
(57)【要約】

　本発明は、二倍体病原生物のゲノム中のいずれかの遺

伝子が必須遺伝子であるか否か、または毒性もしくは病

原性に必要な遺伝子であるか否かを実験的に決定するこ

とができる方法および組成物を提供する。該方法は、特

定の遺伝子の第1対立遺伝子を不活性化する一方、該遺

伝子の他方の対立遺伝子を条件付き発現下に置くことを

含む。必須遺伝子および有害な感染の伝播に重要な遺伝

子の同定は、上記病原生物に対する新規薬剤のスクリー

ニング開発の基本を提供する。本発明はさらに、カンジ

ダ・アルビカンスの遺伝子であって、必須であることが

わかっているものおよび薬物スクリーニングの潜在的な

標的であるものを提供する。標的遺伝子のヌクレオチド

配列を種々の薬物探索のために用いることができる。組

換えタンパク質の発現、ハイブリダイゼーションアッセ

イおよび核酸アレイの構築などが含まれる。該必須遺伝

子によりコードされるタンパク質の使用、および必須遺

伝子の改変対立遺伝子を含む遺伝子操作細胞の種々のス

クリーニング方法への使用も、本発明に包含される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 遺 伝 子 の 両 対 立 遺 伝 子 が 改 変 さ れ た 二 倍 体 真 菌 細 胞 株 を 構 築 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の
ス テ ッ プ ：
　 (a)　 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 第 1対 立 遺 伝 子 を 、 発 現 可 能 な 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る 第 1の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト を 用 い て 遺 伝 子 組 換 え す る こ と に よ り 改 変 し
て 、 該 遺 伝 子 の 第 1対 立 遺 伝 子 が 不 活 性 化 さ れ て い る ヘ テ ロ 接 合 性 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 提 供
す る こ と ； お よ び
　 (b)　 該 ヘ テ ロ 接 合 性 二 倍 体 真 菌 細 胞 に お け る 遺 伝 子 の 第 2対 立 遺 伝 子 を 、 異 種 プ ロ モ ー
タ ー を コ ー ド す る 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む プ ロ モ ー タ ー 置 換 断 片 を 用 い て 遺 伝 子 組
換 え す る こ と に よ り 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 遺 伝 子 の 第 2対 立 遺 伝 子 の 発 現 が 制 御 さ
れ る よ う に 改 変 す る こ と 、
を 含 ん で な り 、 か つ 、 該 遺 伝 子 が 配 列 番 号 7001～ 7932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ る 、
上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 そ れ ぞ れ に 異 な る 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 が 改 変 さ れ て い る 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 集 団 を 構 築 す
る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 第 １ の 遺 伝 子 の 第 1対 立 遺 伝 子 を 、 発 現 可 能 な 選 択 マ ー カ ー を コ
ー ド す る 第 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト を 用 い て 遺 伝 子 組 換 え す る こ
と に よ り 改 変 し て 、 該 遺 伝 子 の 第 1対 立 遺 伝 子 が 不 活 性 化 さ れ て い る ヘ テ ロ 接 合 性 二 倍 体
真 菌 細 胞 を 提 供 す る こ と ； お よ び
　 (b)　 該 ヘ テ ロ 接 合 性 二 倍 体 真 菌 細 胞 に お け る 第 １ の 遺 伝 子 の 第 2対 立 遺 伝 子 を 、 異 種 プ
ロ モ ー タ ー を コ ー ド す る 第 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む プ ロ モ ー タ ー 置 換 断 片 を 用 い て 遺
伝 子 組 換 え す る こ と に よ り 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 該 遺 伝 子 の 第 2対 立 遺 伝 子 の 発 現
が 制 御 さ れ る よ う に 改 変 し て 、 第 1の 遺 伝 子 の 改 変 さ れ た 対 立 遺 伝 子 対 を 含 む 二 倍 体 真 菌
細 胞 の 第 1の 株 を 得 る こ と ； お よ び
　 (c)　 上 記 ス テ ッ プ (a)お よ び (b)を 複 数 回 繰 り 返 し 、 1回 繰 り 返 す 毎 に 異 な る 遺 伝 子 が 改
変 さ れ る こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ に 異 な る 遺 伝 子 の 改 変 対 立 遺 伝 子 を 含 む 二 倍 体 真 菌 細 胞 の
集 団 を 得 る こ と 、
を 含 ん で な り 、 か つ 、 上 記 そ れ ぞ れ に 異 な る 遺 伝 子 が 配 列 番 号 7001～ 7932か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ る 、
上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト 内 の 選 択 マ ー カ ー が 、 第 1領 域 と 第 2領 域 の 間 に 配 置 さ れ て お り 、 こ
こ で 、 第 1領 域 と 第 2領 域 は 、 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 遺 伝 子 の 第 1対 立 遺 伝 子 の 非 連 続 領 域 と 別
々 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 選 択 マ ー カ ー が 、 CaSAT1、 CaBSR1、 CaURA3、 CaHIS3、 CaLEU2、 CaTRP1、 お よ び こ れ ら の
組 合 せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 二 倍 体 真 菌 細 胞 が 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） 、 ア ス ペ
ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ラ ビ ス (Aspergillus flav
is)、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ ス （ Candida
 tropicalis） 、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsis） 、 カ ン ジ ダ ・ ク
ル セ イ （ Candida krusei） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neofo
rmans） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 エ キ ソ フ ァ リ ア ・ デ
ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス （ Exophalia dermatiditis） 、 フ サ リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ル ム （ Fusari
um oxysporum） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Histoplasma capsulatum） 、 ニ ュ ー
モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocystis carinii） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ （ Trichospor
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on beigelii） 、 リ ゾ プ ス ・ ア ル ヒ ズ ム ス （ Rhizopus arrhizums） 、 ム コ ー ル ・ ル キ シ ー (
Mucor rouxii)、 リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pusillus） 、 ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ
ム ビ ゲ ラ (Absidia corymbigera)、 灰 色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 う ど ん こ 病 菌 (Erys
iphe graminis)、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 コ ム ギ 赤 さ び 病 菌 (Puccinia re
codita)、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria triticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tilletia co
ntroversa)お よ び 黒 穂 病 菌 （ Ustilago maydis） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 種 の 真 菌 細 胞
で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 遺 伝 子 が 配 列 番 号 6001～ 6932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
に 対 応 す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (ｃ )　  DNA結 合 ド メ イ ン と 転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 含 む ト ラ ン ス 活 性 化 融 合 タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 、 二 倍 体 真 菌 細 胞 内 で 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 導 入 す る こ と ；
を さ ら に 含 み 、 こ こ で 、 プ ロ モ ー タ ー 置 換 断 片 中 の 異 種 プ ロ モ ー タ ー は 、 ト ラ ン ス 活 性 化
融 合 タ ン パ ク 質 の DNA結 合 ド メ イ ン が 結 合 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 1コ ピ ー を 含
ん で い る た め に 、 ト ラ ン ス 活 性 化 融 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 が 異 種 プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 を
増 大 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 置 換 断 片 が 選 択 マ ー カ ー を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 選 択 マ ー カ ー が 、 CaHIS3、 CaSAT1、 CaBSR1、 CaURA3、 CaLEU2、 CaTRP1、 お よ び こ れ ら の
組 合 せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 1つ の 遺 伝 子 の 改 変 対 立 遺 伝 子 を 含 む 二 倍 体 真 菌 細 胞 株 で あ っ て 、 該 遺 伝 子 の 第 1対 立 遺
伝 子 は 発 現 可 能 な 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト
に よ り 不 活 性 化 さ れ て お り 、 該 遺 伝 子 の 第 2対 立 遺 伝 子 の 発 現 は 、 該 遺 伝 子 の 第 2対 立 遺 伝
子 の コ ー ド 領 域 に 機 能 し 得 る 形 で 連 結 さ れ た 異 種 プ ロ モ ー タ ー に よ り 制 御 さ れ て お り 、 か
つ 、 該 遺 伝 子 は 配 列 番 号 7001～ 7932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に
構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 二 倍 体 真 菌 細 胞
株 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 DNA結 合 ド メ イ ン と 転 写 活 性 化 ド メ イ ン と を 含 む ト ラ ン ス 活 性 化 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 、 二 倍 体 真 菌 細 胞 内 で 発 現 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含 み 、 か つ 、 プ ロ モ ー
タ ー 置 換 断 片 中 の 異 種 プ ロ モ ー タ ー は 、 ト ラ ン ス 活 性 化 融 合 タ ン パ ク 質 の DNA結 合 ド メ イ
ン が 結 合 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 1コ ピ ー を 含 ん で い る た め に 、 ト ラ ン ス 活 性
化 融 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 が 異 種 プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 遺 伝 子 が 、 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 に 必 須 な 遺 伝 子 で あ る か 、 ま た は 宿 主 生 物 に
対 す る 真 菌 細 胞 の 毒 性 お よ び /ま た は 病 原 性 に 寄 与 す る 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 １ ０ ま た は １ １ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 株 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 遺 伝 子 が 配 列 番 号 6001～ 6932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
に 対 応 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 株 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 配 列 番 号 7001～ 7932の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 異 な る 遺 伝 子 の 実 質 的 に 全 て が 改 変 さ
れ て お り 、 か つ そ れ ら が 集 団 内 の 異 な る 二 倍 体 真 菌 株 の 中 に 存 在 す る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 １ ０ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 株 の 集 団 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 そ れ ぞ れ の 株 が 異 な る 遺 伝 子 の 改 変 さ れ た 対 立 遺 伝 子 を 含 み 、 該 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ が 細
胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 に 必 須 な 遺 伝 子 で あ り 、 か つ 、 該 遺 伝 子 が 配 列 番 号 7001～ 793
2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 株 の 集 団 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 が 配 列 番 号 6001～ 6932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム に 対 応 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 株 の 集 団 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 そ れ ぞ れ の 株 が 異 な る 遺 伝 子 の 改 変 対 立 遺 伝 子 を 含 み 、 該 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ が 真 菌 細 胞
の 宿 主 生 物 に 対 す る 毒 性 お よ び /ま た は 病 原 性 に 寄 与 す る 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 株 の 集 団 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 真 菌 細 胞 の 宿 主 生 物 に 対 す る 毒 性 お よ び /ま た は 病 原 性 に 寄 与 す る 二 倍 体 真 菌 ゲ ノ ム 中
遺 伝 子 の 実 質 的 に 全 て の 改 変 さ れ た も の が 集 団 の 中 に 存 在 し て い る 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の 二
倍 体 真 菌 細 胞 株 の 集 団 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 集 団 中 に 存 在 す る 必 須 遺 伝 子 の 全 て が 、 類 似 の 生 物 学 的 活 性 、 類 似 の 細 胞 内 分 布 、 構 造
的 相 同 性 、 配 列 相 同 性 、 殺 傷 性 (cidal)最 終 表 現 型 、 静 菌 性 (static)最 終 表 現 型 、 ヒ ト 遺
伝 子 に 対 す る 配 列 相 同 性 、 生 物 に 関 す る 排 他 性 (exclusivity)か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
特 性 を 共 有 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 株 の 集 団 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 そ れ ぞ れ の 株 の 細 胞 が 、 各 株 に 特 有 の 配 列 を 有 す る 約 20ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も １ つ
の 分 子 タ グ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ７ ま た は １ ９ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 株 の
集 団 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 分 子 タ グ が 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト 内 に 存 在 し て い る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 集 団 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 複 数 の 核 酸 分 子 を 含 む 核 酸 分 子 マ イ ク ロ ア レ イ で あ っ て 、 各 核 酸 分 子 が 配 列 番 号 6001～
6932ま で の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 複 数 の 核 酸 分 子 を 含 む 核 酸 分 子 マ イ ク ロ ア レ イ で あ っ て 、 各 核 酸 分 子 は 、 二 倍 体 真 菌 細
胞 の 増 殖 に 必 須 で あ る か ま た は 宿 主 生 物 に 対 す る 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 毒 性 お よ び /ま た は 病
原 性 に 寄 与 す る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
み 、 か つ 、 該 遺 伝 子 が 配 列 番 号 7001～ 7932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 本
質 的 に 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 マ イ ク ロ
ア レ イ 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 真 菌 の 生 存 に 必 須 な 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 請 求 項 １ ０ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 、 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 発 現 抑
制 さ れ る か ま た は 発 現 さ れ な い 条 件 下 で 培 養 す る こ と ： お よ び
　 (b)　 細 胞 の 生 存 活 性 を 測 定 す る こ と 、 こ こ で 、 対 照 に 比 べ て 生 存 活 性 が 消 失 ま た は 低
減 し て い る 場 合 は 、 改 変 さ れ た 遺 伝 子 が 真 菌 の 生 存 に 必 須 で あ る こ と を 示 す ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 真 菌 の 増 殖 に 必 須 な 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 請 求 項 １ ０ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 、 そ の 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 発
現 抑 制 さ れ る か ま た は 発 現 さ れ な い 条 件 下 で 培 養 す る こ と ： お よ び
　 (b)　 細 胞 の 増 殖 を 測 定 す る こ と 、 こ こ で 、 対 照 に 比 べ て 細 胞 の 増 殖 が 消 失 ま た は 低 減
し て い る 場 合 は 、 改 変 さ れ た 遺 伝 子 が 真 菌 の 増 殖 に 必 須 で あ る こ と を 示 す ；
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を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 真 菌 の 毒 性 お よ び /ま た は 病 原 性 に 寄 与 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス
テ ッ プ ：
　 (a)　 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 、 そ の 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が
実 質 的 に 発 現 抑 制 さ れ る か ま た は 発 現 さ れ な い 条 件 下 で 培 養 す る こ と ； お よ び
　 (b)　 宿 主 細 胞 ま た は 生 物 に 対 す る 細 胞 の 毒 性 お よ び /ま た は 病 原 性 を 測 定 す る こ と 、 こ
こ で 、 対 照 に 比 べ て 毒 性 お よ び /ま た は 病 原 性 が 低 減 し て い る 場 合 は 、 改 変 さ れ た 遺 伝 子
が 真 菌 の 毒 性 お よ び /ま た は 病 原 性 に 寄 与 す る も の で あ る こ と を 示 す ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 抗 真 菌 剤 に 対 す る 二 倍 体 真 菌 の 耐 性 に 寄 与 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の
ス テ ッ プ ：
　 (a)　 請 求 項 １ ０ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 、 抗 真 菌 剤 の 存 在 下 、 か つ 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が
実 質 的 に 過 剰 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る こ と ： お よ び
　 (b)　 細 胞 の 生 存 活 性 を 測 定 す る こ と 、 こ こ で 、 対 照 に 比 べ て 生 存 活 性 が 増 加 し て い る
場 合 は 、 改 変 さ れ た 遺 伝 子 が 二 倍 体 真 菌 の 抗 真 菌 剤 に 対 す る 耐 性 に 寄 与 す る も の で あ る こ
と を 示 す ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 抗 真 菌 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 請 求 項 １ ２ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 得 る こ と ； お よ び
　 (b)　 該 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 、 か つ そ の 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が
発 現 抑 制 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る こ と ；
を 含 み 、 対 照 に 比 べ て 該 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 増 殖 が 消 失 ま た は 低 減 し て い る 場 合 は 、 試 験 化
合 物 が 抗 真 菌 剤 で あ る こ と を 示 す 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 哺 乳 動 物 の 疾 患 の 治 療 用 の 治 療 薬 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 二 倍 体 細 胞 の 改 変 さ れ た 遺 伝 子 は 必 須 遺 伝 子 で あ り 、 か つ 疾 患 に 関 連 す る 哺 乳 動
物 の 遺 伝 子 に 配 列 相 同 性 を 示 す も の で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 得 る こ と
； お よ び
　 (b)　 該 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 、 か つ そ の 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が
過 剰 発 現 ま た は 発 現 抑 制 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る こ と ；
を 含 み 、 該 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 増 殖 が 対 照 の 増 殖 と 比 較 し て 差 が あ る 場 合 は 、 試 験 化 合 物 が
治 療 薬 で あ る こ と を 示 す 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 増 殖 ま た は 繁 殖 の 阻 害 と タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 変 動 と を 相 関 付 け る 方 法
で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 遺 伝 子 の ２ つ の 野 生 型 対 立 遺 伝 子 を 含 む 対 照 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 に つ い て の 第 １ の
タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 作 成 す る こ と ；
　 (b)　 請 求 項 １ ２ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 、 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 発 現 抑
制 さ れ る か 、 発 現 さ れ な い か 、 ま た は 過 剰 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 し て 、 培 養 し た 細 胞 に
つ い て の 第 ２ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 作 成 す る こ と ； お よ び
　 （ c） 　 第 １ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 第 ２ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と を
比 較 し て タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 差 を 特 定 す る こ と ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 増 殖 ま た は 繁 殖 の 阻 害 と 遺 伝 子 転 写 産 物 レ ベ ル の 変 動 と を 相 関 付 け る
方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 遺 伝 子 の ２ つ の 野 生 型 対 立 遺 伝 子 を 含 む 対 照 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 に つ い て の 転 写 産
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物 プ ロ フ ィ ー ル を 作 成 す る こ と ；
　 (b)　 請 求 項 １ ２ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 、 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 発 現 抑
制 さ れ る か 、 発 現 さ れ な い か 、 ま た は 過 剰 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 し て 、 培 養 し た 細 胞 に
つ い て の 第 ２ の 転 写 産 物 プ ロ フ ィ ー ル を 作 成 す る こ と ； お よ び
　 （ c） 　 第 １ の 転 写 産 物 プ ロ フ ィ ー ル と 第 ２ の 転 写 産 物 プ ロ フ ィ ー ル と を 比 較 し て 遺 伝
子 転 写 産 物 レ ベ ル の 差 を 特 定 す る こ と ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida Albicans)の 繁 殖 に 必 要 な 、 配 列 番 号 7001～ 7932の
う ち の １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 本 質 的 に 構 成 さ れ て い る 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 精 製 ま た は 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 6001～ 6932の う ち の １ つ で あ る 、 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 核 酸 分
子 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 配 列 番 号 6001～ 6932の う ち の １ つ の 断 片 を 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、 該 断 片 は 、 配 列 番 号
6001～ 6932の う ち の １ つ の 連 続 し た 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ
ド 、 少 な く と も 25ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も 30ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も 50ヌ ク レ オ チ ド
お よ び 少 な く と も 100ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た も の で あ る こ と
を 特 徴 と す る 、 上 記 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 以 下 の
　 (a)　 配 列 番 号 6001～ 6932の う ち の １ つ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
ま た は
　 (b)　 配 列 番 号 7001～ 7932の う ち の １ つ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
か ら な る 第 ２ 核 酸 分 子 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、 こ こ で 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 約 45℃ で ６ × 塩 化 ナ
ト リ ウ ム /ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (SSC)中 で フ ィ ル タ ー に 結 合 し た DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン さ せ た 後 、 約 50～ 65℃ で 0.2× SSC/0.1％ SDSで １ 回 以 上 洗 浄 す る こ と を 含 む こ と と す
る 、 上 記 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 配 列 番 号 4001～ 4932お よ び 5001～ 5932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら
な る 、 請 求 項 ３ ４ ま た は ３ ５ 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 、 配 列 番 号 6001～ 6932の 連 続 し た 少 な く と も 25ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 断 片 、 配 列 番 号 6001～ 6932に 相 補 的 な 配 列 お よ び 配 列 番 号 6001～ 6932の 連 続 し た 少
な く と も 25ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 断 片 に 相 補 的 な 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た 配 列 に 少 な
く と も 30％ の 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Candida
 albicans)ま た は サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 以 外 の 生 物
か ら 得 た 精 製 ま た は 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 上 記 生 物 が 、 ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ （ Absidia corymbigera） 、 黄 色 コ ウ ジ 菌 （ A
spergillus flavus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） 、 ア ス ペ
ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger） 、 灰 色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 カ ン ジ ダ
・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 、 カ ン ジ ダ ・ ヅ ブ リ ネ ン シ ス (Candida dublinensis
)、 カ ン ジ ダ ・ グ ラ ブ ラ ー タ （ Candida glabrata） 、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida kruse
i） 、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsis） 、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ ス
（ Candida tropicalis） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 ク リ
プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 、 う ど ん こ 病 菌 (Erysiphe
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 graminis)、 エ キ ソ フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス （ Exophalia dermatiditis） 、 フ サ
リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ル ム （ Fusarium oxysporum） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Hi
stoplasma capsulatum） 、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 ム コ ー ル ・ ル キ シ ー (M
ucor rouxii)、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocystis carinii） 、 プ ッ チ ニ ア ・ グ ラ
ミ ニ ス （ Puccinia graminis） 、 コ ム ギ 赤 さ び 病 菌 (Puccinia recodita)、 プ ッ チ ニ ア ・ ス
ト リ イ フ ォ ル ミ ス （ Puccinia striiformis） 、 リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pus
illus） 、 リ ゾ プ ス ・ ア ル ヒ ズ ス （ Rhizopus arrhizus） 、 セ プ ト リ ア ・ ア ベ ナ エ （ Septor
ia avenae） 、 セ プ ト リ ア ・ ノ ド ル ム （ Septoria nodorum） 、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria t
riticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tilletia controversa)、 チ レ チ ア ・ ト リ チ シ （ Ti
lletia tritici） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ （ Trichosporon beigelii） 、 お よ び 黒 穂
病 菌 （ Ustilago maydis） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 精 製 ま た は 単 離
さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 ３ ２ 、 ３ ３ 、 ３ ４ 、 ３ ５ 、 ま た は ３ ７ 記 載 の 核 酸 分 子 に 機 能 し う る 形 で 連 結 し た
プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 プ ロ モ ー タ ー が 制 御 可 能 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ９ 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 プ ロ モ ー タ ー が 、 ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ （ Absidia corymbigera） 、 黄 色 コ ウ ジ
菌 （ Aspergillus flavus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） 、
ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger） 、 灰 色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 カ
ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 、 カ ン ジ ダ ・ ヅ ブ リ ネ ン シ ス (Candida dubli
nensis)、 カ ン ジ ダ ・ グ ラ ブ ラ ー タ （ Candida glabrata） 、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida
 krusei） 、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsis） 、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ
カ リ ス （ Candida tropicalis） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis）
、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 、 う ど ん こ 病 菌 （ E
rysiphe graminis） 、 エ キ ソ フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス （ Exophalia dermatiditis
） 、 フ サ リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ル ム （ Fusarium oxysporum） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー
タ ム （ Histoplasma capsulatum） 、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 ム コ ー ル ・ ル
キ シ ー (Mucor rouxii)、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocystis carinii） 、 プ ッ チ ニ
ア ・ グ ラ ミ ニ ス （ Puccinia graminis） 、 コ ム ギ 赤 さ び 病 菌 (Puccinia recodita)、 プ ッ チ
ニ ア ・ ス ト リ イ フ ォ ル ミ ス （ Puccinia striiformis） 、 リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizom
ucor pusillus） 、 リ ゾ プ ス ・ ア ル ヒ ズ ス （ Rhizopus arrhizus） 、 セ プ ト リ ア ・ ア ベ ナ エ
（ Septoria avenae） 、 セ プ ト リ ア ・ ノ ド ル ム （ Septoria nodorum） 、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Se
ptoria triticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tilletia controversa)、 チ レ チ ア ・ ト リ
チ シ （ Tilletia tritici） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ （ Trichosporon beigelii） 、 お
よ び 黒 穂 病 菌 （ Ustilago maydis） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 生 物 で 活 性 で あ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 ３ ９ 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 ３ ９ 記 載 の ベ ク タ ー を 含 有 す る 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 配 列 番 号 ６ ３ ～ １ ２ ３ の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 精 製 ま た
は 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 配 列 番 号 7001～ 7932の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 FASTAバ ー ジ ョ
ン 3.0t78を 用 い て デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー で 測 定 し た 場 合 に 、 少 な く と も 30％ の 類 似 性 を
有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） ま た は サ ッ カ
ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 以 外 の 生 物 か ら 得 た 精 製 ま た は 単 離
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
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　 生 物 が 、 ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ （ Absidia corymbigera） 、 黄 色 コ ウ ジ 菌 （ Asper
gillus flavus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） 、 ア ス ペ ル ギ
ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger） 、 灰 色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 カ ン ジ ダ ・ ア
ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 、 カ ン ジ ダ ・ ヅ ブ リ ネ ン シ ス (Candida dublinensis)、
カ ン ジ ダ ・ グ ラ ブ ラ ー タ （ Candida glabrata） 、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida krusei）
、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsis） 、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ ス （ C
andida tropicalis） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 ク リ プ
ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 、 う ど ん こ 病 菌 （ Erysiphe 
graminis） 、 エ キ ソ フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス （ Exophalia dermatiditis） 、 フ サ
リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ル ム （ Fusarium oxysporum） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Hi
stoplasma capsulatum） 、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 ム コ ー ル ・ ル キ シ ー (M
ucor rouxii)、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocystis carinii） 、 プ ッ チ ニ ア ・ グ ラ
ミ ニ ス （ Puccinia graminis） 、 コ ム ギ 赤 さ び 病 菌 (Puccinia recodita)、 プ ッ チ ニ ア ・ ス
ト リ イ フ ォ ル ミ ス （ Puccinia striiformis） 、 リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pus
illus） 、 リ ゾ プ ス ・ ア ル ヒ ズ ス （ Rhizopus arrhizus） 、 セ プ ト リ ア ・ ア ベ ナ エ （ Septor
ia avenae） 、 セ プ ト リ ア ・ ノ ド ル ム （ Septoria nodorum） 、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria t
riticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tilletia controversa)、 チ レ チ ア ・ ト リ チ シ （ Ti
lletia tritici） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ （ Trichosporon beigelii） 、 お よ び 黒 穂
病 菌 （ Ustilago maydis） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ４ 記 載
の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ
て 、 該 断 片 は 、 配 列 番 号 7001～ 7932の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 連 続
す る 少 な く と も ６ 残 基 か ら な る も の で あ る 、 上 記 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 7001～ 7932の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 機 能 し う る 形
で 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 し 、 該 細 胞 を 培 養 し て 上 記 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 発 現 さ せ る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 7001～ 7932の 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 機 能 し う る 形
で 連 結 し た 異 種 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 細 胞 を 用 意 し 、 該 細 胞 を 培 養 し て 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 発 現 さ せ る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 に コ
ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 変 化 さ せ る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ
プ ：
　 (a)　 化 合 物 に 上 記 遺 伝 子 産 物 を 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
　 (b)　 化 合 物 が 該 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 変 化 さ せ る か 否 か を 測 定 す る こ と ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 上 記 遺 伝 子 産 物 の 活 性 が 阻 害 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 上 記 遺 伝 子 産 物 が ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 か つ そ の 活 性 が 酵 素 活 性 、 炭 素 化 合 物 異 化 活 性
、 生 合 成 活 性 、 ト ラ ン ス ポ ー タ ー 活 性 、 転 写 活 性 、 翻 訳 活 性 、 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 、 DNA複
製 活 性 お よ び 細 胞 分 裂 活 性 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ９ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 動 物 の 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 7001～ 7932の 配 列 の う ち の １ つ の 連
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続 す る 少 な く と も ６ 残 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成
物 を 動 物 に 導 入 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 遺 伝 子 の
第 １ 対 立 遺 伝 子 が 不 活 性 化 さ れ て お り 、 該 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が 異 種 プ ロ モ ー タ ー の
制 御 下 に あ る こ と を 特 徴 と す る 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Cadida albicans)株 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 異 種 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 、 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Cadida 
albicans)株 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 異 種 プ ロ モ ー タ ー が 制 御 可 能 な も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ５ ３ ま た は ５ ４ 記
載 の 株 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 配 列 番 号 7001～ 7932の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
に 結 合 す る 化 合 物 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 複 数 の 化 合 物 ま た は １ つ 以 上 の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 調 製 物 に ポ リ ペ プ チ ド ま た
は そ の 断 片 を 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
　 (b)　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 に 結 合 す る 化 合 物 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 す る
こ と ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Cadida albicans)の 増 殖 ま た は 繁 殖 を 阻 害 す る 能 力 を 有 す る
化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Cadida albicans)細 胞 に 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 を 、 野 生 型
細 胞 に 比 べ て 低 下 さ せ る こ と 、 た だ し 、 該 細 胞 に と っ て こ の レ ベ ル の 低 下 は 致 死 的 な も の
で は な い ； お よ び
　 (b)　 化 合 物 に 該 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
　 (c)　 化 合 物 が 該 細 胞 の 増 殖 ま た は 繁 殖 を 阻 害 す る か 否 か を 測 定 す る こ と ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 上 記 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る ス テ ッ プ が 、 該 遺 伝 子 産 物 が 低 下 し た
レ ベ ル で 発 現 さ れ る 条 件 下 で 制 御 可 能 な プ ロ モ ー タ ー に よ り 該 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 転 写 さ せ る こ と を 含 む も の で あ る 、 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 上 記 遺 伝 子 産 物 が 、 配 列 番 号 7001～ 7932の 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ５ ８ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Cadida albicans)細 胞 の 増 殖 ま た は 繁 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ
っ て 、 (i)配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の レ ベ
ル を 低 減 す る か ま た は 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 、 ま た は (ii)配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル を 低 減
す る か ま た は 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 に 、 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 遺 伝 子 産 物 が 配 列 番 号 7001～ 7932の 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ０ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
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　 化 合 物 が 抗 体 、 抗 体 断 片 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 ま た は リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 ６ ０
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 抗 真 菌 性 化 合 物 を 製 造 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 複 数 の 候 補 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 低
減 さ せ る 化 合 物 を 同 定 す る こ と ； お よ び
　 (b)　 か か る 同 定 さ れ た 化 合 物 を 製 造 す る こ と ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 上 記 遺 伝 子 産 物 が 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６
３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 対 象 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Cadida albicans)に よ る 感 染 を 治 療 す る た め の 方 法 で
あ っ て 、 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ
ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 低 減 さ せ る 化 合 物 を 治 療 に 有 効 な 量 で 含 む 医
薬 組 成 物 を 該 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 化 合 物 が 抗 体 、 抗 体 断 片 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 ま た は リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 ６ ５
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 物 体 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Candida albicans)に よ る 混 入 を 予 防 ま た は 含 有 す る た
め の 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た 配 列 を 含 む 核 酸
に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 低 減 さ せ る 化 合 物 を 有 効 な 量 で 含
む 組 成 物 に 物 体 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 表 面 に カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Candida albicans)を 含 む バ イ オ フ ィ ル ム が 形 成 す る こ
と を 予 防 ま た は 阻 害 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ た 配 列 を 含 む 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 低 減 さ
せ る 化 合 物 を 有 効 な 量 で 含 む 組 成 物 に 表 面 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 中 に 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た 核
酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 低 減 さ せ る 化 合 物 を 治 療 に 有 効
な 量 で 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 対 象 が 、 植 物 、 脊 椎 動 物 、 哺 乳 動 物 、 鳥 類 動 物 お よ び ヒ ト か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 ６ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 請 求 項 ４ ３ ま た は ４ ４ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 調 製 物 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 、 請 求 ７ １ 記 載 の 抗 体 調 製 物 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 の １ つ を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 標 的 遺 伝
子 産 物 に つ い て 化 合 物 を 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 化 合 物 に 野 生 型 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 接 触 さ せ て 第 １ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
を 作 成 す る こ と ；
　 (b)　 標 的 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 発 現 抑 制 さ れ る か 、 発 現 さ れ な い か 、 ま
た は 過 剰 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 し た 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 の タ ン パ ク 質 発
現 プ ロ フ ィ ー ル を 測 定 し 、 該 培 養 細 胞 に つ い て の 第 ２ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 作
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製 す る こ と ； お よ び
　 （ c） 　 第 １ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 第 ２ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と を
比 較 し て プ ロ フ ィ ー ル の 類 似 性 を 特 定 す る こ と ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 の １ つ を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 標 的 遺 伝
子 産 物 に つ い て 化 合 物 を 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 化 合 物 に 野 生 型 二 倍 体 真 菌 細 胞 を 接 触 さ せ て 第 １ の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル を 作 成 す る
こ と ；
　 (b)　 標 的 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 発 現 抑 制 さ れ る か 、 発 現 さ れ な い か 、 ま
た は 過 剰 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 し た 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 転 写 プ ロ フ ィ
ー ル を 測 定 し 、 該 培 養 細 胞 に つ い て の 第 ２ の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル を 作 製 す る こ と ； お よ び
　 （ c） 　 第 １ の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル と 第 ２ の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル と を 比 較 し て プ ロ フ ィ ー ル
の 類 似 性 を 特 定 す る こ と ；
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 抗 真 菌 性 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 複 数 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、
配 列 番 号 6001～ 6932の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 の
サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 中 に 天 然 に 存 在 す る オ ー ソ ロ
グ で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 低 減 さ
せ る 化 合 物 を 同 定 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 配 列 番 号 1～ 932、 1001～ 1932、 2001～ 2932、 3001～ 3932、 4001～ 4932、 5001～ 5932、 お
よ び 6001～ 6932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 配
列 番 号 7001～ 7932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る
、 コ ン ピ ュ ー タ ー ま た は コ ン ピ ュ ー タ ー 読 取 可 能 媒 体 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 真 菌 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 配 列 番 号 6001～ 6932か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 配 列 番 号 7001～ 7932か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 配 列 相 同 性 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 真
菌 の 推 定 必 須 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー を 利 用 し た 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2000年 12月 29日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/259,128号 、 2001年 2月 20日 に
出 願 さ れ た 米 国 出 願 第 09/792,024号 、 お よ び 2001年 8月 22日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/
314,050号 (こ れ ら の 開 示 内 容 は 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る も の と す る )
に つ い て の 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 (1)治 療 的 介 入 (therapeutic intervention)に 有 効 な 標 的 と し て の 遺 伝 子 産
物 の 同 定 お よ び 確 認 に 有 用 な 株 (strains)を 構 築 す る 方 法 、 (2)治 療 的 介 入 に 有 効 な 標 的 と
し て の 遺 伝 子 産 物 を 同 定 お よ び 確 認 す る 方 法 、 (3)同 定 さ れ た 必 須 遺 伝 子 の 収 集 、 な ら び
に (4)新 規 薬 物 発 見 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 お よ び ア ッ セ イ 手 順 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 目 的 で の 細 胞 標 的 の 確 認 に は 、 一 般 に 、 そ の 遺 伝 子 産 物 の 不 活 化 に
よ り そ の 細 胞 が 生 存 不 能 の ま ま に な る と い う 実 験 的 証 明 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 例 え ば
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1.　 緒 言

2.　 発 明 の 背 景



病 原 性 真 菌 に よ っ て 発 現 さ れ る 同 必 須 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 活 性 な 薬 物 は 、 有 効 な 治 療 薬 で
あ る と 予 測 さ れ る 。 同 様 に 、 真 菌 の 病 原 性 お よ び 毒 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 も 、 薬 物 ス ク リ
ー ニ ン グ プ ロ グ ラ ム に 好 適 な 標 的 を 提 供 す る も の と 予 想 さ れ る 。 こ の 場 合 の 標 的 確 認 は 、
毒 力 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 不 活 化 に よ っ て 、 動 物 モ デ ル 研 究 に お い て 病 原 性 が 低 い か
、 ま た は 理 想 的 に は 無 毒 性 で あ る こ と が 示 さ れ る 真 菌 株 が 作 出 さ れ る と い う 証 拠 に 基 づ く
も の で あ る 。 薬 物 標 的 の 同 定 お よ び 確 認 は 、 新 規 薬 物 の 検 出 お よ び 発 見 に と っ て 重 要 な 問
題 で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら の 標 的 が 医 薬 品 工 業 に お け る ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン
グ の 基 礎 を 形 成 し て い る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 標 的 の 発 見 は 、 従 来 か ら 費 用 と 時 間 の か か る プ ロ セ ス で あ り 、 か か る プ ロ セ ス で は 、 新
た に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 を 、 個 別 に 薬 物 標 的 と し て 適 切 で あ る か の 可 能 性
に つ い て 解 析 し て い る 。 全 ゲ ノ ム の DNA配 列 分 析 は 、 遺 伝 子 発 見 プ ロ セ ス を 著 し く 促 進 さ
せ た 。 し た が っ て 、 新 し い 方 法 お よ び ツ ー ル に は 、 こ の 情 報 を 分 析 し 、 第 1に 生 物 の 遺 伝
子 全 て を 同 定 し 、 次 い で 、 ど の 遺 伝 子 が 、 有 効 な 無 毒 性 の 薬 物 発 見 に 適 し た 標 的 で あ る 産
物 を コ ー ド し て い る か を 見 分 け る こ と が 必 要 で あ る 。 配 列 分 析 に よ る 遺 伝 子 発 見 だ け で は
公 知 ま た は 新 規 の 遺 伝 子 を 薬 物 標 的 と し て 確 認 す る こ と は で き な い 。 遺 伝 子 が 必 須 で あ る
か ど う か の 基 本 的 な 決 定 か ら の そ の 遺 伝 子 の 機 能 の 解 明 は 、 適 切 な 薬 物 標 的 の 同 定 に 本 質
的 な 障 害 を 依 然 と し て 提 供 す る 。 こ れ ら の 障 害 は 、 特 に 、 二 倍 体 生 物 に お い て 明 白 で あ る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 C.ア ル ビ カ ン ス (C.albicans)は ヒ ト の 主 要 な 真 菌 病 原 体 で あ る 。 こ の 生 物 に お い て 同 定
さ れ た 特 異 的 で 、 感 受 性 の 高 い 、 特 有 の 薬 物 標 的 が 無 い と い う こ と が 、 臨 床 上 の 使 用 に 有
効 な 無 毒 性 化 合 物 の 開 発 を 妨 げ て い る 。 全 C.ア ル ビ カ ン ス の ゲ ノ ム の DNA配 列 分 析 が 最 近
完 了 し た が 、 こ の こ と が 新 た な 抗 真 菌 薬 物 標 的 を 同 定 し よ う と す る 取 り 組 み を 復 活 さ せ た
。 そ れ に も か か わ ら ず 、 有 用 な 薬 物 標 的 の 開 発 に 対 す る か か る 情 報 の 利 用 に は 、 ２ つ の 主
な 障 害 、 す な わ ち 、 C.ア ル ビ カ ン ス に お け る 遺 伝 子 操 作 に 適 し た マ ー カ ー の 不 足 、 お よ び
こ の 二 倍 体 生 物 に お い て 特 定 の 遺 伝 子 が 必 須 産 物 を コ ー ド し て い る か ど う か を 確 立 す る こ
と の 固 有 の 困 難 性 、 が 残 っ て い る 。 2000年 2月 18日 に 出 願 さ れ た 同 時 係 属 中 の 仮 特 許 出 願
は 、 有 力 な 選 択 マ ー カ ー の 同 定 と 、 そ の マ ー カ ー を コ ー ド す る ２ つ の 遺 伝 子 の 構 築 を 開 示
し て い る 。 こ れ ら の マ ー カ ー は 、 C.ア ル ビ カ ン ス の 形 質 転 換 お よ び 遺 伝 子 破 壊 に 好 適 で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 C.ア ル ビ カ ン ス (図 1)に お け る 遺 伝 子 破 壊 の 現 在 の 方 法 は 、 典 型 的 に は 、 「 URAブ ラ ス タ
ー 」 遺 伝 子 カ セ ッ ト を そ の ゲ ノ ム 内 へ の 組 み 込 み に 使 用 し 、 目 的 の 標 的 遺 伝 子 と 置 き 換 え
る 多 段 階 プ ロ セ ス を 含 む 。 URAブ ラ ス タ ー カ セ ッ ト は 、 CaURA3マ ー カ ー を 含 み 、 こ の マ ー
カ ー は 、 対 応 す る 栄 養 要 求 性 宿 主 内 で 選 択 可 能 で あ り 、 か つ サ ル モ ネ ラ ・ チ フ ィ ム リ ウ ム
(Salmonella typhimurium)HisG遺 伝 子 の 定 方 向 リ ピ ー ト (direct repeat)が 隣 接 し て い る
。 URAブ ラ ス タ ー カ セ ッ ト は ま た 、 置 換 す べ き 遺 伝 子 に 対 応 す る フ ラ ン キ ン グ 配 列 も 有 し
、 こ の 配 列 は 、 相 同 的 組 換 え に よ っ て そ の 遺 伝 子 の 正 確 な 置 換 を 容 易 に す る 。 推 定 上 の ヘ
テ ロ 接 合 性 形 質 転 換 体 は 、 欠 失 し た 標 的 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 の １ つ を 有 し て お り 、 ウ ラ シ
ル 原 栄 養 体 と し て 選 択 さ れ 、 そ の 正 体 お よ び 染 色 体 構 造 は サ ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び PCR分 析
に よ っ て 確 認 さ れ る 。 染 色 体 内 組 換 え 事 象 が HisGリ ピ ー ト 間 で 生 じ 、 CaURA3遺 伝 子 の 切 出
し お よ び 組 込 み カ セ ッ ト の 消 失 が 生 じ て い る 分 離 株 を 、 5-フ ル オ ロ オ ロ チ ン 酸 (5-FOA)含
有 培 地 上 で 選 択 し た 。 こ れ は 、 標 的 遺 伝 子 の 第 2の 対 立 遺 伝 子 の 破 壊 に 対 し て 、 Ura-ブ ラ
ス タ ー の 再 利 用 を 含 む プ ロ セ ス 全 体 の 繰 り 返 し を 可 能 に す る 。 標 的 遺 伝 子 が 非 必 須 で あ る
場 合 、 ホ モ 接 合 性 遺 伝 子 破 壊 が 第 2ラ ウ ン ド の 遺 伝 子 置 換 で 生 じ 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び P
CR分 析 で 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し か し な が ら 、 ホ モ 接 合 性 欠 失 株 は 、 必 須 の 遺 伝 子 の 両 対 立 遺 伝 子 が 欠 け て お り 、 生 存
可 能 で は な い で あ ろ う 。 し た が っ て 、 Uraブ ラ ス タ ー 法 は 、 標 的 遺 伝 子 の 必 須 の 性 質 を 確
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立 す る 明 白 な 結 果 を も た ら さ な い だ ろ う 。 な ぜ な ら 、 生 存 可 能 な 突 然 変 異 株 の 増 殖 の 低 さ
と い っ た 代 わ り の 説 明 が 、 得 ら れ た 負 の 結 果 に つ い て 同 様 に 考 え ら れ 得 る か ら で あ る 。 必
須 遺 伝 子 同 定 の た め の さ ら に 最 近 の 手 法 に は 、 Wilson,R.B., Davis, D., Mitchell, A.P.
(1999) J. Bacteriol. 181:1868-74に 開 示 さ れ た 手 法 な ど が あ り 、 複 数 の 栄 養 要 求 性 マ ー
カ ー お よ び PCRベ ー ス の 遺 伝 子 破 壊 方 法 を 使 用 し て い る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 Uraブ ラ ス タ
ー カ セ ッ ト を 使 用 す る 必 要 性 を 効 果 的 に 克 服 す る が 、 所 与 の 遺 伝 子 が 必 須 で あ る か ど う か
、 よ っ て 潜 在 的 に 有 用 な 標 的 で あ る か ど う か の 決 定 は 、 多 大 な 労 力 を 要 し 、 ゲ ノ ム ワ イ ド
分 析 (genome-wide analyses)に 不 適 な ま ま で あ る 。 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Candida alb
icans)に お け る 遺 伝 子 破 壊 に 対 し て Uraブ ラ ス タ ー カ セ ッ ト ま た は 複 数 の 栄 養 要 求 性 マ ー
カ ー ベ ー ス の 方 法 を 用 い る 場 合 、 所 与 の 遺 伝 子 が 必 須 で あ る と い う 統 計 学 的 に 確 か な 結 論
を サ ポ ー ト す る に は か な り の 労 力 が 必 要 で あ る 。 典 型 的 に は 、 30～ 40個 の 第 2ラ ウ ン ド の
形 質 転 換 体 全 て を 、 そ の 遺 伝 子 が 必 須 で あ る と い う 特 許 請 求 の 範 囲 に 対 す る 統 計 的 サ ポ ー
ト が な さ れ る 前 に 、 破 壊 断 片 と 予 め 構 築 さ れ た 破 壊 対 立 遺 伝 子 と の 間 の 相 同 的 組 換 え か ら
得 ら れ た 再 構 築 さ れ た ヘ テ ロ 接 合 性 株 と し て (PCRま た は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い て )確
認 し な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、 第 2の 突 然 変 異 は 、 形 質 転 換 ス テ ッ プ ま た は 5-FOA対 抗 選
択 (Uraブ ラ ス タ ー カ セ ッ ト が 再 利 用 さ れ る 場 合 )の い ず れ か で 選 択 可 能 で あ る の で 、 ２ つ
の 独 立 に 構 築 さ れ た ヘ テ ロ 接 合 性 株 は 、 第 2の 対 立 遺 伝 子 の 破 壊 の 試 み の 際 に 調 べ ら れ る
の が 好 ま し い 。 さ ら に 、 特 定 の 表 現 型 が 標 的 遺 伝 子 の ホ モ 接 合 性 突 然 変 異 (第 2の 突 然 変 異
で は な い )に 関 連 し て い る と い う 証 拠 は 、 遺 伝 子 の 野 生 型 コ ピ ー を 破 壊 株 に 形 質 転 換 に よ
り 戻 す こ と に よ る 欠 陥 の 補 完 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 最 後 に 、 Uraブ ラ ス タ ー 法 は 遺 伝 子 の 不 可 欠 性 の 直 接 的 な 立 証 を 妨 げ る 。 し た が っ て 、
必 須 の 標 的 遺 伝 子 に 特 徴 的 な 末 端 表 現 型 を 決 定 的 に 評 価 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。 そ の 結
果 、 確 認 さ れ た 薬 物 標 的 遺 伝 子 の 不 活 化 に よ り 、 細 胞 死 (す な わ ち 殺 傷 最 終 表 現 型 )対 増 殖
抑 制 (す な わ ち 静 的 最 終 表 現 型 )が 生 じ る か ど う か を 確 立 す る こ と は 、 そ の よ う な 情 報 が 、
薬 物 開 発 に お け る 適 合 性 に 関 し て 薬 物 標 的 に 優 先 順 位 を つ け る こ と に お い て 提 供 す る 価 値
に も か か わ ら ず 、 現 在 の 手 法 で は 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 明 ら か に 、 現 在 の 遺 伝 子 破 壊 法 は 多 大 な 労 力 を 要 し 、 標 的 確 認 の た め の ハ イ ス ル ー プ ッ
ト 方 法 に 対 し て か な り 不 応 性 で あ る の で 、 二 倍 体 の 病 原 性 真 菌 、 特 に カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ
ン ス 中 の 必 須 遺 伝 子 の 明 白 、 迅 速 か つ 正 確 な 同 定 に 有 効 な 方 法 お よ び ツ ー ル が 必 要 と さ れ
て い る 。 本 発 明 は 、 迅 速 な 同 定 、 確 認 お よ び 薬 物 標 的 の 優 先 順 位 づ け を も た ら す こ と で 薬
物 ス ク リ ー ニ ン グ を 促 進 す る ハ イ ス ル ー プ ッ ト 方 法 を 可 能 に す る こ と に よ っ て 、 現 在 の 薬
物 発 見 手 法 に お け る こ れ ら の 制 約 を 克 服 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 は 、 生 物 の ゲ ノ ム 内 の 各 遺 伝 子 に つ い て 、 そ の 遺 伝 子 が 、 必 須 で あ る か 否 か 、 お
よ び さ ら に は 病 原 性 生 物 に つ い て は 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 須 で あ る か 否 か に つ い て 実 験
的 に 決 定 す る こ と を 可 能 と す る 効 果 的 か つ 効 率 的 な 方 法 を 提 供 す る 。 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒
性 感 染 の 拡 大 に 重 要 な 遺 伝 子 の 同 定 お よ び 評 価 に よ り 、 病 原 性 生 物 に 対 す る 新 規 な 薬 物 に
つ い て の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ の 開 発 の 基 本 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 倍 数 性 と は 関 係 な く 任 意 の 生 物 、 特 に 病 原 性 真 菌 で 実 施 す る こ と が で き る 。
好 ま し く は 、 病 原 性 真 菌 は 二 倍 体 病 原 性 真 菌 で あ り 、 例 え ば 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (C
andida albicans)、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス (Aspergillus fumigatus)、 ク リ プ ト コ
ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス (Cryptococcus neoformans)な ど を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 の １ つ の 対 立 遺 伝 子 が 発 現 可 能 な 優 性 選 択 マ ー カ
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ー を 含 む カ セ ッ ト の 挿 入 ま た は こ れ に よ る 置 換 に よ っ て 改 変 さ れ て い る 、 二 倍 体 真 菌 株 を
構 築 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の カ セ ッ ト は 、 遺 伝 子 組 換 え に よ っ て 染 色 体 内 に 導 入 さ れ る こ
と に よ り 、 遺 伝 子 の 第 １ 対 立 遺 伝 子 が 不 活 性 化 し た ヘ テ ロ 接 合 体 株 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 遺 伝 子 の も う 一 方 の 対 立 遺 伝 子 を 、 遺 伝 子 組 換 え に よ り 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー を 含 む プ ロ
モ ー タ ー 置 換 断 片 を 導 入 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 の 発 現 が 異 種 プ ロ モ ー
タ ー に よ っ て 制 御 さ れ る よ う に 改 変 す る 。 異 種 プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 は 、 DNA結 合 ド メ
イ ン お よ び 転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 含 む ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 が 存 在 す る こ と
に よ り 制 御 す る こ と が で き る 。 こ の ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 の DNA結 合 ド メ イ
ン は 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー 中 の 配 列 を 認 識 し て こ れ に 結 合 し 、 プ ロ モ ー タ ー の 転 写 を 増 大 さ
せ る 。 ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 発 現 に よ っ て 細 胞 中 に 産 生 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 遺 伝 子 の 両 方 の 対 立 遺 伝 子 が 改 変 さ れ て い る 二 倍 体 真 菌 を 構 築 す る た め の か か る 方 法 を
、 生 物 の 各 遺 伝 子 そ れ ぞ れ に つ い て 平 行 し て 実 施 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 の 改 変 対 立 遺 伝
子 を そ れ ぞ れ に 含 む 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 集 団 を 構 築 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ の 集 団 は 、 し
た が っ て 、 二 倍 体 生 物 の 遺 伝 子 の 実 質 的 に 全 て の 改 変 対 立 遺 伝 子 を 含 む 。 本 明 細 書 中 に 用
い る 場 合 、 「 実 質 的 に 全 て 」 と い う 語 は 、 少 な く と も 全 体 の 少 な く と も 60%、 70%、 80%、 9
0%、 95%ま た は 99%を 意 味 す る 。 好 ま し く は 二 倍 体 生 物 の ゲ ノ ム の 全 遺 伝 子 す べ て が 集 団 中
に 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 遺 伝 子 の 改 変 対 立 遺 伝 子 を 含 む 二 倍 体 病 原 性 真 菌 株 な ど の 二 倍 体 生 物 も 本 発 明 に 包 含 さ
れ る 。 こ こ で 、 該 生 物 で は 、 遺 伝 子 の 第 １ 対 立 遺 伝 子 が 発 現 可 能 な 優 性 選 択 マ ー カ ー を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 挿 入 ま た は こ れ で 置 換 す る こ と に よ っ て 不 活 性 化 さ れ て お り
、 該 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 も ま た 、 該 第 ２ 対 立 遺 伝 子 の 発 現 が 異 種 プ ロ モ ー タ ー に よ り
制 御 さ れ る よ う に 改 変 さ れ て い る 。 本 発 明 の １ 態 様 で は 、 突 然 変 異 体 二 倍 体 病 原 性 真 菌 株
中 の 改 変 対 立 遺 伝 子 が 、 株 の 増 殖 、 生 存 活 性 お よ び 生 存 に 必 要 な 必 須 遺 伝 子 に 相 当 す る 。
本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 改 変 対 立 遺 伝 子 が 宿 主 生 物 に 対 す る 病 原 性 二 倍 体 真 菌 株 の 毒 性 お
よ び 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 に 相 当 す る 。 両 方 の 場 合 、 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 /病 原 性 遺 伝
子 が 潜 在 的 な 薬 物 標 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 そ れ ぞ れ が 異 な る 遺 伝 子 の 改 変 対 立 遺 伝 子 を 含 む 複 数 の 株 を そ
れ ぞ れ に 含 む 、 突 然 変 異 二 倍 体 真 菌 株 の 集 団 を 包 含 す る 。 本 発 明 の 株 の 集 団 は 、 真 菌 の ゲ
ノ ム 中 の 実 質 的 に 全 て の 異 な る 必 須 遺 伝 子 、 ま た は 病 原 性 真 菌 の ゲ ノ ム 中 の 実 質 的 に 全 て
の 異 な る 毒 性 遺 伝 子 に つ い て の 改 変 対 立 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 基 盤 上 の ア レ イ 中 に 特 定 可 能 な 位 置 に 配 置 さ れ た 複 数 の
所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ に も 関 す る 。 所 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
は 、 二 倍 体 病 原 性 生 物 の 増 殖 お よ び 生 存 に 必 要 で あ る 該 二 倍 体 病 原 性 生 物 の 必 須 遺 伝 子 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 該 生 物 の 病 原 性 ま た は 毒 性 に 寄 与 す る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お
よ び /ま た は 各 突 然 変 異 株 を マ ー ク す る た め に 用 い た 特 有 な 分 子 タ グ に 相 補 的 で こ れ ら に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み う る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 二 倍 体 生 物 の 生 存 に 必 須 な 遺 伝 子 、 お よ び 二 倍 体 病 原 性 生 物 の 毒 性 お よ
び /ま た は 病 原 性 に 寄 与 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 方 法 に も 関 す る 。 ま ず 、 本 発 明 は 、
突 然 変 異 真 菌 細 胞 な ど の 二 倍 体 生 物 の 突 然 変 異 体 を 用 意 す る 。 該 突 然 変 異 体 は 、 あ る 遺 伝
子 の １ つ の 対 立 遺 伝 子 が 破 壊 カ セ ッ ト の 挿 入 ま た は 該 カ セ ッ ト に よ る 置 換 に よ っ て 不 活 性
化 て お り 、 他 方 の 対 立 遺 伝 子 は 該 第 ２ の 対 立 遺 伝 子 の 発 現 は 異 種 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 と
な る よ う に 、 異 種 制 御 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 核 酸 分 子 に よ っ て 改 変 さ れ て い る 。 第 ２ に 、 こ
の よ う な 突 然 変 異 細 胞 を 、 改 変 さ れ た 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 発 現 さ れ な い 条
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件 下 で 培 養 す る 。 そ し て 、 該 細 胞 の 生 存 活 性 ま た は 病 原 性 を 測 定 す る 。 生 存 活 性 の 消 失 ま
た は 顕 著 な 増 殖 不 全 が 認 め ら れ る 場 合 は 、 該 突 然 変 異 細 胞 に お い て 改 変 さ れ た 遺 伝 子 は 、
病 原 性 真 菌 の 生 存 に 必 須 で あ る こ と を 示 す 。 同 様 に 、 突 然 変 異 細 胞 の 毒 性 お よ び /ま た は
病 原 性 の 消 失 が 認 め ら れ る 場 合 に は 、 改 変 さ れ た 遺 伝 子 が 病 原 性 真 菌 の 毒 性 お よ び /ま た
は 病 原 性 に 寄 与 す る 遺 伝 子 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 す る 方 法 に よ っ て 構 築 さ れ た 突 然 変 異 病
原 性 真 菌 株 が 病 原 性 真 菌 に 対 す る 効 果 的 な 抗 真 菌 剤 の 検 出 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 突 然 変
異 細 胞 を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 の 異 な る 増 殖 条 件 下 で 培 養 す る 。 す る と 、
増 殖 速 度 を 比 較 す る こ と に よ り 、 標 的 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 活 性 の あ る 化 合 物 か 否 か を 示 す
。 標 的 遺 伝 子 の 第 ２ 対 立 遺 伝 子 を 実 質 的 に 発 現 抑 制 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 、 改 変 対
立 遺 伝 子 に よ っ て 発 現 さ れ る 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 活 性 の あ る 化 合 物 に 対 す る 感 受 性 が 増 大
し た 細 胞 を 提 供 す る 。 あ る い は 、 第 ２ 対 立 遺 伝 子 を 実 質 的 に 過 剰 発 現 さ せ て 、 標 的 遺 伝 子
の 改 変 対 立 遺 伝 子 に よ り 発 現 さ れ る 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 活 性 の あ る 化 合 物 に 耐 性 が 増 大 さ
れ た 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 す る 方 法 に よ っ て 構 築 さ れ た 株 は 、 ヒ ト
な ど の 動 物 ま た は 植 物 の 非 感 染 性 疾 患 の 治 療 に 有 効 な 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ
る 。 植 物 ま た は 動 物 の 対 応 物 と 標 的 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 類 似 性 、 ま た は 配 列 類 似 性 の 欠 損 の
結 果 と し て 、 同 定 さ れ た 活 性 な 化 合 物 は 植 物 ま た は 動 物 に お け る 疾 患 、 特 に ヒ ト に お け る
癌 や 免 疫 障 害 な ど の 疾 患 の 治 療 に 対 す る 治 療 的 用 途 を 有 し う る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は さ ら に 、 既 知 の 薬 物 の 存 在 下 な ど の 種 々 の 条 件 下 で 、 必 須
お よ び /ま た は 毒 性 遺 伝 子 の 発 現 を 解 析 す る た め の 転 写 プ ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び プ ロ テ オ
ミ ク ス 技 術 の 使 用 を 包 含 す る 。 こ の よ う な 研 究 か ら 得 ら れ る 情 報 は 、 既 知 の 薬 物 の 標 的 お
よ び 機 序 を 解 明 す る た め 、 既 知 の 薬 物 と 同 じ 様 式 で 作 用 す る 新 規 薬 物 を 発 見 す る た め 、 お
よ び 生 物 の 増 殖 お よ び 生 存 に 必 須 な 遺 伝 子 産 物 と 、 生 物 の 毒 性 お よ び 病 原 性 に 寄 与 す る 遺
伝 子 産 物 と の 間 の 相 互 作 用 の 概 要 を 明 ら か に す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 病 原 性 生 物 の 遺 伝 子 の セ ッ ト を 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に
対 す る 潜 在 的 な 標 的 と し て 同 定 す る 。 か か る 遺 伝 子 は 、 該 方 法 お よ び 本 明 細 書 中 に 開 示 さ
れ た 基 準 を 用 い て 、 病 原 性 真 菌 の 生 存 な ら び に /ま た は 病 原 性 真 菌 の 毒 性 お よ び /も し く は
病 原 性 に 必 須 で あ る と 特 定 さ れ た 遺 伝 子 を 含 む 。 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 病 原 性 生 物 の 必
須 遺 伝 子 ま た は 病 原 性 遺 伝 子 （ 即 ち 、 標 的 遺 伝 子 ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 種 々 の 薬 物 発 見
の 目 的 に よ り 利 用 す る こ と が で き る 。 限 定 は さ れ な い が 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 特 性 解
析 、 ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 治 療 用 途 の た め の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 に 使 用 す る こ と が で
き 、 病 原 性 生 物 が 侵 入 し た ま た は 存 在 す る （ 恒 常 的 に 、 ま た は 特 定 の 進 行 段 階 も し く は 疾
患 状 態 の い ず れ か に お い て ） 宿 主 組 織 に 対 す る マ ー カ ー と し て の 使 用 ； 潜 在 的 に オ ー ソ ロ
グ で あ る 必 須 遺 伝 子 ま た は 毒 性 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 近 縁 の ま た は 近 縁 で は な い 他 の 病
原 性 生 物 の DNA配 列 と 比 較 す る た め の 使 用 ； 発 現 パ タ ー ン の 試 験 の た め の 核 酸 ア レ イ に 接
着 さ せ る た め の オ リ ゴ マ ー の 選 択 お よ び 作 製 す る た め の 使 用 ； DNA免 疫 化 技 術 を 用 い た 抗
タ ン パ ク 質 抗 体 の 誘 起 す る た め の 使 用 ； 抗 DNA抗 体 を 誘 起 す る た め の ま た は 他 の 免 疫 応 答
を 誘 発 す る た め の 抗 原 ； お よ び 治 療 薬 （ ア ン チ セ ン ス な ど ） と し て の 使 用 が 可 能 で あ る 。
該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 他 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る ま た は 結 合 す る 可 能 性 の あ る タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 場 合 （ レ セ プ タ ー -リ ガ ン ド 相 互 作 用 に お け る 場 合 な ど ） 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 そ れ に 結 合 す る 他 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る た め の ア
ッ セ イ ま た は 結 合 相 互 作 用 の 阻 害 剤 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 、 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド ま た は タ ン パ ク 質 （ 即 ち 標 的 遺 伝 子 産 物 ） は 、 生 物 学 的 活 性 の 測 定 に 用 い る こ と が で
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き 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 複 数 の タ ン パ ク 質 か ら な る パ ネ ル ま た は ア
レ イ の 構 成 要 素 と し て の 使 用 ； 抗 体 の 誘 起 ま た は 免 疫 応 答 の 誘 発 の た め の 使 用 ； 生 物 学 的
液 体 に お け る タ ン パ ク 質 （ ま た は そ の 受 容 体 ） の レ ベ ル の 定 量 的 測 定 の た め に 設 計 さ れ る
ア ッ セ イ に お け る 使 用 ； 病 原 性 生 物 が 侵 入 し た ま た は 存 在 す る （ 恒 常 的 に 、 ま た は 特 定 の
進 行 段 階 も し く は 疾 患 状 態 の い ず れ か に お い て ） 宿 主 組 織 に 対 す る マ ー カ ー と し て の 使 用
； お よ び も ち ろ ん 、 関 連 す る 受 容 体 ま た は リ ガ ン ド （ 結 合 パ ー ト ナ ー と い う 場 合 も あ る ）
の 単 離 、 特 に 毒 性 因 子 の 場 合 に お け る 単 離 へ の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 タ ン パ ク 質 が 他 の タ ン
パ ク 質 に 結 合 す る 場 合 （ 例 え ば 、 レ セ プ タ ー -リ ガ ン ド 相 互 作 用 に お け る 場 合 な ど ） 、 該
タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 そ れ と 結 合 す る 他 の タ ン パ ク 質 の 同 定 ま た は 結 合 相 互 作 用 の 阻 害 剤
の 同 定 が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 結 合 相 互 作 用 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 結 合 相 互 作
用 の ペ プ チ ド も し く は 低 分 子 阻 害 剤 ま た は ア ゴ ニ ス ト （ 病 原 性 生 物 の 侵 入 性 お よ び 病 原 性
に 関 与 す る も の を 含 む ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ れ ら の 薬 物 の 探 索 に 有 用 な 物 は い ず れ も 全 て は 、 研 究 用 製 品 と し て 市 販 さ れ る キ ッ ト
に 開 発 す る こ と が 可 能 で あ る 。 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 複 数 の 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 遺 伝 子 に
対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /も し く は ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 な ら び に /ま た は 他 の 試 薬
を 含 み う る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

（ 以 下 参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 は 、 薬 物 標 的 の 同 定 お よ び 評 価 の た め の 系 統 的 で 効 率 的 な 方 法 を 提 供 す る 。 該 方
法 は 、 ゲ ノ ム 情 報 な ら び に 個 々 の 遺 伝 子 の 生 物 学 的 機 能 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 遺 伝 子 突 然 変 異 体 の 集 団 が 作 製 さ れ る 。 該 集 団 に お い て は 、 特 定
の 遺 伝 子 の 量 を 変 化 さ せ て (モ ジ ュ レ ー ト し て )、 増 殖 、 生 存 お よ び /ま た は 病 原 性 に 関 す
る そ れ ら 遺 伝 子 の 機 能 を 調 べ る こ と が で き る よ う に し て も よ い 。 そ の よ う な 研 究 か ら 得 ら
れ た 情 報 に よ り 、 潜 在 的 な 薬 物 標 的 と し て の 個 々 の 遺 伝 子 産 物 の 同 定 が 可 能 と な る 。 さ ら
に 本 発 明 は 、 遺 伝 子 突 然 変 異 体 を 個 々 に も し く は 集 団 と し て 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に お よ
び 薬 物 作 用 機 構 の 研 究 に 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 一 般 的 に 、 遺 伝 子 破 壊 実 験 に お い て 、 二 倍 体 の 生 物 に お け る あ る 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 の
両 方 に つ い て の ホ モ 接 合 性 欠 失 を 作 製 で き な い と い う 観 察 に よ っ て 、 そ れ 自 体 で 、 該 遺 伝
子 が 必 須 遺 伝 子 で あ る と い う 結 論 が 支 持 さ れ る わ け で は な い 。 む し ろ 、 問 題 の 遺 伝 子 の 発
現 が 該 遺 伝 子 を 有 す る 細 胞 の 生 存 度 と 結 び つ い て い る こ と の 直 接 的 な 証 明 が 、 問 題 の 遺 伝
子 が 必 須 で あ る と い う 明 白 な 立 証 の た め に 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 所 定 の 遺 伝 子 が 細 胞 の 生 存 に 必 須 で あ る こ と の 直 接 的 な 証 明 は 、 一 倍 体 の 時 期 が あ る 二
倍 体 の 生 物 に お い て 該 遺 伝 子 の 発 現 を 破 壊 す る こ と に よ っ て 、 立 証 す る こ と が で き る 。 例
え ば サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） に お い て は 、 二 倍 体 細 胞
型 に お け る 遺 伝 子 破 壊 法 を 通 じ て 遺 伝 子 産 物 を 完 全 に 除 去 し 、 続 い て 胞 子 形 成 お よ び 減 数
分 裂 の 結 果 と し て の ４ つ の 分 子 の 分 離 に よ り 、 単 一 の 突 然 変 異 に よ る 差 異 を 有 す る 一 倍 体
酵 母 株 の 直 接 比 較 が 可 能 と な る こ と に よ っ て 、 上 記 の 証 明 が 行 わ れ る 。 し か し な が ら 、 こ
の よ う な 方 法 は 大 部 分 の 病 原 性 二 倍 体 細 胞 型 を 含 む 無 性 生 殖 酵 母 株 に 適 用 す る こ と が で き
ず 、 推 定 上 の 必 須 遺 伝 子 の 発 現 を 排 除 す る た め に は 別 の 方 法 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は あ る 生 物 の 二 倍 体 突 然 変 異 型 細 胞 の 作 製 方 法 を 提 供 す る
。 こ の 方 法 で は 、 そ の 突 然 変 異 型 細 胞 に お い て 特 定 の 遺 伝 子 の 量 を 変 化 さ せ る (モ ジ ュ レ
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4.　 図 面 の 簡 単 な 説 明

5.　 本 発 明 の 詳 細 な 説 明
5.1　 遺 伝 子 破 壊 お よ び 薬 物 標 的 同 定 (Drug Target Discovery)



