
(57)【要約】
【課題】細胞内シグナル伝達経路の候補モジュレーターのライブラリーを評価するための
方法を提供すること。
【解決手段】細胞内シグナル伝達経路の候補モジュレーターのライブラリーを評価するた
めの方法が提供される。この方法は、ライブラリー由来の候補が、非触媒部位で結合する
、シグナル生成タンパク質またはそのコグネイトパートナーのいずれかとして、シグナル
経路における関与物を担うペプチドの結合を阻害する能力を評価する。これに関して有用
な特定のペプチドが同定された。１つの適用において、免疫系のモジュレーターは、候補
物質が、 PKC-θまたはそのフラグメントとそのコグネイトとの相互作用に影響を与える能
力を決定することにより同定され得る。相互作用は、指標としてコグネイトの結合を用い
て測定され得るか、または生理学的応答を用いて測定され得る。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
実 施 例 に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 技 術 分 野
　 本 発 明 は 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ
ー が 、 シ グ ナ ル 伝 達 機 能 の 調 節 に 関 与 す る 、 触 媒 的 に 活 性 な シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 と コ
グ ネ ー ト 結 合 タ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 に 影 響 を 与 え る 能 力 を 評 価 す る こ と に よ り 、 細
胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 こ の よ う な
方 法 お よ び そ の 成 分 の 特 定 の 実 施 態 様 に 関 す る 。 １ つ の 例 示 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 免 疫
系 の 活 性 の 調 節 に お け る 使 用 の た め の 薬 学 的 薬 剤 の 同 定 、 お よ び 開 示 さ れ る 方 法 に お い て
同 定 さ れ る 薬 剤 を 用 い る 方 法 に 適 用 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 背 景 技 術
　 特 許 文 献 １ は 、 そ の コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 に 関 し て 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 の 活 性 を
変 化 さ せ る ペ プ チ ド 組 成 物 を 開 示 お よ び 請 求 す る 。 こ こ で 、 コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 は 、 少
な く と も １ つ の WD-40領 域 （ こ れ は 推 定 上 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る ） を
含 む 。 こ の ペ プ チ ド 組 成 物 は 、 WD-40領 域 を 模 倣 し 、 従 っ て コ グ ネ イ ト と シ グ ナ ル 生 成 タ
ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に 競 合 す る 。 こ の 競 合 は 、 シ グ ナ ル 生 成 の 阻 害 ま た は そ の 活 性 化 の
い ず れ か を も た ら す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 １ つ の 具 体 的 に 例 示 さ れ る シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ （ PKC）
で あ る ； 例 示 さ れ る 、 活 性 化 キ ナ ー ゼ Ｃ の コ グ ネ イ ト レ セ プ タ ー （ RACK） （ こ の 場 合 、 β
PKCに 特 異 的 な ） は RACK1と 称 さ れ た 。 RACK1を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 ク ロ ー ン 化 お よ び 配
列 決 定 さ れ 、 RACK1が 必 須 の WD-40領 域 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 上 記 の 特 許 文 献 １ は 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら の コ グ ネ ー ト の さ ら な る 対
を 同 定 す る 方 法 、 な ら び に コ グ ネ ー ト に お け る WD-40配 列 を 認 識 す る た め の 方 法 を さ ら に
記 載 す る 。 こ の 出 願 は ま た 、 こ の よ う な 相 互 作 用 が 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 と 、 そ の コ
グ ネ イ ト そ れ 自 体 ま た は コ グ ネ イ ト の WD-40領 域 を 模 倣 す る ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 の い ず れ
か と の 間 の 相 互 作 用 に 対 す る 、 候 補 結 合 分 子 の 効 果 を 測 定 す る こ と に よ り 、 シ グ ナ ル 生 成
タ ン パ ク 質 を 結 合 す る さ ら な る 分 子 を 同 定 す る た め の 系 と し て 用 い ら れ 得 る こ と に 留 意 す
る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ こ で 、 数 種 の 特 定 の ペ プ チ ド が 、 シ グ ナ ル に 影 響 す る 様 式 で 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク
質 ま た は コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 の い ず れ か へ 結 合 す る と 同 定 さ れ る 。 こ れ ら の 関 与 物 の 純
度 に 依 存 し な い ア ッ セ イ に お い て 、 シ グ ナ ル 伝 達 の モ ジ ュ レ ー タ ー を ア ッ セ イ す る た め の
、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 ／ コ グ ネ イ ト 系 の 使 用 も ま た 記 載 さ れ る 。 PKC酵 素 系 が 、 特 定
の 実 施 態 様 と し て 例 示 さ れ る 。 さ ら に 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 に 存 在 す る ペ プ チ ド 、 な
ら び に コ グ ネ イ ト ま た は そ の 模 倣 物 に 存 在 す る ペ プ チ ド が 、 シ グ ナ ル 生 成 相 互 作 用 、 お よ
び シ グ ナ ル 生 成 相 互 作 用 に よ り 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 調 整 す る た め に 有 用 で あ る と 記
載 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 PKC-θ の コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 の 同 定 を fynタ ン パ ク 質 と し て 実 証 す る さ ら な る 実 験 が
記 載 さ れ る 。 fynは Ｔ 細 胞 応 答 の 媒 介 に 関 与 す る こ と が 十 分 に 確 立 さ れ て い る の で 、 PKC-
θ と そ の fynコ グ ネ イ ト と の 相 互 作 用 の 破 壊 が 、 免 疫 応 答 を 媒 介 す る こ と 、 お よ び PKC-θ
が 免 疫 応 答 の メ デ ィ エ ー タ ー で あ る こ と は 明 ら か で あ る 。 PKC-θ と そ の コ グ ネ イ ト fynと
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の 間 の 相 互 作 用 を 破 壊 す る こ と 、 ま た は 本 明 細 書 中 以 下 に 記 載 さ れ る よ う に 、 PKC-θ と 任
意 の コ グ ネ イ ト と の 相 互 作 用 に 影 響 を 与 え る こ と が 示 さ れ 得 る 物 質 は ま た 、 免 疫 調 節 活 性
を 有 す る 。 PKC-θ コ グ ネ イ ト と し て の fynの 同 定 お よ び こ の 結 合 へ の 干 渉 の 結 果 は 、 PKC-
θ が 、 免 疫 応 答 に 関 与 す る 重 要 な シ グ ナ リ ン グ タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 実 証 す る 。
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 95/21252号 パ ン フ レ ッ ト
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー を 評 価 す る た め の 方 法 を
提 供 す る こ と 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 発 明 の 開 示
　 本 発 明 は 、 細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る た め の 効 率 的 な ア ッ セ
イ 系 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 生 来 の 生 物 学 的 特 異 性 を 利 用 す る の で 、 こ の 方 法 は 、 シ グ ナ ル
経 路 に お け る 関 与 物 （ シ グ ナ ル 経 路 を 制 御 す る シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 お よ び そ の コ グ ネ
イ ト レ セ プ タ ー ） の 不 純 な 調 製 物 に 対 し て 行 わ れ 得 る 。 ア ッ セ イ は 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ
ク 質 と そ の コ グ ネ イ ト と の 間 の 相 互 作 用 を 、 結 合 を 直 接 測 定 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 生
理 学 的 も し く は 代 謝 的 効 果 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 評 価 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 測 定
は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 行 わ れ る 。 シ グ ナ ル を 作 働 す る （ agon
ize） 好 結 果 な 候 補 は 、 代 謝 的 ま た は 生 理 学 的 産 出 の 増 大 を も た ら し ； ア ン タ ゴ ニ ス ト は
減 少 を も た ら す 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び ア ゴ ニ ス ト は 両 方 と も 、 コ グ ネ イ ト と シ グ ナ ル 生
成 タ ン パ ク 質 と の 間 の 結 合 に つ い て 競 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 好 結 果 な 候 補 の な か に は 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 ま た は コ グ ネ イ ト の い ず れ か の 領 域
を 模 倣 す る ペ プ チ ド な ら び に 非 ペ プ チ ド 低 分 子 が あ る 。 そ の 同 定 の 容 易 さ か ら 、 こ れ ら の
ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド と シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 ま た は コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 と の 間 の 結
合 を 検 出 す る 、 別 の 形 態 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 特 に 有 用 で あ る 。 開 示 さ れ る
ア ッ セ イ 方 法 は 、 す べ て が 大 き な 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー の 直 接 的 ス ク リ ー ニ ン グ に 適 切 で あ
る 訳 で は な い か も し れ な い が 、 こ れ ら は 、 リ ー ド を 選 択 す る た め の 他 の 技 術 と 組 み 合 わ さ
れ 得 る 、 候 補 の 洗 練 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 は 、 コ グ ネ イ ト ま た は シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ
チ ド を 含 み 得 る 。 「 由 来 す る 」 に よ っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 こ の よ う な ペ プ チ ド が コ グ ネ イ
ト も し く は シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 に お い て 見 出 さ れ る か 、 ま た は 限 定 数 の 保 存 的 変 化 に
よ り 改 変 さ れ る か の い ず れ か を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 保 存 的 変 化 は 、 同 定 さ れ た 天 然 の
配 列 に お け る 残 基 の 約 20％ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 10％ 未 満 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 ５
％ 未 満 を 示 す 。 適 切 な ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の １ つ の 方 法 は 、 実 施 例 ４ に 記 載 さ れ る よ
う に 、 種 間 で 配 列 を 比 較 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 上 記 の 方 法 を 用 い て ス ク リ ー ニ
ン グ す る た め の 方 法 、 お よ び そ れ 自 体 が こ れ ら の ア ッ セ イ な ら び に 関 連 す る 相 互 作 用 が 関
与 す る 他 の 適 用 に お い て 有 用 な シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 お よ び コ グ ネ イ ト 上 の 部 位 を 代 表
す る ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 PKC-θ タ ン パ ク 質 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は 由 来 す る ペ プ チ ド を PK
C-θ の コ グ ネ イ ト と と も に 用 い て 、 上 記 で 開 示 さ れ る 方 法 が 使 用 さ れ る 、 特 定 の 実 施 態 様
に 関 す る 。 fynタ ン パ ク 質 お よ び そ の 特 定 の フ ラ グ メ ン ト は 、 PKC-θ に 結 合 す る こ と が 見
出 さ れ た 。 こ の 相 互 作 用 な ら び に PKC-θ お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト と 他 の コ グ ネ イ ト と の 相
互 作 用 を 利 用 し て 、 本 発 明 は 、 PKC-θ ／ コ グ ネ イ ト 相 互 作 用 に よ り 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 お
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よ び 病 理 学 的 な プ ロ セ ス の モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る こ と に よ り 、 免 疫 モ ジ ュ レ ー タ ー を
同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 物 質 は 、 免 疫 系 の 活 性 、 特 に Ｔ 細 胞 の 活 性 お よ び 分
化 を 調 節 す る こ と に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 少 な く と も １ つ の 局 面 は 、 PKC-θ と そ の コ グ ネ イ ト と の 相 互 作 用 を 免
疫 系 の 活 性 を 調 節 す る 物 質 の 指 標 と し て 用 い る こ と に 基 づ く 。 実 施 例 に は 、 fynタ ン パ ク
質 が PKC-θ に 結 合 す る 証 拠 を 示 す 。 PKC-θ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 本 出 願 人 ら の 発 明 以 前 に は
知 ら れ て い な か っ た の で 、 こ の 観 察 は 重 要 で あ る 。 対 照 的 に 、 fynは 、 い く つ か の Ｔ 細 胞
レ セ プ タ ー に 関 係 す る タ ン パ ク 質 （ CD3ζ 鎖 、 ZAP-70、 お よ び Grb-2を 含 む ） と 結 合 す る こ
と が 以 前 に 見 出 さ れ て い た 。 本 発 明 の 同 定 さ れ た fyn/PKC-θ 相 互 作 用 は 、 免 疫 応 答 を 調 節
し 得 る 薬 剤 を 作 製 お よ び 同 定 す る た め の 基 礎 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 PKC-θ お よ び fynペ プ
チ ド 、 ま た は PKC-θ も し く は fyn等 価 物 を 用 い る 競 合 ア ッ セ イ は 、 fyn/PKC-θ 相 互 作 用 を
ブ ロ ッ ク す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 PKC-θ ま た は fyn「 等 価 物 」 は 、 適
切 な 結 合 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 由 来 す る 、 PKC-θ ま た は fynの 相 互 作 用 結 合 活 性 を 模 倣 し
得 る ペ プ チ ド を 示 す 。 さ ら に 、 fynタ ン パ ク 質 に 構 造 的 関 係 を 全 く 有 さ な い か も し れ な い
が 、 fynに よ り 示 さ れ る の と 同 様 の 様 式 で PKC-θ に 結 合 す る 、 代 理 コ グ ネ ー ト （ surrogate
　 cognate） が 用 い ら れ 得 る 。 さ ら に 、 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 モ デ リ ン グ 技 術 が 、 試
験 用 の 薬 剤 を 合 理 的 に 設 計 す る た め 、 ま た は 合 理 的 に 選 択 す る た め に 、 コ グ ネ イ ト パ ー ト
ナ ー と PKC-θ と の 特 異 的 な 相 互 作 用 を 研 究 す る の に 用 い ら れ 得 る 。 好 結 果 の 薬 剤 は 、 免 疫
応 答 を 阻 害 す る か 、 さ も な け れ ば 調 節 す る た め の 治 療 剤 と し て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 例 え ば 本 発 明 は 、 以 下 の 手 段 を 提 供 す る 。
（ 項 目 １ ） 候 補 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 に よ り 媒 介 さ れ る 細 胞 内
シ グ ナ ル 伝 達 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 該 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ に 由 来 す る ペ プ チ ド 、 お よ び パ ー ト ナ ー コ グ ネ イ
ト で あ っ て 、 触 媒 的 に 活 性 な 該 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 に 、 該 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 ま
た は 該 コ グ ネ イ ト に 由 来 す る ペ プ チ ド の 非 触 媒 部 位 を 介 し て 特 異 的 に 結 合 す る 、 コ グ ネ イ
ト 、 を 含 む 環 境 を 提 供 す る 工 程 ；
　 該 環 境 に 候 補 物 質 を 添 加 す る 工 程 ；
　 該 候 補 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 、 該 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ に 由 来 す る ペ
プ チ ド と 該 コ グ ネ イ ト ま た は そ れ に 由 来 す る ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 を 決 定 す る 工 程 ；
　 該 候 補 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で の 該 相 互 作 用 を 比 較 す る 工 程 ；
を 包 含 し 、 こ こ で 、 該 相 互 作 用 を 調 節 す る 候 補 は 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 の モ ジ ュ レ ー タ ー
と し て 同 定 さ れ 、 そ し て
　 該 決 定 す る 工 程 が 、 該 コ グ ネ イ ト ま た は 該 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 の 純 度 に 依 存 し な い
条 件 下 で 行 わ れ る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ） 前 記 パ ー ト ナ ー コ グ ネ イ ト が 、 以 下 の 工 程 ：
　 (a)細 胞 内 成 分 お よ び ／ ま た は 膜 結 合 レ セ プ タ ー の 抽 出 物 を 調 製 す る 工 程 ；
　 (b)該 細 胞 内 成 分 お よ び ／ ま た は 膜 結 合 レ セ プ タ ー を 固 体 支 持 体 上 で 分 離 し て 、 該 支 持
体 上 の 多 数 の 位 置 に お い て 多 数 の 該 成 分 お よ び ／ ま た は レ セ プ タ ー を 得 る 工 程 ；
　 (c)該 固 体 支 持 体 を シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト で プ ロ ー ブ す る 工
程 ； な ら び に
　 (d)該 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 を 結 合 す る 、 該 支 持 体 上 の 少 な く と も １ つ の 成 分 ま た は
レ セ プ タ ー を 同 定 し て 、 該 コ グ ネ イ ト を 同 定 す る 工 程 、
を 包 含 す る 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 、 項 目 １ に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 ３ ） 前 記 細 胞 内 成 分 お よ び ／ ま た は 膜 結 合 レ セ プ タ ー が 、 工 程 (b)の 分 離 の 前 に タ
ン パ ク 質 分 解 に 供 さ れ ； そ し て ／ ま た は
　 前 記 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 ま た は フ ラ グ メ ン ト が 放 射 性 標 識 さ れ る か 、 蛍 光 標 識 で 標
識 さ れ る か 、 も し く は ビ オ チ ン 標 識 で 標 識 さ れ る か 、 ま た は 抗 体 も し く は そ の フ ラ グ メ ン
ト に よ り 検 出 さ れ る 、 項 目 ２ に 記 載 の 方 法 。
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（ 項 目 ４ ） 前 記 相 互 作 用 が 、
　 Xenopus卵 母 細 胞 の 成 熟 ；
　 イ ン デ ュ ー サ ー に よ る 心 筋 細 胞 に お け る 陰 性 周 期 変 動 の 誘 導 ；
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 ； お よ び
　 触 媒 的 に 活 性 な シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 の 細 胞 下 輸 送 、
か ら 選 択 さ れ る 代 謝 効 果 を も た ら す 、 項 目 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 ５ ） 以 下 の 工 程 、
　 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 、
　 　 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 第 １ の 部 分 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 同 じ リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム 内 に 、 前 記 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ に 由 来 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 １ の 発 現 系 で あ っ て 、 こ こ で 該 第 １ の 部 分 そ れ 自 体 は レ ポ ー
タ ー タ ン パ ク 質 の 検 出 可 能 な 特 性 を 有 さ な い 、 第 １ の 発 現 系 、 お よ び
　 　 前 記 コ グ ネ イ ト ま た は コ グ ネ イ ト に 由 来 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
と 同 じ リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に 、 該 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 第 ２ の 部 分 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 ２ の 発 現 系 で あ っ て 、 こ こ で 、 該 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 第 １ お
よ び 第 ２ の 部 分 が 物 理 的 に 近 接 し て い る 場 合 に 、 該 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 特 性 が 示 さ れ
る 、 第 ２ の 発 現 系 を 提 供 す る 工 程 ； な ら び に
　 該 第 １ お よ び 第 ２ の 発 現 系 を 同 時 発 現 し 、 こ れ に よ り 該 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 ま た は
そ れ に 由 来 す る ペ プ チ ド に 結 合 す る 該 コ グ ネ イ ト ま た は コ グ ネ イ ト に 由 来 す る ペ プ チ ド の
発 現 が 、 前 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 前 記 候 補 分 子 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お い て 、 該 レ ポ ー タ
ー タ ン パ ク 質 の 特 性 の 提 示 を も た ら す 工 程 ； な ら び に
