
(57)【要約】
脳組織内でのカルシウムシグナル伝達のモジュレーターとしての活性について薬剤をスク
リーニングする方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 細 胞 ま た は 組 織 を DARPP-21の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 薬 剤 と 接 触 さ せ て 、 シ グ ナ ル
伝 達 経 路 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と を 含 ん で な る 、 細 胞 ま た は 組 織 内 で DARPP-21の 生 物 活 性
を モ ジ ュ レ ー ト す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 薬 剤 が DARPP-21の リ ン 酸 化 状 態 を 変 化 さ せ る も の で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 薬 剤 が DARPP-21/カ ル モ ジ ュ リ ン 複 合 体 の 形 成 を 変 化 さ せ る も の で あ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ド ー パ ミ ン 関 連 疾 患 を 予 防 、 治 療 、 ま た は そ の 症 状 を 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 そ れ ら を
必 要 と し て い る 被 験 者 に DARPP-21の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を 含
ん で な る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 薬 剤 が DARPP-21の リ ン 酸 化 状 態 を 変 化 さ せ る も の で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 薬 剤 が DARPP-21/カ ル モ ジ ュ リ ン 複 合 体 の 形 成 を 変 化 さ せ る も の で あ る 、 請 求 項 ４
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 細 胞 ま た は 組 織 に お け る カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る 活 性 に つ い て 薬 剤
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て ：
　 (a)　 細 胞 ま た は 組 織 の 第 1の サ ン プ ル に お け る DARPP-21の 第 1の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定
す る こ と ；
　 (b)　 細 胞 ま た は 組 織 の 第 2の サ ン プ ル を 、 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 能 力 に つ
い て 試 験 す べ き 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と ；
　 (c)　 該 細 胞 ま た は 組 織 に お け る DARPP-21の 第 2の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 す る こ と ； お よ
び
　 (d)　 第 1お よ び 第 2の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 比 較 す る が 、 こ こ で そ れ ら の レ ベ ル の 差 は 、 該
薬 剤 が DARPP-21リ ン 酸 化 を モ ジ ュ レ ー ト し 、 ひ い て は カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ
ー ト す る こ と を 示 す こ と 、
を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 細 胞 ま た は 組 織 に お け る カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る 活 性 に つ い て 薬 剤
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て ：
　 (a)　 細 胞 ま た は 組 織 の サ ン プ ル を 、 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 能 力 に つ い て
試 験 す べ き 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と ；
　 (c)　 (a)の 細 胞 ま た は 組 織 中 に お け る DARPP-21の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 す る こ と ； お よ
び
　 (d)　 (c)で 測 定 し た レ ベ ル を 、 該 薬 剤 と 接 触 さ せ な か っ た 対 応 す る 細 胞 ま た は 組 織 の 対
照 サ ン プ ル で の レ ベ ル と 比 較 す る が 、 こ こ で そ れ ら の レ ベ ル の 差 は 、 該 薬 剤 が DARPP-21リ
ン 酸 化 を モ ジ ュ レ ー ト し 、 ひ い て は カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と を 示
す こ と 、
を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 細 胞 ま た は 組 織 が 脳 の 細 胞 ま た は 組 織 で あ る 、 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ I(CaMKI)ま た は プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 2B(カ ル シ ニ
ュ ー リ ン )の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て 、 同 定 さ れ た 薬 剤 を 試 験 す る こ と
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 細 胞 ま た は 組 織 に お け る カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て 試 験
す べ き 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ：
　 (a)　 DARPP-21と 薬 剤 を 、 DARPP-21と 結 合 さ せ る の に 十 分 な 時 間 に わ た り 接 触 さ せ る こ
と ；
　 (b)　 結 合 し て い な い 薬 剤 を 洗 っ て 除 去 す る こ と ； お よ び
　 (c)　 DARPP-21に 結 合 し た 薬 剤 の 存 在 を ア ッ セ イ し 、 こ こ で 該 薬 剤 が DARPP-21と 結 合 す
る な ら ば 、 次 に カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て 試 験 す べ き 薬 剤
が 同 定 さ れ る こ と 、
を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 同 定 さ れ た 薬 剤 を 、 DARPP-21、 カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ I(CaMKI)、 ま た は プ ロ テ
イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 2B(カ ル シ ニ ュ ー リ ン )の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て 試
験 す る こ と を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 細 胞 内 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る 活 性 に つ い て 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 方 法 で あ っ て ：
　 (a)　 薬 剤 の 不 在 下 で DARPP-21と カ ル モ ジ ュ リ ン を 含 ん だ タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア
ッ セ イ を 行 う こ と ；
　 (b)　 薬 剤 の 存 在 下 で DARPP-21と カ ル モ ジ ュ リ ン を 含 ん だ タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア
ッ セ イ を 行 う こ と ；
　 (c)　 ス テ ッ プ (a)で の DARPP-21と カ ル モ ジ ュ リ ン の 結 合 の レ ベ ル を ス テ ッ プ (b)で の 同
レ ベ ル と 比 較 す る が 、 こ こ で そ の 結 合 レ ベ ル の 差 は 、 該 薬 剤 が 細 胞 内 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル
伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と を 示 す こ と 、
を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 細 胞 内 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る 活 性 に つ い て 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 方 法 で あ っ て ：
　 (a)　 薬 剤 の 存 在 下 で DARPP-21と カ ル モ ジ ュ リ ン を 含 ん だ タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア
ッ セ イ を 行 う こ と ；
　 (b)　 ス テ ッ プ (a)で の DARPP-21と カ ル モ ジ ュ リ ン の 結 合 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と ； お よ
び
　 (c)　 (c)に お け る そ の レ ベ ル を 、 該 薬 剤 の 不 在 下 で 行 っ た 対 応 す る 対 照 の タ ン パ ク 質 -
タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ で の 結 合 の レ ベ ル と 比 較 し 、 こ こ で そ の 結 合 レ ベ ル の 差 は 該 薬 剤
が 細 胞 内 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と を 示 す こ と 、
を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 同 定 さ れ た 薬 剤 を カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ I(CaMKI)ま た は プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 2B(カ ル シ ニ ュ ー リ ン )の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て 試 験 す る こ と を さ
ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 DARPP-21と の 結 合 が カ ル モ ジ ュ リ ン に よ っ て 阻 害 ま た は 増 強 さ れ る 候 補 DARPP-21結 合 タ
ン パ ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て ：
　 (a)　 カ ル モ ジ ュ リ ン の 不 在 下 で DARPP-21と 候 補 タ ン パ ク 質 を 含 ん だ タ ン パ ク 質 -タ ン パ
ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 う こ と ；
　 (b)　 カ ル モ ジ ュ リ ン の 存 在 下 で DARPP-21と 候 補 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん だ タ ン パ ク 質 -タ ン
パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 う こ と ；
　 (c)　 ス テ ッ プ (a)で の DARPP-21と 候 補 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を ス テ ッ プ (b)で の 結 合 と 比
較 す る こ と に よ っ て 、 カ ル モ ジ ュ リ ン が そ の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 を 阻 害 す る か 増
強 す る か を 決 定 す る こ と 、
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を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 カ ル モ ジ ュ リ ン と の そ の 結 合 が DARPP-21に よ っ て 阻 害 ま た は 増 強 さ れ る 候 補 カ ル モ ジ ュ
リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て ：
　 (a)　 DARPP-21の 不 在 下 で カ ル モ ジ ュ リ ン と 候 補 タ ン パ ク 質 を 含 ん だ タ ン パ ク 質 -タ ン パ
ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 う こ と ；
　 (b)　 DARPP-21の 存 在 下 で カ ル モ ジ ュ リ ン と 候 補 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん だ タ ン パ ク 質 -タ ン
パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 う こ と ；
　 (c)　 ス テ ッ プ (a)で の カ ル モ ジ ュ リ ン と 候 補 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を ス テ ッ プ (b)で の そ
れ ら の 結 合 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 DARPP-21が タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 を 阻 害 す る
か 増 強 す る か を 決 定 す る こ と 、
を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 同 定 さ れ た 薬 剤 を 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ I(CaMKI)ま た は プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 2B(カ ル シ ニ ュ ー リ ン )の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て 試 験 す る こ と を
さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ６ ま た は １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 DARPP-21が ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 含 む 、 請 求 項 ７ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 DARPP-21が リ ン 酸 化 さ れ て い な い 、 請 求 項 ７ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 DARPP-21が リ ン 酸 化 さ れ て い る 、 請 求 項 ７ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ が 、 酵 母 に お け る 2-ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ ま た は
大 腸 菌 /BCCP 双 方 向 シ ス テ ム を 含 む 、 請 求 項 ７ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ が 、 免 疫 共 沈 ま た は 固 定 化 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質
結 合 ア ッ セ イ を 含 む 、 請 求 項 ７ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 ７ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 細 胞 ま た は 組 織 に お
け る ニ ュ ー ロ ン の カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 同 定 さ れ た 薬 剤 を 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能
力 に つ い て さ ら に 試 験 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ７ 、 ８ 、 １ １ 、 １ ３ 、 ま た は １ ４ の い ず れ
か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 が 酵 素 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 酵 素 が ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ま た は ア デ ニ ル 酸 シ ク
ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ド ー パ ミ ン 関 連 疾 患 が 、 て ん か ん 、 統 合 失 調 症 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 注 意 欠 陥 多 動 障 害 、
う つ 病 、 薬 物 乱 用 、 疼 痛 、 癌 、 卒 中 も し く は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 ま た は
ト ゥ ー レ ッ ト 症 候 群 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2002年 2月 21日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/358,548号 （ こ れ は そ の 全 体 を
参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 み 入 れ る ） に 対 す る 35 U.S.C. § 119(e)に 基 づ く 利 益 を 主 張 す
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る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 第 1に 、 DARPP-21が 関 与 し て い る 神 経 系 の カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ
レ ー ト す る 活 性 に つ い て 、 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 は
、 DARPP-21と カ ル モ ジ ュ リ ン と の 間 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 を 阻 害 ま た は 増 強 さ せ
る 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 、 お よ び カ ル モ ジ ュ リ ン と の そ の 結 合 が DARPP-21に よ っ
て 阻 害 さ れ る か ま た は 増 強 さ れ る 候 補 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 DARPP-21関 連 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 例 え ば 、 ド ー パ ミ ン
作 動 性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 な ど を モ ジ ュ レ ー ト す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 に も 関 す る 。 例
え ば 、 本 発 明 は 、 そ の よ う な シ グ ナ ル 伝 達 経 路 で の DARPP-21の リ ン 酸 化 状 態 、 タ ン パ ク 質
発 現 レ ベ ル 、 お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 方 法 お よ び 組 成 物
に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 例 え ば 、 DARPP-21/カ ル モ ジ ュ リ ン 複 合 体 の 形 成 を モ ジ ュ レ ー
ト す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ り 、 ド ー パ ミ ン 関 連 疾 患 を 予 防 、 治 療 、 ま た は そ の 症 状 を
改 善 す る 組 成 物 お よ び 方 法 に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 神 経 伝 達 物 質 、 ホ ル モ ン 、 薬 物 、 お よ び 細 胞 の 脱 分 極 な ど の 種 々 の 刺 激 へ の 応 答 と し て
の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル の 上 昇 は 全 て の 細 胞 に あ ま ね く 見 ら れ る も の で あ る 。 神 経 の カ
ル シ ウ ム 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 は 記 憶 の 獲 得 、 て ん か ん 、 お よ び 脳 虚 血 の よ う な 重 要 か つ 様
々 な 各 種 の 生 理 学 的 お よ び 病 理 学 的 プ ロ セ ス に 関 与 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 神 経 伝 達 物 質 の ド ー パ ミ ン を 利 用 し て い る 細 胞 ネ ッ ト ワ ー ク 中 の 細 胞 な ど の 中 枢 神 経 系
(CNS)の 特 定 の 細 胞 中 で は 、 cAMP依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は ド ー パ ミ ン 、 セ ロ ト ニ ン 、 オ
ピ エ ー ト 、 お よ び そ の 他 の 薬 剤 に 応 答 し て 活 性 化 さ れ る (Greengard(2000), Science 294:
1024-1029)。 例 え ば 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 注 意 欠 陥 多 動 障 害 (ADHD)、 統 合 失 調 症 、 お よ び 薬
物 乱 用 な ど の 多 数 の 疾 患 が 、 こ の CNSの ド ー パ ミ ン 作 動 性 細 胞 ネ ッ ト ワ ー ク と 密 接 に 関 連
し て い る 。 カ ル シ ウ ム -シ グ ナ ル 伝 達 経 路 と cAMP依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 間 の 相 互 作 用
の 分 子 的 メ カ ニ ズ ム は 明 ら か で は な い も の の 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 細 胞 ネ ッ ト ワ ー ク 中 の cA
MP依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 機 能 的 ア ウ ト プ ッ ト の １ つ は カ ル シ ウ ム -シ グ ナ ル 伝 達 経 路
の モ ジ ュ レ ー ト で あ る 。 従 っ て 、 当 業 界 で は 、 カ ル シ ウ ム 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 と cAMP
依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 間 の 相 互 関 係 を 調 節 す る 薬 剤 で あ っ て 、 治 療 に 用 い る た め の 候
補 と な り う る も の を 見 出 す た め の 適 切 な 方 法 の 提 供 が 非 常 に 強 く 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 DARPP-21は ニ ュ ー ロ ン 性 の 21kDaの ド ー パ ミ ン お よ び cAMPに よ っ て 調 節 さ れ る リ ン タ ン
パ ク 質 ( opamine- and c MP- egulated hospho rotein)で あ り 、 脳 の ド ー パ ミ ン に 富 ん
だ 領 域 中 で 高 度 に 発 現 さ れ て い る 。 DARPP-21に は 保 存 さ れ た ド メ イ ン は 含 ま れ て お ら ず 、
こ れ ま で は 既 知 の タ ン パ ク 質 の い ず れ と も 類 似 性 を 示 さ な か っ た が 、 最 近 、 N末 端 配 列 の
一 部 と し て DARPP-21の 全 体 を 含 ん で い る 100kDaの タ ン パ ク 質 が 、 胸 腺 で 発 見 さ れ た (Kisel
ow, J.ら , 2001 Eur. J. Immunol. 4:1141-1149)。 こ の タ ン パ ク 質 は TARPP(胸 腺 特 異 的 cA
MP調 節 リ ン タ ン パ ク 質 )と し て 知 ら れ て い る が 、 脳 内 で は 検 出 さ れ て お ら ず 、 そ の 機 能 は
依 然 と し て 不 明 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 DARPP-21の 配 列 決 定 と 生 化 学 的 分 析 に よ っ て 、 DARPP-21が Ser 5 5 に お い て cAMP依 存 性 プ
ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ (こ れ は プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Aま た は PKAと し て も 知 ら れ て い る ； William
s, K. R.ら , 1989, J. Neurosci. 9:3631-3637)に よ っ て リ ン 酸 化 さ れ る こ と が 示 さ れ て
い る 。 ラ ッ ト 脳 の 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 で は 、 DARPP-21が 基 底 核 中 に 豊 富 に 存 在 し 、 中 で も
辺 縁 線 条 体 を 含 む 構 造 中 で も っ と も 高 い レ ベ ル の 免 疫 反 応 性 レ ベ ル が 示 さ れ る こ と が 実 証
さ れ た (Ouimet, C. C.ら , 1989, J. Neurosci. 9:865-875)。 哺 乳 類 の 脳 の こ れ ら の 領 域
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は ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン が 密 に 集 ま っ て い る こ と で 知 ら れ て い る 。 Ser 5 5 で リ ン 酸
化 さ れ た DARPP-21を 選 択 的 に 検 出 す る リ ン 酸 化 状 態 特 異 的 抗 体 を 用 い て 、 D1ド ー パ ミ ン 受
容 体 が 活 性 化 さ れ る と PKA活 性 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に よ る 線 条 体 切 片 中 で の DARPP-2
1リ ン 酸 化 の レ ベ ル が 増 加 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 反 対 に 、 D2ド ー パ ミ ン 受 容 体 の 活 性 化
は DARPP-21リ ン 酸 化 の 低 減 を 引 き 起 こ し た (Caporaso, G. L.ら , 2000, Neuropharmacolog
y 39:1637-1644)。 さ ら に 、 マ ウ ス を メ タ ン フ ェ タ ミ ン ま た は コ カ イ ン で 処 置 す る と 、 in 
vivoで DARPP-21リ ン 酸 化 の 増 加 を も た ら し た 。 プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 2Aは マ ウ ス の 線
条 体 内 の DARPP-21の 脱 リ ン 酸 に 主 と し て 関 わ っ て い る こ と が 示 さ れ て い る (Caporaso, G. 
L.ら , 2000, Neuropharmacology 39:1637-1644)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 DARPP-21が 、 CNS中 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 細 胞 ネ ッ ト ワ ー ク に お け る
ド ー パ ミ ン お よ び あ る 種 の 乱 用 性 薬 物 の 生 理 的 作 用 に よ っ て 影 響 を 受 け 、 ま た お そ ら く は
そ の 作 用 を 媒 介 す る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス で DARPP-21が 役 割 を 果 た す と す
れ ば そ れ は ど の よ う な 役 割 な の か 、 と り わ け 、 カ ル シ ウ ム 依 存 性 お よ び /ま た は cAMP依 存
性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 影 響 を 与 え る こ と に お い て DARPP-21が 役 割 を 果 た す と す れ ば ど の よ
う な 役 割 な の か は 明 ら か で は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】

