
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ヒトメタボトロピックグルタミン酸受容体蛋白サブタイプをコードする核酸、お
よびこれにコードされる蛋白を提供する。
【解決手段】ヒトメタボトロピックグルタミン酸受容体のｍＧｌｕＲ１、ｍＧｌｕＲ２、
ｍＧｌｕＲ３およびｍＧｌｕＲ５サブタイプをコードする。これらの核酸はメタボトロピ
ックグルタミン酸受容体サブタイプの産生に有用である以外に、プローブとしても有用で
あり、従って当業者は不要な実験をすることなく、関連する受容体サブユニットを同定し
単離することが可能である。新規のメタボトロピックグルタミン酸受容体蛋白サブタイプ
を開示する以外に、このような受容体の機能に影響を与える化合物（例えば、グルタミン
酸受容体機能のアゴニスト、アンタゴニスト、およびモジュレーター（活性調節因子））
を同定し性状解析するための、このような受容体サブタイプの使用方法を包含する。  
【選択図】なし

10

JP 2004-147653 A 2004.5.27



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ３ に 記 載 の 全 コ ー ド 領 域 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ３ に 記 載 の 全 コ ー ド 領 域 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ
Ａ と 、 高 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容
体 サ ブ タ イ プ ２ （ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ ） と し て の 活 性 を 有 す る 蛋 白 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 蛋 白 を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 、 置 換
お よ び ／ ま た は 付 加 し て （ ａ ） の 蛋 白 か ら 得 ら れ 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受
容 体 サ ブ タ イ プ ２ （ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ ） と し て の 活 性 を 有 す る 蛋 白 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ５ に 記 載 の 全 コ ー ド 領 域 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ５ に 記 載 の 全 コ ー ド 領 域 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ
Ａ と 、 高 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容
体 サ ブ タ イ プ ３ （ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ ） と し て の 活 性 を 有 す る 蛋 白 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 以 下 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 蛋 白 を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 、 置 換
お よ び ／ ま た は 付 加 し て （ ａ ） の 蛋 白 か ら 得 ら れ 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受
容 体 サ ブ タ イ プ ３ （ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ ） と し て の 活 性 を 有 す る 蛋 白 。
【 請 求 項 ５ 】
　 以 下 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ７ に 記 載 の 全 コ ー ド 領 域 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ
（ ｂ ） 配 列 番 号 ７ に 記 載 の 全 コ ー ド 領 域 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ
Ａ と 、 高 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容
体 サ ブ タ イ プ ５ （ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ） と し て の 活 性 を 有 す る 蛋 白 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 以 下 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 蛋 白 を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ８ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白
（ ｂ ） 配 列 番 号 ８ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 、 置 換
お よ び ／ ま た は 付 加 し て （ ａ ） の 蛋 白 か ら 得 ら れ 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受
容 体 サ ブ タ イ プ ５ （ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ） と し て の 活 性 を 有 す る 蛋 白 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た 蛋 白 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の う ち 、 少 な く と も １ ４ の 連 続 す る 塩 基
、 ま た は そ の 相 補 的 な 塩 基 よ り な る 、 核 酸 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ に 相 補 的 な 単 離 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 ９ に 記 載 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 両 生 類 卵 母 細 胞 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
　 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 蛋 白 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 同 定 方
法 で あ っ て 、
　 請 求 項 ８ に 記 載 の 核 酸 プ ロ ー ブ と 、 ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ を 、 該 核 酸 プ ロ ー ブ が ポ リ 核 酸 断 片 の 時
は 低 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 か ら 中 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、
該 核 酸 プ ロ ー ブ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 時 は 高 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、
接 触 さ せ て 、 該 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 す る こ と を 特 徴 と す る Ｄ Ｎ Ａ
の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 競 合 的 結 合 測 定 法 に お い て 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 蛋 白 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト メ
タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ に 結 合 す る 化 合 物 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す
る た め の 生 物 学 的 測 定 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 １ １ に 記 載 の 真 核 細 胞 を 、 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 第 二 メ ッ セ ン ジ ャ ー 活 性 の 調
節 能 力 を 測 定 す べ き 少 な く と も １ つ の 化 合 物 に 暴 露 さ せ 、
（ ｂ ） そ の 後 、 該 第 二 メ ッ セ ン ジ ャ ー 活 性 の 変 化 に つ い て 該 真 核 細 胞 を 追 跡 す る こ と を 特
徴 と す る 生 物 学 的 測 定 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 を 、 請 求 の 範 囲 第 １ ５ 項 に 記 載 の 生 物 測 定 法
に よ り 同 定 さ れ る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 に 、 該 化 合 物 が 有 効 量 存 在 す る 状 態 で 接 触 さ せ
る こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 第 二 メ ッ セ
ン ジ ャ ー 活 性 の 調 節 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 蛋 白 ま た は そ の 免 疫 原 性 を 発 現 す る 部 位 に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 を 、 請 求 項 １ ８ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗
体 に 、 該 抗 体 が 有 効 量 存 在 す る 状 態 で 接 触 さ せ る こ と よ り な る 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ
ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 第 二 メ ッ セ ン ジ ャ ー 活 性 の 調 節 方 法 。
                                                                                
