
(57)【要約】
本発明は、ヒストンＨ３およびＨ２Ａペプチドのアミノ末端の特定修飾に結合する抗体の
作成に関する。より好ましくは、本発明は、ヒストン修飾カセットＳＧＲＧＫ (配列番号
１ )の種々の翻訳後修飾を認識する一群の抗体の作成を目的とし、ここで、当該修飾は、
リン酸化セリン、メチル化アルギニンおよびアセチル化リシンからなる群から選択される
。これらの抗体を含む組成物は、診断およびスクリーニングツールとして使用される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
５ か ら ２ ０ ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 抗 原 ペ プ チ ド で あ っ て 、 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、
以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 当 該 ペ プ チ ド ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 ２ )、
Ser(P) Gly Arg Gly Lys、 (配 列 番 号 ３ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 ４ )、
Ser Gly Arg Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 5)、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 6)、 お よ び
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 7)。
【 請 求 項 ２ 】
抗 原 ペ プ チ ド は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ８ )、
Ser(P) Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ９ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ０ )、
Ser Gly Arg Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ １ )、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ３ )、 お よ び
Ser Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ４ )
か ら な る 、 請 求 項 １ の 抗 原 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
抗 原 ペ プ チ ド は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ８ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ０ )、 お よ び
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )
か ら な る 、 請 求 項 １ の 抗 原 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ の ペ プ チ ド お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
ア ジ ュ バ ン ト を 更 に 含 む 、 請 求 項 ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Ser Gly Arg Gly Lys、 (配 列 番 号 1)
Ser Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 2)、
Ser(P) Gly Arg Gly Lys、 (配 列 番 号 3)、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 4)、
Ser Gly Arg Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 5)、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 6)、 お よ び
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 7)
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 精 製 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
当 該 抗 体 が 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 8)、
Ser(P) Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 9)、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 10)、
Ser Gly Arg Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 11)、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 12)、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 13)、 お よ び
Ser Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 14)
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 ６ の 抗 体 。

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-508302 A 2005.3.31



【 請 求 項 ８ 】
当 該 抗 体 が 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 8)、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 10)、 お よ び
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 12)
に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 ７ の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
当 該 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ８ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
当 該 抗 体 が 、 配 列 Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly Leu (配 列 番 号 8)に 特 異 的 に
結 合 す る 、 請 求 項 ９ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 ６ の 当 該 抗 体 お よ び 希 釈 剤 ま た は 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
当 該 抗 体 が 、 薬 物 、 毒 素 、 免 疫 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 ペ プ チ ド エ フ ェ ク タ ー お よ び 同 位 元 素 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 生 体 活 性 物 質 に 結 合 す る 、 請 求 項 ６ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ユ ー ク ロ マ チ ン お よ び ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン を 検 出 す る た め の 診 断 試 験 キ ッ ト で あ っ て 、 以 下
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ペ プ チ ド ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 8)、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 10)、 お よ び
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 12)
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 当 該 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 10)に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 抗 体
、 お よ び Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 12)に 特 異 的 に 結 合 す る
第 二 抗 体 を 含 む 請 求 項 １ ３ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
転 写 活 性 的 に 活 性 な ク ロ マ チ ン の 領 域 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
サ ン プ ル を 含 む ク ロ マ チ ン を 配 列 Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番
号 12)に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、
非 結 合 お よ び 非 特 異 的 結 合 抗 体 を 当 該 サ ン プ ル か ら 除 去 す る こ と 、 お よ び
転 写 的 に 活 性 な ク ロ マ チ ン の 領 域 を 、 そ れ ら に 結 合 す る 抗 体 を 有 す る ク ロ マ チ ン の 領 域 を
同 定 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と 、
の ス テ ッ プ を 含 む 当 該 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
当 該 抗 体 が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
当 該 抗 体 が 蛍 光 マ ー カ ー で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
当 該 検 出 ス テ ッ プ は 、 当 該 抗 体 を 標 識 二 次 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 こ の 場 合 、 当 該
二 次 抗 体 は 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
有 糸 分 裂 的 に 活 性 な 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
細 胞 群 を 、 配 列 Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 10)に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と ；
非 結 合 お よ び 非 特 異 的 結 合 抗 体 を 細 胞 群 か ら 取 り 除 く こ と ； お よ び
有 糸 分 裂 的 に 活 性 な 細 胞 を 、 当 該 細 胞 を そ れ に 結 合 す る 抗 体 で 同 定 す る こ と に よ り 検 出 す
る こ と ；
の ス テ ッ プ を 含 む 当 該 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ０ 】
当 該 抗 体 が 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
当 該 抗 体 が 蛍 光 マ ー カ ー で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
当 該 検 出 ス テ ッ プ が 、 当 該 抗 体 を 標 識 二 次 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 こ の 場 合 、 当 該
二 次 抗 体 は 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
サ ン プ ル 中 の メ チ ラ ー ゼ 活 性 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
メ チ ラ ー ゼ 活 性 を 含 む 可 能 性 あ る サ ン プ ル を 提 供 す る こ と ；
事 前 に 決 定 し た 長 さ の 時 間 、 当 該 サ ン プ ル を 、 配 列 Arg Ser Gly Arg Gly Lys Gly Gly Ly
s Gly (配 列 番 号 2)を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る こ と ；
当 該 事 前 に 決 定 し た 長 さ の 時 間 後 、 当 該 サ ン プ ル を 、 請 求 項 ６ の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と ；
当 該 サ ン プ ル に 結 合 し た 当 該 抗 体 を 、 当 該 メ チ ラ ー ゼ の レ ベ ル 活 性 の 指 標 と し て 定 量 す る
こ と ；
の ス テ ッ プ を 含 む 当 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
当 該 メ チ ラ ー ゼ が Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ で あ る 、 請 求 項 １ ８ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
疾 患 状 態 と 関 連 す る ク ロ マ チ ン 変 化 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
正 常 お よ び 疾 患 組 織 か ら ク ロ マ チ ン を 単 離 し 、 第 一 お よ び 第 二 の プ ー ル の ク ロ マ チ ン を 作
成 す る こ と ；
第 一 お よ び 第 二 の プ ー ル の ク ロ マ チ ン を 、 Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly 
(配 列 番 号 10)お よ び Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 12)か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
正 常 組 織 か ら 単 離 し た 抗 体 結 合 ク ロ マ チ ン の 染 色 パ タ ー ン を 、 疾 患 組 織 か ら 単 離 し た 抗 体
結 合 ク ロ マ チ ン の 染 色 パ タ ー ン と 比 較 す る こ と
の ス テ ッ プ を 含 む 当 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
免 疫 沈 降 ス テ ッ プ 前 に 単 離 ク ロ マ チ ン を フ ラ グ メ ン ト 化 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 ２ ５
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
Ｄ Ｎ Ａ を 比 較 す る ス テ ッ プ が 、
第 一 の プ ー ル の ク ロ マ チ ン か ら 単 離 し た Ｄ Ｎ Ａ を 第 一 の 固 体 表 面 に 固 定 化 す る こ と ；
第 二 の プ ー ル の ク ロ マ チ ン か ら 回 収 し た Ｄ Ｎ Ａ を 第 二 の 固 体 表 面 に 固 定 化 す る こ と ；
第 一 お よ び 第 二 の 固 体 表 面 を 同 一 標 識 核 酸 配 列 で プ ロ ー ブ 化 す る こ と ； お よ び
第 一 の プ ー ル の ク ロ マ チ ン を 形 成 す る 単 離 さ れ た 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ に の み 結 合 す る 当 該 配 列 を
同 定 す る こ と
を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 願 は 、 35U.S.C.§ 119(e)の 下 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ３ 日 付 け 米 国 仮 特 許 出 願 番 号 ６ ０ ／ ３ ０
２ ， ８ １ １ に 基 づ く 優 先 権 を 主 張 す る (そ の 開 示 は 、 本 願 に 引 用 に よ り す べ て 組 み 込 む )
【 ０ ０ ０ ２ 】
米 国 政 府 の 権 利
本 発 明 は 、 National Institutes of Healthに よ り 付 与 さ れ た 、 助 成 金 番 号 GM53512、 GM20
039、 GM37537-14 お よ び  DK55274の 下 、 米 国 政 府 の 助 成 に よ り 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
本 発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 に よ り 作 成 さ れ る ヒ ス ト ン エ ピ ト ー プ に 結 合
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す る 抗 体 、 そ の 抗 体 を 含 む 組 成 物 、 お よ び 診 断 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ ツ ー ル と し て の そ の
組 成 物 の 使 用 を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
本 発 明 の 背 景
真 核 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 と 複 合 体 と な り 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム 、 ク ロ マ チ ン
の 繰 り 返 し サ ブ ユ ニ ッ ト を 形 成 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ の こ の パ ッ ケ ー ジ ン グ は 、 転 写 ま た は 複 製 の
よ う な Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と す る プ ロ セ ス で Ｄ Ｎ Ａ へ と ア ク セ ス す る タ ン パ ク 質 探 索 に と っ て 、
非 常 に 制 限 と な る 。 ヒ ス ト ン ア ミ ノ 末 端 の 翻 訳 後 修 飾 が 、 真 核 細 胞 ゲ ノ ム の ク ロ マ チ ン 構
造 の 決 定 お よ び 細 胞 性 遺 伝 子 の 発 現 の 調 節 に お い て 重 要 な 役 割 を す る こ と が 徐 々 に わ か っ
て き て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
ヒ ス ト ン ア ミ ノ 末 端 の 翻 訳 後 修 飾 は 、 長 い 間 、 ク ロ マ チ ン 構 造 お よ び 機 能 の 調 節 に お い て
中 心 的 な 役 割 を す る と 考 え ら れ て き た 。 ヒ ス ト ン の 、 多 く の 共 有 結 合 的 修 飾 が 、 報 告 さ れ
て お り 、 そ の 中 に は 、 ヒ ス ト ン の ア ミ ノ 末 端 「 テ イ ル 」 ド メ イ ン で 生 ず る 、 ア セ チ ル 化 、
リ ン 酸 化 、 メ チ ル 化 、 ユ ビ キ チ ン 化 (ubiquitination)、 お よ び Ａ Ｄ Ｐ リ ボ シ ル 化 が 含 ま れ
る 。 修 飾 型 の 多 様 性 お よ び こ れ ら の 修 飾 を 行 う 残 基 の 顕 著 な 特 異 性 は 、 不 明 な ま ま で あ る
、 複 雑 な 階 層 の 順 番 お よ び 組 み 合 わ せ 機 能 を 示 唆 す る 。 ヒ ス ト ン ア ミ ノ 末 端 で 生 ず る こ と
が 知 ら れ る 共 有 結 合 的 修 飾 の ア セ チ ル 化 は 、 恐 ら く 最 も 研 究 さ れ て お り 、 評 価 さ れ る 。 最
近 の 研 究 は 、 ク ロ マ チ ン 中 の プ ロ モ ー タ ー を 標 的 と す る ヒ ス ト ン の 補 充 に 応 答 す る 該 ヒ ス
ト ン 中 の 特 定 の リ シ ン 残 基 を そ れ ぞ れ ア セ チ ル 化 ま た は 脱 ア セ チ ル 化 す る 、 先 に 特 性 解 析
さ れ た コ ア ク チ ベ ー タ ー お よ び コ リ プ レ ッ サ ー を 同 定 し た (Berger (1999) Curr. Opin. G
enet. Dev. 11,336-341参 照 )。 こ れ ら の 研 究 は 、 ク ロ マ チ ン リ モ デ リ ン グ が 、 ヌ ク レ オ ソ
ー ム 鋳 型 か ら の 転 写 の 調 節 に お い て 、 基 本 的 な 役 割 を す る と い う 強 力 な 証 明 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
高 等 真 核 生 物 中 の ク ロ モ ソ ー ム は 、 凝 縮 の 程 度 お よ び 基 礎 と な る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 転 写 活 性 の
レ ベ ル に よ り 識 別 さ れ る 、 ユ ー ロ マ チ ン お よ び ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン の 領 域 か ら な る と 歴 史 的
に は 考 え ら れ て い る 。 構 造 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン の 特 定 領 域 は 、 セ ン ト ロ メ ア の よ う な 特 定 構
造 で お よ び そ の 近 辺 で 見 つ か っ て お り 、 殆 ど の 遺 伝 学 的 に 不 活 発 な 繰 り 返 し 配 列 を 含 ん で
い る 。 対 照 的 に 、 同 一 の 一 次 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る 他 の 領 域 は 、 い ず れ か の 型 の ク ロ マ チ ン
の 特 徴 を 示 し 得 、 そ れ は 、 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る ヒ ス ト ン お よ び ク ロ マ チ ン に よ る Ｄ Ｎ Ａ
の パ ッ ケ ー ジ ン グ の よ う な 後 成 的 な 因 子 が 、 こ れ ら 配 座 で の ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン の 状 態 に 指
示 を 与 え る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
遺 伝 子 発 現 の 調 節 は 、 恐 ら く は 、 近 年 の 分 子 生 物 学 の 中 で よ り 集 中 的 に 研 究 さ れ た 分 野 の
１ つ で あ る が 、 す べ て の 増 殖 細 胞 に と っ て の 根 本 と な る も の 、 そ の 細 胞 が 有 糸 分 裂 ま た は
減 数 分 裂 の 何 れ に よ り 分 裂 す る の か は 、 凝 縮 ク ロ モ ソ ー ム の 正 確 な 分 離 で あ る 。 １ ９ ９ ７
年 に は 、 ヒ ス ト ン Ｈ ３ は 、 生 体 の 広 い 範 囲 で 、 有 糸 分 裂 お よ び 減 数 分 裂 の 間 に 、 唯 一 、 セ
リ ン １ ０ で リ ン 酸 化 さ れ て い る こ と が 報 告 さ れ た (Hendzel et al. , 1997; Wei and Alli
s, 1998; Wei et al. , 1998)。 セ リ ン １ ０ (Ｓ ｅ ｒ １ ０ )で の Ｈ ３ リ ン 酸 化 が 有 糸 分 裂 性
ク ロ モ ソ ー ム 凝 縮 に イ ン ビ ボ で 重 要 な 役 割 を す る と い う 仮 説 と 一 致 し て 、 テ ト ラ ヒ メ ナ に
お け る Ｈ ３ 遺 伝 子 の 変 異 (Ｓ １ ０ Ａ )で は 、 有 糸 分 裂 お よ び 減 数 分 裂 の 間 に 相 当 の 染 色 体 喪
失 を 生 ず る 、 ク ロ モ ソ ー ム 分 離 に 異 常 パ タ ー ン が 見 ら れ る (Wei et al. , 1999)。 そ の た
め 、 ヒ ス ト ン の 翻 訳 後 修 飾 は ま た 、 有 糸 分 裂 お よ び 減 数 分 裂 の 過 程 に 含 ま れ る と 思 わ れ る
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
翻 訳 後 修 飾 を 生 ず る ヒ ス ト ン を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 の 使 用 に よ り 、 出 願 人 は 、 「 ヒ ス ト
ン コ ー ド 」 を 解 明 し た 。 特 に 、 証 明 は 、 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 、 そ の 伴 う 共 有 結 合 性 修 飾 は
、 ク ロ マ チ ン 構 造 を 変 え 得 る 機 構 に 寄 与 し 、 そ れ に よ っ て 、 転 写 の 「 オ ン － オ フ 」 の 状 態
で 遺 伝 す る 相 違 ま た は 分 化 し た よ り 高 次 数 の 構 造 を 明 ら か と す る こ と に よ り ク ロ モ ソ ー ム
の 安 定 な 増 大 を 生 ず る こ と を 明 ら か と す る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
先 に 記 載 さ れ た ヒ ス ト ン コ ー ド に 加 え て 、 新 し い テ ー マ は 、 当 該 分 野 で 、 ヒ ス ト ン 修 飾 が
単 離 で は 殆 ど 機 能 し な い よ う で あ る こ と を 証 明 す る こ と で あ る 。 例 え ば 、 Ｓ ｅ ｒ １ ０ で の
Ｈ ３ の リ ン 酸 化 は 、 有 糸 分 裂 性 ク ロ マ チ ン お よ び 転 写 的 に 活 性 な ク ロ マ チ ン に 明 ら か に 連
結 す る こ と を 示 す 、 「 ス ピ リ ッ ト パ ー ソ ナ リ テ ィ ー 」 を 有 す る こ と が 明 ら か で あ る 。 こ れ
ら の 結 果 は 、 直 観 に 反 し て い る よ う に 思 わ れ る が 、 そ れ ら は 、 他 の 近 辺 の 修 飾 が Ｓ ｅ ｒ １
０  Ｐ ｈ ｏ ｓ  Ｈ ３ と 同 時 に 作 用 す る か ど う か 探 索 し 、 こ れ ら の 応 答 を 区 別 す る 動 機 (impet
us)を 提 供 す る 。 酵 母 お よ び 哺 乳 類 の 細 胞 で 回 収 さ れ た 最 近 の デ ー タ で は 、 Ｐ ｈ ｏ ｓ (Ｓ ｅ
ｒ １ ０ )Ｈ ３ は 、 ア セ チ ル 化 部 位 (Ｌ ｙ ｓ ９ お よ び ／ ま た は Ｌ ｙ ｓ ４ )に 隣 接 、 ま た は そ の
近 辺 の 幾 ら か の 環 境 下 で 機 能 し 得 る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の 事 象 の 正 確 な オ ー ダ
