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(54)【発明の名称】 脂質輸送タンパク質

(57)【要約】
本発明は、哺乳動物核酸分子及びその断片を提供する。
本発明はまた、この核酸分子を用いた、遺伝子発現に関
連する症状や疾患、または障害の特徴付け・診断・評価
・治療・予防方法、並びにモデル系の作製方法に関する
。更に、本発明は、この哺乳動物核酸分子によってコー
ドされるタンパク質を産生する発現ベクター及び宿主細
胞を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】    SEQ ID NO:2のアミノ酸配列若しくはその一部をコードす

る実質的に精製された哺乳動物核酸分子。

    【請求項２】    SEQ ID NO:1若しくはその断片を含む単離され精製された

哺乳動物核酸分子。

    【請求項３】    SEQ ID NO:3乃至SEQ ID NO:11（SEQ ID NO:3－11）から選

択された請求項１の哺乳動物核酸分子の断片。

    【請求項４】    請求項２の核酸分子またはその断片の相補配列。

    【請求項５】    請求項３の断片の相補配列。

    【請求項６】    高いストリンジェンシー（厳密性）の条件下で、請求項１

の核酸分子とハイブリダイズするプローブ。

    【請求項７】    少なくとも請求項１の核酸分子のある断片を含む発現ベク

ター。

    【請求項８】    請求項の７の発現ベクターを含む宿主細胞。

    【請求項９】    タンパク質を作製する方法であって、

  （ａ）前記タンパク質が発現する条件下で、請求項８の宿主細胞を培養するス

テップと、

  （ｂ）前記培養宿主細胞から前記タンパク質を回収するステップとを含むタン

パク質の製造方法。

    【請求項１０】    サンプルにおいて核酸分子を検出する方法であって、

  （ａ）請求項６のプローブを前記サンプル内の少なくとも１つの核酸分子とハ

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するステップと、

  （ｂ）前記ハイブリダイゼーション複合体を検出するステップとを含み、

  前記ハイブリダイゼーション複合体の存在が、前記サンプルに前記核酸分子が

存在することと相関することを特徴とする核酸分子の検出方法。

    【請求項１１】    前記ハイブリダイゼーションの前に、前記核酸分子若し

くはその断片を増幅するステップを更に含むことを特徴とする請求項１０に記載

の方法。

    【請求項１２】    核酸分子を用いて、前記核酸と特異的に結合する少なく
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とも１つの分子を同定するべく、分子のライブラリをスクリーニングする方法で

あって、

  （ａ）分子のライブラリを準備するステップと、

  （ｂ）特異的な結合が可能な条件下で、請求項１の核酸分子を分子のライブラ

リと結合させるステップと、

  （ｃ）特異的な結合を検出して、前記核酸分子と特異的に結合する分子を同定

するステップとを含むスクリーニング方法。

    【請求項１３】    前記ライブラリが、DNA分子及びRNA分子、PNA、ペプチ

ド、タンパク質から選択されることを特徴とする請求項１２記載の方法。

    【請求項１４】    前記核酸分子の活性を調節する請求項１３の分子。

    【請求項１５】    核酸分子若しくはその断片を用いて、サンプルから該核

酸分子と特異的に結合するリガンドを精製する方法であって、

  （ａ）サンプルを準備するステップと、

  （ｂ）特異的結合が許容される条件下で、請求項１の核酸分子若しくはその断

片とサンプルとを結合させるステップと、

  （ｃ）前記核酸分子と前記リガンドとの特異的結合を検出するステップと、

  （ｄ）前記結合した核酸分子を回収するステップと、

  （ｅ）前記精製したリガンドから前記核酸分子を分離して精製したリガンドを

得るステップとを含むことを特徴とするリガンドの精製方法。

    【請求項１６】    SEQ ID NO:2のアミノ酸配列若しくはその一部を含む単

離され精製された哺乳動物タンパク質。

    【請求項１７】    タンパク質を用いて、該タンパク質と特異的に結合する

少なくとも１つの分子を同定するべく、分子のライブラリをスクリーニングする

方法であって、

  （ａ）分子のライブラリを準備するステップと、

  （ｂ）特異的結合が許容される条件下で、請求項１６のタンパク質を前記分子

のライブラリと結合させるステップと、

  （ｃ）特異的結合を検出して、前記タンパク質と特異的に結合する分子を同定

するステップとを含むことを特徴とするスクリーニング方法。
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    【請求項１８】    前記ライブラリが、DNA分子及びRNA分子、PNA、ペプチ

ド、タンパク質、アゴニスト、アンタゴニスト、抗体、免疫グロブリン、インヒ

ビター及び薬剤から選択されることを特徴とする請求項１７に記載のスクリーニ

ング方法。

    【請求項１９】    前記タンパク質の活性を調節する請求項１７に記載の方

法によって同定された分子。

    【請求項２０】    哺乳動物タンパク質を用いて、サンプルから該タンパク

質と特異的に結合するリガンドを精製する方法であって、

  （ａ）サンプルを準備するステップと、

  （ｂ）特異的結合が許容される条件下で、請求項１６のタンパク質を前記サン

プルと結合させるステップと、

  （ｃ）前記タンパク質と前記リガンドとの特異的結合を検出するステップと、

  （ｄ）前記結合したタンパク質を回収するステップと、

  （ｅ）前記精製したリガンドから前記タンパク質を分離して精製したリガンド

を得るステップとを含むことを特徴とするリガンドの精製方法。



(5) 特表２００３－５０１０８８

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の技術分野）

  本発明は、新規哺乳動物タンパク質をコードする核酸分子、並びにこれらの分

子を用いた細胞増殖、脂質の代謝及び輸送に関連した疾患など症状の特徴付け・

診断・予防・治療に関連する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  生物間の系統発生的な関係が何度も実証され、様々な原核生物及び真核生物の

研究によって、生化学的及び生理学的な機構や代謝経路の実質的に漸進的な進化

が示された。異なった進化の圧力にもかかわらず、酵母及び線虫、ハエ、ラット

及びヒトにおける細胞周期を調節するタンパク質が、共通の化学的若しくは構造

的特徴を有し、同一の一般的な活性を調節する。ヒト遺伝子配列を、構造及び／

または機能が既知である他の生物の遺伝子配列と比較することによって、研究者

は類似性を引き出したり、仮説を検証するモデル系を作製することができる。こ

れらのモデル系は、ヒトの症状及び疾患、障害の診断薬及び治療薬の開発及び検

査において極めて重要である。

      【０００３】

  リン脂質の輸送に重要なリン脂質輸送タンパク質ファミリーには、ホスファチ

ジルイノシトール輸送タンパク質（酵母SEC 14pと同一であるPI-TP）及び非特異

的脂質輸送タンパク質（ステロール担体タンパク質2と同一であるnsL-TP）、ホ

スファチジルコリン輸送タンパク質（PC-TP）が含まれる。PC-TPの配列はユニー

クであり、他のサイトゾル脂質輸送タンパク質とは関連性がない。この配列は単

一の遺伝子によってコードされ、全ての真核生物に存在すると考えられる（Geij

tenbeek 他(1996) Biochem. J. 3 16:49-55）。ウシPC-TPとブタPC-TPとのアミ

ノ酸組成及び分子量、溶出曲線は著しく異なるが、輸送活性レベルが近いことか

ら、活性及び特異性を変えないでPC-TPのアミノ酸組成を改変することができる

と考えられる（Chen 他(1991) Biochem. Int. 23:377-382）。

      【０００４】
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  PC-TPはPCの膜間輸送を触媒し（Feng and Cohen (1998) J. Lipid Res. 39:18

62-1869）、ある種のPC分子が優先的に胆汁内で分泌される。多変量解析を用い

て、LaMorte 他 (1998; Hepatology 28:631-637)が、PCの構造と各種のPCが胆汁

内に分泌される確率との関係を研究した。この研究結果から、あるPCが胆汁内で

分泌される可能性は、PC-TPに対する結合親和性に密接に関連することがわかっ

た。

      【０００５】

  ウシ肝PC-TPは、１つのPC分子と非共有結合的に結合する。結合するPCは、ウ

シ肝を代表する主な分子種ではない。sn-1位にパルミトイル鎖を有するPC種はウ

シ肝に豊富に存在するが、PC-TPとして結合して存在するのは殆ど見られない。

これらの事実から、Geijtenbeek他が、PC-TPが高度不飽和ステアロイル含有PC分

子種の代謝にある役割を果たすと報告した(1996; FEBS Lett. 391:333-335)。

      【０００６】

  PCは、中性脂肪貯蔵病（NLSD：neutral lipid storage disease）を含むリン

脂質の代謝や、無気肺及び浮腫、嚢胞性線維症などの肺疾患や、胆嚢炎に関連す

る様々な疾患に関係する（Nicholas (1996) Respirology 1:247-257; Griese 他

 (1997) Eur. Respir. J. 10:1983-1988; and Venkataramani 他 (1998) Am. J.