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 核 酸 と こ れ に よ り コ ー ド さ れ る 受 容 体 蛋 白 に 関 す る 。 本 発 明 の 核 酸 は 、 新 規
の ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク （ metabotropic） グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る 核
酸 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た こ の よ う な 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 作 成 方 法 、 お よ び こ の よ う な 受
容 体 の 機 能 に 影 響 を 与 え る 化 合 物 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 お よ び ヒ ト メ
タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の ア ロ ス テ リ ッ ク モ ジ ュ レ ー タ ー ） の 同 定 お よ び 性 状
解 析 の た め の 受 容 体 蛋 白 の 使 用 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 は 、 哺 乳 動 物 の 中 枢 神 経 系 の 主 要 な 興 奮 性 神 経 伝 達 物 質 で
あ る 。 解 剖 学 的 、 生 化 学 的 お よ び 電 気 生 理 学 的 分 析 は 、 グ ル タ ミ ン 酸 産 生 系 が 広 範 囲 の ニ
ュ ー ロ ン 作 用 過 程 （ 例 え ば 、 急 速 な 興 奮 性 シ ナ プ ス 伝 達 、 神 経 伝 達 物 質 放 出 の 制 御 、 長 期
増 強 、 学 習 お よ び 記 憶 、 成 長 性 シ ナ プ ス 可 塑 性 、 低 酸 素 性 虚 血 傷 害 お よ び ニ ュ ー ロ ン 細 胞
の 死 、 て ん か ん 様 発 作 、 お よ び い く つ か の 神 経 変 性 障 害 の 病 変 性 ） に 関 与 し て い る こ と を
示 唆 し て い る 。 一 般 的 に は 、 モ ナ ガ ン （ Monaghan） ら 、 Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.
， ２ ９ ： ３ ６ ５ － ４ ０ ２ （ １ ９ ８ ０ ） を 参 照 。 こ の 広 範 囲 の 機 能 （ 特 に 学 習 、 神 経 毒 性 お
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よ び 神 経 病 理 に 関 す る 機 能 ） の た め に 、 近 年 グ ル タ ミ ン 酸 の 作 用 機 構 を 説 明 し 規 定 し よ う
と い う 研 究 が 始 ま っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 現 在 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 分 類 の 概 要 は 、 薬 理 学 的 基 準 に 基 づ い て い る 。 グ ル タ ミ ン 酸
は 、 ２ つ の 主 要 な 受 容 体 （ イ オ ノ ト ロ ピ ッ ク （ ionotropic） 受 容 体 と メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク （
metabotropic） 受 容 体 ） に 分 類 さ れ て い る 受 容 体 を 介 し て そ の 作 用 を 媒 介 す る こ と が 認 め
ら れ て い る 。 イ オ ノ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 は 、 完 全 な 陽 イ オ ン 特 異 的 、 リ ガ ン ド
ゲ ー ト （ ligand-gated） の イ オ ン チ ャ ネ ル を 含 有 し 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容
体 は 、 細 胞 内 第 二 メ ッ セ ン ジ ャ ー 系 の 活 性 化 を 介 し て 細 胞 外 シ グ ナ ル を 変 換 す る Ｇ 蛋 白 結
合 受 容 体 で あ る 。 イ オ ノ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 は 、 受 容 体 の 薬 理 学 的 お よ び 機 能 的 性 質 に 基 づ
き さ ら に 少 な く と も ２ つ の 範 疇 に 分 類 さ れ て い る 。 そ の ２ つ の 主 要 な 型 の イ オ ノ ト ロ ピ ッ
ク 受 容 体 は 、 Ｎ Ｍ Ｄ Ａ （ Ｎ － メ チ ル － Ｄ － ア ス パ ラ ギ ン 酸 ） 受 容 体 と カ イ ニ ン 酸 （ Ｋ Ａ ）
／ Ａ Ｍ Ｐ Ａ （ α － ア ミ ノ － ３ － ヒ ド ロ キ シ － ５ － メ チ ル － ４ － イ ソ キ サ ゾ ー ル プ ロ ピ オ ン
酸 ） （ 以 前 は キ ス カ ル 酸 、 す な わ ち Ｑ Ｕ Ｉ Ｓ と 呼 ば れ て い た ） 受 容 体 で あ る 。 メ タ ボ ト ロ
ピ ッ ク 受 容 体 は イ オ ノ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 が 結 合 す る リ ガ ン ド と 同 じ リ ガ ン ド
の い く つ か に 結 合 す る が 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 は Ｇ Ｔ Ｐ － 結 合 蛋 白 お よ び 第 二 メ ッ セ
ン ジ ャ ー （ 例 え ば 、 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ 、 サ イ ク リ ッ ク Ｇ Ｍ Ｐ 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、
イ ノ シ ト ー ル １ ， ４ ， ５ － 三 リ ン 酸 お よ び カ ル シ ウ ム ） を 介 し て シ ナ プ ス の 生 理 機 能 を 変
更 さ せ る ［ 例 え ば 、 グ ン デ ル セ ン （ Gundersen） ら 、 Proc. R. Soc. London Ser. ２ ２ １
： １ ２ ７ （ １ ９ ８ ４ ） ； ス ラ デ ツ ェ ッ ク （ Sladeczek） ら 、 Nature　 ３ １ ７ ： ７ １ ７ （ １
９ ８ ５ ） ； ニ コ レ ッ テ ィ （ Nicoletti） ら 、 J. Neurosci. ６ ： １ ９ ０ ５ （ １ ９ ８ ６ ） ； ス
ギ ヤ マ （ Sugiyama） ら 、 Nature　 ３ ２ ５ ： ５ ３ １ （ １ ９ ８ ７ ） ］ 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 電 気 生 理 学 的 お よ び 薬 理 学 的 性 質 は 、 受 容 体 供
給 源 と し て 動 物 組 織 や 細 胞 株 、 お よ び 非 ヒ ト 組 換 え 受 容 体 を 用 い て 研 究 さ れ て い る 。 ヒ ト
の 治 療 薬 開 発 へ の そ の よ う な 研 究 の 意 義 は 、 ヒ ト で な い 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の み し か 入 手
で き な い こ と に よ り 限 定 さ れ て い る 。 さ ら に 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 特
性 や 構 造 が 分 子 レ ベ ル で 研 究 さ れ 出 し た の は つ い 最 近 で あ る 。 し か し こ の よ う な 研 究 は 、
ヒ ト 以 外 の 種 で の み 行 わ れ て い る 。 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 生 理 学 的 お よ
び 病 理 学 的 重 要 性 の 可 能 性 に よ り 、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 種 々 の ク ラ ス の 代 表 的 メ ン バ ー
を コ ー ド す る ヒ ト の 配 列 （ す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 蛋 白 ） が 利 用 （ 例 え ば 、 薬 剤 ス ク
リ ー ニ ン グ 測 定 法 の た め に ） で き る こ と が 必 要 で あ る 。 そ の よ う な ヒ ト の 配 列 が 入 手 で き
れ ば 、 ヒ ト で の 受 容 体 の 分 布 の 研 究 、 特 定 の 受 容 体 の 修 飾 と 種 々 の 疾 患 の 発 生 の 関 係 の 研
究 も 可 能 に な る で あ ろ う 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 グ ン デ ル セ ン （ Gundersen） ら 、 Proc. R. Soc. London Ser. ２ ２ １ ：
１ ２ ７ （ １ ９ ８ ４ ）
【 非 特 許 文 献 ２ 】 ス ラ デ ツ ェ ッ ク （ Sladeczek） ら 、 Nature　 ３ １ ７ ： ７ １ ７ （ １ ９ ８ ５
）
【 非 特 許 文 献 ３ 】 ニ コ レ ッ テ ィ （ Nicoletti） ら 、 J. Neurosci. ６ ： １ ９ ０ ５ （ １ ９ ８ ６
）
【 非 特 許 文 献 ４ 】 ス ギ ヤ マ （ Sugiyama） ら 、 Nature　 ３ ２ ５ ： ５ ３ １ （ １ ９ ８ ７ ）
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
（ 本 発 明 の 概 要 ）
　 本 発 明 は 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 蛋 白 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る 新 規
の 核 酸 、 お よ び こ れ に コ ー ド さ れ る 蛋 白 を 開 示 す る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 新 規 の
核 酸 は 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 、
ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ お よ び ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ サ ブ タ イ プ ま た は そ の 一 部 を コ ー ド す る 。 こ れ ら の 核 酸
は メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ 蛋 白 の 産 生 に 有 用 で あ る 以 外 に 、 プ ロ
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ー ブ と し て も 有 用 で あ り 、 従 っ て 当 業 者 は 不 要 な 実 験 を す る こ と な く 、 関 連 す る 受 容 体 サ
ブ タ イ プ を コ ー ド す る 核 酸 を 同 定 し 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 蛋 白 サ ブ タ イ プ を 開 示 す る 以 外
に 、 こ の よ う な 受 容 体 に 影 響 を 与 え る 化 合 物 （ 例 え ば 、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 機 能 の ア ゴ ニ
ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 お よ び モ ジ ュ レ ー タ ー （ 活 性 調 節 因 子 ） ） を 同 定 し 性 状 解 析 す る
た め の 、 こ の よ う な 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 使 用 方 法 を 包 含 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 未 知 の 蛋 白
が メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ と し て 機 能 す る か 否 か を 測 定 す る 方 法
を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
（ 本 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 本 発 明 に お い て 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る 単
離 さ れ た 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の １ つ の 面 に お い て 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ サ ブ タ イ プ の ヒ ト
メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 別 の 面
に お い て 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ サ ブ タ イ プ の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 少 な く と も
１ 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 別 の 面 に お い て 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ サ ブ タ イ プ
の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 を コ ー ド す る 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 さ ら な る 面 に お
い て 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ サ ブ タ イ プ の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 を コ ー ド す る 核 酸
が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 別 の 面 に お い て 、 そ の よ う な 核 酸 を 含 有 す る 真 核 細 胞 、 お よ び そ の
よ う な 核 酸 を 発 現 す る 真 核 細 胞 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 前 述 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 、 お よ び 該 蛋 白 に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 が 提 供
さ れ る 。 本 発 明 の 別 の 面 に お い て 、 上 記 核 酸 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ
タ イ プ － 選 択 性 部 分 よ り な る 核 酸 プ ロ ー ブ が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ 」 と は 、 グ
ル タ ミ ン 酸 産 生 リ ガ ン ド に 対 す る 細 胞 の Ｇ － 蛋 白 結 合 応 答 に 参 加 す る 、 単 離 さ れ た お よ び
／ ま た は 精 製 さ れ た 蛋 白 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 受 容 体 サ ブ タ イ プ は 、 他 の メ タ ボ ト ロ ピ
ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド し な い 別 々 の 遺 伝 子 に よ り 個 々 に コ ー ド さ れ
る （ す な わ ち 、 各 サ ブ タ イ プ は ユ ニ ー ク な 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ） 。 こ の よ う な 受 容
体 サ ブ タ イ プ の 典 型 的 な 特 徴 は 、 ７ つ の 推 定 さ れ る ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン ド メ イ ン と 、 そ の
前 に 大 き な 推 定 さ れ る 細 胞 外 ア ミ ノ 末 端 ド メ イ ン と 、 そ の 後 に 大 き な 推 定 さ れ る 細 胞 内 カ
ル ボ キ シ 末 端 ド メ イ ン を 有 す る こ と で あ る 。 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 は 、 基
本 的 に メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 で な い 他 の Ｇ 蛋 白 結 合 受 容 体 と 全 く ア ミ ノ 酸
配 列 相 同 性 を 有 さ な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 各 々 の 間 の 関 係 に 関 し て 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ
Ｒ １ 受 容 体 サ ブ タ イ プ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 一 般 に 、 他 の ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸
受 容 体 サ ブ タ イ プ の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 同 一 性 は 約 ７ ０ ％ 未 満 で あ り 、 典 型 的 に 観 察 さ れ る
同 一 性 は ４ ５ ％ 未 満 で あ る 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 受 容 体 サ ブ タ イ プ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 一 般 に 、 他
の ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 同 一 性 は 約 ６
０ ％ 未 満 で あ り 、 典 型 的 に 観 察 さ れ る 同 一 性 は ４ ５ ％ 未 満 で あ る 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 受 容 体 サ
ブ タ イ プ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 一 般 に 、 他 の ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ
イ プ の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 同 一 性 は 約 ６ ０ ％ 未 満 で あ り 、 典 型 的 に 観 察 さ れ る 同 一 性 は ４ ５
％ 未 満 で あ る 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ 受 容 体 サ ブ タ イ プ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 一 般 に 、 他 の ヒ ト メ タ ボ
ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 同 一 性 は 約 ７ ０ ％ 未 満 で あ
り 、 典 型 的 に 観 察 さ れ る 同 一 性 は ４ ５ ％ 未 満 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 上 記 定 義 に 含 ま れ る も の は 、 一 次 転 写 体 の 別 の ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 産 生 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ
Ａ に よ り コ ー ド さ れ る 変 種 、 お よ び 上 記 の 生 理 学 的 お よ び ／ ま た は 物 理 的 性 質 の １ つ ま た
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は そ れ 以 上 を 有 す る そ の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 の 修 飾
物 質 と し て の 「 単 離 さ れ る 」 、 「 純 粋 な 」 と い う 用 語 は 、 こ の よ う に 呼 ば れ る Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ
Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 は ヒ ト の 手 に よ り そ の よ う な 形 で 産 生 さ れ 、 従 っ て そ の 本
来 の イ ン ビ ボ の 細 胞 環 境 か ら は 分 離 さ れ て い る こ と を 示 す 。 こ の ヒ ト の 介 入 に よ る 結 果 、
本 発 明 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 蛋 白 は 、 天 然 に 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ
Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 で は 役 に 立 た な い よ う な 方 法 （ 例 え ば 、 選 択 的 薬 剤 ま た は
化 合 物 の 同 定 ） に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 受 容 体 蛋 白 の 修 飾 物 質 と し て 使 用 さ れ る 時 、 「 機 能 性 」 と は 、 グ ル タ ミ ン 酸 産
生 関 連 リ ガ ン ド （ 例 え ば Ａ Ｃ Ｐ Ｄ ま た は Ａ Ｃ Ｐ Ｄ 様 リ ガ ン ド 、 Ｑ Ｕ Ｉ Ｓ 、 Ａ Ｐ ４ な ど ） に
受 容 体 蛋 白 に 結 合 す る と 、 Ｇ 蛋 白 と の 受 容 体 の 相 互 作 用 を 修 飾 し 、 こ れ は 細 胞 内 第 ２ メ ッ
セ ン ジ ャ ー の レ ベ ル に 影 響 を 与 え 、 種 々 の 生 理 学 的 作 用 を 引 き 起 こ す 。 言 い 換 え る と 「 機
能 性 」 と は 、 受 容 体 蛋 白 の ア ゴ ニ ス ト 活 性 化 の 結 果 と し て 応 答 が 産 生 さ れ る こ と を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て ス プ ラ イ ス 変 種 と は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 一 次 転 写 体 の 差 別 的 処 理 に よ り
産 生 さ れ 、 そ の 結 果 ２ つ 以 上 の 型 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 産 生 に 至 る 、 変 種 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ
ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る 核 酸 を 意 味 す る 。 差 別 的 に 処 理 さ れ た 一 次 転 写 体 か
ら 得 ら れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ア ミ ノ 酸 が 完 全 に 同 一 の 領 域 と 、 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 領
域 を 有 す る 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る で あ ろ う 。 す
な わ ち 同 じ ゲ ノ ム 配 列 か ら 、 多 数 の 関 連 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ や 蛋 白 が 得 ら れ る 。 得 ら れ る ｍ Ｒ Ｎ
Ａ や 蛋 白 は い ず れ も 本 明 細 書 で は 「 ス プ ラ イ ス 変 種 」 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 従 っ て 、 前 記 で 定 義 し た メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る
が 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 開 示 さ れ た 核 酸 に 必
ず し も ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 核 酸 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る と 考 え ら れ る 。 本 明 細 書 に 記
載 の 方 法 ま た は 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 評 価 す る と 、 そ の よ う な サ ブ タ イ プ も ま た 、 機
能 性 受 容 体 を 形 成 す る 。 典 型 的 に は 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ が
代 替 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 得 ら れ る Ｒ Ｎ Ａ に コ ー ド さ れ な い （ す な わ ち 、 ス プ ラ イ ス 変 種
） な ら 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る 核 酸 と こ れ に よ り
コ ー ド さ れ る メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 蛋 白 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 少 な く と も
１ つ の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ 核 酸 （ お よ び こ れ に よ り コ ー ド さ
れ る 蛋 白 ） と 実 質 的 な 配 列 相 同 性 を 有 す る 。 ス プ ラ イ ス 変 種 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ
Ｎ Ａ は 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ と の 配 列 全 体 の 相 同 性 は ９ ０ ％ 未 満 で
あ る が 、 本 明 細 書 中 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 と ほ と ん ど １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 領 域 を 含 有 し 、 開
始 コ ド ン お よ び 停 止 コ ド ン を 含 む オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド し 、 機 能 性 メ タ
ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る こ と を 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 例 は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 さ れ る
も の と 実 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド に よ り 示 さ れ る 。 現 在 好 適 な
配 列 は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の Ｄ Ｎ Ａ の 例 は 、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ サ ブ タ イ プ を コ ー ド し 、 高 緊 縮 性 条 件 下 で 配 列 番
号 １ の 実 質 的 に 配 列 全 体 、 ま た は そ の 大 部 分 （ す な わ ち 、 典 型 的 に は 少 な く と も そ の ２ ５
－ ３ ０ 個 の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド ） に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と が 特 徴 で あ
る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 緊 縮 性 と は 、 ポ リ 核 酸 ハ イ ブ リ ッ ド が 安
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定 で あ る 条 件 を 意 味 す る 。 当 業 者 に 公 知 な よ う に 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 は ハ イ ブ リ ッ ド
の 融 点 （ Ｔ ｍ ） に 反 映 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 Ｔ ｍ は 、
式 ： 　 81.5℃ － 16.6（ log１ ０ ［ Ｎ ａ ＋ ］ ） ＋ 0.41（ ％ Ｇ ＋ Ｃ ） － 600／ ｌ
（ 式 中 、 ｌ は ヌ ク レ オ チ ド 中 の ハ イ ブ リ ッ ド の 長 さ で あ る ） に よ り 近 似 的 に 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 配 列 の 相 同 性 が １ ％ 減 少 す る 毎 に 、 Ｔ ｍ は 約 １ － １ ． ５ ℃ 低 下 す る 。 一 般 に ハ イ ブ リ ッ
ド の 安 定 性 は 、 ナ ト リ ウ ム イ オ ン 濃 度 と 温 度 の 関 数 で あ る 。 典 型 的 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 反 応 を 低 緊 縮 性 条 件 下 で 行 い 、 次 に 種 々 の （ た だ し 、 よ り 高 い 緊 縮 性 の ） 条 件 下
で 洗 浄 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緊 縮 性 は 、 こ の よ う な 洗 浄 条 件 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 す な わ ち 、 本 明 細 書 に お い て 、
（ １ ） 断 片 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 し て 、 高 緊 縮 性 条 件 と は 、 ６ ５ ℃ で ０ ． ０ １ ８
Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 で 安 定 な ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 核 酸 配 列 の み の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 可 能 に す る 条 件 を 意 味 す る （ す な わ ち 、 本 明 細 書 で 企 図 さ れ る よ う に 、 も し ハ イ ブ リ ッ
ド が ６ ５ ℃ で ０ ． ０ １ ８ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 で 安 定 で な い 場 合 、 高 緊 縮 性 条 件 下 で 安 定 で は な
い で あ ろ う ） 。 高 緊 縮 性 条 件 は 、 例 え ば ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × デ ン ハ ル ツ （ Denhart'
s） 溶 液 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で ４ ２ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 次 に
６ ５ ℃ で ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 そ し て ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に よ る 洗 浄 に よ り 提 供 さ れ る 。
（ ２ ） 断 片 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 し て 、 中 緊 縮 性 条 件 と は 、 ４ ２ ℃ で ５ ０ ％ ホ ル
ム ア ミ ド 、 ５ × デ ン ハ ル ツ 溶 液 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン し 、 次 に ６ ５ ℃ で ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 そ し て ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に よ る 洗 浄 と 同 等 の 条 件
を 意 味 す る 。
（ ３ ） 断 片 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 し て 、 低 緊 縮 性 条 件 と は 、 ４ ２ ℃ で １ ０ ％ ホ ル
ム ア ミ ド 、 ５ × デ ン ハ ル ツ 溶 液 、 ６ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン し 、 次 に ５ ０ ℃ で １ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 そ し て ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に よ る 洗 浄 と 同 等 の 条 件 を 意
味 す る 。 そ し て 、
（ ４ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ す な わ ち 、 長 さ が 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 下 の 合 成 Ｄ Ｎ Ａ ） に
関 し て 、 高 緊 縮 性 条 件 と は 、 ４ ２ ℃ で １ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × デ ン ハ ル ツ 溶 液 、 ６ × Ｓ
Ｓ Ｐ Ｅ 、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 次 に ５ ０ ℃ で １ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 そ
し て ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に よ る 洗 浄 に 等 し い 条 件 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 種 々 の 緩 衝 液 や 温 度 を 用 い て こ れ ら の 条 件 を 再 現 す る こ と が で き 、 こ れ ら は 必 ず し も 正
確 で あ る 必 要 は な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 デ ン ハ ル ツ 溶 液 お よ び Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ （ 例 え ば 、 サ ム ブ ル ー ク 、 フ リ ッ チ 、 お よ び マ ニ ア チ ス
（ Sambrook, Fritsch, and Maniatis） 、 モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ 、 実 験 室 マ ニ ュ ア ル
（ Molecular Cloning、 A Laboratory Manual） 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ
ラ ト リ ー ・ プ レ ス （ Cold Spring Harbor Laboratory Press） 、 １ ９ ８ ９ ） は 、 他 の 適 当
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 と 同 様 に 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ は pH
７ ． ４ の リ ン 酸 緩 衝 化 さ れ た ０ ． １ ８ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ で あ る 。 Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ は 例 え ば 、 １ ７ ５ ．
３ ｇ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ７ ． ６ ｇ の Ｎ ａ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ お よ び ７ ． ４ ｇ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を ８ ０ ０ mlの 水
に 溶 解 し pHを ７ ． ４ に 調 整 し て 、 次 に １ リ ッ ト ル に な る よ う に 水 を 加 え て ２ ０ × 保 存 溶 液
と し て 調 製 す る こ と が で き る 。 デ ン ハ ル ツ 溶 液 （ デ ン ハ ル ト （ Denhart） （ １ ９ ６ ６ ） Bio
chem. Biophys. Res. Commun.２ ３ ： ６ ４ １ を 参 照 ） は 、 例 え ば ５ ｇ の Ficoll（ タ イ プ ４
０ ０ 、 フ ァ ル マ シ ア Ｌ Ｋ Ｂ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 社 （ Pharmacia LKBBiotechnology、 INC.）
、 ピ ス カ タ ウ ェ イ （ Piscataway） 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） 、 ５ ｇ の ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン
、 ５ ｇ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 第 ５ 画 分 ； シ グ マ （ Sigma） 、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州
） 、 そ し て 水 を ５ ０ ０ mlに な る よ う に 加 え 、 濾 過 し て 粒 状 物 質 を 除 去 す る こ と に よ り 、 ５
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０ × 保 存 溶 液 と し て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る 特 に 好 適 な 配 列 は 、 配 列 番 号 １ と 実 質 的 に 同
じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る も の で あ り 、 配 列 番 号 １ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 と 実 質 的 に 同 じ
配 列 を 有 す る ポ リ 核 酸 が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 実 質 的 な 配 列 相 同 性 」 と は 、 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 そ し て 典 型 的 に は ９ ５ ％ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 し か し 、 ス プ ラ イ ス 変 種 で あ る こ と 、 ま た は 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 （
ま た は 縮 重 コ ド ン の 置 換 ） に よ り 修 飾 さ れ て い る た め 、 前 記 レ ベ ル よ り 低 い 相 同 性 を 有 す
る 蛋 白 （ お よ び こ の よ う な 蛋 白 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） は 、 本 発 明 の 範 囲 内
に あ る こ と を 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 実 質 的 に 同 じ 」 と は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 実 際 の 配 列 と は わ ず か に
異 な る か ま た は 重 大 で な い 配 列 の 変 化 を 有 す る 、 Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 Ｒ Ｎ Ａ の リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 蛋 白 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る 。 実 質 的 に 同 じ 分 子 種 は 、 開
示 さ れ た 配 列 と 同 等 で あ る と 考 え ら れ 、 従 っ て 本 発 明 の 請 求 の 範 囲 に 包 含 さ れ る と 考 え ら
れ る 。 こ の 点 で 「 わ ず か に 異 な る か ま た は 重 大 で な い 配 列 の 変 化 」 は 、 開 示 さ れ 、 特 許 請
求 の さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 蛋 白 と 実 質 的 に 同 じ 配 列 が 、 開 示 さ れ 特 許 請 求 の
さ れ て い る ヒ ト 由 来 の 配 列 と 機 能 的 に 同 等 で あ る こ と を 意 味 す る 。 機 能 的 に 同 等 の 配 列 は
、 実 質 的 に 同 じ 方 法 で 機 能 し て 、 ヒ ト 由 来 の 核 酸 お よ び 本 明 細 書 に 開 示 さ れ 特 許 請 求 さ れ
て い る ア ミ ノ 酸 組 成 物 と 実 質 的 に 同 じ 組 成 物 を 産 生 す る 。 特 に 機 能 的 に 同 じ Ｄ Ｎ Ａ は 、 本
明 細 書 に 開 示 さ れ た も の と 同 じ で あ る か 、 ま た は 保 存 性 の ア ミ ノ 酸 変 化 （ 例 え ば 非 極 性 残
基 を 別 の 非 極 性 残 基 で 置 換 、 ま た は 荷 電 残 基 を 類 似 の 荷 電 残 基 で 置 換 ） を 有 す る も の と 実
質 的 に 同 じ ヒ ト 由 来 の 蛋 白 を コ ー ド す る 。 こ れ ら の 変 化 に は 、 当 業 者 に 認 識 さ れ る 、 蛋 白
の ３ 次 元 構 造 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 一 部 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 例 は 、 配 列 番 号 ４
に 記 載 の も の と 実 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド （ 随 時 、 配 列 番 号 １
３ に 記 載 の ３ ’ 非 翻 訳 配 列 の ３ ４ ３ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 ま た は す べ て を 含 む ） 、 ま た は ク
ロ ー ン Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ （ １ ９ ９ ３ 年 ５ 月 ４ 日 に 整 理 番 号 ７ ５ ４ ６ ５ で ア メ リ カ ン タ イ プ カ
ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） に 寄 託 さ れ た ） の ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ を コ ー ド す る 部 分
に よ り コ ー ド さ れ る も の と 実 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド に よ り 示
さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン は 、 １ ９ ９ ３ 年 ５ 月 ４ 日 に 「 特 許 手 続 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承
認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 」 （ the Budapest Treaty on the International Recognition
 of Deposits of Microorganisms for Purposes of Patent Procedure） の 条 件 と 、 こ の
条 約 の 名 の も と に 公 布 さ れ た 規 則 に 従 い 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ ） （ １ ２ ３ ０ １ 　 パ ー ク ロ ー ン ド ラ イ ブ （ Parklawn Drive） 、 ロ ッ ク ヴ ィ ル （ Rock
ville） 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ア メ リ カ 合 衆 国 　 ２ ０ ８ ５ ２ ） に 寄 託 さ れ て い る 。 こ の 条 約
と 規 則 の 条 件 下 で 、 お よ び さ も な く ば ア メ リ カ 合 衆 国 の 特 許 法 や 規 則 に 従 い 受 領 す る 法 的
資 格 の あ る 工 業 所 有 権 事 務 所 お よ び 他 の 個 人 、 ま た は 本 出 願 ま た は 本 出 願 の 優 先 権 を 主 張
す る 出 願 が 提 出 さ れ た か ま た は こ の よ う な 出 願 に 対 し て 何 ら か の 特 許 権 が 与 え ら れ た 国 ま
た は 国 際 組 織 は 、 寄 託 さ れ た 物 質 の 試 料 を 入 手 す る こ と が で き る 。 特 に こ れ に 基 づ き ま た
は こ の 優 先 権 を 主 張 す る 出 願 ま た は こ れ に 関 す る 出 願 を 取 り 込 ん で い る 出 願 に 基 づ き 米 国
特 許 の 与 え ら れ た 時 点 で 、 本 寄 託 物 質 の 入 手 に 関 す る す べ て の 規 制 は 永 久 に 取 り 消 さ れ る
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 一 部 を コ ー ド す る 好 適 な ポ リ 核 酸 配 列 は 、 配 列 番
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号 ４ に 記 載 の も の と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は ク ロ ー ン Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ （ １ ９ ９ ３ 年 ５ 月
４ 日 に 整 理 番 号 ７ ５ ４ ６ ５ で ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） に 寄
託 さ れ た ） の ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ を コ ー ド す る 部 分 に よ り コ ー ド さ れ る も の と 実 質 的 に 同 じ
ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 あ る い は Ｄ Ｎ Ａ の 例 は 、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 で あ り 、 高 緊 縮 性 条 件 下 で 配 列 番 号 ３ ま た は そ の 大 部 分 （ す な わ ち 、 典 型 的 に は そ の
少 な く と も ２ ５ － ３ ０ 個 の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド ） 、 ま た は ク ロ ー ン Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ （ Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ 整 理 番 号 ７ ５ ４ ６ ５ ） の ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ を コ ー ド す る 部 分 と ま た は そ の 大 部 分 と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と し て 特 徴 付 け ら れ る 。 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 受 容 体 サ ブ タ
イ プ の 部 分 を コ ー ド す る 特 に 好 適 な 配 列 は 、 配 列 番 号 ３ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 と 同 じ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 ま た は ク ロ ー ン Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ の ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ コ ー デ ィ ン グ 部 分 中 の コ
ー デ ィ ン グ 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ 核 酸 に よ り 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 例 は 、 配 列 番 号 ６ に 記 載
の ア ミ ノ 酸 配 列 と 実 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド に よ り 示 さ れ る 。
好 適 な ポ リ 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ６ と 同 じ 配 列 を コ ー ド す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 あ る い は Ｄ Ｎ Ａ の 例 は 、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 で あ り 、 高 緊 縮 性 条 件 下 で 配 列 番 号 ５ ま た は そ の 大 部 分 （ す な わ ち 、 典 型 的 に は そ の
少 な く と も ２ ５ － ３ ０ 個 の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と
し て 特 徴 付 け ら れ る 。 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ サ ブ タ イ プ の 部 分 を コ ー ド す る 特 に 好 適 な 配 列 は
、 配 列 番 号 ５ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 と 実 質 的 に 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る も の で あ り 、
配 列 番 号 ５ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 と 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ 核 酸 が 最 も 好 ま し い
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ の 例 は 、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 受 容 体 サ ブ タ イ プ ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 で あ り 、 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ ま た は １ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 実 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド に よ り 示 さ れ る 。 好 適 な ポ リ 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ８ 、 １
０ ま た は １ ２ と 同 じ 配 列 を コ ー ド す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 あ る い は Ｄ Ｎ Ａ の 例 は 、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 で あ り 、 高 緊 縮 性 条 件 下 で 配 列 番 号 ７ 、 ９ ま た は １ １ の 実 質 的 に 全 配 列 、 ま た は そ れ
ら の 大 部 分 （ す な わ ち 、 典 型 的 に は 少 な く と も ２ ５ － ３ ０ 個 の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド ） に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド と し て 特 徴 付 け ら れ る 。 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ サ ブ タ イ プ を コ ー
ド す る 特 に 好 適 な 配 列 は 、 配 列 番 号 ７ 、 ９ ま た は １ １ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 と 実 質 的 に 同 じ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る も の で あ り 、 配 列 番 号 ７ 、 ９ ま た は １ １ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 と
同 じ 配 列 を 有 す る ポ リ 核 酸 が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 本 明 細 書
に 開 示 し た Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ ま た は １ １ の 任 意 の も の よ り 得 ら れ る ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む ） に よ り 、 適 当 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 適 当 な ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ま た は ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 単 離 さ れ る 。 適 当 な ラ イ
ブ ラ リ ー は 、 神 経 組 織 試 料 （ 例 え ば 、 海 馬 や 小 脳 組 織 、 細 胞 株 な ど ） か ら 調 製 さ れ る 。 例
え ば ラ イ ブ ラ リ ー は 、 そ の 実 質 的 に 全 て の 受 容 体 サ ブ タ イ プ コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ
Ａ の 一 部 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る か 、 あ る い は そ の Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 に 基 づ く 適 当 な オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て プ ロ ー ブ は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ ま た は １ １ に 記 載 の 任 意 の
も の の ２ ５ ま た は そ れ 以 上 の 隣 接 す る 塩 基 と 同 じ で あ る か 少 な く と も 約 ２ ５ － ３ ０ 個 の 隣
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接 す る 塩 基 （ ま た は そ の 相 補 物 ） を 含 む 、 ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る １ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ま た
は Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 プ ロ ー ブ を 作 成 す る の に 好 適 な 領 域 は 、 ５ ’ お よ び ／ ま た は ３ ’ コ ー デ
ィ ン グ 配 列 、 ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン ド メ イ ン を コ ー ド す る と 予 測 さ れ る 配 列 、 細 胞 質 ル ー プ
を コ ー ド す る と 予 測 さ れ る 配 列 、 シ グ ナ ル 配 列 、 リ ガ ン ド 結 合 部 位 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン 、 そ の 断 片 、 ま た は そ の Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 に 基 づ く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ 、 好 ま し く は 容 易 に 検 出 す る た め に 適 当 な 標 識 物 で 標 識 さ れ
る 。 断 片 が プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 時 、 そ の プ ロ ー ブ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 好 ま し く は Ｄ Ｎ Ａ
の カ ル ボ キ シ 末 端 を コ ー ド す る 部 分 由 来 で あ り 、 最 も 好 ま し く は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 予 測 さ れ る
ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン ド メ イ ン を コ ー ド す る 部 分 を 含 む （ ド メ イ ン は 、 例 え ば カ イ ト と ド ー
リ ト ル （ Kyte and Doolittle） （ １ ９ ８ ２ ） 、 J. Mol. Biol. 第 １ ５ ７ 巻 ： １ ０ ５ の 方 法
を 用 い て 、 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の ハ イ ド ロ パ シ ー 解 析 に 基 づ き 予 測 さ れ る ） 。 こ れ ら
の プ ロ ー ブ は 例 え ば 、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 追 加 メ ン バ ー の 同 定 と 単 離 の た め
に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 配 列 の 特 定 の 応 用 と し て 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し
て 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 任 意 の 内 因 性 グ ル タ ミ ン 酸
受 容 体 に 異 常 が 存 在 す る か 否 か を 測 定 す る た め に 、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 任 意 の １ つ ま た
は そ れ 以 上 の 変 化 ／ 修 飾 が 関 与 し て い る こ と が 疑 わ れ る 神 経 病 理 的 症 状 を 有 す る 患 者 の 核
酸 試 料 を 、 適 当 な プ ロ ー ブ で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 グ ル タ ミ ン 酸 受
容 体 の 機 能 不 全 に 関 連 す る 疾 患 の 家 族 歴 が あ る 患 者 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 こ の よ う な 疾
患 に 罹 り や す い 体 質 で あ る か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 蛋 白 サ ブ タ
イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 同 定 方 法 が 提 供 さ れ 、 こ の 方 法 は 、 ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ を 上 記 の 核 酸 プ
ロ ー ブ と 接 触 さ せ （ 使 用 さ れ る プ ロ ー ブ が ポ リ 核 酸 断 片 の 時 は 低 緊 縮 性 ま た は 中 緊 縮 性 条
件 下 で 接 触 さ せ 、 ま た は 使 用 さ れ る プ ロ ー ブ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 時 は 高 緊 縮 性 条 件 下
で 接 触 さ せ る ） 、 そ し て 該 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 す る こ と よ り な る
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル を 検 出 し て 陽 性 ク
ロ ー ン を 同 定 す る 。 同 定 さ れ た ク ロ ー ン を 制 限 酵 素 マ ッ ピ ン グ お よ び ／ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 配 列
解 析 に よ り 性 状 解 析 し 、 次 に こ れ ら が 完 全 な メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ
イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る か 否 か （ す な わ ち 、 こ れ ら が 翻 訳 開 始 コ ド ン お よ び 停
止 コ ド ン を 含 有 す る か 否 か ） を 確 認 す る た め に 本 明 細 書 に 記 載 の 配 列 と 比 較 す る こ と に よ
り 試 験 す る 。 選 択 さ れ た 配 列 が 不 完 全 な 場 合 は こ れ ら を 用 い て 、 同 じ か ま た は 異 な る ラ イ
ブ ラ リ ー を 再 ス ク リ ー ニ ン グ し て 重 複 す る ク ロ ー ン を 得 る こ と が で き る 。 も し ラ イ ブ ラ リ
ー が ゲ ノ ム 性 の 場 合 は 、 重 複 ク ロ ー ン は エ ク ソ ン と イ ン ト ロ ン を 含 有 し て も よ い 。 も し ラ
イ ブ ラ リ ー が ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 場 合 は 、 重 複 ク ロ ー ン は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ
ー ム を 含 有 す る で あ ろ う 。 い ず れ の 場 合 も 完 全 な ク ロ ー ン は 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る Ｄ Ｎ
Ａ お よ び 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 種 々 の ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ （ 例 え ば 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 、
ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ） を コ ー ド す る 、 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン が
単 離 さ れ て い る 。 各 サ ブ タ イ プ は 、 異 な る 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る よ う で あ る 。 本 明 細
書 に 記 載 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は 、 各 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 し 、
異 な る 神 経 組 織 か ら 調 製 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 ス プ ラ イ
ス 変 種 を 単 離 す る た め に 使 用 で き る 。 当 業 者 に 公 知 の 核 酸 増 幅 法 を 使 用 し て 、 ヒ ト メ タ ボ
ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ の ス プ ラ イ ス 変 種 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 見 つ け
る こ と が で き る 。 こ れ は 、 公 知 の ま た は 予 測 さ れ る 互 い に 異 な る 配 列 を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ 配
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列 に 基 づ く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ヒ ト Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る た め の プ ラ
イ マ ー と し て 用 い る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 増 幅 生 成 物 の サ イ ズ と 配 列 の 測 定 に よ り 、 ス
プ ラ イ ス 変 種 の 存 在 が 明 ら か に な る 。 さ ら に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 の 単 離 に よ り 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す
る 転 写 体 の 異 な る ス プ ラ イ ス 変 種 に 対 応 す る 、 イ ン ト ロ ン に よ り 分 離 さ れ た 多 数 の エ ク ソ
ン を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 必 ず し も す べ て の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ （ お よ び そ の 変 種 ）
が す べ て の 神 経 組 織 ま た は 脳 の す べ て の 部 分 に 発 現 さ れ て い る の で は な い こ と は 、 わ か っ
て い る 。 す な わ ち 特 定 の サ ブ タ イ プ （ ま た は そ の ス プ ラ イ ス 変 種 ） を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ
を 単 離 す る た め に は 、 異 な る ニ ュ ー ロ ン ま た は 神 経 組 織 ま た は 細 胞 か ら 調 製 さ れ る ラ イ ブ
ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 好 ま し い 。 各 サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 得 る
た め に 好 適 な ラ イ ブ ラ リ ー は ： ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る た め の 小
脳 ； ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る た め の 海 馬 ； ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る た め の 海 馬 と 小 脳 ； ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る た め の
海 馬 と 小 脳 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 特 定 の 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 一 旦 単 離 さ れ る と 、 そ の よ う な サ ブ タ イ
プ （ ま た は そ の ス プ ラ イ ス 変 種 ） を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 組 織 を 決 定 す る た め に
、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ ） 保 護 測 定 法 が 実 施 さ れ る 。 こ の 測 定 法 は 、 全 細 胞 性 Ｒ
Ｎ Ａ の 複 雑 な 混 合 物 中 の １ つ の Ｒ Ｎ Ａ 種 を 検 出 し 定 量 す る た め の 高 感 度 の 手 段 を 与 え る 。
サ ブ タ イ プ Ｄ Ｎ Ａ は 標 識 さ れ 、 細 胞 性 Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 も し 細 胞 性 Ｒ Ｎ Ａ
中 に 相 補 的 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 存 在 す る 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド が 得 ら れ る 。 次 に Ｒ
Ｎ Ａ 試 料 を Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ で 処 理 す る （ こ れ は １ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 分 解 す る ） 。 Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ
イ ブ リ ッ ド は 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 分 解 か ら 保 護 さ れ 、 ゲ ル 電 気 泳 動 や オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に
よ り 肉 眼 で 見 る こ と が で き る 。 特 定 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を
コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 組 織 を 決 定 す る た め に 、 ｉ ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ 　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ う し て 、 標 識 さ れ た サ ブ タ イ プ Ｄ Ｎ Ａ は 異 な る 脳 の
領 域 の ス ラ イ ス と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 サ ブ タ イ プ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 が 肉 眼 で 見 え る よ う に な
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 い く つ か の ヒ ト の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 発 現 の 分 布 は 、 こ
の 受 容 体 の ラ ッ ト で の 分 布 と は 異 な る 。 例 え ば ラ ッ ト の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ サ ブ タ イ プ を コ ー ド
す る Ｒ Ｎ Ａ は ラ ッ ト の 海 馬 に 多 く 存 在 し 、 ラ ッ ト の 小 脳 に は あ ま り 存 在 し な い ［ 例 え ば 、
ア ベ （ Abe） ら 、 J. Biol. Chem.２ ６ ７ ： １ ３ ３ ６ １ － １ ３ ３ ６ ８ （ １ ９ ９ ２ ） を 参 照 ］
が 、 ヒ ト の 小 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら は 無 数 の ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 得 ら
れ て い る 。 す な わ ち ヒ ト と ラ ッ ト で は い く つ か の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ
ブ タ イ プ の 分 布 が 異 な っ て い る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 前 述 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ベ ク タ ー に 取 り 込 ん で さ ら に 操 作 す る こ と が で き る 。 本 明 細
書 に お い て ベ ク タ ー （ ま た は プ ラ ス ミ ド ） と は 、 異 種 Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 に 取 り 込 ん で そ れ を 発
現 ま た は 複 製 を さ せ る の に 使 用 さ れ る 、 独 立 し た 成 分 で あ る 。 こ の よ う な 担 体 （ vehicle
） の 選 択 と 使 用 は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 発 現 ベ ク タ ー と は 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 発 現 を 制 御 す る こ と が で き る 制 御 配 列 （ 例 え ば プ ロ モ
ー タ ー 領 域 ） に 機 能 的 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る こ と が で き る ベ ク タ ー を 含 む 。 す な わ
ち 発 現 ベ ク タ ー と は 、 適 当 な 宿 主 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る と ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る 、
組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 作 成 体 （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 組 換 え ウ イ ル ス ま た
は 他 の ベ ク タ ー ） を 意 味 す る 。 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 真 核 細 胞 お よ
び ／ ま た は 原 核 細 胞 中 で 複 製 さ れ る も の 、 お よ び エ ピ ソ ー ム と し て と ど ま る か 宿 主 細 胞 ゲ
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ノ ム 内 に 取 り 込 ま れ る も の も 含 ま れ る 。 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 （ 特 に 哺 乳 動 物 細 胞 ） 中 で の
本 発 明 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 発 現 の た め に 好 適 な プ ラ ス ミ
ド に は 、 例 え ば 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２ 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ （ 図 １ を 参 照 ） 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ
１ な ど の サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー 含 有 ベ ク タ ー 、 そ し て 、 Ｓ Ｖ ４ ０
プ ロ モ ー タ ー 含 有 ベ ク タ ー 、 お よ び ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） ま た は ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ － ） （
本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 調 製 さ れ た ｐ Ｍ Ａ Ｍ ｎ ｅ ｏ （ ク ロ ン テ ク （ Clontek） 、 パ ロ ア ル
ト （ Palo Alto） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） を 修 飾 し た も の ） な ど の Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｌ Ｔ Ｒ プ ロ モ ー タ
ー 含 有 ベ ク タ ー が あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 と は 、 そ こ に 機 能 的 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 調
節 す る Ｄ Ｎ Ａ の セ グ メ ン ト を 意 味 す る 。 プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る
認 識 、 結 合 お よ び 転 写 の 開 始 に 充 分 な 特 異 的 配 列 を 含 有 す る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 部
分 を プ ロ モ ー タ ー と 呼 ぶ 。 さ ら に こ の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 認
識 、 結 合 お よ び 転 写 開 始 を 調 節 す る 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の 配 列 は ｃ ｉ ｓ 作 用 性 で あ る か 、
ま た は ｔ ｒ ａ ｎ ｓ 活 性 化 因 子 に 対 し て 応 答 す る 。 制 御 の 性 質 に よ り 、 プ ロ モ ー タ ー は 構 成
性 （ constitutive） で あ る か ま た は 制 御 さ れ て い る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 使 用 さ れ る プ
ロ モ ー タ ー の 例 に は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 早 期 プ ロ モ ー タ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） プ ロ
モ ー タ ー 、 マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ ） ス テ ロ イ ド 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 モ ロ ニ ー （
Moloney） マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー な ど が あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 機 能 的 に 結 合 し て い る 」 と は 、 Ｄ Ｎ Ａ と ヌ ク レ オ チ ド の 制 御 配 列
や エ フ ェ ク タ ー 配 列 （ 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 転 写 お よ び 翻 訳 停 止 部 位 、 お
よ び 他 の シ グ ナ ル 配 列 ） と の 機 能 的 関 係 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ と プ ロ モ ー タ ー の 機
能 的 結 合 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 は プ ロ モ ー タ ー を 特 異 的 に 認 識 し て こ れ に 結 合 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を 転
写 す る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り プ ロ モ ー タ ー か ら 開 始 さ れ る よ う な 、 Ｄ Ｎ Ａ と プ ロ モ ー
タ ー の 間 の 物 理 的 お よ び 機 能 的 結 合 を 意 味 す る 。 発 現 お よ び ／ ま た は イ ン ビ ト ロ の 転 写 を
最 適 化 す る た め に 、 転 写 ま た は 翻 訳 の レ ベ ル で 発 現 を 妨 害 す る か ま た は 低 下 さ せ る 、 不 適
当 な 代 替 翻 訳 開 始 コ ド ン ま た は 他 の 配 列 を 除 去 す る た め に 、 ク ロ ー ン の ５ ’ お よ び ／ ま た
は ３ ’ 非 翻 訳 部 分 を 除 去 、 付 加 ま た は 変 更 す る こ と が 必 要 な こ と も あ る 。 あ る い は コ ン セ
ン サ ス リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 （ 例 え ば 、 コ ザ ッ ク （ Kozak） ） （ １ ９ ９ １ ） J. Biol.Chem. 
２ ６ ６ ： １ ９ ８ ６ ７ － １ ９ ８ ７ ０ ） を 開 始 コ ド ン の ５ ’ の す ぐ 近 く に 挿 入 し て 、 発 現 を 増
強 さ せ る こ と も で き る 。 同 様 に 、 転 写 を 増 強 す る た め に 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸
受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 代 わ り に 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 代 替 コ ド ン
を 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 、 宿 主 細 胞 の コ ド ン の 選 択 性 が 採 用 さ れ 、 Ｇ － Ｃ の 豊 富 な
ド メ イ ン を 減 少 さ せ る な ど ） 。 さ ら に 両 生 類 の 卵 母 細 胞 中 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン
酸 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 増 強 の 可 能 性 の た め に 、 サ ブ ユ ニ ッ ト コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 随
時 発 現 作 成 体 中 に 取 り 込 む こ と が で き る （ こ こ で は コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ５ ’ 末 端 と ３ ’ 末
端 は 、 そ れ ぞ れ ツ メ ガ エ ル （ Xenopus） の β － グ ロ ビ ン 遺 伝 子 の ５ ’ と ３ ’ の 非 翻 訳 配 列
に 隣 接 し て い る ） 。 例 え ば 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト コ ー デ ィ
ン グ 配 列 は 、 ｐ Ｓ Ｐ ６ ４ （ プ ロ メ ガ （ Promega） 、 マ ジ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 よ り 入
手 で き る ） の 修 飾 型 で あ る ベ ク タ ー ｐ Ｓ Ｐ ６ ４ Ｔ に 取 り 組 む こ と が で き る （ ク リ ー グ と メ
ル ト ン （ Krieg and Melton） （ １ ９ ８ ４ ） Nucleic Acids Research　 １ ２ ： ７ ０ ５ ７ － ７
０ ７ ０ を 参 照 ） 。 こ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 、 β － グ ロ ビ ン 遺 伝 子 の ５ ’ 末 端 と Ｓ Ｐ ６ プ ロ
モ ー タ ー の 下 流 に 位 置 す る ３ ’ 非 翻 訳 配 列 の 間 に 挿 入 さ れ る 。 次 に 得 ら れ る ベ ク タ ー か ら
、 イ ン ビ ト ロ の 転 写 体 が 作 成 さ れ る 。 こ の よ う な 修 飾 の 好 ま し い 点 （ ま た は ニ ー ズ ） は 実
験 的 に 決 定 さ れ て い る 。
　 本 明 細 書 に お い て 、 発 現 と は ポ リ 核 酸 が ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 さ れ 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
ま た は 蛋 白 に 翻 訳 さ れ る 過 程 を 意 味 す る 。 ポ リ 核 酸 が ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 得 ら れ る 場 合 、 適
当 な 真 核 生 物 宿 主 細 胞 ま た は 微 生 物 が 選 択 さ れ る な ら 、 発 現 に は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ シ ン
グ を 含 む 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め の 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受
容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 し た 制 御 成 分 を 含 有 す る 特 に 好 適 な 基 礎 ベ ク タ ー は 、 サ イ
ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー を ベ ー ス に し た ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ －
Ｔ ７ － ２ お よ び ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ （ 本 明 細 書 に 記 載 ） 、 ま た は ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ １ （ イ ン ビ ト
ロ ゲ ン （ Invitrogen） 、 サ ン ジ エ ゴ 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） ） 、 お よ び Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ プ ロ モ ー タ ー
を ベ ー ス に し た ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） ま た は ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ － ） （
本 明 細 書 中 に 記 載 ） ） 、 お よ び Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー を ベ ー ス に し た ベ ク タ ー （ 例 え ば 、
ｐ Ｓ Ｖ β （ ク ロ ン テ ッ ク （ Clontech） 、 パ ロ ア ル ト （ Palo Alto） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） ）
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る 全 長 Ｄ Ｎ Ａ は 、 ベ ク
タ ー ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） 、 ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ － ） 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２ ま た は ｐ Ｃ Ｍ Ｖ
－ Ｔ ７ － ３ に 挿 入 さ れ て い る 。 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２ （ お よ び ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ ） は 、 Ｃ
Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ ー の す ぐ 下 流 に 存 在 す る Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ
ス ／ ド ナ ー 部 位 、 ス プ ラ イ ス 部 位 の 下 流 に 位 置 す る Ｔ ７ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 そ の 後 に Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 そ し て Ｔ ７ プ ロ モ ー タ
ー と ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 間 に ポ リ リ ン カ ー を 有 す る 、 ｐ Ｕ Ｃ １ ９ を ベ ー ス に し た 哺
乳 動 物 細 胞 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー と Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル
の 間 に メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を 配 置 さ せ る と 、 こ の 作 成 体 に よ
り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 中 で 外 来 Ｄ Ｎ Ａ の 構 成 的 発 現 （ consti
tutive expression） が 与 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） と ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ － ） は ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ａ Ｍ ｎ ｅ ｏ （ ク
ロ ン テ ッ ク （ Clontech） 、 パ ロ ア ル ト （ Palo Alto） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） を 修 飾 す る こ と
に よ り 調 製 さ れ た 。 ｐ Ｍ Ａ Ｍ ｎ ｅ ｏ は 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 誘 導 性 マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｍ
Ｔ Ｖ ） － Ｌ Ｔ Ｒ プ ロ モ ー タ ー に 結 合 し た （ こ の 後 に Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ ス 部 位 と ポ リ ア デ ニ
ル 化 部 位 が 続 く ） ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） の 長 い 末 端 反 復 配 列 （ Ｌ Ｔ Ｒ ） を 含 有 す
る 、 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 ｐ Ｍ Ａ Ｍ ｎ ｅ ｏ は ま た 、 大 腸 菌 の 増 殖 の た め の β －
ラ ク タ マ ー ゼ 遺 伝 子 （ ア ン ピ シ リ ン 耐 性 を 与 え る 蛋 白 を コ ー ド す る ） と 同 様 に 、 形 質 転 換
体 の 選 択 の た め の 大 腸 菌 ｎ ｅ ｏ 遺 伝 子 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） は 、 ｐ Ｍ Ａ Ｍ ｎ ｅ ｏ か ら ｎ ｅ ｏ 遺 伝 子 を 除 去 し 、 ｐ Ｂ ｌ
ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ （ ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） 、 ラ ホ イ ア （ La Jolla） 、 カ リ ホ ル ニ
ア 州 ） か ら の マ ル チ プ ル ク ロ ー ニ ン グ 部 位 と Ｔ ７ お よ び Ｔ ３ プ ロ モ ー タ ー を 挿 入 す る こ と
に よ り 作 成 さ れ る 。 従 っ て ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） は Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － Ｌ Ｔ Ｒ プ ロ モ ー タ ー に 結 合
し た Ｒ Ｓ Ｖ － Ｌ Ｔ Ｒ エ ン ハ ン サ ー 、 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － Ｌ Ｔ Ｒ プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 位 置 す る Ｔ ７
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 位 置 す
る ポ リ リ ン カ ー 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 位 置 す る Ｔ ３ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 そ し て Ｔ ３ プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 位 置 す る Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ シ ン
グ 部 位 と ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 を 含 有 す る 。 ｐ Ｍ Ａ Ｍ ｎ ｅ ｏ か ら の β － ラ ク タ マ ー ゼ 遺 伝 子
（ ア ン ピ シ リ ン 耐 性 を 与 え る 蛋 白 を コ ー ド す る ） は ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） 中 で 保 持 さ れ る
が 、 ｐ Ｍ Ａ Ｍ ｎ ｅ ｏ 中 の 配 向 に 対 し て 配 向 は 逆 転 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ － ） は ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） と 同 じ で あ る が 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー
タ ー と Ｔ ３ プ ロ モ ー タ ー の 位 置 が 逆 転 し て お り 、 ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ － ） 中 の Ｔ ３ プ ロ モ ー
タ ー は ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） 中 の Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー が あ る 場 所 に 位 置 し て お り 、 ｐ Ｍ Ｍ Ｔ
Ｖ Ｔ ７ （ － ） 中 の Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー は ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） 中 の Ｔ ３ プ ロ モ ー タ ー が あ る
場 所 に 位 置 し て い る 。 従 っ て ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） と ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ － ） ベ ク タ ー は 、
哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 中 で 異 種 Ｄ Ｎ Ａ （ こ こ で 異 種 Ｄ Ｎ Ａ は ポ リ リ ン カ ー で ベ ク タ ー 内 に 取 り

