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(54)【発明の名称】 タンキラーゼホモログタンパク質（ＴＨＰ）、核酸およびそれらに関連した方法

(57)【要約】
本発明は、ヒトタンキラーゼタンパク質（ＴＨＰ）のヒ
トポリペプチドホモログ、およびＴＨＰを同定しコード
するポリヌクレオチドを提供する。また、本発明は、発
現ベクター、宿主細胞およびその製造方法を提供する。
本発明はまた、ヒトの疾患、例えばヒトの癌および加齢
関連疾患の治療に有用なＴＨＰアゴニスト／アンタゴニ
ストの同定方法を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ａ）配列番号３またはその断片、

  ｂ）配列番号４またはその断片、

  ｃ）配列番号３もしくは配列番号４またはそれらの断片に相同な配列、

  ｄ）配列番号５またはその断片を含むポリペプチドをコードする配列、

  ｅ）配列番号５またはその断片に相同なアミノ酸配列を含むポリペプチドをコ

ードする配列

から選ばれるヌクレオチド配列を含んでなる単離された核酸分子であって、

  該核酸分子がタンキラーゼホモログタンパク質の少なくとも一部をコードする

ことを特徴とする核酸分子。

    【請求項２】  ＤＮＡである、請求項１記載の核酸分子。

    【請求項３】  ＲＮＡである、請求項１記載の核酸分子。

    【請求項４】  該ヌクレオチド配列が配列番号４を含む、請求項２記載の核

酸分子。

    【請求項５】  配列番号３または配列番号４の少なくとも一部に相補的なヌ

クレオチド配列を含んでなる単離された核酸分子であって、該核酸分子の相補体

がタンキラーゼホモログタンパク質の少なくとも一部をコードすることを特徴と

する核酸分子。

    【請求項６】  配列番号３または配列番号４に対するアンチセンスオリゴヌ

クレオチドである、請求項５記載の核酸分子。

    【請求項７】  該オリゴヌクレオチドが配列番号３または配列番号４の調節

領域に対するものである、請求項６記載の核酸分子。

    【請求項８】  治療または診断における使用のための、前記請求項のいずれ

か１項記載の核酸分子。

    【請求項９】  前記請求項のいずれか１項記載の核酸分子を含んでなる発現

ベクター。

    【請求項１０】  プラスミドまたはウイルス粒子である、請求項９記載のベ

クター。

    【請求項１１】  アデノウイルス、パルボウイルス、ヘルペスウイルス、ポ
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ックスウイルス、アデノ随伴ウイルス、セムリキ森林ウイルス、ワクシニアウイ

ルスおよびレトロウイルスから選ばれる、請求項１０記載のベクター。

    【請求項１２】  該核酸分子が、シミアンウイルス４０、マウス乳癌ウイル

ス、ヒト免疫不全ウイルスの長末端反復配列、モロニーウイルス、サイトメガロ

ウイルス前初期プロモーター、エプスタインバーウイルス、ラウス肉腫ウイルス

、ヒトアクチン、ヒトミオシン、ヒトヘモグロブリン、ヒト筋クレアチンおよび

ヒトメタロチオネインから選ばれるプロモーターに作動的に結合している、請求

項９～１１のいずれか１項記載のベクター。

    【請求項１３】  治療または診断における使用のための、請求項８～１２の

いずれか１項記載のベクター。

    【請求項１４】  請求項９～１２のいずれか１項記載のベクターで形質転換

された宿主細胞。

    【請求項１５】  細菌細胞、例えば大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）である、請求項

１４記載の宿主細胞。

    【請求項１６】  酵母、例えばエス・セレビシエ（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａ

ｅ）である、請求項１４記載の宿主細胞。

    【請求項１７】  昆虫細胞、例えばエス・フルジペルダ（Ｓ．ｆｒｕｇｉｐ

ｅｒｄａ）である、請求項１４記載の宿主細胞。

    【請求項１８】  例えばチャイニーズハムスター卵巣細胞、ＨｅＬａ細胞、

アフリカミドリザル腎細胞、ヒト２９３細胞およびマウス３Ｔ３繊維芽細胞から

選ばれる哺乳類細胞である、請求項１４記載の宿主細胞。

    【請求項１９】  請求項１～８のいずれか１項記載の核酸分子にコードされ

る単離されたポリペプチド。

    【請求項２０】  配列番号５を含む、請求項１９記載のポリペプチド。

    【請求項２１】  配列番号５に相同なアミノ酸配列を含む、請求項１９記載

のポリペプチド。

    【請求項２２】  配列番号５と比較して少なくとも１つの同類アミノ酸置換

を含む、請求項２１記載のポリペプチド。

    【請求項２３】  配列番号５の断片を含む、請求項１９記載のポリペプチド
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。

    【請求項２４】  治療または診断における使用のための、請求項１９～２３

のいずれか１項記載のポリペプチド。

    【請求項２５】  該ポリペプチドに対する免疫応答を誘導するための医薬の

製造のための、請求項１９～２３のいずれか１項記載のポリペプチドの使用。

    【請求項２６】  配列番号５またはそのホモログもしくは断片を含むポリペ

プチドの製造方法であって、

  ａ）請求項９～１２のいずれか１項記載のベクターを和合性宿主細胞内に導入

し、

  ｂ）該ポリペプチドの発現のための条件下で該宿主細胞を培養し、

  ｃ）該ポリペプチドを回収する工程を含んでなる製造方法。

    【請求項２７】  該宿主細胞を細胞溶解し、該ポリペプチドを該ライセート

から回収する、請求項２５記載の製造方法。

    【請求項２８】  該宿主細胞を細胞溶解することなく該培地を精製すること

により、該ポリペプチドを回収する、請求項２６記載の製造方法。

    【請求項２９】  請求項１９～２３のいずれか１項記載のポリペプチド上の

エピトープに結合する単離された抗体。

    【請求項３０】  モノクローナル抗体である、請求項２９記載の抗体。

    【請求項３１】  治療または診断における使用のための、請求項２９または

請求項３０記載の抗体。

    【請求項３２】  請求項１９～２３のいずれか１項記載のポリペプチドに結

合する抗体と陰性対照抗体とを含んでなるキット。

    【請求項３３】  タンキラーゼホモログタンパク質（ＴＨＰ）に結合する化

合物の同定方法であって、ＴＨＰを化合物と接触させ、該化合物がＴＨＰに結合

するか否かを判定することを含んでなる方法。

    【請求項３４】  該判定が、例えばゲルシフトアッセイ、ウエスタンブロッ

ト、放射能標識競合アッセイ、ファージに基づく発現クローニング、クロマトグ

ラフィーによる共分画、共沈、架橋、相互作用トラップ／ツーハイブリッド分析

、サウスウエスタン分析およびＥＬＩＳＡから選ばれるタンパク質結合アッセイ
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を含む、請求項３３記載の方法。

    【請求項３５】  タンキラーゼホモログタンパク質（ＴＨＰ）をコードする

核酸分子に結合する化合物の同定方法であって、ＴＨＰをコードする核酸分子を

化合物と接触させ、該化合物が該核酸分子に結合するか否かを判定することを含

んでなる方法。

    【請求項３６】  該判定がゲルシフトアッセイを含む、請求項３５記載の方

法。

    【請求項３７】  タンキラーゼホモログタンパク質（ＴＨＰ）の活性を調節

する化合物の同定方法であって、ＴＨＰを化合物と接触させ、ＴＨＰ活性が調節

されているか否かを判定することを含んでなる方法。

    【請求項３８】  該活性がＡＤＰリボシル化またはＴＲＦ１結合である、請

求項３７記載の方法。

    【請求項３９】  請求項３４～３８のいずれか１項記載の方法により同定さ

れた化合物。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の分野）

  本発明は、１つには、タンキラーゼ（ｔａｎｋｙｒａｓｅ）ホモログタンパク

質（ＴＨＰ）をコードする核酸分子、新規ＴＨＰポリペプチド、およびＴＨＰに

結合する及び／又はＴＨＰの活性を調節する化合物をスクリーニングするための

アッセイに関する。

      【０００２】

    （発明の背景）

  テロメアは、真核生物染色体の物理的末端であり、酵母からヒトまでのすべて

のテロメアＤＮＡに特徴的な短い反復ヌクレオチド配列からなる（例えば、Ｈａ

ｒｌｅｙら，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｇｅｎｅｔ．Ｄｅｖ．，１９９５，５，２４

９を参照されたい）。ＤＮＡポリメラーゼはＤＮＡの最末端を複製することがで

きないため、テロメアは染色体の完全性に必須である（例えば、Ｌｕｎｄｂｌａ

ｄら、Ｃｅｌｌ，１９９６，８７，３６９を参照されたい）。この複製欠損は、

各細胞周期で次第に短縮されるテロメアに影響を及ぼし、それが限界の長さに達

したとき、細胞は死亡する（例えば、Ｇｏｌｄｓｔｅｉｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１

９９０，２４９，１１２９を参照されたい）。いくつかの細胞においては、テロ

メア長は、特徴的なテロメア反復配列を付加する「テロメラーゼ」と称されるリ

ボ核タンパク質逆転写酵素により維持される（Ｇｒｅｉｄｅｒら、Ｃｅｌｌ，１

９８５，４３，４０５）。テロメラーゼはほとんどの体細胞内では発現されない

ため、これらの細胞は有限の寿命を有する。広範な腫瘍における包括的な研究は

、すべての腫瘍細胞の８５～９５％がテロメラーゼを発現することを示している

（例えば、Ｓｈａｙら，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，１９９７，３３，７８７を

参照されたい）。テロメラーゼ発現は腫瘍進行の初期事象であり、しばしば、前

癌性段階で存在する。テロメラーゼ発現だけでは腫瘍形成に十分ではないが、そ

れは、腫瘍の成長を継続させるための必須の許容事象であると考えられる。

      【０００３】

  テロメラーゼに加えて、テロメアリピート結合因子１（ＴＲＦ１）と称される
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もう１つのタンパク質が、テロメア長を調節しうるものとして同定されており、

ＴＲＦ１は二本鎖テロメア反復配列に二量体として結合する（Ｃｈｏｎｇら，Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ，１９９５，２７０，１６６３）。テロメラーゼ発現細胞系内での

ＴＲＦ１の過剰発現によって進行性のテロメアの短縮化が起こり、一方、ＴＲＦ

１の阻害によってテロメア長が増加する（ｖａｎ  Ｓｔｅｅｎｓｅｌｌら、Ｎａ

ｔｕｒｅ，１９９７，３８５，７４０）。ＴＲＦ１はテロメラーゼ自体の発現を

制御しないが、むしろ、テロメラーゼの作用をテロメア末端で阻害することによ

り作用すると考えられている（Ｓｍｉｔｈら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９８、２８

２，１４８４）。

      【０００４】

  テロメアＤＮＡへのＴＲＦ１の結合能は、タンキラーゼと称される酵素（これ

はＡＤＰリボシル化によりＴＲＦ１を共有結合的に修飾する）の作用で修飾され

ることにより阻害されうる（Ｓｍｉｔｈら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９８、２８２

，１４８４）。タンキラーゼは、４つの異なるドメインの存在により特徴づけら

れ本明細書においては該ポリペプチドのＮＨ２－末端からカルボキシ末端への方

向にＨＰＳ、ＡＮＫ、ＳＡＭおよびＰＡＲＰの順序で挙げられるマルチドメイン

タンパク質である。ＨＰＳドメインは、Ｈｉｓ、ＰｒｏおよびＳｅｒのホモ重合

鎖を含有する領域であり、未知の機能を有する。ＡＮＫドメインは、アンキリン

内に見出される３３アミノ酸のＡＮＫモチーフの２４個の反復単位を含有する。

このドメインは、ＴＲＦ１へのタンキラーゼの結合を引き起こす。ＳＡＭドメイ

ン（不稔（ｓｔｅｒｉｌｅ）アルファモジュール）の機能は未知であるが、タン

パク質－タンパク質相互作用を引き起こすと考えられている。Ｃ末端の触媒活性

領域はヒトポリ（ＡＤＰ－リボース）ポリメラーゼ（ＰＡＲＰ）酵素の活性領域

とに相同である。ＰＡＲＰは、ＮＡＤ＋を基質として相当するタンパク質受容体

上へポリ（ＡＤＰ－リボース）の形成を触媒する。本発明は、ヒトタンキラーゼ

に対して少なくとも１つの機能的相同性を示す本発明でＴＨＰと称される新規ポ

リペプチドと、例えばテロメラーゼ活性およびそれによるテロメア長の調節の手

がかりとなる成分としての役割との驚くべき知見よりなる。したがって、ＴＨＰ

は、テロメア長および／またはテロメアの維持を修飾および／または制御しうる
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新規抗腫瘍剤の探索に有用である。本発明のこれら及び他の態様を以下に説明す

る。

      【０００５】

    （発明の概要）

  本発明は、１つには、配列番号３またはその断片、配列番号４またはその断片

、配列番号３または配列番号４の少なくとも一部に相補的なヌクレオチド配列、

配列番号３または配列番号４またはそれらの断片に相同なヌクレオチド配列、配

列番号５またはその断片を含むポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、ま

たは配列番号５またはその断片に相同なアミノ酸配列を含むポリペプチドをコー

ドするヌクレオチドを含んでなる単離された核酸分子に関する。

      【０００６】

  本発明はまた、前記核酸分子のいずれかを含んでなる組換え発現ベクターに関

する。

      【０００７】

  本発明はまた、前記核酸分子のいずれかを含む組換え発現ベクターで形質転換

された宿主細胞に関する。

      【０００８】

  本発明はまた、配列番号５またはそのホモログもしくは断片を含むポリペプチ

ドの製造方法であって、前記核酸分子のいずれかを含む組換え発現ベクターを和

合性宿主細胞内に導入し、該ポリペプチドの発現のための条件下で該宿主細胞を

培養し、該ポリペプチドを該宿主細胞から回収することによる製造方法に関する

。

      【０００９】

  本発明はまた、前記核酸分子のいずれかと許容される担体または希釈剤とを含

んでなる組成物に関する。

      【００１０】

  本発明はまた、前記核酸分子のいずれかにコードされる単離されたポリペプチ

ドに関する。

      【００１１】
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  本発明はまた、前記核酸分子のいずれかにコードされるポリペプチドと許容さ

