
(57)【要約】
　本発明の種々の実施態様は、ヒト薬物代謝酵素 (DME)群および、 DMEを同定しコードする
ポリヌクレオチド群を提供する。本発明の実施例はまた、発現ベクター、宿主細胞、抗体
、アゴニストおよびアンタゴニストをも提供する。別の幾つかの実施態様は、 DMEの異常
発現に関連する疾患を、診断、治療または予防する方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
　 （ ａ ） SEQ ID NO:1-13（ 配 列 番 号 １ 乃 至 13） か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド
　 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-5、 SEQ ID NO:7、 SEQ ID NO:10-11か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ
酸 配 列 と 少 な く と も 90％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
　 （ ｃ ） SEQ ID NO:6の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 95％ 同 一 で あ る よ う な 天 然 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
　 （ ｄ ） SEQ ID NO:8の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 98％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 ア
ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
　 （ ｅ ） SEQ ID NO:13の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 99％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
　 （ ｆ ） SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生
物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び
　 （ ｇ ） SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免
疫 原 性 断 片
【 請 求 項 ２ 】
SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ４ に 記
載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 有 す る 組 換 え
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 遺 伝 形 質 転 換 生 物 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 、 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
で 形 質 転 換 さ れ る 細 胞 を 培 養 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） そ の よ う に 発 現 し た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 過 程 と か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 結 合 す る よ う な 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
　 （ ａ ） SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド
　 （ ｂ ） SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 90
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％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 （ ｄ ） （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 （ ｅ ） （ ａ ） ～ （ ｄ ） の RNA等 価 物
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ 、 単
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル 中 か
ら 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 サ ン プ ル 中 の 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 を 持 つ 少 な く と も ２
０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ プ ロ ー ブ を 用 い て 前 記 サ ン プ ル を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過
程 と 、
　 （ ｂ ） 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 有 無 を 検 出 し 、 該 複 合 体 が 存 在 す る 場 合 に
は オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る 過 程 と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 プ ロ ー ブ が 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 14
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル 中 か
ら 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 を 用 い て 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 を
増 幅 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 前 記 の 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の 有 無 を 検 出 し 、 該 標 的 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 が 存 在 す る 場 合 に は オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る 過 程 を
含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成
物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項
17の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
機 能 的 DME（ 新 規 の 薬 物 代 謝 酵 素 ） の 発 現 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 や 病 態 の 治 療 方 法 で あ っ
て 、 そ の よ う な 治 療 が 必 要 な 患 者 に 請 求 項 17の 組 成 物 を 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認 す る た め に 化 合 物 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 前 記 サ ン プ ル に お い て ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方
法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 20に 記 載 の 方 法 で 同 定 し た ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と を
含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
機 能 的 DMEの 発 現 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 や 病 態 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療 が 必
要 な 患 者 に 請 求 項 21の 組 成 物 を 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認 す る た め に 化 合 物 を ス ク
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リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 す ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ） 前 記 サ ン プ ル に お い て ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 23の 方 法 で 同 定 し た ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 有
す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
機 能 的 DMEの 過 剰 発 現 に 関 連 す る 疾 患 や 病 態 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療 が 必 要
な 患 者 に 請 求 項 24の 組 成 物 を 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な 条 件 下 で 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合 す
る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 試 験 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 請 求 項 １
の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 過 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト （ 調 節 ） す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 許 容 さ れ る 条 件 下 で 、 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド
を 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 算 定 す る 過 程 と 、
　 （ ｃ ） 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 、 試 験 化 合 物 の
不 存 在 下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る 過 程 を 含 み 、 試 験 化 合 物 の
存 在 下 で の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 変 化 が 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 標 示 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 ５ の 配 列 を 持 つ 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る の に 効 果 的 な 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 露 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 改 変 を 検 出 す る 過 程 と 、
　 （ ｃ ） 可 変 量 の 前 記 化 合 物 の 存 在 下 と 前 記 化 合 物 の 不 存 在 下 で 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 発 現 を 比 較 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 核 酸 を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル を 前 記 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 処 理 し た 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル の 核 酸 と 、 請 求 項 12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く
と も ２ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 過 程 で あ っ て 、
こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ゼ ー シ ョ ン が 、 前 記 プ ロ ー ブ と 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 標
的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 で 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下
で 行 わ れ 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 請 求 項 12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 前 記 過 程 と 、
　 （ ｃ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 収 量 を 定 量 す る 過 程 と 、
　 （ ｄ ） 前 記 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 、 処
理 さ れ て い な い 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 と 比 較 す る 過 程
と を 含 み 、 前 記 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 の 差
が 、 前 記 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 標 示 す る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
生 体 サ ン プ ル 中 の DMEの 発 現 に 関 連 す る 症 状 ま た は 疾 患 に 対 す る 診 断 試 験 法 で あ っ て 、
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　 （ ａ ） 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル と 請 求 項 11の 抗 体 と の 混 合 を 、 前 記 抗 体 が 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド に 結 合 し 、 抗 体 と ポ リ ペ プ チ ド と の 複 合 体 を 形 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で 行 う 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 前 記 複 合 体 を 検 出 す る 過 程 と を 含 み 、 前 記 複 合 体 の 存 在 が 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ
ル 中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 と 相 関 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 11の 抗 体 で あ っ て 、
　 （ ａ ） キ メ ラ 抗 体
　 （ ｂ ） 単 鎖 抗 体
　 （ ｃ ） Fab断 片
　 （ ｄ ） F（ ab'） 2 断 片
　 （ ｅ ） ヒ ト 化 抗 体 の い ず れ か で あ る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 と 、 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
被 験 者 中 の DMEの 発 現 に 関 連 す る 病 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 32に 記 載 の 組
成 物 の 有 効 量 を 前 記 被 験 者 に 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 抗 体 が 標 識 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 32に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
被 験 者 中 の DMEの 発 現 に 関 連 す る 病 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 34に 記 載 の 組
成 物 の 有 効 量 を 前 記 被 験 者 に 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 11の 抗 体 の 特 異 性 を 持 つ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 抗 体 反 応 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸
配 列 ま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 動 物 を 免 疫 化 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 前 記 動 物 か ら 抗 体 を 単 離 す る 過 程 と 、
　 （ ｃ ） 前 記 単 離 さ れ た 抗 体 を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ れ に よ っ て 、 SE
Q ID NO： 1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 す る 過 程 と を 含 む よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 36の 方 法 で 産 生 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 37の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 好 適 な キ ャ リ ア と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 抗 体 反 応 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸
配 列 ま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 動 物 を 免 疫 化 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 前 記 動 物 か ら 抗 体 産 出 細 胞 を 単 離 す る 過 程 と 、
　 （ ｃ ） 前 記 抗 体 産 出 細 胞 と 不 死 化 し た 細 胞 と を 融 合 し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 出 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る 過 程 と 、
　 （ ｄ ） 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 す る 過 程 と 、
　 （ ｅ ） SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異
結 合 す る よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 前 記 培 養 物 か ら 単 離 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 39に 記 載 の 方 法 で 産 出 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 40に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 適 切 な キ ャ リ ア と を 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 前 記 抗 体 を 産 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請
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求 項 11に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 産 出 さ れ る 、 請 求 項 11
に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を サ ン プ ル 中
に 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、
前 記 抗 体 と １ サ ン プ ル と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 特 異 結 合 を 検 出 す る 過 程 と を 含 み 、 該 特 異 結 合 が 、 SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か
ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 或 る ポ リ ペ プ チ ド が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る こ と を 標
示 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る 方
法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 、
前 記 抗 体 と １ サ ン プ ル と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） 前 記 サ ン プ ル か ら 前 記 抗 体 を 分 離 し 、 SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 精 製 ポ リ ペ プ チ ド を 得 る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
マ イ ク ロ ア レ イ の 少 な く と も １ つ の エ レ メ ン ト が 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ
る マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 有 す る 或 る サ ン プ ル の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 化 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る の に 適 し た 条 件 下 で 請 求 項 46の マ イ
ク ロ ア レ イ の エ レ メ ン ト と サ ン プ ル 中 の 標 識 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と を 接 触 さ せ る 過 程 と 、
　 （ ｃ ） サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 定 量 す る 過 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
固 体 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 に 付 着 さ れ た 種 々 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 有 す る ア レ イ で あ
っ て 、 少 な く と も １ つ の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 、 或 る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と
も 30の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 請 求 項 12に 記 載 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ３ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相
補 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相
補 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ １ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最 初 の
配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相 補 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 マ イ ク ロ ア レ イ で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最 初 の
配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す
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る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 或 る リ ン カ ー が 少 な く と も １ つ の 前 記 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 と
前 記 の 固 体 基 板 と を 連 結 し て い る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 該 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 の 各 々 が 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 分
子 を 含 み 、 任 意 の 単 一 の 固 有 の 物 理 的 位 置 で の そ の 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 同 一 の 配 列
を 有 し 、 該 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 の 各 々 は 、 該 基 板 上 の 別 の 固 有 の 物 理 的 位 置 で の ヌ
ク レ オ チ ド 分 子 群 の 配 列 と は 異 な る 或 る 配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 分 子 群 を 含 む こ と を 特
徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
SEQ ID NO:2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
SEQ ID NO:3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
SEQ ID NO:4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
SEQ ID NO:5の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ １ 】
SEQ ID NO:6の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
SEQ ID NO:7の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
SEQ ID NO:8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
SEQ ID NO:9の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
SEQ ID NO:10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
SEQ ID NO:11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
SEQ ID NO:12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
SEQ ID NO:13の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
SEQ ID NO:14の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
SEQ ID NO:15の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ １ 】
SEQ ID NO:16の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
SEQ ID NO:17の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
SEQ ID NO:18の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
SEQ ID NO:19の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
SEQ ID NO:20の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 ７ ６ 】
SEQ ID NO:21の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
SEQ ID NO:22の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
SEQ ID NO:23の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
SEQ ID NO:24の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
SEQ ID NO:25の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ １ 】
SEQ ID NO:26の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 の 核 酸 群 、 そ れ ら 核 酸 が コ ー ド す る 薬 物 代 謝 酵 素 群 な ら び に 、 こ れ ら の
核 酸 と タ ン パ ク 質 と を 利 用 し た 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 細 胞 増 殖 異 常 、 発 生 ・ 発 達 障 害 、
内 分 泌 障 害 、 眼 の 障 害 、 代 謝 障 害 、 お よ び 肝 障 害 を 含 む 胃 腸 障 害 の 、 診 断 、 治 療 、 お よ び
予 防 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 該 核 酸 と 薬 物 代 謝 酵 素 と の 発 現 へ の 、 外 因 性 化 合 物 の 効 果
の ア セ ス メ ン ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 薬 物 の 代 謝 お よ び 薬 物 の 体 内 の 移 動 （ 薬 物 動 態 学 ） は 、 そ の 効 果 、 毒 性 、 お よ び 他 の 薬
物 と の 相 互 作 用 を 判 定 す る 上 で 重 要 で あ る 。 薬 物 の 吸 収 、 様 々 な 組 織 へ の 分 布 、 お よ び 薬
物 代 謝 産 物 の 排 除 の 、 ３ つ の プ ロ セ ス が 薬 物 動 態 を 支 配 す る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス は 薬 物 代
謝 に 密 接 に 関 係 す る が 、 そ れ は 様 々 な 代 謝 修 飾 が 、 溶 解 性 、 受 容 体 へ の 結 合 、 お よ び 排 泄
速 度 を 含 む 、 薬 物 の 物 理 化 学 的 特 性 お よ び 薬 理 学 的 特 性 の 大 部 分 を 変 容 さ せ る た め で あ る
。 薬 物 を 修 飾 す る 代 謝 経 路 は ま た 、 ス テ ロ イ ド 、 脂 肪 酸 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 、 ロ イ コ ト
リ エ ン 、 お よ び ビ タ ミ ン 等 、 様 々 な 天 然 基 質 を 受 容 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 経 路 に お け る
酵 素 は 、 天 然 化 合 物 、 薬 物 、 発 癌 物 質 、 変 異 誘 発 物 質 、 お よ び 生 体 異 物 の 間 の 生 化 学 的 お
よ び 薬 理 学 的 相 互 作 用 の 重 要 な 部 位 と な る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 薬 物 代 謝 に お け る 遺 伝 的 な 差 異 が 、 個 体 間 で 薬 物 効 果 お よ び 毒 性 の レ ベ ル の 著 し い 違 い
を 生 む こ と が 以 前 か ら 認 識 さ れ て い る 。 治 療 指 数 が 狭 い 薬 物 ま た は 、 コ デ イ ン 等 、 生 理 活
性 を 必 要 と す る 薬 物 の 場 合 、 こ の よ う な 遺 伝 子 多 型 は 極 め て 重 要 た り 得 る 。 更 に 、 有 望 な
新 薬 が 、 患 者 群 の 一 部 の み を 害 し 得 る 毒 性 の た め 臨 床 試 験 で し ば し ば 排 除 さ れ る 。 薬 物 代
謝 酵 素 が 重 要 な 一 部 を 占 め る 薬 理 ゲ ノ ミ ッ ク ス 研 究 が 進 歩 す れ ば 、 薬 物 の 効 果 お よ び 毒 性
の 疑 問 に 取 り 組 む ツ ー ル が 発 展 し 、 そ の よ う な 情 報 が 拡 大 さ れ う る で あ ろ う （ Evans, W. 
E.お よ び R. V. Relling (1999) Science 286:487-491を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 薬 物 代 謝 反 応 は 、 薬 物 分 子 を 機 能 化 し て 更 な る 代 謝 の た め に 準 備 す る フ ェ ー ズ Iと 抱 合
性 の フ ェ ー ズ IIに 分 類 さ れ る 。 一 般 に 、 フ ェ ー ズ Iの 反 応 生 成 物 は 部 分 的 或 い は 完 全 に 不
活 性 で あ り 、 フ ェ ー ズ IIの 反 応 生 成 物 は 主 要 な 排 泄 種 で あ る 。 し か し な が ら 、 フ ェ ー ズ I
反 応 生 成 物 は 、 投 与 さ れ た 元 の 薬 物 よ り も 活 性 が 高 い 場 合 が あ り 、 こ の 代 謝 活 性 化 原 理 が
プ ロ ド ラ ッ グ と し て 利 用 さ れ る （ 例 え ば 、 L-ド パ ） 。 加 え て 、 数 種 の 非 毒 性 化 合 物 （ 例 え
ば 、 ア フ ラ ト キ シ ン 、 ベ ン ゾ -α -ピ レ ン ） は 、 こ れ ら の 経 路 を 経 て 毒 性 中 間 体 へ 代 謝 さ れ
る 。 フ ェ ー ズ I反 応 は 通 常 、 薬 物 代 謝 に お け る 律 速 段 階 で あ る 。 し か し 、 そ の 化 合 物 ま た
は 他 の 化 合 物 類 へ の 事 前 曝 露 に よ っ て 、 フ ェ ー ズ I酵 素 群 の 発 現 を 誘 発 さ せ る こ と が で き
、 そ れ に よ っ て 、 代 謝 経 路 を 経 る 基 質 フ ラ ッ ク ス を 増 し 得 る (Klaassen, C.D.他 (1996) 
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rk, NY, 113-186ペ ー ジ ; Katzung, B.G. (1995) , App
letonお よ び Lange, Norwalk, CT, 48-59ペ ー ジ ; Gibson, G.G.お よ び P. Skett (1994) 

, Blackie Academic and Professional, London参 照 )。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 薬 物 代 謝 酵 素 （ DME） は 幅 広 い 基 質 特 異 性 を 有 す る 。 こ れ は 、 多 種 多 様 な 抗 体 が そ れ ら
の 抗 原 に 対 し て 高 い 特 異 性 を 有 す る 免 疫 系 と は 対 照 的 で あ る 。 多 様 な 分 子 を 代 謝 す る DME
の 能 力 に よ っ て 、 代 謝 の レ ベ ル に お い て 薬 物 相 互 作 用 の 可 能 性 が 生 ま れ る 。 例 え ば 、 １ 化
合 物 に よ る 、 或 る DMEの 誘 導 は 、 そ の 酵 素 に よ る 他 の 化 合 物 の 代 謝 に 影 響 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 DME類 は 、 そ れ ら が 触 媒 す る 反 応 の 種 類 、 お よ び 関 係 す る 補 因 子 に 従 っ て 分 類 さ れ て い
る 。 フ ェ ー ズ I酵 素 の 主 な ク ラ ス に は 、 限 定 す る も の で は な い が チ ト ク ロ ー ム P450お よ び
フ ラ ビ ン 含 有 モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。 フ ェ ー ズ I型 触 媒 サ イ ク ル お よ び 反 応 に 関
与 す る そ の 他 の 酵 素 ク ラ ス に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 NADPHチ ト ク ロ ー ム P450還 元
酵 素 （ CPR） 、 ミ ク ロ ソ ー ム チ ト ク ロ ー ム b5/NADHチ ト ク ロ ー ム b5レ ダ ク タ ー ゼ 系 、 フ ェ レ
ド キ シ ン ／ フ ェ レ ド キ シ ン レ ダ ク タ ー ゼ レ ド ッ ク ス 対 、 ア ル ド ／ ケ ト 還 元 酵 素 、 お よ び ア
ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。 フ ェ ー ズ II酵 素 の 主 な ク ラ ス に は 、 限 定 す る も の
で は な い が 、 UDPグ ル ク ロ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 グ ル タ
チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 Nア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 お よ び Nア セ チ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　
　 チ ト ク ロ ー ム P450ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 酵 素 の メ ン バ ー は 、 様 々 な 基 質 の 酸 化 的 代 謝 を 触
媒 す る 。 そ の よ う な 基 質 と し て は 、 ス テ ロ イ ド 、 脂 肪 酸 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 、 ロ イ コ ト
リ エ ン 、 お よ び ビ タ ミ ン 等 の 天 然 化 合 物 や 、 薬 物 、 発 癌 物 質 、 変 異 誘 発 物 質 、 お よ び 生 体
異 物 が 含 ま れ る 。 P450ヘ ム － チ オ レ ー ト タ ン パ ク 質 と し て も 知 ら れ る チ ト ク ロ ー ム P450は
通 常 、 P450含 有 モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 系 と 呼 ば れ る 多 成 分 電 子 伝 達 鎖 に お け る 末 端 酸 化 酵 素
と し て 作 用 す る 。 触 媒 さ れ る 特 異 的 反 応 に は 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 エ ポ キ シ 化 、 N-酸 化 、 ス
ル ホ キ シ ド 化 、 N-脱 ア ル キ ル 、 S－ 脱 ア ル キ ル 、 お よ び O－ 脱 ア ル キ ル 、 脱 硫 酸 化 、 脱 ア ミ
ノ 化 、 並 び に ア ゾ 、 ニ ト ロ 、 お よ び N－ オ キ シ ド 基 の 還 元 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 反 応 は 、
動 物 に お け る 糖 質 コ ル チ コ イ ド 、 コ ル チ ゾ ー ル 、 エ ス ト ロ ゲ ン 、 お よ び ア ン ド ロ ゲ ン の ス
テ ロ イ ド 産 生 や 、 昆 虫 に お け る 殺 虫 剤 耐 性 や 、 植 物 に お け る 除 草 剤 耐 性 お よ び 花 の 発 色 や
、 微 生 物 に よ る 環 境 浄 化 バ イ オ レ メ デ ィ エ ー シ ョ ン に 関 係 す る 。 薬 物 、 発 癌 物 質 、 変 異 誘
発 物 質 、 お よ び 生 体 異 物 に チ ト ク ロ ー ム P450が 作 用 し て 、 解 毒 あ る い は 、 そ の 物 質 の 、 よ
り 毒 性 の 強 い 生 成 物 へ の 変 換 を 引 き 起 こ し 得 る 。 チ ト ク ロ ー ム P450は 肝 臓 に 豊 富 に 存 在 す
る が 、 そ の 他 の 組 織 に も 出 現 し 、 こ れ ら の 酵 素 は ミ ク ロ ソ ー ム に 位 置 す る （ ExPASYENZYME
 EC 1.14.14.1; Prosite PDOC00081 Cytochrome P450 cysteine heme-iron ligand signa
ture; PRINTS EP450I E-Class P450 Group I signature; Graham-Lorence, S.お よ び Pete
rson, J. A. (1996) FASEB J. 10:206-214を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ４ ０ ０ 種 類 の チ ト ク ロ ー ム P450が 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 、 お よ び 動 物 を 含 む 様 々 な 生 物 に
お い て 同 定 さ れ て い る （ Graham-Lorence、 前 出 ） 。 Bク ラ ス は 原 核 生 物 お よ び 真 菌 に 見 ら
れ 、 Eク ラ ス は 細 菌 、 植 物 、 昆 虫 、 脊 椎 動 物 、 お よ び 哺 乳 動 物 に 見 ら れ る 。 ５ つ の サ ブ ク
ラ ス 即 ち グ ル ー プ が 、 Eク ラ ス チ ト ク ロ ー ム P450の 大 き な フ ァ ミ リ ー の 中 に 含 ま れ る （ PRI
NTS EP450I E-Class P450 Group I signature） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 全 て の チ ト ク ロ ー ム P450は ヘ ム 補 因 子 を 用 い て お り 、 構 造 的 特 性 を 共 有 す る 。 ほ と ん ど
の チ ト ク ロ ー ム P450は 、 ４ ０ ０ ～ ５ ３ ０ ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ る 。 こ の 酵 素 の 二 次 構 造 は 、
約 ７ ０ ％ の α ヘ リ ッ ク ス と 約 ２ ２ ％ の β シ ー ト で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 の C末 端 部 に お け
る ヘ ム 結 合 部 位 の 周 り の 領 域 は 、 全 て の チ ト ク ロ ー ム P450で 保 存 さ れ て い る 。 こ の ヘ ム －
鉄 リ ガ ン ド 領 域 に お け る ア ミ ノ 酸 １ ０ 個 の シ グ ネ チ ャ 配 列 が 同 定 さ れ 、 こ の 配 列 に は 、 第
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５ の 配 位 部 位 に あ る 、 ヘ ム 鉄 の 結 合 に 関 与 す る 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン が 含 ま れ る 。 真 核 生
物 チ ト ク ロ ー ム P450で は 、 通 常 は 膜 貫 通 領 域 が こ の タ ン パ ク 質 の 初 め の １ ５ ～ ２ ０ の ア ミ
ノ 酸 に お い て 見 ら れ 、 一 般 に 、 約 １ ５ の 疎 水 性 残 基 お よ び そ れ に 続 く 正 に 帯 電 し た １ つ の
残 基 か ら な る （ Prosite PDOC00081前 出 ; Graham-Lorence前 出 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 チ ト ク ロ ー ム P450酵 素 は 、 細 胞 増 殖 お よ び 発 達 に 関 係 す る 。 こ の 酵 素 は 、 化 学 物 質 を 代
謝 し て 、 DNAと の 付 加 体 を 形 成 す る 反 応 性 中 間 体 に す る こ と で 起 こ る 化 学 的 な 変 異 誘 発 お
よ び 発 癌 に お い て 役 割 を 持 つ （ Nebert, D. W.お よ び Gonzalez, F. J. (1987) Ann. Rev. 
Biochem. 56:945-993） 。 こ れ ら の 付 加 体 は 、 発 癌 に 導 く 、 ヌ ク レ オ チ ド 変 化 お よ び DNA再
編 成 を 引 き 起 こ し 得 る 。 肝 臓 お よ び そ の 他 の 組 織 に お け る チ ト ク ロ ー ム P450の 発 現 は 、 多
環 式 芳 香 族 炭 化 水 素 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 、 フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル お よ び 、 糖 質 コ ル
チ コ イ ド で あ る デ キ サ メ タ ゾ ン 等 、 生 体 異 物 に よ っ て 誘 発 さ れ る （ Dogra, S. C.他 (1998)
 Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 25:1-9)。 或 る チ ト ク ロ ー ム P450タ ン パ ク 質 は 、 P450
遺 伝 子 CYP1B1に お け る 突 然 変 異 が 原 発 性 先 天 性 緑 内 障 を 引 き 起 こ す よ う に 、 眼 の 発 達 に 関
与 す る 可 能 性 が あ る （ Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) *601771 Cytochrom
e P450, subfamily I (dioxin-inducible), polypeptide 1; CYP1B1） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 チ ト ク ロ ー ム P450は 炎 症 お よ び 感 染 に 関 係 す る 。 肝 チ ト ク ロ ー ム P450活 性 は 、 様 々 な 感
染 お よ び 炎 症 性 の 刺 激 に よ っ て 大 い に 影 響 さ れ 、 抑 制 さ れ る 活 性 と 誘 発 さ れ る 活 性 が あ る
（ Morgan, E. T. (1997) Drug Metab. Rev. 29:1129-1188） 。 in vivoで 観 察 さ れ る 効 果
は 、 炎 症 誘 発 性 の サ イ ト カ イ ン お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン に よ っ て 模 倣 さ れ 得 る 。 ２ つ の チ
ト ク ロ ー ム P450タ ン パ ク 質 に 対 す る 自 己 抗 体 は 、 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分 泌 不 全 症 I型 （ APE
CED、 １ 種 の 多 腺 性 自 己 免 疫 症 候 群 )の 患 者 に 見 ら れ た （ OMIM *240300 Autoimmune polyen
odocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 チ ト ク ロ ー ム P450類 に お け る 突 然 変 異 は 、 乳 幼 児 期 の 副 腎 障 害 で 最 も 多 い 先 天 性 副 腎 過
形 成 や 、 偽 ビ タ ミ ン D欠 乏 く る 病 、 脳 腱 黄 色 腫 症 （ 進 行 性 神 経 機 能 障 害 、 早 発 性 ア テ ロ ー
ム 性 動 脈 硬 化 症 、 お よ び 白 内 障 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 １ 種 の 脂 質 貯 蔵 病 )、 抗 凝 血 薬
で あ る ク マ リ ン お よ び ワ ル フ ァ リ ン に 対 す る 遺 伝 性 の 耐 性 を 含 む 、 種 々 の 代 謝 障 害 に 結 び
付 け ら れ る （ Isselbacher, K.J.他 (1994) 
, McGraw-Hill, Inc. New York, NY,1968-1970ペ ー ジ ; Takeyama, K.他 (1997) Science 2
77:1827-1830; Kitanaka, S.他 (1998) N. Engl. J. Med. 338:653-661; OMIM *213700 Ce
rebrotendinous xanthomatosis;お よ び OMIM #122700 Coumarin resistance)。 チ ト ク ロ ー
ム P450タ ン パ ク 質 ア ロ マ タ ー ゼ の 、 極 度 に 高 レ ベ ル の 発 現 が 、 重 度 の 女 性 化 乳 房 （ gyneco
mastia, feminization） を 有 す る １ 少 年 の 層 状 線 維 化 肝 細 胞 癌 （ fibrolamellar hepatoce
llular carcinoma） に 見 ら れ た （ Agarwal, V.R. (1998) J. Clin. Endocrinol. Metab. 8
3:1797-1800） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 チ ト ク ロ ー ム P450触 媒 サ イ ク ル は 、 NADPHチ ト ク ロ ー ム P450レ ダ ク タ ー ゼ （ CPR） に よ る
チ ト ク ロ ー ム P450の 還 元 に よ っ て 完 了 す る 。 チ ト ク ロ ー ム b5と NADPHチ ト ク ロ ー ム b5レ ダ
ク タ ー ゼ と か ら な る 別 の ミ ク ロ ソ ー ム 電 子 伝 達 系 は 、 チ ト ク ロ ー ム P450触 媒 サ イ ク ル へ の
電 子 の 主 要 な 供 与 体 で は な い と 一 般 に 思 わ れ て い る 。 し か し 、 Lamb, D.C.他 （ 1999; FEBS
 Lett. 462:283-288） に よ る 近 年 の 研 究 報 告 は 、 ミ ク ロ ソ ー ム チ ト ク ロ ー ム b5/NADPHチ ト
ク ロ ー ム b5レ ダ ク タ ー ゼ 系 に よ っ て 効 果 的 に 還 元 お よ び サ ポ ー ト さ れ 得 る 或 る 鵞 口 瘡 カ ン
ジ ダ （ Candida albicans） チ ト ク ロ ー ム P450（ CYP51） を 同 定 す る 。 従 っ て 、 こ の 代 替 電
子 供 与 系 に よ っ て サ ポ ー ト さ れ る 多 く の チ ト ク ロ ー ム P450が 存 在 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 チ ト ク ロ ー ム b5レ ダ ク タ ー ゼ は ま た 、 赤 血 球 に お い て 、 酸 化 ヘ モ グ ロ ビ ン （ 酸 素 を 輸 送
で き な い 、 メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン す な わ ち ferrihemoglobin） を 、 活 性 型 ヘ モ グ ロ ビ ン （ ferro
hemoglobin） へ 還 元 す る 。 酸 化 剤 ま た は 、 充 分 に 還 元 さ れ て い な い 異 常 ヘ モ グ ロ ビ ン （ ヘ
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モ グ ロ ビ ン M） が 高 い レ ベ ル で 存 在 す る と 、 メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 血 症 が 引 き 起 こ さ れ る 。 メ
ト ヘ モ グ ロ ビ ン 血 症 は ま た 、 赤 血 球 チ ト ク ロ ー ム b5レ ダ ク タ ー ゼ の 遺 伝 的 な 欠 損 症 か ら も
起 こ り 得 る （ 概 説 は Mansour, A.お よ び Lurie, A.A. (1993) Am. J. Hematol. 42:7-12を
参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 チ ト ク ロ ー ム P450フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は ま た 、 ビ タ ミ ン Dの 合 成 お よ び 異 化 に 密 接 に
関 係 し て い る 。 ビ タ ミ ン Dは 、 植 物 組 織 で 生 成 さ れ る エ ル ゴ カ ル シ フ ェ ロ ー ル （ ビ タ ミ ン D
2） お よ び 動 物 組 織 で 生 成 さ れ る コ レ カ ル シ フ ェ ロ ー ル （ ビ タ ミ ン D3） の 、 ２ 種 の 生 物 学
的 に 等 価 な プ ロ ホ ル モ ン と し て 存 在 す る 。 後 者 の コ レ カ ル シ フ ェ ロ ー ル は 、 ７ － デ ヒ ド ロ
コ レ ス テ ロ ー ル が 近 紫 外 線 （ す な わ ち 290～ 310 nm） に 曝 露 さ れ る と 形 成 さ れ る 。 通 常 は
、 皮 膚 が 短 時 間 日 光 に 曝 さ れ れ ば 生 成 さ れ る （ 概 説 は Miller, W.L.お よ び Portale, A.A. 
(2000) Trends Endocrinol. Metab. 11:315-319を 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 両 方 の プ ロ ホ ル モ ン 型 は 更 に 、 肝 臓 に お い て 酵 素 25－ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ に よ っ て 25－ ヒ
ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D（ 25(OH)D） へ 更 に 代 謝 さ れ る 。 25(OH)Dは ビ タ ミ ン Dの 最 も 豊 富 に 存 在
す る 前 駆 型 で あ っ て 、 腎 臓 に お い て 酵 素 25－ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D 1α － ヒ ド ロ キ シ ラ ー
ゼ （ 1α － ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ） に よ っ て 、 活 性 型 で あ る 1α ,25－ ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D（
1α ,25(OH) 2 D） へ 更 に 代 謝 さ れ る 。 1α ,25(OH) 2 D生 成 の 調 節 は 主 に 、 合 成 経 路 の 、 こ の 最
終 ス テ ッ プ で 行 わ れ る 。 1α － ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は 、 酵 素 産 物 （ 1α ,25(OH) 2 D） の 循
環 レ ベ ル 、 並 び に 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ PTH） 、 カ ル シ ト ニ ン 、 イ ン ス リ ン 、 カ ル シ ウ ム 、
リ ン 、 成 長 ホ ル モ ン 、 お よ び プ ロ ラ ク チ ン の レ ベ ル な ど 、 幾 つ か の 生 理 学 的 因 子 に 左 右 さ
れ る 。 更 に 、 腎 臓 外 の 1α － ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 が 報 告 さ れ 、 組 織 特 異 的 か つ 局 所 的 な
、 lα ,25(OH) 2 D生 成 の 調 節 も 生 物 学 的 に 重 要 で あ り 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 1α ,25(OH)

2 Dの 24， 25－ ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D（ 24,25(OH) 2 D） へ の 触 媒 作 用 は 酵 素 25－ ヒ ド ロ キ シ
ビ タ ミ ン D 24－ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ 24－ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ） が 関 与 し 、 こ れ も 腎 臓 で 起 こ
る 。 24－ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ は ま た 、 基 質 と し て 25(OH)Dを 利 用 で き る （ Shinki, T.他  (199
7) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:12920-12925; Miller, W.L.お よ び Portale, A.A.
前 出 、 並 び に そ の 参 照 文 献 ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ビ タ ミ ン D25－ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 lα － ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 お よ び 24－ ヒ ド ロ キ シ ラ ー
ゼ は 全 て 、 NADPH依 存 性 I型 （ ミ ト コ ン ド リ ア ） チ ト ク ロ ー ム P450酵 素 で あ っ て 、 そ の フ ァ
ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー と の 高 い 相 同 性 を 示 す 。 ビ タ ミ ン D25－ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ は ま た 、
幅 広 い 基 質 特 異 性 を 示 し 、 胆 汁 酸 中 間 体 の 26－ ヒ ド ロ キ シ ル 化 お よ び 、 コ レ ス テ ロ ー ル の
25－ ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 26－ ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 お よ び 27－ ヒ ド ロ キ シ ル 化 を も 行 う 可 能 性 が
あ る （ Dilworth, F.J.他 (1995) J. Biol. Chem. 270:16766-16774; Miller, W.L.お よ び P
ortale, A.A. 前 出 、 並 び に そ の 参 照 文 献 ） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ビ タ ミ ン Dの 活 性 型 （ １ α ,25(OH) 2 D） は 、 カ ル シ ウ ム お よ び リ ン 酸 の 恒 常 性 に 関 与 し 、
骨 髄 性 細 胞 お よ び 皮 膚 細 胞 の 分 化 を 促 進 す る 。 ビ タ ミ ン Dの 代 謝 に 関 す る 酵 素 （ 例 え ば 、 1
α -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ） の 欠 乏 に よ っ て 生 じ る ビ タ ミ ン D欠 乏 は 、 低 カ ル シ ウ ム 血 症 、 低 リ
ン 酸 血 症 お よ び 、 ビ タ ミ ン D依 存 性 (感 受 性 )く る 病 （ 骨 密 度 の 低 下 並 び に 、 あ ひ る 歩 行 を
伴 う 内 反 膝 す な わ ち O脚 と い う 特 徴 的 症 状 を 示 す 疾 患 ） を 生 じ る 。 ビ タ ミ ン D25－ ヒ ド ロ キ
シ ラ ー ゼ の 欠 損 は 、 脳 腱 黄 色 腫 症 （ ア キ レ ス 腱 、 脳 、 肺 、 お よ び そ の 他 の 多 く の 組 織 に お
け る コ レ ス テ ロ ー ル お よ び コ レ ス タ ノ ー ル の 沈 着 と い う 特 徴 を も つ 脂 質 貯 蔵 病 )を 引 き 起
こ す 。 こ の 疾 患 は 、 進 行 性 神 経 機 能 障 害 （ 思 春 期 後 の 小 脳 性 運 動 失 調 症 を 含 む )、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 お よ び 白 内 障 を 示 す 。 ビ タ ミ ン D25－ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 欠 乏 に よ っ
て く る 病 が 起 き な い こ と か ら 、 25(OH)D合 成 の 別 の 経 路 が 存 在 す る こ と が 推 定 さ れ る （ Gri
ffin, J. E.お よ び Zerwekh, J. E. (1983) J. Clin. Invest. 72 : 1190-1199 ; Gamblin
, G. T.他 (1985) J. Clin. Invest. 75 : 954-960 ; お よ び Miller, W. L.お よ び Portale
, A. A. 前 出 ） 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 フ ェ レ ド キ シ ン お よ び フ ェ レ ド キ シ ン レ ダ ク タ ー ゼ は 電 子 伝 達 ア ク セ サ リ ー タ ン パ ク 質
で あ っ て 、 少 な く と も １ つ の ヒ ト チ ト ク ロ ー ム P450種 （ CYP27遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ
る チ ト ク ロ ー ム P450c27)を サ ポ ー ト す る (Dilworth, F. J.他 (1996) Biochem. J. 320:267
-71)。 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ‐ グ リ セ ウ ス （ Streptomyces griseus） の チ ト ク ロ ー ム P450で
あ る CYP104D1は 、 大 腸 菌 に お い て 非 相 同 的 に （ heterologously） 発 現 さ れ 、 内 因 性 フ ェ レ
ド キ シ ン お よ び フ ェ レ ド キ シ ン レ ダ ク タ ー ゼ 酵 素 に よ っ て 還 元 さ れ る こ と が 発 見 さ れ た （
Taylor, M.他 (1999) Biochem. Biophys. Res. Commun. 263:838-42） 。 こ の こ と か ら 、 多
く の チ ト ク ロ ー ム P450種 が 、 フ ェ レ ド キ シ ン ／ フ ェ レ ド キ シ ン レ ダ ク タ ー ゼ 対 に よ っ て サ
ポ ー ト さ れ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 フ ェ レ ド キ シ ン レ ダ ク タ ー ゼ は ま た 、 或 る モ デ ル 薬 物 代
謝 系 で 、 抗 腫 瘍 抗 生 物 質 で あ る ア ク チ ノ マ イ シ ン Dを 反 応 性 フ リ ー ラ ジ カ ル 種 に 還 元 し た
（ Flitter, W.D.お よ び Mason, R.P. (1988) Arch. Biochem. Biophys. 267:632-639） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　
　 フ ラ ビ ン 含 有 モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ は 、 異 例 な 範 囲 の 基 質 群 の 、 求 核 性 の 窒 素 、 硫 黄 、 お
よ び リ ン の ヘ テ ロ 原 子 を 酸 化 す る 。 チ ト ク ロ ー ム P450と 同 様 、 FMOは ミ ク ロ ソ ー ム 酵 素 で
あ っ て NADPHお よ び O２ を 用 い 、 そ の 基 質 は チ ト ク ロ ー ム P450の 基 質 と 広 範 に 重 な る 。 FMO
は 、 肝 臓 、 腎 臓 、 お よ び 肺 な ど の 組 織 に 分 布 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 組 織 特 異 的 に 発 現 さ れ る 、 ５ つ の 異 な っ た 既 知 の FMOア イ ソ フ ォ ー ム （ FMO1、 FMO2、 FMO
3、 FM04、 お よ び FMO5） が 哺 乳 動 物 に 見 ら れ る 。 こ れ ら の ア イ ソ フ ォ ー ム は 基 質 特 異 性 が
異 な り 、 更 に 様 々 な 化 合 物 に よ る 阻 害 お よ び 、 反 応 の 立 体 特 異 性 等 、 他 の 特 性 も 異 な る 。
FMOは 、 ア ミ ノ 酸 １ ３ 個 の シ グ ネ チ ャ 配 列 を 有 し 、 そ の 成 分 は N末 端 の ３ 分 の ２ の 配 列 に ま
た が る 。 そ れ ら 成 分 に は 、 ま た 、 多 く の Nヒ ド ロ キ シ ル 化 酵 素 に 見 ら れ る FATGYモ チ ー フ 、
お よ び FAD結 合 領 域 を 含 む （ Stehr, M.他 (1998) Trends Biochem. Sci. 23:56-57; PRINTS
 FMOXYGENASE Flavin-containing monooxygenase signature)。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 特 異 的 な 反 応 に は 、 求 核 性 三 級 ア ミ ン の Nオ キ シ ド へ の 酸 化 、 二 級 ア ミ ン の ヒ ド ロ キ シ
ル ア ミ ン お よ び ニ ト ロ ン へ の 酸 化 、 一 級 ア ミ ン の ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン お よ び オ キ シ ム へ の
酸 化 、 お よ び 硫 黄 含 有 化 合 物 お よ び ホ ス フ ィ ン の S－ オ キ シ ド お よ び P－ オ キ シ ド へ の 酸 化
が 含 ま れ る 。 ヒ ド ラ ジ ン 、 ヨ ウ 化 物 、 セ レ ン 化 物 、 お よ び 硼 素 含 有 化 合 物 も 基 質 で あ る 。
FMOは 化 学 的 に チ ト ク ロ ー ム P450に 類 似 し て い る が 、 FMOは 例 え ば そ の 高 い 熱 不 安 定 性 お よ
び チ ト ク ロ ー ム P450の 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 感 受 性 に 基 づ い て で チ ト ク ロ ー ム P450
か ら 通 常 は 区 別 で き る 。 し か し な が ら 、 FMOの ア イ ソ フ ォ ー ム 間 で 熱 安 定 性 お よ び 界 面 活
性 剤 感 受 性 が 異 な る た め 、 こ れ ら の 特 性 を 同 定 に 用 い る の は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 FMOは 、 幾 つ か の 薬 物 お よ び 生 体 異 物 の 代 謝 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 FMO（ 肝 臓 FMO3） は
、 （ S） ニ コ チ ン の （ S） ニ コ チ ン N－ 1’ － オ キ シ ド （ 尿 中 に 排 泄 ） へ の 代 謝 を 主 に 担 う 。
FMOは ま た 、 胃 潰 瘍 の 治 療 に 広 く 用 い ら れ る H 2 － ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る シ メ チ ジ ン の S－ 酸
素 化 に 関 与 す る 。 FMOの 肝 臓 発 現 型 は 、 チ ト ク ロ ー ム P450と 同 じ 調 節 制 御 下 に な い 。 例 え
ば 、 ラ ッ ト に お い て 、 フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル 処 理 に よ り チ ト ク ロ ー ム P450が 誘 導 さ れ る が 、
FMO1は 抑 制 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 FMOの 内 因 性 基 質 と し て は 、 シ ス テ ア ミ ン （ 二 硫 化 物 で あ る シ ス タ ミ ン へ 酸 化 さ れ る ）
お よ び 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン N－ オ キ シ ド へ 代 謝 さ れ る ト リ メ チ ル ア ミ ン （ TMA） が 含 ま れ る
。 TMAは 腐 っ た 魚 の よ う な 臭 い が し 、 FMO3ア イ ソ フ ォ ー ム の 突 然 変 異 に よ っ て 、 悪 臭 が す
る 遊 離 ア ミ ン が 大 量 に 汗 、 尿 、 お よ び 呼 気 か ら 排 出 さ れ る よ う に な る 。 こ れ ら の 症 状 が 、
魚 臭 症 候 群 の 名 を 生 ん だ （ OMIM 602079 Trimethylaminuria） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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フ ラ ビ ン 含 有 モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ （ FMO）

in vitro

リ ジ ル オ キ シ ダ ー ゼ



　 リ ジ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ リ ジ ン ６ － オ キ シ ダ ー ゼ 、 LO） は 、 コ ラ ー ゲ ン と エ ラ ス チ ン と の
架 橋 結 合 に よ る 結 合 組 織 マ ト リ ク ス の 形 成 に 関 与 す る 銅 依 存 性 ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ で あ る
。 LOは 、 約 50 kDaの Nグ リ コ シ ル 化 さ れ た 前 駆 体 タ ン パ ク 質 と し て 分 泌 さ れ 、 或 る メ タ ロ
プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ 成 熟 型 の 酵 素 と 成 る が 、 こ の 前 駆 型 も 活 性 で あ る 。 LO内 の
銅 原 子 は 、 酸 素 へ 、 ま た 酸 素 か ら の 電 子 の 伝 達 に 関 与 し 、 こ れ ら の 細 胞 外 マ ト リ ク ス タ ン
パ ク 質 に お い て リ ジ ン 残 基 の 酸 化 的 脱 ア ミ ノ 反 応 を 促 進 す る 。 銅 の 配 位 が LO活 性 に 必 須 で
あ る が 、 食 事 に よ る 銅 の 摂 取 が 不 充 分 で も 、 こ の ア ポ 酵 素 の 発 現 は そ の 影 響 を 受 け な い 。
し か し 、 機 能 的 LOの 不 在 は 、 食 餌 性 銅 欠 乏 に 伴 う 、 骨 格 組 織 お よ び 血 管 組 織 の 障 害 に 結 び
付 け ら れ る 。 LOは ま た 、 様 々 な セ ミ カ ル バ ジ ド 、 ヒ ド ラ ジ ン 、 お よ び ア ミ ノ 亜 硝 酸 （ amin
o nitrites） 、 並 び に ヘ パ リ ン に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 β － ア ミ ノ プ ロ ピ オ ニ ト リ ル は 、 一
般 に 用 い ら れ る イ ン ヒ ビ タ ー の １ つ で あ る 。 LOの 活 性 は 、 オ ゾ ン や カ ド ミ ウ ム に 応 答 し て
増 大 し 、 ま た 、 局 所 組 織 外 傷 に 応 答 し て 放 出 さ れ る ホ ル モ ン の レ ベ ル の 上 昇 に 応 答 し て 増
大 す る 。 こ の よ う な ホ ル モ ン の 例 に は 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 － β 、 血 小 板 由 来
成 長 因 子 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン II、 お よ び 線 維 芽 成 長 因 子 等 が 含 ま れ る 。 LO活 性 に お け る 異
常 は 、 メ ン ケ ス 症 候 群 お よ び 後 角 症 候 群 （ occipital horn syndrome） に 結 び 付 け ら れ る
。 サ イ ト ゾ ル 型 の LO酵 素 は 、 異 常 な 細 胞 増 殖 に 関 係 す る と 思 わ れ て い る （ 概 説 は Rucker, 
R. B.他 (1998) Am. J. Clin. Nutr. 67:996S-1002S並 び に Smith-Mungo, L. I.お よ び Kaga
n, H. M. (1998) Matrix Biol. 16:387-398を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】

　 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ （ DHFR） は 遍 在 性 の 酵 素 で あ っ て 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 の 、 テ ト ラ
ヒ ド ロ 葉 酸 へ の NADPH依 存 性 の 還 元 を 触 媒 す る が 、 こ の 反 応 は グ リ シ ン と プ リ ン 類 と の de 
novo合 成 、 並 び に デ オ キ シ ウ リ ジ ン 一 リ ン 酸 (dUMP)の デ オ キ シ チ ミ ジ ン 一 リ ン 酸 (dTMP)へ
の 変 換 に お け る 、 必 須 過 程 で あ る 。 こ の 基 本 的 な 反 応 は 、
　 　 　 7,8－ ジ ヒ ド ロ 葉 酸 ＋ NADPH→ 5,6,7,8－ テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 ＋ NADP＋

で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 DHFR酵 素 は 、 ト リ メ ト プ リ ム （ trimethroprim） お よ び メ ト ト レ キ セ ー ト な ど 、 様 々 な
ジ ヒ ド ロ 葉 酸 類 似 体 に よ っ て 阻 害 さ れ 得 る 。 豊 富 な dTMPが DNA合 成 に 必 要 で あ る た め 、 迅
速 な 細 胞 分 裂 に は DHFR活 性 が 必 要 で あ る 。 DNAウ イ ル ス （ 例 え ば 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ） の
複 製 に も 、 高 い レ ベ ル の DHFR活 性 を 必 要 と す る 。 そ の た め 、 DHFRを 標 的 と す る 薬 物 が 、 癌
の 化 学 療 法 や 、 DNAウ イ ル ス 複 製 の 抑 制 に 用 い ら れ て い る （ 同 様 の 理 由 で 、 チ ミ ジ ル 酸 合
成 酵 素 も 標 的 酵 素 で あ る ） 。 DHFRを 抑 制 す る 薬 物 は 、 急 激 に 分 裂 す る 細 胞 （ す な わ ち DNA
ウ イ ル ス 感 染 細 胞 ） に 対 し て 優 先 的 な 細 胞 毒 性 を 持 つ が 、 特 異 性 を 持 た ず 、 分 裂 す る 細 胞
を 無 差 別 に 破 壊 す る 。 更 に 癌 細 胞 は 、 獲 得 性 の 輸 送 欠 陥 、 ま た は １ つ 以 上 の DHFR遺 伝 子 の
重 複 （ duplication） の 結 果 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 等 の 薬 物 に 対 し 耐 性 に な り 得 る （ Stryer,
 L. (1988) .W.H Freeman and Co., Inc. New York. 511-5619ペ ー ジ )。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　
　 ア ル ド ／ ケ ト 還 元 酵 素 は 単 量 体 NADPH依 存 性 オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ で あ り 、 幅 広 い 基 質
特 異 性 を 有 す る (Bohren, K.M. 他 (1989) J. Biol. Chem. 264:9547-9551)。 こ れ ら の 酵 素
は 、 カ ル ボ ニ ル 含 有 糖 お よ び 芳 香 族 化 合 物 な ど 、 カ ル ボ ニ ル 含 有 化 合 物 の 、 対 応 す る ア ル
コ ー ル へ の 還 元 を 触 媒 す る 。 従 っ て 、 様 々 な カ ル ボ ニ ル 含 有 薬 物 お よ び 生 体 異 物 は こ の ク
ラ ス の 酵 素 に よ っ て 代 謝 さ れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー で あ る ア ル ド ー ス レ ダ ク タ ー ゼ に よ っ て 触 媒 さ れ る 既 知 の 或 る 反 応
は 、 グ ル コ ー ス が ソ ル ビ ト ー ル へ 還 元 さ れ 、 更 に ソ ル ビ ト ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に よ っ て
フ ル ク ト ー ス に 代 謝 さ れ る 。 標 準 状 態 で は 、 グ ル コ ー ス の ソ ル ビ ト ー ル へ の 還 元 は 主 な 経
路 で は な い 。 し か し な が ら 、 高 血 糖 状 態 で は 、 ソ ル ビ ト ー ル の 蓄 積 は 糖 尿 病 合 併 症 の 発 症
に 関 係 す る と 思 わ れ る （ OMIM *103880 Aldo-keto reductase family 1, member B1） 。 こ
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ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ

Biochemistry

ア ル ド ／ ケ ト 還 元 酵 素



の 酵 素 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は ま た 、 数 種 の 肝 癌 で 高 発 現 さ れ る （ Cao, D.他 (1998) J. B
iol. Chem. 273:11429-11435)。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　
　 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ ADH） は 、 単 純 ア ル コ ー ル 類 を 対 応 す る ア ル デ ヒ ド 類 へ
酸 化 す る 。 ADHは サ イ ト ゾ ル 酵 素 で あ っ て 、 補 因 子 NAD+を 好 み 、 ま た 亜 鉛 イ オ ン に 結 合 す
る 。 ADHの レ ベ ル は 肝 臓 に お い て 最 も 高 く 、 腎 臓 、 肺 、 お よ び 胃 粘 膜 に お い て は 低 い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 既 知 の ADHア イ ソ フ ォ ー ム は 、 40 kDaの サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る 二 量 体 タ ン パ ク 質 で あ る
。 こ れ ら の サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ５ つ の 既 知 の 遺 伝 子 座 （ a、 b、 g、 p、 c） が 存 在 し
、 そ の 内 の 幾 つ か は 特 徴 的 な 対 立 遺 伝 子 変 異 体 （ b1、 b2、 b3、 g1、 g2） を 有 す る 。 サ ブ ユ
ニ ッ ト は ホ モ 二 量 体 お よ び ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る こ と が で き 、 サ ブ ユ ニ ッ ト の 構 成 に よ
っ て 活 性 な 酵 素 の 特 異 的 特 性 が 決 定 さ れ る 。 従 っ て 、 ホ ロ 酵 素 が ク ラ ス I（ サ ブ ユ ニ ッ ト
構 成 、 aa、 ab、 ag、 bg、 gg） 、 ク ラ ス II（ pp） 、 お よ び ク ラ ス III（ cc） と し て 分 類 さ れ
て い る 。 ク ラ ス Iの ADHイ ソ 酵 素 は エ タ ノ ー ル そ の 他 の 小 さ い 脂 肪 族 ア ル コ ー ル を 酸 化 し 、
ピ ラ ゾ ー ル に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 ク ラ ス IIイ ソ 酵 素 は 長 鎖 の 脂 肪 族 ア ル コ ー ル お よ び 芳 香
族 ア ル コ ー ル を 好 み 、 メ タ ノ ー ル を 酸 化 で き な い 。 ま た 、 ピ ラ ゾ ー ル に よ っ て 阻 害 さ れ な
い 。 ク ラ ス IIIイ ソ 酵 素 は 、 更 に 長 い 長 鎖 脂 肪 族 ア ル コ ー ル （ ５ 炭 素 以 上 ） お よ び 芳 香 族
ア ル コ ー ル を 好 み 、 ピ ラ ゾ ー ル に よ っ て 阻 害 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 短 鎖 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ に は 、 様 々 な 基 質 特 異 性 を 有 す る 多 数 の 近 縁 酵 素 が 含
ま れ る 。 こ の グ ル ー プ に 含 ま れ る も の は 哺 乳 動 物 酵 素 で あ る D－ β － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 (R)－ 3－ ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 15－ ヒ ド ロ キ シ プ ロ ス タ グ ラ
ン ジ ン デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 NADPH－ 依 存 性 カ ル ボ ニ ル レ ダ ク タ ー ゼ 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 1
1－ β － デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル － 17－ β － デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と 、 細 菌 酵 素
で あ る ア セ ト ア セ チ ル － CoAレ ダ ク タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス １ － デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 3－ β － ヒ
ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 20－ β － ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
、 リ ビ ト ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 3－ オ キ ソ ア シ ル レ ダ ク タ ー ゼ 、 2， 3-dihydro-2,3-dihy
droxybenzoate dehydrogenase、 ソ ル ビ ト ー ル － 6－ リ ン 酸 2－ デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 7－ α －
ヒ ド ロ キ シ ス テ ロ イ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 cis-1,2-dihydroxy-3,4-cyclohexadiene-1-car
boxylate dehydrogenase、 シ ス － ト ル エ ン ジ ヒ ド ロ ジ オ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 シ ス － ベ
ン ゼ ン グ リ コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ビ フ ェ ニ ル － 2,3－ ジ ヒ ド ロ － 2,3－ ジ オ ー ル デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ 、 N-ア シ ル マ ン ノ サ ミ ン 1-デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ N-acylmannosamine 1-dehydrog
enase） 、 お よ び 2－ デ オ キ シ － D－ グ ル コ ン 酸 3－ デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ が あ る （ Krozowski, Z
. (1994) J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 51:125-130; Krozowski, Z. (1992) Mol.Cel
l Endocrinol.84:C2531; 並 び に Marks, A.R.他 (1992) J. Biol. Chem. 267:15459-15463)
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　
　 UDPグ ル ク ロ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ フ ァ ミ リ ー （ UGT） の メ ン バ ー は 、 補 因 子 ウ リ ジ ン
二 リ ン 酸 － グ ル ク ロ ン 酸 （ UDP－ グ ル ク ロ ン 酸 ） か ら 基 質 へ の グ ル ク ロ ン 酸 基 の 転 移 を 触
媒 す る 。 こ の 転 移 は 、 通 常 は 求 核 性 ヘ テ ロ 原 子 （ O、 N、 ま た は S） に 対 し て 行 わ れ る 。 基
質 の 例 に は 、 フ ェ ー ズ I反 応 に よ っ て 機 能 的 に な っ た 生 体 異 物 並 び に 、 ビ リ ル ビ ン 、 ス テ
ロ イ ド ホ ル モ ン 、 お よ び 甲 状 腺 ホ ル モ ン 等 、 内 因 性 化 合 物 が 含 ま れ る 。 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合
の 生 成 物 は 、 基 質 の 分 子 量 が 約 250g/mol未 満 で あ れ ば 尿 中 に 排 泄 さ れ る が 、 グ ル ク ロ ン 酸
抱 合 さ れ た 基 質 が そ れ よ り 大 き い 場 合 は 胆 汁 に 排 泄 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 UGTは 肝 臓 、 腎 臓 、 腸 、 皮 膚 、 脳 、 脾 臓 、 お よ び 鼻 粘 膜 の ミ ク ロ ソ ー ム に 存 在 す る 。 こ
れ ら の 位 置 で UGTは 、 チ ト ク ロ ー ム P450酵 素 お よ び フ ラ ビ ン 含 有 モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ と は
小 胞 体 膜 の 同 じ 側 に あ る た め 、 フ ェ ー ズ I薬 物 代 謝 の 生 成 物 へ の 到 達 に 理 想 的 な 位 置 に あ
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る 。 UGTは 、 そ の UGTを 小 胞 体 膜 に 固 着 す る C末 端 膜 貫 通 ド メ イ ン 並 び に 、 そ の C末 端 部 分 に
お け る 約 ５ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 の 保 存 さ れ た シ グ ネ チ ャ ド メ イ ン を 有 す る （ Prosite PDOC00
359 UDP-glycosyltransferase signature） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 薬 物 代 謝 に 関 係 す る UGTは 、 UGT1お よ び UGT2の ２ つ の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に よ っ て コ ー ド
さ れ る 。 UGT1フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 補 助 因 子 結 合 お よ び 膜 挿 入 に 関 係 す る 定 常 領 域 、
お よ び 可 変 基 質 結 合 ド メ イ ン を 有 す る 、 単 一 の 遺 伝 子 座 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て
生 じ る 。 UGT2フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 異 な る 複 数 の 遺 伝 子 座 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 UGT2A
お よ び UGT2Bの ２ つ の フ ァ ミ リ ー に 分 類 さ れ る 。 2Aサ ブ フ ァ ミ リ ー は 嗅 上 皮 で 発 現 し 、 2B
サ ブ フ ァ ミ リ ー は 肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム で 発 現 す る 。 UGT遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 は 、 高 ビ リ
ル ビ ン 血 症 （ OMIM＃ 143500 Hyperbilirubinemia I） 、 出 生 時 か ら の 著 し い 高 ビ リ ル ビ ン
血 症 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る ク リ グ ラ ー － ナ ジ ャ ー 症 候 群 （ OMIM＃ 218800 Crigler-Najja
r syndrome） 、 ジ ル ベ ー ル 病 と 呼 ば れ る 軽 度 の 高 ビ リ ル ビ ン 血 症 （ OMIM *191740 UGT1）
に 関 係 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　
　 硫 酸 抱 合 は O－ グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 を 受 け る 基 質 と 同 じ 基 質 の 多 く に 生 じ 、 高 水 溶 性 の 硫
酸 エ ス テ ル が 生 成 さ れ る 。 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ ST） は 、 補 助 因 子 3'‐ ホ ス ホ ア デ
ノ シ ン － 5’ ‐ ホ ス ホ 硫 酸 (PAPS)か ら 基 質 へ SO 3

