JP 2009-100746 A 2009.5.14

(19) BFREREHFT (JP) 2 M A E|A) (1) s A RS
$5B82009-100746
(P2009-1007464)
(43) BB 2158 148 (2009.5. 14)
(51) Int.CL. F1 F=7I2—F (%)
C12N 15/09  (2006.01) C12N 15/00 ZNAA 2G045
C12N 1i/15 m.m’) Cl2N 1/15 4B0O24
C12N 1/19 (2006.01) ClzN 1/19 4B0O63
C12N /21 (2006.01) ClzN 1/21 4B0O65
C12N 510 m.m’) Cl12N 5/00 A 4C084
EEHMR E BEREOH U OL (& 90 H) BRERH?
@21 HEES $FEE2008-295879 (P2008-295879) | (71) HBEA 594032322
@2y HEE FERE205F11A19H (2008.11.19) Za—3—52 A ZR—TFT 4
(62) B DFRT 5 EE2007-191280 (P2007-191280) New York University
D El TANVAERE 10012 =—z2—3-—
BEHER SERLIIEE8H 27H (1999.8.27) ., ma—3a—> Q¥ phYATIT
(1) miEERES 60/098, 355 ez 70
(32) ®scH ERE1058H 280 (1998. 8. 28) (74 HRE A 100091096
(33) @iEEEE  KE (US) £IB+ TR BW
@Bl BT EEREE 60/118,568 (74) fCE A 100096183
(39) @5 H ERI1E2A3H (1999.2.9) £B+ HH EX
(32) @ETEE  RE (S (HRAE FroT—. F—. Sr—3
QL) EEEERES 60/124, 449 TAVAERE 10013 Za—3—
(32) @ 5e B Ty 11435 15H (1999, 3. 15) SM. Z2—3—F, Ev b AbU—}
() BEEERE  REWS 16, 74— 707

BRI

64 [FREADEM] BRE—F vy P LTOFRIEFF ) H—E

GNHOODOD
0000

ugboobooobobobooboooooboboboboooobobobobooooan

ooobooOoooboboooooboobobooooboooan

gbooooag

oooooooooboooobooooooooooobooooooobDboooobooog
0 FBP10O FBP20 FBP30O FBP4O FBP50 FBP6U FBP70 FBP8UO FBPOL FBP100O FBP110 FBP120 FBP

130

od
oooao

OoOoo0oooo
O0Ooo0Ooo0ooao

t
U
O
g
U
O

FBP140 FBP150 FBP160 FBP170 FBP180 FBP19U FBP200 FBP210 FBP220 FBP230 FBP24
orBP25SO0 00000000 OO0ODOOOOOODOOOODODOOOODOOOO
ugbdooboooouobobdoobouooobuoboboboooobuoboboobaoado
gooobooooooboooooboobooooboooooobooboooobooooao
gbooboooooboboboboooboobobobooooboboboboo

10



OO
od
od
480
oo
ogd

o0
od
od
500
oo
ogd

oo
od
oad
520
oo
ogd

oo

O

(2)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

O 00D 100 120 140 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
540 560 58000600 0 000 00CODODDODOO0DOOOOOODODDOOOOO
oooboObOoOoooooooooboao

F-boxOOOODOOODODOODODODOODODOOODODOODODOOODODODODODDO
Da) 00000 O0OOO0OOODDOO0ODODOOODODODODDODODODOODOD1NIDOO0O0D0O0O0

O
O
O
O

OoOoooooo0ooooo oD oDoDooo0ooDoDoooooooooQgdg

Oo0DoDoooUoooDoogogogoooao

Oo0ooooQogoooaoo
Oo0ooogQgoooao
Oo0ooooOoOgooooaoo
Oo0ooogQgoooao

IN

80

oo ooooogogoog
OOo0ooogoQgogao
Ooo0oooQgoao
OoOoooogoQgogao
Ooo0oooQoogoao
Oo0ooogogao
Ooo0ooooOoogoao
O

440

O

OO0
00
590

O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooooo

500

460

OO0
230
oo

520

480

250
o0

O
O

O
O

500

270
0o

O
O

oo
560

290
oo

100
580

310
oad

go

120
od

330
oad

140
600

goooooobboooobDboo
b) Cdc4l Grrld Met300 Skp20 D OO0 OO OOCOOOOODODOODOOCOOMIEO O OO
O0DF-boxC OOODODODOODODOOODODODODOOODODDODODDOODODODOOO
gooooooobooao
goooao
gbobodooobobboooobobooadd
a) 0J0O0O0ooDOoo0O0oooOO0ooDbOO0ooOOo0ooOO0ooDDOOob0b0O0oDbDb0D1NnMDOob0B0DO0n
goooooobbooobDboo
b) F-boxD O OO OODOOOSkplOOODODOODODOOODODODODODOOOODODODO

350 370 390 410 430 450 470 490 510 530 550 570
OF-boxO ODODODDODOOODODODOODOOOODOOD

240
oo

260
ood

ud

280
oo

gooooooboboao

ad

300
00

od

g

320
00

od

340
00

ogd

360
00

380
00

uad

400

gooooad

420 440 460

F-boxO O O OO

FBPOO OO OO0OO0OOOODOOO0ODO0DO0OO0OOOODODDODOODOOOGOO

ugouobbooooobbodououobboooooboboouooboooooao

Oo00OD0OD000100 120 140 240 260 280 300 320 340 360 380 400 42
520 540 560 580 0 0600 0000 O0OO0OODODOFR-boxD O0ODOODO

10

20

30

40

50



(3) JP 2009-100746 A 2009.5.14

OCoo0o0o0o0ooODO0O0O0OO0O0O0O0D0OO0O0OO0ODOO0O0ODOD0O0OOO0OFR-boxoODOOOODOD
gooobooooobboooobooooonob

gooooooaod

F-boxOOODOOOODOOOODOFR-boxO OODODOOOOOODODODODODDODOODODODODOGO
ooooObOo0OO0oo0ooooooobobbOooooooooobobboooo

ogao

O

Oooo0ooogogogoao

O

O oo ooogg
O Ooo0oooao
O OooOoooao
O0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooao

0

O

O

O

O

g
u

g
OCOo0o0oo00o0DO0o0O0OdOFr-boxOODODOOODODODOODOODODODODOODO

g
googooboooooboooooboboooooobooooobobooooobooooao
O

O

OCOo0O0o0o00O0oDOooOoOOskplOODODODOODODODOOODOD

u

F-boxO OODOOOFbplOOODODOOR-0000CD0OO00IKBa ODOODOOOOODO
ooono
ooooooao

F-boxO OOOOOODOODODODOODODOODODODOOODODODODODOODODODODDOODO

O

OoooOocoo0o0ooooooooooaono

O

OoDoOoo40dggoooDoogogooooaog

P50

oo ooooogogoog
OO0 oooogogo

O

O

Ooooocoo0oooooooooooaono

oD ooooo4o0oooooogoggoooao
Ooooocoooooooooooooogdg

O

FBP6U
P210 FBP220

oo ooooogogoo
Oooooogogoao
OooooooQgoo

O
O

OooDooDoooooooogogoao

O

O
O

gooooooboboooobobooo

ooocobobooooooooobobboooooooobobbooooooao
FBPOOOOOOOOOODODOOO0DOODOOOODODDODOOOOOORO
oooobooboooooooooooao

O
O

gooooooboao

gooobooooooooobbooad

gooboooooboboogobobood

O
O
O
OJ
O

gboboboooooboooagao

OO0 ooooooooooogodg
O
O
O
O
O

gogooobooooooboboooobobooooboooboboboogooboogao
uoobooooobooooobobooooobooooobobobooooobooogao
000000000 O0O000D0ODODEFBPIO FBP2O FBP3all FBP3bO FBP4O FB

FBP7O FBP8O FBP110 FBP120 FBP130 FBP140 FBP150 FBP170 FBP180 FBP20U FB

OO0 ooooogogog

FBP230 O O O FBP250 O
ud ud

oad ag og gooooooobooad
ugogoooooobod
ooocoobooogod
goooooooboo
ocooo@ooooo
ybooooooooao
goooooooboo

gooooooobooad

OooooooQgdg
Ooooooogg
OoOoo0oo0oood
OOoo0ooood
OoOooooogoadg
OOoooood
O O0Oo0ooood
Ooooooogdg
OOooooogg
OOoo0ooood
OOoo0ooood

a
u
O
g
a
O
g
a

OoOoo0oooogodgaQ
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
OOoo0ooood
O O0O0oO0Ooood
OoOoo0ooood
O O0Oo0ooood
OOooooao
O Ooo0oooao
OoOoo0ooood
OO0Ooo0ooood

10

20

30

40

50



gooooooao

(4) JP 2009-100746 A 2009.5.14

2,10 00000000000

0000000000000 000000000000000000000000000
0000000000000 0000000000C00000000000000000
0000000000000 0000000000O00000000000(Cdk)OO0O0
0000 (@O0000)ICkIDDOODOOOOOOOOODO0O0O0O0DODODODOOOOOO
DO000CdkD OO(Cki) IO ODODODODODODODODOOOOO0O0O0O00D00O00OOCKIODDO
0000000000 p210 p270 00 p570 O O Cip/KipD 00 0 0 0 O O p150 pl60 pis
O00p200 00 Ikl 000000 O0O0O0OO0OCOCOOO0O0O0O0O0O0@OOOOOOO
OooooOoo

2.20 0000000

00000000 D0000000000p270 p530 p3000 0 0 0 0 O O E2F0 STAT-10 c-M
ycO c-JunD EGFO OO O Ik Ba ONFk BOO OB -0 0000000000000 000O0
0000000000000 0000000000000000000000C@O0O0
000000000000 ) 0000000000000 00000760000000
0000000000000 000000000O0O000000000000000O0O0
0000000000000 0000000000C00000000000000000
000000000 (@O0D00D000DO0DODOOOOOOO0O0D0D00000)I0000O0O
0000000000000 00000000000000000000000(ELDDD
0000000000000 000000000000000000000000 (UbeD
O0DE2)0000100000000000000C0C0000000000000000O0
0000000030000 0000D0N0N0N0OO0O0DNDNN0DN0N0NONoNoooooaon
000000000000 00000000000e -000000000000000O0
000000000000 00000000000000000

Ooo0oO0O0

2.300000000000F-box0 000O0000GIDODODO
0000000000000 0000000000C000000000000GI0000
0000000000000 000000000C0O0O000000CkiDOODOOGI0O
0000000000000 00000000000000000Ube3(Cde340 0000

OH)OO0DODO0OO0DO0ODUOOCDODOO0OO0DOD0ODODODOCEdes30skpl0 0D 00 DO0O0OFR-boxoOODOO
cooooooooo) oooooOoeBDooOooooooDoobooboooooo@ao
OCOO0000DO0OD0D0ODO0O0O0O0O)IF-boxOODOODOCBP)DODODODDODDODODOOODOD

OCOoOO0O00O0D0@E-box) 00000 DODOOCODODDOUODODDODODOSkpIDODDOOODODOD

OCo@Uuoooo)H)oooOoOdFr-boxOOOOOOOOOW-400OO0ODODOO0OOODODOO
OCoOO000O0ORR DDODODOD-0D00DO0OO0CDOO0OO0OO0OO0DODODOODOODDODCde53(Cu
1l AD00OO0OCQCOHODOOSsSkplD D OOOF-boxO OOOOOODDODODOOODODODODO

o000 0O0OO0CO0ODOO0OO0DOOCDODODOO0OODODDOOD0OOODSkplO Cul A
OCOOF-boxDOODOODOOOODODODODODOOODOODOODODDODOSCFOOODODOO
OCO0OO00000D00D0O0O000D0D00DF-box OODODODODDODODOODODRDODQOS. cerevisi
ae0 00 0000000000000 O00O0SCFODODDDDODODODO D SCFeYe4(ckit O O
Sicl0OOFarlD0O00OCde60 000000 DODODOODOGeNn40 O F-boxO O O O O Cdc
A0 0000000000 )0SCFe (610 0 0 0 0O Cinid O O CIn20 F-boxO O O O O GRR
100000000000 )0000SCAMe®=9(G10 0 0 0 O CIn30 F-boxO O O O O MET30

OoOoo0oood

0000000000000 000000000O0O0000000000000000
000)0
oooQoO
OO0CKi p270 0000000000000 00CCOO00O0p270 0000000000
0000000000000 000@O0000)I00000061I00000000
(00000000000 O0DIOp2l0E2FO0R -0000)I0000000000O0OO

ocoooooo(@UuopoDooOoooUoopoDoooOo) oouUoopoDoopoeAaboooooao

10

20

30

40

50



(5) JP 2009-100746 A 2009.5.14

oooobOobOoOooooooooobboooooooooao
gooobooao
O S. cerevisiaeO cul AODD ODOODODOOOO (CUL1OD 20 30 4a00 4b0 0 050 0000
ocoOooOooesTOOO0O0OOOO0OODOOCOOOUOODOOODO@DOODOONODOOSKp
1000F-boxDOODODOSkp2(COOLRROODO)DOOWInvivoODODODODDOOODOODODODO
goooboooooboboooobooboooobbooobboooobobooooboboogao
ocoooooo@oobooogo)o

oooooao

2,40 0000000000000 0000000O0ODODOO0O0O0OA0O (deregulation)

gooobooooooboooooobooboooooobboooobboooooooooboobooooao 10
oooooobooboooooooooobobbooooooooobboboboooooooooao
goooobObooooooooobbboooooao
goooao
gbooboooobbooooobooooobboooobbooooooboooobobooadao
gooooobooboooooooooobobboooooooobbobooooooooooboao
goooooobobooooobooooboboooboboooooboooboboboooao
gboobooooobooooooboooooboboboooooboboooooobooooobobooooao
oobooooooooOOooooboboooOoobOobO@oboobDooboDboOoH)obOooDOo
oooooboooooo@uoooooooo)yooopobbobooooooooboboao
gooooooboooooboooobobooooboboooooboooooboboooan 20
ooboooooOoooOOoooOo@oOooobDOos;ob0o0b0DbDOoboboOooOooDOooOog)D
obDOoo0Ops300000DO(@OoObOO0OooOoobDO0ooObOOo)yDbDOoOobOOoOoO0oOp -0DO0
(CooopDoooooUooo)H)odocCki p2Zr(O0o00os;0Dboobooo ;000 O

Iy s [y ey ey e e ey e sy Iy Ay

Oo0oooooddooooooUoUoooDooggUgoooooggg

Ooooooooooooogoogooo
OO0 oo ooo4gogoooooggogo
Oooooooooooooogoooao

Ooo0oooQoooo

O

OOooooggQg

Ooo0oooOoooo

=
o
3

N
O

O

ocoooH)ooooooooooooooooooooooooobooooDooo
ooocooOboboooooooooobobbooooooooobobobobooooooao

O

OO0 oooooo0oooDooooUooDooogogoooog

O

Oooooooooooooooooogogogooao

O

Oo0ooooo4ooooDooooooooogodg

gogd

OO0O0D0F-boxOOOOODDODDOOODDODOOODGIODOODDOAO
0oodoDoDoeclooDoo0oo0oDoDoOoo0oDoDoDOoooDoDoDoOoooao
(ooO)H)oooooDoDooooDoDoooOooDoDoDOoOooDoDoDoOoOoooao 30
0o0ooDoDoOooooODoOo0o0oo0ooDoDoOoooDoODoOoooDoDoDoOoooao
000D0D0DO0oO0o0o0DDbO0oO0O0oo0DODDODO0oOoo0oDoODoOO0oOo0oDDbODDOoOooOonDao
O00DDDOD0D0D0O0o0ooDoDoDoDoDooo@OoOoooges3)ycooan
Ooooao

HunterO O O Pines, 1994, Cell 79:573

Sherr O O Roberts, 1999, Genes & Dev. 13:1501

Pagano, 1997, FASEB J. 11:1067

E. PattonO , 1998, TIG. 14:6

Bail , 1996, Cell 86:263

Paganod , 1995, Science 269:682 40
Kipreos , 1996, Cell 85:829

ZhangO , 1995, Cell 82:915

Ciechanover, 1998, EMBO J. 17:7151

0 Spataro, 1998, Br. J. Cancer 77:448

0 J. BrownO O O M. Pagano, 1997, Biochim. Biophys. Actal332:1

O Peifer, 1997, Science 275:1752

O Lloyd, 1999, Am. J. Pathol. 154:313

ooooOoao
50



gooooano

0

Oo0oooogog4Qgoooao

Oo0Ooo0oood
OoOoo0ooodg

OoooooooooooogQgogl|o
O0Ooo0oo0ood

O

oo oooooogogoo

(6)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

oooo0o0DDO0OF-boxbODOOOOGOOQOOODDOODODODOODODDODODDOODOOOOO
F-boxO O OO0O0OODO0ODODOOODOOODODOODODOOODODUOODOOCDODODOOO

Ocooo00ooO0oooOOoo0O0ooO0oo0DO0OODOO0Ob0O0O0ODO0OD0DOD0OEFR-boxo OO
oooobobooooooooobbboooooooobobboboboooooobooobooboao
oogoobooooobboooobbooooboboooobboooobooboooobbDoao
ocoooo0ooO0oooOooo0oD0oo0DOO0FrR-boxoODOODODOoOODODODO@WODO
F-boxODO OO DOOsSkp20 OO O DODO0OODOERRZFOO DO p27) 0000 O00COO0O0O0DODOO
gogooobooooooboboooobobooooboooboboboogooboogao
F-boxODO OOOOOODODODODODODOOODOOOODOODODOOCOODODOOO
oooobODbOO0OO0DO0ooooooooObOoooooan

O

O

O

O

O

O

g
u
O
O
g
u
O

OCO0O0000D0DOO0OFr-boxOOOODDODOOODODDODODODODODODODODODODO

uogoboooooboboooobobooooobooooboooobooogaao
ooobODbOO0OO0DO0oooooooObObooze00oooobObOOO0OOOOoOOo
FBP1O FBP20 FBP3all FBP3bO FBP4[ FBP50 FBP6U FBP70 FBP8O FBP9OO FBP10O F
BP110 FBP120 FBP130 FBP140 FBP150 FBP160 FBP170 FBP18U FBP190 FBP200 FBP21[ FBP2
20 FBP230 FBP240 O O FBP2S0 0 0D 0D ODO0OODDODODOOOOOOOODODDOOOOOOOOGO

O0000ODD (FBP1O FBP2O FBP3all FBP4O FBP50 FBP6L 0O OO0 FBP7O O O )0 0 O O O O
gbobooooobDNAOODDODOOoOOobObOoOooobboooobbooooboooooDban
0 O (FBP3bO FBP8O FBPOO FBP10O FBP110 FBP120 FBP130 FBP140 FBP150 FBP160 FBP17
FBP180 FBP190 FBP200 FBP210 FBP220 FBP230 FBP240 0 O FBP250 O O )0 OO O O O
I o o o A S A A A A R WA B [ =5 o To ) (|
gbooboooobbooooobooooobboooobbooooooboooobobooadao
gooocobOooorBPOOO0OOOOOOODODDOOOOOOOODODOW-400000
LRROODODODODOOOGoOODOOrmRPOOODDDODOOODODOOOOODODOOOOLODOOOO
ooDOoooOO0O(Cing finger) D OOODODODODOODOOODODODOODOOCDODODODOOO
goooooboobooosH20000oooooob-obobobobbobObOoOooooooooboao
gooobooDbDoOOoOoooooooDbDDbDDbOOo0oOoOoooooDoDorBPOCODDOPR27DDODOB

-uoooobooooobobboooobbooormPOOb0DODO0OO0OoOODOOO0OODOOOODnDO
xbboodogoooooooooouooboooooboooooooooado

OO0 ooooogogogog

Oo0oooooooooDooo oo oooodg

OO0 oooogogo
Oooooooogdg
Oooooogg

Ooo0oooQoooo
Oo0ooogoQgooao
OoooooooQgogm

O

O

O

O

OooooooQgoo
OO0Ooo0oooodg

-bo
O
O
0
O
O
0

O

O

g
u
O
g

O Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooogoo
O O oQgogo
O 0Ooogoo
O O Qoo
O 0Ooo0ooo
O O ogoo
O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O OooQgoo
O 0Ooo0ooo
O OooQgoo
O 0Oo0ooo

goooooao

0

O

O

O

O

O

O

O

O

O

gooooooboao
O FBP1O FBP20 FBP3al FBP3bO FBP4QO

FBP130 FBP140 FBP150 FBP170 FBP180 FBP20U

goocoobobooooooooboao
goobooooboboooobDbo
goooboooobooooboboao
wb-4oU D oooooODbOOO0ooooooobbobooooooooobooood
Yl (c)ooooooobpooooooooobobobooooooooboboao
googooobooooooboboooobboooooboooooboboooobooooao
coooooooooo@@ooooooooooooooboooooooDOo
ooooObOo0oO0ooooooobbooooooooobbbooooooao

O

0 O 0O O (gastric hepatocarcinoma)l
Oo0O00o0ooDUoooDoooooooao
OoDOoOoOFBPOOOODODODODOODOO
000000000 OoOOoo0OoFrBPOO
O

ooocooboobooooooooooboao
ocoODoo0oo0Oo0o@oooooooooDo

FBP50 FBP6L FBP70O FBP8O FBP11[ FBP12
FBP210 FBP220 FBP230 0O 0O FBP250 0O O
O@ooooooooooooooDo

goooboooooboogooboboooao
OCoOO0@OoO0OO0OF-boxOODOODOODOO

10

20

30

40

50



oo oooooooooodg

OO0 oDoooogogoooogod

Oooooooooooodg

OO0 oooogogogogoooogodg

Ooooooooooooodg
Ooooooogogooooogodg

(7) JP 2009-100746 A 2009.5.14

oooobObOOoO0ODOoooooooobobboooooooobOboboboboooooano
Oo00ODDO0OO0O0O0O0OO0OoOD0ODODDOO0OO0DO0O0ooOoo0O0ODDOFR-DboxD O OOO
googooobooooooboboooobboooooboooooboboooobooooao
cooooooo@oooooooDOooooobooooDoobobogoooooDO
ocooo)OoooboooooooobooboooooooDoooooooDOo
(gooopDUoooDgdgoOoooUoooDUoooDgooDUoopDoooDgoooooDO
yoooooooooogoooooooooooooooooobooDOoo
ooooObOO0O0oDoooooobObObOoooooooobobbooooooao

cooooooOooooooooDooooooooDo@oeooooooO
cooooooOooo) oooooooooooooDoooooooDOo
ooobObO0oO0oDO0oooooooObOboooooooobboboboboooooao
cooooooDOooooooooDooooooooDoooDooo@oDoDO

OH)ooooooooooooOoooUoooDoop-0O0D0DO0OORBPAIDODODOODODODPRP2
7Oskp20 D OO0 OO0OOODDOODODOOODODOODODOODDODODOODODODDODODODOO
goooooobobooooobooooboboooboboooooboooboboboooao

Oo0o0o0oooogodg

oo o0ovTooooooDooo o0 ooDoogQgoo

O

0
O
O
O
O
O

O

Oo0oooodgogoao

O0Ooo0ooodg
Oo0Ooo0oood

oooao
gooboooobbooobbooooboboooobboooobooobooobboo
ooobooooobboooobobbooooobobooooobbooooooooobobooboao
ooooboboooooooooobobbooooooocobobboboooooooboooboao
OO0OO00O0O00OO0O0D0OO0O0O00O0((FBP1O FBP2O FBP3al FBP3bO FBP4O FBPS5O FBP6D F
BP70 FBP8LO FBPOU FBP100O FBP110 FBP120 FBP130 FBP140 FBP150 FBP160 FBP170 FBP18[O
FBP190 FBP200 FBP210 FBP220 FBP230 FBP240 U O FBP250 U O OO OO OOOOOOAO

O

Oooooogogooao

O Ooo0oooao

oo
od
ud
oo
od

g

O

OCO0O0O00O0OF-boxOOOODODOHYOOOOOODDODODDODODODDOODODOGO
gooobooooobobooooboboooobobboooboboboogooboo-b

utooboooooboooobobooooobooooobooooobooogao
oooobObOOoO0ODOoooooooobobboooooooobOboboboboooooano

gooborBPOOOOODODOOOOOORRPOOOOODODOOOODOOOOO

FBPUOOODOOOOOOOOOobOOOO0ooboooooobbooooooooaogadnn
goocoobboooooooooboerBPOOODDOODODOOOOODDOOOO
goboboooobboogogoborPOO0O0ODDODOO0OODDODOOODODDODOOOO
gboboboboooobboooogoormPOb0go0boocoobobooooboooognn
goooobboooooooooboboboooooooobobboooooooooboao
(0ooooooboo)H)yo@MMuooozooooooooobbbooooooobooDbao

O
O
O
O
O
O

00
oo

oagd
ud
oo

OCOFBPODOODOOOOO@GDFBPOOOOODODOO@GinpBPODOODOO
obooiooooobOboO0oooooooobbobooooooooobobOooo

ooobOboOoO0oDoooooooobobbooooooooboboboboboooooano
Oo0oo000oDOO0oO0OO0DO0oO00O0DbDOob0bOO0o0OO0O0DODO0ODDODaOa)FBPLIO

-0 000000000 Do00o0ooo@GDooDorBPOODSKp20 00 0000DODOO
OERFO00p27y0 00 00O0OCOCOOOOOCDOOCDODODODOODODODODODODOOB -O
OD0DOFrBPIOOOODODODODOODOOODOOER2ZFODOOpP270Skp20 0000000 D0OOO
oooooboOoooooooooboop-OooooOorFBPAOODODDOOOOOOpP27
skp20 0O 0ODO0O0ODOO0OODODOOCODOOOORBPODOOODODOODODOOOODOD
uyugboboouoobobooouooboboooouobobooouobboooooboobooooLoboOooOoda
oooooao

3.10 00

10

20

30

40

50



Oo0ooooo o0 oo ooo o0 oo ooo o0 ooDooogogogooao

OO0 oDoogog4o0ooDooogggooooogogg

OooooooogoQgoo

Ooooogogaog

OoOoo0oood
Ooooogogaog
OoooooOoogoao

O

O O0ooo

OoooogogaoQg
O

(3)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

OCO0OOO0O0OF-boxD OOOOODODOOF-boxO OOODOODODOSKkplOODOD
ooooDbDDbOOoO0oOo400000D0DDOO0O0O0ODODODODE-boxODODOO
O Bail O 1996, Cell 86:263-2740 OO0 00 O0ODOOOCOOOOODOO
gogobooouobobbodad

OCO0OO0COF-boxDO OOOOOORBPOOOOF-boxOODOOOGOOOODO
uogoboooooobboogad

FBPOOODODOOOOODODOOOODODOD-ODDODOO0OO0ODOOOOODOOOOLODOOOO
OCoOO0o00O0o00O0D0DOFR-boxOODODOODOOsSkplOOOODOOOOODOD
gooooao

O

OO0 oooogogoooooggg
OoooooooooooQgg

oo oooooooooodg
OO0 ooooogogogoao

Oo0oooogogao

Oooooooogogoo

Oooooogogo
Oooo0oooQgoo
C(_/,)I:II:IDI:II:II:IDI:II:I

g

Biochem.

Oooo0oo0Q0oO0
O

00O
alalls
Skp1O
00O
alalls

O Ooo0ooo
O Ooooo

O
O
O
O
O

OoooooogQgoo

O

= oOoooooooda

0
O
O
0
O
4
O
0
O
9

1

O

O
O
O
O
O
O
O
O
O
4

1

FBPUO ODODOOO0OOODOOOO0ODODOOO0OO0OO0OrRRBPODOOOOO

0

0
g
t

O
O
O
O

O

O
g
a

O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

O
O
O
O
O

O

ugoooodoobbOrepPOO
gooocoboObOooooooao
oooooDckiDODODO
t

O
O
O
O
O
O

oogooooooobood
goooooao

OoooO0oooDUoooDoooooDooao
00000 (treatment)D 0 0 00 0O 0O

wb-4oU oo ooouooboogoobbooobboogao
uoogobooobo-oob-0ob0bboOO0o0oo0ooboooooban
SRz oooOo0oO0oDoooooobO-oo0coobODb00O000o

t
0
g
g
U
0
g
U
5-

O

a
O
O
0
a
O
0
4

u
O
U
g
U
O
g

0

O0Ooo0oooao

goooao
3 0e6O 0
U O Neerl
goooao
goooao
goooano

g
g
u
O
g
u

Wo-400 DD OO0 O0O0O0DO0DO0ODOO00a0
JoopOoOO0ODO0OU0DOOUOUOUOoOOOOOO
1994, Nature 371:297-3000 O OO O O
0o0ooDDoDoODOoO0oOoOo)oO0OLRROOOO
Jooo0ooDoDO0oo0o0oQ0oooDOo0-00a0
0 O Kobed O O Deisenhofer, 1994, Tre

21000 0o0co0ocoObObob0oo0oo0ooooobbo0oooooan

ooH)YooooooooDUOooOoDooOoooDoOoooDOoooDooDUoooDOoooDooooao
000000000 b0o0ob0o0ob00oboDo0oo0Do0oob0Do0obODo0oob0DoOobODoOobODOooODOoobODOoDbDOoDbOoDao
00000 LandshultzO O 1988, Science 240:1759-64; Sudolld O 1996, Trends Bioch

ooocoobOobooooooooao

21:1-30 0O O KochO O 1991, Science 252:668-740 0O O )O

O00OF-boxDO ODODOOOOOOF-boxD OOOODODOODOOODODOODODO

a

O

em.
goooooao
gogooaogdgd
ooooOao
gooobooo
gogooaogan
ooooao
oggoao
oggoao
uggoao
oooooao
ogoao

F-boxD OOOOOOODDOOOOOOODODDDOOOF-boxOOOOODOAO
googoboooobboooobbooooobooobobbooooboooooban
gugbobooooouobbooouobbooooobooooobn

OCO0OOO0OF-boxoOOOODODOODODDODODODOOODODODDODDOODODODOOO

10

20

30

40

50



O Ooo0oooao

Ooooooooooooooooogodg

OooooogodQgogooao

240

O O ogogo

O oOoooo
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooo0oao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooO0oo0oao
O Ooo0oooo
O 0Oo0oooao
O Ooo0oooao
O O0Oo0oooao
O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooo0oao
O Ooo0oooo
O O0Oo0ooOoo0oao
O Ooo0oooo
O O0Oo0oooao
O 0Ooo0oooao
O O0Oo0oooao

O

O

OooooooQgoo

O
O
O
O
O
O

O

os]
2
O N
N
|

= OO0 Oo0O0o0OoooooogoQgoo
OO0 oooogooooaog

Oooooooogdg
O Oo0oooao
O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Oo0oo0ooao
O Ooo0oooao

Oooooooooooogodg
OO0 oDoooogooooogd
Ooooocooooooao

O
O< ODooaog

OOo0oooooggogoao
OoOoooooogoQgoao

O Ooooo

O

Ooooogogao
OooOoo0oooOod
OoOoo0oooogdg
OooOoo0ooood
Oooooogd
OOo0oooogd

O

F-bo
0o
oo
o0
0o
0o
oo

O

O oOoooo

OOoo0ooodg
O0Ooo0oood
OoOoo0ooodg
O0Ooo0oood
OoOoo0ooogdg
O0Ooo0oood
OoOoo0ooogdg
O0Ooo0Ooo0ood
OoOoo0ooogdg
OO0oOo0ooogdg

€))

O
O
O
O
O
O

O
g
a
u
O
a

O
g
t
u
O

§

JP 2009-100746 A 2009.5.14

OO0O0000DOD0O F-box
oogoooooooboo
oogooboboooooboood
uogobobooooobood
bi1ijoooooooobao

-00000p270 O 0O E2F

FBPUO OODOOO0OOOOOO0OO0bOOOO0oOoooboooobbooooooooooban

x0ODoooooooooboboooooboooobboo

goobooooooooooooban
gooooooboobooooooao
goooooOboobooooooao
gooboooooooooooban
gboboooooobooogooao

goobooooooboooooobooooboboooobboooooboboooooban
F-boxODO OO0 O0OO0OO0DOOCODOOOODOOODODODOODOODOOODOODEBP
10 FBP20O FBP3all FBP3bO FBP40 FBP50 FBP60 FBP70 FBP8O FBPOO FBP10O FBP110 FBP120
FBP130 FBP140 FBP150 FBP160 FBP170 FBP180 FBP190 FBP200 FBP210 FBP220 FBP230 FBP

O

FBP250 0 DD OoOoooOoODbOO0OO0DO0Do0ooooobObooooooooobooon
tilooooooobbbOooooooooobbboooooooboobbooobooo
ooobobOooooooooboboooooooooobDbboooooooboobDboo
oooobODboOoO0oDooooocobboooooooooao

0 O O FBP1O FBP2O FBP3all FBP3bO FBP40 FBP50 FBP6L FB7PO FBP8O FBPOU FBP1O

FBP230 FBP240

O

O

Ooooooogogooao

vod O 0O in

O
O
O
O
O

O

Ooooooogodg
O Ooo0ooooaog
O O0Oo0oo0oooao

O
O
O
O
itr
0

O

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0ooo
O 0Oooo
O 0Ooo

Ooo0oo0Oo0ooooOod
Oooo0oogoood

0

oo oooogogoo
OO0 oooogdg
O Oo0o0ooooao
O Oo0ooooaog

FBP110 FBP1200 FBP130 FBP140 FBP150 FBP16U FBP170 FBP180 FBP190 FBP200O FBP210 F

FBP250 0 0D O OoOooODODbODO0OO0DO00ooooobObO0oooooan

O

O

Oooooooogdg
O Oo0ooooogd
Ooooooogodg
O Oo0oooogdg
Ooooooogod
O Oo0ooooogdg
OoOooooood
O o0ooooogdg
OO0 ooooogdg
Oo0oooogdg
O oo ooogdg
O o0oooooogdg
O Oo0ooooogdg
Ooooooogodg
O Ooooooogdg
Ooooooogodg
O Ooooooogdg
Ooooooood
O o0ooooogdg
O 0o oooogdg
OO0 oooogdg

o0O0D0ODOOOOOOOOGDOALO
goooooooobbood

gooboooobboooobobo
gooboooobbooooboboao
uogoboouooboooobboad
ooooObOooooooooboao
gooboooobbooooboDbo

O OoOo0oooo
O O0Oo0Ooooao
O 0Ooo0oooo
O Oo0oooao
O 0Ooo0oooo
O Oo0oooao
O 0Oo0oo0ooao
O Ooo0oooo
O 0Ooo0oo0oo0oao
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0oo0oao
O 0Ooo0oooo
O O0OoO0oooao
O 0Ooo0oooo
O Oo0gooao
O 0Ooo0oooao
O O=00 0
O

O Ooooao

Ooo0oo0ogao

O 0Ooooo

O O0Oogoao

O 0Ooooo

O Ooogoo

OOoo0oooogd
OooOooooogod
OoOoo0oooogd
Oooo0oood

O 0Ooo0ooo
O Ooogooao
O 0Ooo0ooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooooo
OO oOgoao
O 0Ooooo
O O0Oogoo
O Ooooo

O

O

10

30

40

50



(10) JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooobODbOO0o0ooooooobOobobOoooooobocoobboOoooao
gooboooobbooooboboooobooogooboo
gboboboooobboooobbooooooooooobooao

O O0ooo
O Oooo
O 0Ooo
O oOooo
O d
[ |
O d
O O

oooooooU0oooDOooOo0ooOUoDO0 pbooooao
OoDOooo0oO0oo0O0o0DO0O0O00OD0FR-boxtOOOO]JO0DOO
FabO OO OODOODODODODOOOODODOODODOOOODO
goboooobbooooboooobooooboo
gboboboooobboooooooooooooooobooao
goooao

goao

OooDoooogooooogogao

OooooooooooooQgogoao

Ooooooooooogogao
OooO0Oo0ooood
OoOooooogdg
Ooo0Ooo0oooodg
OoOoo0ooooQgdg
OO0oo0oooogd
OoOoo0oooQgodg
OoOoo0oooogdg
Ooo0o0oooQgodg

O

uoobooooobboooobboooooboooodao

OoDoDooo4Qgoooooggogaog
OoooooooooooQgoao

O
10 FBPO O O

ooooboovoooobODDbDObOOO0OO0oO0ooOoooOooODbDDOO0O00OOoFERBP1IO FBP2O FBP3all FBP4
FBPS5O FBP6O O O FBP7O OO [0 ODOOCDOOOSkpl0ODOOOCOODOOODOD
oooooboooooooooboboooooooooDbDbo]oobboboOoOooooo
O000CDO0O00OFBPLO FBP2O FBP3al FBP3bO FBP40 FBP50 FBP60 FBP7O FBP8O FBP11
FBP120 FBP130 FBP140 FBP150 FBP170 FBP18U FBP200 FBP210 FBP220 FBP230 FBP24[

grFeP250 0 0 0o0ocobb0oO0oo0ooooorBPOOOOCODODDODOODOOOOOODDOGO
gbb40o0obbooobobooooao

goooano

goooooooormPOOOO0OOOOOOOODOO

al 03000001000 0FBPIODNAD D OO 40 O 0O D O 30 0O 0O O FBP2O DNAD O
Os50000050000FBP3ODNAODDOOOG6O O 00O 2300 0 0O FBP3bO DNAO O O
70000070000 FBPA0ODNAD 0 O 0O800 0009000 0OFBP5ODNAO OO O 90
0001100 0 0 FBP6O DNAU O O D100 00 0O 0O 130 0 0O 0O FBP7O DNAO 0D O 110 0O
O0250000FBPS8IDNAD 0 001200000 270 00 O FBPOU DNAU OO O 1300 0O
0200 000FBPIOODNAO OO 021400 0 0 0O 310 O O O FBP11O DNAO O O O 150 O O
0330 000FBPI2ODNAO O O 0O 160 0 0 0 0350000 FBP13ODNAO OO O 1700 O
037000 0FBP140 DNAO 0 D O 180 0 0O 0O 0O 390 0O 0O O FBP15O DNAO O O O 190 O O
0410 0O 0O 0O FBP16O DNAU O O 00 200 0 0 0 0430 0O 0O 0O FBP170 DNAU O O O 210 O O
0450 0 00O FBP18ODNAU O 0 0220 0 0 0 0470 O 0O O FBP19O DNAO O O O 230 0 0O
0400 0 0O 0O FBP20O DNAO 0 0D 0240 0 0O DO 0O 510 0O 0O 0O FBP21O0 DNAO O 0O O 250 O O
0530 000FBP22O0 DNAU O OO0 260 0 0 005650000 FBP230 DNAU O OO 2700 0O
OsS70000FBP2AO0DNAO O O 02800000890 O00O0OFBP2SODNAOD O OOODODOGO
goao

ObODO3AD 0 O0O020000FBPIODODOODOODOO4A0 0D O DO 40 0O O O FBP2O
gooboooOboOsA0000o0oe000orBPIGA0 OO OODODDOOBA D OODO2400 O

e e e e [ e e e e s o s 2 e e e e e e e e e O s [

FBP3bD OO D OD0OOD7ADDOOO8OODORBPAODODODOODOOSADIODOD
oo oDooOrBPSOOD0OOD0DDDOOODOA0DOODDI20000FBPEDO OO OOODOADO
iotoooboMoooorBP7TOOODDOOODODINIOO00OOD2600 00FBPEOODOOO
o120 0000280000FrBPOO 0 O0OOO0O0ODOIA30 0000300000 FBP1O
ooboboo0o01400000320000rBPIIDDOOOODODOOI00000 340
OFBPI20000O0ODDOO1600000360000FBPIBD 0O O0O0O0O0ODOALYO O
gs3sooboOoOrBPM4AODO O OOOOOOIBOOOOO0400000FBPISOOOODODODO
oo ooobD420000FBPIGD DD 0OOOODODOZ2000 000440 00 0 FBP17O O
ooobobo2100000460000FBPIBOOO0DDOOO0OO0D2200 000480 00O

O 0Ooo0oooao
O Oo0oooao



(11) JP 2009-100746 A 2009.5.14

OFBPIO0 000 DOODOO2000005500000FBP2RODCOOOCOODOO2400 00O
0520000 FBP2ID0 00 0000002500 000B40000FBP2000000000O0
260 0 000560 000FBPR000 000000270000 0580 000FBP240 00O O
OOoOooOo2800000600000FBP000000000000000000D00O0AO
O00O00O0O0ODNAD OO

O0cOd0O0dO0oD20406080 1001200014000 001000000000 00000
OO0O0OoOOoODNAOOODOODODOUODODDOUODDDODODDODODODDODODDODDODODDODOODOO.5M NaHPO,
O70000000000000SDSO O 1mM EDTAD O 650 0 000 00O 0O OO O O DNAO
000DD0OD00O0O0O0O0O0ODDO0OO0O0.1 x SSC/0.10 SbSO O 680 0O O O O O O Ausub
el. F.M.O O, 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. I, Green Publis
hing Associates, Inc., and John Wiley O sons, Inc., New YorkO p.2.10.30 0 0 O
OCO0O000O0ODOOoDOODNADODODDOOODODOoO

O0dododooD20406080 1001200014000 001000000000 00000
OCOO0O0O0ODNAOODODDODODDODOOODODDODUODODDODDODODODODODDOOODODOO
OO0O0000D0D0DD0ODO0O0O00ODO0ODODOO0.2 x SSCs/0.10 sSbSO O 420 0 0 0 0O O O Ausub
el. FM.OO, 1989, 000 0O00OODOODDODODOODOFBPODOODOOODODODDDODOOOO
000000000 DO0OO0O0O0O0ODNAD OO

Oooooo

OO0O0D0DDFBPOODDODODODOOOODDODOFR-boxDOOODDODDOOSkp20 D0 OO0 DOAODODO
ooorFROOO0OOMIGOOODODODDOOODOOOODODODODGDODAOPagano, 1997,0 0 0O O O
000 ; Zhangh , 1995, 0 0 0 00O DOO ; Bail , 1996,0 0 0O O O O O 0O ; SkowyaO ,
1997, 0000 ODODQOODO0DDODO0DODDODOOODODDUODODDOODODODDODODDDODOOOODODGe
nBank 0O O O AC0024280 A14575950 A11054080 H664670 T472170 H387550 THC2746840 Al
7507320 AA9769790 A15718150 T572960 7442281 7452300 N424050 AA0180630 A17510150
A14006630 T744320 AA4024150 A18260000 A15901380 AF17460200 zZ457750 AF1745990 THC2
888700 A10176030 AF174598[0 THC2609940 Al14756710 AA7683430 AF1745950 THC2400160 N
704170 T105110 AF1746030 EST049150 AA1474290 Al11923440 AF1745940 A11472070 Al1279
7120 AA5930150 AA6446330 AA3357030 N261960 AF1746040 AF05335601 AF1746060 AA83603
60 AA85304500 Al14791420 AA772788[ AA039454 AA397652[1 AA46375600 AA0073840 AA74908
50 A164059900 THC2532630 AB0206470 THC2954230 AA4341090 AA3709390 AA2153930 THC27
14230 AF05209700 THC288182[ AL0499530 CAB379810 AL0223950 AL0311780 THC1976820 O
OTHC2051310 0 0D 00D DODO0DO0OO0DO0DO0OD0DO0ODODOODODODO0DOoDDUODDDODOOOoDOoODOO
Oooooo
OCOoOO0Oo0O0OFBPOOOOODODODODOOODODDODODODOOODODDODODODOOOODOO
ooooo0ooU0ooDooo0oooDU0oooDUOooDoODO0oO0o0ooDUooODDUooDoDooDOooDUoOoOaO
I o A O A A =1 o o
x0OoooooOoskplOOODODOODDODOODODOGOOODODDODOOOOA10 3050 70 90 11

ooobDi1s0 0000 obDNAO OO ODODDDOODODOooooooDbbObOOoDoooonn
ooooOboOO0OO0ooooooobODDbDOODNADDOOODODGOGoOoCOoDoODDODDbODOODOoDOooOoonnb
OoOO0o00O0oo0U0o0b0OdFRF-boxOOOOOW-40OOODOODOODOOODODODODODDODO
uogobobooooobboooobo-obboouooboooobbooooobooooDbn
OoOO0o0oO0O0oO0OO0O0skp-1000O000O0DOOODOOOODODODOODAZ0O 3050 7090
10001 ooo0oooooooboboooooobooooobobooooboooooban
ooooODODOODNADODODDODOOOGOooooDosoonbonbo4o0oobbboonod
oooooao

OFBPO 00 DODDOOO0OO0ODODOOOODODODNAD cDNAU O OO cDNAO DD OO OGoODoOoogao
gooboooooboboboooobbooooobooooobobooooboooobDboOoOodeceb
NAODOOod4ouoobooouoooboououoboboooooooooobobooooboooooao
Uooo0ODDO0O0O0DO0O0oo0oo0cOmRNAD O OOOGOOcDNAD D OO OOoooonobDboooogd
gooooooogao

10

20

30

40

50



Oo0ooooooooodg

oo ooooogogoo
OO0 oooogogog
Oo0ooooooooodg

Oo0oDoogogogoooogod
O a

a1

O O

oo

O o0oooogogoog
O 0Oo0oooao

Oo0ooogoQgooo
OooOooooOooOooao
Ooo0oooogooao
OO0 o0ooogoQoogoao
Oo0oooogooao

200

O
O

oad

U0 FBPO OO DO OO O DNAO

DNALO 0O 0O al
gooooao
gooooo
gooooad
gooooao
370 O 140 O
gooooad
gooooao
ogoao

(12)