ー ト す る )こ と が で き る 。 こ の 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 、 生 物 の 二 倍 体 細 胞 中 の 標 的 遺 伝 子
の 一 方 の 対 立 遺 伝 子 を 破 壊 し 、 一 方 で 第 2の 対 立 遺 伝 子 を 、 該 対 立 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー
を 異 種 の 制 御 プ ロ モ ー タ ー に 置 換 す る こ と に よ っ て 改 変 す る 。 こ の よ う に し て 構 築 さ れ た
株 を 、 改 変 型 対 立 遺 伝 子 対 (す な わ ち 、 双 方 の 対 立 遺 伝 子 が 上 記 の よ う に 改 変 さ れ て い る
遺 伝 子 )を 含 む と 言 う 。 生 物 の ゲ ノ ム DNA配 列 が 利 用 可 能 な 場 合 に は 、 こ の 工 程 を 生 物 の 各
々 全 て の 遺 伝 子 に つ い て 繰 り 返 す こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 、 突 然 変 異 型 生 物 (各 生 物 は
、 破 壊 さ れ た 対 立 遺 伝 子 と 条 件 付 き で 発 現 す る こ と が で き る 対 立 遺 伝 子 と を 有 す る )の 集
団 を 構 築 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ の 遺 伝 子 破 壊 ス ト ラ テ ジ ー は 、 あ る 生 物 に 対
す る 潜 在 的 な 薬 物 標 的 遺 伝 子 の 実 質 的 に 完 全 な セ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の 突 然 変 異 型 生 物 集
団 は 、 改 変 型 対 立 遺 伝 子 対 の 実 質 的 に 完 全 な セ ッ ト を 含 み 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 薬 物 ス ク リ
ー ニ ン グ ア ッ セ イ 開 発 の た め の 基 礎 を 形 成 す る 。 生 物 の ゲ ノ ム 配 列 が 完 全 に 配 列 決 定 さ れ
て い な い 場 合 で さ え も 、 こ の よ う な 突 然 変 異 型 生 物 の 集 団 を 作 製 す る こ と が で き る 。 よ り
小 さ な 突 然 変 異 型 生 物 集 団 を 作 製 し 得 る こ と が 意 図 さ れ る 。 こ の 場 合 、 各 突 然 変 異 型 生 物
に お い て は 、 所 望 の 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト の う ち の 一 方 の 対 立 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ 、 こ の サ ブ セ
ッ ト に お け る 遺 伝 子 の も う 一 方 の 対 立 遺 伝 子 が 条 件 付 き 発 現 下 に 置 か れ る 。 こ の よ う な 株
の 構 築 に 用 い ら れ る 本 発 明 の 方 法 を 本 明 細 書 で は GRACE法 と 呼 ぶ 。 GRACE法 の 頭 字 語 は 、 遺
伝 子 置 換 お よ び 条 件 付 き 発 現 (gene replacement and conditional expression)と い う フ
レ ー ズ に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 一 方 の 対 立 遺 伝 子 の 条 件 付 き 発 現 と と も に も う 一 方 の 対 立 遺 伝 子 の 破 壊 を 含 む GRACE法
は 、 URAブ ラ ス タ ー カ セ ッ ト を 用 い た 破 壊 の 反 復 サ イ ク ル と 、 続 く そ の 減 失 に 対 す る 対 抗
選 択 に 頼 る 方 法 の 限 界 を 克 服 す る 。 GRACE法 に よ り 、 病 原 性 真 菌 な ど の 二 倍 体 病 原 性 微 生
物 に お け る 大 規 模 な 標 的 評 価 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 二 倍 体 細 胞 に 適 用 す る 本 発 明 の GRACE法 は 、 以 下 の 2ス テ ッ プ を 含 む ： (i)挿 入 、 ト ラ ン
ケ ー シ ョ ン お よ び /ま た は 欠 失 に よ る 一 方 の 野 生 型 対 立 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 お よ び /ま た は
非 コ ー ド 領 域 の 破 壊 を 生 じ る 遺 伝 子 置 換 、 お よ び (ii)プ ロ モ ー タ ー 置 換 ま た は 条 件 付 き タ
ン パ ク 質 不 安 定 性 に よ る 残 る も う 一 方 の 野 生 型 遺 伝 子 の 条 件 付 き 発 現 (図 ２ )。 該 方 法 の 詳
細 な 説 明 は 、 後 節 で 規 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 GRACE法 を 適 用 す る こ と で 生 じ 、 単 離 さ れ た 突 然 変 異 型 生 物 を 、 本 明 細 書 で は そ の 生 物
の GRACE株 と 呼 ぶ 。 あ る 生 物 の そ の よ う な 突 然 変 異 型 株 は 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 特 定 の
実 施 形 態 に お い て 、 特 定 の 生 物 の ゲ ノ ム 中 の 実 質 的 に 全 て の 異 な る 遺 伝 子 を GRACE法 に よ
る 改 変 に 供 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る GRACE株 の 集 団 が 提 供 さ れ る 。 こ の 集 団 に お い て
、 各 々 の 株 が 異 な る 遺 伝 子 の 改 変 型 対 立 遺 伝 子 を 含 み 、 該 生 物 の 実 質 的 に 全 て の 遺 伝 子 が
集 団 に お い て 提 示 さ れ る 。 目 的 の 生 物 に お け る 全 て の 遺 伝 子 に 対 す る GRACE株 が 生 成 さ れ
る こ と が 意 図 さ れ る 。 あ る い は 、 あ る 生 物 の GRACE株 の よ り 小 さ な 集 団 を 生 成 す る こ と が
で き 、 そ の 場 合 に は 、 該 生 物 の 所 望 の 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト が GRACE法 に よ っ て 改 変 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 般 的 に は 、 生 物 の 生 存 度 お よ び /ま た は 正 常 な 増 殖 が 、 あ る 遺 伝 子 の 発 現 に 結 び 付 け
ら れ る か ま た は 依 存 す る 場 合 に 、 該 遺 伝 子 が 必 須 で あ る と 考 え ら れ る 。 細 胞 に お け る 必 須
機 能 は 、 部 分 的 に は 該 細 胞 の 遺 伝 子 型 に 、 お よ び 部 分 的 に は 細 胞 環 境 に 依 存 す る 。 必 須 機
能 、 例 え ば エ ネ ル ギ ー 代 謝 、 細 胞 構 造 の 生 合 成 、 遺 伝 材 料 の 複 製 お よ び 修 復 な ど の 中 に は
、 複 数 の 遺 伝 子 を 必 要 と す る も の が あ る 。 し た が っ て 、 生 物 に お け る 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現
が そ の 生 物 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 に 必 須 で あ る 。 し た が っ て 、 規 定 の 条 件 セ ッ ト 下 に
あ る GRACE株 の 生 存 度 ま た は 正 常 な 増 殖 が 、 改 変 型 対 立 遺 伝 子 対 の う ち の 残 存 す る 機 能 的
な 対 立 遺 伝 子 の 条 件 付 き 発 現 に 結 び 付 け ら れ る か ま た は 依 存 す る 場 合 に は 、 こ の 株 に お い
て GRACE法 で 改 変 さ れ た 遺 伝 子 を 生 物 の 「 必 須 遺 伝 子 」 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 生 物 の 病 原 性 が 少 な く と も 部 分 的 に あ る 遺 伝 子 の 発 現 に 関 連 す る 場 合 に は 、 一 般 的 に 該
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遺 伝 子 は 生 物 の 毒 性 /病 原 性 に 寄 与 す る と 考 え ら れ る 。 生 物 の 多 数 の 遺 伝 子 が 、 生 物 の 毒
性 お よ び /ま た は 病 原 性 に 寄 与 す る と 予 想 さ れ る 。 し た が っ て 、 規 定 の 宿 主 ま た は 宿 主 由
来 の 規 定 の 細 胞 セ ッ ト に 対 す る GRACE株 の 毒 性 お よ び /ま た は 病 原 性 が 、 改 変 型 対 立 遺 伝 子
対 の う ち の 残 存 す る 機 能 的 な 対 立 遺 伝 子 の 条 件 付 き 発 現 に 関 連 す る 場 合 に は 、 こ の 株 に お
い て GRACE法 で 改 変 さ れ た 遺 伝 子 を 生 物 の 「 毒 性 遺 伝 子 」 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 病 原 生 物 の 必 須 遺 伝 子 を 同 定 し 、 か つ 薬 物 同 定 プ ロ グ ラ ム に お け る そ れ ら 遺
伝 子 の 有 用 性 を 評 価 す る た め の 便 利 で 効 率 的 な 方 法 を 提 供 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 の 方 法 を
用 い て 病 原 生 物 の 毒 性 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 GRACE法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 こ
れ ら の 生 物 の 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 遺 伝 子 の 正 体 は 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 生 物 の 実 質 的
に 全 て の 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 遺 伝 子 が 、 本 発 明 の GRACE法 に よ っ て 同 定 さ れ 評 価 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の よ う に 同 定 さ れ た 各 々 の 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 遺 伝 子 は 、 生 物 に 対 す る 潜 在 的 な 薬
物 標 的 に 対 応 し 、 個 々 に ま た は 集 団 と し て 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の 種 々 の 方 法 に 用 い る こ と
が で き る 。 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ グ ラ ム の 目 的 お よ び 標 的 疾 患 に 応 じ て 、 本 発 明 の 必 須
遺 伝 子 お よ び 毒 性 遺 伝 子 を 、 遺 伝 子 産 物 の 構 造 的 特 徴 、 機 能 的 特 性 お よ び 発 現 プ ロ フ ィ ー
ル に 基 づ い て サ ブ セ ッ ト に 分 類 し 、 区 分 す る こ と が で き る 。 各 サ ブ セ ッ ト 内 の 必 須 遺 伝 子
お よ び 毒 性 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 は 、 類 似 の 生 物 学 的 活 性 、 類 似 の 細 胞
内 局 在 、 構 造 的 相 同 性 お よ び /ま た は 配 列 相 同 性 を 共 有 し 得 る 。 ま た 類 似 の も し く は 遠 縁
の 分 類 学 的 グ ル ー プ 中 の 他 の 生 物 に 対 す る 配 列 相 同 性 も し く は 類 似 性 (例 え ば 、 サ ッ カ ロ
ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 遺 伝 子 も し く は ヒ ト 遺 伝 子 に 対 す る 相
同 性 )ま た は 他 の 生 物 (例 え ば 、 S. cerevisiaeも し く は ヒ ト )の 遺 伝 子 に 対 す る 配 列 類 似 性
も し く は 相 同 性 の 完 全 な 欠 如 に 基 づ い て 、 サ ブ セ ッ ト を 作 成 し て も よ い 。 ま た 、 改 変 型 遺
伝 子 を 有 す る 生 物 に よ る 殺 菌 最 終 表 現 型 ま た は 静 菌 最 終 表 現 型 の 提 示 に 基 づ い て サ ブ セ ッ
ト を 作 成 し て も よ い 。 必 須 遺 伝 子 セ ッ ト ま た は 毒 性 遺 伝 子 セ ッ ト と 呼 ば れ る こ の よ う な サ
ブ セ ッ ト は 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ グ ラ ム に お い て １ つ の グ ル ー プ と し て 都 合 よ く 研 究
す る こ と が で き る 。 こ の よ う な サ ブ セ ッ ト が 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 し た が っ て 、 本
発 明 は 複 数 の 突 然 変 異 型 生 物 、 例 え ば 各 GRACE株 が 異 な る 遺 伝 子 の 改 変 型 対 立 遺 伝 子 を 含
む 、 GRACE株 の 集 団 を 提 供 す る 。 こ の 場 合 の 各 遺 伝 子 は 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 に 必
須 な も の で あ る 。 こ の 集 団 は 本 発 明 の 種 々 の 方 法 に し た が っ て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ
の 場 合 、 集 団 中 の 各 株 の 細 胞 は 、 用 途 に 関 連 す る 同 一 の 操 作 ま た は 処 理 に 付 す る こ と が で
き る 。 あ る い は 、 集 団 中 の 各 株 の 細 胞 を 、 用 途 に 関 連 す る 操 作 ま た は 処 理 の 前 に プ ー ル す
る 。 さ ら に 、 集 団 の コ ン セ プ ト は デ ー タ 回 収 、 プ ロ セ シ ン グ お よ び 説 明 に も お よ び 、 異 な
る 真 菌 細 胞 株 ま た は 集 団 中 の 異 な る 真 菌 株 か ら 得 ら れ た デ ー タ を ひ と つ の セ ッ ト と し て 統
合 さ せ て 扱 う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 病 原 性 真 菌 の ゲ ノ ム 中 の 実 質 的 に 全 て の 必 須 遺 伝 子 が GRAC
E法 に よ っ て 同 定 さ れ 、 そ の 必 須 遺 伝 子 の 改 変 型 対 立 遺 伝 子 対 を 含 有 す る GRACE株 が GRACE
株 集 団 に 含 ま れ る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 病 原 性 真 菌 の ゲ ノ ム 中 の 実 質 的 に 全
て の 毒 性 遺 伝 子 が GRACE法 に よ っ て 同 定 さ れ 、 そ の 毒 性 遺 伝 子 の 改 変 型 対 立 遺 伝 子 対 を 含
有 す る GRACE株 が GRACE株 集 団 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） に お い て 、 ゲ ノ ム 全 体 に 対 す る GRACE株
集 団 は C. albicansの ゲ ノ ム 配 列 分 析 に 基 づ く 約 7000個 の 遺 伝 子 の 改 変 型 対 立 遺 伝 子 対 を
含 み 得 る 。 C. albicansの 必 須 遺 伝 子 の 完 全 な セ ッ ト は 、 約 1000個 の 遺 伝 子 を 含 む と 算 出
さ れ て い る 。 本 発 明 は 、 C. albicansの こ れ ら の 遺 伝 子 の う ち の 幾 つ か の 正 体 、 お よ び 薬
物 標 的 と し て の こ れ ら の 遺 伝 子 お よ び そ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の 種 々 の 使 用 を 提 供 す る 。 さ ら
に 、 こ の 病 原 体 の 毒 性 に 関 与 す る 遺 伝 子 数 に つ い て の 推 定 値 は 、 100～ 400遺 伝 子 で あ る 。
一 旦 、 必 須 遺 伝 子 の 正 体 が 既 知 に な れ ば 、 GRACE法 以 外 の そ の 他 の 方 法 に よ っ て 作 製 し た
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１ コ ピ ー 以 上 の 突 然 変 異 し た 必 須 遺 伝 子 を 含 有 す る 種 々 の 型 の 突 然 変 異 体 が 考 え ら れ 、 そ
れ ら は 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ま た 本 発 明 は 生 物 学 的 方 法 お よ び コ ン ピ ュ ー タ ー 使 用 の 方 法 、 な ら び に 同 定 さ れ た C. a
lbicansの 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 遺 伝 子 に 相 同 的 な 遺 伝 子 の 単 離 お よ び 同 定 を 可 能 に す る
試 薬 を 提 供 す る 。 二 倍 体 生 物 の GRACE株 か ら 得 ら れ た 情 報 を 用 い て 、 一 倍 体 生 物 に お け る
相 同 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た こ の よ う な 相 同 遺 伝 子 の 正 体 お よ び 使 用 も 本 発 明
に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 考 察 を 明 快 に す る た め に 、 本 発 明 を 下 記 の 小 節 で 病 原 性 真 菌 で あ る カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ
ン ス （ Candida albicans） を 例 に し て 説 明 す る 。 し か し な が ら 、 植 物 お よ び ヒ ト を 含 む 動
物 に 対 す る そ の 他 の 病 原 体 お よ び 寄 生 虫 の 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 遺 伝 子 に 、 そ の 原 理 を 同
様 に 適 用 す る こ と が で き る 。 GRACE法 は 、 生 活 環 に 複 相 を 有 す る 病 原 生 物 の い ず れ に も 適
用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 二 倍 体 病 原 生 物 と い う 用 語 は 、 二 倍 体 形 態 の み で 存 在
す る 生 物 に 限 定 さ れ ず 、 生 活 環 に 単 相 と 複 相 の 双 方 を 有 す る 生 物 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 例 え ば 、 薬 物 標 的 同 定 お よ び 評 価 の た め の GRACE法 は 、 そ の 他 の 病 原 性 真 菌 に 直 接 的 に
適 用 す る こ と が で き る 。 不 完 全 菌 類 (Deuteromycetous fungi)、 す な わ ち 性 周 期 お よ び 古
典 遺 伝 学 に あ て は ま ら な い 真 菌 (こ の 中 に は 、 C. albicansが 含 ま れ る )は 、 ヒ ト 真 菌 病 原
体 の 大 部 分 に 相 当 す る 。 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） は こ の
門 の 医 学 的 に 重 要 な も う 1つ の メ ン バ ー で あ る 。 よ り 厳 密 に は 、 こ の 門 に は 子 嚢 菌 お よ び
担 子 菌 の メ ン バ ー が 含 ま れ る 。 A. fumigatus、 子 嚢 菌 は 、 免 疫 無 防 備 状 態 の 患 者 に お い て
、 呼 吸 器 感 染 ま た は 侵 入 性 ア ス ペ ル ギ ル ス 症 (IA)を 引 き 起 こ す 主 要 な 空 気 感 染 性 真 菌 因 子
で あ る 。 20年 前 で は 比 較 的 知 ら れ て い な か っ た が 、 今 日 、 IAの 症 例 数 は 1年 当 た り 数 千 例
で あ る と 推 定 さ れ て い る 。 IAの 死 亡 率 は 50％ を 超 え 、 ア ン ホ テ リ シ ン (amphothericin)Bも
フ ル コ ナ ゾ ー ル も あ ま り 有 効 で は な い 。 こ れ ら の 問 題 を 合 わ せ る と 、 こ の 生 物 の 新 規 な 薬
物 標 的 の 同 定 は こ の 生 物 に お い て 標 的 評 価 さ れ て い る 現 状 に よ っ て 限 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 以 下 の 理 由 に よ り 、 C. albicansで 示 し た GRACE法 は A. fumigatusへ の 使 用 に 容 易 に 適 応
さ れ る 。 A. fumigatusは 一 倍 体 ゲ ノ ム を 有 す る が 、 GRACE法 を 単 純 化 し て 野 生 型 プ ロ モ ー
タ ー を 1ス テ ッ プ で 条 件 付 き プ ロ モ ー タ ー に 置 換 す る 方 法 と す る こ と が で き る 。 カ ン ジ ダ
・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） と は 対 照 的 に 、 A. fumigatusは 普 遍 遺 伝 コ ー ド に 忠
実 で あ る の で 、 C. albicansに 対 し て GRACE法 を 操 作 す る た め に 必 要 で あ る よ う な 広 範 な 部
位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を 必 要 と し な い だ ろ う 。 さ ら に A. fumigatusに 対 す る 、 形 質 転 換 、
お よ び 相 同 的 組 換 え に よ る 遺 伝 子 破 壊 な ど の 必 須 な 分 子 生 物 学 技 法 が 開 発 さ れ て い る 。 選
択 マ ー カ ー が A. fumigatusに お け る こ れ ら の 技 法 に 利 用 可 能 で あ る 。 選 択 マ ー カ ー と し て
は 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン Bお よ び フ レ オ マ イ シ ン に 対 す る 抗 生 物 質 耐 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 、
な ら び に 栄 養 要 求 性 マ ー カ ー 、 ura3が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に は 、 公 的 お よ び 民 間 の 双 方 の A.
 fumigatusゲ ノ ム 配 列 決 定 プ ロ ジ ェ ク ト が 存 在 す る 。 し た が っ て 、 配 列 情 報 は GRACE法 を
用 い た 推 定 上 の 必 須 遺 伝 子 の 同 定 な ら び に こ れ ら の 薬 物 標 的 の 実 験 的 評 価 の 双 方 に 利 用 可
能 で あ る 。 GRACE法 を 適 用 す る こ と が で き る さ ら な る 病 原 性 不 完 全 菌 類 に は 、 ア ス ペ ル ギ
ル ス ・ フ ラ ビ ス (Aspergillus flavis)、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger）
お よ び コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 薬 物 標 的 の 同 定 お よ び 評 価 の た め の GRACE法 は 担 子 菌 の 病
原 性 真 菌 に 適 用 さ れ る 。 こ の 門 の 特 に 医 学 的 に 重 要 な 1メ ン バ ー は 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・
ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） で あ る 。 こ の 空 気 伝 染 性 病 原 体 は 、 AIDS
患 者 に お い て 生 命 を 危 う く す る 感 染 の 原 因 と し て 一 般 に み と め ら れ て い る う ち の 4番 目 (7
～ 8％ )に 相 当 す る も の で あ る 。 C. neoformansに 対 す る 形 質 転 換 お よ び 遺 伝 子 破 壊 ス ト ラ
テ ジ ー は 存 在 し て お り 、 ま た 公 的 に 資 金 が 提 供 さ れ た こ の 生 物 に 対 す る ゲ ノ ム 配 列 決 定 プ
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ロ ジ ェ ク ト が 整 っ て い る 。 C. neoformansは 性 周 期 を 有 し 、 し た が っ て GRACE法 を 一 倍 体 株
お よ び 二 倍 体 株 の 双 方 に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の 他 の 医 学 的 に 重 要 な 担 子 菌 類 と し
て は 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ （ Trichosporon beigelii） お よ び シ ゾ フ ィ ラ ム ・ コ ミ
ュ ー ン (Schizophylum commune)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 同 様 に 、 医 学 的 に 関 連 す る 真 菌 病 原 体 が 本 発 明 を 用 い る 合 理 的 薬 物 標 的 同 定 に 好 適 で あ
る 。 し た が っ て 、 さ ら に 植 物 真 菌 病 原 体 お よ び 動 物 病 原 体 を 調 査 し て 農 業 的 お よ び 獣 医 学
的 目 的 の 新 規 な 薬 物 標 的 を 同 定 す る こ と が で き る 。 果 実 、 木 の 実 、 野 菜 、 イ ネ 、 ダ イ ズ 、
オ ー ト ム ギ 、 オ オ ム ギ お よ び コ ム ギ を 含 め た 多 く の 農 作 物 の 品 質 お よ び 収 量 は 、 植 物 真 菌
病 原 体 に よ っ て か な り 低 減 さ れ る 。 例 と し て は 、 葉 の 病 斑 (Septoria tritici)、 包 頴 の 病
斑 (Septoria nodorum)、 様 々 な コ ム ギ さ び 病 (Puccinia recondita、 Puccinia graminis)
、 ウ ド ン コ 病 (様 々 な 種 )、 お よ び 茎 /根 茎 (stem/stock)の 腐 敗 病 (Fusarium spp.)を 引 き 起
こ す コ ム ギ 真 菌 病 原 体 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の 特 に 有 害 な 植 物 病 原 体 の 例 と し て は 、 ジ ャ
ガ イ モ 飢 饉 の 原 因 微 生 物 （ Phytophthora infestans） 、 オ ラ ン ダ エ ル ム 病 を 引 き 起 こ す 子
嚢 菌 類 （ Ophiostoma ulmi） 、 ト ウ モ ロ コ シ 黒 穂 病 を 引 き 起 こ す 病 原 体 （ Ustilago maydis
） 、 イ ネ い も ち 病 を 引 き 起 こ す 病 原 体 （ Magnapurtla grisea、 Peronospora parasitica (
Century et al., Proc Natl Acad Sci U S A 1995 Jul 3; 92 (14): 6597-601)） ; Clado
sporium fulvum (ト マ ト 葉 部 か び 病 原 菌 ); Fusarium graminearum, Fusarium culmorumお
よ び Fusarium avenaceum, (コ ム ギ , Abramson ら , J Food Prot 2001 Aug; 64 (8): 1220
-5); Alternaria brassicicola (ブ ロ ッ コ リ ; Mora ら , Appl Microbiol Biotechnol 200
1 Apr; 55 (3): 306-10); Alternaria tagetica (Gamboa-Angulo ら , J Agric Food Chem
 2001 Mar; 49 (3): 1228-32); 穀 類 病 原 菌 Bipolaris sorokiniana (Apoga ら , FEMS Mic
robiol Lett 2001 Apr 13; 197 (2): 145-50); イ ネ 苗 枯 病 原 菌 Pyricularia grisea (Lee
 ら , Mol Plant Microbe Interact 2001 Apr; 14 (4): 527-35); 葯 黒 穂 病 菌 Microbotryu
m violaceum (Bucheli ら ,: Mol Ecol 2001 Feb; 10 (2): 285-94); Verticillium longi
sporum comb. Nov (ナ タ ネ 立 枯 病 , Karapapa ら , Curr Microbiol 2001 Mar; 42 (3): 21
7-24); Aspergillus flavus ワ タ 感 染 症  (Shieh ら , Appl Environ Microbiol 1997 Sep;
 63 (9): 354852; 眼 点 病 (eyespot)病 原 菌  Tapesia yallundae (Wood ら , FEMS Microbio
l Lett 2001 Mar 15 ; 196 (2): 183-7); Phytophthora cactorum株  P381 (イ チ ゴ 葉 部 壊
死 , Orsomando ら , J Biol Chem 2001 Jun 15; 276 (24): 21578-84); Sclerotinia scle
rotiorum, 遍 在 性 ネ ク ロ ト ロ フ ィ ッ ク (necrotrophic)真 菌 (ヒ マ ワ リ , Poussereau ら , Mi
crobiology 2001 Mar; 147 (Pt 3): 71726); コ シ ョ ウ /ク ラ ン ベ リ ー , 炭 疽 病 菌  Colleto
trichum gloeosporioides (Kim ら , Mol Plant Microbe Interact 2001 Jan; 14 (1) : 8
0-5) ; Nectria haematococca (エ ン ド ウ マ メ , Han ら , Plant J 2001 Feb; 25 (3): 305
-14); Cochliobolus heterostrophus (Monke ら , Mol Gen Genet 1993 Oct; 241 (1-2) :
 73-80), Glomerella cingulata (Rodriquez ら , Gene 1987; 54 (1) : 73-81) 偏 性 病 原
菌  Bremia lactucae (レ タ ス べ と 病 ; Judelson ら , Mol Plant Microbe Interact 1990 J
ul-Aug; 3 (4): 225-32) Rhynchosporium secalis (Rohe ら , Curr Genet 1996 May; 29 
(6): 587-90), Gibberella pulicaris (Fusarium sambucinum), Leptosphaeria maculans
 (Farman ら , Mol Gen Genet 1992 Jan; 231 (2): 243-7), Cryphonectria parasiticaお
よ び Mycosphaerellafijiensisお よ び Mycosphaerella musicola, そ れ ぞ れ 黒 色 ま た は 黄 色
シ ガ ト ー カ 病 の 原 因 物 質 , な ら び に Septoriaに よ る バ ナ ナ 葉 枯 病 を 引 き 起 こ す Mycosphaer
ella eumusae (バ ナ ナ  & プ ラ ン テ ー ン , Balint-Kurti ら , FEMS Microbiol Lett 2001 F
eb 5; 195 (1) : 9-15) 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 抗 真 菌 剤 耐 性 を 有 す る 植 物 病 原 体 の 新
た な 出 現 お よ び 単 一 栽 培 実 施 へ の 依 存 の 増 大 は 、 新 規 か つ 改 良 さ れ た 抗 真 菌 性 化 合 物 の 必
要 性 が 増 大 し て い る こ と を 明 ら か に 示 す 。 本 発 明 は 、 植 物 お よ び 家 畜 の 病 原 体 お よ び 寄 生
虫 に お け る 薬 物 標 的 を 同 定 お よ び 検 証 す る こ と を 包 含 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 植 物
お よ び 家 畜 の 病 原 体 お よ び 寄 生 虫 に お け る 薬 物 標 的 を 同 定 お よ び 検 証 す る た め の GRACE法
の 適 用 を 包 含 す る 。 表 Iに 、 医 学 的 、 農 業 的 ま た は 商 業 的 な 価 値 の あ る 一 倍 体 お よ び 二 倍
体 真 菌 の 代 表 的 な グ ル ー プ を 挙 げ る 。
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【 表 １ 】
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　 カ ン ジ ダ ・ グ ラ ブ ラ ー タ (Candida glabrata)を 除 く 全 て の カ ン ジ ダ 種 は 、 生 活 環 に 単 相
を 欠 く 真 正 の 二 倍 体 種 で あ り 、 し た が っ て GRACE法 の 適 用 を 受 け る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】

　 本 発 明 に し た が っ て 、 二 倍 体 生 物 の GRACE株 に お い て 、 遺 伝 子 の 一 方 の 対 立 遺 伝 子 の み
を 削 除 す る 一 方 で 、 第 二 の 対 立 遺 伝 子 を 異 種 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 い て 、 そ の 活 性 を
調 節 す る こ と が で き る 。 そ の 遺 伝 子 が 必 須 で あ る 場 合 、 対 立 遺 伝 子 を 両 方 と も 削 除 す る と
、 致 死 と な る か 、 又 は 増 殖 が ひ ど く 損 な わ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に お い て 、 異 種 プ ロ
モ ー タ ー は 、 第 二 の 対 立 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 範 囲 を 定 め る た め に 使 用 さ れ る 。 条 件 に 応
じ て 、 第 二 の 対 立 遺 伝 子 は 、 そ の 対 立 遺 伝 子 が そ の 天 然 プ ロ モ ー タ ー に 結 合 し て い る 場 合
と 比 較 し て 、 非 発 現 性 、 低 発 現 性 、 過 剰 発 現 性 又 は 通 常 レ ベ ル の 発 現 性 で あ り 得 る 。 異 種
プ ロ モ ー タ ー は 、 同 じ 病 原 生 物 の 異 な る 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー で あ る か 、 又 は
異 な っ た 種 か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 標 的 遺 伝 子 の 正 確 な 置 換 は 、 目 的 の 株 に お い て 発 現 で き る 選 択 マ ー カ ー (好 ま し く は 優
性 選 択 マ ー カ ー )を 含 む 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト を 用 い る こ と に よ り 、 容 易 に な る 。 2つ の 別 個
の 優 性 選 択 マ ー カ ー を 利 用 で き る こ と に よ り 、 標 的 遺 伝 子 の 両 方 の 対 立 遺 伝 子 に お い て 、
従 来 の 方 法 に 固 有 の 対 抗 選 択 工 程 を 必 要 と す る こ と な く 、 遺 伝 子 置 換 工 程 を 実 施 で き る よ
う に な る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 の 両 方 の 対 立 遺 伝 子 を 改 変 す る 、 二 倍 体 病 原 性 真 菌 細 胞 株 の 構
築 の た め の 方 法 を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 (a)二 倍 体 病 原 性 真 菌 細 胞 の 遺 伝 子 の 第 一 の 対 立 遺
伝 子 を 、 そ の 細 胞 内 で 発 現 で き る 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 遺 伝
子 破 壊 カ セ ッ ト を 用 い て 組 換 え を 行 う こ と に よ り 改 変 し 、 こ の こ と に よ り 遺 伝 子 の 第 一 の
対 立 遺 伝 子 が 不 活 性 化 さ れ た ヘ テ ロ 接 合 体 の 病 原 性 真 菌 細 胞 を 提 供 す る 工 程 、 及 び (b)異
種 プ ロ モ ー タ ー を 含 む プ ロ モ ー タ ー 置 換 断 片 に よ っ て 組 換 え を 行 う こ と に よ り 、 遺 伝 子 の
第 二 の 対 立 遺 伝 子 が 異 種 プ ロ モ ー タ ー に よ り 制 御 さ れ る よ う に 、 ヘ テ ロ 接 合 体 の 二 倍 体 病
原 性 真 菌 細 胞 に お け る 遺 伝 子 の 第 二 の 対 立 遺 伝 子 を 改 変 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の 方 法 を 、 遺 伝 子 の 所 望 の サ ブ セ ッ ト に つ い て 繰 り 返 す こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ の 株 が
異 な っ た 遺 伝 子 の 改 変 型 対 立 遺 伝 子 対 を 含 む GRACE株 の 集 団 を 作 製 す る 。 こ の 方 法 を 病 原
性 真 菌 の 遺 伝 子 の 全 て に つ い て 反 復 す る こ と に よ り 、 病 原 性 真 菌 の ゲ ノ ム 全 体 に 相 当 す る
GRACE株 の 完 全 な セ ッ ト を 得 る こ と が で き る 。 こ の よ う に 本 発 明 は 、 そ の 細 胞 の そ れ ぞ れ
が 異 な っ た 遺 伝 子 の 改 変 型 対 立 遺 伝 子 を 含 む 、 二 倍 体 病 原 性 真 菌 細 胞 の 集 団 を 構 築 す る た
め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 対 立 遺 伝 子 対 を 改 変 す る 工 程 を 複 数 回 反 復 す る こ と を
含 み 、 各 反 復 に よ り 、 異 な る 対 立 遺 伝 子 対 が 改 変 さ れ 、 こ の こ と に よ り そ れ ぞ れ 異 な っ た
遺 伝 子 の 改 変 型 対 立 遺 伝 子 を 含 む 二 倍 体 病 原 性 真 菌 細 胞 の 集 団 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 GRACE株 構 築 の た め の 好 適 な 実 施 例 は 、 次 の 2工 程 法 を 用 い る 。 C.ア ル ビ カ ン ス (C.albic
ans)を 例 と し て 用 い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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5.2　 GRACE株 の 構 築

5.2.1　 遺 伝 子 破 壊 に よ る ヘ テ ロ 接 合 体 構 築



　 ヘ テ ロ 接 合 性 突 然 変 異 体 を 作 製 す る た め に 、 い く つ か の 当 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 を 利 用
す る こ と が で き る 。 そ れ ほ ど 好 ま し く な い 実 施 例 に お い て 、 栄 養 要 求 性 マ ー カ ー (限 定 し
な い が 、 例 え ば 、 CaURA3、 CaHIS3、 CaLEU2又 は CaTRP1)を 、 所 望 な ら ば 遺 伝 子 破 壊 の た め
に 用 い る こ と が で き る 。 し か し 、 二 倍 体 真 菌 に お け る ヘ テ ロ 接 合 体 構 築 の 好 適 な 方 法 に お
い て は 、 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 優 性 選 択 マ ー カ ー を 利 用 す る 。 C.ア ル ビ カ ン ス は 、 1ミ リ リ
ッ ト ル 当 た り 200マ イ ク ロ グ ラ ム の 濃 度 の ヌ ク レ オ シ ド 様 の 抗 生 物 質 で あ る ス ト レ プ ト ト
リ シ ン に 感 受 性 で あ る 。 C.ア ル ビ カ ン ス 中 の 大 腸 菌 SAT1(Escherichia coli SAT1)遺 伝 子
の 存 在 に よ り 、 薬 物 が ア セ チ ル 化 さ れ て 非 毒 性 に な り 、 1ミ リ リ ッ ト ル 当 た り 200マ イ ク ロ
グ ラ ム の 濃 度 の ス ト レ プ ト ト リ シ ン の 存 在 下 で も 、 株 が 増 殖 で き る 。 C.ア ル ビ カ ン ス に お
け る SAT1遺 伝 子 の 発 現 は 、 そ の DNA配 列 が こ の 生 物 体 の 遺 伝 コ ー ド と 適 合 す る よ う に 変 更
す る 遺 伝 子 操 作 を 行 い 、 か つ CaACT1プ ロ モ ー タ ー (Morschhauserら 、 (1998) Mol. Gen. Ge
net. 257:412-420)及 び CaPCK1タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 (Leukerら 、 (1997) Gene 192:235-40)
を 与 え る こ と に よ り 可 能 と な る 。 こ の 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た マ ー カ ー は 、 CaSAT1と 呼 ば れ 、
2001年 2月 16日 に 出 願 さ れ た 同 時 継 続 中 の 米 国 通 常 特 許 出 願 の 主 題 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 C.ア ル ビ カ ン ス は 、 第 二 の 殺 真 菌 性 化 合 物 で あ る ブ ラ ス ト サ イ ジ ン に 対 し て も 感 受 性 が
あ り 、 そ れ と 同 系 の バ チ ル ス ・ セ レ ウ ス (Bacillus cereus)由 来 の 耐 性 遺 伝 子 で あ る BSRは
、 同 様 に 、 C.ア ル ビ カ ン ス (CaBSR1)に お い て 発 現 す る よ う に 遺 伝 的 に 操 作 さ れ る と 、 優 性
薬 物 耐 性 表 現 型 を 与 え る こ と が 示 さ れ た 。 破 壊 す べ き C.ア ル ビ カ ン ス 遺 伝 子 の 5'及 び 3'の
配 列 と 同 一 の 約 65bpの 隣 接 配 列 を 含 む よ う に 、 そ れ ぞ れ の 優 性 選 択 マ ー カ ー を PCR増 幅 す
る こ と に よ り 、 あ ら ゆ る C.ア ル ビ カ ン ス 遺 伝 子 に つ い て 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト の 構 築 が 可 能
と な る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Baudinら (1993, Nucleic Acids Research 21:3329-30)の 方 法 を 利 用 す る こ と に よ り 、 P
CR増 幅 さ れ た 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト に よ る C.ア ル ビ カ ン ス 株 の 形 質 転 換 、 及 び 優 性 選 択 マ ー
カ ー に よ り 野 生 型 遺 伝 子 が 正 確 に 置 換 さ れ た 薬 物 耐 性 形 質 転 換 体 の 選 択 に 続 い て 遺 伝 子 破
壊 の 結 果 を 得 る こ と が で き る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 体 株 は 、 限 定 し な い が 、 ス ト レ プ ト ト
リ シ ン の よ う な 薬 物 の 存 在 下 に お け る 増 殖 に 対 し て 選 択 す る こ と が で き る 。 得 ら れ る 遺 伝
子 破 壊 は 、 二 倍 体 C.ア ル ビ カ ン ス に お い て 一 般 的 に ヘ テ ロ 接 合 性 で あ り 、 相 同 染 色 体 上 の
対 立 遺 伝 子 対 の 一 方 の コ ピ ー が 破 壊 さ れ 、 他 方 の 相 同 染 色 体 上 の も う 一 方 の 対 立 遺 伝 子 は
、 初 め の 親 株 に み ら れ る よ う な 野 生 型 対 立 遺 伝 子 と し て 残 る 。 破 壊 さ れ た 対 立 遺 伝 子 は 機
能 せ ず 、 そ の 遺 伝 子 の こ の 対 立 遺 伝 子 か ら の 発 現 は な い 。 こ の 方 法 を 、 生 物 の ゲ ノ ム 中 の
す べ て の 遺 伝 子 に つ い て 反 復 す る こ と に よ り 、 そ の 生 物 の す べ て の 遺 伝 子 に つ い て 、 遺 伝
子 破 壊 の セ ッ ト を 得 る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 所 望 の 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト に 対 し て 適
用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

　 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る 条 件 付 き 発 現 系 は 、 制 御 プ ロ モ ー タ ー 及 び プ ロ モ ー
タ ー 活 性 を 制 御 す る た め の 手 段 を 含 む 。 先 の 第 5.1.1節 に 記 載 の よ う に 構 築 さ れ る ヘ テ ロ
接 合 体 の 残 存 す る 野 生 型 対 立 遺 伝 子 の 条 件 付 き 発 現 は 、 そ の プ ロ モ ー タ ー を 、 S.セ レ ビ シ
エ (S.cerevisiae)に つ い て 最 初 に 開 発 さ れ る が 、 C.ア ル ビ カ ン ス で 用 い る た め に 改 変 さ れ
る テ ト ラ サ イ ク リ ン 制 御 プ ロ モ ー タ ー 系 に よ っ て 置 換 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 Gariら
、 1997, Yeast 13:837-848;及 び Nagahashiら 、 1997, Mol. Gen. Genet. 255:372-375を 参
照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 要 約 す る と 、 条 件 付 き 発 現 は 、 第 一 に 、 S.セ レ ビ シ エ GAL4(ア ミ ノ 酸 785～ 881)又 は HAP4
(ア ミ ノ 酸 424～ 554)の 転 写 活 性 化 ド メ イ ン と 融 合 し た 大 腸 菌 TetRテ ト ラ サ イ ク リ ン リ プ レ
ッ サ ー ド メ イ ン 又 は DNA結 合 ド メ イ ン (ア ミ ノ 酸 1～ 207)を 含 む 、 ト ラ ン ス 活 性 化 融 合 タ ン
パ ク 質 を 構 築 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 C.ア ル ビ カ ン ス の 遺 伝 コ ー ド に 対 応 さ せ る た め
に 、 複 数 の CTGコ ド ン 修 正 が 誘 導 さ れ る 。 大 腸 菌 TetR(ア ミ ノ 酸 1～ 207)に S.セ レ ビ シ エ GAL
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5.2.2.　 テ ト ラ サ イ ク リ ン 制 御 プ ロ モ ー タ ー に よ る 条 件 付 き 発 現



4(ア ミ ノ 酸 785～ 881)を 加 え た も の 、 及 び 大 腸 菌 TetR(ア ミ ノ 酸 1～ 207)に S.セ レ ビ シ エ HAP
4(ア ミ ノ 酸 424～ 554)を 加 え た も の (こ れ ら の 両 方 と も 、 C.ア ル ビ カ ン ス に お け る 適 切 な 発
現 の た め に 改 変 さ れ て い る )の ト ラ ン ス 活 性 化 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 細 胞 で 発 現 さ れ 得 る ト ラ ン ス 活 性 化
融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 、 一 倍 体 又 は 二 倍 体 細
胞 を 提 供 し 、 こ こ で 、 ト ラ ン ス 活 性 化 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 DNA結 合 ド メ イ ン 及 び 転 写 活 性
化 ド メ イ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 C.ア ル ビ カ ン ス に お け る ト ラ ン ス 活 性 化 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 成 性 発 現 は 、 CaACT1プ ロ モ
ー タ ー 及 び CaACT1タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 を 与 え る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 し か し 、 C.ア ル ビ
カ ン ス に お い て 機 能 的 で あ る あ ら ゆ る 制 御 領 域 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー タ ー を 、 融
合 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 使 用 で き る こ と は 明 ら か で あ る 。 こ の よ う に 、 C.ア ル ビ カ ン ス に お
い て 機 能 的 で あ る プ ロ モ ー タ ー 、 ト ラ ン ス 活 性 化 融 合 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 領 域 、 及 び C.ア
ル ビ カ ン ス に お い て 機 能 的 で あ る タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む 核 酸 分 子 は 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。
こ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 又 は 可 動 遺 伝 因 子 で あ り
得 る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 TetR-Gal4又 は TetR-Hap4ト ラ ン ス 活 性 化 因 子 を 、 そ れ ぞ
れ ura3及 び his3栄 養 要 求 性 マ ー カ ー を 用 い る こ と に よ り 、 C.ア ル ビ カ ン ス 株 に 安 定 的 に 結
合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は さ ら に 、 ト ラ ン ス 活 性 化 融 合 タ ン パ ク 質 の DNA結 合 ド
メ イ ン に よ り 認 識 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 少 な く と も １ コ ピ ー 含 む 異 種 プ ロ モ ー タ ー を
コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 プ ロ モ ー タ ー 置 換 断 片 を 提 供 す る 。 こ こ で 、 ト ラ ン
ス 活 性 化 融 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 は 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー の 転 写 を 増 加 さ せ る 。 異 種 テ ト ラ サ
イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー は 、 最 初 に S.セ レ ビ シ エ 遺 伝 子 発 現 の た め に 開 発 さ れ 、 ADH13'タ ー
ミ ネ ー タ ー 配 列 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン オ ペ レ ー タ ー 配 列 の 可 変 数 の コ ピ ー (2、 4又 は 7つ の コ
ピ ー )及 び CYC1基 準 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 そ の テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー は 、 目 的 の
遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の す ぐ 上 流 に 配 置 さ れ た 場 合 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン
プ ロ モ ー タ ー 依 存 的 制 御 に 有 利 な 方 向 で 、 CaHIS3及 び CaSAT1選 択 マ ー カ ー の 両 方 に 隣 接 す
る よ う に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 CaHIS3-Tetプ ロ モ ー タ ー カ セ ッ ト の PCR増 幅 は 、 標 的
遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 -200～ -1(開 始 コ ド ン に 対 し て )の 辺 り の プ ロ モ ー タ ー 配 列 と 相
同 性 の あ る 65bpの 隣 接 配 列 相 同 性 を 含 む よ う に し 、 そ れ に よ り 形 質 転 換 の た め の 条 件 付 き
プ ロ モ ー タ ー 置 換 断 片 を 作 製 す る 。 CaSAT1破 壊 カ セ ッ ト を 用 い て 上 記 第 5.1.1節 で 述 べ た
よ う に C.ア ル ビ カ ン ス 株 を 形 質 転 換 し て ヘ テ ロ 接 合 体 と し て 作 製 し た 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー
置 換 断 片 と 野 生 型 対 立 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 間 の 相 同 性 組 換 え に よ り 、 残 存 す る 野 生 型 が
、 テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー に よ る 条 件 付 き 制 御 遺 伝 子 と す る 株 を 作 製 す る 。 形 質 転
換 は 、 His原 栄 養 株 と し て 選 択 さ れ 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 及 び PCR解 析 に よ り 検 証 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー は テ ト ラ サ イ ク リ ン の 不 在 下 で 導 入 さ れ 、
テ ト ラ サ イ ク リ ン の 存 在 に よ り 抑 制 さ れ る 。 テ ト ラ サ イ ク リ ン の 類 似 体 (ク ロ ル テ ト ラ サ
イ ク リ ン 、 デ ー ム ク ロ サ イ ク リ ン 、 ド キ シ サ イ ク リ ン 、 メ ク ロ サ イ ク リ ン 、 メ ト サ イ ク リ
ン 、 ミ ノ サ イ ク リ ン ヒ ド ロ ク ロ リ ド 、 ア ン ヒ ド ロ テ ト ラ サ イ ク リ ン 及 び オ キ シ テ ト ラ サ イ
ク リ ン 等 が あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い )も ま た 、 GRACE株 に お い て 、 改 変 型 対 立 遺 伝 子
の 発 現 の 抑 制 の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 tetR'と 呼 ば れ る 突 然 変 異 型 テ ト ラ サ イ ク リ ン リ プ レ ッ サ ー (tetR)分 子
に 基 づ く 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー 系 の 代 替 変 異 株 も 包 含 す る 。 こ の 変 異 株 は 、 te
tR'が 野 生 型 tetRに 代 え て 、 又 は 野 生 型 tetR'に 加 え て 用 い ら れ る 場 合 、 抗 生 物 質 エ フ ェ ク
タ ー 分 子 の 結 合 に よ り 活 性 化 さ れ て (す な わ ち 、 そ れ と 同 系 の オ ペ レ ー タ ー 配 列 に 結 合 し
て )発 現 を 促 進 し 、 ま た 抗 生 物 質 エ フ ェ ク タ ー の 不 在 下 に お い て は 、 抑 制 さ れ る (す な わ ち
、 オ ペ レ ー タ ー 配 列 に 結 合 し な い )。 例 え ば 、 GRACE法 は 、 薬 物 輸 送 に 関 与 す る 遺 伝 子 (例

10

20

30

40

50

(24) JP 2005-514899 A 2005.5.26



え ば 、 CaCDR1、 CaPDR5又 は CaMDR1)を 遮 断 す る な ど し て 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン が 存 在 し な い
条 件 下 で の 抑 制 が 必 要 と さ れ る 場 合 に 、 tetRに 代 え て 、 tetR'を 用 い て 行 う こ と が で き る
。 GRACE法 は ま た 、 tetRが 活 性 化 因 子 ド メ イ ン に 融 合 し 、 tetR'が 一 般 的 な リ プ レ ッ サ ー （
例 え ば CaSsr6ま た は CaTup1） に 融 合 し て 、 抗 生 物 質 エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 存 在 下 に お い て 発
現 を 増 強 す る か 、 又 は さ ら に 抑 制 す る 場 合 、 tetR及 び tetR'分 子 の 両 方 を 、 活 性 化 因 子 ／
リ プ レ ッ サ ー の 二 元 系 に 組 み 入 れ る よ う に 適 合 さ せ る こ と が で き る (Belliら 、 1998, Nucl
 Acid Res 26:942-947。 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る )。 条 件 付 き 発 現 を 提 供 す る こ
れ ら の 方 法 も ま た 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 遺 伝 子 の 発 現 が 異 種 プ ロ モ ー タ ー
に よ り 条 件 付 き で 制 御 さ れ る よ う に し て 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む プ ロ モ ー タ ー 置 換 断 片 を 用 い た 対 立 遺 伝 子 の 組 換 え に よ り 、 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子
の 一 方 を 改 変 す る こ と に よ り 、 一 倍 体 病 原 性 真 菌 に も 適 用 す る こ と が で き る 。 一 倍 体 病 原
生 物 の 遺 伝 子 の 好 適 な サ ブ セ ッ ト 又 は そ の 完 全 な ゲ ノ ム の 遺 伝 子 に 対 し て こ の 方 法 を 反 復
す る こ と に よ り 、 条 件 付 き 突 然 変 異 株 の 集 団 又 は 完 全 な セ ッ ト を 得 る こ と が で き る 。 遺 伝
子 の 好 適 な サ ブ セ ッ ト は 、 他 の 生 物 (例 え ば 、 C.ア ル ビ カ ン ス 及 び S.セ レ ビ シ エ )の 標 的 遺
伝 子 に 対 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 実 質 的 な 相 同 性 を 共 有 す る 遺 伝 子 を 含 む 。 例 え ば 、 本 発
明 に 対 す る 変 形 は 、 限 定 し な い が 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス (Aspergillus fumigatus
)、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー (Aspergillus niger)、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ラ ビ ス (Aspergill
us flavis)、 カ ン ジ ダ ・ グ ラ ブ ラ ー タ (Candida glabrata)、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ
ル マ ン ス (Cryptococcus neoformans)、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス (Coccidioides immit
is)、 エ キ ソ フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス (Exophalia dermatiditis)、 フ サ リ ウ ム ・
オ キ シ ス ポ ル ム (Fusarium oxysporum)、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム (Histoplasma c
apsulatum)、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocystis carinii)、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ
イ ゲ リ (Trichosporon beigelii)、 リ ゾ プ ス ・ ア ル ル ヒ ズ ス (Rhizopus arrhizus)、 ム コ ー
ル ・ ル キ シ ー (Mucor rouxii)、 リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス (Rhizomucor pusillus)も し く は
ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ (Absidia corymbigera)等 の 動 物 真 菌 病 原 体 、 又 は 灰 色 か び
病 菌 (Botrytis cinerea)、 う ど ん こ 病 菌 (Erysiphe graminis)、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnapor
the grisea)、 コ ム ギ 赤 さ び 病 菌 (Puccinia recodita)、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria tritic
ii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tilletia controversa)、 黒 穂 病 菌 (Ustilago maydis)等
の 植 物 真 菌 病 原 体 又 は 上 記 の 種 の い ず れ か の 属 に 入 る 他 の 任 意 の 種 の よ う な 一 倍 体 真 菌 病
原 体 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 条 件 付 き 発 現 を 達 成 す る た め の 手 段 は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー 系 に 限 定 さ れ ず
、 他 の 条 件 付 き プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 条 件 付 き プ ロ モ ー タ
ー は 、 例 え ば 、 誘 導 因 子 が 存 在 す る 場 合 等 に 、 特 定 の 条 件 下 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー か ら
の 転 写 を 抑 制 す る リ プ レ ッ サ ー 、 又 は プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写 を 増 加 す る ト ラ ン ス 活 性 化
因 子 に よ り 制 御 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 C.ア ル ビ カ ン ス の CaPCK1プ ロ モ ー タ ー は 、 グ ル コ ー ス
の 存 在 下 で は 転 写 さ れ な い が 、 ス ク シ ナ ー ト の よ う な 他 の 炭 素 源 上 で 増 殖 し た 細 胞 中 で は
、 高 レ ベ ル で 発 現 し 、 し た が っ て 、 GRACE株 に お け る 改 変 型 対 立 遺 伝 子 の 条 件 付 き 発 現 に
適 合 さ せ る こ と も で き る 。 こ の た め に は 、 上 記 の 説 明 に お け る テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー
タ ー の 代 わ り に CaPCK1プ ロ モ ー タ ー を 用 い る グ ル コ ー ス 含 有 培 地 上 で は 、 CaHIS1及 び CaSA
T1の 両 方 が 増 殖 に 必 須 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 こ の 場 合 、 CaPCK1プ ロ モ ー タ ー は 、 生 物 に
対 し て で は な く 、 発 現 さ れ る 遺 伝 子 に 対 し て 異 種 性 で あ り 、 こ の よ う な 異 種 プ ロ モ ー タ ー
も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 置 換 す る こ と が で き る 代
替 的 な プ ロ モ ー タ ー は 、 限 定 し な い が 、 他 の 抗 生 物 質 に 基 づ い て 制 御 で き る プ ロ モ ー タ ー
系 (例 え ば 、 プ リ ス チ ナ マ イ シ ン 誘 導 プ ロ モ ー タ ー 又 は PIP)並 び に カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン
ス (Candida albicans)条 件 付 き 制 御 プ ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 MET25、 MAL2、 PHO5、 GAL1、 GA
L10、 STE2又 は STE3)を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 GRACE法 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 破 壊 を 行 う こ と に よ り ま ず 、 ヘ テ ロ 接 合 体
株 を 構 築 し 、 そ し て 薬 物 標 的 評 価 の 工 程 に よ っ て 、 ヘ テ ロ 接 合 体 株 集 団 と し て 分 離 し て 集
め る こ と が で き る 。 こ の よ う な C.ア ル ビ カ ン ス ヘ テ ロ 接 合 体 株 集 団 は 、 集 団 内 で 評 価 さ れ
た 標 的 に 対 す る ハ プ ロ イ ン サ フ ィ シ エ ン シ ー に 基 づ く 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 可 能 と す る
。 こ こ で 使 用 す る 「 ハ プ ロ イ ン サ フ ィ シ エ ン シ ー 」 の 語 は 、 所 与 の 遺 伝 子 に つ い て の ヘ テ
ロ 接 合 体 株 が 、 特 定 の 遺 伝 子 産 物 の 通 常 の 二 倍 体 レ ベ ル の 約 半 分 発 現 す る こ と に よ り 示 さ
れ る 現 象 を 言 う 。 結 果 と し て 、 こ れ ら の 株 は 、 コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル が 低 い 構
築 物 を 提 供 し 、 こ れ ら は 抗 真 菌 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 直 接 用 い る こ と が で き る
。 こ こ で 、 そ の ヘ テ ロ 接 合 性 誘 導 体 と 比 較 し て 、 こ の 二 倍 体 の 親 と 異 な る 感 受 性 が 示 さ れ
れ ば 、 コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 に 対 し て そ の 薬 物 が 活 性 を 有 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 に 従 っ た 対 立 遺 伝 子 の 改 変 の 順 序 は 決 定 的 で は な く 、 条 件 付 き 発
現 を す る 対 立 遺 伝 子 を ま ず 構 築 し 、 残 存 す る 野 生 型 対 立 遺 伝 子 の 破 壊 を 続 い て 行 う よ う な
、 異 な っ た 順 序 で こ れ ら の 工 程 を 実 施 す る こ と が で き る こ と は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る
。 し か し 、 プ ロ モ ー タ ー 置 換 工 程 が 第 一 に 行 わ れ る 場 合 、 遺 伝 子 破 壊 工 程 に お い て 使 用 さ
れ る も の と 相 同 性 の あ る 配 列 を 削 除 す る よ う に 注 意 す る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 標 的 遺 伝 子 CaKRE9の 改 変 型 対 立 遺 伝 子 を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ る GRACE法 の 特 定 の 適
用 に つ い て は 、 第 6章 で 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 条 件 付 き 発 現 は 、 条 件 プ ロ モ ー タ ー を 利 用 す る 以 外
の 方 法 で 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 条 件 付 き 発 現 は ヘ テ ロ 接 合 型 株 の 野 生 型 対 立 遺
伝 子 を in vitroで 誘 導 し た 温 度 感 受 性 対 立 遺 伝 子 に 置 換 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。
そ の 後 、 そ の 表 現 型 を 、 発 現 で き な い 温 度 (nonpermissive temperature)に て 分 析 す る 。
関 連 す る 方 法 で は 、 ユ ビ キ チ ン 化 シ グ ナ ル を 残 り の 野 生 型 対 立 遺 伝 子 に 挿 入 し て 活 性 化 条
件 時 で の 遺 伝 子 産 物 を 不 安 定 化 さ せ る こ と を 、 遺 伝 子 不 活 性 化 の 結 果 お こ る 表 現 型 へ の 影
響 を 確 認 す る た め に 採 用 す る こ と が で き る 。 ま と め る と 、 こ れ ら の 実 施 例 は 、 C.ア ル ビ カ
ン ス (C. albicans)遺 伝 子 を 破 壊 し 、 GRACE法 を 用 い て 条 件 的 に 制 御 す る こ と が 可 能 な 方 法
を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 切 除 可 能 な ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー に よ り 制 御 さ れ
る 構 成 性 プ ロ モ ー タ ー を 利 用 す る こ と が で き る 。 該 プ ロ モ ー タ ー は 標 的 遺 伝 子 の 上 流 に 配
置 さ れ て 、 該 プ ロ モ ー タ ー に 固 有 の 基 本 レ ベ ル に ま で 発 現 を 抑 制 す る 。 例 え ば 、 真 菌 細 胞
に お い て 、 lexAオ ペ レ ー タ ー 因 子 を 含 有 す る 異 種 プ ロ モ ー タ ー を 、 lexA DNA結 合 ド メ イ ン
お よ び 何 ら か の 転 写 ア ク チ ベ ー タ ー ド メ イ ン （ 例 え ば 、 GAL4、 HAP4、 VP16） か ら な る 融 合
タ ン パ ク 質 と 組 合 せ て 使 用 し て 、 標 的 遺 伝 子 の 構 成 性 発 現 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 5-
FOAに よ り 仲 介 さ れ る 対 抗 選 択 を 利 用 し て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 切 除 し
た 細 胞 を 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に よ っ て 、 機 能 し 得 る 転 写 ア ク チ ベ ー タ ー の 不
在 下 で の lexA異 種 プ ロ モ ー タ ー に よ る 発 現 の 基 本 レ ベ ル へ の 標 的 遺 伝 子 の 抑 制 に 関 係 す る
表 現 型 の 確 認 が 可 能 と な る 。 こ の 手 順 で 生 じ た GRACE株 は 、 以 下 の 章 で 詳 述 す る 薬 物 標 的
評 価 に 利 用 で き る 。 こ の 系 で は 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー に 関 わ る 低 い 基 本 レ ベ ル の 発 現 が 重 要
で あ る 。 こ の よ う に 、 こ の 代 替 的 な シ ャ ッ ト オ フ シ ス テ ム を 標 的 評 価 の た め に よ り 有 用 な
も の と す る た め に は 、 プ ロ モ ー タ ー の 発 現 基 本 レ ベ ル が 低 い こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 あ る い は 、 標 的 遺 伝 子 の 条 件 付 き 発 現 は 、 DNA結 合 性 の 転 写 ア ク チ ベ ー タ ー 領 域 を 含 有
す る ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー を 使 用 せ ず に 達 成 す る こ と が で き る 。 異 種 構 成 性 プ ロ モ ー タ
ー を 、 例 え ば URA3選 択 マ ー カ ー （ 標 的 遺 伝 子 の 5’ 部 分 と 相 同 な 配 列 を 含 有 す る 直 接 反 復
配 列 と 隣 接 す る ） の 下 流 に 含 ま せ る よ う に 、 カ セ ッ ト を 組 み 込 む こ と が で き る 。 こ の カ セ
ッ ト に 標 的 遺 伝 子 の 上 流 に 相 同 配 列 を さ ら に 加 え た 場 合 、 相 同 的 組 換 え が 容 易 に な り 、 ま
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5.2.3　 条 件 付 き 発 現 の 他 の 方 法



た 、 天 然 プ ロ モ ー タ ー を 、 標 的 遺 伝 子 の 開 始 コ ド ン ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
の 直 ぐ 上 流 に あ る 上 記 異 種 プ ロ モ ー タ ー カ セ ッ ト で 置 換 す る こ と が 容 易 に な る 。 条 件 付 き
発 現 は 、 異 種 構 成 性 プ ロ モ ー タ ー と URA3マ ー カ ー を 切 除 し た （ 即 ち 、 結 果 と し て 標 的 遺 伝
子 の 発 現 に 必 要 な 該 遺 伝 子 の 上 流 の 調 節 配 列 を 欠 く ） 菌 株 を 、 5-FOA含 有 培 地 を 使 用 し て
選 択 し 、 そ し て 、 選 択 し た 菌 株 の 増 殖 を 同 一 条 件 下 で 増 殖 さ せ た 野 生 型 株 と 対 比 し て 調 査
す る こ と に よ っ て 実 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 薬 物 標 的 同 定 方 法 を 繊 維 状 植 物 病 原 性 真 菌 に 適 用 す る こ
と が で き る 。 さ ま ざ ま な 繊 維 状 真 菌 が 植 物 病 害 を 生 じ 、 か か る 真 菌 に は 、 ウ ス チ ラ ゴ (Ust
ilago), フ サ リ ウ ム (Fusarium), コ レ ト ト リ チ ュ ー ム (Colletotrichum), ボ ト リ テ ィ ス (B
otrytis), セ プ ト リ ア (Septoria), リ ゾ ク ト ニ ア (Rhizoctonia), プ ッ シ ニ ア (Puccinia),
 テ ィ レ ッ チ ア (Tilletia)お よ び ゲ マ ノ ミ セ ス (Gaemannomyces)属 の 種 が 挙 げ ら れ る 。 特 に
、 フ サ リ ウ ム (Fusarium)群 の 病 原 性 真 菌 は 作 物 に 多 く の 経 済 的 に 重 大 な 病 害 を 生 じ 、 ま た
ヒ ト に 感 染 症 を 引 き 起 こ す も の も あ る 。 例 え ば 、 コ ム ギ 黒 星 病 を 生 じ る F. graminearum等
の 植 物 病 原 性 種 は 、 壊 滅 的 な 経 済 へ の 影 響 （ 例 え ば 、 米 国 に お い て 過 去 １ ０ 年 間 に 渡 り ２
６ 億 ド ル も の 作 物 被 害 ） を 及 ぼ し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 真 菌 に お け る 遺 伝 子 工 学 に 適 用 可 能 な 主 要 な 技 法 お よ び 試 薬 は 、 一 般 的 に 本 発 明 に お い
て 有 用 で あ る 。 多 く の 繊 維 状 植 物 病 原 性 真 菌 の 形 質 転 換 手 法 は Yelton ら に よ る ア ス ペ ル
ギ ル ス ・ ニ デ ュ ラ ン ス (Aspergillus nidulans)に 対 し て 開 発 さ れ た プ ロ ト コ ー ル  (1984. 
Proc. Natl. Acad. Sci. 81: 1470-1474) に 基 づ く 。 こ の プ ロ ト コ ー ル に は 、 菌 糸 体 由 来
ま た は 新 し く 発 芽 し た 分 生 子 胞 子 由 来 細 胞 壁 物 質 を Novozyme 234に よ り プ ロ ト プ ラ ス ト を
調 製 す る 工 程 が 含 ま れ る 。 プ ロ ト プ ラ ス ト は 、 ろ 過 、 遠 心 分 離 お よ び （ い く つ か の 種 に お
い て は ） グ ラ ジ エ ン ト 精 製 法 に よ り 、 細 胞 壁 片 か ら 分 離 す る 。 DNAは CaCl 2 お よ び ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル の 存 在 下 で 導 入 さ れ 、 プ ロ ト プ ラ ス ト は 浸 透 圧 安 定 剤 （ 例 ： ソ ル ビ ト ー ル
） を 含 有 す る 培 地 上 で 再 生 さ せ る 。 A. nidulans代 謝 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 TrpC、 ArgBお よ び a
mdS遺 伝 子 (ア セ ト ア ミ ド 上 で 増 殖 )は 一 般 的 に 選 択 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ て い る 。 そ の
他 の 真 菌 に 対 す る 代 謝 マ ー カ ー と し て は PyrG遺 伝 子 お よ び 硝 酸 塩 還 元 酵 素 遺 伝 子 が 挙 げ ら
れ る 。 優 性 選 択 マ ー カ ー と し て は 通 常 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 、 ベ ノ ミ ル 、 ビ ア ロ ホ ス 、 フ レ
オ マ イ シ ン お よ び さ ら に 最 近 で は ピ リ チ ア ミ ン に 対 す る 耐 性 遺 伝 子 を 挙 げ る こ と が で き る
。 ハ イ グ ロ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 が 形 質 転 換 体 を 得 る た め の 最 も 一 般 的 な 選 択 法 で あ り 、
多 く の ベ ク タ ー は Puntら に よ っ て 開 発 さ れ た マ ー カ ー  (pAN7-1 ; Gene. 56: 117-124,198
7)に 基 づ い て い る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 駆 動 す る プ ロ モ ー タ ー に は A. nidulansの trp
Cお よ び gpdプ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る が 、 特 性 解 析 さ れ て い る よ り 多 く の プ ロ モ ー タ ー を 使
用 す る こ と が で き る 。 十 分 に 研 究 さ れ て い る 制 御 プ ロ モ ー タ ー が 窒 素 代 謝 に 関 わ る 遺 伝 子
(例 え ば 、 Michael Hynes、 George Marzlufお よ び Herb Arst研 究 室 に よ る 出 版 物 を 参 照 さ
れ た い )か ら 入 手 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 制 御 プ ロ モ ー タ ー は 、 ポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ ー ゼ を コ
ー ド す る pgl遺 伝 子 （ 炭 素 源 と し て ペ ク チ ン と 一 緒 に 増 殖 さ せ た 場 合 に 誘 導 さ れ る ） に 対
す る プ ロ モ ー タ ー な ど の 植 物 病 原 体 に つ い て 同 定 さ れ て い る (Di Pietroお よ び Roncero. 1
998. MPMI 11: 91-98.)。 通 常 、 形 質 転 換 DNAの 標 的 組 込 み は 、 S. cerevisiaeの 場 合 よ り
も 低 い 頻 度 で 生 じ る が 、 そ れ で も な お 遺 伝 子 置 換 ま た は GRACEプ ロ モ ー タ ー 置 換 方 法 に 対
し て は 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 担 子 菌 類 （ 例 え ば 、 ウ ス チ ラ ゴ (Ustilago)種 を
含 む ） の 改 変 さ れ た 株 お よ び 必 須 遺 伝 子 を 包 含 す る 。 特 に 、 黒 穂 病 菌 （ Ustilago maydis
）  (ト ウ モ ロ コ シ 黒 穂 病 )は 、 経 済 的 に 重 要 な ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 お よ び さ び 病 な ど の 多
く の 真 菌 植 物 病 原 体 に 関 連 す る 二 形 態 性 の 担 子 菌 類 真 菌 で あ る 。 そ の 他 の ウ ス チ ラ ゴ (Ust
ilago)種 、 例 え ば 、 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)は 、 オ オ ム ギ 、 オ ー ト ム ギ お よ び コ ム ギ な ど の
小 粒 穀 類 作 物 の 共 通 病 原 体 で あ る 。 ウ ス チ ラ ゴ (Ustilago)種 で は 、 出 芽 形 態 で は 一 倍 体 、
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5.2.4 　 繊 維 状 植 物 病 原 性 真 菌 の GRACE株



単 細 胞 で あ っ て 非 病 原 性 で あ り 、 こ の 細 胞 型 は 、 必 須 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 容 易 に 適 用
し う る 分 子 生 物 学 的 方 法 に お い て 、 遺 伝 子 的 に 取 り 扱 い や す い モ デ ル 系 と し て 役 立 つ (Ban
uett, F. Annual Reviews in Genetics (1995) 29 ; 179-208)。 反 対 の 交 配 型 で あ る ２ つ
の 一 倍 体 細 胞 の 融 合 に よ り 、 病 原 性 を 有 し 、 成 長 の た め に 宿 主 植 物 を 必 要 と す る 二 核 性 の
繊 維 状 形 態 を 形 成 す る 。 GRACE法 は 、 農 業 目 的 に 適 し た 新 規 植 物 病 原 性 必 須 標 的 を 同 定 す
る た め の 黒 穂 病 菌 (U. maydis)お よ び 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)の 標 的 の 検 証 に 適 用 す る こ と が
で き る 。 黒 穂 病 菌 (U. maydis)と 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)と の 比 較 分 析 は 、 こ の 分 析 が 必 須 遺
伝 子 の 同 定 に 役 立 ち 得 る こ と か ら 、 有 意 な 利 点 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 黒 穂 病 菌 (U. maydis)お よ び 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)は 、 本 発 明 の 薬 物 標 的 同 定 方 法 で 使 用
す る GRACE株 を 構 築 す る た め の 好 ま し い 植 物 病 原 性 真 菌 で あ る 。 ウ ス チ ラ ゴ (Ustilago)種
で は 、 相 同 組 み 換 え に よ る 遺 伝 子 置 換 が 有 効 で あ る 。 1 kbの フ ラ ン キ ン グ 配 列 を 使 用 す る
標 的 破 壊 は 、 取 り 込 み 正 確 度 70～ 90%の プ ロ ト プ ラ ス ト に 基 づ く 形 質 転 換 方 法 （ 典 型 的 に
は マ イ ク ロ グ ラ ム あ た り 50～ 100コ ロ ニ ー が 得 ら れ る ） と 同 程 度 の 高 さ で 得 ら れ る 。 例 え
ば 、 ノ ー セ オ ス リ シ ン (nourseothricin: NSR)、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン  B (hygB)、 フ レ オ マ イ
シ ン 、 ベ ノ ミ ル 、 カ ル ボ キ シ ン 、 お よ び ゲ ネ チ シ ン を 含 む 優 性 選 択 マ ー カ ー 、 な ら び に 自
己 複 製 ・ 組 込 み プ ラ ス ミ ド が 利 用 可 能 で あ る (Kojic M, お よ び Holloman WK Can J Microb
iol 2000 46: 333-8, な ら び に  Gold, S., G. Bakkeren, J. Davies お よ び  J. W. Krons
tad. 1994. Gene 142: 225230)。 し た が っ て 、 標 準 的 遺 伝 子 破 壊 実 験 は 、 黒 穂 病 菌 (U. ma
ydis)の 選 択 に 適 切 な 優 性 選 択 マ ー カ ー (例 え ば 、 ノ ー セ オ ス リ シ ン 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン  B
、 フ レ オ マ イ シ ン ま た は カ ル ボ キ シ ン な ど の 選 択 マ ー カ ー を 使 用 す る こ と が で き る ） を 含
有 す る 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト を 使 用 し て 当 業 者 に よ り 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら は 三 元 PCR
法 (Wach, A. 1996. Yeast Vol. 12: 259-265)に よ り 増 幅 し て 適 切 な 長 さ の 隣 接 す る 相 同
配 列 に 付 加 し 、 正 確 な 遺 伝 子 置 換 を 可 能 に す る 。 あ る い は 、 栄 養 要 求 性 マ ー カ ー を 、 対 応
す る 黒 穂 病 菌 (U. maydis)ま た は 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)い ず れ か の 栄 養 要 求 性 変 異 株 内 の 破
壊 カ セ ッ ト の 安 定 し た 組 込 み の た め に 選 択 し て 使 用 す る こ と が で き る 。 適 切 な 黒 穂 病 菌 (U
. maydis)ま た は 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト を 構 築 す る た め の 代 替 的 組 み 換
え DNA法 も 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 得 ら れ た 破 壊 カ セ ッ ト の 形 質 転 換 は 、 Wangら , 1988. Proc. Natl. Acad. Sci., 85: 86
5-869.に 記 載 の 通 り に 行 う こ と が で き る 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 黒 穂 病 菌 (U. maydis)の 形 質
転 換 は 、 分 解 酵 素 (例 え ば 、 Novozymeま た は Sigma L 1412)に よ る 細 胞 壁 の 除 去 、 DNAの 添
加 、 PEGに よ る 細 胞 の 処 理 、 1 M ソ ル ビ ト ー ル を 含 む 培 地 上 へ の プ レ ー テ ィ ン グ 、 お よ び
抗 生 物 質 に よ る 選 択 を 伴 う 。 形 質 転 換 体 は ３ ～ ５ 日 目 に あ ら わ れ る 。 あ る い は 、 二 倍 体 の
黒 穂 病 菌 (U. maydis)株 も 公 的 に 入 手 す る こ と が で き 、 必 須 遺 伝 子 の 分 析 の た め に 使 用 さ
れ て い る  (例 え ば 、 Holdenら , 1989. EMBO J. 8: 1927-1934)。 具 体 的 に は 、 一 方 の 対 立
遺 伝 子 を 上 記 に 概 説 し た よ う に 二 倍 体 真 菌 に お い て 破 壊 し 、 ヘ テ ロ 接 合 型 株 を ト ウ モ ロ コ
シ 苗 に 注 入 す る 。 二 倍 体 胞 子 を １ ４ 日 後 に 採 取 し 、 こ の 胞 子 を 減 数 分 裂 子 孫 を 得 る た め に
発 芽 さ せ る 。 次 い で 、 得 ら れ た 子 孫 の ラ ン ダ ム 胞 子 分 析 を 行 う こ と に よ っ て 、 集 団 中 の い
ず れ か の 同 定 可 能 な 破 壊 対 立 遺 伝 子 が 存 在 し な い こ と に つ い て 一 倍 体 株 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 。 次 い で 、 対 立 遺 伝 子 を 欠 失 し つ づ け て も 生 存 可 能 な 任 意 の 一 倍 体 株 を 同 定 す る 統 計
分 析 を 行 う こ と に よ っ て 、 遺 伝 子 の 不 在 に 基 づ い て 対 象 の 遺 伝 子 の 必 須 性 を 調 べ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 黒 穂 病 菌 (U. maydis)の GRACE制 御 可 能 プ ロ モ ー タ ー 系 を 使 用 す る PCRに 基 づ く プ ロ モ ー
タ ー 置 換 実 験 は 、 GRACEテ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー を 制 御 す る 機 能 性 ト ラ ン ス ア ク チ
ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 を 初 め に 構 築 す る こ と に よ り 当 業 者 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 は 高 レ ベ ル で 構 成 的 に 発 現 さ れ な け れ ば な ら な い 。 可
能 な 黒 穂 病 菌 (U. maydis)制 御 配 列 は 、 UmTEF 1お よ び UmHSP70プ ロ モ ー タ ー な ら び に そ れ
ぞ れ の 3'UTR配 列 を 含 む 。 得 ら れ た ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー は 、 優 性 選 択 マ ー カ ー (例 ： Hy
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gB)を 含 有 す る 適 切 な 黒 穂 病 菌 (U. maydis)プ ラ ス ミ ド (例 え ば 、 pCM54 ; Tsukudaら , 1988
. Mol. Cell. Biol. 8: 3703-3709)中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 任 意 の 黒 穂 病 菌 (U. maydis
)同 株 性 野 性 型 株 (例 え ば 、 518 (a2 b2)お よ び 521 (a1 b1) (Banuett, F. Trends in Gene
tics (1992) 8: 174-180))中 に 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 安 定 し た 栄 養 要 求
性 変 異 を 含 む い く つ か の 黒 穂 病 菌 (U. maydis)お よ び 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)株 を 公 的 に 入 手
す る こ と が で き 、 同 族 の 栄 養 要 求 性 マ ー カ ー カ セ ッ ト と と も に 使 用 す る こ と に よ り ト ラ ン
ス ア ク チ ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 を 導 入 し 安 定 し て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 黒 穂 病 菌 (U. maydis)お よ び 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)は 一 倍 体 真 菌 生 物 で あ る の で 、 テ ト ラ
サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー 置 換 カ セ ッ ト を 使 用 す る 正 確 な プ ロ モ ー タ ー 置 換 を 伴 う シ ン グ ル
ス テ ッ プ と し て 、 GRACE法 を 適 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の 方 法 は 、 Tetプ ロ モ
ー タ ー と 融 合 さ せ て 適 切 な 相 同 配 列 に 隣 接 さ せ た NSR優 性 選 択 マ ー カ ー を 含 む 三 元 PCR産 物
を 使 用 し 、 ま た 、 Tetト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 を 構 成 的 に 発 現 す る 黒 穂 病 菌 (U.
 maydis)株 中 に プ ロ モ ー タ ー 置 換 カ セ ッ ト を 形 質 転 換 さ せ る こ と に よ り 行 う こ と が で き る
。 別 の 代 わ り の 優 性 選 択 マ ー カ ー を 使 用 す る こ と も で き る 。 野 生 型 プ ロ モ ー タ ー と 優 性 選
択 マ ー カ ー 融 合 Tet条 件 付 き プ ロ モ ー タ ー と の 間 の 相 同 組 み 換 え に よ る 正 確 な 置 換 に よ っ
て 、 条 件 付 き 変 異 黒 穂 病 菌 (U. maydis)株 の １ ス テ ッ プ で の 構 築 を 可 能 に す る 。 プ ロ モ ー
タ ー 置 換 カ セ ッ ト の 正 確 な 組 み 込 み は 、 PCRを 利 用 し た 遺 伝 子 型 決 定 法 お よ び ／ ま た は サ
ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 法 に よ り 実 験 的 に 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 あ る い は 、 内 因 性 制 御 可 能 プ ロ モ ー タ ー を 黒 穂 病 菌 (U. maydis)の 条 件 付 き 変 異 株 の 構
築 に 適 用 す る こ と が で き る 。 使 用 し う る 好 ま し い 制 御 可 能 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 す
る も の で は な い が 、 炭 素 源 に よ っ て 制 御 さ れ る crg1遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー (Bottin, A., Kam
per, J. and Kahmann, R. Mol. Gen. Genet. 253: 342-352 (1996)を 挙 げ る こ と が で き 、
nar1遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー も 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る た め に 開 発 さ れ て い る (Brachmann, A.ら
. 2001. Mol. Microbiol. 42: 1047-1063)。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)は 、 黒 穂 病 菌 (U. maydis)と 比 較 し た 場 合 に 、 黒 穂 病 菌 (U. maydis
)と 比 較 し た 場 合 に 、 菌 体 が 培 地 中 で よ り ゆ っ く り と 成 長 し 、 交 配 に よ っ て オ オ ム ギ が 完
全 に 成 長 す る ま で に 完 全 な 成 長 サ イ ク ル （ ２ ヶ 月 間 ） を 必 要 と す る 点 以 外 は 、 非 常 に 類 似
し た 生 活 環 を 有 す る 。 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)は 、 小 粒 穀 類 に 経 済 的 に よ り 重 要 な 病 害 を 引
き 起 こ す ウ ス チ ラ ゴ (Ustilago)種 の 多 く の 群 に 密 接 に 関 連 す る 。 こ れ ら そ の 他 の 種 に は 、
U. tritici、  U. nuda、  U. avenaeお よ び U. kolleriが 含 ま れ る 。 本 発 明 の 方 法 に 従 う 堅
黒 穂 菌 (U. hordei)も 、 重 要 な 穀 類 病 害 を 引 き 起 こ す ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 病 原 体 と の 類 似
性 を 有 意 に 示 す 。 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)の 一 倍 体 お よ び 安 定 な 二 倍 体 株 が 入 手 す る こ と が
で き 、 安 定 な 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)の 二 倍 体 の 形 成 は (Int. J. Plant Sci. 155: 15-22)、
黒 穂 病 菌 (U. maydis)に つ い て 上 記 し た よ う な ラ ン ダ ム 胞 子 分 析 に よ る 遺 伝 子 必 須 性 を 評
価 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)に お け る 遺 伝 子 破 壊 は 黒 穂 病 菌 (U. maydis)に お け る の と 同 じ 様 式
で 達 成 す る こ と が で き 、 共 通 の 選 択 マ ー カ ー (例 え ば 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 ） が 両 方 の
種 に お い て 機 能 す る (Bakkeren, G. お よ び  J. Kronstad. 1996. Genetics 143: 1601-161
3.)。 遺 伝 子 置 換 は 交 配 型 に 関 す る 遺 伝 子 座 の 複 数 の 遺 伝 子 に つ い て 示 さ れ て い る (Lee, N
., G. Bakkeren, K. Wong, J. E. Sherwood お よ び  J. W. Kronstad. 1999. Proc. Natl.
 Acad. Sci., USA. 96: 15026-15031.)。 黒 穂 病 菌 (U. maydis)と 比 較 し た 場 合 に 、 堅 黒 穂
菌 (U. hordei)の 形 質 転 換 に お け る ひ と つ の わ ず か な 技 術 的 差 異 は 、 堅 黒 穂 菌 (U. hordei)
の DNAの 取 り 込 み は 電 気 穿 孔 に よ り 促 進 さ れ る 点 で あ る 。 GRACE株 の 構 築 に 使 用 す る の に 好
ま し い 標 的 遺 伝 子 と し て は 、 パ ン ト テ ン 酸 生 合 成 に 関 与 す る pan1 (Bakkeren, G., お よ び
 J. W. Kronstad. 1993. The Plant Cell 5: 123-136) お よ び Gaサ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す
る fil1 (Lichter A, Mills D. 1997. Mol Gen Genet. 256: 426-435)が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
　 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 、 E. coliか ら 単 離 さ れ た hph遺 伝 子 （ ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 を
コ ー ド ） を 選 択 マ ー カ ー と し て 一 般 に 使 用 す る こ と が で き 、 GUSを レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し
て 使 用 す る こ と が で き る 。 有 用 な 組 み 換 え 制 御 可 能 遺 伝 子 発 現 系 の 非 限 定 的 例 と し て は 以
下 の も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 ス テ ロ イ ド 性 糖 質 ア ル カ ロ イ ド α ト マ チ ン に よ り 誘 導 さ
れ る F. oxysporum panC プ ロ モ ー タ ー  (Perez-Espinosa ら ,: Mol Genet Genomics 2001 
Ju1 ; 265 (5): 922-9); 高 コ ピ ー 数 の 自 己 複 製 発 現 ベ ク タ ー に お け る 黒 穂 病 菌 （ Ustilag
o maydis） hsp70様 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー  (Keon ら , Antisense Nucleic Acid Drug Dev 19
99 Feb; 9 (1) : 101-4); C. heterostrophusの プ ロ モ ー タ ー P1も し く は GPD1(グ リ セ ル ア
ル デ ヒ ド ３ リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 )、 ま た は GUS、 ま た は E. coliの ハ イ グ ロ マ イ シ ン  B ホ ス ホ
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (hph)を 使 用 す る ト ウ モ ロ コ シ ご ま 葉 枯 病 菌 (Cochliobolus het
erostrophus)の 一 過 性 ま た は 安 定 し た 遺 伝 子 発 現 系 (Monke ら , Mol Gen Genet 1993 Oct;
 241 (1-2) : 73-80); Aspergillus nidulansプ ロ モ ー タ ー お よ び タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 の
制 御 下 で 、 E. coli由 来 の hph遺 伝 子 お よ び Streptoalloteichus hindustanus由 来 の ble遺
伝 子 を 使 用 し て ハ イ グ ロ マ イ シ ン  Bお よ び フ レ オ マ イ シ ン 耐 性 に し て 、 PEG/CaCl 2 処 理 に
よ り 真 菌 プ ロ ト プ ラ ス ト 中 に プ ラ ス ミ ド DNAを 導 入 し た Rhynchosporium secalis (オ オ ム
ギ 葉 焼 け 病 菌 )(Rohe ら , Curr Genet 1996 May; 29 (6): 58790)。 バ ナ ナ お よ び プ ラ ン テ
ー ン の 病 原 体 (Musa spp.) Mycosphaerella fijiensis、 Mycosphaerella musicola、 お よ
び Mycosphaerella eumusaeは 、 Balint-Kurti ら , FEMS Microbiol Lett 2001 Feb 5; 195
 (1): 9-15に 教 示 さ れ て い る よ う に 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 ト リ コ テ セ ン 産 生 植 物 病
原 体 Gibberella pulicaris (Fusarium sambucinum)は 、 ３ 種 類 の 異 な る ベ ク タ ー (cosHyg1
、  pUCH1、 お よ び pDH25、 こ れ ら す べ て が 選 択 マ ー カ ー と し て hph (ハ イ グ ロ マ イ シ ン  B 
ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る )遺 伝 子 を 担 持 す る ） で 形 質 転 換 す る こ と が で き
る (Salch ら , Curr Genet 1993; 23 (4): 343-50)。 Brassica spp.の 真 菌 病 原 体 Leptosph
aeria maculansは 、 フ レ オ マ イ シ ン 耐 性 を コ ー ド し て い る ベ ク タ ー pAN8-1で 形 質 転 換 す る
こ と が で き 、 プ ロ ト プ ラ ス ト を ハ イ グ ロ マ イ シ ン  Bを コ ー ド し て い る 部 分 的 に 相 同 的 な ベ
ク タ ー pAN7-1で 再 び 形 質 転 換 す る こ と が で き る （ Farman ら , Mol Gen Genet 1992 Jan; 2
31 (2): 243-7） 。 Cryphonectria parasiticaに 関 し て 、 こ の ク リ 葉 枯 れ 病 菌 の enpg-1の
標 的 破 壊 は 、 Escherichia coliの hph遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ コ ピ ー を エ ク ソ ン １ 中 へ 挿 入
し て 相 同 組 み 換 え す る こ と に よ り 達 成 し た （ Gao ら , Appl Environ Microbiol 1996 Jun;
 62 (6): 1984-90参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 そ の 他 の 例 と し て 、 Glomerella cingulataf sp. phaseoli (Gcp)は 、 ア セ ト ア ミ ダ ー ゼ
を コ ー ド し 、 単 一 の 窒 素 供 給 源 と し て ア セ ト ア ミ ド 上 で の 生 育 を 可 能 に し て い る Aspergil
lus nidulansの amdS + 遺 伝 子 お よ び 抗 生 物 質 Hyの 存 在 下 で の 生 育 を 可 能 に し て い る Esche
richia coliの hygBR遺 伝 子 、 ２ 種 類 の 選 択 マ ー カ ー の う ち の い ず れ か を 用 い て 形 質 転 換 す
る こ と が で き る 。 amdS + 遺 伝 子 は 、 A. nidulans制 御 シ グ ナ ル の 制 御 下 Gcp中 で 機 能 し 、 h
ygBRは 、 別 の 繊 維 状 子 嚢 菌 Cochliobolus heterostrophus由 来 の プ ロ モ ー タ ー と の 融 合 し
た 後 で 発 現 し た 。 形 質 転 換 し よ う と す る プ ロ ト プ ラ ス ト は 消 化 酵 素 複 合 体 Novozym 234で
作 製 し 、 次 い で 、 10 mM CaCl 2 お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 存 在 下 で プ ラ ス ミ ド DNAに
曝 露 し た 。 形 質 転 換 は 、 単 コ ピ ー ま た は 複 数 コ ピ ー の amdS+ ま た は  hygBRプ ラ ス ミ ド の う
ち い ず れ か の 遺 伝 子 の 真 菌 ゲ ノ ム 中 へ の 組 込 み に よ り 行 わ れ た (Rodriquez et al., Gene 
1987; 54 (1): 73-81); 相 同 組 み 換 え の た め の 組 み 込 み ベ ク タ ー ; 欠 失 研 究 に よ り 、 505 
bp (プ ロ モ ー タ ー 機 能 を 依 然 と し て 有 す る こ と が で き る 相 同 プ ロ モ ー タ ー DNAの 最 小 の 長
さ ） は 組 み 込 み を 目 標 と す る の に 十 分 な 長 さ で あ る こ と が 示 さ れ た 。 ベ ク タ ー の 相 同 組 み
込 み は 、 gdpAプ ロ モ ー タ ー 領 域 の 重 複 を 生 じ た (Rikkerink ら , Curr Genet 1994 Mar; 25
 (3): 2028)。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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5.3 必 須 遺 伝 子 と 病 原 性 遺 伝 子 の 同 定
5.3.1 必 須 遺 伝 子



