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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】情動障害の診断及び治療のための医薬品及び方法を提供する。
【解決手段】5'UTR領域もしくは3'UTR領域における変異、エクソン3、5、6、8もしくは13
またはイントロン1、3、4、5、6、7、9、11もしくは12における変異、またはエクソン13
における欠失を含む、ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードする核酸分子、好ましく
はゲノム配列。該核酸分子によってコードされるポリペプチド、該核酸分子を含むベクタ
ーおよび宿主細胞、さらには前記核酸分子によってコードされるポリペプチドを生産する
ための方法。また、前記核酸分子によってコードされるポリペプチドを特異的に対象とす
る抗体、および前記核酸分子と特異的に結合するアプタマー。さらに、該ポリペプチドと
特異的に相互作用することが可能な化合物の同定および特徴付けのための方法、ならびに
薬学的組成物の製造のための方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下のものからなる群より選択される核酸配列を含む核酸分子：
　（a）ATP感受性（ATP-gated）イオンチャンネルP2X7Rをコードし、かつSEQ ID NO：1に
示された野生型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのゲノム配列の位置362、532、1100、11
22、1171または1702に対応する、5'UTR領域内の変異を含むゲノムヌクレオチド配列であ
って、該位置で該ヌクレオチドが別のヌクレオチドによって置換されているゲノムヌクレ
オチド配列；
　（b）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのアミノ酸配列を有するポリペプチドをコード
する核酸配列であって、以下の表Aの「エクソン」欄に示されたエクソンにおいて、SEQ I
D NO：3または4に示された野生型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのアミノ酸配列の表A
の「野生型における位置」欄に示された位置に対応する表Aの「アミノ酸残基」欄に示さ
れたアミノ酸残基が、別のアミノ酸残基によって置換されている核酸配列；
【表Ａ】

　（c）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードし、かつSEQ ID NO：1に示された野生
型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのヌクレオチド配列の位置32548または位置37633に対
応する、エクソン5または8内の変異を含むヌクレオチド配列であって、該位置で該ヌクレ
オチドが別のヌクレオチドによって置換されているヌクレオチド配列；
　（d）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのアミノ酸配列を有するポリペプチドをコード
する核酸配列であって、SEQ ID NO：3または4に示された野生型ATP感受性イオンチャンネ
ルP2X7Rの位置488～494に対応するアミノ酸が欠失している核酸配列；
　（e）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードするゲノムヌクレオチド配列であって
、以下の表Bの「イントロン」欄に示されたイントロンにおいて、SEQ ID NO：1に示され
た野生型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのヌクレオチド配列の表Bの「野生型における
位置」欄に示された位置に対応する表Bの「置換されるヌクレオチド」欄に示されたヌク
レオチドが、別のヌクレオチドによって置換されているゲノムヌクレオチド配列；
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【表Ｂ】

　（f）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードし、かつSEQ ID NO：1に示された野生
型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのヌクレオチド配列の位置54925、55169、55170、551
71、または55917に対応する、3'UTR領域内の変異を含むゲノムヌクレオチド配列であって
、該位置で該ヌクレオチドが別のヌクレオチドによって置換されているゲノムヌクレオチ
ド配列；
　（g）少なくとも20または21ヌクレオチドを含み、かつ（a）～（f）のいずれか1つに定
義された変異または欠失を含むヌクレオチド配列；
　（h）SEQ ID NO：13～51のいずれか1つに示されたヌクレオチド配列を含む核酸配列；
　（i）SEQ ID NO：5～12のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする核酸配列；
　（j）（a）～（g）のいずれか1つに定義されたヌクレオチド配列と、または（h）のヌ
クレオチド配列とハイブリダイズし、かつ（a）～（f）のいずれか1つに定義された変異
を有するヌクレオチド配列；および
　（k）遺伝暗号の結果として（j）に定義された核酸配列と縮重性のある核酸配列。
【請求項２】
　マウス、ラットまたはヒトに由来する、請求項1記載の核酸分子。
【請求項３】
　DNA、RNA、PNAまたはホスホロチオエートである、請求項1または2記載の核酸分子。
【請求項４】
　請求項1～3のいずれか一項記載の核酸分子を含むベクター。
【請求項５】
　発現ベクター、遺伝子ターゲティングベクターおよび／または遺伝子導入ベクターであ
る、請求項4記載のベクター。
【請求項６】
　請求項4もしくは5記載のベクターによる形質転換を受けた、または請求項1～3のいずれ
か一項記載の核酸分子による形質転換を受けた、宿主。
【請求項７】
　哺乳動物細胞、両生類細胞、魚類細胞、昆虫細胞、真菌細胞、植物細胞または細菌細胞
である、請求項6記載の宿主。
【請求項８】
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　該哺乳動物細胞が、CHO細胞、HEK293細胞、COS-7細胞またはPC12細胞からなる群より選
択される、請求項7記載の宿主。
【請求項９】
　該両生類細胞が卵母細胞、好ましくはアフリカツメガエル卵母細胞である、請求項7記
載の宿主。
【請求項１０】
　該卵母細胞がカエル卵母細胞である、請求項9記載の宿主。
【請求項１１】
　非ヒトトランスジェニック生物である、請求項6記載の宿主。
【請求項１２】
　該非ヒト生物が哺乳動物、両生類、魚類、昆虫、真菌または植物である、請求項11記載
の宿主。
【請求項１３】
　請求項1（b）または1（d）記載の核酸分子によってコードされるポリペプチドを生産す
るための方法であって、請求項6～11のいずれか一項記載の宿主を培養／飼育する段階、
および生産されたポリペプチドを単離する段階を含む方法。
【請求項１４】
　請求項1（b）もしくは1（d）記載の核酸分子によってコードされる、または請求項13記
載の方法によって生産される、ポリペプチド。
【請求項１５】
　請求項14記載のポリペプチドを特異的に対象とする抗体であって、以下のものからなる
群より選択されるATP感受性イオンチャンネルP2X7Rにおける変異によって生じたおよび／
または形成されたエピトープと特異的に反応する抗体：
　（i）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのアミノ酸配列を有するポリペプチドによって
特異的に提示されるエピトープであって、SEQ ID NO：3または4に示された野生型ATP感受
性イオンチャンネルP2X7Rの位置117、150、186, 191, 270、568または578に対応するR（A
rg）、G（Gly）、E（Glu）、L（Leu）、R（Arg）、I（Ile）またはR（Arg）残基が別のア
ミノ酸残基によって置換されているエピトープ；および
　（ii）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのアミノ酸配列を有するポリペプチドによって
特異的に提示されるエピトープであって、SEQ ID NO：3または4に示された野生型ATP感受
性イオンチャンネルP2X7Rの位置488～494に対応するアミノ酸が欠失しているエピトープ
。
【請求項１６】
　モノクローナル抗体である、請求項15記載の抗体。
【請求項１７】
　請求項1～3のいずれか一項記載の核酸分子と、または請求項14記載のポリペプチドと特
異的に結合するアプタマー。
【請求項１８】
　請求項1～3のいずれか一項に定義された核酸分子を特異的に増幅しうるプライマーまた
はプライマー対。
【請求項１９】
　SEQ ID NO：52～111からなる群より選択される、請求項18記載のプライマーまたはプラ
イマー対。
【請求項２０】
　請求項1～3のいずれか一項記載の核酸分子、請求項4もしくは5記載のベクター、請求項
14記載のポリペプチド、請求項15もしくは16記載の抗体、請求項17記載のアプタマー、お
よび／または請求項18もしくは19記載のプライマーもしくはプライマー対を含む、組成物
。
【請求項２１】
　診断用組成物である、請求項20記載の組成物。
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【請求項２２】
　任意に、検出のために適した手段をさらに含む、請求項21記載の診断用組成物。
【請求項２３】
　情動障害の検出のための診断用組成物の調製を目的とする、請求項1～3のいずれか一項
記載の核酸分子、請求項4もしくは5記載のベクター、請求項14記載のポリペプチド、請求
項15もしくは16記載の抗体、請求項17記載のアプタマー、および／または請求項18もしく
は19記載のプライマーもしくはプライマー対の使用法。
【請求項２４】
　情動障害または情動障害に対する感受性を診断する方法であって、個体から入手した試
料において、該個体の細胞で発現されたP2XR7タンパク質が非機能性であるか否か、野生
型P2XR7タンパク質と比較してATPゲート機構の変化を示すか否か、または非罹患個体のP2
XR7タンパク質レベルと比較して過剰発現もしくは低発現されるか否かを判定する段階を
含む方法。
【請求項２５】
　情動障害または情動障害に対する感受性を診断するための方法であって、個体から入手
した試料において、P2X7R遺伝子配列またはそのコードされるタンパク質が、野生型P2X7R
配列と比較して変異を含むか否かを判定する段階を含む方法。
【請求項２６】
　該変異が、請求項1に定義された変異である、ならびに／または、「P2X7Rの領域」欄に
置換もしくは欠失が起こるP2X7Rゲノムヌクレオチド配列の領域を、表Cの「ヌクレオチド
」欄に別のヌクレオチドによって置換されるヌクレオチドもしくは欠失しているヌクレオ
チドを、および表Cの「野生型における位置」欄にSEQ ID NO：1に示された野生型ATP感受
性イオンチャンネルP2X7Rのヌクレオチド配列中の対応する位置を示している、以下の表C
より選択されるヌクレオチド置換もしくは欠失である、請求項25記載の方法。
【表Ｃ】
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【請求項２７】
　ATP感受性イオンチャンネルP2X7R遺伝子における変異の存在がPCR法または免疫学的方
法によって判定される、請求項26記載の方法。
【請求項２８】
　薬学的組成物である、請求項20記載の組成物。
【請求項２９】
　任意に、薬学的に許容される担体をさらに含む、請求項28記載の薬学的組成物。
【請求項３０】
　情動障害を治療する方法であって、請求項1～3のいずれか一項に定義された核酸分子の
治療的有効量、または請求項14記載のポリペプチドの治療的有効量を、該障害に罹患した
対象に対して投与する段階を含む方法。
【請求項３１】
　情動障害の治療のための薬学的組成物の調製を目的とする、請求項1～3のいずれか一項
記載の核酸分子、請求項4もしくは5記載のベクター、請求項14記載のポリペプチド、請求
項15もしくは16記載の抗体、および／または請求項17記載のアプタマーの使用法。
【請求項３２】
　機能性ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードする、 
以下のものからなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む核酸分子
を含む薬学的組成物：
　（a）SEQ ID NO：3または4に示されたアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするヌ
クレオチド配列；
　（b）SEQ ID NO：1または2に示されたヌクレオチド配列を含むヌクレオチド配列；
　（c）（a）または（b）のヌクレオチド配列とハイブリダイズするヌクレオチド配列；
および
　（d）遺伝暗号の結果として（c）のヌクレオチド配列と縮重しているヌクレオチド配列
。
【請求項３３】
　細胞に対するその投与が細胞におけるATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードする核
酸の発現の増大を引き起こすような化合物を含む、または細胞におけるその発現もしくは
細胞に対するその投与が細胞におけるATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードする核酸
の発現の増大を引き起こすような核酸分子を含む、薬学的組成物。
【請求項３４】
　情動障害を治療する方法であって、請求項32もしくは33に定義された核酸分子の治療的
有効量、またはそのコードされるポリペプチドの治療的有効量を、該障害に罹患した対象
に対して投与する段階を含む方法。
【請求項３５】
　情動障害を治療するための薬学的組成物の調製を目的とする、請求項32または33に定義
された核酸分子の使用法。
【請求項３６】
　情動障害を治療するための薬学的組成物の調製を目的とする、P2X7R活性の調節因子（m
odulator）の使用法。
【請求項３７】
　該調節因子が作動薬である、請求項36記載の使用法。
【請求項３８】
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　該作動薬が、ATP、ATP-4およびBzATP（2'-3'-O-(4-ベンゾイルベンゾイル)アデノシン5
'-三リン酸（C24H24N15O15P3））からなる群より選択される、請求項37記載の使用法。
【請求項３９】
　情動障害を治療するための薬学的組成物の調製を目的とする、テニダップ（tenidap）
（C15H11CIN202S）またはその誘導体または3-置換-2-オキシインドール-1-カルボキサミ
ドの使用法。
【請求項４０】
　該薬学的組成物が任意に、β-アドレナリン受容体調節因子をさらに含む、請求項35～3
9のいずれか一項記載の使用、または請求項34記載の使用法。
【請求項４１】
　該β-アドレナリン受容体調節因子が、DL-プロプラノロール、D-プロプラノロールおよ
びラベタロール（labetolol）からなる群より選択されるβ-アドレナリン受容体拮抗薬で
ある、請求項40記載の使用法または方法。
【請求項４２】
　該情動障害が、大うつ病、全般性不安障害および双極性障害からなる群より選択される
、請求項23、30もしくは35～41のいずれか一項記載の使用法、または請求項24～27もしく
は34のいずれか一項記載の方法。
【請求項４３】
　該大うつ病が、大うつ病、気分変調、非定型的うつ病、月経前不快気分障害および季節
性情動障害からなる群より選択される、請求項42記載の使用法または方法。
【請求項４４】
　該全般性不安障害が、パニック障害、恐怖症、広場恐怖症、対人恐怖症、特定の恐怖症
、強迫性障害、心的外傷後ストレス障害、分離不安障害、躁病、軽躁病および気分循環性
障害からなる群より選択される、請求項42記載の使用法または方法。
【請求項４５】
　該双極性障害が双極性障害I型または双極性障害II型である、請求項42記載の使用法ま
たは方法。
【請求項４６】
　請求項1～3のいずれか一項記載の核酸分子、請求項4もしくは5記載のベクター、請求項
6～11のいずれか一項記載の宿主、請求項14記載のポリペプチド、請求項15もしくは16記
載の抗体、請求項17記載のアプタマー、および／または請求項18もしくは19記載のプライ
マーもしくはプライマー対を含む、キット。
【請求項４７】
　請求項14記載のポリペプチドと特異的に相互作用しうる化合物を同定するための方法で
あって、
　（a）請求項14記載のポリペプチドを、検査しようとする化合物または化合物の候補混
合物と接触させる段階；および
　（b）該化合物または化合物の候補混合物が該ポリペプチドと特異的に相互作用しうる
か否かを判定する段階、
を含む方法。
【請求項４８】
　請求項14記載のポリペプチドの特性を変化させうる化合物の特性決定のための方法であ
って、
　（a）請求項14記載のポリペプチドを化合物または候補混合物と接触させる段階；およ
び
　（b）化合物または候補混合物が請求項14記載のポリペプチドの特性を変化させるか否
かを判定する段階、
を含む方法。
【請求項４９】
　請求項14記載のポリペプチドと相互作用しうる化合物に関するスクリーニングの方法で
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あって、
　（a）請求項14記載のポリペプチドを化合物または化合物の候補混合物と接触させる段
階；
　（b）応答を測定および／または検出する段階；ならびに
　（c）該応答を該候補分子の非存在下で測定した標準的な応答と比較する段階、
を含む方法。
【請求項５０】
　薬学的組成物の製造のための方法であって、請求項47～49のいずれか一項記載の方法の
諸段階を含む上に、該同定された、特性決定された、および／またはスクリーニングされ
た分子の誘導体を生成するさらなる段階をさらに含む方法。
【請求項５１】
　薬学的組成物の製造のための方法であって、請求項47～50のいずれか一項記載の方法の
諸段階を含む上に、同定された、特性決定された、スクリーニングされた、および／また
は誘導体化された分子を薬学的に許容される形態へと製剤化する段階を含む方法。
【請求項５２】
　製造しようとする薬学的組成物が、神経保護物質、向知性物質、ブリリアントブルー、
ピペリジンまたはそのピペラジン誘導体、アダマンタン誘導体、置換型フェニル化合物、
酸化ATP、2-O-(4-ベンゾイルベンゾイル)アデノシン-5-三リン酸、3-O-(4-ベンゾイルベ
ンゾイル)アデノシン-5-三リン酸またはβ-アドレナリン受容体調節因子をさらに含む、
請求項51記載の方法。
【請求項５３】
　該化合物または化合物の候補混合物が、変化したATP感受性イオンチャンネルP2X7Rに対
する拮抗薬、部分的拮抗薬、部分的作動薬および／または作動薬を含む、請求項47～52の
いずれか一項記載の方法。
【請求項５４】
　個体の情動障害を診断するための方法であって、
　（a）個体から入手した細胞からDNAを単離する段階；
　（b）P2X7R遺伝子のヌクレオチド組成のすべてまたは部分を決定する段階；および
　（c）P2X7Rの該ヌクレオチド組成を1つまたは複数の多型、変異または対立遺伝子多様
性に関して分析する段階、
を含む方法。
【請求項５５】
　個体の情動障害を診断するための方法であって、
　（a）個体から入手した細胞からRNAを単離する段階；
　（b）該RNAをcDNAに変換する段階；
　（c）P2X7R遺伝子のヌクレオチド組成のすべてまたは部分を決定する段階；および
　（d）P2X7Rの該ヌクレオチド組成を1つまたは複数の多型、変異または対立遺伝子多様
性に関して分析する段階、
を含む方法。
【請求項５６】
　個体の情動障害を診断するための方法であって、
　（a）個体から入手した細胞からRNAまたはタンパク質を
単離する段階；
　（b）P2X7R RNAまたはタンパク質のレベルを決定する段
階；および
　（c）P2X7R RNAまたはタンパク質のレベルを、情動障害
に罹患していない正常個体による対応するレベルと比較する段階、
を含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、情動障害を診断することを可能にする、5'UTR領域もしくは3'UTR領域におけ
る変異、エクソン3、5、6、8もしくは13またはイントロン1、3、4、5、6、7、9、11もし
くは12における変異、またはエクソン13における欠失を含む、ATP感受性イオンチャンネ
ルP2X7Rをコードする核酸分子、好ましくはゲノム配列に関する。本発明はさらに、前記
核酸分子によってコードされるポリペプチド、前記核酸分子を含むベクターおよび宿主細
胞、さらには前記核酸分子によってコードされるポリペプチドを生産するための方法にも
関する。本発明はまた、前記核酸分子によってコードされるポリペプチドを特異的に対象
とする抗体、および前記核酸分子と特異的に結合するアプタマーも提供する。
【０００２】
　加えて、前記核酸分子を選択的に増幅するためのプライマー、さらにはキット、組成物
、特に前記核酸分子を含む薬学的組成物および診断用組成物、ベクター、ポリペプチド、
アプタマー、抗体ならびに／またはプライマーも本発明において提供される。さらに、本
発明は、非機能性P2X7Rタンパク質、P2X7Rタンパク質のATPゲート機構の変化、P2X7Rタン
パク質の過剰発現もしくは低発現に伴う、または前述の核酸分子もしくはそれらによって
コードされるポリペプチドのいずれかの存在に伴う情動障害を診断するための方法にも関
する。加えて、本発明は、機能性または非機能性のATP感受性イオンチャンネルP2X7Rを用
いて情動障害を治療するための用法および方法にも関する。本発明はまた、情動障害を治
療するためのP2X7R活性のモジュレーターの用法にも関する。
【０００３】
　さらに、本発明はまた、本発明のポリペプチドと特異的に相互作用すること、またはそ
の特性を変化させることが可能な化合物の同定および特徴付けのための方法、ならびに薬
学的組成物の製造のための方法にも関する。
【背景技術】
【０００４】
　医師を受診する人々のうち最大10％は情動障害（行動障害、気分障害としても知られる
）に罹患している。しかし、ほとんどの症例は診断されていないか適切に治療されていな
い。情動障害には例えば、うつ病、不安および双極性障害が含まれる。これらの疾患は文
献に詳細に記載されている；例えば、「精神障害の診断と統計の手引き・第四版改訂版（
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-4th Edition Text Revision
）」（DMS-IV-TR）、American Psychiatric Press, 2000（非特許文献１）を参照された
い。
【０００５】
　うつ病は単極性情動障害としても知られ、絶え間ない絶望感、無力感、罪悪感および不
安をもたらす、気分の落ち込み、活力喪失、興味喪失、身体疾患の感覚、集中力不足、食
欲障害、睡眠障害ならびに身体的および精神的な機能の低下といった症状の組み合わせを
特徴とする。本疾患の主なサブタイプには、大うつ病、気分変調（比較的軽いうつ病）お
よび非定型的うつ病がある。その他の重要な型のうつ病には、月経前不快気分障害および
季節性情動障害がある。うつ病の現在の治療法は、心理療法、抗うつ薬またはその両方の
組み合わせからなる。ほとんどの抗うつ薬は、神経伝達物質セロトニンおよび／もしくは
ノルエピネフリンの輸送、または酵素であるモノアミンオキシダーゼの活性を標的として
いる。これらには以下のものが含まれる：選択的セロトニン再取り込み阻害薬（例えば、
フルオキセチン、パロキセチン、セルトラリン、フルボキサミン）、三環系抗うつ薬（例
えば、アミトリプチリン、イミプラミン、デシプラミン、ノルトリプチリン）、モノアミ
ンオキシダーゼ阻害薬（例えば、フェネルジン、イソカルボキサジド、トラニルシプロミ
ン）、および、ミルタザピン、レボキセチン、ネファゾドンなどの人工的に設計された（
designer）抗うつ薬。しかし、既存の抗うつ薬はすべて、反応までの潜時が長い、ノンレ
スポンダーの率が高い、望ましくない副作用といった欠点がある（Holsboer Biol. Psych
ol. 57 (2001), 47-65（非特許文献２））。このため、医学界には、改良された薬理学的
プロフィールを有する新たな抗うつ薬に対する需要がある（Baldwin Hum. Psychopharmac
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ol. Clin. Exp. 16 (2001), S93-S99（非特許文献３））。
【０００６】
　不安障害は、憂慮感、不安定感または恐怖感を特徴とする、過度または不適切に興奮し
た状態として定義される。これらは、その症状の重症度および持続期間ならびに具体的な
情動的特徴に従って分類される。そのカテゴリーには以下のものが含まれる：（1）全般
性不安障害、（2）パニック障害、（3）恐怖症、（4）強迫性障害、（5）心的外傷後スト
レス障害、および（6）分離不安障害。ほとんどの不安障害に対する標準的な治療法は、
認知行動療法と抗うつ薬療法との組み合わせである。そのほかの薬物には、ベンゾジアゼ
ピンおよびブスピロンが含まれる。
【０００７】
　双極性障害は、躁うつ病としても知られ、躁病（すなわち、過大な多幸感、易刺激性を
含む、気分高揚）の期間とうつ病の期間との間での気分変動を特徴とする。双極性障害は
症状の重症度に従って分類される。双極性障害I型と診断される患者は、躁病性または混
合型のエピソードを起こし、大うつ病は伴う場合も伴わない場合もある。双極性障害II型
では、患者は軽躁病のエピソードおよび大うつ病のエピソードを有する。軽躁病の場合に
は、躁病の症状（多幸感または易刺激性）がより軽度の形態として現れ、持続期間もより
短い。双極性障害の治療に用いられる現在の薬剤は、リチウム、バルプロ酸塩およびラモ
トリジン（これは神経伝達物質グルタミン酸の放出を誘発する）である。抗うつ薬の場合
と同じく、これらが効果を現すには数週間かかる上、望ましくない副作用が起こる恐れも
あり、例えば、高レベルの血中リチウムは致死的な恐れがある。
【０００８】
　有力な証拠により、情動障害は生物学的疾患であることが示唆されている。しかし、一
般的な医師が確定診断を下すために用いうる臨床検査または他の手法は存在しない。その
代わりに、特別に訓練された医師または精神科医が、併せて起こる一群の症状に基づいて
疾患を診断しなければならない。このプロセスはしばしば、時間と手間がかかり、患者が
現在体験している症状ならびに患者が過去に有していた症状に関する面密な病歴を医師が
得るために数回の受診を必要とする。このため、医学界では情動障害の正確な診断のため
の容易かつ有効な方法には大きな関心がある（Wittchen et al., J. Clin. Psychiatry 6
2, suppl. 26 (2001), 23-28（非特許文献４））。
【０００９】
　情動障害に罹患する患者のほとんどは家系に前例があり、一卵性双生児の研究からは遺
伝要素の強さが示唆されている。例えば、コスタリカ中部渓谷地の孤立集団の遺伝子マッ
ピングにより、染色体18q22-q23に重症双極性障害の遺伝子座が示唆されている（Freimer
 et al., Nature Genetics 12 (1996), 436-441（非特許文献５））。さらに、旧派アー
ミッシュ（Old Order Amish）集団に対して行われた遺伝学的研究からは、染色体6、13お
よび15上にある遺伝子が双極性情動障害の感受性に寄与する可能性が示唆されている（Gi
nns et al., Nature Genetics 12 (1996), 431-435（非特許文献６））。最近、ケベック
のSaguenay／Lac-St-Jean地域で見いだされた均一集団におけるゲノム全域の検索により
、染色体12q23-q24上に双極性障害にかかわる重要な遺伝子座が存在することが示唆され
た（Morissette et al., Am. J. Med. Genet.(Neuropsychiatr. Genet.) 88 (1999), 567
-587（非特許文献７））。この研究では染色体5および21上にも感受性遺伝子座が発見さ
れた。他の複数のグループが、12q23の領域における連鎖に関して弱い証拠を報告してい
る（Kelsoe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98 (2001), 585-590（非特許文献８）
；Sklar, Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 3 (2002), 371-413（非特許文献９））。以
上の諸研究で言及された種々の遺伝子座（例えば、染色体5、6、12、13、15、18、21との
関連性）から判断して、情動障害に関する明確な遺伝的関連性はまだ発見されていないも
のがあると考えられる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１０】
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【非特許文献１】「精神障害の診断と統計の手引き・第四版改訂版（Diagnostic and Sta
tistical Manual of Mental Disorders-4th Edition Text Revision）」（DMS-IV-TR）、
American Psychiatric Press, 2000
【非特許文献２】Holsboer Biol. Psychol. 57 (2001), 47-65
【非特許文献３】Baldwin Hum. Psychopharmacol. Clin. Exp. 16 (2001), S93-S99
【非特許文献４】Wittchen et al., J. Clin. Psychiatry 62, suppl. 26 (2001), 23-28
【非特許文献５】Freimer et al., Nature Genetics 12 (1996), 436-441
【非特許文献６】Ginns et al., Nature Genetics 12 (1996), 431-435
【非特許文献７】Morissette et al., Am. J. Med. Genet.(Neuropsychiatr. Genet.) 88
 (1999), 567-587
【非特許文献８】Kelsoe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98 (2001), 585-590
【非特許文献９】Sklar, Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 3 (2002), 371-413
【発明の概要】
【００１１】
　このように、いくつかの遺伝子が上記のように情動障害と関連性があると推定されてい
るが、明らかな相関はこれまで示されていない。情動障害に対しては適切な薬物療法も分
子レベルでの診断も得られていないため、あらゆる領域にわたる情動障害がその変異によ
って引き起こされる遺伝子を同定すること、ならびに情動障害の診断および治療のための
医薬品および方法を提供することに関しては需要がある。
【００１２】
　このため、本発明の基礎をなす技術的課題は、情動障害の診断および治療のための手段
および方法を提供することである。
【００１３】
　前記技術的課題に対する解決は、特許請求の範囲に記述された態様を提供することによ
って成し遂げられる。
【００１４】
　したがって、本発明は、以下のものからなる群より選択される核酸配列を含む核酸分子
に関する：
　（a）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードし、かつSEQ ID NO：1に示された野生
型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのゲノム配列の位置362、532、1100、1122、1171また
は1702に対応する、5'UTR領域内の変異を含むゲノムヌクレオチド配列であって、前記位
置で前記ヌクレオチドが別のヌクレオチドによって置換されているゲノムヌクレオチド配
列；
　（b）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのアミノ酸配列を有するポリペプチドをコード
する核酸配列であって、以下の表Aの「エクソン」欄に示されたエクソンにおいて、SEQ I
D NO：3または4に示された野生型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのアミノ酸配列の表A
の「野生型における位置」欄に示された位置に対応する表Aの「アミノ酸残基」欄に示さ
れたアミノ酸残基が、別のアミノ酸残基によって置換されている核酸配列；
【表Ａ】

　（c）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードし、かつSEQ ID NO：1に示された野生
型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのヌクレオチド配列の位置32548または位置37633に対
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応する、エクソン5または8内の変異を含むヌクレオチド配列であって、前記位置で前記ヌ
クレオチドが別のヌクレオチドによって置換されているヌクレオチド配列；
　（d）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのアミノ酸配列を有するポリペプチドをコード
する核酸配列であって、SEQ ID NO：3または4に示された野生型ATP感受性イオンチャンネ
ルP2X7Rの位置488～494に対応するアミノ酸が欠失している核酸配列；
　（e）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードするゲノムヌクレオチド配列であって
、以下の表Bの「イントロン」欄に示されたイントロンにおいて、SEQ ID NO：1に示され
た野生型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのヌクレオチド配列の表Bの「野生型における
位置」欄に示された位置に対応する表Bの「置換されるヌクレオチド」欄に示されたヌク
レオチドが、別のヌクレオチドによって置換されているゲノムヌクレオチド配列；
【表Ｂ】