　 該 ラ イ ブ ラ リ ー の そ れ ぞ れ の 該 候 補 分 子 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る 該 レ ポ ー タ ー
タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測 定 す る 工 程 ；
　 該 ラ イ ブ ラ リ ー の そ れ ぞ れ の 該 候 補 分 子 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る 該 レ ポ ー タ ー
タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 比 較 す る 工 程 ；
　 を 包 含 し 、
　 こ こ で 、 該 候 補 分 子 の 非 存 在 下 に 対 し て の 、 存 在 下 で の レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の レ ベ ル
の 増 大 ま た は 減 少 が 、 前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 該 候 補 分 子 を 同 定 す る 、 項 目 １ に 記 載 の
方 法 。
（ 項 目 ６ ） 前 記 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 が PKCイ ソ 酵 素 で あ る 、 項 目 １ ～ ５ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 ７ ） 前 記 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 が PKC-θ で あ る 、 項 目 ６ に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 ８ ） 前 記 コ グ ネ イ ト が fynで あ る 、 項 目 ７ に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 ９ ） 前 記 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド が 、 β C2-1、 β C2-2、 β C2-4
、 θ V1-1、 θ V1-2、 θ V1-3、 θ V1-4、 δ V1-1、 δ V1-2、 δ V1-3、 δ V1-4、 ε V1-1、 ε V1-2
、 ε V1-3、 ε V1-4、 ε V1-5、 ε V1-6、 ε V1-7、 η V1-1、 η V1-2、 η V1-3、 η V1-4、 η V1-5
、 η V1-6、 η V1-7、 μ V1-1、 μ V1-2、 λ V1-1、 λ V1-2、 ζ V1-1、 ζ V1-2、 お よ び ζ V1-3か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 項 目 ６ に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 １ ０ ） ペ プ チ ド β C2-1、 β C2-2、 β C2-4、 ε PKCV1、 θ V1-1、 θ V1-2、 θ V1-3、 θ V
1-4、 δ V1-1、 δ V1-2、 δ V1-3、 θ V1-4、 ε V1-1、 ε V1-2、 ε V1-3、 ε V1-4、 ε V1-5、 ε V
1-6、 ε V1-7、 η V1-1、 η V1-2、 η V1-3、 η V1-4、 η V1-5、 η V1-6、 η V1-7、 μ V1-1、 μ V
1-2、 λ V1-1、 λ V1-2、 ζ V1-1、 ζ V1-2、 ま た は ζ V1-3。
（ 項 目 １ １ ） 免 疫 調 節 活 性 を 有 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 PKC-θ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト お よ び そ の コ グ ネ イ ト ま た は コ グ ネ イ ト に 由 来 す る ペ プ
チ ド を 含 む 環 境 を 、 該 PKC-θ ま た は フ ラ グ メ ン ト が 該 コ グ ネ イ ト ま た は コ グ ネ イ ト に 由 来
す る ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 条 件 下 で 提 供 す る 工 程 ；
　 候 補 物 質 を 該 環 境 に 添 加 す る 工 程 ；
　 該 PKC-θ ま た は フ ラ グ メ ン ト と 、 該 コ グ ネ イ ト ま た は コ グ ネ イ ト に 由 来 す る ペ プ チ ド と
の 相 互 作 用 を 、 該 候 補 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 決 定 す る 工 程 ；
　 該 候 補 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で の 該 相 互 作 用 を 比 較 す る 工 程 ；
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を 包 含 し 、
　 こ こ で 、 該 相 互 作 用 を 調 節 す る 候 補 が 、 免 疫 調 節 活 性 を 有 す る と し て 同 定 さ れ る 、 方 法
。
（ 項 目 １ ２ ） 前 記 環 境 が 細 胞 内 環 境 で あ る 、 項 目 １ １ に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 １ ３ ） 前 記 相 互 作 用 の 決 定 が 、
　 前 記 PKC-θ ま た は フ ラ グ メ ン ト の 輸 送 を 測 定 す る こ と 、 ま た は
　 Ｔ 細 胞 の OKT-3刺 激 後 の 21kDタ ン パ ク 質 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 測 定 す る こ と 、 ま た は
　 IFNγ 産 生 に 影 響 を 与 え る こ と な く IL4お よ び ／ ま た は IL5産 生 の 減 少 を 測 定 す る こ と 、
に よ る 、 項 目 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 １ ４ ） 前 記 コ グ ネ イ ト ま た は コ グ ネ イ ト 由 来 ペ プ チ ド が 、 fyn、 fynフ ラ グ メ ン ト fy
n-3、 fynフ ラ グ メ ン ト fyn-2、 お よ び 本 明 細 書 中 に 記 載 の ク ロ ー ン 2-10ま た は 2-32に よ り
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 項 目 １ １ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の
方 法 。
（ 項 目 １ ５ ） 被 験 体 に お け る 免 疫 系 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、 該 被 験 体 に 項 目
１ １ ～ １ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 物 質 の 有 効 量 を 投 与 す る 工 程 を 包 含
す る 、 方 法 。
（ 項 目 １ ６ ） 前 記 物 質 が Ｔ 細 胞 活 性 の 減 少 を 必 要 と す る 被 験 体 に お け る Ｔ 細 胞 活 性 を 減 少
さ せ る た め に 投 与 さ れ る か 、 ま た は
　 前 記 物 質 が 、 移 植 片 拒 絶 の 速 度 の 減 少 を 必 要 と す る 被 験 体 に お け る 移 植 片 拒 絶 の 速 度 を
減 少 さ せ る た め に 投 与 さ れ る か 、 ま た は
　 前 記 物 質 が 、 自 己 免 疫 障 害 の 重 篤 度 の 減 少 を 必 要 と す る 被 験 体 に お け る 自 己 免 疫 障 害 の
重 篤 度 を 減 少 さ せ る た め に 投 与 さ れ る か 、 ま た は
　 前 記 物 質 が 、 ア レ ル ギ ー 性 応 答 お よ び ／ ま た は 喘 息 性 応 答 の 改 善 を 必 要 と す る 被 験 体 に
お け る ア レ ル ギ ー 性 応 答 お よ び ／ ま た は 喘 息 性 応 答 を 改 善 す る た め に 投 与 さ れ る か 、 ま た
は
　 前 記 物 質 が 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 減 衰 を 必 要 と す る 被 験 体 に お け る サ イ ト カ イ ン 産 生 を
減 衰 さ せ る た め に 投 与 さ れ る 、 項 目 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 １ ７ ） 項 目 １ １ ～ １ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 物 質 お よ び 薬 学 的
に 受 容 可 能 な 賦 形 剤 を 含 有 す る 、 薬 学 的 組 成 物 。
（ 項 目 １ ８ ） ク ロ ー ン 2-10、 2-32、 ＃ 10、 1-22、 2-18、 2-20、 ま た は 3-1に よ り コ ー ド さ
れ る 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ た PKC-θ の タ ン パ ク 質 コ グ ネ イ ト 。
（ 項 目 １ ９ ） 項 目 １ ８ に 記 載 の コ グ ネ イ ト を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
（ 項 目 ２ ０ ） 発 現 系 を 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、 該 発 現 系 は 、 項 目 １ ８ に 記 載 の コ グ ネ イ ト
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は そ の 発 現 を も た ら す た め に
制 御 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 、 核 酸 分 子 。
（ 項 目 ２ １ ） 項 目 ２ ０ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 。
（ 項 目 ２ ２ ） ク ロ ー ン 2-10、 2-32、 ＃ 10、 1-22、 2-18、 2-20、 ま た は 3-1に よ り コ ー ド さ
れ る 、 PKC-θ の タ ン パ ク 質 コ グ ネ イ ト を 産 生 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、 項 目 ２ １ に 記
載 の 細 胞 を 前 記 コ グ ネ イ ト が 産 生 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ３ ） 項 目 １ ８ に 記 載 の タ ン パ ク 質 コ グ ネ イ ト と 免 疫 反 応 性 の 抗 体 。
（ 項 目 ２ ４ ） ク ロ ー ン 2-10、 2-32、 ＃ 10、 1-22、 2-18、 2-20、 ま た は 3-1に 含 ま れ る コ ー
ド 配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態
　 一 般 的 な 背 景
　 本 発 明 の １ つ の 局 面 は 、 例 示 的 な シ グ ナ ル 生 成 対 の 相 互 作 用 の 総 括 と し て 、 お そ ら く 最
も 理 解 さ れ る 。 こ こ で 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 は PKCで あ り 、 そ し て コ グ ネ イ ト は 適 切
な RACKで あ る 。 RACKま た は PKCに 含 ま れ る PKC結 合 エ レ メ ン ト を 模 倣 す る か 、 ま た は PKCに
含 ま れ る RACK結 合 エ レ メ ン ト を 模 倣 す る ペ プ チ ド が 、 シ グ ナ ル 経 路 に 関 連 す る ア ッ セ イ の
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成 分 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 PKCは 、 シ グ ナ ル 生 成 イ ソ 酵 素 の フ ァ ミ リ ー を 示 し 、 少 な く と も そ れ ら の い く つ か は ほ
と ん ど の 細 胞 型 に 存 在 す る 。 適 切 な 薬 剤 （ 代 表 的 に は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ PS） お よ
び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ DAG） 、 な ら び に い く つ か の 場 合 に は カ ル シ ウ ム イ オ ン ） に よ
る 活 性 化 の 際 に 、 PKCは 、 一 般 に 、 可 溶 性 の 画 分 か ら 顆 粒 画 分 と 関 連 す る 細 胞 内 の 別 の 位
置 へ 細 胞 下 で 輸 送 さ れ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー に お け る 各 イ ソ 酵 素 は 、 各 特 定 の イ ソ 酵 素 の 活
性 化 の 生 理 学 的 効 果 ま た は 代 謝 効 果 に 関 連 す る 適 切 な 部 位 で ア ン カ ー す る タ ン パ ク 質 で あ
る 、 １ つ ま た は よ り 多 い コ グ ネ イ ト （ ま た は RACK） を 有 す る よ う で あ る 。 従 っ て 、 例 え ば
、 心 臓 の 筋 細 胞 中 に 含 ま れ る PKCの １ つ ま た は 部 分 集 合 は 、 活 性 化 さ れ た 場 合 、 収 縮 率 の
低 下 を 生 じ る 。 Xenopus卵 母 細 胞 に 含 ま れ る PKCの １ つ ま た は 部 分 集 合 は 、 活 性 化 さ れ た 場
合 、 卵 の 成 熟 に 影 響 を 与 え る 。 PKCの １ つ ま た は 部 分 集 合 は 、 触 媒 部 位 で 阻 害 さ れ た 場 合
、 Ｔ リ ン パ 球 活 性 化 を ブ ロ ッ ク す る 。 Birdchallら 、 J　 Pharm． Expt'l　 Ther（ 1994） 268
:922を 参 照 の こ と 。 特 定 の PKCイ ソ 酵 素 と そ の コ グ ネ イ ト RACKと の 相 互 作 用 は 、 代 謝 効 果
ま た は 生 理 学 的 効 果 に 必 要 で あ る ； 従 っ て 、 こ の 相 互 作 用 を 含 む 干 渉 は そ の 効 果 を 調 節 す
る 。 あ る い は 、 調 節 の 効 果 は 、 モ ジ ュ レ ー タ ー の 相 互 作 用 が シ グ ナ ル 生 成 パ ー ト ナ ー 中 に
お け る 構 造 変 化 を 促 進 す る 場 合 、 拮 抗 的 で あ り 得 、 こ の こ と は 、 ア ク チ ベ ー タ ー （ 例 え ば
、 PSま た は DAG） お よ び コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 の 同 時 の 結 合 の 際 に の み 通 常 生 じ る 効 果 に
一 致 す る か 、 ま た は そ う で な け れ ば シ グ ナ ル 活 性 化 を 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 公 知 の PKCイ ソ 酵 素 は 、 図 １ に 示 す よ う な ３ つ の 主 要 な 群 に 分 け ら れ 得 る 。 群 に 関 わ ら
ず 、 全 て の イ ソ 酵 素 は 、 ２ つ の 定 常 領 域 （ Ｃ ） お よ び ２ つ の 可 変 領 域 （ Ｖ ） に よ り 示 さ れ
る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 含 む 。 酵 素 活 性 を 担 う 領 域 は 、 相 同 性 が 高 い か 、 ま た は
定 常 で あ る ； カ ル ボ キ シ 末 端 方 向 へ 向 か う C4領 域 は 、 触 媒 部 位 を 含 む と 考 え ら れ て い る ；
C3領 域 上 流 は ATP結 合 を 担 う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン の 上 流 は 調 節 ド メ イ ン で あ る 。
全 て の ３ つ の フ ァ ミ リ ー （ 従 来 の （ cPKC） 、 新 規 の （ nPKC） 、 お よ び 異 型 の （ aPKC)） は
、 Ｎ 末 端 に V1と 呼 ば れ る 可 変 領 域 、 お よ び C1で 記 さ れ る す ぐ 下 流 の 定 常 領 域 を 含 む 。 C1領
域 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ま た は ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル の よ う
な 薬 理 学 的 模 倣 物 に よ る 活 性 化 に 関 連 す る と 考 え ら れ て い る 。 C2領 域 は cPKCフ ァ ミ リ ー に
お い て の み 見 出 さ れ 、 そ し て カ ル シ ウ ム に よ る 活 性 化 の た め の 部 位 で あ る と 考 え ら れ て い
る 。 し か し 、 状 況 は 、 C1領 域 が カ ル シ ウ ム 結 合 に も ま た 関 与 し 得 る よ う に そ れ ほ ど 単 純 で
は あ り 得 ず 、 そ し て 異 型 の ク ラ ス は ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル の よ う な 試 薬 に 対 す る 応 答 が 乏 し
い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 そ れ に も 関 わ ら ず 、 調 節 ド メ イ ン と し て 示 さ れ る 領 域 内 の 配 列 が 、 特 定 の PKCと そ の コ
グ ネ イ ト RACKと の 相 互 作 用 を 担 う こ と が 、 現 在 明 ら か で あ る 。 こ れ ら は ま た 、 偽 RACK部 位
と 呼 ば れ る RACK模 倣 領 域 を 含 み 、 偽 RACK部 位 は PKCが 活 性 化 さ れ て い な い 場 合 に 、 PKCの そ
の RACKへ の 結 合 を 妨 げ る 。 こ の 状 況 は 、 一 次 配 列 中 の 別 の 部 分 に 位 置 し 、 そ し て PKCの 活
性 化 の 前 に 触 媒 部 位 を ブ ロ ッ ク す る 偽 物 質 配 列 に 類 似 で あ る 。 関 連 領 域 が 、 設 計 さ れ た シ
グ ナ ル 生 成 事 象 に 関 連 す る 特 定 の イ ソ 酵 素 に 特 異 的 で あ る こ と を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 PCT出 願 番 号 WO95/21252に お い て 、 PKC-β （ cPKCフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー ） と 相 互 作 用 す
る コ グ ネ イ ト RACK1タ ン パ ク 質 が ク ロ ー ン 化 さ れ 、 そ し て PKC-β へ の 結 合 を 担 う と 推 定 さ
れ る WD-40領 域 が 構 造 の 類 似 性 に よ っ て 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の WD-40ペ プ チ ド の １ つ が 、 以
下 の よ う な PKCア ク チ ベ ー タ ー の 非 存 在 下 で PKCの キ ナ ー ゼ 活 性 を 誘 導 す る こ と が 見 出 さ れ
た ； こ の ペ プ チ ド お よ び WD-40領 域 を 示 す 別 の ペ プ チ ド の 両 方 が 、 活 性 化 PKC形 態 の 特 徴 で
あ る タ ン パ ク 質 溶 解 に 対 し て PKC-β を 感 受 性 に す る 。 全 て の こ れ ら の ペ プ チ ド が ま た 、 RA
CK1へ の PKC-β の 結 合 を 阻 害 す る こ と が ま た 示 さ れ た 。 原 理 上 は 、 適 切 な RACKの WD-40領 域
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が 、 対 応 す る PKCに 関 連 す る シ グ ナ ル 生 成 の ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用
し 得 る 。 記 載 さ れ る よ う に 、 関 連 PKCと そ の コ グ ネ イ ト 、 ま た は 関 連 PKCと 上 記 の コ グ ネ イ
ト 由 来 の WD-40ド メ イ ン と の 間 の 相 互 作 用 に つ い て 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー の
メ ン バ ー の 効 果 を 示 す ア ッ セ イ が 、 こ の シ グ ナ ル 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る た め の
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 下 記 の 例 示 的 な 研 究 に お い て 、 シ グ ナ ル 生 成 の 調 節 は 、 適 切 な PKCを 含 む 反 応 混 合 物 に
、 関 連 RACK由 来 の WD-40ペ プ チ ド も し く は そ れ 自 身 が RACK結 合 ド メ イ ン を 模 倣 し て い る PKC
調 節 ド メ イ ン 由 来 の 偽 RACKペ プ チ ド 、 ま た は 代 理 コ グ ネ イ ト の い ず れ か を 供 給 し 、 そ し て
結 合 ま た は シ グ ナ ル 生 成 に 対 す る こ れ ら の ペ プ チ ド の 効 果 を 試 験 す る こ と に よ っ て 達 成 さ
れ 得 る 。 相 互 作 用 す る （ す な わ ち 、 コ グ ネ イ ト と し て 作 用 す る ） 物 質 は PKCを 結 合 し 、 そ
し て ／ ま た は そ の シ グ ナ ル 生 成 を 変 化 さ せ る 。 PKCま た は PKC由 来 の コ グ ネ イ ト 結 合 ペ プ チ
ド は ま た 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 へ の コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 の 結 合 に 影 響 を 与 え る た め
の 良 好 な 候 補 の 能 力 の 利 点 に よ っ て 、 シ グ ナ ル 生 成 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー を ス ク リ ー ニ ン
グ す る た め の 適 切 な コ グ ネ イ ト と 組 み 合 わ せ て 、 ア ッ セ イ 試 薬 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 一 般
に 、 そ の 相 互 作 用 が 観 察 さ れ 得 る PKC／ コ グ ネ イ ト 組 み 合 わ せ を 使 用 す る 系 に お い て 、 こ
の 相 互 作 用 に 影 響 を 与 え る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 相 互
作 用 は 候 補 の 存 在 下 お よ び そ の 非 存 在 下 で 観 察 さ れ 、 そ し て こ れ ら の ２ つ の 条 件 下 の 相 互
作 用 に お け る 差 異 は こ の 相 互 作 用 を 調 節 す る 候 補 の 能 力 を 反 映 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 特 に 重 要 な シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 ／ コ グ ネ イ ト 系 が 本 明 細 書 中 以 下 に 記 載 さ れ る 。 PK
C-θ が 関 連 す る シ グ ナ リ ン グ は 、 免 疫 系 （ 特 に 、 Ｔ 細 胞 応 答 ） を 調 節 す る こ と に お い て 特
に 重 要 で あ る 。 従 っ て 、 PKC-θ と そ の コ グ ネ イ ト と の 間 の 相 互 作 用 を 調 節 す る 物 質 が ま た
、 免 疫 応 答 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ り 、 従 っ て 、 ア レ ル ギ ー お よ び 喘 息 、 同 種 移 植 片 拒 絶 の
予 防 、 な ら び に 自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 に お け る よ う な 、 免 疫 応 答 の 改 変 が 所 望 さ れ る 状 況 に
お い て 使 用 さ れ 得 る 。 以 下 の 記 載 は 、 PKC-θ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る ア ッ セ イ
系 で あ り 、 こ こ で 、 こ の コ グ ネ イ ト は 通 常 、 宿 主 細 胞 中 に 存 在 す る も の で あ り 、 fynタ ン
パ ク 質 （ 先 の 用 語 中 の RACK） ま た は そ の 関 連 フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は 本 発 明 の 方 法 に 従 っ
て 定 義 さ れ た 代 理 コ グ ネ イ ト で あ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 ペ プ チ ド 」 お
よ び 「 タ ン パ ク 質 」 は サ イ ズ に 関 わ ら ず 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。 い く つ か の 場 合 に お い て
、 こ れ は 従 来 の 用 語 に 従 っ て 意 図 さ れ る こ と が 明 ら か で あ る ； 一 方 、 両 方 の 可 能 性 が 含 ま
れ 得 る 。 出 願 人 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 長 さ の 点 か ら ペ プ チ ド と タ ン パ ク 質 と の 間 に 任 意 の 境 界
線 を 引 か な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 従 っ て 、 要 約 す る と 、 種 々 の 可 能 な 対 と な る 相 互 作 用 が 試 験 さ れ 得 る ； 必 要 と さ れ る 成
分 は 決 し て 精 製 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 上 記 の 表 に お い て 、 成 分 に 適 切 な 相 互 作 用 を 検 出 す る 任 意 の ア ッ セ イ 方 法 が 使 用 さ れ 得
る 。 相 互 作 用 が 細 胞 内 で あ る 場 合 、 細 胞 に 対 す る 特 定 の 生 理 学 的 効 果 が 測 定 さ れ 得 る 。 相
互 作 用 が イ ン ビ ト ロ で あ る 場 合 、 コ グ ネ イ ト 成 分 の シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 の 直
接 的 な 測 定 が お そ ら く 最 も 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 は 特 定 の シ グ ナ ル 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 に 関 す る 。 各 ア ッ セ イ は 、 触 媒 的 に 活 性 で あ る シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 に 非 触 媒 部
位 を 介 し て 十 分 に 、 そ し て 特 異 的 に 結 合 し 、 不 純 な 調 製 物 中 で の ア ッ セ イ を 可 能 に す る コ
グ ネ イ ト を 含 む 。 こ れ ら の ２ つ の 成 分 の 相 互 作 用 は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 お よ び
非 存 在 下 で 観 察 さ れ る 。 選 択 さ れ る ア ッ セ イ 系 に 依 存 し て 、 相 互 作 用 お よ び そ の 改 変 が 、
観 察 可 能 な パ ラ メ ー タ ー ； 細 胞 下 分 布 に お け る 変 化 の よ う な 生 理 学 的 な 読 み 出 し 、 ま た は