れる担体または希釈剤とを含んでなる組成物に関する。

      【００１２】

  本発明はまた、前記核酸分子のいずれかにコードされるポリペプチド上のエピ

トープに結合する単離された抗体に関する。

      【００１３】

  本発明はまた、前記核酸分子のいずれかにコードされるポリペプチドに結合す

る抗体と陰性対照抗体とを含んでなるキットに関する。

      【００１４】

  本発明はまた、前記核酸分子のいずれかにコードされるポリペプチドに対して

哺乳動物において免疫応答を誘導する方法であって、該免疫応答を誘導するのに

十分な量のポリペプチドを該哺乳動物に投与することによる方法に関する。

      【００１５】

  本発明はまた、タンキラーゼホモログタンパク質（ＴＨＰ）に結合する化合物

の同定方法であって、ＴＨＰを化合物と接触させ、該化合物がＴＨＰに結合する

か否かを判定することによる方法に関する。

      【００１６】

  本発明はまた、タンキラーゼホモログタンパク質（ＴＨＰ）をコードする核酸

分子に結合する化合物の同定方法であって、ＴＨＰを化合物と接触させ、該化合

物が該核酸分子に結合するか否かを判定することによる方法に関する。

      【００１７】

  本発明はまた、タンキラーゼホモログタンパク質（ＴＨＰ）の活性を調節する

化合物の同定方法であって、ＴＨＰを化合物と接触させ、ＴＨＰ活性が修飾され

た否かを判定することによる方法に関する。

      【００１８】

  本発明はまた、ＴＨＰ活性を調節する化合物であって、ＴＨＰを該化合物と接

触させ、該化合物がＴＨＰの活性を修飾しＴＨＰに結合し又はＴＨＰコード化核

酸分子に結合するか否かを判定することにより同定された化合物に関する。

      【００１９】
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  本発明のこれらのおよび他の態様を、以下に更に詳しく説明する。

      【００２０】

    （好ましい実施形態の詳細な記載）

  本発明は、とりわけ、ＴＨＰまたはその一部をコードする単離された及び精製

されたポリヌクレオチド、これらのポリヌクレオチドを含有するベクター、これ

らのベクターで形質転換された宿主細胞、ＴＨＰの製造方法、前記ポリヌクレオ

チドおよびベクターの使用方法、単離された及び精製されたＴＨＰ、ならびにＴ

ＨＰ活性を調節する化合物のスクリーニング方法を提供する。

      【００２１】

  本明細書全体において、種々の定義がなされている。ほとんどの用語は、当業

者によりそれらの用語に属すると考えられている意義を有する。後記または本明

細書のどこかにおいて特に定義されている用語は、全体として本発明の文脈中で

与えられた及び当業者に典型的に理解されている意義を有する。

      【００２２】

  本発明で用いる「活性」なる語は、直接的または間接的な結合を示唆または表

す種々の測定可能な指標を意味し、例えば、本発明のポリペプチドまたはポリヌ

クレオチドに直接的に結合する化合物のアフィニティー、または例えば、上流ま

たは下流タンパク質の量の測定値、または何らかの刺激または事象の後の他の同

様の機能を含む、応答に影響を及ぼす、すなわち、何らかの暴露または刺激に対

する応答における測定可能な影響を及ぼす種々の測定可能な指標を意味する。

      【００２３】

  本発明で用いる小文字の略語（Ｔｈｐ）は遺伝子、ｃＤＮＡ、ＲＮＡまたは核

酸配列を表し、一方、大文字の略語（ＴＨＰ）はタンパク質、ポリペプチド、ペ

プチド、オリゴペプチドまたはアミノ酸配列を表す。

      【００２４】

  本発明で用いる「抗体」なる語は、完全な無傷の抗体ならびにそのＦａｂフラ

グメントおよびＦ（ａｂ）２フラグメントを表すと意図される。完全な無傷の抗

体は、モノクローナル抗体、例えばマウスモノクローナル抗体、キメラ抗体およ

びヒト化抗体を含む。
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      【００２５】

  本発明で用いる「結合」なる語は、２つのタンパク質もしくは化合物または付

随タンパク質もしくは化合物またはそれらの組合せの間の物理的または化学的相

互作用を意味する。結合は、イオン結合、非イオン結合、水素結合、ファンデル

ワールス結合、疎水性相互作用などを含む。物理的相互作用の結合は、直接的ま

たは間接的でありうる。間接的結合は、別のタンパク質または化合物を介した又

はそれらの効果によるものである。直接的結合は、別のタンパク質または化合物

を介して又はそれらの効果により生じるものではない他の実質的化学的中間体を

伴わない相互作用を意味する。

      【００２６】

  本発明で用いる「化合物」なる語は、小分子、ペプチド、タンパク質、糖、ヌ

クレオチドまたは核酸を含む（これらに限定されるものではない）任意の同定可

能な化学物質または分子を意味し、そのような化合物は天然物または合成物であ

りうる。

      【００２７】

  本発明で用いる「相補的」なる語は、核酸分子のヌクレオチド単位間のワトソ

ン－クリック塩基対形成を指す。

      【００２８】

  本発明で用いる「接触」なる語は、本発明のポリペプチドまたはポリヌクレオ

チドに物理的に接近するように化合物を直接的または間接的に一緒にすることを

意味する。該ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、多数のバッファー、塩、

溶液などの中に存在しうる。接触は、例えば、ＴＨＰまたはその断片をコードす

る核酸分子またはポリペプチドを含有するビーカー、マイクロタイタープレート

、細胞培養フラスコまたはマイクロアレイ、例えば遺伝子チップなどの中に該化

合物を配置することを含む。

      【００２９】

  本発明で用いる「相同ヌクレオチド配列」または「相同アミノ酸配列」または

それらの変異体なる表現は、配列番号３もしくは配列番号４の全体または該コー

ド化ポリペプチドの機能的ドメインをコードする配列番号３もしくは配列番号４
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の少なくとも一部に対して又は配列番号５に対して少なくとも約６０％、より好

ましくは少なくとも約７０％、より好ましくは少なくとも約８０％、より好まし

くは少なくとも約９０％、最も好ましくは少なくとも約９５％のヌクレオチドレ

ベルまたはアミノ酸レベルでの相同性により特徴づけられる配列を意味する。相

同ヌクレオチド配列は、ＴＨＰタンパク質のアイソフォームをコードする配列を

含む。そのようなアイソフォームは、例えばＲＮＡの選択的スプライシングの結

果として同一生物の種々の組織内で発現されうる。あるいは、アイソフォームは

、異なる遺伝子によりコードされうる。相同ヌクレオチド配列は、ヒト以外の種

（哺乳動物を含むが、これに限定されるものではない）のＴＨＰタンパク質をコ

ードするヌクレオチド配列を含む。相同ヌクレオチド配列はまた、本明細書に記

載のヌクレオチド配列の天然に生じる対立遺伝子変異および突然変異を含むが、

これらに限定されるものではない。しかし、相同ヌクレオチド配列は、ヒトタン

キラーゼをコードするヌクレオチド配列を含まない。相同アミノ酸配列は、配列

番号５中の同類アミノ酸置換をコードするアミノ酸配列、およびタンキラーゼ活

性を有するポリペプチドを含む。しかし、相同アミノ酸配列は、ヒトタンキラー

ゼをコードするアミノ酸配列を含まない。好ましくは、相同性（％）は、例えば

、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎ（Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．，１９８

１，２，４８２－４８９；その全体を参照により本明細書に組み入れることとす

る）のアルゴリズムを用いるデフォルト設定を用いるＧａｐプログラム（Ｗｉｓ

ｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅ，Ｖｅｒ

ｓｉｏｎ  ８  ｆｏｒ  Ｕｎｉｘ（登録商標），Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕ

ｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｐａｒｋ，Ｍ

ａｄｉｓｏｎ  ＷＩ）により測定する。

      【００３０】

  本発明で用いる「単離」された核酸分子なる語は、その天然の環境から取り出

された核酸分子（ＤＮＡまたはＲＮＡ）を意味する。単離された核酸分子の具体

例には、ベクター内に含有される組換えＤＮＡ分子、異種宿主細胞内に維持され

た組換えＤＮＡ分子、部分的または実質的に精製された核酸分子、および合成Ｄ

ＮＡまたはＲＮＡ分子が含まれるが、これらに限定されるものではない。
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      【００３１】

  本発明で用いる「調節する」または「修飾する」は、特定の活性またはタンパ

ク質の量、質または効果の増加または減少を意味する。

      【００３２】

  本発明で用いる「オリゴヌクレオチド」なる語は、ポリメラーゼ連鎖反応（Ｐ

ＣＲ）において用いられるのに十分な数の塩基を有する一連の連結ヌクレオチド

残基を意味する。この短い配列は、ゲノムまたはｃＤＮＡ配列に基づき（または

それから設計され）、特定の細胞または組織内の同一、類似または相補的ＤＮＡ

またはＲＮＡの増幅、それらの確認または表示に用いられる。オリゴヌクレオチ

ドは、少なくとも約１０ヌクレオチドを有する、そして約５０ヌクレオチドも有

する、好ましくは約１５～３０ヌクレオチドを有するＤＮＡ配列の一部を含む。

それらは化学合成され、プローブとして使用されうる。

      【００３３】

  本発明で用いる「プローブ」なる語は、用途に応じて種々の長さ、好ましくは

少なくとも約１０ヌクレオチド、そして約６，０００ヌクレオチドも有する核酸

配列を意味する。それらは、同一、類似または相補的核酸配列の検出に用いられ

る。より長いプローブは、通常、天然源から又は組換えにより得られ、特異性が

高く、ハイブリダイズするのがオリゴマーよりはるかに遅い。それらは、一本鎖

または二本鎖であることが可能であり、ＰＣＲ、ハイブリダイゼーションメンブ

レンに基づく又はＥＬＩＳＡ様技術における特異性を有するように注意深く設計

されうる。

      【００３４】

  本発明で用いる「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」または「

ストリンジェントな条件」なる表現は、プローブ、プライマーまたはオリゴヌク

レオチドがその標的配列にはハイブリダイズするが他のいずれの配列にもハイブ

リダイズしない条件を意味する。ストリンジェントな条件は配列依存的であり、

状況によって異なる。より長い配列は、より高い温度で特異的にハイブリダイズ

する。一般に、ストリンジェントな条件は、一定のイオン強度およびｐＨにおい

て、特定の配列の熱融解点（Ｔｍ）より約５℃低い。Ｔｍは、標的配列に相補的
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なプローブの５０％が平衡時に標的配列にハイブリダイズする温度（一定のイオ

ン強度、ｐＨおよび核酸濃度におけるもの）である。標的配列は、一般には、Ｔ

ｍで過剰に存在するため、該プローブは平衡時に５０％を占める。典型的には、

ストリンジェントな条件は、塩濃度が、ｐＨ７．０～８．３で約１．０Ｍのナト

リウムイオン、典型的には約０．０１～１．０Ｍのナトリウムイオン（または他

の塩）であり、温度が、短いプローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチド（

例えば、１０～５０ヌクレオチド）では少なくとも約３０℃、より長いプローブ

、プライマーまたはオリゴヌクレオチドでは少なくとも約６０℃である。ストリ

ンジェントな条件はまた、ホルムアミドなどの不安定化剤の添加により達成され

うる。

      【００３５】

  該アミノ酸配列は、アミノ側からカルボキシ側の方向に左から右に示されてい

る。該アミノおよびカルボキシ基は該配列中には示されていない。ヌクレオチド

配列は、５’から３’の方向に左から右に一本鎖のみで示されている。ヌクレオ

チドおよびアミノ酸は、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｎｏｍ

ｅｎｃｌａｔｕｒｅ  Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎにより推奨されている方法で、ある

いは（アミノ酸については）３文字の記号で表されている。

      【００３６】

  本発明の１つの態様は、ＴＨＰをコードする新規ヌクレオチド配列を含んでな

る核酸分子に関する。該核酸分子は、好ましくは、ＲＮＡまたはＤＮＡであるが

、ＲＮＡおよびＤＮＡの両方の単量体またはペプチド核酸単量体を含有しうる。

該核酸分子は一本鎖または二本鎖でありうる。該核酸分子の単量体は、通常のホ

スホジエステル結合または修飾された結合、例えばホスホロチオアート結合など

により連結されうる。また、該単量体の糖部分は、例えば、ヌクレアーゼ抵抗性

および／または細胞取込み特性を付与するのを補助する２’置換基の付加により

修飾されうる。

      【００３７】

  本発明の好ましい実施形態においては、該核酸分子は、配列番号３を含み、そ

れは４５１２塩基長であり、ヒトＴＨＰをコードする約３４９８ヌクレオチド（
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配列番号３内の約２３位～約３５２０位）のオープンリーディングフレーム（Ｏ

ＲＦ）を含む。あるいは、該核酸分子は配列番号３の断片を含む。好ましくは、

該断片は、約１０～約１００ヌクレオチド、約１０１～約２００ヌクレオチド、

約２０１～約３００ヌクレオチド、約３０１～約４００ヌクレオチド、約４０１

～約５００ヌクレオチド、約５０１～約６００ヌクレオチド、約６０１～約７０

０ヌクレオチド、約７０１～約８００ヌクレオチド、約８０１～約９００ヌクレ

オチド、約９０１～約１０００ヌクレオチド、約１００１～約１１００ヌクレオ

チド、約１１０１～約１２００ヌクレオチド、約１２０１～約１３００ヌクレオ

チド、約１３０１～約１４００ヌクレオチド、約１４０１～約１５００ヌクレオ

チド、約１５０１～約１６００ヌクレオチド、約１６０１～約１７００ヌクレオ

チド、約１７０１～約１８００ヌクレオチド、約１８０１～約１９００ヌクレオ

チド、約１９０１～約２０００ヌクレオチド、約２００１～約２１００ヌクレオ

チド、約２１０１～約２２００ヌクレオチド、約２２０１～約２３００ヌクレオ

チド、約２３０１～約２４００ヌクレオチド、約２４０１～約２５００ヌクレオ

チド、約２５０１～約２６００ヌクレオチド、約２６０１～約２７００ヌクレオ

チド、約２７０１～約２８００ヌクレオチド、約２８０１～約２９００ヌクレオ

チド、約２９０１～約３０００ヌクレオチド、約３００１～約３１００ヌクレオ

チド、約３１０１～約３２００ヌクレオチド、約３２０１～約３３００ヌクレオ

チド、約３３０１～約３４００ヌクレオチド、約３４０１～約３５００ヌクレオ

チド、約３５０１～約３６００ヌクレオチド、約３６０１～約３７００ヌクレオ

チド、約３７０１～約３８００ヌクレオチド、約３８０１～約３９００ヌクレオ

チド、約３９０１～約４０００ヌクレオチド、約４００１～約４１００ヌクレオ

チド、約４１０１～約４２００ヌクレオチド、約４２０１～約４３００ヌクレオ

チド、約４３０１～約４４００ヌクレオチド、約４４０１～約４５００ヌクレオ

チド、または約４５０１～約４５１１ヌクレオチド、およびそれらの任意の組合

せを含む。該断片は、配列番号３の任意の部分内に位置しうる。

      【００３８】

  本発明のもう１つの好ましい実施形態においては、該核酸分子は、配列番号４

を含み、それは３４９８塩基長であり、前記のＯＲＦ（配列番号３内の約２３位
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～約３５２０位）を含む。あるいは、該核酸分子は配列番号４の断片を含む。好