　 現 在 で は 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 が 中 枢 神 経 系 に お け る カ ル シ ウ ム 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 を
モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が 判 明 し て い る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 部 分 的 に は 、 DARPP-21の リ ン 酸
化 状 態 が 生 理 的 条 件 下 で DARPP-21と カ ル シ ウ ム /カ ル モ ジ ュ リ ン と の 相 互 作 用 を 調 節 す る
と の 発 明 者 ら に よ る 驚 く べ き 発 見 に 基 づ い た も の で あ る 。 DARPP-21は 以 前 は ARPP-21と 呼
ば れ て い た こ と に 注 意 す べ き で あ る ； 例 え ば 、 米 国 仮 特 許 第 60/358,548号 を 参 照 せ よ 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 の １ つ は 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 特 に DARPP-21関 連 ド ー パ
ミ ン 作 動 性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
方 法 で あ る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 そ の よ う な 方 法 は 細 胞 ま た は 組 織 中 の カ ル シ ウ ム シ
グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 非 限 定 的 な 1つ の 例 に お い て は 、 そ の よ う な 方 法 は 、 細 胞 ま た は 組 織 の 第 1の サ ン プ ル ま
た は 対 照 サ ン プ ル に お け る DARPP-21の 第 1の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 し ； 細 胞 ま た は 組 織 の
第 2の サ ン プ ル を 、 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 能 力 に つ い て 試 験 す べ き 薬 剤 と 接
触 さ せ ； そ れ ら の 細 胞 ま た は 組 織 に お け る DARPP-21の 第 2の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 し ； 第 1
の リ ン 酸 化 レ ベ ル と 第 2の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 含 み 、 か つ 、 そ の リ ン 酸 化 レ
ベ ル の 差 が 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 を モ ジ ュ レ ー ト し 、 そ う し て カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を
モ ジ ュ レ ー ト す る 前 記 薬 剤 の 能 力 を 示 す 方 法 で あ り う る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 そ の 細
胞 ま た は 組 織 は 脳 の 細 胞 ま た は 組 織 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 は さ ら に 、 薬 剤 が 、 例 え ば カ
ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ
ー ゼ も し く は ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ I(CaMKI)お よ び /ま
た は プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 2B(カ ル シ ニ ュ ー リ ン )な ど の 酵 素 の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー
ト す る か ど う か を 試 験 す る こ と を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 に お い て は 、 こ の よ う な 方 法 は 、 薬 剤 が DARPP-21と 結 合 す
る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む も の で も よ い 。 例 え ば 、 薬 剤 を DARPP-21と 、 結 合 す る の
に 十 分 な 時 間 接 触 さ せ 、 DARPP-21を 洗 っ て 結 合 し て い な い 薬 剤 を 除 去 し 、 さ ら に DARPP-21
に 結 合 し た 薬 剤 の 存 在 を ア ッ セ イ し て 、 そ の 薬 剤 が DARPP-21と 結 合 す る 場 合 に は 、 カ ル シ
ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て 試 験 す べ き 薬 剤 が 同 定 さ れ て い る も の
と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 に お い て は 、 そ の よ う な 方 法 は 、 DARPP-21と カ ル モ ジ ュ リ ン と
を 薬 剤 の 存 在 下 で 含 む タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と 、 お よ び そ の
薬 剤 が DARPP-21と カ ル モ ジ ュ リ ン と の 間 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 を 阻 害 ま た は 増 強
す る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 み 、 そ の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 の 阻 害 ま た は 増 強
に よ っ て そ の 薬 剤 が 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が 示 さ れ る
方 法 で あ り う る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 そ の 薬 剤 が DARPP-21お よ び /ま た は カ ル モ
ジ ュ リ ン と 結 合 す る か ど う か を ま ず 決 定 し 、 そ の 薬 剤 が DARPP-21お よ び /ま た は カ ル モ ジ
ュ リ ン と 結 合 す る 場 合 に は 、 次 い で そ の 薬 剤 を タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ で 試
験 す る こ と を 、 さ ら に 含 ん で も よ い 。 こ の よ う な 方 法 は 、 さ ら に 、 あ る い は 代 替 的 に 、 そ
の 薬 剤 が 、 例 え ば カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ I(CaMKI)お よ び /ま た は プ ロ テ イ ン ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 2B(カ ル シ ニ ュ ー リ ン )な ど の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を 試 験 す る
こ と を さ ら に 含 ん で も よ い 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に お い て 負
電 荷 を 有 し て い る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い な い 。 ま た
別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の よ う な 方 法 の ま た 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 は 、 DARPP-21と の 結 合 が カ ル モ ジ ュ リ ン
に よ っ て 阻 害 ま た は 増 強 さ れ る よ う な DARPP-21結 合 ペ プ チ ド の 候 補 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
方 法 で あ っ て 、 DARPP-21お よ び 候 補 DARPP-21結 合 ペ プ チ ド を カ ル モ ジ ュ リ ン の 存 在 下 で 含
む タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 い 、 カ ル モ ジ ュ リ ン が そ の タ ン パ ク 質 -タ ン パ
ク 質 結 合 を 阻 害 す る か 増 強 す る か を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。 1実 施 形 態 に お い て
は 、 DARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 含 ん で い る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-2
1は リ ン 酸 化 さ れ て い な い 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い
る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 薬 剤 が 、 例 え ば カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば ホ ス ホ ジ
エ ス テ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ も し く は ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ な ど の 酵 素 な ど
の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を 試 験 す る こ と を さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の よ う な 方 法 の ま た 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 は 、 カ ル モ ジ ュ リ ン と の 結 合 が DARPP-21
に よ っ て 阻 害 さ れ る か ま た は 増 強 さ れ る 候 補 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 方 法 で あ っ て 、 カ ル モ ジ ュ リ ン お よ び 候 補 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ペ プ チ ド を DARPP-21
の 存 在 下 で 含 む タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 い 、 DARPP-21が そ の タ ン パ ク 質 -
タ ン パ ク 質 結 合 を 阻 害 す る か 増 強 さ せ る か を 調 べ る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。 1実 施 形 態 に
お い て は 、 DARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 含 む 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-2
1は リ ン 酸 化 さ れ て い な い 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い
る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 そ の 薬 剤 が 、 例 え ば カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば ホ ス
ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ も し く は ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ な ど の 酵 素
の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を さ ら に 試 験 す る こ と を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の よ う な 方 法 の ま た 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 は 、 DARPP-21と の 結 合 が カ ル モ ジ ュ リ ン
に よ っ て 阻 害 ま た は 増 強 さ れ る 候 補 DARPP-21結 合 薬 剤 、 例 え ば 候 補 ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ
ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 DARPP-21お よ び 候 補 ペ プ チ ド を カ ル モ ジ ュ リ ン の 存 在 下 で 含 む タ
ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 い 、 カ ル モ ジ ュ リ ン が そ の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質
結 合 を 阻 害 す る か 増 強 す る か を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 D
ARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 含 ん で い る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ
ン 酸 化 さ れ て い な い 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い る 。
ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21の Ser 5 5 が 別 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ る こ と に よ っ
て 変 異 し て い る 。 こ れ ら の 方 法 は さ ら に 、 該 薬 剤 が 、 例 え ば カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ
ク 質 、 例 え ば ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ も し く は ア デ ニ ル 酸 シ ク
ラ ー ゼ な ど の 酵 素 の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を 試 験 す る こ と を さ ら に 含 ん で
も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 こ の よ う な 方 法 の ま た 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 は 、 カ ル モ ジ ュ リ ン と の 結 合 が DARPP-21
に よ っ て 阻 害 ま た は 増 強 さ れ る 候 補 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 薬 剤 、 例 え ば 候 補 ペ プ チ ド を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 カ ル モ ジ ュ リ ン お よ び 候 補 ポ リ ペ プ チ ド を DARPP-21の 存 在
下 で 含 む タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 い 、 DARPP-21が そ の タ ン パ ク 質 -タ ン パ
ク 質 結 合 を 阻 害 す る か 増 強 す る か を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。 1実 施 形 態 に お い て
は 、 DARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 含 ん で い る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-2
1は リ ン 酸 化 さ れ て い な い 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い
る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 そ の 薬 剤 が 、 例 え ば カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば ホ ス
ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ も し く は ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ な ど の 酵 素
の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を 試 験 す る こ と を さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 目 的 は ド ー パ ミ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る DARPP-21の 生 物 活 性 (
例 え ば 、 リ ン 酸 化 状 態 、 タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル 、 お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相
互 作 用 な ど )を モ ジ ュ レ ー ト す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 は カ ル
シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ン の カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を 上 述 の よ う な 経 路
で モ ジ ュ レ ー ト す る た め の 方 法 と 組 成 物 を 提 供 す る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 こ の よ う な
方 法 は 、 細 胞 ま た は 組 織 を DARPP-21の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 薬 剤 と 接 触 さ せ て 、 シ
グ ナ ル 伝 達 経 路 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と を 含 ん で い て も よ い 。 接 触 さ せ る 薬 剤 は 、 例 え ば
、 DARPP-21の リ ン 酸 化 状 態 を 変 化 さ せ る も の で あ っ て よ い 。 接 触 さ せ る 薬 剤 は 、 例 え ば 、
DARPP-21/カ ル モ ジ ュ リ ン 複 合 体 の 形 成 を 変 化 さ せ る も の で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 カ ル シ ウ ム に 関 連 す る 症 状 、 例 え ば ド ー パ ミ ン 関 連 疾 患 な ど の 予
防 、 治 療 ま た は 改 善 を 、 そ れ ら を 必 要 と す る 被 験 者 に DARPP-21の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト
す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ っ て も た ら す た め の 方 法 で あ る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 投
与 さ れ た 薬 剤 は 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 状 態 を 変 化 さ せ る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 投
与 さ れ た 薬 剤 は 、 DARPP-21/カ ル モ ジ ュ リ ン 複 合 体 の 形 成 を 変 化 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】

