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(57)【要約】        （修正有）
【課題】  神経障害に関連する遺伝子およびコードされ
たポリペプチドの提供。
【解決手段】ハツカネズミの精巣組織由来の特定なアミ
ノ酸配列を有するポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチド；特定なペプチド配列を含むポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチド；ハツカネズミの精巣組織由来
の特定な配列を有するポリヌクレオチド；ハツカネズミ
の精巣組織由来の特定な配列を含むポリヌクレオチド；
ハツカネズミの精巣組織由来の特定な配列を有する；ま
たはハツカネズミの精巣組織由来の特定な配列を有する
ペンタペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む単
離された核酸分子。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  ａ）配列番号２、配列番号４または配列
番号６のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；
ｂ）配列番号８のペプチド配列を含むポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチド；
ｃ）配列番号１、配列番号３または配列番号５の配列を
有するポリヌクレオチド；
ｄ）配列番号７の配列を含むポリヌクレオチド；
ｅ）配列番号７の配列を有するポリヌクレオチド；また
は
ｆ）配列番号８の配列を有するペンタペプチドをコード
するポリヌクレオチドを含む単離された核酸分子。
【請求項２】  請求項１に記載の核酸ａ）～ｆ）のいず
れか１つにハイブリダイズする核酸分子。
【請求項３】  請求項１～２のいずれか１項に記載の核
酸分子をベクターに挿入することを含む、組換えベクタ
ーの作製方法。
【請求項４】  請求項１～２のいずれか１項に記載の核
酸を含む組換えベクター。
【請求項５】  請求項４に記載の組換えベクターを培養
宿主細胞に導入することを含む、培養組換え宿主細胞の
作製方法。
【請求項６】  請求項４に記載のベクターを含む培養宿
主細胞。
【請求項７】  請求項１～２のいずれか１項に記載の核
酸分子によりコードされたポリペプチドの調製方法であ
って、該核酸で形質転換した宿主細胞を培養し、コード
されたポリペプチドを回収することを含む上記方法。
【請求項８】  請求項１に記載の核酸分子ａ）～ｆ）の
いずれか１つによりコードされたポリペプチド、または
その断片。
【請求項９】  配列番号２、配列番号４または配列番号
６のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸
が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からな
り、かつ配列番号２、配列番号４または配列番号６のア
ミノ酸配列からなるポリペプチドと同じ機能を有するポ
リペプチドまたはその断片。
【請求項１０】  請求項２に記載の核酸を適切な製薬用
希釈剤、賦形剤および／または担体と組み合せて含む、
医薬組成物。
【請求項１１】  請求項１に記載の核酸分子ａ）～ｆ）
のいずれか１つによりコードされたポリペプチドまたは
該ポリペプチドの断片に対して調製した抗体。
【請求項１２】  請求項２に記載の核酸分子、請求項２
に記載の核酸分子を適切な製薬用希釈剤、賦形剤および
／もしくは担体と組み合せて含む医薬組成物、または請
求項11に記載の抗体を含む、神経障害の治療剤。
【請求項１３】  前記障害が神経細胞におけるナトリウ
ムチャンネルの機能障害に関連するものである、請求項
12に記載の治療剤。
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【請求項１４】  前記障害が、多発性硬化症（MS）、ギ
ヤン-バレー症候群（GBS）または慢性炎症性脱髄性多発
神経炎である、請求項12に記載の治療剤。
【請求項１５】  不溶性支持体に固定した請求項１～２
のいずれか１項に記載の核酸分子またはその断片を含む
製品。
【請求項１６】  前記支持体が膜、フィルター、チッ
プ、紙またはスライドグラスである、請求項15に記載の
製品。
【請求項１７】  神経障害を検出するための診断キット
であって、容器に入れた請求項２に記載の核酸分子また
は請求項11に記載の抗体を含む上記診断キット。
【請求項１８】  更に、請求項15に記載の支持体を含
む、請求項17に記載の診断キット。
【請求項１９】  核酸を含むサンプル中で、配列番号８
のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする核酸分
子またはポリヌクレオチドを検出する方法であって、
（Ａ）少なくとも１種の請求項２に記載の核酸分子また
はその断片を、配列番号８のアミノ酸配列を含むポリペ
プチドをコードするサンプル中の核酸分子とハイブリダ
イズさせて、ハイブリダイゼーション複合体を形成し；
（Ｂ）該ハイブリダイゼーション複合体を検出し、但し
ここで、該ハイブリダイゼーション複合体の存在は、サ
ンプル中での配列番号８のアミノ酸配列を含むポリペプ
チドをコードする核酸分子の存在と相互に関連している
工程を含む上記方法。
【請求項２０】  ハイブリダイゼーション工程を行う前
に、サンプル中の核酸を増幅する、請求項１９に記載の
方法。
【請求項２１】  前記少なくとも１種の請求項２に記載
の核酸分子またはその断片を不溶性支持体に固定する、
請求項19～20のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】  請求項１～２のいずれか１項に記載の
核酸分子の、分子もしくは化合物のライブラリーをスク
リーニングしてこの核酸分子に特異的に結合する少なく
とも１種の分子もしくは化合物を同定するための使用方
法であって、
（Ａ）請求項１～２のいずれか１項に記載の核酸分子
を、特異的結合を可能にする条件下で、分子もしくは化
合物のライブラリーと混ぜ；
（Ｂ）特異的結合を検出して、該核酸分子と特異的に結
合する分子もしくは化合物を同定する工程を含む上記方
法。
【請求項２３】  哺乳動物のライブラリーから選ばれ
る、請求項22に記載のライブラリー。
【請求項２４】  配列番号８のアミノ酸配列を含むポリ
ペプチドの、分子もしくは化合物のライブラリーをスク
リーニングしてこのポリペプチドに特異的に結合する少
なくとも１種の分子もしくは化合物を同定するための使
用方法であって、
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（Ａ）配列番号８のアミノ酸配列を含むポリペプチド
を、特異的結合を可能にする条件下で、分子もしくは化
合物のライブラリーと混ぜ；
（Ｂ）特異的結合を検出して、該ポリペプチドと特異的
に結合する分子もしくは化合物を同定する工程を含む上
記方法。
【請求項２５】  前記ライブラリーが、ペプチド、薬
剤、免疫グロブリン、結合試薬、Fab発現分子、抗体お
よび試験化合物から選ばれる、請求項24に記載の方法。
【請求項２６】  容器に請求項２に記載の核酸分子と請
求項11に記載の抗体とを含んでなる、神経障害を検出す
るための診断キット。
【請求項２７】  請求項２に記載の核酸分子またはその
断片を含む、神経障害の診断剤。
【請求項２８】  不溶性支持体に固定した請求項11に記
載の抗体を含む製品。
【請求項２９】  請求項11に記載の抗体または請求項28
に記載の製品を含む、神経障害の診断剤。
【請求項３０】  前記神経障害が、多発性硬化症、ギヤ
ンーバレー症候群または慢性炎症性脱髄性多発神経炎で
ある、請求項29に記載の診断剤。
【請求項３１】  配列番号２、配列番号４または配列番
号６のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする
ポリヌクレオチドを含む、単離された核酸。
【請求項３２】  請求項１に記載の核酸ａ）～ｆ）のい
ずれか１つに完全に相補的である、単離された核酸。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、核酸配列およびポ
リペプチド、ならびに障害、特にイオンチャンネルの機
能に関連する障害、例えば多発性硬化症（MS）やギヤン
ーバレー症候群（GBS）などの神経障害の治療におけるそ
れらの用途に関する。
【０００２】また本発明は、上記の核酸配列を含むベク
ター、このベクターで形質転換した宿主細胞、およびポ
リペプチドの発現方法に関する。
【０００３】
【従来の技術及び発明が解決しようとする課題】従来、
多発性硬化症（MS）、ギヤンーバレー症候群（GBS）およ
び慢性炎症性脱髄性多発神経炎などの神経障害は、それ
ぞれ中枢神経系および末梢神経系のプロタイプ的な炎症
性「脱髄性」障害と考えられており、事実、両者におい
てミエリンが破壊されている。これまで、これらの障害
における臨床的欠陥は、軸索伝導の遮断や、（わずかな
程度ではあるが）脱髄後の軸索伝導の鈍化が原因である
とされている。脱髄を起こした軸索における伝導の回復
は、軸索膜の慢性的に露出している部分の内部における
髄鞘再生または分子リモデリングのいずれか（正常数よ
りも多いナトリウムチャンネルの獲得）により起こるも
のであるが、これは、実験室モデルにおいて十分に報告
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されており、臨床的回復の基礎となり得る。しかし、臨
床的所見からは、MS、GBSおよび他の「脱髄性」障害の
症状の漸増および漸減には、他の要因も関与する可能性
があることが示されている。これらの障害において長期
にわたる神経機能障害を引き起こす可能性のある軸索変
性に関する証拠事実がある。MS患者では、一般に、急速
な臨床的変動（軸索伝導に干渉するのに十分な代謝状態
や温度の変化を伴わない場合もある）も起こる。GBS患
者では、血漿交換の間に、臨床的回復が経時的に起こる
ことがあるが、経時的経過は髄鞘再生では説明できな
い。これらの急速な神経状態における変化の根拠は、依
然として不明なままである（Waxman S.G., 2000年7月, 
Nature Medicine,第６巻, 第７号, 738-739）。
【０００４】Brinkmeierら（2000年７月, Nature Medic
ine, 第６巻, 第７号, 808-811）は、NH15-CA2神経芽細
胞腫×神経膠腫細胞において、ナトリウムチャンネル
を、それらの定常状態不活性化を更に負の電位にシフト
することにより遮断する、特定のペンタペプチド（QYNA
D）の正体を記載している。Brinkmeierらは、MS患者お
よびGBS患者の脳脊髄液中でQYNADを10～45μMの濃度で
検出した。彼らはまた、炎症性脱髄性疾患の徴候がない
健常個体の脳脊髄液中でも低濃度（約３μM）のQYNADを
検出した。彼らは、QYNADにより生じる定常状態不活性
化とリドカインなどの局所麻酔薬により生じる定常状態
不活性化との過分極シフトに類似性があると考えて、QY
NADが内因性のリドカインまたはエンドカイン（endocai
ne）である可能性があると報告した。
【０００５】Brinkmeierらは、「エンドカイン」が脱髄
性疾患の症状発症に関与する可能性があることを報告し
ており、このことは、リドカインが、おそらくナトリウ
ムチャンネルの遮断（blockade）により脱髄軸索（そこ
では「安全因子」が低減している）において伝導不全を
引き起こすことによって、MSのサイレントな病変を顕在
化できるという知見により、ある程度支持されている。
彼らの示唆が正しいとすれば、MSおよびGBSの実験動物
モデルにおいて外因性QYNADを投与することにより、臨
床的悪化が起こるはずである。
【０００６】Brinkmeierらは、また、QYNADが未知のプ
ロテアーゼにより分解される前駆体タンパク質の一部で
あること、および入手可能なヒトおよびマウスのタンパ
ク質を探したが、うまく行かなかったことも報告してい
る。
【０００７】したがって、この技術分野では更なる研究
が必要であり、これらの神経障害に関連する遺伝子およ
びコードされたポリペプチドが利用できるようになれ
ば、これらの障害の治療のための新規な薬剤や新規な治
療法の開発に非常に役立つ。
【０００８】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、驚くべき
ことに、神経障害と相互に関連する遺伝子およびペンタ
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ペプチドQYNADを含む前駆体タンパク質を見出した。し
たがって、本発明は、神経障害の治療に有用な核酸およ
びアミノ酸配列、薬剤、方法ならびにキットを提供す
る。
【０００９】第1の態様によれば、本発明は、
（ａ）配列番号２、配列番号４または配列番号６のポリ
ペプチドをコードするポリヌクレオチド配列；
（ｂ）配列番号８のペプチド配列を含むポリペプチドを
コードするポリヌクレオチド配列；
（ｃ）配列番号１、配列番号３または配列番号５の配列
を有するポリヌクレオチド；または
（ｄ）配列番号７のオリゴヌクレオチド配列を含むポリ
ヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子に関す
る。
【００１０】本発明はまた、ｅ）配列番号７の配列のセ
ンス核酸分子；ｆ）ペンタペプチドQYNAD（配列番号
８）をコードするセンス核酸分子；およびｇ）配列番号
２、配列番号４または配列番号６の配列のポリペプチド
をコードするセンス核酸分子に関する。
【００１１】本発明はまた、ａ）～ｇ）の核酸に相補的
なアンチセンス核酸、またはａ）～ｇ）の核酸にハイブ
リダイズする任意の核酸も包含する。
【００１２】本発明はまた、本発明によるセンスまたは
アンチセンス核酸によりコードされたポリペプチドの調
製方法であって、本発明のセンスまたはアンチセンス核
酸分子をベクターに挿入することにより組換えベクター
を作製し、該組換えベクターを培養宿主細胞に導入し、
該宿主細胞を培養し、コードされたポリペプチドを回収
することを含む該方法を提供する。本発明は、そのよう
なベクターおよびその作製方法、組換え宿主細胞および
その作製方法、ならびにそのような核酸によりコードさ
れたポリペプチドおよびその断片に関する。特に、本発
明は、配列番号１、配列番号３および配列番号５の核酸
によりコードされたポリペプチド、ならびにペンタペプ
チドQYNADを含むポリペプチドに関する。
【００１３】本発明は、配列番号２、配列番号４または
配列番号６のアミノ酸配列において、１若しくは数個の
アミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列