ましくは、該断片は、約１０～約１００ヌクレオチド、約１０１～約２００ヌク

レオチド、約２０１～約３００ヌクレオチド、約３０１～約４００ヌクレオチド

、約４０１～約５００ヌクレオチド、約５０１～約６００ヌクレオチド、約６０

１～約７００ヌクレオチド、約７０１～約８００ヌクレオチド、約８０１～約９

００ヌクレオチド、約９０１～約１０００ヌクレオチド、約１００１～約１１０

０ヌクレオチド、約１１０１～約１２００ヌクレオチド、約１２０１～約１３０

０ヌクレオチド、約１３０１～約１４００ヌクレオチド、約１４０１～約１５０

０ヌクレオチド、約１５０１～約１６００ヌクレオチド、約１６０１～約１７０

０ヌクレオチド、約１７０１～約１８００ヌクレオチド、約１８０１～約１９０

０ヌクレオチド、約１９０１～約２０００ヌクレオチド、約２００１～約２１０

０ヌクレオチド、約２１０１～約２２００ヌクレオチド、約２２０１～約２３０

０ヌクレオチド、約２３０１～約２４００ヌクレオチド、約２４０１～約２５０

０ヌクレオチド、約２５０１～約２６００ヌクレオチド、約２６０１～約２７０

０ヌクレオチド、約２７０１～約２８００ヌクレオチド、約２８０１～約２９０

０ヌクレオチド、約２９０１～約３０００ヌクレオチド、約３００１～約３１０

０ヌクレオチド、約３１０１～約３２００ヌクレオチド、約３２０１～約３３０

０ヌクレオチド、約３３０１～約３４００ヌクレオチド、または約３４０１～約

３４９７ヌクレオチド、およびそれらの任意の組合せを含む。該断片は、配列番

号４の任意の部分内に位置しうる。

      【００３９】

  本発明のもう１つの好ましい実施形態においては、該核酸分子は、配列番号３

または配列番号４の少なくとも一部に相補的なヌクレオチド配列を含む。好まし

くは、該核酸分子は、配列番号３または配列番号４において列挙された全配列に

相補的なヌクレオチド配列を含む。あるいは、該核酸分子は、配列番号３または

配列番号４の一部に相補的（すなわち、前記の断片のいずれかに相補的）なヌク

レオチド配列を含む。配列番号３または配列番号４の少なくとも一部に相補的な

ヌクレオチド配列は、例えば、配列番号３または配列番号４の少なくとも一部に

、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイズするオリ
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ゴヌクレオチドを含む。好ましいオリゴヌクレオチドは、少なくとも約１０ヌク

レオチド、そして約５０ヌクレオチドも、好ましくは、約１５～３０ヌクレオチ

ドを含む。それらは化学合成され、プローブ、プライマーおよびアンチセンス因

子として使用されうる。

      【００４０】

  本発明のもう１つの好ましい実施形態においては、該核酸分子は、配列番号３

または配列番号４に相同なヌクレオチド配列を含む。好ましくは、該ヌクレオチ

ド配列は、全配列番号３または配列番号４に対して少なくとも約７５％相同、よ

り好ましくは少なくとも約８０％相同、より好ましくは少なくとも約９０％相同

、最も好ましくは少なくとも約９５％相同である。あるいは、該ヌクレオチド配

列は、配列番号３または配列番号４の、それによりコードされるポリペプチドの

機能的ドメインをコードする一部に対して、少なくとも約６０％相同、より好ま

しくは少なくとも約７０％相同、より好ましくは少なくとも約８０％相同、より

好ましくは少なくとも約９０％相同、最も好ましくは少なくとも約９５％相同で

ある。また、配列番号３または配列番号４に相同なヌクレオチド配列は、前記の

長さの配列番号３または配列番号４に相同なヌクレオチド配列の断片も含む。

      【００４１】

  本発明のもう１つの好ましい実施形態においては、該核酸分子は、配列番号５

を含むポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。核酸分子は、好まし

くは、配列番号４を含み、あるいは遺伝暗号の縮重を反映するコドン置換を含有

する配列番号４を含む。当技術分野でよく知られているとおり、遺伝暗号の縮重

のため、配列番号４にコードされるのと同じポリペプチドをコードしうる多数の

他のＤＮＡまたはＲＮＡ分子が存在する。したがって、本発明は、発現されると

配列番号５のポリペプチドをコードするこれらの他のＤＮＡまたはＲＮＡ分子を

含む。単に特定のアミノ酸のコドンの変化により特徴づけられる、本明細書に具

体的に開示するもの以外のＤＮＡおよびＲＮＡ分子は、本発明の範囲内である。

      【００４２】

  当技術分野でよく知られているとおり、遺伝暗号の縮重のため、前記ＴＨＰ遺

伝子にコードされるのと同じポリペプチドをコードしうる多数の他のＤＮＡまた
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はＲＮＡ分子が存在する。したがって、本発明は、発現されると配列番号４のポ

リペプチドをコードするそれらの他のＤＮＡまたはＲＮＡ分子を含む。Ｔｈｐ遺

伝子にコードされるアミノ酸残基配列を同定したら、それぞれの特定のアミノ酸

残基のすべてのトリプレットコドンの知見を用いて、すべてのそのようなコード

化ＲＮＡおよびＤＮＡ配列を記載することが可能である。単に特定のアミノ酸の

コドンの変化により特徴づけられる、本明細書に具体的に開示するもの以外のＤ

ＮＡおよびＲＮＡ分子は、本発明の範囲内である。

      【００４３】

  アミノ酸およびそれらの代表的略語、記号およびコドンの一覧を、以下の表１

に示す。

      【００４４】

    【表１】

      【００４５】
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  当技術分野でよく知られているとおり、コドンはｍＲＮＡ分子中のヌクレオチ

ドのトリプレット配列を構成し、そのような場合、それは塩基チミジン（Ｔ）（

これはＤＮＡ分子中に存在する）の代わりに塩基ウラシル（Ｕ）により特徴づけ

られる。ポリヌクレオチド中の同一アミノ酸残基についてのコドンの単純な変化

は、コードされるポリペプチドの配列も構造も変化させないであろう。

      【００４６】

  あるいは、該核酸分子は、配列番号５をコードするポリペプチドの断片をコー

ドするヌクレオチド配列を含む。好ましくは、該断片は、約５～約２０アミノ酸

、約２１～約４０アミノ酸、約４１～約６０アミノ酸、約６１～約８０アミノ酸

、約８１～約１００アミノ酸、約１０１～約１２０アミノ酸、約１２１～約１４

０アミノ酸、約１４１～約１６０アミノ酸、約１６１～約１８０アミノ酸、約１

８１～約２００アミノ酸、約２０１～約２２０アミノ酸、約２２１～約２４０ア

ミノ酸、約２４１～約２６０アミノ酸、約２６１～約２８０アミノ酸、約２８１

～約３００アミノ酸、約３０１～約３２０アミノ酸、約３２１～約３４０アミノ

酸、約３４１～約３６０アミノ酸、約３６１～約３８０アミノ酸、約３８１～約

４００アミノ酸、約４０１～約４２０アミノ酸、約４２１～約４４０アミノ酸、

約４４１～約４６０アミノ酸、約４６１～約４８０アミノ酸、約４８１～約５０

０アミノ酸、約５０１～約５２０アミノ酸、約５２１～約５４０アミノ酸、約５

４１～約５６０アミノ酸、約５６１～約５８０アミノ酸、約５８１～約６００ア

ミノ酸、約６０１～約６２０アミノ酸、約６２１～約６４０アミノ酸、約６４１

～約６６０アミノ酸、約６６１～約６８０アミノ酸、約６８１～約７００アミノ

酸、約７０１～約７２０アミノ酸、約７２１～約７４０アミノ酸、約７４１～約

７６０アミノ酸、約７６１～約７８０アミノ酸、約７８１～約８００アミノ酸、

約８０１～約８２０アミノ酸、約８２１～約８４０アミノ酸、約８４１～約８６

０アミノ酸、約８６１～約８８０アミノ酸、約８８１～約９００アミノ酸、約９

０１～約９２０アミノ酸、約９２１～約９４０アミノ酸、約９４１～約９６０ア

ミノ酸、約９６１～約９８０アミノ酸、約９８１～約１０００アミノ酸、約１０

０１～約１０２０アミノ酸、約１０２１～約１０４０アミノ酸、約１０４１～約

１０６０アミノ酸、約１０６１～約１０８０アミノ酸、約１０８１～約１１００
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アミノ酸、約１１０１～約１１２０アミノ酸、約１１２１～約１１４０アミノ酸

、約１１４１～約１１６０アミノ酸、または約１１６１～約１１６５アミノ酸、

およびそれらの任意の組合せを含む。該断片は、配列番号５の任意の部分中に位

置しうる。

      【００４７】

  本発明のもう１つの実施形態においては、該核酸分子は、配列番号５に相同な

アミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。あるい

は、該核酸分子は、配列番号５に相同なアミノ酸配列を含むポリペプチドの断片

をコードするヌクレオチド配列を含む。好ましくは、該断片は、約５～約２０ア

ミノ酸、約２１～約４０アミノ酸、約４１～約６０アミノ酸、約６１～約８０ア

ミノ酸、約８１～約１００アミノ酸、約１０１～約１２０アミノ酸、約１２１～

約１４０アミノ酸、約１４１～約１６０アミノ酸、約１６１～約１８０アミノ酸

、約１８１～約２００アミノ酸、約２０１～約２２０アミノ酸、約２２１～約２

４０アミノ酸、約２４１～約２６０アミノ酸、約２６１～約２８０アミノ酸、約

２８１～約３００アミノ酸、約３０１～約３２０アミノ酸、約３２１～約３４０

アミノ酸、約３４１～約３６０アミノ酸、約３６１～約３８０アミノ酸、約３８

１～約４００アミノ酸、約４０１～約４２０アミノ酸、約４２１～約４４０アミ

ノ酸、約４４１～約４６０アミノ酸、約４６１～約４８０アミノ酸、約４８１～

約５００アミノ酸、約５０１～約５２０アミノ酸、約５２１～約５４０アミノ酸

、約５４１～約５６０アミノ酸、約５６１～約５８０アミノ酸、約５８１～約６

００アミノ酸、約６０１～約６２０アミノ酸、約６２１～約６４０アミノ酸、約

６４１～約６６０アミノ酸、約６６１～約６８０アミノ酸、約６８１～約７００

アミノ酸、約７０１～約７２０アミノ酸、約７２１～約７４０アミノ酸、約７４

１～約７６０アミノ酸、約７６１～約７８０アミノ酸、約７８１～約８００アミ

ノ酸、約８０１～約８２０アミノ酸、約８２１～約８４０アミノ酸、約８４１～

約８６０アミノ酸、約８６１～約８８０アミノ酸、約８８１～約９００アミノ酸

、約９０１～約９２０アミノ酸、約９２１～約９４０アミノ酸、約９４１～約９

６０アミノ酸、約９６１～約９８０アミノ酸、約９８１～約１０００アミノ酸、

約１００１～約１０２０アミノ酸、約１０２１～約１０４０アミノ酸、約１０４
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１～約１０６０アミノ酸、約１０６１～約１０８０アミノ酸、約１０８１～約１

１００アミノ酸、約１１０１～約１１２０アミノ酸、約１１２１～約１１４０ア

ミノ酸、約１１４１～約１１６０アミノ酸、または約１１６１～約１１６５アミ

ノ酸、およびそれらの任意の組合せを含む。該断片は、配列番号５の任意の部分

中に位置しうる。

      【００４８】

  本発明に開示するヌクレオチド配列情報の知見を用いて、当業者は、当業者に

よく知られた及び例えばＳａｍｂｒｏｏｋら，“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｃｌｏｎ

ｉｎｇ：ａ  ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  ｍａｎｕａｌ，”第２版，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ

，ＮＹ（１９８９）（その全体を参照により本明細書に組み入れることとする）

に開示されている種々の手段により、異なる起源（すなわち、異なる組織または

異なる生物）に由来するＴＨＰをコードする配列を同定し入手することが可能で

ある。

      【００４９】

  例えば、ＴＨＰをコードするＤＮＡは、本明細書に記載のＴｈｐ遺伝子配列情

報から得られたオリゴヌクレオチドプローブでｍＲＮＡ、ｃＤＮＡまたはゲノム

ＤＮＡをスクリーニングすることにより得ることができる。プローブは、当業者

に公知の方法に従い、検出可能な基、例えば蛍光基、放射性原子または化学発光

基で標識することが可能であり、例えばＳａｍｂｒｏｏｋらにより記載されてい

る通常のハイブリダイゼーションアッセイにおいて使用することができる。

      【００５０】

  あるいは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法を、本明細書に記載のヌクレオ

チド配列から得られたＰＣＲオリゴヌクレオチドプライマーと共に用いて、前記

のＴｈｐヌクレオチド配列のいずれかを含む核酸分子を回収することができる。

Ｍｕｌｌｉｓらの米国特許第４，６８３，１９５号およびＭｕｌｌｉｓの第４，

６８３，２０２号を参照されたい。たとえ特定の核酸配列が予め精製されておら

ず特定のサンプル中に単コピーでしか存在しない場合であっても、該ＰＣＲ反応

は、その特定の核酸配列の濃度を選択的に増加させる方法を提供する。該方法を
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用いて、一本鎖または二本鎖ＤＮＡを増幅することができる。該方法の本質は、

所望の核酸分子を鋳型依存性のポリメラーゼによって複製するためのプライマー

として働く２つのオリゴヌクレオチドプローブの使用を含む。

      【００５１】

  多種多様なその他のクローニングおよびインビトロ増幅方法が当業者によく知

られている。これらの技術の具体例は、例えば、Ｂｅｒｇｅｒら，Ｇｕｉｄｅ  

ｔｏ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｍｅｔｈ

ｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  １５２  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ

，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（Ｂｅｒｇｅｒ）（その全体を参照によ

り本明細書に組み入れることとする）に記載されている。

      【００５２】

  本発明の核酸分子およびそれに由来する断片は、ある疾患に関連した制限断片

長多型（ＲＦＬＰ）に関するスクリーニングおよび遺伝地図作製に有用である。

      【００５３】

  ＴＨＰをコードする本発明のヌクレオチド配列に由来するアンチセンスオリゴ

ヌクレオチドまたは配列番号３もしくは配列番号４の断片またはそれらに相補的

な配列は、種々の組織内のＴｈｐ遺伝子発現をプローブするための診断手段とし

て有用である。例えば、この酵素の天然発現またはそれに関連した病態を調べる

ために、通常のオートラジオグラフィー技術により、検出可能な基を保持するオ

リゴヌクレオチドプローブで、組織をｉｎ  ｓｉｔｕでプローブすることができ

る。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、好ましくは、配列番号３もしくは配列

番号４の調節領域またはそれらに対応するｍＲＮＡ（開始コドン、ＴＡＴＡボッ

クス、エンハンサー配列などを含むが、これらに限定されるものではない）に対

するものである。

      【００５４】

  ＴＨＰのヌクレオチド配列を入手または確認するために、自動配列決定方法を

用いた。本発明のＴＨＰヌクレオチド配列は、両方のＤＮＡ鎖に関して得られ、

１００％正確であると考えられる。しかし、当技術分野で公知のとおり、自動化

方法により得られたヌクレオチド配列は、いくつかの誤りを含む。自動化により
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決定されたヌクレオチド配列は、典型的には、与えられた核酸分子の実際のヌク

