ ロ ー ブ と し て の 利 用 性 を 提 供 す る 。 高 め ら れ た 又
は 低 め ら れ た 転 写 に つ い て の ア ッ セ イ は 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル に 使 用 さ れ 得
る 。 同 様 に SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 高 め
ら れ た 又 は 低 め ら れ た 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 発 現 の 免 疫 診 断 ア
ッ セ イ へ の 使 用 の た め の 抗 体 を 生 成 す る た め の 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
定 　 義
　 単 位 、 接 頭 辞 及 び 記 号 は 、 そ れ ら の SI許 容 さ れ た 形 で 示 さ れ 得 る 。 特 に こ と わ ら な い 限
り 、 核 酸 は 、 ５ ’ → ３ ’ 配 向 で 左 か ら 右 に 書 か れ ； ア ミ ノ 酸 配 列 は ア ミ ノ → カ ル ボ キ シ 配
向 で 左 か ら 右 に 書 か れ る 。 核 酸 の 範 囲 は 、 そ の 範 囲 を 定 義 す る 数 字 も 包 含 す る 。 下 記 に 定
義 さ れ る 用 語 は 、 全 体 と し て 明 細 書 に よ り 十 分 に 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 用 語 “ 核 酸 ” “ プ ロ ー ブ ” 、 又 は “ プ ラ イ マ ー ” は 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 形 で の デ オ キ シ
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又 は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ポ リ マ ー に 対 す る 関 係 を 包 含 し 、 そ し て 特 に こ と
わ ら な い 限 り 、 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド に 類 似 す る 態 様 で 核 酸 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド の 既 知 類 似 体 を 包 含 す る 。 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 特 定 の 核 酸
配 列 は 、 そ の 完 全 な 相 補 的 配 列 を 包 含 す る 。 真 核 核 酸 は 、 真 核 細 胞 、 好 ま し く は 多 細 胞 真
核 生 物 の 細 胞 か ら の 核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 用 語 “ 組 換 え ” は 、 細 胞 、 又 は タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 又 は ベ ク タ ー に 関 し て 使 用 さ れ る 場
合 、 細 胞 に 対 し て 生 来 で な い 形 に 、 異 種 核 酸 の 導 入 又 は 生 来 の 核 酸 の 変 更 に よ り 修 飾 さ れ
て い る か 、 又 は そ の よ う に 修 飾 さ れ た 細 胞 に 由 来 す る 、 細 胞 、 又 は タ ン パ ク 質 、 核 酸 又 は
ベ ク タ ー の 言 及 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 た と え ば 組 換 え 細 胞 は 、 生 来 （ 非 組 換 え ） 形 の 細 胞
内 に 見 出 さ れ な い 遺 伝 子 及 び タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 又 は 発 現 さ れ る か 又 は ま っ た く 発 現 さ
れ な い 条 件 下 で 、 異 常 に 発 現 さ れ る 生 来 の 遺 伝 子 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 参 照 さ れ る 核 酸 配 列 に 関 し て の 用 語 “ 副 配 列 ” と は 、 参 照 さ れ る 核 酸 よ り も 長 さ に お い
て 短 い ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 核 酸 か ら の 隣 接 し た 配 列 に 関 す る 言 及 を 包 含 す る 。 参 照 さ れ
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る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ペ プ チ ド 配 列 （ 集 合 的 に は 、 “ タ ン パ ク 質 ” ） に 関 し
て は 、 “ 副 配 列 ” と は 、 参 照 さ れ る タ ン パ ク 質 よ り も 少 な い ア ミ ノ 酸 を 有 す る 参 照 さ れ る
タ ン パ ク 質 か ら の 隣 接 し た 配 列 を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ２ 種 の 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 関 し て の 用 語 “ 同 一 の ” 又 は “ 配 列 同 一 性 ” と は 、
特 定 さ れ た 比 較 窓 に 対 し て 最 大 の 対 応 の た め に 整 列 さ れ る 場 合 、 同 じ で あ る ２ 種 の 配 列 に
お け る 残 基 の 言 及 を 包 含 す る 。 配 列 同 一 性 の 百 分 率 が タ ン パ ク 質 に 関 し て 使 用 さ れ る 場 合
、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 す る 化 学 性 質 （ た と え ば 電 荷 又 は 疎 水 性 ） を 有 す る 他 の ア ミ ノ 酸 残
基 に よ り 置 換 さ れ 、 そ し て 従 っ て 、 分 子 の 機 能 的 性 質 を 変 え な い 、 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 に
よ っ て 、 同 一 で な い 残 基 位 置 が し ば し ば 異 な る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 配 列 が 保 存 性 置 換 に お い て 異 な る 場 合 、 ％ 配 列 同 一 性 は 、 置 換 の 保 存 性 質 の た め に よ り
高 い 方 に 修 正 す る よ う 調 節 さ れ 得 る 。 こ の 調 節 を 行 な う た め の 手 段 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら
れ て い る 。 典 型 的 に は 、 こ れ は 、 完 全 な ミ ス マ ッ チ よ り も む し ろ 部 分 と し て の 保 存 性 置 換
の 評 点 を 包 含 す る 。 従 っ て 、 た と え ば 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 が １ の 評 点 を 与 え ら れ 、 そ し て 非
保 存 性 置 換 が ゼ ロ の 評 点 を 与 え ら れ る 場 合 、 保 存 性 置 換 は 、 ゼ ロ ～ １ の 間 の 評 点 を 与 え ら
れ る 。 保 存 性 置 換 の 評 点 は 、 た と え ば プ ロ グ ラ ム PC/GENE (Intelligenetics, Mountain V
iew, California, USA)に 従 っ て 実 施 さ れ る よ う な 、 Meyers and Miller, Computer Appli
c. Biol. Sci., 4 : 11-17 (1988)の ア ル ゴ リ ズ ム に 従 っ て 計 算 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 “ 比 較 窓 ” と は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 配 列 が 、 ２ 種 の 配 列 が 最 適 に 一 直
線 状 に 配 置 さ れ た 後 、 同 じ 番 号 の 隣 接 す る 位 置 の 参 照 配 列 に 比 較 さ れ 得 る 、 20～ 600 、 通
常 約 50～ 約 200 、 よ り 通 常 に は 約  100～ 約  150個 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 隣 接 す る 位 置
の 数 の い づ れ か １ つ の セ グ メ ン ト の 言 及 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 比 較 の た め の 配 列 の 一 列 整 列 方 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 比 較 の た め の
配 列 の 最 適 な 一 列 整 列 は 、 Smith and Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2 : 482の 局 部
相 同 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り ； Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48 : 443の 相 同
一 列 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り ； Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 85 : 2444の 類 似 性 方 法 の た め の 研 究 に よ り ； そ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ ュ ー タ ー 記
憶 さ れ た 実 施 に よ り （ Intelligenetics, Mountain View, Californiaに よ る PC/Gene プ ロ
グ ラ ム で の （ LUSTAL, Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group
 (GCG), 575 Science Dr., Madison, Wisconsin, USAに お け る GAP, BESTFIT, BLAST, FAS
TA及 び TFASTAを 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い ） 、 実 施 さ れ 得 ； こ こ で 前
記 （ LUSTALプ ロ グ ラ ム は 、 Higgins and Sharp (1988) Gene, 73 : 237-244 及 び Higgins 
and Sharp (1989) CABIOS 5 : 151-153 ; Corpet、 な ど ., (1988) Nucleic Acids Resear
ch 16 : 10881-90 ; Huang, な ど ., (1992) Computer Applications in the Biosciences
 8 : 155-65 ； 及 び Pearson 、 な ど ., (1994) Methods in Molecular Biology 24 : 307-
31に よ り 十 分 に 記 載 さ れ て い る 。 一 列 配 列 は ま た 、 検 閲 及 び 手 動 整 合 に よ っ て も し ば し ば
実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 用 語 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の “ 実 質 的 な 同 一 性 ” 又 は “ 類 似 性 ” と は 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が 、 標 準 の パ ラ メ ー タ ー を 用 い て の 上 記 の プ ロ グ ラ ム （ 好 ま し く は  BLAST) を 用 い て
対 照 配 列 に 比 較 さ れ る 場 合 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 及 び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る
配 列 を 含 ん で 成 る こ と を 意 味 す る 。 ２ 種 の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る １ つ の 表 示 は 、
第 １ の 核 酸 が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド が 、 第 ２ の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と
免 疫 学 的 に 交 差 反 応 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ２ 種 の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る も う １ つ の 表 示 は 、 そ れ ら の ２ 種 の 分 子 が “ 中 位
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の 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ” （ 又 は “ 中 位 の 条 件 ” ） 下 で お 互 い に 対 し て ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る こ と で あ る 。 代 表 的 な “ 中 位 の 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ” と は 、 40
％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 １ Ｍ の NaCl, １ ％ の SDS の 緩 衝 液 に お け る 37℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 、 及 び 45℃ で の １ × SSC に よ る 洗 浄 を 包 含 す る 。 陽 性 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、
少 な く と も ２ 倍 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で あ る 。 当 業 者 は 、 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び
洗 浄 条 件 が 類 似 す る 緊 縮 性 の 条 件 を 付 与 す る た め に 利 用 さ れ 得 る こ と を 容 易 に 理 解 す る で
あ ろ う 。 中 位 の 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で お 互 い に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な
い 核 酸 は 、 そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド が 実 質 的 に 同 一 で あ る 場 合 、 ま だ 実 質 的 に 同
一 で あ る 。 こ れ は 、 た と え ば 核 酸 の コ ピ ー が 遺 伝 子 コ ー ド に よ り 可 能 に さ れ る 最 大 ゴ ド ン
縮 重 を 用 い て 創 造 さ れ る 場 合 に 生 じ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ペ プ チ ド に 関 し て の 用 語 “ 実 質 的 な 同 一 性 ” 又 は “ 類 似 性 ” と は 、 ペ プ チ ド が 、 特 定 さ
れ た 比 較 窓 に 対 す る 対 照 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 60％ の 配 列 同 一 性 、 通 常 少 な く と も 70
％ 、 好 ま し く は 80％ 、 よ り 好 ま し く は 85％ 、 最 と も 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 又 は 95％ の
配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 ん で 成 る こ と を 示 す 。 好 ま し く は 、 最 適 な 一 列 配 列 は 、 Need
leman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48 : 443の 相 同 性 一 列 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い
て 実 施 さ れ る 。 ２ 種 の ペ プ チ ド 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る 表 示 は 、 １ つ の ペ プ チ ド が 第 ２
ペ プ チ ド に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 体 と 免 疫 学 的 に 反 応 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 従 っ て 、 １ つ の ペ プ チ ド は 、 第 ２ ペ プ チ ド に 対 し て 、 そ れ ら の ２ 種 の ペ プ チ ド が 保 存 性
置 換 に よ っ て の み 異 な る 場 合 、 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 一 般 的 に 、 類 似 性 は 、 20の 隣 接 し た
位 置 か ら の い づ れ か の 番 号 か ら 、 十 分 な 長 さ の コ ア 領 域 配 列 （ す な わ ち ア ミ ノ 酸 残 基  135
～ 462 ま で の  rSK２ と の 最 適 な 一 列 配 列 の 領 域 ） に お け る 残 基 の 番 号 ま で の 長 さ を 有 す る
、 コ ア 配 列 内 に あ る 比 較 窓 を 用 い て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 用 語 “ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ” 又 は “ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ” プ ロ ー ブ は 、 二 本 鎖 及 び 一 本 鎖
の DNA 又 は RNA の 両 者 の 言 及 を 包 含 す る 。 そ れ ら の 用 語 は ま た 、 非 核 酸 汚 染 を 実 質 的 に 有
さ な い 、 合 成 的 に 又 は 組 換 え 的 に 誘 導 さ れ た 配 列 も 言 及 す る 。
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 “ 接 触 ” 又 は “ 接 触 す る ” と は 、 直 接 的 な 物 理 的 会
合 で 配 置 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 “ 生 物 学 的 サ ン プ ル ” と は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 IK及 び ／ 又 は SKチ ャ ネ
ル タ ン パ ク 質 、 又 は そ の 対 応 す る IK及 び ／ 又 は SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を
含 む 生 物 学 的 組 織 又 は 流 体 の サ ン プ ル で あ る 。 そ の よ う な サ ン プ ル は 、 唾 液 、 羊 水 、 血 液
、 血 液 細 胞 （ た と え ば 白 血 球 細 胞 ） 、 又 は 組 織 を 包 含 す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ
れ な い 。 生 物 学 的 サ ン プ ル は ま た 、 組 織 の 断 片 、 た と え ば 組 織 学 的 目 的 の た め に 取 ら れ た
凍 結 断 片 も 包 含 す る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル の 例 は 、 神 経 、 筋 肉 、 腺 又 は 上 皮 組 織 か ら の 、 又
は 免 疫 系 （ た と え ば Ｔ 細 胞 ） か ら の 細 胞 サ ン プ ル を 包 含 す る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル は 典 型 的
に は 、 真 核 生 物 、 好 ま し く は 多 細 胞 真 核 生 物 、 た と え ば 昆 虫 、 原 生 動 物 亜 界 、 鳥 、 魚 、 ハ
虫 類 、 及 び 好 ま し く は 哺 乳 類 、 た と え ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 牛 、 犬 、 テ ン ジ ク ネ ズ ミ 、 又 は
ウ サ ギ 、 及 び 最 と も 好 ま し く は 、 霊 長 類 、 た と え ば マ カ ー ク ザ ル 、 チ ン パ ン ヂ ー 又 は ヒ ト
か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 用 語 “ 抗 体 ” は ま た 、 抗 原 結 合 形 の 抗 体 （ た と え ば 、  Fab, Ｆ (ab) 2  ） も 包 含 す る 。 用
語 “ 抗 体 ” と は 、 分 析 物 （ 抗 原 ） を 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て 認 識 す る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺
伝 子 又 は 複 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に よ り 実 質 的 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ
の フ ラ グ メ ン ト を 言 及 す る 。 認 識 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は 、 κ ， λ ， α ， γ ， δ ，
ε 及 び μ 不 変 領 域 遺 伝 子 、 及 び 種 々 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝 子 を 包 含 す る 。 Ｌ 鎖 は
、 κ 又 は λ の い づ れ か と し て 分 類 さ れ る 。 Ｈ 鎖 は 、 そ れ ぞ れ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 種 類 、 IgG, I
gM, IgA, IgD及 び IgE を 定 義 す る 、 γ ， μ ， α ， δ 、 又 は ε と し て 分 類 さ れ る 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 代 表 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 抗 体 ） 構 造 単 位 は 、 テ ト ラ マ ー を 含 ん で 成 る 。 個 々 の テ ト ラ
マ ー は 、 同 一 の ２ 対 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 か ら 成 り 、 個 々 の 対 は １ つ の “ Ｌ ” 鎖 （ 約 25KD) 及
び １ つ の “ Ｈ ” 鎖 （ 約 50～ 70KD) を 有 す る 。 個 々 の 鎖 の Ｎ － 末 端 は 、 抗 原 認 識 を 主 に 担 当
す る 約  100～ 110 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 可 変 領 域 を 定 義 す る 。 用 語 可 変 Ｌ 鎖 （ Ｖ L  ）
及 び 可 変 Ｈ 鎖 （ Ｖ H  ） は 、 そ れ ぞ れ 、 そ れ ら の Ｌ 及 び Ｈ 鎖 を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 抗 体 は た と え ば 、 損 な わ れ て い な い 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て 、 又 は 種 々 の ペ プ チ ダ ー ゼ に
よ る 消 化 に よ り 生 成 さ れ た 多 く の 十 分 に 特 徴 づ け ら れ た フ ラ グ メ ン ト と し て 存 在 す る 。 従
っ て 、 た と え ば 、 ペ プ シ ン は 、 Ｆ (ab)' 2 、 す な わ ち そ れ 自 体 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り Ｖ