ー の 付 加 ま た は 非 ラ ン ダ ム 化 の 程 度 は 論 争 中 で あ る 。 に も か か わ ら ず 、 Ｈ ３ の Ｐ ｈ ｏ ｓ ／
Ａ ｃ ｅ ｔ ｙ ｌ  ジ 修 飾 は 、 高 度 に 保 存 さ れ た 遺 伝 子 誘 導 性 応 答 の 一 部 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
隣 接 ア ミ ノ 酸 残 基 の 翻 訳 後 修 飾 が 相 互 作 用 し 効 果 を 生 じ 得 る と い う 事 実 は 、 特 定 の 「 ヒ ス
ト ン 修 飾 カ セ ッ ト 」 が 存 在 し 、 転 写 お よ び 複 製 の よ う な 基 本 的 な 遺 伝 的 機 能 を 調 節 す る と
い う 観 念 を 生 ず る 。 ヒ ス ト ン 修 飾 カ セ ッ ト は 、 特 定 環 境 下 で 天 然 に 修 飾 さ れ 、 こ の 場 合 、
翻 訳 後 修 飾 は 、 相 互 作 用 し 特 定 の 応 答 を 与 え る 、 ２ つ ま た は そ れ よ り も 多 い 部 位 を 含 む 一
次 ヒ ス ト ン ア ミ ノ 酸 修 飾 を 含 む 。 本 発 明 の １ つ の 観 点 は 、 ヒ ス ト ン ４ の Ａ ｒ ｇ ３ で の メ チ
ル 化 部 位 あ た り を 中 心 と す る 「 ヒ ス ト ン 修 飾 カ セ ッ ト 」 を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
ヒ ス ト ン メ チ ル 化 は 、 ヒ ス ト ン に 影 響 す る 、 最 低 限 理 解 さ れ た (least-understood)翻 訳 後
修 飾 の １ つ で あ る 。 初 期 の 研 究 (work)は 、 Ｈ ３ お よ び Ｈ ４ は 、 メ チ ル 化 に よ り 修 飾 さ れ た
一 次 ヒ ス ト ン で あ る こ と を 示 唆 し 、 バ ル ク ヒ ス ト ン を 用 い る 配 列 決 定 の 研 究 は 、 幾 つ か の
リ シ ン (例 え ば 、 Ｈ ３ の ９ お よ び ２ ７ お よ び Ｈ ４ の ２ ０ )は し ば し ば メ チ ル 化 の 好 ま し い 部
位 で あ る が 、 種 特 異 的 な 相 違 が あ る と 思 わ れ る こ と を 示 し て い る 。 興 味 深 い こ と に 、 各 々
修 飾 さ れ た リ シ ン は 、 モ ノ － 、 ジ － 、 ま た は ト リ メ チ ル 化 さ れ る 能 力 を 有 し 、 ま た 更 な る
レ ベ ル の 変 化 を こ の 翻 訳 後 修 飾 の 「 印 し 」 に 付 加 す る 。 ヒ ス ト ン メ チ ル 化 の 機 能 を 理 解 す
る １ つ の 主 な 障 害 は 、 要 因 で あ る 酵 素 に つ い て の 情 報 の 欠 如 で あ る 。 Ｓ Ｕ Ｖ ３ ９ Ｈ １ 、 シ
ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン タ ン パ ク 質 Ｓ ｕ (ｖ ａ ｒ )３ － ９ の ヒ ト 相 同 体 は 、 Ｈ ３ －
特 異 的 メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ り 、 そ し て 、 ヒ ス ト ン Ｈ ３ に お け る リ シ ン ９ (Ｌ ｙ
ｓ ９ )の メ チ ル 化 は ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン タ ン パ ク 質 １ (Ｈ Ｐ １ )の 結 合 部 位 と し て の 役 割 を す
る と い う 証 明 は 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 機 能 に お い て ヒ ス ト ン リ シ ン メ チ ル 化 の 重 要 性 を 強 調
す る 。 リ シ ン 残 基 に 加 え て 、 ヒ ス ト ン の メ チ ル 化 は ま た 、 ア ル ギ ニ ン 残 基 で も 生 じ 得 る 。
核 レ セ プ タ ー コ ア ク チ ベ ー タ ー 結 合 タ ン パ ク 質 、 Ｃ Ａ Ｒ Ｍ １ は 、 Ｈ ３ － 特 異 的 ア ル ギ ニ ン
メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る と い う 最 近 の 証 明 は 、 ヒ ス ト ン ア ル ギ ニ ン メ チ ル 化 が 転
写 活 性 化 に 含 ま れ 得 る こ と を 示 唆 す る 。 本 発 明 の １ つ の 観 点 は 、 転 写 ま た は 有 糸 分 裂 性 活
性 に 関 連 す る 、 ヒ ス ト ン お よ び 他 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 の 特 定 の 翻 訳 後 修 飾 パ タ ー ン を
認 識 す る 抗 体 を 目 的 と す る 。 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 末 端 の ア ル ギ ニ ン (ア ミ
ノ 酸 位 番 号 ３ に 位 置 す る )で メ チ ル 化 さ れ た Ｈ ２ Ａ お よ び Ｈ ４ ヒ ス ト ン に 特 異 的 で あ る 抗
体 を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 要 約
本 発 明 は 、 ヒ ス ト ン Ｈ ３ お よ び Ｈ ２ Ａ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 の 特 定 修 飾 物 (specific modi
fications)に 結 合 す る 抗 体 を 目 的 と す る 。 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 ヒ ス ト ン 修 飾 カ セ
ッ ト の 種 々 の 翻 訳 後 修 飾 を 認 識 す る 一 群 の 抗 体 の 産 生 を 目 的 と す る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 SGRGK(配 列 番 号 １ )の 種 々 の 修 飾 を 認 識 し 、 当 該 修 飾 は 、 リ ン 酸 化 セ リ ン 、 メ
チ ル 化 ア ル ギ ニ ン お よ び ア セ チ ル 化 リ シ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 さ ら に こ れ ら の 抗
体 は 、 ヒ ト の 生 物 学 お よ び 疾 患 と 結 び つ き 得 る 非 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 上 の エ ピ ト ー プ を 認
識 す る 。 こ れ ら の 抗 体 を 含 む 組 成 物 は 、 診 断 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ の ツ ー ル と し て 使 用 さ
れ る 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 詳 細 な 説 明
定 義
本 発 明 の 説 明 お よ び 請 求 の 範 囲 で は 、 以 下 の 用 語 は 、 以 下 に 開 示 の 定 義 に 従 っ て 使 用 す る
。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 明 細 書 で 用 い る と き 、 用 語 「 核 酸 」 は 、 Ｒ Ｎ Ａ お よ び 一 本 お よ び 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。 さ ら に 、 用 語 「 核 酸 」 、 「 Ｄ Ｎ Ａ 」 、 「 Ｒ Ｎ Ａ 」 お よ び 同 様 の 用 語 は ま た
、 核 酸 類 似 体 、 す な わ ち 、 別 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル バ ッ ク ボ ー ン を 有 す る 類 似 体 を 含 む 。 例
え ば 、 当 分 野 で 既 知 で あ り 、 バ ッ ク ボ ー ン に ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 の 代 わ り に ペ プ チ ド 結
合 を 有 す る 、 い わ ゆ る 「 ペ プ チ ド 核 酸 」 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る と み な す 。
【 ０ ０ １ ５ 】
用 語 「 ペ プ チ ド 」 は 、 ３ ま た は そ れ よ り も 多 い ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 含 み 、 こ の 場 合 、 当 該 ア
ミ ノ 酸 は 、 天 然 に 生 じ る か ま た は 合 成 (非 天 然 で 生 ず る )の ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ペ プ チ ド 擬 態
物 は 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 、 以 下 の 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド を 含 む ：
１ ． １ つ ま た は そ れ よ り 多 い ペ プ チ ジ ル -C(O)NR--連 結 (結 合 )が 、 --CH2-カ ル バ メ ー ト 連
結 (--CH20C(O)NR-)、 ホ ス ホ ネ ー ト 連 結 、 -CH2-ス ル ホ ン ア ミ ド (-CH2--S(0)2NR--)連 結 、
尿 素 (--NHC(O)NH-)連 結 、 --CH2-二 次 ア ミ ン 連 結 の よ う な 非 ペ プ チ ジ ル 連 結 に よ り 置 換 さ
れ る か 、 ま た は ア ル キ ル 化 ペ プ チ ジ ル 連 結 (--C(O)NR-)[式 中 、 Rは 、 C1-C4ア ル キ ル で あ る
]に 置 換 さ れ て い る 、 ペ プ チ ド 、
２ ． Ｎ － 末 端 が 、 --NRR1基 、 --NRC(O)R基 、 --NRC(O)OR基 、 --NRS(0)2R基 、 -NHC(O)NHR基 [
式 中 、 Rお よ び R1は 水 素 ま た は C1-C4ア ル キ ル で あ り 、 た だ し 、 Rお よ び R1は 両 方 と も 水 素
で は な い ]に 誘 導 さ れ る 、 ペ プ チ ド 、
３ ． Ｃ 末 端 が 、 --C(O)R2[式 中 、 R2は 、 C1-C4ア ル コ キ シ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ]、 お
よ び --NR3R4[式 中 、 R3お よ び R4は 、 水 素 お よ び C1-C4ア ル キ ル か ら な る 群 か ら 独 立 し て 選
択 さ れ る ]に 誘 導 さ れ る 、 ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ １ ６ 】
ペ プ チ ド 中 、 天 然 に 生 ず る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 以 下 の よ う に 、 IUPAC-IUB Biochemical Nome
nclature Commissionに よ り 推 奨 さ れ る よ う に 略 さ れ る ： フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン は Pheま た は F
で あ る ； ロ イ シ ン は Leuま た は Lで あ る ； イ ソ ロ イ シ ン は Ileま た は Iで あ る ； メ チ オ ニ ン は
Metま た は Mで あ る ； ノ ル ロ イ シ ン (Norleucine)は Nleで あ る ； バ リ ン は Vatま た は Vで あ る
； セ リ ン は Serま た は Sで あ る ； プ ロ リ ン は Proま た は Pで あ る ； ス レ オ ニ ン は Thrま た は Tで
あ る ； ア ラ ニ ン は Alaま た は Aで あ る ； チ ロ シ ン は Tyrま た は Yで あ る ； ヒ ス チ ジ ン は Hisま
た は Hで あ る ； グ ル タ ミ ン は Glnま た は Qで あ る ； ア ス パ ラ ギ ン は Asnま た は Nで あ る ； リ シ
ン は Lysま た は Kで あ る ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 は Aspま た は Dで あ る ； グ ル タ ミ ン 酸 は Gluま た は E
で あ る ； シ ス テ イ ン は Cysま た は Cで あ る ； ト リ プ ト フ ァ ン は Trpま た は Wで あ る ； ア ル ギ ニ
ン は Argま た は Rで あ る ； グ リ シ ン は Glyま た は Gで あ る 、 お よ び Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る
。 他 の 天 然 に 生 ず る ア ミ ノ 酸 は 、 例 え ば ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 ５ － ヒ ド ロ キ シ リ シ ン
な ど を 経 由 し て 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 明 細 書 で 用 い る と き 、 用 語 「 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 以 下 の ５ 群 の う ち の １ つ の 中 で の
交 換 と し て 本 明 細 書 で は 定 義 す る ：
Ｉ ． 小 脂 肪 族 (small aliphatic)、 非 極 性 ま た は わ ず か に 極 性 の 残 基 ：
Ala、 Ser、 Thr、 Pro、 Gly；
II． 極 性 、 陰 性 荷 電 残 基 お よ び そ の ア ミ ド ：
Asp、 Asn、 Glu、 Gln；
III． 極 性 、 陽 性 荷 電 残 基 ：
His、 Arg、 Lys；
IV． 大 (large)、 脂 肪 族 、 非 極 性 残 基 ：
Met、 Leu、 Ile、 Val、 Cys；
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V． 大 、 芳 香 族 残 基 ：
Phe、 Tyr、 Trp。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と き 、 用 語 「 精 製 し た 」 お よ び そ の よ う な 用 語 は 、 天 然 で は 付 随 し
て い る 他 の コ ン ポ ー ネ ン ト か ら 実 質 的 に フ リ ー (free)(す な わ ち 、 少 な く と も ６ ０ ％ フ リ
ー 、 好 ま し く は ７ ５ ％ フ リ ー 、 お よ び 最 も 好 ま し く は ９ ０ ％ フ リ ー )で あ る 形 態 の 分 子 ま
た は 化 合 物 の 単 離 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 さ れ る と き 、 用 語 「 固 体 支 持 体 」 は 、 可 溶 性 分 子 で 連 結 (好 ま し く は 共 有
結 合 )を 形 成 す る こ と が で き る 溶 媒 不 溶 性 サ ブ ス ト レ ー ト に 関 す る 。 当 該 支 持 体 は 、 細 胞
ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 粒 子 の よ う な (こ れ ら に 制 限 さ れ ず )天 然 の 生 物 学 的 な も の 、
ま た は ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ
ン 、 シ リ カ ま た は 磁 性 粒 子 の よ う な (こ れ ら に 制 限 さ れ ず )合 成 性 の も の 、 何 れ か で あ り 得
る 。 そ の 支 持 体 の 表 面 は 、 固 体 ま た は 多 孔 性 で あ り 、 任 意 の 通 常 の 形 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
用 語 「 連 結 し た 」 な ど の 用 語 は 、 ２ つ の 群 の 間 で の 連 結 を い う 。 当 該 連 結 は 、 共 有 結 合 、
イ オ ン 結 合 、 ま た は 水 素 結 合 ま た は ２ つ の 化 合 物 ま た は お 互 い の 物 質 に 結 合 す る 他 の 相 互
作 用 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
「 作 動 可 能 な よ う に 連 結 し た 」 と は 、 並 置 を い い 、 こ の 場 合 、 当 該 コ ン ポ ー ネ ン ト は 、 そ
の 有 用 な 機 能 を 行 え る よ う に 配 置 さ れ る 。 例 え ば 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 作 動 可 能 な よ う に
連 結 し た 調 節 配 列 ま た は プ ロ モ ー タ ー は 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 発 現 を 行 い 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る よ う に 、 用 語 「 相 補 的 」 ま た は 「 相 補 性 」 は 、 塩 基 対 形 成 ル ー ル に よ
り 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 )に 関 し て 使 用 さ れ る 。
例 え ば 、 配 列 「 Ａ － Ｇ － Ｔ 」 の 場 合 、 配 列 「 Ｔ － Ｃ － Ａ 」 に 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る よ う に 、 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 相 補 的 核 酸 の 対 形 成 に
関 し て 使 用 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 強 度 (す な
わ ち 、 核 酸 間 の 結 合 の 強 度 )は 、 核 酸 間 の 相 補 性 の 程 度 、 含 ま れ る 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー 、 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド の 長 さ 、 お よ び 核 酸 内 の Ｇ ： Ｃ 比 の よ う な 因 子 に よ り 、 影
響 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
「 治 療 剤 」 、 「 薬 剤 」 ま た は 「 薬 物 」 は 、 患 者 の 疾 病 (malady)、 苦 痛 、 疾 患 ま た は 創 傷 の
処 置 (予 防 、 診 断 、 緩 和 ま た は 治 療 を 含 む )で 使 用 さ れ 得 る 任 意 の 治 療 ま た は 予 防 剤 を い う
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 用 語 「 処 置 す る 」 は 、 特 定 の 異 常 ま た は 病 状 に 関 連 す る 徴 候 を
緩 和 す る こ と 、 お よ び ／ ま た は 当 該 徴 候 を 予 防 ま た は 排 除 す る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 癌 の
処 置 は 、 癌 細 胞 の 増 殖 お よ び ／ ま た は 分 裂 を 防 止 ま た は 遅 く す る こ と 、 な ら び に 癌 細 胞 を
死 滅 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る よ う に 、 用 語 「 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 は 、 リ ン 酸 緩 衝 性 生 理 食 塩
水 溶 液 、 水 お よ び 油 ／ 水 ま た は 水 ／ 油 の エ マ ル ジ ョ ン の よ う な エ マ ル ジ ョ ン 、 お よ び 種 々
の 型 の 湿 潤 剤 の よ う な 任 意 の 標 準 的 な 医 薬 の 担 体 を 含 み 、 US連 邦 政 府 の 管 理 機 関 に よ り 認
可 さ れ 、 ま た は ヒ ト を 含 む 動 物 で の 使 用 用 の US Pharmacopeiaに 列 挙 さ れ た 薬 剤 を 含 む 。
用 語 「 担 体 」 は 、 作 用 剤 の 投 与 に 用 い ら れ る 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 補 形 剤 (excipient)
ま た は 賦 形 剤 (vehicle)を い う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 用 語 「 ヒ ス ト ン 修 飾 カ セ ッ ト 」 は 、 特 定 の 生 物 学 的 応 答 と 組 み
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合 わ せ て 関 連 す る ヒ ス ト ン の テ イ ル の 連 続 ア ミ ノ 酸 配 列 内 の ２ つ ま た は そ れ よ り 多 い ヒ ス
ト ン 修 飾 の 任 意 の 群 (grouping)を 含 む こ と を 意 図 す る 。 特 定 の 生 物 学 的 応 答 の 例 に は 、 限
定 さ れ る も の で な い が 、 転 写 活 性 お よ び 有 糸 分 裂 ま た は 減 数 分 裂 の 開 始 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 用 語 「 翻 訳 後 修 飾 カ セ ッ ト 」 は 、 特 定 の 生 物 学 的 応 答 と 組 み 合
わ せ て 関 連 す る 連 続 ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 ２ つ ま た は そ れ よ り 多 い 翻 訳 後 修 飾 の 任 意 の 群 (gro
uping)を 含 む こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 用 語 「 抗 体 」 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま
た は Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ (ａ ｂ ’ )２ お よ び Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト の よ う な 結 合 フ ラ グ メ ン ト を い う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 本 明 細 書 で 記 載 す る 抗 体 の 、 用 語 「 生 物 学 的 活 性 フ ラ グ メ ン ト
」 は 、 標 的 エ ピ ト ー プ へ の 特 異 的 結 合 能 を 保 持 す る 、 各 々 の 全 長 の 抗 体 の 天 然 ま た は 合 成
の 一 部 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 用 語 「 非 経 口 的 」 は 、 皮 下 注 射 、 静 脈 注 射 、 ま た は 筋 肉 注 射 で
の 投 与 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 関 連 で 使 用 す る 際 の 表 記 Ｓ ｅ ｒ (Ｐ )は 、 リ ン 酸
化 さ れ た セ リ ン ア ミ ノ 酸 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 関 連 で 使 用 す る 際 の 表 記 Ｌ ｙ ｓ (Ａ )は 、 ア セ チ
ル 化 さ れ た リ シ ン ア ミ ノ 酸 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 関 連 で 使 用 す る 際 の 表 記 Ａ ｒ ｇ (Ｍ )は 、 メ チ ル
化 さ れ た ア ル ギ ニ ン ア ミ ノ 酸 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明
本 発 明 は 、 ク ロ マ チ ン の 転 写 活 性 お よ び 不 活 性 領 域 を 同 定 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 お
よ び 診 断 お よ び 治 療 目 的 の た め の よ う な 情 報 の 使 用 を 目 的 と す る 。 当 該 組 成 物 は 、 生 物 学
的 状 態 と 関 連 し た ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 の 特 定 の 翻 訳 後 修 飾 に 特 異 的 で あ る 抗 体 を 含 む 。 最
近 の 結 果 は 、 ヒ ス ト ン が 、 ア ル ギ ニ ン メ チ ル 化 に 対 す る 生 理 学 的 標 的 の 可 能 性 が あ る こ と
を 示 唆 し て い る 。 ヒ ト 細 胞 か ら 単 離 し た ヒ ス ト ン の 分 析 は 、 全 て で は な い が 幾 つ か の Ｈ ４
分 子 は Ａ ｒ ｇ ３ で メ チ ル 化 さ れ る こ と を 示 し た 。 ヒ ス ト ン Ｈ ４ 中 の こ の メ チ ル 化 部 位 に 特
異 的 な 抗 体 が 作 成 さ れ 、 こ の 修 飾 部 位 は 転 写 活 性 で 役 割 を す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
コ ア ヒ ス ト ン メ チ ル 化 に 含 ま れ る 酵 素 を 同 定 す る た め 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 か ら の 核 タ ン パ ク 質
は 核 抽 出 物 お よ び 核 ペ レ ッ ト 中 に 分 離 さ れ 、 そ の 後 、 さ ら に Ｄ Ｅ Ａ Ｅ ５ ２ お よ び ホ ス フ ェ
ー ト セ ル ロ ー ス Ｐ １ １ カ ラ ム で 分 画 さ れ た 。 得 ら れ た 画 分 は 、 基 質 と し て コ ア ヒ ス ト ン オ
ク タ マ ー を 用 い る メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て ア ッ セ イ さ れ た 。 ヒ ス ト ン メ チ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｈ Ｍ Ｔ )活 性 を 追 跡 す る こ と に よ り 、 核 ペ レ ッ ト 画 分 か ら の Ｈ ４ －
特 異 的 Ｈ Ｍ Ｔ は 、 均 一 に 精 製 さ れ た 。 カ ラ ム 画 分 を 含 む Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ の 銀 染 色 は 、 ４
２ ｋ Ｄ ａ ポ リ ペ プ チ ド は 酵 素 活 性 に よ り 共 溶 出 す る こ と を 再 び 示 し た 。 マ ス ス ペ ク ト ロ メ
ト リ ー 分 析 は 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 ア ル ギ ニ ン Ｎ － メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ １ 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １
と し て ４ ２ ｋ Ｄ ａ ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
１ つ の 最 も 豊 富 な Ｈ ４ － 特 異 的 Ｈ Ｍ Ｔ と し て Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 同 定 は 意 外 で あ る 。 そ れ は 、 Ｈ