レオチド配列と少なくとも約９０％、より典型的には少なくとも約９５％～少な

くとも約９９．９％同一である。当技術分野でよく知られた手動配列決定方法を

用いて、実際の配列を、より正確に決定することができる。１以上のヌクレオチ

ドの挿入または欠失をもたらす配列決定における誤りは、翻訳においてフレーム

シフトを引き起こす可能性があり、したがって、推定されるアミノ酸配列は、該

突然変異の位置から開始する核酸分子の実際のヌクレオチド配列から推定される

ものとは異なるであろう。

      【００５５】

  本発明のもう１つの態様は、前記核酸分子のいずれかを含んでなるベクターま

たは組換え発現ベクターに関する。本発明においては、ＴＨＰをコードするＤＮ

ＡまたはＲＮＡを増幅するために、および／またはＴＨＰをコードするＤＮＡを

発現させるために、ベクターを使用する。好ましいベクターには、プラスミド、

ファージ、コスミド、ウイルス粒子またはウイルス、および組込まれうるＤＮＡ

断片（すなわち、相同組換えにより宿主ゲノム内に組込まれうる断片）が含まれ

るが、これらに限定されるものではない。好ましいウイルス粒子には、アデノウ

イルス、パルボウイルス、ヘルペスウイルス、ポックスウイルス、アデノ随伴ウ

イルス、セムリキ森林ウイルス、ワクシニアウイルスおよびレトロウイルスが含

まれるが、これらに限定されるものではない。好ましい発現ベクターには、ｐｃ

ＤＮＡ３（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）およびｐＳＶＬ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉ

ｏｔｅｃｈ）が含まれるが、これらに限定されるものではない。他の発現ベクタ

ーには、ｐＳＰＯＲＴベクター、ｐＧＥＭベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ）、ｐＰＲ

ＯＥＸベクター（ＬＴＩ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ）、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔベ

クター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）、ｐＱＥベクター（Ｑｉａｇｅｎ）、ｐＳＥ４

２０（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）およびｐＹＥＳ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）が含

まれるが、これらに限定されるものではない。

      【００５６】

  好ましい発現ベクターは、適当な宿主内でＴＨＰの発現を引き起こしうる適当

な制御配列にＴＨＰをコードしているＤＮＡ配列が作動的に結合している複製可



(24) 特表２００３－５０４０６７

能なＤＮＡ構築物である。ＤＮＡ領域は、それが互いに機能的に関連している場

合、作動的に結合している。例えば、プロモーターは、それがコード配列の転写

を制御する場合、該コード配列に作動的に結合している。増幅ベクターは発現制

御ドメインを必要としないが、その代わりに、通常は複製起点により付与される

宿主内での複製能と、形質転換体の認識を容易にする選択遺伝子とだけを必要と

する。発現ベクター内に制御配列が必要とされるかどうかは、選ばれた宿主およ

び選ばれた形質転換方法に応じて様々となろう。一般に、制御配列には、転写プ

ロモーター、所望により使用される転写制御のためのオペレーター配列、適当な

ｍＲＮＡリボソーム結合をコードする配列、ならびに転写および翻訳の終結を制

御する配列が含まれる。

      【００５７】

  好ましいベクターは、好ましくは、宿主生物により認識されるプロモーターを

含有する。本発明のプロモーター配列は、原核性、真核性またはウイルス性であ

りうる。適当な原核性配列の具体例には、バクテリオファージラムダのＲＲおよ

びＲＬプロモーター（Ｔｈｅ  ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ  Ｌａｍｂｄａ，Ｈ

ｅｒｓｈｅｙ，Ａ．Ｄ．編，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓ

ｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（１９７３）（その全体を参

照により本明細書に組み入れることとする）、Ｌａｍｂｄａ  ＩＩ，Ｈｅｎｄｒ

ｉｘ，Ｒ．Ｗ．編，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏ

ｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（１９８０）（その全体を参照により

本明細書に組み入れることとする））；大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）のｔｒｐ、ｒｅ

ｃＡ、熱ショックおよびｌａｃＺプロモーター、およびＳＶ４０初期プロモータ

ー（Ｂｅｎｏｉｓｔら  Ｎａｔｕｒｅ，１９８１，２９０，３０４－３１０（そ

の全体を参照により本明細書に組み入れることとする））が含まれる。追加的な

プロモーターには、マウス乳癌ウイルス、ヒト免疫不全ウイルスの長末端反復配

列、モロニーウイルス、サイトメガロウイルス前初期プロモーター、エプスタイ

ンバーウイルス、ラウス肉腫ウイルス、ヒトアクチン、ヒトミオシン、ヒトヘモ

グロブリン、ヒト筋クレアチンおよびヒトメタロチオネインが含まれるが、これ

らに限定されるものではない。
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      【００５８】

  追加的な調節配列も、好ましいベクター中に含まれうる。適当な調節配列の好

ましい具体例は、ファージＭＳ－２のレプリカーゼ遺伝子の及びバクテリオファ

ージラムダの遺伝子ｃＩＩのシャイン・ダルガルノ配列により代表される。該シ

ャイン・ダルガルノ配列は、ＴＨＰをコードするＤＮＡの直前に存在することが

可能であり、成熟ＴＨＰタンパク質の発現を引き起こしうる。

      【００５９】

  さらに、適当な発現ベクターは、形質転換された宿主細胞のスクリーニングを

可能にする適当なマーカーを含みうる。選択された宿主の形質転換は、当業者に

よく知られた及びＳａｍｂｒｏｏｋら（前掲）に記載されている種々の技術のい

ずれかを用いて行なうことができる。

      【００６０】

  また、複製起点は、外因性起点を含むような該ベクターの構築により付与され

たり、あるいは宿主細胞染色体複製機構により付与されうる。該ベクターが宿主

細胞染色体内に組込まれる場合には、後者で十分かもしれない。あるいは、ウイ

ルス性複製起点を含有するベクターを使用する代わりに、当業者は、選択マーカ

ーとＴＨＰ  ＤＮＡとによる同時形質転換の方法により哺乳類細胞を形質転換す

ることが可能である。適当なマーカーの一例は、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（Ｄ

ＨＦＲ）またはチミジンキナーゼ（米国特許第４，３９９，２１６号を参照され

たい）である。

      【００６１】

  ＴＨＰをコードするヌクレオチド配列は、連結のための平滑末端または付着末

端化、適当な末端を得るための制限酵素消化、適宜行なう付着末端の埋め合わせ

（フィルイン）、望ましくない結合を避けるためのアルカリホスファターゼ処理

および適当なリガーゼでの連結を含む通常の技術に従い、ベクターＤＮＡで組換

えられうる。そのような操作のための技術はＳａｍｂｒｏｏｋら（前掲）に記載

されており、当業者によく知られている。哺乳類発現ベクターの構築方法は、例

えば、Ｏｋａｙａｍａら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，１９８３，３，２８

０，Ｃｏｓｍａｎら，Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１９８６，２３，９３５，Ｃ
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ｏｓｍａｎら，Ｎａｔｕｒｅ，１９８４，３１２，７６８，ＥＰ－Ａ－０３６７

５６６およびＷＯ  ９１／１８９８２（それらのそれぞれの全体を参照により本

明細書に組み入れることとする））に開示されている。

      【００６２】

  本発明のもう１つの態様は、前記核酸分子のいずれかを含む発現ベクターを有

する形質転換宿主細胞に関する。該ヌクレオチド配列の発現は、該発現ベクター

を適当な宿主細胞内に導入した場合に生じる。本発明のポリペプチドの発現のた

めの適当な宿主細胞には、原核生物、酵母および真核生物が含まれるが、これら

に限定されるものではない。原核発現ベクターを使用する場合、適当な宿主細胞

は、該クローン化配列を発現しうる任意の原核細胞であろう。適当な原核細胞に

は、エシェリキア（Ｅｓｃｈｅｒｃｈｉａ）、バシラス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、

サルモネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａ

ｓ）、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）およびスタヒロコッカ

ス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）属の細菌が含まれるが、これらに限定され

るものではない。

      【００６３】

  真核発現ベクターを使用する場合には、適当な宿主細胞は、該クローン化配列

を発現しうる任意の真核細胞であろう。好ましくは、真核細胞は高等真核生物の

細胞である。適当な真核細胞には、非ヒト哺乳類組織培養細胞およびヒト組織培

養細胞が含まれるが、これらに限定されるものではない。好ましい宿主細胞には

、昆虫細胞、ＨｅＬａ細胞、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ細胞）、

アフリカミドリザル腎細胞（ＣＯＳ細胞）、ヒト２９３細胞およびマウス３Ｔ３

繊維芽細胞が含まれるが、これらに限定されるものではない。細胞培養における

そのような細胞の増殖は常套的方法となっている（Ｔｉｓｓｕｅ  Ｃｕｌｔｕｒ

ｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，ＫｒｕｓｅおよびＰａｔｔｅｒｓｏｎ編（

１９７３）（その全体を参照により本明細書に組み入れることとする）を参照さ

れたい）。

      【００６４】

  また、酵母宿主を宿主細胞として使用することができる。好ましい酵母細胞に
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は、サッカロミセス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、ピチア（Ｐｉｃｈｉａ）

およびクラベロマイセス（Ｋｌｕｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）属が含まれるが、これら

に限定されるものではない。好ましい酵母宿主は、エス・セレビシエ（Ｓ．ｃｅ

ｒｅｖｉｓｉａｅ）およびピー・パストリス（Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ）である。

好ましい酵母ベクターは、２Ｔ酵母プラスミド由来の複製起点配列、自律複製配

列（ＡＲＳ）、プロモーター領域、ポリアデニル化のための配列、転写終結のた

めの配列、および選択マーカー遺伝子を含有しうる。本発明においては、酵母お

よび大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の両方における複製のためのシャトルベクターも含

まれる。

      【００６５】

  あるいは、昆虫細胞を宿主細胞として使用することができる。好ましい実施形

態においては、バキュロウイルス発現系（Ｌｕｃｋｏｗら，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎ

ｏｌｏｇｙ，１９８８，６，４７，Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉ

ｏｎ  Ｖｅｃｔｏｒｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｏ’Ｒｉｅ

ｌｌｙら（編），Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ  

Ｙｏｒｋ，１９９２、および米国特許第４，８７９，２３６号（それらのそれぞ

れを参照により本明細書に組み入れることとする）を参照されたい）を使用して

、本発明のポリペプチドを発現させる。また、例えば、ＭＡＸＢＡ（商標）完全

バキュロウイルス発現系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を昆虫細胞内での産生に使用

することができる。

      【００６６】

  本発明のもう１つの態様は、前記の核酸分子または組換え発現ベクターのいず

れかと許容される担体または希釈剤とを含んでなる、医薬組成物を含む組成物に

関する。好ましくは、該担体または希釈剤は医薬上許容されるものである。適当

な担体は、この分野における標準的な参考書であるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐ

ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ａ．Ｏｓｏｌの最新版（その

全体を参照により本明細書に組み入れることとする）に記載されている。そのよ

うな担体または希釈剤の好ましい具体例には、水、食塩水、リンガー液、デキス

トロース溶液および５％ヒト血清アルブミンが含まれるが、これらに限定される
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ものではない。また、リポソームおよび非水性ビヒクル、例えば不揮発性油を使

用することができる。該製剤は、通常用いられる技術により滅菌する。

      【００６７】

  本発明のもう１つの態様は、前記核酸分子にコードされる単離されたポリペプ

チドに関する。本発明の好ましい実施形態においては、そのような単離されたポ

リペプチドは、配列番号５に記載のアミノ酸配列を含む。あるいは、該ポリペプ

チドは、配列番号５をコードするポリペプチドの断片である。好ましくは、該断

片は、約５～約２０アミノ酸、約２１～約４０アミノ酸、約４１～約６０アミノ

酸、約６１～約８０アミノ酸、約８１～約１００アミノ酸、約１０１～約１２０

アミノ酸、約１２１～約１４０アミノ酸、約１４１～約１６０アミノ酸、約１６

１～約１８０アミノ酸、約１８１～約２００アミノ酸、約２０１～約２２０アミ

ノ酸、約２２１～約２４０アミノ酸、約２４１～約２６０アミノ酸、約２６１～

約２８０アミノ酸、約２８１～約３００アミノ酸、約３０１～約３２０アミノ酸

、約３２１～約３４０アミノ酸、約３４１～約３６０アミノ酸、約３６１～約３

８０アミノ酸、約３８１～約４００アミノ酸、約４０１～約４２０アミノ酸、約

４２１～約４４０アミノ酸、約４４１～約４６０アミノ酸、約４６１～約４８０

アミノ酸、約４８１～約５００アミノ酸、約５０１～約５２０アミノ酸、約５２

１～約５４０アミノ酸、約５４１～約５６０アミノ酸、約５６１～約５８０アミ

ノ酸、約５８１～約６００アミノ酸、約６０１～約６２０アミノ酸、約６２１～

約６４０アミノ酸、約６４１～約６６０アミノ酸、約６６１～約６８０アミノ酸

、約６８１～約７００アミノ酸、約７０１～約７２０アミノ酸、約７２１～約７

４０アミノ酸、約７４１～約７６０アミノ酸、約７６１～約７８０アミノ酸、約

７８１～約８００アミノ酸、約８０１～約８２０アミノ酸、約８２１～約８４０

アミノ酸、約８４１～約８６０アミノ酸、約８６１～約８８０アミノ酸、約８８

１～約９００アミノ酸、約９０１～約９２０アミノ酸、約９２１～約９４０アミ

ノ酸、約９４１～約９６０アミノ酸、約９６１～約９８０アミノ酸、約９８１～

約１０００アミノ酸、約１００１～約１０２０アミノ酸、約１０２１～約１０４

０アミノ酸、約１０４１～約１０６０アミノ酸、約１０６１～約１０８０アミノ

酸、約１０８１～約１１００アミノ酸、約１１０１～約１１２０アミノ酸、約１
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１２１～約１１４０アミノ酸、約１１４１～約１１６０アミノ酸、または約１１