　（f）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードし、かつSEQ ID NO：1に示された野生
型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのヌクレオチド配列の位置55169、55170、55171、559
17または54925に対応する、3'UTR領域内の変異を含むゲノムヌクレオチド配列であって、
前記位置で前記ヌクレオチドが別のヌクレオチドによって置換されているゲノムヌクレオ
チド配列；
　（g）少なくとも20または21ヌクレオチドを含み、かつ（a）～（f）のいずれか1つに定
義された変異または欠失を含むヌクレオチド配列；
　（h）SEQ ID NO：13～51のいずれか1つに示されたヌクレオチド配列を含む核酸配列；
　（i）SEQ ID NO：5～12のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする核酸配列；
　（j）（a）～（g）のいずれか1つに定義されたヌクレオチド配列と、または（h）のヌ
クレオチド配列とハイブリダイズし、かつ（a）～（f）のいずれか1つに定義された変異
を有するヌクレオチド配列；および
　（k）遺伝暗号の結果として（j）に定義された核酸配列と縮重性のある核酸配列。
【００１５】
　驚いたことに、ATP感受性イオンチャンネルP2X7RをコードするP2X7R遺伝子における変
異が、あらゆる領域にわたる情動障害を引き起こしうることが見いだされた。P2X7R遺伝
子の5'UTRにおける6種類の変異、P2X7R遺伝子のエクソン3、5、6、8および13における7種
類の変異（これらはSEQ ID NO：3または4に示されたP2X7Rの野生型配列における対応する
アミノ酸のアミノ酸置換を引き起こす）、ならびに前記遺伝子のエクソン5および8におけ
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る2種類の変異（それぞれ1つのヌクレオチドの別のヌクレオチドによる置換を引き起こす
）、前記遺伝子のエクソン13におけるヌクレオチドの欠失、イントロン1、3、4、5、6、7
、9、11および12における18種類の変異、ならびにP2X7R遺伝子の3'UTRにおける5種類の変
異が、情動障害の罹患がみられる血縁関係のない41家系における情動的状態と共分離する
ことが同定された。「情動障害」という用語は、本発明の文脈において用いられる場合、
うつ病、不安、単極性障害、双極性障害I型、双極性障害II型、躁病、注意欠陥多動障害
、薬物乱用、および個体の正常な行動または気分に影響を及ぼす任意の他の障害を非制限
的に含むことを意味する。
【００１６】
　各々の変異は、以下の実施例に示されたような情動障害の説明となる変化を引き起こし
うる。
【００１７】
　P2X7Rは、P2Xイオンチャンネルファミリーに属するATP感受性イオンチャンネルである
。その遺伝子は、P2Xファミリーの他のメンバーとの配列相同性により、ラット脳から最
初に単離され（Surprenant et al., (1996), 272, 735-738；Genbankアクセッション番号
NM_019256）、その後にヒト単球ライブラリー（Rassendren et al., J. Biol. Chem. 272
 (1997), 5482-5486；Genbankアクセッション番号NM_002562、Y09561）から単離された。
その後、P2X7Rが、マスト細胞およびマクロファージに対するATPの透過作用を媒介する未
同定のP2Z受容体に対応することが判明した（Dahlgvist and Diamant Acta Physiol. Sca
nd. 34 (1974), 368-384；Steinberg and Silverstein J. Biol. Chem. 262 (1987), 311
8-3122；Gordon Biochem. J. 233 (1986), 309-319）。P2X7Rには疎水性膜貫通ドメイン
が2つと細胞外ループが1つあり、膜貫通型イオンチャンネルを形成する。P2X7受容体はホ
モオリゴマー形態としてのみ機能するように思われ、その他のP2XホモマーおよびP2Xヘテ
ロマーとは顕著に異なる薬理学的プロフィールを有するように思われる（North and Surp
renant, Annual Rev. Pharmacology Toxicology 40 (2000), 563-580）。P2X7Rが活性化
に至るには1mMを超えるレベルのATPを必要とするが、他のP2X受容体は100μM以下のATP濃
度で活性化する（Steinberg et al., J. Biol. Chem. 262 (1987), 8884-8888；Greenber
g et al., J. Biol. Chem. 263 (1988), 10337-10343）32）。P2X受容体はいずれも連結
後に非選択的チャンネル様の性質を示すが、P2X7Rによって形成されるチャンネルは、最
大900ダルトンの分子の通過を可能にする孔へと容易に変形することができる（Virginio 
et al., J. Physiol. 519 (1999), 335-346）。
【００１８】
　P2X7Rは造血細胞、マスト細胞およびマクロファージで発現され（Surprenant et al., 
Science 272 (1996), 3118-3122）、そこで四量体または六量体の形態として構成される
（Kim et al., J. Biol. Chem. 276 (2001), 23262-23267）。P2X7Rは特に免疫機能およ
び炎症反応の調節に関与する。マクロファージにおけるATPによるP2X7Rの活性化は、T細
胞の分裂誘発刺激（Baricordi et al., Blood 87 (1996), 682-690）、インターロイキン
-1βなどのサイトカインの放出（Griffiths et al., J. Immol. 154 (1995), 2821-2828
）およびマクロファージ多核体（polykarion）の形成（Falzoni at al.、J. Clin. Inves
t. 95 (1995), 1207-1216）を伴う。ATPによるP2X7Rの刺激はまた、大量の膜貫通イオン
流（特にCa2+およびNa+の流入ならびにK+の流出）および非選択的な原形質膜孔の形成を
誘発することにより、細胞死も引き起こしうる（Di Virgilio et al., Cell Death Diffe
r. 5 (1998), 191-199）。
【００１９】
　脳ではP2X7Rは当初、ニューロンではなくミクログリア（脳の常在性マクロファージ）
および上衣細胞に限局していると考えられており（Collo et al., Neuropharmacology 36
 (1997), 1277-1283）、これは神経変性におけるP2X7Rの役割を示唆するとされた。しか
し、P2X7Rはそれ以来、ラット網膜のニューロン（Brandle et al, Brain Research Molec
ular Brain Res. 62 (1998), 106-109）、蝸牛神経節細胞（Brandle et al, Neuroscienc
e Letters 273 (1999), 105-108）ならびに脳幹および脊髄の全体にわたるシナプス前終
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末ニューロン（Deuchards et al., J. Neurosci. 21 (2001), 7143-7152）でも発見され
ている。また、その後の研究により、P2X7Rが、海馬のニューロンにおけるグルタミン酸
およびGABAなどの神経伝達物質の放出を調節することも示唆されている（Armstrong et a
l., J. Neuroscience 22 (2002), 5938-5945、Sperlagh et al., J. Neurochem. 81 (200
2), 1196-1211）。脳のグリア細胞およびアストロサイトにおけるP2X7Rの構成は単量体で
あるように思われる（Kim et al., J. Biol. Chem. 276 (2001), 23262-23267）。
【００２０】
　P2X7Rの作動薬および拮抗薬はいくつか同定されている。ブリリアントブルー（Jiang e
t al., Mol. Phamacol. 58 (2000), 82-88）、イソキノリン1-[N,O-Bis(5-イソキノリン
スルホニル)-N-メチル-L-チロシル]-4-フェニルピペラジンおよびN-[1-[Nメチル-p-(5イ
ソキノリンスルホニル)ベンジル]-2-(4-フェニルピペラジン)エチル]-5-イソキノリンス
ルホンアミド（Humphreys et al., Mol. Pharmacol., 54 (1998), 22-32）、アダマンタ
ン誘導体（WO 99／29660号、WO 99／29661号、WO 00／61569号、WO 01／42194号、WO 01
／44170号、WO 01／44213号）、置換型フェニル化合物（WO 00／71529号）、ピペリジン
誘導体およびピペラジン誘導体（WO 01／46200号）はP2X7Rのアンタゴニストであり、一
方、酸化ATP（oATP）はこの受容体の不可逆的阻害薬として作用する（Chen et al., J. B
iol. Chem., 268 (1993), 8199-8203）。これらのアンタゴニストのいくつかは現在、炎
症性疾患、免疫疾患および冠血管疾患の治療に関して評価中である。BzATP（2'-3'-O-(4-
ベンゾイルベンゾイル)アデノシン5'-三リン酸（C24H24N5O15P3））は、P2X7Rの作動薬と
して作用する（North and Surprenant, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 40 (2000), 56
3-580）。WO 99／55901号は、P2X2、P2X3、P2X4、P2X5、P2X6およびP2X7からなる群より
選択される哺乳動物プリン受容体の活性を調節する化合物を同定するための方法を記載し
ており、てんかん、うつ病および加齢性変性疾患などの行動障害の治療法において前記プ
リン受容体が役割を果たす可能性を示唆している。
【００２１】
　P2X7Rを欠失した変異マウスは健康で妊孕性があり、表面上明らかな表現型を示さない
。しかし、野生型の対応物と比較して、P2X7R-/-動物由来のLPS活性化腹腔マクロファー
ジは、ATPで刺激しても成熟インターロイキン-1β（IL-1β）を産生することができず、
このことは腹腔マクロファージがATPに応答してIL-1を放出する能力を有さないことを示
唆する（Solle et al, J. Biol. Chem. 276 (2001), 125-132）。P2X7R-/-マウスの詳細
な行動試験は実施されていない。ヒトでは、Glu-496からAlaへの多型がP2X7機能の喪失を
招き（Gu et al., J. Biol. Chem. 276 (2001), 11135-11142）、これはB細胞慢性リンパ
球性白血病に伴ってみられる（Thunberg et al, The Lancet 360 (2002), 1935-1939）。
P2X7Rのプロモーター領域およびコード領域と推定される領域内にある、そのほかの多型
も報告されている（Liet al.、FEBS Lett. 531 (2002), 127-131；EP 1199372）。
【００２２】
　P2X7Rに関する文献は数多いが、情動障害における役割は、先行技術において、これま
で示唆されたことも暗に指摘されたこともない。
【００２３】
　本発明を詳細に開示する前に、本発明が、本明細書に記載された特定の方法、手順、細
胞系、ベクターおよび試薬には限定されず、それらは異なってもよいことが理解される必
要がある。また、本明細書で用いる用語は特定の態様を説明することのみを目的としてお
り、本発明の範囲を制限することを意図したものではなく、それらは添付する特許請求の
範囲のみによって制限されることも理解される必要がある。別に規定する場合を除き、す
べての科学技術用語は、当業者が一般に理解しているものと同じ意味を有する。
【００２４】
　好ましくは、本明細書に用いられる用語は、「バイオテクノロジー用語の多言語辞典：
（IUPAC勧告）（A multilingual glossary of biotechnological terms):(IUPAC Recomme
ndations)）」、Leuenberer H.G.W, Nagel, B. and Kolbl, H. eds.(1995), Helvetica C
himica Acta, CH-4010 Basel, Switzerland）に記載された通りに定義される。本明細書
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およびそれに続く特許請求の範囲の全体を通じて、文脈で別のものを要求しない限り、「
含む（comprise）」という用語、または「含む（comprises）」もしくは「含む（compris
ing）」などの変形物は、言及した要素または整数または要素もしくは整数の群を含むも
のの、他の要素または整数または要素もしくは整数の群を除外しないことを意味するもの
と理解されたい。
【００２５】
　本明細書の本文の全体を通じて、いくつかの文書を引用している。本明細書に引用する
文書（すべての特許、特許出願、学術発行物、製造者の仕様書、指示書などを含む）は、
前記のものも下記のものも、それらの全体が参照として本明細書に組み入れられる。本明
細書において、引用される文書の任意のすべてが本発明に対する真の先行技術であること
を認めるものではない。本明細書中のいかなる記載も、本発明者らが先行発明によるこの
ような開示に先行する権利を持たないことを認めたものとみなされるべきではない。
【００２６】
　本明細書および添付する請求の範囲において用いる場合、単数形の「1つの（a）」「1
つの（an）」および「その（the）」は、その文脈で明らかに別の指示がなされない限り
、複数のものに関する言及も含むことに留意されたい。したがって、例えば、「1つの試
薬」に対する言及は複数のこのような試薬を含み、「その方法」に対する言及は、本明細
書に記載した方法を改変または代替するものとなりうる、当業者に知られた等価な工程お
よび方法に関する言及を含む。
【００２７】
　本発明によれば、「核酸配列」という用語は、核酸分子を構成するプリン塩基およびピ
リミジン塩基を含む塩基の配列のことを意味し、この際、前記塩基は核酸分子の一次構造
を表す。当業者には容易に理解されるであろうが、核酸配列には、センス鎖およびアンチ
センス鎖のいずれもの、DNA、cDNA、ゲノムDNA、RNA、合成形態および混在性重合体が含
まれ、これらが非天然性または誘導体化されたヌクレオチド塩基を含んでもよい。
【００２８】
　本明細書で用いる場合、「ポリペプチド」という用語は、任意の長さのアミノ酸鎖を含
み、アミノ酸残基が共有ペプチド結合によって連結されている、ペプチド、タンパク質ま
たはポリペプチドのことを意味する。しかし、アミノ酸および／またはペプチド結合が機
能的類似体によって置換されている、このようなタンパク質／ポリペプチドのペプチド模
倣物、さらには遺伝子によりコードされる20種類のアミノ酸以外のもの、例えばセレノシ
ステインなども本発明に含まれる。ペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質をポリペ
プチドと呼んでもよい。ポリペプチドおよびタンパク質という用語は本明細書においてし
ばしば互換的に用いられる。ポリペプチドという用語はまた、グリコシル化、アセチル化
、リン酸化といったポリペプチドの修飾物のことも指し、これらは除外されない。このよ
うな修飾物は、基本的な教科書、より詳細なモノグラフ、さらには大部にわたる研究文献
に詳細に記載されている。
【００２９】
　本発明に従って用いられる「位置」という用語は、本明細書に示されたアミノ酸配列の
内部でのアミノ酸の位置、または本明細書に示された核酸配列の内部でのヌクレオチドの
位置のいずれかを意味する。
【００３０】
　「ATP感受性イオンチャンネルP2X7R」という用語は、本発明によれば、P2Xイオンチャ
ンネル型受容体ファミリーの1つのメンバーとして分類しうるポリペプチドのことを表す
。これらはプリン作動性受容体としても知られている。P2X受容体はリガンド感受性イオ
ンチャンネルである。これらの受容体のリガンドはATPであることもあれば、ならびに／
または別の天然ヌクレオチド（例えば、ADP、UTPおよびUDPなど）もしくは合成ヌクレオ
チド（例えば、2-メチルチオATPなど）のこともある。分類のための基準は以下の通りで
ある：（1）ファミリー内または異なる種間での39％を上回る配列相同性；（2）イオン伝
導に関与するシグナル伝達機構（Khakh et al., Pharmacol Rev. 253 (2001), 107-18）
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。したがって、「ATP感受性イオンチャンネルP2X7R」という用語は、「イオンチャンネル
型受容体」または「プリン作動性受容体」という用語と互換的である。好ましくは、「AT
P感受性イオンチャンネルP2X7R」という用語は、1つまたは複数の構造的および／または
機能的特徴、好ましくは上記のものに基づいて、ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rとして
分類されうるポリペプチドのことを表す。構造的特徴とは、ポリペプチドをP2X7Rタンパ
ク質として分類することを可能にする、ある種の構造的特質のことを指す。このような特
質の一つはアミノ酸配列である。本発明の文脈において、ポリペプチドは、それがそれ自
体の長さの全体にわたって、SEQ ID NO：3または4に示されたヒトP2X7Rタンパク質のアミ
ノ酸配列に対してある程度の配列同一性を示すならば、ATP感受性イオンチャンネルP2X7R
として分類される。この配列同一性の程度は少なくとも40％、より好ましくは少なくとも
50％、さらにより好ましくは少なくとも60％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なく
とも90％または少なくとも95％である。特に好ましくは、配列同一性の程度は少なくとも
65％である。
【００３１】
　さらに、P2X7Rタンパク質の構造的特徴には2つの疎水性膜貫通ドメインと1つの細胞外
があり、これらはプログラムTMPRED（Hofmann Biol. Chem. 347 (1993), 166）またはTMH
MM（Krogh J. Mol. Bio. 305 (2001), 567-580）を用いて解析することができる。さらに
、P2X7Rは、単一のポリペプチド、二量体、三量体などのいずれとして存在してもよい。
【００３２】
　したがって、本発明の文脈において、タンパク質は、好ましくは、それが上述した構造
的特徴の少なくとも1つを示すならば、P2X7Rタンパク質として分類される。機能的特徴と
は、P2X7Rタンパク質の生物活性と関連する性質のことを指す。詳細には、P2X7Rは、カル
シウムイオンおよびナトリウムイオンの細胞外溶液から細胞内溶液への通過を可能にする
とともに、カリウムイオンの細胞内から細胞外溶液への通過を可能にする、ATP感受性イ
オンチャンネルのことである。さらに、ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rは、自然下でホ
モオリゴマー形態をとる。P2X7R受容体タンパク質の特徴は、本明細書で以下に述べるよ
うにして決定することができる。「ATP感受性イオンチャンネルP2X7R」という用語には、
ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rの機能的形態および非機能性形態が含まれる。機能性AT
P感受性イオンチャンネルP2X7Rとは、当技術分野で公知の方法によって測定しうる上述の
機能的特徴の少なくとも1つを有するP2X7Rタンパク質のことであると解釈される。非機能
性ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rとは、上記の構造的特徴のためにP2X7Rタンパク質と
して分類することはできるが、上記のP2X7Rタンパク質の機能的特徴の少なくとも1つ、好
ましくはすべてを喪失しているタンパク質のことである。P2X7Rタンパク質が非機能性で
あることは、例えば、カルシウムイオンおよびナトリウムイオンが細胞内に流入しうるか
否か、またはカリウムイオンが細胞から流出しうるか否かを測定することによって判定し
うる。したがって、細胞のカルシウムおよび／もしくはナトリウムの流入または流出のい
ずれかを測定することによって、ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rにおける変異の存在を
判定することができる。P2X7R遺伝子に変異を有する細胞は、野生型P2X7Rタンパク質を有
する細胞と比較して、イオンの流入および／または流出の変化を示す。
【００３３】
　さらに、P2X7Rが機能性であるか非機能性である（例えば、変化している）かを判定す
るために用いうる方法にはさまざまなものがある。一つの方法は、ATPにより誘導される
、細胞（例えば、個体から単離した細胞）へのエチジウム取り込みの速度を測定すること
からなる。エチジウムは、ATPによって孔形成が活性化された場合に、P2X7Rの孔を通って
細胞内に取り込まれる。続いて、細胞をATPの添加下または非添加下でエチジウムの存在
下にてインキュベートし、その後にそれらをフローサイトメトリーによって分析する。エ
チジウム蛍光を測定し、ATPの有無間で比較する。P2X7Rの活性が相対的に低いならば、AT
Pによって誘導されるエチジウム蛍光は対照細胞におけるよりも低いと考えられる。この
種の方法が、白血病患者から単離したBリンパ球およびTリンパ球におけるP2X7R活性を検
証するために用いられている（Wiley et al., Lancet 359 (2002), 1114-1119）。手短に
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述べると、単離した細胞を1mlのHepes緩衝塩化カリウム、37℃中で連続攪拌しながらイン
キュベートする。続いてエチジウムを濃度25mol／lとして添加し、その40秒後に10μlの1
00mmol／l ATP保存液を添加する。細胞を、Coulter Eliteフローサイトメーター（Coulte
r, Hialeah, FL）を488nmのアルゴンレーザー励起によって用いるフローサイトメトリー
により、1,000イベント／sで分析する。放出蛍光を590nmロングパスフィルターを用いて
収集する。連続して5s間隔でゲート処理された各部分集団に対する線形平均チャンネル蛍
光強度をWin-MDIソフトウエア（Joseph Trotter, バージョン2.7）を用いて解析し、時間
に対してプロットした。
【００３４】
　P2X7R活性を決定するためのもう1つの方法は、カルシウムと結合した時にのみ発光する
蛍光色素とともにインキュベートした単離細胞へのカルシウム流入を測定することである
。細胞には色素を投入する必要があり、その後にカルシウム流入を誘発する必要がある。
このような色素の例には、Fura-2、カルシウムグリーン、カルシウムオレンジ、カルシウ
ムクリムゾン（いずれもMolecular Probes社から入手可能）。カルシウム輸送を測定する
ための方法は当技術分野で周知である；例えば、Takahashi et al., Physiol Rev. 79 (1
999), 1089-1125を参照されたい。さらに、細胞へのカルシウム流入は膜電位の変化を生
じさせる。この変化は、電気生理学的手法（パッチクランプ法）により、または電位変化
に対する感受性のある色素を用いることにより、測定することができる。このような方法
も当技術分野で周知であり、例えば、Gonzalez et al., DDT 4 (1999), 431-439；Gonzal
ez and Tsien, Chemistry & Biology 4 (1997), 269-277；Gonzalez and Tsien, Biophys
ical Journal 69 (1995), 1272-1280。
【００３５】
　さらにもう1つの方法は、133Ba21の取り込みを測定することである。Ba21はCa21の優れ
た代用物であり、ひとたび細胞内に入ると輸送性ATPアーゼによるポンプ作用も隔離作用
も受けない。Ba21の取り込みは、133BaCl2（最終濃度0.2mM）を用いて60sにわたって測定
することができる。時点0で、133Ba21の予熱した保存液（0.4mMおよび1μCi／ml）を、予
熱した単離細胞（150mM KCl、HEPES（pH 7.4）中、37℃）に対して同容積で添加する。AT
P（1mM）を、133Ba21同位体の10分前またはそれと同時に添加する。0.8mlのアリコートを
0～60sの複数の時点で採取し、250μlの油性混合物（ジ-n-ブチルフタレートおよびジ-イ
ソ-オクチルフタレート、7：3 vol／vol）の上にあらかじめ重層させた0.2mlの氷冷50mM 
MgCl2（KCl-HEPES培地中）と直ちに混合し、続いて8,000gで30s遠心する。上清および油
分を吸引し、細胞ペレットをWallac Wizard 3自動ガンマカウンターまたは任意の他の適
したγ線測定装置でカウントする。
【００３６】
　本発明は、P2X7R遺伝子におけるさまざまな種類の変異が情動障害の発生と結びついて
いるという発見に基づく。第1のタイプの変異は、5'UTRにおける変異である。このような
変異の例は、SEQ ID NO：1に記された野生型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのゲノム配
列の位置362、532、1100、1122、1171または1702に対応する位置での単一ヌクレオチド置
換である。
【００３７】
　本明細書で述べるヌクレオチド配列に関する位置とは、SEQ ID NO：1に示された配列の
ことを指す。この配列は、ATP感受性イオンチャンネルP2X7RをコードするP2X7R遺伝子の
核酸配列を表している。当業者は、配列のアラインメントを行うことにより、SEQ ID NO
：1における位置に対応するゲノム配列中の位置を同定することが可能である。さらに、
本明細書における下記のSEQ ID NO：1には、エクソンおよびイントロンの正確な場所が示
されている。加えて、当業者は、SEQ ID NO：1と、P2X7R遺伝子のcDNA配列を示しているS
EQ ID NO：2とを比較することにより、P2X7R遺伝子のエクソンおよびイントロンを同定す
ることができる。
【００３８】
　好ましくは、SEQ ID NO：1に示されたP2X7R遺伝子のゲノム配列の5'UTRにおける位置36
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2で、チミン（T）が別のヌクレオチド、好ましくはプリン塩基によって置換される。より
好ましくは、前記位置で前記チミジンはピリミジン塩基によって置換される。特に好まし
くは、前記チミンはシトシン（C）によって置換される。
【００３９】
　SEQ ID NO：1に示されたP2X7R遺伝子のゲノム配列の5'UTRにおける位置532で、チミン
（T）が別のヌクレオチド、好ましくはピリミジン塩基によって置換されることが好まし
い。より好ましくは、前記位置で前記チミンはプリン塩基によって置換される。特に好ま
しくは、前記チミジンはグアニン（G）によって置換される。
【００４０】
　P2X7R遺伝子のゲノム配列の5'UTRにおけるそれぞれ位置1100および1122にあるアデニン
（A）残基が、好ましくはピリミジン塩基によって置換されることが好ましい。より好ま
しくは、前記アデニンはプリン塩基によって置換され、特に好ましくは前記アデニンはグ
アニン（G）によって置換される。
【００４１】
　SEQ ID NO：1に示されたP2X7R遺伝子のゲノム配列の5'UTRにおける位置1171で、シチジ
ン（C）が別のヌクレオチド、好ましくはピリミジン塩基によって置換される。より好ま
しくは、前記シチジンはプリン塩基によって置換され、さらにより好ましくは、前記シチ
ジンはグアニン（G）によって置換される。
【００４２】
　SEQ ID NO：1に示された遺伝子P2X7Rのゲノム配列の5'UTRにおける位置1702にあるグア
ニンは、別のヌクレオチド、好ましくはピリミジン塩基によって置換される。より好まし
くは、前記グアニンはプリン塩基によって置換され、特に好ましくはそれはアデニン（A
）によって置換される。
【００４３】
　P2X7R遺伝子に見いだされた第2のタイプの変異は、対応するアミノ酸配列におけるアミ
ノ酸置換を引き起こす、エクソンにおける変異である。これらには、前記の項目（b）に
列記された変異がある。この文脈において、「「野生型における位置」欄に示された野生
型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rの位置Xに対応する、表Aの「アミノ酸残基」欄に示さ
れたアミノ酸残基」という用語は、以下の意味を有する：当該のアミノ酸残基が、前記ア
ミノ酸残基が内部に存在する配列とSEQ ID NO：3または4のアミノ酸配列との比較および
アラインメントを行った場合に、SEQ ID NO：3または4の配列における位置Xに位置すると
考えられること。SEQ ID NO：3または4に示されたアミノ酸配列は、ヒトP2X7R遺伝子のア
ミノ酸配列であり、本発明において参照配列として用いられる。
【００４４】
　ある所定のP2X7R配列における、あるアミノ酸残基またはヌクレオチド残基が、SEQ ID 
NO：1、3または4のアミノ酸配列またはヌクレオチド配列における特定の位置に対応する
か否かを判定する目的に、当業者は、当技術分野で周知の手段および方法、例えば、手作
業による、または「ハイブリダイゼーション」および「相同性の程度」という用語の定義
に関連して以下でさらに述べるものなどのコンピュータプログラムを用いることによるア
ラインメントを用いることができる。
【００４５】
　例えば、BLAST2.0（これはBasic Local Alignment Search Toolの略語である）（Altsc
hul, Nucl. Acids Res. 25 (1997), 3389-3402；Altschul, J. Mol. Evol. 36 (1993), 2
90-300；Altschul, J. Mol. Biol. 215 (1990), 403-410）は、局所配列アラインメント
に関する検索のために用いることができる。BLASTは、配列類似性を決定するためのヌク
レオチドおよびアミノ酸配列のアラインメントを行う。アラインメントの局所的な性質の
ため、BLASTは完全一致の判定および類似した配列の同定に特に有用である。BLASTアルゴ
リズムの出力の基本的な単位はハイスコアリングセグメントペア（High-scoring Segment
 Pair）（HSP）である。HSPは、アラインメントが局所的に最大である、またはアライン
メントスコアがユーザにより設定された閾値もしくはカットオフスコアを満たすかそれを
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上回る、任意ではあるが等しい長さの2つの配列フラグメントからなる。BLASTアプローチ
とは、クエリー配列とデータベース配列との間のHSPを探索し、見いだされた一致の統計
学的有意性を評価して、ユーザが選択した有意性の閾値を満たすような一致のみを報告す
ることである。パラメーターEはデータベース配列の一致を報告するための統計学的に有
意な閾値を定める。Eは全データベース検索の状況下でのHSP（またはHSPのセット）の偶
発的出現率の期待度数の上限と解釈される。その一致がEを満たすすべてのデータベース
配列がプログラムの出力に報告される。
【００４６】
　BLAST（Altschul (1997), 前記引用箇所；Altschul (1993), 前記引用箇所；Altschul 
(1990), 前記引用箇所）を用いる類似のコンピュータ手法は、GenBankまたはEMBLなどの
ヌクレオチドデータベースにおける同一分子または関連分子に関する検索のために用いら
れる。この解析は、膜を用いる多数回のハイブリダイゼーションよりもはるかに迅速であ
る。加えて、コンピュータ検索を、何らかの特定の一致が完全一致であるか類似したもの
であるかを判定するように改変することもできる。検索の基礎は、以下の通りに定義され
る積スコア：