 Gastroenterol. 93:434-441）。NSLDは、リン脂質代謝の調節における異常を起

こす遺伝病である。Igal及びColemanは、NSLDにおける調節異常がホスファチジ

ルコリン及びホスファチジルエタノールアミンを含む主な細胞内リン脂質の合成

及び分解の速度を変化させると報告した(1998; J. Lipid Res. 39:31-43)。

      【０００７】

  ホスファチジルイノシトール輸送タンパク質は、小胞輸送及びシグナル伝達に

おいて重要である（Cockcroft (1998) Bioessays 20:423-432; AIb 他 (1996) C

urr. Opin. Cell Biol. 8:534-541）。PC-TPはPI-TPを含むファミリーのメンバ

ーであって、PCの膜間輸送を触媒し（Feng and Cohen、前出）、様々な器官（肺

、腎臓、精巣、肝臓など）に存在することから、PCが小胞輸送障害や輸送障害に

関係すると考えられる。従って、PC-TPを制御する能力が疾患を防ぐ能力である

。
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      【０００８】

  新規のリン脂質輸送タンパク質をコードする核酸分子の発見に基づき、細胞増

殖、脂質の代謝及び輸送に関連する疾患の特徴付け・診断・予防・治療に有用な

新規の組成物を提供する。

      【０００９】

  （発明の要約）

  本発明は、哺乳動物タンパク質であるリン脂質輸送タンパク質（PTP）をコー

ドする核酸分子の発見に基づき、細胞増殖、脂質の代謝及び輸送に関連する疾患

など症状の特徴付け・診断・予防・治療に有用な新規の組成物を提供することで

当分野のニーズを満たす。

      【００１０】

  本発明は、SEQ ID NO:1若しくはその断片（SEQ ID NO:3－11）を含む単離され

精製された哺乳動物核酸分子を提供する。本発明はまた、配列表のSEQ ID NO:12

－16として示されているラット由来の哺乳動物核酸分子に相同な断片を提供する

。本発明は更に、SEQ ID NO:2のアミノ酸配列若しくはその一部をコードする実

質的に精製された哺乳動物核酸分子を提供する。

      【００１１】

  本発明はまた、高いストリンジェンシーの条件下で、SEQ ID NO:1の核酸配列

とハイブリダイズする単離され精製された核酸分子若しくはその断片を提供する

。本発明はまた、SEQ ID NO:1の核酸配列に相補的な単離され精製された核酸分

子若しくはその断片を提供する。一実施態様では、一本鎖相補RNA若しくはDNA分

子をプローブとして用いて、高いストリンジェンシーの条件下で、この哺乳動物

核酸配列若しくはその断片とハイブリダイズさせる。

      【００１２】

  本発明は更に、サンプルにおいて核酸分子を検出する方法であって、プローブ

をそのサンプルの少なくとも１つの核酸配列とハイブリダイズして、ハイブリダ

イゼーション複合体を形成するステップと、そのハイブリダイゼーション複合体

を検出するステップとを含み、そのハイブリダイゼーション複合体の存在がその

サンプルにおける核酸配列の存在と相関する方法を提供する。一実施態様では、
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この方法は、ハイブリダイゼーションの前にその核酸配列を増幅するステップを

更に含む。この核酸分子若しくはその断片を、マイクロアレイ上のエレメント若

しくは標的として用いることができる。本発明はまた、核酸配列若しくはその断

片を用いて、その核酸配列と特異的に結合する少なくとも１つの分子を同定する

べく、分子のライブラリをスクリーニングする方法であって、分子のライブラリ

を準備するステップと、特異的な結合が可能な条件下で、その核酸配列をその分

子のライブラリと結合させるステップと、その特異的な結合を検出して、その核

酸配列と特異的に結合する分子を同定するステップとを含むスクリーニング方法

を提供する。このようなライブラリには、複製及び転写、翻訳の潜在的な調節因

子となり得るDNA分子、RNA分子、ペプチド、PNA、タンパク質等が含まれる。

      【００１３】

  本発明はまた、SEQ ID NO:1の核酸分子の少なくともある断片を含む発現ベク

ターを提供する。別の実施態様では、この発現ベクターは宿主細胞内に含まれて

いる。

      【００１４】

  本発明は更に、タンパク質が発現する条件下で宿主細胞を培養するステップと

、そのタンパク質をその宿主細胞から回収するステップとを含むタンパク質生産

方法を提供する。本発明はまた、SEQ ID NO:2のアミノ酸配列若しくはその一部

を含む単離され精製されたタンパク質を提供する。更に、本発明は、医薬担体と

共にSEQ ID NO:2のアミノ酸配列若しくはその一部を有する実質的に精製された

タンパク質を含む医薬組成物を提供する。

      【００１５】

  本発明は更に、そのタンパク質の一部を用いて抗体を産生させる方法を提供す

る。本発明はまた、タンパク質若しくはその一部を用いて、そのタンパク質に特

異的に結合する少なくとも１つの分子を同定するべく、分子のライブラリをスク

リーニングする方法であって、分子のライブラリを準備するステップと、特異的

結合が許容される条件下で、そのタンパク質を分子のライブラリと結合させるス

テップと、その特異的結合を検出して、そのタンパク質と特異的に結合する分子

を同定するスクリーニング方法を提供する。一実施態様では、この方法で同定さ
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れた分子がそのタンパク質の活性を調節する。別の類似の方法では、そのタンパ

ク質若しくはその一部を用いてリガンドを精製する。

      【００１６】

  本発明はまた、哺乳動物のゲノムDNAの中にマーカー遺伝子を挿入して、天然

の哺乳動物核酸分子の発現を乱す方法を提供する。本発明はまた、SEQ ID NO:1

を用いて哺乳動物モデル系を作製する方法であって、SEQ ID NO:1を含むベクタ

ーを作製するステップと、全能性哺乳動物胚性幹細胞の中にこのベクターを導入

するステップと、ゲノムDNAの中にこのベクターが組み込まれた胚性幹細胞を選

択するステップと、この選択した細胞を哺乳動物胚盤胞の中に微量注入して、キ

メラ胚盤胞を形成するステップと、偽妊娠メスにキメラ胚盤胞を移植するステッ

プと、このメスが、生殖細胞系に少なくとも１つのSEQ ID NO:1の別の複製を含

むキメラ哺乳動物を出産し、そのキメラ哺乳動物を交配して同型接合哺乳動物モ

デル系を作製するステップとを含む哺乳動物モデル系作製方法を提供する。

      【００１７】

  （本発明の記載について）

  本発明は、ここに開示した特定の装置及び材料、方法に限定されず、その実施

形態を変更できることを理解されたい。また、ここで用いられる用語は、特定の

実施例のみを説明する目的で用いるものであり、後述の請求の範囲によってのみ

限定され、本発明の範囲を限定することを意図したものではないということも理

解されたい。本明細書及び請求の範囲において単数形を表す「或る」、「その（

この等）」は、文脈で明確に示していない場合は複数形を含むことに注意された

い。従って、例えば「或る宿主細胞」は当業者には周知の複数の宿主細胞を含む

。

      【００１８】

  本明細書で用いた全ての科学技術用語は、別の方法で定義されていない限り、

本発明の属する技術分野の一般的な技術者が普通に解釈する意味と同じである。

本明細書に記載の全ての文献は、本発明に関連して使用する可能性のある文献に

記載された細胞系、プロトコル、試薬、ベクターを記述し開示するために引用し

た。従来の発明を引用したからと言って、本発明の新規性が損なわれると解釈さ
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れるものではない。