６１～約１１６５アミノ酸、およびそれらの任意の組合せを含む。該断片は、配

列番号５の任意の部分中に位置しうる。

      【００６８】

  本発明のもう１つの好ましい実施形態においては、該ポリペプチドは、配列番

号５および前記のその断片に相同なアミノ酸配列を含む。本発明は、該ポリペプ

チドの生物学的特性に実質的に類似した実質的に少なくとも１つの生物学的特性

を有するそれに相同なタンパク質を含むと理解されるべきである。好ましくは、

該生物学的特性の活性の程度は、ＴＨＰ（例えば、配列番号５）の生物学的特性

の活性の少なくとも１０％、より好ましくは少なくとも２０％、より好ましくは

少なくとも３０％、より好ましくは少なくとも４０％、より好ましくは少なくと

も５０％、より好ましくは少なくとも６０％、より好ましくは少なくとも７０％

、より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも９０％、最も好

ましくは１００％である。そのようなタンパク質は変異体とも称される。この定

義は、本明細書に記載のＴｈｐ遺伝子のアイソフォーム、天然対立遺伝子変異体

およびスプライス変異体を含むと意図される。これらの変異体は、例えば、同一

起源生物の異なる組織における差次的発現または選択的スプライシングから生じ

うる。該変異体は、例えば、アミノ酸の挿入、欠失または置換により特徴づけら

れうる。これに関しては、配列番号５に対して少なくとも７０％の配列相同性、

少なくとも８０％の配列相同性、好ましくは約９０％の配列相同性、より好まし

くは約９５％の配列相同性、最も好ましくは約９８％の配列相同性を有するアミ

ノ酸配列を有する変異体が本発明に含まれると意図される。好ましい相同ポリペ

プチドは、配列番号５と比較して少なくとも１つの同類アミノ酸置換を含む。ア

ミノ酸の「挿入」、「置換」または「欠失」は、アミノ酸配列に対する又はアミ

ノ酸配列内の変化である。特定のアミノ酸配列内で許容される変異は、該ペプチ

ドを合成的に製造することにより又は組換えＤＮＡ技術によりＴｈｐ配列内のヌ

クレオチドの挿入、欠失または置換を系統的に作製することにより、実験的に決

定することができる。

      【００６９】



(30) 特表２００３－５０４０６７

  天然に存在するアミノ酸配列の改変は、多数の公知技術のいずれかにより達成

することができる。例えば、Ｗａｌｄｅｒら，Ｇｅｎｅ，１９８６，４２，１３

３，Ｂａｕｅｒら，Ｇｅｎｅ，１９８５，３７，７３，Ｃｒａｉｋ，ＢｉｏＴｅ

ｃｈｎｉｑｕｅｓ，１９８５年１月，ｐｐ．１２－１９，Ｓｍｉｔｈら，Ｇｅｎ

ｅｔｉｃ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｍｅｔｈ

ｏｄｓ，Ｐｌｅｎｕｍ  Ｐｒｅｓｓ（１９８１）および米国特許第４，５１８，

５８４号および第４，７３７，４６２号（それらのそれぞれの全体を参照により

本明細書に組み入れることとする）に記載されているオリゴヌクレオチド特異的

（ｄｉｒｅｃｔｅｄ）突然変異誘発などの当業者によく知られた方法により、ポ

リペプチドをコードするポリヌクレオチド内の特定の位置に突然変異を導入する

ことができる。

      【００７０】

  好ましくは、本発明のＴＨＰ変異体は、天然に存在するＴＨＰポリペプチドの

生物活性を実質的に示す。「天然に存在するＴＨＰポリペプチドの生物活性を実

質的に示す」は、本発明の範囲内のＴＨＰ変異体が、同類置換された配列を含み

うることを意味し、ＴＨＰポリペプチドの１以上のアミノ酸残基が、該ＴＨＰポ

リペプチドの二次構造および／または三次構造を改変しない異なる残基により置

換されていることを意味する。そのような置換には、類似した物理化学的特性を

有する残基によるアミノ酸の置換、例えば、脂肪族残基（Ｉｌｅ、Ｖａｌ、Ｌｅ

ｕまたはＡｌａ）間での置換、または塩基性残基ＬｙｓおよびＡｒｇ、アミド残

基ＧｌｎおよびＡｓｎ、ヒドロキシル残基ＳｅｒおよびＴｙｒまたは芳香性残基

ＰｈｅおよびＴｙｒ間での置換が含まれうる。表現型上変化しないアミノ酸置換

に関する更なる情報は、Ｂｏｗｉｅら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９０，２４７，１

３０６－１３１０（その全体を参照により本明細書に組み入れることとする）に

記載されている。ＴＨＰの生物活性を実質的に保有しうる他のＴＨＰ変異体は、

該タンパク質の機能的領域以外の領域内でアミノ酸置換が施されているものであ

る。

      【００７１】

  また、そのような宿主細胞内で発現されるポリペプチドは、異種タンパク質由
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来の領域を含む融合タンパク質でありうる。そのような領域は、例えば、該ポリ

ペプチドの分泌、安定性の改善または精製の促進を可能にするために加えられう

る。例えば、適当なシグナルペプチドをコードする配列を発現ベクター内に組込

むことができる。シグナルペプチド（分泌リーダー）のＤＮＡ配列は、該シグナ

ルペプチドを含む融合タンパク質として該ポリペプチドが翻訳されるよう、ポリ

ヌクレオチド配列にインフレームで融合されうる。意図した宿主細胞内で機能的

であるシグナルペプチドは、該ポリペプチドの細胞外分泌を促進する。好ましく

は、該ポリペプチドが該細胞から分泌される際に、該シグナル配列は該ポリペプ

チドから切断されることとなる。したがって、好ましい融合タンパク質は、ＴＨ

ＰのＮ末端が輸送ペプチドに融合したものでありうる。

      【００７２】

  １つの実施形態においては、該ポリペプチドは、該ポリペプチドの精製を促進

させるために使用する異種領域を含む融合タンパク質を含む。そのような機能に

用いられる利用可能なペプチドの多くは、結合相手への該融合タンパク質の選択

的結合を可能にする。好ましい結合相手は、タンパク質のＩｇＧ結合ドメインを

１以上を含み、例えばＩｇＧ共役セファロース上のアフィニティークロマトグラ

フィーにより均一状態にまで容易に精製される。あるいは、多数のベクターは、

標的タンパク質のＮ末端またはＣ末端で発現されうるヒスチジン残基の伸長を保

持するという利点を有する。したがって、関心のあるタンパク質を金属キレート

化クロマトグラフィーにより回収することができる。該融合タンパク質が切断さ

れて成熟ＴＨＰタンパク質が得られるよう、ＴＨＰの配列の直前には、タンパク

質分解酵素（例えば、エンテロキナーゼ、因子Ｘ、プロコラゲナーゼまたはトロ

ンビン）の認識部位をコードするヌクレオチド配列が存在する。融合相手の更な

る具体例には、酵母Ｉ因子、Ｓｆ９昆虫細胞におけるミツバチメラチンリーダー

、６－Ｈｉｓタグ、チオレドキシンタグ、赤血球凝集素タグ、ＧＳＴタグおよび

ＯｍｐＡシグナル配列タグが含まれるが、これらに限定されるものではない。当

業者に理解されるとおり、該ペプチドを認識しそれに結合する結合相手は、任意

の分子または化合物、例えば、金属イオン（例えば、金属アフィニティーカラム

）、抗体またはそのフラグメント、および該ペプチドに結合する任意タンパク質
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またはペプチド、例えばＦＬＡＧタグでありうる。

      【００７３】

  本発明のポリペプチドは、それに対する抗体を産生させるための抗原として使

用することが可能であり、ＴＨＰの活性を調節する化合物をスクリーニングする

ために使用することが可能である。ＴＨＰは組成物中で使用することができる。

したがって、本発明は、医薬としての使用のための、本発明のＴＨＰまたは抗体

に関する。また、本発明は、癌または腫瘍（例えば、基底細胞癌）に対する医薬

の製造における該分子の使用に関する。本発明の医薬として使用する分子は、本

明細書に記載のポリペプチドまたは抗体、および本明細書に記載のスクリーニン

グ方法において同定された任意の新規物質でありうる。

      【００７４】

  もう１つの態様において、本発明は、付随する天然パターンのグリコシル化、

アシル化、シアル酸化または他の翻訳後修飾を有する又は有さないＴＨＰポリペ

プチドを提供する。酵母または哺乳類発現系（後記で考察する）内で発現された

ＴＨＰは、分子量およびグリコシル化パターンにおいて天然ＴＨＰポリペプチド

に類似しうる又は有意に異なりうる。もちろん、細菌発現系内でのＴＨＰの発現

は、非グリコシル化ＴＨＰを与えるであろう。

      【００７５】

  本発明のもう１つの態様は、前記ポリペプチドのいずれかと許容される担体ま

たは希釈剤とを含んでなる、医薬組成物を含む組成物に関する。好ましくは、該

担体または希釈剤は医薬上許容されるものである。前記のポリペプチドを含む組

成物は、例えば、抗体産生の誘導または免疫応答の誘導（例えば、ワクチン製剤

で用いられる）に使用することができる。

      【００７６】

  本発明のもう１つの態様は、配列番号５またはそのホモログもしくは断片を含

むポリペプチドの製造方法であって、前記組換え発現ベクターのいずれかを和合

性宿主細胞内に導入し、該ポリペプチドの発現のための条件下で該宿主細胞を培

養し、該ポリペプチドを該宿主細胞から回収することを含んでなる製造方法に関

する。真核細胞系が好ましい。なぜなら、それは、例えば、あるアミノ酸残基の
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グリコシル化、カルボキシ末端アミド化、酸化または誘導体化、コンホメーショ

ン制御などをもたらす種々のプロセシング機構を与えるからである。

      【００７７】

  本発明のポリペプチドは、好ましくは、単離された形態で提供され、好ましく

は、実質的に精製され、最も好ましくは、均一状態にまで精製される。好ましく

は、宿主細胞を細胞溶解し、該ポリペプチドを該宿主細胞のライセートから回収

する。あるいは、好ましくは、該宿主細胞を細胞溶解することなく該細胞培養培

地を該宿主細胞から精製することにより、該ポリペプチドを回収する。該ポリペ

プチドは、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈殿、陰イオンまたは陽イオン交

換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用

クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、ヒドロキシルアパタ

イトクロマトグラフィーおよびレクチンクロマトグラフィーを含む良く知られた

方法により、組換え細胞培養から回収し、精製することができる。

      【００７８】

  これらのタンパク質を組換え技術により製造することに加えて、自動アミノ酸

合成装置を使用してＴＨＰポリペプチドまたはその断片もしくはホモログを得る

ことができる。

      【００７９】

  本発明のもう１つの態様は、本明細書に記載のいずれかのポリペプチド上のエ

ピトープに結合する抗体に関する。好ましくは、該抗体は配列番号５内のエピト

ープに結合する。本発明の抗体は、モノクローナルまたはポリクローナルである

ことが可能であり、個々の対立遺伝子株または種変異体、またはそれらのフラグ

メントを含み、それらは共に、それらの天然に存在する（完全長）形態および組

換え形態でありうる。また、該抗体は、天然立体配置または非天然立体配置の本

発明のタンパク質に対して産生させることができる。抗イディオタイプ抗体も産

生させることができる。本発明のポリペプチドに結合する抗体を産生するハイブ

リドーマ、および該抗体自体は、該ポリペプチドの単離および精製に有用である

。また、抗体はＴＨＰ活性の特異的インヒビターでありうる。本発明のポリペプ

チドに特異的に結合する抗体は、よく知られた技術および容易に入手可能な出発
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物質を用いて天然源から該タンパク質を精製するために使用することができる。

そのような抗体はまた、組換えＤＮＡ法により該タンパク質を製造する場合に存

在する物質から該タンパク質を精製するために使用することができる。

      【００８０】

  抗体を製造する多数の方法が当業者に公知である。モノクローナル抗体を製造

するための技術に関しては、例えば、Ｓｔｉｔｉｅｓら（編），Ｂａｃｉｃ  ａ

ｎｄ  Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（第４版），Ｌａｎｇｅ  Ｍｅ

ｄｉｃａｌ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｌｏｓ  Ａｌｔｏｓ，ＣＡ（その全体

を参照により本明細書に組み入れることとする）およびそれに引用されている参

考文献を参照されたい。ファージまたは同様のベクターにおける組換え抗体のラ

イブラリーの選択を含む技術は、Ｈｕｓｅら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９８９，２４

６，１２７５－１２８１（その全体を参照により本明細書に組み入れることとす

る）に記載されている。抗体の製造、および完全な無傷抗体、Ｆａｂフラグメン

トおよびＦ（ａｂ）２フラグメントのタンパク質構造、およびそのような分子を

コードする遺伝子配列の構成は良く知られており、例えばＨａｒｌｏｗ，Ｅ．お

よびＤ．Ｌａｎｅ（１９８８）ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒ

ｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏ

ｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ．（それを参照により本明

細書に組み入れることとする）にも記載されている。簡単に説明すると、例えば

、本発明のポリペプチドをマウスに注入する。該マウスの脾臓を摘出し、該脾臓

細胞を単離し、不死化マウス細胞と融合させる。該ハイブリッド細胞またはハイ

ブリドーマを培養し、抗体を分泌する細胞を選択する。該抗体を分析し、該ポリ

ペプチドに特異的に結合することが判明したら、それを産生するハイブリドーマ

を培養して、抗体の連続的供給源を得る。

      【００８１】

  本発明はまた、医薬キットを含むキットに関する。該キットは、前記ＴＨＰ核

酸分子のいずれか、前記ＴＨＰポリペプチドのいずれか、または前記の本発明の

ポリペプチドに結合するいずれかのＴＨＰ抗体と、陰性対照とを含みうる。該キ

ットは、好ましくは、追加的成分、例えば、説明書、固体支持体、定量に有用な
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試薬などを含む。

      【００８２】

  本発明のもう１つの態様は、本発明のポリペプチドに対して哺乳動物において

免疫応答を誘導する方法であって、免疫応答を誘導するのに十分な量の該ポリペ

プチドを該哺乳動物に投与することによる方法に関する。該量は、該動物種、該

動物のサイズなどに左右されるが、当業者により決定されうる。

      【００８３】

  本発明のもう１つの態様は、ＴＨＰまたはそれをコードする核酸分子を化合物

と接触させ、該化合物がＴＨＰまたはそれをコードする核酸分子に結合するか否

かを判定することを含んでなる、ＴＨＰまたはＴＨＰをコードする核酸分子に結

合する化合物の同定方法に関する。結合は、例えばＣｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏ

ｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９９９，Ｊｏｈｎ  

Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹ（その全体を参照により本明細書に組み入れる

こととする）に記載されているゲルシフトアッセイ、ウエスタンブロット、放射

能標識競合アッセイ、ファージに基づく発現クローニング、クロマトグラフィー

による共分画（ｃｏ－ｆｒａｃｔｉｎａｔｉｏｎ）、共沈、架橋、相互作用トラ

ップ／ツーハイブリッド分析、サウスウエスタン分析、ＥＬＩＳＡなどを含む（

これらに限定されるものではない）当業者によく知られた結合アッセイにより測

定することができる。スクリーニングする化合物（それには、ＴＨＰまたはそれ

をコードする核酸分子に結合すると疑われる化合物が含まれうる）には、細胞外

、細胞内、生物または化学由来の化合物が含まれるが、これらに限定されるもの

ではない。そのような試験で使用するＴＨＰポリペプチドまたはポリヌクレオチ

ドは、溶液中で遊離している、または固体支持体に結合している、または細胞表

面上に保持されている、または細胞間に位置していることが可能である。当業者

は、例えば、ＴＨＰと試験される化合物との複合体の形成を測定することができ

る。あるいは、当業者は、試験される化合物により引き起こされるＴＨＰとその

基質との複合体形成の減少を調べることができる。

      【００８４】

  本発明のもう１つの態様は、ＴＨＰを化合物と接触させ、該化合物がＴＨＰの
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活性を修飾するか否かを判定することを含んでなる、ＴＨＰの活性を調節する（