（ 図 面 の 説 明 に つ い て は 後 述 ）

　 本 発 明 は 、 部 分 的 に は 発 明 者 ら に よ る 、 生 理 的 条 件 下 で DARPP-21の リ ン 酸 化 状 態 が DARP
P-21と カ ル シ ウ ム /カ ル モ ジ ュ リ ン と の 相 互 作 用 を 調 節 す る と の 驚 く べ き 発 見 に 基 づ い た
も の で あ り 、 カ ル シ ウ ム 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 に つ い て 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方
法 に お い て 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 知 見 に 基 づ い て 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝
達 を モ ジ ュ レ ー ト し 、 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト し 、 さ ら に
ド ー パ ミ ン 関 連 疾 患 を 予 防 し 、 治 療 し 、 ま た は 症 状 を 改 善 す る こ と が で き る 薬 剤 の 標 的 と
し て 、 DARPP-21/カ ル モ ジ ュ リ ン 複 合 体 の 形 成 が 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 定 の 理 論 に 拘 束 さ れ る こ と は 意 図 し な い が 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 は DARPP-21の カ ル モ
ジ ュ リ ン に 対 す る 親 和 性 を 増 加 さ せ 、 そ れ に よ っ て 例 え ば カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ
I(CaMKI)お よ び プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 2B(カ ル シ ニ ュ ー リ ン )な ど を 含 む カ ル シ ウ ム シ
グ ナ ル 伝 達 経 路 の 構 成 成 分 を 競 合 的 に 阻 害 す る も の と 考 え ら れ て い る 。 DARPP-21の リ ン 酸
化 は PKAの ド ー パ ミ ン 刺 激 を 伴 う の で 、 PKAの ド ー パ ミ ン 刺 激 は カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 の
メ カ ニ ズ ム と 関 連 し て い る 。 こ の 経 路 で は 、 D1受 容 体 の 活 性 化 は ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ に
よ る cAMPの 合 成 を 刺 激 し 、 そ れ が 次 い で PKAを 活 性 化 し 、 他 の タ ン パ ク 質 の 中 で も と り わ
け DARPP-21の リ ン 酸 化 を も た ら す 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は ニ ュ ー ロ ン 内 で の カ ル シ ウ ム シ
グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る リ ン 酸 化 依 存 性 メ カ ニ ズ ム を 説 明 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 1つ の 目 的 は 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 特 に DARPP-21関 連 ド ー パ
ミ ン 作 動 性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
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4. 図 面 の 説 明