からなり、かつ配列番号２、配列番号４または配列番号
６のアミノ酸配列からなるポリペプチドと同じ機能を有
するポリペプチドまたはその断片にも関する。配列番号
２、配列番号４または配列番号６のアミノ酸配列からな
るポリペプチドと同じ機能としては、ナトリウムチャン
ネルを、それらの定常状態不活性化を更に負の電位にシ
フトすることにより遮断する活性、該活性を有する物質
の前駆体として機能などを挙げることができる。上記の
ポリペプチドおよびその断片は、公知の方法、例えば、
市販の合成装置を用いて製造することができる。
【００１４】本発明は、また、上記の核酸を適切な製薬
用希釈剤、賦形剤および／または担体と組み合せて含
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む、医薬組成物に関する。
【００１５】さらに、本発明は、上記の核酸分子ａ）～
ｆ）のいずれかに１つによりコードされたポリペプチド
または該ポリペプチドの断片に対して調製した抗体に関
する。
【００１６】更に、本発明は、神経障害、主にナトリウ
ムチャンネルの機能障害に関連する障害、例えば多発性
硬化症（MS）、ギヤンーバレー症候群（GBS）または慢性
炎症性脱髄性多発神経炎の治療剤であって、in vitroま
たはin vivoにてペンタペプチドQYNADの活性を中和でき
るアンチセンス核酸もしくはその断片、このアンチセン
ス核酸を適切な製薬用希釈剤、賦形剤および／もしくは
担体と組み合わせて含む医薬組成物、またはアミノ酸配
列QYNADを含むポリペプチド配列に対して調製した抗体
を含む上記治療剤を提供する。
【００１７】さらにまた、本発明は、上記の核酸分子ま
たはその断片を不溶性支持体（例えば、膜、フィルタ
ー、チップ、紙、スライドグラスなど）に固定した製品
に関する。
【００１８】本発明はまた、神経障害を検出するための
診断キットであって、QYNADを含むポリペプチドをコー
ドするセンス核酸とハイブリダイズできる少なくとも１
種のアンチセンス核酸または上記の抗体を含む該診断キ
ットを提供する。
【００１９】特に、本発明は、神経障害を検出するため
のキットであって、不溶性支持体（好ましくはチップ）
と、QYNADを含むポリペプチドもしくはその断片をコー
ドするセンス核酸もしくはポリヌクレオチドとハイブリ
ダイズできる少なくとも１種のアンチセンス核酸とを含
む該キットを提供する。
【００２０】本発明はまた、核酸を含むサンプル中で、
アミノ酸配列QYNADを含むポリペプチドをコードする核
酸分子またはポリヌクレオチドを検出する方法であっ
て、
（Ａ）ポリヌクレオチドを、アミノ酸配列QYNADを含む
ポリペプチドをコードするサンプルの核酸分子とハイブ
リダイズさせて、ハイブリダイゼーション複合体を形成
し；
（Ｂ）該ハイブリダイゼーション複合体を検出し、但し
ここで、該ハイブリダイゼーション複合体の存在は、サ
ンプル中でのアミノ酸配列QYNADを含むポリペプチドを
コードするポリヌクレオチドの存在と相互に関連してい
る工程を含む上記方法を包含する。この方法において、
ハイブリダイゼーション工程を行う前に、サンプル中の
核酸を増幅するとよく、また、サンプルの核酸分子とハ
イブリダイズさせるポリヌクレオチドは不溶性支持体に
固定されているとよい。
【００２１】次に、本発明は更に、本発明の核酸分子の
いずれかの、分子もしくは化合物のライブラリー（例え
ば、哺乳動物のライブラリー）をスクリーニングしてこ
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7
の核酸分子に特異的に結合する少なくとも１種の分子も
しくは化合物を同定するための使用方法であって、
（Ａ）本発明による核酸分子を、特異的結合を可能にす
る条件下で、分子もしくは化合物のライブラリーと混
ぜ；
（Ｂ）特異的結合を検出して、該核酸と特異的に結合す
る分子もしくは化合物を同定する工程を含む上記方法を
包含する。
【００２２】本発明は、配列番号８のアミノ酸配列を含
むポリペプチドの、分子もしくは化合物のライブラリー
（例えば、ペプチド、薬剤、免疫グロブリン、結合試
薬、Fab発現分子、抗体、試験化合物などのライブラリ
ー）をスクリーニングしてこのポリペプチドに特異的に
結合する少なくとも１種の分子もしくは化合物を同定す
るための使用方法であって、
（Ａ）配列番号８のアミノ酸配列を含むポリペプチド
を、特異的結合を可能にする条件下で、分子もしくは化
合物のライブラリーと混ぜ；
（Ｂ）特異的結合を検出して、該ポリペプチドと特異的
に結合する分子もしくは化合物を同定する工程を含む上
記方法を包含する。
【００２３】本発明は、容器に本発明の核酸分子（例え
ば、上記の核酸ａ）～ｆ）のいずれか１つにハイブリダ
イズする核酸分子）と抗体（すなわち、上記の核酸ａ）
～ｆ）のいずれか１つによりコードされたポリペプチド
または該ポリペプチドの断片に対して調製した抗体）と
を含んでなる、神経障害を検出するための診断キットを
包含する。
【００２４】本発明は、上記の核酸ａ）～ｆ）のいずれ
か１つにハイブリダイズする核酸分子またはその断片を
含む、神経障害（例えば、多発性硬化症、ギヤンーバレ
ー症候群、慢性炎症性脱髄性多発神経炎など）の診断剤
を包含する。
【００２５】本発明の神経障害診断剤を用いて神経障害
を診断する方法は、
ａ）被験体の組織サンプルまたは細胞培養物サンプルか
ら核酸を得て；
ｂ）工程ａ）で得た核酸を、不溶性支持体に固定した上
記の核酸ａ）～ｆ）のいずれか１つにハイブリダイズす
る核酸分子またはその断片を含む製品と接触させ；
ｃ）該製品に固定した核酸と特異的に結合する該組織サ
ンプルまたは細胞培養物からの核酸の量を測定し；
ｄ）製品に固定した核酸と特異的に結合する該組織サン
プルまたは細胞培養物からの核酸の量から神経疾患を診
断し、但し、核酸の量が正常値を上回っていれば神経疾
患があることを示す工程を含むとよい。
【００２６】本発明は、不溶性支持体に固定した本発明
の抗体を含む製品を包含する。
【００２７】本発明は、本発明の抗体または不溶性支持
体に固定した本発明の抗体を含む製品を含む、神経障害
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（例えば、多発性硬化症、ギヤンーバレー症候群、慢性
炎症性脱髄性多発神経炎など）の診断剤を包含する。
【００２８】本発明の神経障害診断剤を用いて神経障害
を診断する方法は、
ａ）被験体から組織または培養細胞のサンプルを得て；
ｂ）工程ａ）で得たサンプルのタンパク質を不溶性支持
体に固定した本発明の抗体を含む製品と接触させ；
ｃ）該製品に固定した抗体と特異的に結合する該組織サ
ンプルまたは細胞培養物からのタンパク質の量を測定
し；
ｄ）該製品に固定した抗体と特異的に結合する該組織サ
ンプルまたは細胞培養物からのタンパク質の量から神経
疾患を診断し、但し、タンパク質の量が正常値を上回っ
ていれば神経障害があることを示す工程を含むとよい。
【００２９】神経障害が多発性硬化症またはギヤンーバ
レー症候群である場合には、正常な結合タンパク質の量
は、例えば、脳脊髄液中で10μMの濃度である。
【００３０】本発明は、配列番号２、配列番号４または
配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチドを含む、単離された核酸を包含
する。
【００３１】本発明は、上記の核酸ａ）～ｆ）のいずれ
か１つに完全に相補的である、単離された核酸も包含す
る。
【００３２】
【発明の実施の形態】本発明は、配列QYNAD（配列番号
８）を含む、または該配列を有するポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチド（配列番号７）を含む核酸分子
（配列番号１、配列番号３、配列番号５）を提供する。
本発明による核酸分子は、配列番号２、配列番号４また
は配列番号６の配列のいずれか１つを有するポリペプチ
ドをコードするポリヌクレオチドを含む単離された核酸
分子である。
【００３３】本発明の核酸分子（配列番号１、３および
５）は、「アンキリンリピート（ankyrin repeat）」
（AKN）として同定された少なくとも１つの構造を含ん
でいる。AKNリピートは、タンパク質中に存在するモチ
ーフ配列であり、様々な生物学的活性に関連すると考え
られる。ポリペプチド中のAKNリピートは、Sedgwickお
よびSmerdon, 1999, TIBS, 24:311-316に記載されてい
るような特定の構造であると考えられている。本発明に
よる核酸によりコードされたポリペプチドのAKNリピー
トの１つは、ペンタペプチドQYNAD（配列番号８）を含
んでいる。
【００３４】したがって、本発明はまた、ペンタペプチ
ド配列QYNAD（配列番号８）をコードする核酸分子（配
列番号７）を包含する。
【００３５】したがって、本発明による単離された核酸
分子は、
（ａ）配列番号２、配列番号４または配列番号６の配列
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を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配
列；
（ｂ）配列番号８のペプチド配列を含むポリペプチドを
コードするポリヌクレオチド配列；
（ｃ）配列番号１、配列番号３または配列番号５の配列
を有するポリヌクレオチド；
（ｄ）配列番号７の配列を含むポリヌクレオチド配列；
（ｅ）配列番号７の配列を有する核酸分子；
（ｆ）配列番号８のペンタペプチドをコードする核酸分
子；または
（ｇ）配列番号２、配列番号４または配列番号６の配列
のポリペプチドをコードする核酸分子を含むものとして
規定できる。
【００３６】本発明はまた、ａ）～ｇ）の核酸のいずれ
か１つに相補的なポリヌクレオチド配列を含むアンチセ
ンス核酸分子を包含する。好ましくは、このアンチセン
ス核酸分子は、ａ）～ｇ）の核酸のいずれか１つに完全
に相補的である。本明細書中で用いられる「相補的」ま
たは「相補性」なる用語は、許容される塩および温度の
条件下での塩基対合による核酸同士またはポリヌクレオ
チド同士の自然の結合を意味する。例えば、配列「A-G-
T」は、相補的な配列「T-C-A」に結合する。２本の一本
鎖分子間の相補性は、核酸のうちの何個かだけが結合す
るような「部分的」なものであってもよいし、それら一
本鎖分子の間に全面的な相補性が存在するような「完
全」なものであってもよい。核酸鎖間の相補性の程度
は、該核酸鎖間のハイブリダイゼーションの効率および
強度に有意に影響を及ぼす。
【００３７】本発明また、ａ）～ｇ）の核酸のいずれか
１つにハイブリダイズするポリヌクレオチド配列を含む
アンチセンス核酸分子を包含する。
【００３８】本明細書中で用いられる「ハイブリダイゼ
ーション」なる用語は、核酸の鎖が相補的な鎖と塩基対
合により結合する任意のプロセスを意味する。
【００３９】特に、ハイブリダイゼーションは、好まし
くは、「ストリンジェントな条件」下で行われる。本明
細書中で用いられる「ストリンジェントな条件」なる用
語は、アンチセンス核酸配列とセンス核酸ａ）～ｇ）の
中のいずれか１つとのハイブリダイゼーションを可能に
する条件を意味する。適当にストリンジェントな条件
は、例えば、プレハイブリダイゼーション溶液中および
ハイブリダイゼーション溶液中の塩もしくはホルムアミ
ドの濃度、またはハイブリダイゼーション温度により規
定することができ、当技術分野で周知である。特に、ス
トリンジェンシーは、塩の濃度を低下させること、ホル
ムアミドの濃度を増大させること、またはハイブリダイ
ゼーション温度を上げることにより増大させることがで
きる。
【００４０】例えば、高ストリンジェンシー条件下での
ハイブリダイゼーションは、約50％のホルムアミド中で
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約37～42℃にて起こり得る。ハイブリダイゼーション
は、約35％～25％のホルムアミド中で約30～35℃という
低いストリンジェンシー条件下で起こり得る。特に、ハ
イブリダイゼーションは、42℃にて50％のホルムアミ
ド、５×SSPE、0.3％のSDSならびに200g/mlの剪断およ
び変性サケ精子DNA中という高ストリンジェンシー条件
下で起こり得る。ハイブリダイゼーションは、上記のよ
うな低いストリンジェンシー条件下で起こってもよい
が、35％ホルムアミド中で35℃の低温にて起こってもよ
い。特定のストリンジェンシーレベルに対応する温度範
囲は、目的とする核酸のプリン対ピリミジン比を算定
し、それに従って温度を調整することにより、更に狭め
ることができる。上記の範囲および条件のバリエーショ
ンは、当技術分野では周知である。
【００４１】したがって、本発明はまた、少なくとも配
列番号８のペプチドをコードする核酸分子もしくはポリ
ヌクレオチドと相補的な、または該核酸分子もしくはポ
リヌクレオチドに（好ましくはストリンジェントな条件
下で）ハイブリダイズするアンチセンス核酸分子に関す
る。
【００４２】本発明による核酸分子、オリゴヌクレオチ
ドまたはポリヌクレオチドは、センスおよびアンチセン
スの両者とも、DNAであっても、RNAであっても、ペプチ
ド核酸（PNA）であってもよい。また、この定義に含ま
れるものは、任意の核酸分子、オリゴヌクレオチドまた
はポリヌクレオチド誘導体であり、例えば、米国特許商
標庁のユーザーマニュアル、パテントイン（Patentin）
バージョン2.1の 表13-3またはWIPO規格ST.25（199
8）、追補２、表２に掲載されている修飾塩基を有する
ものが挙げられる。
【００４３】本発明による核酸分子またはポリヌクレオ
チドは、ポリペプチドの調製に使用できる。したがっ
て、本発明はまた、核酸分子ａ）～ｇ）のいずれか１つ
によりコードされたポリペプチド、またはセンス核酸
ａ）～ｇ）のいずれか１つと相補的な、もしくはそれと
ハイブリダイズするアンチセンス核酸によりコードされ
たポリペプチドの調製方法であって、この核酸分子もし
くはポリヌクレオチドをベクターに挿入することにより
組換えベクターを作製し、該組換えベクターを培養宿主
細胞に導入し、該ポリペプチドの発現に適する条件下で
該宿主細胞を培養し、コードされたポリペプチドを回収
することを含む該方法を包含する。
【００４４】このポリペプチドの発現方法は、当技術分
野で公知であるいずれの方法により行ってもよい。これ
らの方法としては、in vitro組換えDNA法、合成法、お
よびin vivo遺伝子組換えが挙げられる。そのような技
法は、Sambrook, J.ら（1989;Molecular Cloning, A La
boratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainvi
ew, N.Y.）ならびにCurrent Protocols in Molecular B
iology, 第2巻, 第16章全体, 「Protein Expression」,