すなわち、増加または減少させる）化合物の同定方法に関する。該試験化合物の

存在下での活性を測定し、該試験化合物の不存在下での活性と比較する。該試験

化合物を含有するサンプルの活性が、該試験化合物を欠くサンプルにおける活性

より高い場合、該化合物は増強活性を有する。同様に、該試験化合物を含有する

サンプルの活性が、該試験化合物を欠くサンプルの活性より低い場合、該化合物

は阻害活性を有する。

      【００８５】

  本発明は、種々の薬物スクリーニング技術のいずれかにおいてＴＨＰを使用し

て化合物をスクリーニングするのに特に有用である。スクリーニングされる化合

物（それには、ＴＨＰ活性を調節すると疑われる化合物が含まれうる）には、細

胞外、細胞内、生物または化学由来の化合物が含まれるが、これらに限定される

ものではない。そのような試験で使用するＴＨＰポリペプチドは、任意の形態で

ありうるが、好ましくは、溶液中で遊離している、または固体支持体に結合して

いる、または細胞表面上に保持されている、または細胞間に位置している。当業

者は、例えば、ＴＨＰと試験される化合物との複合体の形成を測定することがで

きる。あるいは、当業者は、試験される化合物により引き起こされるＴＨＰとそ

の基質との複合体形成の減少を調べることができる。

      【００８６】

  本発明のＴＨＰポリペプチドの活性は、例えば、該試験化合物の存在下および

不存在下での該ポリペプチドのＡＤＰリボシル化能を測定することにより測定す

ることができる（Ｓｉｍｏｎｉｎら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，１９９３，２

６８，８５２９（その全体を参照により本明細書に組み入れることとする））。

ＡＤＰリボシル化活性に関して試験するために、問題のポリペプチドを、放射能

標識された基質（３２Ｐ－ＮＡＤ＋）および適当なタンパク質標的（例えば、Ｔ

ＲＦ１）と共にインキュベートすることができる。ゲル電気泳動の際の放射能標

識産物と該タンパク質標的との共泳動は、該タンパク質標的のＡＤＰリボシル化

に関する、したがって問題のポリペプチドのＰＡＲＰ活性に関する陽性結果を示

すであろう。ＰＡＲＰ触媒活性に関しては、該アッセイを過剰の３２Ｐ－ＮＡＤ
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＋の存在下で行なった場合の、より大きな及び種々のサイズのＡＤＰリボシル化

産物の観察も予想されるであろう。問題のポリペプチド以外に由来する外因性Ｐ

ＡＲＰ活性の可能性を除外するためには、陰性対照が保証される（すなわち、ア

ッセイを不活性化ポリペプチドで、またはポリペプチドの不存在下で行なう）。

ＡＤＰリボシル化産物とポリ（ＡＤＰ－リボース）に対するモノクローナル抗体

とを組合せ、ついで該抗原／抗体複合体を検出することにより、該タンパク質標

的上のＡＤＰ－リボース重合体の存在の証明を達成することができる。また、Ｐ

ＡＲＰ様活性は、特異的ＰＡＲＰインヒビター（すなわち、３－ベンズアミド）

をアッセイ実施に加えることにより確認することができ、ＡＤＰリボシル化活性

の有意な阻害を引き起こすであろう。

      【００８７】

  本発明のもう１つの実施形態においては、本発明のＴＨＰポリペプチドの活性

を、例えば、ＡＮＫ結合を測定することにより測定することができる。タンキラ

ーゼ中のＡＮＫドメインはＴＲＦ１に結合し、アンキリン（タンパク質－タンパ

ク質相互作用に一般に関与しているタンパク質）に対して有意な構造的相同性を

有する。タンキラーゼのＡＮＫドメインとアンキリンとの両方は、３３アミノ酸

のＡＮＫモチーフの２４個の縦列を含有し、より短い第５ＡＮＫコピーを含む微

妙な変化を共有する。いわゆる「アンキリンリピートタンパク質」は、有意に更

に少ないＡＮＫコピーを有し、これは、タンキラーゼが真のアンキリンであるこ

とを強調するものである。アミノ酸配列分析は、任意のポリペプチド中のＡＮＫ

機能的ドメインを同定する主要な手段でありうる。そして種々の結合アッセイお

よび免疫学的アッセイ（すなわち、免疫沈降法）は、ＡＮＫドメインを潜在的に

同定しうる。また、ＴＲＦ－１結合アッセイは、該試験化合物の存在下および不

存在下、本発明のポリペプチドで行なうことができる。

      【００８８】

  酵素活性を調べるためには、例えばＥｎｚｙｍｅ  Ａｓｓａｙｓ：Ａ  Ｐｒａ

ｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｒ．ＥｉｓｅｎｔｈａｌおよびＭ．Ｊ．Ｄａ

ｎｓｏｎ編，１９９２，Ｏｘｆｏｒｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ（そ

の全体を参照により本明細書に組み入れることとする）に記載されている光分析
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、放射分析、ＨＰＬＣ、電気化学的分析などを含む（これらに限定されるもので

はない）他のアッセイを用いることができる。ＴＨＰの活性を測定するために用

いることができる代表的アッセイは、例えば、Ｓｍｉｔｈら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，

１９９８，２８２，１４８４－１４８７，Ｓｉｍｏｎｉｎら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ

ｈｅｍ．，１９９３，２６８，８５２９－８５３５および米国特許第５，８７４

，４４４号（それらのそれぞれの全体を参照により本明細書に組み入れることと

する）に記載されている。

      【００８９】

  本発明の好ましい実施形態において、ＴＨＰ活性を調節する化合物に関するス

クリーニング方法は、該化合物をＴＨＰと接触させ、該化合物とＴＨＰとの複合

体の存在に関してアッセイすることを含む。そのようなアッセイにおいては、Ｔ

ＨＰは、典型的には標識されている。適当なインキュンベーション後、遊離ＴＨ

Ｐを、結合形態で存在するものから分離する。遊離または未複合体化標識の量が

、ＴＨＰへのその特定の化合物の結合能の尺度である。

      【００９０】

  本発明のもう１つの実施形態においては、ＴＨＰに対する適当な結合アフィニ

ティーを有する化合物に関するハイスループットスクリーニングを用いる。簡単

に説明すると、多数の異なる小ペプチド試験化合物を固体基体上で合成する。該

ペプチド試験化合物をＴＨＰと接触させ、洗浄する。ついで、結合したＴＨＰを

、当技術分野でよく知られた方法により検出する。

      【００９１】

  また、本発明の精製されたポリペプチドを、前記薬物スクリーニング技術で用

いるためのプレート上に直接的にコーティングすることができる。また、非中和

抗体を使用して該タンパク質を捕捉し、それを該固体支持体上に固定化すること

ができる。

      【００９２】

  本発明の他の実施形態は、本発明のポリペプチドに特異的に結合しうる中和抗

体が該ポリペプチドへの結合に関して試験化合物と競合する競合スクリーニング

アッセイを含む。このようにして、ＴＨＰと１以上の抗原決定基を共有するいず
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れかのペプチドの存在を検出するために、該抗体を使用することができる。放射

能標識競合結合研究は、Ａ．Ｈ．Ｌｉｎら  Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ  Ａｇ

ｅｎｔｓ  ａｎｄ  Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，１９９７，ｖｏｌ．４１，ｎｏ

．１０．ｐｐ．２１２７－２１３１（その開示の全体を参照により本明細書に組

み入れることとする）に記載されている。

      【００９３】

  本発明の他の実施形態においては、相互作用性調節タンパク質の同定、特徴づ

け及び精製のための研究手段として、本発明のポリペプチドを使用する。当技術

分野で公知の種々の方法により、適当な標識を本発明のポリペプチドに組込み、

該ポリペプチドを使用して相互作用性分子を捕捉する。例えば、分子を該標識ポ

リペプチドと共にインキュベートし、洗浄して未結合ポリペプチドを除去し、該

ポリペプチド複合体を定量する。種々の濃度のポリペプチドを使用して得られた

データを用いて、該タンパク質複合体とのポリペプチドの会合、アフィニティー

および数に関する値を計算する。

      【００９４】

  標識ポリペプチドはまた、該ポリペプチドが相互作用する分子（インヒビター

を含むが、これらに限定されるものではない）の精製のための試薬として有用で

ある。アフィニティー精製の１つの実施形態においては、ポリペプチドをクロマ

トグラフィーカラムに共有結合させる。細胞およびその膜を抽出し、種々の細胞

亜成分を該カラムに通過させる。分子は、該ポリペプチドに対するそのアフィニ

ティーにより該カラムに結合する。該ポリペプチド－複合体を該カラムから回収

し、解離させ、回収された分子をタンパク質配列決定に付す。ついでこのアミノ

酸配列を用いて、該捕捉分子を同定したり、あるいは適当なｃＤＮＡライブラリ

ーからの対応遺伝子のクローニングのための縮重オリゴヌクレオチドを設計する

。

      【００９５】

  あるいは、本発明のＴＨＰに類似した特性を示すがＴＨＰより小さくヒトまた

は動物体内でＴＨＰより長い半減期を示す化合物を同定することができる。有機

化合物を設計する場合には、本発明の分子を「リード」化合物として使用する。
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医薬的に活性な公知化合物の模擬体の設計は、そのような「リード」化合物に基

づく医薬の開発における良く知られたアプローチである。目的の特性に関して非

常に多くの分子を無作為にスクリーニングするのを避けるために、模擬設計、合

成および試験が一般に用いられる。さらに、本発明のＤＮＡにコードされる推定

アミノ酸配列の解析から導かれた構造データは、より特異的であり従ってより高

い薬理学的効力を有する新規薬物の設計に有用である。

      【００９６】

  本発明のタンパク質配列と全ての入手可能なデータベース中に存在する配列と

の比較は、酵素ＰＡＲＰドメインに対する有意な相同性を示した。したがって、

他のＰＡＲＰドメインタンパク質の入手可能な情報に基づき本発明のタンパク質

の推定三次構造体を開発するために、コンピューターモデリングを用いることが

できる。したがって、ＴＨＰの推定構造に基づく新規酵素インヒビターを設計す

ることができる。

      【００９７】

  特定の実施形態においては、本発明のスクリーニング方法により同定される新

規分子は低分子量有機分子であり、この場合、錠剤などの経口摂取用のその組成

物または医薬組成物を製造することができる。該核酸分子、ベクター、ポリペプ

チド、抗体および本明細書に記載のスクリーニング方法により同定された化合物

を含有する、経口、静脈内、皮膚、皮下、鼻腔内、筋肉内または腹腔内を含む（

これらに限定されるものではない）任意の投与経路用の組成物または医薬組成物

を製造することができる。該担体または他の成分の性質は、具体的な投与経路お

よび投与する本発明の特定の実施形態に左右されるであろう。この場合において

有用な技術およびプロトコールの具体例は、とりわけ、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ

  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１６版，Ｏｓｏｌ，Ａ

（編），１９８０（その全体を参照により本明細書に組み入れることとする）に

記載されている。

      【００９８】

  これらの低分子量化合物の投与量は、治療すべき病態または状態および他の臨

床因子、例えばヒトまたは動物の体重および状態、ならびに該化合物の投与経路
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に左右されるであろう。ヒトまたは動物を治療する場合には、約０．５ｍｇ／ｋ

ｇ体重～５００ｍｇ／ｋｇ体重の該化合物を投与することができる。治療は、典

型的には、より低い投与量で行われ、所望の治療結果が認められるまで継続する

。

      【００９９】

  核酸分子、ポリペプチド、抗体、化合物（本明細書に記載のスクリーニング方

法により同定されたもの）を含む本発明の化合物および方法は種々の医薬用途を

有し、例えば、無調節細胞増殖、例えば癌細胞および腫瘍の増殖を治療または予

防するために使用することができる。特定の実施形態においては、本発明分子は

遺伝子治療において使用することができる。遺伝子治療法の総説としては、例え

ば、Ａｎｄｅｒｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９２，２５６，８０８－８１３（

その全体を参照により本明細書に組み入れることとする）を参照されたい。

      【０１００】

  本発明を明らかにすると意図される以下の実施例により、本発明を更に例示す

る。これらの実施例は、本発明の範囲を限定するものではなく、本発明の範囲を

限定すると解釈されるべきではない。本発明は、本明細書に特に記載されている

以外の様態で実施されうることが明らかであろう。本明細書中の教示を考慮して

本発明の多数の修飾および変形が可能であり、したがってそれらは本発明の範囲

内に含まれる。

      【０１０１】

  後記の実施例１～３は実例であり、実施例４～８は予想例である。

      【０１０２】

  実施例１：ヒトタンキラーゼのホモログの同定

  ヒトタンキラーゼのヌクレオチド配列（ＧｅｎｅＢａｎｋ受託番号ＡＦ０８２

５５６）またはそれから推定されるアミノ酸配列を、ＬｉｆｅＳｅｑ（商標）Ａ

ｓｓｅｍｂｌｅｄデータベース（Ｉｎｃｙｔｅ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ

ｓ）に対する問合せ配列として使用した。このデータベースは、既に同定されて

いる注釈付きの配列を含有するものであり、Ｇａｐｐｅｄ  ＢＬＡＳＴ（Ａｌｔ

ｓｃｈｕｌら，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，１９９７，２５，３３８９；そ
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の全体を参照により本明細書に組み入れることとする）を使用して類似性の領域

に関して該データベースを検索した。

      【０１０３】

  簡単に説明すると、ＢＬＡＳＴアルゴリズム（Ｂａｓｉｃ  Ｌｏｃａｌ  Ａｌ

ｉｇｎｍｅｎｔ  Ｓｅａｒｃｈ  Ｔｏｏｌを表す）は、配列類似性の判定に適し

ている（Ａｌｔｓｃｈｕｌら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１９９０，２１５，４

０３－４１０）。ＢＬＡＳＴ解析を実行するためのソフトウェアは、Ｎａｔｉｏ

ｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）を介し

て公に入手可能である。このアルゴリズムは、まず、データベース配列中の同じ

長さのワード（単語）と整列させた場合にいくつかの陽性評価閾値スコアＴに適

合する又はそれを満足する問合せ配列中の長さＷの短いワードを同定することに

より高スコア配列ペア（ＨＳＰ）を同定する。Ｔは近傍（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｈ

ｏｏｄ）ワードスコア閾値（Ａｌｔｓｃｈｕｌら，前掲）と称される。これらの

初期近傍ワードヒットは、それを含有するＨＳＰを見出すための検索を開始する

ためのシード（種）として作用する。該ワードヒットは、累積アライメントスコ

アが増加しうるまで各配列に沿って両方向に伸長される。各方向への該ワードヒ

ットに関する伸長は、１）該累積アライメントスコアがその最大達成値から量Ｘ

により減少した場合、２）該累積スコアが１以上の陰性スコア残基アライメント

の蓄積によりゼロ以下に達した場合、または３）いずれかの配列の末端に達した

場合に停止する。ＢｌａｓｔアルゴリズムパラメーターＷ、ＴおよびＸは、該ア

ライメントの感度および速度を定める。該Ｂｌａｓｔプログラムは、１１のワー

ド長（Ｗ）、ＢＬＯＳＵＭ６２スコアリングマトリックス（Ｈｅｎｉｋｏｆｆら

，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１９９２，８９，１０９１

５－１０９１９（その全体を参照により本明細書に組み入れることとする）を参

照されたい）、５０のアライメント（Ｂ）、１０の期待値（Ｅ）、Ｍ＝５、Ｎ＝

４および両鎖の比較をデフォルトとして用いる。

      【０１０４】

  ＢＬＡＳＴアルゴリズム（Ｋａｒｌｉｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
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Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１９９３，９０，５８７３－５７８７（その全体を参照により