４ の Ｌ ｙ ｓ ２ ０ の み が イ ン ビ ボ で メ チ ル 化 さ れ る と 報 告 さ れ て お り 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は リ シ ン
残 基 を メ チ ル 化 で き る こ と が 知 ら れ て い な い た め で あ る 。 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ が Ｈ ４ を Ｌ ｙ ｓ ２ ０
で メ チ ル 化 す る か ど う か 決 定 す る た め 、 コ ア ヒ ス ト ン オ ク タ マ ー は 、 Ｓ － ア デ ノ シ ル － Ｌ
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－ [メ チ ル － ３ Ｈ ]メ チ オ ニ ン (３ Ｈ － Ｓ Ａ Ｍ )の 存 在 下 、 組 換 え ま た は 天 然 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ で メ
チ ル 化 さ れ た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 分 離 後 、 メ チ ル 化 Ｈ ４ は 、 回 収 さ れ 、 自 動 Ｅ ｄ ｍ
ａ ｎ 化 学 的 塩 基 配 列 決 定 に よ り 小 配 列 決 定 (microsequenced)し た 。 連 続 し て 放 出 し た ア ミ
ノ 酸 誘 導 体 は 回 収 さ れ 、 Ｌ ｙ ｓ ２ ０ の 代 わ り に Ａ ｒ ｇ ３ が 主 な メ チ ル 化 部 位 で あ る こ と を
示 す 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン に よ り カ ウ ン ト さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 が イ ン ビ ボ で 起 こ る か ど う か 決 定 す る た め 、 Ａ ｒ ｇ ３ － メ チ ル 化 ヒ ス ト
ン Ｈ ４  Ｎ － 末 端 ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 が 作 成 さ れ た 。 特 に 、 最 初 の セ リ ン が Ｎ － ア セ チ
ル 化 さ れ て お り 、 残 基 ３ が 非 対 称 性 Ｎ Ｇ 、 Ｎ Ｇ － ジ メ チ ル 化 (Bachem)で あ る 、 ヒ ト Ｈ ４ Ｎ
－ 末 端 ９ ア ミ ノ 酸 (SGRGKGGKGC * 、 配 列 番 号 １ ５ )を コ ー ド す る 合 成 ペ プ チ ド は 、 ウ サ ギ に
免 疫 す る 前 に Ｃ － 末 端 人 工 シ ス テ イ ン (Ｃ ＊ )を 介 し て テ ン ガ イ (Keyhole Limpet)ヘ モ シ ア
ニ ン に 結 合 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
得 ら れ た 抗 体 は 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ － メ チ ル 化 Ｈ ４ と 強 力 に 反 応 し 、 大 腸 菌 中 で 発 現 す る 同 量 の
組 換 え Ｈ ４ を 認 識 せ ず 、 こ れ は 、 当 該 抗 体 は 、 メ チ ル － Ａ ｒ ｇ ３ － 特 異 的 で あ る こ と を 示
す 。 重 要 な こ と に 、 こ の 同 一 抗 体 は ま た 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 か ら 精 製 し た ヒ ス ト ン Ｈ ４ を 認 識
し 、 こ れ は 、 特 定 レ ベ ル の Ａ ｒ ｇ ３ － メ チ ル 化 が イ ン ビ ボ で 生 ず る こ と を 示 し た 。 Ｈ ２ Ａ
は ま た 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ に よ り 弱 く メ チ ル 化 さ れ 得 、 メ チ ル 化 Ｈ ２ Ａ は メ チ ル － Ａ ｒ ｇ ３ 抗 体
に よ り 認 識 さ れ 得 る 。 Ｈ ２ Ａ の メ チ ル 化 部 位 は 、 Ｈ ２ Ａ が 、 Ｈ ４ の も の と 同 じ く 極 度 の Ｎ
－ 末 端 配 列 SGRGK(配 列 番 号 １ )を 有 す る た め 、 Ａ ｒ ｇ ３ で あ る よ う で あ る 。 し か し 、 内 生
的 な Ｈ ２ Ａ メ チ ル 化 レ ベ ル は 、 同 様 の 条 件 下 で は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
Ｈ ４ お よ び Ｈ ２ Ａ の 極 度 の Ｎ － 末 端 配 列 SGRGK(配 列 番 号 １ )で は ま た 、 セ リ ン １ の リ ン 酸
化 お よ び リ シ ン ５ の ア セ チ ル 化 を 含 む 幾 つ か の 他 の 翻 訳 後 修 飾 が さ れ る 。 こ れ ら の ３ つ の
修 飾 は 、 相 互 作 用 し 、 「 翻 訳 後 修 飾 カ セ ッ ト 」 と 呼 ば れ る も の を 構 成 す る 。 よ り 好 ま し く
は 、 一 次 配 列 SGRGK(配 列 番 号 １ )の 特 定 修 飾 は 、 転 写 活 性 お よ び 有 糸 分 裂 ま た は 減 数 分 裂
の 開 始 を 含 む 特 定 の 生 物 学 的 応 答 を 伴 う 。 出 願 人 は 、 修 飾 配 列 Ser(P) Gly Arg Gly Lys (
配 列 番 号 ３ )に 対 し て 生 ず る 抗 体 は 、 Ｈ ３ 中 の Ｐ ｈ ｏ ｓ  Ｓ ｅ ｒ １ ０ に 対 し 生 ず る 抗 体 と 同
様 に 、 有 糸 分 裂 マ ー カ ー と し て の 役 割 を す る 。 さ ら に 、 修 飾 配 列 Ser Gly Arg(M) Gly Lys
 (配 列 番 号 ２ )お よ び Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) (配 列 番 号 ６ )に 対 し 生 ず る 抗 体 は 、 転
写 活 性 の マ ー カ ー と し て の 役 割 を す る 。 し た が っ て 、 Ｈ ４ の こ の 領 域 は 、 転 写 性 ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ び 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 定 翻 訳 後 修 飾 に 依 存 す る 有 糸 分 裂 の 両 方 に 含
ま れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 の １ つ の 観 点 は 、 ５ か ら ２ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び よ り 好 ま し く は ５ － ９ ア ミ ノ
酸 残 基 を 含 む 抗 原 性 ペ プ チ ド を 目 的 と し 、 こ の 場 合 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 以 下 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 ２ )、
Ser(P) Gly Arg Gly Lys、 (配 列 番 号 ３ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 ４ )、
Ser Gly Arg Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ５ )、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ６ )、 お よ び
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ７ )
こ こ で 、 「 Ser(P)」 、 「 Arg(M)」 お よ び 「 Lys(A)」 は 、 そ れ ぞ れ 、 リ ン 酸 化 さ れ た セ リ ン
、 メ チ ル 化 し た Ａ ｒ ｇ 残 基 お よ び ア セ チ ル 化 し た リ シ ン を 示 す 。 好 ま し く は 、 当 該 ペ プ チ
ド は 、 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 の 精 製 し た 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト で あ る か 、 相 当 す る 合 成 性 等 価
物 で あ り 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ８ )、
Ser(P) Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ９ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ０ )、
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Ser Gly Arg Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ １ )、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ３ )、 お よ び
Ser Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ４ )。
【 ０ ０ ４ ２ 】
よ り 好 ま し く は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 ９ か ら ２ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び よ り 好 ま し く は
９ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 こ の 場 合 、 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ８ － １ ４ の 配 列 、 ま た
は ６ － ９ 位 で の 単 一 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 (す な わ ち 、 当 該 ペ プ チ ド の 配 列 Gly Gly Lys Gly内
の 置 換 )に よ り 配 列 番 号 ８ － １ ４ と は 相 違 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 で は 、
精 製 抗 原 は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ま た は テ ン ガ イ (Keyhole Limpet)ヘ モ シ ア ニ ン の よ う な
適 当 な 担 体 に 連 結 す る 配 列 番 号 １ － １ ３ の 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
１ つ の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 抗 原 は 、 少 な く と も ９ つ の 保 存 残 基 を 有 し 、 Ser(P) Gly A
rg(M) Gly Lys (配 列 番 号 ４ )、 Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) (配 列 番 号 ６ )お よ び Ser Gly 
Arg(M) Gly Lys (配 列 番 号 ２ )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド か
ら な る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 抗 原 組 成 物 は 、 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ ２ お
よ び こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 の 誘 導 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 (こ こ で 、 当
該 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ６ － ９ 位 で の １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 (す な わ ち 、
当 該 ペ プ チ ド の 配 列 Gly Gly Lys Gly内 の 置 換 )を 含 む )、 お よ び 所 望 に よ り 当 該 ペ プ チ ド
に 連 結 し た 担 体 タ ン パ ク 質 か ら な る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 精 製 し た 抗 原 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列
Ser Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ４ )、 お よ び こ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 誘 導
体 の 少 な く と も ９ つ の 保 存 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド (こ こ で 、 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 １ つ ま
た は そ れ よ り 多 い 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む )、 お よ び 所 望 に よ り 当 該 ペ プ チ ド に 連 結 す る
担 体 タ ン パ ク 質 か ら な る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 は ま た 、 修 飾 ペ プ チ ド に 対 し 作 成 さ れ た 抗 体 を 含 む 。 こ れ ら の 抗 体 の 作 成 に 使 用 す
る １ つ の 方 法 は 、 実 験 動 物 、 典 型 的 に は ウ サ ギ へ の 各 抗 原 の 投 与 に よ り 、 当 該 抗 原 に 特 異
的 な 抗 体 の 産 生 を 引 き 起 こ す こ と を 含 む 。 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 ２ － １ ４
の ペ プ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む
抗 原 組 成 物 を 含 む 。 当 該 組 成 物 は さ ら に 、 希 釈 剤 、 賦 形 剤 、 可 溶 化 剤 (solubilizing agen
t)、 安 定 剤 、 お よ び ア ジ ュ バ ン ト を 含 み 得 る 。 本 発 明 で の 使 用 に 適 当 な 担 体 お よ び 希 釈 剤
は 、 水 お よ び 油 の よ う な 滅 菌 液 体 を 含 む 。 実 例 と な る 油 は 、 石 油 、 動 物 、 植 物 、 ま た は 合
成 の 源 の も の 、 例 え ば 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 、 大 豆 油 、 ま た は ミ ネ ラ ル オ イ ル で あ る 。 一 般 的 に
、 水 、 生 理 食 塩 水 、 水 性 デ キ ス ト ロ ー ス 、 お よ び 関 連 の 糖 溶 液 (related sugar solution)
、 お よ び プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な グ リ コ ー ル は 、 特
に 注 射 可 能 溶 液 と し て 好 ま し い 液 体 担 体 で あ る 。 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 ミ ョ ウ バ ン ま た
は 完 全 フ ロ イ ド ア ジ ュ バ ン ト (Montanide ISA-51)を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
抗 体 作 成 を 引 き 起 こ す の に 必 要 な 抗 原 投 与 の 用 量 お よ び 摂 取 お よ び 抗 体 の 精 製 の た め の 方
法 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 典 型 的 に 、 そ の 抗 体 は 、 最 初 に 血 液 を と り 、 免 疫 前 の 血 清 を
得 る ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド 白 ウ サ ギ に 、 目 的 の 抗 原 を 皮 下 的 に 投 与 す る こ と に よ り 、 生 じ 得 る
。 抗 原 は 、 ６ つ の 異 な る 部 位 に 部 位 あ た り 合 計 １ ０ ０ μ ｌ で 注 射 さ れ 得 る 。 そ れ ぞ れ 注 射
し た 物 質 は 、 合 成 界 面 活 性 剤 添 加 物 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ま た は Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 後 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 破 砕 (pulverize)ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
次 い で 、 当 該 ウ サ ギ は 、 最 初 の 注 射 後 ２ 週 間 で 血 液 を 採 り 、 ６ 週 間 ご と に ３ 回 同 じ 抗 原 で
定 期 的 に ブ ー ス ト (boost)す る 。 次 い で 、 血 清 の サ ン プ ル を 各 ブ ー ス ト 後 １ ０ 日 で 回 収 す
る 。 次 い で 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 抗 体 を 捕 捉 す る 相 当 す る 抗 原 を 用 い る ア フ ィ ニ
テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 血 清 か ら 回 収 す る 。 最 終 的 に 、 当 該 ウ サ ギ は 、 ペ ン ト バ ル ビ
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タ ー ル  １ ５ ０ ｍ ｇ ／ Ｋ ｇ  Ｉ Ｖ で 安 楽 死 (euthenize)さ せ ら れ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
生 ず る た め の こ の 方 法 お よ び 他 の 方 法 は 、 E. Harlow, et. al., editors, Antibodies: A
 Laboratory Manual (1988)に 開 示 さ れ て お り 、 そ れ は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 め る 。 抗
体 の 当 該 特 異 性 は 、 酵 素 連 結 免 疫 吸 着 剤 ア ッ セ イ ま た は 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ま た は 当 業
者 に 既 知 の 類 似 の 方 法 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の １ つ の 観 点 は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 目 的 と す る ：
Ser Gly Arg Gly Lys、 (配 列 番 号 １ )
Ser Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 ２ )、
Ser(P) Gly Arg Gly Lys、 (配 列 番 号 ２ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 ４ )、
Ser Gly Arg Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ５ )、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ６ )、 お よ び
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ７ )。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、
以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ８ )、
Ser(P) Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ９ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ０ )、
Ser Gly Arg Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ １ )、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ３ )、 お よ び
Ser Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ４ )。 よ り 特 に 、 当 該 抗 体 は 、 以 下 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ８ )、
Ser (P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ０ )、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )、 お よ び
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ３ )。 １ つ の 態 様 で は 、 本
発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ８ )に 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配
列 番 号 １ ０ )に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) G
ly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド Ser Gly Arg
 Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ４ )に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 目 的 と す る 。 本 願
明 細 書 で 使 用 す る と き 、 標 的 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 標 的 抗 原 の 存 在 下 で 検 出 可
能 な シ グ ナ ル を 生 ず る が 、 標 的 抗 原 の 検 出 に 使 用 す る 同 一 条 件 下 で は 他 の 非 標 的 抗 原 (す
な わ ち 、 検 出 で き な い シ グ ナ ル を 生 ず る )と は 交 差 反 応 し な い 抗 体 で あ る 。 例 え ば 、 Ser G
ly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ８ )に 対 し て 生 ず る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 最 適 な 条 件 を 用 い る と 、 配 列 Ser Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ４ )ま
た は 配 列 番 号 ９ － １ ３ の 何 れ か 他 の ペ プ チ ド と は 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
１ つ の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 標 的 修 飾 ペ プ チ ド の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 は 、 当 業 者 に 既 知 の 技 術 を 用 い て 実 施 し 得 る 。 基 本 的 に 、 当 該 方
法 は 、 最 初 に 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ の 何 れ か で 目 的 の 抗 原 で 先 に 免 疫 化 さ れ た 哺 乳
類 (例 え ば 、 マ ウ ス )の 脾 臓 か ら 免 疫 細 胞 (リ ン パ 球 )を 得 る こ と を 含 む 。 次 い で 、 当 該 抗 体
分 泌 リ ン パ 球 は 、 細 胞 培 養 中 で 無 制 限 に 複 製 す る こ と が で き る 、 骨 髄 細 胞 ま た は 形 質 転 換
細 胞 と 融 合 さ せ 、 そ れ に よ り 、 不 死 の 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 泌 細 胞 系 を 生 ず る 。 得 ら れ た 融
合 細 胞 、 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し 、 得 ら れ た コ ロ ニ ー を 望 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 産 生 の た め に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 そ の 抗 体 を 産 生 す る コ ロ ニ ー は ク ロ ー ニ ン グ さ れ
、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ の 何 れ か で 増 殖 し 、 大 量 の 抗 体 を 産 生 す る 。 本 発 明 の １ つ の
態 様 は 、 配 列 番 号 １ － １ ４ の 標 的 抗 原 の １ つ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ
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イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 目 的 と す る 。 そ の 細 胞 と 融 合 す る 理 論 的 根 拠 お よ び 実 施 方 法 の 記 載
は 、 Kohler and Milstein, Nature, 256: 495 (1975)に 開 示 さ れ て お り 、 そ れ は 引 用 に よ
り 本 明 細 書 に 含 め る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
す べ て の 抗 体 に 加 え て 、 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト は 、 特 定 抗 原 に 対 す る 特 異 的 結 合 を 保 持 し 得
る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 幾 つ か の 方 法 に よ り 作 成 さ れ 得 、 そ れ に は 限 定 さ れ る も の で は
な い が 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い る タ ン パ ク 質 分 解 ま た は 合 成 が 含 ま れ る 。 そ の 実 施 態 様
の 例 は 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 生 ず る パ パ イ ン に よ り 、 ま た は Ｆ (ａ ｂ ’ )２ フ ラ グ メ ン ト
を 生 ず る ペ プ シ ン に よ る 抗 体 の 選 択 的 タ ン パ ク 質 分 解 で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
は 、 J. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 98-118 (N. Y.