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 の よ う な 人 工 的 な 構 築 物 の い ず れ か に 影 響 を 与 え る 細 胞 内 結 合 ア
ッ セ イ を 含 む 種 々 の 方 法 で 観 察 さ れ 得 る 。 し か し 、 必 要 と さ れ る 試 薬 が 精 製 さ れ る こ と は
決 し て な い が 、 い く つ か の 場 合 に お い て 、 例 え ば 、 相 互 作 用 を 担 う シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク
質 （ PKC-θ に よ り 示 さ れ る ） ま た は そ の コ グ ネ イ ト 結 合 タ ン パ ク 質 （ fynに よ り 示 さ れ る
） の 領 域 を 示 す 、 以 下 に 示 さ れ る よ う に 同 定 さ れ た ペ プ チ ド を 利 用 す る こ と が 好 都 合 で あ
り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 関 連 の 内 因 性 PKCお よ び 関 連 の 内 因 性 コ グ ネ イ ト が 、 候 補 物 質 の 影 響 （ 例 え ば 、 シ グ ナ
ル 生 成 タ ン パ ク 質 の 活 性 化 の 際 に 細 胞 内 輸 送 パ タ ー ン を 変 化 さ せ る 候 補 の 能 力 ） を 観 察 す
る こ と に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 関 連 PKCに 結 合 す る そ れ ら の 能 力 の 利 点 に よ り
以 下 に 記 載 さ れ る ア プ ロ ー チ を 用 い て 同 定 さ れ る RACKま た は コ グ ネ イ ト の WD40領 域 を 示 す
タ ン パ ク 質 の よ う な 、 代 理 コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 が 使 用 さ れ 得 る 。 代 理 物 が イ ン ビ ト ロ 系
で 使 用 さ れ る 場 合 、 一 般 に 、 結 合 は 測 定 可 能 な 相 互 作 用 で あ る 。 本 出 願 で 使 用 さ れ る 場 合
、 上 記 の よ う に 、 用 語 「 コ グ ネ イ ト 」 は 、 触 媒 的 に 活 性 な シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 に 非 触
媒 部 位 を 介 し て 十 分 に 、 そ し て 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 に 適 用 さ れ る 。 従 っ て 、 「 コ グ ネ イ
ト 」 は 、 内 因 性 コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 （ ま た は 関 連 フ ラ グ メ ン ト ） あ る い は こ れ ら に 由 来
の 等 価 物 、 お よ び 上 記 の 特 性 を 共 有 す る 代 理 物 質 の 両 方 を い う 。 コ グ ネ イ ト が 非 触 媒 部 位
に 結 合 す る こ と が 必 要 と さ れ る が 、 さ ら に コ グ ネ イ ト は 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 に よ る
触 媒 の た め の 物 質 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 下 記 の よ う に 、 ア ッ セ イ 方 法 に お い て １ つ ま た は 他 の 成 分 と 置 き 換 え ら れ 得 る ペ
プ チ ド は 、 そ れ 自 身 ア ッ セ イ の 実 施 を 通 じ て 同 定 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 コ グ ネ イ ト タ ン パ ク
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質 と シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に 影 響 を 与 え る 化 合 物 の 能 力 は 、 そ の 化 合 物 を
シ グ ナ ル 経 路 そ れ 自 体 の モ ジ ュ レ ー タ ー と 同 様 に ア ッ セ イ の 有 用 な 成 分 と し て 同 定 す る 。
一 旦 適 切 な 成 分 が 同 定 さ れ る と 、 個 々 の 標 識 成 分 が 、 結 合 の レ ベ ル を 評 価 す る た め に 使 用
さ れ 得 る 。 標 識 成 分 は 、 コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 に 対 し て 測 定 さ れ る 、 シ グ ナ
ル 生 成 ペ プ チ ド の 領 域 、 ま た は 逆 に 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 に 対 し て 測 定
さ れ る コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 の 部 分 を 示 す 成 分 を 示 し 得 る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 完 全 な 細
胞 ま た は 細 胞 を 含 ま な い 抽 出 物 ま た は 部 分 的 に 精 製 さ れ た 抽 出 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 非 内 因 性 物 質 が ア ッ セ イ の １ 成 分 と し て 選 択 さ れ る 場 合 、 好 ま し く は 、 ス ク リ ー ニ ン グ
試 験 が そ れ 自 身 の 結 合 の み を 測 定 す る こ と に よ っ て 行 わ れ 得 る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 あ る い は 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 お よ び コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 の 両 方 が 、 粗 抽 出 物 中
に 含 ま れ 得 、 そ し て そ れ ら の 相 互 作 用 を 評 価 す る た め の 方 法 は 、 調 製 物 自 身 の 中 の シ グ ナ
ル 生 成 タ ン パ ク 質 の 局 在 を 測 定 す る 工 程 、 あ る い は 例 え ば 、 Xenopus卵 母 細 胞 の 成 熟 の よ
う な 相 互 作 用 の 代 謝 的 効 果 ま た は 心 筋 細 胞 の 収 縮 率 に 対 す る 効 果 を 測 定 す る 工 程 を 包 含 し
得 る 。 相 互 作 用 を 評 価 す る 特 定 の 方 法 は 、 も ち ろ ん 、 相 互 作 用 の パ ー ト ナ ー に 対 し て 適 切
で あ り 、 そ し て シ グ ナ ル 経 路 お よ び 以 下 に 示 す よ う な そ れ ら の 成 分 の 特 異 性 の 利 点 を 利 用
す る こ と に よ り 、 容 易 に 確 認 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 、 「 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 」 シ ス テ ム が 、 PKCま た は そ の フ ラ グ メ ン ト と そ の コ グ ネ
イ ト と の 相 互 作 用 に 影 響 を 与 え る た め に 使 用 さ れ 得 、 そ し て こ の 相 互 作 用 に 対 す る 候 補 の
効 果 が 観 察 さ れ 得 る 。 「 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 」 シ ス テ ム は 、 本 明 細 書 中 で 参 考 と し て 援 用 さ
れ る 米 国 特 許 第 5,283,173号 に 記 載 さ れ て い る 。 簡 潔 に は 、 本 発 明 に 適 用 さ れ る 場 合 、 組
換 え 宿 主 （ 代 表 的 に は 、 酵 母 ） は 、 そ れ ぞ れ 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ２ つ の 発 現 系 を
用 い て 形 質 転 換 さ れ る 。 １ つ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 PKCま た は そ の コ グ ネ イ ト 結 合 フ ラ グ
メ ン ト に 融 合 さ れ た 転 写 活 性 化 因 子 の 部 分 を 含 む ； 他 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 コ グ ネ イ ト に
融 合 さ れ た 転 写 活 性 化 部 分 の 相 補 性 部 分 を 含 む 。 代 表 的 に は 、 転 写 活 性 化 因 子 は RNAポ リ
メ ラ ー ゼ の ア ク チ ベ ー タ ー で あ り 、 そ し て １ つ の 部 分 は DNA結 合 部 分 を 示 し 、 も う １ つ の
部 分 は ポ リ メ ラ ー ゼ の ア ク チ ベ ー タ ー で あ る 。 コ グ ネ イ ト お よ び PKCが 結 合 す る 場 合 、 転
写 因 子 の ２ つ の 部 分 は 、 そ れ ら が 活 性 化 し た 転 写 の 機 能 を 実 行 し 得 る ほ ど 十 分 に 近 位 に も
た ら さ れ る 。 従 っ て 、 「 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 」 ア ッ セ イ は ま た 、 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 （ 例
え ば 、 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ま た は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） を
産 生 す る 、 完 成 さ れ た 転 写 因 子 に よ り 活 性 化 さ れ る レ ポ ー タ ー 発 現 系 を 含 む 。 本 明 細 書 中
で 規 定 さ れ る 場 合 、 「 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ 」 は こ の 一 般 的 な ア プ ロ ー チ を い う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 好 都 合 に 、 調 節 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ は 、 反 応 混 合 物 中 の 相 対 成 分 の 「
結 合 」 に 対 す る 候 補 の 効 果 の 測 定 と し て し ば し ば 記 載 さ れ る 。 コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 お よ
び シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 の 両 方 が ア ッ セ イ に 関 連 す る 組 成 物 の 活 性 成 分 で あ る 場 合 の 例
に お い て 、 結 合 は 直 接 だ け で は な く 、 得 ら れ る 代 謝 的 ま た は 生 理 学 的 効 果 に よ っ て も ま た
測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 fyn/PKC-θ 感 染
　 PKC-θ に よ り 媒 介 さ れ る シ グ ナ ル 生 成 が Ｔ 細 胞 の 活 性 化 を 調 節 す る こ と に お い て 重 要 で
あ る こ と が 、 本 明 細 書 中 以 下 で 示 さ れ て い る 。 従 っ て 、 PKC-θ に よ っ て 媒 介 さ れ る シ グ ナ
リ ン グ に よ っ て 媒 介 さ れ る PKC-θ の 改 変 は 、 免 疫 応 答 の 改 変 を 生 じ る 。 従 っ て 、 こ の シ グ
ナ ル 経 路 を 調 節 す る と し て 同 定 さ れ 得 る 物 質 は 、 ア レ ル ギ ー 性 反 応 の 予 防 ま た は そ れ ら の
重 篤 度 を 低 減 す る こ と に お い て 、 あ る い は 喘 息 の 処 置 に お い て 、 自 己 免 疫 疾 患 の 効 果 を 改
善 す る こ と に お い て 、 お よ び 移 植 片 の 拒 絶 の リ ス ク を 低 減 す る こ と に お け る 免 疫 調 節 剤 と
し て 有 用 で あ る 。 PKC-θ は 、 そ の 内 因 性 コ グ ネ イ ト の 少 な く と も １ つ と し て 作 用 す る fyn
タ ン パ ク 質 と 内 因 的 に 相 互 作 用 す る こ と が ま た 、 以 下 に 示 さ れ る 。 従 っ て 、 PKC-θ /fyn相
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互 作 用 は そ れ 自 身 が 、 免 疫 モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 機 能 す る 候 補 物 質 を 同 定 す る た め の ア ッ
セ イ 系 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ア ッ セ イ の １ つ の 形 態 に お い て 、 PKC-θ シ グ ナ ル タ ン パ ク 質 お よ び fynコ グ ネ イ ト は 試
験 細 胞 中 に 内 因 的 に 生 じ 、 そ し て PKCシ グ ナ リ ン グ 機 能 に 対 す る 候 補 の 効 果 が 直 接 測 定 さ
れ 得 る 。 以 下 に 示 す よ う に 、 PKC-θ の 輸 送 は 活 性 化 の 際 に 起 こ り 、 従 っ て 、 内 因 性 コ グ ネ
イ ト タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 こ の 輸 送 の 際 の 候 補 物 質 の 効 果 は 、 そ の コ グ ネ イ ト と PKC-θ
と の 相 互 作 用 の 際 の そ の 影 響 の 測 定 と し て 直 接 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 あ る い は 、 ア ッ セ イ は 、 PKC-θ お よ び fynを 直 接 含 ん で イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 構
築 さ れ 得 る 。 詳 細 に は 、 fyn/PKC-θ 相 互 作 用 を 調 節 す る 試 薬 を 同 定 す る た め に 、 fynタ ン
パ ク 質 、 PKC-θ に 結 合 す る ド メ イ ン を 含 む fynタ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は PKC-θ
に 結 合 す る fynタ ン パ ク 質 の ド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 PKC-θ 、 fyn結 合 ド メ イ ン
を 含 む PKC-θ の フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は fyn結 合 ド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 有 す る 同
じ 環 境 に 提 供 さ れ 、 こ の 環 境 は 通 常 、 シ グ ナ ル 生 成 タ ン パ ク 質 （ PKC-θ ） と コ グ ネ イ ト （
fyn） と が 相 互 作 用 す る 環 境 で あ る 。 環 境 は 、 試 験 さ れ る 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で
提 供 さ れ る 。 試 験 さ れ る 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 、 シ グ ナ リ ン グ タ ン パ ク 質 と コ グ
ネ イ ト と の 間 の 相 互 作 用 に お け る 差 異 が 比 較 さ れ る ； 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る か 、 ま た は
そ う で な け れ ば 相 互 作 用 に 影 響 を 与 え る 試 薬 が 、 こ れ ら の ２ つ の 環 境 の 間 で の 相 互 作 用 に
お け る 差 異 の 決 定 に よ り 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 fynタ ン パ ク 質 は ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 の フ ァ ミ リ ー を 提 示 し 、 そ し て 「 fyn」 に よ っ て
、 こ れ ら の ス プ ラ イ ス さ れ た 変 異 体 お よ び そ れ ら に 由 来 す る PKC-θ を 結 合 す る ペ プ チ ド の
全 て を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 場 合 、 試 薬 は 、 試 薬 の 存 在 が fynペ プ チ ド と の PKC-θ ペ プ チ ド
の 会 合 を 妨 げ る か 、 会 合 の 量 を 減 少 さ せ る 場 合 、 fyn/PKC-θ 結 合 を ブ ロ ッ ク す る か ま た は
低 減 す る と い わ れ る 。 試 薬 の １ つ の ク ラ ス は PKC-θ ペ プ チ ド へ の 結 合 に よ っ て 会 合 を 低 減
す る か ま た は ブ ロ ッ ク す る が 、 別 の ク ラ ス の 試 薬 は fynペ プ チ ド へ の 結 合 に よ っ て 会 合 を
低 減 す る か ま た は ブ ロ ッ ク す る 。 第 １ の ク ラ ス の 試 薬 の ２ つ の 例 と し て 、 PKC-θ ペ プ チ ド
に 結 合 し 、 そ し て PKC-θ 上 の fyn結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る 抗 体 と 、 fyn上 に 見 出 さ れ る PKC-
θ 結 合 部 位 を 有 す る ペ プ チ ド と が 挙 げ ら れ る 。 第 ２ の ク ラ ス の 試 薬 の ２ つ の 例 と し て 、 fy
nペ プ チ ド に 結 合 し 、 そ し て fyn上 の PKC-θ 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る 抗 体 と 、 PKC-θ 上 に 見
出 さ れ る fyn結 合 部 位 を 含 む ペ プ チ ド と が 挙 げ ら れ る 。 他 の 型 の 相 互 作 用 も ま た 、 予 想 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る fynペ プ チ ド は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 当 該 分 野 で 公 知 で あ る
完 全 な fynタ ン パ ク 質 、 PKC-θ を 結 合 す る fynペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は 結 合 活 性 を
保 持 し て い る そ れ ら の 小 さ な 領 域 、 も し く は 適 切 な fyn配 列 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の よ う
な fynの PKC-θ 結 合 部 位 を 含 む タ ン パ ク 質 の い ず れ か で あ り 得 る 。 あ る い は 、 fynペ プ チ ド
は 、 回 文 （ palindromic） 反 復 ま た は 縦 列 （ tandem） 反 復 に お け る よ う な 、 fyn配 列 の １ つ
以 上 の コ ピ ー を 含 み 得 る 。 fynペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 ま た は ウ イ ル ス も ま た 使 用 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 fyn配 列 を 含 む 化 合 物 の 代 わ り と し て 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 同 定 さ れ る 試 薬 は 、 fynペ
プ チ ド と 置 き 換 え ら れ 得 る 。 例 え ば 、 PKC-θ へ の 結 合 に よ っ て fyn/PKC-θ 結 合 を ブ ロ ッ ク
す る こ と が 見 出 さ れ て い る 試 薬 が 、 fynペ プ チ ド の 代 わ り に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る PKC-θ ペ プ チ ド は 、 そ の メ ン バ ー が fynペ プ チ ド に 結
合 す る 限 り は 、 タ ン パ ク 質 の PKC-θ フ ァ ミ リ ー の 任 意 メ ン バ ー で あ り 得 る 。 本 明 細 書 中 で
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使 用 さ れ る 場 合 、 PKC-θ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 タ ン パ ク 質 の PKC-θ フ ァ ミ リ ー の メ ン
バ ー で あ る 当 該 分 野 で 現 在 公 知 の タ ン パ ク 質 を い う （ 概 説 に つ い て は 、 Baierら 、 J　 Biol
　 Chem（ 1993） 268(7):4997-5004お よ び Baierら 、 Eur　 J　 Biochem（ 1995） 225(1):195-2
03を 参 照 の こ と ） 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス な ど の 器 官 か ら 単 離 さ れ る PKC-θ 、
な ら び に 各 生 物 に お い て 見 出 さ れ る PKC-θ の 種 々 の ス プ ラ イ ス 形 態 を 含 む 。 PKC-θ フ ァ ミ
リ ー の メ ン バ ー は そ の 全 体 に お い て 使 用 さ れ 得 る か 、 ま た は fyn結 合 部 位 を 含 む PKC-θ タ
ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト が 使 用 さ れ 得 る 。 好 ま し い フ ラ グ メ ン ト は PKC-θ の V1領 域 に 由 来
す る ； 強 く イ ソ 酵 素 特 異 的 な 領 域 V3ま た は V5も ま た 、 使 用 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 PKC-θ を
発 現 す る 細 胞 も し く は ウ イ ル ス 、 ま た は PKC-θ フ ラ グ メ ン ト が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る fynお よ び PKC-θ ペ プ チ ド は 、 種 々 の 形 態 で 用 い ら れ
得 る 。 ペ プ チ ド は 、 天 然 に 生 じ る 夾 雑 物 を 含 ま な い 、 高 度 に 精 製 さ れ た 形 態 で 使 用 さ れ 得
る 。 あ る い は 、 細 胞 性 成 分 の 混 合 物 を 含 む 粗 調 製 物 、 な ら び に fynお よ び PKC-θ ペ プ チ ド
が 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 fynま た は PKC-θ ペ プ チ ド は 、 天 然 に こ れ ら の ペ プ チ ド を 発 現
し て い る 細 胞 か ら 単 離 さ れ 得 る か 、 組 換 え 方 法 を 用 い て こ れ ら の ペ プ チ ド を 発 現 す る よ う
に 改 変 さ れ た か 細 胞 か ら 単 離 さ れ 得 る か 、 ま た は 標 準 的 な ペ プ チ ド 合 成 方 法 を 用 い て 合 成
さ れ 得 る 。 試 験 さ れ る 試 薬 お よ び ／ ま た は fynペ プ チ ド と の PKC-θ ペ プ チ ド の 会 合 が サ ン
プ ル 中 で 同 定 さ れ 得 る 限 り は 、 fynお よ び PKC-θ ペ プ チ ド は 上 記 ア ッ セ イ に お け る 使 用 の
た め に 適 切 な 形 態 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に 、 fynお よ び ／ ま た は PKC-θ ペ プ チ ド は 、 検 出 を 容 易 に す る た め に 、 検 出 可 能 な
標 識 ま た は シ グ ナ ル 生 成 系 を 含 む よ う に さ ら に 改 変 さ れ 得 る 。 蛍 光 タ グ ま た は 蛍 光 偏 向 （
fluorescence　 polarization） 、 お よ び 二 次 標 識 試 薬 （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン ） の よ う な 試 薬
を 接 着 す る 方 法 が 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 種 々 の 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 が 、 試 薬 が PKC-θ ペ プ チ ド と の fynペ プ チ ド の 相 互 作 用 を
ブ ロ ッ ク す る か ま た は 減 少 さ せ る か ど う か を 検 出 す る た め に 適 用 さ れ 、 そ し て 使 用 さ れ 得
る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 固 体 支 持 体 を 利 用 す る ア ッ セ イ 、 液 相 中 で の ア ッ セ イ 、 ゲ ル 状 培
地 で 行 わ れ る ア ッ セ イ 、 お よ び こ れ ら の 環 境 の 組 み 合 わ せ を 使 用 す る ア ッ セ イ を 含 む が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 固 相 ア ッ セ イ の 例 は 、 fynお よ び PKC-θ ペ プ チ ド の 一 方 ま た は 両
方 が 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ 、 そ し て 試 験 さ れ る 試 薬 お よ び fyn/PKC-θ 対 の 他 の ペ プ チ ド
を 含 む 液 相 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る ア ッ セ イ で あ る 。 つ い で 、 抗 体 の よ う な 二 次 的 な 検
出 方 法 が 固 定 化 ペ プ チ ド に 結 合 す る 二 次 ペ プ チ ド の 量 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。 あ る
い は 、 fyn/PKC-θ 対 の 二 次 ペ プ チ ド が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ 得 、 そ し て 固 定 化 し た 第 １ の ペ
プ チ ド へ の そ の 結 合 が 直 接 ア ッ セ イ さ れ る 。 固 相 に 基 づ く ア ッ セ イ に つ い て 好 ま し く 適 切
な １ つ の 形 態 は 、 96-ウ ェ ル マ イ ク ロ -タ イ タ ー プ レ ー ト 中 で の ペ プ チ ド の １ つ の 固 定 で あ
る 。 こ の よ う な タ イ タ ー プ レ ー ト は 複 数 の サ ン プ ル を 迅 速 に プ ロ セ シ ン グ す る た め の 有 効
な ア ッ セ イ 形 態 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 あ る い は 、 fyn/PKC-θ 結 合 対 の 両 方 の ペ プ チ ド が 溶 液 中 に 存 在 し 得 る 。 混 合 し た 後 、 PK
C-θ ペ プ チ ド へ の fynペ プ チ ド の 結 合 が 、 種 々 の 方 法 （ 例 え ば 、 電 気 泳 動 手 段 を 用 い て 移
動 度 シ フ ト を 検 出 す る 方 法 ） を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。 当 業 者 は 、 競 合 ア ッ セ イ に お け る 使
用 の た め の 、 当 該 分 野 で 公 知 の 多 く の ア ッ セ イ 型 形 態 が fyn/PKC-θ ペ プ チ ド 対 を 使 用 す る
