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本発明は、特に癌の進行に関与するERBB2/HER
－２受容体の細胞内部分と相互作用する、エルビンと称
するタンパク質（ERBB2相互作用タンパク質）をコ
ードする新規遺伝子、新規ヌクレオチド配列及び同定さ
れたアミノ酸の診断及び治療使用に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列番号２又は４、残基1212～1280が欠失した配列番号２の

配列、及び配列番号７の配列のフラグメントのアミノ酸1211～1212間への挿入を

有する配列番号２の配列、から成る群から選択されたアミノ酸の配列を含んで成

る、エルビンと呼ばれる単離されたポリペプチド。

    【請求項２】  請求項１記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列

を含んで成る単離された核酸。

    【請求項３】  配列番号１、配列番号３、ヌクレオチド3957～4163の欠失を

有する配列番号１の配列、及び配列番号６のフラグメントのヌクレオチド3956～

3957間への挿入を有する配列番号１の配列、から成る群から選択された配列を含

んで成る請求項２記載の核酸。

    【請求項４】  配列番号５、及び配列番号５のヌクレオチド2347～2535を含

んで成る配列、から成る群から選択された単離された核酸配列を含んで成る単離

された核酸。

    【請求項５】  ａ）－配列番号２の残基１～501；

    －配列番号２の残基1279～1371；

    －配列番号２の残基502～1278；

    －配列番号２の残基914～1371；

    －配列番号２の残基1212～1280；

    －配列番号４の残基296～334；

ｂ）－配列番号７の配列：

ｃ）－ロイシンへのヒスチジン1347の突然変異を有する配列番号２の配列；

    －メチオニンへのロイシン1291及びイソロイシンへのフェニルアラニン1293

の突然変異を有する配列番号２の配列；

    －チロシンへのヒスチジン1347及びアスパラギン酸へのグリシン1348の突然

変異を有する配列番号２の配列；及び

    －アスパラギンへのトレオニン1316及びセリンへのアルギニン1317の突然変

異を有する配列番号２の配列；

  から成る群から選択された配列を含んで成る単離されたポリペプチド。
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    【請求項６】  請求項５記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列

を含んで成る単離された核酸。

    【請求項７】  請求項２，３，４又は６のいずれか１項記載の核酸を含むク

ローニング及び/又は発現ベクター。

    【請求項８】  請求項７記載のベクターによりトランスフェクトされた宿主

細胞。

    【請求項９】  請求項２，３，４又は６のいずれか１項記載の核酸配列又は

その相補的配列と、緊縮ハイブリダイゼーション条件下で特異的にハイブリダイ

ズする、少なくとも15個のヌクレオチドを含んで成るプローブ又はプライマーを

得るためへの請求項２，３，４又は６のいずれか１項記載の核酸の使用。

    【請求項１０】  その配列が配列番号８及び９から成る群から選択されるプ

ローブ。

    【請求項１１】  その配列が配列番号10～20から成る群から選択されるプラ

イマー。

    【請求項１２】  組換えポリペプチドの生成方法であって、請求項２，３，

４又は６のいずれか１項記載の核酸を含むベクターを宿主細胞中にトランスファ

ーし、この細胞を請求項１又は５記載のポリペプチド又は請求項４記載の核酸配

列によりコードされるポリペプチドの発現を可能にする条件下で培養することを

含んで成る方法。

    【請求項１３】  腫瘍、又は腫瘍を進行せしめる素因のインビトロ診断方法

であって、

  ａ１）請求項２，３，４又は６のいずれか１項記載の配列を含んで成る、エル

ビン遺伝子又はその転写体のすべて又は一部の増幅を可能にする特定のオリゴヌ

クレオチドの存在下にDNA又はRNAを含む生物学的検体を置き；

  ｂ１）前記DNA又はRNAを増幅し；

  ｃ１）前記増幅の生成物を検出し；

  ｄ１）得られる前記増幅生成物と対照検体により得れるそれらの生成物とを比

較し、そしてこの手段において、腫瘍を進行せしめる素因を示す、エルビン遺伝

子又はその転写体における可能な異形を検出し；又は
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  ａ２）請求項２，３，４又は６のいずれか１項記載の配列を含んで成る、エル

ビン遺伝子の転写体のすべて又は一部の増幅を可能にする特定のオリゴヌクレオ

チドの存在下に、患者からの疑わしい細胞のサンプルを採取することにより得ら

れた、mRNAを含む生物学的検体を置き；

  ｂ２）前記転写体を増幅し；

  ｃ２）前記増幅生成物を検出し、そして定量化し；

  正常な対照に対してのエルビン転写体の量の変化が腫瘍又は腫瘍の進行の素因

を示すことから成る段階を含んで成る方法。

    【請求項１４】  請求項１又は５記載のポリペプチドに対して向けられた抗

体。

    【請求項１５】  生物学的検体における請求項１又は５記載のポリペプチド

の検出又は精製のためへの請求項14記載の少なくとも１つの抗体の使用。

    【請求項１６】  腫瘍、又は腫瘍を進行せしめる素因のインビトロ診断方法

であって、請求項１又は５記載のポリペプチドに対して向けられた少なくとも１

つの抗体と、患者から採取された疑わしい細胞のサンプルから得られた生物学的

検体とを、請求項１又は５記載のポリペプチドと前記抗体又は複数の抗体との間

での特定の免疫学的複合体の形成を可能にする条件下で接触せしめ、そして形成

され得る特定の免疫学的複合体を検出及び/又は定量することを含んで成る方法

。

    【請求項１７】  支持体上にできる限り固定された、請求項14記載の少なく

とも１つの抗体；

  請求項１又は５記載のポリペプチドと前記抗体との間での特異的抗原/抗体複

合体の形成を示すための手段、及び/又は

  それらの複合体の定量化のための手段

  を含んで成るキット。

    【請求項１８】  請求項２，３，４もしくは６のいずれか１項記載の核酸、

請求項２，３，４もしくは６のいずれか１項記載の核酸のアンチセンス核酸、又

は請求項１もしくは５記載のポリペプチド、及び医薬的に許容できるビークルを

含んで成る医薬組成物。
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    【請求項１９】  腫瘍の処理のために意図された薬剤の製造のためへの請求

項２，３，４又は６のいずれか1項記載の核酸又は請求項１又は５記載のポリペ

プチドの使用。

    【請求項２０】  請求項１記載のポリペプチドをコードする遺伝子が無効に

されている、非ヒトトランスジェニック動物を得るための方法。

    【請求項２１】  請求項20記載の方法により得られることができる非ヒトト

ランスジェニック動物。

    【請求項２２】  エルビン及びERBB2受容体の結合を阻害するか又は活性化

する分子のスクリーニング方法であって、

  －試験されるべき分子と、

  （ｉ）請求項１記載のポリペプチドを固定することができる、ERBB2/HER2受容

体又はそのフラグメントである第１の結合パートナー、及び

  （ii）ERBB2/HER2受容体を固定することができる、請求項１記載のポリペプチ

ド又はそのフラグメントである第２の結合パートナーとを接触せしめ、ここで前

記第１及び/又は第２の結合パートナーが、検出されるような手段で、必要に応

じラベルされ；

  －前記結合パートナー間の相互作用の阻害又は活性化を、試験されるべき前記

分子により評価する；

  ことを含んで成る方法。

    【請求項２３】  エルビンタンパク質とERBB2/HER2受容体との間の相互作用

を高めるか又は低める、エルビンの変異体又はERBB2/HER2の変異体の同定方法で

あって、

  －請求項１又は５記載のポリペプチドに対して突然変異を行い、そして前記ポ

リペプチドとERBB2/HER2受容体との相互作用に対するこの突然変異の効果を評価

し；又は

  －ERBB2/HER2受容体に対して突然変異を行い、そして前記受容体と請求項１又

は５記載のポリペプチドとの相互作用に対するこの突然変異の効果を評価するこ

とを特徴とする方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、受容体ERBB2/HER2と相互作用するエルビン（Erbin）と称するタン