 Academic Press 1983)(引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 め る )に 記 載 の よ う な 、 通 常 の 方 法 に よ
り 作 成 さ れ 得 る 。 す べ て の 抗 体 の 特 異 的 結 合 を 保 持 す る 本 抗 体 の 他 の フ ラ グ メ ン ト は 、 当
業 者 に 既 知 の 他 の 手 段 に よ り 作 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 組 合 さ れ 得 、 組 成 物 を 形 成
す る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 蛍 光 、 お よ び 免 疫 沈 降 の よ う な
標 準 的 分 子 生 物 学 技 術 に 使 用 さ れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 に よ り 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 診 断 ま
た は 治 療 に 使 用 の た め 標 識 さ れ る 。 本 発 明 は 、 任 意 の 特 定 の 検 出 シ ス テ ム ま た は 標 識 に 限
定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。 当 該 抗 体 は 、 3 5 S、 1 3 1 I、 l l l In、 1 2 3 I、 9 9 m Tc、 3 2 P
、 1 2 5 I、 3 H、 1 4 C、 お よ び 1 8 8 Rhの よ う な 放 射 性 同 位 元 素 、 ま た は フ ル オ レ セ イ ン お よ び ロ
ー ダ ミ ン の よ う な 蛍 光 標 識 を 含 む 非 放 射 性 標 識 試 薬 、 ま た は ビ オ チ ン ま た は ジ ゴ キ シ ゲ ニ
ン の よ う な 他 の 非 放 射 性 標 識 試 薬 で 標 識 さ れ 得 る 。 ビ オ チ ン を 含 む 抗 体 は 、 蛍 光 色 素 の よ
う な 任 意 の 望 ま し い 標 識 に 結 合 し た ア ビ ジ ン の よ う な 「 検 出 試 薬 」 を 用 い 、 検 出 さ れ 得 る
。 本 発 明 に よ る 使 用 に 適 当 な 更 な る 標 識 に は 、 核 磁 気 共 鳴 活 性 化 標 識 、 電 子 密 度 ま た は 放
射 線 不 透 過 性 物 質 、 陽 電 子 放 射 ト モ グ ラ フ ィ ー (Ｐ Ｅ Ｔ )ス キ ャ ナ ー に よ り 検 出 可 能 な 陽 電
子 放 射 同 位 元 素 、 ル シ フ ェ リ ン の よ う な ケ ミ ル ミ ネ サ ー (chemilluminescer)、 お よ び ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ホ ス フ ァ タ ー ゼ の よ う な 酵 素 学 的 マ ー カ ー を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 で
は 、 本 発 明 の 抗 体 に 特 異 的 な ヒ ス ト ン は 、 二 次 抗 体 の 使 用 に よ り 検 出 さ れ 、 こ の 場 合 、 当
該 二 次 抗 体 は 標 識 さ れ 、 一 次 抗 体 に 特 異 的 で あ る 。 他 に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 放 射 性 同 位 元
素 ま た は Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ま た は ロ ー ダ ミ ン の よ う な 蛍 光 色 素 で 直 接 標 識 さ れ 得 、 そ の 場 合 、 二 次
検 出 試 薬 は 、 標 識 プ ロ ー ブ の 検 出 を 必 要 と し 得 な い 。 １ つ の 好 ま し い 実 施 態 様 に よ り 、 当
該 抗 体 は 、 当 分 野 に 既 知 の 標 準 的 部 分 (moieties)を 用 い る フ ル オ ロ ホ ア ま た は ク ロ モ ホ ア
で 標 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 に よ り 、 修 飾 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 方 法 が 、 よ り 特 に 、
当 該 ヒ ス ト ン の ア ミ ノ 末 端 の 最 初 の ５ ア ミ ノ 酸 の １ つ に お け る Ｈ ４ ま た は Ｈ ２ Ａ ヒ ス ト ン
の 修 飾 が 提 供 さ れ る 。 当 該 方 法 は 、 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 を 抗 体 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含
み 、 こ の 場 合 、 当 該 抗 体 は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 修 飾 配 列 を 含 む Ｈ ４ ま た は Ｈ
２ Ａ の み に 特 異 的 に 結 合 す る ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 ２ )、
Ser(P) Gly Arg Gly Lys、 (配 列 番 号 ３ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 ４ )、
Ser Gly Arg Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ５ )、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ６ )、 お よ び
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ７ )。 よ り 好 ま し く は 、 当 該 抗 体 は 、 ア ミ ノ 酸
配 列 Ser Gly Arg(M) Gly Lys (配 列 番 号 ２ )、 ま た は Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys (配 列 番
号 ４ )、 ま た は Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) (配 列 番 号 ６ )を 含 む Ｈ ４ ま た は Ｈ ２ Ａ ヒ ス ト
ン に 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 当 業 者 に 既 知 の 標 準 試 薬 お よ び 技 術 を 用 い 検 出 可 能 標 識 に 連 結 し 得 る 。
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例 え ば 、 抗 体 の 放 射 標 識 に 関 連 す る 技 術 の 場 合 、 Wensel and Meares, Radioimmunoimagin
g and Radioimmunotherapy, Elsevier, New York (1983)参 照 (引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 め
る )。 ま た 、 D. Colcher et al.,"Use of Monoclonal Antibodies as Radiopharmaceutica
ls for the Localization of Human Carcinoma Xenografts in Athymic Mice, "Meth. En
zvmQL, 121: 802-816 (1986)参 照 (引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 め る )。
【 ０ ０ ５ ３ 】
出 願 人 は 、 ヒ ス ト ン Ｈ ４ の ア ミ ノ 末 端 の 最 初 の ５ ア ミ ノ 酸 、 特 に セ リ ン １ 、 ア ル ギ ニ ン ３
お よ び リ シ ン ５ の 翻 訳 後 修 飾 は 、 修 飾 ヒ ス ト ン に 近 接 の 遺 伝 子 の 活 性 お よ び 不 活 性 遺 伝 子
発 現 と 関 連 す る こ と を 発 見 し た 。 特 に 、 メ チ ル 化 Ａ ｒ ｇ ３ を 含 む ヒ ス ト ン Ｈ ４ は 、 転 写 活
性 に 、 特 に Ａ ｒ ｇ ３ の メ チ ル 化 が Ｌ ｙ ｓ ５ の ア セ チ ル 化 を 伴 う 際 、 関 連 す る 。 加 え て 、 ヒ
ス ト ン Ｈ ４ を 含 む ク ロ マ チ ン (Ｈ ４ は 、 メ チ ル 化 Ａ ｒ ｇ ３ お よ び リ ン 酸 化 Ｓ ｅ ｒ １ を 含 む )
は 、 転 写 的 に サ イ レ ン ト な 領 域 と 関 連 し 、 有 糸 分 裂 活 性 の マ ー カ ー と し て の 役 割 を す る 。
し た が っ て 、 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 で は 、 メ チ ル 化 Ａ ｒ ｇ ３ ／ ア セ チ ル 化 Ｌ ｙ ｓ ５ ヒ ス
ト ン Ｈ ４ に 特 異 的 な 抗 体 は 、 ク ロ マ チ ン の 転 写 的 に 活 性 な 領 域 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ 得
、 そ し て メ チ ル 化 Ａ ｒ ｇ ３ ／ リ ン 酸 化 Ｓ ｅ ｒ １ ヒ ス ト ン Ｈ ４ に 特 異 的 な 抗 体 は 、 ク ロ マ チ
ン の 不 活 性 領 域 お よ び 有 糸 分 裂 的 に 活 性 な 細 胞 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
１ つ の 実 施 態 様 に よ り 、 ク ロ マ チ ン の 転 写 的 に 活 性 な 領 域 を 検 出 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
当 該 方 法 は 、 サ ン プ ル を 含 む ク ロ マ チ ン を 、 配 列 Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Ly
s Gly (配 列 番 号 １ ２ )に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 、 特 異 的 結 合 に 適 す る 条 件 下 、 そ し て 抗
体 が そ の 標 的 に 結 合 し 得 る の に 十 分 な 時 間 、 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。 １ つ の 好 ま し い
実 施 態 様 で は 、 抗 体 ま た は ク ロ マ チ ン の 何 れ か は 固 体 支 持 体 に 結 合 す る 。 次 い で 、 当 該 サ
ン プ ル は 、 緩 衝 性 溶 液 で 洗 浄 さ れ 、 当 該 サ ン プ ル か ら 非 結 合 お よ び 非 特 異 的 結 合 抗 体 が 除
か れ 、 そ し て 当 該 抗 体 を 保 持 す る ク ロ マ チ ン 領 域 は 、 ク ロ マ チ ン の 転 写 的 に 活 性 な 領 域 と
し て 同 定 さ れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 当 該 抗 体 は 、 検 出 可 能 標 識 (放 射 性 同 位 元 素 ま た
は フ ル オ ロ ホ ア の よ う な )で 直 接 標 識 さ れ る か 、 ま た は 他 の 実 施 態 様 で は 、 二 次 抗 体 は 、
当 該 抗 体 の 検 出 に 使 用 さ れ 、 こ の 場 合 、 当 該 二 次 抗 体 は 、 一 次 抗 体 に 特 異 的 な 標 識 化 抗 免
疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 有 糸 分 裂 的 に 活 性 な 細 胞 を 検 出 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 当 該
方 法 は 、 細 胞 の サ ン プ ル (生 検 サ ン プ ル を 含 む )を 得 る ス テ ッ プ 、 お よ び 標 準 的 技 術 を 用 い
る 組 織 学 的 分 析 の た め に サ ン プ ル 細 胞 を 調 製 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 次 い で 、 細 胞 の 群 は 、
配 列 Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ０ )に 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 に 、 特 異 的 結 合 に 適 す る 条 件 下 、 そ し て 当 該 抗 体 が そ の 標 的 に 結 合 し 得 る の に 十 分 な 時
間 、 接 触 さ せ る 。 １ つ の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 抗 体 ま た は 細 胞 の 何 れ か は 、 固 体 支 持 体
に 結 合 さ れ る 。 次 い で 、 当 該 サ ン プ ル は 、 緩 衝 性 溶 液 で 洗 浄 さ れ 、 当 該 サ ン プ ル か ら 非 結
合 お よ び 非 特 異 的 結 合 抗 体 を 取 り 除 き 、 有 糸 分 裂 的 に 活 性 な 細 胞 は 、 そ の 細 胞 に 結 合 す る
抗 体 を 有 す る も の と し て 同 定 さ れ る 。 サ ン プ ル 中 の 活 性 的 に 分 裂 す る 多 く の 細 胞 を 比 較 す
る こ と に よ り 、 不 適 当 な 細 胞 増 殖 (過 剰 ま た は 不 十 分 な 細 胞 増 殖 の 何 れ か )に よ り 特 徴 付 け
ら れ る 疾 患 が 同 定 さ れ 得 る 。 そ の た め 、 当 該 方 法 は 、 疾 患 状 態 を 同 定 す る た め の 診 断 と し
て 使 用 さ れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 当 該 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 標 識 (放 射 性 同 位 元 素 ま
た は フ ル オ ロ ホ ア の よ う な )で 直 接 標 識 さ れ る か 、 ま た は 他 の 実 施 態 様 で は 、 二 次 抗 体 が
使 用 さ れ 、 当 該 抗 体 が 検 出 さ れ 、 こ の 場 合 、 当 該 二 次 抗 体 は 、 一 次 抗 体 に 特 異 的 な 標 識 し
た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 (ク ロ マ チ ン Ｉ Ｐ )ア ッ セ イ に お け る 修 飾 SGRGKカ セ ッ ト 抗 体 (す な わ ち
、 配 列 番 号 ２ － １ ３ )(お よ び よ り 特 に ペ プ チ ド Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys 
Gly (配 列 番 号 １ ０ )お よ び Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )
に 対 す る 抗 体 )の 使 用 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム (お よ び 同 様 に 他 の ゲ ノ ム )の 後 成 的 な 「 Ｏ Ｎ ／ Ｏ Ｆ
Ｆ 」 に 相 当 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 富 化 (enrich)す る １ つ の 方 法 で あ る 。 免 疫 沈 降 し た Ｄ Ｎ Ａ

10

20

30

40

50

(14) JP 2005-508302 A 2005.3.31



と 現 在 の ゲ ノ ム マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 (チ ッ プ 上 )を 合 わ せ る こ と に よ り 、 「 ヒ ス ト ン コ ー ド
」 を 介 す る ｏ ｎ ／ ｏ ｆ ｆ 状 態 に 関 す る ヒ ト (ま た は 他 の )ゲ ノ ム の 任 意 の 部 分 を 調 査 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 よ り 特 に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly 
Leu、 (配 列 番 号 １ ０ )お よ び Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly Leu、 (配 列 番
号 １ ２ )を 目 的 と す る 抗 体 の 使 用 は 、 転 写 的 に 不 活 性 お よ び 転 写 的 に 活 動 中 の ク ロ マ チ ン
の 検 出 を 許 容 す る 。 ク ロ マ チ ン を ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン お よ び ユ ー ク ロ マ チ ン に 分 離 し た 後 、
Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 使 用 し 、 ど の 遺 伝 子 が 特 定 組 織 中 で 発 現 ／ 抑 制 さ れ る か を 評 価 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
１ つ の 実 施 態 様 で は 、 ク ロ マ チ ン の 免 疫 沈 降 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 使 用 を 介 す る ゲ ノ ム 全
体 の レ ベ ル で 活 性 遺 伝 子 の 位 置 を マ ッ ピ ン グ す る の に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 １ つ の 好 ま し
い 実 施 態 様 で は 、 免 疫 沈 降 ク ロ マ チ ン (す な わ ち 、 疾 患 組 織 お よ び 健 常 組 織 由 来 の 免 疫 沈
降 ク ロ マ チ ン )の ２ つ の プ ー ル を 比 較 す る 方 法 は 、 遺 伝 子 チ ッ プ 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ
、 ま た は 当 業 者 に 既 知 の 標 準 技 術 を 用 い る プ ロ テ オ ミ ク ス チ ッ プ の 使 用 を 含 む 。 例 え ば 、
WO 01/16860、 WO 01/16860、 WO 01/05935、 WO 00/79326、 WO 00/73504、 WO 00/71746お よ
び WO 00/53811(そ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 め る )に 記 載 の 任 意 の シ ス テ ム は 、 本 発
明 の 使 用 に 適 当 で あ る 。 好 ま し く は 、 当 該 チ ッ プ は 、 既 知 の 化 合 物 (既 知 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 抗
体 ま た は 他 の リ ガ ン ド )の 整 列 さ せ た ア レ イ を 含 み 、 そ れ に よ っ て 、 当 該 チ ッ プ の 特 定 位
置 で の 免 疫 沈 降 し た ク ロ マ チ ン (ま た は 免 疫 沈 降 化 ク ロ マ チ ン か ら 回 収 し た 個 々 の Ｄ Ｎ Ａ
ま た は タ ン パ ク 質 コ ン ポ ー ネ ン ト )の 相 互 作 用 が 同 定 さ れ 、 免 疫 沈 降 化 ク ロ マ チ ン を 伴 う
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は タ ン パ ク 質 の 単 離 が 許 容 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
１ つ の 実 施 態 様 に よ り 、 方 法 は 、 疾 患 状 態 が 関 連 す る ク ロ マ チ ン 変 化 の 検 出 に 関 し 提 供 さ
れ る 。 用 語 「 疾 患 状 態 」 は 、 先 天 的 な 欠 損 、 癌 の よ う な 病 的 な 状 態 を 含 む 生 存 動 物 ま た は
植 物 の 正 常 状 態 の 欠 陥 を 伴 い 、 そ し て 因 子 お よ び 感 染 性 病 原 体 (agents)(細 菌 、 ウ イ ル ス
な ど )に 応 答 す る 任 意 の 状 態 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 当 該 方 法 は 、 ク ロ マ チ ン を 正 常 お よ
び 疾 患 の 組 織 の 両 方 か ら 単 離 す る ス テ ッ プ 、 ク ロ マ チ ン の 当 該 ２ つ の プ ー ル を 、 以 下 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ８ )、
Ser(P) Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ９ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ０ )、
Ser Gly Arg Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ １ )、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ３ )、 お よ び
Ser Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ４ )、
お よ び よ り 好 ま し く は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ８ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ０ )、 お よ び
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )、
と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、 な ら び に 正 常 組 織 か ら 単 離 し た ク ロ マ チ ン の 染 色 パ タ ー ン を 疾 患
組 織 の も の と 比 較 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 免 疫 沈 降 に よ り 単 離 さ れ た ク ロ
マ チ ン の 当 該 ２ つ の プ ー ル の 染 色 パ タ ー ン は 、 ク マ ジ ー 染 色 ゲ ル 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分
析 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 ま た は 各 免 疫 沈 降 化 ク ロ マ チ ン を 伴 う タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 配
列 の 配 列 決 定 を 含 む 、 任 意 の 標 準 技 術 の 使 用 を 介 し 比 較 さ れ 得 る 。 特 に 、 ク ロ マ チ ン の 当
該 ２ つ の プ ー ル の う ち の １ つ の み に 存 在 す る (ま た は 一 方 の プ ー ル の 量 が 他 方 に 対 し 実 質
的 に よ り 少 な い 量 で 存 在 す る )配 列 が 目 的 と さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
１ つ の 実 施 態 様 で は 、 異 な る ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 と 組 み 合 わ せ る 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る
ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 が 用 い ら れ 、 特 有 の 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 ま た は 疾 患 状 態 の 他 の マ
ー カ ー が 単 離 さ れ る 。 こ の 方 法 で は 、 ク ロ マ チ ン は 、 正 常 組 織 お よ び 疾 患 組 織 か ら そ れ ぞ
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れ 単 離 し た 、 ２ つ 別 の プ ー ル の ク ロ マ チ ン か ら 免 疫 沈 降 さ れ る 。 使 用 す る 抗 体 は 、 以 下 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 好 ま
し い ： Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ８ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ０ )、 お よ び
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 お よ
び 核 酸 を 伴 う ク ロ マ チ ン は 、 そ れ ぞ れ 免 疫 沈 降 し た プ ー ル で あ る ク ロ マ チ ン か ら 回 収 さ れ
、 標 準 的 技 術 を 用 い 比 較 さ れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 回 収 タ ン パ ク 質 ／ 核 酸 の ２ つ の プ
ー ル は 、 標 準 技 術 を 用 い 比 較 さ れ る 。 回 収 タ ン パ ク 質 の 一 方 の プ ー ル に は 存 在 す る が 、 タ
ン パ ク 質 の 他 方 の プ ー ル に は 全 く な い (ま た は 実 質 的 に 量 が 少 な い )か 、 さ も な け れ ば 変 化
し て い る タ ン パ ク 質 は 、 マ イ ク ロ シ ー ケ ン シ ン グ ま た は Tandem Mass Spectroscopic Anal
ysisの よ う な 標 準 技 術 を 再 び 用 い 、 同 定 さ れ る 。 同 様 に 、 核 酸 配 列 は 、 回 収 配 列 の 一 方 の