OOoo0ooood
O 0Oo0oo0ooao
O Ooogoo
O 0Oo0oo0oo0oao

600

FBPO OO OGO OOQOODODOOFBPO
ooooObbOO0oooooooooboao

oo
od
u g
0O
g
230

O Ooo0oooao
O Ooo0oooao

JP 2009-100746 A 2009.5.14

O0aldOO0OdodOOOOODDOOOOOO

d0oO0O0o0OoOoDOO0DODOO0OO0OODNAD OO DO

DNAOD O OOooooooobao
goooobooooobboogao
ugoboooooobooogdo
OO0OO0O000D0DOeBxSSC/0.050
o480 0 17y0 00 nooO0oO0ogon
gogoboooooooogdo

ooooooao

ooooODOFB

pOOO0OO0OOOOOODODOOOODODOOOOODOOOOOOOOODODODOOOODEBPO
uogbobooooobobboooooboboooobboooobbooooobooooobobOoOooOoaa

O

OoOoooooo0ooooooo0ooooo o0 oo oooooDooogogogoao

Ooooogogoao
Ooooooogoogoao
Ooooogogoao
Oooo0ooogoogoao

110

O
O

O

OOooooao
O0Ooo0oo0ooao

a
O
g
a
O

ogd

0od

OO0 oOoDooo4doooooo4ggooDooggoooaog

o0

all 0O O 0O FBPO

bO O O O FBPO

O
ooo

OgobDODNAD O OO0

od

oo

O o0ood

ooocooObOoOoooooooonob

gogboobooooobooooobbod

ooobODDbODO0OO0OO0oO0ooOooobDNAODOOCOODORDO
coooboooooboormPOUODDOOOODO
uoogoboooobboooooboooobood
oooao
gooboooobbooogoobooooboboo
oogoboooobbooooobooooboao
ugoboboooobbooouoouoboooobod
svuigoouoooobooooooooobboano

g
a
O
g

O

g
a
u
O

O

O
FBPO OO OOGO0OOODODOO0OO0OO0DO0OooooObODDbOOO0oDOooooocooDbOO0OerePOOO
ooooobooooooooboooDbao O
ooocooobooboooooooooooao
ooocoooboobobooooooooooao
ooooobooooooooooDobao

gooboooooboooonb
FBPUOOOOOOOO0ODODOO0O
oooooObOO0OO0o0oogerePOOO
goooogao

goooooOboobooooooao

gboboooooobooogooao

gooboooooboogooobao
goooooad

O
O
O
O
O
O
O

gobobooooobooooobao
goobobooooobooooooban
ooDoooOOooOheMvO OO OO
lacO O trpd O TACO O TRCO O O

CAO0ODOO0OO0ODOODODOOO0DODUODODDODOOODROODDODDODODDODODOODODOS-
ugogboboooobboooobboooooboboooobboooooooooboDbooao
ooooObOoOO0ooooooobObOboboooooooobboooooooonnb

ooboboboooobobboooooboobNAD O oonooooobobonoaoag

lDooooooocoobbooooorRBRPOODOOOOOODDODODOOODOOOOODODDOOGO

=
W
O

590

oad

gooobooo
oooooad
oooooao
0 ogosodd

O 0Ooo0ooooaog

g

gooodoggao
150 250 270 290
cONAOD 0 O 0O DO DO

100000000000 DbO000OrFRBPOOOOOOODO?20 40 9000 15

gooboooobobooooooboooooboooobobooogoao
gbboooobbooooooormPuoonoooobonbOO
ooooorBPOOODODDODOOOOOOOODDOOOOOOO

gooooo

goao

O0F-boxD OODODODODOOOOODOODAL0O 3050 230 70 90
310 330 350 370 390 410 430 450 470 490 510 530 550 570
0 0 3BO 4BO 5BO 6BO 7BU 8BO 9BO 10BU 11BO 12B0O 13BO 14B

10

20

30

40

50



O
g
a

(13) JP 2009-100746 A 2009.5.14

15B0 16B0O 17B0O 18BO 19B0 20B0O 21BO 22BO 23B0O 24B0O 25BO 26BO 27B0O 0O 0O 28B0O O O
I T ¢ I A N
40 60 240 80 100 120 140 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 5

20540 560 680 DO 6O O O ODODOODOOOOODOODOS3AD 4A0 5A0 6A0 7AO 8AO 9A0 10A

I ey [ R ey e s R [

OO0 oDoDoogoggogoooogg

11A0 12A0 13A0 14A0 15A0 16A0 17A0 18A0 19A0 20A0 21A0 22A0 23A0 24A0 25A0 26A
27A0 00 28A0 000000000 0OODDODODODOOOODODODODGO

goooano

gooooOD0O0O000agFrBP1O FBP2O FBP3all FBP4O FBP5O FBP6O O O FBP7O O O O O
goboboooobbooogoboboooagsosbhbroouiil1lpbo0oi1sgoooooobDnOn
ooooboooobooooooooorBPOOOODDODOOODOOs8SsOOOoooooooDOO
ooDoooOOoo00oO0ooO0oooOOobo0bOOoDO0oOoODO0OO0DODO0ODbDO0OO0ODOO0DOODOFR-boxO
goooobObOO0obooogog2s0000000ss000000O0¢0O0000000000 1500
opopOoooOooz200 000000000000 0OF-boxOOODODOODOOOOODIO
ooooboooOobobOobooooooosspz2ococoos00000DbboboOoOoooooooOoOaO
gooooobooboooooooooobobboooooooobbobooooooooooboao
oooooDDbbOO0oDO0oo0oooooo0oDDbDDbO0OO0OF-boxD OOOOODODOD200 250 500 100
oozt bobooobboOoooooooobbboooooobooobobobooooao
goooao
goobooooboboogooboboogoobobobooobboooooboboooboboooao
OF-boxOOODODODOODODOODODOOODODO1O030b507090110 00013000000
ooooobObooooooooboorBPOCODODDOOODOOOODODDRDO?20 40 60 80 10

200040 00000000000 O0O0000OOODODOOOOOOCOCOGODGDOEBPOAO
gogoobooosggooooooobobooooboooobbooooboooao
uogoboboboooobbooooboboooooboooobobormPUOOboboooon
ooooODbO2s00000005000000001H0000000001500000¢000
(I~ 01 I I A = . I A I I 6 O 6 e A R W R
oooobbOO0oO0oooossozoodoosocoboooooboboooooooboooDbDanO
ooooboboooooooooobobboooooooobobobbooooooobooooboao
gooboboooobbooobboorBPOOOODDOOOOODCDII00 250 500 1000 O
o0 00Db0b0O0O0O0oooOoODbODDbDDbOO0OODOoDOoobODbOboDDbDDbOOOoDOoOooooboao
uggoao
ooooODbOOoOoorBPODOOOOOOOODODDODOODODOOOOODDOOOOOGOO
goooboooobbooobbormPOOOODDDOOOODDODOOOOERBPODDODOO
ugogboboooobboooobboooooboboooobboooooooooboDbooao
0305070900 1100010 0 000000 OO0ODDODOO0DO0O0OO0OOOODODDOOOOO
FBPO O ODODOOOOODOO0OO0OobOOoOOooooooooboerBPOOOOOODDODOOO

ioooooooooboboobooooboooormPObODODO0OO0OOODOOOODOOOOOO

OooooooogogQgoo

u
O
g

oooooobooboooooooooobobbooooooooobboboboooooooooao
gooooboboooooooooboboooooooorBPOUODODODDOOOOOOO
oooooooboobooao

gooooao

gooorBPOUOOCODODDOOOOOOOODOGDODODOAL0O 3050 70 90 110 O O 130 FBPO
0 I A N A N A N {0 [ R 1 S R R 10 | W W A Y
500 0O 550 0O 600 O 650 0O 700 O 750 0O 800 OO0 850 O 900 O 950 00980 0 D O O ODODO

ooooooboobooboooooooobbooooooooobboboboooooooooao

goooao
20000000000020000000D0O0O0DO0O000OODODDODDODDODOOOOOOGO
goooobobooooooooobboboooooooobboooz20b0000000
goooboooobbooooboooobobobilbboooobboooobooooobaob

10

20

30

40

50



(14) JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooooOobobooooooooooboboboooooooobbbOoooooooobobooooo
gooooogoooboboooobooboooobobooobblbbbooobobboo20040gQ
gogoobooooooboboooooboobooooobboooobbooooboobooooobobooogoano
ooooobOobooOooooooooobobboooooo20000o0ooooDoboboboOoOoooOoonb
cooooooOO0oooOOooOoO0oOobOOoOOO0ODODO0O0ODDO0 [DOODODOoODDODbODDODODOD=000
Oooo0oOooU0ooDOoooooOdx 10001000000 DUO0oDoODOooOoooDo20000O
gogoooogooan

oooooao
gogobz220000g0ooboobooooobbog0oooboooobbooooboboogooboDbnob
ooz200oooobobooboooooocooboboboooooooooboobobobOooooobooDoKk

arlinOd O O Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-58770 0 0 O O O O
0000D0O0O0OKarlinOD O O Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268
000oDoo0o0oo0oDoDoOo0o0oDoDo0oo0o0DoDoooo0DnDDaoAltschuld , 1990, J. Mol.
Biol. 215:403-4100 NBLASTO O O XBLASTO O OO OO OO0 GOdOQoOoOOODODODOOOOOO
0O0O0D0DDO0OD0D0DO00O0O0O0O0ODDOONBLASTO O OODDOOOO =100000 = 120
OBLASTU O ODODOODDODODODODODODODODOODDODODOODOOO ooooDooodd
ODO0O00DDO0OD0O0OOOXBLASTOOD OO OQOGQOGOoGO =50000 =30 BLASTO O O O OO
ooooDDoODO0U0ooo0oooDDo0Do0Do0O0o0ooDoOoDoODOoDO0DO0DO0oO0oOoOooODDOOnAIts
chuld , 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-34020 0 O 0O O O O O Gapped BLASTO 0O O
0o0o0ooDoo0oooDoDooo0ooDoDoo0ooDoDoDo0o0oooDoDooooDooooonoaoaoePsI-Bl
astO 00 D0OO0O0O0OO0O0O0OODOAItschuld , 1997, O 0O O O BLASTO Gapped BLASTO O O BS
I-BlastU 0 0D 00DD0DO0D0O0O0OO0OOOODDODODOOOOOODDOGO?OQOXBLASTO OON
BLASTO O OO OODODDODDODOODDODODOODDDODOOODDODOhtep://www.ncbi.nlm_nih.g
ovl OO UdOoOoOoOD2wO0O000DD0O0000O0OO0OO0ODDODDODODODOOUODODIDOOODOOO
000D0D0O0O00D0D0O0OOdKarlinO O O Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9
0:5873-58770 0 D 0D OO0 ODO0ODODOOOOKarlind O O Altschul, 1990, Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 87:2264-22680 U U U 0D OD0ODDODODO0DOOUOODOODDODODOOOOOOOOAI
tschull , 1990, J. Mol. Biol. 215:403-4100 NBLASTO O O XBLASTU O O O o oOGOaO
0000000000000 0Do0D0000Do0D0DO000DDOO0OOO0ONBLASTO D OO OO
00 =100000 =1200BLASTO O OO0 ODDODOOODDDOOOODODOOOOOOOO
0O0O00DD0OD00000O0O0D0DD0DO0ODO0DO0O0OO0OO0OXBLASTO D OO OO OooOO =50000
3UO0BLASTUOOODDDODODODOOOOODDDODODODOOOOODDODODODOOOODOGO
00000000 D0AlItschull , 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-34020 0 0 O O O
OO0OGapped BLASTU O O ODODDODDODODODODUOODUODODOODDDUOUODODODODOODODDODOOOO
OOoOoOoDDOOOPSI-Blast O OO QOQOODOOOOOdAIeschulO , 1997, O O O O BLAST
0 Gapped BLASTO O OBSI-Blast0 0 000 D0DD0D0D0O0O0OOOOOODDODODOOOOOOO
OO00OO0OOXBLASTOOONBLASTDO OO0 OO ODO0DOO0DODODOOOO0ODDODOOODDOOOhNt
tp://www.ncbi.nIm.nih.govl OO0 0000002000000 00000000000O0O
0000010000000 O00O0O0oOoDDDOO0OO0dMyersd OO Miller, 1988, CABIOS 4
11-170 000 0000000000000 D0O0O0oDoDOoOoOooeccO 0o OOnOonan
0o000DD0D0ODU0U0DO00d0O0O0O0OD0DO0ODOOALIGND OO OOGOQODOODDOD?2.000000000
00o0o0o0DDO0OD0D0DO0OO0OO0OO0OOALIGNDOODDODOODOOOOODODDPAMI200 00O
0 weight residue tableD 0 1200 0 0 0 00 0000000040000 000000
gooooDoDooooooao

ooooao

200000000000 000000000O0O0OODDODO0ODO0DOOOOOODODOOOO
jJooooooOooUoUoUoUooooDoDUoDUU0DU0UdUO0OoDoDoDoDoODUDOoDOoUOoUooDoooOao
oooooooooao

ooooao
jJodoo0oo0ooDoU0oO0oUoUdUooooDoDoDUoDUUOUd0UOoOoOoDoDOoDOOoOFBPODOOOOOO

g
t

oo ooooQgogoo

20

30

40

50



(15)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooooOboOoOoDoooooobooboboboooooooobbooooooobooooboao

guormBPOUbODOOOUOOODOOOUoObDOOOd

FBPO O OO OOOOODOO0OO0OO0OO0OO0RO0

O O oo

g
u
O
g

O oOooo

O
O
0
O

O Oooo

O OO
O OO
O OO
O OO
O O o0
O OO

O

O 0o oo

O

O 0Oooo

O

O Oooo

O

O 0o oo

O

O Oooo

O

O 0o oo

O
O
O
O

, 1989, Molecular

oooao
OO0O0DO0ODBACODDODOODODDODODOODDDOOODDDOO
oooooao
ooooDoDoDOooooooooDoDooooao
0o0o0oDDO0oD0DO0o0oo0oooDDDoDOo0o0oooao
Joo0o0ooDOoDU0O0o0o0ooooDoDOoDUDOoOooOooooao
OO0OO0OD0DDODUOmMRNAO OOODDOCDNAD OO DODODO
OOcDNADOOOooooooDoDDoDooooooooao
o000 O0O0000ooo0oo0DDoDO0DU0DO0oOooOooooaon
oooDoDooooooooooao
oooooao
oooDoDDOoDO0o0oo0oooDDoDOoDoDooooooaon
ooo0o0oDoDoDU0U0ooooooDoDOoDUoOoOoooooao
ooooDDoDOoODU0oO0oOoooooDDoDOoDUoOoOooOooooOoao
oooDoDDOoDO0oo0oOoooooDoDoDUoooooooao
0000000000000 0D0O0OOdOaDo0 Sambrookd
oratory Manual, 0O 20 Cold

oooooDoDooooooao

00

Iy s e e A ey s ey sy s [y
OO ooo0o4Q0ooD oo UoDoDooUULUoooDoDoggUggooooogdg

O Oooo

I i Ry |
O 0Ooo
LI I I R A |

O

Clon
Spring Harbor Press, N.Y.; O 0O O Ausbell , 00 0O
Oo00ooOooOoorRBPOOOOOOODODODODODOODOGODRO
002000000000 000D000D0DOO0OODO0DDODOOODODPCROODOOOAO

orFPOOO0ODOO0OO0OOOOOOOODDODOOOOOOOOODODOOO

oooao

O oOood

O Oooo

ing,

I Y o [

O O o0
O 0Oooo
O 0Oooo

0

O 0Oooo
O O oo
O Oooo

[ Ry |

O

A Lab

PCROOO0O0O0O0OO0OOCODODDODOODODOOOOODODOOOOOrFBPOOOOOOODODGO
gooboooobboooooboogoopPcRODOOO0OODDOOODODODOOOO
cONAUOOoOooouoobooouoobobooooboboouoobboooboooooboan

DNAODOOOOoooooooobobooooooooobboboboooooooooao

O
goooboogooobbooobbooooboboooobboooobooboobooobDboo
ggoao

oooao
OoobO0OcODNAODDDOOGOOOOoooPCROODDODOOODODDOOODODDODOOOO
ooobooooobobboooooormPOO0O0O0O0ODDOOOOODODOOOOOOOOO
ugobodooobbooooobbooooboooobbooooooooobDbooOoao
ooooODbO0O00DO0O00O0OO0ORNOOOODDDOODODOGOOD1IDOoOooooooODO
o I A A Ay 5
OCOoOO000O00O0O0OD0OO0OO0CO0O0D0OD0OC0DUOODODOORNA/DNAD DO DD OOOODOD
Ocooo0o0ooOD0oo0O0OOob0O0O0oDOD0O0DbDO0oO0DOD0ODbODO0O0DDOD0DDO0OOtailedDOODOO
goobDOoOORNDODDHRODOOODODDOOO-CODOOOODD2000000DDOO
ooboboooobbooobbooooobobbOOeDNADD OO OODOOOOODODOO
OCoOoo0o0o0ooODO0oO0OO0ob0O0O0oDbO0oO0DbDO0oO0D0ODO0ODbO0O0ODODDOOsambrookd OO O
ooooOboao

oggoao
ugagrmPObOODOOOO0OODOOoOOOoOOOORPCOOODDODDODOOOOOOOODODOOO
ooooODbOOO0O0ooooooobObbob0oooooooobbO0oO0oOooOooooOoaonaDOeEBPO
gogooobooooobboooobboooobobooobboooooboooobDboo
utoobooooobboooooboboooooboboooobbooooooooooboDbooao
oooobobooooooooobbbobooooooobobbobooooooobooooboao
gooboooobbooobbooooboboooobboooobooobooobboo
ooboboooormPub0ooooooooooobOorRPOOODO0OOOOOODODODOO
uyogoboboboouoobbooouoobobooooouormPOUbDO0oobboooooboooon
oooao
goobooogoosscpeubbooooobbooobobbooobobo0oonnbPCrO

10

20

30

40

50



OoOoooood
OOooooogod

(16) JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooooOoOrBPOODODDODODOOOOOOODODDODOODOOOOOODODDOOOOOOC
goorBPOODODOOODDODOOOODODDOOOODOOOODDDODOOODDOOOD?
uoogooobooooobobooloooooboboogooboooobbooooobooooan
-uogugobobooooobobodooouobbooooboboooobbooooooboooooban
oooboODDbDOO0OO0OOoODNADOPCRODOOOOOOOODODDDODOOOOOODGOAOSSCPO
goobooooboboooobobooooboboooobbooobobooogePCrROO
gcogogosscPOO0O0D0OO0OOODOOODODODOODOOOO?2.5M dNTPO Pharmaciald O 10

mM Tris-HCIO pH8.80 O 50mM KCIO 1mM MgCI,O0 0.010 0000 OO0 O OO0OOO D 10pmol
OO0OO0ODDDOOOO0.5U0 Tag DNAU O O O DO O O Promegall O 1 Cid [32P]dCTPO NEN; O O
0 3000Ci/ZmmolD O O O O O 100ngd OO ODNAD 10 ID OO DO ODOOODOOOCOODOOO94
ooooObOOO0O0oDoooocooOobObObOoooooooosebb0e40DobonoDOOvY2000

w
o
|

O

O
O

O
O

OoDooDoogogooooggaog
OooooooooooQgogoao

Ooooogogoao
OooOooooogoogao
OoooogogaoQg

OoooocooooooogogaoQg
O0Oo0Oo0ooao

O

O

e s e e e e ) ey e s Y Y Y

oo oooooooooooogooaoo
OO0 oo oDooooooooggog

OoOo0oooooooooooo0D oo oooo0D oo oooo0oDoDooogogogoooaogo
Oooooooooooooooooao

g
u
O
g
u
O
g
u
O
O
g
u
O
g
u
O
g
g

oo

ntibodies: A Laboratory

oooooao
ooooDao

oo

/TBEDO

ud
o0
g

OOO00OO0O0D0ODO0OD0DOOO0O00OMI Research, Boston, MA, USAD O OO0 ODOO0ODO72
oo0oooDOoooooOoooD2p I00000D0ODOO.10 sbsO 10mM EDTAD O O 0O O
20mM NaOHO 0 D D0 O0oooOOoOO0ODb0O0001:1000000000009e500s50

sgnoooooooo3wWosow/vyoooooooooooeoonD
goobbooooobboooobbooswbhi120150000000¢00
o-vouooooooOoOooOoOooooooooboobooOoooooobooooao
ooooODbOOO0oDOooorFBPOOOOOOOODODOOOOOOOODODOGO
ooobooooooao

OOFBPOOOOcDNAD OO OGOPCROOOOOODODDDODOOOOOOO
FBPOO OO OOO0OOODODOO0OO0OO0DO0OOOODODDODOOODOGOoOOoOOoODOO
O00D0D0Oo0D0DOO0O0O0OO0DOmRNAOOODOdTDOODOODOOODO
ooo0obODbOO000O0oo0oooobObObOO0OO0O0O0o0ob0O0ODbD?1 cebNAO OO
ooobODOO00ooos"cobobbobooooooocoobbooonoo
UdO0cDNAOD O 200000000 obbooooobo20b0bo00gan
PCROOOOU0OOOCOCODODDODOOOOOOOOODDDGODRODNAD OO
ooobODbOO0oOO0ooooobcoobbObOoOoooooooorBPOOOO

g
u
O
g
a

O

DNAO OO OOFBPOOODODDODNAD OOODDODOOODDODOOODODDOAODFBPO O

uooobooboooooobooogooboooobbooooobboooogao

ooobOrBPOOODODO
U0o0DbOD0OO0O0O0dDNAO O
gogoboOrPOOOU
RNAO O O O O O cDNAO
FBPO O OO OOOODO
gaormPOOOOOOO

O Ooo0oooao
O Oo0oooo
O Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O0Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Oooooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooo

O 0Oo0ooo
O Ooo0oooo
OO0o0oooogd
OoOoo0ooogod
OOooooogd
Ooo0ooogod
OOoo0oooogd
Oooo0oood
OOoo0oooogd
OoOoo0ooood
OoOoo0oooogd
I O B [
OoOoo0oooogod

O

ooobODbOO0O0O0o0ooocooODb0O0000OoeErBrPO

O

O

OoOoo0ooood
O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0ooao
O 0Ooo0oooo
O O o0Ogooo
OoOoo0ooood
O Oo0oooaog

O

oo

oo

gad

ooobODb0OO0oO0ooooan

FBPUO ODOOOOOOOOOoO0nan

O

O

0

O

O

O

O

O

O

O

O

O
g
a
O
g

O a

Manu

QO OO O0Oo0O-go

O0Ooo0oooao

OOFBPOOOOOCOODDODODODOOOOOODODODRO
RNAO OOODOOcDNAOD O OOOOoDoDOooooooad
ooooDDoDO0oU0oO0ooUoooDooDoDoDUOoOoOoUooOooao
oos.300ooooDoDoooogrFBPOOOOODOOO
Jooo0o0oo0oDO0D00oo0odooooDoDoDo0ooOoOooOooao
0000000000 Harlowd O O Laned , 1988, "A

', Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor{

10

20

30

40

50



(17) JP 2009-100746 A 2009.5.14

FBPO OO OOGOOOODODOO0OO0OO0O0OO0OOoOoOoODODbODOO0OOooooan
g Oo0o0ODDbOO0DO0O0OO0oO0oOOoOOoODDODbOO0OO0OO0OOF-boxd O
goobooormPOO0bo0oooboboooobODOOO

u

O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O O0ooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O oOooo

g

g
gbooboboooobormPUbOO0OO00booOooooboogd
goao

g
gbobobooooobormPUbOO0O00obOOo0oooboooobboooobbooad
FBPO OO OOOoOoOODDbOO0OO0DO0O01m00orFRPODOOOOOOODODODOOOO
goooooooboogao

a u
FBPOOOOOOOOODDODOOO0OODOOOOODDOODODODOOooOoooOoDODDbDDbOOOoOOooOooO:no
gooao goocobooboooooooooooboormPOOOO0OOOOOOOODDGO
gooao gooormPOOOO0OODDODOOOOODODOOOODDODOOODOOOOO
gooao ugogobobooooobboooooboooobboooobboooooboobooad
gooao ooocobObooooooooobobooogoo

goooaon
5.20 FBPO gogoboboogooooogoobooboano
bbol1lgo0o0oz200000o0oo0oo0os3gz8soBooocoooboOoO0oOoOorPOOOOOGOO
gorPIOO0OO0DDDODOOOODOOOORBPIDODODODDODDODOOOODODOOODODDODOOOO
goosi1boooorBPIDOO0O0DODOO0OO0OOOODOOOODDODOOOODODDOOO0DODOEBP
20 FBP3al FBP3bO FBP40O FBP50 FBP60 FBP70 FBP8CO FBPOO FBP10O0O FBP110 FBP120 FBP13
0 FBP140 FBP150 FBP160 FBP170 FBP180O FBP190 FBP200 FBP210 FBP220 FBP230 FBP240
OOFBP2S0 000 O000OO0OODODOOFRBP2O FBP3al FBP3bO FBP4O FBP50 FBP6U FBP7C F
BP8LO FBPOU FBP100O FBP110 FBP120 FBP130 FBP140 FBP150 FBP160 FBP170 FBP180O FBP19
0 FBP20O FBP210 FBP220 FBP230 FBP240 O O FBP250 0 0 0 0 O O O O OO DO O O FBP2O
FBP3L FBP40 FBP50 FBP6L FBP7U FBP8L FBPOU FBP10UO FBP110 FBP120 FBP130 FBP140 FBP
150 FBP160 FBP170 FBP180 FBP190 FBP20U FBP210 FBP220 FBP230 FBP240 0O 0O FBP250 0O
ooooobObOO0ooDooooooobObbOooooooooobooOorBPODOODOOOOOGOO
gooooogooobooooobobooooobbooobbooobbobooobboogao
goormBPOOOOOODODOOOODODDODOOOODOOOODDODOOODOOOOOO
ugooobooaad

oFPO O O0OOCODODOOOOOOOOODDOOODOOOOODODDODOOOOOOGORO

OooooogQgogao
O O0O0o0ooooao
Ooooooggoao
Oooo0oooQgoao

Oooooooo0oooooggoao

goooboooooboboooobooboooobbooobboooobobooooboboogao
gogboboooooooboooooboobooooobboooobbooooooooobooogaao
ooooObOoOO0oooooocoobboboooooooobboOoooooooobboooodd
gooooooooboao

goooooad
ooooOoODoOOoorBPOOOOOOOOCOODDODOODOOOOOODODODOOOS.ID00O000
oooobobOO0oooooooobObbooooooooobObOoOoorBPODOOOOOOO
OCOO0000DO0OD0DD0DOO0OF-boxoODOOOSkp20 OO OOODFOODDOODODADODOD

O Mded Pagano, 1997, 0 00 000 O0DO ; zhangD , 1995, 0 00000 00 ; Bai®l , 199

6,00000000; skowyrald , 1997, 00D O0O0DDODOODODOOOODODOO
gooobooo
gogboboboooormPObOOO0O0OOOOOOSAOD0O0O0OOO0OOO0OO0OrRRPODOOOOODODO
oooobobooooooocooboboboooooooobbbOooboooooobobooood
gooooogooobooooobobooooobobooobbooobobobooooboboogao
oogoboboooooboboooooormPOO0O0O0DDOO0OO0OODDODOOOOODOOOODRO
gogobobobodoogobobooouooboobooooobbodoouobboooobooboooobobooogado
ooooObobooooooooobbooooooooobbooboooooobbooood
goooboooooboboooobooboooobbooobboooobobooooboboogao

10

20

30

40

50



Oo0oooDoooo0 oo oooo0oDooogogogoooo

-

OoOoo0ooood

C

Oo0oooooQo0 T oooogogooooo

OO0 oooogg
Oooooooogdg

dOo

(18) JP 2009-100746 A 2009.5.14

oooooobooboooooooooobobbooooooooobboboboooooooooao
gooboooobobooogooboboogobobobooooboboooooboboooboboooao
gooooooboooooboooobobooooboboooooboooooboboooan
gbooboooobbooouoobooouooboboooobboooooboouobobooadao
gooao

goooao
gbbooboooobbooouooboooooobooouormP0bbO0oooooooobO
goooobobooooooooobobboboooooooboObbooooooooDbobOaoeFEBP
goobooooboboooiwwgobobooooboboooobbooooboooobno
gboboooooboooooboooooboormPOO00bDOO0OO0OO0OOOOOOODOO 10
oooooobooboooooooooobobbooooooooobboboboooooooooao
goooobObooooooooobbboooooao

goooao

FBPUO OODOOO0OOOOOOObOOOO0Ooo0oobooOocoobbOoooooooooban
goooobObOoooooooDbDNAD O ODODODDDODOODOUOGoOGoOOoOODDOOO0ODOOdOEBP
gooboboooobboooooboooobobooooboboormPOOOO0DDOOOODO
gboboooobbooooboboooooboboooobooooboooobDbOOadEBP
goooooboobooboooooooobbooooooooobbobooooooooooao
goobooooboboogooboboogoobobobooobboooooboboooboboooao
O0invitroO OODNAD O OO OOOODOWnvivoOOOOQOOQOOODOOODOO 20
SambrookO O O OO OO0OOAusubelD DD O0OOO0DOOOODODOODODOOODOODOD

FBPO OO O OO0OOOODODODOOORNANO OOOOOOODODDDODOOOODGOGOOODDGO

oo g
g

O

uad
oo
g
g

Oooooogogoao
OooooooQgodg

1
ogd
ud
oo
od
oad
TiO

Ooooooooo=po Oodooood
Oooooogdg

OO ooODoo4QgooOoo oodgoooao

Oooo0ooogoogoao
Oooooogogoao

uoao

00 BHKO 2930

g g

O Ooo0ooo

t u
O O
U g
t g
u

O 0Ooo0ooao

00
pUR2780
oooo

O O 0O O "Oligonucleotide Synthesis'™, 1984, Gaitld , IRL Press, Oxfo
gooobooaad

FBPOOOODODOOOOODOOOODODODOOODDODOOOD-oO0ObDOOOOO0OOD

ugoobooooooboo-b0bbo0oooboboooooboboboooobobooogao
ooocooboobooOooooooooobobboooooooobobbooooooao
ooooDDoOOoO0oOoOooorBPOOOOODInsiuDD0DOO0OO0OOODOAO
PO 0000 O0OO0OO0DODDOOOODODDODOOOODODDOOOODODODODNADO 30

DNAUO O OoouobDNAu OO oouotobbooobboooobooooboDbaneE.
OO0O0OD0ODO0OO0OB. subtilisODODO0OOOO0OOOFBPODOODOODOODOODODODO

O0000O0DO0OO0CO0O0OD00O0DOODO saccharomycesd Pichiall O FBP
oo0ooU0O0ooU0oOooUooOUoO0ooUOooU0oDOoUDODOoDOUOooODUOOoDoOUDO
oooooOorBPOOOCOOCOOOOOOODOOOOOOOODOOODOO
Oo0o0oo0o0oDoDOoooDOooO0ooDcavvD OO O0OOOODDOODOOOTMY
FBPOOODODODODDODODODODUODODOQOODDDODUODDODODDODOODDODODDODODO
oooooooUoooUoooooUoooUoooUooOooooooooao
oooooooOoooOoooooooooooUooooooooooo
oooo0oooDOoooooUooDOoooOoooooDoooDOooOogy7.5K 40
0Oo00ooU0O0ooO0ooOoUooU0oOooUoooOooOOoUooOUOoooOooOooceostce

3T 0000000 oooooooooooooooO

gooooooormPObOOO0O0O0OOO0OO0OOoOODODOOOODOOOOO
goocoobooboooooooooboboboooooooobobbOooooooao
gooooormPOOO0DDDOOODODDODOOOODDODORRPOOODODDOO
gooooooobobboooobooooobboooobobooooobooad
ocooocooo0oooOoo0o0o0obO0oD0DO0oO0O0O0OD0OD0E. coliDOODO
Rutherd , 1983, EMBO J. 2, 17910 0 0 000D OO0 O O0OOOFBPOO
OCO00OlacZzZOOOODODODOODODDODODDODDODOOODODDOODODODOODDOO 50



(19) JP 2009-100746 A 2009.5.14

0o0o00DD0OD00O00O0O0Oo0O0OD0DDO0ODO0O0O0OO0O0OOoOOD0DO0OaOoOaopeINDInouyed OO Inouye,
1985, Nucleic Acids Res. 13, 3101-3109; Van Heekel O O Schuster, 1989, J. Biol.
Chem. 264, 5503-55090 D 0D 00 00DDODO0DODDODODODOODODODOOODODOOOODODGO
ooooDOoOs-00odoooooDoDoeSTOODODODODUODODUODO0DODODDODDODODODOOOOOO
O0O0D0DDO0ODO0O0O0dpGEXOCODODODODO0DODODODODODDDODUODODOOODODODDOOOOO
Jooo0oo0oDo0oO0oo0Do0oUdUoUooooDoDo0ODU0-0000D0000000D0DDODO0ODO0ODOO0OO0OO
0000000000000 oODO0DU0DU0DU00U00O0DO0DDDUOU0DO0DO0OO0OODODODDOPpPGEXD d
I 1 A o o A W A W A WD 4
al 000000 oDoDoooooDooooooooag

Oooooo

000000000 D0 Autographa californical 0 00O D0 OOO0ODOAcNPYO OOODODO
000000000000 O00D0DO0OO0O00DODOOO0ODD Spodoptera frugiperdal O O
OCOo0O00O0OoOrFBPOOOODODODDODDOOODODODODODODODOODODDODOODOOOODODO
OO0O0000D0D0DD0OD0DO0O000OD0D0OANYVOOOODODOOODODDODODDODOOODODOO
oCoo0o0ooDUoooDOooU0oOoDUooOoDOorBPOODODDODOOODODDUODODDOODODODOO
000D0DD0OD000000DO0DD0oDDoDO0OO0O0O0dnon-occludedd D000 O0DODODDODOOOOO
Oo0o0oo0oo0o0ooDooo0o0oDo0ooDo0ooDoDo0oo0DooDUooDoDooDoDooDoDooDoOoaOo
0o0oo0ooDoDOoooobOoOOoOooboooooao 0000000 Spodoptera frugiperdald O
Oo0oO0o0oO0ooDoDOooooooao

O
ooooDODbDOO0OO0O0oO0oO0oO0OSmithO , 1983, J. Virol.
46, 584; Smith, 00 OO0 04,215,051 0 0 00000000

oooooao

ooooObobooooooooobbooooooooobbooboooooobbooood
gogooboooobboooobobooooobboooobobooooboboorBPODOODODDO

ugogobobobodooobooooobobooooobboooobbooooboooooboboogao
ocooo0oo0oooOO0oooOO0ooO0O0O0oDO0ooObOO0oO0O0O0oDO0OO0DO0OO0O00D0 InvitroOD OO N v

ivol 0 0O0odoooobbooooooboobbooooooooboboboooooono
ooooODbOOO0O0D000o0oERIOCDODDODESEO D OO0O0DOOODODDODOODODOO0OOOrBPOOOO
Oooo0o0ooO0oO0OO0oO0O0O0oDO0O0bOO0OO0O0O0ODO0OO0DOO0O0OO0DdOdeLogand O 0O Shenk
, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-36590 0 0D O D DODODOOOOOOODOGO
uorFBPOO0O0O0OOO0OO0OOOOOOOODODOOOODOOOODDODOOOODODOOOODDRO
ooooODbOoOO0ooooooobObbOO0OATGODODOODODO0OOOOoOoODDODDOODOoDOoOooOooooDDEFE
BpUOOOOODOODODOOOOOODODDOOODODOOOOODODDODOODOOOOOoOODODOGO
googooboooobbooooboboooobbooooboboooboboooobDbeEeBPODO
gogobobooooobobboooobboooobooooobooooobobooooobOooonnAT
GgoocobObobOb0OoooooobObbobooooooobobbboooooooobooooo

o000 O00000dO0oo0oo0oo0O0ODO0D0DO0DU0U0U0O0ooDODU0OU0DO0DO0OooDoDoOoDoODOoODOoOOd
oooDoDoU0U0o0odUooooDoODOoDU0DU0DUUd0UdUU0DOoDOoDDDUOUDODO0UOOLoDoDoODDOoODOOOd
ooooDoDOoOO0U0oO0o0ooooDoODOoDO0DO0oDO0O0Uoo0DoDoDDODDODO0OU0DOoO0OooDoOoDoDoOoDoOooOoOd
0oooDDOoDO00o0o0ooooDoDo0D0Do0D0o0o0o0ooDDDoDO00Do0DOo0OooDoDoDoDoDooOOod
0 O Bittnerd , 1987, Methods in Enzymol. 153:516-5440 0 0 O 0O O O O O
oooooao
ooooDDODOoOO0U0o0oO0ooooDoODo0DO0Do0Do0O0Uoo0DoDoDDDO0OU0DOoOoooooDoDoDoOooOoOod
o000 000D00dOooo0oo0Do0DO0D0DU0DU0U0U0U0OoOoDDoODU0OU0DO0DO0OooDoDoODoDoOoDOooOoOd
oo0oo0oo0DOoU0U0O0odUooooDoODO0ODU0DU0DU0UUd0UdDU0Do0DOoDDDUOUDODO0UO0OOLoDoODoODDoDODOOOd
ooooDoDoOO0U0oo0oo0ooooDoODOoDO0DU0O0O0UoooDoDDDODO0OU0DOoDO0oOooooDoDoOoDoOooOoOd
o000 O00000dO0oo0oo0oo0O0ODO0D0DO0DU0U0U0O0ooDODU0OU0DO0DO0OooDoDoOoDoODOoODOoOOd
Joo0ooDoDO0oU0U00odUooooDoODO0DU0DU0DU0UUdDUU0Do0DoDDDUUDODUOUOOoODoODoODoDOoODOoOOOd
ooooDoODoO0oo0oo0oooooDoODOoDo0DOoo0o0UoooDoDDODDO0OU0DOoOo0OooDoDoDoDoOoDoOooOoOd
0oooDDOoDO00o0o0ooooDoDo0D0Do0D0o0o0o0ooDDDoDO00Do0DOo0OooDoDoDoDoDooOOod
0000000000000 0D0OOOda0O0OCHOO VEROOD BHKO HelLall COSO MDCKO 2930 3T3



OoDoDooo4Qgoooooggogaog

OoooooooooooogogQgoo
oo ooooooQgooooo

O

(20) JP 2009-100746 A 2009.5.14

owissShoooooooooooboooooooooao
oggoao
ooobooooobboooobobbooooobobooooobbooooooooobobooboao
FBPUO ODOO4O0OUbobOoouoouoboboouooobobooouobbooooooooooban

O

Oo0oooogodgogooao

O

Oo0ooooOoQgoooaoo
Oo0oooogogQgoooao

O

O

ooobOboOoO0ooooooooOobbbOoooooooobObbbOoooooan
gooboooobboooobboooobobooooboboboogoobobooag
DNAUO O DOOoOouooobbooouoboboouoobboooobob0OodDNAg
ooobObO0O0OO0O0ooooobob1m2000000o0OoO0b0b0O00O000nn
goobooooobboooobboooobobooobobboogogobooag
ooboboooooboooobbooooboooooboboooobooag
oooobOboOO0oooooooobobbOoooooooobObobbOobooooan
FBPOOOOOOOOOODDODODODO0DOOOOOODDODODOODOOOoOOoOOoODGO
goobobooooobboooobbooormPO0bb00oO0ooooOOooOoooOo0OO
uogobobooooobooooboboooobboooobbooad

OooOoo0oood

oooobObOoO0oDooooooobobbooooooooDbowiglerg , 1977,

Cell 11:2230 0 0000000 -000000D00D0OOO0OOODOODODOGODOAOSzybalsk
all 0 O Szybalski, 1962, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48, 20260 0D 0 O OO OOQOAO

000D0DDO0OD00O000OD0DOLowyd , 1980, Cell 22, 8170 0 00 000 O0CODODOO
O0o0D0DDO0O0tk-ODhgprt-0 DO aprt-0 000 0O0D0DODOO0ODOOOOODOODODOO
Oo0oo0o0o0ooDo0oooDOooo0ooDoooDOooo0Do0ooDo0DooDooDoDooDoooDooodd
OO0O0000ODO0OD0OD0OO00O0DO0Odhfrd wiglerO ,, 1980, Natl. Acad. Sci. USA
3367; O"HareO , 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 15270 0 0 OO OoOOOAO

0000000000 gptd MulliganOl O 0 Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 78, 20720 0 000000 0OD0G-4180 0 000 00 OO O O neol Colberre-Garapin
, 1981, J. Mol. Biol. 150, 10 0 0000 000ODDODO0OO0OO0OOOOOODODOGOOO hygr

gd
od
00
oo
77,
ud

o Santerrel

oooooao
gooooogooobooooobobooooobbooobbooobbobooobboogao
OCOoOO0O00O0DoODO0OoOODO0O0O0O0DUOoOOoDO0oOoO0OoDO0JdanknechtD OO O0O0OODOOO
ocooooooO0oooDOooO0oOoo0oo0DbDU0oobODO0obO0O0O0oDODO0OOoOOOb0OOaDoDaOoJanknech
1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 8972-89760 U OO0 DD ODODOODOOODO
gogooobooooobbooobboooobooobobbooobobooooban
ooooDbooooebb0O0ooooooboDbbbOOoDooooboobDDboobooon
000000000 D0DD0DDDDODDODODOODODODOODOOOONI®*0D0O00D0D -
gogobooooobobobooobboooobooobobboooboboooobao
googooboboooooboboooao

td

oo oooooogooo
OO0 ooooogogoao

O 0Ooo0oooao
O Oo0oooao

oo oooooogoooo

O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Oo0oo0ooao

O

O Ooooo

O

O

O

, 1984, Gene 30, 1470 O

FBPOOOOOOOOCODODDODOODODOOOOODDODOOOOOOOODODDDOOOO
ooDooooo0oooDOoooDOooo0ooDUooDoDO0o0O0O0oo00DOdmicro-pigd d
gbobobobooooobbooogoobooooboboooobboooooboooooboDbooOoao
ooocoobbooooooooobobooorBPOOO0OOOOOODODDOOOO
goooboooooboboogogobboooobbooooboooobboogoboDbeEB
pOOOO0OOOCOOODODOOO0OODODOOOOrRRBPOODOOOOOODOOOODOOOODOOO

O

ooobODOoOrBPOODODODODOOOOOOODOOOOOOOODODDODOOOO

FBPOOODODDODOOOODODOOOODODOOOODDOOOODODDODOOODDOO

g
u
O
g

gooboooobbooooboboao

OCOOrBPIODOOCODOOOODODODOOOOODODDOFR-boxO O0ODOO
OCOOO0OFrBPID OO Skp20 0 00 O0O0O0OOOODDODDOODODOOODODODOO

10

20

30

40

50



(21) JP 2009-100746 A 2009.5.14

OoOoDODDOO0OO0oOoOoOrBPIDDODOSkp20 D0 0O0D0ODDOUODOOODOQCODODODDDODOOOO
I o o o o A R W R W AR M AR =1
ooooDoDODOoOO0o0oodooooDoODOoDo0Doo0ooooooDoDDoDo0o0oOoooDooDoDooood
oooo0ODOO00o0odoooOo0bDDbDbOO0U0OoUooooODoODDOOOddHHopped O O Wagner, 1
989, 0 DODDOO4,873,191 0 0 0 0 0 000CDDOO0OOOOODOODDDOOOOOOVvan
der Puttend , 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-61520 0 0 0 0 0 O OO O
O0O0D0ODODO00O00OO0OO0AOThompsond , 1989, Cell 56, 313-3210 0 00000000
ooQoD0ODO Lo, 1983, Mol. Cell. Biol. 3, 1803-18140 0 000D DOOOOOOOAO
O Lavitranod , 1989, Cell 57, 717-7230 0 0 0 0 0 00 0000DOO0OO0OOOOOAO
000000 O0O00DDoDO0OO0O00D0O0Odadeordon, 1989, Transgenic Animals, Intl. Rev.
Cytol. 115, 171-22900 00O DO DO OOO
ooooDao
OFBPOOOODODDODODODODOOODODODDODODOODOOOODODDODDOOOOOOOOO
goooOoOOO0oO0oOodoooDoDOOoO0ooUooUooooDbDbOoUooUooooooooood
ooo0DoODbOO0O0oOoO0oOoboOobDbboOoOoOooooboaDcampbelld , 1996, Nature 380,
64-66; Wilmutd , Nature 385, 810-8130 0D 0 0 0 0 O O OOOO
goooooao
ooooObOOoOO0oOoOooOooorBPOODODDODODDODOODODUOODDODODDDODOODOOUOOO
0o0o0oo0DoDoD00o0o0ooooDoDo0D0Do0o0o0o0o0oDoDDoDo00Do0o0ooDoDoDoDoDooOoOod
ooooDoDODOoOO0o0oodooooDoODOoDo0Doo0ooooooDoDDoDo0o0oOoooDooDoDooood
000000000000 000 (head-to-head tandem)d O OO0 O O 0O O O O (head-to-
tail tandem)J 0000 O0O0OO0D0ODODDOOOODDAOLaskod O LaskoO , 1992, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 89, 6232-62360 0 0 0 00 0DODDDDODODODODODODODODODDODOOOO
goooOoOOO0oO0oOodoooDoDOOoO0ooUooUooooDbDbOoUooUooooooooood
ooooOobobOOoOooooooDbDDbbOoOoooUoUoooobbOoUooUoooopobobobooooo
OOo0O0OrFBPOODODODDODODODOOOODODODDDODODODOOOOODDOODOOOOOOO
oooo0oo0ooooO0oOoOooooooO0oOoOoOooIIWmoOoo0oOoO00n0aoDswiftd , 1984, Cell 3
8:639-646; OrnitzO , 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409; Mac
Donald, 1987, Hepatology 7:42S-51s0 0 0 0B 000000 O0DO0O0O0O0O0O0OO0OOO
0 O Hanahan, 1985, Nature 315:115-1220 0 0000000000000 O0DOOOOO
00000000 Grosschedld , 1984, Cell 38:647-658; AdamsO , 1985, Nature 318:5
33-538; Alexanderd , 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-14440 0 00000 OO0O0OO
0000000000 Pinkertd , 1987, Genes and Devel. 1:268-2760 0 0 0 0000
DoO0O00O0O0O0O0O0O0O0O0OOODOAOKrumlaufd , 1985, Mol. Cell. Biol. 5:1639-16
48; Hammerd , 1987, Science 235:53-580 0 0000000 1-0000000000
0000 Kelseyl , 1987, Genes and Devel. 1:161-1710 000000 0O0O00O0R OO
0000000000 Magramd , 1985, Nature 315:338-340; KolliasO , 1986, Cell 46
89-4q0 0000 bOobbboOoUoU0UoUoo0oOoboDbDbUoUooOoooboobbooood
O Readheadd , 1987, Cell 48:703-7120 0 0D 0 00000000 O0OO0O0O0-200000
0 0 0O shani, 1985, Nature 314:283-2860 D 0 00000000000 O0OOOOOO
000000000000 0000Masond , 1986, Science 234:1372-13780 0 0 0 O O
ooooOobobOOoOooooooDbDDbbOoOoooUoUoooobbOoUooUoooopobobobooooo
000D0DD0D0D000000D0Do0oDDDOoDO00O0O0O0O0oD7.5K0s8Sv400HSVO O O OO0 OdoOoOM
LPO MMTVO LTROOOCMVO O ODODDDOOOOOOOOODNAOOODDOODOOOOORO
goooooboopoooouooooooboo
ooooao
FBPO OO OO QOOOODDODODOODOFBPOOODOOOODODDODDODODODODOOODOODODOO
goooooOoOOoooooooooDbbOUoUooogooopoDbpboOoooUoUooooooao
oooooboOoooorFBPODO0OO0OCOCODDODODODOOOODDODODDODODOOOOO
0ooo0ooDoDoo0o0oo0oooo0oDoDoDo0DU0O00U0o0Do0DoDoDOoDO00DO0O0OFBPOOOOODO