- を 転 移 す る こ と に よ り 、 こ の 反 応 を 触 媒
す る 。 STの 基 質 は 主 に フ ェ ノ ー ル お よ び 脂 肪 族 ア ル コ ー ル で あ る が 、 抱 合 し て 対 応 す る ス
ル フ ァ ミ ン 酸 を 生 成 す る 芳 香 族 ア ミ ン お よ び 脂 肪 族 ア ミ ン も 含 ま れ る 。 こ れ ら の 反 応 に よ
る 生 成 物 は 主 に 尿 中 に 排 泄 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 STは 、 肝 臓 、 腎 臓 、 腸 管 、 肺 、 血 小 板 、 お よ び 脳 を 含 む 様 々 な 組 織 に 見 ら れ る 。 ST酵 素
は 、 一 般 に サ イ ト ゾ ル 酵 素 で あ っ て 、 多 数 の 型 が 同 時 に 発 現 さ れ る 場 合 が 多 い 。 例 え ば 、
１ ２ 種 類 を 越 え る STの 型 が ラ ッ ト の 肝 サ イ ト ゾ ル に 存 在 す る 。 こ れ ら の 生 化 学 的 に 特 徴 付
け ら れ た STは 、 そ れ ら の 基 質 選 択 性 に 基 づ い て 、 ア リ ー ル ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ア
ル コ ー ル ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 エ ス ト ロ ゲ ン ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 チ ロ シ ン
エ ス テ ル ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 お よ び 胆 汁 酸 塩 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の ５ つ の
ク ラ ス に 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ST酵 素 活 性 は 、 ラ ッ ト で は 性 別 お よ び 年 齢 に よ っ て 著 し く 異 な る 。 発 生 の 合 図 （ develo
pmental cues） と 性 関 連 ホ ル モ ン 類 と の 効 果 が あ い ま っ て 、 ST発 現 プ ロ フ ァ イ ル に お け る
こ れ ら の 差 異 並 び に 、 チ ト ク ロ ー ム P450等 の 他 の DMEの プ ロ フ ァ イ ル に お け る こ れ ら の 差
異 を 生 じ さ せ る と 考 え ら れ て い る 。 注 目 す べ き は 、 ネ コ に お け る STの 高 発 現 が 、 UDPグ ル
ク ロ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の レ ベ ル の 低 下 を 部 分 的 に 補 償 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 STの 幾 つ か の 型 は 、 ヒ ト 肝 サ イ ト ゾ ル か ら 精 製 さ れ ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 。 熱 安 定 性
お よ び 基 質 選 択 性 が 異 な っ た ２ つ の フ ェ ノ ー ル ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が 存 在 す る 。 熱
安 定 酵 素 は 、 パ ラ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 ミ ノ キ シ ジ ル 、 お よ び ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン 等 の フ ェ
ノ ー ル の 硫 酸 化 を 触 媒 し 、 熱 不 安 定 酵 素 は 、 ド ー パ ミ ン 、 エ ピ ネ フ リ ン お よ び levadopa等
、 モ ノ ア ミ ン 基 質 を 好 む 。 そ の 他 の ク ロ ー ニ ン グ さ れ た STに は 、 エ ス ト ロ ゲ ン ス ル ホ ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ び N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン － 6－ O－ ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が 含
ま れ る 。 こ の 最 後 の 酵 素 は 、 細 胞 生 化 学 に お け る STの 別 の 主 要 な 役 割 を 例 示 す る 。 即 ち 、
細 胞 分 化 お よ び プ ロ テ オ グ リ カ ン の 成 熟 に 重 要 と な り 得 る 、 糖 構 造 の 修 飾 で あ る 。 実 際 、
或 る ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 遺 伝 性 の 欠 損 は 、 成 熟 し た ケ ラ タ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ
ン の 合 成 不 良 と い う 特 徴 を も つ 障 害 で あ る 、 斑 状 角 膜 変 性 症 に 関 係 す る と 思 わ れ る （ Naka
zawa, K.他 (1984) J. Biol. Chem. 259:13751-13757; OMIM *217800 Macular dystrophy,
 corneal)。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 類 は 、 溶 液 に 遊 離 し て い る 糖 脂 質 ま た は 糖 タ ン パ ク 質
の 一 部 で あ る 、 末 端 の N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン （ GlcNAc） オ リ ゴ 糖 鎖 に ガ ラ ク ト ー ス （ G
al） を 転 移 す る 、 グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ 糖 転 移 酵 素 ） の サ ブ セ ッ ト で あ る (Kol
binger, F.他 (1998) J. Biol. Chem. 273:433-440; Amado, M.他 (1999) Biochim. Biophy
s. Acta 1473: 35-53)。 ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 細 胞 表 面 で 検 出 さ れ る 可 溶 性
細 胞 外 タ ン パ ク 質 で あ り 、 ゴ ル ジ 体 に も 存 在 す る 。 β 1,3－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ は 、 Gal(β 1-3)GlcNAc結 合 を 有 す る I型 糖 鎖 を 形 成 す る 。 既 知 の ヒ ト お よ び マ ウ ス β 1
,3－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 短 い サ イ ト ゾ ル ド メ イ ン 、 １ つ の 膜 貫 通 ド メ イ
ン 、 お よ び ８ つ の 保 存 さ れ た 領 域 を 持 つ １ つ の 触 媒 ド メ イ ン を 有 す る と 考 え ら れ る （ Kolb
inger, 前 出 お よ び Hennet, T.他 (1998) J. Biol. Chem. 273:58-65)。 マ ウ ス UDP－ ガ ラ ク
ト ー ス ： β － N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン β 1,3－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － Iで は
、 領 域 １ が ア ミ ノ 酸 残 基 の ７ ８ － ８ ３ 、 領 域 ２ が ア ミ ノ 酸 残 基 の ９ ３ － １ ０ ２ 、 領 域 ３ が
ア ミ ノ 酸 残 基 １ １ ６ － １ １ ９ 、 領 域 ４ が ア ミ ノ 酸 残 基 １ ４ ７ － １ ５ ８ 、 領 域 ５ が ア ミ ノ 酸
残 基 の １ ７ ２ － １ ８ ３ 、 領 域 ６ が ア ミ ノ 酸 残 基 の ２ ０ ３ － ２ ０ ６ 、 領 域 ７ が ア ミ ノ 酸 残 基
の ２ ３ ６ － ２ ４ ６ 、 領 域 ８ が ア ミ ノ 酸 残 基 の ２ ６ ４ － ２ ７ ５ に 位 置 す る 。 マ ウ ス UDP－ ガ
ラ ク ト ー ス ： β － N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン β 1,3－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － I
の 領 域 ８ 内 に 見 ら れ る １ 配 列 の １ 変 異 体 が 細 菌 ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 類 に も 見
ら れ る こ と か ら 、 こ の 配 列 が 、 或 る ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 配 列 モ チ ー フ を 規 定
す る と 示 唆 さ れ る （ Hennet, T. 前 出 ） 。 近 年 の 研 究 は 、 brainiacタ ン パ ク 質 は １ 種 の β 1
,3－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る こ と を 示 唆 し て い る （ Yuan, Y.他 (1997) Cel
l 88:9-11; お よ び Hennet, T. 前 出 ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 UDP－ Gal： GlcNAc－ 1,4－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ － 1,4－ GalT） （ Sato, T.
他  (1997) EMBO J. 16:1850-1857） は 、 Gal(β 1－ 4)GlcNAc結 合 を 有 す る II型 糖 鎖 の 形 成
を 触 媒 す る 。 β l,3－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 場 合 と 同 様 に 、 こ の 酵 素 の 可 溶
型 は 、 膜 結 合 型 の 切 断 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 β l,4－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に
保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 と し て は 、 触 媒 ド メ イ ン 内 の 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 連 結 し た ２ つ
の シ ス テ イ ン 残 基 お よ び 、 推 定 上 の １ つ の UDP－ ガ ラ ク ト ー ス 結 合 部 位 が 含 ま れ る （ Yadav
, S.お よ び Brew, K. (1990) J. Biol. Chem. 265:14163-14169; Yadav, S. P.お よ び Brew
, K. (1991) J. Biol. Chem. 266:698-703;並 び に Shaper, N. L.他 (1997) J. Biol. Chem
. 272:31389-31399） 。 β l,4－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 糖 タ ン パ ク 質 ま た は
糖 脂 質 上 に 糖 鎖 を 合 成 す る の に 加 え て 、 い く つ か の 特 化 し た 役 割 を 有 す る 。 哺 乳 類 で は 、
α － ラ ク ト ア ル ブ ミ ン と の ヘ テ ロ 二 量 体 の 一 部 と し て 、 或 る β l,4－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ が 、 泌 乳 時 の 乳 腺 ラ ク ト ー ス 生 成 に お い て 機 能 す る 。 精 子 の 表 面 上 の β l,4
－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 卵 を 特 異 的 に 認 識 す る 受 容 体 と し て 働 く 。 細 胞 表
面 β 1,4－ ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 類 は ま た 、 細 胞 接 着 、 細 胞 ／ 基 底 膜 相 互 作 用
、 正 常 な 細 胞 遊 走 、 お よ び 転 移 性 細 胞 遊 走 で 作 用 す る （ Shur, B. (1993) Curr. Opin. Ce
ll Biol.5:854-863; お よ び Shaper, J. (1995) Adv. Exp. Med. Biol. 376:95-104） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　
　 グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)に よ っ て 触 媒 さ れ る 基 本 的 な 反 応 は 、 還 元 型 グ
ル タ チ オ ン (GSH)で の 求 電 子 体 の 抱 合 で あ る 。 GSTは ホ モ 二 量 体 ま た は ヘ テ ロ 二 量 体 タ ン パ
ク 質 で あ っ て 、 主 に サ イ ト ゾ ル に 局 在 す る が 、 あ る 程 度 の 活 性 が ミ ク ロ ソ ー ム に も 見 ら れ
る 。 主 な イ ソ 酵 素 は 、 共 通 の 構 造 お よ び 触 媒 特 性 を 有 し 、 ヒ ト に お い て そ れ ら は 、 α 、 μ
、 π 、 お よ び θ の ４ つ の 大 ク ラ ス に 分 類 さ れ る 。 ２ つ の 最 も 大 き な ク ラ ス で あ る α お よ び
μ は 、 そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 等 電 点 （ α は pIが 約 7.5～ 9.0、 μ は pIが 約 6.6） に よ っ て 同
定 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の GSTは 、 GSHに 対 す る 共 通 の 結 合 部 位 お よ び 可 変 性 疎 水 性 結 合 部 位 を
有 す る 。 そ れ ぞ れ の イ ソ 酵 素 に お け る 疎 水 性 結 合 部 位 は 、 特 定 の 求 電 子 性 基 質 に 対 し て 特
異 的 で あ る 。 GST内 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 こ れ ら の 結 合 部 位 お よ び 触 媒 活 性 に 重 要 で
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あ る と し て 同 定 さ れ て い る 。 残 基 Q67、 T68、 D101、 E104、 お よ び R131は 、 GSHの 結 合 に 重
要 で あ る （ Lee, H-C他 (1995) J. Biol. Chem. 270:99-109)。 残 基 R13、 R20、 お よ び R69は
GSTの 触 媒 活 性 に 重 要 で あ る （ Stenberg G他 (1991) Biochem. J. 274:549-555)。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 殆 ど の 場 合 、 GSTは 、 潜 在 的 な 変 異 誘 発 性 お よ び 発 癌 性 の 化 学 物 質 を 不 活 性 化 し 解 毒 す
る な ど 有 用 な 機 能 を 果 た す 。 し か し な が ら 、 場 合 に よ っ て は そ れ ら の 作 用 が 有 害 と な り 、
化 学 物 質 を 活 性 化 さ せ て 変 異 誘 発 性 お よ び 発 癌 性 に し 得 る 。 ラ ッ ト お よ び ヒ ト GSTの 幾 つ
か の 型 は 、 発 癌 の 検 出 を 助 け る 、 信 頼 性 の 高 い 新 生 物 発 生 前 マ ー カ ー で あ る 。 変 異 誘 発 性
を 調 べ る た め の 良 く 知 ら れ た エ イ ム ス 試 験 に 用 い ら れ る サ ル モ ネ ラ チ フ ィ ム リ ウ ム な ど の
細 菌 株 に お け る ヒ ト GSTの 発 現 は 、 変 異 誘 発 に お け る こ れ ら の 酵 素 の 役 割 を 決 定 す る の に
役 立 つ 。 マ ウ ス に お い て 肝 腫 瘍 を 引 き 起 こ す ジ ハ ロ メ タ ン （ dihalomethanes） は 、 GSTに
よ っ て 活 性 化 さ れ る と 考 え ら れ て い る 。 こ の 考 え は 、 ジ ハ ロ メ タ ン は ヒ ト GSTを 発 現 す る
細 菌 細 胞 に お い て 非 形 質 導 入 細 胞 よ り も 突 然 変 異 誘 発 性 が 高 い と い う こ と か ら 支 持 さ れ る
(Thier, R.他 (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:8567-8580)。 二 臭 化 エ チ レ ン お よ
び 二 塩 化 エ チ レ ン の 変 異 誘 発 性 が 、 ヒ ト α GST,A1－ 1を 発 現 す る 細 菌 細 胞 に お い て 上 昇 し
、 ア フ ラ ト キ シ ン B1の 変 異 誘 発 が GSTの 発 現 が 促 進 さ れ る こ と で 実 質 的 に 減 少 す る （ Simul
a, T. P.他 (1993) Carcinogenesis 14:1371-1376)。 従 っ て 、 GST活 性 の 制 御 は 、 変 異 誘 発
お よ び 発 癌 の 制 御 に お い て 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 GSTは 、 多 剤 耐 性 （ MDR） と し て 知 ら れ て い る 現 象 で あ る 、 多 く の 癌 の 、 薬 物 治 療 に 対 す
る 獲 得 耐 性 に 関 係 す る と 思 わ れ る 。 MDRは 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド な ど の 細 胞 毒 で 治 療 を 受
け た 癌 患 者 に 起 こ り 、 そ の 薬 物 に 対 す る 耐 性 を 有 す る よ う に な っ た 後 、 更 に そ の 他 の 様 々
な 細 胞 毒 に 対 し て も 耐 性 を 有 す る よ う に な る 。 GSTレ ベ ル の 上 昇 は 、 こ れ ら の 薬 物 耐 性 癌
の 幾 つ か に 関 係 す る 。 ま た 、 薬 剤 に 応 答 し て GSTレ ベ ル が 上 昇 し た 後 、 GSTに よ っ て 触 媒 さ
れ た GSH抱 合 反 応 に よ り そ の 薬 剤 が 不 活 化 さ れ る と 考 え ら れ る 。 次 に 、 上 昇 し た GSTレ ベ ル
に よ り 癌 細 胞 が そ の 他 の 、 GSTに 結 合 す る 細 胞 毒 か ら 保 護 さ れ る 。 腫 瘍 に お け る A1－ 1の レ
ベ ル の 上 昇 は 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 治 療 に よ っ て 生 じ た 薬 剤 耐 性 に 関 係 す る （ Dirven H. 
A.他 (1994) Cancer Res.54: 6215-6220)。 従 っ て 、 癌 組 織 に お け る GST活 性 の 調 節 は 、 癌
患 者 の MDR治 療 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　
　 γ － グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ は 広 範 に 発 現 す る 酵 素 で あ っ て 、 γ － グ ル タ ミ ル
ア ミ ド 結 合 を 切 断 し て 細 胞 外 の グ ル タ チ オ ン （ GSH） の 分 解 を 開 始 さ せ る 。 GSHの 分 解 は 、
生 合 成 経 路 の た め に シ ス テ イ ン が 集 ま っ た 領 域 を 細 胞 に 提 供 す る 。 γ － グ ル タ ミ ル ト ラ ン
ス ペ プ チ ダ ー ゼ は ま た 、 細 胞 の 酸 化 防 止 に 寄 与 し 、 そ の 発 現 は 酸 化 ス ト レ ス に よ っ て 引 き
起 こ さ れ る 。 こ の 細 胞 表 面 局 在 糖 タ ン パ ク 質 は 、 癌 細 胞 に お い て 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ る
。 幾 つ か の 研 究 の 示 唆 す る と こ ろ で は 、 癌 細 胞 の 表 面 に お け る γ － グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ
プ チ ダ ー ゼ の 高 レ ベ ル の 活 性 を 前 駆 薬 の 活 性 化 に 利 用 し 、 抗 癌 治 療 薬 を 局 所 的 に 高 い 濃 度
に で き る （ Hanigan, M. H. (1998) Chem. Biol. Interact. 111-112:333-42; Taniguchi,
 N.お よ び Ikeda, Y. (1998) Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 72:239-78; Chikh
i, N.他 (1999) Comp. Biochem. Physiol. B. Biochem. Mol. Biol. 122:367-380)。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　
　 N－ ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 は 、 ア ミ ノ 酸 抱 合 体 の 、 活 性 化 し た カ ル ボ キ シ ル 基
へ の 転 移 を 触 媒 す る 。 内 因 性 化 合 物 お よ び 生 体 異 物 は 、 サ イ ト ゾ ル 、 ミ ク ロ ソ ー ム お よ び
ミ ト コ ン ド リ ア に お い て 、 ア シ ル － CoAシ ン セ タ ー ゼ に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 次 に 、 ア シ
ル － CoA中 間 体 は 、 サ イ ト ゾ ル ま た は ミ ト コ ン ド リ ア に お け る N－ ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ に よ っ て ア ミ ノ 酸 （ 通 常 は グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ま た は タ ウ リ ン で あ る が 、 オ ル ニ チ
ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 お よ び い く つ か の ジ ペ プ チ ド を
含 む ） と 抱 合 し 、 ア ミ ド 結 合 を 有 す る 代 謝 産 物 を 形 成 す る 。 こ の 反 応 は O－ グ ル ク ロ ン 酸
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抱 合 に 相 補 的 で あ る が 、 ア ミ ノ 酸 抱 合 は 、 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 に よ っ て 生 じ る 場 合 が 多 い 、
反 応 性 お よ び 毒 性 の 代 謝 産 物 を 生 成 し な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 胆 汁 酸 － CoA： ア ミ ノ 酸 N－ ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ BAT） は 、 こ の ク ラ ス の 良 く 特
徴 づ け ら れ た 酵 素 の １ つ で あ る 。 BATは 、 胃 腸 管 に お い て 界 面 活 性 剤 と し て 作 用 す る 、 胆
汁 酸 抱 合 体 の 生 成 を 担 う (Falany, C. N.他 (1994) J. Biol. Chem. 269:19375-19379; Joh
nson, M. R.他 (1991) J. Biol. Chem. 266:10227-10233)。 BATは ま た 、 部 分 肝 切 除 の 後 の
肝 臓 癌 患 者 の 予 後 の 予 測 イ ン ジ ケ ー タ と し て 有 用 で あ る (Furutani, M.他 (1996) Hepatolo
gy 24:1441-1445)。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　
　 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 に お け る 役 割 に つ い て 広 く 研 究
さ れ て い る 。 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 に よ り 、 真 核 細 胞 に お け る ク ロ マ チ ン 構 造 が 弛 緩 し 、
そ れ に よ っ て 転 写 因 子 が 、 ゲ ノ ム の 、 影 響 を 受 け た 領 域 （ ま た は ゲ ノ ム 全 体 ） に お け る DN
Aの 鋳 型 の プ ロ モ ー タ エ レ メ ン ト に 到 達 で き る よ う に な る 。 こ れ と は 対 照 的 に 、 ヒ ス ト ン
の 脱 ア セ チ ル 化 に よ り 、 ク ロ マ チ ン 構 造 が 閉 じ 転 写 因 子 の 到 達 が 制 限 さ れ て 転 写 が 減 少 す
る 。 こ の た め 、 ヒ ス ト ン の 脱 ア セ チ ル 化 を 阻 害 す る 化 学 薬 品 （ 例 え ば 酪 酸 ナ ト リ ウ ム ） を
細 胞 転 写 の 刺 激 の 一 般 的 な 手 段 と し て 用 い る と 、 人 為 的 結 果 で あ る が 遺 伝 子 発 現 が 全 体 的
に 上 昇 す る 。 ア セ チ ル 化 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 調 節 （ modulation） は ま た 、 限 定 す る も の で
は な い が 、 p53、 GATA－ 1、 MyoD、 ACTR、 TFIIE、 TFIIF、 お よ び 高 移 動 度 群 タ ン パ ク 質 （ HM
G） な ど 、 他 の タ ン パ ク 質 の ア セ チ ル 化 に よ っ て も 生 じ 得 る 。 p53の 場 合 、 ア セ チ ル 化 に よ
り DNAへ の 結 合 が 増 大 し 、 p53に よ っ て 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 転 写 が 刺 激 さ れ る 。 プ ロ ト タ イ
プ の ヒ ス ト ン ア セ チ ラ ー ゼ （ HAT） は 、 出 芽 酵 母 （ Saccharomyces cerevisiae） に 由 来 す
る Gcn5で あ る 。 Gcn5は 、 テ ト ラ ヒ メ ナ p55、 ヒ ト Gcn5、 お よ び ヒ ト p300/CBPを 含 む 、 ア セ
チ ラ ー ゼ の １ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 に つ い て は 概 説 （ Cheu
ng, W. L.他  (2000) Curr. Opin. Cell Biol. 12:326-333お よ び Berger, S. L (1999) Cu
rr. Opin. Cell Biol. 11:336-341） を 参 照 さ れ た い 。 数 種 の ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ 酵 素 は 、 限 定 す る も の で は な い が ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ お よ び カ ル ボ キ シ ル エ ス
テ ラ ー ゼ な ど 幾 つ か の 他 の 酵 素 の 主 な ク ラ ス に 一 般 的 で あ る 、 α ／ β ヒ ド ロ ラ ー ゼ フ ォ ー
ル ド （ alpha/beta hydrolase fold） （ Center of Applied Molecular Engineering Inst.
 of Chemistry and Biochemistry - University of Salzburg, 

） を 有 す る (Structural Classification of Proteins, htt
p://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/index.html)。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　
　 芳 香 族 ア ミ ン お よ び ヒ ド ラ ジ ン 含 有 化 合 物 は 、 肝 臓 そ の 他 の 組 織 の N－ ア セ チ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 に よ っ て N‐ ア セ チ ル 化 さ れ る 。 数 種 の 生 体 異 物 は 、 同 じ 酵 素 に よ っ て
あ る 程 度 、 O‐ ア セ チ ル 化 さ れ 得 る 。 N－ ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 補 助 因 子 ア セ チ
ル － 補 酵 素 A（ ア セ チ ル － CoA） を 用 い て ２ つ の 過 程 で ア セ チ ル 基 を 転 移 す る サ イ ト ゾ ル 酵
素 で あ る 。 第 １ の 過 程 で は 、 ア セ チ ル 基 が ア セ チ ル － CoAか ら 活 性 部 位 シ ス テ イ ン 残 基 に
転 移 さ れ 、 第 ２ の 過 程 で ア セ チ ル 基 が 基 質 ア ミ ノ 基 に 転 移 さ れ 酵 素 が 再 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 他 の ほ と ん ど の DMEク ラ ス と は 対 照 的 に 、 既 知 の N－ ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 数 は
少 な い 。 ヒ ト の 場 合 、 ２ つ の 高 度 に 類 似 し た 酵 素 で あ る NAT1お よ び NAT2が 存 在 し 、 マ ウ ス
に は 第 ３ 型 酵 素 で あ る NAT3が 存 在 す る よ う で あ る 。 N－ ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の ヒ
ト 型 は 、 独 立 し た 調 節 （ NAT1は 広 範 に 発 現 さ れ る が 、 NAT2は 肝 臓 お よ び 腸 の み に 発 現 さ れ
る ） お よ び 、 重 複 し た 基 質 選 択 性 を 有 す る 。 両 方 の 酵 素 は あ る 程 度 ま で 多 く の 基 質 を 受 容
す る よ う で あ る が 、 NAT1は 数 種 の 基 質 （ パ ラ ア ミ ノ 安 息 香 酸 、 パ ラ ア ミ ノ サ リ チ ル 酸 、 ス
ル フ ァ メ ト キ サ ゾ ー ル 、 お よ び ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド ） を 好 み 、 一 方 NAT2は 他 の 基 質 （ イ ソ
ニ ア ジ ド 、 ヒ ド ラ ラ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン ア ミ ド 、 ダ プ ソ ン 、 ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド 、 お よ び ス
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ル フ ァ メ タ ジ ン ） を 好 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 １ ９ ５ ０ 年 代 の 、 抗 結 核 薬 で あ る イ ソ ニ ア ジ ド を 服 用 し た 患 者 ら の 臨 床 観 察 は 、 こ の 化
合 物 の ア セ チ ル 化 が 速 い 人 （ fast acetylator） お よ び 遅 い 人 （ slow acetylator） の 記 述
を 生 ん だ 。 こ れ ら の 表 現 型 は 後 に 、 酵 素 の 活 性 ま た は 安 定 性 に 影 響 を 与 え る 、 NAT2遺 伝 子
に お け る 突 然 変 異 に よ る こ と が 示 さ れ た 。 イ ソ ニ ア ジ ド の ア セ チ ル 化 が 遅 い 表 現 型 は 中 東
の 集 団 に 非 常 に 優 勢 (約 70％ )で 、 白 人 で や や 劣 り (約 50％ )、 ア ジ ア 集 団 で は 25％ 未 満 で あ
る 。 近 年 に な っ て 、 NAT1に お け る 機 能 的 な 多 型 が 検 出 さ れ 、 検 査 を 受 け た 集 団 の 約 ８ ％ が
、 ア セ チ ル 化 が 遅 い 表 現 型 を 示 す (Butcher, N. J.他 (1998) Pharmacogenetics 8:67-72)
。 NAT1は 数 種 の 既 知 の 芳 香 族 ア ミ ン 発 癌 物 質 を 活 性 化 し 得 る た め 、 広 範 に 発 現 さ れ る NAT1
酵 素 に お け る 多 型 は 、 癌 の リ ス ク の 判 定 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ る (OMIM *108345 N-acet
yltransferase 1)。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　
　 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 類 は 、 ピ リ ド キ サ ー ル 5'－ リ ン 酸 （ PLP） 依 存 性 酵 素 の １ フ
ァ ミ リ ー を 構 成 す る 。 PLP依 存 性 酵 素 は 、 ア ミ ノ 酸 の 成 分 置 換 を 触 媒 す る 。 ア ス パ ラ ギ ン
酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (AspAT)は 、 最 も 広 く 研 究 さ れ た PLP含 有 酵 素 で あ る 。 AspAT
は 、 ジ カ ル ボ キ シ ル L－ ア ミ ノ 酸 （ ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 ） 、 お よ び 対 応 す
る 2－ オ キ ソ 酸 （ オ キ サ ロ 酢 酸 、 お よ び 2－ オ キ ソ グ ル タ ル 酸 ） の 、 可 逆 的 な ア ミ ノ 基 転 移
反 応 を 触 媒 す る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー に は 、 ピ ル ビ ン 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ 、 分 枝 鎖 ア ミ ノ 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 チ ロ シ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、
芳 香 族 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ラ ニ ン ： グ リ オ キ シ ル 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
（ AGT） お よ び キ ヌ レ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が 含 ま れ る (Vacca, R. A.他 (1997) J
. Biol. Chem. 272:21932-21937)。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 原 発 性 高 シ ュ ウ 酸 尿 症 I型 は 、 常 染 色 体 性 劣 性 疾 患 で あ っ て 、 肝 特 異 的 ペ ル オ キ シ ソ ー
ム 酵 素 で あ る ア ラ ニ ン ： グ リ オ キ シ ル 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － 1の 欠 損 が 起 こ る 。
こ の 疾 患 の 表 現 型 は 、 グ リ オ キ シ ル 酸 代 謝 の 欠 損 で あ る 。 AGTが 存 在 し な い 場 合 、 グ リ オ
キ シ ル 酸 は グ リ シ ン へ ア ミ ノ 基 転 移 さ れ ず 、 シ ュ ウ 酸 へ 酸 化 さ れ る 。 そ の 結 果 、 不 溶 性 シ
ュ ウ 酸 カ ル シ ウ ム が 腎 臓 と 尿 路 に 沈 着 し 、 最 終 的 に 腎 不 全 を 起 こ す (Lumb, M. J. 他 (1999
) J. Biol. Chem. 274:20587-20596)。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 キ ヌ レ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 L-ト リ プ ト フ ァ ン 代 謝 産 物 L-キ ヌ レ ニ ン の 不
可 逆 ア ミ ノ 転 移 を 触 媒 し キ ヌ レ ン 酸 を 形 成 す る 。 こ の 酵 素 は ま た 、 L－ 2－ ア ミ ノ ア ジ ピ ン
酸 か ら 2－ オ キ ソ グ ル タ ル 酸 お よ び そ の 逆 へ の 可 逆 的 な ア ミ ノ 基 転 移 反 応 を 触 媒 し て 2－ オ
キ ソ ア ジ ピ ン 酸 （ oxoadipate） お よ び L－ グ ル タ ミ ン 酸 を 生 成 し 得 る 。 キ ヌ レ ン 酸 は グ ル
タ ミ ン 酸 作 動 性 神 経 伝 達 の 推 定 上 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る た め 、 キ ヌ レ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ の 欠 損 は 多 面 発 現 的 （ pleotrophic） 効 果 に 関 係 す る と 思 わ れ る (Buchli, R.
他 (1995) J. Biol. Chem. 270:29330-29335)。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　
　 カ テ コ ー ル － O－ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ COMT） は 、 カ テ コ ー ル 基 質 （ 例 え ば 、 レ
ボ ド パ 、 ド ー パ ミ ン 、 ま た は DBA） の １ つ の ヒ ド ロ キ シ ル 基 へ の 、 S－ ア デ ノ シ ル － L－ メ
チ オ ニ ン （ AdoMet; SAM） 供 与 体 の メ チ ル 基 の 転 移 を 触 媒 す る 。 3'－ 水 酸 基 の メ チ ル 化 は 4
'－ 水 酸 基 の メ チ ル 化 よ り 優 先 さ れ 、 COMTの 膜 結 合 ア イ ソ フ ォ ー ム は 可 溶 型 よ り も 位 置 特
異 的 で あ る 。 こ の 酵 素 の 可 溶 型 の 翻 訳 は 、 完 全 長 mRNA（ 1.5kb） の 内 部 開 始 コ ド ン の 利 用
に よ る か 、 或 い は 内 部 プ ロ モ ー タ か ら 転 写 さ れ た 短 い mRNA（ 1.3kb） の 翻 訳 に よ る 。 提 案
さ れ た S N 2様 メ チ ル 化 反 応 に は 、 Mg 2 + が 必 要 で あ り 、 Ca 2 + に よ っ て 抑 制 さ れ る 。 供 与 体 お
よ び 基 質 の 、 COMTへ の 結 合 は 逐 次 的 に 起 こ る 。 ま ず 、 AdoMetが Mg 2 + 非 依 存 的 に COMTに 結 合
し 、 Mg 2 + の 結 合 お よ び カ テ コ ー ル 基 質 の 結 合 が そ れ に 続 く 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 組 織 内 の COMTの 量 は 通 常 必 要 と さ れ る 活 性 の 量 よ り 多 い た め 、 阻 害 が 困 難 で あ る 。 し か
し な が ら 、 イ ン ヒ ビ タ ー 群 は 、 で の 使 用 （ 例 え ば 、 没 食 子 酸 、 ト ロ ポ ロ ン 、 U-05
21、 お よ び 3', 4'-ジ ヒ ド ロ キ シ -2-メ チ ル -プ ロ ピ オ フ ェ ト ロ ポ ロ ン ： propiophetropolon
e） お よ び 臨 床 で の 使 用 （ 例 え ば 、 ニ ト ロ カ テ コ ー ル 系 化 合 物 お よ び ト ル カ ポ ン （ tolcapo
ne） ） の た め に 開 発 さ れ て い る 。 こ れ ら の イ ン ヒ ビ タ ー を 投 与 す る と レ ボ ド パ の 半 減 期 が
長 く な り 、 続 い て ド ー パ ミ ン の 形 成 が 起 こ る 。 ま た 、 COMTの 阻 害 に よ り 、 限 定 す る も の で
は な い が エ ピ ネ フ リ ン ／ ノ ル エ ピ ネ フ リ ン 、 イ ソ プ レ ナ リ ン 、 リ ミ テ ロ ー ル 、 ド ブ タ ミ ン
、 フ ェ ノ ル ド パ ム （ fenoldopam） 、 ア ポ モ ル フ ィ ン 、 お よ び α － メ チ ル ド パ な ど 、 他 の 様
々 な カ テ コ ー ル 構 造 化 合 物 の 半 減 期 が 長 く な る と 思 わ れ る 。 ノ ル エ ピ ネ フ リ ン の 欠 損 は 臨
床 的 抑 鬱 症 に 繋 が る た め 、 COMTイ ン ヒ ビ タ ー の 使 用 は 抑 鬱 症 の 治 療 に 有 用 で あ る と 思 わ れ
る 。 COMTイ ン ヒ ビ タ ー は 通 常 、 耐 容 性 が 良 く 副 作 用 が 最 少 で 最 終 的 に 肝 臓 で 代 謝 さ れ 、 体
内 に は わ ず か な 代 謝 物 が 蓄 積 す る の み で あ る (Mannisto, P.T.お よ び Kaakkola, S. (1999)
 Pharmacol. Rev. 51:593-628)。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　
　 銅 － 亜 鉛 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ は コ ン パ ク ト な ホ モ 二 量 体 金 属 酵 素 で あ っ て 、
酸 化 的 な 損 傷 に 対 す る 細 胞 防 御 に 関 係 す る 。 こ の 酵 素 は １ つ の 亜 鉛 原 子 お よ び １ つ の 銅 原
子 を 各 サ ブ ユ ニ ッ ト に 有 し 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ア ニ オ ン の 、 O 2 お よ び H 2 O 2 へ の 不 均 化 反 応
を 触 媒 す る 。 こ の 不 均 化 反 応 の 速 度 は 、 拡 散 律 速 さ れ る の で 、 基 質 と 酵 素 活 性 部 位 と の 間
の 好 ま し い 静 電 的 相 互 作 用 の 存 在 に よ っ て 増 大 す る 。 こ の ク ラ ス の 酵 素 の 数 例 が 、 全 て 真
核 細 胞 の 細 胞 質 に お い て 同 定 さ れ 、 幾 つ か の 細 菌 種 の ペ リ プ ラ ズ ム で も 同 定 さ れ た 。 銅 －
亜 鉛 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ 類 は 強 健 な 酵 素 で あ っ て 、 蛋 白 分 解 的 消 化 や 、 尿 素 お
よ び SDSに よ る 変 性 に 対 し 、 高 い 耐 性 を 持 つ 。 こ れ ら の 酵 素 の コ ン パ ク ト な 構 造 に 加 え て
、 金 属 イ オ ン お よ び サ ブ ユ ニ ッ ト 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 酵 素 の 安 定 性 に 寄 与 し て い る と 考
え ら れ て い る 。 こ れ ら の 酵 素 は 70℃ も の 高 温 で も 可 逆 的 に 変 性 す る （ Battistoni, A.他 (1
998) J. Biol. Chem. 273:5655-5661)。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ の 過 剰 な 発 現 は 、 遺 伝 子 組 み 換 え ア ル フ ァ ル フ ァ の 耐 凍
性 を 高 め る の に 関 与 し 、 ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル 除 草 剤 で あ る ア シ フ ル オ ル フ ェ ン （ acifluor
fen)な ど の 環 境 毒 素 に 対 す る 耐 性 を も 与 え る と 思 わ れ る (McKersie, B. D.他 (1993) Plant
 Physiol.103:1155-1163)。 加 え て 、 酵 母 細 胞 は 、 過 酸 化 水 素 へ の 曝 露 の 後 に 凍 結 融 解 損
傷 に 対 す る 耐 性 が 高 ま る 。 こ れ は 、 曝 露 に よ る ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ の 発 現 の ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト に よ り 、 酵 母 細 胞 が 更 な る 過 酸 化 ス ト レ ス に 適 応 す る よ う に な る た め で
あ る 。 こ の 研 究 で は 、 酵 母 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ 遺 伝 子 群 の 突 然 変 異 は 、 冷 凍 保
存 過 程 を 経 て 生 物 が 生 存 す る か 否 か を 決 定 す る の に 重 要 で あ る と 長 い 間 考 え ら れ て い た グ
ル タ チ オ ン 代 謝 の 調 節 に 影 響 を 及 ぼ す 突 然 変 異 よ り も 、 凍 結 融 解 抵 抗 性 に 悪 影 響 を 与 え た
（ Jong-In Park, J.-I.他 (1998) J. Biol. Chem. 273:22921-22928)。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ の 発 現 は ま た 、 結 核 を 引 き 起 こ す 生 物 で あ る 結 核 菌 に 関
連 す る 。 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ は 結 核 菌 に よ っ て 分 泌 さ れ る １ ０ 種 の 主 な タ ン パ
ク 質 の 内 の １ つ で あ り 、 そ の 発 現 は 酸 化 ス ト レ ス に 応 じ て 約 5倍 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ
る 。 結 核 菌 は 非 病 原 性 ミ コ バ ク テ リ ア の 恥 垢 菌 （ M. smegmatis） よ り ス ー パ ー オ キ シ ド ジ
ス ム タ ー ゼ を ほ ぼ ２ 桁 多 く 発 現 し 、 極 め て よ り 高 い 比 率 で 、 発 現 さ れ た 酵 素 を 分 泌 す る 。
こ の 結 果 、 結 核 菌 は 恥 垢 菌 よ り も 最 大 350倍 多 い 酵 素 を 分 泌 し 、 酸 化 ス ト レ ス に 対 す る 実
質 的 な 耐 性 を 与 え る （ Harth, G.お よ び Horwitz, M. A. (1999) J. Biol. Chem. 274:4281
-4292） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 銅 － 亜 鉛 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ の 発 現 の 低 下 、 並 び に 抗 酸 化 能 力 を 有 す る そ の
他 の 酵 素 の 発 現 の 低 下 は 初 期 の 癌 に 関 係 す る と 思 わ れ る 。 銅 － 亜 鉛 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス
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ム タ ー ゼ の 発 現 レ ベ ル は 、 正 常 な 前 立 腺 組 織 と 比 べ 、 前 立 腺 の 上 皮 内 新 形 成 お よ び 前 立 腺
癌 に お い て 低 い （ Bostwick, D. G. (2000) Cancer 89:123-134） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　
　 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 化 合 物 の ２ つ の エ ス テ ル 結 合 の 一 方 の 加 水
分 解 を 触 媒 す る 酵 素 の １ ク ラ ス を 構 成 す る 。 従 っ て 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ は 様 々 な 細 胞
プ ロ セ ス に と っ て 重 要 で あ る 。 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ に は 、 細 胞 増 殖 お よ び 複 製 に 必 須 で
あ る DNAお よ び RNAの エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び エ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ や 、 DNAの ト ポ ロ ジ ー
再 編 成 中 の 核 酸 鎖 の 分 解 お よ び 再 形 成 を す る ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ が 含 ま れ る 。 或 る チ ロ シ ン
DNAホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ は 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Iと DNAと の 間 に 形 成 さ れ る デ ッ ド エ ン ド
共 有 結 合 中 間 体 を 加 水 分 解 す る こ と で DNA修 復 に 機 能 す る （ Pouliot, J. J.他 (1999) Scie
nce 286:552-555; Yang, S.-W. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:11534-11539)。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 酸 性 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ は 、 膜 リ ン 脂 質 で あ る ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン を 加 水 分 解 し て
セ ラ ミ ド お よ び ホ ス ホ リ ル コ リ ン を 生 成 す る ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ で あ る 。 ホ ス ホ リ ル コ
リ ン は 様 々 な 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン の 合 成 に 用 い ら れ
、 一 方 の セ ラ ミ ド は 神 経 組 織 に 高 濃 度 で 見 ら れ る 膜 脂 質 で あ る ガ ン グ リ オ シ ド の 生 成 の た
め の 必 須 前 駆 体 で あ る 。 酸 性 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ナ ー ゼ が 欠 損 す る と リ ソ ソ ー ム に お い て ス
フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 分 子 が 蓄 積 さ れ 、 そ れ に よ っ て ニ ー マ ン － ピ ッ ク 病 が 引 き 起 こ さ れ る （
Schuchman, E. H.お よ び S. R. Miranda (1997) Genet. Test. 1:13-19） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 グ リ セ ロ ホ ス ホ リ ル ジ エ ス テ ル ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ （ glycerophosphoryl diester ph
osphodiesterase） （ グ リ セ ロ ホ ス ホ ジ エ ス テ ル ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ と も 呼 ば れ る ） は
、 脱 ア セ チ ル 化 リ ン 脂 質 グ リ セ ロ ホ ス ホ ジ エ ス テ ル （ deacetylated phospholipid glycer
ophosphodiesters） を 加 水 分 解 し て sn－ グ リ セ ロ ー ル － 3－ リ ン 酸 お よ び ア ル コ ー ル を 生
成 す る ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ で あ る 。 グ リ セ ロ ホ ス ホ コ リ ン 、 グ リ セ ロ ホ ス ホ エ タ ノ ー ル
ア ミ ン （ glycerophosphoethanolamine） 、 グ リ セ ロ ホ ス ホ グ リ セ ロ ー ル （ glycerophospho
glycerol） 、 お よ び グ リ セ ロ ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル （ glycerophosphoinositol） は 、 グ リ セ
ロ ホ ス ホ リ ル ジ エ ス テ ル ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ の 基 質 の 例 で あ る 。 大 腸 菌 由 来 の 或 る グ リ
セ ロ ホ ス ホ リ ル ジ エ ス テ ル ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ は 、 グ リ セ ロ ホ ス ホ ジ エ ス テ ル （ glycer
ophosphodiester） 基 質 に 対 し 広 範 な 特 異 性 を 有 す る （ Larson, T. J.他 (1983) J. Biol. 
Chem. 248:5428-5432)。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ （ PDE） は 、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ
ド で あ る cAMPお よ び cGMPの 調 節 に 極 め て 重 要 な 酵 素 で あ る 。 cAMPお よ び cGMPは 、 ホ ル モ ン
、 光 お よ び 神 経 伝 達 物 質 な ど 、 様 々 な 細 胞 外 シ グ ナ ル を 伝 達 す る 細 胞 内 セ カ ン ド メ ッ セ ン
ジ ャ ー と し て 機 能 す る 。 PDEは サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド を そ れ ら の 対 応 す る 一 リ ン 酸 に
分 解 し 、 そ れ に よ っ て サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド の 細 胞 内 濃 度 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 に お け
る そ れ ら の 効 果 を 調 節 す る 。 そ れ ら の 役 割 が シ グ ナ ル 伝 達 の 制 御 因 子 で あ る こ と か ら 、 PD
Eは 化 学 療 法 の 標 的 と し て 大 規 模 に 研 究 さ れ た （ Perry, M. J.お よ び G. A. Higgs (1998) 
Curr. Opin. Chem. Biol. 2:472-481; Torphy, J. T. (1998) Am. J. Resp. Crit. Care 
Med. 157:351-370） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 哺 乳 動 物 PDEの フ ァ ミ リ ー は 、 そ れ ら の 基 質 特 異 性 お よ び 親 和 性 、 補 助 因 子 に 対 す る 感
受 性 、 お よ び 抑 制 剤 に 対 す る 感 受 性 に 基 づ い て 分 類 さ れ る （ Beavo, J. A. (1995) Physio
l. Rev. 75:725-748; Conti, M.他 (1995) Endocrine Rev. 16:370-389)。 こ れ ら の フ ァ ミ
リ ー の い く つ か は 固 有 の 遺 伝 子 群 を 持 ち 、 そ の 多 く は 様 々 な 組 織 で ス プ ラ イ ス 変 異 体 と し
て 発 現 さ れ る 。 PDEフ ァ ミ リ ー の 中 に は 、 多 数 の イ ソ 酵 素 お よ び こ れ ら の イ ソ 酵 素 の 多 数
の ス プ ラ イ ス 変 異 体 が 存 在 す る （ Conti, M.お よ び S.-L. C. Jin (1999) Prog.Nucleic Ac
id Res. Mol. Biol. 63:1-38)。 多 数 の PDEフ ァ ミ リ ー 、 イ ソ 酵 素 、 お よ び ス プ ラ イ ス 変 異
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体 の 存 在 は 、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド が 関 す る 調 節 経 路 の 多 様 性 お よ び 複 雑 性 を 示 す も
の で あ る （ Houslay, M. D.お よ び G. Milligan (1997) Trends Biochem. Sci. 22:217-224
） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 PDE1型 （ PDE1） は Ca 2 + ／ カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ が 少 な く と も ２ つ の
異 な っ た ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 有 す る 少 な く と も ３ つ の 異 な っ た 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ
る と 思 わ れ る (Kakkar, R. 他 (1999) Cell Mol.Life Sci.55:1164-1186)。 PDE1は 、 肺 、 心
臓 、 お よ び 脳 で 見 ら れ る 。 数 種 の PDE1イ ソ 酵 素 は 、 in vitroで リ ン 酸 化 ／ 脱 リ ン 酸 化 に よ
っ て 調 節 さ れ る 。 こ れ ら の PDE1イ ソ 酵 素 を リ ン 酸 化 す る と カ ル モ ジ ュ リ ン に 対 す る こ の 酵
素 の 親 和 性 が 低 下 し て PDE活 性 が 低 下 し 、 cAMPの 定 常 状 態 レ ベ ル が 増 大 す る （ Kakkar, 前
出 ） 。 PDE1は サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド お よ び カ ル シ ウ ム の シ グ ナ ル 伝 達 の 両 方 に 関 与 す
る の で 、 中 枢 神 経 系 お よ び 心 血 管 、 免 疫 系 の 障 害 の た め の 有 用 な 治 療 標 的 を 提 供 し 得 る （
Perry, M. J.お よ び G. A. Higgs (1998) Curr. Opin. Chem. Biol. 2:472-481） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 PDE2は cGMPに 刺 激 さ れ る PDEで あ り 、 小 脳 、 新 皮 質 、 心 臓 、 腎 臓 、 肺 、 肺 動 脈 、 骨 格 筋
に 見 ら れ る (Sadhu, K.他 (1999) J. Histochem. Cytochem. 47:895-906)。 PDE2は cAMPが カ
テ コ ー ル ア ミ ン 分 泌 に 与 え る 効 果 を 媒 介 し 、 ア ル ド ス テ ロ ン の 制 御 に 関 す る と 思 わ れ (Bea
vo, 前 出 )、 嗅 覚 シ グ ナ ル 伝 達 で 役 割 を 果 た す と 思 わ れ る (Juilfs, D.M.他 (1997) Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 94:3388-3395)。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 PDE3は cGMPお よ び cAMPの 両 方 に 対 し 高 い 親 和 性 を 有 す る た め 、 こ れ ら の サ イ ク リ ッ ク ヌ
ク レ オ チ ド は 、 PDE3の 競 合 的 基 質 と し て 作 用 す る 。 PDE3は 、 心 筋 収 縮 能 の 刺 激 、 血 小 板 凝
集 の 抑 制 、 血 管 お よ び 気 道 の 平 滑 筋 の 弛 緩 、 Tリ ン パ 球 お よ び 血 管 平 滑 筋 培 養 細 胞 の 増 殖
抑 制 、 脂 肪 組 織 か ら の カ テ コ ー ル ア ミ ン 誘 導 性 遊 離 脂 肪 酸 放 出 の 調 節 に 作 用 す る 。 ホ ス ホ
ジ エ ス テ ラ ー ゼ の PDE3フ ァ ミ リ ー は 、 cilostamide、 enoximone、 お よ び lixazinoneな ど 、
特 異 的 イ ン ヒ ビ タ ー に 対 す る 感 受 性 を 有 す る 。 PDE3の イ ソ 酵 素 は 、 cAMP依 存 性 プ ロ テ イ ン
キ ナ ー ゼ ま た は イ ン ス リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ に よ っ て 抑 制 さ れ 得 る （ Degerman, E.他 (1997)
 J. Biol. Chem. 272:6823-6826)。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 PDE4は cAMPに 特 異 的 で あ り 、 気 道 平 滑 筋 、 血 管 内 皮 、 お よ び 全 て の 炎 症 細 胞 に 局 在 し 、
cAMP依 存 性 リ ン 酸 化 に よ っ て 活 性 化 さ れ 得 る 。 cAMPレ ベ ル の 上 昇 に よ っ て 炎 症 細 胞 の 活 性
化 が 抑 制 さ れ 気 管 支 平 滑 筋 が 弛 緩 し 得 る た め 、 PDE4は 喘 息 治 療 の 発 見 に 重 点 を お い て 新 規
の 抗 炎 症 剤 の 可 能 性 の あ る 標 的 と し て 広 範 に 研 究 さ れ た 。 PDE4イ ン ヒ ビ タ ー は 現 在 、 喘 息
、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 お よ び ア ト ピ ー 性 湿 疹 の 治 療 薬 と し て 臨 床 試 験 が 行 わ れ て い る 。 PDE4
の 既 知 の ４ つ 全 て の イ ソ 酵 素 は 、 マ ウ ス の 行 動 記 憶 を 向 上 さ せ る こ と が 示 さ れ た 化 合 物 で
あ る イ ン ヒ ビ タ ー 、 ロ リ プ ラ ム に 対 し て 感 受 性 を 持 つ （ Barad, M.他 (1998) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 95:15020-15025)。 PDE4イ ン ヒ ビ タ ー は ま た 、 急 性 肺 傷 害 、 内 毒 素 血 症 、
リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 多 発 性 硬 化 症 、 お よ び 様 々 な 神 経 や 胃 腸 の 疾 患 に 対 す る 可 能 性 の あ る
治 療 薬 と し て 研 究 さ れ た （ Doherty, A. M. (1999) Curr. Opin. Chem. Biol. 3:466-473
） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 PDE5は 基 質 と し て の cGMPに 対 し 高 い 選 択 性 を 有 し （ Turko, I. V.他 (1998) Biochemistr
y 37:4200-4205） 、 ２ つ の ア ロ ス テ リ ッ ク cGMP特 異 的 結 合 部 位 を 有 す る （ McAllister-Luc
as, L. M. 他 (1995) J. Biol. Chem. 270:30671-30679)。 cGMPの こ れ ら の ア ロ ス テ リ ッ ク
結 合 部 位 へ の 結 合 は 、 触 媒 活 性 の 直 接 的 な 調 節 よ り も cGMP依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に よ
る PDE5の リ ン 酸 化 に と っ て 重 要 で あ る と 思 わ れ る 。 高 い レ ベ ル の PDE5は 、 血 管 平 滑 筋 、 血
小 板 、 肺 お よ び 腎 臓 に 見 ら れ る 。 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ザ プ リ ナ ス ト は PDE5お よ び PDE1に 対
し て 効 果 が あ る 。 PDE5に 対 す る 特 異 性 を 得 る た め に ザ プ リ ナ ス ト を 改 良 し て sildenafilを
生 成 し た （ VIAGRA; Pfizer, Inc., New York NY） 。 sildenafilは 男 性 勃 起 不 全 の 治 療 薬
で あ る （ Terrett, N. 他 (1996) Bioorg. Med. Chem. Lett. 6:1819-1824)。 PDE5の イ ン ヒ
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ビ タ ー は 、 心 血 管 治 療 薬 と し て 現 在 研 究 さ れ て い る （ Perry, M. J.お よ び G. A. Higgs (1
998) Curr. Opin. Chem. Biol. 2:472-481） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 光 受 容 体 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ で あ る PDE6類 は 、 光 伝 達 カ ス
ケ ー ド の 重 要 な 要 素 で あ る 。 PDE6は Gタ ン パ ク 質 ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン と 結 合 し 、 cGMPを 加
水 分 解 し て 光 受 容 体 膜 に お け る cGMP作 動 性 陽 イ オ ン チ ャ ネ ル を 調 節 す る 。 cGMP結 合 活 性 部
位 に 加 え て PDE6は ま た 、 PDE6の 機 能 に お け る 調 節 的 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る ２ つ の 高
親 和 性 cGMP結 合 部 位 を 有 す る （ Artemyev, N. O.他 (1998) Methods 14:93-104)。 PDE6の 欠
損 は 網 膜 の 疾 患 に 関 係 す る 。 rdマ ウ ス の 網 膜 変 性 症 （ Yan, W.他 (1998) Invest. Opthalmo
l. Vis. Sci. 39:2529-2536） 、 ヒ ト の 常 染 色 体 劣 性 網 膜 色 素 変 性 症 （ 色 素 性 網 膜 炎 )（ Da
nciger, M.他 (1995) Genomics 30:1-7)お よ び ア イ リ ッ シ ュ セ ッ タ ー 犬 の 杆 体 /錐 体 異 形 成
1型 （ Suber, M. L.他 (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3968-3972)は 、 PDE6B遺 伝
子 に お け る 突 然 変 異 が 原 因 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 PDEの PDE7フ ァ ミ リ ー は 、 複 数 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 有 す る 唯 １ つ の 既 知 の メ ン バ ー か
ら 成 る （ Bloom, T. J.お よ び J. A. Beavo (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:14188
-14192） 。 PDE7は cAMP特 異 的 で あ る が 、 そ の 他 の 生 理 機 能 に つ い て は 殆 ど 知 ら れ て い な い
。 PDE7を コ ー ド す る mRNAは 骨 格 筋 、 心 臓 、 脳 、 肺 、 腎 臓 お よ び 膵 臓 で 見 ら れ る が 、 PDE7タ
ン パ ク 質 の 発 現 は 特 定 の 組 織 型 に 限 定 さ れ る （ Han, P.他 (1997) J. Biol. Chem. 272:161
52-16157; Perry, M. J.お よ び G. A. Higgs (1998) Curr. Opin. Chem. Biol. 2:472-481
） 。 PDE7は PDE4フ ァ ミ リ ー に 密 接 に 関 連 す る が 、 PDE4の 特 異 的 な イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ロ リ
プ ラ ム に よ っ て 阻 害 さ れ な い （ Beavo, 前 出 ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 PDE8類 は cAMP特 異 的 で あ り 、 PDE4フ ァ ミ リ ー に 密 接 に 関 連 す る 。 PDE8は 、 甲 状 腺 、 精 巣
、 眼 、 肝 臓 、 骨 格 筋 、 心 臓 、 腎 臓 、 卵 巣 お よ び 脳 に お い て 発 現 さ れ る 。 PDE8の cAMP加 水 分
解 活 性 は PDEの イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ロ リ プ ラ ム 、 ビ ン ポ セ チ ン 、 ミ ル リ ノ ン 、 IBMX（ 3－ イ
ソ ブ チ ル － 1－ メ チ ル キ サ ン チ ン ） ま た は ザ プ リ ナ ス ト に よ っ て 抑 制 さ れ な い が 、 PDE8は
ジ ピ リ ダ モ ー ル に よ っ て 抑 制 さ れ る （ Fisher, D. A.他 (1998) Biochem. Biophys. Res. C
ommun. 246:570-577; Hayashi, M. 他 (1998) Biochem. Biophys. Res. Commun. 250:751-
756; Soderling, S.H. 他 (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:8991-8996)。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 PDE9類 は cGMP特 異 的 で あ っ て 、 PDEの PDE8フ ァ ミ リ ー に 最 も 類 似 し て い る 。 PDE9は 、 腎
臓 、 肝 臓 、 肺 、 脳 、 脾 臓 お よ び 小 腸 に お い て 発 現 さ れ る 。 PDE9は sildenafil(VIAGRA; Pfi
zer, Inc., New York NY)、 ロ リ プ ラ ム 、 ビ ン ポ セ チ ン 、 ジ ピ リ ダ モ ー ル ま た は IBMX（ 3－
イ ソ ブ チ ル － 1－ メ チ ル キ サ ン チ ン ） に よ っ て 抑 制 さ れ な い が 、 PDE5イ ン ヒ ビ タ ー で あ る
ザ プ リ ナ ス ト に 対 し て 感 受 性 を 有 す る （ Fisher, D. A.他 (1998) J. Biol. Chem. 273:155
59-15564; Soderling, S.H. 他 (1998) J. Biol. Chem. 273:15553-15558)。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 PDE10類 は 二 重 基 質 PDEで あ っ て 、 cAMPお よ び cGMPの 両 方 を 加 水 分 解 す る 。 PDE10は 、 脳
、 甲 状 腺 、 及 び 精 巣 に 発 現 す る (Soderling, S.H. 他 (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 96:7071-7076; Fujishige, K.他 (1999) J. Biol. Chem. 274:18438-18445; Loughney, K
.他  (1999) Gene 234:109-117)。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 PDE類 は 、 約 270～ 300ア ミ ノ 酸 の 触 媒 ド メ イ ン 、 お よ び 補 助 因 子 の 結 合 に 働 く N末 端 調 節
ド メ イ ン を 持 ち 、 場 合 に よ っ て は 、 機 能 が 未 知 の 親 水 性 C末 端 ド メ イ ン を 持 つ （ Conti, M.
 お よ び S.-L.C. Jin (1999) Prog.Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 63:1-38)。 全 て の PDE
の 触 媒 ド メ イ ン 中 に 保 存 さ れ て い る 或 る 推 定 亜 鉛 結 合 モ チ ー フ が 同 定 さ れ た 。 N末 端 調 節
ド メ イ ン と し て は 、 PDE2、 PDE5お よ び PDE6に お け る 非 触 媒 cGMP結 合 ド メ イ ン 、 PDE1に お け
る カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ド メ イ ン 、 並 び に PDE3お よ び PDE4に お け る リ ン 酸 化 部 位 を 持 つ ド メ
イ ン を 含 む 。 PDE5中 で N末 端 cGMP結 合 ド メ イ ン は 約 380ア ミ ノ 酸 残 基 に ま た が り 、 或 る 保 存
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配 列 モ チ ー フ の タ ン デ ム リ ピ ー ト を 含 ん で い る （ McAllister-Lucas,L.M.他 (1993) J. Bio
l. Chem. 268:22863-22873)。 こ の NKXnDモ チ ー フ は 、 変 異 誘 発 に よ っ て cGMP結 合 に 重 要 で
あ る と 示 さ れ た （ Turko, I. V.他 (1996) J. Biol. Chem. 271:22240-22244)。 PDEフ ァ ミ
リ ー は 触 媒 ド メ イ ン 内 に お い て 約 30％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る が 、 同 じ フ ァ ミ リ ー 内 の
イ ソ 酵 素 は 通 常 約 85か ら 95％ の こ の 領 域 に お け る 同 一 性 を 示 す （ 例 え ば PDE4Aと PDE4B） 。
更 に 、 或 る フ ァ ミ リ ー 内 の 触 媒 ド メ イ ン 外 の 類 似 性 は 高 い が （ 60％ を 超 え る ） 、 フ ァ ミ リ
ー 間 の こ の ド メ イ ン 外 の 配 列 類 似 性 は 殆 ど 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 免 疫 応 答 お よ び 炎 症 応 答 を 構 成 す る 機 能 の 多 く は 、 細 胞 内 の cAMPの レ ベ ル を 上 昇 さ せ る
薬 剤 に よ っ て 阻 害 さ れ る （ Verghese, M. W.他 (1995) Mol. Pharmacol. 47:1164-1171)。
様 々 な 疾 患 が PDE活 性 の 上 昇 に よ っ て 起 こ り 、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル 低 下 を
伴 う 。 例 え ば マ ウ ス に お け る 尿 崩 症 の 或 る 型 は PDE4活 性 の 上 昇 に 関 係 し 、 低 K m cAMP PDE活
性 の 上 昇 が ア ト ピ ー 患 者 の 白 血 球 に 見 ら れ 、 PDE3が 心 疾 患 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 PDE類 の 多 く の イ ン ヒ ビ タ ー が 同 定 さ れ 、 臨 床 試 験 が 行 わ れ て い る （ Perry, M. J.お よ
び G. A. Higgs (1998) Curr. Opin. Chem. Biol. 2:472-481; Torphy, T. J. (1998) Am.
 J. Respir. Crit. Care Med. 157:351-370） 。 PDE3イ ン ヒ ビ タ ー 類 は 、 抗 血 栓 剤 、 血 圧
降 下 薬 お よ び 、 鬱 血 性 心 不 全 の 治 療 に 有 用 な 強 心 薬 と し て 開 発 中 で あ る 。 PDE4イ ン ヒ ビ タ
ー で あ る ロ リ プ ラ ム は 抑 鬱 症 の 治 療 に 用 い ら れ 、 PDE4の そ の 他 の イ ン ヒ ビ タ ー は 抗 炎 症 薬
と し て 評 価 が 行 わ れ て い る 。 ロ リ プ ラ ム は ま た 、 で HIV－ 1の 複 製 を 増 強 す る こ と
が 示 さ れ た 、 リ ポ 多 糖 (LPS)誘 導 性 TNF－ α を 阻 害 す る こ と が 分 か っ た 。 従 っ て 、 ロ リ プ ラ
ム は HIV－ 1の 複 製 を 阻 害 す る と 考 え ら れ る （ Angel, J. B.他 (1995) AIDS 9:1137-1144)。
更 に ロ リ プ ラ ム は 、 TNF－ α 、 TNF－ β お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ な ど 、 サ イ ト カ イ ン の 生
成 を 抑 制 す る 能 力 に 基 づ い て 、 脳 脊 髄 炎 の 治 療 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 ロ リ プ ラ ム
は ま た 遅 発 性 ジ ス キ ネ ジ ア に 有 効 で あ る と 考 え ら れ 、 実 験 動 物 モ デ ル に お け る 多 発 性 硬 化
症 の 治 療 に 効 果 が あ っ た （ Sommer, N.他 (1995) Nat. Med. 1:244-248; Sasaki, H. 他 (19
95) Eur. J. Pharmacol. 282:71-76)。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 テ オ フ ィ リ ン は 、 気 管 支 喘 息 そ の 他 の 呼 吸 器 疾 患 の 治 療 に 用 い ら れ る 非 特 異 的 PDEイ ン
ヒ ビ タ ー で あ る 。 テ オ フ ィ リ ン は 気 道 平 滑 筋 の 機 能 に 作 用 し 、 呼 吸 器 疾 患 の 治 療 に お け る
抗 炎 症 能 力 ま た は 免 疫 調 節 能 力 が あ る と 考 え ら れ る （ Banner, K. H.お よ び C. P. Page (1
995) Eur. Respir. J. 8:996-1000） 。 ペ ン ト キ シ フ ィ リ ン は 、 間 欠 性 跛 行 お よ び 糖 尿 病
性 末 梢 血 管 疾 患 の 治 療 に 用 い ら れ る 別 の 非 特 異 的 PDEイ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 ペ ン ト キ シ フ
ィ リ ン は ま た TNF－ α の 生 成 を 阻 止 す る こ と が 知 ら れ 、 ま た 、 HIV－ 1の 複 製 を 阻 害 し 得 る
（ Angel他 , 前 出 ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 PDE類 は 、 様 々 な 細 胞 型 の 細 胞 増 殖 に 影 響 を 与 え る と 報 告 が あ り （ Conti他 (1995) Endoc
rine Rev. 16:370-389） 、 ま た 様 々 な 癌 に 関 係 す る と 思 わ れ る 。 前 立 腺 癌 細 胞 株 DU145お
よ び LNCaPの 成 長 は 、 cAMP誘 導 体 お よ び PDEイ ン ヒ ビ タ ー の 送 達 に よ っ て 抑 制 さ れ た （ Bang
, Y. J.他 (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5330-5334)。 こ れ ら の 細 胞 は ま た 、 上
皮 か ら ニ ュ ー ロ ン 形 態 へ の 、 表 現 型 に お け る 永 久 的 な 変 換 を 示 し た 。 ま た 、 PDEイ ン ヒ ビ
タ ー が メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 増 殖 を 調 節 す る 可 能 性 が あ り （ Matousovic, K.他 (1995) J. Cl
in. Invest. 96:401-410） 、 ま た リ ン パ 球 の 増 殖 を 調 節 す る 可 能 性 も あ る （ Joulain, C.
他 (1995) J. Lipid Mediat.Cell Signal. 11:63-79） こ と が 示 唆 さ れ た 。 或 る 癌 治 療 は 、
PDEを 腫 瘍 の 特 定 の 細 胞 区 画 に 送 達 し 細 胞 死 を 導 く 過 程 を 伴 う と 記 述 さ れ て い る （ Deonara
in, M. P.お よ び A. A. Epenetos (1994) Br. J. Cancer 70:786-794） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 ホ ス ホ ト リ エ ス テ ラ ー ゼ （ PTE、 パ ラ オ キ ソ ナ ー ゼ （ paraoxonase） ） 類 の 酵 素 は 有 毒 の
有 機 リ ン 化 合 物 を 加 水 分 解 し 、 PTEは 種 々 の 組 織 か ら 単 離 さ れ て い る 。 PTE酵 素 は 哺 乳 動 物
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に は 豊 富 に 存 在 す る が 鳥 や 昆 虫 で は 存 在 し な い と 思 わ れ 、 鳥 や 昆 虫 の 、 有 機 リ ン 化 合 物 に
対 す る 耐 性 の 低 さ を 説 明 す る （ Vilanova, E.お よ び Sogorb, M. A. (1999) Crit. Rev. To
xicol. 29:21-57） 。 ホ ス ホ ト リ エ ス テ ラ ー ゼ は 、 哺 乳 動 物 に よ る 殺 虫 剤 の 解 毒 に お い て
中 心 的 な 役 割 を 果 た す 。 ホ ス ホ ト リ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 は 個 人 に よ っ て 差 が あ り 、 大 人 よ り
幼 児 の 方 が 低 い 。 PTEノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 有 機 リ ン 系 の 毒 素 で あ る diazoxonお よ び chl
orpyrifos oxonに 対 し て 顕 著 な 感 受 性 を 有 す る （ Furlong, C.E.,他 (2000) Neurotoxicolo
gy 21:91-100)。 PTEは 、 有 機 リ ン 含 有 化 学 廃 棄 物 お よ び 化 学 兵 器 （ 例 え ば パ ラ チ オ ン ） 並
び に 農 薬 や 殺 虫 剤 の 解 毒 能 力 を 有 す る 酵 素 と し て 注 目 さ れ て い る 。 幾 つ か の 研 究 に よ り 、
ホ ス ホ ト リ エ ス テ ラ ー ゼ が ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 お よ び 、 リ ポ 蛋 白 代 謝 に 関 す る 複 数 の
疾 患 に 関 与 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　
　 脂 肪 酸 生 合 成 に 関 す る ２ つ の 可 溶 性 チ オ エ ス テ ラ ー ゼ が 、 哺 乳 動 物 組 織 か ら 単 離 さ れ た
。 一 方 は 長 鎖 脂 肪 ア シ ル チ オ エ ス テ ル に 対 し て の み 活 性 で 、 他 方 は 広 範 な 長 さ の 脂 肪 ア シ
ル 鎖 を 有 す る チ オ エ ス テ ル に 対 し て 活 性 で あ る 。 こ れ ら の チ オ エ ス テ ラ ー ゼ は 、 脂 肪 酸 の
新 規 生 合 成 に お け る 連 鎖 停 止 （ chain termination） 段 階 を 触 媒 す る 。 連 鎖 停 止 は 、 脂 肪
ア シ ル 鎖 を 脂 肪 酸 シ ン タ ー ゼ の ア シ ル キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 （ ACP） サ ブ ユ ニ ッ ト の 4'－ ホ
ス ホ パ ン テ テ イ ン 補 欠 分 子 族 と 結 合 さ せ る チ オ エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 を 伴 う （ Smith, S
. (1981a) Methods Enzymol.71:181-188; Smith, S. (1981b) Methods Enzymol. 71:188-
200)。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 大 腸 菌 は 、 長 鎖 ア シ ル チ オ エ ス テ ル に 対 し て の み 活 性 な チ オ エ ス テ ラ ー ゼ I型 お よ び 、
様 々 な 長 さ の 鎖 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る チ オ エ ス テ ラ ー ゼ II型 （ TEII） の 、 ２ つ の 可 溶 性
チ オ エ ス テ ラ ー ゼ を 持 つ （ Naggert, J.他 (1991) J. Biol. Chem. 266:11044-11050)。 大
腸 菌 TEIIは 、 新 規 の 脂 肪 酸 生 合 成 に お け る 連 鎖 停 止 酵 素 （ chain-terminating enzyme） と
し て 機 能 す る 哺 乳 動 物 チ オ エ ス テ ラ ー ゼ の ２ つ の 型 の い ず れ と も 配 列 類 似 性 を 示 さ な い 。
哺 乳 動 物 チ オ エ ス テ ラ ー ゼ と は 異 な り 、 大 腸 菌 TEIIは 特 徴 的 な セ リ ン 活 性 部 位 gly－ X－ se
r－ X－ gly配 列 モ チ ー フ を 欠 く 上 に 、 セ リ ン 変 性 剤 で あ る ジ イ ソ プ ロ ピ ル フ ル オ ロ リ ン 酸
に よ っ て 不 活 化 さ れ な い 。 し か し 、 ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド お よ び ジ エ チ ル ピ ロ カ ル ボ ネ ー ト
に よ る ヒ ス チ ジ ン 58の 修 飾 に よ っ て TEII活 性 が 失 わ れ る 。 TEIIの 過 剰 発 現 が 大 腸 菌 内 の 脂
肪 酸 含 量 を 変 化 さ せ な い こ と は 、 脂 肪 酸 生 合 成 に お い て 連 鎖 停 止 酵 素 と し て 機 能 し な い こ
と を 示 す （ Naggert他 , 前 出 ） 。 こ の 理 由 か ら 、 Naggert他 (前 出 )の 提 起 で は 、 大 腸 菌 TEII
の 生 理 学 的 基 質 は ACP－ ホ ス ホ パ ン テ テ イ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル で は な く 補 酵 素 A(CoA)脂 肪 酸
エ ス テ ル で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　
　 哺 乳 動 物 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 類 は 、 様 々 な 組 織 お よ び 細 胞 型 で 発 現 さ れ る 多 重 遺
伝 子 族 を 構 成 す る 。 ア イ ソ ザ イ ム 群 は 顕 著 な 配 列 相 同 性 を 持 ち 、 主 に ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ
い て 分 類 さ れ る 。 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 ブ チ リ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ お よ び カ ル
ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ は 、 エ ス テ ラ ー ゼ の セ リ ン  ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー （ B-エ ス テ ラ ー ゼ
） に グ ル ー プ 化 さ れ る 。 他 の カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ と し て は 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 、 ト
ロ ン ビ ン 、 第 IX因 子 、 グ リ オ タ ク チ ン （ gliotactin） お よ び プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン が あ る 。 カ
ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ は 分 子 の エ ス テ ル 基 お よ び ア ミ ド 基 の 加 水 分 解 を 触 媒 し 、 薬 物 、
環 境 毒 お よ び 発 癌 物 質 の 解 毒 に 関 与 す る 。 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ の 基 質 と し て は 、 短
鎖 お よ び 長 鎖 ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ア シ ル カ ル ニ チ ン 、 炭 酸 、 塩 酸 ジ ピ ベ フ リ ン （ dipive
frin hydrochloride） 、 コ カ イ ン 、 サ リ チ ル 酸 、 カ プ サ イ シ ン 、 パ ル ミ ト イ ル － CoA、 イ
ミ ダ プ リ ル 、 ハ ロ ペ リ ド ー ル 、 ピ ロ リ ジ ジ ン ア ル カ ロ イ ド 、 ス テ ロ イ ド 、 p－ ニ ト ロ フ ェ
ニ ル 酢 酸 、 マ ラ チ オ ン 、 ブ タ ニ リ カ イ ン （ butanilicaine)、 お よ び イ ソ カ ル ボ キ サ ジ ド が
含 ま れ る 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 し ば し ば 低 い 基 質 特 異 性 を 示 す 。 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ
は ま た 、 プ ロ ド ラ ッ グ を 対 応 す る 遊 離 酸 に 変 換 す る た め に 重 要 で あ る 。 対 応 す る 遊 離 酸 は
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、 例 え ば 血 中 コ レ ス テ ロ ー ル を 低 下 さ せ る た め に 用 い ら れ る ロ バ ス タ チ ン な ど 、 そ の プ ロ
ド ラ ッ グ の 活 性 型 で あ り 得 る （ 概 説 は Satoh, T.お よ び Hosokawa, M. (1998) Annu. Rev. 
Pharmacol. Toxicol. 38:257-288を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ニ ュ ー ロ リ ギ ン （ neuroligin)類 は 、 (i)N末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 有 し 、 (ii)細 胞 表 面 受 容
体 群 に 類 似 し 、 (iii)カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ ド メ イ ン を 持 ち 、 (iv)脳 で 高 度 に 発 現 さ
れ 、 (v)カ ル シ ウ ム 依 存 的 に ニ ュ ー レ キ シ ン 類 と 結 合 す る 、 分 子 の １ ク ラ ス で あ る 。 カ ル
ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 類 と の 相 同 性 を 持 つ も の の 、 ニ ュ ー ロ リ ギ ン 類 は 活 性 部 位 セ リ ン 残
基 を 欠 き 、 こ れ ら は 触 媒 作 用 で は な く 基 質 結 合 に お い て 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る （ Icht
chenko, K.他 (1996) J. Biol. Chem. 271:2676-2682)。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　
　 ス ク ア レ ン エ ポ キ シ ダ ー ゼ （ ス ク ア レ ン モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 SE） は ミ ク ロ ソ ー ム 膜 結
合 FAD依 存 性 オ キ シ ド レ ド ク タ ー ゼ で あ り 、 真 核 細 胞 の ス テ ロ ー ル 生 合 成 経 路 に お け る 初
め の 酸 素 添 加 ス テ ッ プ を 触 媒 す る 。 コ レ ス テ ロ ー ル は 、 LDL受 容 体 仲 介 経 路 、 若 し く は 生
合 成 経 路 に よ っ て 獲 得 さ れ る 、 細 胞 質 膜 の 必 須 の 構 成 成 分 で あ る 。 生 合 成 で は 、 コ レ ス テ
ロ ー ル 分 子 に お け る 27全 て の 炭 素 原 子 が ア セ チ ル － CoAに 由 来 す る （ Stryer, L., 前 出 ）
。 SEは ス ク ア レ ン を 2,3(S)－ オ キ シ ド ス ク ア レ ン に 変 換 す る が 、 こ れ は 次 に ラ ノ ス テ ロ ー
ル に 変 換 さ れ 、 更 に コ レ ス テ ロ ー ル に 変 換 さ れ る 。 コ レ ス テ ロ ー ル 生 合 成 に 関 係 す る ス テ
ッ プ を 以 下 に 要 約 す る （ Stryer, L (1988) .W.H Freeman and Co., Inc. Ne
w York. 554-560ペ ー ジ 、 お よ び Sakakibara, J.他 (1995) 270:17-20):ア セ テ ー ト （ ア セ
チ ル － CoA由 来 ） → 3ヒ ド ロ キ シ － 3－ メ チ ル － グ ル タ リ ル CoA→ メ バ ロ ン 酸 → 5－ ホ ス ホ メ
バ ロ ン 酸 → 5－ ピ ロ ホ ス ホ メ バ ロ ン 酸 → イ ソ ペ ン テ ニ ル ピ ロ リ ン 酸 → ジ メ チ ル ア リ ル ピ ロ
リ ン 酸 → ゲ ラ ニ ル ピ ロ リ ン 酸 → フ ァ ル ネ シ ル ピ ロ リ ン 酸 → ス ク ア レ ン → ス ク ア レ ン エ ポ キ
シ ド → ラ ノ ス テ ロ ー ル → コ レ ス テ ロ ー ル 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 コ レ ス テ ロ ー ル は 真 核 細 胞 の 生 存 能 力 に 必 須 で あ る が 、 血 清 コ レ ス テ ロ ー ル の レ ベ ル が
過 度 に 上 昇 す る と 高 等 生 物 の 動 脈 で は ア テ ロ ー ム 斑 が 形 成 さ れ る 。 例 え ば 冠 状 動 脈 な ど 必
須 血 管 の 壁 部 に 、 こ の 高 度 に 不 溶 性 の 脂 質 の 沈 着 が あ る と 、 血 流 が 減 少 し て 充 分 な 血 液 が
組 織 に 流 れ な く な り 組 織 壊 死 が 起 こ り 得 る 。 HMG－ CoAレ ダ ク タ ー ゼ は 、 3－ ヒ ド ロ キ シ － 3
－ メ チ ル － グ ル タ リ ル CoA（ HMG－ CoA） の メ バ ロ ン 酸 へ の 変 換 を 担 い 、 こ の 変 換 が コ レ ス
テ ロ ー ル 生 合 成 の 第 １ の ス テ ッ プ で あ る 。 HMG－ CoAは 、 血 漿 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル を 低 下
さ せ る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 様 々 な 医 薬 化 合 物 の 標 的 で あ る 。 し か し HMG－ CoAの 阻 害 は ま
た 、 他 の 生 化 学 経 路 に 必 要 な 非 ス テ ロ ー ル 中 間 体 （ 例 え ば メ バ ロ ン 酸 ） の 合 成 を も 減 少 さ
せ る 。 SEは ス テ ロ ー ル 合 成 経 路 の 後 期 に 起 こ る 律 速 反 応 を 触 媒 し 、 コ レ ス テ ロ ー ル は SEに
よ る 触 媒 ス テ ッ プ に 続 く こ の 経 路 の 唯 一 の 最 終 産 物 で あ る 。 従 っ て SEは 、 他 の 必 要 な 中 間
体 を 減 少 さ せ な い 抗 高 脂 血 症 薬 を デ ザ イ ン す る た め の 理 想 的 な 標 的 で あ る （ Nakamura, Y.
他 (1996) 271:8053-8056） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　
　 エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ は エ ポ キ シ ド 含 有 化 合 物 へ の 水 の 添 加 を 触 媒 し 、 そ れ が エ ポ キ
シ ド を 対 応 す る 1,2-ジ オ ー ル に 加 水 分 解 す る 。 こ れ ら は 細 菌 ハ ロ ア ル カ ン デ ハ ロ ゲ ナ ー ゼ
（ haloalkane dehalogenase） に 近 縁 で 、 酵 素 の α ／ β ヒ ド ロ ラ ー ゼ フ ォ ー ル ド （ α /β hy
drolase fold） フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー と の 配 列 類 似 性 を 有 す る （ 例 え ば 、