であり、これは2つの配列間の類似性の程度および配列一致の長さの両方を考慮に入れて
いる。例えば、積スコアが40の場合には、一致は1～2％内の誤り率で完全一致であると考
えられる；70の場合には、一致は完全一致であると考えられる。類似性のある分子は通常
、15～40の積スコアを示すものを選択することによって同定されるが、より低いスコアで
も関連性のある分子が同定される場合もある。
【００４７】
　上述したように、P2X7R遺伝子において同定された変異の第2の群は、アミノ酸置換を引
き起こす、P2X7R遺伝子のエクソンにおける変異である。この点に関して、SEQ ID NO 2は
P2X7R遺伝子のcDNA配列を示している。エクソン3における、SEQ ID NO：3または4に示さ
れたP2X7Rの対応する野生型アミノ酸配列の位置117で、アルギニン（R）残基が別のアミ
ノ酸残基によって、好ましくは脂肪族、酸性または塩基性のアミノ酸残基によって置換さ
れる。より好ましくは芳香族アミノ酸残基によって置換され、これは特に好ましくはトリ
プトファン（W）である。その結果生じるポリペプチドはSEQ ID NO：5に示されている。
【００４８】
　エクソン5における、SEQ ID NO：3または4に示されたP2X7Rの野生型アミノ酸配列の位
置150で、グリシン（G）残基が別のアミノ酸残基によって、好ましくは脂肪族、芳香族ま
たは酸性のアミノ酸残基によって置換される。より好ましくは塩基性アミノ酸残基によっ
て、特に好ましくはアルギニン（R）によって置換される。その結果生じるポリペプチド
はSEQ ID NO：6に示されている。
【００４９】
　SEQ ID NO：3または4に示されたP2X7Rの野生型アミノ酸配列のエクソン6における位置1
86で、グルタミン酸残基（E）が別のアミノ酸残基によって、好ましくは脂肪族、芳香族
または酸性のアミノ酸残基によって置換される。より好ましくは、前記グルタミン酸は塩
基性アミノ酸残基によって置換され、これは特に好ましくはリジン（K）である。その結
果生じるポリペプチドはSEQ ID NO：7に示されている。
【００５０】
　SEQ ID NO：3または4に示されたP2X7Rの野生型アミノ酸配列のエクソン6における、位
置191で、ロイシン残基（L）が別のアミノ酸残基によって置換される。前記アミノ酸残基
は好ましくは脂肪族、酸性または塩基性のアミノ酸残基である。より好ましくは、前記ア
ミノ酸残基は芳香族アミノ酸残基であり、特に好ましくはプロリン（P）である。その結
果生じるポリペプチドはSEQ ID NO：8に示されている。
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【００５１】
　SEQ ID NO：3または4に示されたP2X7Rの野生型アミノ酸配列のエクソン8における、位
置270で、アルギニン残基（R）が別のアミノ酸残基によって置換される。前記アミノ酸残
基は好ましくは芳香族、酸性または塩基性のアミノ酸残基である。より好ましくは、前記
アミノ酸残基は脂肪族アミノ酸残基、特に好ましくはシステイン（C）である。その結果
生じるポリペプチドはSEQ ID NO：9に示されている。
【００５２】
　SEQ ID NO：3または4に示されたP2X7Rの野生型アミノ酸残基のエクソン13における位置
568で、イソロイシン（I）残基が別のアミノ酸残基によって置換される。より好ましくは
、前記イソロイシンは芳香族、塩基性または酸性のアミノ酸残基によって置換される。さ
らにより好ましくは、前記イソロイシンは脂肪族アミノ酸残基によって置換され、これは
特に好ましくはアスパラギン（N）である。その結果生じるポリペプチドはSEQ ID NO：10
に示されている。
【００５３】
　エクソン13では、SEQ ID NO：3または4に示されたP2X7Rの野生型アミノ酸配列における
位置578で、アルギニン残基（R）が別のアミノ酸残基によって置換される。前記アミノ酸
残基は好ましくは芳香族、酸性または塩基性のアミノ酸残基である。より好ましくはこれ
は脂肪族アミノ酸残基であり、特に好ましくはこれはグルタミン（Q）残基である。その
結果生じるポリペプチドはSEQ ID NO：12に示されている。
【００５４】
　P2X7R遺伝子のエクソンにおける上述の変異は、単一コドンの変異を引き起こす可能性
のある、例えば、化学的および／もしくは物理的手段によって、または複製複合体の誤り
に引き続いて細胞の修復機構が働かないことによって起こる、点変異に起因して生じると
想定されている。考えられる点変異の種類には、トランジション、すなわちプリン塩基ま
たはピリミジン塩基の別のプリン塩基またはピリミジン塩基への変化（例えば、アデニン
からグアニン、またはチミジンからシトシン）、またはトランスバージョン、すなわちプ
リン塩基またはピリミジン塩基の別のピリミジン塩基またはプリン塩基への変化（例えば
、アデニンからチミジン、またはグアニンからシトシン）がある。さらに、点変異は1つ
または複数のヌクレオチドの挿入または欠失によっても引き起こされる。
【００５５】
　本明細書における上記および下記のようなアミノ酸の置換を引き起こす変異は、以下の
表1に示されている。
【００５６】
　P2X7R遺伝子における変異の第3の群は、SEQ ID NO：1に示されたP2X7R遺伝子のエクソ
ン5および8にあること、およびサイレント性であること、すなわち、それらがアミノ酸変
化を引き起こさないことが同定されている。詳細には、SEQ ID NO：1に示された野生型ゲ
ノム配列P2X7R遺伝子のエクソン5における位置32548で、シチジン残基が別のヌクレオチ
ドによって置換される。前記ヌクレオチドは好ましくはピリミジン塩基であり、特に好ま
しくはチミンである。P2X7R遺伝子のエクソン5における位置32548でのシチジン残基の別
のヌクレオチドによる交換は、好ましくはアミノ酸システインの別のアミノ酸残基による
置換を引き起こさない。
【００５７】
　SEQ ID NO：1に示された野生型P2X7R遺伝子のエクソン8における、位置37633で、シチ
ジン残基が別のヌクレオチド残基によって置換される。前記ヌクレオチド残基は好ましく
はピリミジン塩基であり、特に好ましくはチミンである。この置換のために、位置37633
で置換が起こったそれぞれのコドンによってコードされるアミノ酸アスパラギン酸（D）
が、別のアミノ酸残基によって置換されないことが好ましい。
【００５８】
　SEQ ID NO：1に示された野生型P2X7R遺伝子のエクソン5および8のそれぞれにおける位
置32548および37633での上述の変異は、いわゆるサイレント変異を引き起こす、トリプレ
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ットコドンの第3の位置、すなわち、ゆらぎ塩基での変異である。サイレント変異は通常
、遺伝暗号の縮重性のため、すなわち64通りのトリプレットが全部で20種類の天然アミノ
酸をコードするために、アミノ酸の変化を引き起こさない。しかし、前記サイレント変異
は、新たに生じたコドンが生物体のコドン用法に十分に適合しないと考えられる限りにお
いて、それぞれのアミノ酸をコードするコドンにおける変化を引き起こす。すなわち、新
たに生じたコドンは「古い」コドンと同じ効率ではリボソームによって翻訳されない。こ
れは、対応するポリペプチドの量の不十分さを引き起こして、異なる表現型の原因となる
可能性がある。
【００５９】
　上記の項目（d）に記載されたP2X7R遺伝子における変異の第4の群は、SEQ ID NO：3ま
たは4に示された野生型P2X7Rアミノ酸配列の位置488～494に対応する7アミノ酸の欠失で
ある。したがって、本発明はまた、SEQ ID NO：3または4に示された野生型ATP感受性イオ
ンチャンネルP2X7Rの位置488～494に対応するアミノ酸が欠失しているP2X7Rタンパク質を
コードする核酸配列にも関する。このことは、本発明によれば、SEQ ID NO：3または4に
示された対応する野生型アミノ酸配列のアミノ酸位置488～494を包含するフラグメントが
欠失し、その結果、短縮したポリペプチドが生じることを意味する。このような短縮した
ポリペプチドの一例はSEQ ID NO：11に示されている。本明細書に記載したこのタイプの
変異は、好ましくは、非機能性ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードする。本発明に
おいて、SEQ ID NO：3または4に示された野生型アミノ酸配列のアミノ酸488～494を包含
するフラグメントの欠失は、エクソン13における欠失の結果である。SEQ ID NO：11に示
された、その結果生じるタンパク質は、SEQ ID NO：3または4に示された対応する野生型
アミノ酸配列のアミノ酸488～494を欠き、このため、SEQ ID NO：11に示された欠失型ポ
リペプチドのアミノ酸位置494は、SEQ ID NO：3または4に示された野生型アミノ酸配列の
アミノ酸位置502に対応する。好ましくは、本発明の核酸配列は、SEQ ID NO：3または4の
位置488～494に対応するアミノ酸が正確に欠失しているP2X7Rポリペプチドをコードする
。しかし、SEQ ID NO：3または4に示されたP2X7Rアミノ酸配列の内部のより多数またはよ
り少数のアミノ酸が、例えば、P2X7Rをコードする核酸分子のヌクレオチドの非定型的ス
プライシングもしくは欠失、または誤った翻訳後プロセスのために欠失している変異体も
、そのP2X7R ATP感受性イオンチャンネルが非機能性である限り、含まれる。例えば、ア
ミノ酸位置488の前方のさらなるアミノ酸もしくはアミノ酸位置494の後方のアミノ酸が欠
失していること、またはより少数のアミノ酸が欠失していることも可能である。好ましく
は、少なくとも1つの、より好ましくは少なくとも2つの、さらにより好ましくは少なくと
も3つの、最も好ましくは少なくとも5つのアミノ酸残基が、SEQ ID NO：3または4のアミ
ノ酸残基488に対応する位置の上流、および／またはアミノ酸残基494に対応する位置の下
流でさらに欠失している。
【００６０】
　しかし、SEQ ID NO：3もしくは4のアミノ酸残基488に対応する位置の上流、またはSEQ 
ID NO：3もしくは4のアミノ酸残基494に対応する位置の下流でさらに欠失しているアミノ
酸残基は、20を上回らないこと、好ましくは15を上回らないこと、さらにより好ましくは
10を上回らないこと、最も好ましくは7を上回らないことが好ましい。
【００６１】
　変異のもう1つの群（前記の項目（e）で言及）は、SEQ ID NO：1に示されたP2X7Rの野
生型ゲノム配列のイントロン1、3、4、5、6、7、9、11または12に存在する。前記イント
ロンにおける前記変異は、上記の表Bおよび以下の表1に示されたような点変異である。
【００６２】
　表B中の「野生型における位置」欄に示された、または表1中の「多型」欄に示された各
々の位置には、別のヌクレオチド残基によって置換される、各々のイントロンにおけるヌ
クレオチド残基の位置が示されている。したがって、「表Bの「野生型における位置」欄
に示された位置に対応する表Bの「置換されるヌクレオチド」欄に示された位置に対応す
る表Bの「イントロン」欄に示されたヌクレオチドが別のヌクレオチドによって置換され
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る」という用語は、P2X7Rをコードする配列中のヌクレオチド残基が、P2X7R配列とSEQ ID
 NO：1の配列との比較およびアラインメントを行った場合に、SEQ ID NO：1における位置
Yに位置すると考えられることを意味する。各々の位置にあるヌクレオチドがアデニンま
たはグアニンなどのプリン塩基である場合には、トランジションのためにそれが別のプリ
ン塩基に置換されることが好ましい。例えば、アデニンがグアニンによって置換され、ま
たはグアニンがアデニンによって置換される。各々の位置にあるヌクレオチドがピリミジ
ン塩基である場合には、トランジションのためにそれが別のピリミジン塩基によって置換
されることが好ましい。例えば、チミンがシチジンによって置換され、シチジンがチミン
によって置換される。
【００６３】
　また、トランスバージョンのためにプリン塩基がピリミジン塩基によって置換されるこ
と、またはその反対も好ましい。例えば、アデニンがチミンによって置換され、グアニン
がシチジンによって置換される。特に好ましくは、SEQ ID NO：1に示されたP2X7R遺伝子
のイントロン1、3、4、5、6、7、9、11または12における前記ヌクレオチドは、以下の表1
の「多型」欄に示されたヌクレオチドによって置換される。
【００６４】
　同定された変異の最後の群は、SEQ ID NO：1に示された野生型P2X7R遺伝子の3'UTRに存
在する変異に関する。これらの変異は、SEQ ID NO：1に示された野生型P2X7R遺伝子のそ
れぞれ位置54925、55169、55170、55171または55917で見いだされた。
【００６５】
　位置54925では、グアニン残基が別のヌクレオチドによって置換されることが見いださ
れた。好ましくは、前記グアニン残基はピリミジン塩基によって置換され、より好ましく
はプリン塩基によって、特に好ましくはアデニンによって置換される。
【００６６】
　位置55169では、シチジン残基が別のヌクレオチドによって、好ましくはピリミジン塩
基によって置換される。より好ましくは、これはプリン塩基によって置換され、特に好ま
しくは、これはアデニンによって置換される。
【００６７】
　位置55170および55171では、アデニン残基が別のヌクレオチド残基によって、好ましく
はプリン塩基によって置換される。より好ましくは、前記アデニン残基はピリミジン塩基
によって置換され、特に好ましくは前記アデニン残基はシチジン残基によって置換される
。また、位置55917で、シチジン残基が別のヌクレオチドによって置換されることも見い
だされた。好ましくは、前記ヌクレオチド残基はプリン塩基であり、より好ましくはピリ
ミジン塩基であり、特に好ましくはチミンである。
【００６８】
　以上から明らかなように、同定された変異のすべてがエクソン内に位置するわけでもな
く、アミノ酸配列の変化を引き起こすわけでもない。一部の変異は、5'UTR、3'UTRまたは
イントロンに位置する。
【００６９】
　プロモーター領域およびエンハンサー領域内の多型は、転写を調節することによって遺
伝子機能に影響を及ぼす可能性があり、特にそれらがDNA結合タンパク質の認識部位に位
置する場合にはそうであることが知られている（Fishman et al., J. Clin. Invest. 102
 (1998), 1369-1376）。本発明で用いる「多型」という用語は、単一のヌクレオチド置換
、ヌクレオチド挿入およびヌクレオチド欠失のことを意味し、挿入および欠失の場合には
、遺伝子の1つの位置での1つまたは複数のヌクレオチドの挿入または欠失、および発現タ
ンパク質における対応する変化が含まれる。遺伝子の5'非翻訳領域（5'UTR）における多
型は、タンパク質が翻訳される効率に影響を及ぼす可能性がある。この代表的な例はc-my
c遺伝子にあり、そこではリボソーム内部進入部位を作り出すC-G SNPとc-myc翻訳の効率
増大および骨髄腫との関連性がみられる（Chappell et al., Oncogene 19 (2000), 4437-
4440）。3'UTRにおける多型は、RNAの二次構造を変化させることによって遺伝子機能に影
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響を及ぼす可能性、およびRNA分解を調節するタンパク質と結合するRNA中のモチーフに影
響を及ぼすことによって翻訳の効率に影響を及ぼす可能性がある。イントロン内部の多型
は、RNAスプライシングに影響を及ぼして異常ポリペプチドを生じさせることによって遺
伝子機能に影響を及ぼす可能性がある。イントロン多型が遺伝子機能に影響を及ぼしうる
もう1つの様式は、それらがイントロン内部の調節モチーフに影響を及ぼす場合である。
その例には、COLIA1遺伝子のイントロン1内部のSp1結合部位多型（Mann et al., J. Clin
. Invest 107 (2001), 899-907）およびIL-1Ra遺伝子内部の反復配列多型がある（Keen e
t al., Bone 23 (1998), 367-371）。イントロンSNPと遺伝子機能との関係に関するさら
に別の例は、Caceres and Kornblihtt, Trends Genet. 4 (2002), 186-93に記載されてい
る。本文の52ページ第30行から53ページ第51行までの実施例4は、本出願で開示される3種
類のSNPと関連する、考えられる選択的スプライシングイベントおよび異常タンパク質産
生について記載している。
【００７０】
　以上に記した核酸配列は、少なくとも56580ヌクレオチド、好ましくは少なくとも10000
ヌクレオチド、少なくとも5000ヌクレオチド、少なくとも1000ヌクレオチド、少なくとも
500ヌクレオチド、少なくとも100ヌクレオチドを含みうる。より好ましくは、前記核酸配
列は少なくとも50ヌクレオチドを含み、特に好ましくはそれらは以上に記した変異または
欠失を含む少なくとも20または21ヌクレオチドを含む。最も好ましくは、このような核酸
配列はSEQ ID NO：13～51のいずれかに示された配列を有する。
【００７１】
　SEQ ID NO：3または4に示されたP2X7R野生型ポリペプチドの対応するアミノ酸配列の置
換を引き起こすエクソンにおける変異を含む上記の核酸配列は、SEQ ID NO：5～10および
12に示されたポリペプチドをコードする。
【００７２】
　さらに、SEQ ID NO：3または4に示された野生型P2X7Rポリペプチドの完全長ポリペプチ
ドと比較して短縮したポリペプチドを引き起こす欠失を含む上記の核酸配列は、SEQ ID N
O：11に示されている。
【００７３】
　本発明はまた、上記の核酸分子の1つとハイブリダイズし、以上に記した変異を示す核
酸分子にも関する。
【００７４】
　本発明に従って用いられる「ハイブリダイズする」という用語は、ストリンジェントな
条件または非ストリンジェント条件のいずれの下でのハイブリダイゼーションに関する。
そのほかに指定がなければ、条件は好ましくは非ストリンジェントである。前記ハイブリ
ダイゼーション条件は、例えば、Sambrook, Russell「分子クローニング、実験マニュア
ル（Molecular Cloning, A Laboratory Manual）」、Cold Spring Harbor Laboratory, N
.Y.(2001) ；Ausubel「分子生物学における最新プロトコール（Current Protocols in Mo
lecular Biology）」、Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.(19
89)またはHiggins and Hames（Eds.）「核酸ハイブリダイゼーション、実践的アプローチ
（Nucleic acid hybridization, a practical approach）」、IRL Press Oxford, Washin
gton DC,(1985)に記載された従来のプロトコールに従って設定することができる。条件の
設定は当業者の技能の範囲に十分に含まれ、当技術分野で記載されたプロトコールに従っ
て確定することができる。すなわち、特異的にハイブリダイズする配列のみの検出には通
常、0.1×SSC、0.1％ SDS、65℃などのストリンジェントなハイブリダイゼーション条件
および洗浄条件が必要と考えられる。相同配列または厳密に相補的ではない配列の検出の
ための非ストリンジェントハイブリダイゼーション条件は、6×SSC、1％ SDS、65℃に設
定することができる。周知のように、プローブの長さおよび決定しようとする核酸の組成
は、ハイブリダイゼーション条件のさらなるパラメーターである。ハイブリダイゼーショ
ン実験におけるバックグラウンドを抑制するために代替的なブロッキング試薬を含めるこ
と、および／またはそれを代わりに用いることにより、以上の条件の変形物を実現しうる
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ことに留意されたい。典型的なブロッキング試薬には、デンハルト試薬、BLOTTO、ヘパリ
ン、変性サケ精子DNA、および市販の商標登録された配合物が含まれる。特定のブロッキ
ング試薬を含めることにより、適合性の問題のために上記のハイブリダイゼーション条件
の変更が必要になる場合がある。ハイブリダイズする核酸分子には、上記の分子のフラグ
メントも含まれる。このようなフラグメントは、非機能性ATP感受性イオンチャンネルP2X
7Rまたはその非機能性フラグメントをコードし、しかも長さが少なくとも12ヌクレオチド
、好ましくは少なくとも15ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも18ヌクレオチド、よ
り好ましくは少なくとも21ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも30ヌクレオチド、さ
らにより好ましくは少なくとも40ヌクレオチド、最も好ましくは少なくとも60ヌクレオチ
ドである核酸配列であってよい。さらに、前述の核酸分子のいずれかとハイブリダイズす
る核酸分子には、これらの分子の相補的フラグメント、誘導体および対立遺伝子変種も含
まれる。さらに、ハイブリダイゼーション複合体とは、相補的なG塩基とC塩基との間およ
び相補的なA塩基とT塩基との間の水素結合の形成による、2つの核酸配列間の複合体のこ
とを指す；これらの水素結合は塩基スタッキング相互作用によってさらに安定化すること
ができる。2つの相補的核酸配列は逆平行の配置で水素結合を形成する。ハイブリダイゼ
ーション複合体は溶液中で形成されてもよく（例えば、コット分析またはロット分析）、
または溶液中に存在する一方の核酸配列と固体支持体（例えば、細胞などが固定された、
膜、フィルター、チップ、ピンまたはスライドグラスなど）上に固定化されたもう一方の
核酸配列との間で形成されてもよい。相補的または相補性という用語は、塩基対合による
、許容される塩および温度の条件下でのポリヌクレオチドの天然の結合のことを指す。例
えば、配列「A-G-T」は相補的配列「T-C-A」と結合する。2つの一本鎖分子間の相補性は
、一部の核酸のみが結合するというように「部分的」でもよく、または一本鎖分子の間に
全体にわたる相互性が存在する場合のように完全であってもよい。核酸鎖の間の相補性の
程度は、核酸鎖の間のハイブリダイゼーションの効率および強度に大きな影響を及ぼす。
これは、核酸鎖の間の結合に依存的である増幅反応では特に重要である。
【００７５】
　「ハイブリダイズする配列」という用語は、好ましくは、記載された変異を有するP2X7
Rタンパク質をコードする上記の核酸配列に対して、少なくとも40％の配列同一性、好ま
しくは少なくとも50％、より好ましくは少なくとも60％、さらにより好ましくは少なくと
も70％、特に好ましくは少なくとも80％、さらに特に好ましくは少なくとも90％、さらに
なお特に好ましくは少なくとも95％、最も好ましくは少なくとも97％の同一性を示す配列
のことを指す。さらに、「ハイブリダイズする配列」という用語は、好ましくは、以上に
記したようなP2X7R変異体のアミノ酸配列に対して、少なくとも40％の配列同一性、好ま
しくは少なくとも50％、より好ましくは少なくとも60％、さらにより好ましくは少なくと
も70％、特に好ましくは少なくとも80％、さらに特に好ましくは少なくとも90％、さらに
なお特に好ましくは少なくとも95％、最も好ましくは少なくとも97％の同一性を有するP2
X7Rタンパク質をコードする配列のことを指す。
【００７６】
　本発明によれば、2つまたはそれ以上の核酸またはポリペプチド配列の文脈における「
同一な」または「一致度（percent identity）」という用語は、一定の比較域にわたって
、または当技術分野で知られた配列比較アルゴリズムを用いるかもしくは手作業によるア
ラインメントおよび目視検査によって定められた指定領域にわたって、最大の対応関係が
得られるように比較およびアラインメントを行った場合に、同じである、または同じアミ
ノ酸残基もしくはヌクレオチドが指定された比率である（例えば、60％または65％の同一
性、好ましくは70～95％の同一性、より好ましくは少なくとも95％の同一性）、2つまた
はそれ以上の配列または部分配列のことを指す。例えば、60％～95％またはそれを上回る
配列同一性を有する配列は、実質的に同一であるとみなされる。このような定義は、被験
配列の相補物に対しても適用される。好ましくは、記載される同一性は、少なくとも約15
～25アミノ酸長もしくはヌクレオチド長の領域にわたって、より好ましくは50～100アミ
ノ酸長もしくはヌクレオチド長の領域にわたって存在する。当業者は、例えば、当技術分
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野で知られたCLUSTALWコンピュータプログラム（Thompson, Nucl. Acids Res. 2 (1994),
 4673-4680）またはFASTDB（Brutla, Comp. App. Biosci. 6 (1990), 237-245）などを基
盤とするアルゴリズムを用いて、配列間の同一性をいかにして決定するかを把握している
と考えられる。
【００７７】
　FASTDBアルゴリズムは通常、計算に際して、配列中の内部の一致しない欠失または付加
、すなわちギャップを考慮に入れないが、一致度の過大評価を避ける目的でこれを手入力
で補正することはできる。しかし、CLUSTALWは、同一性の計算に際して、配列ギャップを
考慮に入れる。当業者がBLASTアルゴリズムおよびBLAST 2.0アルゴリズム（Altschul, Nu
cl. Acids Res. 25 (1977), 3389-3402）を利用することもできる。核酸配列に対するBLA
STNプログラムは、デフォールトとしてワード長（W）11、期待値（E）10、M＝5、N＝4、
および両方の鎖の比較を用いる。アミノ酸配列に対して、BLASTPプログラムは、デフォー
ルトとしてワード長（W）3および期待値（E）10を用いる。BLOSUM62スコア行列（Henikof
f Proc. Natl. Acad. Sci., USA、89, (1989), 10915）は、アラインメント（B）50、期
待値（E）10、M＝5、N＝4、および両方の鎖の比較を用いる。
【００７８】
　さらに、本発明はまた、上記のハイブリダイズする分子の配列と比較して縮重性がある
核酸分子配列にも関する。本発明に従って用いる場合、「遺伝暗号の結果として縮重性が
ある」という用語は、遺伝暗号の冗長性のために、異なるヌクレオチド配列が同一のアミ
ノ酸をコードすることを意味する。
【００７９】
　本発明はまた、上記の変異または欠失の1つまたは複数を含む核酸分子にも関する。
【００８０】
　本発明による核酸分子は、対応するP2X7R ATP感受性イオンチャンネルをコードする任
意の生物体に由来しうる。例えば、P2X7R ATP感受性イオンチャンネルは、さまざまな生
物体、例えば、ラット（Suprenant (1996), 前記引用箇所を参照）、マウス（Genbankア
クセッション番号AJ 489297）、アフリカツメガエル（Genbankアクセッション番号AJ 345
114）、ニワトリ（Genbankアクセッション番号BM 491404）またはウシ（Genbankアクセッ
ション番号AF 083073）で報告されている。1つの好ましい態様において、本発明の核酸分
子は脊椎動物、好ましくは哺乳動物に由来し、さらにより好ましくは核酸分子はウサギま
たはモルモットに由来し、最も好ましくは核酸はマウス、ラットまたはヒトに由来する。
【００８１】
　本発明による核酸分子は、任意の種類の核酸、例えば、DNA、RNAまたはPNA（ペプチド
核酸）であってよい。
【００８２】
　本発明の目的において、ペプチド核酸（PNA）はポリアミド型のDNA類似体であり、アデ
ニン、グアニン、チミンおよびシトシンに関するモノマー単位が販売されている（Percep
tive Biosystems）。DNAの特定の構成要素、例えばリン、酸化リンまたはデオキシリボー
ス誘導体がPNAには存在しない。Nielsen et al., Science 254: 1497 (1991) ；およびEg
holm et al., Nature 365: 666 (1993)に開示されているように、PNAは相補的DNA鎖と特
異的かつ強固に結合し、ヌクレアーゼによる分解を受けない。事実、PNAはDNAそれ自体よ
りもDNAに対して強固に結合する。これはおそらく、2本の鎖の間に静電反発力が生じない
上に、ポリアミド骨格がより柔軟であるためと考えられる。この理由から、PNA／DNA二重
鎖はDNA／DNA二重鎖よりも広範囲のストリンジェンシー条件下で結合し、このため多様な
ハイブリダイゼーションを行うことが容易になる。結合性が強いため、DNAの場合よりも
短いプローブを用いることが可能である。さらに、PNA／DNA 15-merにおける単一のミス
マッチは融解点（T.sub.m）を8℃～20℃低下させるが、これに対してDNA／DNA 15-mer二
重鎖では4℃～16℃であることから、PNA／DNAハイブリダイゼーションを用いる方が単一
塩基ミスマッチが突き止められる可能性も高い。また、PNAに荷電基が存在しないことは
、ハイブリダイゼーションを低イオン強度で行いうること、および分析時の塩による干渉
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を軽減しうることを意味する。
【００８３】
　DNAは例えばcDNAであってよい。1つの好ましい態様において、それはゲノムDNAである
。RNAは例えばmRNAであってよい。核酸分子は天然性、合成性もしくは半合成性のいずれ
でもよく、またはそれはペプチド核酸（Nielsen, Science 254 (1991), 1497-1500）もし
くはホスホロチオエートといった誘導体であってもよい。さらに、核酸分子は、前述の核
酸分子のいずれかを単独または組み合わせとして含む、組換え法によって作製されたキメ
ラ核酸分子であってもよい。
【００８４】
　好ましくは、本発明の核酸分子はベクターの部分である。このため、本発明はもう1つ
の態様において、本発明の核酸分子を含むベクターに関する。このようなベクターは例え
ば、プラスミド、コスミド、ウイルス、バクテリオファージ、または遺伝子工学などにお
いて従来用いられている別のベクターであってよく、適した宿主細胞内および適した条件
下での前記ベクターの選択を可能にするマーカー遺伝子などのさらなる遺伝子を含みうる
。
【００８５】
　本発明の核酸分子は、いくつかの市販のベクターに挿入することができる。その非制限
的な例には、哺乳動物細胞との適合性のあるプラスミドベクター、例えば、pUC、pBluesc
ript（Stratagene）、pET（Novagen）、pREP（Invitrogen）、pCRTopo（Invitrogen）、p
cDNA3（Invitrogen）、pCEP4（Invitrogen）、pMC1 neo（Stratagene）、pXT1（Stratage
ne）、pSG5（Stratagene）、EBO-pSV2neo、pBPV-1、pdBPVMMne0、pRSVgpt、pRSVneo、pSV
2-dhfr、pUCTag、pIZD35、pLXINおよびpSIR（Clontech）およびpIRES-EGFP（Clontech）
が含まれる。pBlueBac、BacPaczバキュロウイルス発現システム（CLONTECH）およびMaxBa
cTMバキュロウイルス発現システム、昆虫細胞およびプロトコール（Invitrogen）などの
バキュロウイルスベクターが市販されており、これらを生物活性タンパク質を高収量で産
生させるために用いることもできる（Miller (1993), Curr. Op. Genet. Dev., 3, 9；O'
Reilly, 「バキュロウイルス発現ベクター：実験マニュアル（Baculovirus Vectors：A L
aboratory Manual）」、p.127も参照されたい）。さらに、pcDNA2などの原核生物ベクタ
ー；およびpYes2などの酵母ベクターも、本発明とともに用いるのに適した他のベクター
の非制限的な例である。ベクターの改変法に関しては、Sambrook and Russel (2001), 前
記引用箇所を参照されたい。ベクターは、クローニングまたは発現のための1つまたは複
数の複製システムおよび遺伝システム、宿主における選択のための1つまたは複数マーカ
ー（例えば、抗生物質耐性）、ならびに1つまたは複数の発現カセットを含むことができ
る。
【００８６】
　ベクター中に挿入されるコード配列は、標準的な方法によって合成すること、天然物か
ら単離すること、またはハイブリッド体として調製することができる。コード配列と転写
調節エレメント（例えば、プロモーター、エンハンサーおよび／またはインシュレーター
）との、および／または他のアミノ酸をコードする配列との連結は、確立された方法を用
いて行うことができる。
【００８７】
　さらに、ベクターが本発明の核酸配列に加えて、適した宿主におけるコード領域の適切
な発現を可能にする発現制御エレメントを含んでもよい。このような制御エレメントは当
業者に公知であり、これにはプロモーター、翻訳開始コドン、ベクターにインサートを導
入するための翻訳・挿入部位またはリボソーム内部進入部位（IRES）が含まれうる（Owen
s, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98 (2001), 1471-1476）。好ましくは、本発明の核酸分
子は、真核細胞または原核細胞における発現を可能にする前記発現制御配列と機能的に結
合している。この文脈において特に好ましいものは、神経細胞および／または神経組織に
由来する細胞における正しい発現を可能にする制御配列である。
【００８８】
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　真核細胞および原核細胞における発現を確実に行わせる制御エレメントは当業者に周知
である。上述したように、それらは通常、転写の開始を確実に行わせる調節配列を含んで
おり、転写の終結および転写物の安定化を確実に行わせるポリAシグナルを任意に含んで
もよい。そのほかの調節エレメントには、転写エンハンサーならびに翻訳エンハンサー、
ならびに／または天然に随伴するもしくは異種性のプロモーター領域が含まれうる。例え
ば哺乳動物宿主細胞における発現を可能にする、考えられる調節エレメントには、CMV-HS
Vチミジンキナーゼプロモーター、SV40、RSV-プロモーター（ラウス肉腫ウイルス）、ヒ
ト伸長因子1α-プロモーター、CMVエンハンサー、CaM-キナーゼプロモーターまたはSV40-
エンハンサーが含まれる。
【００８９】
　例えば神経組織および／またはそれに由来する細胞における発現のためには、ヒトニュ
ーロフィラメントLの最小プロモーター配列（Charron, J. Biol. Chem. 270 (1995), 257
39-25745）のようないくつかの調節配列が当技術分野で周知である。原核細胞における発
現のためには、例えば、tac-lac-プロモーター、lacUV5プロモーターまたはtrpプロモー
ターを含む、多数のプロモーターが記載されている。転写開始を担うエレメントに加えて
、このような調節エレメントには、ポリヌクレオチドの下流にある転写終結シグナル、例
えば、SV40-ポリ-A部位またはtk-ポリ-A部位も含まれうる。この文脈においては、Okayam
a-Berg cDNA発現ベクターpcDV1（Pharmacia）、pRc／CMV、pcDNA1、pcDNA3（InVitrogene
、これは特に添付した実施例で用いている）、pSPORT1（GIBCO BRL）またはpGEMHE（Prom
ega）または原核発現ベクター（例えば、λgt11）などの適した発現ベクターが当技術分
野で周知である。
【００９０】
　本発明による発現ベクターは、本発明の核酸およびタンパク質の複製を少なくとも導く
ことができ、好ましくは発現を導くことができる。適した複製起点には、例えば、Col E1
、SV40ウイルス、M13の複製起点が含まれる。適したプロモーターには、例えば、サイト
メガロウイルス（CMV）プロモーター、lacZプロモーター、gai10プロモーターおよびオー
トグラファ核多角体病ウイルス（AcMNPV）多角体プロモーターが含まれる。適した終結配
列には、例えば、ウシ成長ホルモン、SV40、lacZおよびAcMNPV多角体ポリアデニル化シグ
ナルが含まれる。選択マーカーの例には、ネオマイシン、アンピシリンおよびハイグロマ
イシンに対する耐性などが含まれる。特別に設計されたベクターは、細菌細胞-酵母細胞
または細菌細胞-動物細胞または細菌細胞-真菌細胞または細菌細胞-無脊椎動物細胞とい
った、異なる宿主細胞間でのDNAシャトリングを可能にする。
【００９１】
　ベクターは、本発明の核酸分子に加えて、分泌シグナルをコードする核酸配列をさらに
含みうる。このような配列は当業者に周知である。さらに、用いる発現系によっては、発
現されたポリペプチドを細胞内区画へと導くことができるリーダー配列を本発明の核酸分
子のコード配列に付加してもよく、これらは当技術分野で周知である。リーダー配列は、
翻訳配列、開始配列および終結配列と、好ましくは、翻訳されたタンパク質またはその部
分の分泌、特に細胞膜外への分泌を導きうるリーダー配列と、適切な様相で組み合わせら
れる。任意には、異種配列は、所望の特性、例えば、発現された組換え産物の安定化また
は精製の簡易化をもたらす、C末端またはN末端識別ペプチドを含む融合タンパク質をコー
ドしうる。ひとたびベクターが適切な宿主に組み入れられたところで、宿主をヌクレオチ
ド配列の高レベル発現のために適した条件下に保ち、必要に応じて、本発明のタンパク質
、抗原フラグメントまたは融合タンパク質の収集および精製をその後に行ってもよい。当
然ながら、ベクターが病原生物由来の調節領域を含むこともできる。
【００９２】
　さらに、前記ベクターが、発現ベクター以外に、遺伝子導入および／または遺伝子ター
ゲティングベクターであってもよい。エクスビボまたはインビボの技法によって細胞に治
療用遺伝子（例えば、ワクチン接種用）を導入することに基づく遺伝子治療は、遺伝子導
入の最も重要な用途の1つである。適したベクター、ベクター系およびインビトロまたは
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インビボでの遺伝子治療のための方法は文献に記載されており、これらは当業者に公知で
ある；例えば、Giordano, Nature Medicine 2 (1996), 534-539；Schaper, Circ. Res. 7
9 (1996), 911-919；Anderson, Science 256 (1992), 808-813、lsner, Lancet 348 (199
6), 370-374；Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086；Wang, Nature Medicine 
2 (1996), 714-716；WO 94／29469号；WO 97／00957号；Schaper, Current Opinion in B
iotechnology 7 (1996), 635-640またはVerma, Nature 389 (1997), 239-242およびそれ
らに引用された参考文献を参照されたい。本明細書で以上に記載した本発明の核酸分子お
よびベクターは、細胞への直接導入用に設計してもよく、またはリポソームもしくはウイ
ルスベクター（例えば、アデノウイルス、レトロウイルス）を介した導入用に設計しても
よい。さらに、バキュロウイルス系、またはワクシニアウイルスもしくはセムリキ森林ウ
イルスに基づく系を、本発明の核酸分子に関する真核生物発現系として用いることもでき
る。組換え生産に加えて、本発明のタンパク質、融合タンパク質または抗原フラグメント
の断片を、固相法を用いる直接ペプチド合成によって製造することもできる（Stewart et
 al. (1969) 「固相ペプチド合成（Solid Phase Peptide Synthesis）」；Freeman Co., 
San Francisco；Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85 (1963), 2149-2154を参照）。イン
ビトロでのタンパク質合成は、手作業を用いて行っても自動化によって行ってもよい。自
動合成は、例えば、Applied Biosystems 431A Peptide Synthesizer（Perkin Elmer, Fos
ter City CA）を製造元により提供された指示に従って用いて行うことができる。さまざ
まな断片を別々に化学合成し、化学的手法を用いて組み合わせて完全長分子を製造しても
よい。
【００９３】
　本発明はさらに、本発明のベクターによる形質転換を受けた宿主、または本発明の核酸
分子を含む宿主にも関する。前記宿主は、細胞内にそれが存在すると本発明のヌクレオチ
ド配列によってコードされるタンパク質の発現が媒介される前記ベクターもしくはヌクレ
オチド配列を宿主細胞に導入すること、または、ヌクレオチド配列および／もしくはコー
ドされるポリペプチドが宿主細胞にとって外来性である本発明によるヌクレオチド配列も
しくはベクターを含めることによって作製することができる。
【００９４】
　「外来性である」とは、ヌクレオチド配列および／またはコードされるポリペプチドが
、宿主に対して異種であること（これは異なるゲノム背景を有する細胞または生物体に由
来することを意味する）、または宿主に対して同種であるものの、前記ヌクレオチド配列
の天然の対応物とは異なるゲノム環境に位置することのいずれかを意味する。このことは
、ヌクレオチド配列が宿主に対して同種であるならば、それは前記宿主のゲノム中のその
天然の位置には位置しないこと、特にそれが異なる遺伝子に取り囲まれていることを意味
する。この場合、ヌクレオチド配列はそれ自体のプロモーターの制御下にあってもよく、
または異種プロモーターの制御下にあってもよい。導入された核酸分子またはベクターの
位置は、当業者に周知の方法、例えばサザンブロット法を用いることによって、当業者に
より決定可能である。宿主内に存在する本発明によるベクターまたはヌクレオチド配列は
、宿主のゲノムに組み込まれてもよく、または染色体外に何らかの形態で維持されてもよ
い。この点に関して、本発明のヌクレオチド配列を相同組換えによる変異型遺伝子の復元
または作製のために用いうることも理解されるであろう。
【００９５】
　前記宿主は任意の原核細胞または真核細胞であってよい。適した原核／細菌細胞は、ク
ローニングのために一般に用いられているもの、例えば、大腸菌（E. coli）、ネズミチ
フス菌（Salmonella typhimurium）、霊菌（Serratia marcescens）または枯草菌（Bacil
lus subtilis）である。前記真核生物宿主は、哺乳動物細胞、両生類細胞、魚類細胞、昆
虫細胞、真菌細胞、植物細胞または細菌細胞であってよい（例えば、大腸菌HB101、DH5a
、XL1 Blue、Y1090およびJM101株）。組換え真核宿主細胞が好ましい。真核宿主細胞の例
には、酵母、例えば出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）、分裂酵母（Schizosaccharo
myces pombe）、クルイベロマイセス-ラクティス（Kluyveromyces lactis）またはピキア
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-パストリス（Pichia pastoris）の細胞、ヒト、ウシ、ブタ、サルおよび齧歯類に由来す
る細胞系、ならびに昆虫細胞（これにはスポドプテラ-フルギペルダ（Spodoptera frugip
erda）昆虫細胞およびショウジョウバエ由来の昆虫細胞が非制限的に含まれる）およびゼ
ブラフィッシュ細胞が非制限的に含まれる。使用に適し、市販されている哺乳動物種由来
の細胞系には、L細胞、CV-1細胞、COS-1細胞（ATCC CRL 1650）、COS-7細胞（ATCC CRL 1
651）、HeLa細胞（ATCC CCL 2）、C1271（ATCC CRL 1616）、BS-C-1（ATCC CCL 26）およ
びMRC-5（ATCC CCL 171）が非制限的に含まれる。
【００９６】
　1つの特に好ましい態様において、前記哺乳動物細胞は、神経細胞および／または培養
細胞（特にHEK 293（ヒト胎児腎臓）細胞、CHO、HeLa、NIH3T3、BHK、PC12細胞のような
もの）、または好ましくは哺乳動物に由来し、より好ましくはヒトに由来する神経幹細胞
である。もう1つのより好ましい態様において、前記両生類細胞は卵母細胞である。さら
により好ましい態様において、前記卵母細胞はカエル卵母細胞であり、特に好ましくはア
フリカツメガエル（Xenopus laevis）卵母細胞である。
【００９７】
　1つのより好ましい態様において、本発明による宿主は非ヒトトランスジェニック生物
である。前記非ヒト生物は、哺乳動物、両生類、魚類、昆虫、真菌または植物であってよ
い。特に好ましい非ヒトトランスジェニック動物は、ショウジョウバエ種、セノラブディ
ティスエレガンス（Caenorhabditis elegans）、アフリカツメガエル種、ゼブラフィッシ
ュ、スポドプテラ-フルギペルダ、オートグラファ-カリフォルニカ（Autographa califor
nica）、マウスおよびラットである。トランスジェニック植物には、コムギ、タバコ、パ
セリおよびアラビドプシスが非制限的に含まれる。トランスジェニック真菌も当技術分野
で周知であり、これには特に、分裂酵母および出芽酵母のような酵母、またはアスペルギ
ルス（Aspergillus）属、アカパンカビ属（Neurospora）もしくは黒穂菌属（Ustilago）
もしくはピキア（Pichia）属が含まれる。
【００９８】
　もう1つの態様において、本発明は、本発明の核酸分子によってコードされるポリペプ
チドを生産するための方法であって、本発明の宿主を培養／飼育する段階、および生産さ
れたポリペプチドを単離する段階を含む方法に関する。当技術分野には、ポリペプチドを
適切な宿主に生産させるために適した方法が数多く存在する。宿主が単細胞生物または哺
乳動物細胞もしくは昆虫細胞である場合には、当業者はさまざまな培養条件を顧みること
ができ、必要以上の作業負担を伴わずにそれらをさらに最適化することができる。確立さ
れた技法により、生産されたタンパク質を培養液または単離された（生体）膜から採取す
ることが好都合である。さらに、生産されたポリペプチドを宿主細胞から直接単離するこ
ともできる。前記宿主細胞は、宿主生物の一部であってもその一部に由来してもよく、例
えば前記宿主細胞は動物のCNSの一部または植物の採取可能な部分であってもよい。さら
に、生産されたポリペプチドを前記宿主以来の液体、例えば血液、乳または脳脊髄液から
単離してもよい。
【００９９】
　加えて、本発明は、本発明の核酸分子によってコードされる、または本発明の方法によ
って生産される、SEQ ID NO：5～12に示されたポリペプチドにも関する。本発明のポリペ
プチドは、したがって、微生物学的方法によって、またはトランスジェニック哺乳動物に
よって生産させることができる。また、本発明のポリペプチドをトランスジェニック植物
から回収することも想定している。または、本発明のポリペプチドを合成的または半合成
的に製造することもできる。
【０１００】
　例えば、Houghton Proc. Natl. Acad. Sci. USA（82） (1985), 5131-5135によって記
載された固相手順などの化学合成を用いることができる。もう1つの方法は、mRNAのイン
ビトロ翻訳である。1つの好ましい方法は、上記のような宿主細胞におけるタンパク質の
組換え生産を伴う。例えば、本発明によるヌクレオチド配列のいずれか1つの全体または
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部分を含むヌクレオチド酸配列をPCRによって合成し、発現ベクターに挿入して、宿主細
胞をその発現ベクターを用いて形質転換させることができる。その後に、宿主細胞を培養
して所望のポリペプチドを生産させ、それを単離および精製する。タンパク質の単離およ
び精製は、いくつかの既知の技法のいずれかを用いて達成することができる；これには例
えば、非制限的には、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィーおよ
びアフィニティーマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）、逆相HPLC、調
製用ディスクゲル電気泳動がある。さらに、無細胞翻訳系を用いて本発明のポリペプチド
を生産することもできる。本発明に従って用いるために適した無細胞発現系には、ウサギ
網状赤血球溶解液、コムギ麦芽抽出物、イヌ膵臓ミクロソーム膜、大腸菌S30抽出物、お
よびTNT-システム（Promega）などの共役型転写／翻訳系が含まれる。これらの系は、コ
ード領域および適切なプロモーターエレメントを含むクローニングベクター、DNAフラグ
メントまたはRNA配列を添加すると、組換えポリペプチドまたはペプチドの発現を可能に
する。前述したように、タンパク質の単離／精製法では、従来の方法を用いた本発明のタ
ンパク質の修飾が必要なことがある。例えば、ニッケルカラムによる精製が可能なように
、ヒスチジンタグをタンパク質に付加することができる。その他の修飾には、活性を上昇
もしくは低下させるもの、より高レベルのタンパク質生産を可能にするもの、またはタン
パク質の精製を簡便にするものが考えられる。
【０１０１】
　さらにもう1つの態様において、本発明は、本発明のポリペプチドを特異的に対象とす
る抗体であって、以下のものからなる群より選択されるATP感受性イオンチャンネルP2X7R
における変異によって生じたおよび／または形成されたエピトープと特異的に反応する抗
体に関する：
　（i）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのアミノ酸配列を有するポリペプチドによって
特異的に提示されるエピトープであって、SEQ ID NO：3または4に示された野生型ATP感受
性イオンチャンネルP2X7Rの位置117、150、186, 191, 270、568または578に対応するR（A
rg）、G（Gly）、E（Glu）、L（Leu）、R（Arg）、I（Ile）またはR（Arg）残基が別のア
ミノ酸残基によって置換されているエピトープ；および
　（ii）ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのアミノ酸配列を有するポリペプチドによって
特異的に提示されるエピトープであって、SEQ ID NO：3または4に示された野生型ATP感受
性イオンチャンネルP2X7Rの位置488～494に対応するアミノ酸が欠失しているエピトープ
。
【０１０２】
　（i）および（ii）の好ましい態様に関連して、核酸分子に関しても上記と同じことが
成り立つ。この文脈における「特異的に」という用語は、抗体が変異型P2X7Rタンパク質
とは反応するが、野生型P2X7Rタンパク質とは反応しないことを意味する。好ましくは、
この用語は、このような抗体が他の変異型P2X7Rタンパク質、特に本明細書に記載された
ものと結合しないことも意味する。抗体が以上に定義したように特異的に反応するか否か
は、特に、前記抗体と野生型ATP感受性イオンチャンネルP2X7R（またはそのサブユニット
またはフラグメント）との反応を前記抗体と本発明の変異型P2X7Rポリペプチドとの反応
と比較することにより、容易に検証することができる。
【０１０３】
　本発明の抗体は、例えば、ポリクローナル性でもモノクローナル性でもありうる。「抗
体」という用語には、結合特異性を依然として保っているその誘導体またはフラグメント
も含まれる。抗体の生産のための技法は当技術分野で周知であり、例えば、Harlow and L
ane「抗体、実験マニュアル（Antibodies, Laboratory Manual）」、CSH Press, Cold Sp
ring Harbor, 1988に記載されている。これらの抗体は、例えば、本発明のポリペプチド
の免疫沈降および免疫局在化のため、ならびにこのようなポリペプチドの存在のモニタリ
ングのために用いることができる（例えば、組換え生物における、または診断において）
。それらをまた、本発明によるタンパク質と相互作用する化合物の同定のために用いるこ
ともできる（本明細書の以下に述べるように）。例えば、BlAcoreシステムに用いられて
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いるような表面プラズモン共鳴を、本発明のポリペプチドのエピトープと結合するファー
ジ抗体の効率を高める目的で用いることができる（Schier, Human Antibodies ハイブリ
ドーマ 7 (1996), 97-105；Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995), 7-13）。
【０１０４】
　本発明はさらに、キメラ抗体、一本鎖抗体およびヒト化抗体、さらには、特にFabフラ
グメントのような抗体フラグメントも含む。抗体フラグメントまたは誘導体には、F(ab')
2フラグメント、FvフラグメントまたはscFvフラグメントがさらに含まれる；例えば、Har
low and Lane, 前記引用箇所を参照のこと。さまざまな手順が当技術分野で周知であり、
これらをこの種の抗体および／またはフラグメントの生産のために用いることができる。
すなわち、ペプチド模倣の手法によって（抗体）誘導体を製造することができる。さらに
、一本鎖抗体の生産に関して記載された技法（特に米国特許第4,946,778号を参照）を、
本発明のポリペプチドに対する一本鎖抗体の生産のために適合させることができる。また
、トランスジェニック動物を用いて本発明のポリペプチドに対するヒト化抗体を発現させ
ることもできる。最も好ましくは、本発明の抗体はモノクローナル抗体である。モノクロ
ーナル抗体の調製のためには、連続継代細胞系培養物により産生される抗体が得られる任
意の技法を用いることができる。このような技法の例には、ハイブリドーマ法（Kohler a
nd Milstein, Nature 256 (1975), 495-497）、トリオーマ法、ヒトB細胞ハイブリドーマ
法（Kozbor, Immunology Today 4 (1983), 72）およびヒトモノクローナル抗体の生産の
ためのEBVハイブリドーマ法（Cole et al., 「モノクローナル抗体および癌治療（Monocl
onal Antibodies and Cancer Therapy）」、Alan R. Liss, Inc. (1985), 77-96）が含ま
れる。一本鎖抗体の生産を記載している技法（例えば、米国特許第4,946,778号）は、上
記の免疫原性ポリペプチドに対する一本鎖抗体の生産のために適合させることができる。
さらに、トランスジェニックマウスを用いて、前記免疫原性ポリペプチドを対象とするヒ
ト化抗体を発現させてもよい。抗体／抗体構築物ならびに抗体フラグメントまたは誘導体
が本発明に従って用いられること、または細胞内で発現させうることが特に好ましい。こ
れは特に、対応するタンパク質性分子の直接注入により、またはそれをコードする核酸分
子の注入により、実現することができる。さらに、遺伝子治療アプローチも想定されてい
る。したがって、本発明の文脈において、「抗体分子」という用語は、完全な免疫グロブ
リン分子のほか、このような免疫グロブリン分子の部分にも関する。さらに、この用語は
、以上に考察したように、キメラ抗体およびヒト化抗体のような修飾および／または改変
された抗体分子にも関する。この用語はまた、モノクローナル抗体またはポリクローナル
抗体、ならびに組換え的または合成的に生成／合成された抗体にも関する。この用語はま
た、完全な抗体のほかに、分離された軽鎖および重鎖、Fab、Fab／c、Fv、Fab'、F(ab')2
のようなその抗体フラグメントにも関する。「抗体分子」という用語はまた、二価抗体、
および一本鎖Fvs（scFv）または抗体融合タンパク質のような抗体構築物にも関する。本
発明の文脈において、「抗体」という用語は、細胞で発現されうる抗体構築物、例えば、
特にウイルスまたはベクターを介したトランスフェクションおよび／または形質導入を行
える抗体構築物を含むと想定されている。このような抗体構築物は本発明のポリペプチド
を特異的に認識することが特に想定される。さらに、前記抗体構築物が遺伝子治療アプロ
ーチに用いられることも想定されている。
【０１０５】
　本発明はまた、本発明によるポリペプチドと特異的に結合するアプタマーであって、本
発明のポリペプチドのエピトープと反応するアプタマーにも関する。本発明はさらに、本
発明による対応する核酸分子を特異的に対象とするアプタマーにも関する。
【０１０６】
　本発明によれば、「アプタマー」という用語は、標的分子と結合する核酸分子のことを
意味する。アプタマーには一般に、RNA、一本鎖DNA、修飾RNAまたは修飾DNA分子が含まれ
る。アプタマーの調製は当技術分野で周知であり、これには特に、結合側を同定するため
のコンビナトリアルRNAライブラリーの使用が含まれうる（Gold Ann. Rev. Biochem. 64 
(1995), 763-797）。
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【０１０７】
　さらに、本発明は、本発明の核酸分子を特異的に増幅しうるプライマーまたはプライマ
ー対にも関する。「プライマー」という用語は、本発明で用いられる場合、本出願の核酸
分子をアニーリングさせることができ、それによって増幅の出発点としての役割を果たし
うる一本鎖核酸分子のことを意味する。前記用語には、本発明の核酸分子の鎖の一方の領
域に対して相補的なオリゴリボヌクレオチドまたはデオキシリボヌクレオチドも含まれる
。本発明によれば、「プライマー対」という用語は、例えばポリメラーゼ連鎖反応（PCR
）による増幅が可能なように、核酸分子の相補的領域に対して、互いに向かって逆方向に
あるプライマー対のことを意味する。
【０１０８】
　「増幅すること」という用語は、指定されたヌクレオチド配列の反復複製のことを指し
、これは前記指定ヌクレオチド配列の量の増加をもたらすとともに、多数の同一または本
質的に同一な（すなわち、同一性が少なくとも95％、より好ましくは少なくとも98％、さ
らにより好ましくは少なくとも99％、最も好ましくは少なくとも99.5％、例えば99.9％で
ある）核酸分子またはその部分の生成を可能にする。この種の方法は当技術分野で十分に
確立されている；Sambrook et al.「分子クローニング、実験マニュアル（Molecular Clo
ning, A Laboratory Manual）」、2nd edition 1989, CSH Press, Cold Spring Harborを
参照のこと。これらには、好ましい増幅法の例をいくつか挙げると、ポリメラーゼ連鎖反
応（PCR）およびその変法、リガーゼ連鎖反応（LCR）がある。
【０１０９】
　プライマーの文脈において用いる場合、「特異的に」という用語は、本明細書に上述し
た核酸分子のみが増幅され、SEQ ID NO：1に示された野生型P2X7R ATP感受性受容体をコ
ードする核酸分子は増幅されないことを意味する。したがって、本発明によるプライマー
は、好ましくは、この分子に特有であって野生型P2X7Rコード配列には存在しない本発明
の核酸分子の領域と結合するプライマーであり、すなわち、本プライマーは上記の変異の
いずれかが起こる領域と結合する。本発明によるプライマー対に関しては、対のプライマ
ーの一方が上記の意味で特異的であることも、または対のプライマーの両方が特異的であ
ることも可能である。いずれの場合にも、このようなプライマー対の使用により、野生型
P2X7Rコード配列ではなく、本明細書に上述した本発明の変異体を特異的に増幅すること
が可能になると考えられる。
【０１１０】
　プライマーの3'-OH末端は、ポリメラーゼによって用いられ、ヌクレオチドの連続取り
込みによって伸長される。本発明のプライマーまたはプライマー対は、例えば、当業者に
公知の方法に従った、テンプレートRNAに対するプライマー伸長実験に用いることができ
る。好ましくは、本発明のプライマーまたはプライマー対は、テンプレートRNAまたはテ
ンプレートDNAに対する、好ましくはcDNAまたはゲノムDNAに対する増幅反応のために用い
られる。「テンプレートDNA」または「テンプレートRNA」という用語は、以上に定義した
標的ヌクレオチド配列を含む、任意の源またはヌクレオチド組成を有するDNA分子もしく
はRNA分子またはそれらのフラグメントのことを指す。プライマーまたはプライマー対を
、当技術分野で知られたハイブリダイゼーション実験のために用いることもできる。好ま
しくは、プライマーまたはプライマー対は、本発明の核酸分子の配列に対応する配列を増
幅するためのポリメラーゼ連鎖反応に用いられる。ことが知られている。プライマーの長
さは種々のパラメーターに由来することが知られている（Gillam, Gene 8 (1979), 81-97
；Innis, 「PCRプロトコール：方法および応用の手引き（PCR Protocols：A guide to me
thods and applications）」、Academic Press, San Diego, USA (1990)）。好ましくは
、プライマーは、標的ヌクレオチド配列の特定領域のみとハイブリダイズまたは結合すべ
きである。標的ヌクレオチド配列の1つの領域のみと統計的にハイブリダイズするプライ
マーの長さは、以下の式によって算出可能である：（1／4）X（ここでxはプライマーの長
さである）。例えば、37kbの配列上に1回のみ統計的に結合するためにはヘプタヌクレオ
チドまたはオクタヌクレオチドで十分であると考えられる。しかし、相補的テンプレート
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鎖と完全一致するプライマーの長さは少なくとも9塩基対でなければならず、そうでなけ
れば安定な二本鎖は生じないことが知られている（Goulian, Biochemistry 12 (1973), 2
893-2901）。また、本発明の核酸分子を増幅しうるプライマーを設計するためにコンピュ
ータに基づくアルゴリズムを用いうることも想定されている。好ましくは、本発明のプラ
イマーは、少なくとも10ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも12ヌクレオチド長、
さらにより好ましくは少なくとも15ヌクレオチド長、特に好ましくは少なくとも18ヌクレ
オチド長、さらになお特に好ましくは少なくとも20ヌクレオチド長、最も好ましくは少な
くとも25ヌクレオチド長である。しかし、本発明を、さらに短いまたは長いプライマーを
用いて実施することもできる。
【０１１１】
　また、プライマーまたはプライマー対を標識することも想定されている。標識は例えば
、32P、33Pまたは35Sなどの放射性標識であってよい。本発明の1つの好ましい態様におい
て、標識は非放射性標識、例えば、ジゴキシゲニン、ビオチンおよび蛍光色素または色素
である。
【０１１２】
　もう1つの好ましい態様において、前記プライマーはSEQ ID NO：52～111からなる群よ
り選択される。
【０１１３】
　さらにもう1つの態様において、本発明は、本発明の核酸分子、ベクター、ポリペプチ
ド、抗体、アプタマーおよび／またはプライマーもしくはプライマー対を含む組成物に関
する。「組成物」という用語は、本発明に従って用いる場合、本発明の核酸分子、ベクタ
ー、ポリペプチド、抗体および／またはプライマーもしくはプライマー対を少なくとも1
つ含む組成物のことを指す。これは、任意には、本発明の構成要素の特性を改変し、それ
によって例えば、それらの機能を抑制、ブロッキング、調節および／または活性化するこ
とができる、神経保護作用、向知性作用、抗うつ作用および／または細胞保護作用（これ
については以下でも述べる）を有するさらなる分子を含んでもよい。組成物は固体、液体
または気体の形態にあってよく、特に粉末、錠剤、溶液またはエアロゾルの形態にあって
よい。
【０１１４】
　1つの好ましい態様において、本発明による組成物は診断用組成物であり、これは任意
に、検出のために適した手段をさらに含む。上記のように、本発明は、P2X7Rタンパク質
における変異が情動障害と結びついているという驚くべき発見に基づく。このため、この
知識により、今や、情動障害を容易なやり方で診断することが可能である。診断用組成物
は、本発明の前述の化合物を少なくとも1つ含む。診断用組成物は特に、本発明の核酸お
よび／またはポリペプチドの存在および／または発現を判定するための方法のために用い
ることができる。これは例えば、個体の遺伝物質における対応する遺伝子の存在または対
応するmRNAの存在を検出することによって行うことができ、これは前記個体由来の細胞か
らのDNAまたはRNAの単離、そのようにして得られたDNAまたはRNAを上記の核酸プローブと
ハイブリダイズ条件下で接触させること、およびプローブとハイブリダイズしたmRNAの存
在を検出することを含む。または、診断用組成物を、PCRによって本発明の核酸分子の存
在を検出するために用いることもできる。さらに、本発明のポリペプチドを、当技術分野
で公知の方法を用いて検出することもでき、これには特に、RIA、FIA、ELISA、FACSまた
はウエスタンブロット法などの免疫学的方法が含まれる。
【０１１５】
　さらに、本発明の診断用組成物は、特に、本発明のポリペプチドの発現と関連性のある
疾患の有病率、発症または進行を検出するのに有用な可能性がある。したがって、本発明
の診断用組成物は、特に、本明細書で以上に定義した情動障害の有病率、発症または疾患
状態を評価するために用いることができる。また、本発明の診断用組成物は疾患の病期の
識別にも有用な可能性があると考えている。
【０１１６】
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　診断用組成物は、任意に、検出のために適した手段を含む。例えば、上記の核酸分子、
ベクター、宿主、抗体、アプタマー、ポリペプチドは、それらを液相中でまたは固相担体
に結合させて利用するイムノアッセイにおける使用のために適している。よく知られた担
体の例には、ガラス、ポリスチレン、ポリビニルイオン、ポリプロピレン、ポリエチレン
、ポリカーボネート、デキストラン、ナイロン、アミロース、天然および修飾セルロース
、ポリアクリルアミド、アガロースおよびマグネタイトが含まれる。本発明の目的におい
て、担体の性質は可溶性または不溶性のいずれでもありうる。
【０１１７】
　固相担体は当業者に公知であり、これにはポリスチレンビーズ、ラテックスビーズ、磁
性ビーズ、コロイド金属粒子、ガラスおよび／またはシリコンのチップおよび表面、ニト
ロセルロース片、膜、シート、デュラサイト、および反応トレイのウェル、プラスチック
チューブまたは他の試験管の壁が含まれうる。核酸分子、ベクター、宿主、抗体、アプタ
マー、ポリペプチドなどを固相上に固定化するために適した方法には、イオン性、疎水性
、共有結合性の相互作用または（化学的）架橋などが非制限的に含まれる。本発明の前記
化合物を用いうるイムノアッセイの例には、直接的または間接的な形式での、競合的およ
び非競合的なイムノアッセイがある。一般的に用いられる検出アッセイには、放射性同位
体法または非放射性同位体法が含まれうる。このようなイムノアッセイの例には、ラジオ
イムノアッセイ（RIA）、サンドイッチアッセイ（免疫測定アッセイ）およびノーザンま
たはサザンブロットアッセイがある。さらに、これらの検出方法には、特に、IRMA（免疫
放射測定アッセイ）、EIA（酵素免疫アッセイ）、ELISA（固相酵素免疫アッセイ）、FIA
（蛍光免疫アッセイ）およびCLIA（化学発光免疫アッセイ）が含まれる。さらに、本発明
の診断用化合物を、FRET（蛍光共鳴エネルギー移動）アッセイのような技法に用いること
もできる。
【０１１８】
　適切な標識および標識化のための方法は当業者に公知である。本発明に用いうる標識の
タイプの例には、特に、蛍光色素（フルオレセイン、ローダミン、テキサスレッドなど）
、酵素（西洋ワサビペルオキシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ、アルカリホスファターゼ
など）、放射性同位体（32P、33P、35Sまたは125Iなど）、ビオチン、ジゴキシゲニン、
コロイド金属、化学発光性または生物発光性化合物（ジオキセタン、ルミノールまたはア
クリジニウムなど）が含まれる。
【０１１９】
　さまざまな技法を生体分子の標識のために用いることができ、それらは当業者に周知で
あって本発明の範囲に含まれると考えられ、これには特に、酵素またはビオチニル基の共
有結合、リン酸化、ビオチン化、ランダムプライミング法、ニックトランスレーション、
末端標識（ターミナルトランスフェラーゼを用いる）が含まれる。このような技法は、例
えば、Tiissen, 「酵素免疫アッセイの実践および理論（Practice and theory of enxyme
 immunoassays）」、Burden and von Knippenburg（Eds）, Volume 15 (1985) ；「分子
生物学における基本的方法（Basic methods in molecular biology）」、Davis LG, Dibm
er MD, Battey Elsevier (1990) ；Mayer（Eds）「細胞生物学および分子生物学における
免疫化学的方法（Immunochemical methods in cell and molecular biology）」、Academ
ic Press, London (1987) ；または「酵素学における方法（Methods in Enzymology）」
シリーズ、Academic Press, Incに記載されている。
【０１２０】
　検出方法には、オートラジオグラフィー、蛍光顕微鏡検査、直接的および間接的酵素反
応などが非制限的に含まれる。
【０１２１】
　前記診断用組成物は、生物試料および／もしくは医学試料における本発明の核酸分子の
存在および／もしくは存在量を検出するための、ならびに／またはこのような核酸分子の
発現を検出するための方法のために用いることができる（例えば、mRNAまたは発現された
ポリペプチドを測定することにより）。さらに、前記診断用組成物を、特にP2X7R ATP感
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受性イオンチャンネルに対する特異的拮抗薬または作動薬の検出のために（本明細書の以
下を参照）、本発明の方法に用いることもできる。
【０１２２】
　さらにもう1つの態様において、本発明は、情動障害または情動障害に対する感受性を
診断する方法であって、個体から入手した試料において、前記個体の細胞で発現されたP2
X7Rタンパク質が非機能性であるか否か、野生型P2X7Rタンパク質と比較してATPゲート機
構の変化を示すか否か、または非罹患個体のP2X7Rタンパク質レベルと比較して過剰発現
もしくは低発現されるか否かを判定する段階を含む方法を提供する。
【０１２３】
　「P2X7Rタンパク質レベルと比較して過剰発現または低発現される」という用語は、本
発明の文脈において、P2X7Rタンパク質レベルが健常個体、情動障害に罹患していない個
体のP2X7Rレベルよりも高いまたは低いことを意味する。過剰発現は例えば、RNA-ポリメ
ラーゼIIの活性上昇に起因する転写速度増大によって引き起こされるP2X7R mRNAの量の増
加の結果として起こる。mRNAのその量は翻訳の増大を引き起こし、そのためP2X7Rのタン
パク質レベルの上昇を引き起こすと考えられる。また、P2X7Rタンパク質の量の増加が、
タンパク質の安定性の増大によって引き起こされる可能性もある。P2X7Rタンパク質の低
発現は、P2X7R遺伝子の転写速度が低く、そのために不十分な量のP2X7R mRNAから少量のP
2X7Rタンパク質しか生じないことに起因する可能性がある。もう1つの理由は、P2X7Rタン
パク質が不安定であり、そのため野生型タンパク質レベルと同程度の量では存在しないと
いうものである。
【０１２４】
　P2X7Rタンパク質の低発現または過剰発現は、当業者に周知の方法によって判定するこ
とができる。これらには、mRNAの量を決定するための方法、またはタンパク質の量および
／もしくは活性を決定するための方法が非制限的に含まれる。その例には、ノーザンブロ
ット分析または免疫を利用する技法、例えばウエスタンブロット法などがある。
【０１２５】
　「非機能的」とは、P2X7Rタンパク質が、本明細書に上述した野生型P2X7Rタンパク質に
よって示される少なくとも1つの機能特性を喪失していることを意味する。好ましくは、
「非機能的」は、P2X7Rタンパク質がもはやチャンネルとしては機能しないことを意味す
る。非機能性は例えば、個体に存在する一方の対立遺伝子が、非機能性二量体を生じるP2
X7Rタンパク質をコードする（ドミナントネガティブ変異）という事実によって引き起こ
される。個体におけるP2X7Rタンパク質が機能的であるか非機能的であるかは、以上の本
明細書および実施例に記載された方法によって判定することができる。
【０１２６】
　「変化したATPゲート機構」とは、それぞれのP2X7Rタンパク質が野生型P2X7Rタンパク
質とは異なる様式でATPと反応することを意味する。これは、添付の実施例に記載したよ
うに、または本明細書で以上に述べたようにして判定することができる。
【０１２７】
　診断の状況においては、P2X7Rの活性だけでなく、発現の量にも診断的な価値がある可
能性がある。例えば、ある多型がRNA安定性または翻訳効率に影響を及ぼすならば、これ
は海馬だけでなく血中においてもP2X7タンパク質の発現低下を引き起こす可能性がある。
したがって、血液細胞におけるウエスタンブロット法によって検出されるP2X7がより少量
であることをうつ病と関連づけられる可能性も推測しうる。
【０１２８】
　本発明のもう1つの面は、情動障害または情動障害に対する感受性を診断するための方
法であって、個体から入手した試料において、P2X7R遺伝子配列またはそのコードされる
タンパク質が、野生型P2X7R配列と比較して変異を含むか否かを判定する段階を含む方法
である。
【０１２９】
　本発明の1つの好ましい態様は、変異が、以上に定義したP2X7R配列における変異、なら