(7) 特開２００２－３６０２７４

10

20

30

40

50

11
 1997年編, John Wiley & Sons, Inc, New York, N.Y.
に記載されている。
【００４５】本発明はまた、このポリペプチドの発現方
法に適するベクターおよび宿主に関する。本発明による
ポリペプチドをコードする配列を担持し発現するため
に、種々の発現ベクター／宿主系が利用可能である。こ
れらとしては、限定されるものではないが、組換えバク
テリオファージ、プラスミドまたはコスミドDNA発現ベ
クターで形質転換した細菌などの微生物；酵母発現ベク
ターで形質転換した酵母；ウイルス発現ベクター（例え
ばバキュロウイルス）に感染させた昆虫細胞系；ウイル
ス発現ベクター［例えばカリフラワーモザイクウイルス
（CaMV）もしくはタバコモザイクウイルス（TMV）］ま
たは細菌発現ベクター（例えばTiもしくはpBR322プラス
ミド）で形質転換した植物細胞系；または動物細胞系が
挙げられる。本発明は、用いる宿主細胞により限定され
ない。
【００４６】適切なベクターは、例えば、Current Prot
ocols（前掲）の第16.3.2章に記載されている。
【００４７】細菌系では、本発明によるポリペプチドの
目的とする用途に応じて、多くの発現ベクターを選択で
きる。例えば、抗体を誘導するために大量のポリペプチ
ドが必要である場合には、容易に精製される融合タンパ
ク質の高い発現レベルを誘導するベクターを使用すると
よい。そのようなベクターとしては、限定されるもので
はないが、多機能性大腸菌クローニングおよび発現ベク
ター、例えばBLUESCRIPT（Stratagene）（本発明のポリ
ペプチドをコードする配列が、このベクターに、アミノ
末端Metの配列およびそれに続く７残基からなるβ-ガラ
クトシダーゼの配列と同じ読み枠で連結されて、ハイブ
リッドタンパク質が生成されるようにできるもの）や、
pINベクター（Van Heeke, G.およびS.M. Schuster (198
9) J. Biol. Chem. 264:5503-5509）などが挙げられ
る。外来ポリペプチドをグルタチオンS-トランスフェラ
ーゼ（GST）との融合タンパク質として発現させるため
に、pGEXベクター（Promega, Madison, Wis.）を使用し
てもよい。
【００４８】酵母サッカロミセス・セレビシエ（Saccha
romyces cerevisiae）では、α因子、アルコールオキシ
ダーゼおよびPGHなどの構成的もしくは誘導的プロモー
ターを含む多くのベクターが使用できる。概説として、
Ausubel（前掲）およびGrantら（1987; Methods Enzymo
l. 153:516-544）を参照されたい。
【００４９】上記の宿主細胞は、上記ポリペプチド発現
方法に適するいずれの細菌性もしくは原核性の宿主細胞
であってもよく、例えば、Current Protocols（前掲）
の第16.9～16.20章に記載されているものが挙げられ
る。特に好適なものは、チャイニーズハムスター卵巣
（CHO）細胞ならびに繊維芽細胞などのヒト細胞であ
る。
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【００５０】加えて、宿主細胞株は、挿入した配列の発
現をモジュレートする、または発現されたポリペプチド
が目的の修飾を持つように処理するその能力について選
択してもよい。そのようなポリペプチドの修飾として
は、限定されるものではないが、アセチル化、カルボキ
シル化、グリコシル化、リン酸化、脂質化およびアシル
化が挙げられる。また、タンパク質の「プレプロ」体を
切断する翻訳後プロセッシングも、正確な挿入、ホール
ディングおよび／または機能を促進するのに使用でき
る。特定の細胞機構および翻訳後活性についての特徴的
な機構を持つ別の宿主細胞（例えばCHO、HeLa、MDCK、H
EK293およびWI38）は、アメリカン・タイプ・カルチャ
ー・コレクション（ATCC, Bethesda, Md.）から入手可
能であり、外来タンパク質の正確な修飾およびプロセッ
シングを確実にするのに選択できる。
【００５１】上記の技術分野の現状のセクションで述べ
たように、Waxman S.G., 2000年７月, Nature Medicin
e, 第6巻, 第７号, 738-739およびBrinkmeierら, 2000
年７月, Nature Medicine, 第6巻, 第７号, 808-811に
より報告されているように、ペンタペプチドQYNADはナ
トリウムチャンネルの活性に関与しており、したがって
幾つかの神経障害、例えば多発性硬化症（MS）、ギヤン
ーバレー症候群（GBS）および慢性炎症性脱髄性多発神経
炎と関連している。
【００５２】本発明はまた、上記のようなａ）～ｇ）の
核酸またはポリヌクレオチドのいずれか１つに相補的
な、好ましくは完全に相補的なアンチセンス核酸分子を
包含する。本発明はまた、上記のようなａ）～ｇ）の核
酸またはポリヌクレオチドのいずれか１つとハイブリダ
イズする、好ましくはストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズする核酸を包含する。かかる相補的またはハ
イブリダイズ可能な核酸は、特に神経障害の治療、例え
ば上記で記載した障害の治療に有用である。
【００５３】したがって、本発明は、ａ）～ｇ）のセン
ス核酸の核酸によりコードされたポリペプチドまたはそ
の断片を包含する。このポリペプチドまたはその断片
は、神経障害の治療法において有用である。
【００５４】本発明はまた、ａ）～ｇ）のセンス核酸の
いずれか１つに相補的である、もしくはそれにハイブリ
ダイズするアンチセンス核酸またはその断片を、適切な
製薬用希釈剤、賦形剤および／もしくは担体と組み合わ
せて含む医薬組成物を包含する。
【００５５】本発明はまた、ａ）～ｇ）の核酸もしくは
ポリヌクレオチドのいずれか１つによりコードされたポ
リペプチドに対して調製した抗体、またはその断片を包
含する。
【００５６】この抗体は、神経障害の治療法において有
用であり、例えば診断キットの作製や、QYNADを特異的
に結合するメンバーを同定するための薬剤のライブラリ
ーのスクリーニングに有用である。また、QYNADを含む
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13
ポリペプチドまたはペンタペプチドQYNADに対する抗体
も、当技術分野で周知の方法を用いて作製できる。その
ような抗体としては、限定されるものではないが、ポリ
クローナル、モノクローナル、キメラおよび一本鎖抗
体、Fab断片、ならびにFab発現ライブラリーにより生じ
る断片が挙げられる。
【００５７】抗体を作製するためには、ヤギ、ウサギ、
ラット、マウス、ヒトなどの種々の宿主を、QYNADを含
むポリペプチドまたはペンタペプチドQYNADの注射によ
り免疫すればよい。
【００５８】QYNADを含むポリペプチドまたはペンタペ
プチドQYNADに対するモノクローナル抗体は、培養下の
連続細胞系により抗体分子の生成をもたらすいずれの技
法を用いて調製してもよい。これらの技法としては、限
定されるものではないが、ハイブリドーマ法、ヒトＢ細
胞ハイブリドーマ法、およびEBV-ハイブリドーマ法［Ko
hler, G.ら, (1975), Nature 256:495-497；Kozbor, D.
ら, (1985), J. Immunol. Methods 81:31-42；Cote, R.
J.ら, (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. 80:2026-2030；
およびCole, S.P.ら, 1984, Mol. Cell Biol., 62:109-
120］が挙げられる。
【００５９】加えて、「キメラ抗体」の作製用に開発さ
れた技法、例えばマウス抗体遺伝子をヒト抗体遺伝子へ
とスプライシングして適当な抗原特異性および生物学的
活性を持つ分子を得る方法が使用できる（Morrison, S.
L.ら, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., 81:6851-6855；
Neuberger, M.S.ら, 1984, Nature, 312:604-608；およ
びTakeda, S.ら, 1985, Nature, 314:452-454）。ある
いはまた、当技術分野で公知の方法を用い、一本鎖抗体
の作製のために記載されている技法を適用して、QYNAD
特異的一本鎖抗体を作製してもよい。関連する特異性を
持つがイディオタイプ組成が異なる抗体は、無作為なコ
ンビナトリアル免疫グロブリンライブラリーからチェー
ンシャッフリングにより作製できる（Burton D.R., 199
1, Proc.Natl. Acad. Sci., 88:11120-11123）。
【００６０】また、抗体は、文献（Orlandi, R.ら, 198
9, Proc. Natl. Acad. Sci. 86:3833-3837およびWinte
r, G.ら, 1991, Nature, 349:293-299）に開示されてい
るように、リンパ球集団においてin vivo生成を誘導す
ることにより、または免疫グロブリンライブラリーもし
くは高度に特異的な結合試薬のパネルをスクリーニング
することにより、作製することもできる。
【００６１】QYNADに対する特異的結合部位を含む抗体
断片を作製してもよい。例えば、そのような断片として
は、限定されるものではないが、抗体分子のペプシン消
化により作製されるF(ab’)2断片、およびF(ab)2断片の
ジスルフィド結合を還元することにより作製されるFab
断片が挙げられる。あるいはまた、Fab発現ライブラリ
ーを構築して、目的の特異性を持つモノクローナルFab
断片を迅速かつ容易に同定できるようにしてもよい［Hu
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se, W.D.ら, (1989) Science 254:1275-1281］。
【００６２】目的の特異性を持つ抗体を同定するための
スクリーニングには、種々のイムノアッセイを用いるこ
とができる。確立した特異性を持つポリクローナル抗体
またはモノクローナル抗体のいずれかを用いる競合的結
合アッセイまたは免疫放射定量アッセイのための多くの
プロトコールが当技術分野で周知である。そのような免
疫アッセイは、典型的には、QYNADを含むポリペプチド
もしくはペンタペプチドQYNADとその特異的抗体との複
合体形成の測定を含む。２つの非干渉性QYNADエピトー
プに反応性であるモノクローナル抗体を利用する２部位
（two-site）でのモノクローナルベースの免疫アッセイ
が好ましいが、競合的結合アッセイを用いてもよい（Ma
ddoxら, 1983, J. Exp. Med., 158:1211-1216）。
【００６３】本発明の別の実施形態では、センス核酸
ａ）～ｇ）のいずれか１つ（QYNADを含むポリペプチド
もしくはペンタペプチドQYNADをコードするもの）に相
補的である、またはそれにハイブリダイズする核酸もし
くはポリヌクレオチドが、治療の目的で使用できる。例
えば、mRNAの転写を遮断することが望まれる場合が挙げ
られる。特に、細胞は、QYNADをコードする核酸に相補
的であるか、またはそれにハイブリダイズする配列によ
り形質転換できる。したがって、これらの相補的な、ま
たはハイブリダイズする分子は、QYNAD活性をモジュレ
ートしたり遺伝子機能の調節を行うのに使用できる。そ
のような技法は現在では当技術分野で周知であり、アン
チセンスオリゴヌクレオチドまたは大きめの断片は、QY
NADをコードする配列のコード領域もしくは調節領域に
沿って様々な位置から設計できる。
【００６４】したがって、本発明は、神経障害の治療剤
であって、被験体に、治療上有効な用量のアンチセンス
核酸、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチドもしくは
それらの断片か、このアンチセンス核酸、オリゴヌクレ
オチド、ポリヌクレオチドもしくはそれらの断片を適切
な製薬用希釈剤、賦形剤および／もしくは担体と組み合
わせて含む医薬組成物か、または上記で開示したような
抗体を含む該治療剤に関する。特に、この治療剤におい
て、上記障害はナトリウムチャンネルの活性に関連する
障害である。好ましくは、上記障害は、多発性硬化症
（MS）、ギヤンーバレー症候群（GBS）または慢性炎症性
脱髄性多発神経炎である。
【００６５】治療効果および毒性は、細胞培養物におけ
る標準的な薬学的手順により、または実験動物を用いて
求めることができ、例えば、ED50（集団の50％において
治療上有効である用量）またはLD50（集団の50％に対し
て致死的である用量）の統計値を算定することが挙げら
れる。治療的作用と毒性作用との用量比は治療指数であ
り、それはED50／LD50比として表わすことができる。
【００６６】本発明は更に、上記で規定したような神経
障害を検出するための診断キットであって、本発明によ
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るアンチセンス核酸もしくはポリヌクレオチドまたはそ
れらの断片、ならびに／または上記のような抗体を含む
該診断キットを提供する。
【００６７】好ましくは、本発明によるキットは、固定
および／または整列させてある本発明による少なくとも
１種のアンチセンス核酸分子を含む不溶性支持体を含
む。この不溶性支持体は、例えば、膜、フィルター、チ
ップ、紙、スライドグラスとすることができる。
【００６８】本発明によるアンチセンス核酸分子は、標
準的な技法に従って不溶性支持体（好ましくはチップ支
持体）に固定でき、例えば、米国特許第5,837,832号に
記載のようにしてチップ上で合成されるか、欧州特許第
1041160号に記載のようにして調製した後でチップ上に
固定される。本発明によるアンチセンス核酸は、チップ
支持体に直接固定してもよいし、スペーサーまたはリン
カー配列により固定してもよい。
【００６９】本発明はまた、本発明による任意のセンス
および／またはアンチセンス核酸を含む不溶性支持体を
包含する。本発明による不溶性支持体は、いずれの適切
な形状であってもよく、例えばビーズ、シリンジ、毛細
管、チューブ、プレートが挙げられる。この不溶性支持
体は、好ましくはチップである（米国特許第5,525,464
号）。
【００７０】したがって、本発明はまた、上記で開示し
たような不溶性支持体の使用を含んでなる、上記で規定
するような神経障害の検出方法に関する。
【００７１】更に、本発明は、核酸を含むサンプル中
で、QYNAD（配列番号８）のアミノ酸配列を含むポリペ
プチドをコードする核酸またはポリヌクレオチドを検出
する方法であって、
（Ａ）アンチセンス核酸またはポリヌクレオチドを、配
列番号８のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードす
るサンプルのセンス核酸にハイブリダイズさせて、ハイ
ブリダイゼーション複合体を形成し；
（Ｂ）該ハイブリダイゼーション複合体を検出し、但し
ここで、該ハイブリダイゼーション複合体の存在は、サ
ンプル中での配列番号８のアミノ酸配列を含むポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドの存在と相互に関連
している工程を含む上記方法を包含する。
【００７２】好ましくは、上記の方法において、サンプ
ルの核酸は、ハイブリダイゼーション工程の前に増幅す
る。
【００７３】増幅は、当技術分野で公知の増幅方法のい
ずれか１つに従って行うことができ、好ましくは、増幅
は、当技術分野で周知のポリメラーゼ連鎖反応（PCR）
技術を用いて行われる。［例えば、Dieffenbach, C.W.
およびG.S.Dveksler (1995) PCR Primer, a Laboratory
 Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y.
を参照されたい。）本発明はまた、本発明による任意の
センスまたはアンチセンス核酸またはポリヌクレオチド
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の、分子もしくは化合物のライブラリーをスクリーニン
グしてこの核酸に特異的に結合する少なくとも１種の分
子もしくは化合物を同定するための使用方法であって、
（Ａ）本発明による任意のセンスまたはアンチセンス核
酸またはポリヌクレオチドを、特異的結合を可能にする
条件下で、分子もしくは化合物のライブラリーと混ぜ；
（Ｂ）特異的結合を検出して、該核酸と特異的に結合す
る分子もしくは化合物を同定する工程を含む上記方法を
包含する。
【００７４】特に、上記のライブラリーは、哺乳類生物
から選ばれるライブラリーである。
【００７５】更に、本発明は、配列番号８のアミノ酸配
列を含むポリペプチドまたは配列番号８のペンタペプチ
ドの、分子もしくは化合物のライブラリーをスクリーニ
ングして、このポリペプチドに特異的に結合する少なく
とも１種の分子もしくは化合物を同定するための使用方
法であって、
（Ａ）配列番号８のアミノ酸配列を含むポリペプチドま
たは配列番号８のペンタペプチドを、特異的結合を可能
にする条件下で、分子もしくは化合物のライブラリーと
混ぜ；
（Ｂ）特異的結合を検出して、該ポリペプチドと特異的
に結合する分子もしくは化合物を同定する工程を含む上
記方法を包含する。
【００７６】特に、このライブラリーは、ペプチド、薬
剤、免疫グロブリン、結合試薬、Fab発現分子、抗体お
よび小さな有機化合物から選ばれる。
【００７７】本発明を、以下の実施例を参照しながら、
更に詳細に説明する。
【００７８】
【実施例】実施例１
RNAの調製
ハツカネズミの精巣組織のスライス（0.5～１ｇ）を10m
lのＤ溶液（Chomczynski, P.およびSacchi, N., 1987, 
Annal. Biochem., 162:156-159）中でホモジナイズし、
１mlの２M酢酸ナトリウム（pH 4.0）および同量のフェ
ノール／クロロホルムの混合物（容量比５：１）で抽出
した。抽出後、同容量のイソプロパノールを水層に添加
してRNAを沈殿させた。このサンプルを氷上で１時間イ
ンキュベートし、冷却しながら4000rpmで15分間遠心分
離して、沈殿物を回収した。この沈殿物を70％エタノー
ルで洗浄し、８mlの水に溶解した。２mlの５M NaClと、
１％CTAB（臭化セチルトリメチルアンモニウム）、４M
尿素および50mM Trisを含有する水溶液（pH 7.0）16ml
とを添加することにより、RNAを沈殿させ、多糖（溶解
性で沈殿しない）を除去した（CTAB沈殿物）。4000rpm
で室温にて15分間にわたり遠心分離した後、RNAを４ml
の７Mグアニジン-Cl中に溶解した。次に、この溶液に２
倍量のエタノールを添加し、氷上で１時間インキュベー
トし、4000rpmで15分間にわたり遠心分離した。得られ
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た沈殿物を70％エタノールで洗浄して回収した。この沈
殿物を、再度水に溶解し、OD比260／280（＞1.8）およ
び230／260（＜0.45）を測定することによりRNAの純度
を求めた。
cDNAの合成
このRNA ５～10μg、BamHIおよびSstI制限部位を含む第
1鎖プライマー［5’-(GA)