よ う に 改 変 さ れ 得 る こ と を 容 易 に 理 解 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 上 記 の よ う に 、 PKC-θ お よ び fynま た は fyn代 替 物 の 結 合 は 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ
シ ス テ ム を 使 用 し て 検 出 さ れ 得 る 。 「 fyn代 替 物 」 は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ に お い て 、 PKC-
θ と fynま た は 他 の 内 因 性 コ グ ネ イ ト と の 作 用 を 干 渉 す る よ う に PKC-θ に 結 合 す る と 見 出
さ れ る 、 任 意 の 別 の ペ プ チ ド ま た は 他 の 分 子 で あ り 得 る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に お け る 議 論
は 、 PKC-θ ／ fyn相 互 作 用 そ れ 自 体 に 限 定 さ れ る よ う に は 考 え ら れ る べ き で な く 、 PKC-θ
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と 任 意 の コ グ ネ イ ト と の 相 互 作 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 PKC-θ ペ プ チ ド ま た は fynペ プ チ ド へ の 直 接 結 合 は 、 fyn／ PKC-θ 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク す
る 薬 剤 の 同 定 に お け る 第 １ 工 程 と し て 使 用 さ れ 得 る が 、 そ う で あ る 必 要 は な い 。 こ の よ う
な 方 法 に お い て 、 薬 剤 は ま ず 、 PKC-θ ま た は fynペ プ チ ド に 結 合 す る 能 力 に つ い て ス ク リ
ー ニ ン グ さ れ る 。 次 い で 、 ２ つ の ペ プ チ ド の い ず れ か に 結 合 す る 薬 剤 は 、 fyn／ PKC-θ 相
互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 に つ い て 、 ま た は 免 疫 系 の 機 能 を 調 節 す る 能 力 に つ い て ス ク リ
ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 上 記 の 方 法 に お い て ア ッ セ イ さ れ る 薬 剤 は 、 ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ る か 、 あ る い は 合 理 的
に 選 択 ま た は 設 計 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 薬 剤 が fynペ プ チ ド の P
KC-θ ペ プ チ ド と の 会 合 に 関 与 す る 特 異 的 な 配 列 を 考 慮 す る こ と な し に ラ ン ダ ム に 選 択 さ
れ る 場 合 、 薬 剤 は ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ る と い わ れ る 。 ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ る 薬 剤 の 例 は 、
化 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は ペ プ チ ド コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 薬 剤 が 、 薬 剤 の 作 用 と 関 連 し て 、 標 的 部 位 の 配 列
の 配 列 お よ び ／ ま た は そ の コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 考 慮 す る 非 ラ ン ダ ム 基 準 で 選 択 さ れ る 場 合
、 薬 剤 は 合 理 的 に 選 択 ま た は 設 計 さ れ る と い わ れ る 。 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 薬 剤 の た め
の ２ つ の 作 用 部 位 は 、 fynペ プ チ ド お よ び PKC-θ ペ プ チ ド で あ る 。 薬 剤 は 、 fyn／ PKC-θ 対
の 接 触 部 位 を 構 成 す る ペ プ チ ド 配 列 を 利 用 す る こ と に よ り 、 合 理 的 に 選 択 さ れ る か 、 ま た
は 合 理 的 に 設 計 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 合 理 的 に 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 薬 剤 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配
列 が PKC-θ 上 に 見 出 さ れ る fyn接 触 部 位 と 同 一 で あ る ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 こ の よ う な 薬
剤 は 、 fynの PKC-θ と の 会 合 を 、 fynへ 結 合 す る こ と に よ り 減 少 ま た は ブ ロ ッ ク す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 薬 剤 は 、 ペ プ チ ド 、 低 分 子 、 ビ タ ミ ン 誘 導 体 、 お よ び 炭 水 化 物 で あ り 得 る 。 当
業 者 は 、 本 発 明 の 薬 剤 ま た は 本 発 明 の ア ッ セ イ 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 薬 剤 の 構 造 的 性 質
に 制 限 が 存 在 し な い こ と を 容 易 に 理 解 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 上 に 提 供 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 薬 剤 の １ つ の ク ラ ス は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が fynの ア
ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び 特 に fyn上 に 見 出 さ れ る PKC-θ 接 触 部 位 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 、 ペ プ
チ ド 薬 剤 の ク ラ ス で あ り 、 薬 剤 の 第 ２ の ク ラ ス は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 PKC-θ の ア ミ ノ
酸 配 列 、 お よ び 特 に PKC-θ 上 に 見 出 さ れ る fyn接 触 部 位 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 、 ペ プ チ ド
薬 剤 の ク ラ ス で あ る 。 PKC-θ 上 の fyn接 触 部 位 お よ び fyn上 の PKC-θ 接 触 部 位 は 、 当 該 分 野
で 公 知 の 方 法 論 を 使 用 し て 容 易 に 決 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 PKC-θ タ ン パ ク 質 の ト リ プ シ ン
消 化 が 実 施 さ れ 得 、 そ し て PKC-θ の 種 々 の フ ラ グ メ ン ト が 、 fynペ プ チ ド を 結 合 す る そ れ
ら の 能 力 に つ い て 試 験 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 結 合 お よ び 咀 嚼 （ bind　 and　 chew） ア ッ セ
イ の 改 変 が 使 用 さ れ 得 、 こ こ で fynお よ び PKC-θ ペ プ チ ド は 相 互 作 用 さ せ ら れ 、 そ し て 相
互 作 用 対 が タ ン パ ク 質 消 化 に 供 さ れ る 。 fynペ プ チ ド に よ り 接 触 さ れ る PKC-θ ペ プ チ ド の
領 域 は 消 化 か ら 保 護 さ れ 、 そ し て 後 に 、 結 合 し そ し て 保 護 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る
た め に 特 徴 付 け ら れ る 。 種 々 の フ ラ グ メ ン ト の 結 合 を 検 出 す る 別 の ア ッ セ イ も ま た 使 用 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の す べ て の ペ プ チ ド 薬 剤 は 、 ア ミ ノ 酸 が Ｃ 末 端 を 形 成 す る 場 合 、 薬 学 的 に 受 容 可
能 な 塩 ま た は エ ス テ ル の 形 態 で あ り 得 る 。 塩 は 、 例 え ば 、 Na + 、 K + 、 Ca + 2 、 Mg + 2 な ど で あ
り 得 ； エ ス テ ル は 一 般 に １ ～ ６ Ｃ の ア ル コ ー ル の エ ス テ ル で あ る 。 本 発 明 の す べ て の ペ プ
チ ド に お い て 、 １ つ 以 上 の ア ミ ド 結 合 （ -CO-NH-） は 、 必 要 に 応 じ て 、 -CH 2 NH-、 -CH 2 S-、
-CH 2 CH 2 、 -CH=CH-（ シ ス お よ び ト ラ ン ス ） 、 -COCH 2 -、 -CH(OH)CH 2 -お よ び -CH 2 SO-の よ う
な 等 量 式 （ isostere） で あ る 別 の 結 合 で 置 換 さ れ 得 る 。 こ の 置 換 は 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法
に よ り 作 製 さ れ 得 る 。 代 替 ペ プ チ ド 結 合 部 分 も 、 ペ プ チ ド に 基 づ く 薬 剤 の 分 解 速 度 を 減 少
さ せ る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 以 下 の 参 考 文 献 は 、 こ れ ら の 代 替 結 合 部 分 を 含 む ペ プ チ ド ア
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， Marcel　 Dekker， New　 York， 267頁 （ 1983)（ 一 般 的 な 総 説 ） ； Spatola， A.F.ら 、 Life
　 Sci（ 1986） 38:1243-1249（ -CH 2 -S） ； Hann， M.M.， J.Chem　 Soc　 Perkin　 Trans　 I（
1982） 307-314（ 1982)（ -CH-CH-、 シ ス お よ び ト ラ ン ス ） ； Almquist， R.G.ら 、 J　 Med　 C
hem（ 1980） 23:1392-1398（ -COCH 2 -） ； Jennings-White， C.ら 、 Tetrahedron　 Lett（ 198
2） 23:2533（ -COCH 2 -） ； Holladay， M.W.ら 、 Tetrahedron　 Lett（ 1983） 24:4401-4404（
-C(OH)CH 2 -） ； お よ び Hruby， V.J.， Life　 Sci（ 1982） 31:189-199（ -CH 2 S-） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ペ プ チ ド 結 合 の 代 わ り に 等 量 式 を 含 む ア ナ ロ グ に 加 え て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は タ ン
パ ク 質 は 、 一 般 に 、 Olson， G.L.ら 、 J　 Med　 Chem（ 1993） 36:3039-3049に 記 載 の よ う な
ペ プ チ ド 模 倣 物 、 お よ び Chorev， M.ら 、 Science（ 1979） 204:1210-1212； お よ び Pallai，
P.V.ら 、 Int　 J　 Pept　 Protein　 Res（ 1983） 21:84-92に 記 載 の レ ト ロ イ ン バ ー ソ タ イ プ
（ retro-inverso　 type） ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 薬 剤 の 別 の ク ラ ス は 、 fynタ ン パ ク 質 の 重 要 な 位 置 ま た は PKC-θ タ ン パ ク 質 と
免 疫 反 応 性 の 抗 体 の ク ラ ス で あ る 。 本 発 明 の 薬 剤 の 作 用 の た め の 標 的 は 細 胞 内 に 存 在 す る
の で （ fyn/PKC-θ 相 互 作 用 に 関 与 す る 細 胞 シ グ ナ リ ン グ ） 、 抗 体 薬 剤 は 免 疫 診 断 方 法 に お
い て 最 も 有 用 で あ り 、 そ し て 本 発 明 の 方 法 に お け る fynま た は PKC-θ ペ プ チ ド の い ず れ か
の た め の 代 替 物 と し て の 使 用 を 見 出 す 。 し か し 、 現 在 利 用 可 能 な 組 換 え 技 術 を 使 用 し て 、
抗 体 は 細 胞 内 で 産 生 さ れ 得 、 従 っ て 細 胞 内 形 態 の ア ッ セ イ に お い て も 同 様 に 関 与 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 抗 体 薬 剤 は 、 抗 原 性 領 域 と し て 、 抗 体 に よ り 標 的 化 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る fynま た は P
KC-θ タ ン パ ク 質 の そ れ ら の 部 分 を 含 む ペ プ チ ド で の 適 切 な 哺 乳 動 物 被 験 体 の 免 疫 に よ り
得 ら れ る 。 重 要 な 領 域 は 、 fynの PKC-θ と の 会 合 に 関 与 す る 接 触 部 位 、 お よ び 結 合 に 際 し
て 接 触 部 位 と の 立 体 的 干 渉 を 提 供 す る 部 位 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 抗 体 薬 剤 は 、 ペ プ チ ド ハ プ テ ン が 十 分 な 長 さ で あ れ ば 、 そ れ ら を 単 独 で 使 用 し て 、 あ る
い は 所 望 で あ れ ば 、 ま た は 免 疫 原 性 を 増 強 す る こ と が 必 要 と さ れ れ ば 、 適 切 な キ ャ リ ア に
結 合 し た ペ プ チ ド ハ プ テ ン を 使 用 し て 適 切 な 免 疫 プ ロ ト コ ル で 適 切 な 哺 乳 動 物 宿 主 を 免 疫
す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 BSA、 KLH、 ま た は 他 の キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 の よ う な キ ャ リ ア
と の 免 疫 原 性 結 合 体 の 調 製 方 法 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 い く つ か の 状 況 に お い て 、 例
え ば 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 試 薬 を 使 用 す る 直 接 結 合 が 有 効 で あ り 得 ； 他 の 場 合 に お い て は 、 Pi
erce　 Chemical　 Co.， Rockford， IKに よ り 供 給 さ れ る よ う な 結 合 試 薬 が 、 ハ プ テ ン へ の
接 近 可 能 性 を 提 供 す る こ と が 所 望 さ れ 得 る 。 ハ プ テ ン ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル
ボ キ シ 末 端 に お い て シ ス テ イ ン 残 基 で 延 長 さ れ 得 る か 、 ま た は シ ス テ イ ン 残 基 を 散 在 さ せ
ら れ 得 、 例 え ば 、 キ ャ リ ア へ の 結 合 を 促 進 し 得 る 。 免 疫 原 の 投 与 は 、 当 該 分 野 に お い て 一
般 に 理 解 さ れ る よ う に 、 適 切 な 期 間 に わ た る 注 射 に よ り 、 そ し て 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト を 使
用 し て 一 般 に 実 施 さ れ る 。 免 疫 ス ケ ジ ュ ー ル の 間 、 抗 体 の 力 価 が 、 抗 体 形 成 の 適 切 さ を 決
定 す る た め に 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 方 法 で 産 生 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 は 、 い く つ か の 適 用 の た め に 満 足 で あ り 得
る が 、 薬 学 的 組 成 物 の た め に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 調 製 物 の 使 用 が 好 ま し い 。 所 望 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 化 細 胞 株 は 、 一 般 に 公 知 で あ る よ う に 、 Kohlerお よ び Milste
inの 標 準 的 な 方 法 あ る い は リ ン パ 球 ま た は 脾 臓 細 胞 の 不 死 化 を も た ら す 改 変 を 使 用 し て 調
製 さ れ 得 る 。 （ Harlow： Antibodies　 Cold　 Spring　 Harbor　 Press　 NY　 1989を 参 照 の
こ と ） 。 所 望 の 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 化 細 胞 株 は 、 抗 原 が ペ プ チ ド ハ プ テ ン で あ る か 、 あ る
い は PKC-θ ま た は fynペ プ チ ド で あ る イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 所 望
の 抗 体 を 分 泌 す る 適 切 な 不 死 化 細 胞 培 養 物 が 同 定 さ れ る と 、 細 胞 は イ ン ビ ト ロ で か ま た は
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腹 水 液 中 で の 産 生 に よ る か の い ず れ か で 培 養 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 次 い で 、 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 養 上 清 ま た は 腹 水 上 清 か ら 回 収 さ れ る 。 免 疫
学 的 に 重 要 な 部 分 を 含 む モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 の フ ラ グ メ ン ト は 、
イ ン タ ク ト な 抗 体 と 同 様 に 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 使 用 さ れ 得 る 。 免 疫 学 的 反 応 性 フ ラ グ
メ ン ト （ 例 え ば 、 Fab、 Fab'、 ま た は F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト ） の 使 用 が 、 特 に 治 療 関 連 に お
い て 、 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 一 般 に 全 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン よ り 免 疫 原 性 が 低 い の で 、 し
ば し ば 好 ま し い 。 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト は ま た 、 最 新 の 技 術 を 使 用 し て 、 組 換 え 手 段 に
よ り 産 生 さ れ 得 る 。 レ セ プ タ ー の 所 望 の 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 領 域 は ま た 、 複 数 の 種 起
源 を 有 す る キ メ ラ に 関 連 し て 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 も ち ろ ん 、 抗 体 の 最 初 の 産 生 を 、 免 疫 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル を 分 泌 す る 不 死 化 細 胞 の
単 離 を 通 し て 実 施 す る 必 要 は な い 。 デ ノ ボ 組 換 え 合 成 を 通 し て 産 生 が も た ら さ れ 得 る よ う
に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を ク ロ ー ン 化 す る た め の 技 術 が 利 用 可 能 で あ る 。 遺 伝 子 が 不 死 化
Ｂ 細 胞 中 に 由 来 す る か 、 ま た は ク ロ ー ン 化 努 力 か ら 得 ら れ る か に か か わ ら ず 、 遺 伝 子 の 操
作 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 再 設 計 （ Fvフ ラ グ メ ン ト の よ う な 単 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 産 生 を 含
む ） を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 コ グ ネ イ ト と PKC-θ と の 相 互 作 用 を 調 節 す る 物 質 の た め の 使 用
　 PKC-θ と そ の コ グ ネ イ ト と の 間 の 相 互 作 用 は 、 種 々 の 生 物 学 的 応 答 の 調 節 に 関 連 し て い
る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 こ の 相 互 作 用 は 、 免 疫 系 の 調 節 、 特 に Ｔ 細 胞 活 性 に 関 与 す る そ れ ら
の 活 性 を も た ら す 。 そ れ ゆ え 、 PKC-θ の そ の コ グ ネ イ ト と の 相 互 作 用 に 影 響 す る 物 質 は 、
免 疫 系 の 活 性 を 調 節 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 詳 細 に は 、 Ｔ 細 胞 媒 介 性 応 答 の よ う な 免 疫 系 活 性 は 、 被 験 体 に 、 適 切 な コ グ ネ イ ト の PK
C-θ と の 相 互 作 用 に 影 響 す る 物 質 を 投 与 す る こ と に よ り 調 節 さ れ 得 る 。 被 験 体 は 、 免 疫 活
性 の 調 節 の 必 要 性 を 有 す る 任 意 の 脊 椎 動 物 で あ り 得 る 。 こ れ ら の 物 質 は 、 ヒ ト 被 験 体 の 処
置 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 免 疫 系 活 性 は 、 免 疫 系 の 細 胞 が 関 与 す る 広 範 な 種 々 の 細 胞 性 事 象 を い う 。 こ の よ う な 活
性 を 調 節 す る こ と が 所 望 さ れ る 状 況 の 例 と し て は 、 移 植 物 外 科 手 術 、 自 己 免 疫 障 害 、 お よ
び ア レ ル ゲ ン に 対 す る 応 答 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の 状 況 の 各 々
に お い て 、 Ｔ 細 胞 応 答 性 を 選 択 的 に 減 少 さ せ る こ と が 所 望 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 物 質 は 、 そ れ が 免 疫 系 に よ り 媒 介 さ れ る 病 理 学 的 症 状 の 重 篤 度 を 軽 減 す る 場 合 、 ま た は
そ れ が 被 験 体 の 正 常 免 疫 活 性 を 正 ま た は 負 の い ず れ か に 影 響 す る 場 合 、 免 疫 系 活 性 を 調 節
す る 。 例 え ば 、 薬 剤 は 、 そ れ が 移 植 片 拒 絶 の 発 症 の 速 度 を 減 少 さ せ る か 、 ま た は 移 植 片 拒
絶 の 重 篤 度 を 軽 減 さ せ る 場 合 、 移 植 片 拒 絶 に 関 与 す る 免 疫 系 活 性 を 調 節 す る と い わ れ る 。
免 疫 系 に 対 す る 他 の 影 響 は 、 よ り 正 確 に 測 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 生 じ る 効 果 は 、 IL-4ま た
は IL-5の よ う な サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 、 以 下 に 示 す よ う に 、 好 ま し く は γ -IFN産 生 に 影 響
せ ず に 減 衰 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 免 疫 系 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 の 投 与
　 本 発 明 の 薬 剤 は 、 単 独 で 、 免 疫 系 の 機 能 を 調 節 す る 別 の 薬 剤 と の 組 み 合 わ せ で 、 ま た は
さ ら な る 生 理 学 的 効 果 を 有 す る 薬 物 と の 組 み 合 わ せ で 提 供 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 活 性
を 減 少 さ せ る 本 発 明 の 物 質 は 、 別 の 免 疫 抑 制 剤 、 お よ び ／ ま た は そ の よ う に 同 定 さ れ た 別
の 物 質 と の 組 み 合 わ せ で 投 与 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 ２ つ の 薬 剤
が 同 時 に 投 与 さ れ る か 、 ま た は 薬 剤 が 同 時 に 作 用 す る よ う な 様 式 で 独 立 し て 投 与 さ れ る 場
合 に 、 ２ つ の 薬 剤 は 、 組 み 合 わ せ で 投 与 さ れ る と い わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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　 本 発 明 の 薬 剤 は 、 非 経 口 経 路 、 皮 下 経 路 、 静 脈 内 経 路 、 筋 肉 内 経 路 、 腹 腔 内 経 路 、 経 皮
経 路 、 ま た は 頬 経 路 を 介 し て 投 与 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 ま た は 同 時 に 、 投 与 は 、 経 口 経 路
に よ る か ま た は 吸 入 に よ り 得 る 。 投 与 さ れ る 投 与 量 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 年 齢 、 健 康 、 お よ
び 体 重 、 同 時 処 置 の 種 類 、 も し あ れ ば 処 置 の 頻 度 、 お よ び 所 望 さ れ る 効 果 の 性 質 に 依 存 す
る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の １ つ 以 上 の 薬 剤 を 含 有 す る 組 成 物 を さ ら に 提 供 す る 。 個 々 の 必 要 性
は 変 動 す る が 、 各 成 分 の 有 効 量 の 至 適 範 囲 の 決 定 は 、 当 業 者 の 技 術 内 で あ る 。 代 表 的 な 投
与 量 は 、 0.01mg/k～ 50mg/kg体 重 の 範 囲 内 で あ る 。 好 ま し い 投 与 量 は 、 0.1mg/k～ 10mg/kg
の 範 囲 内 で あ り ； 最 も 好 ま し く は 0.1mg/k～ １ mg/kgで あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 剤 に 加 え て 、 本 発 明 の 薬 剤 を 含 有 す る 組 成 物 は 、 活 性 化 合 物 の 調 製
物 （ こ れ は 作 用 部 位 へ の 送 達 の た め に 薬 学 的 に 使 用 さ れ 得 る ） 中 へ の 処 理 を 促 進 す る 賦 形