H  － Ｃ H  １ に 連 結 さ れ る Ｌ 鎖 で あ る Fab の ダ イ マ ー を 生 成 す る た め に 、 ヒ ン ジ 領 域 に お け
る ジ ス ル フ ィ ド 連 鎖 以 下 に 抗 体 を 消 化 す る 。 Ｆ (ab)' 2 は 、 ヒ ン ジ 領 域 に お け る ジ ス ル フ ィ
ド 連 鎖 を 破 壊 す る た め に 温 和 な 条 件 下 で 還 元 さ れ 得 、 そ れ に よ り Ｆ (ab)' 2 ダ イ マ ー を Fab'
モ ノ マ ー に 転 換 す る 。 Fab'モ ノ マ ー は 実 質 的 に 、 ヒ ン ジ 領 域 の 一 部 を 有 す る Fab で あ る (F
undamental Immunology, Third Edition, W. E. Paul, ed., Raven Press, N. Y. 1993を
参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 種 々 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 損 な わ れ て い な い 抗 体 の 消 化 に よ り 定 義 さ れ る が 、 当 業 者
は 、 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト が 化 学 的 に 又 は 組 換 え DNA 方 法 を 用 い る こ と に よ っ て 、 新 た
に 合 成 さ れ 得 る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 用 語 抗 体 は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ
れ る 場 合 、 ま た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 た と え ば 一 本 鎖 Ｆ V  、 キ メ ラ 抗 体 （ す な わ ち 、 異 な っ
た 種 か ら の 不 変 及 び 可 変 領 域 を 含 ん で 成 る ） 、 ヒ ト 適 合 さ れ た 抗 体 （ す な わ ち 、 非 ヒ ト 源
か ら の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR) を 含 ん で 成 る ） 、 及 び ヘ テ ロ 接 合 抗 体 （ た と え ば 二 元 特 異 的
抗 体 ） も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ア ミ ノ 酸 は 、 そ れ ら の 通 常 知 ら れ て い る ３ 文 字 記 号 又 は IUPAC-IUB Biochemical Nomenc
lature Commission に よ り 推 薦 さ れ る 一 文 字 記 号 の い づ れ か に よ り 、 本 明 細 書 に お い て 言
及 さ れ 得 る 。 同 様 に 、 ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ら の 通 常 許 容 さ れ る 一 文 字 コ ー ド に よ り 言 及
さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 “ 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 ” は 、 ア ミ ノ 酸 及 び 核 酸 配 列 の 両 者 に 適 用 す る 。 特 定 の 核
酸 配 列 に 関 し て は 、 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 は 、 同 一 の 又 は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配
列 を コ ー ド す る か 、 又 は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し な い そ れ ら の 核 酸 を 言 及
す る 。 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 の た め に 、 多 数 の 機 能 的 に 同 一 の 核 酸 は い づ れ か の 一 定 の タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 。 た と え ば 、 コ ド ン GCA, GCC, GCG 及 び GCU は す べ て 、 ア ミ ノ 酸 ア ラ
ニ ン を コ ー ド す る 。 従 っ て 、 ア ラ ニ ン が コ ド ン に よ り 特 定 さ れ る あ ら ゆ る 位 置 で 、 そ の コ
ド ン は 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 変 更 を 伴 わ な い で 、 記 載 さ れ る そ の 対 応 す る コ ド ン
の い づ れ か に 変 更 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 そ の よ う な 核 酸 変 動 は 、 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 動 の １ つ の 種 で あ る “ サ イ レ ン ト 変 動 ”
で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 明 細 書 に お け る あ ら ゆ る 核 酸 配 列 は ま た 、 核 酸 の あ
ら ゆ る 可 能 な サ イ レ ン ト 変 動 を 説 明 す る 。 当 業 者 は 、 核 酸 に お け る 個 々 の コ ド ン （ 但 し 、
通 常 、 メ チ オ ニ ン の た め の 唯 一 の コ ド ン で あ る AUG を 除 く ） が 機 能 的 に 同 一 の 分 子 を 生 成
す る た め に 修 飾 さ れ 得 る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 の 個 々 の サ イ レ ン ト 変 動 は 、 個 々 の 記 載 さ れ る 配 列 に 内 在 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 、 当 業 者 は 、 コ ー ド さ れ た 配 列 に お け る 単 一 の ア ミ ノ 酸 又 は 低 ％
の ア ミ ノ 酸 を 変 更 し 、 付 加 し 、 又 は 欠 失 す る 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ
ク 質 の 配 列 へ の 個 々 の 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 は 、 変 更 が 化 学 的 に 類 似 す る ア ミ ノ 酸 に よ る ア
ミ ノ 酸 の 置 換 を も た ら す “ 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 ” で あ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
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機 能 的 に 類 似 す る ア ミ ノ 酸 を 提 供 す る 保 存 性 置 換 表 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 次 の ６ つ の グ ル ー プ は そ れ ぞ れ 、 お 互 い の た め の 保 存 性 置 換 で あ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ：
　 １ ） ア ラ ニ ン （ Ａ ） 、 セ リ ン （ Ｓ ） 、 ト レ オ ニ ン （ Ｔ ） ；
　 ２ ） ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ Ｄ ） 、 グ ル タ ミ ン 酸 （ Ｅ ） ；
　 ３ ） ア ス パ ラ ギ ン （ Ｎ ） 、 グ ル タ ミ ン （ Ｑ ） ；
　 ４ ） ア ル ギ ニ ン （ Ｒ ） 、 リ シ ン （ Ｋ ） ；
　 ５ ） イ ソ ロ イ シ ン （ Ｉ ） 、 ロ イ シ ン （ Ｌ ） 、 メ チ オ ニ ン （ Ｍ ） 、 バ リ ン （ Ｖ ） ； 及 び
　 ６ ） フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Ｆ ） 、 チ ロ シ ン （ Ｙ ） 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ Ｗ ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 、 Creighton (1984) Proteins W. H. Freeman and Companyも 参 照 の こ と 。
　 用 語 “ 生 物 学 的 に 純 粋 な ” ま た は “ 単 離 さ れ た ” と は 天 然 に 存 在 す る 環 境 で 発 見 さ れ る
時 に 、 通 常 伴 う か ま た は 相 互 作 用 す る 構 成 成 分 を 実 質 的 に ま た は 本 質 的 に 含 ま な い 物 質 を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 核 酸 に 関 し て の 句 “ ～ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 に 対 し て 中 位 の 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る ” と は 、 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 又 は 天 然 タ ン パ ク 質 の 誘 導 体 を コ ー ド す る
が 、 し か し 言 及 さ れ た 条 件 下 で 、 天 然 起 源 の タ ン パ ク 質 に 対 し て も は や ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
な い よ う に 故 意 に 修 飾 さ れ 、 又 は 構 築 さ れ る そ れ ら の 核 酸 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 “ 発 現 ベ ク タ ー ” は 、 宿 主 細 胞 に お い て 特 定 の 核 酸 の 転 写 を 可 能 に す る 一 連 の 特 定 さ れ
た 核 酸 要 素 に よ り 組 換 え 的 に 又 は 合 成 的 に 生 成 さ れ た 核 酸 構 造 体 で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー は
、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ ィ ル ス 、 又 は 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 一 部 で あ り 得 る 。 典 型 的 に は 、 発 現 ベ
ク タ ー は 、 転 写 さ れ る べ き 核 酸 、 及 び プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 チ ャ ネ ル に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 を 試 験 す る た め の ア ッ セ イ に 関 し て の 句 “ 機 能 的 効 果 ”
と は 、 チ ャ ネ ル の 影 響 下 で 間 接 的 に 又 は 直 接 的 に 存 在 す る い づ れ か の パ ラ メ ー タ ー の 決 定
を 包 含 す る 。 そ れ は 、 イ オ ン 束 及 び 膜 電 位 の 変 化 を 包 含 す る と 共 に 、 ま た 他 の 生 理 学 的 効
果 、 た と え ば 転 写 又 は ホ ル モ ン 開 放 の 増 強 又 は 低 下 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 “ 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ” 又 は “ 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ” と は 、 特 定 さ
れ た 核 酸 標 的 配 列 に 対 し て 、 核 酸 配 列 が 、 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 非 － 標
的 核 酸 配 列 へ の そ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン よ り も 検 出 的 に 高 い 程 度 に 、 又 は 非 － 標 的 核
酸 の 実 質 的 な 排 除 ま で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 意 味 す る 。 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
配 列 は 、 お 互 い 、 少 な く と も 80％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 90％ の 配 列 同 一 性 、 及 び 最 と
も 好 ま し く は  100％ の 配 列 同 一 性 （ す な わ ち 、 相 補 的 な ） を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 “ 配 列 同 一 性 の ％ ” は 、 比 較 窓 に 対 し て ２ つ の 最 適 に 一 列 配 列 さ れ た 配 列 を 比 較 す る こ
と に よ っ て 決 定 さ れ 、 こ こ で 比 較 窓 に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 は 、 ２ つ の 配 列
の 最 適 な 一 列 配 列 の た め の 対 照 配 列 （ 付 加 又 は 欠 失 を 含 ま な い ） に 比 較 さ れ る 場 合 、 付 加
又 は 欠 失 （ す な わ ち ギ ャ ッ プ ） を 含 む こ と が で き る 。 そ の ％ は 、 同 一 の 核 酸 塩 基 又 は ア ミ
ノ 酸 残 基 が 適 合 さ れ た 位 置 の 数 を 生 成 す る た め に 両 配 列 に お い て 生 じ る 位 置 の 数 を 決 定 し
、 比 較 窓 に お け る 位 置 の 合 計 数 に よ り 前 記 適 合 さ れ た 位 置 の 数 を 割 り 算 し 、 そ し て 配 列 同
一 性 の ％ を 生 成 す る た め に 100 を 前 記 結 果 に 掛 け 算 す る こ と に よ っ て 計 算 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 用 語 “ 緊 縮 条 件 ” 又 は “ 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ” と は プ ロ ー ブ が そ の 標 的 配
列 に 対 し て 、 他 の 配 列 よ り も 検 出 的 に 高 い 程 度 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 条 件 を 言 及
す る 。 緊 縮 条 件 は 、 配 列 － 依 存 性 で あ り 、 そ し て 異 な っ た 環 境 に お い て 異 な る で あ ろ う 。
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長 い 配 列 ほ ど 、 高 い 温 度 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 一 般 的 に 、 緊 縮 条 件 は 、 定 義 さ
れ た イ オ ン 強 度 及 び pHで 、 特 定 の 配 列 の た め に 熱 溶 融 点 （ Ｔ m  ） よ り も 約 ５ ℃ 低 く あ る よ
う に 選 択 さ れ る 。 Ｔ m  は 、 相 補 的 標 的 配 列 の 50％ が 完 全 に 適 合 さ れ た プ ロ ー ブ に 対 し て ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 （ 定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 及 び pH下 で ） で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 典 型 的 に は 、 緊 縮 条 件 は 、 塩 濃 度 が  pH7.0～ 8.3 で 、 約  1.0Ｍ 以 下 の Naイ オ ン 濃 度 、 典
型 的 に は 約 0.01～ 1.0 Ｍ の Naイ オ ン 濃 度 （ 又 は 他 の 塩 ） で あ り 、 そ し て 温 度 が 短 い プ ロ ー
ブ （ た と え ば 10～ 50個 の ヌ ク レ オ チ ド ） の た め に 少 な く と も 約 30℃ 及 び 長 い プ ロ ー ブ （ た
と え ば 50個 以 上 の 、 ヌ ク レ オ チ ド ） の た め に 少 な く と も 約 60℃ で あ る 条 件 で あ ろ う 。 緊 縮
条 件 は ま た 、 不 安 定 化 剤 、 た と え ば ホ ル ム ア ミ ド の 添 加 に よ っ て も 達 成 さ れ 得 る 。 典 型 的
な 低 緊 縮 条 件 は 、 30％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 １ Ｍ の NaCl， １ ％ の SDS の 緩 衝 溶 液 （ 37℃ ） に よ
る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ２ × SSC(50℃ ） で の 洗 浄 を 包 含 す る 。 典 型 的 な 高 緊 縮 条
件 は 、 50％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 １ Ｍ の NaCl， １ ％ の SDS 溶 液 （ 37℃ ） に よ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 及 び  0.1× SSC(60℃ ） で の 洗 浄 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 型 に お け る “ 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ”
又 は “ 緊 縮 条 件 ” は 、 配 列 依 存 性 で あ り 、 そ し て 異 な っ た 環 境 パ ラ メ ー タ ー 下 で 異 な る 。
核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 す る 多 数 の ガ イ ド が 、 Tijssen (1993) Laboratory Te
chniques in Biochemistry and Molecular Biology - Hgbridization with Nucleic Acid
 Probes Part 1, Chapter 2 “ Overview of principles of hybridization and the stra
tegy of nucleicacid probe assays” ， Elsevier, New Yorkに 見 出 さ れ る 。 緊 縮 条 件 は 、
配 列 － 依 存 性 で あ り 、 そ し て 異 な っ た 環 境 下 で 異 な る で あ ろ う 。 よ り 長 い 配 列 は 、 よ り 高
い 温 度 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 “ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 ” と は 、 ２ つ の 一 本 鎖 核 酸 配 列 の お 互 い と の 選 択 的 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 形 成 さ れ る 二 本 鎖 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。
　 “ 宿 主 細 胞 ” と は 、 発 現 ベ ク タ ー を 含 み 、 そ し て そ の 発 現 ベ ク タ ー の 複 製 又 は 発 現 を 支
持 す る 細 胞 を 意 味 す る 。 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 、 た と え ば Ｅ ． コ リ 、 又 は 真 核 細 胞 、 た と
え ば 酵 母 、 昆 虫 、 両 性 類 、 又 は 哺 乳 類 細 胞 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 “ コ ン ダ ク タ ン ス ” と は 、 電 気 的 コ ン ダ ク タ ン ス を 意 味 す る 。 電 気 的 コ ン ダ ク タ ン ス は
、 便 利 に は 、 ジ － メ ン ス （ １ ／ ohm ＝ mho)で 測 定 さ れ る 。 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス は 、  120mM
の 対 称 カ リ ウ ム イ オ ン 濃 度 を 用 い て 例 ６ （ た と え ば 卵 母 細 胞 ） に 示 さ れ る 条 件 下 で パ ッ チ
ク ラ ン プ プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 単 一 の チ ャ ネ ル 流 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 一
般 的 に は 、 Hille, B., Ionic Channels of Excitable Membranes, 2nd ed., Sinauer Ass
oc., Sunderland, MAを 参 照 の こ と 。 本 発 明 に お い て は 、 “ コ ン ダ ク タ ン ス ” と は 、 言 及
さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 単 一 の ホ モ マ ー タ ン パ ク 質 の 単 位 電 気 的 コ ン ダ ク タ
ン ス を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 “ 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 SKチ ャ ネ ル の 形 成 を 導 び く ” と は 、 多 く の 言 及 さ
れ た SKタ ン パ ク 質 が 、 SKチ ャ ネ ル を 形 成 す る た め に 、 単 独 で 又 は 他 の 内 因 性 キ セ ノ パ ス 卵
母 細 胞 分 子 と 共 に ア セ ン ブ リ ー さ れ る 言 及 さ れ た SKタ ン パ ク 質 の 発 現 を 包 含 す る 。 キ セ ノ
パ ス 卵 母 細 胞 内 で の 発 現 は 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 例 、 た と え ば 例 ３ に 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 “ 卵 母 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 形
成 を 導 び く ” と は 、 多 く の 言 及 さ れ た IK及 び ／ 又 は SKタ ン パ ク 質 が 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化
さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 形 成 す る た め に 、 単 独 で 又 は 他 の 内 因 性 キ セ ノ パ ス 卵 母 細 胞 分
子 と 共 に ア セ ン ブ リ ー さ れ る 言 及 さ れ た IK及 び ／ 又 は SKタ ン パ ク 質 の 発 現 を 包 含 す る 。 キ
セ ノ パ ス 卵 母 細 胞 内 で の 発 現 は 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る れ い 、 た と え ば 例 ３ に 開 示 さ れ る
。
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【 ０ ０ ７ ７ 】
　 “ 免 疫 学 的 に 反 応 性 の 条 件 ” と は 、 特 定 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 生 成 さ れ る 抗 体 の そ の エ
ピ ト ー プ へ の 結 合 を 、 そ の 抗 体 が 実 質 的 に す べ て の 他 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る よ り も 検 出
的 に 高 い 程 度 ま で 可 能 に す る 条 件 を 意 味 す る 。 免 疫 学 的 に 反 応 性 の 条 件 は 、 抗 体 結 合 反 応
の 形 式 に 依 存 し 、 そ し て 典 型 的 に は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ プ ロ ト コ ー ル に 利 用 さ れ る 条 件 で あ
る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 及 び 条 件 の 記 載 に つ い て は 、 Harlow and Lane (1988) Antibodie
s, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, New York を 参 照 の こ と 。
　 “ タ ン パ ク 質 に 対 し て 反 応 性 の 抗 体 ” と は 、 タ ン パ ク 質 が “ 抗 体 と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す
る ” こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 言 及 す る 場 合 、 用 語 “ 抗 体 と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る ” 、 又 は
“ 抗 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る ” と は 、 抗 体 と 、 そ の 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 に よ り 認 識 さ
れ る エ ピ ト ー プ を 有 す る タ ン パ ク 質 と の 間 の 結 合 反 応 を 言 及 す る 。 こ の 結 合 反 応 は 、 タ ン
パ ク 質 及 び 他 の 生 物 学 的 物 質 の 異 種 集 団 の 存 在 間 で の 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を 有 す る タ ン
パ ク 質 の 存 在 の 決 定 因 子 で あ る 。 従 っ て 、 企 画 さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ 条 件 下 で 、 特 定 さ れ
た 抗 体 は 、 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を 有 す る タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 そ し て あ っ た と し て も 、
サ ン プ ル に 存 在 す る 、 エ ピ ト ー プ を 欠 い て い る 他 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 検 出 的 に 低 い 程
度 、 結 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 そ の よ う な 条 件 下 で の 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 は 、 特 定 タ ン パ ク 質 に 対 す る そ の 特 異 性
の た め に 選 択 さ れ る 抗 体 を 必 要 と す る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32
, 43及 び 47に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル
タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 体 は 、 低 及 び ／ 又 は 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ
ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る が 、 し か し 他 の タ
ン パ ク 質 と は 免 疫 反 応 し な い 抗 体 を 得 る た め に 選 択 さ れ 得 る 。 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ る タ
ン パ ク 質 は 、 線 状 エ ピ ト ー プ を 供 給 す る た め に 生 来 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン で 存 在 す る か 又 は
変 性 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 種 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 が 、 特 定 の タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る 抗 体 を 選 択 す
る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 固 相 ELISA イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に
免 疫 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る た め に 通 常 使 用 さ れ る 。 特 定 の 免 疫 反 応 性 を
決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 及 び 条 件 の 記 載 に つ い て は 、 Harlow and
 Lane (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, N
ew York を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 “ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ” と は 、 真 核 細 胞 中 へ の 核 酸 の 導 入 を 意 味 し 、 こ こ で 核 酸 が
細 胞 の ゲ ノ ム （ す な わ ち 、 染 色 体 、 プ ラ ス ミ ド 、 又 は ミ ト コ ン ド リ ア  DNA) 中 に 導 入 さ れ
、 自 己 レ プ リ コ ン 中 に 転 換 さ れ 、 又 は 過 渡 的 に 発 現 さ れ る （ た と え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た mRNA） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 イ ン ビ ボ 又 は エ ク ス ビ ボ で 存 在 す る 。 “ エ ク ス
ビ ボ と は 、 細 胞 又 は 複 数 細 胞 が 得 ら れ 、 又 は 細 胞 系 が 単 離 さ れ る 生 物 の 身 体 外 を 意 味 す る
。 エ ク ス ビ ボ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 続 い て 、 好 ま し く は 、 生 物 中 へ の 細 胞 の 再 注 入 が 伴
う 。 対 照 的 に 、 “ イ ン ビ ボ ” と は 、 細 胞 が 得 ら れ 、 又 は 細 胞 系 が 単 離 さ れ る 生 物 の 身 体 内
を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 “ 抗 原 ” と は 、 抗 体 が 生 成 さ れ 得 、 そ し て 抗 体 が 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る 物 質 を 意 味 す る
。 特 定 抗 原 と 免 疫 学 的 に 反 応 す る 抗 体 は 、 イ ン ビ ボ で 、 又 は 組 換 え 方 法 、 た と え ば フ ァ ー
ジ 又 は 類 似 す る ベ ク タ ー に お け る 組 換 え 抗 体 の ラ イ ブ ラ リ ー の 選 択 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。
た と え ば 、 Huseな ど . (1989) Science 246 : 1275-1281； 及 び Ward, な ど . (1989) Natur
e 341 : 544-546 ; 及 び Vaughan な ど . (1996) Nature Biotechnology, 14 : 309-314 を
参 照 の こ と 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
　 特 定 さ れ た 核 酸 に 関 し て の “ コ ー ド す る ” 又 は “ コ ー ド さ れ る ” と は 、 そ の 特 定 さ れ た
タ ン パ ク 質 中 へ の 翻 訳 の た め の 情 報 を 含 ん で 成 る こ と を 意 味 す る 。 そ の 情 報 は 、 コ ド ン の
使 用 に よ り 特 定 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が “ 普 遍 的 ” 遺 伝 子 コ ー ド を 用 い て 核
酸 に よ り コ ー ド さ れ る 。 し か し な が ら 、 い く つ か の 植 物 、 動 物 及 び 菌 類 ミ ト コ ン ド リ ア 、
細 菌 性 マ イ コ プ ラ ズ マ カ プ リ コ ラ ム （ Mycoplasma capricolum) (Proc. Natl. Acad. Sci.
, 82 : 2306-2309 (1985） ） 又 は 繊 毛 虫 マ ク ロ ヌ ク レ ウ ス （ Macronucleus) に 存 在 す る よ
う な 普 遍 的 コ ー ド の 変 異 体 が 、 核 酸 が そ れ ら の 生 物 を 用 い て 発 現 さ れ る 場 合 、 使 用 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 特 定 さ れ た 配 列 か ら の 特 定 さ れ た 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 関 し て の 、 “ ～ か ら の 隣 接 す る ア
ミ ノ 酸 ” と は 、 対 照 配 列 に お け る の と 同 じ ア ミ ノ 酸 に 直 接 的 に 隣 接 す る 個 々 の ア ミ ノ 酸 の
同 一 の 順 序 を 有 す る 特 定 さ れ た 対 照 配 列 内 か ら の 特 定 さ れ た 数 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 “ 低 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル ” 、 又 は “ SKチ ャ ネ
ル ” と は 、 電 圧 － 閉 鎖 さ れ て お ら ず 、 約 30nM～ 10μ Ｍ の カ ル シ ウ ム に よ り 活 性 化 さ れ 、 そ
し て 例 ６ に 特 定 さ れ る 条 件 を 用 い て 、  120mMの 対 称 カ リ ウ ム 濃 度 下 で 測 定 さ れ る 場 合 、 約
２ ～ 60pS、 し ば し ば ２ ～ 25pSの 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス を 有 す る 膜 チ ャ ネ ル を 意 味 す る 。 SKチ
ャ ネ ル は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト と し て 複 数 の SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 、 典 型 的 に は ４ 個 の SKチ ャ ネ
ル タ ン パ ク 質 （ た と え ば 十 分 な 長 さ 又 は 実 質 的 に 十 分 な 長 さ の SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 ） を
含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 “ 低 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 ” 又 は “ SKチ ャ ネ
ル タ ン パ ク 質 ” と は 、 SKチ ャ ネ ル を 製 造 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら の 少 な く と も 10個 の 長 さ の
隣 接 す る ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 そ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 十 分 な 長 さ で あ る 場 合
、 SKチ ャ ネ ル の モ ノ マ ー と し て 作 用 す る 。 従 っ て 、 SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 SKチ ャ ネ ル
の 機 能 的 特 徴 を 有 す る ヘ テ ロ マ ー 又 は ホ モ マ ー タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 機 能 的 特 徴 を 有 し 、
又 は そ の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト で あ り 得 る 。 た と え ば 、 Ｎ － 末 端 延 長 さ れ た  rsk３ （ 配 列
番 号 43） 及 び 切 断 さ れ た  rSK３ （ 配 列 番 号 ３ ） の 両 者 は 、 実 質 的 に 同 一 の 機 能 的 特 徴 を 示
す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 “ 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル ” 、 又 は “ IKチ ャ
ネ ル ” と は 、 電 圧 － 閉 鎖 さ れ て お ら ず 、 約 30nM～ 10μ Ｍ の カ ル シ ウ ム に よ り 活 性 化 さ れ 、
そ し て 例 ６ に 特 定 さ れ る 条 件 を 用 い て 、  120mMの 対 称 カ リ ウ ム 濃 度 下 で 測 定 さ れ る 場 合 、
約 20～ 80pS、 よ り 通 常 と は 30～ 70pS， 40～ 60pS又 は 最 と も 好 ま し く は 35～ 40pSの 単 位 内 部
コ ン ダ ク タ ン ス を 有 す る 膜 チ ャ ネ ル を 意 味 す る 。 IKチ ャ ネ ル は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト と し て 複 数
の IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 、 典 型 的 に は ４ 個 の IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 （ た と え ば 十 分 な 長 さ
又 は 実 質 的 に 十 分 な 長 さ の IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 ） を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 “ 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 ” 又 は “ IKチ ャ
ネ ル タ ン パ ク 質 ” と は 、 IKチ ャ ネ ル を 製 造 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら の 少 な く と も 10個 の 長 さ
の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 そ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 十 分 な 長 さ で あ る 場
合 、 IKチ ャ ネ ル の モ ノ マ ー と し て 作 用 す る 。 従 っ て 、 IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 IKチ ャ ネ
ル の 機 能 的 特 徴 を 有 す る ヘ テ ロ マ ー 又 は ホ モ マ ー タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 機 能 的 特 徴 を 有 し
、 又 は そ の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 “ カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル ” と は 、 低 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム
－ 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム （ SK） チ ャ ネ ル 及 び 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ
れ た カ リ ウ ム （ IK） チ ャ ネ ル を 意 味 す る 。
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　 用 語 “ ポ リ ペ プ チ ド ” ， “ ペ プ チ ド ” 、 及 び “ タ ン パ ク 質 ” は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ マ
ー を 言 及 す る た め に 、 本 明 細 書 に お い て は 、 互 換 性 的 に 使 用 さ れ る 。 そ れ ら の 用 語 は 、 １
又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 対 応 す る 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 の 人 工 化 学 的 類 似 体 で あ る ア
ミ ノ 酸 ポ リ マ ー 、 及 び 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー に 適 用 す る 。
　 “ 特 異 的 に 反 応 す る ” 又 は “ 特 異 的 反 応 性 の ” と は 、 抗 体 と そ の 抗 体 と “ 特 異 的 に 結 合
す る ” タ ン パ ク 質 と の 間 の 反 応 に よ り 示 さ れ る 特 異 性 の 反 応 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 “ ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ” と は 、 ヒ ト の 完 全 な ゲ ノ ム を 実 質 的 に 表 わ す 単 離 さ れ た DN
A 分 子 の 収 集 を 意 味 す 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 は 、 次 の 標 準 の 分 子 生 物 学 文 献 に 教 授
さ れ て い る ： Berger and Kimmel, Gnide to Molecular Cloning Techniques, Methods in
 Enzymology volume 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger) ; Sambrookな
ど . (1989) Molecular Cloning - A Laboratory Manual (2nd ed.) Vol. 1-3 ; 及 び Curr
ent Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel な ど ., eds., Current Protocols
, & joint venture between Green Publishing Associates, Inc., and John Wiley & So
ns, Inc., (1994 Sapplement) (Ausubel) 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 “ 増 幅 さ れ た ” と は 、 鋳 型 と し て 少 な く と も １ つ の 核 酸 配 列 を 用 い て の 核 酸 配 列 の 複 数
コ ピ ー 又 は 核 酸 配 列 に 対 し て 相 補 的 な 複 数 コ ピ ー の 構 成 を 意 味 す る 。 増 幅 シ ス テ ム は 、 ポ
リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 (PCR) シ ス テ ム 、 リ ガ ー ゼ 鎖 反 応 (LCR) シ ス テ ム 、 核 酸 配 列 に 基 づ く 増
幅 （ NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario),Ｑ － Beta Replicaseシ ス テ ム 、 転 写 に 基 づ
く 増 幅 シ ス テ ム (TAS) 及 び 鎖 置 換 増 幅 (SDS)を 包 含 す る 。 た と え ば 、 Diagnostic Molecula
r Microbiology ; Principles and Applications, Ed. D. H. Persingな ど ., American S
ociety for Microbiology, Washington, D. C. を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 用 語 “ 残 基 ” 又 は “ ア ミ ノ 酸 残 基 ” 又 は “ ア ミ ノ 酸 ” と は 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ
る 場 合 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド （ 集 合 的 に は “ ペ プ チ ド ” ） 中 に 組 込 ま
れ る ア ミ ノ 酸 を 言 及 す る 。 前 記 ア ミ ノ 酸 は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 そ し て 特 に
こ と わ ら な い 限 り 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 と 類 似 す る 態 様 で 機 能 す る こ と が で き る 天 然
の ア ミ ノ 酸 の 既 知 類 似 体 を 包 含 す る 。
　 “ 核 酸 の セ グ メ ン ト ” と は 、 15～ 約 1500個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ヌ ク レ オ チ ド 類
似 体 の い づ れ か １ つ の 核 酸 配 列 、 又 は そ の よ う な 配 列 の コ ン カ テ マ ー を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 “ 機 能 的 効 果 の 決 定 ” と は 、 細 胞 及 び 細 胞 膜 機 能 に よ り 、 細 胞 又 は 細 胞 膜 に 対 す る カ リ
ウ ム イ オ ン 流 を 高 め 又 は 低 め る 化 合 物 の 効 果 を 試 験 す る こ と を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 前
記 用 語 は 、 SK及 び IKチ ャ ネ ル 活 性 に 対 す る 化 合 物 の 機 能 的 効 果 、 た と え ば コ ン ダ ク タ ン ス
の 変 更 、 電 圧 閉 鎖 、 及 び 同 様 の こ と を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
低 及 び 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質
　 本 発 明 は 、 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た （ IK） カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ
ン パ ク 質 、 及 び 低 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た （ SK） チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質
（ 集 合 的 に は 、 “ カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル ” ） を 提 供 す る 。 本 発 明 の
単 離 さ れ た 低 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た （ SK） チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、
配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47、 及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の 変 異
体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 の い づ れ か １ つ か ら の 少 な く と も Ｎ 個 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん
で 成 り 、 こ こ で 前 記 Ｎ は 10～ 600 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 整 数 の い づ れ か １ つ で あ り 、
そ し て 前 記 配 列 は 起 源 の タ ン パ ク 質 に 対 し て ユ ニ ー ク で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た （ IK） チ
ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 32及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ の 変 異 体 か ら の 少 な く と も Ｎ
個 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で Ｎ は 10～ 600 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 整 数 の い づ れ
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か １ つ で あ り 、 そ し て 前 記 配 列 は 、 起 源 の タ ン パ ク 質 に 対 し て ユ ニ ー ク で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 典 型 的 に は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 及 び 特 異 的 ペ プ チ
ド は 、 少 な く と も 15, 25, 35又 は 50個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 10
0, 200, 300, 400又 は  500個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 、 及 び 最 と も 好 ま し く は 、 十 分 な 長 さ の 配
列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43又 は 47、 又 は 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の 変 異 体
で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47の 十 分 な 長
さ の 配 列 及 び 副 配 列 、 及 び 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47の 保 存 的 に 修
飾 さ れ た 変 異 体 の 十 分 な 長 さ の 配 列 及 び 副 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43又 は 47の “ 十 分 な 長 さ ” の 配 列 と は 、 そ れ ぞ
れ 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43又 は 47の 配 列 を 意 味 す る 。 配 列 番 号 １ ， ２
， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43又 は 47の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 の “ 十 分 な 長 さ ” の 配 列 と
は 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43又 は 47の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変
異 体 の 配 列 を 意 味 す る 。 本 発 明 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質
及 び ペ プ チ ド は 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ
ウ ム チ ャ ネ ル の 高 め ら れ た 又 は 低 め ら れ た 発 現 を 評 価 す る た め の 免 疫 診 断 プ ロ ー ブ の 調 製
の た め の 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は ま た 、 配 列 番 号 １ ，
２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47、 及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の 変 異 体 か ら 成 る 群
か ら 選 択 さ れ た 配 列 の い づ れ か １ つ の 配 列 か ら の 少 な く と も Ｎ 個 の ア ミ ノ 酸 の カ ル シ ウ ム
－ 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て の 実 質 的 な 同 一 性 （ す な わ ち 類 似 性
） を 有 す る タ ン パ ク 質 を 包 含 し 、 こ こ で 前 記 Ｎ は 10～ 600 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 整 数
の い づ れ か １ つ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 一 般 的 に 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も 50個
、 典 型 的 に は 少 な く と も  100個 、 好 ま し く は 少 な く と も  200個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も  300個 、 及 び 最 と も 好 ま し く は 少 な く と も  400個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 。 典 型 的
に は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 実 質 的 に 類 似 す
る 又 は 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 は 、 好 ま し く は 、 多 細 胞 真 核 生 物 、 た と え ば 昆 虫 、 原 生
動 物 、 鳥 、 魚 、 両 生 類 、 ハ 虫 類 又 は 哺 乳 類 か ら の 真 核 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る SKチ ャ ネ
ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 実 質 的 に 同 一 で あ る か 、 又 は そ の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 で あ る
SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 学 的 に 反 応 す る 条 件 下 で 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19，
20, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 反 応 性 の 免 疫
グ ロ ブ リ ン と 特 異 的 に 反 応 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 同 様 に 、 配 列 番 号 32か ら の 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 実 質
的 に 同 一 で あ る か 、 又 は そ の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 で あ る IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、
免 疫 学 的 に 反 応 性 の 条 件 下 で 、 配 列 番 号 32の IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 反 応 性 の 免 疫
グ ロ ブ リ ン と 特 異 的 に 反 応 す る で あ ろ う 。 種 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 が 、 そ の よ う な 免 疫
学 的 に 特 異 的 な 反 応 、 た と え ば ELISA 、 競 争 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ウ
ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 、 間 接 的 免 疫 螢 光 ア ッ セ イ 及 び 同 様 の も の を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ
得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 他 方 で は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 43及 び 47か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 有 す る SK
チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 実 質 的 に 同 一 で あ る か 、 又 は そ の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体
で あ る SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 43及 び 47か ら 成 る 群
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か ら 選 択 さ れ た SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の コ ア 配 列 （ 又 は “ コ ア 領 域 ” ） 内 の 比 較 窓 に 対 し
て 60％ ～ 100 ％ の 類 似 性 の 値 の い づ れ か １ つ を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る で あ ろ う
。 配 列 番 号 32の 配 列 を 有 す る IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 実 質 的 に 同 一 で あ る か 、 又 は
そ の 保 存 的 に 修 飾 さ れ た 変 異 体 で あ る IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質  h
IK１ の コ ア 配 列 （ 又 は “ コ ア 領 域 ” ） 内 の 比 較 窓 に 対 し て 60％ ～ 100 ％ の 類 似 性 の 値 の い
づ れ か １ つ を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 従 っ て 、 類 似 性 は 、 コ ア 領 域 又 は そ の 副 配 列 へ の 参 照 に よ り 決 定 さ れ る 。  hSK１ （ 配 列
番 号 １ ） の コ ア 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基  124～ 451(配 列 番 号 27） で あ る 。  rSK２ （ 配 列 番 号
２ ） の コ ア 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基  135～ 462 で あ る 。 切 断 さ れ た  rSK３ （ 配 列 番 号 ３ ） の
コ ア 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基  109～ 436 で あ る 。 Ｎ － 末 端 延 長 さ れ た  rSK３ （ 配 列 番 号 43）
の コ ア 領 域 は 、  288～ 615 で あ る 。  rSK１ （ 配 列 番 号 ４ ） の コ ア 領 域 は 、 前 述 の 領 域 と 整
合 す る 領 域 に よ り 定 義 さ れ る 。  hSK２ （ 配 列 番 号 19） の コ ア 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基  134～
461 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 切 断 さ れ た  hSK３ （ 配 列 番 号 20） の コ ア 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基  109～ 436 で あ る 。 Ｎ －
末 端 延 長 さ れ た  hSK３ （ 配 列 番 号 47） の コ ア 領 域 は  238～ 465 で あ る 。 従 っ て 、 配 列 番 号
１ ～ ４ ， 19， 20, 43及 び 47の コ ア 領 域 は 、 ア ミ ノ 近 位 端 で ア ミ ノ 酸 残 基 副 配 列 LSDYALIFGM
（ 配 列 番 号 17） 及 び カ ル ボ キ シ ル 近 位 端 で QRKFLQAIHQ（ 配 列 番 号 18） を 含 み 、 そ し て そ れ
ら に よ り 定 義 さ れ る 。  hIK１ （ 配 列 番 号 32） の コ ア 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 25～ 351 で あ る
。 前 記 コ ア 領 域 の 副 配 列 は 、 10～ 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43又 は 47の コ ア
配 列 の 長 さ ま で の 数 の い づ れ か １ つ の 長 さ を 有 す る 。 好 ま し く は 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン
パ ク 質 は 、 コ ア 配 列 内 か ら の 20の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 の 比 較 窓 に 対 し て 少 な く と も 90％ の 類
似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 類 似 性 は ま た 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 機 能 的 特 徴 に よ っ て も
決 定 さ れ る 。 た と え ば 、 本 発 明 は 、 発 現 さ れ る 場 合 、 実 質 的 に 同 一 の 流 れ を 有 す る い く つ
か の SK３ ア ミ ノ 酸 配 列 を 供 給 す る 。  rSK３ を コ ー ド す る cDNAは 、 ２ 種 の 異 な っ た 形 で 単 離
さ れ て 来 た 。 第 １ の 配 列 番 号 43を コ ー ド す る 配 列 番 号 44は 、 内 因 性  rSK３ 又 は Ｎ － 末 端 延
長 さ れ た  rSK３ で あ る 。 第 ２ の 配 列 番 号 ３ を コ ー ド す る 配 列 番 号 16は 、 そ の Ｎ － 末 端 で 配
列 番 号 43に 対 し て 切 断 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 切 断 さ れ た  rSK３ タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ３ ） は ま た 、 異 な っ た Ｃ － 末 端 を 有 し 、 こ こ で
配 列 番 号 43の 最 後 の ９ 個 の ア ミ ノ 酸 が ５ 個 の 異 な っ た ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ て い る 。 そ
れ ら の 配 列 は Ｎ － 及 び Ｃ － 末 端 の 両 者 で 異 な る け れ ど も 、 そ れ ら は 実 質 的 に 同 一 の 流 れ を
発 現 す る 。 Ｎ － 末 端 延 長 さ れ 、 そ し て 切 断 さ れ た SK３ は そ の 同 じ 、 流 れ を 発 現 す る の で 、
そ れ 自 体 チ ャ ネ ル 機 能 に 必 須 で は な い が 、 し か し も っ と も ら し い Ｎ － 末 端 延 長 は 、 細 胞 に
お け る 特 定 の 位 置 へ の タ ン パ ク 質 の 標 的 化 に 関 与 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 同 様 に 、  hSK３ の た め の 次 の ２ 種 の cDNAが 同 定 さ れ て い る ： Ｎ － 末 端 延 長 さ れ た  hSK３
（ 配 列 番 号 47を コ ー ド す る 配 列 番 号 48） 及 び 切 断 さ れ た  hSK３ （ 配 列 番 号 20を コ ー ド す る
配 列 番 号 22） 。 さ ら に 、 類 似 す る Ｎ － 末 端 延 長 が SK２ に 関 し て 存 在 す る 。 SK２ 及 び SK３ の
両 者 に 関 す る マ ウ ス か ら の ゲ ノ ム 配 列 は 、 両 者 が 、 機 能 的 流 れ の 発 現 が 示 さ れ て い る ア ミ
ノ 酸 配 列 と 隣 接 す る 延 長 さ れ た 読 み 取 り 枠 を 有 す る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 実 質 的 に 同 一 の
SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 、 又 は 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ の 変 異 体 は ま た 、 機 能 的 特 徴 に 基 づ い
て も 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 機 能 的 SK及 び IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 及 び そ の 副 配 列 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 機
能 的 SKチ ャ ネ ル は 、 ２ ～ 60pS、 よ り 通 常 に は ５ ～ 25pSの 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス 、 及 び SKチ ャ
ネ ル を 製 造 す る SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 個 々 に 関 し て 、 40～ 100Kd 、 よ り 通 常 に は 50～ 80
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KDの 分 子 量 を 有 す る 。 機 能 的 IKチ ャ ネ ル は 、 20～ 80pS、 及 び し ば し ば 30～ 60pSの 単 位 コ ン
ダ ク タ ン ス を 有 す る 。 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス は 便 利 に は 、 裏 が え し （ inside-out又 は outsid
e-out)パ ッ チ ク ラ ン プ 形 状 を 用 い て 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 そ れ ら の 形 状 は 、 イ オ ン チ ャ ネ ル の 生 物 物 理 （ 運 動 学 、 導 電 率 、 選 択 性 、 透 過 及 び ブ ロ
ッ ク の 機 構 ） の 研 究 の た め に 特 に 示 さ れ る 。 パ ッ チ ク ラ ン プ 方 法 は 当 業 界 に お い て 良 く 知
ら れ て い る 。 た と え ば 、 Franciolini, Patch Clamp technique and biophysical study o
f mambrane Channels, Experientia, 42 (6) : 589-594 (1986) ； 及 び Sakmann な ど ., P
atch clamb techniques for studying ionic channels in excitable membranes, Annual
 Review of Physiology, 46 : 455-472 (1984)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の 単 離 さ れ た SK及 び IKタ ン パ ク 質 は 、 十 分 な 長 さ で あ り 、 そ し て 通 常 系
か ら の 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 、 そ れ ぞ れ 、 SKチ ャ ネ ル 又 は IKチ ャ ネ ル の 徴 候 で あ る
機 能 性 及 び 薬 理 学 を 定 義 す る タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 通 常 系 は 、 そ の 生 来 の 状 態 に お い て
（ た と え ば 、 組 換 え SK又 は IKチ ャ ネ ル を 発 現 し な い ） 、 低 い か 又 は 興 味 な い 電 気 活 動 を 有
す る 細 胞 系 、 た と え ば CHO 細 胞 系 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 た と え ば 、 対 照 細 胞 （ 本 発 明 の 推 定 上 の SKチ ャ ネ ル の 発 現 を 有 さ な い ） 及 び 実 験 細 胞 （
推 定 上 の SKチ ャ ネ ル を 発 現 す る ） が 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 実 施 例 に 供 給 さ れ る よ う に 、
電 気 生 理 学 的 パ ラ メ ー タ ー の 測 定 の た め の 標 準 で あ る 条 件 下 で 維 持 さ れ る 。 個 々 の 細 胞 が
、 カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア に よ り 処 理 さ れ る 。 典 型 的 な イ オ ノ フ ォ ア は 、 イ オ ノ マ イ シ ン
（ Sigma Chemical Co.) 又 は A23187 (Sigma Chemical Co.) の よ う な 標 準 の 化 合 物 を 包 含
す る が 、 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 細 胞 は し ば し ば 、 約 １ μ Ｍ の 濃 度 で イ オ ノ フ
ォ ア に よ り 処 理 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 続 い て 、 細 胞 の 電 気 生 理 学 測 定 が 、 カ リ ウ ム 流 の 誘 発 （ た と え ば 、 ラ ジ オ ト レ ー サ ー に
よ り ） 、 又 は 細 胞 の コ ン ダ ク タ ン ス の 変 化 （ た と え ば パ ッ チ ク ラ ン プ に よ り ） 、 又 は 電 圧
の 変 化 （ た と え ば 、 螢 光 色 素 に よ り ） を 検 出 す る た め に 取 ら れ る 。 存 在 す る な ら 、 イ オ ン
チ ャ ネ ル は 、 カ ル シ ウ ム 誘 発 さ れ た 変 化 に よ り 示 さ れ 、 続 い て の 試 験 が 、 本 発 明 の SKチ ャ
ネ ル と し て チ ャ ネ ル を 特 徴 づ け る た め に 使 用 さ れ る 。 好 ま し く は 、 少 な く と も ２ 種 の 特 徴
が 決 定 さ れ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ３ 又 は ４ 種 の 特 徴 が 決 定 さ れ る 。 本 発 明 の SKチ ャ
ネ ル の 特 徴 は 、 本 明 細 書 に 十 分 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 た と え ば 、 本 発 明 の SKチ ャ ネ ル を 発 現 す る 細 胞 は 、 ２ ～ 30pS、 し ば し ば ２ ～ 25pSの コ ン
ダ ク タ ン ス を 有 す る こ と が で き 、 し か し 必 ず し も 必 要 で は な い が 、 10pM～ 約  100nMの 範 囲
で ア パ ミ ン に よ る ブ ロ ッ ク を 示 す こ と が で き 、 約 40～ 80KDの SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 含 ん
で 成 る こ と が で き 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 典 型 的 な SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の コ ア 領 域 と の
一 列 配 列 に お い て 、 少 な く と も 60％ 、 及 び よ り 好 ま し く は 少 な く と も 70％ ， 80％ ， 90％ 又
は 95％ の 配 列 類 似 性 を 示 す こ と が で き 、 そ し て 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 典 型 的 な SK又 は IKチ
ャ ネ ル （ た と え ば 、 配 列 番 号 １ ～ ４ ， 19， 20, 32, 43及 び 47） に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗
体 と 、 免 疫 学 的 に 反 応 す る 条 件 下 で 特 異 的 に 反 応 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 標 準 の 方
法 は 、 本 発 明 の SKタ ン パ ク 質 の 同 定 を 助 け る 。 IKチ ャ ネ ル を 発 現 す る 細 胞 は 、 同 じ 機 能 的
特 徴 を 有 す る が 、 但 し そ れ ら は CTX に よ り ブ ロ ッ ク さ れ る が 、 し か し IBX 又 は ア パ ミ ン に
よ っ て は ブ ロ ッ ク さ れ ず 、 そ し て 20～ 80pS、 し ば し ば 35～ 40pSの 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス を 有
す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 約 50個 以 下 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 固 相 合 成 は 、 不 溶 性 支 持
体 へ の 配 列 の Ｃ － 末 端 ア ミ ノ 酸 の 結 合 、 配 列 に お け る 残 る ア ミ ノ 酸 の 続 く 連 続 的 な 付 加 に
よ り 達 成 さ れ 得 る 。 固 相 合 成 の た め の 技 法 は 、 Burany and Merrifield, Solid-Phase Pep
tide Synthesis ; pp. 3-284 in The Peptides : Analysis, Synthesis, Biology. Vol. 
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2 : Special Methods in Peptids Synthesis, Part A., Merrifield, et al. J. Am. Che
m. Soc., 85 : 2149-2156 (1963)、 及 び Stewart et al., Solid Phase Peptide Synthesi
s, 2nd ed. Pierce Chem. Co., Rockford, III. (1984)に よ り 記 載 さ れ て い る 。 よ り 長 い
長 さ の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 短 い フ ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 及 び カ ル ボ キ シ 末 端 の
縮 合 に よ り 合 成 さ れ 得 る 。 カ ル ボ キ シ 末 端 の 活 性 化 に よ る ペ プ チ ド 結 合 の 形 成 方 法 （ た と
え ば 、 カ ッ プ リ ン グ 試 薬 Ｎ ， Ｎ ’ － ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド の 使 用 に よ る ） は 、
当 業 者 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 獲 得
　 本 発 明 は 、 上 記 で よ り 十 分 に 論 じ ら れ た よ う に 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た SKチ ャ ネ ル
タ ン パ ク 質 （ “ SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 核 酸 ” ） 又 は カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た IKチ ャ ネ ル
タ ン パ ク 質 （ “ IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 核 酸 ” ） を コ ー ド す る 、 RNA, DNA又 は そ れ ら の キ メ
ラ の 単 離 さ れ た 核 酸 を 供 給 す る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 た と え ば mRNAの レ ベ ル で の 欠 損 の 検 出
に お い て 、 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 （ た と え ば 、 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 ） の 検 出 に お い て 、
薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お け る SK又 は IKチ ャ ネ ル の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の モ ニ
タ ー の た め に 、 又 は 抗 体 の 調 製 に お い て 免 疫 原 と し て 使 用 す る た め の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ
ン パ ク 質 の 組 換 え 発 現 の た め に 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、
標 準 の 組 換 え 又 は 合 成 技 法 を 用 い て 製 造 さ れ 得 る 。 本 発 明 に お い て 供 給 さ れ る SK又 は IKチ
ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 、 当 業 者 は 、 機 能 的 に 等 し い 核 酸 、 た と え ば 同 じ
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 種 々 の ク ロ ー ン を 容 易 に 構 成 す る こ と が で き る 。 そ れ
ら の 目 的 を 達 成 す る た め の ク ロ ー ニ ン グ 方 法 、 及 び 核 酸 の 配 列 を 確 か め る た め の 配 列 決 定
方 法 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 及 び 配 列 決 定 技 法 の 例 、 及 び 多 く の ク ロ ー ニ ン グ 実 験 を 通 し て 当 業
者 を 方 向 づ け る の に 十 分 な 説 明 が 、 次 の 文 献 に 見 出 さ れ る ： Sambrook、 な ど ., Molecular
 Cloning : A Laboratory Manual (2nd Ed., Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laborator
y (1989)), Methods in Enzymology, Vol. 152 : Guide to Molecular Cloning Techniqu
es (Berger and Kimmel(eds.), San Diego ; Academic Press, Inc. (1987))、 又 は Curre
nt Protocols in Molecular Biology, (Ausubel, な ど . (eds), Greene Publishing and 
Wiley-Interscience, New York (1987)。
【 ０ １ １ ８ 】
　 生 物 学 的 試 薬 及 び 実 験 装 置 の 製 造 業 者 か ら の 製 品 情 報 は ま た 、 既 知 の 生 物 学 的 方 法 に お
い て 有 用 な 情 報 も 提 供 す る 。 そ の よ う な 製 造 業 者 は 次 の 通 り で あ る ： SIGMA Chemical Com
pany (Saint Louis, MO), R & D Systems (Minneapolis, MN), Pharmacia LKB Biotechno
logy (Piscataway, NJ), CLONTECH Laboratories, Inc. (Palo Alto, CA), Chem Genes C
orp., Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI), Glen Research, Inc., GIBCO BRL L
ife Technologies, Inc. (Gaithersberg, MD), Fluka Chemica-Biochemika Analytika (F
luka Chemie AG, Buchs, Switzer land), Invitrogen, San Diego, CA 、 及 び Applied Bi
osystems (Foster City, CA)、 並 び に 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 多 く の 他 の 広 告 源 。
【 ０ １ １ ９ 】
１ ． 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る SK及 び IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 単 離
　 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 組 成 物 は 、 RNA 、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA 、 又 は 種 々 の 組 合 せ の ハ イ
ブ リ ッ ド の い づ れ に せ よ 、 生 物 学 的 源 か ら 単 離 さ れ 、 又 は イ ン ビ ト ロ で 合 成 さ れ る 。 デ オ
キ シ ヌ ク レ オ チ ド は 、 い づ れ か の 適 切 な 方 法 、 た と え ば 適 切 な 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 制
限 方 法 、 又 は 次 の 方 法 に よ る 直 接 的 な 化 学 合 成 に よ り 調 製 さ れ 得 る ： Narangな ど ., Meth.
 Enzymol. 68 : 90-99 (1979) の ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 方 法 ； Brown な ど ., Meth. Enzymol
. 68 : 109-151 (1979) の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 方 法 ； Beaucageな ど ., Tefra. Lett., 22 : 
1859-1862 (1981)の ジ エ チ ル ホ ス ホ ラ ミ ジ ッ ト 方 法 ； Needham-VanDevanterな ど . (1984) 
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Nucleic Acids Res., 12 : 6159-6168 に 記 載 さ れ る よ う な 自 動 合 成 機 を 用 い て の 、 Beauc
age and Caruthers (1981), Tetrabedron Letts., 22 (20) : 1859-1862に よ り 記 載 さ れ
る 固 相 ホ ス ホ ラ ミ ジ ッ ト ト リ エ ス テ ル 方 法 ； 及 び ア メ リ カ 特 許 第  4,458,066号 の 固 相 支 持
方 法 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 化 学 合 成 は 、 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 成 す る 。 こ れ は 、 相 補 的 配 列 に よ る ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 又 は 鋳 型 と し て 一 本 鎖 を 用 い て の DNA ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 重 合
に よ り 二 本 鎖 に 転 換 さ れ 得 る 。 当 業 者 は 、 DNA の 化 学 合 成 は 約  100個 の 塩 基 の 配 列 に 限 定
さ れ る が 、 よ り 長 い 配 列 が 短 い 配 列 の 連 結 に よ り 得 ら れ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 配 列 番 号 １ の SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 次 の 配 列 ： ATGCCGGGTCCCCGGG
CGGCCTGC（ 配 列 番 号 ５ ） 及 び  TCACCCGCAGTCCGAGGGGGCCAC(配 列 番 号 ６ ） を 有 す る 単 離 さ れ
た 核 酸 プ ラ イ マ ー を 用 い て の ヒ ト 海 馬 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 増 幅 に よ り 得 ら れ る 。 配 列 番 号
２ の SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 次 の 配 列 ： ATGAGCAGCTGCAGGTACAACGGG（
配 列 番 号 ７ ） 及 び  CTAGCTACTCTCAGATGAAGTTGG(配 列 番 号 ８ ） を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 プ ラ
イ マ ー を 用 い て の ラ ッ ト 脳 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 増 幅 に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 配 列 番 号 43の SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 次 の 配 列 ： ATGAGCTCCTGCAAAT
ACAGCGGT（ 配 列 番 号 ９ ） 及 び  TTAGCAACTGCTTGAACTTG(配 列 番 号 10） を 有 す る 単 離 さ れ た 核
酸 プ ラ イ マ ー を 用 い て の ラ ッ ト 脳 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 増 幅 に よ り 得 ら れ る 。 配 列 番 号 ４ の
SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 次 の 配 列 ： TCAGGGAAGCCCCCGACCGTCAGT（ 配 列
番 号 11） 及 び  TCACCCACAGTCTGATGCCGTGGT(配 列 番 号 12） を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 プ ラ イ マ
ー を 用 い て の ラ ッ ト 脳 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 増 幅 に よ り 得 ら れ る 。 配 列 番 号 19の SKチ ャ ネ ル
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 次 の 配 列 ： ATGAGCAGCTGCAGGTACAACG（ 配 列 番 号 23） 及 び
 CTAGCTACTCTCTGATGAAGTTG（ 配 列 番 号 24） を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 プ ラ イ マ ー を 用 い て の
ヒ ト 海 馬 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 増 幅 に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 配 列 番 号 20(hSK３ ） の SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 次 の 配 列 ： ATGAGCTC
CTGCAAGTATAGC(配 列 番 号 25） 及 び  TTAGCAACTGCTTGAACTTGTG(配 列 番 号 26） を 有 す る 単 離 さ
れ た 核 酸 プ ラ イ マ ー を 用 い て の ヒ ト 海 馬 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 増 幅 に よ り 得 ら れ る 。 配 列 番
号 32の IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 配 列 ： （ 配 列 番 号 38及 び 39） 及 び （ 配
列 番 号 40及 び 41） を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て の ヒ ト 膵 臓 cDNAラ イ ブ ラ
リ ー の 増 幅 に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 ク ロ ー ン 化 さ れ 、 又 は イ ン ビ ト ロ 方 法 、 た と え ば ポ リ メ ラ
ー ゼ 鎖 反 応 (PCR) 、 リ ガ ー ゼ 鎖 反 応 (LCR) 、 転 写 に 基 づ く 増 幅 シ ス テ ム (TAS） 、 自 己 維 持
さ れ た 配 列 複 製 シ ス テ ム (SSR) に よ り 増 幅 さ れ 得 る 。 広 範 囲 の 種 類 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び イ
ン ビ ト ロ 増 幅 方 法 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 多 く の ク ロ ー ニ ン グ 試 験 を 通 し て 当 業
者 を 方 向 づ け る の に 十 分 な そ れ ら の 技 法 及 び 説 明 の 例 は 、 次 の も の に 見 出 さ れ る ：
【 ０ １ ２ ５ 】
　 Berger and Kimmel. Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymolog
y 152 Academic Press, inc., San Diego, CA (Berger) ; Sambrook な ど . (1989) Molec
ular Cloning - A Laboratory Manual (2nd ed.) Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Labora
tory, Cold Spring Harbor Press, NY, (Sambrook et al.) ; Current Protocols in Mol
ecular Biology, F. M. Ausubel な ど ., eds., Current Protocols, a joint venture be
tween Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., (1994 Supp
tement) (Ausubel) ; Cashionな ど .,ア メ リ カ 特 許 第  5,017,478号 ； 及 び Carr. ヨ ー ロ ッ
パ 特 許 第  0,246,864号 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 イ ン ビ ト ロ 増 幅 方 法 を 通 し て 当 業 者 を 方 向 づ け る の に 十 分 な 技 法 の 例 は 、 次 の も の に 見
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出 さ れ る ： Berger, Sambrook, and Ausubel, as well as Mullisな ど ., (1987) ア メ リ カ
特 許 第  4,683,202号 、 PCR Protocols A Guide to Methods and Applications (Innisな ど
. eds) Academic Press Inc. San Diego, CA (1990)(Innis) ; Amheim & Levinson (Octo
ber 1, 1990) C & EN 36-47 ; The Journal Of NIH Research (1991) 3 : 81-94 ; (Kwoh
な ど . (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 : 1173 ; Guatelliな ど . (1990) Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 87 : 1874 ; Lomellな ど . (1998) J. Clin. Chem., 35 : 1826 ; L
andegrenな ど ., (1988) Science. 241 : 1077-1080 ; Van Brunt (1990) Biotechnology,
 8 : 291-294 ; Wu and Wallace, (1989) Gene, 4 : 560 ; 及 び Barringer な ど . (1990)
 Gene, 89 : 117 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19，
20及 び そ れ ら の 副 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸
配 列 を 含 ん で 成 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ
れ た 核 酸 は 、 配 列 番 号 13， 14， 15， 16， 21， 22及 び そ れ ら の 副 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ
れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 核 酸 配 列 、 た と え ば 配 列 番 号 32及 び そ の 副 配 列 を 含 ん で 成 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 配 列 番 号 31及 び そ の 副 配 列 で あ
る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 同 定 さ れ る 単 離 さ れ た 核 酸 の 他 に 、 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 １ ， ２ ，
３ ， ４ ， 19， 20, 32, 43、 及 び 47及 び そ れ ら の 副 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 核 酸 に 対 し て 、 緊 縮 条 件 下 で 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 カ ル シ ウ ム －
活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 他 の 単 離 さ れ た 核 酸 も 包 含 す る 。
一 般 的 に 、 本 発 明 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
単 離 さ れ た 核 酸 は 、 コ ア 領 域 を コ ー ド す る 配 列 番 号 13， 14， 15， 16， 21， 22, 31, 44又 は
48又 は そ の 副 配 列 か ら の 核 酸 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 中 位 の 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 他 方 で は 、 又 は さ ら に 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 コ ア 領 域 の 長 さ に 対 し て 少 な く と も 60％ ， 70％ ， 80％ 又 は 90％
の 類 似 性 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る で あ ろ う 。 便 利 に は 、 コ ア 領 域 の 副 配 列 を コ ー ド す
る 核 酸 は 、 配 列 番 号 13， 14， 15， 16， 21， 22, 32, 44又 は 48か ら 得 ら れ 、 そ し て 15～  400
個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び 一 般 的 に は 少 な く と も  250又 は  300個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ
ド の 少 な く と も い づ れ か １ つ で あ り ； 好 ま し く は 核 酸 は 完 全 な コ ア 配 列 を コ ー ド す る で あ
ろ う 。 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 又 は
そ の 副 配 列 は 、 少 な く と も Ｎ ’ 個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で 成 り 、 こ こ で Ｎ ’ は 18～
2000か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 整 数 の い づ れ か １ つ で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 ゲ
ノ ム DNA 、 及 び SK及 び IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 転 写 体 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 が 核 酸 プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 予 定 で
あ る 場 合 、 検 出 で き る ラ ベ ル に よ り 核 酸 を ラ ベ ル す る こ と が し ば し ば 所 望 さ れ る 。 ラ ベ ル
は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 多 く の 手 段 に よ り 組 込 ま れ 得 る 。 し か し な が ら 、 好 ま し い
態 様 に お い て は 、 ラ ベ ル は 、 核 酸 の 調 製 に お け る 増 幅 段 階 の 間 、 同 時 に 組 込 ま れ る 。 従 っ
て 、 た と え ば 、 ラ ベ ル さ れ た プ ラ イ マ ー 又 は ラ ベ ル さ れ た ヌ ク レ オ チ ド に よ る ポ リ メ ラ ー
ゼ 鎖 反 応 (PCR) は 、 ラ ベ ル さ れ た 増 幅 生 成 物 を 提 供 す る で あ ろ う 。 も う １ つ の 好 ま し い 態
様 に お い て は 、 ラ ベ ル さ れ た ヌ ク レ オ チ ド （ た と え ば フ ル オ レ セ イ ン － ラ ベ ル さ れ た UTP 
及 び ／ 又 は  CTP) を 用 い て の 転 写 増 幅 は 、 転 写 さ れ た 核 酸 中 に ラ ベ ル を 組 込 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
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　 他 方 で は 、 ラ ベ ル は 、 元 の 核 酸 サ ン プ ル （ た と え ば 、 mRNA、 ポ リ Ａ 　 mRNA， cDNA、 等 ）
に 対 し て 、 又 は 増 幅 が 完 結 さ れ た 後 、 増 幅 生 成 物 に 対 し て 直 接 的 に 付 加 さ れ 得 る 。 核 酸 に
ラ ベ ル を 結 合 す る 手 段 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て た と え ば 核 酸 の リ ン 酸 化 、
及 び サ ン プ ル 核 酸 を ラ ベ ル （ た と え ば 螢 光 団 ） に 連 結 す る 核 酸 リ ン カ ー の 続 く 結 合 （ 連 結
） に よ る ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 又 は 末 端 － ラ ベ リ ン グ （ た と え ば 、 ラ ベ ル さ れ た RNA 
に よ る ） を 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 へ の 使 用 の た め の 適 切 な 検 出 で き る ラ ベ ル は 、 分 光 、 放 射 性 同 体 、 光 化 学 、 生 化
学 、 免 疫 化 学 、 電 気 、 光 学 又 は 化 学 的 手 段 に よ り 検 出 で き る い づ れ か の 組 成 物 を 包 含 す る
。 本 発 明 に お け る 有 用 な ラ ベ ル は 、 ラ ベ ル さ れ た ス ト レ プ タ ビ ジ ン 接 合 体 に よ り 染 色 す る
た め の ビ オ チ ン 、 磁 気 ビ ー ズ 、 螢 光 色 素 （ た と え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、
ロ ー ダ ミ ン 、 グ リ ー ン 螢 光 タ ン パ ク 質 、 及 び 同 様 の も の ） 、 放 射 性 ラ ベ ル （ た と え ば 、  3