5. 発 明 の 詳 細 な 説 明



方 法 で あ る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 そ の よ う な 方 法 は 細 胞 ま た は 組 織 に お け る カ ル シ ウ
ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て の 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 1態 様 は 、 ニ ュ ー ロ ン の カ ル シ ウ ム 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 を 、 脳 組 織 内 で の DARPP
-21の リ ン 酸 化 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ っ て 調 節 す る 、 新 規 の 治 療 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 を 提 供 す る 。 な お DARPP-21の リ ン 酸 化 の 調 節 は カ ル シ ウ ム 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 の 変
化 を も た ら す 。 そ の 方 法 は 、 in vivoま た は in vitroの い ず れ か で 細 胞 ま た は 組 織 内 で DAR
PP-21の リ ン 酸 化 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が で き る 薬 剤 を 同 定 す る こ と を 含 、 い 。 本 発 明
で は 、 「 モ ジ ュ レ ー ト す る 」 と は 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 に 関 連 し て 用 い ら れ る 場 合 に は 、
リ ン 酸 化 の 増 加 ま た は 減 少 の い ず れ か と 定 義 さ れ る 。 該 方 法 は 、 細 胞 ま た は 組 織 を 被 験 薬
剤 で 処 理 す る 前 後 の 両 方 で の DARPP-21の リ ン 酸 化 レ ベ ル の 測 定 に 基 づ く も の と で あ る か 、
あ る い は ま た 、 細 胞 ま た は 組 織 の 被 験 薬 剤 で の 処 理 後 の DARPP-21の リ ン 酸 化 の レ ベ ル を 測
定 し 、 対 照 ま た は 既 知 の 標 準 品 で の レ ベ ル と 比 較 す る こ と に 基 づ く も の で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 非 限 定 的 な 1つ の 例 に お い て は 、 そ の よ う な 方 法 は 細 胞 ま た は 組 織 の 第 1の サ ン プ ル ま た
は 対 照 サ ン プ ル に お け る DARPP-21の 第 1の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 し ； 細 胞 ま た は 組 織 の 第 2
の サ ン プ ル を カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 能 力 に つ い て 試 験 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ ；
そ れ ら の 細 胞 ま た は 組 織 に お け る DARPP-21の 第 2の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 し ； 第 1の リ ン 酸
化 レ ベ ル と 第 2の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 比 較 す る こ と を 含 む 方 法 で あ り 、 こ こ で そ れ ら の リ ン
酸 化 レ ベ ル 間 の 差 は 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 を モ ジ ュ レ ー ト し 、 そ れ に よ り カ ル シ ウ ム シ グ
ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 を 示 し て い る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 細 胞 ま た は 組
織 は 脳 の 細 胞 ま た は 組 織 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 で は さ ら に 、 そ の 薬 剤 が 、 例 え ば カ ル モ
ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 、 例 え ば ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ も し く は ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の よ う な 酵 素 な ど の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る
か ど う か 試 験 す る こ と を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の 方 法 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 細 胞 ま た は 組 織 は 脳 細 胞 ま た は 脳 組 織 で あ る
。 in vivoお よ び in vitroで の 適 用 に は 、 限 定 は さ れ な い が 、 動 物 体 全 体 、 組 織 切 片 、 破
壊 し た 細 胞 の 調 製 物 、 イ ン タ ク ト な 細 胞 、 お よ び 単 離 精 製 し た 細 胞 調 製 物 に お け る 活 性 の
モ ジ ュ レ ー ト を 含 む 。 細 胞 ま た は 組 織 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 興 奮 細 胞 、 例 え ば 、
知 覚 ニ ュ ー ロ ン 、 運 動 ニ ュ ー ロ ン 、 ま た は 介 在 ニ ュ ー ロ ン ； グ リ ア 細 胞 ； 細 胞 の 一 次 培 養
物 、 例 え ば 、 神 経 細 胞 ま た は グ リ ア 細 胞 の 一 次 培 養 物 ； 神 経 細 胞 系 統 ま た は グ リ ア 細 胞 系
統 由 来 の 細 胞 ； 解 離 さ せ た 細 胞 ； 細 胞 体 全 体 ま た は イ ン タ ク ト な 細 胞 ； 透 過 化 細 胞 ； 破 壊
し た 細 胞 調 製 物 ； 単 離 し た お よ び /ま た は 精 製 し た 細 胞 調 製 物 ； 細 胞 抽 出 物 ま た は 精 製 酵
素 調 製 物 ； 組 織 ま た は 器 官 、 例 え ば 、 脳 、 脳 構 造 物 、 脳 切 片 、 脊 髄 、 脊 髄 切 片 、 中 枢 神 経
系 、 末 梢 神 経 系 、 ま た は 神 経 ； 組 織 切 片 、 お よ び 動 物 体 の 全 体 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て
は 、 該 脳 構 造 物 は 線 条 体 、 大 脳 皮 質 、 海 馬 、 ま た は 他 の 哺 乳 類 の そ れ ら の 解 剖 学 的 お よ び
/も し く は 機 能 的 同 等 物 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 細 胞 ま た は 組 織 は 神 経 一
次 培 養 物 、 海 馬 組 織 外 移 植 片 、 ま た は 胎 児 脳 か ら 得 た 再 凝 集 培 養 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 DARPP-21の リ ン 酸 化 レ ベ ル は 当 業 者 に は 既 知 の 技 法 に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 そ
の よ う な 技 法 と し て は 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 も し く は リ ン 酸 化 状 態 に 特 異 的 な 抗 体 を
用 い る こ と 、 ま た は DARPP-21も し く は DARPP-21か ら 産 生 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー も し く は 電 気 泳 動 で の 移 動 度 の 分 析 、 ま た は 加 水 分 解 し た DARPP-21か ら の ホ
ス ホ セ リ ン の 検 出 、 ま た は そ の 他 の 何 ら か の 技 法 を 単 独 で ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ で
用 い る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 モ ジ ュ レ ー ト は DARPP-21の リ ン 酸 化 の レ ベ ル の 増 加 を
も た ら す 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 モ ジ ュ レ ー ト は DARPP-21リ ン 酸 化 の レ ベ ル の 低 下
を も た ら す 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】
　 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 に お い て は 、 そ の よ う な 方 法 は DARPP-21と 結 合 す る 薬 剤 を 決 定
す る こ と を 含 ん で も よ い 。 例 え ば 、 DARPP-21と 薬 剤 を 、 結 合 す る の に 十 分 な 時 間 に わ た り
接 触 さ せ 、 そ の DARPP-21を 洗 っ て 結 合 し て い な い 薬 剤 を 除 去 し 、 DARPP-21薬 剤 の 存 在 を ア
ッ セ イ し て 、 該 薬 剤 が DARPP-21に 結 合 す る 場 合 、 次 に カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ
ー ト す る 能 力 に つ い て 試 験 す べ き 薬 剤 が 同 定 さ れ る と い う よ う に し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の ま た 別 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の カ テ ゴ リ ー は 、 「 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合
ア ッ セ イ 」 を 用 い る 。 こ の 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で は 、 2種 類 の 同 一 で な い タ ン パ ク 質 （ こ
の 少 な く と も 1方 の タ ン パ ク 質 は カ ル モ ジ ュ リ ン ま た は DARPP-21） が 互 い に 結 合 す る か 否
か を 測 定 す る よ う な 任 意 の ア ッ セ イ を 意 味 す る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は ス ク リ ー ニ ン グ し
よ う と し て い る 薬 剤 の 不 在 下 ま た は 存 在 下 で 行 う こ と が で き る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、
タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ に は 、 カ ル モ ジ ュ リ ン も し く は DARPP-21ア ッ セ イ 構
成 要 素 の 単 離 形 態 、 精 製 形 態 、 お よ び /も し く は 組 換 え 発 現 さ れ た 形 態 の も の を 用 い る こ
と が で き る 。 本 発 明 の 単 離 ま た は 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と は そ れ ら の 天 然 の 環 境 か ら 分
離 (例 え ば 、 細 胞 由 来 の 細 胞 質 画 分 、 ま た は 組 換 え 法 に よ っ て )さ れ た も の で あ る 。 組 換 え
発 現 ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 界 で は よ く 知 ら れ た 標 準 的 な 技 法 を 用 い て 発 現 さ せ 、 得 る こ と
が で き る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ は 単 離 さ れ て
い な い 、 ま た は 精 製 し て い な い タ ン パ ク 質 を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 に お い て は 、 そ の よ う な 方 法 は 、 薬 剤 の 存 在 下 で DARPP-21お よ
び カ ル モ ジ ュ リ ン を 含 む タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と 、 お よ び 、
該 薬 剤 が DARPP-21と カ ル モ ジ ュ リ ン の 間 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 を 阻 害 す る か ま た
は 増 強 す る か を 決 定 す る こ と を 含 み 、 か つ 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 の 阻 害 ま た は 増
強 が 、 そ の 薬 剤 が 細 胞 内 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と を 示 す 方 法 で あ
っ て も よ い 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 そ の 薬 剤 が DARPP-21お よ び /ま た は カ ル モ ジ ュ
リ ン と 結 合 す る か ど う か を ま ず 試 験 し 、 該 薬 剤 が DARPP-21お よ び /ま た は カ ル モ ジ ュ リ ン
と 結 合 す る 場 合 に は 、 次 い で そ の 薬 剤 を タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ で 試 験 す る
こ と を さ ら に 含 ん で い て も よ い 。 こ の よ う な 方 法 は 、 さ ら に 、 あ る い は 代 替 的 に 、 該 薬 剤
が 、 例 え ば 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ I(CaMKI)お よ び /ま た は プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 2B(カ ル シ ニ ュ ー リ ン )の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か 否 か を 試 験 す る こ と を さ ら
に 含 む も の で も よ い 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 有 す る
。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い な い 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お
い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ の よ う な 方 法 の ま た 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 は 、 そ の ペ プ チ ド と DARPP-21と の 結 合 が
カ ル モ ジ ュ リ ン に よ っ て 阻 害 ま た は 増 強 さ れ る よ う な 候 補 DARPP-21結 合 ペ プ チ ド を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 カ ル モ ジ ュ リ ン の 存 在 下 で DARPP-21お よ び 候 補 DARPP-21結 合
ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 い 、 カ ル モ ジ ュ リ ン が そ の タ ン
パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 を 阻 害 す る か 増 強 す る か を 決 定 す る こ と を 含 む 。 1実 施 形 態 に お い
て は 、 DARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 含 ん で い る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP
-21は リ ン 酸 化 さ れ て い な い 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て
い る 。 こ れ ら の 方 法 は さ ら に 、 上 記 薬 剤 が 、 例 え ば カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 、 例
え ば ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ も し く は ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の
よ う な 酵 素 な ど の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を 試 験 す る こ と を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ の よ う な 方 法 の ま た 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 は 、 カ ル モ ジ ュ リ ン と の そ の 結 合 が DARPP
-21に よ っ て 阻 害 ま た は 増 強 さ れ る よ う な 候 補 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ
ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 DARPP-21の 存 在 下 で カ ル モ ジ ュ リ ン お よ び 候 補 カ ル モ ジ ュ リ ン 結
合 ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 い 、 DARPP-21が そ の タ ン パ ク
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質 -タ ン パ ク 質 結 合 を 阻 害 す る か 増 強 す る か を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。 1実 施 形 態
に お い て は 、 DARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 含 む 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP
-21は リ ン 酸 化 さ れ て い な い 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て
い る 。 こ れ ら の 方 法 は さ ら に 、 該 薬 剤 が 、 例 え ば カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 、 例 え
ば ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ も し く は ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の よ
う な 酵 素 な ど の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を 試 験 す る こ と を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の よ う な 方 法 の ま た 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 は 、 DARPP-21と の そ の 結 合 が カ ル モ ジ ュ
リ ン に よ っ て 阻 害 ま た は 増 強 さ れ る 候 補 DARPP-21結 合 薬 剤 （ 例 え ば 候 補 ペ プ チ ド ） を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 カ ル モ ジ ュ リ ン の 存 在 下 で DARPP-21お よ び 候 補 ペ プ チ ド を