由 来 ブ ロ モ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ A2（ bromoperoxidase A2） 、 シ ュ ー ド モ ナ
ス ‐ プ チ ダ 由 来 の ヒ ド ロ キ シ ム コ ン 酸 セ ミ ア ル デ ヒ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ hydroxymuconic sem
ialdehyde hydrolases） 、 お よ び 由 来 ハ ロ ア ル カ ン デ ハ ロ ゲ
ナ ー ゼ ） 。 エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ は 遍 在 性 で 、 哺 乳 動 物 、 無 脊 椎 動 物 、 植 物 、 真 菌 、 細
菌 に 見 ら れ る 。 こ の 酵 素 フ ァ ミ リ ー は 、 生 物 内 に 導 入 さ れ る と 求 電 子 性 が 高 く 破 壊 性 に な
る 場 合 が 多 い 生 体 異 物 エ ポ キ シ ド 化 合 物 の 解 毒 に 重 要 で あ る 。 エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ 反
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応 の 例 に は 、 cis-9,10-epoxyoctadec-9(Z)-enoic acid (ロ イ コ ト キ シ ン )の 、 そ の 対 応 す
る ジ オ ー ル で あ る threo-9,10-dihydroxyoctadec-12(Z)-enoic acid (ロ イ コ ト キ シ ン ジ オ
ー ル )を 形 成 す る 加 水 分 解 、 お よ び cis-12,13-epoxyoctadec-9(Z)-enoic acid (イ ソ ロ イ
コ ト キ シ ン )か ら そ の 対 応 す る ジ オ ー ル で あ る threo-12,13-dihydroxyoctadec-9(Z)-enoic
 acid (イ ソ ロ イ コ ト キ シ ン ジ オ ー ル )へ の 加 水 分 解 が 含 ま れ る 。 ロ イ コ ト キ シ ン は 膜 の 透
過 性 と イ オ ン 輸 送 を 改 変 し 、 炎 症 応 答 を 引 き 起 こ す 。 加 え て エ ポ キ シ ド 発 癌 物 質 は 、 薬 物
お よ び 環 境 毒 素 の 解 毒 に お け る 中 間 体 と し て チ ト ク ロ ー ム P450に よ っ て 生 成 さ れ る こ と が
知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ れ ら の 酵 素 は 、 Asp（ 求 核 性 ） 、 Asp（ ヒ ス チ ジ ン を サ ポ ー ト す る 酸 ） お よ び His（ 水
活 性 化 ヒ ス チ ジ ン ） か ら な る 、 触 媒 ト ラ イ ア ッ ド を 有 す る 。 エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ の 反
応 機 序 は 或 る 共 有 結 合 エ ス テ ル 中 間 体 を 経 て 進 み 、 標 的 分 子 の エ ポ キ シ ド 環 の 第 １ 炭 素 原
子 に 対 す る 、 Asp残 基 群 の １ つ の 求 核 攻 撃 に よ っ て 開 始 さ れ 、 共 有 結 合 エ ス テ ル 中 間 体 が
形 成 さ れ る （ Arand, M.他 (1996) J. Biol. Chem. 271:4223-4229; Rink, R. 他 (1997) J.
 Biol. Chem. 272:14650-14657; Argiriadi, M.A. 他 (2000) J. Biol. Chem. 275:15265-
15270)。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　
　 コ ハ ク 酸 と ピ ル ビ ン 酸 か 又 は フ マ ル 酸 と ア セ ト 酢 酸 へ の ア ミ ノ 酸 チ ロ シ ン の 分 解 に は 多
数 の 酵 素 が 必 要 で あ り 、 多 数 の 中 間 化 合 物 が 生 成 さ れ る 。 加 え て 多 く の 生 体 異 物 化 合 物 は
、 チ ロ シ ン 異 化 経 路 の 一 部 で あ る １ つ 以 上 の 反 応 を 用 い て 代 謝 さ れ 得 る 。 こ の 経 路 は 主 に
細 菌 で 研 究 さ れ て い る が 、 チ ロ シ ン 分 解 は 様 々 な 生 物 に お い て 起 こ る こ と が 知 ら れ 、 多 数
の 同 様 の 生 物 学 的 反 応 が 関 係 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 コ ハ ク 酸 と ピ ル ビ ン 酸 へ の チ ロ シ ン の 分 解 に 関 係 す る 酵 素 に は （ 例 え ば ア ル ス ロ バ ク タ
ー 属 ：  speciesで ） 、 4－ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 4－
ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸 3－ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ 4-hydroxyphenylacetate 3-hydroxylase
） 、 3,4－ ジ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸 2,3-ジ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ （ 3,4-dihydroxyphenylacetat
e 2,3-dioxygenase） 、 5－ カ ル ボ キ シ メ チ ル － 2－ ヒ ド ロ キ シ ム コ ン 酸 セ ミ ア ル デ ヒ ド デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ 5-carboxymethyl-2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase） 、
ト ラ ン ス ,シ ス － 5－ カ ル ボ キ シ メ チ ル － 2－ ヒ ド ロ キ シ ム コ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ （ trans,cis
-5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate isomerase） 、 ホ モ プ ロ ト カ テ チ ュ 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ
／ デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ （ homoprotocatechuate isomerase/decarboxylase） 、 cis-2-oxohe
pt-3-ene-1,7-dioate hydratase、 2,4-dihydroxyhept-trans-2-ene-1,7-dioate aldolase
、 お よ び コ ハ ク 酸 セ ミ ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ succinic semialdehyde dehydrogen
ase） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 チ ロ シ ン の フ マ ル 酸 と ア セ ト 酢 酸 へ の 分 解 に 関 係 す る 酵 素 に は （ 例 え ば シ ュ ー ド モ ナ ス
属 で ） 、 4－ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 ジ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 ホ モ ゲ ン チ シ ン 酸 － 1， 2
－ ジ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 マ レ イ ル ア セ ト 酢 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 お よ び フ マ リ ル ア セ ト ア セ タ ー
ゼ が 含 ま れ る 。 コ ハ ク 酸 ／ ピ ル ビ ン 酸 経 路 か ら の 中 間 体 が 受 容 さ れ る 場 合 は 、 4－ ヒ ド ロ
キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸 1－ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ 4-hydroxyphenylacetate 1-hydroxylase） が 関
係 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 様 々 な 生 物 に お い て チ ロ シ ン 代 謝 に 関 係 す る 更 な る 酵 素 の 例 と し て 、 4－ ク ロ ロ フ ェ ニ
ル 酢 酸 － 3,4－ ジ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ （ 4-chlorophenylacetate-3,4-dioxygenase） 、 芳 香 族 ア
ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 5-oxopent-3-ene-1,2,5-tricarboxylate decarboxylase、 2-ox
o-hept-3-ene-1,7-dioate hydrataseお よ び 5－ カ ル ボ キ シ メ チ ル － 2－ ヒ ド ロ キ シ ム コ ン
酸 イ ソ メ ラ ー ゼ （ 5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate isomerase） が 挙 げ ら れ る （ Ellis
, L. B. M.他 (1999) Nucleic Acids Res. 27:373-376; Wackett, L.P.お よ び Ellis, L.B.
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M. (1996) J. Microbiol. Meth. 25:91-93; 並 び に Schmidt, M. (1996) Amer. Soc. Micr
obiol. News 62:102)。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ヒ ト で は 、 チ ロ シ ン 分 解 経 路 の 酵 素 に お け る 後 天 性 或 い は 先 天 性 の 遺 伝 的 欠 陥 は 、 遺 伝
性 チ ロ シ ン 血 症 を 引 き 起 こ し 得 る 。 こ の 疾 患 の １ つ の 型 で あ る 遺 伝 性 チ ロ シ ン 血 症 I型 （ H
T1） は 、 チ ロ シ ン を フ マ ル 酸 と ア セ ト 酢 酸 に 代 謝 す る 生 物 に お け る 経 路 の 最 終 酵 素 で あ る
フ マ リ ル ア セ ト 酢 酸 ヒ ド ロ ラ ー ゼ の 欠 損 に よ っ て 生 じ る 。 HT1は 幼 児 期 に 始 ま る 進 行 性 の
肝 損 傷 で 特 徴 づ け ら れ 、 肝 癌 の リ ス ク が 高 い (Endo, F.他 (1997) J. Biol. Chem. 272:244
26-24432)。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　
　 細 菌 の シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ は 、 シ チ ジ ン か ら ウ リ ジ ン と ア ン モ ニ ア と へ の 加 水 分 解 を
触 媒 す る 。 こ れ は ま た 、 抗 真 菌 剤 で あ る 5-フ ル オ ロ シ ト シ ン (5FC)を 、 抗 癌 剤 で あ る 5-フ
ル オ ロ ウ ラ シ ル (5FU)に 変 換 し う る (Senter, P.D.他 (1991) Bioconjug. Chem. 2:447-451)
。 こ の 能 力 は 最 近 、 癌 治 療 研 究 に 使 わ れ て お り 、 こ れ が 自 殺 遺 伝 子 と し て 作 用 す る こ と を
示 し て い る 。 自 殺 遺 伝 子 が コ ー ド す る 酵 素 は 、 非 毒 性 化 合 物 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ 例 え ば 5F
Cを 毒 性 産 物 、 例 え ば 5FUに 変 換 す る 。 シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ は ま た 細 胞 を バ イ ス タ ン ダ ー
効 果 で 殺 し 、 こ こ で は 非 隣 接 腫 瘍 細 胞 が 5FUの 放 出 に よ っ て 死 ぬ (Gnant, M.F.他 (1999) Ca
ncer Res. 59:3396-3403)。 多 く の 自 殺 遺 伝 子 治 療 ア プ ロ ー チ が 癌 の 動 物 モ デ ル で 成 功 し
て お り 、 現 在 、 治 験 で 試 験 さ れ て い る 。 30以 上 の 自 殺 遺 伝 子 が 記 述 さ れ た 中 で 最 も 強 力 で
広 く 使 用 さ れ る の が HSV1tkと シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ の 遺 伝 子 で あ る (Singhal S.お よ び Kai
ser L.R. (1998) Surg. Oncol. Clin. N. Am. 7:505-536; (Sandalon, Z.他 (2001) Gene 
Ther. 8:232-238)。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　
　 ア セ チ ル CoAカ ル ボ キ シ ラ ー ゼ は 1種 の ビ オ チ ン 依 存 酵 素 で あ り 、 全 て の 動 物 、 植 物 、 細
菌 に 見 ら れ る 。 ア セ チ ル CoAカ ル ボ キ シ ラ ー ゼ は ATP加 水 分 解 の エ ネ ル ギ ー を 使 い 、 CO 2 と H

2 Oか ら の ア セ チ ル CoAの カ ル ボ キ シ ル 化 を 触 媒 す る 。 ア セ チ ル CoAカ ル ボ キ シ ル 化 は 長 鎖 脂
肪 酸 の 生 合 成 に お け る 律 速 段 階 で あ る 。 ア セ チ ル CoAカ ル ボ キ シ ラ ー ゼ の 2つ の ア イ ソ フ ォ
ー ム 、 タ イ プ Iと タ イ プ IIは ヒ ト で 組 織 特 異 的 に 発 現 さ れ る (Ha 他 (1994) Eur. J. Bioche
m. 219:297-306)。 ア セ チ ル CoAカ ル ボ キ シ ラ ー ゼ は 多 成 分 酵 素 で あ り 、 カ ル バ モ イ ル 燐 酸
シ ン タ ー ゼ 活 性 、 ビ オ チ ン カ ル ボ キ シ ル キ ャ リ ア 蛋 白 、 お よ び カ ル ボ キ シ ル 基 転 移 酵 素 機
能 ユ ニ ッ ト を 持 つ 。 カ ル バ モ イ ル 燐 酸 シ ン タ ー ゼ は 、 グ ル タ ミ ン ま た は ア ン モ ニ ア か ら の
カ ル バ モ イ ル 燐 酸 の ATP依 存 性 合 成 を 触 媒 す る 。 こ れ は 、 尿 素 サ イ ク ル と 、 ア ル ギ ニ ン お
よ び ピ リ ミ ジ ン の 生 合 成 と の 双 方 を 開 始 す る 。 カ ル ボ キ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ド メ イ ン
は 、 ビ オ チ ン か ら 受 容 体 分 子 へ の カ ル ボ キ シ ル 基 転 移 で 機 能 す る 。 カ ル ボ キ シ ル 基 転 移 酵
素 に は 、 認 識 さ れ た 2つ の 型 が あ る 。 一 方 は ア シ ル CoA、 他 方 は 2-オ キ ソ 酸 を 、 二 酸 化 炭 素
の 受 容 体 分 子 と し て 用 い る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の 全 て の メ ン バ ー は 、 ア シ ル CoAを 受 容 体 分
子 と し て 用 い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　
　 ト リ プ ト フ ァ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ (Tdc)、 別 名 ド ー パ デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ は ピ リ ド キ
サ ー ル 燐 酸 蛋 白 で あ り 、 3種 の 基 質 に 作 用 す る 。 L-ト リ プ ト フ ァ ン 、 5-ヒ ド ロ キ シ -L-ト リ
プ ト フ ァ ン 、 ジ ヒ ド ロ キ シ -L-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で あ る 。 Tdcは 、 ク ロ ー ン 元 で あ る Cathar
anthus roseus (ニ チ ニ チ ソ ウ )で の テ ル ペ ノ イ ド イ ン ド ー ル ア ル カ ロ イ ド 類 の 生 合 成 に 重
要 な 酵 素 で あ る 。 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 強 い 類 似 性 を キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の α -メ チ
ル ド パ 過 敏 蛋 白 に 対 し て 示 す 。 Tdcは ま た 有 意 な 類 似 性 を 、 ネ コ の グ ル タ ミ ン 酸 デ カ ル ボ
キ シ ラ ー ゼ お よ び ネ ズ ミ の オ ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ に 対 し て 示 す 。 Tdcは チ ロ シ ン
ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ と 共 に 、 脳 の ド ー パ ミ ン 合 成 を 制 御 す る (Ouwerkerk, P. B.他 (1999) Pl
ant Mol. Biol. 41:491-503; De Luca, V.他 (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:258
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2-2586参 照 )。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　
　 エ ノ イ ル -CoAヒ ド ラ タ ー ゼ :3-ヒ ド ロ キ シ ア シ ル -CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 二 頭 酵 素 は ペ ル
オ キ シ ソ ー ム β 酸 化 経 路 の 4種 の 酵 素 の 1つ で あ る 。 完 全 長 の ヒ ト cDNAが 配 列 決 定 さ れ 、 染
色 体 3q26.3-3q28に マ ッ プ さ れ た 。 こ の 酵 素 は 主 に 肝 臓 と 腎 臓 に 見 ら れ て ト リ ペ プ チ ド SKL
を カ ル ボ キ シ 末 端 に 持 ち 、 こ れ は ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 標 的 化 シ グ ナ ル と し て 働 く 。 ヒ ト と
ラ ッ ト と の こ の 二 頭 酵 素 の cDNAは 、 80%相 同 で あ る (Hoefler, G.他 (1994) Genomics 19:60
-67)。 エ ノ イ ル -CoAヒ ド ラ タ ー ゼ ： 3-ヒ ド ロ キ シ ア シ ル -CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 欠 損 は 、
ツ ェ ル ヴ ェ ー ガ ー 症 候 群 に 似 た 臨 床 発 現 と 、 超 長 鎖 脂 肪 酸 の 蓄 積 を も た ら す (Fukuda, S.
他 (1998) J. Inherit. Metab. Dis. 21:23-28)。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 C7は 新 規 な 核 小 体 蛋 白 で 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の late puff産 物 で あ る L82の マ ウ ス 相 同 体
で あ り 、 ヒ ト OXR1(耐 酸 化 性 )の ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る 。 種 々 の 細 胞 タ イ プ の 核 小 体 に 局 在
す る 組 換 え C7蛋 白 へ の 抗 体 は 、 核 小 体 の 形 成 ま た は 機 能 へ の C7の 関 与 を 示 唆 す る (Fischer
, H.他 (2001) Biochem. Biophys. Res. Commun. 281:795-803） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 哺 乳 類 グ ル コ サ ミ ン -6-燐 酸 デ ア ミ ナ ー ゼ (GNPDA)は 初 め 、 ハ ム ス タ ー の 精 子 で 検 出 さ れ
た 。 ヒ ト の 精 巣 相 同 体 は Shevchenko, V. 他 (1998; Gene 216:31-38)に 記 載 さ れ 、 染 色 体 5
q31に マ ッ プ さ れ た 。 マ ウ ス の 精 細 胞 で は GNPDAは 発 生 中 の 先 体 胞 （ acrosome vesicle） の
近 く に 、 マ ウ ス の 精 子 で は 先 体 領 域 の 近 く に 局 在 し て い た 。 先 体 反 応 の 誘 導 後 、 精 子 内 の
GNPDA蛍 光 は 低 下 し た か 不 在 で あ り 、 こ れ は GNPDAが 先 体 反 応 で 役 割 を 果 た す こ と を 示 唆 す
る (Montag, M.他 (1999)  FEBS Lett. 458:141-144)。
【 ０ １ ０ １ 】
　
　 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 生 物 分 析 に 用 い る 分 析 ツ ー ル で あ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ に は 複 数 の 分
子 を 有 し 、 そ れ ら は 或 る 固 体 支 持 体 の 表 面 で 空 間 的 に 分 布 し 、 そ の 表 面 と 安 定 し て 結 合 し
て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び /ま た は 抗 体 の マ イ ク ロ ア レ イ が 開 発
さ れ 、 そ の 種 々 の 用 途 に は 例 え ば 遺 伝 子 配 列 決 定 、 遺 伝 子 発 現 モ ニ タ リ ン グ 、 遺 伝 子 マ ッ
ピ ン グ 、 細 菌 同 定 、 創 薬 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ が あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 特 に マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る 領 域 は 遺 伝 子 発 現 分 析 で あ る 。 ア レ イ 技 術 は 、 単 一 の 多 型
遺 伝 子 の 発 現 や 、 多 数 の 関 連 遺 伝 子 ま た は 無 関 係 の 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 探 求 す る
簡 単 な 方 法 を 提 供 し 得 る 。 単 一 遺 伝 子 の 発 現 を 試 験 す る と き は 、 ア レ イ を 用 い て 或 る 特 定
遺 伝 子 又 は そ の 変 異 体 の 発 現 を 検 出 す る 。 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 試 験 す る と き は 、 ア レ イ は
次 の よ う な 遺 伝 子 を 同 定 す る プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 提 供 す る 。 即 ち ど の 遺 伝 子 が 組 織 特 異 的
か 、 毒 性 ア ッ セ イ に お い て テ ス ト さ れ る 物 質 に 影 響 さ れ る か 、 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の
一 部 で あ る か 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 機 能 を 実 行 す る か 、 又 は 、 特 定 の 遺 伝 的 素 因 や 、 条 件 、
疾 患 、 又 は 障 害 に 、 特 異 的 に 関 連 す る 遺 伝 子 で あ る か の 同 定 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 肺 癌 は 米 国 男 性 の 癌 死 の 主 因 で あ り 、 女 性 の 癌 死 の 第 ２ の 主 因 で あ る 。 肺 癌 症 例 の 大 部
分 は 喫 煙 に 起 因 す る と 考 え ら れ て お り 、 第 三 世 界 諸 国 で タ バ コ 消 費 の 増 加 か ら 肺 癌 の 蔓 延
が 予 想 さ れ て い る 。 気 管 支 上 皮 を タ バ コ の 煙 に 曝 露 す る と 組 織 形 態 が 変 化 す る よ う で あ り
、 そ れ が 癌 の 前 兆 で あ る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 肺 癌 は 、 4つ の 組 織 病 理 的 に 異 な る 群 に 分 け ら れ る 。 3群 （ 扁 平 上 皮 癌 、 腺 癌 、 大 細 胞 癌
） は 、 非 小 細 胞 肺 癌 (NSCLC)に 分 類 さ れ る 。 第 4群 の 癌 は 、 小 細 胞 肺 癌 (SCLC)と い う 。 NSCL
Cを 合 わ せ る と 全 症 例 の 約 70％ に な り 、 SCLCは 約 18％ で あ る 。 肺 癌 の 発 生 と 進 行 に 関 す る
分 子 生 物 学 お よ び 細 胞 生 物 学 的 理 解 は 不 完 全 で あ る 。 3番 染 色 体 で の 欠 失 は 肺 癌 に 一 般 的
で あ り 、 こ の 領 域 に 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 存 在 を 示 す と 思 わ れ る 。 K-rasの 活 性 化 突 然 変 異 は
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肺 癌 で 一 般 的 に 見 ら れ 、 こ の 疾 患 の 1つ の マ ウ ス モ デ ル の 基 礎 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 当 分 野 に は 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 細 胞 増 殖 異 常 、 発 生 ・ 発 達 障 害 、 内 分 泌 障 害 、 眼 の
障 害 、 代 謝 障 害 、 お よ び 肝 障 害 を 含 む 胃 腸 障 害 の 診 断 、 予 防 、 お よ び 治 療 の た め の 、 核 酸
と タ ン パ ク 質 と を 含 む 新 規 組 成 の 要 望 が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 実 施 態 様 は 、 総 称 し て 「 DME」 、 個 別 に は そ れ ぞ れ 「 DME-1」 、 「 DME-2
」 、 「 DME-3」 、 「 DME-4」 、 「 DME-5」 、 「 DME-6」 、 「 DME-7」 、 「 DME-8」 、 「 DME-9」
、 「 DME-10」 、 「 DME-11」 、 「 DME-12」 、 「 DME-13」 と 呼 ぶ 薬 物 代 謝 酵 素 で あ る 精 製 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド と 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 と そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と を 用 い
た 、 疾 患 と 病 状 と の 検 出 、 診 断 、 お よ び 治 療 の 方 法 と を 提 供 す る 。 幾 つ か の 実 施 態 様 は ま
た 、 精 製 し た 薬 物 代 謝 酵 素 、 並 び に /ま た は そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
て 創 薬 過 程 を 促 進 す る 方 法 、 例 え ば 効 力 、 用 量 、 毒 性 、 お よ び 薬 理 の 決 定 の 方 法 を 提 供 す
る 。 関 連 す る 幾 つ か の 実 施 態 様 は 、 精 製 し た 薬 物 代 謝 酵 素 、 並 び に /ま た は そ れ ら を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 疾 患 と 病 状 と の 病 原 を 調 査 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 或 る 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 持 つ 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID NO:1-13
か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ
び (ｄ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免
疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 別 の 実 施 態 様
は 、 SEQ ID NO:1-13の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は (ａ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持
つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な
く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 持 つ 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID N
O:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片
、 ま た は (ｄ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単 離 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SEQ ID NO:
1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少
な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID
 NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性
断 片 、 お よ び (ｄ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ
プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド と 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 持 つ 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る
。 別 の 実 施 態 様 は 、 こ の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 を 提 供 す る 。
更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 こ の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ 遺 伝 形 質 転 換 生 物 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド と 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な
く と も ９ ０ ％ 以 上 の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド と 、 (ｃ )SE
Q ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活

10

20

30

40

50

(30) JP 2005-508614 A 2005.4.7



性 断 片 と 、 (ｄ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
の 免 疫 原 性 断 片 、 と か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 一 方 法 を 提 供 す る 。
製 造 方 法 は 、 (ａ )或 る 細 胞 を 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 こ の 細 胞 を
組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 す る 過 程 と 、 (ｂ )そ の よ う に 発 現 し た ポ リ ペ プ
チ ド を 回 収 す る 過 程 か ら な る 。 こ の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 持 つ 。
【 ０ １ １ １ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少
な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID
 NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、
お よ び (ｄ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 、 単 離 さ れ た
抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ま た 更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｃ )(ａ )に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｄ )(ｂ )に 相 補 的 な
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び (ｅ )(ａ )～ (ｄ )の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 、 単 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 別 の 実 施 態 様 で 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も
約 20、 30、 40、 60、 80、 ま た は 100の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 サ ン プ ル 中 に 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 該 標
的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が (ａ )SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持
つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｃ )(ａ )に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｄ )(ｂ )に 相 補 的 な ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 お よ び (ｅ )(ａ )～ (ｄ )の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 提 供
す る 。 検 出 方 法 は 、 （ ａ ） サ ン プ ル 中 の 上 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 或 る 配 列 か
ら な る 少 な く と も ２ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 或 る プ ロ ー ブ を 用 い て 該 サ ン プ
ル を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 と 、 （ ｂ ） 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 有 無 を 検 出 す
る 過 程 か ら な る 。 該 プ ロ ー ブ と 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は そ の 断 片 と の 間 で ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 プ ロ ー ブ は 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に 対 し 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 或 る 関 連 し た 実 施 態 様 で 本 法 は 、 該 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 の 検 出 を 含 み う る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 で 該 プ ロ ー ブ は 、 少 な く と
も 約 20、 30、 40、 60、 80、 ま た は 100の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ま た 更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 サ ン プ ル 中 に 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 で あ っ て
該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が (ａ )SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｃ )(ａ )に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ｄ )(ｂ )に 相 補 的 な ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び (ｅ )(ａ )～ (ｄ )の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を
提 供 す る 。 検 出 方 法 は 、 (ａ )ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 を 用 い て 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は そ の 断 片 を 増 幅 す る 過 程 と 、 (ｂ )該 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の
有 無 を 検 出 す る 過 程 か ら な る 。 或 る 関 連 し た 実 施 態 様 で 本 法 は 、 該 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の 量 の 検 出 を 含 み う る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 或 る 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド と 薬 物 と し て 許 容 し 得 る 或 る 賦 形 剤 と か ら
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な る 、 或 る 組 成 物 を 提 供 す る 。 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群
か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら
選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び (ｄ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 一 実 施
態 様 で は 、 こ の 組 成 物 は SEQ ID NO:1-13か ら な る 一 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し
得 る 。 別 の 実 施 様 態 は 、 機 能 的 DMEの 発 現 の 低 下 や 異 常 に 関 連 し た 疾 患 や 症 状 の 治 療 方 法
や 、 そ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に こ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少
な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID NO:
1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ
び (ｄ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免
疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認 す
る た め に 、 或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 (
ａ )該 ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る サ ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、 (ｂ )サ ン プ ル 中 の ア ゴ
ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 か ら な る 。 別 の 実 施 態 様 は 、 こ の 方 法 で 同 定 し た ア ゴ ニ ス ト 化
合 物 と 許 容 さ れ る 医 薬 用 賦 形 剤 と を 有 す る 、 或 る 組 成 物 を 提 供 す る 。 更 に 他 の 実 施 例 は 、
機 能 的 DMEの 発 現 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 や 症 状 の 治 療 方 法 を 提 供 し 、 ま た 、 そ の よ う な 治
療 を 必 要 と す る 患 者 に こ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ま た 更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配
列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と
の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID
 NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、
お よ び (ｄ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性
を 確 認 す る た め に 、 或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 は 、 (ａ )該 ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る サ ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、 (ｂ )サ ン プ ル 中
の ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 か ら な る 。 別 の 実 施 態 様 は 、 こ の 方 法 で 同 定 し た ア
ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 許 容 さ れ る 医 薬 用 賦 形 剤 と を 有 す る 、 或 る 組 成 物 を 提 供 す る 。 ま た
別 の 実 施 態 様 は 、 機 能 的 DMEの 過 剰 発 現 を 伴 う 疾 患 や 症 状 の 治 療 を 要 す る 患 者 へ の 、 こ の
組 成 物 の 投 与 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID NO:1-13
か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び (
ｄ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫
原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 (ａ )該 ポ リ ペ プ チ ド を 少 な く と も 1つ の 試
験 化 合 物 と 適 切 な 条 件 下 で 混 合 す る 過 程 と 、 (ｂ )該 ポ リ ペ プ チ ド と 該 試 験 化 合 物 と の 結 合
を 検 出 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 過 程 か ら な る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 (ａ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を
持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く
と も ９ ０ ％ ま た は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ
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ペ プ チ ド 、 (ｃ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ
チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び (ｄ )SEQ ID NO:1-13か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ
酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド の
活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 は 、 (ａ )該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に と り 許 容 し 得 る 条 件 下 で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 少 な
く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合 す る 過 程 と 、 (ｂ )該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を こ の 試 験 化 合 物
の 存 在 下 で 算 定 す る 過 程 と 、 (ｃ )こ の 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を こ
の 試 験 化 合 物 の 不 存 在 下 で の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る 過 程 か ら な り 、 こ の 試 験 化
合 物 の 存 在 下 で の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 変 化 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト
す る 化 合 物 を 標 示 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ま た 更 に 別 の 実 施 態 様 は 、 SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 持 つ 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 効 果 に 関 し 、 或 る 化 合 物 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 一 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 (ａ )こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る サ
ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 露 す る 過 程 と 、 (ｂ )こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 改 変 を 検
出 す る 過 程 と 、 (ｃ )可 変 量 の こ の 化 合 物 の 存 在 下 で の こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 と
、 こ の 化 合 物 の 不 在 下 で の 発 現 と を 比 較 す る 過 程 と か ら な る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 試 験 化 合 物 の 毒 性 の 算 定 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に は 、 以 下 の 過 程
が あ る 。 (ａ )核 酸 群 を 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 過 程 。 (ｂ )処 理 済 み 生
体 サ ン プ ル の 核 酸 群 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 。 こ の 過 程 に は 、 次 の よ う な プ ロ ー ブ を 用
い る 。 (i)SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 (ii)SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 (iii)(i)に 相 補 的 な 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (iv)(ii)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相
補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (v)(i)～ (iv)の RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ２ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る プ ロ ー ブ で あ る 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 上 記 プ ロ ー ブ と 生 体 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 に
特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 生 じ る 。 上 記 標 的 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 (i)SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (ii)SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ ま た は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (iii)(i)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 (iv)(ii)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 (v)(i)～ (iv)の
RNA等 価 物 、 か ら な る 群 か ら 選 択 す る 。 あ る い は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 (i)～ (v)
か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 を 持 つ 場 合 が あ る 。 毒 性 の 算 定 方 法
に は 更 に 、 以 下 の 過 程 が あ る 。 (ｃ )ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 定 量 す る 過 程 と
、 (ｄ )処 理 済 み 生 体 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 、 非 処 理 の 生 体 サ
ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 と 比 較 す る 過 程 で あ る 。 処 理 済 み 生 体 サ ン
プ ル 中 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 の 差 異 が 、 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 示 す 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ １ ２ ２ 】
　 (本 発 明 の 記 載 に つ い て )
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 お よ び 方 法 に つ い て 説 明 す る が 、 そ の 前 に 、 説 明 し た 特 定
の 装 置 、 材 料 お よ び 方 法 に 本 発 明 の 実 施 態 様 が 限 定 さ れ る も の で は な く 、 修 正 さ れ 得 る こ
と を 理 解 さ れ た い 。 ま た 、 こ こ で 使 用 す る 専 門 用 語 は 特 定 の 実 施 態 様 を 説 明 す る 目 的 で 用
い た も の に 過 ぎ ず 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し た も の で は な い こ と も 併 せ て 理
解 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 請 求 の 範 囲 お よ び 明 細 書 中 で 用 い る 単 数 形 の 「 或 る 」 お よ び 「 そ の (こ の )」 の 表 記 は 、
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文 脈 か ら 明 ら か に そ う で な い と さ れ る 場 合 を 除 い て 複 数 の も の を 指 す 場 合 も あ る 。 し た が
っ て 、 例 え ば 「 或 る 宿 主 細 胞 」 と 記 さ れ て い る 場 合 に は そ の よ う な 宿 主 細 胞 が 複 数 あ る こ
と も あ り 、 「 或 る 抗 体 」 と 記 さ れ て い る 場 合 に は 1個 以 上 の 抗 体 、 お よ び 、 当 業 者 に 公 知
の 抗 体 の 等 価 物 な ど に つ い て も 言 及 し て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 特 に 定 義 さ れ て い る 場 合 を 除 き
、 当 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ て い る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 で 説 明 す る も の と 類
似 あ る い は 同 等 の 任 意 の 装 置 、 材 料 お よ び 方 法 を 用 い て 本 発 明 の 実 施 ま た は 試 験 を 行 う こ
と が で き る が 、 こ こ で は 好 適 な 装 置 、 材 料 、 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 で 言 及 す る 全
て の 刊 行 物 は 、 刊 行 物 中 で 報 告 さ れ て い て 且 つ 本 発 明 の 種 々 の 実 施 態 様 に 関 係 し て 用 い 得
る 、 細 胞 株 、 プ ロ ト コ ル 、 試 薬 お よ び ベ ク タ ー に つ い て 説 明 お よ び 開 示 す る 目 的 で 引 用 し
て い る も の で あ る 。 本 明 細 書 の い か な る 開 示 内 容 も 、 本 発 明 が 先 行 技 術 の 効 力 に よ っ て こ
の よ う な 開 示 に 対 し て 先 行 す る 権 利 を 与 え ら れ て い な い こ と を 認 め る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 （ 定 義 ）
　 「 DME」 は 、 天 然 、 合 成 、 半 合 成 或 い は 組 換 え 体 な ど の 、 全 て の 種 （ 特 に ウ シ 、 ヒ ツ ジ
、 ブ タ 、 ネ ズ ミ 、 ウ マ 及 び ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 ） か ら 得 ら れ る 実 質 的 に 精 製 さ れ た DMEの
ア ミ ノ 酸 配 列 を 指 す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 DMEの 生 物 学 的 活 性 を 強 め る 、 或 い は 模 倣 す る 分 子 を 指 す 。 ア
ゴ ニ ス ト と し て は 、 DMEと 直 接 相 互 作 用 し て 、 或 い は DMEが 関 与 す る 生 物 学 的 経 路 の 各 成 分
に 作 用 し て DMEの 活 性 を 調 節 す る 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 糖 質 、 小 分 子 、 任 意 の 他 の 化 合 物
や 組 成 物 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 用 語 「 対 立 遺 伝 子 変 異 体 」 は 、 DMEを コ ー ド す る 別 の 形 の 遺 伝 子 を 指 す 。 対 立 遺 伝 子 変
異 体 群 は 、 核 酸 配 列 に お け る 少 な く と も １ つ の 突 然 変 異 か ら 生 じ 得 る 。 ま た 、 変 容 し た mR
NA群 を 生 じ 得 る 。 ま た 、 こ の 変 異 体 が 生 じ 得 る ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 ま た は 機 能 は 、 変 容 す
る こ と も し な い こ と も あ る 。 或 る 遺 伝 子 は 、 そ の 天 然 型 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 全 く 持 た な
い 場 合 も あ り 、 １ 個 以 上 持 つ こ と も あ る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 生 じ さ せ る 通 常 の 突 然 変 異
性 変 化 は 一 般 に 、 ヌ ク レ オ チ ド の 自 然 な 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 に よ る 。 こ れ ら 各 種 の 変 化
は 、 単 独 で あ る い は 他 の 変 化 と 共 に 、 或 る 配 列 内 で １ 回 以 上 、 生 じ 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 DMEを コ ー ド す る 「 変 容 し た ／ 改 変 さ れ た 」 核 酸 配 列 と し て は 、 様 々 な ヌ ク レ オ チ ド の
欠 失 、 挿 入 、 或 い は 置 換 が あ り な が ら 、 DMEと 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は DMEの 機 能 特 性 の
少 な く と も １ つ を 備 え る ポ リ ペ プ チ ド を も た ら す 配 列 も あ る 。 こ の 定 義 に は 、 DMEを コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に と り 正 常 な 染 色 体 の 遺 伝 子 座 で は な い 位 置 で の 、 対 立 遺 伝 子 変
異 体 群 へ の 不 適 当 或 い は 予 期 し な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 み 、 ま た 、 DMEを コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 或 る 特 定 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て 容 易 に 検 出 可 能 な
或 い は 検 出 困 難 な 多 型 性 を 含 む 。 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 も 「 変 容 す る ／ 改 変 さ れ る 」 こ
と が あ り 、 ま た 、 サ イ レ ン ト 変 化 を 生 じ て 機 能 的 に は 等 価 な DMEと な る よ う な 、 ア ミ ノ 酸
残 基 の 欠 失 、 挿 入 、 或 い は 置 換 を 持 ち 得 る 。 意 図 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 生 物 学 的 或 い は 免
疫 学 的 に DMEの 活 性 が 保 持 さ れ る 範 囲 で 、 残 基 の 、 極 性 、 電 荷 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 親 水 性
、 及 び ／ ま た は 両 親 媒 性 、 に つ い て の 1つ 以 上 の 類 似 性 に 基 づ い て 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、
負 に 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 に は ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 が あ り 、 正 に 帯 電 し た ア ミ
ノ 酸 に は リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン が あ る 。 親 水 性 値 が 近 似 し た 非 荷 電 極 性 側 鎖 を 持 つ ア ミ
ノ 酸 と し て は 、 ア ス パ ラ ギ ン と グ ル タ ミ ン 、 お よ び セ リ ン と ト レ オ ニ ン を 含 み う る 。 親 水
性 値 が 近 似 し た 非 荷 電 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 と し て は 、 ロ イ シ ン と イ ソ ロ イ シ ン と バ リ ン 、
グ リ シ ン と ア ラ ニ ン 、 お よ び フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と チ ロ シ ン を 含 み う る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 用 語 「 ア ミ ノ 酸 」 お よ び 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ
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ド 、 タ ン パ ク 質 配 列 、 あ る い は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 を 指 し 、 天 然 分 子 ま た は 合 成 分 子
を 指 す 。 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 が 或 る 天 然 タ ン パ ク 質 分 子 の 配 列 を 指 す 場 合 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列
」 お よ び 類 似 の 用 語 は 、 記 載 し た そ の タ ン パ ク 質 分 子 に 関 連 す る 完 全 で 元 の ま ま の ア ミ ノ
酸 配 列 に 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 「 増 幅 」 は 、 或 る 核 酸 の 付 加 的 複 製 物 を 作 製 す る 行 為 に 関 す る 。 増 幅 に は 、 当 業 者 に 公
知 の 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)技 術 ま た は 他 の 核 酸 増 幅 技 術 を 用 い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 DMEの 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 或 い は 減 弱 す る 分 子 を 指 す 。 ア
ン タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 DMEと 直 接 相 互 作 用 す る こ と 、 あ る い は DMEが 関 与 す る 生 物 学 的 経
路 の 各 成 分 に 作 用 す る こ と に よ っ て DMEの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 、 抗 体 な ど タ ン パ ク 質
、 anticalin、 核 酸 、 糖 質 、 小 分 子 、 ま た は 任 意 の 他 の 化 合 物 や 組 成 物 が あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 用 語 「 抗 体 」 は 、 エ ピ ト ー プ の 決 定 基 と 結 合 で き る 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 や そ れ
ら の 断 片 例 え ば Fab、 F(ab') 2 、 お よ び Fv断 片 を 指 す 。 DMEポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 は
、 免 疫 抗 原 と し て 、 無 傷 ポ リ ペ プ チ ド 群 を 用 い 、 ま た は 当 該 の 小 ペ プ チ ド 群 を 持 つ 断 片 群
を 用 い て 作 製 可 能 で あ る 。 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ な ど の 動 物 を 免 疫 化 す る た め に 用 い る
ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド の 由 来 は 、 RNAの 翻 訳 の 場 合 や 、 ま た は 化 学 合 成 が あ
り 得 る 。 ま た 、 そ れ ら は 所 望 に よ り 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 抱 合 し 得 る 。 通 常 用 い ら れ る
キ ャ リ ア で あ っ て ペ プ チ ド と 化 学 結 合 す る キ ャ リ ア の 例 は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 サ イ ロ
グ ロ ブ リ ン 、 お よ び 、 ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） な ど が あ る 。 結 合 し た こ の ペ プ
チ ド は 、 前 記 動 物 を 免 疫 化 す る た め に 用 い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 用 語 「 抗 原 決 定 基 」 は 、 特 定 の 抗 体 と 接 触 す る 、 分 子 の 領 域 (す な わ ち エ ピ ト ー プ )を 指
す 。 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 用 い て 宿 主 動 物 を 免 疫 化 す る 場 合 、 タ ン パ ク 質 の
多 数 の 領 域 が 、 抗 原 決 定 基 （ タ ン パ ク 質 の 特 定 の 領 域 ま た は ３ 次 元 構 造 ） に 特 異 結 合 す る
抗 体 の 産 生 を 誘 発 し 得 る 。 或 る 抗 原 決 定 基 は 、 或 る 抗 体 へ の 結 合 に つ い て 、 無 傷 抗 原 （ す
な わ ち 免 疫 応 答 を 引 き 出 す た め に 用 い ら れ る 免 疫 原 ） と 競 合 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 用 語 「 ア プ タ マ ー （ aptamer） 」 は 、 核 酸 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 で あ っ て 、 特
定 の 分 子 タ ー ゲ ッ ト に 結 合 す る 分 子 を 指 す 。 ア プ タ マ ー は で の 進 化 プ ロ セ ス に 由
来 す る （ 例 え ば 、 SELEX（ Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment
の 略 、 試 験 管 内 選 択 法 ） 、 米 国 特 許 第 5,270,163号 に 記 述 ） 。 こ れ は 、 大 規 模 な 組 合 せ ラ
イ ブ ラ リ 群 か ら 標 的 特 異 的 ア プ タ マ ー 配 列 を 選 択 す る プ ロ セ ス で あ る 。 ア プ タ マ ー 組 成 は
二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 で あ り 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ
ド 誘 導 体 ま た は 他 の ヌ ク レ オ チ ド 様 分 子 を 含 み 得 る 。 ア プ タ マ ー の 各 ヌ ク レ オ チ ド 成 分 は
修 飾 さ れ た 糖 基 を 持 つ こ と が あ り （ 例 え ば 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 2'-OH基 は 2'-Fま た は 2'-
NH 2 に よ っ て 置 換 さ れ 得 る ） 、 こ れ は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ へ の 抵 抗 性 ま た は 血 中 で の よ り 長 い
寿 命 な ど 、 所 望 の 特 性 を 向 上 し 得 る 。 ア プ タ マ ー を 他 の 分 子 (例 え ば 高 分 子 量 キ ャ リ ア )と
抱 合 さ せ る こ と に よ り 、 循 環 系 か ら の こ の ア プ タ マ ー の ク リ ア ラ ン ス を 遅 ら せ 得 る 。 ア プ
タ マ ー 類 は 、 例 え ば 或 る 架 橋 剤 の 光 活 性 化 に よ っ て 、 そ れ ら の 同 種 リ ガ ン ド 群 と 特 異 的 に
架 橋 さ せ 得 る (Brody, E.N.お よ び L. Gold (2000) J. Biotechnol. 74:5-13)。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 用 語 「 イ ン ト ラ マ ー (intramer)」 は 、 で 発 現 さ れ る ア プ タ マ ー を 指 す 。 例 え ば
、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 基 づ く 或 る RNA発 現 系 を 用 い て 、 白 血 球 の 細 胞 質 内 で 特 定 の RNAア
プ タ マ ー 類 が 高 レ ベ ル に 発 現 さ れ て い る （ Blind, M.他 (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 96:3606-3610)。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 用 語 「 ス ピ ー ゲ ル マ ー (spiegelmer)」 は 、 ア プ タ マ ー の 内 、 L-DNA、 L-RNAな ど 左 旋 性 ヌ
ク レ オ チ ド 誘 導 体 ま た は 左 旋 性 ヌ ク レ オ チ ド 様 分 子 な ど を 指 す 。 左 旋 性 ヌ ク レ オ チ ド 群 を

10

20

30

40

50

(35) JP 2005-508614 A 2005.4.7

in vitro

in vivo



持 つ ア プ タ マ ー 類 は 、 右 旋 性 ヌ ク レ オ チ ド 群 を 持 つ 基 質 に 通 常 は 作 用 す る 、 天 然 酵 素 類 に
よ る 分 解 に 耐 性 が あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 用 語 「 ア ン チ セ ン ス 」 は 、 或 る 特 定 核 酸 配 列 を 持 つ 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 「 セ ン ス 」
(コ ー デ ィ ン グ )鎖 と の 塩 基 対 を 形 成 し 得 る 任 意 の 組 成 物 を 指 す 。 ア ン チ セ ン ス 組 成 物 と し
て は 、 DNAや 、 RNAや 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） や 、 修 飾 さ れ た バ ッ ク ボ ー ン 連 結 た と え ば ホ
ス ホ ロ チ オ 酸 、 メ チ ル ホ ス ホ ン 酸 ま た は ベ ン ジ ル ホ ス ホ ン 酸 な ど を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド や 、 修 飾 さ れ た 糖 基 た と え ば 2'-メ ト キ シ エ チ ル 糖 ま た は 2'-メ ト キ シ エ ト キ シ 糖 な ど
を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や 、 あ る い は 修 飾 さ れ た 塩 基 た と え ば 5-メ チ ル シ ト シ ン 、 2-
デ オ キ シ ウ ラ シ ル ま た は 7-デ ア ザ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン な ど を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が あ り 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 化 学 合 成 ま た は 転 写 な ど 、 任 意 の 方 法 で 製 造 す る こ
と が で き る 。 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 細 胞 に 導 入 さ れ る と 、 細 胞 が 産 生 し た 天 然 核 酸
配 列 と の 塩 基 対 を 形 成 し 二 重 鎖 を 形 成 し て 転 写 ま た は 翻 訳 を 妨 害 す る 。 「 負 」 ま た は 「 マ
イ ナ ス 」 と い う 表 現 は 或 る 参 考 DNA分 子 の ア ン チ セ ン ス 鎖 を 指 す こ と が あ り 、 「 正 」 ま た
は 「 プ ラ ス 」 と い う 表 現 は 或 る 参 考 DNA分 子 の セ ン ス 鎖 を 意 味 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 用 語 「 生 物 学 的 に 活 性 」 は 、 或 る 天 然 分 子 の 構 造 的 、 調 節 的 、 あ る い は 生 化 学 的 な 機 能
を 有 す る タ ン パ ク 質 を 指 す 。 同 様 に 、 用 語 「 免 疫 学 的 に 活 性 」 ま た は 「 免 疫 原 性 」 は 、 天
然 或 い は 組 換 え 体 の DME、 合 成 の DMEま た は そ れ ら の 任 意 の オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 適 当 な 動 物
或 い は 細 胞 の 特 定 の 免 疫 応 答 を 誘 発 し て 特 定 の 抗 体 と 結 合 す る 能 力 を 指 す 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 「 相 補 」 は 、 塩 基 対 合 に よ っ て ア ニ ー ル す る ２ つ の 一 本 鎖 核 酸 配 列 間 の 関 係 を 指 す 。 例
え ば 、 「 5'-AGT-3'」 は 、 そ の 相 補 配 列 「 3'-TCA-5'」 と の 対 を 形 成 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 「 ～ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む (持 つ )組 成 物 」 ま た は 「 ～ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む (持 つ )
組 成 物 」 は 、 指 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド を 持 つ 、 任 意 の 組 成 物 を 指 す
。 こ の 組 成 物 に は 、 乾 燥 製 剤 ま た は 水 溶 液 が 含 ま れ 得 る 。 DMEを コ ー ド 、 若 し く は DMEの 断
片 群 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 有 す る 組 成 物 類 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ
ー ブ と し て 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ ら プ ロ ー ブ は 、 凍 結 乾 燥 形 態 で 貯 蔵 で き 、 ま た 、 糖 質 な ど
の 安 定 化 剤 と 結 合 さ せ 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て は 、 塩 (例 え ば NaCl)、 界 面
活 性 剤 (例 え ば ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ； SDS)お よ び 他 の 成 分 (例 え ば デ ン ハ ー ト 液 、 粉 乳
、 サ ケ 精 子 DNAな ど )を 有 す る 水 溶 液 中 に 、 プ ロ ー ブ を 分 散 さ せ 得 る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 「 コ ン セ ン サ ス 配 列 」 は 、 不 要 な 塩 基 を 除 く た め に DNA配 列 解 析 を 繰 り 返 し 行 い 、 XL-PC
Rキ ッ ト (Applied Biosystems, Foster City CA)を 用 い て ５ 'お よ び ／ ま た は ３ 'の 方 向 に
伸 長 さ れ 、 再 度 シ ー ク エ ン シ ン グ さ れ た 核 酸 配 列 、 ま た は GELVIEW フ ラ グ メ ン ト 結 合 シ ス
テ ム (GCG, Madison, WI)ま た は Phrap(University of Washington, Seattle WA)な ど の フ
ラ グ メ ン ト 結 合 用 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い 1つ 以 上 の オ ー バ ー ラ ッ プ す る cDNAや EST
ま た は ゲ ノ ム DNA断 片 か ら ア セ ン ブ リ さ れ た 核 酸 配 列 を 指 す 。 伸 長 と ア セ ン ブ リ の 両 方 に
よ り コ ン セ ン サ ス 配 列 を 産 生 す る 配 列 も あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 「 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 置 換 が な さ れ た 時 に 元 の タ ン パ ク 質 の 特 性 を 殆 ど 損 な わ
な い と 予 測 さ れ る よ う な 置 換 、 即 ち タ ン パ ク 質 の 構 造 と 特 に 機 能 が 保 存 さ れ 、 そ の よ う な
置 換 に よ る 大 き な 変 化 が な い 置 換 を 指 す 。 下 表 は 、 タ ン パ ク 質 中 で 元 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 可
能 で 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 と 認 め ら れ る ア ミ ノ 酸 を 示 し て い る 。
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【 ０ １ ４ ３ 】
　 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 で は 通 常 、 （ ａ ） 置 換 領 域 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の バ ッ ク ボ ー ン
構 造 、 例 え ば β シ ー ト や α 螺 旋 構 造 、 （ ｂ ） 置 換 部 位 に お け る 分 子 の 電 荷 ま た は 疎 水 性 、
お よ び ／ ま た は （ ｃ ） 側 鎖 の 大 部 分 、 を 保 持 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 「 欠 失 」 は 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 如 す る ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 変 化 、 あ る い は １ 個
以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 欠 如 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 の 変 化 を 指 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 用 語 「 誘 導 体 」 は 、 化 学 修 飾 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 例 え
ば 、 ア ル キ ル 基 、 ア シ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 ま た は ア ミ ノ 基 に よ る 水 素 の 置 換 は 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 化 学 修 飾 に 含 ま れ 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 天 然 分 子 の 生 物 学 的 ま
た は 免 疫 学 的 機 能 を 少 な く と も １ つ は 保 持 し て い る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 ポ リ ペ プ
チ ド 誘 導 体 は 、 次 の よ う な プ ロ セ ス に よ っ て 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 す な わ ち 、
グ リ コ シ ル 化 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 （ pegylation） 、 あ る い は 任 意 の 同 様 な プ ロ セ
ス で あ っ て 、 誘 導 元 の ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ の 生 物 学 的 若 し く は 免 疫 学 的 機 能 を
保 持 す る プ ロ セ ス で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 「 検 出 可 能 な 標 識 」 は 、 測 定 可 能 な 信 号 を 発 生 し 得 る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や ポ リ ペ プ チ
ド に 共 有 結 合 あ る い は 非 共 有 結 合 す る レ ポ ー タ ー 分 子 や 酵 素 を 指 す 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 「 差 次 的 発 現 」 は 、 少 な く と も ２ 例 の サ ン プ ル を 比 較 し て 判 定 す る 、 増 加 （ 上 方 制 御 ）
、 あ る い は 減 少 （ 下 方 制 御 ） 、 ま た は 欠 損 し た 、 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 指 す 。
こ の よ う な 比 較 は 例 え ば 、 処 理 済 サ ン プ ル と 不 処 理 サ ン プ ル 、 ま た は 病 態 サ ン プ ル と 健 常
サ ン プ ル と の 間 で 行 わ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 「 エ キ ソ ン シ ャ ッ フ リ ン グ 」 は 、 異 な る コ ー ド 領 域 （ エ キ ソ ン ） 群 の 組 換 え を 意 味 す る
。 或 る エ キ ソ ン は 、 コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の １ つ の 構 造 的 ま た は 機 能 的 ド メ イ ン を 代 表 し
得 る た め 、 安 定 し た サ ブ ス ト ラ ク チ ャ ー 群 の 新 た な 組 合 せ に よ っ て 新 規 の タ ン パ ク 質 群 を
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ア セ ン ブ リ す る こ と が 可 能 で あ り 、 新 た な タ ン パ ク 質 機 能 の 進 化 を 促 進 で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 用 語 「 断 片 」 は 、 DMEま た は DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 固 有 の 部 分 で あ っ て
、 そ の 親 配 列 （ parent sequence） と 配 列 は 同 一 で あ り う る が 親 配 列 よ り 長 さ が 短 い も の
を 指 す 。 或 る 断 片 は 、 定 義 さ れ た 配 列 の 全 長 か ら １ ヌ ク レ オ チ ド ／ ア ミ ノ 酸 残 基 を 差 し 引
い た 長 さ よ り も 短 い 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 或 る 断 片 は 、 約 ５ ～ 約 １ ０ ０ ０ の 連 続 し た ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 し 得 る 。 プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 抗 原 、 治 療 用 分 子 と
し て 、 或 い は そ の 他 の 目 的 の た め に 用 い ら れ る 断 片 は 、 少 な く と も 5、 10、 15、 16、 20、 2
5、 30、 40、 50、 60、 75、 100、 150、 250若 し く は 500の 、 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 或 い は ア
ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ で あ り 得 る 。 断 片 は 、 或 る 分 子 の 特 定 領 域 か ら 優 先 的 に 選 択 し 得 る 。 例
え ば 、 或 る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 定 義 さ れ た 或 る 配 列 内 に 見 ら れ る よ う な 或 る ポ リ ペ プ チ
ド の 最 初 の ２ ５ ０ ま た は ５ ０ ０ ア ミ ノ 酸 （ ま た は 最 初 の ２ ５ ％ ま た は ５ ０ ％ ） か ら 選 択 し
た 、 或 る 長 さ の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 持 ち 得 る 。 こ れ ら の 長 さ は 明 ら か に 例 と し て 挙 げ て い
る も の で あ り 、 本 発 明 の 実 施 態 様 で は 、 配 列 表 、 表 お よ び 図 面 を 含 む 本 明 細 書 が 支 持 す る
任 意 の 長 さ で あ り 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 SEQ ID NO:14-26の 断 片 は 、 例 え ば 、 こ の 断 片 を 得 た ゲ ノ ム 内 の 他 の 配 列 と は 異 な る 、 S
EQ ID NO:14-26を 特 異 的 に 同 定 す る 固 有 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 を 持 ち う る 。 SEQ 
ID NO:14-26の 或 る 断 片 を 本 発 明 の 方 法 の 1つ 以 上 の 実 施 態 様 、 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン お よ び 増 幅 技 術 に 、 ま た は SEQ ID NO:14-26を 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 区 別 す る 類
似 の 方 法 に 用 い 得 る 。 SEQ ID NO:14-26の 或 る 断 片 の 正 確 な 長 さ は 、 ま た 、 そ の 断 片 が 対
応 す る SEQ ID NO:14-26の 領 域 は 、 そ の 断 片 に 意 図 し た 目 的 に 基 づ き 当 業 者 が 慣 例 的 に 決
定 し 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 SEQ ID NO:1-13の 或 る 断 片 は 、 SEQ ID NO:14-26の 或 る 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 SEQ
 ID NO:1-13の 或 る 断 片 は 、 SEQ ID NO:1-13を 特 異 的 に 同 定 す る 固 有 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 領
域 を 持 ち 得 る 。 例 え ば SEQ ID NO:1-13の 或 る 断 片 を 、 SEQ ID NO:1-13を 特 異 的 に 認 識 す る
抗 体 の 開 発 に お け る 免 疫 原 性 ペ プ チ ド と し て 用 い 得 る 。 SEQ ID NO:1-13の 或 る 断 片 の 正 確
な 長 さ は 、 ま た 、 こ の 断 片 に 対 応 す る SEQ ID NO:1-13の 領 域 は 、 そ の 断 片 に 意 図 す る 目 的
に 基 づ き 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 、 ま た は 当 分 野 で 既 知 の 1つ 以 上 の 分 析 法 で 判 定 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 「 完 全 長 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 、 少 な く と も １ つ の 翻 訳 開 始 コ ド ン （ 例 え ば メ チ オ ニ
ン ） と 、 そ れ に 続 く １ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム お よ び 翻 訳 終 止 コ ド ン を 有 す る 配 列
で あ る 。 或 る 「 完 全 長 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 或 る 「 完 全 長 」 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ
ー ド す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 「 相 同 性 」 の 語 は 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配
列 の 、 配 列 類 似 性 、 互 換 性 、 ま た は 配 列 同 一 性 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 適 用 さ れ る 「 一 致 率 」 お よ び 「 ～ ％ 同 一 」 の 語 は 、 標 準 化 さ れ
た ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 で 一
致 す る 残 基 の 割 合 を 意 味 す る 。 標 準 化 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ２ 配 列 間 の ア ラ イ ン メ ン ト を 最 適
化 す る た め 、 標 準 化 さ れ た 再 現 性 の あ る 方 法 で 比 較 対 象 の ２ 配 列 内 に ギ ャ ッ プ 群 を 挿 入 し
得 る の で 、 ２ つ の 配 列 を よ り 有 意 に 比 較 で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 (同 一 性 )を 判 定 す る に は 、 当 分 野 で 既 知 の 、 ま た は 本
明 細 書 に 記 載 の 、 １ つ 以 上 の コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム ま た は プ ロ グ ラ ム を 用 い 得 る 。 例
え ば 一 致 率 を 判 定 す る に は 、 MEGALIGN version 3.12e配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム に 組
込 ま れ て い る よ う な CLUSTAL Vア ル ゴ リ ズ ム の 、 デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ 群 を 用 い 得 る 。
こ の プ ロ グ ラ ム は 、 LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ (一 組 の 分 子 生 物 学 的 分 析 プ ロ グ ラ
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ム )(DNASTAR, Madison WI)の 一 部 で あ る 。 CLUSTAL Vは 、 Higgins, D.G.お よ び P.M. Sharp
 (1989; CABIOS 5:151-153)、 並 び に Higgins, D.G. 他 (1992; CABIOS 8:189-191)に 記 載
が あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ペ ア ワ イ ズ ア ラ イ ン メ ン ト す る 際 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー
タ は 、 Ktuple=2、 gap penalty=5、 window=4、 「 diagonals saved」 =4と 設 定 さ れ る 。 「 we
ighted」 残 基 重 み 付 け 表 が デ フ ォ ル ト で 選 択 さ れ る 。 CLUSTAL Vは 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 対 間 の 「 percent similarity(類 似 率 )」 と し て 一 致 率 を 報 告 す る
。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 あ る い は 、 米 国 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー (NCBI)の Basic Local Alignment 
Search Tool(BLAST)が 、 一 般 的 に 用 い ら れ 、 且 つ 、 無 料 で 利 用 可 能 な 用 い 得 る 配 列 比 較 ア
ル ゴ リ ズ ム 一 式 を 提 供 し て い る (Altschul, S.F. 他 （ 1990） J. Mol. Biol. 215:403-410
） 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム は 、 幾 つ か の 情 報 源 か ら 入 手 可 能 で あ り 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ベ セ ス
ダ に あ る NCBIお よ び イ ン タ ー ネ ッ ト （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） か ら も 入 手
可 能 で あ る 。 BLASTソ フ ト ウ ェ ア 一 式 に は 様 々 な 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム が 含 ま れ て お り 、 既
知 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 種 々 の デ ー タ ベ ー ス か ら 得 た 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ア
ラ イ ン メ ン ト す る 「 blastn」 も そ の １ つ で あ る 。 「 BLAST 2 Sequences」 と 呼 ば れ る ツ ー
ル も 入 手 可 能 で あ り 、 こ れ は ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 直 接 の ペ ア ワ イ ズ で 比 較 す る た め
に 用 い ら れ る 。 「 BLAST 2 Sequences」 は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.html
に ア ク セ ス し て 、 対 話 形 式 で 利 用 で き る 。 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル は 、 blastn お よ
び  blastp（ 以 下 に 記 載 ） の 両 方 に 用 い 得 る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 一 般 的 に は 、 ギ ャ ッ プ
(gap)な ど の パ ラ メ ー タ を デ フ ォ ル ト 設 定 に セ ッ ト し て 用 い る 。 例 え ば 、 ２ つ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 比 較 す る に は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー
ル Version 2.0.12（ 2000年 4月 21日 ） を 用 い て blastnを 実 行 し 得 る 。 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー
タ の 設 定 例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 Matrix: BLOSUM62
　 Reward for match: 1
　 Penalty for mismatch: -2
　 Open Gap: 5 and Extension Gap: 2 penalties
　 Gap x drop-off: 50
　 Expect: 10
　 Word Size: 11
　 Filter: on
【 ０ １ ５ ８ 】
　 一 致 率 は 、 あ る 定 義 さ れ た 配 列 の 全 長 (例 え ば 特 定 の SEQ IDナ ン バ ー で 定 義 さ れ た 配 列 )
に つ い て 測 定 し 得 る 。 あ る い は 、 よ り 短 い 長 さ 、 例 え ば 、 定 義 さ れ た 、 よ り 大 き な 配 列 か
ら 得 た 断 片 (例 え ば 少 な く と も ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ７ ０ 、 １ ０ ０ ま た は 少 な く と も
２ ０ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 )の 長 さ の 一 致 率 も 測 定 し 得 る 。 こ こ に 挙 げ た 長 さ
は 単 な る 例 示 的 な も の に 過 ぎ ず 、 表 、 図 お よ び 配 列 リ ス ト を 含 め た 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た
配 列 が 支 持 す る 任 意 の 断 片 長 を 用 い て 、 一 致 率 を 測 定 し 得 る 或 る 長 さ を 説 明 し 得 る こ と を
理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 高 度 の 同 一 性 を 示 さ な い 核 酸 配 列 が 、 そ れ に も か か わ ら ず 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 が 原 因 で
、 類 似 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 場 合 が あ る 。 こ の 縮 重 を 利 用 し て 核 酸 配 列 内 で 変 化 を
生 じ さ せ て 、 全 て の 核 酸 配 列 が 実 質 上 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る よ う な 多 数 の 核 酸 配
列 を 生 成 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 用 い ら れ る 用 語 「 一 致 率 」 ま た は 「 ～ ％ 同 一 」 と は 、 標 準 化 さ れ た
ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 一 致 す る 残
基 の 百 分 率 の こ と で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 は 公 知 で あ る 。 保 存 的
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ア ミ ノ 酸 置 換 を 考 慮 す る ア ラ イ ン メ ン ト 方 法 も あ る 。 既 に 詳 述 し た こ の よ う な 保 存 的 置 換
は 通 常 、 置 換 部 位 の 電 荷 お よ び 疎 水 性 を 保 存 す る の で 、 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 を （ し た が っ
て 機 能 も ） 保 存 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 は 、 MEGALIGN version 3.12e配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ
ム に 組 込 ま れ て い る よ う な CLUSTAL Vア ル ゴ リ ズ ム の デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ 群 を 用 い て
判 定 で き る (参 照 先 と 共 に 上 述 )。 CLUSTAL Vを 用 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を ペ ア ワ イ ズ ア
ラ イ ン メ ン ト す る 際 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ は 、 Ktuple=1、 gap penalty=3、 window=5、
「 diagonals saved」 =5と 設 定 さ れ る 。 PAM250マ ト リ ク ス が 、 デ フ ォ ル ト の 残 基 重 み 付 け
表 と し て 選 択 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ア ラ イ ン メ ン ト と 同 様 に 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 対 の 一 致 率 は 、 CLUSTAL Vに よ っ て 「 percent similarity（ 類 似 性
パ ー セ ン ト ） 」 と し て 報 告 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 あ る い は 、 NCBI BLASTソ フ ト ウ ェ ア 一 式 を 用 い 得 る 。 例 え ば 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列
を ペ ア ワ イ ズ で 比 較 す る 場 合 、 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.12（ 2000年 4月
21日 ） の blastpを デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し て 用 い 得 る 。 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ の 設
定 例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 Matrix: BLOSUM62
　 Open Gap: 11 and Extension Gap: 1 penalties
　 Gap x drop-off: 50
　 Expect: 10
　 Word Size: 3
　 Filter: on
【 ０ １ ６ ４ 】
　 一 致 率 は 、 あ る 定 義 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 全 長 (例 え ば 特 定 の SEQ IDナ ン バ ー で 定
義 さ れ た 配 列 )に つ い て 測 定 し 得 る 。 あ る い は 、 よ り 短 い 長 さ 、 例 え ば 、 定 義 さ れ た 、 よ
り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 か ら 得 た 断 片 (例 え ば 少 な く と も １ ５ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５
０ 、 ７ ０ 、 ま た は 少 な く と も １ ５ ０ の 連 続 し た 残 基 の 断 片 )の 長 さ の 一 致 率 も 測 定 し 得 る
。 こ こ に 挙 げ た 長 さ は 単 な る 例 示 的 な も の に 過 ぎ ず 、 表 、 図 お よ び 配 列 リ ス ト を 含 め た 本
明 細 書 に 記 載 さ れ た 配 列 が 支 持 す る 任 意 の 断 片 長 を 用 い て 、 一 致 率 を 測 定 し 得 る 或 る 長 さ
を 説 明 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 「 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 」 は 直 鎖 状 の 微 小 染 色 体 で あ り 、 約 ６ kb ～ １ ０ Mbの サ イ ズ の
DNA配 列 を 持 ち 得 る 。 ま た 、 染 色 体 の 複 製 、 分 離 お よ び 維 持 に 必 要 な 、 全 て の エ レ メ ン ト
を 持 つ 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 用 語 「 ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 も と の 結 合 能 力 を 保 持 し つ つ 、 よ り ヒ ト の 抗 体 に 似 せ る た め に
、 非 抗 原 結 合 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 し た 抗 体 分 子 を 指 す 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と は 、 所 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 或 る 一 本
鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 或 る 相 補 的 な 一 本 鎖 と 塩 基 対 を 形 成 す る ア ニ ー リ ン グ の プ ロ セ ス で
あ る 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ２ つ の 核 酸 配 列 が 高 い 相 補 性 を 共 有 す る こ と の
指 標 で あ る 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 許 容 さ れ る ア ニ ー リ ン グ 条 件 下 で 形
成 さ れ 、 １ 回 以 上 の 「 洗 浄 」 ス テ ッ プ 後 も ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た ま ま で あ る 。 洗 浄 ス テ ッ
プ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ セ ス の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 決 定 す る 際 に 特 に 重 要 で
あ り 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で は 、 非 特 異 結 合 （ す な わ ち 完 全 に は 一 致 し な い 核 酸
鎖 対 間 の 結 合 ） が 減 少 す る 。 核 酸 配 列 の ア ニ ー リ ン グ に 関 す る 許 容 条 件 は 、 当 業 者 が 慣 例
的 に 決 定 で き る 。 ア ニ ー ル 条 件 は ど の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 で も 一 定 で あ り 得 る が
、 洗 浄 条 件 は 、 所 望 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 、 し た が っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 異 性 を
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得 る よ う に 、 実 験 ご と に 変 更 し 得 る 。 許 容 的 ア ニ ー リ ン グ 条 件 は 、 例 え ば 、 温 度 が 68℃ 、
約 6× SSC、 約 1％ （ w/v） SDS、 並 び に 約 100μ g/mlの 、 せ ん 断 し て 変 性 し た サ ケ 精 子 DNAの
存 在 下 で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 一 般 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 或 る 程 度 、 洗 浄 ス テ ッ プ を 実
行 す る 温 度 を 基 準 に し て 表 す こ と が で き る 。 こ の よ う な 洗 浄 温 度 は 通 常 、 所 定 の イ オ ン 強
度 お よ び pHに お け る 特 定 配 列 の 融 点 （ Tm） よ り 約 ５ ～ ２ ０ ℃ 低 く な る よ う に 選 択 す る 。 こ
の Tmは 、 所 定 の イ オ ン 強 度 お よ び pHの 条 件 下 で 、 完 全 一 致 プ ロ ー ブ に 標 的 配 列 の ５ ０ ％ が
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る 。 Tmを 計 算 す る 式 お よ び 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条
件 は よ く 知 ら れ て お り 、 Sambrook, J. 他 (1989) 
, 第 2版 , 1-3巻 , Cold Spring Harbor Press, Plainview NYに 記 載 さ れ て お り 、 特 に 2