本明細書に組み入れることとする））およびＧａｐｐｅｄ  ＢＬＡＳＴは、２つ

の配列間の類似性の統計分析を実行する。ＢＬＡＳＴアルゴリズムにより与えら

れる類似性の１つの尺度は最小和確率（ｓｍａｌｌｅｓｔ  ｓｕｍ  ｐｒｏｂａ

ｂｉｌｉｔｙ）（Ｐ（Ｎ））であり、これは、２つのヌクレオチドまたはアミノ

酸配列間のマッチが偶然生じる確率の指標を与える。例えば、試験核酸とＴｈｐ

核酸との比較における最小和確率が約１未満、好ましくは約０．１未満、より好

ましくは約０．０１未満、最も好ましくは約０．００１未満である場合、核酸は

Ｔｈｐ遺伝子またはｃＤＮＡに類似とみなされる。

      【０１０５】

  問合せ配列としてのタンキラーゼヌクレオチド配列でのＬｉｆｅＳｅｑ（商標

）Ａｓｓｅｍｂｌｅｄデータベースの検索は、該問合せ配列に対する統計的に有

意な重複相同性を有するＩＤ＃２３２６７０．２を有する鋳型配列を同定した。

鋳型ＩＤ＃２３２６７０．２により同定された配列は、従来、ヒトタンキラーゼ

に相同であるとは判明していなかった。

      【０１０６】

  該重複類似性は、７０％の全ＤＮＡ配列類似性で整列する、鋳型２３２６７０

の残基１～１５８９に匹敵するタンキラーゼＡＦ０８２５５６の残基２５６５～

４１６５に伸長した。ＡＦ０８２５５６の残基２５６５～４１６５および鋳型２

３２６７０の残基１～１５８９の推定アミノ酸配列は、８０％の類似性で整列し

た。該類似性重複は、それらの２つの最もＣ末端側のＡＮＫリピート、ＳＡＭド

メインおよびＰＡＲＰドメインをコードするタンキラーゼの残基を含んでいた。

また、鋳型２３２６７０．２は、公開されているタンキラーゼ配列（ＡＦ０８２

５５６）中には存在しない、該重複の３’の配列の２３１０ｂｐを含有していた

。

      【０１０７】

  Ｉｎｃｙｔｅ集合データベースにおいては、鋳型２３２６７０．２の最も５’

側の末端配列は、ＩｎｃｙｔｅライブラリーＵＴＲＳＴＭＲ０１由来のＩｎｃｙ

ｔｅクローン３２０６４９１により与えられる。クローン３２０６４９１は３６
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９７ｂｐ長であると判明し、自動配列決定により完全に配列決定された。得られ

た配列は、ｎｔ．１～３６９７の鋳型２３２６７０．２の配列を証明した。

      【０１０８】

  実施例２：Ｔｈｐ  ｃＤＮＡのクローニング

  完全長ＴＨＰをコードするｃＤＮＡクローンを単離するために、クローン３２

０６４９１  ｎｔ１～６６０に対応するＤＮＡ断片を、ファージｃＤＮＡライブ

ラリーのハイブリダイゼーションスクリーニング用のプローブとして使用した。

該ＤＮＡ断片をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により増幅した。５０ｍｌの該

ＰＣＲ反応混合物は、ポリメラーゼ混合物（０．０２ｍＭ  ｄＮＴＰ，１×  Ｐ

ＣＲバッファーおよび０．７５ｍｌ  Ｅｘｐａｎｄｅｄ  Ｈｉｇｈ  Ｆｉｄｅｌ

ｉｔｙ  Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｒｏｃｈｅ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）、１

μｇの３２０６４９１プラスミド、および５０ｐｍｏｌのフォワードプライマー

（ＧＡＧＴＡＴＴＴＧＴＴＡＣＡＡＣＡＣＧＧ）（配列番号１）および５０ｐｍ

ｏｌのリバースプライマー（ＡＡＴＣＴＣＣＴＴＣＡＧＣＴＣＣＴＴ）（配列番

号２）を含有していた。９５℃で１５秒間、５２℃で３０秒間および７２℃で９

０秒間（２５サイクルの反復）のプログラムを用いて、Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏ

ｓｙｓｔｅｍｓ  ＰＥ２４００サーモサイクラー中で増幅を行なった。該増幅産

物を、アガロースゲル電気泳動により該３２０６４９１から分離し、Ｑｉａｑｕ

ｉｃｋゲル抽出キット（Ｑｉａｇｅｎ）により精製した。

      【０１０９】

  ラムダＺＡＰＩＩファージ－ベクター内にクローニングされたヒト脳（Ｓｔｒ

ａｔａｇｅｎｅ  ｃａｔ．＃９３６２１３）から単離されたｃＤＮＡを含有する

ラムダファージライブラリーを、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＸＬ－１ブルー宿主と

共に１５ｃｍのＬＢ－寒天プレート上に５０，０００ｐｆｕ／プレートの密度で

プレーティングし、３７℃で一晩培養した（Ｓａｍｂｒｏｏｋら（前掲）に記載

のとおりにプレーティングした）。ファージプラークをナイロンメンブレン（Ａ

ｍｅｒｓｈａｍ  Ｈｙｂｏｎｄ  ＮＪ）に転写し、変性溶液（０．５Ｍ  ＮａＯ

Ｈ，１．５Ｍ  ＮａＣｌ）中で２分間変性させ、再生溶液（１Ｍ  Ｔｒｉｓ  ｐ

Ｈ７．５，１．５Ｍ  ＮａＣｌ）中で５分間再生させ、２×ＳＳＣ（２０×ＳＳ
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Ｃ：３Ｍ  ＮａＣｌ，０．３Ｍ  Ｎａ－クエン酸）中で手短に洗浄した。フィル

ターメンブレンを乾燥させ、８０℃で１２０分間インキュベートして該ファージ

ＤＮＡを該メンブレンに架橋させた。

      【０１１０】

  該メンブレンを、前記のとおりに調製されたＤＮＡプローブでハイブリダイズ

させた。ＤＮＡ断片（２５ｎｇ）を、Ｒｅｄｉｐｒｉｍｅランダムプライミング

（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）を製造業者の指示

に従い用いて、３２Ｐ－ｄＣＴＰ（ＮＥＮ）で標識した。標識ＤＮＡを、Ｓ２０

０遠心カラム（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）によ

り未取込みヌクレオチドから分離し、９５℃で５分間変性させ、氷上に維持した

。該ＤＮＡ含有メンブレン（前記）を、５０ｍｌのＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂ（Ｃｌ

ｏｎｔｅｃｈ）溶液中、６８℃で９０分間プレハイブリダイズさせた。ついで該

標識ＤＮＡプローブを該ハイブリダイゼーション溶液に加え、該プローブを、６

８℃で７０分間、該メンブレンにハイブリダイズしたままとした。該メンブレン

を、２×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中、４２℃で各５分間で５回洗浄し、最後に

０．１×ＳＳＣ、０．２％  ＳＤＳ中で３０分間洗浄した。フィルターを、増感

スクリーンと共にＫｏｄａｋ  ＸＡＲフィルム（Ｅａｓｔｍａｎ  Ｋｏｄａｋ  

Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ，Ｎ．Ｙ．，ＵＳＡ）に－８０℃で１６時

間さらした。１つの陽性コロニーを該プレートから単離し、１５ｃｍ  ＬＢプレ

ート上に約１０００  ｐｆｕで再プレーティングした。プレーティング、フィル

ターへのプラークのリフトおよびハイブリダイゼーションは、前記のとおりに行

なった。４個の陽性ファージプラークをこの二次スクリーニングから単離した。

      【０１１１】

  ｃＤＮＡ含有プラスミド（ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ  ＳＫ－）を、製造業者（

Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）により記載されているとおり、該単離ファージとＥｘｃ

ｉｓｉｏｎヘルパーファージとに同時感染したＸＬ－１ブルー細胞を培養するこ

とによるインビボ切除により、該単離ファージからレスキューした。該プラスミ

ドを含有するＸＬ－ブルー細胞をＬＢプレート上にプレーティングし、３７℃で

１６時間培養した。各プレートからのコロニー（１８）をＬＢプレート上に再プ
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レーティングし、培養した。各プレートからの１つのコロニーを、順序良くナイ

ロンフィルター上に付着させ、該フィルターをＬＢプレート上に配置して該コロ

ニーを持ち上げた。ついで該フィルターを、前記のとおりに標識プローブでハイ

ブリダイズさせた。３個の陽性コロニーを選択し、ＬＢ培地内で培養した。それ

らの３個のクローンから、製造業者の指示に従うＱｉａｇｅｎ  Ｍｉｄｉ  Ｋｉ

ｔ（Ｑｉａｇｅｎ）によりプラスミドＤＮＡを単離した。該プラスミドを制限酵

素ＮｏｔＩおよびＳａｌＩで消化することにより、該インサートのサイズを測定

し、それにより、約４５００ｂｐのインサートサイズが確認された。該全インサ

ートの配列を、該プラスミドの両鎖上の自動配列決定により決定し、それを配列

番号３に示す。該配列は、配列番号５に示すとおりのポリペプチド（１１６６ア

ミノ酸残基長）をコードする２３～３５２０位のオープンリーディングフレーム

（配列番号４）を含有する。配列番号３を含有するプラスミド（ｐＣＦ４９７）

は、Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ａ

ＴＣＣ）に１９９９年５月１０日付けで寄託されており、受託番号ＰＴＡ－３５

が付与されている。

      【０１１２】

  実施例３：ノーザンブロット分析

  ノーザンブロットを行なって、ｍＲＮＡの発現を調べた。センス配向オリゴヌ

クレオチド５’－ＣＣＣＧＡＧＡＧＣＴＧＴＴＣＧＡＧＧＣ（配列番号６）を５

’－ＣＡＡＴＣＴＴＴＡＣＴＣＴＧＴＴＡＴＡＴＣＣＴ－３’（配列番号７）と

共にプライマーとして使用して、配列番号３のＴＨＰ  ｃＤＮＡ配列の一部を増

幅した。９６～７０１位の６０６塩基対長の断片を増幅し、プローブとして使用

した。

      【０１１３】

  Ｃｌｏｎｔｅｃｈからの多ヒト組織ノーザンブロット（Ｈｕｍａｎ  ＩＩ  ＃

７７６７－１）を該プローブでハイブリダイズさせた。プレハイブリダイゼーシ

ョンを、５×ＳＳＣ、１×デンハルト試薬、０．１％  ＳＤＳ、５０％ホルムア

ミド、２５０ｍｇ／ｍｌ  サケ精子ＤＮＡ中、４２℃で４時間行なった。ハイブ

リダイゼーションを、同じ混合物中、約１．５×１０６  ｃｐｍ／ｍｌの標識プ
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ローブの添加により、４２℃で一晩行なった。

      【０１１４】

  該プローブを、Ｒｅｄｉｐｒｉｍｅ  ＤＮＡ標識系（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈ

ａｒｍａｃｉａ）によりα－３２Ｐ－ｄＣＴＰで標識し、Ｎｉｃｋ  Ｃｏｌｕｍ

ｎ（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ）上で精製し、該ハイブリダイゼー

ション溶液に加えた。該フィルターを、０．２×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中、

４２℃で数回洗浄した。フィルターを、増感スクリーンと共にＫｏｄａｋ  ＸＡ

Ｒフィルム（Ｅａｓｔｍａｎ  Ｋｏｄａｋ  Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｒｏｃｈｅｓｔｅ

ｒ，Ｎ．Ｙ．，ＵＳＡ）に－８０℃でさらした。

      【０１１５】

  単一の７ｋｂのｍＲＮＡを、心臓、脳、胎盤、肺、肝臓、骨格筋、腎臓および

膵臓を含む分析した全ての組織内で発現させる。該発現は、胎盤および骨格筋（

これらは、その他の組織と比較して発現レベルにおける約２倍の増加を示す）を

除く全ての組織においてかなり一定している。すべてのレーンの等しいローディ

ングが、ヒトＧＡＰＤＨプローブでのフィルターハイブリダイゼーションにより

証明された（データは示していない）。

      【０１１６】

  実施例４：哺乳類細胞内でのＴＨＰの発現

  １．２９３細胞内でのＴＨＰの発現

  哺乳類細胞２９３細胞（形質転換ヒト初代胎児腎細胞）内でのＴＨＰの発現の

ために、ベクターｐｃＤＮＡ３．１  ｍｙｃ－ｈｉｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）

を使用して、関連ＴＨＰコード配列を保持するプラスミドを調製する。該プラス

ミドは配列番号３のヌクレオチド１７～３５１３を含有する。ベクターｐｃＤＮ

Ａ３．１は、抗ｍｙｃ抗体での該組換えタンパク質の検出のためのｃ－ｍｙｃエ

ピトープ、ニッケルキレートクロマトグラフィーでの精製のためのＣ末端ポリヒ

スチジン、および安定なトランスフェクト体の選択のためのネオマイシン耐性遺

伝子を含有する。このＴＨＰ  ｃＤＮＡの増幅のためのフォワードプライマーは

、該ＴＨＰ配列にマッチする２２ヌクレオチド（配列番号３のヌクレオチド１７

～３８）およびＮｏｔＩクローニング部位を導入するための１９ヌクレオチドの
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５’伸長を含有する５’－ＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＡＴＴＡＴＧＧＡＡＡＧＧＡＴ

ＣＡＴＧＴＣＧＧＧＴＣＧＣＣＧＣＴ－３’（配列番号８）である。該リバース

プライマーは、配列番号３の塩基３４９７～３５１３のＴＨＰ配列の逆相補体に

対応する１７ヌクレオチドおよびクローニング用のＢａｍＨ１制限部位を導入す

るための８ヌクレオチドの５’伸長を含有する５’－ＡＡＧＧＡＴＣＣＡＣＣＡ

ＴＡＣＣＴＴＣＡＧＧＣＣＴ－３’（配列番号９）である。該ＰＣＲ条件は、ア

ニーリング温度としての５５℃である。該ＰＣＲ産物をゲル精製し、該ベクター

のＮｏｔＩ－ＢａｍＨ１部位内に導入する。

      【０１１７】

  該ＤＮＡを、Ｑｉａｇｅｎクロマトグラフィーカラムを使用して精製し、ＳＵ

ＰＥＲＦＡＣＴトランスフェクション媒体（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して２９３細

胞内にトランスフェクトする。一過性にトランスフェクトされた細胞を、抗Ｈｉ

ｓおよび抗ＴＨＰペプチド抗体でプローブするウエスタンブロットを用いて、ト

ランスフェクションの２４時間後の発現に関して試験する。恒久的にトランスフ

ェクトされた細胞をＧ４１８で選択し、増殖させる。該組換えタンパク質の産生

は、抗Ｈｉｓ、抗Ｍｙｃまたは抗ＴＨＰペプチド抗体でプローブするウエスタン

ブロットにより、細胞から検出される。

      【０１１８】

  ２．ＣＯＳ細胞内でのＴＨＰの発現

  ＣＯＳ７細胞内でのＴＨＰの発現のために、配列番号３のヌクレオチド１７～

３５１３として与えられた配列を有するポリヌクレオチド分子をベクターｐＳｅ

ｃＴａｂ２Ａ内にクローニングした。ベクターｐＳｅｃＴａｇ２Ａは、分泌のた

めのマウスＩｇＧ鎖リーダー配列、抗ｍｙｃ抗体での該組換えタンパク質の検出

のためのｃ－ｍｙｃエピトープ、ニッケルキレート化クロマトグラフィーでの精

製のためのＣ末端ポリヒスチジン、および安定なトランスフェクト体の選択のた

めのゼオシン（Ｚｅｏｃｉｎ）耐性遺伝子を含有する。

      【０１１９】

  該フォワードプライマーは、５’－ＡＡＡＡＧＣＴＴＴＡＴＧＧＡＡＡＧＧＡ

ＴＣＡＴＧＴＣＧＧＧＴＣＧＣＣＧＣＴＧＣ－３’（配列番号１０）である。こ
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のプライマーの最初の１５ヌクレオチドは、クローニング用のＨｉｎｄＩＩＩ制