      【００１９】

  （定義）

  「PTP」は、天然、合成、半合成或いは組み換え体などの全ての種（マウス、

ウシ、ヒツジ、ブタ、齧歯類、イヌ、サルを含むが好ましくはヒトである哺乳動

物）から得られる、実質的に精製されたタンパク質を指す。

      【００２０】

  「生物学的に活性」は、構造的または免疫学的、調節的、化学的な機能を有す

る、天然或いは組み換え、または合成分子であるタンパク質を指す。

      【００２１】

  「相補的な」は、プリン塩基とピリミジン塩基との自然な水素結合による塩基

対形成を指す。例えば、配列A-C-G-Tは、その相補配列T-G-C-AまたはU-G-C-Aと

水素結合する。２つの一本鎖分子の相補性は、ヌクレオチドの幾つかのみが結合

する部分的な相補性と、ヌクレオチドの殆ど全てが結合する完全な相補性とがあ

る。核酸鎖間の相補性の程度は、ハイブリダイゼーション及び増幅反応の効率及

び強度に影響する。

      【００２２】

  「誘導体」は、化学修飾された核酸分子やタンパク質配列を指す。分子の化学

修飾には、アルキル基またはアシル基、アミノ基による水素の置換や、グリコシ

ル化、ポリエチレングリコール化、または生物学的活性または分子の寿命を維持

する或いは増大する類似の任意のプロセスが含まれる。

      【００２３】

  「断片」は、有用な機能的特性を維持する核酸分子の任意の一部またはインサ

イト社クローンを指す。有用な断片には、ハイブリダイゼーションや増幅技術、

または複製や転写、翻訳の調節に有用なオリゴヌクレオチドを含む。

      【００２４】

  「ハイブリダイゼーション複合体」は、プリン塩基とピリミジン塩基との間の

水素結合の形成による２つの核酸分子の複合体を指す。

      【００２５】
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  「リガンド」は、核酸分子やタンパク質の相補部位に結合する任意の分子また

は化合物を指す。

      【００２６】

  「調節する」は、分子または化合物と核酸分子かタンパク質の何れかとの特異

的な結合によって、寿命や活性（生物学的または化学的、免疫学的）を変化させ

ることを指す。

      【００２７】

  「分子」は、物質や化合物と同義に用いる。このような分子は、本発明の核酸

分子やタンパク質の活性を調節し、核酸及びタンパク質、炭水化物、脂肪、脂質

を含む無機及び有機物質の少なくとも１つを含み得る。

      【００２８】

  「核酸分子」は、核酸、オリゴヌクレオチド、ヌクレオチド、ポリヌクレオチ

ド、またはそれらの任意の断片を指す。また、「核酸分子」は、ゲノム若しくは

合成起源（cDNA）の二本鎖若しくは一本鎖のDNA或いはRNAであり、炭水化物また

は脂質、タンパク質、その他の物質と結合して、形質転換などの特定の作用を果

たしたり、ペプチド核酸（PNA）等の有用な組成物の形成する。「オリゴヌクレ

オチド」は、アンプリマー（amplimer）及びプライマー、オリゴマー、エレメン

ト、標的、プローブと実質的に同一であり、好ましくは一本鎖である。

      【００２９】

  「タンパク質」は、天然或いは合成のアミノ酸、アミノ酸配列、オリゴペプチ

ド、ペプチド、ポリペプチド、またはそれらの一部を指す。

      【００３０】

  ここで用いる「一部」は、任意の目的に用いられるタンパク質の任意の一部を

指すが、特に、その一部と特異的に結合する分子のライブラリのスクリーニング

または抗体の産生に用いられる。

      【００３１】

  「サンプル」は、その最も広い意味で用いられる。核酸を含むサンプルは、体

液や、細胞抽出物、細胞から単離された染色体、細胞小器官、膜や、溶液中に遊

離している或いは基板に結合されたゲノムDNAまたはRNA、cDNAや、組織、細胞、
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組織プリント等を含み得る。

      【００３２】

  本哺乳動物核酸分子またはタンパク質に「特異的に結合する」分子または化合

物には、核酸、炭水化物、脂質、タンパク質、またはこの哺乳動物タンパク質の

活性を安定させる或いは調節するその他の任意の有機分子や無機分子、またはそ

れらを組み合わせたものが含まれ得る。

      【００３３】

  「実質的に精製された」は、その自然環境から切り離されてから分離或いは単

離された、自然の状態では共に存在するその他の成分が少なくとも約６０％、好

適には約７５％、最も好適には、約９０％取り除かれた、核酸分子若しくはアミ

ノ酸配列を指す。

      【００３４】

  「基板」は、核酸分子またはタンパク質が結合した任意の固体或いは半固体の

支持物を指し、膜またはフィルター、チップ、スライド、ウエハ、ファイバー、

磁気または非磁気ビーズ、ゲル、毛細管または他のチューブ、プレート、ポリマ

ー、微小粒子が含まれる。この基板は、孔または溝、ピン、チャネル、細孔を含

む様々な表面形態を有する。

      【００３５】

  （発明）

  本発明は、哺乳動物タンパク質であるリン脂質輸送タンパク質（PTP）をコー

ドする新規の哺乳動物核酸分子の発見に基づいた、細胞増殖、脂質の代謝及び輸

送に関連した疾患などの病態の特徴付け・診断・治療・予防に関連する。

      【００３６】

  本発明の哺乳動物タンパク質をコードする核酸は、ラット（オス）生殖組織で

異なって発現したラット肝ライブラリ（RALINOT01）からのインサイト社クロー

ン700137522 (SEQ ID NO:15)を用いてBLASTで同定された。コンセンサス配列SEQ

 ID NO:1は、インサイト社クローン3591822F6、745516R6、1807728F6、1772859H

1、1505466H1、798614H1、4114738H1、1923871H1、及び2013709H1（SEQIDNO:3－

11）の核酸断片を重複及び／または伸長して構築した。図１Ａ－図１Ｅは、コン
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センサス配列であるSEQ ID NO:1及びその翻訳を示す。

      【００３７】

  一実施例では、SEQ ID NO:2のアミノ酸配列からなるタンパク質（PTP）は、ア

ミノ酸２９１個の長さであり、N44及びN147、N201残基における３個の潜在的なN

グリコシル化部位と、S35及びT81、S271、S284残基における４個の潜在的なカゼ

インキナーゼIIリン酸化部位と、S32及びS118、T132、S149残基における４個の

潜在的なプロテインキナーゼCリン酸化部位とを有する。SEQ ID NO:2のH66～A79

残基またはL82～S149残基からなるオリゴペプチドは、リガンドの精製や抗体の

産生に有用である。このタンパク質は、マウス肺PC-TP(GI 897786; SEQ ID NO:1

7)と化学的及び構造的な類似性を有する。特に、図２に示されているように、PT

Pとマウス肺PC-TPタンパク質は３１％の同一性を有し、PTPのH66～Y222残基の類

似性は５２％である（図２を参照）。

      【００３８】

  表１は、ヒト及びラット由来の核酸断片、それらの適用範囲、及びSEQ ID NO:

1との同一性（％）を示す。列１及び列２はそれぞれ、核酸断片に対応するSEQ I

D NOの番号及びインサイト社クローン番号を示す。SEQ ID NO:1の断片であるSEQ

 ID NO:3－11は、ここで開示するSEQ ID NO:12‐16を含む類似配列と本発明の哺

乳動物タンパク質とを同一と見なす、または区別するためのハイブリダイゼーシ

ョンまたは増幅技術に有用である。列３は、各断片のヌクレオチドの長さを示す

。列４及び５はそれぞれ、断片が由来する生物名、及び断片が単離されたインサ

イト社のcDNAライブラリを示す。列６は、各断片が同一性を示すSEQ ID NO:1に

おけるヌクレオチド残基の適用範囲を示す。列７は、各断片と列６に示したSEQ 

ID NO:1におけるヌクレオチド残基の適用範囲との間の配列同一性（％）を示す

。

      【００３９】

  ラット由来のSEQ ID NO:12－16からなる各哺乳動物断片は、SEQ ID NO:1或い

はSEQ ID NO:3－11の１つを用いて同定された。これらの任意の断片をハイブリ

ダイゼーション及び増幅技術に用いて、サンプルにおける類似配列とSEQ ID NO:

1とを同一と見なす、または区別することができる。これらの配列を用いて、ヒ
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トの病態や疾患を模倣する遺伝子組み換え動物を作製して、動物毒性検査、臨床

検査、及び被験体／患者の治療経過をモニタリングすることができる。ノーザン

分析によって、この配列が様々なライブラリ、特に生殖組織（３２％）、胃腸組

織（２８％）、神経組織（１５％）のライブラリで発現することが示された。細

胞増殖、脂質の代謝及び輸送に関連した症状の組織を用いた各ライブラリでPTP

が発現することに注目されたい。

      【００４０】

  （本発明の特徴及び使用）

    cDNAライブラリ

  ここに開示する特定の実施例では、当分野で周知の方法を用いて哺乳動物の細

胞及び組織からmRNAを単離し、これを用いてcDNAライブラリを作製する。上記し

たインサイト社クローンは、哺乳動物cDNAライブラリから単離された。本発明の

代表的な少なくとも１つのライブラリの作製方法を以降に記載する実施例に示す

。コンセンサス哺乳動物配列は、AUTOASSEMBLERアプリケーション(PE Biosystem

s, Foster City CA)などのコンピュータプログラムを用いて、インサイト社クロ

ーンを含む断片、伸長、及び／またはショットガン配列から化学的かつ／または

電子的に構築した。

      【００４１】

    シークエンシング

  核酸をシークエンシングする方法は当分野で周知であり、そのような方法を用

いて本発明の任意の実施例を実施することができる。これらの方法は、DNAポリ

メラーゼIであるクレノウフラグメント、SEQUENASE DNAポリメラーゼ、Taq DNA

ポリメラーゼ、及びTHERMOSEQUENASE DNAポリメラーゼ（Amersham Pharmacia Bi

otech (APB), Picataway NJ）等の酵素を用いるか、或いはELONGASE増幅システ

ム（Life Technologies, Rockville MD）に用いられるような校正エクソヌクレ

アーゼとポリメラーゼとの組み合わせを用いることができる。配列の準備は、HY

DRAマイクロディスペンサー（Robbins Scientific, Sunnyvale CA）、MICROLAB 

2200システム（Hamilton, Reno NV）、及びDNA ENGINEサーマルサイクラー（PTC

200; MJ Research, Watertown MA）などの装置を用いて自動的に行うのが望まし
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い。シークエンシングに用いる装置には、ABI 3700、377または373DNAシークエ

ンシングシステム（PE Biosystems）、及びMEGABACE 1000 DNAシークエンシング

システム（APB）等がある。当分野で周知の様々なアルゴリズムを用いて、シー

クエンシングした配列を解析することができる。これらのアルゴリズムは、Ausu

bel(1997; Short Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New Y

ork NY, unit 7.7) 及びMeyers(1995; Molecular Biology and Biotechnology, 

Wiley VCH, New York NY, pp. 856-853)に記載されている。

      【００４２】

  ショットガンシークエンシングを用いて、多数の生物に由来するクローニング

挿入断片からより多くの配列を作り出す。ショットガンシークエンシング方法は

当分野で周知であり、熱耐性DNAポリメラーゼ類や非熱耐性DNAポリメラーゼ類、

及び目的の核酸分子に隣接する代表的な領域から選択されたプライマーを用いる

。当分野で周知の様々なアルゴリズムやプログラム（Gordon (1998) Genome Res

. 8:195-202）を用いて、プレフィニッシュ配列（構築が不完全な配列）を調べ

る。ベクターやキメラ配列、または欠失配列を含む汚染配列を除去して、プレフ

ィニッシュ配列を完全な配列に構築する。

      【００４３】

  本発明の配列は、当分野で周知の様々なPCR法を用いた方法で伸長することが

できる。例えば、XL-PCRキット(PE Biosystems)及び入れ子プライマー（nested 

primer）、市販のcDNAまたはゲノムDNAライブラリ（Life Technologies; Clonte

ch, Palo Alto CA, respectively）用いてヌクレオチド配列を伸長することが可

能である。全てのPCR系の方法に用いることができるように、プライマーは、OLI

GO 4.06ソフトウェア（National Biosciences, Plymouth MN）等の市販のソフト

ウェアを用いて、ヌクレオチドの長さが約22～30個、GC含量が約50%以上、約55

～68℃の温度で標的配列とアニールするように設計することが可能である。調節

エレメントを復活させるために配列を伸長する場合は、cDNAライブラリよりゲノ

ムライブラリを用いる方が良い。

      【００４４】

  （本哺乳動物核酸分子の使用）
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    ハイブリダイゼーション

  SEQ ID NO:1の核酸分子及びその断片は、様々な目的のための様々なハイブリ

ダイゼーション技術に用いることができる。ハイブリダイゼーションプローブは

、SEQ ID NO:1の一部を用いる、或いはSEQ ID NO:1から設計することができる。

このようなプローブは、5'調節領域などの極めて特殊な領域或いは保存されたモ

チーフから作製可能であり、これらのプローブを、この哺乳動物タンパク質やア

レル変位配列、または関連分子をコードする天然の分子を同定するためのプロト

コルに用いることができる。これらのプローブの配列は、任意のこのタンパク質

の配列と少なくとも50%の配列同一性を有することが望ましい。本発明のハイブ

リダイゼーションプローブには、SEQ ID NO:1の分子に由来するか、或いはこの

哺乳動物遺伝子のプロモーター及びエンハンサー、イントロンを含むゲノム配列

に由来するDNA若しくはRNAを用いることができる。ハイブリダイゼーションプロ

ーブ或いはPCRプローブは、標識されたヌクレオチドの存在下でのPCR増幅、オリ

ゴ標識化、ニックトランスレーション法、または末端標識化を利用して作製する

ことができる。この核酸分子を含むベクターを用いて、RNAポリメラーゼ及び標

識したヌクレオチドを加えてin vitroでmRNAプローブを作製することができる。

これらの方法はAPB社が販売するキットを用いて行うことができる。

      【００４５】

  ハイブリダイゼーションのストリンジェンシー（厳密性）は、プローブのGCの

含量、塩濃度、及び温度によって決まる。特に、塩濃度を下げる、またはハイブ

リダイゼーションの温度を上げて、ストリンジェンシーを高めることができる。

ある膜系のハイブリダイゼーション用の溶液にホルムアミドなどの有機溶媒を加

えて、反応が低い温度で起こるようにすることができる。ハイブリダイゼーショ

ンは、低いストリンジェンシーの緩衝液（5xSSC、１%のドデシル硫酸ナトリウム

（SDS））で、60℃で行うことができるが、核酸配列間に不適正塩基対を含む複

合体の形成を許容し得る。続く洗浄は、45℃（中程度のストリンジェンシー）或

いは68℃（高いストリンジェンシー）の何れかの温度、0.2xSSC、0.1% SDSなど

の高いストリンジェンシーで行う。高いストリンジェンシーでは、ハイブリダイ

ゼーション複合体は、完全に相補的な核酸配列部分のみが安定して保持される。
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ある膜系のハイブリダイゼーションにおいて、好ましくは35%、最も好ましくは5

0%のホルムアミドをハイブリダイゼーション溶液に加えて、ハイブリダイゼーシ

ョンを行う温度を下げたり、または、SarkosylやTriton X-100などの界面活性剤

及び変性したサケ精子DNAなどのブロッキング試薬を用いてバックグラウンドシ

グナルを低減することが可能である。ハイブリダイゼーションの条件や要素の選

択については当分野で周知であり、Ausubel(supra) 及びSambrook他(1989)Molec

ular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview N

Y.に記載されている。

      【００４６】

  当分野で周知の方法でマイクロアレイを準備して分析することができる。オリ

ゴヌクレオチドをマイクロアレイのプローブや標的として用いることができる。

マイクロアレイを用いて、同時に極めて多数の遺伝子の発現レベルをモニタリン

グし、遺伝子変異体、突然変異及びSNP（一塩基多型）を同定することができる

。このようなデータを用いて、遺伝子機能の解明や、症状及び疾患、または障害

における遺伝子原理の解明や、症状及び疾患、障害の診断または治療、治療薬の

開発、並びにこれらの治療薬の活性のモニタリングが可能である（例えば、Bren

nan他(1995) USPN 5,474,796; Schena他(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:106