巻 の 9章 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
は 、 約 ０ ． ２ × SSCお よ び 約 ０ ． １ ％ の SDSの 存 在 下 、 ６ ８ ℃ で １ 時 間 の 洗 浄 条 件 を 含 む 。
あ る い は 、 温 度 は 約 ６ ５ ℃ 、 ６ ０ ℃ 、 ５ ５ ℃ 、 ま た は ４ ２ ℃ を 用 い 得 る 。 SSC濃 度 は 、 約
０ .１ ％ の SDS存 在 下 で 、 約 ０ .１ ～ ２ × SSCの 範 囲 で 変 更 し 得 る 。 通 常 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤
を 用 い て 非 特 異 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 阻 止 す る 。 こ の よ う な ブ ロ ッ キ ン グ 剤 に は 、 例
え ば 、 約 １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ μ g/mlの 、 せ ん 断 し た 変 性 サ ケ 精 子 DNAが あ る 。 特 定 条 件 下 で 、
例 え ば RNAと DNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 有 機 溶 剤 、 例 え ば 約 ３ ５ ～ ５ ０ ％ v/vの
濃 度 の ホ ル ム ア ミ ド を 用 い る こ と も で き る 。 洗 浄 条 件 の 有 用 な バ リ エ ー シ ョ ン は 、 当 業 者
に は 自 明 で あ ろ う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 特 に 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で は 、 ヌ
ク レ オ チ ド 間 の 進 化 的 な 類 似 性 を 示 唆 し 得 る 。 進 化 的 類 似 性 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 群 、 お よ び
ヌ ク レ オ チ ド が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド 群 に つ い て 、 或 る 同 様 の 役 割 を 強 く 示 唆 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 」 は 、 相 補 的 な 塩 基 間 の 水 素 結 合 の 形 成 に よ っ て
形 成 さ れ た 、 ２ つ の 核 酸 配 列 の 複 合 体 を 指 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、 溶 解 状
態 で 形 成 し 得 る （ C 0 tま た は R 0 t解 析 な ど ） 。 あ る い は 、 一 方 の 核 酸 が 溶 解 状 態 で 存 在 し 、
も う 一 方 の 核 酸 が 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 紙 、 膜 、 フ ィ ル タ 、 チ ッ プ 、 ピ ン ま た は ガ ラ ス ス ラ
イ ド 、 あ る い は 他 の 適 切 な 基 板 で あ っ て 細 胞 若 し く は そ の 核 酸 が 固 定 さ れ る 基 板 ） に 固 定
さ れ て い る よ う な ２ つ の 核 酸 間 に 形 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 用 語 「 挿 入 」 あ る い は 「 付 加 」 は 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 あ る い は ヌ ク レ オ チ ド が そ
れ ぞ れ 追 加 さ れ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 あ る い は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る 変 化 を 指 す 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 「 免 疫 応 答 」 は 、 炎 症 、 外 傷 、 免 疫 異 常 症 、 伝 染 性 疾 患 ま た は 遺 伝 性 疾 患 な ど に 関 連 す
る 症 状 を 指 し 得 る 。 こ れ ら の 症 状 は 、 細 胞 お よ び 全 身 の 防 御 系 に 作 用 し 得 る 種 々 の 因 子 、
例 え ば サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 そ の 他 の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け 得
る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 「 免 疫 原 性 断 片 」 は 、 例 え ば 哺 乳 動 物 な ど 生 物 に 導 入 す る と 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す 、 DM
Eの ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 を 指 す 。 用 語 「 免 疫 原 性 断 片 」 は ま た 、
本 明 細 書 で 開 示 す る ま た は 当 分 野 で 既 知 の あ ら ゆ る 抗 体 生 産 方 法 に 有 用 な 、 DMEの ポ リ ペ
プ チ ド 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 用 語 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 は 、 或 る 基 板 上 の 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗
体 、 ま た は 他 の 化 合 物 の 構 成 を 指 す 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 用 語 「 エ レ メ ン ト 」 ま た は 「 ア レ イ エ レ メ ン ト 」 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 固 有 の 指 定 さ
れ た 位 置 を 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 ま た は 他 の 化 合 物 を 指 す 。
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【 ０ １ ７ ６ 】
　 用 語 「 モ ジ ュ レ ー ト 」 ま た は 「 活 性 を 調 節 」 は 、 DMEの 活 性 を 変 化 さ せ る こ と を 指 す 。
例 え ば 、 モ ジ ュ レ ー ト に よ っ て 、 DMEの タ ン パ ク 質 活 性 の 増 減 、 或 い は 結 合 特 性 ま た は そ
の 他 の 、 生 物 学 的 特 性 、 機 能 的 特 性 或 い は 免 疫 学 的 特 性 の 変 化 が 起 こ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 「 核 酸 」 お よ び 「 核 酸 配 列 」 の 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は こ れ ら の 断 片 を 指 す 。 「 核 酸 」 お よ び 「 核 酸 配 列 」 の 語 は ま た 、 ゲ ノ ム 起 源
ま た は 合 成 起 源 の DNAま た は RNAで あ っ て 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ る か あ る い は セ ン ス 鎖 ま
た は ア ン チ セ ン ス 鎖 を 表 し 得 る よ う な DNAま た は RNAや 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） や 、 任 意 の D
NA様 ま た は RNA様 物 質 を 指 す こ と も あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 「 機 能 的 に 連 結 し た 」 は 、 第 １ の 核 酸 配 列 と 第 ２ の 核 酸 配 列 が 機 能 的 な 関 係 に あ る 状 態
を 指 す 。 例 え ば 、 或 る プ ロ モ ー タ ー が 或 る コ ー ド 配 列 の 転 写 ま た は 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 場
合 に は 、 そ の プ ロ モ ー タ ー は そ の コ ー ド 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し て い る 。 機 能 的 に 連 結 し た
DNA配 列 群 は 非 常 に 近 接 す る か 連 続 的 に 隣 接 す る こ と が あ り 、 ま た 、 2つ の タ ン パ ク 質 コ ー
ド 領 域 を 結 合 す る た め に 必 要 な 場 合 は 同 一 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に あ り 得 る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 「 ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)」 は 、 末 端 が リ ジ ン で 終 わ る ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド の バ ッ ク ボ
ー ン に 結 合 し た 、 少 な く と も 約 ５ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ 、 ア ン
チ セ ン ス 分 子 ま た は 抗 遺 伝 子 剤 を 指 す 。 末 端 の リ ジ ン は 、 こ の 組 成 に 溶 解 性 を 与 え る 。 PN
Aは 、 相 補 的 一 本 鎖 DNAま た は RNAに 優 先 的 に 結 合 し て 転 写 の 伸 長 を 停 止 さ せ る 。 ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル 化 す る こ と に よ り 、 細 胞 に お け る PNAの 寿 命 を 延 長 し 得 る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 DMEの 「 翻 訳 後 修 飾 」 と し て は 、 脂 質 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ア セ チ ル 化 、 ラ セ
ミ 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 お よ び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 修 飾 を 含 み 得 る 。 こ れ ら の プ ロ
セ ス は 、 合 成 或 い は 生 化 学 的 に 生 じ 得 る 。 生 化 学 的 修 飾 は 、 DMEの 酵 素 環 境 に 依 存 し 、 細
胞 の 種 類 に よ っ て 異 な る こ と と な る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 同 一 核 酸 、 対 立 遺 伝 子 核 酸 、 ま た は 関 連 核 酸 の 検 出 に 用 い る 、 DME
や そ れ ら の 相 補 配 列 、 ま た は そ れ ら の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 を 指 す 。 プ ロ ー ブ は 、 単 離 さ
れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 検 出 可 能 な 標 識 ま た は レ ポ ー
タ ー 分 子 に 接 着 し た 配 列 で あ る 。 典 型 的 な 標 識 に は 、 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ 、 リ ガ ン ド 、 化
学 発 光 試 薬 お よ び 酵 素 が あ る 。 「 プ ラ イ マ ー 」 は 、 短 い 核 酸 、 通 常 は DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で あ り 、 相 補 的 塩 基 対 を 形 成 す る こ と で 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ア ニ ー リ ン グ さ れ 得
る 。 プ ラ イ マ ー は 次 に 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 に よ り 、 標 的 DNA鎖 に 沿 っ て 伸 長 さ れ 得 る 。
プ ラ イ マ ー 対 を 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ る 、 核 酸 の 増 幅 (お よ び 同 定 )に
用 い 得 る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 に 用 い る プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 通 常 、 既 知 の 配 列 の 、 少 な く と も １ ５ の 連
続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 か ら な る 。 特 異 性 を 高 め る た め 、 長 め の プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー
、 例 え ば 開 示 し た 核 酸 配 列 の 少 な く と も ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ８
０ 、 ９ ０ 、 １ ０ ０ ま た は 少 な く と も １ ５ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら な る よ う な プ ロ ー
ブ お よ び プ ラ イ マ ー も 用 い 得 る 。 こ れ よ り も か な り 長 い プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー も あ る
。 表 、 図 面 お よ び 配 列 リ ス ト を 含 む 本 明 細 書 が 支 持 す る 、 任 意 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド を 用
い 得 る も の と 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー の 調 製 お よ び 使 用 方 法 に つ い て は 、 Sambrook, J. 他 (1989; 

, 第 2版 , 1-3巻 , Cold Spring Harbor Press, 
Plainview NY)、 Ausubel, F.M. 他 (1999) , 第 4
版 , John Wiley & Sons, New York NY),お よ び Innis, M.他 （ 1990; 
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, Academic Press, San Diego CA） な ど の 参 照 文 献 に
記 載 が あ る 。 PCRプ ラ イ マ ー 対 を 既 知 の 配 列 か ら 得 る に は 、 例 え ば 、 そ の た め の コ ン ピ ュ
ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば Primer（ Version 0.5, 1991, Whitehead Institute for Biomedi
cal Research, Cambridge MA） を 用 い 得 る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 プ ラ イ マ ー と し て 用 い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 は 、 そ の よ う な 目 的 の た め に 本 技 術
分 野 で 既 知 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 行 う 。 例 え ば OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア は 、 各 １ ０ ０ ヌ
ク レ オ チ ド ま で の PCRプ ラ イ マ ー 対 の 選 択 に 有 用 で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 、 最
大 ５ ,０ ０ ０ ま で の 大 き め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て ３ ２ キ ロ ベ ー ス ま で の イ ン プ ッ ト
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 得 た 配 列 を 分 析 す る の に も 有 用 で あ る 。 類 似 の プ ラ イ マ ー 選 択
プ ロ グ ラ ム に は 、 拡 張 能 力 の た め の 追 加 機 能 が 組 込 ま れ て い る 。 例 え ば 、 PrimOUプ ラ イ マ
ー 選 択 プ ロ グ ラ ム (テ キ サ ス 州 ダ ラ ス に あ る テ キ サ ス 大 学 南 西 部 医 療 セ ン タ ー の ゲ ノ ム セ
ン タ ー か ら 一 般 向 け に 入 手 可 能 )は 、 メ ガ ベ ー ス 配 列 か ら 特 定 の プ ラ イ マ ー を 選 択 す る こ
と が 可 能 で あ り 、 し た が っ て ゲ ノ ム 全 体 の 範 囲 で プ ラ イ マ ー を 設 計 す る の に 有 用 で あ る 。
Primer3プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム （ Whitehead Institute/MIT Center for Genome Resea
rch（ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ ） よ り 入 手 可 能 ） を 用 い れ ば 、 プ ラ イ マ ー 結 合 部
位 と し て 避 け た い 配 列 を 指 定 で き る 「 非 プ ラ イ ミ ン グ ラ イ ブ ラ リ （ mispriming library）
」 を 入 力 で き る 。 Primer3は 特 に 、 マ イ ク ロ ア レ イ の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 に
有 用 で あ る （ 後 二 者 の プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム の ソ ー ス コ ー ド は 、 そ れ ぞ れ の 情 報 源 か
ら 得 て ユ ー ザ ー 固 有 の ニ ー ズ を 満 た す よ う に 修 正 し 得 る ） 。 PrimerGenプ ロ グ ラ ム （ 英 国
ケ ン ブ リ ッ ジ 市 の 英 国 ヒ ト ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ プ ロ ジ ェ ク ト -リ ソ ー ス セ ン タ ー か ら 一 般 向
け に 入 手 可 能 ） は 、 多 数 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 そ れ に よ
っ て 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 核 酸 配 列 の 最 大 保 存 領 域 ま た は 最 小 保 存 領 域 の い ず れ か と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な プ ラ イ マ ー の 選 択 を 可 能 に す る 。 し た が っ て 、 こ の プ ロ グ ラ ム は
、 独 自 の も の で あ れ 保 存 さ れ た も の で あ れ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片
と の 同 定 に 有 用 で あ る 。 上 記 選 択 方 法 の い ず れ か に よ っ て 同 定 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お
よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に お い て 、 例 え ば PCRま た は
シ ー ク エ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー と し て 、 マ イ ク ロ ア レ イ エ レ メ ン ト と し て 、 あ る い は 核 酸 の
サ ン プ ル に お い て 完 全 ま た は 部 分 的 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る 特 異 プ ロ ー ブ と し
て 有 用 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 方 法 は 、 上 記 の 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い
。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 「 組 換 え 核 酸 」 は 、 天 然 核 酸 で は な く 、 配 列 の 、 ２ つ 以 上 の 離 れ た セ グ メ ン ト を 人 工 的
に 組 合 せ た 配 列 を 持 つ 核 酸 で あ る 。 こ の 人 為 的 組 合 せ は し ば し ば 化 学 合 成 に よ っ て 達 成 す
る が 、 よ り 一 般 的 に は 核 酸 の 単 離 セ グ メ ン ト の 人 為 的 操 作 に よ っ て 、 例 え ば Sambrookの 文
献 （ 前 出 ） に 記 載 さ れ て い る よ う な 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ っ て 達 成 す る 。 組 換 え 核 酸 の 語
は 、 単 に 核 酸 の 一 部 が 付 加 、 置 換 ま た は 欠 失 に よ り 改 変 さ れ た 核 酸 も 含 む 。 し ば し ば 組 換
え 核 酸 に は 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し た 核 酸 配 列 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 組 換
え 核 酸 は 、 例 え ば あ る 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 さ れ る ベ ク タ ー の 一 部 と 成 し 得 る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 或 い は こ の よ う な 組 換 え 核 酸 は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 一 部 と 成 す こ と が で き 、 ベ ク タ ー
は 例 え ば ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 基 づ く も の で あ り 得 る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 哺 乳 類 に 接
種 さ れ 、 そ の 組 換 え 核 酸 が 発 現 さ れ て 、 そ の 哺 乳 類 内 で 防 御 免 疫 応 答 を 誘 導 す る よ う に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 「 調 節 エ レ メ ン ト 」 は 或 る 遺 伝 子 の 非 翻 訳 領 域 に 通 常 は 由 来 す る 核 酸 配 列 で あ り 、 エ ン
ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 イ ン ト ロ ン お よ び ５ 'お よ び ３ 'の 非 翻 訳 領 域 (UTR)を 含 む 。 調
節 エ レ メ ン ト は 、 転 写 、 翻 訳 ま た は RNA安 定 性 を 制 御 す る 宿 主 蛋 白 質 ま た は ウ イ ル ス 蛋 白
質 と 相 互 作 用 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
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　 「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 は 、 核 酸 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 抗 体 の 標 識 に 用 い る 、 化 学 的 ま た は 生 化
学 的 な 成 分 で あ る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 に は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、 発 色
剤 、 基 質 、 補 助 因 子 、 阻 害 因 子 、 磁 気 粒 子 お よ び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 成 分 が あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 或 る DNA分 子 に 対 す る 「 RNA等 価 物 」 は 、 基 準 と な る DNA分 子 と 同 じ 直 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 か ら な る が 、 生 じ る 全 て の 窒 素 性 塩 基 の チ ミ ン が ウ ラ シ ル に 置 換 さ れ 、 糖 鎖 の バ ッ ク
ボ ー ン が デ オ キ シ リ ボ ー ス で は な く リ ボ ー ス か ら な る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 用 語 「 サ ン プ ル 」 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ て い る 。 DME、 DMEを コ ー ド す る 核 酸
群 、 ま た は そ の 断 片 群 を 含 む と 推 定 さ れ る サ ン プ ル と し て は 、 体 液 と 、 細 胞 や 細 胞 か ら 単
離 し た 染 色 体 や 細 胞 内 小 器 官 （ オ ル ガ ネ ラ ） や 膜 か ら の 抽 出 物 と 、 細 胞 と 、 溶 液 中 に 存 在
す る ま た は 基 板 に 固 定 さ れ た ゲ ノ ム DNA、 RNA、 cDNAと 、 組 織 と 、 組 織 プ リ ン ト な ど が あ り
得 る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 用 語 「 特 異 結 合 」 お よ び 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 は 、 タ ン パ ク 質 若 し く は ペ プ チ ド の 、 ア
ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 小 分 子 、 若 し く は 任 意 の 天 然 若 し く は 合 成 の 結 合 組 成
物 と の 間 の 相 互 作 用 を 指 す 。 こ の 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 の 特 定 の 構 造 (例 え ば 抗 原 決 定
基 す な わ ち エ ピ ト ー プ )で あ っ て 結 合 分 子 が 認 識 す る 構 造 の 有 無 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 或
る 抗 体 が エ ピ ト ー プ 「 Ａ 」 に 対 し て 特 異 的 で あ る 場 合 、 結 合 し て い な い 標 識 し た 「 Ａ 」 と
抗 体 と を 含 む 或 る 反 応 の 中 に 、 エ ピ ト ー プ Ａ を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド が 、 あ る い は 結 合 し て い
な い 無 標 識 の 「 Ａ 」 が 存 在 す る と 、 抗 体 と 結 合 す る 標 識 Ａ の 量 が 減 少 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 用 語 「 実 質 的 に 精 製 さ れ た 」 は 、 自 然 の 環 境 か ら 取 り 除 か れ て か ら 、 単 離 あ る い は 分 離
さ れ た 核 酸 配 列 あ る い は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 自 然 に 結 合 し て い る 組 成 物 が 少 な く と も
約 60％ 除 去 さ れ た も の で あ り 、 好 ま し く は 約 75％ 以 上 除 去 、 最 も 好 ま し く は 約 90％ 以 上 除
去 さ れ た も の を 指 す 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 「 置 換 」 と は 、 １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 、 そ れ ぞ れ 別 の ア ミ ノ 酸
残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド に 置 き 換 え る こ と で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 「 基 板 」 は 、 任 意 の 好 適 な 固 体 あ る い は 半 固 体 の 支 持 物 を 指 し 、 膜 お よ び フ ィ ル タ 、 チ
ッ プ 、 ス ラ イ ド 、 ウ ェ ハ 、 フ ァ イ バ ー 、 磁 気 ま た は 非 磁 気 ビ ー ズ 、 ゲ ル 、 チ ュ ー ブ 、 プ レ
ー ト 、 ポ リ マ ー 、 微 小 粒 子 、 毛 細 管 が 含 ま れ る 。 基 板 は 、 ウ ェ ル 、 溝 、 ピ ン 、 チ ャ ネ ル 、
孔 な ど 、 様 々 な 表 面 形 態 を 有 す る こ と が で き 、 基 板 表 面 に は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や ポ リ ペ プ
チ ド が 結 合 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 「 転 写 イ メ ー ジ (transcript image)」 ま た は 「 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 」 は 、 所 定 条 件 下 で の
所 定 時 間 に お け る 、 或 る 特 定 の 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 に よ る 、 遺 伝 子 発 現 の 集 合 的 パ タ ー
ン を 指 す 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 「 形 質 転 換 （ transformation） 」 と は 、 外 因 性 DNAが 、 或 る 受 容 細 胞 に 導 入 さ れ る プ ロ
セ ス を 言 う 。 形 質 転 換 は 、 本 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 に 従 っ て 自 然 条 件 ま た は
人 工 条 件 下 で 生 じ 得 る も の で あ り 、 外 来 性 の 核 酸 配 列 を 原 核 宿 主 細 胞 ま た は 真 核 宿 主 細 胞
に 挿 入 す る 、 任 意 の 既 知 の 方 法 を 基 に し 得 る 。 形 質 転 換 の 方 法 は 、 形 質 転 換 す る 宿 主 細 胞
の 種 類 に よ っ て 選 択 す る 。 限 定 す る も の で は な い が 形 質 転 換 方 法 に は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ あ る い は ウ イ ル ス 感 染 、 電 気 穿 孔 法 （ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ） 、 熱 シ ョ ッ ク 、 リ ポ フ
ェ ク シ ョ ン お よ び 微 粒 子 銃 を 用 い る 方 法 が あ る 。 「 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 」 に は 、 導 入 さ れ
た DNAが 、 自 律 的 に 複 製 す る プ ラ ス ミ ド と し て あ る い は 宿 主 染 色 体 の 一 部 と し て 複 製 可 能
で あ る 、 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 が 含 ま れ る 。 更 に 、 限 ら れ た 期 間 に 一 過 的 に 導 入 DN
A若 し く は 導 入 RNAを 発 現 す る 細 胞 も 含 ま れ る 。
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【 ０ １ ９ ７ 】
　 こ こ で 用 い る 「 遺 伝 形 質 転 換 生 物 (transgenic organism)」 と は 任 意 の 生 物 体 で あ っ て
限 定 す る も の で は な い が 動 植 物 を 含 み 、 生 物 体 の １ 個 以 上 の 細 胞 が 、 ヒ ト の 介 入 に よ っ て
、 例 え ば 本 技 術 分 野 で 公 知 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 技 術 に よ っ て 導 入 さ れ た 異 種 核 酸 を 有 す
る も の で あ る 。 細 胞 へ の 核 酸 の 導 入 は 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 、 細 胞 の 前 駆 物 質 に 導 入 す る
こ と に よ っ て 行 う 。 こ れ は 、 計 画 的 な 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 、 例 え ば 微 量 注 射 法 に よ っ て あ
る い は 組 換 え ウ イ ル ス の 導 入 に よ っ て 行 う 。 別 の 実 施 態 様 で 核 酸 の 導 入 は 、 組 換 え ウ イ ル
ス ベ ク タ ー 、 例 え ば レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 感 染 さ せ て 成 し 得 る  (Lois, C. 他 (2002) 
Science 295:868-872） 。 遺 伝 子 操 作 の 語 は 、 古 典 的 な 交 雑 育 種 あ る い は in vitro受 精 を
指 す も の で は な く 、 組 換 え DNA分 子 の 導 入 を 指 す 。 本 発 明 に 基 づ い て 予 期 さ れ る 遺 伝 形 質
転 換 生 物 に は 、 バ ク テ リ ア 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア 、 真 菌 お よ び 動 植 物 が あ る 。 本 発 明 の 単 離
さ れ た DNAは 、 本 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 方 法 、 例 え ば 感 染 、 形 質 移 入 、 形 質 転 換 ま た は
ト ラ ン ス 接 合 に よ っ て 宿 主 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の DNAを こ の よ う な 生 物 体 に
移 入 す る 技 術 は よ く 知 ら れ て お り 、 前 出 の Sambrook 他 (1989)な ど の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 特 定 の 核 酸 配 列 の 「 変 異 体 」 と は 、 核 酸 配 列 １ 本 の 或 る 長 さ 全 体 に つ い て 、 該 特 定 核 酸
配 列 に 対 し 少 な く と も ４ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 配 列 と し て 決 定 さ れ た 配 列 で あ る
。 決 定 に は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0
.9(1999年 5月 7日 )を 用 い て blastnを 実 行 す る 。 こ の よ う な 核 酸 対 は 、 所 定 の 長 さ に 対 し て
、 例 え ば 少 な く と も ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％
、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 同 一
性 を 示 し 得 る 。 変 異 体 は 、 例 え ば 、 「 対 立 遺 伝 子 」 変 異 体 (上 述 )ま た は 「 ス プ ラ イ ス 」 変
異 体 、 「 種 」 変 異 体 、 「 多 型 」 変 異 体 と 記 述 さ れ 得 る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 参 照 分 子 と の
顕 著 な 同 一 性 を 有 し 得 る が 、 mRNAプ ロ セ ッ シ ン グ 中 の エ キ ソ ン 群 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ
に よ っ て 通 常 、 よ り 多 数 ま た は よ り 少 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と に な る 。 対 応 す る ポ
リ ペ プ チ ド は 、 追 加 機 能 ド メ イ ン 群 を 有 す る か 、 あ る い は 参 照 分 子 に は 存 在 す る ド メ イ ン
群 が 欠 落 し て い る こ と が あ る 。 種 変 異 体 は 、 種 に よ っ て 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
結 果 的 に 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド は 通 常 、 相 互 に 有 意 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 持 つ 。 多 型 性 変 異 体
は 、 或 る 種 の 個 体 間 に お け る 、 或 る 特 定 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 で の 変 異 で あ る
。 多 型 変 異 体 に は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 が 異 な る 「 １ 塩
基 多 型 性 」 （ SNP） も 含 み 得 る 。 SNPの 存 在 は 、 例 え ば 特 定 の 個 体 群 、 病 状 ま た は 病 状 性 向
を 示 し 得 る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 「 変 異 体 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 １ 本 の 或 る 長 さ 全 体 に つ
い て 、 該 特 定 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し 少 な く と も ４ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 と し て 決 定 さ れ た 配 列 で あ る 。 決 定 に は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し た 「 BLAS
T 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.9（ 1999年 5月 7日 ） を 用 い て blastpを 実 行 す る 。 こ の
よ う な ポ リ ペ プ チ ド 対 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 一 方 の 所 定 の 長 さ に 対 し て 、 例 え ば 少 な く
と も ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５
％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 示 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 （ 発 明 ）
　 本 発 明 の 種 々 の 実 施 態 様 に は 、 新 規 の ヒ ト 薬 物 代 謝 酵 素 （ DME） 群 お よ び 、 DMEを コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 含 み 、 ま た 、 こ れ ら の 組 成 物 を 利 用 し た 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患
、 細 胞 増 殖 障 害 、 発 生 ま た は 発 達 障 害 、 内 分 泌 障 害 、 眼 の 障 害 、 代 謝 障 害 、 お よ び 肝 障 害
を 含 む 胃 腸 障 害 の 、 診 断 、 治 療 、 ま た は 予 防 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 実 施 態 様 の 命 名
の 概 略 で あ る 。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ の 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ つ の Incyteプ
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ロ ジ ェ ク ト 識 別 番 号 (Incyteプ ロ ジ ェ ク ト ID)に 相 関 す る 。 各 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ ポ リ ペ プ チ ド SEQ ID NO:） と Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyte
ポ リ ペ プ チ ド ID） に よ っ て 表 示 し た 。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
識 別 番 号 （ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド SEQ ID NO:） と Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン セ ン サ ス 配 列 番
号 （ Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド ID） に よ っ て 表 示 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 表 ２ は 、 GenBankタ ン パ ク 質 （ genpept） デ ー タ ベ ー ス に 対 す る BLAST分 析 で 同 定 し た 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 群 に 相 同 な 配 列 群 を 示 す 。 列 １ お よ び 列 ２ は そ れ ぞ れ 、 本 発 明 の 各
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ ポ リ ペ プ チ ド  SEQ ID NO:） と 、 そ れ
に 対 応 す る Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ ペ プ チ ド ID） を 示 す 。 列 ３ は 、 最 も
近 い GenBank相 同 体 の GenBank識 別 番 号 （ GenBank ID NO:） を 示 す 。 列 ４ は 、 各 ポ リ ペ プ チ
ド と そ の 相 同 体 １ つ 以 上 と の 間 の 一 致 に 関 す る 確 率 ス コ ア を 示 す 。 列 ５ は 、 GenBank相 同
体 (群 )の 注 釈 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 表 ３ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 多 様 な 構 造 的 特 徴 を 示 す 。 列 １ お よ び 列 ２ は そ れ ぞ れ
、 本 発 明 の 各 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ SEQ ID NO:） と 、 そ れ に
対 応 す る Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ ペ プ チ ド ID） を 示 す 。 列 ３ は 、 各 ポ リ
ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 数 を 示 す 。 列 ４ お よ び 列 ５ は そ れ ぞ れ 、 GCG配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ
ア パ ッ ケ ー ジ の MOTIFSプ ロ グ ラ ム （ Genetics Computer Group, Madison WI） に よ っ て 決
定 さ れ た 、 リ ン 酸 化 お よ び グ リ コ シ ル 化 の 可 能 性 の あ る 部 位 を 示 す 。 列 ６ は 、 シ グ ネ チ ャ
配 列 、 ド メ イ ン 、 お よ び モ チ ー フ を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 列 ７ は タ ン パ ク 質 の 構 造 ／
機 能 の 分 析 の た め の 分 析 方 法 を 示 し 、 該 当 箇 所 に は 更 に 、 分 析 方 法 に 用 い た 検 索 可 能 な デ
ー タ ベ ー ス を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 表 ２ お よ び 表 ３ は 共 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 群 の 特 性 を 要 約 し 、 こ れ ら の 特 性 は 請 求 の
範 囲 に あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 が 薬 物 代 謝 酵 素 で あ る こ と を 立 証 す る 。 例 え ば SEQ ID NO:
2は 、 残 基 M1か ら 残 基 S2457ま で が 、 ラ ッ ト の ア セ チ ル CoAカ ル ボ キ シ ラ ー ゼ (GenBank ID g
3080546)に 対 し 84％ 同 一 で あ る と 、 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)で 判 定
さ れ た (表 2参 照 )。 BLAST確 率 ス コ ア は 0.0で あ り 、 こ れ は 観 察 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア
ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得 ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:2は ま た 、 １ つ の カ ル ボ キ
シ ル 基 転 移 酵 素 ド メ イ ン と １ つ の ビ オ チ ン 要 求 酵 素 ド メ イ ン を 有 し 、 こ れ は 、 隠 れ マ ル コ
フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 、 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン 群 の PFAMデ ー タ
ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 判 定 さ れ た (表 3参 照 )。 BLIMPS、 MOTIFS
、 PROFILESCAN、 お よ び 別 の BLAST解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:2が ア セ チ ル CoAカ ル ボ
キ シ ラ ー ゼ で あ る 、 更 な る 確 証 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 別 の 例 で SEQ ID NO:5は 、 残 基 M1か ら 残 基 D274ま で が 、 ヒ ト の グ ル コ サ ミ ン -6-燐 酸 デ ア
ミ ナ ー ゼ (GenBank ID g2632113)に 87％ 同 一 で あ る と BLASTで 判 定 さ れ た (表 2参 照 )。 BLAST
確 率 ス コ ア は 8.2e-133で あ る 。 SEQ ID NO:5 は ま た 、 １ つ の グ ル コ サ ミ ン -6-燐 酸 イ ソ メ
ラ ー ゼ /6-phosphogluconolactonases(ホ ス ホ グ ル コ ノ ラ ク ト ナ ー ゼ )ド メ イ ン を 持 ち 、 こ
れ は HMMを 基 に し た 保 存 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン 群 の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 統
計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た (表 3参 照 )。 BLIMPS、 MOTIFSお よ び 別 の BLAST解 析
か ら の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:5が グ ル コ サ ミ ン -6-燐 酸 デ ア ミ ナ ー ゼ で あ る 更 な る 確 証 を 提
供 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 別 の 例 に お い て SEQ ID NO:8は 、 残 基 M1か ら 残 基 L723ま で が 、 ヒ ト の エ ノ イ ル CoA:ヒ ド
ラ タ ー ゼ /3-ヒ ド ロ キ シ ア シ ル CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (GenBank ID g452045)に 対 し て 97％ 同
一 で あ る と 、 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)で 判 定 さ れ た (表 2参 照 )。 BLAS
T確 率 ス コ ア は 0.0で あ る 。 SEQ ID NO:8は ま た 、 １ つ の 3-ヒ ド ロ キ シ ア シ ル CoAデ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ C末 端 ド メ イ ン 、 １ つ の 3-ヒ ド ロ キ シ ア シ ル CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ NAD結 合 ド メ イ ン
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、 お よ び １ つ の エ ノ イ ル CoAヒ ド ラ タ ー ゼ /3-ヒ ド ロ キ シ ア シ ル CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ /異 性
化 酵 素 フ ァ ミ リ ー シ グ ネ チ ャ を 有 す る が 、 こ れ は 、 HMMを 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質
フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン 群 の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定
さ れ た (表 3参 照 )。 BLIMPS、 MOTIFS、 PROFILESCAN、 お よ び 別 の BLAST解 析 よ り の デ ー タ は
、 SEQ ID NO:8が エ ノ イ ル CoA:3-ヒ ド ロ キ シ ア シ ル CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 二 頭 酵 素 で あ る 、
更 な る 確 証 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 別 の 例 に お い て SEQ ID NO:13は 、 残 基 M1か ら 残 基 L614ま で が 、 ラ ッ ト の ア セ チ ル コ リ ン
エ ス テ ラ ー ゼ Tサ ブ ユ ニ ッ ト (GenBank ID g262093)に 対 し て 97％ 同 一 で あ る と 、 Basic Loc
al Alignment Search Tool (BLAST)で 判 定 さ れ た (表 2参 照 )。 BLAST確 率 ス コ ア は 0.0で あ
る 。 SEQ ID NO:13は ま た 、 １ つ の カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ ド メ イ ン を 有 す る が 、 こ れ は
、 HMMを 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン 群 の PFAMデ ー タ ベ ー ス に お い
て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た (表 3参 照 )。 BLIMPS、 MOTIFS、 及 び PROFILE
SCAN解 析 か ら の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:13 が ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ で あ る 、 更 な る
確 証 を 提 供 す る 。 SEQ ID NO:1、 SEQ ID NO:3-4、 SEQ ID NO:6-7、 お よ び SEQ ID NO:9-12
に つ い て は 、 同 様 の 方 法 で 分 析 し 、 注 釈 を 付 け た 。 SEQ ID NO:1-13の 解 析 用 の ア ル ゴ リ ズ
ム 及 び パ ラ メ ー タ を 表 ７ に 記 載 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 表 ４ に 示 す よ う に 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 は 、 cDNA配 列 ま た は ゲ ノ ム DNA由
来 の コ ー ド (エ キ ソ ン )配 列 を 用 い て 、 あ る い は こ れ ら ２ 種 類 の 配 列 を 任 意 に 組 合 せ て ア セ
ン ブ リ し た 。 列 １ は 本 発 明 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 識 別 番 号
（ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド SEQ ID NO） お よ び 対 応 す る Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン セ ン サ ス 配
列 番 号 （ Incyte ID） 、 お よ び 塩 基 対 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ を 示 し て い る 。 列
２ は 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 の ア セ ン ブ リ に 用 い た cDNA配 列 お よ び ／ ま た は ゲ
ノ ム 配 列 の 、 ま た 、 例 え ば SEQ ID NO:14-26を 同 定 す る た め 、 或 い は SEQ ID NO:14-26と 、
関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 と を 区 別 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 ま た は 増 幅
技 術 に 有 用 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 の 、 開 始 ヌ ク レ オ チ ド （ ５ '） 位 置 お よ び 終 了 ヌ ク
レ オ チ ド （ ３ '） 位 置 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 表 ４ の 列 ２ に 記 載 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 特 に 例 え ば 組 織 特 異 的 cDNAラ イ ブ ラ リ
群 や プ ー ル し た cDNAラ イ ブ ラ リ 群 に 由 来 す る Incyte cDNA群 を 指 す 場 合 も あ る 。 或 い は 列
２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ア セ ン ブ リ に 寄 与 し た Ge
nBank cDNAま た は ESTを 指 す 場 合 も あ る 。 更 に 、 列 ２ に 記 載 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は
、 ENSEMBL（ The Sanger Centre、 英 国 ケ ン ブ リ ッ ジ ） デ ー タ ベ ー ス に 由 来 す る 配 列 を 同 定
す る 場 合 も あ る （ す な わ ち 「 ENST」 の 命 名 を 含 む 配 列 ） 。 あ る い は 、 列 ２ に 記 載 し た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 NCBI RefSeq Nucleotide Sequence Recordsデ ー タ ベ ー ス に 由 来 す
る 場 合 も あ り (す な わ ち 「 NM」 ま た は 「 NT」 の 命 名 を 含 む 配 列 )、 ま た NCBI RefSeq Protei
n Sequence Recordsに 由 来 す る 場 合 も あ る (す な わ ち 「 NP」 の 命 名 を 含 む 配 列 )。 ま た は 列
２ に 記 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 「 エ キ ソ ン ス テ ィ ッ チ ン グ （ exon-stitching） 」 ア
ル ゴ リ ズ ム に よ り 結 び 合 わ せ た cDNAお よ び Genscan予 測 エ キ ソ ン 群 の 両 方 か ら な る ア セ ン
ブ リ 体 を 指 す 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 内 、 FL_XXXXXX_N 1 _N 2 _YYYYY_
N 3 _N 4  と し て 同 定 さ れ る 配 列 は 「 ス テ ィ ッ チ さ れ た 」 配 列 で 、 そ の 内 、 XXXXXXは 該 ア ル ゴ
リ ズ ム が 適 用 さ れ る 配 列 の ク ラ ス タ ー の 識 別 番 号 で あ り 、 YYYYYは 該 ア ル ゴ リ ズ ム が 作 成
す る 予 測 の 数 で あ り 、 N 1 , 2 , 3 . . . が あ る 場 合 に は 、 解 析 中 に 手 動 で 編 集 さ れ た 特 定 の エ キ
ソ ン 群 を 表 す （ 参 照 ） 。 ま た は 、 列 2の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 「 エ キ ソ ン ス ト
レ ッ チ ン グ （ exon-stretching） 」 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 結 び 合 わ せ た エ キ ソ ン の ア セ ン ブ
リ 体 を 指 す 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 内 、 FLXXXXXX_gAAAAA_gBBBBB_1
_Nと し て 同 定 さ れ る 配 列 は 「 ス ト レ ッ チ 」 配 列 の 識 別 番 号 で あ る 。 こ こ で XXXXXXは Incyte
プ ロ ジ ェ ク ト 識 別 番 号 、 gAAAAAは 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ 」 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し た ヒ
ト ゲ ノ ム 配 列 の GenBank識 別 番 号 、 gBBBBBは 一 番 近 い GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 の GenBank
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識 別 番 号 、 ま た は NCBI RefSeq識 別 番 号 、 N は 特 定 の エ キ ソ ン を 指 す （ を 参 照 ）
。 或 る RefSeq配 列 が 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ 」 ア ル ゴ リ ズ ム の た め の タ ン パ ク 質 相 同 体
と し て 使 用 さ れ た 場 合 で は 、 「 NM」 、 「 NP」 、 ま た は 「 NT」 に よ っ て 表 さ れ る RefSeq識 別
子 が 、 GenBank識 別 子 （ す な わ ち 、 gBBBBB） の 代 わ り に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 あ る い は 、 接 頭 コ ー ド は 、 手 動 で 編 集 さ れ た 構 成 配 列 、 ゲ ノ ム DNA配 列 か ら 予 測 さ れ た
構 成 配 列 、 ま た は 組 み 合 わ さ れ た 配 列 解 析 方 法 に 由 来 す る 構 成 配 列 を 同 定 す る 。 次 の 表 は
、 構 成 配 列 の 接 頭 コ ー ド と 、 接 頭 コ ー ド に 対 応 す る 配 列 分 析 方 法 の 例 を 列 記 す る （

を 参 照 ） 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ １ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 最 終 コ ン セ ン サ ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 す る た め に 、 表 ４ に 示
す よ う な 配 列 カ バ レ ッ ジ と 重 複 す る Incyte cDNAカ バ レ ッ ジ が 得 ら れ た が 、 該 当 す る Incyt
e cDNA識 別 番 号 は 示 さ な か っ た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 表 ５ は 、 Incyte cDNA配 列 を 用 い て ア セ ン ブ リ さ れ た 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の た め の
代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ を 示 し て い る 。 代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ と は Incyte cDNAラ イ ブ
ラ リ で あ り 、 こ れ は 、 最 も 頻 繁 に は Incyte cDNA配 列 群 に よ っ て 代 表 さ れ る が 、 こ れ ら 配
列 は 、 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ア セ ン ブ リ お よ び 確 認 す る た め に 用 い ら れ た 。 cDNAラ イ ブ
ラ リ を 作 製 す る た め に 用 い た 組 織 お よ び ベ ク タ ー を 表 ５ に 示 し 、 表 ６ で 説 明 し て い る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 に は 、 ま た DMEの 変 異 体 を も 含 む 。 好 適 な DME変 異 体 は 、 DMEの 機 能 的 或 い は 構 造
的 特 徴 を 少 な く と も １ つ 有 し 、 か つ 、 DMEア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア
ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 或 い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 更 に は 少 な く と も
約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 変 異 体 で あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 種 々 の 実 施 態 様 は ま た 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 特 定 の 実 施 態 様 に
お い て 、 本 発 明 は 、 DMEを コ ー ド す る 、 SEQ ID NO:14-26か ら な る 一 群 か ら 選 択 さ れ た １ 配
列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 SEQ ID NO:14-26の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
配 列 表 に 示 さ れ る よ う に 等 価 RNA配 列 を も 含 む が 、 そ こ で は 窒 素 塩 基 チ ミ ン の 出 現 は ウ ラ
シ ル に 置 換 さ れ 、 糖 の バ ッ ク ボ ー ン は デ オ キ シ リ ボ ー ス で は な く リ ボ ー ス か ら 構 成 さ れ て
い る 。
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【 ０ ２ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 群 を 含 む 。 詳 細 に は 、 こ の
よ う な 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DMEを コ ー ド す る 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て
少 な く と も 約 70％ 、 或 い は 少 な く と も 約 85％ 、 更 に は 少 な く と も 約 95％ も の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 同 一 性 を 持 つ こ と と な る 。 本 発 明 の 或 る 態 様 で は 、 SEQ ID NO:14-26か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 或 い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 ま た は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ も の 一 致 率 を 有 す る よ う な SEQ ID NO:14-26か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
た 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 を 含 む 。 上 記 の 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異
体 は 、 DMEの 機 能 的 若 し く は 構 造 的 特 徴 を 少 な く と も １ つ 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し
得 る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 更 に 或 い は 別 法 で は 、 本 発 明 の 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 体 は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る 。 或 る ス プ ラ イ ス 変 異 体 は DMEを コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド と の 顕 著 な 配 列 同 一 性 を 持 つ 部 分 複 数 を 有 し 得 る が 、 mRNAプ ロ セ ッ シ ン グ 中
の エ キ ソ ン 群 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 生 ず る 、 配 列 の 数 ブ ロ ッ ク の 付 加 ま た は 欠
失 に よ り 、 通 常 、 よ り 多 数 ま た は よ り 少 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と に な る 。 或 る
ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 に は 、 約 ７ ０ ％ 未 満 、 ま た は 約 ６ ０ ％ 未 満 、 あ る い は 約 ５ ０ ％ 未 満 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 が 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 で 全 長 に 渡 っ
て 見 ら れ る が 、 こ の ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 の い く つ か の 部 分 に は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 各 部 と の 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 ま た は 少 な
く と も 約 ９ ５ ％ 、 な お ま た は １ ０ ０ ％ の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と と な
る 。 例 え ば SEQ ID NO:24の 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と SEQ ID NO:25の 配 列 を 持 つ ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド と は 互 い の ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る 。 上 記 し た ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 何 れ も 、
DMEの 機 能 的 或 い は 構 造 的 特 徴 の 少 な く と も １ つ を 有 す る 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 得
る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り 、 DMEを コ ー ド す る 種 々 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 作 り 出 さ れ 、
中 に は 、 既 知 の い か な る 天 然 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 と も 最 小 の 類 似 性 し か 有 し
な い 配 列 も あ る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。 し た が っ て 本 発 明 に は 、 可 能 コ ド ン 選
択 に 基 づ く 組 合 せ の 選 択 に よ っ て 産 出 し 得 る あ ら ゆ る 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の バ リ
エ ー シ ョ ン を 網 羅 し 得 る 。 こ れ ら の 組 み 合 わ せ は 、 天 然 DMEの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 適
用 さ れ る 標 準 的 な ト リ プ レ ッ ト 遺 伝 暗 号 を 基 に 作 ら れ る 。 ま た 、 こ の よ う な 全 て の 変 異 が
明 確 に 開 示 さ れ て い る と 考 慮 さ れ た い 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 DMEと そ の 変 異 体 と を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 に 、 好 適 に 選 択 さ れ た ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 天 然 DMEの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ る が 、 非 天
然 コ ド ン 群 を 含 め る な ど の 実 質 的 に 異 な る コ ド ン 使 用 を 有 す る DME或 い は そ の 誘 導 体 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 り 出 す こ と は 、 有 益 で あ り 得 る 。 宿 主 が 特 定 コ ド ン を 利 用
す る 頻 度 に 基 づ き 、 特 定 の 真 核 宿 主 ま た は 原 核 宿 主 に 発 生 す る ペ プ チ ド の 発 現 率 を 高 め る
よ う に コ ド ン を 選 択 し 得 る 。 コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 せ ず に 、 DME及 び そ の 誘 導
体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 実 質 的 に 改 変 す る 別 の 理 由 に は 、 天 然 配 列 か ら 作 ら れ
る 転 写 物 よ り 例 え ば 長 い 半 減 期 な ど 好 ま し い 特 性 を 備 え る RNA転 写 物 を 作 る こ と も あ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 本 発 明 に は ま た 、 DMEと そ の 誘 導 体 と を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 ま た は そ れ ら
の 断 片 の 、 完 全 に 合 成 化 学 に よ る 作 製 も 含 む 。 作 製 後 、 当 分 野 で 周 知 の 試 薬 を 用 い て 、 こ
の 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 任 意 の 様 々 な 入 手 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー 及 び 細 胞 系 中 に 挿 入 し 得
る 。 更 に 、 合 成 化 学 を 用 い て DMEま た は そ の 任 意 の 断 片 を コ ー ド す る 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 突 然 変 異 を 誘 導 し 得 る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 実 施 態 様 に は 、 種 々 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 請 求 項 に 記 載 の ポ リ ヌ ク
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レ オ チ ド 、 特 に 、 SEQ ID NO:14-26に 示 す 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び そ れ ら の 断
片 群 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 が 含 ま れ る (Wahl, G.M.お よ び S.L. Berg
er (1987) Methods Enzymol.152:399-407; Kimmel, A.R. (1987) Methods Enzymol. 152:
507-511)。 ア ニ ー リ ン グ お よ び 洗 浄 条 件 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 、 「 定 義
」 に 記 載 し た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ の 方 法 は 当 分 野 で は 周 知 で あ り 、 本 発 明 の い ず れ の 実 施 態 様 に も
、 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 方 法 を 用 い 得 る 。 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 方 法 に は 酵 素 を 用 い 得 る 。
例 え ば DNAポ リ メ ラ ー ゼ １ の ク レ ノ ウ 断 片 、 SEQUENASE（ US Biochemical, Cleveland OH）
、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Applied Biosystems） 、 熱 安 定 性 T7ポ リ メ ラ ー ゼ （ Amersham Biosci
ences, Piscataway NJ） を 用 い 得 る 。 あ る い は 、 例 え ば ELONGASE増 幅 シ ス テ ム （ Invitrog
en, Carlsbad CA） に お い て 見 ら れ る よ う に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ と 校 正 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ と
を 併 用 し 得 る 。 好 適 に は 、 MICROLAB2200液 体 転 移 シ ス テ ム （ Hamilton, Reno, NV） 、 PTC2
00サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research, Watertown MA） お よ び ABI CATALYST 800サ ー マ ル
サ イ ク ラ ー （ Applied Biosystems） な ど の 装 置 を 用 い て 配 列 の 準 備 を 自 動 化 す る 。 次 に 、
ABI 373或 い は 377 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Applied Biosystems） 、 MEGABACE 100
0 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Amersham Biosciences） ま た は 当 分 野 で 既 知 の 他 の シ
ス テ ム を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 う 。 結 果 と し て 得 た 配 列 を 、 当 分 野 で 周 知 の 種 々 の
ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 分 析 す る （ Ausubel他 、 前 出 、 7章 ; Meyers, R.A. (1995) 

, Wiley VCH, New York NY, 856-853ペ ー ジ ） 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 当 分 野 で 周 知 の 、 PCR法 を ベ ー ス に し た 種 々 の 方 法 と 、 部 分 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 利
用 し て 、 DMEを コ ー ド す る 核 酸 を 伸 長 し 、 プ ロ モ ー タ ー や 調 節 エ レ メ ン ト な ど 、 上 流 に あ
る 配 列 を 検 出 し 得 る 。 例 え ば 、 使 用 し 得 る 方 法 の １ つ で あ る 制 限 部 位 PCR法 は 、 ユ ニ バ ー
サ ル プ ラ イ マ ー お よ び ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 内 の ゲ ノ ム DN
Aか ら の 未 知 の 配 列 を 増 幅 す る 方 法 で あ る (Sarkar, G. (1993) PCR Methods Applic.2:318
-322)。 別 の 方 法 に イ ン バ ー ス PCR法 が あ り 、 こ れ は 多 岐 の 方 向 に 伸 長 す る プ ラ イ マ ー 群 を
用 い て 、 環 状 化 し た 鋳 型 か ら 未 知 の 配 列 を 増 幅 す る 方 法 で あ る 。 鋳 型 は 、 或 る 既 知 の ゲ ノ
ム 遺 伝 子 座 お よ び そ の 周 辺 の 配 列 群 か ら な る 制 限 酵 素 断 片 群 か ら 得 る (Triglia, T.他 (198
8) Nucleic Acids Res. 16:8186)。 第 ３ の 方 法 と し て キ ャ プ チ ャ PCR法 が あ り 、 こ れ に は
ヒ ト お よ び 酵 母 人 工 染 色 体 DNAの 既 知 の 配 列 群 に 隣 接 す る DNA断 片 群 を PCR増 幅 す る 方 法 を
含 む (Lagerstrom, M.他 (1991) PCR Methods Applic.1:111-119)。 こ の 方 法 で は 、 PCRを 行
う 前 に 、 複 数 の 制 限 酵 素 の 消 化 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 用 い 、 未 知 の 配 列 領 域 内 に 組
換 え 二 本 鎖 配 列 を 挿 入 し 得 る 。 未 知 の 配 列 群 を 検 索 す る た め に 用 い 得 る 、 他 の 複 数 の 方 法
も 当 分 野 で 既 知 で あ る （ 例 え ば Parker, J.D.他 (1991) Nucleic Acids Res.19:3055-3060)
。 更 に 、 PCR、 ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー 類 、 お よ び PROMOTERFINDERラ イ ブ ラ リ 類 （ Clontech,
 Palo Alto CA） を 用 い て 、 ゲ ノ ム DNAを ウ ォ ー キ ン グ し 得 る 。 こ の 手 順 は 、 ラ イ ブ ラ リ 類
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 が な く 、 イ ン ト ロ ン ／ エ キ ソ ン 接 合 部 の 発 見 に 有 用 で あ る 。 全
て の PCRベ ー ス の 方 法 で は 、 市 販 ソ フ ト ウ ェ ア 、 例 え ば OLIGO 4.06プ ラ イ マ ー 分 析 ソ フ ト
ウ ェ ア （ National Biosciences, Plymouth MN） 或 い は 別 の 好 適 な プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、
長 さ が 約 22～ 30ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 有 率 が 約 50％ 以 上 で 、 温 度 約 68℃ ～ 72℃ で 鋳 型 に 対 し
て ア ニ ー リ ン グ す る よ う に 、 プ ラ イ マ ー 群 を 設 計 し 得 る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 完 全 長 cDNA群 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 は 、 よ り 大 き な cDNA群 を 含 む よ う に サ イ ズ 選 択 さ
れ た ラ イ ブ ラ リ 群 を 用 い る の が 好 ま し い 。 更 に 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー の ラ イ ブ ラ リ 群 は 、
し ば し ば 遺 伝 子 群 の ５ '領 域 を 有 す る 配 列 を 含 み 、 オ リ ゴ d（ T） ラ イ ブ ラ リ が 完 全 長 cDNA
を 作 製 で き な い 状 況 に 対 し て 好 適 で あ る 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ 群 は 、 ５ '非 転 写 調 節 領 域 へ
の 、 配 列 の 伸 長 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 市 販 の キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 シ ス テ ム 群 を 用 い て 、 シ ー ク エ ン シ ン グ ま た は PCR産 物 の
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サ イ ズ を 分 析 し 、 ま た は そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 し 得 る 。 具 体 的 に は 、 キ ャ ピ ラ リ ー
シ ー ク エ ン シ ン グ は 、 電 気 泳 動 に よ る 分 離 の た め の 流 動 性 ポ リ マ ー と 、 ４ つ の 異 な る ヌ ク
レ オ チ ド に 特 異 的 で あ る よ う な 、 レ ー ザ ー で 活 性 化 さ れ る 蛍 光 色 素 と 、 発 光 さ れ た 波 長 の
検 出 に 利 用 す る CCDカ メ ラ と を 有 し 得 る 。 出 力 ／ 光 の 強 度 は 、 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア （ Appli
ed Biosystems社 の GENOTYPER、 SEQUENCE NAVIGATOR等 ） を 用 い て 電 気 信 号 に 変 換 し 得 る 。
サ ン プ ル の ロ ー ド か ら コ ン ピ ュ ー タ 分 析 及 び 電 子 デ ー タ 表 示 ま で の 全 プ ロ セ ス が コ ン ピ ュ
ー タ 制 御 可 能 で あ る 。 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 は 、 特 定 の サ ン プ ル に 少 量 し か 存 在 し な い
よ う な DNA小 断 片 の シ ー ク エ ン シ ン グ に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 を 、 DME
、 そ の 断 片 ま た は 機 能 的 等 価 物 を 適 切 な 宿 主 細 胞 内 に 発 現 さ せ る 組 換 え DNA分 子 に ク ロ ー
ニ ン グ し 得 る 。 遺 伝 暗 号 固 有 の 縮 重 に よ り 、 実 質 的 に 同 じ 或 い は 機 能 的 に 等 価 の ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 産 生 し 、 こ れ ら の 配 列 を DMEの 発 現 に 利 用 し 得
る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 種 々 の 目 的 で 、 DMEを コ ー ド す る 配 列 群 を 改 変 す る た め に 、 当 分 野 で 一 般 的 に 既 知 の 複
数 の 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 組 換 え る こ と が で き る 。 こ の 組 換 え の
多 様 な 目 的 に は 、 遺 伝 子 産 物 の ク ロ ー ン 化 の 、 あ る い は プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び ／ ま た は 発
現 の モ デ ィ フ ィ ケ ー シ ョ ン が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 遺 伝 子 断 片
と 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 、 ラ ン ダ ム な フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン お よ び PCR再 ア セ ン ブ
リ に よ る DNAシ ャ ッ フ リ ン グ を 用 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 組 換 え 得 る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 介 し た 部 位 特 異 的 変 異 誘 導 を 利 用 し て 、 新 規 な 制 限 部 位 の 作 製 、 グ リ コ シ ル
化 パ タ ー ン の 改 変 、 コ ド ン 優 先 の 変 更 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 生 成 な ど を 起 こ す 突 然 変 異 を
導 入 し 得 る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 MOLECULARBREEDING (Maxygen Inc., Santa Clara CA; 米 国
特 許 第 5,837,458号 ; Chang, C.-C. 他 (1999) Nat. Biotechnol. 17:793-797; Christians
, F.C. 他 (1999) Nat. Biotechnol. 17:259-264; 並 び に Crameri, A. 他 (1996) Nat. Bio
technol. 14:315-319)な ど の DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 技 術 の 対 象 と な り 得 る も の で 、 例 え ば 生
物 活 性 、 酵 素 活 性 あ る い は 、 他 の 分 子 や 化 合 物 と 結 合 す る 能 力 な ど 、 DMEの 生 物 学 的 特 性
を 改 変 あ る い は 改 良 で き る 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 PCRを 介 す る 遺 伝 子 断 片 組 換 え を 用 い
て 遺 伝 子 変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る プ ロ セ ス で あ る 。 ラ イ ブ ラ リ は そ の 後 、 所 望 の 特
性 を 持 つ 遺 伝 子 変 異 体 群 を 同 定 す る 、 選 択 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ の 手 順 を 経 る 。 続 い て 、
こ れ ら 好 適 な 変 異 体 を プ ー ル し 、 更 に 反 復 し て DNAシ ャ ッ フ リ ン グ お よ び 選 択 ／ ス ク リ ー
ニ ン グ を 行 い 得 る 。 か く し て 、 「 人 工 的 な 」 育 種 お よ び 急 速 な 分 子 の 進 化 に よ っ て 、 多 様
な 遺 伝 子 が 作 ら れ る 。 例 え ば 、 ラ ン ダ ム ポ イ ン ト 突 然 変 異 を 持 つ 単 一 の 遺 伝 子 の 断 片 を 組
換 え て 、 ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の 後 所 望 の 特 性 が 最 適 化 さ れ る ま で シ ャ ッ フ リ ン グ し 得 る
。 あ る い は 、 所 定 の 遺 伝 子 の 断 片 群 を 同 種 ま た は 異 種 の い ず れ か か ら 得 た 同 一 遺 伝 子 フ ァ
ミ リ ー の 相 同 遺 伝 子 の 断 片 と 組 換 え て 、 自 然 に 生 じ る 複 数 遺 伝 子 の 遺 伝 多 様 性 を 、 定 方 向
の 、 制 御 可 能 な 方 法 で 最 大 化 で き る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 分 野 で 周 知 の 化 学 的 方 法
を 用 い て 、 全 体 或 い は 一 部 を 合 成 可 能 で あ る (例 え ば 、 Caruthers. M.H.他 (1980) Nucleic
 Acids Symp. Ser. 7:215-223; Horn, T.他 (1980) Nucleic Acids Symp. Ser. 7:225-232
)。 或 い は DME自 体 ま た は そ の 断 片 の 合 成 に 、 当 分 野 で 既 知 の 化 学 的 方 法 を 用 い 得 る 。 例 え
ば 種 々 の 液 相 ま た は 固 相 技 術 を 用 い て ペ プ チ ド 合 成 を 行 い 得 る (Creighton, T. (1984) 

, WH Freeman, New York NY,55-60ペ ー ジ
; Roberge, J.Y.他 (1995) Science 269:202-204） 。 自 動 合 成 は ABI 431Aペ プ チ ド シ ン セ
サ イ ザ （ Applied Biosystems） を 用 い て 達 成 し 得 る 。 更 に 、 DMEの ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
任 意 の そ の 一 部 を 、 直 接 合 成 の 際 に 改 変 す る こ と に よ り 、 及 び ／ ま た は 他 の タ ン パ ク 質 か
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ら の 配 列 群 ま た は 任 意 の そ の 一 部 と 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製
、 ま た は 、 或 る 天 然 ポ リ ペ プ チ ド の １ 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 し 得 る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 こ の ペ プ チ ド は 分 取 用 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 実 質 的 に 精 製 し 得 る (Chiez, R.M.
お よ び F.Z. Regnier (1990) Methods Enzymol.182:392-421)。 こ の 合 成 ペ プ チ ド の 組 成 は
、 ア ミ ノ 酸 分 析 ま た は シ ー ク エ ン シ ン グ で 確 認 で き る (Creighton, 前 出  28-53ペ ー ジ )。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 生 物 学 的 に 活 性 な DMEを 発 現 さ せ る た め に 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ
の 誘 導 体 を 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 得 る 。 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー と は 、 好 適 な 宿 主 に 挿
入 さ れ た コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 の 制 御 に 必 要 な エ レ メ ン ト 群 を 持 つ ベ ク タ ー
で あ る 。 必 要 な エ レ メ ン ト と し て は 、 該 ベ ク タ ー と 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
群 と に お け る 調 節 配 列 群 （ エ ン ハ ン サ ー 、 構 成 型 及 び 発 現 誘 導 型 の プ ロ モ ー タ ー 、 ５ '及
び ３ 'の 非 翻 訳 領 域 な ど )が 含 ま れ る 。 必 要 な エ レ メ ン ト 群 は 、 強 度 お よ び 特 異 性 が 様 々 で
あ る 。 特 異 的 な 開 始 シ グ ナ ル 類 を 用 い て 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 の 、 よ り
効 率 的 な 翻 訳 を 達 成 す る こ と も で き る 。 開 始 シ グ ナ ル の 例 に は 、 ATG開 始 コ ド ン と 、 コ ザ
ッ ク 配 列 な ど 近 傍 の 配 列 と が 含 ま れ る 。 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び
そ の 開 始 コ ド ン や 、 上 流 の 調 節 配 列 が 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た 場 合 は 、 更 な る 転
写 制 御 シ グ ナ ル や 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル は 必 要 な い こ と も あ る 。 し か し な が ら 、 コ ー ド 配 列 あ
る い は そ の 断 片 の み が 挿 入 さ れ た 場 合 は 、 イ ン フ レ ー ム ATG開 始 コ ド ン な ど 外 来 性 の 翻 訳
制 御 シ グ ナ ル が 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る よ う に す べ き で あ る 。 外 因 性 の 翻 訳 エ レ メ ン ト 群
お よ び 開 始 コ ド ン 群 は 、 様 々 な 天 然 物 お よ び 合 成 物 を 起 源 と し 得 る 。 用 い ら れ る 特 定 の 宿
主 細 胞 系 に 好 適 な エ ン ハ ン サ ー を 含 め る こ と で 発 現 の 効 率 を 高 め る こ と が 可 能 で あ る (Sch
arf, D.他 (1994) Results Probl.Cell Differ. 20:125-162)。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 好 適 な 転 写 お よ
び 翻 訳 制 御 エ レ メ ン ト と を 持 つ 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 方 法
と し て は 、 in vitro組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 、 お よ び in vivo遺 伝 子 組 換 え 技 術 が あ る (S
ambrook, J.他 (1989) , Cold Spring Harbor P
ress, Plainview NY, 4, 8, お よ び  16-17章 ; Ausubel他 、 前 出 、 1, 3お よ び 15章 )。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 を 利 用 し て 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 保 持 お
よ び 発 現 が 可 能 で あ る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 に は 、
組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド ま た は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ
た 細 菌 や 、 酵 母 菌 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 酵 母 菌 な ど 微 生 物 や 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク
タ ー （ 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ） に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 系 や 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え
ば カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 CaMVま た は タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 TMV） ま た は 細
菌 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば Tiプ ラ ス ミ ド ま た は pBR322プ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 さ せ た 植 物 細
胞 系 、 動 物 細 胞 系 が あ る (Sambrook, 前 出 ; Ausubel他 , 前 出 ; Van Heeke, G.お よ び S.M. 
Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509; Engelhard, E.K.他 (1994) Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 91:3224-3227; Sandig, V.他 (1996) Hum.Gene Ther.7:1937-1945; Tak
amatsu, N.(1987) EMBO J. 6:307-311;『 マ グ ロ ー ヒ ル 科 学 技 術 年 鑑 』 (