5
-AGGATCCAAGAGCTC(T)

16
VN-

3’］（配列番号９、「V」はG、CまたはA）５μg、なら
びに80％グリセロール11.2μlを混ぜて全容量を24μlと
した。このRNA-プライマー混合物を65℃で10分間変性さ
せた。これと平行して、18.2μlの５×第1鎖合成緩衝
液、9.1μlの0.1M DTT、6.0μlの10mMの（各）ｄTTP、d
GTP、dATPおよび5-メチル-dCTP（dCTPの代わり）、29.6
μlの飽和トレハロース（約80％、低い金属含有量；Flu
ka Biochemika）、ならびに10.0μlのSuperscript II逆
転写酵素（200U/μl）を混ぜて、最終容量を76μlとし
た。第３の試験管に1.0μlの[α-32P]dGTPを入れた。mR
NA、グリセロールおよびプライマーを氷上で、Superscr
iptを含む溶液と混合し、アリコート（20％）を[α-
32P]dGTPを含む試験管に速やかに添加した。第1鎖cDNA
の合成は、覆い（lid）を加熱したサーマルサイクラー
（例えばMJ Research）内で、次のプログラムに従って
行った：ステップ１、45℃で２分；ステップ２、勾配ア
ニーリング：１分かけて35℃まで冷却；ステップ３、完
全なアニーリング：35℃で２分；ステップ４、50℃で５
分；ステップ５、0.1℃／秒で60℃まで昇温；ステップ
６、55℃で２分；ステップ７、60℃で２分；ステップ
８、ステップ６に戻り、更に10サイクル。放射能の取込
みから、cDNAの収量を見積もった（CarninciおよびHaya
shizaki, 1999, Methods in Enzymology, 第303巻:19-4
4）。cDNAをプロティナーゼＫで処理し、フェノール／
クロロホルムおよびクロロホルムで抽出し、塩として酢
酸アンモニウムを用いてエタノール沈殿させた（Carnin
ciおよびHayashizaki, 1999）。
mRNAのビオチン化
ビオチン化する前に、再懸濁したmRNA／第1鎖cDNAハイ
ブリッド、66mMの酢酸ナトリウム（pH 4.5）および５mM
のNaIO

4
を含む最終容量50μl中で、ｍRNAのキャップな

らびに3’末端のジオール基を酸化した。サンプルを暗
所にて氷上で45分間インキュベートした。次に、0.5μl
の10％SDS、11μlの５M NaClおよび61μlのイソプロパ
ノールを添加することにより、mRNA／cDNAハイブリッド
を沈殿させた。暗所にて氷上で45分間、または－20～－
80℃にて30分間インキュベートした後、サンプルを15,0
00rpmで10分間遠心分離した。最後に、mRNA／cDNAハイ
ブリッドを70％エタノールで２回濯ぎ、50μlの水に再
懸濁した。続いて、５μlの１M酢酸ナトリウム（pH 6.
1）、５μlの10％SDSおよび150μlの10mMビオチンヒド
ラジド・ロングアーム（Vector Biosystem）を添加する
ことにより、キャップをビオチン化した（最終容量は21
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0μl）。
【００７９】室温（22～26℃）で一夜（10～16時間）イ
ンキュベートした後、75μlの１M酢酸ナトリウム（pH 
6.1）、５μlの５M NaClおよび750μlの無水エタノール
を添加することによりmRNA／cDNAハイブリッドを沈殿さ
せ、氷上で１時間または－20～－80℃で30分間インキュ
ベートした。15,000rpmで10分間遠心分離することによ
りmRNA／cDNAハイブリッドをペレット化し、次に、この
ペレットを70％エタノールで１回、80％エタノールで１
回洗浄した。mRNA／cDNAハイブリッドを70μlの0.1×TE
［１mM Tris（pH 7.5）、0.1mM EDTA］に再懸濁した。
全長cDNAの捕捉および切離し
50μlのMPG-ストレプトアビジンビーズおよび100μgのD
NA不含tRNAを混ぜ、この混合物を時々混合しながら氷上
で30分間インキュベートした。ビーズは３分間マグネチ
ックスタンドを用いて分離し、上清を除去した。次に、
ビーズを500μlの洗浄／結合溶液（２M NaCl、50mM EDT
A、pH 8.0）で３回洗浄した。
【００８０】同時に、製造元により提供された緩衝液に
加えたmRNA／cDNAハイブリッドサンプルに、最初のmRNA
のμg当たり１ユニットのRNase I（Promega）を添加し
（最終容量は200μl）、このサンプルを37℃で15分間イ
ンキュベートした。反応を停止させるために、サンプル
を氷上に置き、100μgのtRNAおよび100μgの５M NaClを
添加した。全コード／全長mRNA／cDNAハイブリッドを捕
捉するために、ビオチン化しRNase I処理したmRNA／cDN
Aと、洗浄したビーズとを混ぜ、それらを400μlの洗浄
／結合溶液に再懸濁した。混合した後、試験管を室温で
30分間にわたり穏やかに回した。ビーズ上には全コード
／全長cDNAが残り、短くなったcDNAは残らなかった。マ
グネチックスターラーでビーズを上清から分離した。こ
のビーズを穏やかに洗浄して、非特異的に吸着したcDNA
を除去した（洗浄／結合溶液で２回、0.4％SDS、50μg/
ml tRNAで１回、10mM Tris-HCl（pH 7.5）、0.2mM EDT
A、40μg/ml tRNA、10mM NaClおよび20％グリセロール
で１回、そしてtRNAの50μg/ml水溶液で１回洗浄）。
【００８１】50μlの50mM NaOH、５mM EDTAを添加し、
時々混合しながら室温で10分間インキュベートすること
により、cDNAをビーズから切り離した。次に、このビー
ズを磁気的に除去し、溶出したcDNAを氷上で、50μlの
１M Tris-HCl（pH 7.5）を含む試験管に移した。溶出サ
イクルは、50mM NaOH、５mM EDTAの50μlアリコート
で、ビーズからcDNAの大部分（小型モニターで放射能を
モニターすることにより測定した場合に、80～90％）を
回収するまで１回または２回繰り返した。
【００８２】後でビオチン化RNAドライバーに干渉する
可能性のある微量のRNAを除去するために、回収したcDN
Aに、氷上で、素早く100μlの１M Tris-HCl（pH 7.0）
および１μlのRNase I（10U/μl）を添加した。次に、
そのサンプルを37℃で10分間インキュベートした。cDNA
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をプロティナーゼＫで処理し、フェノール／クロロホル
ムで抽出し、逆抽出した。次に、２～３μgのグリコー
ゲンを添加し、サンプルをシリコン処理試験管内でエタ
ノール沈殿させた。あるいはまた、サンプルは、Microc
on 100（Millipore）による2000rpmで40～60分間の限外
濾過１ラウンドを用いて濃縮してもよい。エタノール沈
殿させたら、cDNAは、20μlの0.1×TE中に再溶解させる
ことができる。この実験では、RNase H消化は行わなか
った。第2鎖の変性および加水分解は、NaOHによる加水
分解により行った。
cDNAのCL-4Bスピン-カラム分画
上記のcDNAサンプルを、CL-4Bクロマトグラフィー（Car
ninciおよびHayashizaki, 1999, Methods Enzymol, 30
3, 1-44）およびS-400スピンカラム（Amersham-Pharmac
ia）により、基本的には製造元により説明されているよ
うにして処理した。
第1鎖cDNAのオリゴ-dGテイリング
上記のcDNAサンプル、５μlの10×TdT緩衝液［２Mカコ
ジル酸カリウム(pH 7.2)、10mM MgCl

2
、10mM 2-メルカ

プトエタノール］、５μlの50μM dGTP、５μlの10mM C
oCl

2
および40Uのターミナルデオキシヌクレオチジルト

ランスフェラーゼを混ぜて、最終容量を50μlとした。
サンプルを37℃で30分間インキュベートした。最後に、
20mMのEDTAで反応を停止させ、cDNAをプロティナーゼＫ
で処理し、フェノール／クロロホルムで抽出し、エタノ
ール沈殿させた。最後に、サンプルをTE［10mM Tris(pH
 7.5～8.0)、EDTA １mM］に再溶解させた。記載されて
いるようにして（CarninciおよびHayashizaki, 1999）
テイル部の長さを調べ、その後、このcDNAを、ライブラ
リーのチェックに用いるための第2鎖の合成（後記を参
照）に用いるか、または標準化／サブトラクションに処
した。
標準化ドライバー
最初のmRNAのアリコートを含むmRNAドライバーは「標準
化（normalizingまたはnormalization）ドライバー」と
呼んだ。標準化ドライバーの濃度を算定するために、第
1鎖合成の取込み率が実際のmRNA濃度を反映すると仮定
して、つまり、プライミングおよび伸長の効率が100％
であると仮定して、最初のmRNAにおけるリボゾームRNA
／構造RNA（例えば、翻訳またはスプライシングに関与
するRNA）の混入を見積もった。第1鎖cDNAに変換される
mRNAの割合が有効な（真の）mRNA濃度に該当すると仮定
して、全長より短いcDNAは考慮に入れなかった（通常は
全てのmRNAがプライムされる訳ではない）。標準化ドラ
イバーがわずかに過剰であっても、それはドライバーが
不足している場合ほど著しく標準化プロセスに干渉しな
いと思われた。したがって、サンプル中のmRNAの量は生
成した第1鎖cDNAの量と同じであると考えた。
サブトラクションドライバー
サブトラクションドライバーは、非重複cDNAからのクロ
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ーン化ミニライブラリーおよび再整列したライブラリー
からT7およびT3 RNAポリメラーゼを用いて調製した全ラ
ンオフ（run-off）転写産物を含むものであった。
【００８３】このサンプル中のミニライブラリーは、本
実施例でここに記載する実験と同様にして行った先の標
準化実験から誘導した約1000～2000クローンのcDNAを含
んでいる。標準的プロトコールを用いることにより、標
準化実験の副生成物であるアリコート（cDNAが豊富な画
分）からミニライブラリーを調製した。標準化の後、ビ
ーズから50mM NaOH／５mM EDTAを用いて、cDNAが豊富な
画分を取り出した。中和した後、第2鎖cDNAを調製し
た。クローニングは、先に記載されている（Carninciお
よびHayashizaki, 1999）のと同様にして行った。次
に、プラスミドをバルク切除し（bulk-excised）、アガ
ロース／アンピシリン上で、ミニライブラリー当たり10
00～2000個のクローンを増幅させた。ドライバーを調製
するために、SOB-アガロース／アンピシリン上で20,000
～50,000個のコロニーをプレーティングし（プレートの
大きさ：直径150mm）（Sambrookら, 1989,「Molecular 
cloning:A Laboratory Manual」 Cold Spring Harbor L
aboratory Press, Cold SpringHarbor, NY）、そのプレ
ートを37℃で一夜インキュベートした。そのプレートか
ら、再懸濁溶液（Wizard DNA抽出キット；Promega）の
存在下で細菌細胞を擦り取り、製造元のプロトコールに
従った。
非重複cDNAライブラリードライバーの調製
先に述べたと同様の実験で得られた全長cDNAからの単一
クローンを、サブトラクションのために再整列させた。
384ウェルプレートから、再整列させたcDNAをSOB-アガ
ロース／アンピシリンプレートにプレーティングした。
プラスミドの抽出、DNAの切断、およびRNAの調製を、ミ
ニライブラリーの場合と同様にして行った。
【００８４】ライブラリーをSstI部位でクローニングし
た場合、抽出したプラスミドは、SstIを用いて多重クロ
ーニング部位の3’末端にて消化した（しかし、肝臓お
よび肺から抽出したmRNAの場合は、ミニライブラリーは
XhoIを用いて3’末端部位にてクローニングし、PvuIを
用いて消化した）。RNAは、該ドライバーの調製に用い
た構築物のマップに応じて、T3 RNAポリメラーゼもしく
はT7 RNAポリメラーゼ（Life Technologies）のいずれ
かを用いて合成して、センス・ランオフRNAを調製し
た。PvuIで切断したミニライブラリーについてはT3ポリ
メラーゼを用い、SstIで切断したミニライブラリーにつ
いてはT7ポリメラーゼを用いた。RNAは、RNAポリメラー
ゼ（Life Technologies）を用い、製造元の説明書に従
って調製した。１～２μlのDNase I（RQ1、RNase不含、
Promega）による完全な消化を30分間行った。次に、プ
ロティナーゼＫによる消化を行い、続いてフェノール／
クロロホルムおよびクロロホルムによる抽出を行い、cD
NAを沈殿させた。
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標準化／サブトラクションRNAドライバーのビオチン標
識
標識する前に、Rneasy（登録商標）（QIAGEN）を用い、
製造元の説明書に従って、RNAドライバーを更に精製し
た。続いて、Mirus（登録商標）核酸ビオチン化キット
（Panvera）を、基本的には製造元により説明されてい
るように用いた。RNAミックス10μgは、それらを10μl
のLabel IT試薬および10μlの標識用緩衝液Ａと混ぜて
最終容量100μlとし、常に該キットのプロトコール説明
書に従って標識した。この反応物を37℃で１時間インキ
ュベートし、その後、１／20倍容量の５M NaClおよび２
倍容量の99％エタノールを添加することにより、ビオチ
ン化RNAを沈殿させた。標準的なエタノール沈殿を行っ
た後、ペレットを80％エタノールで１回洗浄し、20μl
の１×Mirus標識用緩衝液Ａに再懸濁し、使用するまで
－80℃で保存した。［あるいはまた、mRNAは、ソラレン
ビオチン化キット（Ambion）を用いて、製造元の説明書
に従って標識してもよい。］
標準化／サブトラクション
上記のRNAドライバーおよびcDNAを、プロティナーゼＫ
を用いて脱タンパク質化し、続いてフェノール／クロロ
ホルム抽出、クロロホルム抽出、およびエタノール沈殿
を行った。基質としてオリゴ-dGテイル付加cDNAを用
い、これをRNAドライバーおよびブロッキング用オリゴ
ヌクレオチド（ビオチン-dG