パク質をコードする新規遺伝子に関する。

      【０００２】

  ERBB2/HER2は、種々のヒト器官、例えば肝臓、腎臓及び乳房に影響を及ぼす癌

（上皮癌）に関係するEGF受容体のファミリーに属する、チロシンキナーゼ活性

を有する受容体である（Rossなど, 1999; Klapperなど. 2000）。この関係は、

多くのインビトロ研究が示して来たように、受容体の（チロシンキナーゼと呼ば

れる）の酵素活性及びその細胞内シグナル化に直接的に連結される。遺伝子ERBB

2は、乳癌の約30％で増幅し、そして患者の生存性に関して、良好でない予後の

要因を構成する。受容体が腫瘍細胞上で過剰発現され、そしてそれが悪化された

酵素活性を有する事実は、ヒト治療において強烈な興味を引き起こす。２種のア

プローチが、この受容体を標的化するために、及びヒトにおけるその腫瘍形成を

減じるために、現在使用されている。

      【０００３】

  第１のアプローチは、過剰のERBB2/HER2及び従って、乳癌に使用されるHercep

tin（商標）又はTrastuzumab（商標）(GENENTECHにより市販されている)と呼ば

れるモノクローナル抗体による腫瘍の増殖の阻止から成る。しかしながら、この

薬剤は、試験された女性の半分におてのみ効果的であった。第２野アプローチは

、受容体の酵素活性のインヒビターの使用である。このアプローチを用いる投薬

は、現在、市場に提供されていない。従って、受容体の活性及び/又は腫瘍にお

けるその発現を調節できる他の手段の必要性である。

      【０００４】

  本発明者は、受容体の細胞内部分に固定するタンパク質をコードし、ERBB2の

特定の新規アダプターを構成し、そしてその非細胞局在化に包含される新規遺伝

子を正確に同定することそ管理して来た。この新規タンパク質は、“ERBB2相互

作用タンパク質”のためのエルビンと呼ばれて来た。

  配列番号１の配列が読み取り枠（ORF）に対応するヒトにおけるエルビン遺伝



(7) 特表２００３－５３０１０９

子のcDNAを表す配列の列挙がこれに関して添付されている。このORF（配列番号

１上のヌクレオチド324～4436）は、配列が配列番号２で表される1371個のアミ

ノ酸タンパク質をコードする。

      【０００５】

  次の３種の領域がタンパク質に定義されている：

  －LRRモチーフを含むアミノ末端領域（残基１～501）；

  －PDZドメインを含んで成るカルボキシ末端領域（残基1279～1371）；

  －中央領域（残基502～1278）。これは、他のタンパク質においては保持され

ないエルビンの特定の領域であり、その機能は、エルビンの機能又はその局在化

に関係する酵素活性（ホスファターゼ、キナーゼ、等）を伴なって又はそれを伴

なわないで他のタンパク質を固定することである。

      【０００６】

  このタンパク質フラグメント又はこのフラグメントを含んで成るポリペプチド

はまた、本発明の一部を形成する。会合は、構成的であり、又はエルビンの後－

トランスダクション修飾（リン酸化）により調節され得る。この領域の主要配列

に関しては、シトソールタンパク質のドメインSH3又はWWは、残基971～977、残

基1100～1105、残基1115～1121上に同定され得る。このタンパク質フラグメント

、又はそれらのフラグメントを含んで成るペプチド又はポリペプチドはまた、本

発明の一部を形成する。

      【０００７】

  添付される配列の列挙はまた、マウスにおけるエルビン遺伝子のcDNAのフラグ

メントを含んで成り（配列番号３）、このコード部分（配列番号３のヌクレオチ

ド１～1485）は、配列番号４により表される、495個のアミノ酸の不完全タンパ

ク質をコードする。

  このマウスペプチド配列は、ヒトエルビンのペプチド配列に対して相同であり

（配列番号２のヒト配列の残基914～1371間で、タンパク質又はヌクレオチドで8

0％以上の同一性）、但し、マウス配列に対して特異的である配列番号４の残基2

96～334のペプチド（配列番号３上のヌクレオチド889～1006に対応する）を除く

。それらの特定のネズミフラグメントもまた、本発明の一部を形成する。
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      【０００８】

  配列番号５の配列は、マウスエルビンの一部のゲノム配列を含んで成る。それ

は、エルビンの第１のエキソン（ヒト配列と94％の同一性を有し、そしてヒト配

列に対して100％同一である、配列番号４上のマウスエルビンの残基１～63をコ

ードする、配列番号５上のヌクレオチド2347～2535）を含む。配列番号５上のヌ

クレオチド2347～2535を含んで成る配列を含む単離された核酸はまた、本発明の

一部を形成する。

  配列番号６の配列は、変異体においてその読み取り枠を保持する、ヒトエルビ

ン（配列番号１）のヌクレオチド3956と3957との間に挿入されることが見出され

ているヌクレオチド配列である。

      【０００９】

  配列番号６の配列は、配列番号２のアミノ酸1211と1212の間に挿入される配列

番号７のペプチドをコードする。

  配列番号８の配列は、エルビンのヒト配列の5’側におけるプローブ（配列番

号１のヌクレオチド74～750）であり、そして配列番号９の配列はその3’側にお

けるプローブ（配列番号１のヌクレオチド4240～4600）である。

      【００１０】

  配列番号10～20の配列は、次の表に従って、PCRによりヒトエルビンのcDNAを

増殖するための有用なトリガーである：

    配列番号                  配列番号１条のヌクレオチドの対応

    10                        136～166

    11                        174～205

    12                        327～350

    13                        2788～2809

    14                        2812～2840

    15                        2892～2922

    16                        2933～3036

    17                        3199～3230

    18                        3339～3371
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    19                        4458～4486

    20                        4490～4518

      【００１１】

  配列番号21の配列は、ERBB2の最後の９個のカルボキシ末端アミノ酸を表す。

  従って、本発明の目的は、配列番号１，３又は５の配列を含んで成る単離され

た核酸である。これはまた、下記のように定義される相同配列もまた包含するこ

とが理解される：

  ｉ）配列番号１，３又は５の配列の少なくとも70％に対して類似する配列；

  ii）配列番号１，３又は５の配列、又はその相補的配列と、緊縮ハイブリダイ

ゼーション条件下でハイブリダイズする配列；又は

  ii）前で定義されたように、エルビンと呼ばれるポリペプチドをコードする配

列。

      【００１２】

  好ましくは、本発明の相同ヌクレオチド配列は、配列番号１，３又は５の配列

の少なくとも75％、より好ましくは少なくとも85％、又は少なくとも90％に類似

する。

  好ましい態様においては、そのような相同ヌクレオチド配列は、配列番号１，

３又は５の配列の相補的配列に対して、緊縮条件下で特異的にハイブリダイズす

る。パラメーターは、対合した鎖の50％が分離する温度（Tm）に依存する緊縮性

の条件を定義する。

      【００１３】

  30個以上の塩基を含んで成る配列に関しては、Tmは次の関係により定義される

：Tm＝81.5＋0.41（％G＋C）＋16.6 Log（カチオンの濃度）－0.63（％ホルムア

ミド）－（600/塩基の数）（Sambrookなど, 1989）。

  30個の以下の長さの配列に関しては、Tmは次の関係により定義される：Tm＝４

（G＋C）＋２（A＋T）。

  特定配列がハイブリダイズしない緊縮性の適切な条件においては、ハイブリダ

イゼーション温度は好ましくは、Tmより５～10℃低く、そして使用されるハイブ

リダイゼーション緩衝液は好ましくは高いイオン力の溶液、例えば溶液６×SSC
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である。

      【００１４】

  上記で使用される用語“類似する配列”とは、比較されるヌクレオチド間での

完全な類似性又は同一性を言及するだけではなく、また類似性として定義される

不完全な類似性も言及する。核酸配列における類似性についてのこの調査は、例

えばプリン及びピリミジンを区別する。

  従って、配列番号１，３又は５で表されるORFに対して相同のヌクレオチド配

列は、１又は複数の塩基の突然変異、挿入、欠失又は置換により、又は下記に定

義されるようにエルビンの生物学的活性を有するポリペプチドをコードする限り

、遺伝子コードの縮重により、配列番号１，３又は５の配列とは異なるいずれか

のヌクレオチド配列を包含する。

      【００１５】

  そのような相同配列の中には、エンビンをコードするヒト以外の哺乳類、好ま

しくは霊長類、ウシ、羊又はブタ、もしくはさらに囓歯動物の遺伝子の配列、及

びその対立遺伝子変異体が包含される。

  本発明はまた、配列番号２又は４のアミノ酸配列を含んで成る、エルビンと呼

ばれる単離されたポリペプチドにも関する。これはまた、下記のように定義され

る相同配列を包含することが理解される：

  ｉ）配列番号２又は４の配列の少なくとも70％に対して類似する配列；

  ii）前に定義されるような相同核酸配列によりコードされる配列、いわゆる、

配列番号２又は４の配列又はその相補的配列と、緊縮ハイブリダイゼーション条

件下でハイブリダイズする核酸配列。

      【００１６】

  ここで、上記で使用される用語“類似する配列”とは、比較されるアミノ酸間

での完全な類似性又は同一性のみならず、また類似性として定義される非完全類

似性も言及する。ポリペプチド配列における類似性についてのこの調査は、同じ

類似のアミノ酸の置換、例えば荷電されていない側鎖（例えば、アスパラギン、

グルタミン、セリン、トレオニン及びチロシン）によるアミノ酸の置換、塩基性

側鎖（例えば、リシン、アルギニン及びヒスチジン）によるアミノ酸の置換、酸
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性側鎖（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）によるアミノ酸の置換、非極

性側鎖（例えば、グリシン、アラニン、ロイシン、イソロイシンプロリン、フェ

ニルアラニン、メチオニン、トリプトファン又はシステイン）によるアミノ酸の

置換である保存性置換を説明する。

      【００１７】

  従って、より一般的には、“アミノ酸の相同配列”とは、アミノ酸又は減じら

れた数のアミノ酸の置換、欠失及び/又は挿入により、特にそれらの修飾がエル

ビンの生物学的活性を有意に損傷しないような位置での非天然のアミノ酸又は偽

アミノ酸による天然のアミノ酸の置換により、配列番号２又は４の配列とは異な

るアミノ酸のいずれかの配列を意味することが理解される。

  好ましくは、そのようなアミノ酸の相同配列は、配列番号２又は４の配列の少

なくとも85％、好ましくは少なくとも95％に類似する。

      【００１８】

  相同性は、一般的に、配列分析ソフトウェア（例えば、Genetics Computer Gr

oup, University Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison, W

I.53705のSequence Analysis Software Package）を用いて決定される。類似す

るアミノ酸配列は、最大の程度の相同性（すなわち、上記で定義されるような同

一性又は類似性）を得るために整列される。このためには、配列中に人工的にギ

ャップを導入するととが必要である。最適な一列整列が達成されると、相同性の

程度は、比較される２種の配列のアミノ酸が同一であるすべての位置を、すべて

の数の位置に対して記録することによって確立される。

      【００１９】

  “エルビンの生物学的活性”とは、ERBB2/HER2受容体の細胞内部分上に固定す

るその能力、及びそれがシグナルのトランスダクションに関係することができる

場合、基底外側上皮に対して受容体を標的化するその能力を言及する。

  本発明はまた、エルビンの変異体、例えば次の２種の変異体にも関する：

  －読み取り枠を保持する、ヌクレオチド3957～4153の欠失を有する、配列番号

１の配列を含んで成る“1302”と称する変異体、この変異体によりコードされる

タンパク質は、残基1212～1280から欠失された配列番号２の配列を配列として有
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する。配列番号２のアミノ酸1212～1280の配列を含んで成る単離されたポリペプ

チドもまた、本発明の一部を形成する。

      【００２０】

  －配列番号７のポリペプチドをコードする配列番号６のフラグメントのこの配

列のヌクレオチド3956と3957との間に挿入を有する配列番号１の配列を含んで成

る“1419”と称する変異体。

  本明細書における配列番号１のヌクレオチド配列又は配列番号２のアミノ酸の

配列に関するすべての参照は、それらの変異体に拡張する。

  本発明はまた、配列番号７の配列のペプチド、及びこのペプチドをコードする

核酸、例えば配列番号６の配列の核酸にも関する。

      【００２１】

  本発明のポリペプチドは、当業者に良く知られているすべての方法により合成

され得る。本発明のポリペプチドは例えば、合成化学の技法、例えば純度、抗原

特異性、所望しない第２の生成物の不在及び生成のその容易さのために好都合で

あるMerryfield型の合成により合成され得る。

  組換えタンパク質はまた、配列番号１又は３の配列又はその相同配列を含んで

成る核酸を含むベクターが、その対応するポリペプチドの発現を可能にする条件

下で培養される宿主細胞中にトランスファーされる方法により生成され得る。

  次に、生成されるタンパク質が回収され、そして精製され得る。

      【００２２】

  使用される精製方法は当業者に知られている。得られる組換えポリペプチドは

、個々に又は組合して使用される方法、例えば分別、クロマトグラフィー方法、

特定のモノクローナル又はポリクローナル抗体の助けを伴なっての免疫親和性の

技法、等の方法により、培養培地の上清液からの溶解物及び細胞抽出物から精製

され得る。

  エンビンをコードする興味する核酸配列は、発現ベクター中に挿入され、ここ

でそれは、その発現の調節を可能にする要素、例えば転写の特定のプロモーター

、活性化因子及び/又はターミネーターに操作態様で結合される。

      【００２３】
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  ヌクレオチド配列の発現を制御するシグナル（プロモーター、活性化因子、タ