Ｈ ，  1 2 5 Ｉ ， 3 5 Ｓ ， 1 4 Ｃ 、 又 は 3 2 Ｐ ） 、 酵 素 （ た と え ば 、 ホ ー ス ラ デ ィ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 及 び ELISA に 通 常 使 用 さ れ る 他 の も の ） 、 及 び 比 色 ラ ベ ル
、 た と え ば コ ロ イ ド 状 金 又 は 着 色 さ れ た ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク （ た と え ば 、 ポ リ ス チ レ
ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ラ テ ッ ク ス 、 等 ） ビ ー ズ を 包 含 す る 。 そ の よ う な ラ ベ ル の 使 用 を 教
授 す る 特 許 は 、 ア メ リ カ 特 許 第  3,817,837号 ； 第  3,850,752号 ； 第  3,939,350号 ； 第  3,9
96,345号 ； 第  4,277,437号 ； 第  4,275,149号 及 び 第  4,366,241号 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 そ の よ う な ラ ベ ル を 検 出 す る た め の 手 段 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 た と
え ば 、 放 射 性 ラ ベ ル は 、 写 真 フ ィ ル ム 又 は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い て 検 出 さ れ
得 、 螢 光 マ ー カ ー は 放 さ れ た 光 を 検 出 す る た め に 光 検 出 器 を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。 酵 素 ラ
ベ ル は 典 型 的 に は 、 酵 素 に 基 質 を 供 給 し 、 そ し て 基 質 に 対 す る 酵 素 の 作 用 に よ り 生 成 さ れ
る 反 応 生 成 物 を 検 出 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ 、 そ し て 比 色 ラ ベ ル は 着 色 さ れ た ラ ベ ル を
単 純 に 可 視 化 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 プ ロ ー ブ は 、 特 定 の 組 織 （ た と え ば 、 心 臓 、 脳 、 膵 臓 ） を 包 含 す る 興 味 あ る い づ れ か の
源 、 及 び 動 物 源 、 た と え ば ラ ッ ト 、 ヒ ト 、 鳥 、 等 か ら ゲ ノ ム 又 は cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク
リ ー ン す る た め に 使 用 さ れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 技 法 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ
し て 上 記 で 引 用 さ れ た 一 般 的 テ キ ス ト 、 た と え ば Sambrook and Ausubelに 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ １ ３ ６ 】
２ ． イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ に よ る SK及 び IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 単 離
　 本 明 細 書 に お い て 請 求 さ れ る タ ン パ ク 質 の 新 規 形 を 同 定 す る た め に 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い
る 他 に 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ す る た め に 抗 体 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ
は 、 良 く 知 ら れ て い る 技 法 で あ る （ Young and Davis, 1982 Efficient isolation of gen
es using antibody probes Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80 : 1194-1198 を 参 照 の こ
と ） 。 一 般 的 に 、 cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 市 販 の キ ッ ト か ら 、 又 は 容 易 に 入 手 で き る 成
分 を 用 い て 調 製 さ れ 得 る 。 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー は 好 ま し い が 、 し か し 種 々 の 他 の ベ ク タ ー が
タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に 利 用 で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、 酵 母 、 動 物 細 胞 及 び キ セ ノ パ ス 卵 母 細 胞 を 包 含 す る が 、 但 し そ
れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い 。 標 的 タ ン パ ク 質 に よ り 富 化 さ れ た 源 か ら mRNAを 選 択 し 、 そ し
て 次 に ベ ク タ ー 中 に 連 結 さ れ 、 そ し て イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ の た め に ラ イ ブ ラ リ ー 宿 主 細
胞 を 形 質 転 換 す る cDNAを 創 造 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 細 胞 上 の 特 定 の タ ン パ ク 質 に 結 合
さ れ 、 又 は 固 体 支 持 体 、 た と え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 又 は ナ イ ロ ン 膜 上 に 固 定 さ れ る 抗 体 の
結 合 及 び 可 視 化 を 包 含 す る 。 陽 性 ク ロ ー ン が 、 均 質 に 精 製 す る た め に 選 択 さ れ 、 そ し て 単
離 さ れ た cDNAが 所 望 す る 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 の た め に 調 製 さ れ る 。 こ の 技 法 の 一 般 的 な
再 考 は 、 Methods of Cell Biology Vol. 37, Antibodies in Cell Biology, Ed. DJ Asai
 pp. 369-382, 1993に 見 出 さ れ 得 る 。
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【 ０ １ ３ ８ 】
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 得 る た め に 選 択 す る 場 合 、 完 全 な タ ン
パ ク 質 又 は そ の 一 部 を 選 択 す る た め の 抗 体 が 使 用 さ れ 得 る 。 適 切 な ペ プ チ ド は 、 GHRRALFE
KRKRLSDY（ 配 列 番 号 28） 、 FTDASSRSIGAL（ 配 列 番 号 29） 、 ARKLELTKAEKHVHNFMMDTQLTKR(配
列 番 号 30） 又 は  ARKLELTKAEKHVHNFMMDTQLTK(配 列 番 号 42） を 包 含 す る が 、 但 し 、 そ れ ら だ
け に は 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
核 酸 ア ッ セ イ
　 本 発 明 は ま た 、 遺 伝 子 転 写 物 （ た と え ば 核 RNA, mRNA)に つ い て ア ッ セ イ す る こ と に よ っ
て SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 発 現 を 検 出 し 、 そ し て ／ 又 は 定 量 化 す る た め の 方 法 も 提 供
す る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 正 常 な 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 生 成 物 の 存 在 又 は 不 在 に つ い て 、 異 常 遺
伝 子 又 は 遺 伝 子 生 成 物 の 存 在 又 は 不 在 に つ い て 、 又 は 正 常 又 は 異 常 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン
パ ク 質 遺 伝 子 生 成 物 の 転 写 レ ベ ル の 定 量 化 の た め に 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 核 酸 ア ッ セ イ は 、 試 験 さ れ る べ き 生 物 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 の サ
ン プ ル に よ り 実 施 さ れ る 。 最 と も 単 純 な 態 様 に お い て は 、 そ の よ う な 核 酸 サ ン プ ル は 、 生
物 学 的 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ た 全 mRNAで あ る 。 核 酸 （ た と え ば 、 ゲ ノ ム DNA 又 は mRNAの い
づ れ か ） は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 多 く の 方 法 の い づ れ か に 従 っ て 、 サ ン プ ル か ら 単
離 さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 中 で も 核 酸 ア ッ セ イ に 使 用 す る た め の 全 DNA 又 は mRNAを 単 離 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者
に 良 く 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 核 酸 の 単 離 及 び 精 製 方 法 は 、 Chapter 3 of Laboratory 
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Hybridization With Nacleic Aci
d Probes, Part 1, Theory and Nucleic Acid Preparation, P. Tijssen, ed. Elsevier,
 N. Y. (1993) に 詳 細 に 記 載 さ れ る 。 当 業 者 は 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 の 変 更 が 検 出 さ れ る 場 合 、 ゲ ノ ム DNA が 好 ま し く は 、 単 離 さ れ る こ と
を 認 識 す る で あ ろ う 。 逆 に 言 え ば 、 遺 伝 子 又 は 複 数 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 検 出 さ れ る 場 合
、 好 ま し く は 、 RNA (mRNA)が 単 離 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 時 お り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 、 核 酸 サ ン プ ル を 増 幅 す る こ と が 所 望 さ れ る 。 当
業 者 は 、 ど ん な 増 幅 方 法 が 使 用 さ れ て も 、 定 量 結 果 が 所 望 さ れ る 場 合 、 増 幅 さ れ た 核 酸 の
相 対 的 頻 度 を 維 持 し 又 は 調 節 す る 方 法 を 使 用 す る こ と に 注 意 が 払 わ ら れ る べ き で あ る こ と
を 認 識 す る で あ ろ う 。 “ 定 量 ” 増 幅 の 方 法 は 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 定 量
PCR は 、 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 既 知 量 の 対 照 配 列 を 同 時 に 同 時 増 幅 す る こ と を 包 含 す
る 。 こ れ は 、 PCR 反 応 を 検 量 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 内 部 標 準 を 提 供 す る 。 次 に 、 高 密 度
ア レ イ は 、 増 幅 さ れ た 核 酸 の 定 量 化 の た め に 内 部 標 準 に 対 し て 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 包 含 す
る 。 定 量 PCR の た め の 詳 細 な プ ロ ト コ ー ル は 、 PCR Protocols, A Guide to Methods and 
Applications, Innisな ど ., Academic Press, Inc. N. Y. (1990)に 供 給 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 は 一 般 的 に ：
（ ａ ） 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た SKチ ャ ネ ル
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 対 し て 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 セ グ メ ン ト を
含 ん で 成 る 核 酸 プ ロ ー ブ と 生 物 学 的 サ ン プ ル と を 、 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で
接 触 せ し め ； （ ｂ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る た め に 、 SKチ ャ ネ ル タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 へ の 前 記 プ ロ ー ブ の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る こ
と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 検 出 が サ ン プ ル に お け る SK
核 酸 配 列 の 存 在 の 徴 候 で あ る 。 IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 検 出 は 、 配 列 番 号 32の IKチ ャ ネ ル
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に 対 し て 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 セ グ メ ン ト を
用 い て 類 似 す る 態 様 で 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
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　 プ ロ ー ブ の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 13， 14， 15， 16， 21， 22, 44及 び 48、 並 び に そ
れ ら の 相 補 的 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た SKチ ャ ネ ル を コ ー ド す る 核 酸 か ら の 少 な く と
も Ｎ ''の 長 さ の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド の 副 配 列 で あ る 。 前 記 Ｎ ''は 、 15～ 1500の 個 々 の 整
数 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 整 数 の い づ れ か １ つ で あ る 。 IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 存 在 を
検 出 す る た め に は 、 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 31の IKチ ャ ネ ル を コ ー ド す る 核 酸 か ら の
少 な く と も Ｎ ''の 長 さ の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド の 副 配 列 で あ る 。 参 照 核 酸 か ら の “ 隣 接 す
る ヌ ク レ オ チ ド ” と は 、 参 照 核 酸 に お け る の と 同 じ 順 序 を 有 し 、 且 つ 同 じ ヌ ク レ オ チ ド に
直 接 的 に 隣 接 す る （ す な わ ち 、 付 加 又 は 欠 失 を 伴 わ な い ） ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 意 味 す る
。 典 型 的 に は 、 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 少 な く と も 18個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 核 酸 プ
ロ ー ブ の 好 ま し い 長 さ は 、 24～  200個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20, 
32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 か ら の コ ア 領 域 を コ ー ド す る 核 酸 に 由
来 す る 。 便 利 に は 、 コ ア 領 域 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 配 列 番 号 13， 14， 15， 16， 21， 22, 31
， 44， 48及 び そ れ ら の 相 補 的 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 核 酸 の 副 配 列 で あ る 。 通 常 、
及 び 特 に 、 交 差 － 種 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 し て は 、 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 コ ア 領 域 内
か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し 、 そ し て 少 な く と も  250個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、
最 と も 好 ま し く は 、 コ ア 領 域 の す べ て を コ ー ド し 、 そ し て ／ 又 は 中 位 の 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 標 的 配 列 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 当 業 者 は 、 プ ロ ー ブ の 核 酸 配 列 が 、 標 的 物 へ の そ の 核 酸 セ グ メ ン ト の 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を 妨 害 し な い よ う に 選 択 さ れ る で あ ろ う こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、
た と え ば 、 核 酸 セ グ メ ン ト に 結 合 さ れ る い づ れ か の 追 加 の ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 的 に 、 緊 縮
条 件 下 で 、 核 酸 標 的 物 （ 可 能 性 あ る 誤 っ た 陰 性 ） に も 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 又 は
ペ プ チ ド を コ ー ド し な い 核 酸 （ 可 能 性 あ る 誤 っ た 陽 性 ） に も 、 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
な い よ う に 選 択 さ れ る で あ ろ う 。 選 択 性 及 び 特 異 性 を 確 か め る た め に 負 及 び 正 の 対 照 の 使
用 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 一 般 的 に 、 プ ロ ー ブ の 長 さ は 、 所 望 す る 結 果 を 達 成 す る た
め に 必 要 な 最 少 の 長 さ に 維 持 さ れ る べ き で あ る 。 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 核 酸 （ す な わ ち 、 そ れ ぞ れ “ SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 核 酸 ” 又 は “ IKチ ャ ネ
ル タ ン パ ク 質 核 酸 ” ） の 長 さ は 、 前 記 で 十 分 に 論 ぜ ら れ た が 、 し か し 好 ま し く は 、 少 な く
と も 30個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 種 々 の 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 形 式 が 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 通 常 の 形
式 は 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 及 び 競 争 又 は 置 換 ア ッ セ イ を 包 含 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 技 法 は 一 般 的 に 、 Bergen and Kimmel, (1987) 、 前 記 ； “ Nacleic Acid Hybridizati
on, A Practical Approach” （ Hames, B. D. and Higgins, S. J. (eds.), IRL Press, 1
985 ; Gall and Pardue, (Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 63 : 378-383 (1969)) ; 及 び
John, Burnsteil and Jones (Nature, 223 : 582-587 (1969))に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 核 酸 配 列 を 検 出 し 、 又 は 単 離 す る た め に 商 業 的 に 有 用 な ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 固 体 支 持 体 に 共 有 固 定 さ れ
る “ 捕 獲 ” 核 酸 、 及 び 溶 液 に お け る 、 ラ ベ ル さ れ た “ シ グ ナ ル ” 核 酸 を 用 い る 。 生 物 学 的
サ ン プ ル は 、 標 的 核 酸 を 供 給 す る で あ ろ う 。 “ 捕 獲 ” 核 酸 プ ロ ー ブ 及 び “ シ グ ナ ル ” 核 酸
プ ロ ー ブ は 、 標 的 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 “ サ ン ド イ ッ チ ” ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複
合 体 を 形 成 す る 。 効 果 的 で あ る た め に は 、 シ グ ナ ル 核 酸 は 、 捕 獲 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る こ と が で き な い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 現 場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て は 、 標 的 核 酸 は 、 続 く 解 釈 及 び 分 析 の た め に 細 胞
形 態 を 保 持 し な が ら 、 細 胞 内 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 利 用 で き る よ う に 、 そ
の 細 胞 周 囲 か ら 遊 離 さ れ る 。 次 の 文 献 が 、 現 場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 技 術 の 概 観 を 提
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供 す る ： Singerな ど ., Biotechniques 4 (3) : 230-250 (1986) ; Haase な ど ., Methods
 in Virology, Vol. VII, pp. 189-226 (1984) ; Wilkinson, “ The theory and practic
e of in situ hybridization” In : In situ Hybridization, Ed. D. G. Wilkinson, IRL
 Press, Oxford University Press, Oxford ; 及 び Nucleic Acid Hybridization : A Pra
ctical Approach, Ed. Hames, B. D. and Higgins, S. J., IRL. Press (1987) 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 典 型 的 に は 、 ラ ベ ル さ れ た シ グ ナ ル 核 酸 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る た め に
使 用 さ れ る 。 相 補 的 核 酸 又 は シ グ ナ ル 核 酸 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 存 在 を 検 出 す る た め に 典 型 的 に 使 用 さ れ る い く ら か の 方 法 の い づ れ か １ つ に よ り ラ ベ ル
さ れ 得 る 。 最 と も 通 常 の 検 出 方 法 は 、  3 Ｈ ，  1 2 5 Ｉ ， 3 5 Ｓ ， 1 4 Ｃ 又 は 3 2 Ｐ － ラ ベ ル さ れ た
プ ロ ー ブ 又 は 同 様 の も の に よ る オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー の 使 用 で あ る 。 他 の ラ ベ ル は 、 ラ
ベ ル さ れ た 抗 体 に 結 合 す る リ ガ ン ド 、 螢 光 団 、 化 学 発 光 剤 、 酵 素 、 及 び ラ ベ ル さ れ た リ ガ
ン ド の た め の 特 異 的 結 合 対 メ ン バ ー と し て 作 用 す る こ と が で き る 抗 体 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 ラ ベ ル は ま た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 間 接 的 検 出 も 可 能 に す る 。 た と え ば 、
ラ ベ ル が ハ プ テ ン 又 は 抗 原 で あ る 場 合 、 サ ン プ ル は 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 検 出 さ れ 得
る 。 そ れ ら の シ ス テ ム に お い て は 、 シ グ ナ ル は 、 抗 体 に 螢 光 又 は 酵 素 分 子 を 結 合 す る こ と
に よ っ て 、 又 は 多 く の 場 合 、 放 射 性 ラ ベ ル へ の 結 合 に よ り 生 成 さ れ る 。 （ Tijssen,“ Prac
tice and Theory of Enzyme Immunoassays, “ Laboratory Techniques in Biochemistry 
and Molecular Biology ” （ Burdon, van Knippenberg (eds.), Elsevier, pp. 9-20 (19
85))。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 核 酸 に 使 用 さ れ る 検 出 可 能 ラ ベ ル は 、 前 記 で 論 ぜ ら れ た よ う に 、 当 業 者 に 知 ら
れ て い る 多 く の 手 段 の い づ れ か に よ り 組 込 ま れ 得 る 。 そ の よ う な ラ ベ ル を 検 出 す る 手 段 は
、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ の 感 度 は 、 検 出 さ れ る 標 的 核 酸 を 増 幅 す る 核 酸 増 幅 シ
ス テ ム の 使 用 に よ り 増 強 さ れ 得 る 。 そ の よ う な シ ス テ ム の 例 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 (PCR
) シ ス テ ム 及 び リ ガ ー ゼ 鎖 反 応 (LCR) シ ス テ ム を 包 含 す る 。 当 業 者 に お い て 知 ら れ て い る
他 の 方 法 は 、 核 酸 配 列 に 基 づ く 増 幅 （ NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario) 及 び Ｑ －
Beta Replicaseシ ス テ ム で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 当 業 者 は 、 異 常 な 発 現 レ ベ ル 又 は 異 常 な 発 現 生 成 物 （ た と え ば 、 突 然 変 異 誘 発 さ れ た 転
写 体 、 切 断 さ れ た 又 は ナ ン セ ン ス タ ン パ ク 質 ） が 、 正 常 な 発 現 レ ベ ル 及 び 正 常 な 発 現 生 成
物 へ の 比 較 に よ り 同 定 さ れ る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 正 常 な 発 現 レ ベ ル 又 は 正 常 な 発 現
生 成 物 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 標 準 方 法 に 従 っ て 、 い づ れ か 特 定 集 団 、 副 集 団 、 又 は 生
物 グ ル ー プ に 関 し て 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 典 型 的 に は 、 こ れ は 、 健 康 な 生 物 （ す な わ ち 、 コ ン ダ ク タ ン ス 及 び カ ル シ ウ ム 感 受 性 の
よ う な 性 質 に よ り 示 さ れ る よ う な 機 能 的 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 有 す る 生 物 ） を 同
定 し 、 そ し て SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 遺 伝 子 （ 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な ） の 発 現
レ ベ ル を 測 定 し 、 又 は 典 型 的 な （ 正 常 な ） 配 列 変 動 を 得 る た め に 、 遺 伝 子 、 mRNA又 は 逆 転
写 さ れ た cDNAを 配 列 決 定 す る こ と を 包 含 す る 。 分 子 遺 伝 学 に 使 用 さ れ る 標 準 の 統 計 学 的 方
法 の 適 用 は 、 発 現 の 基 線 レ ベ ル 、 及 び 正 常 な 遺 伝 子 生 成 物 、 並 び に そ の よ う な 基 線 レ ベ ル
か ら の 有 意 な 偏 差 の 決 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
核 酸 ア ッ セ イ キ ッ ト
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 本 発 明 の SK又 は IKチ ャ ネ ル を コ ー ド す る 正 常 な 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 生 成
物 の 存 在 又 は 不 在 を 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル を コ ー ド す る 異 常 な 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 生 成 物 の 存
在 又 は 不 在 に つ い て 、 又 は 正 常 又 は 異 常 な SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 遺 伝 子 生 成 物 の 転
写 レ ベ ル の 定 量 化 を 、 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る キ ッ ト に 含
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ま れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 キ ッ ト は 典 型 的 に は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 核 酸 プ ロ ー ブ の 安 定 し た 調 製
物 を 含 む 。 さ ら に 、 キ ッ ト は ま た 、 標 的 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ
ン パ ク 質 又 は カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 核 酸 へ の プ ロ ー ブ の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 、 乾 燥 形 又 は 液 体 形 の い づ れ か で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 溶 液 、 所 望 し な い 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ な か っ た 核 酸 の 洗 浄 及 び 除 去 の た め の 溶 液
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る た め の 基 質 、 及 び ／ 又 は ア ッ セ イ を 実 施 し 、 そ し て
解 釈 す る た め の 説 明 書 を 包 含 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
核 酸 の 発 現
　 本 発 明 の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 が 単 離 さ れ 、 そ し て ク ロ ー ン 化
さ れ る と 、 組 換 え 的 に 構 築 さ れ た 細 胞 、 た と え ば 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 （ 特 に 、 バ キ ュ ロ ウ ィ
ル ス ベ ク タ ー を 用 い る ） 、 及 び 哺 乳 類 細 胞 に お い て 所 望 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が
で き る 。 “ 組 換 え タ ン パ ク 質 ” は 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る DNA の 内 因 性 コ ピ
ー を 、 そ れ ら の 生 来 の 形 で 有 さ な い 細 胞 を 用 い て 生 成 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る 。 細 胞 は 、
そ れ ら が 適 切 な 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 （ た と え ば 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 核 酸 を 含 ん
で 成 る ベ ク タ ー ） の 導 入 に よ り 遺 伝 的 に 変 更 さ れ て い る の で 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を 生 成 す
る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 当 業 者 は 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA の 発 現 の た め に 利 用 で き る 多
く の 発 現 シ ス テ ム に 知 識 が あ る こ と が 予 測 さ れ る 。 原 核 生 物 又 は 真 核 生 物 に お け る タ ン パ
ク 質 の 発 現 に つ い て 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 を 詳 細 に 記 載 す る 試 み は 行 な わ れ な い で あ ろ
う 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 簡 単 に 要 約 す る と 、 本 発 明 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 天 然 又 は 合 成 核 酸 の 発 現 は 典 型 的 に は 、 プ ロ モ ー タ ー （ 構 成 的 又 は 誘 発 性 の い
づ れ か で あ る ） に DNA又 は cDNAを 操 作 可 能 的 に 連 結 し 、 続 い て 発 現 ベ ク タ ー 中 に 組 込 む こ
と に よ っ て 達 成 さ れ る で あ ろ う 。 ベ ク タ ー は 、 原 核 生 物 又 は 真 核 生 物 の い づ れ か に お け る
複 製 及 び 組 込 み の た め に 適 切 で あ る 。 典 型 的 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 転 写 及 び 翻 訳 タ ー ミ ネ ー
タ ー 、 開 始 配 列 、 及 び SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA の 発 現 の 調 節 の た め
に 有 用 な プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た 遺 伝 子 の 高 い レ ベ ル の 発 現 を 得 る た め に
は 、 転 写 を 方 向 づ け る た め の 強 い プ ロ モ ー タ ー 、 翻 訳 開 始 の た め の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、
及 び 転 写 ／ 翻 訳 タ ー ミ ネ ー タ ー を 少 な く と も 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 成 す る こ と が 所 望 さ れ
る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 当 業 者 は 、 修 飾 が そ の 生 物 学 的 活 性 を 低 め な い で 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し
て 行 な わ れ 得 る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 い く つ か の 修 飾 が 、 ク ロ ー ニ ン グ 、 発 現 、 又 は
融 合 タ ン パ ク 質 中 へ の 標 的 分 子 の 組 込 み を 促 進 す る た め に 実 施 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 修 飾
は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て た と え ば 、 開 始 部 位 を 供 給 す る た め に ア ミ ノ 末 端
で 付 加 さ れ る メ チ オ ニ ン 、 又 は 便 利 に 配 置 さ れ た 制 限 部 位 、 又 は 終 結 コ ド ン 、 又 は 精 製 配
列 を 創 造 す る た め に い づ れ か の 末 端 上 に 配 置 さ れ る 追 加 の ア ミ ノ 酸 （ た と え ば ポ リ His) 
を 含 む 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 １ ． 原 核 生 物 に お け る 発 現
　 Ｅ ． コ リ に お い て こ の 目 的 の た め に 適 切 な 調 節 領 域 の 例 は 、 Yanofsky, Bacteriol. 158
 : 1018-1024 (1984) に よ り 記 載 さ れ る よ う な Ｅ ． コ リ ト リ プ ト フ ァ ン 生 合 成 路 の プ ロ モ
ー タ ー 及 び オ ペ レ ー タ ー 領 域 、 及 び Herskowitz and Hagen, Ann. Rev. Genet., 14 : 399
-445 (1980) に よ り 記 載 さ れ る よ う な フ ァ ー ジ λ の 左 方 向 プ ロ モ ー タ ー （ Ｐ L  ） で あ る 。
Ｅ ． コ リ に お い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た DNA ベ ク タ ー に お け る 選 択 マ ー カ ー の 包 含 は ま
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た 有 用 で あ る 。 そ の よ う な マ ー カ ー の 例 は 、 ア ン ピ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 又 は ク ロ ラ
ム フ ェ ニ コ ー ル に 対 す る 耐 性 を 特 定 す る 遺 伝 子 を 包 含 す る 。 Ｅ ． コ リ に お い て 使 用 す る た
め の 選 択 マ ー カ ー に 関 す る 詳 細 に つ い て は 、 Sambrook、 な ど . を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ベ ク タ ー は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 中 へ の 導 入 を 可 能 に す る よ う 選 択 さ れ る 。 細 菌 ベ ク タ ー は
典 型 的 に は 、 プ ラ ス ミ ド 又 は フ ァ ー ジ 起 源 の も の で あ る 。 適 切 な 細 菌 細 胞 は 、 フ ァ ー ジ ベ
ク タ ー 粒 子 に よ り 感 染 さ れ 、 又 は 裸 の フ ァ ー ジ ベ ク タ ー DNA に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
る 。 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー が 使 用 さ れ る 場 合 、 細 菌 細 胞 は プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー DNA に よ り ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め の 発 現 シ ス テ ム は 、 Ｅ ． コ
リ 、 バ シ ラ ス sp. (Bacillus sp.)及 び サ ル モ ネ ラ （ Salmonella) を 用 い て 入 手 で き る （ Pa
lva 、 な ど ., Gene 22 : 229-235 (1983) ; Mosbach 、 な ど ., Nature 302 : 543-545 (1
983)) 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 Ｓ ． チ ピ ム リ ウ ム （ S. typhimarium) に お い て SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 発 現 す る
場 合 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の 固 有 の 不 安 定 性 を 気 づ く べ き で あ る 。 こ れ を 回 避 す る た め に
は 、 外 来 性 遺 伝 子 が 、 宿 主 染 色 体 の 非 必 須 領 域 中 に 組 込 ま れ 得 る 。 こ れ は 、 ま ず 、 遺 伝 子
を プ ラ ス ミ ド 中 に 、 そ れ が サ ル モ ネ ラ 染 色 体 に お い て 挿 入 部 位 に 対 し て 相 同 の DNA の 領 域
を 端 に 有 す る よ う に 、 挿 入 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 Ｓ ． チ ピ ム リ ウ ム 中 へ の プ ラ ス
ミ ド の 導 入 の 後 、 外 来 性 遺 伝 子 は 、 フ ラ ン キ ン グ 配 列 と 染 色 体 DNA と の 間 で の 相 同 組 換 え
に よ り 染 色 体 中 に 組 込 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 こ れ が い か に し て 達 成 さ れ 得 る か の 例 は 、 サ ル モ ネ ラ の his オ ペ ロ ン に 基 づ か れ て い る
。 ２ つ の 段 階 が こ の 工 程 に 包 含 さ れ る 。 第 １ に お い て は 、 his オ ペ ロ ン の セ グ メ ン ト が キ
ャ リ ヤ ー と し て 選 択 さ れ る サ ル モ ネ ラ 株 に お い て 欠 失 さ れ る べ き で あ る 。 第 ２ に お い て は
、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 下 流 に 欠 失 さ れ た his 領 域 を 担 持 す
る プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 his サ ル モ ネ ラ 株 が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 his 配 列 及 び SK又
は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 両 者 の 組 込 み が 生 じ 、  his +  と し て 選 択 さ
れ 得 る 組 換 え 株 を も た ら す 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 検 出 は 、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 に よ り 達 成 さ れ 、 そ
し て た と え ば 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 技 法 又 は 免 疫 沈 殿 法 を 包 含
す る 。 Ｅ ． コ リ か ら の 精 製 は 、 ア メ リ カ 特 許 第  4,511,503号 に 記 載 さ れ る 方 法 に 従 っ て 達
成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ２ ． 真 核 生 物 に お け る 発 現
　 種 々 の 真 核 発 現 シ ス テ ム 、 た と え ば 酵 母 、 昆 虫 細 胞 系 、 鳥 、 魚 、 カ エ ル 、 及 び 哺 乳 類 細
胞 が 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 下 記 に 手 短 に 説 明 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の SK又 は IKチ ャ ネ ル
タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら の 真 核 シ ス テ ム に お い て 発 現 さ れ 得 る 。 真 核 生 物 に お け る SK又 は IK
チ ャ ネ ル の 発 現 は 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 酵 母 に お け る 異 種 タ ン パ ク 質 の 合 成 は 良 く 知 ら れ て い る 。 Methods in Yeast Genetics,
 Sherman, F., な ど ., Cold Spring Harbor Laboratory, (1982)は 、 酵 母 に お い て タ ン パ
ク 質 を 生 成 す る た め に 利 用 で き る 種 々 の 方 法 を 記 載 す る 十 分 に 認 識 さ れ た 研 究 で あ る 。 適
切 な ベ ク タ ー は 通 常 、 発 現 制 御 配 列 、 た と え ば プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば ３ ’ － ホ ス ホ グ リ
セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ 又 は 他 の 解 糖 酵 素 、 及 び 複 製 の 起 点 、 終 結 配 列 、 及 び 同 様 の も の を 有 す
る 。 た と え ば 、 適 切 な ベ ク タ ー は 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ Botstein、 な ど ., 1979, Gen
e, 8 : 17-24 ; Broach 、 な ど ., 1979, Gene, 8 : 121-133) 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ２ 種 の 方 法 が 、 酵 母 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 使 用 さ れ る 。 第 １ の 場 合 、 酵 母 細 胞
が ま ず 、 チ モ リ ア ー ゼ 、 リ チ カ ー ゼ 、 又 は グ ル ス ラ ー ゼ を 用 い て プ ロ ト プ ラ ス ト 中 に 転 換
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さ れ 、 続 い て 、 DNA 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG) が 添 加 さ れ る 。 次 に 、  PEG－ 処 理
さ れ た プ ロ ト プ ラ ス ト は 、 選 択 条 件 下 で 、 ３ ％ 寒 天 培 地 に お い て 再 生 さ れ る 。 こ の 方 法 の