10

20

30

40

50

(13) JP 2004-147653 A 2004.5.27



込 ま れ て い る ） が 発 現 す る の に 必 要 な 制 御 成 分 の す べ て を 含 有 し て い る 。 さ ら に Ｔ ７ プ ロ
モ ー タ ー と Ｔ ３ プ ロ モ ー タ ー は ポ リ リ ン カ ー の ど ち ら か の 側 に 位 置 し て い る た め 、 こ れ ら
の プ ラ ス ミ ド は ポ リ リ ン カ ー で ベ ク タ ー 内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 異 種 Ｄ Ｎ Ａ の イ
ン ビ ト ロ 転 写 体 の 合 成 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 中 の ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ の 誘 導 性 発 現 の た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ を ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） ま た は ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ － ）
の よ う な プ ラ ス ミ ド 中 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド は 、 機 能 的 に 関 連 す
る 外 来 Ｄ Ｎ Ａ の ス テ ロ イ ド 誘 導 性 発 現 の た め の マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ ） Ｌ Ｔ Ｒ プ
ロ モ ー タ ー を 含 有 す る 。 宿 主 細 胞 が 細 胞 内 へ の 糖 質 コ ル チ コ イ ド （ す な わ ち Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｌ Ｔ
Ｒ プ ロ モ ー タ ー の 誘 導 物 質 ） の 摂 取 に 必 要 な 内 因 性 糖 質 コ ル チ コ イ ド 受 容 体 を 発 現 し な い
場 合 は 、 糖 質 コ ル チ コ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 整 理 番 号 ６ ７ ２ ０ ０ ） で
細 胞 を 追 加 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 必 要 が あ る 。 イ ン ビ ト ロ 転 写 体 の 合 成 の た め に
、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 、 お よ び ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ を コ ー ド す る 全 長 ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ン を 、 ｐ Ｉ Ｂ Ｉ ２ ４ （ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 （ Internationa
l Biotechnologies, Inc.） 、 ニ ュ ー ヘ ー ブ ン 、 コ ネ チ カ ッ ト 州 ） 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２
、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ （ 図 １ 参 照 ） 、 ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ ＋ ） 、 ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｔ ７ （ － ） 、 ｐ
Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ （ ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene)、 ラ ホ イ ア （ La Jolla） 、 カ リ ホ
ル ニ ア 州 ） ま た は ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ７ Ｚ （ プ ロ メ ガ （ Promega） 、 マ ジ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 ）
な ど の 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 前 述 の ポ リ 核 酸 （ す な わ ち Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） を
含 有 す る 細 胞 が 提 供 さ れ る 。 細 菌 、 酵 母 お よ び 哺 乳 動 物 の よ う な 宿 主 細 胞 は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 複
製 し メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を 産 生 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 。 本 発 明 に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー の 作 成 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 体 の 調 製 、 哺 乳 動 物 細 胞 へ の
Ｄ Ｎ Ａ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 卵 母 細 胞 の 注 入 の 方 法 、 お よ び 受 容 体 の 発 現 と 機 能 の 評
価 の た め の 電 気 生 理 的 お よ び 他 の 分 析 方 法 は 、 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ １ ／ ０ ５ ６ ２ ５
と Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ２ ／ １ １ ０ ９ ０ 、 お よ び 同 時 係 属 出 願 米 国 特 許 出 願 第 ０ ７ ／ ５ ６ ３ ， ７
５ １ 号 と ０ ７ ／ ８ １ ２ ， ２ ５ ４ 号 に も 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 文 献 の 主 題 は そ の 全 体 が
参 考 の た め 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ の 導 入 法 、 １ つ の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の 組 合 せ （ そ れ ぞ れ が １ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 な る 遺 伝 子 を コ ー ド す
る ） ま た は 線 状 Ｄ Ｎ Ａ に よ る 真 核 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 そ し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し た 細 胞 の 選 択 法 は 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 サ ム ブ ル ー ク （ Sambrook） ら 、 （ １ ９ ８ ９
） 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning： A Laboratory Manual） 、
第 ２ 版 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ プ レ ス （ Cold Spring Harbor
 Laboratory Press） を 参 照 ） 。 異 種 Ｄ Ｎ Ａ は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 宿 主 細
胞 に 導 入 さ れ る ： 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ 沈 殿 法 （ 例 え ば 、 ウ ィ グ ラ ー （ Wigler） ら 、 （ １ ９
７ ９ ） 、 Proc. Natl. Acad. Sci.７ ６ ： １ ３ ７ ３ － １ ３ ７ ６ ） を 用 い る 、 異 種 Ｄ Ｎ Ａ を コ
ー ド す る ベ ク タ ー に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 。 次 に 組 換 え 細 胞 は 、 Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド
さ れ た サ ブ タ イ プ が 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る こ と が で き る 。 好 適 な 細 胞 は 哺 乳 動 物 細
胞 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 、 Ｃ Ｈ Ｏ 、 お よ び Ｌ ｔ ｋ － 細 胞 ） 、 酵 母 細 胞 （ 例 え ば 、 ピ キ ア
・ パ ス ト リ ス （ Pichia Pastoris） の よ う な メ チ ル 親 和 性 （ methilotrophic） 酵 母 細 胞 ）
、 細 菌 細 胞 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） な ど が あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ は 任 意 の 真 核 細 胞 （ 例 え ば 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichia
 Pastoris） （ 米 国 特 許 第 ４ ， ８ ８ ２ ， ２ ７ ９ 号 、 ４ ， ８ ３ ７ ， １ ４ ８ 号 、 ４ ， ９ ２ ９ ，
５ ５ ５ 号 お よ び ４ ， ８ ５ ５ ， ２ ３ １ 号 を 参 照 ） 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ ッ シ ェ （ Saccha
romyces cerevisiae） 、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ ス （ Candida tropicalis） 、 ハ ン ゼ ヌ ラ ・
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ポ リ モ ル フ ァ （ Hansenula polymorpha） な ど の 酵 母 細 胞 ） 中 で 発 現 さ れ る が 、 本 明 細 書 で
提 供 さ れ る ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発
現 の た め に は 、 Ｇ 蛋 白 を 発 現 す る （ 内 因 性 に ま た は 組 換 え で ） 市 販 の 発 現 系 や 当 業 者 に 公
知 の 他 の 発 現 系 を 含 む 哺 乳 動 物 発 現 系 が 好 ま し い 。 Ｐ Ｉ 加 水 分 解 ／ Ｃ ａ ＋ ＋ シ グ ナ ル 経 路
に 結 合 し た ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 転 写 体 の 発 現 に は ツ ノ ガ エ ル （ Xenopus） 卵 母 細 胞 が 好 適 で あ る 。 卵 母 細 胞 中 の 内 因
性 イ ノ シ ト ー ル ３ ’ 末 端 リ ン 酸 第 二 メ ッ セ ン ジ ャ ー 介 在 経 路 は 、 こ れ ら の 細 胞 に お け る ヒ
ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 の 機 能 性 発 現 を 可 能 に す る 。 組 換 え ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容
体 を 発 現 す る 卵 母 細 胞 は 、 卵 母 細 胞 Ｇ 蛋 白 結 合 Ｉ Ｐ ３ 生 成 経 路 を 介 し て ア ゴ ニ ス ト に 応 答
し 、 内 部 の 貯 蔵 状 態 か ら Ｃ ａ ＋ ＋ を 放 出 し 、 電 圧 固 定 記 録 法 に よ り 遅 延 振 動 電 流 と し て 検
出 さ れ る 塩 素 チ ャ ネ ル を 活 性 化 す る と 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 の 機 能 性 組 換 え 発 現 の た め の 宿 主 細 胞 は 、 好 ま し く は 内 因
性 ま た は 組 換 え グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 結 合 蛋 白 （ す な わ ち Ｇ 蛋 白 ） を 発 現 す る 。 Ｇ 蛋 白 は
α 、 β お よ び γ サ ブ ユ ニ ッ ト よ り な る 高 度 に 保 存 さ れ た 膜 関 連 蛋 白 の フ ァ ミ リ ー の １ つ で
あ る 。 α サ ブ ユ ニ ッ ト は Ｇ Ｄ Ｐ と Ｇ Ｔ Ｐ に 結 合 し 、 異 な る Ｇ 蛋 白 毎 に 異 な る 。 結 合 し た 対
の β お よ び γ サ ブ ユ ニ ッ ト は ユ ニ ー ク で あ る こ と も そ う で な い こ と も あ り 、 異 な る α 鎖 が
同 じ β γ 対 ま た は 異 な る 対 に 結 合 し て い る ［ リ ン ダ ー と ギ ル マ ン （ Linder and Gilman）
、 Sci. Am.２ ６ ７ ： ５ ６ － ６ ５ （ １ ９ ９ ２ ） ］ 。 Ｇ 蛋 白 α 鎖 を コ ー ド す る ３ ０ 以 上 の 異 な
る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が ク ロ ー ン 化 さ れ て い る ［ サ イ モ ン （ Simon） ら 、 Science　 ２ ５ ２ ： ８ ０ ２ （
１ ９ ９ １ ） ]。 ４ つ の 異 な る β ポ リ ペ プ チ ド が 知 ら れ て い る ［ サ イ モ ン （ Simon） ら 、 Scie
nce　 ２ ５ ２ ： ８ ０ ２ （ １ ９ ９ １ ） ］ 。 同 定 さ れ た ５ つ の γ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の う ち ３ つ が ク ロ ー
ン 化 さ れ て い る ［ ハ ー レ ー （ Hurley） ら 、 PNAS U.S.A. ８ １ ： ６ ９ ４ ８ （ １ ９ ８ ４ ） ： ガ
ウ タ ム （ Gautam） ら 、 Science　 ２ ４ ４ ： ９ ７ １ （ １ ９ ８ ９ ） ： ガ ウ タ ム （ Gautam） ら 、 P
NAS U.S.A. ８ ７ ： ７ ９ ７ ３ （ １ ９ ９ ０ ） ： ］ 。 ４ 番 目 の γ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ［ ク レ ウ ス （ Kleus）
ら 、 Science　 ２ ５ ９ ： ８ ３ ２ （ １ ９ ９ ３ ） ］ と ５ 番 目 の γ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ［ フ ィ ッ シ ャ ー と ア
ロ ン ソ ン （ Fischer and Aronson） 、 Mol. Cell. Bio. １ ２ ： １ ５ ８ ５ （ １ ９ ９ ２ ） ］ の
配 列 は 確 立 さ れ て お り 、 さ ら に 追 加 の γ サ ブ ユ ニ ッ ト が 存 在 す る か も 知 れ な い ［ タ ミ ー ル
（ Tamir） ら 、 Biochemistry　 ３ ０ ： ３ ９ ２ ９ （ １ ９ ９ １ ） ］ 。 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交
換 と Ｇ Ｔ Ｐ 加 水 分 解 に よ り 、 Ｇ 蛋 白 は 活 性 状 態 と 不 活 性 状 態 の 間 で 変 化 す る 。 不 活 性 Ｇ 蛋
白 は 、 リ ガ ン ド 活 性 化 受 容 体 に よ り 刺 激 さ れ て Ｇ Ｄ Ｐ を Ｇ Ｔ Ｐ に 交 換 す る 。 活 性 型 で は 、
Ｇ Ｔ Ｐ に 結 合 し た α サ ブ ユ ニ ッ ト は β γ 複 合 体 か ら 解 離 し 、 次 に サ ブ ユ ニ ッ ト は 細 胞 性 エ
フ ェ ク タ ー 分 子 と 特 異 的 に 相 互 作 用 し て 細 胞 性 応 答 を 引 き 出 す 。 異 な る Ｇ 蛋 白 は 異 な る エ
フ ェ ク タ ー 系 （ 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ 、 ア デ ニ ル サ イ ク ラ ー ゼ 系 ） や 異 な る 受 容 体 と
相 互 作 用 す る こ と が で き る た め 、 異 な る 組 換 え ヒ ト メ タ 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 発 現 の た め の
異 な る 宿 主 細 胞 を 研 究 す る こ と は 有 用 で あ る 。 あ る い は 宿 主 細 胞 は 、 異 な る Ｇ 蛋 白 の 異 種
発 現 の た め に Ｇ 蛋 白 サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 に お い て 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 ベ ク タ ー に 結 合 さ れ 、 適 当 な 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ て 、 特 異 的 な ヒ ト メ
タ ボ ト ロ ピ ッ ク ル グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ ま た は サ ブ タ イ プ の 特 異 的 な 組 合 せ を 発
現 す る 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 株 を 産 生 す る 。 得 ら れ る 細 胞 株 は 次 に 、 公 知 の 薬 剤 ま た は 可
能 性 の あ る 薬 剤 の 受 容 体 機 能 へ の 影 響 の 再 現 性 の あ る 定 量 的 解 析 の た め に 大 量 に 産 生 さ れ
る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 各 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ り
ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 産 生 さ れ る 。 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ 単 一 の サ ブ タ イ プ ク ロ ー ン か ら で あ っ て も ま た は
ク ロ ー ン の 組 合 せ か ら で あ っ て も ） は 、 ツ ノ ガ エ ル （ Xenopus） 卵 母 細 胞 に 注 入 さ れ 、 こ
こ で ｍ Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 合 成 を 指 令 す る 。
あ る い は 機 能 性 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 発 現 の た め に 、 サ
ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 卵 母 細 胞 に 直 接 注 入 さ れ る 。 次 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
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れ た 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 注 入 さ れ た 卵 母 細 胞 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 法
に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ が 導 入 さ れ る 真 核 細 胞 は 、 こ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ に よ り ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る こ と が で き る 細 胞 、 ま た は こ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 注
入 さ れ て Ｇ 蛋 白 を （ 内 因 性 に ま た は 組 換 え に よ り ） 発 現 す る こ と が で き る 細 胞 で あ る 。 好
適 な 細 胞 は 、 内 因 性 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 を （ あ っ た と し て も ） ほ ん の 少
し し か 発 現 せ ず 、 か つ 一 時 的 ま た は 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 ま た 本 発 明 の Ｄ Ｎ
Ａ や Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る も の で あ る 。 最 も 好 適 な 細 胞 は 、 異 種 Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る １
つ ま た は そ れ 以 上 の サ ブ タ イ プ よ り な る 組 換 え ま た は 異 種 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ
ン 酸 受 容 体 を 形 成 す る こ と が で き る も の で あ る 。 こ の よ う な 細 胞 は 経 験 的 に 同 定 さ れ る か
、 ま た は 容 易 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は 注 入 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る も の の 中 か ら
選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る た め の 細 胞 の 例 は 、 哺 乳 動 物 起 源 の 細 胞 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 マ ウ
ス Ｌ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 、 ヒ ト 胎 児 性 腎 （ Ｈ Ｅ Ｋ ） 細 胞 、
ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル （ African green monkey） 細 胞 お よ び 当 業 者 に 公 知 の 他 の 細 胞 ） 、 両
生 類 の 細 胞 （ 例 え ば 、 ゼ ノ プ ス ・ ラ エ ビ ス （ Xenopus laevis） 卵 母 細 胞 ） 、 酵 母 細 胞 （ 例
え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ ッ シ ェ （ Saccharomyces cerevisiae） 、 ピ キ ア ・ パ ス ト リ
ス （ Pichia Pastoris） ） な ど が あ る 。 注 入 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 を 発 現 す る た め の 細 胞 の
例 は 、 ゼ ノ プ ス ・ ラ エ ビ ス （ Xenopus laevis） 卵 母 細 胞 が あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン に 好 適 な 細 胞 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る か ま た は 経 験 的 に 同 定 さ れ 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細
胞 （ 整 理 番 号 ＃ Ｃ Ｒ Ｌ １ ５ ７ ３ で Ａ Ｔ Ｃ Ｃ よ り 入 手 で き る ） ； Ｌ ｔ ｋ － 細 胞 （ 整 理 番 号 ＃
Ｃ Ｃ Ｌ １ ． ３ で Ａ Ｔ Ｃ Ｃ よ り 入 手 で き る ） ； Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 （ 整 理 番 号 ＃ Ｃ Ｒ Ｌ １ ６ ５ １
で Ａ Ｔ Ｃ Ｃ よ り 入 手 で き る ） ； Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 （ 整 理 番 号 ＃ Ｃ Ｒ Ｌ ９ ６ １ ８ 、 Ｃ Ｃ Ｌ ６ １ ま た
は Ｃ Ｒ Ｌ ９ ０ ９ ６ で Ａ Ｔ Ｃ Ｃ よ り 入 手 で き る ） ； Ｄ Ｇ ４ ４ 細 胞 （ ｄ ｈ ｆ ｒ － Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ；
例 え ば 、 ウ ー ラ ウ プ （ Urlaub） ら （ １ ９ ８ ６ ） Cell. Molec. Genet. １ ２ ： ５ ５ ５ を 参 照
） ； そ し て Ｂ Ｈ Ｋ 細 胞 （ ウ ェ ク タ ー と バ セ ル ガ （ Waechter and Baserga） 、 PNAS U.S.A. 
７ ９ ： １ １ ０ ６ － １ １ １ ０ （ １ ９ ８ ２ ） ； 整 理 番 号 ＃ Ｃ Ｒ Ｌ １ ０ ３ １ ４ で Ａ Ｔ Ｃ Ｃ よ り 入
手 で き る ） を 参 照 ） が あ る 。 好 適 な 細 胞 に は 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 と Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 が あ り 、 特
に 液 体 窒 素 中 で 凍 結 さ れ 次 に 融 解 さ れ て 再 増 殖 さ れ る Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 （ 例 え ば 、 ゴ ー マ
ン （ Gorman） の 米 国 特 許 第 ５ ， ０ ２ ４ ， ９ ３ ９ 号 （ ま た ス テ ィ ル マ ン （ Stillman） ら 、 （
１ ９ ８ ５ ） Mol. Cell. Biol. ５ ： ２ ０ ５ １ － ２ ０ ６ ０ も 参 照 ） に 記 載 の も の ） 、 Ｄ Ｇ ４
４ 細 胞 、 Ｌ Ｔ Ｋ － 細 胞 な ど が あ る 。 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 に か か わ ら ず 、 使 用 さ れ る リ ガ ン
ド に 誘 導 さ れ る グ ル タ ミ ン 酸 産 生 の バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル の 測 定 、 ま た は リ ガ ン ド の 非 存
在 下 で の 宿 主 細 胞 中 に 存 在 す る グ ル タ ミ ン 酸 の バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル の 測 定 の た め に 、 比
較 実 験 を 実 施 す べ き で あ る こ と は 、 当 業 者 は 理 解 で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ は 当 業 者 に 公 知 の 方 法 を 用 い て 細 胞 内 に 安 定 に 取 り 込 ま れ る か 、 ま た は 一 時 的 に
発 現 さ れ る 。 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 （
例 え ば 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 な ど の 遺 伝 子 ） を
有 す る 発 現 ベ ク タ ー で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 を
マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に 選 択 的 な 条 件 下 で 増 殖 さ せ る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 一
時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 を 調 製 す る た め に は 、 哺 乳 動 物 細 胞 を レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例
え ば 大 腸 菌 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 ） で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 効 率 を 追 跡 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 は 典 型 的 に は 選 択 性 条 件 下 で は 増 殖 せ ず 、 普 通 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 後 数 日 以 内 に 分 析 さ れ る た め 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
体 に は 含 有 さ れ な い 。