14-10619; Baldeschweiler他(1995) PCT出願 WO95/251116; Shalon他(1995) PCT

出願WO95/35505; Heller他(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 94:2150-2155; and 

Heller他(1997) USPN 5,605,662を参照）。

      【００４７】

  ハイブリダイゼーションプローブはまた、天然のゲノム配列のマッピングに有

用である。この配列は、特定の染色体または染色体の特定の領域、或いは、例え

ばヒト人工染色体（HAC）や酵母人工染色体（YAC）、細菌人工染色体（BAC）、

細菌P1作製物、または単一の染色体DNAライブラリなどの人工染色体作製物にマ

ッピングすることができる。

      【００４８】

    発現

  この哺乳動物タンパク質をコード可能な多数の核酸分子をベクターにクローニ
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ングして、このタンパク質若しくはその一部を宿主細胞で発現させることができ

る。このヌクレオチド配列を、DNAシャフリング（Stemmer and Crameri (1996) 

USPN5,830,721）や部位特異的変異誘発などの方法によって、新規の制限部位を

作り出したり、グリコシル化パターンを変えたり、優先コドンを変えて特定の宿

主における発現を増大させたり、スプライスバリアントを作り出したり、半減期

を延長する等の操作が可能である。この発現ベクターは、特定の宿主における各

要素の効率に基づいて選択された様々なサンプルに由来する転写及び翻訳調節エ

レメント（プロモーター及びエンハンサー、特定の開始シグナル、3'非翻訳領域

）を含み得る。in vitro組み換えDNA技術、合成技術及び／またはin vivo遺伝子

組み換え技術を組み合わせて、このベクターに核酸配列と調節エレメントをつな

ぐことができる。このような技術は、当分野で周知であり、Sambrook(前出、ch.

 4, 8, 16 and 17)に記載されている。

      【００４９】

  様々な宿主系を発現ベクターで形質転換することができる。以下に限定するも

のではないが、これらの中には組み換えバクテリオファージやプラスミド、また

はコスミドDNA発現ベクターで形質転換された細菌と、酵母発現ベクターで形質

転換された酵母と、バキュロウイルス発現ベクターで形質転換された昆虫細胞系

と、ウイルスエレメント及び／または細菌エレメントを含む発現ベクターで形質

転換された植物細胞系や動物細胞系が含まれる（Ausubel前出、unit 16）。例え

ば、アデノウイルス転写／翻訳複合体を哺乳動物細胞に用いることができる。配

列をウイルスのゲノムのE1若しくはE3領域に結合させ、この感染ウイルスを用い

て形質転換させ、宿主細胞でタンパク質を発現させることができる。また、ラウ

ス肉腫ウイルスエンハンサーやSV40、またはEBV系のベクターを用いてタンパク

質を高発現させることができる。

      【００５０】

  核酸配列のルーチンのクローニング及びサブクローニング、増殖は、多機能PB

LUESCRIPTベクター（Stratagene, La Jolla CA）またはPSPORT1プラスミド（Lif

e Technologies）を用いて行うことができる。核酸配列をこれらのベクターの多

数のクローニング部位に導入すると、lacZ遺伝子が破壊され、形質転換された細
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菌を確認するための比色法によるスクリーニングが可能となる。更に、これらの

ベクターは、クローニングされた配列におけるin vitroでの転写及びジデオキシ

法によるシークエンシング、ヘルパーファージによる一本鎖の調整、入れ子状欠

失の作製において有用である。

      【００５１】

  長期に渡って組み換えタンパク質を産生させるために、同一或いは別のベクタ

ー上の選択マーカー遺伝子或いは可視マーカー遺伝子と共にこのベクターを持続

的に細胞株に形質転換することができる。形質転換後、細胞を強化培地で約１～

２日間増殖させてから選択培地に移す。代謝拮抗物質、抗生物質、除草剤耐性遺

伝子を含む選択マーカーは、適正な選択薬剤に対する抵抗性を与え、導入配列を

確実に発現する細胞の増殖及び回収が可能となる。アントシアニン、緑色蛍光タ

ンパク質（GFP）、βグルクロニダーゼ、ルシフェラーゼなどの可視マーカーの

発現によって同定された、或いは選択培地に生存することによって同定された耐

性クローンを、培養技術を用いて増殖することができる。また、可視マーカーを

用いて、導入された遺伝子によって発現するタンパク質を定量することができる

。宿主細胞が目的の哺乳動物核酸分子を含むか否かの決定は、DNA-DNAまたはDNA

-RNAハイブリダイゼーション、或いはPCR増幅技術に基づいて行うことができる

。

      【００５２】

  宿主細胞は、組み換えタンパク質を目的の形に修飾する能力に基づいて選択す

ることができる。このような修飾には、アセチル化及びカルボキシル化、グリコ

シル化、リン酸化、脂質化、及びアシル化等が含まれる。「プレプロ」型を切断

する翻訳後プロセシングを利用して、タンパク質のターゲッティング、折り畳み

及び／または活性を特定することができる。翻訳後活性のための特定の細胞装置

及び特徴的な機構を有する異なった宿主細胞（American Type Culture Collecti

on, Manassas VAが販売）を選択して、組み換えタンパク質の正確な修飾及びプ

ロセシングを確実にすることが可能である。

      【００５３】

    細胞培地からのタンパク質の回収
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  精製を容易にするために、ベクターに導入する異種部分は、グルタチオンSト

ランスフェラーゼ（GST）、カルモジュリン結合ペプチド（CBP）、6-His、FLAG

、MYC等を含む。GST及びCBP、6-Hisはそれぞれ、グルタチオン及びカルモジュリ

ン、金属キレート樹脂が結合した市販のアフィニティーマトリックスを用いて精

製される。FLAG及びMYCは、市販のモノクローナル抗体及びポリクローナル抗体

を用いて精製される。目的のタンパク質配列と異種部分との間にタンパク分解切

断部位を設けて、生成の後の分離が容易にすることができる。組み換えタンパク

質の発現及び精製の方法はAusubel(前出、unit 16)に記載され市販されている。

      【００５４】

    ペプチドの化学合成

  タンパク質若しくはその一部は、組み換え方法以外の当分野で周知の化学的方

法によって合成することもできる。固相技術を用いるペプチド合成は、バッチ式

或いは連続的なフロープロセスによって行うことができる。連続的なフロープロ

セスでは、αアミノ保護及び側鎖保護アミノ酸残基をリンカーを介して不溶性の

高分子支持物に連続的に追加する。メチルアミン誘導体化ポリエチレングリコー

ルなどのリンカーを、ポリ（スチレン-co-ジビニルベンゼン）に結合させて支持

レジンを形成する。このアミノ酸残基は、酸不安定Boc(t-butyloxycarbonyl)法

若しくは塩基不安定Fmoc(9-fluorenylmethoxycarbonyl)法によって保護されたN-

α-である。保護されたアミノ酸のカルボキシル基をリンカーのアミンに結合し

て、この残基を固相支持レジンに結合させる。Boc若しくはFmocを用いた場合、

トリフルオロ酢酸若しくはピペリジンを用いて保護基を除去する。カップリング

試薬若しくは予め活性化されたアミノ酸誘導体を用いて、追加する各アミノ酸を

結合された残基に付加してから、レジンを洗浄する。完全長のペプチドは、連続

的な保護の停止、即ち誘導体化アミノ酸を結合させて合成し、ジクロロメタン及

び／またはN、N-ジメチルホルムアミドで洗浄する。このペプチドは、ペプチド

カルボキシル末端とリンカーとの間で切断され、ペプチド酸またはペプチドアミ

ドが作られる（Novabiochem 1997/98 Catalog and Peptide Synthesis Handbook

, San Diego CA pp. S1-S20）。ABI 431 A ペプチドシンセサイザー（PE Biosys

tems）などの装置を用いて、ペプチドを自動合成することができる。タンパク質
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またはその一部は調整用の高性能液体クロマトグラフィーによって実質的に精製