) (1992) McGraw Hill, New York NY, 191-196ペ ー
ジ ; Logan, J. お よ び  T. Shenk (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659; Ha
rrington, J.J. 他 (1997) Nat. Genet. 15:345-355)。 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス
、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー 、 ま た は 種 々 の 細 菌 性
プ ラ ス ミ ド 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞
集 団 へ 送 達 す る こ と が で き る (Di Nicola, M.他 (1998) Cancer Gen. Ther. 5:350-356; Yu
, M.他 (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6340-6344; Buller, R.M.他 (1985) Natur
e 317:813-815; McGregor, D.P.他 (1994) Mol. Immunol. 31:219-226; Verma, I.M.お よ
び N. Somia (1997) Nature 389:239-242)。 本 発 明 は 使 用 す る 宿 主 細 胞 に よ っ て 限 定 さ れ
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な い 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 細 菌 系 で は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 目 的 に 応 じ て 多 数 の ク ロ ー ニ ン
グ ベ ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク タ ー を 選 択 し 得 る 。 例 え ば DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 慣 例 的 な ク ロ ー ニ ン グ 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 増 殖 に は 、 PBLUESCRIPT(Stratagene, La J
olla CA)ま た は PSPORT１ プ ラ ス ミ ド (Invitrogen)な ど の 多 機 能 の 大 腸 菌 ベ ク タ ー を 用 い る
こ と が で き る 。 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ベ ク タ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位
に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る と lacＺ 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ 、 組 換 え 分 子 を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 細 菌
の 同 定 の た め の 比 色 ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 可 能 と な る 。 更 に こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た 配 列 に お け る in vitro転 写 、 ジ デ オ キ シ の シ ー ク エ ン シ ン グ 、 ヘ ル パ ー フ ァ ー
ジ に よ る 一 本 鎖 の レ ス キ ュ ー 、 入 れ 子 欠 失 の 生 成 に も 有 用 で あ ろ う (Van Heeke, G.お よ び
S.M. Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509)。 例 え ば 抗 体 類 の 産 生 な ど に 多 量
の DMEが 必 要 な 場 合 は 、 DMEの 発 現 を ハ イ レ ベ ル で 指 示 す る ベ ク タ ー 類 が 使 用 で き る 。 例 え
ば 、 強 力 な 誘 導 SP6バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー ま た は 誘 導 T7バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ
ロ モ ー タ ー を 持 つ ベ ク タ ー が 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 DMEの 産 生 に は 、 酵 母 発 現 系 の 使 用 が 可 能 で あ る 。 α 因 子 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 P
GHプ ロ モ ー タ ー な ど 、 構 成 型 あ る い は 誘 導 型 の プ ロ モ ー タ ー を 持 つ 多 数 の ベ ク タ ー が 、 出
芽 酵 母 菌 （ Saccharomyces cerevisiae） ま た は ピ キ ア 酵 母 （ Pichia pastoris） 内 で 使 用
可 能 で あ る 。 更 に 、 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 、 分 泌 か 細 胞 内 で の 保
持 か の ど ち ら か を 指 示 す る も の で あ り 、 安 定 し た 増 殖 の た め に 宿 主 ゲ ノ ム の 中 に 外 来 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 を 組 み 込 む こ と を 可 能 に す る (Ausubel他 、 前 出 ; Bitter, G.A.他 (198
7) Methods Enzymol.153:516-544; Scorer, C.A.他 (1994) Bio/Technology 12:181-184)
。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 植 物 系 も DMEの 発 現 に 使 用 可 能 で あ る 。 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 転 写 は 、 ウ
イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 単 独 で あ る い は TMV由 来 の オ メ ガ リ ー ダ ー 配 列 と 組 み 合 わ せ
て 用 い ら れ る よ う な CaMV由 来 の 35Sお よ び 19Sプ ロ モ ー タ ー に よ っ て 促 進 し 得 る （ Takamats
u, N.（ 1987） EMBO J 6:307-311） 。 あ る い は 、 RuBisCOの 小 サ ブ ユ ニ ッ ト な ど の 植 物 プ ロ
モ ー タ ー 、 ま た は 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー を 用 い 得 る (Coruzzi, G.他 (1984) EMBO J. 3:1
671-1680; Broglie, R.他 (1984) Science 224:838-843; Winter, J.他 (1991) Results Pr
obl.Cell Differ. 17:85-105)。 こ れ ら の 作 成 物 を 、 植 物 細 胞 に 、 直 接 DNA形 質 転 換 ま た は
病 原 体 媒 介 し た 形 質 移 入 で 導 入 で き る （ 『 マ グ ロ ー ヒ ル 科 学 技 術 年 鑑 』 (

)(1992) McGraw Hill, New York NY,191-196ペ ー
ジ ） 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て は 、 多 数 の ウ イ ル ス ベ ー ス の 発 現 系 を 利 用 し 得 る 。 ア デ ノ ウ イ ル
ス が 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ る 場 合 、 後 期 プ ロ モ ー タ ー と ３ 連 リ ー ダ ー 配 列 と か ら な
る ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 ／ 翻 訳 複 合 体 に 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を ラ イ ゲ ー
シ ョ ン し 得 る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 可 欠 E1ま た は E3領 域 へ の 挿 入 を 用 い れ ば 、 宿 主 細
胞 内 で DMEを 発 現 す る 感 染 ウ イ ル ス を 得 る こ と が で き る (Logan, J.お よ び T. Shenk (1984)
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659)。 更 に 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ RSV） エ ン ハ
ン サ ー な ど の 転 写 エ ン ハ ン サ ー を 用 い て 、 哺 乳 類 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を 増 大 さ せ 得 る 。
SV40ま た は EBVを ベ ー ス に し た ベ ク タ ー を 用 い て タ ン パ ク 質 を 高 レ ベ ル で 発 現 さ せ る こ と
も で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 ま た 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 類 を 用 い て 、 或 る プ ラ ス ミ ド に 含 ま れ 得 る 断 片 や プ ラ ス
ミ ド か ら 発 現 し 得 る 断 片 よ り 大 き な DNAの 断 片 群 を 送 達 し 得 る 。 治 療 の た め に 約 ６ kb～ １
０ Mbの HACsが 作 製 さ れ 、 従 来 の 送 達 方 法 （ リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー 、 ま
た は ベ シ ク ル ） で 送 達 さ れ て い る (Harrington, J.J.他 (1997) Nat. Genet. 15:345-355)
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。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 哺 乳 類 系 で の 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 に わ た る 産 生 の た め に は 、 細 胞 株 に お け る 、 DM
Eの 安 定 し た 発 現 が 望 ま し い 。 例 え ば 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 株 に 形 質
転 換 す る た め に 、 発 現 ベ ク タ ー 類 と 、 同 じ ベ ク タ ー 上 の 或 い は 別 の ベ ク タ ー 上 の 選 択 可 能
マ ー カ ー 遺 伝 子 と を 用 い 得 る 。 用 い る 発 現 ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス 起 源 の 複 製 要 素 、 お よ び
／ ま た は 内 因 性 の 発 現 要 素 を 持 ち 得 る 。 ベ ク タ ー の 導 入 後 、 選 択 培 地 に 移 す 前 に 強 化 培 地
で 約 １ ～ ２ 日 間 、 細 胞 を 増 殖 さ せ 得 る 。 選 択 可 能 マ ー カ ー の 目 的 は 選 択 剤 へ の 抵 抗 性 を 与
え る こ と で あ り 、 選 択 可 能 マ ー カ ー の 存 在 に よ り 、 導 入 し た 配 列 の 発 現 に 成 功 す る よ う な
細 胞 の 成 長 お よ び 回 収 が 可 能 と な る 。 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン は 、 そ
の 細 胞 型 に 適 し た 組 織 培 養 技 術 を 用 い て 増 殖 で き る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 任 意 の 数 の 選 択 系 を 用 い て 、 形 質 転 換 細 胞 株 を 回 収 で き る 。 限 定 す る も の で は な い が こ
の よ う な 選 択 系 に は 、 tk－ 細 胞 の た め に 用 い ら れ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の チ ミ ジ ン キ ナ
ー ゼ 遺 伝 子 と 、 apr－ 細 胞 の た め に 用 い ら れ る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ア デ ニ ン ホ ス ホ リ
ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が あ る (Wigler, M.他 (1977) Cell 11:223-232; Lowy, I
. 他 (1980) Cell 22:817-823)。 ま た 、 選 択 の 基 礎 と し て 代 謝 拮 抗 物 質 、 抗 生 物 質 あ る い
は 除 草 剤 へ の 耐 性 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば dhfrは メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を
与 え 、 neoは ア ミ ノ グ リ コ シ ド で あ る ネ オ マ イ シ ン お よ び G-418に 対 す る 耐 性 を 与 え 、 als
は ク ロ ル ス ル フ ロ ン に 対 す る 耐 性 を 、 patは ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ に 対 す る 耐 性 を 各 々 与 え る (Wigler, M.他 (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:35
67-3570; Colbere-Garapin, F.他 (1981) J. Mol. Biol. 150:1-14)。 更 な る 選 択 可 能 な 遺
伝 子 、 例 え ば trpBと hisDと が 記 載 さ れ 、 こ れ ら は 代 謝 物 に つ い て の 細 胞 要 求 を 変 容 さ せ る
（ Hartman, S.C.お よ び R.C. Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8047-805
1） 。 可 視 マ ー カ ー 類 、 例 え ば ア ン ト シ ア ニ ン や 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP； Clontech）
、 β グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ お よ び そ の 基 質 で あ る β グ ル ク ロ ニ ド 、 ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ
び そ の 基 質 で あ る ル シ フ ェ リ ン を 用 い 得 る 。 こ れ ら の マ ー カ ー を 用 い て 、 形 質 転 換 体 を 同
定 す る だ け で な く 、 特 定 の ベ ク タ ー 系 に 起 因 す る 一 過 性 或 い は 安 定 し た タ ン パ ク 質 発 現 を
定 量 す る こ と も 可 能 で あ る （ Rhodes, C.A. (1995) Methods Mol. Biol. 55:121-131） 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 有 無 に よ っ て 目 的 の 遺 伝 子 の 存 在 が 示 唆 さ れ て も 、 そ の 遺 伝 子 の
存 在 お よ び 発 現 の 確 認 が 必 要 な 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 DMEを コ ー ド す る 配 列 が 或 る マ ー カ
ー 遺 伝 子 配 列 の 中 に 挿 入 さ れ た 場 合 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 有 す る 形 質
転 換 さ れ た 細 胞 群 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 機 能 の 欠 落 に よ り 特 定 で き る 。 ま た は 、 単 一 プ ロ モ
ー タ ー の 制 御 下 で 、 或 る マ ー カ ー 遺 伝 子 を 、 DMEを コ ー ド す る １ 配 列 と タ ン デ ム に 配 置 す
る こ と も で き る 。 誘 導 ま た は 選 択 に 応 答 し た マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 通 常 、 タ ン デ ム 遺 伝
子 の 発 現 も 示 す 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 一 般 に 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 ち 、 DMEを 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者
に 周 知 の 種 々 の 方 法 を 用 い て 特 定 で き る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 DNA－ DNA或 い は DNA－ RNAハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン や 、 PCR法 、 核 酸 或 い は タ ン パ ク 質 の 検 出 及 び ／ ま た は 数 量 化 の た
め の 膜 系 、 溶 液 ベ ー ス 、 或 い は チ ッ プ ベ ー ス の 技 術 を 含 む タ ン パ ク 質 生 物 学 的 試 験 法 ま た
は 免 疫 学 的 ア ッ セ イ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ど ち ら か を 用 い る 、 DMEの 発
現 の 検 出 及 び 計 測 の た め の 免 疫 学 的 な 方 法 は 、 当 分 野 で 既 知 で あ る 。 こ の よ う な 技 法 に は
、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ （ ELISA） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 、 蛍 光 活
性 化 細 胞 選 別 （ FACS） な ど が あ る 。 DME上 の ２ つ の 非 干 渉 エ ピ ト ー プ に 反 応 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 群 を 用 い た 、 ２ 部 位 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ベ ー ス イ ム ノ ア ッ セ イ （ two-site, mono
clonal-based immunoassay） が 好 ま し い が 、 競 合 結 合 試 験 も 用 い 得 る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ
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お よ び 他 の ア ッ セ イ は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る （ Hampton, R.他 (1990) 
, APS Press, St. Paul MN, Sect.IV; Coligan, J.E.他 (1997) 

, Greene Pub.Associates and Wiley-Interscience, Ne
w York NY; Pound, J.D. (1998) , Humana Press, Totowa NJ)
。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 多 岐 に わ た る 標 識 方 法 お よ び 抱 合 方 法 が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 様 々 な 核 酸 ア ッ セ イ お
よ び ア ミ ノ 酸 ア ッ セ イ に こ れ ら の 方 法 を 用 い 得 る 。 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
関 連 す る 配 列 を 検 出 す る た め の 、 標 識 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 或 い は PCR
プ ロ ー ブ を 生 成 す る 方 法 に は 、 オ リ ゴ 標 識 化 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 エ ン ド ラ ベ リ
ン グ （ 末 端 標 識 化 )、 ま た は 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る PCR増 幅 が 含 ま れ る 。 或 い は
DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 任 意 の 断 片 を 、 mRNAプ ロ ー ブ を 生 成 す る
た め の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し う る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 当 分 野 に お い て 知 ら れ て
お り 、 市 販 も さ れ て お り 、 T7、 T3ま た は SP6な ど の 好 適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 標 識 さ れ
た ヌ ク レ オ チ ド を 加 え て 、 in vitroで RNAプ ロ ー ブ の 合 成 に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら
の 方 法 は 、 例 え ば Amersham Biosciences、 Promega（ Madison WI） 、 U.S. Biochemicalな
ど の 種 々 の 市 販 キ ッ ト を 用 い て 実 行 で き る 。 検 出 を 容 易 に す る た め に 用 い 得 る 好 適 な レ ポ
ー タ ー 分 子 あ る い は 標 識 に は 、 基 質 、 補 助 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 磁 気 粒 子 の ほ か 、 放 射 性
核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、 発 色 剤 な ど が あ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を 、 細 胞 培 地 で の 該 タ ン パ
ク 質 の 発 現 と 回 収 と に 好 適 な 条 件 下 で 培 養 し う る 。 形 質 転 換 細 胞 か ら 製 造 さ れ た タ ン パ ク
質 が 分 泌 さ れ る か 細 胞 内 に 留 ま る か は 、 使 用 さ れ る 配 列 、 ベ ク タ ー 、 あ る い は そ の 両 者 に
依 存 す る 。 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 持 つ 発 現 ベ ク タ ー 類 は 、 原 核 細 胞 膜 ま
た は 真 核 細 胞 膜 を 透 過 し て の DMEの 分 泌 を 指 示 す る シ グ ナ ル 配 列 群 を 持 つ よ う に 設 計 で き
る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 更 に 、 宿 主 細 胞 株 の 選 択 は 、 挿 入 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力
、 ま た は 発 現 し た タ ン パ ク 質 を 所 望 の 形 に 処 理 す る 能 力 に よ っ て 行 い 得 る 。 限 定 す る も の
で は な い が こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 に は 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ
ル 化 、 リ ン 酸 化 、 脂 質 化 お よ び ア シ ル 化 が あ る 。 タ ン パ ク 質 の 「 プ レ プ ロ 」 ま た は 「 プ ロ
」 形 を 切 断 す る 翻 訳 後 の プ ロ セ シ ン グ を 利 用 し て 、 タ ン パ ク 質 の 標 的 へ の 誘 導 、 折 り た た
み 、 お よ び ／ ま た は 活 性 を 特 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 翻 訳 後 の 活 性 の た め の 、 特 定 の 細
胞 装 置 お よ び 特 徴 的 な 機 序 を 持 つ 、 種 々 の 宿 主 細 胞 （ 例 え ば CHO、 HeLa、 MDCK、 HEK293、 W
I38な ど ） は 、 American Type Culture Collection（ ATCC, Manassas, VA） か ら 入 手 可 能
で あ り 、 外 来 タ ン パ ク 質 の 正 し い 修 飾 お よ び プ ロ セ シ ン グ を 確 実 に す る よ う に 選 択 し 得 る
。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 DMEを コ ー ド す る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 ま た は 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 或 る 異 種 配 列 に 結 合 さ せ 、 上 記 し た 任 意 の 宿 主
系 内 で 、 或 る 融 合 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 生 じ 得 る 。 例 え ば 、 市 販 の 抗 体 に よ っ て 認 識 で き る
異 種 部 分 を 含 む キ メ ラ DMEタ ン パ ク 質 が 、 DME活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー に 対 す る ペ プ チ ド ラ イ ブ
ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ を 促 進 し 得 る 。 ま た 、 異 種 タ ン パ ク 質 部 分 お よ び 異 種 ペ プ チ ド 部 分
も 、 市 販 さ れ て い る 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 促 進 し 得 る 。 限
定 さ れ る も の で は な い が こ の よ う な 部 分 に は 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST
） 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP） 、 チ オ レ ド キ シ ン （ Trx） 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ペ
プ チ ド （ CBP） 、 6-His、 FLAG、 c-myc、 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） が あ る 。 GSTは 固 定 化 グ ル タ チ
オ ン 上 で 、 MBPは マ ル ト ー ス 上 で 、 Trxは フ ェ ニ ル ア ル シ ン オ キ シ ド 上 で 、 CBPは カ ル モ ジ
ュ リ ン 上 で 、 そ し て 6-Hisは 金 属 キ レ ー ト 樹 脂 上 で 、 同 族 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能
に す る 。 FLAG、 c-mycお よ び 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） は 、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ 標 識 を 特 異 的 に
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認 識 す る 市 販 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 融 合 タ ン パ ク 質
の 免 疫 親 和 性 精 製 を 可 能 に す る 。 ま た 、 DMEを コ ー ド す る 配 列 と 異 種 タ ン パ ク 質 配 列 と の
間 に 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 部 位 を 融 合 タ ン パ ク 質 が 持 つ よ う に 遺 伝 子 操 作 す る と 、 DMEが
精 製 の 後 に 異 種 部 分 か ら 切 断 さ れ 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製 方 法 は 、 前 出 の
Ausubel他 （ 前 出 、 10お よ び 16章 ） に 記 載 さ れ て い る 。 市 販 さ れ て い る 種 々 の キ ッ ト を 用
い て 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製 を 促 進 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 TNTウ サ ギ 網 状 赤 血 球 可 溶 化 液 ま た は コ ム ギ 胚 芽 抽 出 系 (Promega)を
用 い て で 、 放 射 標 識 DMEを 合 成 し う る 。 こ れ ら の 系 は 、 T7、 T3ま た は SP6プ ロ モ ー
タ ー に 機 能 的 に 連 結 し た タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 群 の 、 転 写 と 翻 訳 と を 共 役 さ せ る 。 翻 訳 は
、 例 え ば 3 5 Sメ チ オ ニ ン の よ う な 放 射 能 標 識 し た ア ミ ノ 酸 前 駆 体 の 存 在 下 で 起 こ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 DME或 い は そ の 断 片 ま た は 変 異 体 を 用 い て 、 DMEに 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。 １ つ 以 上 の 試 験 化 合 物 を 用 い て 、 DMEへ の 特 異 的 な 結 合 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 種 々 の 実 施 態 様 で 、 1、 2、 3、 4、 5、 10、 20、 50、 100、 ま た
は 200個 の 試 験 化 合 物 を DMEへ の 特 異 結 合 に 関 し ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 試 験 化 合 物 の 例 と
し て 、 抗 体 、 ア ン テ ィ カ リ ン (anticalins)、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば リ
ガ ン ド や 受 容 体 ） 、 ま た は 小 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 関 連 の 実 施 態 様 で 、 DME変 異 体 を 用 い て 試 験 化 合 物 た と え ば 抗 体 の 、 DMEへ の 結 合 や 、 DM
E変 異 体 へ 、 ま た は 組 み 合 わ せ た DMEお よ び /ま た は 1つ 以 上 の DME変 異 体 へ の 結 合 を ス ク リ
ー ニ ン グ で き る 。 或 る 実 施 態 様 で 或 る DME変 異 体 を 用 い て 、 DME変 異 体 に 結 合 す る が SEQ ID
 NO:1-13の 正 確 な 配 列 を 持 つ DMEに は 結 合 し な い 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 こ う し
た ス ク リ ー ニ ン グ の 実 施 に 用 い る DME変 異 体 は 、 約 50％ ～ 約 99％ の DMEへ の 配 列 同 一 性 の 範
囲 を 持 つ 場 合 が あ り 、 種 々 の 実 施 態 様 は 60％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 お よ び 95
％ の 配 列 同 一 性 を 持 ち 得 る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 或 る 実 施 態 様 で DMEへ の 特 異 結 合 ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 DMEの 天 然 リ ガ
ン ド に 密 接 に 関 連 す る 場 合 が あ り 、 例 え ば リ ガ ン ド や そ の 断 片 で あ り 、 ま た は 天 然 基 質 や
、 構 造 的 ま た は 機 能 的 な 擬 態 物 質 （ mimetic） 、 あ る い は 自 然 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る (Coli
gan, J.E.他 (1991)  1(2):5章 )。 別 の 実 施 態 様 で は 、
こ う し て 同 定 し た 化 合 物 は 、 受 容 体 DMEの 天 然 リ ガ ン ド で あ り う る (Howard, A.D.他 (2001)
 Trends Pharmacol.Sci.22:132-140; Wise, A. 他 (2002) Drug Discovery Today 7:235-2
46)。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 で DMEへ の 特 異 結 合 ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 し た 化 合 物 は 、 DMEが 結 合 す る 天
然 受 容 体 に 、 或 い は 少 な く と も 該 受 容 体 の 或 る 断 片 に 、 ま た は 例 え ば リ ガ ン ド 結 合 部 位 や
結 合 ポ ケ ッ ト の 全 体 ま た は 一 部 を 含 む 該 受 容 体 の 或 る 断 片 に 、 密 接 に 関 連 し 得 る 。 例 え ば
該 化 合 物 は 、 シ グ ナ ル を 伝 播 可 能 な DME受 容 体 の 場 合 や 、 シ グ ナ ル を 伝 播 で き な い DMEお と
り 受 容 体 の 場 合 が あ る (Ashkenazi, A. お よ び V.M. Divit (1999) Curr. Opin. Cell Biol
.11:255-260; Mantovani, A. 他 (2001) Trends Immunol. 22:328-336)。 該 化 合 物 は 既 知
の 技 術 を 用 い て 合 理 的 に 設 計 で き る 。 こ う し た 技 術 の 例 と し て は 、 化 合 物 エ タ ネ ル セ プ ト
（ etanercept） (ENBREL; Immunex Corp., Seattle WA)作 製 に 用 い た 技 術 を 含 む 。 エ タ ネ
ル セ プ ト は 、 ヒ ト の リ ウ マ チ 様 関 節 炎 の 治 療 に 有 効 で あ る 。 エ タ ネ ル セ プ ト は 遺 伝 子 操 作
さ れ た p75腫 瘍 壊 死 因 子 (TNF)受 容 体 ダ イ マ ー で あ り 、 ヒ ト IgG 1  の Fc部 分 に 連 結 さ れ て い
る (Taylor, P.C. 他 (2001) Curr. Opin. Immunol. 13:611-616)。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 で 、 2種 以 上 の 、 同 様 の ま た は 或 い は 異 な る 特 異 性 を 持 つ 抗 体 を 、 DMEま
た は そ の 断 片 あ る い は 変 異 体 へ の 特 異 結 合 に 関 し ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 こ う し て ス ク リ
ー ニ ン グ し た 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 選 択 し 、 DMEの 特 定 の 断 片 ま た は 変 異 体 を 同 定 で き る 。
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１ つ の 実 施 態 様 で 、 DMEの 特 定 の 断 片 ま た は 変 異 体 を 優 先 的 に 同 定 で き る 結 合 特 異 性 を 持
つ 抗 体 を 選 択 で き る 。 別 の 実 施 態 様 で 、 DME産 生 の 増 加 、 低 下 、 或 い は 異 常 を 有 す る 特 定
の 疾 患 ま た は 病 状 を 優 先 的 に 診 断 で き る 結 合 特 異 性 を 持 つ 抗 体 を 選 択 で き る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 で 、 ア ン テ ィ カ リ ン (anticalin)を 、 DMEま た は そ の 断 片 あ る い は 変 異 体
へ の 特 異 結 合 に 関 し ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 ア ン テ ィ カ リ ン は リ ポ カ リ ン 足 場 (scaffold 
)に 基 づ い て 作 成 さ れ た リ ガ ン ド 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る (Weiss, G.A. 及 び  H.B. Lowman (
2000) Chem. Biol. 7:R177-R184; Skerra, A. (2001) J. Biotechnol. 74:257-275)。 リ
ポ カ リ ン 類 の タ ン パ ク 構 造 に は ８ 本 鎖 逆 平 行 β ス ト ラ ン ド を 持 つ 或 る β バ レ ル を 含 む こ と
が あ り 、 こ の バ レ ル は そ の 開 放 端 で 4つ の ル ー プ を 支 持 す る 。 こ れ ら の ル ー プ は リ ポ カ リ
ン の 天 然 リ ガ ン ド 結 合 部 位 を 形 成 し 、 こ の 部 位 は in vitroで ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て 再 度 人
工 操 作 し て 、 新 規 な 結 合 特 異 性 を 与 え る こ と が で き る 。 こ の ア ミ ノ 酸 置 換 は 当 分 野 で 既 知
の 方 法 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 保 存 的 置 換 (例 え
ば 、 結 合 特 異 性 を 変 え な い よ う な 置 換 )、 あ る い は 、 結 合 特 異 性 を 少 し 、 中 等 度 、 ま た は
大 き く 変 え る よ う な 置 換 を 行 う こ と も で き る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 DMEに 特 異 的 に 結 合 、 も し く は 刺 激 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 の ス ク リ ー
ニ ン グ に は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 或 い は 細 胞 膜 上 の タ ン パ ク 質 の 何 れ か 一 方 と し て DMEを 発 現
す る 適 切 な 細 胞 の 作 製 が 含 ま れ る 。 好 適 な 細 胞 に は 、 哺 乳 類 、 酵 母 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、
ま た は 大 腸 菌 か ら の 細 胞 が 含 ま れ る 。 次 に 、 DMEを 発 現 す る 細 胞 、 ま た は DMEを 含 む 細 胞 膜
分 画 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ て 、 結 合 、 刺 激 、 或 い は DMEま た は 試 験 化 合 物 の 何 れ か の 活
性 の 阻 害 を 分 析 す る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 或 る ア ッ セ イ は 、 単 に 試 験 化 合 物 を ポ リ ペ プ チ ド に 実 験 的 に 結 合 さ せ 、 結 合 を 、 フ ル オ
ロ フ ォ ア 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 抱 合 体 ま た は そ の 他 の 検 出 可 能 な 標 識 に よ り 検 出 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 こ の ア ッ セ イ は 、 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 を 、 溶 液 中 の 或 い は 固
体 支 持 物 に 固 定 さ れ た DMEと 混 合 す る ス テ ッ プ と 、 DMEと こ の 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 す る ス
テ ッ プ を 含 み 得 る 。 別 法 で は 、 標 識 さ れ た 競 合 物 の 存 在 下 で の 試 験 化 合 物 の 結 合 の 検 出 お
よ び 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 更 に こ の ア ッ セ イ は 、 無 細 胞 再 構 成 標 本 、 化 学 ラ イ ブ ラ リ
、 ま た は 、 天 然 産 物 の 混 合 物 を 用 い て 実 施 で き 、 試 験 化 合 物 （ 群 ） は 、 溶 液 中 で 遊 離 さ せ
る か 固 体 支 持 体 に 固 定 す る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ア ッ セ イ を 用 い て 、 或 る 化 合 物 が 、 そ の 天 然 リ ガ ン ド に 結 合 す る 能 力 、 お よ び /ま た は
、 そ の 天 然 リ ガ ン ド の 、 そ の 天 然 受 容 体 へ の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 評 価 し う る 。 こ う し た
ア ッ セ イ の 例 と し て は 、 米 国 特 許 第 5,914,236号 お よ び 第 6,372,724号 に 記 載 さ れ た よ う な
放 射 ラ ベ ル ア ッ セ イ を 含 む 。 関 連 し た 実 施 態 様 で は 、 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 或 る ポ リ
ペ プ チ ド 化 合 物 (受 容 体 な ど )に 導 入 さ れ 、 そ の 天 然 リ ガ ン ド に 結 合 す る 能 力 を 向 上 ま た は
改 変 し う る (Matthews, D.J. お よ び  J.A. Wells. (1994) Chem. Biol. 1:25-30)。 別 の 関
連 し た 実 施 態 様 で は 、 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 或 る ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 (リ ガ ン ド な ど )
に 導 入 さ れ 、 そ の 天 然 受 容 体 に 結 合 す る 能 力 を 向 上 ま た は 改 変 し う る (Cunningham, B.C.
お よ び J.A. Wells (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:3407-3411; Lowman, H.B.他 (
1991) J. Biol. Chem. 266:10982-10988)。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 DME或 い は そ の 断 片 ま た は 変 異 体 を 用 い て 、 DMEの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ し う る 。 こ の よ う な 化 合 物 と し て は 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 部 分 的 ア
ゴ ニ ス ト ま た は 逆 ア ゴ ニ ス ト な ど が 含 ま れ 得 る 。 一 実 施 態 様 で は 、 DMEが 少 な く と も １ つ
の 試 験 化 合 物 と 混 合 さ れ る 、 DME活 性 が 許 容 さ れ る 諸 条 件 下 で 或 る ア ッ セ イ を 実 施 し 、 試
験 化 合 物 の 存 在 下 で の DMEの 活 性 を 試 験 化 合 物 不 在 下 で の DMEの 活 性 と 比 較 す る 。 試 験 化 合
物 の 存 在 下 で の DMEの 活 性 の 変 化 は 、 DMEの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 の 存 在 を 標 示 す
る 。 別 法 で は 、 試 験 化 合 物 を 、 DMEの 活 性 に 適 し た 条 件 下 で 、 DMEを 有 す る in vitro系 す な
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わ ち 無 細 胞 系 と 混 合 し て ア ッ セ イ を 実 施 す る 。 こ れ ら ア ッ セ イ の 何 れ に お い て も 、 DMEの
活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 試 験 化 合 物 は 間 接 的 に モ ジ ュ レ ー ト す る 場 合 が あ り 、 そ の 際 は 試
験 化 合 物 と 直 接 接 触 す る 必 要 が な い 。 少 な く と も １ つ 、 ま た は 複 数 の 試 験 化 合 物 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 胚 性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） に お け る 相 同 組 換 え を 用 い て 動 物 モ デ ル 系 内
で 、 DMEま た は そ の 哺 乳 動 物 相 同 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 す
る 。 こ の よ う な 技 術 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 ヒ ト 疾 患 動 物 モ デ ル の 作 製 に 有 用
で あ る (例 え ば 米 国 特 許 第 5,175,383号 お よ び 第 5,767,337号 を 参 照 )。 例 え ば 129/SvJ細 胞
系 な ど の マ ウ ス ES細 胞 は 初 期 の マ ウ ス 胚 に 由 来 し 、 培 地 で 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 こ の
ES細 胞 は 、 ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (neo: Capecchi, M.R.(1989)Sc
ience 244:1288-1292)な ど の マ ー カ ー 遺 伝 子 で 破 壊 し た 、 目 的 の 遺 伝 子 を 持 つ ベ ク タ ー で
形 質 転 換 す る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 相 同 組 換 え に よ り 、 宿 主 ゲ ノ ム の 対 応 す る 領 域 に 組 込 ま
れ る 。 或 い は 、 Cre-loxP系 を 用 い て 相 同 組 換 え を 行 い 、 組 織 特 異 的 ま た は 発 生 段 階 特 異 的
に 目 的 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト す る （ Marth, J.D. (1996) Clin. Invest. 97:1999-2002; W
agner, K.U.他 (1997) Nucleic Acids Res.25:4323-4330)。 形 質 転 換 し た ES細 胞 を 同 定 し
、 例 え ば C57BL/6マ ウ ス 株 な ど か ら 採 取 し た マ ウ ス 細 胞 胚 盤 胞 に 微 量 注 入 す る 。 こ れ ら の
胚 盤 胞 を 偽 妊 娠 メ ス に 外 科 的 に 導 入 し 、 得 ら れ る キ メ ラ 子 孫 の 遺 伝 形 質 を 特 定 し 、 こ れ ら
を 交 配 さ せ て ヘ テ ロ 接 合 性 系 ま た は ホ モ 接 合 性 系 を 作 製 す る 。 こ の よ う に し て 作 製 し た 遺
伝 子 組 換 え 動 物 は 、 潜 在 的 な 治 療 薬 や 毒 性 薬 物 で 検 査 さ れ う る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を in vitroで ヒ ト 胚 盤 胞 由 来 の ES細 胞 に お い て 操 作
す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト ES細 胞 は 、 内 胚 葉 、 中 胚 葉 お よ び 外 胚 葉 の 細 胞 タ イ プ を 含 む
、 少 な く と も ８ つ の 別 々 の 細 胞 系 統 に 分 化 す る 可 能 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 細 胞 系 統 は 、 例
え ば 神 経 細 胞 、 造 血 系 統 お よ び 心 筋 細 胞 に 分 化 す る （ Thomson, J.A.他 (1998) Science 28
2:1145-1147） 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 ヒ ト 疾 患 を モ デ ル と し た 「 ノ ッ ク イ ン 」
ヒ ト 化 動 物 （ ブ タ ） ま た は 遺 伝 子 組 換 え 動 物 （ マ ウ ス ま た は ラ ッ ト ） を 作 製 で き る 。 ノ ッ
ク イ ン 技 術 を 用 い て 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 或 る 領 域 を 動 物 ES細 胞 に 注 入
し 、 注 入 し た 配 列 を 動 物 細 胞 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま せ る 。 形 質 転 換 細 胞 を 胞 胚 に 注 入 し 、 胞 胚
を 上 記 の よ う に 移 植 す る 。 遺 伝 子 組 換 え 子 孫 ま た は 近 交 系 に つ い て 試 験 し 、 潜 在 的 医 薬 品
を 用 い て 処 理 し 、 ヒ ト の 疾 患 の 治 療 に 関 す る 情 報 を 得 る 。 別 法 で は 、 例 え ば DMEを 乳 汁 内
に 分 泌 す る な ど DMEを 過 剰 発 現 す る 哺 乳 動 物 近 交 系 は 、 こ の 蛋 白 の 簡 便 な 源 泉 と も な り 得
る （ Janne, J. 他  (1998) Biotechnol. Annu. Rev. 4:55-74） 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 （ 治 療 ）
　 DMEの 複 数 の 領 域 と 薬 物 代 謝 酵 素 類 と の 間 に は 、 例 え ば 配 列 及 び モ チ ー フ に 関 す る 、 化
学 的 及 び 構 造 的 類 似 性 が 存 在 す る 。 DMEの 発 現 は 、 腎 臓 組 織 、 肝 臓 組 織 、 脳 組 織 、 副 腎 腫
瘍 組 織 、 膀 胱 腫 瘍 組 織 、 肺 腫 瘍 組 織 に 、 密 接 に 関 連 す る 。 ま た DMEを 発 現 す る 組 織 の 数 例
は 、 表 ６ と と を 見 ら れ た い 。 こ の よ う に DMEは 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 細 胞 増
殖 異 常 、 発 生 ま た は 発 達 障 害 、 内 分 泌 障 害 、 眼 の 疾 患 、 代 謝 障 害 、 お よ び 肝 疾 患 を 含 む 胃
腸 疾 患 に お い て 或 る 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る 。 DMEの 発 現 若 し く は 活 性 の 亢 進 に 関 連 す
る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 DMEの 発 現 ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る こ と が 望 ま し い 。 ま た 、 DME
の 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 DMEの 発 現 ま た は 活 性 を 亢 進
さ せ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 従 っ て 、 一 実 施 態 様 で は 、 DMEの 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予
防 の た め に 、 被 験 者 に DMEま た は そ の 断 片 や 誘 導 体 が 投 与 さ れ 得 る 。 限 定 す る も の で は な
い が 、 こ の よ う な 疾 患 に は 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 細 胞 増 殖 異 常 、 発 生 ま た は 発 達 障 害 、 内
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分 泌 障 害 、 眼 の 疾 患 、 代 謝 障 害 お よ び 、 肝 疾 患 を 含 む 胃 腸 疾 患 を 含 み 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾
患 に は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） 、 ア ジ ソ ン 病 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 ア レ ル ギ ー
、 強 直 性 脊 椎 炎 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 貧 血 、 喘 息 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 自 己 免 疫 性 溶 血
性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分 泌 カ ン ジ ダ 症 外 胚 葉 ジ ス ト ロ フ ィ ー
（ APECED） 、 気 管 支 炎 、 胆 嚢 炎 、 接 触 皮 膚 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 皮 膚 筋 炎
、 糖 尿 病 、 肺 気 腫 、 リ ン パ 球 傷 害 因 子 性 偶 発 性 リ ン パ 球 減 少 症 、 新 生 児 溶 血 性 疾 患 （ 胎 児
赤 芽 球 症 )、 結 節 性 紅 斑 、 萎 縮 性 胃 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 痛 風 、 グ
レ ー ブ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 過 好 酸 球 増 加 症 、 過 敏 性 腸 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無
力 症 、 心 筋 ま た は 心 膜 炎 症 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 、 膵 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 乾 癬 、 ラ イ タ
ー 症 候 群 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 強 皮 症 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 、
全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 全 身 性 硬 化 症 、 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ぶ ど う 膜
炎 、 ウ ェ ル ナ ー 症 候 群 、 癌 ・ 血 液 透 析 ・ 体 外 循 環 の 合 併 症 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症
、 真 菌 感 染 症 、 寄 生 虫 感 染 症 、 原 虫 感 染 症 、 蠕 虫 感 染 症 、 外 傷 が 含 ま れ 、 細 胞 増 殖 異 常 に
は 日 光 角 化 症 、 動 脈 硬 化 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 、 滑 液 包 炎 、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合 性 結 合 組 織 病 （
MCTD） 、 骨 髄 線 維 症 、 発 作 性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 、 真 性 多 血 症 、 乾 癬 、 原 発 性 血 小 板 血
症 、 並 び に 、 腺 癌 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄 腫 、 肉 腫 、 及 び 奇 形 癌 な ど 癌 、 具 体
的 に は 、 副 腎 、 膀 胱 、 骨 、 骨 髄 、 脳 、 乳 腺 、 頚 部 、 胆 嚢 、 神 経 節 、 消 化 管 、 心 臓 、 腎 臓 、
肝 臓 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 膵 臓 、 副 甲 状 腺 、 陰 茎 、 前 立 腺 、 唾 液 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、 精 巣 、 胸
腺 、 甲 状 腺 、 子 宮 の 癌 が 含 ま れ る 。 発 生 ・ 発 達 障 害 に は 尿 細 管 性 ア シ ド ー シ ス 、 貧 血 、 ク
ッ シ ン グ 症 候 群 、 軟 骨 形 成 不 全 性 小 人 症 、 デ ュ シ ェ ン ヌ ／ ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、
癲 癇 、 性 腺 形 成 異 常 、 WAGR症 候 群 （ ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 無 虹 彩 症 、 尿 生 殖 器 異 常 、 精 神 遅 滞
） 、 ス ミ ス ‐ マ ジ ェ ニ ス 症 候 群 (Smith- Magenis syndrome)、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 、 遺 伝 性
粘 膜 上 皮 異 形 成 、 遺 伝 性 角 皮 症 、 遺 伝 性 神 経 病 （ シ ャ ル コ ー ‐ マ リ ー ‐ ツ ー ス 病 及 び 神 経
線 維 腫 症 な ど )、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 水 頭 症 、 Syndenham舞 踏 病 (Syndenham's chorea)及 び
脳 性 小 児 麻 痺 な ど の 発 作 障 害 、 二 分 脊 椎 、 無 脳 症 、 頭 蓋 脊 椎 披 裂 、 先 天 性 緑 内 障 、 白 内 障
、 感 音 難 聴 を 含 む 。 内 分 泌 障 害 に は 、 例 え ば 原 発 脳 腫 瘍 、 腺 腫 、 妊 娠 性 梗 塞 、 下 垂 体 切 除
、 動 脈 瘤 、 血 管 奇 形 、 血 栓 症 、 感 染 症 、 免 疫 異 常 、 頭 部 外 傷 合 併 症 な ど の 病 変 か ら 起 こ る
視 床 下 部 及 び 下 垂 体 の 障 害 と 、 例 え ば 性 機 能 低 下 及 び シ ー ハ ン 症 候 群 、 尿 崩 症 、 カ ル マ ン
病 、 ハ ン ド ‐ シ ュ ラ ー ‐ ク リ ス チ ャ ン 病 、 レ テ ラ ー -ジ ー ヴ ェ 病 （ Letterer-Siwe disease
） 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 ト ル コ 鞍 空 虚 （ empty sella） 症 候 群 、 小 人 症 を 含 む 下 垂 体 低 下
に 関 連 し た 障 害 と 、 例 え ば 先 端 巨 大 症 、 巨 人 症 や 、 良 性 腺 腫 に よ っ て 発 生 し や す い 抗 利 尿
ホ ル モ ン （ ADH） 不 適 合 分 泌 症 候 群 （ SIADH） を 含 む 下 垂 体 亢 進 に 関 連 し た 障 害 と 、 例 え ば
甲 状 腺 腫 、 粘 液 水 腫 、 細 菌 感 染 性 急 性 甲 状 腺 炎 、 ウ イ ル ス 感 染 性 亜 急 性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免
疫 性 甲 状 腺 炎 （ 橋 本 病 ） 、 ク レ チ ン 病 を 含 む 甲 状 腺 機 能 低 下 症 に 関 連 し た 障 害 と 、 例 え ば
甲 状 腺 中 毒 症 及 び そ の 様 々 な 型 、 グ レ ー ブ ス 病 、 前 脛 骨 粘 液 水 腫 、 中 毒 性 多 結 節 性 甲 状 腺
腫 、 甲 状 腺 癌 、 プ ラ マ ー 病 を 含 む 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 と 、 Conn病 （ 慢 性 低 カ リ ウ ム 症 、 原 文
chronic hypercalemiaは 誤 り か ） を 含 む 副 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 と 、 Ｉ 型 及 び II型 糖 尿 病 及 び
合 併 症 な ど の 膵 臓 疾 患 と 、 例 え ば 副 腎 皮 質 の 癌 腫 、 過 形 成 や 腺 腫 、 ア ル カ ロ ー シ ス 関 連 高
血 圧 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 低 カ リ ウ ム 血 、 ク ッ シ ン グ 病 、 リ ド ル 症 候 群 、 Arnold-Healy-Gordo
n症 候 群 、 褐 色 細 胞 腫 瘍 、 ア ジ ソ ン 病 な ど の 副 腎 関 連 障 害 と 、 例 え ば 女 性 の 異 常 プ ロ ラ ク
チ ン 産 生 、 不 妊 症 、 子 宮 内 膜 症 、 月 経 周 期 摂 動 、 多 嚢 胞 卵 巣 疾 患 、 高 プ ロ ラ ク チ ン 血 症 、
ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 単 独 欠 損 （ isolated gonadotropin deficiency） 、 無 月 経 、 乳 汁 漏 出 症 、
半 陰 陽 、 多 毛 症 及 び 男 性 化 、 乳 癌 、 閉 経 後 の 骨 粗 鬆 症 、 男 性 の ラ イ ジ ッ ヒ 細 胞 不 全 、 男 性
更 年 期 、 胚 芽 細 胞 無 形 成 症 、 ラ イ ジ ッ ヒ 細 胞 腫 瘍 に 関 連 し た 性 機 能 亢 進 、 ア ン ド ロ ゲ ン 受
容 体 の 欠 如 に 関 連 し た ア ン ド ロ ゲ ン 耐 性 、 ５ α － 還 元 酵 素 症 候 群 、 女 性 化 乳 房 な ど の 性 腺
ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 関 連 疾 患 を 含 む 。 眼 の 疾 患 に は 、 結 膜 炎 、 乾 性 角 結 膜 炎 、 角 膜 炎 、 上
強 膜 炎 、 虹 彩 炎 、 後 部 ブ ド ウ 膜 炎 、 緑 内 障 、 一 過 性 黒 内 障 、 虚 血 性 視 神 経 症 、 視 神 経 炎 、
レ ー バ ー 遺 伝 性 視 神 経 症 、 中 毒 性 視 神 経 症 、 硝 子 体 剥 離 、 網 膜 剥 離 、 白 内 障 、 黄 斑 変 性 症
、 中 心 性 漿 液 性 脈 絡 網 膜 症 、 網 膜 色 素 変 性 （ 色 素 性 網 膜 炎 )、 脈 絡 膜 黒 色 腫 、 球 後 腫 瘍 、
視 交 叉 腫 瘍 （ chiasmal tumor） が あ る 。 代 謝 障 害 に は 、 ア ジ ソ ン 病 、 脳 腱 黄 色 腫 症 、 先 天
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性 副 腎 過 形 成 、 ク マ リ ン 耐 性 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 糖 尿 病 、 脂 肪 性 肝 硬 変 、 果 糖 -1， 6-ジ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 、 ガ ラ ク ト ー ス 血 症 、 甲 状 腺 腫 、 グ ル カ ゴ ノ ー マ 、 糖 原 病 、 遺 伝 性 果 糖
不 耐 症 、 ア ド レ ナ リ ン 過 剰 症 、 低 ア ド レ ナ リ ン 症 、 副 甲 状 腺 亢 進 症 、 副 甲 状 腺 低 下 症 、 高
コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 甲 状 腺 亢 進 症 、 低 血 糖 症 、 甲 状 腺 低 下 症 、 高 脂 質 血 症 、 高 脂 血 症 、
脂 質 ミ オ パ シ ー （ lipid myopathies） 、 脂 肪 異 栄 養 症 、 リ ソ ソ ー ム 蓄 積 症 、 メ ン ケ ス 症 候
群 、 後 角 症 候 群 （ occipital horn syndrome） 、 マ ン ノ シ ド ー シ ス 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 欠
損 症 、 肥 満 症 、 ペ ン ト ー ス － フ ェ ニ ル ケ ト ン 尿 症 、 プ ソ イ ド ビ タ ミ ン D欠 乏 く る 病 、 低 カ
ル シ ウ ム 血 症 、 低 リ ン 酸 血 症 、 思 春 期 後 小 脳 性 運 動 失 調 症 、 チ ロ シ ン 血 症 が あ る 。 胃 腸 疾
患 に は 、 嚥 下 障 害 、 消 化 性 食 道 炎 、 食 道 痙 攣 、 食 道 狭 窄 、 食 道 癌 、 消 化 不 良 、 消 化 障 害 、
胃 炎 、 胃 癌 、 食 欲 不 振 、 悪 心 、 嘔 吐 、 胃 不 全 麻 痺 、 洞 ま た は 幽 門 の 浮 腫 、 腹 部 ア ン ギ ナ 、
胸 焼 け 、 胃 腸 炎 、 イ レ ウ ス 、 腸 管 感 染 、 消 化 性 潰 瘍 、 胆 石 症 、 胆 嚢 炎 、 胆 汁 う っ 滞 、 膵 臓
炎 、 膵 臓 癌 、 胆 道 疾 患 、 肝 炎 、 高 ビ リ ル ビ ン 血 症 、 遺 伝 性 高 ビ リ ル ビ ン 血 症 、 硬 変 症 、 肝
臓 の 受 動 的 う っ 血 、 ヘ パ ト ー ム 、 感 染 性 大 腸 炎 、 潰 瘍 性 結 腸 炎 、 潰 瘍 性 直 腸 炎 、 ク ロ ー ン
病 、 ホ イ ッ プ ル 病 、 マ ロ リ ー ‐ ヴ ァ イ ス 症 候 群 、 結 腸 癌 、 結 腸 閉 塞 、 過 敏 性 腸 症 候 群 、 短
小 腸 症 候 群 、 下 痢 、 便 秘 、 胃 腸 出 血 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） 腸 症 、 黄 疸 、 肝 性 脳
症 、 肝 腎 症 候 群 、 脂 肪 肝 、 血 色 素 症 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、 α -1-ア ン チ ト リ プ シ ン 欠 損 症 、 ラ
イ 症 候 群 、 原 発 性 硬 化 性 胆 管 炎 、 肝 梗 塞 、 門 脈 循 環 閉 塞 及 び 血 栓 、 小 葉 中 心 壊 死 、 肝 臓 紫
斑 病 、 肝 静 脈 血 栓 、 肝 静 脈 閉 塞 症 、 子 癇 前 症 、 子 癇 、 妊 娠 性 急 性 脂 肪 肝 、 妊 娠 性 肝 臓 内 胆
汁 う っ 滞 と 、 結 節 性 過 形 成 ・ 腺 腫 ・ 癌 腫 を 含 む 肝 腫 瘍 が あ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む 、 DMEの 発 現 ま た
は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 DMEま た は そ の 断 片 や 誘 導 体 を
発 現 し 得 る ベ ク タ ー を 被 験 者 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む 、 DMEの 発 現
ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た DMEを
有 す る 組 成 物 を 、 好 適 な 医 薬 用 キ ャ リ ア と 共 に 被 験 者 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む 、 DMEの 発 現
ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 DMEの 活 性 を 調 節 す る ア ゴ
ニ ス ト を 被 験 者 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 DMEの 発 現 ま た は 活 性 の 増 大 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の
た め に 、 被 験 者 に DMEの ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 し 得 る 。 限 定 す る も の で は な い が 、 こ う し
た 疾 患 の 例 に は 、 上 記 の 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 細 胞 増 殖 異 常 、 発 生 ま た は 発 達 障 害 、 内 分
泌 障 害 、 眼 の 疾 患 、 代 謝 障 害 、 お よ び 肝 疾 患 を 含 む 胃 腸 疾 患 が 含 ま れ る 。 一 実 施 態 様 で は
、 DMEに 特 異 結 合 す る 抗 体 が 直 接 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 、 或 い は DMEを 発 現 す る 細 胞 ま た は
組 織 に 薬 物 を 運 ぶ タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 或 い は 送 達 機 構 と し て 間 接 的 に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 に 列 記 し た 疾 患 を 含 む 、 DMEの 発 現 ま た
は 活 性 の 増 大 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 相 補 配 列 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 被 験 者 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 任 意 の タ ン パ ク 質 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 相 補 配 列 、 ま た
は ベ ク タ ー 実 施 態 様 を 、 別 の 適 切 な 治 療 薬 と 組 合 せ て 投 与 で き る 。 併 用 療 法 で 用 い る 好 適
な 治 療 薬 は 、 当 業 者 が 従 来 の 医 薬 原 理 に 従 っ て 選 択 し 得 る 。 治 療 薬 と 組 合 せ る こ と に よ り
、 上 記 し た 種 々 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 相 乗 効 果 を も た ら し 得 る 。 こ の 方 法 に よ り 、 少
量 の 各 薬 物 で 医 薬 効 果 を あ げ る こ と が 可 能 と な り 、 そ れ に よ っ て 副 作 用 の 可 能 性 を 低 減 し
得 る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
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　 DMEの ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 当 分 野 で 一 般 的 な 方 法 を 用 い て 製 造 で き る 。 詳 し く は 、 精 製
さ れ た DMEを 用 い て 抗 体 を 産 生 ま た は 、 治 療 薬 の ラ イ ブ ラ リ 群 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 DMEと
特 異 結 合 す る 薬 物 を 同 定 で き る 。 DMEの 抗 体 も 、 当 分 野 で 一 般 的 な 方 法 を 用 い て 製 造 で き
る 。 こ の よ う な 抗 体 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 一 本
鎖 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 及 び Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ に よ っ て 作 ら れ た フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る
。 但 し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 中 和 抗 体 （ す な わ ち 二 量 体 の 形 成 を 阻 害 す る
抗 体 ） は 通 常 、 治 療 用 に 好 適 で あ る 。 一 本 鎖 抗 体 （ 例 え ば ラ ク ダ ま た は ラ マ 由 来 ） は 強 力
な 酵 素 阻 害 剤 で あ る 可 能 性 が あ り 、 ペ プ チ ド 擬 態 物 質 の 設 計 に お い て 、 ま た 免 疫 吸 着 剤 と
バ イ オ セ ン サ ー と の 開 発 に お い て 利 点 を 持 つ よ う で あ る (Muyldermans, S. (2001) J. Bio
technol. 74:277-302)。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 抗 体 の 産 生 の た め に は 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ク ダ 、 ヒ ト コ ブ ラ ク ダ 、 ラ
マ 、 ヒ ト 及 び そ の 他 の も の を 含 む 種 々 の 宿 主 が 、 DMEま た は 任 意 の 断 片 、 ま た は 免 疫 原 性
の 特 性 を 備 え る そ の オ リ ゴ ペ プ チ ド の 注 入 に よ っ て 免 疫 化 さ れ 得 る 。 宿 主 の 種 に 応 じ て 、
種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 免 疫 応 答 を 高 め る こ と も で き る 。 限 定 す る も の で は な い が こ
の よ う な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の ミ ネ
ラ ル ゲ ル ア ジ ュ バ ン ト と 、 リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ
ド 、 油 性 乳 剤 、 ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ど の 界 面 活 性
剤 と が あ る 。 ヒ ト に 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト の 中 で は 、 BCG(カ ル メ ッ ト ‐ ゲ ラ ン 杆 菌 )お
よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ‐ パ ル バ ム ( )が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 DMEに 対 す る 抗 体 を 誘 導 す る た め に 用 い ら れ る オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ま た は 断 片
は 、 少 な く と も 約 ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ も の が 好 ま し く 、 一 般 的 に
は 、 約 １ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 と な る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま
た は 断 片 は ま た 、 天 然 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 と 同 一 で あ る こ と が 望 ま し い 。
DMEア ミ ノ 酸 類 の 短 い ス ト レ ッ チ 群 は 、 KLHな ど 他 の タ ン パ ク 質 の 配 列 と 融 合 さ れ 、 こ の キ
メ ラ 分 子 に 対 す る 抗 体 群 が 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 DMEに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 地 内 の 連 続 し た 細 胞 株 に よ っ て 抗 体 分 子 群 を 産
生 す る 、 任 意 の 技 術 を 用 い て 作 製 で き る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な 技 術 に は 、
ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 お よ び EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 が
あ る (Kohler, G.他 (1975) Nature 256:495-497; Kozbor, D.他 (1985) J. Immunol. Metho
ds 81:31-42; Cote, R.J.他  (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-2030; Cole, 
S.P.他 (1984) Mol.Cell Biol. 62:109-120)。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 更 に 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 に マ ウ ス 抗 体 遺 伝 子 を ス プ ラ イ シ ン グ す る な ど の 「 キ メ ラ 抗 体 」
作 製 の た め に 開 発 し た 技 術 が 、 好 適 な 抗 原 特 異 性 及 び 生 物 学 的 活 性 を 備 え る 分 子 を 得 る た
め に 用 い ら れ る (Morrison, S.L.他 (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855; N
euberger, M.S. 他 (1984) Nature 312:604-608; Takeda, S.他 (1985) Nature 314:452-45
4)。 別 法 で は 、 当 分 野 で 既 知 の 方 法 を 用 い て 、 一 本 鎖 抗 体 の 産 生 の た め の 記 載 さ れ た 技 術
を 適 用 し て 、 DME特 異 的 一 本 鎖 抗 体 を 生 成 し 得 る 。 関 連 し た 特 異 性 を 有 す る が イ デ ィ オ タ
イ プ 組 成 が 異 な る よ う な 抗 体 を 、 ラ ン ダ ム な 組 合 せ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ か ら チ ェ
ー ン シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 産 生 す る こ と も で き る （ Burton D.R. (1991) Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 88:10134-10137） 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 抗 体 の 産 生 は 、 リ ン パ 球 集 団 に お け る 産 生 の 誘 導 に よ っ て 、 或 い は 文 献 に 開 示
さ れ て い る よ う に 非 常 に 特 異 的 な 結 合 試 薬 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ラ イ ブ ラ リ 類 ま た は パ ネ ル
類 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て も 行 い 得 る (Orlandi, R.他 (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 86:3833-3837; Winter, G.他 (1991) Nature 349:293-299)。
【 ０ ２ ７ ５ 】
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　 DMEに 対 す る 特 異 結 合 部 位 を 持 つ 抗 体 断 片 を も 産 生 し 得 る 。 例 え ば 、 限 定 す る も の で は
な い が 、 こ の よ う な 断 片 に は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 作 製 さ れ る F(ab') 2  断 片
と 、 F(ab') 2  断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る Fab断 片 と が あ
る 。 あ る い は 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 所 望 の 特 異 性 を 持 つ モ ノ ク
ロ ー ナ ル Fab断 片 を 迅 速 且 つ 容 易 に 同 定 す る こ と が 可 能 と な る (Huse, W.D.他 (1989) Scien
ce 246:1275-1281） 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 種 々 の 免 疫 学 的 検 定 (イ ム ノ ア ッ セ イ )を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 所 望 の
特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 同 定 し 得 る 。 確 立 さ れ た 特 異 性 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 何 れ か を 用 い る 競 合 結 合 試 験 、 ま た は 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 の た め の
数 々 の プ ロ ト コ ル が 、 当 分 野 で は 周 知 で あ る 。 通 常 こ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ に は 、 DME
と そ の 特 異 性 抗 体 と の 間 の 複 合 体 形 成 の 計 測 が 含 ま れ る 。 ２ つ の 非 干 渉 性 DMEエ ピ ト ー プ
に 対 し て 反 応 性 を 持 つ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 群 を 用 い る 、 ２ 部 位 モ ノ ク ロ ー ナ ル ベ ー ス の イ
ム ノ ア ッ セ イ が 一 般 に 利 用 さ れ る が 、 競 合 結 合 試 験 も 利 用 で き る (Pound、 前 出 )。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 と 共 に Scatchard分 析 な ど の 様 々 な 方 法 を 用 い て 、 DMEに 対 す
る 抗 体 の 親 和 性 を 評 価 す る 。 親 和 性 を 結 合 定 数 Kaで 表 す が 、 こ の Kaは 、 平 衡 状 態 の 下 で DM
E抗 体 複 合 体 の モ ル 濃 度 を 遊 離 抗 体 と 遊 離 抗 原 の モ ル 濃 度 で 除 し て 得 ら れ る 値 で あ る 。 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 類 は 多 数 の DMEエ ピ ト ー プ に 対 し て 親 和 性 が 不 均 一 で あ り 、 或 る ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 製 剤 に 関 し て 判 定 し た Kaは 、 DMEに 対 す る 抗 体 群 の 平 均 の 親 和 性 ま た は 結 合
活 性 を 表 す 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 或 る 特 定 の DMEエ ピ ト ー プ に 対 し て 単 一 特 異 的 で あ り
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 或 る 製 剤 に つ い て 判 定 し た Kaは 、 親 和 性 の 真 の 測 定 値 を 表 す 。 Ka
値 が １ ０ ９ ～ １ ０ １ ２ Ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の 高 親 和 性 抗 体 製 剤 は 、 DME抗 体 複 合 体 が 激 し い 操 作 に
耐 え な け れ ば な ら な い イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い る の が 好 ま し い 。 DMEが 抗 体 か ら 最 終 的 に (好
ま し く は 活 性 化 状 態 で )解 離 す る 必 要 が あ る 免 疫 精 製 (immunopurification)お よ び 類 似 の
処 理 に は 、 Ka値 が １ ０ ６ ～ １ ０ ７ liter／ ｍ ｏ ｌ の 低 親 和 性 抗 体 製 剤 を 用 い る の が 好 ま し
い (Catty, D.(1988) , IRL Press, Washing
ton, DC; Liddell, J. E. お よ び  Cryer, A.(1991)