　 本 発 明 は 、 GRACE株 中 の 改 変 さ れ た 遺 伝 子 が 、 対 象 の 病 原 性 生 物 に お い て 必 須 遺 伝 子 で
あ る の か 病 原 性 遺 伝 子 で あ る の か を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 遺 伝 子 が あ る 生 物 に お
い て 必 須 遺 伝 子 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 該 遺 伝 子 の 改 変 型 対 立 遺 伝 子 を 含 有 す
る GRACE株 を 、 条 件 付 き 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 改 変 型 第 二 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 低 発 現 さ れ
る か 発 現 さ れ な い 条 件 下 で 培 養 す る 。 GRACE株 の 生 育 性 お よ び ／ ま た は 増 殖 を 同 じ 条 件 下
で 培 養 し た 野 生 型 株 の そ れ と 比 較 す る 。 生 育 性 ま た は 増 殖 の 喪 失 ま た は 低 下 は 、 該 遺 伝 子
が 病 原 性 真 菌 の 生 育 に 必 須 で あ る こ と を 示 す 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 二 倍 体 病 原 性 生 物
に お け る 必 須 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 数 多 く の GRACE株 を 、 各 G
RACE株 に お い て 改 変 さ れ た 遺 伝 子 の 第 二 の 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 低 発 現 さ れ る か 発 現 さ れ
な い 条 件 下 で 培 養 す る ス テ ッ プ ； 該 細 胞 の 生 育 性 お よ び ／ ま た は 増 殖 の 指 標 を 判 定 す る ス
テ ッ プ ； お よ び 、 そ れ を 野 生 型 細 胞 の 生 育 性 お よ び ／ ま た は 増 殖 の 指 標 と 比 較 す る ス テ ッ
プ を 含 む 。 第 二 の 対 立 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 未 改 変 の 対 立 遺 伝 子 の 50％ よ り 低 く て よ く
、 30％ よ り 低 く て よ く 、 20％ よ り 低 く て よ く 、 そ し て 好 ま し く は 10％ よ り も 低 く て よ い 。
使 用 す る 異 種 プ ロ モ ー タ ー に 応 じ て 、 発 現 の レ ベ ル は 、 例 え ば 抗 生 物 質 、 金 属 イ オ ン 、 特
定 の 化 学 物 質 、 栄 養 物 質 、 pH、 温 度 な ど に よ り 制 御 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 明 細 書 で は カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） を 、 GRACE法 で 分 析 し た 例
と し て 利 用 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 例 え ば 、 GRACE法 を 用 い た C. ア ル ビ カ ン ス の 条 件 遺 伝 子 発 現 は 、 CaKRE1、 CaKRE5、 CaKR
E6、 お よ び CaKRE9用 い て 行 わ れ て い る （ 図 3） 。 CaKRE5、 CaKRE6、 お よ び CaKRE9は 、 Uraブ
ラ ス タ ー 法 (Ura blaster method)を 用 い て 遺 伝 子 を 破 壊 す る こ と に よ り 示 さ れ る よ う に 、
C. ア ル ビ カ ン ス に お い て 必 須 で あ る 、 ま た は 条 件 付 き で 必 須 で あ る （ CaKRE9を 持 た な い
株 は グ ル コ ー ス 上 で は 生 育 で き な い が 、 ガ ラ ク ト ー ス 上 で は 生 育 で き る ） と 予 想 さ れ る 。
CaKRE1は 、 Uraブ ラ ス タ ー 法 を 用 い て 、 C. ア ル ビ カ ン ス に お い て 必 須 で は な い 遺 伝 子 で あ
る こ と が 実 証 さ れ て い る 。 上 記 遺 伝 子 に 関 し て ヘ テ ロ 接 合 型 の 株 を 、 CaSAT1破 壊 用 カ セ ッ
ト お よ び そ れ に 続 く 野 生 型 対 立 遺 伝 子 の 天 然 プ ロ モ ー タ ー の テ ト ラ サ イ ク リ ン 制 御 プ ロ モ
ー タ ー へ の 置 換 を 利 用 し た 、 PCRに 基 づ く 遺 伝 子 破 壊 法 に よ り 構 築 し た 。 こ れ ら の 株 の 各
々 の 旺 盛 な 増 殖 は 、 発 現 が 通 常 は テ ト ラ サ イ ク リ ン の 不 在 下 で お こ る こ と を 示 唆 す る 。 テ
ト ラ サ イ ク リ ン を 増 殖 培 地 に 添 加 す る と 、 こ れ ら の テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー に よ り
制 御 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 は 大 幅 に 減 少 す る か 消 失 す る 。 テ ト ラ サ イ ク リ ン の 存 在 下 で は 、
上 記 の ３ つ の 必 須 の C. ア ル ビ カ ン ス 遺 伝 子 の う ち の 1つ を そ れ ぞ れ 含 む GRACE株 細 胞 は 増
殖 が 停 止 す る 。 予 想 通 り 、 CaKRE1 GRACE株 の み が CaKRE1の 発 現 が 抑 制 さ れ た に も か か わ ら
ず 旺 盛 な 増 殖 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 標 的 評 価 に お け る GRACE法 の 有 用 性 を さ ら に 調 査 す る た め に 、 既 知 の 必 須 遺 伝 子 CaTUB1
、 CaALG7、 CaAUR1、 お よ び CaFKS1の 発 現 を 制 御 し た 4つ の 更 な る GRACE株 の 増 殖 を 誘 導 的 条
件 と 抑 制 的 条 件 と で 比 較 し 、 予 想 さ れ る 必 須 遺 伝 子 CaSAT2お よ び CaKRE1に つ い て も 同 様 に
し て 比 較 し た （ 図 4） 。 予 想 通 り 、 CaTUB1、 CaALG7、 CaAUR1、 お よ び CaFKS1の GRACE株 は 、
必 須 で は な い CaKRE1 GRACE株 と 異 な り 、 抑 制 的 条 件 下 で は 増 殖 し な か っ た 。 そ の う え 、 予
想 通 り 、 CaSAT2 GRACE株 は 、 こ の 遺 伝 子 が C. ア ル ビ カ ン ス に お い て 必 須 で あ る こ と を 示
す 。 CaSAT2遺 伝 子 （ C. ア ル ビ カ ン ス に お い て 使 用 す る 有 力 な 選 択 マ ー カ ー と し て 作 ら れ
た も の で あ る ） は 、 S.セ レ ビ シ エ の 遺 伝 子 と 相 同 な C. ア ル ビ カ ン ス の 遺 伝 子 で あ る が 、
大 腸 菌 の Sat1遺 伝 子 と は 関 係 が 無 い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 導 か れ た 他 の 破 壊 デ ー タ に 基 づ く 全 て の 場 合 に お い て 、 こ の こ と は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン
制 御 遺 伝 子 が テ ト ラ サ イ ク リ ン の 存 在 下 で 機 能 し な い レ ベ ル に ま で 抑 制 さ れ る 場 合 に 予 想
さ れ る 反 応 で あ る 。 さ ら に 、 条 件 付 き 遺 伝 子 破 壊 の GRACE法 を 、 そ の S.セ レ ビ シ エ に お け
る 等 価 物 が 必 須 で は な い こ と が 知 ら れ て い る ２ つ の 更 な る C.ア ル カ ビ ン ス 遺 伝 子 （ CaYPD1
、 お よ び CaYNL194c） に 適 用 す る と 、 こ れ ら の 株 を テ ト ラ サ イ ク リ ン の 存 在 下 で イ ン キ ュ
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ベ ー ト し た と き に 増 殖 の 阻 害 は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 GRACE株 を 用 い た 条
件 付 き 遺 伝 子 発 現 の 方 法 が 遺 伝 子 の 必 須 性 の 信 頼 で き る 指 標 で あ る こ と を 証 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 更 に ま た 、 C.ア ル カ ビ ン ス に お け る 必 須 遺 伝 子 の 完 全 な セ ッ ト を 同 定 す る 迅 速 で 正 確 な
手 段 と し て の 本 発 明 の 有 用 性 が 、 遺 伝 子 破 壊 と 条 件 付 き 発 現 と か ら な る GRACEの 二 段 階 法
を 用 い る 、 多 く の 遺 伝 子 の ヌ ル 表 現 型 (null phenotype)の 分 析 に よ り 示 さ れ た 。 標 的 遺 伝
子 を 、 真 菌 特 異 的 か つ 必 須 で あ る と し て 選 択 し た 。 そ の よ う な 遺 伝 子 を 、 下 記 の ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 標 的 必 須 遺 伝 子 と 称 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 文 献 検 索 に よ り 、 合 計 89個 の 遺 伝 子 に つ い て URAブ ラ ス タ ー に 基 づ く 遺 伝 子 破 壊 実 験 の
報 告 が あ る こ と が わ か り 、 そ の う ち 13個 は 、 ホ モ 接 合 型 欠 失 株 が 構 築 で き な い と い う こ と
に 基 づ い て 、 必 須 で あ る と 推 測 さ れ た 。 13個 の 遺 伝 子 と は 、 CaCCT8 (Rademacherら , Micr
obiology, UK 144, 2951-2960 (1998)); CaFKS1 (Mioら , J. Bacteriol, 179, 4096-105)
; お よ び Douglasら , Antimicrob Agents Chemother 41, 2471-9 (1997)); CaHSP90 (Swob
odaら , Infect Immun 63, 4506-14 (1995)); CaKRE6 (Mioら , J. Bacteriol 179, 2363-7
2 (1997)); CaNMT1 (Weinbergら , Mol Microbiol 16, 241-50 (1995)); CaPRS1 (Payneら
, J. Med. Vet. Mycol. 35, 305-12 (1997)); CaPSA1 (Careら , Mol Microbiol 34, 792-
798 (1999)); CaRAD6 (Careら , Mol Microbiol 34, 792-798 (1999)); CaSEC4 (Maoら , J
. Bacteriol 181, 7235-7242 (1999)); CaSEC14 (Monteolivaら , Yeast 12, 1097-105 (1
996)); CaSNF1 (Petterら , Infect Immun. 65, 4909-17 (1997)); CaTOP2 (Kellerら , Bi
ochem J., 329-39 (1997)); お よ び CaEFT2 (Mendozaら , Gene 229, 183-1991 (1999))で
あ る 。 C. ア ル ビ カ ン ス の こ れ ら 13個 の 必 須 だ と 推 定 さ れ る 遺 伝 子 、 並 び に CaTUB1、 CaALG
1、 お よ び CaAUR1は 、 元 々 は GRACE法 に よ り 同 定 さ れ た も の で は な か っ た 。 し か し な が ら 、
こ れ ら 17個 の 遺 伝 子 の い ず れ か 1つ の 改 変 対 立 遺 伝 子 を 含 む GRACE株 お よ び そ れ ら の 使 用 は
、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 例 え ば 、 図 4に お い て は CaTUB1、 CaALG1お よ び CaAUR1 GRACE株 で
あ り 、 図 3に お い て は CaKRE6 GRACE株 で あ る 。 こ れ ら 17個 の 遺 伝 子 は い ず れ も 、 本 発 明 の
方 法 を 比 較 す る た め の 対 照 と し て も よ く 、 ま た は 、 本 発 明 の 必 須 遺 伝 子 の 収 集 に お け る 必
須 性 に つ い て の 陽 性 対 照 と し て も よ い 。 こ れ ら 17個 の 遺 伝 子 の う ち の い ず れ か に 対 応 す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 は 、 本 発 明 の 薬 物 探 索 法 に お い て 薬 物 標 的 と し て 使 用 し
て も よ く 、 ま た は 、 個 別 に ま た は 小 集 団 で 、 本 発 明 の キ ッ ト も し く は 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ
に お い て 対 照 と し て 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 従 来 の 方 法 を 使 用 す る の と 対 照 的 に 、 GRACE法 の 応 用 に よ っ て 既 に 、 全 C.ア ル ビ カ ン ス
研 究 共 同 体 の 全 て の 努 力 に よ り こ れ ま で に 決 定 さ れ た よ り も 、 非 常 に 多 く の C.ア ル ビ カ ン
ス の 必 須 遺 伝 子 を 同 定 し て い る 。 本 明 細 書 と と も に 示 す デ ー タ は 、 本 発 明 の 方 法 に 固 有 の
迅 速 さ を 確 立 し 、 そ し て そ れ ゆ え に 、 GRACE法 を C.ア ル ビ カ ン ス ゲ ノ ム の 全 遺 伝 子 の 調 査
に 適 用 範 囲 を 拡 張 す る こ と の 実 現 可 能 性 、 こ の 二 倍 体 真 菌 病 原 体 の 必 須 遺 伝 子 の 完 全 な セ
ッ ト の 同 定 、 お よ び 他 の 種 へ の そ の 応 用 を 確 立 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 GRACE株 に お け る 改 変 型 遺 伝 子 の 必 須 性 を 評 価 す る に は 別 の 方 法 が 利 用 可 能 で あ る 。 本
発 明 に よ れ ば 、 GRACE株 に お け る 改 変 さ れ た 遺 伝 子 対 立 遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 は 、 ト ラ ン ス
ア ク チ ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 相 同 的 組 換 え を 介 し た 切 除 に よ り 実 現 し
得 る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 標 的 遺 伝 子 の 条 件 付 き 発 現 が テ ト ラ サ イ ク リ ン 制 御 プ ロ モ
ー タ ー を 用 い て 達 成 さ れ る 場 合 、 （ 非 抑 制 的 条 件 下 で の ） 構 成 性 発 現 は 、 ト ラ ン ス ア ク チ
ベ ー タ ー 遺 伝 子 （ TetR-GAL4AD） の 相 同 的 組 換 え を 介 し た 切 除 に よ り 抑 制 さ れ 得 る 。 こ の
方 法 で は 、 絶 対 的 に 達 成 で き る 抑 制 レ ベ ル は 、 ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 の テ ト
ラ サ イ ク リ ン に よ る 不 活 性 化 に よ り 生 じ る 抑 制 レ ベ ル と は 独 立 に 生 じ る 。 ト ラ ン ス ア ク チ
ベ ー タ ー 遺 伝 子 の 切 除 は 、 GRACE株 の 構 築 に 用 い る 選 択 マ ー カ ー お よ び 組 み 込 み 手 法 に 基
づ い て 可 能 に な る 。 TetR-GAL4ADト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 有 す る CaURA3-標 識 プ
ラ ス ミ ド を CaLEU2遺 伝 子 座 に 安 定 し て 組 み 込 む こ と に よ り 、 当 該 組 み 込 ま れ た プ ラ ス ミ ド
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に 隣 接 す る CaLEU2の タ ン デ ム 複 製 (tandem duplication)が お こ る 。 後 に 、 5-FOA含 有 培 地
上 で 対 抗 選 択 を 行 っ て 、 CaURA3-標 識 ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー 遺 伝 子 の 切 除 を 選 択 す る こ
と が で き 、 そ し て 、 こ の 代 替 的 な 抑 制 手 法 が 標 的 遺 伝 子 が 必 須 で あ る こ と を 証 明 す る か ど
う か を 直 接 に 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 5-FOAを 含 有 す る 培 地 上 で 必 須 で あ る と さ れ た が 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 添 加 培 地 上 で 増 殖
の 減 失 が 何 ら 検 出 で き な い 遺 伝 子 の 3つ の 例 は 、 遺 伝 子 CaYCL052c、 CaYNL194cお よ び CaYJR
046cで あ る 。 お そ ら く は 、 こ の こ と は 、 標 的 遺 伝 子 が 、 ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー 遺 伝 子 を
完 全 に 除 去 し た 条 件 下 で は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン の 添 加 に よ り 遺 伝 子 産 物 が 不 完 全 に 不 活 性
化 さ れ た 条 件 下 よ り も さ ら に 低 い 発 現 の 基 本 レ ベ ル を 示 す こ と に 拠 る も の で あ ろ う 。 か く
し て 、 GRACE法 は 、 所 定 の 遺 伝 子 が 宿 主 株 の 生 育 に 必 須 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め の
２ つ の 独 立 し た 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 本 発 明 は ま た 、 毒 性 ／ 病 原 性 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 二 倍 体 病 原 性 生 物 の GRACE株 を 用
い る 方 法 を 提 供 す る 。 病 原 性 生 物 の 必 須 遺 伝 子 を 明 ら か に す る の に 加 え て 、 GRACE法 は 、
該 病 原 性 生 物 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 に 有 用 な 薬 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 関 わ っ て
い る 可 能 性 の あ る 他 の 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 の 同 定 を 可 能 に す る 。 し た が っ て 、 病 原 体
の 必 須 で な い 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 で あ っ て 、 そ れ に も か か わ ら ず 病 気 の 発 生 過 程 に お
い て 不 可 欠 な 役 割 を 示 す 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 は 、 予 防 薬 の 開 発 の た め の 潜 在 的 な 薬 物
標 的 と し て 役 立 つ こ と が あ り 、 か つ 、 既 存 の 殺 傷 性 の (cidal)治 療 法 と 組 合 せ て 治 療 計 画
を 改 良 す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。 毒 性 お よ び ／ ま た は 病 原 性 に 関 わ る 遺 伝 子 お よ
び そ れ ら の 産 物 は 、 潜 在 的 な 薬 物 標 的 の も う 一 つ の 重 要 な ク ラ ス と な り う る 。 そ の う え 、
毒 性 お よ び ／ ま た は 病 原 性 に 関 わ る 遺 伝 子 の う ち の い く つ か は 、 種 特 異 的 で あ る こ と が あ
り 、 そ し て 、 病 原 体 の 特 定 の 株 に 特 有 の こ と が あ る 。 C. ア ル ビ カ ン ス 配 列 決 定 計 画 に よ
り 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の う ち の 約 6～ 7％ が S. セ レ ビ シ エ に は 存 在 し な い と 推 定 さ れ て い る
。 こ の こ と は 、 病 原 性 ま た は 毒 性 の 過 程 に 関 与 す る 可 能 性 の あ る 、 420個 も の カ ン ジ ダ ・
ア ル ビ カ ン ス 特 異 的 遺 伝 子 を 表 し て い る 。 こ の 遺 伝 子 の セ ッ ト の か か る 大 規 模 な 機 能 評 価
は 、 本 発 明 の GRACE法 を 用 い た 場 合 に の み 実 現 で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 必 須 遺 伝 子 は 好 ま し い 標 的 を 提 供 す る も の の 、 同 定 さ れ た 必 須 で は な い C.ア ル ビ カ ン ス
特 異 的 遺 伝 子 に も 価 値 は あ る で あ ろ う 。 病 原 性 の 発 生 に お け る 必 須 で は な い C.ア ル ビ カ ン
ス 特 異 的 遺 伝 子 の 潜 在 的 な 役 割 を 、 毒 性 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 口 腔 上 皮 細 胞 吸 着 ア ッ セ イ お
よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ ア ッ セ イ ） な ら び に マ ウ ス ま た は 他 の 動 物 モ デ ル を 用 い た 種 々 の C.ア
ル ビ カ ン ス 感 染 研 究 （ 例 え ば 、 経 口 、 経 膣 、 全 身 性 ） に よ り 、 評 価 し そ し て 序 列 を つ け て
も よ い 。 必 須 遺 伝 子 に つ い て 先 に 記 載 し た の と 同 様 に し て 、 GRACE株 集 団 を 含 む 必 須 で な
い 遺 伝 子 が 病 原 性 に 必 要 で あ る か ど う か を 細 胞 ア ッ セ イ ま た は マ ウ ス モ デ ル 系 で 実 証 す る
こ と は 、 同 様 に 実 現 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン （ ま た は 他 の 遺 伝 子 不
活 性 化 手 段 ） に よ る 遺 伝 子 不 活 性 化 の 条 件 下 で マ ウ ス に 真 菌 感 染 を 引 き 起 こ す こ と が で き
な い GRACE株 は 、 遺 伝 子 の GRACE毒 性 ／ 病 原 性 サ ブ セ ッ ト を 明 確 に す る 。 病 原 性 遺 伝 子 の 明
確 に さ れ た サ ブ セ ッ ト 、 例 え ば 、 病 原 性 発 生 の 特 定 の 段 階 （ 例 え ば 、 吸 着 ま た は 侵 入 ） に
必 要 な 遺 伝 子 を 、 株 の う ち で GRACE病 原 性 サ ブ セ ッ ト を 、 対 応 す る 過 程 を 測 定 す る in vitr
oア ッ セ イ に 適 用 す る こ と に よ っ て 、 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 GRACE病 原 性 株 を 、
口 腔 吸 着 ア ッ セ イ ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ ア ッ セ イ で 各 遺 伝 子 の 条 件 付 き 発 現 に よ り 調 査 す
る と 、 吸 着 ま た は 細 胞 侵 入 の そ れ ぞ れ に 必 要 な 病 原 性 の 要 因 が 同 定 さ れ る 。 そ の う え 、 部
分 的 に 不 活 性 化 さ れ た だ け で 毒 性 ま た は 増 殖 速 度 の 実 質 的 な 低 下 を 示 す 必 須 遺 伝 子 は 、 最
低 限 の 阻 害 性 を 示 す 特 異 性 の 高 い 化 合 物 で さ え そ れ に 対 し て 治 療 上 の 価 値 を 示 す 「 多 因 性
」 薬 物 標 的 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 し た が っ て 、 あ る 遺 伝 子 が あ る 宿 主 中 で 病 原 性 生 物 の 毒 性 ／ 病 原 性 に 寄 与 し て い る の か
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5.3.2　 毒 性 ／ 病 原 性 遺 伝 子



ど う か を 判 定 す る た め に 、 該 遺 伝 子 の 改 変 さ れ た 対 立 遺 伝 子 を 含 む 該 病 原 菌 の GRACE株 を
、 条 件 付 き 発 現 下 に あ る 該 遺 伝 子 の 第 二 の 改 変 さ れ た 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 低 発 現 さ れ る
か 発 現 さ れ な い 条 件 下 で 、 宿 主 細 胞 ま た は 宿 主 動 物 に 感 染 さ せ る 。 宿 主 細 胞 お よ び ／ ま た
は 宿 主 動 物 を 適 切 な 期 間 該 GRACE株 と 接 触 さ せ た 後 、 該 細 胞 お よ び ／ ま た は 動 物 の 状 況 を
、 同 じ 条 件 下 に お い て 野 生 型 株 で 感 染 さ せ た 細 胞 お よ び ／ ま た は 動 物 と 比 較 す る 。 感 染 細
胞 の 形 態 、 生 理 機 能 、 お よ び ／ ま た は 生 化 学 の 種 々 の 側 面 は 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 で
測 定 で き る 。 動 物 モ デ ル を 用 い た 場 合 、 疾 患 の 進 行 、 症 状 の 重 篤 度 、 お よ び ／ ま た は 宿 主
の 生 存 を 測 定 で き る 。 GRACE株 が 示 す 毒 性 ま た は 病 原 性 の 喪 失 ま た は 減 少 は い ず れ も 、 該
株 に お い て 改 変 さ れ た 遺 伝 子 が 、 ウ イ ル ス の 毒 性 お よ び ／ ま た は 病 原 性 に 寄 与 し て い る こ
と ま た は 重 要 で あ る こ と を 示 し て い る 。 か か る 遺 伝 子 を 、 下 記 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
に お い て 標 的 毒 性 遺 伝 子 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 GRACE法 は 、 病 原 性 の 発 生 に 必 須 で あ る こ と が 知 ら
れ て い る 遺 伝 的 経 路 の 同 定 お よ び 説 明 の た め に 利 用 で き る 。 例 え ば 、 S.セ レ ビ シ エ に お け
る 広 範 な 研 究 は 、 細 胞 吸 着 、 シ グ ナ ル 伝 達 、 細 胞 骨 格 集 合  (cytoskeletal assembly)を 含
む 、 酵 母 と 菌 糸 形 態 と の 間 の 二 形 態 転 換 に お い て 機 能 す る 多 数 の 過 程 を 明 ら か に し て い る
。 C.ア ル ビ カ ン ス 、 A.フ ミ ガ ツ ス (A. fumigatus)、 お よ び C.ネ オ フ ォ ル マ ン ス (C. neofor
mans)な ど の 病 原 性 真 菌 に お い て 、 機 能 的 に 相 同 な 細 胞 経 路 に 関 与 す る オ ー ソ ロ グ (orthol
og)遺 伝 子 の 欠 失 は 、 明 確 に 、 付 随 す る 毒 性 の 喪 失 を 示 す 。 し た が っ て 、 C.ア ル ビ カ ン ス
お よ び 他 の 病 原 性 真 菌 に 見 ら れ る オ ー ソ ロ グ (ortholog)遺 伝 子 の GRACE株 を 利 用 す る と 、
そ れ を 不 活 性 化 す る と 菌 糸 の 発 達 と 病 原 性 を 低 減 さ せ る こ と に な る 、 潜 在 的 な 抗 真 菌 薬 物
の 標 的 遺 伝 子 を 迅 速 に 評 価 で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 標 的 遺 伝 子 の 評 価 と は 、 遺 伝 子 産 物 が 、 そ の 遺 伝 子 産 物 の 機 能 も し く は 構 造 の モ ジ ュ レ
ー タ ー を 見 つ け る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 法 ま た は ア ッ セ イ で 使 用 す る の に 適 し て い る と 同
定 さ れ る プ ロ セ ス を 指 す 。 し か し 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の 標 的 と し て 遺 伝 子 産 物 を 評 価 す
る た め に 使 用 さ れ る 基 準 は 、 防 御 し よ う と す る 宿 主 、 な ら び に 探 索 さ れ る 化 合 物 が 持 つ 所
望 の 作 用 様 式 に よ っ て 異 な り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て 、 必 須 遺 伝 子 の 改 変 型 対 立 遺 伝 子 対 の み を 有 す る と 同 定 お
よ び 分 類 さ れ た GRACE株 の セ ッ ト を 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ で 直 接 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て 必 須 遺 伝 子 の 最 初 の セ ッ ト は 、 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド 配 列 比 較 を 用 い て
さ ら に 特 徴 付 け ら れ 、 菌 類 に 対 し て 特 異 的 な こ れ ら の 遺 伝 子 の み を 含 む 必 須 遺 伝 子 の サ ブ
セ ッ ト 、 つ ま り 病 原 体 の 宿 主 （ 例 え ば ヒ ト 等 ） に お い て 相 同 体 （ homolog） を 持 た な い 必
須 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト を 同 定 す る 。 ヒ ト の 真 菌 病 原 体 に お け る こ
の よ う な 遺 伝 子 の サ ブ セ ッ ト の モ ジ ュ レ ー タ ー （ お よ び 好 ま し く は イ ン ヒ ビ タ ー ） は 、 ヒ
ト を 治 療 す る た め に 用 い ら れ る 場 合 に 毒 性 の 副 作 用 を 持 つ 可 能 性 が ず っ と 低 い と 思 わ れ る
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 同 様 に 、 よ り 大 き な 必 須 遺 伝 子 セ ッ ト の 他 の サ ブ セ ッ ト は 、 獣 医 学 的 用 途 で 使 用 す る こ
と が で き る と 期 待 さ れ る 化 合 物 の を 検 出 す る た め に 、 １ 以 上 の 宿 主 （ 例 え ば 哺 乳 動 物 ） 種
に お い て 相 同 配 列 を 持 た な い 改 変 型 対 立 遺 伝 子 対 を 担 持 す る GRACE株 の み を 含 む も の と 定
義 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 他 の 相 同 性 基 準 を 用 い て 、 農 芸 に 関 す る 病 原 体 に 対 し て 活
性 で あ る 抗 菌 化 合 物 で あ っ て 防 御 し よ う と す る 作 物 に お い て 相 同 体 を 持 た な い 標 的 を 阻 害
す る 化 合 物 の 検 出 に 使 用 さ れ る で あ ろ う GRACE株 の サ ブ セ ッ ト を 同 定 す る こ と が で き る で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 現 在 の C.ア ル ビ カ ン ス 遺 伝 子 破 壊 法 は 、 ホ モ 接 合 性 ヌ ル 突 然 変 異 体 の 作 製 に 失 敗 し た こ
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5.3.3　 薬 物 標 的 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 評 価



と か ら 、 非 必 須 遺 伝 子 を 同 定 し 、 ま た 他 の 遺 伝 子 が 必 須 で あ る と い う 推 測 を 可 能 と す る 。
薬 物 標 的 の ヌ ル 表 現 型 は 、 こ の 標 的 に 作 用 す る 「 完 璧 な 」 薬 物 の 絶 対 的 な 効 力 を 予 測 す る
。 例 え ば 、 特 定 の 薬 物 標 的 に つ い て の 殺 傷 性 （ 細 胞 死 ） vs静 的 （ 阻 害 的 成 長 ） の 最 終 的 な
ヌ ル 表 現 型 の 差 異 等 で あ る 。 URAブ ラ ス タ ー 法 を 用 い て ホ モ 接 合 性 CaERG11欠 失 株 を 構 築 す
る の に 失 敗 し た の で 、 CaERG11（ フ ル コ ナ ゾ ー ル の 薬 物 標 的 ） の 遺 伝 子 破 壊 は 重 要 で あ る
と 考 え ら れ る 。 し か し 、 そ の ヌ ル 表 現 型 が 殺 傷 性 で あ る か 静 的 で あ る か の 直 接 的 評 価 は 、
病 原 体 中 で 行 う こ と が で き ず 、 ま た フ ル コ ナ ゾ ー ル の 発 見 後 に 初 め て 、 薬 物 お よ び お そ ら
く 薬 物 標 的 の 両 方 が 殺 傷 性 で は な く 静 的 で あ る と 生 化 学 的 に 決 定 す る こ と が 可 能 と な っ た
。 フ ル コ ナ ゾ ー ル は 市 場 で 成 功 を 収 め て い る が 、 そ の 静 真 菌 的 な 作 用 様 式 は 、 そ の 主 な 限
界 （ す な わ ち 長 期 に わ た る 治 療 の 後 の 薬 物 耐 性 ） に 貢 献 し て い る 。 し た が っ て 、 初 め て 、
本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 病 原 体 の 中 で 評 価 さ れ た 薬 物 標 的 に つ い て 殺 傷 性 ヌ ル 表 現 型 を 同
定 お よ び 評 価 す る 能 力 は 、 今 や 、 静 真 菌 的 な 作 用 様 式 を 特 に 示 す 抗 真 菌 薬 を 同 定 す る た め
の 直 接 的 手 法 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 必 須 遺 伝 子 を 含 む 単 一 の GRACE株 ま た は GRACE株 の 所 望 の 集 団 を 用 い て 、 １ 以 上 の 標 的 遺
伝 子 を 殺 傷 性 も し く は 静 的 ヌ ル 表 現 型 の い ず れ か を 示 す も の と し て 直 接 評 価 す る こ と が で
き る 。 こ れ は 、 液 体 培 養 中 で の 様 々 な 時 間 の 間 に 第 ２ 対 立 遺 伝 子 を 条 件 付 き 発 現 さ せ る た
め の 抑 制 条 件 下 で ま ず GRACE株 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 、 抑 制 を 和 ら げ る 増 殖 条 件 に
所 定 数 の 細 胞 を 接 種 し た 後 に 生 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 決 定 さ れ
る 。 非 抑 制 条 件 に 戻 し た 後 に 残 る 生 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 殺 傷 性 （ 低 生 存 率 ） ま た は
静 的 （ 高 生 存 率 ） 表 現 型 の い ず れ か を 反 映 す る 。 あ る い は 、 メ チ レ ン ブ ル ー や ヨ ー ド プ ロ
ピ ジ ウ ム な ど の 生 体 染 料 （ vital dye） を 用 い て 、 抑 制 条 件 vs誘 導 条 件 下 で 特 定 の 株 に つ
い て の 細 胞 の 生 存 率 （ ％ ） を 定 量 し う る 。 公 知 の 殺 菌 性 薬 物 標 的 と し て は 、 GRACE株 集 団
に 含 ま れ る も の （ 例 え ば CaAUR1） が あ り 、 こ の 標 準 的 な 殺 菌 性 薬 物 標 的 と 該 薬 物 標 的 セ ッ
ト を 含 む 新 規 標 的 と の 直 接 比 較 を 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 標 的 セ ッ ト の 各 メ ン バ
ー を す ぐ に ラ ン ク 付 け し 、 業 界 標 準 の 殺 傷 性 薬 物 標 的 に 対 し て 優 先 順 位 を 付 け 、 適 当 な 薬
物 標 的 お よ び 最 も 迅 速 に 作 用 す る 殺 傷 性 化 合 物 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
を 選 択 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る こ と に よ り 、 生 物 の ゲ ノ ム 中 の 実 質 的 に 全 て の 遺 伝 子 の 必 須 性
お よ び 毒 性 へ の 貢 献 度 を 決 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 過 去 に 明 ら か に さ
れ た 二 倍 体 病 原 性 生 物 （ カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 等 ） の 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 遺 伝 子 の 同
定 に よ り 、 本 発 明 者 ら は こ れ ら の 機 能 を 研 究 し お よ び 薬 物 標 的 と し て の こ れ ら の 有 用 性 を
評 価 す る こ と が で き る よ う に な っ た 。 個 々 の 必 須 遺 伝 子 ま た は 毒 性 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 の
構 造 お よ び 機 能 に つ い て の 情 報 に よ っ て 、 そ の 病 原 性 生 物 の 中 で の そ の 発 現 も し く は 機 能
を 阻 害 す る 化 合 物 を 見 つ け る た め の 試 薬 お よ び ア ッ セ イ を 設 計 す る こ と が で き る 。 し た が
っ て 、 本 発 明 は 、 あ る 遺 伝 子 ま た は そ の 産 物 が そ の 病 原 性 生 物 の 成 長 、 生 存 も し く は 増 殖
に と っ て 必 須 で あ る か 否 か 、 あ る い は あ る 遺 伝 子 ま た は そ の 産 物 が 宿 主 に 対 す る そ の 生 物
の 毒 性 ま た は 病 原 性 に 貢 献 す る こ と に つ い て の 情 報 を 提 供 す る 。 こ の 情 報 に 基 づ い て 、 本
発 明 は さ ら に 、 様 々 な 実 施 形 態 に お い て 、 あ る 病 原 性 生 物 に 対 抗 し て 作 用 す る 薬 物 を 発 見
す る た め に 、 該 病 原 性 生 物 の 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な お よ び /ま た は 貢 献 す る 遺 伝 子 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び /ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 新 規 な 使 用 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明
は 特 に 、 非 病 原 性 酵 母 （ 例 え ば サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ 等 ） に お け る こ れ ら の 必 須 遺
伝 子 の オ ー ソ ロ グ （ ortholog） を 同 定 す る た め の 上 記 情 報 の 使 用 、 お よ び 薬 物 ス ク リ ー ニ
ン グ 法 に お け る こ れ ら の オ ー ソ ロ グ の 使 用 を 提 供 す る 。 S.セ レ ビ シ エ に お け る こ れ ら の 必
須 遺 伝 子 の オ ー ソ ロ グ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 公 知 で あ る が 、 こ れ ら の S.セ レ ビ シ エ 遺 伝 子
が 病 原 性 真 菌 に 対 す る 薬 物 を 発 見 す る の に 有 用 で あ る こ と は 認 識 さ れ て い な か っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
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5.4.　 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 遺 伝 子
5.4.1.　 標 的 を コ ー ド す る 核 酸 、 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞



　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 「 遺 伝 子 」 お よ び 「 組 換 え 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な リ ボ 核 酸 （ RNA
） を 指 す 。 こ の 用 語 は さ ら に 、 上 流 、 下 流 お よ び /ま た は イ ン ト ロ ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 核 酸 分 子 も 含 み 得 る 。 「 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） 」 と い う 用 語 は 、
停 止 コ ド ン を 含 ま な い ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 一 連 の ヌ ク レ オ チ ド ・ ト リ プ レ ッ ト を 意 味 し
、 こ の ト リ プ レ ッ ト 配 列 は 、 特 定 の 生 物 に 適 し た コ ド ン 使 用 頻 度 の 情 報 を 用 い て タ ン パ ク
質 に 変 換 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 標 的 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 で （ 特 に 薬 物 ス ク リ ー ニ
ン グ で ） 有 用 な 必 須 遺 伝 子 ま た は 毒 性 遺 伝 子 の い ず れ か を 指 す 。 「 標 的 必 須 遺 伝 子 」 お よ
び 「 標 的 毒 性 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 の ２ つ の グ ル ー プ を 別 々 に 指 す の に 適 し て い
る 場 合 に 用 い ら れ る 。 し か し 、 幾 つ か の 遺 伝 子 は 毒 性 に 貢 献 し 、 且 つ 生 物 の 生 存 に 必 須 で
あ る こ と が 考 え ら れ る 。 本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 は 、 従 来 公 知 の 方 法 お よ び /ま た は 以 下 に 教
示 す る 方 法 に よ っ て 、 薬 物 標 的 と し て 、 一 部 特 徴 付 け る 、 完 全 に 特 徴 付 け る 、 ま た は 評 価
す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 標 的 生 物 」 と い う 用 語 は 、 病 原 性 生 物 を 指
し 、 そ の 必 須 遺 伝 子 お よ び /ま た は 毒 性 遺 伝 子 は 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 「 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の ヘ テ ロ ポ リ マ ー （ リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド お よ び デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 、 ま た は こ れ ら の ヌ
ク レ オ チ ド の 配 列 を 指 す 。 「 核 酸 」 お よ び 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 も ま た 、 本 明
細 書 に お い て 、 ヌ ク レ オ チ ド の ヘ テ ロ ポ リ マ ー （ 未 改 変 の も し く は 改 変 さ れ た DNAま た は R
NAで あ っ て も よ い ） を 指 す の に 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 本
鎖 ま た は 二 本 鎖 DNA、 一 本 鎖 領 域 お よ び 二 本 鎖 領 域 か ら な る 混 合 物 で あ る DNA、 お よ び 一 本
鎖 領 域 お よ び 二 本 鎖 領 域 か ら な る 混 合 物 を 有 す る DNAお よ び RNAを 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 あ
っ て も よ い 。 さ ら に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNAも し く は RNAま た は こ れ ら 両 方 を 含 む 三 本
鎖 領 域 か ら 構 成 さ れ る も の で あ っ て も よ い 。 ま た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 １ 以 上 の 修 飾 塩 基
、 あ る い は ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 も し く は 他 の 理 由 の た め に 改 変 さ れ た DNAま た は RNA主 鎖 も 含
み 得 る 。 一 般 に 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 ゲ ノ ム の 断 片 ま た は 短 い
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 一 連 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 ま た は 個 々 の ヌ ク レ オ チ ド か
ら 組 み 立 て て 、 合 成 核 酸 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 指 す た め に 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 組 換 え 体 」 と い
う 用 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 が 組 換 え （ 例 え ば 微 生 物 ま た は 哺 乳 動 物 の ） 発
現 系 に 由 来 す る こ と を 意 味 す る 。 「 微 生 物 （ の ） 」 と は 、 微 生 物 ま た は 真 菌 （ 例 え ば 酵 母
等 ） 発 現 系 に お い て 作 製 さ れ る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 指 す 。 産 物 と し て
、 「 組 換 え 微 生 物 の 」 と は 、 関 連 す る 天 然 グ リ コ シ ル 化 を 本 質 的 に 伴 わ な い ポ リ ペ プ チ ド
ま た は タ ン パ ク 質 を 定 義 す る 。 多 く の 細 菌 培 養 （ 例 え ば 大 腸 菌 ） に お い て 発 現 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 は 、 グ リ コ シ ル 化 修 飾 を 含 ま な い 。 酵 母 で 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド ま た は タ ン パ ク 質 は グ リ コ シ ル 化 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 「 発 現 ビ ヒ ク ル ま た は ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら ポ リ ペ プ チ ド を
発 現 す る た め の プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ま た は ウ イ ル ス を 指 す 。 発 現 ビ ヒ ク ル は 、 （ １ ） 遺
伝 子 発 現 に お い て 調 節 的 役 割 を 果 た す １ 以 上 の 遺 伝 子 エ レ メ ン ト 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー や
エ ン ハ ン サ ー 等 、 （ ２ ） mRNAに 転 写 さ れ タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る 構 造 配 列 ま た は コ ー ド 配
列 で あ っ て （ １ ） の エ レ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 配 列 、 お よ び （ ３ ） 適 当 な 転 写
開 始 お よ び 終 結 配 列 、 か ら な る ア セ ン ブ リ を 含 む 転 写 ユ ニ ッ ト （ 発 現 構 築 物 と も 呼 ば れ る
） を 含 み 得 る 。 「 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 」 と は 、 調 節 領 域 お よ び 発 現 対 象 の DNA配 列 が
、 転 写 お よ び 最 終 的 に は 翻 訳 を 可 能 と す る よ う な 形 で 連 結 お よ び 配 置 さ れ て い る 連 結 を 指
す 。 C. albicansの 場 合 、 そ の 珍 し い コ ド ン 使 用 頻 度 の た め に 、 期 待 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が こ の 生 物 に お い て 産 生 さ れ る よ う に す る た め に は 、 他 の 生 物 に 由
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来 す る コ ー ド 配 列 を 改 変 す る 必 要 が あ る 場 合 が あ る 。 酵 母 も し く は 真 核 生 物 発 現 系 に お い
て 使 用 す る た め の 構 造 ユ ニ ッ ト と し て は 、 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 に よ り 翻 訳 さ れ た タ ン パ
ク 質 の 細 胞 外 分 泌 を 可 能 と す る リ ー ダ ー 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 組 換 え タ ン パ ク 質
が リ ー ダ ー 配 列 ま た は 輸 送 配 列 （ transport sequence） 無 し で 発 現 さ れ る 場 合 、 こ れ は N
末 端 メ チ オ ニ ン 残 基 を 含 み 得 る 。 こ の 残 基 は 、 そ の 後 発 現 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 か ら 切
断 さ れ る ま た は 切 断 さ れ ず に 、 最 終 的 な 産 物 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 染 色 体 DNA中 に 安 定 に 組 み 込 ま れ た 組 換 え 転 写 ユ ニ
ッ ト を 有 す る 、 ま た は 染 色 体 外 に 組 換 え 転 写 ユ ニ ッ ト を 安 定 に 保 有 す る 培 養 細 胞 を 意 味 す
る 。 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 、
お よ び 組 換 え 転 写 ユ ニ ッ ト 中 の DNAセ グ メ ン ト ま た は 合 成 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る RNAを
発 現 す る 。 ま た こ の 用 語 は 、 遺 伝 子 発 現 に お い て 調 節 的 役 割 を 果 た す １ 以 上 の 安 定 に 組 み
込 ま れ た 組 換 え 遺 伝 子 エ レ メ ン ト （ 例 え ば プ ロ モ ー タ ー や エ ン ハ ン サ ー 等 ） を 有 す る 宿 主
細 胞 も 意 味 す る 。 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る 組 換 え 発 現 系 は 、 発 現 さ せ よ う と す る 内 因 性 DN
Aセ グ メ ン ト ま た は 遺 伝 子 に 連 結 さ れ た 調 節 エ レ メ ン ト を 誘 導 す る と 、 そ の 細 胞 の 内 因 性 R
NA、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 。 こ の 細 胞 は 原 核 細 胞 で あ っ て も 真 核 細
胞 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ り ア ミ ノ 酸 を 互 い に 結 合 さ せ る こ と
に よ り 形 成 さ れ る 分 子 を 指 し 、 ま た 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 20種 の 通 常 使 用 さ れ る ア ミ
ノ 酸 以 外 の ア ミ ノ 酸 を 含 み 得 る 。 「 活 性 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 任 意 の 天 然 ポ リ ペ
プ チ ド の 生 物 学 的 お よ び /ま た は 免 疫 学 的 活 性 を 保 持 す る 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 「
天 然 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 操 作 さ れ て い な い 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド で あ っ て 、 特 に そ の ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 修 飾 （ 例 え ば タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ シ
ン グ 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 リ ピ ド 化 （ lipidation）
お よ び ア シ ル 化 な ど を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に よ り 生 じ る 様 々 な ポ リ ペ プ チ ド が
予 期 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 天 然 源 に お い て そ の 核 酸 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド と 一 緒 に 存 在 す る 少 な く と も １ つ の 高 分 子 成 分 （ 例 え ば 核 酸 や ポ リ ペ プ チ ド
等 ） か ら 分 離 さ れ た 該 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 該 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 存 在 す る 所 定 の 生 物 学 的 高 分 子 群 の 少 な く と も 95重
量 ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 99.8重 量 ％ を 構 成 す る よ う に 精 製 さ れ る （ た だ し 、 水 、
緩 衝 液 、 お よ び 他 の 小 分 子 、 特 に 分 子 量 1000ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 が 存 在 し 得 る ） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 表 IIは 、 そ れ ぞ れ の GRACE株 に お い て テ ト ラ サ イ ク リ ン 抑 制 系 下 で 条 件 付 き 発 現 さ せ た
と き 、 ま た は ト ラ ン ス ア ク チ ベ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 5-FOAア ッ セ イ に
お い て そ れ ぞ れ の GRACE株 に お い て 切 り 出 し た と き の 、 C.ア ル ビ カ ン ス に お い て 重 要 で あ
る こ と が 示 さ れ た 真 菌 特 異 的 遺 伝 子 か ら な る セ ッ ト を リ ス ト ア ッ プ し て い る 。
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【 表 ２ 】
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【 ０ １ １ ０ 】
　 １ 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 932個 の 必 須 遺 伝 子 の 同 定 を 提 供 す る 。 多 く の こ れ ら
遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 公 知 で あ る が 、 こ れ ら の 遺 伝 子
が カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス の 成 長 お よ び /ま た は 生 存 に 必 須 で あ る と い う 事 実 は 、 本 発 明
者 等 が 発 見 す る ま で 知 ら れ て い な か っ た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 お よ び こ れ ら の 遺
伝 子 産 物 の 使 用 は 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 ま た 、 表 IIに は 、 本 明 細 書 中 に お い て 同 定 さ れ
た 各 必 須 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 、 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び 関 連 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ る 配 列 番 号 も 記 載 さ れ て い る 。 各 必 須 遺 伝 子
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と そ の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 関 連 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の
対 比 を 容 易 に す る た め に 、 配 列 識 別 子 （ sequence identifier） を 配 列 番 号 1000個 ご と の
８ ブ ロ ッ ク に 体 系 づ け た 。 ８ ブ ロ ッ ク の 配 列 番 号 （ 配 列 の 種 類 に 対 応 ） は 、 配 列 番 号 を 有
す る 932個 の 配 列 と 、 プ レ ー ス ホ ル ダ ー (place holder)と し て 機 能 す る 配 列 を 有 し な い 166
個 の 配 列 番 号 を 有 す る 。 し た が っ て 、 必 須 遺 伝 子 の 関 連 す る ８ つ の 配 列 の そ れ ぞ れ は 1000
ご と に 区 切 ら れ て い る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 1、 1001、 2001、 3001、 4001、 5001、 6001、 お
よ び 7001は そ れ ぞ れ 、 ノ ッ ク ア ウ ト (KO)プ ラ イ マ ー 上 流 お よ び 下 流 、 tetプ ロ モ ー タ ー 上
流 お よ び 下 流 、 プ ラ イ マ ー Aお よ び B自 体 、 コ ー ド 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 必 須 遺 伝
子 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 す 。 こ の 例 で は 必 須 遺 伝 子 は CaYDL105Wで あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 上 記 番 号 付 け ス キ ー ム に し た が っ て 、 配 列 番 号 6001～ 配 列 番 号 6932は そ れ ぞ れ 同 定 さ れ
た 必 須 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 す る 。
配 列 番 号 １ ～ 62と し て 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 配 列 決 定 プ

10

20

30

40

50

(62) JP 2005-514899 A 2005.5.26



ロ ジ ェ ク ト に よ っ て ア セ ン ブ ル さ れ た カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ ー ス の
バ ー ジ ョ ン ６ か ら 得 た （ イ ン タ ー ネ ッ ト で ス タ ン フ ォ ー ド 大 学 お よ び ミ ネ ソ タ 大 学 の ウ ェ
ブ サ イ ト に ア ク セ ス 可 能 で あ る ； http:// www-sequence.stanford.edu:8080お よ び http:/
/ alces.med.umn.edu/Candida.htmlを 参 照 ） 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 同 定 さ れ た 必 須 遺 伝 子 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 7001～ 7932に 記 載 さ れ て お り 、 こ
れ ら は 、 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 決 定 し た 配 列 番 号 6001～ 6932の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 概 念
的 翻 訳 に よ っ て 得 ら れ る 。 当 分 野 に お い て 周 知 で あ る よ う に 、 コ ド ン CTGは 、 他 の 生 物 に
お い て は 通 常 ロ イ シ ン に 翻 訳 さ れ る が 、 C.ア ル ビ カ ン ス で は セ リ ン 残 基 に 翻 訳 さ れ る 。 し
た が っ て ORFの 概 念 的 翻 訳 は 、 C.ア ル ビ カ ン ス の コ ド ン 使 用 頻 度 を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の DNA配 列 は 、 配 列 決 定 反 応 に よ っ て 作 製 さ れ た も の で あ り 、 誤 っ て 同 定 さ れ た ヌ ク
レ オ チ ド 、 挿 入 お よ び /ま た は 欠 失 と し て 存 在 し 得 る マ イ ナ ー エ ラ ー を 含 み 得 る 。 し か し
、 こ の よ う な マ イ ナ ー エ ラ ー が 仮 に 配 列 デ ー タ ベ ー ス 中 に 存 在 し た と し て も 、 本 発 明 の 必
須 遺 伝 子 と し て の ORFの 同 定 を 妨 げ る も の で は な い 。 ORFの 配 列 は 、 本 発 明 で 提 供 さ れ 、 C.
 albicansゲ ノ ム 中 の 対 応 す る 遺 伝 子 を 一 義 的 に 同 定 す る た め に 個 別 に 使 用 す る こ と が で
き る こ と か ら 、 ORFに 対 応 す る 遺 伝 子 の ク ロ ー ン を い く つ か の 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の
方 法 の い ず れ か に よ り 容 易 に 単 離 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 配 列 決 定 を 繰 り 返 す こ と に
よ り 、 配 列 を 確 認 し 、 エ ラ ー を 修 正 す る こ と が で き る 。 ORFま た は そ の 一 部 を 明 ら か に す
る こ と に よ り 、 対 象 の コ ー ド 配 列 を 一 義 的 に 同 定 し 、 そ し て 、 完 全 長 cDNAま た は ゲ ノ ム 配
列 を 得 る た め の 十 分 な 指 針 を 提 供 す る こ と に よ り 、 完 全 な 遺 伝 子 が 実 質 的 に 提 供 さ れ る 。
本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た ORFに 対 応 す る 必 須 遺 伝 子 の 利 用 は 、 ORFの マ イ ナ ー な エ
ラ ー の 影 響 は 受 け な い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 例 え ば 、 ス プ ラ イ シ ン グ 時 に お け る 配 列 の マ イ ナ ー な エ ラ ー お よ び 変 動 は 、 本 発 明 で 提
供 さ れ る 配 列 に 基 づ く 条 件 付 発 現 C. albicans突 然 変 異 株 ま た は GRACE株 の 構 築 に は 影 響 を
及 ぼ さ な い 。 な ぜ な ら ば 、 こ れ ら の 方 法 は 、 染 色 体 DNA配 列 と 、 プ ラ イ マ ー ま た は 組 み 換
え DNA中 の 遺 伝 子 と の 間 の 、 絶 対 的 な 配 列 同 一 性 を 必 要 と し な い か ら で あ る 。 い く つ か の
場 合 で は 、 C. albicans遺 伝 子 の 正 確 な リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 既 知 の サ ッ カ ロ ミ セ ス
・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） の 配 列 と そ の 全 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る
こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ た
ORFに 対 応 す る C. albicans遺 伝 子 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ た ORFに 対 応 す る C. albicans
遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に 本 発 明 の ORFに 対 応 す る 遺 伝 子 に 由
来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 様 々 な 用 途 を 包 含 す る 。 特 定 の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 と 遺 伝 子 と の 間 の 関 係 に つ い て 本 明 細 書 中 に お い て 言 及 す る 場 合 、 「 一 致 」 ま た は
「 一 致 し て い る 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 配 列 が そ の 遺 伝 子 と 有 効 に 同 一 で あ る こ と を 指 す
。 通 常 、 一 致 と は 、 配 列 決 定 時 に お け る マ イ ナ ー な エ ラ ー 、 対 立 遺 伝 子 の バ リ エ ー シ ョ ン
お よ び ／ ま た は ス プ ラ イ シ ン グ 時 に お け る バ リ エ ー シ ョ ン が な い 場 合 の 実 質 的 な 配 列 同 一
性 で あ る 。 一 致 は 、 遺 伝 子 配 列 と 、 そ の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る mRNAま た は そ の 一 部 と の 間
の 転 写 的 関 係 で あ り 得 る 。 こ の 一 致 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ な い mRNAの 部 分 と 遺 伝 子
の DNA配 列 と の 間 で も 存 在 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 配 列 番 号 1～ 5932は 、 対 応 す る 同 定 必 須 遺 伝 子 の た め の GRACE株 を 構 築 す る た め に 設 計 お
よ び 使 用 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ を 指 す 。 す な わ ち 、 配 列 番
号 1～ 932は 、 ノ ッ ク ア ウ ト 上 流 プ ラ イ マ ー （ KO-UP） ； 配 列 番 号 1001～ 1932は ノ ッ ク ア ウ
ト 下 流 プ ラ イ マ ー （ KO-Down） ； 配 列 番 号 2001～ 2932は テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー 上
流 プ ラ イ マ ー （ Tet-Up） ； 配 列 番 号 3001～ 3932は テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー 下 流 プ ラ
イ マ ー （ Tet-Down） ； お よ び 配 列 番 号 4001～ 4932と 5001～ 5932は 、 そ れ ぞ れ の GRACE株 を
同 定 す る た め の プ ラ イ マ ー （ そ れ ぞ れ プ ラ イ マ ー Aお よ び プ ラ イ マ ー B） で あ る 。 し た が っ
て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 各 セ ッ ト を 用 い て 、 ユ ニ ー ク な 必 須 遺 伝 子 お よ び ユ ニ ー ク な GR
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ACE株 を 、 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン や PCRに よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 表 IIに 記 載 さ れ た 必 須 遺 伝 子 は 、 当 業 者 に 周 知 の ク ロ ー ニ ン グ 法 を 用 い て 得 る こ と が で
き 、 そ の よ う な 手 法 と し て は 適 当 な cDNAま た は gDNA（ ゲ ノ ム DNA） ラ イ ブ ラ リ ー の 中 の 遺
伝 子 を 検 出 す る た め の 適 当 な プ ロ ー ブ の 使 用 が あ る が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば Sambro
okら , 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laborator
ies（ 本 明 細 書 中 に 参 照 と し て 全 て 組 み 込 ま れ る ） を 参 照 さ れ た い 。 本 明 細 書 中 で 同 定 さ
れ た 配 列 の た め の プ ロ ー ブ は 、 本 明 細 書 中 に 配 列 番 号 6001～ 6932と し て 開 示 さ れ た DNA配
列 に 基 づ い て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 標 的 遺 伝 子 」 （ す な わ ち 必 須 お よ び /ま た は 毒 性 遺 伝 子 ） と
は 、 （ ａ ） 配 列 番 号 6001～ 配 列 番 号 6932に 記 載 さ れ た DNA配 列 お よ び /ま た は そ の 断 片 の 少
な く と も １ つ を 含 む 遺 伝 子 、 （ ｂ ） ユ ニ バ ー サ ル な 遺 伝 コ ー ド ま た は C.ア ル ビ カ ン ス の コ
ド ン 使 用 頻 度 を 用 い て 配 列 番 号 7001～ 配 列 番 号 7932に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す
る 任 意 の DNA配 列 ま た は そ の 断 片 、 （ ｃ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト 条 件 下 、 ま た は 当 業 者 に 自 明 な 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 （ 例 え ば Ausubel, F.M
.ら 編 , 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. I, Green Publishing As
sociates, Inc.お よ び John Wiley & Sons, Inc., New York, pp.6.3.1-6.3.6お よ び 2.10.
3を 参 照 さ れ た い ） 下 に お い て 、 配 列 番 号 6001～ 配 列 番 号 6932に 記 載 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 相 補 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 任 意 の DNA配 列 。 こ こ で 該 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
と は 、 例 え ば フ ィ ル タ ー に 結 合 さ せ た DNAに 6× 塩 化 ナ ト リ ウ ム /ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC
） 中 で 約 45℃ に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 約 50～ 65℃ で 0.2× SSC/0.1％  SDS中 で １ 回 以
上 洗 浄 す る 条 件 で あ り 、 ま た 該 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 と は 、 例 え ば フ ィ ル タ ー に 結 合 さ
せ た 核 酸 に 6× SSC中 で 約 45℃ に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 約 68℃ で 0.1× SSC/0.2％  SDS
中 で １ 回 以 上 洗 浄 す る 条 件 で あ る 。 好 ま し く は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る DNA配 列 の 相 補
配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 遺 伝 子 産 物 （ 例 え ば 標 的 遺 伝 子 に よ り コ
ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 と 機 能 的 に 同 等 な 遺 伝 子 産 物 な ど ） を コ ー ド す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 先 に 記 載 し た よ う に 、 標 的 遺 伝 子 配 列 は 、 C.ア ル ビ カ ン ス に お い て 配 列 番 号 7001～ 7932
の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の １ つ を 含 ん で な る ま た は か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 縮 重
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 だ け で な く 、 C.ア ル ビ カ ン ス 以 外 の 生 物 に お い て 翻 訳 さ れ た と き に 配 列
番 号 7001～ 7932の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の １ つ を 含 ん で な る ま た は 本 質 的 に 構 成 さ れ る ア ミ
ノ 酸 ま た は そ の 断 片 を 生 成 す る で あ ろ う 縮 重 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 含 む 。 当 業 者 で あ れ ば 、
適 当 な コ ド ン を ど の よ う に 選 択 す べ き か 、 ま た は C.ア ル ビ カ ン ス ま た は 他 の 生 物 に お い て
標 的 遺 伝 子 配 列 を 用 い た と き に 配 列 番 号 6001～ 6932の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ど の よ う に 改 変
す べ き か が 分 か る で あ ろ う 。 さ ら に 、 「 標 的 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 実 施 形 態 に お
い て 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ ま た は そ の 変 異 体 に お い て 天 然 に 生 じ る 遺 伝 子 で あ っ
て 、 配 列 番 号 6001～ 配 列 番 号 6932に 記 載 さ れ た DNA配 列 の う ち の １ つ を 有 す る C.ア ル ビ カ
ン ス 遺 伝 子 と 非 常 に 高 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 相 同 性 を 有 す る 遺 伝 子 、 す な わ ち S.セ レ ビ シ エ
に お け る オ ー ソ ロ グ を 包 含 す る 。 C.ア ル ビ カ ン ス 遺 伝 子 に 適 用 す る こ と が で き る 薬 物 ス ク
リ ー ニ ン グ 法 は 、 非 病 原 性 S.セ レ ビ シ エ に お い て 同 じ 遺 伝 子 の オ ー ソ ロ グ に も 適 用 す る こ
と が で き る と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・
セ レ ビ シ エ (Saccharomyces cerevisiae)の 遺 伝 子 以 外 の 標 的 遺 伝 子 を 使 用 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 発 現 す る 宿 主 細 胞 、 お よ び こ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 産 物 も 包 含 す る ： （ ａ ）
そ の 機 能 的 ド メ イ ン に 対 応 す る 標 的 遺 伝 子 産 物 の 一 部 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お
よ び こ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 産 物 で あ っ て 、 受 容
体 型 遺 伝 子 産 物 の 場 合 は 、 こ の よ う な ド メ イ ン は シ グ ナ ル 配 列 、 細 胞 外 ド メ イ ン （ ECD）
、 膜 貫 通 ド メ イ ン （ TM） お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン （ CD） を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ； （
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ｂ ） 標 的 遺 伝 子 産 物 の 突 然 変 異 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 そ の ド メ イ ン
の う ち の １ つ の 全 体 ま た は 一 部 が 欠 失 も し く は 変 更 さ れ 、 ま た 受 容 体 型 遺 伝 子 産 物 の 場 合
は 、 こ の よ う な 突 然 変 異 体 は 、 シ グ ナ ル 配 列 が 切 断 さ れ た 成 熟 タ ン パ ク 質 、 TMの 全 て ま た
は 一 部 が 欠 失 し た 可 溶 性 受 容 体 、 お よ び CDの 全 て ま た は 一 部 が 欠 失 し た 非 機 能 的 受 容 体 を
含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ； な ら び に （ ｄ ） 他 の ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 さ れ た そ の ド メ イ
ン の う ち の １ つ ま た は 標 的 遺 伝 子 産 物 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 配 列 の DNA配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 し た が っ て 該 DNA配 列 の
相 補 配 列 で あ る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 好 ま し く は DNA分 子 ） も 含 む 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 上 記 に 記 載 し ま た 当 分 野 で 公 知 で あ る よ う に 、 高 い ス ト リ ン ジ ェ
ン ト 条 件 で あ っ て も 、 ま た や や 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 で あ っ て も よ い 。 上 記 記 載 の DN
A配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト も し く は 高 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト 条 件 下 で 標 的 遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （ 「 オ リ
ゴ 」 ） を 含 む 。 一 般 に 、 14～ 70ヌ ク レ オ チ ド 長 の オ リ ゴ の 場 合 、 融 解 温 度 （ Tm） は 以 下 の
式 を 用 い て 算 出 さ れ る ：
　 Tm(℃ )＝ 81.5+16.6（ log[一 価 カ チ オ ン （ モ ル ） ]+0.41（ ％ G+C） -（ 500/N）
　 式 中 、 Nは プ ロ ー ブ の 長 さ で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液
中 で 行 わ れ る 場 合 、 融 解 温 度 は 以 下 の 等 式 を 用 い て 算 出 さ れ る ：
　 Tm(℃ )＝ 81.5+16.6（ log[一 価 カ チ オ ン （ モ ル ） ]） +0.41（ ％ G+C） -（ 0.61） （ ％ ホ ル
ム ア ミ ド ） +（ 500/N）
　 式 中 Nは プ ロ ー ブ の 長 さ で あ る 。 一 般 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 （ DNA-DNAハ イ ブ リ
ッ ド で は ） Tmよ り 約 20～ 25℃ 低 い 温 度 、 ま た は （ RNA-DNAハ イ ブ リ ッ ド で は ） Tmよ り 約 10
～ 15℃ 低 い 温 度 で 行 わ れ る 。 他 の 例 示 的 な 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 と は 、 例 え ば （ 14塩 基
オ リ ゴ で は ） 37℃ 、 （ 17塩 基 オ リ ゴ で は ） 48℃ 、 （ 20塩 基 オ リ ゴ で は ） 55℃ 、 お よ び （ 23
塩 基 オ リ ゴ で は ） 60℃ で の 6× SSC/0.05％ ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム で の 洗 浄 を 指 す 。 こ の よ
う な オ リ ゴ の 例 は 、 配 列 番 号 4001～ 4932お よ び 5001～ 5932に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ れ ら の 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 の 調 節 に お い て 有 用 な 標 的 遺 伝 子 ア ン チ セ ン ス
分 子 と し て 、 お よ び /ま た は 標 的 遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 増 幅 反 応 に お け る ア ン チ セ ン
ス プ ラ イ マ ー と し て 機 能 す る ま た は こ れ ら を コ ー ド す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の よ う
な 配 列 は 、 リ ボ ザ イ ム お よ び /ま た は ３ 重 ら せ ん 配 列 の 一 部 と し て 使 用 す る こ と が で き 、
ま た 、 標 的 遺 伝 子 調 節 に も 有 用 で あ る 。 ま た さ ら に 、 こ の よ う な 分 子 は 、 病 原 体 の 存 在 を
検 出 す る こ と が で き る 診 断 方 法 の 成 分 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 核 酸 分 子 の
使 用 に つ い て 以 下 に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 の 断 片 は 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ っ て も よ い 。 他 の 実 施 形
態 に お い て 、 該 断 片 は 、 約 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 200、 300、 400、 500
、 1000、 1500、 2000、 2500、 3000、 3500、 4000、 4500、 5000ま た は そ れ 以 上 の 連 続 す る ヌ
ク レ オ チ ド 長 で あ っ て も よ い 。 あ る い は 、 該 断 片 は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 少 な く と も 10、 20
、 30、 40、 50、 100、 150、 200、 250、 300、 350、 400、 450同 一 性 で あ る ま た は こ れ 以 上 の
連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む も の で あ っ て も よ い 。 ま た 本
発 明 の 標 的 遺 伝 子 の 断 片 は 、 上 記 核 酸 分 子 の エ キ ソ ン ま た は イ ン ト ロ ン 、 な ら び に シ グ ナ
ル 配 列 、 細 胞 外 ド メ イ ン （ ECD） 、 膜 貫 通 ド メ イ ン （ TM） お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン （ CD） 等
の 機 能 的 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の よ う な コ ー ド 領 域 の 一 部 も 指 す 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 必 須 遺 伝 子 を 同 定 ・ 特 性 決 定 す る た め に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い
て コ ン ピ ュ ー タ ー デ ー タ ベ ー ス 検 索 お よ び 比 較 分 析 を 行 い 、 分 析 結 果 は コ ン ピ ュ ー タ ー 中
に 保 存 す る か コ ン ピ ュ ー タ ー で 表 示 す る 。 配 列 情 報 を 分 析 す る た め の こ の よ う な コ ン ピ ュ
ー タ ー 化 さ れ て い る 装 置 は 、 同 種 ま た は 異 種 の 他 の 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 に 関 し て 、 遺
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伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 の 構 造 の 関 連 性 を 決 定 す る の に 非 常 に 有 利 で あ り 、 ま た 、 新 規 遺 伝
子 お よ び そ れ ら 遺 伝 子 産 物 の 推 定 さ れ る 機 能 を 提 供 す る こ と が で き る 。 コ ー ド さ れ る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 な ど の 生 物 学 的 情 報 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー の デ ー タ ス ト リ
ー ム (data stream)と し て 表 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 コ ン ピ ュ ー タ ー 」 と
い う 用 語 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ ー 、 デ ー タ 端 末 、 コ ン ピ
ュ ー タ ー ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン 、 ネ ッ ト ワ ー ク 、 コ ン ピ ュ ー タ ー デ ー タ 保 存 検 索 シ ス テ ム 、
な ら び に 配 列 情 報 お よ び 分 析 結 果 を 表 す た め の グ ラ フ ィ ッ ク デ ィ ス プ レ イ が 含 ま れ る 。 通
常 、 コ ン ピ ュ ー タ ー は 、 デ ー タ 入 力 手 段 、 表 示 手 段 、 プ ロ グ ラ ム 可 能 プ ロ セ シ ン グ ユ ニ ッ
ト 、 お よ び デ ー タ 保 存 手 段 を 含 ん で な る 。 「 コ ン ピ ュ ー タ ー 読 取 り 可 能 媒 体 」 を 用 い て 配
列 の デ ー タ 、 リ ス ト お よ び デ ー タ ベ ー ス を 保 存 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で
は な い が 、 コ ン ピ ュ ー タ ー メ モ リ 、 磁 気 保 存 装 置 （ 例 え ば 、 フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク お よ び 磁
気 テ ー プ ） 、 光 学 -磁 気 保 存 装 置 、 光 学 保 存 装 置 （ 例 え ば コ ン パ ク ト デ ィ ス ク ） 等 を 挙 げ
る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 1～ 932、 1001～ 1932、 2001～ 2932、 30
01-3932、 4001-4932、 5001-5932、 お よ び 6001～ 6932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と
も １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 7001～ 7932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く
と も １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む コ ン ピ ュ ー タ ー ま た は コ ン ピ ュ ー タ ー 読 取 可 能 媒 体 も 包 含
す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 配 列 は 、 該 配 列 に 関 連 す る そ の 他 の 注 釈 お よ び 生 物 学
的 情 報 と リ ン ク す る 形 態 に 加 工 (curated)・ 保 存 さ れ る 。 本 発 明 の 目 的 は 、 本 発 明 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 使 用 し て 、 配 列 相 同 性 検 索 、 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 、 構 造 予 想 ま た は モ デ ル
構 築 を 行 う た め の 指 令 が プ ロ グ ラ ム さ れ た １ 種 以 上 の コ ン ピ ュ ー タ ー を 提 供 す る こ と で も
あ る 。 こ の 場 合 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に は 、 好 ま し く は 配 列 番 号 1～ 932、 1001～ 1932、 20
01～ 2932、 3001～ 3932、 4001～ 4932、 5001～ 5932、 お よ び 6001～ 6932か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 な ら び に ／ ま た は 配 列 番 号 7001～ 7932か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ／ ま た は
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ 、 そ れ ら を 送 信 ・ 分 配 す る こ と が で き る コ ン ピ ュ ー タ ー も 本 発
明 に お い て 意 図 す る も の で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 公 的 ・ 民 間 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス 中 で
類 似 す る 配 列 を 同 定 す る た め に コ ン ピ ュ ー タ ー を 利 用 し た 方 法 に お い て 、 既 知 の 機 能 を 有
す る 他 の 遺 伝 子 産 物 と の 構 造 的 類 似 性 に 基 づ い て 遺 伝 子 産 物 の 推 定 さ れ る 機 能 特 性 を コ ン
ピ ュ ー タ ー を 利 用 し て 提 供 す る 方 法 に お い て 、 な ら び に 、 遺 伝 子 産 物 モ デ ル を コ ン ピ ュ ー
タ ー を 利 用 し て 構 築 す る 方 法 に お い て 、 配 列 番 号 1～ 932、 1001～ 1932、 2001～ 2932、 3001
～ 3932、 4001～ 4932、 5001～ 5932、 お よ び 6001～ 6932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 な ら び に ／ ま た は 配 列 番 号 7001～ 7932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以
上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 利 用 す る こ と を 包 含 す る 。 あ る 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、
真 菌 の 推 定 必 須 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー を 利 用 し た 方 法 で あ っ て 、 真 菌 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 配 列 番 号 1～ 932、 1001～ 1932、 2001～ 2932、 30
01～ 3932、 4001～ 4932、 5001～ 5932、 お よ び 6001～ 6932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 配 列 番 号 7001～ 7932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の ア ミ ノ
酸 配 列 と の 配 列 相 同 性 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 前 記 方 法 も 包 含 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 上 記 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Candida albicans)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え 、 他 の 種
に 存 在 し 得 る こ れ ら の 標 的 遺 伝 子 配 列 の 相 同 体 ま た は オ ー ソ ロ グ を 当 技 術 分 野 で 周 知 の 分
子 生 物 学 的 技 術 に よ り 同 定 し 単 離 し 、 さ ら に 過 度 の 実 験 を 行 う こ と な く 本 発 明 の 方 法 に 使
用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus）
、 黄 色 コ ウ ジ 菌 （ Aspergillus flavus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger
） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ
ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Histoplas
ma capsulatum） 、 フ ィ ト フ ト ラ ・ イ ン フ ェ ス タ ン ス （ Phytophthora infestans） 、 プ ッ
チ ニ ア ・ セ コ ン ジ リ （ Puccinia secondilii） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocysti
s carinii） 、 ま た は 上 記 種 の い ず れ か の 属 に 含 ま れ る い ず れ か の 種 の 相 同 標 的 遺 伝 子 が
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5.4.2　 相 同 標 的 遺 伝 子