5
～-dG

30
、ここではビオチ

ン-dG
16
を用いた）と混合して、サブトラクションドラ

イバー内に存在するC-ストレッチとハイブリダイズさ
せ、オリゴdTプライマーを用いてポリＡ配列をブロック
した。しかし、ドライバーとcDNAとに共通する配列をブ
ロックできるオリゴヌクレオチドであればいずれのもの
も使用できる。
【００８５】ハイブリダイゼーションは、80％ホルムア
ミド（脱イオン化ストックからのもの）、250mM NaCl、
25mM HEPES（pH 7.5）および５mM EDTAを含有する緩衝
液中で、１～500のRoT値（RoTは、例えば、Sagerstrom
ら, 1997, Ann. Rev. Biochem., 66:751-783において定
義されている）にて行った。ハイブリダイゼーション
は、乾燥オーブン内で42℃で行った。５μlという少量
の場合には鉱油の積層は必要なかった。ハイブリダイゼ
ーションの後、2.5倍容量の無水エタノールを添加する
ことにより、サンプルを沈殿させ、それを氷上で30分間
インキュベートした。このサンプルを15,000rpmで10分
間遠心分離し、70％エタノールで１回洗浄した。cDNA
（一本鎖cDNAおよびmRNA／一本鎖cDNAハイブリッドの両
者）を、氷上で10μlの水に慎重に再懸濁した。
RNase Iによる処理
場合によっては、上記の工程で得たテスター／ドライバ
ーハイブリッドは、RNase Iで処理して、該テスターcDN
Aに非特異的に結合しているmRNA標準化およびサブトラ
クションドライバーを除去してもよい。
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【００８６】サンプルから上清を取り除き、上記で記載
したようにしてハイブリダイゼーションした後で沈殿さ
せた後、ペレットを、氷上で（非特異的な再アニーリン
グを最低限に抑えるため）、４５μlの再蒸留水（di-di
stilled water）または0.1×TE（１mM Tris, 0.1mM EDT
A, pH 7.5）に再懸濁した。次の工程に進む前に、それ
を完全に再溶解させた。
【００８７】次に、ドライバーRNA 10μg当たり５μlの
10×RNase I緩衝液（Promega）および0.5ユニットのRNa
se Iを添加した。
【００８８】この混合物を、37℃で10分間インキュベー
トした。次に、65℃で10分間加熱し、氷上に置いた。
（場合によっては、このサンプルは、次の工程に進む前
に、プロティナーゼＫで処理し、フェノール／クロロホ
ルム、クロロホルムで抽出し、エタノールで沈殿させて
もよい。）
ハイブリッドの取出し
上記の工程で指示したようにしてRNase Iで処理した、
または処理していない標準化／サブトラクトした混合物
に、次の工程を適用することができる。
【００８９】ビオチン化ドライバーRNAの各１μlに対し
て、50μlのMPG-ストレプトアビジンマグネチックビー
ズ（CPG Inc.）を調製した。５μlのビーズは、400ngを
上回る量のビオチン化ドライバーを結合できた。ビーズ
の各50μlに、ブロック剤として10μgのtRNAを添加し、
次にそのビーズを、時々振盪させながら室温で10～20分
間または氷上で30～60分間インキュベートした。マグネ
チックスタンドを用いてビーズを取り出し、それを次
に、大過剰の１M NaCl、10mM EDTAで３回洗浄し、それ
らをビーズ懸濁液の最初の容量と等容量の１M NaCl、10
mM EDTAに再懸濁した。
【００９０】ブロックしたビーズを、再溶解したテスタ
ー／ドライバー混合物と混合し、そのサンプル全体を、
時々穏やかに混合しながら室温で15分間インキュベート
した。マグネチックスタンドを３分間用いてビースを除
去した後、上清（一本鎖の標準化／サブトラクトされた
cDNAを含んでいる）を回収した。そのビーズを過剰容量
の結合緩衝液（１M NaCl、10mM EDTA）で１回洗浄し
て、残存するssDNAを回収した。この操作の前後に、標
識したサンプルの放射能を測定して、標準化／サブトラ
クションの歩留りを見積もった。
【００９１】Microcon 100限外濾過を用いて製造元（Mi
llipore）により説明されているようにして、上記cDNA
溶液を約50μlに濃縮した。続いて、標準イソプロパノ
ール法を用いてそのcDNAをペレット化した。このペレッ
トを44μlの0.1×TEに再懸濁し、この溶液に、５μlのR
Nase I緩衝液および１U RNase Iを添加して、50μlの容
量とした。次に、サンプルを37℃で20分間インキュベー
トし、その後、400μlの0.2％SDSを添加してRNase Iを
不活性化した。微量の分解したRNA、ブロック用オリゴ
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ヌクレオチド、SDSおよび緩衝液は、容量が20μl未満に
減るまでMicrocon100フィルターを用いて2000rpmで25℃
にて限外濾過することにより除去した。このサンプル
は、400μlの0.1×TEを添加し、次に上記のようにして
遠心分離して全部で３回洗浄することにより脱塩した。
新しい試験管内でフィルターを反転させ、9000rpmで１
分間遠心分離することにより、cDNAを回収した。
第2鎖cDNAの合成
標準化／サブトラクトしたcDNAについて、標準的な対照
ライブラリー、ミニライブラリー、第2鎖の合成および
クローニングの工程は同じとした。第1鎖cDNAプライマ
ーの場合と同様にして、標準的な技法を用いて、XhoIを
含むプライマー：5’-(GA)

7
TTCTCGAGTTAATTAAATTAATC

13

-3’（配列番号10）を調製し精製した。
【００９２】第2鎖反応物を調製するために、オリゴ-dG
-テイル付加cDNAを６μlの100ng/μlの第2鎖プライマー
用アダプター、６μlのEx-Taq第2鎖用緩衝液（Takara）
および６μlの（それぞれ）2.5mM dNTPと混合した。高
度に特異的なプライミングを確実にするために、試薬は
50℃（通常は45℃～約80℃）で酵素と混ぜた（ホットス
タートと呼ぶ）。次に、サーマルサイクラー内で、３μ
lの５U/μl ExTaqポリメラーゼ（Takara）を65℃で添加
することにより、プライミングを行った。混合した後、
アニーリング温度を下げて、XhoIプライマーについては
45℃に、SstIプライマーについては35℃にした。このア
ニーリング温度で10分後静置した後、68℃で20分間イン
キュベートする間に第2鎖cDNAを伸長させた。このアニ
ーリング－伸長サイクルをもう１回繰り返し、続いて最
後の伸長工程を72℃で10分間行った。ホットスタートの
開始時点で、0.5μlの[α-32P]dGTPまたは[α-32P]dCTP
を含む５μlのアリコートを添加し、取込みを行った。
反応の終点で、標識したアリコートを用いてcDNAを可視
化し、第2鎖の収量を算定した（CarninciおよびHayashi
zaki, 1999）。
cDNAのクローニング、配列決定および相同性検索
cDNAのクローニング、配列決定および相同性の検索を含
む次の工程は全て、当技術分野で周知の技法に従って行
った。クローニングおよび配列決定の方法は、例えば、
Sambrookら, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Pr
ess、ならびにHunkpillerら, 1991, Science, 第254巻:
59-67、およびShibata K.ら, 2000年11月, Genome Resa
arch, 第10巻, 11号, 1757-1771に従って行った。
cDNAのクローニング
二本鎖cDNAは、標準的な手順（Sambrookら, 1989）に従
って、プロティナーゼＫで処理し、フェノール-クロロ
ホルムおよびクロロホルムで抽出し、エタノール沈殿さ
せた。次に、このcDNAをそれぞれ25U/μgのBamHIおよび
XhoIで切断した。この消化の後、cDNAをプロティナーゼ
Ｋで処理し、フェノール-クロロホルムで抽出し、CL-4B
スピンカラム（Pharmacia）にかけて精製した。エタノ
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ール沈殿させた後、このcDNAを、Sambrookらの手法に従
い、ZAP-II（Stratagene）ベクターおよび大腸菌SOLR
（Stratagene）細菌を用いてクローニングした。
【００９３】市販のピッキング装置（Q-BotおよびQ-pi
x；Genetics, UK）を用いて細菌を釣り上げ、384マイク
ロウェルプレートに移した。２連のプレートを用いて、
プラスミドDNAを調製した。プラスミドDNAについては、
384ウェルプレートを分割し、４×96ディープウェルプ
レートで増殖させた。一夜増殖させた後、プラスミドを
自動的に抽出した（Itohら, 1999, Genome Research, 
9:463-470）。
配列決定
クラスター分析（clustering）のための配列は、次のよ
うにして分析した。（3’末端に対しては）ポリ-Ｔ領域
および（5’末端に対しては）C-ストレッチの領域を、
ワンパス配列からトリミングした。トリミングした配列
から100bpの配列を選択して、タグ配列として用いた。B
LAST 2.0.9を用いて、この新規なタグと非重複100bpタ
グ配列のデータベースとの間の相同性について検索し
た。BLASTパラメーターがE=1.0e-25以下である配列を共
にクラスタリングした。データベースがこのタグを含ん
でいる場合には、それを同じタグを持つ同一グループの
メンバーに加えた。このタグがデータベース中で見ら
れ、それと同時にシフトが10塩基未満であり、オーバー
ラップが80塩基よりも多く、そのオーバーラップ内で90
％より高い同一性があるならば、それらの配列は同じグ
ループに分類した。
【００９４】各グループから代表的なものとして、１つ
のクローンを選択した。この代表的なクローンは、Q-bo
t（Genetics, UK）により釣り上げ384フォーマットウェ
ルに移した。再整列プレートを作製するために、大腸菌
を50μlのLB培地（宿主／ベクター系の場合は、100mg/m
lのアンピシリン／25mg/mlのストレプトマイシン）を用
いて30℃で18～24時間培養した。
【００９５】各クローンを、Shibataら, 2000年11月に
従って培養した。QIAprep 96 Turbo（QIAGEN）を用いて
プラスミドDNAを精製した。cDNAの大きさを調べるため
に、プラスミドDNAの１／30をPvuIIで消化し、１％のア
ガロース電気泳動にかけた。
【００９６】全長配列決定分析については、３種類の配
列決定装置を用いた。cDNAは、インサートの大きさに応
じて、例えば2.5kbより小さいものと2.5kbより大きいも
の、という２つのカテゴリーに分類した。第1のカテゴ
リーの短いクローンは、LiCorDNA4200（ロングリードシ
ーケンサー）を用いて、サーモシーケナーゼ・プライマ
ーサイクル配列決定キット（Thermosequenase Primer C
ycle Sequencing Kit）（Amersham Pharmacia Biotec
h）を用いて両末端から配列決定を行った。末端配列決
定のための順方向および逆方向の配列決定を行うため
に、ZAPについてはプライマー対：cacgacgttgtaaaacgac
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（配列番号11）／GGATAACAATTTCACACAGG（配列番号12）
を用いた。残っているギャップは、プライマー歩行法
（Hunkapillerら, 1991, Science, 第254巻:59-67）を
用いて埋めた。上記のプライマー配列は、コンピュータ
ーソフトウェアconsed（Cordon, D., Abajian, C. & Gr
een, P., Consed: a graphical tool for sequence fin
ishing, 1998, Genome Res, 8:195-202）により設計
し、プライマー歩行により得られた追加の配列データ
は、ABI Prism 377および／またはABI Prism 3700（App
lied Biosystems Inc.）シーケンサーを用いて、BigDye
 ターミネーターキットおよびCycle Sequencing FS Rea
dy Reaction Kit（Applied Biosystems Inc.）により、
ギャップを有する元の配列の、該ギャップを埋めるのに
用いた。第2のカテゴリーの長いクローンは、RISA-384
（Shimadzu）(Shibataら， 2000年11月)によるショット
ガン配列決定戦略に基づいて、DYEnamic ETターミネー
ターサイクル配列決定キット（AmershamPharmacia Biot
ech）を用いて配列決定した。
【００９７】ショットガンライブラリーを作製するため
に、48種の独立した代表的クローンから48のPCR増幅DNA
断片（それらの正体は、末端配列決定により確認した）
をプールし、鎖状体化し、続いてDouble Stroke Sheari
ng Device（Fiore Automation Inc., Salt Lake City, 
UT, USA）を用いて製造元のマニュアルに従って剪断工
程を行った。これらのDNA断片の末端は切断して、T4 DN
Aポリメラーゼにより平滑末端にした。これらのDNA断片
を、標準的な手順（Sambrookら, 1989）に従ってpUC18
（Nippon Gene, 日本国）にクローニングし、DH10B細胞
に形質転換した。ショットガン配列は、12～15の重複度
で達成された。残っているギャップは、上記で記載され
ているようなプライマー歩行法により埋めた。
アセンブリおよびギャップの埋め合わせ
RISA（Shibataら, 2000年11月）、Licor DNA4200、ABI3
77およびABI3700の４種の配列決定装置から得られた全
ての配列データ（エレクトロフェログラム）は、Phred
（Ewing, B. & Gree, P., Base-calling of automated 
sequencer traces using phred. I. Accuracy assessme
nt, 1998, Genome Res., 8:175-85）により塩基呼出し
（base-called）し、phrap（Ewing, B. & Green, P., B
ase-calling of automated sequencer traces using ph
red. II. Error probabilities, 1998, Genome Res., 
8:186-94 (1998)）を用いてアセンブリした。Licor DNA
4200のエレクトロフェログラムはBaseImagIR バージョ
ン3.1（LiCor）を用いて得た。
【００９８】これらのクローンは、LiCorおよびABI377
シーケンサーおよび適切なプライマーを用いて配列決定
した。
配列および相同性の検索
配列の検索
各cDNAクローンのコード配列をアミノ酸配列に翻訳し
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て、データベースを作製した。このデータベースについ
てアミノ酸配列の検索を行った。
【００９９】ペンタペプチドQYNADをコードする核酸配
列を含む３種のクローンが見い出され、これらの配列を
それぞれ配列番号１、配列番号３および配列番号５とし
た。これらの配列においてCDS配列を決定し、コードさ
れたポリペプチドの配列は配列番号２、配列番号４およ
び配列番号６に報告した。
相同性の検索
大まかな相同性検索を、当技術分野で公知である公的に
入手可能なホモロジーデータベースソフトウェア：BLAS
T、BLASTX（Altschul S.F.,ら, 1997, NucleicAcids Re
s., 25(17):3389-3402）を用いて標準的な手順に従って
行った。これらのプログラムを用いれば、目的の配列に
対して相同かつ／または同一の核酸配列またはアミノ酸
配列を検出することが可能である。
【０１００】この分析に基づけば、上記３種のクローン
は新規な遺伝子である。
【０１０１】ドメインまたはモチーフの検索は、Swiss 
Prot, TREMBL、PfamおよびInterProを用いて標準的な手
順に従って行った。上記３種のクローンは５つのアンキ
リンリピートを含むことが判明した。
配列決定装置およびプライマー
３種の選択したクローンについての上記の配列決定工程
で用いた配列決定装置およびプライマーは以下のとおり
であった。
【０１０２】配列番号１のクローンの配列は、LiCor DN
A4200シーケンサーを用いて決定し、２つのプライマー
は以下のものとした。
【０１０３】
（LiCor-Rev）ggataacaatttcacacagg（配列番号13）；
（LiCor-Fwd）CACGACGTTGTAAAACGAC（配列番号14）。
【０１０４】配列番号３のクローンの配列は、ABI377シ
ーケンサーを用いて決定し、４つのプライマーは以下の
ものとした。
【０１０５】
（1233）AGCGGATAACAATTTCACACAGGA（配列番号15）；
（PSFWD）TCACTAGGGCGAATTGGAGC（配列番号16）；
（000111w2g03）ACAGGAGTCTCAGGGCTA（配列番号17）；
（000111w2g04）CCTGTGTCTATGGCCG（配列番号18）。
【０１０６】配列番号５のクローンの配列は、ABI377シ
ーケンサーを用いて決定し、４つのプライマーは以下の
ものとした。
【０１０７】
（1233）AGCGGATAACAATTTCACACAGGA（配列番号15）；
（PSFWD）TCACTAGGGCGAATTGGAGC（配列番号16）；
（000107w2c05）CAATAGCGTAGCGTAATGC（配列番号19）；
（000107w2c06）CTATGGCCGGCTACC（配列番号20）。
【０１０８】これに関して、20種の配列についての配列
表を添付するが、参照により本明細書に組み入れるもの
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【配列表】
                         SEQUENCE LISTING
<110> HAYASHIZAKI, Yoshihide
      SUZUKI, Harukazu
<120>  NUCLEIC ACID SEQUENCES, E
NCODED POLYPEPTIDES AND THEIR USE IN T
HE
RAPY
<130>  P01-071
<160>  20    
<170>  PatentIn version 3.0
<210>  1
<211>  1456
<212>  DNA
<213>  Mus musculus
<220>
<221>  misc_feature
<222>  (1)..(1456)
<223>  Tissue type = testis
       Sex = male
<220>
<221>  CDS
<222>  (150)..(1454)
<400>  1
gaccaactgt ataaggccct ggttggcaga ggtt
taagcc ctgaggtcct ctgtgcaaat     60
gtggctggtg aggctctcgt tttactaaga ccta
aaattg ggctccagga ccagaaaaga    120
tgagaggttt ggaagggacc tgaggccaa atg t
cc ttt tcc atg aag aag atc      173
                                Met Ser Phe Ser Met Ly
s Lys Ile         
                                1               5                   
    