限部位を導入する５’伸長を構成し、それに続いて、配列番号３で与えられた配

列のヌクレオチド残基１７～３８に対応する２２ヌクレオチドが位置する。該リ

バースプライマーは配列番号１９である。このプライマーは、ＢａｍＨＩクロー

ニング部位を導入する８ヌクレオチドおよびそれに続く、配列番号３に与えられ

た配列の塩基３４９７～３５１３の逆相補体に対応する１７ヌクレオチドの５’

伸長を含有する。

      【０１２０】

  該ＰＣＲは、９５℃で５分間の初期変性工程、３０サイクルの９５℃で３０秒

間の変性、５８℃で３０秒間のアニーリングおよび７２℃で３０秒間の伸長、な

らびにそれに続く７２℃で５分間の伸長よりなる。該ＰＣＲ産物をゲル精製し、

ベクターｐ３－ＣＩのＸｂａＩおよびＳａｌＩ部位内に連結する。この構築物を

、増幅およびＤＮＡ精製のために大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞内に形質転換する

。該ＤＮＡをＱｉａｇｅｎクロマトグラフィーカラムで精製し、ＢＲＬからのＬ

ｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ試薬を製造業者のプロトコールに従い使用してＣＯＳ

７細胞内にトランスフェクトする。トランスフェクションの４８および７２時間

後、該培地および該細胞を組換えタンパク質の発現に関して試験する。

      【０１２１】

  該細胞培養培地を１０ｍｇのタンパク質／ｍｌまで濃縮し、該タンパク質を例

えばクロマトグラフィーにより精製することにより、ＣＯＳ細胞培養から発現さ

れたＴＨＰを精製する。精製されたＴＨＰを、ＹＭ－１０メンブレンを備えたＡ

ｍｉｃｏｎ濃縮器中、０．５ｍｇ／ｍｌまで濃縮し、－８０℃で保存する。

      【０１２２】

  実施例５：昆虫細胞内でのＴＨＰの発現

  バキュロウイルス系におけるＴＨＰの発現のために、配列番号３のヌクレオチ

ド１７～３５１３として与えられた配列を有するポリヌクレオチド分子をＰＣＲ

により増幅した。該フォワードプライマーは配列番号８である。このプライマー

の最初の１９ヌクレオチドは、ＮｏｔＩクローニング部位を付加する５’伸長を

構成し、それに続いて、配列番号３で与えられる配列のヌクレオチド残基１７～
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３８に対応する２２ヌクレオチドが位置する。該リバースプライマーは配列番号

９である。このプライマーの最初の８ヌクレオチドは、ＢａｍＨＩクローニング

部位を導入する５’伸長を構成し、それに続いて、配列番号３で与えられる配列

のヌクレオチド残基３４９７～３５１３の逆相補体に対応する１７ヌクレオチド

が位置する。

      【０１２３】

  該ＰＣＲ産物をゲル精製し、ＮｄｅＩおよびＫｐｎＩで消化し、ベクターｐＡ

ＣＨＴＬ－Ａ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）の対応部位

内にクローニングする。該ｐＡｃＨＴＬ発現ベクターは、オートグラファカリフ

ォルニカ核多角体ウイルス（ＡｃＭＮＰＶ）の強力なポリヘドリンプロモーター

、および該マルチクローニング部位の上流の６×Ｈｉｓタグを含有する。該マル

チクローニング部位の前に、リン酸化のためのプロテインキナーゼ部位および該

組換えタンパク質の切り出しのためのトロンビン部位も存在する。もちろん、ｐ

ＡｃＨＴＬ－Ａの代わりに多数の他のバキュロウイルスベクター（例えば、ｐＡ

ｃ３７３、ｐＶＬ９４１およびｐＡｃＩＭ１）を使用することが可能であろう。

ＴＨＰポリペプチドの発現のための他の適当なベクターを使用することが可能で

あるが、これは、該ベクター構築物が、必要に応じて、転写、翻訳およびトラフ

ィッキングのための適当に位置するシグナル（例えば、インフレームＡＵＧおよ

びシグナルペプチド）を含む場合に限られる。そのようなベクターは、とりわけ

、Ｌｕｃｋｏｗら，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  １７０：３１－３９に記載されている。

      【０１２４】

  標準的なバキュロウイルス発現法、例えば、Ｓｕｍｍｅｒｓら（Ａ  Ｍａｎｕ

ａｌ  ｏｆ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｆｏｒ  Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ  Ｖｅｃｔｏｒ

ｓ  ａｎｄ  Ｉｎｓｅｃｔ  Ｃｅｌｌ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ

，Ｔｅｘａｓ  Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｓｔａ

ｔｉｏｎ  Ｂｕｌｌｅｔｉｎ  Ｎｏ．１５５５（１９８７））に記載の方法を用

いて、該ウイルスを増殖させ単離する。

      【０１２５】

  好ましい実施形態においては、「ＢａｃｕｌｏＧｏｌｄ」トランスフェクショ
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ンキット（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を該製造業者に

より確立された方法を用いて使用して、該ＴＨＰ遺伝子を含有するｐＡｃＨＬＴ

－Ａをバキュロウイルス内に導入する。感染の２４時間後に感染細胞を３５Ｓ－

メチオニンで放射能標識することにより、個々のウイルス単離物をタンパク質産

生に関して分析する。感染細胞を感染の４８時間後に回収し、該標識タンパク質

をＳＤＳ－ＰＡＧＥにより可視化する。高い発現レベルを示すウイルスを単離し

、大規模発現に使用することができる。

      【０１２６】

  Ｓｆ９細胞内でのＴＨＰポリペプチドの発現のためには、配列番号３のヌクレ

オチド１７～３５１３として与えられる配列を有するポリヌクレオチド分子を、

バキュロウイルスに関して前記したプライマーおよび方法を用いて、ＰＣＲによ

り増幅する。該ＴＨＰ  ｃＤＮＡを、Ｓｆ９昆虫における発現のためのベクター

ｐＡｃＨＬＴ－Ａ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）内にクローニングする。内部Ｎｄｅ

Ｉ部位の除去（バキュロウイルスにおける発現に関して前記したのと同じプライ

マーを使用する）の後、該インサートを該ＮｏｔＩおよびＢａｍＨ１部位内にク

ローニングする。ＤＮＡをＱｉａｇｅｎクロマトグラフィーカラムで精製し、Ｓ

ｆ９細胞内で発現させる。未精製プラークについて予備のウエスタンブロットを

行い、ＴＨＰ特異的抗体と反応した予想されるサイズの組換えタンパク質の存在

を確認する。これらの結果を、ＨｉＧ５細胞を更に精製しおよび発現を最適化し

た後に確認した。

      【０１２７】

  実施例６：トラップ／ツーハイブリッド系の相互作用

  ＴＨＰ相互作用性タンパク質に関してアッセイするために、相互作用トラップ

／ツーハイブリッドライブラリースクリーニング法を用いることができる。この

アッセイは、Ｆｉｅｌｄｓら，Ｎａｔｕｒｅ，１９８９，３４０，２４５（その

全体を参照により本明細書に組み入れることとする）に最初に記載された。プロ

トコールは、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

  Ｂｉｏｌｏｇｙ  １９９９，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹおよ

びＡｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ら  １９９２，Ｓｈｏｒｔ  ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  
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ｉｎ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｂｉｏｌｏｇｙ，第４版，Ｇｒｅｅｎｅ  ａｎｄ  

Ｗｉｌｅｙ－ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，ＮＹ（その全体を参照により本明細書

に組み入れることとする）に公開されている。キットは、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｐ

ａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ（Ｍａｔｃｈｍａｋｅｒ  Ｔｗｏ－Ｈｙｂｒｉｄ  Ｓｙ

ｓｔｅｍ  ３）から入手可能である。

      【０１２８】

  全部または一部のＴＨＰと酵母転写因子ＧＡＬ４  ＤＮＡ結合ドメイン（ＤＮ

Ａ－ＢＤ）とをコードするヌクレオチド配列の融合体を、標準的なサブクローニ

ング技術を用いて適当なプラスミド（すなわち、ｐＧＢＫＴ７）において構築す

る。同様に、潜在的ＴＨＰ結合タンパク質のｃＤＮＡから、第２プラスミド（す

なわち、ｐＧＡＤＴ７）において、ＧＡＬ４活性ドメイン（ＡＤ）融合ライブラ

リーを構築する（ｃＤＮＡライブラリーの生成についてのプロトコールに関して

は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら，１９８９，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ

  ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  ｍａｎｕａｌ，第２版，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈ

ａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（その

全体を参照により本明細書に組み入れることとする）を参照されたい）。該ＤＮ

Ａ－ＢＤ／ＴＨＰ融合構築物を配列決定により確認し、共にツーハイブリッド分

析の達成を妨げる自律性レポーター遺伝子活性化および細胞毒性に関して試験す

る。宿主細胞内での発現および転写活性の欠如を確実にするため、同様の制御を

ＡＤ／ライブラリー融合構築物で行なう。該ＴＨＰおよびライブラリー融合プラ

スミドを標準的方法（Ａｕｓｕｂｅｌら，１９９２，Ｓｈｏｒｔ  ｐｒｏｔｏｃ

ｏｌｓ  ｉｎ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｂｉｏｌｏｇｙ，第４版，Ｇｒｅｅｎｅ  

ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，ＮＹ（その全体を参照により

本明細書に組み入れることとする））に従い使用して、酵母細胞を形質転換する

（約１０５形質転換体／ｍｇ  ＤＮＡ）。ＤＮＡ－ＢＤ／ＴＨＰとＡＤ／ライブ

ラリータンパク質とのインビボ結合は、特異的酵母プラスミドレポーター遺伝子

（すなわち、ｌａｃＺ、ＨＩＳ３、ＡＤＥ２、ＬＥＵ２）の転写をもたらす。酵

母細胞を栄養欠損培地上にプレーティングして、レポーター遺伝子の発現に関し

てスクリーニングする。Ｘｇａｌ（５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－
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β－Ｄ－ガラクトシド）で補足された培地内での培養に際して、β－ガラクトシ

ダーゼ活性に関して、コロニーを二重にアッセイする（β－ガラクトシダーゼに

関するフィルターアッセイは、Ｂｒｅｅｄｅｎら，Ｃｌｏｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈ

ａｒｂ．Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．，１９８５，５０，６４３（その全

体を参照により本明細書に組み入れることとする）に記載されている）。陽性Ａ

Ｄ－ライブラリープラスミドを形質転換体からレスキューし、元の酵母株と無関

係なＤＮＡ－ＢＤ融合タンパク質を含有する他の株とに再導入して、特異的ＴＨ

Ｐ／ライブラリータンパク質相互作用を確認する。インサートＤＮＡを配列決定

して、ＧＡＬ４  ＡＤに融合したオープンリーディングフレームの存在を確認し

、該ＴＨＰ結合タンパク質の同一性を確認する。

      【０１２９】

  実施例７：ゲル電気泳動を用いる移動度シフトＤＮＡ結合アッセイ

  ゲル電気泳動移動度シフトアッセイは、特異的タンパク質－ＤＮＡ相互作用を

迅速に検出しうる。プロトコールは、Ｓａｍｂｒｏｏｋら，１９８９，Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ  Ｌａｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，第２版

，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎ

ｇ  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹおよびＡｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ら  １９９２，Ｓｈｏ

ｒｔ  ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｂｉｏｌｏｇｙ，第４

版，Ｇｒｅｅｎｅ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，ＮＹ（そ

れらのそれぞれの全体を参照により本明細書に組み入れることとする）などのマ

ニュアルにおいて広く利用可能である。

      【０１３０】

  プローブＤＮＡ（＜３００ｂｐ）を、合成オリゴヌクレオチド、制限エンドヌ

クレアーゼ断片またはＰＣＲ断片から入手し、３２Ｐで末端標識する。精製され

たＴＨＰ（約１５μｇ）または粗ＴＨＰ抽出物（約１５ｎｇ）のアリコートを、

放射能標識プローブＤＮＡ、非特異的担体ＤＮＡ（約１μｇ）、ＢＳＡ（３００

μｇ／ｍｌ）および１０％（ｖ／ｖ）グリセロールを含有する１０～１５μｌの

バッファー（すなわち、ＴＡＥまたはＴＢＥ，ｐＨ８．０～８．５）中、一定温

度（２２～３７℃の範囲）で少なくとも３０分間インキュベートする。ついで該
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反応混合物をポリアクリルアミドゲル上にローディングし、タンパク質－ＤＮＡ

複合体からの遊離プローブＤＮＡの良好な分離が生じるまで３０～３５ｍＡで泳

動させる。ついで該ゲルを乾燥させ、遊離ＤＮＡとタンパク質－ＤＮＡ複合体と

に対応するバンドをオートラジオグラフィーにより検出する。

      【０１３１】

  実施例８：ＴＨＰ活性を調節する化合物を同定するためのアッセイ

  ＴＨＰは、ＰＡＲＰドメインの活性により自己ポリ［ＡＤＰ］リボシル化しう

る。このＴＨＰ活性に関してスクリーニングするために、バキュロウイルスにお

いて発現されたＴＨＰを使用する（実施例５を参照されたい）。４μｇのＴＨＰ

を、１００μｌのアッセイバッファー（５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ，ｐＨ８．０，４ｍ

Ｍ  ＭｇＣｌ２，０．２ｍＭ  ＤＴＴ）中、１．３μＭ  ３２Ｐ標識ＮＡＤ＋と

共に２５℃で３０分間インキュベートする。３２Ｐ標識ＮＡＤ＋の取込みを、２

０％  ＴＣＡの添加によるＴＣＡ沈殿、およびガラス繊維上への不溶性物質の濾

過による収集により測定する。該フィルターを流体β－カウンター中のシンチレ

ーション計数により計数し、得られた計数をＴＨＰ  ＰＡＲＰ活性の尺度として

用いる。また、この同じアッセイを、例えば、ＴＨＰ  ＰＡＲＰインヒビターで

ある小分子に関して大きな化合物ライブラリーをスクリーニングするために用い

ることができる。

      【０１３２】

  前記の本発明の好ましい実施形態のいくつかは、後記で大まかに説明されてお

り、以下の実施形態を含むが、これらに限定されるものではない。当業者に理解

されるとおり、本発明の精神から逸脱することなく、本発明の好ましい実施形態

に多数の変更および修飾を施すことが可能である。そのようなすべての変形が本

発明の範囲内に含まれると意図される。本明細書に引用されている各刊行物の全

開示を参照により本明細書に組み入れることとする。

    【配列表】
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