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(57)【要約】
【課題】
　本発明は、ユビキチンリガーゼの新規の基質ターゲッティングサブユニットをコードす
るヌクレオチドの発見、同定および特徴づけに関する。
【解決手段】
　本発明は、ユビキチンリガーゼの新規の基質ターゲッティングサブユニット、すなわち
、FBP1、FBP2、FBP3、FBP4、FBP5、FBP6、FBP7、FBP8、FBP9、FBP10、FBP11、FBP12、FBP
13、FBP14、FBP15、FBP16、FBP17、FBP18、FBP19、FBP20、FBP21、FBP22、FBP23、FBP24
、およびFBP25をコードするヌクレオチド、トランスジェニックマウス、ノックアウトマ
ウス、宿主細胞発現系、ならびに本発明のヌクレオチドによりコードされるタンパク質を
包含する。本発明はさらに、増殖性疾患を治療するためにユビキチンリガーゼおよびそれ
らの基質をターゲッティングするように設計された治療プロトコルならびに医薬組成物を
包含する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号４、６、８、10、12、14、24、26、28、30、32、34、36、38、40、42、44、46、
48、50、52、54、56、58または60のアミノ酸配列を含むタンパク質をコードするヌクレオ
チド配列を含んでなる、単離された核酸分子。
【請求項２】
F-boxタンパク質またはその断片をコードする単離された核酸分子であって、
　a) 高度にストリンジェントな条件下で配列番号３、５、７、９、11または13のヌクレ
オチド配列にハイブリダイズし、かつ
　b) Cdc4、Grr1、Met30、Skp2、サイクリンＦ、エロンガンＡまたはマウスMd6からなる
既知のF-boxタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含まない、ヌクレオチド配列を
有する、前記核酸分子。
【請求項３】
哺乳動物ゲノムに由来するものであり、
　a) 高度にストリンジェントな条件下で配列番号３、５、７、９、11または13のヌクレ
オチド配列にハイブリダイズし、かつ
　b) F-boxモチーフを含みかつSkp1と結合する遺伝子産物をコードする、単離された核酸
配列。
【請求項４】
配列番号23、25、27、29、31、33、35、37、39、41、43、45、47、49、51、53、55、57ま
たは59のヌクレオチド配列を有する、F-boxタンパク質をコードする単離された核酸分子
。
【請求項５】
請求項１、２、３または４記載のヌクレオチド配列を含有するヌクレオチドベクター。
【請求項６】
請求項１、２、３または４記載のヌクレオチド配列を、宿主細胞内で該ヌクレオチド配列
の発現を制御するヌクレオチド調節配列に機能的に結合された状態で含有する発現ベクタ
ー。
【請求項７】
請求項１、２、３または４記載のヌクレオチド配列を、宿主細胞内で該ヌクレオチド配列
の発現を制御するヌクレオチド調節配列に機能的に結合された状態で含有する、遺伝子操
作された宿主細胞。
【請求項８】
請求項１、２、３または４記載の核酸を含むトランスジーンをもつ細胞を含有するトラン
スジェニック動物。
【請求項９】
請求項１、２、３または４記載のヌクレオチド配列を含む遺伝子座が不活化された動物。
【請求項１０】
配列番号４、６、８、10、12、14、24、26、28、30、32、34、36、38、40、42、44、46、
48、50、52、54、56、58または60のアミノ酸配列を有する、単離されたF-boxタンパク質
。
【請求項１１】
請求項１０記載のポリペプチドと免疫特異的に結合する抗体。
【請求項１２】
患者サンプルにおけるFBP遺伝子発現を測定することを含んでなる、増殖性および分化性
関連疾患の診断方法。
【請求項１３】
増殖性および分化性疾患の治療に有用な化合物をスクリーニングする方法であって、化合
物を、配列番号２、４、６、８、10、12、14、24、26、28、30、32、34、36、38、40、42
、44、46、48、50、52、54、56、58または60のアミノ酸配列を有するF-boxタンパク質ま