プ ー ル に 存 在 す る が 回 収 核 酸 配 列 の 他 方 の プ ー ル に は 全 く な い (ま た は 実 質 的 に 量 が 少 な
い )核 酸 配 列 を 同 定 す る た め の 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 核 酸 シ ー ケ ン シ ン グ 、 核 酸 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 お よ び Tandem Mass Spectroscopic Analysisを 含 む 標 準 技 術 に よ
り 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の 抗 体 を 用 い 、 所 定 の 疾 患 を 伴 う ク ロ マ チ ン 構 造 の 変 化 が 検 出 さ れ 得 る 。 例 え ば 、
当 該 抗 体 は 、 発 現 パ タ ー ン の 変 化 (す な わ ち 、 優 勢 天 然 パ タ ー ン に 関 連 す る ヘ テ ロ ク ロ マ
チ ン 対 ユ ー ク ロ マ チ ン の パ タ ー ン の 相 違 )を 伴 う ク ロ マ チ ン 構 造 の 変 化 を 検 出 す る 診 断 と
し て 使 用 さ れ 得 る 。 ク ロ マ チ ン の 特 定 領 域 の ク ロ マ チ ン 構 造 の 変 化 は 、 特 定 疾 患 状 態 の 診
断 と な り 得 る 。 例 え ば 、 ゲ ノ ム の 正 常 の ユ ー ク ロ マ チ ン 領 域 の 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン へ の 変
換 は 、 癌 ま た は 癌 前 状 態 を 示 す 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 の 抑 制 を 示 し 得 る 。 同 様 に 、 ヘ テ
ロ ク ロ マ チ ン の 領 域 の 、 ユ ー ク ロ マ チ ン へ の 変 換 は 、 宿 主 細 胞 ／ 生 体 に 有 害 な 効 果 を 有 す
る 遺 伝 子 の 不 適 当 ま た は 過 剰 な 発 現 を 伴 い 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 は ま た 、 疾 患 組 織 に お い て 発 現 パ タ ー ン を 変 化 す る 核 酸 領 域 を 単 離 す る 、 広 範 の デ
ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ・ ス ク リ ー ニ ン グ (differential screening)技 術 を 用 い る 方 法 を 目 的 と
す る 。 例 え ば 、 ク ロ マ チ ン は 、 疾 患 組 織 か ら 単 離 さ れ 、 そ し て 健 常 組 織 か ら 単 離 し た ク ロ
マ チ ン と 比 較 し て 、 疾 患 状 態 に 関 連 す る ク ロ マ チ ン 構 造 (す な わ ち 、 ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 対
ユ ー ク ロ マ チ ン の 変 化 )に お け る 任 意 の 相 違 が 存 在 す る か ど う か 決 定 さ れ 得 る 。 ク ロ マ チ
ン 構 造 の そ の 相 違 は 、 疾 患 に お い て 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 役 割 を す る 遺 伝 子 の 抑 制 ま た は
過 剰 発 現 を 示 し 得 る 。 ペ プ チ ド 配 列 Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列
番 号 １ ０ )、 お よ び Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )に 対 す
る 抗 体 を 用 い る と 、 ク ロ マ チ ン 構 造 の そ の よ う な 変 化 が 検 出 さ れ 、 そ し て 疾 患 状 態 を 伴 う
遺 伝 子 の 同 定 の 助 け と な り 得 る 。 そ の 遺 伝 子 の 当 該 同 定 は 、 疾 患 を 処 置 す る た め の よ り 有
効 な 治 療 の 設 計 の ア シ ス ト と な り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
１ つ の 実 施 態 様 で は 、 特 定 疾 患 に 関 連 す る ク ロ マ チ ン 構 造 の 変 化 の 検 出 の た め の 方 法 は 、
修 飾 特 異 的 ヒ ス ト ン 抗 体 を 用 い る 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 ク
ロ マ チ ン 環 境 に よ り 決 定 さ れ る 広 範 囲 の Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 化 方 法 の 分 析 を 許 容 す る 。 よ り 特 に 、
当 該 方 法 は 、 疾 患 組 織 お よ び 健 常 組 織 の 両 方 か ら ク ロ マ チ ン を 単 離 す る ス テ ッ プ 、 Ｄ Ｎ Ａ
を フ ラ グ メ ン ト 化 す る ス テ ッ プ (好 ま し く は 超 音 波 に よ り )、 お よ び 以 下 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る ア ミ ノ 酸 ：
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ０ )、 お よ び
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い ク ロ マ チ ン を 免 疫 沈 降 す る ス テ ッ プ 、 お よ び 健 常 組 織 か ら
免 疫 沈 降 し た ク ロ マ チ ン (お よ び 結 合 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 )を 疾 患 組 織 と 比 較 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
免 疫 沈 降 し た ク ロ マ チ ン の ２ つ の プ ー ル の 比 較 は 、 疾 患 組 織 と 健 常 組 織 と の 相 違 の 同 定 を
許 容 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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ヌ ク レ オ ソ ー ム は 、 健 常 の 個 人 の 血 清 中 で 検 出 さ れ 得 る こ と が 最 近 報 告 さ れ た 。 さ ら に 、
ヌ ク レ オ ソ ー ム の 血 清 濃 度 は 、 良 性 お よ び 悪 性 疾 患 を 患 う 患 者 に お い て 相 当 に よ り 高 い (H
oldenrieder et al., Int J Cancer, 95 (2): 114-120 (Mar 20,2001))。 恐 ら く 、 腫 瘍 を
生 ず る 患 者 で は 高 濃 度 の ヌ ク レ オ ソ ー ム が 、 増 幅 す る 腫 瘍 に お い て 自 然 発 生 的 に 生 ず る ア
ポ ト ー シ ス か ら 得 ら れ る 。 そ の た め 、 患 者 の 血 液 中 の 上 昇 し た レ ベ ル の ヌ ク レ オ ソ ー ム の
存 在 は 、 促 進 さ れ た 細 胞 死 を 伴 う 疾 患 の 診 断 と し て 役 割 を し 得 る (Holdenrieder et al. ,
 Anticancer Res, 19 (4A): 2721-2724 (1999))。
【 ０ ０ ６ ４ 】
１ つ の 実 施 態 様 に よ り 、 血 清 サ ン プ ル は 、 個 体 (individual)か ら 単 離 さ れ 得 、 診 断 方 法 と
し て の 本 発 明 の 抗 体 で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 、 種 々 の 疾 患 状 態 を 検 出 し 得 る 。 第 一 に 、 当
該 抗 体 は 、 異 常 濃 度 の ヌ ク レ オ ソ ー ム が 当 該 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る か ど う か 決 定 す る の に
使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 個 体 の 血 液 中 の 特 定 ヒ ス ト ン 修 飾 の そ れ 自 体 に よ る 検 出 は 、 特 定
疾 患 状 態 の た め の 診 断 と し て 役 割 を し 得 る 。 加 え て 、 更 な る 分 析 は 、 本 抗 体 を 用 い る ヌ ク
レ オ ソ ー ム を 免 疫 沈 降 す る こ と に よ り 、 そ し て 免 疫 沈 降 化 ク ロ マ チ ン を 伴 う タ ン パ ク 質 お
よ び 核 酸 配 列 を 分 析 す る こ と に よ り 、 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の 抗 体 が 診 断 お よ び 治 療 製 剤 と し て ヒ ト で の 使 用 の 可 能 性 が あ る た め 、 本 発 明 の １
つ の 態 様 は 、 ヒ ト 化 (humanized)型 の こ れ ら の 抗 体 を 目 的 と す る 。 ヒ ト 化 型 の 抗 体 は 、 非
ヒ ト 種 由 来 の 抗 体 が ヒ ト 免 疫 シ ス テ ム に よ り 外 来 物 質 と し て 認 識 さ れ 、 そ れ ら が 有 効 と な
ら な く な る よ う に 中 性 化 (neutralize)さ れ 得 る た め 、 治 療 適 用 に 必 要 で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体
は 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 部 分 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る 。 よ り 特 に 、 ヒ ト 化 抗 体 の 抗
原 組 合 せ 領 域 (antigen combining region)(可 変 領 域 )は 、 非 ヒ ト 源 (例 え ば 、 マ ウ ス )か ら
得 ら れ 、 ヒ ト 化 抗 体 の 定 常 領 域 は ヒ ト 源 か ら 得 ら れ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 体 分 子 の
抗 原 結 合 特 異 性 お よ び ヒ ト 抗 体 分 子 に よ り 供 与 さ れ る エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る 。 典 型 的
に 、 ヒ ト 化 抗 体 の 作 成 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
１ つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ 、 ク ロ マ チ ン の 免 疫 沈 降 に
使 用 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 不 溶 性 支 持 体 に 連 結 し 、 細 胞 か ら ユ ー ク ロ マ チ ン ま た
は ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン を 単 離 す る 手 段 を 提 供 し 得 る 。 当 該 支 持 体 は 、 粒 子 型 ま た は 固 体 型 で
あ り 得 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 プ レ ー ト 、 試 験 管 、 ビ ー ズ 、 ボ ー ル 、 フ ィ ル タ ー ま
た は 膜 を 含 む 。 抗 体 を 不 溶 性 支 持 体 に 固 定 化 す る 方 法 は 当 業 者 に 既 知 で あ る 。 １ つ の 実 施
態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で の 使 用 に 適 当 で あ る 不
溶 性 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 。 ク ロ マ チ ン の 免 疫 沈 降 は 、 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 で 用 い ら
れ 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 使 用 を 介 す る ゲ ノ ム 全 体 の レ ベ ル で の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 の 位 置
を マ ッ ピ ン グ す る 。 加 え て 、 修 飾 特 異 的 ヒ ス ト ン 抗 体 を 用 い る 、 ク ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 ア ッ
セ イ は 、 ク ロ マ チ ン 環 境 に よ り 決 定 さ れ る 広 範 囲 の Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 化 方 法 の 分 析 に 使 用 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
こ の 技 術 の 鍵 は 、 種 々 の 修 飾 が ヒ ス ト ン コ ー ド に 関 連 す る た め 、 そ の 修 飾 に 特 異 的 な 抗 体
の 使 用 で あ る 。 こ れ を ヒ ト お よ び 他 の ゲ ノ ム に 適 用 す る こ と は 、 エ ピ ゲ ノ ミ ク ス (epigeno
mics)の 基 礎 と な る 。 例 え ば 、 Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys カ セ ッ ト 対 Ser Gly Arg(M) Gl
y Lys(A)カ セ ッ ト に 特 異 的 な 抗 体 は 、 分 化 対 増 殖 を 調 節 す る 「 phos/acetyl」 ス イ ッ チ で
あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
こ の 情 報 を 得 る こ と に よ り 、 種 々 の ヒ ト 癌 に お い て 鍵 と な る 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー ま た は 腫 瘍
形 成 性 タ ン パ ク 質 の on/off状 態 を 決 定 に 非 常 に 貴 重 と な る こ と が 証 明 さ れ 得 る 。 Ser Gly 
Arg Gly Lysカ セ ッ ト は 、 非 ヒ ス ト ン タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る 。 例 え ば 、 t (8; 21)転 座 型
急 性 骨 髄 性 白 血 病 (translocation type acute myeloid leukemia)は 、 染 色 体 ８ 上 の 遺 伝
子 の 、 染 色 体 ２ １ へ の 転 座 を 伴 う 急 性 骨 髄 性 白 血 病 で あ る 。 転 座 し た 遺 伝 子 、 Ａ Ｍ Ｌ １ は
配 列 Ser Gly Arg Gly Lysを 含 む 。
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【 ０ ０ ６ ９ 】
こ の ペ プ チ ド 配 列 に 結 合 す る 後 成 的 作 成 が ど の よ う に ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 相 当 す る の か を 知 る
こ と に よ っ て ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 お よ び 植 物 (こ の 場 合 、 殆 ど の ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ は 「 悪 い 」 ク ロ マ チ ン 環 境 に 入 り 、 サ イ レ ン ス 化 さ れ る こ と が し ば し ば 見 ら
れ る )を 作 成 す る 能 力 が 導 か れ る (guide)。 そ の た め 、 動 物 お よ び 植 物 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
の 働 き で 、 ど の よ う に よ り よ く Ｄ Ｎ Ａ を 「 良 好 な 」 ク ロ マ チ ン 環 境 (す な わ ち 、 Ser Gly A
rg(M) Gly Lys(A)修 飾 を 有 す る Ｈ ４ を 伴 う ク ロ マ チ ン )中 へ 「 導 く 」 か を 知 る と い う 意 味
あ い は 高 い 。 ヒ ト で は 、 こ れ は 、 (目 的 の 遺 伝 子 が 患 者 に と っ て 良 好 と な る も の を 発 現 し
な い な ら ば )遺 伝 子 治 療 の 提 供 (issues)で 更 に 強 い 影 響 を 与 え る (impact)。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 発 明 の １ つ の 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 ユ ー ク ロ マ チ ン お よ び ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン を 検 出 す る
た め に 提 供 さ れ る 。 当 該 キ ッ ト は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 ２ )、
Ser(P) Gly Arg Gly Lys、 (配 列 番 号 ３ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys、 (配 列 番 号 ４ )、
Ser Gly Arg Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ５ )、
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ６ )、 お よ び
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys(A)、 (配 列 番 号 ７ )
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 よ り 特 に 、 当 該 キ ッ ト は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 ８ )、
Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ０ )、 お よ び
Ser Gly Arg(M) Gly Lys(A) Gly Gly Lys Gly (配 列 番 号 １ ２ )
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 当 該 抗 体 は 、 固 体 支 持 体 へ 結 合 さ
れ て お り 、 こ の 場 合 、 当 該 支 持 体 は 、 モ ノ リ シ ッ ク な 固 体 で あ る か 、 ま た は 特 定 の 型 で あ
る か 、 何 れ か で あ る 。 １ つ の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 当 該 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ り 、 更 な る 態 様 で は 、 当 該 抗 体 は 標 識 さ れ て い る 。 こ の 目 的 の た め 、 本 発 明 の 抗 体 は 、
種 々 の コ ン テ ナ ー 、 例 え ば 、 バ イ ア ル 、 チ ュ ー ブ 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル プ レ ー ト 、 ボ
ト ル な ど に パ ッ ケ ー ジ さ れ 得 る 。 他 の 試 薬 は 、 別 の コ ン テ ナ ー に 含 ま れ 得 、 キ ッ ト 、 例 え
ば 、 陽 性 対 照 サ ン プ ル 、 陰 性 対 照 サ ン プ ル 、 緩 衝 液 、 細 胞 培 養 培 地 な ど を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 発 明 の キ ッ ト は 更 に 、 一 旦 、 標 的 抗 原 に 結 合 す る と 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 す る 試
薬 を 含 み 得 る 。 所 望 に よ り 、 核 タ ン パ ク 質 を 免 疫 学 的 結 合 に ア ク セ ス 可 能 と す る 細 胞 ま た
は 組 織 を 処 理 す る た め の 試 薬 (ペ プ シ ン 、 希 塩 酸 )が ま た 、 免 疫 蛍 光 検 出 試 薬 (フ ル オ レ セ
イ ン ま た は ロ ー ダ ミ ン で 誘 導 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 ま た は フ ル オ レ セ イ ン ま た は
ロ ー ダ ミ ン で 誘 導 さ れ た ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 伴 う ビ オ チ ニ ル 化 抗 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 抗 体 )、 免 疫 組 織 化 学 的 ま た は 免 疫 細 胞 化 学 的 検 出 試 薬 (ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
ま た は セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 誘 導 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 ま た は ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 誘 導 さ れ た ア ビ ジ ン ま た は
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 伴 う ビ オ チ ニ ル 化 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 )が 含 ま れ 得 る の で 、 含 ま
れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 当 該 キ ッ ト は 、 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 染 色 の た め の １ つ ま
た は そ れ よ り 多 い 試 薬 (セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 誘 導 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン
抗 体 、 ま た は セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 誘 導 さ れ た ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン を 伴 う ビ オ チ ニ ル 化 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 )を 、 そ の 発 色 性 基 質 (例 え ば 、 ジ ア ミ ノ
ベ ン ジ ジ ン )と 共 に 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
他 の 実 施 態 様 で は 、 ペ プ チ ド Ser Gly Arg Gly Lys Gly Gly Lys Gly Leu (配 列 番 号 １ ４ )
、 所 望 に よ り 、 不 溶 性 支 持 体 に 結 合 し た 当 該 ペ プ チ ド を 含 む キ ッ ト は 、 サ ン プ ル が メ チ ラ
ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ ま た は ア セ チ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る か ど う か を 決 定 す る ア ッ セ イ で の 使 用 に
提 供 さ れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 当 該 ペ プ チ ド は 、 所 定 の サ ン プ ル の Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 活
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性 の レ ベ ル の 検 出 に 使 用 さ れ る 。 当 該 方 法 は 、 事 前 に 決 定 し た 長 さ の 時 間 、 当 該 ペ プ チ ド
を 当 該 サ ン プ ル と 接 触 さ せ こ と 、 次 い で 、 メ チ ル 化 ペ プ チ ド に の み 結 合 す る 抗 体 の 使 用 を
介 す る ペ プ チ ド 基 質 に お い て 生 ず る メ チ ル 化 の 量 を 決 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
こ の ア ッ セ イ は ま た 、 メ チ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ ま た は ア セ チ ラ ー ゼ 活 性 の 可 能 性 あ る イ ン ヒ
ビ タ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 １ つ の 態 様 で は 、 ア ル ギ ニ ン
メ チ ル ト ラ ン ス フ ァ ー 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 、 メ チ ラ ー ゼ お よ
び 当 該 メ チ ラ ー ゼ に よ り メ チ ル 化 さ れ る 基 質 を 含 む サ ン プ ル を 提 供 す る ス テ ッ プ 、 当 該 サ