剤 お よ び 補 助 剤 の よ う な 適 切 な 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を 含 有 し 得 る 。 非 経 口 投 与 の
た め の 適 切 な 処 方 物 と し て は 、 水 溶 性 形 態 の 活 性 化 合 物 （ 例 え ば 、 水 溶 性 塩 ） の 水 溶 液 が
挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 適 切 な 油 性 注 射 懸 濁 液 と し て の 活 性 化 合 物 の 懸 濁 液 が 投 与 さ れ 得 る
。 適 切 な 親 脂 性 溶 媒 ま た は ビ ヒ ク ル と し て は 、 脂 肪 油 （ 例 え ば 、 ゴ マ 油 ） 、 ま た は 合 成 脂
肪 酸 エ ス テ ル （ 例 え ば 、 オ レ イ ン 酸 エ チ ル ま た は ト リ グ リ セ リ ド ） が 挙 げ ら れ る 。 水 性 注
射 懸 濁 液 は 、 懸 濁 液 の 粘 度 を 増 加 さ せ る 物 質 （ 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト
リ ウ ム 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 お よ び ／ ま た は デ キ ス ト ラ ン を 含 む ） を 含 有 し 得 る 。 必 要 に 応 じ
て 、 懸 濁 液 は ま た 、 安 定 化 剤 を 含 有 し 得 る 。 リ ポ ソ ー ム は ま た 、 細 胞 内 へ の 送 達 の た め に
薬 剤 を 被 包 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 全 身 投 与 の た め の 薬 学 的 処 方 物 は 、 経 腸 投 与 、 非 経 口 投 与 、 ま た は 局 所 投
与 の た め に 処 方 さ れ 得 る 。 実 際 、 ３ つ す べ て の タ イ プ の 処 方 物 は 同 時 に 使 用 さ れ て 、 有 効
成 分 の 全 身 投 与 を 達 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 経 口 投 与 の た め の 適 切 な 処 方 物 と し て は 、 硬 ま た は 軟 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 、 丸 剤 、 錠 剤 （
被 覆 錠 剤 （ coated　 tablet） を 含 む ） 、 エ リ キ シ ル 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ ま た は 吸 入 お よ び
そ の 制 御 放 出 形 態 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 の た め の 適 切 な 処 方 物 と し て は 、 計 量 用 量 吸 入 器 （ metered　 dose　 inh
aler） お よ び 乾 燥 粉 末 デ バ イ ス （ dry　 powder　 device） が 挙 げ ら れ る 。 鼻 吸 収 の た め に
水 性 お よ び 非 水 性 懸 濁 液 ま た は 乾 燥 粉 末 が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 標 的 化 の た め の 方 法
　 本 発 明 の 物 質 の 有 効 親 和 性 は 、 薬 剤 を 、 そ れ も ま た PKC-θ ま た は そ の コ グ ネ イ ト の い ず
れ か に 結 合 す る 第 ２ の 薬 剤 に 共 有 結 合 す る こ と に よ り 増 加 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 第 ２ の 薬
剤 は 、 コ グ ネ イ ト ま た は PKC-θ 分 子 の い ず れ か に お け る 別 の 部 位 に 結 合 し 、 そ し て 第 １ の
薬 剤 を 標 的 部 位 に き わ め て 近 接 さ せ て 、 全 体 の ア ビ デ ィ テ ィ を 増 加 さ せ る 。 こ の よ う な 第
２ の 薬 剤 は 、 抗 体 お よ び ペ プ チ ド 薬 剤 で あ り 得 る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 第 ２ の 薬 剤
は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 を 使 用 し て 、 第 １ の 薬 剤 に 共 有 結 合 さ れ 得 る 。 リ ン カ ー を 用 い
る 方 法 は 、 こ の 使 用 の た め に 特 に 良 好 に 適 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら な る 記 載 な し に 、 当 業 者 は 、 前 述 の 記 載 お よ び 以 下 の 例 示 的 な 実 施 例 を 用 い て 、 本
発 明 を 実 施 し 得 る と 考 え ら れ る 。 以 下 の 作 業 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 を 例 証
し 、 そ し て 限 定 と し て 解 釈 さ れ る べ き で な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ １ 】
　 実 施 例 １
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　 ε PKC輸 送 に 対 す る 陰 性 周 期 変 動 の 特 異 性
　 新 生 児 ラ ッ ト 心 筋 細 胞 を こ の ア ッ セ イ に お い て 使 用 し た 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 培 養 物 中 で
調 製 さ れ る 場 合 、 約 40～ 50/15秒 の 速 度 で 収 縮 を 示 し 、 そ し て ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル で あ る 4
-β ホ ル ボ ー ル 12-ミ リ ス テ ー ト -13-ア セ テ ー ト （ PMA） は 収 縮 率 を 減 少 さ せ る こ と が 知 ら
れ て い る （ Johnson， J.A.ら 、 Circ　 Res（ 1995） 76:654-653） 。 以 前 の 研 究 は ま た 、 心 筋
細 胞 の PMAま た は ノ ル エ ピ ネ フ リ ン （ NE） で の 処 理 が 、 α PKCの 核 境 界 へ の 、 β IPKCの 核 の
内 部 へ の 、 δ PKCの 筋 原 線 維 お よ び 核 周 囲 構 造 へ の 、 お よ び ε PKCの 黄 紋 （ cross-striated
） 構 造 へ の 輸 送 を 引 き 起 こ す こ と を 示 し た （ Disatnik， M-H.ら 、 Exp　 Cell　 Res（ 1994）
210:287-297） 。 外 因 的 に 添 加 さ れ た 活 性 化 PKCが 同 様 に 結 合 す る こ と も 示 さ れ た （ Mochly
-Rosen， Dら 、 Molec　 Biol　 Cell（ 1990） 1:693-706） 。 種 々 の イ ソ 酵 素 が 輸 送 さ れ る 位
置 は 異 な る の で 、 各 イ ソ 酵 素 に 特 異 的 な 可 変 領 域 （ Nishizuka， Y.， Nature（ 1988） 334:6
61-665） は 、 特 異 的 RACK結 合 部 位 の 少 な く と も 一 部 を 含 む は ず で あ る こ と が 示 唆 さ れ た （
Disatnik， M-H.ら 、 Exp　 Cell　 Res（ 1994） 210:287-297） 。 さ ら に 、 ε PKCの V1領 域 は 、
そ の 基 質 特 異 性 を 決 定 す る こ と が 示 唆 さ れ た （ Pears， C.ら 、 Biochem　 J（ 1991） 276:257
-260） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 対 応 す る イ ソ 酵 素 の 輸 送 の み が そ の フ ラ グ メ ン ト の １ つ に よ り 阻 害 さ れ る （ 例 え ば 、 ε
PKCの 輸 送 の み が ε PKC-V1フ ラ グ メ ン ト に よ り 阻 害 さ れ る ） こ と を 示 す た め に 、 チ ャ ン バ
ー ス ラ イ ド 上 で 培 養 し た 細 胞 に 、 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て ア ミ ノ 酸 ２ ～ 144を 含 む 100μ g/
mlの ラ ッ ト 組 換 え ε PKC-V1ま た は δ PKC-V1フ ラ グ メ ン ト の 非 存 在 下 ま た は 存 在 下 で 、 サ ポ
ニ ン （ 50μ g/ml） を 浸 透 さ せ た 。 細 胞 機 能 （ 細 胞 生 存 性 を 含 む ） 、 自 発 的 ま た は 刺 激 性 収
縮 率 、 遺 伝 子 発 現 な ら び に 肥 大 は 、 サ ポ ニ ン 処 理 に よ り 影 響 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ Stratagene） 由 来 の 遺 伝 子 の 関 連 す る 部
分 を 増 幅 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 FLAG T M エ ピ ト ー プ （ DYKDDDK） を フ ラ グ メ ン ト の 5'末
端 に 操 作 し 、 そ し て 0.45　 kb　 PCRフ ラ グ メ ン ト を 、 E． coliに お け る マ ル ト ー ス 結 合 タ ン
パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て の 過 剰 発 現 の た め に 、 pMAL-C2ベ ク タ ー （ New　 England
　 Biolabs） 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 融 合 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 精 製 お よ び 第 Xa因 子
タ ン パ ク 質 分 解 は 、 Ron， D.ら 、 Proc． Natl． Acad． Sci． USA（ 1994） 91:839-843に 記 載
の と お り で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 各 フ ラ グ メ ン ト の 細 胞 内 濃 度 は 、 洗 浄 お よ び 抽 出 さ れ た 細 胞 の 定 量 的 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
ト に よ り 測 定 す る と 、 約 300　 nM、 ま た は 細 胞 外 濃 度 の 約 ３ ％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ε PKC-V1ま た は δ PKC-V1フ ラ グ メ ン ト を 浸 透 に よ り 投 与 し た 後 、 細 胞 を 、 4-α ま た は 4-
β PMAの い ず れ か と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 （ 4α PMAは 活 性 で は な く 、 そ し て こ れ を
コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 す る 。 ） 次 い で 、 細 胞 を メ タ ノ ー ル お よ び ア セ ト ン で 固 定 し 、 そ
し て PKCイ ソ 酵 素 の 局 在 を 免 疫 蛍 光 法 に よ り 決 定 し た ； δ PKCお よ び ε PKCを 検 出 す る た め
に 使 用 し た 抗 血 清 は 、 投 与 し た フ ラ グ メ ン ト を 認 識 し な い 。 各 処 理 群 に つ い て な ら び に PK
Cイ ソ 酵 素 α 、 β I、 δ 、 お よ び ε に つ い て 、 複 数 の 視 野 の 細 胞 を 観 察 し 、 そ し て デ ー タ を
活 性 化 部 位 に お け る 試 験 さ れ る 酵 素 を 有 す る 細 胞 の 割 合 と し て 表 し た 。 細 胞 を 100　 nM　 P
MAで ５ 分 間 処 理 し た 場 合 、 δ PKC-V1ま た は ε PKC-V1の い ず れ も が α お よ び β イ ソ 酵 素 の 輸
送 に 対 す る 効 果 を 有 さ な か っ た が 、 δ お よ び ε フ ラ グ メ ン ト の 各 々 が 、 対 応 す る イ ソ 酵 素
の 輸 送 を 特 異 的 に 阻 害 し 、 他 の イ ソ 酵 素 の 輸 送 は 阻 害 し な か っ た こ と が 明 ら か で あ っ た 。
ε PKCの 輸 送 を ３ nM　 PMAの ず っ と よ り 低 い レ ベ ル で 測 定 す る さ ら な る 実 験 は ま た 、 ε フ ラ
グ メ ン ト に よ る 完 全 な 阻 害 を 示 し た 。 ３ nM　 PMAは ε 形 態 以 外 の PKCイ ソ 酵 素 の 輸 送 に お い
て わ ず か に の み 有 効 で あ る こ と が 、 以 前 に 示 さ れ て い る （ Johnson， J.A.ら 、 Circ　 Res（
1995） 76:654-663） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ε PKCの 黄 紋 構 造 へ の 局 在 化 は 、 ε イ ソ 酵 素 が PMAの 収 縮 率 に 対 す る 効 果 を 媒 介 し 得 る こ
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と を 示 唆 し た 。 細 胞 を 、 サ ポ ニ ン と と も に 、 150μ g/mlの 上 記 の δ ま た は ε PKC-V1フ ラ グ
メ ン ト の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 培 養 し そ し て 浸 透 さ せ た 。 基 底 収 縮 率 を 10分 間 モ ニ タ ー
し 、 次 い で 細 胞 を ３ nM　 PMAで 処 理 し た 。 収 縮 の 率 を 次 の 20分 間 に わ た っ て モ ニ タ ー し た
。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 示 す よ う に 、 フ ラ グ メ ン ト を 添 加 し な か っ た 細 胞 に お い て 、 収 縮 率 は 、 PMAの 添 加 の 15
分 以 内 に ほ ぼ ゼ ロ に 減 少 さ れ る 。 同 様 に 、 δ PKCフ ラ グ メ ン ト が 添 加 さ れ る 細 胞 に お い て
、 収 縮 率 は こ の よ う に 減 少 さ れ る 。 し か し 、 ε PKCフ ラ グ メ ン ト を 添 加 し た 細 胞 に お い て
、 収 縮 率 は 維 持 さ れ る 。 こ の よ う に 、 ε PKC-V1フ ラ グ メ ン ト は 、 自 発 性 収 縮 の PMA誘 導 性
阻 害 を 特 異 的 に 防 止 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 輸 送 に 関 し て 上 記 し た デ ー タ お よ び ε PKC-
V1フ ラ グ メ ン ト が イ ン ビ ト ロ に お い て ε PKCの 触 媒 活 性 に 影 響 し な い と い う 事 実 と 組 み 合
わ せ て 、 ε PKCの 輸 送 が 、 PMAの 周 期 変 動 効 果 の シ グ ナ リ ン グ に お け る 重 要 な 工 程 で あ る こ
と 、 お よ び こ の シ グ ナ リ ン グ が V1領 域 を 含 む フ ラ グ メ ン ト に よ り 阻 害 さ れ る こ と を 実 証 す
る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 収 縮 率 を 減 少 さ せ る こ と に お け る PMAの 効 果 は 、 筋 細 胞 の α 1お よ び β 1ア ド レ ナ リ ン 作
動 性 レ セ プ タ ー を 制 御 す る こ と に よ り 模 倣 さ れ 得 、 こ れ は よ り 生 理 学 的 に 関 連 す る 現 象 を
提 供 す る 。 α 1レ セ プ タ ー お よ び β 1レ セ プ タ ー の 両 方 が NEで 活 性 化 さ れ る 場 合 、 収 縮 率 に
お け る 増 加 が 生 じ ； 両 方 の レ セ プ タ ー が 阻 害 さ れ る 場 合 、 NEは も は や こ の 効 果 を 有 さ な い
。 α 1レ セ プ タ ー が 単 独 で プ ラ ゾ シ ン に よ り 阻 害 さ れ る 場 合 、 収 縮 率 に お け る 最 初 の 増 加
は よ り 高 く ； β 1レ セ プ タ ー 単 独 が 阻 害 さ れ る 場 合 、 収 縮 率 は 減 少 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 上 記 の δ フ ラ グ メ ン ト ま た は ε フ ラ グ メ ン ト の い ず れ か が 、 α 1お よ び β 1レ セ プ タ ー の
公 知 の イ ン ヒ ビ タ ー に 置 換 さ れ る 場 合 、 NEに 応 答 し て の 細 胞 の 挙 動 は 、 δ フ ラ グ メ ン ト の
存 在 に よ り 影 響 さ れ な い が ； し か し 、 ε フ ラ グ メ ン ト の 添 加 は 、 プ ラ ゾ シ ン の 存 在 下 で 得
ら れ る 応 答 に 類 似 の 応 答 を 与 え る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 収 縮 率 を 制 御 す る こ と に お け る ε
フ ラ グ メ ン ト の 役 割 と 一 致 す る 。 な ぜ な ら 、 α 1レ セ プ タ ー （ プ ラ ゾ シ ン に よ り 阻 害 さ れ
る ） は PKC輸 送 を 媒 介 す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 図 ３ は 、 ３ nM　 PMAで の 刺 激 を 使 用 し 、 そ し て 、 0.1μ Mε PKC由 来 ペ プ チ ド ε V1-2（ 配 列
EAVSLKPT） ま た は 20μ Mの β PKC由 来 ペ プ チ ド β C2-4（ 配 列 SLNPEWNET） を 使 用 し て ε PKCお
よ び β PKCの 局 在 化 を ブ ロ ッ ク す る 10残 基 未 満 の ペ プ チ ド を 提 供 す る 、 類 似 の 実 験 の 結 果
を 示 す 。 図 ３ に 示 す よ う に 、 浸 透 さ れ る 細 胞 へ の ペ プ チ ド の 添 加 な し の 、 ま た は 20μ Mの
β PKC局 在 化 イ ン ヒ ビ タ ー の 存 在 下 で の ３ nM　 PMAで の 刺 激 は 、 上 記 の よ う に 陰 性 周 期 変 動
を 生 じ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 実 施 例 ２
　 C2由 来 ペ プ チ ド に よ る β PKC輸 送 の 特 異 的 阻 害
　 本 願 は 、 本 明 細 書 中 に 、 特 定 の RACK、 す な わ ち RACK1（ こ れ は β PKCの 結 合 を 担 う ） 上 の
結 合 部 位 を 記 載 し て い る 。 PKC上 の 結 合 部 位 が 同 定 さ れ て い る 場 合 、 こ の 結 合 部 位 を 模 倣
し た ペ プ チ ド も ま た 、 β PKCの 輸 送 お よ び 機 能 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 働 き 得 る と 認 識 さ
れ る 。 さ ら に 、 PKCは 、 そ れ 自 身 偽 RACKペ プ チ ド 配 列 を 含 み 得 、 そ の 配 列 は RACK上 の 結 合
部 位 を 模 倣 し て お り 、 そ し て 、 PKC上 の RACKに 対 す る 結 合 部 位 の 曝 露 を 制 御 す る こ と に 留
意 さ れ る べ き で あ る 。 続 く 実 験 で は 、 こ れ ら の 可 能 性 を 区 別 し て い な い ； に も か か わ ら ず
、 PKC配 列 上 の ど の 機 能 が 呈 示 さ れ て も 、 こ の 配 列 の 模 倣 物 は 関 連 す る シ グ ナ ル 経 路 の 有
効 な モ ジ ュ レ ー タ ー で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ア イ ソ ザ イ ム の cPKCク ラ ス は 、 C2領 域 を 含 む 一 般 的 な PKCフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の み を
含 む 。 シ ナ プ ト タ グ ミ ン お よ び ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cγ の よ う な 他 の C2含 有 タ ン パ ク 質 も ま た
、 細 胞 顆 粒 画 分 か ら 調 製 さ れ た RACKの 混 合 物 に 結 合 す る 。 C2相 同 領 域 を 含 む シ ナ プ ト タ グ
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ミ ン の 組 換 え フ ラ グ メ ン ト は 、 RACKの 混 合 物 に 結 合 し 、 PKCの RACKへ の 結 合 を 阻 害 す る （ M
ochly-Rosen,D.ら 、 Biochemistry(1992)31:8120-8124)。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 続 く 実 験 で は 、 β PKCの C2領 域 に 存 在 す る 特 定 の ペ プ チ ド も ま た 、 β PKCの 転 移 お よ び Xe
nopus卵 母 細 胞 の 成 熟 を 阻 害 し 得 る こ と を 示 し て い る （ Ron,D.ら 、 J.Biol　 Chem(1995)270
:24180-24187） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 以 下 の β PKC由 来 ペ プ チ ド を 調 製 し た ：
　 β Ｃ 2-1:Ｋ Ｑ Ｋ Ｔ Ｋ Ｔ Ｉ Ｋ (210-217);
　 β Ｃ 2-2:Ｍ Ｄ Ｐ Ｎ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｐ Ｙ Ｖ Ｋ Ｌ (186-198);
　 β Ｃ 2-3:Ｉ Ｐ Ｄ Ｐ Ｋ Ｓ Ｅ (201-207);
　 β Ｃ 2-4:Ｓ Ｌ Ｎ Ｐ Ｅ Ｗ Ｎ Ｅ Ｔ (218-226);
　 ス ク ラ ン ブ ル し た β C2-1:Ｔ Ｋ Ｑ Ｋ Ｋ Ｉ Ｔ Ｋ ;
　 コ ン ト ロ ー ル ペ プ チ ド :Ｌ Ｑ Ｋ Ａ Ｇ Ｖ Ｄ Ｇ (266-271)。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 β PKCの 組 換 え 産 生 フ ラ グ メ ン ト を 、 GSTと の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ た ： 融 合 体
L9は β PKCの V1領 域 、 偽 基 質 配 列 、 お よ び C1お よ び V2の 領 域 （ 残 基 ３ ～ 182） を 含 ん で い る
。 L10は 、 V1領 域 、 偽 基 質 配 列 お よ び C1領 域 由 来 の 第 １ シ ス テ イ ン 繰 り 返 し 配 列 、 お よ び
完 全 な C2領 域 と V3領 域 と を 含 む （ 残 基 ３ ～ 76お よ び 143～ 339） 。 番 号 付 け は 、 Luo,J-H.ら
、 J.Biol　 Chem(1993)248： 3715-3719の 記 載 に 従 っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 標 準 的 な オ ー バ ー レ イ ア ッ セ イ を 、 Mochly-Rosen,D.ら 、 Proc　 Natl　 Acad　 Sci　 USA(
1991)88： 3997-4000に 記 載 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 へ の RACK1の ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 行
っ た 。 １ 片 あ た り 0.1～ １ μ gの RACK1を 含 む ニ ト ロ セ ル ロ ー ス シ ー ト 片 を 、 約 10μ Mの 試 験
フ ラ グ メ ン ト を 加 え た 、 ま た は 加 え て い な い オ ー バ ー レ イ 緩 衝 液 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 添 加 は 、 50μ g/mlの ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン (PS)お よ び 1mMカ ル シ ウ ム の 存 在 ま た は 非 存
在 下 で 行 っ た 。 混 合 物 を 、 さ ら に 30分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ の 片 を 洗
浄 し 、 L9フ ラ グ メ ン ト ま た は L10フ ラ グ メ ン ト の RACK1へ の 結 合 を 、 抗 GSTポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 用 い て 、 続 い て 抗 ウ サ ギ 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 体 で の 標 識 化 、 お よ び
基 質 添 加 に よ る 発 色 で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の ア ッ セ イ を 用 い た と こ ろ 、 L9で は な く 、 L10が RACK1を 結 合 す る こ と が 分 か っ た 。 PK
Cア ク テ ィ ベ ー タ ー ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン お よ び カ ル シ ウ ム は 、 L10の RACK1へ の 結 合 を 増
加 さ せ な か っ た 。 し か し こ れ ら の ア ク テ ィ ベ ー タ ー は 、 イ ン タ ク ト な PKCが RACK1に 結 合 す
る た め 必 要 で あ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 PKCア ク テ ィ ベ ー タ ー が 、 イ ン タ ク ト な P
KCに お け る RACK結 合 部 位 の 曝 露 に 必 要 で あ る と い う 予 想 と 一 致 す る ； こ の 部 位 は す で に 、
C2含 有 フ ラ グ メ ン ト L10中 に 曝 露 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 L10が イ ン タ ク ト な β PKCの RACK1へ の 結 合 を 阻 害 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 RACK1
を ア ミ ロ ー ス カ ラ ム 上 で 固 定 化 し 、 そ し て PS、 DAGお よ び カ ル シ ウ ム 存 在 下 、 な ら び に L10
ま た は L9存 在 下 で の β PKC結 合 を 決 定 し た 。 L10存 在 下 に お い て 、 RACK1へ の β PKC結 合 は 、
完 全 に 阻 害 さ れ た ； し か し 、 こ れ は L9に は あ て は ま ら な か っ た 。 同 様 の 結 果 が オ ー バ ー レ
イ ア ッ セ イ で 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 同 様 の オ ー バ ー レ イ ア ッ セ イ を 、 L10の RACK1へ の 結 合 に 対 し て 候 補 イ ン ヒ ビ タ ー と し て
、 上 記 で 挙 げ た ペ プ チ ド を 用 い て 行 っ た 。 C2由 来 ペ プ チ ド β C2-1、 β C2-2お よ び β C2-４
ペ プ チ ド は 、 L10の RACK1へ の 結 合 を 十 分 に 阻 害 し た ； し か し β C2-３ お よ び ス ク ラ ン ブ ル
さ れ た β C2-1は そ う で は な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 前 記 無 細 胞 ア ッ セ イ に 加 え て 、 β PKCと RACK1と の 会 合 、 お よ び C2領 域 由 来 の ペ プ チ ド の