(3) JP 2009-100746 A 2009.5.14

10

20

30

40

50

たはその断片を発現している細胞およびその基質に接触させ、F-boxタンパク質活性の変
化を検出することを含んでなる、前記方法。
【請求項１４】
F-boxタンパク質活性の変化が、F-boxタンパク質と１種以上のタンパク質との相互作用に
おける変化を検出することにより検出される、請求項１３記載の方法。
【請求項１５】
１種以上のタンパク質のうちの１種がF-boxタンパク質の基質である、請求項１４記載の
方法。
【請求項１６】
１種以上のタンパク質のうちの少なくとも１種がユビキチン経路の成分である、請求項１
３記載の方法。
【請求項１７】
１種以上のタンパク質のうちの１種がSkp1である、請求項１３記載の方法。
【請求項１８】
F-boxタンパク質がFbp1であり、基質がβ-カテニンまたはIKBαである、請求項１３記載
の方法。
【請求項１９】
F-boxタンパク質活性の変化が、前記基質のユビキチン化または分解における変化を検出
することにより検出される、請求項１３記載の方法。
【請求項２０】
哺乳動物の増殖性または分化性疾患を治療する方法であって、哺乳動物に、該疾患の症状
が軽減されるようにFBP遺伝子または遺伝子産物の合成、発現または活性をモジュレート
する化合物を投与することを含んでなる、前記方法。
【請求項２１】
前記疾患が乳癌である、請求項２０記載の方法。
【請求項２２】
前記疾患が卵巣癌である、請求項２０記載の方法。
【請求項２３】
前記疾患が前立腺癌である、請求項２０記載の方法。
【請求項２４】
前記疾患が小細胞肺癌である、請求項２０記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
１．はじめに
　本発明は、ユビキチンリガーゼの新規な基質ターゲティングサブユニットをコードする
ヌクレオチド配列の発見、同定および特徴づけに関する。本発明は、ユビキチンリガーゼ
の新規な基質ターゲティングサブユニット、即ち、FBP1、FBP2、FBP3a、FBP3b、FBP4、FB
P5、FBP6、FBP7、FBP8、FBP11、FBP12、FBP13、FBP14、FBP15、FBP17、FBP18、FBP20、FB
P21、FBP22、FBP23、およびFBP25をコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子、トラン
スジェニックマウス、ノックアウトマウス、宿主細胞発現系、並びに本発明のヌクレオチ
ドによってコードされるタンパク質を包含する。本発明は、癌、主要な日和見感染症、免
疫疾患、特定の心血管疾患および炎症疾患といった増殖性および分化性疾患を治療するた
めの、新規なユビキチンリガーゼの活性をモジュレートする潜在的治療薬(例えば、小分
子、化合物または新規ユビキチンリガーゼの誘導体および類似体)を同定するスクリーニ
ングアッセイに関する。本発明はさらに、増殖性疾患を治療するためにユビキチンリガー
ゼおよびその基質をターゲティングするように設計された治療プロトコルおよび医薬組成
物を包含する。
【背景技術】
【０００２】
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２．発明の背景
2.1　細胞周期調節タンパク質
　真核細胞の細胞周期は、セリン／トレオニンプロテインキナーゼのファミリーによって
調節される。セリン／トレオニンプロテインキナーゼは、その活性にサイクリンと呼ばれ
る調節サブユニットとの会合を必要とするため、サイクリン依存性キナーゼ(Cdk)と呼ば
れている(非特許文献１)。Cdkは、各種の抗増殖性シグナルに応答して細胞周期の停止を
仲介するCdk阻害剤(Cki)とも会合する。これまでに、配列相同性に基づいて、Ckiの２つ
のファミリー、即ち、p21、p27およびp57を含むCip/Kipファミリー並びにp15、p16、p18
およびp20を含むInkファミリーが哺乳動物細胞で同定されている(非特許文献２）。
【０００３】
2.2　ユビキチン経路
　ユビキチン介在型タンパク質分解は、p27、p53、p300、サイクリン、E2F、STAT-1、c-M
yc、c-Jun、EGF受容体、IκBα、NFκBおよびβ-カテニンを含む多くの細胞性調節タンパ
ク質の定時破壊を制御する非リソソーム性タンパク質分解の重要な経路である(非特許文
献３の総説を参照されたい)。ユビキチンは、進化上高度に保存された76個のアミノ酸か
らなるポリペプチドであり、全ての真核細胞中に豊富に存在する。ユビキチン経路では、
ポリユビキチン鎖が標的基質へ共有結合した後、多機能性プロテアソーム複合体によって
該標的が分解される(最近の総説については非特許文献３を参照されたい)。タンパク質の
ユビキチン化を調節する多くの過程が公知である。まず、ユビキチン活性化酵素(E1)がユ
ビキチンと高エネルギーチオエステルを形成し、次いで多くのユビキチン結合酵素(Ubcま
たはE2)のうちの1つの反応性システイン残基へ転移される。最終的に、ユビキチンは、ユ
ビキチンリガーゼ(E3)タンパク質を必要とする場合も必要としない場合もある反応におい
て、標的タンパク質に含まれる反応性リシン残基のε-アミノ基へ転移される。数多くの
ユビキチンリガーゼが高レベルの基質特異性を確保している。
【０００４】
2.3　ユビキチン経路およびF-boxタンパク質によるG1期の調節
　数種の生物においてなされた遺伝学的および生化学的研究では、細胞周期のG1期がユビ
キチン経路によって調節されることが判明している。サイクリン、Ckiおよび他のG1調節
タンパク質のタンパク質分解は、酵母中では、ユビキチン結合酵素Ubc3(Cdc34とも呼ばれ
る)によって制御され、３つのサブユニット(Cdc53、Skp1および数多くのF-boxタンパク質
のうちのいずれか１つ)から形成されるE3ユビキチンリガーゼによっても制御される(非特
許文献４の総説を参照されたい)。F-boxタンパク質(FBP)は、サイクリンＦで最初に同定
されたモチーフ(F-box)を含むためこのように呼ばれており、Skp1との相互作用に必要で
ある(非特許文献５)。さらに、F-boxタンパク質はまた、WD-40ドメインまたはロイシンリ
ッチリピート(LRR)タンパク質-タンパク質相互作用ドメインのいずれかを含む。Cdc53(Cu
l Aとも呼ばれる)およびSkp1は、異なるF-boxタンパク質をそれぞれ含有する少なくとも
３つの異なるE3の形成に関与していると考えられる。これらのリガーゼは、Skp1、Cul A
およびF-boxタンパク質からなる類似のタンパク質モジュールであり、SCFと呼ばれている
。リガーゼとその基質との相互作用は、F-boxサブユニットを介して起こる。S. cerevisi
aeにおいてこれまでに同定されている３つのSCFは以下の通りである：SCFCdc4(Ckiである
Sic1およびFar1、複製因子Cdc6、および転写アクチベーターGcn4を、F-boxタンパク質Cdc
4を介して基質として動員)、SCFGrr1(G1サイクリンCln1およびCln2をF-boxタンパク質GRR
1を介して基質として動員)、並びにSCFMet30(G1サイクリンCln3をF-boxタンパク質MET30
を介して基質として動員；最近の総説については非特許文献３および非特許文献４を参照
されたい)。
【０００５】
　ヒトCki p27の細胞内レベルは分解によって主に調節され、p27の分解はユビキチン系に
よって制御されることが知られている(非特許文献６)。同様に、他のG1ヒト調節タンパク
質(サイクリンＥ、サイクリンD1、p21、E2F、β-カテニン)の分解もユビキチン経路によ
って制御される(非特許文献６の総説を参照されたい)。しかしながら、G1制御タンパク質
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の分解に関与する特異的な酵素は未だ同定されていない。
【０００６】
　S. cerevisiaeのcul Aに相同な６個の遺伝子(CUL1、2、3、4a、4bおよび5)からなるフ
ァミリーが、ESTデータベースを検索することで同定されている(非特許文献７)。ヒトSkp
1およびF-boxタンパク質Skp2(５つのLRRを含む)は、in vivoでサイクリンＡと会合する２
つのタンパク質として同定されており、そのためＳ期キナーゼ会合タンパク質１および２
と呼ばれている(非特許文献８)。
【０００７】
2.4　癌および他の増殖性疾患におけるユビキチン経路の調節解除(deregulation)
　細胞が急速に増殖すると癌が発症する。細胞増殖は、正および負のシグナルの正味のバ
ランスによって決定される。正のシグナルの方が強い場合、または負のシグナルが存在し
ない場合には、細胞は急速に増殖して癌が発症する。
【０００８】
　通常、細胞は、どのようなタンパク質の量も厳密に制御しており、過剰なタンパク質ま
たは不要なタンパク質を排除している。そのために、細胞は、不要なタンパク質をユビキ
チンと呼ばれる長鎖分子によって特異的に標識している。これらの分子はその後、プロテ
アソームと呼ばれる複合体によって認識および破壊される。しかしながら、腫瘍中ではこ
のような機構の全てが正しく進行せず、正のシグナル(発癌性タンパク質)を過剰に蓄積さ
せてしまうか、負の調節因子(腫瘍抑制タンパク質)の異常分解を引き起こしている。従っ
て、腫瘍抑制タンパク質の不在下または過剰な発癌性タンパク質の存在下では、細胞は絶
えず増殖を続け、腫瘍を形成する(非特許文献９;非特許文献１０の総説を参照されたい)
。例えば、p53腫瘍抑制因子(非特許文献１１の総説を参照)、推定オンコジーンβ-カテニ
ン(非特許文献１２の総説を参照)並びにCki p27(非特許文献９;非特許文献１０;非特許文
献１３の総説を参照)の異常なユビキチン介在型分解は腫瘍発生と相関しており、腫瘍中
ではユビキチン化酵素をコードする一部の遺伝子に突然変異が生じている可能性があると
の仮説が開かれている。
【０００９】
　最初の証拠からは、ヒトF-boxタンパク質が、その相同体が酵母中でG1調節タンパク質
をユビキチン化することから、G1調節タンパク質のユビキチン化に関わっていることが明
らかになっている(下記参照)。特定の腫瘍中では細胞周期調節タンパク質の分解が抑制さ
れていないことが観察されており、調節解除されたユビキチンリガーゼが細胞周期調節因
子の分解の変化に関わっている可能性がある。十分に解明されている例はユビキチンリガ
ーゼMdm2の調節解除であり、過剰に発現することでその基質(腫瘍抑制因子p53)のレベル
を低下させてしまっている。
【非特許文献１】HunterおよびPines, 1994, Cell 79:573
【非特許文献２】SherrおよびRoberts, 1999, Genes & Dev. 13:1501
【非特許文献３】Pagano, 1997, FASEB J. 11:1067
【非特許文献４】E. Pattonら, 1998, TIG. 14:6
【非特許文献５】Baiら, 1996, Cell 86:263
【非特許文献６】Paganoら, 1995, Science 269:682
【非特許文献７】Kipreosら, 1996, Cell 85:829
【非特許文献８】Zhangら, 1995, Cell 82:915
【非特許文献９】Ciechanover, 1998, EMBO J. 17:7151
【非特許文献１０】Spataro, 1998, Br. J. Cancer 77:448
【非特許文献１１】J. BrownおよびM. Pagano, 1997, Biochim. Biophys. Acta1332:1
【非特許文献１２】Peifer, 1997, Science 275:1752
【非特許文献１３】Lloyd, 1999, Am. J. Pathol. 154:313
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
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３．発明の概要
　本発明は、新規F-boxタンパク質、並びに増殖性および分化性疾患を治療するために新
規F-boxタンパク質および該タンパク質と基質との相互作用をターゲティングするように
設計された治療プロトコルおよび医薬組成物に関する。本発明はまた、新規F-boxタンパ
ク質の基質を同定するスクリーニングアッセイ、並びに新規ユビキチンリガーゼおよびそ
の基質との相互作用をモジュレートまたはターゲティングする薬剤を同定するスクリーニ
ングアッセイに関する。本発明はさらに、既知のF-boxタンパク質の新規な基質(例えば、
既知F-boxタンパク質Skp2の２つの新規な基質E2Fおよびp27)の同定に基づくスクリーニン
グアッセイに関する。本発明のスクリーニングアッセイを使用して、増殖性または分化性
疾患、およびF-boxタンパク質の発現レベルまたは酵素活性レベルに関連する他の疾患を
治療するための潜在的な治療薬を同定することが可能である。
【００１１】
　本発明は、本発明者らによる、F-boxモチーフを有する新規ユビキチンガーゼをコード
するヌクレオチド配列を含む核酸の発見、同定および特徴づけに一部基づくものである。
本明細書中に記載する、ユビキチンリガーゼ複合体の26個の新規な基質ターゲティングサ
ブユニットFBP1、FBP2、FBP3a、FBP3b、FBP4、FBP5、FBP6、FBP7、FBP8、FBP9、FBP10、F
BP11、FBP12、FBP13、FBP14、FBP15、FBP16、FBP17、FBP18、FBP19、FBP20、FBP21、FBP2
2、FBP23、FBP24およびFBP25を、まず、ユビキチンリガーゼ複合体の成分との相互作用に
基づいて同定し(FBP1、FBP2、FBP3a、FBP4、FBP5、FBP6およびFBP7の場合)、また、これ
らのタンパク質とDNAデータベースに含まれるヌクレオチド配列との配列比較によって同
定した(FBP3b、FBP8、FBP9、FBP10、FBP11、FBP12、FBP13、FBP14、FBP15、FBP16、FBP17
、FBP18、FBP19、FBP20、FBP21、FBP22、FBP23、FBP24およびFBP25の場合)。ユビキチン
リガーゼ複合体のこれらの新規な基質ターゲティングサブユニットは、それぞれF-boxモ
チーフを含み、このモチーフを介してユビキチンリガーゼ複合体の他の成分と相互作用す
る。さらに、これらのFBPには、基質との相互作用に関与すると考えられるWD-40ドメイン
とLRRを含むものもあり、また、FBP中では未だ同定されていないが、ロイシンジッパー、
リングフィンガー(ring finger)、へリックス・ループ・へリックスモチーフ、プロリン
リッチモチーフおよびSH2ドメイン等のタンパク質-タンパク質相互作用モジュールを含む
可能性があるものもある。本発明はまた、本発明者らによる、FBP特異的基質p27およびβ
-カテニンの発見および同定、並びに新規FBP基質の同定方法に一部基づくものである。ま
た、新規F-boxタンパク質をコードする遺伝子の一部についてはマッピングを行い、乳癌
、前立腺癌、卵巣癌、鼻咽頭癌、小細胞肺癌、胃肝細胞癌(gastric hepatocarcinoma)、
バーキットリンパ腫および副甲状腺腫において高頻度で変化する染色体部位に位置するこ
とを見出した。最後に、本発明はまた、本発明者らによる、FBPタンパク質の野生型また
はドミナントネガティブ体を発現するトランスジェニックマウスの作製、およびFBPノッ
クアウトマウスの作製にも一部基づくものである。
【００１２】
　本発明は、以下のヌクレオチド配列、このようなヌクレオチド配列を発現する宿主細胞
、およびこのようなヌクレオチド配列の発現産物を包含する：(a)ヒトヌクレオチドを含
む哺乳動物のFBP1、FBP2、FBP3a、FBP3b、FBP4、FBP5、FBP6、FBP7、FBP8、FBP11、FBP12
、FBP13、FBP14、FBP15、FBP17、FBP18、FBP20、FBP21、FBP22、FBP23およびFBP25をコー
ドするヌクレオチド配列ならびにその遺伝子産物、(b)ユビキチンリガーゼ複合体の新規
な基質ターゲティングサブユニットの一部をコードするヌクレオチド、およびこのような
ヌクレオチド配列によって特定されるポリペプチド産物(例えば、F-boxモチーフ、基質結
合ドメイン、WD-40ドメインおよびロイシンリッチリピート等が挙げられるが、これらに
限定されない)、(c)ドメインの全てまたは一部が欠失または変化している新規ユビキチン
リガーゼの突然変異体をコードするヌクレオチド、およびこのようなヌクレオチド配列に
よって特定されるポリペプチド産物、(d)新規ユビキチンリガーゼを含む融合タンパク質
または別のポリペプチドに融合したそのドメインの１つをコードするヌクレオチド。
【００１３】
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　本発明はさらに、ユビキチンリガーゼ複合体の新規な基質ターゲティングサブユニット
のアゴニストおよびアンタゴニスト、例えば、小分子、大分子、天然のF-box結合タンパ
ク質と競合する突然変異体、および抗体、並びにユビキチンリガーゼの遺伝子発現の阻害
に使用し得るヌクレオチド配列(例えば、アンチセンスおよびリボザイム分子、遺伝子調
節もしくは置換構築物)またはユビキチンリガーゼの遺伝子発現の増強に使用し得るヌク
レオチド配列(例えば、ユビキチンリガーゼ遺伝子を強力なプロモーター系の制御下に置
く発現構築物)、およびユビキチンリガーゼ・トランスジーンを発現するトランスジェニ
ック動物または新規ユビキチンリガーゼを発現しないノックアウト動物を包含する。
【００１４】
　さらに、本発明は、ユビキチンリガーゼ活性をモジュレートする(即ち、アゴニストま
たはアンタゴニストとして作用する)化合物を同定するための、ユビキチンリガーゼ複合
体の新規な基質ターゲティングサブユニットの遺伝子および／または遺伝子産物の使用方
法に関する。このような化合物を薬剤として使用し、増殖性または分化性疾患(例えば、
癌)を制御することができる。特に、本発明は、β-カテニンとFBP1との相互作用またはp2
7とSkp2との相互作用を阻害する方法を包含する。実際に、これらの相互作用を阻止し得
る薬剤を使用して、細胞増殖および／または細胞成長をモジュレートすることが可能であ
る。
【００１５】
　さらに、本発明は、増殖性または分化性疾患に対する潜在的治療薬として、新規リガー
ゼの活性をモジュレートする、ユビキチンリガーゼ複合体の新規な基質ターゲティングサ
ブユニットの誘導体および類似体を同定するスクリーニング方法を包含する。本発明は、
ユビキチンリガーゼ複合体の新規成分(FBP1、FBP2、FBP3a、FBP3b、FBP4、FBP5、FBP6、F
BP7、FBP8、FBP9、FBP10、FBP11、FBP12、FBP13、FBP14、FBP15、FBP16、FBP17、FBP18、
FBP19、FBP20、FBP21、FBP22、FBP23、FBP24およびFBP25またはこれらの誘導体、断片も
しくはドメイン、例えば、F-boxモチーフを含む)と相互作用するタンパク質をスクリーニ
ングする方法を提供する。本発明によれば、該スクリーニング方法では、タンパク質-タ
ンパク質相互作用を同定する既知のアッセイ、例えば、ファージ展示アッセイまたは酵母
ツーハイブリッドアッセイ系またはこれらの改変アッセイを利用することが可能である。
【００１６】
　さらに、本発明は、FBP遺伝子配列および／またはFBP遺伝子産物配列を、増殖性疾患と
いったFBP関連疾患の診断評価、遺伝子検査および／または予後に利用する方法に関する
。例えば、本発明は、増殖性疾患といったFBP関連疾患を診断する方法に関し、このよう
な方法は、患者由来のサンプルにおけるFBP遺伝子発現を測定するか、または、このよう
な疾患の有無もしくは発症と相関するFBP突然変異を、このような疾患を示すことが疑わ
れる哺乳動物のゲノム中に検出することを含んでなるものである。特に、本発明は、被験
体(例えば、ヒト患者)が、(i)図３～図28のＡ部に示されているタンパク質またはその相
同体をコードするFBP遺伝子の突然変異、(ii)FBP遺伝子の発現ミス、(iii)FBPタンパク質
の発現ミスのうちの1つ以上を特徴とする疾患に罹患している危険性を判定する方法を包
含する。
【００１７】
　本発明を、ユビキチンリガーゼ複合体の新規な基質ターゲティングサブユニットの同定
および特徴づけを示す実施例によって説明する。本発明の実施例にはさらに、(i)FBP1と
β-カテニンとの特異的相互作用、並びに(ii)既知のFBPであるSKp2と細胞周期調節タンパ
ク質E2Fおよびp27との特異的相互作用の同定を示す。これらの相互作用によって、β-カ
テニンがFBP1の特異的な基質であり、一方、E2Fおよびp27がSkp2の基質であることが示唆
される。実際に、本発明の実施例からは、β-カテニンがFBP1の特異的な基質であり、p27
がSkp2の基質であることが明らかである。新規なFBPと相互作用するタンパク質の同定は
、本明細書に記載の方法を用いて、または別のアプローチによって行うことができる。
【００１８】
3.1　定義
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　本明細書において用語「F-boxモチーフ」とは、F-box含有タンパク質とSkp1との相互作
用に必要であるとして同定された約40個のアミノ酸のストレッチをいう。F-boxモチーフ
に共通の配列が、Baiら、1996, Cell 86:263-274（非特許文献５）に記載されており、こ
の全体を参照により本明細に組み入れる。
【００１９】
　本明細書において用語「F-boxタンパク質」（FBP）とは、F-boxモチーフを含むペプチ
ド、ポリペプチドまたはタンパク質をいう。
【００２０】
　FBPはユビキチンリガーゼ複合体の基質-標的化サブユニットであるが、本明細書におい
て用語「ユビキチンリガーゼ」とはF-boxモチーフを含みSkp1と相互作用するペプチド、
ポリペプチドまたはタンパク質をいう。
【００２１】
　本明細書において用語「FBP遺伝子産物と機能的に等価」とは、内因性FBP遺伝子産物の
生物学的活性を少なくとも１つ示す遺伝子産物をいう。例えば、機能的に等価のFBP遺伝
子産物としては、Skp1と相互作用してユビキチンリガーゼ複合体と会合することができる
ものがある。このようなユビキチンリガーゼ複合体は、サイクリンまたはckiタンパク質
などの特定の細胞周期調節タンパク質をユビキチン化しうる。
【００２２】
　本明細書において用語「標的化する」とは、遺伝子発現、酵素活性、または他の細胞因
子との相互作用を阻害、ブロックまたは妨げることを意味する。
【００２３】
　本明細書において用語「治療薬」とは、増殖性疾患または関連疾患を軽減するか、また
はそのような疾患の治療を補助する分子、化合物または療法(treatment)のいずれかをい
う。
【００２４】
　本明細書において用語「WD-40ドメイン」、「ロイシンリッチリピート」、「ロイシン
ジッパー」、「リングフィンガー」、「ヘリックス-ループ-ヘリックスモチーフ」、「プ
ロリンリッチモチーフ」および「SH2ドメイン」とは、タンパク質-タンパク質相互作用の
媒介に関与する可能性のあるドメインをいう。「WD-40ドメイン」とは、トリプトファン
およびアスパラギン酸残基に富み、3量体Gタンパク質のβサブユニットに共通に見られる
40アミノ酸リピートの共通配列をいう（Neerら、1994, Nature 371:297-300および該文献
中の引用文献を参照：これらの全体を参照により本明細書に組み入れる)。「LRR」または
「ロイシンリッチリピート」はロイシンに富んだ配列であり、また、タンパク質-タンパ
ク質相互作用の媒介に関与することが知られている（KobeおよびDeisenhofer, 1994, Tre
nds. Biochem. Sci. 19:415-421を参照；該文献は参照によりその全体を本明細書に組み
入れる)。「ロイシンジッパー」ドメインとは、７残基ごとにロイシン残基を有するアミ
ノ酸のストレッチを含んでなるドメインであり、転写因子の大きなファミリーに存在する
ものをいう（Landshultzら、1988, Science 240:1759-64; Sudolら、1996, Trends Bioch
em. 21:1-3およびKochら、1991, Science 252:668-74を参照)。
【００２５】
４．図面の説明
（図面の説明については下記を参照のこと）
【００２６】
５．詳細な説明
　本発明は、新規F-boxタンパク質、およびF-boxタンパク質の新規基質に関する。本発明
は、新規F-boxタンパク質の基質を同定するように設計された並びにF-boxタンパク質およ
びそれらの基質の相互作用および／または活性をモジュレーションする小分子および化合
物を同定するように設計されたスクリーニングアッセイに関する。
【００２７】
　本発明は、新規F-boxタンパク質の基質を同定するための及び潜在的治療剤を同定する
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ためのスクリーニングアッセイに関する。本発明は更に、新規および公知の両方のF-box
タンパク質の新規基質の同定に基づくスクリーニングアッセイに関する。本発明のスクリ
ーニングアッセイは、増殖性疾患の治療用に新規ユビキチンリガーゼを標的化する及び対
応基質との相互作用を標的化するように設計されたプロトコールで及び医薬組成物として
使用しうる潜在的治療剤を同定するために用いることができる。1つの特定の実施形態に
おいては、本発明は、本出願人らにより同定された新規基質β-カテニン、p27およびE2F
とFBPとの相互作用を標的化するスクリーニングアッセイおよび潜在的治療剤に関する。
【００２８】
　本発明は更に、該新規F-boxタンパク質をコードするヌクレオチド、タンパク質および
ペプチドの用途、ならびに新規ユビキチンリガーゼに対する抗体（これは、例えば、アゴ
ニストまたはアンタゴニストとして作用しうる）、ユビキチンリガーゼの活性または発現
を抑制するアンタゴニスト、またはユビキチンリガーゼ活性を活性化する若しくはその発
現を増強するアゴニストを含む。また、該新規ユビキチンリガーゼおよびタンパク質をコ
ードするヌクレオチドは、それらの活性を調節または模擬し従って癌および腫瘍形成の治
療において潜在的に有効な化合物の同定に有用である。
【００２９】
　特に、以下の小節に記載する発明は、該新規ユビキチンリガーゼの機能的ドメイン（例
えば、F-boxモチーフ、基質結合ドメインおよびロイシンリッチリピート）に対応するFBP
1、FBP2、FBP3a、FBP3b、FBP4、FBP5、FBP6、FBP7、FBP8、FBP9、FBP10、FBP11、FBP12、
FBP13、FBP14、FBP15、FBP16、FBP17、FBP18、FBP19、FBP20、FBP21、FBP22、FBP23、FBP
24およびFBP25ポリペプチドまたはペプチド、突然変異型、末端切断型または欠失型（例
えば、その1以上の機能的ドメインまたは部分が欠失しているもの）、ユビキチンリガー
ゼ融合タンパク質、そのような産物をコードするヌクレオチド配列、ならびにそのような
ユビキチンリガーゼ産物を産生しうる宿主細胞発現系を含む。
【００３０】
　本発明は、FBP1、FBP2、FBP3a、FBP3b、FBP4、FBP5、FBP6、FB7P、FBP8、FBP9、FBP10
、FBP11、FBP12、FBP13、FBP14、FBP15、FBP16、FBP17、FBP18、FBP19、FBP20、FBP21、F
BP22、FBP23、FBP24およびFBP25またはそれらの誘導体、断片もしくは類似体を含む該ユ
ビキチンリガーゼ複合体の新規成分と相互作用するペプチドおよびタンパク質に関するス
クリーニング方法を提供する。好ましくは、該スクリーニング方法は、後記で更に詳しく
説明する酵母ツーハイブリッドアッセイ系またはその変法である。当技術分野で公知の任
意の方法、例えば、後記の改変された酵母ツーハイブリッドアッセイ系、複合体中のタン
パク質に結合する抗体による免疫沈降およびそれに続く該免疫沈降タンパク質のサイズ分
画による分析（例えば、変性または非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動によるもの）
、ウエスタン分析、非変性ゲル電気泳動などにより、タンパク質の誘導体（例えば、断片
）および類似体を、結合相手に対する結合に関してアッセイすることができる。
【００３１】
　本発明は、該新規ユビキチンリガーゼの活性をモジュレーションする物質を同定するた
めのスクリーニングアッセイに関する。本発明は、該新規ユビキチンリガーゼの活性をモ
ジュレーションする小分子、化合物、組換えタンパク質、ペプチド、核酸、抗体などをス
クリーニングして増殖性または分化性疾患の治療用の潜在的治療剤を同定するためのin v
ivoおよびin vitroの両方のアッセイを含む。1つの実施形態においては、本発明は、該新
規ユビキチンリガーゼと相互作用するタンパク質に関するスクリーニング方法を提供する
。
【００３２】
　本発明はまた、抗体および抗イディオタイプ抗体、アンタゴニストおよびアゴニスト、
ならびに該ユビキチンリガーゼ遺伝子の発現を抑制する化合物またはヌクレオチド構築物
（転写因子インヒビター、アンチセンスおよびリボザイム分子または遺伝子もしくは調節
配列置換構築物）あるいは該ユビキチンリガーゼの発現を促進する化合物またはヌクレオ
チド構築物（例えば、ユビキチンリガーゼコード配列がプロモーター、プロモーター／エ
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ンハンサーなどの発現制御要素に機能しうる形で連結された発現構築物）を含む。本発明
はまた、ヒト形態（またはその突然変異体）を発現するように又は動物の内因性ユビキチ
ンリガーゼの発現を抑制もしくは「ノックアウト」するように遺伝子操作された宿主細胞
および動物に関する。
【００３３】
　最後に、ユビキチンリガーゼタンパク質産物および融合タンパク質産物 [すなわち、該
タンパク質の融合体、または該タンパク質のドメイン（例えば、F-boxモチーフ）]、抗体
および抗イディオタイプ抗体（Fabフラグメントを含む）、アンタゴニストまたはアゴニ
スト（ユビキチン化経路をモジュレーションする化合物を含む）を、増殖性または分化性
疾患の治療に使用することができる。したがって、本発明はまた、癌および腫瘍形成を治
療するための医薬製剤および方法を含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
　本発明の種々の態様を以下の小節において更に詳しく説明する。
【００３５】
5.1　FBP遺伝子
　本発明は、7個の新規ヌクレオチド配列およびそれらの断片、FBP1、FBP2、FBP3a、FBP4
、FBP5、FBP6およびFBP7、核酸 [それらの遺伝子産物とSkp1（ユビキチンリガーゼ複合体
の成分）との相互作用により同定された新規遺伝子であるもの]を含む核酸分子を提供す
る。本発明は更に、FBP1、FBP2、FBP3a、FBP3b、FBP4、FBP5、FBP6、FBP7、FBP8、FBP11
、FBP12、FBP13、FBP14、FBP15、FBP17、FBP18、FBP20、FBP21、FBP22、FBP23、FBP24お
よびFBP25のヌクレオチド配列（同定されたFBP遺伝子の核酸配列を本明細書中に記載する
）を含む14個の新規核酸分子を提供する。
【００３６】
　本明細書で用いる「FBP遺伝子」は以下を意味する：
　（a）図3（配列番号1）に示すFBP1のDNA配列、図4（配列番号3）に示すFBP2のDNA配列
、図5（配列番号5）に示すFBP3aのDNA配列、図6（配列番号23）に示すFBP3bのDNA配列、
図7（配列番号7）に示すFBP4のDNA配列、図8（配列番号9）に示すFBP5のDNA配列、図9（
配列番号11）に示すFBP6のDNA配列、図10（配列番号13）に示すFBP7のDNA配列、図11（配
列番号25）に示すFBP8のDNA配列、図12（配列番号27）に示すFBP9のDNA配列、図13（配列
番号29）に示すFBP10のDNA配列、図14（配列番号31）に示すFBP11のDNA配列、図15（配列
番号33）に示すFBP12のDNA配列、図16（配列番号35）に示すFBP13のDNA配列、図17（配列
番号37）に示すFBP14のDNA配列、図18（配列番号39）に示すFBP15のDNA配列、図19（配列
番号41）に示すFBP16のDNA配列、図20（配列番号43）に示すFBP17のDNA配列、図21（配列
番号45）に示すFBP18のDNA配列、図22（配列番号47）に示すFBP19のDNA配列、図23（配列
番号49）に示すFBP20のDNA配列、図24（配列番号51）に示すFBP21のDNA配列、図25（配列
番号53）に示すFBP22のDNA配列、図26（配列番号55）に示すFBP23のDNA配列、図27（配列
番号57）に示すFBP24のDNA配列、図28（配列番号59）に示すFBP25のDNA配列を含有する核
酸分子；
　（b）図3A（配列番号2）に示すFBP1のアミノ酸配列、図4A（配列番号4）に示すFBP2の
アミノ酸配列、図5A（配列番号6）に示すFBP3aのアミノ酸配列、図6A（配列番号24）に示
すFBP3bのアミノ酸配列、図7A（配列番号8）に示すFBP4のアミノ酸配列、図8A（配列番号
10）に示すFBP5のアミノ酸配列または図9A（配列番号12）に示すFBP6のアミノ酸配列、図
10（配列番号14）に示すFBP7のアミノ酸配列、図11（配列番号26）に示すFBP8のアミノ酸
配列、図12（配列番号28）に示すFBP9のアミノ酸配列、図13（配列番号30）に示すFBP10
のアミノ酸配列、図14（配列番号32）に示すFBP11のアミノ酸配列、図15（配列番号34）
に示すFBP12のアミノ酸配列、図16（配列番号36）に示すFBP13のアミノ酸配列、図17（配
列番号38）に示すFBP14のアミノ酸配列、図18（配列番号40）に示すFBP15のアミノ酸配列
、図19（配列番号42）に示すFBP16のアミノ酸配列、図20（配列番号44）に示すFBP17のア
ミノ酸配列、図21（配列番号46）に示すFBP18のアミノ酸配列、図22（配列番号48）に示
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すFBP19のアミノ酸配列、図23（配列番号50）に示すFBP20のアミノ酸配列、図24（配列番
号52）に示すFBP21のアミノ酸配列、図25（配列番号54）に示すFBP22のアミノ酸配列、図
26（配列番号56）に示すFBP23のアミノ酸配列、図27（配列番号58）に示すFBP24のアミノ
酸配列、図28（配列番号60）に示すFBP25のアミノ酸配列を含有するポリペプチドをコー
ドする任意のDNA配列；
　（c）配列番号2、4、6、8、10、12または14あるいは図15中のアミノ酸配列のいずれか
をコードするDNA配列の相補体に、高度にストリンジェントな条件（例えば、0.5M NaHPO4
、7％ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）、1mM EDTA中、65℃におけるフィルター結合DNAに
対するハイブリダイゼーション、および0.1 x SSC/0.1％ SDS中、68℃での洗浄）（Ausub
el. F.M.ら編, 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. I, Green Publis
hing Associates, Inc., and John Wiley ＆ sons, Inc., New Yorkのp.2.10.3）下でハ
イブリダイズする任意のDNA配列；および／または
　（d）配列番号2、4、6、8、10、12または14あるいは図15中のアミノ酸配列のいずれか
をコードするDNA配列の相補体に、それほどストリンジェントでない条件（例えば、中等
度にストリンジェントな条件、例えば、0.2 x SSC/0.1％ SDS中、42℃での洗浄）（Ausub
el. F.M.ら編, 1989, 前掲）下でハイブリダイズし、FBP遺伝子産物と機能的に等価な遺
伝子産物をコードする任意のDNA配列。
【００３７】
　本発明のFBP遺伝子配列は、他の哺乳動物F-boxタンパク質、Skp2、エロンガンA、サイ
クリンF、マウスMd6をコードする既に記載されている遺伝子（Pagano, 1997,（非特許文
献３）; Zhangら, 1995,（非特許文献８）; Baiら, 1996,（非特許文献５）; Skowyaら, 
1997, 前掲を参照されたい）を含まないと理解される。さらに、本発明の核酸分子は、Ge
nBank受託番号AC002428、AI457595、AI105408、H66467、T47217、H38755、THC274684、AI
750732、AA976979、AI571815、T57296、Z44228、Z45230、N42405、AA018063、AI751015、
AI400663、T74432、AA402415、AI826000、AI590138、AF174602、Z45775、AF174599、THC2
88870、AI017603、AF174598、THC260994、AI475671、AA768343、AF174595、THC240016、N
70417、T10511、AF174603、EST04915、AA147429、AI192344、AF174594、AI147207、AI279
712、AA593015、AA644633、AA335703、N26196、AF174604、AF053356、AF174606、AA83603
6、AA853045、AI479142、AA772788、AA039454、AA397652、AA463756、AA007384、AA74908
5、AI640599、THC253263、AB020647、THC295423、AA434109、AA370939、AA215393、THC27
1423、AF052097、THC288182、AL049953、CAB37981、AL022395、AL031178、THC197682およ
びTHC205131中のヌクレオチド配列だけからなる核酸分子を含まないと理解される。
【００３８】
　本発明のFBP配列は、真核性ゲノム、好ましくは哺乳動物ゲノム、より好ましくはヒト
またはマウスゲノムに由来する。したがって、本発明のヌクレオチド配列は、酵母ゲノム
に由来するものを含まない。特定の実施形態においては、本発明のヌクレオチドは、F-bo
xモチーフを含有しSkp1に結合する遺伝子産物をコードする、配列番号1、3、5、7、9、11
もしくは13または図14に示すDNA配列に高度にストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズする哺乳動物ゲノムに由来する任意のDNA配列を含む。特定の実施形態においては、本
発明のヌクレオチドは、F-boxモチーフとWD-40、ロイシンリッチ領域、ロイシンジッパー
モチーフまたは他のタンパク質-タンパク質相互作用ドメインを含む群から選ばれる別の
ドメインとを含有しSkp-1に結合する遺伝子産物をコードする、配列番号1、3、5、7、9、
11もしくは13に高度にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする哺乳動物ゲノムに
由来する任意のDNA配列を含み、少なくとも300または400ヌクレオチド長である。
【００３９】
　FBP配列には、例えば、真核性ゲノムDNA（cDNA）またはcDNA配列が含まれうる。したが
って、ある与えられたアミノ酸配列をコードする核酸に言及する場合には、該核酸は、cD
NA分子である必要がないばかりでなく、例えば、その与えられたアミノ酸配列をコードす
るようにプロセシングされるmRNA種が転写されるcDNA配列を意味することもあると理解さ
れるべきである。
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【００４０】
　本発明で用いるFBP遺伝子はまた、DNA配列（a）～（d）の縮重変異体を意味しうる。
【００４１】
　本発明はまた、前段落のDNA配列（a）～（d）にハイブリダイズし従って該DNA配列の相
補体である哺乳動物核酸に由来する核酸分子（好ましくはDNA分子）を含む。そのような
ハイブリダイゼーション条件は、前記のとおり高度にストリンジェントであるか、または
それほど高度にはストリンジェントでない。該核酸分子がデオキシオリゴヌクレオチド（
「オリゴ」）である場合には、高度にストリンジェントな条件は、例えば、6xSSC/0.05％
ピロリン酸ナトリウム中、37℃（14塩基のオリゴの場合）、48℃（17塩基のオリゴの場合
）、55℃（20塩基のオリゴの場合）および60℃（23塩基のオリゴの場合）での洗浄を意味
しうる。これらの核酸分子は、例えば、FBP遺伝子の調節において（FBP遺伝子核酸配列の
増幅反応におけるプライマーのために及び／又はそのようなプライマーとして）有用なFB
P遺伝子アンチセンス分子をコードするか又はそのような分子として作用しうる。FBP遺伝
子の調節に関しては、そのような技術は、例えば、癌に関連した細胞増殖を阻止するため
にFBP調節経路を調節するのに用いることができる。さらにそのような配列は、FBP遺伝子
の調節に同様に有用なリボザイムおよび／または三重らせん配列の一部として使用するこ
とができる。さらにまた、そのような分子は、例えば、FBP関連疾患（例えば、増殖性ま
たは分化性疾患、例えば、腫瘍形成または癌）を引き起こす原因となる特定のFBP対立遺
伝子の存在を検出しうる診断方法の成分として使用することができる。
【００４２】
　本発明はまた、
　（a）前記のFBPコード配列および／またはそれらの相補体（すなわちアンチセンス）の
いずれかを含有するDNAベクター、
　（b）前記のFBPコード配列の発現を指令する調節要素に機能しうる形で連結された該コ
ード配列のいずれかを含有するDNA発現ベクター、
　（c）宿主細胞内での前記のFBPコード配列の発現を指令する調節要素に機能しうる形で
連結された該コード配列のいずれかを含有する遺伝的に操作された宿主細胞を含む。
【００４３】
　本発明で用いる調節要素には、誘導および非誘導プロモーター、エンハンサー、オペレ
ーター、および発現を駆動し調節する当業者に公知の他の要素が含まれるが、これらに限
定されるものではない。そのような調節要素には、サイトメガロウイルスhCMV前初期遺伝
子、SVアデノウイルスの初期または後期プロモーター、lac系、trp系、TAC系、TRC系、フ
ァージAの主要オペレーターおよびプロモーター領域、Fd外皮タンパク質の制御領域、3-
ホスホグリセリン酸キナーゼのプロモーター、酸性ホスファターゼのプロモーター、およ
び酵母接合因子のプロモーターが含まれるが、これらに限定されるものではない。
【００４４】
　本発明は更に、本明細書中に開示するDNA配列のいずれかの断片を含む。
【００４５】
　1つの実施形態においては、本発明のFBP遺伝子配列は哺乳動物遺伝子配列であり、ヒト
配列が好ましい。
【００４６】
　さらにもう1つの実施形態においては、本発明のFBP遺伝子配列は、図2、4～9または15
に示すアミノ酸配列に対応するポリペプチド部分（すなわち、それらのアミノ酸配列に対
してアミノ酸配列類似性を示すポリペプチド部分）を含有するFBP遺伝子産物をコードす
る遺伝子配列であり、該対応部分は、FBP遺伝子産物の全長にわたり平均して、示されて
いる配列に対して約50％以上の同一性を示す。
【００４７】
　特定の実施形態においては、F-boxをコードする核酸は、配列番号1、3、5、23、7、9、
11、13、15、25、27、29、31、33、35、37、39、41、43、45、47、49、51、53、55、57ま
たは59のcDNA配列、それぞれ図3B、4B、5B、6B、7B、8B、9B、10B、11B、12B、13B、14B
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、15B、16B、17B、18B、19B、20B、21B、22B、23B、24B、25B、26B、27Bまたは28Bのヌク
レオチド配列もしくはそれらのコード領域、またはF-boxタンパク質（例えば、配列番号2
、4、6、24、8、10、12、14、26、28、30、32、34、36、38、40、42、44、46、48、50、5
2、54、56、68または60の配列を有する又はそれぞれ図3A、4A、5A、6A、7A、8A、9A、10A
、11A、12A、13A、14A、15A、16A、17A、18A、19A、20A、21A、22A、23A、24A、25A、26A
、27Aまたは28Aに示すとおりのタンパク質）をコードする核酸を含む。
【００４８】
　本発明は更に、本発明のFBP1、FBP2、FBP3a、FBP4、FBP5、FBP6またはFBP7をコードす
るヌクレオチド配列（それぞれ配列番号1、3、5、7、9、11および13）のヌクレオチド断
片を提供する。そのような断片は、FBP遺伝子配列の少なくとも8ヌクレオチド（すなわち
、ハイブリダイズ可能な部分）よりなる。他の実施形態においては、該核酸は、F-box配
列の（連続した）少なくとも25ヌクレオチド、50ヌクレオチド、100ヌクレオチド、150ヌ
クレオチドまたは200ヌクレオチド、あるいは完全長F-boxコード配列よりなる。もう1つ
の実施形態においては、該核酸は、35、200または500ヌクレオチド長より小さい。核酸は
一本鎖または二本鎖でありうる。本発明はまた、前記配列にハイブリダイズ可能な又は相
補的な核酸に関する。特定の態様においては、F-box遺伝子の少なくとも10、25、50、100
もしくは200ヌクレオチドまたは全コード領域に相補的な配列を含む核酸を提供する。
【００４９】
　本発明は更に、核酸のヒトゲノムヌクレオチド配列に関する。特定の実施形態において
は、F-boxをコードする核酸は、または配列番号1、3、5、7、9、11もしくは13のゲノム配
列またはそれらのコード領域、またはFBPタンパク質（例えば、配列番号2、4、6、8、10