ン プ ル に メ チ ラ ー ゼ の 可 能 性 あ る イ ン ヒ ビ タ ー を 加 え る ス テ ッ プ 、 当 該 メ チ ル 化 基 質 に 特
異 的 に 結 合 す る が 非 メ チ ル 化 基 質 に は 結 合 し な い 抗 体 を 当 該 サ ン プ ル と 接 触 さ せ る ス テ ッ
プ を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 当 該 抗 体 は 、 ペ プ チ ド Ser Gly Arg(M) Gly Lys Gly Gly
 Lys Gly (配 列 番 号 ８ )に 特 異 的 で あ る 。 当 該 ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 の 量 の 定 量 は 、 サ
ン プ ル 中 の メ チ ラ ー ゼ の レ ベ ル 活 性 (level activity)と 直 接 相 関 す る 。 １ つ の 好 ま し い 実
施 態 様 で は 、 検 出 さ れ る べ き メ チ ラ ー ゼ 活 性 は Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ４ 】
実 施 例 １
Ｈ ３ ア ル ギ ニ ン メ チ ル 化 の 同 定
Ｃ Ａ Ｒ Ｍ １ お よ び Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ が ヒ ス ト ン を イ ン ビ ト ロ で メ チ ル 化 し 、 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ
ー 機 能 を 含 む こ と を 示 す 最 近 の 報 告 は 、 ヒ ス ト ン は 、 ア ル ギ ニ ン メ チ ル 化 の 、 可 能 性 あ る
生 理 学 的 標 的 で あ る こ と を 示 唆 す る 。 し か し 、 ヒ ス ト ン に お け る ア ル ギ ニ ン メ チ ル 化 の 存
在 の 明 白 な 証 明 は 、 欠 い て い る 。 イ ン ビ ボ で の 哺 乳 類 の ヒ ス ト ン に お け る ア ル ギ ニ ン メ チ
ル 化 の 部 位 を 特 定 す る た め 、 非 同 期 的 に 増 殖 す る ヒ ト ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 か ら 単 離 し た ヒ ス ト ン
は 、 キ モ ト リ プ シ ン に よ り 消 化 し た 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ )に
よ り 個 々 に 精 製 さ れ 、 得 ら れ た ペ プ チ ド は 、 ナ ノ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ マ イ ク ロ エ レ ク ト ロ ス プ レ ー
イ オ ン 化 タ ン デ ム マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー (nano-HPLC microelectrospray ionization ta
ndem mass spectrometry)に よ り 調 査 さ れ た 。 ヒ ト Ｈ ４ 末 端 キ モ ト リ プ シ ン ペ プ チ ド の コ
リ シ ン 活 性 化 分 離 (Ｃ Ａ Ｄ )ス ペ ク ト ル は 、 Ｎ Ｇ － モ ノ メ チ ル 化 を 示 す Ａ ｒ ｇ ３ 残 基 へ の メ
チ ル 基 の 付 加 を 示 し た 。 Ａ ｒ ｇ ３ が モ ノ メ チ ル 化 さ れ た Ｈ ４ ペ プ チ ド の 、 予 測 さ れ る ｂ －
お よ び ｙ － 型 イ オ ン 群 が 観 察 さ れ た 。 更 に 、 他 の Ｃ Ａ Ｄ ス ペ ク ト ル は 、 Ａ ｒ ｇ ３ で の メ チ
ル 化 を 欠 く Ｈ ４  Ｎ 末 端 ペ プ チ ド を 示 し 、 そ れ は 、 上 記 特 性 を 支 持 し 、 全 て で は な い が 幾
つ か の Ｈ ４ 分 子 が Ａ ｒ ｇ ３ で メ チ ル 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
ア ル ギ ニ ン 残 基 が 、 Ｎ Ｇ － モ ノ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 、 対 称 性 Ｎ Ｇ 、 Ｎ 'Ｇ － ジ メ チ ル ア ル ギ
ニ ン ま た は 非 対 称 性 Ｎ Ｇ 、 Ｎ Ｇ － ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン を 生 ず る ２ つ の 末 端 グ ア ニ ジ ノ 窒 素
原 子 基 の 何 れ か ま た は 両 方 で メ チ ル 化 さ れ 得 る 場 合 、 当 該 分 析 は 、 Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ で の ジ
メ チ ル ア ル ギ ニ ン の 存 在 を 示 さ な か っ た 。 し か し 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ ジ
メ チ ル 化 が 存 在 す る 可 能 性 を 排 除 し な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
ヒ ス ト ン Ｈ ４ 中 の こ の メ チ ル 化 部 位 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 Ａ ｒ ｇ ３ が Ｎ Ｇ 、 Ｎ Ｇ － ジ メ チ ル
化 さ れ た Ｈ ４  １ － ９ 合 成 ペ プ チ ド で 免 疫 さ れ た ウ サ ギ を 用 い 作 成 さ れ た 。 メ チ ル 化 Ａ ｒ
ｇ ３ に 対 す る こ の 抗 血 清 の 特 異 性 は 、 Ａ ｒ ｇ ３ で の 非 修 飾 ま た は メ チ ル 化 の 何 れ か が さ れ
た Ｎ － 末 端 Ｈ ４  １ － ９ ペ プ チ ド を 用 い る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 変 化 し た (図 １ Ｃ )。 イ ン ビ ボ
の Ａ ｒ ｇ ３  Ｈ ４ メ チ ル 化 の 変 換 を 調 査 す る た め 、 複 数 の 真 核 生 体 か ら 単 離 し た ヒ ス ト ン
が 、 Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 特 異 的 抗 血 清 で プ ロ ー ブ 化 さ れ た (以 下 、 α － Ｈ ４  Ｒ ３ Ｍ ｅ )。
免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 Ａ ｒ ｇ ３ を 欠 く 多 岐 に わ た る 極 限 ア ミ ノ 末 端 Ｈ ４ テ イ ル お よ び 組 換
え ジ ェ ノ パ ス (Xenopus)Ｈ ４ を 含 む テ ト ラ ヒ メ ナ を 除 い て 、 試 験 し た 全 て の ヒ ス ト ン 中 の
Ｈ ４ に お け る Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 の 存 在 を 示 し た 。 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー 分 析 と 共 に 、 こ
れ ら の デ ー タ は 、 α － Ｈ ４  Ｒ ３ Ｍ ｅ 抗 体 が モ ノ － お よ び ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン の 両 方 を 認
識 す る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 広 範 囲 の 真 核 性 ヒ ス ト ン の 中 の ア ル ギ ニ ン メ チ
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ル 化 の イ ン ビ ボ で の 存 在 を 明 ら か に 示 し て い る 。 所 定 の こ の 保 存 Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化
は 、 ヒ ス ト ン 代 謝 で 重 要 な 役 割 を し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
実 施 例 ２
Ｈ ３ ア ル ギ ニ ン メ チ ル 化 酵 素 の 同 定
コ ア ヒ ス ト ン メ チ ル 化 に 含 ま れ る 酵 素 を 同 定 す る た め 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 由 来 の 核 タ ン パ ク 質
を 核 抽 出 物 お よ び 核 ペ レ ッ ト 中 に 分 離 し 、 そ の 後 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ ５ ２ お よ び リ ン 酸 セ ル ロ ー ス
Ｐ １ １ カ ラ ム で 更 に 分 画 し た 。 得 ら れ た 画 分 は 、 基 質 と し て コ ア ヒ ス ト ン オ ク タ マ ー を 用
い メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 特 に 、 カ ラ ム 画 分 ま た は 組 換 え
ヒ ト タ ン パ ク 質 ア ル ギ ニ ン Ｎ － メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ １ (Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ )を 、 ２ ０ ｍ Ｍ  
Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ８ ． ０ )、 ４ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ  Ｄ Ｔ
Ｔ 、 お よ び １ ． ５ μ ｌ  ３ Ｈ － Ｓ Ａ Ｍ (15 Ci/mmol; NEN Life Sceince Products)を 含 む 総
体 積 ３ ０ μ ｌ 中 で 、 ３ ０ ℃ １ 時 間 、 コ ア ヒ ス ト ン オ ク タ マ ー 、 組 換 え Ｈ ４ 、 ま た は Ｈ ４ テ
イ ル ペ プ チ ド と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 反 応 物 は 、 Ｓ Ｄ Ｓ ロ ー デ ィ ン グ 緩 衝 液 の 添
加 に よ り 停 止 さ せ 、 そ の 後 、 １ ８ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 中 で 電 気 泳 動 し た 。 ク マ ジ ー 染 色 お
よ び 脱 色 後 、 ゲ ル を Entensify(NEN Life Science Products)で 処 理 し 、 乾 燥 さ せ Ｘ 線 フ ィ
ル ム に さ ら し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
ヒ ス ト ン Ｈ ３ お よ び Ｈ ４ に 対 し 特 有 の 特 異 性 を 有 す る 複 数 の メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活
性 を 検 出 し た 。 ヒ ス ト ン メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｈ Ｍ Ｔ )活 性 を 追 跡 す る こ と に よ り 、
Ｈ ４ － 特 異 的 Ｈ Ｍ Ｔ を 、 核 ペ レ ッ ト 画 分 か ら 均 一 と な る ま で 精 製 し た 。 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ
イ ト カ ラ ム か ら 得 ら れ る カ ラ ム 画 分 の 分 析 は 、 酵 素 活 性 の ピ ー ク は 画 分 １ ４ で 溶 出 し 、 画
分 ２ ６ で 裾 が 延 び て い る (trailed through)こ と を 示 し た 。 カ ラ ム 画 分 を 含 む Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ の 銀 染 色 は 、 ４ ２ ｋ Ｄ ａ の ポ リ ペ プ チ ド が 当 該 酵 素 活 性 と 共 に 共 溶 出 し た こ と を 示
し た 。 こ の 結 果 を 確 認 す る た め 、 同 じ イ ン プ ッ ト (input)を ゲ ル 濾 過 Superose-200カ ラ ム
に ロ ー ド し た 。 当 該 カ ラ ム 画 分 の 分 析 は 、 酵 素 活 性 の ピ ー ク が 画 分 ３ ８ － ４ １ の 間 の 約 ３
３ ０ ｋ Ｄ ａ を 溶 出 し た こ と を 示 し た 。 カ ラ ム 画 分 を 含 む Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ の 銀 染 色 は 、 再
び 、 ４ ２ ｋ Ｄ ａ ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 該 酵 素 活 性 と 共 溶 出 す る こ と を 示 し た 。 マ ス ス ペ ク ト
ロ メ ト リ ー 分 析 は 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 ア ル ギ ニ ン Ｎ － メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ １ 、 Ｐ Ｒ Ｍ
Ｔ １ と し て ４ ２ ｋ Ｄ ａ ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
Ｈ Ｍ Ｔ 活 性 は 、 約 ３ ３ ０ ｋ Ｄ ａ を 溶 出 し 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ と 共 溶 出 す る の み で あ る の で 、 Ｐ Ｒ
Ｍ Ｔ １ は 、 ホ モ オ リ ゴ マ ー と し て 機 能 す る よ う で あ る 。 こ れ は 、 組 換 え Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は ３ ３
０ ｋ Ｄ ａ 複 合 体 と し て 内 在 性 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ と 同 一 物 を 分 画 す る と い う 証 拠 に よ り 証 明 さ れ た
。 そ の た め 、 我 々 は 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は 、 ホ モ オ リ ゴ マ ー の 形 態 の Ｈ ４ 特 異 的 Ｈ Ｍ Ｔ と し て 機
能 す る と 結 論 づ け る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
最 も 豊 富 な Ｈ ４ 特 異 的 Ｈ Ｍ Ｔ の １ つ と し て の Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 同 定 は 、 Ｈ ４ の Ｌ ｙ ｓ ２ ０ の み
が イ ン ビ ボ で メ チ ル 化 さ れ て い る と 報 告 さ れ て い る た め 、 驚 き で あ り 、 そ の Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は
、 リ シ ン 残 基 を メ チ ル 化 で き る と は 知 ら れ て い な い 。 代 わ り に 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ お よ び そ の 酵
母 相 同 体 は 、 特 定 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 の ア ル ギ ニ ン を 主 に メ チ ル 化 す る と 報 告 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ が Ｌ ｙ ｓ ２ ０ に お い て Ｈ ４ を メ チ ル 化 す る か ど う か 決 定 す る た め 、 コ ア ヒ ス ト
ン オ ク タ マ ー は 、 Ｓ － ア デ ノ シ ル － Ｌ － [メ チ ル － ３ Ｈ ]メ チ オ ニ ン (３ Ｈ － Ｓ Ａ Ｍ )の 存 在
下 、 組 換 え ま た は 天 然 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ で メ チ ル 化 さ れ た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 分 離 後 、 メ
チ ル 化 Ｈ ４ を 回 収 し 、 自 動 化 Ｅ ｄ ｍ ａ ｎ 化 学 的 シ ー ケ ン シ ン グ に よ り マ イ ク ロ シ ー ケ ン ス
し た 。 連 続 し て 、 放 出 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 を 回 収 し 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン に よ り カ ウ ン ト し
、 Ｌ ｙ ｓ ２ ０ の 代 わ り に Ａ ｒ ｇ ３ が 主 な メ チ ル 化 部 位 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 Ｌ ｙ ｓ ２ ０
に お け る 変 異 を 伴 う か ま た は 伴 わ な い Ｈ ４ テ イ ル ペ プ チ ド を メ チ ル 化 す る Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 能
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力 の 比 較 で は 相 違 は 見 ら れ ず 、 Ｌ ｙ ｓ ２ ０ が Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ メ チ ル 化 の 部 位 で は な い こ と を 確
認 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ が 、 こ の 部 位 特 異 的 Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 に 対 し イ ン ビ ボ で 応 答 性 で あ る か ど う か
決 定 す る た め 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ を 細 胞 中 で 過 剰 発 現 さ せ 、 Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 レ ベ ル を 対 応 し て
増 加 す る か ど う か 決 定 し た 。 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 過 剰 発 現 は 、 Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 に お け る 増 加 を
生 じ た 。 こ の 結 果 を 確 認 す る た め 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ ＋ ／ ＋ お よ び Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ － ／ － 胚 幹 (Ｅ Ｓ )
細 胞 由 来 の コ オ ア ヒ ス ト ン を 精 製 し 、 そ の Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 レ ベ ル と 比 較 し た 。 Ｐ ｒ ｍ ｔ
１ 遺 伝 子 の 不 活 性 化 は 、 Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 レ ベ ル の 劇 的 な 減 少 を 生 じ 、 こ れ は 、 ヒ ス ト ン
Ｈ ４ が Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の イ ン ビ ボ の 基 質 で あ る よ う で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
事 実 、 Ｈ ４ の 有 糸 分 裂 性 Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 は 、 粘 菌 、 フ ィ サ ル ム (Physarum)の 有 糸 分 裂 の
同 期 的 進 行 の 間 に Ｓ ｅ ｒ １ が リ ン 酸 化 さ れ る 前 に 、 わ ず か に 生 じ 得 る 。 Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル Ｈ
４ は 、 マ ウ ス Ｅ Ｓ 細 胞 中 の 不 活 性 Ｘ 染 色 体 に お い て 富 化 (enrich)さ れ る こ と が ま た 観 察 さ
れ た (E. Heard, 非 公 表 )。 集 合 的 に 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 修 飾 カ セ ッ ト を 明 確 に す る 、 こ
れ ら の 極 め て 近 い 隣 接 す る 修 飾 が 同 時 に 働 き 、 多 く の 多 様 な 生 物 学 的 状 況 に お い て 、 よ り
凝 縮 し た ク ロ マ チ ン 状 態 に 対 し Ｈ ４ テ イ ル を マ ー ク (mark)す る こ と を 示 唆 す る 。 そ の た め
、 修 飾 配 列 Ser(P) Gly Arg(M) Gly Lys (配 列 番 号 ４ )は 、 転 写 不 活 性 と 関 連 し 、 有 糸 分 裂
の マ ー カ ー と し て 有 用 性 を 有 す る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
実 施 例 ３
Ｈ ３ ア ル ギ ニ ン メ チ ル 化 酵 素 の 更 な る 分 析
更 に Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 同 定 を 決 定 す る た め 、 遊 離 子 ウ シ 胸 腺 ヒ
ス ト ン の 混 合 物 中 の Ｈ ４ を メ チ ル 化 す る こ と が 先 に 示 さ れ た 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 基 質 お よ び 部
位 特 異 性 を 調 査 し た 。 精 製 し た 組 換 え Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ を 、 Ｓ － ア デ ノ シ ル － Ｌ － [メ
チ ル － ３ Ｈ ]メ チ オ ニ ン (３ Ｈ － Ａ ｄ ｏ Ｍ ｅ ｔ )の 存 在 下 、 ニ ワ ト リ 、 テ ト ラ ヒ メ ナ お よ び
ヒ ト ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 か ら 単 離 し た コ ア ヒ ス ト ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 反 応 産 物 を Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ お よ び フ ル オ ロ グ ラ フ ィ ー に よ り 分 析 し た 。 そ の 結 果 は 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １
は 、 コ ア ヒ ス ト ン の 混 合 物 か ら の ニ ワ ト リ お よ び ヒ ト ２ ９ ３ Ｔ  Ｈ ４ を 効 率 的 に メ チ ル 化
す る こ と を 示 し た 。 予 想 通 り 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は 、 テ ト ラ ヒ メ ナ 由 来 の Ｈ ４ を メ チ ル
化 す る こ と が で き ず 、 こ れ は 、 Ａ ｒ ｇ ３ は 、 こ れ ら ア ッ セ イ 条 件 下 の Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ メ チ ル 化
の 主 な (排 他 的 で な い と し て も )部 位 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 ヒ ス ト ン の メ チ ル 化 は 、 Ｇ Ｓ
Ｔ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 非 存 在 下 で は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 反 応 条 件 下 で 、 哺 乳 動 物 Ｈ ２
Ａ は ま た 、 弱 く メ チ ル 化 さ れ て い る こ と が 発 見 さ れ て お り 、 こ の 結 果 は 初 期 の 発 見 と 一 致
す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
Ｈ ４ ア ミ ノ 末 端 の ア ル ギ ニ ン 残 基 が Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ に よ り メ チ ル 化 さ れ て い る こ と を 明 確 に 決
定 す る た め 、 精 製 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ お よ び ニ ワ ト リ コ ア ヒ ス ト ン を 用 い る 標 識 反 応 か ら
の Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 Ｈ ４ を マ イ ク ロ シ ー ケ ン ス し 、 各 サ イ ク ル と 関 連 し た 。 ３ Ｈ － 組 込
み ( 3 H-incorporation)を 決 定 し た 。 マ イ ク ロ シ ー ケ ン ス 分 析 は 、 Ａ ｒ ｇ ３ が 、 Ｈ ４ テ イ ル
で の メ チ ル 化 の 排 他 的 部 位 で あ る こ と を 示 す 。 常 に 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 存 在 下 で 反 応
し た 組 換 え ジ ェ ノ パ ス Ｈ ４ (ｒ Ｈ ４ )を 、 α － Ｈ ４  Ｒ ３ Ｍ ｅ 抗 体 を 用 い る 免 疫 ブ ロ ッ ト 分
析 に よ り Ａ ｒ ｇ ３ で 強 力 に メ チ ル 化 し た 。 対 照 的 に 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ を 欠 く 反 応 か ら