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こ の 相 互 作 用 を 遮 断 す る 能 力 を 、 培 養 中 の ラ ッ ト 新 生 児 心 臓 筋 細 胞 で 試 験 し た 。 こ れ ら の
細 胞 中 の RACK1の 存 在 を 免 疫 染 色 に よ っ て 確 認 し た 。 RACK1は 、 核 周 辺 構 造 で 、 か つ サ イ ト
ゾ ル を 通 し て 見 い 出 さ れ た 。 NEま た は PMAで の 処 理 は 、 こ れ ら の 位 置 を 変 化 さ せ な か っ た
。 活 性 化 し た β II　 PKCが 、 RACK1と 共 存 す る こ と も ま た 示 さ れ た (C2欠 損 ア イ ソ ザ イ ム の
δ ま た は ε PKCで は 示 さ れ な か っ た ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 次 い で 、 RACK1へ の β PKC結 合 を 阻 害 す る こ と が イ ン ビ ト ロ で 示 さ れ た C2由 来 ペ プ チ ド を
、 筋 細 胞 中 で 活 性 化 誘 導 性 輸 送 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 筋 細 胞 を 、 試 験 ペ プ チ ド の 存 在 お よ び 非 存 在 下 で 、 サ ポ ニ ン （ 50μ g/ml)を 用 い て 一 時
的 に 透 過 化 処 理 し た 後 、 100nM　 PMAに 15分 間 曝 露 し た 。 ペ プ チ ド で 処 理 さ れ な か っ た 細 胞
の 80％ は 、 β 1PKCの 核 周 辺 構 造 へ の 局 在 を 示 し た 。 し か し 、 10μ M細 胞 外 濃 度 の β C2-1、
β C2-2ま た は β C2-4を 透 過 化 処 理 細 胞 に 供 給 し た 場 合 、 β I　 PKCお よ び β II　 PKCの 両 イ
ソ 酵 素 の 輸 送 が 65～ 95％ 阻 害 さ れ た 。 β C2-4が 最 も 有 効 で あ っ た 。 上 記 の コ ン ト ロ ー ル ペ
プ チ ド は 、 輸 送 に 影 響 し な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 実 施 例 １ の 結 果 と 一 致 し て 、 100nM　 PMAで の 非 透 過 化 処 理 心 臓 筋 細 胞 の 処 理 は 、 ε PKC
の 核 か ら 核 周 辺 お よ び 横 紋 構 造 へ の 輸 送 、 な ら び に δ PKCの 核 周 辺 お よ び 原 線 維 サ イ ト ゾ
ル 構 造 か ら の 輸 送 を 、 そ れ ぞ れ 細 胞 の 80％ お よ び 90％ に お い て 生 じ た 。 細 胞 を 透 過 化 処 理
し 、 そ し て β PKC由 来 C2ペ プ チ ド で 処 理 し て も 、 こ れ ら の C2欠 損 ア イ ソ ザ イ ム の 輸 送 に は
影 響 し な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 筋 細 胞 の 周 期 変 動 （ chronotropy） は β PKCイ ソ 酵 素 に よ っ て 影 響 を 受 け な い が 、 イ ン シ
ュ リ ン で 誘 導 さ れ た Xenopus卵 母 細 胞 の 成 熟 は 、 β 型 に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 こ れ ら の 卵 母
細 胞 の イ ン シ ュ リ ン 処 理 は β PKCの 輸 送 を 生 じ 、 そ し て 成 熟 は PKC特 異 的 触 媒 性 阻 害 剤 偽 基
質 ペ プ チ ド に よ っ て 遅 延 さ れ る 。 PKC輸 送 は 、 精 製 RACK、 ま た は RACK上 の PKC結 合 部 位 に 相
当 す る ペ プ チ ド の 注 入 に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ る (Smith,B.L.ら 、 Biochem　 Biophys　 Res　
Commun(1992)188:1235-1240;Ron,D.ら 、 J　 Biol　 Chem(1994)269:21395-21398)。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 し た が っ て 、 Xenopus卵 母 細 胞 の 成 熟 を 、 上 記 の C2領 域 由 来 の ペ プ チ ド の 機 能 を 試 験 す
る た め の 代 替 ア ッ セ イ 系 と し て 用 い た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て 、 卵 母 細 胞 に は 、 イ ン シ ュ
リ ン 処 理 （ 8.25μ g/ml） す る １ 時 間 前 に 、 50μ Mの 試 験 ペ プ チ ド を 注 入 し た 。 次 い で 、 イ
ン シ ュ リ ン で 誘 導 さ れ る 卵 母 細 胞 の 成 熟 を 、 卵 母 細 胞 の 動 物 極 に 白 い 点 が 現 れ る の を モ ニ
タ ー す る こ と に よ っ て 判 定 し た 。 こ れ は 成 熟 中 の 卵 核 胞 の 破 壊 を 表 す 。 １ 回 の ア ッ セ イ は
10～ 15卵 母 細 胞 を 含 み 、 そ し て 卵 母 細 胞 は 処 理 後 35時 間 観 察 評 価 し た 。 予 想 通 り 、 ５ μ M
～ 500μ Mの 範 囲 で 供 給 さ れ た β C2-1、 β C2-2お よ び β C2-4は 、 量 依 存 様 式 で 卵 母 細 胞 成 熟
を 有 意 に 遅 延 さ せ た 。 コ ン ト ロ ー ル ペ プ チ ド は 遅 延 さ せ な か っ た 。 こ の 効 果 と Xenopus卵
母 細 胞 に お け る β PKCの 顆 粒 画 分 へ の 輸 送 を 防 ぐ こ と と の 関 連 は 、 別 の 実 験 に お い て 確 認
さ れ た 。 ペ プ チ ド β C2-4は 、 Jurkat　 T-細 胞 に お い て 、 θ PKCで は な く β PKCの 輸 送 を 阻 害
し た 。 図 ４ は Xenopus卵 母 細 胞 成 熟 に お け る こ れ ら の さ ま ざ ま な ペ プ チ ド の 効 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 実 施 例 ３
　 ペ プ チ ド を 相 互 作 用 す る ア ゴ ニ ス ト 効 果
　 上 記 の 卵 母 細 胞 成 熟 ア ッ セ イ を ま た 、 PKC/RACK1対 由 来 の さ ま ざ ま な ペ プ チ ド の 効 果 を
試 験 す る た め に 使 用 し た 。 RACK1由 来 の ペ プ チ ド Iは 、 予 想 通 り 、 Xenopus卵 母 細 胞 の 成 熟
を 、 お そ ら く β PKC1の RACK1へ の 結 合 に 干 渉 す る こ と に よ っ て 阻 害 す る 。 一 方 、 RACK1中 の
６ 番 目 の WD-40繰 り 返 し 配 列 由 来 の 短 い ペ プ チ ド rVIは 、 イ ン シ ュ リ ン 存 在 下 お よ び 非 存 在
下 の 両 方 で 成 熟 を 増 強 す る （ Ron， D.,Mochly-Rosen,D.,J.Biol.Chem(1994)269:21395-213
98)。 こ れ ら の 結 果 を 図 ５ お よ び 5bに 示 す 。 rVIペ プ チ ド は 、 活 性 化 が な け れ ば 通 常 RACK結
合 部 位 を 覆 う PKC上 の RACK模 倣 部 位 に 干 渉 す る と 考 え ら れ て い る 。
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【 ０ ０ ９ ７ 】
　 実 施 例 ４
　 θ PKC由 来 の 相 互 作 用 ペ プ チ ド
　 θ PKCは 、 nPKCフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 そ し て C2領 域 が 欠 損 し て い る 。 可 変 配 列
の ε PKCお よ び 他 の イ ソ 酵 素 と の 比 較 は 、 最 も 異 な る 領 域 を 明 ら か に す る 。 こ れ ら の 領 域
の う ち い く つ か は 、 膨 大 な 系 統 発 生 の 広 が り （ 例 え ば 、 哺 乳 類 か ら 無 脊 椎 動 物 の ア メ フ ラ
シ ま で ） を 通 し て 強 固 に 保 存 さ れ て い る 。 進 化 に よ っ て 強 固 に 保 存 さ れ て い る イ ソ 酵 素 特
異 的 配 列 が 、 考 え ら れ る コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 の 結 合 部 位 で あ る 。 δ PKCと θ PKCと を 類 似
し た 領 域 に お い て 比 較 す る と 、 RACKへ の PKC結 合 に 干 渉 す る と 予 想 さ れ た θ 特 異 的 ペ プ チ
ド を 同 定 し 得 た 。 θ PKCの V1領 域 由 来 の こ れ ら の 特 徴 を 有 す る ペ プ チ ド を 調 製 し 、 θ PKC　
V1フ ラ グ メ ン ト の RACK1へ の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て イ ン ビ ト ロ で 試 験 し た 。 結 果 を
図 ６ に 示 す 。 試 験 さ れ た 多 数 の ペ プ チ ド （ こ れ ら は θ PKCイ ソ 酵 素 の 他 の 領 域 由 来 お よ び
フ ァ ミ リ ー 中 の 代 わ り の イ ソ 酵 素 由 来 の 両 方 を 含 む ） の う ち θ V1由 来 ペ プ チ ド の T1お よ び
T2（ そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 配 列 GLSNFDCG(θ PKC残 基 ８ ～ 15） お よ び YVESENGQMYI（ θ PKC残 基 36
～ 46） を 有 す る ） の み が 、 相 互 作 用 に ネ ガ テ ィ ブ に 影 響 し 得 た 。 予 想 通 り 、 RACK1の WD-40
領 域 由 来 の ペ プ チ ド rIIIお よ び rVIも ま た 有 効 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ペ プ チ ド T1お よ び T2は 、 Jurkat　 T細 胞 に お い て θ PKCの 細 胞 顆 粒 画 分 へ の 輸 送 を 阻 害 し
得 た 。 こ の 相 互 作 用 の 特 異 性 を 図 11Aに 示 す （ こ れ は 、 θ PKC　 V1ペ プ チ ド (T2)に よ る θ PK
C（ β PKCで は な く ） の 輸 送 の 阻 害 を 示 す ） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 他 の PKC領 域 由 来 の 配 列
　 V3領 域 。 V3ま た は ヒ ン ジ 領 域 は 、 調 節 ド メ イ ン お よ び 触 媒 ド メ イ ン に 分 か れ る 。 こ の 領
域 は 、 ト リ プ シ ン お よ び カ ル パ イ ン に よ る タ ン パ ク 質 分 解 部 位 を 含 む 。 異 な る PKCア イ ソ
ザ イ ム 間 で V3ド メ イ ン の 保 存 が な い こ と は 、 こ の 部 分 も ま た 、 少 な く と も 一 部 、 PKCア イ
ソ ザ イ ム の そ れ ら の ア ン カ ー タ ン パ ク 質 へ の タ ー ゲ テ ィ ン グ に 関 与 し 得 る こ と を 示 唆 す る
。 さ ら に 、 α PKCの V3内 の 領 域 は 、 そ の ア イ ソ ザ イ ム の 核 へ の 輸 送 を 媒 介 す る こ と が 示 さ
れ て い る （ James　 G.,お よ び Olson　 E． J.Cell　 Biol.116:863-873,1992)。 θ PKCの V3領
域 は 、 イ ン ビ ト ロ で 、 RACK1に 結 合 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 V3領 域 は 、 活 性 化 さ
れ た ア イ ソ ザ イ ム （ こ こ で は V3領 域 が 曝 露 さ れ て い る ） の タ ー ゲ テ ィ ン グ に 影 響 を 与 え る
だ け で な く 、 タ ン パ ク 質 分 解 の た め の 酵 素 感 受 性 も ま た 制 御 し 得 た 。 θ V3に 対 し て 作 製 さ
れ た 抗 体 で は 、 fynは 沈 澱 し な か っ た 。 こ の こ と は 、 V3上 の 同 じ 部 位 に つ い て 競 合 し て い
る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 V5。 β PKCイ ソ 型 β IPKCお よ び β IIPKCの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 V5領 域 内 の 可 変 部 （ β IPKCで
は 35ア ミ ノ 酸 お よ び β IIPKCで は 38ア ミ ノ 酸 ） を 除 い て 同 一 で あ る 。 活 性 化 の 際 に 、 β IPK
Cお よ び β IIPKCは 、 細 胞 中 の 異 な る 局 在 部 位 に 輸 送 さ れ る （ Disatnik　 M.-H.,Buraggi　 G
.,Mochly-Rosen　 D． Exp.Cell　 Res.(1994)210:287-297)。 ほ ぼ 同 一 の イ ソ 酵 素 の 局 在 に
お け る こ の 違 い は 、 そ れ ら の タ ー ゲ テ ィ ン グ の 媒 介 に お け る V5領 域 の 重 要 性 に よ っ て 説 明
さ れ 得 る 。 さ ら に 、 β IIPKCは 、 核 膜 タ ン パ ク 質 Iamin　 B 1 を 選 択 的 に リ ン 酸 化 す る 増 殖 性
刺 激 の 際 に 、 選 択 的 に 核 に 輸 送 さ れ る こ と が 見 い 出 さ れ た (Murray　 N.R.ら 、 J.Biol.Chem
.(1994)269:1385-2191)。
【 ０ １ ０ １ 】
　 PKC関 連 タ ン パ ク 質 。 遠 縁 の ホ モ ロ グ は PKC-muと 称 さ れ て い る 。 こ れ は 、 Ｎ 末 端 膜 透 過
ド メ イ ン を 有 す る 点 で 通 常 で な い 。 近 年 、 ２ つ の 新 規 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ を コ ー ド す る
ヒ ト cDNAが ク ロ ー ン 化 さ れ た 。 PRK1お よ び PRK2（ プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 関 連 キ ナ ー ゼ １ お
よ び ２ ） と 名 付 け ら れ た こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 互 い に 高 い 相 同 性 を 示 し 、 そ し て PKCの 調
節 領 域 に い く ら か の 相 同 性 を 示 す （ Palmer　 R.H.ら 、 Eur.J.Biochem.(1995)227:344-351)
。 PKCの 調 節 ド メ イ ン 内 の 配 列 が 、 PKCと そ の ア ン カ ー タ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 を 担 う
の で 、 PKCの 調 節 ド メ イ ン 内 の 機 能 的 に 重 要 な 配 列 に 相 同 性 を 示 す PRK1お よ び PRK2由 来 の
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配 列 は 、 お そ ら く 生 物 学 的 に 重 要 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 他 の ア イ ソ ザ イ ム 、 お よ び 同 じ ア イ ソ ザ イ ム 選 択 性 ／ 進 化 保 存 基 準 に 適 合 す る 関 連 タ ン
パ ク 質 に 由 来 の 配 列 は 、 以 下 を 包 含 す る ：
　 PKCア イ ソ ザ イ ム （ ヒ ト ） の V1領 域 由 来 の ペ プ チ ド
【 ０ １ ０ ３ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 PKCア イ ソ ザ イ ム （ ヒ ト ） の V3領 域 由 来 の ペ プ チ ド
【 ０ １ ０ ４ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 PKCア イ ソ ザ イ ム （ ヒ ト ） の V5領 域 由 来 の ペ プ チ ド
【 ０ １ ０ ５ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C関 連 タ ン パ ク 質 （ ヒ ト ） 由 来 の ペ プ チ ド
【 ０ １ ０ ６ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 μ PKC由 来 の μ V1-1、 μ V1-2は 、 ε V1-2お よ び θ V1-2、 な ら び に θ V1-1の 一 部 の そ れ ぞ
れ と 並 置 し た の で 、 そ れ ら を 取 り 出 し た 。 λ PKC由 来 の λ V1-1お よ び λ V1-2を 、 そ れ ら の
ε V1-2な ら び に ε V1-3お よ び θ V1-2の 一 部 の そ れ ぞ れ と の 並 置 に 基 づ い て 取 り 出 し た 。 ζ
PKC由 来 の ζ V1-1、 ζ V1-2、 ζ V1-3を 、 そ れ ら の 以 下 と の 相 同 性 に 従 っ て 取 り 出 し た ： ε V
1-2、 θ V1-2、 お よ び ε V1-3の そ れ ぞ れ 。 PRK1-1お よ び PRK2-2を 、 そ れ ら の β C2-1と の 相
同 性 に 従 っ て 同 定 し た 。 PRK1-2お よ び PRK2-2を 、 そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な ε PKC由 来 ぺ
プ チ ド ε V1-3、 お よ び ε V1-2の 一 部 と の 相 同 性 に 従 っ て 同 定 し た 。 PRK1-3お よ び PRK2-3を
、 そ れ ら の ぺ プ チ ド ε V1-5と の 並 置 に 従 っ て 取 り 出 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ぺ プ チ ド 配 列 を 、 MegAlign　 DNASTAR　 Inc.プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 ヒ ト PKC配 列 と ヒ ト PR
K1お よ び PRK2配 列 と を 並 置 す る こ と に よ っ て 生 成 し た 。 そ の 配 列 を 、 ク ラ ス タ ー 法 を 用 い
る こ と に よ っ て 並 置 し た 。 演 算 は 、 す べ て の ペ ア 間 の 距 離 を 調 べ る こ と に よ っ て 、 配 列 を
ク ラ ス タ ー に グ ル ー プ 化 し た 。 ク ラ ス タ ー を 最 初 は 別 々 に 、 次 い で ま と め て 並 置 さ せ て 、
全 体 の ア ラ イ ン メ ン ト を 作 製 し た (Higgins　 D.G.ら 、 (1989)． CABIOS　 5(2):151-153） 。
ア ラ イ ン メ ン ト に 対 す る 行 列 は 、 PAM250で あ っ た (1残 基 あ た り 変 異 受 要 パ ー セ ン ト (perce
nt　 accepted　 mutation)250－ 2.5変 異 ） 。 こ の 行 列 に よ り 高 ス ト リ ジ ェ ン シ ー ア ラ イ ン
メ ン ト の み が 与 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 実 施 例 ５
　 PKC-θ コ グ ネ イ ト と し て の fyn
　 本 実 施 例 に お い て 、 Ｔ 細 胞 中 の PKC-θ に 対 す る コ グ ネ イ ト 結 合 パ ー ト ナ ー と し て の 特 定
の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 証 拠 を 提 供 す る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 以 前 に 公 知 で あ り そ し て Ｔ
細 胞 機 能 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る 、 fynと 呼 ば れ る チ ロ シ ン プ ロ テ イ ン
キ ナ ー ゼ で あ る 。 fynと 相 互 作 用 す る PKCド メ イ ン 由 来 の ペ プ チ ド を 用 い る 、 PKC-θ の 局 在
化 の 破 壊 に よ り 、 Ｔ 細 胞 機 能 を 抑 制 す る こ と を 証 明 す る た め の 証 拠 が 、 さ ら に 提 供 さ れ る
。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー (TCR)複 合 体 は 、 最 小 で 、 タ ン パ ク 質 の CD3お よ び CD4複 合 体 を 含 み 、
こ れ に い く つ か の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 結 合 す る 。 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー （ 例 え ば 、 ジ ア シ ル
グ リ セ ロ ー ル お よ び イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 ） の 発 生 に 重 要 な 、 PLCγ も ま た 、 チ ロ シ ン リ
ン 酸 化 の 基 質 で あ る 。 非 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の う ち ZAP-70お よ び src関 連 タ ン パ
ク 質 fynお よ び lckが 、 CD3お よ び CD4と そ れ ぞ れ 相 互 作 用 す る と 考 え ら れ ； 別 の チ ロ シ ン キ
ナ ー ゼ で あ る cskも ま た 、 タ ン パ ク 質 の TCRス ー パ ー コ ン プ レ ッ ク ス と 結 合 し て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 い く つ か の 報 告 に お い て 、 fynは １ ％ の CD3複 合 体 中 に 含 ま れ る だ け で あ る 。 し か し 、 特
定 の シ グ ナ ル 伝 達 エ ピ ソ ー ド 間 に の み 、 細 胞 中 に 特 定 の 場 所 に 同 様 に 存 在 す る 、 他 の 局 在
因 子 （ 例 え ば 、 PKCに 対 す る RACK1） に つ い て 知 ら れ て い る も の の 状 況 か ら 、 一 過 性 の 結 合
は 道 理 に か な っ て い る 。 Ｔ 細 胞 シ グ ナ リ ン グ に お け る fynの 役 割 は 、 十 分 に 証 明 さ れ て お
り 、 い く つ か の 実 験 条 件 下 で TCRと も 結 合 す る 、 少 な く と も 半 ダ ー ス の 他 の タ ン パ ク 質 と
の 結 合 を 含 む (Penningerら 、 Immunol.Rev.135:183-214(1993))。 fynと PKCと の 結 合 は 以 前
に 観 察 さ れ て い な い 。
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【 ０ １ １ １ 】
　 fynが PKC-θ と 相 互 作 用 す る 証 拠 は 、 い く つ か の 独 立 し た か つ 相 互 に 補 助 的 な 実 験 系 か
ら 生 じ る 。 ほ と ん ど の 場 合 に お い て 、 結 合 特 異 性 を 規 定 す る た め に 使 用 さ れ る PKC-θ の 領
域 は 、 V1領 域 (約 140ア ミ ノ 酸 ） で あ っ た （ こ れ は 、 PKCの 調 節 ド メ イ ン 由 来 で あ り 、 そ し
て こ の ア イ ソ ザ イ ム に 独 特 の 配 列 で あ る ） ； い く つ か の 実 験 に お い て V3ド メ イ ン も 使 用 し
た 、 図 １ 。 こ れ ら の 領 域 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 は 、 実 施 例 １ ～ ４ に お い て 規 定 さ れ る
基 準 を 満 た す 。 実 施 例 １ ～ ４ に 提 供 さ れ る デ ー タ に お い て 、 RACK1は 、 T1ま た は T2ペ プ チ
ド （ V1領 域 に 由 来 す る ） で 部 分 的 に ブ ロ ッ ク さ れ 得 る 、 PKC-θ に 対 す る あ る 程 度 の 結 合 を
有 す る こ と が 示 さ れ た 。 両 方 の ペ プ チ ド は ま た 、 シ グ ナ ル 伝 達 ネ ッ ト ワ ー ク の ア ク チ ベ ー
タ ー で の 処 理 後 の 、 PKC-θ の 通 常 の 細 胞 下 輸 送 を 阻 害 し 得 た ； 後 者 の 実 験 は 、 V1領 域 の 重
要 性 を 示 し た が 、 生 理 学 的 に 関 連 す る コ グ ネ イ ト 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 す る に は 十 分 で な
い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 生 理 学 的 に 関 連 す る コ グ ネ イ ト 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 す る た め に 、 Triton（ 非 イ オ ン 性
界 面 活 性 剤 ） 細 胞 抽 出 物 を 、 標 準 的 な 手 順 を 用 い て 、 Jurkat　 Ｔ 細 胞 （ ヒ ト Ｔ 細 胞 リ ン パ
腫 株 ） か ら 調 製 し た 。 PKCに 対 す る 生 理 学 的 に 関 連 す る コ グ ネ イ ト 結 合 パ ー ト ナ ー が 顆 粒
画 分 に 結 合 し 得 る と い う 以 前 の 経 験 に 基 づ く と 、 「 Triton抽 出 物 」 は 可 溶 性 タ ン パ ク 質 お
よ び い く つ か の 顆 粒 画 分 タ ン パ ク 質 の 両 方 を 含 み 、 そ し て 本 明 細 書 中 で Triton抽 出 物 と い
う 。 V1-hisテ イ ル 構 築 物 （ ６ つ の ヒ ス チ ジ ン 残 基 が V1の N末 端 に 付 着 さ れ た ） も ま た 操 作
さ れ た 。 ６ つ の ヒ ス チ ジ ン 残 基 は ニ ッ ケ ル ア ガ ロ ー ス ア フ ィ ニ テ ィ ビ ー ズ に 結 合 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ア フ ィ ニ テ ィ 抽 出 培 地 と し て こ れ ら の ビ ー ズ を 使 用 し て 、 V1領 域 を 固 定 化 し 、 そ し て Tr
iton抽 出 物 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 （ Eppendorfチ ュ ー ブ 中 で の 遠 心 分 離 に よ
る ） 後 、 結 合 タ ン パ ク 質 を 、 強 力 に 変 性 す る SDSゲ ル サ ン プ ル 緩 衝 液 で 溶 出 し た 。 溶 出 物
を ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 そ し て メ ン ブ ラ ン に 移 し た 後 、 fynは 、 fyn特 異 的 抗 体 (San
ta　 Cruz　 Biotechnology,Santa　 Cruz,CA)を 用 い て 正 確 な 分 子 量 で 検 出 可 能 で あ っ た 。
同 じ 分 子 量 で の バ ン ド も ま た 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン に 対 す る 抗 体 (Transduction　 Laboratorie
s， Lexington， KY)に よ り 検 出 し た 。 関 連 す る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ る cskに 対 す る 抗 体 は
、 PKCド メ イ ン に 対 す る い か な る 結 合 も 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 PKC-θ の V1/C1境 界 （ ア イ ソ ザ イ ム 特 異 的 ） 領 域 に 対 し て 調 製 さ れ た 抗 体 を 使 用 し て 、 J
urkat　 Ｔ 細 胞 由 来 の 抽 出 物 の 特 定 の 画 分 か ら PKC-θ お よ び 任 意 の 結 合 タ ン パ ク 質 を 免 疫