(37) JP 2010-11855 A 2010.1.21

10

20

30

びに／または、「P2X7Rの領域」欄に置換もしくは欠失が起こるP2X7Rゲノムヌクレオチド
配列の領域を、表Cの「ヌクレオチド」欄に別のヌクレオチドによって置換されるヌクレ
オチドもしくは欠失しているヌクレオチドを、および表Cの「野生型における位置」欄にS
EQ ID NO：1に示された野生型ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rのヌクレオチド配列中の
対応する位置を示している、以下の表Cより選択されるヌクレオチド置換もしくは欠失で
あるような方法である。
【表Ｃ】
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【０１３０】
　以上に指摘したように、別のヌクレオチドによって置換される各々のヌクレオチドがプ
リン塩基である場合には、それは別のプリン塩基によって置換されることが好ましい。そ
れがピリミジン塩基である場合には、それは別のピリミジン塩基によって置換されること
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が好ましい。また、プリン塩基がピリミジン塩基によって置換されること、およびピリミ
ジン塩基がプリン塩基によって置換されることも好ましい。最も好ましくは、表Cに示さ
れたヌクレオチドは、以下の表12中の各々の位置に示されたヌクレオチドによって置換さ
れる（実施例3参照）。
【０１３１】
　1つの好ましい態様において、本発明は、ATP感受性イオンチャンネルP2X7R遺伝子にお
ける変異の存在が、本明細書の以下および添付した実施例に記載したようにPCR、免疫学
的方法および／または電気生理学的方法によって判定される方法に用いるために設計され
た診断用組成物に関する。さらに、ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rにおける変異の存在
を上記のように判定することも可能である。
【０１３２】
　さらにもう1つの面において、本発明は、情動障害の検出のための診断用組成物の調製
を目的とする、本発明の核酸分子、ベクター、ポリペプチド、抗体、アプタマーおよび／
またはプライマーもしくはプライマー対の用法に関する。
【０１３３】
　また、本発明が、個体の情動障害を診断する方法であって、
　（a）個体から入手した細胞からDNAを単離する段階；
　（b）P2X7R遺伝子のヌクレオチド組成のすべてまたは部分を決定する段階；および
　（c）P2X7Rの前記ヌクレオチド組成を1つまたは複数の多型、変異または対立遺伝子多
様性に関して分析する段階、
を含む方法に関することも想定されている。
【０１３４】
　「遺伝子」という用語は、プロモーター配列、エンハンサー配列、イントロン配列、エ
クソン配列、コード領域、5'非翻訳領域（5'UTR）、3'非翻訳領域（3'UTR）およびスプラ
イスバリアントを含む、タンパク質の産生にかかわるヌクレオチド配列のことを意味する
。
【０１３５】
　記載した方法の1つの好ましい態様において、個体は哺乳動物であり、より好ましくは
ヒトである。さらに、細胞は好ましくは皮膚、血液、尿または脳脊髄液に由来する。
【０１３６】
　本発明の方法は、P2X7R遺伝子に対応する遺伝マーカーの組成に従った情動障害の診断
を可能にする。添付の実施例によって示されているように、P2X7Rにおける多型は情動障
害に罹患した患者と遺伝的な結びつきがある。
【０１３７】
　本発明のこの態様によれば、情動障害の診断は、例えば、個体から細胞を単離すること
、および前記細胞からゲノムDNAを単離することによって行いうる。このような細胞は体
液、皮膚、毛、生検試料およびその他の源から収集することができる。血液、尿および脳
脊髄液などの体液からの細胞の収集および分析は当技術分野で周知である；例えば、Roda
k,「血液学：臨床的原理および応用（Haematology：Clinical Principles & Application
s）」、second ed., WB Saunders Co, 2002；Brunzel,「尿・体液分析の基礎（Fundament
als of Urine and Body Fluids Analysis）」、WB Saunders Co, 1994；Herndon and Bru
mback(Ed.),「脳脊髄液（Cerebrospinal Fluid）」、Kluwer Academic Pub., 1989を参照
されたい。さらに、DNA単離のための方法は当技術分野で詳細に記載されている；例えば
、Sambrook et al.,「分子クローニング：実験マニュアル（Molecular Cloning：A Labor
atory Manual）」、3rd edition, Cold Spring Harbor Laboratory, 2001を参照されたい
。
【０１３８】
　ひとたびDNAが単離されれば、遺伝物質をポリメラーゼ連鎖反応（PCR）によって増幅す
る目的で、P2X7R遺伝子座にまたがる種々のオリゴヌクレオチドプライマーを設計するこ
ともできる。前記オリゴヌクレオチドプライマーの設計、合成、生産のため、およびPCR
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増幅を行うための従来の方法は標準的な教本に記載されており、例えば、Agrawal(Ed.),
「オリゴヌクレオチドおよび類似体に関するプロトコール：合成および特性（Protocols 
for Oligonucleotide and Analogs: Synthesis and Properties）（Methods in Molecula
r Biology, 20）」、Humana Press, 1993；Innis et al.(Ed.),「PCRの応用：機能的ゲノ
ム学のためのプロトコール（PCR Applications: Protocols for Functional Genomics）
」、Academic Press, 1999；Chen and Janes(Ed.),「PCRクローニングプロトコール：分
子クローニングから遺伝学へ（PCR Cloning Protocols: From Molecular Cloning to Gen
etic）」、2nd edition, Humana Press, 2002を参照されたい。P2X7R多型の検出用のプラ
イマーは、SEQ ID NO：52～SEQ ID NO：111にも提示されているが、これらには限定され
ない。ひとたびDNAが増幅されれば、シークエンシング法によってヌクレオチド構造を分
析し、正常なP2X7R DNAと比較することができる。シークエンシングは分子生物学の当業
者が手作業で行ってもよく、または自動シークエンシング装置によって行ってもよい。こ
れらの手順は当技術分野で一般的であり、例えば、Adams et al.(Ed.),「自動化DNAシー
クエンシングおよび分析（Automated DNA　Sequencing and Analysis）」、Academic Pre
ss, 1994；Alphey,「DNAシークエンシング：実験方法からバイオインフォマティクスまで
（DNAシークエンシング: From Experimental Methods to Bioinformatics）」、Springer
 Verlag Publishing, 1997を参照されたい。
【０１３９】
　P2X7Rにおける多型の検出および分析を、増幅不応性変異システム（ARMSTM）、増幅不
応性変異システム-線状伸長（ALEXTM）、一本鎖DNA高次構造多型（SSCP）、ヘテロ二本鎖
分析、PCR-SSCP、自動DNAシークエンサーにおける蛍光SSCP、変性勾配ゲル電気泳動、RN
アーゼ保護アッセイ、配列特異的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションによる変異
の検出、化学的切断法、酵素ミスマッチ切断法、切断フラグメント長法、DNAチップ上で
の対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、および当技術分野で公
知のその他のこのような方法を用いて行うこともでき、これらについては例えば、Nollau
 et al, Clin. Chem. 43 (1997), 1114-1128；Burczak and Mardis (Ed.),「多型の検出
および分析の技法（Polymorphism Detection & Analysis Techniques）」、Eaton Pub Co
, 2000；Cotton et al.(Ed.),「変異検出：実践的アプローチ（Mutation Detection: A P
ractical Approach）」、Irl Press, 1998；Taylor (Ed.),「DNAにおける変異および多型
の検出のための実験方法（Laboratory Methods for the Detection of Mutations and Po
lymorphisms in DNA）」、CRC Press, 1997を参照されたい。
【０１４０】
　本発明はまた、個体における情動障害を診断する方法であって、
　（a）個体から入手した細胞からRNAを単離する段階；
　（b）RNAをcDNAに変換する段階；
　（c）そのようにして得られたcDNAのヌクレオチド組成のすべてまたは部分を決定する
段階；および
　（d）前記ヌクレオチド組成を1つまたは複数の多型、変異または対立遺伝子多様性に関
して分析する段階、
を含む方法にも関する。
【０１４１】
　好ましい態様に関しては、すでに以上に述べたものと同じことが成り立つ。
【０１４２】
　P2X7R RNAにおける多型の検出および分析は、上記の方法に従って行うことができる。
【０１４３】
　本発明はまた、個体における情動障害を診断するための方法であって、
　（a）個体から入手した細胞からRNAまたはタンパク質を単離する段階；
　（b）P2X7R RNAまたはタンパク質のレベルを決定する段階；および
　（c）P2X7R RNAまたはタンパク質のレベルを、情動障害に罹患していない正常個体によ
る対応するレベルと比較する段階、
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【０１４４】
　好ましい態様に関しては、すでに以上に述べたものと同じことが適用される。
【０１４５】
　添付の実施例によって示されているように、P2X7Rの発現またはタンパク質レベルと情
動障害との間には関連性が存在する。本発明のこの態様およびその他の態様は、本明細書
の開示に鑑みて、当業者には容易に想起されると考えられる。
【０１４６】
　本発明のもう1つの面によれば、ヒトP2X7R遺伝子の少なくとも20塩基を含み、しかも以
下のいずれかより選択される変異または多型を含むポリヌクレオチドが提供される：
 （表１）ヒト2X7Rにおける新規多型
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【０１４７】
　これらの多型は観察された位置および多様性を記載している。多型の位置および番号は
、SEQ ID No 1に定められたヒトP2X7R遺伝子に対応する。SNP増幅およびシークエンシン
グのために用いたプライマーは表1aに示されており、SEQ ID NO：52～SEQ ID NO：111に
列記されている。
（表１ａ）SNP増幅およびシークエンシングのためのプライマー配列
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【０１４８】
　本発明のもう1つの面は、P2X7R多型に対応する特異的なオリゴヌクレオチドプローブま
たはプライマーを含む、情動障害に対する診断用キットの形態にある。診断用キットは、
本発明の方法に用いるための適したパッケージおよび指示書を含みうる。前記キットがさ
らに、適切な緩衝液、ならびに逆転写酵素および耐熱性ポリメラーゼなどの酵素を含んで
もよい。
【０１４９】
　本発明の1つの好ましい態様において、診断はマウス、ラットまたはヒトに対して行う
ことができる。本発明は一般にインビトロで、例えば、個体から入手した細胞またはその
他の材料を用いて適用される。しかし、それを生きた個体または死後に適用することも可
能である。
【０１５０】
　本発明の態様によれば、情動障害の診断に続いて、抗うつ薬の処方または投与を行って
もよい。抗うつ薬の投与および投与量は患者に応じて異なる可能性があり、これらは医学
の技術分野で周知であり、例えば、Benkert and Hiipius,「精神科薬物療法の手引き（Ko
mpendium der Psychiatrischen Pharmakotherapie）」、Springer Verlag Publishing, 2
000；Albers, 「精神科薬剤ハンドブック：2001-2002版（Handbook of Psychiatric Drug
s: 2001-2002 Edition）」、Current Clinical Strategies Publishing, 2000を参照され
たい。好ましい例には、以下のものが含まれる：1日当たり5mg～80mg、好ましくは20mg、
フルオキセチン；1日当たり5mg～50mg、好ましくは20mg、パロキセチン；1日当たり5mg～
200mg、好ましくは50mg、セルトラリン；1日当たり5mg～300mg、好ましくは100mg、フル
ボキサミン；1日当たり5mgおよび100mg、好ましくは30mg、ミルタザピン；4mg～50mg、好
ましくは8mg、レボキセチン；1日当たり5mg～600mg、好ましくは200mg、ネファゾドン；1
日当たり450mg～1800mg、好ましくは900mg、炭酸リチウム。
【０１５１】
　P2X7Rタンパク質はまた、薬剤の有効性および／もしくは投薬設定（dosing）または患
者が薬剤に反応する可能性をモニターするためにも有用である。したがって、さらにもう
1つの態様において、本発明は、薬剤、例えば抗うつ薬の有効性および／もしくは投薬設
定、ならびに／または患者が前記薬剤に反応する可能性をモニターするための方法であっ
て、各々の薬剤の投与の前および後の患者におけるP2X7Rタンパク質の発現および／また
は活性のレベルを決定することを含む方法に関する。以下の実施例で提示するように、抗
うつ薬の投与はP2X7R活性のアップレギュレーションをもたらす。ヒトにおいて、P2X7R活
性は、P2X7Rに対する放射標識リガンドトレーサーを用いるポジトロン放射断層撮影法（P
ET）または単光子放射コンピュータ断層撮影法（SPECT）によってモニターすることがで
きる。P2X7Rリガンドの例としては、ATP、拮抗薬結合P2X7R、作動薬結合P2X7R、またはヒ
トP2X7R遺伝子の少なくとも20塩基を含む短いポリヌクレオチドが可能であるが、これら
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には限定されない。P2X7R活性、膜分布または発現レベルの変化は、抗うつ薬の活性およ
び効力を反映すると考えられる。PET分析のための方法および技法は当技術分野で周知で
あり、例えば、Paans and Vaalburg, Curr. Pharmac. Design 6 (2000), 1583-1591；van
 Waarde, Curr. Pharmac. Design. 6 (2000), 1593-1610；Paans et al, Methods 27 (20
02), 195-207；Passchier et al., Methods 27 (2002), 278-286；Laruelle et al., Met
hods 27 (2002), 287-299を参照されたい。
【０１５２】
　本発明によれば、「試料」という用語は、ポリヌクレオチドもしくはポリペプチドまた
はそれらの部分を含む、個体、細胞系、組織培養物またはその他の源から入手した任意の
生物試料のことを意図している。指摘したように、生物試料には、本発明のポリヌクレオ
チドを発現することが判明している体液（血液、血清、血漿、尿、関節液および髄液）お
よび組織源が含まれる。生検組織および体液を哺乳動物から入手するための方法は当技術
分野で周知である。ゲノムDNA、mRNAまたはタンパク質を含む生物試料が、源としては好
ましい。
【０１５３】
　本明細書に上述したように、P2X7Rをコードする遺伝子の変異はDNAレベルまたはmRNAレ
ベルで起こることが可能であり、P2X7Rの発現の変化、または本明細書に記載した野生型P
2X7R ATP感受性イオンチャンネルと比較して機能の変化もしくは機能の喪失を示すP2X7R 
ATP感受性イオンチャンネルの発現をもたらす可能性がある。このため、ATP感受性イオン
チャンネルP2X7R遺伝子が本明細書に上述した変異を示すか否かを判定するためには、DNA
レベル、RNAレベルまたはタンパク質レベルでのさまざまな方法が存在する。したがって
、mRNA、cDNA、DNAおよびゲノムDNAは、以下に述べる方法に用いるのに好ましい核酸分子
である。また、本明細書に記載したP2X7R ATP感受性イオンチャンネルタンパク質におけ
る変異を判定しようとする場合には、ポリペプチドまたはそれらの断片も好ましい。
【０１５４】
　好ましくは、SEQ ID NO：3または4に示された対応する野生型P2X7Rアミノ酸配列の、表
1に示された位置での、別のアミノ酸によるアミノ酸残基の置換を引き起こす点変異は、P
CRによって判定することができる。前記PCRに続いて、点変異のために、野生型ヌクレオ
チド配列には存在しない制限エンドヌクレアーゼの認識部位が生じたか否か、または野生
型P2X7Rには存在しない制限酵素の認識部位が生成されたか否かについて、制限断片長多
型（RFLP）分析を行う。より好ましくは、前記変異は、それぞれの位置で対応する野生型
アミノ酸をコードする野生型ヌクレオチド配列のみの増幅を可能にし、対応する位置で異
なるアミノ酸残基をコードする核酸分子のヌクレオチド配列は増幅しないプライマーおよ
び条件を用いるPCRによって判定することができる。野生型ヌクレオチド配列が存在する
場合には増幅されず、それぞれの位置で別のアミノ酸残基がコードされている場合にのみ
増幅を可能にするプライマーおよび条件を用いて変異を判定するためにPCRを行うことが
さらにより好ましい。特に好ましいのは、少なくとも、SEQ ID NO：1の位置に対応するア
ミノ酸残基をコードするヌクレオチド残基を含む断片の増幅を可能にする条件下でPCRお
よびプライマーを用いる方法である。
【０１５５】
　前記PCRに続いて、例えば、シークエンシングおよび／または一本鎖DNA高次構造分析（
SSCA）を行う。前記断片は、好ましくは少なくとも25ヌクレオチド長、より好ましくは少
なくとも50ヌクレオチド長、さらにより好ましくは少なくとも75ヌクレオチド長、特に好
ましくは少なくとも100ヌクレオチド長、さらに特に好ましくは少なくとも200ヌクレオチ
ド長、さらにまた特に好ましくは少なくとも250ヌクレオチド長、さらになお特に好まし
くは少なくとも300ヌクレオチド長、最も特に好ましくは少なくとも600ヌクレオチド長で
ある。前記プライマーは、SEQ ID NO：52～111に示されているように、好ましくは少なく
とも12ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも15ヌクレオチド長、さらにより好まし
くは少なくとも18ヌクレオチド長、最も好ましくは少なくとも21ヌクレオチド長である。
前記プライマーのアニーリングのための温度は、好ましくは少なくとも50℃、より好まし
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くは少なくとも55℃、最も好ましくは少なくとも58℃である。変性のための温度は、好ま
しくは少なくとも95℃で、好ましくは少なくとも10秒、より好ましくは少なくとも20秒、
さらにより好ましくは少なくとも30秒、最も好ましくは少なくとも60秒にわたる。しかし
、増幅しようとする核酸配列の長さおよびG-C含有量によっては、変性のための温度はさ
らに低くても高くてもよい。アニーリングしたプライマーの伸長のための温度は、好まし
くは少なくとも10秒、より好ましくは少なくとも20秒、さらにより好ましくは少なくとも
30秒、最も好ましくは少なくとも60秒である。前述の条件を含むPCR反応が、以下の実施
例の項で具体化されている。その後のシークエンシングおよび／またはSSCAは当技術分野
で知られているように行う。好ましくは、PCR断片を10％ポリアクリルアミドゲルにより4
℃で分離する（（室温も好ましい）。SSCAバンドシフトを示すPCR断片を上述したような
条件下でプライマーを用いて増幅し、その後にシークエンシングを行う。または、CLCN2
遺伝子における変異が存在するか否かを判定する目的でゲノムDNAを直接シークエンシン
グすることも可能である。直接ゲノムシークエンシングのアプローチは、例えば、Horeck
a, Yeast 16 (2000), 967-970においてパン酵母に関して示されている。
【０１５６】
　好ましくは、欠失は当技術分野で公知のハイブリダイゼーション法を用いて判定される
。詳細には、SEQ ID NO：1に示された野生型ゲノムDNAのみとハイブリダイズし、SEQ ID 
NO：1のヌクレオチド54562～54582の間のフラグメントの欠失を含むヌクレオチド配列と
はハイブリダイズしない、本明細書に上述したようなプライマーを設計する。同じく好ま
しいのは、全染色体、特に上述の欠失を有する染色体である染色体12q23-q24に関する判
定のための蛍光インサイチューハイブリダイゼーション（FISH）の方法である。さらによ
り好ましいのは、本明細書に記載したヌクレオチド残基の欠失を、プライマー対の一方の
プライマーが前記欠失を含むゲノムDNAの領域の内部に位置しているPCRを用いることによ
って判定することである。好ましくは、前記欠失はSEQ ID NO：1に示されたヌクレオチド
位置54562～54532にある。したがって、適切な条件下では、ゲノムDNAが前記欠失を含む
ならばPCR断片は生じないと考えられる。特に好ましい。欠失の上流または下流に位置す
るプライマーを用いるPCRを、前記欠失を判定するために用いることが特に好ましい。本
明細書に上述したような適切な条件下では、SEQ ID NO：1に示された野生型ヌクレオチド
配列のゲノムDNAのフラグメント、および好ましくはSEQ ID NO：1に示された位置54562～
54582の間のヌクレオチドの欠失を含むヌクレオチド配列のフラグメントの両方が増幅さ
れると考えられる。
【０１５７】
　上記のP2X7R変異をタンパク質レベルで判定することも可能である。上記の変異のいく
つかは短縮型のP2X7Rタンパク質を引き起こす。このため、これらの変異の存在を、例え
ばSDS PAGEにより、個体において発現されるP2X7Rタンパク質の長さまたは分子量を判定
することによって判定することが考えられる。
【０１５８】
　また、本明細書に記載したP2X7R ATP感受性チャンネルの変異を、本発明の抗体を用い
ることによって判定することも可能である。P2X7Rタンパク質の前記変異に対して特異的
な前記抗体は、ラジオイムノアッセイ、競合結合アッセイ、ウエスタンブロット分析およ
びELISAアッセイなどのアッセイ法によって特定されると考えられる。古典的な免疫組織
学的方法も好ましい。
【０１５９】
　P2X7Rをコードする遺伝子および／または対応するタンパク質における変異が情動障害
と結びついているという本発明に記載した発見は、P2X7Rタンパク質の機能喪失または機
能不全が種々の形態の情動障害の原因であることを示す。このため、これらの変異の発見
は、上記の変異が個体に存在するか否かを判定することによる情動障害の診断を可能にす
る。これはまた、P2X7Rをコードする遺伝子における変異の結果であることが診断された
情動障害の治療法を開発することも可能にする。このような治療法は、例えば、非機能性
または機能性の野生型P2X7Rタンパク質をコードする核酸分子を導入し、それによって前
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記個体におけるP2X7R活性またはインビボでのP2X7R遺伝子の活性化もしくは抑制を回復さ
せることを含みうる。この文脈における「活性化または抑制」は、遺伝子の発現が増強す
ること（活性化）または低下すること（抑制）のいずれかを意味する。発現の増強は、例
えば、転写に対する活性化作用を有する適した化合物を用いることにより、転写開始の効
率を高めることなどによって実現しうる。または、天然のプロモーターをより効率的なプ
ロモーターに置き換えることによって増強を実現することもできる。
【０１６０】
　抑制は、遺伝子の発現を抑制することにより、例えば、それぞれのプロモーターからの
転写を適した化合物によって特異的に抑制することにより、またはプロモーターの効率を
低下させることもしくは非機能性にすることにより、実現しうる。
【０１６１】
　もう1つの態様において、本発明は薬学的組成物にも関する。本発明によれば、「薬学
的組成物」という用語は、ATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードする、以下のものか
らなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む核酸分子を含む組成物に関する：
　（a）SEQ ID NO：3または4に示されたアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするヌ
クレオチド配列；
　（b）SEQ ID NO：1またはSEQ ID NO：2に示されたヌクレオチド配列を含むヌクレオチ
ド配列；
　（c）（a）または（b）のヌクレオチド配列とハイブリダイズするヌクレオチド配列；
および
　（d）遺伝暗号の結果として（c）のヌクレオチド配列と縮重しているヌクレオチド配列
。
【０１６２】
　このような薬学的組成物は、機能的P2X7Rタンパク質をコードする核酸分子の治療的有
効量、および、任意には、薬学的に許容される担体を含む。薬学的組成物は、本明細書に
記載するような、生理的に許容される担体とともに患者に投与することができる。1つの
具体的な態様において、「薬学的に許容される」という用語は、規制当局またはその他の
一般に認知された薬局方により、動物における、特にヒトにおける使用に関して承認され
ていることを意味する。「担体」という用語は、治療薬がそれとともに投与される、希釈
剤、アジュバント、添加剤または媒体のことを指す。このような薬学的担体は、水および
油などの無菌液体であってよく、これには石油、動物、植物または合成物に由来するもの
、例えばピーナッツ油、大豆油、鉱油、ゴマ油などが含まれる。薬学的組成物を静脈内に
投与する場合には水が好ましい担体である。食塩液ならびにデキストロース水溶液および
グリセロール溶液を液体担体として用いることもでき、これは特に注射用溶液の場合にそ
うである。適した薬学的添加剤には、デンプン、グルコース、乳糖、スクロース、ゼラチ
ン、麦芽、コメ、小麦粉、胡粉、シリカゲル、ステアリン酸ナトリウム、グリセロールモ
ノステアレート、タルク、ナトリウムイオン、脱脂粉乳、グリセロール、プロピレン、グ
リコール、水、エタノールなどが含まれる。組成物はまた、必要に応じて、少量の湿潤剤
または乳化剤またはpH緩衝剤を含むこともできる。これらの組成物は、溶液、懸濁液、乳
剤、錠剤、丸剤、カプセル、粉末、徐放性製剤の形態をとりうる。組成物は、従来の結合
剤およびトリグリセリドなどの担体とともに坐薬として製剤化することができる。経口用
製剤は、医薬品級のマンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、
サッカリンナトリウム、セルロース、炭酸マグネシウムなどの標準的な担体を含みうる。
適した薬学的担体の例は、「レミントン薬学（Remington's Pharmaceutical Sciences）
」にE.W. Martinによって記載されている。このような組成物は、好ましくは精製された
形態にある、前述の化合物の治療的有効量を、患者に対する適切な投与用の形態が得られ
るような適した量の担体とともに含むと考えられる。製剤は投与様式に適合しているべき
である。
【０１６３】
　もう1つの好ましい態様において、組成物は、ヒトに対する静脈内投与用に適合化され
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た薬学的組成物としてルーチン的な手順に従って製剤化される。典型的には、静脈内投与
用の組成物は、無菌の等張水性緩衝液中にある溶液である。必要であれば、組成物は、溶
解補助剤、および、注射部位での痛みを軽減するためのリグノカインなどの局所麻酔薬を
含んでもよい。成分は一般に、例えば、有効薬剤の量が表示されたアンプルまたは薬袋な
どの密閉封止容器内に凍結乾燥粉末または水を含まない濃縮物として、別々に供給される
か、または単位投薬式剤形として混合されて供給される。組成物を注入によって投与しよ
うとする場合には、医薬品級の滅菌水または食塩液を含む輸液ボトルにそれを分けること
ができる。組成物が注射によって投与される場合には、成分を投与前に混合しうるように
注射用の滅菌水または食塩液のアンプルを提供することができる。
【０１６４】
　本発明の薬学的組成物は、中性または塩の形態として製剤化することができる。薬学的
に許容される塩には、塩酸、リン酸、酢酸、シュウ酸、酒石酸などに由来するような陰イ
オンと形成されたもの、および、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウ
ム、水酸化カルシウム、水酸化鉄、イソプロピルアミン、トリエチルアミン、2-エチルア
ミノエタノール、ヒスチジン、プロカインなどに由来するような陽イオンと形成されたも
のが含まれる。
【０１６５】
　最適な用量範囲を特定するための一助として、任意に、インビトロアッセイを用いても
よい。製剤中に用いられる厳密な用量は投与経路および疾患または障害の重大性にも依存
すると考えられ、医師の判断および各患者の状況に応じて判断されるべきである。有効量
を、インビトロまたは動物モデル試験系から得られた用量反応曲線から外挿してもよい。
好ましくは、薬学的組成物は直接に、またはアジュバントと配合された上で投与される。
【０１６６】
　薬学的組成物は好ましくは、遺伝子治療における用途のために設計される。遺伝子治療
の技法については本発明の核酸分子に関連してすでに上述しており、そこで言及したすべ
ての事柄は薬学的組成物に関しても適用される。例えば、薬学的組成物中の核酸分子は、
好ましくは、治療しようとする個体の細胞へのその導入、発現および／または安定的組み
込みが可能となる形態にある。
【０１６７】
　遺伝子治療のためには種々のウイルスベクターを利用することができ、これには例えば
、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニア、または好ましくはレトロウイルスな
どのRNAウイルスがある。単一の外来遺伝子を挿入しうるレトロウイルスベクターには以
下のものが非制限的に含まれる：モロニーマウス白血病ウイルス（MoMuLV）、ハーヴェイ
肉腫ウイルス（HaMuSV）、マウス乳癌ウイルス（MuMTV）およびラウス肉腫ウイルス（RSV
）。数多くのそのほかのレトロウイルスベクターは複数の遺伝子を組み入れることもでき
る。これらのベクターはすべて、形質導入細胞の同定および作製が可能となるように、選
択マーカーの遺伝子を導入すること、または組み入れることができる。機能性P2X7Rタン
パク質をコードする関心対象のP2X7R配列を、例えば、特定の標的細胞上の受容体に対す
るリガンドをコードする別の遺伝子とともに、ウイルスベクターに挿入することにより、
ベクターは標的特異的となる。レトロウイルスベクターは、例えば、糖、糖脂質またはタ
ンパク質をコードするポリヌクレオチドを挿入することにより、標的特異的にすることが
できる。当業者は、挿入されたポリヌクレオチド配列を含むレトロウイルスベクターの標
的特異的送達を可能にする、レトロウイルスゲノム中に挿入可能な具体的なポリヌクレオ
チド配列を周知している、または必要以上の実験を行うことなく容易に確認しうると考え
られる。
【０１６８】
　組換えレトロウイルスは好ましくは欠損性であるため、それらが感染性ベクター粒子を
生じるためには援助を必要とする。この援助は例えば、LTR内部の調節配列の制御下にあ
るレトロウイルスの構造遺伝子のすべてをコードするプラスミドを含むヘルパー細胞系を
用いることによって得られる。これらのプラスミドは、パッケージング機構がキャプシド
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形成のためにRNA転写物を認識することを可能にするヌクレオチド配列を欠いている。パ
ッケージングシグナルの欠失を有するヘルパー細胞系には、例えば、w2、PA317およびPA1
2が非制限的に含まれる。これらの細胞系は、ゲノムがパッケージングされていないため
、エンプティビリオンを産生する。レトロウイルスベクターを、パッケージングシグナル
は損なわれていないが構造遺伝子が関心対象の別の遺伝子によって置換されているこのよ
うな細胞に導入すると、ベクターのパッケージングおよびベクタービリオンの産生が可能
である。または、NIH 3T3またはその他の組織培養細胞に対して、従来のリン酸カルシウ
ムトランスフェクションにより、レトロウイルス構造遺伝子gag、polおよびenvをコード
するプラスミドを直接トランスフェクトする。続いて、これらの細胞に、関心対象の遺伝
子を含むベクタープラスミドをトランスフェクトする。その結果得られた細胞は培養液中
にレトロウイルスベクターを放出する。P2X7Rポリヌクレオチド用のもう1つの標的指向性
送達システムは、コロイド分散系である。コロイド分散系には、高分子複合体、ナノカプ
セル、ミクロスフェア、ビーズ、ならびに水中油型乳濁液、ミセル、混合ミセルおよびリ
ポソームを含む脂質ベースの系が含まれる。本発明の好ましいコロイド系はリポソームで
ある。リポソームは、インビトロおよびインビボでの送達媒体として有用な人工的膜小胞
である。ことが示されている。大型単ラメラ小胞（LUV）はサイズが0.2～4.0pmの範囲で
あり、大型の高分子を含む水性緩衝液のかなりの割合を封入することができる。RNA、DNA
および完全なビリオンを内部の水性部分に封入し、生物活性のある形態で細胞に送達する
ことができる（Fraley et al., Trends Biochem. Sci.,6: 77, 1981）。リポソームは、
哺乳動物細胞のほかに植物細胞、酵母細胞および細菌細胞へのポリヌクレオチドの送達に
も用いられている。リポソームが効率的な遺伝子導入媒体であるためには、以下の特性が
存在すべきである：（1）関心対象の遺伝子を、その生物活性を損なうことなく高効率で
封入すること；（2）非標的細胞と比較して標的細胞に対して選好的かつ高度に結合する
こと；（3）小胞の水性内容物を標的細胞の細胞質に高効率で送達すること；および（4）
遺伝情報が正確かつ有効に発現されること（Mannino, et al., Biotechniques, 6: 682, 
1988）。リポソームの組成物は通常、リン脂質、特に相転移温度の高いリン脂質との配合
物であり、通常はステロイド、特にコレステロールとの配合物である。その他のリン脂質
またはその他の脂質を用いることもできる。リポソームの物理的特性はpH、イオン強度お
よび二価イオンの存在に応じて異なる。リポソームの製造に有用な脂質には、ホスファチ
ジル化合物（例えばホスファチジルグリセロール、ホスファチジルコリン、ホスファチジ
ルセリン、ホスファチジルエタノールアミンなど）、スフィンゴ脂質、セレブロシドおよ
びガングリオシドが含まれる。特に有用なのは、脂質部分が14～18個の炭素原子、特に16
～18個の炭素原子を含み、しかも飽和性であるジアシルホスファチジルグリセロールであ
る。リン脂質の例には、卵ホスファチジルコリン、ジパルミトイルホスファチジルコリン
およびジステアロイルホスファチジルコリンが含まれる。リポソームのターゲティングは
解剖学的および機械的な要因に基づいて分類可能である。解剖学的な分類は、例えば、臓
器特異的、細胞特異的およびオルガネラ特異的といった選択性のレベルに基づく。機械的
ターゲティングは、それが受動的であるか能動的であるかに基づいて区別しうる。受動的
ターゲティングは、洞様毛細血管を含む臓器内の網内系（RES）の細胞に分布するという
リポソームの生来の傾向を利用する。
【０１６９】
　もう1つの面において、本発明は、情動障害を治療する方法であって、本明細書に上述
した機能性ATP感受性イオンチャンネルをコードするヌクレオチド配列を含む薬学的組成
物の治療的有効量を、前記障害に罹患した対象に対して投与することを含む方法に関する
。
【０１７０】
　本発明の文脈において、「対象」という用語は、情動障害の治療を必要とする個体のこ
とを意味する。好ましくは、対象は脊椎動物であり、さらにより好ましくは哺乳動物、特
に好ましくはヒトである。
【０１７１】
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　「投与された」という用語は、個体に対する、機能性P2X7Rタンパク質をコードする前
述の核酸分子の治療的有効量の投与のことを意味する。「治療的有効量」とは、投与の目
的である効果を生じさせる用量のことを意味する。厳密な用量は治療の目的に応じて異な
ると考えられ、これは当業者が既知の技法を用いて確かめることができる。当技術分野で
公知であり、上にも述べたように、全身送達または局所送達のいずれであるか、年齢、体
重、全般的健康状態、性別、食事内容、投与時期、薬剤相互作用および疾患の重症度に応
じて調整が必要な可能性があり、これは当業者によってルーチン的な実験によって確認さ
れうると考えられる。
【０１７２】
　本方法はヒトの治療法および獣医学的な用途の両方に適用可能である。所望の治療活性
を有する本明細書に記載の化合物は、本明細書に記載したように、生理的に許容される担
体中にある状態で患者に対して投与することができる。導入の様式に応じて、化合物は以
下に述べるようなさまざまなやり方で製剤化することができる。製剤中の治療活性のある
化合物の濃度は約0.1～100wt％の範囲でさまざまでありうる。薬剤は単独で投与してもよ
く、または他の治療薬と併用してもよい。
【０１７３】
　薬学的組成物の投与は、以上に考察したようなさまざまなやり方で行うことができ、こ
れには、経口、皮下、静脈内、動脈内、結節内、髄内、髄腔内、脳室内、鼻腔内、気管支
内、経皮的、結節内、直腸内、腹腔内、筋肉内、肺内、膣内、直腸内または眼内が非制限
的に含まれる。場合によっては、例えば、創傷および炎症の治療においては、薬剤候補を
溶液の乾式噴霧として直接適用してもよい。
【０１７４】
　投薬レジメンは担当医および臨床的要因によって決まると考えられる。医学の技術分野
では周知であるように、任意の患者に対する投与量は、患者の体格、体表面積、年齢、投
与しようとする具体的な化合物、性別、投与の時期および経路、全般的健康状態、および
同時併用投与するその他の薬剤を含む、多くの要因に依存する。典型的な投与量は、例え
ば、0.001～1000μgの範囲でありうる；しかし、この例示的な範囲よりも少ないまたは多
い用量も、特に前述の要因を考慮した上では想定される。
【０１７５】
　投薬は好ましくは週1回行われるが、治療の進展時には投薬をはるかに長い間隔で行う
こともでき、必要時にははるかに短い間隔で、例えば毎日行うこともできる。1つの好ま
しいケースでは、免疫応答を本明細書に上述した方法および当業者に公知のそのほかの方
法を用いてモニターし、投薬の設定、例えば時期、量および／または組成を最適化する。
投与量はさまざまであると考えられるが、DNAの静脈内投与のために好ましい投与量は、D
NA分子の約106～1012コピーと考えられる。レジメンが持続注入である場合には、それは
それぞれ体重1kgおよび1分間当たりで1μg～10mg単位の範囲にあるべきである。進行状況
は定期的な評価によってモニターすることができる。本発明の薬学的組成物は局所的にも
全身的にも投与することができる。投与は好ましくは非経口的、例えば、静脈内であると
考えられる。非経口投与用の製剤には、無菌の水性または非水性溶液、懸濁液および乳濁
液が含まれる。非水性溶媒の例には、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、
植物油（例えばオリーブ油など）および注射可能な有機酸エステル（オレイン酸エチルな
ど）が含まれる。水性担体には、食塩液および緩衝媒質を含む、水、アルコール性／水性
溶液、乳濁液または懸濁液が含まれる。非経口的媒体には、ナトリウムイオン溶液、リン
ゲルデキストロース液、デキストロースおよびナトリウムイオン、乳酸化リンゲル液、ま
たは固定油が含まれる。静脈内用媒体には、液体および栄養分の補充液、電解質補充液（
リンゲルデキストロース液を基にしたものなど）などが含まれる。例えば、抗菌薬、抗酸
化物質、キレート剤および不活性ガスなどの、保存料およびその他の添加剤が存在しても
よい。
【０１７６】
　また、薬学的組成物を併用療法アプローチに用いること、すなわち、他の医薬品または
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薬剤、例えば情動障害を予防、治療または改善するための他の薬剤と同時投与することも
想定される。
【０１７７】
　本発明のもう1つの面は、細胞に対するその投与が細胞におけるATP感受性イオンチャン
ネルP2X7Rをコードする核酸の発現の低下もしくは増大を引き起こすような化合物を含む
、または細胞におけるその発現もしくは細胞に対するその投与が細胞におけるATP感受性
イオンチャンネルP2X7Rをコードする核酸の発現の低下もしくは増大を引き起こすような
核酸分子を含む、薬学的組成物である。前記薬学的組成物は、上記のようにP2X7Rタンパ
ク質の量または発現レベルが増大または低下している個体を治療するために有用な可能性
がある。好ましくは、前記薬学的組成物は、細胞におけるATP感受性イオンチャンネルP2X
7Rをコードする核酸の発現の増大を引き起こす。
【０１７８】
　細胞に対するその投与がATP感受性イオンチャンネルP2X7Rをコードする核酸の発現の低
下を引き起こす、上述した薬学的組成物は、アンチセンス核酸、リボザイム、共抑制性核
酸、iRNAまたはsiRNAであることが想定される。
【０１７９】
　siRNAアプローチの1つは、例えば、Elbashir（(2001), Nature 411, 494-498））に開
示されている。また、本発明によれば、例えば、短鎖ヘアピンRNA（shRNA）を本発明に従
って薬学的組成物として用いることも想定されている。遺伝子サイレンシングのためのsh
RNAアプローチは当技術分野で周知であり、これにはst（短鎖一過性）RNAの使用も含まれ
うる；特に、Paddison (2002) Genes Dev. 16, 948-958を参照されたい。
【０１８０】
　上述したように、遺伝子サイレンシングのためのアプローチは当技術分野で周知であり
、これにはRNAiまたはsiRNAのような「RNA」アプローチが含まれる。このようなアプロー
チの使用が成功している例は、Paddison (2002) 前記引用箇所、Elbashir (2002) Method
s 26, 199-213；Novina (2002) Mat. Med. June 3, 2002；Donze (2002) Nucl. Acids Re
s. 30, e46；Paul (2002) Nat. Biotech 20, 505-508；Lee (2002) Nat. Biotech. 20, 5
00-505；Miyagashi (2002) Nat. Biotech. 20, 497-500；Yu (2002) PNAS 99, 6047-6052
またはBrummelkamp (2002), Science 296, 550-553に示されている。これらのアプローチ
はベクターを利用したものでもよく、例えば、特に、Yu (2002) 前記引用箇所；Miyacish
i (2002) 前記引用箇所またはBrummelkamp (2002) 前記引用箇所に例示されているように
、pSUPERベクターまたはRNA polIIIベクターを用いてもよい。
【０１８１】
　P2X7R遺伝子の発現の低下を引き起こす化合物は、例えば、遺伝子の調節領域に対して
作用し、それによって転写のレベルを低下させる化合物であってもよい。このような化合
物は、本明細書の以下に述べる方法によって同定することができる。
【０１８２】
　本発明はまた、情動障害を治療するための薬学的組成物の調製を目的とする、薬学的組
成物に関連した本明細書に上述した機能性P2X7Rタンパク質をコードする核酸分子の使用
法にも関する。
【０１８３】
　さらに、本発明は、情動障害を治療する方法であって、本発明による核酸分子の治療的
有効量または対応するコードされるポリペプチドの治療的有効量を前記障害に罹患した対
象に対して投与することを含む方法にも関する。
【０１８４】
　もう1つの好ましい態様において、本発明は、特に本発明によるポリヌクレオチド、す
なわち、本明細書に上述した変異および／または欠失を有するポリヌクレオチド、を含む
薬学的組成物に関する。このような薬学的組成物は、例えば、本明細書に上述したように
して判定しうる、P2X7Rタンパク質の量が増加もしくは減少している個体、または活性の
上昇もしくは低下を示すP2X7Rタンパク質を有する個体を治療するために有用な可能性が
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ある。好ましくは、このような薬学的組成物は、本明細書に上述したようにして判定しう
る、P2X7Rタンパク質の量が減少している個体、または活性の低下を示すP2X7Rタンパク質
を有する個体を治療するために有用な可能性がある。例えば、前記薬学的組成物に含まれ
る非機能性または好ましくは機能亢進性のP2X7Rタンパク質は、本明細書に上述したよう
な細胞に自然下で存在するP2X7R複合体に組み入れられることを想定している。また、遺
伝子治療のための上記の技法を、必要な変更を加えて、本発明の核酸分子を用いて個体を
治療するために用いうることも想定している。
【０１８５】
　考えられる投与様式および好ましい態様に関しては、以上に述べたものと同じことが適
用される。
【０１８６】
　さらに、本発明はまた、情動障害の治療のための薬学的組成物の調製を目的とする、本
発明による核酸分子、ベクター、ポリペプチド、抗体および／またはアプタマーの使用法
も想定している。
【０１８７】
　本発明のさらにもう1つの面は、情動障害の治療のための薬学的組成物の調製を目的と
する、P2X7R活性または発現の調節因子の使用法に関する。本発明の文脈において、「調
節因子」という用語は、直接的または間接的にP2X7Rの活性またはP2X7Rの発現を改変しう
る、すなわち調節しうる、化合物、化合物の複合体、物質または物質の複合体のことを意
味する。調節は例えばタンパク質レベルで起こりうる。詳細には、P2X7Rタンパク質が、
活性が上昇または低下するように調節因子による干渉を受けてもよい。調節は核酸レベル
でも起こりうる。すなわち、遺伝子がより高いまたは低い頻度で転写されて、より多いま
たは少ないタンパク質が生じる。調節がRNAまたはタンパク質の安定性に影響を及ぼすこ
とも可能である。P2X7Rの作動薬は不安および抑うつ性行動に関して選択されたマウスの
症状を改善することが驚いたことに見いだされたため、情動障害の治療のための薬学的組
成物の調製を目的とするP2X7R活性の調節因子は、好ましくは作動薬である。「作動薬」
という用語は、受容体と相互作用して、その受容体に特徴的な生理的または薬理学的な反
応を惹起させることができる、作用因子または化合物のことを意味する。P2X7R作動薬の
例には、ATP、ATP-4、BzATP（2'-3'-O-(4-ベンゾイルベンゾイル)アデノシン5'-三リン酸
（C24H24N5O15P3））およびテニダップ（tenidap）（5-クロロ-2,3-ジヒドロ-2-オキソ-3
-(2-チエニルカルボニル)-インドール-1-カルボキサミド、すなわち、C15H11CIN2O2S）ま
たはそれらの誘導体が非制限的に含まれる。特に好ましくは、うつ病または不安を治療す
るために用いられる前記作動薬は、以下の実施例9で示しているようにBzATPである。
【０１８８】
　P2X7Rの活性化はアポトーシスおよび細胞死をインビトロで誘導しうることが報告され
ているが（Di Virginio et al., Cell Death Differ. 5 (1988), 191-199；Virginio et 
al., J. Physiol. 519 (1999), 335-346）、本出願は以下の実施例9において、不安およ
び抑うつ性行動に関して選択されたマウスの脳に対するBzATPの投与により、対照マウス
とBzATP投与マウスとの間にアポトーシス細胞の数に関して有意差がみられないことを示
した。この結果は、P2X7Rの活性化がインビボで脳細胞死を引き起こさないこと、すなわ
ちBzATPが情動障害の治療のための候補薬剤であることを示す。
【０１８９】
　前記調節因子が、例えば、WO 99／29660号、WO 99／29661号、WO 99／296896号、WO 00
／61569号、WO 01／42194号、WO 01／44170号、WO 01／44213号、WO 00／71529号、WO 01
／46200号に記載されたような、ピペリジンおよびピペラジン誘導体、アダマンタン誘導
体、置換フェニル化合物、酸化ATP、2-O-(4-ベンゾイルベンゾイル)アデノシン-5-三リン
酸および3-O-(4-ベンゾイルベンゾイル)アデノシン-5-三リン酸からなる群より選択され
ることも、さらに想定している。以下の化合物は、P2X7R活性の調節因子として用いるこ
とが同じく好ましい化合物を例示している。
【０１９０】
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　一般式：