し、その組成をアミノ酸解析またはシークエンシングによって確認することがで

きる（Creighton (1984) Proteins. Structures and Molecular Properties, WH

 Freeman, New York NY）。

      【００５５】

    抗体の準備及びスクリーニング

  ヤギ及びウサギ、ラット、マウス、ヒト等を含む様々な宿主は、哺乳動物タン

パク質若しくはその任意の一部を注入して免疫することができる。フロイントな

どのアジュバント及びミネラルゲルと、リゾレシチン及びpluronic polyol、ポ

リアニオン、ペプチド、油乳剤、キーホールリンペットヘモシニアン(KLH)、ジ

ニトロフェノールなどの表面活性物質とを用いて免疫反応を高めることができる

。オリゴペプチドやペプチド、またはタンパク質の一部を用いて、少なくとも約

５個のアミノ酸、より好ましくは１０個の天然のタンパク質の一部と同一のアミ

ノ酸を含む抗体を誘発させる。キメラ分子に対する抗体を産生させるために、オ

リゴヌクレオチドをKLHなどのタンパク質と融合させることができる。

      【００５６】

  モノクローナル抗体は、培地の連続細胞株によって抗体を産生させる任意の技

術を用いて準備する。以下に限定するものではないが、このような技術には、ハ

イブリドーマ技術及びヒトB細胞ハイブリドーマ技術、EBV-ハイブリドーマ技術

が含まれる（例えば、Kohler他(1975) Nature 256:495-497; Kozbor他(1985) J.

 Immunol. Methods 81:31-42: Cote他(1983) Proc. Natl. Acad. Sci. 80:2026-

2030; and Cole他(1984) Mol. Cell Biol. 62:109-120.を参照）。

      【００５７】

  別法では、当分野で周知の方法を用いる上記した一本鎖抗体を生産する技術で

、エピトープ特異的一本鎖抗体を生産する。本哺乳動物タンパク質のエピトープ

に対して特異的に結合する部位を含む抗体断片を生産することが可能である。限

定するものではないが、このような断片には、例えば、抗体分子のペプシン消化

によって作製されたF(ab')2断片及びこのF(ab')2断片のジスルフィド架橋を減少

させて作製したFab断片が含まれる。別法では、Fab発現ライブラリを作製して、
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目的の特異性を有するモノクローナルFab断片の高速かつ容易に同定できるよう

にする（例えば、Huse他(1989) Science 246:1275-1281を参照）。

      【００５８】

  本哺乳動物タンパク質を用いて、ファージミドまたはBリンパ球免疫グロブリ

ン・ライブラリをスクリーニングして、目的の特異性を有する抗体を同定する。

確立された特異性を有するモノクローナル抗体或いはポリクローナル抗体のいず

れか一方を用いる、競合的結合またはイムノアッセイの様々なプロトコルが当分

野で周知である。このようなイムノアッセイは通常、このタンパク質とその特異

的な抗体との複合体形成の測定を行う。２つの非干渉エピトープに反応するモノ

クローナル抗体を用いる２部位モノクローナル系イムノアッセイが好ましいが、

競合的結合によるアッセイを用いることもできる（Pound (1998) Immunochemica

l Protocols. Humana Press, Totowa NJ）。

      【００５９】

  多様な標識化及び接合技術は当分野で周知であり、様々な核酸やアミノ酸、及

び抗体のアッセイに用いることができる。標識した分子の合成は、32P-dCTPまた

はCy3-dCTP、Cy5-dCTP（APB）などの標識したヌクレオチドや35Sメチオニン（AP

B）などのアミノ酸を組み込むためのAPBキットまたはPromega (Madison WI)を用

いて行うことができる。核酸及びアミノ酸は、BIODIPYまたはFITC(Molecular Pr

obes, Eugene OR)などの試薬を用いて分子中に存在するアミン及びチオール基ま

たは他の基に化学的に結合させることで、様々な物質（蛍光剤または化学発光剤

、色素産生剤など）で直接標識することができる。

      【００６０】

  （診断）

  本核酸分子、断片、オリゴヌクレオチド、相補的なRNA及びDNA分子、PNAを用

いて、遺伝子発現の変化やmRNAの過剰な発現の不在／存在を検出及び定量、また

は治療期間中のmRNAレベルのモニタリングを行うことができる。発現の変化に関

連する症状や疾患、または異常症の中には、限定するものではないが、日光性角

化症及びアテローム性動脈硬化、滑液包炎、硬変、肝炎、混合型結合組織病、骨

髄線維症、発作性夜間ヘモグロビン尿症、真性多血症、乾癬、原発性血小板血症
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や、腺癌及び白血病、リンパ腫、黒色腫、骨髄腫、肉腫、奇形癌を含む癌や、脂

肪肝、胆汁うっ滞、原発性胆汁性肝硬変、カルニチン欠乏症、カルニチンパルミ

トイルトランスフェラーゼ欠乏症（carnitine palmitoyltransferase deficienc

y）、ミオアデニレートデミナーゼ欠乏症（myoadenylate deaminase deficiency

）、高トリグリセリド血症や、脂質貯蔵病、例えば、ファブリー病及びゴーシェ

病、ニーマン‐ピック病、変染色性白質ジストロフィー、副腎性白質ジストロフ

ィー、GM２にガングリオシドーシス、セロイドリポフスチン症、無β‐リポ蛋白

血症、タンジアー病、リポ蛋白過剰血症、糖尿病、脂肪異栄養症、脂肪腫症、急

性皮下脂肪組織炎、播種性脂肪組織壊死症、有痛脂肪症、リポイド副腎過形成、

リポイドネフローゼ、脂肪腫、アテローム性動脈硬化症、高コレステロール血症

、高トリグリセリド血症を伴った高コレステロール血症、原発性低αリポ蛋白血

症（primary hypoalphalipoproteinemia）、低甲状腺症（hypothyroidism）、腎

臟病、肝疾患、レシチン-コレステロールアシルトランスフェラーゼ欠損症、脳

腱黄色腫症、低コレステロール血症、テイ‐サックス病、サンドホフ病、高脂血

症、脂肪過剰血症、脂質筋障害、肥満症や、運動不能症、筋萎縮性側索硬化症、

毛細血管拡張性運動失調、嚢胞性線維症、ベッカー筋ジストロフィー、顔面神経

麻痺、シャルコー‐マリー‐ツース病、糖尿病、尿崩症、糖尿病性ニューロパシ

ー、デュシェンヌ型筋ジストロフィー、高カリウム血性周期性四肢麻痺、正常カ

リウム血性周期性四肢麻痺、パーキンソン病、悪性高熱、多剤耐性疾患、重症筋

無力症、筋緊張性異栄養症、緊張病、錐体外路性終末欠陥症候群、ジストニー、

末梢神経疾患、脳腫瘍や、口峡炎及び徐脈型不整脈、頻拍性型不整脈、高血圧症

、遺伝性QT延長症候群、心筋炎、心筋症、ネマリンミオパシーラネマリン筋障害

、中心核ミオパシー、脂質ミオパシー（lipid myopathy）、ミトコンドリアミオ

パシー、甲状腺中毒性ミオパシー、エタノールミオパシー（ethanol myopathy）

、皮膚筋炎、封入体筋炎、感染性節炎、多発性筋炎などの輸送に関連した心疾患

や、アルツハイマー病、健忘症、双極性障害、痴呆、うつ病、癲癇、トゥーレッ

ト症候群、妄想性精神病、分裂病などの輸送に関連する神経疾患や、輸送に関連

するその他の疾患、例えば、神経線維腫症、帯状疱疹後神経痛、３叉神経ニュー

ロパシー、サルコイドーシス、鎌状赤血球性貧血、ウィルソン病、白内障、不妊
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症、肺動脈狭窄症、常染色体性感音難聴（sensorineural autosomal deafness）