ttt ggg gct aag gaa aag aca ccc ttg ggt 
ttc tgt gat gcc cca caa      221
Phe Gly Ala Lys Glu Lys Thr Pro Leu Gly 
Phe Cys Asp Ala Pro Gln         
    10                  15                  20                  
        
atg act gtc tct gag ttt ttc ttc ggt gaa 
aat cca aac tat ccg aaa      269
Met Thr Val Ser Glu Phe Phe Phe Gly Glu 
Asn Pro Asn Tyr Pro Lys         
25                  30                  35                  40
          
tac cat aca aca tac aga ccg ttg ggg cat 
att cac agg gtt gct gct      317
Tyr His Thr Thr Tyr Arg Pro Leu Gly His 
Ile His Arg Val Ala Ala         
                45                  50                  55      
        
gag ggt gat gca gcc cgg atg gag att ctc 
ctc acg ctt gga caa tgc      365
Glu Gly Asp Ala Ala Arg Met Glu Ile Leu 
Leu Thr Leu Gly Gln Cys         
            60                  65                  70          
        
aac gtg tac cac aga gac cgc aag gac agg 
aca gct ttg cac ttt gcc      413
Asn Val Tyr His Arg Asp Arg Lys Asp Arg 
Thr Ala Leu His Phe Ala         
        75                  80                  85              
        
tgt gtc tat ggc cgg cta cca gta gtg acc 
att cta gtg aag aat aat      461
Cys Val Tyr Gly Arg Leu Pro Val Val Thr 
Ile Leu Val Lys Asn Asn         
    90                  95                  100                
         
tgt gag atc gat gcc ttg gac aag aac cat 
acc aca cct ctg atg aag      509
Cys Glu Ile Asp Ala Leu Asp Lys Asn His 
Thr Thr Pro Leu Met Lys         
105                 110                 115                 1
20         
tct gtc caa tgc tgg aag cag aaa tgt gcg 
acc gtg ctg ctg gag cac      557
Ser Val Gln Cys Trp Lys Gln Lys Cys Ala 
Thr Val Leu Leu Glu His         
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                125                 130                 135  
           
ggc gct gat ccg aac att aga gac agc agt 
ggc aac agt gcc ttg cac      605
Gly Ala Asp Pro Asn Ile Arg Asp Ser Ser 
Gly Asn Ser Ala Leu His         
            140                 145                 150      
           
tac gct gtg tac aac ggg cat cag gag atg 
gcc tcc cta ctg ctt cag      653
Tyr Ala Val Tyr Asn Gly His Gln Glu Met 
Ala Ser Leu Leu Leu Gln         
        155                 160                 165          
           
tac aac gct gat atc gaa caa aaa acc aag 
gat ggc ttc aca cca ctg      701
Tyr Asn Ala Asp Ile Glu Gln Lys Thr Lys 
Asp Gly Phe Thr Pro Leu         
    170                 175                 180              
           
ttg ctg gca ctc cga gaa aag cgg gtg gag 
gtg gca gag ttt tta gta      749
Leu Leu Ala Leu Arg Glu Lys Arg Val Glu 
Val Ala Glu Phe Leu Val         
185                 190                 195                 2
00         
aga atg gga gca gac ata cac gtg gta gat 
gag ctg caa aga aac acc      797
Arg Met Gly Ala Asp Ile His Val Val Asp 
Glu Leu Gln Arg Asn Thr         
                205                 210                 215  
           
ttg ata tac gct ata aga tgt gga tca aaa 
gat ctg tct gta tta ctc      845
Leu Ile Tyr Ala Ile Arg Cys Gly Ser Lys 
Asp Leu Ser Val Leu Leu         
            220                 225                 230      
           
ctt gag aaa ggt att gac ttc ttc tat aag 
gat gtc ttc gga tgg aca      893
Leu Glu Lys Gly Ile Asp Phe Phe Tyr Lys 
Asp Val Phe Gly Trp Thr         
        235                 240                 245          
           
gca tta cgc tac gct att gaa ggc cac tgt 
act ttt aga cag aca ctt      941
Ala Leu Arg Tyr Ala Ile Glu Gly His Cys 
Thr Phe Arg Gln Thr Leu         
    250                 255                 260              
           
ctg gat ttt gaa gaa agt cta cat agt aac 
aaa aaa gat aag gaa cca      989
Leu Asp Phe Glu Glu Ser Leu His Ser Asn 
Lys Lys Asp Lys Glu Pro         
265                 270                 275                 2
80         
gaa cta caa gtg gag ccc agt acc tcc tgc 
att tta gca aaa caa ata     1037
Glu Leu Gln Val Glu Pro Ser Thr Ser Cys 
Ile Leu Ala Lys Gln Ile         
                285                 290                 295  
           
gat gct gga aat gac tca cta gca agg atc 
tcc agc tgt cct agc cct     1085
Asp Ala Gly Asn Asp Ser Leu Ala Arg Ile 
Ser Ser Cys Pro Ser Pro         
            300                 305                 310      
           
gag act cct gtg ctt aca atg aag gaa gac 
gag aac agt gat gcc agg     1133
Glu Thr Pro Val Leu Thr Met Lys Glu Asp 
Glu Asn Ser Asp Ala Arg         
        315                 320                 325          
           
agt aac tcg gag agc aag cct cct aac tgt 
gct ggc aat tca ccg gcg     1181
Ser Asn Ser Glu Ser Lys Pro Pro Asn Cys 
Ala Gly Asn Ser Pro Ala         
    330                 335                 340              
           
gct ata gac aaa gca ttt gga aat aga gga 
aaa aga act gtg gaa gca     1229
Ala Ile Asp Lys Ala Phe Gly Asn Arg Gly 
Lys Arg Thr Val Glu Ala         
345                 350                 355                 3
60         
tgg gtt gag aaa gat cca tct tca gag tct 
gct gcc gaa gtc aga gac     1277
Trp Val Glu Lys Asp Pro Ser Ser Glu Ser 
Ala Ala Glu Val Arg Asp         
                365                 370                 375  
           
tct gtt aca aat gaa gca gtg gaa agg atc 
aag ctg ttg cct tca gaa     1325
Ser Val Thr Asn Glu Ala Val Glu Arg Ile 
Lys Leu Leu Pro Ser Glu         
            380                 385                 390      
           
aca gag tta gaa ttg atg tca gta gaa gaa 
gat gtg tct cat gaa agt     1373
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Thr Glu Leu Glu Leu Met Ser Val Glu Glu 
Asp Val Ser His Glu Ser         
        395                 400                 405          
           
gaa aat gac cac cct ttg aga gaa tcg gag 
cat ctt cca aag atc aag     1421
Glu Asn Asp His Pro Leu Arg Glu Ser Glu 
His Leu Pro Lys Ile Lys         
    410                 415                 420              
           
gtt ggc cat tca tct cgt tca gga tat caa 
atg gg                      1456
Val Gly His Ser Ser Arg Ser Gly Tyr Gln 
Met                             
425                 430                 435                  
           
  
<210>  2
<211>  435
<212>  PRT
<213>  Mus musculus
<220>
<221>  misc_feature
<222>  (1)..(1456)
<223>  Tissue type = testis
       Sex = male
<400>  2
Met Ser Phe Ser Met Lys Lys Ile Phe Gly 
Ala Lys Glu Lys Thr Pro 
1               5                   10                  15      

  
Leu Gly Phe Cys Asp Ala Pro Gln Met Thr 
Val Ser Glu Phe Phe Phe 
            20                  25                  30          

  
Gly Glu Asn Pro Asn Tyr Pro Lys Tyr His 
Thr Thr Tyr Arg Pro Leu 
        35                  40                  45              

  
Gly His Ile His Arg Val Ala Ala Glu Gly 
Asp Ala Ala Arg Met Glu 
    50                  55                  60                  

  
Ile Leu Leu Thr Leu Gly Gln Cys Asn Val 
Tyr His Arg Asp Arg Lys 
65                  70                  75                  80
  
  
Asp Arg Thr Ala Leu His Phe Ala Cys Val 
Tyr Gly Arg Leu Pro Val 
                85                  90                  95      

  
Val Thr Ile Leu Val Lys Asn Asn Cys Glu 
Ile Asp Ala Leu Asp Lys 
            100                 105                 110      
   
  
Asn His Thr Thr Pro Leu Met Lys Ser Val 
Gln Cys Trp Lys Gln Lys 
        115                 120                 125          
   
  
Cys Ala Thr Val Leu Leu Glu His Gly Ala 
Asp Pro Asn Ile Arg Asp 
    130                 135                 140              
   
  
Ser Ser Gly Asn Ser Ala Leu His Tyr Ala 
Val Tyr Asn Gly His Gln 
145                 150                 155                 1
60 
  
Glu Met Ala Ser Leu Leu Leu Gln Tyr Asn 
Ala Asp Ile Glu Gln Lys 
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                165                 170                 175  
   
  
Thr Lys Asp Gly Phe Thr Pro Leu Leu Leu 
Ala Leu Arg Glu Lys Arg 
            180                 185                 190      
   
  
Val Glu Val Ala Glu Phe Leu Val Arg Met 
Gly Ala Asp Ile His Val 
        195                 200                 205          
   