10

20

30

40

50

(16) JP 2004-147653 A 2004.5.27



【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の よ う な 安 定 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 ま た は 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 を 産
生 す る た め に 、 細 胞 を 充 分 な 濃 度 の サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る 核 酸 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し て 、 異 種 Ｄ Ｎ Ａ に コ ー ド さ れ る ヒ ト サ ブ タ イ プ を 示 す ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン
酸 受 容 体 を 形 成 さ せ る 。 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 正 確 な 量 は 経 験 的 に 決 定 さ れ る
か 、 ま た は 特 定 の サ ブ タ イ プ 、 細 胞 お よ び 測 定 条 件 に つ い て 最 適 化 さ れ る 。 異 種 Ｄ Ｎ Ａ ま
た は Ｒ Ｎ Ａ の み に コ ー ド さ れ る サ ブ タ イ プ を 含 有 す る メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容
体 を 発 現 す る 組 換 え 細 胞 が 特 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 異 種 Ｄ Ｎ Ａ は 細 胞 中 で エ ピ ソ ー ム 成 分 と し て 維 持 さ れ る か 、 ま た は 細 胞 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ
に 取 り 込 ま れ る 。 次 に 得 ら れ る 組 換 え 細 胞 を 培 養 し 、 こ の 培 養 物 ま た は サ ブ 培 養 物 か ら サ
ブ 培 養 （ ま た は 、 哺 乳 動 物 細 胞 の 場 合 は 継 代 す る ） す る 。 組 換 え 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 、 注 入 お よ び 培 養 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 同 様 に 当 業 者 に 公 知 の 蛋 白 精 製 法 を 用 い
て 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ が 精 製 さ れ る 。 例 え ば １ つ ま た
は そ れ 以 上 の サ ブ タ イ プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は 他 の リ ガ ン ド が 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ
ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 親 和 性 精 製 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 異 種 Ｄ Ｎ Ａ ま た は 外 来 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ は 、 互 い に 交 換 し て 使 用
す る こ と が で き 、 細 胞 の ゲ ノ ム の 一 部 と し て は 天 然 に は 存 在 し な い か 、 ま た は 天 然 に 存 在
す る も の と は 異 な る ゲ ノ ム 中 の 位 置 に 見 い だ さ れ る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 意 味 す る 。 典 型
的 に は 異 種 ま た は 外 来 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ は 、 宿 主 細 胞 に 内 因 性 で は な く 人 工 的 に 細 胞 に
取 り 込 ま れ た Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 意 味 す る 。 異 種 Ｄ Ｎ Ａ の 例 と し て は 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ
ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 転 写 、 翻 訳 ま た は 他 の 制 御 可
能 な 生 化 学 過 程 な ど に 影 響 を 与 え る こ と に よ り 内 因 性 Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を 媒 介 ま た は 変 更 す る
Ｒ Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ な ど が あ る 。 異 種 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る 細 胞 は 、 同 じ で
あ る か ま た は 異 な る 発 現 生 成 物 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 。 異 種 Ｄ Ｎ Ａ は 発 現 さ れ る
必 要 は な く 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 に 取 り 込 ま れ る か ま た は エ ピ ソ ー ム 的 に 維 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 機 能 性 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ の 発 現 を 検 出 す る た め に 使 用 す る 種 々 の 測 定 法 を 当 業 者 は 容 易 に 見 い
だ す こ と が で き る 。 そ の 例 と し て は 、 Ｐ Ｉ タ ー ン オ ー バ ー 測 定 法 ［ 例 え ば 、 ナ カ ジ マ （ Na
kajima） ら 、 J. Biol. Chem.２ ６ ７ ： ２ ４ ３ ７ － ２ ４ ４ ２ （ １ ９ ９ ２ ） お よ び 実 施 例 ３ ．
Ｃ ． ２ を 参 照 ］ 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 測 定 法 ［ 例 え ば 、 ナ カ ジ マ （ Nakajima） ら 、 前 述 、 お よ び 実 施
例 ３ ． Ｃ ． ４ を 参 照 ］ 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン 流 入 測 定 法 ［ 例 え ば 、 イ ト ウ （ Ito） ら 、 J. Ne
urochem. ５ ６ ： ５ ３ １ － ５ ４ ０ （ １ ９ ９ １ ） 、 お よ び 実 施 例 ３ ． Ｃ ． １ を 参 照 ］ 、 ｃ Ｇ
Ｍ Ｐ 測 定 法 ［ 例 え ば 、 ス タ イ ナ ー （ Steiner） ら 、 J. Biol. Chem.２ ４ ７ ： １ １ ０ ６ － １
１ １ ３ （ １ ９ ７ ２ ） ］ 、 ア ラ キ ド ン 酸 放 出 測 定 法 ［ 例 え ば 、 フ ェ ル ダ ー （ Felder） ら 、 J.
 Biol.Chem.２ ６ ４ ： ２ ０ ３ ５ ６ － ２ ０ ３ ６ ２ （ １ ９ ８ ９ ） を 参 照 ］ な ど が あ る 。 さ ら に
、 陽 イ オ ン を ベ ー ス に し た 測 定 法 （ 本 明 細 書 に 記 載 ） を 、 細 胞 内 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ
ド レ ベ ル の 受 容 体 誘 導 変 化 を 追 跡 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 測 定 法 は
、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の イ オ ン チ ャ ネ ル を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 使 用 す る 。 例
え ば 棹 状 光 受 容 体 細 胞 、 嗅 覚 細 胞 お よ び ウ シ 腎 細 胞 中 に 存 在 す る こ れ ら の チ ャ ネ ル （ 例 え
ば 、 カ ウ プ （ Kaupp） ら 、 Nature　 ３ ４ ２ ： ７ ６ ２ － ７ ６ ６ （ １ ９ ８ ９ ） 、 ダ レ ン （ Dalle
n） ら 、 Nature　 ３ ４ ７ ： １ ８ ４ － １ ８ ７ （ １ ９ ９ ０ ） 、 お よ び ビ エ ル （ Biel） ら 、 Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA　 ９ １ ： ３ ５ ０ ５ － ３ ５ ０ ９ （ １ ９ ９ ４ ） ） は 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ ま た は
ｃ Ｇ Ｍ Ｐ の 結 合 に よ る 活 性 化 に よ り 陽 イ オ ン に 対 し て 透 過 性 と な る 。 す な わ ち 本 発 明 の 測
定 法 に お い て 、 内 因 性 ま た は 組 換 え サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル を 発 現 す
る 宿 主 細 胞 は 、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル に 影 響 を 与 え る こ と が 疑 わ れ る 受 容 体 を
コ ー ド す る 核 酸 （ 例 え ば 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） で
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ ま た は 注 入 ） さ れ 、 次 に チ ャ ネ ル の サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド 活
性 化 の 量 の 変 化 を 追 跡 す る 。 チ ャ ネ ル の サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 化 の 変 化 を 追 跡
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す る と 、 活 性 化 さ れ た 時 ｃ Ａ Ｍ Ｐ ま た は ｃ Ｇ Ｍ Ｐ の 変 化 を 引 き 起 こ す 受 容 体 を 機 能 性 で あ
る と し て 間 接 的 に 同 定 す る こ と が で き る 。 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル の
活 性 化 の 量 の 変 化 は 、 チ ャ ネ ル を 介 す る イ オ ン の 流 入 を 測 定 す る か 、 ま た は 電 流 の 電 気 生
理 学 的 測 定 ま た は 細 胞 内 陽 イ オ ン レ ベ ル の 変 化 を 測 定 （ 例 え ば 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム の 蛍 光
測 定 ） す る こ と に よ り 、 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 活 性 化 に よ り サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド の 低 下 を 引 き 起 こ す 受 容 体 （ 例 え ば 、 メ タ ボ ト
ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 ） を 発 現 す る 細 胞 の 測 定 法 に お い て 、 受 容 体 活 性 化 化 合 物 を
測 定 物 内 の 細 胞 に 添 加 す る 前 に 、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド の 細 胞 内 レ ベ ル を 上 昇 さ せ る
物 質 （ 例 え ば 、 フ ォ ル ス コ リ ン や Ｉ Ｂ Ｍ Ｘ ） に 細 胞 を 暴 露 さ せ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 上 記 の 測 定 法 で の 使 用 に 適 し た 宿 主 細 胞 は 、 検 討 さ れ る 受 容 体 の 発 現 に 適 し た 宿 主 細 胞
を 含 む （ 例 え ば 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 測 定 の た め の Ｌ 細 胞 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２
９ ３ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ま た は ツ ノ ガ エ ル （ Xenopus） 卵 母 細 胞 ） 。 細 胞 は 、 サ イ ク リ ッ ク
ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル を コ ー ド す る 核 酸 と 受 容 体 を コ ー ド す る 核 酸 で 連 続 的 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ ま た は 注 入 ） さ れ る か 、 ま た は 細 胞 は ２ つ の 核 酸 で 同 時 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 実 施 例 ３ Ａ と ３ Ｂ に 記 載 の 一 時 的 ま た は 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
を 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ ま た は 注 入 ） さ
れ た 細 胞 は 、 機 能 の 測 定 の 前 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る （ 典 型 的 に は 約 ２ ４ － ４ ８ 時 間 ） 。
チ ャ ネ ル の 活 性 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 か ら の 引 き 剥 が し た 裏 返 し た 膜 パ ッ
チ を 用 い て 測 定 さ れ る （ こ う し て 細 胞 質 面 に 達 す る ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 濃 度 が 調 節 さ れ る ） 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 は ま た 、 内 部 カ ル シ ウ ム レ ベ ル （ ［ Ｃ ａ ＋ ＋ ］ ｉ ） の 単 細 胞 ビ デ オ イ
メ ー ジ ン グ に よ り 分 析 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル （ こ れ は チ ャ ネ ル の
サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド 活 性 化 に よ り 制 御 さ れ る 、 チ ャ ネ ル を 介 す る カ ル シ ウ ム の 流 入
量 と と も に 変 化 す る ） の 測 定 に よ る サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル の 分 析 を
可 能 に す る 。 イ メ ジ ー ン グ 測 定 法 は 、 基 本 的 に 実 施 例 ３ ． Ｃ ． ４ ． ｂ に 記 載 の よ う に 実 施
さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ベ ク タ ー 、 受 容 体 サ ブ タ イ プ お よ び 細 胞 に よ り 、
選 択 さ れ た メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ や そ の 受 容 体 サ ブ タ イ プ に 対
す る 抗 体 の 産 生 が 可 能 で あ る 。 こ れ は 、 そ の 存 在 が 単 一 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸
受 容 体 サ ブ タ イ プ の 分 析 を 妨 害 す る 多 く の 他 の 受 容 体 蛋 白 の 汚 染 が 実 質 的 に な い 、 合 成 ま
た は 組 換 え 受 容 体 お よ び 受 容 体 サ ブ タ イ プ を 調 製 す る 手 段 を 与 え る 。 目 的 の 受 容 体 サ ブ タ
イ プ が 利 用 で き る こ と が 、 特 定 の 受 容 体 サ ブ タ イ プ ま た は メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸
受 容 体 サ ブ タ イ プ の 組 合 せ へ の 薬 剤 の 影 響 を 観 察 し 、 従 っ て ヒ ト に 特 異 的 で あ り ヒ ト メ タ
ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ ま た は メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体
サ ブ タ イ プ の 組 合 せ に 特 異 的 な 試 験 系 で 、 薬 剤 の 初 期 の イ ン ビ ト ロ ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う
こ と を 可 能 に す る 。 特 異 的 抗 体 が 利 用 で き る こ と は 、 イ ン ビ ボ で 発 現 さ れ る サ ブ タ イ プ の
組 合 せ を 同 定 す る こ と を 可 能 に す る 。 す な わ ち 、 こ の よ う な 特 異 的 組 合 せ は 、 薬 剤 ス ク リ
ー ニ ン グ の 好 適 な 標 的 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 特 異 的 な 受 容 体 組 成 物 へ の 薬 剤 の 影 響 を 測 定 す る た め に イ ン ビ ト ロ で 薬 剤 物 質 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る こ と は 、 受 容 体 サ ブ タ イ プ 特 異 的 ま た は 疾 患 特 異 的 薬 剤 の 開 発
と ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す る は ず で あ る 。 ま た 単 一 の 受 容 体 サ ブ タ イ プ ま た は 種 々 の 受
容 体 サ ブ タ イ プ と 種 々 の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 可 能 性 の あ る 物 質 と の 特 定 の
組 合 せ を 試 験 す る こ と に よ り 、 個 々 の サ ブ タ イ プ の 機 能 と 活 性 に 関 す る 追 加 情 報 が 得 ら れ
、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 受 容 体 サ ブ タ イ プ と 非 常 に 特 異 的 に 相 互 作 用 す る こ と が で き る 化
合 物 の 同 定 と 設 計 を 可 能 に す る で あ ろ う 。 得 ら れ る 薬 剤 は 、 種 々 の 受 容 体 サ ブ タ イ プ を 発
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現 す る 細 胞 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 薬 剤 よ り 、 不 要 な 副 作 用 は
よ り 少 な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 種 々 の 疾 患 の 薬 剤 開 発 と 治 療 法 に 関 し て 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受
容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 利 用 で き る こ と は 、 あ る 種 の 疾 患 の 発 症 に 相 関 す る
遺 伝 子 の 変 化 （ 例 え ば 、 突 然 変 異 ） の 同 定 を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 突 然 変 異 を
合 成 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 特 異 的 に 導 入 し 、 次 に こ れ を 実 験 室 動 物 に 導 入 す る か ま た は そ の 効 果 を
測 定 す る た め の イ ン ビ ト ロ 測 定 系 に よ り 、 そ の よ う な 疾 患 の 動 物 モ デ ル の 作 成 が 可 能 に な
る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 別 の 面 に お い て 、 本 発 明 は 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る 機 能 性 ペ プ チ ド 断 片 お よ
び そ の 機 能 性 組 合 せ よ り な る 。 ペ プ チ ド が グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 と し て 機 能 す る の に 必 須 で
は な い 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 の 一 部 ま た は す べ て を 排 除 す る こ と に よ り 、 不 要 な 実 験 を す る こ
と な く 当 業 者 は こ の よ う な 機 能 性 ペ プ チ ド 断 片 を 産 生 す る こ と が で き る 。 グ ル タ ミ ン 酸 受
容 体 機 能 に 必 須 の ア ミ ノ 酸 は 、 例 え ば ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 体 系 的 消 化 お よ び ／
ま た は Ｄ Ｎ Ａ へ の 欠 失 の 導 入 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 修 飾 （ 例 え ば 欠 失 ま た は 消 化
） Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ を 転 写 し 、 次 に 得 ら れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を ツ ノ ガ エ ル （ Xenopus） 卵
母 細 胞 に 導 入 し て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 翻 訳 さ せ る こ と に よ り 発 現 す る こ と が で き る 。 卵 母 細 胞 中
の こ う し て 発 現 さ れ た 蛋 白 の 機 能 的 分 析 は 、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 に 結 合 し こ れ を 機 能 的 に
活 性 化 す る こ と が 公 知 の リ ガ ン ド に 卵 母 細 胞 を 暴 露 し て 、 次 に 内 因 性 チ ャ ネ ル が 活 性 化 さ
れ る か 否 か に つ い て 卵 母 細 胞 を 追 跡 す る こ と に よ り 、 行 わ れ る 。 電 流 が 検 出 さ れ る な ら 、
断 片 は グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 競 合 的 結 合 測 定 法 で 本 発 明 の 受 容 体 蛋 白 を 使 用 す る こ
と よ り な る 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ に 結 合 す る 化 合 物 の 同 定 方
法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 測 定 法 は 多 数 の 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 ど の 化 合 物 （
も し 、 あ る と す れ ば ） が 、 特 異 的 に 結 合 し た [３ Ｈ ］ グ ル タ ミ ン 酸 を 排 除 す る こ と が で き
る （ す な わ ち 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 に 結 合 す る こ と が で き る ） か を 調 べ
る こ と が で き る 。 結 合 す る こ と が 見 い だ さ れ た 化 合 物 を 用 い て 、 こ の よ う な 化 合 物 が 本 発
明 の 受 容 体 の モ ジ ュ レ ー タ ー 、 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る の か 否 か
を さ ら に 調 べ る た め に 、 さ ら に 詳 し い 測 定 法 が 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 結 合 測 定 法 の 別 の 応 用 は 、 本 発 明 の 受 容 体 の 存 在 の 有 無 に 関 す る 試 料 （ 例 え ば
生 物 学 的 液 体 ） の 測 定 で あ る 。 例 え ば グ ル タ ミ ン 酸 産 生 経 路 の 機 能 不 全 に 関 連 す る 症 状 を
示 す 患 者 の 血 清 を 測 定 し て 、 観 察 さ れ る 症 状 が こ の よ う な 受 容 体 の 型 の 産 生 過 剰 ま た は 不
足 に よ り 引 き 起 こ さ れ る の か を 決 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 企 図 さ れ る 結 合 測 定 法 は 、 当 業 者 は 容 易 に 判 定 で き る よ う に 種 種 の 方 法
で 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば ラ ジ オ リ セ プ タ ー 測 定 法 な ど の 競 合 的 結 合 測 定 法 を 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容
体 サ ブ タ イ プ の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 生 物 測 定 法 が 提 供 さ れ 、 該 方 法 は
：
（ ａ ） ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す
る 細 胞 （ こ の 細 胞 は 機 能 性 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 を 発 現 す る ） を 、 受 容 体
の 活 性 の 調 節 能 力 を 測 定 す べ き 少 な く と も １ つ の 化 合 物 に 暴 露 さ せ て 、
（ ｂ ） 第 二 メ ッ セ ン ジ ャ ー 活 性 の 変 化 に つ い て 細 胞 を 追 跡 す る
こ と よ り な る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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　 上 記 の 生 物 測 定 法 は ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の ア ゴ ニ ス ト や ア ン タ ゴ
ニ ス ト お よ び ア ロ ス テ リ ッ ク モ ジ ュ レ ー タ ー の 同 定 を 可 能 に す る 。 こ の 方 法 で は 組 換 え メ
タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 に 「 未 知 の 」 す な わ ち 試 験 物 質 と （ ア ン タ ゴ ニ ス ト 活
性 が 試 験 さ れ る 時 は 、 さ ら に 公 知 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 ア ゴ ニ ス ト の 存 在 下 で
） 接 触 さ せ 、 こ の 「 未 知 の 」 す な わ ち 試 験 物 質 と の 接 触 後 、 公 知 の グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の
第 二 メ ッ セ ン ジ ャ ー 活 性 を 追 跡 し 、 公 知 の グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 活 性 を 追 跡 し 、 公 知 の グ
ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 第 二 メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る 物 質 は 、 ヒ ト メ タ ボ
ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 機 能 性 リ ガ ン ド （ す な わ ち 、 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 ア ゴ ニ ス
ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト ） と し て 同 定 さ れ る 。 追 跡 す る こ と が で き る 第 二 メ ッ セ ン ジ ャ ー
活 性 に は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム イ オ ン の 濃 度 、 Ｉ Ｐ ３ 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル の 変 化 、 ま た は ア ラ
キ ド ン 酸 放 出 ま た は イ オ ン 電 流 の 活 性 ま た は 阻 害 の 追 跡 （ 細 胞 が 卵 母 細 胞 の 場 合 ） が あ る
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 組 換 え ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 を
発 現 す る 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 卵 母 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ て 、 次 に 試 験 化 合 物 が あ る
場 合 ま た は な い 場 合 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 介 在 応 答 を 比 較 し 、 化 合 物 の
存 在 に 対 す る 試 験 細 胞 ま た は 対 照 細 胞 （ す な わ ち 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体
を 発 現 し な い 細 胞 ） の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 介 在 応 答 を 比 較 し て 、 そ の 調
節 作 用 を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 活 性 を 調 節 す る 」 化 合 物
ま た は シ グ ナ ル と は 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 活 性 を 変 化 さ せ 、 化 合 物 ま
た は シ グ ナ ル の 存 在 下 で は こ れ ら が 存 在 し な い 場 合 と は メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受
容 体 の 活 性 が 異 な る よ う に な る 化 合 物 ま た は シ グ ナ ル を 意 味 す る 。 特 に こ の よ う な 化 合 物
ま た は シ グ ナ ル は ア ゴ ニ ス ト や ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 。 ア ゴ ニ ス ト と い う 用 語 は 、 受 容 体
機 能 を 活 性 化 す る グ ル タ ミ ン 酸 ま た は Ａ Ｃ Ｐ Ｄ の よ う な 物 質 ま た は シ グ ナ ル を 意 味 し ； ア
ン タ ゴ ニ ス ト と い う 用 語 は 、 ア ゴ ニ ス ト に 誘 導 さ れ る 受 容 体 活 性 化 を 妨 害 す る 物 質 を 意 味
す る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト に は 競 合 的 お よ び 非 競 合 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト が あ る 。 競 合 的 ア ン タ ゴ
ニ ス ト （ ま た は 競 合 的 ブ ロ ッ カ ー ） は 、 ア ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド ま た は 神 経 伝 達 物
質 ） の 近 傍 ま た は 特 異 的 な 部 位 と 、 そ の 同 じ 部 位 ま た は 近 傍 に 対 し て 相 互 作 用 す る 。 非 競
合 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ブ ロ ッ カ ー は 、 ア ゴ ニ ス ト と 相 互 作 用 す る 部 位 と は 異 な る 部 位
と 相 互 作 用 す る こ と に よ り 、 受 容 体 の 機 能 を 不 活 性 化 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 当 業 者 は 理 解 で き る よ う に 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 活 性 を 調 節 す る
化 合 物 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト ） の 同 定 方 法 に は 、 一 般 に 対 照 と の 比
較 が 必 要 で あ る 。 「 対 照 」 細 胞 ま た は 「 対 照 」 培 養 物 の １ つ の タ イ プ は 、 試 験 化 合 物 に 暴
露 さ れ た 細 胞 ま た は 培 養 物 と 実 質 的 に 同 様 に 処 理 さ れ た 細 胞 ま た は 培 養 物 で あ る （ た だ し
、 対 照 培 養 物 は 試 験 化 合 物 に 暴 露 さ れ な い ） 。 例 え ば 、 電 圧 固 定 電 気 生 理 学 的 方 法 を 用 い
る 方 法 で は 、 細 胞 を 浸 漬 し て い る 外 部 溶 液 を 単 に 交 換 す る こ と に よ り 、 試 験 化 合 物 の 存 在
下 ま た は 非 存 在 下 で 同 じ 細 胞 を 試 験 す る こ と が で き る 。 別 の タ イ プ の 「 対 照 」 細 胞 ま た は
「 対 照 」 培 養 物 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 と 同 一 の 細 胞 ま た は 細 胞 の 培 養 物 で
あ る （ た だ し 、 対 照 培 養 物 に 使 用 さ れ る 細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に 発 現
さ れ る 組 換 え ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ を 発 現 し な い ） 。 こ の
場 合 、 細 胞 ま た は 各 タ イ プ の 細 胞 の 培 養 物 が 、 測 定 さ れ る 化 合 物 の 存 在 下 と 実 質 的 に 同 じ
反 応 条 件 下 に 暴 露 さ れ る 時 、 試 験 化 合 物 に 対 す る 試 験 細 胞 の 応 答 は 、 受 容 体 の な い （ 対 照
） 細 胞 の 試 験 化 合 物 に 対 す る 応 答 （ ま た は 応 答 の 欠 如 ） と 比 較 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 第
二 メ ッ セ ン ジ ャ ー 活 性 は 、 こ の 受 容 体 を 、 上 記 生 物 測 定 法 に よ り 同 定 さ れ る 少 な く と も １
つ の 化 合 物 の 有 効 量 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 調 節 さ れ る 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 の 受 容 体 蛋 白 に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 が 提
供 さ れ る 。 こ の 抗 体 は 、 受 容 体 組 織 局 在 化 、 サ ブ タ イ プ 組 成 、 機 能 性 ド メ イ ン の 構 造 の 研
究 用 、 受 容 体 の 精 製 、 お よ び 診 断 応 用 治 療 応 用 な ど に 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は
治 療 用 途 で は 、 使 用 さ れ る 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 受 容 体 蛋 白 ま た は そ の 部 分 を 抗 体 産 生 の 抗 原 と し て 用 い る こ と に よ り 、 上 記 の
抗 体 は 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 方 法 を 使 用 し て 産 生 す る こ と が で き る 。 抗 ペ プ チ ド お よ び 抗
融 合 蛋 白 抗 体 と も に 使 用 す る こ と が で き る ［ 例 え ば 、 バ ホ ウ ト （ Bahouth） ら 、 （ １ ９ ９
１ ） Trends Parmacol Sci. 第 １ ２ 巻 ： ３ ３ ８ － ３ ４ ３ ;Current Protocols in Molecular
 Biology（ ア ウ ス ベ ル （ Ausubel） ら 編 、 ジ ョ ン ・ ワ イ リ ー ・ ア ン ド ・ サ ン ズ （ John Wile
y and Sons） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ９ ） ］ 。 免 疫 原 と し て （ 合 成 ペ プ チ ド ま た は 組 換 え
産 生 細 菌 融 合 蛋 白 と し て ） 使 用 す る た め の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ
プ の 部 分 を 選 択 す る 場 合 に 考 慮 す べ き 因 子 は 、 抗 原 性 、 入 手 し 易 さ （ す な わ ち 、 細 胞 外 ド
メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン ） 、 特 定 の サ ブ タ イ プ に 特 異 的 で あ る か な ど で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 サ ブ タ イ プ 特 異 的 抗 体 が 利 用 で き る こ と は 、 （ 例 え ば 、 正 常 の 脳 組 織 対 疾 患 の 脳 組 織 中
の ） 種 々 の サ ブ タ イ プ の 分 布 と 発 現 密 度 を 追 跡 す る の に 免 疫 組 織 学 的 方 法 を 使 用 す る こ と
を 可 能 に す る 。 こ の よ う な 抗 体 は ま た 、 診 断 お よ び 治 療 応 用 に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 有 効 量 の 上 記 の 抗 体 に 本 発 明 の 受 容 体 を 接 触 さ
せ る こ と に よ り 、 該 受 容 体 の イ オ ン チ ャ ネ ル 活 性 を 調 節 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 標 準 的 方 法 （ 例 え ば 、 腹 腔 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 静 脈 内 投 与 、 ま た は
皮 下 注 射 、 移 植 ま た は 経 皮 的 投 与 法 な ど ） に よ り 、 対 象 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 当 業
者 は 、 使 用 さ れ る 投 与 法 に よ り 、 投 与 型 、 治 療 処 方 な ど を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 内 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル の 受 容 体
に 誘 導 さ れ る 変 化 を 追 跡 す る た め の 、 陽 イ オ ン ベ ー ス の 生 物 測 定 法 が 提 供 さ れ 、 該 生 物 測
定 法 は ：
　 内 因 性 ま た は 組 換 え サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル を 発 現 す る 宿 主 細 胞 に
、 細 胞 内 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル に 影 響 を 与 え る こ と が 疑 わ れ る 受 容 体 を コ ー ド
す る 核 酸 を 導 入 し 、 そ し て
　 細 胞 内 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル に 影 響 を 与 え る こ と が 疑 わ れ る 、 該 受 容 体 に 対
す る リ ガ ン ド の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル の
サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド 活 性 化 の 量 の 変 化 を 追 跡 す る こ と よ り な る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 以 下 の 非 限 定 的 実 施 例 を 参 照 し て 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ９ １ 】
ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
Ａ ． ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ 受 容 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ヒ ト 海 馬 組 織 か ら 単 離 し た Ｒ Ｎ Ａ を 、 標 準 的 方 法 ［ 例 え ば 、 グ ブ ラ ー と ホ フ マ ン （ Gubl
er and Hoffman） 、 （ １ ９ ８ ３ ） Gene　 ２ ５ ： ２ ６ ３ － ２ ６ ９ ］ に 従 い 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ － プ
ラ イ ム し た １ 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 の た め の 鋳 型 と し て 使 用 し た 。 １ 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ２ 本 鎖
ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 し 、 そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 末 端 に Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／ Ｓ ｎ ａ Ｂ Ｉ ／ Ｘ ｈ ｏ Ｉ ア ダ プ タ ー
を 付 け 加 え た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て サ イ ズ に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 分 離 し 、 ＞ ２ ．
５ kbの も の を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 消 化 し た λ ｇ ｔ １ ０ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー に 結 合 さ せ た 。
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得 ら れ る 一 次 ヒ ト 海 馬 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ 約 ２ × １ ０ ５ 組 換 え 体 ） を 、 ラ ッ ト ｍ Ｇ ｌ
ｕ Ｒ １ 受 容 体 （ ヌ ク レ オ チ ド １ か ら １ ７ ２ ３ ＋ ５ ’ 非 翻 訳 配 列 ； マ ス （ Masu） ら 、 （ １ ９
９ １ ） Nature　 ３ ４ ９ ： ７ ６ ０ － ７ ６ ５ を 参 照 ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 に 対 す る ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ４ ２ ℃ で
５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ５ × デ ン ハ ル ツ （ Denhart's） 溶 液 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ
Ｓ お よ び ２ ０ ０ μ g／ mlの 変 性 し た 超 音 波 処 理 し た ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 で 行 な い 、 洗 浄 は
６ ５ ℃ で １ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ と ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で 行 な っ た 。 ３ ２ ７ ３ 塩 基 対 を 含 有 す る ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る １ つ の プ ラ ー ク （ Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ） を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 追 加 の ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ コ ー デ ィ ン グ ク ロ ー ン を 得 る た め に 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ を 放 射 標 識
し 、 以 下 の よ う に 調 製 し た ２ つ の ヒ ト 小 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る の
に 使 用 し た 。 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 ヒ ト 小 脳 組 織 か ら 単 離 し た Ｒ Ｎ Ａ か ら 最 初
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を プ ラ イ ム し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 長 さ を 基 準 に し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ を プ ー ル
し 、 ２ つ の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 し た ： １ つ は ２ ． ８ kb以 上 の 長 さ の 挿 入 体 を 有 し （ す な わ
ち 、 大 挿 入 体 ラ イ ブ ラ リ ー ） 、 も う １ つ は １ － ２ ． ８ kbの 長 さ の 挿 入 体 を 有 す る （ す な わ
ち 、 中 挿 入 体 ラ イ ブ ラ リ ー ） 。 ラ ッ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に 対 し て 海 馬 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 し た の と 同 じ ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 用 い て 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て ラ イ ブ
ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 洗 浄 は ５ ５ ℃ で １ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で 行 な っ
た 。 大 挿 入 体 ラ イ ブ ラ リ ー 中 に １ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ ー ク （ Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ２ ） を 同
定 し 、 中 挿 入 体 ラ イ ブ ラ リ ー 中 に ４ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ ー ク （ Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ３ － Ｍ
Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ６ ） を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 別 の ス ク リ ー ニ ン グ で 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ に よ り 大
挿 入 体 ま た は 中 挿 入 体 小 脳 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 使 用 し た 条 件 と 同 じ 条
件 を 用 い て 、 サ イ ズ が １ － ２ kbの 範 囲 の 挿 入 体 を 含 有 す る ラ ン ダ ム に プ ラ イ ム し た ヒ ト 海
馬 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ ２ × １ ０ ６ 組 換 え 体 ） お よ び 中 挿 入 体 小 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー を 、 放 射 能 標 識 し た Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ
し た 。 海 馬 ラ イ ブ ラ リ ー に ３ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ ー ク （ Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ０ － Ｍ Ｅ Ｔ
Ａ Ｂ １ ２ ） が 同 定 さ れ 、 小 脳 ラ イ ブ ラ リ ー の 別 の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ で ５ つ の 追 加 の ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ ー ク （ Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ３ － Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ７ ） が 同 定 さ れ た 。 選 択 さ れ た
プ ラ ー ク を 精 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
単 離 さ れ た ク ロ ー ン の 性 状 解 析
　 制 限 酵 素 マ ッ ピ ン グ と Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析 に よ る 精 製 し た プ ラ ー ク の 挿 入 体 の 性 状 解 析 か ら
、 単 離 さ れ た ク ロ ー ン に よ り ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ 転 写 体 の 少 な く と も ３ つ の 明 ら か な ス プ ラ
イ ス 変 種 が 表 さ れ て い る こ と が 判 明 し た 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ の 分 析 に よ り 、 こ れ は 翻 訳 開 始 コ
ド ン を 含 有 す る が 翻 訳 停 止 コ ド ン は 含 有 し な い こ と が 示 さ れ た 。 推 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
は 、 ラ ッ ト の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ の 推 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 約 ７ ０ ％ 同 一 で あ り 、 ラ ッ ト の ｍ
Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ の 推 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と は ＞ ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 し て い る ［ ア ベ （ Abe）
ら 、 （ １ ９ ９ ２ ） J. Biol. Bhem. ２ ６ ７ ： １ ３ ３ ６ １ － １ ３ ３ ６ ８ ］ 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析 は 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ は ５ ’ 末 端 で Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ の ３ ’ 末 端
と 重 複 し 、 ３ ’ 方 向 へ 追 加 の ３ ４ ３ ヌ ク レ オ チ ド が 続 い て い る こ と を 示 し た 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ
１ と Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ の 重 複 領 域 を 比 較 す る と 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ は Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ に 存 在 し な い ９
６ ヌ ク レ オ チ ド を 有 し て い た （ す な わ ち 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ は Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ に 対 し て ９ ６ ヌ ク
レ オ チ ド 挿 入 を 含 有 す る ） 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ は ま た 、 翻 訳 停 止 コ ド ン を 持 っ て い な い 。 Ｍ Ｅ
Ｔ Ａ Ｂ １ ２ 挿 入 体 は ５ ’ 末 端 で Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ の ３ ’ 末 端 と 重 複 す る が 、 さ ら に ３ ’ 末 端 方
向 に 延 長 し て 翻 訳 停 止 コ ド ン を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
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　 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ２ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析 に よ り 、 ５ ’ 末 端 の 最 初 の ８ ６ ９ ヌ ク レ オ チ ド は Ｍ Ｅ Ｔ
Ａ Ｂ １ の ３ ’ 末 端 の 一 部 と 重 複 し 、 同 じ で あ っ た 。 し か し 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ と Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ２
の 配 列 は Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ の ９ ６ ヌ ク レ オ チ ド 挿 入 の 最 初 で 分 岐 し て い た 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ２ は ３
’ 末 端 方 向 に 約 ２ ７ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 延 長 し 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ と の 分 岐 点 の ４ ヌ ク レ オ チ ド
だ け ３ ’ 方 向 に 推 定 翻 訳 停 止 コ ド ン を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ の 部 分 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析 は 、 こ れ が 別 の ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 で あ
る ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ の 一 部 を 含 有 す る こ と を 示 し て い た （ 実 施 例 １ ． Ｂ ． を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 作 成 体 の 調 製
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ 転 写 体 の 調 製 お よ び ／ ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 で の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 に
使 用 す る た め に 、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ 転 写 体 の ３ つ の 推 定 ス プ ラ イ ス 変 種 を 表 す 全 長 作 成 体
（ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ｂ そ し て ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ｃ と 呼 ぶ ） を 作 成 し 、 発 現 ベ ク タ
ー 中 に 取 り 込 む こ と が で き る 。 典 型 的 に 使 用 さ れ る 基 礎 と な る 発 現 ベ ク タ ー は 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ
－ Ｔ ７ － ３ ま た は ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２ で あ る （ 図 １ を 参 照 ） 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７
－ ３ は ｐ Ｕ Ｃ １ ９ ベ ー ス の ベ ク タ ー で あ り 、 Ｃ Ｍ Ｖ （ Ｃ Ｍ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ
ー 、 プ ロ モ ー タ ー の す ぐ 下 流 に 位 置 す る Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ ス ド ナ ー ／ ス プ ラ イ ス ア ク セ プ
タ ー 部 位 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ ス 部 位 の す ぐ 下 流 に 位 置 す る Ｔ ７ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｒ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー の 下 流 の Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル
、 お よ び Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー と ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 間 の ポ リ リ ン カ ー を 含 有 す る 。 す
な わ ち こ の ベ ク タ ー は 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 中 で の 異 種 Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 に 必 要 な す べ て の 制 御
成 分 を 含 有 す る （ 異 種 Ｄ Ｎ Ａ は ポ リ リ ン カ ー で ベ ク タ ー に 取 り 込 ま れ る ） 。 さ ら に Ｔ ７ プ
ロ モ ー タ ー は ポ リ リ ン カ ー の す ぐ 上 流 に 位 置 す る た め 、 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 ポ リ リ ン カ ー
で ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 異 種 Ｄ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ 転 写 体 の 合 成 に 使 用 さ れ る
。 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ と ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２ は 、 ポ リ リ ン カ ー 中 の 制 限 酵 素 部 位 の 配 向 の
み が 異 な る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 作 成 体 （ 配 列 番 号 ７ を 参 照 ） を 調 製 す る た め に 、 ク ロ ー ン Ｍ Ｅ Ｔ Ａ
Ｂ １ 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ お よ び Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ２ の 部 分 を 一 緒 に 結 合 さ せ た 。 ま ず 操 作 を 容 易 に
す る た め に 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ お よ び Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ２ の 挿 入 体 を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 断
片 と し て λ ｇ ｔ １ ０ か ら 別 々 に 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 消 化 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － ７ Ｚ ｆ （ プ ロ メ ガ （ Promega
） 、 マ ジ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 ） に 移 し た 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ 挿 入 体 を 含 有 す る ｐ Ｇ Ｅ Ｍ －
７ Ｚ ｆ ベ ク タ ー を Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｎ ｈ ｅ Ｉ で 消 化 し て 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の ５ ’ 半 分 と
Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ 挿 入 体 の ５ ’ 部 分 （ 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド １ － ２ ７ ２ ４ ） を 含 有 す る ３
． ８ kb断 片 を 放 出 さ せ た 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ の 挿 入 体 を 含 有 す る ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － ７ Ｚ ｆ ベ ク タ ー を
Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｎ ｈ ｅ Ｉ で 消 化 し て 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の ３ ’ 半 分 と Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ 挿 入
体 の ３ ’ 部 分 （ 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ７ ２ ５ － ３ ４ ６ ９ ） を 含 有 す る ２ ． ６ kb断 片
を 放 出 さ せ 、 こ の 断 片 を 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ を 含 有 す る ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － ７ Ｚ ｆ ベ ク タ ー か ら の ３ ．
８ kb断 片 に 結 合 さ せ て ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ＋ ５ を 作 成 し た 。 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １
＋ ５ を Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｎ ｈ ｅ Ｉ で 消 化 し て 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の ５ ’ 半 分 と 配 列 番 号 ７
の ヌ ク レ オ チ ド １ － ３ ３ １ ６ を 含 有 す る ４ ． ４ kb断 片 を 放 出 さ せ た 。 次 に こ の ４ ． ４ kb断
片 を 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ２ 挿 入 体 を 含 有 す る ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － ７ Ｚ ｆ ベ ク タ ー の Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｎ ｈ ｅ Ｉ
（ 部 分 ） 消 化 に よ り 得 ら れ た ２ ． ６ kb断 片 ［ こ の ２ ． ６ kb断 片 は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子
の ３ ’ 半 分 と Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ２ の ３ ’ 部 分 （ 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ３ １ ７ － ４ ０ ８ ５
） を 含 有 す る ］ に 結 合 さ せ た 。 得 ら れ た ベ ク タ ー は ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － ７ Ｚ ｆ 中 に 完 全 な ｍ Ｇ ｌ ｕ
Ｒ ５ ａ コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 し て い た 。 全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ａ ａ ｔ 　 II
（ 平 滑 末 端 ） － Ｈ ｉ ｎ ｄ 　 III断 片 と し て ベ ク タ ー か ら 単 離 し 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ （ 平 滑 末 端 ） ／
Ｈ ｉ ｎ ｄ 　 III消 化 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 、 作 成 体 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ
１ を 作 成 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
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　 要 約 す る と 、 作 成 体 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ １ は 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ か ら の ５ ’ 非 翻 訳 配 列 の ３ ６ ９
塩 基 対 （ 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド １ － ３ ６ ９ ） と 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ 受 容 体 の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５
ａ 変 種 の 完 全 な コ ー デ ィ ン グ 配 列 （ 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ７ ０ － ３ ９ １ ２ ） 、 お よ
び ３ ’ 非 翻 訳 配 列 の １ ７ ３ 塩 基 対 （ 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ９ １ ３ － ４ ０ ８ ５ ） を 含
有 す る 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ を コ ー ド す る 配 列 は 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 中 で 受 容 体 を 発 現 す る た
め に 、 そ し て ツ ノ ガ エ ル （ Xenopus） 卵 母 細 胞 で 発 現 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ 転 写 体 を
作 成 す る の に 使 用 す る た め に 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ 中 の 制 御 成 分 に 機 能 的 に 結 合 し て い る
。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ２ つ の 追 加 の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 作 成 体 （ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ２ と ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ ） を 、 最 初
の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 作 成 体 の ５ ’ 非 翻 訳 領 域 を 修 飾 し て 調 製 し た 。 上 記 の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 作
成 体 は 、 提 唱 さ れ て い る 翻 訳 開 始 コ ド ン （ 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ７ ０ か ら ３ ７ ２ ）
に 先 行 す る ５ ’ 非 翻 訳 領 域 中 に ７ つ の お そ ら く 不 適 切 な Ａ Ｔ Ｇ コ ド ン を 含 有 す る 。 ｍ Ｇ ｌ
ｕ Ｒ ５ ａ １ 作 成 体 を Ｂ Ａ ｌ ３ １ で 消 化 し て 、 以 下 を 行 う ： （ １ ） 配 列 の ２ ５ ５ ヌ ク レ オ チ
ド （ 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド １ － ２ ５ ５ で あ り 、 上 流 の Ａ Ｔ Ｇ ト リ プ レ ッ ト ７ つ の う ち
６ つ を 含 有 す る ） を 除 去 し て 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ２ を 作 成 す る 、 そ し て （ ２ ） 配 列 の ３ ４ ８
ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド １ － ３ ４ ８ で あ り 、 上 流 の Ａ Ｔ Ｇ ト リ プ レ ッ ト
の す べ て を 含 有 す る ） を 除 去 し て 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ を 作 成 す る 。 す な わ ち 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ
５ ａ ２ は 、 ５ ’ 非 翻 訳 配 列 の 一 部 が 欠 如 し て い る こ と 以 外 は ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ １ と 同 じ で あ
り 、 従 っ て 提 唱 さ れ る 翻 訳 開 始 コ ド ン の 上 流 に １ つ の み の Ａ Ｔ Ｇ ト リ プ レ ッ ト を 含 有 す る
。 同 様 に 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ は 、 提 唱 さ れ る 翻 訳 開 始 コ ド ン の 上 流 の す べ て の Ａ Ｔ Ｇ ト リ
プ レ ッ ト が 欠 如 し て い る こ と 以 外 は ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ １ と 同 じ で あ り 、 ５ ’ 非 翻 訳 配 列 の ２
１ ヌ ク レ オ チ ド の み を 含 有 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ３ つ 目 の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 作 成 体 （ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ） は 、 以 下 の よ う に ｍ Ｇ
ｌ ｕ Ｒ ５ ａ の Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ プ ロ モ ー タ ー 制 御 発 現 に 使 用 す る た め に 調 製 し た 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ
３ を Ｘ ｂ ａ Ｉ で 消 化 し た 。 Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ ス 部 位 、 全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ コ ー デ ィ ン グ 配
列 （ お よ び ５ ’ 非 翻 訳 配 列 の ２ １ ヌ ク レ オ チ ド と ３ ’ 非 翻 訳 配 列 の １ ７ ３ ヌ ク レ オ チ ド ）
、 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 有 す る ４ ． １ kb断 片 を 単 離 し 、 平 滑 末 端 と し 、 ｐ Ｂ
Ｒ ３ ２ ２ の ２ kbの Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ － Ｎ ｄ ｅ Ｉ （ 平 滑 末 端 ） 断 片 に 結 合 さ せ て 、 ｐ Ｂ Ｒ － ｈ ｍ Ｇ
ｌ ｕ Ｒ ５ を 作 成 し た 。 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ Ｌ Ｔ Ｒ プ ロ モ ー タ ー と ア ン ピ シ リ ン お よ び ネ オ マ イ シ ン 耐
性 遺 伝 子 を 含 有 す る ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ａ Ｍ ｎ ｅ ｏ （ ク ロ ン テ ッ ク （ Clontech） 、 パ ロ ア ル ト （
Palo Alto） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 し て 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 除
去 し 、 再 結 合 さ せ た 。 次 に こ の ベ ク タ ー を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 し 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子
を 含 有 す る 断 片 を 逆 配 向 で 大 き い 方 の ベ ク タ ー 断 片 に 再 結 合 さ せ て ｐ Ｍ Ａ Ｍ ｎ ｅ ｏ 　 ａ ｍ
ｐ ｏ ｐ ｐ を 作 成 し た 。 こ の ベ ク タ ー を Ｐ ｓ ｔ Ｉ ／ Ｎ ｈ ｅ Ｉ で 消 化 し て 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性
遺 伝 子 の ５ ’ 部 分 と Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － Ｌ Ｔ Ｒ を 含 有 す る ２ ． ３ kbの 断 片 を 単 離 し た 。 プ ラ ス ミ ド
ｐ Ｂ Ｒ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ を Ｐ ｓ ｔ Ｉ ／ Ｘ ｂ ａ Ｉ で 消 化 し 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の ３ ’
部 分 と ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 配 列 （ Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ ス 部 位 と ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル と と も に
） を 含 有 す る ５ ． ３ kbの 断 片 を 、 ｐ Ｍ Ａ Ｍ ｎ ｅ ｏ 　 ａ ｍ ｐ ｏ ｐ ｐ の ２ ． ３ kbの Ｐ ｓ ｔ ／ Ｎ
ｈ ｅ Ｉ 断 片 に 結 合 さ せ て Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ を 作 成 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 す な わ ち 、 ｐ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ は 、 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － Ｌ Ｔ Ｒ を 含 有 し 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ
５ ａ 　 Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ４ ９ － ４ ０ ８ ５ を 含 有 す る ） と 機 能 的 に 結 合
し た Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ ス 部 位 が 続 き 、 こ の 後 に ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が 続 く 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ４ つ 目 の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 作 成 体 （ ｐ Ｓ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ） は 、 以 下 の よ う に ｍ Ｇ ｌ ｕ
Ｒ ５ ａ の Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー 制 御 発 現 に 使 用 す る た め に 調 製 し た 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ を
Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 部 分 的 に 消 化 し 、 ク レ ノ ウ （ Klenow） で 処 理 し 、 自 身 と 再 結 合 さ せ 、 こ う し て
ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 　 Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ に 位 置 す る Ｘ ｈ ｏ Ｉ 部 位 を 破 壊 し た 。 次 に プ ラ ス ミ ド を Ｓ
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ｃ ａ Ｉ ／ Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 消 化 し 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ ス 部 位 、 全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ コ ー デ ィ ン グ
配 列 （ お よ び ５ ’ 非 翻 訳 配 列 の ２ １ ヌ ク レ オ チ ド と ３ ’ 非 翻 訳 配 列 の １ ７ ３ ヌ ク レ オ チ ド
） 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル お よ び ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の ３ ’ 部 分 を 含 有 す る 断 片 を
作 成 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ｖ β （ ク ロ ン テ ッ ク （ Clontech） 、 パ ロ ア ル ト （ Palo Alto）
、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） を Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 消 化 し 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 と Ｓ Ｖ ４ ０
早 期 プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る 断 片 を 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 　 Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｘ ｈ
ｏ Ｉ 断 片 に 結 合 さ せ て 、 ｐ Ｓ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ を 作 成 し た 。 す な わ ち 、 ｐ Ｓ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ
ｌ ｕ Ｒ ５ は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 早 期 プ ロ モ ー タ ー を 含 有 し 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 　 Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ７
の ヌ ク レ オ チ ド ３ ４ ９ － ４ ０ ８ ５ を 含 有 す る ） と 機 能 的 に 結 合 し た Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ ス 部
位 が 続 き 、 こ の 後 に ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が 続 く 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ｂ 作 成 体 を 調 製 す る た め に 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 作 成 体
（ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ ａ １ 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ２ ま た は ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ ） を Ｎ ｈ ｅ Ｉ ／ Ｐ ｍ ｌ Ｉ
で 消 化 し 、 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ７ ２ ５ － ３ ０ ２ ０ を 含 有 す る 断 片 を 放 出 さ せ る 。
次 に 残 り の ベ ク タ ー 断 片 を 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ か ら の 単 離 し た Ｎ ｈ ｅ Ｉ ／ Ｐ ｍ ｌ Ｉ 断 片 に 結 合
さ せ る 。 得 ら れ る ベ ク タ ー （ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ｂ ） は 、 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ９ ９ ９ と
３ ０ ０ ０ の 間 に 位 置 す る ９ ６ 塩 基 対 の 挿 入 体 （ 配 列 番 号 ９ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ０ ０ ０ － ３ ０
９ ５ ） を 含 有 す る 以 外 は 、 こ れ が 得 ら れ た ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 作 成 体 と 同 じ で あ る 。 配 列 番 号
９ は 、 ベ ク タ ー ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ １ か ら 調 製 し た 全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ｂ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 完 全 な ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ｃ 作 成 体 を 調 製 す る た め に 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 作 成 体
（ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ ａ １ 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ２ ま た は ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ ） を Ｎ ｈ ｅ Ｉ ／ Ｈ ｉ ｎ ｄ
III（ Ｈ ｉ ｎ ｄ 　 III部 位 は 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ベ ク タ ー の ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ 部 分 の ポ リ リ
ン カ ー 内 に 存 在 す る ） で 消 化 し 、 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ７ ２ ５ － ４ ０ ８ ５ を 含 有 す
る 断 片 を 放 出 さ せ る 。 次 に 残 り の ベ ク タ ー 断 片 を 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ２ か ら 単 離 し た Ｎ ｈ ｅ Ｉ ／
Ｈ ｉ ｎ ｄ 　 III断 片 に 結 合 さ せ る 。 得 ら れ る 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ｃ ） （ 配 列 番 号
１ １ ） は 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 最 初 の ２ ６ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て は 、 こ れ が 調 製 さ れ
た ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 作 成 体 と 同 じ で あ る が 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド ２ ６ ３ １ で 、
ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ｃ と ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 分 岐 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ７ の ヌ ク
レ オ チ ド ３ ０ ０ ０ で 始 ま る ） し 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ｃ コ ー デ ィ ン グ 配 列 は コ ー デ ィ ン グ 配 列 の
ヌ ク レ オ チ ド ２ ６ ３ １ と し て グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド を 有 し 、 そ の 後 に 翻 訳 停 止 コ ド ン （ 配
列 番 号 １ １ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ０ ０ １ － ３ ０ ０ ３ ） が 続 く 。
【 ０ １ ０ ８ 】
Ｂ ． ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 受 容 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ
　 中 挿 入 体 小 脳 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 ラ ッ ト の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 受 容 体 （ ヌ ク レ オ チ ド １ か ら ３ ０
３ １ お よ び ５ ’ 非 翻 訳 配 列 ： マ ス （ Masu） ら 、 （ １ ９ ９ １ ） Nature　 ３ ４ ９ ： ７ ６ ０ － ７
６ ５ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し
た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ４ ２ ℃ で ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ５ × デ ン ハ ル ツ （ Denhart's）
溶 液 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ル ミ ド 、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ び ２ ０ ０ μ g／ mlの 変 性 し た 超 音 波 処
理 し た ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 で 行 な い 、 洗 浄 は ５ ５ ℃ で １ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ と ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で
行 な っ た 。 ３ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ク ロ ー ン （ Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ７ － Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ９ ） が 同 定 さ
れ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 次 の ス ク リ ー ニ ン グ で 、 ヒ ト 中 挿 入 体 小 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の １ × １ ０ ６ 組 換 え 体
の 各 平 板 を 、 追 加 の ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ ク ロ ー ン と プ ロ ー ブ 結 合 さ せ た 。 こ の 平 板 を ま ず 、
ラ ッ ト の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド １ － １ ２ ５ ６ （ お よ び ５ ’ 非 翻 訳 配 列 ）
を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ す な わ ち 、 ５ ’ プ ロ ー ブ ） と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ 、 次 に
ク ロ ー ン Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ７ － Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ９ を 同 定 し た こ の 前 の ス ク リ ー ニ ン グ で 使 用 し た も の
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と 同 じ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 と 洗 浄 条 件 を 用 い て 、 ラ ッ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ ａ 　 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ０ ７ ５ － ３ ３ １ ０ を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ す な わ ち 、 ３ ’ プ ロ ー ブ ）
に 連 続 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ５ ’ プ ロ ー ブ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り ３ つ
の ク ロ ー ン （ Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ８ 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ２ １ お よ び Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ２ ２ ） が 同 定 さ れ 、 そ し
て ３ ’ プ ロ ー ブ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り ４ つ の ク ロ ー ン （ Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ４ 、 Ｍ
Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ２ ０ 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ３ ２ お よ び Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ３ ５ ） が 同 定 さ れ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 こ の ラ ッ ト の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 断 片 を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て 、 さ ら な る ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ ク ロ
ー ン の た め に 大 挿 入 体 ヒ ト 小 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン と 洗 浄 条 件 は 、 中 挿 入 体 小 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら ６ つ の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ ク ロ ー ン
を 単 離 し た 時 に 使 用 し た も の と 同 じ で あ る （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 で は ２
０ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 使 用 し た ） 。 ３ つ の プ ラ ー ク （ Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ ８ 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ ９
お よ び Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ６ ０ ） が プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。
【 ０ １ １ １ 】
単 離 さ れ た ク ロ ー ン の 性 状 解 析
　 精 製 し た プ ラ ー ク の 挿 入 体 を 制 限 酵 素 マ ッ ピ ン グ と Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析 に よ り 性 状 解 析 し た
。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ ８ は 、 約 ２ ． ８ kbで あ り 、 ５ ’ 非 翻 訳 配 列 、 翻 訳 開 始 コ ド ン お よ び 約 ２ ．
３ kbの コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 す る 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ ８ の ３ ’ 末 端 は 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ４ の ５
’ 末 端 と 重 複 す る 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ４ は ３ ’ 方 向 へ 約 ７ ０ ０ 塩 基 対 延 長 し 、 翻 訳 停 止 コ ド ン
を 含 有 す る 。 す な わ ち 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ ８ と Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ４ は 重 複 し て 、 全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １
受 容 体 を コ ー ド す る （ 配 列 番 号 １ を 参 照 ） 。 他 の ク ロ ー ン も 、 翻 訳 開 始 コ ド ン と 翻 訳 停 止
コ ド ン の 間 に 位 置 す る ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 部 分 か ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
有 す る 、 部 分 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 転 写 体 の ３ ’ 末 端 を コ ー ド す る 追 加 の ク ロ ー ン が ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー 中 に 存 在 す る か 否 か を 測 定 す る た め に 、 海 馬 ／ 脳 幹 神 経 節 お よ び 小 脳 ラ イ ブ ラ リ ー
か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 増 幅 を 行 な っ た 。 ５ ’ プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ２
１ ８ か ら ２ ２ ４ ０ よ り な り 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー は 、 ラ ッ ト の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ ａ コ ー デ ィ ン グ 配
列 の ア ミ ノ 酸 ８ ９ ０ － ８ ９ ７ に 基 づ く 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ た （ ピ ン （ Pin） ら
、 （ １ ９ ９ ２ ） Neurobiology　 ８ ９ ： １ ０ ３ ３ １ － １ ０ ３ ３ ５ を 参 照 ） 。 増 幅 生 成 物 を ゲ
ル 電 気 泳 動 で 解 析 し た 。 海 馬 ／ 脳 幹 神 経 節 中 に の み １ つ の 生 成 物 （ す な わ ち 、 ５ ０ ０ 塩 基
対 断 片 ） が 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 転 写 体 の ３ ’ 末 端 を 示 す 追 加 の ク ロ ー ン を 得 る た め に 、 海 馬 お よ び 小 脳 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 前 述 の ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 る の に 使 用 し た 条 件 と 同
様 の 条 件 を 使 用 し て ラ ッ ト の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ ａ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 か ら の 断 片 （ 例 え ば 、
ラ ッ ト の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ ａ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 約 ２ kbの Ｎ ｃ ｏ Ｉ ／ Ｃ ｌ ａ Ｉ 断 片 ） で ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と が で き る 。 こ の プ ロ ー ブ は 、 択 一 的 に ス プ ラ イ ス さ れ る よ う で は な い ｍ Ｇ ｌ ｕ
Ｒ １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 部 分 に 対 応 す る 。 次 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ク ロ ー ン を 制 限 酵 素 マ ッ
ピ ン グ と Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 解 析 し て 、 異 な る ３ ’ 末 端 が 示 さ れ る か 否 か を 決 定 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 作 成 体 の 調 製
　 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 受 容 体 の Ｂ 型 を コ ー ド す る 全 長 作 成 体 を 調 製 す る た め に 、 ク ロ ー ン Ｍ
Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ ８ と Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ４ の 一 部 を 結 合 さ せ た 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ ８ を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／ Ａ ｃ
ｃ Ｉ で 消 化 し 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ５ ４ － ２ ６ １ ２ を 含 有 す る ２ ４ ５ ９ 塩 基 対 の
断 片 を 単 離 す る 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ４ の ７ ０ ４ 塩 基 対 断 片 （ 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ６ １
３ － ３ ３ ２ １ を 含 有 す る ） を 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ １ ４ の Ａ ｃ ｃ Ｉ ／ Ｘ ｈ ｏ Ｉ 消 化 に よ り 単 離 す る
。 次 に こ の 断 片 を Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ ８ の ２ ４ ５ ９ 塩 基 対 に 結 合 さ せ て 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／ Ｓ ａ ｌ Ｉ
消 化 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ に 結 合 さ せ る 。 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ Ｂ を コ ー ド す る 得 ら れ
た 作 成 体 は 、 ５ ’ 非 翻 訳 配 列 の ２ ３ ４ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド １ ５ ４ －
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３ ８ ７ ） 、 全 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ Ｂ コ ー デ ィ ン グ 配 列 （ 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ８ ８ － ３ １
０ ８ ） 、 お よ び ３ ’ 非 翻 訳 配 列 の ２ １ ３ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド ３ １ ０
９ － ３ ３ ２ １ ） を 含 有 す る 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ Ｂ を コ ー ド す る 配 列 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 中 で の 発
現 の た め の ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ 中 の 制 御 成 分 に 機 能 的 に 結 合 し て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 種 々 の ヒ ト 組 織 中 で 実 際 に 発 現 さ れ る ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ お よ び ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ 受 容 体 を 決 定 す
る た め に 、 種 々 の 方 法 が 使 用 で き る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ 転 写 体 の 挿 入
／ 欠 失 （ す な わ ち 、 分 岐 の 領 域 ） の ５ ’ と ３ ’ に 位 置 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 な オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 種 々 の 組 織 か ら 単 離 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 種 々 の 組 織
か ら 調 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 核 酸 増 幅 を プ ラ イ ム す る こ と が で き る 。 増 幅 生 成
物 の 有 無 お よ び 生 成 物 の サ イ ズ は 、 組 織 中 で 発 現 さ れ る 変 種 を 示 す 。 生 成 物 は ま た 、 Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 解 析 に よ り 詳 細 に 性 状 解 析 さ れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 保 護 測 定 法 を 用 い て 、 種 々 の 組 織 中 で 発 現 さ れ る 変 種 転 写 体 を 決 定 す る こ と
も で き る 。 こ れ ら の 測 定 法 は 、 総 細 胞 性 Ｒ Ｎ Ａ の 複 雑 な 混 合 物 中 の Ｒ Ｎ Ａ 種 を 検 出 し 定 量
す る た め の 感 度 の 良 い 方 法 で あ る 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 を 標 識 し 、 細 胞 性 Ｒ Ｎ Ａ と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 細 胞 性 Ｒ Ｎ Ａ 中 に 相 補 的 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 存 在 す る 場 合 は 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ
Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド が 形 成 す る 。 次 に こ の Ｒ Ｎ Ａ 試 料 を Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ で 処 理 し て 、 １ 本 鎖 Ｒ Ｎ
Ａ を 分 解 さ せ る 。 Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ は Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 分 解 か ら 保 護 さ れ 、 ゲ ル 電 気 泳 動 や オ ー ト
ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 目 視 で き る よ う に さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 例 え ば ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ
ッ ク 受 容 体 を コ ー ド す る 配 列 を 含 有 す る ゲ ノ ム ク ロ ー ン の 単 離 と 、 引 き 続 く ク ロ ー ン の 性
状 解 析 は 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ 一 次 転 写 体 の 可 能 な ス プ ラ イ ス 変 種 に 関 し て さ ら な る 情 報 を 与 え る
。
【 ０ １ １ ８ 】
Ｃ ． ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 受 容 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ
　 ヒ ト 海 馬 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を プ ラ イ ム
さ せ 、 次 に λ ｇ ｔ １ ０ ベ ク タ ー へ の 結 合 に つ い て １ ． ０ － ２ ． ８ kbの ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 す る
こ と に よ り 作 成 さ れ た ） を 、 ラ ッ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ０ ０ 塩 基 対 の Ｓ ｍ ａ Ｉ ／
Ｘ ｂ ａ Ｉ 断 片 と ラ ッ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ kbの Ａ ｃ ｃ Ｉ ／ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 断 片 へ の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て 選 択 し た ［ タ ナ ベ （ Tanabe） ら 、 （ １ ９ ９ ２ ） Neuron　 ８
： １ ６ ９ － １ ７ ９ ］ 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ４ ２ ℃ で ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ５ × デ ン ハ ル
ツ （ Denhart's） 溶 液 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ び ２ ０ ０ μ g／ mlの 変 性
し た 超 音 波 処 理 し た ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 で 行 な い 、 洗 浄 は ６ ５ ℃ で ０ ． ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ と ０
． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で 行 な っ た 。 ３ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ク ロ ー ン （ Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ 、 Ｍ Ｅ
Ｔ Ａ Ｂ ４ １ 、 お よ び Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ５ ） が 同 定 さ れ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 次 に Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ５ の ５ ’ 末 端 の 一 部 （ す な わ ち 、 最 初 の ２ ４ ４ 塩 基 対 ； 配 列 番 号 ５ の
ヌ ク レ オ チ ド ２ ６ ３ ４ － ２ ８ ７ ７ ） を 用 い て 、 増 幅 し た 小 脳 ラ イ ブ ラ リ ー （ ラ ン ダ ム プ ラ
イ マ ー を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を プ ラ イ ム し 、 次 に λ ｇ ｔ １ ０ ベ ク タ ー へ の 結 合 に つ い て ＞
２ ． ８ kbの ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 す る こ と に よ り 作 成 さ れ る ） 、 そ し て 増 幅 し た 海 馬 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ ー （ ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 用 い て ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を プ ラ イ ム し 、 次 に λ ｇ ｔ １ ０ ベ
ク タ ー へ の 結 合 に つ い て ＞ ２ ． ０ kbの ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 す る こ と に よ り 作 成 さ れ る ） を 追 加
の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 各 ラ イ ブ ラ リ ー か ら １ ０ ０ 万 の ク ロ ー ン が
ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 と 洗 浄 条 件 は 、 海 馬 ラ イ ブ ラ リ ー か
ら の Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ １ お よ び Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ５ を 単 離 す る の に 使 用 し た も の
と 同 じ で あ る 。 ３ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ク ロ ー ン が 各 ラ イ ブ ラ リ ー で 同 定 さ れ た （ 小 脳
ラ イ ブ ラ リ ー で は Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ６ 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ９ お よ び Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ ０ 、 そ し て 海 馬 ラ
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イ ブ ラ リ ー で は Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ７ 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ８ お よ び Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ １ Ｂ ） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
単 離 し た ク ロ ー ン の 性 状 解 析
　 精 製 し た プ ラ ー ク の 挿 入 体 を 、 制 限 酵 素 マ ッ ピ ン グ と Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析 に よ り 性 状 解 析 し
た 。 単 離 し た ク ロ ー ン の お の お の は 、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 受 容 体 の 一 部 を コ ー ド す る ク ロ ー
ン メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク ４ ０ （ 例 え ば 実 施 例 １ ． Ｄ ． を 参 照 ） を 除 い て 、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 受
容 体 の 一 部 で あ る 。 ク ロ ー ン Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ １ 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ５ 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ７ － ４ ９ は
、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ３ ’ か ら の 配 列 お よ び 翻 訳 停 止 コ ド ン を 含 有 す る 。 ク
ロ ー ン Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ６ 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ ０ お よ び Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ １ Ｂ は 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 　 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 か ら の 配 列 （ 翻 訳 開 始 コ ド ン と 種 々 の 量 の ５ ’ 非 翻 訳 配 列 を 含 む ） を 含 有
す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 作 成 体 の 調 製
　 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ８ と Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ６ ま た は Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ １ Ｂ の 一 部 を 結 合 さ せ て 、 全 長 ヒ
ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 す る ４ つ の 作 成 体 を 調 製 し た 。 こ の 全 長 コ ー デ ィ
ン グ 配 列 は 配 列 番 号 ５ （ ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ６ ４ － ３ ７ ０ ３ ） に 与 え ら れ る 。 ク ロ ー ン Ｍ Ｅ
Ｔ Ａ Ｂ ４ ６ と Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ １ Ｂ の 挿 入 体 は 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 断 片 と し て ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ 中
に 別 々 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 ク ロ ー ン Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ８ の 挿 入 体 は 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 断 片
と し て ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２ に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 作 成 体 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ｂ を 作 成 す る た め に 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ １ Ｂ 挿 入 体 を 含 有 す る ｐ Ｃ Ｍ Ｖ
－ Ｔ ７ － ３ プ ラ ス ミ ド を Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｂ ｇ ｌ 　 IIで 消 化 し 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の ５ ’
半 分 と Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ５ １ Ｂ 挿 入 体 の ５ ’ 部 分 （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド ７ ４ ８ － １ ６ ７ １
） を 含 有 す る ２ ． ６ kbの 断 片 を 単 離 し た 。 こ の 断 片 を 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ８ の 挿 入 体 を 有 す る
ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２ プ ラ ス ミ ド の Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｂ ｇ ｌ 　 II消 化 物 か ら 単 離 し た ４ ． ３ kbの 断
片 ［ こ の ４ ． ３ kbの 断 片 は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の ３ ’ 半 分 と Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ８ の ３ ’ 部
分 を 有 す る （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド １ ６ ７ ２ － ３ ９ １ ９ ） ］ に 結 合 さ せ た 。 得 ら れ た
作 成 体 （ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ｂ ） は 、 ３ １ ６ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 非 翻 訳 配 列 （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク
レ オ チ ド ７ ４ ８ － １ ０ ６ ３ ） 、 全 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ コ ー デ ィ ン グ 配 列 （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ
チ ド １ ０ ６ ４ － ３ ７ ０ ３ ） 、 お よ び ２ １ ６ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 非 翻 訳 配 列 （ 配 列 番 号 ５ の
ヌ ク レ オ チ ド ３ ７ ０ ４ － ３ ９ １ ９ ） を 含 有 す る 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ｂ を コ ー ド す る 配 列 は 、 哺
乳 動 物 細 胞 中 で の 発 現 の た め に ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ と ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２ か ら の
制 御 成 分 に 機 能 的 に 結 合 し て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 作 成 体 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ｃ を 作 成 す る た め に 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ６ の 挿 入 体 を 有 す る ｐ Ｃ Ｍ Ｖ －
Ｔ ７ － ３ プ ラ ス ミ ド を 、 Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｂ ｇ ｌ 　 IIで 消 化 し 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の ５ ’
半 分 と Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ６ の ５ ’ 部 分 を 含 有 す る ３ ． ４ kbの 断 片 （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド
１ － １ ６ ７ １ ） を 単 離 し た 。 こ の 断 片 を 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ８ の 作 成 体 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ｂ で 使 用
し た も の と 同 じ Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｂ ｇ ｌ 　 II断 片 に 結 合 さ せ た 。 得 ら れ た 作 成 体 （ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３
Ｃ ） は 、 ５ ’ 非 翻 訳 配 列 の １ ０ ６ ３ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド １ － １ ０ ６
３ ） 、 全 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ コ ー デ ィ ン グ 配 列 （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ６ ４ － ３ ７ ０ ３
） 、 お よ び ３ ’ 非 翻 訳 配 列 の ２ １ ６ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ７ ０ ４ －
３ ９ １ ９ ） を 含 有 す る 。 こ の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ｃ を コ ー ド す る 配 列 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 中 で の 発
現 の た め に ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２ と ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ か ら の 制 御 成 分 に 機 能 的 に
結 合 し て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 作 成 体 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ａ は 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ｃ を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ と Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 消 化 し て 、 配 列 番
号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド １ － １ ０ ３ ５ を 含 有 す る 断 片 を 除 去 し て 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 を 平 滑 末 端 と
し て 、 次 に 大 き い 方 の ベ ク タ ー 断 片 を 再 結 合 さ せ る こ と に よ り 作 成 し た 。 作 成 体 ｍ Ｇ ｌ ｕ
Ｒ ３ Ａ は 、 ２ ８ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 非 翻 訳 配 列 （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ３ ６ － １
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０ ６ ３ ） 、 全 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ コ ー デ ィ ン グ 配 列 （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ６ ４ － ３ ７
０ ３ ） 、 お よ び ２ １ ６ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 非 翻 訳 配 列 （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ７ ０
４ － ３ ９ １ ９ ） を 含 有 す る 。 こ の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ａ を コ ー ド す る 配 列 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 中 で
の 発 現 の た め に ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ と ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２ か ら の 制 御 成 分 に 機 能
的 に 結 合 し て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 作 成 体 ｐ Ｓ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ｃ （ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ の Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー 制 御 発 現 に 使
用 す る た め ） を 作 成 す る た め に 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ６ の 挿 入 体 を 有 す る ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ プ
ラ ス ミ ド を Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 消 化 し 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の ３ ’ 部 分 と 全 Ｍ Ｅ Ｔ
Ａ Ｂ ４ ６ 挿 入 体 を 含 有 す る 断 片 を 単 離 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ｖ β を Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ で
消 化 し 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 ５ ’ 部 分 と Ｓ Ｖ ４ ０ 早 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び ス プ ラ イ ス
部 位 を 含 有 す る 断 片 を 、 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ６ を 有 す る ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ ベ ク タ ー か ら の Ｓ ｃ
ａ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 断 片 に 結 合 さ せ て 、 ｐ Ｓ Ｖ － Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ６ を 作 成 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ
Ｖ － Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ６ を Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｂ ｇ ｌ 　 IIで 消 化 し 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の ５ ’ 部
分 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 早 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び ス プ ラ イ ス 部 位 そ し て Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ６ の ５ ’ 部 分 （
配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド １ － １ ６ ７ １ ） を 含 有 す る 断 片 を 単 離 し た 。 こ の 断 片 を 、 作 成
体 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ｂ や ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ｃ で 使 用 し た も の と 同 じ Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ８ の Ｓ ｃ ａ Ｉ ／ Ｂ
ｇ ｌ 　 II断 片 に 結 合 さ せ た 。 得 ら れ た 作 成 体 （ ｐ Ｓ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ Ｃ ） は 、 Ｓ Ｖ ４ ０
プ ロ モ ー タ ー を 含 有 し 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ 　 Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド １ － ３ ９ １ ９
を 含 有 す る ） と 機 能 的 に 結 合 し た Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ ス 部 位 が 続 き 、 こ の 後 に ポ リ ア デ ニ ル
化 シ グ ナ ル が 続 く 。
【 ０ １ ２ ６ 】
Ｄ ． ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 受 容 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
　 実 施 例 １ ． Ｃ ． に 記 載 し た よ う に ヒ ト 海 馬 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー ン Ｍ Ｅ Ｔ Ａ
Ｂ ４ ０ を 単 離 し た 。 こ の Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ の 挿 入 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 長 さ が １ １ ０ ０ 塩 基 対 で あ り
、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 受 容 体 の ３ ’ 末 端 （ 翻 訳 停 止 コ ド ン と ３ ’ 末 端 非 翻 訳 配 列 を 含 む ） を
コ ー ド す る 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ の 最 初 の ３ ５ ５ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 番 号 ３ に 提 供 さ れ 、 Ｍ Ｅ
Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ の 最 後 の ３ ４ ３ ヌ ク レ オ チ ド （ す べ て ３ ’ 非 翻 訳 配 列 か ら で あ る ） は 配 列 番 号
１ ３ に 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 転 写 体 の ５ ’ 部 分 を 示 す Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 、 Ｍ
Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ の ５ ’ 末 端 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ
い て 、 ヒ ト 海 馬 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る ク ロ ー ン を 精 製 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 解 析 に よ り 性 状 解 析 す る 。 Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ に 重 複 し
翻 訳 開 始 コ ド ン を 含 有 す る ク ロ ー ン を 、 適 当 な 制 限 部 位 で Ｍ Ｅ Ｔ Ａ Ｂ ４ ０ に 結 合 さ せ て 、
全 長 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 作 成 体 を 作 成 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ２ ８ 】
卵 母 細 胞 中 の 組 換 え ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の 発 現
　 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 作 成 体 か ら 調 製 し た イ ン ビ
ト ロ 転 写 体 を 、 ツ ノ ガ エ ル （ Xenopus） 卵 母 細 胞 に 注 入 し た 。 ２ 電 極 の 電 位 固 定 法 （ 例 え
ば 、 ス ツ マ ー （ Stuhmer） （ 1992） Meth. Enzymol. ２ ０ ７ ： ３ １ ９ － ３ ３ ９ を 参 照 ） を 用
い て 、 卵 母 細 胞 ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 電 流 の 電 気 生 理 的 測 定 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
Ａ ． イ ン ビ ト ロ 転 写 体 の 調 製
　 作 成 体 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ 中 に 含 有 さ れ る メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の キ ャ ッ プ さ
れ た 組 換 え 転 写 体 を 、 メ ガ ス ク リ プ ト （ Megascript） キ ッ ト （ カ タ ロ グ 番 号 ＃ １ ３ ３ ４ 、
ア ン ビ オ ン 社 （ Ambion Inc.） 、 オ ー ス チ ン 、 テ キ サ ス 州 ） を 用 い て 、 線 状 化 し た プ ラ ス
ミ ド か ら 合 成 し た 。 各 合 成 転 写 体 の 質 量 を 紫 外 吸 光 度 法 に よ り 測 定 し 、 各 転 写 体 の 完 全 性
を ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 電 気 泳 動 に よ り 測 定 し た 。
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【 ０ １ ３ ０ 】
Ｂ ． 電 気 生 理 学
　 卵 母 細 胞 １ つ に つ き 、 １ ０ － ５ ０ ngの メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 転 写 体 を 、 ツ ノ ガ エ ル （
Xenopus） 卵 母 細 胞 に 注 入 し た 。 卵 母 細 胞 の 調 製 と 注 入 は 、 ダ ス カ ル （ Dascal） の 方 法 ［
（ １ ９ ８ ７ ） Crit. Rev. Biochem. ２ ２ ： ３ １ ７ － ３ ８ ７ ］ に 従 っ て 行 な っ た 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
注 入 の ２ か ら ６ 日 後 、 ２ 電 極 電 位 固 定 法 を 用 い て 卵 母 細 胞 を 試 験 し た 。 細 胞 は リ ン ゲ ル 溶
液 （ １ １ ５ mM　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ． ５ mM　 Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ． ８ mM　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 １ ０ mM　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ
Ｓ 、 pH７ ． ３ ） 浴 に 浸 漬 し 、 膜 電 位 は － ８ ０ か ら － １ ０ ０ mVに 固 定 し た 。 薬 剤 含 有 溶 液 の
６ ０ μ lず つ を ピ ペ ッ ト で 直 接 浴 に 入 れ た 。 ア ク ソ テ ー プ （ AXOTAPE） バ ー ジ ョ ン １ ． ２ ソ
フ ト ウ ェ ア （ ア ク ソ ン ・ イ ン ス ツ ル メ ン ツ （ Axon Instruments） 、 フ ォ ス タ ー シ テ ィ 、 カ
リ ホ ル ニ ア 州 ） を 用 い て Ｐ Ｃ － ３ ８ ６ 中 の ラ ボ マ ス タ ー （ Labmaster） デ ー タ 採 取 ボ ー ド
を 用 い て ２ － ５ Hzで デ ー タ を サ ン プ リ ン グ し た 。 デ ー タ を レ ー ザ ー プ リ ン タ ー に 取 り 出 す
か 、 ま た は シ グ マ プ ロ ッ ト （ Sigmaplot） バ ー ジ ョ ン ５ ． ０ を 用 い て プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 調 節 化 合 物 （ す な わ ち 、 ０ ． ０ ０ １ － ０ ． １ μ Mキ ス カ ル 酸 、
０ ． １ － １ ０ μ Mグ ル タ ミ ン 酸 お よ び ０ ． １ － ３ ０ ０ μ M　 １ Ｓ ， ３ Ｒ － Ａ Ｃ Ｐ Ｄ （ １ － ア
ミ ノ － シ ク ロ ペ ン チ ル － １ ， ３ － ジ カ ル ボ ン 酸 ） を 浴 に 適 用 し 、 ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 電 流
を 記 録 し た 。 化 合 物 の 適 用 後 相 当 の 電 流 が 検 出 さ れ た 。 種 々 の 量 の 各 化 合 物 を 適 用 後 の 電
流 を 比 較 す る 用 量 応 答 試 験 で 、 電 流 の 大 き さ は 各 化 合 物 の 濃 度 の 上 昇 に 伴 い 増 加 す る こ と
が 明 ら か に な っ た 。 こ れ ら の デ ー タ を 解 析 し た 結 果 、 各 化 合 物 の Ｅ Ｃ ５ ０ を 計 算 す る こ と
が で き 、 こ れ を 化 合 物 の 相 対 電 位 の 測 定 に 使 用 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ３ ２ 】
哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト の 組 換 え 発
現
　 ヒ ト 胎 児 性 腎 （ Ｈ Ｅ Ｋ ） 細 胞 と チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 （ す な わ ち
、 Ｄ Ｇ ４ ４ 細 胞 ； ウ ー ラ ウ プ （ Urlaub） ら （ １ ９ ８ ６ ） Som. Cell. Molec. Genet. １ ２
： ５ ５ ５ を 参 照 ） を 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン さ せ た 。 種 々 の 方 法 （ 例 え ば 、 イ ノ シ オ ト ー ル リ ン 酸 （ Ｉ Ｐ １ ） 測 定 法 、 Ｃ ａ ＋ ＋