含 む タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 い 、 カ ル モ ジ ュ リ ン が そ の タ ン パ ク 質 -タ ン
パ ク 質 結 合 を 阻 害 す る か 増 強 さ せ る か を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。 1実 施 形 態 に お
い て は 、 DARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 含 ん で い る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DAR
PP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い な い 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ
て い る 。 こ れ ら の 方 法 は さ ら に 、 該 薬 剤 が 、 例 え ば カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 、 例
え ば ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ も し く は ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の
よ う な 酵 素 な ど の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を 試 験 す る こ と を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の よ う な 方 法 の ま た 別 の 非 限 定 的 な 1つ の 例 は 、 カ ル モ ジ ュ リ ン と の そ の 結 合 が DARPP
-21に よ っ て 阻 害 ま た は 増 強 さ れ る 候 補 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 薬 剤 （ 例 え ば 候 補 ペ プ チ ド ）
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 DARPP-21の 存 在 下 で カ ル モ ジ ュ リ ン お よ び 候 補 ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 い 、 DARPP-21が そ の タ ン パ ク 質 -
タ ン パ ク 質 結 合 を 阻 害 す る か 増 強 す る か を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。 1実 施 形 態 に
お い て は 、 DARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 含 む 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-2
1は リ ン 酸 化 さ れ て い な い 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い
る 。 こ れ ら の 方 法 は さ ら に 、 該 薬 剤 が 、 例 え ば カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば
ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ も し く は ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の よ う
な 酵 素 な ど の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を 試 験 す る こ と を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 含 ん で い る 。 「 ア ミ ノ 酸 55
位 」 と は 、 野 生 型 DARPP-21中 の PKAリ ン 酸 化 部 位 (典 型 的 に は Ser 5 5 )に 対 応 す る 位 置 を 意 味
す る が 、 こ れ に つ い て は そ の 部 位 が PKAに よ っ て リ ン 酸 化 さ れ 得 な い 残 基 へ と 突 然 変 異 さ
れ て い る か 否 か と は 無 関 係 で あ る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ
て い な い 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 あ る 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21は ア ミ ノ 酸 55位 に 負 電 荷 を 含 む 。 別 の 1実 施 形 態 に
お い て は 、 DARPP-21は リ ン 酸 化 さ れ て い な い 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 DARPP-21
は リ ン 酸 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ が in vitro、 in vivo、 ま た は in
 situで 行 う こ と が で き る こ と を 知 っ て い る 。 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ を 行 う
方 法 は 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。 2つ の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 適 切
な い か な る 方 法 も 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ の 意 味 す る と こ ろ の 範 囲 内 に 包
含 さ れ る こ と を 意 図 し て い る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ は
、 一 方 の タ ン パ ク 質 を 適 切 な 支 持 体 上 に 固 定 し 、 そ れ を 固 定 化 さ れ て い な い 第 2の タ ン パ
ク 質 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む も の で あ り う る (「 固 定 化 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ
イ 」 )。 そ の よ う な 支 持 体 は 多 孔 性 ま た は 無 孔 性 の も の と す る こ と が で き 、 例 え ば 、 樹 脂
、 ビ ー ズ 、 膜 （ 例 え ば PVDF、 ナ イ ロ ン 66、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 プ ラ ス チ ッ ク そ の 他 ） 、 マ
イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク な ど で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る 固 定 化 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア
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ッ セ イ の 2つ の 例 を 下 記 の 第 6.4.3節 に 示 し て い る 。 そ の 他 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合
ア ッ セ イ の 代 表 的 な も の と し て は 、 可 能 性 を 限 定 す る 意 図 は な い が 、 共 分 画 、 免 疫 共 沈 (
一 例 と し て 第 6.4.2節 を 参 照 せ よ )、 重 層 ブ ロ ッ テ ィ ン グ (例 え ば 、 Murrayら , 2001, Biote
chniques 30:1036-42)、 ゲ ル 排 除 、 ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ 、 沈 降 、 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド
シ ス テ ム (一 例 と し て 第 6.4.1項 を 参 照 せ よ )、 酵 母 3-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム (Licitraと Liu
, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 93:12817-12821)、 大 腸 菌 (E.coli)/BCCP双 方 向
ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム (概 要 お よ び 参 考 文 献 と し て は 、 Germinoら , 1993, Proc. Natl. 
Acad. Sci. (USA) 90:1639を 参 照 さ れ た い 。 こ の 文 献 は そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ
り 組 み 入 れ る )、 そ の 他 の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は カ ル シ ウ ム 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て の 活 性 を
有 す る 新 規 の 化 学 薬 剤 を デ ザ イ ン す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 新 規 の 化 学 薬 剤 と し て
は 、 限 定 は さ れ な い が 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 に 影 響 を 及 ぼ す 能 力 に よ り 、 カ ル シ ウ ム 依 存
性 シ グ ナ ル 伝 達 を 刺 激 す る か ま た は そ れ を 阻 害 す る こ と が で き る 任 意 の 薬 剤 が 含 ま れ る 。
ま た 、 本 発 明 で 意 図 さ れ て い る も の と し て は 、 リ ン 酸 化 DARPP-21と カ ル モ ジ ュ リ ン の 相 互
作 用 を 妨 げ る 薬 剤 、 そ し て 限 定 は さ れ な い が 、 ペ プ チ ド お よ び 有 機 小 分 子 を 含 む 薬 剤 が 挙
げ ら れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に は 、 細 胞 お よ び 組 織 に お い て リ ン 酸 化 さ れ た DARPP-21の 活 性
を 模 倣 す る 能 力 が あ り 、 か つ 、 そ れ 故 に そ れ ら の DARPP-21を 模 倣 す る 能 力 に よ り カ ル シ ウ
ム 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 に 影 響 を 及 ぼ す こ と の で き る 薬 剤 、 な ら び に 該 薬 剤 の 使 用 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 方 法 で 同 定 さ れ た 組 成 物 を も 含 む 。 当 業 者 で あ れ ば 、 ひ と た び
本 発 明 の い ず れ か の 方 法 で 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト で き る と し て 薬 剤 が 同 定 さ れ れ ば 、 そ の 薬
剤 を 、 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 が 関 与 す る 病 的 状 態 を 治 療 す る た め に 神 経
細 胞 に お け る カ ル シ ウ ム 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト す る よ う に 治 療 に 用 い る こ と
が で き る か に つ い て そ の 薬 剤 を さ ら に 試 験 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 に は 本 ス ク
リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 組 成 物 で あ っ て カ ル シ ウ ム 依 存 性 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 連 す
る 疾 患 の 治 療 に 使 用 で き る も の も 含 ま れ る 。 そ の よ う な 疾 患 と し て は て ん か ん 、 統 合 失 調
症 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 注 意 欠 陥 多 動 障 害 、 う つ 病 、 薬 物 乱 用 、 疼 痛 、 癌 、 卒 中 、 ア ル ツ ハ
イ マ ー 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 ま た は ト ゥ ー レ ッ ト 症 候 群 な ど が あ る 。 好 ま し い 1実 施 形 態
は 、 ド ー パ ミ ン 関 連 疾 患 の 予 防 、 治 療 、 ま た は 症 状 の 改 善 の た め の 組 成 物 で あ っ て DARPP-
21/カ ル モ ジ ュ リ ン 複 合 体 の 形 成 に 変 化 を も た ら す も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 目 的 は 、 ド ー パ ミ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 中 の DARPP-21の 生 物 活 性 (例
え ば 、 リ ン 酸 化 状 態 、 タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル 、 お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互
作 用 )を モ ジ ュ レ ー ト す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 そ の よ う
な 経 路 に お け る カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 、 例 え ば ニ ュ ー ロ ン の カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 を
モ ジ ュ レ ー ト す る 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 そ の よ う な 方 法
は 、 細 胞 ま た は 組 織 を 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が モ ジ ュ レ ー ト さ れ る よ う に 、 DARPP-21の 生 物
活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み う る 。 そ の 接 触 さ せ る 薬 剤 は 、 例 え
ば 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 状 態 を 変 化 さ せ る も の で あ り う る 。 そ の 接 触 さ せ る 薬 剤 は 、 例 え
ば 、 DARPP-21/カ ル モ ジ ュ リ ン 複 合 体 の 形 成 を 変 化 さ せ る も の で あ り う る 。 そ の 接 触 さ せ
る 薬 剤 は 、 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム /カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 酵 素 の 活 性 を 阻 害 す る DARPP-21の
能 力 を 変 化 さ せ る も の で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の ま た 別 の 目 的 は 、 ド ー パ ミ ン 関 連 疾 患 を 予 防 す る か 、 治 療 す る か 、 ま た は そ の
症 状 を 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 そ れ を 必 要 と す る 被 験 者 に DARPP-21の 生 物 活 性 を モ ジ ュ レ
ー ト す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と に よ る も の で あ る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 投 与 さ れ る 薬 剤
は 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 状 態 を 変 化 さ せ る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 投 与 さ れ る 薬 剤 は 、 D
ARPP-21/カ ル モ ジ ュ リ ン 複 合 体 の 形 成 を 変 化 さ せ る 。 モ ジ ュ レ ー ト さ れ う る ド ー パ ミ ン 関
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連 疾 患 と し て は 、 例 え ば 、 て ん か ん 、 統 合 失 調 症 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 注 意 欠 陥 障 害 、 う つ
病 、 薬 物 乱 用 、 疼 痛 、 癌 、 卒 中 、 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な ど の 疾 患 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 で 述 べ た 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 薬 剤 は い ず れ も 、 本 発 明 の モ ジ ュ レ ー ト 関 連
方 法 お よ び /ま た は 治 療 関 連 方 法 の 一 部 と し て 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 DARPP-21の
生 物 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 薬 剤 は い ず れ も 、 そ れ ら の 方 法 の 一 部 と し て 用 い る こ と が で
き る 。 本 発 明 の モ ジ ュ レ ー ト 関 連 方 法 お よ び /ま た は 治 療 関 連 方 法 の 一 部 と し て 用 い る こ
と の で き る 薬 剤 の 中 に は 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 状 態 に 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 影 響 を 及 ぼ
す 薬 剤 が あ る 。 例 え ば 、 PKAを 活 性 化 ま た は 阻 害 す る 薬 剤 は 、 DARPP-21リ ン 酸 化 に も 影 響
を 及 ぼ す こ と が で き 、 結 果 と し て カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 に 影 響 を 及 ぼ す 。 そ の よ う な も
の と し て 例 え ば 、 ド ー パ ミ ン D1受 容 体 お よ び /ま た は ド ー パ ミ ン D2受 容 体 の ア ゴ ニ ス ト ま
た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 、 セ ロ ト ニ ン は セ ロ ト ニ ン 受 容 体 の 刺 激 を 介 し て PKA活 性 に 影 響 を 与 え る 。 特 定
の 実 施 形 態 に お い て は 、 用 い る 薬 剤 は セ ロ ト ニ ン 受 容 体 、 例 え ば 5-HT4ま た は 5-HT6に 対 し
て リ ガ ン ド と し て 作 用 す る 。 例 え ば 、 あ る 薬 剤 は 選 択 的 セ ロ ト ニ ン 再 取 り 込 み 阻 害 剤 (SSR
I)で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 グ ル タ ミ ン 作 動 性 受 容 体 の 活 性 化 は PKAの ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を も た ら す こ と が 知
ら れ て い る 。 例 え ば 、 代 謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 タ イ プ I(mGluR1)は カ ゼ イ ン キ ナ ー
ゼ I(CKI)を 刺 激 し 、 そ の CKIは 次 い で cdk5を 活 性 化 す る 。 cdk5キ ナ ー ゼ は DARPP-32を Thr 7 5