あ る 。 カ ン ジ ダ 属 (Candida)、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 属 (Saccharomyces)、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス 属
(Schizosaccharomyces)、 ス ポ ロ ボ ロ ミ セ ス 属 (Sporobolomyces)、 ト ル ロ プ シ ス 属 (Torulo
psis)、 ト リ コ ス ポ ロ ン 属 (Trichosporon)、 白 癬 菌 属 (Tricophyton)、 皮 膚 糸 状 菌 属 (Derma
tophytes)、 小 胞 子 菌 属 (Microsproum)、 ウ ィ ッ カ ー ハ ミ ア 属 (Wickerhamia)、 ア シ ュ ビ ア
属 (Ashbya)、 ブ ラ ス ト ミ セ ス 属 (Blastomyces)、 カ ン ジ ダ 属 (Candida)、 シ テ ロ ミ セ ス 属 (C
iteromyces)、 ク レ ブ ロ セ キ ウ ム 属 (Crebrothecium)、 ク リ プ ト コ ッ ク ス 属 (Cryptococcus)
、 デ バ リ オ ミ セ ス 属 (Debaryomyces)、 エ ン ド ミ コ プ シ ス 属 (Endomycopsis)、 ゲ オ ト リ ク ム
属 (Geotrichum)、 ハ ン ゼ ヌ ラ 属 (Hansenula)、 ク ラ エ ケ ラ 属 (Klaeckera)、 ク リ ュ イ ベ ロ ミ
セ ス 属 (Kluyveromyces)、 リ ポ ミ セ ス 属 (Lipomyces)、 ピ キ ア 属 (Pichia)、 ロ ド ス ポ リ ジ ウ
ム 属 (Rhodosporidium)、 ロ ド ト ル ラ 属 (Rhodotorula)お よ び ヤ ロ ビ ア 属 (Yarrowia)そ の 他
の 酵 母 も 含 ま れ る 。 ま た 、 こ れ ら の 標 的 遺 伝 子 配 列 の 相 同 体 と し て は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・
フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger）
、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ラ ビ ス (Aspergillus flavus)、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ ス （ Candida 
tropicalis） カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsis） 、 カ ン ジ ダ ・ ク ル
セ イ （ Candida krusei） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoform
ans） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 エ キ ソ フ ァ リ ア ・ デ ル
マ テ ィ デ ィ テ ィ ス （ Exophalia dermatiditis） 、 フ サ リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ル ム （ Fusarium
 oxysporum） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Histoplasma capsulatum） 、 ニ ュ ー モ
シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocystis carinii） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ （ Trichosporon
 beigelii） 、 リ ゾ プ ス ・ ア ル ヒ ズ ム ス （ Rhizopus arrhizums） 、 ム コ ー ル ・ ル キ シ ー （ M
ucor rouxii） 、 リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pusillus） 、 も し く は ア ブ シ デ ィ
ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ (Absidia corymbigera)な ど の 動 物 病 原 菌 、 ま た は ア ル テ ナ リ ア ・ ソ ラ
ニ （ Alternaria solani） 、 灰 色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 う ど ん こ 病 菌 (Erysiphe g
raminis)、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 コ ム ギ 赤 さ び 病 (Puccinia recondita)
、 菌 核 病 菌 (Sclerotinia sclerotiorum)、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria tritici)、 オ オ ム ギ
な ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tilletia controversa)、 黒 穂 病 菌 (Ustilago maydis)、 黒 星 病 菌 (Vent
uria inaequalis)、 半 身 萎 凋 病 菌 (Verticillium dahliae)、 も し く は 上 記 種 の い ず れ か の
属 に 含 ま れ る い ず れ か の 種 な ど の 植 物 病 原 菌 か ら 同 定 、 単 離 さ れ た も の も 挙 げ る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 6001～ 6932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 50%同 一 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス
・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） お よ び ／ ま た は カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Ca
ndida albicans） 以 外 の 種 由 来 の も の で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 を
包 含 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 6001～ 6932か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 第 ２ の 核 酸 と 、 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomy
ces cerevisiae） お よ び ／ ま た は カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 以 外 の 種
由 来 の も の で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 を 包 含 す る 。 特 定 の 実
施 形 態 に お い て 、 配 列 番 号 6001～ 6932の う ち の い ず れ か １ つ の 配 列 と 少 な く と も 50%同 一
で あ る か ま た は 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） ま た は ク リ プ ト コ ッ カ ス ・
ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 由 来 で あ る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い
て 、 配 列 番 号 6001～ 6932の う ち の い ず れ か １ つ の 配 列 と 少 な く と も 50%同 一 で あ る か ま た
は 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ア ス ペ ル
ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） お よ び ／ ま た は ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ
フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 以 外 の 種 に 由 来 す る 。
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【 ０ １ ２ ７ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 7001～ 7932か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 50%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て
、 該 ポ リ ペ プ チ ド が サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） お よ び ／
ま た は カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 以 外 の 種 由 来 の も の で あ る 該 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 を 包 含 す る 。 特 定 の 実
施 形 態 に お い て 、 配 列 番 号 7001～ 7932の う ち の い ず れ か １ つ の 配 列 と 少 な く と も 50%同 一
で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 は ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） ま た は ク
リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 由 来 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 配 列 番 号 7001～ 7932の う ち の い ず れ か １ つ の 配 列 と 少 な
く と も 50%同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 は ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigat
us） お よ び ／ ま た は ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans）
以 外 の 種 に 由 来 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 S. cerevisiaeの 必 須 ／ 病 原 性 遺 伝 子 相 同 体 ま た は オ ー ソ ロ グ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ
び ア ミ ノ 酸 配 列 は ほ と ん ど が 公 開 さ れ て い る が 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に お け る か か る S. c
erevisiaeの 必 須 ／ 病 原 性 遺 伝 子 相 同 体 ま た は オ ー ソ ロ グ の 使 用 に つ い て は ほ と ん ど 知 ら
れ て お ら ず 、 し た が っ て 本 発 明 に よ り 特 に そ れ ら を 提 供 す る 。 か か る S. cerevisiaeの 必
須 ／ 病 原 性 遺 伝 子 相 同 体 ま た は オ ー ソ ロ グ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 配
列 を 使 用 す る た め に 、 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 Stanford Genomic Resources (www-genome
. stanford. edu), Munich Information Centre for Protein Sequences (www. mips. bi
ochem. mpg. de), ま た は Proteome (www. proteome. com)） を 使 用 し て 配 列 の 同 定 ・ 検 索
を 行 な う こ と が で き る 。 S. cerevisiaeの オ ー ソ ロ グ は 、 配 列 番 号 6001～ 6932の う ち の い
ず れ か １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア
ッ セ イ に よ っ て 同 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 6001～ 6932で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し
て 少 な く と も 40%、 45%、 55%、 60%、 65%、 70%、 75%、 80%、 85%、 90%、 95%、 98%以 上 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含 む 。 さ ら に 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 7001～ 7932で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 25%、 30%、
40%、 50%、 55%、 60%、 65%、 70%、 75%、 80%、 85%、 90%、 95%、 98%以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 ま た は 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 決 定 す る
た め に 、 そ の 配 列 を 最 適 に 比 較 で き る よ う に ア ラ イ ン さ せ る (例 え ば 、 第 2の ア ミ ノ 酸 ま た
は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 最 適 な 状 態 に ア ラ イ ン す る た め に 第 １ の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 配 列 内 に ギ ャ ッ プ を 導 入 し て も よ い )。 そ の 後 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 ま た は ヌ
ク レ オ チ ド 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 比 較 す る 。 第 １ の 配 列 の あ る 位
置 に 第 2の 配 列 の 対 応 す る 位 置 と 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 す る な ら ば
、 そ の 分 子 は そ の 位 置 に お い て 同 一 で あ る 。 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 %は 配 列 を 共 有 し て い る
同 一 位 置 数 の 関 数 で あ る (す な わ ち 、 同 一 性 %=同 一 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ 位 置 数 /全 位 置 数 ×
100%)。 あ る 実 施 形 態 で は 、 2つ の 配 列 が 同 じ 長 さ で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 %の 決 定 は 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て も 達 成 す る こ と が で き る 。
2つ の 配 列 の 比 較 に 使 用 す る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 好 ま し い 例 は 、 限 定 さ れ る も の で は な
い が 、 Karlinお よ び Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90: 5873-5877
の 場 合 の よ う に 改 変 し た Karlinお よ び Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A
. 87: 2264-2268の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 か か る ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Altschulら , 1990, J. 
Mol. Biol. 215: 403-0の NBLASTお よ び XBLASTプ ロ グ ラ ム に 組 み 入 れ ら れ て い る 。 NBLAST
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ヌ ク レ オ チ ド プ ロ グ ラ ム パ ラ メ ー タ ー 設 定 、 例 え ば ス コ ア =100、 ワ ー ド 長 =12に よ り BLAST
ヌ ク レ オ チ ド 検 索 を 行 い 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 と 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る こ と が で き
る 。 XBLASTプ ロ グ ラ ム パ ラ メ ー タ ー 設 定 、 例 え ば ス コ ア =50、 ワ ー ド 長 =3に よ り BLASTタ ン
パ ク 質 検 索 を 行 い 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 分 子 と 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る こ と が で き る 。
比 較 の た め の ギ ャ ッ プ を 入 れ た ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る た め に 、 Altschulら , 1997, Nuclei
c Acids Res. 25: 3389-3402に 記 載 さ れ る よ う に Gapped BLASTを 利 用 す る こ と が で き る 。
ま た 、 PSI-BLASTを 使 用 し て 分 子 (遺 伝 基 質 )間 の 遠 類 関 係 を 調 べ る 繰 り 返 し 検 索 を 行 う こ
と も で き る 。 BLAST、 Gapped BLASTお よ び PSI-BLASTプ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 場 合 に は 、 各 プ
ロ グ ラ ム (例 え ば 、 XBLASTお よ び NBLAST)の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き
る (例 え ば 、 http://www.ncbi.nlm.nih.gov参 照 )。 配 列 比 較 に 使 用 す る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ
ム の 別 の 好 ま し い 例 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Myersお よ び Miller, (1988) CABIOS
 4: 11-17の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 か か る ア ル ゴ リ ズ ム は 、 GCG配 列 ア ラ イ ン メ ン ト ソ フ ト
ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の 一 部 で あ る ALIGNプ ロ グ ラ ム (バ ー ジ ョ ン 2.0)に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 に ALIGNプ ロ グ ラ ム を 使 用 す る 場 合 に は 、 PAM120 weight residue tab
le、 ギ ャ ッ プ 長 ス ペ ナ ル テ ィ  12お よ び ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ  4を 使 用 で き る 。 こ れ ら の ア
ル ゴ リ ズ ム の い ず れ も が 、 本 発 明 の 配 列 を 含 ん で な る コ ン ピ ュ ー タ ー に お い て 使 用 す る た
め の 一 組 の 指 令 と し て コ ー ド 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 相 同 標 的 遺 伝 子 を 単 離 す る た め に 、 上 記 の C. albicans標 的 遺 伝 子 配 列 を 標 識 、 使 用 し
て 、 対 象 と す る 生 物 体 か ら 得 ら れ た mRNAか ら 構 築 し た cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。 標 識 配 列 の 起 源 で あ る 生 物 種 と は 異 な る 生 物 体 か ら cDNAラ イ ブ ラ リ ー
を 誘 導 す る 場 合 に は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な も の に す べ き
で あ る 。 cDNAス ク リ ー ニ ン グ に よ り 同 種 ま た は 異 種 の い ず れ か の ス プ ラ イ シ ン グ し た 転 写
産 物 か ら 誘 導 さ れ た ク ロ ー ン を 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 標 識 断 片 を さ ら に 好 適 な ス
ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 で 用 い て 、 対 象 と す る 生 物 体 か ら 誘 導 し た ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク
リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 に つ い て 当 業 者 は 周 知 で あ る が 、
ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 標 識 配 列 の 起 源 で あ る 生 物 種 に よ っ て 異 な る と 考 え ら れ る 。 か か る 条
件 に 関 す る 指 針 に つ い て は 、 例 え ば Sambrookら , 1989, Molecular Cloning, A Laborator
y Manual, Cold Spring Harbor Press, N. Y.; お よ び Ausubelら , 1989, Current Protoc
ols in Molecular Biology, (Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N
. Y.)を 参 照 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 対 象 と す る 標 的 遺 伝 子 に あ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 設 計 さ れ た 2つ の 縮 重 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー プ ー ル を 用 い て ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 (PCR)を 行 う こ と で 相 同
標 的 遺 伝 子 配 列 を 単 離 す る こ と が で き る 。 こ の 反 応 の 鋳 型 は 、 対 象 と す る 生 物 体 か ら 調 製
し た mRNAの 逆 転 写 に よ り 得 ら れ た cDNAで あ っ て よ い 。 PCR産 物 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 配 列
決 定 し て 、 増 幅 さ れ た 配 列 が 相 同 標 的 遺 伝 子 配 列 の 配 列 を 示 し て い る こ と を 確 認 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 次 い で 、 当 業 者 に 周 知 の 種 々 の 方 法 に よ り 、 PCR断 片 を 用 い て 全 長 cDNAク ロ ー ン を 単 離
す る こ と が で き る 。 ま た 、 標 識 断 片 を 用 い て ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 PCRテ ク ノ ロ ジ ー は 全 長 cDNA配 列 の 単 離 に も 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 準 的 な
手 法 に し た が っ て 、 対 象 と す る 生 物 体 か ら RNAを 単 離 す る こ と が で き る 。 第 1鎖 合 成 を 開 始
す る た め に 、 増 幅 断 片 の 最 も 5’ 末 端 側 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い
て RNAで 逆 転 写 反 応 を 行 う 。 次 い で 、 標 準 末 端 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 を 用 い て RNA/DNAハ
イ ブ リ ッ ド に グ ア ニ ン を 「 末 端 に 連 結 (tail)」 し 、 ハ イ ブ リ ッ ド を RNAア ー ゼ Hで 消 化 し 、
さ ら に そ の 後 、 ポ リ -Cプ ラ イ マ ー に よ っ て 第 2鎖 合 成 を 開 始 す る 。 こ の よ う に し て 、 増 幅
断 片 上 流 に あ る cDNA配 列 を 容 易 に 単 離 す る こ と が で き る 。 使 用 で き る ク ロ ー ニ ン グ 戦 略 の
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概 要 に つ い て は 、 例 え ば Sambrookら , 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Press, N. Y.; お よ び Ausubelら , 1989, Current Protocols in Mol
ecular Biology, (Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N. Y.)を 参
照 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 さ ら に 、 対 象 と す る 生 物 か ら 単 離 さ れ た DNAま た は 合 成 さ れ た cDNAを 用 い て 発 現 ラ イ ブ
ラ リ ー 構 築 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 相 同 標 的 遺 伝 子 に よ っ て 作 製 さ れ た 遺 伝 子
産 物 を 発 現 さ せ 、 以 下 に 記 載 す る C. albicans遺 伝 子 産 物 に 対 し て 誘 起 さ れ る 抗 体 に 関 連
す る 標 準 的 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に よ り 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 (ス ク リ
ー ニ ン グ 技 術 に 関 し て は 、 例 え ば Harlow, E.お よ び Lane, eds., 1988, “ Antibodies: A 
Laboratory Manual,”  Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harborを 参 照 。 ) か か
る 標 識 抗 体 と の 反 応 に よ っ て 検 出 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー ク ロ ー ン を 精 製 し 、 周 知 の 方 法 に よ
っ て 配 列 解 析 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ま た 、 増 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 関 係 す る 標 的 遺 伝 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と 所 望 の レ ベ
ル の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 同 定 す る た め の デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と で 相 同 標 的 遺 伝 子
ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し て も よ い 。 当 業 者 な ら ば GenBankお よ び GenSeqを は じ め と す
る 様 々 な デ ー タ ベ ー ス を 利 用 で き る 。 種 々 の 実 施 形 態 で は 、 デ ー タ ベ ー ス を ス ク リ ー ニ ン
グ し て 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 一 部 と 少 な く と も 97%、 少 な く と も 95%、 少 な く
と も 90%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 60%、 少 な く と も 5
0%ま た は 少 な く と も 40%の 同 一 性 を 有 す る 核 酸 を 同 定 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 デ ー タ ベ
ー ス を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 増 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 関 係 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の
一 部 と 少 な く と も 99%、 少 な く と も 95%、 少 な く と も 90%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 80%
、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 60%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 40%ま た は 少 な く と も 25%
の 同 一 性 ま た は 類 似 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ま た 、 機 能 的 に 同 種 で あ る 標 的 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 、 遺 伝 子 機 能 を 排 除 ま た は 改
変 し た 表 現 型 を 有 す る 突 然 変 異 体 を 作 り 出 す こ と で 同 定 し て も よ い 。 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ
セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida al
bicans） お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） な ど の 所 与 の 真
菌 種 の 1個 ま た は 全 て の 遺 伝 子 に 対 し て こ れ を 行 う こ と が で き る 。 あ る 真 菌 種 の 遺 伝 子 に
変 異 が あ る こ と に よ り 、 機 能 的 相 補 性 検 定 に よ り 、 他 の 種 の 機 能 的 類 似 遺 伝 子 (オ ー ソ ロ
グ )ま た は 関 連 遺 伝 子 (パ ラ ロ グ )の 同 定 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 所 与 の 種 、 例 え ば カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） か ら 遺 伝 子 の ラ イ ブ ラ
リ ー ま た は 遺 伝 子 の メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの cDNAコ ピ ー を 作 製 し 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー を ベ ク
タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と で 、 第 2の 種 、 例 え ば サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Sacchar
omyces cerevisiae） で そ の 遺 伝 子 を 発 現 (例 え ば 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida al
bicans） プ ロ モ ー タ ー ま た は サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae）
プ ロ モ ー タ ー に よ っ て )さ せ る こ と が で き る 。 か か る ラ イ ブ ラ リ ー を 「 異 種 ラ イ ブ ラ リ ー
」 と い う 。 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 異 種 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 同 定 さ れ
た 遺 伝 子 に つ い て 機 能 的 欠 陥 の あ る 所 定 の サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces 
cerevisiae） 変 異 体 へ 形 質 転 換 し 、 さ ら に 変 異 性 欠 陥 の 全 体 ま た は 一 部 の 表 現 型 機 能 を 修
復 す る 異 種 ラ イ ブ ラ リ ー の 遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 選 択 す る こ と を 「 異 種 機 能 的 補
完 」 と い い 、 こ の 例 で は サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） の 変
異 遺 伝 子 と 機 能 的 に 関 連 の あ る カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） の 遺 伝 子 の
同 定 が な さ れ る 。 こ の 機 能 的 補 完 法 で は 本 来 、 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 類 似 性 が な
く と も 遺 伝 子 機 能 を 修 復 す る こ と が 可 能 で あ る ； す な わ ち 、 こ の 方 法 に よ れ ば 、 配 列 類 似
性 比 較 に よ っ て か か る 保 存 を 現 す ま た は 示 す こ と が で き な い 場 合 で あ っ て も 、 保 存 さ れ た
生 物 学 的 機 能 を 有 す る 遺 伝 子 の 異 種 間 同 定 が 可 能 で あ る 。
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【 ０ １ ４ １ 】
　 調 べ よ う と す る 遺 伝 子 が 必 須 遺 伝 子 で あ る 場 合 に は 、 異 種 機 能 的 補 完 検 定 の 実 施 に 関 し
て 数 多 く の 可 能 性 が 存 在 す る 。 必 須 遺 伝 子 の 変 異 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 温 度 感
受 性 対 立 遺 伝 子 、 調 節 可 能 な プ ロ モ ー タ ー か ら 条 件 の よ り 発 現 さ れ る 対 立 遺 伝 子 、 ま た は
mRNA転 写 産 物 ま た は コ ー ド さ れ た 遺 伝 子 産 物 を 条 件 に よ り 不 安 定 に す る 対 立 遺 伝 子 な ど の
条 件 対 立 遺 伝 子 で あ っ て よ い 。 ま た 、 必 須 遺 伝 子 に 変 異 を 有 す る 鎖 を 天 然 型 遺 伝 子 の コ ピ
ー (同 一 種 由 来 の 変 異 遺 伝 子 の 野 生 型 コ ピ ー )を 用 い て 選 択 マ ー カ ー を 含 む ベ ク タ ー で 増 殖
さ せ る こ と で 、 ベ ク タ ー お よ び そ こ に 含 ま れ る 野 生 型 対 立 遺 伝 子 の コ ピ ー を ほ と ん ど ま た
は 全 く 有 し て い な い 鎖 の 選 択 が 可 能 に な る 。 こ の よ う に 構 築 さ れ た 鎖 を 異 種 ラ イ ブ ラ リ ー
で 形 質 転 換 し 、 異 種 遺 伝 子 が 必 須 遺 伝 子 変 異 を 機 能 的 に 補 完 し 得 る ク ロ ー ン を 、 野 生 型 遺
伝 子 を 有 す る プ ラ ス ミ ド の 維 持 を 許 容 し な い 培 地 で 選 択 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 以 下 の 例 で は 、 機 能 的 相 補 性 に よ る サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cere
visiae） 遺 伝 子 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 相 同 体 、 KRE9の 同 定 に つ
い て 説 明 す る 。 (Lussierら  1998, “ The Candida albicans KRE9 gene is required for 
cell wall β -1,6-glucan 合 成  and is essential for growth on glucose,”  Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 95: 9825-30)。 宿 主 株 は 重 度 の 増 殖 欠 陥 表 現 型 を 有 す る KRE9の サ ッ カ
ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） ハ プ ロ イ ド ヌ ル 変 異 体 、 kre9::HIS3
で あ っ た 。 宿 主 株 は LYS-2に 基 づ く pRS317シ ャ ト ル ベ ク タ ー 上 に 天 然 の サ ッ カ ロ ミ セ ス ・
セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） KRE9遺 伝 子 の 野 生 型 コ ピ ー を 有 し て お り 、 そ れ
を カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー で 形 質 転 換 し た 。 選
択 マ ー カ ー と し て URA3遺 伝 子 を 有 す る 、 多 重 コ ピ ー プ ラ ス ミ ド YEp352を ベ ク タ ー と し て 使
用 し て こ の 異 種 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た 。 kre9::HIS3変 異 宿 主 の 増 殖 を 助 け る プ ラ ス ミ ド
を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ヒ ス チ ジ ン 、 リ ジ ン お よ び ウ ラ シ ル の 不 在 下 で 増 殖 可 能 な
約 20,000コ ロ ニ ー を 窒 素 源 と し て α -ア ミ ノ ア ジ パ ー ト を 含 有 す る 最 少 培 地 に 複 製 播 種 し
、 LYS-2プ ラ ス ミ ド に 基 づ く KRE9の コ ピ ー は な い が 、 機 能 的 に 補 完 す る カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ
カ ン ス （ Candida albicans） オ ー ソ ロ グ 、 CaKRE9の コ ピ ー を 有 す る 細 胞 の 選 択 を 可 能 と し
た 。 こ れ ら の 細 胞 を さ ら に リ ジ ン 不 在 下 で の 増 殖 能 力 の な い こ と に よ り pRS317-KRE9プ ラ
ス ミ ド が 存 在 し な い こ と に つ い て も 調 べ 、 YEp352に 基 づ く カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Cand
ida albicans） ゲ ノ ム DNAを そ れ ら か ら 回 収 し た 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Sacchar
omyces cerevisiae）  kre9::HIS3変 異 体 の 再 形 質 転 換 で は 、 増 殖 を 部 分 的 に 修 復 で き る カ
ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） の 特 定 の 8kbゲ ノ ム イ ン サ ー ト を 回 収 し た 。
選 択 に 関 す る 機 能 的 補 完 性 を 利 用 し た さ ら な る サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、 機 能 的 カ ン ジ ダ
・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） KRE9遺 伝 子 を 含 有 す る 1.6kb DNA断 片 を 得 た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 異 種 機 能 的 補 完 性 試 験 は カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） と サ ッ カ ロ ミ セ
ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） と の 間 の 遺 伝 情 報 の 交 換 に 制 限 さ れ る も の
で は な い ;上 記 の 真 菌 種 の い ず れ か の 対 を 用 い て 機 能 的 補 完 性 検 定 を 行 う こ と が で き る 。
例 え ば 、 菌 核 病 菌 (Sclerotinia sclerotiorum)の CRE1遺 伝 子 は Aspergillus nidulansの CR
EA遺 伝 子 の creAD30変 異 体 を 機 能 的 に 補 完 す る こ と が で き る (Vautardら  1999, ” The gluc
ose repressor gene CRE1 from Sclerotininia sclerotiorum is functionally related 
to CREA from Aspergillus nidulans but not to the Mig proteins from サ ッ カ ロ ミ セ
ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） , “ FEBS Lett. 453: 54-58参 照 )。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 発 現 ア レ イ に 置 か れ た 核 酸 と ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 核 酸 プ ロ ー ブ と が 2つ の 異 な る 生 物 種 を 起 源 と す る 場 合 、 そ の 組 合 せ に よ っ て は 2種 間
の 相 同 遺 伝 子 の 迅 速 な 同 定 が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は (a)標 的 遺 伝 子 の 上 記 コ ー ド 配 列 お よ び /ま た は そ れ
ら の 相 補 配 列 (ア ン チ セ ン ス な ど )の い ず れ か を 含 ん で な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る DN
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Aベ ク タ ー ; (b)コ ー ド 配 列 の 発 現 を 指 示 す る 制 御 エ レ メ ン ト と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ た
上 記 コ ー ド 配 列 の い ず れ か を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る DNA発 現 ベ ク タ ー ; お よ び (
c)宿 主 細 胞 で コ ー ド 配 列 の 発 現 を 指 示 す る 制 御 エ レ メ ン ト と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ た 標
的 遺 伝 子 の 上 記 コ ー ド 配 列 ; の い ず れ か を 含 有 す る 遺 伝 子 操 作 し た 宿 主 細 胞 も ま た 包 含 す
る 。 他 の 種 (S. cerevisiaeを 除 く )の 相 同 標 的 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 を 含 有 す る ベ ク タ ー 、
発 現 構 築 物 、 発 現 ベ ク タ ー お よ び 遺 伝 子 操 作 し た 宿 主 細 胞 も ま た 意 図 す る も の で あ る 。 ま
た 、 他 の 種 の 相 同 標 的 遺 伝 子 の 変 異 対 立 遺 伝 子 を 含 有 す る 遺 伝 子 操 作 し た 宿 主 細 胞 も 意 図
す る も の で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 制 御 エ レ メ ン ト と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い
が 、 誘 導 ま た は 非 誘 導 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 オ ペ レ ー タ ー お よ び 発 現 を 駆 動 お よ
び 制 御 す る 当 業 者 に 公 知 な そ の 他 の エ レ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 か か る 制 御 エ レ メ ン ト と し
て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 lac系 、 trp系 、 tet系 お よ び そ の 他 の 抗 生 物 質 に 基 づ
く 抑 制 系 (例 え ば 、 PIP)、 TAC系 、 TRC系 、 フ ァ ー ジ Aの 主 要 な オ ペ レ ー タ ー お よ び プ ロ モ ー
タ ー 領 域 、 fdコ ー ト タ ン パ ク 質 の 制 御 領 域 お よ び 3-ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ の 真 菌 類
プ ロ モ ー タ ー 、 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 酵 母 接 合 フ ェ ロ モ ン 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 STE
2お よ び STE3)お よ び 炭 水 化 物 代 謝 に 関 係 す る 遺 伝 子 か ら 単 離 し た プ ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 G
ALプ ロ モ ー タ ー )、 リ ン 酸 反 応 性 プ ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 PHO5)、 ま た は ア ミ ノ 酸 代 謝 (例 え
ば 、 MET遺 伝 子 )が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 は 本 明 細 書 で 開 示 し た DNAベ ク タ ー 配 列 の い ず れ も
の 断 片 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 種 々 の 技 術 を 利 用 し て 同 定 さ れ た 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 遺 伝 子 を さ ら に 特 性 解 析 す る こ
と が で き る 。 第 1に 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子
産 物 の 生 物 学 的 機 能 に 関 す る 情 報 を 得 る こ と が で き る 1以 上 の 公 知 な 配 列 モ チ ー フ と の 相
同 性 を 示 す こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 で 周 知 の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 か
か る 関 係 を 確 認 す る こ と が で き る 。 第 2に 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 配 列 を 用 い て 、 in situハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の よ う な 標 準 技 術 に よ り 、 そ の 遺 伝 子 を 別 の 生 物 体 、 例 え ば サ ッ カ
ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） に 関 し て 構 築 し た 同 様 の マ ッ プ と 相
関 さ せ 得 る 染 色 体 マ ッ プ お よ び 遺 伝 子 マ ッ プ に 配 置 す る こ と が で き る 。 か か る 特 性 解 析 に
よ っ て 得 ら れ た 情 報 よ り カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） お よ び そ の 他 の 病
原 体 に 対 す る 薬 物 を 発 見 す る た め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 好 適 な
方 法 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 上 記 の 使 用 を 行 う た め の 方 法 に つ い て は 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 か か る 方 法 を 開 示 す る
参 考 文 献 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 “ Molecular Cloning: A Laboratory Ma
nual, “ 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Sambrook, J., E. F. Fritsch
お よ び T. Maniatis eds., 1989, お よ び ” Methods in Enzymology: Guide to Molecular 
Cloning Techniques, “ Academic Press, Berger, S. L.お よ び A. R. Kimmel eds., 1987
が 挙 げ ら れ る 。 同 定 さ れ た 必 須 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の い く つ か
の 使 用 に つ い て は 以 下 で 詳 細 に 記 載 す る 。  
【 ０ １ ４ ８ 】

　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 に 使 用 さ れ 、 包 含 さ れ る 標 的 遺 伝 子 産 物 と し て は 、 配 列 番 号
6001～ 6932で 記 載 し た 標 的 遺 伝 子 配 列 の よ う な 上 記 の 標 的 必 須 遺 伝 子 配 列 に よ っ て コ ー ド
さ れ る 遺 伝 子 産 物 (例 え ば 、 RNAま た は タ ン パ ク 質 )が 挙 げ ら れ る 。 表 ２ で は 、 配 列 番 号 700
1～ 7932の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 C. albicansの コ ド ン 使 用 頻 度 に よ り 配 列 番 号 6001～ 6932の 各
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 論 理 的 に 推 測 し て い る 。 し か し な が ら 、 C. albicans以 外 の 生 物 体
で 発 現 さ せ る 場 合 、 配 列 番 号 7001～ 7932の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 標 的 遺 伝 子 の タ ン パ
ク 質 産 物 は 普 遍 的 遺 伝 子 コ ー ド に よ っ て 翻 訳 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ 得
る 。 コ ド ン 使 用 頻 度 の か か る 違 い を 調 整 す る の に 必 要 な 改 変 に つ い て は 当 業 者 に は 明 ら か
で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
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5.4.3　 標 的 遺 伝 子 産 物



　 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 で は 機 能 的 に 同 等 な 遺 伝 子 産 物 で あ る タ ン パ ク 質 お
よ び ポ リ ペ プ チ ド も 使 用 し さ ら に 包 含 す る 。 か か る 機 能 的 に 同 等 な 遺 伝 子 産 物 と し て は 、
限 定 さ れ る も の で は な い が 、 配 列 番 号 7001～ 7932で 記 載 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 実 質 的 に 含 ん
で な る ま た は か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 天 然 の 変 異 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 か か る 同 等 な 標 的 遺 伝 子 産 物 は 、 上 記 の 標 的 遺 伝 子 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 内 に 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 を 含 有 す る 可 能 性 は あ る が 、 結 果
と し て サ イ レ ン ト な 変 化 で あ る た め 、 機 能 的 に 同 等 な 標 的 遺 伝 子 産 物 が 生 じ る 。 保 存 的 ア
ミ ノ 酸 置 換 は 関 連 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 溶 解 性 、 疎 水 性 、 親 水 性 お よ び /ま た は 両 親 媒 性 に
お け る 類 似 性 に 基 づ い て な さ れ 得 る 。 例 え ば 、 無 極 性 (す な わ ち 、 疎 水 性 )ア ミ ノ 酸 残 基 と
し て は 、 ア ラ ニ ン (Alaま た は A)、 ロ イ シ ン (Leuま た は L)、 イ ソ ロ イ シ ン (Ileま た は I)、 バ
リ ン (Valま た は V)、 プ ロ リ ン (Proま た は P)、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (Pheま た は F)、 ト リ プ ト フ
ァ ン (Trpま た は W)お よ び メ チ オ ニ ン (Metま た は M)が 挙 げ ら れ る ;極 性 中 性 ア ミ ノ 酸 残 基 と
し て は 、 グ リ シ ン (Glyま た は G)、 セ リ ン (Serま た は S)、 ト レ オ ニ ン (Thrま た は T)、 シ ス テ
イ ン (Cysま た は C)、 チ ロ シ ン (Tyrま た は Y)、 ア ス パ ラ ギ ン (Asnま た は N)お よ び グ ル タ ミ ン
(Glnま た は Q)が 挙 げ ら れ る ;正 電 荷 (す な わ ち 、 塩 基 性 )ア ミ ノ 酸 残 基 と し て は 、 ア ル ギ ニ
ン (Argま た は R)、 リ ジ ン (Lysま た は K)お よ び ヒ ス チ ジ ン (Hisま た は H)が 挙 げ ら れ る ;さ ら
に 負 電 荷 (す な わ ち 、 酸 性 )ア ミ ノ 酸 残 基 と し て は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 (Aspま た は D)お よ び グ
ル タ ミ ン 酸 (Gluま た は E)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 あ る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 7001～ 7932の う ち 1つ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 天 然
の 変 異 体 の 混 合 物 を 含 ん で な る 組 成 物 を 提 供 す る 。 当 技 術 分 野 で は 、 C. albicansに お い
て コ ド ン CTGを 認 識 す る tRNA分 子 の 99%が セ リ ン 残 基 に よ り 帯 電 し て お り 、 1%が ロ イ シ ン 残
基 に よ り 帯 電 し て い る こ と が 分 か っ て い る こ と か ら 、 生 合 成 中 に ロ イ シ ン を 伸 長 し て い る
ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 組 み 込 む 可 能 性 が あ る 。 よ っ て 、 コ ド ン CTGを 含 ん で な る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を C. albicansで 翻 訳 さ せ る 場 合 、 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド の わ ず か な 割 合 の も の が (C.
 albicansの コ ド ン 使 用 頻 度 に し た が っ て )CTGに よ り コ ー ド さ れ た セ リ ン 残 基 が 存 在 す る
と 予 測 さ れ る 位 置 に ロ イ シ ン 残 基 を 有 し て い る と 思 わ れ る 。 か か る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 翻
訳 産 物 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の CTGコ ド ン に 対 応 す る 位 置 に 少 数 の ロ イ シ ン /セ リ ン 変 異 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド 混 合 物 を 含 ん で な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 機 能 的 に 同 等 」 と は 、 表 ２ に 記 載 し た 1種 以 上 の 標 的 遺 伝 子 配 列
に よ り コ ー ド さ れ る C. albicans標 的 遺 伝 子 産 物 と 実 質 的 に 同 じ in vivo活 性 を 示 し 得 る ポ
リ ペ プ チ ド を い う 。 ま た 、 以 下 で 記 載 す る ア ッ セ イ の 一 部 と し て 使 用 す る 場 合 の 「 機 能 的
に 同 等 」 と は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 対 応 す る 部 分 が 他 の 細 胞 ま た は 細 胞 外 分 子 と 相 互 作 用 す
る の と 実 質 的 に 同 じ 方 法 で か か る 他 の 分 子 と 相 互 作 用 し 得 る ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド
を い う 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 機 能 的 に 同 等 な 標 的 遺 伝 子 産 物 が 表 ２ に 記 載 し た 1種 以 上
の 標 的 遺 伝 子 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 標 的 遺 伝 子 産 物 と 同 じ サ イ ズ ま た は ほ ぼ 同 じ サ イ ズ
で も あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の C. albicans必 須 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 標 的 遺 伝 子 産 物 の 生 物 学 的 機 能
は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） に お け る そ れ ら に 対 応 す
る 相 同 体 の 機 能 に よ っ て 予 測 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の C. albicans遺 伝
子 産 物 は 次 の 生 物 学 的 機 能 を １ つ 以 上 有 し う る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 代 謝 : ア ミ ノ 酸 代 謝 、 ア ミ ノ 酸 生 合 成 、 セ リ ン フ ァ ミ リ ー の 同 化 型 硫 黄 還 元 お よ び 生 合
成 、 ア ミ ノ 酸 代 謝 制 御 、 ア ミ ノ 酸 輸 送 、 ア ミ ノ 酸 分 解 (異 化 )、 そ の 他 の ア ミ ノ 酸 代 謝 活 性
、 窒 素 お よ び 硫 黄 の 代 謝 、 窒 素 お よ び 硫 黄 の 利 用 、 窒 素 お よ び 硫 黄 の 利 用 の 制 御 、 窒 素 お
よ び 硫 黄 の 輸 送 、 ヌ ク レ オ チ ド 代 謝 、 プ リ ン -リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 代 謝 、 ピ リ ミ ジ ン -リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド 代 謝 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 代 謝 、 環 状 ヌ ク レ オ チ ド お よ び 非 通 常 ヌ ク レ
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オ チ ド の 代 謝 、 ヌ ク レ オ チ ド 代 謝 制 御 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 解 、 ヌ ク レ オ チ ド 輸 送 、 そ の
他 の ヌ ク レ オ チ ド 代 謝 活 性 、 リ ン 酸 代 謝 、 リ ン 酸 の 利 用 、 リ ン 酸 の 利 用 の 制 御 、 リ ン 酸 輸
送 、 そ の 他 の リ ン 酸 代 謝 活 性 、 Ｃ 化 合 物 お よ び 炭 水 化 物 の 代 謝 、 Ｃ 化 合 物 お よ び 炭 水 化 物
の 利 用 、 Ｃ 化 合 物 お よ び 炭 水 化 物 の 利 用 制 御 、 Ｃ 化 合 物 お よ び 炭 水 化 物 の 輸 送 、 そ の 他 の
炭 水 化 物 代 謝 活 性 、 脂 質 、 脂 肪 酸 、 イ ソ プ レ ノ イ ド 代 謝 、 脂 質 、 脂 肪 酸 、 イ ソ プ レ ノ イ ド
生 合 成 、 リ ン 脂 質 生 合 成 、 糖 脂 質 生 合 成 、 脂 質 、 脂 肪 酸 お よ び イ ソ プ レ ノ イ ド の 分 解 、 脂
質 、 脂 肪 酸 、 イ ソ プ レ ノ イ ド の 利 用 、 脂 質 、 脂 肪 酸 、 イ ソ プ レ ノ イ ド 生 合 成 の 制 御 、 脂 質
お よ び 脂 肪 酸 の 輸 送 、 脂 質 お よ び 脂 肪 酸 の 結 合 、 そ の 他 の 脂 質 、 脂 肪 酸 、 イ ソ プ レ ノ イ ド
の 代 謝 活 性 、 ビ タ ミ ン 、 補 因 子 お よ び 補 欠 分 子 族 の 代 謝 、 ビ タ ミ ン 、 補 因 子 お よ び 補 欠 分
子 族 の 生 合 成 、 ビ タ ミ ン 、 補 因 子 お よ び 補 欠 分 子 族 の 利 用 、 ビ タ ミ ン 、 補 因 子 お よ び 補 欠
分 子 族 の 制 御 、 ビ タ ミ ン 、 補 因 子 お よ び 補 欠 分 子 族 の 輸 送 、 そ の 他 の ビ タ ミ ン 、 補 因 子 お
よ び 補 欠 分 子 族 の 活 性 、 ２ 次 代 謝 、 １ 次 代 謝 性 糖 誘 導 体 の 代 謝 、 配 糖 体 生 合 成 、 １ 次 ア ミ
ノ 酸 由 来 ２ 次 産 物 の 生 合 成 、 ア ミ ン 類 生 合 成 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 エ ネ ル ギ ー : 解 糖 お よ び 糖 新 生 、 ペ ン ト ー ス リ ン 酸 経 路 、 ト リ カ ル ボ ン 酸 回 路 、 電 子 伝
達 お よ び 膜 関 連 エ ネ ル ギ ー 保 存 、 電 子 伝 達 お よ び 膜 関 連 エ ネ ル ギ ー 保 存 の ア ク セ サ リ ー タ
ン パ ク 質 、 そ の 他 の 電 子 伝 達 お よ び 膜 関 連 エ ネ ル ギ ー 保 存 タ ン パ ク 質 、 呼 吸 、 発 酵 、 エ ネ
ル ギ ー 保 存 代 謝  (グ リ コ ー ゲ ン 、 ト レ ハ ロ ー ス )、 グ リ オ キ シ ル 酸 回 路 、 脂 肪 酸 酸 化 、 そ
の 他 の エ ネ ル ギ ー 発 生 活 性 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 細 胞 増 殖 、 細 胞 分 裂 お よ び DNA合 成 : 細 胞 増 殖 、 発 芽 (budding)、 細 胞 の 有 極 性 お よ び フ
ィ ラ メ ン ト 形 成 、 フ ェ ロ モ ン 応 答 、 交 配 型 決 定 、 性 特 異 的 タ ン パ ク 質 、 胞 子 形 成 お よ び 発
芽 、 減 数 分 裂 、 DNA合 成 と 複 製 、 組 み 換 え と DNA修 復 、 細 胞 周 期 制 御 と 有 糸 分 裂 、 細 胞 周 期
チ ェ ッ ク ポ イ ン ト タ ン パ ク 質 、 サ イ ト カ イ ン 、 そ の 他 の 細 胞 増 殖 、 細 胞 分 裂 お よ び DNA合
成 活 性 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 転 写 : rRNA転 写 、 rRNA合 成 、 rRNAプ ロ セ シ ン グ 、 そ の 他 の rRNA転 写 活 性 、 tRNA 転 写 、 t
RNA合 成 、 tRNAプ ロ セ シ ン グ 、 tRNA改 変 、 そ の 他 の tRNA転 写 活 性 、 mRNA転 写 、 mRNA合 成 、
一 般 的 転 写 活 性 、 転 写 制 御 、 ク ロ マ チ ン 改 変 、 mRNAプ ロ セ シ ン グ  (ス プ ラ イ シ ン グ )、 mRN
Aプ ロ セ シ ン グ  (5'-, 3'-末 端 プ ロ セ シ ン グ 、 mRNA分 解 )、 3'-末 端 プ ロ セ シ ン グ 、 mRNA分
解 、 そ の 他 の mRNA転 写 活 性 、 RNA輸 送 、 そ の 他 の 転 写 活 性 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 合 成 : リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 、 翻 訳 、 翻 訳 制 御 、 tRNA-シ ン テ タ ー ゼ 、 そ の
他 の タ ン パ ク 質 合 成 活 性 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 の デ ス テ ィ ネ ー シ ョ ン (destination): タ ン パ ク 質 の 折 り 畳 み お よ び 安 定 化
、 タ ン パ ク 質 の タ ー ゲ テ ィ ン グ 、 ソ ー テ ィ ン グ (sorting)お よ び ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 、
タ ン パ ク 質 の 修 飾 、 脂 肪 酸 に よ る 修 飾 (例 え ば 、 ミ リ ス チ ル 化 、 パ ル ミ チ ル 化 、 フ ァ ル ネ
シ ル 化 )、 リ ン 酸 化 に よ る 修 飾 、 脱 リ ン 酸 化 、 ア セ チ ル 化 に よ る 修 飾 、 そ の 他 の タ ン パ ク
質 修 飾 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 組 み 立 て 、 タ ン パ ク 質 分 解 、 細 胞 質 お よ び 核 分 解 、 リ ソ ソ ー
ム お よ び 液 胞 分 解 、 そ の 他 の タ ン パ ク 質 分 解 、 そ の 他 の タ ン パ ク 質 分 解 性 タ ン パ ク 質 、 そ
の 他 の タ ン パ ク 質 デ ス テ ィ ネ ー シ ョ ン 活 性 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 輸 送 促 進 : チ ャ ン ネ ル /孔 、 イ オ ン チ ャ ン ネ ル 、 イ オ ン 輸 送 体 、 金 属 イ オ ン 輸 送 体  (Cu
、 Fe等 )、 そ の 他 の カ チ オ ン 輸 送 体  (Na、 K、 Ca、 NH 4 等 )、 ア ニ オ ン 輸 送 体  (Cl、 SO 4 、 PO 4
等 )、 C化 合 物 お よ び 炭 水 化 物 輸 送 体 、 そ の 他 の C化 合 物 輸 送 体 、 ア ミ ノ 酸 輸 送 体 、 ペ プ チ
ド 輸 送 体 、 脂 質 輸 送 体 、 プ リ ン お よ び ピ リ ミ ジ ン 輸 送 体 、 ア ラ ン ト イ ン お よ び ア ラ ン ト イ
ン 酸 輸 送 体 、 ATPase輸 送 体 、 ABC 輸 送 体 、 薬 物 輸 送 体 、 そ の 他 の 輸 送 促 進 物 質 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 細 胞 輸 送 お よ び 輸 送 機 構 : 核 輸 送 、 ミ ト コ ン ド リ ア 輸 送 、 小 胞 輸 送  (ゴ ル ジ ネ ッ ト ワ ー
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ク 等 )、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 輸 送 、 液 胞 輸 送 、 細 胞 外 輸 送  (分 泌 )、 細 胞 内 取 り 込 み 、 細 胞 骨
格 依 存 型 輸 送 、 輸 送 機 構 、 そ の 他 の 輸 送 機 構 、 そ の 他 の 細 胞 内 輸 送 活 性 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 細 胞 の 生 合 成 :細 胞 壁  (細 胞 エ ン ベ ロ ー プ )の 生 合 成 、 原 形 質 膜 の 生 合 成 ,細 胞 骨 格 の 生
合 成 ,小 胞 体 の 生 合 成 ,ゴ ル ジ の 生 合 成 、 細 胞 内 輸 送 小 胞 の 生 合 成 、 核 の 生 合 成 、 染 色 体 構
造 の 生 合 成 、 ミ ト コ ン ド リ ア の 生 合 成 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 生 合 成 、 エ ン ド ソ ー ム の 生 合
成 、 液 胞 お よ び リ ソ ソ ー ム の 生 合 成 、 そ の 他 の 細 胞 の 生 合 成 活 性 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 細 胞 間 コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン /シ グ ナ ル 伝 達 : 細 胞 内 コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン 、 非 特 異 的 シ グ
ナ ル 伝 達 、 ２ 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 形 成 、 Gタ ン パ ク 質 活 性 の 制 御 、 主 要 キ ナ ー ゼ 、 そ の 他 の
非 特 異 的 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 、 形 態 形 成 、 Gタ ン パ ク 質 、 Gタ ン パ ク 質 活 性 制 御 、 主 要 キ ナ ー
ゼ 、 そ の 他 の 形 態 形 成 活 性 、 浸 透 圧 感 受 性 (osmosensing)、 受 容 体 タ ン パ ク 質 、 メ デ ィ エ
ー タ ー タ ン パ ク 質 、 主 要 キ ナ ー ゼ 、 主 要 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 そ の 他 の 浸 透 圧 感 受 性 活 性 、 栄
養 応 答 経 路 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 、 ２ 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 形 成 、 Gタ ン パ ク 質 、 Gタ ン パ ク 質 活
性 の 制 御 、 主 要 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 そ の 他 の 栄 養 応 答 経 路 活 性 、 フ ェ ロ モ ン 応 答 発 生 、 受 容
体 タ ン パ ク 質 、 Gタ ン パ ク 質 、 Gタ ン パ ク 質 活 性 の 制 御 、 主 要 キ ナ ー ゼ 、 主 要 ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 、 そ の 他 の フ ェ ロ モ ン 応 答 活 性 、 そ の 他 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 細 胞 レ ス キ ュ ー (cell rescue)、 細 胞 防 御 、 細 胞 死 お よ び 細 胞 老 化 : ス ト レ ス 応 答 、 修
復 、 そ の 他 の DNA修 復 、 解 毒 、 解 毒 に 関 与 す る シ ト ク ロ ム P450、 そ の 他 の 解 毒 、 細 胞 死 、
細 胞 老 化 、 外 因 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 分 解 、 そ の 他 の 細 胞 レ ス キ ュ ー 活 性 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 イ オ ン 恒 常 性 : カ チ オ ン 恒 常 性 、 金 属 イ オ ン 恒 常 性 、 プ ロ ト ン 恒 常 性 、 そ の 他 の カ チ オ
ン 恒 常 性 、 ア ニ オ ン 恒 常 性 、 硫 酸 塩 恒 常 性 、 リ ン 酸 塩 恒 常 性 、 塩 化 物 恒 常 性 、 そ の 他 の ア
ニ オ ン 恒 常 性 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 細 胞 構 成 (タ ン パ ク 質 は 対 応 す る オ ル ガ ネ ラ に 局 在 す る ): 細 胞 壁 構 成 、 原 形 質 膜 構 成 、
細 胞 質 構 成 、 細 胞 骨 格 構 成 、 中 心 体 構 成 、 小 胞 体 構 成 、 ゴ ル ジ 体 構 成 、 細 胞 内 輸 送 小 胞 構
成 、 核 構 成 、 染 色 体 構 造 、 ミ ト コ ン ド リ ア 構 成 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 構 成 、 エ ン ド ソ ー ム 構
成 、 液 胞 お よ び リ ソ ソ ー ム 構 成 、 内 膜 構 成 、 細 胞 外 ／ 分 泌 蛋 白 質 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 が サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharo
myces cerevisiae） の RNAま た は タ ン パ ク 質 で あ る 該 遺 伝 子 産 物 が 利 用 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 標 的 遺 伝 子 産 物 の １ 以 上 の ド メ イ ン （ 例 え ば 、 シ グ ナ ル 配 列 、 TM、 ECD、 CDま た は リ ガ
ン ド 結 合 ド メ イ ン )、 末 端 切 断 型 ま た は 欠 失 型 標 的 遺 伝 子 産 物 （ 例 え ば 、 標 的 遺 伝 子 産 物
の １ 以 上 の ド メ イ ン が 欠 失 し て い る ポ リ ペ プ チ ド ） 、 お よ び 融 合 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 （
例 え ば 、 全 長 も し く は 末 端 切 断 型 も し く は 欠 失 型 標 的 遺 伝 子 産 物 が 、 ま た は 標 的 遺 伝 子 産
物 の １ 以 上 の ド メ イ ン に 対 応 す る ペ プ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド が 非 関 連 タ ン パ ク 質 と 融
合 し て い る タ ン パ ク 質 ） に 対 応 す る ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド も 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ
れ る 。 か か る ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド (キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た は キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド
と も 称 す る ） は 、 表 IIに 列 記 し た 標 的 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 に 基
づ い て 当 業 者 に よ り 容 易 に 設 計 す る こ と が で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 例 と し て は 、 限 定 す
る も の で は な い が 、 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 試 薬 を 使 用 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ り 標 的 遺 伝 子 産 物 の 単 離 を 容 易 に す る エ ピ ト ー プ タ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を 挙 げ る こ
と が で き る 。 そ の 他 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 例 と し て は 、 細 胞 膜 に 固 定 さ れ る こ と に よ り 標 的
遺 伝 子 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 表 面 上 に 表 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 、 酵 素 に 対 す る 融 合 タ ン パ ク
質 (例 え ば 、 Kluyveronmyces lactisの LAC4遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 3-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (Leu
ker ら , 1994, Mol. Gen. Genet., 245: 212-217))、 蛍 光 タ ン パ ク 質 に 対 す る 融 合 タ ン パ
ク 質 (例 え ば 、 Renilla reniformis由 来 の タ ン パ ク 質  (Srikantha ら , 1996, J. Bacterio
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l. 178: 121-129)、 ま た は マ ー カ ー 機 能 を 付 与 し 得 る 発 光 タ ン パ ク 質 に 対 す る 融 合 タ ン パ
ク 質 な ど あ ら ゆ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 融 合 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明
は 、 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 と 融 合 さ せ た 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で
あ っ て 、 こ の 第 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 が 配 列 番 号 7001～ 7932の う ち の １ つ か ら 選 択 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も ６ 個 の 連 続 す る 残 基 か ら な る も の で あ る 、 前 記 融 合 タ ン パ ク
質 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 上 記 の 標 的 遺 伝 子 産 物 コ ー ド 配 列 に 別 の 改 変 を 行 っ て 、 例 え ば 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 で の
発 現 、 ス ケ ー ル ア ッ プ 等 に よ り 好 適 な ポ リ ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 シ ス テ
イ ン 残 基 を 欠 失 さ せ る ま た は 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と で ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 排 除 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 産 物 は 、 好 ま し く は (す な わ ち 、 標 的 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 向 け ら れ
た 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 遺 伝 子 産 物 の )エ ピ ト ー プ 断 片 を 提 示 す る の に 必 要 な 少 な く と
も 同 じ 数 の 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な る 。 例 え ば 、 か か る タ ン パ ク 質 断 片 ま た は ペ プ チ
ド は 特 異 的 に 発 現 さ れ た 全 長 の ま た は 経 路 遺 伝 子 産 物 の 少 な く と も 約 8個 の 連 続 ア ミ ノ 酸
残 基 を 含 ん で な る こ と が で き る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 断 片 お よ び ペ プ
チ ド は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 約 6、 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 150、 200、
250、 300、 350、 400、 450個 以 上 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 に 使 用 さ れ 、 包 含 さ れ る 標 的 遺 伝 子 産 物 は 、 本 発 明 の 1種 以
上 の 上 記 標 的 遺 伝 子 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 (こ こ で 、 こ れ ら の 配 列 ま た は
そ の 断 片 の 1以 上 の エ キ ソ ン に よ り コ ー ド さ れ る こ と の 多 い ド メ イ ン は 欠 失 し て い る )も 包
含 す る 。 本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 産 物 は 、 ま た さ ら に 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 糖 付 加 、
ア セ チ ル 化 お よ び ミ リ ス チ ル 化 な ど の 翻 訳 後 修 飾 を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 産 物 は 、 例 え ば 合 成 技 法 ま た は 当 業 者 に は 周 知 の 技 術 を 用 い る 組 換
え DNA技 法 に よ り 容 易 に 製 造 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 産 物 の
製 造 方 法 に つ い て は 本 明 細 書 に 記 載 す る 。 ま ず 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド を
当 技 術 分 野 で 周 知 の 技 術 に よ り 合 成 ま た は 製 造 す る 。 例 え ば 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明
細 書 に 組 み 入 れ る Creighton, 1983, Proteins: Structures and Molecular Principles, 
W. H. Freeman and Co., N.Y. を 参 照 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド を 固 相 支 持 体 上 ま た は 溶 液 中 で
合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 あ る い は 、 当 業 者 に 周 知 の 組 換 え DNA法 を 用 い て 、 配 列 番 号 1～ 61で 示 さ れ る も の の よ う
な 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 お よ び 適 当 な 転 写 /翻 訳 制 御 シ グ ナ ル を 含 む 発 現 ベ ク
タ ー を 構 築 し て も よ い 。 こ れ ら の 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 in vitro組 換 え DNA法 、 合 成 技
法 お よ び in vivo組 換 え 法 /遺 伝 学 的 組 換 え 法 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 Sambrookら , 1989, 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y., Plaら , Y
east 12:1677-1702 (1996)(参 照 に よ り 本 明 細 書 に そ の 全 文 を 組 み 入 れ る )お よ び Ausubel,
 1989, 前 掲 に 記 載 の 方 法 を 参 照 。 あ る い は 、 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 配 列 を コ ー ド し 得 る R
NAは 、 例 え ば シ ン セ サ イ ザ ー を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 Oligoヌ
ク レ オ チ ド 合 成 , 1984, Gait, M.J編 , IRL Press, Oxford )(参 照 に よ り 本 明 細 書 に そ の
全 文 を 組 み 入 れ る )に 記 載 の 技 術 を 参 照 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 コ ー ド 配 列 を 発 現 さ せ る に は 種 々 の 宿 主 -発 現 ベ ク タ ー 系 を 用 い る
こ と が で き る 。 か か る 宿 主 -発 現 ベ ク タ ー 系 は 、 対 象 と す る コ ー ド 配 列 が そ れ に よ っ て 産
生 さ れ 、 次 ぎ に 精 製 さ れ る ビ ヒ ク ル で あ る が 、 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 で 形 質 転 換
ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 際 に 本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 を in situで 発 現 す る こ
と が で き る 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の も の と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 標 的 遺 伝 子
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タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ DNA、 プ ラ ス ミ ド DNAま た は コ ス ミ
ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 細 菌 (例 え ば 、 大 腸 菌 、 枯 草 菌 )； 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク
質 コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 酵 母 (例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ
ス 属 、 分 裂 酵 母 属 、 赤 パ ン カ ビ 属 、 コ ウ ジ カ ビ 属 、 カ ン ジ ダ 属 、 ピ キ ア 属 )な ど の 微 生 物
； 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば 、 バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス )を 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 ； 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え ウ
イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス CaMV； タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ
ル ス TMV)を 感 染 さ せ た 、 ま た は 組 換 え プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば 、 Tiプ ラ ス ミ ド )で
形 質 転 換 し た 植 物 細 胞 ； あ る い は 哺 乳 類 細 胞 ゲ ノ ム 由 来 プ ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 メ タ ロ チ
オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー )、 ま た は 哺 乳 類 ウ イ ル ス 由 来 プ ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル
ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 7.5Kプ ロ モ ー タ ー )を 含 む 組 換 え 発 現 構 築 物 を
有 す る 哺 乳 類 細 胞 系 (例 え ば 、 COS、 CHO、 BHK、 293、 3T3)が 挙 げ ら れ る 。 必 要 で あ れ ば 、
コ ー ド 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は そ の 翻 訳 産 物 が 正 し い ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る よ う に 、 宿
主 の コ ド ン 使 用 頻 度 に し た が っ て 改 変 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 細 菌 系 で は 、 発 現 さ れ る 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 に 意 図 さ れ る 使 用 に 応 じ て い く つ か の 発
現 ベ ク タ ー が 有 利 に 選 択 で き る 。 例 え ば 、 抗 体 の 作 製 ま た は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク
リ ー ニ ン グ の た め に か か る タ ン パ ク 質 を 大 量 に 産 生 さ せ る 際 に は 、 例 え ば 容 易 に 精 製 さ れ
る 融 合 タ ン パ ク 質 産 物 を 高 レ ベ ル で 発 現 す る こ と を 指 示 す る ベ ク タ ー が 望 ま れ 得 る 。 か か
る ベ ク タ ー と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 融 合 タ ン パ ク 質 が 産 生 さ れ る よ う に 標
的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 が 個 々 に lacZコ ー ド 領 域 と フ レ ー ム 内 で 連 結 し 得 る 大 腸 菌
発 現 ベ ク タ ー pUR278 (Rutherら , 1983, EMBO J. 2:1791； pINベ ク タ ー  (Inouye & Inouye
, 1985, Nucleic Acids Res. 13:3101-3109; Van Heeke & Schuster, 1989, J. Biol. Ch
em. 264:5503-5509)な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 pGEXベ ク タ ー を 用 い て グ ル タ チ オ ン S・ ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 外 来 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と も
で き る 。 一 般 に 、 か か る 融 合 タ ン パ ク 質 は 可 溶 性 で あ っ て 、 グ ル タ チ オ ン -ア ガ ロ ー ス ビ
ー ズ に 吸 着 さ せ た 後 に 遊 離 グ ル タ チ オ ン の 存 在 下 で 溶 離 さ せ る こ と に よ り 溶 解 細 胞 か ら 容
易 に 精 製 す る こ と が で き る 。 pGEXベ ク タ ー は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 が
GST部 分 か ら 遊 離 し 得 る よ う に ト ロ ン ビ ン ま た は フ ァ ク タ ー Xaプ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含
む よ う に 設 計 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 哺 乳 類 宿 主 細 胞 で 標 的 遺 伝 子 を 発 現 さ せ よ う と す る 場 合 に は 、 ウ イ ル ス に 基 づ く い く つ
か の 発 現 系 を 利 用 で き る 。 発 現 ベ ク タ ー と し て ア デ ノ ウ イ ル ス を 用 い る 場 合 、 対 象 と す る
標 的 遺 伝 子 コ ー ド 配 列 は ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 /翻 訳 制 御 複 合 体 、 例 え ば 後 期 プ ロ モ ー タ ー
と 三 部 リ ー ダ ー 配 列 と 連 結 さ せ る こ と が で き る 。 こ の キ メ ラ 遺 伝 子 は 次 ぎ に in vitroま た
は in vivo組 換 え に よ り ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 挿 入 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム
の 非 必 須 領 域 (例 え ば 、 領 域 E1ま た は E3)に 挿 入 す る と 、 活 性 が あ り 、 か つ 、 感 染 宿 主 に お
い て 標 的 遺 伝 子 産 物 を 発 現 さ せ 得 る 組 換 え ウ イ ル ス が 得 ら れ る (例 え ば 、 Logan & Shenk, 
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659参 照 )。 ま た 、 挿 入 さ れ た 標 的 遺 伝 子 コ
ー ド 配 列 が 効 果 的 に 翻 訳 さ れ る に は 特 異 的 開 始 シ グ ナ ル も 必 要 と さ れ 得 る 。 こ れ ら の シ グ
ナ ル に は ATG開 始 コ ド ン お よ び 隣 接 配 列 が 含 ま れ る 。 そ の 固 有 の 開 始 コ ド ン お よ び 隣 接 配
列 を 含 む 全 標 的 遺 伝 子 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 場 合 に は 、 さ ら な る 翻 訳 制 御 シ グ
ナ ル は 必 要 で な い 。 し か し 、 標 的 遺 伝 子 コ ー ド 配 列 の 一 部 だ け を 挿 入 す る 場 合 に は 、 お そ
ら く は ATG開 始 コ ド ン を 含 む 外 因 性 の 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル を 提 供 し な け れ ば な ら な い 。 さ ら
に 、 全 イ ン サ ー ト を 確 実 に 翻 訳 す る に は 開 始 コ ド ン は 所 望 の コ ー ド 配 列 の 読 み 取 り フ レ ー
ム と 同 期 し て い な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の 外 因 性 の 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル お よ び 開 始 コ ド ン
は 天 然 お よ び 合 成 双 方 の 種 々 の 起 源 の も の で あ っ て よ い 。 発 現 効 率 は 適 当 な 転 写 増 強 エ レ
メ ン ト 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー な ど を 含 め る こ と に よ っ て 増 強 さ せ る こ と が で き る (Bittner
ら , 1987, Methods in Enzymol. 153:516-544参 照 )。
【 ０ １ ７ ７ 】
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　 さ ら に 、 挿 入 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 、 ま た は 所 望 の 特 定 の 様 式 で 遺 伝 子 産 物 を 修 飾 お よ
び プ ロ セ シ ン グ す る 宿 主 細 胞 系 統 を 選 択 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 産 物 の か か る 修 飾
(例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 )お よ び プ ロ セ ッ シ ン グ (例 え ば 、 切 断 )は タ ン パ ク 質 機 能 に と っ て
重 要 で あ り 得 る 。 異 な る 宿 主 細 胞 は タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び 修 飾 に 関 し
て 特 徴 お よ び 特 定 の メ カ ニ ズ ム を 持 っ て い る 。 発 現 し た 外 来 タ ン パ ク 質 の 適 切 な 修 飾 お よ
び プ ロ セ ッ シ ン グ を 確 実 な も の と す る た め に 適 当 な 細 胞 系 ま た は 宿 主 系 を 選 択 す る こ と が
で き る 。 こ の 目 的 で 、 一 次 転 写 産 物 の 適 切 な プ ロ セ ッ シ ン グ 、 遺 伝 子 産 物 の グ リ コ シ ル 化
、 お よ び リ ン 酸 化 の た め の 細 胞 機 構 を 有 す る 真 核 宿 主 細 胞 が 使 用 で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 を 長 期 に わ た っ て 高 い 収 率 で 生 産 す る に は 、 安 定 発 現 が 好 ま し い 。 例
え ば 、 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 を 安 定 発 現 す る 細 胞 系 が 操 作 可 能 で あ る 。 宿 主 細 胞 は 適 当 な
発 現 制 御 エ レ メ ン ト (例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 、
ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 な ど )に よ り 制 御 さ れ る DNAお よ び 選 択 マ ー カ ー で 形 質 転 換 さ せ る こ と
が で き る 。 外 来 DNAを 導 入 し た 後 、 操 作 細 胞 を 完 全 培 地 で 1～ 2日 間 増 殖 さ せ 、 そ の 後 、 選
択 培 地 に 切 り 替 え て も よ い 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド 中 の 選 択 マ ー カ ー は 選 択 耐 性 を 付 与 し 、 細
胞 は そ れ ら の 染 色 体 に プ ラ ス ミ ド を 安 定 し て 組 み 込 む こ と が で き 、 次 ぎ に 細 胞 増 殖 巣 か ら
増 殖 さ せ 、 こ れ を 次 ぎ に ク ロ ー ン 化 し て 細 胞 系 へ と 拡 張 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 標
的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 系 の 操 作 に 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。 か か る 操 作 細
胞 は 内 在 す る 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 の 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び
評 価 に 特 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (Wiglerら , 1977,
 Cell 11:223)、 ヒ ポ キ サ ン チ ン -グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Szybalska
 & Szybalski, 1962, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:2026)お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ
シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Lowyら , 1980, Cell 22:817)遺 伝 子 を は じ め と す る い く つ か の
選 択 系 が そ れ ぞ れ tk-、 hgprt-、 ま た は aprt-細 胞 で 使 用 で き る 。 ま た 、 メ ト ト レ キ サ ー ト
(Wiglerら , 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:3567; O’ Hareら , 1981, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 78:1527耐 性 を 付 与 す る dhfr、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 耐 性 を 付 与 す る gpt(Mu
lligan & Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072、 ア ミ ノ グ リ シ ド G-418耐 性
を 付 与 す る neo(Colberre-Garapinら , 1981, J. Mol. Biol. 150:1)お よ び ハ イ グ ロ マ イ シ
ン 耐 性 を 付 与 す る hygro(Santerreら , 1984, Gene 30:;147)に 対 す る 選 択 の 基 礎 と し て 抗
代 謝 産 物 耐 性 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 あ る い は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 発 現 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る こ と で
容 易 に 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Janknechtら に よ り 記 載 さ れ て い る 系 は ヒ ト 細 胞
系 で 発 現 し た 非 変 性 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る (Janknechtら , 1991, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 88:8972-8976)。 こ の 系 で は 、 対 象 と す る 遺 伝 子 を 、 そ の 遺 伝 子 の オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 6個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 か ら な る ア ミ ノ 末 端 タ グ に 翻 訳 上 融 合
さ れ る よ う に ワ ク シ ニ ア 組 換 え プ ラ ス ミ ド に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ
イ ル ス に 感 染 さ せ た 細 胞 か ら の 抽 出 物 を Ni 2 + ニ ト リ ロ 酢 酸 -ア ガ ロ ー ス カ ラ ム に 添 加 し 、
ヒ ス チ ジ ン タ グ 付 き タ ン パ ク 質 を イ ミ ダ ゾ ー ル 含 有 バ ッ フ ァ ー で 選 択 的 に 溶 出 す る 。 ま た
、 標 的 遺 伝 子 産 物 の カ ル ボ キ シ 末 端 に お け る 融 合 も 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る も の の よ う な ア ッ セ イ 系 に お い て 構 成 要 素 と し て 用 い る 場 合
、 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 は 、 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 と 試 験 物 質 と の 間 で 形 成 さ れ る 複 合 体
の 検 出 を 容 易 に す る た め に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 識 す る こ と が で き る 。 限 定 さ れ る も の
で は な い が 、 1 2 5 Iな ど の 放 射 性 同 位 元 素 、 基 質 に 曝 さ れ た 際 に 検 出 可 能 な 比 色 定 量 シ グ ナ
ル ま た は 光 を 発 す る 酵 素 標 識 系 、 お よ び 蛍 光 標 識 を は じ め と す る 種 々 の 好 適 な 標 識 系 の い
ず れ か を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
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　 間 接 的 標 識 は い ず れ か の 標 的 遺 伝 子 産 物 と 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗 体 な ど の タ ン パ ク 質
の 使 用 を 含 む 。 か か る 抗 体 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAbs)、 ヒ ト 、 ヒ ト 化 ま た は キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Fabフ ラ グ メ
ン ト 、 F(ab’ )2フ ラ グ メ ン ト 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て 作 製 さ れ た フ ラ グ メ ン ト 、
抗 イ デ ィ オ タ イ プ (抗 Id)抗 体 、 お よ び 上 記 の い ず れ か の エ ピ ト ー プ 結 合 フ ラ グ メ ン ト が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 同 定 さ れ た 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 が 発 現 し
た 後 、 そ の タ ン パ ク 質 を 精 製 す る 。 タ ン パ ク 質 精 製 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 同 定 さ
れ た 外 因 性 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 17sに コ ー ド さ れ 、 そ れ か ら 発 現 し た タ ン パ ク 質 は ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル に よ る 沈 殿 の よ う な 沈 殿 法 を 用 い て 部 分 精 製 す る こ と が で き る 。 あ る い は
、 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ タ グ を 用 い て タ ン パ ク 質 の 簡 便 な ワ ン ス テ ッ プ 精 製 を し て も よ
い 。 さ ら に ま た 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト カ ラ
ム の 使 用 、 固 定 化 反 応 性 色 素 、 ク ロ マ ト 電 気 泳 動 、 お よ び 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の
使 用 な ど の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 用 い て タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と も で き る 。 精 製 方 法
と し て は 、 一 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 、 高 分 解 二 次 元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 、 等 電 点 電 気
泳 動 そ の 他 な ど の 電 気 泳 動 法 が 考 え ら れ る 。 ま た 本 発 明 の 精 製 法 と し て は 、 固 相 結 合 抗 体
、 リ ガ ン ド 提 示 カ ラ ム お よ び そ の 他 の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー マ ト リ ッ ク ス を
含 ん で な る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 も 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 さ ら に 、 精 製 さ れ た 標 的 遺 伝 子 産 物 、 そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 を 薬 学 上 許 容 さ れ る
担 体 で 個 体 に 投 与 し て そ の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 し て も
よ い 。 好 ま し く は 、 こ の 免 疫 応 答 は そ の 個 体 を 防 御 す る 防 護 免 疫 応 答 で あ る 。 タ ン パ ク 質
(ア ジ ュ バ ン ト を 含 む )お よ び 薬 学 上 許 容 さ れ る 担 体 の 適 当 な 用 量 を 決 定 す る 方 法 は 当 業 者
に 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】