－ 感 受 性 蛍 光 指 示 薬 ベ ー ス の 測 定 法 、 お よ び [３ Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 結 合 測 定 法 ） を 用 い
て 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 の 発 現 に つ い て 解 析 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
Ａ ． Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 の 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を 、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ （ 作 成 体 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ２ と ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ お
よ び 作 成 体 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ） 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で 一 時 的 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン を 行 な っ た 。 約 ２ × １ ０ ６ の Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を 標 準 的 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 法 ［ ウ ィ グ ラ ー （ Wigler） ら 、 （ １ ９ ７ ９ ） Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A　
７ ６ ： １ ３ ７ ３ － １ ３ ７ ６ を 参 照 ］ に 従 い 、 目 的 の プ ラ ス ミ ド の ５ － １ ８ μ g（ あ る ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 に お い て は ０ ． １ ８ μ g、 実 施 例 ３ ． Ｃ ． ２ ． を 参 照 ） で 一 時 的 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 さ ら に Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー に 融 合 し た 大 腸 菌 β － ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ 遺 伝 子 を 含 有 す る 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ Ｍ Ｖ β ｇ ａ ｌ （ ク ロ ン テ ッ ク ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ （
Clontech Laboratories） 、 パ ロ ア ル ト （ Palo Alto） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） ０ ． ５ － ２ μ g
を 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 効
率 を 追 跡 し た 。 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と Ｘ － ｇ ａ ｌ 基 質 を 含 む 反 応 の 生 成 物 の 直 接 染 色 に
よ り 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 発 現 に つ い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 を 解 析 し た ［ ジ ョ ー ン
ズ （ Jones） （ １ ９ ８ ６ ） EMBO　 ５ ： ３ １ ３ ３ － ３ １ ４ ２ ］ 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 は
ま た 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 の 測 定 に よ る β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 発 現 に つ い て 解 析 す
る こ と も で き る ［ ミ ラ ー （ Miller） （ １ ９ ７ ２ ） 分 子 遺 伝 子 学 実 験 （ Experiments in Mol
ecular Genetics） の PP. ３ ５ ２ － ３ ５ ５ , コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ プ レ ス （ C
old Spring Harbor Press） ]。
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【 ０ １ ３ ４ 】
　 ５ μ gの Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ Ａ で 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 な っ た Ｈ Ｅ Ｋ
２ ９ ３ 細 胞 は 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） Ｌ Ｔ Ｒ プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 し た 糖
質 コ ル チ コ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る ｐ Ｒ Ｓ ｈ Ｇ Ｒ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 整 理 番 号 ６
７ ２ ０ ０ ） ５ μ gと 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を し た 。 こ れ ら の 細 胞 に お け る 糖 質 コ ル チ
コ イ ド 受 容 体 の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 細 胞 へ の 糖 質 コ ル チ コ イ ド （ 例 え ば 、 デ キ
サ メ タ ゾ ン ） の 添 加 に よ る Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ プ ロ モ ー タ ー － ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 の 誘 導 を
確 実 に す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 の こ れ ら の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 効 率 は 、 標 準 的 効 率 に 典 型 的 な も の で あ
っ た （ す な わ ち 、 約 ５ ０ ％ ） 。
【 ０ １ ３ ６ 】
Ｂ ． 哺 乳 動 物 細 胞 の 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 、 Ｌ ｔ ｋ － 細 胞 お よ び Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の よ う な 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 リ ン 酸 カ
ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 を 用 い て 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き る
［ Current Protocols in Molecular Biology, Vol.１ ， ワ イ リ ー ・ イ ン タ ー サ イ エ ン ス （
Wiley Inter-Science） 、 増 刊 １ ４ 号 、 単 元 ９ ． １ ． １ ． － ９ ． １ ． ９ （ １ ９ ９ ０ ） ］ 。
Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 宿 主 と し て 使 用 す る と き は 、 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 を コ ー ド す る ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の 発 現 を 制 御 す る に は Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー の 使 用 が 一 般 に 好 ま し い 。 そ れ ぞ れ １ －
２ × １ ０ ６ 細 胞 を 含 有 す る １ ０ cmの プ レ ー ト を 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ 約 ５ － １ ０ μ gと 選 択 マ ー カ ー （ 例 え ば 、 ネ オ マ イ シ ン － 耐 性 遺 伝 子 （ す な わ ち 、 Ｈ
Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 形 質 転 換 体 の 選 択 に は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 （ す な わ ち 、 ｐ Ｓ Ｖ ２ ｎ ｅ ｏ ）
、 Ｌ ｔ ｋ － 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 に は チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 、 ま た は Ｄ Ｇ ４ ４ 細
胞 形 質 転 換 体 の 選 択 に は ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ ｄ ｈ ｆ ｒ ） 遺 伝 子 ） ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ 　 ０ ． ５ － １ μ gを 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ／ リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
す る 。 適 当 な 培 地 中 で 約 １ ４ 日 間 の 増 殖 の 後 、 コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ 、 ク ロ ー ニ ン グ シ リ ン
ダ ー を 用 い て 個 々 に 単 離 さ れ る 。 次 に 単 離 物 を 限 界 希 釈 を 行 い ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 例 え
ば 後 述 の 方 法 を 用 い て メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 を 発 現 す る も の を 同 定 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
Ｃ ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 の 解 析
１ ． 蛍 光 指 示 薬 に 基 づ く 測 定
　 ア ゴ ニ ス ト に よ る Ｇ 蛋 白 結 合 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 の 活 性 化 に よ り 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル
イ ノ シ ト ー ル （ Ｐ Ｉ ） 加 水 分 解 ／ 細 胞 内 Ｃ ａ ＋ ＋ シ グ ナ ル 化 経 路 お よ び ／ ま た は 阻 害 性 ｃ
Ａ Ｍ Ｐ カ ス ケ ー ド が 刺 激 さ れ る 。 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 一 時 的 上 昇 の 検 出 法 は 、 Ｐ Ｉ 加
水 分 解 ／ Ｃ ａ ＋ ＋ 動 員 （ mobilization） 経 路 ま た は Ｐ Ｉ 加 水 分 解 ／ Ｃ ａ ＋ ＋ 動 員 （ mobili
zation） 経 路 と 阻 害 性 ｃ Ａ Ｍ Ｐ カ ス ケ ー ド の 両 方 に カ ッ プ リ ン グ し た メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受
容 体 の 機 能 性 発 現 の 解 析 に 適 用 で き る 。 細 胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル を 測 定 す る １ つ の 方 法 は
、 カ ル シ ウ ム 感 受 性 蛍 光 指 示 薬 を 用 い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 フ ル オ － ３ （ fluo－ ３ ） や フ ラ － ２ （ fura－ ２ ） （ モ レ キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ ズ 社 （ Mole
cular Probes Inc.） 、 ユ ー ジ ー ン （ Eugene） 、 オ レ ゴ ン 州 ） の よ う な カ ル シ ウ ム 感 受 性
指 示 薬 は 、 膜 透 過 性 で あ る ア セ ト キ シ メ チ ル エ ス テ ル と し て 入 手 で き る 。 ア セ ト キ シ メ チ
ル エ ス テ ル 型 の 指 示 薬 が 細 胞 内 に 入 る と 、 サ イ ト ゾ ル 性 エ ス テ ラ ー ゼ に よ り エ ス テ ル 基 は
除 去 さ れ 、 こ の た め 遊 離 の 指 示 薬 は サ イ ト ゾ ル 内 に 捕 捉 さ れ る 。 遊 離 の 指 示 薬 と カ ル シ ウ
ム が 相 互 作 用 す る と 、 指 示 薬 の 蛍 光 強 度 が 増 加 す る 。 従 っ て 、 指 示 薬 を 含 有 す る 細 胞 の 細
胞 内 Ｃ ａ ＋ ＋ 濃 度 の 上 昇 は 直 接 蛍 光 の 増 強 （ ま た は 、 フ ラ － ２ を 使 用 す る 時 は 、 ２ つ の 波
長 で の 蛍 光 の 比 率 の 増 強 ） と し て 発 現 さ れ る 。 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 を 測 定 す る た め の
自 動 蛍 光 検 出 装 置 が 、 本 出 願 人 の 係 属 中 の 米 国 特 許 出 願 第 ０ ７ ／ ８ １ ２ ， ２ ５ ４ 号 お よ び
そ の 対 応 す る Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 出 願 Ｕ Ｓ ９ ２ ／ １ １ ０ ９ ０ 号 （ 参 考 の た め そ の 全 体 が 本 明 細 書 中
に 引 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 細 胞 内 Ｃ ａ ＋ ＋ 振 動 を 目 視 で き る よ う に す る た
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め に 蛍 光 イ メ ー ジ ン グ 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 な っ
た Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 を 、 自 動 蛍 光 指 示 薬 ベ ー ス の 測 定 法 と 蛍 光 イ メ ー ジ ン グ 測 定 法 を 用 い て 、 機
能 性 組 換 え メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 の 発 現 に つ い て 解 析 し た 。 同 様 に 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク
受 容 体 Ｄ Ｎ Ａ で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 も 、 こ れ ら の 測 定 法 系 を 用 い て 機 能
性 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 に つ い て 解 析 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
ａ ． 自 動 蛍 光 測 定 法
　 ２ × １ ０ ５ 細 胞 ／ ウ ェ ル の 濃 度 で ポ リ － Ｌ － リ ジ ン で プ レ コ ー テ ィ ン グ し 、 ２ ０ μ Mフ
ル オ － ３ 、 ０ ． ２ ％ プ ル ロ ニ ッ ク （ Pluronic） Ｆ － １ ２ ７ を Ｈ Ｂ Ｓ （ １ ２ ５ mM　 Ｎ ａ Ｃ ｌ
、 ５ mM　 Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ． ８ mM　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ６ ２ mM　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ２ ０ mMグ ル コ ー ス 、
２ ０ mM　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 pH７ ． ４ ） 中 に 含 有 す る 培 地 中 で 、 ２ ０ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し て フ ル オ － ３ を 充 填 し た ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ ヌ ン ク （ Nunc） 、 カ タ
ロ グ 番 号 １ － ６ ７ ０ ８ 、 ア ラ メ ダ ・ イ ン ダ ス ト リ ー ズ （ Alameda Industries） 、 エ ス コ ン
ジ ド （ Escondido） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て い な い Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９
３ 細 胞 （ ま た は ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細
胞 ） お よ び ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３
細 胞 を 広 げ た 。 次 に 細 胞 を 測 定 緩 衝 液 （ す な わ ち 、 Ｈ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 し た 。 次 に マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト を 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー （ 例 え ば 、 フ ル オ ロ ス カ ン （ Fluoroskan） II、 ラ
ボ ・ プ ロ ダ ク ツ ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 （ Lab Products International, Ltd.） 、 ラ レ ー
（ Raleigh） 、 ノ ー ス カ ロ ラ イ ナ 州 ） に 入 れ 、 各 ウ ェ ル の 基 礎 蛍 光 を 測 定 し 記 録 し て か ら
、 ウ ェ ル に キ ス カ ル 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ト ラ ン ス － Ａ Ｃ Ｐ Ｄ （ １ － ア ミ ノ － シ ク ロ ペ ン タ
ン － １ ， ３ － ジ カ ル ボ ン 酸 ） 、 １ Ｓ ， ３ Ｒ － Ａ Ｃ Ｐ Ｄ 、 Ａ Ｐ ３ （ ２ － ア ミ ノ － ３ － ホ ス ホ
ノ プ ロ ピ オ ン 酸 ） 、 Ａ Ｐ ５ （ ２ － ア ミ ノ － ５ － ホ ス ホ ノ ペ ン タ ノ ン 酸 ） 、 お よ び Ｃ Ｎ Ｑ Ｘ
（ ６ － シ ア ノ － ７ － ニ ト ロ キ ノ キ サ リ ン － ２ ， ３ － ジ オ ン ） を 添 加 し た 。 ア ゴ ニ ス ト の 添
加 後 ウ ェ ル の 蛍 光 を 繰 り 返 し （ ０ ． ６ ３ 秒 間 隔 で ７ ５ 回 読 む ） 追 跡 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 一 般 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て い な い Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 の 蛍 光 は 、 こ れ ら の 化 合 物
の ど れ を 添 加 し て も 変 化 し な か っ た 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ ま た は Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５
ａ 作 成 体 の い ず れ か で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 の 蛍 光 は 、 グ
ル タ ミ ン 酸 、 キ ス カ ル 酸 、 ト ラ ン ス － Ａ Ｃ Ｐ Ｄ 、 ま た は １ Ｓ ， ３ Ｒ － Ａ Ｃ Ｐ Ｄ の 添 加 に 応
答 し て 上 昇 し た 。 蛍 光 は ピ ー ク 値 ま で 増 加 し 、 次 に 時 間 と と も に 化 合 物 の 添 加 前 の 細 胞 の
基 礎 レ ベ ル ま で 低 下 し た 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ２ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 に つ い て 、
グ ル タ ミ ン 酸 、 キ ス カ ル 酸 ま た は ト ラ ン ス － Ａ Ｃ Ｐ Ｄ 刺 激 蛍 光 の 増 強 に 対 す る Ａ Ｐ ３ 、 Ａ
Ｐ ５ ま た は Ｃ Ｎ Ｑ Ｘ の 影 響 を 調 べ た 。 こ れ ら の 化 合 物 （ Ａ Ｐ ３ 、 Ａ Ｐ ５ 、 ま た は Ｃ Ｎ Ｑ Ｘ
） の い ず れ も 、 こ れ ら の 細 胞 中 の ア ゴ ニ ス ト 誘 導 蛍 光 増 強 を 阻 害 し な か っ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 種 々 の 量 の グ ル タ ミ ン 酸 、 キ ス カ ル 酸 ま た は １ Ｓ ， ３ Ｒ － Ａ Ｃ Ｐ Ｄ を 添 加 後 に 測 定 し た
ピ ー ク 蛍 光 値 を 比 較 す る 用 量 応 答 試 験 で 、 ピ ー ク 蛍 光 の 大 き さ は 各 化 合 物 の 濃 度 の 上 昇 に
伴 い 増 加 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ れ ら の デ ー タ を 解 析 し た 結 果 、 各 化 合 物 の Ｅ Ｃ ５