10

20

30

40

50



oooooDoooood
ience 265, 103-106[0
0ooo
0ooao

O
Oo0oooooo0 oo ooo o ooDooogoQgoQg

OO0 oDoDoooooooogogooooogogooao

OoooooooooooooDoDoogogooooaog
OO0 oDoDoo4gogUoooooogogogoooogogaog
O

T
o8}
o
=
O

FBP10O

N O O
(o]
[ O o R |

oo ooooogooQgooao
OO0 ooooogogogooao
oo oooooooooogQgoQg
OO0 oDoooooooooogogg

ooaon
goao
oo
uoao
goao
FBP10O

O 0Ooo0oooao

O

Ooo0ooooooQgoogoo

Ooo0ooooooo0 oo oooo0oooDooooooooogodg

O
g
a
u
O
g

O

Ooo0oooogdg
OoOoo0ooood
OOoooood
OoOoo0oo0oood
OoOoo0ooood
O 0O0oOooood
OoOoo0ooood

O

O
O

O

O

g
u
O

g
u
O

O 0Ooooo
OoOoooo
O 0Ooooo
O oOoooo

O OoOooo

O Oooo
O Oooo
O 0Ooooao

O

O Oooo
O 0Oooo

O

RT-PCRO
gooao
FBPUO ODOOOObOOOO0oOoobboooooboboooooboboooooooaooado

(22) JP 2009-100746 A 2009.5.14

goocoobbOoooooebOOO0OO0Geud, 1994, Sc
goooooooboogooooboooooboogao
FBPOOOOODO0OOO0OO0ODDODDODOOO0OOOOOOO0ODO0ODRDO

gogobobooouooboboogogooooooobooogdo

gooooooobobbooooooormPOOOO0OO
goocoobbOoooooooobobooooooao
PCROODDODDOOOODDODOOOODODOOOODDOO
goooooobobooooobobooddbOdmRNAO
OoODOoo00O0o0O0o0DO0OO0O0O0D0D0OMInsitwd0o0n
goocoopcREOCODODOOODOOOOOODODOGO
gooooooormPODODDOOOO0OODOOOOODORDO

goobooooooboooooobooooboboooobboooooboboooooban
FBPO OO OOOoOOODDOOO0DO0DO0OO0OOooooObi1coooObObObOO0oOooooan
FBP1DO O O O
goooogao
0 0 0O FBP1O
goocooao
MMTV LTRO O

OO0 ooooogogog

O

OoooooOoogoao
OO0 ooooogogoQg

O

Ooo0oo0ooOooOooao

O Ooooo

O

O

O

O 0Ooooo
O OooOoooo
OOoo0oooao
O Ooo0oooao
OOoo0oooao

O

gooobooboooooboboogogoboboooobboo
FBPO O ODODOOO0OO0ODODDOOO0OO0OOOOOO0O0DO0ORDO
OCO00000DOO0OF-boxBODOODOOOOODO
ooobObO0OO0oDO0oooooobObboooooooao
goobooboooooboboogoobbooobboo

g
g
O
O
g
gooboooooboboodoaMaTv LTREOOOOOOOG4QAO

OATGD OO0 O0DO0ODDDO0OO0DO0OO0OO0OO0OOoOOoODDODOOOOOdOOMMTV/
oooao
oooao
Gordon,

DNADO PCRO
oooao
ggoao

O
O
O
O
O
O

O

oooao

O

Ooo0oo0ogoood
Ooo0oo0Oo0oonod

0

O

O

OO0 oooogdg
O o0oooooogdg
O Oo0ooooaog

0

ggao
oggao
1989,

O

Oooooooogdg

oooooDosv400 000 0O0O0OO0OO0O0OO0OFrFBPIOO O
0OoDooo0Do0oo0oDooDoooDooDoDooDoooDooaOo
Transgenic Animals, Intl. Rev. Cytol. 115, 171-2

gooooseb2Fr1ID D0 0O0O0OOOOO0ODOCD-100
goooooooboboooooooooooooogoano
oooobobbOooooozc0000b00000oOoOanO
ODO0OO0ODOOO0OO0OODNAD OD DO ODOMMTV/FBP1O O O
goooooooboogoooboooooboogao
gboooooooboboooooooooooooogado
goocooObOOO0OORT-PCREOODODOOOOOOOGO
goooooobbooobboo

ooobODbODOO0oOOooooocobOobooOoorBPODOOOOOOO
ooobObOO0o0Di10b0b0000o0oo0oocoobbob0ooooooooobobooOooo
FBPUO ODDODOOOODODDOOO0OO0OODODOO0OO0OO0ODODOOO0OO0ODODDOOOO00naDOEBP
iooooooooop-0oo0oooOooo0oooOOooboOooOoobODUOooDOoDOobobooDOoDobDO
ocoooo0oooOOooOOoOOooOoO0oOorBPAOODODOOODODODOODOOOBRE-ODOO0DOODOO
goobooboooobobbooobboooobbooobbooos4000b05.500000
rqoobooooooboboooooooocoobooooboooobboooooboobooooaan
ooocoooOoooooooan

gooobooooobooorPIDOO0O0O0OOOOTOOOODDODOOODDOOO
ooocoobbooooooooooboboboooocechd0ooooooooooT
goocooObocbz0b0bO0O0O0ooorFBPOOOOOOODODDODOOOOOOGOGO
ODO0QoOoDOoATGDOODOOODODDODODDODDOOODODOODDOODCDb2/FBP1O

10

20

30

40

50



O o0oooogogoog
OoooooooQgoogoo
OooooocOoogao
Ooo0oooQgogoao
OO0 ooogogaog
OoooooQogogoao

O
g
g
u
O
g
u
O
5.

O

OoDooooOoQgoooao
OOo0ooooggogao

Oo0ooogogaog

OoooooQgogoo

(23) JP 2009-100746 A 2009.5.14

goorPOOOOOODOSVAOD0OOO0OGOOOODOO
gooooooobobbooooboboooobDbeErBPODO
goooooooboboooooooooooooogoano
gogobooboooogbobooogormPIOOooooogg
UOIKBa OOOOOOONKBOOOOOOODODODGO
OF-boxO OOODDODODODODODODDODDOOODODOD
gobobOmKBa OOOODODDOOONKBOOOODORDODADO
O

Ooooogogaog
OooooooOoogao

ooobODbO0OO0OO0oooooooObOboooooooao

A0 0D0O0ogs.500obobooooobobooooboboooboboogoao

OD0DO0O0O0OF-boxDODODOODOODODDODOOODODODODDODODOOODOp270
TOODODOoOOoODOOoOOooDOocecp2/skP20 000000000 DOOODODOODOO
oooocpbz/rBPO 00O OOCOODODOODOOOODODODODODDODODODODODOO
OFBP1 cONAU O O ODODOCD20000000000OCODODOO0O0O0OOOOCOOGDODRDOADOSKP2

O
O
O
ooooODbOOO0O0oDooooooboDDbOOoDOoooooobOTOOOODODODOSKP2O0 O
O
O
O

cONAOU O O0oOoOoooobbooogoboogske2D 000D OoOO0oO0oO0o0DO0ODO0OOg SsSKpP2
gooboooooooboooooboobooooobboooobbooooobooooobobooogaao
ooobODbOOO0oOoooooooDbOObOORT-PCREOODODODOOO

gooobooao
oooboooobobboooooboboooooboerBPAODODDOOOOOODOOOODODOOOO
ooooObObOO0oooooocoobOboboooooooorBPIDDODOOOOODODDODDOOOOO
A0 000000010 FBPIOOOOOOODODODDODOOOODOODOR20ES +/-00 0
goo3qgoooooooobooooobobooo400oobbooobobboogorBPIDOOO
ooooObObOO0o0oooo129svODOooooooooobobOooooooooooooodd
ooooObOoOO0oooooocoobboboooooooobboOoooooooobboooodd
gooooogooobooogoobooboooobobooobbooobobooobboogao
gooboooooooboooooboobooooobboooobbooooobooooobobooogaao
ooooObDOO0OODNADOOODOOoOGoobCobODDbODObODOooooooDoODDbDDOODNADDOOOOO
0000000000000 0D000O032P-00FBPLcDNAD 0O DODDOODODDOOO
gogoobooooooboboooooboobooooobboooobbooooboobooooobobooogoano
ugogobobobodooobooooobobooooobboooobbooooboooooboboogao
ooooOboOoo0oooooooobbooooooooobboooooooobboooodd
OCoOO000o0DoDUO0oDoDO0Oo0OoDUOO0O0OF-boxoOOODOOQOODODODODDODDODOOODODODO
ooooOoOpPCROODODOOOOOOOOODDOOODODOOOODDOOOODOOOO
ooODNAOD O OOODDOOOOOFrBPIODODODODODODOOOOODODDOOOOOOO
gooobooao

OCOoOO0000D0ODO0OO0FrpAIO 0 ODDOOOOOOOODOCOOFRPIDODOODOODOOOSO
ooooObDOO0O0oDoooocooObObOO0oO0oO0dnecROOODDODOOOOOOODODODDOOOOO
OCOO0000D0ODO0OD0OD0ODO0O0O0O0ODO0ODODO0ODO0OD0ODO0O0ODODO300FbplOSkplO OO ODODO
OCoO0o00oDoDO0ooDO0o000OFR-boxOOOOODUOODODOOODODODDODDOODODODOD
ugogobobobodooobooooobobooooobboooobbooooboooooboboogao
ocooo0ooODO0oOoOOO0oO0OO0O0oDbDO0oOOO0ODbOO0O0ODODbODOO0OD0ODO0ODODODbODOZ2kbOD OO0
gogoboogogoesbogoopPcROEDOO0OO0OODDDODOOODDOOOODODOODODDRO
0o0o0o0DDODO00O00oooODoDDODOoODO0o0ooouoo=ekb0D 000000 QCOoOOoODODOOOoOd
coooooooooDoooooboO0ooboDbDO0OkkwOOOoooOooDbOOoboOooboOooDbDOoDoboo
goooboogooesboogooooogoobobooooboboooobobobooooboboogao
ooooDDbDOO0OO0oOoooObDNAD OO0OooDooDDbDbOO0DOoDoooooboDDbDbOOESOOOODO
gogobobobodoogobobooouooboobooooobbodoouobboooobooboooobobooogado
ooooOboOO0oo0ooooooobObbooooooooPCROUODODODODDDODOOOOOGORO
gogoboorBPIDDDOOOODDODOOOODOOOOPCRODDODOOOODOOODODDRDO

10

20

30

40

50



Oo0ooooooooodg
Oo0oDoogogogoooogod

pld

[ |
[ o R |

od

Oo0ooooooooooogoQgoo
OOo0ooDooogooooogogooao

OooooooooooooooooogogoQgoao

OoOooooooQgoogoao
Ooo0ooooogQgogoo
OoOooooooOgoogoao
Ooo0ooooogQgogoo
OO0 oooooggogog
Ooo0ooooogQgoo

OO0ooooogogg

Oooooogoooaoo
OoOoo0ooood

O

FBP10O
gooano
ugooano
FBP1O O
o
ud
o0
od
oad

O Ooooo

O

I i Ry |
O O o
O 0Oooo
O 0Oooo
O oOooo
O 0Oooo

O

0

(24)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

gooocooobooooooooobbbooooooooooboao
PCROOD0ODDOOO0OOODODOOODODOOOOODODOOOODGOD

oooboooobobboooobbooooboooooban
opPCROOOOCOCODODDODOOODOOOOODODDODOOOO

ooobObOO0o0oooooooooboobao
gooobboooooboooobbDboao
goobboooooooooobobooad
ooobODbOO0oO0Doooooooooboao
gooobbooooboboooobboo

O

OOooooogogdg
O Ooo0ooo
O Ooooao
O 0Ooo0ooao

O

O
a
u

O

O

O

O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O 0Oo0oo0oo0oao

O
a
u
O
g
a

ooODoo0o0oo0oooOO0o0OO0O0oD0ODO0ODDOOoO0OO0OO0ODEFD
100000000000 OdFrbplOODOOCOODOODO
gogobooooobobbooooboobooaogao

O

O

0o

IK-Ball O 0O O NF-KBO
ooobooooooan
ooooODbOOoO0oo0ooad
ooobooooooao
goooobooooooan

O

t
O
g
a

-0ooooooooop-0Ob0O0OooODO0ODOO
ooobboooooboogogoboboooooban
uoooboboooooboooooboooooban
ooooOOoOO0OO0ooorBPIODODOOOOOOOO
goobooooboboormPOOODDOO

oad

gooboorBPIDODOOODDODOOOODOOOODDDODOOODDODOOODOGO
uogobobooooobboooobbooooboooobobboooobooooonan
ooobDDbDO0O0OO0o0ooan

goao

5.30F-box0 0000000 O0O0OO0O0O0ODOOOOODOOODOODO

OO
od
od
ud
oo
ogd
ud
o0

O
g
a
u
O
a
u

O

O
O
O
grFBPO0 00 0O0CODODODOOOO0OOCOOODODOOOOOOOOODOOOERBPOOO
O
O
O

OD0DOO0OF-boxOODOODODOODODOODODODOOODODODOODDOODODOODOODO
gooboooooboboboogogoooboogobobooooboboooobboooobboo
gooooooobobooogoooboooooboboooobboooooboooooboobooboao
FabO OO OODOO0ODOOFrRAOODODODODOOOODOOOODODODODODOOODODOGO
goocoobobooooooooobobormBPOODDOODOOOOOODODDDOOOO
ODoDOoooDOooOoorBPODOOODODDODUODDODDODOFR-boxOODODODODDODODOODODODO
goooooobobood

oon

OCFBPOO0O0OCODOOODODU0OODOOODOOUODODODODOODODODODODODOOODODODOO

000000 o0Do0oDo0DO0o00OooDU0o0DO0DO0O00O0DO0oO0O0OO00O0O0DdOODFBPAIO FBP2O FB
P3al FBP3bO FBP40 FBP50 FBP6L FBP70 FBP80 FBPOL FBP100 FBP110 FBP120 FBP130 FBP1
40 FBP150 FBP160 FBP170 FBP180 FBP190 FBP200 FBP210 FBP220 FBP230 FBP240 0O O FBP
250 0 0000000000000 oooDoDoDo0ooodgrBPO0OOOOODODODOOOOO

0o0o0ooDoOo0oooOoDOoOoo0oo0ODOoodaoPagano, Mo, 1995, "From peptide to purifie
d antibody'™, Cell Cycle: Materials and Methods,
2810 00000 0O00ODOODODOAOFBPO

0

OOooooodg
O Oo0oooao

OOoooood
OO0O0o0ooood
OoOoo0ooood
OO0Ooo0oooodg
OOoooood

OoOoo0ooodg
O 0Oo0ooOoao
OoOoo0ooogdg
OO0Oo0ooodg
OoOoo0ooodg
OO0Oo0ooodg
OoOoo0oood
O0Oo0ooodg
Oo0Ooo0oood
O oOoooo

O

O

O0Oo0ood
OoOoo0ooodg

O

O

OooOoo0ooood
OoOoo0ooogdg

O

O 0Oo0ooOoo

O

O

a
O
g
a
u
O
(o] |

BCGU OOODOOOODOODO (baci

0
O
O
0
O
4
O
|

M. Paganod , Spring-Verlag.

O

a
O
g
a
u
O
e

O

OoOoo0oooogdg
O Ooo0ooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooao

O

Calmette-Guerin)

O

O

O

O

OOoo0oooao
O0Ooo0oo0ooao

O

O

O

a
O
g
g
u
O
r

O

g
O
g
g
u
O

O

OOo0o0oooodg
O 0O0o0ooood
OOo0oooodg
O O0ooood

O

O

O

Oooooooogodg
O oOooooogdg
OOoo0ooood

217-
O

10

20

30

40

50



(25) JP 2009-100746 A 2009.5.14

O0000D0O0O00D0D0AO Corynebacterium parvum)0 O 0D 00 O00O0OCOOODOOOOO
gooooao

gooooao
grFPO0ODO0O0O0OOO00bbtbooobboooobboooobbooobboooanb
ocooooooU0oooDOoooooOoooDUOooDoODO0ooOoO0ooDUoDDUOooDoDooDUooDUODoDaOo
KohlerO O O Millsteind 1975, Nature 256:495-4970 0 0 0 00D O0DOO0OO0DOOOOOAO
0o0o0oDoo0oo0ooDoDoo0o0ooDoDooooBdO0DODOOODODOOOddKozbord , 1983, 1
mmunology Today 4:720 0 0 0 00 00000CDODOOCODOODODODODOOOOEBY-O00OO
0000D0O0OColed , 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss
Inc., pp- 77-960 0 00D 0D0ODO0ODDODODDODODDODODODODODODOODOODOODODOODODODGODnO
PCT/US90/025450 0 0 0 00D O0O0O0DO0DDO0DODODOOODODDODODODDODOODODODODODDOO
ooooooo0oooDU0oooDOoo0ooDUooDODU0o0DO0DO0ooODU0DoDDOooDOoDO0ooODO0oOoODDOO
0000000 Coted , 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S_A_. 80:2026-20300 O O O
O0O00OBOODDODEBVO OOOODODOInvitroDO OOODODDOOODODOAOAOdColeOl , 1985,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pp.77-960 0 00000 O
gooboboooboooooboboboorBPODOODOODDODDODODODODODODOOODODOOOOO
I I T A I 6 I I I N O B A W A B R O O
0000000000000 O0DO0OO0O0ODO0O0O0D0dOMorrisond , 1984, Proc. Natl. Ac
ad. Sci. U.S.A. 81:6851-6855; NeubergerOD , 1984, Nature 312:604-608; Takedad , 1
985, Nature 314:452-4540 0 000000000 ODODODODODDODOODODODODODODODOOO
ooo

Oooooo

I I 1 I A B 2 e 7 XS oy 4
s o0oUOrFBPOODUODODDODDODDODUODDODODODODODUODODODODDODDODDODODOODOOOO
OO0 oorFBPO0OO0ODOODODOOODODUODODODOOODODODUODODDOODODODOOF
abOd 0000000 oODOooODo0obODOoDbOO0oDbDO0ODbDFrFaOODODODODODOODODODODOODOOO
00000 Husedl , 1989, Science 246:1275-12810 0 0 O O O

O

Ooooo-e

gooooooooboboooobobooooobobbooobobobooooboogao
googooobooooooboboooobboooooboooooboboooobooooao
F(@ab®), 0O D OODODOFrRGHH,DODO00O00000D0O00O0O00O0O0DOO
OCO0O0O00OFab*000O00O0O0ODOOOOOODODODODODOODDODODODOO
OCO00000FrRODOOCODODDODODODOROOOODODOODODODODODODO
gogoboodoagao

gooboooooobboooobboo0oooboDb0EMISA DD DD OOOODGD
uoogobooooooodooobooooobobooooboooobbnEBP
I I 21
O ooobObO0oO0oDO0oooooooObOboooooooobboboboboooooao
FBPUOODODOOOOOODOOOOODOORRPOOODDODOOOOODODOOOODODOOOO
ooooooObOrrBPOOOO0OOOOOOOODDODO2Z2FPOOOOOOOOOODODOGO
goooobobooooooooooboao

goooao

FBPOOOOOOOOODFR-boxO OODODOODODOODODODODOODODOO

O

OooooooooooQgogoao
OooDooo4ogoooooggogoao
OooooooooooooQgoao

Oo0DoDooogoooooggdg
Oo0ooogQgoooao

gooobooormBPOOO0OODDOOOOODODODOODODDOOOODOOOODDRO
googooobooooooboboooobboooooboooooboboooobooooao
gogobobooouoobobooouobbooouoouoobooooobb

I s e o e A B

O Oo0oooao
O 0Ooooo

O Ooo0oooao
O 0Oo0oo0ooao

O
g
g
u
O
g

gogoooboooooboboooobboooobobooooboboboogooboogao

10

20

30

40

50



(26) JP 2009-100746 A 2009.5.14

orFPOOOOOCOOOODOOOOOODODDODOOOOOOOGO
gooobooao
5.40 F-box0 0 000000000 O0DO0ODOOODODOOODODOODODOOODODODOODOOO

ggooogogooogogooan

O FBP1O FBP20 FBP3all FBP3bO FBP40O FBP50 FBP6L FBP70O FBP8O FBPOO FBP10O FBP110 FB

P120 FBP130 FBP140 FBP150

FBP160 FBP170 FBP180 FBP190 FBP200 FBP210 FBP220 FBP23

OFBP240 D O FBP2SO OO ODODODOOOODOOOODODDDODOODODOOOODODDODOOOOO
ooooObOobOO0oooooooooObbooooilbbooooooocoobObobOoOooooonb
gooooogooobooooobobooooobobooobbooobobobooooboboogao
gooobooooooboooooobooboooooobboooobboooooooooboobooooao
oooobOobOO0OO0oDoooooobObbOooooooooobObbOobOoOooooborBPOOO
ocoooo0oooO0obOOoboOO0oO0oo0OO0o0DDODO0ODbDDbODO0ObOO0O0ODO0ODODDSkp1IDOODOODODOO
ogoboooormPOb0bOoooooOOoo0oooboooobbooobobbooobbnnb
uggoboboooobobboooobboooobooooobbooao
goooooao
goooboooooboboooobooboooobbooobboooobobooooboboogao
ocooooooO0oopoDOooO0oOdOskplODOODODOoOO0oOoODOODOODODODODODODODO
ooooObOobOoo0oooooooobboboooooooobboOooboooooooboboooodd
gogooboogoobobooooboobooi1ogoooboooobbooooobobobooooboDbnob
OCOoOO00O0O0DoDO0O0ODO0OO0oO0OoDUOoDOskp20 00000 O0Op270000000O00O0O0OO
ooooOobobOoooooocooboboboooooooobboOooooooooobobooood
ocooooooODO0oooOOooOoOoOoDbDOoOoOOoOOooOrBPADDODODOODOOB-0O0O000O0O0D0OO
goooboooooboboooobooboooobbooobboooobobooooboboogao
Oskp20 000D OO0OOE2ZFOO0O0OODOOCODOOUOODOODODODODODOODOODOO
oooobOO0OO0O0ooooooooObDObOOoOoorBPAIOOODODOODOIIKBa OOOOOOODO
gooboogooboboogooobobooooobooobobobogoo
goooaoaad
ooooobOoOOooooooooobobooorBPODOO0OOOOOODODDDOOOOOOGOO
gooooogooobooooobobooooobbooobbooobbobooobboogao
oggao
ugooobooaad
5410 00000 -000000000000000000
goooboooooboboooobooboooobbooobboooobobooooboboogao
OCOoOO000O0D0OO0O0oO0OO0O0O0O0ODO0OO0OOO0O0O0DdOFRieldsO OO song, 1989, Nature 3
40:245-2460 D O OO ODODODOS,283,1730 0 0 0 0 0 00O0O0bOO0O0O0oo0ooOooooOo0OaO
gooooogooobooooobobooooobobooobbooobobobooooboboogao
ocoooooooooDoooooooobDOooOoDOooO0OoDODaOChien, 1991, Proc. N
atl. Acad. Sci. U.S.A. 88:9578-95810 [
oooooao
gooooooooboooooobooooobobooobbooooboboooooboboogoao
ooooOobobooOooooooooobobbooooooobD2t0b0bobobObObObODODOoOoOonb
ocooo0oO0ooOO0ooOO0oo0O0OoDbDO0ooObOO0obOO0O0oDODO0oDoODDODO0oOoOO0DOoDO0OOoODODO bait)
gooobooooooboboooobobooooobobooobboooobobooooboboogoao
OCoOO0O0OO0O0ooOO0oOoOdErey)y boooooogoopoooobopbooooopooDobooo
oooobObOO0OO0oDoooooooODNACOOODODDOOODODGOOoOoCOoOoODDbODDbODODODOoDOooOoo:nb
gooooogooobooooobobooooobobooobbooobobobooooboboogao
Ooo0oDDbOO0O0O0000O0aO0bson 01000 05000 01,0000 05,0000 0 10,0000 00050
,ooou o oOboooooooobobOO0OO0oooodoao?2s00100,0000 0 1000 0 100,0000
0 50,0000 O 100,0000 O O O O 100,0000 O 500,000 0 0 00 O0ODODO0OOO0OO0OOO0OODGD
g

goooaon

gooboooooboboooobbooooboooboboboooi1mooDban

10

20

30

40

50



27)

OoOoooo

O
O

O 0Oo0oooo

JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooobODbOOoO0oDooooooooboao
Oo0oboo0ODO0oO0oOoo0oDbODNAD D OOOC
DNAOD ODOOOooobooogobano

ogobbodgdeDNAODOODODOOO

OO0 ooooogogdg
OO0 oooooogoQgog
OO0 ooooogogog
oo oooooogogoQgo-g
OO0 oooooogogog
oo oooooogooQg-g
OO0 oooooogogog

gogoboooogooan

oooobooooooan
ooooOoboOoO0oood
DNAOD O OO oogoan

goobo0Oo0oogobDN
gooboooooan
ooooOboOoo0oooad
oooobooooooaon
DNAO O O OoOoagano

ooooOboOoO0oooad
oooobooooooao

DNAOD OO OOoooooobbboooooooonDbao
gooocoobbooooooooobobbooooooao
gooooooao
ooooDao

goooao

oooobObOOoo0oDooooooobboooooao
gooboooobbooooboboooooboboo
DNAOU O OOOOooDNAOD ODDODoOOooobboodgd
gugbobOO0O00UOmRNAU OO ceDNAOU OO DODODOO
ooooObOoOO0oO0oooooooobboooooao
gooobooao
gogboboooobbooooobooooobboao
ooooODbOO0OO0DO0oooooobObOO0oooooan
gooobooao
gogobobooooobbooooooooooboboao
oooobObOOoo0oDooooooobboooooao
ooooObOO0oO0oDoooooobbobooooooao
OogoODNAD DD OOOoboOOO0OO0OO0o0ODbODOdODNAO
ADOO0O0O0OOO0OO04oo0ooboOoO00o0bOaOODNADO
oooobObOOoo0oooooooobboooooao
gooboooobbooooboboooobDbDo
gogoboboooobbooooobooooobboao
oooobObOOoOoDooooooobbooooao
gooboooobboooobobooooobDbDo
gogoboooooboooooobooao
ooooObbooooooooooboao
ooooObOoOO0oO0oooooooobboooooao
gooboooobbooooboboooobDbDo
uggobobooooobooooobd

oooooao
gooboooobbooooboboooobobDo
gogoboboooobbooooobooooobboao

AD DO ODO0OO0OO0OOOODOO0OO0OO0OO0OO0ODNAD OO0

Oo0ood
Ooood
oood
ooao
Ooood
Biol.
oo

goao
u

O 0Ooooo

oooao

O O o

O O o

[ Ry

O OO

OO oo
O 0Oooo
OO oo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0ooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Ooo

OooOoo0ooood
OoOoooogogogao

O
O
O
O
O
9:
O
O
O
O
O
O
O
O
O

oo ooooogogogos
OoOoo0ooogd
O ooooogogo

O O0ooo
O Ooooo
I:lI:IIUJDDD

Oooao
:847-8530 O S.
ell 46:885-8940
Mol . Cell. Biol.

O Ooooo
O OoOgoo
O Ooooo

S.O

O

g
U
O

a
u
O

¢s.

g
u
O

a
u
O

g
u
O

g
u
O

g
u
O

gobooooobboooobbood

g
u

goooano
ooooao
gooobao

0o0oo0oooooooooUooooooooo
O Barteld , 1993, BioTechniques 14:920-924; Chasmand , 1989, Mol. Cell
4746-47490 D OO0 ooUUoUobooUoUobobooUobUoobooOoobo

oo

O
O

u
u
O
g

oooao
oooDao

oooobOoOao
oooDbDDaOo

gogoao
gagoao
oooao
ggoao

gooobooo
godonoODN
ooooOoOao
gooboood

gcAL40 0D b O0O0o0ooooano

ooocoobobooooooooooobao
ooooobDoboooooooooboooboboao
ooocooobooooooooobooooboao
ooocooboobooooooooooboao

OODNAO OODDODDODODODOOOO
ooooooOOoOooooooooooao
oooODbODbOO0oO0oOoooobobobobooogoo
cerevisiae) GAL4O0 0 O O O O MadO , 1987, Cell 48
cerevisiae) GCN4O O O 0 O O Hope O Struhl, 1986, C
0 (S. cerevisiae)d ARD1DO O O O O O ThukralO , 1989,

9:2360-23600 U 0 DD ODOOODODDOOOODDOOKumargd ,

1987, Cel

1 51:941-9510 0 0000 0ODNADOOCOODOODODDOOODODODODODDODOODODODOD
gugbobobooogobboooogobNAD DO OO OoouoouobboouoboboooooDn
ooooODDbO0O0O0DO0oo0ooocobObbOO00oO0ooo0ooO0ODbDDbOO000OGAL40 O O LEXA DNAO
goobooooobobboooobboooobbooobbcAd Db Oooobooogano

10

20

30

40

50



(28) JP 2009-100746 A 2009.5.14

O VP160 Triezenbergl , 1988, Genes Dev. 2:730-7420 0 0 0000 OOOOODOOO
O0O0D0DDO0OD00000O0O0O0OGAL4D OO O O 10 1470 MaO , 1987, Cell 48:847-853; Ptash
ned , 1990, Nature 346:329-3310 O DNAO O O 0O OO 0O 0O O OVP16D O 0O O O 4110 455
O TriezenbergdD , 1988, Genes Dev. 2:730-742; Cress( , 1991, Science 251:87-900
Ooo0oOo0oooooDoo

Oooooo

Ooo0o0o0ooDOooDoDo0ooooDooDo0DO0ooD0DcGA4D DD D0 DO0D-00D0OoO0OoDoDOO
oOo0o0oo0ooU0oooDooo0cAMMI 0D DD DODOOoOoDOooDUoOoDDUooODOoDOooODOoDoOoDUODoOaO
DNAO OO OO OOAceINOOODDODDODOODOOODDAcell 0 0O0O0O0OAcell OO0
OODNAO DD ODODODODODODDODDODDODOODODODODOAcell 000 O0DOOOOOCUPLO
0Oo0o0o0ooU0ooDooo0ooDoooDUOooDoDOooOoDoceoUPIDODOODDODODODODODODOO
oooooooUoopoDoocecvpPiD0ooDUoOoOODOOO0DO0ODU0OODDUOODODODODODODDODO
0000000000 oo0o0o0Do0ooDo0oDo0Do0ooDo0Do0ooDo0ooDooDoDo0ooDoDooDoOoaO
AceINDODOODODDUODODODDOOODODDUODODDOB-0O0O0ODO0DODDOODODODODODODOGO
0000000000000 OoDoDU0oOoDOoOOCUPl-lacZ0 00O OOD0OOODOO Chaudhu
rild , 1995, FEBS Letters 357:221-2260 000D 0OD00O0OOODODODDODDODODOOOODOGO
o V2 o o o A R A W A I A R R
0300000000000 o0DoDU0o0O0O0oo0U0O0D0OO0OdLe Douarind , 1995, Nuc
1. Acids. Res. 23:876-8780 UDNAD 0 0 0 OO0 O0ODDDDODODO0DODODOODODODDODOOOO
00000000000 oo0o0o0Do0ooDO0oDo0DO0o00Do0ooDU0oDDOooDOoDO0oo0DoDoOoDoOOoOaO
OO0O0000D0DO0OO0OO0OO0O000OYlikomiO , 1992, EMBO J. 11:3681-3694, DingwallO O
O Laskey, 1991, TIBS 16:479-4810 0 0O 0D 00O OO0OOODOO

gooobooao
ugogobobobodooobooooobobooooobboooobbooooboooooboboogao
oooooboOoOoooooo-s-ogooooobobboboooooooobbobobooooonnb
gooooogooobooogoobooboooobobooobbooobobooobboogao
gooboooooooboooooboobooooobboooobbooooobooooobobooogaao
OCoOO0O0OO0O00O0O0OD0O0O0OO0OANIend , 1995, TIBS 20:511-5160 0 0 00 0O0D0OO0OO
gooooogooobooooobobooooobbooobbooobbobooobboogao
gooooooooan

ugooobooaad
ooooOboOoo0oooooooobbooooooooobboooooooobboooodd
goooboooooboboooobooboooobbooobboooobobooooboboogao
gogboboooooooboooooboobooooobboooobbooooooooobooogaao
ooooObOoOO0oooooocoobboboooooooobboOoooooooobboooodd
gooooogooobooooobobooooobobooobbooobobobooooboboogao
gooobooooooboooooobooboooooobboooobboooooooooboobooooao
ooooOobobooooooooooboboboooooooobbbOoooooooobobooooo
oo

goooooao
ooooobob22c000b0000000O0OOODODDODOODO0DODO0OOOODODDODDODODODODOOOO
Oooo0o0o0oo0O0oDOO0oob0O0O00O00DbDO0ODbDOOS,1468,6140 ; Barteld , 1993, “Using

the two-hybrid system to detect protein-protein interactions™, Cellular Interac
tions in Development, Hartleyd , Practical Approach Series xviii, IRL Press at O
xford University Press, New York, NY, pp.153-179; Fieldsd O O Sternglanz, 1994,
Trends In Genetics 10:286-2920 0 00O 0O OO OO

Oooooo
0Ooooo0oo0oooDoooooDoooDUOoooDOooo0ooDUoooDooDoDooODoDoDOooaOo
ocooooooU0oooDOoooooOoooDUOooDoODO0ooOoO0ooDUoDDUOooDoDooDUooDUODoDaOo
00000000000 oo0o0oDo0ooDU0oo0DO0oo0o0ooDUooOoDooDoDOooDoDoOooDoOoaOo

20

30

40

50



Oo0ooooooooodg
OO0 oooodgogooao
Ooooooogooooao

O
O

(0}

m
o 8
<
[

oo oD ooooooooooogodg
O

s s s e e e e [ o |

Iy e s s [ I B
Oooooooooood

O O0Oooood
OOoooood
OO0O0o0ooood

OO0DOoDoooU0o0ooDoooUo0oDoD=—-o04dooooogogooao

=
m
O o
N
O

OOoooooogQgoao

10 0O O O DNAO

Oooooogoooaoo
Oooo0ooogoogoao
Ooooooogogogoao
Oooo0oooogoao
Oooooogogoao
OO0 o0ooogdogoao

Oo0ooooooooodg
OooooooooQgooao

O

0 Rothstein,

oooao

194:132-1460

O

I [y |
O Ooo0oooao

O

Oooooooogooooao
OooooogQgooao

O 0Ooo0ooao
O Ooooo

ooooao

Saccharomyces

goooand
ooooao
goooan
goooand

OO0 o0ooogdogoao
Oo0oooogoQgooaoo
Oo0o0ooogdogooao

0O

ad
0O
od
ad

1983, Meth.

Ooo0oooodQgooao

(29)

Oo0oooogdgooao
Ooo0o0ooodQgooao
Oo0oooogodQgooao
OooOoo0oooodg
OoOoo0oooogdg
OooO0Oo0oooOod

JP 2009-100746 A 2009.5.14

Enzymol. 101:202-2110 O

oogooboobooooobooboooobobooooobl
uogobobboooobooouoouoboooooan
-000000oo0ooocooObbob0oo0oooooan

2000000000000 OOOOO
oooooDoDoUooooooooooao
oooooDoDoooooooooooao
Jooo0oo0ooDO0o0ooooooooooao
JooooDoDoUoooUoooooooao
oooooDoDOoooooorOODOOOO
HerskowitzO 0O O Jensen, 1991, Meth.

ooz2000o0ocoobOb0ob0oooooooobboboooooan
cerevistaeUl a0l D OO0 0Ja OD0DODOOOOOODOODODGO
ooobOobOoOO0oDooooboobob20000b00b0000000
ooooODbDOODNADDODOOODOOOOOD1oOoooooDbOaO
gooboooobboOogDNAOODDDOOODDOOO?20
ooobobooooobboogooboooobbooooba

ODbaldO0OO0OOODODODODOOOOOODODDOOODGAMODDOODODDOODOO
DNAODOOOooooooobboooooooobbooooooooboboooao
ooobobOoOoooooooobDoboboooooooobboboooooooo
DNAOD O OOooooooobbbo2c0000000O0o0o0ObDDboeO0O0O0O0GO0OO
ooobODbOO0OO0DO0ooooooODNACDODDODDDOOODOOGOOoOOoODODDODDOOOO

goooan

ooao
ggd
ZI1P1O

O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O oOooo
O 0Ooo

O
O

O 0ooo
O Ooooo

O

oggoao

oooao
ggoao
REC1020

oooao
oggooao
aggoano
O

ooono
oooao

[ |
O

O

[ |
O

O

O
O

gooao
oggaod
0 ME140

gooao
oggaog
ugooano

O
O
O

O
O
O

ooobODbOOoO0oDooooooooboao
goobooboooooboooogobboo
goooooooao

DNAODODODOOOoooooooonboano
gooobboooooboooobbDboao
gogobboooooooooobobooad

gboboi1gooooooo-obooooooooogao
addooObOODO0ODOooooooboObObOOoooooan

oooOobOobOO0oooi1loooooooooboboooooooooao
DNAOD O ODOOooobboooobiobbooooboooooaoan
OO0 [COCOO0O0O0O0D1000O0O0ODNADOOCDODODODOODOD
ooobODbOO0O0Do0oooooobObObOoOoooooocoobbooooo
ioooooobooooob oo iwwooboboooob20b0b000oo0obooo0o20000

uoogobobooooobboooobbooooooboobolbooooboooooboDbooan
ocj0oo0b00100O00CO0OO0O0O0O0ODOODODODODOOD2000000D00DOO
ojiiggogobobooooboboooobbooobobouoobobcbbO0oOo200d
ooob220000DbDbO0OO0DO0O0O0OO0OODODODDDODOODODOoOooODOOoDDDOOOO
ooooboDboOoO0ooooooooobobboooooooobobobbooooo2000
oocobObOO0O00o0oooob01loooooobbbo220000000000200
ocooo0o0oooDO0oddcogooopoDoooD1lDoooopoDoooooo20000

10

20

30

40

50



(30)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooooObObOO0O0oDOoooooobD3awWooobODbbOO0o0ooOoooooODbODO3000D00ODNA
gogoboooobbooogobDNAD D OO0 oooobbooobobbogoboDbnb
ooooDboOO0oo20b0b00000000OO0ODODDO100DOD0O0000020000000
oooooboooOoo20b0b000000O0OoOoODbOOO0O0DO0o0oo0oo0oOobD1Ooboobo20000
ooooObbOO0o0ooooooobbbooodoooobed0lDDooobOoDbD20000
gooobooooobobooooboboooobbilboooobboboo200000b00000
ggoboboooooboooobon

oooooao

5,420 F-box0 00000000 O0O0OOCODODDOOODOOOOODDODOOOOOOGORGOD
ggoano
cooooooOOoooOOooOooDbDOoceckiCOooOOoooDOooOoOoODO0oOoDDbDOobOODOoDOO
ooooObobooooooooobbooooooooobbooboooooobbooood
ooooboO0oooooooobDDbbooooooosCcFO0ooDooDbDoboboooooonn
OCoO0o00o0DoODO0O0OO0DO0O0O0O0DUOO0FR-boxBOOODDOOOODODODDODDODOODODODOO

OF-boxO ODOODOOOODODODOODOOODODODODDODDODODDODODODDODDODODOODORO
OF-boxO0 OOODODODDOODOOOODOOODDOODODOOOOODDOOODOOOOO
gogoboooooboboboooobboooooboooooboboooooboooobbooOoOoders
pOOO0OO0O0OOOOOODODDODOOOOOOOODODOGO

OO0 oooooooooooogdg
OO0 Do ooogogogooooogogdg

Ooooooogdg

O

OoOoo0oooogd

Ooooooogodg

9]
X
ke
N
[

O 0Ooo0oooao
O Ooogoao

O

O 0Ooo0oooao

O O0ooo

OO0 oDooooogoooooogoogdg
OoOoo0ooood

Dooooo
Oooop
oooooOo
ooooo

goooao
goobooo0o0bE2F-1D0000DDOOO0O
E2F-10 0000000 O0ODOOO0O00o0oo0ooocoobbobooooooan
ooocooboobooOooooooooobobboooooooobobbooooooao
OO00Oskp20 OO O OOF-boxO OOOODDOOOOOODODODE2DDO
OoOO0o0O0O0oo0ooDO0oOoO0O0ooODUOooDDoDOooO0ooDOskp20 000000
OF-boxO ODOODOOOOODOODODOO

O00000F-boxdO>OOnQOodOo
-000o0oooooooooao
goooooos8soooooOoao
00000000 an vivol O

O Oooo

O0D0O0D0O0000F-boxd O

0O FBP1O Cull/skplO O O O O
ooooDDoDOoDo0oo0oooooao
Oo0oDDoDOoDo0oo0oooooao
invitroo OOOooOoad

OO0O0oDO0O0skp20 0000
oooDDbOOoOO0oOoooooao

OO0000O0DO0Oo0OO0Oskp20 000D OOCODODODOODDODODOODOO Gk

Y DoOOoOoOoOoooop270 0000000000 DOOO0OOODOODOGDOSkKp20 p270 0 00O
OCOoOO00p270 000000000 DOOCDOODO0OODOODOSKkp20000O0O000O0ODO0OO
ooo0oDDOO0O0oOoOoooobDbooogP2700O0sSkp20 00D DOO0O0OOOODODODDOS
k20 OO0 OooOOooooooooOoooooOoooDooooooooDooogoooooDodd

Ooooooooao
O immunodepletion

agd
ud
o0
1.0
ad
00
gd
od
ud
oo
ogd

O

oo ooooogogoo
OO0 ooooogogog
oo oooooogogoo

O

O

goao
uoao
ooo
goao

O

g
u
O
g

ooocooobooOoO0oDooooooobobobooooooobobbooooo
assayD 0D OO 0OOSkp2/p270 000000000 DOODOOODODO
p270 000000000 vitroD 00000 DOODODODOOOO
OoOOp270skp20 000 0CO0OO0OO0OO0ODODOOCDOODOODODOOO
ooocooOboOoo0oDooooooobbbooooooooboODbDDbOaOs.T.
ooooDDoOO0oO0oOooooooDbDDbDboskp20 00 00DbbbbooOod
p270 0000000000000 Skp2/p270 00 000O0OCDOO0OOODOO
ooocooObbOobOooooooooobobboooooan

OoOOooo0Ooo0oDOooO0oDO0oOU0OoDOoo0O0O0OO00OFR-boxD OOOODOODO
gugobobooooobobbooouoobooouoobooboooobbooooboboooooao
goocoboboooooooobbobobooooooobDbO0O0OooeFrePOO
gooooooobooooooboooobobobooobobbooooboobooooban