に て リ ン 酸 化 す る 。 ホ ス ホ DARPP-32は PKAを 阻 害 し 、 DARPP-21の 脱 リ ン 酸 化 を 促 進 す る 。
従 っ て 、 用 い う る 薬 剤 に は 、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 リ ガ ン ド 、 カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ I、 cdk5、
も し く は DARPP-32、 ま た は そ れ ら に 対 す る ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト が あ る 。 別
の 1実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は コ レ シ ス ト キ ニ ン で あ り 、 こ れ は グ ル タ ミ ン
酸 、 ま た は そ の ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 放 出 を 刺 激 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 PKAの 活 性 化 を も た ら す 調 節 経 路 の さ ら に 別 の ポ イ ン ト と し て は 、 あ る 種 の Gタ ン パ ク 質
お よ び ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 す な わ ち 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー を
調 節 す る 薬 剤 、 例 え ば 、 フ ォ ル ス コ リ ン お よ び 百 日 咳 毒 素 を 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 で 薬
剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー で あ る cAMP（ こ れ は 、 例 え ば 8-ブ
ロ モ -cAMPな ど の そ の ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 抵 抗 性 の 類 似 体 と 同 様 に 、 PKAを 活 性 化 す る ）
は 、 DARPP-21を 介 し て カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る さ ら な る 組 成
物 で あ る 。 そ れ ら の モ ジ ュ レ ー タ ー の 中 で 、 PKA基 質 の リ ン 酸 化 レ ベ ル に 影 響 を 及 ぼ す そ
の 他 の 重 要 な タ ン パ ク 質 と し て は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 、 な ら び に PKAを 含 む キ ナ ー ゼ
お よ び そ の 阻 害 剤 、 例 え ば PKI、 Rp-cAMPS、 PKA調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ホ ス ホ -Thr 7 5 -DARPP-3
2、 な ら び に H89、 な ら び に ホ ス フ ァ タ ー ゼ (例 え ば 、 PP1お よ び PP2A)お よ び そ の ア ク チ ベ
ー タ ー ま た は 阻 害 剤 （ 例 え ば オ カ ダ 酸 、 カ リ ク リ ン 、 お よ び カ ン タ リ ジ ン と そ れ ら の ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 阻 害 剤 の 類 似 体 な ど ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 カ ル モ ジ ュ リ ン の 結 合 に 直 接 的 に 影 響 を 及 ぼ す 薬 剤 、 好 ま し く は カ ル モ ジ ュ リ ン の DARP
P-21と の 結 合 を 阻 害 ま た は 増 強 さ せ る も の を 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 の 一 部 と し て 用 い る
こ と も で き る 。 DARPP-21ま た は そ れ に 対 す る ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト の リ ン 酸
化 に よ っ て 影 響 を 受 け る カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 構 成 成 分 も 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方
法 の 一 部 と し て 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ -DARPP-21は カ ル シ ニ ュ ー リ ン の 競
合 的 阻 害 剤 で あ り 、 カ ル シ ニ ュ ー リ ン の 基 質 と し て は 、 ダ イ ナ ミ ン (dynamin)お よ び タ ウ
因 子 な ど の エ ン ド サ イ ト ー シ ス 関 連 タ ン パ ク 質 お よ び 細 胞 骨 格 関 連 タ ン パ ク 質 、 NMDA受 容
体 を 含 む チ ャ ネ ル /受 容 体 タ ン パ ク 質 、 PKAの タ イ プ II調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト な ど の キ ナ ー ゼ 、
DARPP-32を 含 む キ ナ ー ゼ 活 性 モ ジ ュ レ ー ト 剤 、 NOシ ン タ ー ゼ な ど の 酵 素 、 な ら び に Elk-1
お よ び NFAT4な ど の 転 写 因 子 が 含 ま れ る 。 第 6.5節 に 記 載 の と お り 、 DARPP-21は ま た CaMKI
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を も 阻 害 し 、 さ ら に CaMKIそ れ 自 体 が 、 CaMKK、 シ ナ プ ス 小 胞 放 出 に 関 与 す る シ ナ プ シ ン I
お よ び IIな ど の タ ン パ ク 質 、 な ら び に CREBお よ び ATF-1を 含 む 転 写 因 子 な ど の 基 質 を リ ン
酸 化 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 化 合 物 の 任 意 の も の 、 ま た は そ れ ら に 対 す る ア ゴ ニ ス ト も し
く は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 の 一 部 と し て 薬 剤 と し て 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 下 記 の 非 限 定 的 実 施 例 は 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る た め に 提 示 す る も の で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ７ 】