式中、Aはフェニルであるか、またはO、NもしくはSより選択される1つもしくは2つのヘテ
ロ原子を含む5員環もしくは6員環式の複素環であり；C1-6アルキル、ハロゲン、ニトロ、
アミノ、アルキルアミノ、CF3、SO2Me、NHSO2Meまたはシアノによって置換されてもよい
；BはC=O、NHまたはSO2である；XはC=O、CH(Me)、Oまたは(CH2)pであり、ここでpは0また
は1である；YはO、CH2、NHまたはSである；ZはC=OまたはSO2であり、ただし、ZがC=Oであ
る場合にはYはO、CH2またはSである；Rは水素またはC1-6アルキルである；R1は水素、ハ
ロゲンである；R2はフェニルであってCO2H、CO2アルキル、CONH2によって置換されてもよ
く、またはR2はフェニル、アルコキシフェニル、ピリジルもしくはフルオロフェニルによ
り置換されたOH、NHR3、NHCH(R4)(CHR5)nR

6、NH-R7-R8、SO2NHアルキル、NHCOアルキル、
NHSO2アルキル、モルホリン、NR9R10、ピペラジンである；nは0、1または2である；R3は
水素、二環式もしくは三環式の飽和環状系（窒素原子を含んでもよい）、ピペリジニル、
アルキルピロリジン、エチニルシクロヘキシル、2つもしくは3つのヘテロ原子を含む5員
環式の芳香族環、C4-6シクロアルキル（アルキル、シアノまたはヒドロキシにより置換さ
れてもよい）、またはC1-8アルキル（アルキル鎖に酸素原子を含んでよく、エチニル、シ
アノ、フルオロ、ジアルキルアミノ、ヒドロキシ、チオアルキル、CO2R

11もしくはCONH2
より選択される1つもしくは複数の置換基によって置換されてもよい）である；R4は水素
またはアルキルであり、ヒドロキシまたはアルコキシによって置換されてもよい；R5は水
素またはヒドロキシである；R6はCO2R

11、NHCO2R
12、CONH2、または酸素原子を含む5員環

もしくは6員環式の飽和環、O、NもしくはSより選択される1つもしくは2つのヘテロ原子を
含む5員環式の複素環、またはフェニルであり、アルキル、ヒドロキシ、アミノ、アルコ
キシまたはニトロより選択される1つまたは複数の基によって置換されてもよい；R6はア
ルキルである；R7はシクロペンタン環である；R8はフェニルである；R9およびR10は独立
に水素、ベンジル、アルケニル、シクロアルキル、アルキルであってヒドロキシ、アルコ
キシ、シアノ、ジアルキルアミノ、フェニル、ピリジルもしくはCO2R

11によって置換され
てもよく、またはR9およびR10は一体として5員環～7員環式の飽和性もしくは部分飽和性
の環を形成する（これは別のヘテロ原子を含んでよく、アルキル（鎖に酸素原子を含んで
よく、ヒドロキシにより置換されてもよい）、COアルキル、CO2R

11、COR13R14、CHOまた
はピペリジンより選択される1つまたは複数の基によって置換されてもよい）；R11は水素
またはアルキルである；R12はアルキルである；ならびに、R13およびR14は独立に水素も
しくはアルキルである；の化合物、またはそれらの薬学的に許容される塩もしくは溶媒和
物。
【０１９１】
　一般式：
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式中、Aは基CH2または酸素原子を表す；Bは水素またはハロゲン原子を表す；Dは基CH2、O
CH2、NHCH2またはCH2CH2を表す；Rはフェニル、ベンゾチアゾリル、インドリル、インダ
ゾリル、プリニル、ピリジル、ピリミジニルまたはチオフェニル基（これらはそれぞれ、
ハロゲン原子またはシアノ、カルボキシル、ヒドロキシル、ニトロ、ハロ-C1-C6-アルキ
ル、-N(R1)C-(=O)-R2、-C(O)-NR3R4、-NR5R6、C3-C8-シクロアルキル、3員環～8員環式の
ヘテロシクリル、C3-C8-シクロアルキルオキシ、C1-C6-アルキルカルボニル、フェノキシ
、ベンジル、C1-C6-アルキルチオ、フェニルチオ、C1-C6-アルコキシカルボニル、C1-C5-
アルキルスルフィニルもしくはC1-C6アルキルスルホニル基より独立に選択される1つまた
は複数の置換基によって置換されてもよい）、またはC1-C6-アルキルもしくはC1-C6-アル
コキシ基（ハロゲン原子またはアミノ、カルボキシル、ヒドロキシル、C1-C6-アルコキシ
、（ジ）C1-C6-アルキルアミノ、C1-C6-アルコキシカルボニル、イミダゾリル、モルホリ
ニル、ピペリジニルまたはピロリジニル基より独立に選択される1つまたは複数の置換基
によって置換されてもよい）を表す；R1は水素原子またはC1-C6-アルキルもしくはC3-C8-
シクロアルキル基を表す；R2はC1-C6-アルキルまたはC3-C8シクロアルキル基を表す；な
らびに、R3、R4、R5およびR6はそれぞれ独立に水素原子またはC1-C6-アルキルもしくはC3
-C8シクロアルキル基を表す；ただしAがCH2でBがHでDがCH2である場合にはRはフェニル、
オルト-カルボキシフェニル、メチルフェニルまたはパラ-フェノキシフェニル基のいずれ
でもなく、AがCH2であってDがCH2またはCH2CH2であってRが置換フェニル基を表す場合に
は、存在する1つまたは複数の置換基は、アミノ、（ジ）C1-C6-アルキルアミノ、イミダ
ゾリル、モルホリニル、ピペリジニルまたはピロリジニル基によって置換されたC1-C6-ア
ルコキシ基をオルト位置には含まない；の化合物、またはそれらの薬学的に許容される塩
または溶媒和物。
【０１９２】
　一般式：

式中、Xは1または2を表す；Aは基CH2または酸素原子を表す；Bは水素またはハロゲン原子
を表す；Rはフェニル、ピリジル、インドリル、インダゾリル、ピリミジニルまたはチオ
フェニル基（これらはそれぞれ、ハロゲン原子またはアミノ、シアノ、カルボキシル、ヒ
ドロキシル、ニトロ、C1-C6-アルキル、ハロ-C1-C6-アルキル、-N(R1)C(=O)-R2、-C(O)NR
3R4、-NR5R6、C3-C8-シクロアルキル、3員環～8員環式のヘテロシクリル、C3-C8-シクロ
アルキルオキシ、C1-C6アルキルカルボニル、C1-C6-アルコキシカルボニル、C1-C6-アル
キルスルフィニルまたはC1-C6-アルキルスルホニル基より独立に選択される1つまたは複
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数の置換基によって置換されてもよい）、またはC1-C6-アルコキシ、C1-C6-アルキルアミ
ノ、フェノキシ、ベンジル、C1-C6-アルキルチオまたはフェニルチオ基がハロゲン原子ま
たはアミノ、シアノ、カルボキシル、ヒドロキシル、ニトロ、1-ピロリジニル、1-ピペリ
ジニル、C1-C6-アルキル、C1-C6-アルコキシ、（ジ）C1-C6アルキルアミノ、ハロ- C1-C6
-アルキル、C1-C6-アルコキシカルボニルまたは次の基のうち1つより独立に選択される1
つまたは複数の置換基によって置換されてもよい）を表す：

R1は水素原子またはC1-C6-アルキルもしくはC3-C8-シクロアルキル基を表す；R2はC1-C6-
アルキルまたはC3-C8-シクロアルキル基を表す；R3およびR4はそれぞれ独立に水素原子ま
たはC1-C6-アルキルもしくはC3-C8-シクロアルキル基を表す；R5は水素原子またはC1-C6-
アルキルもしくはC3-C5-シクロアルキル基を表す；R6はC3-C8-シクロアルキル基を表し、
しかもR5が水素原子でない場合にはさらにC1-C6-アルキル基も表す；R7は水素原子または
C1-C6-アルキルもしくはC3-C8-シクロアルキル基を表す；R8はC1-C6-アルキルまたはC3-C

8-シクロアルキル基を表す；R9は水素原子またはヒドロキシル基を表す；および、R10は
、水素原子またはフェニルまたはイミダゾリル基を表す；ただし、Aが基CH2を表してBが
水素原子を表す場合にはRは非置換ピリジル基を表さず、Rが置換フェニル、インドリルま
たはインダゾリル基を表す場合には、存在する1つまたは複数の置換基はアミド、カルボ
キシル、（ジ）C1-C6-アルキルアミドまたはC1-C6-アルコキシカルボニル基をオルト位置
には含まない；の化合物、またはそれらの薬学的に許容される塩または溶媒和物。
【０１９３】
　一般式：

式中、DはCH2またはCH2CH2を表す；EはC(O)NHまたはNHC(O)を表す；R1およびR2はそれぞ
れ独立に水素もしくはハロゲン原子またはアミノ、ニトロ、C1-C6-アルキルもしくはトリ
フルオロメチル基を表す；R3は次の式の基を表す：

；
Xは酸素もしくはイオウ原子または基NH、SOもしくはSO2を表す；Yは酸素もしくはイオウ
原子または基NR11、SOまたはSO2を表す；Zは基-OH、-SH、-CO2H、C1-C6-アルコキシ、C1-
C6-アルキルチオ、C1-C6-アルキルスルフィニル、C1-C6-アルキルスルホニル、-NR6R7、-
C(O)NR8R9、イミダゾリル、1-メチルイミダゾリル、-N(R10)C(O)-C1-C6-アルキル、C1-C6
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-アルキルカルボニルオキシ、C1-C6-アルコキシカルボニルオキシ、-OC(O)NR12R13、-OCH

2OC(O)R
14OCHOC(O)OR15または-OC(O)OCH）R16を表す；R4はC2-C6-アルキル基を表す；R5

はC1-C6-アルキル基を表す；R6、R7、R8、R9、R10、R12およびR13はそれぞれ独立に水素
原子またはC1-C6-アルキル基を表し、これは少なくとも1つのヒドロキシル基によって置
換されてもよい；R11は水素原子またはC1-C6-アルキル基を表し、これはヒドロキシルお
よびC1-C6-アルコキシから独立に選択される少なくとも1つの置換基によって置換されて
もよい；ならびに、R14、R15およびR16はそれぞれ独立にC1-C6-アルキル基を表し、ただ
し（i）EがNEC(O)を表し、XがO、SまたはNHを表してYがOを表す場合にはZは-NR6R7を表し
、ここでR6は水素原子を表し、R7は水素原子、または少なくとも1つのヒドロキシル基に
よって置換されたC1-C6-アルキル基を表す、かつ（ii）EがNHC(O)を表し、XがO、Sまたは
NHを表し、YがNHを表し、R5がCH2CH2を表す場合にはZはOHでもイミダゾリルでもない；の
化合物、またはそれらの薬学的に許容される塩または溶媒和物。
【０１９４】
　一般式：

式中、DはCH2またはCH2CH2を表す；EはC(O)NHまたはNHC(O)を表す；R1およびR2はそれぞ
れ独立に水素、ハロゲン、アミノ、ニトロ、C1-C6-アルキルまたはトリフルオロメチルを
表すが、R1およびR2が同時に水素を表すことはない；R3は次の式の基を表す：

；
R4はC1-C6-アルキル基を表す；Xは酸素もしくはイオウ原子または基NR13、SOまたはSO2を
表す；R5は水素を表す、またはR5はC1-C6-アルキルまたはC2-C6-アルケニルを表し、これ
らはそれぞれ、ハロゲン、ヒドロキシル、（ジ）C1-C6-アルキルアミノ、-Y-R6、

ならびに窒素、酸素およびイオウより独立に選択される1つ～4つのヘテロ原子を含む5員
環または6員環式の芳香族複素環（この芳香族複素環はそれ自体がハロゲン、ヒドロキシ
ルおよびC1-C6-アルキルより選択される少なくとも1つの置換基によって置換されてもよ
い）より選択される少なくとも1つの置換基によって置換されてもよい；Yは酸素もしくは
イオウ原子または基NH、SOまたはSO2を表す；R6は基-R7Zを表し、ここでR7はC2-C6-アル
キル基を表し、Zは-OH、-CO2H、-NR8R9、-C(O)NR10R11または-N(R12)C(O)-C1-C6-アルキ
ル基を表し、しかもYが酸素もしくはイオウ原子または基NHを表す場合には、R6はさらに
水素、C1-C6-アルキル、C1-C6-アルキルカルボニル、C1-C6-アルコキシカルボニル、-C(O
)NR14R15、-CH2OC(O)R

16、-CH2OC(O)OR
17または-C(O)OCH2OR

18も表す；R8、R9、R10、R11

およびR12はそれぞれ独立に水素原子またはC1-C6-アルキル基を表す；R13は水素、C3-C8-



(57) JP 2010-11855 A 2010.1.21

10

20

30

40

50

シクロアルキル、C3-C8-シクロアルキルメチルを表す、またはR13はC1-C6-アルキル基を
表し、これはヒドロキシルからC1-C6-アルコキシより選択される少なくとも1つの置換基
によって置換されてもよい；ならびに、R14、R15、R16、R17およびR18はそれぞれ独立にC

1-C6-アルキル基を表す；ただし、EがC(O)NHであってXが0、NHまたはN（C1-C6-アルキル
）である場合には、R5は水素原子および非置換C1-C6-アルキル基以外である；の化合物、
またはそれらの薬学的に許容される塩または溶媒和物。
【０１９５】
　一般式：

式中、mは1、2または3を表す；各々のR1は独立に水素もしくはハロゲン原子を表す；AはC
(O)NHまたはNHC(O)を表す；Arは基

を表す；
Xは結合、酸素原子または基CO、(CH2)1-6、CH＝、(CH2)1-6O、O(CH2)1-6、O(CH2)2-6O、O
(CH2)2-3O(CH2)1-3、CR'(OH)、(CH2)1-3O(CH2)1-3、(CH2)1-3O(CH2)2-3O、NR5、(CH2)1-6
NR5、NR5(CH2)1-6、(CH2)1-3NR

5(CH2)1-3、O(CH2)2-6NR
5、O(CH2)2-3NR

5(CH2)1-3、(CH2)

1-3NR
5(CH2)2-3O、NR5(CH2)2-6O、NR5(CH2)2-3O(CH2)1-3、CONR5、NR5CO、S(O)n、S(O)nC

H2、CH2S(O)n、SO2NR
5もしくはNR5SO2を表す；nは0、1または2である；R1は水素原子また

はC1-C6-アルキル基を表す；R2およびR3の一方はハロゲン、シアノ、ニトロ、アミノ、ヒ
ドロキシル、または（i）C1-C6-アルキル、これは少なくとも1つのC3-C6-シクロアルキル
によって置換されてもよい、（ii）C3-C8-シクロアルキル、（iii）C1-C6-アルキルオキ
シ、これは少なくとも1つのC3-C6-シクロアルキルによって置換されてもよい、および（i
v）C3-C8-シクロアルキルオキシより選択される基（これらの基のそれぞれは1つまたは複
数のフッ素原子によって置換されてもよい）を表し、R2およびR3のもう一方は水素または
ハロゲン原子を表す；R4は、1つまたは2つの窒素原子を含み、1つの酸素原子を含んでよ
い3員環～9員環式の飽和または不飽和脂肪族複素環系を表し、この複素環系はフッ素原子
、ヒドロキシル、カルボキシル、シアノ、C1-C6-アルキル、C1-C6-ヒドロキシアルキル、
-NR6R7、-(CH2)rNR

6R7およびCONR6R7より独立に選択される1つまたは複数の置換基によっ
て置換されてもよく、rは1、2、3、4、5または6である；R5は水素原子またはC1-C6-アル
キルもしくはC3-C8-シクロアルキル基を表す；R6およびR7はそれぞれ独立に水素原子また
はC1-C6-アルキル、C2-C6-ヒドロキシアルキルもしくはC3-C8-シクロアルキル基を表す、
またはR6およびR7はそれらに結合した窒素原子と一体となって3員環～8員環の飽和複素環
を形成する；ただし、（a）AがC(O)NHを表し、R4が1つの窒素原子を含む非置換型の3員環
～8員環の飽和脂肪族複素環系を表す場合には、Xは結合以外のものである、および（b）A
がC(O)NHを表し、Xが基(CH2)1-6またはO(CH2)1-6を表す場合には、R4は非置換イミダゾリ
ル、非置換モルホリニル、非置換ピペリジニルまたは非置換ピロリジニル基のいずれも表
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さない、および（c）AがNHC(O)を表し、R4が1つの窒素原子を含む非置換型の3員環～8員
環の飽和脂肪族複素環系を表す場合には、Xは結合以外のものである、および（d）AがNHC
(O)を表し、XがO(CH2)1-6、NH(CH2)1-6またはSCH2を表す場合には、R4は非置換1-ピペリ
ジニルまたは非置換1-ピロリジニル基のいずれも表さない、および（e）AがNHC(O)を表し
、XがO(CH2)2-3NH(CH2)2を表す場合には、R4はイミダゾリル基を表さない；の化合物、ま
たはそれらの薬学的に許容される塩または溶媒和物。
【０１９６】
　一般式：

Xは窒素原子または基C（R5）を表す；Yは酸素もしくはイオウ原子または基NR6を表す；R1

およびR2はそれぞれ独立に水素原子またはC1-C4アルキル基を表すが、両方が同時に水素
原子を表すことはない、またはR1およびR2は一体として基-CH2ZCH2-を表す；Zは結合、酸
素もしくはイオウ原子または基CH2もしくはNR7を表す；mは0または1である；R3は5員環～
10員環式の不飽和環系であり、これは窒素、酸素およびイオウより選択される1～4個の環
ヘテロ原子を含んでよく、この環系はハロゲン、ニトロ、シアノ、NR8R9、C1-C4-アルキ
ル-C(O)NH--、NHR12C(O)--、C1-C4-アルキル-SO2-、C1-C4-アルキル-SO2NH--、C1-C4-ア
ルキル-NHSO2-、C1-C4-アルコキシおよびC1-C4-アルキル（1つまたは複数のフッ素原子に
よって置換されてもよい）より独立に選択される1つまたは複数の置換基によって置換さ
れてもよい；R4はフェニルまたはピリミジニル基を表し、これらのそれぞれは、ハロゲン
、C1-C4-アルコキシ、C1-C4-アルキルチオおよびC1-C4-アルキル（1つまたは複数のフッ
素原子、フェニルまたはピリミジニル基によって置換されてもよく、これらはさらにハロ
ゲン、シアノ、ヒドロキシル、C1-C4-アルキルチオ、C1-C4-アルキル-NH--、NHR13- C1-C

4-アルキル-、C1-C4-アルキル-SO2-、C1-C4-アルキル-SO2NH--、C1-C4-アルキル-NHSO2-
、C1-C4アルキル-C(O)NH--、C1-C4-アルキル-NHC(O)--、-D-G、C1-C4-アルコキシ（NR14R
15またはR16によって置換されてもよい）およびC1-C4-アルキル（1つもしくは複数のフッ
素原子または1つもしくは複数のヒドロキシル基によって置換されてもよい）より独立に
選択される1つまたは複数の置換基によって置換されてもよい）より選択される置換基に
よってオルト位置で置換されているか、または、R4は9員環または10員環式の不飽和二環
系を表し、これは窒素、酸素およびイオウより独立に選択される1つ～4つの環ヘテロ原子
を含んでよく、この二環系はハロゲン、オキソ、C1-C4-アルキル、C1-C4-アルコキシ、C1
-C4-アルキルチオおよび--NR10R11より独立に選択される1つまたは複数の置換基によって
置換されてもよい；Dは酸素原子または基(CH2)nまたはCH2NHを表す；nは1、2または3であ
る；Gはピペラジニル、モルホリニルまたは2,5-ジアザビシクロ[2.2.1]ヘプチル基を表す
、またはGはピペリジニル基（これはアミノによって置換されてもよい）を表す；R5は水
素原子またはヒドロキシルもしくはC1-C4アルコキシ基を表す；R6は水素原子またはシア
ノ、ニトロ、ヒドロキシル、C1-C4-アルキルもしくはC1-C4-アルコキシ基を表す；R7、R8

およびR9はそれぞれ独立に水素原子またはC1-C4-アルキル基を表す；R10およびR11はそれ
ぞれ独立に水素原子またはC1-C4-アルキル基を表す、またはR10およびR11はそれらに結合
した窒素原子と一体となって、1つまたは2つの環窒素原子を含む5員環または6員環式の飽
和複素環を形成する；R12は水素原子またはC1-C4-アルキル基（これはアミノによって置
換されてもよい）を表す；R13は水素原子またはC1-C4-アルキル基（これはヒドロキシル
によって置換されてもよい）を表す；R14およびR15はそれぞれ独立に水素原子またはC1-C

4-アルキル基（これはヒドロキシルによって置換されてもよい）を表す、またはR14およ
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びR15はそれらと結合した窒素原子と一体となって、1つまたは2つの環窒素原子を含む5員
環または6員環式の飽和複素環を形成する；ならびに、R16は1-(C1-C4-アルキル)ピペリジ
ニル基を表す；ただし、mが0であり、XがNであってYが0である場合には、R4は2-ベンゾチ
アゾリルを表さない；の化合物、またはそれらの薬学的に許容される塩または溶媒和物。
【０１９７】
　一般式：

式中、各々のR1は独立に水素もしくはハロゲン原子またはトリフルオロメチル、シアノ、
ニトロ、C1-C6-アルキルまたはC1-C6-アルコキシ基を表す；Tは酸素原子または基NHを表
す；Uは酸素もしくはイオウ原子または基NHを表す；Arは次の基を表す：

；
Xは結合、酸素原子または基CO、CH2、CH2O、O(CH2)m、CH2OCH2、NR5、CH2NR

5、NR5CH2、C
H2NR

5CH2、CONR5、S(O)nまたはSO2NR
5を表し、mは1、2または3である；nは0、1または2で

ある；R2およびR3の一方はハロゲン、シアノ、ニトロ、アミノ、ヒドロキシル、またはC1
-C6-アルキル（少なくとも1つのC3-C6-シクロアルキルによって置換されてもよい）、C3-
C8-シクロアルキル、C1-C6-アルキルオキシ（少なくとも1つのC3-C6-シクロアルキルによ
って置換されてもよい）、C3-C8-シクロアルキルオキシ、S(O)pC1-C6-アルキルまたはS(O
)qC3-C8シクロアルキルより選択される基（これらの基のそれぞれは1つまたは複数のフッ
素原子によって置換されてもよい）を表し、R2およびR3のもう一方は水素もしくはハロゲ
ン原子またはメチル基を表す；pは0、1または2である；qは0、1または2である；R4はジ(C

1-2アルキル)N(CH2)t（ここでtは0、1または2である）もしくはイミダゾリルを表す、ま
たはR4は1つもしくは2つの窒素原子を含む3員環～9員環式の飽和複素環を表し、この複素
環系はフッ素原子、ヒドロキシル、C1-C6-アルキル、アセチル、ヒドロキシC1-C6-アルキ
ル、-NR6R7、-(CH2)rNR

6R7、-CONR6R7およびピリミジニルより独立に選択される1つもし
くは複数の置換基によって置換されてもよい、またはR4は-NR6R7、(CH2)rNR

6R7、-CONR6R
7より独立に選択される1つもしくは複数の置換基によって置換されてもよい3員環～8員環
式の飽和炭素環系を表し、この環系はフッ素原子、ヒドロキシルおよびC1-C6アルキルよ
り独立に選択される1つまたは複数の置換基によってさらに置換されてもよい；rは1、2、
3、4、5または6である；R5は水素原子またはC1-C6-アルキルもしくはC3-C8シクロアルキ
ル基を表す；ならびに、R6およびR7はそれぞれ独立に水素原子またはC1-C6-アルキルもし
くはC3-C8-シクロアルキル基を表す、またはR6およびR7はそれらに結合した窒素原子と一
体となって3員環～8員環式の飽和複素環を形成する；ただし、R3がシアノ基を表す場合に
はXは結合以外のものである；の化合物、またはそれらの薬学的に許容される塩または溶
媒和物。
【０１９８】
　一般式：
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式中、Xは酸素もしくはイオウ原子または基NH、CH2、CH2CH2もしくはOCH2を表す；Yは基C
H2またはC=Oを表す；R1はピリジルまたはピリミジニル基を表す；R2はフェニル、ピリジ
ルまたはピリミジニル基を表し、これらのそれぞれは、ハロゲン原子またはアミノ、シア
ノ、ヒドロキシル、ニトロ、C1-C6-アルキル、ハロ-C1-C6-アルキル、C1-C6-アルコキシ
、C1-C6-アルキルチオ、（ジ）C1-C6-アルキルアミノ、C1-C6-アルキルカルボニル、C1-C

6-アルコキシカルボニル、C1-C6-アルキルスルフィニル、C1-C6-アルキルスルホニル、-N
R3SO2R

4もしくは-SO2NR
5R6基、または基-Z-(CH2)p-Z-(CH2)q-H（ここで各々のZは独立に

窒素または酸素原子を表し、pは2から5までの整数であり、qは0または1から5までの整数
である）より独立に選択される1つまたは複数の置換基によって置換されてもよい；R3お
よびR4はそれぞれ独立に水素原子またはC1-C6-アルキル基を表す；ならびにR5およびR6は
それぞれ独立に水素原子またはC1-C6-アルキル基を表すか、それらに結合した窒素原子と
一体となってピロリジニルまたはピペリジニル基を形成する；の化合物、またはそれらの
薬学的に許容される塩または溶媒和物。
【０１９９】
　本発明のさらにもう1つの態様は、P2X7Rの活性を調節する作用因子、例えばP2X7Rの拮
抗薬などを投与することによって、情動障害を治療するための方法を提供する。「拮抗薬
」という用語は、別のものの生理的効果に対抗する作用因子または薬剤または化合物のこ
とを意味する。P2X7R拮抗薬の例には、アダマンタン誘導体、イソキノリン類およびそれ
らの誘導体、置換フェニル化合物、ピペリジン誘導体、ピペラジン誘導体が非制限的に含
まれる。P2X7R拮抗薬は当技術分野で記載されており、これには、Chen et al., Bioconju
gate Chem. 13 (2002), 1100-1111；WO 99／29660号；WO 99／29661号；WO 99／296896号
；WO 00／61569号；WO 01／42194号；WO 01／44170号；WO 01／44213号；WO 00／71529号
；WO 01／46200号で見いだされた化合物が含まれる。また、P2X7R活性を、短鎖干渉RNA（
siRNA）分子および長い二本鎖RNA（dsRNA）などの（ただしこれらには限定されない）、R
NAを利用する干渉機構および方法によって調節することもできる。
【０２００】
　P2X7Rの作動薬は不安および抑うつ性行動に関して選択されたマウスの症状を改善する
ことが予想外のことに見いだされたため、本発明はさらにもう1つの態様において、P2X7R
の活性を調節する作用因子、例えばP2X7Rの作動薬などを投与することにより、不安およ
び抑うつ性行動などの情動障害を治療するための方法に関する。さらに興味深かったのは
、先行技術、例えば、WO 03／042190号、WO 03／042191号、WO 03／049353号またはUS 20
04／0029841号によって、P2X7Rの拮抗薬は抗うつ効果を有することが教示されているにも
かかわらず、それらは抗うつ効果を有しないという実施例10に示された本出願の所見であ
る。WO 03／042190号、WO 03／042191号、WO 03／059353号またはUS 2004／0029841号は
、P2X7R拮抗薬の組成物およびこれらの化合物を投与することによってP2X7を介する疾患
を治療する方法を記載している。しかし、先行技術はP2X7Rと、例えばうつ病を治療する
こととの間をつないだかもしれないが、これはP2X7Rの拮抗薬を例えばうつ病の治療に用
いなければならないことを意味する。したがって、拮抗薬が抗うつ効果を有さず、むしろ
P2X7Rの作動薬に抗うつ効果があるという本発明の所見は予想できなかったことであり、
このため、さらに驚くべきことである。本出願はこのため、特に、例えばうつ病に対して
治療上の利益を有する有効な医薬品の開発のための基盤を提供する。詳細には、P2X7Rの
作動薬を含む前記医薬品は、情動障害を治療するのに、特に本明細書で言及した障害を治
療するため、特にうつ病を治療するために有効である。P2X7R作動薬の例には、ATP、ATP-



(61) JP 2010-11855 A 2010.1.21

10

20

30

40

50

4およびBzATP（2'-3'-O-(4-ベンゾイルベンゾイル)アデノシン5'-三リン酸（C24H24N5O15
P3））が非制限的に含まれる。好ましくは、情動障害を治療するために用いられるP2X7R
作動薬はBzATPである。より好ましくは、以下の実施例9に示されているように、BzATPは
うつ病または不安を治療するために用いられる。
【０２０１】
　本出願は、テニダップ（tenidap）と呼ばれる化合物またはその誘導体もP2X7Rの調節因
子として機能し、このため情動障害を治療するために用いうるという、もう1つの予想外
の所見を提供する。これまでに、テニダップまたはその誘導体に関してはさまざまな医学
的用途が記載されている。しかし、情動障害を治療するためのテニダップまたはその誘導
体の使用法は先行技術では知られておらず示唆されてもいない。したがって、本出願は、
情動障害の治療のための薬学的組成物の調製を目的とする、テニダップまたはその誘導体
または3-置換-2-オキシインドール-1-カルボキサミドの使用法に関する。当然ながら、テ
ニダップまたはその誘導体または3-置換-2-オキシインドール-1-カルボキサミドの治療的
有効量を前記障害に罹患した対象に対して投与することを含む、情動障害の治療方法も想
定している。以下の構造式

を有するテニダップ（5-クロロ-2,3-ジヒドロ-2-オキソ-3-(2-チエニルカルボニル)-イン
ドール-1-カルボキサミド、すなわち、C15H11CIN2O2S））および他の3-置換-2-オキシイ
ンドール-1-カルボキサミドの組成物、ならびにそれらの抗炎症薬および鎮静薬として、
ならびにシクロオキシゲナーゼ（Cox）およびリポキシゲナーゼ（5-LPO）酵素の両方の阻
害薬としての使用法は、US 4,556,672号に最初に開示された。当然ながら、さまざまな修
飾、例えば、当技術分野で周知の側鎖基または原子をテニダップの組成物に対して加える
ことが可能である。
【０２０２】
　テニダップの誘導体または3-置換-2-オキシインドール誘導体は、例えば、US 4,556,67
2号、US 4,658,037号、US 4,721,712号、US 5,290,802号、US 5,118,703号、US 5,270,33
1号、US 5,298522号、US 5,086,186号、US 5,449,788号およびUS 5,795,902号に記載され
ている。テニダップおよびその他の3-置換-2-オキシインドール-1-カルボキサミドの合成
のための種々の工程は当技術分野で周知であり、例えば、US 4,652,658号、US 4,665,194
号、US 4,952,703号、EP-B1 155 828号、WO 90／04393号、WO 94／07488号、WO 94／1706
1号、WO 95／20574号、WO 97／36895号、van Deurzen et al., J. Mol. Catal. B-Enzym.
, 2 (1996), 33-42；Porcs-Makkay and Simig, Org. Process. Res. Dev., 4 (2000), 10
-16；Kumar et al. Org. Process. Res. Dev.、5 (2001), 61-64に記載されている。無水
結晶型のテニダップのナトリウム塩はUS 5,036,099号およびWO 88／05656号に記載されて
いる。テニダップの注射用組成物および直腸投与用の薬学的組成物はそれぞれEP-B1 5083
11号およびEP-B1 508310号に開示されている。また、テニダップまたはその誘導体を関節
リウマチの治療のためにテトラサイクリン（US 5.308,839またはメトトレキサート（WO96
／35419号）と併用して投与しうることも先行技術に記載されている。テニダップおよび
その他の3-置換-2-オキシインドール-1-カルボキサミドの光分解の阻害はWO 96／33701号
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に開示されている。
【０２０３】
　テニダップまたはその誘導体およびその他の3-置換-2-オキシインドール-1-カルボキサ
ミドのそのほかの用途は、以下に関して記載されている：哺乳動物におけるインターロイ
キン-1の生合成の阻害およびインターロイキン-1を介する障害の治療のため（US 4,861,7
94号）；好中球からのエラスターゼ放出の阻害のため（US 5,006,547号）；および哺乳動
物におけるT細胞機能を抑制し、T細胞により媒介される全身型または臓器特異的な型の自
己免疫障害を治療するため（US 4,853,409号；Dolhain et al. Scand. J. lmmunol. 42 (
1995), 686-693）。テニダップはアルツハイマー病の治療のためにも用いられている（WO
 96／31209号、US 5,545,656号）。
【０２０４】
　また、テニダップもしくはその誘導体またはその薬学的な塩基性塩が、哺乳動物におい
て、コラゲナーゼの活性化を阻害すること、コラゲナーゼにより媒介される障害および疾
患を治療すること、ならびにミエロペルオキシダーゼの活性を阻害することも示されてい
る（US 5,008,283号）。テニダップは総血清コレステロール、LDLコレステロールおよび
トリグリセリドを低下させることができ（US 5,122,534号）、虚血により誘発される心筋
損傷およびサイトカインにより媒介される心筋傷害の治療のために用いうる（EP-B1 6793
96号）。しかし、前述の文書はいずれも、テニダップもしくはその誘導体または3-置換-2
-オキシインドール-1-カルボキサミドの、例えば、うつ病などの情動障害を治療するため
の使用法は開示していない。
【０２０５】
　Sanz et al. Eur. J. Pharmacol. 355 (1998), 235-244は、テニダップがP2X7受容体の
活性を増大させうることを示唆している。テニダップは、ATPレベルを上昇させること、
またはP2X7に対するATPの作用を向上させることによって作用する可能性があることが示
唆されている。ATPはP2X7Rの天然のリガンドである。したがって、調節因子はP2X7Rの活
性または発現を直接的または間接的に調節するものとして定義されているため、テニダッ
プまたはその誘導体は本明細書に記載したようなP2X7Rの調節因子である。P2X7Rの調節因
子は情動障害の治療のために有用であるという本発明の教示を用いることにより、テニダ
ップまたはその誘導体を、情動障害（その例は本明細書に記載されている）の治療のため
の薬学的組成物の調製を目的とするP2X7R活性の調節因子として用いることが想定される
。薬学的組成物の調製、投与の様式などは以上および以下に記載されており、これらは必
要な変更を加えて、薬学的組成物の調製のためのテニダップまたはその誘導体の使用法に
対して適用される。さらに、本明細書に記載した情動障害を治療するための使用法および
方法に関する態様も、必要な変更を加えて、情動障害を治療するためのテニダップもしく
はその誘導体の使用法または対応する治療法に対して適用される。
【０２０６】
　本出願はさらに、P2X7R活性の調節因子を、情動障害を治療するために任意の組み合わ
せで用いうると想定している。例えば、BzATPおよびテニダップもしくはその誘導体また
は3-置換-2-オキシインドール-1-カルボキサミドを、情動障害を治療するために、例えば
同時にまたは連続投与によってともに用いることができる。
【０２０７】
　1つの好ましい態様において、本明細書に記載した薬学的組成物は、本発明の成分の特
性を変更させ、それによって例えば、これらの成分の起こりうる望ましくない、有害なま
たは負の副作用を調節する、好ましくは阻止しうる、細胞保護作用を有するさらなる分子
を任意に含む。このような起こりうる望ましくない、有害なまたは負の副作用の1つは、
最終的にはアポトーシスを引き起こす、処理細胞の細胞膜における孔の形成である。した
がって、前記のさらなる分子は、膜安定化作用を有する作動薬または拮抗薬を含む、β-
アドレナリン受容体調節因子のクラスに属する。作動薬および拮抗薬を含むβ-アドレナ
リン受容体調節因子は、β-アドレナリン受容体の作動薬または拮抗薬によって引き起こ
される陽性変時反応、陽性変力反応、気管支拡張反応および血管拡張反応を低下または増