、12または14の配列を有するタンパク質）をコードする核酸を含む。本発明は、FBP遺伝
子配列の少なくとも8ヌクレオチド（すなわち、ハイブリダイズ可能な部分）よりなる精
製された核酸を提供する。他の実施形態においては、該核酸は、FBP遺伝子配列の（連続
した）少なくとも25ヌクレオチド、50ヌクレオチド、100ヌクレオチド、150ヌクレオチド
または200ヌクレオチド、あるいは完全長FBP遺伝子コード配列よりなる。もう1つの実施
形態においては、該核酸は、35、200または500ヌクレオチド長より小さい。核酸は一本鎖
または二本鎖でありうる。本発明はまた、前記配列にハイブリダイズ可能な又は相補的な
核酸に関する。特定の態様においては、FBP遺伝子配列の少なくとも10、25、50、100もし
くは200ヌクレオチドまたは全コード領域に相補的な配列を含む核酸を提供する。
【００５０】
　本明細書に開示するFBP遺伝子配列と共に用いる当技術分野でよく知られた分子生物学
的技術により、本明細書に開示するヒトFBPヌクレオチド配列に加えて、他のFBP遺伝子配
列を同定し容易に単離することが、過度な実験を行うことなく可能である。例えば、配列
番号1、3、5、7、9、11または13に開示するものと同一または異なる遺伝子座の追加的な
ヒトFBP遺伝子配列を容易に単離することができる。例えば、FBP遺伝子産物のドメインの
1以上に対してかなりの相同性を有する及びFBP遺伝子産物と機能的に等価な遺伝子産物を
コードするタンパク質をコードするヒトゲノム内の他の遺伝的または物理的位置に、遺伝
子が存在しうる。さらに、他の種において存在する相同FBP遺伝子配列を同定し、容易に
単離することができる。
【００５１】
　本発明のFBPヌクレオチド配列には更に、配列番号1、3、5、7、9、11または13のFBPヌ
クレオチド配列にコードされるポリペプチドに対して少なくとも30％、35％、40％、45％
、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、98％またはそれより
高いアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドをコードするヌクレオチド配列が含まれる
。
【００５２】
　2つのアミノ酸配列または2つの核酸の同一性（％）を決定するためには、それらの配列
を最適な比較目的のために整列（アライメント）させる（例えば、第2のアミノまたは核
酸配列に対する最適なアライメントのために第1アミノ酸または核酸配列の配列内にギャ
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ップを導入することができる）。ついで、対応するアミノ酸位置またはヌクレオチド位置
におけるアミノ酸残基またはヌクレオチドを比較する。第1配列内の位置が、第2配列内の
対応位置と同じアミノ酸残基またはヌクレオチドにより占められている場合には、それら
の分子はその位置において同一である。それらの2つの配列の間の同一性（％）は、それ
らの配列により共有される同一位置の数の関数である [すなわち、同一性（％）=（同一
重複位置の数／重複位置の合計数）x 100]。1つの実施形態においては、それらの2つの配
列は同じ長さである。
【００５３】
　また、2つの配列間の同一性（％）の決定は、数学的アルゴリズムを用いて達成されう
る。2つの配列の比較に用いる数学的アルゴリズムの好ましい非限定的具体例としては、K
arlinおよびAltschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877に記載のとおり
に修飾されたKarlinおよびAltschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268
のアルゴリズムが挙げられる。そのようなアルゴリズムは、Altschulら, 1990, J. Mol. 
Biol. 215:403-410のNBLASTおよびXBLASTプログラムに組込まれる。本発明の核酸分子に
相同なヌクレオチド配列を得るために、NBLASTプログラム（スコア = 100、語長 = 12）
でBLASTヌクレオチド検索を行うことができる。本発明のタンパク質分子に相同なアミノ
酸配列を得るために、XBLASTプログラム（スコア = 50、語長 = 3）でBLASTタンパク質検
索を行うことができる。比較のためにギャップを含むアライメントを得るためには、Alts
chulら, 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402に記載のとおりにGapped BLASTを用い
ることができる。あるいは、分子間の遠縁関係を検出する反復検索を行うために、PSI-Bl
astを使用することができる（Altschulら, 1997, 前掲）。BLAST、Gapped BLASTおよびBS
I-Blastプログラムを使用する場合には、それぞれのプログラム（例えば、XBLASTおよびN
BLAST）のデフォールトパラメーターを用いることができる（http://www.ncbi.nlm.nih.g
ovを参照されたい）。2つの配列の比較に用いる数学的アルゴリズムのもう1つの好ましい
非限定的具体例としては、KarlinおよびAltschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9
0:5873-5877に記載のとおりに修飾されたKarlinおよびAltschul, 1990, Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 87:2264-2268のアルゴリズムが挙げられる。そのようなアルゴリズムは、Al
tschulら, 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410のNBLASTおよびXBLASTプログラムに組込ま
れる。本発明の核酸分子に相同なヌクレオチド配列を得るために、NBLASTプログラム（ス
コア = 100、語長 = 12）でBLASTヌクレオチド検索を行うことができる。本発明のタンパ
ク質分子に相同なアミノ酸配列を得るために、XBLASTプログラム（スコア = 50、語長 = 
3）でBLASTタンパク質検索を行うことができる。比較のためにギャップを含むアライメン
トを得るためには、Altschulら, 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402に記載のとお
りにGapped BLASTを用いることができる。あるいは、分子間の遠縁関係を検出する反復検
索を行うために、PSI-Blastを使用することができる（Altschulら, 1997, 前掲）。BLAST
、Gapped BLASTおよびBSI-Blastプログラムを使用する場合には、それぞれのプログラム
（例えば、XBLASTおよびNBLAST）のデフォールトパラメーターを用いることができる（ht
tp://www.ncbi.nlm.nih.govを参照されたい）。2つの配列の比較に用いる数学的アルゴリ
ズムのもう1つの好ましい非限定的具体例としては、MyersおよびMiller, 1988, CABIOS 4
:11-17のアルゴリズムが挙げられる。そのようなアルゴリズムは、GCG配列アライメント
ソフトウェアパッケージの一部であるALIGNプログラム（バージョン2.0）内に組込まれる
。アミノ酸配列を比較するためにALIGNプログラムを使用する場合には、PAM120重量残余
表（weight residue table）、12のギャップ長ペナルティーおよび4のギャップペナルテ
ィーを使用することができる。
【００５４】
　2つの配列間の同一性（％）は、ギャップを許容する又は許容しない前記と同様の技術
を用いて決定することができる。同一性（％）を計算する場合には、典型的には、厳密な
マッチだけを計数する。
【００５５】
　本明細書に開示する配列と同じ遺伝的または物理的位置に存在するFBP遺伝子配列の同
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定および単離に関しては、そのような配列は、例えば、標準的な配列決定および細菌人工
染色体（BAC）技術を用いて容易に得ることができる。
【００５６】
　ヒトまたは他の種（例えば、マウス）におけるFBP遺伝子ホモログのクローニングに関
しては、本明細書に開示されている単離されたFBP遺伝子配列を標識し、それを使用して
、関心のある生物（例えば、マウス）に由来する適当な細胞または組織（例えば、脳組識
）から得られたmRNAから構築されたcDNAライブラリーをスクリーニングすることができる
。該cDNAライブラリーが、該標識配列が由来する生物型とは異なる生物に由来する場合に
は、用いるハイブリダイゼーション条件は、より低いストリンジェンシーのハイブリダイ
ゼーション条件であるべきである。
【００５７】
　あるいは、同様に適当なストリンジェンシーの条件を用いて、関心のある生物に由来す
るゲノムライブラリーをスクリーニングするために、該標識断片を使用することができる
。低いストリンジェンシーの条件は、当業者によく知られており、該ライブラリーおよび
該標識配列が由来する具体的な生物に応じて、予測可能に様々なものとなろう。そのよう
な条件に関する指針については、例えば、Sambrookら, 1989, Molecular Cloning, A Lab
oratory Manual, 第2版, Cold Spring Harbor Press, N.Y.; およびAusbelら, 前掲を参
照されたい。さらに、本明細書に開示する任意のFBP遺伝子産物内のアミノ酸配列に基づ
き設計された2つの縮重オリゴヌクレオチドプライマープールを使用するPCRを行うことに
より、FBP遺伝子ホモログを、例えばヒト核酸から単離することができる。
【００５８】
　該PCR産物をサブクローニングし配列決定して、該増幅配列がFBP遺伝子核酸配列の配列
を表すことを確認することができる。ついで該PCR断片を使用して、種々の方法により完
全長cDNAクローンを単離することができる。例えば、該増幅断片を標識し、バクテリオフ
ァージDNAライブラリーのスクリーニングに使用することができる。あるいは、該標識断
片を使用して、ゲノムライブラリーのスクリーニングによりゲノムクローンを単離するこ
とができる。
【００５９】
　また、完全長cDNA配列を単離するために、PCR技術を用いることができる。例えば、適
当な細胞源または組織源（すなわち、FBP遺伝子を発現することが知られている又はその
疑いがあるもの、例えば、生検により又は死後に得られた血液サンプルまたは脳組識サン
プル）から、標準的な方法に従いRNAを単離することができる。第1鎖合成の開始のために
該増幅断片の最も5'側の末端に特異的なオリゴヌクレオチドプライマーを使用して、RNA
上で逆転写反応を行うことができる。ついで、得られたRNA/DNAハイブリッドを、標準的
なターミナルトランスフェラーゼ反応を用いてグアニンで「尾部伸長（tailed）」させ、
該ハイブリッドをRNアーゼHで消化し、ついでポリ-Cプライマーで第2鎖合成を開始させる
ことができる。このようにして、該増幅断片の上流のcDNA配列を容易に単離することがで
きる。用いることができるクローニング方法の総説としては、例えば、Sambrookら（前掲
）を参照されたい。
【００６０】
　さらにFBP遺伝子配列を使用して、突然変異FBP遺伝子対立遺伝子を同定することができ
る。例えば腫瘍形成に関与する又は癌を引き起こす増殖性または分化性疾患などのFBP遺
伝子疾患の症状に寄与する遺伝子型を有することが知られている又はそのように提案され
ている個体から、そのような突然変異対立遺伝子を単離することができる。ついで突然変
異対立遺伝子および突然変異対立遺伝子産物を、後記の治療、診断および予後系において
使用することができる。また、例えば腫瘍形成に関与する又は癌を引き起こす増殖性また
は分化性疾患などのFBP疾患に関連している可能性があるFBP遺伝子調節（例えば、プロモ
ーター）の欠損を検出するために、そのようなFBP遺伝子配列を使用することができる。
【００６１】
　一本鎖高次構造多型（SSCP）突然変異検出技術、サザンブロットおよび／またはPCR増
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幅技術により、FBP対立遺伝子を同定することができる。プライマーは、プロモーター領
域を含む全FBP配列の重複領域を増幅するように常套手段により設計することができる。1
つの実施形態においては、第1コード領域が突然変異に関してスキャンされうるようエキ
ソン-イントロン境界を包含するようにプライマーを設計する。正常および罹患個体のリ
ンパ球から単離したゲノムDNAを、PCR鋳型として使用する。一本鎖高次構造多型（SSCP）
突然変異検出技術により及び／又は配列決定により、正常および罹患個体由来のPCR産物
を比較する。SSCP分析は以下のとおりに行うことができる。2.5M dNTP（Pharmacia）、10
mM Tris-HCl（pH8.8）、50mM KCl、1mM MgCl2、0.01％ゼラチン（最終濃度）中、10pmol
の各プライマー、0.5UのTaq DNAポリメラーゼ（Promega）、1 Ciの[32P]dCTP（NEN; 比活
性3000Ci/mmol）を加えて、100ngのゲノムDNAを10 lの反応において増幅する。変性（94
℃）、アニーリング（プライマーの融解温度に応じて56℃～64℃）および伸長（72℃）の
30サイクルをサーマルサイクラー（MJ Research, Boston, MA, USA）内で行い、ついで72
℃で7分間の最終伸長を行った。2μlの該反応混合物を0.1％ SDS、10mM EDTA中で希釈し
、ついで20mM NaOHを含有する配列決定停止溶液と1:1で混合した。サンプルを95℃で5分
間加熱し、氷上で3分間冷却し、ついで3 lを、5％(v/v)グリセロールを含有する6％アク
リルアミド/TBEゲル上にローディングする。ゲルを室温で8Wで12～15分間移動させる。増
感スクリーン付きの-70℃のフィルムに種々の時間にわたりさらすことにより、オートラ
ジオグラフィーを行う。ついで突然変異FBP遺伝子産物の機能の喪失または改変を引き起
こす突然変異を確認することができる。
【００６２】
　あるいは、突然変異FBP遺伝子のcDNAを、例えばPCRを用いて単離することができる。こ
の場合、突然変異FBP対立遺伝子を保持すると推定される個体において発現されることが
知られている又はその疑いのある組織から単離したmRNAにオリゴ-dTオリゴヌクレオチド
をハイブリダイズさせ、新たな鎖を逆転写酵素で伸長させることにより、第1 cDNA鎖を合
成することができる。ついで、正常遺伝子の5'末端に特異的にハイブリダイズするオリゴ
ヌクレオチドを使用して、該cDNAの第2鎖を合成する。ついで、これらの2つのプライマー
を使用して、該産物をPCRにより合成し、適当なベクター内にクローニングし、DNA配列分
析に付す（当業者によく知られた方法により行うことができる）。突然変異FBP対立遺伝
子のDNA配列を正常FBP対立遺伝子のDNA配列と比較することにより、該突然変異DFBP遺伝
子産物の機能の喪失または改変を引き起こす突然変異を確認することができる。
【００６３】
　あるいは、突然変異FBP対立遺伝子を保持する疑いのある又はそれを保持することが知
られている個体から得られたDNAを使用して、ゲノムライブライーを構築することができ
る。あるいは、突然変異FBP対立遺伝子を発現することが知られている又はその疑いのあ
る組織由来のRNAを使用して、cDNAライブラリーを構築することができる。ついで、損な
われていないFBP遺伝子またはその任意の適当な断片を標識し、そのようなライブラリー
中の対応突然変異FBP対立遺伝子を同定するためのプローブとして使用することができる
。ついで、当業者によく知られた方法に従い、該突然変異FBP遺伝子配列を含有するクロ
ーンを精製し、配列分析に付すことができる。
【００６４】
　また、例えば、突然変異FBP対立遺伝子を保持する疑いのある又はそれを保持すること
が知られている個体において該突然変異FBP対立遺伝子を発現することが知られている又
はその疑いのある組織から単離したRNAから合成したcDNAを使用して、発現ライブラリー
を構築することができる。このようにして、突然変異していると推定される組織により産
生された遺伝子産物を発現させ、後記第5.3節に記載のとおりに正常なFBP遺伝子産物に対
して産生させた抗体と共に標準的な抗体スクリーニング技術を用いてスクリーニングする
ことができる（スクリーニング技術に関しては、例えば、HarlowおよびLane編, 1988, "A
ntibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harborを
参照されたい）。
【００６５】
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　FBPタンパク質の誘導体および類似体をコードする核酸ならびにアンチセンス核酸を、
前記方法により単離することができる。本発明で用いる「F-boxタンパク質の断片または
部分をコードする核酸」は、FBPの列挙されている断片または部分だけをコードする核酸
を意味し、連続配列としてのFBPタンパク質のその他の連続的部分を意味しないと解釈さ
れるものとする。
【００６６】
　同一または異なる種の他のFBP遺伝子核酸の間で保存された（すなわちそれに相同な）
領域を含むFBP遺伝子核酸の断片も提供する。1以上のFBPドメインをコードする核酸を、
前記方法により単離することができる。
【００６７】
　FBP突然変異が、（例えば、ミスセンスまたはフレームシフト突然変異の結果として）
変化した機能を有する発現遺伝子産物を与える場合、抗FBP遺伝子産物抗体のポリクロー
ナルセットは該突然変異FBP遺伝子産物と交差反応すると考えられる。そのような標識抗
体との反応により検出されたライブラリークローンを精製し、配列分析に付すことができ
る（当業者によく知られた方法に従い行うことができる）。
【００６８】
5.2　FBP遺伝子のタンパク質およびポリペプチド
　図1および2に記載の並びに図3～28のB部に記載のアミノ酸配列は、FBP遺伝子産物を表
す。FBP1遺伝子産物（本明細書中では「FBP1タンパク質」と称されることがある）には、
前記第5.1節に記載のFBP1遺伝子配列にコードされる遺伝子産物が含まれる。同様に、FBP
2、FBP3a、FBP3b、FBP4、FBP5、FBP6、FBP7、FBP8、FBP9、FBP10、FBP11、FBP12、FBP13
、FBP14、FBP15、FBP16、FBP17、FBP18、FBP19、FBP20、FBP21、FBP22、FBP23、FBP24お
よびFBP25遺伝子産物（本明細書中ではFBP2、FBP3a、FBP3b、FBP4、FBP5、FBP6、FBP7、F
BP8、FBP9、FBP10、FBP11、FBP12、FBP13、FBP14、FBP15、FBP16、FBP17、FBP18、FBP19
、FBP20、FBP21、FBP22、FBP23、FBP24およびFBP25タンパク質と称される）には、FBP2、
FBP3、FBP4、FBP5、FBP6、FBP7、FBP8、FBP9、FBP10、FBP11、FBP12、FBP13、FBP14、FBP
15、FBP16、FBP17、FBP18、FBP19、FBP20、FBP21、FBP22、FBP23、FBP24およびFBP25遺伝
子にコードされる遺伝子産物が含まれる。本発明においては、FBP遺伝子産物をコードす
る核酸配列は、哺乳動物ゲノムを含む真核性ゲノムに由来する。好ましい実施形態におい
ては、FBP遺伝子産物をコードする核酸配列はヒトまたはマウスゲノムに由来する。
【００６９】
　FBP遺伝子産物またはそのペプチド断片は、種々の用途のために製造することができる
。例えば、抗体の産生のために、あるいは診断および予後アッセイにおいて、あるいはユ
ビキチン化経路に関与しそれにより細胞周期調節および増殖性疾患に関与する他の細胞ま
たは細胞外遺伝子産物の同定のために、そのような遺伝子産物またはそのペプチド断片を
使用することができる。
【００７０】
　また、本発明のFBP遺伝子産物には、機能的に等価な（定義に関しては第5.1節を参照さ
れたい）遺伝子産物に相当するタンパク質が含まれうる。本発明のFBP遺伝子産物は、既
に同定されている哺乳動物F-boxタンパク質Skp2、サイクリンF、エロンガンAまたはマウ
スMd6（Pagano, 1997,（非特許文献３）; Zhangら, 1995,（非特許文献８）; Baiら, 199
6,（非特許文献５）; Skowyraら, 1997, 前掲を参照されたい）を含まない。
【００７１】
　機能的に等価なFBP遺伝子産物は、前記第5.1節に記載されているFBP遺伝子配列にコー
ドされるアミノ酸配列内の及び／又はそれに隣接するアミノ酸残基における欠失（内部欠
失を含む）、付加（融合タンパク質を与える付加を含む）または置換を含有していてもよ
いが、それらは、機能的に等価なFBP遺伝子産物を与える点で「サイレント」な変化を与
えるものである。アミノ酸の置換は、関与する残基の極性、電荷、溶解度、疎水性、親水
性および／または両親媒性における類似性に基づいて行うことができる。例えば、無極性
（疎水性）アミノ酸には、アラニン、ロイシン、イソロイシン、バリン、プロリン、フェ
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ニルアラニン、トリプトファンおよびメチオニンが含まれる。極性中性アミノ酸には、グ
リシン、セリン、トレオニン、システイン、チロシン、アスパラギンおよびグルタミンが
含まれる。正に荷電した（塩基性）アミノ酸には、アルギニン、リシンおよびヒスチジン
が含まれる。負に荷電した（酸性）アミノ酸には、アスパラギン酸およびグルタミン酸が
含まれる。
【００７２】
　あるいは、機能を変化させたい場合には、改変したFBP遺伝子産物が産生されるように
、欠失または非同類的な改変を設計することができる。そのような改変は、例えば、FBP
遺伝子産物の生物学的機能の1以上を改変しうる。さらに、そのような改変は、選択した
宿主細胞内での発現、大規模化に、より適したFBP遺伝子産物を産生するように選択する
ことができる。例えば、ジスルフィド架橋を除去するために、システイン残基を欠失させ
たり又は別のアミノ酸残基で置換することができる。
【００７３】
　FBP遺伝子産物、そのペプチド断片およびその融合タンパク質は、当技術分野において
よく知られた手法を用いる組換えDNA技術により製造することができる。したがって、FBP
遺伝子配列を含有する核酸を発現させることによる本発明のFBP遺伝子ポリペプチド、ペ
プチド、融合ペプチドおよび融合ポリペプチドの製造方法を、本明細書に記載する。FBP
遺伝子産物コード配列と適当な転写・翻訳制御シグナルとを含有する発現ベクターを構築
するためには、当業者によく知られた方法を用いることができる。これらの方法には、例
えば、in vitro組換えDNA技術、合成技術およびin vivo遺伝子組換えが含まれる。例えば
、Sambrookら（前掲）およびAusubelら（前掲）に記載の技術を参照されたい。あるいは
、FBP遺伝子産物配列をコードしうるRNAを、例えば合成装置を使用して化学的に合成する
ことができる。例えば、"Oligonucleotide Synthesis", 1984, Gait編, IRL Press, Oxfo
rdに記載の技術を参照されたい。
【００７４】
　本発明のFBP遺伝子コード配列を発現させるためには、種々の宿主-発現ベクター系を使
用することができる。そのような宿主-発現系は、関心のあるコード配列の産生およびそ
れに続く精製をもたらしうる運搬体を表すが、適当なヌクレオチドコード配列で形質転換
またはトランスフェクトされると本発明のFBP遺伝子産物をin situで示しうる細胞をも表
す。これらには、FBP遺伝子産物コード配列を含有する組換えバクテリオファージDNA、プ
ラスミドDNAまたはコスミドDNA発現ベクターで形質転換された細菌（例えば、大腸菌（E.
 coli）、枯草菌（B. subtilis））などの微生物；FBP遺伝子産物コード配列を含有する
組換え酵母発現ベクターで形質転換された酵母（例えば、Saccharomyces、Pichia）；FBP
遺伝子産物コード配列を含有する組換えウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイル
ス）に感染した昆虫細胞系；FBP遺伝子産物コード配列を含有する組換えウイルス発現ベ
クター（例えば、カリフラワーモザイクウイルス、CaMV、タバコモザイクウイルス、TMV
）に感染した又はFBP遺伝子産物コード配列を含有する組換えプラスミド発現ベクター（
例えば、Tiプラスミド）で形質転換された植物細胞系；あるいは哺乳動物細胞のゲノム由
来のプロモーター（例えば、メタロチオネインプロモーター）または哺乳動物ウイルス由
来のプロモーター（例えば、アデノウイルス後期プロモーター、ワクシニアウイルス7.5K
プロモーター）を含有する組換え発現構築物を保持する哺乳動物細胞系（例えば、COS、C
HO、BHK、293、3T3）が含まれるが、これらに限定されるものではない。
【００７５】
　細菌系においては、発現されるFBP遺伝子産物に関して意図される用途に応じて、多数
の発現ベクターを有利に選択することができる。例えば、そのようなタンパク質を大量生
産したい場合には（例えば、FBPタンパク質の医薬組成物用、あるいはFBPタンパク質に対
する抗体の産生用）、容易に精製される高レベルの融合タンパク質産物の発現を指令する
ベクターが望ましいかもしれない。そのようなベクターには、大腸菌（E. coli）発現ベ
クターpUR278（Rutherら, 1983, EMBO J. 2, 1791）（このベクターにおいては、FBP遺伝
子産物コード配列を、lacZコード領域に対してインフレームでベクター内に個々に連結し
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て、融合タンパク質が産生されるようにすることができる）；pIN（InouyeおよびInouye,
 1985, Nucleic Acids Res. 13, 3101-3109; Van HeekeおよびSchuster, 1989, J. Biol.
 Chem. 264, 5503-5509）などが含まれるが、これらに限定されるものではない。また、
グルタチオンS-トランスフェラーゼ（GST）との融合タンパク質として外来ポリペプチド
を発現させるために、pGEXベクターを使用することができる。一般に、そのような融合タ
ンパク質は可溶性であり、グルタチオン-アガロースビーズに対する吸着およびそれに続
く遊離グルタチオンの存在下での溶出により溶解細胞から容易に精製されうる。pGEXベク
ターは、該クローン化標的遺伝子産物がGST部分から遊離されるようにトロンビンまたはX
a因子プロテアーゼ切断部位を含むように設計する。
【００７６】
　昆虫系においては、Autographa californica核多角体病ウイルス（AcNPV）をベクター
として使用して、外来遺伝子を発現させる。該ウイルスはSpodoptera frugiperda細胞内
で増殖する。FBP遺伝子コード配列を該ウイルスの非必須領域（例えば、ポリヘドリン遺
伝子）内に個々にクローニングし、AcNPVプロモーター（例えば、ポリヘドリンプロモー
ター）の制御下に配置することができる。FBP遺伝子コード配列の挿入に成功すれば、ポ
リヘドリン遺伝子の不活性化および非包埋（non-occluded）組換えウイルス（すなわち、
ポリヘドリン遺伝子にコードされるタンパク質性外皮を欠くウイルス）の産生がもたらさ
れるであろう。ついでこれらの組換えウイルスを使用して、Spodoptera frugiperda細胞
に感染させ、該細胞内で該挿入遺伝子を発現させる（例えば、Smithら, 1983, J. Virol.
 46, 584; Smith, 米国特許第4,215,051号を参照されたい）。
【００７７】
　哺乳動物宿主細胞においては、いくつかのウイルスに基づく発現系を用いることができ
る。発現ベクターとしてアデノウイルスを用いる場合には、関心のあるFBP遺伝子コード
配列をアデノウイルス転写／翻訳制御複合体（例えば、後期プロモーターおよび三成分リ
ーダー配列）に連結することができる。ついでこのキメラ遺伝子を、in vitroまたはin v
ivo組換えによりアデノウイルスゲノム内に挿入することができる。該ウイルスゲノムの
非必須領域（例えば、領域E1またはE3）内への挿入によって、感染宿主内でFBP遺伝子産
物を発現しうる生存可能な組換えウイルスが生じるであろう（例えば、LoganおよびShenk
, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659を参照されたい）。また、挿入され
たFBP遺伝子産物コード配列の効率的な翻訳のためには、特異的な開始シグナルも必要か
もしれない。これらのシグナルには、ATG開始コドンおよび隣接配列が含まれる。完全なF
BP遺伝子（それ自身の開始コドンおよび隣接配列を含む）を適当な発現ベクター内に挿入
する場合には、追加的な翻訳制御シグナルは不要かもしれない。しかしながら、FBP遺伝
子コード配列の一部だけを挿入する場合には、外因性翻訳制御シグナル（これは恐らくAT
G開始コドンを含むであろう）を準備しなければならない。さらに、インサート全体の翻
訳が保証されるよう、該開始コドンは所望のコード配列のリーディングフレームと一致し
なければならない。これらの外因性翻訳制御シグナルおよび開始コドンは、天然および合
成の両方の種々の起源に由来するものであってもよい。適当な転写エンハンサーエレメン
ト、転写ターミネーターなどを含有させることにより、発現効率を増加させることができ
る（Bittnerら, 1987, Methods in Enzymol. 153:516-544を参照されたい）。
【００７８】
　また、所望の特定の様態で挿入配列の発現をモジュレートする又は該遺伝子産物を修飾
しプロセシングする宿主細胞株を選択することができる。タンパク質産物のそのような修
飾（例えば、グリコシル化）およびプロセシング（例えば、切断）は、該タンパク質の機
能に重要かもしれない。種々の宿主細胞は、タンパク質および遺伝子産物の翻訳後プロセ
シングおよび修飾に特徴的かつ特異的なメカニズムを有する。発現される外来タンパク質
の正しい修飾およびプロセシングが保証されるよう、適当な細胞系または宿主系を選択す
ることができる。この目的には、一次転写産物の適切なプロセシング、遺伝子産物のグリ
コシル化およびリン酸化のための細胞組織を有する真核生物宿主細胞を使用することがで
きる。そのような哺乳動物宿主細胞には、CHO、VERO、BHK、HeLa、COS、MDCK、293、3T3
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およびWI38が含まれるが、これらに限定されるものではない。
【００７９】
　組換えタンパク質の長期にわたる高収率生産のためには、安定な発現が好ましい。例え
ば、FBP遺伝子産物を安定に発現する細胞系を遺伝子操作することができる。ウイルス複
製起点を含有する発現ベクターを使用する代わりに、適当な発現制御エレメント（例えば
、プロモーター、エンハンサー、配列、転写ターミネーター、ポリアデニル化部位など）
で制御されるDNA、および選択マーカーを用いて宿主細胞を形質転換し得る。外来DNAの導
入後、遺伝子操作された細胞を富化培地中で1～2日間増殖させ、ついで選択培地への交換
を行う。該組換えプラスミド中の選択マーカーは、選択に対する耐性を付与し、細胞が該
プラスミドをその染色体内に安定に組込むこと及び細胞増殖巣を形成するまで増殖するこ
とを可能にする。そしてそれをクローニングし、細胞系にまで増殖させることができる。
この方法は、FBP遺伝子産物を発現する細胞系を遺伝子操作するために有利に用いること
ができる。そのような遺伝子操作された細胞系は、FBP遺伝子産物の内因性活性に影響を
及ぼす化合物のスクリーニングおよび評価において特に有用かもしれない。
【００８０】
　限定するものではないが、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（Wiglerら, 1977, 
Cell 11:223）、ヒポキサンチン-グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Szybalsk
aおよびSzybalski, 1962, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48, 2026）およびアデニンホス
ホリボシルトランスフェラーゼ（Lowyら, 1980, Cell 22, 817）遺伝子を含むいくつかの
選択系を、それぞれtk-、hgprt-またはaprt-細胞において使用することができる。また、
以下の遺伝子に関する選択の基礎として、代謝拮抗物質耐性を利用することができる：メ
トトレキセートに対する耐性を付与するdhfr（Wiglerら,, 1980, Natl. Acad. Sci. USA 
77, 3367; O'Hareら, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 1527）、ミコフェノール
酸に対する耐性を付与するgpt（MulliganおよびBerg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 78, 2072）、アミノグリコシドG-418に対する耐性を付与するneo（Colberre-Garapinら
, 1981, J. Mol. Biol. 150, 1）、およびハイグロマイシンに対する耐性を付与するhygr
o（Santerreら, 1984, Gene 30, 147）。
【００８１】
　あるいは、発現される融合タンパク質に特異的な抗体を使用することにより、任意の融
合タンパク質を容易に精製することができる。例えば、Janknechtらが記載している系は
、ヒト細胞系内で発現された非変性融合タンパク質の簡便な精製を可能にする（Janknech
tら, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 8972-8976）。この系においては、関心の
ある遺伝子をワクシニア組換えプラスミド内にサブクローニングして、該遺伝子のオープ
ンリーディングフレームを、6個のヒスチジン残基よりなるアミノ末端タグに翻訳的に融
合させる。組換えワクシニアウイルスに感染した細胞からの抽出物をNi2+ニトリロ酢酸-
アガロースカラム上にローディングし、ヒスチジンタグ標識タンパク質をイミダゾール含
有バッファーで選択的に溶出させる。
【００８２】
　また、FBP遺伝子産物をトランスジェニック動物内で発現させることも可能である。任
意の種の動物（マウス、ラット、ウサギ、モルモット、ブタ、小型ブタ（micro-pig）、
ヤギ、ヒツジならびにヒトではない霊長類、例えばヒヒ、サルおよびチンパンジーを含む
が、これらに限定されるものではない）を用いて、FBPトランスジェニック動物を作出す
ることができる。本明細書で用いる「トランスジェニック」なる語は、異なる種由来のFB
P遺伝子配列を発現する動物（例えば、ヒトFBP配列を発現するマウス）、ならびに内因性
（すなわち、同じ種の）FBP配列を過剰発現するように遺伝子操作された動物、またはも
はや内因性FBP遺伝子配列を発現しないように遺伝子操作された動物（すなわち、「ノッ
クアウト」動物）、およびそれらの子孫を指す。
【００８３】
　特に、本発明は、FBP1ノックアウトマウスに関する。本発明はまた、F-boxドメインが
欠失したヒト突然変異FBP1およびSkp2遺伝子配列を発現するように遺伝子操作されたマウ
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スに加えて、ヒト野生型FBP1およびSkp2遺伝子配列を発現するトランスジェニックマウス
に関する。トランスジェニック動物のファウンダー（始祖）系を得るために動物内にFBP
遺伝子トランスジーンを導入するためには、当技術分野で公知の任意の技術を用いること
ができる。そのような技術には、前核マイクロインジェクション（HoppeおよびWagner, 1
989, 米国特許第4,873,191号）、生殖細胞系内へのレトロウイルス媒介遺伝子導入（Van 
der Puttenら, 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-6152）、胚性幹細胞におけ
る遺伝子ターゲッティング（Thompsonら, 1989, Cell 56, 313-321）、胚のエレクトロポ
レーション（Lo, 1983, Mol. Cell. Biol. 3, 1803-1814）、および精子媒介遺伝子導入
（Lavitranoら, 1989, Cell 57, 717-723）が含まれるが、これらに限定されるものでは
ない（そのような技術の総説としては、Gordon, 1989, Transgenic Animals, Intl. Rev.
 Cytol. 115, 171-229を参照されたい）。
【００８４】
　FBPトランスジーンを含有するトランスジェニック動物クローンを製造するためには、
当技術分野で公知の任意の技術、例えば、静止するよう誘導された培養された胚、胎児ま
たは成体の細胞由来の核の除核卵母細胞内への核導入（Campbellら, 1996, Nature 380, 
64-66; Wilmutら, Nature 385, 810-813）を用いることができる。
【００８５】
　本発明は、全ての細胞内にFBPトランスジーンを保有するトランスジェニック動物、お
よび全てではないがいくつかの細胞内に該トランスジーンを保有する動物（すなわち、モ
ザイク動物）を提供する。該トランスジーンは、単一のトランスジーンとして又はコンカ
テマー（例えば、頭頭型タンデム(head-to-head tandem)または頭尾型タンデム(head-to-
tail tandem)）として組込まれうる。また、例えばLaskoら（Laskoら, 1992, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 89, 6232-6236）の教示に従い、該トランスジーンを特定の細胞型内に
選択的に導入し、該細胞型内で活性化させることができる。そのような細胞型特異的活性
化に必要な調節配列は、関心のある特定の細胞型に左右されるが、当業者には明らかであ
ろう。FBPトランスジーンの組織特異的発現を指令するために使用しうる調節配列の具体
例には、膵臓腺房細胞内で活性なエラスターゼI遺伝子制御領域（Swiftら, 1984, Cell 3
8:639-646; Ornitzら, 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409; Mac
Donald, 1987, Hepatology 7:42S-51S）、膵臓β細胞内で活性なインスリン遺伝子制御領
域（Hanahan, 1985, Nature 315:115-122）、リンパ球様細胞内で活性な免疫グロブリン
遺伝子制御領域（Grosschedlら, 1984, Cell 38:647-658; Adamsら, 1985, Nature 318:5
33-538; Alexanderら, 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-1444）、肝臓内で活性なアルブ
ミン遺伝子制御領域（Pinkertら, 1987, Genes and Devel. 1:268-276）、肝臓内で活性
なαフェトプロテイン遺伝子制御領域（Krumlaufら, 1985, Mol. Cell. Biol. 5:1639-16
48; Hammerら, 1987, Science 235:53-58）、肝臓内で活性なα1-抗トリプシン遺伝子制
御領域（Kelseyら, 1987, Genes and Devel. 1:161-171）、骨髄性細胞内で活性なβグロ
ビン遺伝子制御領域（Magramら, 1985, Nature 315:338-340; Kolliasら, 1986, Cell 46
:89-94）、脳内の稀突起神経膠細胞内で活性なミエリン塩基性タンパク質遺伝子制御領域
（Readheadら, 1987, Cell 48:703-712）、骨格筋内で活性なミオシン軽鎖-2遺伝子制御
領域（Shani, 1985, Nature 314:283-286）、ならびに視床下部内で活性な性腺刺激ホル
モン放出ホルモン遺伝子制御領域（Masonら, 1986, Science 234:1372-1378）が含まれる
が、これらに限定されるものではない。哺乳動物細胞内で増殖するウイルスのゲノムから
単離したプロモーター（例えば、ワクシニアウイルス7.5K、SV40、HSV、アデノウイルスM
LP、MMTV、LTRおよびCMVプロモーター）、および組換えDNAまたは合成技術により作成さ
れたプロモーターを使用することができる。
【００８６】
　FBP遺伝子トランスジーンを内因性FBP遺伝子の染色体部位内に組込むことを望む場合に
は、遺伝子ターゲッティングが好ましい。簡単に説明すると、そのような技術を利用しよ
うとする場合には、内因性FBP遺伝子に相同ないくつかのヌクレオチド配列を含有するベ
クターを、染色体配列との相同組換えを介した組換え、および該内因性FBP遺伝子のヌク
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レオチド配列の機能の破壊のために設計する。また、例えばGuらの教示（Guら, 1994, Sc
ience 265, 103-106）に従い、該トランスジーンを特定の細胞型内に選択的に導入して、
その細胞型内のみにおいて該内因性FBP遺伝子を不活性化することができる。そのような
細胞型に特異的な不活性化に必要な調節配列は、関心のある特定の細胞型に左右されるが
、当業者には明らかであろう。
【００８７】
　トランスジェニック動物を作出したら、標準的な技術を用いて組換えFBP遺伝子の発現
をアッセイすることができる。該トランスジーンの組込みが生じたか否かをアッセイする
ために、サザンブロット分析またはPCR技術により初期スクリーニングを行って動物組織
を分析し得る。また、該トランスジェニック動物の組織内での該トランスジーンのmRNA発
現のレベルを、該動物から得た組織サンプルのノーザンブロット分析、in situハイブリ
ダイゼーション分析およびRT-PCR（逆転写酵素PCR）を含む（これらに限定されるもので
はない）技術を用いて評価することができる。また、FBP遺伝子を発現する組織のサンプ
ルを、該FBPトランスジーン産物に特異的な抗体を使用して免疫組織化学的に評価するこ
とができる。
【００８８】
　組織特異的トランスジーンを保持するトランスジェニックマウスを使用して、該無傷動
物におけるFBP遺伝子発現の作用を試験することができる。1つの実施形態においては、乳
腺内にヒトFBP1トランスジーンを保持するトランスジェニックマウスを使用して、マウス
の乳房の発達および腫瘍形成におけるFBPの役割を評価することができる。他の実施形態
においては、ヒトFBP1ドミナントネガティブ突然変異体（F-box欠失体）を乳腺内で過剰
発現するトランスジェニックマウスを作出することができる。特定の実施形態においては
、例えば、MMTV LTRプロモーター（マウス乳癌ウイルス長末端反復配列）を使用して、乳
腺内の該トランスジーンの組込みを指令することができる。MMTV LTRプロモーターの配列
をFBP1遺伝子の最初のATGの上流にあるヌクレオチド配列に融合させることにより、MMTV/
FBP1融合遺伝子を構築することができる。また、SV40ポリアデニル化領域を、FBP1コード
領域の下流にある配列に融合させることができる。トランスジェニックマウスは、当技術
分野で公知の方法（Gordon, 1989, Transgenic Animals, Intl. Rev. Cytol. 115, 171-2
29）により作出する。簡単に説明すると、未熟B6D2F1雌マウスを過剰排卵させ、CD-1雄マ
ウスと交配させる。翌朝、該雌マウスを膣栓の存在に関して検査し、受精卵を回収し、そ
れにプラスミドベクターをマイクロインジェクションする。約2000個の該物質のコピーを
各前核内にマイクロインジェクションする。脾臓からのDNAの抽出およびMMTV/FBP1をプロ
ーブとして使用するサザンハイブリダイゼーションにより、始祖動物のスクリーニングを
行う。尾部DNAのPCRにより、子孫のスクリーニングを行う。トランスジェニック系統を確
立したら、種々の器官においてノーザンブロットおよびRT-PCR分析により該トランスジー
ンの発現パターンを判定して、それを後の病理学的変化と相関させる。
【００８９】
　ついで、得られたトランスジェニック動物を、腫瘍形成におけるFBP遺伝子の役割に関
して検査することができる。1つの実施形態においては、例えば、乳癌モデルとして使用
するために、FBPトランスジーンを構築することができる。そのようなマウスにおけるFBP
1遺伝子の過剰発現はβ-カテニンのユビキチン化および分解を増加させ、腫瘍抑制表現型
を与えると予想される。逆に、FBP1欠失突然変異体の過剰発現は、β-カテニンの安定化
をもたらし、乳腺上皮の増殖を誘導すると予想される。例えば第5.4節、第5.5節および第
7節に記載のアッセイにより、雌および雄の両方のトランスジェニックマウスにおいて、
これらの表現型を試験することができる。
【００９０】
　他の特定の実施形態においては、FBP1トランスジーンをTリンパ球内で発現するトラン
スジェニックマウスを作出する。この実施形態においては、CD4陽性および陰性の両方のT
細胞内での発現を駆動するCD2プロモーターを、FBP遺伝子（例えば、野生型および突然変
異FBP1遺伝子）の最初のATGの上流に位置する配列に融合させることにより、CD2/FBP1融