　 こ こ で は 上 記 の 1以 上 の 標 的 遺 伝 子 産 物 の エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 し 得 る 抗 体 の 作 製
方 法 を 記 載 す る 。 か か る 抗 体 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAbs)、 ヒ ト 、 ヒ ト 化 ま た は キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Fabフ ラ グ
メ ン ト 、 F(ab’ )2フ ラ グ メ ン ト 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て 作 製 さ れ た フ ラ グ メ ン ト
、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ (抗 -Id)抗 体 、 お よ び 上 記 の い ず れ か の エ ピ ト ー プ 結 合 フ ラ グ メ ン ト
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 標 的 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 抗 体 を 作 製 す る に は 、 種 々 の 宿 主 動 物 を 標 的 遺 伝
子 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 一 部 を 注 射 す る こ と で 免 疫 化 す る 。 か か る 宿 主 動 物 と し て は 、 限
定 さ れ る も の で は な い が い く つ か 挙 げ る と 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 お よ び ラ ッ ト が 挙 げ ら れ る
。 宿 主 種 に も よ る が 、 免 疫 応 答 を 増 強 す る に は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 フ ロ イ ン ト
(完 全 お よ び 不 完 全 )ア ジ ュ バ ン ト 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の 無 機 ゲ ル 、 リ ゾ レ シ チ ン 、
プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ イ ル エ マ ル シ ョ ン 、 キ ー ホ ー ル ・
リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ど の 界 面 活 性 物 質 、 BCG(bacille Calm
ett-Guerin)お よ び Corynebacterium parvumな ど の 潜 在 的 に 有 用 な ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト を は
じ め と す る 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 で き る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド (そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 7001か ら 7932の 1つ の 、 少 な く と も 6個 ま た は 少 な く と
も 8個 の 連 続 す る 残 基 を 含 ん で な る )を 含 ん で な る 免 疫 原 性 組 成 物 を 動 物 に 導 入 す る こ と を
含 ん で な る 、 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 標 的 遺 伝 子 産 物 の よ う な 抗 原 、 ま た は そ の 抗 原 機 能 誘 導 体 で 免 疫
化 し た 動 物 の 血 清 に 由 来 す る 抗 体 分 子 の 不 均 質 集 団 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す
る に は 、 上 記 の よ う な 宿 主 動 物 を 、 こ れ も ま た 上 記 の よ う な ア ジ ュ バ ン ト を 添 加 し た 、 異
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な る 発 現 の 、 ま た は 異 な る 経 路 の 遺 伝 子 産 物 を 注 射 す る こ と に よ っ て 免 疫 化 す る こ と が で
き る 。 免 疫 動 物 に お け る 抗 体 力 価 は 、 固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定
法 (ELISA)な ど の 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 経 時 的 に モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 必 要 で
あ れ ば 、 抗 体 分 子 は 、 動 物 か ら (例 え ば 、 血 液 か ら )単 離 し て も よ い し 、 Aタ ン パ ク 質 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 周 知 の 技 術 に よ っ て さ ら に 精 製 し て IgG画 分 を 得 て も よ い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 特 定 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 均 質 な 集 団 で あ る が 、 こ れ は 連 続 細 胞
培 養 系 に よ り 抗 体 分 子 を 産 生 さ せ る い ず れ の 技 術 に よ っ て も 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら に
は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Kohler and Milstein (1975, Nature 256:495-497;お よ
び 米 国 特 許 第 4,376,110号 )の ハ イ ブ リ ド ー マ 法 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 (Kosborら , 
1983, Immunology Today 4:72; Coleら , 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-20
30)、 お よ び EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 法 (Coleら , 1985, Monoclonal Antibodies And Cancer T
herapy, Alan R. Liss, Inc., 77-96頁 )が 挙 げ ら れ る 。 か か る 抗 体 は IgG、 IgM、 IgE、 IgA
、 IgDお よ び そ の い ず れ か の サ ブ ク ラ ス を は じ め 、 い ず れ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ っ て も よ
い 。 本 発 明 の mAbを 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は in vitroま た は in vivoで 培 養 可 能 で あ る 。
現 在 の と こ ろ in vivoに お い て 高 力 価 の mAbを 産 生 さ せ る こ と が 好 ま し い 産 生 方 法 と な っ て
い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 代 わ り に 、 組 換 え コ ン ビ ナ ト リ ア ル
免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 抗 体 フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ ー )を 目 的 の ポ リ ペ プ
チ ド で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と で 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 同 定 お よ び 単 離 で き る 。 フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン
グ す る た め の キ ッ ト は 、 市 販 さ れ て い る (例 え ば 、 Pharmacia Recombinant Phage Antibod
y System, Catalog No. 27-9400-01； お よ び Stratagene SurfZAPTM Phage Display Kit, 
Catalog No. 240612)。 さ ら に 、 抗 体 提 示 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る
際 に 使 用 す る の に 特 に 向 い て い る 方 法 お よ び 試 薬 の 例 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,223,409号
； PCT公 報 第 WO 92/18619号 ； PCT公 報 第 WO 91/17271号 ； PCT公 報 第 WO 92/20791号 ； PCT公
報 第 WO 92/15679号 ； PCT公 報 第 WO 93/01288号 ； PCT公 報 第 WO 92/01047号 ； PCT公 報 第 WO 9
2/09690号 ； PCT公 報 第 WO 90/02809号 ； Fuchsら (1991) Bio/Technology 9:1370-1372； Hay
ら  (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85； Huseら  (1989) Science 246:1275-1281
； Griffithsら  (1993) EMBO J. 12:725-734に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 さ ら に 、 標 準 的 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 作 製 で き る 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 部 分 の 両 方 を 含
む キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 組 換 え 抗 体 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。
キ メ ラ 抗 体 は 、 マ ウ ス mAb由 来 の 可 変 領 域 お よ び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 を 有 す る も
の な ど 、 異 な る 部 分 が 異 な る 動 物 種 に 由 来 す る 分 子 で あ る (例 え ば 、 Cabillyら 、 米 国 特 許
第 4,816,567号 ； お よ び Bossら 、 米 国 特 許 第 4,816397号 を 参 照 。 こ れ ら の 文 献 は そ の 内 容
全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る )。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 種 由 来 の １ 以 上 の 相 補
性 決 定 領 域 (CDR)、 お よ び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 由 来 の 枠 組 み 構 造 領 域 を 有 す る 非 ヒ ト
種 由 来 の 抗 体 分 子 で あ る (例 え ば 、 Queen、 米 国 特 許 第 5,585,089号 を 参 照 の こ と 。 こ の 文
献 は 、 そ の 内 容 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る )。 こ の よ う な キ メ ラ お よ び ヒ ト
化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 PCT公 報 第 WO 87/02671号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 184,187号
； 欧 州 特 許 出 願 第 171,496号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 173,494号 ； PCT公 報 第 WO 86/01533号 ； 米 国
特 許 第 4,816,567号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 125,023号 ； Betterら (1988) Science 240:1041-1043
； Liuら  (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443； Liuら  (1987) J. Immunol.
 139:3521-3526； Sunら  (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218； Nishimuraら  
(1987) Canc. Res. 47:999-1005； Woodら  (1985) Nature 314:446-449； お よ び Shawら  (1
988) J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559)；  Morrison (1985) Science 229:1202-1207
； Oiら  (1986) Bio/Techniques 4:214： 米 国 特 許 第 5,225,539号 ； Jonesら  (1986) Nature
 321:552-525； Verhoeyanら  (1988) Science 239:1534； な ら び に Beidlerら  (1988) J. I
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mmunol. 141:4053-4060に 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 組 換 え DNA技 術
に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 患 者 の 治 療 的 処 置 の た め に 特 に 望 ま し い 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 内
因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 は 発 現 で き な い が 、 ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子
は 発 現 で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て 産 生 で き る 。 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス を 、 選 択 し た 抗 原 (例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 全 体 ま た は そ の 一 部 )で 通 常 の 様 式
で 免 疫 化 す る 。 抗 原 に 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 従 来 の ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用
い て 得 る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 有 す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ト ラ ン ス
ジ ー ン は 、 Ｂ 細 胞 分 化 の 間 に 再 編 成 し 、 そ の 後 ク ラ ス ス イ ッ チ お よ び 体 細 胞 変 異 を 経 る 。
し た が っ て 、 こ の よ う な 技 術 を 用 い て 、 治 療 的 に 有 用 な IgG、 IgAお よ び IgE抗 体 を 産 生 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る た め の こ の 技 術 の 概 要 に つ い て は 、 Lonbergお
よ び Huszar(1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93)を 参 照 の こ と 。 ヒ ト 抗 体 お よ び ヒ ト モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め の こ の 技 術 の 詳 細 な 議 論 、 な ら び に こ の よ う な 抗 体 の 産
生 プ ロ ト コ ー ル に つ い て は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,625,126号 ； 米 国 特 許 第 5,633,425号 ；
米 国 特 許 第 5,569,825号 ； 米 国 特 許 第 5,661,016号 ； お よ び 米 国 特 許 第 5,545,806号 を 参 照
の こ と 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 「 誘 導 選 択 (guided selection)」 と
称 さ れ る 技 術 を 用 い て 産 生 で き る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 選 択 さ れ た 非 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 )を 用 い て 、 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 の 選 択 を
導 く (Jespersら  (1994) Bio/technology 12:899-903)。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 特 定 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 公 知 の 技 術 に よ り 産 生 で き る 。 例 え
ば 、 こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ り 産 生 さ れ 得 る F(ab
')2フ ラ グ メ ン ト 、 な ら び に F(ab')2フ ラ グ メ ン ト の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 還 元 す る こ と で 産
生 さ れ 得 る Fabフ ラ グ メ ン ト な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 あ る い は ま た
、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し て (Huseら , 1989, Science 246:1275-1281)、 所 望 の 特 異
性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Fabフ ラ グ メ ン ト の 迅 速 か つ 簡 単 な 同 定 を 可 能 に で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 標 的 遺 伝 子 産 物 に 対 す る そ れ ら の 結 合 親 和 性 の 点 か ら も 説 明 ま た
は 特 定 で き る 。 好 ま し い 結 合 親 和 性 と し て は 、 5× 10 - 6 Ｍ 、 10 - 6 Ｍ 、 5× 10 - 7 Ｍ 、 10 - 7 Ｍ 、
5× 10 - 8 Ｍ 、 10 - 8 Ｍ 、 5× 10 - 9 Ｍ 、 10 - 9 Ｍ 、 5× 10 - 1 0 Ｍ 、 10 - 1 0 Ｍ 、 5× 10 - 1 1 Ｍ 、 10 - 1 1 Ｍ 、
5× 10 - 1 2 Ｍ 、 10 - 1 2 Ｍ 、 5× 10 - 1 3 Ｍ 、 10 - 1 3 Ｍ 、 5× 10 - 1 4 Ｍ 、 10 - 1 4 Ｍ 、 5× 10 - 1 5 Ｍ 、 ま た
は 10 - 1 5 Ｍ 未 満 の 解 離 定 数 す な わ ち Kdを 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 標 的 遺 伝 子 産 物 に 向 け ら れ た 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 使 用 し て 標 的 遺 伝 子 産 物 を
検 出 し て 、 様 々 な 環 境 条 件 下 、 異 な る 形 態 学 的 形 態 (菌 糸 体 、 酵 母 、 胞 子 )お よ び 生 物 の ラ
イ フ サ イ ク ル の 異 な る 段 階 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 存 在 度 お よ び パ タ ー ン を 評 価 で
き る 。 標 的 遺 伝 子 産 物 に 向 け ら れ た 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 診 断 の た め に 使 用 し て
、 臨 床 検 査 手 法 の 一 部 と し て (例 え ば 、 所 与 の 治 療 処 方 計 画 の 有 効 性 を 決 定 す る た め に )、
感 染 宿 主 の 組 織 中 の 標 的 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル を モ ニ タ ー で き る 。 抗 体 を 検 出 可 能 な 物 質 と
結 合 さ せ る こ と に よ り 検 出 し 易 く で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 の 例 と し て は 、 様 々 な 酵 素 、 補
欠 分 子 族 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 生 物 発 光 物 質 、 お よ び 放 射 性 物 質 が 挙 げ ら れ る 。 適 切 な
酵 素 の 例 と し て は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ 、 ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が 挙 げ ら れ ； 適 切 な 補 欠 分 子 族 複 合 体 の
例 と し て は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン が 挙 げ ら れ ； 適 切 な
蛍 光 物 質 の 例 と し て は 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ
ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン (dichlorotriazinylamine)フ ル オ レ
セ イ ン 、 ダ ン シ ル ク ロ リ ド ま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン が 挙 げ ら れ ； 発 光 物 質 の 例 と し て は 、
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ル ミ ノ ー ル が 挙 げ ら れ ； 生 物 発 光 物 質 の 例 と し て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 お
よ び エ ク オ リ ン が 挙 げ ら れ ； な ら び に 適 切 な 放 射 性 物 質 の 例 と し て は 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 5 Sま
た は 3 Hが 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 さ ら に 、 標 的 遺 伝 子 産 物 に 向 け ら れ た 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 治 療 の た め に 用 い
て 、 感 染 を 予 防 お よ び /ま た は 病 原 体 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 感 染 性 疾 患 を 治 療 で
き る 。 抗 体 は ま た 、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 生 物 学 的 活 性 を 改 変 す る た め に も 使 用 で き る 。 毒 性
ま た は 病 原 性 に 関 係 す る 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 抗 体 を 使 用 し て 、 感 染 を 防 ぎ 、 生 物 に よ る 感
染 に 関 連 す る １ 以 上 の 症 状 を 緩 和 す る こ と も で き る 。 こ の 治 療 的 効 果 を 促 進 ま た は 増 強 す
る た め に 、 抗 体 (ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト )を 、 毒 素 ま た は 殺 真 菌 剤 な ど の 治 療 成 分 と コ ン
ジ ュ ゲ ー ト し て も よ い 。 治 療 成 分 を 抗 体 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る た め の 技 術 は 周 知 で あ り
、 例 え ば 、 Thorpeら , "The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin 
Conjugates", Immunol. Rev., 62:119-58 (1982)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 治 療 成 分 が コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た ま た は さ れ て い な い 抗 体 は 、 単 独 ま た は 化 学 治 療 薬 物
と の 組 合 せ で 投 与 さ れ る 治 療 薬 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】

　 遺 伝 子 発 現 の 阻 害 剤 と し て の ア ン チ セ ン ス 分 子 の 使 用 は 、 具 体 的 な 、 遺 伝 子 に 基 づ い た
治 療 的 ア プ ロ ー チ で あ り 得 る (レ ビ ュ ー に つ い て は 、 69章 、 5節  "Cancer: Principle and 
Practice of Oncology"、 第 ４ 版 、 DeVitaら 編 、 J.B. Lippincott, Philadelphia 1993に
掲 載 の Steinを 参 照 )。 本 発 明 は 、 標 的 必 須 遺 伝 子 ま た は 毒 性 遺 伝 子 ま た は そ の 一 部 の ア ン
チ セ ン ス で あ る 少 な く と も ６ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 な 使 用 を 提 供 す る
。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 ア ン チ セ ン ス 」 標 的 核 酸 と は 、 い く ら か の 配 列 相 補 性 に よ り 、 標
的 遺 伝 子 RNA(好 ま し く は mRNA)の 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 核 酸 を 指 す 。 本 発 明 は 、 以
下 に 記 載 す る よ う に 、 薬 学 上 許 容 さ れ る 担 体 中 に 有 効 量 の 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 含
む 医 薬 組 成 物 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 C.ア ル ビ カ ン ス (C.albicans)な ど の 対 象 と す る 生 物 中 の
標 的 遺 伝 子 の in vitroま た は in vivoで の 発 現 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 の ア ン チ
セ ン ス 核 酸 を 含 む 有 効 量 の 組 成 物 を 細 胞 に 提 供 す る こ と を 含 む 方 法 に 関 す る 。 異 な る 標 的
遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 複 数 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 組 合 せ て 、 順 番 に
ま た は 同 時 に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 上 述 し た 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 必 須 遺 伝 子 の 発 現 を モ ジ
ュ レ ー ト す る 方 法 で あ っ て 、 必 須 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た mRNAの 翻 訳 を 阻 害 す る ア ン チ セ ン
ス RNA分 子 を 調 節 可 能 プ ロ モ ー タ ー か ら 発 現 さ せ る 方 法 に 関 す る 。 本 実 施 形 態 の 一 態 様 で
は 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス (Candida albicans)の GRACE株 、 ま た は 別 の 二 倍 体 病 原 性 生
物 か ら 構 築 さ れ た 別 の GRACE株 に お い て ア ン チ セ ン ス RNA分 子 を 発 現 さ せ る 。 本 実 施 形 態 の
別 の 態 様 で は 、 ア ン チ セ ン ス RNA分 子 を 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス ま た は 別 の 二 倍 体 病 原
性 生 物 (ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス (Aspergillus fumigatus)、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー
(Aspergillus niger)、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ラ ビ ス (Aspergillus flavis)、 カ ン ジ ダ ・ ト
ロ ピ カ リ ス (Candida tropicalis)、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス (Candida parapsilopsis
)、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ (Candida krusei)、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス (Crypto
coccus neoformans)、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス (Coccidioides immitis)、 エ キ ソ フ ァ
リ ア ・ デ ル マ チ ジ チ ス (Exophalia dermatiditis)、 フ サ リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ル ム (Fusariu
m oxysporum)、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム (Histoplasma capsulatum)、 ニ ュ ー モ シ
ス チ ス ・ カ リ ニ (Pneumocystis carinii)、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ジ ェ リ ー (Trichosporon 
beigelii)、 リ ゾ プ ス ・ ア ル ル ヒ ズ ス (Rhizopus arrhizus)、 ム コ ー ル ・ ル キ シ ー (Mucor r
ouxii)、 リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス (Rhizomucor pusillus)も し く は ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム
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ビ ゲ ラ (Absidia corymbigera)な ど の 動 物 真 菌 類 病 原 体 、 ま た は 灰 色 か び 病 菌 (Botrytis c
inerea)、 う ど ん こ 病 菌 (Erysiphe graminis)、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 コ
ム ギ 赤 さ び 病 菌 (Puccinia recodita)、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria triticii)、 オ オ ム ギ な
ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tilletia controversa)、 黒 穂 病 菌 (Ustilago maydiss)な ど の 植 物 真 菌 類
病 原 体 、 ま た は 上 記 種 の 属 に 該 当 す る あ ら ゆ る 種 を 含 む )の 野 生 型 ま た は 他 の 非 GRACE株 に
お い て 発 現 さ せ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 は 、 標 的 遺 伝 子 mRNAの コ ー ド お
よ び /ま た は 非 コ ー ド 領 域 に 相 補 的 で あ り 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 相 補 的 標 的 遺 伝 子 m
RNA転 写 物 に 結 合 し 、 翻 訳 を 低 下 さ せ る か ま た は 予 防 す る 。 絶 対 的 相 補 性 は 、 好 ま し い が
必 須 で は な い 。 本 明 細 書 で い う RNAの 一 部 に 「 相 補 的 な 」 配 列 は 、 該 RNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し て 、 安 定 し た 二 本 鎖 を 形 成 す る の に 充 分 な 相 補 性 を 有 す る 配 列 を 意 味 す る ； 二 本 鎖 ア ン
チ セ ン ス 核 酸 の 場 合 、 二 本 鎖 DNAの 一 本 鎖 を こ の よ う に テ ス ト で き る か 、 ま た は 三 重 ら せ
ん 形 成 を ア ッ セ イ で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 は 、 相 補 性 の 程 度 お よ び ア ン チ セ ン ス
核 酸 の 長 さ の 両 方 に 依 存 す る 。 当 業 者 は 、 標 準 的 手 順 を 使 用 し て ミ ス マ ッ チ の 許 容 程 度 を
確 認 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 複 合 体 の 融 点 を 決 定 で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 メ ッ セ ー ジ の 5'端 (例 え ば 、 AUG開 始 コ ド ン ま で を 含 む 5'非 翻 訳 配 列 )に 相 補 的 な 核 酸 分
子 は 、 翻 訳 を 阻 害 す る の に 最 も 効 率 的 に 作 用 す る は ず で あ る 。 し か し 、 mRNAの 3'非 翻 訳 配
列 に 相 補 的 な 配 列 も 同 様 に 、 mRNAの 翻 訳 を 阻 害 す る の に 有 効 で あ る こ と が 最 近 示 さ れ た 。
Wagner, R., 1994, Nature 372:333-335を 全 般 的 に 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 mRNAの 5'非 翻 訳 領 域 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 は 、 AUG開 始 コ ド ン の
相 補 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 mRNAコ ー ド 領 域 に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 そ れ
ほ ど 効 率 的 で な い 翻 訳 阻 害 剤 で あ る が 、 本 発 明 に し た が っ て 使 用 で き る 。 標 的 遺 伝 子 mRNA
の 5'-、 3'-ま た は コ ー ド 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 設 計 さ れ た か 否 か に 関 わ ら ず 、
ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 少 な く と も ６ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 し 、 6～ 約 50ヌ ク レ オ チ ド の 長
さ に わ た る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と が 好 ま し い 。 具 体 的 な 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も 17ヌ ク レ オ チ ド 、 少 な く と も 25ヌ ク レ オ
チ ド 、 少 な く と も 50ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 少 な く と も 200ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 標 的 遺 伝 子 配 列 の 選 択 に 関 係 な く 、 in vitro調 査 を ま ず 行 っ て 、 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る
ア ン チ セ ン ス 分 子 の 能 力 を 定 量 す る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の 調 査 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 阻 害 と 非 特 異 的 生 物 学 的 影 響 と を 区 別 す る 対 照 を 利 用 す る こ と
が 好 ま し い 。 ま た 、 こ れ ら の 調 査 で は 、 標 的 RNAま た は タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 、 内 部 対 照 R
NAま た は タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 用 い て 得 ら れ た 結 果 を 、 対 照 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 得 ら れ た も の と 比
較 す る こ と が 想 定 さ れ る 。 対 照 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が テ ス ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ほ ぼ 同
じ 長 さ で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 標 的 配 列 と の 特 異 的 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 予 防 す る の に 必 要 な だ け ア ン チ セ ン ス 配 列 と 異 な る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 の 、 DNA、 RNAも し く は キ メ ラ 混 合 物 、 ま た は
そ れ ら の 誘 導 体 も し く 改 変 体 で あ り 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 塩 基 部 分 、 糖 部 分 、 ま た
は リ ン 酸 骨 格 に お い て 改 変 さ れ て 、 例 え ば 、 分 子 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど の 安 定 性
を 向 上 さ せ る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 ペ プ チ ド (例 え ば 、 細 胞 受 容 体 を in vivoで 標 的 化 す
る た め )、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 型 切 断 薬 物 (例 え ば 、 Krolら , 1988, BioTechnique
s 6:958-976を 参 照 )、 ま た は 挿 入 剤 (intercalating agents)(例 え ば 、 Zon, 1988, Pharm.
 Res. 5:539-549を 参 照 )な ど の 他 の さ ら な る 群 を 含 み 得 る 。 こ の 目 的 の た め に 、 ア ン チ セ
ン ス 分 子 を 別 の 分 子 (例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 型 架 橋 剤 、 輸 送 剤
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 型 切 断 剤 な ど )と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て も よ い 。
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【 ０ ２ ０ ６ 】
　 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 5-ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 5-ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 5-
ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 4-ア セ チ ル シ ト シ ン 、 5-(カ ル ボ キ シ ヒ
ド ロ キ シ ル メ チ ル )ウ ラ シ ル 、 5-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ リ ジ ン 、 5-カ ル
ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 β -D-ガ ラ ク ト シ ル キ ュ ー オ シ
ン 、 イ ノ シ ン 、 N6-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 1-メ チ ル グ ア ニ ン 、 1-メ チ ル イ ノ シ ン 、 2,2
-ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 2-メ チ ル ア デ ニ ン 、 2-メ チ ル グ ア ニ ン 、 3-メ チ ル シ ト シ ン 、 5-メ チ
ル シ ト シ ン 、 N6-ア デ ニ ン 、 7-メ チ ル グ ア ニ ン 、 5-メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 5-メ ト
キ シ ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 β -D-マ ン ノ シ ル キ ュ ー オ シ ン 、 5'-メ ト キ シ カ ル ボ
キ シ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 5-メ ト キ シ ウ ラ シ ル 、 2-メ チ ル チ オ -N6-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、
ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 (ｖ )、 ワ イ ブ ト キ ソ シ ン (wybutoxosine)、 プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 キ
ュ ー オ シ ン 、 2-チ オ シ ト シ ン 、 5-メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 2-チ オ ウ ラ シ ル 、 4-チ オ ウ ラ
シ ル 、 5-メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢
酸 (ｖ )、 5-メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 3-(3-ア ミ ノ -3-N-2-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル )ウ ラ シ ル 、
(acp.3)w、 お よ び 2,6-ジ ア ミ ノ プ リ ン を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 群 か ら 選 択 さ れ る 少
な く と も １ つ の 改 変 型 塩 基 部 分 を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 ア ン チ セ ン ス 分 子 は ま た 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 2-フ ル オ ロ ア ラ ビ ノ ー ス 、 キ シ ル ロ ー ス お よ
び ヘ キ ソ ー ス を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 改 変 型 糖
部 分 も 含 む 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ
エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ミ ド チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 、 ホ ス ホ ロ ジ ア ミ ダ イ ト 、 メ チ
ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 お よ び ホ ル ム ア セ タ ー ル ま た は そ れ ら の
類 似 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 改 変 型 リ ン 酸 骨 格 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 α -ア ノ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ
る 。 α -ア ノ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 通 常 の β ユ ニ ッ ト と は 逆 に 、 鎖 が 互 い に 対 し て
平 行 に 延 び る 相 補 的 RNAと 共 に 特 異 的 な 二 本 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る (Gautierら , 1987,
 Nucl. Acids Res. 15:6625-6641)。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 2'-O-メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド (Inoueら , 1987, Nucl. Acids Res. 15:6131-6148) ま た は キ メ ラ RNA-DNA類 似 体 (Inoue
ら , 1987, FEBS Lett. 215:327-330)で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 例 え ば 自 動 化 DNA合 成 器 (こ れ ら は 、 Biosearch、 Applied
 Biosystemsな ど か ら 市 販 さ れ て い る )を 使 用 し て 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 方 法 に
よ り 合 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Steinら (1988, Nu
cl. Acids Res. 16:3209)の 方 法 に よ り 合 成 で き 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 制 御 さ れ た 多 孔 性 ガ ラ ス 高 分 子 支 持 体 な ど を 使 用 し て 調 製 で き る (Sarinら , 1988, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:7448-7451)。
【 ０ ２ １ １ 】
　 標 的 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 で き る 一 方 で 、 転
写 さ れ た 非 翻 訳 領 域 に 相 補 的 な も の も 好 ま し い 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 薬 学 上 許 容 さ れ る 担 体 中 に 有 効 量 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 含 む 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 、 対
象 と す る 病 原 体 に 感 染 し た 被 検 体 に 投 与 で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 病 原 体 に よ り 生 じ る 特 定 の 疾 患 の 治 療 に 有 効 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 量 は 、 感 染 部 位 ま た
は 症 状 に 応 じ 、 標 準 的 な 技 術 に よ り 決 定 で き る 。 可 能 で あ れ ば 、 治 療 し よ う と す る 病 原 体
の ア ン チ セ ン ス 細 胞 毒 性 を in vitroで 測 定 し 、 そ の 後 、 ヒ ト で テ ス ト お よ び 使 用 す る 前 に
有 用 な 動 物 モ デ ル 系 で 測 定 す る こ と が 望 ま し い 。
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【 ０ ２ １ ４ 】
　 ア ン チ セ ン ス DNAま た は RNAを 細 胞 に 送 達 す る た め の 多 数 の 方 法 が 開 発 さ れ て き た 。 例 え
ば 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 を 、 病 原 体 が 存 在 す る 組 織 部 位 に 直 接 注 射 し て も よ い し 、 ま た は 所
望 の 細 胞 を 標 的 化 す る よ う に 設 計 さ れ た 改 変 型 ア ン チ セ ン ス 分 子 (例 え ば 、 病 原 体 の 細 胞
表 面 上 で 発 現 さ れ る 受 容 体 ま た は 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る ペ プ チ ド ま た は 抗 体 に 連 結 し た
ア ン チ セ ン ス 分 子 )を 全 身 投 与 し て も よ い 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 送 達 複 合 体 を 介 し て 所
望 の 細 胞 集 団 に 送 達 で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 標 的 遺 伝 子 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 含 む
医 薬 組 成 物 を 、 生 体 高 分 子 (例 え ば ポ リ -β -1→ 4-N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン ポ リ サ ッ カ リ ド
)、 リ ポ ソ ー ム 、 微 粒 子 ま た は マ イ ク ロ カ プ セ ル を 介 し て 投 与 す る 。 本 発 明 の 様 々 な 実 施
形 態 で は 、 こ の よ う な 組 成 物 を 使 用 し て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 持 続 性 放 出 を 得 る こ と が 有
用 で あ る か も し れ な い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 特 異 的 な 同 定 可 能 な 病 原 体 抗 原 に 特 異 的 な
抗 体 を 介 し て 標 的 化 し た リ ポ ソ ー ム を 利 用 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い (Leonettiら ,
 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:2448-2451； Renneisenら , 1990, J. Biol. C
hem. 265:16337-16342)。
【 ０ ２ １ ５ 】

　 リ ボ ザ イ ム は RNAの 特 異 的 な 切 断 を 触 媒 す る こ と が 可 能 な 酵 素 性 RNA分 子 で あ る （ 総 説 と
し て 、 例 え ば 、 Rossi, J., 1994, Current Biology 4:469-471参 照 ） 。 リ ボ ザ イ ム の 作 用
機 構 は 、 リ ボ ザ イ ム 分 子 と 相 補 的 な 標 的 RNAと の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、
そ れ に 次 ぐ 、 内 ヌ ク レ オ チ ド 結 合 分 解 性 (endonucleolytic)切 断 を 伴 う 。 リ ボ ザ イ ム 分 子
の 構 成 は 、 標 的 遺 伝 子 mRNAに 相 補 的 な １ つ 以 上 の 配 列 を 含 ま な け れ ば な ら ず 、 ま た mRNA切
断 に 携 わ る 既 知 の 触 媒 配 列 を 含 ま な け れ ば な ら な い 。 こ の 配 列 に つ い て は 、 参 照 に よ り 全
文 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る 、 米 国 特 許 第 5,093,246号 を 参 照 さ れ た い 。 し た が っ て 、 標 的
遺 伝 子 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る RNA配 列 の 特 異 的 且 つ 効 果 的 な 内 ヌ ク レ オ チ ド 結 合 分 解 性
切 断 を 触 媒 す る 、 改 変 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム 分 子 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 特 異 的 な 標 的 遺 伝 子 mRNA転 写 産 物 を 触 媒 的 に 切 断 す る よ う 設 計 さ れ た リ ボ ザ イ ム 分 子 は
ま た 、 標 的 遺 伝 子 mRNAの 翻 訳 お よ び 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る た め に も 使 用 さ れ う る 。
特 異 的 な 認 識 配 列 部 位 で mRNAを 切 断 す る リ ボ ザ イ ム が 標 的 遺 伝 子 mRNAを 破 壊 す る た め に 使
用 さ れ う る 場 合 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム が 好 ま し い 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム は 、
標 的 遺 伝 子 mRNAと 相 補 的 な 塩 基 対 を 形 成 す る 領 域 と の 隣 接 に よ っ て 指 定 さ れ る 位 置 で mRNA
を 切 断 す る 。 唯 一 の 必 要 条 件 は 、 標 的 mRNAが 次 の 2塩 基 、 す な わ ち 5'-UG-3'の 配 列 を 持 つ
こ と だ け で あ る 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム の 構 築 と 産 生 は 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お
り 、 Haseloffお よ び Gerlach, 1988, Nature, 334:585-591に お い て 、 よ り 完 全 に 記 載 さ れ
て い る 。 効 率 を 増 加 さ せ 、 機 能 を 持 た な い mRNA転 写 産 物 の 細 胞 内 蓄 積 を 最 小 に す る た め に
、 切 断 認 識 部 位 は 標 的 遺 伝 子 mRNAの 5'末 端 付 近 に 位 置 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 本 発 明 の リ ボ ザ イ ム は ま た 、 Tetrahymena thermophilaに 本 来 存 在 し （ IVSま た は L-19 I
VS RNAと し て 知 ら れ る ） 、 Thomas Cechお よ び 共 同 研 究 者 ら に よ っ て 広 範 に わ た っ て 記 述
さ れ た （ Zaugら 、 1984, Science, 224:574-578; Zaugお よ び Cech, 1986, Science, 231:4
70-475; Zaugら 、 1986, Nature, 324:429-433; University Patents Inc.に よ っ て 発 表 さ
れ た 国 際 出 願 番 号 WO88/04300; Beenお よ び Cech, 1986, Cell, 47:207-216） よ う な RNAエ
ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ 以 下 、 「 Cech型 リ ボ ザ イ ム 」 ） を も 含 む 。 Cech型 リ ボ ザ イ ム は 、
標 的 RNA配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 後 標 的 RNAの 切 断 を 起 こ す 、 8塩 基 対 の 活 性 部 位 を
持 つ 。 本 発 明 は 、 標 的 遺 伝 子 に 存 在 す る 8塩 基 対 の 活 性 部 位 配 列 を 標 的 と す る そ れ ら の Cec
h型 リ ボ ザ イ ム を 包 含 す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス 法 の 場 合 と 同 様 に 、 リ ボ ザ イ ム は （ 例 え ば 、 改 善 さ れ た 安 定 性 、 タ ー ゲ ッ
テ ィ ン グ な ど の た め に ） 改 変 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 す る こ と が で き 、 in vivo
に お い て 標 的 遺 伝 子 が 発 現 し て い る 細 胞 に 送 達 さ れ る べ き で あ る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 と は
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5.4.6　 リ ボ ザ イ ム 分 子



異 な り リ ボ ザ イ ム は 触 媒 で あ る た め 、 そ の 効 果 の た め に よ り 低 い 細 胞 内 濃 度 し か 必 要 と し
な い 。 異 な る 標 的 遺 伝 子 に 対 す る 複 数 の リ ボ ザ イ ム 分 子 も ま た 、 連 続 し て ま た は 同 時 に 組
合 せ て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス RNAお よ び DNA、 リ ボ ザ イ ム 、 あ る い は 三 重 ら せ ん 分 子 は 、 DNAお
よ び RNA分 子 の 合 成 の た め に 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ う る
。 こ れ ら は 、 例 え ば 固 相 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 合 成 な ど の 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の
オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド お よ び オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 合 成 す る た め の 技
術 を 含 む 。 別 の 方 法 と し て は 、 ア ン チ セ ン ス RNA分 子 を コ ー ド す る DNA配 列 の in vitroお よ
び in vivoで の 転 写 に よ っ て 、 RNA分 子 を 生 成 す る こ と が で き る 。 T7ま た は SP6ポ リ メ ラ ー
ゼ プ ロ モ ー タ ー な ど の 適 切 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 組 み 込 ん だ 各 種 の ベ ク タ ー
に 、 こ の よ う な DNA配 列 を 組 み 込 む こ と が で き る 。 別 の 方 法 と し て は 、 用 い ら れ る プ ロ モ
ー タ ー に 依 存 し て 構 成 的 ま た は 誘 導 的 に ア ン チ セ ン ス RNAを 合 成 す る ア ン チ セ ン ス DNA構 築
物 を 、 細 胞 株 に 安 定 し て 導 入 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 核 酸 構 築 物 を 、 送 達 複 合 体 を 介
し て 望 ま し い 細 胞 集 団 に 選 択 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 細 胞 内 に お け る 安 定 性 ま た は 半 減 期 を 増 大 さ せ る 手 段 と し て 、 DNA分 子 に 既 知 の 様 々 な
改 変 を 導 入 す る こ と が で き る 。 実 施 可 能 な 改 変 は 、 分 子 の 5'末 端 お よ び /ま た は 3'末 端 に
リ ボ も し く は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 隣 接 配 列 を 付 加 す る こ と 、 或 い は 、 オ リ ゴ デ オ
キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 中 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 結 合 よ り む し ろ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト
ま た は 2'O-メ チ ル を 使 用 す る こ と を 含 む が 、 そ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ ２ １ 】

　 下 記 の ア ッ セ イ は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 、 標 的 遺 伝 子 産 物 と 相 互 作 用 す る 他 の 細 胞 内 タ ン パ
ク 質 、 お よ び 標 的 遺 伝 子 産 物 と 他 の 細 胞 内 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 妨 げ る 化 合 物 に 結 合
す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 考 案 さ れ た 。 こ の よ う な 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 は 、
本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る （ す な わ ち 、 そ
の 化 合 物 の 非 存 在 下 で 観 察 さ れ る 活 性 と 比 べ て 、 そ の 活 性 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る ） 化 合
物 を 含 む 。 あ る い は 、 こ の よ う な 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 は 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 発 現 を 調 節 す る （ す な わ ち 、 そ の 化 合 物 の 非 存 在 下 で 観 察 さ れ る 発 現 レ ベ ル と 比 べ て
、 発 現 を 増 加 も し く は 減 少 さ せ る ） 、 ま た は そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る
発 現 産 物 の 安 定 性 を 増 加 も し く は 減 少 さ せ る 化 合 物 を 含 む 。 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ
れ る よ う な 化 合 物 は 、 そ れ ら の 活 性 ・ 発 現 を 調 節 す る 能 力 に つ い て 、 当 業 者 に お い て 既 知
の 標 準 的 な ア ッ セ イ を 用 い て 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る た
め の 多 数 の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む 、 抗 カ ビ 化 合 物 の 同 定 の た め の 方 法 を 提 供 す る
。 当 該 の 遺 伝 子 産 物 は 、 配 列 番 号 6001～ 6932か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 ま た は サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） に お い て 天 然 に 存 在
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び 、 配 列 番 号 6001～ 6932か ら な る 群 か ら か ら 選 択 さ れ た ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 持 つ オ ー ソ ロ グ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】

　 本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 産 物 に 結 合 で き る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 、 in vitroで の シ ス テ ム
が 設 計 さ れ た 。 こ の 方 法 で 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 例 え ば 、 野 生 型 お よ び /ま た は 突 然 変 異
の 標 的 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 調 節 す る た め に 有 用 で あ り 、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 生 物 学 的 機 能 を
解 明 す る た め に 有 用 で あ り 、 正 常 な 標 的 遺 伝 子 産 物 の 相 互 作 用 を 妨 げ る 他 の 化 合 物 を 同 定
す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 さ れ 、 ま た は 、 こ の よ う な 相 互 作 用 の 阻 害 の た め に そ れ
自 体 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
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5.5　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ

5.5.1　 in vitroで の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ



　 標 的 遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い た ア ッ セ イ の 原 理 は 、 ２ つ の 成
分 が 相 互 作 用 し て 結 合 し 、 そ の 後 、 反 応 混 合 物 か ら 除 去 お よ び ／ ま た は 検 出 さ れ る 複 合 体
を 形 成 し う る 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 下 で 、 標 的 遺 伝 子 産 物 と 試 験 化 合 物 を 含 む 反 応 液 を 調
製 す る こ と を 含 む 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 様 々 な 方 法 で 行 わ れ る 。 例 え ば 、 1つ の 方 法 は
、 標 的 遺 伝 子 産 物 ま た は 検 体 を 固 相 上 へ 固 着 さ せ 、 分 子 間 の 結 合 反 応 を 介 し て 、 反 応 終 末
に 固 相 に 固 定 し た 標 的 遺 伝 子 産 物 /試 験 化 合 物 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 そ の よ う な
方 法 の 1つ の 実 施 形 態 で は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 は 固 体 表 面 上 へ 固 着 さ れ 、 固 着 さ れ て い な い
試 験 化 合 物 は 直 接 的 ま た は 間 接 的 の い ず れ か で 標 識 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 実 際 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト が 固 相 と し て 簡 便 に 利 用 さ れ る 。 固 定 化 さ れ る 成
分 は 、 非 共 有 ま た は 共 有 結 合 に よ っ て 固 定 さ れ る 。 非 共 有 結 合 は 、 単 に 固 体 表 面 を タ ン パ
ク 質 の 溶 液 で 覆 い 、 覆 わ れ た 表 面 を 乾 燥 す る こ と に よ っ て 行 わ れ う る 。 あ る い は 、 固 定 化
さ れ る タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 固 定 さ れ た 抗 体 、 望 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 固 相 表
面 に タ ン パ ク 質 を 固 定 さ せ る た め に 用 い ら れ る 。 表 面 を 調 製 し て 保 存 す る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 か か る ア ッ セ イ を 行 う た め に 、 固 定 さ れ て い な い 成 分 は 、 固 定 さ れ た 成 分 を 維 持 す る 被
覆 表 面 に 添 加 さ れ る 。 反 応 が 完 了 し た 後 、 形 成 さ れ た 任 意 の 複 合 体 が 固 相 表 面 に 固 定 さ れ
た ま ま 残 る よ う な 条 件 下 で 、 （ 例 え ば 洗 浄 に よ っ て ） 反 応 し て い な い 成 分 が 除 去 さ れ る 。
固 相 表 面 に 固 定 さ れ た 複 合 体 の 検 出 は 様 々 な 手 段 で 行 わ れ る 。 前 述 の 固 定 さ れ て い な い 成
分 が 事 前 に 標 識 さ れ て い る 場 合 、 表 面 上 に 固 定 さ れ た 標 識 の 検 出 は 複 合 体 が 形 成 さ れ た こ
と を 示 す 。 前 述 の 固 定 さ れ て い な い 成 分 が 事 前 に 標 識 さ れ て い な い 場 合 、 表 面 上 に 固 定 さ
れ た 複 合 体 を 検 出 す る た め に 、 間 接 的 な 標 識 が 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 前 述 の 固 定 さ れ て い
な い 成 分 に 特 異 的 な 標 識 抗 体 が 用 い ら れ る （ 抗 体 自 身 は 、 直 接 標 識 さ れ る か 、 ま た は 標 識
抗 Ig抗 体 で 間 接 的 に 標 識 さ れ る ） 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 あ る い は 、 反 応 は 液 相 で 行 わ れ 、 反 応 生 成 物 は 反 応 し な か っ た 成 分 か ら 分 離 さ れ 、 複 合
体 が 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 溶 液 中 で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 固 定 す る た め の 、 標 的 遺 伝 子 産 物
ま た は 試 験 化 合 物 に 特 異 的 な 固 定 化 抗 体 、 お よ び 、 固 着 さ れ た 複 合 体 の 検 出 を 可 能 に す る
た め の 、 複 合 体 の 他 方 の 成 分 に 特 異 的 な 標 識 二 次 抗 体 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】

　 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る た め に 適 切 な 任 意 の 方 法 は 、 新 し い 標 的 タ
ン パ ク 質 と 細 胞 あ る い は 細 胞 外 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 特 定 す る た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 標 的 遺 伝 子 産 物 は in vivoで 、 １ つ 以 上 の 細 胞 性 の あ る い は 細 胞 外 の タ ン パ ク
質 の よ う な 高 分 子 と 相 互 作 用 す る 。 こ の よ う な 高 分 子 は 、 上 述 の 方 法 で 同 定 さ れ た 核 酸 分
子 お よ び タ ン パ ク 質 を 含 む が 、 そ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ れ を 論 述 す る た め に 、
こ の よ う な 細 胞 性 お よ び 細 胞 外 の 高 分 子 は 本 明 細 書 で は 「 結 合 パ ー ト ナ ー 」 と 呼 ぶ 。 こ の
よ う な 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 、 特 に 突 然 変 異 の 標 的 遺 伝 子
タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る の に 有 用 で あ り う る 。 こ の よ う な 化 合 物 は 、 上 述 さ れ た よ う
な 、 抗 体 、 ペ プ チ ド な ど の 分 子 を 含 む が 、 そ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 標 的 遺 伝 子 産 物 と そ の 細 胞 性 も し く は 細 胞 外 の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る
化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い ら れ た ア ッ セ イ 系 の 基 本 原 理 は 、 双 方 が 相 互 作 用 し て 結 合 し
、 そ の 後 、 複 合 体 を 形 成 し う る の に 十 分 な 時 間 お よ び 条 件 下 で 、 標 的 遺 伝 子 産 物 と 結 合 パ
ー ト ナ ー と を 含 む 反 応 混 合 物 を 調 製 す る こ と を 含 む 。 あ る 化 合 物 の 阻 害 活 性 を 調 べ る た め
に 、 反 応 混 合 物 は そ の 試 験 化 合 物 を 含 む も の と 含 ま な い も の が 調 製 さ れ る 。 試 験 化 合 物 は
初 め か ら 反 応 混 合 物 に 含 ま れ て い る か ま た は 、 標 的 遺 伝 子 産 物 と そ の 細 胞 性 も し く は 細 胞
外 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 添 加 に 続 い て 加 え ら れ る 。 対 照 の 反 応 混 合 物 は 試 験 化 合 物 な し で イ
ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 と 細 胞 性 ま た は 細 胞 外 の 結 合 パ ー ト ナ ー と の
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5.5.1.1.　 標 的 遺 伝 子 産 物 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の た め の ア ッ セ イ



間 で の 複 合 体 の 形 成 は 、 そ の 後 検 出 さ れ る 。 対 照 反 応 混 合 物 で 複 合 物 が 形 成 さ れ 、 試 験 化
合 物 を 含 む 反 応 混 合 物 で は 形 成 さ れ な い こ と は 、 そ の 化 合 物 が 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 と そ
れ に 相 互 作 用 す る 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。 加 え て 、 試 験 化 合
物 と 正 常 な 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 を 含 む 反 応 混 合 物 中 で の 複 合 体 形 成 は 、 ま た 、 試 験 化 合
物 と 突 然 変 異 の 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 を 含 む 反 応 混 合 物 中 で の 複 合 体 形 成 と 比 較 さ れ う る
。 こ の 比 較 は 、 正 常 な 標 的 遺 伝 子 産 物 で は な く 突 然 変 異 を 含 む 分 子 間 相 互 作 用 を 阻 害 す る
化 合 物 を 同 定 す る こ と が 望 ま し い 場 合 に 、 重 要 で あ り う る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 標 的 遺 伝 子 産 物 と 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 の た め の ア ッ セ イ は 、
異 種 の ま た は 同 種 の 形 式 の い ず れ か で 実 施 さ れ る 。 異 種 ア ッ セ イ は 、 固 相 上 に 標 的 遺 伝 子
産 物 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の い ず れ か を 固 定 さ せ 、 反 応 の 後 に 固 相 上 に 固 定 さ れ た 複 合 体
を 検 出 す る こ と を 含 む 。 同 種 ア ッ セ イ で は 、 反 応 の す べ て は 液 相 で 行 わ れ る 。 い ず れ の 方
法 で も 、 反 応 物 の 添 加 の 順 序 は 、 調 べ る 化 合 物 に 関 す る 異 な る 情 報 が 得 ら れ る よ う に 変 更
さ れ る 。 例 え ば 、 標 的 遺 伝 子 産 物 と 結 合 パ ー ト ナ ー と の 間 の 相 互 作 用 を 、 例 え ば 競 合 に よ
っ て 、 阻 害 す る 試 験 化 合 物 は 、 試 験 物 質 の 存 在 下 で 反 応 を 行 う こ と に よ っ て 、 す な わ ち 標
的 遺 伝 子 産 物 お よ び 相 互 作 用 す る 細 胞 性 ま た は 細 胞 外 の 結 合 パ ー ト ナ ー よ り 先 に 、 あ る い
は そ れ と 同 時 に 試 験 物 質 を 反 応 混 合 物 に 添 加 す る こ と に よ っ て 、 同 定 さ れ る 。 代 わ り に 、
既 に 形 成 さ れ た 複 合 体 を 阻 害 す る 試 験 化 合 物 、 例 え ば 複 合 体 の 構 成 要 素 の 1つ と 置 換 す る
よ う な よ り 高 い 結 合 定 数 を 持 つ 化 合 物 は 、 複 合 体 が 形 成 さ れ た 後 、 試 験 化 合 物 を 反 応 混 合
物 に 添 加 す る こ と に よ っ て 調 べ ら れ る 。 様 々 な 形 式 は 以 下 に 簡 潔 に 記 述 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 異 種 ア ッ セ イ 系 に お い て 、 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 ま た は 相 互 作 用 性 細 胞 性 も し く は 細 胞
外 結 合 パ ー ト ナ ー の い ず れ か を 固 体 表 面 に 固 定 し 、 一 方 で 固 定 し て い な い 種 を 直 接 ま た は
間 接 的 に 標 識 す る 。 実 際 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い る の が 便 利 で あ る 。 固 定
化 種 を 非 共 有 結 合 的 ま た は 共 有 結 合 的 接 着 の い ず れ か に よ っ て 固 定 す る 。 非 共 有 結 合 的 吸
着 は 、 単 に 固 体 表 面 を 標 的 遺 伝 子 産 物 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の 溶 液 で コ ー ト し 、 そ し て コ
ー ト し た 表 面 を 乾 か す こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 あ る い は 、 固 定 化 さ れ る 種 に 特 異 的 な 固
定 化 抗 体 を 用 い て 、 種 を 固 体 表 面 に 固 定 す る 。 表 面 は あ ら か じ め 準 備 し 、 保 存 し て お く 事
が で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ア ッ セ イ を 行 う た め に 、 固 定 化 種 の パ ー ト ナ ー を 試 験 化 合 物 と 共 に ま た は そ れ な し で コ
ー ト 化 表 面 に 曝 露 す る 。 反 応 終 了 後 、 未 反 応 成 分 を 除 去 し （ 例 え ば 洗 浄 に よ っ て ） 、 そ し
て 形 成 し た い か な る 複 合 体 も 固 体 表 面 に 固 定 さ れ て 維 持 さ れ る よ う に す る 。 固 体 表 面 に 固
定 さ れ た 複 合 体 の 検 出 は い く つ か の 方 法 で 達 成 さ れ る 。 非 固 定 化 種 が 予 め 標 識 化 さ れ て い
る 場 合 、 表 面 に 固 定 化 さ れ た 標 識 の 検 出 は 複 合 体 が 形 成 さ れ た こ と を 示 す 。 非 固 定 化 種 が
予 め 標 識 化 さ れ て い な い 場 合 、 間 接 的 標 識 を 用 い て 表 面 に 固 定 化 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る
よ う に す る 。 例 え ば 、 最 初 に 固 定 化 し て い な い 種 に 特 異 的 な 標 識 化 抗 体 を 用 い る （ 抗 体 を
次 に 、 標 識 化 抗 Ig抗 体 で 直 接 的 に 標 識 化 ま た は 間 接 的 に 標 識 化 す る ） 。 反 応 成 分 の 添 加 の
必 要 性 に よ っ て 、 複 合 体 形 成 を 阻 害 す る ま た は 既 に 形 成 し た 複 合 体 を 破 壊 さ せ る 試 験 化 合
物 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 あ る い は 、 反 応 を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 液 相 中 で 行 い 、 反 応 産 物 を 未
反 応 成 分 お よ び 検 出 さ れ た 複 合 体 か ら 分 離 す る （ 例 え ば 、 結 合 化 合 物 の １ つ に 特 異 的 な 固
定 化 抗 体 を 用 い て 、 液 体 中 で 形 成 さ れ た あ ら ゆ る 化 合 物 も 固 定 す る よ う に し 、 そ し て ２ 番
目 に 、 他 の パ ー ト ナ ー に 特 異 的 な 標 識 化 抗 体 を 用 い て 固 定 化 化 合 物 を 検 出 す る よ う に す る
） 。 再 び 、 液 層 に 反 応 物 を 添 加 す る 必 要 性 に よ っ て 、 化 合 物 形 成 を 阻 害 す る ま た は 既 に 形
成 し た 複 合 体 を 破 壊 さ せ る 試 験 化 合 物 を 同 定 す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 同 種 ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 研 究 方 法 に
お い て 、 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 的 細 胞 性 ま た は 細 胞 外 結 合 パ ー ト ナ ー と の 既 に
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形 成 し た 複 合 体 を 準 備 し 、 こ こ で 標 的 遺 伝 子 産 物 ま た は そ の 結 合 パ ー ト ナ ー は 標 識 さ れ て
お り 、 し か し 、 該 標 識 に よ っ て 生 じ る シ グ ナ ル は 、 複 合 体 形 成 の た め に 消 失 す る （ 例 え ば
、 こ の 研 究 方 法 を イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い て い る Rubensteinに よ る 米 国 特 許 第 4,109,496号
を 参 照 ） 。 既 に 形 成 し た 複 合 体 由 来 の 種 の １ つ に 競 合 し 置 換 す る 試 験 物 質 の 添 加 は 、 バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド 以 上 の シ グ ナ ル を 生 じ る 結 果 と な る 。 こ の 方 法 に お い て 、 標 的 遺 伝 子 タ ン パ
ク 質 ／ 細 胞 性 ま た は 細 胞 外 結 合 パ ー ト ナ ー 相 互 作 用 を 破 壊 さ せ る 試 験 物 質 を 同 定 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 の 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 固 定 化 の た め に 標 的 遺 伝 子 産
物 を 準 備 す る 。 例 え ば 、 標 的 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 を 融 合 ベ ク タ ー を 用 い て 、 pGEX-5X-1の よ
う な グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 遺 伝 子 と 融 合 さ せ る と 、 得 ら れ る 融 合 タ
ン パ ク 質 に お い て そ の 結 合 活 性 が 維 持 さ れ る 。 当 技 術 分 野 で 日 常 的 に 行 わ れ て い る 前 記 の
方 法 を 用 い て 、 相 互 作 用 的 細 胞 性 ま た は 細 胞 外 結 合 パ ー ト ナ ー を 精 製 し 、 そ し て モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 作 出 す る た め に 用 い る 。 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 日 常 的 に 行 わ れ て い る 方 法 に
よ っ て 抗 体 を 放 射 性 同 位 体 125Iで 標 識 す る 。 異 種 ア ッ セ イ に お い て 、 例 え ば GST標 的 遺 伝
子 融 合 タ ン パ ク 質 は グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ に 固 定 さ れ る 。 次 に 、 相 互 作 用 的 細
胞 性 ま た は 細 胞 外 結 合 パ ー ト ナ ー を 、 相 互 作 用 お よ び 結 合 を 起 こ す 方 法 で 試 験 化 合 物 の 存
在 下 ま た は 非 存 在 下 に お い て 加 え る 。 反 応 時 間 の 終 わ り に 、 非 結 合 物 質 を 洗 い 去 り 、 そ し
て 標 識 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 該 系 に 加 え 、 そ し て 合 成 化 合 物 に 結 合 す る よ う に す る 。 標
的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 お よ び 相 互 作 用 的 細 胞 性 ま た は 細 胞 外 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 相 互 作 用 は
、 グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ と 結 合 し た 残 存 す る 放 射 能 の 量 の 測 定 に よ っ て 検 出 す
る 。 試 験 化 合 物 に よ る 相 互 作 用 の 阻 害 が 成 功 す る と 、 結 果 と し て 測 定 し た 放 射 能 が 減 少 す
る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 あ る い は 、 GST標 的 遺 伝 子 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 相 互 作 用 的 細 胞 性 ま た は 細 胞 外 結 合 パ
ー ト ナ ー を 、 固 相 グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ の 存 在 し な い 液 体 中 で 共 に 混 合 す る 。
試 験 化 合 物 を 、 種 が 相 互 作 用 す る 際 ま た は そ の 後 に 加 え る 。 こ の 混 合 物 を グ ル タ チ オ ン －
ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ に 加 え 、 そ し て 非 結 合 物 質 を 洗 い 去 る 。 再 び 標 的 遺 伝 子 産 物 ／ 結 合 パ ー
ト ナ ー 相 互 作 用 の 阻 害 の 程 度 を 標 識 化 抗 体 の 添 加 お よ び ビ ー ズ に 結 合 し た 放 射 能 の 測 定 に
よ り 検 出 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 全 長 タ ン パ ク 質 の １ つ ま た は 両 方 の 代 わ り に 、 標 的 遺
伝 子 産 物 お よ び ／ あ る い は 相 互 作 用 的 細 胞 性 ま た は 細 胞 外 結 合 パ ー ト ナ ー （ 結 合 パ ー ト ナ
ー が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 に お い て ） の 結 合 領 域 に 対 応 す る ペ プ チ ド 断 片 を 用 い て 、 こ れ
ら の 同 様 の 技 術 が 使 用 さ れ る 。 当 技 術 分 野 で 日 常 的 に 行 わ れ て い る 方 法 の い く つ か は 結 合
部 位 の 同 定 お よ び 単 離 に 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 方 法 は タ ン パ ク 質 の １ つ を コ ー ド す る 遺 伝
子 の 突 然 変 異 お よ び 免 疫 共 沈 降 ア ッ セ イ に お け る 結 合 の 破 壊 に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 含
む が 、 し か し こ れ に 限 定 さ れ な い 。 次 に 、 複 合 体 中 の ２ 番 目 の 種 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に お
け る 補 完 性 の 突 然 変 異 を 選 抜 す る 。 各 々 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 配 列 解 析 は 、
相 互 作 用 的 結 合 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 の 領 域 に 対 応 す る 突 然 変 異 を 示 す 。 あ る い は 、 上 記
の 方 法 を 用 い て １ つ の タ ン パ ク 質 を 固 体 表 面 に 固 定 し 、 そ し て ト リ プ シ ン な ど の タ ン パ ク
質 分 解 酵 素 で 処 理 し た そ の 標 識 化 結 合 パ ー ト ナ ー と 相 互 作 用 お よ び 結 合 さ せ る よ う に す る
。 洗 浄 の 後 、 結 合 領 域 を 含 む 短 い 標 識 化 ペ プ チ ド は 固 相 物 質 に 結 合 し て 残 留 し 、 そ し て ア
ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 単 離 お よ び 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 細 胞 性 ま た は 細 胞 外 結 合 パ
ー ト ナ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 一 度 得 れ ば 、 短 い 遺 伝 子 断 片 を 遺 伝 子 操 作 す る こ と に よ り
、 タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 断 片 を 発 現 さ せ る よ う に し 、 そ れ ら を 結 合 活 性 に つ い て 試 験 し 、
そ し て 精 製 ま た は 合 成 す る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 例 え ば 、 限 定 す る わ け で は な い が 、 GST標 的 遺 伝 子 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 し 、 グ ル タ チ
オ ン ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ へ の 結 合 さ せ る こ と に よ り 標 的 遺 伝 子 産 物 を 上 述 の よ う に 固 相 物 質
に 固 定 さ せ る 。 相 互 作 用 的 細 胞 性 ま た は 細 胞 外 結 合 パ ー ト ナ ー を 35Sな ど の 放 射 性 同 位 体

10

20

30

40

50

(89) JP 2005-514899 A 2005.5.26



で 標 識 し 、 ト リ プ シ ン 等 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 で 切 断 す る 。 切 断 産 物 を 固 定 化 GST標 的 遺
伝 子 融 合 タ ン パ ク 質 に 加 え 、 結 合 さ せ る 。 非 結 合 ペ プ チ ド を 洗 い 去 っ た 後 、 標 識 化 結 合 材
料 で 細 胞 性 ま た は 細 胞 外 結 合 パ ー ト ナ ー 結 合 領 域 に 相 当 す る も の を 溶 出 、 精 製 し 、 そ し て
周 知 の 方 法 に よ り ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 す る 。 こ の よ う に 同 定 さ れ た ペ プ チ ド を 周 知 の 組 換
え DNA技 術 を 用 い て 、 合 成 的 に 生 成 ま た は 適 切 な 容 易 な タ ン パ ク 質 に 融 合 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

　 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ た 菌 類 の 遺 伝 子 に よ
っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 単 離 お よ び 発 現 さ せ る 。 次 に こ れ ら の 組 換 え タ ン パ ク 質 を
ア ッ セ イ の 標 的 と し て 用 い 、 潜 在 的 な 薬 物 候 補 の た め の 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー
ニ ン グ す る 。 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 コ ン ビ
ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー は こ こ に 記 述 す る ア ッ セ イ に お い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化
合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る の に 用 い る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー ラ イ ブ ラ リ ー
は 、 複 数 の 化 学 的 「 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 」 試 薬 を 結 合 さ せ る こ と に よ り 化 学 合 成 ま た は
生 物 学 的 合 成 の い ず れ か で 作 製 さ れ た 種 々 の 化 合 物 の 集 団 で あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド
ラ イ ブ ラ リ ー の よ う な 線 状 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー ラ イ ブ ラ リ ー は 、 所 与 の 長 さ
の ペ プ チ ド を 得 る た め に 考 え ら れ 得 る 全 て の 組 合 せ に お い て ア ミ ノ 酸 を 結 合 さ せ る こ と で
作 ら れ る 。 こ の よ う な 化 学 的 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 組 合 せ た 混 合 に よ っ て 、 理 論 上 、 無
数 の 化 学 化 合 物 を 合 成 す る 事 が で き る 。 例 え ば 、 １ 人 の 研 究 者 は 、 100種 の 交 換 可 能 な 化
学 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 系 統 的 な 組 合 せ の 混 合 の 結 果 、 １ 億 個 の 四 量 体 化 合 物 ま た は 10
0億 個 の 五 量 体 化 合 物 の 理 論 上 に お け る 合 成 を 生 じ る 事 を 認 め た （ Gallopら 、 "Applicatio
n of Combinational Technologies to Drug Discovery, Background and Peputide Combi
natorial Libraries," Journal of Medicinal Chemistry, Vol. 37, No. 9, 1233-1250（
1994） ） 。 当 業 者 に 知 ら れ て い る 他 の 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー も ま た 用 い て も よ く 、 天 然 産 物 ラ
イ ブ ラ リ ー も 含 む 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 一 度 作 製 し た ら 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 望 ま し い 生 化 学 的 性 質 を 有 す る 化 合
物 に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 例 え ば 、 薬 物 と し て ま た は 薬 物 を 開 発 す る た め に 有 用 と
な る で あ ろ う 化 合 物 は 、 上 記 の よ う に 同 定 、 発 現 お よ び 精 製 し た 標 的 タ ン パ ク 質 と 結 合 す
る 能 力 を 有 す る か も 知 れ な い 。 さ ら に 、 も し 同 定 し た 標 的 タ ン パ ク 質 が 酵 素 で あ れ ば 、 候
補 化 合 物 は 標 的 タ ン パ ク 質 の 酵 素 的 性 質 を 妨 害 す る か も 知 れ な い 。 例 え ば 、 標 的 タ ン パ ク
質 の 酵 素 的 機 能 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、
輸 送 タ ン パ ク 質 、 転 写 酵 素 、 複 製 コ ン ポ ー ネ ン ト お よ び 既 知 ま た は 未 知 の あ ら ゆ る タ イ プ
の 酵 素 と し て 役 立 て て も よ い 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 前 述 の タ ン パ ク 質 産 物 を 用 い て 組 合
せ 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 事 を 意 図 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 活 性 と 同 様 に タ ン パ ク 質
が 働 く 基 質 の 化 学 的 構 造 が 知 ら れ て い る 。 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 標 的 タ ン パ ク
質 の 生 化 学 的 活 性 は 未 知 で あ り 、 お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 は 既 知 の 基 質 を 有 さ な い 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て 標
的 遺 伝 子 産 物 の 阻 害 剤 と し て 機 能 す る 化 合 物 を 同 定 す る よ う に す る 。 初 め に 、 当 技 術 分 野
で 周 知 の 組 合 せ ラ イ ブ ラ リ ー 形 成 の 方 法 を 用 い て 小 さ な 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 出 す る 。
「 所 望 の 特 性 を 有 す る 化 合 物 を 自 動 的 に 作 製 す る た め の 系 お よ び 方 法 （ System and Metho
d of Automatically Generating Chemical Compounds with Desired Propaties） 」 と 題
さ れ た Agrafiotisら の 米 国 特 許 第 5,463,564お よ び 5,574,656号 の ２ つ は （ こ の 開 示 は 参 考
に よ り 全 文 を 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） こ れ に つ い て 教 示 す る も の で あ る 。 次 に 、 ラ イ ブ
ラ リ ー 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 所 望 の 構 造 的 お よ び 機 能 的 性 質 を 有 す る 化 合 物 を 同
定 す る 。 米 国 特 許 第 5,684,711号 は (そ の 開 示 が 参 照 に よ り 全 文 を 本 明 細 書 中 に 組 み 込 む )
、 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 方 法 を 述 べ て い る 。
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5.5.1.2　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ



【 ０ ２ ４ ４ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ の 手 順 を 説 明 す る と 、 標 的 遺 伝 子 産 物 、 酵 素 お よ び ラ イ ブ ラ リ ー の 化 合
物 を 混 合 し て 、 互 い に 相 互 作 用 可 能 と す る 。 標 識 化 基 質 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 加 え る 。
基 質 の 標 識 は 、 代 謝 さ れ た 基 質 分 子 か ら 放 出 さ れ て 検 出 可 能 で あ る 。 シ グ ナ ル の 放 出 は 、
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 化 合 物 の 非 存 在 下 で 放 出 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 す る こ と
に よ り 、 標 的 酵 素 の 酵 素 活 性 に お け る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 化 合 物 の 効 果 を 測
定 す る こ と を 可 能 に す る 。 各 々 の ラ イ ブ ラ リ ー 化 合 物 の 特 徴 を 符 号 化 し 、 酵 素 に 対 す る 活
性 を 示 す 化 合 物 を 解 析 す る 事 が で き 、 そ し て 同 定 さ れ た 多 様 な 化 合 物 に 共 通 の 性 質 を 特 定
す る こ と が で き 、 そ し て ラ イ ブ ラ リ ー の 更 な る 相 互 作 用 に 結 び 付 け る 事 が で き る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 一 度 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す れ ば 、 標 的 酵 素 に 対 す る 活 性 を 有 す る と
初 回 の ス ク リ ー ニ ン グ で 示 さ れ た 性 質 を 有 す る 化 学 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 用 い て 次 の ラ
イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 。 こ の 方 法 を 用 い て 、 酵 素 に 対 し て 高 い 特 異 性 を 有 す る 一 群 の 酵 素
阻 害 剤 が 見 つ か る ま で 、 候 補 化 合 物 を 次 々 と 反 復 す る と 、 標 的 酵 素 の 機 能 を 阻 害 す る の に
必 要 な 構 造 的 お よ び 機 能 的 性 質 を よ り 有 す る よ う に な る 。 次 に 、 こ れ ら の 化 合 物 を 哺 乳 動
物 に 用 い る た め の 抗 生 物 質 と し て の そ れ ら の 安 全 性 お よ び 有 効 性 に 対 し て さ ら に 試 験 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 こ の 特 定 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が た だ の 具 体 例 で あ る と い う こ と は 、 容 易 に わ か る で あ
ろ う 。 他 の 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 生 化 学 的 機 能 が わ か っ
て い る 場 合 、 多 数 の 天 然 に 存 在 す る 標 的 に つ い て の 多 様 な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 が 知 ら れ て
い る 。 例 え ば 、 い く つ か の 技 術 は 、 薬 物 リ ー ド 物 質 を 同 定 お よ び 開 発 す る た め に 、 標 的 タ
ン パ ク 質 を 生 化 学 的 お よ び 遺 伝 子 学 的 に 調 べ 、 そ し て 解 析 す る た め の 小 さ な ポ リ ペ プ チ ド
の 生 成 し て 利 用 す る こ と を 含 む 。 こ の よ う な 技 術 は PCT国 際 公 開 WO9935494、 WO9819162、 W
O9954728に 記 述 さ れ て い る 方 法 を 含 み 、 こ の 開 示 は 参 照 に よ っ て 全 文 を 本 明 細 書 に 組 み 込
む も の と す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 同 様 の 方 法 を 、 こ こ に 記 述 し た カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 標 的 タ ン
パ ク 質 と 相 同 的 な カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 以 外 の 生 物 由 来 の タ ン パ
ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 は ア ス
ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergi
llus niger） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ラ ビ ス (Aspergillus flavis)、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ
ス （ Candida tropicalis） 、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsis） 、
カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida krusei） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Crypto
coccus neoformans） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 エ キ ソ
フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス （ Exophalia dermatiditis） 、 フ サ リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ
ル ム （ Fusarium oxysporum） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Histoplasma capsulat
um） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocystis carinii） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ
（ Trichosporon beigelii） 、 リ ゾ プ ス ・ ア ル ル ヒ ズ ス （ Rhizopus arrhizus） 、 ム コ ー ル
・ ル キ シ ー (Mucor rouxii)、 リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pusillus） も し く は
ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ (Absidia corymbigera)の よ う な 動 物 真 菌 病 原 体 、 ま た は 灰
色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 う ど ん こ 病 菌 (Erysiphe graminis)、 イ ネ い も ち 病 菌 (Ma
gnaporthe grisea)、 コ ム ギ 赤 さ び 病 菌 (Puccinia recodita)、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria 
triticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tilletia controversa)、 黒 穂 病 菌 （ Ustilago ma
ydis） の よ う な 植 物 真 菌 病 原 体 、 あ る い は あ ら ゆ る 上 記 の 種 の 属 の 中 に 含 ま れ る あ ら ゆ る
種 由 来 の も の で も よ い 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ
レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae)以 外 の 生 物 由 来 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】

　 １ 実 施 形 態 に お い て 、 細 胞 の 生 存 活 性 に 必 須 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 生 化 学 的 活 性 に