, John Wiley & Sons, New York NY)。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 剤 の 抗 体 価 お よ び 結 合 活 性 を 更 に 評 価 し て 、 後 に 使 う 或 る 適 用 例
に 対 す る こ の よ う な 製 剤 の 品 質 お よ び 適 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 少 な く と も
1～ 2ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 特 異 的 な 抗 体 、 好 ま し く は 5～ 10ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 特 異 的 な 抗 体 を 含 む ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 剤 は 一 般 に 、 DME抗 体 複 合 体 を 沈 殿 さ せ な け れ ば な ら な い 処 理 に 用 い ら
れ る 。 抗 体 の 特 異 性 、 抗 体 価 、 結 合 活 性 、 様 々 な 適 用 例 に お け る 抗 体 の 品 質 や 使 用 に 対 す
る 指 針 に つ い て は 、 一 般 に 入 手 可 能 で あ る (Catty, 前 出 ; Coligan他 、 前 出 )。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 任 意 の 断
片 や 相 補 配 列 が 、 治 療 目 的 で 使 用 さ れ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 DMEを コ ー ド す る 遺 伝 子 の
コ ー デ ィ ン グ 領 域 や 調 節 領 域 に 相 補 的 な 配 列 や ア ン チ セ ン ス 分 子 （ DNA、 RNA、 PNA、 ま た
は 修 飾 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） を 設 計 し て 遺 伝 子 発 現 を 変 更 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う な 技 術 は 当 分 野 で は 周 知 で あ り 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は よ り 大 き な 断
片 が 、 DMEを コ ー ド す る 配 列 の 制 御 領 域 か ら 、 ま た は コ ー ド 領 域 に 沿 っ た さ ま ざ ま な 位 置
か ら 設 計 可 能 で あ る (Agrawal, S., 編 集 (1996) , Humana Press,
 Totawa NJ)。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 治 療 に 用 い る 場 合 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 を 適 切 な 標 的 細 胞 に 導 入 す る の に 好 適 な 、 任 意 の
遺 伝 子 送 達 系 を 用 い る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 転 写 時 に 標 的 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 細 胞 配 列 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な 配 列 を 作 製 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド の 形 で 、 細
胞 内 に 送 達 し 得 る (Slater, J.E.他 (1998) J. Allergy Clin. Immunol. 102:469-475; Sca
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nlon, K.J.他 (1995) 9:1288-1296)。 ア ン チ セ ン ス 配 列 は ま た 、 細 胞 内 に 、 ウ イ ル ス ベ ク
タ ー 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス の ベ ク タ ー を 用 い て 導 入 し う る (Mil
ler, A.D. (1990) Blood 76:271; Ausubel他 、 前 出 ; Uckert, W.お よ び W. Walther (1994
) Pharmacol. Ther. 63:323-347)。 そ の 他 の 遺 伝 子 送 達 機 構 に は 、 リ ポ ソ ー ム 系 、 人 工 的
な ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ お よ び 当 分 野 で 公 知 の そ の 他 の シ ス テ ム が 含 ま れ る （ Rossi, J.J
. (1995) Br. Med. Bull. 51:217-225; Boado, R.J.他 (1998) J. Pharm. Sci. 87:1308-1
315; Morris, M.C.他 (1997) Nucleic Acids Res. 25:2730-2736)。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 体 細 胞 若 し く は 生
殖 細 胞 の 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 遺 伝 子 治 療 に よ り 、 （ i） 遺 伝 子 欠 損 症
を 治 療 し （ 例 え ば Ｘ 染 色 体 連 鎖 遺 伝 （ Cavazzana-Calvo, M.他 (2000) Science 288:669-67
2） に よ り 特 徴 付 け ら れ る 重 症 複 合 型 免 疫 不 全 (SCID)-X1病 の 場 合 ） 、 先 天 性 ア デ ノ シ ン デ
ア ミ ナ ー ゼ （ ADA） 欠 損 症 に 関 連 す る 重 症 複 合 型 免 疫 不 全 症 候 群 （ Blaese, R.M. 他 (1995)
 Science 270:475-480; Bordignon, C.他 (1995) Science 270:470-475） 、 嚢 胞 性 繊 維 症
（ Zabner, J.他 (1993) Cell 75:207-216; Crystal, R.G.他 (1995) Hum.Gene Therapy 6:6
43-666; Crystal, R.G.他 (1995) Hum.Gene Therapy 6:667-703） 、 サ ラ セ ミ ア （ thalassa
mia） 、 家 族 性 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 や 、 第 ８ 因 子 若 し く は 第 ９ 因 子 欠 損 に 起 因 す る 血 友
病 （ Crystal, R.G. (1995) Science 270:404-410、 Verma, I.M. お よ び  N. Somia (1997)
 Nature 389:239-242） 、 （ ii） 条 件 的 致 死 性 遺 伝 子 産 物 を 発 現 さ せ （ 例 え ば 制 御 不 能 な
細 胞 増 殖 に 起 因 す る 癌 の 場 合 ） 、 （ iii） 細 胞 内 の 寄 生 体 、 例 え ば ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (
HIV)（ Baltimore, D. (1988) Nature 335:395-396、 Poeschla, E.他 (1996) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 93:11395-11399） な ど ヒ ト レ ト ロ ウ イ ル ス 、 B型 若 し く は C型 肝 炎 ウ イ ル
ス （ HBV、 HCV） 、 Candida albicansお よ び Paracoccidioides brasiliensis等 の 寄 生 真 菌
、 並 び に 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 お よ び ク ル ー ズ ト リ パ ノ ソ ー マ 等 の 寄 生 原 虫 に 対 す る 防 御 機
能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 で き る 。 DMEの 発 現 若 し く は 調 節 に 必 要 な 遺 伝 子 の 欠 損 が 疾
患 を 引 き 起 こ す 場 合 、 導 入 し た 細 胞 の 好 適 な 集 団 か ら DMEを 発 現 さ せ て 、 遺 伝 子 欠 損 に よ
っ て 起 こ る 症 状 の 発 現 を 緩 和 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 例 で は 、 DMEの 欠 損 に よ る 疾 患 や 異 常 症 を 、 DMEを コ ー ド す る 哺 乳 動
物 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し て 、 こ れ ら の ベ ク タ ー を 機 械 的 手 段 に よ っ て DME欠 損 細 胞 に 導 入
す る こ と に よ っ て 治 療 す る 。 in vivo或 い は ex vitroの 細 胞 に 用 い る 機 械 的 導 入 技 術 に は
、 （ i） 個 々 の 細 胞 内 へ の 直 接 的 な DNA微 量 注 射 法 、 （ ii） 遺 伝 子 銃 、 （ iii） リ ポ ソ ー ム
を 介 し た 形 質 移 入 、 （ iv） 受 容 体 を 介 し た 遺 伝 子 導 入 、 お よ び （ v） DNAト ラ ン ス ポ ゾ ン の
使 用 が あ る （ Morgan, R.A. お よ び  W.F. Anderson（ 1993） Annu. Rev. Biochem. 62:191-
217、 Ivics, Z.（ 1997） Cell 91:501-510; Boulay, J.-L. お よ び H. Recipon（ 1998） Cur
r. Opin. Biotechnol. 9:445-450） 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 DMEの 発 現 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 発 現 ベ ク タ ー に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 PCDNA 3.1
、 EPITAG、 PRCCMV2、 PREP、 PVAX、 PCR2-TOPOTAベ ク タ ー (Invitrogen, Carlsbad CA)、 PCM
V-SCRIPT、 PCMV-TAG、 PEGSH／ PERV (Stratagene, La Jolla CA)、 PTET-OFF、 PTET-ON、 PT
RE2、 PTRE2-LUC、 PTK-HYG (Clontech, Palo Alto CA)が 含 ま れ る 。 DMEを 発 現 さ せ る た め
に 、 （ i） 構 成 的 に 活 性 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） 、 ラ ウ ス
肉 腫 ウ イ ル ス （ RSV） 、 SV40ウ イ ル ス 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） 、 若 し く は β － ア ク チ ン
の 遺 伝 子 な ど ） 、 (ii)誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 市 販 さ れ て い る T-REXプ ラ ス ミ ド （ I
nvitrogen） に 含 ま れ て い る 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー （ Gossen, M. お よ び
 H. Bujard (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:5547-5551; Gossen, M. 他 (1995
) Science 268:1766-1769; Rossi, F.M.V. お よ び  H.M. Blau (1998) Curr. Opin. Biote
chnol. 9:451-456） 、 エ ク ジ ソ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 市 販 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド PVGRXR
お よ び PINDに 含 ま れ て い る ： Invitrogen） 、 FK506／ ラ パ マ イ シ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、
ま た は RU486／ ミ フ ェ プ リ ス ト ー ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ Rossi, F.M.V. お よ び  H.M. Bla
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u, 前 出 ） 、 ま た は （ iii） 正 常 な 個 体 に 由 来 す る 、 DMEを コ ー ド す る 内 因 性 遺 伝 子 の 天 然
の プ ロ モ ー タ ー 若 し く は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 市 販 の リ ポ ソ ー ム 形 質 転 換 キ ッ ト （ 例 え ば Invitrogen社 の PerFect Lipid Transfection
 Kit） を 用 い れ ば 、 当 業 者 は 実 験 の 各 パ ラ メ ー タ を 最 適 化 す る 努 力 を さ ほ ど 要 さ ず 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 群 を 、 培 養 中 の 標 的 細 胞 群 に 送 達 し 得 る 。 別 法 で は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （
Graham. F.L. お よ び  A.J. Eb（ 1973） Virology 52:456-467） 若 し く は 電 気 穿 孔 法 （ Neum
ann, E. 他 (1982) EMBO J. 1:841-845)。 初 代 培 養 細 胞 に DNAを 導 入 す る た め に は 、 標 準 化
さ れ た 哺 乳 類 の 形 質 移 入 プ ロ ト コ ル の 修 正 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 DMEの 発 現 に 関 連 す る 遺 伝 子 欠 損 に よ っ て 起 こ る 疾 患 や 障
害 は 、 （ i） レ ト ロ ウ イ ル ス 末 端 反 復 配 列 （ LTR） プ ロ モ ー タ ー 若 し く は 独 立 し た プ ロ モ ー
タ ー の 調 節 の 下 で DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 （ ii） 好 適 な RNAパ ッ ケ ー ジ ン グ
シ グ ナ ル と 、 （ iii） 追 加 の レ ト ロ ウ イ ル ス ・ シ ス 作 用 性 RNA配 列 及 び 効 率 的 な ベ ク タ ー の
増 殖 に 必 要 な コ ー ド 配 列 を 伴 う Rev応 答 性 エ レ メ ン ト （ RRE） と 、 か ら な る レ ト ロ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー を 作 製 し て 治 療 で き る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば PFBお よ び PFBNEO） は S
tratagene社 か ら 市 販 さ れ て お り 、 刊 行 デ ー タ （ Riviere, I. 他 （ 1995） Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 92:6733-6737） に 基 づ く 。 上 記 デ ー タ を 引 用 す る こ と を 以 て 本 明 細 書 の 一 部
と す る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 好 適 な ベ ク タ ー 産 生 細 胞 株 （ VPCL） に お い て 増 殖 さ れ る 。 VPCL
は 、 各 標 的 細 胞 上 の 受 容 体 へ の 親 和 性 を 持 つ エ ン ベ ロ ー プ 遺 伝 子 を 、 ま た は VSVgな ど 汎 親
和 性 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る （ Armentano, D. 他 (1987) J. Virol. 61:1647-1
650; Bender, M.A.他 (1987) J. Virol. 61:1639-1646; Adam, M.A. お よ び  A.D. Miller 
(1988) J. Virol. 62:3802-3806; Dull, T.他 (1998) J. Virol. 72:8463-8471; Zufferey
, R.他 (1998) J. Virol. 72:9873-9880)。 Riggに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,910,434号 （ 「 M
ethod for obtaining retrovirus packaging cell lines producing high transducing e
fficiency retroviral supernatant」 ） に レ ト ロ ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 を 得 る 方
法 が 開 示 さ れ て お り 、 言 及 を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 類 の
繁 殖 や 、 細 胞 集 団 （ 例 え ば CD4 + Ｔ 細 胞 群 ） の 形 質 導 入 、 お よ び 形 質 導 入 し た 細 胞 群 の 患 者
へ の 戻 し は 、 遺 伝 子 治 療 分 野 で は 当 業 者 に 周 知 の 手 法 で あ り 、 多 数 の 文 献 に 記 載 が あ る （
Ranga, U.他 (1997) J. Virol. 71:7020-7029; Bauer, G.他 (1997) Blood 89:2259-2267; 
Bonyhadi, M.L. (1997) J. Virol. 71:4707-4716; Ranga, U.他 (1998) Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 95:1201-1206; Su, L. (1997) Blood 89:2283-2290)。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 或 る 実 施 態 様 で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 系 遺 伝 子 治 療 の 送 達 系 を 用 い て 、 DMEの 発 現 に 関 連
す る １ 或 い は 複 数 の 遺 伝 子 異 常 を 有 す る 細 胞 に DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 送 達
す る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス 系 ベ ク タ ー 類 の 作 製 お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ に つ い て は 、 当 業 者 に 周
知 で あ る 。 複 製 欠 損 型 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 類 は 、 種 々 の 免 疫 調 節 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 群 を 、 無 損 傷 の 膵 島 内 に 導 入 す る 目 的 で 多 様 に 利 用 し 得 る こ と が 証 明 さ れ た （
Csete, M.E.他 (1995) Transplantation 27:263-268)。 使 用 で き る 可 能 性 の あ る ア デ ノ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー は 、 Armentanoに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,707,618号 （ 「 Adenovirus vecto
rs for gene therapy」 ） に 記 載 さ れ て お り 、 引 用 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す
る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 類 に つ い て は 、 Antinozzi, P.A. 他 (1999; Annu. Rev. Nutr
. 19:511-544)並 び に Verma, I.M.お よ び N. Somia (1997; Nature 18:389:239-242)を 参 照
さ れ た い 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 ヘ ル ペ ス 系 遺 伝 子 治 療 の 送 達 系 を 用 い て 、 DMEの 発 現 に 関 連 す る １
つ 以 上 の 遺 伝 子 異 常 を 有 す る 標 的 細 胞 に 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 送 達 す る
。 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス （ HSV） 系 の ベ ク タ ー の 利 用 は 、 HSVが 向 性 を 持 つ 中 枢 神 経 細 胞 に DME
を 導 入 す る 際 に 特 に 有 用 た り 得 る 。 ヘ ル ペ ス 系 ベ ク タ ー 類 の 作 製 お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ は
、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 或 る 複 製 適 格 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ HSV） １ 型 系 の ベ ク タ ー
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が 、 或 る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 、 霊 長 類 の 眼 へ の 送 達 に 用 い ら れ て い る （ Liu, X. 他 (1999)
 Exp.Eye Res.169:385-395)。 HSV-1ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 作 製 に つ い て も 、 DeLucaに 付 与 さ
れ た 米 国 特 許 第 5,804,413号 （ 「 Herpes simplex virus swains for gene transfer」 ） に
開 示 さ れ て お り 、 該 特 許 は 言 及 を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 米 国 特 許 第 5,804,413号
に は 、 ヒ ト 遺 伝 子 治 療 を 含 む 目 的 に 好 適 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お い て 細 胞 に 導 入 さ れ
る 少 な く と も １ つ の 外 因 性 遺 伝 子 を 有 す る ゲ ノ ム を 含 む 組 換 え HSV d92に つ い て の 記 載 が
あ る 。 上 記 特 許 は ま た 、 ICP4、 ICP27及 び ICP22を 欠 失 し た 組 換 え HSV系 統 の 作 製 及 び 使 用
に つ い て 開 示 し て い る 。 HSVベ ク タ ー 類 に つ い て は 、 Goins, W.F. 他 (1999; J. Virol. 73
:519-532)お よ び  Xu, H.他  (1994; Dev. Biol. 163:152-161)。 ク ロ ー ン 化 し た ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス 配 列 群 の 操 作 、 大 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ゲ ノ ム （ large herpesvirus genomes） の 様
々 な セ グ メ ン ト を 持 つ 複 数 の プ ラ ス ミ ド を 形 質 移 入 し た 後 の 組 換 え ウ イ ル ス の 産 生 、 ヘ ル
ペ ス ウ イ ル ス の 成 長 お よ び 増 殖 、 並 び に 細 胞 群 へ の ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 感 染 は 、 当 業 者 に
公 知 の 技 術 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 α ウ イ ル ス （ 正 の 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス ） ベ ク タ ー を 用 い て DMEを コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 細 胞 に 送 達 す る 。 プ ロ ト タ イ プ の α ウ イ ル ス で あ る セ ム リ
キ 森 林 熱 ウ イ ル ス （ Semliki Forest Virus, SFV） の 生 物 学 的 研 究 が 広 範 に 行 わ れ て お り
、 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー 類 は SFVゲ ノ ム に 基 づ く （ Garoff, H. 及 び  K.-J. Li (1998) Cun. 
Opin. Biotech. 9:464-469） 。 α ウ イ ル ス RNAの 複 製 中 に 、 ウ イ ル ス の カ プ シ ド タ ン パ ク
質 群 を 通 常 は コ ー ド す る 、 サ ブ ゲ ノ ム RNAが 産 生 さ れ る 。 こ の サ ブ ゲ ノ ム RNAは 、 完 全 長 ゲ
ノ ム RNAよ り も 高 レ ベ ル に 複 製 す る の で 、 酵 素 活 性 （ 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ お よ び ポ リ メ ラ
ー ゼ ） を 持 つ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 比 べ て カ プ シ ド タ ン パ ク 質 群 が 過 剰 産 生 さ れ る 。 同 様
に 、 DMEを コ ー ド す る 配 列 を α ウ イ ル ス ゲ ノ ム の カ プ シ ド を コ ー ド す る 領 域 に 導 入 す る こ
と に よ っ て 、 ベ ク タ ー 導 入 細 胞 に お い て 多 数 の DMEを コ ー ド す る RNAが 産 生 さ れ 、 高 い レ ベ
ル で DMEが 合 成 さ れ る 。 通 常 、 α ウ イ ル ス の 感 染 は 、 数 日 以 内 の 細 胞 溶 解 を 伴 う 。 一 方 、
シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス （ SIN） の 或 る 変 異 体 を 有 す る ハ ム ス タ ー 正 常 腎 臓 細 胞 （ BHK-21） 群
が 持 続 的 な 感 染 を 確 立 す る 能 力 は 、 α ウ イ ル ス 類 の 溶 解 複 製 を 、 遺 伝 子 治 療 に 応 用 し 得 る
よ う に 好 適 に 改 変 可 能 で あ る こ と を 示 唆 す る （ Dryga, S.A.他 (1997) Virology 228:74-83
)。 α ウ イ ル ス の 宿 主 域 は 広 い の で 、 様 々 な タ イ プ の 細 胞 に DMEを 導 入 で き る 。 或 る 集 団 に
お け る 或 る サ ブ セ ッ ト の 細 胞 群 の 特 異 的 形 質 導 入 は 、 形 質 導 入 前 に 細 胞 の 選 別 を 必 要 と し
得 る 。 α ウ イ ル ス の 感 染 性 cDNAク ロ ー ン の 処 置 方 法 、 α ウ イ ル ス の cDNAお よ び RNAの 形 質
移 入 方 法 お よ び α ウ イ ル ス の 感 染 方 法 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 転 写 開 始 部 位 （ transcription initiation site） 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て
遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 位 置 は 、 例 え ば ス タ ー ト 部 位 (start site)
か ら 数 え て 約 － １ ０ と 約 ＋ １ ０ の 間 で あ る 。 同 様 に 、 三 重 ら せ ん 塩 基 対 の 形 成 方 法 を 用 い
て 阻 害 が 可 能 と な る 。 三 重 ら せ ん 塩 基 対 形 成 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 ま た は 調 節 分 子
と 結 合 で き る よ う に 十 分 に 開 こ う と す る 、 二 重 ら せ ん の 能 力 を 阻 害 す る の で 有 用 で あ る 。
三 重 ら せ ん DNAを 用 い る 最 近 の 治 療 の 進 歩 に つ い て は 文 献 に 記 載 が あ る (Gee, J.E.他 (1994
) in Huber, B.E. お よ び  B.I. Carr, , Futura 
Publishing, Mt. Kisco NY, 163-177ペ ー ジ ） 。 相 補 配 列 ま た は ア ン チ セ ン ス 分 子 も ま た
、 転 写 物 が リ ボ ソ ー ム に 結 合 す る の を 阻 止 す る こ と に よ っ て mRNAの 翻 訳 を 阻 止 す る よ う に
設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 酵 素 的 RNA分 子 で あ り 、 RNAの 特 異 的 切 断 を 触 媒 す る た め に リ ボ ザ イ ム を 用
い う る 。 リ ボ ザ イ ム 作 用 の 機 序 は 、 相 補 的 標 的 RNAへ の リ ボ ザ イ ム 分 子 の 配 列 特 異 的 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 そ の 後 に 起 こ る 内 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切 断 に 関 与 し て い る 。 例 え ば 、
人 為 操 作 さ れ た ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム 分 子 は 、 DMEを コ ー ド す る RNA分 子 の ヌ ク レ オ
チ ド 鎖 切 断 を 、 特 異 的 且 つ 効 果 的 に 触 媒 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
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　 任 意 の RNA標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 GUA、 GUU、 GUC配 列 を 含 め た リ ボ ザ イ
ム 切 断 部 位 に 対 し て 標 的 分 子 を ス キ ャ ン す る こ と に よ っ て 先 ず 同 定 さ れ る 。 一 度 同 定 さ れ
る と 、 切 断 部 位 を 持 つ 標 的 遺 伝 子 の 領 域 に 対 応 す る １ ５ ～ ２ ０ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 短 い RN
A配 列 が 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 機 能 不 全 に す る よ う な ２ 次 構 造 の 特 徴 を も っ て い な
い か を 評 価 す る こ と が 可 能 に な る 。 候 補 標 的 の 適 合 性 の 評 価 も 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア
ッ セ イ を 用 い て 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 群 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン へ の ア ク セ ス 可
能 性 を テ ス ト す る こ と に よ っ て 行 い 得 る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 相 補 リ ボ 核 酸 分 子 お よ び リ ボ ザ イ ム は 、 核 酸 分 子 合 成 の た め の 当 分 野 で 既 知 の 任 意 の 方
法 を 用 い て 作 製 し 得 る 。 作 製 方 法 に は 、 固 相 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学 合 成 な ど 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る 方 法 が あ る 。 或 い は 、 DMEを コ ー ド す る DNA分 子 の お
よ び 転 写 に よ っ て RNA分 子 を 作 成 し 得 る 。 こ の よ う な DNA配 列 は 、 T7や SP6な ど の 好
適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 多 様 な ベ ク タ ー 内 に 取 り 込 む こ と が 可 能 で あ
る 。 あ る い は 、 相 補 的 RNAを 構 成 的 あ る い は 誘 導 的 に 合 成 す る こ れ ら の cDNA作 成 物 を 、 細
胞 株 、 細 胞 ま た は 組 織 内 に 導 入 で き る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 細 胞 内 の 安 定 性 を 高 め 半 減 期 を 延 ば す た め RNA分 子 を 修 飾 し 得 る 。 限 定 す る も の で は な
い が 可 能 な 修 飾 と し て は 、 分 子 の ５ '末 端 、 ３ '末 端 、 あ る い は そ の 両 方 に お い て 隣 接 配 列
群 を 追 加 す る こ と や 、 分 子 の 主 鎖 内 に お い て ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 結 合 で は な く ホ ス ホ ロ
チ オ エ ー ト ま た は 2' O-メ チ ル を 使 用 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ の 概 念 は 、 本 来 は PNA群 の 産
出 に お け る も の で あ る が 、 こ れ ら 全 て の 分 子 に 拡 大 す る こ と が で き る 。 そ の た め に は 、 内
因 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 容 易 に は 認 識 さ れ な い 、 ア デ ニ ン 、 シ チ ジ ン 、 グ ア ニ ン
、 チ ミ ン 、 お よ び ウ リ ジ ン に ア セ チ ル － 、 メ チ ル － 、 チ オ － お よ び 同 様 の 修 飾 を し た も の
や 、 非 従 来 型 塩 基 、 例 え ば イ ノ シ ン 、 ク エ オ シ ン （ queosine） 、 ワ イ ブ ト シ ン （ wybutosi
ne） を 加 え る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 態 様 に は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 上
で 有 効 な 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 含 む 。 限 定 す る も の で は な い が 特 異 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 発 現 改 変 を 起 こ す の に 有 効 で あ り 得 る 化 合 物 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン
チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 三 重 ら せ ん 形 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や 、 転 写 因 子 な ど の ポ
リ ペ プ チ ド 転 写 制 御 因 子 、 お よ び 、 特 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 互 作 用 し 得 る 非 高 分 子
化 学 的 実 体 が あ る 。 有 効 な 化 合 物 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー ま た は エ ン ハ
ン サ ー の い ず れ か と し て 作 用 す る こ と に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 を 改 変 し 得 る 。 従 っ て
、 DMEの 発 現 ま た は 活 性 の 増 加 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 発 現 を 特 異 的 に 阻 害 す る 化 合 物 が 治 療 上 有 用 で あ り 、 DMEの 発 現 ま た は 活 性
の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 特
異 的 に 促 進 す る 化 合 物 が 治 療 上 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 或 る 特 定 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 際 の 有 効 性 に つ い て 、 少 な く と も １ 個 、 ま
た は 複 数 の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。 試 験 化 合 物 を 得 る に は 、 当 分 野 で 公 知 の
任 意 の 方 法 を 用 い 得 る 。 取 得 方 法 と し て は 、 以 下 の 場 合 に 有 効 な 既 知 化 合 物 の 化 学 修 飾 が
あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 場 合 と 、 既 存 の 、 市 販 の ま た は 私 的 な 、 天 然 ま
た は 非 天 然 の 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 す る 場 合 と 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学 的 お
よ び ／ ま た は 構 造 的 特 性 に 基 づ く 化 合 物 を 合 理 的 に デ ザ イ ン す る 場 合 と 、 組 合 せ 的 に ま た
は 無 作 為 に 生 成 し た 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 す る 場 合 と で あ る 。 DMEを コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ サ ン プ ル を 、 こ の よ う に し て 得 た 試 験 化 合 物 の 少 な く と も １ つ に 曝
露 す る 。 サ ン プ ル は 例 え ば 、 無 傷 細 胞 、 透 過 化 処 理 し た 細 胞 、 あ る い は in vitro 無 細 胞
系 す な わ ち 再 構 成 生 化 学 系 が あ り 得 る 。 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に お け
る 変 容 は 、 当 分 野 で 周 知 の 任 意 の 方 法 で ア ッ セ イ す る 。  通 常 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
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シ ョ ン に よ り 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 検 出 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 量 を 定 量
す る こ と に よ り 、 １ つ 以 上 の 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ る 、 ま た は 曝 露 さ れ な い ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 発 現 の 比 較 の た め の 基 礎 を 形 成 し 得 る 。 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 発 現 に お け る 変 化 の 検 出 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 際 に 試 験 化 合 物 が 有 効
で あ る こ と を 示 す 。 或 る 特 定 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 改 変 発 現 に 有 効 な 化 合 物 の た め の ス ク リ
ー ニ ン グ を 実 行 で き 、 例 え ば 分 裂 酵 母 （ Schizosaccharomyces pombe） 遺 伝 子 発 現 系 （ Atk
ins, D. 他 (1999) 米 国 特 許 第 5,932,435号 、 Arndt, G.M. 他 (2000) Nucleic Acids Res.2
8:E15） ま た は HeLa細 胞 等 の ヒ ト 細 胞 株 （ Clarke, M.L. 他 (2000) Biochem. Biophys. Res
. Commun. 268:8-13） を 用 い て 行 い 得 る 。 本 発 明 の 或 る 特 定 の 実 施 態 様 は 、 或 る 特 定 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 活 性 に つ い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ デ オ キ シ リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 修 飾 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） の 組
合 せ ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 過 程 に 関 す る （ Bruice, T.W. 他 (1997) 米 国 特 許 第
5,686,242号 、 Bruice, T.W.他 (2000) 米 国 特 許 第 6,022,691号 ） 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 ベ ク タ ー を 細 胞 ま た は 組 織 に 導 入 す る 多 数 の 方 法 が 利 用 可 能 で あ り 、 in vivo、 in vitr
oお よ び ex vivoの 使 用 に 対 し て 同 程 度 に 適 し て い る 。 ex vivo治 療 の 場 合 、 ベ ク タ ー を 、
患 者 か ら 採 取 し た 幹 細 胞 内 に 導 入 し 、 ク ロ ー ニ ン グ 増 殖 し て 同 患 者 に 自 家 移 植 で 戻 す こ と
が で き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ る 、 ま た は リ ボ ソ ー ム 注 入 や ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ
リ マ ー に よ る 送 達 は 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る （ Goldman, C.K
.他 (1997) Nat. Biotechnol. 15:462-466） 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 上 記 の 治 療 方 法 は ど れ も 例 え ば 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ウ サ ギ 、 サ ル な ど の
哺 乳 類 を 含 め て 治 療 が 必 要 な 全 て の 被 験 体 に 適 用 で き る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 態 様 は 、 薬 物 と し て 許 容 で き る 或 る 賦 形 剤 と 共 に 製 剤 さ れ る 或 る 活
性 成 分 を 一 般 に 有 す る 、 或 る 組 成 物 の 投 与 に 関 す る 。 賦 形 剤 に は 例 え ば 、 糖 、 で ん ぷ ん 、
セ ル ロ ー ス 、 ゴ ム お よ び タ ン パ ク 質 が あ る 。 様 々 な 剤 型 が 広 く 知 ら れ て お り 、 詳 細 は

（ Maack Publishing, Easton PA） の 最 新 版 に 記 載 さ れ
て い る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 DME、 DMEの 抗 体 、 擬 態 物 質 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト
、 ま た は イ ン ヒ ビ タ ー な ど か ら な る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 本 発 明 に 用 い ら れ る 組 成 物 は 、 任 意 の 数 の 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き 、 限 定 す る
も の で は な い が 経 路 に は 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 骨 髄 内 、 ク モ 膜 下 腔 内 、 心 室
内 、 肺 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、 腸 内 、 局 所 、 舌 下 ま た は 直 腸 が あ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 肺 か ら 投 与 す る 組 成 物 は 、 液 状 ま た は 乾 燥 粉 末 状 で 調 製 し 得 る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 通
常 、 患 者 が 吸 入 す る 直 前 に エ ア ロ ゾ ル 化 す る 。 小 分 子 （ 例 え ば 伝 統 的 な 低 分 子 量 有 機 薬 ）
の 場 合 に は 、 速 効 製 剤 の エ ア ロ ゾ ル 送 達 は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 高 分 子 （ 例 え ば よ り 大 き
な ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 ） の 場 合 に は 、 当 該 分 野 に お い て 肺 の 肺 胞 領 域 を 介 し て の 肺
送 達 が 最 近 向 上 し た こ と に よ り 、 イ ン ス リ ン な ど の 薬 物 を 実 質 的 に 血 液 循 環 へ 輸 送 す る こ
と を 可 能 に し た （ Patton, J.S. 他 , 米 国 特 許 第 5,997,848号 な ど を 参 照 ） 。 肺 送 達 は 、 針
注 射 な し に 投 与 す る 点 で 優 れ て お り 、 有 毒 な 可 能 性 の あ る 浸 透 エ ン ハ ン サ ー の 必 要 性 を な
く す 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た 組 成 物 に は 、 所 定 の 目 的 を 達 成 す る た め に 必 要 な だ け の 量 の 活
性 成 分 を 含 有 す る 組 成 物 が 含 ま れ る 。 有 効 投 与 量 の 決 定 は 、 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 で 行 う
。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 DMEを 有 す る 、 ま た は そ の 断 片 群 を 有 す る 高 分 子 群 を 直 接 、 細 胞 内 に 送 達 す べ く 、 特 殊
な 種 々 の 形 状 の 組 成 物 群 が 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 不 透 過 性 高 分 子 を 含 む リ ポ ソ ー ム
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製 剤 は 、 そ の 高 分 子 の 細 胞 融 合 と 細 胞 内 送 達 と を 促 進 し 得 る 。 別 法 で は 、 DMEま た は そ の
断 片 を HIV Tat-1タ ン パ ク 質 の 短 い 陽 イ オ ン N末 端 部 に 結 合 す る こ と も で き る 。 こ の よ う に
し て 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 類 は 、 或 る マ ウ ス モ デ ル 系 の 、 脳 を 含 む 全 て の 組 織 の 細 胞
群 に 形 質 導 入 す る こ と が わ か っ て い る （ Schwarze, S.R. 他 (1999) Science 285:1569-157
2） 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 任 意 の 化 合 物 に 対 し て 、 細 胞 培 養 ア ッ セ イ 、 例 え ば 新 生 物 性 細 胞 の 細 胞 培 養 ア ッ セ イ に
お い て 、 或 い は 、 動 物 モ デ ル 、 例 え ば マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ ま た は ブ タ 等 に お い て 先 ず 治
療 有 効 投 与 量 を 推 定 で き る 。 動 物 モ デ ル は ま た 、 好 適 な 濃 度 範 囲 お よ び 投 与 経 路 を 決 定 す
る た め に も 用 い 得 る 。 こ の よ う な 情 報 を 用 い て 、 次 に ヒ ト に 対 す る 有 益 な 投 与 量 お よ び 投
与 経 路 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 治 療 有 効 量 は 、 症 状 や 容 態 を 回 復 さ せ る 活 性 成 分 の 量 、 た と え ば DMEま た は そ の 断 片 、 D
MEの 抗 体 、 DMEの ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ ン ヒ ビ タ ー な ど の 量 を 指 す 。 治 療
有 効 性 及 び 毒 性 は 、 細 胞 培 養 ま た は 動 物 実 験 に お け る 標 準 的 な 薬 剤 手 法 に よ っ て 、 例 え ば
ED 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ の 治 療 有 効 量 ） ま た は LD 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ の 致 死 量 ） を 測 定 す る な ど
し て 決 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 効 果 の 、 治 療 効 果 に 対 す る 用 量 比 が 治 療 指 数 で あ り 、 LD

5 0 /ED 5 0 比 と し て 表 す こ と が で き る 。 高 い 治 療 指 数 を 示 す よ う な 組 成 物 が 望 ま し い 。 細 胞
培 養 ア ッ セ イ と 動 物 実 験 と か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に 用 い る 投 与 量 の 範 囲 の 策 定 に 用
い ら れ る 。 こ の よ う な 組 成 物 に 含 ま れ る 投 与 量 は 、 毒 性 を 殆 ど あ る い は 全 く 持 た ず 、 ED 5 0
を 含 む よ う な 血 中 濃 度 の 範 囲 に あ る こ と が 好 ま し い 。 投 与 量 は 、 用 い ら れ る 投 与 形 態 、 患
者 の 感 受 性 お よ び 投 与 の 経 路 に よ っ て こ の 範 囲 内 で 変 動 す る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 正 確 な 投 与 量 は 、 治 療 が 必 要 な 被 験 者 に 関 す る 要 素 を 考 慮 し て 、 現 場 の 医 者 が 決 定 す る
こ と に な る 。 充 分 な レ ベ ル の 活 性 成 分 を 与 え 、 あ る い は 所 望 の 効 果 を 維 持 す べ く 、 用 法 お
よ び 用 量 を 調 整 す る 。 被 験 者 に 関 す る 要 素 と し て は 、 疾 患 の 重 症 度 、 患 者 の 全 身 の 健 康 状
態 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 及 び 性 別 (ジ ェ ン ダ ー )、 投 与 の 時 間 及 び 頻 度 、 併 用 薬 、 反 応 感 受 性
及 び 治 療 に 対 す る 応 答 等 を 考 慮 し う る 。 作 用 期 間 が 長 い 組 成 物 は 、 特 定 の 製 剤 の 半 減 期 及
び ク リ ア ラ ン ス 率 に よ っ て ３ ～ ４ 日 毎 に １ 度 、 １ 週 間 に １ 度 、 或 い は ２ 週 間 に １ 度 の 間 隔
で 投 与 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 通 常 の 投 与 量 は 、 投 与 経 路 に も よ る が 約 0.1～ 100,000μ gで 、 合 計 で 約 1gま で と す る 。
特 定 の 投 与 量 お よ び 送 達 方 法 に 関 す る ガ イ ダ ン ス は 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 現 場 の 医 者 は
通 常 そ れ を 利 用 で き る 。 当 業 者 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 処 方 で は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の
イ ン ヒ ビ タ ー 類 と は 異 な る 処 方 を 利 用 す る こ と に な る 。 同 様 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
ポ リ ペ プ チ ド の 送 達 は 、 特 定 の 細 胞 、 症 状 、 部 位 な ど に 特 異 的 な も の と な る 。
（ 診 断 ）
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 DMEに 特 異 結 合 す る 抗 体 類 が 、 DMEの 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾
患 の 診 断 、 ま た は DMEや DMEの ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ ン ヒ ビ タ ー で 治 療 を 受
け て い る 患 者 を モ ニ タ ー す る た め の ア ッ セ イ 類 に 用 い ら れ る 。 診 断 目 的 に 有 用 な 抗 体 は 、
上 記 の 治 療 の 箇 所 で 記 載 し た 方 法 と 同 じ 方 法 で 作 成 さ れ る 。 DMEの 診 断 ア ッ セ イ に は 、 ヒ
ト の 体 液 か ら 、 あ る い は 細 胞 や 組 織 の 抽 出 物 か ら 、 抗 体 お よ び 標 識 を 用 い て DMEを 検 出 す
る 方 法 が 含 ま れ る 。 こ の 抗 体 は 、 修 飾 し て 、 ま た は 修 飾 せ ず に 使 用 さ れ る 。 ま た 、 レ ポ ー
タ ー 分 子 と の 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 で 標 識 化 で き る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 と し て は 広 く 様
々 な 種 類 が 本 分 野 で 知 ら れ て お り 、 ま た 使 用 可 能 で あ る が 、 そ の う ち の い く つ か は 上 記 で
説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 DMEを 測 定 す る た め の 、 ELISA， RIA， 及 び FACSな ど 、 種 々 の プ ロ ト コ ル は 、 当 分 野 で は
周 知 で あ り 、 変 容 し た 或 い は 異 常 な レ ベ ル の DME発 現 を 診 断 す る た め の 基 盤 を 提 供 す る 。
正 常 或 い は 標 準 的 な DMEの 発 現 の 値 は 、 正 常 な 哺 乳 動 物 、 例 え ば ヒ ト な ど の 被 験 者 か ら 採
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取 し た 体 液 ま た は 細 胞 と DMEに 対 す る 抗 体 と を 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 結 合 さ せ る
こ と に よ っ て 決 定 す る 。 標 準 複 合 体 形 成 量 は 、 種 々 の 方 法 、 例 え ば 測 光 法 で 定 量 で き る 。
被 験 体 、 対 照 お よ び 生 検 組 織 か ら の 疾 患 サ ン プ ル で 発 現 す る DMEの 量 を 標 準 値 と 比 較 す る
。 標 準 値 と 被 験 体 と の 偏 差 が 、 疾 患 を 診 断 す る パ ラ メ ー タ を 確 定 す る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 、 診 断 の た め に 用
い 得 る 。 用 い 得 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 相 補 的 RNAお よ び DNA分 子
、 そ し て PNAが 含 ま れ る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 DMEの 発 現 が 疾 患 と 相 関 し
得 る 生 検 組 織 群 に お け る 、 遺 伝 子 発 現 を 検 出 し 定 量 し 得 る 。 こ の 診 断 ア ッ セ イ を 用 い て 、
DMEの 有 無 や 過 剰 発 現 を 調 べ 、 治 療 時 の DME値 の 調 節 を 監 視 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 例 え ば DMEを コ ー ド ま た は 近 縁 の 分 子 群 を コ ー ド す る ゲ ノ ム 配 列 群 な
ど 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 検 出 で き る PCRプ ロ ー ブ 類 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い
て 、 DMEを コ ー ド す る 核 酸 配 列 群 を 同 定 で き る 。 プ ロ ー ブ が 高 度 に 特 異 的 な 領 域 （ 例 え ば
５ '調 節 領 域 ） か ら 作 ら れ て い る 、 或 い は や や 特 異 性 の 低 い 領 域 （ 例 え ば 保 存 さ れ た モ チ
ー フ ） か ら 作 ら れ て い る と い う 、 プ ロ ー ブ の 特 異 性 と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 或 い は 増
幅 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー と に よ っ て 、 そ の プ ロ ー ブ が DMEを コ ー ド す る 天 然 配 列 の み を 同
定 す る か ど う か 、 或 い は 対 立 遺 伝 子 変 異 配 列 や 関 連 配 列 を 同 定 す る か ど う か が 決 ま る こ と
と な る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 プ ロ ー ブ 類 は ま た 、 関 連 す る 配 列 群 の 検 出 に 利 用 さ れ 得 る 他 、 DMEを コ ー ド す る 任 意 の
配 列 と の 少 な く と も ５ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 持 ち 得 る 。 目 的 の 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン プ ロ ー ブ に は 、 DNAあ る い は RNAが 可 能 で あ り 、 SEQ ID NO:14-26の 配 列 、 或 い は DME遺
伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 イ ン ト ロ ン を 含 む ゲ ノ ム 配 列 に 由 来 し 得 る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 に 対 し て 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー
ブ 群 の 作 製 手 段 と し て は 、 DMEま た は DME誘 導 体 群 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 、 mR
NAプ ロ ー ブ 群 の 作 製 の た め の ベ ク タ ー 類 に ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 を 含 む 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー
ブ 作 製 の た め の ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 市 販 さ れ て お り 、 好 適 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ 及 び 好 適 な 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 加 え る こ と に よ っ て 、 in vitroで Ｒ Ｎ Ａ プ
ロ ー ブ を 合 成 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 種 々 の レ ポ
ー タ ー 集 団 に よ っ て 標 識 さ れ 得 る 。 レ ポ ー タ ー 集 団 の 例 と し て は 、 3 2 Pま た は 3 5 S等 の 放 射
性 核 種 、 或 い は ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 結 合 系 を 介 し て プ ロ ー ブ に 結 合 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 等 の 酵 素 標 識 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 DMEの 発 現 に 関 連 す る 疾 患 を 診 断 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 限 定 す る も の で は な い が 、 こ の よ う な 疾 患 に は 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 、 細 胞
増 殖 異 常 、 発 生 ま た は 発 達 障 害 、 内 分 泌 障 害 、 眼 の 疾 患 、 代 謝 障 害 お よ び 、 肝 疾 患 を 含 む
胃 腸 疾 患 を 含 み 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 に は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） 、 ア ジ ソ ン 病
、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 ア レ ル ギ ー 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 貧 血 、 喘 息 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分
泌 カ ン ジ ダ 症 外 胚 葉 ジ ス ト ロ フ ィ ー （ APECED） 、 気 管 支 炎 、 胆 嚢 炎 、 接 触 皮 膚 炎 、 ク ロ ー
ン 病 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 糖 尿 病 、 肺 気 腫 、 リ ン パ 球 傷 害 因 子 性 偶 発 性 リ ン パ
球 減 少 症 、 新 生 児 溶 血 性 疾 患 （ 胎 児 赤 芽 球 症 )、 結 節 性 紅 斑 、 萎 縮 性 胃 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、
グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 痛 風 、 グ レ ー ブ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 過 好 酸 球 増 加 症 、 過 敏 性
腸 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 心 筋 ま た は 心 膜 炎 症 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症
、 膵 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 乾 癬 、 ラ イ タ ー 症 候 群 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 強 皮 症 、 シ ェ ー グ レ ン
症 候 群 、 全 身 性 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 全 身 性 硬 化 症 、 血 小 板 減 少
性 紫 斑 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ぶ ど う 膜 炎 、 ウ ェ ル ナ ー 症 候 群 、 癌 ・ 血 液 透 析 ・ 体 外 循 環 の 合
併 症 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 、 寄 生 虫 感 染 症 、 原 虫 感 染 症 、 蠕 虫 感 染

10

20

30

40

50

(69) JP 2005-508614 A 2005.4.7



症 、 外 傷 が 含 ま れ 、 細 胞 増 殖 異 常 に は 日 光 角 化 症 、 動 脈 硬 化 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 、 滑 液 包 炎
、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合 性 結 合 組 織 病 （ MCTD） 、 骨 髄 線 維 症 、 発 作 性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 、
真 性 多 血 症 、 乾 癬 、 原 発 性 血 小 板 血 症 、 並 び に 、 腺 癌 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄
腫 、 肉 腫 、 及 び 奇 形 癌 な ど 癌 、 具 体 的 に は 、 副 腎 、 膀 胱 、 骨 、 骨 髄 、 脳 、 乳 腺 、 頚 部 、 胆
嚢 、 神 経 節 、 消 化 管 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 膵 臓 、 副 甲 状 腺 、 陰 茎 、 前 立
腺 、 唾 液 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、 精 巣 、 胸 腺 、 甲 状 腺 、 子 宮 の 癌 が 含 ま れ る 。 発 生 ・ 発 達 障 害 に
は 尿 細 管 性 ア シ ド ー シ ス 、 貧 血 、 ク ッ シ ン グ 症 候 群 、 軟 骨 形 成 不 全 性 小 人 症 、 デ ュ シ ェ ン
ヌ ／ ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 癲 癇 、 性 腺 形 成 異 常 、 WAGR症 候 群 （ ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、
無 虹 彩 症 、 尿 生 殖 器 異 常 、 精 神 遅 滞 ） 、 ス ミ ス ‐ マ ジ ェ ニ ス 症 候 群 (Smith- Magenis synd
rome)、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 、 遺 伝 性 粘 膜 上 皮 異 形 成 、 遺 伝 性 角 皮 症 、 遺 伝 性 神 経 病 （ シ ャ
ル コ ー ‐ マ リ ー ‐ ツ ー ス 病 及 び 神 経 線 維 腫 症 な ど )、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 水 頭 症 、 Syndenh
am舞 踏 病 (Syndenham's chorea)及 び 脳 性 小 児 麻 痺 な ど の 発 作 障 害 、 二 分 脊 椎 、 無 脳 症 、 頭
蓋 脊 椎 披 裂 、 先 天 性 緑 内 障 、 白 内 障 、 感 音 難 聴 を 含 む 。 内 分 泌 障 害 に は 、 例 え ば 原 発 脳 腫
瘍 、 腺 腫 、 妊 娠 性 梗 塞 、 下 垂 体 切 除 、 動 脈 瘤 、 血 管 奇 形 、 血 栓 症 、 感 染 症 、 免 疫 異 常 、 頭
部 外 傷 合 併 症 な ど の 病 変 か ら 起 こ る 視 床 下 部 及 び 下 垂 体 の 障 害 と 、 例 え ば 性 機 能 低 下 及 び
シ ー ハ ン 症 候 群 、 尿 崩 症 、 カ ル マ ン 病 、 ハ ン ド ‐ シ ュ ラ ー ‐ ク リ ス チ ャ ン 病 、 レ テ ラ ー -
ジ ー ヴ ェ 病 （ Letterer-Siwe disease） 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 ト ル コ 鞍 空 虚 （ empty sella
） 症 候 群 、 小 人 症 を 含 む 下 垂 体 低 下 に 関 連 し た 障 害 と 、 例 え ば 先 端 巨 大 症 、 巨 人 症 や 、 良
性 腺 腫 に よ っ て 発 生 し や す い 抗 利 尿 ホ ル モ ン （ ADH） 不 適 合 分 泌 症 候 群 （ SIADH） を 含 む 下
垂 体 亢 進 に 関 連 し た 障 害 と 、 例 え ば 甲 状 腺 腫 、 粘 液 水 腫 、 細 菌 感 染 性 急 性 甲 状 腺 炎 、 ウ イ
ル ス 感 染 性 亜 急 性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 （ 橋 本 病 ） 、 ク レ チ ン 病 を 含 む 甲 状 腺 機
能 低 下 症 に 関 連 し た 障 害 と 、 例 え ば 甲 状 腺 中 毒 症 及 び そ の 様 々 な 型 、 グ レ ー ブ ス 病 、 前 脛
骨 粘 液 水 腫 、 中 毒 性 多 結 節 性 甲 状 腺 腫 、 甲 状 腺 癌 、 プ ラ マ ー 病 を 含 む 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 と
、 Conn病 （ 慢 性 低 カ リ ウ ム 症 、 原 文 chronic hypercalemiaは 誤 り か ） を 含 む 副 甲 状 腺 機 能
亢 進 症 と 、 Ｉ 型 及 び II型 糖 尿 病 及 び 合 併 症 な ど の 膵 臓 疾 患 と 、 例 え ば 副 腎 皮 質 の 癌 腫 、 過
形 成 や 腺 腫 、 ア ル カ ロ ー シ ス 関 連 高 血 圧 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 低 カ リ ウ ム 血 、 ク ッ シ ン グ 病 、
リ ド ル 症 候 群 、 Arnold-Healy-Gordon症 候 群 、 褐 色 細 胞 腫 瘍 、 ア ジ ソ ン 病 な ど の 副 腎 関 連
障 害 と 、 例 え ば 女 性 の 異 常 プ ロ ラ ク チ ン 産 生 、 不 妊 症 、 子 宮 内 膜 症 、 月 経 周 期 摂 動 、 多 嚢
胞 卵 巣 疾 患 、 高 プ ロ ラ ク チ ン 血 症 、 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 単 独 欠 損 （ isolated gonadotropin de
ficiency） 、 無 月 経 、 乳 汁 漏 出 症 、 半 陰 陽 、 多 毛 症 及 び 男 性 化 、 乳 癌 、 閉 経 後 の 骨 粗 鬆 症
、 男 性 の ラ イ ジ ッ ヒ 細 胞 不 全 、 男 性 更 年 期 、 胚 芽 細 胞 無 形 成 症 、 ラ イ ジ ッ ヒ 細 胞 腫 瘍 に 関
連 し た 性 機 能 亢 進 、 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 の 欠 如 に 関 連 し た ア ン ド ロ ゲ ン 耐 性 、 ５ α － 還 元
酵 素 症 候 群 、 女 性 化 乳 房 な ど の 性 腺 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 関 連 疾 患 を 含 む 。 眼 の 疾 患 に は 、
結 膜 炎 、 乾 性 角 結 膜 炎 、 角 膜 炎 、 上 強 膜 炎 、 虹 彩 炎 、 後 部 ブ ド ウ 膜 炎 、 緑 内 障 、 一 過 性 黒
内 障 、 虚 血 性 視 神 経 症 、 視 神 経 炎 、 レ ー バ ー 遺 伝 性 視 神 経 症 、 中 毒 性 視 神 経 症 、 硝 子 体 剥
離 、 網 膜 剥 離 、 白 内 障 、 黄 斑 変 性 症 、 中 心 性 漿 液 性 脈 絡 網 膜 症 、 網 膜 色 素 変 性 （ 色 素 性 網
膜 炎 )、 脈 絡 膜 黒 色 腫 、 球 後 腫 瘍 、 視 交 叉 腫 瘍 （ chiasmal tumor） が あ る 。 代 謝 障 害 に は
、 ア ジ ソ ン 病 、 脳 腱 黄 色 腫 症 、 先 天 性 副 腎 過 形 成 、 ク マ リ ン 耐 性 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 糖 尿 病
、 脂 肪 性 肝 硬 変 、 果 糖 -1， 6-ジ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 、 ガ ラ ク ト ー ス 血 症 、 甲 状 腺 腫 、 グ
ル カ ゴ ノ ー マ 、 糖 原 病 、 遺 伝 性 果 糖 不 耐 症 、 ア ド レ ナ リ ン 過 剰 症 、 低 ア ド レ ナ リ ン 症 、 副
甲 状 腺 亢 進 症 、 副 甲 状 腺 低 下 症 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 甲 状 腺 亢 進 症 、 低 血 糖 症 、 甲 状
腺 低 下 症 、 高 脂 質 血 症 、 高 脂 血 症 、 脂 質 ミ オ パ シ ー （ lipid myopathies） 、 脂 肪 異 栄 養 症
、 リ ソ ソ ー ム 蓄 積 症 、 メ ン ケ ス 症 候 群 、 後 角 症 候 群 （ occipital horn syndrome） 、 マ ン
ノ シ ド ー シ ス 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 欠 損 症 、 肥 満 症 、 ペ ン ト ー ス － フ ェ ニ ル ケ ト ン 尿 症 、 プ
ソ イ ド ビ タ ミ ン D欠 乏 く る 病 、 低 カ ル シ ウ ム 血 症 、 低 リ ン 酸 血 症 、 思 春 期 後 小 脳 性 運 動 失
調 症 、 チ ロ シ ン 血 症 が あ る 。 胃 腸 疾 患 に は 、 嚥 下 障 害 、 消 化 性 食 道 炎 、 食 道 痙 攣 、 食 道 狭
窄 、 食 道 癌 、 消 化 不 良 、 消 化 障 害 、 胃 炎 、 胃 癌 、 食 欲 不 振 、 悪 心 、 嘔 吐 、 胃 不 全 麻 痺 、 洞
ま た は 幽 門 の 浮 腫 、 腹 部 ア ン ギ ナ 、 胸 焼 け 、 胃 腸 炎 、 イ レ ウ ス 、 腸 管 感 染 、 消 化 性 潰 瘍 、
胆 石 症 、 胆 嚢 炎 、 胆 汁 う っ 滞 、 膵 臓 炎 、 膵 臓 癌 、 胆 道 疾 患 、 肝 炎 、 高 ビ リ ル ビ ン 血 症 、 遺
伝 性 高 ビ リ ル ビ ン 血 症 、 硬 変 症 、 肝 臓 の 受 動 的 う っ 血 、 ヘ パ ト ー ム 、 感 染 性 大 腸 炎 、 潰 瘍
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性 結 腸 炎 、 潰 瘍 性 直 腸 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ホ イ ッ プ ル 病 、 マ ロ リ ー ‐ ヴ ァ イ ス 症 候 群 、 結 腸
癌 、 結 腸 閉 塞 、 過 敏 性 腸 症 候 群 、 短 小 腸 症 候 群 、 下 痢 、 便 秘 、 胃 腸 出 血 、 後 天 性 免 疫 不 全
症 候 群 （ AIDS） 腸 症 、 黄 疸 、 肝 性 脳 症 、 肝 腎 症 候 群 、 脂 肪 肝 、 血 色 素 症 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、
α -1-ア ン チ ト リ プ シ ン 欠 損 症 、 ラ イ 症 候 群 、 原 発 性 硬 化 性 胆 管 炎 、 肝 梗 塞 、 門 脈 循 環 閉
塞 及 び 血 栓 、 小 葉 中 心 壊 死 、 肝 臓 紫 斑 病 、 肝 静 脈 血 栓 、 肝 静 脈 閉 塞 症 、 子 癇 前 症 、 子 癇 、
妊 娠 性 急 性 脂 肪 肝 、 妊 娠 性 肝 臓 内 胆 汁 う っ 滞 と 、 結 節 性 過 形 成 ・ 腺 腫 ・ 癌 腫 を 含 む 肝 腫 瘍
が あ る 。 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 サ ザ ー ン 法 や ノ ー ザ ン 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ
ト 法 、 或 い は そ の 他 の 膜 系 の 技 術 、 PCR法 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク （ dipstick） 、 ピ ン （ pin
） 、 お よ び マ ル チ フ ォ ー マ ッ ト の ELISA式 ア ッ セ イ 、 お よ び 、 変 容 し た DME発 現 を 検 出 す る
た め に 患 者 か ら 採 取 し た 体 液 或 い は 組 織 を 利 用 す る マ イ ク ロ ア レ イ に 使 用 可 能 で あ る 。 こ
の よ う な 定 性 方 法 ま た は 定 量 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 或 る 特 定 の 態 様 で は 、 DMEを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 群 を 、 関 連 す る 障 害 、 特 に 上 記 し
た 障 害 を 検 出 す る ア ッ セ イ 類 に 用 い 得 る 。 DMEを コ ー ド す る 配 列 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 、 標 準 的 な 方 法 で 標 識 化 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 に 好 適 な 条 件 の
下 、 患 者 か ら 採 取 し た 体 液 或 い は 組 織 の サ ン プ ル に 加 え る こ と が で き る 。 好 適 な イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 期 間 が 経 過 し た ら サ ン プ ル を 洗 浄 し 、 シ グ ナ ル を 定 量 し て 標 準 値 と 比 較 す る 。
患 者 の サ ン プ ル の シ グ ナ ル の 量 が 対 照 サ ン プ ル に 比 較 し て 著 し く 変 化 し て い る 場 合 は 、 そ
の サ ン プ ル 内 の DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 の レ ベ ル 変 化 の 存 在 に よ り 、 関 連 す
る 疾 患 の 存 在 が 明 ら か に な る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 動 物 実 験 、 臨 床 試 験 に お け る 特 定
の 治 療 効 果 を 評 価 す る た め 、 あ る い は 個 々 の 患 者 の 治 療 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い る こ と
も で き る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 DMEの 発 現 に 関 連 す る 障 害 の 診 断 の 基 礎 を 提 供 す る た め に 、 発 現 の 正 常 す な わ ち 標 準 的
な プ ロ フ ァ イ ル が 確 立 さ れ る 。 こ れ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 或 い は 増 幅 に 好 適 な 条 件
の 下 で 、 動 物 或 い は ヒ ト の 何 れ か の 正 常 な 被 験 者 か ら 採 取 さ れ た 体 液 或 い は 細 胞 抽 出 物 と
、 DMEを コ ー ド す る 配 列 或 い は そ の 断 片 と を 混 合 す る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 実 質 的 に
精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 既 知 量 で 用 い て 行 っ た 実 験 か ら 得 た 値 を 正 常 な 被 験 者 か ら
得 た 値 と 比 較 す る こ と に よ り 、 標 準 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 定 量 す る こ と が で き る 。 こ
の よ う に し て 得 た 標 準 値 は 、 疾 患 の 徴 候 を 示 す 患 者 か ら 得 た サ ン プ ル か ら 得 た 値 と 比 較 す
る こ と が で き る 。 標 準 値 か ら の 偏 差 を 用 い て 疾 患 の 存 在 を 確 定 す る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 疾 患 の 存 在 が 確 定 さ れ て 治 療 プ ロ ト コ ル が 開 始 さ れ る と 、 患 者 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 な 被
検 者 に 観 察 さ れ る レ ベ ル に 近 づ き 始 め た か ど う か を 測 定 す る た め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン ア ッ セ イ を 定 期 的 に 繰 り 返 し 得 る 。 連 続 ア ッ セ イ か ら 得 ら れ た 結 果 を 用 い て 、 数 日 か ら
数 ヶ 月 の 期 間 に わ た る 治 療 の 効 果 を 示 し 得 る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 癌 に 関 し て は 、 個 体 か ら の 生 体 組 織 に お け る 異 常 な 量 の 転 写 物 （ 過 少 発 現 ま た は 過 剰 発
現 ） の 存 在 は 、 疾 患 の 発 生 素 質 を 示 し た り 、 実 際 に 臨 床 的 症 状 が 現 れ る 前 に 疾 患 を 検 出 す
る 方 法 を 提 供 し 得 る 。 こ の 種 の よ り 明 確 な 診 断 に よ り 、 医 療 の 専 門 家 が 予 防 方 法 ま た は 積
極 的 な 治 療 法 を 早 く か ら 利 用 し 、 そ れ に よ っ て 癌 の 発 生 ま た は 更 な る 進 行 を 防 止 す る こ と
が 可 能 と な る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 DMEを コ ー ド す る 配 列 群 か ら 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 群 の 、 更 な る 診 断 へ の 利 用
に は 、 PCRの 利 用 が 含 ま れ 得 る 。 こ れ ら の オ リ ゴ マ ー は 、 化 学 的 に 合 成 す る か 、 酵 素 に よ
り 生 産 す る か 、 あ る い は in vitroで 産 出 し 得 る 。 オ リ ゴ マ ー は 、 好 ま し く は DMEを コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 、 或 い は DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 を 含 み 、 最 適 化 し た 条 件 下 で 、 特 定 の 遺 伝 子 や 条 件 を 識 別 す る た め に
利 用 さ れ る 。 ま た 、 オ リ ゴ マ ー は 、 や や 緩 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 近 縁 の DNAあ
る い は RNA配 列 の 検 出 、 定 量 、 あ る い は そ の 両 方 の た め 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
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【 ０ ３ １ ８ 】
　 或 る 特 定 態 様 で 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 に 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー 類 を 用 い 一 塩 基 多 型 (SNP)を 検 出 し 得 る 。 SNPは 、 多 く の 場 合 に ヒ ト の 先 天 性 ま た
は 後 天 性 遺 伝 病 の 原 因 と な る よ う な 置 換 、 挿 入 お よ び 欠 失 で あ る 。 限 定 す る も の で は な い
が SNPの 検 出 方 法 に は 、 SSCP（ single-stranded conformation polymorphism） 及 び 蛍 光 SS
CP（ fSSCP） が あ る 。 SSCPで は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 に 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 類 と ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ PCR） を 用 い DNAを 増 幅 す る 。 こ の DNA
は 例 え ば 、 病 変 組 織 ま た は 正 常 組 織 、 生 検 サ ン プ ル 、 体 液 な ど に 由 来 し 得 る 。 Ｄ Ｎ Ａ 内 の
Ｓ Ｎ Ｐ は 、 一 本 鎖 形 状 の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の ２ 次 及 び ３ 次 構 造 に 差 異 を 生 じ さ せ る 。 差 異 は 非
変 性 ゲ ル 中 で の ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 用 い て 検 出 可 能 で あ る 。 fSSCPで は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ラ イ マ ー を 蛍 光 性 に 標 識 す る 。 そ れ に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ 機 な ど の 高 処 理
機 器 で ア ン プ リ マ ー （ amplimer） の 検 出 が 可 能 に な る 。 更 に 、 イ ン シ リ コ SNP（ in silico
 SNP, isSNP） と 呼 ば れ る 配 列 デ ー タ ベ ー ス 分 析 法 は 、 共 通 の コ ン セ ン サ ス 配 列 へ ア セ ン
ブ リ さ れ る よ う な 個 々 の オ ー バ ー ラ ッ プ す る DNA断 片 群 の 配 列 を 比 較 す る こ と に よ り 、 多
型 性 を 同 定 し 得 る 。 こ れ ら の コ ン ピ ュ ー タ ベ ー ス の 方 法 は 、 DNAの 実 験 室 で の 調 製 に 、 ま
た は 統 計 モ デ ル と DNA配 列 ク ロ マ ト グ ラ ム の 自 動 分 析 と を 用 い た シ ー ク エ ン シ ン グ の エ ラ
ー に 起 因 す る 配 列 変 異 を 、 フ ィ ル タ リ ン グ し て 除 去 す る 。 別 の 態 様 で は 、 例 え ば 高 処 理 MA
SSARRAYシ ス テ ム （ Sequenom, Inc., San Diego CA） を 用 い た 質 量 分 析 に よ り SNPを 検 出 し
、 特 徴 付 け る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 SNPを 利 用 し て 、 ヒ ト 疾 患 の 遺 伝 的 基 礎 を 研 究 し う る 。 例 え ば 少 な く と も 16種 の 一 般 的 S
NPが 、 イ ン ス リ ン 非 依 存 型 糖 尿 病 と 関 連 し て い る 。 SNPは ま た 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 鎌 状 赤 血
球 貧 血 、 慢 性 肉 芽 腫 症 等 の 単 一 遺 伝 子 病 の 転 帰 の 違 い を 研 究 す る た め に 有 用 で あ る 。 例 え
ば マ ン ノ ー ス 結 合 レ ク チ ン で あ る MBL2に お け る 変 異 体 群 は 、 嚢 胞 性 線 維 症 に お け る 有 害 な
肺 の 転 帰 と の 相 関 が 示 さ れ て い る 。 SNPは ま た 、 薬 理 ゲ ノ ム 学 に お い て も 有 用 性 を 持 つ 。
薬 理 ゲ ノ ム 学 は 、 患 者 の 薬 物 へ の 応 答 （ 例 え ば 命 を 脅 か す 毒 性 ） に 影 響 す る 遺 伝 的 変 異 体
の 同 定 を 行 う 。 例 え ば Nア セ チ ル 転 移 酵 素 に お け る 或 る 変 異 は 、 抗 結 核 薬 で あ る イ ソ ニ ア
ジ ド に 応 答 し て の 末 梢 ニ ュ ー ロ パ シ ー の 高 い 発 症 率 と 関 連 す る 。 一 方 、 ALOX5遺 伝 子 の コ
ア プ ロ モ ー タ に お け る 或 る 変 異 の 結 果 、 5-リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ 経 路 を 標 的 と す る 或 る 抗 喘 息
薬 で の 治 療 に 対 す る 臨 床 応 答 が 低 下 す る 。 異 な る 集 団 群 に お け る SNPの 分 布 の 分 析 は 、 遺
伝 的 浮 動 、 突 然 変 異 、 遺 伝 子 組 換 え 、 遺 伝 子 選 択 の 調 査 に 有 用 で あ り 、 集 団 の 起 源 と そ の
移 動 と の 追 跡 に も 有 用 で あ る (Taylor, J.G.他 (2001) Trends Mol. Med. 7:507-512; Kwok
, P.-Y. お よ び  Z. Gu (1999) Mol. Med. Today 5:538-543; Nowotny, P. 他 (2001) Curr
. Opin. Neurobiol. 11:637-641)。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 DMEの 発 現 を 定 量 す る た め に 用 い 得 る 方 法 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 放 射 標 識 ま た は ビ オ チ
ン 標 識 、 調 節 核 酸 の 相 互 増 幅 （ coamplification） 、 及 び 、 標 準 曲 線 か ら 得 た 結 果 の 補 間
も あ る (Melby, P.C.他 (1993) J. Immunol. Methods 159:235-244; Duplaa, C.他  (1993) 
Anal. Biochem. 212:229-236)。 目 的 の オ リ ゴ マ ー が 種 々 の 希 釈 液 中 に 存 在 し 、 分 光 光 度
法 ま た は 比 色 反 応 に よ っ て 定 量 が 迅 速 に な る よ う な 高 処 理 フ ォ ー マ ッ ト の ア ッ セ イ を 行 う
こ と に よ っ て 、 複 数 の サ ン プ ル の 定 量 速 度 を 加 速 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 更 に 別 の 実 施 例 で は 、 本 明 細 書 で 記 載 し た 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は よ り 長 い 断 片 を 、 或 る マ イ ク ロ ア レ イ に お け る エ レ メ ン ト 群 と し て 用 い る
こ と が で き る 。 多 数 の 遺 伝 子 の 相 対 発 現 レ ベ ル を 同 時 に モ ニ タ ー す る 転 写 イ メ ー ジ ン グ 技
術 に マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ に つ い て は 、 以 下 に 記 載 す る 。 マ イ
ク ロ ア レ イ は ま た 、 遺 伝 変 異 体 、 突 然 変 異 お よ び 多 型 性 の 同 定 に 用 い る こ と が で き る 。 こ
の 情 報 を 用 い る こ と で 、 遺 伝 子 機 能 を 決 定 し 、 疾 患 の 遺 伝 的 根 拠 を 理 解 し 、 疾 患 を 診 断 し
、 遺 伝 子 発 現 の 機 能 と し て の 疾 病 の 進 行 ／ 後 退 を モ ニ タ ー し 、 疾 病 治 療 に お け る 薬 物 の 活
性 を 開 発 お よ び モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 特 に 、 患 者 に と っ て 最 も ふ さ わ し く 、 有 効 な
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治 療 法 を 選 択 す る た め に 、 こ の 情 報 を 用 い て 患 者 の 薬 理 ゲ ノ ム プ ロ フ ァ イ ル を 開 発 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 患 者 の 薬 理 ゲ ノ ム プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ き 、 患 者 に 対 し て 高 度 に 効 果
的 で 副 作 用 の 最 も 少 な い 治 療 薬 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 DME、 DMEの 断 片 群 ま た は 、 DMEに 特 異 的 な 抗 体 類 を 、 或 る マ イ ク ロ
ア レ イ 上 の エ レ メ ン ト 群 と し て 用 い 得 る 。 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 上 記 の よ う な タ ン パ
ク 質 間 相 互 作 用 、 薬 物 － 標 的 相 互 作 用 お よ び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を モ ニ タ ー ま た は 測
定 で き る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 或 る 実 施 態 様 は 、 或 る 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の 転 写 イ メ ー ジ を 作 製 す る 、 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に 関 連 す る 。 転 写 イ メ ー ジ は 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に よ る 、
遺 伝 子 発 現 の 包 括 的 パ タ ー ン を 表 す 。 包 括 的 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 所 与 の 条 件 下 で 所 与
の 時 間 に 発 現 し た 遺 伝 子 の 数 お よ び 相 対 存 在 量 を 定 量 す る こ と に よ り 分 析 し 得 る （ Seilha
mer 他 の 米 国 特 許 第 5,840,484号  「 Comparative Gene Transcript Analysis」 ;言 及 を 以
て 特 に 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 。 従 っ て 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の 転 写 物 ま た は 逆
転 写 物 全 体 に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 体 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ
り 、 転 写 イ メ ー ジ を 生 成 し 得 る 。 或 る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ
れ ら の 相 補 体 が １ マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 複 数 エ レ メ ン ト の １ サ ブ セ ッ ト を 持 つ よ う な 高 処 理
フ ォ ー マ ッ ト で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 発 生 さ せ る 。 結 果 と し て 得 ら れ る 転 写 イ メ ー ジ
は 、 遺 伝 子 活 性 の プ ロ フ ァ イ ル を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 転 写 イ メ ー ジ は 、 組 織 、 細 胞 株 、 生 検 ま た は そ の 生 体 サ ン プ ル か ら 単 離 し た 転 写 物 を 用
い て 作 製 し 得 る 。 転 写 イ メ ー ジ は し た が っ て 、 組 織 ま た は 生 検 サ ン プ ル の 場 合 に は in viv
o、 細 胞 株 の 場 合 に は in vitroで の 遺 伝 子 発 現 を 反 映 す る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の プ ロ フ ァ イ ル を 作 製 す る 転 写 イ メ ー ジ は ま た 、 in v
itroモ デ ル 系 お よ び 薬 物 の 前 臨 床 評 価 に 、 あ る い は 工 業 的 ま た は 天 然 の 環 境 化 合 物 の 毒 性
試 験 に 関 連 し て 使 用 し 得 る 。 全 て の 化 合 物 は 、 作 用 お よ び 毒 性 の メ カ ニ ズ ム を 標 示 し 、 し
ば し ば 分 子 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト ま た は 毒 性 シ グ ネ チ ャ (toxicant signatures)と 称 さ れ る
、 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 惹 起 す る （ Nuwaysir, E.F. 他 (1999) Mol. Carcinog. 2
4:153-159; Steiner, S. and N.L. Anderson (2000) Toxicol. Lett. 112-113:467-471)
。 試 験 化 合 物 が 、 既 知 毒 性 を 有 す る 化 合 物 の シ グ ネ チ ャ と 同 一 の シ グ ネ チ ャ を 有 す る 場 合
に は 、 毒 性 特 性 を 共 有 し て い る 可 能 性 が あ る 。 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト ま た は シ グ ネ チ ャ は 、
多 数 の 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー か ら の 発 現 情 報 を 含 ん で い る 場 合 に 、 最 も 有 用 且 つ
正 確 で あ る 。 理 想 的 に は 、 ゲ ノ ム 全 域 に わ た る 発 現 の 測 定 が 、 最 高 品 質 の シ グ ネ チ ャ を 提
供 す る 。 た と え 、 発 現 が 任 意 の 試 験 さ れ た 化 合 物 に よ っ て 変 容 し な い 遺 伝 子 が あ っ た と し
て も 、 そ れ ら の 発 現 レ ベ ル を 残 り の 発 現 デ ー タ を ノ ー マ ラ イ ズ す る こ と に 使 用 で き る た め
、 そ れ ら の 遺 伝 子 は 重 要 で あ る 。 ノ ー マ ラ イ ズ 手 順 は 、 種 々 の 化 合 物 で 処 理 し た 後 の 発 現
デ ー タ の 比 較 に 有 用 で あ る 。 或 る 毒 性 シ グ ネ チ ャ の エ レ メ ン ト 群 に 遺 伝 子 機 能 を 割 り 当 て
る こ と は 毒 性 機 序 の 解 釈 に 役 立 つ が 、 毒 性 の 予 測 に つ な が る 、 シ グ ネ チ ャ 群 の 統 計 的 マ ッ
チ ン グ に は 、 遺 伝 子 機 能 の 知 識 は 必 要 で な い (例 え ば National Institute of Environment
al Health Sciencesの Press Release 00-02、 2000年 2月 29日 , http://www.niehs.nih.gov
/oc/news/toxchip.htm参 照 )。 し た が っ て 、 毒 性 シ グ ネ チ ャ を 用 い る 中 毒 学 的 ス ク リ ー ニ
ン グ の 際 に 、 全 て の 発 現 し た 遺 伝 子 配 列 を 含 め る こ と は 、 重 要 且 つ 望 ま し い 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 或 る 実 施 態 様 で は 、 核 酸 を 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に よ り 、 こ
の 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 し う る 。 処 理 し た 生 体 サ ン プ ル 中 で 発 現 し た 核 酸 は 、 本 発 明 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 な １ つ 以 上 の プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ っ て 本 発
明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 転 写 レ ベ ル を 定 量 し 得 る 。 処 理 し た 生 体 サ ン プ ル 中 の 転
写 レ ベ ル を 、 未 処 理 生 体 サ ン プ ル 中 の レ ベ ル と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の 転 写 物 レ ベ ル の 差
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は 、 処 理 さ れ た サ ン プ ル 中 で 試 験 化 合 物 が 引 き 起 こ す 毒 性 反 応 を 示 す 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 本 発 明 で 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド 群 を 用 い た 、 或 る 組 織 ま た は 細 胞 タ イ
プ の プ ロ テ オ ー ム の 分 析 に 関 す る 。 プ ロ テ オ ー ム の 語 は 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ で
の タ ン パ ク 質 発 現 の 包 括 的 パ タ ー ン を 指 す 。 プ ロ テ オ ー ム の 各 タ ン パ ク 質 成 分 は 、 個 々 に
更 な る 分 析 に か け る こ と が で き る 。 プ ロ テ オ ー ム 発 現 パ タ ー ン す な わ ち プ ロ フ ァ イ ル は 、
所 与 の 条 件 下 で 所 与 の 時 間 に 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 数 お よ び 相 対 存 在 量 を 定 量 す る こ と に
よ り 分 析 し 得 る 。 し た が っ て 、 或 る 細 胞 の プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ァ イ ル は 、 特 定 の 組 織 ま
た は 細 胞 タ イ プ の ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 お よ び 分 析 す る こ と に よ り 作 成 し 得 る 。 或 る 実 施 態
様 で は 、 １ 次 元 等 電 点 電 気 泳 動 に よ り サ ン プ ル か ら タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 ２ 次 元 ド デ シ ル
硫 酸 ナ ト リ ウ ム ス ラ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 子 量 に 応 じ て 分 離 す る よ う な ２ 次 元 ゲ ル 電 気
泳 動 に よ り 、 分 離 が 達 成 さ れ る （ 前 出 Steinerお よ び Anderson） 。 タ ン パ ク 質 は 、 通 常 は
ク ー マ シ ー ブ ル ー 、 あ る い は 銀 染 色 液 ま た は 蛍 光 染 色 液 な ど の 物 質 を 用 い て ゲ ル を 染 色 す
る こ と に よ り 、 分 散 し た 、 独 自 の 位 置 に あ る 点 と し て ゲ ル 中 で 可 視 化 さ れ る 。 各 タ ン パ ク
質 ス ポ ッ ト の 光 学 密 度 は 、 通 常 、 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 比 例 す る 。 異 な る サ ン
プ ル 、 例 え ば 試 験 化 合 物 ま た は 治 療 薬 で 処 理 ま た は 未 処 理 の い ず れ か の 生 体 サ ン プ ル か ら
の 、 同 等 に 位 置 し た タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 光 学 密 度 を 比 較 し 、 処 理 に 関 連 す る タ ン パ ク 質
ス ポ ッ ト 密 度 の 変 化 を 同 定 す る 。 ス ポ ッ ト 内 の タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 化 学 的 ま た は 酵 素 的
切 断 と そ れ に 続 く 質 量 分 析 を 用 い る 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 部 分 的 に シ ー ク エ ン シ ン グ す る
。 或 る ス ポ ッ ト 内 の タ ン パ ク 質 の 同 一 性 は 、 そ の 部 分 配 列 を 、 好 適 に は 少 な く と も ５ 個 の
連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 決 定 し 得 る 。 場
合 に よ っ て は 、 決 定 的 な タ ン パ ク 質 同 定 の た め の 更 な る 配 列 デ ー タ が 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ァ イ ル は 、 DMEに 特 異 的 な 抗 体 類 を 用 い て DME発 現 レ ベ ル を 定 量 す
る こ と に よ っ て も 作 成 で き る 。 或 る 実 施 態 様 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の エ レ メ ン ト と し て
こ れ ら 抗 体 を 用 い 、 マ イ ク ロ ア レ イ を サ ン プ ル に 曝 し て 各 ア レ イ エ レ メ ン ト へ の タ ン パ ク
質 結 合 レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル を 定 量 す る （ Lueking, A. 他
(1999) Anal. Biochem. 270:103-111; Mendoze, L.G.他 (1999) Biotechniques 27:778-78
8） 。 検 出 は 当 分 野 で 既 知 の 様 々 な 方 法 で 行 う こ と が で き 、 例 え ば 、 チ オ ー ル 反 応 性 ま た
は ア ミ ノ 反 応 性 蛍 光 化 合 物 と サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 を 反 応 さ せ 、 各 ア レ イ エ レ メ ン ト に
お け る 蛍 光 結 合 の 量 を 検 出 し 得 る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 プ ロ テ オ ー ム レ ベ ル で の 毒 性 シ グ ネ チ ャ も 中 毒 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ り 、 転 写
物 レ ベ ル で の 毒 性 シ グ ネ チ ャ と 並 行 に 分 析 す る べ き で あ る 。 い く つ か の 組 織 の い く つ か の
タ ン パ ク 質 に つ い て は 、 転 写 物 の 存 在 量 と タ ン パ ク 質 の 存 在 量 と の 相 関 が 乏 し い の で （ An
derson, N.L. お よ び  J. Seilhamer（ 1997） Electrophoresis 18:533-537） 、 転 写 イ メ ー
ジ に は そ れ 程 影 響 し な い が プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ァ イ ル を 改 変 す る よ う な 化 合 物 の 分 析 に
お い て 、 プ ロ テ オ ー ム 毒 性 シ グ ネ チ ャ は 有 用 た り 得 る 。 更 に 、 体 液 中 の 転 写 物 の 分 析 は mR
NAの 急 速 な 分 解 の た め に 困 難 な の で 、 プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ァ イ ル 作 成 は こ の よ う な 場 合
に よ り 信 頼 で き 、 情 報 価 値 が あ り 得 る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に
よ り 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 処 理 さ れ た 生 体 サ ン プ ル 中 で 発 現 し た タ ン パ ク 質 は 、
各 タ ン パ ク 質 の 量 を 定 量 し 得 る よ う に 分 離 す る 。 各 タ ン パ ク 質 の 量 を 、 未 処 理 生 物 学 的 サ
ン プ ル 中 の 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 量 と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 の 量 の 差 は 、 処
理 サ ン プ ル 中 の 試 験 化 合 物 に 対 す る 毒 性 反 応 を 標 示 す る 。 個 々 の タ ン パ ク 質 は 、 個 々 の タ
ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 残 基 を シ ー ク エ ン シ ン グ し 、 こ れ ら 部 分 配 列 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
と 比 較 す る こ と に よ り 同 定 す る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に
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よ り 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 生 体 サ ン プ ル か ら 得 た タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 抗 体 に よ り 認 識 さ れ た タ ン パ ク 質 の
量 を 定 量 す る 。 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 量 を 、 未 処 理 生 物 学 的 サ ン
プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 量 と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 の 量 の 差 は 、 処 理 サ ン プ ル
中 の 試 験 化 合 物 に 対 す る 毒 性 反 応 を 標 示 す る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 本 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 で 調 製 、 使 用 し 、 分 析 す る （ Brennan, T.M
. 他 （ 1995） 米 国 特 許 第 5,474,796号 、 Schena, M. 他 （ 1996） Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 93:10614-10619、 Baldeschweiler 他 （ 1995） PCT出 願 第 WO95/251116号 、 Shalon, D.他
（ 1995） PCT出 願 第 WO95/35505号 、 Heller, R.A. 他 (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
94:2150-2155; Heller, M.J.他 (1997) 米 国 特 許 第 5,605,662号 ） 。 様 々 な タ イ プ の マ イ ク
ロ ア レ イ が 周 知 で あ り 、 詳 細 は Schena, M., 編 集 (1999; 