(23) JP 2009-100746 A 2009.5.14

10

20

30

40

50

合遺伝子を構築する。また、該構築物は、FBP遺伝子の下流にSV40ポリアデニル化領域を
含有しうる。前記のとおり、トランスジェニックマウスの作出および試験の後、FBPトラ
ンスジーンの発現を検査する。該トランスジーンを胸腺および脾臓内で発現させる。野生
型FBP1の過剰発現は或る表現型を与えると予想される。例えば、FBP1トランスジェニック
マウスの予想される可能な表現型には、IKBαの分解の増加、NFKBの活性化の増加、また
は細胞増殖の増加が含まれる。逆に、F-boxドメインを欠くドミナントネガティブ突然変
異体FBP1の過剰発現は反対の作用（例えば、IKBαの安定性の増加、NFKBの活性化の減少
、または細胞増殖の減少）を及ぼすと予想されうる。そのようなトランスジェニック表現
型は、例えば第5.4節および第5.5節に記載のアッセイにより試験することができる。
【００９１】
　他の特定の実施形態においては、トランスジェニックマウスのTリンパ球内でSKP2遺伝
子を発現させる。逆に、F-box欠失形態は、ドミナントネガティブ体として作用し、p27を
安定化し、T細胞活性化を抑制する。CD2/SKP2融合遺伝子の構築およびトランスジェニッ
クマウスの製造は、CD2/FBP融合遺伝子に関して前記したとおりである。ただし、この場
合、FBP1 cDNAの代わりに、CD2プロモーターにより制御される野生型および突然変異SKP2
 cDNAを使用する。始祖およびそれらの子孫を、SKP2トランスジーンおよび突然変異SKP2
トランスジーンの存在および発現に関して分析する。脾臓および胸腺内の該トランスジー
ンの発現を、ノーザンブロットおよびRT-PCRにより分析する。
【００９２】
　他の特定の実施形態においては、マウスのFBP1遺伝子座の不活性化によりトランスジェ
ニックマウスを構築する。相同組換えによるマウスのFBP1遺伝子座の不活性化は、以下の
4つの段階を含む：1）FBP1に関するターゲッティングベクターの構築、2）ES +/-細胞の
作製、3）ノックアウトマウスの製造、および4）表現型の特性決定。マウスFBP1遺伝子を
同定し単離するために、129 SVマウスゲノムファージライブラリーを使用する。バクテリ
オファージを適当な密度で平板培養する。アガロースディッシュの表面上にナイロンメン
ブレンを穏やかに重層することにより、プラークのパターンのインプリントを得ることが
できる。該プラークパターンの厳密なレプリカにおける毛細管作用により、バクテリオフ
ァージ粒子およびDNAを該フィルターにトランスファーする。変性後、該DNAをベーキング
により該フィルターに結合させ、ついで32P-標識FBP1 cDNAとハイブリダイズさせる。過
剰なプローブを洗い落とし、ついで該フィルターをオートラジオグラフィーに暴露する。
該フィルムを元の寒天プレートと整列させることにより同定したハイブリダイズプラーク
を、純粋なプラーク調製物を得るための二次および三次スクリーニング用に拾う。この方
法を用いて、関心のある領域（例えば、F-boxをコードする領域）に及ぶ陽性ファージを
単離する。PCR、サザンハイブリダイゼーション、制限マッピング、サブクローニングお
よびDNA配列決定を用いて、野生型FBP1遺伝子の部分構造を決定することができる。
【００９３】
　相同組換えによりFbp1遺伝子座を不活性化するために、Fbp1遺伝子座内のエキソン3が
アンチセンス配向で選択マーカー（例えば、neoR遺伝子）により置換された遺伝子ターゲ
ッティングベクターを構築することができる。エキソン3は、Fbp1とSkp1との相互作用に
重要であることが知られているF-boxモチーフをコードする。該ターゲッティング構築物
は、選択マーカー遺伝子の両端に位置する相同な短いアームおよび長いアームを有する。
該ベクターアームの一方は、効率的な増幅が保証されるように比較的短い（2kb）。なぜ
なら、相同組換えESクローンはPCRによりスクリーニングされるからである。もう一方の
アームは、相同組換えの頻度を最大にするように>6kbである。該ベクターの長い相同性ア
ームの末端に含まれるチミジンキナーゼ（tk）遺伝子は、該ターゲッティングベクターを
ランダムに組込むESクローンに対する追加的な陰性選択マーカー（ガンシクロビルを使用
する）を提供する。線状DNAを使用すると相同組換えが頻繁に生じるため、ES細胞のトラ
ンスフェクションの前に該ターゲッティングベクターを線状化する。胚性幹細胞クローン
のエレクトロポレーションおよび二重薬物選択の後、PCRおよびサザン分析を用いて、相
同組換えがFBP1遺伝子座で生じたか否かを判定する。PCRによるスクリーニングが有利で
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ある。なぜなら、この方法では、サザン分析の場合より多数のコロニーを分析することが
できるからである。また、PCRスクリーニングは陰性クローンの迅速な排除を可能にし、
そのため、組換え体の同定を行う間の全クローンの供給およびそれに続く凍結を回避でき
る。相同組換えの検出のためのこのPCR方法は、該ターゲッティング構築物に特異的であ
るが該内因性遺伝子座内に存在しない配列（例えば、ネオマイシン遺伝子または他の選択
マーカーの配列）に一方のプライマーがアニーリングし、そして該構築物の外部であるが
該内因性遺伝子座の内部の領域に他方のプライマーがアニーリングするように選択したプ
ライマー対の使用に基づく。相同組換え事象（相同な短いアームおよび相同な長いアーム
の両方におけるもの）が生じたこと、および該組換え中に遺伝子重複事象が全く生じなか
ったことを確認するために、サザン分析を用いる。
【００９４】
　そのようなFBP1ノックアウトマウスを使用して、細胞調節および増殖の制御におけるFb
p1の役割を試験することができる。1つの実施形態においては、Fbp1を欠損するそのよう
なマウスの表現型は、細胞過形成および増大した腫瘍形成である。もう1つの実施形態に
おいては、FBP1ヌルマウス表現型には、β-カテニン活性の増加、β-カテニンの安定化、
細胞増殖の増加、IK-Baの蓄積、NF-KB活性の減少、免疫応答不全、炎症または細胞死もし
くはアポトーシス活性の増加が含まれるが、これらに限定されるものではない。あるいは
、FBP1遺伝子の欠失は胚の致死を引き起こし得る。この場合、FBP1対立遺伝子におけるヘ
テロ接合マウスを、前記アッセイを用いて試験することができ、ヌルFBPマウスの胚を、
前記アッセイを用いて試験することができる。
【００９５】
　また、FBPトランスジーンを保持するトランスジェニックマウスを使用して、FBP遺伝子
の発現および／またはFBP1遺伝子もしくは遺伝子産物の合成もしくは活性をモジュレート
しうる化合物に関してスクリーニングすることができる。そのような化合物およびスクリ
ーニング方法は記載されている。
【００９６】
5.3　F-boxタンパク質およびそれらの誘導体に対する抗体の作製
　本発明では、F-boxモチーフ、その断片もしくは他の誘導体またはその類似体を免疫原
として使用して、そのような免疫原に免疫特異的に結合する抗体を作製することができる
。そのような抗体には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖
抗体、FabフラグメントおよびFab発現ライブラリーが含まれるが、これらに限定されるも
のではない。特定の実施形態においては、ヒトFBPタンパク質に対する抗体を製造する。
他の実施形態においては、FBPのドメイン（例えば、F-boxドメインまたは基質結合ドメイ
ン）に対する抗体を製造する。
【００９７】
　FBPもしくは誘導体または類似体に対するポリクローナル抗体の製造には、当技術分野
で公知の種々の方法を用いることができる。特定の実施形態においては、FBP1、FBP2、FB
P3a、FBP3b、FBP4、FBP5、FBP6、FBP7、FBP8、FBP9、FBP10、FBP11、FBP12、FBP13、FBP1
4、FBP15、FBP16、FBP17、FBP18、FBP19、FBP20、FBP21、FBP22、FBP23、FBP24およびFBP
25の配列、またはそれらの部分配列によりコードされるFBPのエピトープに対するウサギ
ポリクローナル抗体を得ることができる（Pagano, M., 1995, "From peptide to purifie
d antibody", Cell Cycle: Materials and Methods, M. Pagano編, Spring-Verlag. 217-
281）。抗体の製造のために、天然FBPまたはその合成体もしくは誘導体（例えば、断片）
の注射により種々の宿主動物（ウサギ、マウス、ラットなどを含むが、これらに限定され
るものではない）を免疫することができる。免疫応答を増強するために、宿主種に応じて
種々のアジュバントを使用することができる。そのようなアジュバントには、フロイント
（完全および不完全）、無機ゲル（例えば、水酸化アルミニウム）、界面活性物質（例え
ば、リゾレシチン）、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油性乳剤、キ
ーホールリンペットヘモシアニン、ジニトロフェノールおよび潜在的に有用なヒトアジュ
バント、例えばBCG（カルメット－ゲラン杆菌(bacille Calmette-Guerin)）およびコリネ



(25) JP 2009-100746 A 2009.5.14

10

20

30

40

50

バクテリウム・パルバム(Corynebacterium parvum)が含まれるが、これらに限定されるも
のではない。
【００９８】
　FBP配列またはその類似体に対するモノクローナル抗体の製造には、培養物中の連続的
継代細胞系による抗体分子の産生をもたらす任意の技術を用いることができる。例えば、
KohlerおよびMilstein（1975, Nature 256:495-497）により最初に開発されたハイブリド
ーマ技術、ならびにトリオーマ技術、ヒトB細胞ハイブリドーマ技術（Kozborら, 1983, I
mmunology Today 4:72）およびヒトモノクローナル抗体を産生させるためのEBV-ハイブリ
ドーマ技術（Coleら, 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss
, Inc., pp. 77-96）が挙げられる。本発明のさらなる実施形態においては、最近の技術
（PCT/US90/02545）を用いて無菌動物においてモノクローナル抗体を製造することができ
る。本発明によると、ヒト抗体を使用することが可能であり、ヒトハイブリドーマを使用
することにより（Coteら, 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:2026-2030）、ある
いはヒトB細胞をEBVウイルスによりin vitroで形質転換することにより（Coleら, 1985, 
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pp.77-96）、ヒト抗体を得
ることができる。実際、本発明では、FBPに特異的なマウス抗体分子に由来する遺伝子と
適当な生物学的活性のヒト抗体分子に由来する遺伝子とを一緒にスプライシングさせるこ
とによる「キメラ抗体」の製造用に開発された技術（Morrisonら, 1984, Proc. Natl. Ac
ad. Sci. U.S.A. 81:6851-6855; Neubergerら, 1984, Nature 312:604-608; Takedaら, 1
985, Nature 314:452-454）を用いることができる。そのような抗体は本発明の範囲内で
ある。
【００９９】
　本発明によると、一本鎖抗体の製造に関して記載されている技術（米国特許第4,946,77
8号）を、FBP特異的一本鎖抗体の製造に適合することができる。本発明のさらなる実施形
態においては、FBP、誘導体または類似体に対する所望の特異性を有するモノクローナルF
abフラグメントの迅速かつ簡便な同定を可能にするFab発現ライブラリーの構築に関して
記載されている技術（Huseら, 1989, Science 246:1275-1281）を用いる。
【０１００】
　抗体分子のイディオタイプを含有する抗体フラグメントを、公知技術により産生させる
ことができる。例えば、そのようなフラグメントには、該抗体分子のペプシン消化により
産生されうるF(ab')2フラグメント；F(ab')2フラグメントのジスルフィド架橋を還元する
ことにより産生されうるFab'フラグメント；該抗体分子をパパインおよび還元剤で処理す
ることにより産生されうるFabフラグメント；およびFvフラグメントが含まれるが、これ
らに限定されるものではない。
【０１０１】
　抗体の製造においては、当技術分野で公知の技術、例えばELISA（酵素結合免疫吸着ア
ッセイ）により、所望の抗体に関するスクリーニングを行うことができる。例えば、FBP
の特異的ドメインを認識する抗体を選択するために、そのようなドメインを含有するFBP
断片に結合する産物に関して、産生したハイブリドーマをアッセイすることができる。第
1 FBP相同体には特異的に結合するが異なるFBP相同体には特異的に結合しない抗体を選択
する場合には、第1 FBP相同体に対する陽性結合と、第2 FBP相同体に対する結合の欠如と
に基づいて、選択を行うことができる。
【０１０２】
　FBPのドメイン（例えば、F-boxモチーフ）に特異的な抗体も提供する。
【０１０３】
　前記の抗体は、本発明のFBP配列の局在化および活性に関する当技術分野で公知の方法
、例えば、これらのタンパク質のイメージング、適当な生理的サンプル中のそのレベルの
測定などのための方法、診断方法などにおいて使用することができる。
【０１０４】
　本発明の他の実施形態（後記を参照されたい）においては、該結合ドメインを含有する
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抗FBP抗体およびそのフラグメントを治療剤として使用する。
【０１０５】
5.4　F-boxタンパク質と相互作用する及び／又はそれらの酵素活性を妨害する薬物の同定
のためのスクリーニングアッセイ
　FBP1、FBP2、FBP3a、FBP3b、FBP4、FBP5、FBP6、FBP7、FBP8、FBP9、FBP10、FBP11、FB
P12、FBP13、FBP14、FBP15、FBP16、FBP17、FBP18、FBP19、FBP20、FBP21、FBP22、FBP23
、FBP24およびFBP25を含むユビキチンリガーゼ複合体の新規成分は、細胞タンパク質と相
互作用して、細胞増殖を調節する。本発明の1つの態様は、該新規ユビキチンリガーゼと
相互作用するポリペプチドもしくはペプチドまたは他の化合物（例えば、ユビキチンリガ
ーゼ活性の潜在的基質）を同定するために該新規成分の断片、誘導体および類似体をアッ
セイおよびスクリーニングするための方法を提供する。本発明はまた、該新規FBPと他の
サブユニットまたは多数のユビキチンリガーゼ複合体（例えば、Skp1）またはユビキチン
化酵素（該新規FBPと相互作用するもの）との相互作用をモジュレートまたは抑制する化
合物を同定するためのスクリーニングアッセイを提供する。
【０１０６】
　さらに他の実施形態においては、該新規ユビキチンリガーゼまたは該ユビキチンリガー
ゼ複合体の公知成分（例えば、Skp1）と、新規または公知基質との相互作用を抑制または
モジュレートするポリペプチドまたはペプチドまたは他の化合物を同定するために、本発
明のアッセイを用いることができる。1つの具体例においては（これに限定されるもので
はない）、公知ユビキチンリガーゼ成分Skp2とその新規基質p27との相互作用を妨害する
ペプチドまたはタンパク質を同定するために、本明細書に記載のスクリーニングアッセイ
を用いることができる。他の例においては、FBP1とその新規基質β-カテニンとの相互作
用を妨害する化合物を、該スクリーニングアッセイを用いて同定する。他の例においては
、Skp2と別の推定基質E2Fとの相互作用を妨害する化合物を、該スクリーニングアッセイ
を用いて同定する。更に他の例においては、FBP1と別の推定基質IKBαとの相互作用を妨
害する化合物を、該スクリーニングアッセイを用いて同定する。
【０１０７】
　さらに他の実施形態においては、該新規FBPの酵素アクチベーターを抑制または活性化
するポリペプチドまたはペプチドを同定するために、本発明のアッセイを用いることがで
きる。
【０１０８】
5.4.1　タンパク質-タンパク質相互作用についてのアッセイ
　本発明のユビキチンリガーゼ複合体の新規成分と相互作用するタンパク質誘導体、類似
体および断片を、酵母ツーハイブリッドアッセイ系（FieldsおよびSong, 1989, Nature 3
40:245-246ならびに米国特許第5,283,173号）により同定することができる。該相互作用
は酵母内でスクリーニングされるため、この系内で検出される分子間タンパク質相互作用
は、哺乳動物細胞内の条件を模擬した生理学的条件下で生じる（Chienら, 1991, Proc. N
atl. Acad. Sci. U.S.A. 88:9578-9581）。
【０１０９】
　改良された酵母ツーハイブリッド系による相互作用タンパク質の同定は、転写調節因子
の再構成（該転写調節因子の半分にそれぞれが融合した2つのタンパク質の相互作用によ
るもの）に依存して転写されるレポーター遺伝子の発現の検出に基づく。「ベイト(bait)
」（すなわち、本発明のユビキチンリガーゼ複合体の新規成分またはその誘導体もしくは
類似体）および「プレイ(prey)」（該ベイトと相互作用する能力に関して試験すべきタン
パク質）タンパク質を、それぞれDNA結合ドメインに対する及び転写調節ドメインに対す
る（またはその逆）融合タンパク質として発現させる。種々の特定の実施形態においては
、該プレイは、少なくとも約50、約100、約500、約1,000、約5,000、約10,000または約50
,000のコンプレキシティーを有するか、あるいは約25～約100,000、約100～約100,000、
約50,000～約100,000、または約100,000～約500,000の範囲内のコンプレキシティーを有
する。例えば、該プレイ集団は、あるタンパク質の突然変異体をコードする1つ以上の核
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酸（例えば、ヌクレオチド配列内の部位特異的突然変異誘発または別の突然変異作製方法
により作製されるもの）であってもよい。好ましくは、該プレイ集団は、DNA（例えば、c
DNAもしくはゲノムDNAまたは合成により製造されたDNA）によりコードされるタンパク質
である。例えば、mRNA由来のcDNAの集団の未特性決定サンプルからのcDNA配列を含むキメ
ラ遺伝子から、該集団を発現させることができる。
【０１１０】
　特定の実施形態においては、ランダムペプチドを発現する組換え生物学的ライブラリー
をプレイ核酸源として使用することができる。
【０１１１】
　一般に、該ベイトおよびプレイ集団のタンパク質は、予備選択された配列に隣接する各
タンパク質を含む（好ましくはキメラコード配列の組換え発現による）融合（キメラ）タ
ンパク質として提供される。一方の集団において、予備選択配列はDNA結合ドメインであ
る。該DNA結合ドメインは、プロモーター内のDNA配列を特異的に認識する限りあらゆるDN
A結合ドメインであってよい。例えば、該DNA結合ドメインは、転写アクチベーターまたは
インヒビターのものである。他方の集団においては、予備選択配列は、転写アクチベータ
ーまたはインヒビターのそれぞれアクチベーターまたはインヒビタードメインである。該
調節ドメイン単独（タンパク質配列との融合体ではない）および該DNA結合ドメイン単独
（タンパク質配列との融合体ではない）は、好ましくは、検出可能な形では相互作用しな
い（該アッセイにおける偽陽性を避けるためである）。該アッセイ系は更に、転写アクチ
ベーター（またはインヒビター）のDNA結合ドメインの結合部位を含有するプロモーター
に機能しうる形で連結されたレポーター遺伝子を含む。したがって、本発明のこの方法に
おいては、プレイ融合タンパク質に対するユビキチンリガーゼ融合タンパク質の結合は、
該レポーター遺伝子の発現を活性化（または抑制）する転写アクチベーター（またはイン
ヒビター）の再構成をもたらす。
【０１１２】
　該レポーター遺伝子ヌクレオチド配列に機能しうる形で連結されたプロモーターは、該
ヌクレオチド配列の天然または非天然プロモーターであってよく、該融合タンパク質のDN
A結合ドメイン部分により認識されるDNA結合部位は、該プロモーターに固有のものであっ
ても（該プロモーターが、通常、そのような結合部位を含有する場合）、固有でないもの
であってもよい。
【０１１３】
　あるいは、所望の遺伝子の転写活性化結合部位を欠失させ、GAL4結合部位で置換するこ
とができる（Bartelら, 1993, BioTechniques 14:920-924; Chasmanら, 1989, Mol. Cell
. Biol. 9:4746-4749）。該レポーター遺伝子は、好ましくは、特異的相互作用の存在に
応答して細胞内でオンまたはオフとなるように転写アクチベーターにより調節されて発現
される検出可能または選択可能なマーカーをコードする配列を含有する。好ましくは、転
写アクチベーターのバックグラウンドレベルの不存在下（例えば、突然変異体である細胞
内、または転写アクチベーターを欠損する細胞内）で、該アッセイを行うことができる。
【０１１４】
　該アッセイにおいて使用する活性化ドメインおよびDNA結合ドメインは、多種多様な転
写アクチベータータンパク質に由来するものであってもよい。ただし、これらの転写アク
チベーターは、分離可能な結合ドメインおよび転写活性化ドメインを有していなければな
らない。例えば、S.セレビシエ(S. cerevisiae)のGAL4タンパク質（Maら, 1987, Cell 48
:847-853）、S.セレビシエ(S. cerevisiae)のGCN4タンパク質（Hope ＆ Struhl, 1986, C
ell 46:885-894）、S.セレビシエ(S. cerevisiae)のARD1タンパク質（Thukralら, 1989, 
Mol. Cell. Biol. 9:2360-2369）、およびヒトエストロゲン受容体（Kumarら, 1987, Cel
l 51:941-951）は、分離可能なDNA結合ドメインおよび活性化ドメインを有する。該融合
タンパク質において用いられるDNA結合ドメインおよび活性化ドメインは、同一の転写ア
クチベーターに由来する必要はない。特定の実施形態においては、GAL4またはLEXA DNA結
合ドメインを使用する。他の特定の実施形態においては、GAL4または単純ヘルペスウイル
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スVP16（Triezenbergら, 1988, Genes Dev. 2:730-742）活性化ドメインを使用する。特
定の実施形態においては、GAL4のアミノ酸1～147（Maら, 1987, Cell 48:847-853; Ptash
neら, 1990, Nature 346:329-331）がDNA結合ドメインであり、VP16のアミノ酸411～455
（Triezenbergら, 1988, Genes Dev. 2:730-742; Cressら, 1991, Science 251:87-90）
が活性化ドメインを含む。
【０１１５】
　好ましい実施形態においては、酵母転写因子GAL4がタンパク質-タンパク質相互作用に
より再構成され、該宿主株はGAL4に関する突然変異体である。他の実施形態においては、
DNA結合ドメインがAce1Nおよび／または活性化ドメインがAce1（それぞれ、Ace1タンパク
質のDNA結合ドメインおよび活性化ドメイン）である。Ace1は、二価銅の存在下でCUP1オ
ペロンからの転写を活性化する酵母タンパク質である。CUP1は、銅をキレート化するメタ
ロチオネインをコードし、CUP1タンパク質の発現は、それが生じなければ宿主細胞に対し
毒性である銅の存在下での増殖を可能にする。また、レポーター遺伝子は、再構成された
Ace1N転写アクチベーターの結合に際して酵素β-ガラクトシダーゼ（これは通常の色素産
生アッセイにより検出可能である）を発現するCUP1-lacZ融合体であってもよい（Chaudhu
riら, 1995, FEBS Letters 357:221-226を参照されたい）。他の特定の実施形態において
は、ヒトエストロゲン受容体のDNA結合ドメインを使用し、レポーター遺伝子は、1個また
は3個のエストロゲン受容体応答エレメントにより駆動される（Le Douarinら, 1995, Nuc
l. Acids. Res. 23:876-878）。DNA結合ドメインおよび転写アクチベーター／インヒビタ
ードメインはそれぞれ、好ましくは、該融合タンパク質を発現させようとする細胞内で機
能的である核局在化シグナル（Ylikomiら, 1992, EMBO J. 11:3681-3694, Dingwallおよ
びLaskey, 1991, TIBS 16:479-481を参照されたい）を有する。
【０１１６】
　コードされるタンパク質の単離を促進するために、融合構築物は更に、アフィニティー
タグ、例えばグルタチオン-S-トランスフェラーゼもしくはマルトース結合タンパク質ま
たは利用可能な抗体のエピトープをコードする配列を、アフィニティー精製（例えば、そ
れぞれグルタチオン、マルトース、または該エピトープに特異的な特定の抗体に対する結
合）用に含有していてもよい（Allenら, 1995, TIBS 20:511-516）。他の実施形態におい
ては、該融合構築物は更に、細菌細胞内での融合タンパク質の組換え生産用の細菌プロモ
ーター配列を含む。
【０１１７】
　相互作用アッセイが行われる宿主細胞は、レポーター遺伝子の転写が起こり、そしてそ
れを検出しうる任意の原核性または真核性細胞であってよく、哺乳動物（例えば、サル、
マウス、ラット、ヒト、ウシ）細胞、ニワトリ、細菌または昆虫細胞を含み（これらに限
定されるものではない）、好ましくは酵母細胞である。結合ドメイン融合タンパク質、転
写活性化ドメイン融合タンパク質およびレポーター遺伝子産物をコードしそれらを発現し
うる発現構築物は、該発現構築物を含有する細胞の接合により又は細胞融合、形質転換、
エレクトロポレーション、マイクロインジェクションなどにより、宿主細胞内に与えられ
る。
【０１１８】
　酵母内での2つの融合タンパク質集団の発現のための種々のベクターおよび宿主株が公
知であり、使用可能である（例えば、米国特許第5,1468,614号; Bartelら, 1993, "Using
 the two-hybrid system to detect protein-protein interactions", Cellular Interac
tions in Development, Hartley編, Practical Approach Series xviii, IRL Press at O
xford University Press, New York, NY, pp.153-179; FieldsおよびSternglanz, 1994, 
Trends In Genetics 10:286-292を参照されたい）。
【０１１９】
　内因性レポーター遺伝子活性を欠損していない場合には、該レポーター遺伝子において
変異している細胞を公知方法により選択したり、あるいは該細胞を公知の遺伝子破壊方法
により標的レポーター遺伝子において突然変異させた後、該レポーター遺伝子を導入する