の ｒ Ｈ ４ は 免 疫 反 応 し な か っ た 。 上 記 同 一 反 応 の ナ ノ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ マ イ ク ロ エ レ ク ト ロ ス プ
レ ー イ オ ン 化 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー 分 析 は 、 Ａ ｒ ｇ ３ で の 排 他 的 な メ チ ル 化 産 物 は Ｎ Ｇ
－ モ ノ メ チ ル ア ル ギ ニ ン で あ り 、 そ の 結 果 は 、 ヒ ト ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 か ら 単 離 し た Ｈ ４ に お け
る マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ り 従 前 に 観 察 さ れ た 結 果 と 一 致 す る (実 施 例 ２ 参 照 )。 ジ メ
チ ル ア ル ギ ニ ン は 、 我 々 の ア ッ セ イ 条 件 を 用 い る Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ に よ る イ ン ビ ト ロ の
メ チ ル 化 後 、 ｒ Ｈ ４ に お け る マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ っ て は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ が ヒ ト ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 中 で 仲 介 す る Ｈ ４ Ａ ｒ ｇ ３ 活 性 に 応 答 す る か ど う か 決 定 す
る た め 、 こ れ ら の 細 胞 か ら 単 離 し た 異 所 的 に 発 現 し た Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ を 調 査 し 、 組 換 え Ｐ Ｒ Ｍ
Ｔ １ に 見 ら れ る よ う に Ｈ ４ へ の 、 同 一 の 基 質 特 異 性 を 維 持 し て い る か ど う か を 決 定 し た 。
そ の 目 的 の た め 、 推 定 Ａ ｄ ｏ Ｍ ｅ ｔ 結 合 部 位 ま た は ペ ア レ ン ト ベ ク タ ー (Ｈ Ａ )に 結 合 す る
推 定 Ａ ｄ ｏ Ｍ ｅ ｔ を 欠 く 、 Ｈ Ａ － タ グ 化 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ (Ｈ Ａ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １  ｗ ｔ )、 Ｈ Ａ － タ
グ 化 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ 変 異 型 (Ｈ Ａ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １  ｍ ｕ ｔ )を 、 ヒ ト ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 中 で 異 所 的 に 発
現 さ せ 、 そ の 後 、 核 単 離 し 、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ 抽 出 し た 。 ニ ワ ト リ コ ア ヒ ス ト ン お よ び Ａ ｄ ｏ
Ｍ ｅ ｔ ま た は ３ Ｈ － Ａ ｄ ｏ Ｍ ｅ ｔ を 用 い る こ れ ら の 抽 出 を 伴 う ヒ ス ト ン メ チ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ (Ｈ Ｍ Ｔ )ア ッ セ イ は 、 Ｈ Ａ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ 発 現 細 胞 由 来 の 核 抽 出 物 は 、 Ｈ Ａ － Ｐ Ｒ
Ｍ Ｔ １ 変 異 型 ま た は Ｈ Ａ 発 現 細 胞 の 何 れ か か ら の 抽 出 物 よ り も Ｈ ４ に お い て ３ Ｈ － Ａ ｄ ｏ
Ｍ ｅ ｔ を 組 み 込 む こ と を 示 し た 。 更 に 、 α － Ｈ ４  Ｒ ３ Ｍ ｅ 抗 体 で プ ロ ー ブ 化 さ れ た 免 疫
ブ ロ ッ ト は 、 こ の 活 性 は ヒ ス ト ン Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ に 特 異 的 で あ る こ と を 示 す 。 Ｈ Ａ 特 異 的
抗 体 を 伴 う 同 一 核 抽 出 物 の 免 疫 沈 降 は 、 促 進 さ れ た Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 活 性 が Ｈ Ａ － Ｐ
Ｒ Ｍ Ｔ １ 発 現 の 結 果 で あ る こ と を 直 接 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 細 胞 誘 導 性 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は 、
Ｈ ４ に お け る Ａ ｒ ｇ ３ を 直 接 的 に お よ び 特 異 的 に メ チ ル 化 し 得 る こ と を 示 す 。 更 に 、 発 現
Ｈ Ａ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は 、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ 消 化 に よ り 抽 出 さ れ る と い う こ と が 提 供 さ れ る た め 、
こ れ ら の デ ー タ は ま た 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は ク ロ マ チ ン と 関 連 す る こ と を 示 唆 す る 。 Ｈ Ａ － Ｐ Ｒ
Ｔ Ｍ １ の 発 現 は 、 ２ ９ ３ Ｔ  Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ 核 抽 出 物 中 で 検 出 さ れ 得 る ヌ ク レ オ ソ ー ム Ｈ ４  
Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 活 性 を 促 進 す る こ と も 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
組 換 え ま た は 細 胞 性 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は 、 Ｈ ２ Ａ を メ チ ル 化 し 得 る け れ ど も 、 こ の メ チ ル 化 は 、
α － Ｈ ４  Ｒ ３ Ｍ ｅ 抗 体 に よ り 検 出 さ れ ず 、 こ れ は 、 α － Ｈ ４  Ｒ ３ Ｍ ｅ 抗 体 は Ｈ ４  Ａ ｒ
ｇ ３ メ チ ル 化 に 関 し 選 択 的 で あ る こ と を 示 唆 す る 。 Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 活 性 は 、 ２ ９
３ Ｔ 対 照 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ 抽 出 物 で 検 出 可 能 で あ っ た た め 、 以 下 の 実 験 に よ り 、 当 該 活 性 が 内
在 性 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ に よ る も の か ど う か を 決 定 し た 。 こ の 考 え を 直 接 試 験 す る た め 、 内 在 性 Ｐ
Ｒ Ｍ Ｔ １ を Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ 核 抽 出 物 か ら 免 疫 枯 渇 (immuno-depleted)さ せ 、 次 い で 、 当 該 抽
出 物 を 任 意 の 残 り の Ｈ ４ メ チ ル 化 活 性 に 関 し ア ッ セ イ し た 。 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 免 疫 枯 渇 に よ り
、 こ れ ら の 抽 出 物 中 の Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 活 性 の 完 全 破 壊 を ほ ぼ 生 じ 、 こ れ は 、 Ｐ Ｒ
Ｍ Ｔ １ は 、 ヒ ト ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 由 来 の 主 な Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ Ｈ Ｍ Ｔ (排 他 的 で な い と し て も )で
あ る こ と を 示 唆 し た 。 更 に 、 上 記 免 疫 枯 渇 ア ッ セ イ か ら の 免 疫 沈 降 し た Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は 、 実
質 的 に 全 て の Ｈ ４  Ｈ Ｍ Ｔ 活 性 を 持 続 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
物 質 お よ び 方 法
細 胞 培 養 お よ び 核 酸 抽 出 物 お よ び ヒ ス ト ン の 調 製
Ｈ ｅ Ｌ ａ お よ び ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ ま た は ５ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む Ｄ － Ｍ Ｅ Ｎ 中 に そ
れ ぞ れ ３ ７ ℃ で 増 殖 さ せ た 。 核 は 、 界 面 活 性 剤 溶 解 お よ び 低 速 度 遠 心 分 離 [Chen et al, J
. Biol Chem 275,40810 (2000) ]し 、 そ の 後 、 先 に 述 べ ら れ た よ う に Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ 抽 出 ま
た は ヒ ス ト ン の 酸 抽 出 に よ り 単 離 し た [１ つ の １ ０ ０ ｍ ｍ プ レ ー ト の ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 (約 １ ．
５ × １ ０ ６ )を 、 Effectene transfection reagent(Qiagen)を 用 い 、 空 の ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ ベ ク
タ ー ま た は ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １  ４ μ ｇ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 後 ４ ８ 時 間 、 核 を 単 離 し 、 コ ア ヒ ス ト ン を 酸 抽 出 お よ び Ｔ Ｃ Ａ 沈 殿 で 精 製 し た 。
]。 テ ト ラ ヒ メ ナ  サ ー モ フ ィ ラ (Tetrahymena thermophila)(株 Ｃ Ｕ ４ ２ ７ ま た は Ｃ Ｕ ４ ２
８ )は 、 [K. Luger, T. J. Rechsteiner, T. J. Richmond. Methods Enzymology 304,3 (1
999) ]に よ り 述 べ ら れ た よ う に 、 富 化 １ ％ プ ロ テ オ ー ス ペ プ ト ン お よ び 増 殖 的 (vegetativ
ely)に 増 殖 す る 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 巨 大 核 ヒ ス ト ン 中 で 増 殖 さ せ た 。 ニ ワ ト リ ヒ ス ト ン お
よ び ヌ ク レ オ ソ ー ム は 、 C.Mizzenに よ り 無 理 な く 提 供 さ れ た 。 酵 母 ヒ ス ト ン は 、 野 生 型 株
Ｍ Ｘ ４ － ２ ２ Ａ か ら 単 離 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
プ ラ ス ミ ド の 発 現 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
Ｇ Ｓ Ｔ ま た は Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の Ｈ Ａ 発 現 に 使 用 す る 細 菌 性 お よ び 哺 乳 類 発 現 プ ラ ス ミ ド は 、 他
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で も 記 載 さ れ て い る 。 哺 乳 類 Ｈ Ａ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ 推 定 Ａ ｄ ｏ Ｍ ｅ ｔ 結 合 変 異 型 (SGTを AAAに
； ア ミ ノ 酸 ７ ９ － ８ ９ )は 、 サ イ ト ダ イ レ ク テ ッ ド Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 に よ り 作 成 し た 。 こ の
構 成 物 は 配 列 決 定 す る こ と に よ り 確 認 し た 。 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を 用 い る 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン は 、 １ ０ ０ ｍ ｍ デ ィ ッ シ ュ に お い て プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ １ ５ μ ｇ を 用 い お こ な っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 ア ッ セ イ
Ｇ Ｓ Ｔ － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ ま た は ２ ９ ３ Ｔ  Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ 核 抽 出 物 を 含 む ヒ ス ト ン メ チ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｈ Ｍ Ｔ )ア ッ セ イ の 場 合 、 コ ア ヒ ス ト ン ２ ｇ ま た は 組 換 え Ｈ ４  ０ ． ５ ｇ は
、 ３ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 、 総 体 積 １ ０ μ ｌ で 、 ０ ． ５ ５ μ Ｃ ｉ の Ｓ － ア デ ノ シ ル － Ｌ － [メ チ
ル － ３ Ｈ ]メ チ オ ニ ン (3 H-AdoMet; 72 Ci/mmol; NEN Life Science Products)を 伴 う ヒ ス
ト ン メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (HMT)緩 衝 液 (最 終 濃 度 、 50 mM Tris-pH 8.0, 1 mM PMSF 
お よ び  0.5 mM DTT)中 の Ｇ Ｓ Ｔ － 精 製 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １  １ μ ｇ ま た は ２ ９ ３ Ｔ 核 抽 出 物 ２ ５ μ
ｇ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 当 該 反 応 物 ２ μ ｌ を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン テ ィ
ン グ の Whatman P-81に ス ポ ッ ト し 反 応 を モ ニ タ ー し 、 そ の 間 、 残 り は SDS-PAGE、 そ の 後 、
ク マ ジ ー 染 色 お よ び フ ル オ ロ グ ラ フ ィ ー に よ り 分 析 し た 。 上 記 の よ う な 同 一 反 応 は 、 非 放
射 性 標 識 化 AdoMet(最 終 15μ Ｍ )を 用 い 並 行 し て 行 い 、 α -H4 R3Me抗 体 を 用 い る ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
ヒ ス ト ン Ｈ ４ の Ａ ｒ ｇ ３ の メ チ ル 化 を 選 択 す る 抗 体 の 開 発
合 成 ペ プ チ ド は 、 最 初 の セ リ ン が Ｎ － ア セ チ ル 化 さ れ て お り 、 残 基 ３ は 、 ウ サ ギ に 免 疫 す
る 前 に Ｃ － 末 端 人 工 シ ス テ イ ン (Ｃ ＊ )を 介 し て テ ン ガ イ (Keyhole Limpet)ヘ モ シ ア ニ ン に
標 準 プ ロ ト コ ー ル に よ り 結 合 し た 非 対 称 性 Ｎ Ｇ 、 Ｎ Ｇ － ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン (Bachem)で 形
成 さ れ て い る 、 ヒ ト Ｈ ４ ア ミ ノ 末 端 (SGRGKGGKGC * ; 配 列 番 号 １ ５ )の 配 列 １ － ９ を コ ー ド
す る 。 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )は 、 ウ サ ギ 血 清 か ら の 抗 体 特 異 性 を 特 徴 付 け
る 図 １ Ｃ で 示 す よ う な 非 修 飾 ま た は Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 Ｈ ４  １ － ９ ペ プ チ ド の 種 々 の 量 を
用 い 、 先 に 記 載 し た よ う に 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
免 疫 沈 降 の 研 究
一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 由 来 の Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ 核 抽 出 物 を 、 免 疫 沈 降 前
に １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ に 調 節 し た 。 α － Ｈ Ａ 免 疫 沈 降 の 場 合 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し た ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 由 来 の ２ ９ ３ Ｔ  Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ 核 抽 出 物 ５ ０ μ ｌ を α － Ｈ Ａ 抗 体 (HA.11 
; Covance)２ ． ５ μ ｌ お よ び プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ス (Amersham)５ μ ｌ と 共 に イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は ４ ℃ で ２ 時 間 で あ っ た 。 免 疫 沈 降 は 、 RIPA緩 衝 液 (5
0 mM Tris-HCl pH 7.4、 150 mM NaCl、 1 mM EDTA、 1% Triton-X、 0.1 % SDS、 1% Deoxych
olate)で ２ 回 洗 浄 し 、 そ の 後 、 HMT緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。 内 在 性 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ 免 疫 沈 降 の
研 究 で は 、 ２ ９ ３ Ｔ  Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ 抽 出 物 ３ ０ μ ｌ を １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ に 調 節 し 、 α －
Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １  １ μ ｌ お よ び プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ス (Amersham)３ μ ｌ と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し 、 そ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は ４ ℃ で ２ 時 間 で あ っ た 。 内 在 性 免 疫 沈 降 物 は 、 Ｈ
Ｍ Ｔ 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 免 疫 沈 降 は 、 上 記 の よ う に Ｈ Ｍ Ｔ 活 性 に 関 し ア ッ セ イ し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 Amersham Life sciencesの 試 薬 お よ び 手 順 を 用 い 行 っ た 。 ウ
サ ギ α -H4 NG、 NG-ジ メ チ ル ア ル ギ ニ ン 3お よ び α － Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は 、 1:5,000の 希 釈 で 使 用
し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル α － Ｈ Ａ 抗 体 は 1:1000の 希 釈 で 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ シ ー ケ ン シ ン グ
マ イ ク ロ シ ー ケ ン シ ン グ の た め の GST-PRMT1を 含 む 標 識 研 究 で は 、 基 質 と し て ニ ワ ト リ コ
ア ヒ ス ト ン を 用 い る 上 記 Ｈ Ｍ Ｔ 反 応 体 積 を １ ０ 倍 に ス ケ ー ル ア ッ プ し た 。 こ の 反 応 か ら の
ヒ ス ト ン を 、 Ｃ ８ カ ラ ム を 用 い る Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 精 製 し た Ｔ Ｃ Ａ お よ び Ｈ ４ で 沈 殿
し た 。 シ ー ケ ン シ ン グ の 前 に 、 Ｈ ４ の Ｎ － 末 端 を 脱 ブ ロ ッ ク (deblock)し た [27]。 Ｈ ４ は
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、 最 適 な サ イ ク ル を 用 い る in-line 120A PTH-Analyzer (Applied Biosystems)を 伴 う Appl
ied Biosystems Model 477A Protein Sequencerで シ ー ケ ン ス し た 。 変 換 後 、 ５ ０ ％ の サ
ン プ ル を Ｐ Ｔ Ｈ － ア ミ ノ 酸 同 定 の た め に RP-HPLCに 移 し 、 他 の ５ ０ ％ は 、 シ ン チ レ ー シ ョ
ン カ ウ ン テ ィ ン グ に よ る 放 射 活 性 の 決 定 の た め 回 収 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー 分 析
２ ９ ３ Ｔ か ら 単 離 し た Ｈ ４ を 上 記 の よ う に Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 精 製 し 、 そ の 後 、 ５ ０ ｍ
Ｍ  重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム ｐ Ｈ ８ ． ５ で 2pmol/μ lに 希 釈 す る 。 キ モ ト リ プ シ ン (Roche)を 0.0
25μ g/μ lに 加 え 、 消 化 を 一 夜 室 温 で 行 っ た 。 当 該 消 化 物 の 2 pmol ア リ コ ー ト を 、 LCQイ
オ ン ト ラ ッ プ マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー (Finnigan)を 用 い る ナ ノ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ マ イ ク ロ エ レ ク
ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー 分 析 の た め 7cm C18ビ ー ズ (YMC ODS-AQ, Wa
ters)お よ び ～ 5um エ ミ ッ タ ー チ ッ プ [28]を 伴 う 360 x 75 um 分 析 カ ラ ム に ロ ー ド し た 。 H
PLC勾 配 は 、 ７ ０ 分 で 0-60% Bで あ り 、 １ ５ 分 で 60-100% Bで あ る 。 溶 媒 Aお よ び Bは 、 そ れ
ぞ れ 、 水 中 の O.1M 酢 酸 お よ び 70%ア セ ト ニ ト リ ル 中 の 0.1M 酢 酸 で あ っ た 。 マ ス ス ペ ク ト
ロ メ ー タ ー 分 析 は 、 Ｈ ４ の Ｎ － 末 端 キ モ ト リ プ シ ン フ ラ グ メ ン ト (SGRGKGGKGL; 配 列 番 号
１ ５ )の ＋ ２ イ オ ン の 標 的 MS/MSを 含 む 。 Ｎ － 末 端 ア セ チ ル 化 、 Ｓ １ リ ン 酸 化 、 Ｋ ５ お よ び
Ｋ ８ ア セ チ ル 化 、 お よ び Ｒ ３ メ チ ル 化 (モ ノ － お よ び ジ － )の 全 て の 可 能 な 組 合 せ を 分 析 し
た 。 Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 は 、 ＋ ３ イ オ ン の Ｎ － 末 端 ア セ チ ル 化 標 的 Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ と の 組 合 わ せ
に の み 観 察 さ れ 、 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
実 施 例 ３
Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 仲 介 の 事 象
Ｈ ３ の Ｌ ｙ ｓ ９ に お け る メ チ ル 化 が Ｓ ｅ ｒ １ ０ リ ン 酸 化 を 阻 害 す る と い う 最 近 の 報 告 (S. 