  
Val Asp Glu Leu Gln Arg Asn Thr Leu Ile 
Tyr Ala Ile Arg Cys Gly 
    210                 215                 220              
   
  
Ser Lys Asp Leu Ser Val Leu Leu Leu Glu 
Lys Gly Ile Asp Phe Phe 
225                 230                 235                 2
40 
  
Tyr Lys Asp Val Phe Gly Trp Thr Ala Leu 
Arg Tyr Ala Ile Glu Gly 
                245                 250                 255  
   
  
His Cys Thr Phe Arg Gln Thr Leu Leu Asp 
Phe Glu Glu Ser Leu His 
            260                 265                 270      
   
  
Ser Asn Lys Lys Asp Lys Glu Pro Glu Leu 
Gln Val Glu Pro Ser Thr 
        275                 280                 285          
   
  
Ser Cys Ile Leu Ala Lys Gln Ile Asp Ala 
Gly Asn Asp Ser Leu Ala 
    290                 295                 300              
   
  
Arg Ile Ser Ser Cys Pro Ser Pro Glu Thr 
Pro Val Leu Thr Met Lys 
305                 310                 315                 3
20 
  
Glu Asp Glu Asn Ser Asp Ala Arg Ser Asn 
Ser Glu Ser Lys Pro Pro 
                325                 330                 335  
   
  
Asn Cys Ala Gly Asn Ser Pro Ala Ala Ile 
Asp Lys Ala Phe Gly Asn 
            340                 345                 350      
   
  
Arg Gly Lys Arg Thr Val Glu Ala Trp Val 
Glu Lys Asp Pro Ser Ser 
        355                 360                 365          
   
  
Glu Ser Ala Ala Glu Val Arg Asp Ser Val 
Thr Asn Glu Ala Val Glu 
    370                 375                 380              
   
  
Arg Ile Lys Leu Leu Pro Ser Glu Thr Glu 
Leu Glu Leu Met Ser Val 
385                 390                 395                 4
00 
  
Glu Glu Asp Val Ser His Glu Ser Glu Asn 
Asp His Pro Leu Arg Glu 
                405                 410                 415  
   
  
Ser Glu His Leu Pro Lys Ile Lys Val Gly 
His Ser Ser Arg Ser Gly 
            420                 425                 430      
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Tyr Gln Met 
        435 
  
<210>  3
<211>  1441
<212>  DNA
<213>  Mus musculus
<220>
<221>  misc
<222>  (1)..(1441)
<223>  Tissue type = testis
       Sex = male
<220>
<221>  CDS
<222>  (150)..(1193)
<400>  3
gaccaactgt ataaggccct ggttggcaga ggtt
taagcc ctgaggtcct ctgtgcaaat     60
gtggctggtg aggctctcgt tttactaaga ccta
aaattg ggctccagga ccagaaaaga    120
tgagaggttt ggaagggacc tgaggccaa atg t
cc ttt tcc atg aag aag atc      173
                                Met Ser Phe Ser Met Ly
s Lys Ile         
                                1               5                   
    
ttt ggg gct aag gaa aag aca ccc ttg ggt 
ttc tgt gat gcc cca caa      221
Phe Gly Ala Lys Glu Lys Thr Pro Leu Gly 
Phe Cys Asp Ala Pro Gln         
    10                  15                  20                  
        
atg act gtc tct gag ttt ttc ttc ggt gaa 
aat cca aac tat ccg aaa      269
Met Thr Val Ser Glu Phe Phe Phe Gly Glu 
Asn Pro Asn Tyr Pro Lys         
25                  30                  35                  40
          
tac cat aca aca tac aga ccg ttg ggg cat 
att cac agg gtt gct gct      317
Tyr His Thr Thr Tyr Arg Pro Leu Gly His 
Ile His Arg Val Ala Ala         
                45                  50                  55      
        
gag ggt gat gca gcc cgg atg gag att ctc 
ctc acg ctt gga caa tgc      365
Glu Gly Asp Ala Ala Arg Met Glu Ile Leu 
Leu Thr Leu Gly Gln Cys         
            60                  65                  70          
        
aac gtg tac cac aga gac cgc aag gac agg 
aca gct ttg cac ttt gcc      413
Asn Val Tyr His Arg Asp Arg Lys Asp Arg 
Thr Ala Leu His Phe Ala         
        75                  80                  85              
        
tgt gtc tat ggc cgg cta cca gta gtg acc 
att cta gtg aag aat aat      461
Cys Val Tyr Gly Arg Leu Pro Val Val Thr 
Ile Leu Val Lys Asn Asn         
    90                  95                  100                
         
tgt gag atc gat gcc ttg gac aag aac cat 
acc aca cct ctg atg aag      509
Cys Glu Ile Asp Ala Leu Asp Lys Asn His 
Thr Thr Pro Leu Met Lys         
105                 110                 115                 1
20         
tct gtc caa tgc tgg aag cag aaa tgt gcg 
acc gtg ctg ctg gag cac      557
Ser Val Gln Cys Trp Lys Gln Lys Cys Ala 
Thr Val Leu Leu Glu His         
                125                 130                 135  
           
ggc gct gat ccg aac att aga gac agc agt 
ggc aac agt gcc ttg cac      605
Gly Ala Asp Pro Asn Ile Arg Asp Ser Ser 
Gly Asn Ser Ala Leu His         
            140                 145                 150      
           
tac gct gtg tac aac ggg cat cag gag atg 
gcc tcc cta ctg ctt cag      653
Tyr Ala Val Tyr Asn Gly His Gln Glu Met 
Ala Ser Leu Leu Leu Gln         



(20) 特開２００２－３６０２７４

        155                 160                 165          
           
tac aac gct gat atc gaa caa aaa acc aag 
gat ggc ttc aca cca ctg      701
Tyr Asn Ala Asp Ile Glu Gln Lys Thr Lys 
Asp Gly Phe Thr Pro Leu         
    170                 175                 180              
           
ttg ctg gca ctc cga gaa aag cgg gtg gag 
gtg gca gag ttt tta gta      749
Leu Leu Ala Leu Arg Glu Lys Arg Val Glu 
Val Ala Glu Phe Leu Val         
185                 190                 195                 2
00         
aga atg gga gca gac ata cac gtg gta gat 
gag ctg caa aga aac acc      797
Arg Met Gly Ala Asp Ile His Val Val Asp 
Glu Leu Gln Arg Asn Thr         
                205                 210                 215  
           
ttg ata tac gct ata aga tgt gga tca aaa 
gat ctg tct gta tta ctc      845
Leu Ile Tyr Ala Ile Arg Cys Gly Ser Lys 
Asp Leu Ser Val Leu Leu         
            220                 225                 230      
           
ctt gag aaa ggt att gac ttc ttc tat aag 
gat gtc ttc gga tgg aca      893
Leu Glu Lys Gly Ile Asp Phe Phe Tyr Lys 
Asp Val Phe Gly Trp Thr         
        235                 240                 245          
           
gca tta cgc tac gct att gaa ggc cac tgt 
act ttt aga cag aca ctt      941
Ala Leu Arg Tyr Ala Ile Glu Gly His Cys 
Thr Phe Arg Gln Thr Leu         
    250                 255                 260              
           
ctg gat ttt gaa gaa agt cta cat agt aac 
aaa aaa gat aag gaa cca      989
Leu Asp Phe Glu Glu Ser Leu His Ser Asn 
Lys Lys Asp Lys Glu Pro         
265                 270                 275                 2
80         
gaa cta caa gtg gag ccc agt acc tcc tgc 
att tta gca aaa caa ata     1037
Glu Leu Gln Val Glu Pro Ser Thr Ser Cys 
Ile Leu Ala Lys Gln Ile         
                285                 290                 295  
           
gat gct gga aat gac tca cta gca agg atc 
tcc agc tgt cct agc cct     1085
Asp Ala Gly Asn Asp Ser Leu Ala Arg Ile 
Ser Ser Cys Pro Ser Pro         
            300                 305                 310      
           
gag act cct gtg ctt aca atg aag gaa gac 
gag aac agt gat gcc agg     1133
Glu Thr Pro Val Leu Thr Met Lys Glu Asp 
Glu Asn Ser Asp Ala Arg         
        315                 320                 325          
           
gta aac tgc tcc tct gtg gag tta ctt cct 
tgg cct aag ttt gtt ttt     1181
Val Asn Cys Ser Ser Val Glu Leu Leu Pro 
Trp Pro Lys Phe Val Phe         
    330                 335                 340              
           
ggt tta ttc tga atgtttacta gtgggctgga 
tgccatgtcc gtacatggaa         1233
Gly Leu Phe                                                  
           
345                                                                
     
ggttagtcga cagaaacaag agtgtgagca ggct
aaaaca cttatcaatt tggtaagcaa   1293
tcagaaggat tggtggtaac tactttgatg tcct
aggcaa atgtgtcaaa atatggagcc   1353
caagagaaat tgcattgttt ccaacaatag agga
aacttt aaacttggcc agtgagtgtt   1413
tggataaaca taatttttat tttctagg            
                          1441
  
<210>  4
<211>  347
<212>  PRT
<213>  Mus musculus
<400>  4
Met Ser Phe Ser Met Lys Lys Ile Phe Gly 
Ala Lys Glu Lys Thr Pro 
1               5                   10                  15      

  



(21) 特開２００２－３６０２７４

Leu Gly Phe Cys Asp Ala Pro Gln Met Thr 
Val Ser Glu Phe Phe Phe 
            20                  25                  30          

  
Gly Glu Asn Pro Asn Tyr Pro Lys Tyr His 
Thr Thr Tyr Arg Pro Leu 
        35                  40                  45              

  
Gly His Ile His Arg Val Ala Ala Glu Gly 
Asp Ala Ala Arg Met Glu 
    50                  55                  60                  

  
Ile Leu Leu Thr Leu Gly Gln Cys Asn Val 
Tyr His Arg Asp Arg Lys 
65                  70                  75                  80
  
  
Asp Arg Thr Ala Leu His Phe Ala Cys Val 
Tyr Gly Arg Leu Pro Val 
                85                  90                  95      

  
Val Thr Ile Leu Val Lys Asn Asn Cys Glu 
Ile Asp Ala Leu Asp Lys 
            100                 105                 110      
   
  
Asn His Thr Thr Pro Leu Met Lys Ser Val 
Gln Cys Trp Lys Gln Lys 
        115                 120                 125          
   
  
Cys Ala Thr Val Leu Leu Glu His Gly Ala 
Asp Pro Asn Ile Arg Asp 
    130                 135                 140              
   
  
Ser Ser Gly Asn Ser Ala Leu His Tyr Ala 
Val Tyr Asn Gly His Gln 
145                 150                 155                 1
60 
  
Glu Met Ala Ser Leu Leu Leu Gln Tyr Asn 
Ala Asp Ile Glu Gln Lys 
                165                 170                 175  
   
  
Thr Lys Asp Gly Phe Thr Pro Leu Leu Leu 
Ala Leu Arg Glu Lys Arg 
            180                 185                 190      
   
  
Val Glu Val Ala Glu Phe Leu Val Arg Met 
Gly Ala Asp Ile His Val 
        195                 200                 205          
   
  
Val Asp Glu Leu Gln Arg Asn Thr Leu Ile 
Tyr Ala Ile Arg Cys Gly 
    210                 215                 220              
   
  
Ser Lys Asp Leu Ser Val Leu Leu Leu Glu 
Lys Gly Ile Asp Phe Phe 
225                 230                 235                 2
40 
  
Tyr Lys Asp Val Phe Gly Trp Thr Ala Leu 
Arg Tyr Ala Ile Glu Gly 
                245                 250                 255  
   
  
His Cys Thr Phe Arg Gln Thr Leu Leu Asp 
Phe Glu Glu Ser Leu His 
            260                 265                 270      
   
  
Ser Asn Lys Lys Asp Lys Glu Pro Glu Leu 
Gln Val Glu Pro Ser Thr 
        275                 280                 285          
   



(22) 特開２００２－３６０２７４

  
Ser Cys Ile Leu Ala Lys Gln Ile Asp Ala 
Gly Asn Asp Ser Leu Ala 
    290                 295                 300              
   
  
Arg Ile Ser Ser Cys Pro Ser Pro Glu Thr 
Pro Val Leu Thr Met Lys 
305                 310                 315                 3
20 
  
Glu Asp Glu Asn Ser Asp Ala Arg Val Asn 
Cys Ser Ser Val Glu Leu 
                325                 330                 335  
   
  
Leu Pro Trp Pro Lys Phe Val Phe Gly Leu 
Phe 
            340                 345         
  
<210>  5
<211>  1400
<212>  DNA
<213>  Mus musculus
<220>
<221>  misc
<222>  (1)..(1400)
<223>  Tissue type = testis
       Sex = male
<220>
<221>  misc
<222>  (1)..(1400)
<223>  Clone 4930418I21
<220>
<221>  CDS
<222>  (150)..(1193)
<400>  5
aaccaactgt ataaggccct ggttggcaga ggtt
taagcc ctgaggtcct ctgtgcaaat     60
gtggctggtg aggctcacgt tttactaaga ccta
aaattg ggctccagga ccagaaaaga    120
tgagaggttt ggaagggacc tgaggccaa atg t
cc ttt tcc atg aag aag atc      173
                                Met Ser Phe Ser Met Ly
s Lys Ile         
                                1               5                   
    
ttt ggg gct aag gaa aag aca ccc ttg ggt 
ttc tgt gat gcc cca caa      221
Phe Gly Ala Lys Glu Lys Thr Pro Leu Gly 
Phe Cys Asp Ala Pro Gln         
    10                  15                  20                  
        
atg act gtc tct gag ttt ttc ttc ggt gaa 
aat cca aac tat ccg aaa      269
Met Thr Val Ser Glu Phe Phe Phe Gly Glu 
Asn Pro Asn Tyr Pro Lys         
25                  30                  35                  40
          
tac cat aca aca tac aga ccg ttg ggg cat 
att cac agg gtt gct gct      317
Tyr His Thr Thr Tyr Arg Pro Leu Gly His 
Ile His Arg Val Ala Ala         
                45                  50                  55      
        
gag ggt gat gca gcc cgg atg gag att ctc 
ctc acg ctt gga caa tgc      365
Glu Gly Asp Ala Ala Arg Met Glu Ile Leu 
Leu Thr Leu Gly Gln Cys         
            60                  65                  70          
        
aac gtg tac cac aga gac cgc aag gac agg 
aca gct ttg cac ttt gcc      413
Asn Val Tyr His Arg Asp Arg Lys Asp Arg 
Thr Ala Leu His Phe Ala         
        75                  80                  85              
        