詳 細 は 、 J. D. Beggs, 1978, Nature (London), 275 : 104-109 ; 及 び Hinnen, A., な ど
., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75 : 1929-1933 に よ る 文 献 に 与 え ら れ て い る 。
第 ２ の 方 法 は 、 細 胞 壁 の 除 去 を 包 含 し な い 。 代 わ り に 、 細 胞 は 、 塩 化 リ チ ウ ム 、 又 は ア セ
テ ー ト 及 び PEG に よ り 処 理 さ れ 、 そ し て 選 択 プ レ ー ト 上 に 置 か れ る （ Ito, H.,な ど ., 198
3, J. Bact., 153 : 163-168) 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 発 現 さ れ る と 、 細
胞 を 溶 解 し 、 そ し て そ の 溶 解 物 に 標 準 の タ ン パ ク 質 単 離 技 法 を 適 用 す る こ と に よ っ て 、 酵
母 か ら 単 離 さ れ 得 る 。 精 製 工 程 の モ ニ タ ー リ ン グ は 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 技 法 、 又 は 他
の 標 準 イ ム ノ ア ッ セ イ 技 法 の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 は ま た 、 た と
え ば 哺 乳 類 、 昆 虫 、 鳥 、 両 性 類 又 は 魚 起 源 の 細 胞 培 養 物 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に 使
用 す る た め に 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 さ れ 得 る 。 ペ プ チ ド の 生 成 の た め に 有 用 な 細 胞 培
養 物 の 実 例 は 、 哺 乳 類 細 胞 で あ る 。 哺 乳 類 細 胞 シ ス テ ム は し ば し ば 、 細 胞 の 単 層 の 形 で 存
在 す る が 、 但 し 、 哺 乳 類 細 胞 懸 濁 液 も ま た 用 い ら れ 得 る 。 損 な わ れ て い な い タ ン パ ク 質 を
発 現 で き る 多 く の 適 切 な 宿 主 細 胞 系 は 、 当 業 界 に お い て 開 発 さ れ て お り 、 そ し て HEK293, 
BHK21 、 及 び CHO 細 胞 系 、 並 び に 種 々 の ヒ ト 細 胞 、 た と え ば COS 細 胞 系 、 HeLa細 胞 、 骨 髄
細 胞 系 、 Jurkat細 胞 を 包 含 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 キ セ ノ パ ス 卵 母 細 胞 が 使 用
さ れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 当 業 者 は 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル を 発 現 す る た め の 好 ま し い 細 胞 系 は 、 本 発 明 の カ ル シ ウ ム
－ 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル に よ り 供 給 さ れ る 細 胞 系 （ す な わ ち 、 “ 静 止 系 ” ） と 競
争 す る コ ン ダ ク タ ン ス を 実 質 的 に 欠 い て い る 。 そ れ ら の 細 胞 の た め の 発 現 ベ ク タ ー は 、 発
現 制 御 配 列 、 た と え ば 複 製 の 起 点 、 プ ロ モ ー タ ー （ た と え ば 、 CMV プ ロ モ ー タ ー 、 HSV tk
プ ロ モ ー タ ー 又 は pgk(ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ ） プ ロ モ ー タ ー ） 、 エ ン ハ ン サ ー （ Qu
een な ど ., (1986) Immunol. Rev. 89 : 49)、 及 び 必 要 な プ ロ セ ッ シ ン グ 情 報 部 位 、 た と
え ば リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 RNA ス プ ラ イ ス 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 （ た と え ば SV40大 TA
g ポ リ Ａ 付 加 部 位 ） 、 及 び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 SKチ ャ ネ ル タ ン
パ ク 質 の 生 成 の た め に 有 用 な 他 の 動 物 細 胞 は 、 た と え ば American Type Culture Collecti
on Catalogue of Cell Lines and Hybridomas (7th edition, 1992) か ら 入 手 で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 昆 虫 細 胞 に お い て SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め の 適 切 な ベ ク タ ー は 通 常
、 SF９ バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス に 由 来 す る 。 適 切 な 昆 虫 細 胞 系 は 、 蚊 幼 虫 、 蚕 、 ア ワ ヨ ト ウ の 幼
虫 、 蛾 及 び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 細 胞 系 、 た と え ば Schneider 細 胞 系 を 包 含 す る （ Schneider,
 J. Embryol. Exp. Morphol. 27 : 353-365 (1987)を 参 照 の こ と ） 。
　 上 記 に 示 さ れ る よ う に 、 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る た め に 使 用 さ れ る ベ ク タ ー 、
た と え ば プ ラ ス ミ ド は 好 ま し く は 、 転 写 を 開 始 す る た め の DNA 配 列 、 及 び タ ン パ ク 質 の 翻
訳 を 制 御 す る た め の 配 列 を 含 む 。 そ れ ら の 配 列 は 、 発 現 制 御 配 列 と し て 言 及 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 酵 母 に 関 し て 、 高 等 動 物 宿 主 細 胞 が 使 用 さ れ る 場 合 、 既 知 の 哺 乳 類 遺 伝 子 か ら の ポ リ ア
デ ニ ル 化 又 は 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 が 、 ベ ク タ ー 中 に 組 込 ま れ る た め に は 必 要 で あ る 。
タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 の 例 は 、 ウ シ 成 長 ホ ル モ ン 遺 伝 子 か ら の ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 で あ る 。
転 写 物 の 正 確 な ス プ ラ イ シ ン グ の た め の 配 列 も ま た 含 ま れ 得 る 。 ス プ ラ イ シ ン グ 配 列 の 例
は 、 SV40か ら の VP１ イ ン ト ロ ン で あ る （ Sprague, J. な ど ., 1983, J. Virol. 45 : 773-
781)。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 さ ら に 、 宿 主 細 胞 に お け る 複 製 を 制 御 す る た め の 遺 伝 子 配 列 が 、 ベ ク タ ー 、 た と え ば ウ
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シ 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス 型 － ベ ク タ ー に 見 出 さ れ る ベ ク タ ー 中 に 組 込 ま れ 得 る 。 Saveria - Camp
o, M., 1985,“ Bovine Papilloma virus DNA a Enkaryotic Cloning Vector” in DNA Clo
ning Vol. II a Practical Approach Ed. D. M. Glover, IRL Press, Arlington, Virgin
ia pp. 213-238を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 宿 主 細 胞 は 、 コ ン ピ テ ン ト で あ り 、 又 は 種 々 の 手 段 に よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た
め に コ ン ピ テ ン ト に さ れ る 。 動 物 細 胞 中 に DNA を 導 入 す る た め の い く つ か の 良 く 知 ら れ て
い る 方 法 が 存 在 す る 。 そ れ ら は 次 の も の を 包 含 す る ： リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 DNA を 含 む
細 菌 性 プ ロ ト プ ラ ス ト と 受 容 体 細 胞 と の 融 合 、 DNA を 含 む リ ポ ソ ー ム に よ る 受 容 体 細 胞 の
処 理 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 及 び 細 胞 中 へ の DNA の 直 接 的 な マ イ ク
ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る
手 段 に よ り 培 養 さ れ る 。 Biochemical Methods in Cell Celtnre and Virology, Kuchler,
 R. J., Dowden, Hutchinson and Ross, Inc., (1977) を 参 照 の こ と 。 発 現 さ れ た タ ン パ
ク 質 は 、 良 く 知 ら れ て い る 機 械 的 、 化 学 的 又 は 酵 素 的 手 段 に よ り 回 収 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
発 現 さ れ た ペ プ チ ド の 精 製
　 組 換 え DNA 技 法 に よ り 生 成 さ れ る 本 発 明 の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 良
く 知 ら れ て い る 標 準 の 技 法 に よ り 精 製 さ れ 得 る 。 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル
タ ン パ ク 質 は 、 直 接 的 に 発 現 さ れ 、 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 組
換 え カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 溶 解 （ た と え ば 、 音
波 処 理 ） 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 組 合 せ に よ り 精 製 さ れ る 。 融 合 生 成 物
に 関 し て は 、 適 切 な タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ る 融 合 タ ン パ ク 質 の 続 く 消 化 は 、 所 望 す る 組
換 え カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 開 放 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 本 発 明 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 （ 組 換 え 又 は 合 成 ） は
、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 標 準 技 法 、 た と え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の よ う な 物 質 に
よ る 選 択 沈 殿 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 免 疫 精 製 法 、 及 び 他 の 方 法 に よ り 実 質 的 な 純
粋 性 に 精 製 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 R. Scopes, Protein Purification : Principles and P
ractice, Springer - Verlag : New York (1982) ; Deutscher, Guide to Protein Purif
ication, Academic Press, 1990 を 参 照 の こ と 。 た と え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 本 明
細 書 に 記 載 さ れ る よ う な SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 体 を 用 い
て イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ り 精 製 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 対 す る 抗 体
　 抗 体 は 、 本 発 明 の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 、 た と え ば 個 々 の 対 立 遺 伝 子 、 株 、 又 は
種 変 異 体 、 及 び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト に 対 し て 、 そ れ ら の 天 然 に 存 在 す る （ 十 分 な 長 さ ）
形 で 及 び 組 換 え 形 で 生 ぜ し め ら れ る 。 さ ら に 、 抗 体 は 、 そ れ ら の 生 来 の 形 状 又 は 非 生 来 の
形 状 で 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 ぜ し め ら れ る 。 抗 － イ ジ オ タ イ プ 抗 体 が ま た 生 成
さ れ 得 る 。 抗 体 を 製 造 す る 多 く の 方 法 が 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 次 の 議 論 が 利 用 で き る 技
法 の 一 般 的 な 概 観 と し て 存 在 す る が 、 し か し な が ら 、 当 業 者 は 、 次 の 方 法 に 基 づ く 多 く の
変 法 が 知 ら れ て い る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ａ ． 抗 体 生 成
　 多 く の 免 疫 原 が 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 を 生 成 す る た め
に 使 用 さ れ る 。 ５ 個 の 長 さ 又 は そ れ 以 上 の 長 さ の 、 及 び 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20
， 32, 43又 は 47の 副 配 列 か ら 選 択 さ れ た 、 単 離 さ れ た 組 換 え 、 合 成 又 は 生 来 の SK又 は IKチ
ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 の た め の 好 ま し い 免
疫 原 （ 抗 原 ） で あ る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ
ン パ ク 質 が 典 型 的 に は 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 又 は 本 発 明 の 推
定 上 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 非 生 来 の 二 次 、 三 次 、 又
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は 四 次 構 造 で 発 現 さ れ 又 は 変 性 さ れ る 他 の ア ッ セ イ の た め に 、 抗 体 の 形 成 の 前 に 変 性 さ れ
る こ と を 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 免 疫 原 と し て 使 用 す る た め の 典 型 的 な タ ン パ ク 質 は 、 次 の も の を 包 含 す る が 、 但 し そ れ
ら だ け に は 限 定 さ れ な い ： GHRRALFEKRKRLSDY（ 配 列 番 号 28） 、 FTDASSRSIGAL（ 配 列 番 号 29
） 、 ARKLELTKAEKHVHNFMMDTQLTKR （ 配 列 番 号 30） 、 及 び ARKLELTKAEKHVHNFMMDTQLTK（ 配 列
番 号 42） 。 １ つ の 種 類 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 接 合 体 が ま た 、 免
疫 原 と に 包 含 さ れ る 。 天 然 に 存 在 す る SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は ま た 、 純 粋 な 形 又 は
不 純 な 形 の い づ れ か で 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 次 に 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 、 抗 体 を 生 成 で き る 動 物 中 に 注 入 さ れ る 。 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ
ク 質 の 存 在 及 び 量 を 測 定 す る た め に イ ム ノ ア ッ セ イ へ の 続 く 使 用 の た め に 生 成 さ れ 得 る 。
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 手 短 に は 、 免 疫 原
（ 抗 原 ） 、 好 ま し く は 精 製 さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 、 適 切 な キ ャ リ ヤ ー （ た と
え ば 、 GST 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ マ ノ シ ア ニ ン 、 等 ） に 結 合 さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル
タ ン パ ク 質 、 免 疫 化 ベ ク タ ー 、 た と え ば 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス 中 に 組 込 ま れ た SK又 は
IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 （ ア メ リ カ 特 許 第  4,722,848号 を 参 照 の こ と ） が 、 ア ジ ュ バ ン ト と
共 に 混 合 さ れ 、 そ し て 動 物 が そ の 混 合 物 に よ り 免 疫 化 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 免 疫 原 調 製 物 に 対 す る 動 物 の 免 疫 応 答 が 、 試 験 採 血 を 取 り 、 そ し て 興 味 あ る カ ル シ ウ ム
－ 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 の 力 価 を 決 定 す る こ と に よ っ
て モ ニ タ ー さ れ る 。 免 疫 原 に 対 す る 適 切 に 高 い 力 価 の 抗 体 が 得 ら れ る 場 合 、 血 液 が 動 物 か
ら 採 血 さ れ て 、 そ し て 抗 血 清 が 調 製 さ れ る 。 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 反 応 性
の 抗 体 を 富 化 す る た め に 抗 血 清 の さ ら な る 分 別 が 、 所 望 の 場 合 、 実 施 さ れ る （ た と え ば 、
Coligan (1991) Current Protocols in Immunology Wiley/Greene, NY ; 及 び Harlow and
 Lane (1989) Antibodies : A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Press, NYを 参 照
の こ と ） 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 前 も っ て 決 定 さ れ た フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 抗 体 、 た と え
ば そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト 及 び 一 本 鎖 組 換 え 型 は 、 上 記 の よ う な キ ャ リ ヤ ー タ ン パ ク 質 と 前
記 フ ラ グ メ ン ト と の 接 合 体 に よ り 動 物 を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 生 ぜ し め ら れ る 。 典 型 的
に は 、 興 味 あ る 免 疫 原 は 、 少 な く と も 約 ５ 個 の ア ミ ノ 酸 の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 で
あ る 。 よ り 典 型 的 に は 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 10個 の 長 さ 、 好 ま し く は 15個 の
長 さ の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 そ し て よ り 好 ま し く は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ
ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 20個 又 は そ れ 以 上 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ペ プ チ ド は 典 型 的 に は 、
キ ャ リ ヤ ー タ ン パ ク 質 （ た と え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て ） に 結 合 さ れ 、 又 は 免 疫 化 ベ ク
タ ー に 組 換 え 的 に 発 現 さ れ る 。 抗 体 が 結 合 す る ペ プ チ ド に 基 づ く 抗 原 決 定 基 は 、 典 型 的 に
は 、 ３ ～ 10個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 所 望 す る 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 か ら 調 製 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は 、 免 疫 原 が 由 来 す る SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 に つ い て ス ク リ ー ン
さ れ る 。 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 通 常 、 少 な く と も 約  0.1mM、 よ
り 通 常 に は 少 な く と も 約 50μ Ｍ 、 及 び 最 と も 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ μ Ｍ 又 は そ れ 以 上
の Ｋ D  を 伴 っ て 結 合 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 多 く の 場 合 、 種 々 の 哺 乳 類 宿 主 、 た と え ば マ ウ ス 、 ゲ ッ 歯 動 物 、 霊 長 類 、 ヒ ト 、 等 か ら
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る こ と が 所 望 さ れ る 。 そ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製
す る た め の 技 法 の 記 載 は 、 た と え ば 次 の 文 献 に 見 出 さ れ る ： Stites　 な ど . (eds.) Basic
 and Clinical Immunology (4th ed.) Lange Medical Publications, Los Altos, CA、 及
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び そ こ に 引 用 さ れ る 文 献 ； Harlow and Lane、 前 記 ； Goding (1986) Monoclonal Antibodi
es : Principle and Practice (2d ed.) Academic Press, New York, NY ;及 び Kohler an
d Milstein (1975) Nature 256 : 495-497 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 手 短 に 要 約 す る と 、 こ の 方 法 は 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 含 ん で 成 る 免 疫 原 を 動
物 に 注 射 す る こ と に よ っ て 進 行 す る 。 次 に 、 動 物 が 殺 さ れ 、 そ し て 細 胞 が そ の 脾 臓 か ら 取
ら れ 、 こ こ で 細 胞 は 骨 髄 腫 細 胞 に よ り 融 合 さ れ て い る 。 そ の 結 果 物 は 、 イ ン ビ ト ロ で 再 生
で き る ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 又 は “ ハ イ ブ リ ド ー マ ” で あ る 。 次 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 集 団 が
ス ク リ ー ン さ れ 、 個 々 の ク ロ ー ン が 単 離 さ れ 、 そ の 個 々 の ク ロ ー ン が 免 疫 原 に 対 す る 単 一
の 抗 体 種 を 分 泌 す る 。 こ の 態 様 に お い て は 、 得 ら れ る 個 々 の 抗 体 種 は 、 免 疫 原 性 物 質 上 に
認 識 さ れ る 特 異 的 部 位 に 応 答 し て 生 成 さ れ る 免 疫 動 物 か ら の 不 滅 化 さ れ 、 そ し て ク ロ ー ン
化 さ れ た 単 一 の Ｂ 細 胞 の 生 成 物 で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 不 滅 化 の 方 法 は 、 Epstein Barrウ ィ ル ス 、 腫 瘍 遺 伝 子 、 又 は レ ト ロ ウ ィ ル ス に よ る ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 又 は 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 他 の 方 法 を 包 含 す る 。 単 一 の 不 滅 化
さ れ た 細 胞 か ら 生 じ る コ ロ ニ ー が 、 抗 原 の た め の 所 望 す る 特 異 性 及 び 親 和 性 の 抗 体 の 生 成
の た め に ス ク リ ー ン さ れ 、 そ し て そ の よ う な 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
収 量 は 、 種 々 の 技 法 、 た と え ば 脊 椎 動 物 （ 好 ま し く は 哺 乳 類 ） 宿 主 の 腹 膜 腔 中 へ の 注 射 に
よ り 増 強 さ れ る 。 本 発 明 の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 及 び 抗 体 は 、 修 飾 な し に 、 又 は 修
飾 を 伴 っ て 使 用 さ れ 、 そ し て キ メ ラ 抗 体 、 た と え ば ヒ ト 適 合 さ れ た ネ ズ ミ 抗 体 を 包 含 す る
。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 他 の 適 切 な 技 法 は 、 フ ァ ー ジ 又 は 類 似 す る ベ ク タ ー に お け る 組 換 え 抗 体 の ラ イ ブ ラ リ ー
の 選 択 を 包 含 す る （ た と え ば 、 Huseな ど . (1989) Science 246 : 1275-1281 ;及 び Ward, 
な ど . (1989) Nature 341 : 544-546 ; 及 び Vaughan な ど . (1996) Nature Biotechnolog
y 14 : 309-314を 参 照 の こ と ） 。 他 方 で は 、 高 い 結 合 活 性 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、
転 位 さ れ て い な い ヒ ト Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 Ig遺 伝 子 座 の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス （ す な わ ち 、 ミ ニ 遺 伝 子 座 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ） か ら 得 ら れ る 。 Fish
wildな ど ., Nature Biotech., 14 : 845-851 (1996) 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 時 お り 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 及 び 抗 体 は 、 検 出 で き る シ グ ナ ル を 提 供 す る 物 質
を 、 共 有 又 は 非 共 有 結 合 す る こ と に よ っ て ラ ベ ル さ れ る で あ ろ う 。 広 範 囲 の 種 類 の ラ ベ ル
及 び 接 合 技 法 が 知 ら れ て お り 、 そ し て 科 学 及 び 特 許 文 献 の 両 者 に 広 く 報 告 さ れ て い る 。 適
切 な ラ ベ ル は 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 、 酵 素 、 基 質 、 補 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 螢 光 成 分 、 化
学 発 光 成 分 、 磁 気 粒 子 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 そ の よ う な ラ ベ ル の 使 用 を 教 授 す る
特 許 は 、 ア メ リ カ 特 許 第  3,817,837号 ； 第  3,850,752号 ； 第  3,939,350号 ； 第  3,996,345
号 ； 第  4,277,437号 ； 第  4,275,149号 ； 及 び 第  4,366,241号 を 包 含 す る 。 ま た 、 組 換 え 免
疫 グ ロ ブ リ ン が 生 成 さ れ 得 る 。 Cabilly 、 ア メ リ カ 特 許 第  4,816,567号 ； 及 び Queen な ど
. (1989) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86 : 10029-10033を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と に お い て
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の た め に も 使 用 さ れ る 。 カ ラ ム は 、 た と え ば 固 体 支 持
体 、 た と え ば 粒 子 、 た と え ば ア ガ ロ ー ス 、 Sephadex又 は 同 様 の も の に 連 結 さ れ る 抗 体 に よ
り 調 製 さ れ 、 こ こ で 細 胞 溶 解 物 が カ ラ ム に 通 さ れ 、 洗 浄 さ れ 、 そ し て 高 ま る 濃 度 の マ イ ル
ド な 変 性 剤 に よ り 処 理 さ れ 、 そ れ に よ り 、 精 製 さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 放 さ
れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 抗 体 は 、 特 定 の 発 現 生 成 物 、 た と え ば 正 常 又 は 異 常 ヒ ト SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の
た め の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ン す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 通 常 、 そ の よ う な 方 法 に
お け る 抗 体 は 、 抗 体 結 合 に よ り 抗 原 の 存 在 の 容 易 な 検 出 を 可 能 に す る 成 分 に よ り ラ ベ ル さ
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れ る 。
　 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 ぜ し め ら れ る 抗 体 は ま た 、 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ
の 抗 体 を 生 ぜ し め る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 そ れ ら は 、 そ れ ぞ れ の 抗 原 の 存 在 に 関 連 す る
種 々 の 病 理 学 的 状 態 を 検 出 し 、 又 は 診 断 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 Ｂ ． ヒ ト 又 は ヒ ト 適 合 さ れ た （ キ メ ラ 性 ） 抗 体 生 成
　 本 発 明 の 抗 － SK又 は 抗 － IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 は ま た 、 治 療 目 的 の た め に 哺 乳 類 （
た と え ば ヒ ト 患 者 ） に 投 与 さ れ 得 る （ た と え ば 、 エ フ ェ ク タ ー 分 子 、 た と え ば ラ ベ ル 、 細
胞 毒 素 、 酵 素 、 成 長 因 子 、 薬 物 、 等 に 接 合 さ れ 、 又 は 融 合 さ れ る 場 合 、 標 的 化 分 子 と し て
） 。 抗 体 が 生 ぜ し め ら れ る 種 以 外 の 生 物 に 投 与 さ れ る 抗 体 は し ば し ば 、 免 疫 原 性 で あ る 。
従 っ て 、 た と え ば 、 ヒ ト に 投 与 さ れ る ネ ズ ミ 抗 体 は し ば し ば 、 複 数 回 の 投 与 に 基 づ い て 、
抗 体 に 対 す る 免 疫 応 答 （ た と え ば 、 ヒ ト 抗 － マ ウ ス 抗 体 （ HAMA） 応 答 ） を 誘 発 す る 。 抗 体
の 免 疫 原 性 質 は 、 抗 体 の 一 部 又 は す べ て を 、 特 徴 的 な ヒ ト 配 列 に 変 更 す る こ と に よ っ て 低
め ら れ 、 そ れ に よ り 、 そ れ ぞ れ 、 キ メ ラ 又 は ヒ ト 抗 体 が 生 成 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ｉ ） ヒ ト 適 合 さ れ た （ キ メ ラ 性 ） 抗 体
　 ヒ ト 適 合 さ れ た （ キ メ ラ 性 ） 抗 体 は 、 ヒ ト 及 び 非 ヒ ト 部 分 を 含 ん で 成 る 免 疫 グ ロ ブ リ ン
分 子 で あ る 。 よ り 特 定 に は 、 ヒ ト 適 合 さ れ た キ メ ラ 抗 体 の 抗 原 組 合 せ 領 域 （ 又 は 可 変 領 域
） は 、 非 ヒ ト 源 （ た と え ば ネ ズ ミ ） に 由 来 し 、 そ し て キ メ ラ 抗 体 の 不 変 領 域 （ 免 疫 グ ロ ブ
リ ン に 生 物 学 的 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 付 与 す る ） は 、 ヒ ト 源 に 由 来 す る 。 ヒ ト 適 合 さ れ た キ
メ ラ 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 体 分 子 の 抗 原 結 合 特 異 性 、 及 び ヒ ト 抗 体 分 子 に よ り 付 与 さ れ る エ フ
ェ ク タ ー 機 能 を 有 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 キ メ ラ 抗 体 を 生 成 す る た め の 多 く の 数 の 方 法 が 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る （ た と え ば 、
ア メ リ カ 特 許 第  5,502,167号 ； 第  5,500,362号 ； 第  5,491,088号 ； 第  5,482,856号 ； 第  5
,472,693号 ； 第  5,354,847号 ； 第  5,292,867号 ； 第  5,231,026号 ； 第  5,204,244号 ； 第  5
,202,238号 ； 第  5,169,939号 ； 第  5,081,235号 ； 第  5,075,431号 及 び 第  4,975,369号 を 参
照 の こ と ） 。 キ メ ラ （ ヒ ト 適 合 さ れ た ） 抗 体 の 調 製 の た め の 詳 細 な 方 法 は 、 ア メ リ カ 特 許
第  5,482,856号 に 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ii） ヒ ト 抗 体
　 も う １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 十 分 な ヒ ト 抗 － SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 を 供 給 す
る 。 ヒ ト 抗 体 は 、 特 徴 的 な ヒ ト ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら 完 全 に 成 る 。 本 発 明 の ヒ ト 抗 － SK又
は 抗 － IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 は 、 広 範 囲 の 種 類 の 方 法 を 用 い て 生 成 さ れ 得 る （ た と え
ば 、 Larrick な ど .,ア メ リ カ 特 許 第  5,001,065号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 － SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 は 通 常 、 ト リ オ
ー マ （ trioma) 細 胞 に お い て 始 め 生 成 さ れ る 。 次 に 、 そ の 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 他 の
細 胞 、 特 に 非 ヒ ト 哺 乳 類 細 胞 に お い て ク ロ ー ン 化 さ れ 、 そ し て 発 現 さ れ る 。 ト リ オ ー マ 技
法 に よ り ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る た め の 一 般 的 な ア プ ロ ー チ は 、 Ostberg な ど . (1983), Hybr
idoma 2 : 361-367, Ostberg、 ア メ リ カ 特 許 第  4,634,664号 及 び Engelmanな ど .,ア メ リ カ
特 許 第  4,634,666号 に よ り 記 載 さ れ て い る 。 こ の 方 法 に よ り 得 ら れ る 抗 体 － 産 生 細 胞 系 は
、 そ れ ら が ３ 種 の 細 胞 、 す な わ ち ２ 種 の ヒ ト 細 胞 及 び １ 種 の マ ウ ス 細 胞 か ら 由 来 す る の で
、 ト リ オ ー マ と 呼 ば れ る 。 ト リ オ ー マ は 、 ヒ ト 細 胞 か ら 製 造 さ れ る 通 常 の ハ イ ブ リ ド ー マ
よ り も よ り 安 定 し て 抗 体 を 生 成 す る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ト リ オ ー マ 細 胞 系 に よ り 分 泌 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｈ 及 び Ｌ 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は
、 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 を 包 含 す る 方 法 に 従 っ て 、 ク ロ ー ン
化 さ れ る （ た と え ば 、 Sambrookな ど ., Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd 
ed., Cold Spring Harbor, N. Y., 1989 ; Berger & Kimmel, Methods in Enzymology, V
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ol. 152 : Guide to Molecular Cloning Techniques, Academic Press, Inc., San Diego
, Calif., 1987 ; Coな ど ., (1992) J. Immunol., 148 : 1149 を 参 照 の こ と ） 。 た と え
ば 、 Ｈ 及 び Ｌ 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 ト リ オ ー マ の RNA の 逆 転 写 に よ り 生 成 さ れ る ト リ
オ ー マ DNA 又 は cDNAか ら ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 ク ロ ー ニ ン グ は 、 ク ロ ー ン 化 さ れ る 遺 伝 子 又
は 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト を 端 に 有 す る か 又 は そ れ を オ ー バ ー ラ ッ プ す る 配 列 に 対 し て ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る PCR プ ラ イ マ ー の 使 用 を 包 含 す る 従 来 の 技 法 に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 イ ム ノ ア ッ セ イ
　 SK及 び IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に つ い て の イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 少 な く と も ２ 種 の 異 な っ た
目 的 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 そ れ ら は 、 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 で き る こ と に よ り タ ン パ ク 質
の 関 連 性 を 決 定 す る た め に 、 又 は チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 存 在 又 は 不 在 の 検 出 の た め に 使 用
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 未 知 の タ ン パ ク 質 が 本 発 明 の チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 関 連 す る か ど う か を 決 定 す る 場 合 、
種 々 の ア ッ セ イ が 使 用 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 交 差 － 反 応 性 に つ い て 試 験 す る た め に 競 争 イ
ム ノ ア ッ セ イ が 好 ま し い 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ２ 又 は 32の タ ン パ ク 質 が 固 体 支 持 体 に 固 定
さ れ 得 る 。 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド が 、 前 記 固 定 さ れ た 抗 原 に 対 す る 抗 血 清 の 結 合 と 競 争
す る ア ッ セ イ に 添 加 さ れ る 。 固 定 さ れ た タ ン パ ク 質 へ の 抗 血 清 の 結 合 と 競 争 す る 上 記 タ ン
パ ク 質 の 能 力 が 、 試 験 タ ン パ ク 質 に 関 連 す る と 思 わ れ る タ ン パ ク 質 に 比 較 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 試 験 さ れ る 抗 血 清 が 特 定 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 で あ る か 又 は そ れ に 対 し て 選 択 的
に 結 合 す る こ と を 確 か め る た め に 、 そ れ が 、 他 の 密 接 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 交 差
反 応 性 に つ い て 試 験 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ は 、 低 、 中 間 及 び 高 い コ ン ダ ク タ ン ス の チ ャ ネ
ル 間 を 区 別 す る で あ ろ う 血 清 の 生 成 を 可 能 に す る 。 上 記 タ ン パ ク 質 に つ い て の ％ 交 差 反 応
性 が 、 標 準 の 計 算 を 用 い て 計 算 さ れ 得 る 。 上 記 に 列 挙 さ れ る 個 々 の タ ン パ ク 質 と 10％ 以 下
の 交 差 反 応 性 を 有 す る 。 そ れ ら の 抗 血 清 が 選 択 さ れ 、 そ し て プ ー ル さ れ る 。 交 差 反 応 す る
抗 体 は 、 任 意 に は 、 上 記 列 挙 さ れ た タ ン パ ク 質 に よ る 免 疫 吸 着 に よ り プ ー ル さ れ た 抗 血 清
か ら 除 去 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 次 に 、 免 疫 吸 着 さ れ 、 そ し て プ ー ル さ れ た 抗 血 清 は 、 請 求 さ れ た 又 は プ ロ ト タ イ プ の 免
疫 原 タ ン パ ク 質 に 第 ２ タ ン パ ク 質 を 比 較 す る た め に 、 上 記 競 争 結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ に 使 用
さ れ る 。 こ の 比 較 を 行 な う た め に 、 ２ 種 の タ ン パ ク 質 が 、 広 範 囲 の 濃 度 で そ れ ぞ れ ア ッ セ
イ さ れ 、 そ し て 固 定 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 し て の 抗 血 清 の 結 合 の 50％ を 阻 害 す る た め に 必
要 と さ れ る 個 々 の タ ン パ ク 質 の 量 が 決 定 さ れ る 。 必 要 と さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 が プ ロ ト タ
イ プ タ ン パ ク 質 の 量 の ２ 倍 以 下 で あ る 場 合 、 そ の 第 ２ タ ン パ ク 質 は 、 プ ロ ト タ イ プ 免 疫 原
に 対 し て 生 成 さ れ る 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る と 言 わ れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 抗 体 が 短 い ペ プ チ ド に 対 し て 生 成 さ れ る 場 合 、 試 験 タ ン パ ク 質 は 任 意 に は 、 選 択 結 合 に
つ い て 十 分 に 試 験 す る た め に 変 性 さ れ る 。 標 的 ペ プ チ ド が 、 大 き な ペ プ チ ド の 一 部 で あ る
の で 、 抗 体 に 容 易 に 接 近 で き な い 情 況 に お い て は 、 類 似 す る サ イ ズ の プ ロ ト タ イ プ タ ン パ
ク 質 に 対 す る 試 験 タ ン パ ク 質 の 関 連 性 を 測 定 す る こ と が 適 切 で あ り 、 た と え ば 抗 血 清 が プ
ロ ト タ イ プ の モ ノ マ ー の ペ プ チ ド に 対 し て 生 成 さ れ て も 、 プ ロ ト タ イ プ の 十 分 な 長 さ の モ
ノ マ ー に 対 す る 十 分 な 長 さ の モ ノ マ ー を 試 験 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 試 験 結 果 の 読 み
取 り を 単 純 に し 、 そ し て 競 争 イ ム ノ ア ッ セ イ か ら 生 成 さ れ る デ ー タ の 決 定 に お け る コ ン ホ
メ ー シ ョ ン 問 題 及 び 分 子 量 ／ モ ル 濃 度 の 考 慮 を 回 避 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 本 発 明 の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 手 段 は 、 本 発 明 の 決 定 的 観 点 で
は な い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 多 く の 十 分 に 認 識 さ れ
る 免 疫 学 的 結 合 ア ッ セ イ の い づ れ か を 用 い て 検 出 さ れ 、 そ し て ／ 又 は 定 量 化 さ れ る （ た と
え ば 、 ア メ リ カ 特 許 第  4,366,241号 ； 第  4,376,110号 ； 第  4,517,288号 ； 及 び 第  4,837,1