10

20

30

40

50

(91) JP 2005-514899 A 2005.5.26

5.5.1.3　 in vitro酵 素 ア ッ セ イ



つ い て の in vitroア ッ セ イ を 開 発 す る た め に GRACE法 お よ び 株 を 用 い る こ と が で き る 。 GRA
CE条 件 付 き 発 現 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る い く つ か の 必 須 遺 伝 子 は 、 他 の 生 物 由 来 の 生 化 学
的 に 特 性 解 析 さ れ た 遺 伝 子 産 物 と の 統 計 的 に 重 要 な 類 似 性 を 示 す 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 配 列
の 類 似 性 に 基 づ く と 、 表 IIに 列 挙 し た い く つ か の 必 須 の 菌 類 特 異 的 遺 伝 子 が 以 下 の 生 化 学
的 活 性 を 有 す る 事 が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
CaRHO1　 　 　 　 　 　 　 (1,3)-β -グ ル カ ン 合 成 お よ び 極 性 に 関 与 す る GTPase
CaYHR118c(ORC6)　 　 複 製 起 点 複 合 体 の サ ブ ユ ニ ッ ト
CaYPL128c(TBP1)　 　 テ ロ メ ア 結 合 タ ン パ ク 質
CaYNL256w　 　 　 　 　 ジ ヒ ド ロ プ テ ロ エ ー ト 合 成 酵 素
CaYKL004w(AUR1)　 　 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ： セ ラ ミ ド ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル 転 移 酵
素
CaYJL090c(DPB11)　 　 DNA polBサ ブ ユ ニ ッ ト
CaYOL149w(DCP1)　 　  mRNAデ キ ャ ッ ピ ン グ 酵 素
CaYNL151c(RPC31)　 　 RNA polIIIサ ブ ユ ニ ッ ト
CaYOR148c(SPP2)　 　  RNAス プ ラ イ シ ン グ
CaYER026c(CHO1)　 　  ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 合 成 酵 素
　 し た が っ て 、 い く つ か の よ く 特 性 解 析 さ れ た 標 準 的 な in vitro生 化 学 的 ア ッ セ イ （ 例 え
ば 、 DNA結 合 、 RNA修 飾 、 GTP結 合 お よ び 加 水 分 解 な ら び に リ ン 酸 化 ） は 容 易 に こ れ ら の 効
果 的 な 薬 物 標 的 に 適 応 さ れ る 。 例 え ば 効 果 的 な 標 的 で あ る CaRHO1は 、 広 範 な か か る タ ン パ
ク 質 の た め に 開 発 さ れ た 標 準 的 な GTPaseア ッ セ イ を 適 用 す る こ と に よ り in vitroに 基 づ く
薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ る 。 あ る い は 、 我 々 の GRACE株 の 集 団 中 の 効 果 的 な 薬 物 標
的 と 関 係 す る 生 化 学 的 情 報 を 用 い た 新 規 の ア ッ セ イ が 開 発 さ れ る 。 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て
い る 、 同 様 の 生 化 学 的 活 性 （ 例 え ば 、 作 用 機 構 、 基 質 の 種 類 ） を 有 す る 酵 素 に つ い て の あ
ら ゆ る ア ッ セ イ が 、 こ れ ら の 必 須 な C. albicans遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 酵 素 の 阻 害
剤 の ス ク リ ー ニ ン グ に 適 応 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 例 え ば 、 多 数 の 性 質 に よ り 、 C. albicans遺 伝 子 で あ る CaTBF1が in vitroア ッ セ イ 開 発
の 候 補 と な る 。 CsTBF1は S. cerevisiaeに お け る 対 応 物 で あ る テ ロ メ ア 結 合 因 子 TBF1と 重
要 な 相 同 性 を 共 有 す る 。 さ ら に 、 CaTBF1pが 認 識 す る DNA配 列 は 既 知 で あ り 、 比 較 的 短 く （
Koeringら 、 Nucleic Acid Res. 28:2519-2526、 参 照 と し て 全 文 を 本 明 細 書 に 組 み 込 む も
の と す る ） 、 こ の エ レ メ ン ト に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 安 価 な 合 成 を 可 能 に す る 。
さ ら に 、 こ の ア ッ セ イ に 必 要 な の は 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び こ れ を 認 識 す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む DNA断 片 の み で あ る た め 、 CaTBF1pタ ン パ ク 質 の 精 製 だ け が in vitro結 合 ア ッ セ イ
を 開 発 す る た め に 必 要 で あ る 。 こ の in vitroア ッ セ イ の １ つ の 好 適 な 実 施 形 態 は 、 DNAエ
レ メ ン ト の ウ ェ ル の 底 へ の 交 差 結 合 、 タ ン パ ク 質 － DNA結 合 を 促 進 す る た め の 放 射 性 標 識
化 CaTBF1pの イ ン キ ュ ベ ー ト 、 非 結 合 材 料 の 除 去 の た め の 一 連 の 洗 浄 、 お よ び 結 合 し た 放
射 性 標 識 化 CaTBF1pの 割 合 の 測 定 を 含 む 。 あ る い は 、 精 製 し た CaTBF1pを ウ ェ ル に 付 着 さ せ
、 そ し て 放 射 性 標 識 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 加 え る 。 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ は ハ イ ス ル ー プ
ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の 使 用 を 含 み 、 こ の ア ッ セ イ に お い て 測 定 さ れ る タ ン パ ク 質 － DN
A結 合 を 阻 害 す る 化 合 物 の 検 索 に よ っ て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 同 様 に 、 第 ２ の 有 効 な 薬 物 標 的 で あ る CaORC6を こ の タ イ プ の ア ッ セ イ に 用 い る 。 と い う
の は 、 こ の S. cerevisiaeの 相 同 体 で あ る ORC6が 酵 母 染 色 体 の 複 製 起 点 の 中 の DNAエ レ メ ン
ト に 直 接 結 合 す る た め で あ る （ Mizushimaら 、 2000, Genes & Development 14:1631-1641
、 参 考 に よ り 全 文 を 本 明 細 書 に 組 み 込 む も の と す る ） 。 こ れ ら の あ ら ゆ る 標 的 の 生 化 学 的
精 製 も 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 C. albicansの ヘ テ ロ 接 合 体 株 の PCRに 基 づ く 構 築 物 に よ る も
の で 、 そ の CaORC6タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 炭 素 末 端 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン タ グ を 含 む
よ う に 修 飾 さ れ て お り 、 標 準 的 な Ni + 2 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 を 用
い た キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 に す る 。
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【 ０ ２ ５ ２ 】
　 CaDPB11様 の 他 の 標 的 に つ い て は 、 S. cerevisiaeに お け る 相 同 体 は Sld2pと 物 理 的 に 結
合 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し （ Kamimuraら 、 1998, Cell Biol. 18:6102-6109、 参 考 に よ
り 全 文 を 本 明 細 書 に 組 み 込 む も の と す る ） 、 前 述 の も の と 同 様 の in vitroア ッ セ イ を 開 発
す る 。 さ ら に 、 既 知 の 物 理 的 相 互 作 用 に 基 づ い た ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ は GRACE株 の
集 団 に お け る あ ら ゆ る 確 認 さ れ た 標 的 の た め に 開 発 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 好 適 な 生 化 学 的 標 的 の た め の in vitroア ッ セ イ の 確 立 に お い て 有 用 な 細
胞 抽 出 物 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に お い て 、 GRACEに よ り 得 ら れ る C. albi
cans株 を 恒 常 的 発 現 条 件 下 ま た は 転 写 抑 制 条 件 下 の い ず れ か で 増 殖 さ せ 、 過 剰 生 産 ま た は
特 定 の 遺 伝 子 産 物 を 減 少 さ せ る よ う に す る 。 こ れ ら の ２ つ の 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た
株 か ら 生 じ た 細 胞 抽 出 物 を 同 様 に 増 殖 さ せ た 野 生 型 株 か ら 調 製 し た 抽 出 物 と 比 較 す る 。 次
に 、 こ れ ら の 抽 出 物 を 標 的 の 迅 速 な 評 価 の た め に 用 い る が 、 そ れ に は 、 遺 伝 子 産 物 を 精 製
す る こ と な く 、 既 存 の in vitroア ッ セ イ ま た は 新 規 の 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 新 し い ア ッ セ イ
を 用 い る 。 in vitroア ッ セ イ 開 発 の た め の こ の よ う な 全 細 胞 抽 出 物 研 究 方 法 は 、 細 胞 壁 生
合 成 経 路 （ 例 え ば 、 (1,3)-β -グ ル カ ン 合 成 ま た は キ チ ン 合 成 ） に 含 ま れ る 標 的 （ 機 能 的
活 性 に 必 要 と さ れ る 不 可 欠 な 翻 訳 後 修 飾 を 受 け る 前 に 分 泌 経 路 を 通 過 す る 複 数 の 遺 伝 子 産
物 を 含 む ） の た め に 特 に 不 可 欠 で あ る 。 こ れ ら ま た は 他 の 細 胞 壁 経 路 （ 例 え ば (1,6)-β -
グ ル カ ン 合 成 ） に 関 与 す る 標 的 遺 伝 子 の 条 件 付 き 発 現 の た め の GRACEに 由 来 す る 株 は 、 C. 
albicansに お い て 直 接 実 行 さ れ る in vitroア ッ セ イ を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】

　 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 必 須 遺 伝 子 を 細 胞 に 基 づ い
た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 使 用 す る こ と が で き る 。 通 常 、 細 胞 中 の 標 的 必 須 遺 伝 子 は 、
遺 伝 子 操 作 す る こ と に よ り 、 構 成 的 に ま た は 誘 導 的 に 過 剰 発 現 ま た は 過 少 発 現 さ せ る こ と
が で き る 。 必 須 遺 伝 子 が 同 定 さ れ れ ば 、 か か る 細 胞 の 構 築 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方
法 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の GRACE株 は 、 本 発 明 の 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ
ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 遺 伝 子 操 作 細 胞 の 型 の 非 限 定 的 な 例 で あ
る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 薬 物 の 発 見 お よ び 開 発 に 向 け た 化 合 物 の 確 認 ま た は 特 性 決 定 に 使 用 さ れ る 現 在 の 細 胞 に
基 づ い た ア ッ セ イ は 、 被 験 化 合 物 が 細 胞 内 ま た は 細 胞 表 面 に 存 在 す る 標 的 分 子 の 活 性 を 調
節 す る 能 力 の 検 出 に 依 存 す る 場 合 が 非 常 に 多 い 。 ほ と ん ど の 場 合 、 そ の よ う な 標 的 分 子 は
、 酵 素 、 受 容 体 な ど の タ ン パ ク 質 で あ る 。 し か し 標 的 分 子 に は 、 DNA類 、 脂 質 、 炭 水 化 物
な ら び に メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA類 、 リ ボ ソ ー ム RNA類 、 tRNA類 な ど の RNA類 の よ う な 他 の 分 子
も 含 ま れ る 。 被 験 化 合 物 と 具 体 的 な 標 的 分 子 と の 結 合 お よ び 相 互 作 用 の 検 出 を 行 う 上 で 、
当 業 者 は 多 く の 高 感 度 の 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ 方 法 を 利 用 可 能 で あ る 。 し か し こ れ ら の
方 法 は 、 被 験 化 合 物 が 、 親 和 性 が 中 程 度 ま た は 低 い 標 的 分 子 と 結 合 そ の 他 の 相 互 作 用 を 行
う 場 合 に は 、 一 般 的 に あ ま り 効 果 的 で は な い 。 さ ら に 標 的 分 子 は 、 溶 液 で 被 験 化 合 物 に 容
易 に 近 づ く こ と が で き な い 場 合 が あ る 。 そ れ は 例 え ば 、 標 的 分 子 が 細 胞 内 に あ る 場 合 ま た
は 細 菌 細 胞 の 周 辺 質 の よ う な 細 胞 区 画 内 に あ る 場 合 で あ る 。 し た が っ て 、 現 在 の 細 胞 に 基
づ い た ア ッ セ イ 方 法 に は 、 標 的 と 中 程 度 ま た は 低 い 親 和 性 で 相 互 作 用 す る 化 合 物 ま た は 容
易 に 近 づ け な い 標 的 と 相 互 作 用 す る 化 合 物 の 確 認 ま た は 特 性 決 定 に は 有 効 で は な い と い う
点 で 制 限 が あ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ 方 法 は 、 現 在 の 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ に 勝 る 大 き い
長 所 を 有 す る 。 そ の 長 所 は 、 真 菌 の 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 少 な く と も １ 種 類
の 遺 伝 子 産 物 (標 的 分 子 )の レ ベ ル ま た は 活 性 が 、 そ れ の 機 能 の 有 無 が 真 菌 の 成 長 、 生 存 、
増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 の 律 速 段 階 と な る 程 度 ま で 特 異 的 に 低 下 し た 感 作 細 胞 の 使 用 に
由 来 す る も の で あ る 。 そ の よ う な 感 作 細 胞 は 、 影 響 さ れ た 標 的 分 子 に 対 し て 活 性 な 化 合 物
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5.5.2　 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ



に 対 し て か な り 感 受 性 が 高 く な る 。 例 え ば 、 感 作 細 胞 は 、 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒
性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な レ ベ ル の 遺 伝 子 産 物 を 提 供 し て 、 そ の 機 能 の 有 無 が 真 菌 の 成 長
、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 の 律 速 段 階 と な る 濃 度 の 誘 導 因 子 ま た は 抑 制 因 子 存
在 下 で GRACE株 を 成 長 さ せ る こ と で 得 ら れ る 。 そ こ で 本 発 明 の 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ は
、 そ の よ う な 化 合 物 が 非 感 作 細 胞 に 対 し て よ り も 感 作 細 胞 に 対 し て か な り 強 力 で あ る こ と
か ら 、 対 象 と な る 標 的 分 子 に 対 し て 低 ま た は 中 程 度 の 効 力 を 示 す 化 合 物 を 検 出 す る こ と が
で き る 。 そ の 効 果 は 、 非 感 作 細 胞 と 比 較 し て 感 作 細 胞 で 試 験 を 行 っ た 場 合 に 、 被 験 化 合 物
が 、 ２ な い し 数 倍 強 力 、 少 な く と も 10倍 強 力 、 少 な く と も 20倍 強 力 、 少 な く と も 50倍 強 力
、 少 な く と も 100倍 強 力 、 少 な く と も 1000倍 強 力 、 ま た は 1000倍 よ り さ ら に 強 力 と な り 得
る よ う な も の で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 一 部 に は 、 病 原 菌 に お け る 抗 生 物 質 耐 性 が 認 め ら れ る た め 、 そ し て い く つ か の 現 在 使 用
さ れ て い る 抗 生 物 質 に 関 連 す る 強 い 副 作 用 の た め 、 新 た な 標 的 で 作 用 す る 新 規 抗 生 物 質 が
、 当 業 界 で は 切 望 さ れ て い る 。 し か し 、 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ に 関 係 す る 現 行 技 術 に お
け る 別 の 限 界 と し て 、 同 じ 限 ら れ た 種 類 の 生 体 経 路 で 同 じ 種 類 の 標 的 分 子 に 対 す る ヒ ッ ト
（ hit） を 繰 り 返 し 確 認 す る と い う 問 題 が あ る 。 新 標 的 と 比 較 し て 、 「 旧 」 標 的 で 作 用 す
る 化 合 物 の 方 が よ り 高 頻 度 で 遭 遇 し 、 よ り 強 力 で あ る こ と か ら 、 そ れ は そ の よ う な 新 た な
標 的 で 作 用 す る 化 合 物 を 廃 棄 し た り 、 無 視 し た り 、 あ る い は 検 出 し な い 場 合 に 生 じ 得 る 。
そ の 結 果 、 現 在 使 用 さ れ て い る 抗 生 物 質 の 大 半 が 、 よ り 限 ら れ た 種 類 の 生 体 経 路 内 の 比 較
的 少 数 の 標 的 分 子 と 相 互 作 用 す る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 感 作 細 胞 を 使 用 す る こ と で 、 ２ 通 り の 方 法 で 上 記 の 問 題 が 解 決 さ れ る 。 第 一 に
、 新 標 的 で あ る か 既 知 で あ る が ほ と ん ど 利 用 さ れ て い な い 標 的 で あ る か を 問 わ ず 、 対 象 と
な る 標 的 で 作 用 す る 所 望 の 化 合 物 を 、 本 発 明 の 感 作 細 胞 で 試 験 を 行 っ た 場 合 に 、 そ の よ う
な 所 望 の 化 合 物 の 効 力 に お け る 特 異 的 か つ 実 質 的 な 上 昇 の た め 、 「 旧 」 標 的 で 作 用 す る 化
合 物 の 「 ノ イ ズ 」 よ り 上 で 検 出 す る こ と が で き る 。 第 二 に 、 対 象 標 的 で 作 用 す る 化 合 物 に
対 し て 細 胞 を 感 作 す る の に 使 用 さ れ る 方 法 は 、 同 じ 生 体 経 路 内 の 他 の 標 的 分 子 で 作 用 す る
化 合 物 に 対 し て そ の 細 胞 を 感 作 さ せ る 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 の 機 能
が 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 対 し て 律 速 と な る よ う な レ ベ ル で の リ
ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 は 、 そ の リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 で 作 用 す る
化 合 物 に 対 し て 、 リ ボ ソ ー ム の い ず れ か の 構 成 要 素 (タ ン パ ク 質 ま た は rRNA)で 作 用 す る 化
合 物 に 対 し て 、 あ る い は さ ら に タ ン パ ク 質 合 成 経 路 の 一 部 で あ る 標 的 で 作 用 す る 化 合 物 に
対 し て 細 胞 を 感 作 す る こ と が 予 想 さ れ る 。 そ こ で 、 本 発 明 の 重 要 な 利 点 は 、 こ れ ま で 薬 物
開 発 方 法 で 容 易 に 利 用 で き な か っ た 新 た な 標 的 お よ び 経 路 を 明 ら か で き る と い う 点 で あ る
。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 感 作 細 胞 は 、 標 的 分 子 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と で 得 ら れ る 。 標 的
分 子 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 核 酸
か ら 産 生 さ れ る RNAま た は ポ リ ペ プ チ ド な ど の 遺 伝 子 産 物 で あ る こ と が で き る 。 さ ら に 標
的 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 核 酸 と
同 じ 生 体 経 路 で の RNAま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 生 体 経 路 に は
、 酵 素 的 、 生 化 学 的 お よ び 代 謝 的 経 路 な ら び に 細 胞 膜 な ど の 細 胞 構 造 の 産 生 に 関 与 す る 経
路 な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 医 化 学 お よ び 複 合 的 化 学 の 分 野 で 現 在 使 用 さ れ て い る 方 法 は 、 直 接 結 合 ア ッ セ イ お よ び
細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ な ど の 各 種 生 物 ア ッ セ イ で の 化 合 物 の 試 験 か ら 得 ら れ る 構 造 － 活
性 相 関 デ ー タ を 利 用 す る こ と が で き る 。 場 合 に よ り 化 合 物 を 、 十 分 に 強 力 な ア ッ セ イ で 直
接 、 開 発 対 象 薬 物 と し て 確 認 す る 。 さ ら に 多 く の 場 合 、 初 回 ヒ ッ ト 化 合 物 は 中 程 度 ま た は
低 い 効 力 を 示 す 。 ヒ ッ ト 化 合 物 が 低 ま た は 中 程 度 の 効 力 を 有 す る こ と が 示 さ れ た ら 、 指 向
的 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー を 合 成 し 、 試 験 を 行 っ て 、 よ り 強 力 な 主 導 的 化 合 物 を 確 認 す る 。 そ

10

20

30

40

50

(94) JP 2005-514899 A 2005.5.26



の 指 向 的 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ヒ ッ ト 化 合 物 と 関 連 す る が 、 各 種 構 造 的 特 徴 の 付 加 、 削 除 お よ
び 置 換 な ど の 系 統 的 変 更 を 有 す る 構 造 を 持 っ た 化 合 物 か ら な る 複 合 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー で あ
る 。 標 的 分 子 に 対 す る 活 性 に つ い て 試 験 を す る 場 合 、 単 独 ま た は 他 の 特 徴 と の 組 合 せ で 活
性 を 促 進 ま た は 低 下 さ せ る 構 造 的 特 徴 を 確 認 す る 。 こ の デ ー タ を 用 い て 、 標 的 分 子 に 対 す
る 活 性 が 高 い 化 合 物 を 含 む そ の 後 の 指 向 的 ラ イ ブ ラ リ ー を 設 計 す る 。 こ の プ ロ セ ス を １ 回
ま た は 数 回 繰 り 返 し た 後 、 標 的 分 子 に 対 し て か な り 高 い 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 確 認 し 、 薬
物 と し て さ ら に 開 発 す る こ と が で き る 。 選 択 さ れ た 標 的 で 作 用 す る 化 合 物 は そ の よ う な 細
胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ で 高 い 効 力 を 示 す こ と か ら 、 こ の プ ロ セ ス は 本 発 明 の 感 作 細 胞 を 使
用 す る こ と で 促 進 さ れ る 。 そ こ で 、 よ り 多 く の 化 合 物 の 特 性 決 定 を 行 っ て 、 他 の 方 法 で 得
ら れ る と 思 わ れ る よ り 多 く の 有 用 な デ ー タ を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 の 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ を 用 い て 、 以 前 に は 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ
を 用 い て 容 易 に 利 用 で き な か っ た 標 的 で 作 用 す る 化 合 物 な ど 、 こ れ ま で は 容 易 に 確 認 お よ
び 特 性 決 定 さ れ な か っ た と 考 え ら れ る 化 合 物 の 確 認 ま た は 特 性 決 定 を 行 う こ と が 可 能 と な
る 。 同 数 の 被 験 化 合 物 の 場 合 に 、 よ り 多 く の 構 造 － 機 能 相 関 デ ー タ が 明 ら か に な る 可 能 性
が あ る こ と か ら 、 初 期 ヒ ッ ト 化 合 物 か ら 強 力 な 薬 物 に 進 展 さ せ る プ ロ セ ス も 、 本 発 明 の 細
胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ に よ っ て 大 幅 に 改 善 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 こ の 細 胞 感 作 方 法 に は 必 ず 、 好 適 な 遺 伝 子 の 選 択 が あ る 。 好 適 な 遺 伝 子 は 、 感 作 さ れ る
細 胞 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 発 現 が 必 要 で あ る 遺 伝 子 で あ る 。 次 の 段
階 は 、 標 的 の レ ベ ル ま た は 活 性 を 、 そ れ が 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 の 律 速
と な る レ ベ ル ま で 低 下 さ せ る こ と が で き る 細 胞 の 取 得 で あ る 。 例 え ば 細 胞 は 、 選 択 遺 伝 子
が 調 節 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る GRACE株 で あ る こ と が で き る 。 選 択 遺 伝 子 か ら 転 写 さ
れ た RNAの 量 は 、 調 節 プ ロ モ ー タ ー に 作 用 す る こ と で 、 RNAの プ ロ モ ー タ ー 推 進 転 写 の 活 性
を 変 え る 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 の 濃 度 を 変 え る こ と に よ っ て 制 限 さ れ る 。 そ こ で 、 選 択
遺 伝 子 産 物 の 機 能 が 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 の 律 速 と な る ほ ど の RN
Aレ ベ ル を 生 じ る 誘 発 因 子 も し く は 抑 制 因 子 濃 度 に 細 胞 を 曝 露 す る こ と で 、 そ の 細 胞 を 感
作 す る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ の １ 実 施 形 態 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス
（ Candida albicans） の 真 菌 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 配 列 が 調
節 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る GRACE株 を 、 そ の 配 列 が コ ー ド す る 遺 伝 子 産 物 の 機 能 が 、
真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 、 ま た は 病 原 性 の 律 速 と な る よ う に す る 濃 度 の 誘 発 因 子
も し く は 抑 制 因 子 の 存 在 下 に 成 長 さ せ る 。 そ の 目 標 を 達 成 す る た め 、 真 菌 増 殖 に 必 要 な 制
限 さ れ た レ ベ ル の 遺 伝 子 産 物 に よ っ て 生 じ る 相 当 す る 成 長 阻 害 に 対 し て 誘 発 因 子 ま た は 抑
制 因 子 の 各 種 用 量 を プ ロ ッ ト す る こ と で 、 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 の 成 長 阻 害 用 量 曲 線 を
計 算 す る 。 こ の 用 量 － 応 答 曲 線 か ら 、 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 の な い 成 長 と 比 較 し て １ ～
100％ の 各 種 成 長 速 度 を 与 え る 条 件 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 調 節 プ ロ モ ー タ ー
を テ ト ラ サ イ ク リ ン に よ っ て 抑 制 す る 場 合 、 GRACE株 を 各 種 レ ベ ル の テ ト ラ サ イ ク リ ン 存
在 下 に 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 同 様 に 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 そ
の 場 合 、 GRACE株 を 、 各 種 濃 度 の 誘 発 因 子 存 在 下 に 成 長 さ せ る 。 例 え ば 、 成 長 速 度 を ほ と
ん ど 低 下 さ せ な い 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 の 最 高 濃 度 を 、 前 記 用 量 － 応 答 曲 線 か ら 推 算 す
る こ と が で き る 。 細 胞 増 殖 は 、 OD測 定 に よ る 増 殖 培 地 濁 度 に よ っ て モ ニ タ リ ン グ す る こ と
が で き る 。 別 の 例 で は 、 成 長 を 25％ 低 下 さ せ る 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 の 濃 度 を 、 用 量 －
応 答 曲 線 か ら 予 測 す る こ と が で き る 。 さ ら に 別 の 例 で は 、 成 長 を 50％ 低 下 さ せ る 誘 発 因 子
ま た は 抑 制 因 子 の 濃 度 を 、 用 量 － 応 答 曲 線 か ら 予 測 す る こ と が で き る 。 さ ら に は 、 コ ロ ニ
ー 形 成 単 位 （ cfu） な ど の 別 の パ ラ メ ー タ を 用 い て 、 細 胞 の 成 長 、 生 存 お よ び ／ ま た は 生
存 率 を 測 定 す る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 個 々 の 一 倍 体 株 を 同 様 に 、 抗 真 菌 薬 ま た は 治 療 薬 の 検 出 の
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た め の 基 礎 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 試 験 微 生 物 (例 ： 表 Ｉ に 示 し
た ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ
ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)ま た は
他 の 一 倍 体 微 生 物 )は 、 異 種 調 節 プ ロ モ ー タ ー を 含 む プ ロ モ ー タ ー 置 換 フ ラ グ メ ン ト で 組
換 え て 、 遺 伝 子 発 現 を 異 種 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 条 件 的 に 調 節 す る よ う に す る こ と で 、 １
段 階 で 標 的 遺 伝 子 の 単 一 対 立 遺 伝 子 を 修 飾 す る こ と に よ っ て 構 築 さ れ た 株 で あ る 。 個 々 の
二 倍 体 GRACE株 同 様 、 感 作 単 一 倍 体 細 胞 を 全 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ 法 で 用 い て 、 影 響 さ
れ た 標 的 に 対 す る 優 先 的 活 性 を 示 す 化 合 物 を 確 認 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 各 種 実 施 形 態 に お い て 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー が 比 較 的 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ る （ す な わ ち 部
分 的 に 抑 制 ） 第 １ の 組 合 せ の 条 件 下 で 成 長 さ せ 、 成 長 程 度 を 測 定 す る 。 こ の 実 験 を 被 験 化
合 物 存 在 下 に 繰 り 返 し 、 ２ 回 目 の 成 長 測 定 値 を 得 る 。 そ う し て 、 被 験 化 合 物 の 存 在 下 お よ
び 不 在 下 で の 成 長 程 度 を 比 較 し て 、 第 １ の 指 標 値 を 得 る 。 標 的 遺 伝 子 が 第 １ の 組 合 せ の 条
件 よ り か な り 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ る 非 抑 制 成 長 条 件 を 用 い て 、 さ ら に ２ 回 の 実 験 を 行 う
。 成 長 程 度 を 、 第 ２ の 組 合 せ の 条 件 下 に 被 験 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 に て 測 定 し て 、
第 ２ の 指 標 値 を 得 る 。 次 に 、 第 １ お よ び 第 ２ の 指 標 値 を 比 較 す る 。 指 標 値 が 実 質 的 に 同 じ
で あ る 場 合 、 そ の デ ー タ は 被 験 化 合 物 が 試 験 標 的 を 阻 害 し な い こ と を 示 唆 し て い る 。 し か
し 上 記 ２ つ の 指 標 値 が 実 質 的 に 異 な る 場 合 、 デ ー タ は 標 的 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル が 被 験
化 合 物 に よ る 阻 害 程 度 を 決 定 し 得 る こ と を 示 し て い る 。 し た が っ て 、 遺 伝 子 産 物 が そ の 被
験 化 合 物 の 標 的 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 複 数 の 感 作 株 の 集 団 ま た は サ ブ セ ッ ト を 含 む 全 細 胞
に 基 づ い た ア ッ セ イ も 、 例 え ば 一 連 の 96ウ ェ ル 、 384ウ ェ ル ま た は 1586ウ ェ ル 微 量 定 量 プ
レ ー ト で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 各 ウ ェ ル に は 感 作 し た 個 々 の 株 を 含 有 さ せ て 、
真 菌 特 異 的 、 病 原 体 特 異 的 な 所 望 の 生 化 学 的 機 能 、 ヒ ト 同 族 体 、 細 胞 局 在 お よ び 信 号 伝 達
カ ス ケ ー ド 標 的 セ ッ ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 標 的 セ ッ ト ま た は サ ブ セ ッ ト （ こ れ ら に
限 定 さ れ る も の で は な い ） を 含 む 各 影 響 を 受 け た 標 的 に 対 し て 優 先 的 活 性 を 示 す 化 合 物 を
確 認 す る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 ア ッ セ イ 対 象 の 細 胞 を 、 上 記 測 定 さ れ た 濃 度 の 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 に 曝 露 す る 。 こ
の 亜 致 死 濃 度 で の 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 の 存 在 に よ っ て 、 増 殖 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の 量
を 、 成 長 を 支 持 す る 細 胞 に お い て 最 低 の 量 ま で 低 下 さ せ る 。 し た が っ て 、 こ の 濃 度 の 誘 発
因 子 ま た は 抑 制 因 子 存 在 下 で の 細 胞 成 長 は 、 対 象 と す る 増 殖 に 必 要 な タ ン パ ク 質 ま た は RN
Aの 阻 害 薬 に 対 し て 、 な ら び に 対 象 と す る 増 殖 に 必 要 な タ ン パ ク 質 ま た は RNAと 同 じ 生 体 経
路 に お け る タ ン パ ク 質 ま た は RNAの 阻 害 薬 に 対 し て 特 異 的 に よ り 感 受 性 が 高 い が 、 無 関 係
の タ ン パ ク 質 ま た は RNAの 阻 害 薬 に 対 し て は 特 異 的 に 感 受 性 が 高 く な い 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 亜 阻 害 濃 度 の 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 で 前 処 理 す る こ と で 、 増 殖 に 必 要 な 標 的 遺 伝 子 産
物 の 量 が 低 下 し て い る 細 胞 を 用 い て 、 細 胞 成 長 を 低 下 さ せ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行
う 。 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 の 亜 致 死 濃 度 は 、 そ の 遺 伝 子 産 物 が 非 律 速 で あ る 対 照 細 胞 よ
り 細 胞 が 感 受 性 が 高 い 候 補 化 合 物 を 確 認 す る た め の ア ッ セ イ の 所 期 の 使 用 と 一 致 す る 濃 度
で あ る こ と が で き る 。 例 え ば 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 の 亜 致 死 濃 度 は 、 成 長 阻 害 が 少 な く
と も 約 ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ％ 、 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 30
％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 75％ 、 少 な
く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ ま た は 95％ 強 と な る よ う に す る こ と が で き
る 。 前 記 の 方 法 を 用 い て 前 感 作 し た 細 胞 は 、 そ の 細 胞 が 野 生 型 細 胞 よ り 少 な い 標 的 タ ン パ
ク 質 を 含 む こ と か ら 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 感 受 性 が 高 い 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 同 様 の 方 法 を 用 い て 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 確 認 す る こ と が で き る こ
と は 明 ら か で あ ろ う 。 そ の よ う な 方 法 で は 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 関 与 す る 律 速 レ ベ ル の
遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る 候 補 化 合 物 に 曝 露 し た 細 胞 の 有 毒 性 ま た は 病 原 性 を 、 遺 伝 子 産 物 レ
ベ ル が 律 速 で な い 候 補 化 合 物 に 曝 露 し た 細 胞 の 有 毒 性 ま た は 病 原 性 と 比 較 す る 。 有 毒 性 ま
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た は 病 原 性 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ の 別 の 実 施 形 態 で は 、 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒
性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 を 、 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有
毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 配 列 に お け る 温 度 感 受 性 突 然 変 異 な ど の 突 然 変 異 な ら び に 温 度
感 受 性 突 然 変 異 と の 併 用 で 、 増 殖 に 対 し て 律 速 で あ る 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 ま
た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 レ ベ ル を 提 供 す る 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 レ ベ ル を 用 い て
低 下 さ せ る 。 突 然 変 異 が 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 に
お け る も の で あ る 温 度 感 受 性 突 然 変 異 株 の 許 容 温 度 と 制 限 温 度 の 間 の 中 間 温 度 で 細 胞 を 成
長 さ せ る こ と で 、 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の 活 性 が 低
下 し た 細 胞 が 得 ら れ る 。 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 の 濃 度 を 選 択 し て 、 真 菌 の 成 長 、 生 存 、
増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を さ ら に 低 下 さ せ る 。 増 殖 に 必 要 な
遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 が 低 下 し 、 許 容 温 度 と 制 限 温 度 の 間 の 温 度 で 成 長 す る
細 胞 が 、 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 低 下
し て お ら ず 、 許 容 温 度 で 成 長 す る 細 胞 よ り 、 被 験 化 合 物 に 対 し て か な り 感 受 性 が 高 い か 否
か を 測 定 す る こ と で 、 温 度 感 受 性 突 然 変 異 あ る い は 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 単 独 を 用 い て
認 め ら れ な か っ た 可 能 性 の あ る 薬 物 を 確 認 す る こ と が で き る 。 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 単
独 あ る い は 温 度 感 受 性 突 然 変 異 単 独 を 用 い て 以 前 に 認 め ら れ た 薬 物 も 、 上 記 ２ 種 類 の 手 法
を 組 合 せ て 細 胞 で 使 用 し た 場 合 に 異 な る 感 受 性 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る 場 合 が あ り 、 そ の 感
受 性 プ ロ フ ィ ー ル は 、 遺 伝 子 産 物 の １ 以 上 の 活 性 の 阻 害 に お け る 薬 物 の よ り 特 異 的 な 作 用
を 示 す 場 合 が あ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 温 度 感 受 性 突 然 変 異 は 、 遺 伝 子 内 の 各 種 部 位 で 局 在 す る 場 合 が あ り 、 タ ン パ ク 質 の 異 な
る 領 域 内 に あ る 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 大 腸 菌 の dnaB遺 伝 子 は 、 複 製 フ ォ ー ク DNAへ リ カ ー
ゼ を コ ー ド す る 。 DnaBは オ リ ゴ マ ー 化 、 ATP加 水 分 解 、 DNA結 合 、 プ ラ イ マ ー ゼ と の 相 互 作
用 、 DnaCと の 相 互 作 用 お よ び DnaAと の 相 互 作 用 の た め の 領 域 な ど の い く つ か の 領 域 を 有 す
る 。 DnaBの 各 種 領 域 に お け る 温 度 感 受 性 突 然 変 異 は 、 制 限 温 度 で 各 種 表 現 型 を 与 え 、 そ れ
に は DNA破 壊 を 伴 う ま た は 伴 わ な い DNA複 製 に お け る 突 然 の 停 止 ま た は 緩 や か な 停 止 （ Wech
sler, J. A. and Gross, J. D. 1971 Escherichia coli mutants temperature-sensitive
 for DNA 合 成 . Mol. Gen. Genetics 113: 273-284） お よ び 成 長 ま た は 細 胞 死 の 終 了 な ど
が あ る 。 し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 の 各 種 領 域 に お け る 温 度 感 受 性 突 然 変 異 を 、 タ ン パ ク 質
の 発 現 が 調 節 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る GRACE株 と 組 合 せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 上 記 の 方 法 を 、 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の 活
性 ま た は レ ベ ル を 低 下 さ せ る が な く す も の で は な い 突 然 変 異 を 用 い て 行 う こ と が で き る こ
と は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 抗 菌 剤 の ス
ク リ ー ニ ン グ を 行 う 場 合 、 そ の 遺 伝 子 産 物 を 限 ら れ た 量 で 含 む 細 胞 の 成 長 阻 害 、 有 毒 性 ま
た は 病 原 性 の ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。 成 長 阻 害 は 、 実 験 サ ン プ ル と 対 照 サ ン プ ル の
間 で 、 未 接 種 増 殖 培 地 と 比 較 し た 培 養 物 の 光 学 密 度 に よ っ て 測 定 さ れ る 成 長 量 を 直 接 比 較
す る こ と で 測 定 す る こ と が で き る 。 別 の 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 方 法 に は 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質
（ GFP） レ ポ ー タ ー 構 築 物 放 出 の 測 定 、 各 種 酵 素 的 活 性 ア ッ セ イ お よ び 当 業 界 で 公 知 の 他
の 方 法 な ど が あ る 。 有 毒 性 お よ び 病 原 性 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 測 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 上 記 の 方 法 は 、 固 相 、 液 相 、 そ の ２ 種 類 の 培 地 の 組 合 せ ま た は in vivoで 行 う こ と が 可
能 で あ る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。 例 え ば 、 増 殖 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る の に 用 い ら
れ る 調 節 プ ロ モ ー タ ー で 作 用 す る 誘 発 因 子 ま た は 抑 制 因 子 を 含 む 栄 養 寒 天 で 成 長 さ せ た 細
胞 を 、 寒 天 表 面 に ス ポ ッ ト 添 加 し た 化 合 物 に 曝 露 さ せ る こ と が で き る 。 化 合 物 の 効 果 は 、
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生 じ る 殺 菌 ゾ ー ン の 直 径 、 細 胞 が 成 長 し な い 化 合 物 添 加 箇 所 周 囲 の 面 積 か ら 判 定 す る こ と
が で き る 。 複 数 の 化 合 物 を 寒 天 プ レ ー ト に 移 し 、 多 チ ャ ン ネ ル ピ ペ ッ ト （ 例 ： Beckman Mu
ltimek） お よ び 多 チ ャ ン ネ ル ス ポ ッ タ （ 例 ： Genomic Solutions Flexys） な ど （ こ れ ら に
限 定 さ れ る も の で は な い ） の 自 動 お よ び 半 自 動 装 置 を 用 い て 同 時 に 調 べ る こ と が で き る 。
こ の よ う に し て 、 複 数 の プ レ ー ト お よ び 数 千 な い し 数 百 万 個 の 化 合 物 を １ 日 に 調 べ る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 化 合 物 は ま た 、 以 下 に 記 載 の 微 量 定 量 プ レ ー ト を 用 い て 完 全 に 液 相 で 調 べ る 。 液 相 ス ク
リ ー ニ ン グ を 、 １ 個 の 微 量 定 量 プ レ ー ト 当 た り 96、 384、 1536ま た は そ れ 以 上 の ウ ェ ル を
有 す る 微 量 定 量 プ レ ー ト で 行 っ て 、 １ 日 に 複 数 の プ レ ー ト お よ び 数 千 な い し 数 百 万 の 化 合
物 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 試 薬 添 加 （ 例 ： 細 胞 お よ び 化 合 物 ） お よ び 細 胞
密 度 測 定 用 に 自 動 お よ び 半 自 動 装 置 を 用 い る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 化 合 物 に つ い て は さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て in vivoで 試 験 を 行 う 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 上 記 各 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ を 用 い て 、 本 明 細 書 に 記 載 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （
Candida albicans） 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 相 同 性 で あ る カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida 
albicans） 以 外 の 微 生 物 か ら の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 確 認 す る こ と が で き
る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。 例 え ば 、 標 的 遺 伝 子 産 物 は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ As
pergillus fumigatus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger） 、 ア ス ペ ル ギ ル
ス ・ フ ラ ビ ス (Aspergillus flavis)、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ ス （ Candida tropicalis） 、
カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsis） 、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida
 krusei） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 、 コ ク シ
ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 エ キ ソ フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ
ス （ Exophalia dermatiditis） 、 フ サ リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ル ム （ Fusarium oxysporum） 、
ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Histoplasma capsulatum） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ
ニ （ Pneumocystis carinii） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ （ Trichosporon beigelii） 、
リ ゾ プ ス ・ ア ル ル ヒ ズ ス （ Rhizopus arrhizus） 、 ム コ ー ル ・ ル キ シ ー (Mucor rouxii)、
リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pusillus） ま た は ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ (Ab
sidia corymbigera)な ど の 動 物 性 真 菌 病 原 体 あ る い は 灰 色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、
う ど ん こ 病 菌 (Erysiphe graminis)、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 コ ム ギ 赤 さ
び 病 菌 (Puccinia recodita)、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria triticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒
穂 病 菌 (Tilletia controversa)、 黒 穂 病 菌 （ Ustilago maydis） ま た は 上 記 い ず れ か の 菌
種 の 属 に 属 す る 菌 種 な ど の 植 物 性 真 菌 病 原 体 か ら の も の で あ る こ と が で き る 。 一 部 の 実 施
形 態 に お い て 遺 伝 子 産 物 は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae）
以 外 の 微 生 物 か ら の も の で あ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】

　 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 の 一 方 の 対 立 遺 伝 子 が 失
活 し 、 他 方 の 対 立 遺 伝 子 が 調 節 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る GRACE株 は 、 本 明 細 書 に 記 載
の 方 法 を 用 い て 構 築 さ れ る 。 こ の 例 に 関 し て 、 調 節 プ ロ モ ー タ ー は 本 明 細 書 に 記 載 の テ ト
ラ サ イ ク リ ン 調 節 プ ロ モ ー タ ー で あ る こ と が で き る が 、 い ず れ の 調 節 プ ロ モ ー タ ー も 使 用
可 能 で あ る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 本 発 明 の １ 実 施 形 態 に お い て は 、 個 々 の GRACE株 を 、 二 倍 体 病 原 性 真 菌 細 胞 に 対 し て 活
性 な 治 療 薬 の 検 出 の た め の 基 礎 と し て 用 い る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 試 験 微 生 物 は 、 遺 伝 子
の 第 １ の 対 立 遺 伝 子 が 発 現 可 能 な 優 性 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 挿 入
ま た は そ れ に よ る 置 換 に よ っ て 失 活 し て お り 、 第 ２ の 対 立 遺 伝 子 が 組 換 え に よ っ て 修 飾 さ
れ て 、 第 ２ の 対 立 遺 伝 子 が 異 種 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 さ れ た 発 現 下 に あ る 修 飾 対 立 遺 伝 子 対
を 有 す る GRACE株 で あ る 。 こ の 試 験 GRACE株 を 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー が 比 較 的 低 レ ベ ル で 発 現
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さ れ る （ 「 抑 制 」 ） 第 １ の 組 合 せ の 条 件 下 で 成 長 さ せ 、 成 長 程 度 を 測 定 す る 。 こ の 測 定 は
、 光 学 密 度 、 ペ レ ッ ト 化 細 胞 の 湿 重 量 、 総 細 胞 数 、 生 存 数 、 DNA含 有 量 な ど の 当 業 者 に は
公 知 の 適 切 な 基 準 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 こ の 実 験 を 、 被 験 化 合 物 存 在 下 で 行 い 、 第
２ 回 の 成 長 測 定 値 を 得 る 。 指 標 値 に よ っ て 簡 便 に 表 す こ と が で き る 被 験 化 合 物 の 存 在 下 お
よ び 不 在 下 で の 成 長 の 程 度 を 比 較 す る 。 成 長 値 ま た は 指 標 値 の 程 度 に お け る 相 違 に よ っ て
、 被 験 化 合 物 が 標 的 必 須 遺 伝 子 産 物 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 指 標 が 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 さ ら に 多 く の デ ー タ を 得 る た め 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 、 第 ２ の 対 立 遺 伝 子 が 上 記
の 第 １ の 組 合 せ の 条 件 の 場 合 よ り か な り 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ る 第 ２ の 組 合 せ の 「 非 抑 制
」 成 長 条 件 を 用 い て 、 さ ら に 別 の ２ 種 類 の 実 験 を 行 う 。 成 長 値 ま た は 指 標 値 の 程 度 を 、 こ
の 第 ２ の 組 合 せ の 条 件 下 に 、 被 験 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で 測 定 す る 。 被 験 化 合 物 の
存 在 下 お よ び 不 在 下 で の 成 長 値 ま た は 指 標 値 の 程 度 を 比 較 す る 。 成 長 値 ま た は 指 標 値 の 程
度 に お け る 相 違 は 、 標 的 必 須 遺 伝 子 産 物 と 相 互 作 用 可 能 性 の 指 標 を 与 え る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 さ ら に 、 第 １ お よ び 第 ２ の 成 長 条 件 で の 成 長 程 度 も 比 較 す る こ と が で き る 。 成 長 程 度 が
実 質 的 に 同 じ で あ る 場 合 、 そ の デ ー タ は 、 調 べ た GRACE株 が 有 す る 修 飾 対 立 遺 伝 子 対 が コ
ー ド す る 遺 伝 子 産 物 を 被 験 化 合 物 が 阻 害 し な い こ と を 示 唆 す る 。 し か し 、 成 長 程 度 が 実 質
的 に 異 な る 場 合 、 そ の デ ー タ は 、 対 象 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル が 被 験 化 合 物 に よ る 阻 害 の
程 度 を 決 定 し 得 る こ と を 示 す 。 し た が っ て 、 対 象 遺 伝 子 産 物 が そ の 被 験 化 合 物 の 標 的 で あ
る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 各 GRACE株 を 個 別 に 調 べ る こ と が で き る が 、 GRACE株 集 団 の セ ッ ト ま た は サ ブ セ ッ ト を １
回 で ス ク リ ー ニ ン グ す る の が よ り 有 効 で あ る 。 し た が っ て 本 発 明 の １ 態 様 に お い て は 、 ア
レ イ を 構 成 す る こ と が で き 、 例 え ば 一 連 の 96ウ ェ ル 微 量 定 量 プ レ ー ト で 、 各 ウ ェ ル が １ 種
類 の GRACE株 を 有 す る よ う に す る 。 あ る 代 表 的 な 手 法 で は （ そ れ に 限 定 さ れ る も の で は な
い が ） 、 ２ つ の プ レ ー ト 対 を 有 す る ４ 個 の 微 量 定 量 プ レ ー ト を 用 い 、 一 方 の 対 に お け る 増
殖 培 地 が 、 他 方 の プ レ ー ト 対 に お け る 培 地 よ り 、 各 株 で の 残 り の 活 性 対 立 遺 伝 子 を 制 御 す
る 異 種 プ ロ モ ー タ ー を 多 く 発 現 さ せ る よ う に す る 。 各 プ レ ー ト 対 の １ 個 の プ レ ー ト に 被 験
化 合 物 を 補 給 し 、 各 GRACE株 の 成 長 測 定 値 を 、 各 被 験 単 離 物 に つ い て の 指 標 値 を 得 る た め
の 標 準 法 を 用 い て 求 め る 。 そ の よ う な 治 療 薬 ス ク リ ー ニ ン グ 法 で 使 用 さ れ る 二 倍 体 病 原 性
GRACE株 の 集 団 は 、 例 え ば 微 生 物 の 全 て の 修 飾 対 立 必 須 遺 伝 子 対 の 実 質 的 に 全 て の 群 を 含
む こ と が で き 、 そ の 微 生 物 ま た は 集 団 の 全 て の 修 飾 対 立 必 須 遺 伝 子 対 の 実 質 的 に 全 て の 群
は 、 真 菌 特 異 的 、 病 原 体 特 異 的 、 所 望 の 生 化 学 的 機 能 、 ヒ ト 相 同 体 、 細 胞 局 在 お よ び 信 号
伝 達 カ ス ケ ー ド 標 的 群 か ら な る 群 （ こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い ） か ら 選 択 さ れ る GR
ACE株 の サ ブ セ ッ ト か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 GRACE株 を 、 あ る 範 囲 の テ ト ラ サ イ ク リ ン 濃 度 を 有 す る 培 地 で 増 殖 さ せ て 、 各 株 に つ い
て 成 長 阻 害 用 量 － 応 答 曲 線 を 得 る 。 最 初 に 、 GRACE株 の シ ー ド 培 養 物 を 適 切 な 培 地 で 増 殖
さ せ る 。 次 に 、 シ ー ド 培 養 物 の ア リ コ ー ト を 各 種 濃 度 の テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 む 培 地 で 希
釈 す る 。 例 え ば GRACE株 を 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン の ２ 倍 連 続 希 釈 液 を 含 む ２ 連 の 培 地 で 増 殖
さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 対 照 細 胞 を テ ト ラ サ イ ク リ ン 不 在 下 で ２ 連 で 増 殖 さ せ る 。
対 照 培 養 物 は 、 対 象 の GRACE株 の 同 じ 初 期 シ ー ド 培 養 物 由 来 の 等 量 の 細 胞 か ら 開 始 す る 。
細 胞 を 適 切 な 期 間 増 殖 さ せ 、 成 長 程 度 を 適 切 な 方 法 を 用 い て 測 定 す る 。 例 え ば 成 長 程 度 は
、 培 養 物 の 光 学 密 度 を 測 定 す る こ と で 求 め る こ と が で き る 。 対 象 培 養 物 が 中 間 対 数 期 （ mi
d-log phase） に 達 し た ら 、 各 テ ト ラ サ イ ク リ ン 含 有 培 養 物 に つ い て の 成 長 パ ー セ ン ト （
対 象 培 養 物 に 対 し て ） を 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン の 対 数 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト し て 、 テ ト ラ サ
イ ク リ ン に 関 す る 成 長 阻 害 用 量 － 応 答 曲 線 を 得 る 。 ０ mMの テ ト ラ サ イ ク リ ン 対 照 （ ０ ％ 成
長 阻 害 ） と 比 較 し て 細 胞 成 長 を 50％ 阻 害 す る テ ト ラ サ イ ク リ ン 濃 度 （ IC 5 0 ） を 、 そ の 曲 線
か ら 計 算 す る 。 別 の 成 長 測 定 方 法 も 想 定 さ れ る 。 そ の 方 法 の 例 と し て は 、 操 作 に よ り 被 験
細 胞 で 発 現 さ れ 、 そ の 発 現 を 容 易 に 測 定 可 能 な タ ン パ ク 質 の 測 定 な ど が あ る 。 そ の よ う な
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タ ン パ ク 質 の 例 と し て は 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） お よ び 各 種 酵 素 な ど が あ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 細 胞 を 選 択 濃 度 の テ ト ラ サ イ ク リ ン で 前 処 理 し て か ら 、 候 補 化 合 物 に 対 す る 細 胞 群 の 感
受 性 を 調 べ る の に 使 用 す る 。 例 え ば 細 胞 を 、 少 な く と も 約 ５ ％ 、 少 な く と も 約 ８ ％ 、 少 な
く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も 約 40％ 、 少 な く と も 約
50％ 、 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 75％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く
と も 95％ ま た は 95％ 強 だ け 成 長 を 阻 害 す る 濃 度 の テ ト ラ サ イ ク リ ン で 前 処 理 す る こ と が で
き る 。 次 に 、 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 含 有 培 地 で の 細 胞 の 成 長 を
、 テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 ま な い 培 地 で の 対 照 対 照 の 成 長 と 比 較 し て 、 候 補 化 合 物 が 感 作 細
胞 （ す な わ ち 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 存 在 下 で 増 殖 さ せ た 細 胞 ） の 成 長 を 阻 害 す る か 否 か を 確
認 す る 。 例 え ば 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 含 有 培 地 で の 細 胞 の 成 長 を 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 ま
な い 培 地 で の 細 胞 の 成 長 と 比 較 し て 、 候 補 化 合 物 が 感 作 細 胞 （ す な わ ち 、 テ ト ラ サ イ ク リ
ン 存 在 下 で 増 殖 さ せ た 細 胞 ） の 成 長 を 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 不 在 下 で 成 長 さ せ た 細 胞 の 成 長
を 候 補 化 合 物 が 阻 害 す る よ り 大 き い 程 度 に 阻 害 す る か 否 か を 確 認 す る 。 例 え ば 、 感 作 細 胞
（ す な わ ち 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 存 在 下 で 増 殖 さ せ た 細 胞 ） と 非 感 作 細 胞 （ す な わ ち 、 テ ト
ラ サ イ ク リ ン 不 在 下 で 増 殖 さ せ た 細 胞 ） と の 間 で 成 長 に 有 意 差 が 認 め ら れ る 場 合 、 そ の 候
補 化 合 物 を 用 い て 微 生 物 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と が で き る か 、 あ る い は そ の 微 生 物 の 成 長 、
生 存 ま た は 増 殖 を 阻 害 す る さ ら に 高 い 能 力 を 有 す る 化 合 物 の 確 認 を さ ら に 至 適 化 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 同 様 に 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 を 律 速 量 で 発 現 す る 候 補 化 合 物 に 曝 露
し た 細 胞 の 有 毒 性 ま た は 病 原 性 を 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル
が 律 速 量 で は な い 候 補 化 合 物 に 曝 露 さ れ た 細 胞 の 有 毒 性 ま た は 病 原 性 と 比 較 す る こ と が で
き る 。 そ の よ う な 方 法 で は 、 試 験 動 物 に GRACE株 を 接 種 し 、 所 望 量 の テ ト ラ サ イ ク リ ン お
よ び 候 補 化 合 物 を 含 む 飼 料 を 摂 取 さ せ る 。 そ う し て 、 試 験 動 物 を 感 染 さ せ た GRACE株 は 、
律 速 量 の 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る （ す な わ ち 、 試 験 動 物 に お け
る GRACE細 胞 を 感 作 す る ） 。 対 照 動 物 に GRACE株 を 接 種 し 、 候 補 化 合 物 を 含 有 す る が テ ト ラ
サ イ ク リ ン を 含 有 し な い 飼 料 を 摂 取 さ せ る 。 試 験 動 物 に お け る GRACE株 の 有 毒 性 ま た は 病
原 性 を 、 対 照 動 物 に お け る も の と 比 較 す る 。 例 え ば 、 試 験 動 物 に お け る GRACE株 の 有 毒 性
ま た は 病 原 性 を 、 対 照 動 物 に お け る も の と 比 較 し て 、 候 補 化 合 物 が 感 作 GRACE細 胞 （ す な
わ ち 、 飼 料 が テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 ん で い た 動 物 に お け る 細 胞 ） の 有 毒 性 ま た は 病 原 性 を
、 飼 料 に テ ト ラ サ イ ク リ ン が 含 ま れ て い な か っ た 動 物 で 候 補 化 合 物 が GRACE細 胞 の 成 長 を
阻 害 す る 程 度 よ り 高 い 程 度 ま で 阻 害 す る か 否 か を 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 感 作 GR
ACE細 胞 （ す な わ ち 、 飼 料 が テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 ん で い た 動 物 に お け る 細 胞 ） と 非 感 作
細 胞 （ す な わ ち 、 飼 料 が テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 ま な か っ た 動 物 に お け る 細 胞 ） と の 間 で 成
長 に 有 意 差 が 認 め ら れ る 場 合 、 そ の 候 補 化 合 物 を 用 い て 、 微 生 物 の 誘 導 性 ま た は 病 原 性 を
阻 害 す る こ と が で き る か 、 あ る い は 微 生 物 の 有 毒 性 ま た は 病 原 性 を 阻 害 す る 能 力 が さ ら に
高 い 化 合 物 の 確 認 を さ ら に 至 適 化 す る こ と が で き る 。 有 毒 性 ま た は 病 原 性 は 、 本 明 細 書 に
記 載 の 方 法 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 上 記 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ を 用 い て 、 本 明 細 書 に 記 載 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Ca
ndida albicans） 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 相 同 性 で あ る カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida al
bicans） 以 外 の 微 生 物 か ら の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 確 認 す る こ と が で き る
こ と は 明 ら か で あ ろ う 。 例 え ば 、 前 記 遺 伝 子 産 物 は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspe
rgillus fumigatus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス
・ フ ラ ビ ス (Aspergillus flavis)、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ ス （ Candida tropicalis） 、 カ
ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsis） 、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida k
rusei） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 、 コ ク シ ジ
オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 エ キ ソ フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス
（ Exophalia dermatiditis） 、 フ サ リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ル ム （ Fusarium oxysporum） 、 ヒ
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ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Histoplasma capsulatum） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ
（ Pneumocystis carinii） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ （ Trichosporon beigelii） 、 リ
ゾ プ ス ・ ア ル ル ヒ ズ ス （ Rhizopus arrhizus） 、 ム コ ー ル ・ ル キ シ ー (Mucor rouxii)、 リ
ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pusillus） ま た は ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ (Absi
dia corymbigera)な ど の 動 物 性 真 菌 病 原 体 あ る い は 灰 色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 う
ど ん こ 病 菌 (Erysiphe graminis)、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 コ ム ギ 赤 さ び
病 菌 (Puccinia recodita)、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria triticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂
病 菌 (Tilletia controversa)、 黒 穂 病 菌 （ Ustilago maydis） ま た は 上 記 い ず れ か の 菌 種
の 属 に 属 す る 菌 種 な ど の 植 物 性 真 菌 病 原 体 か ら の も の で あ る こ と が で き る 。 一 部 の 実 施 形
態 に お い て 遺 伝 子 産 物 は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 以
外 の 微 生 物 か ら の も の で あ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 上 記 の 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ を 用 い て 、 真 菌 の 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 核
酸 あ る い は 核 酸 な ど の 遺 伝 子 産 物 が 関 わ る 生 体 経 路 を 確 認 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な
方 法 で は 、 真 菌 の 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 律 速 レ ベ ル の 標 的 核 酸 を 発 現 す る
細 胞 お よ び 標 的 核 酸 の 発 現 が 律 速 レ ベ ル で は な い 対 照 細 胞 を 、 各 種 経 路 で 作 用 す る こ と が
知 ら れ て い る 抗 生 物 質 群 と 接 触 さ せ る 。 抗 生 物 質 が 、 標 的 核 酸 ま た は そ れ の 遺 伝 子 産 物 が
関 わ る 経 路 で 作 用 す る 場 合 、 標 的 核 酸 の 発 現 が 律 速 レ ベ ル で あ る 細 胞 は 、 標 的 核 酸 の 発 現
が 律 速 レ ベ ル で は な い 細 胞 よ り 、 抗 生 物 質 に 対 す る 感 受 性 が 高 い 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 対 照 と し て 、 標 的 遺 伝 子 な ど の 、 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 多 く の 異 な る 遺
伝 子 レ ベ ル が 律 速 で あ る 細 胞 群 と 接 触 さ せ る こ と で 、 ア ッ セ イ 結 果 を 確 認 す る こ と が で き
る 。 抗 生 物 質 が 特 異 的 に 作 用 し て い る 場 合 、 標 的 遺 伝 子 が 律 速 レ ベ ル で あ る 細 胞 （ ま た は
標 的 遺 伝 子 と 同 じ 経 路 の 遺 伝 子 が 律 速 レ ベ ル で あ る 細 胞 ） で の み 抗 生 物 質 に 対 す る 高 い 感
受 性 が 認 め ら れ 、 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 が 律 速 レ ベ ル で あ る 細
胞 で は 一 般 的 に 認 め ら れ な い 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 核 酸 が 関 わ る 生 体 経 路 を 確 認 す る た め の 上 記 方 法
は 、 本 明 細 書 に 記 載 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 核 酸 と 相 同 性 で あ る
カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 以 外 の 微 生 物 か ら の 核 酸 に 適 用 す る こ と が
で き る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。 例 え ば そ の 核 酸 は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Asperg
illus fumigatus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・
フ ラ ビ ス (Aspergillus flavis)、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ ス （ Candida tropicalis） 、 カ ン
ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsis） 、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida kru
sei） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 、 コ ク シ ジ オ
イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 エ キ ソ フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス （
Exophalia dermatiditis） 、 フ サ リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ル ム （ Fusarium oxysporum） 、 ヒ ス
ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Histoplasma capsulatum） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （
Pneumocystis carinii） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ （ Trichosporon beigelii） 、 リ ゾ
プ ス ・ ア ル ル ヒ ズ ス （ Rhizopus arrhizus） 、 ム コ ー ル ・ ル キ シ ー (Mucor rouxii)、 リ ゾ
ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pusillus） ま た は ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ (Absidi
a corymbigera)な ど の 動 物 性 真 菌 病 原 体 あ る い は 灰 色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 う ど
ん こ 病 菌 (Erysiphe graminis)、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 コ ム ギ 赤 さ び 病
菌 (Puccinia recodita)、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria triticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病
菌 (Tilletia controversa)、 黒 穂 病 菌 （ Ustilago maydis） ま た は 上 記 い ず れ か の 菌 種 の
属 に 属 す る 菌 種 な ど の 植 物 性 真 菌 病 原 体 か ら の も の で あ る こ と が で き る 。 一 部 の 実 施 形 態
に お い て 前 記 核 酸 は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 以 外 の
微 生 物 か ら の も の で あ る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 同 様 に 、 上 記 方 法 を 用 い て 、 被 験 抗 生 物 質 な ど の 被 験 化 合 物 が 作 用 す る 経 路 を 確 認 す る
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こ と が で き る 。 遺 伝 子 産 物 が 既 知 経 路 に 関 わ っ て い る 、 そ れ ぞ れ が 真 菌 の 増 殖 、 有 毒 性 も
し く は 病 原 性 に 必 要 な 律 速 量 の 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る 細 胞 群 を 、 作 用 す る 経 路 を 確 認 す る
こ と が 望 ま し い 化 合 物 と 接 触 さ せ る 。 細 胞 群 の 被 験 化 合 物 に 対 す る 感 受 性 を 、 増 殖 、 有 毒
性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 が 律 速 レ ベ ル で あ る 細 胞 お
よ び 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 律 速 レ ベ ル で は な い 対 照 細
胞 に お い て 求 め る 。 被 験 化 合 物 が 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 特 定 の 遺 伝 子 産 物 が
関 わ る 経 路 で 作 用 す る 場 合 、 そ の 特 定 の 遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 律 速 レ ベ ル で あ る 細 胞 は 、 他
の 経 路 で の 遺 伝 子 産 物 が 律 速 レ ベ ル で あ る 細 胞 よ り 、 化 合 物 に 対 す る 感 受 性 が 高 い 。 さ ら
に 、 真 菌 の 増 殖 、 有 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 特 定 遺 伝 子 の 発 現 が 律 速 レ ベ ル で は な い 対
照 細 胞 は 、 そ の 化 合 物 に 対 し て 高 い 感 受 性 を 示 さ な い 。 こ の よ う に し て 、 被 験 化 合 物 が 作
用 す る 経 路 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 被 験 化 合 物 が 作 用 す る 経 路 を 確 認 す る た め の 上 記 方 法 を 、 本 明 細 書 に 記 載 の カ ン ジ ダ ・
ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 遺 伝 子 産 物 と 相 同 性 で あ る 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は レ
ベ ル が 律 速 レ ベ ル で あ る 細 胞 群 を 用 い る こ と で 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albi
cans） 以 外 の 微 生 物 に 適 用 で き る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。 例 え ば 、 そ の 遺 伝 子 産 物 は 、 ア
ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Asper
gillus niger） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ラ ビ ス (Aspergillus flavis)、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ
リ ス （ Candida tropicalis） 、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsis）
、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida krusei） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryp
tococcus neoformans） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 エ キ
ソ フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス （ Exophalia dermatiditis） 、 フ サ リ ウ ム ・ オ キ シ ス
ポ ル ム （ Fusarium oxysporum） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Histoplasma capsul
atum） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocystis carinii） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ
リ （ Trichosporon beigelii） 、 リ ゾ プ ス ・ ア ル ル ヒ ズ ス （ Rhizopus arrhizus） 、 ム コ ー
ル ・ ル キ シ ー (Mucor rouxii)、 リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pusillus） ま た は
ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ (Absidia corymbigera)な ど の 動 物 性 真 菌 病 原 体 あ る い は 灰
色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 う ど ん こ 病 菌 (Erysiphe graminis)、 イ ネ い も ち 病 菌 (Ma
gnaporthe grisea)、 コ ム ギ 赤 さ び 病 菌 (Puccinia recodita)、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria 
triticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tilletia controversa)、 黒 穂 病 菌 （ Ustilago ma
ydis） ま た は 上 記 い ず れ か の 菌 種 の 属 に 属 す る 菌 種 な ど の 植 物 性 真 菌 病 原 体 か ら の も の で
あ る こ と が で き る 。 一 部 の 実 施 形 態 に お い て 前 記 遺 伝 子 産 物 は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ
シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 以 外 の 微 生 物 か ら の も の で あ る 。 以 下 の 示 す 実 施 例 6.
4は 、 そ の よ う な ア ッ セ イ を 行 う １ 法 に つ い て 説 明 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 真 菌 の 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 を 律 速 レ ベ ル
で 産 生 す る の に 用 い ら れ る 誘 発 因 子 も し く は 抑 制 因 子 の 濃 度 な ど の ア ッ セ イ 条 件 お よ び ／
ま た は そ の ア ッ セ イ に 用 い ら れ る 成 長 条 件 （ 例 ： イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 お よ び 培 地 成 分
） を さ ら に 至 適 化 す る こ と で 、 示 さ れ る 抗 生 物 質 感 作 の 選 択 性 お よ び ／ ま た は 強 さ を さ ら
に 高 め る こ と が 可 能 で あ る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 が 関 わ る 経 路 ま た は 抗 生 物 質
が 作 用 す る 経 路 を 確 認 す る た め の 上 記 方 法 を 、 本 明 細 書 に 記 載 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス
（ Candida albicans） 遺 伝 子 産 物 と 相 同 性 で あ る 遺 伝 子 産 物 が 律 速 レ ベ ル で あ る カ ン ジ ダ
・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 以 外 の 微 生 物 を 用 い て 行 う こ と が で き る こ と は 明 ら
か で あ ろ う 。 例 え ば そ の 遺 伝 子 産 物 は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumi
gatus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ラ ビ ス (A
spergillus flavis)、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ ス （ Candida tropicalis） 、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ
プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsis） 、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida krusei） 、 ク
リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・
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イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 エ キ ソ フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス （ Exophali
a dermatiditis） 、 フ サ リ ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ル ム （ Fusarium oxysporum） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ
マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Histoplasma capsulatum） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocy
stis carinii） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ （ Trichosporon beigelii） 、 リ ゾ プ ス ・ ア
ル ル ヒ ズ ス （ Rhizopus arrhizus） 、 ム コ ー ル ・ ル キ シ ー (Mucor rouxii)、 リ ゾ ム コ ー ル
・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pusillus） ま た は ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ (Absidia corymb
igera)な ど の 動 物 性 真 菌 病 原 体 あ る い は 灰 色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 う ど ん こ 病 菌
(Erysiphe graminis)、 イ ネ い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 コ ム ギ 赤 さ び 病 菌 (Puccin
ia recodita)、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septoria triticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tillet
ia controversa)、 黒 穂 病 菌 （ Ustilago maydis） ま た は 上 記 い ず れ か の 菌 種 の 属 に 属 す る
菌 種 な ど の 植 物 性 真 菌 病 原 体 か ら の も の で あ る こ と が で き る 。 一 部 の 実 施 形 態 に お い て 前
記 遺 伝 子 産 物 は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 以 外 の 微 生
物 か ら の も の で あ る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 さ ら に 、 上 記 で 議 論 し た よ う に 、 GRACE株 群 を 用 い て 、 作 用 機 序 未 知 の 抗 生 物 質 な ど の
、 必 須 生 体 経 路 に 影 響 す る 何 ら か の 化 合 物 の 介 入 箇 所 の 特 性 決 定 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 被 験 抗 生 物 質 化 合 物 が 活 性 で あ る 生 体 経 路 の 決 定 方 法 で あ っ
て 、 真 菌 の 成 長 、 生 存 、 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 経 路 に 関 与 す る タ ン パ ク 質
の 核 酸 の 活 性 を 、 そ の タ ン パ ク 質 も し く は 核 酸 に 対 し て 作 用 す る 亜 致 死 濃 度 の 既 知 抗 生 物
質 と 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と で 低 下 さ せ る 方 法 で あ る 。 そ の 方 法 は 、 GRACE株 に お い て 律 速
量 で 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る こ と で 真 菌 の 増 殖 、 有 毒 性 も し く は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物
の 活 性 ま た は レ ベ ル を 低 下 さ せ る の で は な く 、 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 、 そ の 遺
伝 子 産 物 に 対 し て 作 用 す る 亜 致 死 レ ベ ル の 既 知 抗 生 物 質 を 用 い て 低 下 さ せ る 以 外 、 被 験 抗
生 物 質 が ど の 経 路 に 作 用 す る か を 決 定 す る た め の 上 記 方 法 と 類 似 し て い る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 亜 致 死 濃 度 の 既 知 抗 生 物 質 が 存 在 す る こ と で 生 じ る 成 長 阻 害 は 、 少 な く と も 約 ５ ％ 、 少
な く と も 約 ８ ％ 、 少 な く と も 約 10％ 、 少 な く と も 約 20％ 、 少 な く と も 約 30％ 、 少 な く と も
約 40％ 、 少 な く と も 約 50％ 、 少 な く と も 約 60％ ま た は 少 な く と も 約 75％ 、 少 な く と も 80％
、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 、 ま た は 95％ 強 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 別 法 と し て 、 成 長 阻 害 を 測 定 す る の で は な く 、 標 的 の 増 殖 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を
測 定 す る こ と で 、 前 記 既 知 抗 生 物 質 の 亜 致 死 濃 度 を 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 亜 致 死 レ ベ ル の 既 知 抗 生 物 質 群 の 各 薬 物 と 各 種 濃 度 の 被 験 抗 生 物 質 と を 組 合 せ た も の と
、 細 胞 を 接 触 さ せ る 。 対 照 と し て 、 そ の 細 胞 を 各 種 濃 度 の 被 験 構 成 物 質 の み と 接 触 さ せ る
。 前 記 の 既 知 抗 生 物 質 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で の 被 験 抗 生 物 質 の IC 5 0 を 求 め る 。 前 記 既 知
薬 物 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で の IC 5 0 が 実 質 的 に 同 様 で あ る 場 合 、 被 験 薬 物 と 既 知 薬 物 は 異
な る 経 路 に 作 用 し て い る 。 そ の IC 5 0 値 が 実 質 的 に 異 な る 場 合 、 被 験 薬 物 と 既 知 薬 物 は 同 じ
経 路 に 作 用 し て い る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 同 様 の 方 法 を 、 本 明 細 書 に 記 載 の カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 配 列 と
相 同 性 の 遺 伝 子 産 物 に 作 用 す る 既 知 抗 生 物 質 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 そ の 相 同 性 遺 伝
子 産 物 は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・
ニ ガ ー （ Aspergillus niger） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ラ ビ ス (Aspergillus flavis)、 カ ン
ジ ダ ・ ト ロ ピ カ リ ス （ Candida tropicalis） 、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida pa
rapsilopsis） 、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida krusei） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ
ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides im
mitis） 、 エ キ ソ フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス （ Exophalia dermatiditis） 、 フ サ リ
ウ ム ・ オ キ シ ス ポ ル ム （ Fusarium oxysporum） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Hist
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oplasma capsulatum） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocystis carinii） 、 ト リ コ ス
ポ ロ ン ・ ベ イ ゲ リ （ Trichosporon beigelii） 、 リ ゾ プ ス ・ ア ル ル ヒ ズ ス （ Rhizopus arrh
izus） 、 ム コ ー ル ・ ル キ シ ー (Mucor rouxii)、 リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pus
illus） ま た は ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ (Absidia corymbigera)な ど の 動 物 性 真 菌 病 原
体 あ る い は 灰 色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 う ど ん こ 病 菌 (Erysiphe graminis)、 イ ネ
い も ち 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 コ ム ギ 赤 さ び 病 菌 (Puccinia recodita)、 コ ム ギ 葉 枯
病 菌 (Septoria triticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tilletia controversa)、 黒 穂 病
菌 （ Ustilago maydis） ま た は 上 記 い ず れ か の 菌 種 の 属 に 属 す る 菌 種 な ど の 植 物 性 真 菌 病
原 体 か ら の も の で あ る こ と が で き る 。 一 部 の 実 施 形 態 に お い て 前 記 遺 伝 子 産 物 は 、 サ ッ カ
ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 以 外 の 微 生 物 由 来 の も の で あ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 抗 生 物 質 と し て 使 用 す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で
あ り 、 該 方 法 に お い て は 、 細 胞 を 標 的 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 に 対 し て 作 用 す る 公 知 の 抗 生
物 質 の 致 死 量 以 下 の 濃 度 に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 真 菌 の 増 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必
要 な 経 路 に 関 与 す る 標 的 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 活 性 を 減 じ る 。 こ の 方 法 は 、 遺 伝 子 産 物
の 律 速 濃 度 を 発 現 す る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 用 い て 増 殖 、 ビ ル レ ン ス ま た は 病 原 性 に 要 求 さ れ る
遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は 濃 度 を 減 じ る よ り も む し ろ 、 遺 伝 子 産 物 活 性 ま た は 濃 度 が 、 増 殖
に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 作 用 す る 知 ら れ た 抗 生 物 質 の 致 死 量 以 下 の 濃 度 を 用 い て 減 少
す る こ と を 除 い て 、 抗 生 物 質 と し て 使 用 の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る 上 記 の も の と 類 似 す る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 知 ら れ た 抗 生 物 質 の 致 死 量 以 下 の 濃 度 に よ る 増 殖 阻 害 は 、 少 な く と も 約 ５ ％ 、 少 な く と
も 約 ８ ％ 、 少 な く と も 約 １ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ２ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ３ ０ ％ 、 少 な く と も
約 ４ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 、 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 又 は そ れ 以
上 で あ り 得 る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 あ る い は 、 公 知 の 抗 生 物 質 の 致 死 量 以 下 の 濃 度 は 、 増 殖 阻 害 を 測 定 す る よ り も む し ろ 、
標 的 増 殖 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 で き る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 目 的 の 試 験 化 合 物 を 特 性 評 価 す る た め に 、 細 胞 を 、 致 死 量 以 下 の 濃 度 の 公 知 の 抗 生 物 質
の パ ネ ル 、 及 び １ つ 以 上 の 濃 度 の 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 。 対 照 と し て 、 細 胞 を 、 同 一 濃
度 の 試 験 化 合 物 単 独 と 接 触 さ せ る 。 公 知 の 抗 生 物 質 の 存 在 下 及 び 不 在 下 に お け る 試 験 化 合
物 の IC 5 0 を 測 定 す る 。 試 験 化 合 物 の IC 5 0 が 、 公 知 の 薬 物 の 存 在 下 及 び 不 在 下 で 実 質 的 に 異
な る 場 合 、 該 試 験 化 合 物 は 、 抗 生 物 質 と し て の 使 用 す る た め の 良 好 な 候 補 物 質 と な る 。 既
に 考 察 し た よ う に 、 候 補 化 合 物 が 上 記 の 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ る と 、 そ の 構 造 を 、 コ ン ビ
ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー な ど の 標 準 方 法 を 用 い て 最 適 化 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 同 様 の 方 法 が 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 配
列 と 相 同 の 遺 伝 子 産 物 に 作 用 す る 公 知 の 抗 生 物 質 を 用 い て 実 施 で き る 。 相 同 遺 伝 子 産 物 は
、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ツ ス （ Aspergillus fumigatus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ A
spergillus niger） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ラ ビ ス (Aspergillus flavis)、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ
ピ カ リ ス （ Candida tropicalis） 、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ プ シ ス （ Candida parapsilopsi
s） 、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida krusei） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ C
ryptococcus neoformans） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス （ Coccidioides immitis） 、 エ
キ ソ フ ァ リ ア ・ デ ル マ テ ィ デ ィ テ ィ ス （ Exophalia dermatiditis） 、 フ サ リ ウ ム ・ オ キ シ
ス ポ ル ム （ Fusarium oxysporum） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ ー タ ム （ Histoplasma caps
ulatum） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ （ Pneumocystis carinii） 、 ト リ コ ス ポ ロ ン ・ ベ イ
ゲ リ （ Trichosporon beigelii） 、 リ ゾ プ ス ・ ア ル ル ヒ ズ ス （ Rhizopus arrhizus） 、 ム コ
ー ル ・ ル キ シ ー (Mucor rouxii)、 リ ゾ ム コ ー ル ・ プ シ ラ ス （ Rhizomucor pusillus） ま た
は ア ブ シ デ ィ ア ・ コ リ ム ビ ゲ ラ (Absidia corymbigera)な ど の 動 物 性 真 菌 病 原 体 あ る い は
灰 色 か び 病 菌 (Botrytis cinerea)、 う ど ん こ 病 菌 (Erysiphe graminis)、 イ ネ い も ち 病 菌 (
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Magnaporthe grisea)、 コ ム ギ 赤 さ び 病 菌 (Puccinia recodita)、 コ ム ギ 葉 枯 病 菌 (Septori
a triticii)、 オ オ ム ギ な ま ぐ さ 黒 穂 病 菌 (Tilletia controversa)、 黒 穂 病 菌 （ Ustilago 
maydis） な ど の 植 物 性 真 菌 病 原 体 、 ま た は 上 記 種 の い ず れ か の 属 に 入 る 任 意 の 種 に 由 来 す
る も の で あ っ て も よ い 。 幾 つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 遺 伝 子 産 物 は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ
レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 以 外 の 生 物 に 由 来 す る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 代 表 的 な 標 的 遺 伝 子 産 物 は 、 Ｃ ａ Ｔ Ｂ Ｆ １ に よ り コ ー ド さ れ る 。 多 く の 特 徴 に よ り 、 こ
の Ｃ ． albicans遺 伝 子 産 物 が 貴 重 な 薬 物 標 的 と な る 。 第 １ に 、 Ｃ ａ Ｔ Ｂ Ｆ １ に よ り コ ー ド
さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 そ の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ の 高 ス ル ー プ ッ ト ス
ク リ ー ニ ン グ と 適 合 す る 。 全 細 胞 ア ッ セ イ に お い て 、 こ の 遺 伝 子 産 物 の 改 変 発 現 を ｉ ｎ  
ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ア ッ セ イ と 平 行 し て 行 う こ と に よ り 、 同 定 さ れ る 阻 害 化 合 物 と し て 可 能 性 あ る
物 質 の ス ペ ク ト ル を 広 げ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ｃ ａ Ｔ ｂ ｆ ｌ ｐ と 染 色 体 テ ロ メ ラ ー ゼ
と の 間 の 予 想 さ れ た 物 理 的 相 互 作 用 の 証 拠 は 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の ル ー ハ イ ブ リ
ッ ド ア ッ セ イ の 開 発 に 使 用 で き た 。 最 後 に 、 Ｃ ａ Ｔ Ｂ Ｆ １ が 真 菌 特 異 的 遺 伝 子 で あ る こ と
か ら 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 真 菌 感 染 に 対 す る Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く 診 断 手 段 の 設 計 に 寄 与
す る こ と が で き た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 好 ま し い 薬 物 標 的 を 表 す Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 誘 導 収 集 株 に 含 ま れ る 、 他 に 確 認 さ れ た 薬 物 標 的 に
は 、 以 下 の Ｃ ． albicans遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た 産 物 が 含 ま れ る ： Ｃ ａ Ｒ Ｈ Ｏ １ 、 Ｃ ａ
Ｅ Ｒ Ｇ ８ 、 Ｃ ａ Ａ Ｕ Ｒ １ お よ び Ｃ ａ Ｃ Ｈ Ｏ １ 、 並 び に 配 列 番 号 ： １ ～ ６ ２ に よ り コ ー ド さ
れ る も の で あ る 。 本 発 明 の Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 を 用 い て こ れ ら の 遺 伝 子 を 操 作 す る 能 力 は 、 こ れ
ら 重 要 な 遺 伝 子 産 物 の 阻 害 剤 を 同 定 す る た め に 設 計 さ れ た 、 現 在 使 用 さ れ て い る 薬 物 ス ク
リ ー ニ ン グ の 実 務 を 改 善 す る こ と と な る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 病 原 体 に 対 す る 薬 物 標 的 で あ り う る も の は 、 例 え ば 光
学 密 度 又 は 遠 心 分 離 後 の ペ レ ッ ト サ イ ズ に よ り 測 定 さ れ る 増 殖 を 各 ウ ェ ル ご と に 測 定 で き
る ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト フ ォ ー マ ッ ト を 用 い て 、 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー に
対 し て 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ で き た 。 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の ゲ ノ ム 法 は 、 ど の 標 的
を ス ク リ ー ニ ン グ す べ き か の 評 価 に お い て 用 い ら れ る 潜 在 的 に 恣 意 的 か つ 人 為 的 な 基 準 に
頼 る こ と を や め 、 そ の 代 わ り 全 て の 可 能 性 の あ る 標 的 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 可 能 に
す る 。 こ の 方 法 は 、 好 ま し い 過 程 （ 例 え ば 、 細 胞 壁 生 合 成 遺 伝 子 産 物 ） を 阻 害 す る 特 定 の
化 合 物 を 同 定 す る 可 能 性 を 提 供 す る の み な ら ず 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー 内 の 全 て の 殺 真 菌 性 化
合 物 を 確 認 す る 可 能 性 並 び に こ れ ら を コ グ ネ イ ト 細 胞 標 的 と 結 合 す る 可 能 性 も 提 供 す る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を ス ク リ － ニ ン グ し て 、 総 合 的 な
致 死 性 変 異 を 同 定 で き 、 そ れ に よ っ て 重 要 な 治 療 的 価 値 を 有 す る 薬 物 標 的 の 潜 在 的 な 新 規
ク ラ ス を 発 見 す る こ と が で き た 。 例 え ば 、 ２ 種 の 分 離 遺 伝 子 は 、 共 通 か つ 本 質 的 な 細 胞 機
能 に 関 与 す る 相 同 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 こ の 機 能 の 本 質 的 性 質 は 、 双 方 の フ ァ ミ リ ー の
メ ン バ ー を 不 活 化 し た と き に の み 明 ら か と な る 。 し た が っ て 、 各 遺 伝 子 の ヌ ル 表 現 型 を 別
々 に 試 験 し て も 、 組 合 わ さ れ た 遺 伝 子 産 物 の 本 質 を 明 ら か に さ れ ず 、 そ の 結 果 、 こ の 潜 在
的 薬 物 標 的 は 同 定 さ れ な い 。 遺 伝 子 産 物 が 、 互 い に 高 度 相 同 で あ れ ば 、 １ つ の フ ェ ミ リ ー
の メ ン バ ー を 阻 害 す る と 判 っ た 化 合 物 は 、 他 の も の を 阻 害 す る 可 能 性 が 高 く 、 し た が っ て
、 遺 伝 学 的 に 示 さ れ た 総 合 的 増 殖 阻 害 に 近 似 す る も の と 予 想 さ れ る 。 し か し な が ら 、 他 の
場 合 、 総 合 的 な 致 死 性 は 、 表 面 上 無 関 係 な （ ま た 、 し ば し ば 非 本 質 的 な ） プ ロ セ ス を 明 ら
か に す る が 、 こ れ ら を 組 合 せ る と 、 相 乗 的 増 殖 障 害 （ 細 胞 死 ） を 生 じ る 。 例 え ば 、 S. cer
evisiae遺 伝 子 Ｒ Ｖ Ｓ １ ６ １ の 破 壊 は 、 こ の 単 独 変 異 を 有 す る 酵 母 に お い て 認 識 可 能 な 栄
養 繁 殖 の い か な る 増 殖 表 現 型 を も 示 さ な い が 、 少 な く と も 他 の ９ 種 の 遺 伝 子 は Ｒ Ｖ Ｓ １ ６
１ の 不 活 化 と 組 合 せ る と 総 合 的 致 死 効 果 を 示 す こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、
細 胞 骨 格 構 築 お よ び エ ン ド サ イ ト ー シ ス か ら シ グ ナ ル 導 入 お よ び 脂 質 代 謝 ま で の 範 囲 の 過
程 に 関 与 し 、 組 合 せ の 薬 物 標 的 ス ト ラ テ ジ ー を 追 跡 す る 複 数 の 手 段 を 同 定 す る 。 必 須 の お
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よ び 非 必 須 の 薬 物 標 的 に よ る 総 合 的 致 死 性 相 互 作 用 を 明 ら か に す る 直 接 的 方 法 が 実 施 さ れ
、 該 方 法 に お い て は 、 薬 物 標 的 に 対 す る 活 性 を 減 じ た レ ベ ル で 発 現 す る こ と で は な く 、 そ
の 変 異 が 第 ２ の 薬 物 標 的 の 阻 害 と 組 合 せ て 総 合 的 に 致 死 性 と な る こ と に よ っ て 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ
Ｅ 株 ま た は ヘ テ ロ 接 合 体 株 は 、 試 験 化 合 物 に 対 し て 増 強 さ れ た 感 受 性 を 示 す も の と し て 同
定 さ れ る 。 該 化 合 物 が 、 感 作 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 ま た は ヘ テ ロ 接 合 体 の 薬 物 標 的 を 特 異 的 に 阻 害
す る か 否 か 、 又 は 第 ２ の 標 的 化 が 全 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 又 は ヘ テ ロ 接 合 体 株 を ス ク リ － ニ ン グ す
る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る か を 認 識 す る こ と に よ り 、 該 化 合 物 に 対 し て 等 し い か ま た は よ
り 大 き な 感 受 性 を 示 す 追 加 の 変 異 株 を 設 定 し 、 次 い で ２ つ の 変 異 間 で 総 合 的 致 死 性 を 示 す
二 重 変 異 株 の 遺 伝 学 的 特 性 評 価 を 行 う 。
【 ０ ３ ０ ８ 】