(29) JP 2009-100746 A 2009.5.14

10

20

30

40

50

ことができる（Rothstein, 1983, Meth. Enzymol. 101:202-211）。
【０１２０】
　特定の実施形態においては、種々の融合タンパク質集団をコードするプラスミドを、1
以上のレポーター遺伝子を含有する単一の宿主細胞（例えば、一倍体酵母細胞）内に共形
質転換により同時に導入して、タンパク質-タンパク質相互作用に関するアッセイを行う
ことができる。あるいは、好ましくは、それらの2つの融合タンパク質集団を、接合（例
えば、酵母細胞の場合）または細胞融合（例えば、哺乳動物細胞の場合）により、単一の
細胞内に導入する。接合型アッセイにおいては、それぞれ結合ドメイン融合発現構築物（
好ましくはプラスミド）と活性化（またはインヒビター）ドメイン融合発現構築物（好ま
しくはプラスミド）とを用いて形質転換された反対の接合型の一倍体酵母細胞の接合が、
両方の構築物を同じ二倍体細胞内に送達するであろう。酵母株の接合型は、HO遺伝子によ
る形質転換により遺伝子操作することができる（HerskowitzおよびJensen, 1991, Meth. 
Enzymol. 194:132-146）。
【０１２１】
　好ましい実施形態においては、2つの異なる型の宿主細胞である酵母サッカロミセス・
セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）a型株およびα型株を使用して、酵母相互作用
接合アッセイを行う。該宿主細胞は、好ましくは、少なくとも2つのレポーター遺伝子（
それらは各々、例えば転写アクチベーターのDNA結合ドメインに対する1以上の結合部位を
有する）を含有する。該アクチベータードメインおよびDNA結合ドメインは、それらの2つ
の対応するタンパク質集団から生成したキメラタンパク質の各部分である。宿主細胞の1
つの株（例えば、a株）は、ヌクレオチド配列のライブラリーとGAL4などの転写アクチベ
ーターのDNA結合ドメインとの融合体を含有する。この宿主細胞の組において発現された
ハイブリッドタンパク質は、該レポーター遺伝子構築物内のプロモーターまたはエンハン
サー領域内のDNA結合部位を認識しうる。第2の酵母宿主細胞組（例えば、α株）は、転写
アクチベーターの活性化ドメインに融合したDNA配列のライブラリーの融合体をコードす
るヌクレオチド配列を含有する。
【０１２２】
　他の実施形態においては、該融合構築物を相同組換えにより酵母染色体内に直接導入す
る。これらの目的のための相同組換えは、酵母の栄養増殖に必須ではない酵母配列（例え
ば、MER2、MER1、ZIPI、REC102またはME14遺伝子）により媒介される。
【０１２３】
　また、バクテリオファージベクターを使用して、DNA結合ドメインおよび／または活性
化ドメイン融合タンパク質を発現させることができる。ライブラリーは、一般には、プラ
スミドベクターからの場合よりバクテリオファージベクターからの場合の方が、より迅速
かつ簡便に調製されうる。
【０１２４】
　特定の実施形態においては、本発明は、1以上のタンパク質-タンパク質相互作用を検出
する方法を提供する。該方法は、（a）本発明の新規ユビキチンリガーゼ成分またはその
誘導体もしくは類似体を、酵母細胞（第1接合型のものであり、本発明の新規ユビキチン
リガーゼ成分の配列とDNA結合ドメインとを含有する第1融合タンパク質を含む）の第1集
団内で組換え的に発現させ [前記の酵母細胞の第1集団は、該DNA結合ドメインにより認識
される1つ以上のDNA結合部位により駆動されるプロモーターに機能しうる形で連結された
第1ヌクレオチド配列を含有し、第1融合タンパク質と第2融合タンパク質（該第2融合タン
パク質は転写活性化ドメインを含む）との相互作用が第1ヌクレオチド配列の転写の増加
をもたらす]、（b）第1ヌクレオチド配列の前記転写の増加が第2融合タンパク質の不存在
下で生じる第1集団内の酵母細胞を排除するために陰性選択を行い、（c）複数の第2融合
タンパク質（各第2融合タンパク質はタンパク質の断片、誘導体または類似体の配列と転
写アクチベーターの活性化ドメインとを含み、該活性化ドメインは、前記の各第2融合タ
ンパク質において同一である）を、第1接合型とは異なる第2接合型の酵母細胞の第2集団
内で組換え的に発現させ、（d）前記の酵母細胞の第1集団を前記の酵母細胞の第2集団と
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接合させて、二倍体酵母細胞の第3集団を生成させ（二倍体酵母細胞の第3集団は、該DNA
結合ドメインにより認識されるDNA結合部位により駆動されるプロモーターに機能しうる
形で連結された第2ヌクレオチド配列を含有し、第1融合タンパク質と第2融合タンパク質
との相互作用が第2ヌクレオチド配列の転写の増加を引き起こし、第1および第2ヌクレオ
チド配列は同一または異なっていてもよい）、そして（e）第1および／または第2ヌクレ
オチド配列の前記の転写の増加を検出して、第1融合タンパク質と第2融合タンパク質との
相互作用を検出することを含む。
【０１２５】
5.4.2　F-boxタンパク質と、潜在的基質などの既知のタンパク質との相互作用を同定する
アッセイ
　サイクリンファミリーメンバーやCki抑制タンパク質などの細胞周期調節タンパク質の
細胞内の量はユビキチン経路により調節されている。哺乳動物の細胞周期調節のユビキチ
ン化に関与する酵素は知られていない。酵母では、SCF複合体は細胞周期調節因子のユビ
キチンリガーゼを示す。本発明の新規F-boxタンパク質などのユビキチンリガーゼ複合体
のF-box成分は、ユビキチンリガーゼ複合体の標的の特異性を決定する。そこで本発明は
、F-boxタンパク質核酸、タンパク質または誘導体への特異的な結合について既知の分子
を、結合を誘導するような条件下でスクリーニングするアッセイを提供し、それによりFB
Pタンパク質に特異的に結合する分子が同定される。
【０１２６】
　特定の実施形態において、本発明はF-boxタンパク質であるFBP1とCul1/Skp1複合体との
相互作用、およびそれがβ-カテニンの安定性を調節するのに果たす役割を調べる方法を
提供する。タンパク質間の相互作用は、第8節の実験において詳しく記載されたように、
これらのタンパク質に特異的な抗体を用いてin vivoおよびin vitroで検出しうる。
【０１２７】
　その他の特定の実施形態において、本発明は、F-boxタンパク質であるSkp2と細胞周期
の進行に関与する転写因子であるE2F-1との相互作用を検出する方法を提供する。昆虫細
胞をSkp2およびE2F-1を共発現するバキュロウイルスにより感染させ、細胞抽出物を調製
してタンパク質－タンパク質相互作用に関して分析しうる。第７節で詳細に記載されたよ
うに、このアッセイはSkp2などの既知のF-boxタンパク質に対する潜在的な標的（E2Fなど
）を同定するのに用いられて成功している。このアッセイを用いて、Skp2のその他の標的
、ならびに新規なF-boxタンパク質の標的も同定しうる。
【０１２８】
　その他の特定の実施形態において、Skp2と細胞周期調節サイクリン依存性キナーゼ(Cdk
)インヒビターであるp27との相互作用を検出する方法が提供される。Skp2とp27との相互
作用を、p27のような細胞周期調節因子との相互作用を含むSkp2活性のモジュレーターを
同定するためにターゲッティングし得る。P27などのSkp2特異的基質のユビキチン化は、S
kp2活性をモジュレートする試験化合物の能力を測定する手段として用いうる。本発明の
スクリーニングアッセイのその他の実施形態において、第９節に記載の免疫枯渇アッセイ
（immunodepletion assay）を用いて、Skp2/p27相互作用のモジュレーターを同定しうる
。特に第９節では、p27を基質として用いて、in vitroでユビキチン化活性を検出する方
法を記載しており、それはp27のSkp2依存性ユビキチン化のモジュレーターを同定するた
めにも用いうる。本発明のスクリーニングアッセイのその他の実施形態において、第5.7.
1.節に記載のように、アンチセンスオリゴヌクレオチドをSkp2活性のインヒビターとして
用いうる。p27のユビキチン化／分解、およびSkp2/p27相互作用について同定されたその
ようなモジュレーターは、抗癌治療において有用でありうる。
【０１２９】
　本発明は、ユビキチンリガーゼ活性化の成分の１つとして新規F-boxタンパク質（また
はその断片）を有するユビキチンリガーゼ複合体を、ユビキチン化の潜在的基質として既
知の細胞周期調節分子を用いてスクリーニングする方法を更に提供する。例えばFBP核酸
を発現するように遺伝子操作された細胞を用いて、推定ユビキチン－リガーゼ基質分子も
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発現する細胞中に、野生型またはドミナントネガティブ突然変異体のどちらかのFBPタン
パク質を組換え的に生産しうる。本発明の新規FBPの基質となりうる候補は、IKBα、β-
カテニン、myc、E2F-1、p27、p21、サイクリンA、サイクリンB、cycD1、サイクリンEおよ
びp53などの潜在的基質が含まれるが、これらに限定されない。次にその抽出物を使用し
て、F-boxタンパク質とそれらの基質との結合を試験したり（ウェスタンブロットイムノ
アッセイによる）、FBPの存在により潜在的基質のレベルが増加または減少するかどうか
を試験し得る。
5.5　F-boxタンパク質の活性をモジュレートする化合物を同定するアッセイ
　本発明は、以下の小節に記載のin vitroおよびin vivoアッセイ系に関し、それを用い
て既知のFBPと、新規基質およびユビキチンリガーゼ複合体の新規成分との相互作用をモ
ジュレートする化合物または組成物を同定しうる。本発明のスクリーニングアッセイは、
新規なFBPと、それらの同定された基質およびユビキチンリガーゼ複合体の成分との相互
作用をモジュレートする化合物または組成物を同定するためにも用いうる。
【０１３０】
　FBPの発現および活性を破壊または調節する能力について、潜在的試薬をスクリーニン
グする方法は、新規なFBP、該FBPとユビキチンリガーゼ複合体のその他の成分との相互作
用、ならびに既知FBPおよび潜在的基質に関する本出願人の発見に基づいて設計しうる。
例えば候補となりうる化合物は、FBPとSkp1の相互作用、またはSkp2とE2F-1、Skp2とp27
、またはFBP1/Cul1/Skp1複合体とβ-カテニンとの特異的相互作用をモジュレートする能
力についてスクリーニングされうる。原則的に、当業者に既知の方法の多くは、本発明の
アッセイの設計に容易に適合しうるものである。
【０１３１】
　本発明のスクリーニングアッセイは、FBPの発現および活性のモジュレーターを同定す
る、高効率スクリーニングおよびアッセイも包含する。本実施形態に従って、以下に記載
の系はキットに調合することができる。その目的で、FBP、ならびにユビキチンリガーゼ
複合体およびユビキチン化の経路の成分を発現する細胞、またはその細胞溶解物は、バイ
アル、チューブ、マイクロタイターウェルプレート、ビンなど、多様な容器に充填しうる
。その他の試薬（例えば、陽性対照サンプル、陰性対照サンプル、バッファー、細胞培養
培地など）は別の容器に入れてキットと共に提供しうる。
【０１３２】
　本発明は、FBP遺伝子およびその遺伝子産物に結合するか、そうでなければ直接相互作
用するタンパク質およびその他の化合物の同定に有用なスクリーニング方法を提供する。
スクリーニング方法は当技術分野でよく知られている（例えば1996年10月31日発行のPCT
国際公開番号WO 96/34099号を参照。これはその全文を参照により本明細書中に組み入れ
る。）該タンパク質および化合物は、同定された遺伝子およびタンパク質とin vivoで相
互作用して医薬的および治療的な介入の新たなターゲットを提供しうる内因性細胞成分、
ならびに結合能力を有するために医薬剤の候補となりうる組換え、合成、その他には外因
性化合物を含む。このように、一連の実施形態において、細胞溶解物または組織のホモジ
ェネートを、正常なまたは突然変異体のFBP遺伝子およびFBPタンパク質の１つに結合する
タンパク質またはその他の化合物についてスクリーニングしうる。
【０１３３】
　あるいは、任意の天然に存在するおよび／または合成による多様な外因性化合物（例え
ば、小分子またはペプチドのライブラリーなど）を結合能力ついてスクリーニングしても
よい。これらの方法はすべて、FBPタンパク質または断片を試験化合物と混合し、結合が
起こるように時間を置いて、結合した複合体についてアッセイするというステップを含む
。そのような方法はすべて、実質的に純粋なFBPタンパク質、実質的に純粋な機能的ドメ
インの断片、融合タンパク質、抗体、およびそれらの作成方法および使用方法についての
本発明の開示により可能となる。
【０１３４】
5.5.1.　F-boxタンパク質アゴニストおよびアンタゴニストについてのアッセイ



(32) JP 2009-100746 A 2009.5.14

10

20

30

40

50

　FBP核酸、F-boxタンパク質および誘導体をスクリーニングアッセイに用いて、FBP核酸
、タンパク質または誘導体に特異的に結合し、それゆえFBPのアゴニストまたはアンタゴ
ニストとしての潜在的用途を有する分子、特に細胞増殖に影響を及ぼす分子を検出しうる
。好ましい実施形態において、そのようなアッセイをおこなって、抗癌剤または薬剤開発
のリード化合物として潜在的有用性を有する分子をスクリーニングする。従って本発明は
、FBP核酸、タンパク質、または誘導体に特異的に結合する分子を検出するアッセイを提
供する。例えば、FBP核酸を発現する組換え細胞を用いて、これらのアッセイにおいてFBP
タンパク質を組換え的に生産し、FBPタンパク質に結合する分子についてスクリーニング
しうる。同様の方法を用いて、FBP誘導体または核酸に結合する分子についてスクリーニ
ングしうる。以上のことを行うために用いうる方法は、当技術分野で一般的に知られてい
る。本発明のアッセイは、まず小規模（すなわち試験管で）最適化した後、高効率のアッ
セイに拡大しうる。本発明のスクリーニングアッセイは、細胞溶解物または精製成分を用
いてin vitro、すなわち試験管で行いうる。本発明のスクリーニングアッセイは、培養物
中の無傷細胞および動物モデルにおいても行いうる。本発明に従って、本明細書に記載さ
れたようにFBPの活性をin vitroでモジュレートすることが示されている試験化合物を、
培養細胞および動物モデルなどのin vivoで更にアッセイして、該試験化合物がin vivoで
も同様の作用を有するか否か、また該試験化合物が細胞周期の進行、正／負のレギュレー
ターの蓄積または分解、細胞増殖などに及ぼす作用を判定する。
【０１３５】
　本発明に従って、スクリーニングアッセイを、新規なF-boxタンパク質の活性のアゴニ
ストまたはアンタゴニストとして作用する分子を検出するように設計しうる。本発明のこ
の態様に従って、試験化合物をアッセイ系に添加して、新規FBPの活性、すなわち基質の
ユビキチン化、ユビキチンリガーゼ複合体のその他の成分との相互作用などに及ぼす影響
を測定しうる。これらのアッセイは、該試験化合物の存在下および不在下の両方において
実施するものとする。
【０１３６】
　本発明に従って、試験化合物の存在下または不在下での新規FBPのユビキチン化活性は
、ユビキチン化経路の精製成分を用いてin vitroで測定してもよいし、または組織培養細
胞もしくは組織サンプルから得られた粗細胞抽出物を用いて測定してもよい。本発明の態
様のその他の実施形態において、スクリーニングは、ウサギ網状赤血球溶解液(RRL)系な
どのin vitro翻訳系に試験薬物を添加した後、確立されている分析法を行うことによって
実施し得る。その他の代替法として、上述の方法によって互いに相互作用することが測定
された、精製された成分または部分的に精製された成分を、試験薬物を添加して／添加せ
ずに、それらの相互作用が自然に起こるような条件下に置いて、既に確立されている相互
作用を分析する手順で該試験薬物の影響を評価しうる。このアプローチにおいては、精製
された成分または部分的に精製された成分を、ユビキチンリガーゼ複合体およびユビキチ
ン経路の成分を発現する細胞の抽出物の画分化により調製するか、またはクローン化遺伝
子、cDNAまたはその断片の発現により得ることができ、その後発現された物質は場合によ
り精製してもよい。
【０１３７】
　in vitroの選択方法が広範囲であるなかで、数種類の方法が試験薬物のスクリーニング
に特に有利および／または有用であると思われる。それらは、2個以上のユビキチンリガ
ーゼ複合体成分の結合相互作用または標的となる基質との相互作用を測定する方法、相互
作用する成分の１つである酵素の活性を測定する方法、ならびに「レポーター」タンパク
質、すなわち1種の成分の制御下に置かれた酵素またはその他の検出もしくは選択可能な
タンパク質の活性または発現を測定する方法などであるが、それらに限定されない。
【０１３８】
　2個以上の成分同士の結合相互作用は、多様な方法で測定しうる。１つのアプローチと
しては、容易に検出できる標識で成分の１種を標識し、それをその他の成分（1種または
複数種）と共に、それらが自然に相互作用するような条件下において、結合した標識成分
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を未結合標識成分から分離するステップを行い、その後結合成分の量を測定することであ
る。結合反応での試験薬物の影響は、該薬物の存在下で結合する標識成分の量と、該薬物
の不在下で結合する量とを比較することにより測定しうる。
【０１３９】
　その他の実施形態において、スクリーニングは、ライブラリーメンバーと固相に固定さ
れたFBPタンパク質（または核酸もしくは誘導体）とを接触させ、該タンパク質（または
核酸もしくは誘導体）に結合するライブラリーメンバーを回収することにより行いうる。
「パニング（panning）」技術という、このようなスクリーニング方法の例が、Parmley &
 Smith, 1988, Gene 73:305-318; Fowlkesら, 1992, BioTechniques 13:422-427; PCT公
開番号 WO 94/18318号; および先に引用した文献において例示として記載されている。
【０１４０】
　その他の実施形態において、相互作用するタンパク質またはペプチドを酵母において選
択するツーハイブリッド系（Fields & Song, 1989, Nature 340:245-246; Chienら, 1991
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:9578-9582）を用いて、FBPタンパク質または誘導体に
特異的に結合する分子を同定しうる。
【０１４１】
　あるいは試験方法は、標的基質のユビキチン化などの酵素活性の測定法に依存してもよ
い。新規FBPの基質が同定されるか、または既知FBPの新規な推定基質（Skp2、E2Fおよびp
27の新規基質など）が同定されたら、これらの成分を、ユビキチンリガーゼ複合体のユビ
キチンリガーゼ活性に対する試験化合物の作用を判定するためのアッセイで使用すること
が可能である。
【０１４２】
　一実施形態においては、スクリーニングアッセイは、試験化合物の存在下および不在下
において精製系と共に実施し得る。精製された基質を、試験化合物の存在下または不在下
において、精製されたユビキチンリガーゼ複合体、ユビキチン結合酵素、ユビキチン活性
化酵素、およびユビキチンと共にインキュベートする。基質のユビキチン化はイムノアッ
セイにより分析する（Paganoら、1995, Science 269: 682-685参照）。簡単に説明すると
、50mM Tris pH7.5、5mM MgCl2、2mM ATPγ-S、0.1mM DTT、および5μMビオチニル化ユビ
キチン中に50～200ngのタンパク質を含む反応溶液中で基質のユビキチン化をin vitroで
実施し得る。全反応溶液（30μl）を試験化合物の存在下または不在下で25℃にて最高3時
間インキュベートし、次に分析のために8%SDSゲルまたは4～20%の勾配ゲル上にローディ
ングする。該ゲルを泳動させ、タンパク質を電気泳動によりニトロセルロースにトランス
ファーする。基質のユビキチン化はイムノブロッティングにより検出し得る。ユビキチン
化基質は、エクストラアビジン(Extravidin)‐HRP（Sigma）を用いて、または基質特異的
抗体、およびECL検出系（NEN）を用いることにより可視化し得る。
【０１４３】
　他の実施形態においては、基質のユビキチン化を、試験化合物の存在下および不在下に
て無傷の培養細胞または動物モデルにおいてアッセイし得る。例えば、試験化合物を動物
モデル、または動物組織サンプルから得た粗抽出物、に直接投与して、試験化合物の存在
下および不在下における基質のユビキチン化を測定し得る。これらのアッセイについて、
試験化合物を添加する宿主細胞を遺伝子工学的に操作して、ユビキチンリガーゼ経路およ
び標的基質のFBP成分を発現させ得る。その場合の発現は、一過性、誘導性もしくは構成
的、または安定であり得る。本発明のスクリーニング方法のために、多種多様な宿主細胞
を使用することができ、それには、限定するものではないが、組織培養細胞、哺乳動物細
胞、酵母細胞、および細菌が含まれる。各細胞種はそれぞれ利点と欠点を有する。ヒト組
織細胞の一次培養物などの哺乳動物細胞は、本発明のアッセイを行うのに好ましい細胞種
でありうるが、これらの細胞種は培養が困難な場合がある。細菌および酵母は比較的容易
に培養を行うことができるが、哺乳動物細胞とは異なった形でタンパク質をプロセシング
する。このユビキチン化アッセイは以下の通りに実施し得る。まず、ヒトもしくは動物組
織由来の抽出物を調製する。ユビキチン化酵素を維持している動物組織サンプルを調製す
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るために、1gの組織を切断し、Brinkmann Polytronホモジナイザー（PT 3000, Westbury,
 NY）を使用して15,000rpmにて1mlの2つの氷冷蒸留水中でホモジネートしうる。そのサン
プルを3回凍結・解凍する。その溶解物を4℃にて45分間、Beckman JA-20.1ローター（Bec
kman Instruments, Palo Alto, CA）において15,000rpmにて回転させる。上清を回収し、
-80℃にて凍結する。この全抽出物の調製方法はユビキチン化酵素を維持する（Lodaら、1
997, Nature Medicine 3: 231-234、その全文を参照により本明細書に組み入れる）。
【０１４４】
　精製された組換え基質をアッセイ系に添加し、30μlのユビキチン化ミックス（100μg
のタンパク質組織ホモジネート、50mM Tris-HCl(pH8.0)、5mM MgCl2、および1mM DTT、2m
M ATP、10mMクレアチンホスホキナーゼ、10mMクレアチンリン酸、および5μMビオチニル
化ユビキチンを含む）中、37℃にて種々の時間でインキュベートする。次に基質を抗体ま
たはアフィニティークロマトグラフィーにより再度精製する。基質のユビキチン化は、該
基質に特異的な抗体またはエクストラアビジン－HRPを用いたイムノアッセイにより測定
する。
【０１４５】
　さらにショウジョウバエ（Drosophila）を、FBPと表現型的に相互作用する遺伝子を検
出するためのモデル系として使用し得る。例えば、ショウジョウバエ（Drosophila）の眼
におけるFBPの過剰発現により小さく不完全な眼となる。該ハエゲノムの突然変異誘発を
行い、次に突然変異誘発により小さく不完全な眼の表現型が抑制もしくは増強されたハエ
を選択し得る。このようなハエの突然変異遺伝子はFBPと相互作用／結合するタンパク質
をコードすると考えられる。上述の方法により同定された活性化合物を培養細胞および／
もしくは動物モデルにおいて試験し、in vivoにおけるFBP活性（例えば、細胞増殖、基質
の蓄積に対する作用など）のブロッキング作用を試験する。
【０１４６】
　他の種々の実施形態において、スクリーニングは一般的に知られている多くの方法のう
ちの1つにより達成し得る。例えば、ペプチドライブラリーのスクリーニングを開示して
いる以下の参照文献を参照のこと：ParmleyおよびSmith, 1989, Adv. Exp. Med. Biol. 2
51: 215-218；ScottおよびSmith, 1990, Science 249: 386-390；Fowlkesら、1992, BioT
echniques 13: 422-427；Oldenburgら、1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5393-53
97；Yuら、1994, Cell 76: 933-945；Staudtら、1988, Science 241: 577-580；Bockら、
1992, Nature 355: 564-566；Tuerkら、1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 6988-69
92；Ellingtonら、1992, Nature 355: 850-852；米国特許第5,096,815号、米国特許第5,2
23,409号、および米国特許第5,198,346号（いずれもLadnerら）；RebarおよびPabo, 1993
, Science 263: 671-673；ならびにPCR公開番号WO94/18318号。
【０１４７】
　化合物、ペプチド、および小分子をスクリーニングアッセイで使用して、候補アゴニス
トおよびアンタゴニストを同定し得る。一実施形態においては、ペプチドライブラリーを
使用して、本発明のFBPのアゴニストまたはアンタゴニストについてスクリーニングし得
る。ランダムもしくはコンビナトリアル・ペプチドもしくは非ペプチドライブラリーなど
の多様なライブラリーをFBPと特異的に結合する分子についてスクリーニングしてもよい
。例えば、化学的に合成されたライブラリー、組換えライブラリー（ファージディスプレ
イライブラリーなど）、およびin vitro翻訳系ライブラリーを利用し得る、多くのライブ
ラリーが当技術分野で公知である。
【０１４８】
　化学的に合成されたライブラリーの例は、以下に示す文献に記載されている：Fodorら
、1991, Science 251: 767-773；Houghtenら、1991, Nature 354: 84-86；Lamら、1991, 
Nature 354: 82-84；Medynski、1994, Bio/Technology 12: 709-710；Gallopら、1994, J
. Medicinal Chemistry 37(9): 1233-1251；Ohlmeyerら、1993, Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 90: 10922-10926；Erbら、1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11422-11426；H
oughtenら、1992, Biotechniques 13: 412；Jayawickremeら、1994, Proc. Natl. Acad. 
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Sci. USA 91: 1614-1618；Salmonら、1993, Proc. Natl. Acd. Sci. USA 90: 11708-1171
2；PCT公開番号WO93/20242号、ならびにBrennerおよびLerner, 1992, Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 89: 5381-5383。
【０１４９】
　ファージディスプレイライブラリーの例は、以下に示す文献に記載されている：Scott
およびSmith, 1990, Science 249: 386-390；Devlinら、1990, Science, 249: 404-406；
Christianら、1992, J. Mol. Biol. 227: 711-718；Lenstra, 1992, J. Immunol. Meth. 
152: 149-157；Kayら、1993, Gene 128: 59-65；ならびにPCT公開番号WO94/18318号（199
4年8月18日公開）。
【０１５０】
　in vitro翻訳系ライブラリーには、限定されるものではないが、以下に記載されるもの
が含まれる：PCT公開番号WO91/05058号（1991年4月18日公開）、およびMattheakisら、19
94, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 9022-9026。
【０１５１】
　非ペプチドライブラリーの例としては、ベンゾジアゼピンライブラリー（例えばBunin
ら、1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 4708-4712参照）が使用に適し得る。ペプト
イドライブラリー（Simonら、1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 9367-9371）もま
た使用し得る。使用し得るライブラリーの他の例としては、ペプチド中のアミド官能基を
ペルメチル化し、化学的に変化させたコンビナトリアルライブラリーを作製することにつ
いて、Ostreshら（1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11138-11142）により記載さ
れている。
【０１５２】
5.5.2　F-boxタンパク質と他のタンパク質との相互作用をモジュレートする化合物の同定
についてのアッセイ
　第5.4節に詳述したように、基質もしくは相互作用タンパク質を同定したら、次に、か
かるタンパク質とF-boxタンパク質との相互作用のモジュレーターについてアッセイする
ことができる。本発明は、かかる相互作用のアゴニストおよびアンタゴニストの検出方法
を提供する。
【０１５３】
　一実施形態において、本発明は第7節および図10にて同定されるF-boxタンパク質である
Skp2とE2F-1との間の相互作用のモジュレーター（インヒビターもしくはアゴニストなど
）を同定するための方法を包含する。かかる方法には、モジュレーター活性についてのin
 vivoおよびin vitroアッセイが含まれる。例えば、in vivoアッセイにおいては、昆虫細
胞を、Skp2およびE2F-1、ならびにSkp2/E2F-1相互作用の潜在的なモジュレーターを共発
現するバキュロウイルス（複数種）により共感染させ得る。本発明のスクリーニング方法
は、上述の第5.5.1節に記載のSkp2の酵素活性を阻害する試験化合物の能力を測定するin 
vitroアッセイを包含する。第7節に詳述し、図10に示すように、細胞抽出物を調製し、タ
ンパク質－タンパク質相互作用についてゲル電気泳動により分析し、そしてイムノブロッ
ティングにより検出し得る。あるいは、in vitroタンパク質－タンパク質相互作用アッセ
イを使用してもよい。精製された組換えSkp2、E2F-1、および推定アゴニストもしくはア
ンタゴニスト分子を、結合が起こり得る条件下にて、例えば37℃にて30分間、一緒にイン
キュベートする。タンパク質－タンパク質複合体の形成は、本明細書の第7節に記載のよ
うなゲル分析により検出し得る。このアッセイを使用して、既知FBP（Skp2など）と新規
基質との相互作用のモジュレーターを同定し得る。
【０１５４】
　他の実施形態においては、本発明は、F-boxタンパク質／Skp1相互作用のモジュレータ
ーの同定方法を提供する。かかるアゴニストおよびアンタゴニストはin vivoもしくはin 
vitroにおいて同定し得る。例えば、F-boxタンパク質／Skp1相互作用のモジュレーターを
同定するin vitroアッセイにおいて、精製されたSkp1および新規なFBPを、結合が起こり
得る条件下にて、例えば37℃にて30分間、一緒にインキュベートする。並行反応において
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は、上述の第5.5.1節に記載の潜在的なアゴニストもしくはアンタゴニストを、boxタンパ
ク質／Skp1インキュベーションの前、もしくはその間に添加する。タンパク質－タンパク
質相互作用は、本明細書の第7節に記載のようなゲル分析により検出し得る。FBP活性のモ
ジュレーターおよびFBPと他のタンパク質との相互作用のモジュレーターは、本明細書の
第5.7節に記載の方法を用いて治療薬として使用し得る。
【０１５５】
　これらのアッセイは、以下に記載するin vitroアッセイを含む、本明細書に記載のスク
リーニング方法のいずれかを利用して実施し得る。スクリーニングは、試験薬剤をユビキ
チン経路の成分を発現する無傷細胞に添加し、続いて目的の成分を既に確立されている任
意の方法で試験することによって実施する。あるいは、スクリーニングは、試験薬剤をin
 vitro翻訳反応に添加し、続いて確立された分析法を行うことにより実施してもよい。他
の代替法としては、上述の方法により互いに相互作用すると判定された、精製もしくは部
分精製成分を、それらの間の相互作用が通常起こり得る条件下に配置し、試験薬剤を添加
するおよび添加しないで、相互作用を分析するための既に確立されている方法を使用して
試験薬剤の影響を評価してもよい。このアプローチにおいては、精製もしくは部分精製成
分を、ユビキチンリガーゼ複合体および経路の成分を発現する細胞の抽出物を分画するこ
とにより調製してもよいし、あるいはクローン化遺伝子もしくはcDNAまたはその断片の発
現により得てもよく、その後場合により発現物質の精製を行ってもよい。
【０１５６】
　幅広いカテゴリーのin vitro選択方法の中で、いくつかのタイプの方法が試験薬剤のス
クリーニングに対して特に都合よくおよび／かつ有用であると考えられる。これらの方法
には、限定するものではないが、ユビキチンリガーゼ複合体の2種以上の成分間の結合相
互作用または標的基質との相互作用を測定する方法、相互作用成分の1種である酵素の活
性を測定する方法、ならびに「レポーター」タンパク質（すなわち、上記1種の成分の制
御下に置かれている、酵素または検出可能もしくは選択可能な他のタンパク質）の活性も
しくは発現を測定する方法、が含まれる。
【０１５７】
　2種以上の成分間の結合相互作用は、種々の方法で測定し得る。一つのアプローチでは
、容易に検出可能な標識により成分のうちの1種を標識し、それらが通常相互作用する条
件下で他の成分と共に配置し、結合した標識成分を未結合標識成分から分離する分離ステ
ップを行い、続いて結合した成分の量を測定する。結合反応中に含まれる試験薬剤の作用
は、該薬剤の存在下で結合する標識成分量をその不在下で結合する量と比較することによ
り判定し得る。
【０１５８】
　このタイプの方法における分離ステップは種々の方法で達成し得る。一つのアプローチ
において、標識成分の結合パートナー（1種もしくは複数）を固相上に固定化してから結
合反応を行うことができ、そしてその結合反応の後に未結合標識成分を固相の洗浄により
除去し得る。固相への結合パートナーの結合は、当業者に公知の種々の方法で達成するこ
とができ、限定するものではないが、化学的架橋、プラスチック表面への非特異的付着、
固相に結合させた抗体との相互作用、結合パートナーに結合させたリガンド（ビオチンな
ど）と、固相に結合させたリガンド結合タンパク質（アビジンもしくはストレプトアビジ
ンなど）との相互作用などが含まれる。
【０１５９】
　あるいは、溶液中で標識成分がその結合パートナーと相互作用可能になった後で分離ス
テップを行ってもよい。標識成分とその結合パートナーとのサイズの相違によってこのよ
うな分離が可能になる場合には、結合反応の生成物を、未結合標識成分の通過は可能だが
、その結合パートナーもしくはパートナーと結合した標識成分は通過できない細孔を有す
るウルトラフィルターを通過させることにより、精製を達成し得る。精製はまた、標識成
分の結合パートナーを溶液から捕捉することのできる任意の試薬、例えば、結合パートナ
ーに対する抗体、結合パートナーに既に結合させたリガンドと相互作用することができる
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リガンド結合タンパク質などを用いて達成してもよい。
【０１６０】
5.6　F-boxタンパク質、誘導体およびモジュレーターの診断的使用のための方法および組
成物
　細胞周期調節物質は腫瘍遺伝子の産物（サイクリン、β-カテニンなど）または腫瘍抑
制遺伝子の産物（cki、p53など）である。従って、ユビキチンリガーゼ複合体の部分であ
るFBPは、腫瘍遺伝子または腫瘍抑制遺伝子の産物（これらの遺伝子産物に応じてこれら
産物は細胞周期調節タンパク質の細胞発生量を調節する）であり得る。
【０１６１】
　FBPタンパク質、その類似体、誘導体および部分配列、FBP核酸（およびこれらに相補性
の配列）、抗FBP抗体は診断における用途を有する。FBPおよびFBP核酸をアッセイに用い
て、腫瘍発生、癌腫、腺種などを含む増殖性または分化性障害を検出、予知または診断す
ることができる。本発明の新規なFBP核酸は、核型異常およびヘテロ接合性の損失に関連
する染色体部位に位置している。本発明のFBP1核酸は、染色体位置10q24にマッピングさ
れ、位置決めされ、その損失がヒト前立腺腫瘍および小細胞胚癌(SCLC)の１０％において
実証されており、腫瘍抑制遺伝子がこの位置に存在することを示唆した。加えて、７％ま
での小児急性Ｔ細胞白血病は、t(10;14)(q24;q11)またはt(7;10)(q35;q24)の何れかであ
る切断点としての10q24を伴う転座を随伴する。9q34領域（そこにFBP2が位置する）は、
ヒト卵巣癌および膀胱癌におけるヘテロ接合性の損失(LOH)の部位であることが示されて
いる。本発明のFBP2核酸は、ヒト卵巣癌および膀胱癌におけるヘテロ接合性の損失(LOH)
の部位であることが示されている染色体位置9q34にマッピングされ、位置決めされる。本
発明のFBP3核酸は、ヒトSCLCの約７５％においてヘテロ接合性の損失を有する推定上の腫
瘍抑制遺伝子を含有することが知られている領域である染色体位置13q22にマッピングさ
れ、位置決めされる。本発明のFBP4核酸は、ヒト乳癌および鼻咽頭癌を含む様々な腫瘍に
おける核型異常の部位であることが知られている染色体位置5p12にマッピングされ、位置
決めされる。本発明のFBP5核酸は、ヒト卵巣癌、乳癌、胃癌、肝臓癌、バーキットリンパ
腫、神経膠腫および上皮小体腺腫におけるヘテロ接合性損失の部位であることが知られて
いる領域である染色体位置6q25-26にマッピングされ、位置決めされる。本発明のFBP7核
酸は、乳癌および結腸癌における転移期への進行および上皮小体腺腫におけるヘテロ接合
性損失に関連する腫瘍抑制遺伝子を含有する領域である染色体位置15q15にマッピングさ
れ、位置決めされる。
【０１６２】
　本発明の分子を免疫アッセイのようなアッセイに用いて、FBP発現に影響を与える様々
な状態、疾患および障害を検出、予知、診断または監視することができ、あるいはそれら
の治療を監視することができる。特に、このような免疫アッセイは、患者から誘導された
サンプルを免疫特異的結合が起こり得るような条件下で抗FBP抗体と接触させ、該抗体に
よる免疫特異的結合の量を検出または測定することを含む方法によって行われる。特定の
態様において、組織切片における抗体のこのような結合を用いて、異常FBP局在化またはF
BPの異常レベル（例えば低または非存在）を検出することができる。特定の実施形態にお
いて、FBPに対する抗体を用いて患者の組織または血清サンプルをFBPの存在についてアッ
セイすることができ、この場合、FBPの異常レベルは疾患状態の指標である。「異常レベ
ル」とは、その身体の部分からまたは障害を持たない被験者からの類似するサンプル中に
存在するレベルまたは該サンプル中に存在することを示す標準レベルに対して上昇または
低下したレベルを意味する。
【０１６３】
　使用できる免疫アッセイとしては、いくつか挙げるとすると、ウェスターンブロット、
免疫組織化学的放射線免疫アッセイ、ELISA（酵素結合免疫吸着アッセイ）、「サンドイ
ッチ」免疫アッセイ、免疫沈殿アッセイ、沈降素反応、ゲル拡散沈降素反応、免疫拡散ア
ッセイ、凝集素アッセイ、補体固定アッセイ、免疫放射性測定アッセイ、蛍光免疫アッセ
イ、プロテインＡ免役アッセイのような技術を用いる競合的または非競合的アッセイ系が