(23) 特開２００２－３６０２７４

tgt gtc tat ggc cgg cta cca gta gtg acc 
att cta gtg aag aat aat      461
Cys Val Tyr Gly Arg Leu Pro Val Val Thr 
Ile Leu Val Lys Asn Asn         
    90                  95                  100                
         
tgt gag atc gat gcc ttg gac aag aac cat 
acc aca cct ctg atg aag      509
Cys Glu Ile Asp Ala Leu Asp Lys Asn His 
Thr Thr Pro Leu Met Lys         
105                 110                 115                 1
20         
tct gtc caa tgc tgg aag cag aaa tgt gcg 
acc gtg ctg ctg gag cac      557
Ser Val Gln Cys Trp Lys Gln Lys Cys Ala 
Thr Val Leu Leu Glu His         
                125                 130                 135  
           
ggc gct gat ccg aac att aga gac agc agt 
ggc aac agt gcc ttg cac      605
Gly Ala Asp Pro Asn Ile Arg Asp Ser Ser 
Gly Asn Ser Ala Leu His         
            140                 145                 150      
           
tac gct gtg tac aac ggg cat cag gag atg 
gcc tcc cta ctg ctt cag      653
Tyr Ala Val Tyr Asn Gly His Gln Glu Met 
Ala Ser Leu Leu Leu Gln         
        155                 160                 165          
           
tac aac gct gat atc gaa caa aaa acc aag 
gat ggc ttc aca cca ctg      701
Tyr Asn Ala Asp Ile Glu Gln Lys Thr Lys 
Asp Gly Phe Thr Pro Leu         
    170                 175                 180              
           
ttg ctg gca ctc cga gaa aag cgg gtg gag 
gtg gca gag ttt tta gta      749
Leu Leu Ala Leu Arg Glu Lys Arg Val Glu 
Val Ala Glu Phe Leu Val         
185                 190                 195                 2
00         
aga atg gga gca gac ata cac gtg gta gat 
gag ctg caa aga aac acc      797
Arg Met Gly Ala Asp Ile His Val Val Asp 
Glu Leu Gln Arg Asn Thr         
                205                 210                 215  
           
ttg ata tac gct ata aga tgt gga tca aaa 
gat ctg tct gta tta ctc      845
Leu Ile Tyr Ala Ile Arg Cys Gly Ser Lys 
Asp Leu Ser Val Leu Leu         
            220                 225                 230      
           
ctt gag aga ggt att gac ttc ttc tat aag 
gat gtc ttc gga tgg aca      893
Leu Glu Arg Gly Ile Asp Phe Phe Tyr Lys 
Asp Val Phe Gly Trp Thr         
        235                 240                 245          
           
gca tta cgc tac gct att gaa ggc cac tgt 
act ttt aga cag aca ctt      941
Ala Leu Arg Tyr Ala Ile Glu Gly His Cys 
Thr Phe Arg Gln Thr Leu         
    250                 255                 260              
           
ctg gat ttt gaa gaa agt cta cat agt aac 
aaa aaa gat aag gaa cca      989
Leu Asp Phe Glu Glu Ser Leu His Ser Asn 
Lys Lys Asp Lys Glu Pro         
265                 270                 275                 2
80         
gaa cta caa gtg gag ccc agt acc tcc tgc 
att tta gca aaa caa ata     1037
Glu Leu Gln Val Glu Pro Ser Thr Ser Cys 
Ile Leu Ala Lys Gln Ile         
                285                 290                 295  
           
gat gct gga aat gac tca cta gca agg atc 
tcc agc tgt cct agc cct     1085
Asp Ala Gly Asn Asp Ser Leu Ala Arg Ile 
Ser Ser Cys Pro Ser Pro         
            300                 305                 310      
           
gag act cct gtg ctt aca atg aag gaa gac 
gag aac agt gat gcc agg     1133
Glu Thr Pro Val Leu Thr Met Lys Glu Asp 
Glu Asn Ser Asp Ala Arg         
        315                 320                 325          
           
gta aac tgc tcc tct gtg gag tta ctt cct 
tgg cct aag ttt gtt ttt     1181
Val Asn Cys Ser Ser Val Glu Leu Leu Pro 
Trp Pro Lys Phe Val Phe         
    330                 335                 340              
           
ggt tta ttc tga atgtttacta gtgggctgga 
tgccatgtcc gtacatggaa         1233
Gly Leu Phe                                                  
           



(24) 特開２００２－３６０２７４

345                                                                
     
ggttagtcga cagaaacaag agtgtgagca ggct
aaaaca cttatcaatt tggtaagcaa   1293
tcagaaggat tggtggtaac tactttgatg tcct
aggcaa atgtgtcaaa atatggagcc   1353
caagagaaat tgcattgttt ccaacaatag agga
aacttt aaactgg                 1400
  
<210>  6
<211>  347
<212>  PRT
<213>  Mus musculus
<400>  6
Met Ser Phe Ser Met Lys Lys Ile Phe Gly 
Ala Lys Glu Lys Thr Pro 
1               5                   10                  15      

  
Leu Gly Phe Cys Asp Ala Pro Gln Met Thr 
Val Ser Glu Phe Phe Phe 
            20                  25                  30          

  
Gly Glu Asn Pro Asn Tyr Pro Lys Tyr His 
Thr Thr Tyr Arg Pro Leu 
        35                  40                  45              

  
Gly His Ile His Arg Val Ala Ala Glu Gly 
Asp Ala Ala Arg Met Glu 
    50                  55                  60                  

  
Ile Leu Leu Thr Leu Gly Gln Cys Asn Val 
Tyr His Arg Asp Arg Lys 
65                  70                  75                  80
  
  
Asp Arg Thr Ala Leu His Phe Ala Cys Val 
Tyr Gly Arg Leu Pro Val 
                85                  90                  95      

  
Val Thr Ile Leu Val Lys Asn Asn Cys Glu 
Ile Asp Ala Leu Asp Lys 
            100                 105                 110      
   
  
Asn His Thr Thr Pro Leu Met Lys Ser Val 
Gln Cys Trp Lys Gln Lys 
        115                 120                 125          
   
  
Cys Ala Thr Val Leu Leu Glu His Gly Ala 
Asp Pro Asn Ile Arg Asp 
    130                 135                 140              
   
  
Ser Ser Gly Asn Ser Ala Leu His Tyr Ala 
Val Tyr Asn Gly His Gln 
145                 150                 155                 1
60 
  
Glu Met Ala Ser Leu Leu Leu Gln Tyr Asn 
Ala Asp Ile Glu Gln Lys 
                165                 170                 175  
   
  
Thr Lys Asp Gly Phe Thr Pro Leu Leu Leu 
Ala Leu Arg Glu Lys Arg 
            180                 185                 190      
   
  
Val Glu Val Ala Glu Phe Leu Val Arg Met 
Gly Ala Asp Ile His Val 
        195                 200                 205          
   
  
Val Asp Glu Leu Gln Arg Asn Thr Leu Ile 
Tyr Ala Ile Arg Cys Gly 



(25) 特開２００２－３６０２７４

    210                 215                 220              
   
  
Ser Lys Asp Leu Ser Val Leu Leu Leu Glu 
Arg Gly Ile Asp Phe Phe 
225                 230                 235                 2
40 
  
Tyr Lys Asp Val Phe Gly Trp Thr Ala Leu 
Arg Tyr Ala Ile Glu Gly 
                245                 250                 255  
   
  
His Cys Thr Phe Arg Gln Thr Leu Leu Asp 
Phe Glu Glu Ser Leu His 
            260                 265                 270      
   
  
Ser Asn Lys Lys Asp Lys Glu Pro Glu Leu 
Gln Val Glu Pro Ser Thr 
        275                 280                 285          
   
  
Ser Cys Ile Leu Ala Lys Gln Ile Asp Ala 
Gly Asn Asp Ser Leu Ala 
    290                 295                 300              
   
  
Arg Ile Ser Ser Cys Pro Ser Pro Glu Thr 
Pro Val Leu Thr Met Lys 
305                 310                 315                 3
20 
  
Glu Asp Glu Asn Ser Asp Ala Arg Val Asn 
Cys Ser Ser Val Glu Leu 
                325                 330                 335  
   
  
Leu Pro Trp Pro Lys Phe Val Phe Gly Leu 
Phe 
            340                 345         
  
<210>  7
<211>  15
<212>  DNA
<213>  Homo sapiens
<400>  7
cagtacaacg ctgat                                       
               15
  
<210>  8
<211>  5
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens
<400>  8
Gln Tyr Asn Ala Asp 
1               5   
<210>  9
<211>  43
<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<220>
<221>  misc_feature
<222>  (43)..(43)
<223>  n is a, g, c, t, unknown or
 other



(26) 特開２００２－３６０２７４

<400>  9
gagagagaga aggatccaag agctcttttt tttt
tttttt tvn                       43
  
<210>  10
<211>  49
<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<400>  10
gagagagaga gagattctcg agttaattaa atta
atcccc ccccccccc                 49
  
<210>  11
<211>  19
<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<400>  11
cacgacgttg taaaacgac                               
                   19
  
<210>  12
<211>  20
<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<400>  12
ggataacaat ttcacacagg                             
                    20
  
<210>  13
<211>  20
<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<400>  13
ggataacaat ttcacacagg                             
                    20
  
<210>  14
<211>  19
<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<400>  14
cacgacgttg taaaacgac                               
                   19
  
<210>  15
<211>  24



(27) 特開２００２－３６０２７４

<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<400>  15
agcggataac aatttcacac agga                    
                        24
  
<210>  16
<211>  20
<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<400>  16
tcactagggc gaattggagc                             
                    20
  
<210>  17
<211>  18
<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<400>  17
acaggagtct cagggcta                                 
                  18
  
<210>  18
<211>  16
<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<400>  18
cctgtgtcta tggccg                                     
                16
  
<210>  19
<211>  19
<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<400>  19
caatagcgta gcgtaatgc                               
                   19
  
<210>  20
<211>  15
<212>  DNA
<213>  Artificial
<220>
<223>  Synthetic primer derived
 from Mus musculus.
<400>  20



(28) 特開２００２－３６０２７４

ctatggccgg ctacc                                       
               15  

─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ａ６１Ｋ  39/395                                      Ｃ０７Ｋ  14/47                     
             48/00                                                 16/18                     
   Ａ６１Ｐ  25/00                                       Ｃ１２Ｍ   1/00                 Ａ  
   Ｃ０７Ｋ  14/47                                                  1/34                 Ｚ  
             16/18                                       Ｃ１２Ｎ   1/15                     
   Ｃ１２Ｍ   1/00                                                  1/19                     
              1/34                                                  1/21                     
   Ｃ１２Ｎ   1/15                                       Ｃ１２Ｐ  21/02                 Ｃ  
              1/19                                       Ｃ１２Ｑ   1/68                 Ａ  
              1/21                                       Ｇ０１Ｎ  33/53                 Ｄ  
              5/10                                                                       Ｍ  
   Ｃ１２Ｐ  21/02                                                 37/00           １０２    
   Ｃ１２Ｑ   1/68                                       Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ  
   Ｇ０１Ｎ  33/53                                                  5/00                 Ａ  
                                                                   15/00                 Ｆ  
             37/00         １０２                        Ａ６１Ｋ  37/02                     



专利名称(译) 核酸序列，编码的多肽及其在治疗中的用途

公开(公告)号 JP2002360274A 公开(公告)日 2002-12-17

申请号 JP2001388116 申请日 2001-12-20

[标]申请(专利权)人(译) 独立行政法人理化学研究所

申请(专利权)人(译) RIKEN

[标]发明人 林崎良英
鈴木治和

发明人 林崎 良英
鈴木 治和

IPC分类号 G01N33/53 A61K31/7088 A61K38/00 A61K39/395 A61K48/00 A61P25/00 C07K14/47 C07K16/18 
C12M1/00 C12M1/34 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/10 C12N15/09 C12P21/02 C12Q1/68 
G01N37/00

FI分类号 A61K31/7088 A61K39/395.D A61K39/395.N A61K48/00 A61P25/00 C07K14/47 C07K16/18 C12M1/00.
A C12M1/34.Z C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12P21/02.C C12Q1/68.A G01N33/53.D G01N33/53.M 
G01N37/00.102 C12N15/00.ZNA.A C12N5/00.A C12N15/00.F A61K37/02 A61K38/00 C12N15/00.A 
C12N15/00.AZN.A C12N15/09.200 C12N5/00.101 C12N5/10

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/BA80 4B024/CA04 4B024/GA11 4B024/HA12 4B029/AA07 4B029
/AA21 4B029/AA23 4B029/BB20 4B029/FA15 4B063/QA01 4B063/QA18 4B063/QA19 4B063/QQ42 
4B063/QQ52 4B063/QR55 4B063/QR62 4B063/QR84 4B063/QS25 4B063/QS34 4B064/AG01 4B064
/CA19 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064/DA13 4B065/AA90Y 4B065/AB01 4B065/AC14 4B065/BA02 
4B065/CA24 4B065/CA44 4B065/CA46 4C084/AA13 4C084/NA14 4C084/ZA012 4C084/ZB212 4C085
/AA13 4C085/AA14 4C085/AA16 4C085/BB11 4C085/BB31 4C085/BB41 4C085/CC29 4C085/CC31 
4C085/DD62 4C085/EE01 4C086/AA02 4C086/AA03 4C086/EA16 4C086/MA02 4C086/MA05 4C086
/NA14 4C086/ZA01 4H045/AA11 4H045/AA30 4H045/CA40 4H045/DA76 4H045/DA86 4H045/EA21 
4H045/EA50 4H045/FA74

优先权 60/256934 2000-12-21 US
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摘要(译)

（带更正） 解决的问题：提供与神经系统疾病有关的基因和编码的多
肽。 SOLUTION：编码具有源自小鼠睾丸组织的特定氨基酸序列的多肽
的多核苷酸；编码具有含有特定肽序列的多肽的多核苷酸；具有源自小
鼠睾丸组织的特定序列的多核苷酸。 核苷酸；一种多核苷酸，其包含衍
生自小家蝇的睾丸组织的特定序列；具有衍生自小家鼠的睾丸组织的特
定序列；以及一种多核苷酸。 分离的核酸分子。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/3ab77cdb-6f31-4107-af59-5e138369eeff
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/022974201/publication/JP2002360274A?q=JP2002360274A