10

20

30

40

50



(31)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooooobObOO0OO0oDoooooooObbooooooooobObbobODOoooobOooneErBPOO
ooooODOoOO0oO0ooOoooooODbDboOoOoOooorBPOOOOOODODDDOOOIIKBa OB -
O0O0OD0DDmycO E2F-10 p270 p210 0 D0 0 O 0D A0 D OO O0OOBOcecyecDID OO OODOEODO
OpS3000ooooObObO0O0oooooooobboboooooocoobbobobooooodnb
OCOF-boxDOOODDOOOODODODODODOOODODODODDODDODODODODODODDOODODODORO
gooooboooooborBPOOOOODODDOOOODDOOOODDOOOODDODOODODDGO
ugogooogd
5.50F-box0 000 000O0D0O0O0D0DOO0OO0ODOO0OO0DODOOOOOOODOO

O

L2 Ay e e e e e e [ [ [ [ s i [

O

O OoOooo

O 0Ooooo

O

ooocooDoDoOoOoOogdbinvitroD OO invivoO O OOOOQOQODDOOOOO
ugrBPOO0ODOO0OO0OOOOOOOOODDOOOODOOOODODOOOOOOOOOn
ooooobobooooooooobobobooooooobobboooooobooooboao
FBPO OO OOGOoOCOODODOO0OO0OO0O0OooOoooOoDbODDbDOO0oDOoooooooboooog
gooooooobobobooogooboooobboooboboooboban

O

ud

FBPO OO OGOGOOOODDODOO0OO0OO0DO0OOOoOOoOODOODO0ODOoOooooobODDbDbOO0OOoooonn
gooboorBPOOFRRBPOODODDODOOOODDOOOODDDODOOODDODOOODODO
gogobormPOOOOOODOOOOODODOOOODODOOOODOOOODDOOOO
0O FBPO Skpll O 0O O O O O O O Skp20 E2F-10 Skp20 p27
-0o0o0ooobooo0ooobboooobobooogoDbao
goobobobooooobooooobobooooobooad

{2 e e A Y i [

O

!—‘I:II:II:II:II:II:II:II:II:IDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDDD
e s e e e e e e e e Y o A
mMTOoDooooOo0ooooo o ooDooo o ooDooooooooao

2 e e e e e Y o A |

ooooDboood
FBP1/Cull/SkplQO

O

O 0Ooo0oo0oooao
O Ooo0ooooao
O O0Oo0oo0oooao
O Ooo0ooooo
O 0O0o0ooooao
O Ooo0ooooao
O O0Oo0Oooooao
O Ooo0ooooaoo
O O0Oo0ooooao
O Ooo0ooooao
O O0Oo0ooooao
O 0Ooo0oo0oooao
O 0OooQgoooo
O 0Ooo0ooo

O

O 0Ooo0ooo0oao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooo
O Ooooo
O O0Oogoao
O Ooooo

OoOoo0ooood
OoOooooogod
OoOoo0ooood
OoOoo0oooogod
OO0oo0oooogd
OoOooooogod
OOooooogd
OoOoo0ooogod

O

0

ooooobooDao
goooooao

O

O Ooo
O 0Oooo

O O0Oo0ooogoao

O Ooo0oooao

g
g
O

O Ooo0oooao

O

B
O

O

O 0Ooo0oooao

O

O
O

O Ooo0oooao

O

O

O 0Ooo0oo0oo0oao

O

gooao

FBPOOOODDODOOOODODDODOOODODOOOO

O

O 0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0ooao
O 0Ooo0oooo
OO o0gooo

od

ooocooboboooao
ooocoobooooo
ooocooooooao
ooocooobooooao
FBPO O O O O O FBPO
oooooboooao

ooocooboboooao

O 0Ooo0oooao

O

oooao
oooDao
ooono
oooao
oooao

O Ooo0oooao

goooao

ugogobobooooobooooobod
FBPO O OO OOOOODODOOOO
gooboooobooobboo
gooboooooboooooooad
ooooboOoOoooooooooao

FBPUO ODODOOO0OO0OOOO0OO0OO0OOOO0O0oo0obObOoooooocoogoondn
ooobObO0oO0oDoooooooObOboooooooobbobobooooooao
ooobbooooobobooo0oobbooobDbDbO0199en 100 310 O O O PCT
WO 96/340990 D DO ODOoOoOUOOoODOOODOoOOoOoDOoooOooooDoDO

in vivod O
Ooooooao
oooooao
oooooao
OooooDoao

ooooOoOao

gooboooobbooooboooooboooooboo
FBPUO ODODOOO0OOOOO0OOOOOOO0OO0OOOO0OO0OO0:O0
ooooooobobobooooooocobobobobooooooao
goobooormPOO0OOO0OO0OODODOOOOODOOOO
gboboboooobboooobbooooooooooobooao

O

oxUOOODODDODOoOOoooDoODooooooooooboooooobooao

10

20

30

40

50



Iy e ey s e sy e s ey o

O 00000 =O0O0DOooo40ooooogg oo oDoDoooUDoDoDooUoUooDooggogogoao

O0Ooo0oooao

O

(32)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

FBPO O OF-boxDOODODODODOOOODODODOODOODODODODOODOODOOOOERBPOODO
goboboooobbooooboogoobobooooborBPOODOOOODDOOOODO
gooooooboooooboooobobooooboboooooboooooboboooan
gbooboooobbooouoobooouooboboooobboooooboouobobooadao
goooobobooooooooobobbooooooooobboboboooooooobooboao
FBPOOODODDODODOOODODOOO0OODODDODOO0OODODDODOOODODDODOOO0OODODOOOODOD

O

OoOoo0ood
Oo0Oo0ood

O

O

OO0 ooooo4ooooogogooao
OO0 oooooogogoo

Ooooooooooooogoogoooo

O

I [y . I ey . [y
O

O0Ooo0oooao

Ooooooogdg

O Ooo0ooo

>
El
t
n
o
=

O

O

I B
OoOoo0oooaog
I B
OoOoo0oooaoo

=}
Sl
=
-
o
[

OooOooooOoogoao

O 0Oooo
O Oooo
O 0Ooo
O Oooo
O 0O oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O O0ooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O 0O oo
O Oooo
O 0O oo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O Oooo

OooooogoQgdg
O0Ooo0Ooood
O 0Ooo0oooao

O

Ooooooooooogogdg
Oo0ooooooooooQgdg

FBPUO ODODOOOOODOO0OO0OO0obOOOoOoooboooobobO0OddddddeEBP

O

O

O

Ooooooogoooog
OO0 oDooo4Qgoooodg
Ooooooogoooodg
OO0 oDooo4gogoood
Ooooocoooooog
OoDoooo4Qgoooodg
Ooooocoooooodg
Oooooogooood
Ooooocoooooogdg
OooDooogogooQgQ =
OoOoo0oooogoogoao

OoOoo0oo0oogoodg

0

OO o0goo
O Ooooo
O OoOooog
O Ooooo
O OoOooo
O Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooo0ooo

O Ooo0oooao
O0Ooo0oooogod

O

FBPO O O O in
goooogao
gooooagao

O

0

O Ooo0oooao

O

O

ogrFBPO0 00 O00COODODOOOOOOOODODODOOOO

FBPOOODDODDODODOOODOOOODODDODOOOODODOOOOn

gboboboooobboooooooooooooooobooao
oooocoooboobooooooocobbobooooooao
goooobooboboboooooooobbobooooooao
goboboooobbooooboboooooboooooboboo
gboboboooobbooooboboooooooooobobooao
vitroOOOOOOOooODOoooOOoooooooooooooDoo

OoO0OinvivoOOODODDOOOOOOOODDDOO in vivold
gbobobooooboboooooooooobobooooboooaao
oooobObOO0oooooooao

O

goooano
goooao
goooao
goooao
goooan

O

DD

<I:I

I:l;‘.l:l
o

O O

OooooogoQgoao
Oooo0oooogoao
Oooooogogoao

Oo0oo0oogao
O 0oo0oo0oo

OO0 oDooo4goooodg
Ooooooogoooodg
OO0 oDooogoooodg
Ooooocoooooogdg
Oooooogoooodg
Ooooooogooooaoo
OooooogoQgoao

E-
g
g
0
g

b
O
O
O
O

oxUOO4oooOoooooao

ooocooboOooooooao
FBPO OO OGOGQOGooOOOO
ooooDbDDbOoOoooooao
ooocoobOooooooao

FBPO O OOOOOOO0OAO

O

Ooo0oooOooooOoao
Oooooodgoooaoo
OOo0oo0oooOooOoooOoaoo
OoooooQgooooaoo
OO0 o0Dooodogooao

Doooo
Doooo
(RRL)O O
Doooo
Doooo
Doooo
Doooo
Doooo
Doooo
Doooo
Doooo

ugogobbooooobood
2000000000000
ooooboooooobood
googobooooooboood
iooooooooocobobboboooooooobboooooooooao
gogooboooooboogooboboooobbooooboogooobao

200000000000 ODDODO0ODO0DO0DO0DO00OOOODDOOODOOOOoOoDDODDbOOOn
oooobobooooooooobbbooooooooobbbobooooobobolooon
goooboooooboboooobooboooobbooobboooobobooooboboogao

10

20

30

40

50



OoooooQogogoo

O Oooo

Ooooo-e

N

Oo0oooooo0 oo oo o0 oo oD oo oo oDoo4gogooooog

OO0 Do ooo4Qo0ooDoogg Qoo oogQgoao
Oo0oooooo0 oo ooo o0 oo ooogoQgog

OOooooogod

O

(33) JP 2009-100746 A 2009.5.14

00000000 ooDOoo0ooDU0ooDUOooo0DO0ooODU0Oo0oDUooDOoDOooDOoDooDooODOO
00000000 oo0oooo0oooUooDoDU0ooo0Do0ooDo0DooDoooDooDoDooDoooOd
0000000000000 oDoDo0ooDoDooDoooDoOao

Ooono
ocooo0oooOUoooDOooO0oooDU0ooDUOooOoDO0ooODU0OoDUoDOoDOooDOoDooDUooDDOd
FBPOOOODDODOOODODDODODODODODODDODODOODODOODODODUODOODOOODOODOO
Ooo0oo0ooDo0ooo0oooooDooDOooDo0Do0oDO0DoDooDoDooDoDooDooOoOd
OO0O0Opanningd 0000000 DODOOCODOOODODODOOOODODODOOParmley &
Smith, 1988, Gene 73:305-318; Fowlkes[ , 1992, BioTechniques 13:422-427; PCTO
00O WO 94183180 ; D 0D 000D O0OoDO0DOoDDOODODODOO0OODODDODODODOOOODOO
ooooo
ooooooo0oooDU0oooDOoo0ooDUooDODU0o0DO0DO0ooODU0DoDDOooDOoDO0ooODO0oOoODDOO

Oo0oao
Proc.

O
O
0
O

70

OOooooogogdg

&)
o
3 O
=

O

oo oooooogogooo

O

OoooDooogogooooogd

T

OO0 o0DOoOooo4Qo0ooDoogog Qoo oooggoao

OO0O0ODDO0O0O00Od0Fields & Song, 1989, Nature 340:245-246; ChienO , 1991
Natl. Acad. Sci. USA 88:9578-95820 0 O O OO FBPOOOODODODOODODODOGO
0O0o0o0oo0O0ooooDoooo

Oad

0o0ooDoooo0ooDoDooo0ooDoDoOo0oooDoooooDoDooooDoDoooonao

FBPO O ODODDODODOODDDOOODDODOFRBPOOOODDOOOOAOSKkp20 E2FO O O p
0dooDo0o0oo0oDoDoO0o0o0oDo0o0o0oo0DoDoDo0o0oo0DoDoDoOoooDoDoOoOooOooao
0oodooooo0ooDoDoo0oooDoooooDoDooooDoDooooDoDooooao
oa
O
0o0doooo0o0ooDoDoOo0o0oo0oDoo0o0oo0DoDoDo0o0oo0DoDoDooooDoDoOoooao
0o0ooooooooO0oooDoOooooOoo0oooDoDooooDoDooooao
000000 o0oOoDo0O0O0oo0DoDoDO0o0o0obOoOO0oo0oo0DDODDODOoOoooDoDOoOooOoDao
0odoooo0o0oDoDoOo0o0o0oDoo0oo0oDoDoDoo0o0DoDoDoOoooDoDoOooOooao
00000 Paganol O 1995, Science 269: 682-6850 0 0 0 0O O OOOOADO
is pH7.50 5mM MgCI,O 2mM ATPy -SO O.1mM DTTO OO OS5y MO OO ODODODO

Ooo0oooooo o0 oo oo o o0 oD oD oo oo0ooDosooo0oo0Doooogodg

Oo0ooooo4o0oooDooogogoooooogogog

Oooooooodg
OOooooodg

s500200ng0 000000000 OCDDOOOOOOOODODDOOO In vitroO

OOoooO0o3op 1000000 DODOOCO0DO0ODOD0OoODOooO20000D0O 30
ooobDDbDOO0DOooooosysbso o oobD40200 00 0O0O0ODODOOOO
ooobObO0oO0oDoooooooObOboooooooobbobobooooooao
gogoooboooooboboooobboooobobooooboboboogooboogao
OO0O0000D0OO0O(Extravidin)- HRPO Signa0 O 00 0O O00OOO0ODOOOO
ECLOOOONEND OO OOGOOOODODDODOOOO0OGOnn

googooboooooboooooboboooooobooooobobooooobooooao
oooobObOOoO0ODOoooooooobobboooooooobOboboboboooooano
ooobObO0oO0oDO0oooooooObOboooooooobboboboboooooao
googoobooooooboboooobobooooooboooobobobooooboogao
uogoboooooboboooobobooooobooooboooobooogaao

FBPOOOOOOOOOODODODODODOO0OOOOODODDODOODOOooOooooODOaO
O

Oooooooodg
Oooooooogdg
OO0 ooooogg
Oooooooogg
OO0 oooogg
Oooooooogdg
O oOooooogdg
Oooooooogdg
OOooooogdg
OoooooooQgodg
Ooooooogdg
Oooooooodg
Ooooooogdg
Oooooooodg
Oooooooogg
OO0 oooogdg
Oooooooogdg
OO0 oooogg
Oooooooogdg
Oooooogg
Oooooooogodg
Ooooooogdg
Oooooooodg
Oooooooogdg
Oooooooodg
Oooooooogdg
OO0 ooooogg
Oooooooogg
OO0 ooooggdg
Oooooooogodg
O oOooooogdg
Oooooooogodg

10

20

30

40

50



(34) JP 2009-100746 A 2009.5.14

000001gdO0000OdaOdaOoBrinkmann PolytronO O 0O O O O 0O O PT 3000, Westbury,
NYOOOOODODOAa5,000rpm0 O IMID 20 0000000000000 DO0O0OOOOODOOO
0003000000000 000D0DA40 0O 0 450 0 0 Beckman JA-20.10 O O O O Bec
kman Instruments, Palo Alto, CAD OO 0O 0O 15,000rpmd0 O OO DO OO ODODOOOODOAO
80U 00000000 DU0O0DOO0O0DUOUD0D0DD0DDODODODODU0DDODDODOODODOLodal 01
997, Nature Medicine 3: 231-2340 0 0 0 0 0 000D0DDO0DO0DO0ODO0OOOOODOODDOOO
Oooooo
I o e 10T A o o R A A R e 0 0 | W
0000000000 0000D0 50mM Tris-HCI(pH8.0)O 5mM MgCI,O O O O 1mM DTTO 2m
MATPO IOMMO O O 0D 00D DO O0ODOOOD1OmMMOOOOOOODODODOOSy MOOOODO
00000000 ooO370c000D0O0DUOO0O0DO0DO0ODO0DO0ODUODOoDODODODODOoODODOODDO
ocooo0oooOUoooDOooO0oooDU0ooDUOooOoDO0ooODU0OoDUoDOoDOooDOoDooDUooDDOd
0000000000000 00D0D0D0D0OD0DHRPOODODODODODDODOOODODODO

oo

OO0OO0ODDOO0OOOPDrosophilaD D OFBPO OO ODOOOOODOODDOOOO
OCOoO00O00oODO0ooOo0O0oO00O0oDO0OOo0DbODOO0OO0O0OO0O0D0DOdOaoODrosophilall OO
FBPOO OO OOOOODODDODOODODOOOOODDODOOODOOOoOOODODDOOOO
goooooooboboooooboooobobooobobbooooobooooobao
goobobooooobboooobbooormPOObbO0oO0ooboboOOoOoOooO0OO
ooobObOOO0DOoooooooObobboooooooobobobbooooooan
Oo0ooo0ooDOoo0O0O0OinvivoODOOOFBPOODOOODOODOODODODO
gooboooooboogogobooooobanb

Oo0ooooogoooood
Oo0oooodQgoooao

OooOoo0ooood
OOoo0oooaog

0o0o0oDDO000Ooo0oooDoDoODDO0DO0DO0O0Uo0oooDoDoDOoDo0DOoOoOo0oOoOao
0 0000000000000 0D000o0oo0o0o0DDLODO0D0D0DOoU0oooOooDoDoOooOoOg

00o0ooDoOo0ooooOooodoParmleyd O O Smith, 1989, Adv. Exp. Med. Biol. 2
51: 215-2180 ScottO O O Smith, 1990, Science 249: 386-3900 FowlkesO 0O 1992, BioT
echniques 13: 422-4270 OldenburgO O 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5393-53
970 Yud 0O 1994, Cell 76: 933-9450 Staudtl 0O 1988, Science 241: 577-5800 BockO O
1992, Nature 355: 564-5660 TuerkO 0O 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 6988-69
920 Ellingtond O 1992, Nature 355: 850-8520 0 0 0 O O 5,096,850 0 000 0O 0O5,2
23,4090 0 00O O0OODDOOOSb,198,3460 0 0 U O O Ladnerd O O Rebard O O Pabo, 1993

Science 263: 671-6730 0O 0O O O PCRO O O O W094/183180 0O

Ooooooooooooogooooao
OO0 oDoDoogog4ooooogogooao

Ooooooad

00000000 oDoDoO0o0o0DoDo0o0o0DoDoDoo0oo0oDoDoOoo0ooDoDoDoooDoDoDoOoao
0o0o0ooDoo0oooDoDooo0ooDoDoo0ooDoDoDooo0ooDoDooooDoDooooDoDoooao
0o0o0oDoOo0oooOrFBPOOOOODDOOOODDDODOOODDODOOOODDODOOODDRO
00000000 oODoDoO0o0oo0DoDo0o0oo0DobODoODO0oOoo0DDbODDODOoOoo0oDoDooooDoDoogoao
0o0o0oDoo0oo0ooDoDOorFBPOOODODODOOODDODOOODDDODODOOODDODOOOODORD
0ooooo0ooooDooo0ooDoDoOo0ooDoODoDooooDoDooooDoDooooDoDooOoao
00000000 DoDDoDOoO0O0D0nvitro00DDOOODDDOOODODDODOOOODDOOOO
0o0ooDoooooDooooooao

oooooad

0 A o o A A A e A A A e R A A A e R A A A A e m A AN A W =eTe (o] g
0 1991, Science 251: 767-7730 HoughtenO O 1991, Nature 354: 84-860 LamO O 1991,

Nature 354: 82-840 Medynskil 1994, Bio/Technology 12: 709-7100 Gallopd 0O 1994, J
. Medicinal Chemistry 37(9): 1233-12510 Ohlmeyer( 0O 1993, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90: 10922-109260 Erb0O O 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11422-114260 H
oughten O 1992, Biotechniques 13: 4120 Jayawickremel O 1994, Proc. Natl. Acad.

10

20

30

40

50



(35) JP 2009-100746 A 2009.5.14

Sci. USA 91: 1614-16180 Salmond O 1993, Proc. Natl. Acd. Sci. USA 90: 11708-1171
20 PCTO O O O wW093/202420 0O O O O O Brennerd O O Lerner, 1992, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89: 5381-53830
oooooao
0 o o o A A R AR WA ST o0} ¢
O O O Smith, 1990, Science 249: 386-3900 Devlind O 1990, Science, 249: 404-4060
Christiand O 1992, J. Mol. Biol. 227: 711-7180 Lenstra, 1992, J. Immunol. Meth.
152: 149-1570 KayO 0O 1993, Gene 128: 59-650 0O O O O PCTO O O O w094/183180 O 199
40 80 180 0 O O O
oooooao
Oinvitroo OOOODOQOODODODODODODODODODOOODDDODOUODOOOOQOOODDODODOOOOd
OO0O0DDOPCTO OO O W091/7050580 O 19910 40 180 0O O O O O O O MattheakisO 0O 19
94, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 9022-90260
oooooao
0oooDDODoO0U0o00o0o0ooDDoDoODO0DO0D0O0U0O0oOoDDDODO0DU0DO0O0O0O0OODaOoOaoOBunin
O 0 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 4708-47120 D 0 OO0 OO ODOOoODOOOAO
000000000 Simond O 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 9367-93710 O O
ooooDoDoOO0o0oooooooDoODOo0DO0Do0Do0o0UoooDoDDDODO0OU0DOoOo0ooDooDoDoDoDoOooOoOd
o000 O00000dO0oo0oo0oo0O0ODO0D0DO0DU0U0U0O0ooDODU0OU0DO0DO0OooDoDoOoDoODOoODOoOOd
O 0O O Ostreshd O 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11138-111420 0 00 0 O O
ooooao
oooooao
5.56.20F-box0 0000000000000 0O0O0DO0O0O0ODOD0DOOO0OOOOOODOOAGO
ooooDoooogaod
00540 0000000000000 0OODDDODODODO0ODOOOOODODDODODOOOOOGOOO
O000D0000F-boxOODDODODODDODDODODODODDDODODOODDDODODOOODDDODOOODODRDO
oo0oo0oo0DOoU0U0O0odUooooDoODO0ODU0DU0DU0UUd0UdDU0Do0DOoDDDUOUDODO0UO0OOLoDoODoODDoDODOOOd
oooooao
oooooao
0o0o0oDoo0o0oo0ooDoDooo0ooDoDo700000i100000000F-boxOd0OOOOOOAO
SkpUE2F-10 0000 0O0O0OD0ODO0ODO0DO0DO0DO0OO0OO0OOODODDODOUODOO0OoOoODOoODoDOoODOoOOOO
0o0o0ooDDoDo0oD00O00o0o0o0o0DDo0DO00000O0o0oDDoDO0DO0DO0DOoO0OoOoOoOoDDOan0iIn
vivoO OO invitroO O OODDODODODODOODDDODOOWnvivoOO OO OOODODDOOODOAO
OO00OSkp20 O OE2F-10 0 00O Skp2/E2F-10 0 0000 O0OQ0O0ODODDODODODODOOOOO
ooooDDODOoOO0U0o0oO0ooooDoODo0DO0Do0Do0O0Uoo0DoDoDDDO0OU0DOoOoooooDoDoDoOooOoOod
00000055, 100000Skp20 00000000 0O0OOODODDDODOODOOODODGDO AN
vitroo O OOoOOoOooooogyod gopolo00oooDoDooooDoDoooooodd
Oooao oooooDoDoDOoooooooooDoooood
invitro0 D OO0 OO0 OoQoOoDoDDoDOoOOoOooooao
SkpRZO E2F-10 0D D00 O0O0oDOoDOoOooOooood
oooooDoDoOoo3zooo3poooooood
ooooDoDDODOoooooooooDv7ooooOOO
0000DDD0DO00000OFBPO Skp20 O OO OO
ooooao

O Oo0oooogd
Ooooooogodg
OO0 oooooggogoao
OoooooooQgoogoao
Oo0oooooggogoo
OoOoo0ooood
OOoo0ooood
OOoo0oo0oood
OoOoooood
OO0Ooo0ooood
OoOoooood
O0Ooo0ooood
OoOoo0ooood
OOoo0oooogod
OoOoo0ooood
OOooooogogdg
Oooo0oooQgdg

OO0O0ODDO0OO0OO0OO0O0OO0OCOF-boxOOODODDDOSkplOOOOODODDOOOOO
go Oo0o0oo0o0oDoDO0oooO0ooO0oDOooOoO0O0oO0o0DOD i InvivoD OODO in
vitroD 000000000000 F-boxOOOOOOsSkplODODOOODOODOODODOO
OCOO0OinvitroDDOOODOODODODODOODOOSkplOOOODOORBPODOOOODOD
goobooooobobo3rgboobosoooooboboooobboooooboooooboboogao

OooooooQgoo

10

20

30

40

50



Ooo0ooooogQgoo

vitrold

O

OO0 ooDooogog4gogooooogogdg
Oo0oooooooooooogoQgog

Iy e ey e ey e e s [ Ay

OO0 Do ooo4Qo0ooDoogg Qoo oogQgoao
OO0 ooooo o0 oo ooo o0 oo oogoQgoo
OO0 o0DOoOooo4Qo0ooDoogog Qoo oooggoao
Ooo0ooooo o0 oo oo o o0 oo ooogoQgoo
OO0 oDOoooo4Qo0 oo ooo oo oooogQgoo

OOoooood
OOooooodg
OOoo0ooood
OOo0o0oooodg
O 0O0oOooood
OOo0oooodg
O 0O0ooood
OOo0ooood
O Oo0oooodg
OoOoo0ooood
OO0Oo0ooood
OoOoo0ooood
OOoo0ooood
OOoo0ooood
OOooooodg
OO0Ooo0ooood
OOooooodg
O O0O0o0oooodg
OOooooodg
O O0Ooooood
OOoooood
OO0O0o0ooood
OOoo0ooood
OOoo0ooood
OOoooood
OOoo0ooood
OOoo0ooood
OOo0o0oooodg
O 0O0o0ooood
OOo0oooodg
O O0ooood
OOooooodg
O Oo0oooodg
OOoo0ooood

O

OOo0ooDooo4ogoooogogoao

OOo0ooooooooooooooooogogooao
OOo0ooDoooooooooooooogogogoao

Oooooooooood
Ooooooogooood
Oooooooooood
OooooooQoooood
OO0 oDooogog4Qgooood
Ooooooogooood
OO0 oDooogoggooood
Ooooooooooodg
OooooogogQgooood
Oooooooooood
OooooogoQgooood
Oooooooooood

O Ooo0oo0oooao
O Ooooooaog
O Ooo0oo0oo0ooao
O Ooo0ooooo
oo ooogQg e

O 0Ooo0ooo

OoooooOoogoao
OoooooQgogoao
OooOoo0oooOoogao
OooooQgogoao
OO0 o0ooogo-gogao
Ooo0oooQgogoao
OOo0ooogo-gogao
Ooo0oooQgogoao
Oo0ooogogogao
Ooo0oooQogogoao
OoOoooogogogao
OooOooooQooQgao

O 0Oooo

O 0Ooo

O oOooo

O OooOd

>
<

O O0Oo0oooo

O 0Oooo

oo ooog e
O 0Oo0oooo
O Oo0oooao
O Ooo0ooooao
O Oo0ooooaog
O Ooo0oo0oooao

O 0Oooo

O 0Oooo

r+
=
o
O

O 0Oooo

O o0Oooo

O oOooo

O o0Oooo

(36) JP 2009-100746 A 2009.5.14

oDO0oo00Os.5.10 0000000000000 00000DO0O0ODOO0OD0O0ODbOXDO OO
OO0skplDODDODODODODOODODOODDOODODOOOOODDODOOODODOODOODDO
gooboooobooogovvyoogoboboooooboooobboooooboorBPOOOO
gbbooboooobrmPUbOO00bbooooobboooobboooobooooobn
S5.700000000O0COO0DODO0OO0O0O0OOOOODOOO

goao
uoao
ogoaon
goao
uoao

invitroD O0ODODO0ODODOOODOOOODODOODOO
ooocooboboooooooocobobbooood
goooooooboboboogogoobboooobboo
oooocoooOoooDOoooOooOooDOooaOin
ooocoobooboooooooocobobbooood
goocoobbooooooooobobooood
gooobooooobobbooooobbooooobobooad
gogobobooooobbooooobbooooobobooad
goocooboboooooooocobobooood
gooooooobobboooobboooobboo
gooboboooobobOOOceDNAD DO OODODOOO
ooocoobobooooooooao
gooobooooobbooooboboooooboobooad
ooocooboboooooooocobobbooood
goocobobooooz2z200o0oo0ooooooan
gooobooooobobbooooimooobooogao
ugogobooooobobbooooobobilbooaogao
ooocooboboooooooocobobbooood
g

200000000000 ODO0ODO0ODO0DO0DO0DO00COOODODDOOODOOOOODODDODDOOOO

goiigoooooooboboooobbooogao

gooobooooobbooooboboooooboobooad
gogobobooooobbooooobbooooobobooad
goocooboboooooooocobobbooood

ooocooboboooooooocobobbooood
iooo0oooooooboboooobboogao
t

O
O
O
O

O 0Ooo0ooOoao
O Ooooo
O 0O o0ooOoo
O Ooooo
OO oOooo
O Ooooo
O OoOooo
O Ooooao
O OooOooo
O 0Ooo0ooao
O Ooooo
O 0Ooo0ooao
O Ooooo
O 0Ooo0ooOoao
O Ooooo
OO oO0ooo
O Ooooo
O OoOooo
O Ooooo
O OooOooo
O Ooo0ooo

10

20

30

40

50



(37)

ooooOboOOooooooobobboooooooooao

O

goooao

JP 2009-100746 A 2009.5.14

5.60 F-boxO0 0 00 000O0D0OOO0OO0DO0DDOODODOOODODOODODODOODODODOODODO

g d
cooooooOoooOoooobOoobOOobOO0ooDOooOp-00D0ODO0DO0DDODOOODOO
OoOO0O00O000OckiODp30 0000D0ODO0O0DDODOOO0DODDUODDODDOODDODODODODDODO
FBPUO OODOOO0OOOOOO0OO0bOOOO0oOoooboooobbooooooooooban
gooooobobooboooooooobobboooooooobboooo

O

Oooooooo0ooooooo0 oo oooo0ooDooooooooogod

vs)
o

oo ooooogogooo

goooao

FBPUO OODOOO0OOOOOOO0OOODOO0OO0OOODOOOrmRPOOODODOOOOODOOOO

FBPO OO O OOOOCODODDOOOO0OOOFrFBPOOOFRRPOOOOOOOODORO

oooooo0ooU0ooDUOooOo0DooODU0ooDoDOoooooDOooaOo
OFBPOOOODODODDODOODODODDODODODOOOODOO
OD0DO0DO0OFBPIOODDODODOODOOI10g24a0 000000
ooDoooooUoooDooooo(dCcLoytoooopuooao
00000000 oDO0ooDO0DooDUoooDooOoDooDooao
t(10;14)(g24;q11)0 0 0 ©(7;10)(g35;q24)0 0 O O O O

Oooo0oooQgoao
Oooooogoggoao
Oooo0ooogoao
O Ooo0oooao
O O0Oo0ooOoao

0oo
000
9340
O

O Ooo0oooao

10240 DO D OO0ODOODOOO9340 000D DOrRBP2ZDODOOOODOO

ooH)ooooooooooooao

O

OO0Ooo0ooood
OOoooood
OOoooood
OoOoo0ooood

O

0

OCOoOO0O0OO0O0o0O0OoOgd(LoH)
ooocooboOooooooao
goocooObooooooao
Ugo0bi13g220 000000
gooooooobooogdo
S5pl20 000 O0O0oOOOOO
goooooooboogao
gooooooobooogdao

6g25-260 0 D DO OOOODODOOOOOOOODOGDODGOEFRBPTO
gobooooboboooooboooooboboooboboboogao
oooboboogisgisooooogano

oad

Ooo0o0oooOodg
OoOoo0ooooQgdg
OooO0Oo0ooood
OoOoo0oooogdg
Ooo0Ooo0ooood
Oo0oooogdg
OO0oo0oooogdg
OooOoo0oooQgodg
OoOoo0ooogdg

O

gogao

O

orFBPOOO0DODOOOOODODO

ugobooooooboodoagdo
ooooObODOO0oO0ooooooao
FBPO O ODODOOOODODDOOO

gogoboooooooogdo
ooooOoDOoOrBPOODOOOOF
ooooObOOO0oo0ooooooao

FBPOUOODODOOOOODODOOOOODDOOO0OODODOOOODODrRRPODOOOOODODOO

gboborBPOOOOOODOOOOODOOOOOOOOOODO
goooooboobooooooooobbbooooooooooboao
googooobooooobbogoobbooooboooooban

ooobooobobobbooobboooobooooobao
OODELISAD0DO0DODDOOOOOoOoOoDDoDOoOOO0n

uogboboouooobbouoobbooooboooooao
ooobOboOoO0ooooooobbooooooooooboao

goooao
goocooOboOooooooao
gooooooobooogao
gboboboooooboodoagao
goocoobooooooao
gooooooobboogao
goooooooooogao
goooooao
goooooobboooobDboo
oooooDDrBP2Z000000D0DO
ooooobboooooooooao
goFrBP3D 0 0O0O0OOSCLCOODODO
goooooobbooobDboo
gboooooobboddoddodO kP4l
oooooboooooooooao
goooooobboFrBPSODDOOO
gboobooooobboooobboddo
ooooooobooog
goboboooobbooo
gboobooooobobooooboboao
gbooooooboan

goooao
goooooobbooobDboo
gbobooooobboooobobaod
oooooboooooooooao
goooooobboooobDboo
gbooboooooboboooobbooao
oooooboboooooooooao
goooobboooooooooao
go

gboboboooobboaod
ooooooobooooo
gooboooooboooonob
gbooboooooboooad
goooao
goooooooboooonon
gbooboooooooooonb
gboobooooooboodogogno
goooooOobooooooao
gooboooooboooonob

ooobooobobbooobbooooboooooban

10

20

30

40

50



(38) JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooooODbOOO0oooooobooobobbooogoao

g
a

Iy e e e e ey s s Iy
e e e e e ey e e A e e ) s e ) e e Y Y I Y

oo ooooogogoo
Oooooogogoao
OooooooQgoo
Ooooooogdg

goooao

FBPUO OODOOOOOODOOOOODOOO0OODODOOOODODOOOOOODOOOoODaD

O
Oo0ooooogogogoog

O

Oooooooooood
O

Oo0ooooQgoooao
OoDooogoggogooood

[ I |
[ O R |

OoOooooggQg
OooooggoQg

Ooooooooooooooooaoo
Ooo0oooOooao

O

O

O

I [ |

Ooooooogodg
Oooooooogdg
O 0Ooo0ooOoo0oao
O Ooooo

O 0Ooo0ooo
O Ooogoo
O 0Ooo0ooo
O 0Ooogoo
O O oQgogo
O 0Ooogoo
O O Qoo

O

OoOoo0ooood
OoOooooogod
OoOoo0ooood
OoOoo0oooogod
OO0oo0oooogd
OoOooooogod
OOooooogd
OoOoo0ooogod
OOoo0oooogd
OooOoo0oood

OooooogogoQg

g
u

O

[ |

g
u

gooao
FBP RNAO DNADO
ooooao
ooooOao
ooooao
ooooDDbDOoOao
73 o0oo0DbO00DO0o0oooooobOboOooooooooobobobOoooooooooOoan
FBPOO OO0 O0O0OO0OOODODDODOODODOOOOODODDOOOOFRBP RNAODOOOOODODOOGO

OooooogogaoQg

Oooooooogdg

Ooooo0oogoood

[

O

OooooogogaoQg
OOo0ooogogdg

g

OoOoo0ooood
O 0Oo0oooogod
OOoo0ooood
O Ooo0oooogod
OoOoo0ooood
OOoo0ooood
O0Ooo0oo0oood

FBPU O ODOOOUoOooOoOo4ooobobooaad
ooocoobobooooooooooooao
ogrFBPO 00000 OO0ODOOOODORDO
gogobobooooboooobooogdo
ooocoobobooooooooooobao
FBP DNAD O ORNAOD O O DO DO OOODOADO
goooboooooboobooooooogao 10

OOoo0ooood
OO0Ooo0oo0oood

FBPO O O O OOFBP RNAOD OO FBPO OO DODODOOODODODADO
OCOoOOO0OO0OF-boxDO OODOOOODODODOODOOODODOOODODO
ooooobOoOO0oO0oDooooorBPOOOODODODDODOOOOOGOO
FBPO OO ODOO0O0OODO0OO0OO0OO0OO0OrRBPODDOOOODFBPODDOOO
goobrrPOOOOOODDODOOOODDODOOOODOOOOODODRDO
ooobODbOO0o0oDoooooobOobobooooooobocoobbOoooo
gooooboooooboboogoobobooobobobooobboogao
gooooboooooboboooobboooooooboooobooooao 20

O0oo0o0oDoDO0oOo0ooUoooDOnsitwld 0000000 OoODOD
FBPO O OinvivoO OO invitroD OO O0O0ODODEB3DODO0OOODOODOO

O

O

O

O O0Oo0Ooogoaog
O Ooo0oooao
O Oo0ooogoaog

0

00

0000000000000 00000000O0F-boxO OO
0000000000000 00000O0SkplD O0D0O0OOO
000000 O0OFBPODOODODOODOODODODODOODOO
FISHORFLPO O O SSCPO FBPO 0 D 0 DD ODODOOODOO
0000000000 PCRODOOODOODOFBPO O ODNA
oooooooao 30
00000000 O0OOFBP MNADO OO OOOO0ODODOOOO
0000000000000 D0D0D00D0D0DO0DO0ODO0oDOooan
0000000000000 O0D0D00D0D0DO0DO0ooDOooooan
0000000000000 O0000000000000a0
000000000 DoDOo0oOoODn

OOFBPOOOOOOFBP RNRADOOFBPO 0D ODOOODOO

obDOoo00OO0OskplODODOOODODDODODDODODODODODODOODDODODODODO
FBPO OO DODOO0OO0OO0DDODOO0O0O0DODDOOOFRBP RNAODDNAD D OO OGODODOOOoODoDAO 40
FBPUO ODOO0OOObOOOO0Ooo0obObooooobobooooobboormPCOOOOOO

goocoobbOoooooooobobooooooao
gooooogooboogooooboooooboogao
gooooooobooooooooooooooadao
gooocoooboooos.7.3q000ooooooo0Oan
goooooobboOrFBPODOOODODDOOOOOFBP RNA
PO O O0O0OO0O0OO0OO0ODODDODOOOODOOOOODODRDO
ud

OoobDO0oO0OOrRBPMRNAODODDOOODODDOOODORDO 50



oo oooooooooodg

O oo ooogg

an Diego,
oooano

O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O O0ooo
O Oooo
O 0Ooo
O oOooo
O Ooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

OooOoo0ooodg
OoOoo0ooogoogdg
OooooooQgodg

O

O

Ooooooogdg
OoOoo0ooood
OOoooood
OoOoo0oo0oood
OoOoo0ooood

O
O

goooao
goooan

gooao

goooao
J0F-boxD OOODOO0OO0O0ODODOODODOOODODOODODOODODODOODOOOODODO

CAO

OOooo0ogao

OoOoo0ood

OO0Oo0ood

Oo0Oo0ood

O OoOooo
O 0Ooooao

O

O

O
O
O
O
O
O

(0 O O InnisOd

(39)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

oooobODbOO0oDO0oooooooObobobooooooao
goooboooooboboogooboooobboo
goobobobooooobooooobobooooobooad
uogobobobooooboboouoouobbooooobooad

FBPUO ODOOOO0OO0ODODOO0OO0OO0O0OOO0OO0OO0000
ooocooObOOoOoooooooorBPOOOOO
goooooooboboboogogoobboooobboo
gobOFrBP RNAODOOODODDOOOOOOOOOGO
ooocoobooboooooooocobobbooood
goorBPOOOOCODODDOOOOOOODODOGO

O o0Ooo0ooao

1990, PCR Protocols, Academic Press,
OH)OOooooDooOooo(EP 320,3080 0)fQi0opoDoDOooooDoOOd
ooo0oo0o0oO0ooo0obOO0OO0oO0oo0oob0oODo0o0oO0obODDbODOU0oOooUoDbDoODoOoOooOoDDOOO

Inc.,

gogoooboooooboboooobboooobobooooboboboogooboogao
utooboooooboooobobooooobooooobooooobooogao

oFBPO0 OO 0OO0OOCOODODOOOOOOODODDODOOOOOOOODOGDO

S

e e s e e e e e s e e s e 2 [ )
OO0 o0oooo4Q00ooDooo DU oDoDoog oo oDoDooggoaolio
Oo0oooooOo0 oo ooo o0 oo oo o0 oo ooogoQgoolio

OO0 oooo0oUooooDooUoo oo oDoDoo4ggooDooogogoooao
Ooo0ooooo o0 oo oo o o0 oo ooogoQgoo
Oo0ooooo4o0oooDooogogoooooogogog

OF-boxO0ODODODDODOOODODODODODODODDODOODODODODODOODODODOODO
FBPOOODODODOOODODOOO0OO0ODDODDODOO0OOODDODOOO0DODDODOO0OOooOoODoOOoOan
uogobooooooodooobooooooboooobbooad

oo

gogorBPOODDOOOODOOOOODOOOODDOOOODDDODOOODDOO
uoobooooobbooooobboooooboooobobbooooboooooan
FBPO O OO OOOOCOODODOOOrFBPODOOOOOOOODODDODOOOOOOGOOO
gooooooooboboooobobooooobobbooobobobooooboogao
goobooooobboooobobooooobooooobooogrBPOOODO
uogoboooooboboooobobooooobooooboooobooogaao
ooobODbOOo0oooorBPOO0OOOCODODDOOODOOOOODODDODOOOO
gooao

O

FBPO OO O OOOOODODDODOOODOOCOCOODODOOrRBPODOOOOOOODO

O

Oooo0ooogoo
OooooogoQgdg
Oooo0oooogoo
OoooooogoQgoao
OO0 oooogoQgogao
OooooooQgoao
OOooooogoQgogao
Oooooooogoo
Oooooogogogao
Oooo0ooogoo
Ooooooggoao
Oooo0oooQgoo
Oooooogoggoao
Oooo0ooogoo
Ooooooogoggoo
OoOoo0oooogoo
OooooooQgoo
OOooooogogogao

g
a
O
O
g
u
O
g
5.

oogooooooobood
googobooooooood
oooobODbOO0OO0oooooao
ooobObO0OO0oooooao
FBPO OO OOOOODOADO
ugogobbooooobood
ooooODbOO0O000dFBP
FBPO O OO OOOODOADO
qaoooooaoao

O oo oooggdg
Ooooooogdg
O Oooooogdg

FBPOOODDODOOODODDODDODOOOODODOO0OO0OODDODDOOOOODOOOoODDOD
googooobooooooboboooobboooooboooooboboooobooooao
FBPUO ODODOUOOUOODOO0OOouUbobooogrmPubdboocooobooogg
ooobObO0oO0oDO0oooooooObOboooooooobboboboboooooao
Oo0ooo0oooDOoooDOooU0oopoDUoooDOooOocCckiDoDoooooOooDOFR

10

20

30

40

50



(40) JP 2009-100746 A 2009.5.14

BpOOOCOOOOOODOOOOOOODDODOOODODOOOOODODDODOOODOOOOoODODOGO
gogoobooorFmPOODO0OODODODOODODDOOO0OODDOOOODDDOOOOLODODOODODGO
oogoboooobbooogao

goooboaad
ooooODOOrRBPOODODODOOOOORRPOUOOOOODDODOODODOOOODODDOOOOO
goooboooooboboooobooboooobbooobboooobobooooboboogao
cooooooOoooOooooobDUoooOooOOooDOooDbOoOooODOooDObceCckiDODOD
ooooObOoOO0oooooocoobboboooooooobboOoooooooobboooodd
gormBPOODODDOOOOODODOOODDODDOOOODDOOOODDDOOOODOOODODGO
gooobooooooboooooobooboooooobboooobboooooooooboobooooao
oooooOoOOoorBPOOOOOOOOOODODDODOOOOOOOODODOOOOOOOO
ooooObobooooooooobbooooooooobbooboooooobbooood
ag

ugooobooaad
ooooOobobooooooooobboboooooooobboOoooooooobboooodd
goooboos.yDoo0ooboDbDaO

goooaoaad

5.7 10 00 0000000000000 00O0OOCODODDODOO0O0O00O0O0O0OO0OO0OaO0
gooooo0oooooogooooogooooogoooan
oogoboooooboboboooooboormPOOO0O0ODOO0OO0OODODOOOOODOOOODRO
ooooOobobOoooooocooboboboooooooobboOooooooooobobooood
ooooObOOO0oOooooooooOrBPCODDODODOOORRPOOOOOCOOODDOOOOO
goormBPOODODOOOODODOOOODORRPODOOOODDODDODOOOODODOOOODODOOOO
ugogoboboooooboormPOO000bbOO00ooobOo0ooobboOoocoboboooboDbb
ooorBPOOOODODDOOOOOOOOODODDOOOOOOOODODDDOOOOOOOO
gooooogooobooogoobooboooobobooobbooobobooobboogao
gooboooooooboooooboobooooobboooobbooooobooooobobooogaao
ooooOobobooooooooooboboboooooooobbbOoooooooobobooooo
goobooboooobobbooobbooobobobo0oobbo0oUoo0oDbboOO0o0oO0DbDbDOSKP2Z m
RNADO DO OOOXOOODOoOooooooDDoOoskp2Op270 OO0 O0oOooO0OO

ugooobooaad

OOO0ODODDOORNAODOODNAD ODOOOOUOmMRNAODOODDODOOOOOOODODDOODOOO
gooobooooobDDOmRNAODDDODOOOODOOOODDOOOODODOOOODODOOOO
ggbbooddmRNADOOOOoOOoooooboboooobbooooooooooboooaao
ooooObOOO0O0oDoooocooObObOO0oOoOoooooOmNAD OO O OQCOOoOOoODODDOOOOg
goobooooboboboooobbooooboooobboo

goooooad
oooo0ODODO0OO0OO0OO0OORNADOOOOOCODODDODDODODOOOODORNOOCOODODDDOOOOGO
ooooObobooooooooobbooooooooobbooboooooobbooood
gogoboboooobboooogobNAD DO 00D oooobbooobobboooboDbnnb
ugogobobobodooobooooobobooooobboooobbooooboooooboboogao
ooooObOoOO0oooooocoobboboooooooobboOoooooooobboooodd
RNAODOOODOoOOogoooboogogobooooobooooobooooboboooobboo
gooboooooooboooooboobooooobboooobbooooobooooobobooogaao
ooooObbOO0oooooocoobobbooooooooobooo

gooobooao
oogobobooobobboooormPObODDOO0OO0OO0ODODOO0OO0OODDODOOOOODOOOODO
gugbboodouogobbooodgboOrRPMRNAODOOOOODOOOooooooooooogdo
ooooObobooooooooobbooooooooobbooboooooobbooood
goooboooooboboooobooboooobbooobboooobobooooboboogao

10

20

30

40

50



ooo
ggao
oggao
udgao
ogoao
oggao
uggao
ooao
ggao
aggao
ooo
ogoao
oggao
uggao
ooao
oggao
oggao
ooo
ggao
oggao
ooao
ogoao
oggao

O
O

Ooooooooogoogo-g
oo ooooogogoo-g
Ooooooooogoogoo
oo oooooogogoo-g
OO0 ooooogogog

O oOooo

OoooooooooooooDoooogoogoooao
O 0Ooo

Oo0oooooUo0oooDoooooooogogooao

OOo0ooDoooUo0ooDooggUooDooogogooao
O oOoo0ooo

O

O
O
O

O 0o o
O OO

00

(41) JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooooOobObOO0oooooocoboboOobooooooooboboooo
goooooogao

OCoOO0O00O00O00D0O0oo0O0O000O0DFR-boxtOOOOODOO
oooboODbDood

OCoOoo0o0O0O0OmnvitroD OO0 OODODOODODODOOODODOO
ooooObOOO0ooooobocobObboboooooooobobooooo
gooboooobobogooboboooooboooboboboogao
gobobobooobbobooobboooooboboOOdRNAOODOAO
ooooObODORNODODOOOOOGOOODODDODOOOOOOO
ooooObOOO0ooooooobbbobooooooobbooOoogoo
gogoboooooboboboooobobooooooboooooboboooao
ugogbobooooobboooobboooooboooobooado
ooooObOoOoO0ooooobocobbboboooooooobobooogoo
gooobooooboboooobobooooobooooboboboooao
DNAO O OORNAD OO OOGOoGoOoOOoOODODOOODOoooooooano
gooboooobobogooboboooooboooboboboogao
goobobooooobobooooobobooooooboooooboooao
ooooObObOOooooobocobobboboooooooobobooooo

invivolOUOOODODOODOOODODODOODODOODOODODODDOODODODOD
OO0000O0DO0OOADOUOLetsingerd , 1989, Proc. Natl. Acad. Sci.