ーミネーター配列、等）が、使用される細胞宿主の機能として選択される。この

目的のためには、本発明のヌクレオチド配列は、選択された宿主内での自律複製

を有するベクター、又は選択された宿主と統合するベクター中に挿入され得る。

いくつかのベクターは、当業者により現在使用される方法に従って調製され得、

そしてそれに起因するクローンが標準の方法、例えばエレクトロポレーション、

又はリン酸カルシウムによる沈殿により、適切な宿主中に導入され得る。

  本発明に従って定義されるヌクレオチド配列を含む、上記のようなクローニン

グ及び/又は発現ベクターはまた、本発明の一部を形成する。

      【００２４】

  本発明はまた、それらの発現ベクターにより、一時的又は安定した態様でトラ

ンスフェクトされた宿主細胞にも関する。それらの細胞は、上記で定義されたよ

うなベクター中に挿入されたヌクレオチド配列の宿主細胞、原核生物又は真核生

物中への導入、次にトランスフェクトされたヌクレオチド配列の複製及び/又は

発現を可能にする条件下での前記細胞の培養により得られる。

  宿主細胞の例は特に、哺乳類の細胞、例えば細胞COS－7, 293, MDCK, 昆虫細

胞、例えば細胞SF9、細菌細胞、例えばE．コリ及び酵母株の細胞、例えばL40及

びY90を包含する。

      【００２５】

  本発明のヌクレオチド配列は、人工的起源のものであっても又はそうでなくて

も良い。それらは、配列番号１，３，５又は６の配列に基づいて開発されたプロ

ーブにより、配列のバンクをスクリーニングすることにより得られるDNA又はRNA

配列であり得る。そのようなバンクは、当業者に知られている分子生物学の従来

の技法により調製され得る。

  本発明のヌクレオチド配列はまた、化学合成により、又はさらに、バンクのス

クローニングにより得られる配列の化学的又は酵素的修飾を包含する混合された

方法により調製され得る。

      【００２６】

  本発明のヌクレオチド配列は、本発明の配列番号１，３，５又は６の配列、又
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はその相補的鎖と特異的にハイブリダイズするプローブ又はプライマーの生成を

可能にする。適切なハイブリダイゼーション条件は、好ましくは、前に定義され

たような緊縮条件下で、当業者により通常使用される温度及びイオン強度の条件

に対応する。それらのプローブは、ハイブリダイゼーション実験による、特に、

生物学的検体における本発明のポリペプチドの特定の転写体の“現場”ハイブリ

ダイゼーションによる検出のための、又は多型現象、突然変異又は良好でないス

プライシングに起因する異常型合成又は遺伝子異常を示すためのインビトロ診断

手段として使用され得る。

      【００２７】

  プローブとして有用である本発明の核酸は、最少15個のヌクレオチド、好まし

くは少なくとも20個のヌクレオチド、より好ましくは少なくとも100個のヌクレ

オチドを有する。

  プライマーとして有用である核酸は、少なくとも15個のヌクレオチド、好まし

くは少なくとも18個のヌクレオチド、より好ましくは少なくとも40個のヌクレオ

チドを有する。

  より正確には、本発明は、緊縮ハイブリダイゼーション条件下で、配列番号１

の核酸配列又はその相補体の１つに対して特異的にハイブリダイズする、少なく

とも15個のヌクレオチドを有する核酸に関する。

      【００２８】

  配列番号８、又は９の配列から成る核酸は、例えばプローブとして使用され得

る。

  配列番号１のヌクレオチド１～750からの核酸のフラグメント、及び配列番号

１のヌクレオチド4240～6412からの核酸のフラグメントをプローブとして使用す

ることも可能である。

  配列番号10～20の配列から成る核酸を、増幅のために（例えば、PCRにより）

、プライマーとして使用することがまた可能である。

  本発明のプローブ又はプライマーは好ましくは、それらの使用の前、ラベルさ

れる。このためには、種々の技法、例えば蛍光、放射能、化学ルミネセント又は

酵素ラベリング技法は、当業者の範囲内である。
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      【００２９】

  それらのオリゴヌクレオチドが、エルビン遺伝子のレベルで、突然変異又はゲ

ノム修飾の検出のために使用されるインビトロでの診断方法は、本発明に包含さ

れる。

  当業者は、生物学的検体に含まれるDNAを分析し、そして遺伝子疾患を診断す

るための標準の方法を良く知っている。遺伝子型分析のための多くの方法が入手

できる（Antonarakisなど, 1989; Cooperなど, 1991）。

      【００３０】

  DGGE方法（変性グラジエントゲル電気分解）、SSCP方法（一本鎖コンホメーシ

ョン多形現象）又はDHPLC方法（変性高性能液体クロマトグラフィー；Kuklinな

ど、1997；Huberなど, 1995）は好ましくは、エンビン遺伝子における異形を検

出するために使用され得る。そのような方法に続いて、好ましくは直接的な配列

決定が伴なう。RT－PCR方法は、転写体のレベルでの１又はいくつかのエキソン

の損失、又は隠れた部位の活性化による異常型スプライシングを引き起こすスプ

ライシング突然変異の結果を示すことを可能にするので、エルビンの転写体にお

ける異形を検出するために都合良く使用され得る。この方法に続いて、また好ま

しくは、直接的な配列決定が伴なう。DNAチップを用いての最も最近開発された

方法はまた、エルビン遺伝子における異形を検出するためにも使用され得る（Be

llisなど, 1997）。

      【００３１】

  エルビン遺伝子のクローニング、及び腫瘍の進行を担当する種々の突然変異の

同定は、直接的な診断の認識を可能にする。従って、本発明は、転写体における

配列番号１，３，５又は６の核酸配列を含んで成るものとして定義される、エル

ビン遺伝子における異形の検出について前で定義されるような少なくとも１つの

核酸の使用に関する。

  従って、本発明は、腫瘍、又は腫瘍の進行の素因をインビトロ診断するための

方法に関して、ここで前記方法は、

      【００３２】

  －配列番号１、３、５又は６の配列を含んで成るよう定義される、エルビン遺
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伝子又はその転写体のすべて又は一部の増幅を可能にする特定のオリゴヌクレオ

チドの存在下にDNA又はRNAを含む生物学的検体を置き；

  －前記DNA又はRNAを増幅し；

  －前記増幅の生成物を検出し；

  －得られる前記増幅生成物と対照検体により得れるそれらの生成物とを比較し

、そしてこの手段において、腫瘍を進行せしめる素因を示す、エルビン遺伝子又

はその転写体における可能な異形を検出することから成る。

  問題の生物学的検体は特に血液、又は患者から採取される組織のフラグメント

であり得る。

      【００３３】

  エルビンの発現は癌細胞上に見出されるので、患者から採取された疑わしい組

織サンプルからのこのタンパク質の発現を評価する方法がまた特に、病理解剖学

における診断試験において好都合である。

  それらの方法は、エルビンをコードするmRNA，又はタンパク質エルビン自体を

検出することを目的とすることができる。

      【００３４】

  第１の態様によれば、本発明は、腫瘍、又は腫瘍の進行の素因をインビトロ診

断するための方法に関し、ここで前記方法は、

  －配列番号１、３、５又は６の配列を含んで成るよう定義される、エルビン遺

伝子の転写体のすべて又は一部の増幅を可能にする特定のオリゴヌクレオチドの

存在下に、患者からの疑わしい細胞のサンプルを採取することにより得られた、

mRNAを含む生物学的検体を置き；

  －前記転写体を増幅し；

  －前記増幅生成物を検出し、そして定量化し；

  正常な対照に対してのエルビン転写体の量の変化が腫瘍又は腫瘍の進行の素因

を示すことから成る。

      【００３５】

  第2の態様によれば、本発明は、生物学的サンプルにおけるエルビンの発現速

度の検出又は測定のためのインビトロ方法に関し、ここで前記方法は、エウビン
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に対して指図された少なくとも１つの抗体と、患者から採取された疑わしい細胞

のサンプルから得られた生物学的検体とを、エルビンと前記抗体又は複数の抗体

との間での特定の免疫学的複合体の可能な形成、及び形成され得る特定の免疫学

的複合体の検出及び/又は定量化を可能にする条件下で接触せしめることを含ん

で成る。

      【００３６】

  本発明は、より特定には、患者の採取された疑わしい細胞のサンプルから得ら

れた生物学的検体上での腫瘍又は腫瘍の進行の素因のインビトロ検出のための上

記方法の実施に関する。

  正常とは異なる量でのエルビンタンパク質又は遺伝子の転写体の存在は、例え

ば腫瘍の攻撃性に関して、多かれ少なかれ、重度の予後に相互関係している。

  本発明はまた、前に定義されたようなポリペプチドエルビンに対して、又はそ

の特定のフラグメント、例えば配列番号２の配列の残基502～1278間に定義され

るフラグメントに対して、又は好都合には、配列番号２の配列の残基914～1371

間に定義されるフラグメントに対して向けられた抗体にも関する。

      【００３７】

  それらは、モノクローナル抗体又はそのフラグメント、キメラ抗体、特にヒト

適合された又は免疫接合された抗体であり得る。

  ポリクローナル抗体は、通常の操作方法に従って、ポリペプチドに対して免疫

化された動物の血清から得られる。

      【００３８】

  本発明の１つの態様によれば、反応性残基の介在を通してタンパク質又はもう

１つのペプチドに結合され得る、上記で定義されるような適切なペプチドフラグ

メントを抗原として使用することは可能である。ウサギが、Benoitなど, (1982)