(38) JP 2009-100746 A 2009.5.14

10

20

30

40

50

あるが、これらに限定されるものではない。
【０１６４】
　FBP遺伝子および相補的配列を含む関連する核酸配列および部分配列もまた、ハイブリ
ダイゼーションアッセイに用いることができる。FBP核酸配列および約８以上のヌクレオ
チドを含むその部分配列を、ハイブリダイゼーションプローブとして使用できる。ハイブ
リダイゼーションアッセイを用いて、上記のようにFBP発現および／または活性の異常変
化に関連する状態、障害または疾患状態を検出、予知、診断または監視することができる
。特に、このようなハイブリダイゼーションアッセイは、核酸を含有するサンプルをハイ
ブリダイゼーションが起こり得るような条件下でFBP DNAまたはRNAにハイブリダイズでき
る核酸プローブと接触させ、生じたハイブリダイゼーションを検出または測定することを
含む方法によって行われる。
【０１６５】
　特定の実施形態において、FBPタンパク質、FBP RNAまたはFBP機能活性（例えばユビキ
チンリガーゼターゲット結合活性、F-boxドメイン結合活性、ユビキチンリガーゼ活性な
ど）のレベルの低下を検出することにより、あるいはFBP発現または活性の低下を引き起
こすFBP RNA、DNAまたはFBPタンパク質の突然変異（例えばFBP核酸の転座、FBP遺伝子ま
たはタンパク質の切断、野生型FBPに対するヌクレオチドまたはアミノ酸配列の変化など
）を検出することにより、細胞の過剰増殖を伴う疾患および障害を診断することができ、
あるいはそれらの疑わしい存在をスクリーニングすることができ、あるいはこのような障
害を発生させる素質を検出することができる。このような疾患および障害としては、以下
の5.7.3の節に記載するものが挙げられるが、それらに限定されるものではない。例とし
て、FBPタンパク質のレベルは免役アッセイにより検出でき、FBP RNAのレベルはハイブリ
ダイゼーションアッセイ（例えばノーザンブロット、in situハイブリダイゼーション）
により検出でき、FBP活性はin vivoまたはin vitroで形成されたE3ユビキチンリガーゼ複
合体におけるユビキチンリガーゼ活性を測定することによりアッセイでき、F-boxドメイ
ン結合活性は当該技術分野で一般的に知られている結合アッセイによりSkp1タンパク質へ
の結合を測定することによりアッセイでき、FBP核酸における転座、欠失および点突然変
異はサザンブロッティング、FISH、RFLP分析、SSCP、FBP遺伝子の少なくとも大部分にわ
たる断片を好ましく生成させるプライマーを用いるPCR、患者から得られたFBPゲノムDNA
またはcDNAの配列決定などにより検出できる。
【０１６６】
　好ましい実施形態において、患者のサンプル中のFBP mRNAまたはタンパク質レベルが検
出または測定され、この場合、レベルの低下は該患者が悪性または過剰増殖性障害を有す
ること、またはこれを生じる素質を有することを示し；これらのレベルの低下は、その身
体の部分からの、または場合によっては悪性または過剰増殖性障害を持たない被験者から
の類似のサンプル中に存在するレベルに対するものである。
【０１６７】
　別の特定の実施形態において、FBPタンパク質、FBP RNAまたはFBP機能活性（例えばユ
ビキチンリガーゼ活性、Skp1結合活性など）のレベルの上昇を検出することにより、ある
いはFBPの発現または活性の上昇を引き起こすFBP RNA、DNAまたはタンパク質の突然変異
（例えばFBP核酸の転座、その遺伝子またはタンパク質の切断、野生型FBPに対するヌクレ
オチドまたはアミノ酸配列の変化など）を検出することにより、細胞増殖の欠乏を伴う疾
患および障害または細胞増殖の治療が望まれる疾患および障害が診断され、またはそれら
の疑わしい存在をスクリーニングすることができ、そのような障害を発生させる素質を検
出できる。このような疾患および障害としては、以下の5.7.3節に記載するものが挙げら
れるが、それらに限定されるものではない。例として、FBPタンパク質のレベル、FBP RNA
のレベル、ユビキチンリガーゼ活性、FBP結合活性、および転座または点突然変異の存在
を上記のように決定することができる。
【０１６８】
　特定の実施形態において、患者のサンプル中のFBP mRNAまたはタンパク質のレベルが検
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出または測定され、この場合、レベルの上昇は、該患者が発育不全または退行性もしくは
低増殖性障害を有すること、またはこれを生じる素質を有することを示し；これらのレベ
ルの上昇は、身体の部分からの、または場合によっては発育不全、退行性障害または低増
殖性障害を持たない被験者からの類似のサンプル中に存在するレベルに対するものである
。
【０１６９】
　１個またはそれ以上の容器内に、抗FBP抗体、および場合により該抗体に対する標識さ
れた結合パートナーを含む、診断用キットも提供される。あるいは、該抗FBP抗体を（検
出可能なマーカー、例えば化学発光性、酵素的、蛍光性または放射性部分で）標識するこ
とができる。１個またはそれ以上の容器内に、FBP RNAにハイブリダイズすることができ
る核酸プローブを含むキットも提供される。特定の実施形態において、キットは、１個ま
たはそれ以上の容器内に、適切な反応条件下でFBP核酸の少なくとも一部の増幅［例えば
ポリメラーゼ連鎖反応(例えばInnisら, 1990, PCR Protocols, Academic Press, Inc., S
an Diego, CA参照)、リガーゼ連鎖反応(EP 320,308参照)、Qレプリカーゼの使用、環状プ
ローブ反応または当該技術分野で公知の他の方法による］を開始させることが可能な１対
のプライマー（例えばそれぞれ６～３０ヌクレオチドの大きさの範囲にある）を含むこと
ができる。キットは場合により、例えば標準またはコントロールとして使用するための、
所定量の精製FBPタンパク質または核酸を、容器内にさらに含むことができる。
【０１７０】
5.7　F-boxタンパク質、誘導体およびモジュレーターの治療的使用のためめの方法および
組成物
　以下に、F-boxタンパク質を増殖性障害の治療に使用するための方法および組成物を説
明する。FBP活性を活性化または向上させる化合物により腫瘍遺伝子疾患の症状を改善す
ることができ、これにより増殖性障害および癌を改善することができる。
【０１７１】
　ある場合に、FBPの活性を上昇または増強させる化合物および方法を用いて、増殖およ
び腫瘍遺伝子疾患の症状を治療することができる。このようなケースは、例えば少なくと
も一部はFBP遺伝子発現レベルの低下またはFBP遺伝子産物活性の異常レベルによってもた
らされる増殖性障害を伴うことがある。例えば、ユビキチンリガーゼ複合体（その基質は
サイクリンファミリーのメンバーのような正の細胞周期調節物質である）のFBP成分の活
性低下または発現不足は、細胞増殖の増加を生じさせるであろう。このように、遺伝子発
現レベルおよび／またはこのようなFBP遺伝子産物活性の増大は、増殖性疾患症状の改善
をもたらすであろう。
【０１７２】
　別の場合、FBPの活性を上昇または増強させる化合物を用いて、FBP基質分子のような、
細胞周期の制御に関連する他の遺伝子および遺伝子産物の発現または活性の欠乏に起因す
る増殖および腫瘍遺伝子疾患の症状を治療することができる。例えば、サイクリンファミ
リーのメンバーのような正の細胞周期ポジティブ分子の発現または活性の上昇はその過剰
活性を生じさせ、これによって細胞増殖の上昇がもたらされ得る。ユビキチンリガーゼ複
合体（その基質はこのような正の細胞周期調節物質である）のFBP成分の発現または活性
を上昇させる化合物は、この欠陥分子のユビキチン化をもたらし、これによってその分解
の増加を生じさせるであろう。このような欠陥に起因する疾患の症状は、その障害をFBP
活性の上昇により補う化合物によって改善することができる。FBP遺伝子発現レベルおよ
び遺伝子産物活性レベルを上昇させる技術は、以下の5.7節で論じられる。
【０１７３】
　あるいは、FBP活性を低下または不活性化する化合物および方法を治療的に用いて、増
殖および腫瘍遺伝子疾患の症状を改善することができる。例えば、増殖性疾患は、少なく
とも一部は、FBP遺伝子の過剰活性をもたらす欠陥のあるFBP遺伝子または遺伝子産物によ
って引き起こされうる。このような欠陥のある遺伝子産物がユビキチンリガーゼ複合体（
そのターゲットは細胞周期阻害分子である）の成分、例えばCkiである場合、過剰活性なF
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BPは細胞周期阻害分子のレベルの低下、従って細胞増殖の上昇をもたらすであろう。この
ような場合、FBP機能を低下または不活性化させる化合物および方法を用いて該疾患の症
状を治療することができる。
【０１７４】
　別の場合、FBP基質分子のような、FBPの活性を低下させる化合物および方法を用いて、
細胞周期制御に関連する他の遺伝子および遺伝子産物の発現または活性の欠乏に起因する
障害を治療することができる。例えば、細胞周期の負の調節分子、例えばCkiの発現また
は活性の欠乏は、その過少活性をもたらし、従って細胞増殖の上昇をもたらすことができ
る。FBP成分（その基質はこのような分子である）のレベルおよび／または活性の低下は
ユビキチン化を低下させ、従ってこのような欠陥分子のレベルを上昇させるであろう。従
って、このようなFBP分子の発現および／または活性の低下を目的とする化合物および方
法を、欠陥遺伝子または遺伝子産物を補うことによる疾患症状の治療に使用できるであろ
う。
【０１７５】
　ターゲット遺伝子発現レベルまたはターゲット遺伝子産物活性レベルを低下させる技術
は、以下の5.7節で論じられる。
【０１７６】
5.7.1　阻害性アンチセンス、リボザイムおよび三重ヘリックス分子ならびに同
定されたアゴニストおよびアンタゴニストの治療的使用
　別の実施形態において、ある種のFBP障害、例えば腫瘍形成または癌を引き起こす増殖
性または分化性障害は、周知のアンチセンス、遺伝子「ノックアウト」リボザイムおよび
／または三重ヘリックス法と共にFBP遺伝子配列を用いてFBP遺伝子発現のレベルおよび／
またはFBP遺伝子産物活性を低下させてFBP遺伝子発現レベルを低下させることによって改
善することができる。FBP遺伝子の活性、発現または合成をモジュレートする能力（癌の
ようなFBP障害の症状を回復させる能力を含む）を示し得る化合物の中で優れているもの
は、アンチセンス、リボザイムおよび三重ヘリックス分子である。このような分子は、損
なわれていないターゲット遺伝子活性、または適切ならば突然変異ターゲット遺伝子活性
のいずれかを低下または阻害するように設計することができる。このような分子を調製お
よび使用する技術は当業者に周知である。例えば、アンチセンスターゲッティングSKP2 m
RNAは、以下のX節（図Ｘ）で説明するようにSKP2基質p27を安定化させる。
【０１７７】
　アンチセンスRNAおよびDNA分子は、標的mRNAにハイブリダイズさせ、タンパク質の翻訳
を阻止することによりmRNAの翻訳を直接遮断するように作用する。アンチセンス法は、タ
ーゲット遺伝子mRNAに相補的であるオリゴヌクレオチドの設計を必要とする。これらのア
ンチセンスオリゴヌクレオチドは相補的な標的遺伝子mRNA転写物に結合して翻訳を阻止す
るであろう。絶対的な相補性は好ましいが、必須ではない。
【０１７８】
　本明細書において、RNAの一部に「相補的な」配列とは、そのRNAとハイブリダイズして
安定な２本鎖分子を形成できるのに充分な相補性を有する配列を意味し；従って二重鎖ア
ンチセンス核酸の場合、２本鎖DNAの１本鎖を試験することができ、あるいは３本鎖形成
をアッセイすることができる。ハイブリダイズする能力はアンチセンス核酸の相補性の程
度および長さの双方に依存するであろう。一般的に、ハイブリダイズする核酸が長いほど
RNAとの塩基ミスマッチが多くなり得るが、依然として安定な２本鎖（場合によっては３
本鎖）を形成する。当業者は、標準的な手順を用いてハイブリダイズした複合体の融点を
決定することにより、許容されるミスマッチ度を確認できる。
【０１７９】
　一つの実施形態において、FBP遺伝子の非コード領域に相補性のオリゴヌクレオチドを
アンチセンス法に用いて、内因性FBP mRNAの翻訳を阻害できる。アンチセンス核酸は、少
なくとも７ヌクレオチドの長さであるべきであり、６～約５０ヌクレオチドの範囲のオリ
ゴヌクレオチドであることが好ましい。特定の態様において、オリゴヌクレオチドは少な
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くとも１０ヌクレオチド、少なくとも１７ヌクレオチド、少なくとも２５ヌクレオチドま
たは少なくとも５０ヌクレオチドである。
【０１８０】
　本発明の実施形態において、図２および４～９に示すように、F-boxモチーフをコード
する核酸に相補性のオリゴヌクレオチド。
【０１８１】
　ターゲット配列の選択とは無関係に、in vitro研究を最初に行って、アンチセンスオリ
ゴヌクレオチドが遺伝子発現を阻害する能力を定量することが好ましい。これらの研究に
は、オリゴヌクレオチドのアンチセンス遺伝子阻害と非特異的な生物学的効果とを区別す
るコントロールを利用することが好ましい。これらの試験によりターゲットRNAまたはタ
ンパク質のレベルと内部コントロールRNAまたはタンパク質のレベルとを比較することも
好ましい。加えて、アンチセンスオリゴヌクレオチドを用いて得られた結果をコントロー
ルオリゴヌクレオチドを用いて得られた結果と比較することが考慮される。コントロール
オリゴヌクレオチドは試験オリゴヌクレオチドとほぼ同じ長さのものであること、および
オリゴヌクレオチドのヌクレオチド配列は、アンチセンス配列との差がターゲット配列へ
の特異的ハイブリダイゼーションの防止に必要であるよりも大きくないことが好ましい。
【０１８２】
　オリゴヌクレオチドはDNAもしくはRNA、またはそれらのキメラ混合物または誘導体もし
くは改変バージョン、１本鎖または２本鎖であり得る。オリゴヌクレオチドを塩基部分、
糖部分またはリン酸塩バックボーンで修飾して、例えばその分子、ハイブリダイゼーショ
ンなどの安定性を改善することができる。オリゴヌクレオチドは、他の付属基、例えばペ
プチド（例えばin vivoで宿主細胞受容体をターゲッティングするため）、または細胞膜
を通過する輸送を容易にする物質（例えばLetsingerら, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 86, 6553-6556; Lemaitreら, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 648-652; PCT
公開番号WO88/09810、1988年12月15日公開参照）、または血液－脳関門（例えばPCT公開
番号WO89/10134、1988年4月25日公開参照）、ハイブリダイゼーション誘発開裂剤（例え
ばKrolら, 1988, BioTechniques 6, 958-976参照）、または介在物質（例えばZon, 1988,
 Pharm. Res. 5, 539-549参照）を含むことができる。この目的のために、オリゴヌクレ
オチドを別の分子、例えばペプチド、ハイブリダイゼーション誘発架橋剤、輸送剤、ハイ
ブリダイゼーション誘発開裂剤などにコンジュゲートさせることができる。
【０１８３】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、少なくとも１つの修飾された塩基部分を含むこと
ができ、この塩基部分は、5-フルオロウラシル、5-ブロモウラシル、5-クロロウラシル、
5-ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、4-アセチルシトシン、5-(カルボキシ
ヒドロキシメチル)ウラシル、5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウリジン、5-カル
ボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、β-D-ガラクトシルキューオシ
ン、イノシン、N6-イソペンテニルアデニン、1-メチルグアニン、1-メチルイノシン、2,2
-ジメチルグアニン、2-メチルアデニン、2-メチルグアニン、3-メチルシトシン、5-メチ
ルシトシン、N6-アデニン、7-メチルグアニン、5-メチルアミノエチルウラシル、5-メト
キシアミノメチル-2-チオウラシル、β-D-マンノシルキューオシン、5-メトキシカルボキ
シメチルウラシル、5-メトキシウラシル、2-メチルチオ-N6-イソペンテニルアデニン、ウ
ラシル-5-オキシ酢酸(v)、ワイブトキソシン(wybutoxosine)、プソイドウラシル、キュー
オシン、2-チオシトシン、5-メチル-2-チオウラシル、2-チオウラシル、4-チオウラシル
、5-メチルウラシル、ウラシル-5-オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル-5-オキシ酢酸(v
)、5-メチル-2-チオウラシル、3-(3-アミノ-3-N-2-カルボキシプロピル)ウラシル、(acp3
)wおよび2,6-ジアミノプリンを含む群から選択されるが、これらに限定されるものではな
い。
【０１８４】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドはまた、アラビノース、2-フルオロアラビノース、キ
シルロースおよびヘキソースからなる群から選択される少なくとも１種の修飾糖部分を含
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むことができるが、これらに限定されるものではない。
【０１８５】
　また別の実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ホスホロチオエート
(S-ODN)、ホスホロジチオエート、ホスホルアミドチオエート、ホスホルアミデート、ホ
スホルジアミデート、メチルホスホネート、アルキルホスホトリエステルおよびホルムア
セタールまたはこれらの類似体からなる群から選択される少なくとも１種の修飾ホスフェ
ートバックボーンを含む。
【０１８６】
　また別の実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドはアノマーオリゴヌクレ
オチドである。アノマーオリゴヌクレオチドは、相補RNAと特異的２本鎖ハイブリッドを
形成し、このハイブリッドでは通常の単位とは異なり、各ストランドが互いに平行に並ん
でいる(Gautierら, 1987, Nucl. Acids Res. 15, 6625-6641)。このオリゴヌクレオチド
は2-0-メチルリボヌクレオチド(Inoueら, 1987, Nucl. Acids Res. 15, 6131-6148)、ま
たはキメラRNA-DNA類似体(Inoueら, 1987, FEBS Lett. 215, 327-330)である。
【０１８７】
　本発明のオリゴヌクレオチドは当該技術分野で公知の標準的方法により、例えば自動DN
Aシンセサイザー（Biosearch, Applied Biosystemsなどから市販されているようなもの）
を用いて合成できる。例として、ホスホロチオエートオリゴヌクレオチドはSteinら (198
8, Nucl. Acids Res. 16, 3209) の方法により合成することができ、メチルチオホスホネ
ートオリゴヌクレオチドは制御された孔質ガラス重合体支持体(Sarinら, 1988, Proc. Na
tl. Acad. Sci. U.S.A. 85, 7448-7451)などを使用して調製することができる。
【０１８８】
　領域配列をコードするターゲット遺伝子に相補性のアンチセンスヌクレオチドを使用で
きるであろうが、転写された非翻訳領域に相補性のものが最も好ましい。
【０１８９】
　本発明の一つの実施形態において、特定のターゲットmRNAがアンチセンスホスホロチオ
エートオリゴヌクレオチド(S-ODN)とハイブリダイズした後でそれらがRNAse Hで消化され
るので、遺伝子発現のダウンレギュレーションが達成される。どのアンチセンスS-ODNが
より成功するかを推測するための法則はないので、最良の戦略は完全に経験的であり、幾
つかのS-ODNを試してみることからなる。アンチセンスホスホロチオエートオリゴヌクレ
オチド(S-ODN)を、問題のmRNAの特定領域をターゲットするように設計する。アンチセン
スS-ODNのごちゃ混ぜの配列からなるコントロールS-ODNもまた、同一のヌクレオチド含有
量を保証し、かつ、もしかして核酸含有量に寄与うる相違を最小限にするように設計する
。全てのS-ODNはOligos Etc. (Wilsonville, OR)により合成されうる。研究目的のアッセ
イまたはex vivo遺伝子療法プロトコルのような培養細胞に適用する場合、アンチセンス
分子の有効性を試験するために、細胞を100mmの組織培養プレート上で６０～８０％コン
フルエンスになるまで増殖させ、PBSですすぎ、８mlのOpti-MEM、52.8リットルのリポフ
ェクチンおよび最終濃度200nMのS-ODNからなるリポフェクション混合物を重層する。リポ
フェクションはリポフェクチン試薬およびOpti-MEM (Gibco BRL)を用いて行われる。細胞
をリポフェクションミックスの存在下に５時間インキュベートする。インキュベーション
に続いて、培地を完全DMEMと交換する。リポフェクション後、種々の時点で細胞を収穫し
、ウェスタンブロットによりタンパク質レベルを分析する。
【０１９０】
　アンチセンス分子は、ターゲット遺伝子を発現する細胞、すなわちin vivoで直接に被
験者に、またはex vivo遺伝子療法プロトコルのような培養中の細胞を標的にすべきであ
る。多数の方法がアンチセンスDNAまたはRNAを細胞に送達するために開発されており；例
えばアンチセンス分子を組織部位に直接注射することができ、または所望の細胞を標的に
するように設計された改変アンチセンス分子（例えばターゲット細胞表面上で発現される
受容体または抗原に特異的に結合するペプチドまたは抗体に結合されたアンチセンス）を
全身的に投与することができる。
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【０１９１】
　しかしながら、内因性mRNAの翻訳を抑制するのに充分なアンチセンスの細胞内濃度を得
ることはしばしば困難である。従って、好ましいアプローチでは、アンチセンスオリゴヌ
クレオチドが強いpol IIIまたはpol IIプロモーターの制御下に置かれた組み換えDNA構築
物が利用される。このような構築物を用いてターゲット細胞を患者にトランスフェクトす
ることで、内因性ターゲット遺伝子転写物と相補性塩基対を形成するのに十分な量の１本
鎖RNAの転写が生じ、これによってターゲット遺伝子mRNAの翻訳が阻止される。例えば、
ベクターを、例えばそれが細胞によって取り込まれ、アンチセンスRNAの転写を指令する
ように導入することができる。このようなベクターはエピソームに留まることができ、ま
たはそれが転写されて所望のアンチセンスRNAを生成させる限り、染色体的に組み込まれ
るようになることができる。このようなベクターは、当該技術分野で標準的な組み換えDN
A技術の方法により構築することができる。ベクターは、哺乳動物細胞中での複製および
発現に用いられる、当該技術分野で公知のプラスミド、ウイルスまたはその他であってよ
い。アンチセンスRNAをコードする配列の発現は、哺乳動物、好ましくはヒトの細胞中で
作用する当該技術分野で公知の任意のプロモーターによるものであってよい。このような
プロモーターは誘導性または構成的であってよい。このようなプロモーターとしては、SV
40初期プロモーター領域(BernoistおよびChambon, 1981, Nature 290, 304-310)、ラウス
ニワトリ肉腫の３長末端反復に含まれるプロモーター(Yamamotoら, 1980, Cell 22, 787-
797)、ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター(Wagnerら, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci
. U.S.A. 78, 1441-1445)、メタロチオネイン遺伝子の調節配列(Brinsterら, 1982, Natu
re 296, 39-42)などが挙げられるが、これらに限定されるものではない。任意の型のプラ
スミド、コスミド、YACまたはウイルスベクターを用いて、組織部位に直接導入できる組
み換えDNA構築物を調製することができる。あるいは、所望の組織に選択的に感染するウ
イルスベクターを用いることができ、この場合投与は別の経路で（例えば全身的に）行っ
てもよい。
【０１９２】
　また、ターゲット遺伝子mRNA転写物を触媒的に開裂するように設計されたリボザイム分
子を用いて、ターゲット遺伝子mRNAの翻訳、従ってターゲット遺伝子産物の発現を阻止す
ることができる（例えばPCT国際公開WO90/11364、1990年10月4日公開；247節、1222-1225
参照）。本発明の実施形態において、FBP遺伝子にハイブリダイズするオリゴヌクレオチ
ドは、図２および４～９に示すように、F-boxモチーフをコードする核酸に相補性である
ように設計される。
【０１９３】
　リボザイム分子は、RNAの特異的開列を触媒できる酵素的RNA分子である。（概説につい
てはRossi, 1994, Current Biology 4, 467-471参照）。リボザイム作用の機構は、相補
的ターゲットRNAへのリボザイム分子の配列特異的ハイブリダイゼーション、次いで内部
核溶解的開裂イベントを伴う。リボザイム分子の組成はターゲット遺伝子mRNAに相補的な
１個またはそれ以上の配列を含む必要があり、mRNA開裂の原因である周知の触媒的配列を
含む必要がある。この配列については、例えば米国特許弟5,093,246号を参照のこと。こ
れはその全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０１９４】
　mRNAを部位特異的認識配列で開裂させるリボザイムを用いてターゲット遺伝子mRNAを破
壊することができるが、ハンマーヘッドリボザイムの使用が好ましい。ハンマーヘッドリ
ボザイムは、ターゲットmRNAと相補的塩基対を形成する隣接領域によって規定される位置
でmRNAを開裂させる。唯一の必要条件は、ターゲットmRNAが２つの塩基の次の配列：5’-
UG-3’を有することである。ハンマーヘッドリボザイムの構築および生成は当該技術分野
で周知であり、Myers, 1995, Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehensive 
Desk Reference, VCH Publishers, New York（特に第833頁の図４参照）およびHaseloff 
& Gerlach, 1988, Nature, 334, 585-591（これはその全体が参照により本明細書に組み
入れられる）にさらに充分に説明されている。
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【０１９５】
　好ましくは、リボザイムは、開裂認識部位がターゲット遺伝子mRNAの5’末端付近に位
置するように、すなわち有効性を高め、かつ非機能性mRNA転写物の細胞内蓄積を最小限に
するように遺伝子工学的に操作される。
【０１９６】
　本発明のリボザイムはまた、RNAエンドリボヌクレアーゼ（以下、「Cech型リボザイム
」）、例えばテトラヒメナ・サーモフィラ(Tetrahymena thermophila)（IVSまたはL-19 I
VS RNAとして知られている）中に自然に存在するもの、およびThomas Cechおよび共同研
究者(Zaugら, 1984, Science, 224, 574-578; ZaugおよびCech, 1986, Science 231, 470
-475; Zaugら, 1986, Nature, 324, 429-433; University Patents Inc.による公開国際
特許出願番号WO88/04300; Been & Cech, 1986, Cell, 47, 207-216)により広範囲にわた
って説明されているものを含む。Cech型リボザイムは、ターゲットRNA配列にハイブリダ
イズし、その後でターゲットRNAの開裂が生じる８塩基対活性部位を有する。本発明は、
ターゲット遺伝子中に存在する８塩基対活性部位配列をターゲットする、これらのCech型
リボザイムを包含する。
【０１９７】
　アンチセンス法におけるように、リボザイムは修飾オリゴヌクレオチド（安定性改善、
ターゲッティングなどのため）から構成されていてよく、ターゲット遺伝子をin vivoで
発現する細胞に送達されるべきである。好ましい送達方法は、強い構成性pol IIIまたはp
ol IIプロモーターの制御下にリボザイムを「コードする」DNAを用いることを含み、それ
によってトランスフェクトされた細胞は、内因性ターゲット遺伝子メッセージを破壊し、
翻訳を阻止するのに充分な量のリボザイムを生成することになる。アンチセンス分子と異
なりリボザイムは触媒的であるので、有効であるためにはより低い細胞内濃度が要求され
る。
【０１９８】
　内因性ターゲット遺伝子発現はまた、標的化相同的組換えを用いてターゲット遺伝子ま
たはそのプロモーターを不活性化または「ノックアウト」することにより減少させること
ができる（例えばSmithiesら, 1985, Nature 317, 230-234; Thomas & Capecchi, 1987, 
Cell 51, 503-512; Thompsonら, 1989, Cell 5, 313-321参照；これらの各々はその全体
が参照により本明細書に組み入れられる）。例えば、内因性ターゲット遺伝子（ターゲッ
ト遺伝子のコード領域または調節領域の何れか）に相同なDNAが隣接した突然変異非機能
性ターゲット遺伝子（または全く無関係なDNA配列）を、選択マーカーおよび／または負
の選択マーカーと共にまたはそれなしで用いて、in vivoでターゲット遺伝子を発現する
細胞をトランスフェクトすることができる。標的化相同性組換えによるDNA構築物の挿入
は、ターゲット遺伝子の不活性化をもたらす。このような手法は特にES（胚幹）細胞への
改変に適しており、これを用いて不活性ターゲット遺伝子を有する動物子孫を生じさせる
ことができる（例えばThomas & Capecchi, 1987およびThompson, 1989、上記、参照）。
しかしながら、組み換えDNA構築物が、適切なウイルスベクターを用いてin vivoで必要な
部位に直接に投与されるか、または該部位を標的とすることを条件として、この手法をヒ
トへの使用に適合させることができる。
【０１９９】
　あるいは、ターゲット遺伝子の調節領域（すなわちターゲット遺伝子プロモーターおよ
び／またはエンハンサー）に相補性のデオキシリボヌクレオチド配列をターゲッティング
して、身体におけるターゲット細胞中のターゲット遺伝子の転写を阻止する三重ヘリック
ス構造を形成させることにより、内因性ターゲット遺伝子発現を減少させることができる
。（一般的に、Helene, 1991, Anticancer Drug Des., 6(6), 569-584; Heleneら, 1992,
 Ann. N.Y. Acad. Sci., 660, 27-36; およびMaher, 1992, Bioassays 14(12), 807-815
参照。）
【０２００】
　転写を阻止するための三重ヘリックスの形成に用いるべき核酸分子は、１本鎖であり、
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デオキシリボヌクレオチドから構成されるべきである。これらのオリゴヌクレオチドの塩
基組成はHoogsteenの塩基対合則（これは一般的に、２本鎖の一方の鎖上に存在すべきプ
リンまたはピリミジンの何れかの相当大きいストレッチを必要とする）により三重ヘリッ
クスの形成を促進するように設計される必要がある。ヌクレオチド配列は、ピリミジンに
基づくものであってよく、これは、生成する三重ヘリックスの３本の会合した鎖を横切る
TATおよびCGC+トリプレットを生じさせるであろう。ピリミジン富化分子は、２本鎖のう
ちの１本鎖のプリン富化領域に対し、この鎖と平行方向の塩基相補性を提供する。加えて
、プリンに富んだ核酸分子、例えばG残基のストレッチを有するものを選択することがで
きる。これらの分子は、GC対に富んだDNA２本鎖分子と三重ヘリックスを形成するであろ
う。この場合、プリン残基の大半は、標的２本鎖のうちの１本鎖に位置し、３本鎖中の３
本の鎖を横切るGGCトリプレットを生成させる。
【０２０１】
　あるいは、いわゆる「スイッチバック」核酸分子を作り出すことにより、三重ヘリック
スを形成するためにターゲッティングされ得る可能性のある配列を増加させてもよい。ス
イッチバック分子は、交互に5’-3’、3’-5’様式で合成され、その結果、それらは２本
鎖の最初の１本の鎖と塩基対合し、次いでもう一方の鎖と塩基対合することになり、２本
鎖分子の一方の鎖上に存在すべきプリンまたはピリミジンの何れかの相当大きなストレッ
チの必要性が排除される。
【０２０２】
　本明細書に記載したアンチセンス、リボザイムおよび／または三重ヘリックス分子を突
然変異遺伝子発現の阻害に利用する場合、この技術は、正常なターゲット遺伝子対立遺伝
子により産生されるmRNAの転写（３重ヘリックス）および／または翻訳（アンチセンス、
リボザイム）を非常に効率的に低下または阻害するので、正常なターゲット遺伝子産物の
存在濃度が正常な表現型のために必要であるよりも低くてもよいという可能性が生じうる
。したがって、このような場合、ターゲット遺伝子活性の実質的に正常なレベルの維持を
保証するため、正常なターゲット遺伝子活性を示すターゲット遺伝子ポリペプチドをコー
ドして発現する核酸分子であって、利用されるどのようなアンチセンス、リボザイムまた
は三重ヘリックス治療に対しても感受性をもつ配列を含まない核酸分子を、以下の5.7.2
節に記載するような遺伝子療法により細胞内に導入できる。あるいは、ターゲット遺伝子
が細胞外タンパク質をコードする場合、ターゲット遺伝子活性の必要レベルを維持するた
めに、正常なターゲット遺伝子タンパク質を共に投与することが好ましい。
【０２０３】
　本発明のアンチセンスRNAおよびDNA、リボザイムならびに三重ヘリックス分子は、上記
のようにDNAおよびRNA分子の合成のための当該技術分野で公知の任意の方法により合成で
きる。これらの方法としては、例えば固相ホスホラミダイト(phosphoramidite)化学合成
のような当該技術分野で周知の、オリゴデオキシリボヌクレオチドおよびオリゴリボヌク
レオチドを化学的に合成する技術が挙げられる。あるいは、アンチセンスRNA分子をコー
ドするDNA配列のin vitroおよびin vivo転写によりRNA分子を生成させることができる。
このようなDNA配列は、T7またはSP6ポリメラーゼプロモーターのような好適なRNAポリメ
ラーゼプロモーターを組み込む広範囲のベクター中に導入することができる。あるいは、
用いられるプロモーターに応じてアンチセンスRNAを構成的または誘導的に合成するアン
チセンスcDNA構築物を、細胞系に安定して導入することができる。
【０２０４】
5.7.2　遺伝子交換療法
　正常なFBP遺伝子発現および／またはFBP遺伝子産物活性のレベルの上昇に関して、5.1
節に記載したFBP遺伝子核酸配列を、例えば癌のような増殖性障害の治療に利用すること
ができる。このような治療は、例えば遺伝子交換療法の形態で施すことができる。詳細に
は、正常FBP遺伝子、または正常FBP遺伝子機能を示すFBP遺伝子産物の産生を指令するFBP
遺伝子の一部の１つまたはそれ以上のコピーを、ベクターを用いて患者の適切な細胞中に
挿入できる。このようなベクターとしては、細胞中にDNAを導入する他の粒子、例えばリ
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ポソームに加えて、アデノウイルスベクター、アデノ関連ウイルスベクターおよびレトロ
ウイルスベクターが挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０２０５】
　全ての組織で発現されるFBP遺伝子、または好ましくは脳内で発現されるFBP1遺伝子の
ような選択的に発現されるFBP遺伝子に関し、このような遺伝子交換療法は、FBP遺伝子配
列を患者のこれら細胞型に送達可能であるべきである。従って、一つの実施形態において
、当業者に周知の技術（例えばPCT公開番号WO89/10134、1988年4月25日公開）を用いて、
FBP遺伝子配列が血液脳関門を容易に通過できるようにし、またこれらの配列を脳内細胞
に送達することができるようにする。血液脳関門を通過できる送達に関して、例えば上記
のようなウイルスベクターが好ましい。
【０２０６】
　別の実施形態において、送達の技術は、このようなFBP遺伝子配列を、該FBP遺伝子配列
が発現されることになる細胞の部位に直接投与することを含む。
【０２０７】
　FBP遺伝子発現および／またはFBP遺伝子産物活性の全体的なレベルを上昇させるために
使用できる追加の方法は、適切なFBP発現性細胞、好ましくは自己細胞を、FBP障害の症状
を改善するのに充分な数の位置および回数で患者に導入することを含む。このような細胞
は組換え細胞であっても非組換え細胞であってもよい。
【０２０８】
　患者内でのFBP遺伝子発現の全体的レベルを上昇させるために投与できる細胞の中には
、FBP遺伝子を正常に発現する細胞がある。
【０２０９】
　あるいは、細胞、好ましくは自己細胞を遺伝子工学的に操作して、FBP遺伝子配列を発
現させることができ、次いで患者の、FBP障害または増殖性もしくは分化性障害、例えば
癌および腫瘍形成の症状の改善のために適切な位置に導入できる。あるいは、損なわれて
いないFBP遺伝子を発現する、MHCマッチ個体由来の細胞を使用することができ、このよう
な細胞としては、例えば脳細胞が挙げられる。FBP遺伝子配列の発現は、適切な遺伝子調
節配列によって制御され、必要な細胞型でのこのような発現を可能にする。このような遺
伝子調節配列は当業者に周知である。このような細胞に基づく遺伝子療法技術は当業者に
周知であり、例えばAnderson、米国特許弟5,399,349号が参照される。
【０２１０】
　投与されるべき細胞が非自己細胞である場合、導入された細胞に対する宿主免疫反応の
発生を防ぐ周知の技術を用いて、これらの細胞を投与できる。例えば、隣接した細胞外環
境との成分の交換を可能にするが、導入された細胞を宿主免疫系によって認識させないカ
プセル封入形態で、これらの細胞を投与することができる。
【０２１１】
　加えて、FBP遺伝子産物活性をモジュレートすることのできる化合物、例えば上記5.5節
で説明したような技術により同定されたものを、当業者に周知の標準的技術を用いて投与
することができる。投与されるべき化合物が脳細胞との相互作用を伴う場合、投与技術は
血液脳関門の通過を可能にする周知の技術を含むべきである。
【０２１２】
5.7.3　増殖性細胞障害のターゲッティング
　ユビキチンリガーゼ活性に関連する特定の増殖性および腫瘍形成性疾患に関して、本発
明の方法により治療または予防できる疾患としては、以下のものが挙げられるが、これら
に限定されるものではない：ヒト肉腫および癌腫、例えば線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫
、軟骨肉腫、骨原性肉腫、軟骨腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮細
胞肉腫、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、大腸癌腫、膵臓癌
腫、乳癌、卵巣癌、前立腺癌、扁平上皮細胞癌腫、基底細胞癌腫、腺癌、汗腺癌腫、皮脂
腺癌腫、乳頭状癌、乳頭状腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、上顎癌、気管支原性癌、腎細胞癌、
肝癌、胆管癌、絨毛癌、精上皮腫、胎生期癌、ウィムス腫、子宮頚部癌、精巣腫瘍、肺癌
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、小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星状細胞腫、髄芽腫、頭蓋咽頭腫、脳室上衣
細胞腫、松果体腫、血管芽細胞腫、聴覚神経腫、突起神経膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽
細胞腫、網膜芽細胞腫；白血病、例えば急性リンパ球性白血病、および急性骨髄球性白血
病、（骨髄芽球性、前骨髄芽球性、骨髄骨球性、単球性および赤白血病）；慢性白血病（
慢性骨髄球性(顆粒球性)白血病および慢性リンパ球性白血病）；および真性赤血球増加症
、リンパ腫（ホジキン病および非ホジキン病）、多発性骨髄腫、ワルデンストレーム・マ
クログロブリン血症およびＨ鎖病。
【０２１３】
　細胞増殖の欠乏を伴う疾患または障害、あるいは細胞増殖が治療または予防のために望
まれ、FBP機能の阻害により治療または予防できる疾患または障害としては、例えば創傷
の治癒を促進するため、あるいは退行、病変または損傷した組織などの再生を促進するた
めの、退行性障害、発育不全、低増殖性障害、身体的外傷、病変および創傷が挙げられる
が、これらに限定されるものではない。
【０２１４】
5.8　医薬製剤及び投与方法
　FBP遺伝子発現又は遺伝子産物活性に影響を与えると判定された化合物を、細胞増殖性
疾患の治療又は軽減のために治療上有効量で患者に投与することができる。治療上有効量
とは、そのような疾患の症状の軽減をもたらすのに十分な化合物の量をいう。
【０２１５】
5.8.1　有効量
　そのような化合物の毒性及び治療有効性は、細胞培養物又は実験動物において標準的製
薬学的手法を用いて、例えば、LD50（集団の50％を致死させる用量）及びED50（集団の50
％で治療上有効量）を決定することによって判定することができる。毒性作用と治療作用
との間の用量比が治療指数であり、比LD50／ED50で表せる。高い治療指数を示す化合物が
好ましい。毒性の副作用を示す化合物を用いることもできるが、感染していない細胞に対
して起こりうるダメージを最小化し、それによって副作用を低減するために、そのような
化合物を作用組織部位へ標的化する送達系を設計する配慮を行うべきである。
【０２１６】
　細胞培養アッセイ及び動物研究から得たデータは、ヒトで用いるための投薬量の範囲を
決定するのに使用できる。そのような化合物の投薬量は、好ましくは、毒性が殆どないか
又は全くないED50を含む循環濃度の範囲内である。投薬量は、採用される剤形及び利用さ
れる投与経路によって、この範囲内で変動しうる。本発明の方法で用いる任意の化合物に
ついて、治療上有効量は、最初に細胞培養アッセイから概算できる。細胞培養で決定され
るIC50（すなわち、最大限の半分の症状抑制を達成する被験化合物の濃度）を含む循環血
漿濃度範囲を達成するように、用量を動物モデルで決定できる。そのような情報は、ヒト
での有用な用量をより正確に決定するのに使用できる。血漿中の濃度は、例えば、高速液
体クロマトグラフィーによって測定できる。
【０２１７】
5.8.2　製剤化及び使用
　本発明に従って用いるための医薬組成物は、1以上の生理学的に許容可能な担体又は賦
形剤を用いて従来の方法で製剤化できる。
【０２１８】
　従って、前記化合物並びにそれらの生理学的に許容可能な塩及び溶媒和物は、（口又は
鼻のいずれかを通した）吸入、又は経口、バッカル、非経口若しくは直腸投与による投与
用に製剤化できる。
【０２１９】
　経口投与については、医薬組成物は、例えば、結合剤（例えば、予めゼラチン化された
トウモロコシ澱粉、ポリビニルピロリドン又はヒドロキシプロピルメチルセルロース）；
充填剤（例えば、乳糖、微結晶セルロース又はリン酸水素カルシウム）；潤滑剤（例えば
、ステアリン酸マグネシウム、タルク又はシリカ）；崩壊剤（例えば、かたくり粉又は澱
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粉グリコール酸ナトリウム）；又は湿潤剤（例えば、ラウリル硫酸ナトリウム）などの医
薬的に許容可能な賦形剤を用いる従来の手段によって製造される錠剤又はカプセル剤の剤
形をとりうる。錠剤は、当業界で周知の方法で被覆してもよい。経口投与用の液体製剤は
、例えば、液剤、シロップ剤又は懸濁剤の剤形をとるか、又は使用の前に水又は他の好適
なビヒクルと共に構成するための乾燥製品として提供されうる。そのような液体製剤は、
懸濁化剤（例えば、ソルビトールシロップ、セルロース誘導体又は食用硬化油脂）；乳化
剤（例えば、レクチン又はアラビアゴム）；非水性ビヒクル（例えば、アーモンド油、油
状エステル、エチルアルコール又は分画食用油脂）；及び保存剤（例えば、p－ヒドロキ
シ安息香酸メチル若しくはp－ヒドロキシ安息香酸プロピル又はソルビン酸）などの医薬
的に許容可能な添加物と共に従来手段によって製造できる。製剤は、適当なバッファー塩
類、香味剤、着色剤及び甘味剤を含んでいてもよい。
【０２２０】
　経口投与用製剤は、活性化合物を制御放出するように適当に製剤化することができる。
【０２２１】
　バッカル投与については、組成物は、従来の方法で製剤化された錠剤又はロゼンジ剤の
剤形をとりうる。
【０２２２】
　吸入による投与については、本発明による使用のための化合物は、適当な噴霧剤（例え
ば、ジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエ
タン、二酸化炭素又は他の適当な気体）を用いた加圧パック又はネブライザーからのエア
ゾールスプレー供与の剤形で便利に送達される。加圧エアゾールの場合、投薬単位は、定
量された量を送達するためのバルブを設けることによって決定できる。吸入器で用いる、
例えば、ゼラチンのカプセル及びカートリッジは、化合物及び乳糖又は澱粉などの適当な
粉末基剤からなる粉末混合物を含めて製剤化できる。
【０２２３】
　化合物は、注射、例えば、ボーラス注射又は継続的輸液による非経口投与用に製剤化で
きる。注射用製剤は、保存剤が添加された単位剤形（例えば、アンプル中又は複数用量容
器中）で提供できる。組成物は、油性又は水性ビヒクル中の懸濁剤、液剤又は乳剤などの
剤形をとり、懸濁化剤、安定化剤及び／又は分散剤などの製剤化薬剤を含むことができる
。あるいは、有効成分は、使用前に適当なビヒクル（例えば、滅菌された病原菌を含まな
い水）と共に構成するための粉末剤形にできる。
【０２２４】
　化合物は、例えば、カカオ脂又は他のグリセリドなどの従来の座薬基剤を含む、座剤又
は保持浣腸剤などの直腸用組成物に製剤化できる。
【０２２５】
　上記の製剤の他に、化合物は、デポ製剤として製剤化することもできる。そのような長
期に作用する製剤は、埋め込み（例えば、皮下又は筋肉内）又は筋肉内注射によって投与
できる。従って、例えば、化合物は、適当な重合性若しくは疎水性材料（例えば、許容可
能なオイル中の乳剤として）又はイオン交換樹脂と共に製剤化できるか、又は徐々に溶解
する誘導体（例えば、徐々に溶解する塩）として製剤化できる。
【０２２６】
　組成物は、所望ならば、有効成分を含む1以上の単位剤形を入れることができるパック
又はディスペンサー装置で提供できる。パックは、例えば、ブリスターパックなどの、金
属フォイル又はプラスチックフォイルからなっているものでもよい。パック又はディスペ
ンサー装置には、投与用の指示書が添付されていてもよい。
【実施例】
【０２２７】
6.　実施例：新規なユビキチンリガーゼF-boxタンパク質及び遺伝子の同定及び特徴付け
　下記研究は、ユビキチン化経路に対する新規な特異的基質を集める働きをしうる新規F-
boxタンパク質を同定するために行った。幾つかの生物に関する研究は、幾つかのFBP類が
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重要な細胞性調節タンパク質（例えば、サイクリン、cdk阻害剤、β－カテニン、IKBaな
ど）の制御された分解に決定的な役割を果たすことを示した。これらのFBP類は、3つの基
本的サブユニット（すなわち、（S.セレビシエでCdc53と呼ばれ、ヒトでCul1と呼ばれる
）クリン（cullin）サブユニット；Skp1；及び多くのFBP類の１つ）によって形成される
ユビキチンタンパク質SCFリガーゼのサブユニットである。SCFリガーゼは、ユビキチン結
合酵素（Ubc3又はUbc4のいずれか）を、異なるFBP類によって集められる特異的基質に標
的化させる。概略的には、Ubcは、クリンサブユニットによってリガーゼに結合され、基
質はFBPサブユニットと相互作用する。FBP類は、クリンサブユニットに直接結合できるけ
れども、クリンのN末端とFBPのF-boxと同時に結合できる、第4のサブユニット、Skp1の存
在が、複合体を安定化する。従って、ユビキチンリガーゼ複合体の基質特異性は、F-box
サブユニットによって与えられる。
【０２２８】
6.1　新規F-box遺伝子の同定及び特徴付けに用いられる材料及び方法
酵母ツーハイブリッドスクリーニング
　F-boxタンパク質をコードするヒト遺伝子をクローニングするために、改変された酵母
ツーハイブリッド系（Vidalら, 1996, Proc. Nat. Acad. Sci., 93:10315-20；Vidalら, 
1996 Proc. Nat. Acad. Sci., 93:10321-26）を用いて、Skp1と結合するタンパク質を同
定した。この改変系は、３つの異なるGal4結合部位プロモーターから発現される3つのリ
ポーター遺伝子をうまく利用し、それによって、擬陽性相互作用の数を減らす。この複数
リポーター遺伝子アッセイは、真の相互作用の同定を促進する。
【０２２９】
　ヒトSkp1を、新規F-boxタンパク質及びCdc4の推定されるヒトホモログなどのSkp1と相
互作用するタンパク質を探索するためのbaitとして用いた。それぞれ酵母GAL4のDNA結合
ドメイン（DB, aa 1-147）及び転写活性化ドメイン（AD, aa 768-881）をコードし、選択
マーカーとしてLEU2及びTRP1を含む、プラスミドpPC97-CYH2及びpPC86を用いた（Chevray
及びNathans, 1992, Proc. Nat. Acad. Sci., 89:5789-93；前記Vidalら）。
【０２３０】
　下記のPCR産物の相同的組み換えによって、Skp1とDBとの間のイン-フレーム(in-flame)
融合物を得た。下記2つのオリゴヌクレオチドを設計し、Gene Link Inc.社から精製され
たプライマーとして入手した：