　 下 記 の 実 施 例 は 本 発 明 の 原 理 と 利 点 を 説 明 す る た め の も の で あ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は い
か な る 意 味 に お い て も 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 し た も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

　 リ ン 酸 化 さ れ た DARPP-21を 調 製 す る た め に 、 既 に 報 告 (Caporasoら , 2000, Neuropharma
cology 39:1636-1643)さ れ て い る よ う に [γ - 3 2 P]ATPを PKAの 触 媒 性 サ ブ ユ ニ ッ ト と と も に
用 い る こ と に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 DARPP-21を in vitroで リ ン 酸 化 し た 。 リ ン 酸 化 の 化 学 量
論 に よ り 、 DARPP-21の 95%が リ ン 酸 化 さ れ て い る こ と が 判 っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 免 疫 染 色 は サ ン プ ル 中 の カ ル モ ジ ュ リ ン ま た は DARPP-21の 検 出 の た め に 次 の よ う に し て
用 い た 。 カ ル モ ジ ュ リ ン の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 は 、 Van Eldikと Wolchokが 報 告 し て い
る 方 法 (1984, BBRC 124:752-759)に マ イ ナ ー な 改 変 を 加 え て 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 は 、 SDS-
PAGEで 分 離 し 、 次 い で 電 気 泳 動 に よ り 20分 間 (カ ル モ ジ ュ リ ン )、 ま た は 60分 間 (DARPP-21)
か け て PVDF膜 に 転 写 し た 。 続 い て そ の 膜 を リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 液 (PBS)で 2回 す す ぎ 、 0.
2%グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド / PBSで 室 温 で 45分 間 か け て 固 定 し た 。 次 い で 、 そ の 膜 を PBS/0.0
5% Tween-20中 で 5% 粉 ミ ル ク 溶 液 を 用 い て 1時 間 ブ ロ ッ ク し た 後 、 一 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 DARPP-21は ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル #204抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 6A抗 体 を 用 い
て 同 定 し た 。 抗 カ ル モ ジ ュ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Upstate Biotechnology, Inc,(Lake
 Placid, NY)か ら 入 手 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

　 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 築 お よ び 発 現 の た め に 、 DARPP-21フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー (5'-AGCGAA
TTCATGTCTGAGCAAGGAGAACT-3'； 配 列 番 号 1)お よ び DARPP-21リ バ ー ス プ ラ イ マ ー (5'-ACGGGA
TCCGGAGAGTCTGATCCTGGTGAC-3'； 配 列 番 号 2)を 用 い て DARPP-21 cDNAを 増 幅 し 、 さ ら に 酵 母
に お い て DARPP-21/Lex A融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 し た 。 Alaフ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー (5'-ACCTG
CTCCTGACTTGGCTTTTCTTCTCTCTTG-3'； 配 列 番 号 3)、 Aspフ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー (5'-CAAGAGAG
AAGAAAAGACAAGTCAGGAGCAGGT-3'； 配 列 番 号 4)、 お よ び Aspリ バ ー ス プ ラ イ マ ー (5'-ACCTGCT
CCTGACTTGTCTTTTCTTCTCTCTTG-3';配 列 番 号 5)を 用 い て 、 Ser 5 5 の 置 換 と し て そ れ ぞ れ Alaま
た は Aspを 有 す る DARPP-21突 然 変 異 体 を 作 製 し た 。 こ こ で 得 ら れ た 変 異 は DNA配 列 決 定 に よ
っ て 確 認 し た 。 Caporasoら (2000, Neuropharmacology 39:1636-1643)が 報 告 し て い る よ う
に し て 、 DARPP-21の C末 端  6× Hisタ グ 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 し 、 発 現 さ せ 、 精 製 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ は 、 酵 母 株 EGY48に お い て DupLexAシ ス テ ム (Origen
e Technologies, Rockville, MD)を 用 い る 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に て 行 っ た 。 LexA
と DARPP-21の 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に 、 DARPP-21 cDNAを pEG202ベ イ ト (餌 )ベ ク
タ ー の EcoRI-XhoI部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 オ リ ゴ dTプ ラ イ マ ー 増 幅 ラ ッ ト 脳 ラ イ ブ
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6. 例 証 的 実 施 例

6.1　 実 施 例 1: タ ン パ ク 質 リ ン 酸 化 反 応

6.2　 実 施 例 2: 免 疫 染 色

6.3　 実 施 例 3: 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 築 と 発 現

6.4　 実 施 例 4: カ ル モ ジ ュ リ ン と DARPP-21が 関 与 す る タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に
つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ
6.4.1　 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ



ラ リ ー (Origene Technologies, Rockville, MD)を 含 ん で い る プ レ イ (捕 食 )ベ ク タ ー を 、 B
42 酸 性 ブ ロ ブ (blob)ド メ イ ン に 結 合 さ せ 、 gal-Iプ ロ モ ー タ ー に よ っ て 制 御 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 酵 母 を 、 酢 酸 リ チ ウ ム プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 ベ イ ト 、 す な わ ち pSH18-34 lacZ担 持 プ
レ イ cDNAラ イ ブ ラ リ ー 含 有 プ ラ ス ミ ド に よ り 、 順 次 、 形 質 転 換 し た 。 形 質 転 換 の 効 率 は 、
4 x 10 6 の 独 立 ク ロ ー ン か ら な る ラ イ ブ ラ リ ー の 複 雑 性 か ら 、 10 6 と 見 積 も っ た 。 陽 性 ク ロ
ー ン は 形 質 転 換 の 3～ 7日 後 に 出 現 し た 。 ベ イ ト -プ レ イ 相 互 作 用 は 、 培 地 (gal)(-his, -tr
p, -ura, -leu)上 で の 増 殖 強 度 に よ っ て 評 価 し た 。 そ の 相 互 作 用 の 特 異 性 は 、 X-gal染 色
お よ び 交 配 ア ッ セ イ (Origene Technologies, Rockville, MD)で 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 カ ル モ ジ ュ リ ン -DARPP-21相 互 作 用 を 確 認 し 、 カ ル モ ジ ュ リ ン の DARPP-21変 異 体 と の 結
合 を 比 較 す る た め に 、 EGY48酵 母 細 胞 を 、 ベ イ ト 、 プ レ イ 、 お よ び lacZレ ポ ー タ ー プ ラ ス
ミ ド で 形 質 転 換 し 、 (gul)(-his, -trp, -ura)の プ レ ー ト 上 に 播 い た 。 4日 後 、 選 択 し た コ
ロ ニ ー を 液 体 培 地 (+raf)(-his, -trp, -ura)中 に 移 し 、 30℃ で 激 し く 撹 拌 し つ つ 一 晩 増 殖
さ せ た 。 こ の 培 養 物 の 10倍 希 釈 系 列 を 調 製 し 、 そ れ を 、 (gul)(-his, -trp, -ura)(陽 性 対
照 )、 (gul)(-his, -trp, -ura, -leu)(陰 性 対 照 )、 お よ び (gal)(-his, -trp, -ura, -leu
)の 試 験 プ レ ー ト 上 に ス ポ ッ ト (10μ L)し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 最 初 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ の 代 表 的 な 結 果 で は 、 完 全 長 の カ ル モ ジ ュ
リ ン 配 列 を 含 ん だ 1500塩 基 対 (bp)の cDNAが 回 収 さ れ た 。 酵 母 内 で の DARPP-21-カ ル モ ジ ュ
リ ン 相 互 作 用 は 、 ガ ラ ク ト ー ス /グ ル コ ー ス 試 験 (図 1)、 得 ら れ た コ ロ ニ ー の 白 色 /青 色 染
色 、 お よ び 交 配 試 験 を 用 い て 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 DARPP-21は PKAの 基 質 で あ る の で 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 状 態 と DARPP-21の カ ル モ ジ ュ リ
ン と の 結 合 の 間 の 関 連 を 調 べ る た め に 、 酵 母 2ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア
ッ セ イ を 用 い て 実 験 を 行 っ た 。 DARPP-21中 の Ser 5 5 が Alaに 変 異 す る と 、 カ ル モ ジ ュ リ ン と
の 相 互 作 用 は 完 全 に 阻 害 さ れ た (図 2)。 し か し 、 セ リ ン を 負 に 荷 電 し た ア ス パ ラ ギ ン 酸 と
置 換 す る と そ の よ う な 効 果 は な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 酵 母 に お い て は 、 カ ル モ ジ ュ
リ ン は 、 絶 対 的 に そ う で あ る と は 言 え な い と し て も 、 主 と し て 、 DARPP-21の リ ン 酸 化 状 態
と 相 互 作 用 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