により記載される方法に従って、1mgのペプチド抗原により免疫化される。週４

度の間隔で、動物は、200μgの抗原の注射により処理され、そして10～14日後、

採血される。３度目の注射の後、抗血清が、クロラミン－T方法により調製され

た、ヨウ素により放射性標識された抗原生ペプチドに結合するその能力を決定す

るために試験され、そして次に、カルボキシメチルセルロース（CMC）イオン交
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換カラムクロマトグラフィーにより精製される。次に、抗体分子が哺乳類から集

められ、そして当業者に知られている方法、例えばIgG画分を得るためにDEAE Se

phadexを用いて、所望する濃度が達成されるまで、単離される。

      【００３９】

  ポリクローナル血清の特異性を高めるために、抗体は、固相上での免疫化ポリ

ペプチドを用いて、免疫親和性クロマトグラフィーにより精製され得る。前記抗

体は、固相において免疫学的複合体を形成するために、抗体分子とポリペプチド

との免疫反応を引き起こすのに十分な期間、固相上で免疫化ポリペプチドと接触

せしめられる。

  モノクローナル抗体は、Kohler and Milstein (1975) により記載されるハイ

ブリドーマ培養の従来の方法に従って得られる。

      【００４０】

  本発明の抗体又は抗体フラグメントは例えば、キメラ抗体、ヒト適合化された

抗体、フラグメントFab及びF(ab’)2であり得る。それらはまた、免疫接合体又

はラベルされた抗体の形で提供され得る。

  本発明の抗体は、特にモノクローナル抗体は、特に、特定の組織の断片の免疫

組織化学による、例えば免疫蛍光、金ラベリング、イムノペルオキシダーゼによ

る分析のために使用され得る。

      【００４１】

  このようにして生成される抗体は好都合には、エルビンの発現が観察されるべ

きであるいずれかの情況下で使用され得る。

  本発明は、より一般的には、生物学的検体における、前で定義されたようなポ

リペプチドの検出又は精製への、このようにして生成された少なくとも１つの抗

体の使用に関する。

      【００４２】

  本発明はまた、

  －支持体上にできる限り固定された、エルビンに対する少なくとも１つの抗体

；

  －エルビンと前記抗体との間での特定の抗原/抗体複合体の形成を示すための
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手段、及び/又はそれらの複合体の定量化のための手段を含んで成る、この方法

を実施するためのキットにも関する。

      【００４３】

  本発明はまた、エルビン遺伝子が無効にされているトランスジェニック非ヒト

動物、好ましくはマウスを得るための方法にも関する。この方法により得られる

動物はまた、本発明の一部を形成する。この遺伝子に関して“ノックアウト”と

称するそのような動物は、腫瘍を制御するか、又は他方では、ある分子の細胞毒

性を評価するために、腫瘍候補体を進行せしめる感受性を研究するための有用な

モデルである。

      【００４４】

  本発明のポリペプチド又はこのポリペプチドをコードする核酸は、例えば修飾

されたエルビンの発現が観察される腫瘍の処理のための、及び野生型エルビンの

活性を回復せしめることが要求されるそれらの処理のための医薬として有用であ

る。それらは、癌を包含するいずれかのタイプの腫瘍であるが、しかしまた、脳

に影響を与える腫瘍ででもあり得る。

  本発明はまた、前に定義されたようなポリペプチド、又は前記ポリペプチドを

コードする核酸、及び医薬的に許容できるビークルを含んで成る医薬組成物に関

する。

      【００４５】

  少なくとも１つのポリペプチドを含む本発明の医薬組成物の投与の形態、薬量

学及び生薬形は、当業者により有用な態様で、特に、患者に適合される治療処理

の確立を一般的に考慮しての基準、例えば患者の年齢又は体重、患者の一般的な

状態の重症度、処理の耐性及び観察される二次効果に従って決定され得る。

  概して、約0.1μg～約1mgの治療的又は予防的に有効な量が、ヒト成人に投与

され得る。

      【００４６】

  本発明はまた、エルビンをコードする、前で定義されたような核酸及び医薬的

に許容できるビークルを含んで成る医薬組成物に関し、前記組成物は、遺伝子療

法への使用のために意図される。好ましくは、ベクター、一般的にウィルスベク
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ター（例えば、アデノウィルス又はレトロウィルス）中に挿入される核酸は、標

的細胞経のトランスファーのための好ましいいずれかのビークル、例えばアニオ

ン性リポソーム、カチオン性脂質、微粒子、例えば金微粒子、沈殿剤、例えばリ

ン酸カルシウム、又はトランスフェクションを促進するいずれか他の剤も有さな

い裸形で投与され得る。この場合、ポリヌクレオチドが、ビークルの存在又は不

在下で、生理学的に許容できる溶液、例えば無菌溶液、又は無菌緩衝溶液に単純

に希釈され得る。

      【００４７】

  他方では、本発明の核酸は、トランスフェクションを促進する剤により結合さ

れ得る。それは、中でも、（ｉ）細胞透過性を変性する化学薬品、例えばブピバ

カインにより結合され；（ii）たぶん、トランスフェクションを促進する補充物

質の存在下で、リポソームに封入され；又は（iii）カチオン性脂質、又はシリ

カ、金又はタングステンの微粒子により結合され得る。

  本発明の核酸構造体が微粒子をおおう場合、それらの後者は、“遺伝子ガン”

技法（WO94/24263号）を用いて、経皮内又は表皮内経路により注入され得る。

      【００４８】

  薬剤として使用されるべき量は、特に、核酸構造体自体、この核酸が投与され

る個人、製剤の投与の態様及び型、及び病理学に依存する。概して、約0.1μg～

約1mg、好ましくは約１μg～約800μg、より好ましくは約25μg～約250μgの治

療的又は予防的有効量が、ヒト成人に投与され得る。

  本発明の核酸構造体は、いずれかの従来の投与経路、例えば特に、非経口投与

され得る。投与経路の選択は、特に選択される製剤に依存する。関連する腫瘍の

部位で標的化された投与が特に好都合である。

  最終的に、本発明は、有効量の、前で定義されたようなエルビンポリペプチド

、又はこのポリペプチドをコードする核酸が、治療処理の必要な患者に、遺伝子

療法の骨格内で投与さえる治療処理方法に関する。

      【００４９】

  関与する患者は一般的にヒトであるが、しかしその適用は、適切な場合、いず

れの哺乳類にも拡張され得る。
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  本発明のもう１つの観点は、ERBB2/HER2受容体が関与する癌性腫瘍に関し、こ

こで前記受容体の過剰発現がしばしば観察される。中でも、それらの腫瘍は、よ

り特定には、例えば肝臓、腎臓又は結腸に影響を及ぼす癌（上皮癌）を包含する

。

  次に、１つの方法は、受容体を非局在化するために、エルビンと受容体との間

の相互作用を阻害することであり得る。

  もう１つの方法は、例えばエルビン遺伝子の裸RNAの転写を妨げられるアンチ

センスオリゴヌクレオチドにより、生来のエルビンの発現を阻止することから成

る。

      【００５０】

  従って、本発明はまた、エルビン及びERBB2受容体の結合を阻害するそのよう

な分子をスクリーニングするための方法にも関し、ここで前記方法は、試験され

るべき分子と、

  （ｉ）エルビンを固定することができる、ERBB2/HER2受容体又はそのフラグメ

ントである第１の結合パートナー、及び

  （ii）前記受容体に固定することができる、エルビン又はそのフラグメントで

ある第２の結合パートナーとを接触せしめ、ここで前記第１及び/又は第２の結

合パートナーは、検出されるような手段で、ラベルされ、そして

  前記結合パートナー間の相互作用の阻害を、試験されるべき前記分子により評

価することを含んで成る。

      【００５１】

  例えばELISA又はIRMA型のそれらの競争結合試験を行うためには、エルビンに

固定するERBB2/HER2受容体のフラグメントが使用される。このフラグメントは、

受容体の９個の最後のC－末端アミノ酸、すなわち配列番号21により表される配

列EYLGLDVPVを少なくとも含んで成る。他方では、受容体に固定する組換えエル

ビン又はそのフラグメント、すなわちエルビンのPDZドメインを含んで成るフラ

グメントを使用することが可能である。

      【００５２】

  それらの結合パートナーの１つ又は他のパートナーは、検出できる態様、すな
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わち当業者に良く知られているタンパク質をラベリングするための手段でラベル

される。これは、有用な免疫蛍光インジケーターである染色蛍光色素を形成する

ために、変性を伴なわないで、タンパク質に化学的に結合する蛍光ラベリング剤

であり得る。ラベリング剤はまた、ペルオキシダーゼ（HRP）又はグルコースオ

キシダーゼのような酵素であり得る。放射性要素もまた、ラベリング剤として使

用され得る。

      【００５３】

  好ましい態様においては、ビオチン、グルタチオン－ｓ－トランスフェラーゼ

、ポリヒスチジンのタイプのタンパク質に融合されるか又は結合されるタンパク

質（好ましくは、エルビン）が使用され得る。

  結合パートナー（好ましくは、受容体）の１つの又は他のパートナーは、固相

（膜、ビーズ、プラスチック、等）上に都合良く固定され得る。

  従って、結合パートナー間の相互作用は、酵素試験、蛍光又はオートラジオグ

ラフィーにより示される。

      【００５４】

  次に、この方法により選択される阻害性を有する分子は、哺乳類の細胞におい

て又は生成されるERBB1/HER2受容体の沈殿の試験にゆだねられ得る。受容体は、

エルビンのPDZドメインを含んで成る組換えタンパク質により細胞溶解物から沈

殿せめられ、そしてウェスターンブロット又はもう1つの十分に感受性の方法に

より表される。

  エルビン－受容体相互作用の阻害活性が確認されている分子は、受容体の非局

在化を誘発するそれらの能力を評価するために、分極化された上皮細胞に対して

試験されるよう維持される。

      【００５５】

  他方では、酵母における三重－ハイブリッド試験がこの目的のために行なわれ

得る（Zhang J. など, 1995）。

  このようにしてスクリーンされた分子は、受容体を非局在化し、そしてそれを

不活性化するために、腫瘍細胞におけるエルビンとERBB2との間の相互作用を阻

害することから成る抗癌治療方法において卓越した候補体を表す。
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  逆に言えば、エルビン－受容体相互作用が正常な対照に対して低められるよう