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68号 を 参 照 の こ と ） 。 一 般 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ の 再 考 の た め に は 、 ま た 、 Methods in Cel
l Biology Volume 37 : Antibodies in Cell Biology, Asai, ed. Academic Press, Inc.
 New York (1993) ; Basic and Clinical Immunology 7th Edition, Sites & Terr, eds.
 (1991) を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 免 疫 学 的 結 合 ア ッ セ イ （ 又 は イ ム ノ ア ッ セ イ ） は 典 型 的 に は 、 分 析 物 （ こ の 場 合 、 カ ル
シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 ） を 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て し ば し ば
固 定 す る た め に “ 捕 獲 剤 ” を 用 い る 。 前 記 捕 獲 剤 は 、 分 析 物 を 特 異 的 に 結 合 す る 成 分 で あ
る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 捕 獲 剤 は 、 本 発 明 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ
ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 前 記 抗 体 （ 抗 － SK又 は 抗 － IKチ ャ ネ ル
タ ン パ ク 質 抗 体 ） は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 当 業 者 に 知 ら れ て い る 多 く の 手 段 の い
づ れ か に よ り 生 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ は ま た し ば し ば 、 捕 獲 剤 及 び 分 析 物 に よ り 形 成 さ れ る 結 合 複 合 体 に 特 異
的 に 結 合 し 、 そ し て そ れ を ラ ベ ル す る た め の ラ ベ リ ン グ 剤 を 利 用 す る 。 そ の ラ ベ リ ン グ 剤
は 、 そ れ 自 体 、 抗 体 ／ 分 析 物 複 合 体 を 含 ん で 成 る 成 分 の １ つ で あ り 得 る 。 従 っ て 、 ラ ベ リ
ン グ 剤 は 、 ラ ベ ル さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 又 は ラ ベ ル さ れ た 抗 － SK又 は 抗 － IK
チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 で あ り 得 る 。 他 方 で は 、 ラ ベ リ ン グ 剤 は 、 第 三 成 分 、 た と え ば 抗
体 ／ SK又 は 抗 体 ／ IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 複 合 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る も う １ つ の 抗 体
で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ラ ベ リ ン グ 剤 は 、 ラ ベ ル を 担 持 す る 第 ２ の SK又 は IKチ ャ ネ ル
タ ン パ ク 質 抗 体 で あ る 。 他 方 で は 、 前 記 第 ２ の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 は 、 ラ ベ
ル を 欠 く こ と が で き る が 、 し か し そ れ は 、 第 ２ 抗 体 が 由 来 す る 種 の 抗 体 に 対 し て 特 異 的 な
ラ ベ ル さ れ た 第 ３ 抗 体 に よ り 結 合 さ れ 得 る 。 前 記 第 ２ 抗 体 は 、 第 ３ の ラ ベ ル さ れ た 成 分 ；
た と え ば 酵 素 － ラ ベ ル さ れ た ス ト レ プ タ ビ ジ ン が 特 異 的 に 結 合 し 得 る 検 出 可 能 成 分 、 た と
え ば ビ オ チ ン に よ り 修 飾 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 不 変 領 域 を 特 異 的 に 結 合 で き る 他 の タ ン パ ク 質 、 た と え ば プ ロ テ イ ン Ａ
又 は プ ロ テ イ ン Ｇ は ま た 、 ラ ベ リ ン グ 剤 と し て も 使 用 さ れ 得 る 。 そ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、
ス ト レ プ ト コ ー カ ル (Streptococcal) 細 菌 の 細 胞 壁 の 通 常 の 構 成 成 分 で あ る 。 そ れ ら は 、
種 々 の 種 か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 不 変 領 域 と 強 い 非 免 疫 原 性 反 応 性 を 示 す （ 一 般 的 に 、 Kron
val 、 な ど . (1973) J. Immunol., 111 : 1401-1406 ; 及 び Akerstrom 、 な ど . (1985) J
. Immunol., 135 : 2589-2542 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 ア ッ セ イ を 通 し て 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び ／ 又 は 洗 浄 段 階 は 、 試 薬 の 個 々 の 組 合 せ の
後 に 必 要 と さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 は 、 約 ５ 秒 ～ 数 時 間 ま で 、 好 ま し く は 約 ５ 分
～ 約 24時 間 ま で 変 化 し 得 る 。 し か し な が ら 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 ア ッ セ イ 形 式 、
分 析 物 、 溶 液 の 体 積 、 濃 度 、 及 び 同 様 の も の に 依 存 す る で あ ろ う 。 通 常 、 ア ッ セ イ は 周 囲
温 度 で 実 施 さ れ る が 、 但 し そ れ ら は 、 広 範 囲 の 温 度 、 た と え ば 10℃ ～ 40℃ に わ た っ て 実 施
さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 本 発 明 の イ ム ノ ア ッ セ イ の 詳 細 は 使 用 さ れ る 特 定 の 形 式 に よ り 変 化 し 得 る が 、 生 物 学 的
サ ン プ ル に お け る SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 方 法 は 一 般 的 に 、 生 物 学
的 サ ン プ ル と 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 と を 、 免 疫 学
的 に 反 応 す る 条 件 下 で 接 触 せ し め る 段 階 を 含 ん で 成 る 。 抗 体 は 、 免 疫 学 的 に 反 応 す る 条 件
下 で SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 可 能 に し 、 そ し て 結 合 さ れ た 抗 体 の 存 在 が 直
接 的 に 又 は 間 接 的 に 検 出 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 Ａ ． 非 競 争 ア ッ セ イ 形 式
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　 本 発 明 の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 競 争 及 び 非
競 争 形 式 を 包 含 す る 。 非 競 争 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 捕 獲 さ れ た 分 析 物 （ こ の 場 合 、 SK又 は IK
チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 ） の 量 が 直 接 的 に 測 定 さ れ る ア ッ セ イ で あ る 。 好 ま し い “ サ ン ド イ ッ
チ ” ア ッ セ イ に お い て は 、 捕 獲 剤 （ 抗 － SK又 は 抗 － IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 ） が 、 そ れ
ら が 固 定 さ れ る 固 体 支 持 体 に 直 接 的 に 結 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 次 に 、 そ れ ら の 固 定 さ れ た 抗 体 が 、 試 験 サ ン プ ル に 存 在 す る SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク
質 を 捕 獲 す る 。 次 に 、 こ の よ う に し て 固 定 さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 、 ラ ベ リ
ン グ 剤 、 た と え ば ラ ベ ル を 担 持 す る 第 ２ の ヒ ト SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 に よ り 結
合 さ れ る 。 他 方 で は 、 第 ２ の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 は 、 ラ ベ ル を 欠 い て い る が
、 し か し そ れ は 第 ２ 抗 体 が 由 来 す る 種 の 抗 体 に 対 し て 特 異 的 な ラ ベ ル さ れ た 第 ３ 抗 体 に よ
り 結 合 さ れ 得 る 。 前 記 第 ２ 抗 体 は 、 第 ３ の ラ ベ ル さ れ た 成 分 、 た と え ば 酵 素 － ラ ベ ル さ れ
た ス ト レ プ タ ビ ジ ン が 特 異 的 に 結 合 す る 検 出 可 能 成 分 、 た と え ば ビ オ チ ン に よ り 修 飾 さ れ
得 る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 Ｂ ． 競 争 ア ッ セ イ 形 式
　 競 争 ア ッ セ イ に お い て は 、 サ ン プ ル に 存 在 す る 分 析 物 （ SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 ）
の 量 は 、 サ ン プ ル に 存 在 す る 分 析 物 に よ り 捕 獲 剤 （ 抗 － SK又 は 抗 － IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質
抗 体 ） か ら 置 換 さ れ る （ 又 は 競 争 さ れ る ） 添 加 さ れ た （ 外 因 性 の ） 分 析 物 （ SK又 は IKチ ャ
ネ ル タ ン パ ク 質 ） の 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 間 接 的 に 測 定 さ れ る 。 １ つ の 競 争 ア ッ セ
イ に お い て は 、 こ の 場 合 、 既 知 量 の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 、 サ ン プ ル に 添 加 さ れ
、 そ し て 次 に 、 そ の サ ン プ ル が 、 捕 獲 剤 、 こ の 場 合 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 と 接 触 さ れ る 。 抗 体 に 結 合 さ れ る SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 量 が 、
サ ン プ ル に 存 在 す る SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 濃 度 に 反 比 例 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 抗 体 は 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 。 抗 体 に 結 合 さ れ る SK
又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 量 は 、 そ の 対 応 す る SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 ／ 抗 体 複 合
体 に 存 在 す る SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 し 、 又 は 他 方 で は 、 残 る 複 合 体 化 さ
れ て い な い SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 決 定 さ れ 得 る 。 SK
又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 量 は 、 ラ ベ ル さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 分 子 を 供 給
す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 ハ プ テ ン 阻 害 ア ッ セ イ は 、 も う １ つ の 好 ま し い 競 争 ア ッ セ イ で あ る 。 こ の ア ッ セ イ に お
い て は 、 既 知 の 分 析 物 、 こ の 場 合 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 が 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定
さ れ る 。 そ れ ぞ れ 、 既 知 量 の 抗 － SK又 は 抗 － IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 が サ ン プ ル に 添 加
さ れ 、 そ し て 次 に 、 そ の サ ン プ ル が 固 定 さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 と 接 触 せ し め
ら れ る 。 こ の 場 合 、 固 定 さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 結 合 さ れ る 抗 － SK又 は 抗 －
IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 の 量 が 、 サ ン プ ル に 存 在 す る SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 量
に 反 比 例 す る 。 再 び 、 固 定 さ れ た 抗 体 の 量 は 、 抗 体 の 固 定 さ れ た 画 分 、 又 は 溶 液 に 残 る 抗
体 の 画 分 の い づ れ か を 検 出 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 検 出 は 、 抗 体 が ラ ベ ル さ れ る
場 合 、 直 接 的 で あ り 、 又 は 上 記 の よ う な 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る ラ ベ ル さ れ た 成 分 の 続 く
添 加 に よ り ラ ベ ル さ れ る 場 合 、 間 接 的 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 Ｃ ． 他 の ア ッ セ イ 形 式
　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト （ イ ム ノ ブ ロ ッ ト ） 分 析 は 、 サ ン
プ ル に お け る SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 し 、 そ し て 定 量 化 す る た め に 使 用
さ れ る 。 そ の 技 術 は 一 般 的 に 、 分 子 量 に 基 づ い て ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り サ ン プ ル タ ン パ ク 質
を 単 離 し 、 適 切 な 固 体 支 持 体 （ た と え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 、 ナ イ ロ ン フ ィ ル
タ ー 又 は 誘 導 体 化 さ れ た ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー ） に 前 記 調 製 さ れ た タ ン パ ク 質 を 移 し 、 そ し
て 前 記 サ ン プ ル を 、 SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト
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す る こ と を 含 ん で 成 る 。 抗 － SK又 は 抗 － IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 、 固 体 支
持 体 上 の SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 そ れ ら の 抗 体 は 間 接 的 に ラ ベ
ル さ れ 得 、 又 は 他 方 で は 、 抗 － SK又 は 抗 － IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す
る ラ ベ ル さ れ た 抗 体 （ た と え ば 、 ラ ベ ル さ れ た 羊 抗 － マ ウ ス 抗 体 ） を 用 い て 検 出 さ れ 得 る
。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 他 の ア ッ セ イ 形 式 は 、 特 定 分 子 （ た と え ば 抗 体 ） を 結 合 し 、 そ し て 封 入 さ れ た 試 薬 又 は
マ ー カ ー を 開 放 す る よ う 企 画 さ れ た リ ポ ソ ー ム を 使 用 す る リ ポ ソ ー ム イ ム ノ ア ッ セ イ (LIA
） を 包 含 す る 。 次 に 、 そ の 開 放 さ れ た 化 学 物 質 が 標 準 の 技 法 に 従 っ て 検 出 さ れ る （ Monroe
な ど . (1986) Amer. Clin. Prod. Rev. 5 : 34-41 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 Ｄ ． ラ ベ ル
　 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 特 定 の ラ ベ ル 又 は 検 出 で き る グ ル ー プ は 、 そ れ が ア ッ セ イ に 使 用
さ れ る 抗 体 の 特 異 的 結 合 を 有 意 に 妨 害 し な い 限 り 、 本 発 明 の 決 定 的 観 点 で は な い 。 検 出 で
き る グ ル ー プ は 、 検 出 で き る 物 理 的 又 は 化 学 的 性 質 を 有 す る い づ れ か の 材 料 で あ り 得 る 。
そ の よ う な 検 出 で き る ラ ベ ル は イ ム ノ ア ッ セ イ の 分 野 に お い て は 十 分 に 開 発 さ れ て お り 、
そ し て 一 般 的 に 、 そ の よ う な 方 法 に お い て 有 用 な ほ と ん ど の い づ れ か の ラ ベ ル が 本 発 明 に
適 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 ラ ベ ル は 、 分 光 、 光 化 学 、 生 化 学 、 免 疫 化 学 、 放 射 性 同 位 体 、 電
気 、 光 学 又 は 化 学 的 手 段 に よ り 検 出 で き る い づ れ か の 組 成 物 で あ る 。 本 発 明 に お け る 有 用
な ラ ベ ル は 、 前 記 で 論 ぜ ら れ た よ う な 核 酸 の ラ ベ リ ン グ に 使 用 さ れ る も の を 包 含 す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ラ ベ ル は 、 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 方 法 に 従 っ て 、 ア ッ セ イ の 所 望 す る 成 分 に
直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 結 合 さ れ 得 る 。 上 記 の よ う に 、 広 範 囲 の 種 類 の ラ ベ ル が 使 用 さ れ 得
、 そ し て ラ ベ ル の 選 択 は 、 必 要 と さ れ る 感 度 、 化 合 物 と の 接 合 の 容 易 性 、 安 定 性 の 必 要 条
件 、 利 用 で き る 装 置 及 び 捨 棄 規 定 に 依 存 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 非 放 射 性 ラ ベ ル は し ば し ば 、 間 接 的 手 段 に よ り 結 合 さ れ る 。 一 般 的 に 、 リ ガ ン ド 分 子 （
た と え ば ビ オ チ ン ） は 分 子 に 共 有 結 合 さ れ る 。 次 に 、 リ ガ ン ド が 、 本 来 検 出 で き る か 、 又
は シ グ ナ ル シ ス テ ム 、 た と え ば 検 出 で き る 酵 素 、 螢 光 化 合 物 又 は 化 学 発 光 化 合 物 に 共 有 結
合 さ れ る 抗 － リ ガ ン ド （ た と え ば ス ト レ プ タ ビ ジ ン ） 分 子 に 結 合 す る 。 多 く の 数 の リ ガ ン
ド 及 び 抗 － リ ガ ン ド が 使 用 さ れ 得 る 。 リ ガ ン ド が 天 然 の 抗 － リ ガ ン ド 、 た と え ば ビ オ チ ン
、 チ ロ キ シ ン 及 び コ ル チ ゾ ー ル を 有 す る 場 合 、 そ れ は ラ ベ ル さ れ た 、 天 然 に 存 在 す る 抗 －
リ ガ ン ド と 接 合 し て 使 用 さ れ 得 る 。 他 方 で は 、 い づ れ か の ハ プ テ ン 性 又 は 抗 原 性 化 合 物 が
、 抗 体 と 組 合 し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 分 子 は ま た 、 た と え ば 酵 素 又 は 螢 光 団 と の 接 合 に よ り 、 シ グ ナ ル 生 成 化 合 物 に 直 接 的 に
接 合 さ れ 得 る 。 ラ ベ ル と し て の 興 味 あ る 酵 素 は 、 主 に ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 特 に ホ ス フ ァ タ ー ゼ
、 エ ス テ ラ ー ゼ 及 び グ リ コ シ ダ ー ゼ 、 又 は オ キ シ レ ダ ク タ ー ゼ 、 特 に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で
あ ろ う 。 螢 光 化 合 物 は 、 フ ル オ レ セ イ ン 及 び そ の 誘 導 体 、 ロ ー ダ ミ ン 及 び そ の 誘 導 体 、 ダ
ン シ ル 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 等 を 包 含 す る 。 化 学 発 光 化 合 物 は 、 ル シ フ ェ リ ン 、 及 び ２ ，
３ － ジ ヒ ド ロ フ タ ル ア ジ ン ジ オ ン 、 た と え ば ル ミ ノ ー ル を 包 含 す る 。 使 用 さ れ 得 る 種 々 の
ラ ベ リ ン グ 又 は シ グ ナ ル 生 成 シ ス テ ム の 再 考 の た め に は 、 ア メ リ カ 特 許 第  4,391,904号 を
参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 ラ ベ ル を 検 出 す る 手 段 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 た と え ば 、 ラ ベ ル が 放
射 性 ラ ベ ル で あ る 場 合 、 検 出 の た め の 手 段 は 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 又 は オ ー ト ラ
ジ オ グ ラ フ ィ ー と し て の 写 真 フ ィ ル ム を 包 含 す る 。 ラ ベ ル が 螢 光 ラ ベ ル で あ る 場 合 、 そ れ
は 、 光 の 適 切 な 波 長 を 有 す る 螢 光 色 素 を 励 起 せ し め 、 そ し て そ の 得 ら れ る 螢 光 を 検 出 す る
こ と に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 螢 光 は 、 可 視 的 に 、 写 真 フ ィ ル ム に よ り 、 電 子 検 出 機 、 た と
え ば 電 荷 結 合 の 装 置 (CCD S  ） 又 は 光 増 幅 機 、 及 び 同 様 の も の に よ り 検 出 さ れ 得 る 。
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【 ０ ２ ２ ２ 】
　 同 様 に 、 酵 素 ラ ベ ル は 、 酵 素 の た め に 適 切 な 基 質 を 供 給 し 、 そ し て そ の 得 ら れ る 反 応 生
成 物 を 検 出 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 最 終 的 に 、 単 純 な 比 色 ラ ベ ル は 、 ラ ベ ル に 関
連 す る 色 彩 を 観 察 す る こ と に よ っ て 、 単 純 に 検 出 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 種 々 の デ ィ プ ス テ ィ
ク ア ッ セ イ に お い て は 、 接 合 さ れ た 金 が し ば し ば ピ ン ク 色 に 見 え 、 そ し て 種 々 の 接 合 さ れ
た ビ ー ズ が ビ ー ズ の 色 を 現 わ す 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 い く つ か の ア ッ セ イ 形 式 は 、 ラ ベ ル さ れ た 成 分 の 使 用 を 必 要 と し な い 。 た と え ば 、 凝 集
ア ッ セ イ は 標 的 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の 場 合 、 抗 原 － 被 覆 さ れ た
粒 子 が 、 標 的 抗 体 を 含 ん で 成 る サ ン プ ル に よ り 凝 集 さ れ る 。 こ の 形 式 に お い て は 、 ど の 成
分 も ラ ベ ル す る 必 要 は な く 、 そ し て 標 的 抗 体 の 存 在 は 、 単 純 な 眼 で の 調 査 に よ り 検 出 さ れ
る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ 検 出 キ ッ ト
　 本 発 明 は ま た 、 発 現 さ れ る SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の レ ベ ル に お い て 不 完 全 な 生 物
（ た と え ば 患 者 ） の 診 断 の た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 キ ッ ト は 好 ま し く は 、 動 物 に お け る
SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 量 を 検 出 す る た め の １ 又 は 複 数 の 試 薬 を 含 む 。 好 ま し い 試
薬 は 、 正 常 な SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 又 は そ の 副 配 列 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
を 包 含 す る 。 抗 体 は 自 由 で あ る か 、 又 は 固 体 支 持 体 、 た と え ば 試 験 管 、 マ イ ク ロ ウ ェ ル プ
レ ー ト 、 デ ィ プ ス テ ィ ッ ク 及 び 同 様 の も の 上 に 固 定 さ れ 得 る 。 キ ッ ト は ま た 、 SK又 は IKチ
ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の ア ッ セ イ に お け る 抗 体 の 使 用 を 教 授 す る 説 明 材 料 を 含 む
こ と も で き る 。 キ ッ ト は 、 ラ ベ ル の 検 出 の た め の 適 切 な 試 薬 、 正 及 び 負 の 対 照 、 洗 浄 溶 液
、 希 釈 緩 衝 液 及 び 同 様 の も の を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
Ｋ +  流 を 高 め る か 又 は 低 め る 化 合 物 に つ い て の ア ッ セ イ
　 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 本 発 明 の 単 離 さ れ た SK又 は IKチ ャ ネ ル 核 酸 は 、 そ れ ぞ れ 、 SK又
は IKチ ャ ネ ル を 通 し こ の カ リ ウ ム の 流 れ （ す な わ ち 、 流 入 又 は 流 出 ） を 高 め る か 又 は 低 め
る 化 合 物 を 検 出 す る た め に 種 々 の ア ッ セ イ に 使 用 さ れ 得 る 。 一 般 的 に 、 カ リ ウ ム イ オ ン 流
を 低 め る 化 合 物 は 、 少 な く と も 10％ 又 は 20％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 30％ ， 40％ 又 は
50％ 、 及 び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 70％ ， 80％ ， 90％ 又 は  100％ の 低 下 を 引 き 起 こ す で
あ ろ う 。 カ リ ウ ム イ オ ン 流 を 高 め る 化 合 物 は 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル の 開 口 の 可 能 性 を 高 め 、
そ し て カ リ ウ ム イ オ ン の 通 過 を 可 能 に す る こ と に よ っ て 、 カ リ ウ ム イ オ ン 流 密 度 の 検 出 で
き る 上 昇 を 引 き 起 こ す で あ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 典 型 的 に は 、 そ の 流 れ は 、 少 な く と も 20％ ， 50％ ，  100％ 又 は  200％ 、 し ば し ば 少 な く
と も  400％ ，  600％ ，  1,000％ ，  5,000％ 、 又 は 10,000％ 上 昇 す る で あ ろ う 。 高 め ら れ た
又 は 低 め ら れ た カ リ ウ ム 流 は 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル を 発 現 す る 細 胞 の 分 極 化 （ す な わ ち 、 電
位 ） の 変 化 を 決 定 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ 得 る 。 細 胞 分 極 化 の 変 化 を 決 定 す る た め の 特
に 好 ま し い 手 段 は 、 電 圧 － ク ラ ン プ 技 法 で あ る 。 全 細 胞 流 は 便 利 に は 、 例 ３ に 示 さ れ る 条
件 を 用 い て 決 定 さ れ る 。 他 の 既 知 の ア ッ セ イ は 、 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た ル ビ ジ ウ ム 流 ア ッ セ
イ 、 及 び 電 圧 感 受 性 色 素 を 用 い て の 螢 光 ア ッ セ イ を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 た と え ば 、 Vestergarrd - Bogindな ど ., J. Membrane Biol., 88 : 67-75 (1988) ; Da
nielな ど ., J. Pharmacol. Meth., 25 : 185-193 (1993) ; Holevinskyな ど ., J. Membra
ne Biology, 137 : 59-70 (1994)を 参 照 の こ と 。 SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を 通 し て の カ リ ウ
ム 流 を 阻 害 し 又 は 高 め る こ と が で き る 化 合 物 に つ い て の ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の SK又 は IKチ
ャ ネ ル を 有 す る 細 胞 と 接 触 し て 存 在 し 、 そ し て そ れ を 含 ん で 成 る 槽 溶 液 へ の 前 記 化 合 物 の
適 用 に よ り 実 施 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 Blatz な ど ., Nature, 323 : 718-720 (1986) ; Pa
rk, J. Physiol., 481 : 555-570 (1994) を 参 照 の こ と 。 一 般 的 に 、 試 験 さ れ る べ き 化 合
物 は 、 １ pM～ 100mM の 範 囲 で 存 在 す る 。 チ ャ ネ ル の 機 能 の 変 化 は 、 電 流 又 は イ オ ン 流 で 、
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又 は 電 流 及 び イ オ ン 流 の 変 化 の 結 果 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 チ ャ ネ ル の 機 能 に 対 す る 試 験 化 合 物 の 効 果 は 、 電 流 又 は イ オ ン 流 の 変 化 に よ り 、 又 は 電
流 及 び イ オ ン 流 の 変 化 の 結 果 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 電 流 又 は イ オ ン 流 の 変 化 は 、 カ チ オ ン
、 た と え ば カ リ ウ ム 又 は ル ビ ジ ウ ム イ オ ン の 流 れ の 上 昇 又 は 低 下 に よ り 測 定 さ れ る 。 カ チ
オ ン は 種 々 の 標 準 手 段 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 そ れ ら は 、 イ オ ン の 濃 度 変 化 に よ り 直 接 的 に
、 又 は 膜 電 位 又 は イ オ ン の 放 射 性 ラ ベ リ ン グ に よ り 間 接 的 に 測 定 さ れ 得 る 。 イ オ ン 流 に 対
す る 試 験 化 合 物 の 結 果 は 非 常 に 多 様 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 従 っ て 、 い づ れ か の 適 切 な 生 理 学 的 変 化 は 、 本 発 明 の チ ャ ネ ル に 対 す る 試 験 化 合 物 の 影
響 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 チ ャ ネ ル 機 能 の 変 化 は 、 リ ガ ン ド 置 換 、 た と え ば CTX 
開 放 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 機 能 結 果 が 損 な わ れ て い な い 細 胞 又 は 動 物 を 用 い て 決 定 さ れ る
場 合 、 種 々 の 効 果 、 た と え ば 伝 達 物 質 （ た と え ば ド ー パ ミ ン ） 開 放 、 ホ ル モ ン （ た と え ば
イ ン シ ュ リ ン ） 開 放 、 既 知 の 及 び 特 徴 づ け ら れ て い な い 遺 伝 子 マ ー カ ー に 対 す る 転 写 変 化
（ た と え ば ノ ザ ン ブ ロ ッ ト ） 、 細 胞 体 積 変 化 （ た と え ば 赤 血 球 細 胞 に お け る ） 、 免 疫 応 答
（ た と え ば 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 ） 細 胞 代 謝 、 た と え ば 細 胞 成 長 の 変 化 又 は pH変 化 を 測 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 好 ま し く は 、 ア ッ セ イ の SKチ ャ ネ ル は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19, 20, 43又 は 47又
は 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ の 変 異 体 の チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る で あ ろ う 。 ア ッ セ
イ の IKチ ャ ネ ル は 、 好 ま し く は 配 列 番 号 32又 は 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ の 変 異 体 に 示 さ れ る
よ う な 配 列 を 有 す る で あ ろ う 。 他 方 で は 、 ア ッ セ イ の SKチ ャ ネ ル は 、 真 核 生 物 に 由 来 し 、
そ し て 配 列 番 号 １ ～ ４ ， 19, 20, 43及 び ／ 又 は 47の SKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の コ ア 領 域 に 対
し て 配 列 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 副 配 列 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 IKは 典 型 的 に は 、 真 核 生 物 に 由 来 し 、 そ し て 配 列 番 号 32の IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の コ ア
領 域 に 対 し て 配 列 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 副 配 列 を 含 む で あ ろ う 。 一 般 的 に 、 機 能 的 な SK
又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も 400, 450, 500 又 は  550個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 で
あ ろ う 。 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ , 19, 20, 32, 43及 び 47か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た タ ン
パ ク 質 の コ ア 領 域 と の 配 列 類 似 性 の ％ は 、 60～ 100 の 間 の 整 数 の い づ れ か １ つ で あ ろ う 。
一 般 的 に 、 配 列 類 似 性 は 、 少 な く と も 60％ 、 典 型 的 に は 少 な く と も 70％ 、 一 般 的 に は 少 な
く と も 75％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 85％ 、 最 も 好 ま し く
は 少 な く と も 90％ 及 び し ば し ば 少 な く と も 95％ で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 従 っ て 、 SKチ ャ ネ ル 相 同 体 は 、 中 位 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 配 列 番 号 13, 
14, 15, 16, 21, 22及 び そ の 相 補 的 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 核 酸 の コ ア 領 域 か ら の
少 な く と も  300個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 。 IK
チ ャ ネ ル 相 同 体 は 、 中 位 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 配 列 番 号 31の 核 酸 の コ ア 領
域 か ら の 少 な く と も  300個 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ
ろ う 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 配 列 番 号 13～ 16, 21, 22, 44及 び 48の “ コ ア 領 域 ” 又 は “ コ ア 配 列 ” は 、 配 列 番 号 １ ，
２ ， ３ ， ４ ， 19, 20, 43及 び 47と  rSK２ （ 配 列 番 号 ２ ） ア ミ ノ 酸 残 基  135～ 462 と の 間 の
一 列 配 列 の コ ー ド さ れ た 領 域 に 対 応 す る 。  hIK１ の コ ア 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 25～ 351 で
あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 SKチ ャ ネ ル は 、 コ ア 領 域 内 の 20個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残
基 の い づ れ か １ つ ～  300個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の い づ れ か の 比 較 窓 に 対 し て 、 配 列 番
号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19, 20, 43又 は 47の 配 列 か ら の コ ア 配 列 に 比 較 し て 、 少 な く と も 90％
の 配 列 類 似 性 を 有 す る で あ ろ う 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 IKチ ャ ネ ル は 、 コ ア 領 域 内 の
20個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の い づ れ か １ つ ～  300個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の い づ れ か
の 比 較 窓 に 対 し て 、 配 列 番 号 32の コ ア 配 列 に 比 較 し て 、 少 な く と も 90％ の 配 列 類 似 性 を 有
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す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 SKチ ャ ネ ル 相 同 体 は 一 般 的 に 、 実 質 的 に 類 似 す る コ ン ダ ク タ ン ス 特 性 （ た と え ば ２ ～ 60
pS） 及 び カ ル シ ウ ム 感 受 性 （ 30nM～ 10μ Ｍ ） を 有 す る で あ ろ う 。 IKチ ャ ネ ル 相 同 体 は 同 様
に 、 IKチ ャ ネ ル と 類 似 す る SKチ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス 特 性 （ た と え ば 20～ 80pS） 及 び カ ル
シ ウ ム 感 受 性 （ 30nM～ 10μ Ｍ ） を 有 す る で あ ろ う 。 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19， 20、 又
は 32の 少 な く と も ２ つ の 配 列 の 発 現 に よ り 形 成 さ れ る キ メ ラ が ま た 使 用 さ れ 得 る 。 好 ま し
い 態 様 に お い て は 、 カ リ ウ ム 流 を 高 め 又 は 低 め る こ と に つ い て ア ッ セ イ さ れ る 化 合 物 と 接
触 し て 配 置 さ れ る 細 胞 は 、 真 核 細 胞 、 よ り 好 ま し く は キ セ ノ パ ス （ た と え ば 、 キ セ ノ パ ス
ラ エ ビ ス （ Xenopus laevis） ） の 卵 母 細 胞 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 カ ル シ ウ ム 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル に お い て カ リ ウ ム 流 を 高 め 又 は 低 め る 化 合 物
に つ い て の も う １ つ の ア ッ セ イ は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム が ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り コ ー ド
さ れ る 構 造 情 報 に 基 づ い て SK及 び IKタ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ る “
バ ー チ ャ ル 遺 伝 学 （ virtual genetics） ” を 包 含 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 タ ン パ ク 質 の 二
次 、 三 次 及 び 四 次 構 造 モ デ ル を 生 成 す る た め に コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に お け る 予 定 さ
れ た ア ル ゴ リ ズ ム と 直 接 的 及 び 活 性 的 に 相 互 作 用 す る 。 次 に 、 タ ン パ ク 質 構 造 の モ デ ル が
、 リ ガ ン ド に 結 合 す る 能 力 を 有 す る 構 造 の 領 域 を 同 定 す る た め に 試 験 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 モ デ ル は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 中 に 、 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 配 列 を 入 力 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る
。 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 19, 20, 32, 43, 47
及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ れ ら の 変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 タ
ン パ ク 質 の 構 造 情 報 を コ ー ド す る 、 タ ン パ ク 質 の 一 次 配 列 を 表 わ す 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 電
子 貯 蔵 媒 体 （ た と え ば 、 磁 気 デ ィ ス ケ ッ ト 、 テ ー プ 、 カ ー ト リ ッ ジ 、 及 び チ ッ プ ス ） 、 光
媒 体 （ た と え ば 、 CD ROM、 電 話 線 ） 、 イ ン タ ー ネ ッ ト 部 位 へ の ア ド レ ス 及 び RAM を 包 含 す
る （ 但 し そ れ ら だ け に は 限 定 さ れ な い ） コ ン ピ ュ ー タ ー 読 み 取 り 媒 体 か ら の コ ン ピ ュ ー タ
ー シ ス テ ム 中 に 入 力 さ れ る 。 次 に チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 モ デ ル が ア ミ ノ 酸 配 列 及
び コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム の 相 互 作 用 に よ り 生 成 さ れ る 。 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 市 販 の プ ロ グ
ラ ム 、 た と え ば Biopolymer, Quanta及 び Insight で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 タ ン パ ク 質 の 二 次 、 三 次 及 び 四 次 構 造 を 形 成 す る た め に 必 要 な 情 報 を
コ ー ド す る 一 次 構 造 を 表 わ す 。 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 そ の 構 造 モ デ ル を 生 成 す る た め に 一 次 配
列 に よ り コ ー ド さ れ る 一 定 の パ ラ メ ー タ ー 調 べ る 。 そ れ ら の パ ラ メ ー タ ー は 、 “ エ ネ ル ギ
ー 項 ” と し て 言 及 さ れ 、 そ し て 主 に 、 静 電 位 、 疎 水 性 電 位 、 溶 媒 接 近 性 表 面 及 び 水 素 結 合
を 包 含 す る 。 第 ２ の エ ネ ル ギ ー 項 は 、 der Waals 電 位 を 包 含 す る 。 生 物 学 的 分 子 は 、 累 積
態 様 で エ ネ ル ギ ー 項 を 最 少 に す る 構 造 を 形 成 す る 。 従 っ て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は
、 二 次 構 造 モ デ ル を 創 造 す る た め に 、 一 次 構 造 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る そ れ
ら の 項 を 用 い る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 次 に 、 二 次 構 造 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 は 、 二 次 構 造 の エ ネ ル ギ ー 項
に 基 づ い て 形 成 さ れ る 。 こ の 点 で の 使 用 者 は 、 タ ン パ ク 質 が 膜 結 合 さ れ る か 又 は 可 溶 性 で
あ る か の 追 加 の 変 数 、 身 体 に お け る そ の 位 置 、 及 び そ れ が 細 胞 質 性 、 表 面 性 又 は 核 性 の い
づ れ か で あ る か の 変 数 を 入 力 す る こ と が で き る 。 二 次 構 造 の エ ネ ル ギ ー 項 と 共 に そ れ ら の
変 数 は 、 三 次 構 造 の モ デ ル を 形 成 す る た め に 使 用 さ れ る 。 三 次 構 造 を 形 成 す る 場 合 、 コ ン
ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 二 次 構 造 の 疎 水 性 タ ン パ ク 質 面 と 同 様 の も の と を 、 及 び 親 水 性
二 次 構 造 と 同 様 の も の と を 適 合 せ し め る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 最 終 的 に 、 複 数 － サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の 四 次 構 造 は 、 異 方 性 項 を 用 い て 、 類 似 す る
態 様 で 調 節 さ れ る 。 そ れ ら の 項 は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト の 相 互 作 用 を エ ネ ル ギ ー 的 に 最 少 に す る
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た め に 異 な っ た タ ン パ ク 質 サ ブ ユ ニ ッ ト を 調 整 す る 。 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 場 合 、 典 型 的
に は ４ つ の 同 一 の サ ブ ユ ニ ッ ト が チ ャ ネ ル の 四 次 構 造 を 組 立 て る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 構 造 が 生 成 さ れ る と 、 可 能 性 あ る リ ガ ン ド 結 合 領 域 が 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム に よ り
同 定 さ れ る 。 可 能 性 あ る リ ガ ン ド の た め の 立 体 構 造 は 、 上 記 の よ う に 、 化 合 物 の ア ミ ノ 酸
及 び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は 化 学 式 を 入 力 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。 次 に 、 可 能 性 あ る
リ ガ ン ド の 立 体 構 造 が 、 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る た め に チ ャ ネ
ル タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 と 比 較 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 と リ ガ ン ド と の 間 の 結 合 親 和 性 が 、 リ
ガ ン ド が タ ン パ ク 質 の 結 合 の 増 強 さ れ た 可 能 性 を 有 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 エ ネ
ル ギ ー 項 を 用 い て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は ま た 、 SK及 び IK遺 伝 子 の 突 然 変 異 に つ い て ス ク リ ー ン す る た
め に も 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な 突 然 変 異 は 、 疾 病 状 態 と 関 係 し て い る 。 突 然 変 異 が 同 定 さ
れ る と 、 診 断 ア ッ セ イ が 、 疾 病 状 態 と 関 連 す る そ の よ う な 突 然 変 異 誘 発 さ れ た 遺 伝 子 を 有
す る 患 者 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 突 然 変 異 誘 発 さ れ た SK及 び IK遺 伝 子 の 同 定 は 、
配 列 番 号 １ ， ２ ， ３ ， ４ ， 20, 32, 43, 47及 び 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ の 変 異 体 か ら 成 る 群
か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 １ 核
酸 配 列 の 入 力 を 受 け る こ と を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 前 記 配 列 は 、 上 記 の よ う な コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 中 に 入 力 さ れ て い る 。 次 に 、 第 １ 核
酸 配 列 が 、 第 １ 核 酸 配 列 に 対 し て 実 質 的 な 同 一 性 を 有 す る 第 ２ 核 酸 配 列 に 比 較 さ れ る 。 第
２ 核 酸 配 列 は 、 上 記 態 様 で コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム 中 に 入 力 さ れ る 。 第 １ 及 び 第 ２ 配 列 が
比 較 さ れ る と 、 配 列 間 の ヌ ク レ オ チ ド 差 異 が 同 定 さ れ る 。 そ の よ う な 配 列 は 、 SK及 び IK遺
伝 子 に お け る 対 立 遺 伝 子 差 異 、 及 び 疾 病 状 態 と の 突 然 変 異 の 関 連 性 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 遺 伝 子 療 法
　 本 発 明 は 、 イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ で の 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め の パ ッ ケ ー
ジ 可 能 な SK及 び IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 核 酸 （ cDNA） を 供 給 す る 。 そ れ ら の パ ッ ケ ー ジ 可 能
な 核 酸 は 、 下 記 に 記 載 さ れ る よ う に 、 標 的 細 胞 及 び 生 物 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に
多 く の 良 く 知 ら れ て い る ベ ク タ ー の い づ れ か 中 に 挿 入 さ れ 得 る 。 核 酸 は 、 ベ ク タ ー 及 び 標
的 細 胞 の 相 互 作 用 を 通 し て 、 エ ク ス ビ ボ 又 は イ ン ビ ボ で 細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る
。 次 に 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 核 酸 は 、 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 、 本 発 明 の カ ル シ
ウ ム － 活 性 化 さ れ た チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 核 酸 を 発 現 し 、 そ れ に よ り 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ
ン パ ク 質 遺 伝 子 の 不 在 の 、 一 部 不 活 性 化 の 、 又 は 異 常 な 発 現 の 効 果 を 弱 め る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 そ の よ う な 遺 伝 子 療 法 は 、 多 く の 状 況 に お い て 、 獲 得 さ れ 、 そ し て 伝 達 さ れ た 遺 伝 子 欠
損 、 癌 及 び ウ ィ ル ス 感 染 を 補 正 す る た め に 使 用 さ れ て 来 た 。 ヒ ト に お け る 人 工 遺 伝 子 を 発
現 す る 能 力 は 、 多 く の 重 要 な ヒ ト 疾 病 、 た と え ば 他 の 治 療 に よ る 処 理 に 対 し て 影 響 さ れ な
い 多 く の 疾 病 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 癒 を 促 進 す る 。 例 と し て 、 コ レ ス テ ロ ー ル － 調 節 遺 伝 子
、 HIV の 複 製 を 選 択 的 に 阻 止 す る 遺 伝 子 及 び ヒ ト 患 者 に お け る 腫 瘍 － 抑 制 遺 伝 子 の イ ン ビ
ボ 発 現 は 、 そ れ ぞ れ 心 臓 疾 患 、 AIDS及 び 癌 の 処 理 を 劇 的 に 改 良 す る 。 遺 伝 子 療 法 の 再 考 の
た め に は 、 次 の 文 献 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 ： Anderson, Science (1992) 256 : 803-813 ; Nabel and Felgner (1993) TIBTECH 11
 : 211-217 ; Mitani and Caskey (1993) TIBTECH 11 : 162-166 ; Mulligan (1993) Sci
encs 926-932 ; Dillon (1993) TIBTECH 11 : 167-175 ; Miller (1992) Nature 357 : 4
55-460 ; Van Brunt (1988) Biotechnology 6 (10) : 1149-1154 ; Vigne (1995) Restor
ative Neurology and Neurosciencs 8 : 35-36 ; Kremer and Perricaudet (1995) Briti
sh Medical Bulletin 51 (1) 31-44 ; Haddadaな ど . (1995) Current Topics in Microbi
ology and Immunology Doerfler and Bohn (eds) Springer-Verlay, Heidelberg Germany
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； 及 び Ynな ど ., Gene Therapy (1994) 1 : 13-26。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 細 胞 中 へ の 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子 材 料 の 供 給 は 、 疾 病 の 遺 伝 子 療 法 処 理 に お い て 最 初 の 決 定
的 段 階 で あ る 。 多 く の 供 給 方 法 が 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 た と え
ば リ ポ ソ ー ム に 基 づ く 遺 伝 子 供 給 （ Debs and Zhu (1993) WO 93/24640, Mannino and Gou
ld - Fogerite (1988) Bio Techniques 6 (7) : 682-691 ; Roseア メ リ カ 特 許 第  5,279,8
33号  ; Brigham (1991) WO 91/06309 ; 及 び Felgner な ど . (1987) Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 84 : 7413-7414) 、 及 び レ ト ロ ウ ィ ル ス ゲ ノ ム の 一 部 と し て 治 療 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 有 す る 複 製 欠 損 レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー （ た と え ば 、 Millerな ど . (1990) Mol. 
Cell. Biol. 10 : 4239 (1990) ; Kolberg (1992) J. NIH Res. 4 : 43、 及 び Cornettaな
ど . Hum. Gene Ther. 2 : 215 (1991)） を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 広 く 使 用 さ れ る レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 ネ ズ ミ 白 血 病 ウ ィ ル ス （ MuLV） 、 テ ナ ガ ザ
ル 白 血 病 ウ ィ ル ス （ GaLV） 、 Simian免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス (SIV） 、 ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス (HIV
） 、 及 び そ れ ら の 組 合 せ に 基 づ く ベ ク タ ー を 包 含 す る 。 た と え ば 、 Buchscher な ど . (199
2) J. Virol. 66 (5) 2731-2739 ; Johannな ど . (1992) J. Virol. 66 (5) : 1635-1640 
(1992) ; Sommerfelt な ど ., (1990) Virol. 176 : 58-59 ; Wilson な ど . (1989) J. Vi
rol. 63 : 2374-2378 ; Millerな ど ., J. Virol. 65 : 2220-2224 (1991) ; Wong - Staa
l な ど ., PCT/US94/05700 、 及 び Rosenburg and Fauci (1993) Fundamental Immunology,
 Third Edition Paul (ed) Raven Press, Ltd., New York andそ こ に 引 用 さ れ る 引 例 、 及
び Yuな ど ., Gene Therapy (1994)前 記 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 AA.V－ に 基 づ く ベ ク タ ー は ま た 、 核 酸 及 び ペ プ チ ド の イ ン ビ ト ロ 生 成 に お い て 、 及 び イ
ン ビ ボ 及 び エ ク ス ビ ボ 遺 伝 子 療 法 に お い て 、 標 的 核 酸 に よ り 細 胞 を ト ラ ン ス ダ ク ト す る た
め に 使 用 さ れ る 。 AA.Vベ ク タ ー の 概 観 に つ い て は 、 Westな ど . (1987) Virology 160 : 38
-47 ; Carterな ど . (1989)　 ア メ リ カ 特 許 第  4,797,368号 ； Carterな ど . WO 93/24641 (1
993) ; Kotin (1994) Human Gene Therapy 5 : 793-801 ; Muzyczka (1994) J. Clin. In
vst. 94 : 1351及 び Samulski (前 記 ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 組 換 え AA.Vベ ク タ ー の 構 成 は 、 次 の 多 く の 文 献 に 記 載 さ れ て い る ： Lebkowski 、 ア メ リ
カ 特 許 第  5,173,414号  ; Tratschinな ど . (1985) Mol. Cell. Biol. 5 (11) : 3251-3260
 ; Tratschin、 な ど . (1984) Mol. Cell. Biol., 4 : 2072-2081 ; Hermonat and Muzycz
ka (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 81 : 6466-6470 ; McLaughlin な ど . (1985)及
び Samulskiな ど . (1989) J. Virol., 63 : 03822-3828 。 rAAVに よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ 得 る 細 胞 系 は 、 Lebkowski な ど . (1988) Mol. Cell. Biol., 8 : 3988-3996に 記 載 さ れ
る 細 胞 系 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 Ａ ． 細 胞 の エ ク ス ビ ボ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 診 断 、 研 究 又 は 遺 伝 子 療 法 の た め の エ ク ス ビ ボ 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ た と え ば 、
宿 主 生 物 中 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 再 注 入 に よ る ） は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て
い る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 細 胞 が 対 象 生 物 か ら 単 離 さ れ 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ
ク 質 核 酸 （ 遺 伝 子 又 は cDNA） に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 そ し て 対 象 生 物 （ た と え ば 患
者 か ら 細 胞 を い か に し て 単 離 し 、 そ し て 培 養 す る か に つ い て は 、 患 者 ） 中 に 再 注 入 さ れ る
。 エ ク ス ビ ボ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 適 切 な 種 々 の 細 胞 型 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ
て い る （ た と え ば 、 Freshneyな ど ., Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Tech
nique, third edition Wiley - Liss, New York (1994)及 び そ こ に 引 用 さ れ る 引 例 を 参 照
の こ と ） 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 上 記 の よ う に し て 、 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る パ ッ ケ ー ジ 可 能 核 酸 は 、 活 性 化 さ れ た 又 は 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 。 ト ラ ン
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ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 、 欠 失 す る 又 は 異 常 な SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 遺 伝 子 発 現 の
効 果 を 弱 め る 機 能 的 SK又 は IKチ ャ ネ ル を 発 現 す る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 １ つ の 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 幹 細 胞 が 、 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 遺 伝 子
療 法 の た め の エ ク ス ビ ボ 方 法 に 使 用 さ れ る 。 幹 細 胞 を 用 い る 利 点 は 、 そ れ ら が 他 の 細 胞 型
に イ ン ビ ト ロ で 分 化 さ れ 得 、 又 は そ れ ら が 骨 髄 に 移 植 す る で あ ろ う 哺 乳 類 （ た と え ば 細 胞
の ド ナ ー ） 中 に 導 入 さ れ 得 る こ と で あ る 。 GM－ CSF, IFN－ γ 及 び  TNF－ α の よ う な サ イ ト
カ イ ン を 用 い て 、 臨 床 学 的 重 要 な 免 疫 細 胞 型 に イ ン ビ ト ロ で CD34 -  細 胞 を 分 化 す る た め の
方 法 は 知 ら れ て い る （ Inaba な ど ., (1992) J. Exp. Med. 176, 1693-1702 及 び Szabolcs
な ど . (1995) 154 : 5851-5861を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 幹 細 胞 は 、 既 知 方 法 を 用 い て 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 及 び 分 化 の た め に 単 離 さ れ る 。 た と
え ば 、 マ ウ ス に お い て は 、 骨 髄 細 胞 が 、 マ ウ ス を 殺 害 し 、 そ し て 脚 の 骨 を 一 対 の ハ サ ミ に
よ り 切 断 す る こ と に よ っ て 分 離 さ れ る 。 幹 細 胞 は 、 所 望 し な い 細 胞 、 た と え ば CD４ +  及 び
CD８ +  （ Ｔ 細 胞 ） 、 CD45 +  （ pan Ｂ 細 胞 ） 、 GR－ １ （ 顆 粒 球 ） 及 び Ia d  （ 分 化 さ れ た 抗 原
表 示 細 胞 ） を 結 合 す る 抗 体 に よ り 骨 髄 細 胞 を パ ン ニ ン グ す る こ と に よ っ て 骨 髄 細 胞 か ら 単
離 さ れ る 。 こ の プ ロ ト コ ー ル の 例 に 関 し て は 、 Inaba な ど . (1992) J. Exp. Med. 176 : 
1693-1702 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 ヒ ト に お い て は 、 腸 骨 付 近 の 稜 か ら の 骨 髄 吸 入 が 、 た と え ば 手 術 室 に お い て の 一 般 的 な
麻 酔 下 で 実 施 さ れ る 。 骨 髄 吸 入 は 、 約  1,000mlの 量 で あ り 、 そ し て 後 部 腸 骨 及 び 稜 か ら 集
め ら れ る 。 集 め ら れ た 細 胞 の 合 計 数 が 約 ２ × 10 8  ／ kg以 下 で あ る 場 合 、 後 部 稜 の 他 に 、 胸
骨 及 び 前 方 腸 骨 稜 を 用 い て の 第 ２ の 吸 入 が 行 わ れ る 。 手 術 の 間 、 ２ 単 位 の 照 射 さ れ た 、 パ
ッ ク さ れ た 赤 血 球 細 胞 が 、 吸 収 に よ り 採 取 さ れ る 骨 髄 の 体 積 を 置 換 す る よ う 投 与 さ れ る 。
ヒ ト 造 血 前 駆 体 及 び 幹 細 胞 が 、 CD34表 面 膜 抗 原 の 存 在 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 こ の 抗 原 は
、 精 製 、 た と え ば CD34を 結 合 す る 親 和 性 カ ラ ム に 使 用 さ れ る 。 骨 髄 が 収 穫 さ れ た 後 、 単 核
細 胞 が 他 の 成 分 か ら フ ィ コ ー ル グ ラ ジ エ ン ト 遠 心 分 離 に よ り 分 離 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 こ れ は 、 細 胞 分 離 機 （ た と え ば 、 Baxter Fenwal CS3000＋ 又 は Terumo機 械 ） を 用 い て 半
自 動 方 法 に よ り 実 施 さ れ る 。 ほ と ん ど 単 核 細 胞 か ら 構 成 さ れ る 低 密 度 細 胞 が 集 め ら れ 、 そ
し て そ の 細 胞 が プ ラ ス チ ッ ク フ ラ ス コ に お い て 、 37℃ で  1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。
付 着 細 胞 （ 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び Ｂ － 細 胞 ） が 捨 て ら れ る 。 次 に 、 非 付 着 細 胞 が 集 め
ら れ 、 そ し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 － CD34抗 体 （ た と え ば ネ ズ ミ 抗 体 ９ Ｃ ５ ） と 共 に 、 軽 く 撹
拌 し な が ら 、 ４ ℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 抗 － CD34抗 体 の た め の 最 終 濃 度 は 、 10
μ ｇ ／ mlで あ る 。 ２ 回 の 洗 浄 の 後 、 羊 抗 － マ ウ ス IgG (Fc)抗 体 に よ り 被 覆 さ れ た 常 磁 性 微
小 球 （ Baxter Immunotherapy Group, Santa Ana, California に よ り 供 給 さ れ る Dyna Bea
ds） が 、 ２ 細 胞 ／ ビ ー ズ の 割 合 で 細 胞 懸 濁 液 に 添 加 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ４ ℃ で 30分 間 の さ ら な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 磁 気 ビ ー ズ に よ る ロ ゼ ッ ト 形 成 さ れ
た 細 胞 が 磁 気 に よ り 集 め ら れ る 。  200Ｕ ／ mlの 最 終 濃 度 で の キ モ パ パ イ ン （ Baxter Immun
otherapy Group, Santa Ana, California に よ り 供 給 さ れ る ） が 、 CD34 +  細 胞 か ら ビ ー ズ
を 放 す た め に 添 加 さ れ る 。 他 方 で は 、 及 び 好 ま し く は 、 CD34、 又 は CD34に 結 合 さ れ る 抗 体
に 結 合 す る 親 和 性 カ ラ ム 単 離 方 法 が 使 用 さ れ 得 る （ 下 記 を 参 照 の こ と ） 。 Hoな ど . (1995)
 Stem Cells 13 (Suppl.3) : 100-105、 及 び ま た 、 Brenner (1993) Journal of Hematoth
erapy 2 : 7-17を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 造 血 幹 細 胞 は 、 胎 児 コ ー ド 血 液 か ら 単 離 さ れ る 。 Yuな ど . 
(1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92 : 699-703 は 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を 用 い
て ヒ ト 胎 児 コ ー ド 血 液 か ら CD34 +  細 胞 を ト ラ ン ス ダ ク ト す る た め の 好 ま し い 方 法 を 記 載 す
る 。
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【 ０ ２ ５ ８ 】
　 Ｂ ． イ ン ビ ボ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 治 療 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー （ た と え ば レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 リ ポ ソ ー ム 、 等
） が 、 イ ン ビ ボ で の 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 生 物 に 直 接 的 に 投 与 さ れ 得 る 。
投 与 は 、 血 液 又 は 組 織 細 胞 と 究 極 的 に 接 触 し て 分 子 を 導 入 す る た め に 通 常 使 用 さ れ る 経 路
の い づ れ か に よ る も の で あ る 。 パ ッ ケ ー ジ さ れ た 核 酸 は 、 好 ま し く は 医 薬 的 に 許 容 で き る
キ ャ リ ヤ ー と 共 に 、 い づ れ か の 適 切 な 態 様 で 投 与 さ れ る 。 そ の よ う な パ ッ ケ ー ジ さ れ た 核
酸 を 投 与 す る た め の 適 切 な 方 法 は 、 入 手 で き 、 そ し て 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て
１ つ 以 上 の 経 路 が 特 定 の 組 成 物 を 投 与 す る た め に 使 用 さ れ 得 る が 、 特 定 の 経 路 は し ば し ば
、 他 の 経 路 よ り も よ り 早 く 且 つ よ り 効 果 的 な 反 応 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー は 、 投 与 さ れ る 特 定 の 組 成 物 に よ り 、 及 び 組 成 物 を 投 与
す る た め に 使 用 さ れ る 特 定 の 方 法 に よ り 一 部 決 定 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の
広 範 囲 の 種 類 の 適 切 な 配 合 物 が 存 在 す る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 経 口 投 与 の た め に 適 切 な 配 合 物 は 、 （ ａ ） 液 体 溶 液 、 た と え ば 希 釈 剤 、 た と え ば 水 、 塩
溶 液 又 は PEG400に 懸 濁 さ れ る パ ッ ケ ー ジ さ れ た 有 効 量 の 核 酸 ； （ ｂ ） 予 定 さ れ た 量 の 活 性
成 分 を 液 体 、 固 体 、 顆 粒 又 は ゼ ラ チ ン と し て 含 む 、 カ プ セ ル 、 サ ケ ッ ト 又 は 錠 剤 ； （ ｃ ）
適 切 な 液 体 に お け る 懸 濁 液 ； 及 び （ ｄ ） 適 切 な エ マ ル ジ ョ ン か ら 成 る 。 錠 剤 形 は 、 １ 又 は
複 数 の ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 コ ー
ン ス タ ー チ 、 ポ テ ト ス タ ー チ 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ア カ シ ア 、 ゼ ラ チ ン 、
コ ロ イ ド 状 二 酸 化 珪 素 、 ク ロ ス カ ル メ ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 タ ル ク 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ
ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 、 及 び 他 の 賦 形 剤 、 着 色 剤 、 充 填 剤 、 結 合 剤 、 希 釈 剤 、 緩 衝 剤 、 湿 潤
剤 、 保 存 剤 、 風 味 剤 、 顔 料 、 砕 解 剤 、 及 び 医 薬 的 に 適 合 で き る キ ャ リ ヤ ー を 含 む こ と が で
き る 。 ト ロ ー チ 形 は 、 風 味 剤 、 通 常 ス ク ロ ー ス 及 び ア カ シ ア 又 は ト ラ ガ カ ン ト に お け る 活
性 成 分 を 含 ん で 成 り 、 そ し て パ ス テ ル は 不 活 性 基 材 、 た と え ば ゼ ラ チ ン 及 び グ リ セ リ ン 又
は ス ク ロ ー ス 、 及 び ア カ シ ア エ マ ル ジ ョ ン 、 ゲ ル 、 及 び 活 性 成 分 の 他 に 、 当 業 界 に お い て
知 ら れ て い る キ ャ リ ヤ ー に 活 性 成 分 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 パ ッ ケ ー ジ さ れ た 核 酸 は 、 単 独 で 又 は 他 の 適 切 な 成 分 と 組 合 し て 、 吸 入 に よ り 投 与 さ れ
る エ ア ゾ ー ル 配 合 物 （ す な わ ち 、 そ れ ら は “ 噴 霧 さ れ ” 得 る ） に 製 造 さ れ 得 る 。 エ ア ゾ ー
ル 配 合 物 は 、 加 圧 さ れ た 許 容 で き る 推 進 剤 、 た と え ば 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 プ ロ
パ ン 、 窒 素 及 び 同 様 の も の に 配 合 さ れ 得 る 。
　 直 腸 投 与 の た め の 適 切 な 配 合 物 は 、 た と え ば パ ッ ケ ー ジ さ れ た 核 酸 及 び 坐 剤 基 材 か ら 成
る 坐 剤 を 含 む 。 適 切 な 坐 剤 基 剤 は 、 天 然 又 は 合 成 の ト リ グ リ セ リ ド 又 は パ ラ フ ィ ン 炭 化 水
素 を 包 含 す る 。 さ ら に 、 パ ッ ケ ー ジ さ れ た 核 酸 と 基 材 、 た と え ば 液 体 ト リ グ リ セ リ ド 、 ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 及 び パ ラ フ ィ ン 炭 化 水 素 と の 組 合 せ か ら 成 る ゼ ラ チ ン 性 直 腸 カ プ セ
ル を 用 い る こ と も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 関 節 内 （ 関 節 に お け る ） 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 経 皮 内 、 腹 腔 内 、 及 び 皮 下 経 路 に よ る 非 経
口 投 与 の た め に 適 切 な 配 合 物 は 、 酸 化 防 止 剤 、 緩 衝 剤 、 制 細 菌 剤 、 及 び 意 図 さ れ た 受 容 体
の 血 液 に よ り 配 合 物 を 等 張 性 に す る 溶 質 を 含 む こ と が で き る 、 水 性 及 び 非 水 性 、 等 張 性 滅
菌 注 射 用 溶 液 、 及 び 懸 濁 剤 、 溶 解 剤 、 増 粘 剤 、 安 定 剤 及 び 保 存 剤 を 含 む こ と が で き る 、 水
性 及 び 非 水 性 滅 菌 懸 濁 液 を 包 含 す る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て は 、 組 成 物 は 、 た と え ば 静 脈
内 注 入 、 経 口 、 局 所 、 腹 腔 内 、 ノ ウ 胞 内 又 は 包 膜 内 投 与 さ れ 得 る 。 非 経 口 投 与 及 び 静 脈 内
投 与 が 好 ま し い 投 与 方 法 で あ る 。 パ ッ ケ ー ジ さ れ た 核 酸 の 配 合 物 は 、 単 位 － 投 与 又 は 複 数
－ 投 与 の 密 封 さ れ た 容 器 、 た と え ば ア ン プ ル 及 び バ イ ア ル に 供 給 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 注 射 溶 液 及 び 懸 濁 液 は 、 前 に 記 載 さ れ た 種 類 の 滅 菌 粉 末 、 顆 粒 及 び 錠 剤 か ら 調 製 さ れ 得
る 。 エ ク ス ビ ボ 治 療 に 関 し て 上 記 の よ う に パ ッ ケ ー ジ さ れ た 核 酸 に よ り ト ラ ン ス ダ ク ト さ
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れ た 細 胞 が ま た 、 上 記 の よ う に 、 静 脈 内 又 は 非 経 口 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 本 発 明 に 関 し て 、 患 者 に 投 与 さ れ る 用 量 は 、 時 間 に わ た っ て 患 者 に お け る 有 益 な 治 療 応
答 を も た ら す の に 十 分 で あ る べ き で あ る 。 用 量 は 、 使 用 さ れ る 特 定 の ベ ク タ ー の 効 能 、 及
び 患 者 の 状 態 、 並 び に 処 理 さ れ る 患 者 の 体 重 又 は 表 面 積 に よ り 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 用 量
の サ イ ズ は ま た 、 特 定 の 患 者 に お け る 特 定 の ベ ク タ ー 又 は ト ラ ン ス ダ ク ト さ れ た 細 胞 型 の
投 与 に 伴 う い づ れ か の 悪 い 副 作 用 の 存 在 、 性 質 及 び 程 度 に よ り 決 定 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 SK又 は IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 減 じ ら れ た 又 は 異 常 な 発 現 に よ る 状 態 の 処 理 又 は 予 防 に
お い て 投 与 さ れ る べ き ベ ク タ ー の 有 効 量 を 決 定 す る 場 合 、 医 者 は 、 ベ ク タ ー の 循 環 血 漿 レ
ベ ル 、 ベ ク タ ー 毒 性 、 疾 病 の 進 行 、 及 び 抗 － ベ ク タ ー 抗 体 の 生 成 を 評 価 す る 。 一 般 的 に 、
ベ ク タ ー か ら の 裸 の 核 酸 の 用 量 は 、 典 型 的 な 70kgの 患 者 に 対 し て 約 １ μ ｇ ～  100μ ｇ で あ
り 、 そ し て レ ト ロ ウ ィ ル ス 粒 子 を 含 む ベ ク タ ー の 用 量 は 、 治 療 核 酸 の 等 量 を 生 成 す る よ う
計 算 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 投 与 に 関 し て は 、 本 発 明 の イ ン ヒ ビ タ ー 及 び ト ラ ン ス ダ ク ト さ れ た 細 胞 は 、 患 者 の 集 団
及 び 全 体 の 健 康 に 適 用 さ れ る 場 合 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 ベ ク タ ー 又 は ト ラ ン ス ダ ク ト さ れ た 細
胞 型 の LD－ 50、 及 び イ ン ヒ ビ タ ー 、 ベ ク タ ー 又 は 細 胞 型 の 種 々 の 濃 度 で の 副 作 用 に よ り 決
定 さ れ る 割 合 で 投 与 さ れ 得 る 。 投 与 は 、 一 回 の 用 量 又 は 分 割 さ れ た 用 量 で 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 注 入 の 前 、 血 液 サ ン プ ル が 得 ら れ 、 そ し て 分 析 の た め に 保 存
さ れ る 。 １ × 10 8  ～ １ × 10 1 2 個 の ト ラ ン ス ダ ク ト さ れ た 細 胞 が 、 60～  200分 に わ た っ て 静
脈 内 注 入 さ れ る 。 パ ル ス 酸 素 濃 度 計 に よ る 生 命 徴 候 及 び 酸 素 飽 和 が 密 接 し て モ ニ タ ー さ れ
る 。 血 液 サ ン プ ル が 、 注 入 に 続 い て ５ 分 及 び １ 時 間 後 に 得 ら れ 、 そ し て 続 く 分 析 の た め に
保 存 さ れ る 。 リ ュ ー コ フ ェ レ ー シ ス （ leukopheresis） 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 及 び 再 注
入 が ２ ～ ３ ヵ 月 ご と に く り 返 え さ れ る 。 最 初 の 処 理 の 後 、 注 入 が 臨 床 医 の 自 由 に 外 来 患 者
に 対 し て 実 施 さ れ 得 る 。 再 注 入 が 外 来 患 者 と し て 与 え ら れ る 場 合 、 関 係 者 は 、 治 療 に 続 い
て 少 な く と も ４ 及 び 好 ま し く は ８ 時 間 、 モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 ト ラ ン ス ダ ク ト さ れ た 細 胞 が 、 確 立 さ れ た 方 法 に 従 っ て 、 再 注 入 の た め に 調 製 さ れ る 。
Abrahamsenな ど ., (1991) J. Clin. Apheresis, 6 : 48-53 ; Carterな ど . (1988) J. Cl
in. Arpheresis, 4 : 113-117 ; Aehersold な ど . (1988) J. Immunol. Meth., 112 ; 1-
7 ; Muulな ど . (1987) J. Immunol. Methods, 101 : 171-181 及 び Carterな ど . (1987) T
ransfusion 27 : 362-365 を 参 照 の こ と 。 培 養 で の 約 ２ ～ ４ 週 間 後 、 細 胞 は １ × 10 8  ～ １
× 10 1 2 個 の 数 に な る べ き で あ る 。 こ れ に 関 し て 、 細 胞 の 増 殖 特 徴 は 、 患 者 か ら 患 者 に 、 及
び 細 胞 型 か ら 細 胞 型 に 異 な る 。 ト ラ ン ス ダ ク ト さ れ た 細 胞 の 再 注 入 の 約 72時 間 前 、 ア リ コ
ー ト が 表 現 型 の 分 析 、 及 び 治 療 剤 を 発 現 す る 細 胞 の 百 分 率 に つ い て の 分 析 の た め に 採 取 さ
れ る 。
　 本 発 明 は 、 明 確 に 理 解 す る た め に 例 示 的 且 つ 例 的 に い く ら か 詳 細 に 記 載 さ れ て 来 た が 、
一 定 の 変 更 及 び 修 飾 が 本 発 明 の 範 囲 内 で 実 施 さ れ 得 る こ と は 明 白 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 例 １
　 例 １ は 、 低 及 び 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 依 存 性 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を コ ー ド す
る ク ロ ー ン の 単 離 及 び 配 列 決 定 を 記 載 す る 。
　 Ａ ． 低 コ ン ダ ク タ ン ス の カ リ ウ ム チ ャ ネ ル （ 但 し 、 minkタ ン パ ク 質 （ Takumiな ど ., Sci
ence, 242 : 1042-1045 (1988)を 除 く ） は 、 一 価 カ チ オ ン の た め の 特 徴 的 選 択 性 配 列 を 指
図 す る 配 列 を 包 含 す る コ ア 領 域 内 の 構 造 モ チ ー フ を 共 有 す る （ Heginbotham な ど ., Bioph
ys. J., 66 : 1061-1067 (1994） ） 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 ミ ス マ ッ チ を 可 能 に す る 問 題 の 配 列 FXSIPXXXWWAXVTMTTVGYGDMXP（ 配 列 番 号 45） を 用 い
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て の EST デ ー タ ベ ー ス の BLAST 研 究 は 、 既 知 の カ リ ウ ム チ ャ ネ ル 配 列 及 び Genbank ＃ Ｍ 62
043 を 再 生 し た 。 ＃ Ｍ 62043 の ヌ ク レ オ チ ド ６ － 36（ セ ン ス ） 及 び  258－ 287(ア ン チ セ ン
ス ） に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し （ Genosys, The Woodlands, TX） 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド キ ナ ー ゼ (BRL） 及 び 3 2 Ｐ － ATP (NEN） を 用 い て 放 射 性 ラ ベ ル し 、 そ し て ヒ ト 海 馬
cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら の 約 10 6  個 の 組 換 え フ ァ ー ジ を ス ク リ ー ン す る た め に 使 用 し た （ 40
％ ホ ル ム ア ミ ド ； １ Ｍ の NaCl、 １ ％  SDS, 37℃ ； １ × SSC,　 50℃ で の 洗 浄 ） 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 二 重 の 陽 性 ハ イ ブ リ ダ イ ズ フ ァ ー ジ を 、 低 め ら れ た 密 度 で 再 ス ク リ ー ン す る こ と に よ っ
て 精 製 し た 。 cDNA挿 入 体 を Ｍ 13中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、
ジ デ オ キ シ 鎖 終 結 方 法 及 び Ｔ ７  DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 決 定 し た （ Sequenase, UBI） 。
ポ ア （ pore） ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸  325－ 522)を 含 む ク ロ ー ン の フ ラ グ メ ン ト を 、 ラ ン ダ ム
プ ラ イ マ ー  (Boehringer） を 用 い て 放 射 性 ラ ベ ル し 、 そ し て ラ ッ ト 脳 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を
ス ク リ ー ン す る た め に 使 用 し た （ 30％ ホ ル ム ア ミ ド 、 １ Ｍ の NaCl、 １ ％ の SDS, 37℃ ； ２
× SSC,　 50℃ で の 洗 浄 ） 。 陽 性 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る フ ァ ー ジ を 精 製 し 、 そ し て 挿 入 体 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た 。 コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 を 、 GCG ソ フ ト ウ ェ ア ス ィ ー ト （ Gene
tics Computer Group ; version 8.1)を 用 い て 、 実 施 し た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 既 知 の カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 他 に 、 ヒ ト 海 馬 か ら の 検 出 さ れ た 配 列 の １ つ は 、 そ れ が コ ン
セ ン サ ス モ チ ー フ を 含 む が 、 し か し い く つ か の あ い ま い 性 を 含 む こ と を 示 唆 し た （ Geneba
nk　 ＃ Ｍ 62043)。 こ の 配 列 に 基 づ い て 、 セ ン ス 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド ６ ～ 36及 び ア ン チ セ ン ス
鎖 の ヌ ク レ オ チ ド  258～ 287 に よ り 示 さ れ る 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た
。 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 ヒ ト 海 馬 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 十 分 な 長 さ の コ ー ド 配 列 、  hSK１ （ 配 列 番 号 13） を 単 離 し 、 そ し て 読 み 取 り 枠 、 Kozak 
コ ン セ ン ス 配 列 、 可 能 性 あ る ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン 及 び 予 測 さ れ る タ ン パ ク 質 構 造
に つ い て 分 析 し た 。 推 定 上 の コ ア 領 域 を 含 む フ ラ グ メ ン ト を 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ に よ
り 放 射 性 ラ ベ ル し 、 そ し て 40％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 １ Ｍ の NaCl、 １ ％ の SDS 、 及 び  100μ ｇ
／ mlの 酵 母 RNA の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 用 い て 37℃ で ラ ッ ト 脳 cDNAラ イ ブ ラ リ ー
を プ ロ ー ブ す る た め に 使 用 し 、 そ し て  0.5× SSC を 用 い て 55℃ で 洗 浄 し た 。 異 な っ た 十 分
の 長 さ の コ ー ド 配 列 を 含 む 次 の ２ 種 の ク ロ ー ン を 単 離 し 、 そ し て 分 析 し た ：  rSK２ （ 配 列
番 号 15） 及 び  rSK３ （ 配 列 番 号 16） 。 さ ら に 、  hSK１ の ラ ッ ト 相 同 体 (rSK１ （ 配 列 番 号 14
） ） を 示 す 部 分 的 ク ロ ー ン を 同 定 し た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 前 記 配 列 は 、 推 定 上 の コ ア 領 域 に お け る 12個 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 別 と し て 、 他 の ク ロ ー ン
化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル と の 相 同 性 の 範 囲 を 含 ま な い （ す な わ ち 、 低 い 緊 縮 条 件 下 で バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド 以 上 の シ グ ナ ル を 含 ま な い ） 、  hSK１ の た め の  561個 の ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番
号 １ ） 、  rSK２ の た め の  580個 の ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ２ ） 、 及 び  rSK３ の た め の  553個 の
ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ３ ） の タ ン パ ク 質 を 予 測 す る 。 疎 水 性 の 分 析 は 、 細 胞 の 内 部 に 存 在 す
る Ｎ － 及 び Ｃ － 末 端 を 有 す る ６ 個 の ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン セ グ メ ン ト を 予 測 す る 。 そ れ ら の
配 列 は 、 そ れ ら の ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン コ ア を 通 し て 高 く 保 存 さ れ る が （ 80～ 90％ の 同 一 性
） 、 し か し そ れ ら の Ｎ － 及 び Ｃ － 末 端 ド メ イ ン 内 の 配 列 及 び 長 さ で 異 な る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ６ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ７ 】