　 病 原 性 の 真 菌 と そ れ が 感 染 す る 哺 乳 動 物 宿 主 と の 間 に 存 在 す る 生 化 学 的 類 似 性 は 、 臨 床
上 有 用 な 抗 有 系 核 分 裂 化 合 物 の 範 囲 を 限 定 す る 。 し か し 、 こ の 類 似 性 は 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集
団 を 用 い て 開 発 さ れ 、 抗 真 菌 剤 と し て 使 用 さ れ な い が 、 癌 、 炎 症 な ど の 幅 広 い 疾 病 の 治 療
に 有 用 な 治 療 剤 の 発 見 を 促 進 で き る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 に お い て 、 動 物 ま た は 植 物 に お け る 疾 病 発 生 遺 伝 子 に 相 同 な 真 菌
遺 伝 子 が 選 択 さ れ 、 こ の 一 連 の 遺 伝 子 の Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 は 、 こ れ ら 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 強 力
か つ 特 異 的 な バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー を 示 す 化 合 物 の 同 定 に 使 用 さ れ 、 し た が っ て 疾 病
治 療 に お い て 潜 在 的 な 医 薬 上 の 価 値 を 有 す る 。 必 須 お よ び 非 必 須 の 遺 伝 子 並 び に こ の よ う
な 遺 伝 子 の 修 飾 対 立 遺 伝 子 対 を 担 持 す る 対 応 す る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 は 、 本 発 明 の こ の 実 施 形 態
に お い て 有 用 で あ る 。 Ｃ ． albicansゲ ノ ム 内 に 見 出 さ れ た ４ ０ ％ も の 遺 伝 子 は 、 ヒ ト の 機
能 性 相 同 物 を 共 有 す る こ と が 予 知 さ れ て い る 。 ま た ヒ ト 遺 伝 子 の １ ％ 程 度 が ヒ ト の 疾 病 に
関 与 し 、 し た が っ て 潜 在 的 な 薬 物 標 的 と し て 機 能 し う る と 予 知 さ れ て い る 。 し た が っ て 、
Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 内 の 多 く の 遺 伝 子 は 、 疾 病 を 引 き 起 こ す ヒ ト 遺 伝 子 と 相 同 で あ り 、 こ の
遺 伝 子 セ ッ ト の 個 々 の メ ン バ ー を 特 異 的 に 不 活 化 す る 化 合 物 は 、 実 際 に 別 の 治 療 的 価 値 を
有 す る 。 本 発 明 は 、 修 飾 対 立 遺 伝 子 が 、 動 物 ま た は 植 物 の １ 種 以 上 の 疾 病 に 関 連 す る 遺 伝
子 と 、 配 列 類 似 性 、 構 造 的 類 似 性 お よ び ／ ま た は 機 能 的 類 似 性 を 共 有 す る 真 菌 遺 伝 子 で あ
る よ う な 、 複 数 の Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 例 え ば 、 細 胞 サ イ ク ル の 進 行 を 促 進 し 、 種 々 の 癌 に お い て し ば し ば 摂 動 す る シ グ ナ ル 伝
達 機 構 の 多 く が 、 真 菌 類 に お い て 保 存 さ れ て い る 。 こ れ ら 遺 伝 子 の 多 く は 、 サ イ ク リ ン 、
サ イ ク リ ン 依 存 キ ナ ー ゼ 類 （ Ｃ Ｄ Ｋ ） 、 Ｃ Ｄ Ｋ 阻 害 剤 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 類 並 び に 構 造 的 お
よ び 機 能 的 に 関 連 す る 転 写 因 子 を コ ー ド す る 。 そ の 結 果 、 こ れ ら の 機 能 的 タ ン パ ク 質 の ク
ラ ス の 内 の 任 意 の も の に 特 異 性 を 示 す こ と が 判 っ た 化 合 物 は 、 潜 在 的 抗 癌 活 性 に 関 し て 試
験 す る 第 ２ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 評 価 で き た 。 し か し 、 こ の 方 法 で 同 定 さ れ た 細 胞 毒 性
化 合 物 は 、 治 療 上 の 可 能 性 を 示 す た め に 、 癌 を 引 き 起 こ す 標 的 に 作 用 さ せ る 必 要 は な い 。
例 え ば 、 乳 癌 お よ び 卵 巣 癌 の 治 療 薬 と し て 有 望 で あ る 抗 癌 化 合 物 の タ キ ソ － ル フ ァ ミ リ ー
は 、 チ ュ ー ブ リ ン と 結 合 し 、 微 小 管 の 構 築 を 促 進 し 、 そ れ に よ り 通 常 の 微 小 管 動 態 を 破 壊
す る 。 酵 母 チ ュ ー ブ リ ン は 、 タ キ ソ ー ル に 対 し 同 様 の 感 受 性 を 示 し 、 こ れ は 、 酵 母 と ヒ ト
と の 間 で 共 有 さ れ る 他 の 基 本 的 細 胞 過 程 に 影 響 を 与 え る 追 加 の 化 合 物 を 同 様 に 同 定 で き 、
抗 腫 瘍 活 性 を 評 価 で き る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 異 常 発 生 現 象 は 、 微 生 物 の 分 類 境 界 を は る か に 超 え て 拡 大 し 、 究 極 的 に は 基 礎 的 な 生 理
学 を 反 映 す る 。 多 く の 点 、 癌 の 現 象 は 、 Ｃ ． albicansな ど の 日 和 見 病 原 体 に よ る 異 常 発 生
の 過 程 と 類 似 し て い る 。 両 者 は 、 体 自 体 の 細 胞 ま た は 天 然 動 物 相 に 由 来 す る 微 生 物 の い ず
れ か に よ り 発 生 し た 非 感 染 性 の 疾 病 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 免 疫 系 に よ り チ ェ ッ ク さ れ
な い 挙 動 で 増 殖 し 、 両 者 の 場 合 に お い て 、 疾 病 は 、 生 体 器 官 の 転 移 増 殖 お よ び 最 終 的 に は
死 に 至 る 組 織 損 傷 に よ り 発 現 す る 。 主 に 、 両 者 の 場 合 の 原 因 因 子 が 宿 主 に 対 し て 高 度 な 関
連 性 を 有 す る こ と か ら 、 両 者 の 疾 病 に 関 し て 、 有 効 な 薬 物 に 基 づ く 治 療 は 、 わ か り に く い
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5.5.2.2　 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 に よ る 非 抗 真 菌 性 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ



。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 実 際 、 癌 に 無 関 係 な 過 程 に 影 響 を 与 え る 多 く の 成 功 し た 治 療 薬 は ま た 、 抗 真 菌 薬 ス ク リ
ー ニ ン グ プ ロ グ ラ ム を 通 し て 発 見 さ れ て い る 。 化 合 物 の う ち １ つ の 臨 床 上 重 要 な ク ラ ス に
は 、 保 存 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 構 成 要 素 を 阻 害 す る 免 疫 抑 制 薬 分 子 で あ る ラ パ マ イ シ ン 、 シ
ク ロ ス ポ リ ン Ａ お よ び Ｆ Ｋ ５ ０ ６ が 含 ま れ る 。 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ お よ び Ｆ Ｋ ５ ０ ６ は 、 カ
ル シ ウ ム お よ び カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 カ ル シ ネ ウ リ ン の 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト
と 結 合 し 不 活 化 す る 別 個 の 薬 物 － プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ 複 合 体 （ そ れ ぞ れ 、 Ｃ ｙ Ｐ Ａ － シ
ク ロ ス ポ リ ン Ａ お よ び Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ － Ｆ Ｋ ５ ０ ６ ） を 形 成 す る 。 ラ パ マ イ シ ン は ま た 、 Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ と 複 合 体 化 す る が 、 し か し こ の 薬 物 － タ ン パ ク 質 複 合 体 は ま た 、 ホ ス フ ァ チ ジ
ル イ ノ シ ト ー ル キ ナ ー ゼ 類 の Ｔ Ｏ Ｒ フ ァ ミ リ ー に 結 合 し て 、 翻 訳 お よ び 細 胞 サ イ ク ル 進 行
を 阻 害 す る 。 各 場 合 に お い て 、 薬 物 作 用 お よ び 薬 物 標 的 自 身 両 方 の 機 構 は 、 酵 母 か ら ヒ ト
ま で 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 Ｃ ． albicans標 的 薬 物 の 同 定 、 お よ び 標 的 を 必 須 遺 伝 子 、 真 菌 特 異 的 お よ び 病 原 体 特 異
的 標 的 セ ッ ト に 分 類 す る こ と は 、 こ れ ら 標 的 の 任 意 の 個 々 の メ ン バ ー と 相 互 作 用 し 、 こ れ
を 阻 害 す る 化 合 物 に つ い て の 全 細 胞 ス ク リ ー ニ ン グ を 開 発 す る た め の 基 礎 を 提 供 す る 。 し
た が っ て 、 同 様 の 分 析 を 使 用 し て 、 他 の 特 異 的 な 共 通 の 機 能 ま た は 特 性 を 有 す る 薬 物 標 的
を コ ー ド す る 改 変 対 立 遺 伝 子 対 を 有 す る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の 他 の セ ッ ト を 同 定 で き る 。 例 え ば
、 ヒ ト 遺 伝 子 に 対 し て 高 度 に 相 同 な 遺 伝 子 標 的 、 ま た は 共 通 の 生 化 学 的 機 能 、 酵 素 活 性 を
示 す 遺 伝 子 標 的 、 ま た は 炭 素 化 合 物 の 異 化 作 用 、 生 合 成 、 分 子 輸 送 （ 輸 送 体 活 性 ） 、 細 胞
局 在 化 、 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド 、 細 胞 サ イ ク ル 制 御 、 細 胞 接 着 、 転 写 、 翻 訳 、 Ｄ Ｎ Ａ 複
製 な ど に 関 与 す る 遺 伝 子 標 的 を 含 ん で 成 る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の サ ブ セ ッ ト を 確 立 で き る 。 生 化
学 的 機 能 の 例 示 リ ス ト を 第 5.4.3節 に 示 す 。
【 ０ ３ １ ４ 】

　 そ こ か ら 遺 伝 子 機 能 を 推 測 し 得 る 表 現 型 を 示 す コ ー ド 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 調 節 す る こ
と を 含 む 実 験 は 、 本 発 明 の 株 と 方 法 を 用 い て カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans
） な ど の 病 原 性 二 倍 体 真 菌 類 に お い て 実 施 で き る 。 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の 薬 物 － 標 的 － レ
ベ ル の 変 異 の 原 理 は 、 薬 物 標 的 の 発 現 レ ベ ル を 変 動 さ せ て 特 定 の 薬 物 耐 性 ま た は 薬 物 感 受
性 の 表 現 型 を 同 定 す る こ と 、 そ れ に よ り 薬 物 標 的 を 特 定 の 化 合 物 に 結 合 さ せ る こ と を 含 む
。 多 く の 場 合 、 こ れ ら の 表 現 型 は 、 こ の 化 合 物 の 実 際 の 薬 物 標 的 を コ ー ド す る 標 的 遺 伝 子
の 指 標 と な る 。 こ れ が あ て は ま ら な い 例 の 場 合 、 そ れ で も な お 候 補 標 的 遺 伝 子 は 、 該 化 合
物 に よ り 阻 害 さ れ た も の （ 例 え ば 、 総 合 的 表 現 型 の 産 生 ） に 関 連 す る 経 路 ま た は 過 程 の い
ず れ か に お い て 機 能 す る か 、 ま た は そ の 代 わ り に 同 定 化 合 物 に 関 連 す る 薬 物 耐 性 機 構 と し
て 機 能 す る 真 の 標 的 遺 伝 子 に つ い て の 重 要 な 洞 察 を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 標 的 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル の 変 動 は ま た 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 薬 物 標 的 同 定 法
の 双 方 に 取 り 入 れ ら れ る 。 二 倍 体 生 物 に お け る 遺 伝 子 産 物 の 全 細 胞 発 現 レ ベ ル は 、 そ の 産
物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の １ 種 の 対 立 遺 伝 子 を 破 壊 さ せ る こ と に よ り 改 変 さ れ 、 そ れ に よ り
“ ハ プ ロ イ ン サ フ ィ シ ェ ン ト ” 表 現 型 が 生 じ 、 そ の 機 能 活 性 が 半 分 に 減 じ る 。 ヘ テ ロ 接 合
体 S. cerevisiae株 集 団 は 、 こ の よ う な ハ プ ロ イ ン サ フ ィ シ ェ ン ト ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い
ら れ て 、 薬 物 に 基 づ く 耐 性 お よ び 過 敏 性 の 表 現 型 を ヘ テ ロ 接 合 体 薬 物 標 的 に 結 び つ け る 。
非 必 須 遺 伝 子 は 、 一 倍 体 欠 失 株 集 団 を 用 い 、 特 定 の 表 現 型 ま た は “ 化 学 型 ” に つ い て 化 合
物 ラ イ ブ ラ リ ー に 対 し て 直 接 ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 し か し 、 こ の 方 法 は 、 標 的 遺 伝 子 が 必
須 で あ る 二 倍 体 生 物 に 用 い る こ と は で き な い 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 所 定 の 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル は ま た 、 遺 伝 子 を 、 細 胞 内 に 多 コ ピ ー で 維 持 さ れ る プ ラ
ス ミ ド ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 す る こ と に よ り 上 昇 す る 。 コ ー ド 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 は 、 遺 伝
子 産 物 の 対 応 す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 、 多 コ ピ ー プ ラ ス ミ ド 上 に 担 持 さ れ る
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5.5.2.3　 標 的 遺 伝 子 投 与 に 基 づ く 全 細 胞 ア ッ セ イ



よ り 強 力 な プ ロ モ ー タ ー と 融 合 す る こ と に よ っ て も 達 成 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 を 用 い て 、
多 く の 過 剰 発 現 ス ク リ ー ニ ン グ が S. cerevisiaeに 使 用 さ れ て 成 功 を 治 め 、 特 性 評 価 さ れ
た 薬 物 標 的 と 相 互 作 用 す る 新 規 化 合 物 を 発 見 す る と 同 時 に 、 既 存 の 治 療 用 化 合 物 が 結 合 し
た タ ン パ ク 質 標 的 が 同 定 さ れ た 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 は 、 薬 物 標 的 に つ い て の 劇 的 な 範 囲 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 、 病 原 体 内
に 直 接 供 す る こ と に よ り 、 全 細 胞 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に お け る S. cerevisiaeの 代 用 的 使
用 を 排 除 す る （ 図 ５ ） 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 こ れ は 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 構 築 す る た め
の Ｃ ． albicans適 応 テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー 系 を 用 い て 達 成 さ れ る 。 非 抑 制 条 件 下
（ す な わ ち テ ト ラ サ ク リ ン の 無 い ） で 増 殖 し た ３ ０ 種 の 異 な る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の ノ ー ザ ン 法
解 析 は 、 試 験 し た 条 件 付 き 発 現 遺 伝 子 の ８ ３ ％ が 、 野 生 型 の ３ 倍 以 上 の 過 剰 発 現 レ ベ ル を
維 持 し 、 お よ び 試 験 し た 全 て の 遺 伝 子 の ６ ０ ％ が 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 構 築 に 用 い ら れ た 野 生 型
Ｃ ． albicans株 の ５ 倍 以 上 の 発 現 を 示 し た 。 各 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 が 、 実 際 は へ テ ロ 接 合 体 で あ
る の で 、 そ れ ぞ れ ヘ テ ロ 接 合 体 株 と 比 較 す る と 、 発 現 範 囲 は 恐 ら く ２ 倍 に な る 。 し た が っ
て ほ と ん ど の Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 に つ い て 、 こ れ は 、 標 準 の ２ μ に 基 づ く 多 コ ピ ー プ ラ ス ミ ド を
用 い て S. cerevisiaeに お い て 典 型 的 に 達 成 さ れ る も の に 匹 敵 す る 上 昇 し た 発 現 レ ベ ル を
表 し 、 Ｃ ａ Ａ Ｃ Ｔ １ プ ロ モ ー タ ー に よ り 供 さ れ た も の と 同 等 の 構 成 的 発 現 の 絶 対 レ ベ ル を
表 す 。 し た が っ て 、 本 発 明 の Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 は 、 抑 制 条 件 下 で の 標 的 確 認 に 有 用 で あ る
の み な ら ず 、 全 細 胞 ア ッ セ イ 開 発 お よ び 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 、 非 抑 制 条 件 下 で 同
様 に 確 認 さ れ た 薬 物 標 的 を 過 剰 発 現 す る 株 の 集 団 と し て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 に お け る 標 的 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル の 変 異 は ま た 、 抗 真 菌 性 化 合 物 に 対
す る 耐 性 を 探 索 す る の に 用 い ら れ る 。 既 存 の 抗 真 菌 治 療 薬 に 対 す る 耐 性 は 、 限 定 さ れ た 数
の 利 用 で き る 抗 真 菌 薬 物 、 お よ び 臨 床 医 が そ れ ら を 処 方 す る 際 に も つ 不 安 に さ せ る 依 存 性
と 信 頼 性 の 双 方 を 反 映 す る 。 例 え ば 、 真 菌 感 染 の 治 療 に の た め の フ ル コ ナ ゾ ー ル な ど の ア
ゾ ー ル ベ ー ス 化 合 物 へ の 依 存 症 は 、 こ の 化 合 物 の 臨 床 治 療 上 の 価 値 を 劇 的 に 削 減 し た 。 Ｇ
Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 は 、 フ ル コ ナ ゾ ー ル の 細 胞 標 的 と 相 互 作 用 す る 遺 伝 子 産 物 を 同 定 す る こ と
に よ り フ ル コ ナ ゾ ー ル 耐 性 を 除 去 す る の に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 産 物 を 同 定 し て 、 フ ル
コ ナ ゾ ー ル と 一 緒 に 不 活 化 さ れ る 際 に 、 相 乗 効 果 を も た ら し 、 そ れ に よ り 、 こ の 化 合 物 が
単 独 で 使 用 さ れ る 際 に 見 ら れ る フ ル コ ナ ゾ ー ル 耐 性 に 打 ち 勝 つ 薬 物 標 的 を 同 定 す る す る 。
例 え ば 、 こ れ は 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 を 用 い て 薬 物 耐 性 を 増 強 す る 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 さ せ る
こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 に は 、 Ａ Ｔ Ｐ － 結 合 カ セ ッ ト （ Ａ Ｂ Ｃ ） 輸 送 体
、 お よ び 多 剤 耐 性 （ Ｍ Ｄ Ｒ ） 流 出 ポ ン プ 、 多 形 質 発 現 性 薬 物 耐 性 （ Ｐ Ｄ Ｒ ） 転 写 因 子 、 並
び に プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど の 新 規 ま た は 既 知 の 原 形 質 膜 エ ク ス ポ
ー タ ー が 含 ま れ る 。 あ る い は 、 示 差 的 薬 物 感 受 性 を 特 異 的 に 示 す 遺 伝 子 は 、 標 的 セ ッ ト の
個 々 の メ ン バ ー を 減 少 し た レ ベ ル （ テ ト ラ サ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー に よ る ハ プ ロ イ ン サ フ ィ
シ ェ ン ト リ ー 発 現 ま た は 閾 値 発 現 の い ず れ か に よ る ） で 発 現 す る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と に よ り 、 既 存 の 抗 真
菌 治 療 薬 の 効 力 を 増 強 す る た め の 薬 物 に 基 づ く 不 活 化 に 目 標 を 定 め る こ と が で き る 薬 物 耐
性 機 構 に 対 し 重 要 な 手 が か り を 提 供 す る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 全 細 胞 ア ッ セ イ を 目 的 と す る 標 的 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 は 、 テ
ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー 系 以 外 の プ ロ モ ー タ ー に よ り 支 持 さ れ る （ ５ ． ３ ． １ 節 参 照
） 。 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｐ Ｇ Ｋ １ プ ロ モ ー タ ー は 、 Ｃ ． albicans薬 物 標 的 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 さ せ
る の に 用 い ら れ る 。 S. cerevisiaeに お い て 、 Ｐ Ｇ Ｋ １ プ ロ モ ー タ ー は 、 グ ル コ ー ス 存 在
下 、 強 力 な 構 成 的 発 現 を も た ら す こ と が 知 ら れ て い る 。 Ｇ ｕ ｔ ｈ ｒ ｉ ｅ 、 Ｃ ． 、 お よ び Ｇ
． Ｒ ． Ｆ ｉ ｎ ｋ 、 １ ９ ９ １ 年 、 Ｇ ｕ ｉ ｄ ｅ 　 ｔ ｏ 　 ｙ ｅ ａ ｓ ｔ 　 ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 　 ａ ｎ
ｄ 　 ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 、 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ｏ ｌ ． １ ９ ４ ：
３ ７ ３ ～ ３ ９ ８ を 参 照 。 Ｃ ａ Ｐ Ｇ Ｋ １ プ ロ モ ー タ ー （ Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ 、 Ｃ ａ Ｅ Ｒ Ｇ １ １ 、 Ｃ
ａ Ａ Ｌ Ｇ ７ 、 Ｃ ａ Ｔ Ｕ Ｂ １ お よ び Ｃ ａ Ａ Ｕ Ｒ １ ） の 制 御 下 に 置 か れ た ５ 種 の Ｃ ． albicans

10

20

30

40

50

(108) JP 2005-514899 A 2005.5.26



遺 伝 子 の 予 備 的 解 析 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 判 定 し た と こ ろ 、 野 生 型 に 対 し 劇 的
な 過 剰 発 現 を 示 し た 。 全 て の 遺 伝 子 に お い て 達 成 さ れ た 過 剰 発 現 の レ ベ ル は 、 テ ト ラ サ ク
リ ン プ ロ モ ー タ ー に よ り 得 ら れ た も の を ３ ～ ４ 倍 上 回 る 。 さ ら に 、 テ ト ラ サ ク リ ン プ ロ モ
ー タ ー を 用 い て 構 成 的 に 発 現 さ れ た 際 に 、 有 意 に 過 剰 発 現 さ れ な か っ た Ｃ ａ Ａ Ｕ Ｒ １ は 、
野 生 型 Ｃ ａ Ａ Ｕ Ｒ １ 発 現 レ ベ ル に 相 対 し て ５ 倍 過 剰 発 現 さ れ 、 Ｃ ａ Ｐ Ｇ Ｋ １ プ ロ モ ー タ ー
は 、 テ ト ラ サ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー に よ り 通 常 過 剰 発 現 し な い 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る の に 有
用 で あ る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 内 の 個 々 の 薬 物 標 的 の 中 間 発 現 レ ベ ル は
、 ユ ニ ー ク な 全 細 胞 ア ッ セ イ の 開 発 に 適 合 さ せ る 株 を 提 供 す る よ う に 遺 伝 子 操 作 さ れ る 。
本 発 明 の こ の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 は 、 転 写 の 部 分 的 抑 制 の み を 提 供 す る た め
に 決 定 さ れ た テ ト ラ サ ク リ ン 濃 度 を 含 有 す る 培 地 中 で 増 殖 さ れ る 。 こ れ ら の 条 件 下 で 、 構
成 的 に 発 現 さ れ た 過 剰 産 生 株 と 野 生 型 株 と の 間 の 発 現 レ ベ ル 、 同 時 に 野 生 型 株 よ り も 低 い
発 現 レ ベ ル を 維 持 す る こ と は 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 細 胞 生 存 に 最 小 限 必 要 な 発 現 レ ベ ル
を 滴 定 す る こ と は 可 能 で あ る 。 遺 伝 子 発 現 を こ の 厳 し い 状 態 に 抑 制 す る こ と に よ り 、 機 能
変 異 の 部 分 的 損 失 （ す な わ ち 、 低 次 形 態 変 異 体 の 表 現 型 ） に よ り 産 生 し た 表 現 型 に 似 た 新
規 表 現 型 を 産 生 す る こ と が 可 能 で あ り 、 全 細 胞 ア ッ セ イ の 開 発 お よ び 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ
に 適 用 で き る 追 加 の 標 的 発 現 レ ベ ル を 提 供 す る 。 残 っ て い る 必 須 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 の 発
現 を 生 存 に 必 要 な 閾 値 レ ベ ル に 抑 制 す る こ と は 、 こ の 必 須 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 活 性 な 化 合
物 へ の 増 強 さ れ た 感 受 性 を 有 す る 株 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 全 細 胞 ア ッ セ イ に お け る 標 的 レ ベ ル 発 現 の 有 用 性 を 証 明 す
る た め に 、 Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ ヘ テ ロ 接 合 体 株 と テ ト ラ サ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー 制 御 Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３
Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の 両 方 を 、 ３ － ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル （ ３ － Ａ Ｔ ） に 対 し 感 受 性 の 野 生 型 （ 二
倍 体 ） Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ 株 と 比 較 し た （ 実 施 例 ６ ． ３ ） 。 こ れ ら の 実 験 か ら 導 か れ た デ ー タ は
、 病 原 体 内 に 合 成 さ れ た 標 的 遺 伝 子 産 物 の 明 確 な レ ベ ル が 、 全 細 胞 ア ッ セ イ に 基 づ く 薬 物
ス ク リ ー ニ ン グ に 直 接 適 用 で き 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 を 用 い て 確 認 さ れ た 新 規 薬 物 標 的 に 対 し て
活 性 な 新 規 抗 真 菌 化 合 物 を 同 定 で き る こ と を 明 ら か に 示 す 。
【 ０ ３ ２ ２ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 ユ ニ ー ク な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 タ グ ま た は “ バ
ー コ ー ド ” が 、 確 認 さ れ た 標 的 の ヘ テ ロ 接 合 体 株 集 団 内 に 含 ま れ る 個 々 の 変 異 株 に 取 り 込
ま れ る 。 こ れ ら の 配 列 タ グ の 存 在 は 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 対 す る 代 替 の 全 細 胞 ア ッ セ イ
法 を 可 能 に す る 。 多 標 的 株 は 、 混 合 集 合 （ 別 々 よ り も ） に お い て 同 時 に ス ク リ － ニ ン グ が
可 能 で あ り 、 特 定 の 薬 物 標 的 と そ の 阻 害 剤 と の 間 で 表 現 型 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 大 ス ケ ー ル の 平 行 分 析 を 、 全 バ ー コ ー ド 化 ヘ テ ロ 接 合 体 必 須 株 集 団 標 的 セ ッ ト の 混 合 集
合 を 用 い て 実 施 し 、 化 合 物 存 在 下 、 増 殖 前 後 で 混 合 集 合 内 に お け る 個 々 の 株 の 相 対 的 表 現
を 比 較 す る 。 ユ ニ ー ク な バ ー コ ー ド 化 株 の 薬 物 依 存 的 枯 渇 ま た は 過 剰 表 現 は 、 混 合 集 合 内
の 全 バ ー コ ー ド の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 、 お よ び 蛍 光 標 識 化 、 お よ び 生 じ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 相 補 的 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ っ て 測 定 さ れ る 。 バ ー コ ー ド 化 株 間 の 示
唆 的 表 現 は 、 遺 伝 子 特 異 的 過 敏 性 た は 耐 性 を 示 し 、 対 応 す る 遺 伝 子 産 物 が 、 試 験 し た 化 合
物 の 分 子 標 的 を 表 し う る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 １ つ の 具 体 的 実 施 形 態 に お い て 、 変 異 株 は 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 で あ り 、 各 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の セ
ッ ト は 、 ユ ニ ー ク な 分 子 タ グ を 含 ん で 成 り 、 こ れ は 一 般 に 、 改 変 さ れ る 第 １ の 対 立 遺 伝 子
対 に 置 き 換 え る の に 用 い ら れ た カ セ ッ テ 内 に 取 り 込 ま れ る 。 各 分 子 タ グ に は 、 試 験 し た セ
ッ ト の 全 て の メ ン バ ー に 共 通 で あ る プ ラ イ マ ー 配 列 に が 隣 接 す る 。 増 殖 は 、 試 験 し た 化 合
物 の 存 在 下 又 は 不 在 下 で 抑 制 培 地 お よ び 非 抑 制 培 地 で 実 施 さ れ る 。 各 株 の 相 対 的 増 殖 は 、
埋 め 込 ま れ た 配 列 タ グ の 全 集 団 の 同 時 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 実 施 す る こ と に よ り 評 価 さ れ る 。
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5.5.2.4　 タ グ 化 株 の 使 用



【 ０ ３ ２ ５ 】
　 本 発 明 の １ つ の 非 限 定 的 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 蛍 光 プ ラ イ マ ー に よ り 非 対 称 的
様 式 で 実 施 さ れ 、 生 じ た １ 本 鎖 核 酸 産 物 は 、 表 面 に 固 定 さ れ 、 相 補 配 列 の 対 応 す る セ ッ ト
を す べ て 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 次 に 各 蛍 光 分 子 タ グ 配 列
の レ ベ ル 解 析 が 実 施 さ れ 、 試 験 し た 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 在 下 に お い て 、 こ れ ら 培 地 中 の
Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 セ ッ ト の 相 対 的 増 殖 量 を 評 価 す る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 し た が っ て 、 こ の 方 法 の １ つ の 非 限 定 的 実 施 例 に お い て は 、 試 験 し た 各 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の
セ ッ ト に 対 し 、 生 存 集 合 内 に 見 出 さ れ た 対 応 す る 分 子 タ グ の レ ベ ル に つ い て の ４ つ の 値 が
存 在 し た 。 こ れ ら は 、 試 験 し た 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 在 下 の 双 方 に お い て 、 抑 制 条 件 お よ
び 非 抑 制 条 件 下 で の 細 胞 増 殖 に 対 応 す る 。 試 験 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 在 下 に お け る 増 殖 の
比 較 は 、 増 殖 培 地 の 各 セ ッ ト に 対 す る 値 ま た は “ 指 標 ” を 提 供 す る ； す な わ ち 、 抑 制 条 件
お よ び 非 抑 制 条 件 下 で 導 か れ た 指 標 で あ る 。 再 度 こ の ２ つ の 指 標 値 の 比 較 す る と 、 試 験 化
合 物 が 、 試 験 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ セ ッ ト の 特 定 の メ ン バ ー に よ り 担 持 さ れ る 改 変 対 立 遺 伝 子 対 に よ
り 発 現 さ れ た 遺 伝 子 産 物 に 対 し 活 性 で あ る か ど う か を 示 す こ と に な る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 こ の ヘ テ ロ 接 合 体 の タ グ 化 ま た は バ ー コ ー ド 化 集 団
に お け る 各 々 の 潜 在 的 薬 物 標 的 は 、 続 い て の Ｔ ｅ ｔ プ ロ モ ー タ ー ま た は 残 っ て い る 破 壊 さ
れ て い な い 対 立 遺 伝 子 の 上 流 の 他 の 強 力 な 構 成 的 発 現 プ ロ モ ー タ ー （ た と え ば 、 Ｃ ａ Ａ Ｃ
Ｔ １ 、 Ｃ ａ Ａ Ｄ Ｈ １ お よ び Ｃ ａ Ｐ Ｇ Ｋ １ ） の い ず れ か を 導 入 す る こ と に よ り 過 剰 発 現 し 得
る 。 こ れ ら の 構 築 物 に よ っ て 、 混 合 固 体 群 薬 物 感 受 性 試 験 に お い て 使 用 さ れ る 個 々 の 必 須
遺 伝 子 の コ ー ド 標 的 遺 伝 子 産 物 の 投 与 量 を さ ら に 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 過 剰 発 現 は そ
れ 自 体 、 多 く の 集 合 メ ン バ ー の 正 常 な 増 殖 速 度 を 混 乱 さ せ る が 、 さ ら に 信 頼 性 の あ る 比 較
を 模 擬 培 養 と 薬 物 処 理 混 合 培 養 と の 間 で 行 う こ と に よ り 、 化 合 物 に 特 異 的 な 増 殖 差 を 同 定
で き る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 S. cerevisiaeに お い て 、 ３ － ア ミ ノ － ト リ ア ゾ ー ル 、 ベ ノ ミ ル 、 ツ ニ カ マ イ シ ン お よ
び フ ル コ ナ ゾ ー ル な ど の い く つ か の 十 分 に 特 性 評 価 さ れ た 化 合 物 の 分 子 薬 物 標 的 が 同 様 の
方 法 で 同 定 さ れ た 。 こ の 試 験 に お い て 、 Ｈ Ｉ Ｓ ３ 、 Ｔ Ｕ Ｂ １ 、 Ａ Ｌ Ｇ ７ お よ び Ｅ Ｒ Ｇ １ １
に お け る ヘ テ ロ 接 合 変 異 体 を 担 持 す る バ ー コ ー ド 化 株 （ す な わ ち 、 上 記 の 化 合 物 に 対 す る
そ れ ぞ れ の 薬 物 標 的 ） は 、 混 合 固 体 群 に お い て 一 緒 に 増 殖 す る 場 合 の 他 の ヘ テ ロ 接 合 体 バ
ー コ ー ド 化 株 よ り も 、 そ れ ぞ れ の 化 合 物 に よ り チ ャ レ ン ジ し た 場 合 に 有 意 に よ り 大 き な 感
受 性 を 示 し た 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 抗 真 菌 化 合 物 の ス ク リ － ニ ン グ は 、 標 的 株 に 対 し て 活 性 な
少 な く と も １ 種 の 化 合 物 を 含 ん で 成 る 化 合 物 の 複 雑 な 混 合 物 を 用 い て 実 施 で き る 。 Ｇ Ｒ Ａ
Ｃ Ｅ 株 集 団 を タ グ 化 ま た は バ ー コ ー ド 化 す る こ と は 、 遺 伝 子 セ ッ ト を 同 定 す る の に 必 要 な
、 並 び に 特 定 の 遺 伝 子 セ ッ ト 内 の 個 々 の 標 的 を 評 価 し お よ び 究 極 的 に 評 価 す る の に 必 要 な
多 く の 大 ス ケ ー ル 分 析 を 促 進 す る 。 例 え ば 、 バ ー コ ー ド 化 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 を 用 い る 混 合
集 合 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 包 括 的 な 全 細 胞 ア ッ セ イ と し て 有 効 に 機 能 す る 。 複 雑 な 化 合
物 ラ イ ブ ラ リ ー の 最 小 量 は 、 集 団 内 の 個 々 の 必 須 標 的 遺 伝 子 に 作 用 す る 化 合 物 を 同 定 す る
の に 十 分 で あ る 。 こ れ は 、 集 団 を 整 列 さ せ る 必 要 な し に 行 な わ れ る 。 ま た 、 任 意 の 特 定 の
化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の ‘ 豊 富 さ ’ に 関 す る 強 力 な 予 知 を 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 委 託 す る
前 に 行 う こ と が で き る 。 し た が っ て 例 え ば 、 炭 水 化 物 ベ ー ス の 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 天 然
産 物 ま た は 合 成 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー よ り も 大 き な 殺 真 菌 活 性 を 所 有 す る か ど う か を 評 価 す
る こ と が 可 能 と な る 。 任 意 の 分 子 複 合 ラ イ ブ ラ リ ー 内 の 特 に 強 力 な 化 合 物 を 直 ち に 同 定 で
き 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 で き る 標 的 お よ び ア ッ セ イ の 優 先 順 位 に し た が っ て 評 価 で
き る 。 あ る い は 、 本 発 明 は 、 “ 適 合 ” ス ク リ － ニ ン グ の 開 発 に 対 し こ の 情 報 の 適 用 を 提 供
し 、 特 定 の 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り 混 合 集 合 実 験 に お い て 不 活 化 さ れ て い る こ と が 示 さ
れ た 標 的 の み が 、 引 き 続 く ア レ イ フ ォ ー マ ッ ト 化 ス ク リ － ニ ン グ に 含 ま れ る 。
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【 ０ ３ ３ ０ 】
　 慣 例 的 に 、 薬 物 発 見 プ ロ グ ラ ム は 、 確 認 さ れ た 薬 物 標 的 の 個 々 の ま た は 限 定 さ れ た セ ッ
ト に 依 存 し て い た 。 前 記 の 例 は 、 こ の よ う な ア プ ロ ー チ は も は や 必 要 で は な く 、 高 ス ル ー
プ ッ ト 標 的 評 価 と 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能 で あ る こ と を 強 調 す る 。 し か し な が ら 、 個 々
の 標 的 の 選 択 に 基 づ い た 直 接 の ア プ ロ ー チ も 、 専 門 的 技 術 、 興 味 、 戦 略 、 ま た は 薬 物 発 見
プ ロ グ ラ ム の 予 算 に 依 っ て 、 依 然 と し て 好 ま し い と 思 わ れ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】

　 現 在 、 必 須 の 薬 物 標 的 の 確 認 が 、 標 準 的 実 験 室 条 件 下 で 遺 伝 子 不 活 化 効 果 を 調 べ る こ と
に よ り 証 明 さ れ て い る 。 標 準 的 実 験 室 条 件 下 で 必 須 で な い と 思 わ れ る 推 定 の 薬 物 標 的 遺 伝
子 が 、 動 物 モ デ ル 内 、 例 え ば 野 生 型 に 対 し て 標 的 遺 伝 子 の 欠 失 し た ヘ テ ロ 接 合 株 の 病 原 性
を 試 験 す る こ と に よ り 調 べ ら れ る 。 し か し 、 必 須 の 薬 物 標 的 は 、 動 物 モ デ ル 試 験 か ら 排 除
さ れ る 。 し た が っ て 、 最 も 望 ま し い 薬 物 標 的 は 、 最 も 妥 当 条 件 か ら そ れ ら の 標 的 評 価 ま で
省 略 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 特 定 の １ 実 施 形 態 に お い て 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 必 須 株 集 団 に よ り 提 供 さ れ る 条 件 付 き
の 発 現 は 、 宿 主 環 境 内 の 標 的 確 認 に 対 す る こ の 長 年 の 限 界 を 克 服 す る 。 動 物 試 験 は 、 Ｇ Ｒ
Ａ Ｃ Ｅ 必 須 株 を 接 種 し た マ ウ ス を 用 い 、 条 件 つ き の 発 現 に よ る 遺 伝 子 不 活 化 効 果 を 試 験 す
る こ と に よ り 実 施 で き る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 必 須 株 の 致 死
接 種 物 を 注 入 さ れ た マ ウ ス に 対 す る 効 果 は 、 マ ウ ス が 薬 物 標 的 遺 伝 子 発 現 を 不 活 化 す る た
め に 適 切 な 濃 度 の テ ト ラ サ ク リ ン を 与 え ら れ て い る か ど う か に 依 存 し て 決 定 で き た 。 し た
が っ て 、 実 験 室 条 件 下 で 必 須 で あ る と 証 明 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 の 欠 失 は 、 Ｃ ． albicansの
末 期 感 染 の 予 防 と 関 連 し う る 。 こ の タ イ プ の 実 験 は 、 テ ト ラ サ ク リ ン 補 足 水 で “ 処 理 さ れ
た ” マ ウ ス の み が 、 標 的 遺 伝 子 の 不 活 化 が 宿 主 内 の Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 病 原 体 を 殺 し た た め 感 染
に 生 き 残 る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 遺 伝 子 が ３ ０ ℃ で 機 能 的 で あ る が 、 マ ウ ス の
正 常 な 体 内 温 度 で は 不 活 性 と な る よ う に 、 標 的 遺 伝 子 ま た は 特 定 の 薬 物 標 的 の 温 度 感 受 性
対 立 遺 伝 子 を 制 御 す る た め の 温 度 応 答 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 、 条 件 付 発 現 を 達 成 で き た 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 必 須 遺 伝 子 に 関 し て 上 記 と 同 様 に 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 を 含 む 非 必 須 遺 伝 子 が 、 マ ウ ス モ
デ ル 系 の 病 原 性 に 必 要 で あ る か を 同 等 に 証 明 す る こ と が で き る 。 ヌ ル 表 現 型 の 増 殖 を 減 少
さ せ 、 病 原 体 の 毒 性 を 減 じ 得 る 複 数 の 遺 伝 子 が こ の セ ッ ト に 含 ま れ る 。 遅 い 増 殖 の 表 現 型
を 示 す 多 く の 変 異 体 は 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 構 築 す る の に 用 い ら れ る 条 件 付 発 現 法 に よ り 単 純
に 不 完 全 に 不 活 化 さ れ た 他 の 必 須 遺 伝 子 （ 別 法 に よ り 証 明 さ れ る ） に お い て 低 次 形 態 変 異
を 表 し 得 る 。 こ の よ う な 株 の １ つ の 重 要 な 用 途 は 、 任 意 の 所 定 の 必 須 遺 伝 子 が 、 毒 性 の 過
程 で 二 重 に 機 能 す る か を 評 価 す る こ と で あ る 。 部 分 的 に の み 不 活 化 さ れ る 場 合 、 実 質 的 に
減 少 し た 毒 性 と 増 殖 速 度 を 示 す 必 須 遺 伝 子 は 、 そ れ に 対 し て 最 小 限 の 阻 害 高 特 異 性 化 合 物
さ え も 治 療 上 の 価 値 を 示 す と 思 わ れ る “ 多 因 子 性 の ” 薬 物 標 的 を 表 す 。 ひ と ま と め に し て
、 テ ト ラ サ イ ク リ ン に よ る 遺 伝 子 不 活 化 条 件 下 （ ま た は 別 の 遺 伝 子 不 活 化 手 段 ） で マ ウ ス
の 真 菌 感 染 を 引 き 起 こ せ な い 全 て の Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 は 、 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 サ ブ セ ッ ト 、
す な わ ち Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 病 原 性 サ ブ セ ッ ト を 規 定 す る 。 病 原 性 遺 伝 子 の よ り 明 ら か な サ ブ セ ッ
ト 、 例 え ば 発 病 に お け る 特 定 の 段 階 （ 例 え ば 、 癒 着 ま た は 侵 襲 ） に 必 要 な こ れ ら の 遺 伝 子
は 、 対 応 す る 過 程 を 測 定 す る ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ア ッ セ イ に Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 病 原 性 サ ブ セ ッ ト
を 適 用 す る こ と に よ り 決 定 で き る 。 例 え ば 、 個 々 の 遺 伝 子 の 条 件 付 発 現 に よ る バ ッ カ ル 癒
着 ア ッ セ イ ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ ア ッ セ イ に お い て Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 病 原 性 株 を 調 査 す る こ と に
よ り 、 そ れ ぞ れ 癒 着 ま た は 細 胞 浸 潤 に 必 要 な こ れ ら の 病 原 性 因 子 を 確 認 す る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 ま た は そ の 所 望 の サ ブ セ ッ ト は ま た 、 動 物 モ デ ル 系 内 に い て 獲 得 耐 性
／ 抑 制 を 評 価 し 、 不 活 化 薬 物 標 的 に 対 す る 殺 真 菌 性 ／ 静 真 菌 性 表 現 型 間 を 識 別 す る の に 都

10

20

30

40

50

(111) JP 2005-514899 A 2005.5.26

5.5.3　 動 物 モ デ ル 系 に お け る 標 的 評 価



合 が よ い 。 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 に お い て 、 各 種 必 須 の 薬 物 標 的 遺 伝 子 の 発 現 に お い て 抑
制 さ れ る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン の 補 足 水 で 飼 育 さ れ た マ ウ ス に 接 種 す る 。 次
に 各 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 、 そ れ ら が 感 染 し た 異 な る マ ウ ス 集 団 に 関 す る 死 亡 頻 度 に よ っ て 比 較
す る 。 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ に お け る 必 須 遺 伝 子 の テ ト ラ サ イ ク リ ン 依 存 性 不 活 化 に よ っ て も た ら さ
れ る 真 菌 細 胞 死 に よ っ て 、 感 染 マ ウ ス の ほ と ん ど が 健 康 を 維 持 す る と 予 想 さ れ る 。 し か し
、 遺 伝 子 外 抑 圧 を よ り 発 生 し 易 い 薬 物 標 的 を 担 持 す る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 は 、 殺 真 菌 性 標 的 よ り
も 静 真 菌 性 標 的 で あ り 、 ま た は 宿 主 環 境 内 で 活 性 な 別 の 生 理 学 的 過 程 に よ り 抑 制 さ れ る の
で 、 こ の 特 定 の 株 に 感 染 し た マ ウ ス で 検 出 さ れ た 致 死 性 感 染 の 高 い 発 生 率 に よ り 同 定 で き
る 。 こ の 方 法 に よ り 、 個 々 の 薬 物 標 的 遺 伝 子 が 宿 主 環 境 内 で 耐 性 を 発 生 し 得 る 可 能 性 を 評
価 ／ ラ ン ク 付 け る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 GRACE株 は 本 目 的 に 非 常 に 適 し て い る が 、 必 須 遺 伝 子 の 改 変 対 立 遺 伝 子 ま た は 改 変 必 須
遺 伝 子 を 有 す る 株 を 薬 物 標 的 評 価 の た め の 動 物 モ デ ル に お い て 使 用 す る こ と も 意 図 す る も
の で あ る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た よ う な ア ッ セ イ を 介 し て 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 例 え ば 感 染 症 因 子
の 増 殖 阻 害 、 お よ び ／ ま た は 感 染 症 の 改 善 に 有 用 で あ り 得 る 。 化 合 物 は 、 限 定 し な い が 、
他 の 細 胞 タ ン パ ク 質 を 含 む こ と が で き る 。 結 合 化 合 物 は 、 限 定 し な い が 、 ペ プ チ ド 類 、 例
え ば 溶 解 性 ペ プ チ ド 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 産 物 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン レ セ プ タ ー 類 の 細 胞 外 部
分 を 含 む ペ プ チ ド 類 、 並 び に Ｄ － お よ び ／ ま た は Ｌ － 配 位 ア ミ ノ 酸 類 か ら 作 ら れ た 無 作 為
ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー （ Ｌ ａ ｍ ら 、 １ ９ ９ １ 年 、 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ３ ５ ４ ： ８ ２ ～
８ ４ ； Ｈ ｏ ｕ ｇ ｈ ｔ ｅ ｎ ら 、 １ ９ ９ １ 年 、 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ３ ５ ４ ： ８ ４ ～ ８ ６ を 参 照 ） 、 合
理 的 に デ ザ イ ン さ れ た ア ン チ ペ プ チ ド （ Ｈ ｕ ｒ ｂ ｙ ら 、 Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｏ ｆ 　
Ｓ ｙ ｎ ｔ ｈ ｅ ｔ ｉ ｃ 　 Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｅ ｓ ： Ａ ｎ ｔ ｉ ｓ ｅ ｎ ｓ ｅ 　 Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｅ ｄ ｅ ｓ 、 “
Ｉ ｎ 　 Ｓ ｙ ｎ ｔ ｈ ｅ ｔ ｉ ｃ 　 Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｅ ｓ 、 Ａ 　 Ｕ ｓ ｅ ｒ ’ ｓ 　 Ｇ ｕ ｉ ｄ ｅ ” 、 Ｗ ．
Ｈ ． Ｆ ｒ ｅ ｅ ｍ ａ ｎ 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ９ ２ 年 ） 、 ｐ ｐ ． ２ ８ ９ ～ ３ ０ ７ を 参 照 ） 、 抗
体 （ 限 定 し な い が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 、 ヒ ト 化 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ
、 キ メ ラ ま た は １ 本 鎖 抗 体 、 お よ び Ｆ Ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ お よ び Ｆ Ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ
ー 断 片 、 お よ び そ れ ら の エ ピ ト ー プ 結 合 断 片 を 含 む ） 、 お よ び 小 さ な 有 機 分 子 ま た は 無 機
分 子 を 挙 げ る こ と が で き る 。 レ セ プ タ ー 型 標 的 分 子 の 場 合 、 こ の よ う な 化 合 物 に は 、 Ｅ Ｃ
Ｄ に 結 合 し 、 天 然 の リ ガ ン ド （ す な わ ち ア ゴ ニ ス ト 類 ） に よ り 引 き お こ さ れ る 活 性 を 擬 態
す る 有 機 分 子 （ ペ プ チ ド 擬 似 体 な ど ） ； 並 び に ペ プ チ ド 、 抗 体 又 は そ の 断 片 、 及 び Ｅ Ｃ Ｄ
（ ま た は そ の 部 分 ） を 擬 態 し 、 結 合 し て 天 然 リ ガ ン ド を “ 中 和 す る ” そ の 他 の 有 機 分 子 （
例 え ば ペ プ チ ド ミ メ チ ッ ク 類 ） が 含 ま れ う る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ お よ び 検 索 技 術 は 、 化 合 物 の 同 定 ま た は 既 に 同 定 さ れ た 化 合
物 の 改 良 を 可 能 に し 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 変 調 で き る 。 こ の よ う な 化 合 物 ま た
は 組 成 物 を 同 定 し て 、 好 ま し く は 活 性 部 位 ま た は 領 域 を 同 定 す る 。 レ セ プ タ ー 分 子 に 影 響
を 与 え る 化 合 物 の 場 合 、 こ の よ う な 活 性 部 位 は 、 一 般 に は リ ガ ン ド と レ セ プ タ ー 自 体 と の
相 互 作 用 ド メ イ ン な ど の リ ガ ン ド 結 合 部 位 で あ る と 思 わ れ る 。 活 性 部 位 は 、 例 え ば 、 ア ミ
ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 、 核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 天 然 リ ガ ン ド を 有 す る 関 連 化 合 物 の
複 合 体 ま た は 組 成 物 の 研 究 か ら な ど 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ る 。 後 者 の 場
合 、 化 学 的 方 法 ま た は Ｘ 線 結 晶 回 折 法 を 使 用 し て 、 複 合 リ ガ ン ド が ど こ に 見 ら れ る か を 見
つ け だ す こ と に よ り 、 活 性 部 位 を 見 出 す 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 次 に 好 ま し く は 、 活 性 部 位 の 三 次 元 幾 何 学 構 造 が 決 定 さ れ る 。 こ れ は 、 完 全 な 分 子 構 造
を 決 定 す る Ｘ 線 結 晶 回 折 法 な ど 、 公 知 の 方 法 で 行 な わ れ る 。 固 相 ま た は 液 相 Ｎ Ｍ Ｒ は ま た
、 活 性 部 位 お よ び ／ ま た は リ ガ ン ド 結 合 複 合 体 内 の 、 あ る 一 定 の 分 子 内 距 離 を 測 定 す る た
め に 使 用 さ れ る 。 当 業 者 に 知 ら れ た 他 の 実 験 的 構 造 決 定 法 は 、 部 分 的 ま た は 完 全 な 幾 何 学
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5.5.4　 結 合 化 合 物 の 合 理 的 デ ザ イ ン



構 造 を 得 る た め に ま た 使 用 さ れ る 。 こ の 幾 何 学 構 造 は 、 決 定 さ れ る 活 性 部 位 構 造 の 精 度 を
増 す 複 合 リ ガ ン ド 、 天 然 物 ま た は 人 工 物 と と も に 測 定 さ れ る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー ベ ー ス の 多
く の モ デ リ ン グ 法 は 、 構 造 を 完 全 な も の に す る た め に （ 例 え ば 、 不 完 全 な ま た は 不 十 分 な
精 密 構 造 を 決 定 す る 実 施 形 態 に お い て ） 、 ま た は そ の 精 度 を 改 善 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 最 後 に 、 活 性 部 位 の 構 造 を 決 定 し て 、 実 験 、 モ デ リ ン グ 、 ま た は 組 合 せ に よ り 、 候 補 モ
ジ ュ レ ー ト 化 合 物 が 、 分 子 構 造 の 情 報 を 伴 っ た 化 合 物 を 含 む 検 索 デ ー タ ベ ー ス に よ り 同 定
さ れ る 。 こ の よ う な 検 索 は 、 決 定 さ れ た 活 性 部 位 構 造 と マ ッ チ し 、 活 性 部 位 を 規 定 す る 基
と 相 互 作 用 す る 構 造 を 有 す る 化 合 物 を 探 索 す る 。 こ の よ う な 検 索 は 手 動 で で き る が 、 好 ま
し く は コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い る 。 こ の 検 索 か ら 見 出 さ れ た か か る 化 合 物 は 、 可 能 性 の あ る
標 的 ま た は 経 路 の 遺 伝 子 産 物 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 あ る い は 、 こ れ ら の 方 法 は 、 既 知 の モ ジ ュ レ ー ト 化 合 物 ま た は リ ガ ン ド か ら 改 良 し た モ
ジ ュ レ ー ト 化 合 物 を 同 定 す る の に 使 用 さ れ る 。 既 知 の 化 合 物 の 構 成 要 素 は 改 変 さ れ 、 改 変
に よ る 構 造 的 な 効 果 は 、 実 験 的 お よ び 上 記 の コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ 法 を 用 い て 新 規 組
成 物 に 適 用 し て 決 定 さ れ る 。 次 に 、 変 化 し た 構 造 を 化 合 物 の 活 性 部 位 の 構 造 と 比 較 し て 、
改 良 さ れ た 適 合 (fit)ま た は 相 互 作 用 が 得 ら れ る か を 測 定 す る 。 こ の 様 式 で 、 側 鎖 を 変 え
る こ と な ど 、 構 成 要 素 の 系 統 的 な 変 化 を 迅 速 に 評 価 し て 、 改 変 さ れ た モ ジ ュ レ ー ト 化 合 物
ま た は 特 異 性 ま た は 活 性 の 改 良 さ れ た リ ガ ン ド を 獲 得 す る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 標 的 も し く は 経 路 の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 の 活 性 部 位 お よ び 関 連 す る シ グ ナ ル 伝 達 お
よ び 転 写 因 子 の 同 定 に 基 づ く モ ジ ュ レ ー ト 化 合 物 を 同 定 す る の に 有 用 な さ ら な る 実 験 的 お
よ び コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ 法 は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 以 下 の も の を は じ め 、 特 定 の 蛋 白 質 と 相 互 作 用 す る 薬 物 の コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ の
技 術 を 概 説 す る 多 く の 文 献 が あ る ： Ｒ ｏ ｔ ｉ ｖ ｉ ｎ ｅ ｎ ら 、 １ ９ ８ ８ 年 、 Ａ ｃ ｔ ａ 　 Ｐ ｈ
ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｅ ｕ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ｆ ｅ ｎ ｎ ｉ ｃ ａ ９ ７ ： １ ５ ９ ～ １ ６ ６ ； Ｒ ｉ ｐ ｋ ａ 、 （ １ ９
８ ８ 年 ６ 月 １ ６ 日 ） 、 Ｎ ｅ ｗ 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｔ ｉ ｓ ｔ ５ ４ ～ ５ ７ ； Ｍ ｃ Ｋ ｉ ｎ ａ ｌ ｙ お よ び
Ｒ ｏ ｓ ｓ ｍ ａ ｎ ｎ 、 １ ９ ８ ９ 年 、 Ａ ｎ ｎ ｕ 、 Ｒ ｅ ｖ ． Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ． Ｔ ｏ ｘ ｉ ｃ ｉ
ｏ ｌ ． ２ ９ ： １ １ １ ＝ １ １ ２ ； Ｐ ｅ ｒ ｒ ｙ お よ び Ｄ ａ ｖ ｉ ｅ ｓ 、 Ｏ Ｓ Ａ Ｒ ： Ｑ ｕ ａ ｎ ｔ ｉ
ｔ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 Ｓ ｔ ｒ ｕ ｃ ｔ ｕ ｒ ｅ － Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔ ｙ 　 Ｒ ｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ ｈ ｉ ｐ ｓ 　
ｉ ｎ 　 Ｄ ｒ ｕ ｇ 　 Ｄ ｅ ｓ ｉ ｇ ｎ 　 ｐ ｐ ． １ ８ ９ ～ １ ９ ３ （ Ａ ｌ ａ ｎ 　 Ｒ ． Ｌ ｉ ｓ ｓ 社 、 １
９ ８ ９ 年 ） ； Ｌ ｅ ｗ ｉ ｓ お よ び Ｄ ｅ ａ ｎ 、 １ ９ ８ ９ 年 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｒ ． Ｓ ｏ ｃ ． London２
３ ６ ： １ ２ ５ ～ １ ４ ０ お よ び １ ～ １ ６ ２ ； お よ び 核 酸 成 分 の モ デ ル レ セ プ タ ー に 関 し て 、
Ａ ｓ ｋ ｅ ｗ ら 、 １ ９ ８ ９ 年 、 Ｊ ． Ａ ｍ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｓ ｏ ｃ ． １ １ １ ： １ ０ ８ ２ ～ １ ０ ９ ０
．
　 結 合 性 を 変 化 さ せ 得 る 化 合 物 の 設 計 お よ び 製 造 す る た め に 、 参 照 と し て 一 般 的 な も の を
上 記 し た が 、 天 然 の 産 物 ま た は 合 成 化 学 物 質 を 含 む 既 知 の 化 合 物 、 並 び に 蛋 白 質 を 含 む 他
の 生 物 学 的 活 性 物 質 の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 阻 害 剤 ま た は 活 性 化 剤 で あ る 化 合 物 に つ い て ス ク
リ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】

　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 法 は 、 好 適 な 生 化 学 的 標 的 の 同 定 、 並 び に 既 知 の 化 合 物 の
作 用 様 式 の 決 定 に と っ て 重 要 な 手 段 で あ る 。 C. albicansゲ ノ ム 配 列 の 完 成 お よ び こ の 情
報 を 取 り 込 む 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ の 開 発 は 、 こ の 複 相 病 原 性 真 菌 類 を 用 い て 実 施 す る ゲ ノ
ム 全 体 に 亘 る 遺 伝 子 発 現 解 析 を 可 能 に す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ
ン ス （ Candida albicans） の 必 須 遺 伝 子 お よ び 毒 性 ／ 病 原 性 遺 伝 子 の 双 方 に 関 す る 転 写 応
答 プ ロ フ ィ ー ル を 獲 得 す る 方 法 を 提 供 す る 。 必 須 遺 伝 子 の 条 件 付 き 発 現 は 、 例 え ば C. alb
icansに 焦 点 を 合 わ せ た 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ グ ラ ム の 設 計 に 有 用 な 制 御 的 相 互 作 用 の
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5.6　 転 写 プ ロ フ ィ ー ル
5.6.1　 遺 伝 子 発 現 解 析



概 要 を 明 ら か に す る の に 寄 与 す る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 に お い て 、 GRACE株 集 団 は 、 こ の 病 原 体 内 の 必 須 遺 伝 子 の 発 現 解 析 に
使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 株 集 団 の １ つ の 特 に 強 力 な 用 途 に は 、 病 原 体 内 全 体 の 必 須 遺 伝 子
セ ッ ト 、 ま た は 必 須 遺 伝 子 の 所 望 の サ ブ セ ッ ト に 関 す る 包 括 的 な 転 写 プ ロ フ ィ ー ル デ ー タ
ベ ー ス の 構 築 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な デ ー タ ベ ー ス は 、 リ ー ド 抗 真 菌 性 化 合 物 に 特 徴 的 な
応 答 プ ロ フ ィ ー ル と 新 規 抗 真 菌 化 合 物 に よ り 得 ら れ た プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 す る の に 用 い ら
れ 、 類 似 の も の と 別 の 作 用 様 式 の も の と を 区 別 す る 。 リ ー ド 化 合 物 で 株 を 処 理 し た 後 に 測
定 さ れ た 転 写 応 答 プ ロ フ ィ ー ル を 、 抑 制 条 件 下 で 、 特 定 の 必 須 標 的 遺 伝 子 に よ っ て 得 ら れ
た も の と の マ ッ チ ン グ （ ま た は 部 分 的 な 重 ね 合 わ せ ） す る こ と は 、 標 的 と 可 能 性 の あ る 薬
物 作 用 様 式 を 同 定 す る の に 用 い ら れ る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 必 須 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 解 析 は ま た 、 病 原 体 内 の 調 べ よ う と す る 遺 伝 子 の 生 物 学 的 機 能
お よ び 制 御 を も 可 能 に し 、 こ の 情 報 は 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ グ ラ ム に 組 込 ま れ る 。 例 え
ば 、 C. albicansの 必 須 薬 物 標 的 の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル は 、 既 存 の 薬 物 標 的 に つ い て 解 明 さ
れ た も の と 同 一 の 細 胞 内 プ ロ セ ス ま た は 経 路 に 関 与 す る 新 規 薬 物 標 的 の 同 定 、 ま た は さ も
な け れ ば 病 原 体 で 直 接 実 験 す る こ と な く 同 定 で き な か っ た 新 規 薬 物 標 的 の 同 定 を 可 能 に す
る 。 こ れ ら は 、 病 原 体 に 特 有 な 遺 伝 子 を 含 む の み な ら ず 、 病 原 体 内 で 別 個 の 機 能 を 有 す る
か ま た は 異 な る 制 御 に 関 与 す る 広 範 な 遺 伝 子 種 も 含 む 。 さ ら に 、 病 原 体 特 異 的 経 路 が 明 ら
か に さ れ 、 初 め て 解 明 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 非 抑 制 ま た は 誘 導 条 件 下 で GRACE由 来 株 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ
フ ィ ー ル は 、 １ 種 以 上 の 薬 物 標 的 に 関 す る 過 剰 発 現 応 答 プ ロ フ ィ ー ル を 評 価 す る た め に 確
立 さ れ る 。 例 え ば 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お い て 機 能 を 果 た す 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 は 、 上 記 条
件 下 で 経 路 の 無 制 御 な 活 性 を 示 す こ と が 多 い 。 さ ら に 、 幾 つ か の シ グ ナ ル 経 路 は 、 病 原 性
の 発 生 過 程 に お い て 機 能 を 果 た す こ と が 証 明 さ れ た 。 C. albicansの GRACE 株 を 過 剰 発 現
す る こ と に よ り 生 成 さ れ た 転 写 応 答 プ ロ フ ィ ー ル は 、 こ の よ う な 経 路 に よ り 制 御 さ れ る 遺
伝 子 セ ッ ト に 係 る 情 報 、 す な わ ち 、 そ の う ち の い ず れ が 病 原 性 の 発 生 に お い て 不 可 欠 な 役
割 を 潜 在 的 に 担 っ て お り 、 し た が っ て 有 望 な 薬 物 標 的 で あ る か と い う 情 報 を 提 供 す る 。 さ
ら に 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 解 析 に よ り 、 そ の 発 現 が 調 節 カ ス ケ ー ド 全 体 に 続 く 発 現 に 重 要
な １ 種 以 上 の 遺 伝 子 を 明 ら か に す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 薬 物
探 索 に と っ て 特 に 重 要 な 標 的 で あ り 、 対 応 す る 改 変 対 立 遺 伝 子 対 を 担 持 す る 変 異 体 は 、 作
用 機 序 に 基 づ く ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 基 礎 を 成 す 。 現 在 、 こ の よ う な ア プ ロ ー チ は 不
可 能 で あ る 。 現 行 の 薬 物 探 索 で は 、 大 量 の 数 の 「 候 補 」 化 合 物 が 得 ら れ て い る が 、 そ れ ら
の 作 用 様 式 は ほ と ん ど 解 明 さ れ て い な い 。 GRACE株 集 団 を 用 い て 作 成 さ れ る 遺 伝 子 シ ャ ッ
ト オ フ お よ び 過 剰 発 現 の プ ロ フ ィ ー ル 双 方 を 含 む 転 写 応 答 デ ー タ ベ ー ス は 以 下 の こ と に よ
っ て 、 こ の 薬 物 発 現 の 障 壁 に 対 す る 解 決 を 提 供 す る も の で あ る ； １ ） 野 生 株 の 抗 真 菌 性 阻
害 に よ り 得 ら れ る 転 写 応 答 ま た は プ ロ フ ィ ー ル を 決 定 す る 、 そ し て 、 ２ ） こ の 応 答 を GRAC
E株 集 団 を 含 む 薬 物 標 的 の 不 活 性 化 ま た は 過 剰 発 現 に よ り 得 ら れ る 転 写 プ ロ フ ィ ー ル と 比
較 す る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 薬 物 標 的 の 遺 伝 子 変 更 お よ び 野 生 型 細 胞 の 化 学 物 質 ／ 化 合 物 阻 害 双 方 か ら 生 じ る 適 合 し
た 、 ま た は 関 連 性 の 高 い 転 写 プ ロ フ ィ ー ル は 、 化 合 物 を そ の 細 胞 の 薬 物 標 的 と 結 合 さ せ る
証 拠 を 提 供 し そ の 作 用 機 序 を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 同 定 番 号 １ ～ ６ １ の １ つ を 含 ん で 成 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
よ り コ ー ド 化 さ れ た 標 的 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 該 化 合 物 を 評 価 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法
は 以 下 の ス テ ッ プ を 含 ん で 成 る 。 す な わ ち 、 （ ａ ） 野 生 型 二 倍 体 真 菌 細 胞 ま た は 対 照 細 胞
を 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 第 １ の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル を 生 成 す る ス テ ッ プ 、 （ ｂ ） 標 的 遺 伝 子 の
第 ２ の 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 過 小 発 現 さ れ る か 発 現 さ れ な い 、 ま た は 過 剰 発 現 さ れ る 条 件
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下 で 培 養 さ れ 、 培 養 細 胞 に 関 し て 第 ２ の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル を 生 成 し て い る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ な ど
の 変 異 体 の 二 倍 体 真 菌 細 胞 の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル を 決 定 し 、 第 １ の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル を 、 第
２ の 転 写 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 し て 、 そ れ ら の プ ロ フ ィ ー ル に お け る 類 似 性 を 特 定 す る ス テ
ッ プ 。 比 較 に お い て 、 プ ロ フ ィ ー ル 間 の 類 似 性 は 、 指 標 値 と し て 表 現 さ れ 、 こ の 指 標 値 が
高 い ほ ど 、 該 化 合 物 は よ り 望 ま し い 。
【 ０ ３ ５ ０ 】