、高血糖症、低血糖症、グレーブス病、甲状腺腫、クッシング病、副腎機能不全

、グルコース‐ガラクトース吸収不全症候群、高コレステロール血症、副腎性白

質ジストロフィー、Zeliweger症候群、メンケス症候群、後角症候群、フォンギ

ルケ病、シスチン尿症、イミノグリシン尿症、Hartup病、ファンコニ病、特に副

腎及び膀胱、骨、骨髄、脳、乳房、頚部、胆嚢、神経節、胃腸管、心臓、腎臓、

肝臓、肺、筋肉、卵巣、膵臓、副甲状腺、陰茎、前立腺、唾液腺、皮膚、脾臓、

精巣、胸腺、甲状腺、子宮の癌が含まれる。ハイブリダイゼーションまたは増幅

技術を診断アッセイに用いて、遺伝子発現の変化を検出するべく、患者からの生

体サンプルの遺伝子発現レベルを標準的なサンプルの値と比較する。質的または

量的なこのような比較法は当分野で周知である。

      【００６１】

  例えば、ヌクレオチド配列を標準的な方法で標識して、これをハイブリダイゼ

ーション複合体の形成に好適な条件下で、患者からの生体サンプルに加える。イ

ンキュベーションの後、このサンプルを洗浄し、標識或いはそのシグナルの量を

定量して標準値と比較する。患者のサンプルにおける標識の量が標準値と著しく

異なっている場合は、関連する症状や疾患、または異常症の存在が示唆される。

      【００６２】

  遺伝子発現に関連する症状や疾患、または異常症の診断のための基準を設ける

ために、正常或いは標準的な発現プロフィールを確立する。この発現プロフィー

ルは、動物かヒトの正常な被験体から採取した生体サンプルを、ハイブリダイゼ

ーションまたは増幅に好適な条件下で、ある配列またはその断片と結合させるこ

とによって確立することができる。標準的なハイブリダイゼーションは、正常な

被験体から得た値と、実質的に生成された核酸分子を所定量用いた実験値とを比

較することによって定量することができる。このように求めた標準値を、特定の

症状や疾患、または異常症を示す患者のサンプルから得た値と比較することがで

きる。標準値と特定の症状に関連する値との偏差からその症状を診断する。

      【００６３】

  またこのようなアッセイを用いて、動物実験や臨床検査における特定の治療計
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画の効果を評価したり、患者個人の治療をモニタリングすることができる。病態

が確認されると治療プロトコルを開始し、通常ベースで診断アッセイを繰り返し

て、被験者における発現のレベルが正常な患者に示される値に近づき始めたか否

かを調べることが可能である。連続して行ったアッセイの結果から、数日から数

ヶ月に渡る期間の治療効果を調べることができる。

      【００６４】

    免疫学的方法

  特異的なポリクローナル抗体若しくはモノクローナル抗体の何れかを用いるタ

ンパク質の検出及び定量は当分野で周知である。このような技術には、ELISA（

酵素結合免疫吸着検定法）及びラジオイムノアッセイ（RIA）、蛍光活性化セル

ソーター法（FACS）が含まれる。２つの非干渉エピトープに反応するモノクロー

ナル抗体を用いる２部位モノクローナル系イムノアッセイが好ましいが、競合的

結合アッセイを用いることもできる（例えば、Coligan 他 (1997) Current Prot

ocols in Immunology, Wiley-Interscience, New York NY; and Poundを参照）

。

      【００６５】

  （治療）

  ラット由来のリン脂質のある領域とPTPのある領域との間に、例えば配列及び

モチーフの文脈において、化学的及び構造的類似性が存在する。更に、遺伝子の

発現は、生殖組織及び胃腸組織、神経組織に密接に関連し、細胞増殖、脂質の代

謝及び輸送に関連する疾患の症状にある役割を果たすと考えられる。発現若しく

は活性の増大に関連する症状の治療においては、発現またはタンパク質の活性を

低下させることが望ましい。また、発現または活性の低下に関連する症状の治療

においては、発現またはタンパク質の活性を増大させることが望ましい。

      【００６６】

  一実施例において、本哺乳動物タンパク質の発現または活性の変化に関連する

症状の治療または予防のために、患者にこの哺乳動物タンパク質またはその断片

や誘導体を投与することが可能である。限定するものではないがこのような疾患

の例には、日光性角化症及びアテローム性動脈硬化、滑液包炎、硬変、肝炎、混
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合型結合組織病、骨髄線維症、発作性夜間ヘモグロビン尿症、真性多血症、乾癬

、原発性血小板血症や、腺癌及び白血病、リンパ腫、黒色腫、骨髄腫、肉腫、奇

形癌を含む癌や、脂肪肝、胆汁うっ滞、原発性胆汁性肝硬変、カルニチン欠乏症

、カルニチンパルミトイルトランスフェラーゼ欠乏症（carnitine palmitoyltra

nsferase deficiency）、ミオアデニレートデミナーゼ欠乏症（myoadenylate de

aminase deficiency）、高トリグリセリド血症や、脂質貯蔵病、例えば、ファブ

リー病及びゴーシェ病、ニーマン‐ピック病、変染色性白質ジストロフィー、副

腎性白質ジストロフィー、GM２にガングリオシドーシス、セロイドリポフスチン

症、無β‐リポ蛋白血症、タンジアー病、リポ蛋白過剰血症、糖尿病、脂肪異栄

養症、脂肪腫症、急性皮下脂肪組織炎、播種性脂肪組織壊死症、有痛脂肪症、リ

ポイド副腎過形成、リポイドネフローゼ、脂肪腫、アテローム性動脈硬化症、高

コレステロール血症、高トリグリセリド血症を伴った高コレステロール血症、原

発性低αリポ蛋白血症（primary hypoalphalipoproteinemia）、低甲状腺症（hy

pothyroidism）、腎臟病、肝疾患、レシチン-コレステロールアシルトランスフ

ェラーゼ欠損症、脳腱黄色腫症、低コレステロール血症、テイ‐サックス病、サ

ンドホフ病、高脂血症、脂肪過剰血症、脂質筋障害、肥満症や、運動不能症、筋

萎縮性側索硬化症、毛細血管拡張性運動失調、嚢胞性線維症、ベッカー筋ジスト

ロフィー、顔面神経麻痺、シャルコー‐マリー‐ツース病、糖尿病、尿崩症、糖

尿病性ニューロパシー、デュシェンヌ型筋ジストロフィー、高カリウム血性周期

性四肢麻痺、正常カリウム血性周期性四肢麻痺、パーキンソン病、悪性高熱、多

剤耐性疾患、重症筋無力症、筋緊張性異栄養症、緊張病、錐体外路性終末欠陥症

候群、ジストニー、末梢神経疾患、脳腫瘍や、口峡炎及び徐脈型不整脈、頻拍性

型不整脈、高血圧症、遺伝性QT延長症候群、心筋炎、心筋症、ネマリンミオパシ

ーラネマリン筋障害、中心核ミオパシー、脂質ミオパシー（lipid myopathy）、

ミトコンドリアミオパシー、甲状腺中毒性ミオパシー、エタノールミオパシー（

ethanol myopathy）、皮膚筋炎、封入体筋炎、感染性節炎、多発性筋炎などの輸

送に関連した心疾患や、アルツハイマー病、健忘症、双極性障害、痴呆、うつ病

、癲癇、トゥーレット症候群、妄想性精神病、分裂病などの輸送に関連する神経

疾患や、輸送に関連するその他の疾患、例えば、神経線維腫症、帯状疱疹後神経
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痛、３叉神経ニューロパシー、サルコイドーシス、鎌状赤血球性貧血、ウィルソ