(63) JP 2010-11855 A 2010.1.21

10

20

30

40

50

大させる化合物である。この反応の低下または増大の大きさは、既存の交感神経緊張性お
よび受容体部位に到達するβ-アドレナリン受容体遮断薬の濃度に比例する。したがって
、本発明の文脈においてβ-アドレナリン受容体調節因子は拮抗薬または作動薬である。
β-アドレナリン受容体の拮抗薬または作動薬の活性は当技術分野で周知のようにして決
定することができる。β-アドレナリン受容体の活性は、チャイニーズハムスター卵巣（C
HO）細胞における環状アデノシン一リン酸（cAMP）の濃度を測定することによって決定し
うる。CHO細胞には、CMVプロモーターまたは任意の他の適したプロモーターエレメントの
制御下にある、ヒトβ1-、β2-またはβ3-アドレナリン受容体をコードするcDNAを一意的
にトランスフェクトすることができる。細胞のトランスフェクションは標準的な細胞トラ
ンスフェクション法を用いて行われ、これは例えば、Joyner「遺伝子ターゲティング：実
践的アプローチ（Gene Targeting: A Practical Approach）」、Oxford University Pres
s, New York, 1993を参照されたい。続いて、β-アドレナリン遺伝子のいずれかを過剰発
現する細胞を、American Type Culture Collectionの細胞系およびハイブリドーマのカタ
ログ（Catalogue of Cell Lines and Hybridomas）、Seventh Edition, 1992、p.36、ATC
C CCL 61 CHO-K1に記載された手順に従って、10％ウシ胎仔血清、500mg／ml Geneticin、
100U／mlペニシリン、100mg／mlストレプトマイシンおよび250ng／mlファンギゾンを含む
ハムF12培地（Gibco BRL）中で集密に達するまで増殖させる。β-アドレナリン調節性化
合物は、DMSO（0.1％DMSO、最終濃度）中の10mM保存液として調製し、ハムF12培地で希釈
した上で、ホスホジエステラーゼ活性を阻害するための10-3Mイソブチルメチルキサンチ
ンとともに、細胞に10-10～10-5Mとして添加する。続いて培地および細胞を37℃で5分間
インキュベートする。この期間の終了時に培地を吸引し、細胞を0.O1N HCl中で溶解させ
る。続いて細胞のcAMP含有量を、New England Nuclear社（Burlington, Mass.）のキット
を用いるラジオイムノアッセイ（RIA）によって決定することができる。cAMPの細胞含有
量とβ-アドレナリン受容体の活性化／阻害との間には直接的な相関が存在する。β-アド
レナリン受容体の活性を決定するための他の方法は当技術分野で詳細に記載されており、
例えば、Vansal and Feller, J. Recept. Signal. Transduct. Res. 19 (1999) 853-863
；Durocher et al., Anal. Biochem. 284 (2000) 316-326を参照されたい。
【０２０８】
　β-アドレナリン受容体調節因子の定義を満たす化合物の例には、既知のβ-アドレナリ
ン受容体拮抗薬、例えば、チモロール、ソタロール、エスモロール、カテオロール（cate
olol）、プロプラノロール、ベタキソロール、ペンブトロール、メトプロロール、アセブ
トロール、アテノロール、メトプロロール、ピンドロールおよびビソプロロールならびに
それらの塩、水和物、溶媒和物および内部にそれらが存在しうる任意の結晶形態が非制限
的に含まれる。β-アドレナリン受容体遮断薬のそのほかの例は、US 5,776,930号に記載
されている。β-アドレナリン受容体拮抗薬の好ましい例には、DL-プロプラノロール、D-
プロプラノロールおよびラベトロールがある。DL-プロプラノロールおよびラベトロール
は膜安定化作用を有するβ-アドレナリン受容体拮抗薬であり、一方、D-プロプラノロー
ルはβ-アドレナリン遮断活性がわずかしかない光学異性体である。情動障害を治療する
ための本発明の薬学的組成物にβ-アドレナリン受容体拮抗薬または作動薬を任意に添加
することは、P2X7R作動薬を投与する状況において有用な可能性がある。その理由は、先
行技術において、作動薬によるP2X7Rの活性化が、細胞膜内部の孔の形成を誘発すること
によって細胞死をもたらす可能性が示唆されているためである。しかし、本出願の実施例
9に示されているように、先行技術によってP2X7R作動薬に関して記載されている孔形成活
性効果は、極めてわずかな細胞で観察されているに過ぎない。最近、Alzola et al., Cel
l Signal. 13 (2001), 465-473は、濃度10～300μMのDL-プロプラノロール、D-プロプラ
ノロールまたはラベトロールが、P2X7Rの陽イオンチャンネル活性の開口性に影響を及ぼ
すことなく、P2X7Rの孔形成活性を阻害しうることを示した。FR 2768626号により、β-ア
ドレナリン調節因子、例えば作動薬がアポトーシス阻害薬として有用であることも判明し
ている。したがって、本発明の1つの好ましい態様においては、拮抗薬または作動薬を含
むβ-アドレナリン受容体調節因子が、情動障害の治療のためにP2X7R作動薬と併用して投
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与される。前記β-アドレナリン受容体拮抗薬または作動薬は濃度10～300μMで投与され
ることが好ましい。
【０２０９】
　本発明に従って用いるためのP2X7R調節因子の投与量、薬剤調製および送達は、当技術
分野にみられる方法に従った従来の様式で、1つまたは複数の生理的担体または添加剤を
用いて策定することができ、これについては例えば、Ansel et al.,「医薬品の剤形およ
び薬物送達システム（Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems）」、7
th edition, Lippincott Williams & Wilkins Publishers, 1999を参照されたい。すなわ
ち、P2X7R調節因子ならびにその生理的に許容される塩および溶媒和物は、吸入、吹送（
口または鼻のいずれかを介する）、経口、口腔内、非経口的または直腸投与による投与用
に製剤化することができる。
【０２１０】
　経口投与の場合、P2X7調節因子の薬学的組成物は、例えば、結合剤（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、ラクトース、微結晶セルロースまたはリン酸水素カルシウム）
、潤滑剤（例えば、ステアリン酸マグネシウム、タルクまたはシリカ）、崩壊剤（例えば
、ジャガイモデンプンまたはグリコール酸デンプンナトリウム）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される賦形剤を用いる従来の方法によって
調製される錠剤またはカプセル剤の形態をとりうる。経口投与のための液体製剤は、例え
ば、溶液、シロップ剤または懸濁液の形態をとることができ、または使用前に水もしくは
他の適した溶媒と構成するための乾燥製品として提供することもできる。このような液体
製剤は、懸濁剤（例えば、ソルビトールシロップ、セルロース誘導体または硬化食用油）
、乳濁剤（例えば、レシチンまたはアラビアゴム）、非水溶媒（例えば、アーモンド油、
油性エステル、エチルアルコールまたは分画された植物油）および防腐剤（例えば、メチ
ルもしくはプロピル-p-ヒドロキシベンゼン、またはソルビン酸）などの薬学的に許容さ
れる添加物を用いる従来の手段によって調製することができる。また、製剤には緩衝塩、
着香料、着色料および甘味料を適宜含めることもできる。経口投与のための製剤は、P2X7
R活性を調節する作用因子の制御放出が得られるように適切に製剤化される。
【０２１１】
　吸入による投与の場合、本発明に従って用いるための、P2X7R活性を調節する作用因子
は、適した噴霧剤（例えば、ジクロロジフルロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジク
ロロテトラフルオロエタン、二酸化炭素または他の適したガスなど）を用いて、加圧容器
またはネブライザーからエアロゾル噴霧の形態で送達されることが好都合である。加圧エ
アロゾルの場合、投与単位は一定量を送達するための弁を付与することによって決定しう
る。P2X7R活性調節因子とラクトースまたはデンプンなどの適した粉末基剤との粉末混合
物を含む、吸入器または吹入器で用いるためのゼラチン製などのカプセル剤および薬包を
製剤化することもできる。
【０２１２】
　P2X7R活性を調節する作用因子を、例えばボーラス注射または連続注入による、注射に
よる非経口投与のために製剤化することもできる。注射部位には、静脈内、腹腔内または
皮下が含まれる。注射のための製剤は、防腐剤を加えた単位投薬式剤形（例えば、アンプ
ルまたは多回分の用量を含む容器中にある）として提供することができる。P2X7R活性を
調節する作用因子は、油性もしくは水性溶媒における懸濁液、溶液または乳濁液としての
形態をとることができ、懸濁剤、安定化剤および／または分散剤などの製剤化用剤を含む
ことができる。または、作用因子は、使用前に適切な溶媒（例えば、発熱物質を含まない
滅菌水など）によって構成するための粉末形態をとってもよい。
【０２１３】
　P2X7R活性を調節する作用因子を、必要に応じて、前記作用因子を含む1つまたは複数の
単位投薬式剤形を含む包装物またはディスペンサー装置として提供することもできる。こ
の包装物は例えばブリスター包装などの金属または合成樹脂製の箔を含みうる。包装物ま
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たはディスペンサー装置に投与のための指示を添付してもよい。
【０２１４】
　1つのより好ましい態様において、前述の方法または使用法は、大うつ病、全般性不安
障害および双極性障害からなる群より選択される情動障害を治療することが想定される。
【０２１５】
　1つの特に好ましい態様において、前記大うつ病は、大うつ病、気分変調、非定型的う
つ病、月経前不快気分障害および季節性情動障害からなる群より選択される。
【０２１６】
　もう1つの特に好ましい態様において、前記全般性不安障害は、パニック障害、恐怖症
、広場恐怖症、対人恐怖症、特定の恐怖症、強迫性障害、心的外傷後ストレス障害、分離
不安障害、躁病、軽躁病および気分循環性障害からなる群より選択される。
【０２１７】
　さらにもう1つの特に好ましい態様は、前記双極性障害が双極性障害I型または双極性障
害II型であるものである。
【０２１８】
　さらに、本発明は、本発明の核酸分子、ベクター、宿主、ポリペプチド、抗体もしくは
アプタマー、プライマーもしくはプライマー対、または本発明の以下の方法において同定
もしくは特性決定された分子を含む、キットにも関する。
【０２１９】
　本発明のキットはさらに、反応緩衝液、保存液、および／または、科学的もしくは診断
的アッセイを行うために必要な残りの試薬もしくは材料などを任意に含むことが有益であ
る。さらに、本発明のキットの部分は、バイアルもしくは瓶に個別に、または容器もしく
は多容器ユニット内に組み合わせてパッケージ化することが可能である。
【０２２０】
　本発明のキットは、特に、本発明のポリペプチドを生産するための方法、本明細書に以
下に述べるようなP2X7R ATP感受性イオンチャンネルと特異的に相互作用する分子の同定
および／もしくは特性決定の方法を実施するために有益に用いることができ、ならびに／
またはそれを本明細書で言及したさまざまな用途に、例えば、診断用キットとして、研究
用ツールとして、もしくは治療用ツールとして用いることもできると考えられる。さらに
、本発明のキットは、科学的、医学的および／または診断的な目的に適した検出のための
手段を含んでもよい。キットの製造は、好ましくは、当業者に公知の標準的な手順に従っ
て行われる。
【０２２１】
　さらに、本発明は、本発明のポリペプチドと特異的に相互作用しうる化合物または化合
物の混合物を同定するための方法であって、（a）本発明のポリペプチドを、検査しよう
とする候補化合物または化合物の混合物と接触させる段階；および（b）前記のものが前
記ポリペプチドと特異的に相互作用しうるか否かを判定する段階、を含む方法にも関する
。ポリペプチドは直接与えてもよく、または、例えばインビトロもしくは適した宿主細胞
における、対応する本発明の核酸分子またはベクターの発現によって与えてもよい。
【０２２２】
　さらに、本発明は、本発明のポリペプチドの特性を変化させうる化合物の特性決定のた
めの方法であって、（a）本発明のポリペプチドを前記化合物と接触させる段階；および
（b）化合物が前記ポリペプチドの特性を変化させるか否かを判定する段階、を含む方法
にも関する。
【０２２３】
　「本発明のポリペプチドの特性を変化させる」という用語は、本明細書に上述したよう
な、本発明のポリペプチドに対する機能的特性が、上記の方法によって同定された化合物
と接触させる前の機能的特性と比較して変化すること、すなわち変わることを意味する。
【０２２４】
　本発明のポリペプチドと相互作用しうる、またはその機能的特性を変化させうるものの
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前記同定および／または特性決定は、特に、本発明の核酸分子をトランスフェクトするこ
とによって行いうる。前記宿主にはHEK 293細胞が非制限的に含まれ、または機能的発現
のためにカエル卵母細胞、好ましくはアフリカツメガエル卵母細胞への注入が行われる（
Goldin, Methods Enzymol. 207 (1992), 266）。発現されたP2X7R ATP感受性チャンネル
を、標準的な二電極式電位固定法を用いて調べる（Stuhmer, Methods Enzymol. 207 (199
2), 319；Kohler, Science 273 (1996), 1709）。本明細書に定義したP2X7R ATP感受性イ
オンチャンネルの発現後に、同定および／または特性決定を行おうとする分子の非存在下
および／または存在下での電流を推定する。膜電流の推定のための方法は当技術分野で周
知であり、これには例えば、Hamill, Pfluger's Arch. 391 (1981), 85-100に記載された
ようなパッチクランプ方法、またはMethfessel, Pflugers Archive 407 (1986), 577-588
に記載されたような卵母細胞における二電極電位固定法が含まれる。本発明によれば、「
本発明のポリペプチドと相互作用すること」という用語は、本発明のポリペプチドが上記
の方法によって同定された化合物と直接的および／または間接的に相互作用することを意
味する。さらに、本発明は、本発明のポリペプチドと相互作用しうる分子に関するスクリ
ーニングの方法であって、（a）本発明のポリペプチドを分子と接触させる段階；および
（b）応答を測定および／または検出する段階；ならびに（c）前記応答を前記候補分子の
非存在下で測定した標準的な応答と比較する段階、を含む方法にも関する。
【０２２５】
　本発明はまた、P2X7R遺伝子の発現を増強および／または低下させうる化合物を同定す
るための方法であって、P2X7R遺伝子をその天然のプロモーターから発現する、またはP2X
7Rプロモーターによって作動するレポーター遺伝子を発現する細胞と接触させる段階、お
よび、化合物が存在しない条件と比較して遺伝子の発現が増大または低下したか否かを判
定する段階を含む方法にも関する。
【０２２６】
　可能性のある候補分子または分子の候補混合物は、特に、化学的または生物的な由来を
持つ、天然に存在する、および／または合成的、組換え的および／または化学的に生産さ
れた物質、化合物または組成物であってよく、または本明細書に上述した化合物もしくは
組成靴であってもよい。したがって、候補分子は、野生型P2X7R ATP感受性イオンチャン
ネルと結合および／または相互作用する、タンパク質、タンパク質断片、ペプチド、アミ
ノ酸および／もしくはそれらの誘導体、またはその他の化合物、例えばイオンでありうる
。このような結合性および／または相互作用性の候補化合物は、特に、例えばFields, Na
ture 340 (1989), 245-246；Gyuris, Cell 75 (1993), 791-801；またはZervos, Cell 72
 (1993), 223-232に記載された、酵母ツーハイブリッドシステムまたは改変酵母ツーハイ
ブリッドシステムを用いて見いだされる可能性がある。
【０２２７】
　さらに、可能性のある候補分子を、前記候補分子が引き起こす影響を解明する目的で、
本発明のポリペプチドを発現する卵母細胞もしくはHEK 293細胞などの細胞と、または本
発明のポリペプチドを含む膜パッチと接触させ、対応する応答（特に、用量応答、電流応
答または単方向流チャンネル応答）を測定することもできる。
【０２２８】
　また、本発明によるP2X7R ATP感受性イオンチャンネルと相互作用しうる分子の同定、
特性決定およびスクリーニングのための方法であって、96ウェル、384ウェル、1536ウェ
ル（および他の）市販のプレートを用いて行われる、いわゆるハイスループットスクリー
ニング方法および当技術分野で公知の類似のアプローチを含む方法も本発明の範囲に含ま
れる（Spencer, Biotechnol. Bioeng. 61 (1998), 61-67；Oldenburg, Annu. Rev. Med. 
Chem. 33 (1998), 301-311）。本発明に従って用いられるそのほかの方法には、ハイスル
ープットスクリーニングにおける均等蛍光読み取り（homogenous fluorescence readout
）（特に、Pope, Drug Discovery Today 4 (1999), 350-362に記載されているような）が
非制限的に含まれる。P2X7R ATP感受性イオンチャンネルと相互作用しうる分子の同定、
特性決定および／またはスクリーニングのための本発明の方法では、特に、本発明のポリ
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ペプチドを発現する本明細書に定義した宿主を用いる。細胞系アッセイ、前記アッセイお
よび／または測定のための装置は当技術分野で周知であり、特に、Gonzalez, Drug Disco
very Today 4 (1999), 431-439またはRamm, Drug Discovery Today 4 (1999), 401-410に
記載されている。また、本明細書に記載したハイスループットスクリーニングを、例えば
、当技術分野でルーチン的な方法を用いてアフリカツメガエル卵母細胞などの宿主細胞に
導入しうるcRNA、すなわちcDNA構築物由来の合成RNAを用いることによって行うことも想
定されている。一例として、直接的な核酸注入には、Eppendorf社の微量注入システム（M
icromnipulator 5171およびTransjector 5242）などを用いることができる。注入／形質
転換された細胞は、約4時間後に、当技術分野で一般的に実施されているパッチクランプ
法を用いてイオン流に関して分析することができる。
【０２２９】
　さらに、本発明は、薬学的組成物の製造のための方法であって、本発明のP2X7R ATP感
受性イオンチャンネルと相互作用しうる、および／またはその特性を変化させうる分子の
同定、特性決定および／またはスクリーニングのための方法の諸段階を含む上に、前記同
定された、特性決定された、および／またはスクリーニングされた分子の誘導体を生成す
るさらなる段階をさらに含む方法にも関する。このような誘導体は特に、ペプチド模倣の
手法によって生成することができる。
【０２３０】
　本発明はさらに、薬学的組成物の製造のための方法であって、本発明のP2X7R ATP感受
性イオンチャンネルと相互作用しうる、および／またはその特性を変化させうる分子の同
定、特性決定および／またはスクリーニングのための方法の諸段階を含む上に、同定され
た、特性決定された、スクリーニングされたおよび／または誘導体化された分子を薬学的
に許容される形態へと製剤化する段階を含む方法にも関する。
【０２３１】
　1つのより好ましい態様において、本発明は、前記分子に神経保護分子、向知性分子お
よび／または抗てんかん分子が含まれるような方法に関する。
【０２３２】
　本発明のさらにもう1つの態様は、抗うつ効果を有しうる生物的、化学的または薬理学
的作用因子を同定することを目的とする、P2X7Rポリペプチド、特に本発明によるものの
使用法である。「作用因子（agent）」という用語は、対象または細胞に対して適切に投
与された場合に所望の治療的または予防的な効果を誘導しうる化合物または化学的組成物
のことを指す。例えば、本発明は、イオンの流入および流出を調節する作用因子の同定お
よび特性決定を目的とする、P2X7Rを発現する細胞の作製を可能にする。例えば、HEK293
細胞またはその他の細胞系（例えば、HCN-1A、HCN-2、HIT-T15、RIN-m5F、betaTC3、PC12
、HT22、SH-SY5Y、Neuro2AまたはCA77）に対して、ヒトP2X7RをコードするcDNAを安定的
にトランスフェクトし、12、96および384ウェルプレートにプレーティングすることがで
きる。前記細胞を適切な培地中で培養する。このような培地の例は当技術分野で周知であ
り、例えば、Freshney, 「動物細胞の培養：基本技法マニュアル（Culture of Animal Ce
lls：A Manual of Basic Technique）」、4th edition, Wiley-Liss Publishing, 2000を
参照されたい。
【０２３３】
　続いて、前記細胞を前記作用因子とともに15分インキュベートし、その後に3mM ATPに
より10分間刺激する。続いて各ウェル内の細胞外培地の急速吸引によって反応を停止させ
る。次に各ウェル内の細胞を1mlの10％ HNO3により一晩抽出する。抽出物中のカリウム（
K+）含有量は、原子吸光分光法によって決定することができる。続いて、3mM ATPによっ
て引き起こされるK+放出の阻害率または誘発率を測定し、作用因子の非存在下におけるK+

放出と比較する作用因子の機能を測定する。また、P2X7R活性をカルシウムの移動によっ
てモニターすることもできる（Ca2+；Denver et al., Drug Discov. Today 7 (1998), 32
3-332；Gonzalez et al., Drug Discov. Today 9 (1999), 431-439；Helmchen and Water
s, Eur. J. Pharmacol. 447 (2002), 119-129）。また、作用因子の検査をATPの非存在下
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で行うこともできる。
【０２３４】
　P2X7R活性を、グルタミン酸およびGABAなどの神経伝達物質の分泌によってモニターす
ることもできる。処理細胞における神経伝達物質レベルは、適した方法、例えば、固相酵
素免疫アッセイ（ELISA）、ラジオイムノアッセイ（RIA）、高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）などによって定量化しうる。これらの方法を用いて、多数の化合物を神経伝達物
質（例えば、グルタミン酸）分泌の増加に関してスクリーニングすることができる。グル
タミン酸の放出は、例えば、蛍光分析グルタミン酸放出アッセイ（例えば、Amplex Redグ
ルタミン酸／グルタミン酸オキシダーゼアッセイキット、Molecular Probes）またはハイ
スループット電気生理学によって測定することができる。
【０２３５】
　さらにもう1つの面において、本発明は、本明細書に開示したP2X7Rポリペプチドまたは
本発明のポリペプチドを、前記P2X7Rポリペプチドまたは本発明のポリペプチドに対する
アゴニスト活性を有する化合物または作用因子を同定するための方法に用いる。作用因子
および化合物については本明細書の以上および以下に述べている。詳細には、P2X7遺伝子
を発現する細胞を本明細書に上述した作用因子候補、分子または化合物と接触させ、カル
シウム流入または臭化エチジウム移入を、特に以下の実施例8に記載したような、当技術
分野で公知の方法によって測定する。P2X7Rに対する作動薬の同定のために用いられる細
胞は、好ましくは海馬細胞系の細胞である。海馬細胞系は、例えばEP 0 773 287号または
EP 0 773 292号に記載されたような当技術分野で公知の方法によって調製される。海馬細
胞系の非制限的な例には、Eves et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 4373-4
377に記載されたラットH19-7海馬細胞（ATCC-2526）、Lee et al. J. Neurosci. 10 (199
2), 1779-1787に記載されたマウスHN9.10海馬細胞、またはRenfranz et al., Cell 66 (1
991), 713-729に記載されたラットHi5B海馬細胞がある。好ましくは、前述の方法に従っ
て用いられる海馬細胞は、HT系の細胞である（Davis and Maher (1994), Brain Res. 652
, 169-173）, Morimoto and Koshland (1990), Neuron 5, 875-880を参照）。また、海馬
細胞は内因性P2X7R遺伝子を発現することが好ましい。しかし、当技術分野で一般的に知
られた方法を用いて外因性P2X7R遺伝子を導入することにより、このような細胞を遺伝的
に改変しうることも想定されている。以下の実施例に実施例8に記載されているように、
本明細書に記載のP2X7Rポリペプチドまたは本発明のポリペプチドに対する作動薬を同定
するためにHT-22細胞を用い、HT39細胞を陰性対照として用いることがより好ましい。
【０２３６】
　もう1つの態様では、生物的または薬学的作用因子に応答したレポーター遺伝子の発現
の増大または低下を、対応する細胞に存在するタンパク質もしくはmRNAのレベルもしくは
状態を検出する、またはレポーター遺伝子の生物活性を検出する方法を用いて分析するこ
とが可能な、P2X7Rプロモーター（上記参照）によって調節されるレポーター遺伝子をコ
ードする核酸構築物を細胞に対してトランスフェクトする。用いうる適したレポーター分
子または標識には、放射性ヌクレオチド、酵素、蛍光、化学発光物質または発色物質、な
らびに基質、補助因子、阻害薬、磁性粒子などが含まれる。このような薬物スクリーニン
グアッセイの設計は当技術分野で周知である；Harvey ed.,「薬剤探索法の進歩（Advance
s in drug discovery techniques）」、John Wiley and Sons, 1998；Vogel and Vogel e
ds.,「薬剤の探索および評価：医薬品アッセイ（Drug discovery and evaluation：Pharm
aceutical Assay）」、Springer-Verlag Berlin, 1997）。例えば、動物モデルにおける
薬物スクリーニング、動物細胞を用いるインビトロ試験、または動物における毒性試験を
含むインビボ試験。インビトロモデルは、さまざまな薬物スクリーニング法の任意のもの
において化合物のライブラリーのスクリーニングのために用いることができる。
【０２３７】
　候補作用因子には数多くの化学物質群が含まれるが、それらは一般には有機分子、好ま
しくは分子量が50ダルトンよりも高く約2,500ダルトンよりも低い低分子量有機化合物で
ある。候補作用因子は、蛋白質との構造的相互作用、特に水素結合のために必要な官能基
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を含み、一般にはアミン、カルボニル、ヒドロキシルまたはカルボキシル基を少なくとも
1つ含み、好ましくはこのような化学官能基を少なくとも2つ含む。候補作用因子はしばし
ば、1つまたは複数の上記の官能基によって置換された、環状炭素もしくは複素環式構造
および／または芳香族もしくは多環芳香族構造を含む。
【０２３８】
　候補作用因子は、ペプチド、糖類、脂肪酸、ステロイド、プリン、ピリミジン、誘導体
、構造類似体またはそれらの組み合わせを含む、生体分子からも見いだされる。候補作用
因子は、合成化合物または天然化合物のライブラリーを含む、多種多様な供給源から得ら
れる。例えば、ランダムなオリゴヌクレオチドおよびオリゴペプチドの発現を含む、多種
多様な有機化合物および生体分子のランダムおよび定方向的な合成のための数多くの手段
を利用することができる。または、細菌、真菌、植物および動物抽出物の形態にある天然
化合物のライブラリーが入手可能であり、またはそれらを容易に作製することができる。
加えて、天然または合成的に作製されたライブラリーおよび化合物を、従来の化学的、物
理的および生化学的な手段によって容易に改変し、コンビナトリアルライブラリーの作製
に用いることもできる。構造類似体を作製するために、既知の薬物にアシル化、アルキル
化、エステル化、アミド化などの定方向的またはランダムな化学修飾を行ってもよい。
【０２３９】
　用いうる薬物スクリーニングのためのもう1つの技法は、公開PCT出願WO 84／03564号に
記載されたような、対象となるタンパク質に対する適した結合親和性を有する化合物のハ
イスループットスクリーニングをもたらす。この方法では、本発明のタンパク質に対して
適用される場合、多数のさまざまな低分子量被験化合物、例えば、アプタマー、ペプチド
、低分子量化合物などを、プラスチック製ピンなどの固体基質または何らかの他の表面上
に用意するか合成する。被験化合物をタンパク質またはその断片と反応させて、洗浄する
。続いて、結合したタンパク質を当技術分野で周知の方法によって検出する。前述の薬物
スクリーニング法に用いるために、精製タンパク質をプレート上に直接コーティングする
こともできる。または、ペプチドを捕捉してそれを固体支持体上に固定化するために非中
和性抗体を用いることもできる。もう1つの態様においては、タンパク質と結合しうる中
和抗体がタンパク質の結合に関して被験化合物と特異的に競合する競合的薬物スクリーニ
ングアッセイを用いてもよい。このようにして、抗体を用いて、タンパク質と共通の1つ
または複数の抗原決定基を有するペプチドの存在を検出することができる。
【０２４０】
　本発明はさらに、特に、製造しようとする薬学的組成物が、神経保護物質、向知性物質
、ブリリアントブルー、ピペリジンまたはそのピペラジン誘導体、アダマンタン誘導体、
置換型フェニル化合物、酸化ATP、2-O-(4-ベンゾイルベンゾイル)アデノシン-5-三リン酸
または3-O-(4-ベンゾイルベンゾイル)アデノシン-5-三リン酸をさらに含む方法を提供す
る。また、製造しようとする薬学的組成物が、フルオキセチン、パロキセチン、セルトラ
リン、フルロキサミン（fluroxamine）、ミルタザピン、レオレチン（reoretine）、ネフ
ァゾドンまたは炭酸リチウムなどの抗うつ薬をさらに含む方法も想定されている。
【０２４１】
　本発明の1つの好ましい態様において、前述の方法の化合物には、変化したATP感受性イ
オンチャンネルP2X7Rに対する拮抗薬、部分的拮抗薬、部分的作動薬および／または作動
薬が含まれる。
【０２４２】
　本発明によれば、「拮抗薬」という用語は、アゴニスト作用を阻害および／または抑制
しうる分子／物質のことを表す。「拮抗薬」という用語には、特にMutschler,「薬物作用
（Arzneimittelwirkungen）」(1986), Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH, St
uttgart, Germanyに記載されたような、競合的、非競合的、機能的および化学的な拮抗薬
が含まれる。本発明による「部分的拮抗薬」という用語は、特に非競合的機序により、作
動薬の作用を不完全に遮断しうる分子／物質のことを意味する。
【０２４３】
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　本発明の文脈において、拮抗薬は好ましくは、それ自体では応答を引き起こさないが、
作動薬により媒介される応答は阻止する薬剤である。これは、別の生物活性物質によって
通常誘導される受容体関連応答に対抗する化学的実体である。P2X7Rの場合、拮抗薬のIC5
0は10ナノモル濃度から300マイクロモル濃度までの間である。
【０２４４】
　本発明によれば、「作動薬」は親和性ならびに固有活性を有する分子／物質を表す。ほ
とんどの場合、前記固有活性（α）は、前記作動薬によって誘発される効果（EA）と所定
の生体系で得られる最大限の効果（Emax）との比率に比例すると定義される：したがって
、固有活性は以下の式として定義しうる：

【０２４５】
　最も高い相対的固有活性は、EA／Emax＝1の場合に得られる。固有活性が1である作動薬
は完全な作動薬であり、一方、固有活性が＞0かつ＜1である物質／分子は部分的作動薬で
ある。部分的作動薬は二元的作用を示す、すなわちそれらはアゴニスト作用ならびにアン
タゴニスト作用をともに含む。
【０２４６】
　好ましくは、本発明の文脈において、作動薬（完全な作動薬）は、受容体と相互作用し
て、その受容体に特徴的な最大限または完全な生理的または薬理学的応答を惹起させうる
内因性物質または薬剤である。P2X7Rの天然リガンドであるATPはEC50が300μMである作動
薬であり、一方、合成P2X7R作動薬Bz-ATPのEC50は8μMである。したがって、P2X7Rの作動
薬のEC50は300μMと等しいかそれ以下である。EC50は、X軸に作動薬の濃度をプロットし
、Y軸にイオン流をプロットした用量反応曲線上でのベースライン応答と最大応答との半
分の応答を誘発する作動薬の濃度として定義される。逆作動薬（負の拮抗薬とも呼ばれる
）とは、作動薬のものと同じ受容体に対して作用しながら、反対の効果を生じる薬剤のこ
とである。部分的作動薬は、同じく生理的または薬理学的応答を引き起こすが、適用した
薬剤の量にかかわらず、その最大限応答が完全な作動薬の最大限応答を下回る内因性物質
または薬剤である。P2X7Rの場合、部分的作動薬のEC50は300μMを上回る。
【０２４７】
　したがって、当業者は、上記の方法のいずれかに従って同定および／または特性決定を
行おうとする化合物／分子／物質のアゴニストおよび／もしくはアンタゴニスト作用なら
びに／または特性を解明する目的で、本発明の化合物および方法を容易に用いることがで
きる。好ましくは、本明細書に上述した変異および／または欠失を含むATP感受性イオン
チャンネルP2X7Rの同定された拮抗薬は、野生型P2X7R ATP感受性イオンチャンネルによっ
て通常示される性質を回復させるのに有用である。本明細書に上述した変異および／また
は欠失を含むATP感受性イオンチャンネルP2X7Rの同定された作動薬は、P2X7R ATP感受性
イオンチャンネルの失われた機能を回復させるのに有用である可能性がある。
【０２４８】
　以下の実施例により、本発明およびその多くの利点に関してより良い理解が得られると
思われるが、これらは例示のみを目的としており、本発明の範囲を制限することは全く意
図していない。
【０２４９】
実施例1
均一なヒト集団における双極性情動障害の連鎖解析
　Saguenay／Lac St-Jean地域からサンプリングされた合計485例の個体を含む種々のサイ
ズの41家系を連鎖解析に用いた。個体は診断名に従って以下のように分布した：双極性障
害I型（BPI）または双極性型の分裂情動障害に罹患した個体105例；双極性障害II型（BPI
I）と診断された個体42例；再発性大うつ病と診断された個体54例；および単一エピソー
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ド大うつ病の個体57例。残りの個体227例は罹患しておらず正常であった。計算の目的に
は以下の分類を用いた：BPI、双極性型の分裂情動障害、BPIIおよび再発性大うつ病のい
ずれかと診断された個体は罹患例とみなした（n＝201）；単一の大うつ病エピソードを有
する個体は表現型不明と評価した（n＝57）；他のすべての診断は非罹患例とみなした（n
＝227）。
【０２５０】
　各個体からの血液試料を10ml K3 EDTA Vacutainerチューブ（Becton-Dickinson）に集
め、Puregene DNA単離キット（Gentra Systems）によりゲノムDNAを単離した。血液を50m
lコニカルチューブに注ぎ入れ、4倍容積の赤血球溶解用溶液で希釈した。室温で10分間イ
ンキュベートした後に、チューブを2,000gで10分間遠心し、上清を除去して細胞ペレット
および残りの液体200-400μlを残した。チューブのボルテックス処理によって細胞を再懸
濁させ、ピペッティングを行いながら細胞溶解溶液溶液9mlを添加した。RNアーゼA溶液（
20mg／ml）40μlを添加し、チューブを数回倒置することによって試料を混合した。試料
を37℃で15分間インキュベートし、室温まで冷ました。タンパク質沈降溶液3mlを細胞溶
解液に添加した。チューブを30秒間強くボルテックス処理し、2,000gで10分間遠心した。
上清を、100％イソプロパノール9mlを含む新たなチューブに注ぎ入れた。数回穏やかに転
置することによって試料を混合した。チューブを2,000gで5分間遠心した。DNAの白色ペレ
ットを10mlの70％エタノールで洗浄し、チューブを2,000gで3分間遠心した。エタノール
を除去し、ペレットを部分的に風乾させた。DNAをDNA水和溶液500μl中に溶解した。最終
濃度を300～400μg／mlに調整した。
【０２５１】
　マイクロサテライトマーカーの遺伝子型判定には、蛍光を利用する方法を用いた。手短
に述べると、各反復配列を含む領域を、非標識プライマーおよび蛍光標識プライマー（Ap
plied biosystems inc, CA, USA）を用いるPCRによって増幅した。マーカーに付随する色
素および対応するPCR産物の長さは表2に列記されている。PCR反応には、10ngのDNA試料、
0,2単位のTaq platinum DNAポリメラーゼ（Invitrogene, CA, USA）、20mM Tris-Cl（pH 
8.4）、50mM KCl、1.5mM MgCl2、100μMのdNTPおよび1,5μMずつの各プライマーを用いた
（最終容積7μl中）。Taq platinum DNAポリメラーゼを活性化するために試料を95℃で3
分間インキュベートした後に、10サイクルのPCR増幅を以下の通りに行った：95℃ 15秒間
；58℃ 15秒間；72℃ 30秒間；その後に以下の通りに15サイクルを行った：89℃ 15秒間
；58℃ 15秒間；72℃ 30秒間。最後に試料を72℃で30分間インキュベートした。PCR増幅
の後に試料を色素標識プライマーおよびPCR産物の長さに応じてプールした（4種類の試料
のプール）。プールした試料をABI 3100 DNA分析装置（Applied Biosystems inc, CA, US
A）を用いて分離した。その結果得られたデータを、以前に記載されたように、Genemappe
r2（Applied Biosystems inc, CA, USA）を用いて解析し、Macintosh環境で設計された4D
データベース（ACIUS）中にコンパイルした（Morissette et al., Am. J. Med. Genet.（
Neuropsychiatr. Genet.）88 (1999), 567-587）。
【０２５２】
　以下の連鎖解析に用いたマーカーは表2に示されている。連続したマーカー間の組換え
率（q）を解析家系別に計算した。
　（表２）連鎖解析のために用いたゲノムマーカー
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　二点のパラメトリック分析に関しては、遺伝モデルに対するパラメトリックLODスコア
を最大化するMODスコア分析を用いた。
　劣性モデルに関するMODスコア分析では以下の結果が得られた。
【０２５３】
　（表３）劣性モデルに関するMODスコア分析
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【０２５４】
　罹患した同胞対の間で共有される対立遺伝子を分析するために、ANALYZE、ASPEX V1.85
パッケージからのsib_Phase（David Hinds and Neil Risch 1999；ftp://lahmed.stanfor
d.edu/pub/aspex、同じくhttp://watson.hgen.pitt.edu/docs usage.htmlも参照されたい
）およびSIMWALK2（Sobel and Lange, Am J Hum Genet 58 (1996), 1323-1337）を用いた
モデルフリーLODスコアの検討を行った。ANALYZEプログラムは、同胞群に対してそれぞれ
のサイズに応じた重み付けを行う。ASPEX sib_Phaseプログラムは失われた情報を対立遺
伝子頻度を利用して再構築し、親が不足しているデータセットに適応しているが、型判定
された他の子供を利用して親の再構築および相特定を行うこともできる。SimWalk2は、任
意のサイズの系統に対するハプロタイプ解析、パラメトリック連鎖解析、非パラメトリッ
ク連鎖（NPL）解析、共通同祖遺伝子数（IBD）およびミスタイプ解析のための統計遺伝学
用コンピュータアプリケーションである。SimWalk2は、これらの多点解析を行うために、
マルコフ連鎖モンテカルロ（MCMC）およびシミュレートされたアニーリングアルゴリズム
を用いる。
【０２５５】
　ASPEX sib_Phaseを2種類のコンピュータ計算戦略に用いた：第1に、厳密に独立した同
胞対を用いることによる；第2に、すべての罹患した同胞対の組み合わせを用いることに
よる。ASPEXは二点および多点での計算のために用いた。
【０２５６】
　ANALYZEおよびASPEXを用いて観察された二点解析の結果を表4に示した。
　（表４）ANALYZEおよびASPEXを用いて観察された二点解析の結果

【０２５７】
　SIMWALK2は血統樹に基づいて4種類の統計量を計算した。これらの統計量は、ファウン
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ダーに由来するマーカー対立遺伝子間のクラスター化の程度の指標となる。
【０２５８】
　統計量Aは、罹患者に対する、異なるファウンダー対立遺伝子に寄与する対立遺伝子の
数であり、これは劣性形質に対する連鎖を検出するには最も強力である。統計量Bは何ら
かの1つのファウンダー対立遺伝子に由来する、罹患者における対立遺伝子の最大数であ
り、これは優性形質に対する連鎖を検出するには最も強力である。統計量Cは、罹患者間
でのマーカー対立遺伝子の「エントロピー」である。統計量Dは、IBD血縁係数によって計
測された、すべての罹患者対の間で共有される対立遺伝子の程度である。統計量CおよびD
は、少数のファウンダー対立遺伝子が罹患者間に過度に存在するか否かを示す、より一般
的な統計量である。
【０２５９】
　表5は、SIMWALK2を用いて観察された結果を示している。本発明者らは、p値は一般に保
存的であるべきと指摘する。それらは-Log（p値）として表されている。対応関係につい
ては、-Log（0.05）＝1.30、-Log（0.01）＝2、-Log（0.001）＝3などである。
　（表５）SIMWALK2解析

【０２６０】
　独立した同胞対のみを用いた場合にASPEXを用いて観察された多点解析の結果（図1b）
。最大のLODスコア値はNBG11で観察された。
【０２６１】
　すべての同胞対を考慮に入れた場合にASPEXを用いて観察された多点解析の結果（図1c
）。最大のLODスコア値はNBG11で観察されたが、第2のピークはNBG4およびNBG3に認めら
れた。
【０２６２】
　ASPEXによって計算された多点および二点でのLODスコア値は同程度であった。すべての
同胞対を用いた場合に観察された第2のピークは、NBG12に対してテロメア側にある染色体
領域を共有する、多くの罹患同胞との組換え罹患個体の存在によって説明される可能性が
ある。この種の個体は、1人の同胞ではなくすべての同胞対を用いた場合のLODスコア値に
対して大きな影響を及ぼす。この状況は2つの同胞群で観察された。
【０２６３】
　引き続いて層解析を行った。HOMOGでは不均一性に関する証拠は検出されなかったが、
選択した染色体領域に認められた対立遺伝子共有に基づいて均一性検定を構築した。この
解析には41家系のうち20家系のみを用いたが、これは他の家系ではこれらの領域のすべて
には遺伝子型判定が行われていなかったためである。選択した領域内の各マーカーに関し
て、罹患した同胞対による対立遺伝子共有IBDの割合をASPEX（sib_phase）を用いて推定
した。保たれた各領域に関して、共有対立遺伝子の割合を主成分解析のための変数として
用い、第一主成分を連鎖の指数として用いた。不均一性（相関＜0）またはエピスタシス
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リズムを用いて、家系を特定の座位と連鎖するものと連鎖しないものの2つの群に分けた
。染色体12領域と染色体15領域との間には負の相関が観察された（r＝-0.51；p＝0.023）
。クラスター解析からは、20家系のうち11家系は染色体12との連鎖があることが示唆され
た。この部分標本を層と呼んだ。
【０２６４】
　この層は11家系（サンプリングした266個体）を含み、BPIまたは双極性型の分裂情動障
害が52例、BPIIが20例、再発性大うつ病が28例含まれる。
【０２６５】
　表6に示された以下のMODスコア値を劣性モデルで得た。
 （表６）劣性モデルによるMODスコア