　 第 ２ 標 的 の 同 定 を 目 的 と し て こ こ に 方 法 を 記 載 す る 。 こ こ に 用 い ら れ る “ 第 ２ 標 的 ” と
は 、 そ の 遺 伝 子 産 物 が 、 所 定 の 条 件 セ ッ ト 下 で 、 生 物 の 増 殖 お よ び ／ ま た は 生 存 に 関 与 す
る 標 的 遺 伝 子 産 物 （ す な わ ち 標 的 必 須 遺 伝 子 産 物 ） 、 ま た は 宿 主 の 感 染 時 に 生 体 の 病 理 機
構 に 関 与 す る 標 的 遺 伝 子 産 物 （ す な わ ち 標 的 毒 性 遺 伝 子 産 物 ） と 相 互 作 用 す る 能 力 を 表 す
遺 伝 子 を 言 う 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 遺 伝 子 産 物 と 標 的 遺 伝 子 産 物 と の 相 互 作 用 を 同 定 す る こ と に よ り 第 ２ 標 的 遺 伝 子 産 物 を
同 定 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る の に 好 適 な 任 意 の 方 法 を 用
い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 知 ら れ た 遺 伝 子 産 物 は 細 胞 内 タ ン パ ク 質 で も 、 ま た は 細 胞
外 タ ン パ ク 質 で も あ り 得 る 。 こ の よ う な 知 ら れ た 遺 伝 子 産 物 と 相 互 作 用 す る 遺 伝 子 産 物 は
、 第 ２ 標 的 遺 伝 子 産 物 で あ り 、 そ れ ら を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 は 第 ２ 標 的 で あ る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 従 来 か ら 用 い ら れ る 方 法 に は 、 共 免 疫 沈 殿 、 架 橋 、 お よ び 勾 配 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー カ ラ ム に よ る 共 精 製 が あ る 。 こ の よ う な 方 法 を 利 用 す る こ と に よ り 、 第 ２ 標 的 遺 伝 子 産
物 の 同 定 が 可 能 で あ る 。 第 ２ 標 的 遺 伝 子 産 物 が 同 定 さ れ る と 、 そ れ は 対 応 す る 第 ２ 標 的 を
同 定 す る た め に 、 標 準 的 方 法 と 組 合 せ て 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 エ ド マ ン 分 解 法 （ 例 え ば 、
Ｃ ｒ ｅ ｉ ｇ ｈ ｔ ｏ ｎ 、 １ ９ ８ ３ 年 、 “ Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ ： Ｓ ｔ ｒ ｕ ｃ ｔ ｕ ｒ ｅ ｓ 　 ａ ｎ ｄ
　 Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｐ ｒ ｉ ｎ ｃ ｉ ｐ ｌ ｅ ｓ ” 、 Ｗ ． Ｈ ． Ｆ ｒ ｅ ｅ ｍ ａ ｎ 　 ＆ 　 Ｃ ｏ 、
ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ｐ ｐ ． ３ ４ ～ ４ ９ を 参 照 ） に よ る な ど 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い
て 、 第 ２ 標 的 遺 伝 子 産 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 一 部 分 を 確 認 す る 。 得 ら れ た ア ミ ノ
酸 配 列 は 、 第 ２ 標 的 遺 伝 子 配 列 の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 し 得 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物
生 成 の 指 標 と し て 用 い る こ と が で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン ま た は Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 達 成 で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物 の 生 成 法 お よ び
ス ク リ ー ニ ン グ 法 は よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Ａ ｕ ｓ ｕ ｂ ｅ ｌ 、 上 記 、 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 　
Ｐ ｒ ｏ ｔ ｏ ｃ ｏ ｌ ｓ ： Ａ 　 Ｇ ｕ ｉ ｄ ｅ 　 ｔ ｏ 　 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｂ ａ
ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ 、 １ ９ ９ ０ 年 、 Ｉ ｎ ｎ ｉ ｓ 、 Ｍ ． ら 、 編 集 　 Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｉ ｃ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ，
Ｉ ｎ ｃ 、 ニ ュ ー ヨ ー ク を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 さ ら に 、 こ れ ら の 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 所 定 の 条 件 セ ッ ト 下 で 、 生 物 の 増 殖 お よ び
／ ま た は 生 存 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 ま た は 宿 主 の 感 染 時 に 生 体 の 病 理 機 構 に 関 与 す る タ ン
パ ク 質 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る 第 ２ 標 的 を 同 時 に 同 定 す る こ と が で き る
。 こ れ ら の 方 法 と し て は 、 例 え ば 知 ら れ た 、 ま た は こ れ ら の 機 構 に 関 与 し て い る と 示 唆 さ
れ る 、 ま た は こ れ ら の 機 構 に 重 要 で あ る と 示 唆 さ れ る 標 識 化 第 １ 標 的 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 に
よ り 、 λ ｇ ｔ １ １ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の 抗 体 プ ロ ー ブ 化 と い う よ く 知 ら れ た 方 法 と 同 様
の 方 法 で こ の タ ン パ ク 質 を 用 い る 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の プ ロ ー ブ 化 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 In vivoで の タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る 一 方 法 で あ る ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を
、 限 定 の た め で は な く 、 例 示 の み の 目 的 で 詳 細 に 記 載 す る 。 こ の シ ス テ ム の 一 変 法 の 記 載
は 既 に あ り （ Ｃ ｈ ｅ ｉ ｎ ら 、 １ ９ ９ １ 年 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ
Ａ 、 ８ ８ ： ９ ５ ７ ８ ～ ９ ５ ８ ２ ） 、 Ｃ ｌ ｏ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ 社 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト ）
か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 手 短 に 言 う と 、 こ の よ う な 方 法 を 利 用 し て 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る ２
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5.6.2　 第 ２ 標 的 の 同 定



種 の プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る 。 １ つ は 知 ら れ た タ ン パ ク 質 、 こ の 場 合 は 生 物 の 増 殖 ま た は 病
原 性 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 に 融 合 し た 転 写 活 性 化 因 子 タ ン パ ク 質 の Ｄ
Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン か ら 成 り 、 も う １ つ は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 部 分 と し て 、 こ の プ ラ
ス ミ ド 内 に 組 換 え ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド 化 さ れ る 未 知 の タ ン パ ク 質 に 融 合 し た 活 性
化 因 子 タ ン パ ク 質 の 活 性 化 ド メ イ ン か ら 成 る 。 プ ラ ス ミ ド を 、 調 節 領 域 に 転 写 活 性 化 因 子
の 結 合 部 位 を 含 む リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ｌ ａ ｃ Ｚ ） を 含 有 す る 酵 母 株  S. セ レ ビ シ
エ （ S. cerevisiae） へ 形 質 転 換 す る 。 ど ち ら の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 も 単 独 で は リ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 で き な い 。 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン ハ イ ブ リ ッ ド は 活 性 化 機 能 を
与 え な い た め に 、 ま た 活 性 化 ド メ イ ン ハ イ ブ リ ッ ド は 活 性 化 因 子 の 結 合 部 位 に 局 在 化 で き
な い た め に 、 活 性 化 で き な い 。 こ の ２ 種 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 に よ り 、 機
能 し 得 る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 が 再 構 成 さ れ 、 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 生 じ 、 こ れ が
リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 産 物 に 関 す る ア ッ セ イ に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 こ の ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム ま た は そ れ に 関 連 す る 方 法 を 、 知 ら れ た “ お と り ” 遺 伝
子 産 物 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 に 関 す る 活 性 化 ド メ イ ン ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
に 用 い る 。 限 定 の た め で は な く 例 示 の 目 的 で 標 的 必 須 遺 伝 子 産 物 お よ び 標 的 毒 性 遺 伝 子 産
物 が お と り 遺 伝 子 産 物 と し て 用 い ら れ て い る 。 標 的 必 須 遺 伝 子 産 物 、 標 的 病 原 性 遺 伝 子 産
物 ま た は そ れ ら の 部 分 を コ ー ド 化 す る 全 ゲ ノ ム ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 活 性 ド メ イ ン を コ ー
ド 化 す る Ｄ Ｎ Ａ に 融 合 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー と 、 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融 合 さ れ た お と り 遺
伝 子 産 物 の ハ イ ブ リ ッ ド を コ ー ド 化 す る こ の プ ラ ス ミ ド を 、 酵 母 の リ ポ ー タ ー 株 に 共 形 質
転 換 し 、 そ の 結 果 生 じ た 形 質 転 換 体 を リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る も の に 関 し て ス ク リ ー
ニ ン グ す る 。 限 定 の た め で は な く 例 示 の 目 的 で 、 お と り 遺 伝 子 を Ｇ Ａ Ｌ ４ タ ン パ ク 質 の Ｄ
Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド 化 す る Ｄ Ｎ Ａ に 翻 訳 融 合 さ れ る よ う に ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ン 化
す る 。 こ れ ら の コ ロ ニ ー を 精 製 し 、 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 の 原 因 と な る ラ イ ブ ラ リ ー － プ
ラ ス ミ ド を 単 離 す る 。 次 に Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 を 利 用 し て 、 ラ イ ブ ラ リ ー － プ ラ ス ミ ド が コ ー
ド 化 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 お と り 遺 伝 子 産 物 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ る こ と に な る 細 胞 系 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー を 当 業 界 で 慣 例 化 し た 方 法 を 用 い て 作 製 す る 。 こ こ に 記 載 さ れ た 特 定 の 方 法
に よ り 、 例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 化 ド メ イ ン に 翻 訳 融 合 さ れ る よ う に ベ ク タ
ー 内 に 挿 入 す る 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー を お と り 遺 伝 子 － Ｇ Ａ Ｌ ４ 融 合 プ ラ ス ミ ド と 共 に 、 Ｇ
Ａ Ｌ ４ 活 性 化 配 列 を 含 有 す る プ ロ モ ー タ ー に よ り 駆 動 さ れ る Ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 を 含 む 酵 母 株
内 に 共 形 質 転 換 す る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド 化 す る タ ン パ ク 質 は 、 Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 化 ド メ イ ン に
融 合 さ れ 、 そ れ が お と り 遺 伝 子 産 物 と 相 互 作 用 し て 、 活 性 Ｇ Ａ Ｌ ４ タ ン パ ク 質 を 再 構 成 し
、 そ れ に よ っ て ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 発 現 を 駆 動 す る 。 ｌ ａ ｃ Ｚ を 発 現 す る コ ロ ニ ー は 、 Ｘ － ｇ
ａ ｌ 存 在 下 、 青 色 に よ り 検 出 さ れ る 。 次 に ｃ Ｄ Ｎ Ａ を こ れ ら の 株 か ら 精 製 し て 、 当 業 界 で
慣 例 化 し た 方 法 を 用 い て お と り 遺 伝 子 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 生 産 し 、 単 離 す る た め
に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 第 ２ 標 的 を 同 定 し 単 離 し た ら 、 こ れ を さ ら に 特 性 化 し て 、 本 発 明 の 方 法 に よ る 薬 物 発 見
に 用 い る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】

　 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 行 う た め に 、 遺 伝 子 発 現 ア レ イ お よ び マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る こ と
が で き る 。 遺 伝 子 発 現 ア レ イ と は 、 ガ ラ ス 表 面 上 、 シ リ コ ン 上 、 ま た は ナ イ ロ ン 薄 膜 上 な
ど の 特 異 的 な 位 置 に 沈 着 し た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル の 高 密 度 ア レ イ で あ る 。 こ の よ う な ア レ イ は
、 異 な る 条 件 下 相 対 的 な 遺 伝 子 発 現 を 定 量 化 す る た め に 研 究 者 に よ り 使 用 さ れ る 。 こ の 技
術 の 例 が 米 国 特 許 第 ５ ８ ０ ７ ５ ２ ２ 号 に 見 ら れ 、 こ れ は 参 照 に よ り 本 発 明 細 書 に 組 み 入 れ
ら れ る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
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5.6.3　 遺 伝 子 発 現 ア レ イ の 使 用



　 単 一 ア レ イ を 用 い て 、 特 定 の 微 生 物 の ゲ ノ ム に お け る 実 質 的 に 全 て の 遺 伝 子 発 現 を 研 究
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア レ イ は カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） か ら
の Ｏ Ｒ Ｆ に 相 当 す る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 含 む １ ２ × ２ ４ ｃ ｍ の ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー か ら 構 成 さ れ
て い て も よ い 。 そ れ ぞ れ １ ０ ナ ノ グ ラ ム の 産 物 を フ ィ ル タ ー 上 に １ ． ５ ｍ ｍ 毎 に ス ポ ッ ト
す る 。 一 本 鎖 の 標 識 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 （ 第 ２ の ス ト ラ ン ド 合 成 ま た は 増 幅 ス テ ッ プ は 行
わ な い ） ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る た め に 調 製 し 、 そ し て フ ィ ル タ ー に 接 触 さ せ る 。
そ れ ゆ え 、 標 識 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 「 ア ン チ セ ン ス 」 配 向 で あ る 。 ホ ス ホ リ メ ー ジ ャ ー を 用
い て 定 量 分 析 を 行 う 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 １ 実 施 形 態 に お い て 、 必 須 遺 伝 子 の PCR産 物 は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー 対 （ す な わ ち 、 配 列 番 号 4001～ 4932お よ び 配 列 番 号 5001～ 5932） を 使 用 し て 作 製 す る こ
と が で き る 。 10 ngの 各 PCR産 物 を フ ィ ル タ ー 上 に 1.5 mmご と に ス ポ ッ ト す る 。 各 PCR産 物
は 、 配 列 番 号 6001～ 6932か ら な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 ん で な る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 総 細 胞 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の サ ン プ ル か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 そ の よ う な ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
た 後 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 多 く の 技 術 に よ り 結 合 を 検 出 す る と 、
ｃ Ｄ Ｎ Ａ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア レ イ 上 の 各 点 に お い て シ グ ナ ル が 得 ら れ る 。 そ れ ゆ え ア
レ イ 中 の そ れ ぞ れ の 位 置 で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル の 強 度 は 、 サ ン プ ル
中 に 存 在 し て い た 特 定 の 遺 伝 子 に つ い て の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 反 映 し て い る 。 そ れ ゆ え 、 異 な る
条 件 下 で 増 殖 し た 細 胞 か ら 単 離 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に つ い て 得 ら れ た 結 果 を 比 較 す れ ば 、 異 な る
条 件 下 で 増 殖 し て い る 間 で の そ れ ぞ れ の 個 々 の 遺 伝 子 の 発 現 の 相 対 量 を 比 較 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 遺 伝 子 発 現 ア レ イ は 、 真 菌 の 繁 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 の た め に 必 要 と さ れ る 遺 伝 子 産 物
の レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ せ た 後 の 多 く の 時 点 で 、 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 パ タ ー ン を 分 析 す る
た め に 用 い ら れ る 。 調 節 可 能 な プ ロ モ ー タ ー に 結 合 し た 核 酸 産 物 が 真 菌 の 増 殖 、 残 存 、 増
殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 関 し て 律 速 と な る 条 件 下 に Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 が 増 殖 す る こ と に よ り 、
ま た は 標 的 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ っ せ る 薬 剤 と 細 胞 と を 接 触 さ せ る こ と
に よ り 、 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 の 低 下 が 起 こ る 。 ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に よ り 示 さ れ た 発 現 パ タ ー ン の 分 析 に よ り 、 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 の 低 下 に
よ り 発 現 が 影 響 を 受 け る 他 の 遺 伝 子 に つ い て の 情 報 が 得 ら れ る 。 例 え ば 、 他 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ
ベ ル は 、 増 殖 、 生 存 、 繁 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 の
低 下 の 後 に 増 加 、 減 少 ま た は 維 持 す る こ と を 観 察 し て も よ い 。 そ れ ゆ え 、 増 殖 、 生 存 、 繁
殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 の 低 下 の 後 に 観 察 さ れ る ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 発 現 パ タ ー ン は 、 増 殖 、 生 存 、 繁 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 他 の 核 酸 を 特 定 す
る 。 加 え て 、 真 菌 類 を 候 補 薬 剤 化 合 物 ま た は 知 ら れ て い る 抗 生 物 質 に 暴 露 し た と き に 観 察
さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 パ タ ー ン を 、 真 菌 類 の 増 殖 、 生 存 、 繁 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な
遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 が 低 下 す る 時 に 観 察 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 パ タ ー ン と 比 較 す
る 。 候 補 薬 剤 化 合 物 を 用 い た と き に 観 察 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 パ タ ー ン が 、 遺 伝 子 産 物 の レ
ベ ル が 低 下 す る 時 に 観 察 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 パ タ ー ン と 同 様 の 場 合 、 薬 剤 化 合 物 は 有 力 な
治 療 候 補 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 薬 剤 開 発 に 使 用 す る た め の 有 力 な 候 補 薬 剤 化 合 物 の 選 択 を 補
助 す る も の と し て 、 該 ア ッ セ イ は 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 ア レ イ に 沈 着 し た 核 酸 の 源 お よ び ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の 源 が ２ 種 の 異 な る
微 生 物 か ら で あ る 場 合 、 遺 伝 子 発 現 は ２ 種 の 微 生 物 中 の 相 同 性 遺 伝 子 と 一 致 す る 。
【 ０ ３ ６ ５ 】

　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 お よ び 変 異 株 集 団 （ 例 え ば Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 ） が 病 原
体 内 で 転 写 プ ロ フ ァ イ リ ン グ が 出 来 る の と ほ ぼ 同 様 の 方 法 に お い て 、 変 異 株 集 団 は ゲ ノ ム
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5.7　 プ ロ テ オ ミ ク ス ア ッ セ イ



の 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 総 量 を 分 析 す る た め の 貴 重 な 供 給 源 を 提 供 す る 。 抑 圧 お よ び 非
抑 圧 増 殖 条 件 下 に お け る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 の メ ン バ ー に よ る 全 タ ン パ ク 発 現 を 評 価 す る こ
と に よ り 、 細 胞 の タ ン パ ク 発 現 の パ タ ー ン 間 の 相 関 が 、 必 須 遺 伝 子 の 非 発 現 ま た は 発 現 レ
ベ ル に よ り 得 ら れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン を 確 立 す る た め の
当 技 術 分 野 に お け る 周 知 の 方 法 （ 限 定 す る も の で は な い が 、 例 え ば 、 ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動
法 な ど ） に よ り 測 定 さ れ る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 に お け る 一 連 の タ ン パ ク 質 の 発 現 パ タ ー ン を 提 供
す る 。 タ ン パ ク 質 の セ ッ ト は 、 配 列 番 号 7000～ 7932の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る 。 株 を 異 な る 条 件 で お よ び 修 飾 し た 一 方
の 対 立 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 異 な る よ う に 培 養 す る と 、 複 数 の タ ン パ ク 質 発 現 パ タ ー ン が
１ つ の Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 に 関 し て 発 生 し う る 。 好 ま し い 変 異 株 の 集 団 は Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の 集 団 で
あ る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 ま た 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ま だ 定 義 し て い な い 化 合 物 で 株 を 処 理 す る こ と に よ り 観 察
さ れ る 株 に 相 当 す る タ ン パ ク 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 株 を 作 り 出 す た め に 、 明 確 な 遺 伝 子
突 然 変 異 を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 真 菌 特 異 的 標 的 で 作 用 し 、 そ し て そ の 活
性 モ ー ド を 測 定 す る こ と が で き る 他 の 有 力 な リ ー ド 化 合 物 か ら 、 複 雑 な 方 法 で 多 く の 標 的
に 作 用 す る 抗 真 菌 化 合 物 を 区 別 す る こ と は 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 細 胞 内 で 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 総 数 を 計 算 す る こ と は 、 ２ 次 元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
で ま た は 他 の 分 離 技 術 に よ り 検 出 可 能 な 全 タ ン パ ク 質 種 を 確 実 に 同 定 す る こ と に 依 存 す る
。 し か し な が ら 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 大 部 分 は 極 め て 低 量 で あ り 、 ペ プ チ ド 配 列 決 定 ま
た は 質 量 分 析 法 に よ り 確 実 に 同 定 す る た め に 必 要 な 閾 値 に 達 し て い な い 。 そ れ に も 関 わ ら
ず 、 こ れ ら の 「 み な し ご (orphan)」 タ ン パ ク 質 は 、 個 々 の Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 に よ る タ ン パ ク 質
発 現 の 分 析 を 用 い て 検 出 可 能 で あ る 。 抑 圧 的 対 非 抑 圧 的 条 件 ま た は 過 剰 発 現 条 件 下 で の Ｇ
Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ー ル を 比 較 す る こ と に よ り 、 低 量 の 遺 伝 子 産 物 の 条 件 付
き 発 現 は 確 実 な 同 定 を 促 進 す る 。 多 く の 場 合 、 多 重 タ ン パ ク 質 に 関 す る 定 常 状 態 レ ベ ル が
変 化 す る た め 、 よ り 複 雑 な タ ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ー ル に な る 結 果 と な り 、 こ れ は 問 題 に な っ
て い る 低 量 の 遺 伝 子 を マ ニ ピ ュ レ ー ト す る こ と に よ り 間 接 的 に 引 き 起 こ さ れ る 。 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ
Ｅ 株 集 団 内 の 個 々 の 標 的 を 過 剰 発 現 さ せ る と 、 ペ プ チ ド 配 列 決 定 ま た は 質 量 分 析 法 の た め
に 充 分 な 物 質 を 提 供 す る こ と に よ り 、 み な し ご タ ン パ ク 質 の 同 定 を 直 接 的 に 助 け る こ と も
で き る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 多 く の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 二 倍 体 病 原 性 真 菌 細 胞 の 発 現 タ ン パ ク 質 量 の 定 量
分 析 法 を 提 供 す る 。 最 初 の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 対 照 二 倍 体 病 原 性 真 菌 （ こ れ は
標 的 遺 伝 子 の た め の ２ 種 の 非 修 飾 対 立 遺 伝 子 を 有 す る ） に つ い て 開 発 す る 。 例 え ば Ｇ Ｒ Ａ
Ｃ Ｅ 株 に お い て 標 的 遺 伝 子 の １ つ の 対 立 遺 伝 子 が 不 活 性 化 さ れ て い る 対 照 株 の 突 然 変 異 体
が 、 遺 伝 子 破 壊 カ セ ッ ト の 挿 入 ま た は 置 換 に よ り 発 生 す る 。 こ の 第 ２ の 対 立 遺 伝 子 の 発 現
が 異 種 の 制 御 さ れ た プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で あ る よ う に 他 の 対 立 遺 伝 子 を 修 飾 す る 。 第 ２
の タ ン パ ク 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は こ の 突 然 変 異 体 真 菌 の た め に 開 発 さ れ 、 こ れ は 対 照 株 中 の
遺 伝 子 の ２ つ の 対 立 遺 伝 子 の 発 現 と 比 較 し て 、 第 ２ の 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 過 剰 発 現 さ れ
る 条 件 下 に 行 わ れ る 。 同 様 に 、 所 望 で あ れ ば 、 第 ３ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 対
照 株 中 の 遺 伝 子 の ２ つ の 対 立 遺 伝 子 の 発 現 と 比 較 し て 、 第 ２ の 対 立 遺 伝 子 が 実 質 的 に 不 充
分 に 発 現 さ れ る 条 件 下 に 開 発 さ れ る 。 そ し て 最 初 の タ ン パ ク 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 第 ２ の 発
現 プ ロ フ ィ ー ル と 、 お よ び 妥 当 な 場 合 、 第 ２ の プ ロ フ ィ ー ル に お い て 高 レ ベ ル で 、 そ し て
妥 当 な 場 合 、 最 初 の プ ロ フ ィ ー ル に お け る レ ベ ル と 比 較 し て 第 ３ の プ ロ フ ィ ー ル に お け る
低 レ ベ ル で 、 検 出 さ れ た 発 現 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 第 ３ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ
ー ル と 比 較 す る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ か ら ６ １ の １ つ を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー
ド 化 さ れ た 標 的 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 化 合 物 を 評 価 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 （ ａ
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） 野 生 型 二 倍 体 真 菌 細 胞 ま た は 対 照 細 胞 を 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 そ し て 最 初 の タ ン パ ク 質 発
現 プ ロ フ ィ ー ル を 発 生 さ せ 、 （ ｂ ） Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 な ど の 、 標 的 遺 伝 子 の 第 ２ の 対 立 遺 伝 子
が 実 質 的 に 不 充 分 に 発 現 さ れ 、 発 現 さ れ な い 、 ま た は 過 剰 に 発 現 さ れ る 条 件 下 に 培 養 さ れ
た 、 突 然 変 異 体 二 倍 体 真 菌 細 胞 の タ ン パ ク 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 決 定 し 、 培 養 細 胞 に つ い て
の 第 ２ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 発 生 さ せ て 、 プ ロ フ ィ ー ル に お け る 同 一 性 を 同 定
す る た め に 、 第 ２ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 第 １ の タ ン パ ク 質 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と
を 比 較 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 比 較 に お い て 、 プ ロ フ ィ ー ル の 同 一 性 は 、 指 示 値 と し て 表 す
こ と が で き 、 よ り 高 い 指 示 値 の 化 合 物 が 好 ま し い 。
【 ０ ３ ７ ０ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 核 酸 分 子 を 含 む 化 合 物 は 、 カ ン ジ ダ
・ ア ル ビ カ ン ス な ど の 病 原 性 生 物 に よ る 感 染 症 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め に 、 治 療 的 に 効
果 的 な 用 量 で 被 験 者 に 投 薬 で き る 。 標 的 に よ っ て は 、 本 化 合 物 は 、 被 験 者 に お け る 癌 な ど
に 制 限 は さ れ な い が こ れ ら の 非 感 染 症 の 治 療 に も 有 用 で あ る 。 治 療 的 に 効 果 的 な 用 量 と は
、 処 置 さ れ た 被 験 者 に 健 康 上 の 利 益 を 与 え る の に 充 分 な （ 核 酸 分 子 を 含 む ） 化 合 物 の 量 を
指 す 。 通 常 、 化 合 物 は 、 配 列 番 号 １ ～ ６ ２ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 核 酸 に よ
り コ ー ド 化 さ れ た 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と に よ り 作 用 す る が 、 こ
れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 処 置 さ れ る べ き 被 験 者 は 、 植 物 、 脊 椎 動 物 、 哺 乳 動 物 、 鳥
類 、 ま た は ヒ ト で あ り 得 る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス に よ る 対 象 の 汚
染 を 予 防 ま た は 阻 止 す る た め に 用 い る こ と も 、 ま た は カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス を 含 む バ イ
オ フ ィ ル ム の 表 面 で の 形 成 を 予 防 ま た は 抑 制 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 カ ン ジ ダ ・
ア ル ビ カ ン ス を 含 む バ イ オ フ ィ ル ム は 、 外 科 用 具 、 移 植 用 装 置 、 カ テ ー テ ル お よ び ス テ ン
ト な ど の 医 療 用 具 表 面 に 見 ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ３ ７ １ 】

　 化 合 物 の 毒 性 お よ び 治 療 的 有 効 性 は 、 例 え ば LD 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ を 死 に 至 ら し め る 用 量
） お よ び ED 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ に 治 療 的 効 果 が あ る 用 量 ） を 決 定 す る た め の 、 培 養 細 胞 ま た
は 実 験 動 物 中 の 標 準 薬 剤 処 方 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 効 果 と 治 療 効 果 と の 用 量
比 は 治 療 指 数 で あ り 、 LD 5 0 ／ ED 5 0 比 と し て 表 す こ と が で き る 。 大 き な 治 療 指 数 を 示 す 化 合
物 が 好 ま し い 。 有 毒 な 副 作 用 を 示 す 化 合 物 を 用 い る と き は 、 感 染 し て い な い 細 胞 へ の 潜 在
的 な 損 傷 を 最 小 化 し 、 そ れ に よ っ て 副 作 用 を 減 少 さ せ る た め に 、 病 気 に 冒 さ れ た 組 織 部 位
に こ の 種 の 化 合 物 を 標 的 化 す る 送 達 シ ス テ ム を 設 計 す る こ と に 注 意 を 払 わ ね ば な ら な い 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 ヒ ト に 使 用 す る た め の 用 量 範 囲 を 明 確 に す る た め に 、 細 胞 培 養 ア ッ セ イ お よ び 動 物 試 験
か ら 得 ら れ た デ ー タ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 化 合 物 の 用 量 は 、 毒 性 が ほ と ん ど
な い か 全 く な い ED 5 0 を 含 む 循 環 濃 度 の 範 囲 内 で あ る こ と が 好 ま し い 。 使 用 し た 投 薬 形 態 お
よ び 使 用 し た 投 薬 方 法 に よ っ て 、 用 量 を こ の 範 囲 内 で 変 え る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法
に 使 用 し た ど の 化 合 物 に お い て も 、 治 療 的 に 効 果 的 な 用 量 を 細 胞 培 養 ア ッ セ イ か ら 最 初 に
見 積 も る こ と が で き る 。 細 胞 培 養 中 で 決 定 し た よ う に IC 5 0 （ す な わ ち 、 症 状 を 最 大 抑 制 の
半 分 に す る 試 験 化 合 物 の 濃 度 ） を 含 む 循 環 血 漿 中 濃 度 範 囲 を 実 現 す る た め に 動 物 モ デ ル に
用 量 を 製 剤 化 で き る 。 ヒ ト に 有 用 な 用 量 を よ り 正 確 に 決 定 す る た め に 、 こ の よ う な 情 報 を
用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 血 漿 中 レ ベ ル を 測 定 で
き る 。 有 効 な 用 量 は 、 体 重 １ ｋ ｇ に 対 し て ０ ． ０ ０ １ ｍ ｇ か ら １ ０ ｍ ｇ の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ３ ７ ３ 】

　 本 発 明 に し た が っ て 使 用 す る た め の 薬 剤 組 成 物 を 、 １ つ 以 上 の 生 理 学 的 に 許 容 で き る 担
体 ま た は 賦 形 剤 を 用 い た 従 来 の 方 法 に よ っ て 製 剤 化 で き る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 そ れ ゆ え 、 該 化 合 物 お よ び こ れ ら の 生 理 学 的 に 許 容 で き る 塩 お よ び 溶 液 を 吸 入 ま た は ガ
ス 吸 入 （ 経 口 ま た は 経 鼻 ） に よ る 投 与 、 ま た は 経 口 、 舌 下 、 非 経 口 ま た は 直 腸 投 与 の た め
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5.8　 医 薬 組 成 物 お よ び そ の 使 用

5.8.1　 効 果 的 用 量

5.8.2　 製 剤 お よ び 使 用



に 製 剤 化 で き る 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 経 口 投 与 の た め に は 、 薬 剤 組 成 物 は 、 例 え ば 、 接 着 剤 （ 例 え ば 、 ア ル フ ァ 化 ト ウ モ ロ コ
シ デ ン プ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス ） ； 充 填
剤 （ 例 え ば 、 乳 糖 、 微 結 晶 性 の セ ル ロ ー ス ま た は リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム ） ； 滑 沢 剤 （ 例 え
ば 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク ま た は シ リ カ ） ； 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 馬 鈴 薯 デ ン プ
ン ま た は デ ン プ ン グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） ； ま た は 湿 潤 剤 （ 例 え ば 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト
リ ウ ム ） な ど の 薬 学 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を 用 い て 従 来 の 方 法 に よ り 調 製 し た 錠 剤 ま た は
カ プ セ ル 剤 の 形 態 を 取 る こ と が で き る 。 錠 剤 は 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 方 法
に よ っ て コ ー テ ィ ン グ を 施 す こ と が で き る 。 経 口 投 与 た め の 液 体 調 製 品 は 、 例 え ば 、 溶 液
、 シ ロ ッ プ ま た は 懸 濁 液 の 形 態 で あ り 、 ま た は 使 用 前 に 水 ま た は そ の 他 の 適 切 な 媒 体 で 構
成 す る 乾 燥 製 品 と し て 存 在 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 液 体 調 製 品 は 、 懸 濁 化 剤 （ 例 え
ば 、 ソ ル ビ ト ー ル シ ロ ッ プ 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 ま た は 食 用 硬 化 油 脂 ） ； 乳 化 剤 （ 例 え ば 、
レ シ チ ン ま た は ア カ シ ア ） ； 非 水 性 ビ ヒ ク ル （ 例 え ば 、 ア ー モ ン ド オ イ ル 、 油 性 エ ス テ ル
類 、 エ チ ル ア ル コ ー ル 、 ま た は 分 別 植 物 油 ） ； お よ び 保 存 剤 （ 例 え ば 、 ｐ － ヒ ド ロ キ シ 安
息 香 酸 メ チ ル も し く は プ ロ ピ ル ま た は ソ ル ビ ン 酸 ） な ど の 薬 学 的 に 許 容 で き る 添 加 剤 を 用
い て 従 来 の 方 法 に よ り 調 製 で き る 。 調 製 品 は 、 緩 衝 塩 、 香 味 料 、 着 色 料 お よ び 甘 味 剤 を 適
当 に 含 む こ と も で き る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 経 口 投 与 に の た め の 調 製 品 は 、 活 性 化 合 物 の 放 出 を 制 御 す る よ う に 適 切 に 製 剤 化 で き る
。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 舌 下 投 与 た め 、 組 成 物 を 従 来 の 方 法 に よ っ て 製 剤 化 し た 錠 剤 ま た は ト ロ ー チ 剤 の 形 態 に
す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 た め 、 本 発 明 に し た が っ て 使 用 す る た め の 化 合 物 は 、 例 え ば 、 ジ ク ロ ロ
ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン 、 ニ 酸 化
炭 素 ま た は そ の 他 の 適 切 な 気 体 な ど の 適 切 な 噴 霧 剤 を 用 い 、 加 圧 包 装 さ れ た エ ア ゾ ー ル 噴
霧 器 ま た は ネ ブ ラ イ ザ ー の 形 で 簡 便 に 送 達 さ れ る 。 加 圧 エ ア ゾ ー ル 噴 霧 器 の 場 合 、 用 量 単
位 は 、 定 量 を 送 達 す る た め の 供 給 弁 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 吸 入 器 ま た は 通 気 器
で の 使 用 に お い て 、 例 え ば ゼ ラ チ ン な ど の カ プ セ ル お よ び カ ー ト リ ッ ジ は 、 化 合 物 お よ び
乳 糖 ま た は で ん ぷ ん な ど の 適 切 な 粉 末 基 剤 の 混 合 粉 末 を 含 む よ う に 製 剤 化 で き る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 例 え ば ボ ー ラ ス 注 射 ま た は 連 続 注 入 な ど の 注 射 に よ る 非 経 口 投 与 （ 例 え ば 、 静 脈 内 ま た
は 筋 肉 内 投 与 ） の た め に 化 合 物 を 製 剤 化 で き る 。 注 射 用 製 剤 は 、 保 存 剤 を 加 え て 例 え ば ア
ン プ ル 中 ま た は 多 用 量 容 器 中 に 単 位 用 量 形 態 で 提 供 で き る 。 組 成 物 は 、 油 性 ま た は 水 性 ビ
ヒ ク ル 中 の 懸 濁 液 、 溶 液 ま た は 乳 化 液 な ど の 形 態 を と る こ と が で き 、 お よ び 懸 濁 化 剤 、 安
定 化 剤 お よ び ／ ま た は 分 散 剤 な ど の 製 剤 化 剤 を 含 む こ と が で き る 。 あ る い は 、 活 性 成 分 は
使 用 前 に 、 例 え ば 滅 菌 パ イ ロ ジ ェ ン フ リ ー 水 な ど の 適 切 な 担 体 で 構 成 さ れ る 粉 末 形 態 に で
き る 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 化 合 物 は 、 例 え ば 、 コ コ ア バ タ ー ま た は そ の 他 の グ リ セ リ ド 類 な ど の 従 来 か ら の 坐 薬 基
材 を 含 む 坐 薬 ま た は 保 持 浣 腸 剤 な ど の 直 腸 配 合 物 に も 製 剤 化 で き る 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 前 述 の 製 剤 に 加 え て 、 化 合 物 は 蓄 積 調 製 品 と し て も 製 剤 化 で き る 。 こ の 種 の 長 時 間 作 用
性 製 剤 は 埋 め 込 み （ 例 え ば 、 皮 下 へ の ま た は 筋 肉 内 へ の ） に よ っ て ま た は 筋 肉 内 注 射 に よ
っ て 投 与 で き る 。 そ れ ゆ え 例 え ば 、 化 合 物 は 、 適 切 な 重 合 体 材 料 ま た は 疎 水 性 材 料 （ 例 え
ば 、 許 容 で き る 油 脂 中 の 乳 化 液 な ど の ） ま た は イ オ ン 交 換 樹 脂 と と も に 、 ま た は 例 え ば 、
や や 溶 け に く い 塩 な ど の や や 溶 け に く い 誘 導 体 類 と し て 製 剤 化 で き る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】

10

20

30

40

50

(120) JP 2005-514899 A 2005.5.26



　 ス テ ッ プ １ （ す な わ ち 、 遺 伝 子 交 換 ） に て 使 用 し た Ｓ Ａ Ｔ 選 択 可 能 標 識 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す
る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 ｐ Ｒ Ｃ １ ８ － Ａ Ｓ Ｐ 中 の Ｓ Ａ Ｔ 破 壊 カ セ ッ ト
（ disruption cassette） と 相 補 的 な ２ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に 隣 接 す る 領 域 と 相 同 の ６ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増
幅 後 に 産 出 さ れ た ２ ． ２ ｋ ｂ の ｃ ａ ｋ ｒ ｅ ９ △ ： ： Ｓ Ａ Ｔ 破 壊 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び そ の
結 果 得 ら れ る 形 質 転 換 後 の 相 同 性 組 み 換 え に よ る 最 初 の 野 生 型 Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ 対 立 遺 伝 子 の
遺 伝 子 置 換 を 図 ２ に 示 す 。 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 以 下 の 通 り で あ る ： ５ ～ ５ ０ ｎ ｇ の ｐ Ｒ Ｃ １ ８ －
Ａ Ｓ Ｐ 、 １ ０ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ の 各 プ ラ イ マ ー 、 ２ ０ ０ μ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ｍ Ｍ の ト リ ス （ ｐ
Ｈ ８ ． ３ ） 、 １ ． ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 １ 単 位 の Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ ） 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 時 間 は 、 ９ ４ ℃ で ５ 分 間 、 ５ ４ ℃ で １ 分 間 、 ７ ２ ℃
で ２ 分 間 を １ サ イ ク ル 、 ９ ４ ℃ で ４ ５ 秒 間 、 ５ ４ ℃ で ４ ５ 秒 間 、 ７ ２ ℃ で ２ 分 分 間 を 30サ
イ ク ル で あ る 。 Ｂ ｒ ａ ｕ ｎ お よ び Ｊ ｏ ｈ ｎ ｓ ｏ ｎ に よ る カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス に 合 わ せ
た 酢 酸 リ チ ウ ム 法 （ Ｂ ． Ｒ ． Ｂ ｒ ａ ｕ ｎ お よ び Ａ ． Ｄ ． Ｊ ｏ ｈ ｎ ｓ ｏ ｎ の 「 転 写 性 抑 制 Ｔ
Ｕ Ｐ Ｉ に よ る カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 中 の フ ィ ラ メ ン ト 形 成 制 御 」 、 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 、 ２
７ ７ 巻 、 １ ０ ５ ～ １ ０ ９ 頁 、 １ ９ ９ ７ 年 ） を 用 い 、 ３ ０ ℃ お よ び ４ ２ ℃ で の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 時 間 を 短 く し （ そ れ ぞ れ １ 時 間 お よ び ５ 分 間 ） 、 お よ び 形 質 転 換 さ れ る 物 質 量 を よ
り 多 く す る （ エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ た ｃ ａ ｋ ｒ ｅ ９ △ ： ： Ｓ Ａ Ｔ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 ５ ０ μ ｇ ）
な ど 少 し 修 飾 し て 、 形 質 転 換 を 行 っ た 。 ス ト レ プ ト ス ラ イ シ ン （ ４ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含
む Ｙ Ｐ Ｄ 培 地 上 に レ プ リ カ を プ レ ー ト す る 前 に 、 Ｓ Ａ Ｔ の 発 現 の た め に プ レ イ ン キ ュ ベ ー
ト 時 間 を 与 え る よ う に 、 形 質 転 換 細 胞 を Ｙ Ｐ Ｄ プ レ ー ト 上 に 塗 布 し て ３ ０ ℃ で 終 夜 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 ス ト レ プ ト ス ラ イ シ ン － 耐 性 コ ロ ニ ー を ３ ６ 時 間 後 検 出 し 、 Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９
お よ び ｃ ａ ｋ ｒ ｅ ９ △ ： ： Ｓ Ａ Ｔ 対 立 遺 伝 子 の 両 方 を 増 幅 す る 適 切 な プ ラ イ マ ー を 用 い る
Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ り 、 ｃ ａ ｋ ｒ ｅ ９ △ ： ： Ｓ Ａ Ｔ ／ Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ ヘ テ ロ 接 合 型 を 同 定 し た 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 ス テ ッ プ ２ （ す な わ ち 、 プ ロ モ ー タ ー 置 換 ） に て 使 用 す る 条 件 付 き プ ロ モ ー タ ー を Ｐ Ｃ
Ｒ 増 幅 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 ｐ Ｂ Ｓ Ｋ － Ｈ Ｔ ４ 中 の Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３
－ 標 識 テ ト ラ サ イ ク リ ン 制 御 プ ロ モ ー タ ー カ セ ッ ト に 相 補 的 な ２ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 お
よ び 転 写 開 始 点 お よ び Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の ヌ ク レ オ チ ド １ ～ ６
５ に 関 す る 、 － ２ ７ ０ か ら － ２ ０ ５ の プ ロ モ ー タ ー 領 域 と 相 同 な ６ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。 得 ら れ た ２ ． ２ ｋ ｂ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 ス テ ッ プ １ に て 生 成 し た ｃ ａ ｋ ｒ ｅ ９ △ ： ：
Ｓ Ａ Ｔ ／ Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ ヘ テ ロ 接 合 型 株 で あ っ て Ｙ Ｎ Ｂ 寒 天 上 に 選 択 さ れ た Ｈ ｉ ｓ ＋ 形 質 転
換 体 に 形 質 転 換 し た 。 ｃ ａ ｋ ｒ ｅ ９ △ ： ： Ｓ Ａ Ｔ 対 立 遺 伝 子 お よ び Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ － Ｔ ｅ ｔ
－ Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ 対 立 遺 伝 子 の 両 方 を 含 む ボ ナ フ ァ イ ド Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ 　 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を Ｐ Ｃ
Ｒ 分 析 に よ り 決 定 し た 。 典 型 的 に は 、 所 定 の 薬 剤 標 的 の 最 終 表 現 型 を 正 確 に 決 定 す る た め
に 、 ２ つ の 独 立 し た Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 構 築 し 評 価 す る 。 最 終 表 現 型 は 、 必 須 遺 伝 子 の 遺 伝 子
産 物 が 無 い こ と に よ り 引 き 起 こ さ れ る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】

　 得 ら れ た Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の 最 終 表 現 型 を ３ 種 の 独 立 し た 方 法 で 評 価 し た 。 最 初 に 、 Ｙ Ｎ Ｂ
プ レ ー ト お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 む 、 Ｙ Ｎ Ｂ プ レ ー ト の 両 方 に お よ
そ １ ． ０ × １ ０ ６ 細 胞 を ス ト リ ー キ ン グ し 、 室 温 で ４ ８ 時 間 後 の 増 殖 速 度 を 比 較 し て 、 Ｃ
ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ 　 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の 最 終 表 現 型 を 素 早 く 決 定 し た 。 Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ な ど の 必 須 遺 伝
子 で は 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン の 存 在 下 で 有 意 な 増 殖 は 検 出 さ れ な い 。 第 ２ の 手 段 と し て 、 テ
ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー 制 御 標 的 遺 伝 子 の 発 現 の た め に 通 常 必 要 で あ る ト ラ ン ス ア ク
チ ベ ー タ ー 遺 伝 子 を （ 目 標 と す る 組 み 込 み が 行 わ れ て い る 間 に 形 成 さ れ る Ｃ ａ Ｌ Ｅ Ｕ ２ 配
列 複 製 間 の 組 換 え に よ り ） 切 除 し た ｕ ｒ ａ － 細 胞 を 選 択 す る た め に 、 ６ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の
５ － フ ル オ ロ オ ロ チ ン 酸 （ ５ Ｆ Ｏ Ａ ） お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ウ リ ジ ン を 含 む カ ザ ミ ノ
酸 プ レ ー ト 上 に Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ 　 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を ス ト リ ー キ ン グ す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 の
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6.　 実 施 例
6.1　 Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ の 修 飾 対 立 遺 伝 子 を 含 む Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の 構 築

6.2　 Ｃ ａ Ｋ Ｒ Ｅ ９ 　 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の 表 現 型 決 定



必 須 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 再 び 、 こ の よ う な 条 件 下 必 須 で な い Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 は 盛 ん
に 増 殖 す る の に 対 し て 、 必 須 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 は 増 殖 し な い 。 テ ト ラ サ イ ク リ ン が 欠 乏 し て い
る か ま た は １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の テ ト ラ サ イ ク リ ン を 補 足 し た か の 何 れ か の ５ ． ０ ｍ ｌ の Ｙ
Ｎ Ｂ 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 終 夜 で の 培 養 ２ ． ０ × １ ０ ３ 細 胞 ／ ｍ ｌ を 用 い 、 そ し て ３ ０
℃ で ２ ４ お よ び ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 の 吸 光 度 （ Ｏ ． Ｄ ． ６ ０ ０ ） を 測 定 し て 、
必 須 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 に 関 連 す る 最 終 表 現 型 の 定 量 的 評 価 を 行 っ た 。 典 型 的 に は 、 必 須 Ｇ Ｒ Ａ
Ｃ Ｅ 株 に お い て 、 ４ ８ 時 間 後 に 吸 光 度 の 有 意 な 増 加 は 検 出 さ れ な い 。 示 さ れ た 必 須 遺 伝 子
に 対 す る 細 胞 死 （ 殺 傷 性 の （ cidal） ） 最 終 表 現 型 と 増 殖 抑 制 （ 静 菌 性 の (static)） 最 終
表 現 型 と の 間 の 区 別 は 、 イ ン キ ュ ベ ー ト ２ ４ お よ び ４ ８ 時 間 後 の 上 記 テ ト ラ サ イ ク リ ン －
処 置 培 養 か ら （ Ｔ ＝ ０ で ２ × １ ０ ３ 個 の 洗 浄 し た 細 胞 相 当 体 か ら の 多 く の コ ロ ニ ー 形 成 単
位 （ Ｃ Ｆ Ｕ ） の 数 に よ り 判 断 し て ） 、 生 細 胞 の 割 合 を 決 定 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 殺 傷
性 の 最 終 表 現 型 を 産 出 す る 必 須 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 は 、 抑 制 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 生
細 胞 の 割 合 が 低 下 （ す な わ ち 、 ＜ ２ × １ ０ ３ Ｃ Ｆ Ｕ ） し て い る こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】

　 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 細 胞 全 体 の ア ッ セ イ に お け る 標 的 レ ベ ル 発 現 の 有 用 性 を 示
す た め に 、 ３ － ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル （ ３ － Ａ Ｔ ） に 対 す る 選 択 性 に 関 し て 、 Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３
ヘ テ ロ 接 合 型 株 と テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー － 制 御 Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ 　 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の 両
方 を 、 野 生 型 （ 二 倍 体 ） Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ 株 と 比 較 し た （ 図 ６ ） 。 ３ － Ａ Ｔ は Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ に
よ り コ ー ド 化 さ れ る 酵 素 で あ る リ ン 酸 イ ミ ダ ゾ ー ル グ リ セ ロ ー ル デ ヒ ド ラ タ ー ゼ の 拮 抗 阻
害 剤 で あ り 、 薬 剤 お よ び 薬 剤 標 的 そ れ ぞ れ に 対 す る モ デ ル と し て 共 に 用 い る 。 テ ト ラ サ イ
ク リ ン プ ロ モ ー タ ー に よ り 維 持 さ れ る Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ の 構 成 性 発 現 レ ベ ル に よ り な さ れ る 過
剰 発 現 は 、 野 生 型 お よ び Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ ヘ テ ロ 接 合 型 株 の 両 方 の 増 殖 を 完 全 に 阻 害 す る の に
充 分 な レ ベ ル で ３ － Ａ Ｔ 耐 性 を 与 え る （ 図 ６ Ａ ） 。 観 察 さ れ た 表 現 型 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 に よ り 決 定 さ れ た Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ の ７ ． ５ 倍 の 予 測 さ れ た 過 剰 発 現 を 考 慮 し て 予 測 さ
れ た も の と 一 致 し て い る （ 図 ５ 参 照 ） 。 ヘ テ ロ 接 合 型 Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ 株 は 、 野 生 型 ま た は テ
ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 過 剰 生 産 Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ 株 の 何 れ に も 著 し い 効 果 が な
い 、 中 間 体 で あ る ３ － Ａ Ｔ 濃 度 に 対 し て 高 め ら れ た 感 応 性 を 示 す （ 図 ６ Ｂ ） 。 ３ － Ａ Ｔ に
対 す る 特 異 な 感 受 性 の た め に 評 価 し た 第 ３ の Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ 発 現 レ ベ ル は 、 通 常 は 完 全 に 除
外 す る た め に 用 い ら れ る テ ト ラ サ イ ク リ ン が ０ ． １ ％ で あ る 閾 値 濃 度 を 用 い て 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ
Ｅ 　 Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ 株 の 部 分 的 抑 制 に よ り 生 じ た 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 こ の Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ 発 現 レ ベ ル は 、 生 存 可 能 た め に 必 要 な 最 低 発 現 レ ベ ル を 表 し 、 予 測 さ
れ る よ う に 、 中 間 の ３ － Ａ Ｔ 濃 度 で ヘ テ ロ 接 合 型 Ｃ ａ Ｈ Ｉ Ｓ ３ 株 に 相 対 し て 高 め ら れ た 薬
剤 感 受 性 を 示 し て い る （ 図 ６ Ｃ ） 。 同 様 に 、 フ ル コ ナ ゾ ー ル お よ び ツ ニ カ マ イ シ ン に 対 す
る Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 － 特 異 的 薬 剤 抵 抗 性 お よ び 感 受 性 表 現 型 は 、 こ れ ら そ れ ぞ れ に つ い て 知 ら
れ て い る 薬 剤 標 的 、 Ｃ ａ Ｅ Ｒ Ｇ １ １ お よ び Ｃ ａ Ａ Ｌ Ｇ ７ 、 の 発 現 レ ベ ル が 増 加 す る こ と お
よ び 減 少 す る こ と に よ り 示 さ れ て き た 。 こ れ ら の 結 果 を ま と め る と 、 ３ 種 の 異 な る 発 現 レ
ベ ル が カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 集 団 を 用 い て 達 成 さ れ 、 そ し て こ れ ら は 知 ら
れ て い る 薬 剤 お よ び こ れ ら 知 ら れ て い る 薬 剤 標 的 の 間 の 予 測 さ れ た 薬 剤 感 受 性 表 現 型 を 示
す こ と が 明 示 さ れ る 。 更 に は 、 こ れ ら の 実 験 は 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 を 用 い て 確 認 さ れ た こ れ ら
の 新 規 な 薬 剤 標 的 に 対 す る 新 規 な 抗 真 菌 性 化 合 物 を 同 定 す る た め に 、 病 原 体 内 で 合 成 さ れ
た 標 的 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル が 、 全 細 胞 ア ッ セ イ に 基 づ く 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ に 如 何 に は っ
き り 直 接 適 応 す る か を 明 確 に 示 し て い る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】

　 標 的 経 路 と は 、 １ つ 以 上 の 経 路 の 成 分 （ 例 え ば 、 酵 素 、 情 報 伝 達 分 子 な ど ） が 、 本 発 明
の 方 法 に よ り 決 定 さ れ る 薬 剤 標 的 で あ る 、 遺 伝 経 路 ま た は 生 化 学 経 路 で あ る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
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6.3　 細 胞 全 体 の ア ッ セ イ に お け る 標 的 レ ベ ル 変 化

6.4　 標 的 経 路 の 同 定

6.4.1　 ア ッ セ イ の た め の Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 貯 蔵 物 の 調 製



　 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 一 定 の 細 胞 源 を 得 る た め に 、 宿 主 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の 凍 結 貯 蔵 物 を
標 準 の 微 生 物 学 技 術 を 用 い て 調 製 し た 。 例 え ば 、 細 胞 増 殖 の た め の 栄 養 物 お よ び Ｇ Ｒ Ａ Ｃ
Ｅ 株 が そ れ に 対 す る 抵 抗 力 を 付 与 す る 遺 伝 子 を 含 む 抗 生 物 質 を 含 む 寒 天 プ レ ー ト 上 に 最 初
の 貯 蔵 物 サ ン プ ル を ス ト リ ー キ ン グ す る こ と に よ り 、 微 生 物 の 単 一 ク ロ ー ン を 単 離 す る こ
と が で き る 。 終 夜 で 増 殖 さ せ た 後 、 単 離 し た コ ロ ニ ー を 無 菌 針 を 用 い て プ レ ー ト か ら 取 り
出 し 、 そ し て Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 が そ れ に 対 し て 抵 抗 力 を 持 つ 抗 生 物 質 が 含 ま れ る 適 切 な 液 体 増
殖 培 地 に 移 す 。 指 数 関 数 的 増 殖 で 株 を 産 出 す る 適 切 な 増 殖 条 件 下 で 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。 細 胞 は 標 準 の 技 術 を 用 い て 凍 結 す る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】

　 ア ッ セ イ を 行 う 前 に 、 貯 蔵 バ イ ア ル を 冷 凍 庫 か ら 取 り 出 し 、 素 早 く 解 凍 し 、 そ し て 細 胞
増 殖 の た め の 栄 養 素 お よ び Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 が そ れ に 対 し て 抵 抗 力 を 付 与 す る 遺 伝 子 を 含 む 抗
生 物 質 を 含 む 寒 天 プ レ ー ト 上 に 培 養 液 を 1ル ー プ 分 だ け ス ト リ ー キ ン グ す る 。 終 夜 で 増 殖
さ せ た 後 、 無 作 為 に 選 択 し 単 離 し た コ ロ ニ ー を 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 が そ れ に 対 し て 抵 抗 力 を 与
え る 遺 伝 子 を 含 む 抗 生 物 質 を 含 む 培 地 を 含 む 無 菌 チ ュ ー ブ に プ レ ー ト （ 無 菌 種 菌 ル ー プ ）
か ら 移 す 。 均 一 の 細 胞 懸 濁 液 を 形 成 す る た め に 激 し く 攪 拌 し た 後 、 懸 濁 液 の 吸 光 度 を 測 定
し 、 そ し て 必 要 で あ れ ば 、 懸 濁 液 の 一 部 を 培 地 と 抗 生 物 質 と を 含 む 第 ２ の チ ュ ー ブ 中 に 希
釈 す る 。 そ し て 細 胞 が ア ッ セ イ に 使 用 す る た め に 適 切 な 吸 光 度 に な る ま で 培 養 液 を イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】

　 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の 真 菌 の 繁 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 に 結 合 し て い る 調 節 可 能
な プ ロ モ ー タ ー の た め の イ ン デ ュ ー サ ー ま た は リ プ レ ッ サ ー の ２ 倍 希 釈 群 を 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ
株 が そ れ に 対 す る 抵 抗 力 を 与 え る 遺 伝 子 を 含 む 適 切 な 抗 生 物 質 を 含 む 培 養 液 中 で 発 生 さ せ
る 。 多 く の 培 地 を 横 に 並 べ て 試 験 し 、 そ れ ぞ れ の 培 地 中 そ れ ぞ れ の 濃 度 で イ ン デ ュ ー サ ー
ま た は リ プ レ ッ サ ー の 効 果 を 評 価 す る た め に ３ か ら ４ の ウ ェ ル を 用 い る 。 等 容 量 の 試 験 培
地 － イ ン デ ュ ー サ ー ま た は リ プ レ ッ サ ー お よ び Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 、 ３ ８ ４ ウ ェ ル の マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 加 え 、 混 合 す る 。 細 胞 を 上 述 の よ う に 調 製 し 、 試 験 抗 生 物 質
を 含 む 適 切 な 培 地 中 に 希 釈 し た 後 、 直 ち に マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル に 添 加 す る 。
対 照 と し て 、 イ ン デ ュ ー サ ー ま た は リ プ レ ッ サ ー を 含 ま な い そ れ ぞ れ の 培 地 の 多 く の ウ ェ
ル に も 細 胞 を 添 加 す る 。 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 監 視 す る こ と に よ り 、 イ ン キ ュ ベ ー ト に よ る 細
胞 増 殖 を 常 時 監 視 す る 。 イ ン デ ュ ー サ ー ま た は リ プ レ ッ サ ー の そ れ ぞ れ の 濃 度 に よ り 引 き
起 こ さ れ る 増 殖 抑 制 の 割 合 を 、 イ ン デ ュ ー サ ー ま た は リ プ レ ッ サ ー の な い 培 地 中 で の 細 胞
増 殖 に よ り 示 さ れ る 増 殖 に 対 し て 対 数 増 殖 速 度 を 比 較 す る こ と に よ り 算 出 す る 。 イ ン デ ュ
ー サ ー ま た は リ プ レ ッ サ ー に 最 も 高 い 感 受 性 を 有 す る 培 地 を 、 以 下 に 示 す ア ッ セ イ で 使 用
す る た め に 選 択 す る 。
【 ０ ３ ９ １ 】

　 知 ら れ た 作 用 機 構 の 抗 生 物 質 の ２ 倍 希 釈 群 を 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 維 持 す る た め に 使 用 す る
抗 生 物 質 を 用 い て 補 足 し た ア ッ セ イ を さ ら に 開 発 す る た め に 選 択 し た 培 養 液 中 で 発 生 さ せ
る 。 異 な る 経 路 で 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る 試 験 抗 生 物 質 の 集 合 を 、 そ れ ぞ れ の 濃 度 で
細 胞 増 殖 に 対 す る 試 験 抗 生 物 質 の 効 果 を 評 価 す る た め に 用 い ら れ て い る ３ か ら ４ の ウ ェ ル
を と 横 に 並 べ て 試 験 す る 。 等 容 量 の 試 験 抗 生 物 質 お よ び 細 胞 を 、 ３ ８ ４ ウ ェ ル の マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 加 え 、 混 合 す る 。 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 維 持 す る た め に 必 要 な 抗 生
物 質 を 用 い て 補 足 し た ア ッ セ イ 開 発 の た め に 選 択 し た 培 地 を 用 い て 、 細 胞 を 上 述 の よ う に
調 製 し 、 同 一 の 培 地 に 希 釈 し た 後 、 直 ち に マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル に 添 加 す る 。
対 照 と し て 、 抗 生 物 質 が 欠 乏 し て い る が 、 抗 生 物 質 を 溶 解 す る た め に 用 い た 溶 剤 は 含 ん で
い る 多 く の ウ ェ ル に も 細 胞 を 添 加 す る 。 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 監 視 す る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト リ ー ダ ー 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 細 胞 増 殖 を 常 時 監 視 す る 。 抗 生 物 質 の そ

10

20

30

40

50

(123) JP 2005-514899 A 2005.5.26

6.4.2　 ア ッ セ イ に 使 用 す る た め の Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の 増 殖

6.4.3　 ア ッ セ イ に 使 用 す る 培 地 の 選 択

6.4.4　 標 的 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル が 律 速 で な い Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 に お け る 試 験 抗 生 物 質 感 受 性
の 測 定



れ ぞ れ の 濃 度 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 増 殖 抑 制 の 割 合 を 、 抗 生 物 質 の な い 培 地 中 で の 細 胞 増
殖 に よ り 示 さ れ る 増 殖 に 対 し て 対 数 増 殖 速 度 を 比 較 す る こ と に よ り 算 出 す る 。 log［ 抗 生
物 質 濃 度 ］ に 対 す る 抑 制 割 合 の プ ロ ッ ト か ら 、 そ れ ぞ れ の 抗 生 物 質 に つ い て の IC 5 0 値 を 推
定 す る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】

　 ア ッ セ イ に 使 用 す る た め に 選 択 し た 培 養 液 に 、 上 述 の よ う に 所 望 量 だ け 細 胞 増 殖 を 抑 制
す る こ と が 示 さ れ て い る 濃 度 で 、 イ ン デ ュ ー サ ー ま た は リ プ レ ッ サ ー 並 び に Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株
を 維 持 す る た め に 用 い る 抗 生 物 質 を 補 足 す る 。 上 記 で 用 い た 試 験 抗 生 物 質 の パ ネ ル の ２ 倍
希 釈 群 を 、 こ れ ら そ れ ぞ れ の 培 地 中 で 発 生 さ せ る 。 そ れ ぞ れ の 濃 度 で 細 胞 増 殖 に 対 す る 抗
生 物 質 の 効 果 を 評 価 す る た め に 用 い る ３ か ら ４ の ウ ェ ル と と も に 、 多 く の 抗 生 物 質 を そ れ
ぞ れ の 培 地 中 で 横 に 並 べ て 試 験 す る 。 等 容 量 の 試 験 抗 生 物 質 お よ び 細 胞 を 、 ３ ８ ４ ウ ェ ル
の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 加 え 、 混 合 す る 。 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 維 持 す る た め に
必 要 な 抗 生 物 質 を 用 い て 補 足 し た ア ッ セ イ に 使 用 す る た め に 選 択 し た 培 地 を 用 い て 、 細 胞
を 上 述 の よ う に 調 製 す る 。 所 望 量 だ け 細 胞 増 殖 を 抑 制 す る こ と が 示 さ れ て い る イ ン デ ュ ー
サ ー 濃 度 を 含 む 同 一 の 培 地 の ２ 分 割 に １ ： １ ０ ０ で 細 胞 を 希 釈 し 、 そ し て 適 切 な 増 殖 条 件
下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 を 維 持 す る た め に 用 い ら れ る イ ン デ ュ ー サ ー お よ
び 抗 生 物 質 を 同 一 濃 度 で 補 足 し た 加 温 殺 菌 培 地 中 に 希 釈 す る こ と に よ り 適 切 な 吸 光 度 に 培
養 液 を 調 整 し た 後 、 直 ち に マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル に 添 加 す る 。 対 照 と し て 、 抗
生 物 質 を 含 ん で は い な い が 、 試 験 抗 生 物 質 を 溶 解 す る た め に 用 い た 溶 剤 は 含 ん で い る 多 く
の ウ ェ ル に も 細 胞 を 添 加 す る 。 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 監 視 す る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー
ダ ー 中 で 適 切 な 増 殖 条 件 下 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 細 胞 増 殖 を 常 時 監 視 す る 。 抗
生 物 質 の そ れ ぞ れ の 濃 度 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 増 殖 抑 制 の 割 合 を 、 抗 生 物 質 の な い 培 地 中
で の 細 胞 増 殖 に よ り 示 さ れ る 増 殖 に 対 し て 対 数 増 殖 速 度 を 比 較 す る こ と に よ り 算 出 す る 。
log［ 抗 生 物 質 濃 度 ］ に 対 す る 抑 制 割 合 の プ ロ ッ ト か ら 、 そ れ ぞ れ の 抗 生 物 質 に つ い て の I
C 5 0 値 を 推 定 す る 。
【 ０ ３ ９ ３ 】

　 真 菌 の 繁 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 レ ベ ル が 律 速 で あ る 場 合 ま た は 律 速
で な い 場 合 の 条 件 で 、 作 用 機 構 が 知 ら れ て い る 抗 生 物 質 に よ り 発 生 し た IC 5 0 の 比 較 に よ り
、 真 菌 の 繁 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 が 存 在 す る 経 路 の 同 定 が 可 能 に な る
。 真 菌 の 繁 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 を 律 速 す る レ ベ ル で 発 現 す る 細 胞 が
、 特 定 の 経 路 で 作 用 す る 抗 生 物 質 に 選 択 的 に 感 受 性 が あ る 場 合 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 中 の 調 節 可
能 な プ ロ モ ー タ ー に 結 合 し た 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ る 遺 伝 子 産 物 は 、 抗 生 物 質 が 作 用
す る 経 路 に 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ９ ４ 】

　 上 述 の よ う に 、 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ を 、 試 験 抗 生 物 質 が 作 用 す る 経 路 を 決 定 す る た め
に 用 い る こ と も で き る 。 こ の よ う な 分 析 に お い て 、 Ｇ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 株 の パ ネ ル の 各 メ ン バ ー に
お け る 調 節 可 能 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 遺 伝 子 が 存 在 す る 経 路 は 、 上 述 の よ う に 同 定 さ
れ る 。 真 菌 の 繁 殖 、 毒 性 ま た は 病 原 性 に 必 要 な 、 知 ら れ て い る 生 物 学 的 経 路 に あ る 、 繁 殖
、 毒 性 ま た は 病 原 性 を 必 要 と す る 核 酸 の 転 写 を 指 揮 す る 調 節 可 能 な プ ロ モ ー タ ー を そ れ ぞ
れ 含 む 細 胞 の パ ネ ル を 、 試 験 抗 生 物 質 と 接 触 さ せ る 。 該 抗 生 物 質 に つ い て は 、 核 酸 の 遺 伝
子 産 物 が 律 速 で あ る か ま た は 律 速 で な い 条 件 下 に 作 用 す る 経 路 を 決 定 す る こ と が 望 ま し い
。 高 め ら れ た 感 受 性 が 、 遺 伝 子 産 物 が 特 定 の 経 路 に あ る 遺 伝 子 産 物 に 対 し て 律 速 で あ る 細
胞 内 で 観 察 さ れ る が 、 他 の 経 路 に あ る 遺 伝 子 産 物 を 律 速 レ ベ ル で 発 現 す る 細 胞 内 で は 観 察
さ れ な い 場 合 、 試 験 抗 生 物 質 は 、 高 め ら れ た 感 受 性 が 観 察 さ れ る 経 路 に 作 用 し て い る 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 引 用 し た 全 て の 参 考 文 献 を 、 個 々 の 刊 行 物 ま た は 特 許 ま た は 特 許 出 願 が そ
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6.4.6　 試 験 抗 生 物 質 の 特 異 性 の 測 定

6.4.7　 試 験 抗 生 物 質 が 作 用 す る 経 路 の 同 定



の 全 て を 特 定 し て か つ 個 別 に 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る こ と を 指 示 し た 場 合 と 同
程 度 に 、 あ ら ゆ る 目 的 の た め に そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る も の と す る
。
【 ０ ３ ９ ６ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 特 定 の 実 施 形 態 の 範 囲 に 制 限 さ れ る も の で は な い 。 実 際
、 本 明 細 書 に 記 載 し た も の に 加 え て 本 発 明 の 多 く の 改 変 が 、 前 述 の 記 載 お よ び 添 付 し て い
る 図 面 か ら 当 業 者 に 明 ら か に な る で あ ろ う 。 こ の よ う な 改 変 は 添 付 し た 特 許 請 求 の 範 囲 の
見 地 内 で あ る こ と を 意 図 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ９ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） に お け る 遺 伝 子 破 壊 の た
め の URAブ ラ ス タ ー 法 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 遺 伝 子 (CaKRE9)の 一 方 の 対 立 遺 伝 子 の 遺 伝 子 破 壊 の 構 築 、 お よ び 異 種 プ
ロ モ ー タ ー に よ る 条 件 付 き の 調 節 制 御 下 に も う 一 方 の 対 立 遺 伝 子 を 置 く 、 該 標 的 遺 伝 子 の
も う 一 方 の 対 立 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 置 換 を 行 う GRACE法 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 GRACE技 術 を 用 い た 、 KRE1、 KRE5、 KRE6お よ び KRE9の 条 件 付 き 遺 伝 子 発
現 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 GRACE技 術 を 用 い た 、 CaKRE1、 CaTUB1、 CaALG7、 CaAUR1、 CaFKS1お よ び C
aSAT2の 条 件 付 き 遺 伝 子 発 現 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 非 抑 制 条 件 下 で の 発 現 の 上 昇 を 示 す た め の 、 GRACE株 か ら 単 離 し た CaHIS
3、 CaALR1、 CaCDC24お よ び CaKRE9の mRNAの ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 3-ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル (3-AT)の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で の 野 生 型 二 倍 体 Ca
HIS3株 の 増 殖 と 比 較 し た CaHIS3ヘ テ ロ 接 合 体 株 お よ び テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー 制 御
CaHIS3 GRACE株 の 増 殖 を 示 す 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 図 ６ Aは 、 阻 害 レ ベ ル の 3-ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル の 存 在 下 で の 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ
ー タ ー 制 御 イ ミ ダ ゾ ー ル グ リ セ ロ ー ル リ ン 酸 デ ヒ ド ラ タ ー ゼ を 構 成 的 に 発 現 す る CaHIS3 G
RACE株 と 比 較 し た 、 野 生 型 株 お よ び CaHIS3ヘ テ ロ 接 合 体 株 の 増 殖 を 示 す 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
　 図 ６ Bは 、 中 間 レ ベ ル の 3-ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル の 存 在 下 で の 、 野 生 型 株 、 ハ プ ロ イ ン サ
フ ィ シ エ ン ト (haploinsufficient)CaHIS3ヘ テ ロ 接 合 体 株 、 お よ び テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ
モ ー タ ー 制 御 イ ミ ダ ゾ ー ル グ リ セ ロ ー ル リ ン 酸 デ ヒ ド ラ タ ー ゼ を 構 成 的 に 発 現 す る CaHIS3
 GRACE株 、 の 増 殖 を 示 す 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 図 ６ Cは 、 中 間 レ ベ ル の 3-ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル の 存 在 下 で の 、 野 生 型 株 、 一 倍 体 不 全 （
ハ プ ロ イ ン サ フ ィ シ エ ン ト ： haploinsufficient） CaHIS3ヘ テ ロ 接 合 体 株 、 お よ び テ ト ラ
サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー 制 御 イ ミ ダ ゾ ー ル グ リ セ ロ ー ル リ ン 酸 デ ヒ ド ラ タ ー ゼ を 最 少 量 で
発 現 す る CaHIS3 GRACE株 、 の 増 殖 を 示 す 。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 図 ６ Dは 、 中 間 レ ベ ル の 3-ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル の 存 在 下 で の 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ
ー タ ー 制 御 イ ミ ダ ゾ ー ル グ リ セ ロ ー ル リ ン 酸 デ ヒ ド ラ タ ー ゼ を 最 少 量 で 発 現 す る CaHIS3 G
RACE株 の 高 感 受 性 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

(126) JP 2005-514899 A 2005.5.26



【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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重要的。靶基因的核苷酸序列可用于各种药物发现。重组蛋白的表达，杂交测定和核酸阵列的构建等。由必需基因编码的蛋白质，
以及使用包含必需基因的修饰的等位基因遗传操作的细胞的各种筛选方法的使用也包括在本发明所涵盖。
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