10

20

30

40

(54) JP 2004-65264 A 2004.3.4



【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 ４ 番 目 の 予 測 さ れ る メ ン ブ ラ ン 延 長 ド メ イ ン は 、 電 圧 － 依 存 性 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル （ Dure
llな ど ., Biophys. J., 62 : 238-250 (1992))に お け る よ う に あ ら ゆ る 第 ３ 位 置 を 占 め る
と は 限 ら な い が 、 し か し ６ 及 び ７ 個 の 残 基 に よ り 分 離 さ れ る ３ つ の 陽 性 電 荷 の 残 基 を 含 む
。 種 々 の タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ に よ る リ ン 酸 化 の た め の 複 数 の コ ン セ ン サ ン 標 的 が 存 在 す る
。 そ れ ら の 部 位 の い く つ か は 、 す べ て の ク ロ ー ン に 見 出 さ れ る 。 し か し な が ら 、 個 々 の ク
ロ ー ン は 、 す べ て の メ ン バ ー 間 に は 保 存 さ れ な い 可 能 性 あ る リ ン 酸 化 部 位 を 含 む 。 予 測 さ
れ る 細 胞 外 ド メ イ ン に は 保 存 さ れ た Ｎ － 結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 （ NXXS/T) （ 配 列 番 号 46）
は 存 在 せ ず 、 そ し て コ ン セ ン サ ス ヌ ク レ オ チ ド 又 は カ ル シ ウ ム 結 合 ド メ イ ン （ Ｅ － Ｆ バ ン
ド ） に も そ れ ら は 存 在 し な い 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
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　 ラ ッ ト 脳 及 び 骨 格 筋 の ノ ザ ン ブ ロ ッ ト は 、 そ れ ら の 組 織 か ら の  rSK３ 転 写 体 が 、  rSK３
ク ロ ー ン 配 列 番 号 16に 対 し て Ｎ － 末 端 延 長 さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と を 示 し た 。
 rSK３ 　 Ｎ － 末 端 延 長 を コ ー ド す る 核 酸 を ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て 配 列 決 定 し 、 そ し て Ｎ －
末 端 延 長 さ れ た  rSK３ を コ ー ド す る cDNAを 配 列 番 号 44に よ り 表 わ す 。 さ ら に 、 内 因 性  rSK
３ は 、 配 列 番 号 43の 最 後 の ９ 個 の ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ た 配 列 番 号 ３ の 最 後 の ５ 個 の ア
ミ ノ 酸 を 有 す る Ｃ － 末 端 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る こ と
が 示 さ れ た 。 同 様 に 、  hSK３ は 、 Ｎ － 末 端 延 長 を 有 す る こ と が 示 さ れ 、 そ し て こ の Ｎ － 末
端 延 長 を コ ー ド す る cDNAが 配 列 番 号 48に よ り 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 Ｂ ． 中 間 コ ン ダ ク タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た Ｋ +  タ ン パ ク 質 を 単 離 す る た め に
、 PCR を 標 準 条 件 下 で 用 い る こ と が で き る 。 適 切 な プ ラ イ マ ー は 、 約  270個 の 塩 基 の プ ロ
ー ブ を 生 成 す る 配 列 番 号 34及 び 35、 及 び 約  165個 の 塩 基 の プ ロ ー ブ を 生 成 す る 配 列 番 号 36
及 び 37で あ る 。 そ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た  hIK１ を 含 ん で 成 る プ ラ ス ミ ド
DNA を 、 又 は  hIK１ を 発 現 す る 組 織 か ら の 逆 転 写 さ れ た RNA 、 た と え ば 膵 臓 か ら の cDNAラ
イ ブ ラ リ ー に 基 づ い て 、 増 幅 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 PCR 反 応 は 、  hIK１ 及 び 関 連 す る
遺 伝 子 に 対 し て 特 異 的 な 配 列 を 含 む 、 特 定 さ れ た サ イ ズ の DNA フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る で
あ ろ う 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 続 い て 、 そ れ ら の DNA フ ラ グ メ ン ト を 、 標 準 の ラ ン ダ ム － プ ラ イ ミ ン グ プ ロ ト コ ー ル に
よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に ラ ベ ル す る 。 次 に 、 そ の ラ ベ
ル さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い て 、  hIK１ 配 列 の み を 単 離 す る た め に 高 い 緊 縮 性 で 、 又 は 推 定 上
、 関 連 す る 配 列 を 単 離 す る た め に 適 度 に 低 い 緊 縮 性 （ 30～ 40％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 37℃ で の
 hyb／ １ × SSC， 55℃ で の 洗 浄 ） で 、 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ン す る 。 他 方 で は 、 PCR プ
ラ イ マ ー 対 、 配 列 番 号 38及 び 39又 は 40及 び 41を 用 い て 、 膵 臓 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら の 損 な
わ れ て い な い  hIK１ 遺 伝 子 を 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 例 ２
　 例 ２ は 、 ラ ッ ト SKチ ャ ネ ル ク ロ ー ン の 個 々 と は 異 な る 配 列 を 用 い て の ラ ッ ト 脳 断 片 の 現
場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び 種 々 の 末 梢 組 織 か ら の 転 写 物 サ イ ズ の 決 定 を 記 載 す る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 雌 の 成 熟 し た Sprague - Dawleyの 世 話 及 び 取 扱 い は 、 制 度 化 さ れ た ガ イ ド ラ イ ン の 最 高
の 基 準 に 従 っ て 行 な わ れ た 。 ラ ッ ト を 、 ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル に よ り 深 く 麻 酔 を か け 、 そ し
て 氷 冷 却 さ れ た 塩 溶 液 、 続 い て 氷 冷 却 さ れ た  0.1Ｍ の 硼 酸 ナ ト リ ウ ム (pH9.5) 中 、 ４ ％ パ
ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に よ り 心 臓 を 通 し て 灌 流 し た 。 脳 を す ば や く 除 去 し 、 そ し て 10％ ス ク
ロ ー ス を 含 む 硼 酸 塩 緩 衝 液 (pH9.5) 中 、 ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に ４ ℃ で 一 晩 、 後 固 定
し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 低 温 ミ ク ロ ト ー ム 断 片 （ 25mm） を 、 ゼ ラ チ ン － 及 び ポ リ － Ｌ － リ シ ン － 被 覆 さ れ た ガ ラ
ス ス ラ イ ド 上 に 固 定 し 、 そ し て  0.1Ｍ の PBS 中 、 ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に お い て 15分
間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、  0.1Ｍ の PBS に よ り ２ 度 洗 浄 し 、 そ し て  100mMの ト リ ス 中 、 10mg
／ mlの プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 、 50mMの EDTA（ pH８ ） の 溶 液 に お い て 37℃ で 30分 間 、 続 い て 、  0
.1Ｍ の ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 中 、 0.0025％ 無 水 酢 酸 に お い て 室 温 で 処 理 し た 。 次 に 、 断 片
を 、 ２ × SSC に よ り 洗 浄 し 、 上 昇 す る 濃 度 の エ タ ノ ー ル に よ り 脱 水 し 、 そ し て 室 温 で 真 空
乾 燥 せ し め た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 プ ロ ー ブ 合 成 の た め の 鋳 型 は 、 個 々 の ク ロ ー ン に 対 し て ユ ニ ー ク な Ｃ － 末 端 及 び ３ ’ 翻
訳 配 列 を 表 わ し 、 そ し て pKS 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 線 状 化 さ れ た 鋳 型 DNA を 用 い て 、
3 5 Ｓ － ラ ベ ル さ れ た ア ン チ セ ン ス cDNAプ ロ ー ブ を 65℃ に ５ 分 間 加 熱 し 、 そ し て ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 ： 66％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 260mM の  NaCl, 1.3× Denhardt溶 液 （ 13mMの
ト リ ス 、 pH8.0, 1.3mMの EDTA， 13％ の 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン ） に よ り 10 7 cpm／ mlに 希 釈 し た 。
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ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 中 の 断 片 を 、 シ リ コ ン 処 理 さ れ た ガ ラ ス カ バ ー ス リ プ に よ
り 被 覆 し 、 そ し て DPX 封 入 剤 を 用 い て 密 封 し た 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 58℃ で 20時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ス ラ イ ド を ４ × SSC に よ り ソ ー ク し 、 カ バ ー
ス リ ッ プ を 除 き 、 次 に 、 ４ × SSC に よ り す す ぎ （ ４ 度 、 そ れ ぞ れ ５ 分 間 ） 、 続 い て 、 リ ボ
ヌ ク レ ア ゼ Ａ 処 理 し た （ 37℃ で 30分 間 、 20mg／ mlで ） 。 次 に ス ラ イ ド を 、 １ mMの DTT を 含
む 、 下 降 す る 濃 度 の SSC 溶 液 か ら 最 終 緊 縮 性 の  0.1× SSC ， １ mMの DTT 溶 液 ま で の 溶 液 に
よ り 65℃ で 30分 間 す す い だ 。 上 昇 す る 濃 度 の エ タ ノ ー ル に よ る 断 片 の 脱 水 の 後 、 そ れ ら を
真 空 乾 燥 せ し め 、 そ し て  DuPont Cronex－ ４ 　 Ｘ － 線 フ ィ ル ム に ７ 日 間 暴 露 し た 。 フ ィ ル
ム を 、 Microtek Scan Maker 1850Ｓ に よ り  728ピ ク セ ル ／ cmの 解 像 度 で 走 査 し 、 そ し て 像
を 、 Image V1.55 ソ フ ト ウ ェ ア (NIH) 及 び Photoshop (Adobe) を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 そ の 結 果 は 、 ラ ッ ト 配 列 に 対 す る mRNAが CNS を 通 し て 、 特 徴 的 で あ る が 、 し か し オ ー バ
ー ラ ッ プ す る パ タ ー ン で 広 く 分 布 さ れ る こ と を 示 す 。  rSK１ は 、 海 馬 及 び 歯 状 回 、 小 脳 の
顆 粒 層 、 及 び 前 方 嗅 核 に 発 現 さ れ る 。  rSK１  mRNA は ま た 、 支 柱 、 嗅 結 節 及 び 新 皮 質 に も
検 出 さ れ る 。  rSK２  mRNA は 最 と も 広 く 発 現 さ れ 、 そ し て 海 馬 に お い て 最 高 の 発 現 が 生 じ
、 そ し て よ り 低 い レ ベ ル で の 発 現 が 歯 状 回 、 嗅 球 及 び 前 方 嗅 核 に 生 じ る 。  rSK２  mRNA は
ま た 、 小 脳 の 顆 粒 層 、 視 床 の 網 様 核 、 及 び 橋 核 に も 検 出 さ れ る 。  rSK２  mRNA の た め の 現
場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の パ タ ー ン は 、 ラ ッ ト 脳 に お け る 放 射 性 ラ ベ ル さ れ た ア パ ミ ン
結 合 の パ タ ー ン と 一 致 す る （ Gelhart, Neuroscience, 52 : 191-205 (1993)) 。  rSK３  m
RNA は 、 嗅 結 節 及 び 嗅 球 、 視 床 じ ゅ う 、 外 側 中 隔 、 復 側 被 蓋 部 分 、 及 び 黒 質 細 胞 層 に 検 出
さ れ た 。 中 位 の レ ベ ル が 海 馬 、 尾 状 被 殻 、 及 び 中 隔 側 坐 核 じ ゅ う に 検 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 rSK１ 及 び  rSK２ の た め の 同 じ 明 確 な 配 列 が 、 全 体 の 脳 及 び い く つ か の 末 梢 組 織 か ら 単
離 さ れ た mRNAに よ り 調 製 さ れ た ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ す る た め に 使 用 さ れ た 。 全 RNA 
を 、 生 後 ３ 週 目 の Sprague - Dawleyラ ッ ト の 脳 、 副 腎 、 胸 腺 、 脾 臓 、 骨 格 筋 、 心 臓 、 腎 臓
、 肝 臓 、 及 び 肺 か ら 抽 出 し た （ Chirgawin な ど ., Biochem., 18 : 5294-5300 (1979)) 。
ポ リ （ Ａ ) +  mRNAを オ リ ゴ ｄ （ Ｔ ） セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Collaborative Rese
arch) に よ り 精 製 し 、 そ し て 個 々 の 組 織 か ら の ３ μ ｇ を 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス － ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド ゲ ル を 通 し て の 電 気 泳 動 に よ り ノ ザ ン ブ ロ ッ ト と し て 調 製 し 、 そ し て  Genescreen (N
EN) ナ イ ロ ン 膜 に 移 し た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 現 場 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 使 用 さ れ る の と 同 じ 配 列 の ア ン チ セ ン ス リ ボ プ ロ
ー ブ を 、 3 2 Ｐ － UTP (NEN) を 用 い て 、 線 状 化 さ れ た DNA 鋳 型 か ら 合 成 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、
50％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ％  SDS， 400mM の NaPO 4  ， １ mMの EDTAに お い て 60℃ で 12時 間 ハ イ ブ
リ ダ イ ズ せ し め 、 続 い て 、 0.05× SSC に よ り 65℃ で 洗 浄 し 、 そ し て 15時 間 後 、  Phosphori
mager 445 Ｓ １ （ Molecular Dynamlcs) を 用 い て 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 rSK１  mRNA は ラ ッ ト 脳 及 び 心 臓 に お い て 検 出 さ れ た が 、 と こ ろ が  rSK２  mRNA は 脳 及
び 副 腎 に お い て 検 出 さ れ た 。 そ の 結 果 は 、 異 な っ た サ イ ズ の  rSK１  mRNA が 脳 (3.2kb) 及
び 心 臓 (4.4kb) に 存 在 す る こ と を 示 す 。  rSK２  mRNA は 、 脳 、 及 び 副 腎 に お い て  2.2及 び
 2.4kbの ２ つ の バ ン ド と し て 検 出 さ れ た 。  rSK１  mRNA も  rSK２  mRNA も 、 肺 、 肝 臓 、 腎
臓 、 胸 腺 、 脾 臓 又 は 骨 格 骨 に は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 例 ３
　 例 ３ は 、 SK及 び IKチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ト ロ 発 現 を 記 載 す る 。
　 ３ Ａ ． 例 ３ Ａ は 、 キ セ ノ パ ス 卵 母 細 胞 に お け る  rSK２ 及 び  hSK１  mRNA の イ ン ビ ト ロ 発
現 、 及 び 電 気 コ ン ダ ク タ ン ス の 測 定 を 記 載 す る 。
　 イ ン ビ ト ロ mRNA合 成 及 び 卵 母 細 胞 注 入 を 、 Adelman 、 な ど ., Neuron, 9 : 209-216 (19
92) に 記 載 の よ う に し て 行 な っ た 。 キ セ ノ パ ス の 世 話 及 び 取 扱 い は 、 制 度 化 さ れ た ガ イ ド
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ラ イ ン の 最 高 の 基 準 に 従 っ て 行 な わ れ た 。 カ エ ル は わ ず か ２ 回 の 手 術 を 受 け 、 少 な く と も
３ 週 ま で に 分 離 さ れ 、 そ し て 手 術 は 十 分 に 確 立 さ れ た 技 法 を 用 い て 行 な わ れ た 。 カ エ ル に
、 ３ － ア ミ ノ 安 息 香 酸 エ チ ル エ ス テ ル の 通 気 さ れ た 溶 液 に よ り 麻 酔 を か け た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 卵 母 細 胞 は 、 ２ ngの mRNAの 注 入 の 後 ２ ～ ５ 日 で 研 究 さ れ た 。 全 細 胞 流 を 、 Macintosh Qu
adra 650コ ン ピ ュ ー タ ー に 接 続 さ れ る CA－ １ 増 幅 機 に よ り 、 ２ つ の 電 極 電 圧 ク ラ ン プ を 用
い て 、 mRNA注 入 の 後 に 測 定 し た 。 デ ー タ を 、 500Hz で の Pulse (Heka, Germany) 及 び 10Hz
で の Chart (AD Instrumants, Australia) を 通 し て 同 時 に 得 た 。 記 録 の 間 、 卵 母 細 胞 は 、
96mMの NaCl， ２ mMの KCl, 1.8mMの  CaCl 2 ， １ mMの  MgCl 2 ， ５ mMの HEPES (NaOH に よ り pH7.
5 に さ れ る ） を 含 む ND－ 96溶 液 に よ り 室 温 で 連 続 し て 洗 い 流 さ れ た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 Cl -  流 を 最 少 に す る た め に 、 い く つ か の 卵 母 細 胞 を ソ ー ク し 、 そ し て Cl -  － フ リ ー の ND
96溶 液 （ 96mMの グ ル コ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ２ mMの グ ル コ ン 酸 カ リ ウ ム 、 2.7mM の グ ル コ ン 酸
カ ル シ ウ ム 、 １ mMの グ ル コ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ５ mMの HEPES, NaOH に よ り pH7.5 に さ れ る
） に お い て 研 究 し た 。 － 80mVの 保 持 電 位 か ら の 電 圧 プ ロ ト コ ー ル は 、 対 照 卵 母 細 胞 と は 異
な る 電 流 の 発 生 に 失 敗 し た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 rSK２ の 発 現 パ タ ー ン は 、 mGlu R1a、 す な わ ち 代 謝 向 性 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 発 現 パ タ
ー ン に 類 似 す る の で （ Houamed な ど ., Science, 252 : 1318-1321 (1991) ; Masu な ど .,
 Nature, 349 : 760-765 (1991))、 mGlu R1a mRNA を SK mRNA と 共 に 又 は そ れ を 伴 わ な い
で 注 入 し た 。 mGlu R1a mRNA の み に よ り 注 入 さ れ た 卵 母 細 胞 を 含 ん で 成 る 槽 へ の グ ル タ ミ
ン 酸 （ １ mM） の 添 加 は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム の 開 放 に 続 い て の 内 因 性 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ
れ た 塩 化 物 チ ャ ネ ル の 活 性 化 の た め に 過 渡 的 な 内 部 方 向 へ の 流 れ を 引 き 起 こ し た （ Houame
d な ど ., Science, 252 : 1318-1321 (1991) ; Masu な ど ., Nature, 349 : 760-765 (19
91))。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 類 似 す る 結 果 が 、 mGlu R1aに よ り 注 入 さ れ た ６ 個 の 他 の 卵 母 細 胞 に 得 ら れ た 。 内 部 方 向
応 答 の ピ ー ク 近 く で 適 用 さ れ た － 120mV ～ 60mVの 電 圧 ラ ン プ は 、 Cl -  逆 電 位 近 く の － 25mV
で 逆 転 さ れ た 外 部 方 向 に 整 流 す る 流 れ を 引 き 起 こ し た 。 mGlu R1a及 び  rSK２  mRNA に よ り
同 時 注 入 さ れ た 卵 母 細 胞 へ の グ ル タ ミ ン 酸 （ １ mM） の 添 加 は 、 mGlu R1a注 入 さ れ た 卵 母 細
胞 に 観 察 さ れ る 過 渡 的 な カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た 塩 化 物 流 を 引 き 起 こ し 、 続 い て 、 大 き
な 過 渡 的 な 外 部 方 向 へ の 流 れ を 引 き 起 こ し た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 類 似 す る 結 果 が 、 mGlu R1a及 び  rSK２ に よ り 同 時 注 入 さ れ た 14個 の 他 の 卵 母 細 胞 に 観 察
さ れ た 。 外 部 方 向 応 答 の ピ ー ク 近 く で 適 用 さ れ る － 120 ～ 60mVの 電 圧 ラ ン プ は 、 Ｋ +  逆 電
位 に 近 い － 95mV近 く で 逆 転 さ れ た 大 き な 内 部 方 向 に 整 流 す る 流 れ を 引 き 起 こ し た 。 こ の 結
果 は 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た サ ブ ユ ニ ッ ト の 個 々 に よ り 得 ら れ 、 そ し て こ れ は 、 ク ロ ー ン 化 さ
れ た 配 列 が カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を コ ー ド す る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 ２ － 電 極 電 圧 ク ラ ン プ の 確 立 に 続 い て 、 卵 母 細 胞 を 、 KOH に よ り 7.2 の pHに 調 整 さ れ た
 200mMの EGTAを 含 む 第 ３ 電 極 に よ り 突 き 刺 し た 。 入 力 耐 性 を 、 卵 母 細 胞 の 生 存 性 を 確 か め
る た め に 突 き 刺 し の 間 モ ニ タ ー し た 。 示 さ れ た 時 間 で 、 50nlの EGTA溶 液 を 卵 母 細 胞 中 に 注
入 し た 。 １ μ ｌ の 卵 母 細 胞 体 積 を 仮 定 し て 、 EGTAの 予 定 さ れ た 最 終 濃 度 は 10mMで あ っ た 。
EGTAの 細 胞 内 注 入 は 、 グ ル タ ミ ン 酸 の 続 く 適 用 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 両 流 れ 応 答 を 完 全 に
破 壊 し 、 こ の こ と は 、 両 成 分 が カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 mGlu R1a及 び  rSK２ を 同 時 注 入 し た 他 の ３ つ の 卵 母 細 胞 か ら 類 似 の 結 果 が 得 ら れ た 。 2.
6 又 は 20mMの Ｋ +  を 含 む Cl -  － フ リ ー 外 部 溶 液 中 、  rSK２  mRNA に よ り 注 入 さ れ た 卵 母 細
胞 に 流 れ － 電 圧 関 連 性 が 存 在 し た 。 流 れ は 、 約 １ mMの 最 終 濃 度 ま で の CaCl 2  の 注 入 に よ り
活 性 化 さ れ た （ Adelman な ど ., Neuron, 9 : 209-216 (1992))。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 流 を 、
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100nM の ア パ ミ ン の 適 用 に よ り 決 定 し た 。 ア パ ミ ン － 非 感 受 性 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 流 は 、 外
部 Ｋ +  に よ り 変 化 し な か っ た 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 注 入 の ２ 日 後 、 卵 母 細 胞 を 、 Cl -  流 を 最 少 に す る た め に Cl -  フ リ ー ND96溶 液 に 24時 間 以
上 ソ ー ク し た 。 ２ － 電 極 記 録 モ ー ド に お い て は 、 チ ャ ネ ル を 、 第 ３ 電 極 を 通 し て ５ nl～ 20
0mM の CaCl 2  の 注 入 に よ り 活 性 化 し 、 約 １ mMの Ca 2 + の 最 終 細 胞 内 濃 度 を も た ら し た 。 こ の
方 法 は 、 mGlu R1a及 び  rSK２ に よ り 同 時 注 入 さ れ た 卵 母 細 胞 に お い て グ ル タ ミ ン 酸 に よ り
活 性 化 さ れ た 流 れ よ り も Ｋ +  流 の よ り 長 く 持 続 す る 活 性 化 を も た ら し た 。 そ れ ら の 卵 母 細
胞 に お い て は 、 逆 電 位 が  100nMの ア パ ミ ン に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 流 に 対 し て 決 定 さ れ
た 。 〔 Ｋ +  〕 o  に 対 し て プ ロ ッ ト さ れ た 平 均 逆 電 位 ± S.D.は 、 55.4mV／ 〔 Ｋ +  〕 o  に お け
る 10倍 の 変 化 の 傾 斜 及 び １ mMの 〔 Ｋ +  〕 o  で － 110mV の ｙ － 切 片 を も た ら す 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 肉 眼 で 見 え る 流 れ を ま た 、 摘 出 さ れ た パ ッ チ か ら 記 録 し た 。 流 れ は 、  rSK２ を 発 現 す る
卵 母 細 胞 か ら の 摘 出 さ れ た 裏 が え し パ ッ チ に お い て － 100 ～ 100mV の  2.5秒 電 圧 ラ ン プ に
よ り 誘 発 さ れ た 。 適 用 さ れ る カ ル シ ウ ム 槽 な し で は 、 流 れ は 対 照 の 卵 母 細 胞 と 異 な ら な か
っ た 。 卵 母 細 胞 を 、 ２ － 電 極 電 圧 ク ラ ン プ 記 録 の た め に 記 載 の よ う に し て 注 入 し た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 注 入 の ２ ～ ９ 日 後 、 裏 が え し の マ ク ロ パ ッ チ を 、 CaCl 2  及 び ／ 又 は EGTAに よ り 補 充 さ れ
た 、 116mM の グ ル コ ン 酸 カ リ ウ ム 、 ４ mMの  KCl, 10mMの HEPES (KOHに よ り 調 節 さ れ た pH7.
25) を 含 む 槽 溶 液 中 に 摘 出 し た 。 公 称 Ca－ フ リ ー 溶 液 を 得 る た め に 、 １ mMの EGTAを 添 加 し
た 。 他 方 で は 、 CaCl 2  を 前 記 槽 溶 液 に 添 加 し 、 １ ～ 10μ Ｍ の 遊 離 カ ル シ ウ ム 濃 度 を 付 与 し
た 。 こ の 場 合 、 グ ル コ ン 酸 に 結 合 す る カ ル シ ウ ム の 割 合 を 、 15.9Ｍ - 1 の グ ル コ ン 酸 カ ル シ
ウ ム の 安 定 性 定 数 を 仮 定 し て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム (CaBuf) に よ り 決 定 し た （ Daws
onな ど ., Data for Biochemical Research (Oxford University Press, New York, (1969
))。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 １ μ Ｍ 以 下 の Ca 2 + 濃 度 を 得 る た め に 、 ５ mMの EGTAを 、 前 記 槽 溶 液 に 添 加 し 、 そ し て CaCl