, Oxford University Press, London)に 記 載 が あ る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 DMEを コ ー ド す る 核 酸 配 列 群 を 用 い て 、 天 然 ゲ ノ ム 配 列 を
マ ッ ピ ン グ す る の に 有 用 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 群 を 作 製 で き る 。 コ ー ド 配 列
ま た は 非 コ ー ド 配 列 の い ず れ か を 用 い る こ と が で き 、 或 る 例 で は 、 コ ー ド 配 列 よ り 非 コ ー
ド 配 列 の 方 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 多 重 遺 伝 子 族 の メ ン バ ー 内 で の コ ー ド 配 列 の 保 存 に よ り
、 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 中 に 望 ま し く な い ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 生 じ る 可 能 性 が あ
る 。 核 酸 配 列 は 、 特 定 の 染 色 体 、 染 色 体 の 特 定 領 域 ま た は 人 工 形 成 の 染 色 体 、 例 え ば 、 ヒ
ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ YAC） 、 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） 、 細 菌 P1産 物 、
或 い は 単 一 染 色 体 cDNAラ イ ブ ラ リ に 対 し て マ ッ ピ ン グ さ れ る (Harrington, J.J.他 (1997) 
Nat. Genet. 15:345-355; Price, C.M. (1993) Blood Rev. 7:127-134; Trask, B.J. (19
91) Trends Genet. 7:149-154)。 一 度 マ ッ ピ ン グ す る と 、 核 酸 配 列 群 を 用 い て 、 例 え ば 或
る 病 状 の 遺 伝 を 特 定 染 色 体 領 域 の 遺 伝 と ま た は 制 限 酵 素 断 片 長 多 型 (RFLP)と 相 関 さ せ る よ
う な 遺 伝 子 連 鎖 地 図 を 開 発 し 得 る (Lander, E.S.お よ び D. Botstein (1986) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 83:7353-7357)。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 蛍 光 原 位 置 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 (FISH)は 、 他 の 物 理 的 お よ び 遺 伝 的 地 図 デ ー タ と 相 関 し
得 る (Heinz-Ulrich他 (1995) in Meyers, 前 出 、 965-968ペ ー ジ ） 。 遺 伝 地 図 デ ー タ の 例 は
、 種 々 の 科 学 雑 誌 あ る い は Online Mendelian Inheritance in Man（ OMIM） の ウ ェ ブ サ イ
ト に 見 ら れ る 。 物 理 的 染 色 体 地 図 上 の 、 DMEを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 位 置 と 、 特 定 の 疾 患 と
の 相 関 性 、 あ る い は 特 定 の 疾 患 に 対 す る 素 因 と の 相 関 性 は 、 こ の 疾 患 と 関 連 す る DNAの 領
域 の 決 定 に 役 立 ち 得 る た め 、 位 置 を 決 定 す る ク ロ ー ニ ン グ の 作 業 を 促 進 し 得 る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 確 定 し た 染 色 体 マ ー カ ー 類 を 用 い た 連 鎖 分 析 な ど の 物 理 的 マ ッ ピ ン グ 技 術 、 お よ び 染 色
体 標 本 の 原 位 置 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 を 用 い て 、 遺 伝 地 図 を 拡 張 す る こ と が で き る 。 例 え ば
マ ウ ス な ど 別 の 哺 乳 類 の 染 色 体 上 に 遺 伝 子 を 配 置 す る こ と に よ り 、 正 確 な 染 色 体 上 の 遺 伝
子 座 が 未 知 で も 、 関 連 す る マ ー カ ー 類 を し ば し ば 明 ら か に し 得 る 。 こ の 情 報 は 、 ポ ジ シ ョ
ナ ル ク ロ ー ニ ン グ な ど の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 疾 患 遺 伝 子 を 探 る 研 究 者 に と っ て 価 値 が
あ る 。 い っ た ん 疾 患 ま た は 症 候 群 に 関 与 す る 遺 伝 子 （ 群 ） が 、 血 管 拡 張 性 失 調 症 の 11q22-
23領 域 な ど 、 特 定 の ゲ ノ ム 領 域 へ の 遺 伝 的 連 鎖 に よ っ て 、 大 ま か に 位 置 決 め が な さ れ る と
、 該 領 域 に マ ッ プ さ れ る 任 意 の 配 列 は 、 更 な る 調 査 の た め の 関 連 遺 伝 子 あ る い は 調 節 遺 伝
子 を 提 示 し て い る 可 能 性 が あ る (Gatti, R.A.他 (1988) Nature 336:577-580)。 転 座 、 反 転
な ど に 起 因 す る 、 健 常 者 、 保 有 者 、 罹 病 者 の 三 者 間 に お け る 染 色 体 位 置 の 相 違 を 検 出 す る
場 合 に も 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い 得 る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 DME、 そ の 触 媒 作 用 断 片 群 、 或 い は 免 疫 原 断 片 群 、 ま た は
そ の オ リ ゴ ペ プ チ ド 群 を 、 種 々 の 任 意 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に お け る 、 化 合 物 群 の ラ
イ ブ ラ リ 類 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い 得 る 。 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る 断 片 は 、 溶 液 中 に
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遊 離 し て い る か 、 固 体 支 持 物 に 固 定 さ れ る か 、 細 胞 表 面 上 に 保 持 さ れ る か 、 細 胞 内 に 位 置
し う る 。 DMEと 、 試 験 す る 薬 物 と の 結 合 に よ る 複 合 体 の 形 成 を 測 定 し 得 る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 別 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 好 適 な 結 合 親 和 性 を 有 す る
化 合 物 を 高 い 処 理 能 力 で ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い ら れ る (Geysen他 （ 1984） PCT出 願
WO84/03564） 。 こ の 方 法 に お い て は 、 多 数 の 様 々 な 低 分 子 の 試 験 用 化 合 物 を 固 体 基 板 上 で
合 成 す る 。 試 験 用 化 合 物 は 、 DME、 或 い は そ の 断 片 と 反 応 し て か ら 洗 浄 す る 。 次 に 、 結 合
し た DMEが 、 当 分 野 で 周 知 の 種 々 の 方 法 で 検 出 さ れ る 。 精 製 さ れ た DMEは ま た 、 前 記 し た 薬
物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に 用 い る プ レ ー ト 上 に 直 接 、 被 覆 し 得 る 。 別 法 で は 、 非 中 和 抗 体 を
用 い て ペ プ チ ド を 捕 捉 し 、 ペ プ チ ド を 固 体 支 持 物 に 固 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 DMEと 特 異 結 合 可 能 な 中 和 抗 体 が DMEと の 結 合 に つ い て 試 験 化 合 物 と
競 合 す る 、 競 合 的 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 抗
体 が 、 DMEと １ つ 以 上 の 抗 原 決 定 基 を 共 有 す る ど の ペ プ チ ド の 存 在 も 検 出 す る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 DMEを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 を 、 将 来 に 開 発 さ れ る 分 子 生
物 学 技 術 で あ り 、 現 在 知 ら れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 の 特 性 （ 限 定 は さ れ な い が 、 ト リ
プ レ ッ ト 遺 伝 暗 号 及 び 特 異 的 な 塩 基 対 相 互 作 用 な ど )に 依 存 す る 新 技 術 に 用 い 得 る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 更 に 詳 細 説 明 を し な く と も 、 当 業 者 で あ れ ば 以 上 の 説 明 を 以 っ て 本 発 明 を 最 大 限 に 利 用
で き る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 こ れ 以 下 に 記 載 す る 実 施 例 は 単 な る 例 示 目 的 に す ぎ ず 、 い
か よ う に も 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 前 述 し た 、 お よ び 以 下 に 記 載 す る 全 て の 特 許 出 願 、 特 許 、 刊 行 物 、 米 国 特 許 出 願 第 60/3
03,745号 、 同 第 60/305,402号 、 同 第 60/308,158号 、 お よ び 同 第 60/322,127号 も 含 め て 、 言
及 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ３ ４ ２ 】
　
　 Incyte cDNA群 の 由 来 は 、 LIFESEQ GOLDデ ー タ ベ ー ス  (Incyte Genomics, Palo Alto CA
)に 記 載 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ 群 で あ る 。 幾 つ か の 組 織 は ホ モ ジ ナ イ ズ し て グ ア ニ ジ ニ ウ
ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 溶 液 に 溶 解 し 、 他 の 組 織 は ホ モ ジ ナ イ ズ し て フ ェ ノ ー ル に ま た は 変
性 剤 群 の 好 適 な 混 合 液 に 溶 解 し た 。 混 合 液 の １ 例 で あ る TRIZOL（ Invitrogen） は 、 フ ェ ノ
ー ル と グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト と の 単 相 溶 液 で あ る 。 結 果 と し て 得 た 溶 解 物 は 、 塩
化 セ シ ウ ム の ク ッ シ ョ ン 液 の 上 に 重 層 し て 遠 心 分 離 す る か 、 ク ロ ロ フ ォ ル ム で 抽 出 し た 。
イ ソ プ ロ パ ノ ー ル か 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム と エ タ ノ ー ル か 、 い ず れ か 一 方 、 あ る い は 別 の 慣 例
的 方 法 で 、 溶 解 物 か ら RNAを 沈 殿 さ せ た 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 RNAの 純 度 を 高 め る た め 、 フ ェ ノ ー ル に よ る RNAの 抽 出 お よ び 沈 殿 を 、 必 要 な 回 数 繰 り 返
し た 。 場 合 に よ っ て は 、 DNア ー ゼ で RNAを 処 理 し た 。 殆 ど の ラ イ ブ ラ リ で は 、 オ リ ゴ d（ T
） 連 結 常 磁 性 粒 子 （ Promega） 、 OLIGOTEXラ テ ッ ク ス 粒 子 （ QIAGEN, Chatsworth CA） ま た
は OLIGOTEX mRNA精 製 キ ッ ト （ QIAGEN） を 用 い て 、 ポ リ （ A） +RNAを 単 離 し た 。 別 法 で は 、
別 の RNA単 離 キ ッ ト 、 例 え ば POLY（ A） PURE mRNA精 製 キ ッ ト （ Ambion, Austin TX） を 用 い
て 、 組 織 溶 解 物 か ら RNAを 直 接 単 離 し た 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 場 合 に よ っ て は Stratagene社 に RNAを 提 供 し 、 同 社 が 、 対 応 す る cDNAラ イ ブ ラ リ 群 を 作
製 し た 。 そ う で な い 場 合 は 、 UNIZAPベ ク タ ー シ ス テ ム （ Stratagene） ま た は SUPERSCRIPT
プ ラ ス ミ ド シ ス テ ム （ Invitrogen） を 用 い て 本 技 術 分 野 で 既 知 の 推 奨 方 法 ま た は 類 似 の 方
法 で cDNAを 合 成 し 、 cDNAラ イ ブ ラ リ を 作 製 し た （ 前 出 Ausubel他 、 5章 ） 。 逆 転 写 は 、 オ リ
ゴ d（ T） ま た は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 用 い て 開 始 し た 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ
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ー を 二 本 鎖 cDNAに 連 結 反 応 さ せ 、 好 適 な 制 限 酵 素 ま た は 酵 素 群 で cDNAを 消 化 し た 。 殆 ど の
ラ イ ブ ラ リ に 対 し cDNAの サ イ ズ 選 択 （ 300～ 1000bp） に は 、 SEPHACRYL S1000、 SEPHAROSE 
CL2Bま た は SEPHAROSE CL4Bカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ （ Amersham Biosciences） 、 あ る い は
分 取 用 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 用 い た 。 cDNAは 好 適 な プ ラ ス ミ ド の ポ リ リ ン カ ー の 、
適 合 す る 制 限 酵 素 部 位 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 好 適 な プ ラ ス ミ ド は 、 例 え ば PBLUESCRIPT
プ ラ ス ミ ド （ Stratagene） 、 PSPORT1プ ラ ス ミ ド （ Invitrogen） PCDNA2.1プ ラ ス ミ ド （ Inv
itrogen, Carlsbad CA） 、 PBK-CMVプ ラ ス ミ ド （ Stratagene） 、 PCR2－ TOPOTAプ ラ ス ミ ド
（ Invitrogen） 、 PCMV-ICISプ ラ ス ミ ド （ Stratagene） 、 pIGEN（ Incyte Genomics, Palo 
Alto CA） 、 pRARE(Incyte Genomics)、 ま た は plNCY（ Incyte Genomics） 、 ま た は こ れ ら
の 誘 導 体 で あ る 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド は 、 Stratagene社 の XL1-Blue、 XL1-BIueMRFま た は SOL
R、 あ る い は Invitrogen社 の DH5α 、 DH10Bま た は ElectroMAX DH10Bな ど 適 格 な 大 腸 菌 細 胞
に 形 質 転 換 し た 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　
　 の よ う に し て 得 た プ ラ ス ミ ド の 、 宿 主 細 胞 か ら の 回 収 は 、 UNIZAPベ ク タ ー シ ス
テ ム （ Stratagene） を 用 い た 切 除 に よ っ て 、 あ る い は 細 胞 溶 解 に よ っ て 行 っ た 。
プ ラ ス ミ ド を 精 製 す る 方 法 は 、 Magicま た は WIZARD Minipreps DNA精 製 シ ス テ ム （ Promega
） 、 AGTC Miniprep精 製 キ ッ ト （ Edge Biosystems, Gaithersburg MD） 、 QIAGEN社 の QIAWE
LL 8 Plasmid、 QIAWELL 8 Plus Plasmidお よ び QIAWELL 8 Ultra Plasmid 精 製 シ ス テ ム 、
R.E.A.L. Prep 96プ ラ ス ミ ド 精 製 キ ッ ト の 中 か ら 少 な く と も １ つ を 用 い た 。 プ ラ ス ミ ド は
、 沈 殿 さ せ た 後 、 0.1mlの 蒸 留 水 に 再 懸 濁 し て 、 凍 結 乾 燥 し て 或 い は 凍 結 乾 燥 し な い で ４
℃ で 保 管 し た 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 別 法 で は 高 処 理 フ ォ ー マ ッ ト で 直 接 結 合 PCRを 用 い 、 宿 主 細 胞 溶 解 物 か ら プ ラ ス ミ ド DNA
を 増 幅 し た (Rao, V.B.(1994)Anal. Biochem. 216:1-14)。 宿 主 細 胞 の 溶 解 お よ び 熱 サ イ ク
リ ン グ 過 程 は 、 単 一 反 応 混 合 液 中 で 行 っ た 。 サ ン プ ル を プ ロ セ ス し て 384穴 プ レ ー ト 内 で
保 管 し 、 増 幅 し た プ ラ ス ミ ド DNAの 濃 度 を PICOGREEN色 素 （ Molecular Probes, Eugene OR
） お よ び FLUOROSKAN II蛍 光 ス キ ャ ナ （ Labsystems Oy, Helsinki, Finland） を 用 い て 蛍
光 分 析 的 に 定 量 し た 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　
　 に 記 載 し た よ う に プ ラ ス ミ ド か ら 回 収 し た Incyte cDNAを 、 以 下 に 示 す よ う に
シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン ス 反 応 は 、 標 準 的 方 法 あ る い は 高 処 理 装 置 、 例
え ば ABI CATALYST 800 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Applied Biosystems） ま た は PTC-200 サ ー
マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research） を 、 HYDRAマ イ ク ロ デ ィ ス ペ ン サ ー （ Robbins Scientific
） ま た は MICROLAB 2200（ Hamilton） 液 体 転 移 シ ス テ ム と 併 用 し て 処 理 し た 。 cDNAの シ ー
ク エ ン ス 反 応 は 、 Amersham Biosciences社 が 提 供 す る 試 薬 、 ま た は ABIシ ー ク エ ン シ ン グ
キ ッ ト 、 例 え ば ABI PRISM BIGDYE Terminator cycle sequencing ready reaction kit（ A
pplied Biosystems） の 試 薬 を 用 い て 準 備 し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン ス 反 応 の 電 気 泳 動 的 分
離 と 、 標 識 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 と に は 、 MEGABACE 1000 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ
ス テ ム （ Amersham Biosciences） か 、 標 準 ABIプ ロ ト コ ル と 塩 基 呼 び 出 し ソ フ ト ウ ェ ア と
を 用 い る ABI PRISM 373ま た は 377シ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Applied Biosystems） か 、
あ る い は そ の 他 の 本 技 術 分 野 で 既 知 の 配 列 解 析 シ ス テ ム を 用 い た 。 cDNA配 列 内 の リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム は 、 標 準 的 方 法 （ 前 出 Ausubel他 、 7章 ） を 用 い て 同 定 し た 。 い く つ か の cDNA
配 列 を 選 択 し 、 に 開 示 す る 技 術 で 配 列 を 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 Incyte cDNAに 由 来 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ベ ク タ ー 、 リ ン カ ー お よ び ポ リ (A)配 列
を 除 去 し 、 あ い ま い な 塩 基 を マ ス ク し て 有 効 性 を 確 認 し た 。 そ の 際 、 BLASTと 、 動 的 プ ロ
グ ラ ミ ン グ と 、 隣 接 ジ ヌ ク レ オ チ ド 頻 度 分 析 と に 基 づ く 、 ア ル ゴ リ ズ ム と プ ロ グ ラ ム と を
用 い た 。 次 に 、 Incyte cDNA配 列 ま た は そ れ ら の 翻 訳 の 問 い 合 わ せ を 、 以 下 の デ ー タ ベ ー
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ス 群 に 対 し て 行 っ た 。 す な わ ち 、 選 抜 し た 公 共 の デ ー タ ベ ー ス 群 (例 え ば GenBankの 霊 長 類
、 げ っ 歯 類 、 哺 乳 類 、 脊 椎 動 物 、 真 核 生 物 の デ ー タ ベ ー ス と 、 BLOCKS、 PRINTS、 DOMO、 PR
ODOM)と 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 線 虫 ( )、 出 芽 酵 母 (

)、 分 裂 酵 母 ( )お よ び か ら の
配 列 群 を 持 つ PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 群 (Incyte Genomics, Palo Alto CA)、 お よ び 、 隠 れ
マ ル コ フ モ デ ル (HMM)ベ ー ス の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー デ ー タ ベ ー ス 群 、 例 え ば PFAM、 INCY
、 お よ び TIGRFAM (Haft, D.H. 他 (2001) Nucleic Acids Res. 29:41-43); 並 び に HMMベ ー
ス の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン デ ー タ ベ ー ス 例 え ば SMART (Schultz, J.他 (1998) Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 95:5857-5864; Letunic, I. 他 (2002) Nucleic Acids Res. 30:242-244)
（ HMMは 、 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の コ ン セ ン サ ス １ 次 構 造 を 分 析 す る 確 率 的 ア プ ロ ー チ で あ る
； 例 え ば Eddy, S.R.(1996) Curr. Opin. Struct. Biol. 6:361-365参 照 )。 問 合 せ は 、 BLA
ST、 FASTA、 BLIMPS、 お よ び HMMERに 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 っ た 。 Incyte cDNA配 列
を ア セ ン ブ リ し 、 完 全 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 産 出 し た 。 あ る い は 、 GenBank cDNA群
、 GenBank EST群 、 ス テ ィ ッ チ さ れ た 配 列 群 、 ス ト レ ッ チ さ れ た 配 列 群 、 ま た は Genscan予
測 コ ー ド 配 列 群 （ を 参 照 ） を 用 い 、 Incyte cDNAの ア セ ン ブ リ 体 群 を 完
全 長 ま で 伸 長 さ せ た 。 Phredと Phrapと Consedと に 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て ア セ ン ブ リ し
、 GenMarkと BLASTと FASTAと に 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 cDNAの ア セ ン ブ リ 体 を 、 オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
翻 訳 し 、 対 応 す る 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 得 た 。 或 い は ポ リ ペ プ チ ド は 、 完 全 長 翻 訳 ポ
リ ペ プ チ ド の 任 意 の メ チ オ ニ ン 残 基 で 開 始 し 得 る 。 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 群 の 続 い て の
分 析 と し て の 問 い 合 わ せ を 、 GenBankタ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス 群 （ genpept） 、 SwissProt
、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 群 、 BLOCKS、 PRINTS、 DOMO、 PRODOMお よ び Prosite等 の デ ー タ ベ
ー ス や 、 PFAM、 INCY、 お よ び TIGRFAM等 の 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） ベ ー ス の タ ン パ ク 質
フ ァ ミ リ ー デ ー タ ベ ー ス 群 、 並 び に SMART等 の HMMベ ー ス の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン デ ー タ ベ ー
ス 群 に 対 し 行 っ た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 MACDNASIS PROソ フ ト ウ ェ ア （
日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Francisco CA） お よ び LASERGENEソ フ ト
ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い て 分 析 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ペ プ チ ド と の 配 列 ア ラ イ
ン メ ン ト は 、 MEGALIGNマ ル チ シ ー ク エ ン ス ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム （ DNASTAR） に 組 込
ま れ た CLUSTALア ル ゴ リ ズ ム が 指 定 す る 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い て 作 製 す る 。 こ れ
は 、 ア ラ イ ン メ ン ト し た 配 列 間 の 一 致 率 も 計 算 す る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 表 ７ は 、 Incyte cDNAと 完 全 長 配 列 と の 分 析 と ア セ ン ブ リ と に 用 い た ツ ー ル と プ ロ グ ラ
ム と ア ル ゴ リ ズ ム と の 概 略 と 、 適 用 可 能 な 説 明 、 参 照 文 献 、 閾 値 パ ラ メ ー タ を 示 す 。 用 い
た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム お よ び ア ル ゴ リ ズ ム を 表 ７ の 列 １ に 、 そ れ ら の 簡 単 な 説 明 を 列 ２ に
示 す 。 列 ３ は 好 適 な 参 照 文 献 で あ り 、 全 て の 文 献 は 引 用 を 以 っ て 全 文 を 本 明 細 書 の 一 部 と
な す 。 適 用 可 能 な 場 合 に は 、 列 ４ は 、 ２ つ の 配 列 が 一 致 す る 強 さ を 評 価 す る た め に 用 い た
、 ス コ ア 、 確 率 値 な ど の パ ラ メ ー タ を 示 す （ ス コ ア が 高 い ほ ど 、 ま た は 確 率 値 が 低 い ほ ど
、 ２ 配 列 間 の 同 一 性 が 高 い ） 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 と ポ リ ペ プ チ ド 配 列 群 と の ア セ ン ブ リ と 分 析 と に 用 い た
上 記 プ ロ グ ラ ム 群 は 、 SEQ ID NO:14-26の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 群 の 同 定 に も 用 い た
。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 と 増 幅 技 術 と に 有 用 な 約 20～ 約 4000ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 群
を 、 表 ４ の 列 2に 示 し た 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　
　 推 定 上 の 薬 物 代 謝 酵 素 類 は 、 先 ず 、 公 共 ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 gbpriや gbh
tg） に 対 し て Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム を 実 行 し て 同 定 さ れ た 。 Genscanは 汎 用 遺 伝 子
同 定 プ ロ グ ラ ム で あ り 、 様 々 な 生 物 か ら の ゲ ノ ム DNA配 列 を 分 析 す る （ Burge, C. お よ び  
S. Karlin（ 1997） J. Mol. Biol. 268:78-94、 Burge, C. お よ び  S. Karlin（ 1998） Curr
. Opin. Struct. Biol. 8:346-354） 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 予 測 さ れ た エ キ ソ ン 群 を 連 結 し
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、 メ チ オ ニ ン か ら 終 止 コ ド ン に 及 ぶ 、 ア セ ン ブ リ さ れ た cDNA配 列 を 形 成 す る 。 Genscanの
出 力 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の FASTAデ ー タ ベ ー ス で あ る 。 Genscan
が 一 度 に 分 析 す る 配 列 の 最 大 範 囲 は 、 ３ ０ kbに 設 定 し た 。 こ れ ら の Genscan予 測 cDNA配 列
の 内 、 ど の 配 列 が 薬 物 代 謝 酵 素 を コ ー ド す る か を 判 定 す る た め に 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド 群 を 、 PFAMモ デ ル 群 に 対 し て 薬 物 代 謝 酵 素 に つ い て 問 合 せ て 分 析 し た 。 潜 在 的 な 薬 物
代 謝 酵 素 は 、 既 に 薬 物 代 謝 酵 素 と し て ア ノ テ ー シ ョ ン が 付 け ら れ た Incyte cDNA配 列 群 に
対 す る 相 同 性 に よ っ て も 同 定 し た 。 こ れ ら 選 択 し た Genscan予 測 配 列 を 、 次 に BLAST分 析 に
よ り 、 公 共 デ ー タ ベ ー ス genpeptお よ び gbpriと 比 較 し た 。 必 要 で あ れ ば 、 genpeptか ら の
ト ッ プ BLASTヒ ッ ト と 比 較 す る こ と に よ り Genscan予 測 配 列 を 編 集 し 、 余 分 な ま た は 省 略 さ
れ た エ キ ソ ン な ど 、 Genscanが 予 測 し た 配 列 に お け る エ ラ ー を 補 正 し た 。 BLAST分 析 は ま た
、 Genscan予 測 配 列 の 、 い か な る Incyte cDNAま た は 公 共 cDNAカ バ レ ッ ジ （ coverage） の 発
見 に も 用 い ら れ 、 し た が っ て 転 写 の 証 拠 を 提 供 し た 。 Incyte cDNAカ バ レ ッ ジ が 利 用 で き
た 場 合 に は 、 こ の 情 報 を 用 い て Genscan予 測 配 列 を 補 正 ま た は 確 認 し た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 、 に 記 載 の ア セ ン ブ リ プ ロ セ ス を 用 い 、 Incyte cDNA配 列 お よ び
／ ま た は 公 共 cDNA配 列 で Genscan予 測 コ ー ド 配 列 を ア セ ン ブ リ し て 得 た 。 あ る い は 、 完 全
長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 編 集 後 ま た は 非 編 集 の Genscan予 測 コ ー ド 配 列 に 、 完 全 に 由
来 す る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　
　
　 部 分 cDNA配 列 群 を 伸 長 さ せ る た め 、 に 記 載 の Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム が
予 測 し た エ キ ソ ン 群 を 用 い た 。 に 記 載 し た よ う に ア セ ン ブ リ し た 部 分 cDNA群 を 、
ゲ ノ ム DNAに マ ッ ピ ン グ し 、 ま た 、 関 連 す る cDNA群 と 、 １ つ 以 上 の ゲ ノ ム 配 列 か ら Genscan
予 測 さ れ た エ キ ソ ン 群 と を 有 す る ク ラ ス タ ー 群 に 分 解 し た 。 cDNAと ゲ ノ ム と の 情 報 を 統 合
す べ く 、 グ ラ フ 理 論 お よ び 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ に 基 づ く 或 る ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 各 ク ラ
ス タ を 分 析 し 、 潜 在 的 ス プ ラ イ ス 変 異 体 群 を 生 成 し た 。 配 列 群 を 続 い て 確 認 、 編 集 ま た は
伸 長 し 、 完 全 長 配 列 を 創 出 し た 。 区 間 の 全 長 が 、 ２ つ 以 上 の 配 列 に 在 る よ う な 配 列 区 間 群
を ク ラ ス タ ー 内 で 同 定 し 、 そ の よ う に 同 定 さ れ た 区 間 群 は 、 推 移 性 に よ り 、 等 し い と 考 え
た 。 例 え ば 、 或 る 区 間 が 、 １ つ の cDNAと ２ つ の ゲ ノ ム 配 列 と に 在 る 場 合 、 ３ つ の 区 間 は 全
て 等 し い と 考 え た 。 こ の プ ロ セ ス に よ り 、 無 関 係 だ が 連 続 し た ゲ ノ ム 配 列 群 を 、 cDNA配 列
で 結 び 合 わ せ て 架 橋 し 得 る 。 こ の よ う に し て 同 定 し た 区 間 を 、 そ れ ら の 親 配 列 （ parent s
equences） に 沿 っ て 現 わ れ る 順 に ス テ ィ ッ チ ア ル ゴ リ ズ ム で 「 縫 い 合 わ せ 」 、 可 能 な 限 り
最 長 の 配 列 と 配 列 変 異 体 群 と を 生 成 し た 。 １ 種 類 の 親 配 列 に 沿 っ て 続 く 区 間 間 の 連 鎖 （ cD
NA－ cDNAま た は ゲ ノ ム 配 列 － ゲ ノ ム 配 列 ） は 、 親 の 種 類 を 変 え る 連 鎖 （ cDNA－ ゲ ノ ム 配 列
） よ り 優 先 し た 。 結 果 と し て 得 た ス テ ィ ッ チ 配 列 群 を 翻 訳 し 、 BLAST分 析 で 公 共 デ ー タ ベ
ー ス genpeptお よ び gbpriと 比 較 し た 。 Genscanが 予 測 し た 不 正 確 な エ キ ソ ン 群 は 、 genpept
か ら の ト ッ プ BLASTヒ ッ ト と の 比 較 に よ り 補 正 し た 。 必 要 な 場 合 、 追 加 cDNA配 列 群 を 用 い
る か ゲ ノ ム DNAの 検 査 に よ り 、 配 列 群 を 更 に 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　
　 部 分 DNA配 列 群 を 、 BLAST分 析 に 基 づ く １ ア ル ゴ リ ズ ム で 完 全 長 ま で 伸 長 し た 。 先 ず 、 BL
ASTプ ロ グ ラ ム を 用 い 、 GenBankの 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 、 哺 乳 類 、 脊 椎 動 物 お よ び 真 核 生 物 の
デ ー タ ベ ー ス な ど の 公 共 デ ー タ ベ ー ス に 対 し 、 に 記 載 の よ う に ア セ ン ブ リ し た 部
分 cDNAを 問 い 合 わ せ た 。 次 に 、 最 も 近 い GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 を 、 BLAST分 析 に よ り 、
Incyte cDNA配 列 ま た は に 記 載 の GenScanエ キ ソ ン 予 測 配 列 の い ず れ か と 比 較 し た
。 得 ら れ た 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 （ HSP） を 用 い て キ メ ラ 蛋 白 質 を 産 出 し 、 翻 訳 し
た 配 列 を GenBank蛋 白 質 相 同 体 上 に マ ッ ピ ン グ し た 。 元 の GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 に 対 し
、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 内 で は 挿 入 ま た は 欠 失 が 起 こ り 得 る 。 GenBank蛋 白 質 相 同 体 、 キ メ ラ
蛋 白 質 ま た は 双 方 を プ ロ ー ブ と し て 用 い 、 公 共 ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス か ら 相 同 ゲ ノ ム 配
列 を 検 索 し た 。 こ の よ う に し て 、 部 分 的 な DNA配 列 を 、 相 同 ゲ ノ ム 配 列 の 付 加 に よ り ス ト
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実 施 例 ３

５ 　 ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ の cDNA配 列 デ ー タ と の ア セ ン ブ リ
ス テ ィ ッ チ 配 列 （ Stitched Sequence）

実 施 例 ４
実 施 例 ３

ス ト レ ッ チ 配 列 （ Stretched Sequence）

実 施 例 ３

実 施 例 ４



レ ッ チ す な わ ち 伸 長 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ る ス ト レ ッ チ 配 列 を 検 査 し 、 完 全 遺 伝 子 を 含
む か 否 か を 判 定 し た 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　
　 SEQ ID NO:14-26を ア セ ン ブ リ す る た め に 用 い た 配 列 群 を 、 BLAST他 の Smith-Watermanア
ル ゴ リ ズ ム の 実 装 群 を 用 い て 、 Incyte LIFESEQデ ー タ ベ ー ス お よ び 公 共 ド メ イ ン デ ー タ ベ
ー ス 群 の 配 列 と 比 較 し た 。 SEQ ID NO:14-26と 一 致 す る こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス の 配 列 を 、 P
hrapな ど の ア セ ン ブ リ ア ル ゴ リ ズ ム （ 表 ７ ） を 使 用 し て 、 連 続 し オ ー バ ー ラ ッ プ す る 配 列
の ク ラ ス タ 群 に ア セ ン ブ リ し た 。 ス タ ン フ ォ ー ド ・ ヒ ト ゲ ノ ム セ ン タ ー （ SHGC） 、 ホ ワ イ
ト ヘ ッ ド ・ ゲ ノ ム 研 究 所 （ WIGR） 、 Genethonな ど の 公 的 な 情 報 源 か ら 入 手 可 能 な 放 射 線 ハ
イ ブ リ ッ ド お よ び 遺 伝 地 図 デ ー タ を 用 い て 、 い ず れ か の ク ラ ス タ ー 化 さ れ た 配 列 が 既 に マ
ッ ピ ン グ さ れ て い る か を 判 定 し た 。 マ ッ ピ ン グ さ れ た 配 列 が 或 る ク ラ ス タ ー に 含 ま れ て い
る 場 合 、 そ の ク ラ ス タ ー の 全 配 列 が 、 個 々 の 配 列 番 号 と 共 に 、 地 図 上 の 位 置 に 割 り 当 て ら
れ た 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 地 図 上 の 位 置 は 、 ヒ ト 染 色 体 の 範 囲 ま た は 区 間 と し て 表 さ れ る 。 セ ン チ モ ル ガ ン 単 位 で
の 或 る 区 間 の 地 図 上 の 位 置 は 、 染 色 体 の 短 腕 （ p-arm） の 末 端 に 対 し て 測 定 す る （ セ ン チ
モ ル ガ ン （ cM） は 、 染 色 体 マ ー カ ー 間 の 組 換 え 頻 度 に 基 づ く 計 測 単 位 で あ る 。 平 均 し て 、
１ cMは 、 ヒ ト DNAの １ メ ガ ベ ー ス （ Mb） に ほ ぼ 等 し い 。 尤 も 、 こ の 値 は 、 組 換 え の ホ ッ ト
ス ポ ッ ト お よ び コ ー ル ド ス ポ ッ ト に 起 因 し て 広 範 囲 に 変 化 す る ） 。 cM距 離 は 、 各 ク ラ ス タ
内 に 配 列 が 含 ま れ る 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド マ ー カ ー 類 に 対 し て 境 界 を 提 供 す る Genethonに よ
っ て マ ッ ピ ン グ さ れ た 遺 伝 マ ー カ ー 群 に 基 づ く 。 NCBI「 GeneMap'99」 （ http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genemap/） な ど 公 共 で 入 手 可 能 な ヒ ト ゲ ノ ム 地 図 な ど の 資 源 を 用 い て 、 既 に
同 定 さ れ た 疾 患 遺 伝 子 類 が 、 上 記 の 区 間 内 若 し く は 近 傍 に マ ッ プ さ れ て い る か を 判 定 で き
る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　
　 ノ ー ザ ン 分 析 は 遺 伝 子 の 転 写 物 の 存 在 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 実 験 技 術 で あ り 、 特
定 の 細 胞 種 ま た は 組 織 か ら の RNAが 結 合 し て い る 膜 へ の 、 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 与 す る (Sambrook前 出 、 7章 ; Ausubel他 , 前 出 、 4章 )。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 類 似 の 、 BLASTを 応 用 し た コ ン ピ ュ ー タ 技 術 を 用 い て 、 GenBankや LIFESEQ（ Incyte Geno
mics） な ど の cDNAデ ー タ ベ ー ス に お い て 、 同 一 ま た は 関 連 分 子 を 検 索 し た 。 ノ ー ザ ン 分 析
は 、 幾 つ か の 膜 系 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン よ り も 非 常 に 速 い 。 更 に 、 任 意 の 特 定 の 一 致 を
厳 密 な あ る い は 相 同 的 な も の と し て 分 類 す る か 否 か を 決 定 す る た め 、 コ ン ピ ュ ー タ 検 索 の
感 度 を 修 正 で き る 。 検 索 の 基 準 は 積 ス コ ア で あ り 、 次 式 で 定 義 す る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 積 ス コ ア は 、 ２ つ の 配 列 間 の 類 似 度 と 、 配 列 が 一 致 す る 長 さ と の 両 方 を 考 慮 し て い る 。
積 ス コ ア は 0～ 100の ノ ー マ ラ イ ズ さ れ た 値 で あ り 、 次 の よ う に し て 求 め る 。 BLASTス コ ア
に ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 一 致 率 を 乗 じ 、 そ の 積 を 2つ の 配 列 の 短 い 方 の 長 さ の 5倍 で 除 す る 。
BLASTス コ ア を 計 算 す る に は 、 或 る 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 （ HSP） 内 の 一 致 す る 各 塩
基 に ＋ ５ の ス コ ア を 割 り 当 て 、 各 不 一 致 塩 基 に － ４ を 割 り 当 て る 。 ２ つ の 配 列 は 、 ２ 以 上
の HSPを 共 有 し 得 る （ ギ ャ ッ プ に よ り 隔 離 さ れ る ） 。 ２ 以 上 の HSPが あ る 場 合 に は 、 最 高 BL
ASTス コ ア の セ グ メ ン ト 対 を 用 い て 積 ス コ ア を 計 算 す る 。 積 ス コ ア は 、 断 片 的 オ ー バ ー ラ
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６ 　 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 染 色 体 マ ッ ピ ン グ

７ 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の 分 析



ッ プ と BLASTア ラ イ ン メ ン ト の 質 と の バ ラ ン ス を 表 す 。 例 え ば 積 ス コ ア １ ０ ０ は 、 比 較 し
た ２ つ の 配 列 の 短 い 方 の 長 さ 全 体 に わ た っ て １ ０ ０ ％ 一 致 す る 場 合 の み 得 ら れ る 。 積 ス コ
ア ７ ０ は 、 一 端 が １ ０ ０ ％ 一 致 し 、 ７ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か 、 他 端 が ８ ８ ％ 一 致
し 、 １ ０ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か の い ず れ か の 場 合 に 得 ら れ る 。 積 ス コ ア ５ ０ は 、
一 端 が １ ０ ０ ％ 一 致 し 、 ５ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か 、 ７ ９ ％ 一 致 し 、 １ ０ ０ ％ オ ー
バ ー ラ ッ プ し て い る か の い ず れ か の 場 合 に 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 或 い は 、 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 由 来 す る 組 織 源 に つ い て 分 析 す る 。 例
え ば 幾 つ か の 完 全 長 配 列 は 、 少 な く と も 一 部 は 、 オ ー バ ー ラ ッ プ す る Incyte cDNA配 列 群
を 用 い て ア セ ン ブ リ す る ( を 参 照 )。 各 cDNA配 列 は 、 ヒ ト 組 織 か ら 作 製 の cDNAラ イ
ブ ラ リ に 由 来 す る 。 各 ヒ ト 組 織 は 、 以 下 の 臓 器 ／ 組 織 カ テ ゴ リ ー の １ つ に 分 類 さ れ る 。 す
な わ ち 心 血 管 系 、 結 合 組 織 、 消 化 器 系 、 胎 芽 構 造 、 内 分 泌 系 、 外 分 泌 腺 、 女 性 生 殖 器 、 男
性 生 殖 器 、 生 殖 細 胞 、 血 液 お よ び 免 疫 系 、 肝 、 筋 骨 格 系 、 神 経 系 、 膵 臓 、 呼 吸 器 系 、 感 覚
器 、 皮 膚 、 顎 口 腔 系 、 非 分 類 性 ／ 混 合 性 ま た は 尿 路 で あ る 。 各 カ テ ゴ リ ー の ラ イ ブ ラ リ 数
を 数 え て 、 全 カ テ ゴ リ ー の 総 ラ イ ブ ラ リ 数 で 除 す る 。 同 様 に 、 各 ヒ ト 組 織 は 、 以 下 の 疾 患
／ 条 件 カ テ ゴ リ ー 、 す な わ ち 癌 、 細 胞 株 、 発 達 、 炎 症 、 神 経 性 、 外 傷 、 心 血 管 、 プ ー ル 、
そ の 他 の １ つ に 分 類 さ れ る 。 各 カ テ ゴ リ ー の ラ イ ブ ラ リ 数 を 数 え て 、 全 カ テ ゴ リ ー の 総 ラ
イ ブ ラ リ 数 で 除 す る 。 得 ら れ る パ ー セ ン テ ー ジ は 、 DMEを コ ー ド す る cDNAの 組 織 特 異 的 発
現 お よ び 疾 患 特 異 的 発 現 を 反 映 す る 。 cDNA配 列 お よ び cDNAラ イ ブ ラ リ ／ 組 織 の 情 報 は 、 LI
FESEQ GOLD デ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics, Palo Alto CA） か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　
　 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 完 全 長 分 子 の 適 切 な 断 片 か ら 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー 群 を 用 い て 該 断 片 を 伸 長 さ せ 産 生 す る 。 或 る プ ラ イ マ ー は 既 知 の 断 片 の ５ '伸
長 を 開 始 す る べ く 合 成 し 、 別 の プ ラ イ マ ー は 既 知 の 断 片 の ３ '伸 長 を 開 始 す る べ く 合 成 し
た 。 開 始 プ ラ イ マ ー 群 の 設 計 に は OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences） 或 い
は 別 の 適 切 な プ ロ グ ラ ム を 用 い 、 長 さ が 約 22～ 30ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 有 率 が 約 50％ 以 上 と
な っ て 約 68～ 約 72℃ の 温 度 で 標 的 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る よ う に し た 。 ヘ ア ピ ン 構 造 お よ
び プ ラ イ マ ー － プ ラ イ マ ー 二 量 体 を 生 ず る よ う な ヌ ク レ オ チ ド 群 の 伸 長 は 、 全 て 回 避 し た
。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 選 択 し た ヒ ト cDNAラ イ ブ ラ リ 群 を 用 い 、 配 列 を 伸 長 し た 。 ２ 段 階 以 上 の 伸 長 が 必 要 ま た
は 望 ま し い 場 合 に は 、 付 加 的 プ ラ イ マ ー あ る い は プ ラ イ マ ー の ネ ス テ ッ ド セ ッ ト を 設 計 し
た 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 高 忠 実 度 の 増 幅 を 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で の PCRで 得 た 。 PCRは PTC-200サ ー マ ル サ イ ク ラ
ー (MJ Research, Inc.)で の 96穴 プ レ ー ト で 行 っ た 。 反 応 混 液 は 鋳 型 DNAを 有 し 、 ま た 200 
nmolの 各 プ ラ イ マ ー を 有 す る 。 ま た Mg２ + と （ NH 4 ） 2 SO 4 と ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル と を
含 有 す る 反 応 バ ッ フ ァ ー と 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Amersham Biosciences） と 、 ELONGAS
E酵 素 （ Invitrogen） と 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene） と を 含 有 す る 。 プ ラ イ マ ー
対 で あ る PCI Aと PCI Bと に 対 し 、 以 下 の パ ラ メ ー タ で 増 幅 し た 。 ス テ ッ プ 1： 94℃ で 3分 間
。 ス テ ッ プ 2： 94℃ で 15秒 間 。 ス テ ッ プ 3： 57℃ で 1分 間 。 ス テ ッ プ 4： 68℃ で 2分 間 。 ス テ
ッ プ 5： ス テ ッ プ 2、 3お よ び 4を 20回 繰 り 返 す 。 ス テ ッ プ 6： 68℃ で 5分 間 。 ス テ ッ プ 7： 4℃
で 保 存 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 各 ウ ェ ル の DNA濃 度 は 、 １ × TEお よ び 0.5μ lの 希 釈 し て い な い PCR産 物 に 溶 解 し た 100μ l
の PICOGREEN定 量 試 薬 (0.25％ (v/v) PICOGREEN; Molecular Probes, Eugene OR)を 不 透 明
な 蛍 光 光 度 計 プ レ ー ト (Corning Costar, Acton MA)の 各 ウ ェ ル に 分 配 し 、 DNAが 試 薬 と 結
合 で き る よ う に し て 判 定 し た 。 サ ン プ ル の 蛍 光 を 計 測 し て DNAの 濃 度 を 定 量 す べ く 、 プ レ
ー ト を Fluoroskan II（ Labsystems Oy, Helsinki, Finland） で ス キ ャ ン し た 。 反 応 混 合
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８ 　 DMEを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長



物 の ア リ コ ッ ト ５ ～ １ ０ μ lを １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 法 に よ っ て 解 析 し 、 ど の
反 応 が 配 列 の 伸 長 に 成 功 し た か を 判 定 し た 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 伸 長 し た ヌ ク レ オ チ ド は 、 脱 塩 お よ び 濃 縮 し て 384穴 プ レ ー ト に 移 し 、 CviJIコ レ ラ ウ イ
ル ス エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ Molecular Biology Research, Madison WI） を 用 い て 消 化 し て
音 波 処 理 ま た は せ ん 断 し 、 pUC 18ベ ク タ ー （ Amersham Biosciences） へ の 再 連 結 を 行 っ た
。 シ ョ ッ ト ガ ン ・ シ ー ク エ ン シ ン グ の た め に 、 消 化 し た ヌ ク レ オ チ ド を 低 濃 度 （ 0.6～ 0.8
％ ） の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 断 片 を 切 除 し 、 寒 天 を Agar ACE（ Promega） で 消 化 し
た 。 伸 長 し た ク ロ ー ン を T4リ ガ ー ゼ （ New England Biolabs, Beverly MA） を 用 い て pUC 1
8ベ ク タ ー （ Amersham Biosciences） に 再 連 結 し 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene） で
処 理 し て 制 限 部 位 の オ ー バ ー ハ ン グ 部 分 を 満 た し 、 大 腸 菌 細 胞 に 形 質 移 入 し た 。 形 質 移 入
し た 細 胞 群 の 選 択 を 、 抗 生 物 質 を 含 む 培 地 で 行 い 、 そ れ ぞ れ の コ ロ ニ ー を 採 取 し 、 LB/2X
カ ル ベ ニ シ リ ン 培 養 液 中 の 384ウ ェ ル プ レ ー ト 群 に 37℃ で 一 晩 培 養 し た 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 細 胞 を 溶 解 し 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Amersham Biosciences） お よ び Pfu DNAポ リ メ ラ
ー ゼ （ Stratagene） を 用 い て 以 下 の パ ラ メ ー タ で DNAを PCR増 幅 し た 。 ス テ ッ プ 1： 94℃ で 3
分 間 。 ス テ ッ プ 2： 94℃ で 15秒 間 。 ス テ ッ プ 3： 60℃ で 1分 間 。 ス テ ッ プ 4： 72℃ で 2分 間 。
ス テ ッ プ 5： ス テ ッ プ 2、 3お よ び 4を 29回 繰 り 返 す 。 ス テ ッ プ 6： 72℃ で 5分 間 。 ス テ ッ プ 7
： 4℃ で 保 存 。 DNAの 定 量 化 に は 、 上 記 し た よ う に PICOGREEN試 薬 （ Molecular Probes） を
用 い た 。 DNA回 収 率 が 低 い サ ン プ ル は 、 上 記 同 一 条 件 で 再 増 幅 し た 。 サ ン プ ル は 20％ ジ メ
チ ル ス ル ホ キ シ ド （ １ ： ２ ,v/v） で 希 釈 し 、 DYENAMICエ ネ ル ギ ー 移 動 シ ー ク エ ン シ ン グ プ
ラ イ マ ー 、 お よ び DYENAMIC DIRECT kit（ Amersham Biosciences） ま た は ABI PRISM BIGDY
Eタ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ レ デ ィ 反 応 キ ッ ト （ Terminator cycle sequen
cing ready reaction kit） （ Applied Biosystems） を 用 い て シ ー ク エ ン ス し た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 同 様 に 、 上 記 手 順 を 用 い て 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 証 し た 。 あ る い は 、 完 全 長 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 用 い 、 上 記 手 順 で 、 そ の よ う な 伸 長 の た め に 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
類 と 、 或 る 適 切 な ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ と を 用 い て ５ '調 節 配 列 を 得 た 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　
　 １ 塩 基 多 型 （ SNP） と し て 知 ら れ る 一 般 的 な DNA配 列 変 異 体 が 、 SEQ ID NO:14-26に お い
て 、 LIFESEQデ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics） を 用 い て 同 定 さ れ た 。 同 じ 遺 伝 子 か ら の 配
列 群 は 共 に ク ラ ス タ ー 化 さ れ 、 に 述 べ た よ う に ア セ ン ブ リ さ れ て 、 そ の 遺 伝 子 に
お け る 全 て の 配 列 変 異 体 の 同 定 を 可 能 に し た 。 一 連 の フ ィ ル タ か ら な る ア ル ゴ リ ズ ム を 使
っ て 、 SNPを 他 の 配 列 変 異 体 か ら 区 別 し た 。 前 段 フ ィ ル タ は 、 最 小 限 Phredク オ リ テ ィ ス コ
ア 15を 要 求 す る こ と に よ り 大 多 数 の ベ ー ス コ ー ル の エ ラ ー を 除 去 し 、 ま た 、 配 列 ア ラ イ メ
ン ト エ ラ ー や 、 ベ ク タ ー 配 列 、 キ メ ラ お よ び ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 不 適 当 な ト リ ミ ン グ に よ
り 生 じ る エ ラ ー を 取 り 除 い た 。 染 色 体 の 高 度 解 析 の 自 動 化 手 順 に よ り 、 推 定 SNPの 近 傍 に
お け る オ リ ジ ナ ル の ク ロ マ ト グ ラ ム フ ァ イ ル が 解 析 さ れ た 。 ク ロ ー ン エ ラ ー フ ィ ル タ は 統
計 的 に 生 み 出 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 逆 転 写 酵 素 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ま た は 体 細 胞 突
然 変 異 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る エ ラ ー の よ う な 、 実 験 処 理 時 に 導 入 さ れ る エ ラ ー を 識 別 し
た 。 ク ラ ス タ ー エ ラ ー フ ィ ル タ は 、 統 計 的 に 生 み 出 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 近 縁 の
相 同 体 ま た は 偽 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー 化 に 起 因 す る エ ラ ー 、 ま た は 非 ヒ ト 配 列 に よ る コ ン タ
ミ ネ ー シ ョ ン に よ り 生 じ た エ ラ ー を 同 定 し た 。 最 後 の フ ィ ル タ 群 に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ま た は T細 胞 受 容 体 に 存 在 す る 重 複 (duplicates)と SNPが 除 去 さ れ た 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 幾 つ か の SNPは 、 更 な る 特 徴 付 け の 為 に 選 択 さ れ た 。 選 択 は 高 処 理 MASSARRAYシ ス テ ム （
Sequenom, Inc.） を 用 い た 質 量 分 析 に よ っ て 行 い 、 ４ 群 の 異 な る ヒ ト 集 団 に お け る SNP部
位 で の 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 分 析 し た 。 白 人 集 団 は 92個 体 （ 46名 の 男 子 、 46名 の 女 子 ） か ら な
り 、 83名 は ユ タ 出 身 、 4名 は フ ラ ン ス 人 、 3名 は ベ ネ ズ エ ラ 人 、 2名 は ア ー ミ ッ シ ュ の 人 々
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で あ る 。 ア フ リ カ 集 団 は 194個 体 （ 97名 の 男 子 、 97名 の 女 子 ） か ら な り 、 全 員 が ア フ リ カ
系 ア メ リ カ 人 で あ る 。 ヒ ス パ ニ ッ ク 集 団 は 324個 体 （ 162名 の 男 子 、 162名 の 女 子 ） か ら な
り 、 全 員 が メ キ シ コ の ヒ ス パ ニ ッ ク で あ る 。 ア ジ ア 集 団 は 126個 体 （ 64名 の 男 子 、 62名 の
女 子 ） か ら な り 、 報 告 さ れ た 親 の 内 訳 は 43％ が 中 国 人 、 31％ が 日 本 人 、 13％ が コ リ ア ン 、
5％ が ベ ト ナ ム 人 、 8％ が 他 の ア ジ ア 人 で あ る 。 対 立 遺 伝 子 頻 度 の 分 析 は 先 ず 白 人 集 団 に お
い て な さ れ 、 幾 つ か の 場 合 、 SNPの 内 、 対 立 遺 伝 子 変 異 を こ の 集 団 に お い て 示 さ な か っ た S
NPは 、 更 に 他 の ３ 集 団 に お い て テ ス ト さ れ る こ と は 無 か っ た 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　
　 SEQ ID NO:14-26由 来 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い て 、 cDNA、 mRNA、 ま た
は ゲ ノ ム DNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 約 20塩 基 対 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 識 に つ
い て 特 に 記 載 す る が 、 よ り 大 き な ヌ ク レ オ チ ド 断 片 に 対 し て も 本 質 的 に 同 一 の 手 順 が 用 い
ら れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア (National Biosciences)等 の 最
新 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 設 計 し 、 各 オ リ ゴ マ ー ５ ０ pmolと 、 [γ - 3 2 P]ア デ ノ シ ン ３ リ ン 酸
(Amersham Biosciences)２ ５ ０ μ Ciと 、 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ (DuPont NEN, Bosto
n MA)と を 化 合 さ せ る こ と に よ り 標 識 す る 。 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SEPHADEX G-
25超 細 繊 分 子 サ イ ズ 排 除 デ キ ス ト ラ ン  ビ ー ズ カ ラ ム （ Amersham Biosciences） を 用 い て
実 質 的 に 精 製 す る 。 Ase I、 Bgl II、 Eco RI、 Pst I、 Xba Iま た は Pvu II（ DuPont NEN）
の い ず れ か １ つ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 さ れ た ヒ ト ゲ ノ ム DNAの 、 典 型 的 な 膜 ベ ー ス
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 に お い て 、 毎 分 １ ０ 7 カ ウ ン ト の 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 含
む ア リ コ ッ ト を 用 い る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 各 消 化 物 か ら 得 た DNAは 、 ０ .７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 し て ナ イ ロ ン 膜 （ Nytran Plu
s, Schleicher & Schuell, Durham NH） に 移 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ４ ０ ℃ で １
６ 時 間 行 う 。 非 特 異 的 シ グ ナ ル 群 を 除 去 す る た め 、 最 大 で 例 え ば ０ .１ × ク エ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 食 塩 水 お よ び ０ .５ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の 条 件 下 で 、 ブ ロ ッ ト 群 を 室 温 で 順 次
洗 浄 す る 。 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ま た は そ れ に 代 わ る イ メ ー ジ ン グ 手 段 を 用 い て ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン を 視 覚 化 し 、 比 較 す る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　
　 或 る マ イ ク ロ ア レ イ 上 で の ア レ イ エ レ メ ン ト 群 の 連 接 ま た は 合 成 は 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ
ィ 、 ピ エ ゾ 式 印 刷 （ イ ン ク ジ ェ ッ ト 印 刷 、 前 出 の Baldeschweiler他 な ど を 参 照 ） 、 機 械 的
マ イ ク ロ ス ポ ッ テ ィ ン グ 技 術 お よ び こ れ ら か ら 派 生 し た 技 術 を 用 い て 達 成 し 得 る 。 上 記 各
技 術 に お い て 基 板 は 、 均 一 な 、 無 孔 の 表 面 を 持 つ 固 体 と す べ き で あ る (Schena, M., 編 集 (
1999) , Oxford University Press, London)。
推 奨 す る 基 板 に は 、 シ リ コ ン 、 シ リ カ 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 、 ガ ラ ス チ ッ プ お よ び シ リ コ ン ウ
ェ ハ が あ る 。 あ る い は 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 に 類 似 し た 手 順 を 利
用 し 、 熱 的 、 紫 外 線 的 、 化 学 的 ま た は 機 械 的 結 合 手 順 を 用 い て 基 板 の 表 面 に エ レ メ ン ト を
配 置 お よ び 結 合 さ せ て も よ い 。 通 常 の ア レ イ は 、 利 用 可 能 な 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 と 機 械
と を 用 い て 作 製 で き 、 任 意 の 適 正 数 の エ レ メ ン ト を 有 し 得 る (Schena, M.他 (1995) Scienc
e 270:467-470; Shalon, D.他 (1996) Genome Res.6:639-645; Marshall, A. お よ び  J. H
odgson (1998) Nat. Biotechnol. 16:27-31)。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 完 全 長 cDNA、 発 現 配 列 タ グ （ EST） 、 ま た は そ れ ら の 断 片 ま た は オ リ ゴ マ ー が 、 マ イ ク
ロ ア レ イ の エ レ メ ン ト と 成 り 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 好 適 な 断 片 ま た は オ リ ゴ マ
ー を 、 LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） な ど 本 技 術 分 野 で 公 知 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て
選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ア レ イ エ レ メ ン ト 群 を 、 生 体 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
群 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 生 体 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 検 出 を 容 易 に す る た め
に 蛍 光 標 識 な ど の 分 子 タ グ に 抱 合 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 生 体 サ ン プ ル か ら
の ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 し 、 蛍 光 ス キ ャ ナ を 用 い て 各 ア レ イ エ
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レ メ ン ト で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 。 あ る い は 、 レ ー ザ ー 脱 離 お よ び 質 量 ス
ペ ク ト ロ メ ト リ を 用 い て も ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 し 得 る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 或
る エ レ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 相 補 性 の 度 合 と 相 対 存 在 度 と
を 算 定 し 得 る 。 一 実 施 態 様 に お け る マ イ ク ロ ア レ イ の 調 製 お よ び 使 用 に つ い て 、 以 下 に 詳
述 す る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　
　 全 RNAを 組 織 サ ン プ ル か ら 単 離 す る た め グ ア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト 法 を 用 い 、 ポ リ (
A) + RNA精 製 に オ リ ゴ (dT)セ ル ロ ー ス 法 を 用 い る 。 各 ポ リ （ A） + RNAサ ン プ ル を 逆 転 写 す る
た め 、 MMLV逆 転 写 酵 素 を 用 い 、 ま た 、 0.05pg/μ lの オ リ ゴ (dT)プ ラ イ マ ー （ 21mer） 、 1×
第 一 鎖 バ ッ フ ァ 、 0.03unit/μ lの RNア ー ゼ 阻 害 因 子 、 500μ Mの dATP、 500μ Mの dGTP、 500
μ Mの dTTP、 40μ Mの dCTP、 40μ Mの dCTP-Cy3（ BDS） ま た は dCTP-Cy5（ Amersham Bioscienc
es） を 用 い る 。 逆 転 写 反 応 は 、 GEMBRIGHTキ ッ ト （ Incyte） を 用 い 、 200ngの ポ リ （ A） + RN
Aを 含 有 す る 体 積 25ｍ ｌ で 行 う 。 特 異 的 対 照 ポ リ (A) + RNAは 、 非 コ ー ド 酵 母 ゲ ノ ム DNAか ら i
n vitro転 写 に よ り 合 成 す る 。 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 各 反 応 サ ン プ ル （ 1つ
は Cy3、 も う 1つ は Cy5標 識 ） は 、 2.5mlの 0.5M水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で 処 理 、 85℃ で 20分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 反 応 を 停 止 さ せ て RNAを 分 解 さ せ る 。 サ ン プ ル 群 の 精 製 に は 、 2つ の 連 続 す
る CHROMA SPIN 30ゲ ル 濾 過 ス ピ ン カ ラ ム （ CLONTECH Laboratories, Inc. (CLONTECH), Pa
lo Alto CA） を 用 い る 。 混 合 後 、 2つ の 反 応 サ ン プ ル の エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 、 １ mlの グ リ コ
ー ゲ ン （ １ mg/ml） 、 60mlの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 300mlの 100％ エ タ ノ ー ル で 行 う 。 サ
ン プ ル は 次 に SpeedVAC(Savant Instruments Inc., Holbrook NY)で 完 全 に 乾 燥 さ せ 、 14μ
lの 5× SSC/0.2％ SDS中 で 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　
　 本 発 明 の 配 列 を 用 い て 、 ア レ イ エ レ メ ン ト を 作 製 す る 。 各 ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 ク ロ ー
ン 化 し た cDNAイ ン サ ー ト 群 と 、 ベ ク タ ー 群 と を 含 有 す る 細 菌 細 胞 群 か ら 増 幅 す る 。 PCR増
幅 は 、 cDNAイ ン サ ー ト に 隣 接 す る ベ ク タ ー 配 列 群 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー 類 を 用 い る 。 ３ ０
サ イ ク ル の PCRに よ っ て 、 １ ～ ２ ngの 初 期 量 か ら ５ μ gを 超 え る 最 終 量 ま で 、 ア レ イ エ レ メ
ン ト を 増 幅 す る 。 増 幅 し た ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 SEPHACRYL-400（ Amersham Biosciences
） を 用 い て 精 製 す る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 精 製 し た ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 ポ リ マ ー コ ー ト さ れ た ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 固 定 す る 。 顕
微 鏡 ス ラ イ ド グ ラ ス （ Corning） は 、 0.1％ の SDSお よ び ア セ ト ン 中 で 超 音 波 洗 浄 し 、 処 理
の 間 お よ び 処 理 後 に 充 分 に 蒸 留 水 で 洗 浄 す る 。 ス ラ イ ド グ ラ ス は 、 ４ ％ フ ッ 化 水 素 酸 （ VW
R Scientific Products Corporation（ VWR） , West Chester PA） 中 で エ ッ チ ン グ し 、 充
分 に 蒸 留 水 中 で 洗 浄 し 、 95％ エ タ ノ ー ル 中 で 0.05％ ア ミ ノ プ ロ ピ ル シ ラ ン （ Sigma） を 用
い て コ ー テ ィ ン グ す る 。 コ ー テ ィ ン グ し た ス ラ イ ド は 、 110℃ の オ ー ブ ン で 硬 化 さ せ る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 米 国 特 許 第 5,807,522号 に 記 載 の 手 順 で 、 コ ー テ ィ ン グ し た ガ ラ ス 基 板 に ア レ イ エ レ メ
ン ト 群 を 付 加 す る 。 こ の 特 許 は 、 引 用 を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 平 均 濃 度 100ng/μ
lの ア レ イ エ レ メ ン ト DNA１ μ lを 、 高 速 ロ ボ ッ ト 装 置 （ robotic apparatus） に よ り 、 開 放
型 キ ャ ピ ラ リ ー プ リ ン テ ィ ン グ エ レ メ ン ト （ open capillary printing element） に 充 填
す る 。 装 置 は こ こ で 、 ス ラ イ ド 毎 に 約 ５ nlの ア レ イ エ レ メ ン ト サ ン プ ル を 置 く 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ に 、 STRATALINKER UV架 橋 剤 （ Stratagene） を 用 い て UV架 橋 す る 。 マ イ
ク ロ ア レ イ の 洗 浄 を 、 室 温 に お い て 、 ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で １ 回 、 蒸 留 水 で ３ 回 行 う 。 非 特 異
結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る た め 、 マ イ ク ロ ア レ イ の イ ン キ ュ ベ ー ト を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
（ PBS） （ Tropix, Inc., Bedford MA） 中 の ０ .２ ％ カ ゼ イ ン 中 に お い て ６ ０ ℃ で ３ ０ 分 間
行 っ た 後 、 前 に 行 っ た よ う に ０ .２ ％ SDSお よ び 蒸 留 水 で 洗 浄 す る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
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　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に 用 い る ９ μ lの サ ン プ ル 混 合 体 に は 、 Cy3ま た は Cy5で 標
識 し た cDNA合 成 産 物 群 の 各 0.2μ gを 、 ５ × SSC,0.2％ SDSハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中
に 含 む 。 サ ン プ ル 混 合 体 は 、 65℃ ま で ５ 分 間 加 熱 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ 表 面 上 へ 等 分 し て 1.
8cm 2 の カ バ ー ガ ラ ス で 覆 う 。 ア レ イ を 、 顕 微 鏡 用 ス ラ イ ド よ り わ ず か に 大 き い 空 洞 を 有 す
る 防 水 チ ェ ン バ ー に 移 す 。 チ ェ ン バ ー 内 を 湿 度 100％ に 保 つ た め 、 140μ lの 5× SSCを チ ェ
ン バ ー の １ コ ー ナ ー に 加 え る 。 ア レ イ を 入 れ た チ ェ ン バ ー は 、 60℃ で 約 6.5時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 ア レ イ は 、 第 １ 洗 浄 緩 衝 液 中 （ １ × SSC,0.1％ SDS） に お い て 45℃ で 10分 間 洗
浄 し 、 第 ２ 洗 浄 緩 衝 液 中 （ 0.1× SSC） に お い て 45℃ で 10分 間 ず つ ３ 回 洗 浄 し て 乾 燥 さ せ る
。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　
　 レ ポ ー タ ー 標 識 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 す る に は 、 Ｃ ｙ 3の 励 起 の た
め に ４ ８ ８ nm、 Ｃ ｙ 5の 励 起 の た め に ６ ３ ２ nmで ス ペ ク ト ル 線 を 発 生 し 得 る Innova70混 合
ガ ス 10Ｗ レ ー ザ ー （ Coherent, Inc., Santa Clara CA） を 備 え た 顕 微 鏡 を 用 い る 。 励 起 レ
ー ザ ー 光 の 焦 点 を ア レ イ 上 に 置 く た め 、 ２ ０ × 顕 微 鏡 対 物 レ ン ズ （ Nikon, Inc., Melvill
e NY） を 用 い る 。 ア レ イ を 含 む ス ラ イ ド を 、 顕 微 鏡 の 、 コ ン ピ ュ ー タ 制 御 の X-Yス テ ー ジ
に 置 き 、 対 物 レ ン ズ を 通 し て ラ ス タ ー ス キ ャ ン す る 。 本 実 施 例 で 用 い る １ .８ cm× １ .８ cm
の ア レ イ は 、 解 像 度 ２ ０ μ mで ス キ ャ ン す る 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 異 な る ２ 回 の ス キ ャ ン で 、 混 合 ガ ス マ ル チ ラ イ ン レ ー ザ ー は ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ ア を 連
続 的 に 励 起 す る 。 発 光 さ れ た 光 は 、 波 長 に 基 づ き 分 離 さ れ 、 ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ ア に 対 応
す る ２ つ の 光 電 子 増 倍 管 検 出 器 （ PMT R1477, Hamamatsu Photonics Systems, Bridgewate
r NJ） に 送 ら れ る 。 好 適 な フ ィ ル タ 群 を ア レ イ と 光 電 子 増 倍 管 と の 間 に 設 置 し て 、 シ グ ナ
ル を フ ィ ル タ す る 。 用 い る フ ル オ ロ フ ォ ア の 最 大 発 光 の 波 長 は 、 Cy3で は ５ ６ ５ nm、 Cy5で
は ６ ５ ０ nmで あ る 。 装 置 は 両 方 の フ ル オ ロ フ ォ ア か ら の ス ペ ク ト ル を 同 時 に 記 録 し 得 る が
、 レ ー ザ ー 源 に お い て 好 適 な フ ィ ル タ を 用 い て 、 フ ル オ ロ フ ォ ア １ つ に つ き １ 度 ス キ ャ ン
し 、 各 ア レ イ を 通 常 ２ 度 ス キ ャ ン す る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 通 常 、 各 ス キ ャ ン の 感 度 を 較 正 す る た め 、 cDNA対 照 種 を 或 る 既 知 濃 度 で サ ン プ ル 混 合 体
に 添 加 し 、 対 照 種 が 発 生 す る シ グ ナ ル 強 度 を 用 い る 。 ア レ イ 上 の 或 る 特 定 の 位 置 に は 或 る
相 補 的 DNA配 列 が 含 ま れ 、 そ の 位 置 に お け る シ グ ナ ル の 強 度 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 種
の 重 量 比 1： 100,000で 相 関 さ せ る 。 異 な る 源 泉 （ 例 え ば 代 表 的 な 試 験 細 胞 お よ び 対 照 細 胞
な ど ） か ら の ２ つ の サ ン プ ル を 、 各 々 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 し 、 異 な る 発 現 を す る
遺 伝 子 群 を 同 定 す る た め に 単 一 の ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 に は 、 較 正 す る cDNAの
サ ン プ ル を ２ 種 の フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 液 に 各 々 等 量 を
加 え る こ と に よ っ て 較 正 を 行 う 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 光 電 子 増 倍 管 の 出 力 を デ ィ ジ タ ル 化 す る た め 、 IBMコ ン パ チ ブ ル PCコ ン ピ ュ ー タ に イ ン
ス ト ー ル し た 12ビ ッ ト RTI-835Hア ナ ロ グ デ ィ ジ タ ル （ A/D） 変 換 ボ ー ド （ Analog Devices,
 Inc., Norwood MA） を 用 い る 。 デ ィ ジ タ ル 化 し た デ ー タ は 、 青 色 （ 低 シ グ ナ ル ） か ら 赤
色 （ 高 シ グ ナ ル ） ま で の 擬 似 カ ラ ー ス ケ ー ル へ の リ ニ ア 20色 変 換 を 用 い て 、 シ グ ナ ル 強 度
が マ ッ ピ ン グ さ れ た イ メ ー ジ と し て 表 示 さ れ る 。 デ ー タ は 、 定 量 的 に も 分 析 さ れ る 。 ２ つ
の 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア を 同 時 に 励 起 お よ び 測 定 す る 場 合 に は 、 各 フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光
ス ペ ク ト ル を 用 い て 、 デ ー タ は 先 ず フ ル オ ロ フ ォ ア 間 の 光 学 的 ク ロ ス ト ー ク （ 発 光 ス ペ ク
ト ル の 重 な り に 起 因 す る ） を 補 正 さ れ る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 グ リ ッ ド が 蛍 光 シ グ ナ ル イ メ ー ジ 上 に 重 ね ら れ 、 そ れ に よ っ て 各 ス ポ ッ ト か ら の シ グ ナ
ル は グ リ ッ ド の 各 エ レ メ ン ト に 集 め ら れ る 。 各 エ レ メ ン ト 内 の 蛍 光 シ グ ナ ル は 統 合 さ れ 、
シ グ ナ ル の 平 均 強 度 に 応 じ た 数 値 が 得 ら れ る 。 シ グ ナ ル 分 析 に 用 い る ソ フ ト ウ ェ ア は 、 GE
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MTOOLS遺 伝 子 発 現 分 析 プ ロ グ ラ ム （ Incyte） で あ る 。 少 な く と も 約 ２ 倍 の 発 現 変 化 、 2.5
以 上 の SB比 、 お よ び 少 な く と も 40％ の エ レ メ ン ト ス ポ ッ ト サ イ ズ を 示 し た ア レ イ エ レ メ ン
ト が 、 差 次 的 発 現 を 示 し た と し て GEMTOOLSプ ロ グ ラ ム (Incyte Genomics)で 同 定 さ れ た 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　
　 SEQ ID NO:24は 差 次 的 発 現 を 示 し 、 こ れ は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 で 判 定 し た 。 例 え ば 遺 伝
子 の 発 現 パ タ ー ン の 比 較 で 、 SEQ ID NO:24は 、 5名 中 3名 の 正 常 な 肺 組 織 に お い て 、 同 じ 供
与 者 の 腫 瘍 性 肺 組 織 と 比 べ て 少 な く と も 2倍 、 上 方 制 御 さ れ た 。 ど の 例 で も 実 験 は 2回 行 い
、 結 果 は 元 の 分 析 を 確 認 し た 。 腫 瘍 の 発 生 と 進 行 に 伴 う 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 解 析 は こ の
病 気 の 生 物 学 的 基 盤 へ の 多 く の 病 識 を 、 ま た 診 断 と 治 療 の 改 善 を も た ら し う る 。 し た が っ
て SEQ ID NO:24と SEQ ID NO:11 (SEQ ID NO:24が コ ー ド )は 、 肺 癌 の 診 断 ツ ー ル お よ び 治
療 法 と し て 利 用 し う る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　
　 DMEを コ ー ド す る 配 列 群 に 或 い は そ の 任 意 の 一 部 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 群 は 、 天 然 DMEの
発 現 を 検 出 、 低 減 ま た は 阻 害 す る た め に 用 い ら れ る 。 約 15～ 30塩 基 対 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 使 用 に つ い て 記 す が 、 こ れ よ り 小 さ な あ る い は 大 き な 配 列 の 断 片 の 場 合 で も 、 本
質 的 に 同 じ 手 順 を 用 い る 。 Oligo4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences） 及 び DMEの コ
ー デ ィ ン グ 配 列 を 用 い て 、 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る 。 転 写 を 阻 害 す る た め に
は 、 最 も 独 特 な 5'配 列 か ら 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し 、 こ れ を 用 い て 、 プ ロ モ ー
タ ー が コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 結 合 す る の を 防 止 す る 。 翻 訳 を 阻 害 す る た め に は 、 相 補 的 な オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し て 、 リ ボ ソ ー ム が DMEを コ ー ド す る 転 写 物 に 結 合 す る の を 阻 害
す る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　
　 DMEの 発 現 及 び 精 製 は 、 細 菌 若 し く は ウ イ ル ス を 基 に し た 発 現 系 を 用 い て 行 う こ と が で
き る 。 細 菌 内 で DMEを 発 現 さ せ る た め に は 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 と 、 cDNA転 写 レ ベ ル を 高
め る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー と を 持 つ 、 好 適 な ベ ク タ ー に cDNAを サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 こ の
よ う な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 lacオ ペ レ ー タ ー 調 節 エ レ メ ン ト と 併 用 す る T5ま た は T7バ
ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び trp-lac（ tac） ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー が 含 ま
れ る が 、 こ れ ら に 限 定 す る も の で は な い 。 組 換 え ベ ク タ ー を 、 BL21（ DE3） な ど の 好 適 な
細 菌 宿 主 に 形 質 転 換 す る 。 抗 生 物 質 耐 性 細 菌 は 、 イ ソ プ ロ ピ ル β － Dチ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ
シ ド (IPTG)で 誘 発 さ れ る と DMEを 発 現 す る 。 真 核 細 胞 で の DMEの 発 現 は 、 昆 虫 細 胞 株 ま た は
哺 乳 動 物 細 胞 株 に 、 一 般 に バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と し て 知 ら れ る Autographica californica核
多 角 体 病 ウ イ ル ス (AcMNPV)の 、 組 換 え 型 を 感 染 さ せ て 行 う 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 非 必 須 ポ
リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 を 、 相 同 組 換 え 、 或 い は ト ラ ン ス フ ァ ー プ ラ ス ミ ド の 媒 介 を 伴 う 細 菌 の
媒 介 に よ る 遺 伝 子 転 移 の ど ち ら か に よ っ て 、 DMEを コ ー ド す る cDNAと 置 換 す る 。 ウ イ ル ス
の 感 染 力 は 維 持 さ れ 、 強 力 な ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 高 レ ベ ル の cDNA転 写 が 行
わ れ る 。 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 多 く の 場 合 は 夜 蛾 の １ 種 Spodoptera frugiperda（ S
f9） 昆 虫 細 胞 へ の 感 染 に 用 い る が 、 ヒ ト 肝 細 胞 へ の 感 染 に 用 い る こ と も あ る 。 後 者 の 感 染
の 場 合 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス へ の 更 な る 遺 伝 的 修 飾 が 必 要 に な る (Engelhard, E.K.他 (199
4) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3224-3227; Sandig, V.他 (1996) Hum.Gene Ther. 7:
1937-1945)。
【 ０ ３ ８ ８ 】
　 殆 ど の 発 現 系 で は 、 DMEが 、 例 え ば グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)と 、 ま た は
、 FLAGや 6-Hisな ど ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ 標 識 と 合 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 と な る た め 、 未
精 製 の 細 胞 溶 解 物 か ら の 、 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 の 、 親 和 性 ベ ー ス の 精 製 を 迅 速 に １ ス テ
ッ プ で 行 い 得 る 。 GSTは 日 本 住 血 吸 虫 か ら の 26kDaの 酵 素 で あ り 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 お よ び
抗 原 性 を 維 持 し た 状 態 で 、 固 定 化 し た グ ル タ チ オ ン 上 で の 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 と
す る （ Amersham Biosciences） 。 精 製 の 後 、 GST部 分 を 、 特 異 的 に 操 作 し た 部 位 で DMEか ら
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タ ン パ ク 分 解 的 に 切 断 で き る 。 FLAGは 8ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ り 、 市 販 さ れ て い る モ ノ
ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 FLAG抗 体 （ Eastman Kodak） を 用 い た 免 疫 親 和 性 精 製
を 可 能 に す る 。 6ヒ ス チ ジ ン 残 基 が 連 続 し て 伸 長 し た 6-Hisは 、 金 属 キ レ ー ト 樹 脂 上 で の 精
製 を 可 能 に す る （ QIAGEN） 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製 の 方 法 は 、 Ausubel他 (前 出 、 10
お よ び 16章 )に 記 載 が あ る 。 こ れ ら の 方 法 で 得 た 精 製 DMEを 直 接 用 い て 以 下 の