沈 降 し た （ ４ ℃ で 一 晩 ） 。 こ れ ら の 結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 さ
れ 、 そ し て メ ン ブ ラ ン に ブ ロ ッ ト さ れ る 。 ブ ロ ッ ト が ホ ス ホ チ ロ シ ン に 対 す る 抗 体 で プ ロ
ー ブ さ れ た 場 合 、 fynの MWで あ る 59kDaで 顕 著 な バ ン ド を 含 む い く つ か の バ ン ド を 同 定 し た
、 図 7A。 反 対 に 、 別 の fyn関 連 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ る lckの MWで の バ ン ド は 、 適 切 な 抗 体
で の プ ロ ー ブ に よ り 示 さ れ る よ う に 同 定 さ れ な か っ た 。 共 沈 し た タ ン パ ク 質 が fynで あ る
と い う 直 接 的 な 証 拠 は 、 市 販 の fynに 対 し て 調 製 さ れ た 標 識 抗 体 で の 染 色 に よ り 提 供 さ れ
た 、 図 7B。 特 異 性 に つ い て の コ ン ト ロ ー ル と し て 、 PKC-β に 対 す る 抗 体 を 首 尾 良 く 使 用 し
て 、 こ の ア イ ソ ザ イ ム に 対 す る 公 知 の コ グ ネ イ ト 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る RACK1を 共 沈 し た
； こ の 場 合 、 fynを 共 沈 し な か っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 fynの 相 互 作 用 部 分 （ subsequence） 特 異 性 を 定 義 す る た め に 、 改 変 さ れ た 酵 母 ツ ー ハ イ
ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 使 用 し た (米 国 特 許 第 5,283,173号 、 Vojtekら 、 Cell　 74:205-214(199
3)） 。 PKC-θ 　 V1お よ び fynの 遺 伝 子 配 列 を 、 相 補 す る 転 写 因 子 の 半 分 に 対 す る 融 合 物 と
し て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 使 用 す る 特 定 の シ ス テ ム に お い て 、 ２ つ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、
２ つ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 間 の 結 合 の 結 果 と し て 活 性 に な り 、 こ れ に よ り 、 転 写 ア ク
チ ベ ー タ ー の ホ ロ 酵 素 状 態 を 回 復 す る 。 第 １ の レ ポ ー タ ー は 、 増 殖 選 択 を 可 能 に す る ヒ ス
チ ジ ン 栄 養 要 求 性 修 復 酵 素 で あ る ； 第 ２ の レ ポ ー タ ー は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で あ り 、
そ の 活 性 を 酵 素 的 切 断 の 後 に 青 色 に な る 基 質 X-galを 用 い て 可 視 化 し 得 る 。 コ ロ ニ ー の 視
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覚 的 検 査 は 、 強 い （ ２ 時 間 以 内 に 完 全 に 発 色 ） 、 弱 い （ 12時 間 ま で ） 、 な し （ 24時 間 で シ
グ ナ ル な し ） の よ う な 相 互 作 用 の ス コ ア 付 け を 可 能 に す る 。 液 相 ア ッ セ イ は ま た 、 定 量 的
デ ー タ を 提 供 し 得 る 。 Miller,J.H． Experiments　 in　 Molecular　 Genetics（ 1972） Cold
　 Spring　 Harbor　 Laboratory　 Press。
【 ０ １ １ ６ 】
　 従 っ て 、 fynの 触 媒 ド メ イ ン お よ び 調 節 ド メ イ ン は 、 PKC-θ の V1領 域 に 対 す る 結 合 パ ー
ト ナ ー と し て 別 々 に 試 験 さ れ る 。 触 媒 ド メ イ ン は 強 力 な シ グ ナ ル を 与 え 、 そ し て 調 節 ド メ
イ ン は 中 程 度 の シ グ ナ ル を 与 え る 。 各 ド メ イ ン が 安 定 な 構 造 に 等 し く 十 分 に 折 り 畳 む か ど
う か は 知 ら れ て い な い 。 な ぜ な ら 、 こ の 差 異 は 、 fynの ど の 部 分 が V1に 対 す る 最 も 良 好 な
結 合 を 有 す る か に つ い て 決 定 的 で は な い か ら で あ る 。 PKC-θ の V3領 域 は ま た 、 fyn調 節 お
よ び 触 媒 ド メ イ ン 構 築 物 に 対 し て 試 験 さ れ た ； 両 者 は 、 his選 択 に よ り 測 定 さ れ る よ う に
、 強 い 相 互 作 用 を 示 す 全 て の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 実 験 と 相 互 作 用 す る 。 従 っ て 、 PKC-θ
は 、 V1領 域 に 対 す る 抗 体 を 用 い る 共 沈 実 験 と は 対 照 的 に 、 実 質 的 な 接 触 表 面 を 超 え て fyn
と 相 互 作 用 す る よ う で あ る 。 こ れ ら の 実 験 に お い て 、 V3領 域 に 対 す る 抗 体 は 、 fynを 免 疫
沈 降 し な か っ た 。 こ れ は 、 V3抗 体 お よ び fynが 同 じ 部 位 に 部 分 的 に 結 合 し て い る こ と を 示
唆 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 従 っ て 、 図 ８ は 、 試 験 さ れ る べ き fynペ プ チ ド が （ VP16転 写 因 子 の ） ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性
化 ド メ イ ン を コ ー ド す る DNAに 融 合 さ れ 、 そ し て PKC-θ タ ン パ ク 質 の 関 連 す る 部 分 が 転 写
因 子 (LexA)の DNA結 合 領 域 に 融 合 さ れ る 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 β -ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 こ の 図 に お け る 結 果 の た め の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 図 8Aは 構 築 物 を 示 し 、 そ し て 図 8Bは そ の 結 果 を 要 約 す る 。 全 長 fynに 加 え て 、 fynの １ -2
59位 に よ り 示 さ れ る 調 節 領 域 は 、 259-534位 由 来 の キ ナ ー ゼ 領 域 と 同 様 に 、 PKC-θ の V1お
よ び V3領 域 と 強 く 相 互 作 用 す る 。 1-143位 を 示 す fynΔ SH2は 、 相 互 作 用 は な お 存 在 す る が
、 両 方 の V1と の 減 衰 さ れ た 相 互 作 用 を 示 す 。 1-88位 を 示 す ペ プ チ ド は 、 PKC-θ 　 V3と 弱 く
相 互 作 用 す る の み で あ り 、 そ し て V1と 相 互 作 用 し な い よ う で あ る 。 88-143位 (SH3)お よ び 1
43-259位 (SH2)間 と PKC-θ 　 V1と の 弱 い 相 互 作 用 の み が 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 他 の タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 PKC-θ 　 V1と fynド メ イ ン と の 相 互 作 用 の 特 異 性 を 試 験 す
る た め に 、 fyn部 分 を 組 み 込 む ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム 構 築 物 を 、 類 似 ベ ク タ ー に お い
て 、 マ ウ ス Ｔ 細 胞 か ら 調 製 さ れ た 大 過 剰 の ラ ン ダ ム cDNAク ロ ー ン に 希 釈 し た 。 キ ナ ー ゼ ド
メ イ ン に つ い て 、 ラ ン ダ ム に ひ ろ わ れ た 12個 の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン の う ち 10個 は 、 ラ イ ブ
ラ リ ー に ス パ イ ク さ れ た (spiked)fyn構 築 物 で あ っ た ； 調 節 ド メ イ ン に つ い て 、 ６ 個 の う
ち ３ 個 は 、 ス パ イ ク さ れ た fyn構 築 物 由 来 で あ っ た 。 他 の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を 、 実 施 例
８ に さ ら に 記 載 す る 。 最 も 密 接 に 関 連 し た ア イ ソ ザ イ ム で あ る PKC-Δ の V1領 域 を 用 い る 類
似 構 築 物 は fynに 結 合 し な い よ う で あ る の で 、 PKC-θ と fynと の 相 互 作 用 は 特 異 的 で あ る よ
う で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 図 ９ は 、 本 実 施 例 に お い て 検 出 さ れ た fynス プ ラ イ ス 改 変 体 で あ る p59　 fynの 図 お よ び
配 列 を 示 す 。 PKCは 、 活 性 化 の 際 に 両 方 曝 露 さ れ る ２ つ の fynド メ イ ン 間 の 界 面 で 結 合 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 PKCコ ン セ ン サ ス リ ン 酸 化 部 位 を 、 ATP結 合 コ ン セ ン サ ス 部 位 の 一 部 と
し て も 高 ス コ ア を つ け る 短 い ス ト レ ッ チ 配 列 に お い て 、 ト レ オ ニ ン 297が 中 心 に あ る fynの
一 次 配 列 内 で 同 定 し た 。 fynは 別 の ス プ ラ イ シ ン グ 形 態 を 有 す る こ と が 知 ら れ る ； Ｔ 細 胞
に 見 出 さ れ る 形 態 は 、 コ ン セ ン サ ス PKC部 位 を 含 む が 、 こ の 部 位 は Ｔ 細 胞 に 独 特 で は な い
。 興 味 深 い こ と に 、 ATPの Jurkat　 Ｔ 細 胞 抽 出 物 へ の 添 加 は 、 免 疫 沈 降 に よ り 測 定 さ れ る
よ う に 、 PKC-θ お よ び fynの 結 合 を 低 下 さ せ る 。 こ れ は 、 ２ つ の タ ン パ ク 質 間 の 生 理 学 的
相 互 作 用 を さ ら に 示 唆 す る 。 PKCコ ン セ ン サ ス 部 位 に 対 す る よ り 弱 い 基 準 に よ り 、 fynは 、
13個 の さ ら な る 潜 在 的 な リ ン 酸 化 部 位 を 有 す る 。 最 後 に 、 PKCは 、 V1領 域 に お い て ５ つ の
チ ロ シ ン 残 基 が 存 在 す る の で 、 fynの 基 質 で あ る 可 能 性 が さ ら に あ る ； チ ロ シ ン -36は こ の
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点 に つ い て 特 に 適 切 で あ る よ う で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 発 見 さ れ た 第 １ の PKCコ グ ネ イ ト 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 RACK1は 、 Ｃ 末 端 に 向 か っ て 保
存 さ れ た WD対 を 有 す る 約 40個 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 の 複 数 の タ ン デ ム コ ピ ー を 有 す る こ と に よ
り 特 徴 づ け ら れ 、 WD40フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 の 明 ら か な メ ン バ ー で あ る 。 Fynは ま た 、 独
特 な 領 域 の 中 間 で 始 ま り そ し て 触 媒 ド メ イ ン の 始 め で 終 わ る 、 弱 い WD40相 同 性 （ ア ミ ノ 酸
　 51-270)を 有 す る ３ つ の 反 復 を 有 す る 。 よ り 詳 細 な レ ベ ル に お い て 、 RACK1は 、 fynと 、
そ の 調 節 ド メ イ ン お よ び 触 媒 ド メ イ ン の 両 方 に お い て い く つ か の 他 の 短 い 相 同 配 列 を 共 有
す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ３ つ の オ ル タ ナ テ ィ ブ ス に プ ラ イ シ ン グ さ れ た ヒ ト fyn形 態 間 の 配 列 改 変 体 は 、 ア ミ ノ
酸 　 242-270間 （ 調 節 ド メ イ ン の 終 わ り お よ び 触 媒 ド メ イ ン の 始 め 、 こ れ は Ｎ 末 端 の 第 ３
の WD-40反 復 を 含 む ） で 見 出 さ れ る 。 興 味 深 い こ と に 、 WD-40モ チ ー フ の ラ ン ド マ ー ク は 、
S-253、 KD-257-258、 お よ び WEV　 260-262を 含 む 、 全 て の オ ー ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン
グ 形 態 に お い て 保 存 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 fynは SH3ド メ イ ン を 有 す る の で 、 他 の こ の ホ モ ロ グ は 、 プ ロ リ ン リ ッ チ ド メ イ ン を 結 合
す る こ と が 知 ら れ て お り 、 PKC-θ が 、 V3領 域 の 実 質 的 な 部 分 を 担 う 、 約 50残 基 の 中 程 度 に
プ ロ リ ン リ ッ チ な 領 域 を 有 す る （ 10個 の プ ロ リ ン を 含 む ） こ と は 注 目 す べ き こ と で あ る 。
V3領 域 に 対 す る 抗 体 は 、 fynを 免 疫 沈 降 し な か っ た 。 こ れ は 、 抗 体 お よ び fynが 同 じ 部 位 で
部 分 的 に 結 合 す る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 V3領 域 が ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム
に お い て ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 を 与 え る の で 決 定 的 で は な い 。 最 も 密 接 に 関 連 す る ア イ ソ ザ イ
ム PKC-δ を 含 む 、 大 部 分 の 他 の PKCア イ ソ ザ イ ム は 、 プ ロ リ ン リ ッ チ 領 域 を 含 ま な い 。 中
程 度 に プ ロ リ ン リ ッ チ な ド メ イ ン が 見 出 さ れ る 唯 一 の 他 の ア イ ソ ザ イ ム は 、 全 体 的 に ほ と
ん ど PKC相 同 性 を 有 さ な い ク ラ ス の 最 近 記 載 さ れ た メ ン バ ー で あ る PKC-μ で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 図 10Aに 示 さ れ る よ う に PKC-θ 輸 送 を ブ ロ ッ ク す る （ 従 っ て コ グ ネ
イ ト 局 在 因 子 と の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る ） 、 T2ペ プ チ ド は 、 活 性 化 さ れ た Jurkat　 Ｔ 細 胞 か
ら の IL-2産 生 の 測 定 可 能 な 抑 制 を 引 き 起 こ す こ と を 観 察 し た 、 図 10B。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 要 約 す る と 、 fynが Ｔ 細 胞 に お け る PKC-θ の 生 理 学 的 に 関 連 す る 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る
こ と を 示 す 証 拠 の 重 要 な 独 立 し た 系 は 以 下 の よ う で あ る ： (i)ア フ ィ ニ テ ィ 結 合 態 様 に お
け る 、 PKC-θ 可 変 ド メ イ ン が 細 胞 抽 出 物 か ら fynを 引 き 寄 せ る ； (ii)PKC-θ 可 変 ド メ イ ン
に 対 す る 抗 体 が 、 細 胞 抽 出 物 由 来 の PKCと fynと の 複 合 体 を 免 疫 沈 降 す る ； (iii)PKC-θ 可
変 ド メ イ ン お よ び fynは 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に お い て 相 互 作 用 す る 。 全 て の
場 合 に お い て 、 密 接 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 を 用 い る 適 切 な コ ン ト ロ ー ル に よ り 、 相 互 作 用
の 特 異 性 が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 コ グ ネ イ ト 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 そ れ ら の 同 定 の た め の 方 法 お よ び 薬 物 発 見 に お け
る そ れ ら の 有 用 性 を 有 す る と し て 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Fields、 米 国 特 許 第
5,283,173号 お よ び 米 国 特 許 第 5,352,660号 を 参 照 の こ と ） 。 PKC-θ の パ ー ト ナ ー と し て の
fynの 実 際 の 同 定 を 、 こ の よ う な 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に お い て 使 用 し て 、 fyn/PKC-θ 相
互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る 化 合 物 を 同 定 お よ び 単 離 す る こ と が 今 や 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 因
子 を 使 用 し て 、 fyn/PKC-θ 結 合 に よ り 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 調 節 し 得 る ； こ れ ら は 、
免 疫 系 に 関 連 す る 活 性 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 実 施 例 ６
　 指 標 と し て PKC-θ 輸 送 を 用 い る 免 疫 調 節 化 合 物 に つ い て の ア ッ セ イ
　 輸 送 を 評 価 す る た め に 、 適 切 な 細 胞 、 好 ま し く は 非 形 質 転 換 ヒ ト Ｔ 細 胞 を 、 10 6 /mlの 密
度 ま で 培 養 し 、 次 い で サ イ ト カ イ ン を 含 ま な い 培 地 中 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 10ミ リ
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リ ッ ト ル の ア リ コ ー ト を 、 各 ア ッ セ イ に 使 用 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 試 験 さ れ る べ き 物 質 を 、 適 切 な サ ン プ ル に 添 加 し 、 そ し て 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。 次 い で 、 PKC-θ の 輸 送 を 刺 激 す る こ と が 知 ら れ て い る 物 質 を 添 加 す る ： 典 型 的 に は
、 20～ 80nMの PHA± １ μ g/mlの PHAが 添 加 さ れ 、 そ し て 培 養 物 を 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 サ ン プ ル を 10分 間 1000rpmで ス ピ ン し 、 そ し て 細 胞 ペ レ
ッ ト を 冷 PBSで 洗 浄 す る 。 次 い で 、 細 胞 を ホ モ ジ ナ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 し 、 そ
し て 超 音 波 処 理 す る 。 次 い で 、 そ れ ら を 30分 間 55000rpmで 遠 心 分 離 し て 上 清 サ イ ト ゾ ル 画
分 を 得 、 そ し て ペ レ ッ ト を 27ゲ ー ジ 針 を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 し
て 顆 粒 画 分 を 得 る 。 次 い で 、 総 タ ン パ ク 質 の 標 準 化 の 後 、 上 清 お よ び 顆 粒 画 分 の そ れ ぞ れ
に お け る PKCの 含 有 量 を 、 SDS-PAGEお よ び 適 切 な 抗 体 を 用 い る 検 出 を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 図 11は 、 抗 PKC-θ 抗 体 （ 図 12A)ま た は 抗 PKC-β 抗 体 （ 図 12B)で 染 色 し た 、 可 溶 性 画 分 お
よ び 顆 粒 画 分 の SDS-PAGEの 結 果 を 示 す 。 示 さ れ る よ う に 、 PKC-β は 、 刺 激 さ れ て い な い 細
胞 に お け る 可 溶 性 画 分 に お い て 本 質 的 に 全 て 存 在 し 、 一 方 、 PKC-θ は 、 こ れ ら の ２ つ の 画
分 間 に 幾 分 均 等 に 分 布 す る 。 お そ ら く 、 こ れ は 、 こ れ ら の 細 胞 の 増 殖 は 添 加 さ れ た サ イ ト
カ イ ン の 存 在 を 必 要 と す る の で 、 Ｔ 細 胞 の 部 分 的 な 活 性 化 を も た ら し 得 る 場 合 で あ る 。 例
え ば 、 一 晩 、 培 地 中 の サ イ ト カ イ ン を 取 り 除 い た 場 合 、 可 溶 性 画 分 中 の PKC-θ の レ ベ ル は
増 加 す る 。 い ず れ の 場 合 で も 、 PKC活 性 化 を 直 接 的 に 引 き 起 こ す 、 PMAま た は PMA/PHAの 組
合 せ の い ず れ か の 刺 激 の 後 、 PKC-θ お よ び PKC-β の 両 方 は 、 顆 粒 画 分 に 輸 送 さ れ る 。 し か
し 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー の CD3成 分 と 免 疫 反 応 す る 抗 体 で あ る 、 OKT-3で 刺 激 （ こ れ は 、 よ り
焦 点 を 合 わ せ た 生 理 学 的 に 基 づ く 活 性 化 を 提 供 す る ） す る と 、 PKC-θ を 輸 送 す る が 、 PKC-
β は 輸 送 し な い 。 特 異 的 に PKC-θ の 輸 送 を も た ら す OKT-3の 能 力 は 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 媒
介 性 刺 激 の 伝 達 に お け る PKC-θ の 関 与 の さ ら な る 証 拠 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 免 疫 系 モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ と し て の 前 記 の 使 用 を 図 12に 示 す 。 上
記 の よ う に 行 わ れ る ア ッ セ イ に お い て 、 細 胞 を 、 最 初 に 20μ Mの 候 補 化 合 物 TER14687と イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 図 12に 示 す よ う に 、 OKT-3ま た は PMA/PHAの い ず れ か を 刺 激 剤 と し て 使
用 し た 場 合 、 TER14687は 、 PKC-θ の 顆 粒 画 分 へ の 輸 送 を 阻 害 し 得 た （ OKT-3を 用 い て 行 わ
れ た ア ッ セ イ は 、 上 記 の 15分 間 よ り む し ろ 、 １ 時 間 の OKT-3と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 含
ん だ 。 ）
　 TER14687は ま た 、 休 止 Ｔ 細 胞 に お け る 可 溶 性 画 分 中 の PKC-θ の 割 合 を 増 加 さ せ る こ と が
示 さ れ た 。 Ｔ 細 胞 は 、 一 般 的 に 、 外 因 的 に 添 加 さ れ た サ イ ト カ イ ン の 存 在 下 で 増 殖 さ れ 、
従 っ て 部 分 的 に 活 性 化 さ れ た 状 態 に あ る 。 サ イ ト カ イ ン 刺 激 を 一 定 期 間 の 間 や め る 場 合 、
可 溶 性 画 分 中 の PKC-θ 濃 度 は 通 常 増 加 す る 。 従 っ て 、 TER14687は 、 休 止 状 態 へ の 衰 退 を 促
進 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 PKC-θ /コ グ ネ イ ト 相 互 作 用 に 対 す る TER14687の 効 果 も ま た 、 TER14687が 、 Ｔ 細 胞 の OKT
-3刺 激 後 の 21kDタ ン パ ク 質 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 妨 げ る こ と を 示 す こ と よ り 証 明 し 得 る 。
こ こ で Abを 用 い た ホ ス ホ チ ロ シ ン へ の リ ン 酸 化 を 直 接 測 定 し た 以 外 は 、 前 記 の プ ロ ト コ ル
に 従 っ た 。 こ の リ ン 酸 化 は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 公 知 の 下 流 事 象 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 実 施 例 ７
　 結 合 に よ り 指 標 付 け さ れ る 調 節 に つ い て の ア ッ セ イ
　 内 因 性 PKCコ グ ネ イ ト を 可 視 化 す る た め に 、 Ｔ 細 胞 タ ン パ ク 質 を SDSゲ ル 電 気 泳 動 に よ り
分 離 し 、 そ し て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ ラ ン に 移 す 。 従 っ て 、 多 数 の タ ン パ ク 質 を 、 ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 上 に 分 布 さ せ る 。 次 い で 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス を 、 PKC-θ と と も に イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 そ し て 洗 浄 し 、 そ し て 結 合 し た PKC-θ を 標 識 抗 PKC-θ を 用 い て 可 視 化 す る 。 PKC-
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θ タ ン パ ク 質 を 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 (Invitrogen， San　 Diego， CA)を 用 い て Sf9昆
虫 細 胞 に よ り 産 生 し た 。 PKCを 活 性 化 す る 公 知 の 物 質 の 非 存 在 下 で 、 バ ン ド は 本 質 的 に 現
れ な い 。 PKCア ク チ ベ ー タ ー の 存 在 下 で 、 多 数 の バ ン ド を 示 し た 。 こ れ ら の バ ン ド の う ち