【０２６６】
　層に対して適用されたANALYZEおよびASPEXを用いて得たモデルフリーLODスコアの結果
は表7に示されている。
　（表７）ANALYZEおよびASPEXを用いて得たモデルフリーLODスコア

【０２６７】
　SIMWALK2を用いて観察されたモデルフリーの結果は表8に示されている。
（表８）SIMWALK2を用いて得たモデルフリーLODスコア
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【０２６８】
　独立した同胞対のみ（図1b）またはすべての同胞対（図1c）を考慮することによる、AS
PEX sib_phaseを用いた層に対する多点解析の結果は図1dおよび1eに示されている。以前
に報告したように、すべての同胞対を観察した場合には第2のピークが現れた。
【０２６９】
　信頼区間を算出した。感受性遺伝子（say t）の位置の推定にはGENEFINDER（Liang et 
al., Am. J. Hum. Genet. 66 (2000), 1631-1641）を用いた。この方法は、多数のマーカ
ーに関する、罹患した同胞対のIBD（同祖遺伝子）共有に基づく。本発明者らの解析にお
いては、系図を同胞群に分類した。56の核家族および183の同胞対を用いた。Liang KY, H
uang CY, Beaty TH (2000)「同胞対における質的形質および量的形質の多点解析のための
統一化されたサンプリングアプローチ（A unified sampling approach for multipoint a
nalysis of qualitative and quantitative traits in sib pairs）」、Am J Hum Genet 
66: 1631-1641。
【０２７０】
　GENEFINDERの結果は、情動障害に関する感受性遺伝子がマーカーD12S1721の3.19±0.44
6cMテロメア側に位置することを示している（D12S1721は性平均化されたMarshfield染色
体12マップ上の136.82cMにほぼ位置する）。
95%　　　C.I.:[2.32, 4.06];
99%　　　C.I.:[2.03, 4.35]
99.9%　　C.I.:[1.71, 4.67]
【０２７１】
　この層からは24の核家族および107の同胞対が得られ、感受性遺伝子の位置は3.07±0.5
7と推定された（以上のマップを参照）。以下の信頼区間（C.l.）が得られた。
95%　　　C.I.:[1.95, 4.19];
99%　　　C.I.:[1.59, 4.55]
99.9%　　C.I.:[1.18, 4.96]
【０２７２】
　NBGマイクロサテライトマーカーを用いる関連解析を、CLUMP（Sham & Curtis, Ann. Hu
m. Genet. 59 (1995), 97-105）を用いて行った。標本は以下の通りに分布した：男性83
例／症例；女性124例／症例；男性95例／対照；および女性101例／対照。p値の推測のた
めに1000回のシミュレーションを用いた。観察された結果を表9にまとめている。
（表９）NBGマイクロサテライトマーカーを用いた関連解析
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T1統計量は、生の分割表に対する通常のカイ二乗統計量である。
T2統計量は、列を小さな期待値とまとめた後に得られる分割表に対して適用される通常の
カイ二乗統計量である。
T3統計量は、元の表の1つの列を他の列の合計と比較することによって得られる最大のカ
イ二乗統計量である。
T4統計量は、対立遺伝子の何らかの組み合わせをその残りと比較することによって得られ
る最大のカイ二乗統計量である。
【０２７３】
　1％レベルで有意な関連が得られたのはNBG12マーカーのみであった。他のマーカーの関
しては、双極性障害と関連性があるように思われる単一の対立遺伝子は存在しなかった。
罹患者間に過度に存在するファウンダー対立遺伝子は存在しないように思われる。遺伝子
型とNBGマーカーとの関連性に関しては有意な結果はみられない。
【０２７４】
　ほかの対照例および症例の個体を含む標本に対して、マイクロサテライトマーカーを利
用するさらなる関連解析をCLUMPを用いて行った。p値の推定には1000回のシミュレーショ
ンを用いた。
　（表９ａ）マイクロサテライトマーカーの対立遺伝子解析および遺伝子型解析のための
、統計量T1およびT3に関してCLUMPを用いて観察された経験的p値

【０２７５】
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　HWE仮説は、多数の検討に対する保存的ボンフェロニ補正を適用した後に各マイクロサ
テライトマーカーについて5％レベルで成立した（Bland & Altman, Brit. J. Med. 310 (
1995) 170）。表9aは、対立遺伝子および遺伝子型の関連解析に関してCLUMPを用いて観察
された経験的p値を列記している。対立遺伝子関連解析の下でT1およびT3統計量に関して
マーカーNBG12では0.005未満の経験的p値が観察された。T1統計量からは双極性情動障害
とNBG6との間に対立遺伝子関連が示差された（経験的p値＝0.008）。さらに、最も遠位の
マーカーD12S2075では辛うじて有意な経験的p値である0.023が観察された。
【０２７６】
　以上を総合すると、パラメトリック解析およびモデルフリー多点解析の結果は、D12S16
19とD12S1666との間に位置する遺伝子を調査すべきことを示唆すると結論される。さらに
、GENEFINDERの結果によれば、NBG9の動原体側に位置する遺伝子は関連解析および連鎖非
平衡解析の対象として検討すべきである。さらに、P2X7R遺伝子のイントロン9に位置する
NBG6マーカーとも正の関連が認められた。
【０２７７】
実施例2
P2X7Rを双極性情動障害と関連づける、染色体12の物理的マッピングおよび変異解析
　疾患関連領域に関して最も保存的な予測はマーカーNBG11とNBG2との間に含まれた（図1
a参照）。実施例1に記載した連鎖解析および関連解析により、genethonマーカーおよびNB
Gマーカーを用いて、この領域の範囲を定めた。この領域のおおよその長さは5,2Mbである
。この領域には2つの大きなギャップ（FLJ10701とFLJ32372との間、およびFLJ1466とMOND
OAとの間）が含まれていた。この領域にある少なくとも73種の遺伝子を列挙したが、この
うち48は既知の遺伝子であり、25は未知であるが、UCSCで得られた最新ゲノム構成（Nove
mber 2002）に基づいてmRNAおよび／またはESTクラスターとの関連性がみられた。予想さ
れる遺伝子は列挙しなかった。しかし、GENEFINDERを用いるCI 99％（信頼区間）の推定
により、マーカーD12S1666とNBG9との間に最も興味深い領域が限定された。このゲノム領
域は1,6Mbをカバーし、少なくとも28種の遺伝子を含み、大きなギャップは存在しない。
このため、D12S1666とNBG9との間のゲノム区域を記載するためにfBAD（家族性双極性情動
障害）領域という用語を用いた。この領域の内部で見いだされた遺伝子には、CaMKK2、CA
BP、P2X7、P2X4、PIN、PLA2、GIB、CIT、PXN、Rab35およびAPC5が含まれる。しかし、現
在の技術を考慮すると、当業者にとって、P2X7Rを情動障害と関連性のある遺伝子として
選ぶことは明らかではないと考えられる。以上に列挙したものからの他の遺伝子は明らか
であると考えられる。
【０２７８】
　例えば、CaMKK2遺伝子（Ca2+／カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼキナーゼβ、
またはCaMKKbとしても知られる）は、Ca2+依存的シグナル伝達経路に関与するセリン／ト
レオニンタンパク質キナーゼである。CaMKK2はインビトロで、転写因子（例えば、CREB、
SRF、MEF2；Corcoran and Means, J. Biol. Chem. 276 (2001), 2975-2978；Soderling, 
Trends Biochem. Sci. 24 (1999), 232-236）のリン酸化を介して遺伝子転写を調節する
下流キナーゼCaMKIVおよびCaMKIを活性化することができる。Ca2+カスケードにおけるそ
の役割は決定的ではない。いくつかの研究からは、CaMKがCaMKKのリン酸化がなくても活
性化されうることが示唆されている（Matsushita and Nairn, J. Biol. Chem. 274 (1998
), 10086-10093）。しかし、CaMKKはCa2+／カルモジュリンによる活性化に対する感受性
がより高いため、CaMKKリン酸化の段階はCa2+シグナルの増幅には寄与すると考えられ、
このためCaMKKはレベルof細胞内Ca2+レベルが低い場合には重要なメディエーターである
と考えられる（Anderson et al., J. Biol. Chem. 273 (1998), 31880-31889）。
【０２７９】
　CaMKK2は、双極性情動障害の患者の脳ではcAMP依存的シグナル伝達経路（PKA活性化に
より媒介される）が冒されていることが先行技術によって示唆されているため、うつ病の
明らかな標的である（Field et al., J. Neurochem. 73 (1997), 1704-1710；Rahman et 
al., J. Neurochem. 68 (1997), 297-304；Takahashi et al., J. Neurosci. 19 (1999),
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 610-618）。リンパ芽球細胞系を用いた1件の研究によれば、双極性障害を細胞内カルシ
ウムレベルの上昇と関連づけることが可能であった（Yoon et al., Mol. Psychiatry 6 (
2001), 678-683）。さらに、いくつかのグループは、抗うつ薬とCaMK活性化との関連性を
見いだしている（Budziszewska et al., Br. J. Pharmacol. 130 (2000), 1385-1393；Co
nsogno et al., Neuropsychopharmacology 24 (2001), 21-30；Mori et al., Neuropharm
acology 40 (2001), 448-456；Zanotti et al., Neuropharmacology 37 (1998), 1081-10
89）。さらに、PKAを介したリン酸化によるCaMKKの阻害は、両方の経路に密接な関係があ
ることを示唆する（Matsushita et al., J. Biol. Chem. 273 (1999), 21473-21481）。
これらの観察所見は、当業者にとって、CaMKK2が双極性情動障害の原因となる遺伝子であ
ることを示唆すると考えられる。
【０２８０】
　情動障害に関するもう1つの明らかな候補は、9つのコード性エクソンの選択的使用によ
って4種類のニューロン性Ca2+結合タンパク質、すなわちL-CABP、S-CABP、カルブレイン
およびカルデンドリンを生成する、CABP1遺伝子である（Haeseleer et al., J. Biol. Ch
em. 275 (2000), 1247-1260）。それらの発現はほぼ完全に脳組織に限局している。カル
ブレインに関する機能研究により、CaMKIIのCaM結合ドメインと競合的に相互作用するこ
とにより、それがCa2+／カルモジュリン依存性CaMKII活性に対して負の影響を及ぼすこと
が判明している（Yamagushi et al., J. Biol. Chem. 274 (1999), 3610-3616）。他のCA
BP1選択的産物に関してもCa2+シグナル伝達における同様の役割が予想される。Ca2+依存
的シグナル伝達経路におけるCABP1遺伝子の関与により、当業者にとってこの遺伝子を双
極性情動障害に関する候補として選択することは明らかであると考えられる。しかし、す
べてのCABP1エクソンを変異の存在に関して分析したところ、驚いたことに非コード領域
に2つの変異が検出されたのみであった。
【０２８１】
　PIN遺伝子（NOS（一酸化窒素合成酵素）のタンパク質性阻害物質）は、双極性情動障害
の原因として、もう1つの明らかな候補である。脳内では一酸化窒素（NO）はアポトーシ
ス、シナプス形成および神経発生に関与する可能性がある。NOは他の神経伝達物質のよう
に小胞内に蓄えることができないため、その放出はNOS（一酸化窒素合成酵素）の活性に
よって調節される。PINは、NOSの活性ホモ二量体複合と結合して不安定化することによる
、NOSの直接的阻害物質である（Jaffrey et al., Science 274 (1996), 774-777）。PIN
は進化を通じて高度に保存されており、多くの細胞種で発現される。抑うつ状態における
血漿硝酸レベルを評価した最近の臨床研究により、うつ病ではNO産生が増加していること
（Suzuki et al., J. Affect. Disord. 63 (2001), 221-224）およびこれがNOS阻害の欠
陥に起因する可能性が示唆されている。さらに、マウスモデルでは、NO合成酵素の拮抗薬
と抗うつ作用とのつながりが示されている（Harkin et al., 1999；Karolewicz et al., 
Eur. J. Pharmacol. 372 (1999), 215-220）。このため、PINは明らかであると考えられ
る。しかし、NOの多面的な作用のため、PIN機能の欠陥は全身で多くの無関係な障害も生
じさせると考えられる。したがって、本明細書の開示において提示された情報がなければ
、当業者は、情動障害と関連性のある遺伝子として、PINは予測してもP2X7Rは予測してい
ないと考えられる。
【０２８２】
　ヒトホスホリパーゼA2 IB群（PLA2G1B）は、グリセロ-3-ホスホコリンからの脂肪酸の
遊離を触媒する。ホスホリパーゼA2遺伝子（PLA2）は多くの組織で発現される。いくつか
の研究は脳内の過剰PLA2活性と情動障害との関連性を示している（Chang et al., Neuroc
hem. Res. 23 (1998), 887-892；Hibbeln et al., Biol. Psychiatry 25 (1989), 945-96
1）。さらに、他の遺伝学的研究により、PLA2G1B遺伝子と双極性情動障害との関連性も見
いだされている（Dawson et al., Psychiatr. Genet. 5 (1995), 177-180）。したがって
、PLAG1Bは情動障害に関して可能性のある候補でる。しかし、本実施例では、PLAG1B遺伝
子のエクソン3内に単一のサイレント変異が見いだされたのみであった。
【０２８３】
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　ヒトシトロン（citron）キナーゼ遺伝子、Rho関連タンパク質（CIT）は、GTPアーゼRho
と会合する183kDaタンパク質である。CITは他のRho関連キナーゼであるROCKおよびROKタ
ンパク質と高度の類似性がある（Madaule et al., Nature 394 (1998), 491-494）。Rho 
GTPアーゼは、細胞骨格の組織化、膜輸送、細胞増殖および転写活性化などの多くのプロ
セスに関与する（Van Aelst and D'Souza-Schorey, Genes Dev. 11 (1997), 2295-2322）
。シトロン-Kの脳変種（キナーゼドメインを持たない）に関する研究によってシナプス後
高密度タンパク質（PSD-95）との関連性が判明し、このことからシナプスの組織化または
機能における役割が示唆されている（Zhang et al., J. Neurosci. 19 (1999), 96-108；
Furuyashiki et al., J. Neurosci. 19 (1999), 109-118）。
【０２８４】
　ヒトパキシリン（PXN）遺伝子は、フォーカルアドヒージョンに認められる68kDaタンパ
ク質である。これは、接着分子が細胞骨格と動的に相互作用する場所であるフォーカルア
ドヒージョンの内部に存在する（Salgia et al., J. Biol. Chem. 270 (1995), 5039-504
7）。これらの動的な相互作用を調節するシグナル伝達経路の解明は始まったばかりであ
る。多くの観察所見は、パキシリンが増殖因子受容体からフォーカルアドヒージョンにシ
グナルを伝達することが示唆している。パキシリンは脳を含む多くの組織で発現される。
【０２８５】
　しかし、以下に述べるように、情動障害の原因となる遺伝子はP2X7受容体（P2X7R）で
あることが同定された。
【０２８６】
　上述の遺伝子のコード配列およびエクソン-イントロン境界における変異を検索した。
これはこのような変異は機能的に重要な一塩基多型（SNP）を生じさせる可能性が高いた
めである。出発標本はSaguenay／Lac St-Jean地域からの血縁関係のない16例の罹患個体
としたが、これは頻度が0.05である多型の検出力が80％である。多型を同定するために、
標的配列をまずPCRによって増幅した。続いてPCR産物をWhatman GF／Cメンブラン（VWR, 
Montreal, Canada）で精製し、PicoGreen dsDNA定量化アッセイ（Molecular probes, Ore
gon, USA）を用いて定量した。4ngの精製PCR産物のシークエンシングは、DYEnamic ETタ
ーミネーターサイクルシークエンシングキット（Amersham Biosciences, Baie D'Urfe, C
anada）を用いて行った。シークエンシング産物をABI PRISM 3730XL DNA分析装置およびA
BI PRISM 3700 DNA分析装置を用いて分析した。PCR産物のシークエンシングは両方の向き
に行った。検討した遺伝子において同定されたSNPを表10に列記している。
（表１０）マーカーD12S1666とNBG9との間の変異解析
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【０２８７】
　遺伝子Rab35、PXN、PLA2GIB、PIN、CaBP、OASL、P2X4R、CaMKK2およびAPC5における各S
NPは、それらが見いだされた遺伝子およびその遺伝子の位置（イントロン領域またはエク
ソン領域）に従って命名した。P2X7R遺伝子における各SNPは、SEQ ID NO：1上での位置に
従って命名した。対立遺伝子は位置および観察された変種を記している。コード領域にお
ける位置は開始コドンからの相対値であり、イントロンSNPの位置は対応するイントロン
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におけるSNPの同定および各SNPの位置決定のために用いたプライマーは、表1aおよびSEQ 
ID NO 52～111に規定されている。
【０２８８】
　ミスセンスSNPを用いる関連解析を行った。スプライス部位に近接している可能性のあ
るミスセンスSNPまたはSNPを用いたが、これは疾患はタンパク質の不適切な機能と関連し
ている可能性が高いためである。症例群は、双極性分裂情動障害型の双極性Iの個体（182
例）および双極性IIと診断された人（31例）から構成された。Saguenay／Lac-StJean地域
からの多くの対照は、Steinert、GlaucomaおよびPaget DNAバンクからサンプリングした
。対照個体は情動障害と診断されていない。双極性障害の生涯リスク（1％）からみて、
対照を精神障害に関してスクリーニングする必要はない。
【０２８９】
　PCR産物の直接シークエンシングは群を抜いて最も正確な解析方法であり、本発明者ら
のシークエンシングプラットフォームの能力を考慮した場合に選択されるべき方法である
。PCR産物を上記のように直接シークエンシングによって解析した。シークエンシング解
析の後に、個体は施設内開発プログラムGENO.plを用いて、対応するSNPへと自動的に型判
定される。SNP遺伝子型判定の結果は4Dデータベース中にコンパイルされる。
【０２９０】
　関連仮説をCLUMPを用いて検証した（Sham & Curtis 1995、Ann. Hum. Genet. 59: 97-1
05）。p値の推定には1000回のシミュレーションを用いた。結果は表11に示されている。
対立遺伝子の関連性の検定には、生の分割表に対する通常のカイ二乗統計量であるT1統計
量を用いた。さらに、元の表の1つの列を他の列の合計と比較することによって得られる
最大のカイ二乗統計量であるT3統計量と呼ばれるものを、可能性のある遺伝子型関連につ
いて検定するために以前のものに加えたが、これはT1統計量の結果は分割表が低値の細胞
を含む場合には偏る可能性があるためである。
　（表１１）CLUMPを用いた関連仮説

【０２９１】
　P2X7、P2X4およびCaMKK2におけるSNPを用いた関連解析により、約5％またはそれ未満の
水準で有意な関連性が示される。P2X7における3種類の遺伝子型関連が観察された。しか
し、SNP P2XR7v11BおよびP2XR7v13Eは分割表によれば密接な関連性がある。また、CaMKK2
におけるSNP6f18v2に関しても5.7％レベルで対立遺伝子関連がみられる。それぞれの関連
SNPに関する情報は表10および12に記載されている。
【０２９２】
　CLUMPを用いるさらなる関連解析を、より多くの症例および対照個体を含む標本に対し
て行った。p値を推定するために1000回のシミュレーションを用いた。
　（表１１ａ）SNPの対立遺伝子および遺伝子型分析に関してCLUMPを用いて観察された経
験的p値およびオッズ比（OR）と95％信頼区間
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【０２９３】
　マイナー対立遺伝子の頻度が1％よりも高いかそれと等しい、P2X7Rにおける33種のSNP
、P2X4Rにおける7種のSNP、およびCAMKK2における4種のSNPの遺伝子型判定を行った（表1
1a）。これらのSNPの遺伝子型分布にはHWEからの有意な逸脱はみられなかった。双極性情
動障害群において、マイナー対立遺伝子頻度の統計学的に有意な（5％水準で）増加が、p
2XR7v13F（p値＝0.030、OR＝3.24、95％Cl＝1.04-10.12）、P2XR4UTR3A（p値＝0.015、OR
＝1.50、95％C1＝1.11-2.02）およびCAMKK2E01B（p値＝0.048、OR＝1.33、95％C1＝1.01-
1.76）で観察された。SNP P2XR7v13FおよびP2XR4UTR3Aでの遺伝子型も、T1および13統計
量に関してこの水準で有意に異なり、症例標本においてヘテロ接合体が多かった。P2X7R
のエクソン11からの1つのSNPであるP2XR7v11Bおよびエクソン13からのP2XR7v13Eは遺伝子
型分布の分布を示し、いずれもT3統計量に関して観察された最小p値は0.028および0.025
であった。この場合も、これらの多型では双極性標本においてヘテロ接合体頻度のそれぞ
れ12％および13％の増加が観察された。
【０２９４】
　有意ハプロタイプ関連性検定からは、P2X7R遺伝子に重複する種々のSNP群に関して0.5
％未満のp値が得られた（表11b）。SNP32507からSNP54847までの範囲にわたるSNP収集物
（表11c）をハプロタイプ分布の例として考慮することにより、本発明者らは、ハプロタ
イプ番号1に関して、症例と対照との間での頻度に最大の差を観察した（表11d）。ハプロ
タイプ番号2は、症例群でより高頻度に観察されたハプロタイプのもう1つの例である。こ
れに対して、ハプロタイプ番号3の頻度は対照標本の方が幾分高かった（頻度の差＝0.091
）。表11eは表11dに示したヌクレオチド性ハプロタイプから生じるペプチド産物を提示し
ている。
　（表１１ｂ）T1またはT3統計量に関して0.5％水準で有意な対立遺伝子関連性を示した
ハプロタイプ
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1 表11bに示されたハプロタイプにおけるSNPのマーカーランクは表11aで遺伝子型判定が
行われたものを指す。
2 ハプロタイプの最も離れた2つのSNP間の距離
3 症例群または対照群における頻度＞1％であるハプロタイプの数
【０２９５】
　（表１１ｃ）ハプロタイプを形成するSNPに関する位置および対立遺伝子。ハプロタイ
プは表11dに記載されている

【０２９６】
　（表１１ｄ）罹患個体と対照個体との間で頻度に有意差がみられたハプロタイプ
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【０２９７】
　（表１１ｅ）表11cに記載されたcSNPに対応するアミノ酸。それらの位置はSEQ ID NO：
3に従っている

【０２９８】
実施例3
うつ病に罹患した個体においてP2X7Rに見いだされた多型
　P2X7R遺伝子におけるSNPを用いた関連解析を、ドイツ人集団からの症例／対照標本（個
体535例）で実施した。症例群は双極性I型またはII型と診断された個体36例および単極性
障害（すなわち、うつ病）と診断された個体279例から構成され、罹患男性133例および罹
患女性182例であった。対照として、残りの対照個体220例は正常（すなわち、すなわちう
つ病でないと診断されている）であり、これは男性81例および女性182例、ならびに性別
不明14例であった。この2つの群における性別分布は同じであった。
【０２９９】
　罹患個体24例の部分集団を用いることにより、この標本におけるSNPを同定した。ドイ
ツ人集団で検出されたP2X7R遺伝子のSNPは、Saguenay／Lac-St-Jean集団で認められたSNP
と同一ではないにしても類似していた（表12参照）。Arg117Trp（P2XR7E03A）、Glu186Ly
s（P2XRTE06A）、Leu191Pro（P2XR7E06B）、lle568Asn（P2XR7E13J）などのその他の稀な
ミスセンスSNPもドイツ人集団で認められた。これらのアミノ酸はオルソログP2X7遺伝子
間で高度に保存されている。lle568Asn（P2XR7E13J）変異はP2X7の表面発現にかかわる可
能性がある。
　（表１２）ヒトP2X7R遺伝子における、Saguenay／Lac-St-Jean集団およびドイツ人集団
での多型の比較
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【０３００】
　多型の位置および番号は、SEQ ID NO：1に定められたヒトP2X7R遺伝子に対応する。P2X
7R遺伝子のゲノム構成を同定するために、、既知の多型マーカー、配列タグ部位（STS）
、BAC末端配列および発現配列タグ（EST）を用いてBACクローンをまず構築した。向きお
よび順序が特定されていないDNA領域を、Phrapを用いて1つの配列へと再アセンブルし、P
2X7Rエクソンをスカフォールドとして用いて小片の順序を決定した。P2X7Rの完全な遺伝
子の構築は行われていない。存在するのは、エクソン6～13、NT_037809までの部分的遺伝
子構造のみである。このため、SEQ ID NO：1に示されたP2X7R遺伝子を包含するこのゲノ
ム配列は、特にイントロン領域において何らかの配列の誤りを含む可能性がある。SNP増
幅およびシークエンシングのために用いたプライマーは表1aに示され、SEQ ID NO：52～1
11に示されている。
【０３０１】
　統計解析はCLUMP法（Sham & Curtis 1995、Ann. Hum. Genet. 59: 97-105）に従って行
った。表13に、P2X7遺伝子におけるSNPに関する対立遺伝子および遺伝子型関連解析をま
とめている。
（表１３）CLUMPを用いた対立遺伝子および遺伝子型関連解析
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* 対立遺伝子頻度の欄は、各SNPに関する対立遺伝子（A＝1、C＝2、G＝3、T＝4）および
それぞれの頻度を提示している。
** このSNPに関して、本発明者らは、両方の（対立遺伝子および遺伝子型）2×2分割表で
ゼロセルを認めた。Fisherの直接検定法でp値＜0.045が観察された。
【０３０２】
　SNP解析に関しては、対照標本においてハーディー-ワインベルグ（HW）平衡の調整を行
った。ハーディー-ワインベルグ則（HWP）は以下のように述べることができる：移動も特
定の遺伝子型に対する選択もなく、変異率が一定に保たれている大規模な無作為交配集団
において、種々の遺伝子型の割合は一つの世代から別の世代を経ても変化しない。対立遺
伝子Aおよびaを有する二対立遺伝子系を例にとる。集団内のAの割合をpと表し、aの割合
をqと表した場合、p＋qはこの座位での対立遺伝子の合計を表し、すなわちp＋q＝1である
。HWPは、婚姻分類、血族婚、集団層別化、混合、特定の遺伝子型の生存能力低下といっ
た集団的課題を評価するために有用である。SNP P2XR7v13Aはハーディー-ワインベルグ平
衡に従っていない。
【０３０３】
　優性遺伝様式を示す感受性対立遺伝子の検出に有用なことが知られている、対立遺伝子
の陽性度（positivity）表を用いる関連仮説の検証も行った（Ohashi and Tokunaqa， J.
 Hum. Genet. 44 (1999), 246-248；Ohashi et al., Ann. Hum. Genet. 65 (2001), 197-
206）。この方法を用いた場合も、p値が0.253であったP2XR7v05Aを除き、対立遺伝子頻度
表を用いて得られたものと同様の結果が得られた。すなわち、P2XR7v05Aはこの解析では
関連性の有意性が低かった。この違いは遺伝様式による可能性がある。
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【０３０４】
　ドイツ人集団の解析における単極性個体の割合は、米国精神医学会（American Psychia
tric Association）（「精神障害の診断と統計の手引き・第四版改訂版（Diagnostic and
 Statistical Manual of Mental Disorders-4th Edition Text Revision）」（DMS-IV-TR
）、American Psychiatric Press, 2000）が、単極性障害に対する感受性は女性群の方が
高いことを報告していることからみて、極めて重要である。性別変数が関連解析に影響を
及ぼしうるか否かを明らかにするために、性別パラメーターを調節することにより、さら
に関連解析を行った。性別情報のないドイツ人集団内の正常個体は検討から除外した。続
いて、性別を因子として含めることによってロジスティック回帰モデルを導き出した。で
きるだけ安定したモデルを得るために、相互作用の有無別のモデルに関する対数尤度間の
差を用いることによって回帰モデルを最小化した（Hosmer and Lemeshow「応用ロジステ
ィック回帰（Applied logistic regression）」、John Wiley and Sons, 1989）。分割表
からのゼロセルの取り扱いのために用いた戦略は、関連性のあるカテゴリーを完全に取り
除くことであった。計算はSAS v8.0を用いて行った。SASは、使用者がデータをさまざま
なやり方で操作および解析することを可能にする統計用ソフトウエアパッケージである。
その能力により、このソフトウエアパッケージは、医科学、生命科学および社会科学を含
む多くの学術分野で用いられている。
【０３０５】
　性別パラメーターを導入しても、以前の解析ですでに観察された関連性は損なわれなか
った。さらに、この解析モデルにより、そのほかの結果も示された：P2XR7v05Bとの可能
性のある対立遺伝子関連性（p＝0.064）およびP2XR7v08Aとの遺伝子型関連性（p＝0.042
）が観察された。
【０３０６】
　Saguenay／Lac St-Jeanからの標本をドイツ人集団からのものと合わせることによって
プールした標本を用いた関連解析を行った。結果は表14に示されている。この解析の目的
は両方の集団に共通する特徴を明確に示すことにある。しかし、両方の集団間の違い（主
に罹患個体の表現型、すなわち、Saguenay／Lac St-Jean標本では双極性障害であるのに
対してドイツ人集団では大部分が単極性障害）に応じて、性別および民族性を含むいくつ
かのパラメーターを調節した。ロジスティック回帰のためのモデル化戦略については上記
の通りである。
（表１４）両方の集団からのプール標本を用いた関連解析

【０３０７】
　P2XR7v13A座位に関して対立遺伝子および遺伝子型関連性が観察され（p＝0.0047）、こ
れは別々の解析時よりも強かった。有意な対立遺伝子関連性はP2XR7v08A座位に関しても
認められた（p＝0.0452）。さらに、本解析により、SNP P2XR7v05Aとその起源物との間に
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れは両方の標本で別々に行われた関連解析と一致している（表13参照）。
【０３０８】
　ハプロタイプ解析をドイツ人集団を用いて行った。PHASEプログラム（Stephens et al.
, Am. J. Hum. Genet. 68 (2001), 978-989）を用いて、P2X7R遺伝子のエクソン内部のSN
Pハプロタイプを推定した。各エクソンが複数の関連SNPを有するようなハプロタイプを作
成した（エクソン-関連SNPについては表15を参照）。症例群は個体218～220例の範囲であ
り、一方、対照群は個体312～316の範囲であった。各エクソンに対して多くのハプロタイ
プを作成したことから、関連仮説をCLUMP方法を用いて検証した。T1およびT3統計量の検
定は上記の通りに行った。分割表における少数の有効セルが存在する結果としてのT2およ
びT4統計量も計算した。T2統計量は、列を小さな期待値とまとめた後に得られる分割表に
対して適用される通常のカイ二乗統計量である。T4統計量は、元の表の1つの列を他の列
の合計値と比較することによって得られる最大のカイ二乗統計量である。p値の推定には1
000回のシミュレーションを用いた。その結果得られたデータを、性別パラメーターを考
慮に入れる目的でSAS V8.0を用いたロジスティック回帰モデル（上記）を用いて解析した
（これらの検定に関しては標本を正常個体14例に減らした）。しかし、この解析方法には
再構築されるハプロタイプの信頼性に制約がある。
（表１５）エクソン-関連SNP