Rea, et al., Nature 406,593 (2000))が 、 Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 が Ｈ ４ テ イ ル に お け る リ シ
ン 残 基 の ア セ チ ル 化 に よ り 阻 害 さ れ る か ど う か に 関 す る 研 究 を 刺 激 し た 。 こ の 目 的 の た め
、 ｍ ｏ ｃ ｋ メ チ ル 化 ま た は Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ メ チ ル 化 の 何 れ か で あ る 組 換 え Ｈ ４ を 、 ３ Ｈ － ア セ
チ ル － Ｃ ｏ Ａ の 存 在 下 、 ｐ ３ ０ ０ に よ る ア セ チ ル 化 の 基 質 と し て 使 用 し 、 Ｈ ４ の ２ つ そ れ
ぞ れ の プ ー ル に お け る ア セ チ ル 化 の 量 を 比 較 し た 。 よ り 特 に 、 組 換 え Ｈ ４ を 精 製 し 、 過 剰
量 の 非 標 識 Ｓ Ａ Ｍ の 存 在 下 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ メ チ ル 化 の 基 質 と し て 使 用 し た 。 完 全 メ チ ル 化 は 、
更 な る ３ Ｈ － Ｓ Ａ Ｍ の 組 込 み を 欠 く こ と に よ り 証 明 さ れ た 。 ア セ チ ル 化 は 、 50mM Hepes(p
H 8.0)、 5 mM DTT、 5 mM PMSF、 10 mM 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 10%グ リ セ ロ ー ル 、 2μ l 3 H-ア セ
チ ル -CoA お よ び  2 μ l p300を 含 む 総 体 積 ２ ０ μ ｌ 中 で 行 っ た 。 当 該 反 応 混 合 物 は 37℃ で
１ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 Ｓ Ｄ Ｓ サ ン プ ル 緩 衝 液 を 加 え る こ と に よ り 停 止 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
Ｈ ４ の メ チ ル 化 は Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ に よ り 刺 激 さ れ 、 そ の 後 、 ｐ ３ ０ ０ に よ り ア セ チ ル 化 し た (
図 ２ Ａ )。 こ の 結 果 を 確 認 す る た め 、 等 価 の サ ン プ ル を 、 異 な る ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン イ ソ
型 を 分 離 す る 、 Triton-Acetic Acid-Urea (TAU)ゲ ル で 分 析 し た 。 当 該 結 果 は 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ
１ － メ チ ル 化 Ｈ ４ は 、 全 て の Ｈ ４ 分 子 は ｐ ３ ０ ０ に よ り ア セ チ ル 化 (０ ア セ チ ル 化 型 は な
し )さ れ る た め 、 非 メ チ ル 化 Ｈ ４ と 比 較 す る と ｐ ３ ０ ０ の よ り よ い 基 質 と な る (図 ２ Ｂ )。
し か し 、 同 一 条 件 下 で は 、 ｍ ｏ ｃ ｋ メ チ ル 化 基 質 の 画 分 は ま た 、 非 ア セ チ ル 化 さ れ た ま ま
で あ る (０ ア セ チ ル 化 型 )。 ４ つ の ア セ チ ル 化 可 能 リ シ ン 残 基 の ど の 残 基 が Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル
化 に よ り 影 響 を 受 け る か を 決 定 す る た め 、 上 記 分 析 し た サ ン プ ル の ア セ チ ル 化 状 態 を 、 ア
セ チ ル 化 部 位 特 異 的 抗 体 を 用 い 調 査 し た 。 そ の 結 果 は 、 Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 は 、 Ｋ ８ お よ び
Ｋ １ ２ ア セ チ ル 化 を 促 進 す る が 、 Ｋ ５ ま た は Ｋ １ ６ ア セ チ ル 化 に お い て は 殆 ど 影 響 し な い
こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 に お け る リ シ ン ア セ チ ル 化 の 効 果 を 決 定 す る た め 、 過 剰 ア セ チ ル 化 お よ
び 低 ア セ チ ル 化 (hypoacetylated)し た コ ア ヒ ス ト ン の 両 方 を Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 か ら 精 製 し 、 ３

Ｈ － Ｓ Ａ Ｍ の 存 在 下 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 基 質 と し て 使 用 し た 。 メ チ ル 化 後 、 サ ン プ ル を Ｔ Ａ Ｕ ゲ
ル で 分 離 し 、 そ の 後 、 ク マ ジ ー 染 色 お よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 非 お よ び モ
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ノ － ア セ チ ル 化 Ｈ ４ イ ソ 型 の み が 検 出 可 能 レ ベ ル に メ チ ル 化 し た が 、 ほ ぼ 等 量 の 異 な る Ｈ
４ イ ソ 型 は 、 メ チ ル 化 反 応 中 に 存 在 し た 。 非 ア セ チ ル 化 Ｈ ４ は 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 最 も よ い 基
質 で あ る た め 、 異 な る ア セ チ ル 化 Ｈ ４ イ ソ 型 と 比 較 す る と 、 リ シ ン 残 基 に お け る ア セ チ ル
化 は 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ に よ り Ｈ ４ メ チ ル 化 を 阻 害 す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
こ の 阻 害 が イ ン ビ ボ で 生 ず る か ど う か 決 定 す る た め 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を 、 ヒ ス ト ン デ ア セ チ
ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 Tricostatin A (TSA)で 処 理 し 、 過 剰 ア セ チ ル 化 を 誘 導 し た 。 TSA処
理 後 ２ ４ 時 間 、 コ ア ヒ ス ト ン を 単 離 し 、 Ｈ ４ － Ａ ｒ ｇ ３ の メ チ ル 化 状 態 を 分 析 し た 。 低 ア
セ チ ル 化 Ｈ ４ (非 処 理 )は 、 殆 ど 検 出 で き な い Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 レ ベ ル を 有 す る 過 剰 ア セ チ
ル 化 Ｈ ４ (Ｔ Ｓ Ａ 処 理 し た )と 比 較 す る と 、 よ り 高 い Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 レ ベ ル を 有 し た 。 そ
の た め 、 リ シ ン 残 基 に お け る 過 剰 ア セ チ ル 化 は 、 Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ の 低 メ チ ル 化 と 相 関 す る
。 こ の 結 果 は 、 リ シ ン 残 基 に お け る ア セ チ ル 化 は 、 そ の 後 の Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 を 阻 害 す る
と い う 観 念 と 一 致 し 、 ま た 、 Ｈ ３ メ チ ル 化 は 好 ま し く は ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン に お い て 生 ず
る 一 方 で Ｈ ４ メ チ ル 化 は 好 ま し く は 非 ア セ チ ル 化 ヒ ス ト ン に お い て 生 ず る こ と を 証 明 す る
初 期 の 研 究 と も 一 致 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
Ｈ ４ は 、 ア セ チ ル 化 さ れ 得 る ４ つ の リ シ ン 残 基 を 含 む た め 、 我 々 は 、 任 意 の ４ つ の 部 位 に
お け る ア セ チ ル 化 が Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 に お い て 同 様 の 影 響 を 有 す る か ど う か 調 査 し た 。 こ
の 目 的 の た め 、 そ れ ぞ れ 、 ア セ チ ル 化 さ れ ず 、 モ ノ － ア セ チ ル 化 さ れ 、 ト リ － ア セ チ ル 化
さ れ 、 お よ び 十 分 に ア セ チ ル 化 さ れ た 合 成 Ｈ ４ テ イ ル ペ プ チ ド を 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 基 質 と し
て 使 用 し た 。 任 意 の ４ つ の リ シ ン に お け る ア セ チ ル 化 は 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ に よ る Ａ ｒ ｇ ３ メ チ
ル 化 を 阻 害 し た 。 し か し 、 Ｌ ｙ ｓ ５ に お け る ア セ チ ル 化 は 、 最 も 効 果 を 有 し て い た 。 加 え
て 、 異 な る リ シ ン に お け る ア セ チ ル 化 は 、 更 な る 阻 害 効 果 を 有 す る と 思 わ れ た 。 ト リ － ア
セ チ ル 化 お よ び 十 分 に ア セ チ ル 化 し た ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 基 質 と し て の 役 割 を 酷 く
損 な っ て い た 。
【 ０ １ ０ １ 】
リ シ ン ア セ チ ル 化 を 促 進 す る Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は 、 転 写 活 性 中 に 含 ま
れ る よ う で あ る と 予 測 さ れ る 。 事 実 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ は 、 核 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー の コ ア ク チ ベ
ー タ ー と し て 機 能 す る こ と が 最 近 示 さ れ た 。 し か し 、 そ の コ ア ク チ ベ ー タ ー 活 性 は 、 そ の
Ｈ Ｍ Ｔ 活 性 と は 関 連 し て い な か っ た 。 転 写 に お け る Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 の 機 能 を 直 接 取 り 組
む た め 、 単 一 の ア ミ ノ 酸 変 異 (Ｇ ８ ０ Ｒ )を 、 酵 素 活 性 を 損 な う こ と が 従 前 に 示 さ れ た (A. 
E. McBride et al, J Biol Chem 275, 3128 (2000))、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 保 存 Ｓ Ａ Ｍ 結 合 ド メ
イ ン に 導 入 し た 。 コ ア ク チ ベ ー タ ー と し て Ｃ Ｂ Ｐ ／ ｐ ３ ０ ０ を 使 用 す る こ と が 知 ら れ る 、
ア ン ド ロ ゲ ン レ セ プ タ ー (Ａ Ｒ )に よ り 活 性 を 促 進 す る 変 異 型 お よ び 野 生 型 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の 能
力 を 、 モ デ ル 系 と し て ジ ェ ノ パ ス 卵 母 細 胞 を 用 い る ク ロ マ チ ン コ ン テ ク ス ト で 比 較 し た 。
Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ  Ｌ Ｔ Ｒ に 基 づ く レ ポ ー タ ー を ジ ェ ノ パ ス 卵 母 細 胞 の 核 中 に 注 入 し 、 当 該 レ ポ ー
タ ー の 成 功 し た ア セ ン ブ リ を 、 小 球 菌 ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 に よ り 確 認 し た 。 ジ ェ ノ パ ス 卵 母
細 胞 中 の Ａ Ｒ の 異 所 性 発 現 は 、 レ ポ ー タ ー の ア ゴ ニ ス ト 刺 激 活 性 を 生 ず る 。 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ の
共 発 現 は 、 更 に Ａ Ｒ に よ る 活 性 化 を 増 大 し た 。 重 要 な こ と に 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ (Ｇ ８ ０ Ｒ )変 異
は 、 野 生 型 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ と 比 較 す る と 少 し し か コ ア ク チ ベ ー タ ー 活 性 を 有 さ な い 。 ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 転 写 の 相 違 は 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ お よ び Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ (Ｇ ８ ０ Ｒ )の 異 な る 発 現
ま た は Ａ Ｒ 発 現 に お け る 効 果 に 起 因 す る も の で は な い こ と を 示 し た 。 そ の た め 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ
１ の Ｈ Ｍ Ｔ 活 性 は 、 そ の コ ア ク チ ベ ー タ ー 活 性 に 重 要 と な る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
こ れ ら の 研 究 は 、 Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 と リ シ ン ア セ チ ル 化 と の 間 の 相 互 作 用 を 示 し 、 「 ヒ ス
ト ン コ ー ド 」 仮 説 を 支 持 す る も の で あ る 。 当 該 ヒ ス ト ン コ ー ド の 仮 説 は 、 ヒ ス ト ン タ ン パ
ク 質 お よ び そ の 関 連 共 有 結 合 修 飾 は 、 ク ロ マ チ ン 構 造 を 変 化 し 得 る 機 構 に 寄 与 し 、 そ れ に
よ っ て 、 転 写 の 「 ｏ ｎ － ｏ ｆ ｆ 」 状 態 に 遺 伝 的 な 相 違 を 生 じ る か ま た は 分 化 し た よ り 高 い
次 数 の 構 造 を 明 ら か と す る こ と に よ り ク ロ モ ソ ー ム の 安 定 な 増 加 を 生 ず る と い う 前 提 に 基
づ く 。 Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 は 、 転 写 活 性 化 に 重 要 な 役 割 を す る と 考 え ら れ る 。 興 味 あ
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る こ と に 、 Ｈ ３ － 特 異 的 ア ル ギ ニ ン メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ Ｃ Ａ Ｒ Ｍ １ は ま た 、 書 く ホ
ル モ ン レ セ プ タ ー コ ア ク チ ベ ー タ ー と し て 機 能 得 る こ と が 示 さ れ た 。 Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 が
ｐ ３ ０ ０ の よ う な 特 定 Ｈ Ａ Ｔ の 集 積 (recruitment)を 手 助 け す る か ど う か は 依 然 と し て 決
定 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 非 修 飾 し た 、 ま た は Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 化 し た Ｈ ４  １ － ９ ペ プ チ ド を 用 い
る Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ メ チ ル 特 異 的 ウ サ ギ 抗 血 清 (α － Ｈ ４  Ｒ ３ Ｍ ｅ )の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 分 析 を 解 説
す る グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ Ａ は 、 ３ Ｈ － ア セ チ ル － Ｃ ｏ Ａ の 存 在 下 で ｐ ３ ０ ０ ア セ チ ル 化 し た ｍ ｏ ｃ ｋ
－ (ｒ Ｈ ４ )お よ び Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ － メ チ ル 化 [ｒ Ｈ ４ (ｍ Ｒ ３ )]組 換 え Ｈ ４ ヒ ス ト ン か ら の デ ー
タ を 示 す 。 サ ン プ ル を 、 ク マ ジ ー 、 ウ エ ス タ ン (Ｈ ４  Ａ ｒ ｇ ３ Ｍ ｅ 特 異 的 抗 体 を 用 い る )
お よ び フ ル オ ロ グ ラ ム (fluorogram)に よ り 分 析 し た 。 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ に よ る Ｈ ４ の メ チ ル 化 は
、 そ の 後 の ｐ ３ ０ ０ に よ る ア セ チ ル 化 を 刺 激 し た 。 図 ２ Ｂ は 、 図 ２ Ａ で 使 用 し た サ ン プ ル
の Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ － Ａ ｃ ｅ ｔ ｉ ｃ  Ａ ｃ ｉ ｄ － Ｕ ｒ ｅ ａ (Ｔ Ａ Ｕ )ゲ ル 分 析 を 示 す 。 そ の 結 果
は 、 Ｐ Ｒ Ｍ Ｔ １ － メ チ ル 化 Ｈ ４ は 、 非 メ チ ル 化 Ｈ ４ と 比 較 す る と ｐ ３ ０ ０ に と っ て は 、 よ
り よ い 基 質 で あ る こ と を 示 す 。
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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摘要(译)

本发明涉及制备与组蛋白H3和H2A肽的氨基末端的特异性修饰结合的抗体。更优选地，本发明涉及创建识别组的组蛋白修饰盒
SGRGK的各种翻译后修饰的抗体的（SEQ ID NO：1），其中所述修饰是磷酸化丝氨酸，甲基精氨酸和乙酰卡利它是从由薄的组
中选择。包含这些抗体的组合物用作诊断和筛选工具。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/4d1f2cbd-456a-4201-95a7-a2e1986a0a86