　 ウ シ 線 条 体 (2グ ラ ム )を 10mLの バ ッ フ ァ ー A(150mM NaCl、 20mM Tris-HCl, 7.5、 0.5mM C
aCl 2 、 1% Triton X-100、 お よ び EDTA不 含 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル (Roche Di
agnostics Corporation, Indianapolis, IN)を 含 有 し た も の )中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 不
溶 物 を 100,000 x g で 15分 間 か け て 簡 易 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 除 去 し た 。 そ の 上 清 を
バ ッ フ ァ ー Aで 希 釈 し て 最 終 タ ン パ ク 質 含 量 を 1 mg/mLと し た 。 そ の 抽 出 物 (1mL)を 抗 カ ル
モ ジ ュ リ ン 抗 体 ま た は 抗 DARPP-21抗 体 と と も に 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ ロ テ イ
ン A－ Sepharoseス ラ リ ー (50% w/vの 70μ L； Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, N
J)を 各 サ ン プ ル に 添 加 し 、 そ れ ら の サ ン プ ル を さ ら に 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ ー ズ
を 、 300mM NaClを 含 有 す る 改 変 バ ッ フ ァ ー Aで 3回 洗 い 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEサ
ン プ ル バ ッ フ ァ ー で 溶 出 さ せ た 。 得 ら れ た サ ン プ ル を 4～ 20%勾 配 SDS Tris/グ リ シ ン ゲ ル (
Novex)で 分 画 し 、 上 記 の 第 6.2節 に 記 載 の 免 疫 染 色 で 分 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 図 3に 示 し た 代 表 的 な 結 果 は 、 線 条 体 抽 出 物 由 来 の カ ル モ ジ ュ リ ン と DARPP-21を 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 DARPP-21抗 体 が 免 疫 共 沈 さ せ る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 精 製 組 換 え DARPP-21(2～ 5mg)を 、 2mLの Aminolink Sepharose(Pierce Inc., Rockford, 
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6.4.2　 免 疫 共 沈 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ

6.4.3　 固 定 化 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ
6.4.3.1　 DARPP-21-Sepharoseを 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー



IL)に 、 共 有 結 合 に よ り 架 橋 し た 。 凍 結 線 条 体 抽 出 物 (2g)を 前 述 の バ ッ フ ァ ー A中 で ホ モ ジ
ナ イ ズ し た 。 ビ ー ズ へ の 非 特 異 的 な タ ン パ ク 質 結 合 を 避 け る た め に 、 線 条 体 抽 出 物 (1mg/m
L)は 、 4mLの Sepharose 4Bを 含 有 す る 模 擬 カ ラ ム を 通 過 さ せ た 。 そ の 溶 出 物 を 半 分 ず つ 2つ
に 分 け 、 第 1の 半 量 を DARPP-21を 固 定 化 し た カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 第 2の 半 量 は 模 擬 カ ラ ム
を 通 過 さ せ た 。 カ ラ ム を 150mM NaClと 20mM Tris pH7.5で 洗 い 、 10mM EGTA/20mM Tris pH7
.5; 2mM NaClお よ び 6M グ ア ニ ジ ニ ウ ム HClで 溶 出 し た 。 各 溶 出 ス テ ッ プ か ら の サ ン プ ル を
SDS-PAGEで 分 離 し 、 PVDF膜 に 転 写 し 、 抗 DARPP-21特 異 的 抗 体 に よ っ て プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 結 果 は 、 カ ル モ ジ ュ リ ン は DARPP-21を 含 有 す る カ ラ ム か ら だ け 溶 出 さ れ 、 模 擬 カ ラ ム か
ら は 溶 出 さ れ な い こ と を 示 し て い た (図 4)。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 DARPP-21(0.1mg/mLの も の を 0.5mL)を 、 バ ッ フ ァ ー B(100mM NaCl、 20mM Tris pH7.5、 1m
M MgCl 2 、 0.5mM CaCl 2 、 1mM DTT)ま た は 0.5mM CaCl 2 の 代 わ り に 1mM EGTAを 含 有 す る バ ッ
フ ァ ー C中 に 入 れ た 0.5mLの 1mg/mLカ ル モ ジ ュ リ ン -Sepharose(Amersham Pharmacia Biotec
h, Piscataway, NJ)に ア プ ラ イ し た 。 ビ ー ズ を 、 数 倍 量 の 300mM NaClお よ び 20mM Tris pH
7.5を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー Dで 洗 い 、 結 合 し て い る タ ン パ ク 質 を 10mM EGTA/20mM Tris pH7.
5で 溶 出 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 結 果 は 、 DARPP-21の 結 合 は カ ル シ ウ ム を 平 衡 化 さ せ た カ ラ ム 内 で の み 検 出 さ れ 、 従 っ て
タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 は カ ル シ ウ ム 依 存 性 の 様 式 で 起 こ る こ と を 示 し た (図 5)。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 DARPP-21を 第 6.1節 に 記 載 の よ う に し て リ ン 酸 化 し た 。 CaMKIお よ び カ ル シ ニ ュ ー リ ン の
キ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 の そ れ ぞ れ に 対 す る in vitro阻 害 研 究 は 、 当 業 界
の 標 準 的 な 技 法 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 リ ン 酸 化 さ れ た DARPP-21は 、 IC 5 0  1.2μ Mで CaMKIを 阻 害 し た (図 6)。 リ ン 酸 化 さ れ た DAR
PP-21は ま た 、 IC 5 0  1μ Mで カ ル シ ニ ュ ー リ ン を 阻 害 し た (図 7)。 同 じ 濃 度 の リ ン 酸 化 さ れ
て い な い DARPP-21は 、 CaMKI活 性 ま た は カ ル シ ニ ュ ー リ ン 活 性 の い ず れ に 対 し て も 影 響 を
与 え な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 リ ン 酸 化 さ れ た DARPP-21が カ ル モ ジ ュ リ ン と の 競 合 的
カ ル シ ウ ム 依 存 性 結 合 を 介 し て キ ナ ー ゼ 活 性 お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 双 方 を 阻 害 す る
こ と を 示 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ガ ラ ク ト ー ス /グ ル コ ー ス 試 験 を 用 い て 酵 母 中 で DARPP-21が カ ル モ ジ ュ
リ ン と 相 互 作 用 す る こ と を 示 し た 、 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ
セ イ の 代 表 的 な 結 果 を 示 し て い る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 DARPP-21中 の Ser 5 5 を ア ラ ニ ン に 突 然 変 異 さ せ る と カ ル モ ジ ュ リ ン と DAR
PP-21の 結 合 が 失 わ れ る た め 、 ホ ス ホ -Ser 5 5 -DARPP-21の み が カ ル モ ジ ュ リ ン と 結 合 す る こ
と を 示 し た 、 酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ の 代 表 的 な 結 果 を
示 し て い る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ウ シ の 脳 か ら 調 製 し た 線 条 体 抽 出 物 か ら 得 た カ ル モ ジ ュ リ ン お よ び DARP
P-21を ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 DARPP-21抗 体 が 免 疫 共 沈 さ せ る こ と を 示 し た 、 免 疫 共 沈 タ ン パ ク
質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ の 代 表 的 な 結 果 を 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 固 定 化 DARPP-21カ ラ ム (＋ レ ー ン )で は カ ル モ ジ ュ リ ン と DARPP-21と の 間
の 特 異 的 結 合 が 認 め ら れ る が 対 照 カ ラ ム (－ レ ー ン )で は 認 め ら れ な い こ と を 示 し た 、 DARP
P-21ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い た 固 定 化 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ
セ イ の 代 表 的 な 結 果 を 示 し て い る 。
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6.4.3.2　 カ ル モ ジ ュ リ ン -Sepharoseを 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

6.5　 実 施 例 5: リ ン 酸 化 さ れ た DARPP-21に よ る カ ル シ ウ ム /カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 タ ン パ
ク 質 の 阻 害



【 図 ５ 】 図 ５ は 、 カ ル シ ウ ム の 存 在 下 で は カ ル モ ジ ュ リ ン と DARPP-21と の 間 の 特 異 的 結 合
が 認 め ら れ る が 、 カ ル シ ウ ム 不 在 下 で は 認 め ら れ な い こ と を 示 し た 、 カ ル モ ジ ュ リ ン ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い た 固 定 化 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ の 代
表 的 な 結 果 を 示 し て い る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 リ ン 酸 化 さ れ た DARPP-21に よ っ て CaMKIは 選 択 的 に 阻 害 さ れ る が 、 リ ン
酸 化 さ れ て い な い DARPP-21に よ っ て は 阻 害 さ れ な い こ と を 示 し て い る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 リ ン 酸 化 さ れ た DARPP-21に よ っ て カ ル シ ニ ュ ー リ ン は 選 択 的 に 阻 害 さ れ
る が 、 リ ン 酸 化 さ れ て い な い カ ル シ ニ ュ ー リ ン に よ っ て は 阻 害 さ れ な い こ と を 示 し て い る
。
【 配 列 表 】 10
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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