（表１６）P2X7Rのエクソン13におけるハプロタイプとの遺伝子型関連性
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*ゼロセルを含む分割表の理由から、T1検定は検討しなかった。
**これらの15種のハプロタイプのうち、8ハプロタイプは症例セルが3例未満の個体を有す
ることが認められた。
【０３０９】
　表16は、P2X7R遺伝子のエクソン13におけるハプロタイプとの遺伝子型関連性を示して
いる。興味深いことに、エクソン13には多くのハプロタイプが観察された。エクソン13に
おける統計量の間の違い（T3の方が有意性が低い）は、本疾患に複数の遺伝子型のハプロ
タイプが関与することによって説明可能である。可能性のある対立遺伝子関連性はP2X7R
遺伝子のエクソン5におけるハプロタイプとも認められた。
【０３１０】
　以下は、P2X7Rにおける多型の機能的帰結を示した臨床的結果である。
【０３１１】
　うつ病の発生および経過は、視床下部-脳下垂体-副腎皮質（HPA）系の中枢性調節にお
ける障害と因果関係がある。HPA系における異常は、デキサメタゾン抑制試験（DST）また
はデキサメタゾン／コルチコトロピン放出ホルモン（Dex／CRH）複合試験を用いて測定す
ることができる。DSTまたはDex／CHR試験におけるコルチゾールおよび／または副腎皮質
刺激ホルモン（ACTH）測定値の変化は、抑うつ患者におけるHPA機能不全を示す（Heuser 
et al, J. Psychiat. Res. 28 (1994) 341-356；Rybakowski and Twardowska， J. Psych
iat. Res. 33 (1999) 363-370；Zobel et al、J. Psychiat. Res. 35 (2001) 83-94；Kun
zel et al, Neuropsychopharmacology 28 (2003) 2169-2178）。情動障害と関連性のある
P2X7R SNPがHPA系の変化とも相関することを示す目的で、DSTおよびDex／CRH試験に応答
したコルチゾールおよびATCHのレベルをP2XR7v13A SNPおよびP2XR7v13C SNPに関して測定
した。P2XR7v13Aは、P2X7Rタンパク質におけるGln460Arg改変をもたらすAからGへのヌク
レオチド変化からなる。P2XR7v13C SNPはGlu496Ala改変をもたらすAからCへのヌクレオチ
ド変化に対応し、これはタンパク質活性を顕著に低下させることが示されている（Wiley 
et al, Drug Dev. Res. 53 (2001) 72-76）。
【０３１２】
　DSTおよびDex／CRH試験を行うための方法および条件は当技術分野で周知であり、例え
ば、Heuser et al, J. Psychiat. Res. 28 (1994) 341-356；Kunzel et al, Neuropsycho
pharmacology 28 (2003) 2169-2178を参照されたい。手短に述べると、個体に対して23：
00に1.5mgデキサメタゾンの経口投与による前投与を行う。DST試験の場合には、血液標本
を、デキサメタゾン投与前の8：00（すなわち、デキサメタゾン前）およびデキサメタゾ
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には、静脈カテーテルをデキサメタゾン投与の翌日14：30に挿入し、15：00, 15：30、15
：45、16：00および16：15に、EDTAおよびトラジロール（Bayer Inc., Germany）を含む
チューブに血液を採取した。15：02の時点で、100mgのヒトCRH（Ferring Inc., Germany
）を静脈内投与した。血漿中コルチゾール濃度の測定は市販のラジオイムノアッセイキッ
ト（ICN Biomedicals, USA）を用いて行い、血漿中ACTH濃度は市販の免疫測定アッセイ（
Nichols Institute, USA）を用いて測定した。いずれのアッセイも製造元の指定に従って
行った。
【０３１３】
　P2XR7v13A SNPに関しては、AGまたはGG対立遺伝子を有する個体において、AA対立遺伝
子を有する個体と比較して基礎コルチゾールレベルの低下が入院時に認められた（図1f）
。Dex／CRH試験では、GG対立遺伝子を有する個体において、AAまたはAG対立遺伝子を有す
る個体と比較してコルチゾール応答およびATCH応答の低下が計測された（図1gおよび1h）
。さらに、抗うつ薬投与に対する応答もGG個体の方が遅かった（図1i）。
【０３１４】
　P2XR7v13C SNPに関しては、基礎コルチゾールレベルの低下がデキサメタゾン投与後に
測定された（図1j）。Dex／CRH試験では、CC対立遺伝子を有する個体は、AAおよびAC個体
と比較してコルチゾール応答の増大を示したが（図1k）、ATCH応答は低下した（図1l）。
これらの結果はHPA系の調節異常を意味する。
【０３１５】
　このように、P2X7RにおけるSNPはHPA系における機能不全と相関しており、このことはP
2X7Rにおける多型の機能的および臨床的な帰結を示している。
【０３１６】
実施例4
P2X7R遺伝子の構造ならびにmRNA発現および転写物配列
　ヒトP2X7Rプロモーターに対応する1700bpヌクレオチド配列を、Matinspector V2.2アル
ゴリズムおよびTransfac 4.0アルゴリズムを用いて解析した。この解析により、P2X7R遺
伝子が標準的なTATAボックスを含まず、転写開始を成立させうるSPI部位を有することが
示された。SPI配列に加えて、転写因子GATA、OctおよびIkarusの結合部位も存在する。こ
れらの部位は組織特異性を付与すると考えられている。興味深いことに、P2X7Rプロモー
ターは複数の結合部位を有しており、このことはAP-1、NFATおよびCEBPBなどの種々のサ
イトカインに対する応答性を示唆する。
【０３１７】
　P2X7Rは13個のエクソンおよび12個のイントロンを有し（Buell et al., Receptors Cha
nnels 5 (1998), 347）、このことは、理論的に複数の異なる転写物を生じさせ、異なる
機能を有する可能性のある種々のアイソフォームを生成させると考えられる選択的スプラ
イシングの基盤をなす。選択的スプライシングを受けた変異体は明確には同定されなかっ
た。しかし、ESTクラスター化の実験により、3種類のスプライシング変異体の記載が可能
になった。その1つはエクソン5の欠失によって定義される。このP2X7v02変異体は脳由来
の細胞系から単離されたクローンIMAGE：3628076に対応する。エクソン5を欠くP2x7v02は
フレームシフトを生じ、このために短縮したポリペプチドが生成される。第2のスプライ
シング変異体であるP2X7v03は短いイントロン10がmRNAに存在することを特徴とする。こ
の変異体は、2つの高品質配列である、ヒト扁桃核由来のcDNAクローンBRAMY2008977（AC
番号：AK090866）および未知のヒト腫瘍に由来するESTクローンdbEST：7339877によって
裏づけられた。最後の変異体であるP2X7v04は第1エクソンの欠失によって定義され、これ
はエクソン2の近傍での選択的なプロモーター使用を示唆する。頭頸部腫瘍に由来する高
品質ESTクローンdbEST：4782844によってこの変異体は裏づけられた。これらの変異体は
図16a～16eに示されている。
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【０３１８】
　このため、ヒトP2X7Rの転写開始配列および翻訳開始配列を、Blast、GenescanおよびHM
Mgeneコンピュータソフトウエアを用いて解析した。この解析により、P2X7Rが高い確率で
翻訳開始部位を1つしか持たないことが示された。信頼性のある5'末端を有するほとんど
のP2X7R発現配列タグ（EST；一意的クラスターHs.193470）には同一の転写開始部位が認
められた。選択的スプライシングの徴候を示すESTは認められなかった。このように、イ
ンシリコ解析からは、選択的スプライシングまたは選択的プロモーター使用によって生じ
る複数の異なる転写物が見いだされる可能性は低いことが示唆されている。
【０３１９】
　上述のインシリコデータは、コード配列の開始部および終止部に対応するそれぞれ14お
よび19塩基（5'-ATGCCGGCTTGCTG-3'；5'-GTAGGGATACTTGAAGCCA-3'）のオリゴヌクレオチ
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ドを用いた、予想されるヒトP2X7Rの全コード配列の範囲にわたるRT-PCR分析によって確
かめられた。全脳、解離した種々の脳領域、胸腺、脾臓および腎臓から全RNAを単離し、P
2X7R発現に関して分析した。RT-PCR反応は、C. Therm One Stepポリメラーゼシステム（R
oche Applied Science）および高温で開始するタッチダウンPCRのためのプロトコールを
用いて行った。手短に述べると、製造元の条件に従って逆転写を52℃で実施した。PCR反
応は最初の5サイクルはアニーリング温度64℃で行い、次の30サイクルは54℃で行った。
【０３２０】
　P2X7Rの全コード配列に対応する、サイズが1785bpである単一の特異的バンドが検出さ
れた。P2X7R mRNAは全脳、海馬、小脳、白血球および胸腺で検出されたが、脳皮質、視床
下部、脾臓および腎臓では検出されなかった（図2）。すべてのPCR産物をpGEM-T-Easyプ
ラスミド（Promega）を用いてクローニングし、Top-10菌（Invitrogen）で青色-白色選択
を用いて選別し、EcoRI消化によって検証した。予想されるサイズのフラグメントを有す
るクローンを増幅し、シークエンシングのために精製した。この配列により、1785bpクロ
ーンの実体が野生型P2X7Rの全コード配列であることが確かめられた。すなわち、検討し
たすべての組織において、野生型P2X7Rは全コード配列を含む単一の転写物として発現さ
れる。組織特異的アイソフォームが存在する可能性は低い。これらの検討は、P2X7R mRNA
発現および転写物プロセシングに関する有用な情報を与える。この情報は、インサイチュ
ーハイブリダイゼーション、ノーザンブロット法およびサザンブロット法のためのリボプ
ローブの合成、ならびにP2X7Rの過剰発現のための細胞の作製に利用することができる。
【０３２１】
実施例5
マウス脳におけるP2X7R発現
　P2X7Rの発現を、P2X7Rの内部ペプチドを対象とするポリクローナル抗体（Santa Cruz B
iotechnology）を用いる、マウス全脳の連続切片の免疫組織化学法によってさらに検討し
た。非ストレス下マウスから得た脳を急速凍結し、16μm切片として切り出した上で、パ
ラホルムアルデヒドにより5分間固定した。1：10ウマ血清により室温で30分間切片をブロ
ックした。すべての抗体をTBST緩衝液（0.05％ Tween-20を含むTris緩衝食塩液）で希釈
した。一次抗体は希釈度1：200で用い、一晩インキュベートした。洗浄はすべてTBST緩衝
液で行った。二次抗体としては、抗ヤギlgGビオチン化抗体（Vector Laboratories）を用
い、検出はストレプトアビジン-ビオチン-西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体システム（
Vector Laboratories）をジアミノベンシジン（diaminobencidine）と併用して行った。
スライドを標準的な手順を用いてトルイジンブルーにより対比染色した。一次抗体の非存
在下で同じ手順を陰性対照として実施した。組織の保存性を検証するための陽性対照とし
ては、タンパク質Patched1に対して特異的な抗体（Santa Cruz Biotechnology）を用いて
検証した。Patched1を陽性対照として用いた理由は、これが関係するすべての脳構造を染
色する上、ストレスおよび抗うつ薬による影響を受けないためである。脳細胞におけるP2
X7Rの特異的な細胞内局在に一致する、極めて特異的な染色パターンが検出された。陰性
対照にはシグナルが全く存在しなかった。Patched1による陽性対照は、すべての試料で同
一のシグナル強度および分布を示し、このことからすべての組織が等しく良好に保存およ
び処理されたことが示された。
【０３２２】
　頭側から尾側へと見ていくと、P2X7Rタンパク質はまず嗅球の糸球体層で低レベルで観
察された（図3）。P2X7Rは脳室周囲視床下核の限局した領域でも極めて低レベルで存在し
た（図3）。脳側室の周囲の上衣細胞もわずかな染色を示した（図3）。より強いシグナル
が海馬の限局した領域で検出され、シグナルは多形層、網状分子層および上行層の単細胞
内に存在した（図4）。海馬のより後方の領域では、シグナルは分子層、放射状層およびC
A3付近に存在した。さらに尾側の位置では、P2X7Rは交連下器官で発現されていた（図4）
。このように、非ストレス下マウスの脳内での基礎的なP2X7R発現は、これまでにうつ病
、ストレス、学習および記憶と関連づけられている領域に限局していた。
【０３２３】
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実施例6
P2X7Rは抗うつ薬を投与したマウスでは調節を受ける
　情動障害におけるP2X7Rの役割に関するさらなる検証を、ストレスおよび抗うつ薬の投
与に応答したその発現パターンを検討することによってさらに行った。行動レベルで抗う
つ効果を生じることが証明されている投与スケジュールによる投与を、選択的セロトニン
再取り込み阻害薬パロキセチンなどの古典的抗うつ薬の抗不安効果および抗うつ効果を検
出するのに適した種々の行動パラダイムを用いることによって抗うつ薬に反応することが
特徴づけられたマウスマウスに対して行った。パロキセチンは胃管により、未処置雄性マ
ウスに対して、10mg／kg体重・1日2回の用量で28日の期間にわたって投与した。並行して
、マウスの一方の対照群に対して媒体溶液（すなわち、パロキセチンを含まない）を同じ
投与レジメンを用いて投与し、マウスの第2の対照群は、同じ実験期間中は元のままに放
置して非ストレス下（すなわち、非処理）においた。この長期投与の後に、投与の有効性
を確かめるために、各実験群のマウスの一部を、明暗ボックス（不安行動の試験）および
Porsoltの強制水泳試験（抑うつ様行動の試験）で試験した（図5）。受動ストレス対処行
動は抗うつ薬パロキセチンの長期投与後に減少した。実験群の残りの部分（すなわち、試
験を体験させなかったマウス）は断頭処理し、脳を直ちに摘出して使用時まで-80℃で保
存した。
【０３２４】
　非ストレス条件下にあるマウス、媒体適用によって加えられた軽度のストレス下にある
マウス、およびパロキセチン投与を受けたマウスの脳内でのP2X7Rの発現を、各群からの3
つの異なる脳を用いて評価した。各群のマウスからの連続スライドを、完全に比較しうる
結果を得るために、同じ材料を用いる免疫組織化学法によって並行して分析した。ストレ
スおよびパロキセチン投与のいずれに対しても嗅球でのP2X7R発現に関して顕著な変化は
認められなかった（図6）。しかし、視床下部の脳室周囲核では、パロキセチンはP2X7R発
現の軽度の抑制を引き起こした（図7）。種々の脳領域において上衣細胞には顕著な変化
は認められなかった（図8）。最も劇的な変化は海馬で観察され、ここではストレスを伴
う取り扱いによってP2X7Rが強く抑制され、一方、パロキセチン投与は基礎レベルを上回
る顕著な賦活を引き起こした（図9、10および11）。この効果は海馬の全体にわたって観
察されたが、歯状回付近の多形層で最も明らかであった。交連下器官では、種々の投与を
行ってもP2X7R発現は変化しないままであった。以上のように、P2X7R発現は、うつ病およ
びストレスにかかわる2つの特定の脳領域で強く調節されている。低レベルのP2X7Rが認め
られ、うつ病に直接かかわらない他の脳領域では変化は認められなかった。
【０３２５】
　パロキセチンを投与し、強いP2X7R発現を示したマウスからの試料では、P2X7Rの分布を
より詳細に分析することが可能であった（図10および11）。P2X7Rタンパク質は細胞体に
存在するだけでなく、歯状回の顆粒層への神経支配を行う突出部においても明確に検出さ
れた（図12）。P2X7Rのこの細胞内局在は、神経伝達物質放出および長期増強における役
割と一致する。
【０３２６】
　いくつかの報告（Muria et al., Biochem. J. 288 (1992) ,897-901；Ferrari et al.,
 FEBS Lett. 447 (1999), 71-75）で、P2X7Rの慢性的および高用量での賦活がいくつかの
細胞種におけるアポトーシスを引き起こす可能性が示唆されていることから、上記のマウ
スの海馬を、アポトーシス細胞とP2X7R発現細胞との共存に関して、連続切片におけるTUN
NEL染色および免疫組織化学法を用いて分析した。相関する切片において、アポトーシス
細胞はごく少数しか検出されず、それらはP2X7R発現が観察されなかった海馬の顆粒層に
沿って存在した（図13）。種々の投与条件間でアポトーシス細胞の数に関する有意差は認
められなかった。したがって、アポトーシス細胞の位置および数はP2X7Rの細胞性発現の
位置および数とは相関せず、P2X7Rが海馬におけるアポトーシスの誘導に関与する可能性
は否定される。
【０３２７】
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　このように、P2X7R発現はうつ病にかかわる特定の脳領域にかなり限局している。さら
に、これらの特定の領域におけるP2X7R発現はストレスによって抑制され、抗うつ薬投与
によって強く賦活される。したがって、P2X7Rは、うつ病研究の分野において最も高度な
規準に準拠した、抗うつ薬の作用に関するすべての基準を満たしている。さらに、これら
の結果は慢性ストレスに伴ってP2X7Rの機能の変調が起こり、これが情動障害のいくつか
の様相に対するモデルとして役立つ可能性を示唆する。
【０３２８】
実施例7
マウスにおけるP2X7R阻害の行動上の影響
　P2X7R阻害が情動障害の原因因子として作用することを示すために、他のいかなる脳機
能にも影響を及ぼすことなく、脳の特異な領域におけるP2X7R機能を特異的に阻害した。
これは、二本鎖短鎖干渉性RNA分子（siRNA）を脳の限局領域に対して送達することによっ
て実現した。
【０３２９】
　海馬で観察されたP2X7Rの発現パターン（図9、10および11）および海馬がうつ病への関
与が知られていることから、歯状回（海馬）をsiRNA適用の標的領域として選択した。雄
性の未処置マウスに対して、定位装置を用いてガイドカニューレ（23ゲージ、長さ8mm）
を両側性に移植した。ブレグマに対する座標は、-2.0mm後方、±1.0mm側方および-1.0mm
腹側とした。5日間の回復期間の後に、マウスを以下の3つの実験群に分けた：媒体（veh
）、対照二本鎖RNA（対照）およびP2X7R特異的二本鎖siRNA（siRNA）。P2X7R siRNAに対
して用いた配列は、5'-GUGGGUCUUGCACAUGAUCTT-3'および5'-GAUCAUGUGCAAGACCCACTT-3'で
ある。両方の配列をアニーリングさせ、二本鎖RNAとして一体化した上で注射した。手術
後の第6日に、マウスにイソフルランによる軽い麻酔をかけた上でsiRNAの注射を行った。
対照およびsiRNAの濃度は0.1nmol／μlとし、一側当たり1μlを特別に適合化させた注射
システム（30ゲージ、長さ9mm）を用いて注入した。注入用の麻酔は短期間のものであり
、マウスは直ちに、または操作から数秒後に目覚めた。
【０３３０】
　ひとたび脳内に送達されると、P2X7Rに対して特異的なsiRNA分子は脳細胞によって取り
込まれ、相補的P2X7R mRNAの分解を高い効率で特異的に誘導した。その結果、他のいかな
る脳機能にも影響を及ぼさずにP2X7R機能は短期間で特異的に阻害された。この点に関し
て、媒体または対照siRNAの注入は正常行動に対して、すなわち、飼料および水の摂取に
対しても飼育ケージ内での運動行動に対しても明らかな変化を引き起こさなかった。
【０３３１】
　抑うつ様行動に対するP2X7R阻害の影響を、標準的な試験パラダイムであるPorsoltの強
制水泳試験に従って、siRNA、対照または媒体の注入から24時間後および48時間後に評価
した（Porsolt et al., Arch. Int. Pharmacodym. 229 (1977), 327-336；Porsolt Rev. 
Neurosci. 11 (2000), 53-58）。抑うつ様行動を評価するために用いたパラメーターは、
動物がストレスを伴う状況に能動的に対処しない場合に行動上の絶望（behavioural desp
air）に付随してみられる行動である、動物が水中に浮遊している時間とした。媒体適用
例と比較して、浮遊行動（受動ストレス対処）に対する対照二本鎖RNA（5'-CAACUUCAUCUU
CUACGCGTT-3'）の影響は検出されなかった。これに対して、P2X7R特異的siRNAを注入され
たマウスは、対照と比較して、抑うつ様行動として解釈される受動行動の有意な増加を示
した（図14）。この解釈は、強制水泳試験における受動ストレス対処行動に対する抗うつ
薬の効果を図式化した場合にさらに明白となった（図5）。受動ストレス対処行動は、P2X
7Rを標的とするsiRNAの急性海馬内注射（両側、歯状回）後に増加した。Porsoltの強制水
泳試験は、抗うつ薬の有効性を評価するために用いられる標準的な試験であり、多くの研
究により、正しい動物モデルを用いるならば、この試験がこれらの効果に関して選択的な
感受性を有することが証明されている。このパラダイムは、医薬化合物の試験のため、お
よび、P2X7Rが阻害された（siRNA）マウスが示したように受動行動の増加を示す、うつ病
の動物モデルのバリデーションのために幅広く用いられている。
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【０３３２】
　この実験の最後にマウスを屠殺し、siRNA注射の位置および効率を確かめるために脳を
検査した。この目的で、脳を切片として切り出し、上述のプロトコールを用いてスライド
を免疫組織化学法によって染色した。特異的二本鎖siRNA、対照二本鎖RNAおよび媒体を注
射したマウスの脳を並行して検査した。これらの条件下で、歯状回の近傍に注射した、P2
X7Rを対象とする特異的siRNAは、媒体または対照二本鎖RNAを注射したマウスからの試料
と比較して、P2X7Rタンパク質の発現を平均80％阻害した。P2X7Rを発現する細胞の数およ
び発現の強度はいずれも強く抑えられた（図15）。siRNAの注射は局所炎症および海馬の
浸潤のいずれの徴候も引き起こさなかった。以上より、P2X7R発現はインビボでのsiRNA適
用によって特異的かつ局所的に阻害される。この阻害は行動変化を引き起こし、このこと
は情動障害におけるP2X7Rの原因としての役割を示している。これらの結果を上述の内容
と総合することにより、P2X7Rにおける変異がヒトにおける情動障害と関連性があり、P2X
7R活性の調節に抗うつ効果があるという観察所見が裏づけられ、確認された。
【０３３３】
実施例8
薬物スクリーニングアッセイ
　P2X7R作動薬の同定のための方法を、内因性P2X7遺伝子を発現する不死化マウス海馬細
胞系を用いて確立した。手短に述べると、細胞を37℃／5％ CO2下で、10％ウシ胎仔血清
（Gibco）を含むDMEM中にて培養することにより、P2X7の発現を確かめた。集密度80％に
達したところで、細胞をPBS中に集め、シリンジ（18G針）に繰り返し通すことによってホ
モジネート化した。全タンパク質の量を、Bradfordアッセイ（Sigma；1：5に希釈、O.D.
を595nmで測定）を製造元の推奨に従って用いることによって測定した。続いて、タンパ
ク質ホモジネートを同じ容積のローディングバッファー（50mM Tris-Cl pH 6.8；25％グ
リセロール；7,2mMブロモフェモールブルー；2％ SDS；200nM β-メルカプトエタノール
）と混合し、その後に沸騰水中で10分間変性させた。各試料の20mgを、0,4％ SDSを含む1
0％ポリアクリルアミドゲルにローディングした。電気泳動およびウエスタンブロットの
トランスファーは、例えば、Sambrook Russell「分子クローニング、実験マニュアル（Mo
lecular Cloning, A Laboratory Manual）」、Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (2
001)に記載された、従来のプロトコールに従って行った。続いて膜を5％粉乳でブロック
し、P2X7Rに対する抗体（1：1000希釈；Santa Cruz Biotech）とインキュベートした後に
、ウマ抗ヤギペルオキシダーゼ結合二次抗体（1：10000希釈；Santa Cruz Biotech）とイ
ンキュベートした。続いて膜をLumi-Lightウエスタンブロット基質（Roche Applied Scie
nce）中にて37℃で1時間インキュベートし、その後にBioMax MR Film（Kodak）に対して1
0分間露光させた。
【０３３４】
　P2X7Rタンパク質の予想サイズに対応する70kDバンドがHT-22細胞で検出され、このこと
から内因性マウスP2X7遺伝子の発現が示された（図17）。第2のマウス海馬細胞系（HT-39
）はP2X7を発現しなかった。
【０３３５】
　P2X7Rはカルシウムイオンおよびナトリウムイオンの細胞内への移入を可能にするATP感
受性イオンチャンネルであることから、HT-22細胞へのカルシウム流入をモニターするこ
とによる、P2X7R作動薬の同定のための方法を確立した。細胞にまず蛍光色素オレゴング
リーンAMエステル（Molecular Probes）を室温で30分間負荷し、余分な色素を除去するた
めにDMEM／10％ウシ胎仔血清で2回洗浄した上で、100μMの2-および2'-3'-O-(4ベンゾイ
ルベンゾイル)アデノシン5'-三リン酸（BzATP：C24H24N5O15P3））の存在下で15分間培養
した。BzATPはP2X7Rの既知の作動薬である（North and Surprenant Annu. Rev. Pharmaco
l. Toxicol. 40 (2000), 563-580）。細胞内へのカルシウム移動はフルオレセインフィル
ター（波長492／517nm）を装着した蛍光顕微鏡で観察した。オレゴングリーンAMエステル
は細胞内カルシウムと結合する蛍光色素である。これにより、BzATPで処理した細胞では
緑色の蛍光が観察され（図18）、このことは細胞内へのカルシウム流入をもたらすP2X7R
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の活性化、およびオレゴングリーン色素と細胞内カルシウムとの結合の増加を示している
。または、オレゴングリーンAMエステルの代わりにFluo-3、fluo-4、fluo-5F、fluo-5N、
fluo-4FF、Fluo-4デキストラン、Fluo-3AM、Fluo-4AM、Fluo-5F AM、Fluo-5N AMおよびFl
uo-4FF AM（Molecular Probes）を用いることもできる。また、HT-22細胞内へのカルシウ
ム流入を、Calcium Plusアッセイキット（Molecular Device）またはFluorometric Imagi
ng Plate Reader Systems用のFLIPR（登録商標）カルシウムアッセイキット（Molecular 
Device）を用いて、96ウェルおよび384ウェルのマイクロプレートで測定することもでき
る。HT-22細胞の代わりに、外因性P2X7遺伝子を導入することによって遺伝的に改変され
た細胞を含め、P2X7Rを発現する任意の細胞を用いることができる。
【０３３６】
　カルシウム流入に対するP2X7R作動薬の特異性は、BzATP添加の1時間前にHT-22細胞を10
0mM酸化ATP（oATP；Sigma）で前処理することによって確かめられた。oATPはこの受容体
の非可逆的阻害薬である（Chen et al., J. Biol. Chem., 268 (1993), 8199-8203）。細
胞に緑色蛍光が存在しないことによって示されたように、作動薬によるP2X7Rの活性化はo
ATPによって阻害された（図18）。
【０３３７】
　P2X7R活性を測定するさらにもう1つの方法では、P2X7R発現細胞への臭化エチジウムの
移入を用いる。作動薬によるP2X7Rの活性化によって臭化エチジウムの移入が可能となり
、これが核DNAと結合して蛍光シグナルを放出する。または、プロピジウム色素YOPRO-1を
臭化エチジウムの代わりに用いることもできる。蛍光の増加をP2X7受容体の活性化の指標
として用いうる。したがって、本アッセイは、P2X7Rに対するアゴニスト作用を有する作
用因子または化合物の効果の試験および定量化を行うために用いることができる。本実施
例では、1ウェル当たり103個のHT-22細胞を96ウェル平底マイクロタイタープレートに播
き、細胞が培養表面に付着するまで、10％FCSを含むDMEM培地中にて37℃／5％CO2下でイ
ンキュベートした。ひとたび付着したところで、10％FCS、10-4M臭化エチジウムおよび種
々の濃度のBzATP（1μM、10μM、100μM、500μM、1mM）を含むDMEM培地中で細胞を60分
間インキュベートした。続いて、臭化エチジウムがDNAに組み込まれた蛍光細胞の数を、
蛍光顕微鏡（Zeiss, Germany）を用いて算定することができる。100μMを上回る濃度で、
BzATPはP2X7Rシグナル伝達の活性化を示す蛍光性核の数を増加させた（図19a）。または
、臭化エチジウム蛍光をPerkin-Elmer蛍光プレートリーダー（励起520nm、発光595nm、ス
リット幅：Ex 15nm、Em 20nm）。得られた読み取り値から、それぞれの作用因子候補また
は化合物に関するpIC50の数値を算出することができる。すなわち、P2X7R作動薬はEC50が
300μMと等しいかそれ未満である作用因子または化合物として定義され、この際、EC50と
いう用語は作動薬に対する最大応答の50％を誘発する濃度として定義される（North and 
Surprenant, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 40 (2000), 563-580）。P2X7Rに対する作
動薬の特異性は、作動薬および臭化エチジウム色素を添加する前に細胞を100μMのo-ATP
と60分間プレインキュベートすることによって評価しうる。これらの条件下では、作動薬
によるP2X7Rの活性化はoATPによって阻害され、蛍光細胞の数の減少が起こる（図19b）。
【０３３８】
　P2X7R作動薬の同定のためのさらにもう1つの方法を、ヒトサイトメガロウイルス（CMV
）初期プロモーター／エンハンサー領域の制御下でヒトP2X7R遺伝子を過剰発現する不死
化マウス細胞系を作製することによって考案した。ヒトP2X7R cDNAをpcDNA3.1ベクター（
Invitrogen）に挿入し、Lipofectamine（Invitrogen）を製造元の指示に従って用いてマ
ウス海馬細胞系HT-22にトランスフェクトした。トランスフェクションの1日後に、500μg
／ml G418を含む培養液を細胞に添加した。耐性クローンを別個に単離し、選択培地の適
用後に14日間培養した。
【０３３９】
　化合物のアゴニスト活性は、ヒトP2X7Rを過剰発現する細胞内へのカルシウム移入を測
定することによって評価した。細胞を96ウェルプレートで培養し、37℃、5％CO2下で、10
％ウシ胎仔血清（Gibco）を含むDMEM中において、それらが集密状態に達するまでインキ
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ュベートした。続いて細胞に10μMのFluo-4AM（Molecular Probes）を1時間負荷した。Fl
uo-4AMは細胞内カルシウムと結合する蛍光色素である。負荷の後に、0.5mM CaCl2および2
0mM Hepesを含む緩衝液で細胞を1回洗浄し、20μM BzATPまたは50μMテニダップで処理し
た。アゴニスト活性は、Fluo-4AMに対する結合の増加および蛍光の増加をもたらす、カル
シウム流入の増加を測定することによって検出した。蛍光シグナルの変化は、Fluostar O
ptimaプレートリーダー（BMG biotech）を用いて測定される。BzATPおよびテニダップは
いずれも蛍光強度の急速な増加を引き起こし、これは時間経過に伴って緩徐に減少した（
図19c）。このように、いずれの化合物も、細胞内へのイオンの流入をもたらすP2X7Rの活
性を賦活した。
【０３４０】
実施例9
【０３４１】
作動薬によるP2X7Rの活性化は抗うつ効果を有する
　P2X7Rの活性化が情動障害に対する治療効果を有することを示すために、P2X7R作動薬で
あるBzATP（2'-3'-O-(4-ベンゾイルベンゾイル)アデノシン5'-三リン酸（C24H24N5O15P3
））を、高度の不安を呈し、抗うつ薬に反応し、しかも亜慢性的な抗うつ薬投与後に不安
寛解を示す、選択したDBA／2Olaマウス系統に対して投与した（Lucki et al. Psychophar
macology 155 (2001), 315-322）。BzATPは、P2X7Rに対する強い選択性を有する化合物で
ある（North and Surprenant, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 40 (2000), 563-580）
。本実施例では、P2X7R作動薬をマウスの海馬内に直接注射した。しかし、P2X7R作動性の
作用因子または化合物を経口、皮下、静脈内、動脈内、結節内、髄内、髄腔内、脳室内、
鼻腔内、気管支内、経皮的、結節内、直腸内、腹腔内、筋肉内、肺内、膣内、直腸内また
は眼内に送達することも可能と考えられる。
【０３４２】
　4カ月齢の雄性マウスに対して、定位装置（David Kopf Instruments）を用いてガイド
カニューレ（23ゲージ、長さ8mm）を両側性に移植した。ブレグマに対する座標は、-2.0m
m後方、±1.0mm側方および-1.0mm腹側とした。手術後に、マウスを10～12日間かけて回復
させた。この回復期間の後に、マウスに対して脳の両側に1μlの媒体溶液（0,5％ DMSO、
Sigma）または50μM BzATP（Sigma、0,5％ DMSO中に調製）を60秒間かけて注射した。注
射はガイドカニューレに挿入し、チューブを介して10μlハミルトンシリンジと接続した9
mm-30ゲージ針を用いて行った。
【０３４３】
　個々のマウスの行動を、媒体溶液またはBzATPの注射から24時間後にPorsoltの強制水泳
試験を用いて評価した。試験に対する5分間の前曝露を媒体またはBzATP注射の10～15分後
に行った。強制水泳試験は、一次ストレスによって誘発される回避または逃避の低下（行
動上の絶望と呼ばれる）を計測する標準的な試験である。この試験は、抗うつ薬の有効性
の判定、新たな医薬化合物の試験、およびうつ病の動物モデルのバリデーションのために
用いられる（Porsolt et al., Arch. Int. Pharmacodym. 229 (1977), 327-336；Porsolt
, Rev. Neurosci. 11 (2000), 53-58；Reneric et al., Behav. Brain Res. 136 (2002),
 521-532；Page et al., Psychopharmacology 165 (2003), 194-201；Kelliher et al., 
Psychoneuroendocrinology 28 (2003), 332-347）。この試験は、水を含む円筒形ガラス
容器にマウスを5分間入れることからなる。このような状況では、マウスは円筒の底に触
れることができず、このため泳ぐことを強制される。もがき（struggling）と浮遊を対比
して、それぞれの時間、潜時および頻度を行動パラメーターとしてスコア化する。浮遊（
すなわち、平衡および呼吸を保つことのみを目的として行われる移動）は、動物がストレ
スを伴う状況に対して能動的に対処する試みを行わないことから、絶望に伴う受動行動で
あり、抑うつ様症状を表す。もがき（すなわち、逃れようとする能動的な試み）の増加は
、うつ病様症状の改善として解釈しうる能動的対処行動を意味する。例えば、セロトニン
作動性抗うつ薬の投与は浮遊に費やす合計時間を減少させ（Borsini, Neurosci. Biobeha
v. Rev. 19 (1995), 377-395；Redrobe and Bourin, Psychopharmacology 138 (1998), 1
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98-206、これに並行して能動行動（すなわち、水泳またはもがきの時間を増加させる；Lu
cki et al., Psych opharmacology 155 (2001), 315-322）。
【０３４４】
　P2X7R作動薬BzATPは、能動的な逃避の試みを増加させ（すなわち、もがきの時間および
頻度を増加させ、もがきの潜時を短縮させる）ことが見いだされ、一方、媒体溶液を注射
した対照マウスと比較して、受動行動の減少（すなわち、浮遊の時間および頻度を減少さ
せ、浮遊の潜時を延長させる）が測定された（図20）。観察された結果を、Mann-Whitney
 U検定および片側MANOVA検定を用いて統計学的に検証した。もがきの時間、浮遊の潜時お
よび浮遊の頻度の差は統計学的に有意であることが判明した。もがきの潜時および頻度な
らびに浮遊時間に関する結果は統計学的には裏づけられなかったが、それらはそれでもス
トレス対処行動の改善に向けての傾向は示した。これらの結果はP2X7R作動薬が抑うつ様
症状の改善をもたらしうることを示している。
【０３４５】
　強制水泳試験によって導き出される結論は、動物の活動に対する作用因子または化合物
の非特異的な影響によって左右される可能性があるため（すなわち、もがき行動は能動的
対処行動の増加ではなく活動亢進の結果である可能性がある）、BzATPが移動活動に対し
て及ぼす可能性のある影響に関して、オープンフィールド試験によって評価した（Crawle
y「私のマウスはどこが悪いのか：トランスジェニックマウスおよびノックアウトマウス
の行動学的表現型分類（What's wrong with my mouse：Behavioral phenotyping of tran
sgenic and knockout mouse）」、Wiley-Liss (2000)）。対照媒体溶液または50μM BzAT
Pを投与したマウスにおける移動活動を、個々の動物をダークグレーの木製の箱（30×30
×40cm）に入れることにより、注射の24時間後に評価した。移動活動をビデオカメラを用
いて30分間モニターした。続いて、試験期間中にマウスが移動した合計距離を、VideoMot
2コンピュータソフトウエア（TSE GmbH、Bad Homburg）を用いて分析した。対照媒体溶液
およびBzATPを投与したマウスの間に移動活動に関する差は計測されなかった（図21）。
このことからみて、BzATPの適用は活動亢進を誘発しない。これらの結果は、作動性の作
用因子または化合物によるP2X7Rの活性化は抑うつ様症状の改善をもたらすが、それは動
物の行動自体に対する非特異的な効果には起因しないことを裏づけるものである。
【０３４６】
　いくつかの報告により、P2X7Rの活性化はインビトロでアポトーシスおよび細胞死を誘
導しうることが示唆されている（Di Virgilio et al., Cell Death Differ. 5 (1998), 1
91-199、Virginio et al., J. Physiol. 519 (1999), 335-346）。海馬におけるP2X7Rの
活性化が細胞死を引き起こすか否かを検証するために、BzATPを投与したマウスの脳内で
のアポトーシスレベルを定量した。マウスを行動実験の終了時に屠殺し、脳を摘出して急
速凍結した上で、16μm切片へと切片化した。続いて、DeadEnd蛍光分析TUNELシステムを
製造元の推奨に従って用いて（Promega Corporation）、脳切片をアポトーシスに関して
検討した。TUNELシステムは、アポトーシス細胞の断片化したDNAを測定する。本アッセイ
に関する陽性対照は、脳切片を1単位／mlのDNアーゼIで10分間前処理することによって作
製した。
【０３４７】
　対照媒体またはP2X7R作動薬を投与したマウスの脳内では、DNアーゼで前処理した陽性
対照とは対照的に、極めて少数のアポトーシス細胞（すなわち、1枚の脳切片当たり細胞1
個未満）しか観察されなかった（図22）。さらに、対照動物とBzATPを投与したマウスと
の間にはアポトーシス細胞の数に関して有意差は観察されず、このことからP2X7Rの活性
化はインビボでの脳細胞死を引き起こさないことが示された。
【０３４８】
実施例10
P2X7R拮抗薬には抗うつ効果はない
　P2X7R拮抗薬KN-62（1-(N,O-ビス[5-イソキノリンスルホニル]-N-メチル-L-チロシル)-4
-フェニルピペラジン）および酸化ATP（oATP）を、高度の不安を表す行動特性を呈するDB
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A／2O1aマウス（Harlan Winkelmann, Germany）に対して投与した。KN-62はP2X7Rの非競
合拮抗薬であることが示されており（Chessel et al., Brit. J. Pharmacol., 124 (1998
), 1314-1320）、一方、oATPはP2X7Rの非可逆的阻害薬として作用する（Chen et al., J.
 Biol. Chem., 268 (1993), 8199-8203）。
【０３４９】
　本実施例では、P2X7R拮抗薬を海馬の歯状回領域内に直接注射した。手短に述べると、3
カ月齢の雄性マウスに対して、定位装置（David Kopf Instruments）を用いてガイドカニ
ューレ（23ゲージ、長さ8mm）を両側性に移植した。ブレグマに対する座標は、-1.5mm後
方、±1.0mm側方および-0.8mm腹側とした。マウスを手術後10～13日かけて回復させた。
この回復期間の後に、マウスに対して脳の両側に1μlの媒体溶液（0.01％DMSO、Sigma）
または100nM KN-62（Sigma、0,01％DMSO中に調製）または10μM oATP（Sigma、PBS中に調
製）を60秒間かけて注射した。すべての注射は、ガイドカニューレに挿入し、チューブを
介して10μlハミルトンシリンジと接続した9mm-31ゲージ針を用いて行った。
【０３５０】
　個々のマウスの行動を、媒体溶液、KN-62またはoATPの注射から24時間後にPorsoltの強
制水泳試験を用いて評価した。試験に対する5分間の前曝露を媒体、KN-62またはoATP注射
の15～17分後に行った。Porsoltの強制水泳試験に関する説明は実施例9で行っている。本
実施例では、媒体、KN-62またはoATP投与マウスの間に、能動的な逃避の試み（すなわち
、もがきの時間、頻度、潜時）の変化も受動行動（すなわち、浮遊の時間、頻度、潜時）
の変化も認められなかった（図23）。観察された結果を、片側MANOVA検定を用いて統計学
的に検証した。媒体、KN-62またはoATP投与マウスの間に認められた差は統計学的には裏
づけられなかった。これらの結果は、P2X7R拮抗薬が抑うつ様症状を改善せず、抗うつ作
用を有していないことを示している。
【０３５１】
　強制水泳試験によって導き出される結論は、動物の活動に対する作用因子または化合物
の非特異的な影響によって左右される可能性があるため（すなわち、もがき行動は能動的
対処行動の増加ではなく活動亢進の結果である可能性がある）、P2X7R拮抗薬oATPが移動
活動に対して及ぼす可能性のある影響に関して、オープンフィールド試験を行うことによ
って評価した。対照媒体溶液、10μM oATPまたは50μM oATPを投与したマウスにおける移
動活動を、個々の動物をダークグレーの木製の箱（30×30×40cm）に入れることにより、
注射の24時間後に評価した。移動活動をビデオカメラを用いて30分間モニターした。続い
て、試験期間中にマウスが移動した合計距離を、VideoMot2コンピュータソフトウエア（T
SE GmbH、Bad Homburg）を用いて分析した。対照媒体溶液およびoATPを投与したマウスの
間に移動活動に関する差は計測されなかった（図24）。すなわち、P2X7R拮抗薬の適用は
動物における活動低下も活動亢進も誘発しなかった。
【図面の簡単な説明】
【０３５２】
【図１Ａ】双極性情動障害と関連性のあるヒト染色体12上の領域のゲノム地図。マーカー
NBG11とNBG2との間に見いだされた遺伝子を示している。
【図１Ｂ】独立した同胞対に対するASPEXを用いた多点解析を示した図。
【図１Ｃ】すべての同胞対に対するASPEXを用いた多点解析を示した図。
【図１Ｄ】独立した同胞対のみを考慮することによるASPEX sib_Phaseを示した図。
【図１Ｅ】すべての同胞対を考慮することによるASPEX sib_Phaseを示した図。
【図１Ｆ】デキサメタゾンの投与前および後（DST試験）の基礎コルチゾールレベルに対
するP2XR7v13A多型の影響。個体を入院して最初の10日間にわたり試験に供した。AGおよ
びGG遺伝子型を有する個体はデキサメタゾン投与前および投与後のコルチゾールレベルが
有意に低い。
【図１Ｇ】Dex／CRH試験時のコルチゾール応答に対するP2XR7v13A多型の影響。個体を入
院して最初の10日間（すなわち、入院時）および退院前の10日間（すなわち、退院時）に
わたって試験に供した。GG遺伝子型を有する個体は、入院時および退院時のDex／CRH試験
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に反応したコルチゾールレベルが相対的に低い。これらの結果はHPA系の異常を示してい
る。
【図１Ｈ】Dex／CRH試験時のACTH応答に対するP2XR7v13A多型の影響。個体を入院して最
初の10日間（すなわち、入院時）および退院前の10日間（すなわち、退院時）にわたって
試験に供した。GG遺伝子型を有する個体は、入院時および退院時のDex／CRH試験に反応し
たACTHレベルが相対的に低い。これらの結果はHPA系の異常を示している。
【図１Ｉ】寛解までの抗うつ薬の投与期間。うつ病はハミルトンうつ病評価尺度（HAM-D
；Hamilton, Br. J. Soc. Clin. Psychol. 6 (1967) 278-296）に従って診断している。H
AM-Dスコアが10またはそれ未満であれば抑うつ症状の寛解とみなされる。
【図１Ｊ】デキサメタゾンの投与前および後（DST試験）の基礎コルチゾールレベルに対
するP2XR7v13C多型の影響。個体を入院して最初の10日間にわたり試験に供した。CC遺伝
子型を有する個体はデキサメタゾン投与後のコルチゾールレベルが上昇している。
【図１Ｋ】Dex／CRH試験時のコルチゾール応答に対するP2XR7v13C多型の影響。個体を入
院して最初の10日間（すなわち、入院時）および退院前の10日間（すなわち、退院時）に
わたって試験に供した。ACまたはCC遺伝子型を有する個体は入院時のDex／CRH試験に応答
したコルチゾールレベルが上昇しており、これはHPA系の異常を示す。
【図１Ｌ】Dex／CRH試験時のACTH応答に対するP2XR7v13C多型の影響。個体を入院して最
初の10日間（すなわち、入院時）および退院前の10日間（すなわち、退院時）にわたって
試験に供した。CC遺伝子型を有する個体は入院時および退院時のDex／CRH試験に応答した
ACTHレベルが低い。これらの結果はHPA系の異常を示している。
【図２】種々の組織におけるP2X7Rの全コード配列に関するRT-PCR分析。
【図３】非ストレス下マウスの脳内の嗅球、視床下部および上衣細胞におけるP2X7R発現
。倍率100倍。
【図４】非ストレス下マウスの脳内の海馬／歯状回および交連下器官におけるP2X7R発現
。倍率100倍。
【図５】強制水泳試験における浮遊行動。受動ストレス対処行動は抗うつ薬パロキセチン
の長期投与によって低下した（Par28：パロキセチンを28日間投与、経口）。基礎n＝8；
媒体n＝8；Par28 n＝8。
【図６】非ストレス下、媒体投与および抗うつ薬投与マウスの嗅球におけるP2X7R発現の
比較分析。倍率100倍。
【図７】非ストレス下、媒体投与および抗うつ薬投与マウスの視床下部におけるP2X7R発
現の比較分析。倍率100X倍。
【図８】非ストレス下、媒体投与および抗うつ薬投与マウスの上衣細胞におけるP2X7R発
現の比較分析。倍率100倍。
【図９】非ストレス下、媒体投与および抗うつ薬投与マウスの海馬におけるP2X7R発現の
比較分析。倍率25倍。
【図１０】媒体投与マウスの海馬におけるP2X7R発現。倍率25倍。
【図１１】抗うつ薬パロキセチンを投与したマウスの海馬におけるP2X7R発現。倍率25倍
。
【図１２】抗うつ薬パロキセチンを投与したマウスの歯状回におけるP2X7Rの詳細な発現
。倍率400倍。
【図１３】抗うつ薬パロキセチンを投与したマウスの海馬におけるP2X7R発現およびアポ
トーシス細胞の比較分析。倍率100倍。
【図１４】強制水泳試験における浮遊行動。受動ストレス対処行動は、P2X7Rを標的とす
るsiRNAの急性海馬内投与（両側、歯状回）後に増加した。媒体n＝7；対照RNAn＝10；P2X
7R siRNA n＝9。
【図１５】媒体、対照RNAおよびP2X7Rを標的とするsiRNAを投与したマウスの海馬におけ
るP2X7R発現の比較分析。倍率は上列100倍、下列25倍。
【図１６】図16a～eは、P2X7Rのイントロンにおける多型によって生じる3種類のスプライ
シング変異体である。
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【図１７】不死化海馬細胞系におけるP2X7Rの発現。
【図１８】P2X7R作動性化合物（BzATP）で処理した海馬細胞におけるカルシウム流入の増
加。
【図１９】（a）P2X7R作動性化合物（BzATP）で処理した、または（b）P2X7R拮抗性化合
物で前処理した海馬細胞における臭化エチジウム色素の移入。(c) P2X7R活性に対するBzA
TPおよびテニダップのアゴニスト作用。ヒトP2X7Rのカルシウムチャンネル活性を基礎条
件下で4秒～10秒間測定した。A.10μM Fluo-4-AMを添加し、それ以外の処理を行わなかっ
た細胞からなる陰性対照。B.4秒間の基礎値測定後に20μM BzATPで処理した細胞。C.4秒
間の基礎値測定後に50μMテニダップで処理した細胞。
【図２０】強制水泳試験における行動に対するP2X7R作動性化合物（BzATP）の海馬内注射
の効果。
【図２１】P2X7R作動性化合物（BzATP）を投与したマウスの移動活動を測定したオープン
フィールド試験。
【図２２】対照媒体溶液またはP2X7R作動性化合物（BzATP）を投与したマウスの海馬にお
けるアポトーシス細胞の比較分析。
【図２３】強制水泳試験時の行動に対するP2X7R拮抗薬KN-62およびoATPの海馬内注射の効
果。
【図２４】P2X7R拮抗薬KN-62およびoATPを投与したマウスの移動活動を測定したオープン
フィールド試験。
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【手続補正書】
【提出日】平成21年9月25日(2009.9.25)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　情動障害を治療するための薬学的組成物の調製のための、P2X7R作動薬の使用法。
【請求項２】
　作動薬が、ATP、ATP-4およびBzATP（2'-3'-O-(4-ベンゾイルベンゾイル)アデノシン5'-
三リン酸（C24H24N5O15P3））からなる群より選択される、請求項１記載の使用法。
【請求項３】
　情動障害を治療するための薬学的組成物の調製のための、テニダップ（tenidap）（C15
H11CIN202S）またはその誘導体または3-置換-2-オキシインドール-1-カルボキサミドの使
用法。
【請求項４】
　薬学的組成物が任意に、β-アドレナリン受容体調節因子をさらに含む、請求項１～３
のいずれか一項記載の使用法。
【請求項５】
　β-アドレナリン受容体調節因子が、DL-プロプラノロール(propanolol)、D-プロプラノ
ロールおよびラベタロール（labetolol）からなる群より選択されるβ-アドレナリン受容
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体拮抗薬である、請求項４記載の使用法。
【請求項６】
　情動障害が、大うつ病、全般性不安障害および双極性障害からなる群より選択される、
請求項１～５のいずれか一項記載の使用法。
【請求項７】
　大うつ病が、大うつ病、気分変調、非定型的うつ病、月経前不快気分障害および季節性
情動障害からなる群より選択される、請求項６記載の使用法。
【請求項８】
　全般性不安障害が、パニック障害、恐怖症、広場恐怖症、対人恐怖症、特定の恐怖症、
強迫性障害、心的外傷後ストレス障害、分離不安障害、躁病、軽躁病および気分循環性障
害からなる群より選択される、請求項６記載の使用法。
【請求項９】
　双極性障害が双極性障害I型または双極性障害II型である、請求項６記載の使用法。
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种用于诊断和治疗情感障碍的药物和方法。 解决
方案：5&#39;UTR区域或3&#39;UTR区域发生突变，外显子3、5、6、8
或13或内含子1、3、4、5、6、7、9、11或12或外显子发生突变 编码
ATP敏感离子通道P2X7R（优选为基因组序列）的核酸分子，其在13位
缺失。 核酸分子编码的多肽，包含该核酸分子的载体和宿主细胞，以及
产生该核酸分子编码的多肽的方法。 同样，特异性靶向由核酸分子编码
的多肽的抗体，和特异性结合核酸分子的适体。 此外，用于鉴定和表征
能够与多肽特异性相互作用的化合物的方法，以及用于制备药物组合物
的方法。 [选择图]无