、個々が変更されたエルビンタンパク質又は突然変異誘発されたERBB2受容体を

発現する場合、この相互作用の活性化因子を調査することが好都合である。

      【００５６】

  最終的に、上記インヒビターのスクリーニング方法のモデルに基づいて、又は

三重－ハイブリッド技法により容易に実施され得る、エルビン及びERBB2受容体

の結合を活性化する分子のスクリーニングするための方法が提案される。

  本発明はまた、このタンパク質とERBB2との間の相互作用を高めるか又は低め

るエルビンの変異体の同定方法にも関し、ここで突然変異はエルビンに対しても

たらされ、そしてエルビンとERBB2受容体の相互作用に対するこの突然変異の効

果が評価される。

      【００５７】

  突然変異誘発は、当業者に知られている技法に従って、偶然に標的化されるか

、又は達成され得る。突然変異の効果の評価は、ERBB2の沈殿の試験又は二重－

ハイブリッド試験により、又はさらに発現バンクにより達成され得る。

  この後者の技法においては、突然変異誘発されたPDZドメインが、培養ボック

ス上に拡張されたファージ又は細菌により発現される。ニトロセルロース型の膜

上への生成されるタンパク質のトランスファーの後、放射能、ビオチニル化又は

他の方法によりラベルされたERBB2のペプチドが前記膜と共にインキュベートさ

れる。相互作用を破壊し、そしてペプチドをもはや固定しない変異体が採取され

、そしてヌクレオチド配列が導入される突然変異を知るために分析される。

      【００５８】

  本発明はまた、このタンパク質のPDZドメインとERBB2との間の相互作用を高め

るか又は低めるエルビンの変異体にも関する。

  ロイシンへのヒスチジン（位置1347）の突然変異（変異体HL）、又はメチオニ

ンへの残基ロイシン（位置1291）及びイソロイシンへのフェニルアラニン（位置

1293）の突然変異（変異体MI）は特に、エルビンのPDZドメインとERBB2との間の

相互作用の上昇を引き起こす。

      【００５９】
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  他方では、チロシンへのヒスチジン（位置1347）及びアスパラギン酸へのグリ

シン（位置1348）の突然変異（変異体YD）、又はアスパラギンへのトレオニン（

位置1316）及びセリンへのアルギニン（位置1317）の突然変異（変異体NS）は、

エルビンのPDZドメインとERBB2との間の相互作用の低下を引き起こす。

  本発明はまた、エルビンとの相互作用を阻害するか又は高めるERBB2受容体の

変異体の同定方法にも関し、ここで前記ERBB2受容体の突然変異がもたらされ、

そしてエルビンとのこの受容体の相互作用に対するこの突然変異の効果が評価さ

れる。ヒトERBB2受容体の配列は、例えばEMBLデータベースにアクセスできる（

アクセス番号XO3363）。

      【００６０】

  酵母における二重－ハイブリッド試験はこの目的のために特に適切であり得る

。

  この突然変異は、ERBB2の最後の９個のカルボキシ末端アミノ酸に導入されて

いる（ペプチドEYLGLDVPV）（配列番号21）。ペプチドにおける下線を引かれて

いるアミノ酸の１つのアミノ酸のアラニンへの変化は、エルビンのPDZドメイン

との相互作用を阻害する。

  この方法により同定され得るERBB2の変異体はまた、本発明の一部を形成する

。

      【００６１】

  本発明者は、より特定には、配列番号21の位置５（L）及び６（D）上で突然変

異誘発されたERBB2の変異体はエルビンを結合できないが、しかし他のタンパク

質、例えばPICK1の他のPDZドメインを結合できることを決定した。

  それらの変異体は、スクリーニング方法においてエルビンのPDZドメインの相

互作用を阻害する分子を識別するために特に有用である。

  エルビン又はERBB2受容体のそれらの変異体は、エルビンとERBB2受容体との間

の相互作用を阻害するか又は活性化する他の化合物をスクリーニングするための

試験に使用され得る。それらはまた、それらの突然変異誘発された形、又はそれ

らの突然変異誘発された形をコードする核酸の投与により治療の骨格内で開発さ

れ得る。
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      【００６２】

  特に、エルビン－ERBB2相互作用を活性化する形は、変更されたエルビンタン

パク質又は突然変異誘発されたERBB2受容体を発現する個人において有用であり

、そしてエルビン－受容体相互作用が正常な対照に対して低められる薬剤として

開発され得る。

  逆に言えば、エルビン－ERBB2相互作用を阻害する形は、例えば受容体の過剰

発現の場合、薬剤として有用である。

      【００６３】

実施例

例１．エルビン、すなわちERBB2受容体と相互作用するPDZドメインを有するタン

パク質をコードする遺伝子のクローニング

  ERBB受容体は、それらが局在する基底外側上皮の支質からのそれらのリガンド

を受ける（Klapperなど, 2000）。ERBB受容体のカルボキシ－末端ペプチド配列

の分析は、ERBB2受容体が、ヒト、マウス、ウズラ及びイヌ間に保存されるPDZド

メインに結合するための部位を含むことを示した（Songyangなど, 1997）。

  次に本発明者は、GAL4 DNA (“GAL-BD”) への結合ドメインにより融合される

ERBB2の最後の９個のアミノ酸により、二重－ハイブリッドシステムを用いて、

マウス腎臓cDNAのライブラリーをスクリーンした。

      【００６４】

二重－ハイブリッド法

  ERBB2の最後の９個のアミノ酸を、LEO2を担持するベクターpc97を用いて、サ

ブユニットGAL4－BDに融合した。選択マーカーとしてマーカーTrp1を担持するベ

クターpc86にクローン化された、オリゴdT配列により感作されたマウス胚腎臓cD

NA群を、酢酸リチウムによるプロトコールに従って、ベイトGAL4－BD－ERBB2及

び酵母Y190株を用いてスクリーンした。約106個の形質転換体TRP★LEU★を、一

次スクリーニングの間、トリプトファン、ロイシン及びヒスチジンを欠失し、そ

して10mMの３－アミノトリアゾール（3AT）を含む培地を含む寒天プレート上で

選択した。β－ガラクトシダーゼ活性を、二次のスクリーニングの間、フィルタ

ー上に酵母を移すことによって試験した。
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      【００６５】

  回収の後、選択されたクローンのDNAを用いて、対照ペプチドに融合されるGAL

2－BD－ERBB2又はGAL4－BDを含む酵母Y190を形質転換した。

  他の態様においては、ERBB2、突然変異誘発されたERBB2（変異体VA:ERBB2のC

－末端のバリン残基、すなわちPDZドメインでの相互作用のための決定的残基が

アラニンに突然変異誘発されている変異体）及びERBB4の最後の15個のアミノ酸

を、Trp１を担持するベクターpBTM116を用いて、タンパク質LexAに融合した。エ

ルビンのPDZドメインを、Leuを担持するベクターpACT2によりコードされる領域G

AL4－ADに融合した。相互作用を、L40の酵母株において達成した。

      【００６６】

タンパク質に関連する方法

  細胞を、冷リン酸緩衝溶液PBSにより２度、洗浄し、そして１mMのPMSF（フェ

ニルメチルスルホニルフルオリド）、10μg/mlのアプロチニン及び10μg/mlのロ

イペプチンにより補充された溶解緩衝液（50mMのHEPES，pH7.5、10％のグリセロ

ール、150mMのNaCl、１％のTriton X-100, 1.5mMのMgCl2、1mMのEGTA）に溶解し

た。細胞がEGFにより刺激されると、200μMの最終濃度のオルトバナジン酸ナト

リウムを、前記溶解緩衝液に添加した。16000gでの20分間の遠心分離の後、溶解

物中のタンパク質含有率を、Bio－Radからのタンパク質用量決定キットを用いて

標準化した。

      【００６７】

  免疫沈殿に関しては、溶解物を、抗体と共に4℃で一晩インキュベートした。A

－アガロースタンパク質を添加し、そしてビーズに結合される免疫複合体を、１

時間後に回収し、HNTG緩衝液（50mMのHEPES, pH7.5, 10％のグリセロール、150m

MのNaCl、0.1％のTriton X-100）により３度、洗浄し、試験緩衝液１Xにおいて

煮沸し、そしてSDS－PAGEにより分離した。抗－ウサギHRP抗体又は抗－マウス抗

体の助けを伴なって、化学ルミネセンス方法を用いてのニトロセルロース上での

トランスファー及びイムノブロットを、Borgなど、1996により記載のようにして

行った。

      【００６８】
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  “Far Western”として知られている試験に関しては、膜を、周囲温度で２時

間、プロテインキナーゼA、及び５％での脱脂乳TBSにより希釈された32PγATPに

より標識された可溶性GST融合タンパク質、1mMのDTT（106cpm/ml）と共にインキ

ュベートした。TBS－0.1％のTriton X-100緩衝液及びTBS緩衝液によりすすいだ

後、結合されたGSTを、オートラジオグラフィーにより示した。細胞トランスフ

ェクション、GSTの生成及びGSTの結合用量決定を、前に記載したようにして行っ

た（Borgなど、1996）。

      【００６９】

  分別された溶解物を、次の通りにして調製した：細胞を、1mMのPMSF、10μg/m

lのアプロトニン及び10μg/mlのロイペクチンにより補充された低張緩衝液（10m

Mのトリス－Cl［pH7.4］、0.2mMのMgCl2、5mMのKCl）に溶解した。その溶解を、

冷ホモナイザー（ピストンB）における20回の通過により完結した。サッカロー

スを、細胞質画分と呼ばれる均質物に添加した。沈殿物を、細胞質画分の体積に

等しい体積の溶解緩衝液（例えば、上記に記載されている）に再懸濁した。氷上

での30分後、不溶性残骸を、16000g、及び４℃での30分間の遠心分離により除去

した。得られる上清液は、膜画分と呼ばれた。

      【００７０】

結果

  従って、本発明者は、“ERBB2相互作用タンパク質”についてエルビンと呼ば

れる新規タンパク質の最後の457個のアミノ酸をコードする部分cDNAクローンを

単離する。GAL－４－BD－ERBB2の腎臓バンクから得られたクローンは、ネズミエ

ルビンの残基914～1371を含み、そしてエルビン（914－1371）と呼ばれる。GST

との融合タンパク質を、エルビン（914－1371）、エルビン（914－1240）及びエ

ルビン（1240－1371）のペプチド配列を用いて生成した。融合体GST－エルビン

（1240－1371）のタンパク質は、GST－エルビンのPDZドメインとして本明細書に

おいて命名されるであろう。

      【００７１】

  Lex Aに融合されるベイト及びGAL4－BDに融合される捕獲体をコードするベク

ターにより同時形質転換された酵母Y90の株を、10mMの3ATを含むTrp－Leu－His
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培地上に接種した。次の表においては、＋の印は、選択培地（-His）上での増殖