U.S.A. 86, 6553-6556; Lemaitreld , 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 648-652; PCT
00O 0DOwo88s098100 19880 120 150 0 0 0 0 0D OO ODDODDODODOOOOODOOGDOPCTO O
19880 40 250 0 0 0000000 D0DODODOODDDOOODODOOOO
BioTechniques 6, 958-9760 0 0 0 00O OOOOODODOOOO Zon, 1988,
539-5490 0 0000 0O00DD0ODO0U00O00O0OoODOoODDODODO0OOOOanO
0000000000000 O0U0O0DO0U0oOooOoDo0DoDO0DO0O0oOooOoao
oo0o0ooDDoDO0U00O0UdooooDoDoDUOOoDOoUOooOoooooOao

0 0O wo89/101340
O KrolO , 1988,
Pharm. Res. 5,

goooooogao
gooooooogao
ugooobooaad
ooobDDbDoOo0ood
gooooooogao
5-0040aoban
ooooooao
goooogao
gooooooaod

oooobOobOO0oo0ooooooobboooooooooboboboooooooao
oooos-0g0oobboogos-0ooooboos-0boooooban
ocoooo0oooOoooooUooo4-0O0000O0DUODOS-@ODOO

OoH)>ooooos-OooooooooDbOooboboob0-2-000000065-000
ooooobbooooooooobboop-b-ODOO0O0O0ODOODODO
N6e-ODDODDOO0DOoooooobobhi1-000oo0oobobo1-00o000oo0ooao2,2

-0ob0b000D0oo0oobz2-000000002-000000003-00000000656-000

O 0Ooooo

gooz2-000
gs-00o04agao
)os5-000 -2-0
wo Oo0o2,6-00
od

guooooaad
ooobDbDoOo0ood
gooooooogao

O

O 0o oo
O Oooo

O
O
0

O

a
O
g

O
O

O00DO0OON-000007-000000005-000000000000005-00
0000000-2-0000000R-D-000000000000500000000
0000000 0s5-00
00-5-000 00 (WO

000002-00000-Ne-0000000C0C000000
00000 D (wybutoxosine)J 0 OO OODOOOOOODO
00-2-00000002-00000004-000000

5-00000000000000000-5-00000 (v
3-(3-000-3-N-2-000000000)I0000 (acp3
0000000000000 000000000O0O000

goooobOobobobooooo2-0co0b0b000O00oo0oooan
gooboooobboooobobooooobooooboboo

10

20

30

40

50



(42) JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooooOboOOooooooobobboooooooooao
gooobooao
gogoobooooooboboooooboobooooobboooobbooooboobooooobobooogoano
(és-ooNHOOOoooooOOoooobooooUooobDoboboooooDbDOoooDOobooDoDOoo

ocooooooU0oooDOoooooOoooDUOooDoODO0ooOoO0ooDUoDDUOooDoDooDUooDUODoDaOo
00000000000 oo0o0oDo0ooDU0oo0DO0oo0o0ooDUooOoDooDoDOooDoDoOooDoOoaOo
Ooo0oo0ooDooooo

Oooooo

00000000000 oo0o0ooo0ooDUooo0DO0oo0DooDUooDUOooOoDoOoDoDoOooDoOoao
Oo0O000o0D0D0o00DO0o00Oo0DU0o0D0DO000DO0D0D0ORNADODOODODODODOOOODOD
0oo0oo0ooU0ooDooo0ooDo0oooDUooDoDO0o0Do0ooDU0ooDDoDoOooDoDooDooDoOoaO
O 0O O (Gautierd , 1987, Nucl. Acids Res. 15, 6625-6641)0 0 0 00 0000000
02-0-0 0000000000 (Inoued , 1987, Nucl. Acids Res. 15, 6131-6148)0 O
O O O 0O ORNA-DNAO O O (Inoued , 1987, FEBS Lett. 215, 327-330)0 0 O O
Oooooo

0000000000000 O0o0DU0o0DU0Do00D0O00O0D0DU0DOo0O0DO0o0DO0DO0O00O0DOOoDN
AD OO0 0O OO O Biosearch, Applied Biosystems O 0D 000000 OOO0ODODOOOO
Oo0o000o0oDoDU0oo0DO0o0o0oDU0o0DO0DO0o00Do0DO0oDO0DO0ODO0OD0DO0DO0DODAOSteinO (198
8, Nucl. Acids Res. 16, 3209) 0 0 000D DODDODO0DO0DOOODOODDODODODOOOODOOO
0o0o0D0DDOO0o000oodooooDoDoDoDoo0ooooooDoDDOOOSarind , 1988, Proc. Na
tl. Acad. Sci. U.S.A. 85, 7448-7451)0 0 0 0000000 OOCOODOOOO
Oooooo

00000000000 oo0o0oDo0ooDU0oo0DO0oo0o0ooDUooOoDooDoDOooDoDoOooDoOoaOo
Oo0o0o00oDoDO0ooo0Do0ooo0DoDUOooDoDo0ooDo0DoODoDOooDOoDooDooODoDOan

Oooooo

0000000000 oo0oo0o0o0DoDU0ooDOo0DO0o0O0DdOmRNAOCOOODODGOOOGOODOOOO
OO0O000O000DoDoDOoo(¢GG-DN)0 00D ODO0DD0DO0DD0D0DO0DDODDOORNASe HOOOOO
0000000000000 D0DO00DO0O00DO0ODO0DO0O0ODO0ODO0DO0DODDOOdDO S-0DNO
Ooo0oo0ooU0oooDooo0oooo0ooDU0oooDo0oooDooDUoooDoooDoooooDoOoao
goOos-obNO DO DDDODODO0DO0DODODODDODODDDODODODODODUODODOoODODDDODODODODOOOoO
OooO(G-oDNHO D OO OmMRNADO DO DO OODODOUODODODODOODODDODODDODOOODODOO
gs-obDNO 0D 0 0DO0Oo0O0DO0DOo00DOooDoopDooOos-obNODODODDOO0ODODOODO0DOoDDODOO
00000000000 oo0o0oDo0ooDU0oo0DO0oo0o0ooDUooOoDooDoDOooDoDoOooDoOoaOo
0O 0O 0O 0O S-0ODNO Oligos Etc. (Wilsonville, OR) D 0 000 O0DDODOO0OODODOODODOOO
OCO0O0OexvivoOOOOOOOOODODOOODODDODUODDODDODOODODDODODDODOOODODOO
0oo0ooDDoDOo0D0ooooooDooDDoDooi100MmMO 0000000 O0ODODDODODOOOOOO
Oo0o0DoDDOoO0o0oOoooooooepBSOOODDOOmMIOOpti-MEMO 52.80 00 0 0000
OO0O00oO0OoOoO0ooDoDOoz20nMO S-ODNOO DO OOODODODODOOODODODODODDODOGO
0000000000000 O0O00D0DO0OOopti-MEM (Gibco BRL) OO O OO ODODDODOO
00000000 ooDooo0o0oDo0ooDo0ooDo0Do0oDo0o0ooDooDoDooDoDo0oo0DoDooDoOoaO
Oo0o0oO0DooU0oOoODMEMOODODODDODDODDODODOODODDODODDODODDODODODODODDODOO
ooo0o0o0ooDUo0oooDoooooDUoooDoooooDOoooo

Oooooo
Oo0O000oDoDo0o0o0DO0o00DOoDU0oo0DO0DO0o00DOoDOooDOoDOo0DO0o0oDOiInvivod ODOODO
OO0O0000DexvivoOOOOOODODOQOODODODUODODDODODOQOODODDODODDODOOODODOO
OO0000O0O00O0O0DO0OO0OO0OODNAOOORNAOOODODODODODODOODOODODOOOOO
00000000000 oo0o0o0Do0ooDO0oDo0DO0o00Do0ooDU0oDDOooDOoDO0oo0DoDoOoDoOOoOaO
0Ooooo0oo0oooDoooooDoooDUOoooDOooo0ooDUoooDooDoDooODoDoDOooaOo
ocooooooU0oooDOoooooOoooDUOooDoODO0ooOoO0ooDUoDDUOooDoDooDUooDUODoDaOo
Oo0o0o0o0oooDooooooogao

10

20

30

40

50



O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooao

O oOoooo
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao

O

0O
00
00
0O
400
000
797)0
. U.S.

O Ooooo
O0Ooo0oooaog
O Ooo0oo0oooao

O

Oooooooooooaoo

OOo0ooDoo4odUooooogoooooogd
O

oo
g

Ooooooo0ooooooooDoooo0oooooogodg

uG-3
oooO

O

O
g
g
u
O
g

O0Ooo0oooaog
O Ooo0ooooao

O

(43) JP 2009-100746 A 2009.5.14

OooboDO0OmRNAODDDOOOODDOOOGODODOOOODODDODOOOoDbDOOoOo
googooobooooooboboooobboooooboooooboboooobooooao
OCOpol 1HNIOOOpol NNODODOODOOOOOOOODOODODOODAODNAD O
ooobObO0oO0oDO0oooooooObOboooooooobboboboboooooao
gogoooboooooboboooobboooobobooooboboboogooboogao
UORNAOD O ODDODODOOOooOoOOoOoobObOoouoobDOmRNADDOOOOOOOOOODOAO
oooobOO0OO0O0Do0oo0ooooobODbbOO0o0oooooooODbODDbOO0OO0OORNAD DO OOGOGORO
gooooogooobooooobobooooobobooobbooobobobooooboboogao
gogboboboooobboooobboo0o00ORNADDOOOODDODOOOODOOOOODO
ooooobOobooOooooooooboboboobooooooobobboboOoooooboooDbOb0OODN
ADODOO0ODooooobbooooooooboObbObOoOooooooobboboboooooan

OoOoo0oooaog

O

oo0o0oo0DoD00O00dodooo0oDoDo0oDUU0O0oU0UoooDoDoDoDUODO0DO0OooOoOoao
RNAODOOOOooooooDoDooooooooDoDoooooooooao

0o0oDDoDO00o0ooooooDoDoODU0o0OoU0oooDoDoDDoDoOO0DOoOooOoao
I o A o O A O A WSV
O 0 0O (Bernoist O O Chambon, 1981, Nature 290, 304-310)0 0O 0O O
Oo0o0oD0DDO0OO0DO0oO0oOooooDoooO(Yamamotod , 1980, Cell 22, 787-
O00DDD0DO000000OD0OO (WagnerD , 1981, Proc. Natl. Acad. Sci

A. 78, 1441-1445)0 00 0000000000 0O0QCDOO(@Brinsterd , 1982, Natu
re 296, 39-42)0 00000000000 DODOODODOOOODDODODODOODODODODODO
goocoobOvyACcCCODODDOOOOGOGOGOOODDOODODOGOOOODDOOOO
DNAOD O ODOOooobobooobboooboboooobboooobooooDbaDb
uogobobooooobboooobbooooboooobobboooobooooonan

OO0 ooooogogog

Py
@]
]
]
-

O OooOooo

mMRNAO

g
t

mRNADO

U
t

O

od
ud
oo
od
oad
ud
oo
ogd

O0Ooo0oood
OoOoooodg
I B

gdUOmRNAOD O ODDODDODOOOODOOOOODODOOOODODOOOOO0OO
ooocoOO0OmRNAOD OO OOOOODODOOOOOOGoOOoODODODDOOOOO
OO0 PCTO O O O W090/113640 19900 100 40 O O O 2470 O 1222-1225
gooboooobormPObOOO0O0O0OOO0OO0OO0OODODOOOODDOO
OCoOO0O0O0DO0O0D0OO0OFr-boxOOOODODOODOODOODODODODOO

gbobOO0OO0ORNAOOODOOOODODDODOOOOORNADOOOOODOOOODODADO

od
oad
oo
oo
oagd
ud
oo
ogd
ud
oo
od
oad

i, 1994, Current Biology 4, 467-4710 00000000000 OODOO0ODO

RNAODOODDODOOooooobOooooboooobboooboboogooDbao

O

[ I |
I |

O 0Ooo0ooo
O Ooogoo

O

O

goobooooobobbodooobbooobobOOO0o00OmRNAOOOODOAO
ooob0OD0OO0O0DO0oOooocOoOmRNAD OO OOOOODODOOOOOoooOao
ooobODbOO0O00oooooobObb0O0oOs,0938,2460 00000000
goobobooooboooobobooaa
ooo0ob0OD0O0000O0oocoo0oDbOb0OO0O0O0o0ooooo0ODb0DbO00dmRNADO O
gogooobooooooboooobbooooboooobobooooobao
UdOmRNAOUOOODDODOOOODODOOOoOooOOOOoOooOooOoOoooonan
ooobODbOO0OO0DOoooooooODO0OO0OmRNADOOQCOODDOOOOGOS -
gogooboooooboogogobbooobobboooobobooooobao

Myers, 1995, Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehensive
Desk Reference, VCH Publishers, New Yorkd 0 0 08330 00 0 0O 0O OO O O Haseloff
& Gerlach, 1988, Nature, 334, 585-5910 0 0 0 00 O000O0ODODODODOOODODOO
gooboobooobobobooobobooogboada

10

20

30

40

50



O 0Ooo0oooao
OOoo0oooogod
OoOoo0oood

OoooogogaoQg

OoOoooood
OOooooogod
O 0O o

O

VS RNAO
0O 0O (Zaugd , 1984, Science,
-475; ZaugO , 1986, Nature, 324, 429-433; University Patents Inc.O0 000 00O
0 wW088/04300; Been & Cech, 1986, Cell, 47, 207-216)0 0 0000 0OOO

oad

O Oo0oooogd
Oooo0oooOgod
O Oo0oooogd
Ooooooogodg

O

Oo0DoDoooogoo ooouoooood

(@]
OO0 o0DoooU0ooDoDooUoouUooDoDos=-g0oQ0ooooogd

Oooooooooooogooao

OO0 Zo0o0o0g0o0ooooogogooooodg

e

OO0 oo ooooooooooQgooo

O
O

Ann.

O
O
O

ogoao
ooo

O

O

O

O

ooao
0Ooao
0ooao
Oooao
1 51, 503-512; Thompson[

< O0OOoooooooooooogogooo-g

[ |

[ i Ry |
O OO
O 0O O
[ i R |
[ i R
O OO
O O o
[ i Ry

goooogao
goooogao
gooocoooao

goooobooooad

(44) JP 2009-100746 A 2009.5.14

go0ooboo0oo0oo0obbO0o0oo0bDDbDOmRNAD S ODDOOOOO
gboboooobDbOOmRNAD D OOOGOOOOOODOOO
gooano

RNAOD O ODOODOGOoGooDoDOoDoDoODOoDOOCecho D OOOAO
00000 (Tetrahymena thermophila)d 1vsO 0O 0O L-19 |
OD0D0O0CO0DO0O00O0DO0OD0DOdThomas CechO O OO OO
224, 574-578; ZaugO O O Cech, 1986, Science 231, 470

OCechD ODODODDODODDODODODUODORNAODDODOODOODDO

goobooboooO0bORNADOOOOODODDODOOODOOOODODDOOODDOOO

goooooooban
gooooao

g
goooooooan
ooocoooooao
goooooooan

1110000000000 000C00D00OO00O0O00OO0~DDNAD
ooooooboobooooooooobobobooooooooooboao
ogoao
ogao

goooobooooad
oooooboooao

O

ooooooooao
ooooooooao
000 SmithiesO ,

gooooooan

OO o0gooao
O 0Ooooo
OO oOooo
O Oo0o0ooooao

od

oooOao
oooDao

Ooooooooogoogoo
OO0 ooooogogooQg
Ooooooooogoogoo
oo ooooogogoog

ogogao
Ooooao
ogooao
oooooad
0 Helene, 1991,

O 0Oooo
I B Ry |
O OO

OO0 oDooooooooooggog
O oOooo

. Acad. Sci., 660,

O
goooooooan

Oo0DOoo0o0OO0oo0O0o0DODO0oO0O0O0oD0OD0O0ODO0OOaDcCecho

goobooooooooooooan
goooooboobooooooao
goooooooboogooobao

ocoooooao
OO0 in vivold

pol 11100 00p
ocoooooao
ocoooooao
ocoooooao
ooooooao

goooobOboobooooooao
oooboooooooooooao

OOooooodg
OoOooOooood
OOoooood
OOoo0ooo0ood

oooooooooDoDUooOoDooDUoooDOoooDooDooao
0oDooo0Do0oo0ooDOooo0DooDo0oooDooOoooDooaOo
1985, Nature 317, 230-234; Thomas & Capecchi, 1987,
1989, Cell 5, 313-3210 00000000 0OCOODOO
00000000 ooDo0oooDooDoDooDoooDOooaOo
O0O0D0DO0OoODNAODODDODOOODODOOD
DNAOU D OOODGOoOoopDooooooooao
OO00nvivOOODODODOODOGOGQOOoOOoOOoOaOo
00000000000 D0ODODNAD O ODOOD
O00000oDO0oooDOooESOODO0DODODOO
O0o0o0o0oooDoooDoooDoooooDooao

O Ooooooaog-
O0Ooo0oooao
O Ooooo
O 0Ooo0ooao

u
O
g
u
O
g

oggao

Thomas & Capecchi, 19870 O O Thompson, 19890 0 O O O O O O
ODNADO ODODOOODODODODODOODODODODDODOO I InvivoDd OO0

goooobooboboboooooooobbobooooooao
oooo

oooooooU0oooDOooOoDOooODUoDoDoooooDOooaOo
00000000 oDoDO0ooo0DooDUoooDoooDooDooao
0oDooo0Do0oo0ooDOooo0DooDo0oooDooOoooDooaOo
oooooDoo0ooDUooo0DooODUooDoDooooDOooaOo
Anticancer Drug Des., 6(6), 569-584; HeleneO , 1992,
27-36; 0O O O Maher, 1992, Bioassays 14(12), 807-815

gooboooobboooobobooooobooooboboo

10

20

30

40

50



(45)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooooOobobooooooooooboboboooooooobbbOoooooooobobooooo
OO0ODHoogsteen 0 0D OO O0O0DODDODODOOODDOOOODDDOOOODODODOODODDRDO
gogoobooooooboboooooboobooooobboooobbooooboobooooobobooogoano
gogobobobodoooobobooouoobobooooobboooouobboooobooooobobooogaao
ooooObobooooooooobbooooooooobbooboooooobbooood
TATOOOcCGC+b o ooobooooobbooooobooooobbooooobbooooDbnoD

O

O 0Ooo

O0Ooo0oooao
OoOoo0oooaog
O0Ooo0Oo0ooao
OoOoo0oooog
O0Ooo0oooog
OoOoo0oooo

O O
O O

OO0 ooDoooooooouoooDooogogooooogodg
Oooooooooooao
Ooooooogoooooaog
Oooooooooooao

Oooooogogogoao

OO0 o0oooogogoao

O

goooogao
DNAO 0O 0O RNADO
ooooDDbD0Oano
goooboogao
oooboogad

Oo0ooDoooog4oooooo oo oDoDooUooUoooDoDooogoggogooood
Ooooooooo0o0 oo ooo o0 oD oDooo o oooooggo-g

Iy ey e e s [ s s [ A B

goao
200000000

o0 oooNOoooogoogQgUoooodooooooogoo oo oDoo4ooUooooDoogogooooogod

e [ 2 [ e e e e e e e e e e e e s [ o i [

O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooao

mRNADO

gogooano

goooano
agoooan

O OoOooo

O O

OO0 oDoDoogogooooaog
Oooooooooooaog
Oooooogooooaog
Oooooooooooaono
Oooooogooooaog
Ooooocooooooo
Oooooogogooooaog
Ooooocooooooao
Oooooooooooaog
OOooooooooooao
Ooooooogoooooaog
OO0 ooDoogooooaog
Oooooooooooaog
OO0 ooDoogooooaog
Oooooooooooao
OoooDoogooooaog
Oooooooooooao
Ooooooogogooooaog
Oooooooooooao
Oooooogogooooaog
Oooooooooooao
Ooooooogoooooaog

Oooooogogogoao

RNAO O 0O DNAO
gooooagao
ooooobooao
goooogao
goooooogaod

O

5 -3 0%

g
t

g
u
O
g
t

DNAO O O in vitroO O O in vivoOd
OODNAO OO OT70 O O sPe0 O O
JooooDoDoUooooooooao
ooooDoDoooooooooao
OcDNAOD DD OOooooooooao

ud
-5

od
ad

Ooooooodgooao
Ooooooogooao

oooooogoan

u
O
g
g

Oooooooogoadg

O Ooooo
O OoOgooo
O Ooooo
O OoOooo
O Ooooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooOoao
O Ooooo
O OoOgoo
O OooOooo
O OoOooo
O Ooooo

O

(]

Oo0oooogdg

O

O O oOooo
O Oooo
O OoOgooo

O

a
u
O
g
a

gboboobooooboooooboooooboobooooobbooooboboooooan
goocobobooooehbooooooooobobooooooooooao
goooeccoobobooODbDNADOOODDODDODOOoobobbooobboogao
gooooooobobbooooooboooooboboooobbooooobooad
cGccOoooObObOOooooooan

OO0 ooDoooggogoao
Oooooooogogogooao
OO0 oooooggogogoao
DDQDDDDDDDD
O
O

O
O

ooDooooooooaog
ooDoooDooDoooooao
(phosphoramidite)d 0 O O
ooDooooooooooao
OD0DO0O0OO0OORNAODOODOO

RNAOODODOOOOooooooooano
OO00OD00O0O0O0000ORNAO OO
oooDobDbOOooooooooooboDbao
RNAOODODOOOOooooooooooao
ooooOobOoOo0o0ao

FBPOOOOOOOOCOODOOrRBPOODODOODOOOOOOODDOOOOOS.
gogrBPOODDODDODOOOODOOOODODOOOOLODOOOODODDODOOODDOO
googoboooobboooobbooooobooobobbooooboooooban
FBPUOU ODOOOQUOOrRRBPOOOOODODORRPCOOODDOOOOODODOGAOOEBP
ococobboOoooooooobbbobooooooobobbobooooooooboobao
oooboooobbooobboooooODbDNAD O O0OonobDoooobDbOoao

10

20

30

40

50



O Ooo0oooao
OoOoo0oood
OOoo0oooogod
OoOoo0oood
OOoo0oooogod
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo

OoOoooood
O Oooo

O

O
O
O
O
O
O

O oOood
O 0o 4O

(46) JP 2009-100746 A 2009.5.14

oooobObOOoO0ODOoooooooobobboooooooobOboboboboooooano
gooooobobooooooooboobooooo

FBPUO ODODOOO0OOOO0OOO0ObODOO0OO0Oo00rBPIOODOAO
FBPO OO OOOOOODODOO0OO0OO0oO0oooooDbOOrRBPOODOO
gooboooobbooooboooooboboooobboogoao
00 PCTO O 0O O W089/10134[0 19880 40 250 0 0 0D OO0 DO OO

FBPOOOOOOOOOODDODOOODO0ODOOOODODDODODODODOOOOODODDDOOOOOGOO

O

O 0Ooooo
O OooOoooao
O0Ooo0oo0ooao

u
0
O
g
U

O

oad
oo
g
oad
go
g
oad
oo
go
g
oad
oo
g
oad
oo
g
oad
oad
go
g

oad

g
u
O
O
g
u

O

goooooooboogao
gooooooobooogdo
gooocooObOooooooano
FBPO O OO0 0OOOOMHCO

O

OOo0ooDooooooooggg
OoooocooooooOgoogao

oooooao
ooooao
ooooao
Anderson]

O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
o R |
Iy |

goooao
ooooDao
gooooao
gooooao

O 0Oooo

OO0 ooooogogog
O 0Oooo
O 0Ooo

O

O 0Oooo
O Oooo

gogooobooooooboboooobobooooboooboboboogooboogao
googoboobooooobood

ooobODbOO0OO0oDO0oooooooObobooorBPODOOOOOOORBPOOODODO
ooobDDbO0oDOooooooobObooooooooao

FBPO OO OOGOoOoOoOOoOOOOrRPODOOOOOOOOOODODOOOOOOOOODODOGO
goooboooobbooooborBPOODODO0OODODDODOOODDODOOOODORBPODOOOO
gboobooooobooooooboooooboboboooooboboooooobooooobobooooao
gooooobobooooooooobobobooooooano

goooao
goooormPOOOO0OODOO0OOOODOOO0OODODOOOODODOOOODODOOOODODRO
FBPO OO OOOOODODDOOOO0OO0OO0OO0O

goooooooboboooooborPODOOOODDO
FBPUO ODOOOOO0OOOO0OO0OO0OOO0OO0O00O0

u
O
u
u
O
g
g

O

O 0Ooo0oooao

g
t
O
g
a

O 0Oooo
O oOooo

ooobOoOO0O0ooooooboObOoO0oooooao
gooobboooooboboogbobooooobnb
gormPOODODOOOOODOOOOODODOOO
ooobOoOoO0oOO0ooooocoboDbOoO0oooooao
gooboooooboogobooooobao
5,399,300 0 0 00O 0OO

ooobOoO0ooooooobbOooooooao
ooobboooooboogogoboboooooban
uogobbooooobooogooboooooan
oooboOoOo0ood

FBPO OO OOOoOooOoDODDbhOO0DO0oOooooooobobbOooooooooDaDbs.sd
goocoobobooooooooobobbooooooooobobobobooooooao
goocobobobooooooooobbboooooooobbbobooooooao
oooobDboO0ooooooooODobDbbooooono

O

730 0000000000000 000

oo
g
oad
oo
go
g
oad
oo

e s e s 2 s [ e e e e s e e e e s e e Y Y I [ B

Oooooogg
Oooooooodg
Ooooooogdg
Oooooooodg
Ooooooogdg
Oooooooodg
Oooooooogdg
OO0 ooooogg
Oooooooogg
OO0 oooogg
Oooooooogdg
O oOooooogdg
Oooooooogdg
OOooooogdg
OoooooooQgodg
Ooooooogdg
Oooooooodg
Ooooooogdg
Oooooooodg
Oooooooogg
OO0 oooogdg
Oooooooogdg
OO0 oooogg
Oooooooogdg
Oooooogg
Oooooooogodg
Ooooooogdg
Oooooooodg
Oooooooogdg
Oooooooodg
Oooooooogdg
OO0 ooooogg
Oooooooogg
OO0 ooooggdg
Oooooooogodg
O oOooooogdg
Oooooooogodg

10

20

30

40

50



OO
od
od
ud
oo
ogd
ud
o0
gd

oo ooooogogoo
OO0 oooogogog

O

OoooooOoogoao

ooooao
goooan
goooand
goooad

goooano
goooand

O o0oooogogoog

O
g
a
u

(0 O000)O

a
u

O0Oooooogod
OoOoo0oood
O0Ooo0oooogod
OoOoo0oood

O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooo0oao
O Ooo0oooo
O O0Oo0ooOoo0oao
O Ooo0oooo
O O0Oo0oooao
O 0Ooo0oooao
O O0Oo0oooao
O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooo0oao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooO0oo0oao
O Ooo0oooo
O O0Oo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Oo0oooao
O 0Ooo0oooao

(47) JP 2009-100746 A 2009.5.14

O Ooo0oooao
O 0Ooo0oooao

gogooobooooooboboooobobooooboooboboboogooboogao

ooorBPOUOOODODDOOOOOOOOODDOOOOOOOODODDODOOOOOOO

ooooOobobooooooooooboboboooooooobbbOoooooooobobooooo
ooooObobooooooooobbooooooooobbooboooooobbooood
oooooboooooooooooboboao
oooooao

5.80 0000000000

ogrFBPO00O0ODDOO0OO0OOODODOOODODDOOOODOOOODDOOOODODOODODDRO
gooboooooooboooooboobooooobboooobbooooobooooobobooogaao
ooooObOoboooooooooboboboooooooobobooooooooan

gooobooao
5.8.10 00 0O

ooao
ogoao
oggao
uggao
ooao
ggao
oggao
ooo
ggao
oggao
uggao
ogoo
oggao
0 1c500
gooao
oggoao
ogogoao
ooono

OO0 oooogoggogoooodg

O
O
g
u
O
g
a
O
g
a
u
O
g
u
O
g
a
O

OoOoo0ooood
OoOoooood
Oo0Ooo0oo0oood
OoOoooood
OO0Oo0ooood
OoOoooood
O0Ooo0ooood
OoOoo0ooood
OO oo

O 0Oooo

O Oooo

ggag
ED500

O 0Ooo0oo0ooao

OoooooogoQgoo
OO0 oooogQgogao
OoooooogoQgoo
Ooooooggogao
OooooooQgoo
Ooooooggoao
OooooooQgoo
Ooooooggoao
Oooo0oooQgoo
OoooooogogQgoo
Oooo0oooQgoo

O Ooooo

Oooooo4o0oooooogogoooodg
O
O

O 0Ooo0oo0oo0oao O

5.8.20 0000000

oggao
uggao
ooao
ggao
oggao
ooao
ggao
oggao
ugdaao
ogoao
oggao

OO0 ooooogogooao
Ooooooooogoooao
Ooooooogdg

O 0Oooo

gooogao
gooodad
O

O O
O O
O O
O
OJ

O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O 0O oo

O 0Oooo

O 0O oo

O Oooo

ooon
LD500

O Oooo

O Oooo

O Oooo

ooao
ogoao
ooao
LD500
ooao

O O
O O
O O

O 0Oooo

O Oooo

O O0ooo

ooocoobobOoooooooooboboboogoo
5000 000000O00O0¢0OO0EDSOT OO0 S0
goooboooooboboooobbooooban
Epsob Do oooOboOoOoO0oooooocoooan
ooocooObOOoooooooobbooogoao
goooooobobbooooobboooobao
goboooooooooobond

goooooobobboooobbooooobao
goooboooooboboboooooboboooooan
goobobooooobobbooooboboooooan
ooocoobObOoOoooooooobobooogo
goooboooooboboooobbooooban
goobooooobobbooooboboooooan
ooocooObOOoooooooobbooogoao
goooooobobbooooobboooobnn

giooggoooboooooboboooobboad

O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O 0O oo
O Oooo
O 0o oo
O Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo
O Oooo
O 0ooo
O Oooo
O 0O oo
O 0Oooo
O 0O oo
O 0Oooo
O Oooo
O 0Oooo

10

20

30

40

50



(o2 [ e e e e e e e e e e s e s [

e s e e e e e e e s e s e A

Ooo0oooogooooOoao
Oooooogogoooao
OOoo0oooogooooOoao
Oooooogogoooaoo
OO0 o0ooodogooao
Oooooodgoooaoo

O
O

OoOoo0ooood
OOoooood
Oo0Ooo0Ooood
OOoooood
OO0Oo0oooogod
OoOoooood
OO0Oooooogod
OoOoo0oood
OOoo0oooogod
OoOoo0oood
OOoo0oooogod
OoOoo0oood
O0Ooo0oooogod
Oo0Ooo0Ooood
OOoooood
O0Ooo0Ooood
OOoo0ooood
OO0Oooooogod

O0Ooo0oo0ooao
O0Ooo0oooo
O 0Oo0oo0ooao
O0Ooo0oooaoo
O 0Oo0Oooo
O0Ooo0oooaoo
O 0Ooo0oooo
O0Ooo0oooaoo
O Ooo0oooao
O0Ooo0oo0ooaoo
O 0Ooo0oooao
O0Ooo0oo0ooao
O0Ooo0oooao
O0Ooo0Oo0ooao
OOoo0oooaoo
O 0Oo0Oo0ooao

O O

O 0Ooo0ooo
O Ooooao
O 0Ooo0ooo
O Ooooo
O O0Oogoao
O Ooooo
O O0Oogoao
O Ooooo
O Ooogoao
O 0Ooo0ooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooooo
O 0Oo0ooo
O Ooooao
O O0Oo0goao
O 0Ooooo
O Ooogoao
O Ooooo
O Ooogooao

e s e e e e e e [ o By
O 0Ooo0ooo

O 0Oooo
O oOooo
O 0Oooo
O oOooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Ooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo
O 0Oooo

g
ug

e s ) I ey [ e sy e I B |

O O
O O
O O

ggao

O O
0O O

ad

(48) JP 2009-100746 A 2009.5.14

gooocooobooooooooobbbooooooooooboao
gobobooooboboooooboooobobooooboboogoo
gboboboooobobooooooboooooboooooboooao
gboboboooobbooouooobooooobobooooboogdo
goooobobooooooooobbboooooooooboao
gooboooobbooooboooooboboooobboogoao
gboboooobobooooooooooobooooboogdo
oooooObOoOoo0ooooooobobboooouoopoooQOonn
pb0o0ooo0ooboogooboo0oooboboooobDboao
gboboboooobooooobooooooobooooobooooao
oooooobObOooooan

O 0Ooo0oooao
O O0Oogooao
O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0ooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0ooOoo0oao
O Ooo0oooao
O O0OoO0oooao
O Ooo0oooao
O 0Oo0oooao
O O0Oo0oooao
O O0Oo0ooogoao
O 0Ooo0oooao

O Ooooo
O OoOgoo
O Ooooo
O OoOgoo
O Ooooo
O Ooooo
O 0Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O Ooooo
O Ooo0ooo
O Ooooo
O O0OoOgooo
O Ooooo
O O0OoOgoo
O Ooooo
O Ooogooo
O 0Ooo0ooo

O O
O O
O O
O O
O O
O O
O O
0O O
O O
0O O
O O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O

O oOooo
O o0Ooo
O oOooo
O o0Oooo
O o0Oooo
O 0Ooo
O o0Oooo
O 0Oooo
O oOooo
O oOooo
O o0Oooo

00000000 ocoobObOO00o0ooooan
goobboooooboogoboooooban
uoooboboooooboooooboooooban
oooboOoood

O 0Oooo
O Oooo

O0D0000OF-box0ODODOOODOODOODOOODODODOOO

oo

1 s [ ey R [ [y |
1 s e e ) e e s [ [y o

ooobObO0OO0DO0oooooobObOboooooooobbbOobooOooooo0onnE-
boxUOODOODDODOOODODDODODODODOODODDODODODDODODODODUOODDOOOODOOEFRBPOO

10

20

30

40

50



(49) JP 2009-100746 A 2009.5.14

OCOo0O000O0D0OD0O0O0DO000O0D0D0DOC0cdkDODOOpBOO0OOODO IKBaO
gogobooooobbooobboooobobooobbboogrBPOOD3O0O0O
OCOo0O0000D0DO0OoO0O0Os.00b00d00D0Cdeh30 0 ooooodcoulioooon
CcecullinDODODOODOOOSkpIOD OO DODOOCRRPOODODOODODOOODODOODO
ooobOboOosckrOODOOO0OOO0OOOOODOOOSCFOOOOoOooooooboao
Ubc3D O Ubc4D OO DO ODDODDOOOOORBPODOODDODODODODODDODODDODODOODO
ooDOoooOoo0O00uwecObooooooooDoooobooooDoobooopooood
FBPOOOOOOGOOOODDODOOOFrFBPODOOOOOOODODDOOOOOOOODODOGO
OOODODDONODODOFRBPOF-boxO0 OODODODDDOOOOO40000000D0OSkp1D O
I A o A A Y =8 T ) 4
ooooObOoOOoooooooao

oooooao

6.10 00F-boxO 00D ODO0DODOO0OO0DODODODOOODODODODODOO
gogbobooogooogogobobodd

OF-boxO ODOODOOOODODODOODOOODODODODDODDODODDODODODDODDODODOODORO
ooo0oDODO0OO0OO000vidald , 1996, Proc. Nat. Acad. Sci., 93:10315-200 VidalO ,
1996 Proc. Nat. Acad. Sci., 93:10321-260 OO OO OskplOODODOOOOOOODOO

OoOoo0oood
O Ooo0oooao

Oooooogogoooaoo
OO0 oooodgogooao

0oooDDODOoDO0o0O0o00oo0o0o0DDDGal40 0000 D0DDODDODO0DO0DO0DOoO0OoOOoOOoOD300an
o000 O00000dO0oo0oo0oo0O0ODO0D0DO0DU0U0U0O0ooDODU0OU0DO0DO0OooDoDoOoDoODOoODOoOOd
Jo0o00oDDoDo0oU0U00odooooDoDUOoDU0UDO0oUoUoooDoDoDoDoOooOoOgd

oooooao

OO0O0OSkplDOOOOF-boxOODOODOOODDOCc4D0 D OO OOOOODODDOOOOSkplO O
000000000000 00D0D00d00ObaitD D00 0D0ODOOODODOODOOGAL4O0 DNAO O
ooooooDbB, aa 1-1470 00000000 0COO0OAD, aa 768-8810 0 000 0OO0OO¢Od
OO0O0D0DDO0OO0OLEU200TRPIO OO O OO O O O pPC97-CYH2O O pPC860 O O O O Chevray
0 O Nathans, 1992, Proc. Nat. Acad. Sci., 89:5789-930 0O O VidalO O O
oooooao

OOoO0O0OPCROODODDDODOODOOOOODODOSkplODBO O OODODO-0000 (in-flame)
00000000020 00000000000000O00dGene Link Inc.00OOO0DOADO
JooooDooooooooao

5-AGT-AGT-AAC-
AAA-GGT-CAA-AGA-CAG-TTG-ACT-GTA-TCG-TCG-AGG-ATG-CCT-TCA-ATT-
AAG-TT (SEQ ID NO: 80); 3-GCG-GTT-ACT-TAC-TTA-GAG-CTC-GAC-GTC-TTA-
CTT-ACT-TAG-CTC-ACT-TCT-CTT-CAC-ACC-A

O0000O00U0O0S50000000skpl0000O0B™000000OOPpPPCI7-CYH20 O O O
OoOO0ooooobDBODOOODOO0ODODODDODOOODOO3"0000000skplOOODO3"00O
OOo0OoogpPCO7-CYH2UO O OODODODDODDODODDODODODODODOODOOOOODOODOOO
0000000000000 b0U0Db0D0b0D0ODbDU0ODPCRODODODODOOL00 ngd DNAD O
Oskpl pETOD D0 OOOO1yMOIOOOOOODOO.2mM dNTPO 2 mM MgCI,O 10 mM KCIO
20mMO 0 OO0 pH 8.000.100 0 0 0O X-1000 6 mM (NH,)>SO,0 10p g/mi0 0 O 0O O O
00 0OBSAO 10 O O PFu DNAD O O OO O 0O 940 O 40 O 500 O 10 O 720 0O 100 O 280 O

O0O0O00100 ngd PCRO O O O BglllO O Salld OO0 O 0O O O 100 ngd pPC97-CYH2O O O
00O0D0O0OO000O0O0DO000D0D0O0O00dDMavio3d O Vidald , 1996, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 93:10315-103200 Vidald , 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:103
21-103260 0 U 000000 O0DOO0OO0DUODU0OOCDOOOOOOSsSkplOcDNADO OO OO OO
OCOo0O0O0O0ooOpPCO7-CYyH2O0 O DO DODODODODOOODOODUODODOOODOOODOOOOO
0o0oed 0000000 D0DO0DO0OO0OO0DO0DO0ODOOO0ODDODOOVIdalO DO SkplO OO OOoOOQaQ
oo obobooooDbooUoboDbooUo oD bObooUosbObD D DObb0oOoOoon

0000000 ooDOooO0oOskplDOODODODOOODOOOMR36,0000 000000000

10

20

30

40

50



0000
ooooQ0O
OADDOOCOOOOOOOOO eDNAD
0000000000 0000000
6-Skp2sO pPC860 O O pPC86-Skp20 O
20 Skpl0 0000 0DOOOO Zhangd
0000000000 0000000
F-box0 0O DOOODDOODODDODOOODOOOOOODOOO
ooooQoO
ODB-SkplD 0D 00O O OMaviosD 00O OOOCOCOOOO0O0O0O0O0O0pPC860 OO DODOT
Genes & Dev. 11:2701-140 0 000 000 O O
(SO)-Leu-Trp0 00O D0D0D0D0000000O0O0O0OO

[ i Ry

O

(50)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

000000000000 000ADODOOOO
O000SkplD 0D DO0O0O0O0O0O0DOOOOO pPC8
pPC86-Skp2-CTO Skp20 aa 181-4350 0 O O O Skp
1995, cell,
000000000 O0Skpl0ODODODODDODDODOO

82:915-250 000 0000O0ODOADO

0O003-ATO 00O (SC)-Leu-Trp-HisOD O O DO ODOO
goobooboooooboooooooooobooogado
ooDOooO0OOoo00O0oD0ODO0O0D0 D20 mM 3-ATODODODO

iND0Do0o0oooooooDboo0oo0w)ooooao

OO0OO0ODOURASID DO OOGOGOAO
ooobD3qwooooOo0o0o0oao
OdMavioa o o oooogao
oADODDODOO0O0ooOooOobOoOoddeceb
ooobODbO0OO0O0O0oo0oaoasd
oooO0ODbO0000110 O ADO

ggooooooobooooobooooban
4o 0oobADbOgbobooooobnboaod

0000000000000 W#Ww)3DO0OD0OO0OCeNAD OO DOODODOOODDORACE

Oo0o0O0D10°000ml00000

001 mM EDTACD 0.20 O O O O X-10
mM PMSFO 1 mg/mi0 OO0 OO0 OO 1
ooobD4000100000CO0OOD0OO
500 0000000000000