０ を 計 算 す る こ と が で き 、 こ れ を 化 合 物 の 相 対 電 位 の 測 定 に 使 用 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ － ｈ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ お よ び ｐ Ｒ Ｓ ｈ ｇ Ｇ Ｒ （ 糖 質 コ ル チ コ イ ド 受 容 体 作 成 体 ）
で 一 時 的 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 も 、 こ の 蛍 光 測 定 法 で 解 析 し
た 。 こ れ ら の 細 胞 の 蛍 光 は １ ０ ０ μ Mの キ ス カ ル 酸 に 応 答 し て 増 加 し 、 測 定 前 に 細 胞 を デ
キ サ メ タ ゾ ン （ 約 １ Ｍ ） で ３ ７ ℃ で １ ６ 時 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る と ピ ー ク 応 答 は 大 き
か っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
ｂ ． 蛍 光 イ メ ー ジ ン グ 測 定 法
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　 細 胞 内 Ｃ ａ ＋ ＋ 濃 度 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 介 在 変 化 を 目 視 で き る よ う に す る た め に
、 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 と ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン し て い な い Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 （ 対 照 ） を 、 デ ジ タ ル ビ デ オ イ メ ー ジ ン グ で 解 析
し た 。 暗 所 中 で 室 温 で ２ ５ 分 間 細 胞 を １ μ Mの フ ラ － ２ （ ア セ ト キ シ メ チ ル エ ス テ ル ） に
暴 露 す る こ と に よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 （ ガ ラ ス 挿 入 底 を 有 す る ３ ５ mm培 養 皿 あ た
り ４ × １ ０ ５ 細 胞 ） を フ ラ － ２ で 充 填 し た 。 次 に 細 胞 を Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で ３ 回 そ し て リ ン ゲ ル 溶
液 （ １ ６ ０ mM　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ mM　 Ｋ Ｃ ｌ 、 ２ mM　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 １ mM　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ １ mM
グ ル コ ー ス 、 ５ mM　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 pH７ ． ３ ） で ４ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 次 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 と 非 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 を 、 紫 外 光 源 と し て １ ５ ０
Ｗ の キ セ ノ ン ラ ン プ を 有 す る ア キ シ オ ベ ル ト （ Axiovert） １ ０ ０ Ｔ Ｖ 倒 立 顕 微 鏡 （ ツ ァ イ
ス （ Zeiss） 、 オ ー ベ ル コ フ レ ン （ Oberkochren） 、 ド イ ツ ） の ス テ ー ジ の 上 に 広 げ た 。 ４
０ × １ ． ３ Ｎ ． Ａ ． 油 浸 対 物 レ ン ズ を 介 し て 細 胞 を ３ ４ ０ nmと ３ ８ ０ nmで 交 互 励 起 す る の
に 、 イ メ ー ジ １ フ ル オ ル （ Fluor） シ ス テ ム （ ユ ニ バ ー サ ル ・ イ メ ー ジ ン グ （ Univeersal 
Imaging） 、 ウ ェ ス ト チ ェ ス タ ー 、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 ） を 使 用 し た 。 ５ １ ０ nmよ り 長 い 波
長 で 出 る 光 を 、 Ｃ Ｃ Ｄ ７ ２ 強 化 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ （ エ ム ・ テ ィ ー ・ ア イ 　 ダ ー ゲ （ Ｍ Ｔ Ｉ 　 Da
ge） 、 ミ シ ガ ン ・ シ テ ィ 、 イ ン デ ィ ア ナ 州 ） に よ り 集 め 、 デ ジ タ ル 化 し た 。 ３ ４ ０ nmと ３
８ ０ nmの 励 起 イ メ ー ジ か ら バ ッ ク グ ラ ン ド の 蛍 光 を 差 し 引 い た 。 補 正 値 を 使 用 し て ３ ４ ０
／ ３ ８ ０ 強 度 比 を 計 算 し た 。 較 正 し て い な い フ ラ － ２ 比 は 、 細 胞 内 Ｃ ａ ＋ ＋ 濃 度 の 変 化 の
信 頼 で き る 指 標 で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 較 正 し て い な い フ ラ － ２ 比 を 用 い て 、 休 止 細 胞 内 Ｃ ａ ＋ ＋ 濃 度 （ 約 １ ０ ０ nM） を 紫 色 で
、 高 細 胞 内 Ｃ ａ ＋ ＋ 濃 度 （ 約 １ μ M） を 赤 色 で 疑 色 イ メ ー ジ を 作 成 し た 。 実 験 の 各 比 率 の
イ メ ー ジ に つ い て 、 定 量 解 析 の た め に 、 各 細 胞 の １ ２ × １ ２ ピ ク セ ル 領 域 内 の 平 均 比 を ソ
フ ト ウ ェ ア に よ り 計 算 し 、 さ ら に 解 析 し グ ラ フ を 描 く た め に 表 に 取 り 込 ん だ 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 は 、 Ｐ Ｉ 加 水 分 解 ／ Ｃ ａ ＋ ＋ 動 員 経 路 の 受 容 体 介 在 活 性 化 に 必 要 な 細
胞 内 成 分 を 発 現 す る こ と を 証 明 す る た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 と 非 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 細 胞 （ 内 因 性 Ｇ 蛋 白 結 合 ム ス カ リ ン 性 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 を 発 現 す る ） を １ mMの
カ ル バ ミ ル コ リ ン （ Ｃ Ｃ ｈ ； ム ス カ リ ン 性 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト ） に 暴 露 し 、
細 胞 内 Ｃ ａ ＋ ＋ 濃 度 の 上 昇 を 追 跡 し た 。 典 型 的 に は 、 イ メ ー ジ ン グ 試 験 で Ｃ Ｃ ｈ の 添 加 に
応 答 し て 、 大 多 数 の 細 胞 の 細 胞 内 Ｃ ａ ＋ ＋ 濃 度 の 上 昇 が 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て い な い Ｈ
Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を 、 １ ０ ０ μ Mキ ス カ ル 酸 に 応 答 し て 細 胞 内 Ｃ ａ ＋ ＋ 濃 度 が 上 昇 す る か 否
か に つ い て 追 跡 し た 。 平 均 す る と 、 非 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 の 細 胞 内 Ｃ ａ ＋ ＋ 濃 度 は
、 キ ス カ ル 酸 へ の 暴 露 後 増 加 し な い 。 こ れ に 対 し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 の ２
６ ． ７ ± ２ ２ ． ３ ％ の Ｃ ａ ＋ ＋ 濃 度 は １ ０ ０ μ Mの キ ス カ ル 酸 の 添 加 に 応 答 し て 増 加 し た
。
【 ０ １ ４ ９ 】
２ ． ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 加 水 分 解 （ Ｉ Ｐ １ ） 測 定 法
　 Ｇ 蛋 白 結 合 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 の ア ゴ ニ ス ト に よ る 活 性 化 に よ り 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル
イ ノ シ ト ー ル （ Ｐ Ｉ ） 加 水 分 解 経 路 が 刺 激 さ れ る た め 、 Ｐ Ｉ 加 水 分 解 の 生 成 物 （ 例 え ば 、
Ｉ Ｐ ３ 、 Ｉ Ｐ ２ ま た は Ｉ Ｐ １ ） の 増 加 を 検 出 す る 方 法 は 、 Ｐ Ｉ 加 水 分 解 ／ Ｃ ａ ＋ ＋ 動 員 経
路 ま た は Ｐ Ｉ 加 水 分 解 ／ Ｃ ａ ＋ ＋ 動 員 経 路 と 阻 害 性 ｃ Ａ Ｍ Ｐ カ ス ケ ー ド に カ ッ プ リ ン グ し
た メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 の 機 能 性 発 現 の 解 析 に 応 用 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｉ の 加 水 分 解
に よ り 生 成 さ れ る Ｉ Ｐ １ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｐ ２ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｐ ３ を 測 定 す る １ つ の 方
法 は 、 細 胞 膜 リ ン 脂 質 内 へ の [３ Ｈ ］ － ミ オ － イ ノ シ ト ー ル を 取 り 込 み 、 次 に [３ Ｈ ］ － Ｉ
Ｐ １ 、 [３ Ｈ ］ － Ｉ Ｐ ２ お よ び [３ Ｈ ］ － Ｉ Ｐ ３ を 分 離 し 、 以 下 の よ う に 各 画 分 の 放 射 能 を
定 量 す る 。
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　 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を 、 ８ × １ ０
５ 細 胞 ／ ウ ェ ル で ２ ４ ウ ェ ル の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 広 げ た 。 細 胞 を 数 時 間 沈 降 さ
せ 、 プ レ ー ト の 底 に 付 着 さ せ た 後 、 ２ μ Ciの [３ Ｈ ］ － ミ オ － イ ノ シ ト ー ル （ ア マ ー シ ャ
ム （ Amersham） 、 カ タ ロ グ 番 号 ＃ Ｐ Ｔ ６ － ２ ７ １ 、 ア ー リ ン ト ン ハ イ ツ （ Arlington Heig
hts） 、 イ リ ノ イ 州 ； 比 活 性 ＝ １ ７ ． ７ Ci／ mmol） を 各 ウ ェ ル に 添 加 し ３ ７ ℃ で 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 翌 日 、 ニ コ ン ダ イ ア フ ォ ト （ Nikon Diaphot） 倒 立 顕 微 鏡 下 で 細 胞 を 観
察 し 、 細 胞 の 形 態 の 健 常 性 を 評 価 し 、 ウ ェ ル が コ ン フ ル エ ン ト （ confluent） な 細 胞 層 を
含 有 す る か 否 か を 測 定 し た 。 次 に 培 地 を 吸 引 し 、 細 胞 を ０ ． ５ mlの ク レ ブ ス 重 炭 酸 緩 衝 液
［ １ １ ７ ． ９ mM　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ４ ． ７ ２ mM　 Ｋ Ｃ ｌ 、 ２ ． ５ ４ mM　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 １ ． １ ８ mM
　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 １ ． １ ９ mM　 Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 、 ２ ５ mM　 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ ３ 、 １ １ ． １ mMデ キ ス ト
ロ ー ス （ ９ ５ ％ 　 Ｏ ２ 、 ５ ％ 　 Ｃ Ｏ ２ 、 pH７ ． ４ で 平 衡 化 さ れ て い る ） ］ で ２ 回 洗 浄 し た
。 細 胞 を 室 温 で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 各 ウ ェ ル か ら 緩 衝 液 を 吸 引 し 、 細 胞 を
洗 浄 し 、 ０ ． ５ ml／ ウ ェ ル で 室 温 で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 緩 衝 液 を 各 ウ ェ ル
か ら 吸 引 し 、 次 に １ ０ mM　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の 代 わ り に １ ０ mMの Ｌ ｉ Ｃ ｌ を 含 有 す る ４ ５ ０ μ lの
ク レ ブ ス 重 炭 酸 緩 衝 液 （ Ｉ Ｐ １ の イ ノ シ ト ー ル と 無 機 リ ン へ の 加 水 分 解 を 防 ぐ た め に ） と
と も に 細 胞 を ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 調 節 化 合 物 に よ る 細 胞 の 処 理 を 始 め る 前 に 、 ５ ０ μ lの ク レ ブ
ス 重 炭 酸 緩 衝 液 （ 対 照 ） ま た は 化 合 物 の 最 終 濃 度 の １ ０ × の も の を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 ４
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト を 続 け た 。 各 ウ ェ ル に １ mlの 氷 冷 メ タ ノ ー ル を 加 え て イ ン キ ュ ベ ー
ト を 停 止 さ せ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 細 胞 か ら Ｉ Ｐ １ を 単 離 す る た め に 、 プ ラ ス チ ッ ク ピ ペ ッ ト の チ ッ プ で プ レ ー ト の 細 胞 を
掻 き 取 っ て 、 細 胞 懸 濁 物 を １ ２ × ７ ５ mmガ ラ ス 試 験 管 に 移 し た 。 試 験 管 を 完 全 に ボ ル テ ッ
ク ス 混 合 し 、 各 反 応 混 合 物 の １ ５ ０ μ l分 （ す な わ ち 、 総 量 の １ ０ 分 の １ ） を 別 の 試 験 管
に 移 し て 蛋 白 を 測 定 し た 。 １ mlの ク ロ ロ ホ ル ム に よ る 抽 出 に よ り 、 放 射 標 識 膜 リ ン 脂 質 か
ら 水 溶 性 リ ン 酸 イ ノ シ ト ー ル を 分 離 し た 。 試 験 管 を 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
、 ４ ℃ で ５ ０ ０ × ｇ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 [３ Ｈ ］ － リ ン 酸 イ ノ シ ト ー ル を 含 有 す る 水
（ 上 ） 層 を 、 ア ク セ ル Ｑ Ｍ Ａ セ パ ク （ Accell　 Ｑ Ｍ Ａ 　 Ｓ Ｅ Ｐ － Ｐ Ａ Ｋ ） カ ラ ム （ ミ リ ポ
ア （ Millipore） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） に 接 続 し た １ ０ mlの シ リ ン ジ に 移 し た （ こ れ は 、 ２
０ mlの シ ン チ レ ー シ ョ ン バ イ ア ル に 集 め ら れ る よ う に 変 更 し た ア マ ー シ ャ ム ・ ス ー パ ー セ
パ レ ー タ ー （ Amersham Superseparator） 装 置 に 結 合 し て あ る ） 。 カ ー ト リ ッ ジ に 水 （ １
０ ml） を 入 れ て [３ Ｈ ］ － イ ノ シ ト ー ル 前 駆 体 を 除 き 、 次 に ４ mlの ０ ． ０ ２ Ｍ ト リ エ チ ル
ア ン モ ニ ウ ム 水 素 炭 酸 化 緩 衝 液 （ Ｔ Ｅ Ａ Ｂ 、 フ ル カ （ Fluka） ； ニ ュ ー ヨ ー ク ） を 加 え た
。 カ ー ト リ ッ ジ か ら [３ Ｈ ］ － Ｉ Ｐ １ 、 [３ Ｈ ］ － Ｉ Ｐ ２ そ し て [３ Ｈ ］ － Ｉ Ｐ ３ を 別 々 に
除 去 す る た め に 、 ４ mlの ０ ． １ Ｍ 　 Ｔ Ｅ Ａ Ｂ 、 ４ mlの ０ ． ３ Ｍ 　 Ｔ Ｅ Ａ Ｂ 、 そ し て ４ mlの
０ ． ４ Ｍ 　 Ｔ Ｅ Ａ Ｂ を カ ー ト リ ッ ジ に 連 続 的 に 添 加 し て 、 画 分 を 溶 出 さ せ 、 大 き い シ ン チ
レ ー シ ョ ン バ イ ア ル に 採 取 し た 。 エ コ ル メ ・ カ ク テ ル （ Ecolume cocktail） （ １ ５ ml； Ｉ
Ｃ Ｎ ； カ リ ホ ル ニ ア 州 ） を 各 バ イ ア ル に 加 え 、 次 に シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 し て 別 々 の 画 分
の 各 Ｉ Ｐ の 量 を 測 定 し た 。 蛋 白 濃 度 は 、 バ イ オ ラ ッ ド （ Bio－ Rad） 蛋 白 マ イ ク ロ 測 定 法 （
バ イ オ ラ ッ ド （ Bio－ Rad） 、 リ ッ チ モ ン ド 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 こ の 測 定 法 で 測 定 し た 時 、 １ ８ μ gの ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 は 、 比 較 的 高 い 基 礎 レ ベ ル の Ｉ Ｐ １ を 示 し た 。 し か し 、 ０ ． １ ８
μ gの ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 は 、 低 い
基 礎 Ｉ Ｐ １ レ ベ ル を 示 し 、 １ mMの グ ル タ ミ ン 酸 、 １ mMの キ ス カ ル 酸 ま た は １ mMの １ Ｓ ， ３
Ｒ － Ａ Ｃ Ｐ Ｄ で 処 理 し た 時 は Ｉ Ｐ １ レ ベ ル の 検 出 で き る 増 加 を 示 し た 。 Ｉ Ｐ １ レ ベ ル の キ
ス カ ル 酸 に 誘 導 さ れ る 増 加 は 、 １ mMの Ａ Ｐ ３ に よ り 影 響 を 受 け な か っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 に 、 種 々 の 濃 度 の グ ル タ ミ ン 酸 、 キ
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ス カ ル 酸 ま た は １ Ｓ ， ３ Ｒ － Ａ Ｃ Ｐ Ｄ の 添 加 後 測 定 し た Ｉ Ｐ １ レ ベ ル を 比 較 し た 用 量 応 答
試 験 で は 、 各 化 合 物 の 濃 度 の 上 昇 と と も に Ｉ Ｐ １ レ ベ ル が 増 加 す る こ と を 示 し て い た 。 こ
れ ら の デ ー タ の 解 析 に よ り 、 各 化 合 物 の Ｅ Ｃ ５ ０ を 計 算 す る こ と が で き 、 こ れ を 化 合 物 の
相 対 電 位 の 測 定 に 使 用 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
３ ． メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 リ ガ ン ド 結 合 測 定 法
　 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ ま た は ｐ Ｕ Ｃ １ ９ （ 陰 性 対 照 ） で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た
Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 を 、 [３ Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 結 合 に つ い て 解 析 し た 。 陽 性 対 照 と し て 結 合 測 定
法 に ラ ッ ト 脳 の 膜 を 加 え た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
ａ ． 膜 の 調 製
ｉ ． ラ ッ ト 前 脳 膜
　 シ ェ ー プ （ Schoepp） ら ［ （ １ ９ ９ ２ ） Neurosci. Lett. １ ４ ５ ： １ ０ ０ ］ が 記 載 し た
よ う に 、 ラ ッ ト 前 脳 膜 を 調 製 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 １ ０ 個 の ラ ッ ト 脳 か ら の 基 本 的 に
脳 皮 質 、 線 条 体 と 海 馬 よ り な る 前 脳 を 、 ２ ． ５ mM　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 pH７ ． ６ を 含 有 す る ５ ０
部 の ３ ０ mMの 氷 冷 ト リ ス － 塩 酸 中 で 、 ポ リ ト ロ ン （ Polytron） （ ブ リ ン ク マ ン （ Brinkman
） 、 ウ ェ ス ト ベ リ ー （ Westbury） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） ） を 用 い て ホ モ ゲ ナ イ ズ し た 。 ホ モ
ゲ ネ ー ト を ４ ℃ で ３ ０ 、 ０ ０ ０ × ｇ で １ ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 澄 液 を 捨 て 、 ポ リ ト ロ ン
を 用 い て ペ レ ッ ト を ５ ０ 部 の 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 懸 濁 物 を ３ ０ 、 ０ ０ ０ × ｇ で １ ５ 分 間 遠
心 分 離 し た 。 こ の 工 程 を ２ 回 繰 り 返 し た 。 ペ レ ッ ト を 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 懸 濁 物 を ４ ℃ で ３ ０ 、 ０ ０ ０ × ｇ で １ ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。
こ の 工 程 を ３ 回 繰 り 返 し た 。 最 終 ペ レ ッ ト を １ ５ 部 の ５ ０ mM　 ト リ ス － 塩 酸 、 pH７ ． ６ に
再 懸 濁 し 、 分 注 し 、 急 速 に 凍 結 し 、 － ７ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
ii． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し な い Ｈ Ｅ
Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 の 膜
　 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｐ Ｕ Ｃ １ ９ （ 陰 性 対 照 ） で ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 か ら 膜 を 調 製 す る た め に 、 組 織 培 養 プ レ ー ト か ら 細 胞 を 掻 き 取
り 、 プ レ ー ト を ５ mlの Ｐ Ｂ Ｓ （ リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 ： １ ３ ７ mM　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ． ７ mM
　 Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ０ mM　 Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 １ ． ７ mM　 Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ ） で 洗 浄 し た 。 卓 上 型 遠 心
分 離 機 で 細 胞 を 低 速 度 で 遠 心 分 離 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 ０ ． ５ mM　 Ｐ Ｍ
Ｓ Ｆ 、 pH７ ． ６ を 含 有 す る ５ ０ mMト リ ス － 塩 酸 ２ ０ 部 に 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し た 。 ダ
ウ ン ス （ Dounce） （ テ フ ロ ン （ 登 録 商 標 ） ／ ガ ラ ス ） ホ モ ゲ ナ イ ザ ー 中 で １ ０ － ２ ０ ス ト
ロ ー ク を 用 い て 、 細 胞 を 氷 の 上 で ホ モ ゲ ナ イ ズ し た 。 ホ モ ゲ ネ ー ト を ４ ℃ で １ ２ ０ 、 ０ ０
０ × ｇ で ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 最 終 の 膜 ペ レ ッ ト を 、 ０ ． ５ mM　 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 pH７ ． ６ を
含 有 す る ５ ０ mMト リ ス － 塩 酸 再 懸 濁 し た 。 膜 調 製 物 を 分 注 し 、 急 速 に 凍 結 し 、 － ７ ０ １ ℃
で 保 存 し た 。 蛋 白 濃 度 は 、 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド （ Bradford） [（ １ ９ ７ ６ ） Anal. Biochem.
７ ２ ： ２ ４ ８ ］ の 方 法 で 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
ｂ ． [３ Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 結 合 測 定 法
　 ラ ッ ト 前 脳 の 膜 中 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 へ の [３ Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 の 特 異 的 結 合
は 、 基 本 的 に シ ェ ー プ （ Schoepp） ら （ 前 述 ） が 記 載 し た よ う に 調 製 し た 。 測 定 の 日 に 凍
結 ホ モ ゲ ネ ー ト を 融 解 し 、 ５ ０ mMト リ ス － 塩 酸 、 pH７ ． ６ で ３ 回 洗 浄 し た 。 最 終 ペ レ ッ ト
を ５ ０ mMト リ ス － 塩 酸 、 pH７ ． ６ に 再 懸 濁 し た 。 蛋 白 濃 度 は 、 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド （ Bradfo
rd） [（ １ ９ ７ ６ ） Anal. Biochem.７ ２ ： ２ ４ ８ ］ の 方 法 で 測 定 し た 。 懸 濁 物 を ３ ０ 、 ０
０ ０ × ｇ で １ ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 ペ レ ッ ト を １ mg／ mlの 濃 度 で 測 定 緩 衝 液 （ ５ ０ mMト リ ス
－ 塩 酸 、 ０ ． ５ mM　 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 pH７ ． ６ ） に 再 懸 濁 し た 。 膜 懸 濁 物 を 、
総 量 ０ ． ５ mlの 測 定 緩 衝 液 ［ イ オ ノ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 へ の [３ Ｈ ］ － グ ル タ
ミ ン 酸 の 結 合 を 組 織 す る た め に 、 １ ０ ０ μ M　 Ｎ Ｍ Ｄ Ａ （ シ グ マ （ Sigma） 、 セ ン ト ル イ ス
、 ミ ズ ー リ 州 ） 、 １ ０ ０ μ M　 Ａ Ｍ Ｐ Ａ お よ び １ ０ ０ μ Mカ イ ニ ン 酸 （ リ サ ー チ ・ バ イ オ ケ
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ミ カ ル ズ 社 （ Research Biochemiclas Inc） 、 ナ チ ッ ク （ Natick） 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州
） を 含 有 し 、 塩 化 物 依 存 性 摂 取 部 位 へ の [３ Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 の 結 合 を 阻 害 す る た め に
、 １ ０ ０ μ M　 Ｓ Ｉ Ｔ Ｓ （ シ グ マ （ Sigma） 、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 ） を 含 有 す る ］ 中
で 、 ３ 重 測 定 で １ ０ ま た は １ ０ ０ nMの [３ Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 （ ニ ュ ー ・ イ ン グ ラ ン ド ・
ニ ュ ク レ ア （ New England Nuclear） 、 ボ ス ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ； カ タ ロ グ 番 号 Ｎ
Ｅ Ｔ － ４ ９ ０ 、 比 活 性 ＝ ５ ７ ． ４ Ci／ mmol） と 、 氷 上 で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｓ
Ｍ － ２ ４ ロ ー タ ー （ ソ ー バ ル （ Sorvall） 、 ウ ィ ル ミ ン ト ン （ Wilmington） 、 デ ラ ウ ェ ア
（ Delaware） ） 中 で ４ ℃ で ２ ０ 、 ０ ０ ０ × ｇ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し て 、 結 合 し た 放 射 能 を 遊
離 の 放 射 能 か ら 分 離 し た 。 ペ レ ッ ト を ５ － ６ mlの 氷 冷 ５ ０ mMト リ ス － 塩 酸 、 pH７ ． ６ で ２
回 洗 浄 し た 。 ペ レ ッ ト を ５ mlの エ コ ル メ シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ク テ ル （ Ecolume scintillat
ion cocktail） 中 で ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し て 可 溶 化 さ せ た 。 ベ ッ ク マ ン （ Beckman） シ ン チ
レ ー シ ョ ン 計 測 機 で 放 射 能 を 測 定 し た 。 総 結 合 量 か ら 、 １ mMの グ ル タ ミ ン 酸 の 存 在 下 で 得
ら れ た 非 特 異 的 結 合 量 を 引 い て 、 特 異 的 結 合 量 を 求 め た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｐ Ｕ Ｃ １ ９ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ
Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 か ら 調 製 し た 膜 へ の [３ Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 の 特 異 的 結 合 を 、 基 本 的 に ラ ッ
ト 脳 の 膜 へ の 結 合 の 測 定 で 記 載 し た よ う に 測 定 し た が 、 若 干 の 修 飾 を 行 な っ た 。 測 定 の 日
に 凍 結 ホ モ ゲ ネ ー ト を 融 解 し 、 Ｍ Ｒ － １ ５ ０ 高 速 冷 却 マ イ ク ロ 遠 心 分 離 機 （ ペ ニ ン ス ラ ・
ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 （ Peninsula Laboratories Inc.） 、 ベ ル モ ン ト （ Belmont） 、 カ リ ホ ル
ニ ア 州 ） で 遠 心 分 離 し た 。 ペ レ ッ ト を 測 定 緩 衝 液 （ ５ ０ mMト リ ス － 塩 酸 、 ０ ． ５ mM　 Ｐ Ｍ
Ｓ Ｆ 、 ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 pH７ ． ６ ） で ２ 回 洗 浄 し 、 最 終 ペ レ ッ ト を １ mg／ mlの 濃 度 で 測 定
緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 Ｎ Ｍ Ｄ Ａ 、 Ａ Ｍ Ｐ Ａ お よ び カ イ ニ ン 酸 を 測 定 混 合 物 か ら 除 き な が ら
、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を [３ Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 へ の 結 合 に つ い て 解 析 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ２ ０ ０ μ gの 膜 と １ ０ ０ nMの [３ Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 を 用 い て 、 ラ ッ ト 脳 の 膜 へ の [３ Ｈ
］ － グ ル タ ミ ン 酸 の 特 異 的 結 合 を 測 定 し た 。 総 結 合 量 対 非 特 異 結 合 量 の 比 は 約 ２ ： １ で あ
っ た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ ま た は ｐ Ｕ Ｃ １ ９ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 か ら
調 製 し た 膜 へ の [３ Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 の 特 異 的 結 合 を 、 ２ ０ ０ μ gの 膜 と １ ０ ０ nMの [３

Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 を 用 い て 測 定 し た 。 ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ
Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 か ら 調 製 し た 膜 へ の 特 異 的 結 合 量 は 、 ｐ Ｕ Ｃ １ ９ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 か ら 調 製 し た 膜 へ の 結 合 量 よ り 有 意 に 高 か っ た 。 競 合 結 合 試 験 を 行
い 、 種 々 の 濃 度 の 非 標 識 グ ル タ ミ ン 酸 の 存 在 下 で ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ ３ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 か ら 調 製 し た 膜 へ の [３ Ｈ ］ － グ ル タ ミ ン 酸 の 特 異 的 結 合 の 量 を
測 定 し た 。 こ れ ら の 試 験 で 得 ら れ た デ ー タ か ら Ｉ Ｃ ５ ０ 値 を 求 め た 。
【 ０ １ ６ １ 】
４ ． サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ （ ｃ Ａ Ｍ Ｐ ） 測 定
ａ ． Ｒ Ｉ Ａ ベ ー ス の 測 定
　 あ る 種 の Ｇ 蛋 白 結 合 受 容 体 の 活 性 化 は 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ の （ 増 加 で は な く ） 低 下 を 引 き 起 こ す
た め 、 細 胞 内 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル の 測 定 法 は 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 組 換 え ヒ ト メ
タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 を 評 価 す る の に 使 用 さ れ る 。 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｐ Ｕ Ｃ １ ９ （ 陰 性 対 照 ） で 一 時 的 に ま た は 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し た 哺 乳 動 物 細 胞 を 、 ５ × １ ０ ５ 細 胞 ／ ウ ェ ル の 濃 度 で ２ ４ ウ ェ ル の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト に 広 げ 、 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ る 。 翌 日 、 ニ コ ン ダ イ ア フ ォ ト （ Nikon Diaphot
） 倒 立 顕 微 鏡 下 で 細 胞 を 観 察 し 、 細 胞 の 形 態 の 健 常 性 を 評 価 し 、 ウ ェ ル は コ ン フ ル エ ン ト
な 細 胞 層 を 含 有 す る か 否 か を 測 定 し た 。 次 に 培 地 を 吸 引 し 、 細 胞 を 、 １ mMの Ｉ Ｂ Ｍ Ｘ （ ３
－ イ ソ ブ チ ル － １ － メ チ ル キ サ ン チ ン ； シ グ マ （ Sigma） 、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 ）
と ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 有 す る ク レ ブ ス 重 炭 酸 緩 衝 液 ０ ． ５ ml（ Ｐ Ｉ 加 水 分 解 測 定 法 で 使 用
し た も の と 同 じ 緩 衝 液 ： 実 施 例 ３ ． Ｃ ． ２ を 参 照 ） で ２ 回 洗 浄 し た 。 あ る い は ク レ ブ ス 重
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炭 酸 緩 衝 液 の 代 わ り に １ × Ｐ Ｂ Ｓ を 使 用 す る こ と も で き る 。 各 洗 浄 の 後 に ３ ７ ℃ で ３ ０ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト を 行 う 。 各 ウ ェ ル か ら 緩 衝 液 を 吸 引 し 、 次 に 細 胞 を 、 １ mMの Ｉ Ｂ Ｍ Ｘ と
０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 有 す る ０ ． ２ mlの ク レ ブ ス 重 炭 酸 緩 衝 液 で ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 調 節 化 合 物 に よ る 細 胞 の 処 理 を 始 め る 前 に 、 ５ ０ μ lの ク レ ブ
ス 重 炭 酸 緩 衝 液 （ 最 終 濃 度 の ５ × の フ ォ ル ス コ リ ン の 有 り ま た は 無 し ） を 、 一 部 の 細 胞 （
基 礎 対 照 ） に 加 え 、 一 部 の 細 胞 （ 試 験 細 胞 ） に 最 小 濃 度 の ５ × の 化 合 物 お よ び 最 終 濃 度 の
５ × の フ ォ ル ス コ リ ン を 加 え 、 ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 １ ５ 分 間 の イ ン キ
ュ ベ ー ト の 最 後 に 、 １ ％ ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ 溶 液 ２ ５ μ lを 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 イ ン
キ ュ ベ ー ト を さ ら に １ ０ 分 間 続 け る 。 溶 解 し た 細 胞 お よ び 細 胞 懸 濁 物 を 、 プ ラ ス チ ッ ク ピ
ペ ッ ト の チ ッ プ で １ ２ × ７ ５ mmの ポ リ プ ロ ピ レ ン 試 験 管 に 移 す 。 各 ウ ェ ル を 、 １ mMの Ｉ Ｂ
Ｍ Ｘ と ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 有 す る ク レ ブ ス 重 炭 酸 緩 衝 液 ７ ５ μ lで 洗 浄 す る 。 洗 浄 物 を 細
胞 溶 解 物 を 一 緒 に す る 。 細 胞 溶 解 懸 濁 物 を ２ ３ ０ ０ × ｇ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 Ｒ Ｉ Ａ キ ッ
ト （ ア マ ー シ ャ ム ・ ラ イ フ サ イ エ ン シ ー ズ （ Amersham Life Sciences） カ タ ロ グ ＃ Ｔ Ｒ Ｋ
４ ３ ２ ； ア ー リ ン ト ン ハ イ ツ （ Arlington Heights） 、 イ リ ノ イ 州 ） を 用 い て 、 上 澄 液 の
ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル を 測 定 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
ｂ ． サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル に 基 づ く 測 定 法
　 ５ ％ の 規 定 補 足 ウ シ 血 清 （ ハ イ ク ロ ー ン （ Hyclone） ） を 含 有 す る ダ ル ベ ッ コ ー 改 変 イ
ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ； ギ ブ コ （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ ） ） （ １ ０ ０ Ｕ ／ mlの ペ ニ シ リ ン と １ ０ ０ μ
g／ mlの 硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む ） 中 で 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を 単 層 で 増 殖 さ せ た （
１ ０ cmの ポ リ － Ｄ － リ ジ ン 被 覆 プ レ ー ト 当 た り 約 ２ × １ ０ ６ 細 胞 ） 。 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー
に 結 合 し た ５ μ gの ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｏ Ｃ Ｎ Ａ （ 嗅 覚 性 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ
ネ ル （ ダ レ ン （ Dhallen） ら を 参 照 、 前 述 ） 、 ２ μ gの ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － β ｇ ａ ｌ （ ク ロ ン テ ッ ク
（ Clontech） 、 パ ロ ア ル ト （ Palo Alto） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 ） 、 お よ び 対 照 プ ラ ス ミ ド と
し て の １ ３ μ gの ｐ Ｕ Ｃ １ ９ を 用 い て 、 細 胞 を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ ア ウ ス ベ ル （ Ausubel
） ら 、 前 述 、 pp９ ． １ ． １ － ９ ． １ ． ７ ） で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ベ ク タ
ー ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｏ Ｃ Ｎ Ａ は 、 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｋ Ｓ か ら の 約 ３ ． ０ kbの Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 断
片 と し て 嗅 覚 性 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し
、 得 ら れ た 断 片 を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 消 化 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ に 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 作 成 し た
。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ６ 時 間 後 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 物 を 洗 い 流 し 、 １ ０ ％ 透 析 胎
児 牛 血 清 （ ハ イ ク ロ ー ン （ Hyclone） ） 、 １ ０ ０ Ｕ ／ mlの ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ g／ mlの ス
ト レ プ ト マ イ シ ン 、 お よ び ２ mMグ ル タ ミ ン が 補 足 さ れ た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を 細 胞 に 与 え た 。 β － ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 の 測 定 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は 、 ５ ０ － ７ ０ ％ で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 嗅 覚 性 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た
Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 を 、 ２ ４ － ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 、 機 能 を 試 験 し た 。 ま ず 、 細 胞 質
の 面 に 達 す る ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 濃 度 が 調 節 で き る よ う に （ 例 え ば 、 単 一 チ ャ ネ ル 記 録 （ Single C
hannel Recording） 、 サ ク マ ン と ネ ヘ ル （ Sakman and Neher） 編 、 プ レ ヌ ム ・ プ レ ス （ Pl
enum Press） 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 （ １ ９ ８ ３ ） ） 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 か ら 引 っ
張 っ た 裏 返 し た 膜 パ ッ チ を 用 い て 、 電 気 生 理 学 的 に チ ャ ネ ル の 活 性 を 測 定 し た 。 パ ッ チ の
両 面 を 、 Ｃ ａ ＋ ＋ ／ Ｍ ｇ ＋ ＋ を 含 ま な い リ ン ゲ ル 液 に 接 触 さ せ た 。 １ つ の パ ッ チ で は 、 １
mMの ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 存 在 下 で 膜 電 位 を － １ ０ ０ か ら ＋ １ ０ ０ mVへ ２ 秒 で 勾 配 を つ け て 電 流 を 発
生 さ せ た 。 こ の 結 果 は 、 チ ャ ネ ル が 機 能 的 に 発 現 さ れ て い る こ と を 示 唆 し て い た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 も ま た 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル （ ［ Ｃ ａ ＋ ＋ ］ ） の 単 細 胞 ビ
デ オ イ メ ー ジ ン グ に よ り 解 析 し た 。 こ の 方 法 は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル の 測 定 （ こ れ は
チ ャ ネ ル の サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド 活 性 化 に よ り 制 御 さ れ る 、 チ ャ ネ ル を 介 す る カ ル シ
ウ ム の 流 入 量 と と も に 変 化 す る ） に よ る サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル の 分
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析 を 可 能 に す る 。 イ メ ジ ー ン グ 測 定 法 は 、 基 本 的 に 実 施 例 ３ ． Ｃ ． １ ． ｂ に 記 載 の よ う に
実 施 し た が 、 若 干 の 修 飾 を 行 な っ た 。 色 素 を 充 填 後 、 細 胞 を ツ ァ イ ス ア ク シ オ ヴ ェ ル ト （
Zeiss Axiovert） 顕 微 鏡 と １ ０ ０ Ｗ の 水 銀 ラ ン プ 、 デ ー ジ （ Dage） 増 強 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ 、 そ
し て イ メ ー ジ － １ （ Image－ １ ） ハ ー ド ウ ェ ア と イ メ ー ジ 処 理 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 観
察 し た 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 ２ ０ × １ ． ３ Ｎ ． Ａ ． 油 浸 対 物 レ ン ズ を 介 し て 細 胞 を ３ ５
０ nmと ３ ８ ５ nmの 交 互 励 起 を 調 節 し た （ 典 型 的 に は ５ 秒 毎 ） 。 ５ １ ０ nmよ り 長 い 波 長 で 出
る 光 を 、 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ に よ り 集 め 、 デ ジ タ ル 化 し 、 ３ ５ ０ nmと ３ ８ ５ nmの 励 起 イ メ ー ジ か
ら バ ッ ク グ ラ ン ド の 発 光 を 差 し 引 い た 後 、 ３ ５ ０ ／ ３ ８ ５ 強 度 比 を 計 算 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 定 量 的 解 析 の た め に 、 実 験 の 各 比 率 イ メ ー ジ に つ い て ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 各 細 胞 の １ ２
× １ ２ ピ ク セ ル 領 域 内 の ３ ５ ０ ／ ３ ８ ５ 平 均 比 を 計 算 し 、 さ ら に 解 析 し グ ラ フ を 描 く た め
に 表 に 取 り 込 ん だ 。 フ ラ － ２ シ グ ナ ル を 未 変 性 の 細 胞 で 較 正 し 、 細 胞 を リ ン ゲ ル 液 （ １ ０
μ Mイ オ ノ マ イ シ ン 、 １ ０ mM　 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ を 含 有 し 、 お よ び Ｃ ａ ＋ ＋ の 添 加 無 し ） に 接 触 さ
せ て Ｒ ｍ ｉ ｎ を 得 た 。 次 に 細 胞 を リ ン ゲ ル 液 （ １ ０ μ Mイ オ ノ マ イ シ ン 、 １ ０ mM　 Ｃ ａ ＋

＋ を 含 有 す る ） に 接 触 さ せ て ３ 回 洗 浄 し て Ｒ ｍ ａ ｘ を 得 た 。 生 き て い る 細 胞 中 の フ ラ － ２
の Ｋ ｄ ２ ５ ０ nMと グ リ ン キ ー ウ イ ッ ク ツ （ Grynkiewicz） ら （ J. Biol. Chem.２ ６ ０ ： ３
４ ４ ０ （ １ ９ ８ ５ ） ） を 使 用 し て 、 静 止 ［ Ｃ ａ ＋ ＋ ］ ｉ は 典 型 的 に は １ ０ ０ nMで あ っ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 こ れ ら の 実 験 で 、 細 胞 内 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル を 上 昇 さ せ る 物 質 に Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 体 を 暴 露 し 、 以 後 の ［ Ｃ ａ ＋ ＋ ］ ｉ の 変 化 を 追 跡 し た 。 １ ０ ０ μ Mの フ ォ ル
ス コ リ ン （ ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ の ア ク チ ベ ー タ ） の 添 加 に 応 答 し て 、 ６ ４ 個 の 細 胞 の 平 均
し た 結 果 と 各 細 胞 で 、 ［ Ｃ ａ ＋ ＋ ］ ｉ に わ ず か な 増 加 が 見 ら れ た 。 １ mMの Ｉ Ｂ Ｍ Ｘ （ ｃ Ａ
Ｍ Ｐ ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ の 阻 害 剤 ） の 添 加 後 、 さ ら に 有 意 な 増 加 が 見 ら れ た 。 対 照 実 験
で は 、 ６ ４ 個 の 非 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 中 の １ つ の み が 、 細 胞 内 ｃ Ａ Ｍ
Ｐ レ ベ ル の 上 昇 に 対 応 し て 、 ［ Ｃ ａ ＋ ＋ ］ ｉ の 増 加 を 示 し た 。 こ の 応 答 は 一 時 的 で あ り 、
サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｈ Ｅ Ｋ ２
９ ３ 細 胞 中 で 見 ら れ た 持 続 性 応 答 と は 明 ら か に 異 な っ て い た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド ゲ ー ト の チ ャ ネ ル を 発 現 す る Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 は
、 活 性 化 さ れ た 時 細 胞 内 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル に 変 化 を 引 き 起 こ す 受 容 体 （ 例
え ば 、 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 ） の 測 定 に お い て 宿 主 細 胞 と し て 使 用 で き る こ と を 証 明 し
て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
５ ． ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析
　 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 は ま
た 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 対 応 す る 転 写 体 の 発 現 に つ い て 解 析 す る こ と が で き る 。
ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 約 １ × １ ０
７ 個 の 細 胞 か ら 総 Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 １ ０ － １ ５ μ gの Ｒ Ｎ Ａ を ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 解 析 に 使 用 し た 。 ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク 受 容 体 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド か ら の 挿 入
体 を ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン し 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 典 型 的 な 条 件 は 以 下 の 通 り で あ る ：
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ４ ２ ℃ で ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ５ × デ ン ハ ル ツ （ Denhart's） 溶 液
、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ル ミ ド 中 で 行 な い 、 洗 浄 は ６ ５ ℃ で ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ と ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ
中 で 行 な っ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 を い く つ か の 好 適 な 実 施 態 様 を 参 照 し て 詳 細 に 説 明 し た が 、 こ こ に 記 載 さ れ 特 許
請 求 の さ れ て い る 本 発 明 の 精 神 と 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く そ の 修 飾 や 変 更 が 可 能 で あ る こ
と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ １ 】
（ 配 列 の 要 約 ）
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　 配 列 番 号 １ は 、 本 発 明 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ （ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ
１ Ｂ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 （ お よ び そ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 ） で あ る 。
　 配 列 番 号 ２ は 、 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ は 、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 受 容 体 サ ブ タ イ プ の 一 部 を コ ー ド す る 部 分 ク ロ ー ン の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 ） で あ る 。
　 配 列 番 号 ４ は 、 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 受
容 体 サ ブ タ イ プ の 一 部 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ５ は 、 本 発 明 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ タ イ プ （ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ
３ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 （ お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 ） で あ る 。
　 配 列 番 号 ６ は 、 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ７ は 、 本 発 明 の メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 （ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ １ ） を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 （ お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 ） で あ る 。
　 配 列 番 号 ８ は 、 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ９ は 、 本 発 明 の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ 変 種 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 （ ｍ Ｇ
ｌ ｕ Ｒ ５ ｂ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 （ お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 ） で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ０ は 、 配 列 番 号 ９ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ １ は 、 本 発 明 の ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ 変 種 メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 （ ｍ
Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ｃ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 （ お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 ） で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ２ は 、 配 列 番 号 １ １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 １ ３ は 、 ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 受 容 体 サ ブ タ イ プ の ３ ’ 非 翻 訳 配 列 の ３ ４ ３ ヌ ク レ
オ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
（ 配 列 表 ）
（ １ ） 一 般 情 報 ：
（ i） 　 出 願 人 ： ダ ゲ ッ ト ， ロ リ ー （ Daggett, Lorrie）
　 　 　 　 　 　 　 エ リ ス ， ス テ ィ ー ブ ン ・ ビ ー （ Ellis, Steven B.）
　 　 　 　 　 　 　 ル ー ， チ ェ ン （ Lu, Chen）
　 　 　 　 　 　 　 ポ ン ツ ラ ー ， ア ー ロ ン （ Pontsler, Aaron）
　 　 　 　 　 　 　 ジ ョ ン ソ ン ， エ ド ウ ィ ン ・ シ ー （ Johnson, Edwin C.）
　 　 　 　 　 　 　 ヘ ス ， ス テ フ ァ ン ・ デ ィ ー （ Hess, Stephen D.）
（ ii） 発 明 の 名 称 ： ヒ ト メ タ ボ ト ロ ピ ッ ク グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 、 こ れ を コ ー ド す る 核 酸 お
よ び そ の 用 途
（ iii） 配 列 の 数 ： １ ３
（ iv） 連 絡 住 所 ：
　 　 （ Ａ ） 宛 名 ： プ リ テ ィ ー 、 シ ュ レ ー ダ ー 、 ブ ル ー ゲ マ ン お よ び ク ラ ー ク （ Pretty, Sc
hroeder, Brueggemann & Clark）
　 　 （ Ｂ ） 通 り ： ４ ４ ４ サ ウ ス ・ フ ラ ワ ー 通 り 、 ス イ ー ト ２ ０ ０ ０ （ 444 South Flower S
treet, Suite 2000 ）
　 　 （ Ｃ ） 市 ： ロ サ ン ゼ ル ス
　 　 （ Ｄ ） 州 ： カ リ ホ ル ニ ア
　 　 （ Ｅ ） 国 ： 米 国
　 　 （ Ｆ ） 郵 便 番 号 ： ９ ０ ０ ７ １
（ v） 　 コ ン ピ ュ ー タ ー で 読 め る 形 式 ：
　 　 （ Ａ ） 媒 体 の 型 ： フ ロ ッ ピ ー （ 登 録 商 標 ） デ ィ ス ク
　 　 （ Ｂ ） コ ン ピ ュ ー タ ー ： Ｉ Ｂ Ｍ 　 Ｐ Ｃ コ ン パ チ ブ ル
　 　 （ Ｃ ） オ ペ レ ー テ ィ ン グ ・ シ ス テ ム ： Ｐ Ｃ － Ｄ Ｏ Ｓ ／ Ｍ Ｓ － Ｄ Ｏ Ｓ
　 　 （ Ｄ ） ソ フ ト ウ ェ ア ： パ テ ン ト イ ン ・ リ リ ー ス ＃ １ ． ０ （ PatentIn Release #1.0）
、 バ ー ジ ョ ン ＃ １ ． ２ ５
（ vi） 現 行 出 願 の デ ー タ ：
　 　 （ Ａ ） 出 願 番 号 ：
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　 　 （ Ｂ ） 出 願 日 ： １ ９ ９ ４ 年 ６ 月 ２ 日
　 　 （ Ｃ ） 分 類 ：
（ vii） 先 行 出 願 の デ ー タ ：
　 　 （ Ａ ） 出 願 番 号 ： Ｕ Ｓ ０ ８ ／ ０ ７ ２ 、 ５ ７ ４
　 　 （ Ｂ ） 出 願 日 ： １ ９ ９ ３ 年 ６ 月 ４ 日
（ viii） 弁 理 士 ／ 代 理 人 情 報 ：
　 　 （ Ａ ） 氏 名 ： ラ イ タ ー ， ス テ フ ァ ン ・ イ ー （ Reiter, Stephen E.）
　 　 （ Ｂ ） 登 録 番 号 ： ３ １ ， １ ９ ２
　 　 （ Ｃ ） 参 照 ／ 整 理 番 号 ： Ｆ Ｐ ４ １ 　 ９ ７ ７ ２
（ ix） 電 話 連 絡 先 情 報 ：
　 　 （ Ａ ） 電 話 ： ６ １ ９ － ５ ４ ６ － ４ ７ ３ ７
　 　 （ Ｂ ） フ ァ ッ ク ス ： ６ １ ９ － ５ ４ ６ － ９ ３ ９ ２
（ ２ ） 配 列 番 号 ： １ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： ３ ３ ２ １ 塩 基 対
　 　 （ Ｂ ） 型 ： 核 酸
　 　 （ Ｃ ） 鎖 の 数 ： 両 形 態
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 両 形 態
（ ii） 分 子 の 型 ： ｃ Ｄ Ｎ Ａ
（ ix） 配 列 の 特 徴 ：
　 　 （ Ａ ） 名 称 ／ 記 号 ： Ｃ Ｄ Ｓ
　 　 （ Ｂ ） 存 在 位 置 ： ３ ８ ８ ． ． ３ １ ０ ８
　 　 （ Ｄ ） 他 の 情 報 ： ／ 生 成 物 ＝ “ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ １ Ｂ ”
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： １ ：
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【 ０ １ ７ ３ 】
（ ２ ） 配 列 番 号 ： ２ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： ９ ０ ６ ア ミ ノ 酸
　 　 （ Ｂ ） 型 ： ア ミ ノ 酸

10

20

30

40

50

(44) JP 2004-147653 A 2004.5.27



　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
（ ii） 分 子 の 型 ： 蛋 白
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： ２ ：
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【 ０ １ ７ ４ 】
（ ２ ） 配 列 番 号 ： ３ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： ３ ５ ５ 塩 基 対
　 　 （ Ｂ ） 型 ： 核 酸
　 　 （ Ｃ ） 鎖 の 数 ： 両 形 態
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 両 形 態
（ ii） 分 子 の 型 ： ｃ Ｄ Ｎ Ａ
（ ix） 配 列 の 特 徴 ：
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　 　 （ Ａ ） 名 称 ／ 記 号 ： Ｃ Ｄ Ｓ
　 　 （ Ｂ ） 存 在 位 置 ： １ ． ． ３ ５ ４
　 　 （ Ｄ ） 他 の 情 報 ： ／ 生 成 物 ＝ “ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ 断 片 ”
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： ３ ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ５ 】
（ ２ ） 配 列 番 号 ： ４ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： １ １ ８ ア ミ ノ 酸
　 　 （ Ｂ ） 型 ： ア ミ ノ 酸
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
（ ii） 分 子 の 型 ： 蛋 白
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： ４ ：
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【 ０ １ ７ ６ 】
（ ２ ） 配 列 番 号 ： ５ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： ３ ９ １ ９ 塩 基 対
　 　 （ Ｂ ） 型 ： 核 酸
　 　 （ Ｃ ） 鎖 の 数 ： 両 形 態
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 両 形 態
（ ii） 分 子 の 型 ： ｃ Ｄ Ｎ Ａ
（ ix） 配 列 の 特 徴 ：
　 　 （ Ａ ） 名 称 ／ 記 号 ： Ｃ Ｄ Ｓ
　 　 （ Ｂ ） 存 在 位 置 ： １ ０ ６ ４ ． ． ３ ７ ０ ３
　 　 （ Ｄ ） 他 の 情 報 ： ／ 生 成 物 ＝ “ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ３ ”
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： ５ ：
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【 ０ １ ７ ７ 】
（ ２ ） 配 列 番 号 ： ６ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： ８ ７ ９ ア ミ ノ 酸
　 　 （ Ｂ ） 型 ： ア ミ ノ 酸
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
（ ii） 分 子 の 型 ： 蛋 白
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： ６ ：
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【 ０ １ ７ ８ 】
（ ２ ） 配 列 番 号 ： ７ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： ４ ０ ８ ５ 塩 基 対
　 　 （ Ｂ ） 型 ： 核 酸
　 　 （ Ｃ ） 鎖 の 数 ： 両 形 態
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 両 形 態
（ ii） 分 子 の 型 ： ｃ Ｄ Ｎ Ａ
（ ix） 配 列 の 特 徴 ：
　 　 （ Ａ ） 名 称 ／ 記 号 ： Ｃ Ｄ Ｓ
　 　 （ Ｂ ） 存 在 位 置 ： ３ ７ ０ ． ． ３ ９ １ ２
　 　 （ Ｄ ） 他 の 情 報 ： ／ 生 成 物 ＝ “ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ Ａ ”
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： ７ ：
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【 ０ １ ７ ９ 】
（ ２ ） 配 列 番 号 ： ８ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： １ １ ８ ０ ア ミ ノ 酸
　 　 （ Ｂ ） 型 ： ア ミ ノ 酸
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
（ ii） 分 子 の 型 ： 蛋 白
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： ８ ：
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【 ０ １ ８ ０ 】
（ ２ ） 配 列 番 号 ： ９ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： ４ １ ８ １ 塩 基 対
　 　 （ Ｂ ） 型 ： 核 酸
　 　 （ Ｃ ） 鎖 の 数 ： 両 形 態
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 両 形 態
（ ii） 分 子 の 型 ： ｃ Ｄ Ｎ Ａ
（ ix） 配 列 の 特 徴 ：
　 　 （ Ａ ） 名 称 ／ 記 号 ： Ｃ Ｄ Ｓ
　 　 （ Ｂ ） 存 在 位 置 ： ３ ７ ０ ． ． ４ ０ ０ ８
　 　 （ Ｄ ） 他 の 情 報 ： ／ 生 成 物 ＝ “ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ Ｂ ” ／ 注 ＝ “ ヌ ク レ オ チ ド ２ ９ ９ ８
と ２ ９ ９ ９ の 間 に ９ ６ 塩 基 対 が 挿 入 さ れ た ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ Ａ 変 種 ”
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： ９ ：
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【 ０ １ ８ １ 】
（ ２ ） 配 列 番 号 ： １ ０ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： １ ２ １ ２ ア ミ ノ 酸
　 　 （ Ｂ ） 型 ： ア ミ ノ 酸
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
（ ii） 分 子 の 型 ： 蛋 白
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： １ ０ ：
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【 ０ １ ８ ２ 】
（ ２ ） 配 列 番 号 ： １ １ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： ３ ２ ８ ２ 塩 基 対
　 　 （ Ｂ ） 型 ： 核 酸
　 　 （ Ｃ ） 鎖 の 数 ： 両 形 態
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 両 形 態
（ ii） 分 子 の 型 ： ｃ Ｄ Ｎ Ａ
（ ix） 配 列 の 特 徴 ：
　 　 （ Ａ ） 名 称 ／ 記 号 ： Ｃ Ｄ Ｓ
　 　 （ Ｂ ） 存 在 位 置 ： ３ ７ ０ ． ． ３ ０ ０ ３
　 　 （ Ｄ ） 他 の 情 報 ： ／ 生 成 物 ＝ “ ヒ ト ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ Ｃ ” ／ 注 ＝ “ ３ ’ 末 端 が 切 り 取 ら れ
た ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ５ ａ の 変 種 ”
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： １ １ ：
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【 ０ １ ８ ３ 】
（ ２ ） 配 列 番 号 ： １ ２ の 情 報 ：
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： ８ ７ ７ ア ミ ノ 酸
　 　 （ Ｂ ） 型 ： ア ミ ノ 酸
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
（ ii） 分 子 の 型 ： 蛋 白
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： １ ２ ：
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【 ０ １ ８ ４ 】
（ i） 　 配 列 の 特 色 ：
　 　 （ Ａ ） 長 さ ： ３ ４ ３ 塩 基 対
　 　 （ Ｂ ） 型 ： 核 酸
　 　 （ Ｃ ） 鎖 の 数 ： 両 形 態
　 　 （ Ｄ ） ト ポ ロ ジ ー ： 両 形 態
（ ii） 分 子 の 型 ： ｃ Ｄ Ｎ Ａ
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（ ix） 配 列 の 特 徴 ：
　 　 （ Ａ ） 名 称 ／ 記 号 ： 種 々 の 特 徴
　 　 （ Ｂ ） 存 在 位 置 ： １ ． ． ３ ４ ３
　 　 （ Ｄ ） 他 の 情 報 ： ／ 注 ＝ “ ｍ Ｇ ｌ ｕ Ｒ ２ の 部 分 配 列 － ３ ’ 非 翻 訳 配 列 ”
（ xi） 配 列 ： 配 列 番 号 ： １ ３ ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー を ベ ー ス に し た ベ ク タ ー で あ る ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ２
と ｐ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｔ ７ － ３ を 示 す 。

10

【 図 １ 】
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