及び陽性β－ガラクトシダーゼ活性を意味する。

      【００７２】

    【表１】

      【００７３】

  相互作用は、C－末端のバリン残基上での突然変異誘発されたERBB2に関して観

察されない。エルビンのC－末端で見出されるPDZドメインは、ERBB2に結合する

のに十分である。

      【００７４】

  結合は、EPHB2, MUSK, PDGFRα及びPDGFRβに関しては観察されなかった。タ

ンパク質GST－エルビン（914－1371）及びGST－エルビンPDZは、タンパク質の沈

殿の“プル－ダウン”試験において、キメラEGF－R/ERBB2（HER1/2）に結合する

が、しかしEGF－Rには結合しない（図１）。受容体ERBBのカルボキシ末端へのエ

ルビンのPDZドメインの直接的な結合を、“Far Western”試験により評価した。

放射性標識されたエルビンのPDZドメインは、ペプチドERBB2に結合するが、しか

しペプチドEGF－R、ERBB3及びERBB4には結合せず、そしてペプチドLET－23に対

しては弱く結合する（図２）。

      【００７５】

  LIN－７のPDZドメインはLET－23のみに結合する。エルビンのPDZドメインは、

DENSIN－180のPDZドメインと強い同一性を有し（71％）、そして配列の整列に従

って、タンパク質LIN－7及びPSD－95に見出されるクラスIのPDZドメインとは35
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％の同一性を有する（Songyangなど、1997；Fanningなど, 1998）。NOSのクラス

IIIのPDZドメインに存在するTyr－AspモチーフへのエルビンのαBモチーフに存

在するHis－Glyモチーフの置換は、ERBB2との相互作用を阻害する。それらの結

果は、エルビンのドメインがERBB2と特異的に直接的に相互作用する。

      【００７６】

  ヒトエルビンをコードする十分な長さのcDNAを、製造業者（Clontech）の推薦

に従って、MARATHONキットを用いて、Daudi、すなわちヒトBリンパ球の細胞系か

らRT－PCRによりクローン化した。３種の骨格における停止コドンまでの読み取

り枠は、1371個のアミノ酸のタンパク質をコードする。エルビンは、そのアミノ

末端に16個のLRRモチーフ（残基48－416）及び１つの一本鎖C－末端PDZドメイン

を含む。LRRとPDZドメイン間の863個のアミノ酸の広い中間領域は、結合部位又

はSH3及びWWドメインを表すことができる、プロリンに富んでいる延長部を含む

。

      【００７７】

例２．エルビン、すなわち新規PDZファミリーのメンバーの特徴化

  特定のヒトエルビンプローブは、試験される大部分のヒト及びネズミ組織にお

ける7.2kbの転写体の検出を可能にした。この分析は、種々のヒト組織から単離

された２μgのmRNAポリ(A)+を用いて、Clontechの“Multiple Tissue”技法の助

けを伴なって、ノザンブロットにより実施された。エルビンに対する特異的抗体

を調製した。

      【００７８】

抗体の調製

  モノクローナル抗体抗－Mc 9E10 (Oncogene Research Products, Cambridge, 

MA) を、免疫沈殿及びイムノブロットのために使用した。ウサギ抗－ERBB2及び

抗－EGF－Rのモノクローナル抗体を、ウサギへのペプチドの注射により得た。モ

ノクローナル抗体408抗－EGF－Rを、免疫沈殿のために使用した。Upstate Biote

chnology (UBI) のモノクローナル抗体－EGF－R（クローンLA22）を，免疫蛍光

のために使用した。

      【００７９】
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  ポリクローナル抗体抗－SHC及びモノクローナル抗体4G10 mAb (抗－PY)を、UB

Iから得た。ホースラディシュペルオキシダーゼに結合される抗－ウサギ及び抗

－マウスヤギIgGを、それぞれLaboratorie Jackson及びDakoから購入した。ポリ

クローナル抗－エルビンウサギ抗体を、融合タンパク質GST－エルビン（914－13

71）を注射することによって生成した。抗－エルビン抗体をまた、アガロース及

びニッケルのビーズ（Qiagen）に結合された、ヒスチジンラベルされたエルビン

（914－1371）との親和性により精製した。

      【００８０】

  エルビンに対するそれらの特異的抗体は、脳、肝臓、腎臓、脾臓、腸及び骨格

筋、並びに上皮細胞系Caco－２及びMDCKにおいて、ダブレットの形で180kDのタ

ンパク質を検出した（図３）。COS細胞における十分な長さのエルビンのcDNAの

発現は、組織及び細胞抽出物において問題の抗体により検出されるタンパク質に

対して類似するサイズのタンパク質の生成を可能にした。

      【００８１】

細胞培養

  細胞COS－１及びMDCKを、10％ウシ胎児血清（FCS）により補充され、100U/ml

のペニシリン及び100μg/mlのストレプトマイシン硫酸塩を含むDMEM培地（ダル

ベッコ変性イーグル培地）において培養した。Caco－２細胞を、20％のFCS及び

１％の非必須アミノ酸により補充されたDMEM培地において保持した。すべての細

胞トランスフェクションを、製造業者（Boehringer Mannheim）の推薦に従って

、反応体Fugene6を用いて行った。

  エルビン、DENSIN－180、VARTUL，KAAO147及びF26D11.11間の構造相同性は、

“LRR及びPDZドメインタンパク質”についてLAPと称する新規PDZファミリーのメ

ンバーとして本発明者にそれらのタンパク質の考慮を導いた。

      【００８２】

例３．活性化されたHER1/2受容体とエルビンとの相互作用

  エルビンとERBB2受容体との間のインビボ相互作用を、COS細胞における同時免

疫沈殿により試験した。

  １）HER1/2を、COS－１細胞において、エピトープmycに融合されるポリペプチ
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ドエルビン、SAP97又はPSD－95と共に一時的に同時発現した。溶解の後、HER1/2

を、抗体抗－EGF－R（クローン408）により免疫沈殿し、そして結合されたタン

パク質を、それぞれ抗－myc及び抗－ERBB2抗体により表した。

      【００８３】

  ２）HER1/2及びEGF－Rを、COS－１細胞においてエルビンにより一時的に同時

発現した。EGF上での処理の後、細胞を溶解し、そしてタンパク質抽出物のアリ

コート画分を、SDS－PAGE上に沈着し、電気泳動にゆだね、そしてニトロセルロ

ース膜上に移した。等量のエルビン及び受容体が溶解物に見出された。受容体を

抗－EGF－R抗体により免疫沈殿せしめ、結合されたタンパク質をウェスターンブ

ロットにゆだね、そして抗－エルビン及び抗―受容体抗体により表した。Her1/2

のみがエルビンと相互反応した。対照として、タンパク質p52 SHCを、EGFによる

刺激の後、HER1/2及びEGF－Rにより、上昇する態様で免疫沈殿せしめた。

      【００８４】

  ３）HER1/2及びEGF－Rを、COS－１細胞において一時的に発現した。成長因子

を含まないか又は200ng/mlのEGFを含む培地による５分間の刺激の後、細胞を溶

解し、そしてタンパク質の沈殿の“プル－ダウン”GST試験を、アガロースビー

ズ上に固定されたGST－SHC PTB又はGST－ERBIN PDZドメインを用いて実施した。

沈殿されたタンパク質を、抗－PY抗体（より高いスクリーン）を用いて、ウェス

ターンブロット分析により示した。抗体の脱ハイブリダイゼーションの後、膜を

、それぞれ抗－ERBB2及び抗－EGF－Rにより表した（抗－RTK）。リン酸化された

受容体はSHC PTBドメインに結合したが、リン酸化されたHER1/2はエルビンのPDZ

ドメインと相互反応しなかった。

      【００８５】

  ４）カルボキシ末端バリン（変異体VA）又は“キナーゼ死亡”HER1/2、すなわ

ち触媒活性を消耗されたHER1/2（変異体KA）の突然変異を含むGER1/2を、COS－

１細胞において発現し、そしてGST融合タンパク質との相互作用を、前に記載し

たようにして試験した。HER1/2におけるVA突然変異は、受容体へのチロシン残基

のリン酸化に影響を及ぼさず、そして変異体KAはチロシンに基づいて燐酸化され

なかった。予測されるように、変異体HER1/2 KAは、SHC PTBドメインに結合しな
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かった（図3d）。他方では、エルビンのPDZドメインが効果的な態様でHER1/2 KA