2  を 、 CaBuf プ ロ グ ラ ム 及 び 公 開 さ れ た 安 定 性 定 数 を 用 い て 計 算 し て 添 加 し た （ Fabiato 
な ど ., J. Physiol., 75 : 463-505 (1979))。 Mg 2 + が 槽 溶 液 に 添 加 さ れ る 実 験 の た め に 、
MgCl 2  を 、 テ キ ス ト に 言 及 さ れ た 全 濃 度 に 添 加 し た 。 そ れ ら の 条 件 下 で 、 グ ル コ ン 酸 へ の
Mg 2 + の 結 合 は 無 視 で き る （ 安 定 性 定 数  1.7Ｍ - 1 ） 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 電 極 を 薄 い 壁 の フ ィ ラ メ ン ト 繊 維 の 珪 硼 酸 ガ ラ ス （ World Precision Instruments)か ら
製 造 し 、 そ し て  116mMの グ ル コ ン 酸 カ リ ウ ム 、 ４ mMの  KCl, 10mMの HEPES (pH7.25)に よ り
充 填 し た 。 電 極 抵 抗 は 典 型 的 に は ２ ～ ５ Ｍ Ω で あ っ た 。 膜 パ ッ チ を 、 Axopatch 200Ａ 増 幅
機 （ Axon Instruments) を 用 い て 電 圧 ク ラ ン プ し た 。 デ ー タ は 、 ２ kHで 低 － 通 過 Bessel濾
過 さ れ 、 そ し て Pulse ソ フ ト ウ ェ ア （ HEKA Electronik)を 用 い て 獲 得 し た 。 分 析 は 、 Puls
e, Kaleidograph (Abelbeck)又 は  IGOR (Wavemetrics) ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 実 施 さ れ た
。 す べ て の 実 験 は － 80mVの 維 持 電 位 か ら 、 室 温 で 実 施 さ れ た 。 － 100 ～ 100mV の  2.5秒 電
圧 ラ ン プ を 、 500Hz の サ ン プ リ ン グ 周 波 数 で 獲 得 し た 。 他 方 で は 、 流 れ － 電 圧 の 関 係 を 、
５ kHz で サ ン プ リ ン グ さ れ た 、 20mVの イ ン ク レ メ ン ト で の － 100 ～ 100mV 間 の 電 圧 に 対 し
て の  500msの コ マ ン ド の 間 の 平 均 流 か ら 得 た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 細 胞 内 （ 槽 ） 溶 液 へ の ５ μ Ｍ の Ca 2 + の 添 加 は 、 実 質 的 な 流 れ を 引 き 起 こ し た 。 対 称  120
mMの Ｋ +  及 び 内 部 Mg 2 + の 不 在 に お け る 電 圧 ラ ン プ は 、 わ ず か な 内 部 方 向 へ の 整 流 の 流 れ －
電 圧 関 係 を 示 し た 。 － 80mVの 維 持 電 位 か ら の － 100 ～ 100mV 間 の 電 圧 段 階 は 、 時 間 － 依 存
性 流 れ を 引 き 起 こ し た 。 誘 導 さ れ た Ｉ － Ｖ 関 係 は 、 電 圧 ラ ン プ か ら 明 ら か な 内 部 方 向 整 流
に 影 響 を 及 ぼ す 。 流 れ は 、  rSK２ を 発 現 す る 卵 母 細 胞 か ら 摘 出 さ れ た 裏 が え し の マ ク ロ パ
ッ チ か ら 電 圧 段 階 に よ り 引 き 起 こ さ れ た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
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　 槽 に お け る ５ μ Ｍ の Ca 2 + に よ り 、 膜 を － 80mVの 維 持 電 位 か ら － 100 ～ 100mの 間 の 試 験 電
位 ま で 進 め 、 そ し て 次 に 、 － 50mVに 再 分 極 化 し た 。 流 れ は 即 時 に 活 性 化 し 、 そ し て  500ms
の 試 験 パ ル ス の 間 、 不 活 性 化 を 示 さ な か っ た 。 類 似 す る 結 果 が 、  hSK１ に 関 し て 得 ら れ 、
但 し 、 内 部 方 向 整 流 は 言 明 さ れ な か っ た 。 そ れ ら の 結 果 は 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ
リ ウ ム チ ャ ネ ル と し て こ の 新 し い フ ァ ミ リ ー を 同 定 す る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 ３ Ｂ ． 例 ３ Ｂ は 、  hIK１ チ ャ ネ ル の 電 気 生 理 学 を 記 載 す る 。 す べ て の  hIK１ チ ャ ネ ル サ
ブ ユ ニ ッ ト を 、 複 数 の 制 限 部 位 を 含 む ポ リ リ ン カ ー を 端 に 有 す る キ セ ノ パ ス β － グ ロ ビ ン
遺 伝 子 か ら の ５ ’ 及 び ３ ’ 翻 訳 領 域 を 供 給 す る 卵 母 細 胞 発 現 ベ ク タ ー pBF(未 公 開 、 Dr. B.
 Fakler に よ り 親 切 に 供 給 さ れ る ） 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 イ ン ビ ト ロ mRNAを SP６ ポ リ
メ ラ ー ゼ （ GibcoBRL) を 用 い て 生 成 し ； 合 成 に 続 い て 、 mRNAを 分 光 学 的 に 、 及 び ア ガ ロ ー
ス ゲ ル 電 気 泳 動 の 後 の 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ り 評 価 し た 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 上 記 の よ う に 、 キ セ ノ パ ス の 世 話 及 び 取 扱 い は 、 制 度 化 さ れ た ガ イ ド ラ イ ン の 最 高 の 基
準 に 従 っ て 行 な わ れ た 。 カ エ ル は 、 わ ず か ２ 回 の 手 術 を 受 け 、 少 な く と も ３ 週 ま で に 分 離
さ れ 、 そ し て す べ て の 手 術 は 十 分 に 確 立 さ れ た 技 法 を 用 い て 実 施 さ れ た 。 カ エ ル に 、 ３ －
ア ミ ノ 安 息 香 酸 エ チ ル エ ス テ ル の 通 気 さ れ た 溶 液 に よ り 麻 酔 を か け た 。 卵 母 細 胞 は 、  0.5
～ ５ ngの mRNAの 注 入 の ２ ～ 14日 で 研 究 さ れ た 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 裏 が え し の マ ク ロ パ ッ チ を 、 ５ μ Ｍ の 遊 離 カ ル シ ウ ム 濃 度 を 付 与 す る た め に CaCl 2  に よ
り 補 充 さ れ た 、 116mM の グ ル コ ン 酸 カ リ ウ ム 、 ４ mMの  KCl, 10mMの HEPES (pH7.2, KOH に
よ り 調 節 さ れ た ） を 含 む 細 胞 内 溶 液 中 に 摘 出 し ； グ ル コ ン 酸 へ の カ ル シ ウ ム 結 合 の 割 合 を
、 15.9Ｍ - 1 の Ca 2 + グ ル コ ン 酸 の た め の 安 定 性 定 数 を 仮 定 し て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム
(CaBuf) に よ り 決 定 し た （ Dawsonな ど ., 1969)。 １ μ Ｍ 以 下 の Ca 2 + 濃 度 を 得 る た め に 、 １
mMの EGTAを 槽 溶 液 に 添 加 し 、 そ し て CaCl 2  を 、 CaBuf プ ロ グ ラ ム 及 び 公 開 さ れ た 安 定 性 定
数 を 用 い て 計 算 し て 、 添 加 し た （ Fabiato and Fabiato, 1979)。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 電 極 を 薄 い 壁 の フ ィ ラ メ ン ト 繊 維 の 珪 硼 酸 ガ ラ ス （ World Precision Instruments)か ら
製 造 し 、 そ し て  116mMの グ ル コ ン 酸 カ リ ウ ム 、 ４ mMの  KCl, 10mMの HEPES (pH7.2） に よ り
充 填 し た 。 電 極 抵 抗 は 典 型 的 に は ２ ～ ５ Ｍ Ω で あ っ た 。 裏 が え し の マ ク ロ パ ッ チ の た め に
は 、 溶 液 を 逆 に し た 。 膜 パ ッ チ を 、 Axopatch 200Ａ 増 幅 機 （ Axon Instruments) を 用 い て
電 圧 ク ラ ン プ し た 。 デ ー タ は 、 １ kHで 低 － 通 過 Bessel濾 過 さ れ 、 そ し て Pulse ソ フ ト ウ ェ
ア （ HEKA Electronik)を 用 い て 獲 得 し た 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 分 析 は 、 Pulse, Kaleidagraph (Abelbeck)又 は  IGOR (Wavemetrica) ソ フ ト ウ ェ ア を 用
い て 実 施 さ れ た 。 特 に こ と わ ら な い 限 り 、 す べ て の 実 験 は ０ mVの 維 持 電 位 か ら 、 室 温 で 実
施 さ れ た 。 － 100 ～ 60又 は  100mVの  2.5秒 電 圧 ラ ン プ を 、 500Hz の サ ン プ リ ン グ 周 波 数 で
獲 得 し た 。 値 は 、 平 均 ± SDと し て 表 わ さ れ た 。 統 計 学 的 差 異 は 、 無 対 の ｔ － テ ス ト を 用 い
て 決 定 さ れ ； 0.05以 下 の ｐ 値 が 有 意 と し て 見 な さ れ た 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 単 一 チ ャ ネ ル の 記 録 の た め に は 、 卵 母 細 胞 を 、 遊 離 Ca 2 + の 報 告 さ れ た 濃 度 を 得 る た め に
、 CaCl 2  に よ り 調 整 さ れ た 、 116mM の グ ル コ ン 酸 カ リ ウ ム 、 ４ mMの  KCl, 10mMの  HEPES, 
５ mMの EGTA， pH7.2 の 槽 溶 液 に 添 加 し た 。 す べ て の 記 録 は 、 116mM の グ ル コ ン 酸 カ リ ウ ム
、 ４ mMの  KCl, 10mMの HEPES, pH7.2を 含 む 、 厚 壁 の 石 英 電 極 （ 13～ 15Ｍ Ω ） を 用 い て 、 裏
が え し パ ッ チ 形 状 で 実 施 さ れ た 。 膜 パ ッ チ を 、 Axopatch 200増 幅 機 （ Axon Instruments) 
に よ り 電 圧 ク ラ ン プ し た 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 連 続 し た 記 録 は 、 １ kHz で 低 通 過 Bessel濾 過 さ れ 、 Pulse ソ フ ト ウ ェ ア （ Heka Electro
nik)を 用 い て 10KHz で 獲 得 し 、 そ し て Macintosh Quadra 650上 に 直 接 的 に 保 存 し た 。 単 一
チ ャ ネ ル の 記 録 を 、 現 象 の 振 幅 を 評 価 す る た め に “ 50％ 閾 値 ” 技 法 を 用 い て 、 Mac Tac (S
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KALAR Instruments)に よ り 分 析 し 、 そ し て 個 々 の 遷 移 を 、 許 容 さ れ る 前 、 眼 に よ り 調 べ た
。 振 幅 ヒ ス ト グ ラ ム を 、 Mac Tacfit (SKALAR Instruments) を 用 い て 構 成 し た 。 少 な く と
も １ ｍ 秒 続 く 現 象 の み が 包 含 さ れ 、 そ し て 振 幅 ヒ ス ト グ ラ ム を 単 一 の Gaussian分 布 に よ り
適 合 せ し め た 。 す べ て の 実 験 は 、 室 温 で 実 施 さ れ た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 キ セ ノ パ ス 卵 母 細 胞 に お け る  hIK１ の 発 現 は 容 易 に 検 出 で き た 。 ５ μ Ｍ の Ca 2 + 中 に 摘 出
さ れ た 裏 が え し の パ ッ チ に 付 与 さ れ る 電 圧 ラ ン プ 命 令 は 、 注 入 さ れ て い な い 卵 母 細 胞 か ら
の パ ッ チ （ 示 さ れ て い な い ） 又 は Ca 2 + － フ リ ー の 媒 体 に 浸 さ れ た 裏 が え し の パ ッ チ に 存 在
し な い 、 強 い 内 部 方 向 整 流 の 肉 眼 で 見 え る 流 れ 応 答 を 引 き 起 こ し た 。 電 圧 段 階 命 令 は 、 Ca
2 + が （ 槽 ） 内 部 溶 液 に 含 ま れ る 場 合 の み 、 高 い 時 間 － 無 関 係 流 れ を 引 き 起 こ す 。 外 部 Ｋ +  
濃 度 の 変 更 （ Naに よ り 置 換 さ れ た ） は 、 Ｋ +  － 選 択 性 コ ン ダ ク タ ン ス に つ い て の ネ ル ン ス
ト 予 測 に 従 っ て 逆 電 位 を シ フ ト し た （ 57mV／ Ｋ +  に お け る 10倍 の 変 化 ） 。 電 圧 ラ ン プ 命 令
に よ り 引 き 起 こ さ れ た 流 れ は 、 SK２ チ ャ ネ ル に 類 似 し て 、 膜 の 内 面 に 適 用 さ れ る Ca 2 + の 濃
度 に 依 存 し た 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 例 ４
　 例 ４ は 、  rSK２ 及 び  hSK１ チ ャ ネ ル の カ ル シ ウ ム 感 度 を 記 載 す る 。
　 上 記 の よ う な 裏 が え し の ミ ク ロ パ ッ チ を 用 い て 、 電 圧 ラ ン プ に よ り 引 き 起 こ さ れ た  rSK
２ 流 れ は 、 内 部 （ 槽 ） 溶 液 に お け る カ ル シ ウ ム の 濃 度 に 依 存 す る こ と が 示 さ れ た 。 逆 電 位
で の 傾 斜 コ ン ダ ク タ ン ス を 、 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 関 数 と し て 、 プ ロ ッ ト し 、 そ し て デ ー タ 点
を Hill等 式 に よ り 適 合 せ し め る 。 ８ 個 の パ ッ チ か ら の カ ル シ ウ ム に つ い て の 平 均 Kdは 、 0.
63± 0.23μ Ｍ で あ る 。 そ の プ ロ ッ ト が 見 出 さ れ る カ ル シ ウ ム に 対 す る 急 勾 配 の 依 存 性 は 、
4.81± 1.46の Hill係 数 に よ り 影 響 さ れ 、 こ の こ と は 、 少 な く と も ２ つ の カ ル シ ウ ム が チ ャ
ネ ル ゲ ー ト に 包 含 さ れ る こ と を 示 唆 す る 。  hSK１ に よ り 実 施 さ れ た 類 似 す る 実 験 は 、 0.70
± 0.06μ Ｍ の Kd及 び 3.90± 0.45の Hill係 数 を 生 成 し た 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 hIK１ 及 び SK２ を 比 較 す る た め に 、 標 準 化 さ れ た 流 れ を 、 Ca 2 + 濃 度 の 関 数 と し て プ ロ ッ
ト し 、 そ し て そ れ ら の デ ー タ 点 を Hill等 式 に よ り 適 合 せ し め る 。 両 チ ャ ネ ル は 、 同 じ Ｋ 0 .

5  （ 最 大 の 半 分 の 活 性 化 の た め の 濃 度 、  hIK１ に 関 し て は 0.32± 0.03μ Ｍ （ ｎ ＝ ７ ） 及 び
SK２ に 関 し て は 0.31± 0.05μ Ｍ （ ｎ ＝ ４ ） ； ｐ ＝ 0.68） を 示 し た が 、 し か し Ca 2 + － 依 存 性
の 急 勾 配 に お い て は 異 な っ て お り 、 す な わ ち SK２ は  3.5± 0.4(ｎ ＝ ４ ） の Hill係 数 を 有 し
、 と こ ろ が  hIK１ は  1.7± 0.3(ｎ ＝ ７ ， ｐ ＜ 0.001)の Hill係 数 を 有 し た 。 そ れ ら の 結 果 は
、  hIK１ が ま た 、 カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ ャ ネ ル で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 例 ５
　 例 ５ は 、  rSK２ チ ャ ネ ル に つ い て の マ グ ネ シ ウ ム 誘 発 さ れ た 内 部 方 向 整 流 を 記 載 す る 。
　 上 記 に 記 載 さ れ る  rSK２ に つ い て の 内 部 方 向 整 流 を 、 カ リ ウ ム 及 び カ ル シ ウ ム （ ５ μ Ｍ
） 以 外 の 内 部 カ チ オ ン の 不 在 下 で 観 察 し た 。 生 来 の SKチ ャ ネ ル は 、 内 部 Mg 2 + イ オ ン に よ り
誘 発 さ れ た 内 部 方 向 整 流 を 示 す （ Lancaster な ど ., J. Neurosci., 11 : 23-30 (1991)）
。 海 馬 に お い て 、 SKチ ャ ネ ル は 内 部 Mg 2 + の 存 在 下 で 有 意 な 内 部 方 向 整 流 を 示 す 。 流 れ は 、
種 々 の 濃 度 の 内 部 Mg 2 + 及 び 10μ Ｍ の Ca 2 + の 存 在 下 で 、  rSK２ を 発 現 す る 卵 母 細 胞 か ら 摘 出
さ れ た 裏 が え し の マ ク ロ パ ッ チ か ら 誘 導 さ れ た 。 異 な っ た 濃 度 の Mg 2 + (0.1～ ３ mM） が 裏 が
え し の パ ッ チ を 浸 し て い る 溶 液 に 添 加 さ れ る 場 合 、 外 部 方 向 流 が 有 意 に 減 じ ら れ た 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 Mg 2 + 誘 発 さ れ た 内 部 方 向 整 流 の 濃 度 － 及 び 電 圧 － 依 存 性 を 試 験 し た 。 高 ま る Mg 2 + に 従 っ
て の 内 部 方 向 流 の わ ず か な 低 下 が 観 察 さ れ た 。 従 っ て 、 － 100mV で の 内 部 方 向 流 に 対 す る
、 20～ 100mv の 電 位 で の 外 部 方 向 流 の 比 を 、 異 な っ た 濃 度 の 内 部 Mg 2 + の 関 数 と し て プ ロ ッ
ト し た 。 複 数 の 実 験 か ら 、 異 な っ た Mg 2 + 濃 度 及 び 電 圧 で 得 ら れ た デ ー タ を Hill等 式 に よ り
適 合 せ し め 、 0.94± 0.27（ ｎ ＝ 24） の 平 均 Hill係 数 を 生 成 し た 。 続 い て 、 そ の Hill係 数 を
１ で 固 定 し 、 そ し て 平 均 Kdを 試 験 電 位 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト し た 。

10

20

30

40

50

(61) JP 2004-65264 A 2004.3.4



【 ０ ３ １ ８ 】
　 上 昇 す る 電 圧 と 共 に 低 下 す る Kdは 、 Mg 2 + 阻 止 が 電 圧 － 依 存 性 で あ る こ と を 示 す 。 Mg 2 + の
た め の Kdを 、 20, 40, 60, 80及 び  100mVで パ ネ ル Ｂ に お い て 示 さ れ る よ う に ５ 個 の パ ッ チ
か ら 得 た 。 個 々 の 電 位 で の 値 を 平 均 し 、 電 圧 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト し 、 そ し て Woodhull等
式 、 す な わ ち Kd（ ０ mV） exp(δ zFE/RT) に よ り 適 合 せ し め 、 こ こ で 前 記 式 中 、 Kd（ ０ mV) 
は ６ mMで あ り 、 δ は Mg 2 + に よ り 検 知 さ れ る 電 場 率 0.30で あ り 、 Ｚ は こ の 原 子 価 ２ で あ り 、
そ し て Ｆ ， Ｅ ， Ｒ 、 及 び Ｔ は そ れ ら の 有 用 な 意 味 を 有 す る （ Woodhull, J. Gen. Physiol.
, 61 : 687-708 (1973))。 Woodhull等 式 の 適 用 は 、 Mg 2 + イ オ ン が 約 0.30の 膜 電 場 を 検 知 す
る こ と を 示 し た 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 例 ６
　 例 ６ は 、 卵 母 細 胞 か ら の 単 一 チ ャ ネ ル の 記 録 を 記 載 す る 。
　 ６ Ａ ． 例 ６ Ａ は 、 単 一 チ ャ ネ ル が  rSK２ を 発 現 す る 卵 母 細 胞 か ら 摘 出 さ れ た 裏 が え し の
パ ッ チ を 用 い て 試 験 さ れ る こ と を 記 載 す る 。 μ モ ル 以 下 の 濃 度 で の カ ル シ ウ ム の 添 加 は 、
対 照 に は 見 出 さ れ な い チ ャ ネ ル 活 性 を 誘 発 し た 。 代 表 的 な パ ッ チ は 、 槽 溶 液 に 適 用 さ れ る
 0.2μ Ｍ の カ ル シ ウ ム が 複 数 の 開 口 部 を 単 一 の 開 口 に 誘 発 し た こ と を 示 し た 。 チ ャ ネ ル 活
性 は 、 カ ル シ ウ ム 濃 度 が 高 め ら れ る に つ れ て 、 上 昇 し 、 そ の 結 果 、  0.6μ Ｍ の カ ル シ ウ ム
に お い て 、 単 位 開 口 部 は も は や 分 解 さ れ 得 な い 。 カ ル シ ウ ム の 洗 い 流 し に 基 づ い て 、 チ ャ
ネ ル 活 性 は 消 出 し た 。  0.4μ Ｍ の カ ル シ ウ ム の 存 在 下 で の チ ャ ネ ル 活 性 を 、 い く つ か の 電
圧 で 記 録 し た 。 肉 眼 で 見 え る ラ ン プ 記 録 に 類 似 し て 、 チ ャ ネ ル 開 口 確 立 は 、 電 圧 に 対 し て
明 ら か に 依 存 し な か っ た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 い く つ か の 電 圧 で 測 定 さ れ た 単 位 開 口 部 を 用 い て 、 単 一 チ ャ ネ ル Ｉ － Ｖ 関 係 を 構 成 し た
。 使 用 さ れ る 溶 液 は マ ク ロ パ ッ チ 記 録 に 関 し て と 同 じ で あ っ た （ 例 ５ ） 。 電 極 を Corning 
7052ガ ラ ス （ Garner) か ら 製 造 し 、 そ し て そ れ は ９ ～ 13Ｍ Ω の 抵 抗 を 有 し た 。 デ ー タ を １
kHz (Bessel)で 濾 過 し 、 Pulse (HEKA Electronik) を 用 い て 10kHzで 獲 得 し 、 そ し て Macin
tosh Quadra 650上 に 直 接 的 に 貯 蔵 し た 。 単 一 チ ャ ネ ル を 、 Mac Tac (SKALAR Instruments
)を 用 い て 分 析 し た 。 “ 50％ 閾 値 ” 技 法 を 用 い て 、 現 象 の 振 幅 を 評 価 し た 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 閾 値 を 個 々 の 開 口 の た め に 調 整 し 、 そ し て 個 々 の 遷 移 を 、 許 容 さ れ る 前 、 眼 に よ り 調 べ
た 。 振 幅 ヒ ス ト グ ラ ム を 、 Mac Tacfit (SKALAR Instruments) を 用 い て 構 成 し 、 そ し て 単
一 Gaussian分 布 に よ り 最 良 に 適 合 せ し め る 。 チ ャ ネ ル 開 口 確 立 を NP（ ０ ） ； す な わ ち チ ャ
ネ ル の 数 に よ り 掛 け 算 さ れ た 開 口 確 立 の 生 成 物 と し て 評 価 し た 。 NP（ ０ ） を 、 合 計 時 間 に
よ り 割 り 算 さ れ る （ 滞 留 時 間 × レ ベ ル 数 ） の 合 計 と し て 計 算 し た 。 Ｎ は 、  0.4μ Ｍ の カ ル
シ ウ ム で の 同 時 開 口 チ ャ ネ ル の 数 と し て 評 価 さ れ た 。  rSK２ 又 は  hSK１ の い づ れ か を 発 現
す る 卵 母 細 胞 か ら の ３ 個 の パ ッ チ に 対 す る 線 状 回 帰 分 析 は 、 そ れ ぞ れ  9.9± 0.9pS及 び  9.
2± 0.3pS の 平 均 単 一 チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス を 生 成 し た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 ６ Ｂ ． 例 ６ Ｂ は 、  hIK１ の 単 一 チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス を 記 載 す る 。 こ の 方 法 は 、 例 ３
Ｂ に 記 載 さ れ て い る 。  0.2～ 1.0 μ Ｍ の 遊 離 カ ル シ ウ ム を 含 む 槽 溶 液 中 に 摘 出 さ れ た 裏 が
え し の パ ッ チ か ら の 定 常 記 録 は 、 カ ル シ ウ ム の 不 在 下 で 見 出 さ れ な か っ た 短 － 持 続 期 間 の
開 口 部 を 示 し た 。 代 表 的 な 痕 跡 は 、 － 60mVで 記 録 さ れ た 。 チ ャ ネ ル 活 性 の 程 度 は 、 内 部 カ
ル シ ウ ム の 濃 度 に 依 存 し た 。 細 胞 内 カ ル シ ウ ム の 低 減 は チ ャ ネ ル 活 性 を 低 め 、 そ し て 内 部
カ ル シ ウ ム の 除 去 は 、 チ ャ ネ ル 活 性 を 破 壊 し 、 こ れ は Ca 2 + の 再 適 用 の 後 、 戻 っ た 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 持 効 性 チ ャ ネ ル 活 性 が － 100mV ～ ＋ 100mV の 範 囲 の 膜 電 圧 で 見 う け ら れ 、 そ し て 開 口 確
立 は 明 ら か に 、 電 圧 依 存 性 で は な か っ た 。 選 択 パ ッ チ に 関 し て は 、 開 口 部 の 振 幅 を 測 定 し
、 ヒ ス ト グ ラ ム 中 に ア セ ン ブ ル し 、 そ し て Gaussian分 布 に よ り 適 合 せ し め る 。 そ の 得 ら れ
る 平 均 振 幅 を 用 い て 、 流 れ － 電 圧 の 関 係 を 構 成 し た 。 単 一 チ ャ ネ ル の 流 れ － 電 圧 関 係 は 、
肉 眼 で 見 え る 流 れ － 電 圧 関 係 に 類 似 す る 内 部 方 向 整 流 を 示 す 。 こ の パ ッ チ の た め の 、 内 部
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方 向 流 れ － 電 圧 関 係 の 線 状 回 帰 分 析 は 、 35pSの 単 一 チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス を 生 成 し ； ４
個 の パ ッ チ か ら の 結 果 は 、 38± ４ pSの 単 位 コ ン ダ ク タ ン ス を 付 与 し た 。 外 部 方 向 コ ン ダ ク
タ ン ス の 測 定 は よ り 変 動 的 で あ り 、 ５ ～ 12pSの 範 囲 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 例 ７
　 例 ７ は 、 新 規 ラ ッ ト 及 び ヒ ト カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 薬 理 学 を 記 載 す る 。
　 ７ Ａ ． 肉 眼 で 見 え る  rSK２ 流 が 、 例 ３ に 記 載 さ れ る パ ッ チ 用 ピ ペ ッ ト に よ り ０ 又 は 60pM
の ア パ ミ ン 、 又 は ０ 又 は ２ μ Ｍ の ｄ － ツ ボ ク レ ー ト を 注 入 す る こ と に よ り 裏 が え し の マ ク
ロ パ ッ チ か ら の ５ μ Ｍ の Ca 2 + で 記 録 さ れ た 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た チ ャ ネ ル の 機 能 的 特 徴 は 、
ニ ュ ー ロ ン （ Lancaster and Adams, J. Neurophysiol., 55 : 1268-1282 (1986) ; Lanca
sterな ど ., J. Neurosci., 11 : 23-30 (1991) ; Sahな ど ., J. Neurophysiol., 68 : 18
34-1841 (1992)) 、 骨 格 筋 （ Blatz and Magleby, Nature, 323 : 718-720 (1986))、 副 腎
ク ロ ム 親 和 性 細 胞 （ Park, J. Physiol., 481 : 555-570 (1994) ; Artalejoな ど ., Pflug
ers Archiv., 423 : 97-103 (1993)) 、 及 び Ｔ － リ ン パ 球 （ Grissmerな ど ., J. Gen. Phy
siol., 99 : 63-84 (1992)) に 記 載 さ れ る SK種 類 の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た カ リ ウ ム チ
ャ ネ ル を 暗 示 す る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 生 来 の SKチ ャ ネ ル は 、 明 確 な 薬 理 学 を 表 わ す 。 そ れ ら は 、 サ ソ リ ペ プ チ ド カ リ ブ ド ト キ
シ ン (CTX） 、 す な わ ち BKカ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 有 能 な ブ ロ ッ カ ー に よ り ブ ロ ッ ク さ れ な い （
Millerな ど ., Nature, 313 : 361-318 (1985))。 し か し な が ら 、 す べ て で は な い が 、 多 く
の SKチ ャ ネ ル は 、 ハ チ 毒 物 ト キ シ ン 、 ア パ ミ ン 及 び 植 物 ア ル キ ロ イ ド 、 す な わ ち ｄ － ツ ボ
ク ラ レ に よ り ブ ロ ッ ク さ れ る （ dTC ; Zhang and McBain, J. Physiol., 488 : 661-672 (
1995) ; Park, J. Physiol., 481 : 555-570 (1994) ; Dun な ど ., J. Physiol., 375 : 
499-511 (1986)) 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 500nM の CTX の 適 用 は 、  rSK２ 又 は  hSK１ を ブ ロ ッ ク し な い が 、 し か し  hSlo BK流 の 活
性 を 破 壊 し た 。  rSK２ 流 は 、 63pMの Ｋ d  を 有 す る ピ コ モ ル 濃 度 の ア パ ミ ン に よ り 効 果 的 に
ブ ロ ッ ク さ れ た 。 対 照 的 に 、 100nM の ア パ ミ ン の 適 用 は  hSK－ １ 流 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ
た （ ｎ ＝ ８ ） 。 dTC は ま た 、  2.4μ Ｍ の Ｋ d  に よ り  rSK２ 流 を ブ ロ ッ ク し 、 と こ ろ が  hSK
１ は 、 76.2μ Ｍ の Ｋ d  に 対 し て 、 約 30倍 低 い 感 度 で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 ７ Ｂ ．  hIK１ の 薬 理 学 的 試 験 に 関 し て 、 ク ロ ト リ マ ゾ ー ル は Sigma か ら で あ り 、 ケ ト コ
ナ ゾ ー ル 及 び イ ベ リ オ ト キ シ ン は RP１ か ら で あ り 、 ア パ ミ ン は Calbiochemか ら で あ り 、 カ
リ ブ ド ト キ シ ン は Dr. Chris Millerの 親 切 な 贈 与 で あ っ た 。  hIK１ の 機 能 的 特 徴 は 、 赤 血
球 細 胞 （ The Gardas channel ; Gardos, 1958)及 び 他 の 組 織 か ら 記 載 さ れ る 中 間 コ ン ダ ク
タ ン ス の カ ル シ ウ ム － 活 性 化 さ れ た Ｋ +  チ ャ ネ ル を 暗 示 す る 。 生 来 の IKチ ャ ネ ル は 識 別 す
る 薬 理 学 を 提 供 し 、 カ リ ブ ド ト キ シ ン (CTX) に よ り ブ ロ ッ ク さ れ る が 、 し か し 高 コ ン ダ ク
タ ン ス の 電 圧 － 及 び Ca 2 + － 活 性 化 さ れ た Ｋ +  チ ャ ネ ル （ BKチ ャ ネ ル ） と は 異 な り 、 イ ベ リ
オ ト キ シ ン に よ っ て は ブ ロ ッ ク さ れ な い 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 ま た 、 IKチ ャ ネ ル は 、 ハ チ 毒 物 ペ プ チ ド ト キ シ ン ア パ ミ ン 、 す な わ ち 生 来 の 及 び ク ロ ー
ン 化 さ れ た SKチ ャ ネ ル の ブ ロ ッ カ ー に 対 し て 敏 感 で は な い 。 さ ら に 、 い く つ か の IKチ ャ ネ
ル 、 著 し く は Gardosチ ャ ネ ル は 、 い く つ か の イ ミ ダ ゾ ー ル 誘 導 体 、 た と え ば ク ロ ト リ マ ゾ
ー ル に 対 し て 敏 感 で あ る が 、 し か し 他 の も の 、 た と え ば ケ ト コ ナ ゾ ー ル に 対 し て 敏 感 で は
な い 。  hIK１ 流 は 、 2.5nM の Ｋ 1  を 有 す る CTX に よ り 効 果 的 に ブ ロ ッ ク さ れ （ ｎ ＝ ４ ） 、
そ し て 50nMの IBX は わ ず か 15± ３ ％ を ブ ロ ッ ク し た 。 ヒ ト IK１ は 24.8nMの Kiを も っ て ク ロ
ト リ マ ゾ ー ル に 対 し て 敏 感 で あ る が 、 し か し わ ず か 24± ６ ％ が 10μ Ｍ の ケ ト コ ナ ゾ ー ル に
よ り ブ ロ ッ ク さ れ た 。 100nM の ア パ ミ ン は 、  hIK１ 流 を わ ず か 12± ５ ％ 減 じ た 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に 言 及 さ れ る す べ て の 出 版 物 及 び 特 許 は 、 個 々 の 出 版 物 又 は 特 許 が 引 用 に よ り
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本 明 細 書 に 組 込 ま れ る こ と を 特 異 的 且 つ 個 々 に 示 さ れ る か の よ う に 同 じ 程 度 に 明 細 書 中 に
引 用 に よ り 組 込 ま れ る 。
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