の 、 適 用 可 能 な ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　
　 DMEの 機 能 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 系 に お い て 生 理 的 に 高 め ら れ た レ ベ ル で の 、 DMEを コ ー
ド す る 配 列 群 の 発 現 に よ っ て 算 定 す る 。 cDNAを 、 cDNAを 高 い レ ベ ル で 発 現 さ せ る 強 い プ ロ
モ ー タ ー を 持 つ 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 選 択 さ れ る ベ ク タ ー と し て
は 、 PCMV SPORTプ ラ ス ミ ド （ Invitrogen, Carlsbad CA） お よ び PCR 3.1プ ラ ス ミ ド （ Invi
trogen） が あ り 、 ど ち ら も サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 持 つ 。 リ ポ ソ ー ム 製 剤 あ
る い は 電 気 穿 孔 法 を 用 い て 、 5～ 10μ gの 組 換 え ベ ク タ ー を ヒ ト 細 胞 株 、 例 え ば 内 皮 由 来 ま
た は 造 血 由 来 の 細 胞 株 に 、 一 過 的 に 形 質 移 入 す る 。 更 に 、 標 識 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配
列 を 含 む 1～ 2μ gの プ ラ ス ミ ド を 同 時 に 形 質 移 入 す る 。 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ り 、 形
質 移 入 細 胞 と 非 形 質 移 入 細 胞 を 区 別 す る 手 段 が 与 え ら れ る 。 ま た 、 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現
に よ っ て 、 組 換 え ベ ク タ ー か ら の cDNA発 現 を 正 確 に 予 想 で き る 。 標 識 タ ン パ ク 質 は 、 例 え
ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP;Clontech） 、 CD64ま た は CD64-GFP融 合 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 で
き る 。 自 動 化 さ れ た 、 レ ー ザ ー 光 学 に 基 づ く 技 術 で あ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FCM） を
用 い て 、 GFPま た は CD64-GFPを 発 現 す る 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 を 同 定 し 、 そ れ ら の 細 胞 の ア
ポ ト ー シ ス 状 態 や 他 の 細 胞 特 性 を 評 価 す る 。 FCMは 、 細 胞 死 に 先 行 す る か 或 い は 同 時 に 発
生 す る 現 象 を 診 断 す る 蛍 光 分 子 の 取 込 を 検 出 し て 計 量 す る 。 こ の よ う な 現 象 と し て 挙 げ ら
れ る の は 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム に よ る DNA染 色 に よ っ て 計 測 さ れ る 核 DNA含 量 の 変 化 、 前 方
散 乱 光 と 90° 側 方 散 乱 光 に よ っ て 計 測 さ れ る 細 胞 サ イ ズ と 粒 度 の 変 化 、 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ
リ ジ ン の 取 込 量 の 低 下 に よ っ て 計 測 さ れ る DNA合 成 の 下 方 調 節 、 特 異 抗 体 と の 反 応 性 に よ
っ て 計 測 さ れ る 細 胞 表 面 及 び 細 胞 内 に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現 の 変 容 、 及 び フ ル オ レ セ イ
ン 抱 合 し た ア ネ キ シ ン Ｖ タ ン パ ク 質 の 細 胞 表 面 へ の 結 合 に よ っ て 計 測 さ れ る 原 形 質 膜 組 成
の 変 容 と が あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に つ い て は 、 Ormerod, M.G. (1994; 

, Oxford, New York NY)に 記 述 が あ る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 遺 伝 子 発 現 に お け る DMEの 影 響 は 、 DMEを コ ー ド す る 配 列 群 と 、 CD64ま た は CD64-GFPの ど
ち ら か と が 形 質 移 入 さ れ た 、 高 度 に 精 製 さ れ た 細 胞 集 団 を 用 い て 算 定 で き る 。 CD64ま た は
CD64-GFPは 、 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 表 面 で 発 現 し 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン G（ IgG） の 保 存 さ れ
た 複 数 の 領 域 に 結 合 す る 。 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 と 形 質 移 入 さ れ な い 細 胞 と は 、 ヒ ト IgGか C
D64に 対 す る 抗 体 の ど ち ら か で 被 覆 さ れ た 磁 気 ビ ー ズ を 用 い て 効 率 よ く 分 離 で き る (DYNAL,
 Lake Success NY)。 mRNAは 、 こ れ ら 細 胞 か ら 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 精 製 で き る 。 DMEと 目
的 の 他 の 遺 伝 子 群 と を コ ー ド す る mRNAの 発 現 は 、 ノ ー ザ ン 分 析 や マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 で 分
析 で き る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　
　 実 質 的 に 精 製 さ れ た DMEを 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ PAGE； 例 え ば 、 Harri
ngton, M.G.（ 1990） Methods Enzymol.182:488-495を 参 照 ） ま た は 他 の 精 製 技 術 で 行 い 、
こ れ を 用 い て 標 準 的 な プ ロ ト コ ル で 動 物 （ 例 え ば ウ サ ギ 、 マ ウ ス な ど ） を 免 疫 化 し て 抗 体
を 作 り 出 す 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　 あ る い は 、 LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い て DMEア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 し 、 免
疫 原 性 の 高 い 領 域 を 決 定 す る 。 そ し て 対 応 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 し 、 こ の オ リ ゴ ペ プ
チ ド を 用 い て 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 で 抗 体 を 生 成 す る 。 Ｃ 末 端 付 近 あ る い は 親 水
性 領 域 な ど の 、 適 切 な エ ピ ト ー プ の 選 択 方 法 に つ い て は 、 当 分 野 に 記 述 が 多 い （ 前 出 Ausu
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bel他 , 11章 ） 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
　 通 常 は 、 長 さ 約 15残 基 の オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 FMOCケ ミ ス ト リ を 用 い る ABI 431Aペ プ チ ド
シ ン セ サ イ ザ （ Applied Biosystems） を 用 い て 合 成 し 、 N-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド
ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ MBS） を 用 い た 反 応 に よ っ て KLH（ Sigma-Aldrich, St. L
ouis MO） に 結 合 さ せ て 、 免 疫 原 性 を 高 め る （ 前 出 Ausubel他 ） 。 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト に お い て 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド -KLH複 合 体 を 用 い て ウ サ ギ を 免 疫 化 す る 。 得 ら れ た 抗 血 清
の 抗 ペ プ チ ド 活 性 及 び 抗 DME活 性 を 試 験 す る に は 、 ペ プ チ ド ま た は DMEを 基 板 に 結 合 し 、 １
％ BSAを 用 い て ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 し 、 ウ サ ギ 抗 血 清 と 反 応 さ せ て 洗 浄 し 、 さ ら に 放 射 性 ヨ
ウ 素 標 識 さ れ た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgGと 反 応 さ せ る 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
　
　 天 然 DME或 い は 組 換 え DMEを 、 DMEに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ に よ り 実 質 的 に 精 製 す る 。 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 CNBr-活 性 化 SEPHA
ROSE（ Amersham Biosciences） の よ う な 活 性 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 レ ジ ン と 抗 DME抗 体
と を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 形 成 す る 。 結 合 後 に 、 製 造 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て こ の レ
ジ ン を ブ ロ ッ ク し 、 洗 浄 す る 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 DMEを 有 す る 培 養 液 を イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 し 、 DMEを 優 先 的 に 吸 着 で き る 条
件 で （ 例 え ば 、 界 面 活 性 剤 の 存 在 下 で 高 イ オ ン 強 度 の バ ッ フ ァ ー で ） そ の カ ラ ム を 洗 浄 す
る 。 そ の カ ラ ム を 、 抗 体 と DMEと の 結 合 を 切 る よ う な 条 件 で （ 例 え ば 、 ｐ Ｈ ２ ～ ３ の バ ッ
フ ァ ー 、 或 い は 高 濃 度 の 尿 素 ま た は チ オ シ ア ン 酸 イ オ ン の よ う な カ オ ト ロ ー プ で ） 溶 出 さ
せ 、 DMEを 収 集 す る 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
　
　 DMEま た は そ の 生 物 活 性 断 片 を 、 1 2 5 Iボ ル ト ン ハ ン タ ー 試 薬 で 標 識 す る （ Bolton A.E.及
び W.M. Hunter (1973) Biochem. J. 133:529） 。 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に 予 め 配 列 し て お
い た 候 補 の 分 子 を 、 標 識 し た DMEと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し て 、 標 識 さ れ た DME複 合
体 を 有 す る 全 て の ウ ェ ル を ア ッ セ イ す る 。 様 々 な DME濃 度 で 得 ら れ た デ ー タ を 用 い て 、 候
補 分 子 と 結 合 し た DMEの 数 量 及 び 親 和 性 、 会 合 に つ い て の 値 を 計 算 す る 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　 別 法 で は 、 DMEと 相 互 作 用 す る 分 子 を 、 Fields, S.及 び O. Song (1989; Nature 340:245
-246)に 記 載 の 酵 母 ２ － ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム （ yeast two-hybrid system） や 、 MATCHMAK
ERシ ス テ ム (Clontech)な ど の ２ － ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に 基 づ く 市 販 キ ッ ト を 用 い て 分 析
す る 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 DMEは ま た 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 型 の 酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 使 用 す る PATHCALLING
プ ロ セ ス （ CuraGen Corp., New Haven CT） に 用 い て 、 遺 伝 子 の ２ 大 ラ イ ブ ラ リ に よ っ て
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 間 の 全 て の 相 互 作 用 を 判 定 で き る （ Nandabalan, K. 他 (2000) 米
国 特 許 第 6,057,101号 ） 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
　
　 DMEの チ ト ク ロ ー ム P450活 性 は 、 ア ニ リ ン の 4-ヒ ド ロ キ シ ル 化 を 用 い て 測 定 す る 。 ア ニ
リ ン は 、 こ の 酵 素 に よ っ て 4-ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル に 変 換 さ れ 、 ア ニ リ ン の 最 大 吸 光 波 長 は 63
0nmで あ る (Gibson お よ び  Skett、 前 出 )。 こ の ア ッ セ イ は 便 利 な 測 定 で は あ る が 、 2- お
よ び 3-位 置 で も 発 生 す る 総 ヒ ド ロ キ シ ル 化 を 過 小 評 価 す る 。 ア ッ セ イ は 37℃ で 行 い 、 反 応
バ ッ フ ァ （ 緩 衝 液 )に は 一 定 分 量 の 酵 素 お よ び 適 量 の ア ニ リ ン (約 2mM)が 含 ま れ る 。 こ の 反
応 で は 、 こ の 緩 衝 液 に NADPH ま た は  NADPHを 産 生 す る 補 因 子 系 を 含 む よ う に す る 。 こ の 反
応 緩 衝 液 の 或 る 調 製 に は 85 mM の Tris （ pH 7.4） 、 15 mM 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 50 mM ニ
コ チ ン 酸 ア ミ ド 、 40 mgイ ソ ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム お よ び  2 単 位 の イ ソ ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ
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ゲ ナ ー ゼ が 含 ま れ て お り 、 ア ッ セ イ の 直 前 に 10mlの 反 応 バ ッ フ ァ ー ス ト ッ ク 溶 液 に 8mgの N
ADP +  を 加 え る 。 反 応 は 光 学 キ ュ ベ ッ ト で 行 い 、 630nmで の 吸 光 度 を 測 定 す る 。 こ の ア ッ セ
イ で は 、 吸 光 度 の 増 加 率 が 酵 素 活 性 に 比 例 す る 。 標 準 曲 線 は 4-ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル の 既 知 濃
度 を 用 い て 作 成 で き る 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 DMEの 1α ,25－ ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D24－ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は 、 DMEを 発 現 す る 遺
伝 子 組 換 え ラ ッ ト に お け る 、 3 H標 識 さ れ た 1α ,25－ ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D(1α ,25(OH) 2 D
)か ら 24,25－ ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D(24,25(OH) 2 D)へ の 変 換 を モ ニ タ リ ン グ し て 判 定 す る
。 エ タ ノ ー ル に 溶 解 し た 1μ gの 1α ,25(OH) 2 D（ 或 い は コ ン ト ロ ー ル と し て エ タ ノ ー ル の み
） を 、 DMEを 発 現 す る 約 ６ 週 齢 の オ ス 遺 伝 子 組 換 え ラ ッ ト 群 ま た は 、 DMEの 欠 損 変 異 体 を 発
現 す る 若 し く は DMEを 発 現 し て い な い と い う 点 を 除 け ば 同 一 の コ ン ト ロ ー ル ラ ッ ト 群 に 静
脈 内 投 与 す る 。 ラ ッ ト を ８ 時 間 後 に 断 頭 に よ り 屠 殺 し 、 腎 臓 を 手 早 く 取 り 除 き 、 洗 浄 し 、
９ 倍 量 の 氷 冷 バ ッ フ ァ (15mM Tris-acetate (pH7.4)、 0.19Mス ク ロ ー ス （ 蔗 糖 ） 、 2mM酢 酸
マ グ ネ シ ウ ム 、 お よ び 5mMの コ ハ ク 酸 ナ ト リ ウ ム )に お い て ホ モ ジ ナ イ ズ す る 。 次 に 、 各 ホ
モ ジ ネ ー ト の 所 定 量 （ 例 え ば 3ml） を 、 0.25nMの 1α ,25(OH) 2 [1-

3 H]D（ 比 放 射 能 は 約 3.5GB
q/mmol） と 共 に 、 常 に 振 盪 し な が ら 酸 素 存 在 下 、 ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
総 脂 質 を 記 載 (Bligh, E.G.及 び W.J. Dyer (1959) Can. J. Biochem. Physiol. 37: 911-9
17)の と お り 抽 出 し 、 流 速 1 ml/分 に て n-ヘ キ サ ン /ク ロ ロ ホ ル ム /メ タ ノ ー ル (10:2.5:1.5)
溶 媒 系 を 用 い た FINEPAK SIL カ ラ ム (JASCO, 東 京 、 日 本 )で の HPLCに よ っ て ク ロ ロ ホ ル ム
相 を 分 析 す る 。 あ る い は 、 ク ロ ロ ホ ル ム 相 を J SPHERE ODS-AM column (YMC Co. Ltd.、 京
都 、 日 本 )を 用 い て ア セ ト ニ ト リ ル バ ッ フ ァ ー 系 (40～ 100%、 水 中 、 30分 )で 、 1ml/分 の 流
速 に て 逆 相 HPLCに よ っ て 分 析 す る 。 こ の 溶 出 物 は 30秒 (以 下 )の 分 画 で 収 集 し 、 各 分 画 中 に
存 在 す る 3 Hの 量 を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 す る 。 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル （ す な
わ ち 、 1α ,25－ ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン Dま た は 24,25－ ジ ヒ ド ロ キ シ ビ タ ミ ン D(24,25(OH) 2
D)を 含 む サ ン プ ル ） の ク ロ マ ト グ ラ ム と 反 応 生 成 物 の ク ロ マ ト グ ラ ム と を 比 較 す る こ と に
よ り 、 基 質 （ 1α ,25(OH) 2 [1-

3 H]D） と 生 成 物 （ 24,25(OH) 2 [1-
3 H]D） と の 相 対 的 な 移 動 度

（ mobilities） を 判 定 し 、 収 集 し た 各 画 分 と 相 関 さ せ る 。 コ ン ト ロ ー ル ラ ッ ト に お い て 生
成 さ れ た 24,25(OH) 2 [1-

3 H]Dの 量 を 、 DMEを 発 現 す る 遺 伝 子 組 換 え ラ ッ ト の 24,25(OH) 2 [1-
3

H]Dの 量 か ら 差 し 引 く 。 遺 伝 子 組 換 え ラ ッ ト と コ ン ト ロ ー ル ラ ッ ト と の 24,25(OH) 2 [1-
3 H]D

の 生 成 の 差 が 、 そ の サ ン プ ル に 存 在 す る DMEの 25－ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 の 量 に 比 例 す る 。 基
質 と 生 成 物 （ 群 ） と の 同 一 性 の 確 認 は 、 質 量 分 光 法 に よ っ て 行 う （ Miyamoto, Y.他 (1997)
 J. Biol. Chem. 272:14115-14119)。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 DMEの フ ラ ビ ン 含 有 モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ （ FMO） 活 性 を 測 定 す る に は 、 代 謝 産 物 群 の ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ 分 析 を 行 う 。 例 え ば Ring, B.J.他 (1999; Drug Metab. Dis. 27:1099-1103)
は 、 FMOを 0.1 Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ (pH 7.4ま た は 8.3)お よ び 1 mM NADPH中 37℃ で
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 反 応 を 或 る 有 機 溶 剤 で 停 止 さ せ 、 HPLCに よ っ て 産 物 形 成 を 判 定 し た 。
あ る い は 、 活 性 の 測 定 は 、 酸 素 の 取 り 込 み を ク ラ ー ク 型 電 極 （ Clark-type electrode） を
用 い て モ ニ タ リ ン グ す る 。 例 え ば Ziegler, D.M.お よ び Poulsen, L.L. (1978; Methods En
zymol.52:142-151)は FMOを 、 基 質 で あ る メ チ マ ゾ ー ル (methimazole)を 含 有 す る NADPH-産
生 補 因 子 系 (上 記 の も の と 同 様 )中 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 酸 素 取 込 み 率 は 酵 素 活 性
に 比 例 す る 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
　 DMEの UDPグ ル ク ロ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (glucuronyltransferase)活 性 は 遊 離 ア ミ ン
基 の 比 色 判 定 で 測 定 す る (Gibsonお よ び Skett, 前 出 )。 ア ミ ン 含 有 基 質 （ 例 え ば 2-ア ミ ノ
フ ェ ノ ー ル )の イ ン キ ュ ベ ー ト を 37℃ で 、 必 要 な 補 因 子 群 を 含 有 す る 反 応 バ ッ フ ァ (40 mM 
Tris （ pH 8.0） 、 7.5 mM MgCl 2 、 0.025% Triton X-100、 1 mMア ス コ ル ビ ン 酸 、 0.75 mM 
UDP-グ ル ク ロ ン 酸 )中 の こ の 酵 素 の ア リ コ ッ ト と 共 に 行 う 。 充 分 な 時 間 を お き 、 反 応 は 氷
冷 し た 20%ト リ ク ロ ロ 酢 酸 （ 0.1 Mリ ン 酸 バ ッ フ ァ （ pH 2.7） 中 )を 添 加 し て 停 止 さ せ 、 氷
上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 遠 心 分 離 し て 上 澄 み を 清 澄 化 さ せ る 。 全 て の 未 反 応 2-ア ミ ノ フ ェ
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ノ ー ル は 、 こ の ス テ ッ プ で 破 壊 さ れ る 。 充 分 な 、 新 た に 調 製 し た 亜 硝 酸 ナ ト リ ウ ム を 次 に
添 加 し 、 こ の ス テ ッ プ に よ り 、 グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 産 物 の ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 が 形 成 さ れ る 。 過
剰 な 亜 硝 酸 を 除 去 す る た め 充 分 な ス ル フ ァ ミ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム （ ammonium sulfamate)を
添 加 し 、 ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 を 芳 香 族 ア ミ ン (例 え ば N-ナ フ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン )と 反 応 さ せ
、 着 色 し た ア ゾ 化 合 物 を 産 生 す る 。 こ の 化 合 物 は 、 分 光 光 度 法 で ア ッ セ イ で き る （ 540 nm
な ど ） 。 標 準 曲 線 は 、 既 知 濃 度 の ア ニ リ ン を 用 い て 作 成 で き る 。 こ の ア ニ リ ン は 、 2-ア ミ
ノ フ ェ ノ ー ル  グ ル ク ロ ニ ド と 同 様 の 特 性 を 持 つ 発 色 団 を 形 成 す る こ と と な る 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 DMEの グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 活 性 の 測 定 に は 、 モ デ ル 基 質 、 例 え ば
2,4-ジ ニ ト ロ -1-ク ロ ロ ベ ン ゼ ン を 用 い る 。 こ の 基 質 は グ ル タ チ オ ン と 反 応 し て 生 成 物 で
あ る 2,4-ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル -グ ル タ チ オ ン を 形 成 し 、 生 成 物 の 最 大 吸 光 波 長 は 340 nmで あ
る 。 重 要 な 注 意 点 は GST類 が 様 々 な 基 質 特 異 性 を 持 つ こ と で あ り 、 モ デ ル 基 質 の 選 択 は 、
目 的 の GSTの 基 質 選 択 性 (substrate preference)に 基 づ く べ き で あ る 。 ア ッ セ イ は 室 温 で
行 い 、 適 切 な 反 応 バ ッ フ ァ （ 例 え ば 1 mM グ ル タ チ オ ン 、 1 mM ジ ニ ト ロ ク ロ ロ ベ ン ゼ ン 、
90 mM リ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ 、 pH 6.5） に 一 定 量 の 酵 素 を 入 れ る 。 反 応 は 光 学 キ ュ ベ ッ
ト で 行 い 、 340nmで の 吸 光 度 を 測 定 す る 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 吸 光 度 の 増 加 率 が 酵 素 活 性
に 比 例 す る 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 DMEの N－ ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 測 定 に は 放 射 標 識 し た ア ミ ノ 酸 基 質 を 用 い 、
抱 合 産 物 群 へ の 放 射 ラ ベ ル の 取 り 込 み を 測 定 す る 。 酵 素 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 反 応 バ ッ フ
ァ に は 無 標 識 の ア シ ル -CoA化 合 物 と 放 射 標 識 し た ア ミ ノ 酸 と を 入 れ 、 放 射 標 識 さ れ た ア シ
ル 抱 合 体 と 無 反 応 ア ミ ノ 酸 と を 分 離 す る た め 、 n-ブ タ ノ ー ル ま た は 他 の 適 切 な 有 機 溶 剤 へ
の 抽 出 を 行 う 。 例 え ば Johnson, M. R他 (1990; J. Biol. Chem. 266:10227-10233)は 、 胆
汁 酸 -CoA:ア ミ ノ 酸 N-ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 測 定 を 、 こ の 酵 素 を コ リ ル -CoA お
よ び  3 H-グ リ シ ン ま た は  3 H-タ ウ リ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ま た 、 ト リ チ ウ ム 化 コ ー
ル 酸 抱 合 体 （ tritiated cholate conjugate)を n-ブ タ ノ ー ル へ の 抽 出 に よ っ て 分 離 し 、 シ
ン チ レ ー シ ョ ン に よ っ て 抽 出 産 物 内 の 放 射 活 性 を 測 定 し て 行 っ た 。 あ る い は N－ ア シ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 測 定 に は 、 下 記 の 還 元 さ れ た CoA(CoASH)の 分 光 光 度 測 定 法 を 用 い
る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
　 DMEの N-ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、 放 射 ラ ベ ル の 、 [ 1 4 C]ア セ チ ル -CoAか ら 基
質 分 子 へ の 転 移 を 用 い て 測 定 さ れ る  (例 え ば  Deguchi, T. (1975) J. Neurochem. 24:108
3-5を 参 照 )。 或 い は 、 CoASHと の DTNB (5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid; Ellman試
薬 )反 応 に 基 づ く 分 光 光 度 ア ッ セ イ を 用 い 得 る 。 遊 離 の チ オ ー ル 含 有 CoASHは 、 N-ア セ チ ル
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が 触 媒 す る 、 基 質 へ の ア セ チ ル 基 の 転 移 時 に 形 成 さ れ る 。 CoASHの 検
出 に は 、 DTNB抱 合 体 の 吸 光 度 (412nm)を 用 い る (De Angelis, J. 他 (1997) J. Biol. Chem.
 273:3045-3050)。 酵 素 活 性 は 、 基 質 へ の 放 射 能 取 り 込 み 率 、 ま た は 、 こ の 分 光 光 度 ア ッ
セ イ で は 吸 光 度 の 増 加 率 に 比 例 す る 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 DMEの タ ン パ ク 質 ア ル ギ ニ ン メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 37℃ で 様 々 の 時 間 に わ た
り 測 定 す る 。 S-ア デ ノ シ ル -L-[メ チ ル - 3 H]メ チ オ ニ ン ([ 3 H]AdoMet; 比 放 射 能 ＝ 75 Ci/mmo
l; NEN Life Science Products)を メ チ ル 供 与 体 基 質 と し て 用 い る 。 有 用 な メ チ ル 受 容 基
質 と し て は 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ フ ィ ブ リ ラ リ ン グ リ シ ン -ア ル ギ ニ ン ド
メ イ ン 融 合 タ ン パ ク 質 (GST-GAR)、 不 均 一 核 リ ボ 核 タ ン パ ク 質 (hnRNP)ま た は 、 ア デ ノ シ ン
ジ ア ル デ ヒ ド で 処 理 し た 細 胞 か ら の 可 溶 化 液 中 に 存 在 す る 低 メ チ ル 化 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ
る 。 メ チ ル 化 反 応 は SDS-PAGEサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 加 え る と 停 止 す る 。 反 応 の 産 物 は SDS-
PAGEに よ っ て 分 離 さ れ 、 蛍 光 光 度 分 析 に よ っ て 視 覚 化 さ れ る 。 3 H標 識 メ チ ル 供 与 体 基 質 の
存 在 は 、 DMEの タ ン パ ク 質 ア ル ギ ニ ン メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 標 示 と な る (Tang, 
J. 他 (2000) J. Biol. Chem. 275:7723-7730お よ び Tang, J.他 (2000) J. Biol. Chem.275
:19866-19876)。
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【 ０ ４ ０ ７ 】
　 DMEの カ テ コ ー ル － O－ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、 50mM Tris-HCl (pH7.4)、 1.2
mM MgCI 2 、 200μ M SAM (S－ ア デ ノ シ ル － L－ メ チ オ ニ ン ) ヨ ウ 化 物 (0.5μ Ciの メ チ ル － [H
3 ]SAMを 含 む )、 1mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 お よ び 様 々 な 濃 度 の カ テ コ ー ル 基 質 (例 え ば 、 L
－ ド パ 、 ド ー パ ミ ン 、 ま た は DBA)か ら 成 る 最 終 容 量 1.0mlの 反 応 混 合 液 に お い て 測 定 す る
。 こ の 反 応 は 、 250～ 500μ gの 精 製 し た DMEま た は 未 精 製 の DMEを 含 む サ ン プ ル を 加 え て 開
始 し 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 行 う 。 こ の 反 応 を 停 止 さ せ る に は 、 氷 上 で 素 早 く 冷 却 し 、 直 後 に
7 mlの 氷 冷 n－ ヘ プ タ ン で 抽 出 す る 。 １ ０ 分 間 1000× gで 遠 心 分 離 し た 後 、 液 体 シ ン チ レ ー
シ ョ ン 計 数 で 、 こ の 有 機 抽 出 物 の 3 mlの ア リ コ ッ ト 群 を 放 射 能 含 量 に つ い て 分 析 す る 。 有
機 相 に お け る カ テ コ ー ル 関 連 放 射 活 性 の レ ベ ル が 、 DMEの カ テ コ ー ル － O－ メ チ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ 活 性 に 比 例 す る （ Zhu, B. T.お よ び J. G. Liehr (1996) 271:1357-1363） 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
　 DMEの DHFR活 性 を 判 定 す る に は 、 １ ５ ℃ で 分 光 光 度 法 に よ り 、 340nm (ε 3 4 0 ＝ 11,800 M

-

1 cm - 1 )に お い て NADPHの 消 滅 を 調 べ る 。 標 準 的 な ア ッ セ イ 混 合 液 は 、 100μ M NADPH、 14mM 
2－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 MTEN バ ッ フ ァ （ 50mM 2-morpholinoethanesulfonic acid、 25
 mM tris(hydroxymethyl)aminomethane、 25mMエ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 お よ び 100mM NaCl、 pH7
.0） 並 び に DMEを 含 み 最 終 容 量 を 2.0mlと す る 。 反 応 は 50μ mの ジ ヒ ド ロ 葉 酸 を （ 基 質 と し
て ） 添 加 し て 開 始 さ せ る 。 反 応 液 に お け る NADPHの NADP＋ へ の 酸 化 は ジ ヒ ド ロ 葉 酸 の 還 元
に 一 致 し 、 ま た 、 サ ン プ ル に お け る DHFR活 性 の 量 に 比 例 す る （ Nakamura, T.お よ び Iwakur
a, M. (1999) J. Biol. Chem. 274:19041-19047） 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
　 DMEの ア ル ド ／ ケ ト 還 元 酵 素 活 性 は 、 NADPHが 消 費 さ れ る 時 の 340nmに お け る 吸 光 度 の 低
下 で 測 定 す る 。 標 準 的 な 反 応 混 合 液 は 、 135mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ （ 酵 素 に よ り p
H6.2～ 7.2の 範 囲 ） 、 0.2mM NADPH、 0.3M硫 酸 リ チ ウ ム 、 0.5～ 2.5mg酵 素 、 お よ び 好 適 な レ
ベ ル の 基 質 を 含 む 。 こ の 反 応 液 を ３ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 反 応 を 分 光 光 度 計 で 連 続 的
に 測 定 す る 。 酵 素 活 性 は 、 酵 素 1mg当 た り 消 費 さ れ る NADPHの モ ル 数 と し て 計 算 さ れ る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
　 DMEの ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 は 、 NAD＋ が NADHへ 還 元 さ れ る 時 の 340nmに お け
る 吸 光 度 の 増 大 を 利 用 し て 測 定 す る 。 標 準 的 な 反 応 混 合 液 は 、 50mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （
pH7.5） 、 お よ び 0.25mM EDTAで あ る 。 反 応 液 を ２ ５ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 分 光 光 度 計 で
モ ニ タ リ ン グ す る 。 酵 素 活 性 は 、 酵 素 1mg当 た り 生 成 さ れ た NADHの モ ル 数 と し て 計 算 す る
。
【 ０ ４ １ １ 】
　 DMEの カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 は 、 基 質 と し て 4－ メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル 酢 酸 （
4-methylumbelliferyl acetate） を 用 い て 判 定 す る 。 酵 素 反 応 は 、 37℃ で 1mlの 反 応 バ ッ
フ ァ ー (90 mM KH 2 PO 4 、 40 mM KCl、 pH 7.3)に 、 お よ そ 10 μ lの DME含 有 サ ン プ ル を 0.5mM
４ -メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル 酢 酸 と と も に 加 え て 開 始 さ れ る 。 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン
の 産 生 を 分 光 光 度 計 (ε 3 5 0  = 12.2 mM

- 1  cm - 1 )で 1.5分 間 モ ニ タ ー す る 。 特 異 的 活 性 は タ
ン パ ク 質 の 一 分 間 に つ き 一 ミ リ グ ラ ム 形 成 さ れ る 産 物 の ミ ク ロ モ ル と し て 表 さ れ 、 サ ン プ
ル 中 の DMEの 活 性 に 相 当 す る (Evgenia, V.他 (1997) J. Biol. Chem. 272:14769-14775)。
【 ０ ４ １ ２ 】
　 別 法 で は 、 DMEの コ カ イ ン ベ ン ゾ イ ル エ ス テ ル 加 水 分 解 酵 素 活 性 を 、 約 0.1mlの DMEお よ
び 3.3 mM コ カ イ ン を 、 1mM benzamidineお よ び 1mM EDTAお よ び 1mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル を
含 む 反 応 バ ッ フ ァ (50mM NaH 2 PO 4 , pH7.4)中 で 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し て 測 定 す る 。
全 量 で 0.4mlの 反 応 液 を １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 等 量 の ５ ％ ト リ ク ロ ロ 酢 酸 で 終 了 さ せ
る 。 0.1 mlの 内 標 準 3,4-ジ メ チ ル 安 息 香 酸 (10 μ g/ml)を 加 え る 。 沈 澱 タ ン パ ク 質 を 12,00
0× gで 10分 間 遠 心 し て 分 離 す る 。 上 澄 を 清 潔 な 試 験 管 に 移 し て 、 0.4mlの 塩 化 メ チ レ ン で 2
回 抽 出 す る 。 2つ の 抽 出 液 を 合 わ せ て 、 窒 素 流 下 で 乾 燥 す る 。 こ の 残 留 物 を 、 100 ml当 た
り 8μ 1の ジ エ チ ル ア ミ ン を 含 む 14％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 250mM KH 2 PO 4 （ pH4.0） に 再 懸 濁 し
て か ら 、 C18逆 相 HPLCカ ラ ム 上 に 注 入 し て 分 離 す る 。 こ の カ ラ ム 溶 出 液 を 235nmで モ ニ タ リ
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ン グ す る 。 DME活 性 を 定 量 す る た め 、 内 標 準 に 対 す る 分 析 物 の ピ ー ク 面 積 比 を 比 較 す る 。
標 準 曲 線 は 、 ト リ ク ロ ロ 酢 酸 処 理 し た タ ン パ ク 質 マ ト リ ク ス 内 で 調 製 し た 安 息 香 酸 標 準 で
作 成 す る （ Evgenia, V.他 (1997) J. Biol. Chem. 272:14769-14775)。
【 ０ ４ １ ３ 】
　 別 法 で は 、 水 溶 性 基 質 の パ ラ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 酪 酸 に 対 す る DMEカ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー
ゼ 活 性 を 当 業 者 に 周 知 の 分 光 光 度 法 で 判 定 す る 。 こ の 方 法 で は 、 DME含 有 サ ン プ ル を 、 6mM
の タ ウ ロ コ ー ル 酸 の 存 在 下 、 0.5 M Tris-HCl (pH 7.4ま た は 8.0)ま た は 酢 酸 ナ ト リ ウ ム (p
H 5.0)で 希 釈 す る 。 こ の ア ッ セ イ は 新 た に 調 製 さ れ た パ ラ -ニ ト ロ フ ェ ニ ル 酪 酸 溶 液 (pH 5
.0の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 中 100 μ g/ml)を 加 え る こ と に よ っ て 開 始 さ れ る 。 次 に カ ル ボ キ シ ル
エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を モ ニ タ リ ン グ し 、 405nmに 設 定 し た 分 光 光 度 計 で 基 質 の 対 照 自 己 加 水
分 解 と 比 較 す る （ Wan, L.他 (2000) J. Biol. Chem. 275:10041-10046)。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 DMEの ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、 [ 3 5 S]PAPSか ら モ デ ル 基 質 （ フ ェ ノ ー ル な ど )
へ の 3 5 Sの 取 り 込 み を 用 い て 測 定 す る (Folds, A. お よ び  J. L. Meek (1973) Biochim. Bi
ophys. Acta 327:365-374)。 一 定 量 の 酵 素 を 、 37℃ に て 、 1 mLの 10 mMリ ン 酸 バ ッ フ ァ （ p
H 6.4） 、 50 mMフ ェ ノ ー ル 、 お よ び 0.4～ 4.0 mM [ 3 5 S]ア デ ノ シ ン 3-リ ン 酸 5-ホ ス ホ 硫 酸 (
PAPS)で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 5～ 20%の 放 射 ラ ベ ル が 基 質 へ 転 移 さ れ る の に 充 分 な 時 間 の
後 、 0.2 mlの 0.1 M酢 酸 バ リ ウ ム を 加 え て タ ン パ ク 質 と リ ン 酸 バ ッ フ ァ と を 沈 殿 さ せ る 。
次 に 、 0.2 mlの 0.1 M水 酸 化 バ リ ウ ム （ Ba(OH) 2  )を 、 続 い て 0.2 ml硫 酸 亜 鉛 （ ZnSO 4 )を 加
え る 。 上 澄 み を 清 澄 化 す る た め 遠 心 分 離 し 、 こ れ に よ り タ ン パ ク 質 と 無 反 応 [ 3 5 S]PAPSと
を 除 去 す る 。 上 澄 み の 放 射 能 を 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン で 測 定 す る 。 酵 素 活 性 は 、 反 応 産 物 に
お け る 放 射 能 の モ ル 数 か ら 判 定 す る 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　 DMEの へ パ ラ ン 硫 酸 6－ ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を で 測 定 す る た め 、 DME
含 有 サ ン プ ル を 2.5μ molイ ミ ダ ゾ ー ル HC1 (pH6.8)、 3.75μ gの 塩 化 プ ロ タ ミ ン （ protamin
e chloride） 、 25nmol(ヘ キ ソ サ ミ ン と し て )の 完 全 に 脱 硫 酸 化 さ れ N－ 再 硫 酸 化 さ れ た ヘ
パ リ ン 、 お よ び 50pmol (約  5× 10 5 cpm)の [ 3 5 S] PAPSと 共 に 最 終 反 応 量 を 50μ lと し て 37℃
で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 反 応 は 、 熱 湯 に 反 応 チ ュ ー ブ を １ 分 間 浸 漬 し て 停 止 さ
せ る 。 0.1μ mol（ グ ル ク ロ ン 酸 と し て ） の コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 Aを 反 応 混 液 に キ ャ リ ア と
し て 加 え る 。 3 5 S標 識 多 糖 を 、 1.3％ 酢 酸 カ リ ウ ム を 有 す る 冷 却 し た 三 倍 量 の エ タ ノ ー ル で
沈 殿 さ せ 、 脱 塩 カ ラ ム を 用 い る ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 、 取 り 込 ま れ な か っ た [ 3 5 S
]PAPSお よ び そ の 分 解 生 成 物 か ら 完 全 に 分 離 す る 。 一 単 位 の 酵 素 活 性 は １ 分 間 に 1pmolの 硫
酸 を 転 移 す る の に 必 要 な 量 と 定 義 し 、 沈 殿 し た 多 糖 の 中 に 取 り 込 ま れ た [ 3 5 S]PAPSの 量 に
よ っ て 判 定 す る （ Habuchi, H.他 (1995) J. Biol. Chem. 270:4172-4179)。
【 ０ ４ １ ６ 】
　 別 法 で は 、 DMEの へ パ ラ ン 硫 酸 6－ ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト
リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 (SDS-PAGE)に よ っ て 分 離 し た 後 、 ゲ ル か ら 酵 素
を 抽 出 し て 再 生 し 測 定 す る 。 分 離 後 、 ゲ ル を バ ッ フ ァ (0.05M Tris-HCl, pH8.0)で 洗 浄 し
、 3～ 5mmの セ グ メ ン ト に 切 断 し 、 0.15M NaClを 有 す る 同 じ バ ッ フ ァ 100μ lに ４ ℃ で ４ ８ 時
間 撹 拌 す る 。 溶 出 し た 酵 素 を 遠 心 分 離 し て 収 集 し 、 上 記 の よ う に ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ 活 性 に つ い て ア ッ セ イ す る （ Habuchi, H.他 (1995) J. Biol. Chem. 270:4172-4179)。
【 ０ ４ １ ７ 】
　 別 法 で は 、 DMEの ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 、 [ 3 5 S]PAPSか ら 、 固 定 さ れ た ペ プ チ
ド へ の 、 [ 3 5 S]硫 酸 の 転 移 を 測 定 し て 判 定 す る 。 こ の 固 定 さ れ た ペ プ チ ド は 、 C末 端 シ ス テ
イ ン 残 基 が 付 加 さ れ た 成 熟 P－ セ レ ク チ ン 糖 タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド － 1ポ リ ペ プ チ ド の N末 端
の 15残 基 で あ る 。 こ の ペ プ チ ド は ３ つ の 潜 在 的 な チ ロ シ ン 硫 酸 化 部 位 に わ た る 。 こ の ペ プ
チ ド は 、 こ の シ ス テ イ ン 残 基 に よ っ て 、 ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 活 性 化 し た 樹 脂 に 連 結 さ れ る
（ 1mlの 樹 脂 あ た り 1.5～ 3.0μ molペ プ チ ド の 密 度 ） 。 こ の 酵 素 ア ッ セ イ は 、 40mM Pipes (
pH6.8)、 0.3M NaCl、 20mM MnCl 2 、 50mM NaF、 1％ Triton X-100、 お よ び 1mM 5'-AMPを 含 む
最 終 容 量 130μ lに お い て 、 10μ lの ペ プ チ ド 誘 導 体 化 ビ ー ズ と 2～ 20μ lの DME含 有 サ ン プ ル

10

20

30

40

50

(92) JP 2005-508614 A 2005.4.7

in vitro



と を 混 合 し て 行 う 。 こ の ア ッ セ イ は 、 0.5μ Ciの [ 3 5 S]PAPS (1.7μ M; 1Ci＝ 37GBq)を 加 え
て 開 始 さ せ る 。 37℃ で 30分 経 過 後 、 反 応 ビ ー ズ を 65℃ 、 6Mグ ア ニ ジ ン で 洗 浄 し 、 ビ ー ズ に
取 り 込 ま れ た 放 射 活 性 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 で 測 定 す る 。 ビ ー ズ 結 合 ペ プ チ ド に 転
移 さ れ た [ 3 5 S]硫 酸 を 測 定 し 、 サ ン プ ル に お け る DME活 性 を 判 定 す る 。 １ 単 位 の 活 性 で １ 分
間 に 1pmolの 生 成 物 が 形 成 さ れ る と 定 義 す る (Ouyang, Y.-B.他 (1998) Biochemistry 95:28
96-2901)。
【 ０ ４ １ ８ 】
　 別 法 で は 、 DMEス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の ア ッ セ イ を 、 50mM Hepes-NaOH (pH7.0)、 25
0mM ス ク ロ ー ス 、 1mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 14μ M[ 3 5 S]PAPS (15Ci/mmol)お よ び 、 ド ー パ
ミ ン (25μ M)、 p-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (5μ M)ま た は 他 の 候 補 基 質 を 含 む 最 終 容 量 30μ lに お い
て 、 硫 酸 供 与 体 と し て [ 3 5 S]PAPSを 用 い て 行 う 。 ア ッ セ イ の 反 応 は 、 精 製 さ れ た DME酵 素 製
剤 、 或 い は DME活 性 を 持 つ サ ン プ ル を 加 え て 開 始 さ せ 、 そ の 反 応 を ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 続 け
、 １ ０ ０ ℃ で ３ 分 間 加 熱 し て 終 了 さ せ る 。 形 成 さ れ た 沈 降 物 を 遠 心 分 離 に よ っ て 除 去 す る
。 次 に 3 5 S硫 酸 化 物 を 調 べ る た め に 、 上 澄 み を 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 或 い は 二 次 元 薄 層 分
離 法 の い ず れ か に よ っ て 分 析 す る 。 3 5 S硫 酸 化 物 の 同 定 が で き る よ う に 好 適 な 標 準 を 上 澄
み と 平 行 し て 分 析 し 、 反 応 産 物 の 移 動 の 相 対 速 度 に 基 づ い て DME含 有 サ ン プ ル の 酵 素 特 異
性 を 判 定 す る （ Sakakibara, Y.他 (1998) J. Biol. Chem. 273:6242-6247)。
【 ０ ４ １ ９ 】
　 DMEの ス ク ア レ ン エ ポ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 精 製 し た DME(ま た は DMEを 有 す る 未 精 製 の 混 合
液 ), 20mM Tris-HCl (pH7.5)、 0.01mM FAD、 0.2単 位 の NADPH－ チ ト ク ロ ー ム C (P-450)レ
ダ ク タ ー ゼ 、 0.01 mM[ 1 4 C]ス ク ア レ ン (20μ lの Tween 80を 用 い て 分 散 済 み )、 お よ び 0.2％
Triton X-100を 有 す る 混 合 液 に お い て ア ッ セ イ す る 。 1mM NADPHを 加 え て 反 応 を 開 始 さ せ
、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 不 け ん 化 脂 質 を 、 酢 酸 エ チ ル ／ ベ ン ゼ ン (0.5:9
9.5, v/v)で 展 開 し た シ リ カ ゲ ル TLCに よ っ て 分 析 す る 。 反 応 生 成 物 を 、 DMEを 含 ま な い 反
応 混 合 液 に よ る 反 応 生 成 物 と 比 較 す る 。 2,3(S)－ オ キ シ ド ス ク ア レ ン の 存 在 を 、 好 適 な 脂
質 標 準 を 用 い て 確 認 す る （ Sakakibara, J.他 (1995) 270:17-20） 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 DMEの エ ポ キ シ ド ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 は 、 エ ー テ ル 抽 出 物 の ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 (
GC)を 用 い て 基 質 枯 渇 に よ っ て 測 定 す る か 、 ま た は ア セ ト ン で 急 冷 し た 反 応 混 合 物 の GC分
析 に よ り 基 質 枯 渇 と ジ オ ー ル 生 成 に よ っ て 測 定 す る 。 DME含 有 サ ン プ ル ま た は エ ポ キ シ ド
ヒ ド ロ ラ ー ゼ 対 照 サ ン プ ル を 10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、 1 mM エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 (E
DTA)、 お よ び 5 mMエ ポ キ シ ド 基 質 (例 え ば 、 エ チ レ ン オ キ シ ド 、 ス チ レ ン オ キ シ ド 、 プ ロ
ピ レ ン オ キ シ ド 、 イ ソ プ レ ン モ ノ オ キ シ ド 、 エ ピ ク ロ ロ ヒ ド リ ン 、 エ ピ ブ ロ モ ヒ ド リ ン 、
エ ピ フ ル オ ロ ヒ ド リ ン 、 グ リ シ ド ー ル 、 1,2-エ ポ キ シ ブ タ ン 、 1,2-エ ポ キ シ ヘ キ サ ン 、 1,
2-エ ポ キ シ オ ク タ ン )で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 様 々 な 時 点 で サ ン プ ル の 一 部 を 反 応 混 合 液
か ら 取 り 出 し て 、 GC分 析 用 の 内 標 準 （ 例 え ば 1-ノ ナ ノ ー ル ） を 有 す る 1mlの 氷 冷 ア セ ト ン
に 加 え る 。 タ ン パ ク 質 お よ び 塩 類 を 遠 心 分 離 （ １ ５ 分 、 4000× g） に よ っ て 除 去 し 、 抽 出
物 を 0.2mm× 25m CP-Wax57-CBカ ラ ム (CHROMPACK, Middelburg, The Netherlands)お よ び 水
素 炎 イ オ ン 化 検 出 器 を 用 い て GCに よ り 分 析 す る 。 GC産 物 の 同 定 は 、 当 業 者 に 周 知 の 好 適 な
標 準 お よ び コ ン ト ロ ー ル を 用 い て 行 う 。 １ 単 位 の DME活 性 は 、 １ 分 間 に 1μ molの ジ オ ー ル
生 成 を 触 媒 す る 酵 素 の 量 と 定 義 す る （ Rink, R.他 (1997) J. Biol. Chem. 272:14650-1465
7)。
【 ０ ４ ２ １ 】
　 DMEの ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、 DMEを 有 す る サ ン プ ル を 、 1mM L－ キ ヌ レ ニ ン
お よ び 1mM 2-オ キ ソ グ ル タ ル 酸 の 存 在 下 で 、 最 終 容 量 200μ lの 、 70μ M PLPを 有 す る 150mM
 Tris 酢 酸 バ ッ フ ァ (pH8.0)、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て ア ッ セ イ す る 。 キ ヌ レ
ン 酸 の 形 成 は 、 当 業 者 に 周 知 の 好 適 な 標 準 お よ び コ ン ト ロ ー ル を 用 い て 330nmで 分 光 光 度
検 出 に よ り HPLCで 定 量 す る 。 別 法 で は 、 L-3-ヒ ド ロ キ シ キ ヌ レ ニ ン を 基 質 と し て 用 い 、 キ
サ ン ツ レ ン 酸 の 生 成 を 340nmで の UV検 出 と 生 成 物 の HPLC分 析 に よ り 判 定 す る 。 キ ヌ レ ン 酸
お よ び キ サ ン ツ レ ン 酸 の 生 成 は そ れ ぞ れ 、 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 示 す （ Buchli

10

20

30

40

50

(93) JP 2005-508614 A 2005.4.7



, R.他 (1995) J. Biol. Chem. 270:29330-29335)。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 別 法 で は 、 DMEの ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 測 定 は 、 酵 素 結 合 補 因 子 で あ る ピ リ
ド キ サ ー ル 5'-リ ン 酸 (PLP)の UV/VIS吸 収 ス ペ ク ト ル に お け る 変 化 を モ ニ タ リ ン グ し て 、 一
回 の タ ー ン オ ー バ ー 条 件 下 で 、 精 製 し た DME或 い は DMEを 有 す る 未 精 製 サ ン プ ル の 、 様 々 な
ア ミ ノ 酸 お よ び オ キ ソ 酸 基 質 に 対 す る 活 性 を 判 定 し て 行 う 。 こ の 反 応 は 、 9μ M 精 製 DMEま
た は DME含 有 サ ン プ ル と 試 験 す る 基 質 （ ア ミ ノ 酸 お よ び オ キ ソ 酸 基 質 ） と を 有 す る 50mM 4-
メ チ ル モ ル フ ォ リ ン (pH7.5)に お い て ２ ５ ℃ で 行 う 。 ア ミ ノ 酸 か ら オ キ ソ 酸 へ の 半 反 応 を
調 べ る た め 、 酵 素 結 合 し た PLPの ピ リ ド キ サ ミ ン 5'リ ン 酸 （ PMP） へ の 変 換 に よ り 生 じ る 、
360nmに お け る 吸 光 度 の 低 下 お よ び 330nmに お け る 吸 光 度 の 増 加 を 測 定 す る 。 DMEの 特 異 性
お よ び 相 対 的 な 活 性 を 、 特 定 の 基 質 に 対 す る 酵 素 製 剤 の 活 性 に よ っ て 測 定 す る （ Vacca, R
. A.他 (1997) J. Biol. Chem. 272:21932-21937)。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　 DMEの ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ 活 性 は 、 細 胞 ペ レ ッ ト 、 培 養 上 清 、 ま た は 精 製 し
た タ ン パ ク 質 製 剤 か ら ア ッ セ イ す る 。 サ ン プ ル ま た は 溶 解 物 を １ ５ ％ 非 変 性 ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 法 に よ っ て 分 離 す る 。 こ の ゲ ル を 、 2.5mMの ニ ト ロ ブ ル ー テ ト
ラ ゾ リ ウ ム に お い て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 30mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 、 30mM TEMED、
お よ び 30μ Mリ ボ フ ラ ビ ン (pH7.8)に お い て 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ス ー パ ー オ キ シ ド
ジ ス ム タ ー ゼ 活 性 は 背 景 の ブ ル ー に 対 し て 白 い バ ン ド と し て 可 視 化 さ れ 、 こ の た め に は ラ
イ ト ボ ッ ク ス 上 で ゲ ル に 照 明 を 当 て る 。 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ 活 性 の 定 量 は 、 適
切 な ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ の 正 負 の 対 照 （ 例 え ば 様 々 な 量 の 市 販 の 大 腸 菌 ス ー パ
ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ な ど ） を 用 い 、 活 性 ゲ ル の 濃 度 走 査 で 行 う (Harth, G.お よ び Horw
itz, M.A. (1999) J. Biol. Chem. 274:4281-4292)。
【 ０ ４ ２ ４ 】
　
　 の ア ッ セ イ で 説 明 し た よ う に 、 試 験 す る 化 合 物 を 、 好 適 な バ ッ フ ァ ー お よ び
基 質 と 共 に 、 様 々 な 濃 度 で マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に 分 注 す る 。 DME活 性 を 各 ウ ェ
ル 毎 に 測 定 し 、 DME活 性 を 阻 害 す る そ れ ぞ れ の 化 合 物 の 能 力 、 お よ び 用 量 反 応 プ ロ フ ァ イ
ル （ dose-response profiles） を 判 定 で き る 。 DME活 性 を 増 強 す る 分 子 の 同 定 に も 、 こ の
ア ッ セ イ を 利 用 で き る 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
　 当 業 者 に は 、 本 発 明 の 範 囲 お よ び 趣 旨 か ら 逸 脱 し な い 限 り の 、 記 載 し た 本 発 明 の 組 成 物
、 方 法 お よ び シ ス テ ム の 、 種 々 の 修 正 お よ び 変 更 に つ い て は 自 明 で あ ろ う 。 本 発 明 が 、 新
規 か つ 有 用 な タ ン パ ク 質 群 お よ び そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 提 供 し 、 こ れ
ら を 創 薬 過 程 に 利 用 し う る こ と 、 ま た 本 発 明 が 、 こ れ ら の 組 成 を 用 い た 、 疾 患 と 病 態 と の
検 出 、 診 断 、 お よ び 治 療 の 方 法 を 提 供 す る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 本 発 明 に つ い て 説 明 す る
に あ た り 幾 つ か の 実 施 態 様 に 関 連 し て 説 明 を 行 っ た が 、 本 発 明 の 請 求 の 範 囲 が 、 そ の よ う
な 特 定 の 実 施 態 様 に 不 当 に 限 定 さ れ る べ き で は な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 こ の よ う な 実 施
態 様 の 記 載 は 完 全 で あ る と 考 慮 さ れ る べ き で な く 、 ま た 本 発 明 を 開 示 し た と お り の 形 態 に
限 定 す る も の で も な い 。 更 に 、 1つ の 実 施 態 様 の 要 素 は 、 他 の 1つ 以 上 の 実 施 態 様 の 要 素 と
容 易 に 組 み 換 え 得 る 。 こ の よ う な 組 み 合 わ せ に よ り 、 本 発 明 の 範 囲 に あ る 多 数 の 実 施 態 様
を 形 成 し 得 る 。 本 発 明 の 範 囲 は 、 添 付 し た 請 求 の 範 囲 お よ び そ れ ら の 等 価 物 に よ っ て 規 定
さ れ る よ う 意 図 さ れ る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 （ 表 の 簡 単 な 説 明 ）
　 表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 実 施 態 様 の 命 名
の 概 略 で あ る 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 表 ２ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 実 施 態 様 に 最 も 近 い GenBank相 同 体 の GenBank識 別 番 号 と
注 釈 を 示 す 。 ま た 、 各 ポ リ ペ プ チ ド と そ の 相 同 体 （ １ つ 以 上 ） が 一 致 す る 確 率 ス コ ア も 併
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せ て 示 す 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
　 表 ３ は 、 予 測 さ れ る モ チ ー フ お よ び ド メ イ ン な ど 、 ポ リ ペ プ チ ド 実 施 態 様 の 構 造 的 特 徴
を 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に 用 い た 方 法 、 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び 検 索 可 能 な デ ー タ ベ ー ス と 共
に 示 す 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 表 ４ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 を ア セ ン ブ リ す る た め に 用 い た cDNAや ゲ ノ ム DNA断
片 を 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 さ れ た 断 片 と 共 に 示 す 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
　 表 ５ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 実 施 態 様 の 代 表 的 cDNAラ イ ブ ラ リ を 示 す 。
【 ０ ４ ３ １ 】
　 表 ６ は 、 表 ５ に 示 し た cDNAラ イ ブ ラ リ の 作 製 に 用 い た 組 織 お よ び ベ ク タ ー を 説 明 す る 付
表 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
　 表 ７ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に 用 い た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム 、 ア ル ゴ
リ ズ ム を 、 適 用 可 能 な 説 明 、 参 照 文 献 お よ び 閾 値 パ ラ メ ー タ と 共 に 示 す 。
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【 表 ３ － ２ 】
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【 表 ３ － ９ 】
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【 表 ４ － ４ 】
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【 表 ５ 】
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摘要(译)

本发明的各种实施方案提供了鉴定和编码DME的人药物代谢酶（DME）和多核苷酸。 本发明的实施方案还提供表达载体，宿主细
胞，抗体，激动剂和拮抗剂。 其他实施方案提供了用于诊断，治疗或预防与DME异常表达有关的疾病的方法。
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