O 0OcDNADO OO 0O 0O 0O 0 Alala20 HuO ,

OooooooDoooDooooao

ooooD20mMO 300000000

Oo0o0o0DO0oooDOooOoo3040 00

OooooooDooooooood

SC-Leu-Trp-HisO OO DO OO OO0ODO

Doo.200500 0000000000 SC-Leu-Trpd OO

0000003 100 00000000000 0ADDDOO0

0o0o0oDoDDO0oDO00o0oo0oooooDis0o0o0ooooooao

O0O0OADDDOOOOODBskplDO OO DO ODODOGOOOODODO

NAOOODOODOODOOPpPCO7-CYHR2U O O OO OOOODO

oCoo0o000ooU0ooDooOoooDUoooDoooDooooao

Oo0O0o0o0oooo0oooDooooooooo

Ooo0oo0oooooDooooooooog

OCO0OO0O0DO0OD0DOABI373IDNAOD D D D0 O0OODODODO0DODODODODODODODODDOO

Oooooo

OO0O0O0OFBPOOOOOOODNO

OFBPAOD OFBPSO0 0D 0000200000000 0000O0O0O0OO0O0OODOOODQOFBPLO FBP2

OFBP3OD OFBP70 00O DDODDDODOOCDNAOODODDDOODODOODODDODDDOOOOO

0O O Marathon-Ready cDNAO O 0 O O O O ClonthecO O O O O O O No. 7406, 7445, 7402

OCOOOORACEDODDODOOOFRBPBD DI DDODODODODODDODODDOODODODODODDODOGO

0000000000000 O0o0D0o0DDUOoDoDO0Oo0oO0D2000001D)O0OOF-boxObOOO

0O00D0DD0ODU0OD0DO0DO0O0OD0OORFOOD DD DI O0DDODDDDODUOUODODODODODDODDODDODODOOOd

OO0KozakD OO OO DODDODODODiND)IO0OODDOODOODOOODODDODODODOOOODODO

Oooooo

0000000000000 ooDoooDoooooDoaon

Oooooo

0000000000000 000000000000a0

0Ooo0o00ooU0oooDOoooooDUoooDoooooo

O0O0DDO0O0OS50mMOOOOPpH8.0O 20000 00O

o05mMmMgCILO10mMB O OO OOCOODOOOOODO1

mg/miC 0 0000000 OO0OODO0ODODOODODODOO
0o0ooo0ooDoDoDO0oo0oo0oo0oooDo12,000 rpmd 400 O
OoDoooDooDooos0g000O0DO0OOOOOnn

g
U

O Ooooo

1996a0] O O Vidald , 1996b0 O
ogoao
gooboboboogobDNAO OO ooooooogano

OoOooO0oooOoo0O0oogaoaovidal

OFBPOO0ODDDOOODDODOOESTOOODODOOODODDODOOQOOBLASTO PSI-BLASTO http
//www.ncbi.nIm_nih.gov/BLAST/0 0 O TCGIO OO OO OODO OO TGl Sequence Searchl
O http://www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast tig.cqiDl 0 00000 OO0O00OO

10

20

30

40

50



O 0Ooo0oooao
O Ooo0oooao

O

gooono
F-boxO 0 OO0 0000

(51)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

0100 bpsO 950 0 0 00000 ODOODODOOESTO O Sequencher 3.00 000000
OORFO OO ODODODODODODODODODODOODODOORDOAOdProfileScan Server
http://www.isrec.isb-sib.ch/software/PFSCAN_form_ htmlO O O OO OO O0OOO
0 BLOCKS Sercher O http://www.blocks.fhere.org/blocks_search_htmlO O O IMB
0 O IMB Jenald 0O http://genome.imb-jena.de/cgi-bin/GDEWWW/menu.cgil O O O O
gooooooooooonoao

00000000000 oo0o0ooo0ooDUooo0DO0oo0DooDUooDUOooOoDoOoDoDoOooDoOoao
F-boxO0 0O O O O [(A F)FBP1O O O 32-1790 (A F)FBP20 0O O 60-1010 (A F)FBP3all O O 40
-760 (A F)FBP40 0 0 55-9810 O O OBspElID O XbalDO 0 OO OO DOODNAD OO DODOO
00338-9970 000000000 DO0OOO457-9970 0 0PCROODDODDODOODODODOD

OO0 @PSkp20 0000000000 0ODODDODOO0OO0O113-1520 000 0 0O0OD0O0O00O00O0d
O000D0DO0O0OQuikChange D 0 00 0ODO0ODO0OOOODDOOOOStratagened 0 OO0 OOODOADO

ooooo0oo0oU0ooDooo0oooDU0oooDU0ooDODO0oO0DooDUooDDOooDOoDOoOosIO0D0D000
FBP3all 0 O O O [FBP3a(L51A)]0 00 D00 00 OO Y60 00 0O O FBP3ald O O O O [FBP3a(
wzeA)JO 00O 0D0DO0DDODOODOODODODDODODODDODOOODODOOO
Oooooo
Oooo0ooo0ooao

OOO00000O0OO0DODOO0OO0O0ODODOCEDbNAD OO0 FlagD OO0 FBP1O FlagDl O OO (A O)
FBPO O FlagD O O O FBP3al Skp20 HAD O O O CullD HAOD DO OO cCul20 3 O D O D O O Hi
s 00000000 DI0 skplD HisO OO0 O SkplO HisD O OO O ODODOOEIonginO

Oooooooooao
0 O 0O O BaculoGoldO
ocoooooao
ooooooao
ooooooao
InvitrogenO O
Oooooao

O

0

ooooobooao
ooooobooao

oo oooooQgogo-s

O

g
a
O

O
O

O

O

5B0

O
O

O
O

000000 pBacpak-80 Clonetechd O O O O

uoogoobooooooban
DNAO O OO sfo0 0 OO
goooooooobao
ooooooooonboan
O0OHIs-OOOO0OD

00000 (C)DGEKDTYSYLAO
cullDODooOooooooogao
gobobooooooboooooooo o oo oooobD oo oooobDo
MNFSSKRTKFKITTSMQU 0D 0 0 0830 00000 0d0D0dDODODOOoOcCul200noOonOd

OO0dO0o0ooUooooocul2000 00000 OO870 00 D0D0OO0ODUOO0OO0DOODOUOOO
000000000 D0D0O0O0D0DD0oOO0DO0O0skplD0ODDODDODDODODODODDDODOODDOOOOC(C
DJEEAQVRKENQWO 0 0D O D840 0 DD 000D oDOoO0oooDoooskplD OOODOOOOnQ
000000000000 UDUOoO0DU0UO0U0UOoOKIHKOOODOOoOUOOoOoOoDoOooOoooooao

OoOo(@uuUuooDuoooDo0ooo0ooo0onOPagano, MO, 1995,0 00000000000
O O O From Peptide to Purified Antibodyd 0O , Cell Cycle: Materials and Methodsl

Spring-Verlagd O O , 217-2810

O

OOo0ooogoQgogao
O0Ooo0oooaoo

O

O

OoOoo0oooogdg

N
<

3

1)

o

Oooao
Oooao
0ooao
HelLal
Oooao
0ooao

00O
Inc.0

O

O Ooooo

O 0Ooo0oo0oo0oao
O Ooo0oooo
O O0Oo0oooaog
O Ooo0oooaoo
O O0Oogoao
O Ooooo
O Ooogooo

0

O

0 Ubc30O

O

O0Ooo0oooao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao
O Ooo0oooao
O 0Ooo0oo0oo0oao

O

O

O

O

I I I B |
Oooo0ooogood

I I B B [

O

O

O
O
O
O

O
O

u
O
g
a
O
g
a

O

O Oood

O
O

Pharmingend 0O

O

g
a
O

O
O

gooooao
gooooo
gooooad

O Ooooo
O 0Ooo0ooOoao
O Ooooo
O O oO0ooo

820 0 0 O OO
O00OcullOD

O
O

O
O

O
O

T

oggooao
aggoano
oooao
oggoao
agogoano

Ooo0oQgoooo

ooooao
goooao

O O (C)ESSFSLN

uogobobboooooboooAPODOOO
ooobODbOO0oO0Doooooooooboao
goooboboooooboooobbDoao
KLHO DD ODODDODDDODDOO0O3®s0o00o0
ooobODO0OO0O0O0oooocobo20000
gooobbooooboboooobboo
goobobboooooboooooboobooaa

O0O0OMabOODODOOOODOOODO

10

20

30

40

50



(52) JP 2009-100746 A 2009.5.14

OO0OO000O0D0OBOOOOMabO O OO ONo. sc-2450 0 0 Santa CruzO O 0O O 0O 0O O p21
0O00DDONo. C244200 O O p270 O O O O No. K250200 O O O O MabO Transduction lab
. 0000o0oo0oOoDoO0OMabsO OO OO 0OEDOFaha, 1993, J. of Virology 67:24560 O O
O p270 Skp20 Cdk20 O O O APO O O O O O Pagano, 1992, EMBO J. 11:7610 0 O 0O O O
O 0O 0O A0 Pagano, 1992, EMBO J. 11:7610 0 00 0000 DOp270 000000 DODOO
0000000000000 0DDO0DO0D0D00D0D0O00ODDONODDOSKkp20 0000 0O0OD0OAP
O0000Santa CruzD 00 0O00O0ONo.-sc-15670 0 0 00O 0OO0OOHAD OO O Boehri
nger Mannheimd 0O 0O 0O 0O 0 No.18674230 0 0 O 0 0O O 0O 0O O O HAO O O O Santa CruzOd
O0O0OD0DONo.sc-8050 0 000 OOODODODOFIagd 00O Kodakd O O O O O No.1B130100
O0DO0000D0000OFIlagD 000 Zymedd 0 0O 0O O 0O No-71-54000 O 0O 0O O O O O Skpl
000 OOO00DODOOOODDODOTransduction LaboratoriesO 0000 OOOODOON
0.Cl92200 O P460200 0 0D DD OO ODODOODDODODODIOOOOMabO OO OO AM200 0O
O00ONo.33-25000 0 0 0 D0D0DO0OO0O0O0O0OO0ODOZymed InNc.O0O0O0O0O0ODODODOOOOO
OO0O00DIODOUID0DDODOODODUDDODDODODOODAOOOoOhtsuboll , 1995, Mol Cel Biol,
15:2612-26240 O
Oooooo
Oo0o0oo0oooonooan
Ooo0o0o0ooU0oooDOoo01wmb00ODOOODOOODODODDODOOOOOPagano, 1993,
J. Cell Biol. 121:1010 0 0 000000000 OOOODODDDOOOOOODO IMR-900O

0480 00000O0DODOOO0OODGO/GICOODDODUOODODOOODODODODDODOOOODOD
ooooObObOO0O0DO000oo0oo0O0DbHeL,aD 0 O O0OO0OODODO Pagano, 1992, EMBO J. 11:761
ooooObobooooooooobbooooooooobbooboooooobbooood
OoO0o0Oo0Ooo0Oimmvitro0 O0ODODO0DDODODODOOODODDODUODDODDOODODODO480000O000
oooboODbDbOO0O0O00OGLHeLaU OO OODODDODOODOOOOOODODDDOOODOOORD
oooooao

gooooo0ogooooogooooag

O30s500000000000000D0Paganod , 1992, Science 255, 1144-11470 0O O
OCooo0oO0O0ooO0ooDOooO0O0oO0O0O0DbDO0oDbODbOO0O0OO0O0ODO0ODDOOdaoOJdenkinsh O Xiong,

19950 Paganol , 1992a Science 255, 1144-11470 0000000000 0OCD0O Tamd , 199
4 Oncogene 9, 26630 D 0D DO O0O0O0OOOODODDODDOODODODOOODODODDDODOODOOODORO
ggbobooobobibOUONoevexd DOOO4OouoooOoooobboOoooboboooobb
ooobDODODuPoNnt-NENO O ODODDODODOOOOOOODDODOODODOOOOODDODOOO
gooobooao

invitroD 00O O0O00O00D000DO0o0o0ogooogooooao

0000000000 O0OHeLa-S30 00 06x 10°0 0 0ml0 0000000004 mld HeL
asS3dqlddooOooDpD20mMmOODDOOdPpH?7.200 2 mM DTTO 0.25 mM EDTAO 10u g/mlO
coooo0ooD0wopog/mI000O0Q0CO0OO0O0OO0ODOOCOOODOOODOBMIOCOODOD
ooooobobooooooooobooboboboooooooobobooooooooooaoepParr,
Moline, ILO 0 0OO0O00ONo0.46300 0 000000000 O0ODODODODOODOODODODO
OoOOooOoOoo0OOooDi1000 psii D 0DODO0O0DDODOO0CODODODODDOODODOD30DOODOO
oooooboboooooooobobboboooooooobobbobooooooboooboDboOanailo,o00
gboo0ObOOO0OO0OO0O0OO0OOO1O00O0O00O0OOOODODS-1D0O0ObCOODODbOOO0OO0n0
gooboosoouoogononoao

goooaoaad

invitroD 0000000

O 00D Lyapina, 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95:74510 0 0 00D OOOO0O
OCoOO00O0O0D0ODU0Oo0D0DO0OO000ODUOO0FRIag0O0DODO0OOCDODOOOODOOFRIagd OO OFBP
OoOO000O0000D0O000O0000DO0D0ODOELDOE20 0 0 Ubc20 Ubc30 O Ubcdd O O
ooooOboOO0o0oDoooooobObboooooooobODbO0ob0DOoHdHRPODOOOOOODO
gooobooooboboboooobboooobbooobbooo0bbERICOE200000

10

20

30

40

50



(53) JP 2009-100746 A 2009.5.14

OOO00OO0O00O00D0OO0O0AO0O0Pagano, 1995, Science 269:6820 0 O 0D OO0 DO O0OO
gooobooao

gooooogooboooadag
OCoOO0o00O0oo0O0O0oDOoo0O0O0oO00O0cbNAODODODODOOCODUOFRFIagODOODO-0D000O0
OO0OO00OO0O0D0OO0O0D0O0D0OOPEDNA3D InvitrogenD O 0000 O0OCODOO0OOODODOO
OOOO0OOODUODORIGENED ODODODOOOOODODOBoehringerD OO DOOD0OO No.1-8
14-4430 0000000000 O0OODOO0O0O0

oooooao

goooano

Joo0oDoDo0oU0oU0oO0odUoUooooDDODOoDUU0DU0UdUdDOo0DOoDoDoDOoODOUODODOOoOoOoOPBSOOOO
o440 0100 0PBSO40 00000000 D0ODDODODO0OO0OOOOOOOPBSOO0.2500000X-
o0 Do 00o0DDOo0DU0U000d0O0Oo0o0DDDOoDU0DO0DO0O0O0Oo0DoDDDOoDO0OO0OoOooOaOo
00000000 Pagano, 1994, Genes & Dev., 8:16270 0 O O O 1y g/ml0 O O O Flag
ooooDoDoDooooooooooao

oooooao

oooooDooo0ogd

OClontech OO0 0O0DDODUODUODUOOUOODOmMRNAD D DODOODODOQODODODDODODODOOOOO
OO0OO0ODOODNAD ODOO0ODOGibco BRLOO O DO DO [OOOOO 32P]dCTPO Amersham
Inc.0 000000000000 000000O02x%x 10%cpm/ml0 O 55-600 O 0.2x SSCO 0.1
OsSbsO 0000 O0OOO0OFBPIDOFBP3a0 DO DO O200HINdINIOD OO OOOOOOOO

ooobODbDi1-5710 014500 000 0 FBP2O FBPAOD OO FBPIO OO OO OODODOOOOO
OOOOCODNAD OO OB OACTINODOOOCIontech DD OO0ODOODO

gooobooao

OO0insitw0 0000000000 OFISHO
OOO00O0O00O00OD0OO0OO0O0O000D0DODDOOcDNAODODODDODOAFRIXNIODODODO
gobobooobDbDstratagenel D00 0DD0OD0OO0OO0OO0ODDDOOO0OOODODOOO0OGDS®BSOOO.
2x SscO o.1osbsiooOOO0O0oOooOooOooOooobODbOOO0OooooocobODbobOoO0ooooooan
ooooOobobooooooooooboboboooooooobbbOoooooooobobooooo
gooboDoO0ooo0obDDODNAODOODODDOOOM. Paganoll , 1994, OO OO0 DODOOOO
oooD, 2200000FISHODODODOO

ugooobooaad

6.20 O 0O

6.2 1000 F-box0 0000000000 ®NnvivoOO O ODODOOO
Oo00o00oo00oo0Doo0o0oDo0oDU0oDo0DO0o00DOoDo0DOoDDSkpl0 00 O0O0DOODOO
O00Obaith 00Gal4 DB-SkplD 0 0D 0000 ODOODOMavio30 O 0O 0O O preyd O O Gal4
ADODODDODO0DO0DOOOO0ODDODODDDTOOeDNAD DO OO OOQOOoODDDODODODO0DOoOoGoDoaOo
Oo0o000o0o0Do0o0o0DO0o00DOo3o0D0000o00o0o0Do0oo0o0Do0oD0O0OOaonsSkpln OO
00000000 wBOODOO0DOD0DO0DO0DDUODODODODOO0DODU0DOoODDIBODODODODODDODOO
CcONAOD OO OFBPOODODODDOO7000D00CDOOODODODODODDOODODODODODDOO
0o0o0ooDDoDOoo00ooooooorBPOOODDODODODOOODODOD300OODODOERBPIO OO
00100040 0000FBPZODODODO3000500000FBP30 0000500070
OCOOO0OFBPADDODDOO7000800000FBPSO 00009 ODDOS9O 0000 FBPED O
00011000100 0000FBP7O0 0000130070 0FBPO 00 ODODODOFRBPIOO OO
010 0000000000000 D0D0o00000o0D0DO0Do0O0ODO000O0DdO0OOoaOdMargott
ind , 1998, Molecular Cell, 1:565-740 0O

Oooooao

O National Center for Biotechnology Informationd O The Institute for Genomic Res
earchD 000 0000O0DO0OO0CDODOOOOBLASTUODOOOOODOOF-boxOOOOOADO
0000000000000 O00D0o0DDU0DoDO0DO0OO0O0O0OD0DU0ORBPDOO0OFboxoOOOO
0000000001000 0000o0o0D0D0D0F-boxDODODODODOODODOODDOOOOO

10

20

30

40

50



(54) JP 2009-100746 A 2009.5.14

ooooboOoOoooooooooboao
AC002428, Al457595, A1105408, H66467, T47217, H387535, THC274684,
Al750732, AA976979, AT5T1815, T57296, Z44228, 745230, N42405, AA018063,
AIT51015, Al400663, T74432, AA4(2415, ATR26000, AT590138, AF174602, Z45775,
AF 174599, THC288870, Al017603, AF174598, THC260994, AI475671, AAT68343,

AF174595, THC240016, N70417, T10511, AF174603, EST04915, AA147429, Al192344,
AF174594, AT147207, AI279712, AAS93015, AAG44633, AA335703, N26196,
AF174604, AF053356, AF174606, AAB3I6036, AARS3045, AT479142, AATT2T8S,
AA039454, AA397652, AA463756, AADDT384, AATA9085, AI640599, THC253263,
ABO020647, THC295423, AA434109, AAIT0939, AA215393, THC271423, AF052097,
THC288182, AL049953, CAB37981, AL022395, AT.031178, THC197682,

OO0THC2051310 0 00D DO O0O0000O0DO0OOoOD10 000000 obDDbDbOO0DO0ooooao
FBPU O O O0OOU

goooao
goboboboooobboologobooogoobboooobbooormPO00boo0oobDO
OoDOooCoOoo0O0O0oDoDe0dCOORBPIBODODOOO230 00110000 0ERBPEO DO OO
250 001200000FrBPOOOOO2700010 0 000OFBPIOODDOODODO?290001
A0 0 000FrBPIID DO O0OO31000100000FBPI20D0 000330 00160000
OFBPIB0 D 0D0OO3BOODO1700000FBPI400 00D 370 00 180 0 0O O O FBP15O
ooooOs3oooi1ogobooborBPl6GD OO DOO4100 02000000 FBPI7O 0O O O O 43
Uoo0z2100000FBPISBO 0 0004500022000 00FBPIOO OO OO 470 0 0O 230
gooboboOrBP2000000D0400 00240000 0FBP2ZIOD 000055100 02500000FB
P220 D 0 0 OSB3 002600 000FBP230 00 OOSG5000270 0000 FBP240 O O
oos7ODbO0O002800000FrBPO000008O0000000000000FBPOOO
OF-boxO OOOODDOODOOOOOD1IADDDOOOOOOOODDDOOOOODOI140
OrFBPOODOOOCDOOOCOODOOOCDOEBP3O O0ODOO2300FBPSO OO OO 250 0 FBP11
Ooo0oO0OD3100FBPI20 0000330 0FBPI3D OO0 O350 0FBPI140 00 00O3700F
BP150 O O 0O 0O 390 0 FBP170 0O 0O O O 430 O FBP18UO O O O O 450 0O FBP20O O O O O 49
OO0 FBP21O0 O 0O 0O DO 510 0O FBP220 0 O O O 530 O FBP230 O O O O 550 O O O FBP250 O
OCoOs0000000000D0OO0O0DO0ObOO0O0ODOO0Oassembledd D OO0O0ODO0ODO
ooooObDObOO0ooshboo00ooooobooOorBPOO O0OO0O270 0 FBP1OO OO O O 290 O FB
Ple0 00O D040 0FBPISOD D 000470 000FBP240 00005700 0000000
t ooDOoocoOoo0oOooDUoooOooOO0oOoDO0oo0OoDOFR-boxOODODOOQOOOOOODOO
oooooao

goao

=1 = I I I A o A N O N A B A B 2 W o 2
ooocoobOboooosborBPOOW-40000000000O0O0O00OCDOFBPOO LRRO
e O0rFBPOOO0OOOOOODOOODODODOOOOODODDOOODOOOOODODDOGO
goooboooobbooogoobobooobbsHz2z000o0o0oboboorBPOOODODODOO
gbobobobooooobbooooobooooobboooobbooooboobooooobooOoo
ogon

U FBPOOODODODOOOODODOOOOORBPODOOODODDDOOOODODOOODODDOO
FBPO OOOskplDOODOODODODODODOODODODOODODOODOODO88IOINvVivOOOODOOF
BPOOODOODODOOODODODODDODODOOODODODDOHISDOODSkp1D OO OODO
ooobODbOO0oOoOoooooDbDDbDDoOoOoOoO0skplDOODDDOOODOOOODOcCOOoOoObOOTvTd
OFBPO OO OOHIsODSkplD OO ODO0DODOODODOOHIsSOODODOODDODOOOcCOOoDOOO
CoOO0O0OO0O0D200HISOD00OODODOOCDODOCODOOOOOOODORBPPODOODOD
OoOoo0oo0oo0O0o0b0OOoobOO0O0oo0O0Oo0DDODO0ODODD0ODO0O0D00OHIsDODDOpP270000DODOO

g
u
O
t
a
O

oo oooooogogo-g
Oo0ooogodgogaog
oo oooooogogoQg

10

20

30

40

50



(55) JP 2009-100746 A 2009.5.14

pull-downD 00 0D0DO0O0OO0OODODOODODOOOCOOOOODODODDODODOOODOD
goboooobbogog2000gi12zoo00goboboOoo
goooao
F-boxO OO0 OO0 0O (A FFBPLO (A F)FBP2O (A F)FBP3al O O F-boxO O OO0 OO O O
ODO0O0D0OO0O0O00D0ODO0D0OD0OO000D0O0DDFEFBP3a(L51A)O O FBP3al W76A0 O O O O
OF-boxOOODOODODDODDOODODODOODODDODDODDOOODODDUODDOSKkp1OODOODO
ooDOoooOooOoOooOooo20000rRPOODOSkpI0OD00OOCDOOCODODOOODO
O0F-boxDO OODOOODODODOODDODOOODOORD
goooao
O FBP10O FBP20 FBP3all FBP40 O FBP70 O in vivol 0 O skplOD O CullD OO0 OO0 DOOOO
OOskp20 00D O0O0OOOO0OOODODOODOOCDODOOOODODODOOFRIagd OOD0O -FBP1O -
(A F)FBP10O -FBP20 -(A F)FBP20 -FBP3al -(A F)FBP3al -FBP40 O -FBP70 HeLaO O O O
OCOO0OO0OFIlagd OOOOOODOODOOODOODOCullD
u
O

oo oooogogoo

gogoboooooobooooooan

cul2D 0000000 DODOODODODOOSkplDOOOOOODOO gooboooooan
OCOO0O0O0O000OO0OFIlagOODOCullD OSkplOODOODODOO orFBPOOOOOOO
ooooODbDOO0oO0oOooooooDDbDboOocou2000b0DODDbDDbDOO200000DDO00O00O000
OCoO000O0ooOO0OoODoODO0oO0O0O0DUOOoOODOO0OO0OO0OskplD OO0 OODOOOOERBPOODO
OO0OscaffoldD 000 O00O0O0DODOO

gooobooao

OFBPO OSkplO CullD O OO ODOOOODOCORBPOODODODODODOODODODOODODODOO

OoOO0000DO0Do0O0OO00O00OD0OO0O0DO0OD0O0O0ODOD0FIagD OO DO FBPO OO SkplO O C
ullOUOOHelaO OO ODODOODOODODODDODOODFIagD ODODOODOODOOODOODO

OCOO0000DO0O0OD0D0OO0ERIDD0OO0OUUcOOODODDOOODODODDODDOOODODOD
ugbobooooobboooobormPObOO0O0U0o0DbOo0ooobboOoooboboooobb
ooooObOoOO0OO0oooooooobObbOoooooooooOrBPOCODODDODDODOOOOOGORO
goobobooogs3obooggogobbooooNfgbDboogobobONMOOOODDOOOS0
OCOO00200Ubc40 0 EIDDOO0DOCDODOOCOOOOODOODOUbLE30 0 ODOUbLc4D OO OO
OCOoOO0O0O0O0ODODO0OO0OD0OOO0O0Ovuec200O0O0OOSCFODODODOODODODODODDOODODODOD
gooobooogosobbn0di1zoiasnd

oooobooao

Oooo0ODbOO0O00O00000a0FRBPLIO FBP2O FBP3all FBPAU O FBP7O OO OO0 O O OO O
OCO0OO000O0000D00OFRIagd 000D0D0D0D0OO0O00OD0DODODOHeLad U20s0O O 293TO
OCO0OO0O0O0DO0O0U0OO0OFIlag 0 O0O0OO0DODODODOOOOODOFRBPIO FBP4O O FBP7O O OO
oooobobOooooooobobboooooooooDbooOorBPRZOOOOODDODOOOOFBP3

a0 000000000 o0o0Os320000000HeL,a 0000 O00O0OO0OFBP1O FBP2O FBP
a0l FBPAO D OO DODDDOOOOODOOCODO A PR)FBP1IO (A F)FBP20O O A F)FBP3all O O O
ocooooooOOoooOoo0oOooDUoooOooOoooDOoooOooOoos320000000F-bo
xO0OF-boxDO OOOSkplDO OO OOOFBPOODODOOODOOODODODODODOOOODORD
ooooObbOo0ooooooobObbobooooooooboDbbOoooooan

goooooao

6.2.20 000000000 O0OODDODOO0DODOOOOODODDODOOOOOOOGO
coooooooooO(@ooOoOooboDbDOooOoooOO0oobOOobobODobDO0oOoDbDOob0bODoDOOo
ooooODbOoO0oooooooobobobooooooooDDoD3soooH)YDooooDoD®»m
OCmRNAC O OORNAO O OOOOOOOODOFRBPLI MRNAODDOD OO (@7kbD OO OODOODOO
3.s00002.5kb020 0000000 00D0O0001600000000000DORGOC
Ooo0oDODOO0OO0O0O0O0oo0O0ODODOOO0OO0DO0O0oU0oO0O0ODODbDDbDO0OO0OOFEBP1I MRNAO O 7kbd
ooooODDbOoOO0oO0oooooooboDbboOooooooooDDbDbO0o0oOoOooooDboDeEBP20 00
O@r7.vkb0 000 24kb) 0 00 00D0O0ODO0DOOOOODOOODOOORBP2O0CDOODOO
Oo0OO0O0OO0O00O00OD0OO0o0OO0O00D00ODO0ODODDOO0OO04kbOFBPIDO DO O0OOODODODO
OO0OO0O00O00O0O0DOoOoO0OO3kbO2kbd0200FBP3@a0 0000 O0O0OCOO0OOODODOO




(56) JP 2009-100746 A 2009.5.14

0000000000000 O0DU0DO0DO0DO0OD0D0DO04.8bOFBPAO DD O DODOOOODODDO
0000000000000 o0ooDU0o00DO0o00o0oDO0oo0O0oDO0o0oO0o0O0oOO0OO0OOdaOoaoFBPO
O0O0ODDOOOMRNADO (OD4kbOD OO0 00O QOOoOODOS8BkbOOOOOOODYOOOO
00000000000 oOo0ooDO0OrFBPIOODOOOODODDODODOOO

Oooooo

6.2.3000FBPO OO OOOOOODODO
Oo0O000o0DO0o0D0DO0o00DOoDooDoDOo@oODOoopPs30p270p -0D00O0ODYOODOODO
ooooo0ooU0ooDooo0oooDU0oooDUOooDoODO0oO0o0ooDUooODDUooDoDooDOooDUoOoOaO
I A o o o A I Y AN © |
echanover, 1998, Embo. J. 17:71510 0 0 0000 0)00000OOO0COODOOODOOO
oovMDM20000O0D0OOOCONMDM200000DO0OOODODOODODOOODODOODODDODOGO
OO0O0000D0D0op30 000000000000 D0DO0DO0DO0DO0OD0DO0DO0DDOODOOaD (Brow
nO Pagano, 1997, Biochim. Biophys. Acta, 1332:1, 19980 0 0 O O O O O )O O O FBP
0oo0oo0ooU0ooDooO0o0ooDO0DooDUOooDoDO0ooO0DOoDU0ooDDOooDoDooDoDoDoOooOaO
Oo0O000oo0U0oo0D0oo00oDU0o0D0DO0o000DU0Oo0DDUOO0DO0DO0ODODU0OO0DDOODOnOOiIENn sit
ud0oooDoDoDoDo0o0OoO(RISHODODODOOFBPAO DD DODDDOOOOODOD10g24(O
34A)0 0 0O 0O O O O O FBP20O 9934(0 34B)0 FBP3al 13g22(0 34C)0 FBP40 5pl2(0 34D)0O F
BP50 6025-26(0 34E)0 0 0 00O 0O O O O FBPO O O (O O FBP1O FBP3all O O O FBP5)O O
0o0o0oDDOo0D00o0o0oo0oDDoDDoDo0DUo0o0Oo0ooooDoDoDoDo0@DO0O0OOdadonline Me
ndelian Inheritance in ManO O 0O 0O O O O http://www3._ncbi_nIm_nih_gov/omim/0 O O
OO0HYOOD0OO0OO0ODO10g24(FBPIO DD O ODHODODODDODODDODOOOODOODOOOAO (SCLE)
co1owooooooooooUoooDUooo0ooUoooDoooDooDUooDoDooDooDoDOoOo
ooooooao 00000000 7%0 0109240 O O O €(10;14)(g24;q11)0 O O €(7;
10)(g35:;q24)0 0000000000000 O0o0DO0DO0ooOD0O0ODOoDOadoeg34n O (FBP
200 00 O )HO ooo0oo0Doo0oooDoooDooDoooDUooo@EoH))ooooooao
ooooooao LOHO 0 000 0O00DD0DD0D00000OD0Deg25-26(FBPS0 O O O O )T
ooooooao 00000000 oDooo0oDo0o0Do0oDooDoDOooDo0DooDoooOaon
ocoooooao OoDo0oo0ooooooDooooao

Oooooao

7.00000FBPIOB -00000O000O0O000O0OO
Op-00000000O0O0OD0DDODOOO0DO0DDODU0ODODDODODODODODODDODOODODODOO
OO0O000O0DO0OD00O enopus Slim)D 000D O0DO0DOOOOO FBPIOWNt/B -00 00O
000D0DD0D0D000o0oooDoDDOO0oO@iangd Strunl, 1998, 0O O O Marikawal Elin
son, 1998)0 0 000000 DODOOODODDODODOODODODDODODODDODODODODODODDOO

O0Ooo0oooao
O0Oo0Oo0ooao

ocoooO0oorBPIODR -0O00O0OCDOOCOODODOODODODOOODODODODOOOODOO
Oo0O0OO0OFrBPIOINVIVOD OB -000O0O0OOCOOOODDODOOOOOOODODDDOOOOO
coooooooooooooobDooogop-0O0o0O0DO0oo0O0oDO0oODO0OOoDODOoO0OoOoDOO
ooooObOoOoO0oooooooooOboOoorBPAODODOODODDODOODODOOOODODDODDOOOOO
ooooObobooooooooobbooooooooobbooboooooobbooood
gooooooooboooooobooooobobooobbooooboboooooboboogoao
ugbobodooobobbooobboooooboooboboboodd

oooooao

7 A0 FBPIO 00D DO0O0O0DODOOOOD0

OO00000D000F-boxd OOODODOOODODODODODODOOODODODOODODOOOODOOD
gooobboo0ooooooooboboboooooooonoan

gooboboooobboe.l0 000D DODOOOO

oooobooao

7.20 00

7.2, 100 0FBP1OB -00 000000000

OCFlag 00O OOCOFBPIOODOB -000O000ODOOODODDODODDODDOOODODOO

10

20

30

40

50



(57) JP 2009-100746 A 2009.5.14

cooooooOooooooobOOoobooboOooDobobOooooDUOob0pe-0O0D00O0
OFlagD D00 O0O0OOOOODDOO@3ALOODODODODODDOODDDODODODOOQOOB -
OCoOOO0OO0OrBPIOODOOOOODOODODOOOODODODOODOOOEFRBP Cde4 O O 0O O Sic
100000skplDODOO0OO0ODOODODOOOOOOOODODODOAO (Skowyrad , 1997, Cel
1, 91, 202-219)0 00 Skp 100 OO0 OOFBPIOR -0 000O00O0OCDOOO0ODOODODO

OoOO0o0OO0OoOOoOFRrBPI/B -OO0O0OD0O0ODODOOODODDODODO
OODIOFBPIOODODOOOODODDOUODDODODODDODOODDOODDO
Sskp0 00O O0OQOOOoO0OOoO0oOoO0oOoDoOO0oOoOOoUooOoOoooUooooooooooooao
(Skp1-Cull-Skp2; Yud , 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. U

O

ad
OO
oo
k40
ud
0O
ogd

O
O
O

goooooooboogao
gooooooobooadDbid

-S.A. 95:11324-9)0 FBP1/B -
ooooobooboboooooooooobobbooooonn 0000000 DIO Flagh O
gorBPIDODOOOOOOOOOOOODOOOOOODODODODIDOOFRBPIODDODOOO
ODO0O0O0DO0O000DOD@3B00001-3)0skp1(035B00004-6)000Cd

FBPIO OO OOOO0OODIDDODOOO0OODODDOOOOOOODAOrRBPIDOOODODOOOO

u
O
a

u
ogoo
OHAODODDDOOOB-ODOO0O0OUOUODOFIagDODOOOOORBPI(EOOOODDO

OH)ooooooooooooooooozoooooopboDooooopooDoDooo
p-000000000D000CGBEFBPLIODIODOOODODODODODOOFRIago O
OooooDDOoOO0oOoo@3cobobDb4-6) 0 0oooobbboOOp -00000FBPLO
oooboooooboooobbooooobooooonb

oooooao

7.2.20 F-boxO OO OO0OOFBPIOO O OMn vivoO B -0000000000

0( FFBPAO R -0 000000 OOO (A F)FBPAO in vivod O O O O Skpl/culld O O

OO
o0
00O
OO
o0
0B
OO
OO
o0
0O 0O
OO
o0

0 FBP1DO

u
O
g
a
O

oopooooooooOoooop-000DOO0oO0O0ODO0ODODO0OO0DDOODODOODODODO
I I I W A 72 A W A W W A Y C
OOFlagD D OOOOO@PBPFBPIODOODDDOOFR-boxO O FBPO O O (A F)FBP2O
ooDOooOoOFrBP2Z0SkplD OO0 OOOODODOOCOOOOODODODDODODOOODODOGO
OrFBPIOCOO0OOODODOOW-400000000000O0CCBBPIOODODODODDO

-00Do0o0O0oOoo0ooo0bocoboDbpoooooooo@seAHOOODDDDOB-DDODDOOOO

a
u
O
a
u

O

ocooooooUoooDOoooooboUoooDoooOooooDOoooDooB -00
OoDOoo0oOooO0oo23000HADOOCODODODOOB-OOOCDOODODODO
ODOoo0OrFBPAOOODODOCODODOODDODOOOOODODODEFpb1OB -00O
000000000 DU0O00DU0OD0DU0OO0OF-boxdOOODDODOODDODODOB-O0DODOO
0000400000000 @ 36BYT

O

OOHIV-1 vpuO OODODDOOOOODOODODCDAODODDDODOOOOOO (Mar

OOoo0oooaog
O Oo0oo0ooooao

gottind , O O )0 Vpull FBP1O CD40 0O 0 O 0O (A FFBP1O VpuO O CD4A0 0 OO0 OO DO OO
OCoOO0O0OO0O0oDODO0OOoOOoOOoOrBPI-OD0O0COO0OO0OOCDOOOOINIKBa a0 OOOOOD0ODOC(
Yarond , 1998, Nature, 396:590)0 O 0O O O FBP1O B -0 00 O O Vvpull O O O O O Cb4O
gogbIKBo a0 O ODOOoOooooooooobooooobooboooooooooobobooogao

ud
o0
ogd
8.0

O

gbobobobooooobbooogoobooooboboooobboooooboooooboDbooOoao

goao
OO0OFBP Skp20 0000 0Op270 000000

00
gd
od

g
a
O
g
a

Skp20

oo
00

O
O

oboec1o0o0OooOooDOobooboEcCd)yoogooogp27rb 0000 00ooOO
Ooo0oo0DDOO0O0DO0oOooooDp27000D0O00000O0OOP270000OD0ODO/Cdk
ooDOoooDOoo0ooDoDOoooDOoosOo0oDO0oo0O0DO0OO0DU0OO0OFR-boxBtODOODOODOO
p270 00 000000000000 DOOO0OOOD0O0O0D0O i n vivod in vitrod O
ODOskp20 OO0 ODODODOp270 00000000000 DODODOOODOODO
OoDOoooOdp27000000C00000DO0OOOSkp20 00000000 0ODOO

10

20

30

40

50



(58) JP 2009-100746 A 2009.5.14

ODO0O0OD0O00D2000skp20 000000000 0DO0OSKp20 00 OO O p27

gogobooooobobodooobbooooobooooobooooonan
ooooOs.50000000000O0COODODDODOOOOO0OOOODODOGO
oooobObOO0oO0ooooooobbooooooooobobooooooboao
gooboooooboboboogoobboooobobooooboooooan
OO00000DO0O0CO00OD0OD0O0Dskp20 0000000 PpP270 00000
invivoOOOOODOODODODODOOOOOODOODODOOOOODDODODO
oooboooooboooobbooooboboooobobooooobaon

OO0O0O0ODC P)Skp20 O O O SKP2 mRNAO O O O O O
p270 0000 0000CODODDODOO0OOO0OOOODODGO
ooocooobOoboobooooooooboooOoerepPOOO
goocoobobooooooo-0ooooooooboao

0 20mM Tris-HCI(pH7.2)0 2mM DTTO 0.25mM EDTAD 10u
g/ML0 0000000000 e6nl000O0000000

oooobz2c0o0o0O000O0000

gooobooao

OCoOO0O0O0O0Dskp20p270 invitroO OO0 OO0 0OO0DOOQOCODODOOODODOOOODOO
OCoOoo0Oo0OooO0oooDOoob01mOop270 0000000000 viIitrod 00O0D0ODOO
ooooao
OoOo0o00ooU0opDOooO0oOooooDoDUOooDoDOooO0O0Oskp200DooDoooopoDooOO
oooobDobop2700D000O0O00O0OOCOODODDOOOOOOOODODDOOOOOOOO
OoOO00p270000000000CDO0O0CDO0O0D0O0@PSkp2000DO00OCOO0OO
gooobooao

goooooogao

ooooDoboo0ood

ooobDbDoOo0ood

goooooogao

gogooooaogao

oooboDobooOoo0ood

gooooooogao

a

oooooao

goooboooooboogobboo

gogoboooooboooooobooao

ooooObbooooooooooboao

ooooOboOoOoooooooobooao
gooboooooboogoobbooooboboooonb

ugooobooaad

8.10skp20 DO 000 p270 0000 O000O0O0D00O0ODO
invitroOODDODDODODOOOODO0OODODDDOO0DO0O0oo0ooOooano

O04mLO HeLa S30 0 OO ODODO

g/MLO0 0 0O0O0COO000ODO0p

gooooooobooobDbao

ooobDDbDOO0OoOooobooDbDDobooOo-o0bD000 el

nitrogen-disruption bomb)(Parr, Moline, 00O 0000, OD0O0O0O#639)00 00
0000000000000 O0D0D0DO0DDO0OD0DDODOO0O0O1000psiD O OO0DO0ODOODO
ocoooO0oooOooo300ooDoooDOooo0Doo0oooDUoooDooDoooDooDoDd
O0O0DDO0O0O0O0O0dOoi1o,000g0d 000D DO OO0 O0OO(-10)0000000O0O0O
ocooosoooooDoooDooDU0ooDOooOo0DOo0oD0DOoDooDoDooDoDooDooDoDd
OinvitroOp270 00 00000000OODOOODOOOODOODOOOOO (Pagano
1995, Science 269:682-685)0 0 0 00000 000OAO

Oooao

OO oooQogooo

0

O 0Ooo

0
0

O

Egn

O

ooooOao

20-33)0 0 0 O
128:1079-86)
0o0O0o0ooo
0O0o0o0ooo
0O0Oooooo

0 00 0O (Hershko & Rose, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:18
00000 (Hershko & Heller, 1985, Biochim. Biophys. Res. Commun.
000 pl30 0 O (Brizuelald , 1987, EMBO J. 6:3507-3514)0 0 O 0O O O
op,.y -0O0O0DODODOOO-50-0000CAMP-PNPODOODOCDOODOODOO
00o00DDDoDO000o0oo0ooOoOosSignal 000000 O0OOMerckDO0OO
0 Hoechst Marion Roussel0 O 0D 000000 OO0Op27000 00 0O Zym
ed Inc.0 000001870000 000000(Y))D0000p270 000000000
000000000 DONAGSVEQTY PKKPGLRRRQT(D 0 0 0 85)0 0 00000 OOODODN
0o0o0oo0ooo0ooDooo0o0oDo0oDoD-0000000-00D00000000DODO0ODOaO
Oo0o0o00o200000000000000000D00O0O0DO0D0ODODDODOOODODORO
OoDOoo0oO0oOoo0oe.l00DDOO0DOODOO

Oooooo

10

20

30

40

50



(59) JP 2009-100746 A 2009.5.14

Oooooooad

O000D0DDO0OD00O00O0ODO3u LO skp20 O O O 15u LO AFFi-Prep Protein-A0 O O (BioRa
dDi40 0900 0 00 ODDDDODDDODODODODOODODDDODODA A0 LOHeLaD OO (MO OOO
OOO0D400p QOO @I O200H)0 000000 DOOOOODODODOOO.45u Microsp
inD 0000 Willipore) 0000000 ODODODOODODODODODDODODDODODODODODO
OoooDDOo0O M. PaganoO , 1995, 0 0)O0 DO OGST-Skp20 O OO D ODODOOOOOO
O0OO000ZzZymed Inc. (0 OO0 0O#1-1900)0 0 0 0000000 O0OOOOOODODDOOOGO
000000000 PdOd M. Pagano, Cell Cycle-Materials and Methods, M. Pagan
od , (Springer, NY, 1995), 0240 0 0O 0O O O E. HarlowO D. Lane, Using antibodies,
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 199
gooOo)oOOoOcCcullD OO ODODO0OODODEODDODOODODODODODODOO (Mab)(Faha , 199
3, J. of Virologyd 67:2456)0 0O O p270 Skpl(LatresO , 1999, Oncogene 18:849)0 Cdk
2(Paganold , 1992, Science 255:1144)0 0 0 0 APOD O DO OO OO0 OOODOODODOpP270 O
OO0O0000D0ODOBOOODOMabd Santa Cruz(O O O 0O #sc-245)0 0O 0O p210 O O O Mab(
O 0O O 0O #C24420)0 0 0O p270 O O O Mab(O O O O #K25020)0 Transduction LabOd O 0O O F
lagD 0 0000 zZymed(O OO O #71-5400)0 0 000 D0ODONODDOSKkp20 0 00O 0O0ODOAP
0000 (Ssanta Cruz, O 0O O 0O #sc-1567)0 0 O O O

Oooooo

Skp2 F-boxO 0 O 0O 0O O

(A F)Skp20 O O O BspElID O O XbalO 0 OO ODNAO O (00O 0O0ODOS338-997)0 000
00000000 0457-9970 0 0PCRODODDODODODOOODODODODOODOAO113-152
oopoooDoooooDoooooo

ooooao

ooooooan

O oooOo

ODO0OO0D0OO0O0O0ODODO0ODO0DOOD0OCDNAD ODFlagD OO0 0 00O FBP1O FlagD O 0O O O
O (A F)FBP1O FlagD O O O O O FBP3all Skp20 HAU O O DO DO O CullOHAO O OO DO O Cul2
O -00000HIsDOOOOOODODOOODD1O skpld HisO O O 0O O O SkplO HisO OO
OCoOO0O0OO0O0DODO0ocCcoOb0O0O0oO0ODO0O0ODOO0O0OO0ODdOD pBacpak-8(Clonetech) 0 O 0O O O

OO0O0ODDDOO0OO0OOOOOODNAO OO DO BaculoGoldd OOODOODODDOOOOO (Pharmi
ngen)D 0 O0OsfUOODODOODODOOODODODODODDOOOHMISODDOODODOOODODO

OCOEODOOHAODOODODOCKk200000O0C0COO0OO0OO0ODODODOD. Morgan(Desai, 19

92, Molecular Biology of the Cell 3:571)0 00000000 DOOOCOOD0OOODODO
gooobooosspboooooobooooobbooobboooobooooboboogao
ocoooO0oooOO0oooOooO0oooDUoooOoboHIsO0O0Doo0b0O0oo0Oo0-000Oo0Odddnvit
rogen)0 0000000 OOOOOOOODODOODODOOOODODODDODOODOODODODO
OO0oO0OD0DDOO0OO0O0O0OO0OskplODDOOOEDS O HISODODODODOOOODODOD-0O00OOO

gooobooooooboooooobooboooooobboooobboooooooooboobooooao
OCoOO00OO0O00O0O0OD0O0oO0O0O0D000D0DOE/ACIK2, O 0.5 pmold Skpl, O O0.5pmold Skp2,