（配列番号８１）。5'プライマーは、skp1遺伝子の5'配列と隣接するpPC97-CYH2プラスミ
ド（下線付き）のDB中に位置する配列に対応する。3'プライマーは、skp1遺伝子の3'配列
と隣接するpPC97-CYH2プラスミド（下線付き）のポリリンカーのそばに位置する配列に対
応する。これらのプライマーを以下の成分を含むPCR反応物中に用いた：100 ngのDNA鋳型
（skp1 pETプラスミド）、1μMの各プライマー、0.2 mM dNTP、2 mM MgCl2、10 mM KCl、
20 mMトリス塩酸 pH 8.0、0.1％トリトンX-100、6 mM (NH4)2SO4、10μg/mlヌクレアーゼ
フリーBSA、1単位のPfu DNAポリメラーゼ（94℃で4分、50℃で1分、72℃で10分で28サイ
クル）。約100 ngのPCR産物を、Bg1II及びSalIで予め消化した100 ngのpPC97-CYH2プラス
ミドの存在下又は不存在下で、酵母細胞（MaV103株；Vidalら, 1996, Proc. Natl. Acad.
 Sci. U.S.A. 93:10315-10320；Vidalら, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:103
21-10326）中へ形質転換した。相同的組み換えの結果として、skp1のcDNAによって相同的
に組み換えられたpPC97-CYH2プラスミドを含む酵母細胞のみが、ロイシン不存在下で増殖
した。6個のコロニーを単離し、報告されたように（前記Vidalら）Skp1の発現を免疫ブロ
ッティングすることによって分析した。対照コロニー以外の、6個のコロニー全部が、我
々のアフィニティー精製した抗Skp1抗体によって認識されるMr36,000融合タンパク質を発
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現した。
【０２３１】
　ADドメイン下流のフレームにcDNA断片をクローニングすることによってAD融合物を作製
し、構築物を配列決定、免疫ブロット法、及びSkp1との相互作用によって確認した。pPC8
6-Skp2s（pPC86）は、pPC86-Skp2、及びpPC86-Skp2-CT（Skp2のaa 181-435）を含む。Skp
2はSkp1の既知の相互作用体（Zhangら, 1995, Cell, 82:915-25（非特許文献８））なの
で、前者の融合物は、我々の陽性対照を示し；後者の融合物はSkp1との相互作用に必要な
F-boxを欠いているので、これを陰性対照として用いた。
【０２３２】
　DB-Skp1融合物を有するMaV103株を、標準酢酸リチウム法を用いて、pPC86中の活性化T
細胞cDNAライブラリー（Alala2；Huら, Genes & Dev. 11:2701-14）によって形質転換し
た。形質転換体を、先ず合成完全(SC)-Leu-Trpプレート上にプレーティングし、次いで二
日後に、20 mMの3－アミノトリアゾール（3-AT）を含む(SC)-Leu-Trp-Hisプレート上にレ
プリカを載せた。さらに3～4日間インキュベートして増殖させた酵母コロニーを一次陽性
として拾い上げ、さらに３種のリポーターアッセイで試験した：i)20 mM 3-ATを補充した
SC-Leu-Trp-Hisプレート上での増殖；ii)ガラクトシダーゼ活性；及びiii)逆選択法とし
て、0.2％の5－フルオロオロト酸を含むSC-Leu-Trpプレート上でのURA3活性化。スクリー
ニングされた3×106個の酵母形質転換体のうち、ADプラスミドは、3種全てのアッセイ後
に陽性コロニーとして選択された15個からレスキューされた。MaV103細胞を、レスキュー
されたADプラスミドとDBskp1融合物、又はレスキューされたADプラスミドと対照としてcD
NAインサートを含まないpPC97-CYH2ベクターのいずれかによって再度形質転換した。3種
のリポーターアッセイ全てで繰り返し陽性であると試験されたクローン由来の11個のADプ
ラスミド（非常に強い相互作用体）、及び3種のリポーターアッセイの全てではなくその
うちの幾つかで陽性であったクローン由来の4種の追加のADプラスミド（強い相互作用体
）を回収し、自動ABI373DNAシーケンシングシステムによって配列決定した。
【０２３３】
完全長のFBP類のクローニング
　FBP4及びFBP5をコードする2つのクローンは、完全長であると思われるが、FBP1、FBP2
、FBP3及びFBP7をコードする４種の他のcDNAの完全長クローンを、製造業者の指示書に従
ってMarathon-Ready cDNAライブラリー（Clonthec社製、カタログNo. 7406, 7445, 7402
）を用いたRACEによって得た。FBP6をコードする完全長クローンは得られなかった。完全
長クローンに対する基準は、以下のうちの少なくとも2つを含む：i)既知のF-boxタンパク
質に関係する配列を与えるORFの同定；ii)推定されるメチオニン開始コドンでのコンセン
サスKozak翻訳開始配列の存在；iii)推定される開始コドンの上流ではなく、同じリーデ
ィングフレーム中での停止コドンの同定；iv)3種の異なるcDNAライブラリーを用いるRACE
によってクローンのサイズをさらに増加できないこと。
【０２３４】
酵母抽出物由来のタンパク質の免疫ブロット法による分析
　酵母細胞を中間対数増殖期まで増殖させ、回収し、洗浄し、約109細胞／mlの細胞密度
でバッファー（50 mMトリス、pH8.0、20％グリセロール、1 mM EDTA、0.1％トリトンX-10
0、5 mM MgCl2、10 mMβ－メルカプトエタノール、1 mM PMSF、1 mg/mlロイペプチン、 1
 mg/mlペプスタチン）中に再懸濁した。ガラスビーズ存在下で40℃で10分間激しく攪拌す
ることによって細胞を破壊した。12,000 rpm、40℃で15分間遠心分離することによって破
片をペレット化した。約50 gのタンパク質を上記の免疫ブロット法にかけた（前記Vidal
ら, 1996a；前記Vidalら, 1996b）。
【０２３５】
タンパク質モチーフのDNAデータベース検索及び分析
　FBP遺伝子との相同性を有するEST（発現された配列タグ）を、BLAST、PSI-BLAST（http
://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）及びTGIシーケンス・サーチ（TGI Sequence Search）
（http://www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast_tig.cgi）を用いて同定した。少な
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くとも100 bps中95％を超えてオーバーラップしたEST類をSequencher 3.0を用いて新規な
連続的ORF中にアセンブルした。プロファイルスキャン・サーバー（ProfileScan Server
）（http://www.isrec.isb-sib.ch/software/PFSCAN_form.html）、ブロックス・サーチ
ャー（BLOCKS Sercher）（http://www.blocks.fhere.org/blocks_search.html）及びIMB
ジェナ（IMB Jena）（http://genome.imb-jena.de/cgi-bin/GDEWWW/menu.cgi）によって
、タンパク質ドメインを同定した。
【０２３６】
F-box突然変異体の構築
　リーディング・フレームを保存する適当な制限酵素で削除することによって、デルタ－
F-box突然変異体[(ΔF)FBP1、残基32-179；(ΔF)FBP2、残基60-101；(ΔF)FBP3a、残基40
-76；(ΔF)FBP4、残基55-98]を得た。BspEI及びXbaI制限酵素によってDNA断片（ヌクレオ
チド338-997）を除去し、それをヌクレオチド457-997を含むPCR断片で置換することによ
って(ΔF)Skp2突然変異体を得た。最終構築物は残基113-152を欠損したタンパク質をコー
ドしていた。QuikChange 部位指定突然変異誘発キット（Stratagene社製）のポリメラー
ゼ連鎖反応を用いたオリゴヌクレオチド指定突然変異誘発によってロイシン51～アラニン
FBP3a突然変異体[FBP3a(L51A)]及びトリプトファン76～アラニンFBP3a突然変異体[FBP3a(
W76A)]を作製した。全ての突然変異体の全体を配列決定した。
【０２３７】
組み換えタンパク質
　以下のヒトタンパク質をコードするcDNA断片：Flagタグ付きFBP1、Flagタグ付き(ΔＦ)
FBP１、Flagタグ付きFBP3a、Skp2、HAタグ付きCul1、HAタグ付きCul2、β－カテニン、Hi
sタグ付きサイクリンD1、Skp1、Hisタグ付きSkp1、Hisタグ付きエロンジン（Elongin）C
を、バキュロウイルス発現ベクターpBacpak-8（Clonetech社製）中に挿入し、バキュロゴ
ールド（BaculoGold）トランスフェクションキット（Pharmingen社製）を用いて線状化さ
れたバキュロウイルスDNAを有するSf9細胞中にコトランスフェクションした。組み換えウ
イルスを用いて、5B細胞を感染させ、上記の免疫ブロット法によってそれらのコードされ
たタンパク質の発現をアッセイした。製造業者の指示書に従ってニッケル－アガロース（
Invitrogen社製）によってHis-タンパク質を精製した。
【０２３８】
抗体
　以下のアミノ酸ペプチド：(C)DGEKDTYSYLA（配列番号82）をウサギ及びマウスに注射す
ることによって抗Cul1抗体を生産した。このペプチドは、ヒトCul1のカルボキシ末端に対
応しているが、他のクリンでは保存されていない。以下のアミノ酸ペプチド：(C)ESSFSLN
MNFSSKRTKFKITTSMQ（配列番号83）をウサギに注射することによって抗Cul2抗体を生産し
た。このペプチドは、ヒトCul2のカルボキシ末端から87個のアミノ酸に位置づけられるが
、他のクリンでは保存されていない。ヒトSkp1のカルボキシ末端に対応する、ペプチド(C
)EEAQVRKENQW（配列番号84）をウサギに注射することによって抗Skp1抗体を生産した。こ
のペプチドをキーホールリンペットヘモシアニン（KLH）に結合させるために、システイ
ン残基(C)を付加した。抗体は全て、記載（Pagano, M.編, 1995,「ペプチドから精製抗体
まで（From Peptide to Purified Antibody）」, Cell Cycle: Materials and Methods中
, Spring-Verlag社発行, 217-281）のように、生産し、アフィニティー精製（AP）し、特
徴付けした。簡単にいえば、その配列が高い抗原指数（高い親水性、良好な表面確率、良
好な柔軟性、及び良好な二次構造）を示すペプチドを選択した。ウサギ及びマウスに、完
全フロイントアジュバントと混合されたペプチド－KLHを注射した。続いて、35S－メチオ
ニン標識HeLa抽出物の免疫沈降によって、有意な免疫反応性が検出されるまで、2週間毎
に、それらに不完全フロイントアジュバント中ペプチドを注射した。これらの抗血清は、
ヒト抽出物及び組み換えタンパク質を含む抽出物の両方で予測されたサイズのバンドを認
識した。
【０２３９】
　Zymed Inc.社と共同でUbc3に対するモノクローナル抗体（Mab）を生産し、特徴付けし
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た。サイクリンBに対するMab（カタログNo. sc-245）は、Santa Cruz社から入手し；p21
（カタログNo. C24420）及びp27（カタログNo. K25020）に対するMabはTransduction lab
.社から入手した。（Mabs）サイクリンE、（Faha, 1993, J. of Virology 67:2456）；ヒ
トp27、Skp2、Cdk2に対するAPウサギ抗体（Pagano, 1992, EMBO J. 11:761）、及びサイ
クリンA（Pagano, 1992, EMBO J. 11:761）、及びホスホ部位p27特異的抗体は、入手した
か又は標準方法によって生産した。明示している場合は、N末端Skp2ペプチドに対するAP
ヤギ抗体（Santa Cruz社製、カタログNo.sc-1567）を用いた。ラット抗HA抗体は、Boehri
nger Mannheim社（カタログNo.1867423）から入手し、ウサギ抗HA抗体は、Santa Cruz社
（カタログNo.sc-805）から入手し、マウス抗Flag抗体はKodak社（カタログNo.IB13010）
から入手し、ウサギ抗Flag抗体は、Zymed社（カタログNo.71-5400）から入手し、抗Skp1
及び抗β－カテニンマウス抗体は、Transduction Laboratories社（それぞれ、カタログN
o.C19220及びP46020）から入手した。ヒトサイクリンD1に対するMab（クローンAM29、カ
タログNo.33-2500）の製造、精製及び特徴付けを、Zymed Inc.社と共同で行った。ヒトサ
イクリンD1に対する抗血清は、記載のように製造した（Ohtsuboら, 1995, Mol Cel Biol,
 15:2612-2624）。
【０２４０】
抽出調製物及び細胞同調化
　細胞溶解バッファー中に1μmのオカダ酸を存在させること以外は前記（Pagano, 1993, 
J. Cell Biol. 121:101）と同様にタンパク質抽出を行った。ヒト肺線維芽細胞IMR-90を
、48時間の血清飢餓培養によってG0/G1で同調させ、血清を再添加することによって再度
刺激して細胞周期を再開させた。HeLa細胞を記載された（Pagano, 1992, EMBO J. 11:761
）ように有糸分裂シェイクオフによって同調させた。フローサイトメトリーによって同調
をモニターした。in vitroでのユビキチン化及び分解アッセイについては、48時間のロバ
スタチン処理によってG1 HeLa細胞を得て、下記のようにタンパク質抽出を行った。
【０２４１】
免疫沈降法及び免疫ブロッテイング法
　3～5倍量の標準細胞溶解バッファー（Paganoら, 1992, Science 255, 1144-1147）を添
加することによって細胞抽出物を調製し、免疫沈降法の条件は記載（Jenkins及びXiong, 
1995；Paganoら, 1992a Science 255, 1144-1147）のとおりであった。記載（Tamら, 199
4 Oncogene 9, 2663）のようにウエット・ブロッティングによって、タンパク質をゲルか
らニトロセルロース膜（Novex社製）に移した。フィルターを、製造業者の指示書に従っ
て化学発光（DuPont-NEN社製）検出システムを用いた免疫ブロッティング法にかけた。
【０２４２】
in vitroでのユビキチン化アッセイのためのタンパク質抽出
　対数的に増殖しているHeLa-S3細胞を、6×105細胞／mlの密度で回収した。約4 mlのHeL
a S3細胞ペレットを、20 mMトリス塩酸（pH7.2）、2 mM DTT、0.25 mM EDTA、10μg/mlロ
イペプチン、及び10μg/mlペプスタチンからなる氷冷されたバッファー6ml中に懸濁した
。この懸濁液を、使用前に十分にすすいで氷上で冷却した細胞用窒素破壊ボンベ（Parr, 
Moline, IL社製、カタログNo.4639）に移した。ボンベのチャンバーを窒素タンクにつな
ぎ、ゆっくりと圧力を1000 psiまでもっていった。チャンバーを同圧力下で30分間氷上に
放置し、次いで圧力をゆっくりと緩めた。材料をエッペンドルフチューブに移し、10,000
 gのマイクロ遠心分離機中で10分間遠心分離した。上清（S-10）を、より少量のサンプル
に分割し、－800℃で凍結した。
【０２４３】
in vitroでのユビキチン化
　記載（Lyapina, 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95:7451）のようにユビキチン化
アッセイを行った。簡単にいえば、抗Flag抗体によって免疫沈降されたFlagタグ付きFBP
を含む免疫ビーズを、精製された組み換えヒトE1及びE2酵素（Ubc2、Ubc3又はUbc4）と共
に、ビオチン化ユビキチンを含む反応混合物に添加した。次いで、HRP－ストレプトアビ
ジンによってブロッティングすることによってサンプルを分析した。E1及びE2酵素並びに
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ビオチン化ユビキチンは記載（Pagano, 1995, Science 269:682）のように製造した。
【０２４４】
一時的トランスフェクション
　以下のヒトタンパク質をコードするcDNA断片を、そのC末端にFlagタグをイン-フレーム
で有する哺乳動物発現ベクターpcDNA3（Invitrogen社製）中に挿入した。細胞を、製造業
者の指示書に従ってFuGENEトランスフェクション試薬（Boehringer社製、カタログNo.1-8
14-443）によってトランスフェクションした。
【０２４５】
免疫蛍光法
　カバーガラス上で単層増殖しているトランスフェクションされた細胞を、PBSですすぎ
、4℃で10分間PBS中4％パラホルムアルデヒドで固定し、次いで、PBS中0.25％トリトンX-
100を用いて10分間透過化処理した。他の固定化プロトコールは、それに遜色のない結果
を与えた。記載（Pagano, 1994, Genes & Dev., 8:1627）のように1μg/mlウサギ抗Flag
抗体を用いて免疫蛍光染色を行った。
【０２４６】
ノーザンブロット分析
　Clontech 社から入手したヒト複合組織mRNAを用いてノーザンブロットを行った。無作
為プライマーDNA標識キット（Gibco BRL社製）を用いて[アルファ－32P]dCTP（Amersham 
Inc.社製）によってプローブを放射標識した（2×106cpm/ml）。55-60℃で0.2×SSC、0.1
％SDSで洗浄を行った。FBP1及びFBP3aプローブは、2種のHindIII制限断片（それぞれ、ヌ
クレオチド1-571及び1-450）であり、FBP2、FBP4、及びFBP1プローブは、それらそれぞれ
の完全長cDNAであり、β－ACTINプローブはClontech 社から入手した。
【０２４７】
蛍光in situハイブリダイゼーション（FISH）
　ツーハイブリッドスクリーニングから得られたcDNAプローブによるλFIX II胎盤ヒトゲ
ノムライブラリー（Stratagene社製）の高ストリンジェンシースクリーニング（65℃、0.
2×SSC、0.1％SDSで洗浄）によってゲノムクローンを単離した。高ストリンジェンシーサ
ザンハイブリダイゼーション及び部分的配列分析によってファージクローンを確認した。
精製された全体ファージDNAを標識し、記載（M. Pagano編, 1994, 「細胞周期：材料及び
方法」中, 29）のようにFISHを行った。
【０２４８】
6.2　結果
6.2.1　新規F-boxタンパク質及びそれらのin vivo活性の特徴付け
　酵母ツーハイブリッドシステムの改良バージョンを用いてヒトSkp1の相互作用体を探索
した。baitとしてGal4 DB-Skp1融合タンパク質を有するMaV103酵母株を、preyとしてGal4
 AD融合タンパク質を発現する活性化T細胞cDNAライブラリーによって形質転換した。初期
選択及び再形質転換工程の後、3種の異なるリポーターアッセイを用いてヒトSkp1と特異
的に相互作用する13種の陽性クローンを得た。配列分析後、この13種のレスキューされた
cDNAが、全てFBP類をコードする7種の異なるオープンリーディングフレームに由来するこ
とを見出した。これらの新規なFBP類を以下のように命名した：図3に示されるFBP1（配列
番号1）；図4に示されるFBP2（配列番号3）；図5に示されるFBP3a（配列番号5）；図7に
示されるFBP4（配列番号7）；図8に示されるFBP5（配列番号9）；図9に示されるFBP6（配
列番号11）；図10に示されるFBP7（配列番号13）。7種のFBP類の１つであるFBP1（配列番
号1）は、我々のスクリーニングが進行中に他の研究者らによっても同定された（Margott
inら, 1998, Molecular Cell, 1:565-74）。
【０２４９】
　National Center for Biotechnology Information及びThe Institute for Genomic Res
earchを通じて利用可能なデータベースで、BLASTプログラムを用いてF-boxを含むと予測
されるヒトタンパク質を検索した。これらの予測されるヒトFBP類由来のF-boxモチーフの
アラインメントを図1に示す。上記に開示されたF-box由来のヌクレオチド配列と、利用可
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能な配列（ジェンバンク受託番号：