を沈殿せしめるが、しかしHER1/2 VAに関しては、沈殿せしめなかった。全体と

して、それらの結果は、エルビンのPDZドメインが活性化されていないHER1/2受

容体と単独で相互反応することを示す。

      【００８６】

  本発明者は、タンパク質が、COS細胞において、HER1/2と共に、mycによりラベ

ルされたエルビンをインビボで同時発現することによって、同一の態様で挙動し

たかどうかに驚いた。エルビンにより結合されたHER1/2のプールは、EGFによる

刺激の後、チロシンの部位でリン酸化されなかったことが見出された。他方では

、SHCタンパク質は、リン酸化された受容体と相互反応した。エルビンは、ERBB2

キナーゼのための基質であり、そしてエルビンのリン酸化は、HER1/2 KA受容体

の発現の間、見出されなかった。それらのデータは、エルビンが、チロシンに基

づいて、リン酸化されていないHER1/2と相互反応し、そしてERBB2キナーゼの基

質としてエルビンを同定することを示す。

      【００８７】

  SHC PTC結合部位がERBB2のC－末端で見出されるので、PDZドメイン側の結合部

位の上流の２種の残基（Borgなど, 1978）、すなわちEGFによる刺激の後、この

部位でのSHCタンパク質の補充が、エルビンのPDZドメインの固定を妨げることが

できた。チロシンのリン酸化は、チロシンのレベルでリン酸化されるペプチドが

リン酸化されていないペプチドと同じように効果的にこの相互作用を阻害するの

で、HER1/2 PDZドメインの相互作用を変更するのに本質的に十分ではない。従っ

て、PDZドメインの相互作用は、シグナル化機構のタンパク質モジュールとの競

争により阻害され得る。

      【００８８】

例４．上皮細胞におけるERBB2の基底外側局在化は、エルビンとの相互作用の部

位に依存する

  ERBB2及びエルビンの非細胞局在化のより接近した研究を行うために、本発明

者は、両タンパク質を発現するCaco－２系、すなわちヒト結腸癌の細胞系を使用

した。
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      【００８９】

  Caco－２細胞の分別は、エルビンが主に、膜画分に存在し、そいてSHCタンパ

ク質が細胞質画分において卓越することを示した。次に、免疫染色を、精製され

た抗－エルビン抗体により、分極化されたCaco－２細胞に対して行った。このた

めには、Caco－２細胞をガラスストリップ上に接種し、透過せしめ、そして示さ

れる一次抗体により染色し、次に、次のプロトコールに従って、異なった蛍光色

素に結合される二次抗体による染色にゆだねた。

      【００９０】

細胞表面の免疫局在化及びラベリング

  免疫染色方法に関しては、MDCK細胞を、集密性の後、３日間、ガラスストリッ

プ上で培養し、そしてLe Bivicなど, 1989に記載のようにして、EGF－Rに対する

モノクローナル抗体及びgp114（MDCK細胞の先端マーカー）に対するポリクロー

ナル抗体によりラベルした（Le Bivicなど, 1990）。Caco－２細胞を、完全な分

化を確保するために、集密性の後、10日間、ガラスストリップ上で培養し、次に

、MDCK細胞と同じ処理にゆだねた。Ag525（ヒト腸細胞の基底外側マーカー）に

対する抗体は、前に記載されている（Le Bivicなど, 1988）。ヒト結腸の凍結断

片（0.5～１μm）を、これまでに記載のようにして得た（Le Bivicなど, 1988）

。

      【００９１】

  細胞表面のビオチニル化のために、集密性の後、３日間フィルター上で培養さ

れた細胞を、基底外側表面上で、Amershamからの“35S－Promix ready vue”（1

8.5MBq/ml）により一晩ラベルした。細胞を、先端表面又は基低外側表面上で、

通常の培地における90分間の追跡を伴って、Sulfo－NHS－LC－ビオチン（Pierce

）によりラベルし、そしてEGF－R及びキメラを、Le Bivicなど、1989に記載のよ

うにして、ストレプタビジンにより免疫沈殿せしめた。検体をSDS－PAGEにより

分析し、そして蛍光間接撮影により可視化した。オートラジオグラムを、Bioima

ge（Ann Arbor, MI）からのIntelligent Quantifierを用いて定量化した。

      【００９２】

  エルビンは、同時局在化がモノクローナル抗体525、すなわち基底外側上皮の
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特異的マーカーにより同時染色することによって得られるので、Caco－２の形質

膜の基底外側表面上に見出された。

  さらに、ERBB2はまた、基底外側性であり、そしてエルビンと共に同時局在化

された。ヒト結腸の断片の抗－エルビン抗体による染色は、それらの組織におけ

るタンパク質の基底外側局在化を確証した。

  次に、本発明者は、安定した態様で、EGF－R、HER1/2及びHER1/2 VAを発現す

るMDCK細胞を生成した。MDCKは、EGF－R及びHER1/2（初期及び変異体）の発現を

可能にする構造体によりトランスフェクトされた細胞集団に反して、底レベルの

内因性EGF－R及びERBB2受容体を発現した。

      【００９３】

  免疫蛍光実験を、特異的ヒトモノクローナル抗－EGF－R抗体であるLA22により

行った。EGF－R及びHER1/2は基底外側表面上に局在し、そしてHER1/2の突然変異

誘発（HER1/2.VA）は、HER1/2の基底外側局在化を妨げた。細胞表面のビオチニ

ル化を、トランスフェクト体MDCKの先端及び基底外側表面上で実施し、そして受

容体の量を、オートラジオグラフィーにより定量化した。EGF－R及びHER1/2は基

底外側の側の83％で局在化し、そして変異体HER1/2.VAはわずか53％であった。

従って、エルビンの相互作用の部位の排除が、上皮細胞におけるERBB2の脱分極

化を誘発した。

      【００９４】

例５．“ノック－アウト”マウスの生成

  この方法は、エルビンの最初の63個のアミノ酸をコードするエルビン遺伝子か

らの第１のエキソンを排除し、そしてそれを、ネオマイシン耐性のための遺伝子

をコードするカセットにより置換することから成る。翻訳開始コドン及び続く62

個のアミノ酸の消出が、機能的エルビンタンパク質の発現の損失を引き起こす。

  pPNT3型の相同組換えベクターは、ネオマイシン耐性のための遺伝子のカセッ

トによりエルビン遺伝子の配列（エキソン１）を置換する。それは、次のものを

含んで成る：

      【００９５】

  －真核及び原核細胞において２種の認識されるプロモーターを供給された、ネ
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オマイシンに対して耐性の遺伝子（neor）;

  －ホスホグリセリン酸キナーゼ（PGK）の最小プロモーター、及び単純ヘルペ

スウィルスのチミジンキナーゼをコードする配列により構成されるPGK－TKカセ

ット。PGKプロモーターは通常、ES細胞において活性化され、そして組換えクロ

ーンの選択の間、負の選択の実施を可能にする。このカセットは、エルビンの相

同性の領域の5’側に配置される。組換えベクターは、エルビンの6kbのゲノム配

列、第１エキソンの上流の1.5kbの配列（5’アーム）及び第１エキソンの下流の

4.5kbの配列（3’アーム）から構成される。

      【００９６】

  最終組換えベクターは、連続的に次のDNA配列を有する：5’カセットPGK－TK-

--アーム5’エルビン---neor遺伝子---アーム3’エルビン3’。組換えベクター

の線状化の後、後者をBS129細胞（胚幹細胞）中にエレクトロポレーションによ

りトランスファーし、そしてトランスフェクトされた細胞を、“Gene targeting

: a practical approach”, Edition A. L. Joyner 1993 IRL Pressに記載され

るプロトコールに従って、培養培地中へのゲネチシンの添加により選択する。ゲ

ノムが相同組換えの現象を包含するクローンを表すために、ガンシクロビルの逆

選択を使用する。クローンは、“Gene targeting: a practival approach”, Ed

itions A.L. Loyer 1993 IRL Press, PCR and Southern Blot, and Fioreなど, 

Int. Int. J. Dev. Biol. 41: 639-642 (1997) に提案されるプロトコールに従

って、確かめられる。

      【００９７】

  選択されたクローンを、妊娠の3.5日で採取されたC57BL/6マウス末分化胚芽細

胞中に注入する。末分化胚芽細胞を、2.5日の偽妊娠SWISSマウス中に再移植する

。キメラは、それらの柔皮の色彩（キメラに関しては黒及び褐色）により示され

る。キメラの雄を、C57BL/6雌により交雑し、そしてアグーチ新生児の尾を採取

し、そしてそれらの遺伝子型を、組換えされた対立遺伝子を検出するために、サ

ザンブロットにより分析する。それらの中でもヘテロ接合マウスの交雑は、突然

変異の（世代F2）のためのヘテロ接合性変異体の獲得を可能にする（サザンブロ

ットによる確認）。
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      【００９８】

例６．エルビンのPDZドメインの突然変異誘発

  エルビンのPDZドメインにおいてもたらされる正確な突然変異は、ERBB2/HER2

との相互作用に対して逆の効果を有する。

  それらの突然変異の効果を示すために、次の２種の技法を特に使用することが

できる。組換え融合タンパク質によるERBB2の沈殿物及び酵母における二重ハイ

ブリダイズシステム。

      【００９９】

  固体マトリックスに固定される、野生型又は突然変異誘発された組換え融合タ

ンパク質GST－PDZ ERBINを、ERBB2/HER2を含む細胞溶解物と共にインキュベート

する。２時間後、ビーズを洗浄し、そしてその複合体をSDS－PAGEにより分解す

る。トランスファーの後、ERBB2を、特異的抗体により表す（ウェルターンブロ

ット）。

  酵母における二重－ハイブリッドシステムのために、ベイトを、ERBB2ペプチ

ドに融合されるLEXA－BDにより構成する。捕獲体（プレイ）を、野生型又は突然

変異誘発されたエルビンのPDZドメインに融合されるGAL4－ADにより構成する。

      【０１００】

  それらの２種の試験は同一の結果を付与した：変異体PDZ YD (チロシンへのヒ

スチジン1347及びアスパラギン酸へのグリシン（位置1348）の突然変異)及びNS

（アスパラギン中へのトレオニン1316の及びセリン中へのアルギニン（位置1317

）の突然変異）は、ERBB2受容体に対して低い親和性を有し、そして変異体HL（

ロイシン中へのヒスチジン（位置1347）の突然変異）及びMI（メチオニン中への

ロイシン1291の及びイソロイシン中へのフェニルアラニン（位置1293）の突然変

異）は、ERBB2に対してより高い親和性を有する。

      【０１０１】

  参考文献：

  - Antonarakis S.E., Diagnosis of genetic disorders at the DNA level. N

 Engl J. Med. 320: 153-163 (1989).

  - Bellis など, medecine/sciences, 13: 1317-24 (1997).
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  - Benoit など, PNAS USA, 79, 917-921 (1982).

  - Borg など (1996), The phosphotyrosine Interaction Domains of X11 and

 FE65 bind to distinct sites on the YENPTY motif of amyloid precursor pr

otein, Molecular and Cellular Biology 16: 6229-6241.

  - Borg など (1998), Function of PTB domains. Curr. Top. Microbiol. Imm

unol. 228: 23-38.

      【０１０２】

  - Borg など(1998), Identification of an evolutionarily conserved heter

otrimeric protein complex involved in protein targeting. J. Biol. Chem. 

273 (48): 31633-31636.

  - Cooper など, Diagnosis of genetic disease using recombinant DNA, 3rd

 Edition, Hum Genet., 87: 519-560 (1991).

  - Fanning, A.S. & Anderson, J.M. PDZ domains and the formation of prot

ein networks at the plasma membrane. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 228:

 209-233 (1998).

  - Huber, C.G. など, Rapid and accurate sizing of DNA fragments by ion-

pair chromatography on alkylated nomporous poly (styrenedivinylbenzene) 

particles. Anal. Chem. 67, 578-585 (1995).

      【０１０３】

  - Klapper など (2000), Biochemical and clinical implications of the ER

BB/HER signaling network of growth factor receptors. Adv Cancer Res 77: 

25-79.

  - Kohler and Milstein, Nature, 256, 495-497 (1975).

  - Kuklin, A. など, Detection of single-nucleotide polymorphisms with t

he WAVETM DNA fragment analysis system. Genetic Testing 1, 201-206 (1997

/98).