0 O.1pmol0d FBP1, O O.1pmol;FBP3a, O O.1pmolOd Cull, O O.1pmoll O O O 0O O O O Skp
1/Skp20 Skpl/FBP10 Skpl/FBP3al O O Skpl/Cull0 0 0 0O DO OO O5B00000
Oooooo
0000000000000 o0ooo0oonoooooo0oooooooooooooooan
Ooooao
Oo0o0o0o0ooOoedl000DOD0DDDODOODODODODODOO
Oooooo
8.20 0 0O
8.2.10 p27 invitro 0000000000
OOo0O0000D0invitroD D ODODODOODOODODODDOODODODODODODODHeLa-S30 00O 6

x10° O0/mMO 000000 D0DDO0DO0O0DDO0OO0OODDOOY70u MODDOODOOD 4800
O0o0oDDO0ODO00oO0ogecioooDoDooadO"Connor & Jackman, 1995, Cell Cycle-Materi

10

20

30

40

50



(60) JP 2009-100746 A 2009.5.14

als and Methods, M. Paganod , Springer, NY, 0 60 0 0O O 0O )0 1y LO in vitroO O O
OO00[8BS]p270 10 LO O D DO ODODDODODDD3000OOOODO-750)d0000a0O
00000000000 40mMO TrisO pH7.60 5mM MgCl, O 1mM DTTO 10% OO0 OO O 0O O
lyMOODDODDODDODODOODODODOImg/mML O0OODODOOCOO1I0MM O ODOOOOODOOO.1m
g/mL 00000000 DODODODOO.5mM ATPO 1y MO O O O O O 20-30p g HeLaOl O O O

goooboooobbp270 0000000000 DO0O0C0O0O0ODODDODOOOODODOOOODODGDO
gboooooobobooogooobooooobbooooboboooooobooooobobooadao
gooooboboooooooooboboboooooooobDbOooogop2700000On
ooooobooooooooobDbbooo(@oboooooooooDobooooo)boao
goobooooboooooobooooobobooobooooooboooooboboooao
oobooooooooOoooooboboooooDbOoobobooDbDooop-obO0OO
ob0Do0o0oo0O0000LeenmliC0O00O0O0ODOOODOOOOODODODODOODODODODOOO
goboboooobbooobbooano

goooano
obDooooo0O0op270c000C0000O0DOODOODODOODOpP270O00O0D0O0ODODOOC

ooobDDbO0O0DO0oo0oo0oooobhDbOOoO0DOoOo0oooo0oDbDDbDbOO0DO0O0o0OO0oO0nHeLad OO
Oo0wwo/mO0O00O0QCOD@GIDDOODODOOOCODOOODODODODDODODOODODODOGO
(Paganol , 1995, Science 269:682)0 0 0 000000000 DOOOOODOODO
goobooooboboboogogoooboboooboboooobboooobobooobbDoo
Op270 00 000C0OCDODDOOO0O0OO0Op2700000000DDOD0OO0O0O0OO

oon
goocoobop27000000000O0COCODODDOODOOOOOODDODOOOO
g Sbs b Oboo0oooboDooooboooobobboooooboooobboogoao
ooocooboboooooooooisboooooooooop27zc00ObO0OOO

p270 0 000 00C0COODDODDOO0OO08 SOSO O ODODDODOODODOOOOoOOoOODDODOOOn

OoooooogoQg™g

OO0 oo oooooowvOoOooooooogoo
Ooooogdgogoao

Oooooo

8.2.20 p27-Skp20 0 0 0 0D OO0 OO0 0O p27-Skp20 0 00 00 0O O

OSkpl/cullinD 000000 OOOOOFBPOOODDDODODODOOOODODDOOOOO
Oo0Oo0D0DDO0OO0lkBo OODODODDOORB-0000O0OFBPAOOODODDOOOOOODODO
000000000 (yarond 199800 Nature 396:590; WinstonO O 19990 Genes Dev.
13:270)0 1870 0 0 00 0D00D0DODO0OO0O0ODOp270 00000000 0O0OOD0OODOFBPO
0O00D0DDO0OD00O000O0DODODOOFRBPO O Skp20 O O FBP1O FBP20O FBP3all FBP4 FBP50
FBP6O O O OFBP70 000D O0ODDOODOOGBO0O0DOO0ODOODNOSKkp1O OO O (bait)d O

ooobOz2-0000000COOOO0O0OO0O0O0OO0COOODODDODOO0ODODOOOOODODDOOOOO
goorBPOODO0O4D000000000DOCO00O0DDODOO0OO0OGDOOOEFERBP1IOOOFBP2
oowb-400 00D Oskp20 OOFBP3a0 D OO OOODODDODODODODOODODODOOODODOO
OCO-p27y0 000000000 DOOOCDOODOOODOOCOOOY000n vitroO ODOODO
OFBPOODOOOCDOOOOODODCCE37A)D0 10 0 FBPO Skp20 0 O D O O -T187 p270 O
ooooDDbDOoOO0oOoooooooDbDDbboO0p27D00000000O0OODODDOODOOOODOO
ugogbobobodooobboooobobooooobboooobbooooobOooo0bdDndHelLa
ooooObOoOO0oooooocoobboboooooooobboOoooooooobboooodd
Ooo0oDDOoO00O0oOoooooDDbDDboO0O0Oskp20 00000000 0O00O0O0ODOSKp1DO OO Cu
1nooooo-p270c00000D0OOCOODODOODOOOODODOODOOCDODODOODODO
ocooooooOoo (@ s37B)d

gooobooao

Op270 Skp20 OO OO0 O0OO0OO0OO0DOOOCOO N vitroO 00 000 p270 O Skpl/skp20
Ocoo0o00O0oO00OE/Cdk2000000DO0ODODODOOOODODODODOODODODODODODODGO
p270 0 0 000E/Ck20 000 TI870 000 O0D0OOOCDOOOOOOOODODOOO (Mont
agnolid A.0O 0O 19990 Genes & Dev. 13:1181)0 00000 O0D0O0QODO-Skp20 0 00O

10

20

30

40

50



(61) JP 2009-100746 A 2009.5.14

OCOO0000Dp27000000E/C2000000DO0OSkp20 00000000000

o@37yc)Uooobobbob0oooOoooooDoDTIs7y0 0O 0OoOoODODp2700D0D0DO0OP2
7(Tis7A )0 O -skp20 0 DD ODOCDODOOODODOOODODOOODODODOODOSKkp20 O O p27
OCinvivoOOODOOOOOOOHeLaO OO OO IMROOD D 200000 00O000O0OD0OAOSkp
2000020000000 000000CO0CODODOO0OO0DOO0OO0OOODODDODOOOOOOODODP27

OO0Oo0ooogod

OO0 oo oooo0o oo ooo oo oDooogogQg-g
OO0 oooogog4gooood

O

o I I B [
O OoOooo

()]
O

OO0 ooooooQooooodg

O Ooogoao
O Ooo0ooo

Oooooogogogao
O Ooooo

oo oooooogogoo

CullDskp20 0 DD OOQOOO0OODODDOODODOOODODDOODDODODIDODOOODDODOSBL

ocoooooo(@3g)yopogooooooo-ms7vo00p270c 00 0O0O0DOODODO

O
O
O
O

ogoao

O

Oskp20 O p270 T1870 000 0O00O0OCDOOOODOOOODODOOODOO (@S8O
20000 00)HX 00000 -0000p27000Skp20 000000000000
ODoDOoo0O0Op270skp20 00000000 DOOOOOO0OODOODOSPpP270T1870 OO
goocoooboobooooooooooboao

p270 000000000 O0ODODDODDODOO0O0OO0OO0OODOODDDODODOODOO0OO0OODODPpP27000O

OCOoOO00O0O00O0O0O0O0oO0O0O0D0D0O0DOD (MontagnoliO O ODOOCOODHYODOODO
ooooObbOO0Op27-00000OO0Db0O0OO0O0O0OO0OOOODODDODODOOOOOOOODODDOGO
ocl-000oo0o0bDDbb0i0O0oooooobDDbD @A o200 04oooooboO
(Montagnolid A.00 OOOOO0O)HIOODODOOCOODOOOEARIK20 OO0 0O p270 0O
OCoOO00000O0O0o0OO0ob00O0oDOD0O0DOD@3AODO0O3 OO O0oooDoD
goeGl-gooooooooooooboboogooboooobbooooboboogoao

OCOoOO00O0O0D0D0OO0O00OE/Ck2000D0Pp27-0 00000000 OOO0ODOODODOO
cGlboOiooDO0o00O0oDbOO0ooboDO0obOb0DOoDOobObDO0oOO0OoDDODbDDbOSsSkp20 000000
OOoOO0o00O0o0ODO0oOoscFO00O0O0ODO0ODODDOO0OD0OSkp200000GIOOOODODO
ooo0oobDDbOoOO0O0oOooooobDDboo0oooUobop270D0DObbDO0O0DO0O0oOoOO
O@3BO0 00430000000 SKkp20p270 00 0D0O0OC0DOODODODODOODODO
OCO0OO00000D00OD0O0O0OO0O0OD0OD00DODDOSKkp/skp20 000 O0OGIDODOODO

O0p270 0 000DDO0OO0OO0O0O0OO0OOODDODDO@S3AI0OODOBYDDOOOOODOS
kpl/skp20 O OO0 OO0 O0OO0ODODOOE/ACK200D0O0OCDOOOOODODODODDOGIDODOODOO
p270 00000000000 DO@S3A00007DOOOD0DOSKpI/Skp20 000 00O

E/Cdk20 0 D00 00O0O0OCOCODODDODOOO0OO0O0OOODODDDOOOp27DO00O0O0O0OO

OOoOO000O00@3A000013-16)0 00000000000 OSKkpl/skp20 OO

O

G10O

00000000 HIsOO
00oo0oo0O0D0O0O000@
00000 )0 His-SkplO
p270 000000000
00000 Skpl(D O OO
Oo)0O0O0O0O0O000
0000000000000 000(@39%A00008I0000000000FBPL
FBP3a0 0 000 0G0 ODO0O0O0DO0p270 0000000000000 Skp2000 0

O

goooao

OoOO0O00OskplOODOSkp20 OO ODODDOOOOODOD
ooocobbo-ocoOb0bO00O0O0ooOoooobbbOoooo
OCoOO0O000oDoDU0OoD0DOO0OF-boxoOOQOooooeloDOO
gooboooobbooooobooooobboooobH
ODODOskp20 OO0 O0ODOOOODODODODODDOOOOODORD
OE/Cdk20 000 0p27y0 000 00C0COCDODDOOOOO
OO0O0000DO0O0D00 @390 00009-12)0610 0 0 0 0O O Skpl/skp20
OE/Cdk20 000000000 DO0Op27-0 0000000000000 Dp27
OO0O0000DO0O0O0O0Op27(T187A) 00000 DOO0OO0O@DOOL17-20)
p270 T1870 0D 00000 Skp20 O OO0 O p270 0000000000 DODO
OO00DDO0O000O0O0OO0OD0DDOEACI0 OO 0O 0ODO Skpl/sskp200 OO OO
ObOp27zd 00000000 O0OO0OO0OOCODODDOOOOOOOODDODOOOO

Op27y0 0000000 0OODOSkp20 000 000O0DOOOODODODODODDODOOOODOO
OCoO0oo00skp20 OO OOODODOODODDODODDODOOOODSkp20 0000000 DODOO
OoOO0O0O0O00O0skp20 00 0000DO0ODODODOOOODODODODPP27-00000DODOO
(C40A0 00 04O UO0DO0DOPp270000D00DODOODODODODODODODDODODOODODDOO

10

20

30

40

50



0o
0o
0o
0o
40
0o

Oooooooo0oooooggoao

OOo0ooogogogao
Ooo0oooQoogoao
OoOoooogogogao
Ooo0oooOoogoao

O

oggao

0Ooo0oooo
0000 p27-0
0 O GST-Skp20
Ooo0oooo
(iii) Skp20 O
O0O0o0o0oo

OoOoo0oogoogDo

O

OoOoo0ooogd
OooOoo0oooOod

ugoao

OoOoooo

O

0
g
g
U
0

O

(62) JP 2009-100746 A 2009.5.14

0000000000 @G) 000000000000 0000
00000000000 (040A0 000 3)0 (i) O -Skp2O
000000000000 000000000O0OO0p27-0
00o0(@O0500000000000000000 (@0
0000000p27-000000000 His-Skpl/Skp20 O
(0 40B0 O O O 3)0 His-Skpl(O O O 2)0 His-Skpl/Culld O

(0040 000HIs-Skpl/FBPIO 0D 0 OO OOOODO

OO0OO0OSkp20 HeLaD O OO ODODODDDOOOOOOOODDOOPR27O00OO
OoOO0O00O0oo0oDO0ooDO-skp20 00 O000O0OD0OOEACIK20 OO0 0O p270
ocooooooOooooooooODeeehOO00ODDOoODbODOoODOODOO
ob@4oCcO0D0O0D20003)00000ERAODOOCODODODDOODODODO
Ubc3D OO OOsSkp20 0O DO OO0Op270 00 00D0O0OCDOOOOODOODO
OCoDOoo0@@4oCcO0DObBOOUDOODDODOO0OP270dn vitroD OO0 O OO
goocobboooooooobbboooooooobobbOooooooao

8.2.30 F-boxO 0 0 00 O Skp20 O 0O O in vivod p270 0 00 00O

OSkp20 in vivoO OO DO ODOOOOOODODp27000D0D0DO0O0OO0O
OFBPIO 0 OO0OOCBRFBPIOINvVvIiVOO O OOOOODODODODOOO
OOF-boxOOODOOSkpl/CullD D0 ODODODOOOOODODODODDODOODODODODDODODODOO
ooooObOO0OO0oO0ooooooobObbOoooooooobobbooooao

O

oggao

O0OO0OIIKBa D ODOODOOCODOOOODODOOOFR-boxO

O F-boxO O O0OO
goooooooan

O (A F)FBP1O B -0
0000 Skp20 O O

O00D0( F)Skp20 00000 p270 000000000000 00CAF)Skp20 000 (A
FFBPI0 0000000410000 0)0(AF)Skp20 0000000p2700 0000
0000000000 0p2700000000000000000000000P27000
00000000000 @O0D0D000D0Ss8000000)IO0O0000000(AF)Skp20
p270 0 0001000000030 0000000000000000000000000
O00000010% D 0000C FSkp20 000000000000 p27000000
0000000000000 0p2700000000000000

uggao

8.2.40 Skp20 O 0O

uoao

O

Oskp20 0 OO OO

O
O

O
O
O

OO0 ooooogogog

OooooooogoQgooao
O Oooo

O

O

(0 42)0 Skp20

oooooao
gooooao

oooooo
oooooo
0 Skp20 O O

Oo0Ooo0ooo0ooo|d
OOoooogoogo|od

ud

O Ooo0oooio

O
g
U
O
g
t

p270 0000000000000 D0ODOSKkp2 mRNAO DO OO O
CoOO0o00200000000000D000O0OSKkp20 0000
ooooObOOO0OO0oDoooooooboboboooooooooboao
goooao p27z0 0 00D O0O0O0oo0bObOOoO0oobobooogao
gogooan cooooecwsooogogoooooooooao

O

O
(o0O09-16) 000 00skp20 000 O0O0DOODOP2700 00
oooboODbDood

ooeGcibbboooooooboz2ooooooDboao

gogoobooooobobooobbooooboogcec5o0000b0D000000

4000000

esource Laboratory)O

ggao

0 0 180-1960 O

Yhooooooooao

ugdaao

0 1137-11530 O

Yooooooooao

O
ODO0O0D00OD0VYudO 19980 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:113240 00 0 O
O
O

00000000 o0O00O0o0ao(yaled O O Keck Biotechnology R
(1) 5"-CCTGGGGGATGTTCTCA -3" (U 0O O O 86) (O O Skp2 cDNA O
O000000O0)O ) 5"-GGCTTCCGGGCATTTAG-3"(0 O O O 87)[(1
0 JO (3) 5"-catctggcacgattcca-3" (0 O O O 88)(Skp2 cDNAO O

0000000 )O (4) 5"-CCGCTCATCGTATGACA-3*(0 O O O 89)[(3
00000000000 DO Cytofectin GS(Glen Research)O O O
0 I I 1 > I o 0 e e O B A B A B R B R O W W A B A AR

10

20

30

40

50



(63) JP 2009-100746 A 2009.5.14

oo0o0160000180 00000000

Ooo0O0O0O

9.0 0000FPOIOOONONONCOODDNONON(@OOSkp20E2R) 000000000000
Dooooo

O0000OO0OO0OO0OOFBPOSkp20 000000000000000000

ooooOoo

004000000 0EF-10Skp20 000000000 O0ps300000000BOO0O
000000000000 00000000000OO0D0Skp20 E2F-1(0 0 010 400
005)0000Skp20 00000000 p53(His-p53)(0 0 020 60 70 100 0 O O 11)0
O000Skp20 His-0 0O O0OB@MODO30809012000013)0 000000000000
000000000000 000000000Skp200000000000000000
00000(@OD01-3)000000Skp2000000000000000000C@O0
1-3)000000000000000000000000Skp2000000000000
0000000 (@MO004-13) 0000000000000 00000000000000
(ge)(0 004060100 00012)0 0000000000000 -E2F-10 0 O KH-950 Sa

nta CruzDODODDO)(OOBS)000ODDOOOOOODODOD -p530 0 (DO-10 Oncogene Sc
ience0 00 0D)(COO0ONDOOCDOOODNGE@@OOS8)OOODOODODOoDOODODODOD-O0O
OCoOoBOO@UOUODOOUODODODODODDODODOODO-HISODO (OO DO O 346600 Quiagen
ooo0ooD)Y @OoOOo11oooi13)ooao

DoooOoOo
0044BO0000000Skp20 0000EF-1000000000000000000GO0 (p
530 00 00000B)IOO0O0DODODO D Skp20 E2F-1(0 0O O 1-3)0 O O O Skp20 His-p53(
0004-6)0000Skp20 His-O OO OOB@MOO7-9)000000000000000
0000000000000 00000000000O0000000000000000
00000000 (@OD010400007)000000000000000000000
0000000000000 0000000000000000 (@00 2030506080
000D9UOOO0ODDDO0DNDNDNDNDDNDDND-Skp20 0 (00205000080 00000
O0D0D0DO0OO (RSO ODO0306000090000

OooooQ0O

0044CO0000000E2R-10Skp20 0000 OO OO0 O0O0O0F-boxdDOOOO (FBPL)
00000000 Skp20 E2F-1(0 001030000 4)0 000 Flagd 00 0 OO O FBP1O
E2F-1(0 002050 0006)0000000000000000000O0O0O0OOOO000
0000000000000 00-E2F-100000000000000000 @000
2)000000000000000000000000000000000O0O00-E2F-1
000000000000 C@O003-6)0000000000000000-Skp20 0 (O
OO03)ONRS(DOD4)IIDDDNDNDDODONOO0OOD-Flag(U 005000000 1960
OD0e6)d OO

OoooO0oO

0000000000000 00O0O0OFRPOOOOOODODODODODONONODOOOOOOO
O0O0OO0OFBPO0OOODO0O0O0DDDOOOFBPIO O FBP20 O FBP3al O FBP3bO O FBP4O O F

BP50O O FBP6U O FBP70O O FBP8O O FBPOU O FBP10O O FBP110O O FBP120 O FBP130 O FBP14
0 O FBP150 O FBP160 O FBP170 O FBP180O O FBP190 O FBP200 O FBP210 O FBP220 O FBP2
U0 FBP240 0 0D OO FBP2S0D 00O 0O0OOFBPODODOOOO

O

OOooooodg
O O0Oooood
OOoooood
O Ooo0oooao
O 0Oo0oo0ooao

ud

ooobObOO0OO0ODO0ooooooobObbOoooooooobObobobooooooao
gogooobooooooboboooobobooooboooboboboogooboogao
googooobooooooboboooobboooooboooooboboooobooooao
uugoboouooobobooouoboboooooboooobooooboogdo

O
O
O
O
oocoboObo0ooooooobobbobooooao
O

10

20

30

40

50



(64) JP 2009-100746 A 2009.5.14

oooooboboooooooooobObbooooooocoobobbooooooobooooboao
ooooooogooao

oooobooao

OCOO0000F-boxODODOOOFBPIO OO DO O 150 FBP20 00 0O O 16)0 FBP3a0 O O O O

17)0 FBP3bO O O O O 78)0 FBP4O U O O O 18)0 FBP50 O O O O 19)0 FBP6O O O O O 20)
O FBP70 0 O 0O O 21)0 skp20 O O 0O 0O 22)0 FBP8D O O O O 61)0 FBPOO O O O O 62)0 FB
P100 O O O 0O 63)0 FBP110 O O O O 64)0 FBP120 O O O O 65)0 FBP13CD O O O O 79)0 FB
P140 0O 0O O 0O 66)0 FBP150 O 0O O O 67)0 FBP160 O O O O 68)0 FBP170 O O O O 69)0 FB
P180 O O O O 70)0 FBP1SO 0O O O O 71)0 FBP20O O O O O 72)0 FBP21O 0O O O O 73)0 FB
P220 0 0 0O 0O 74)0 FBP230 O O O O 75)0 FBP240 O O O O 76)0 FBP250 0O O O O 77)0 O
OCOO0O0000F-boxE OOODODODODODODOOOODODODODOODOGODOAOEFRBPO Skp20 F-

boxOU D200 000000000 DOO0OO0OO0ODODOODOODOODOOBLASTDOOOODO
O ODO0O0O0DO0OO0O0O0D0OFRBPO F-boxO OO O0OOODOAOCHustal WO O Mac Vector(O
OoDOoo0o0oO0oO0O0O0oDODO0oOoOO0OO0ObOO0O0oDO0OO0DOO0IB000FR-boxD OOOODOO
goocooobobooooooooobobboooooooobobbboboooooloo
ADDODO0OO0ODODOoOO0OO0o0ODbDDODOeDNAD D OO ODDOOO0OODODDODOOO0ODDOO
ooocoooboobooooooooobbboboooooooboDbDb0O00deFEBP3ald O
goocoooObooboooooo20000

grFBPO0ODDOO0OOOODODOOOODODOORRPOOODDDODOOOODODOO-0000
oooobooobobooooooooobbbooooooobDbbbooo20b0000
ooocoobbOOooooooorBPOOODODDODDOOOOOBLASTHOOOOODODOOGO
FBPO OO0 O0O0OO0OOCOODDOOODOOOOOODDOOOCEDNAOS"ODODODOOOO

Ooooooogoogoao

BO
co

OOcODNAD OO OO1200000
UcDNAD O OO 01100 ggano

O
>
O

g

OF-boxOOOOORFBP/OOODODODNMOIDCDODOOODODOODODOO
u OOOcODNAD OO OGQO13mononoano
g co O
g

g Al

us]
[

OOcODNAD D OO O130 0000
F-boxO OO OOFBPBOODOOO26000000O00O000ODOO

I e ) ey e e ey e [ [y [ |
e e s e e e e e ) ey e s e s ) s [ A

oooboooobbooobobADDDODO0OO0O0DDDODO0OO0OO0DDOCeDNAD D OOOGO
uggoao
OCOOAODOOOF-boxOODOOOFBPIDODODDODODODODODODODDODODODODOO
gooboBdO0bDDOO0OOceDNAD D OO ODDOOOO
ooocooooDbODDbDebNAOOOOOODODOOO
ooobobOoOoOoODODOcecDNAOOOOOODODOOOO
OOO0OAOODOOF-boxOODODOFBPRZHOOODDOD4OOODOODDDODOOOO
Oo0oo0OBOOOODODeDNAD OO OO30 0000

ooocoooOooOoDbDeDNAOD OO O O30 Oooan
OCOOAODOOF-boxOODOODOFBP3GO DO ODOG600000D0OO0DOOD0ODO
OooBdO0DDOOOcecDNAD D OO OS000O0OO0

ooocoouoooODbDeDNAOD OO OOS0000O0
OCOOAODOOF-boxOODOOOFBPIGO O ODOOD200 0000000000
Ooo0oBOODDOOOcDNAD D OO O230 0000

ooocooOoboDbODebNAO O OOO230 0000
OCOOAODOOF-boxOODOODOFBPAD OO DODOSODODODOOODOODODOO
oooBlOOOODcDNAD OO OGO700O00O0OO

ooocooOoOoODceDNAD OO OO700O00OO
OCOOAODOOOF-boxOODOOORBPSODOOOO1O0000C0DO0O0C0DOODOO
oooBOOOOODcDNAD OO O OO OQOooan

gogocoobbDOoOcecbNAD D OO OO OnDOO
OCOOAODOOOF-boxOOOOORBPEOD OO DOO12000000000000
ooao ooon

ggao oo

oggao o

ugdaaog ud

ogoao oo

ogao ogd



40 60 100 120 150 170190 0 0 21)0HisD O 00O O0O0DODDODO c(@ODO?20501101

OoooooOoogoao
OOoo0oooogod

O
O
cDNAO 0 O O 0O 310 0O
OAO O OO0 F-boxO O

O

cDNAO O O O O 330
O0AO0ODOOF-boxO O

BO
cd
DO
Al
BO
cO
DO

AO O
cDNAO O 0O O 0O 290
O A0 O 0O 0O F-boxO

OoooooQgogoao

O
g
a
u
O
g
u

Ooooogogaog

F-

(65)

JP 2009-100746 A 2009.5.14

OOcONAD OD OO O2500000
UOO0cDNAOD OO 0OD25000¢00
OOcDNAD DO O O2500000

F-boxO O OO OFBPOODDOOOO280000000O0000O00O0O

0O 0O cDNADO O O 0O 0 270
0 0 cDNAO O 0O 0O 0O 270
O 0O cDNAD O O 0O 0 270

boxO O O O O FBP10O O
oono

000 FBP11O O
oon

0 ooFrBP120O O
oono

0O O 0O FBP130O

OO0BOOOOODOCDNADO OO0 0O 350
OAO00O0O0OF-boxOOODODOFBP140O O
cONAD OO Ooo37y0Do0O0an0

ooono
oggoao
oggoao
ggoano
gooao
ogoao
ggoano
gooao
oggoao
ogogoao
ooono
gooao
oggoao
uggoano
oooao
ogoao
ogagoano
ooooO0o0Ono0Ad
ogoooDoaodasd
ogogoboobOoadAd
oooooOanoasd
gooo0n0O0Ad
ogoobooaoasnd
oooooOnoeco
ooooO0o0On0Ad
goobbodasd
ooocooDOnoeco
oooo0o0Ono0Ad
gooobooaogasd
ooooODDeceo
ugdgobbddadbd
ooooOD0o0Ad
ogoooDoaogasOd
ugogoboboddAd
ooooOoOanoBsd
goobooogco
ogooboooddAd
oooooOanoasd
oooooOaoco
0goobobodAd
ugdgobbddadasd
oooooOnoco
0ogobDoogAd
ogoobOoadasd
oooo0o0Ono0Ad
ogoobDoodasd
0ogoo0aoFBPO
OoO000o)Ho
gowrgooaoan

Oo0oooooo0 oo ooo oD oo oooo0ooDoooogoooao
OO0 oOoooo4o0ooDoooog oo oDooUogUooooDoDoogogooao

O

I ey R )y ey

O

F-boxO O O O O FBP150
0O 0O cDNAO O 0O 0O 0O 390
F-boxO O O O O FBP16O
O O cDNAD O O 0O O 410
F-boxO O O O O FBP170
0O 0O cDNAO O 0O 0O 0O 430
O 0O cDNAD O O 0O 0O 430
F-boxO O O O O FBP18O
U 0O cDNAO O 0O 0O 0O 450
U 0 cDNAO O 0O 0O 0O 450
F-boxO O O O O FBP190O
0O 0O cDNAO O 0O 0O 0O 470
00 cDNAO O 0O 0O 0O 470
U o0 cDNAO O 0O 0O 0O 470
F-boxO O O O O FBP20O
0 0O cDNAO O 0O 0O 0O 490
F-boxO O O O O FBP2101
O 0O cDNADO O O 0 0O 510
0 0 cDNAO O 0O 0O 0O 510
F-boxO O O 0O O FBP220
O O cDNAO O O 0O O 530
0O 0O cDNAO O O 0 0O 530
F-boxO O O O O FBP230O
U 0 cDNAO O 0O 0O 0O 550
O O cDNAO O O 0O O 550
F-boxO O O O O FBP240
U 0 cDNAO O 0O 0O 0O 570
F-boxO O O O O FBP250
0 0O cDNAO O 0O 0O 0O 590

O 0Oooo
O 0Oooo

O
O
O

O
O
O

e e s e e e e e e ) ey [ o A
OO0 oooOooo0 oo oo o o0 oD oD oo o0o o0 oDoooogoogooo
e e e e e e )y e o A
Ooo0oooOooo0 oo oo o o0 oo oo o0o oo oooogoogooo

O
O
O
O

O

O

O

o0 ooooooaon

200000000

340 0oooooaon

o3e00n00O0n0an

O

3o oogooDoDOoOd

400 00D 00O OO

420000000

440 00000 O

460 0D DO O OO

480 00D 00O OO

5000000000

520 0000000

540000000

560 0 00000

580 000000

eo0 0 0 O00O0OO

ooao

BO O

BO O

BO O

BO O

F-boxO OO 0OSkplO DD OOOOOOODOOFRBPO cDNAD O OO
_Ss-00 00000000 vitro(lVDOUDODOODODOOODODODODO
OO0O0000DODO0D0D0D0O0O00DORIsSODOO0OD0O0DSkKkplD 00D 10 30

10

20

30

40

50



(66) JP 2009-100746 A 2009.5.14

40160 180190 0 022)0 OO HisD0 00000 p27(00012)000000000000
000-00000000000000000-00000000000000000
OIVIDOOOOOOSDS-PAGED 0 00000 OCCOO0O0O0D0D0O0D0DODODOOOOO
O0000OC0OO0O0O0FBPOOOODODOOOOOCOCOOODODDODONODDOOOOOOO
ooooo

0 O O FBPAO FBP20 FBP3ad FBP4O O O FBP70 O in vivod O O O SkplO O O Culld O
00SCFO OO OO OHeLad O O O FBPA(O O O 1)0 (A F)FBPL(O O O 2)0 FBP4(O O
3)0 FBPO (0 O O 5)0 FBP2(O O O 7)0 (A F)FBP2(O O O 8)0 FBP3a(D O O 9)0 (A F)FB
P3a(0 00 10)0Flag-0 000000 C0OCOOO0O0O0O0O0O00O0DODOOOOOOOOO0O
00000 (@O040000) 0000000000000 00000000000O
0-Flag00OODODODOO0O000000D0O0OD0108)00000000000000000
O000-cullD0000000000000-Skpl000000000000000O0-C
ul20 0000000000000 000000000000000000000000
O0OHelaD DO O DO0O0O0O02sp g0 0000000C0COO000O00000000000O0
O000O0OCullDSkplDDOOCUI20 000000000 O0cullinCde530 000000
cul4a0 0000000000 O0O00C0OO0CcuIDOOCuI200000000000O00
0000000000000 0000000000C000O0O00cullin000OODO0O0OO
Ooo0o0DO00O0O0O0O000

0000000000000 0000O0OOOFBPLO FBP2O FBP3al FBP4D O O FBP7O Hel
ad0D0O0OO0O0SkplOCullD D OO Flagd 000 O OO FBPL(O OO 3)I (A F)FBPL(O O O
4)0 FBP2(0 0 0 20 0O O 5)0 (A F)FBP2(0 O O 6)0 FBP7(0 O O 7)0 FBP3a(D 0 0 80 O O
13)0 (A F)FBP3a(0 0 09I ODODODOOOOODDO0O0O0O00DNO0O0O0O Irf300 00 10
YIOOFBPAO ODOD1100012) 00 0000000000000 0000000000
0(@O01)O00D0O00000000D0D0DON0OOOOOO0O0O00O0000-FlagdoOOOO

OoOoo0ooogod
O Ooo0oooao

OO0OO0000D0OD0D0OD0OO0000DO0ODOD0OO0OD0O00DELDOOUbe4a(D OO 10 12)0 0 O Ubc
200001200 0113)y 00000 ooobbOoooooooboobboboooooooo
gogbobooooobbooooobooooobooONMoOOOoobOoOooobobooobononnb

ooooODODHRP-O OO OOCOODODODOODOODOOOODDODOODODOOOODODDDOOOOO
gooooogooobooooobobooooobbooobbooobbobooobboogao
gooboboooooboboboooooboboootbrOD00oo0bbooooobooooobobooogano

O
000000000 OFBPOOOODOOOOOOOHel,ad DO0OFlagd 00 OOO0OOOO
0 O O FBP1(a-b)0 FBP2(c-d)0 FBP3a(e-F)O FBP4(g-h)D (DF)FBP2(i-j)0 O O O (A F)FBP
3a(k-ND0 00 0000000000000 000000000000024000000
0000000000000 Flagd 00 FBPO (a,c,e,g,i,k)J 00000000000 (b
,d,f,h,j,D000000000
0000000000000 FPOIOOODODOOOOODDDODONODODODODODOODOOOO
0000000000 A+ mRNAD 0O O 0O 0O O FBPAO FBP20 FBP3al FBP40 SKP20 0O O O B
-0000O0cNAD 0 O0D0D0O0ODODDOOOODOO0O0000000000000000000
0000000000 000000000
O00O0OO0OO0OA-EDOFBPOOOOFISHOOOOOOODODOO0O0O0OO0OOODOOOO
DNADOO OO OOOOdUTPOOOOOOCY3-000000000000000000
O(@)0O0OO0O0D0DO0DO0O0O0ODAPI-OOOOOOOODODDODODONODONOO(D-0)
000000000 O0ADOFBPIO 109240 0 00 0 0O O O O BO O FBP20 99340 O O
0000COFBP3al 13220 0 0 0 0O OO ODOFBP4AD 5p120 00D DD ODODODODO
EO FBP50 6g25-260 0 0 00O OODOCOOOFBP-00OFISHOOOOOOO O
O0DOO0DO0OO0OOACOOFBPIOR -0000O0O0O0OO0OOOOOAR-000000000(
O1DOO0O0FIagl D0 O0O00OFBPIOOD(MOO2000000000000000
00000000 -Flagd O (ra -Flag)D 000000 @P)JO000000-Flag(ma -F
ag)J00O0BR-00000000C0C0O0D0D0000000000O0O0O0OOOODO000

Ooooogogoao

g
u
O
g
a
O
g
a
u
O
i

10

20

30

40

50



(67) JP 2009-100746 A 2009.5.14

00300000040 00000000000002Bugl000000000000O
O0ODO00O0O0B. Skpl0 ODODO(MOD103)000000(@OO0406)000000
ODI0Flag-FBPIO 0 0000000 D0DDOOOOOOCOOOOO0O0O0O0O0O0ODOOOOOI
go(r-1g60 0 0 01000400000 -Flagd O (ra -Flagd 0 0020 005)0 0000
000-00000DI00(ra -DID0OO0O30006)I0000000000000O0-FI
ag(ma -Flag)D 00O O0OCOODI(ma -DI1)00CO0O0OCODO0OOOONODOOODODDOOO
0000000000000 000000000000002501g0 0000000000
00000000 D000C.29030000HA00OO0OOCOOR-00000000000000
0000000000000 0000OFlag 00O OOFBPIOOOFIlagl 00O OODO (AF
FBPIO D OODODODODODOOOOODO0O0DODODDODODODOODOOOOOODO0O0O0000O
O00-Flag0 DO O0O0O0O0O000(ra -Flagd 000 406)0 000 0HAC(e -HA) O OO OO

OOFlag(ma -Flag)D O OO ODOOODOOOODOOOOODOO3aqWOO0O00O0ODOO
ooobDDObOO0oOo2c0 00000002y guO0OO0DDODOO0ODO0OOODODDDODODOOO
ocoooooop-0b0o0Oob0O0OooOO0oOoOODOooObOO0oOO0O0DDUODp-0O000O0OERBPIODO
O@PFFBPIOOOOOOR-0ODO0ODOOODOOODDODOOODOD
Ooo0oDoDDOoOO00A-BODODOOOOODODODODD@PBBPIDODODODOOR-00O00O00OO
OCOO0O0OO0A. 002300 00HACOODOOOBR-ODOODOODODODODDOODODODORO
OCOO0000D0ODO0OD0OD0ODO0O00OFIagDOOO0O0OFRBPIODOOFIagD OD OO O (A F)FBP2O
gooboboooobobbooobboooobboooobbooobbbo0oobDbDbOHAD
OOoOO0O0OO0OOFIlag(ra -Flag)U OO OODOOODOOQOODODODOODOOB.B-0000O00O0O
OoO000o0DO0o0O0OO0oO0O0O0oD0OO0OHADODO0ODDOpBR-0ODO00DOO0DODOOOOODOOEBP
10000 @PFBPIODODODODDODO230 00000000000 0O000D020000D000
gg3ss-oggooosogoooooooboboooobbooooboooooboboogano
uogboborADODDOOOOoOoOoOooao:o
OOO000O0ODO0OAOCOOOODOP27OSkp20 000 0000A. InvitroO OO OD [3

1
5S]FBPO 0 0 0 O O O O O NAGSVEQT PKKPGLRRRQT(D 0 1870 0 0 00 DD OO (THO O O
0O0D0p270 0000000000 )IOCOO0O0DO0ODOO0OOOODONDOOODODOCOOOOO
O0O0O0O0OC0OO0OO0OOO0OORIPADDOODODOOODOOOOOOOOOODOOODODOOOOOO
000000000000 000O0000O0@O0O0D0))0O0000O000O0.invitro
O0O0O0O0D0I[35S]FBPO 100 0 OB. HeLaD D D0 OO0 OO0 p270 000 O002)000
000000000 p270000(CO001) 000000000000 AEIGVGAY GTVYKAR
DPHS(O0 0170 0000000 ()0 DODODODDOCIk4I 00000000000 O)OO
03)J000000000000D0000O000000000RIPADODODOCOOOOO
000000000000 00O0O00O00D0O0O00O0O000O0O0000O0000O0O00an
HeLaD D0 00O (B/p gD OO0O0OD0OO0O0O00O(@OO4)ICuUII0DOIDODO0ODONO0OO
O00DO0O00O0Ocullin480 000000000000 00000000000000
00000000000 O0000O0C. 1p 10 in vitrod 00 O O [355]0 O O p27(WTO O
00 104)00 0 p27(T187A)0 0 0 (T187A0 D O O506)0 0300 010p 1D 0O 0O OO
0000030000000 000000000000002.5pmol0000000000

0 E/Cdk20 O O O O 1pmold Skp2(Skpl/skp20 0 00 )I DO OO0 O0DOCOCOOOOOOOSkK
p20 0000000000006 ID0000O0-ADDDDODDODOOODOODODOOO
O0OOOORIPADDOOOODOODOODODOOODOOOOOOOOOODOOODOOOOOOO
00000000000 1060Skp20 000000 ;000700080000 in vivod O
0DO0D0([35S]0 0000 07.5%0 0

00000 in vivod OSpk20 p270 000D O0DOOOHelaD DO O O0DO0O0O (OO0 1020
OO0506)0000IMROI I OO D (OOO9I10)00Skp20 000000000000
O0O0@P)IODODODODODODODDODIG0 000000 ONONOONONDNO0NONDNONDDO1000
1gG(G-1g6)0 0 0 OO0 O20N-00Skp20 0 0O OO0 OOAPD O OO (G-a -Skp2)d 0 O O
00500090000 1g6(R-1g6)0 00000600 0100 Skp20 0 OO APO DO O O O (R-
a -Skp2)0 0 000D O0OCOODODOOOODODODOODODOCOODODOOOODODOOODODOOO

10

20

30

40

50



(68) JP 2009-100746 A 2009.5.14

oooobObOO0O0DO0oo0ooooobODbObOO0ob0oooooobD1om400p270 00000000
gooboooobbooobbooo3a7c00b01loogooooOo2pygdnonn
4080 00120 0000000000000 O0OODODDDODOO0DOOODODODODDDOOOOO
uggbobobodouoobbooouobboooooboooobooooobooboooobDbOoOoao

OCOO0O00O0ODO0ODDOSkp20 DD ODO0DOODOE/CDKR2DODODOOO0OGIDDODOP270 0000
OO0OO0O00O0000DO0Oo0O0O0OO0O0OO0DA. invitroOOp270 000 (@O01012000

17020)0 0000 @3016)0 0000000000 (Asyn.ext.0 O OO0 20 3)00 0 610
0(Gl ext.,0004020)0Hela0 000000000000 O0O0000O010000000
000000000000 000D0000000000000p27(00 010 18)0 0 0 p2
7(T187A)0 0 O (T187A0 0 0 0190 20)0 0 000000000 00O 108090 120 00 O
170200 030 0000000000000 000O000000000O00O00O000O

ooooObDOO0Op270D0000>=27,000000000000000000000D000000
OoOO0o00O0oo0O0oDOooO0oO0oO0OB.OD0OO0O0OOD0OHeLaD O (O OO OOGIODOO
OHeLaD 0 (OO 020000000000 skp20 00 p270 00 00C0O0O00O00O0DOODOO
oooao

OO0oOo0OD0DDOO0OOADCOOSkp20 p27000D0D00OO0O0O0OOOODODDOOOOOOOO
OCOOOA. O0DOOCDOOOQOO (mmunodepletion)D D00 0O0O0O0QOCOOD0OHeLaD OO O
ocooo0o0oooDO0oo@Ooo2ppoooooooO0oooD@OobO3)p2ugbnogesTh OO
OO0O0ODDOO0OO0O0OO0OoOoOoODskp20 00 (@OO4OO0ODO2u g O 0OGSTSkp20 O O O
OCOoOO0O00O0oDoDOOooDOooOO0Oskp20 DO (@UOUOSBOoODO0oOoOooOoooDoooooDOoo
1000000000000 00@opgO00oOo>dMODODDOODOE/CI20D0 00O
o 24 I I I A I I A 6 R I W W O W R WA W o

270 0000>27,0000 00 0000000000000 00000000000000O
000000 O0O0B. 00000O0O0Skp20 0000000000000 00000O0Dp270
000000000000 000O0000O0O00000000000000000000
0O030u g0 Skp20 00D O0DOCODO0D0O0OODDO (Skp2-depl.ext.)D 0000 OO 0OE/C
dk20 00 0000C. 000000000000 O0O0OHeLad 000 OO0 -Skp20 O (O
030005000000000CID00020004)0000000000000 (@
DOODOD0DO0DO0DD0@OD205)00p270 0000000000E/CIk200000
00000000000 D0000D04000500000000000ELD OO0 Ube3O
00000000000 p27000000000000000000
O0O0O0O0O0ADBODO in vivoD Op270 000000 Skp20 00000 OA. in vivo
DO0D00000O000C FSkp20 0000 Op270 00000 0 0NIH-3T30 00 O
Op270 00000000000 O000C0O000000CODO02)I000p270 (A F)Sk
p2(0 003)I00( FFBPI(0 0040000000 ON0DDNONONDODDODONDDODDODOO
0000010000000 00000000000000000000000O00p270
Skp20 OO Flag(Flag D OO0 OO (A FFBPA0 0 0)0 000000 ODODOOOODOODO
00000000 0p27000000000000p270000000000B. p27000
00000000000 O0000O000000000O00C F)Skp20 00000000
Op270 ONIH-3T3S0 000000000 C0OO00D0240000000([35S]-000 00020
000000000000 00O0O0000O0000O0000D0000O0-p2700000
0ooooood

O0000DO0OO0OO0OSKP2mRNAD 000 O0OO0O0O0O0OO0O0O0O0OCOODO0OOCOOODDOOOOO
Op270 000000 0OHeLaD 0 0160180 OO SKP2 mRNAD 20 0 0000000 OO
0020000000000000000000000000@@S)D0O0000O000?2
60 120 0 0 160 NO O SKP20 O (NT)O O OO DO ASI OO 040 O O 80 CO O SKP20 O (
CHODOODODASDODOD1030507011000150000000000000(Ctrl)
00001040 00508012000000000000000 110 120 0 O 150 160 HelLa
000000000000 000O0000O0000000000000024000000
Gl/SOODODDODDOODODDOOODODODOODOODODDOODODOOODODODOOODODODOODODODO 12

OoOoooood
O O0Oogoao

O 0Ooo0oooo

10

20

30

40

50



Ooooooooooooooooodg
Oo0oDooo4gogooooogogog

O d
[ |

100

O oOoOOooOooogoogao
OooDoooooooogogao

goao

ooao

O O
O
O

140

OooooooooQgoogoo
OoooooogoggogooQg
OooooooQgogoo
Ooooooogoao
Oooooooodg

(69) JP 2009-100746 A 2009.5.14

000GIDO0D0D0D000000Skp2(MO000OO0)IO0D0p27(00000)
00000009 0013000000000 0000HeLad 000D
0000000000000 000000000O000O00000000

AO CO

OooOoo0Oo0OooooOod
Oooo0ogoood

Op270 0000000Skp20 000000000000 IMRIOO
0oGo/Gl0 00 0000000000000 O00OO0ONO0D0OO

000000000000 000D00000O0000O00000
Skp20 0 O (doublet) D 0 000 00O O0O0O0OOO0OOOO0