およびTHC205131）をアラインすることによって19種のこれまで特徴付けされていないヒ
トFBP類を同定した。
【０２５０】
　このように同定された19種のこれまで特徴付けされていないFBPヌクレオチド配列を以
下のように命名した：図6に示されるFBP3b（配列番号23）；図11に示されるFBP8（配列番
号25）；図12に示されるFBP9（配列番号27）；図13に示されるFBP10（配列番号29）；図1
4に示されるFBP11（配列番号31）；図15に示されるFBP12（配列番号33）；図16に示され
るFBP13（配列番号35）；図17に示されるFBP14（配列番号37）；図18に示されるFBP15（
配列番号39）；図19に示されるFBP16（配列番号41）；図20に示されるFBP17（配列番号43
）；図21に示されるFBP18（配列番号45）；図22に示されるFBP19（配列番号47）；図23に
示されるFBP20（配列番号49）；図24に示されるFBP21（配列番号51）；図25に示されるFB
P22（配列番号53）；図26に示されるFBP23（配列番号55）；図27に示されるFBP24（配列
番号57）；及び図28に示されるFBP25（配列番号59）。これらの予測されるヒトFBP類由来
のF-boxモチーフのアラインメントを図1Aに示す。これらの配列のうち、同定された14種
のFBPヌクレオチド配列（すなわち、FBP3b（配列番号23）、FBP8（配列番号25）、FBP11
（配列番号31）、FBP12（配列番号33）、FBP13（配列番号35）、FBP14（配列番号37）、F
BP15（配列番号39）、FBP17（配列番号43）、FBP18（配列番号45）、FBP20（配列番号49
）、FBP21（配列番号51）、FBP22（配列番号53）、FBP23（配列番号55）、及びFBP25（配
列番号59））は、これまでアセンブルされたことがなく（assembled）、新規な核酸分子
を示した。残りの5種の配列（すなわち、FBP9（配列番号27）、FBP10（配列番号29）、FB
P16（配列番号41）、FBP19（配列番号47）、及びFBP24（配列番号57））は、すでにアセ
ンブルされており、データベースに開示されているが、F-boxタンパク質としてこれまで
認識されなかった。
【０２５１】
　ヒトFBP類のコンピューター分析は、幾つかの興味深い特徴を明らかにした（図2のFBP
類の略図を参照されたい）。3種のFBP類がWD-40ドメインを含み；幾つかのFBP類がLRR類
を含み、6種のFBP類が、ロイシンジッパー、リングフィンガー、ヘリックス－ループ－ヘ
リックスドメイン、プロリンリッチモチーフ及びSH2ドメインなどの、FBP類中で同定され
たことがない他の潜在的なタンパク質－タンパク質相互作用モジュールを含んでいる。
【０２５２】
　ヒトFBPファミリーの例として、幾つかのFBP類のさらに詳細な特徴付けを行った。新規
FBP類とヒトSkp1との間の相互作用の特異性を確認するために、8種のin vivo翻訳されたF
BP類を、ニッケル－アガロースビーズに予め結合されたHisタグ付きSkp1への結合を試験
した。対照として、ただ一つの既知のヒトSkp1ホモログであるエロンジンCを用いた。7種
のFBP類全ては、His－Skp1ビーズに結合できるが、Hisタグ付きエロンジンCビーズには結
合できない（図29）。Hisタグ付きエロンジンCビーズに結合する少量のFBP類は、ニッケ
ル－アガロースビーズに結合された非関連タンパク質（Hisタグ付きp27）を、プルダウン
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（pull-down）アッセイで用いる場合にも存在するので、これは非特異的結合を示してい
ると思われる（例として、図29のレーン12を参照されたい）。
【０２５３】
　F-box欠損突然変異体(ΔF)FBP1、(ΔF)FBP2、(ΔF)FBP3a、及びF-boxの保存されたアミ
ノ酸残基中に単一点突然変異を含む突然変異体、FBP3a(L51A)及びFBP3a（W76A）を構築し
た。F-boxを欠損した突然変異体及び点突然変異を有する突然変異体は、Skp1に結合する
それらの能力を失っており（図29）、ヒトFBP類は、Skp1に特異的に結合するためにはそ
れらのF-boxの完全性が必要であることが確認された。
【０２５４】
　FBP1、FBP2、FBP3a、FBP4及びFBP7が、in vivoでヒトSkp1及びCul1と相互作用するか否
か（Skp2は相互作用することが知られている）を判定するために、Flagタグ付き-FBP1、-
(ΔF)FBP1、-FBP2、-(ΔF)FBP2、-FBP3a、-(ΔF)FBP3a、-FBP4及び-FBP7をHeLa細胞中で
発現させ、それから細胞抽出物を作成し、抗Flag抗体による免疫沈降法にかけた。Cul1、
Cul2（もう一つのヒトクリン）、及びSkp1に対する特異的抗体による免疫ブロット法で検
出されるように、抗Flag抗体は、Cul1及びSkp1と共沈するが、野生型FBP類を発現する細
胞からの抽出物中にもっぱら存在するCul2とは共沈しない（図29及びデータは示さない）
。これらのデータは、酵母の場合と同様に、ヒトSkp1／クリン複合体は多くのFBP類の足
場（scaffold）を形成することを示す。
【０２５５】
　FBP類がSkp1／Cul1複合体と結合することは、FBP類がユビキチン連結活性と関係してい
る可能性と一致している。この可能性を試験するため、Flagタグ付きFBPをヒトSkp1及びC
ul1と共にHeLa細胞中で発現させた。抽出物を、抗Flag抗体による免疫沈降法に付し、ヒ
トユビキチン活性化酵素（E1）及びヒトUbcの存在下でユビキチンリガーゼ活性をアッセ
イした。試験した全ての野生型FBP類は、ユビキチン化タンパク質の高分子量スメア特徴
をつくり出すユビキチンリガーゼ活性と関係していたが、FBP突然変異体類では関係して
いなかった（図30）。リガーゼ活性は、N－エチルマレイミド（NEM）感受性であり（図30
、レーン2）、Ubc4及びE1の両者の存在を必要とした。ヒトUbc3を用いてUbc4による結果
と同様の結果が得られたが、Ubc2は、これらのSCFのユビキチンリガーゼ活性を維持でき
なかった（図30、レーン12、13）。
【０２５６】
　間接的免疫蛍光法を用いて、FBP1、FBP2、FBP3a、FBP4及びFBP7の細胞小器官の分布を
、ヒト細胞で研究した。Flagタグ付加型のこれらのタンパク質を、HeLa、U2OS及び293T細
胞中で発現させ、抗Flag抗体による免疫蛍光染色に付した。FBP1、FBP4及びFBP7は、細胞
質中及び核中の両方に分布していることが見出されたが、FBP2は、主に細胞質中で、FBP3
aは主に核中で検出された。図32は、例として、HeLa細胞中で観察されたFBP1、FBP2、FBP
3a、FBP4の細胞小器官局在を示している。(ΔF)FBP1、(ΔF)FBP2、（ΔF)FBP3a突然変異
体の局在は、それぞれの野生型タンパク質の局在と同じであり（図32）、このことはF-bo
x及びF-box依存性のSkp1への結合が、FBP類の細胞小器官局在を決定しないことを示す。
免疫蛍光染色法は、生化学的細胞小器官分画法の結果と一致していた。
【０２５７】
6.2.2　新規のユビキチンリガーゼ遺伝子転写産物のノーザンブロット分析　
　複数の正常ヒト組織(心臓、脳、胎盤、肺、肝臓、骨格、筋肉、腎臓、膵臓、脾臓、胸
腺、前立腺、精巣、卵巣、小腸、大腸、末梢血白血球、図33を参照せよ)から得たポリ(A)
＋mRNAについてRNAブロット分析を行った。FBP1 mRNA転写産物(約7kbの大きなバンドと約
3.5および約2.5kbの2つの小さなバンド)が試験に供した16種のヒト組織の全てで発現され
ていたが、脳および精巣ではより優勢であった。精巣は、小さい方のFBP1 mRNA型を7kb型
より多くはないかもしれないが同等の量で発現していた唯一の組織であった。FBP2転写産
物(～7.7kbおよび～2.4kb)は試験した全ての組織で発現されていたが、FBP2転写物どうし
の比率は組織によっていくらか差異が認められた。約4kbのFBP3a転写産物は試験した全て
の組織に存在し、より小さな約3kbと2kbの2種のFBP3a型は、特に精巣で、より長時間露光
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させることによって目視できるようになった。約4.8kbのFBP4転写産物は試験した正常ヒ
ト組織の全てで認められたが、心臓と膵臓では特に豊富であった。最後に、新たなFBPの
発現パターンを、mRNA種(～4kbの大きなバンドおよび～8.5kbの小さなバンド)は全ての組
織で認められるが特に胎盤で豊富なFBP1の発現パターンと比較した。
【０２５８】
6.2.3　ヒトFBP遺伝子の染色体上の位置
　ある種の腫瘍では細胞性調節タンパク質(例えば、p53、p27、β-カテニン)の分解が抑
制されていないことが観察されており、これは調節を解除されたユビキチンリガーゼがこ
の変化した分解においてある役割を果たしているという仮説を示唆するものである(A. Ci
echanover, 1998, Embo. J. 17:7151に総説されている)。例としてよく理解されているも
のはMDM2の分解であり、このMDM2は、ユビキチンリガーゼ（これはその過剰発現がその基
質である癌抑制因子p53を不安定化するものである）をコードする癌原遺伝子である(Brow
nとPagano, 1997, Biochim. Biophys. Acta, 1332:1, 1998に総説されている)。ヒトFBP
遺伝子の染色体位置をマップするため、およびこれらの位置が腫瘍または遺伝性疾患で変
化しているとして知られている遺伝子座と合致していないか決定するために、蛍光in sit
u ハイブリダイゼーション法(FISH)を用いた。FBP1遺伝子がマップされ、それは10q24(図
34A)に位置づけられ、FBP2は9q34(図34B)、FBP3aは13q22(図34C)、FBP4は5p12(図34D)、F
BP5は6q25-26(図34E)に位置づけられた。FBP遺伝子(特にFBP1、FBP3a、およびFBP5)は、
腫瘍で高頻度に変化を受けている染色体上の遺伝子座にある(参照および詳細はOnline Me
ndelian Inheritance in Manデータベース、http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/omim/を参照
せよ)。とりわけ、10q24(FBP1が位置する)の欠失がヒト前立腺癌および小細胞肺癌(SCLC)
の約10%に認められ、このことはこの位置における腫瘍抑制遺伝子の存在を示唆している
。さらに、急性Ｔ細胞白血病の小児の7%もが10q24を限界点t(10;14)(q24;q11)またはt(7;
10)(q35;q24)のいずれか、として含む転座を伴っている。まれではあるが、9q34領域(FBP
2が位置する)が、ヒト卵巣癌および膀胱癌において異型接合の欠失(LOH)の部位であるこ
とが示されている。LOHはその領域でも観察される。最後に、6q25-26(FBP5が位置する)は
ヒトの卵巣癌、乳癌、および胃癌、肝癌、バーキットリンパ腫、および副甲状腺腫におい
て異型接合の欠失の部位であることが示されている。
【０２５９】
7.　実施例：FBP1はβ-カテニンの安定性を調節する
　β-カテニンのタンパク分解作用の調節が解除されることは悪性腫瘍化と関連している
。アフリカツメガエル(Xenopus Slimb)およびショウジョウバエ FBP1はWnt/β-カテニン
シグナル伝達経路をネガティブに調節する(JiangとStruhl, 1998, 前掲；MarikawaとElin
son, 1998)。ユビキチンリガーゼ複合体はその基質と物理的に会合するので、本実施例に
おける研究はFBP1がβ-カテニンと相互作用しうるかを決定するためにデザインした。そ
の結果、FBP1はin vivoでのβ-カテニンの安定性を調節する新規のユビキチンリガーゼ複
合体を形成することが示された。従って、β-カテニンをユビキチン化する新規のユビキ
チンリガーゼ複合体の構成成分としてのFBP1の同定によって、本発明の方法を用いるアゴ
ニスト、アンタゴニスト、リガンド、および新規の基質のスクリーニングに用いることの
できる新規の標的が提供される。これらのアッセイで同定される分子は癌および増殖性疾
患に対する治療用薬剤として有用なものとなる可能性がある。
【０２６０】
7.1　FBP1機能の同定のための材料と方法
組換えタンパク質、F-box変異体の構築、抗体、一過性トランスフェクション、免疫沈降
、イムノブロッティング、細胞培養、および抽出物の調製
　方法の詳細は上述の第6.1節に記載されている。
【０２６１】
7.2　結果
7.2.1　ヒトFBP1はβ-カテニンと相互作用する
　FlagをタグづけしたFBP1およびβ-カテニンウイルスを用いて昆虫細胞に同時感染させ
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、抽出物を免疫沈降法、次いでイムノブロッティングによって分析した。β-カテニンは
抗Flag抗体によって同時免疫沈降したが(図35A)、このことはインタクトな細胞中ではβ-
カテニンとFBP1が物理的に相互作用することを示している。酵母FBP Cdc4とその基質Sic 
1との結合がSkp1の存在によって安定化されることが示されている(Skowyraら, 1997, Cel
l, 91, 202-219)。ヒトSkp 1の同時発現はFBP1とβ-カテニンの相互作用の強度に影響を
与えなかった。FBP1/β-カテニン相互作用の特異性を試験するために、細胞をヒトサイク
リンD1とFBP1ウイルスで同時感染させた。このサイクリンの選択は、ヒトサイクリンD1が
Skp2ユビキチンリガーゼ複合体と複合体を形成することができることによったものである
(Skp1-Cul1-Skp2; Yuら, 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:11324-9)。FBP1/β-
カテニン複合体の形成を示すために用いたものと同じ条件下で、サイクリンD1はFlagをタ
グづけしたFBP1と同時免疫沈降させることはできず、抗サイクリンD1抗体はFBP1を同時免
疫沈降させることもできなかった(図35B、レーン1-3)。Skp1(図35B、レーン4-6)またはCd
k4をFBP1およびサイクリンD1と同時発現させてもサイクリンD1とFBP1との会合を刺激しな
かった。
【０２６２】
　次いでHAをタグづけしたβ-カテニンおよびFlagをタグづけしたFBP1(野生型または変異
型)を担う哺乳動物発現プラスミドをヒト293細胞中に同時トランスフェクションさせた。
β-カテニンは、野生型または(ΔF)FBP1変異体のいずれかと同時発現させると抗Flag免疫
沈降物中に検出され(図35C、レーン4-6)、このことはヒト細胞中のβ-カテニンとFBP1の
間に形成された複合体の存在を確認するものである。
【０２６３】
7.2.2　F-boxを欠失させたFBP1変異体はin vivoでβ-カテニンを安定化する
　(ΔF)FBP1のβ-カテニンとの会合は、(ΔF)FBP1がin vivoで一方ではSkp1/Cul1複合体
と結合し得ないことにより、他方ではβ-カテニン結合能を保持し続けることによってド
ミナントネガティブ変異体として作用する可能性を示唆している。HAをタグづけしたβ-
カテニンはFlagをタグづけした(ΔF)FBP1と、または別のF-box欠失FBPである(ΔF)FBP2と
同時発現させた。FBP2もSkp1相互作用剤についての我々のスクリーニングで得られたもの
であり；FBP1と同様に、いくつかのWD-40ドメインを含んでいる。(ΔF)FBP1の存在によっ
てβ-カテニンのより多量の蓄積が特異的に起こる(図36A)。この蓄積がβ-カテニンの安
定性の増大によるものかを決定するために、我々はパルスチェイス分析を用いてβ-カテ
ニンの半減期を測定した。ヒト293細胞を、HAをタグづけしたβ-カテニン単独でまたは野
生型もしくは変異型FBP1と組み合わせてトランスフェクトした。野生型のFpb1がβ-カテ
ニンの分解にほとんど影響がなかったのに対し、F-boxを欠失させた変異体はβ-カテニン
の半減期を1時間から4時間へと延長した(図36B)。
【０２６４】
　FBP1はまた、HIV-1 Vpuタンパク質によって誘導されるCD4の分解にも関与している(Mar
gottinら, 前掲)。VpuはFBP1をCD4に補給し、(ΔF)FBP1はVpu介在CD4調節を阻害すること
が示されている。さらに、FBP1-ユビキチンリガーゼ複合体もIKBαaの安定性を制御する(
Yaronら, 1998, Nature, 396:590)。従って、FBP1とβ-カテニン、Vpuタンパク質、CD4、
およびIKBαaとの間の相互作用は、本発明の方法を用いるアゴニスト、アンタゴニスト、
リガンド、および新規基質のスクリーニングに用いることのできる標的となる可能性があ
る。
【０２６５】
8.　実施例：FBP Skp2の基質としてp27を同定する方法
　哺乳動物のG1 サイクリン依存性キナーゼ(Cdk)インヒビターp27の分解は細胞の休止状
態から増殖状態への移行に必要である。p27のユビキチン化と分解はp27のサイクリン/Cdk
複合体によるリン酸化に依存している。S期に入るために不可欠なF-boxタンパク質である
Skp2はp27をリン酸化依存性の様式で特異的に認識する。さらに、in vivoとin vitroの双
方において、Skp2はリン酸化されたp27のユビキチン化および分解を行なう機構の律速成
分である。従って、p27の分解は、マイトジェン刺激後のSkp2およびサイクリン双方の蓄
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積によって2重に制御されている。
【０２６６】
　本実施例は、Skp2とp27のin vitroでの相互作用を同定するために用いた新規アッセイ
法を開示するものである。第1に、p27を基質として用いて行うin vitroユビキチン化アッ
セイについて記載する。第2に、抗Skp2抗体を用いて細胞抽出物からSkp2を枯渇させ、p27
ユビキチンリガーゼ活性への影響をアッセイする。精製Skp2をその免疫枯渇させた抽出物
に戻し入れ、p27ユビキチン化および分解を復活させる。またドミナントネガティブ変異
体でありp27のユビキチン化および分解を妨害する(ΔF)Skp2の使用をも開示する。
【０２６７】
　本明細書に記載のアッセイ法は細胞増殖を阻害する化合物の試験に用いることができる
。それらのアッセイ法は第5.5節に記載の分子、化合物、ペプチド、またはその他の作用
剤の存在または不在の条件下で行うことができる。相互作用またはユビキチン化活性を、
増強または阻害のどちらかを行う作用剤は、最終産物の形成の増加又は減少によって同定
することができる。そのような作用剤を、例えば、Skp2により調節されるp27のユビキチ
ン化および分解をin vivoで阻害するために用いることができる。これらのアッセイによ
って同定された分子は癌および増殖性疾患に対する治療薬となりうる潜在的有用性がある
。
【０２６８】
　ドミナントネガティブ変異体、例えば変異体(ΔF)Skp2、およびSKP2 mRNAを標的とする
アンチセンスオリゴヌクレオチドはp27のユビキチン化および分解を妨害し、癌に対する
遺伝子治療に用いることができる。本明細書に記載のアッセイ法はまた、新規FBPタンパ
ク質の新規基質の同定、ならびに新規ユビキチンリガーゼ複合体-基質相互作用および活
性のモジュレーターの同定にも用いることができる。
【０２６９】
8.1　Skp2基質としてのp27を同定するための材料と方法
in vitroユビキチン化アッセイのためのタンパク質の抽出　
　約4mLのHeLa S3細胞ペレットを、20mM Tris-HCl(pH7.2)、2mM DTT、0.25mM EDTA、10μ
g/mLのロイペプチン、および10μg/mLのペプスタチンからなる6mLの氷冷バッファー中で
懸濁した。その懸濁液を、十分に洗い使用前に氷上で冷却した細胞窒素-破壊ボンベ(cell
 nitrogen-disruption bomb)(Parr, Moline, 米国イリノイ州, カタログ#4639)に移した
。そのボンベのチャンバーを窒素タンクと接続し圧を緩徐に1000psiまで上げた。そのチ
ャンバーを同じ圧で氷上に30分間置き、次いで圧を徐々に下げた。材料をエッペンドルフ
試験管に移し、微量遠心機で10,000gで10分間遠心した。上清(S-10)をより少量のサンプ
ルに分け、－80℃で凍結した。細胞窒素破壊ボンベ抽出物の使用に基づくこの抽出物調製
法は、in vitroでp27をユビキチン化する活性を、これまでに報告されている方法(Pagano
ら, 1995, Science 269:682-685)よりも良く保持している。
【０２７０】
試薬と抗体
　ユビキチンアルデヒド(Hershko & Rose, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:18
29-33)、メチルユビキチン(Hershko & Heller, 1985, Biochim. Biophys. Res. Commun. 
128:1079-86)、およびp13ビーズ(Brizuelaら, 1987, EMBO J. 6:3507-3514)は文献記載の
とおり調製した。β,γ-イミドアデノシン-50-三リン酸(AMP-PNP)、スタウロスポリン、
ヘキソキナーゼ、およびデオキシグルコースはSigmaから；ロバスタチンはMerckから；フ
ラボピリドールはHoechst Marion Rousselから入手した。ホスホ部位p27特異的抗体はZym
ed Inc.と共同して、187位にホスホトレオニン(T＊)を持つヒトp27のカルボキシ末端に対
応するホスホペプチドNAGSVEQT＊PKKPGLRRRQT(配列番号85)をウサギに注射することによ
って作製した。次いで血清から、ホスホ-および非ホスホ-ペプチドクロマトグラフィーの
双方を用いる2ラウンドのアフィニティークロマトグラフィーで抗体を精製した。その他
の抗体は全て第6.1節に記載されている。
【０２７１】
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免疫枯渇アッセイ
　免疫枯渇アッセイには、3μLのSkp2抗血清を15μLのAffi-Prep Protein-Aビーズ(BioRa
d)に4℃で90分間吸着させた。そのビーズを洗い、次いで40μLのHeLa抽出物(タンパク質
の量は約400μg)と混合(4℃、2時間)した。ビーズを遠心で除去し、上清を0.45μMicrosp
inフィルター(Millipore)でろ過した。免疫沈降およびイムノブロットは報告されている
とおりに行った(M. Paganoら, 1995, 前掲)。精製GST-Skp2に対するウサギポリクローナ
ル抗体を、Zymed Inc.(カタログ#51-1900)と共同して、報告されているとおりに作製し、
アフィニティー精製(AP)した(M. Pagano, Cell Cycle-Materials and Methods, M. Pagan
o編, (Springer, NY, 1995), 第24章中の記載；E. HarlowとD. Lane, Using antibodies,
 A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 199
8中の記載)。ヒトCul1およびサイクリンEに対するモノクローナル抗体(Mab)(Fahaら, 199
3, J. of Virology　67:2456)；ヒトp27、Skp1(Latresら, 1999, Oncogene 18:849)、Cdk
2(Paganoら, 1992, Science 255:1144)に対するAPウサギ抗体、およびホスホ部位p27特異
的抗体。サイクリンBに対するMabはSanta Cruz(カタログ#sc-245)から；p21に対するMab(
カタログ#C24420)およびp27に対するMab(カタログ#K25020)はTransduction Labから；抗F
lagウサギ抗体はZymed(カタログ#71-5400)から入手した。N末端Skp2ペプチドに対するAP
ヤギ抗体(Santa Cruz, カタログ#sc-1567)を用いた。
【０２７２】
Skp2 F-box変異体の構築
　(ΔF)Skp2変異体はBspEIおよびXbaI制限酵素でDNA断片(ヌクレオチド338-997)を除去し
、それをヌクレオチド457-997を含むPCR断片で置換して得た。最終構築物は残基113-152
を欠くタンパク質をコードしていた。
【０２７３】
組換えタンパク質
　下記のヒトタンパク質をコードするcDNA断片：FlagタグづけしたFBP1、Flagタグづけし
た(ΔF)FBP1、FlagタグづけしたFBP3a、Skp2、HAタグづけしたCul1、HAタグづけしたCul2
、β-カテニン、HisタグづけしたサイクリンD1、Skp1、HisタグづけしたSkp1、Hisタグづ
けしたエロンゲンCをバキュロウイルス発現ベクターpBacpak-8(Clonetech)中に挿入し、
直鎖化したバキュロウイルスDNAとともにBaculoGoldトランスフェクションキット(Pharmi
ngen)を用いてSf9細胞中に同時トランスフェクションした。Hisタグづけしたヒトサイク
リンEおよびHAタグづけしたCdk2を発現しているバキュロウイルスはD. Morgan(Desai, 19
92, Molecular Biology of the Cell 3:571)によって供給されたものである。組換えウイ
ルスを用いて5B細胞を感染させ、そのウイルスがコードするタンパク質の発現を上述のイ
ムノブロッティングによってアッセイした。Hisタンパク質はニッケル-アガロース(Invit
rogen)で製造者の説明書に従って精製した。適切なバキュロウイルスの同時発現によって
異なる複合体を形成し、Skp1とサイクリンEの5'のHisタグを用いてニッケル-アガロース
クロマトグラフィーで精製した。特に断らない限りは、組換えタンパク質は下記の量でイ
ンキュベーションに添加した：サイクリンE/Cdk2, 約0.5 pmol；Skp1, 約0.5pmol；Skp2,
 約0.1pmol；FBP1, 約0.1pmol;FBP3a, 約0.1pmol；Cul1, 約0.1pmol。精製調製物中のSkp
1/Skp2、Skp1/FBP1、Skp1/FBP3aおよびSkp1/Cul1の重量モル比は約5であった。
【０２７４】
抽出物の調製と細胞の同調、一過性トランスフェクション、免疫沈降およびイムノブロッ
ティング　
　方法は上述の第6．1節に記載されているとおりに行った。
【０２７５】
8.2　結果
8.2.1　p27 in vitro ユビキチン化アッセイ
　例示としてのin vitroユビキチン化アッセイにおいては、対数増殖期のHeLa-S3細胞を6
 x 10５個/mLの密度で集めた。報告されている方法で細胞を70μMロバスタチンと48時間
処理することによってG1期で停止させる(O'Connor & Jackman, 1995, Cell Cycle-Materi
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als and Methods, M. Pagano編, Springer, NY, 第6章中の記載)。1μLのin vitroで翻訳
された[35S]p27を10μLのユビキチン化混液中で30℃で種々の時間(0-75分)インキュベー
トするが、その混液は：40mM　Tris　pH7.6、5mM MgCl２、1mM DTT、10% グリセロール、
1μM　ユビキチンアルデヒド、1mg/mL メチルユビキチン、10mM クレアチンリン酸、0.1m
g/mL クレアチンホスホキナーゼ、0.5mM ATP、1μM　オカダ酸、20-30μg HeLa細胞抽出
物を含むものである。p27からユビキチンの鎖を排除してしまうイソペプチダーゼを阻害
するために、ユビキチンアルデヒドをユビキチン化反応液中に添加することができる。メ
チルユビキチンの添加は細胞抽出物中に存在するユビキチンと競合し、p27ユビキチン鎖
を終結させる。そのような鎖は高分子量スメア(なすりつけたように尾を引くバンド)の代
わりに別個のバンドとして出現する。これらのより短いポリユビキチン鎖はプロテアソー
ムに対してのアフィニティーがより低く、従ってより安定である。反応をβ-メルカプト
エタノールを含有するLaemmliサンプルバッファーで停止させ、産物を変性条件下でプロ
テインゲル上で分析することができる。
【０２７６】
　ポリユビキチン化p27はオートラジオグラフィーで同定される。p27分解アッセイは、(i
)メチル化ユビキチンおよびユビキチンアルデヒドが除かれていたこと；(ii)HeLa抽出物
の濃度が約7μg/mLであること；(iii)抽出物が低張での溶解によって調製されるものであ
ること(Paganoら, 1995, Science 269:682)、を除いては同様の方法で行われ、この方法
は窒素ボンベ破壊法よりもプロテアソーム活性をよく保存する。メチルユビキチンの不在
下では、p27のユビキチン化活性の代わりにp27分解活性を測定することができる。
【０２７７】
　これらのサンプルはp27に対する抗体で免疫沈降し、次いで抗ユビキチン抗体で免疫沈
降し、8% SDSゲルにかける。このアッセイによって見出される高分子量の分子種はユビキ
チン化されたものである。対照として、13個のリシンの全てを欠くp27変異体を用いた。
このp27変異体はユビキチン化されず、8% SDSゲル上ではより大きい分子量の位置に動く
。
【０２７８】
8.2.2　p27-Skp2相互作用アッセイおよびp27-Skp2免疫枯渇アッセイ
　Skp1/cullin複合体への酵母およびヒトFBPによる特異的基質の補給はリン酸化依存性で
ある。従って、IκBα由来のペプチドとβ-カテニンはFBP1に特異的に結合し、それはリ
ン酸化依存的である(Yaron、 1998、 Nature 396:590; Winstonら、 1999、 Genes Dev. 
13:270)。187の位置にホスホトレオニンを持つp27ホスホペプチドについてそのヒトFBPに
対する結合能をアッセイした。そのFBPは、Skp2およびFBP1、FBP2、FBP3a、FBP4、FBP5、
FBP6、およびFBP7を含むもので、上記の第6節に記載のとおり、Skp1をバイト(bait)とし
て用いる2-ハイブリッドスクリーニングを用いることによって単離されたものである。こ
れらのFBPのうちの4種は、基質相互作用ドメインとなりうるもの、例えばFBP1およびFBP2
ではWD-40ドメイン、Skp2およびFBP3aではロイシンリッチリピートなどを含んでいる。ホ
スホ-p27ペプチドはセファロースビーズに固定化し、これらの7種のin vitroで翻訳され
たFBPとともにインキュベートした(図37A)。1種のFBP、Skp2のみがホスホ-T187 p27ペプ
チドと結合することができた。次いで、p27ペプチド（リン酸化したものまたはリン酸化
していないもののいずれか）に連結されたビーズ、または無関係のホスホペプチドをHeLa
細胞抽出物とともにインキュベートした。安定的にビーズと会合しているタンパク質を、
イムノブロッティングによって試験した。Skp2およびその会合タンパク質、Skp1およびCu
l1、はホスホ-p27ペプチドには結合するが、対照ペプチドには結合しないタンパク質とし
て容易に検出された (図37B)。
【０２７９】
　p27のSkp2への会合をさらに調べるために、in vitroで翻訳されたp27を、Skp1/Skp2複
合体、サイクリンE/Cdk2複合体、または双方の複合体の組み合わせのいずれかとともに、
p27がサイクリンE/Cdk2によってT187でリン酸化される条件下でインキュベートした(Mont
agnoli、 A.ら、 1999、 Genes & Dev. 13:1181)。次いで、サンプルを抗-Skp2抗体で免
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疫沈降させた。p27はサイクリンE/Cdk2複合体の存在下でSkp2のみにより共免疫沈降され
た(図37C)。注目すべきことに、同じ条件下でT187をアラニンに変えたp27変異体であるp2
7(T187A)は抗-Skp2抗体では共免疫沈降しなかった。最後に、本発明者らはSkp2およびp27
のin vivoでの会合を試験した。HeLa細胞およびIMR90ヒト2倍体線維芽細胞抽出物を、Skp
2に対する2種の異なる抗体で免疫沈降させ、次いでイムノブロッティングを行った。p27
とCul1はSkp2免疫沈降物において特異的に検されたが、サイクリンD1およびサイクリンB1
は検出されなかった(図38)。重要なことは、ホスホ-T187部位p27特異的抗体を用いて本発
明者らはSkp2結合p27がT187の位置でリン酸化されていることを示したことである(図38、
レーン2、下のパネル)。さらに、抗-ペプチドp27抗体はSkp2を特異的に共免疫沈降した。
これらの結果は、p27とSkp2との安定な相互作用が高度に特異的であり、p27のT187の位置
でのリン酸化に依存していることを示している。
【０２８０】
　p27の細胞サイクル段階特異的ユビキチン化および分解をそのまま再現する、p27ユビキ
チン化を調べる無細胞アッセイが開発されている(Montagnoliら、 上述の文献)。このア
ッセイを用いると、p27-ユビキチン連結活性は、非同調的に増殖させた細胞からの抽出物
中ではG1-停止細胞からの抽出物に比べて高かった(図39A、レーン2および4)。これまでの
知見(Montagnoli、 A.ら、 上述の文献)と合致して、サイクリンE/Cdk2の添加はp27のユ
ビキチン化を双方のタイプの抽出物中で刺激した(図39A、レーン3および5)。しかし、こ
の刺激はG1-停止細胞からの抽出物中では増殖期の細胞からの抽出物中と比べてはるかに
低く、このことはサイクリンE/Cdk2に加えてp27-ユビキチン連結系の他の何らかの構成成
分がG1での律速要素となっていることを示唆している。この構成成分はSkp2であろうと考
えられるが、それは他のSCFサブユニットとは対称的にSkp2のレベルがG1細胞からの抽出
物中では非同調細胞からの抽出物中より低く、それがp27のレベルと逆相関しているから
である(図39Bおよび43)。このことから、Skp2がp27ユビキチンリガーゼ活性の律速成分で
あるかどうか決定するために試験した。組換え精製Skp1/Skp2複合体のみをG1抽出物に添
加してもp27ユビキチン化を有意には刺激しなかった(図39A、レーン6)。これに対して、S
kp1/Skp2複合体およびサイクリンE/Cdk2複合体を組み合わせて添加するとG1抽出物中での
p27ユビキチン化が強く刺激された(図39A、レーン7)。同様に、Skp1/Skp2およびサイクリ
ンE/Cdk2を組み合わせて添加すると、分解アッセイで測定したときp27のタンパク分解作
用が強く刺激された(図39A、レーン13-16)。これらの実験に用いられたSkp1/Skp2複合体
は、バキュロウイルスのHisをタグ付けしたSkp1およびSkp2を同時発現している昆虫細胞
から単離したものであるので(そして、ニッケル-アガロースクロマトグラフィーで同時精
製したものである)、His-Skp1と同時精製された昆虫由来のF-boxタンパク質が、G1抽出物
中でのp27ユビキチン化の刺激に関与している可能性がある。この可能性は、同様な量のH
isをタグ付けしたSkp1(昆虫細胞中にてSkp2の不在下で発現され、同じ方法で精製された
ものである)の添加ではサイクリンE/Cdk2の存在下でp27ユビキチン化が刺激されないこと
を示すことによって排除することができる(図39A、レーン8)。さらに、本発明者らはFBP1
およびFBP3aのいずれもがG1抽出物中でのp27ユビキチン連結の刺激においてSkp2にとって
替わることができないことを見出した(図39A、レーン9-12)。G1抽出物中でのSkp1/Skp2お
よびサイクリンE/Cdk2を組み合わせた添加によるp27-ユビキチン化の刺激は、野生型p27
を用いた場合にのみ観察されうるものでp27(T187A)変異体では観察されず(レーン17-20)
、このことはp27のT187でのリン酸化はSkp2が媒介するp27のユビキチン化に必要であるこ
とを示している。これらの知見は、サイクリンE/Cdk2複合体およびSkp1/Skp2複合体の双
方がG1期におけるp27ユビキチン化および分解のための律速要素であることを示している
。
【０２８１】
　p27ユビキチン連結におけるSkp2の必要性をさらに調べるために、非同調性増殖細胞の
抽出物からSkp2に対する抗体を用いた免疫枯渇法によってSkp2を特異的に除去した。免疫
枯渇法で大部分のSkp2はこれらの抽出物から効率的に除去され、p27-ユビキチン連結活性
(図40A、レーン4)ならびにp27分解活性の顕著な低減が生じた。この効果は下記の観察結
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果によって示されるとおり特異的なものであった：(i) あらかじめ免疫した血清を用いた
同様の処理ではp27-ユビキチン化は阻害されなかった(図40A、レーン3)；(ii) 抗-Skp2抗
体を組換えGST-Skp2とともにあらかじめインキュベーションすると、抽出物からのp27-ユ
ビキチン化活性の免疫枯渇を防ぐが(レーン5)、対照のタンパク質では防がなかった(レー
ン4)；(iii) Skp2を枯渇させた抽出物中でのp27-ユビキチン化活性はHis-Skp1/Skp2複合
体の添加によって回復するが(図40B、レーン3)、His-Skp1(レーン2)、His-Skp1/Cul1複合
体(レーン4)、またはHis-Skp1/FBP1では回復しなかった。
【０２８２】
　次いで本発明者らはSkp2をHeLa抽出物から免疫沈降させ、この免疫沈降物がp27ユビキ
チン化活性を含んでいるか試験した。抗-Skp2ビーズはサイクリンE/Cdk2の存在下でp27ユ
ビキチン化を誘導し得たが、あらかじめ免疫した(PI)血清を用いて作製した免疫沈降物で
は誘導し得なかった(図40C、レーン2および3)。精製組換えE1ユビキチン活性化酵素、お
よび精製組換えUbc3の添加ではSkp2免疫沈降物のp27ユビキチン化を保持する能力を顕著
に増大させることはなく(図40C、レーン5)、それはおそらくp27のin vitroでの翻訳に用
いられたウサギ網赤血球溶解物中にそれらのタンパク質が双方とも存在するためであろう
。
【０２８３】
8.2.3　F-boxを欠失させたSkp2変異体はin vivoでp27を安定化する
　Skp2はin vivoでのユビキチンが媒介するp27の分解をも標的とする。F-boxを欠失させ
たFBP1変異体である(ΔF)FBP1はin vivoで支配的な陰性変異体として作用し、これはおそ
らくF-boxがなければSkp1/Cul1複合体と結合することができないが、その基質との結合能
は保持されるからであろう。従って、ひとたび細胞内で発現されれば、(ΔF)FBP1はβ-カ
テニンおよびIKBαをマスクしそれらの安定化をもたらす。F-boxを欠失させたSkp2変異体
である(ΔF)Skp2を構築した。p27は、マウス細胞中で単独でまたは(ΔF)Skp2もしくは(Δ
F)FBP1と共に発現させた(図41を参照せよ)。(ΔF)Skp2の存在によって、p27がより多量に
蓄積された。この蓄積がp27の安定性の増大によるものであるか調べるために、p27の半減
期をパルスチェイス分析(詳細は上述の第8節を参照せよ)を用いて測定した。(ΔF)Skp2は
p27の半減期を1時間未満から約3時間へと延長した。これらの実験ではトランスフェクシ
ョンの効率は約10%であるので、(ΔF)Skp2は同時発現されたヒト外因性p27の安定性のみ
に影響を及ぼし、マウス内因性p27の安定性には影響しなかった。
【０２８４】
8.2.4　 Skp2アンチセンス実験
　Skp2レベルの減少が内因性p27の量に影響を及ぼすか調べるためにSkp2 mRNAをアンチセ
ンスオリゴヌクレオチドで標的化した。2種の異なるアンセンスオリゴはSkp2タンパク質
レベルの減少を誘導したが、対照のオリゴデオキシヌクレオチドでは減少は誘導されなか
った(図42)。Skp2の減少と同時に、内因性p27タンパク質レベルの顕著な増加が見られた
。ヒドロキシ尿素またはアフィジコリン処理によってG1/S移行をブロックされた細胞中で
も同様な結果が得られた(レーン9-16)。従って、Skp2アンチセンスオリゴのp27に対する
効果は、Skp2レベルの減少によって可能となるG1におけるブロックの2次的結果ではなか
った。
【０２８５】
　アンチセンス実験はYu、 1998、 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:11324に記載のと
おり行った。簡潔に記せば、ホスホロチオエート骨格およびC-5 プロピンピリミジンを含
んでいる4種のオリゴデオキシヌクレオチドを合成した(Yale大学のKeck Biotechnology R
esource Laboratory)：(1) 5'-CCTGGGGGATGTTCTCA -3' (配列番号86) (ヒトSkp2 cDNA ヌ
クレオチド180-196のアンチセンス方向)；(2) 5'-GGCTTCCGGGCATTTAG-3'(配列番号87)[(1
)をスクランブルした対照]；(3) 5'-catctggcacgattcca-3'(配列番号88)(Skp2 cDNAヌク
レオチド1137-1153のアンチセンス方向)；(4) 5'-CCGCTCATCGTATGACA-3'(配列番号89)[(3
)をスクランブルした対照]。オリゴヌクレオチドはCytofectin GS(Glen Research)を製造
者の使用説明書に従って用いてHeLa細胞中に移送した。次いでその細胞をトランスフェク
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ションの16時間から18時間後に回収した。
【０２８６】
9.　実施例：FBPと細胞周期調節タンパク質(例えばSkp2とE2F)との相互作用を同定するた
めのアッセイ
　下記の研究は公知のFBP、Skp2の、新規の基質を同定するために行った。
【０２８７】
　図44に示すとおり、E2F-1はSkp2と物理的に会合するが、p53およびサイクリンBを含む
アッセイしたユビキチン経路の他の基質は会合しなかった。Skp2とE2F-1(レーン1、4、お
よび5)、またはSkp2とヘキサヒスチジンp53(His-p53)(レーン2、6、7、10、および11)、
またはSkp2とHis-サイクリンB(レーン3、8、9、12、および13)を同時発現しているバキュ
ロウイルスを感染させた昆虫細胞の抽出物は、Skp2に対する抗血清で直接的にイムノブロ
ットするか(レーン1-3)、またはまずSkp2に対する抗血清でイムノブロットするか(レーン
1-3)もしくはまず指示された抗体で免疫沈降させ、次いでSkp2に対する抗血清でイムノブ
ロットを行った(レーン4-13)。免疫沈降に用いた抗体は：正常精製マウス免疫グロブリン
(IgG)(レーン4、6、10、および12)、精製マウスモノクローナル抗-E2F-1抗体（KH-95、Sa
nta Cruzから入手)(レーン5)、精製マウスモノクローナル抗-p53抗体(DO-1、Oncogene Sc
ienceから入手)(レーン7)、精製ウサギIgG(レーン8)、精製ウサギポリクローナル抗-サイ
クリンB抗体(レーン9)、精製マウスモノクローナル抗-His抗体(クローン34660、Quiagen
から入手)(レーン11および13)である。
【０２８８】
　図44Bに示すとおり、Skp2は物理的にE2F-1と会合するが、ユビキチン経路の他の基質(p
53およびサイクリンB)とは会合しない。Skp2とE2F-1(レーン1-3)、またはSkp2とHis-p53(
レーン4-6)、またはSkp2とHis-サイクリンB(レーン7-9)を同時発現しているバキュロウイ
ルスを感染させた昆虫細胞抽出物は、指示されたタンパク質に対する抗体で直接的にイム
ノブロットするか(レーン1、4、および7)、またはまず指示された抗血清で免疫沈降させ
次いで指示されたタンパク質に対する抗体でイムノブロットした(レーン2、3、5、6、8、
および9)。免疫沈降に用いる抗血清は、抗-Skp2血清(レーン2、5、および8)、ならびに正
常ウサギ血清(NRS)(レーン3、6、および9)である。
【０２８９】
　図44Cに示すとおり、E2F-1はSkp2と物理的に会合するが、別のF-boxタンパク質(FBP1)
とは会合しない。Skp2とE2F-1(レーン1、3、および4)、またはFlagをタグ付けしたFBP1と
E2F-1(レーン2、5、および6)を同時発現しているバキュロウイルスを感染させた昆虫細胞
抽出物はマウスモノクローナル抗-E2F-1抗体で直接的にイムノブロットするか(レーン1と
2)、またはまず指示された抗体で免疫沈降を行い、次いでマウスモノクローナル抗-E2F-1
抗体でイムノブロットした(レーン3-6)。免疫沈降に用いられた抗体は、抗-Skp2血清(レ
ーン3)、NRS(レーン4)、精製ウサギポリクローナル抗-Flag(レーン5)、精製ウサギIgG(レ
ーン6)である。
【０２９０】
　本実施例に用いた方法論はいかなるFBPの新規基質の同定にも適用することができ、そ
のようなFBPとしては、限定はされないがFBP1、　FBP2、　FBP3a、　FBP3b、　FBP4、　F
BP5、　FBP6、　FBP7、　FBP8、　FBP9、　FBP10、　FBP11、　FBP12、　FBP13、　FBP14
、　FBP15、　FBP16、　FBP17、　FBP18、　FBP19、　FBP20、　FBP21、　FBP22、　FBP2
3、　FBP24、　およびFBP25などの本発明のFBPが含まれる。
【０２９１】
　本発明は記載の特定の実施形態によってその範囲を限定すべきではなく、それらの実施
形態は本発明の個々の態様の単なる例示であり、機能的に同等な方法および構成成分は本
発明の範囲に包含される。本明細書に記載のものに加えて行いうる本発明の各種の改変は
、前述の記載および添付の図面から当業者には明白なものとなろう。そのような改変は添
付の特許請求の範囲内にあることを意図したものである。
【０２９２】
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　本明細書に引用した参照文献の全てを参照により本明細書に組み込むこととする。
【図面の簡単な説明】
【０２９３】
【図１】ヒトF-boxタンパク質FBP1（配列番号15)、FBP2（配列番号16)、FBP3a（配列番号
17)、FBP3b（配列番号78)、FBP4（配列番号18)、FBP5（配列番号19)、FBP6（配列番号20)
、FBP7（配列番号21)、Skp2（配列番号22)、FBP8（配列番号61)、FBP9（配列番号62)、FB
P10（配列番号63)、FBP11（配列番号64)、FBP12（配列番号65)、FBP13（配列番号79)、FB
P14（配列番号66)、FBP15（配列番号67)、FBP16（配列番号68)、FBP17（配列番号69)、FB
P18（配列番号70)、FBP19（配列番号71)、FBP20（配列番号72)、FBP21（配列番号73)、FB
P22（配列番号74)、FBP23（配列番号75)、FBP24（配列番号76)、FBP25（配列番号77)にお
ける保存されたF-boxモチーフアミノ酸残基のアライメントである。既知のFBP、Skp2のF-
boxと、2ハイブリッドスクリーニング（ポンド記号で示す）またはBLASTサーチ（クロス
で示す）によって同定されたFBPのF-boxとのアライメントをClustal W法（Mac Vector(登
録商標））を用いて行い、手動で再調整した。少なくとも15種類のF-boxにおいて同一の
残基を濃い灰色で、似通っている残基を薄い灰色で影をつけている。アステリスク1つは
、ポリAテイルが後に続く終止コドンがcDNA中に存在することを示す。一方、潜在的全長
クローンにはアステリスク２つを付している。図の下に付したアステリスクはFBP3aにお
いて変異したアミノ酸残基を示す（図29参照）。
【図２】FBPを模式的に示したものである。ヒトFBPにおける推定のタンパク質-タンパク
質相互作用ドメインを示す（説明のためのキーボックスを参照されたい）。2ハイブリッ
ドスクリーニングによって同定されたFBPにポンド記号を付し、BLASTサーチよって同定さ
れたFBPにクロスを付している。ダブルスラッシュは、対応するcDNAが5'末端で不完全で
あることを示し、アステリスクはポリAテイルが後に続く終止コドンがcDNA中に存在する
ことを示す。
【図３Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP1（配列番号２）のアミノ酸配列を示す。
【図３Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号１）を示す。
【図３Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号１）を示す。
【図３Ｄ】Dは、対応するcDNA（配列番号１）を示す。
【図４Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP2（配列番号4）のアミノ酸配列を示す。
【図４Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号3）を示す。
【図４Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号3）を示す。
【図５Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP3a（配列番号6）のアミノ酸配列を示す。
【図５Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号5）を示す。
【図５Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号5）を示す。
【図６Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP3b（配列番号24）のアミノ酸配列を示す。
【図６Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号23）を示す。
【図６Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号23）を示す。
【図７Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP4（配列番号8）のアミノ酸配列を示す。
【図７Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号7）を示す。
【図７Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号7）を示す。
【図８Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP5（配列番号10）のアミノ酸配列を示す。
【図８Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号9）を示す。
【図８Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号9）を示す。
【図９Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP6（配列番号12）のアミノ酸配列を示す。
【図９Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号11）を示す。
【図９Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号11）を示す。
【図１０Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP7（配列番号14）のアミノ酸配列を示す。
【図１０Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号13）を示す。
【図１０Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号13）を示す。
【図１１Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP8（配列番号26）のアミノ酸配列を示す。
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【図１１Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号25）を示す。
【図１１Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号25）を示す。
【図１１Ｄ】Dは、対応するcDNA（配列番号25）を示す。
【図１２Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP9（配列番号28）のアミノ酸配列を示す。
【図１２Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号27）を示す。
【図１２Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号27）を示す。
【図１２Ｄ】Dは、対応するcDNA（配列番号27）を示す。
【図１３】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP10（配列番号30）のアミノ酸配列を示す。Bは、
対応するcDNA（配列番号29）を示す。
【図１４】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP11（配列番号32）のアミノ酸配列を示す。Bは、
対応するcDNA（配列番号31）を示す。
【図１５】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP12（配列番号34）のアミノ酸配列を示す。Bは、
対応するcDNA（配列番号33）を示す。
【図１６Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP13（配列番号36）のアミノ酸配列を示す。
【図１６Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号35）を示す。
【図１７】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP14（配列番号38）のアミノ酸配列を示す。Bは、
対応するcDNA（配列番号37）を示す。
【図１８Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP15（配列番号40）のアミノ酸配列を示す。
【図１８Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号39）を示す。
【図１９Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP16（配列番号42）のアミノ酸配列を示す。
【図１９Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号41）を示す。
【図２０Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP17（配列番号44）のアミノ酸配列を示す。
【図２０Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号43）を示す。
【図２０Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号43）を示す。
【図２１Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP18（配列番号46）のアミノ酸配列を示す。
【図２１Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号45）を示す。
【図２１Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号45）を示す。
【図２２Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP19（配列番号48）のアミノ酸配列を示す。
【図２２Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号47）を示す。
【図２２Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号47）を示す。
【図２２Ｄ】Dは、対応するcDNA（配列番号47）を示す。
【図２３Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP20（配列番号50）のアミノ酸配列を示す。
【図２３Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号49）を示す。
【図２４Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP21（配列番号52）のアミノ酸配列を示す。
【図２４Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号51）を示す。
【図２４Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号51）を示す。
【図２５Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP22（配列番号54）のアミノ酸配列を示す。
【図２５Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号53）を示す。
【図２５Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号53）を示す。
【図２６Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP23（配列番号56）のアミノ酸配列を示す。
【図２６Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号55）を示す。
【図２６Ｃ】Cは、対応するcDNA（配列番号55）を示す。
【図２７Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP24（配列番号58）のアミノ酸配列を示す。
【図２７Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号57）を示す。
【図２８Ａ】Aは、ヒトF-boxタンパク質FBP25（配列番号60）のアミノ酸配列を示す。
【図２８Ｂ】Bは、対応するcDNA（配列番号59）を示す。
【図２９】FBPは、そのF-boxを介してSkp1と特異的に相互作用する。FBPのcDNA（野生型
および変異型)は、35S-メチオニンの存在下、in vitro(IVT)で転写および翻訳された。同
量のIVTタンパク質（各レーンの一番上に示す）を、Hisタグを付したSkp1（レーン1、3、
4、6～10、12、15、17、19および21)、Hisタグを付したエロンギン C(レーン2、5、11、1
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4、16、18、19および22)またはHisタグを付したp27(レーン12)のいずれかを予め結合させ
たニッケル-アガロースビーズを用いるヒスチジン-タグプルダウンアッセイに付した。結
合したIVTタンパク質をSDS-PAGEおよびオートラジオグラフィーによって分析した。パネ
ル左側の矢印は、示したFBPを指している。タンパク質標準品の見かけの分子量をパネル
の右側に示す。
【図３０】FBP1、FBP2、FBP3a、FBP4およびFBP7は、in vivoで内因性Skp1およびCullを有
する新規SCFを生成する。HeLa細胞を、FBP1(レーン1)、(ΔF)FBP1(レーン2)、FBP4(レー
ン3)、FBP７(レーン5)、FBP2(レーン7)、(ΔF)FBP2(レーン8)、FBP3a(レーン9)、(ΔF)FB
P3a(レーン10)のFlag-タグ付けしたものをコードする哺乳動物発現プラスミドで、または
空ベクター(レーン4および６)でトランスフェクトした。細胞を溶解し、抽出物をウサギ
抗-Flag抗体による免疫沈降に付した（レーン1～8)。次に免疫沈降物を、示したように、
マウス抗-Cullモノクローナル抗体、ウサギ抗-Skp1ポリクローナル抗体またはウサギ抗-C
ul2ポリクローナル抗体を用いてイムノブロッティングした。トランスフェクトされてい
ないHeLa細胞からの抽出物25μgを含む最後のレーン（レーン9）は、マーカーとして使用
される組換えCull、Skp1またはCul2タンパク質を含む。酵母cullin Cdc53および哺乳動物
Cul4aについて既に記載されているように、CullおよびCul2に対する抗体で検出された、
より移動度の小さいバンドは、ユビキチン様分子のこれら二つのcullinへの共有結合によ
って生じた可能性が高い。
【図３１】ユビキチンリガーゼ活性に関連するFBP1、FBP2、FBP3a、FBP4およびFBP7。HeL
a細胞を、ヒトSkp1、CullならびにFlagでタグ付けしたFBP1(レーン3)、(ΔF)FBP1(レーン
4)、FBP2(レーン2および5)、(ΔF)FBP2(レーン6)、FBP7(レーン7)、FBP3a(レーン8および
13)、(ΔF)FBP3a(レーン9)、無関係のフラグでタグ付けしたタンパク質（Irf3、レーン10
)およびFBP4（レーン11および12)をコードする哺乳動物発現プラスミド、または空ベクタ
ー(レーン1)でトランスフェクトした。細胞を溶解し、抽出物をウサギ抗-Flag抗体による
免疫沈降に付した。免疫沈降物を、精製した組換えE1およびUbc4(レーン1～11)またはUbc
2（レーン12および13)ならびにビオチン化したユビキチンを含む反応混合物の存在下でイ
ンキュベートした。レーン２における反応にはNEMも含まれていた。ユビキチン化したタ
ンパク質をHRP-ストレプトアビジンを用いたブロッティングによって可視化した。パネル
左側の括弧は、該反応において産生したユビキチン化タンパク質のスメアを記したもので
ある。アステリスクは、煮沸に耐性のあるE1とコンジュゲート形成したユビキチンを示す
。
【図３２】図３２は、FBPの細胞内局在性を示す。HeLa細胞を、Flagタグを付したバージ
ョンのFBP1(a-b)、FBP2(c-d)、FBP3a(e-f)、FBP4(g-h)、(DF)FBP2(i-j)、または(ΔF)FBP
3a(k-l)をコードする哺乳動物発現プラスミドでトランスフェクトした。24時間後、細胞
を免疫蛍光に供し、ウサギ抗Flag抗体でFBPを(a,c,e,g,i,k)、ビスベンズイミドで核を(b
,d,f,h,j,l)それぞれ染色した。
【図３３】ヒト組織におけるFBP転写物の量を示す。異なるヒト組織に由来する、電気泳
動的に分画されたポリ(A)+ mRNAを含む膜を、FBP1、FBP2、FBP3a、FBP4、SKP2、およびβ
-アクチンのcDNAから調製した特異的プローブとハイブリダイズさせた。図の左側の矢印
は、本文中で記述された主要な転写物を指す。
【図３４】図３４A-Eは、FBP遺伝子のFISH局在性を示す。ゲノムプローブを含む精製ファ
ージDNAをジゴキシゲニンdUTPでラベルし、Cy3-結合抗体で検出した。ゲノムプローブ遺
伝子座(赤)に対応するシグナルが、DAPI-アクチノマイシンD染色正常ヒト染色体(青-白)
に対してみられた。パネルAは、FBP1の10q24への局在を、パネルBは、FBP2の9q34への局
在を、パネルCはFBP3aの13q22への局在を、パネルDはFBP4の5p12への局在を、そして、パ
ネルEはFBP5の6q25-26への局在を示す。矢印は、FBP-特異的FISHシグナルを指す。
【図３５】図３５A-Cは、FBP1のβ-カテニンとの会合を示す。A.β-カテニンを、単独で(
レーン1)またはFlagタグを付したFBP1と共に(レーン2)、発現するバキュロウイルス感染
昆虫細胞をウサギ抗-Flag抗体(rα-Flag)により免疫沈降(IP)させ、続いて抗-Flag(mα-F
lag)および抗β-カテニンマウス抗体でイムノブロッティングを、指示通りに行った。レ
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ーン3およびレーン4は、感染昆虫細胞由来の抽出物25μgを含むものを同じ抗体でイムノ
ブロットした。B. Skp1の非存在下(レーン1～3)または存在下(レーン4～6)で、サイクリ
ンD1、Flag-FBP1を発現するバキュロウイルス感染昆虫細胞由来の抽出物を、正常ウサギI
gG(r-IgG、レーン1および4)、ウサギ抗-Flag抗体(rα-Flag、レーン2および5)、またはウ
サギ抗-サイクリンD1抗体(rα-D1、レーン3および6)で免疫沈降した。免疫沈降物を抗-Fl
ag(mα-Flag)およびサイクリンD1(mα-D1)マウス抗体により、指示通りにイムノブロット
した。最後のレーンは、感染昆虫細胞由来の代表的な抽出物25μgを含むものを同じ抗体
でイムノブロットした。C.293細胞を、HAタグを付したβ-カテニンをコードする哺乳動物
発現プラスミドを、単独で、あるいはFlagタグを付したFBP1またはFlagタグを付した(ΔF
)FBP1のいずれかと組み合わせて、トランスフェクトした。細胞を溶解し、抽出物をウサ
ギ抗-Flag抗体で免疫沈降に供し(rα-Flag、レーン4～6)、ラット抗HA(α-HA)およびマウ
ス抗Flag(mα-Flag)抗体で指示通りにイムノブロットした。最初の3つのレーンは、トラ
ンスフェクトした293細胞由来の抽出物25μgを含むものを、同じ抗体でイムノブロットし
た。高レベルのβ-カテニン発現ベクターをトランスフェクトし、β-カテニンのFBP1およ
び(ΔF)FBP1との会合を、β-カテニンレベルとは独立に決定した。
【図３６】図３６A-Bは、ドミナントネガティブ(ΔF)FBP1変異体によるβ-カテニンの安
定化を示す。A. ヒト293細胞を、HAタグを付したβ-カテニンをコードする哺乳動物発現
プラスミドを、単独でまたはFlagタグを付したFBP1またはFlagタグを付した(ΔF)FBP2の
いずれかと組み合わせて、トランスフェクトした。細胞を溶解し、抽出物をラット抗HAお
よびラット抗Flag(rα-Flag)抗体で指示通りにイムノブロットした。B. β-カテニンの代
謝回転速度のパルス追跡分析である。HAタグを付したβ-カテニンを、空のベクター、FBP
1、または(ΔF)FBP1と組み合わせて、293細胞に共トランスフェクトした。24時間後、細
胞を35S-メチオニンで30分間標識し、指示した時間にわたり追跡した。抽出物を、続いて
、ラット抗HA抗体での免疫沈降に供した。
【図３７】図３７A～Cは、リン酸化p27のSkp2への結合を示す。A. in vitroで翻訳した[3
5S]FBPを、ホスホペプチドNAGSVEQT*PKKPGLRRRQT(位置187にホスホスレオニン(T*)を有す
るヒトp27のカルボキシ末端に相当)に結合したビーズとの結合反応に使用したものを示す
パネルである。ビーズをRIPAバッファーで洗浄し、結合したタンパク質を溶出して、電気
泳動およびオートラジオグラフィーに供した(上のパネル)。下のパネル：用いたin vitro
で翻訳した[35S]FBPの10％量。B. HeLa細胞抽出物をホスホp27ペプチド(レーン2)、非リ
ン酸化以外は同一のp27ペプチド(レーン1)、または対照ホスホペプチドAEIGVGAY*GTVYKAR
DPHS(位置17のホスホチロシン(Y*)を有するヒトCdk4のアミノ末端ペプチドに相当)(レー
ン3)に結合したビーズとともにインキュベートした。ビーズをRIPAで洗浄し、結合したタ
ンパク質を、各パネルの左側に指示したタンパク質に対する抗体でイムノブロットした。
HeLa抽出物の一部(25μg)を対照として使用した(レーン4)。Cul1においてより遅く移動し
たバンドは、他のcullin 48に関して既に記述されたように、ユビキチン様分子の共有結
合により生じることが考えられる。C. 1μlのin vitroで翻訳した[35S]野生型p27(WT、レ
ーン1～4)またはp27(T187A)変異体(T187A、レーン5～6)を、30℃で10μlのキナーゼバッ
ファー中で30分間インキュベートした。指示した点で、～2.5pmolの組換え精製サイクリ
ンE/Cdk2、または～1pmolのSkp2(Skp1/Skp2複合体中)を添加した。続いてサンプルを、Sk
p2に対する抗体が共有結合された6μlのプロテイン-Aビーズとともにインキュベートした
。ビーズをRIPAバッファーで洗浄し、結合したタンパク質を電気泳動とオートラジオグラ
フィーに供した。レーン1～6：Skp2結合タンパク質;レーン7および8：用いたin vivoで翻
訳した[35S]タンパク質の7.5%量。
【図３８】in vivoでのSpk2のp27への結合を示す。HeLa細胞からの抽出物(レーン1～2お
よび5～6)、またはIMR90線維芽細胞(レーン9～10)を、Skp2に対する種々のアフィニティ
ー精製(AP)抗体または精製した対照IgG画分にて免疫沈降した。抽出物を、レーン1：ヤギ
IgG(G-IgG)にて；レーン2：N-末端Skp2ペプチドに対するAPヤギ抗体(G-α-Skp2)にて；レ
ーン5および9：ウサギIgG(R-IgG)にて；レーン6および10；Skp2に対するAPウサギ抗体(R-
α-Skp2)にて、免疫沈降した。免疫沈降物を、各パネルの左側に指示したタンパク質に対
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する抗体にてイムノブロットした。下のパネルのレーン1～4は、p27リン酸化部位特異的
抗体と共にイムノブロットした。レーン3、7、および11は細胞抽出物を25μg含み、レー
ン4、8および12は、マーカーとして使用される関連組換えタンパク質を含む。いくつかの
マーカーの移動度が異なるのは、組換えタンパク質上にタグが存在するためである。
【図３９】図３９は、Skp2およびサイクリンE/CDK2複合体が、G1抽出物のp27ユビキチン
化における律速段階となることを示す。A. in vitroでのp27の、連結(レーン1～12および
17～20)および分解(13～16)を、同調していない増殖(Asyn.ext.、レーン2～3)またはG1停
止(G1 ext.,レーン4～20)のHeLa細胞からの抽出物に対して行った。レーン1は抽出物を含
まない。精製組換えタンパク質を指示通りに添加した。野生型p27(レーン1～18)またはp2
7(T187A)変異体(T187A、レーン19～20)を用いて反応させた。レーン1～8、9～12、および
17～20は、3つの別々に行った実験で得られたものである。パネルの左側のカッコは、ポ
リユビキチン化p27に対応する>27,000バンドのラダーを示す。＊印は、大部分のサンプル
に存在する非特異的バンドを示す。B. 同調していないHeLa細胞(レーン1)またはG1停止し
たHeLa細胞(レーン2)から得た抽出物中の、Skp2およびp27のレベルのイムノブロット分析
を示す。
【図４０】図４０A～Cは、Skp2がp27ユビキチンライゲーション活性に必要であることを
を示す。A. 免疫デプリーション(immunodepletion)を示す。同調していないHeLa細胞から
の抽出物を無処理で(レーン2)、または免疫前の血清で(レーン3)、2μgの精製GSTと共に
プレインキュベーションした抗Skp2抗体で(レーン4)、または2μgの精製GSTSkp2と共にプ
レインキュベーションした抗Skp2抗体で(レーン5)、免疫デプリーションを行った。レー
ン1は抽出物を含まない。サンプル(30μgのタンパク質)を、サイクリンE/Cdk2の存在下で
のp27ユビキチン化についてアッセイした。パネルの左側のカッコは、ポリユビキチン化p
27に対応する>27,000バンドのラダーを示す。＊印は、全てのサンプルに存在する非特異
的バンドを示す。B. 再構築を示す。Skp2を免疫デプリーションしたサンプル中でのp27ユ
ビキチン化活性の回復を、指示した精製タンパク質を添加して試験した。全てのサンプル
は、30μgのSkp2を免疫デプリーションした抽出物(Skp2-depl.ext.)およびサイクリンE/C
dk2を含んでいた。C. 免疫精製を示す。同調していないHeLa細胞をウサギ抗-Skp2抗体(レ
ーン3および5)または免疫前の血清(PI、レーン2および4)で免疫沈降させた。全抽出物(レ
ーン1)および免疫ビーズ(レーン2～5)に、p27、精製組換えサイクリンE/Cdk2およびユビ
キチン化反応混合物を添加した。レーン4および5のサンプルに精製組換えE1およびUbc3を
添加した。全てのサンプルをp27のユビキチン化に関してアッセイした。
【図４１】図４１A～Bは、in vivoでのp27の分解におけるSkp2の役割を示す。A. in vivo
でのドミナントネガティブ(ΔF)Skp2変異体によるp27の安定化を示す。NIH-3T3細胞に、
ヒトp27をコードする哺乳動物発現プラスミドを、単独で(レーン2)、またはp27と(ΔF)Sk
p2(レーン3)または(ΔF)FBP1(レーン4)のいずれかと組み合わせて、トランスフェクトし
た。レーン1：トランスフェクトしなかった細胞を示す。細胞を溶解させ、抽出物をp27、
Skp2またはFlag(Flagタグを付した(ΔF)FBP1検出用)に対する抗体でのイムノブロットに
供した。外因性ヒトp27タンパク質は内因性マウスp27よりも遅く移動した。B. p27の代謝
回転速度のパルス追跡分析を示す。空のベクター、または(ΔF)Skp2と組み合わせて、ヒ
トp27を、NIH-3T3細胞にトランスフェクトした。24時間後、細胞を[35S]-メチオニンで20
分間標識し、指示した時間にわたり追跡した。続いて抽出物を、マウス抗-p27抗体での免
疫沈降に付した。
【図４２】図４２は、SKP2 mRNAを標的としたアンチセンスオリゴヌクレオチドによる細
胞内p27の安定化を示す。HeLa細胞を16～18時間、SKP2 mRNAの2種類の異なる領域を標的
とした2種類の異なるアンチセンスオリゴデオキシヌクレオチド(AS)で処理した。レーン2
、6、12および16：N末端SKP2領域(NT)を標的としたAS；レーン4および8：C末端SKP2領域(
CT)を標的としたAS；レーン1、3、5、7、11および15：対照オリゴヌクレオチド対(Ctrl)
。レーン1～4および5～8は2つの別の実験に由来する。レーン11～12および15～16：HeLa
細胞を、ヒドロキシ尿素またはアフィジコリン処理のいずれかでそれぞれ24時間処理し、
G1/Sで停止させた。続いて細胞をオリゴデオキシヌクレオチドでトランスフェクトし、12
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時間後に（細胞が再びG1に入る前に）溶解し、Skp2(上のパネル)およびp27(下のパネル)
でイムノブロットした。レーン9および13：トランスフェクトしていないHeLa細胞；レー
ン10および14：トランスフェクトした細胞と同様の薬剤で処理したトランスフェクトして
いない細胞。
【図４３】図４３A～Cは、p27分解過程におけるSkp2の作用のタイミングを示す。IMR90線
維芽細胞を、血清除去によりG0/G1で同調し、血清で再活性化し、指示した間隔でサンプ
リングした。タンパク質抽出物を、指示したタンパク質に対する抗体を使用してイムノブ
ロットにより分析した。Skp2二量体(doublet)はリン酸化により生成すると考えられる。
なぜなら、該二量体は、オカダ酸(okadaic acid)の存在下で細胞を溶解した時のみ、12.5
％のゲルを使用すると、必ず観察されたからである。B.ノコダゾール(nocodazole)を使用
して有糸分裂を阻止したHeLa細胞を取り出し、新鮮な培地中に放出し、指示した間隔でサ
ンプリングした。タンパク質抽出物を、指示したタンパク質に対する抗体を使用してイム
ノブロットにより分析した。C. G1(ノコダゾール阻止から解放して3時間後) (レーン1)お
よびS-期(ノコダゾール阻止から解放して12時間後)(レーン2)のHeLa細胞から得た抽出物
を、抗-p27抗体(上の2つのパネル)を使用して、または抗-Skp2抗体(下の3つのパネル)を
使用して免疫沈降し、指示したタンパク質に対する抗体を使用してイムノブロットした。
【図４４】図４４A～Cは、Skp2/E2Fの相互作用アッセイのウエスタンブロット分析を示す
。これらの実験は、第8節の実施例において詳述する。
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摘要(译)

要解决的问题：发现，鉴定和表征编码泛素连接酶的新底物靶向亚基的核苷酸。 ŽSOLUTION：核苷酸编码泛素连接酶的新底物靶
向亚基，即FBP1，FBP2，FBP3，FBP4，FBP5，FBP6，FBP7，FBP8，FBP9，FBP10，FBP11，FBP12，FBP13，FBP14，
FBP15，FBP16，FBP17，FBP18提供FBP19，FBP20，FBP21，FBP22，FBP23，FBP24和FBP25。还提供了转基因小鼠，敲
除小鼠，宿主细胞表达系统和由上述核苷酸编码的蛋白质。此外，提供了设计用于靶向遍在蛋白连接酶及其底物以治疗增殖性疾病
的治疗方案和药物组合物。 Ž
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