い く つ か は 、 真 の 内 因 性 コ グ ネ イ ト で あ り 得 る ； そ の 他 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ ラ ン
に 移 さ れ た タ ン パ ク 質 に 特 有 の 変 性 状 態 に お け る コ グ ネ イ ト 結 合 能 力 を 模 倣 し 得 る 。 こ の
よ う に 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 内 因 性 コ グ ネ イ ト の 代 用 物 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ブ ロ ッ ト 上 で の PKC-θ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 間 の TER14687の 存 在 下 で 、 結 合 が 減 衰 さ れ 、
従 っ て 、 コ グ ネ イ ト 結 合 の 際 の TER14687の 調 節 効 果 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 TER14687に 加 え て 、 fynの 調 節 領 域 由 来 の 以 下 の ペ プ チ ド を 試 験 し た ： fyn2（ 図 ９ に お
い て 下 線 を 付 け た 残 基 111-118を 示 す ） は 、 fynに 対 す る PKC-θ 結 合 の 部 分 的 阻 害 を 示 し た
； お よ び fyn3（ 図 ９ に お い て 下 線 を 付 け た 残 基 188-195） は 、 PKC結 合 の 完 全 な 阻 害 を 示 し
た 。 fyn2お よ び fyn3は 、 WD40反 復 と 相 同 性 を 示 す 、 fynの 一 部 に 由 来 す る 。 さ ら な る ペ プ
チ ド で あ る fyn1は 、 結 合 を 阻 害 し 得 な か っ た ； こ の ペ プ チ ド は 、 図 ９ に 示 さ れ る ペ プ チ ド
と は 異 な る fynス プ ラ イ ス 改 変 体 に 由 来 し た 。 別 の 不 活 性 ペ プ チ ド は 、 fyn4（ 触 媒 ド メ イ
ン 由 来 の 残 基 441-449を 示 す ） で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 実 施 例 ８
　 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に よ り 同 定 さ れ る さ ら な る コ グ ネ イ ト
　 本 明 細 書 中 上 記 の 実 施 例 ５ に 記 載 さ れ る 、 ペ プ チ ド /ペ プ チ ド 結 合 を 検 出 す る た め の 細
胞 内 方 法 を 使 用 し て 、 a)PKC-θ に 結 合 す る さ ら な る ペ プ チ ド を 見 出 し 、 そ し て b） PKC-θ
と そ の コ グ ネ イ ト と の 相 互 作 用 に 対 す る 候 補 物 質 の 効 果 に つ い て の ア ッ セ イ 系 を 提 供 し た
。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 第 １ に 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 使 用 し て 、 PKC-θ と 相 互 作 用 す る ペ プ チ ド を
コ ー ド す る cDNAを 検 索 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 こ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 キ ナ ー ゼ に 融 合 し た ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 化 ド メ イ ン ま た は fyn
の 調 節 ド メ イ ン を 含 む プ ラ ス ミ ド を 、 1:500の 割 合 で マ ウ ス Ｔ 細 胞 株 HT2由 来 の cDNAラ イ ブ
ラ リ ー を 含 む 類 似 の ベ ク タ ー と 混 合 し た 。 DNA結 合 ド メ イ ン に 融 合 し た PKC-θ 　 V1を 含 む
プ ラ ス ミ ド を 有 す る 酵 母 を 、 通 常 の プ ロ ト コ ル の 1/10で 、 こ の プ ラ ス ミ ド の 混 合 物 を 用 い
て 形 質 転 換 し た 。 酵 母 を 、 プ ラ ス ミ ド (THULL)プ レ ー ト の 存 在 に つ い て 選 択 す る 培 地 上 に
播 種 し 、 そ し て フ ィ ル タ ー リ フ ト 上 で β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に つ い て ア ッ セ イ し た 。 ポ ジ
テ ィ ブ ク ロ ー ン を THULLグ リ ッ ド 上 で ひ ろ い 、 次 い で 再 試 験 し た 。 DNAを ポ ジ テ ィ ブ の ま ま
で あ っ た コ ロ ニ ー か ら 抽 出 し 、 次 い で 5'お よ び 3'の プ ラ ス ミ ド ベ ー ス の ポ リ リ ン カ ー 隣 接
プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 し 、 そ し て 産 物 を 、 プ ロ ー ブ と し て fynを 用 い て サ ザ ン ブ ロ ッ ト
に よ り 分 析 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 fynキ ナ ー ゼ ド メ イ ン を cDNAラ イ ブ ラ リ ー に 混 合 し た 場 合 に 見 出 さ れ た 12個 の ポ ジ テ ィ
ブ ク ロ ー ン の う ち 、 10個 は fynキ ナ ー ゼ 自 身 で あ っ た 。 し か し 、 ２ 個 は fyn由 来 の 配 列 以 外
の 配 列 を 含 ん だ 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 、 fyn調 節 ド メ イ ン と 混 合 し た 場 合 、 混 合 物 か ら 得 ら れ た ６ 個 の ポ
ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン の う ち 、 ３ 個 は fyn以 外 の 配 列 を 含 ん だ 。 ３ 個 の う ち ２ 個 （ 2-10お よ び 2
-40と 称 す る ） は 、 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る が 、 任 意 の 公 知 の 配 列 お よ び そ の 他
で 同 定 さ れ な か っ た 。 2-32は 、 最 近 単 離 さ れ た ヒ ト 遺 伝 子 ELLの マ ウ ス ホ モ ロ グ で あ る よ
う で あ る 。 2-10お よ び 2-40に お け る cDNA挿 入 物 は 、 い く つ か の 潜 在 的 な ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
モ チ ー フ を 有 す る 、 こ れ ま で に 知 ら れ て い な い 335個 の ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド を コ ー ド す る オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 有 す る 1083塩 基 対 を 含 ん だ 。 こ の cDNAは 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト
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に よ り 示 さ れ る よ う に 、 リ ン パ 系 組 織 に 存 在 す る 2.4kD転 写 物 な ら び に 心 筋 お よ び 骨 格 筋
に 存 在 す る ６ kD転 写 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ク ロ ー ン 2-10お よ び 2-32の 両 方 は 、 液 体 β -galに お い て 試 験 し た 場 合 、 上 記 の ツ ー ハ イ
ブ リ ッ ド シ ス テ ム に お い て PKC-θ 　 V1と 相 互 作 用 し 得 た 。 PKC-θ 　 V1を 欠 く 、 親 酵 母 株 L4
0に 形 質 転 換 さ れ た 場 合 、 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ に よ り 活 性 化 は 観 察 さ れ ず 、 θ 　 V1を δ 　 V
1ま た は 関 連 し な い タ ン パ ク 質 ラ ミ ン に 置 き 換 え た 場 合 も ま た 、 活 性 化 は 観 察 さ れ な っ た
。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 同 じ ア ッ セ イ を 用 い て 、 PKC-θ 　 V1と fynと の ま た は ク ロ ー ン 2-10お よ び 2-32の い ず れ
か と の 相 互 作 用 に 対 す る TER14687の 効 果 を 試 験 し た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て 、 上 記 の ツ ー
ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 含 む 酵 母 を 、 40μ M　 TER14687ま た は DMSO中 の コ ン ト ロ ー ル 化 合
物 を 含 む １ ml　 THULLに 1:10希 釈 で 接 種 し た 。 種 々 の 他 の コ ン ト ロ ー ル を イ ン キ ュ ベ ー ト
し た ； 例 え ば 、 TER14687は 、 転 写 因 子 (LexA/E2A)を 共 有 結 合 形 態 で 供 給 す る 場 合 、 レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 し な か っ た 。 生 成 さ れ た β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 活 性 を 420nmで OD
と し て 測 定 し た 。 TER14687は 、 図 13に 示 す よ う に 、 θ 　 V1の fynへ の 結 合 ま た は 2-10お よ
び 2-32か ら 生 成 さ れ た 代 用 コ グ ネ イ ト へ の 結 合 を 驚 く ほ ど 減 衰 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 さ ら に 、 明 ら か な コ グ ネ イ ト タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る い く つ か の ク ロ ー ン を 、 い く つ か
の 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 ヒ ト の CD4 + Ｔ 細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 得
た 。 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 、 ド ナ ー 血 液 か ら 単 離 し た Ｔ 細 胞 を 用 い て 構 築 し 、 そ し て 10 5 ～ 5
× 10 6 個 の 独 立 ク ロ ー ン で 評 価 さ れ た 複 雑 さ を 有 し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 1.4× 10 7 個
の ク ロ ー ン か ら 、 63個 が 二 次 β GALフ ィ ル タ ー リ ス ト ア ッ セ イ 後 、 ポ ジ テ ィ ブ な ま ま で あ
っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ れ ら の ク ロ ー ン の う ち 39個 は 、 同 一 の 配 列 お よ び ほ ぼ 同 じ cDNA挿 入 物 サ イ ズ を 有 す る
よ う で あ る 。 配 列 は 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 そ し て い ず れ の デ ー タ ベ ー
ス 配 列 と も 適 合 し な い 、 明 ら か に 部 分 的 な 配 列 で あ る 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の う ち の １ つ で
あ る No.10を 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム で 再 試 験 し た 。 そ し て θ V1を 結 合 す る が 、
δ V1も ラ ミ ン も 結 合 し な い こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 さ ら に 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の ２ 個 の ク ロ ー ン 、 1-22お よ び 1-23は 、 ヒ ト 伸 長 因 子 1-
γ と 配 列 を 共 有 す る 。 1-23は 1-22と 重 複 す る が 、 両 者 と と も に 部 分 的 な 配 列 で あ る 。 両 者
は 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ に お い て θ V1と 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 １ つ の さ ら な る ク ロ ー ン で あ る 2-18は ま た 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ に お い て θ
V1に 対 し て 特 異 的 な 結 合 を 示 し 、 そ し て c-abl形 質 転 換 を 阻 害 す る 、 SH3含 有 c-abl結 合 タ
ン パ ク 質 と 高 い 相 同 性 を 示 す 。 U17698マ ウ ス 　 ab1　 philin-1は 、 89％ の 相 同 性 で あ る ； U
31089ヒ ト Abl結 合 タ ン パ ク 質 ３ は 、 94％ の 相 同 性 で あ る ； そ し て U23435ヒ ト Abl　 interac
tor　 ２ は 、 88％ 相 同 性 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ２ つ の さ ら な る ク ロ ー ン を 、 類 似 の 様 式 で 得 た 。 ク ロ ー ン 2-20は 、 ヒ ト 伸 長 因 子 ２ に 適
合 す る 部 分 的 な cDNAと し て 729bpを 含 む 。 ク ロ ー ン 3-1は 、 HSV1ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン グ 因 子
α に 対 し て 高 い 相 同 性 を 有 す る 839bpを 含 む 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ク ロ ー ン 2-10、 2-32、 No.10、 1-22、 2-18、 2-20、 お よ び 3-1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び
コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 図 15に 示 す 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 実 施 例 ９
　 PKC-θ 活 性 化 と ア レ ル ギ ー 反 応 と の 関 連
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　 ヒ ト Ｔ 細 胞 株 で あ る TT7.5を 、 滴 定 チ ミ ジ ン ア ッ セ イ を 用 い て 増 強 さ れ た 増 殖 に よ り 示
さ れ る よ う に 、 10μ g/mlで 、 組 織 培 養 プ レ ー ト 上 に コ ー ト さ れ た OKT3を 用 い て 生 理 学 的 に
活 性 化 す る 。 活 性 化 は ま た 、 適 切 な ELISAに お い て ア ッ セ イ さ れ る よ う に 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン -γ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ４ お よ び ５ の 増 強 さ れ た 分 泌 に よ り 特 徴 づ け ら れ る が 、 IL-2
の 増 強 さ れ た 分 泌 に よ り 特 徴 づ け ら れ な い 。 こ の パ タ ー ン は 、 Th2様 細 胞 を 特 徴 づ け る 。 T
h2細 胞 は 、 IL-4お よ び IL-5の 免 疫 調 節 効 果 を 介 す る ア レ ル ギ ー を 媒 介 す る こ と が 示 さ れ て
お り 、 従 っ て 、 ア レ ル ギ ー を 媒 介 す る に お い て Ｔ 細 胞 機 能 の イ ン ビ ト ロ モ デ ル と し て 使 用
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 上 記 に 示 し た よ う に 、 Ｔ 細 胞 株 （ TT7.5細 胞 を 含 む ） の OKT3刺 激 に よ り 、 PKC-θ が 輸 送
さ れ る 。 コ グ ネ イ ト と の PKC-θ 相 互 作 用 の 尺 度 と し て サ イ ト カ イ ン 産 生 を 用 い る 類 似 の ア
ッ セ イ に お い て 、 OKT3活 性 化 の 間 に 投 与 さ れ る TER14687は 、 図 14に 示 さ れ る よ う に 、 IL-4
お よ び IL-5の 産 生 を 阻 害 す る が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ の 誘 導 さ れ る 産 生 を 阻 害 し な い 。 こ
の サ イ ト カ イ ン 産 生 の パ タ ー ン は 、 IgEお よ び 好 酸 球 産 生 の 刺 激 の 減 少 に 関 連 す る 。 同 様
な 結 果 が Th2-様 Ｔ 細 胞 株 TT3.6で 得 ら れ る 。 Th1型 細 胞 株 (TT6.4)に お い て 、 TER14687は 、 O
KT3に よ り 誘 導 さ れ る IL-2産 生 を 阻 害 す る が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 産 生 を 阻 害 し な い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 TER14687は ま た 、 一 晩 の OKT3刺 激 の 後 、 TT7.5細 胞 に お け る 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 表 面 マ ー
カ ー （ 例 え ば 、 CD69、 CD25お よ び CD40L） の 発 現 を 強 力 に 阻 害 す る 。 CD69は 、 活 性 化 さ れ
た Ｔ 細 胞 で 排 他 的 に 発 現 さ れ 、 CD25は 、 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 低 親 和 性
IL-2レ セ プ タ ー で あ り 、 そ し て CD40Lは 、 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 で も ま た 排 他 的 に 発 現 さ れ
る CD40の リ ガ ン ド で あ る 。 こ れ ら の マ ー カ ー を 、 適 切 に 標 識 し た 蛍 光 抗 体 お よ び フ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー を 用 い て ア ッ セ イ し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 類 似 の 結 果 を 、 OKT3よ り む し ろ PMAに よ る 活 性 化 の 後 に Jurkat細 胞 に お い て 得 た 。 50μ M
　 fyn2ペ プ チ ド の 存 在 下 で 、 CD69の 増 強 さ れ た 発 現 が 減 少 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 種 々 の PKCイ ソ 酵 素 フ ァ ミ リ ー の 公 知 の 一 般 的 な 一 次 配 列 お よ び ド メ イ
ン を 図 解 的 に 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 PKCに よ り 媒 介 さ れ る 心 筋 細 胞 の 収 縮 へ の 効 果 が 、 ε PKCの 調 節 ド メ イ ン
の フ ラ グ メ ン ト に よ り 阻 害 さ れ る が 、 し か し δ PKCの 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト に よ っ て は 阻
害 さ れ な い こ と を 実 証 す る 実 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 心 筋 細 胞 の 収 縮 率 へ の 、 ε PKCの 調 節 ド メ イ ン に お け る RACK結 合 部 位 に
由 来 す る ８ ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド の 特 異 的 効 果 を 示 す 。 β PKCに 由 来 す る 類 似 の ペ プ チ ド は 何
の 効 果 も 有 さ な い 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 Xenopus卵 母 細 胞 の 成 熟 へ の 、 β PKCの RACK結 合 部 位 に 由 来 す る ペ プ チ ド
の 特 異 的 効 果 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Xenopus卵 母 細 胞 の PKCに 媒 介 さ れ る 成 熟 へ の 、 RACK1に 由 来 す る ペ プ チ
ド の 効 果 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 イ ン ビ ト ロ で の θ PKC　 V1フ ラ グ メ ン ト の RACKへ の 結 合 に 対 す る 種 々 の
ペ プ チ ド の 効 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 PKC-θ の V1/C1境 界 領 域 に 対 し て 惹 起 さ れ た 抗 体 を 用 い て 沈 降 し た タ ン
パ ク 質 に 対 し て 行 な っ た ゲ ル 電 気 泳 動 か ら 得 、 そ し て ホ ス ホ チ ロ シ ン お よ び fynに 対 す る
抗 体 で プ ロ ー ブ し た ブ ロ ッ ト の 写 真 複 写 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に お い て 用 い ら れ た fynの 領 域 お よ び 得
ら れ た 相 互 作 用 を 示 す 。 図 ８ で は 、 ＋ ＋ は 強 力 な 相 互 作 用 （ ＜ ２ 時 間 で 発 色 ） で あ り 、 ＋
は 弱 い 相 互 作 用 （ 12時 間 以 内 で 発 色 ） で あ り 、 そ し て － は ヌ ル （ null） 相 互 作 用 （ 24時 間
で 発 色 な し ） で あ る 。 Ｕ は fynの ユ ニ ー ク 配 列 部 分 を い い ； SH3お よ び SH2は 、 src相 同 性 ド
メ イ ン で あ り ； キ ナ ー ゼ は 保 存 さ れ た チ ロ シ ン プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 触 媒 ド メ イ ン で あ る 。
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【 図 ９ 】 図 ９ は 、 fyn中 に 存 在 す る 配 列 モ チ ー フ （ WD40反 復 、 よ り 小 さ な RACK1相 同 性 、 お
よ び 最 も 保 存 さ れ た コ ン セ ン サ ス PKCリ ン 酸 化 部 位 を 含 む ） の 詳 細 な マ ッ プ を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 10Aお よ び 10Bは 、 PKC-θ の V1領 域 由 来 の T2ペ プ チ ド （ ア ミ ノ 酸 36～ 46） が 、
PMA/PHAで の Jurkat　 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 後 の 、 可 溶 性 画 分 か ら 顆 粒 画 分 へ の PKC-θ の 輸 送 を
減 少 さ せ る が 、 し か し PKC-β の 輸 送 は 減 少 さ せ な い こ と を 示 す （ 図 10A） ； ペ プ チ ド は 、 J
urkat　 Ｔ 細 胞 に お い て 培 地 か ら 自 発 的 に 取 り 込 ま れ る 。 平 行 実 験 で は 、 T2ペ プ チ ド は 、
刺 激 さ れ た 細 胞 由 来 の 上 清 に お い て ELISAに よ り 測 定 す る と 、 IL-2の 発 現 を 減 少 さ せ る （
図 10B） 。
【 図 １ １ 】 図 11Aお よ び 11Bは 、 PKC-θ お よ び PKC-β の 輸 送 へ の 種 々 の 薬 剤 に よ る 活 性 化 の
効 果 を 示 す 、 ブ ロ ッ ト の 写 真 複 製 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 PKC-θ 輸 送 へ の TER14687の 効 果 を 示 す ブ ロ ッ ト の 写 真 複 製 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム ア ッ セ イ を 用 い た 、 TER14687の 非 存 在 下 ま
た は 存 在 下 に お け る 、 PKC-θ 　 V1へ の 、 fynキ ナ ー ゼ ド メ イ ン お よ び ２ つ の 代 理 物 （ ク ロ
ー ン 2-10お よ び 2-32） に よ り コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド の 結 合 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 抗 CD3に よ り 誘 導 さ れ る 、 IL4、 IL5、 お よ び γ IFNの 産 生 へ の TER14687
の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ５ Ａ 】 図 15は 、 ク ロ ー ン 2-10、 2-32、 ＃ 10、 1-22、 2-18、 2-20、 お よ び 3-1に つ い
て の 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ５ Ｂ 】 図 15は 、 ク ロ ー ン 2-10、 2-32、 ＃ 10、 1-22、 2-18、 2-20、 お よ び 3-1に つ い
て の 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ５ Ｃ 】 図 15は 、 ク ロ ー ン 2-10、 2-32、 ＃ 10、 1-22、 2-18、 2-20、 お よ び 3-1に つ い
て の 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ５ Ｄ 】 図 15は 、 ク ロ ー ン 2-10、 2-32、 ＃ 10、 1-22、 2-18、 2-20、 お よ び 3-1に つ い
て の 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ Ａ 】 【 図 １ ５ Ｂ 】
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【 図 １ ５ Ｃ 】 【 図 １ ５ Ｄ 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供评估细胞内信号转导途径的候选调节剂文库的方法。 提供了用于评估细胞内信号转导途径的候选调节剂文库的
方法。该方法中，从库中的候选结合在非催化位点，无论是作为信号发生蛋白或其同源的伙伴，以评估其抑制负责参与所述肽的结
合是在信号通路的能力。已经鉴定了在这方面有用的某些肽。在一种应用中，可以通过确定候选物质影响PKC-θ或其片段与其同源
物的相互作用的能力来鉴定免疫系统的调节剂。可以使用同源物作为指示物的结合来测量相互作用，或者可以使用生理反应来测量
相互作用。 【选择图】无

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/6fd5afbe-73a3-41e4-8b71-0ede2a529d29
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/027415379/publication/JP2007089588A?q=JP2007089588A