0000 (okadaic acid)J 00 0000000000000 12.5
00000000000 O00B.0OO00OOO (nocodazole)d O O
HeLaD 00000000000 O0O0OC0OO0O0OOO0OOOOOO
000000000000 000O0O0000O0000O00000O
DO0C. (000000000000 D003000) (000 1)0

oo0ooooooDOooboobob12000)Y(0oO02)DHeLa D00 O0D0O0OO

-EE@@-@EEEEE@D< —leg
EEE-EEES=E2E

{ad)(ad =]
SEEEESEEEEE

0-p270 0 (0 0200000)I000000000-Skp20 0@ O0300000)0
0000000000000 000000000000000000000000O0
O0O0DO0DO0OOADCOOSkp2/E2F0 000000 CCOOO0O0O0O0O0000O0ODOOOO
0000000081 0000000000O0O0O

gooao

F-BOX
WD40 F v

=801
W04

VDM

(A
ElLito
Ellio A

x> =a

'

[
'

L

10



JP 2009-100746 A 2009.5.14

(70)

goooao

ooooao

¢

VIYVOLYVIVOYYIVIYIDL | D029V LV IVYVVOVDLYOLVOLYLOYOV L1 LOLIVL L1 SvIMVYINVOVVYILWYIIIILOYILLY
06 0£6 0z6 016 006 068 088 0.8 098 058

VOYOVOVLLLOVIVIVIVVIOLOLVIVOIL LYY LOLYYOV LYVIVOYOLIVOVOYVOVLVL LYWVYLODLVL LIOVIOVOVIVLLLL1OLOVYD
Cr8 08 0z8 0ig 0o 064 082 0LL 09z

J0LIDEIOLYYOIIOVIL IILIOVYVIVYYYIL LY L LIV L OVOYOISOLY I VY IOVYYIIL 09N VIOLILIL DL LVIVIVINIL
QsL 74 0£L 0zL 0lL 00z 069 089 QL9 099

OOLWYOVOYIOLYLLIOOYIVYIIL9LI91VIFLVILILIIVILIVIQIVLIOLWWINYIILOL L LOVWDLDILDILOLY LIVOLVYYIID
059 09 0£9 0z9 olg 009 065 085 Ay

1¥99L00VLYOL 9101 1YIVYIYIL D901V L¥OLVIOL V999901 IO¥IOD1 ILIOLIVVLIVILL LYOVONIYIOLLOLVIOOVWY L LOLVID
09¢ 058 0¥ 0g5 U4+ 01s 00% 06% 08y

JLIVYYLYIVIIIOLYIVYIOVL LYOLOLOLVWYOIILVIVLLIIVOVYIOL OL LIVYIDLOVYILYOVILOVOYILIOLIVONOLL LOVLYY
0Ly 09% 0sy orb ot ay 34 0% 06¢ 08¢

VOLOLILILIVYIOVYVYSHVVYYOLY LOIVYIOVILD1DYYYIIOVYIVVIIIDLILLYILY LOVODL LOYIIILVYOIIL LOVYWYINNYY
e 03¢ 0S¢ 0rg 0gg ozg olg 00¢ 062

099LDL9L I VYIVILIVIVYOLY 1391 IVIDNVISYL 1104Y1 SVIVYVOVYIOWVYY 11091 JLOVOVIIDLILIVIVYIY LYV VIV IYL
08z 124 092 052 (174 0z (144 0z 00z 06¢

LOVOLLVYOVYIYOVIOY LYY LY OWWIIY LOJ0DOVYIDIOIVY LYY LOLOVOVY SV VOVVILIDLLVVLYL L LOVWDLOVIONY NI
08t VA 09t 4] 0%l ogl ozt o1l 0ot

uguo_uoouu@wguuu<m9<2<88u5n_8_38u<§<280m8888w8§<8<u85889@8582
0§ 08 oL 09 05 2 ey 02 01

O Od Q2 O OX OS5 OU OZ ©
85 K= 8% 2= 3% 32 |/ 83 ¢
L W — NX M ME s Fo wn
=
]
o
g
=
O Ouw 00 90 O O3> o oW ©
OE — KO MmZ &S D<o w6 L &,
—g Tg g [ 8BS w8 T35 8
g
=
<
o
oOJ OO OoO> OX O Od 90 96 O
VY Qu WZF NZ Dx FT= OO0 ©O o~
mcl1.22344.5

30 o
3A

MDPAEAVLQEKALKFMNSSEREDCNNGEPPRK ] TP,
90

STAMKTENCVAKTKLANGTSSMIVPKQRKL SASYEKEKE L CVKYF EQWSESDQVEF VEHL
150

[SQMCHYQHGHINSYLKPMLQROF ] TALPARGLDHIAEN]LSYLDAKSLCAAELVCKEWY
210

RYTSDGMLWKKL 1ERMVRTDSLWRGLAERRGWGQYLFKNKPPDGNAPPNSF YRALYPK [ 1
270

QDIET IESNWRCGRHSLQRTHCRSE TSKGVYCLQYDDQK 1VSGLRONT IK IWDKNTLECK
330

RILTGHTGSVLCLQYDERVIITGSSDSTVRVWDVNTGEMLNTL IHHCE AVLHLRF NNGMM
450

EFVRTLNGHKRG 1ACLQYRDRLVVSGSSDNT IRLWD1ECGACLRVLEGHEELVRCIRFDN
510

KRIVSGAYDGK [KVWDLVAALDPRAPAG TLCLRTLVEHSGRVFRLQF DEFQI VSSSHODT

390
VTCSKDRSIAVWDMASPTD I TLRRVLVGHRAAVNVVDF DDKY 1VSASGDRT IKVWNTSTC

20

80
140
200
260
320
380
440
500
560

10

70
130
190
250
310
370
430
490
550

1L IWDF LNDPAAQAEPPRSPSRTYTYISR

goooao

goooao

ag

VYYVYVYYVYYOVI0OLL L1910V L LIVIVIVYYIVILOVOLO9YYYOWOYIOLLIDL1¥IDILLLL LI VLIDYINDLIVD
0S1Z 0v1Z ocie ozie 0z oolz 0602 0802 0.0z

L111301304919319000LI0YVLL LLOVVOOL LYOLYYILIL1YVYILYLILLOLOIYIVYIYOLVLDDL09) VDL 1IDLIVILIVVIVIY
0902 0502 0r02 0£02 020z 4 000¢ 0861 0861

JLOV1DL990VINIIIINL ¥IOLILIOL LOVOVIVOIOL L9LIDLIVIVILLLIIIVIN CIYIIN LOVOILIILL LIVINIILIVY
a6l 0861 036} i 0861 0z61 0161 0o6! 0681

vY¥ILYVIVYLIVIVYIVYIYILYIOVIOVLYWIOOLOLVLOOVYLLLYIIODIL LOVYVLLYIOIYIOVIIOOL 1OV LYILISVOLIVIV]
088l 0,81 0981 os8l ov8l og8l 0z8L 018l oost 0641

YOOVV LYWV LYOVIOLILYOV LOOVOVLYOWY DL D11 00001 190000000V LIYYITIN IV IDLYILYYY 100L LOVIIILILYILD
[:14 0241 taLl 051 174 ogLt 0zLl [H¥2] 0041

JLYYOVOVOLYOLYIVILIOVLIOVILOL IYOYIOLIVYOLYOL LLOVOVLIOVIOLLLL L VOVYOI0DL LYONIOLILLODOVITIVLOLOLD
069L 0891 0491 0991 0591 0r9l 0g9l 0z91 0191 009!

LI¥I¥999v291201391930330¥S9L 1 LIGLIIILILLIIVITOLIL VWY L EYWIVYOIIYILVIIINDI9L VILOVIVONIVVIVYLY
0651 08¢ 051 0951 0681 0vS1 0£61 0zsl o343

OLLIVIDLIV)OL19095991 IVYOOVOLYIIOWVIVLLOLOVAOYLLLOLYIOLIOLOIVWOVYLVOVIOOLY LLYOVILY IOVIVYIVOLOL
0051 £ 08¥l /32 0s¥1 0stl [0z} U348 744)

¥01392L9¥DL V1991 39¥IVIINIVLOVIIL 1191 D91 1YI9OVIOVVYIVIVIILYYY L LOOVIIVYLIOLLLYVOLOL LOVLOVWIYD
[134) 00t 1 08¢t osgl ocg1 09¢1 05g1 (149} ogel ozeL

¥Y001V199vWY 1 V1 OvVOY1¥90991 01VI9LIL L LOLLVIVIOVYOVOLYDL L LOVIY L1 191¥¥IL 91091 DIVIOVINIILIDLIOL
olgl 0og1 06z1 08Z1 021 0921 0sz1 ozl Lix4}

999vI90DL300V L LVI¥OLIVYIOIDLI090LY LVIOOLYL LN 1¥IILLIDLIVIVYYIDLD9LIOVOL 9OLYOLVIODLYY IVYIL 119D
0zzt o1zl oozt 06L1 [o::] 38 (VA% o133 0511 143 ogll

9L1IVO9LILLSVWIOWYIL9L LYIOVILLYILLIOVIVYY LIILYVYOL IOYIV LYYV OLYOIOLOLIVIVILIIIVIOL LYIIILYILVIN
0ztL ot ooLL 0601 0801 o001 ogot 0501 0¥04

OYVLYOLYOLOVOVOVOLYILYL¥IDLIL9LILIDLHVIL L9OVIV1YIIOWIVOL OLIVWOONYIDLYYIOL LYIVOVYYYY LYIIL DL
0¢0L 0zol 0101 000! 066 086 06 096 056



JP 2009-100746 A 2009.5.14

(71)

goooao

ooooao

ay

_oghuhoghggiaou:guoﬁ L1¥OPV11YEVOLYIVYYOVIYIOL VYL 5.5855%o&uﬁoﬁ«o«uotubsh
0z6 016 008 068 048 098 ose

OVVILOVYYIILOVYOVIOLLLLOVL99VYIIVYILD9DLYYIOOVOYII000¥ILOVINIVYOLDDOLVIVOI0I DI DIVL 1 109991V IV
0¥8 0e8 0z8 olg 008 06L 082 723 09z

4.«8u.unCQﬁEuEE08038o,:.8_.<_,48.—158.<S.<<o&u«oEuuo«E258800855388:6«63
064 174 0eL 02l otz 00£ 069 08 099

J00¥99¥I00¥90I1 LOY9ILYYIIDLIIL1IIL LIVIVYIVILLLIDLIFIVIVOL L LIDVVYOVIVYOLYILLLOVYILIININLIL
059 0vg 0£9 0z8 019 009 065 085 08

5358«382895:89 VIIOVIVIOVILOLYIOIL DL IVVYIILILOL LOVOLYINIL999VIVL 910101 L VIILYOY
(629 0£¢ 078 olg 005 06% 08Y

<<u<5<pHh.zuu::o_%@ooﬁ%ﬁ%oot<<»EE8.—8<<<o¢buoo«é?oo«ou«u&u««ugohﬁgwttﬁu
Uig 09% 05y ory 0zy 134 00% 08¢ 08¢

OO¥VOLLLYLLIIOWWOVWIOLIVIOLLLIOOVONILLOLOL IVILYOV LYIVIITLIDOOLL LVYYVY 191VIILIYIVIIILOLINIVIY
o€ 0g¢ 0sg 0ye oge oze ol 0o¢ 06T

1912091 9%V 1¥91 90¥Y 1 ¥9OILVIWWY1I1 319010991 0L YIVOLOVLLIOVOYOLIOLYIILOII YWYV LLOLLEVLLLLIOVOLID
08z 0Lz 09z 0sz 1174 [Uy4 0ze 01z 00z 061

V901300011001 IvWYILIIL1 IVI990NYILIDLILIYIVIVLIOWVLVYIILILIIVISNILOIYIOL VIO O¥ILOL OV L 1YL
081 oLy 03t 0%t 0L 05t ozt ott 001

uuézww55<<<2<<<<<o<095.\822SEEoEEu«EEEE<u<<.ZQ..58.3390?5(% WOVIOLY
06 08 oL 0z

60
120

PLELSFYLLKWLDPQTLL TCCLVSKQWNKY | SACTE VWQTACKNLGWQT DDSVRDALHWK

180

KVYLKATLRMKQLEDHEAFETSSL IGHSARVYALYYKDGLLCTGSDDLSAKLWOVSTGQC

240
VYGIQTHTCAAVKF DEQKLVTGSF DNTVACWEWSSGARTQHFRGHTGAVF SVDYNDELD]
300
360

IKIWPIGRE INCKCLKTLSVSEDRS ICLOPRLHF DGKY IVCSSALGL YOWDF ASYD ILRV
420

50
IKTPE IANLALLGFGDIF ALLFDNRYLY IMDLRTESL FSRWPLPE YRESKRGSSFLAGEH

30 40
MERKDFE TWLDNISVTFLSLTDLQKNE TLOHL ISLSGAVQLRHLSNNLE TLLKROFLKLL
90 100 110
160 170
220 230
270 280 290
LVSGSADF TYKVWALSAGTCLNTL TGHTEWVTKVVLQKCKVKSLLHSPGDY 1LLSADKYE
330 340 350
400 410

150
210

390
4A

20

80
140
200
260
320
380

10

70
130
190
250
310
370

goooao

goooao

22 g o4 s =
2¢ 88 B8C 2@ 8 BE %%
&E = @B 2 ¥ ' g
S & 2 2 g 2 3
T .hwuwmw
& L9 T
22 23 22 g2 2% o4 o
8 22 g2 g= g2 gd =%
£ T3 “g Vg ®3 m5 +=
g & & 3z g 2
S &€ £ 2 § &8 §
g8 .z 2 _§ £ g g
22 28 2 < 95 o8
Y3 g5 By 8§ g8z EE 8g
WWWMMWM
S
MM§WHMQ
85 %% B& 25 RZ 8% 88 <
£ Tz FE NG S K8 8:
E £ B 5 & @
5 2 3 g 3 B
E £ g : g 8 %
fE 28 23 82 82 8Z 8o
2 ®% g BE B BE Bg
4 = 8 = § 2 g
g _3 z
=8 RS BE 82 8 2% 328 .
= 2 8 97 2§
g § &8 £ F £ = g
S € 8 =z & 7B

0i4

VOLYOLYL991VVLD0VOLOL LOVVWIIYVYOLYIOLIVIOQIVOIIIDLILIOVIDL 00OLLL LSO
[43) 09vl oSkl (11441 [34) 0zvt

029139999009L999L1 LI¥OLI¥ILIIIVIIVIIIVILYIOVIVILIF0IVIOVOIVYIOLOLL 9L 9OLIIVILLY LOVOVIOVDLIDOLY
s34} 0ovl 08¢l 08¢l (VAN og¢el osgl [129] ogel 0zel

Q0¥IIVII9L 1131991 LITIIIVIVILYYIVIDOILYIILIVIOLYYOLIDIL IV IVYIOOOVIODLIDL 130YYILIOOVIVIVYYOLYY
oigl oog! 0621 08zl 1724 09z 05zl 11243 ogzL

09VIVLI¥I¥IIOLILIIIOLIVOLIVL IYILIOOVIVINIVINIOL LOVIOLYILYIVIOL IOV LIGIIVYIVILLLOEOOLILLLILY

ozt 4% oozl 0611 0811 0411 091 oSl oviy ogLl

L¥OVOOLLLO99L109L LOOOOLLOVYYIOYLVIVILOQLIVOYYILYILIOOVILILLYLVOLY LLOVIOOLLLOVOOOLOVIOVLOLILIOL
oz [s113% 001l 0601 080t 001 0g0t 0501 0v0l

LIvOOVILLOVLOLOIOLIVOVIVYYIOOLYILLLIVILLOVOYYOJOVIOLIOLOLVI VWOV [VOOVOLOLOLOLOLOLLVIVOVYYLLOD
g0l 0zol olot 000L 086 086 0L6 096 056



(72) JP 2009-100746 A 2009.5.14

§ g ES; 5 §gE EGE 5 B gf B
s 2 3 .5 B2 82 & "% -2 % gt & Y8 &
égé Esd L "85 £33 & %3 & E 8%
2% 5 Eef 28 oETE S S5 .8 ¢
8 B "B o 2 BE B "8 o8B = g8 SE _B
S e B % 5 2 g 3 “ oF g of 3 By 2
g "E 3 8 B "8 g8 8E g - g g B3
e 8 2 7Cep 3% 20 s g8 B
8 g8 8 82 8 2 g8 5 8 _=2 28 8 8 835 E
3 "E _3 = gB “2 2 g2 g% g 8% =g gE
g g E % g “E & 2 83 B 8 "E g8&
g2 E B2 § TE g8 Z g = 7% . § € sz =2 %3
sz = 85 B 3 .3 £ 82 & 83 5 "2 .8 3
8% & JE 2 88 & g g8 2 S B g
g8 & 283 5 °8 .5 B8 82 £ 85 £ "B oZ
- £ 88 35 2 B g 28 B Sim g %8 ¢ £ B=
2 g g = g2 2 ~g _E n < £ 8z £ "z O
g g 88 g “E o2 2 8% 83 2 "k g g w0
2 22 2 T2 o2 8 8 g "% g Z g2 E 8 E
2 5 g8 s; 2 °% .8 o8 B 8E § "B o2
<2 2 83 £ "3 .5 8 BE £ "% E "2 o8 2 8%
"z 2 "2 g8 5% E B gs: 32 2% &8 BE g FZ
g8 E£E8f % 73gz ERE 2 82 § "2 g5 £
g 2% _g sz E SB _E £ 8% & g2 § ¥3 _&
2 8 ma =g E £ gf 3§ 82 2 sz 8 "g g3
8 % S T8 B S B 5 "8 g3 3 =8 g g2 g -8
82 B "= & E gf = T2 _& 83 5 gE &
g "2 _2 E s E 3% £ g% g g =z 82 g
8 2 .2 5 88 E "8 ¢ g B8 £ B2 & Y= o
8% 3 ~2 _§ £ g8 § ® g g g 2 "8 g2 g 22
& 2 & g2 & Y3 =2 8§ g2 = g% 5 £3 -5
g eg g - § § 2 25 5 ™= Q & § 8 - 2 =
5 % & § BE B "z & g 8% £ gg g 328 _8
2B ¥2 2§82 E GE 2 8 8§ “8 & & Bg
= g8 £ g E "5 _B 5 3% 2 g 82 3§
§ 2 T B E B gd g =2 5 & g g g of
8 2 gE g 2g
10 Pl 0 40 50 60 0N W %8
ACATTTICTAATGTTTACAGAATGAIGACGAACAGTTTATCTGTIGAGAATAMAATTGTCCAGTIGTCA
AKRNSLSVENK IVOLSGAAKGPKVGF YSSLNQTHTHTVLLONGSLPHIWLOIFQYLPLL
0 B %0 10 10 130
70 80 % 100 110 120 GAGCARGAMCAGCCARKGTIGOGT ICTACTCTTCTCTCACCAGACTCATACACACACCGTTCTT
DRACASSVCRRANE VF HISDLHRKF EFELNSATSSFKSTHPDL 1001 IKKHF AHLOYVS MO 150 1801010 190
CTAGACTCRGOGAGTTTGCCTCACCATGTAGTAT TACAMAT TTICAGTATCTICCTTTACTAGATSG
130 140 150 160 170 180
FKVDSSAESAE AACDILSQLVNCS1QTLGL ISTAKPSFUNVSE SHF VSALTWF INSKSL 210 Wm0 w0 M
GLCTGTCCATCTTCIGTATGTACGACGTCGAATGARGTTTTICATATTTCTGACCTTTCGAGAMAGTTT
9 200 20 20 230 240
SSIKIEDTPVDDPSLKILVANNSDTLRLPKMSSCPHVSSDG 1LCVADRCOGLRELALNYY 280 290 300 310 320 330 340
GAATTTGAACTGAACCAGTCAGCTACTTCATCT TTTAAGTCCACTCATCCTGATCTCATTCAGCAGATC
B0 60 27 20 290 300
ILTDELFLALSSE THVNLEHLRIDVVSENFGQIKF HAVKKHSWDAL | KHSPRYNVWMHFF 350 360 370 380 390 400 410
ATTAMAAGCATTTTGCTCATCTTCAGTATGTCAGCTTTAMGGTTGACAGTAGCGC TGAGTCAGCAGAA
L I M0 30 30
LYEEEFETFFKEETPYTHLYFGRSVSKVVLGRVGLNCPRL IELVVCANDLQPLONEL ICT 420 430 40 450 460 470 480
GCTGCCTGTGATATACTCTCTCAGETCGTAMTTGTICCATCCAGACLTTGRGCTTGATTICAACAGCE
30 3 30 400 410 42
150 50 550
AEHCTNLTALGL SKCEVSCSAF IRFVRLCERRLTQLSVMEEVL IPDEDYSLOE IHTEVSK AAGCCAAGTTTCATGAATGTGTCGGAGTCTCATTTIGTGTCAGCACTTACAGTIGTTTTTATCAACTCA
430 S0 S0 50 60 60 60
YLGRWFPOWPLY AANTCATTATCATCAATCANAAT IGNAGATACACCAG TCGATGATCCTICATTGAAGATICTIGTEGNG
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630 640 650 660 670 680 630
- AATAATAGTGACACTCTAAGACTCCCAAAGATGAG TAGCTGTCCTCATGTTTCATCTGATGGAATTCTT

700 1o 720 30 40
TGTGTAGCTGACCOTTGTCAAGGCCTTAGAGAACTGCCOTTGAATTATTACATCCTAACTGATGAACTT

760 m 780 790 800 810 820
TTCCTTGCACTCTCAAGCGAGACTCATGTTAACCTTGARCATCTTCGAATTGATGTTGTGAGTGAARAT

830 840 850 860 870 830
CCTGGACAGATTAAATTTCATGCTGTTAARAAACACAGTTGGGATGCACTTATTARACATTCCCCTAGA

900 910 920 930 940 950 950
GTTAATGTIGTTATGCACTTCTTTCTATATGAAGAGGAATTCGAGADG T TCTTCAAAGAAGAAACCCCT
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CGACTGATIGAGTTAGTGGTGTGTGCTAATGATCTTCAGCCTCTTGATAATGAACTTATTTGTATTGCT

110 120 1130 1140 1150 170
GMCACTGTMMACCTMCACCCTTGGGCCTCAGCMATGTGMCTTM}CTGCAGTGCCTTCATCAGG

1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240
TTTGTAAGACTGTGTGAGAGAAGG TTAACACAGCTCTCTGTAATGGAGGAAGTTTTGATCCCTGATGAG

1250 1260 1270 1280 1280 1300 1310
GATTATAGCCTAGATGAAATTCACACTGAAGTCTCCAAATACCTGOGAAGAGTATGG TTCCCTGATGTG
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GGTTTTTTGMTGGCATTGAGTGGATTCTTGAAGAAGTGGAATCTMEIX; TGCAAGATGATTCTCTTTT
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CAGATCTTGGGAACTGAAACCATTTGAAATTTATTACTAAGGTCG TGATG TGAATATTTGCTCAGTCAG
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CCCACCTTGTCCTGCCTTTTIGCAGATAGGCTTTCAT TIGGACAGCTATAACTGCTGTGTTTTTTATAT

1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380
TATTTTTACTTTTTACCATAAATCAATTACAAGAARAGAGTTTCAGTCCTAGTATTTAGCCCCARAATG
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AACCTTTAMCATYTTT TTGGTAATTTTTATATUTCTGTCTTTTIAMMTATTMATTWGG
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ATGGCGOGAAGCGAGCOGCGCAGCOGAACAAAT TCGCCCCOSCOGCCCTTCAGCGACTGOGECCECCTE

0 80 90 100 1o 120 130
GAGGCGGCCATCCTCAGCOGCTCGAAGACCTTCTGGCAGTCAG TGAGCAAGGATAGGG TGGCGCETACG

140 150 160 170 180 190 200
ACCTCCOGGGAGGAGGTGEATGAGGCGGCCAGCACCCTGAOGOGGCTEOCGAT TEATGTACAGC TATAT
210 20 230 240 250 260 210
ATITTGTCCTTTCT TTCACCTCATGATCTGTGTCAGTIGGGAAGTACARATCATTATTGGAATGAAACT

280 290 300 310 320 330 340
GTAAGARATCCAATTCTGTCGAGATACTTTTTGTTGAGGGATCTTCCTTCTTGGTCTTCTGTTGACTGE

350 360 310 380 390 400 410
AAGTCTCTTCCATATCTACAATCTTAAMMAAGCCTATATCTGAGGTCTCTGATGGTGCATTTTTTGAC
420 430 440 450 460 470 480
TACATGGCAGTCTATCTAATGTGCTGTCCATACACAAGAAGAGCT TCAAAATCCAGCCGTCCTATGTAT

490 510 520 530 540 550
GGAGCTGTCACTTCTTTTTTACACTCCCTGATCATTCCCAATGAACCTCGATTTGCTCTGTTTGGACCA
560 570 580 590 600 610 620
CGTTTGGAACAATTGAATACCTCTTTGEIGTTGAGCTTGCTGTCTTCAGAGGAACT TTGCCCAACAGCT

630 640 6§50 660 670 680 680
GGTTTGCCTCAGAGGCAGATTGATGGTATTCGATCAGGAGTCAATTTTCAGT TGAACAACCAACATAAA

700 710 720 730 740 750
TTCAACATTCTAATCTTATATTCAACTACCAGAARGGAAAGAGATAGAGCARGCGAAGAGCATACAAGT

760 800 810
GCA(;UMCAACATG TCAGTEGACACAATGAAG" GATGAT(X}ACCAGGAAGCCCGTACAGTGTCATT

830 840 850 860 870 880
CCACAGATTCAAAAACTGTGTGAAGTTGTAGATGGGTTCATCTATGTTGCAAATGCTGAAGCTCATAM

900 910 920 930 940 950 960
AGACATGAATGGCAAGATGAATTTTCTCATATTATGGCAATGACAGATCCAGCCTTTGGGTCTTCOGGA
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10 20 30 40 50 60
RPRPVOQQX0QPPOQPPPQPPQQAPPOQCPPPPPOOCAQPPPPPPPPPPLPOERNAG
70 80 110 120
ERDDDVPADMVAEE SGPGAQNSPYQLRRKTLLPKRTACPTKNSMEGASTST TENFGHRAK
130 140 150 160 170 180
RARVSGKSQDLSAAPAEQYLOEKL PDEVVLKIF SYLLEQDLCRAACVCKRF SELANDPNL

190
WKRL YMEVFEYTRPMYH
14A

10 20 30 40 50 80
GCGGCCGCGCCCGE TECAGCAACAGCAGCAGCAGCCCCCGCAGCAGCCGCCGCCGCAGCE

80 100 110 120
GCCCCAGCAGCAGCCGCCCCAGCAGCAGCCTCCCCCGCCGCCGCAGCAGCACCAOCM}CA

140 150 160 170 180
(:CAGCCTCCGCCGCCGCCACCGCCCCCTCCCCCGCTGCCTCACGAGCGGA/\CAA(X!TCGC

200 210 220 230
CGACCGCGATCATCATGTGCCTGC&GMATCGTTGCAGAAGAATCACG TCCTCGTGCACA

260 270 280 290 300
ARATAGTCCATACCAACTTCGTAGAAAAACTCTTTTGCCGAAARGAACAGCGTGTCCCAC

320 330 340 360
AAAGAACAGTATGGAGGGCGCCTCAACTTCAACTACAGAAAACTTTGGICATCGTGCAAA

370 380 3% 400 410
ACGTGCAAGAGTGTCTGGAAAATCACAAGATCTATCAGCAGCACCTGCTGAACAGTATCT

430 450 460 470 480
TCAGGPGAAACTGCCAGATGAAGTGGITCTAMAATCTTCTCTTAC TTGCTGGAACAGGA

500 510 520 530 540
T CTTTGTAGAGCAGCTT(}'GTAT(‘T AMACGCTTCAGTGAACTTGCTAATGATCCCAATTT

550 580 590
GTGGAAACGATTATATATGGAAGTATT TGMTATACTCGCCCTATGATGCAT

14B
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40 50 80

ETETAPLTLESLPTDPLLL 1LSFLDYRDL INCCYVSRRLSQLSSHOPLWRRHCKKYWL IS
70 80 90 110 120
EEEKTOKNQCWKSLF IDTYSDVGRY IDHYAATKKASGMI SRNIWSPGVLGWVL SLKEGCS
130 140 150 160 170 180
RGRPRCCGSADWAASF L DDYRCSYR IHNGQKLVGSWGYWEAWHCL I TIVLKIC+TSIQLP
190 200 210 220 230 240
EIPAETGTE JLSPFNFCIHTGLSQY IAVEAAEG sNKNEVF YQCQTVERVFKYG IKl/CSDG

250
CINGMH#VFS
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10 20 40 50 60
RPRPGLRGGRAPCEVTMEAGGLPLELWRMI LAYLHLPDLGRCSLVCRAWYEL ILSLDSTR

80 90 100 10 120
WROLCLGCTECRHPNWPNQPDVEPE SWREAF KQHYLASKTWTKNALDLE SSICF SLFRRR

150 160 170
RERRTL SVGPGREF DS! ».GSALAMASLYDR JVLFPGVYEEQGE 1 ILKVPVE IVGOGKLG

15A

10 20 30 40 60
GCGGCCGCEGCCCEEACTCCE00GTEEGCGAGOGCCCTGTGAGGTGACCATGGAGGCTCE

90 100 110 120
TGGCC TCC..CTTGGMSCTGTGGCCCATGATCTTAGCCTACT TGCACCTTCCCGACCTGGG

130 140 150 160 170 180
CCGCTGCAGCCTGGTATGCAGGGCCTGGTATGAACTGATCCTCAGTCTCGACAGCACCEG

190 200 210 220 230 240
CTGGCGECAGCTGTGTCTGGGT TGCACCGAGTGCCGCCATCCCAAT TGGCCCAACCAGCC

260 270 280 290 300
AGATGTGGAGCCTGAGTCTTGGAGAGAAGCCTTCAAGCAGCATTACCTTGCATCCAAGAC

310 320 330 340 350 360
ATGGACCAAGAATGCCTTGGACTTGGAGTCTTCCATCTGCTTTTCTCTATTCCGCCGRAG

370 380 380 410 420
GAGGGAACGACGTACCCTGAGTGTYGGGCCAGGCCCTGAGTT TGACAGCCTGGGCAGTGC

430 440 450 470
CTTGGCCATGGCCAGCCTGTATGACCGAAT TGTGCTCTTCCCAGGTCTGTACGAAGAGCA

490 500 510 520
AGGTGAAATCATCTTGAAGGTGCCTGTGGAGAT TGTAGGGCAGGGGAAGT TGGGTGA

158

gooooo

10 40 60
GAGACCGABACGGCGCCGCTGACCCTAGAG TCGCTGCCCACCGATCCCCTCCTCCTCATC

110 120
TTATCCTTTTTGGACTATCGGGATCTAATCAACTGTTGTTATGTCAGTCGAAGATTAAGC

130 140 170 180
CAGCTATCAA»TCATGATCCGCTGTGGAGAMACATTGCMAAAATACTGGCTGATATC'I

190 200 210 220 230 240
GAGGAAGAGAAAACACAGAAGAATCAGTGTTGGAAATCTCTCTTCATAGATACTTACTCT

250 260 2710 280 290 300
GATGTAGGAAGATACATTGACCATTATGCTGCTATTAAARAGGCCTCGGGAATGATCTCA

310 320 350 360
AGAAA1ATTTGGABCCCNSGTGTCCTCGGATGGGTTTTATCTCYGAMGAGCGGTGCTCG
30 380 390 400 410 420
AGAGGAAGACCTCGATGCTGTGGAAGCGCAGATTGGGCTGCAAGTTTCCTGGACGATTAT

430 440 460 470 480
CGATGTTCATACCGAATTCACAATGGACAGAAG TTAGTTGGTTCCTGGGGTTATIGGGAA

490 500 510 520 530 540
GCATGGCACTGTCTAATCACTATCGT TCTGAAGATTTGTTAGACGTCGATACAGCTGCCG

550 560 570 590 600
GAGATTCCAGCAGAGACAGGGACTGAAATACTGTCTCCCTTTAACTTTTGCATACATACT

610 620 640 650 660
GCTTTGAGTCAGTACATAGCAGTGGAMSCTGCAGAGBGWGAAACAAAAATGAAGTTTTC

670 680 690 700 710 720
TACCAATGTCAGACAGTAGAACGTGTGTTTAAATATGGCAT TAAGATGTGTTCTGATGGT

730 740 750
TGTATAAATGGCATGCATTAGGTATTTTCAG

16B
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10 20 30 40 50 60
GSGFRAGGWPL TMPGKHQHF QEPEVGCCGKYF LFGF NIVFWVLGALF LAIGLWANGEKGY

70 80 90 100 110 120
LSNISALTDLGGLDPYWLVCGSWRRHVGAGLCWAA IGALRENTF LLKFFXXFLGL IFFLE

17A

LA

10 20 30 40 50 60
GGCTCCGGTTTCCOEGCCOGCOETGGCCGCTCACCATGCCOGGNAAGCACCAGCATTTC

70 80 90 100 110 120
CAGGAACCTGAGG TCGGCTGCTGCGEGAAATACTTCCTGTTTGGCTTCAACATTGTCTTC

130 140 150 160 170 180
TGGGTGCTGGGAGCCCTGTTCCTGGCTATCOGCCTCTEGGCCTOREGTCAGAAGEGCGTT

190 200 210 220 230 240
CTCTCGAACATCTCAGCGCTGACAGATCTGGGAGGCCTTGACCCOGTGTGRCTTGTTTGT

250 260 270 300
GGTAGTTGGAGGCGTCATGTCGG TGCTGGGCT TTGCTGGGCTGCAATTGGGGCLCTCCGE

310 320 330 340 350 360
GAGAACACCTTCCTGCTCAAGTTTTTCTNCGNGTTCCTCGGTCTCATCTTCTTCCTGGAG

CTGGCAAC

178
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10 20 30 40 50 60
AAAAAAYLDELPEPLLLRVLAALPAAELVQACRLVCLRWKELVDGAPLWLLKCQQEGLVP

70 80 90 100 110 120
EGGVEEERDHWQQF YF LSKRRRNLLRNPCGEE DLEGWCDVEHGGDGWRVEEL PGDSGVEF

130 140 150 170 180
THDESVKKYF ASSFEWCRKAQVT DLOAEGWIEELLDTTGPAI VVKDWYSGRSDAGCLYEL

190 200 210 220 230 240
TVKLLSEHENVLAEF SSGQVAVPQDSDGGGHME | SHTF TDYGPGVRF VRF EHGGQGSVYW

250
KGWFGARVTNSSVWVEP +
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10 20 30 40 50 60
ATGGBCGAGAAGGCGGTCCCTTTGCTAAGGAGGAGGCGOG TGAAGAGAAGCTGCECTTCTTGTGECTCG

90 100 1o 120 130
GAGC T(}GGGTTGAA.:AGMCACGCGGAAAGGAAATCCCMTTCCATCC/‘ GTTGTTCCCCCCAGAGCTG

140 150 190 200
GTGGAG CATATCATCTCATTCCICCCACYCAGAGACCTTGTTGCCCTCGGCCAGACCTGCCGCTACTTC

210 250 260 20
CACGAAGTGTGCGA GGGCAAGGCGTCTGGAGACG(‘ATCT(‘TOGCAGACTCAGYCCCCGCCTCCMKSAT

280 290 300 310
CAGGACACGAAGGGCCTGTAT TTOCAGGCATT'ICGAGGCCCC(XSCC"ATGTCTCAGCAAGAGCGTBGCC

350 360 370 380 390 400 410
CCCTTGCTAGCCCACGGCTACCGCCGCTTCTTGCCCACCAAGGATCACGTCTTCATTCTTGACTACGTG

430 440 450 460 470 480
GOGACCCTCTTCTTCCTCMAAATGCCCTGGTCTCCACCCTCGGCCAGATGCAGTGGAALCG(:{AD 6T
480 500 510 520 830 540 550
CGCTATGTTGTGTTGTGTCGTGEAGCCAAGGATTTTGCCTCGGACCCAAGGTGTGACACAGTTTACCGT
560 570 580 550 600 610 620
AAATACCTCTACGTCTTGGCCACTCGGGAGCCGCAGGAAG TGGTGGGTACCACCAGCAGCCGGGCCTGT
630 640 650 660 670 680 690
GACTGTGTTGAGGTCTATCTGCAGTCTAGTGGGCAGCGGG TCTTCAAGATGACAT TCCACCACTCAATG

7 730 740

700 720
ACCTTCAAGCAGATCGTGCTGG TTCGTCACGMACCCAGCGGGCTCTACTGCTCCTCACAG/\CGMGGA

760 770 780 790 800 810 820
AAGATCTACTCTTTGG TAGTGAATGAGACCCAGCTTGACCAGCCACGCTCCTACACGS TTCAGCTGGCE

830 840 880 890
CTGAGGAAGG TGTCCCI‘CTMCTGCCTCPCCTCCUCC TGGCCTGCATGPCTTCCAAC\,AGAGCAGCACC

900 910 950
CTCTACGTCACACATCCTATTCTG'IGCTCTTGCCTACAACCACCTT(‘(‘CC TGGTGGATGA

198
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10 2 30 40 30 60

GCBGCGECCELCECOGCGTACCTGGACGAGCTGCCOBAGCOGCTECTGCTGCGCOTGCTGGCCGCACTG
n 80 90 100 10 120 130

CCBGCCGCCCACCTOETCCAGGCCTECOGCCTO6TG TGCCTGCGL TEGAAGGAGCTGGTGGACGECHCC
140 150 0 i7 180 190 200
CCGC 16 TGGCIGCTCAAG TGCCAGCAGGM;GgGCTGCTGCCCCAGGGCGGCGTGGAGGAGGA@CGOGAC

8 ? 230 240 250 260 270

CACTGGCAGCAGTTCTACTTCCTGAGCAAGCGGCGCCGCARCCTTCTGOG TAACCCGTGTOGGEAAGAG

%%0 230 300 310 320 éw 340
GACTTGGAAGGC TGBTGTGACG TGGAGCATGG 1GGGGACGGCTGGAGGG TOGAGGAGCTGCCTGGAGAC

350 360 370 380 390 400 410
M;TGCGGICGAGTTCACCCACGATGAGAGCGTCAAGAAG TACTTCGCCTCCTCCTTTGAGTGE FGgOGC
420 430 460 470
AAAG(’ACAGGTCM TGACCTGCM’}GCTGAGGGCTACTGGGACGAGCTGCTCGACAOGACTCAGCCGGCC
500 510 520 530 540 550
ATCGTGGTGAAGGACTGCTACTCCGCCCGCAGCGACGCTGGTTGCCTCTACGAGCTCACCGUMSCTA
¢ TCTCCGAGCACCPGAACGTCCTGCCTCAGTTCM?CAGCGGGCAGGTGCCAGTGCCCCAM}ACAGTGAC
630 650
GGCGGGCGCTGCATGGAGATCTCCCACACCTTCACCCACTACGGCCCGGGCGTCCGCTTCG YCCGCTTC
700 710 720 730 75

GAGCACGGGGGGCAGGGCTCCGTCTACTGGAAGGGCTGETT wabwwaCACCAACACCM}CGTG

760 770
TGGGTAGAACCCTGA

18B
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10 20 30 40 50
MGEKAVPLLRRRRVKRSCPSCGSELGVEEKRGKGNP IS IQLFPPELVERT ISFLPYROLV

0 80 00 110 120
ALGQTCRYFHEVCDGEGVWRR [CRRLSPRLQDQDTKGL YFQAFGGRRRCLSKSVAPLLAH

130 140 150 160 170 180
GYRRFLPTKDHVF ILOYVGTLFFLKNALVSTLGOMOWKRACRYVVLCRGAKDF ASDPRCD

190 200 210 220 230 240
TVYRKYLYVLATREPGEVWGT TSSRACDCVEVYLOSSGQRVFKMTFHHSMTFKQIVLVGQ

25 260 270 280 290 300
ETORALLLLTEEGKIYSLVVNE TQLDGPRSYTVOLALRKVSHYLPHLRVACMTSNOSSTL
310
YIDPILCSHLOPPAPGE
oooooao

10 20 30 40 S50 60.
RGGSEGRGRGREKRARGARRKRKQGGREARAADGE GGSGPGAE AGARTRPREE AEGGGSY

70 80 90 100
EEGARGI ‘KGDEGSVGACKEAOGRKYGKEEWRVRARRREGARPGRVOGDGGQVWAYIPGT

130 140 150 160 170 180
GAAMAAAAREE EEE AARE SAACPAAGPALWRLPEVLLLHMCSYLDMRALGRLAGVYRWLW

190 200 210 220 230 240
HF TNCDLLRRQIAWASLNSGF TRLGTNLMTSVPVKVSQONWI VGCCREG ] LLKWRCSQMPW

260 270 280 290 300
MQLEDDALY l SQANF ILAYQFRPOGASL NRQPLGYSAGHDEDVCHF VLATSH1IVSAGGDG

310 320 330 350 360
KIGLGKIHSTFAAKYWAHEQEVNCVDCKGG | I SFGSRDRTAKVWPLASGALGQCLYTIQT

370 380 390 400 410 420
EDQIWSVAIRPLLSSFVTGTACCGHF SPLK IWDLNSGQLMTHLORDFPPRAGVLDVI YES

440 450 480
PFALLSCGYDTWRYWDCRTSVRK(‘VMEWEEPHNSTLTCLOTDGI\HLLATGSSFYSWRL

49 S0 520 530
WDRHORACF‘H il FPLTSTRLGSPVYCLHLTTKHL YAALSYNLHVLDIQNP+

20A
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10 20 40 50 60 10 20 30 40 50 60
LILTSVLLFQRHGYCTLGEAF NRLDF SSAIQDIRTFNYVVKLLQL IAKSQLTSLSGVAGK GCATTGCTATAATTTTACTATACTCTCATCTARATCTAAAATCAGTCTTCAAAATAAAAACAAATTGTC
80 90 100 110 120 70 80 20 100 110 120 130
NYFNILDKIVOKVLDDHHNPRL IKDLLQDLSSTLCIL IRGYGKSVLVGNINIWICRLETT CTTTGCCAAAAATTTTTTTAATCGCACAATTAATTGACATTAACTGCCAATTCTTTTTGGCTAATTGAC
130 140 150 160 170 180 140 150 160 170 180 190 200
LAYQQALODLOMTKQVNNGL TLSDLPLHMLNNIL YRF SDGWDT 1 TLGQVTPTLYMLSEDR TAATTTTAACTTCTGTGTTGCTTTTCCAGAGGCATGGCTAT TGCACCTTGGGAGAAGCCTTTAATCGGT
190 200 210 220 230 240 210 220 230 240 250 260 270
QLWKKLCQYHF AEKQFCRHL I LSEKGHIEWKLMYF ALQKHYPAKEQYGDTLHF CRHCSIL TAGACTTCTCAAGTGCAATTCAAGATATCCGAACGTTCAATTATGTGG TCAAACTGTTGCAGCTAATTG
250 260 270 280 280 300 310 320 330 340
FWKDSGHPCTAADPDSCF TPVSPQHF IDLFKF CAAAATCCCAGTTAACT " CATTGAG TGGCG TGGCACAGAAGAATTACTTCAACATTTTGGATAAAATCG
350 360 370 380 390 400 410
2 1 A TTCAAAAGGTTCTTGATGACCACCACAATCCTCGCTTAATCAAAGATCT TCTGCAAGACCTAAGCTCTA

420 430 440 450 460 470 480
CCCTCTGCATICTTATTAGAGGAGTAGGGAAGTCTGTATTAGTGGGAAACATCAATATTTGGATTTGCC

490 500 510 520 530 540 550
GATTAGAAACTATTCTCGCCTGGCAACAACAGCTACAGGATCTTCAGATGACTAAGCAAGTGAACAATG

560 570 580 590 600 610 620
GCCTCACCCTCAGTGACCTTCCTCTGCACATGCTGAACAACATCCTATACCGG TTCTCAGACGCATGGG

830 640 650 660 670 680 890
ACATCATCACCTTAGGCCAGGTGACCCCCACGT TGTATATGC TTAG TGAAGACAGACAGCTGTGGAAGA

700 710 720 730 740 750
AGCTTTGTCAGTACCATTTTGCTGAAAAGCAGT TTTGTAGACATTTGATCCTTTCAGAAAAAGGTCATA
760 770 780 750 800 810 820
TTGAATGGAAGT TGATGTACT TTGCACTTCAGAAACATTACCCAGCGAAGGAGCAGTACGGAGACACAC

830 840 850 860 870 880 890
TGCAT FTCTGTCGGCACTGCAGCAT TCTCTTTTGGAAGGAC TCAGGACACCCC TGCACGGOGGCCGACT

900 910 920 930 940 950 960
CTGACAGCTGCTTCACGCCTGIGTCTCCGCAGCACTTCATCGACCTCTTCAAGTTTTAAGGGCTGCCCC

21B
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970 980 990 1000 1010 1020 1030
TCCATCCCTATTGGAGATTGTGAATCCTGC TG TCTGTGCAGGEC TCATAGTGAG TG TTCTBTGACGTE

1040 1050 1060 1070 1080 1090 100
GGTCOAGACTOCTOGEAAGCCCCTGT TCCAGAAAGCC TCRRAAGAACTOCCC TTCTCCAAGGEEGEA

1110 120 130 1140 1150 1160 17
CTGCATCGTTGCATTTTCATCACTGARAGTCAGAGGCCAAGGARRTCATTTCTACTTCTTTARMAACTC

80 130 1200 1210
CTICTAAGCATATTAARATGTGAAATTTTGCGFACTCTCTC

21C
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