  - Le Bivic など (1988) Characterization of a glycoprotein expressed on

 the basolateral membrane of human intestinal epithelial cells and cultu

red colonic cell lines. Eur J Cell Biol 46: 113-120.
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      【０１０４】

  - Le Bivic など (1989) Vectorial targeting of apical and basolateral p

lasma membrane proteins in a human adenocarcinoma epithelial cell line. 

Proc Natl Acad Sci USA 86: 9313-9313.

  - Le Bivic など (1990) Vectorial. Targeting of an endogenous apical me

mbrane sialoglycoprotein and uvomorulin in MDCK cells. J Cell Biol 110: 

1533-1539.

  - Ross など (1999), HER-2/neu (c-erb-B2) gene and protein in breast ca

ncer, Am.J.Clin.Pathol. 112:S53-67.

  - Sambrook など, Molecular cloning, a laboraory manual, Spring Harbor 

Laboratory Press, 9.54-62 (1989).

  - Songyang など (1997) Recognition of unique carboxyl-terminal motifs 

by distinct PDZ domains. Science 275: 73-77.

  - Zhang など (1996) A yeast three-hybrid-method to clone ternary prote

in complex components. Analytical Biochemistry, 242, 68-72.

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、EGF－Rとではなく、ERBB2とのエルビンのPDZドメインの特異的相互作

用を示すウェスターンブロットを示す。ニトロセルロース上にトランスファーさ

れた、結合されたタンパク質が、抗－ERBB2及び抗－EGF－R抗体により示されて

いる。溶解物の1/10がゲル上に付加された（全溶解物TL）。GSTのみ又はGST－X1

1αPDZドメイン（X11）が対照として使用された。使用されるGST－エルビンポリ

ペプチドは、GST－エルビン（914－1371）レーン１、GST－エルビン（914－1240

）レーン２及びGST－エルビンレーン３のPDZドメインである。

    【図２】

  図２は、GSTタンパク質に融合されるEGF－Rに関連する受容体の最後の９固の

アミノ酸により形成される融合タンパク質を付加されているSDS－PAGEゲルのニ

トロセルロース膜上へのトランスファーを示す。32Pでラベルされた可溶性GST－

エルビンのPDZドメイン又は融合タンパク質GST－LIH－７が、前記膜をプローブ
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するために使用された。インキュベーションの後、膜は洗浄され、そして結合さ

れたタンパク質がオートラジオグラフィーにより示された。

    【図３】

  図３は、SDS－PAGE上での電気泳動にゆだねられ、ニトロセルロース上にトラ

ンスファーされ、そして精製された抗－エルビン抗体と接触せしめられた。種々

のネズミ組織及び細胞系の全溶解物のウェルターンブロットを示す。エルビンは

、矢印のより示される180kDのタンパク質である。

    【配列表】
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【図１】
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【図２】

【図３】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１４年６月１８日（２００２．６．１８）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列番号２又は４、残基1212～1280が欠失した配列番号２の

配列、及び配列番号７の配列のフラグメントのアミノ酸1211～1212間への挿入を

有する配列番号２の配列、から成る群から選択されたアミノ酸の配列を含んで成

る、エルビンと呼ばれる単離されたポリペプチド。

    【請求項２】  請求項１記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列

を含んで成る単離された核酸。

    【請求項３】  配列番号１、配列番号３、ヌクレオチド3957～4163の欠失を

有する配列番号１の配列、及び配列番号６のフラグメントのヌクレオチド3956～

3957間への挿入を有する配列番号１の配列、から成る群から選択された配列を含

んで成る請求項２記載の核酸。

    【請求項４】  配列番号５、及び配列番号５のヌクレオチド2347～2535を含

んで成る配列、から成る群から選択された単離された核酸配列を含んで成る単離

された核酸。

    【請求項５】  ａ）－配列番号２の残基１～501；

    －配列番号４の残基296～334；

ｂ）－配列番号７の配列：

ｃ）－ロイシンへのヒスチジン1347の突然変異を有する配列番号２の配列；

    －メチオニンへのロイシン1291及びイソロイシンへのフェニルアラニン1293

の突然変異を有する配列番号２の配列；

    －チロシンへのヒスチジン1347及びアスパラギン酸へのグリシン1348の突然

変異を有する配列番号２の配列；及び
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    －アスパラギンへのトレオニン1316及びセリンへのアルギニン1317の突然変

異を有する配列番号２の配列；

  から成る群から選択された配列を含んで成る単離されたポリペプチド。

    【請求項６】  －配列番号２の残基1279～1371；

    －配列番号２の残基502～1278；

    －配列番号２の残基914～1371；

    －配列番号２の残基1212～1280；

  から成る群から選択された配列を含んで成る単離されたポリペプチド。

    【請求項７】  請求項５又は６記載のポリペプチドをコードするヌクレオチ

ド配列を含んで成る単離された核酸。

    【請求項８】  請求項２，３，４又は７のいずれか１項記載の核酸を含むク

ローニング及び/又は発現ベクター。

    【請求項９】  請求項８記載のベクターによりトランスフェクトされた宿主

細胞。

    【請求項１０】  請求項２，３，４又は７のいずれか１項記載の核酸配列又

はその相補的配列と、緊縮ハイブリダイゼーション条件下で特異的にハイブリダ

イズする、少なくとも15個のヌクレオチドを含んで成るプローブ又はプライマー

を得るためへの請求項２，３，４又は７のいずれか１項記載の核酸の使用。

    【請求項１１】  その配列が配列番号８及び９から成る群から選択されるプ

ローブ。

    【請求項１２】  その配列が配列番号10～20から成る群から選択されるプラ

イマー。

    【請求項１３】  組換えポリペプチドの生成方法であって、請求項２，３，

４又は７のいずれか１項記載の核酸を含むベクターを宿主細胞中にトランスファ

ーし、この細胞を請求項１又は５記載のポリペプチド又は請求項４記載の核酸配

列によりコードされるポリペプチドの発現を可能にする条件下で培養することを

含んで成る方法。

    【請求項１４】  腫瘍、又は腫瘍を進行せしめる素因のインビトロ診断方法

であって、
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  ａ１）請求項２，３，４又は７のいずれか１項記載の配列を含んで成る、エル

ビン遺伝子又はその転写体のすべて又は一部の増幅を可能にする特定のオリゴヌ

クレオチドの存在下にDNA又はRNAを含む生物学的検体を置き；

  ｂ１）前記DNA又はRNAを増幅し；

  ｃ１）前記増幅の生成物を検出し；

  ｄ１）得られる前記増幅生成物と対照検体により得れるそれらの生成物とを比

較し、そしてこの手段において、腫瘍を進行せしめる素因を示す、エルビン遺伝

子又はその転写体における可能な異形を検出し；又は

  ａ２）請求項２，３，４又は６のいずれか１項記載の配列を含んで成る、エル

ビン遺伝子の転写体のすべて又は一部の増幅を可能にする特定のオリゴヌクレオ

チドの存在下に、患者からの疑わしい細胞のサンプルを採取することにより得ら

れた、mRNAを含む生物学的検体を置き；

  ｂ２）前記転写体を増幅し；

  ｃ２）前記増幅生成物を検出し、そして定量化し；

  正常な対照に対してのエルビン転写体の量の変化が腫瘍又は腫瘍の進行の素因

を示すことから成る段階を含んで成る方法。

    【請求項１５】  請求項１，５又は６記載のポリペプチドに対して向けられ

た抗体。

    【請求項１６】  生物学的検体における請求項１又は５記載のポリペプチド

の検出又は精製のためへの請求項１５記載の少なくとも１つの抗体の使用。

    【請求項１７】  腫瘍、又は腫瘍を進行せしめる素因のインビトロ診断方法

であって、請求項１，５又は６記載のポリペプチドに対して向けられた少なくと

も１つの抗体と、患者から採取された疑わしい細胞のサンプルから得られた生物

学的検体とを、請求項１，５又は６記載のポリペプチドと前記抗体又は複数の抗

体との間での特定の免疫学的複合体の形成を可能にする条件下で接触せしめ、そ

して形成され得る特定の免疫学的複合体を検出及び/又は定量することを含んで

成る方法。

    【請求項１８】  支持体上にできる限り固定された、請求項14記載の少なく

とも１つの抗体；
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  請求項１，５又は６記載のポリペプチドと前記抗体との間での特異的抗原/抗

体複合体の形成を示すための手段、及び/又は

  それらの複合体の定量化のための手段

  を含んで成るキット。

    【請求項１９】  請求項２，３，４もしくは７のいずれか１項記載の核酸、

請求項２，３，４もしくは７のいずれか１項記載の核酸のアンチセンス核酸、又

は請求項１，５もしくは６記載のポリペプチド、及び医薬的に許容できるビーク

ルを含んで成る医薬組成物。

    【請求項２０】  腫瘍の処理のために意図された薬剤の製造のためへの請求

項２，３，４もしくは７のいずれか1項記載の核酸又は請求項１，５もしくは６

記載のポリペプチドの使用。

    【請求項２１】  請求項１記載のポリペプチドをコードする遺伝子が無効に

されている、非ヒトトランスジェニック動物を得るための方法。

    【請求項２２】  請求項２１記載の方法により得られることができる非ヒト

トランスジェニック動物。

    【請求項２３】  エルビン及びERBB2受容体の結合を阻害するか又は活性化

する分子のスクリーニング方法であって、

  －試験されるべき分子と、

  （ｉ）請求項１記載のポリペプチドを固定することができる、ERBB2/HER2受容

体又はそのフラグメントである第１の結合パートナー、及び

  （ii）ERBB2/HER2受容体を固定することができる、請求項１記載のポリペプチ

ド又はそのフラグメントである第２の結合パートナーとを接触せしめ、ここで前

記第１及び/又は第２の結合パートナーが、検出されるような手段で、必要に応

じラベルされ；

  －前記結合パートナー間の相互作用の阻害又は活性化を、試験されるべき前記

分子により評価する；

  ことを含んで成る方法。

    【請求項２４】  エルビンタンパク質とERBB2/HER2受容体との間の相互作用

を高めるか又は低める、エルビンの変異体又はERBB2/HER2の変異体の同定方法で
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あって、

  －請求項１，５又は６記載のポリペプチドに対して突然変異を行い、そして前

記ポリペプチドとERBB2/HER2受容体との相互作用に対するこの突然変異の効果を

評価し；又は

  －ERBB2/HER2受容体に対して突然変異を行い、そして前記受容体と請求項１，

５又は６記載のポリペプチドとの相互作用に対するこの突然変異の効果を評価す

ることを特徴とする方法。
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