ン病、白内障、不妊症、肺動脈狭窄症、常染色体性感音難聴（sensorineural au

tosomal deafness）、高血糖症、低血糖症、グレーブス病、甲状腺腫、クッシン

グ病、副腎機能不全、グルコース‐ガラクトース吸収不全症候群、高コレステロ

ール血症、副腎性白質ジストロフィー、Zeliweger症候群、メンケス症候群、後

角症候群、フォンギルケ病、シスチン尿症、イミノグリシン尿症、Hartup病、フ

ァンコニ病、特に副腎及び膀胱、骨、骨髄、脳、乳房、頚部、胆嚢、神経節、胃

腸管、心臓、腎臓、肝臓、肺、筋肉、卵巣、膵臓、副甲状腺、陰茎、前立腺、唾

液腺、皮膚、脾臓、精巣、胸腺、甲状腺、子宮の癌が含まれる。

      【００６７】

  別の実施例では、医薬用担体と共に実質的に精製された哺乳動物タンパク質を

含む医薬組成物を患者に投与して、限定するものではないが上記した疾患を含む

この哺乳動物タンパク質の寿命や活性、または発現の変化に関連する症状の治療

または予防を行うことが可能である。

      【００６８】

  更なる実施例では、この哺乳動物タンパク質の活性を調節するリガンドを患者

に投与して、限定するものではないが上記した疾患を含むこのタンパク質の寿命

や発現、または活性の変化に関連する症状の治療または予防を行うことが可能で

ある。一実施態様では、この哺乳動物タンパク質に特異的に結合する抗体を、こ

の哺乳動物タンパク質を発現する組織や細胞に薬剤を送達するためのターゲッテ

ィング或いは送達機構として用いることもできる。

      【００６９】

  更なる実施例では、この哺乳動物タンパク質またはその一部や誘導体を発現可

能なベクターを患者に投与して、限定するものではないが上記した疾患を含むこ

のタンパク質の寿命や発現、または活性の変化に関連する症状の治療または予防

を行うことが可能である。

      【００７０】

  更なる実施例では、この核酸分子やその断片の相補配列を発現するベクターを

患者に投与して、限定するものではないが上記した疾患を含むこのタンパク質の
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寿命や発現、または活性の変化に関連する症状の治療または予防を行うことが可

能である。

      【００７１】

  この核酸分子やその断片、またはタンパク質やその一部の任意のもの、これら

の分子を運ぶベクター、及びそれらのリガンドをその他の薬剤と共に投与するこ

とが可能である。併用療法に用いる薬剤の選択は、当業者が従来の薬学原理に従

って行うことができる。薬剤を併用することによって、少量の各薬剤で特定の症

状の予防または治療において相乗的な効果をあげることが可能である。

      【００７２】

    核酸を用いる遺伝子発現の調節

  遺伝子の発現は、この哺乳動物遺伝子の５’又は３’調節領域、或いは他の調

節領域に対して相補的な配列或いはアンチセンス分子（DNAまたはRNA、PNA）を

設計し、これを用いて調節することができる。転写開始部位を用いて設計したオ

リゴヌクレオチドが望ましい。同様に、ポリメラーゼまたは転写因子、調節分子

の結合を阻止する三重らせん塩基対合を用いて、遺伝子発現を阻止することがで

きる（Gee他 In: Huber and Carr (1994) Molecular and Immunologic Approach

es, Futura Publishing, Mt. Kisco NY, pp. 163-177.）。また、相補的な配列

を設計し、リボソームとmRNAとの結合を阻害して翻訳を阻害することができる。

別法では、核酸分子又はその断片のライブラリをスクリーニングして、翻訳され

ない調節配列に特異的に結合するものを同定することが可能である。

      【００７３】

  RNA酵素分子であるリボザイムは、RNAの特異的な切断を触媒するために用いる

ことができる。リボザイムの作用には、リボザイム分子と相補的な標的RNAとの

配列特異的なハイブリダイゼーション、及びそれに続くGUA及びGUU、GUCなどの

部位におけるヌクレオチド鎖切断が含まれる。このような部位が同定された場合

、同じ配列を有するオリゴヌクレオチドの、そのオリゴヌクレオチド機能を不全

にする二次構造特性を調べることができる。候補標的の適性は、リボヌクレアー

ゼ保護アッセイを用いて、相補的なオリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーシ

ョンを検査して評価することもできる。
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      【００７４】

  本発明の相補的な核酸及びリボザイムは、in vitroまたはin vivoでの遺伝子

組み換え発現によって、或いは固相ホスホラミダイト化学合成を用いて作製する

ことができる。更に、この分子の5'及び／または3'末端に隣接配列を付加するこ

とによって、或いは分子の骨格内のホスホジエステラーゼ結合の替わりにホスホ

ロチオネートや2'０-メチルを用いることによってRNA分子を改変し、細胞内の安

定性及び半減期を増大することができる。この修飾はPNAの生成に固有であり、

その他の核酸分子に拡大することが可能である。イノシン及びキュエノシン（qu

eosine）、ワイブトシン（wybutosine）などの従来のものでない塩基を含めるこ

とによって、或いはアデニン、シチジン、グアニン、チミン、及びウリジンをア

セチル基、メチル基、及びチオ基で修飾して、この分子が内在性のエンドヌクレ

アーゼによって加水分解されるのを困難にする。

      【００７５】

    スクリーニングアッセイ

  この哺乳動物タンパク質をコードする核酸分子を用いて、分子のライブラリを

スクリーニングし、特異的な結合親和性を調べることが可能である。このアッセ

イを用いて、生物系においてこの核酸分子の活性を調節するDNA分子及びRNA分子

、PNA、ペプチド、転写因子を含むタンパク質、エンハンサー、リプレッサー等

のライブラリをスクリーニングすることができる。このアッセイには、分子のラ

イブラリを準備するステップと、特異的な結合が許容される条件下で、この哺乳

動物核酸分子またはその断片とこの分子のライブラリを結合させるステップと、

特異的な結合を検出して、この核酸分子と特異的に結合する少なくとも１つの分

子を同定するステップとが含まれる。

      【００７６】

  同様に、この核酸分子またはその断片を用いてサンプル（以下のタンパク質の

例を参照）からリガンドを精製することが可能である。哺乳動物核酸タンパク質

またはその一部を用いてリガンドを精製する方法は、サンプルを準備するステッ

プと、特異的な結合が許容される条件下で、そのタンパク質とサンプルとを結合

させるステップと、その特異的結合を検出するステップと、結合したタンパク質
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を回収するステップと、好適な薬剤を用いて精製されたリガンドからそのタンパ

ク質を分離するステップとが含まれ得る。

      【００７７】

  同様に、任意のスクリーニングアッセイにおいて、この哺乳動物タンパク質ま

たはその一部を用いて分子のライブラリをスクリーニングすることが可能である

。このようなスクリーニングに用いられるこのタンパク質の一部は、溶液中に遊

離しているか、或いは生物若しくは非生物の基板（例えば細胞表面上）に固定さ

れているか、または細胞内に存在し得る。このタンパク質と分子との特異的な結

合を測定すること可能である。スクリーニングするライブラリの種類によってア

ッセイを選択して、このタンパク質に特異的に結合するリガンド、DNAまたはRNA

、PNA分子、アゴニスト、アンタゴニスト、抗体、免疫グロブリン、インヒビタ

ー、ペプチド、タンパク質、薬剤等を同定することができる。極微量のアッセイ

用量及び微量の検査化合物を用いるハイスループット型の方法は、USPN5,876,94

6に記載され、酵素阻害または受容体結合について多数の分子をスクリーニング

することができる。このハイスループット型の方法は、USPN5,876,946に記載さ

れ、引用することを持って本明細書の一部とする。同様に、このタンパク質また

はその断片を用いてサンプルからリガンドを精製することが可能である。哺乳動

物タンパク質またはその一部を用いてリガンドを精製する方法は、サンプルを準

備するステップと、特異的な結合が許容される条件下で、そのタンパク質または

その一部とそのサンプルとを結合させるステップと、そのタンパク質とリガンド

との特異的結合を検出するステップと、その結合したタンパク質を回収するステ

ップと、好適な薬剤を用いて精製されたリガンドからそのタンパク質を分離する

ステップとが含まれ得る。

      【００７８】

    薬理学

  医薬組成物とは、目的を達成するのに効果的な量の活性処方成分を含む物質の

ことである。当業者であれば、効果的な服用量を容易に決めることができる。全

ての化合物において、治療効果のある薬用量は、初めに細胞培養アッセイ或いは

動物モデルで推定される。また、動物モデルを用いて、理想的な濃度範囲や投与
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経路を決めることができる。このようなデータを用いて、ヒトにおける有用な薬

用量及び投与経路を決定する。

      【００７９】

  治療効果のある薬用量とは、症状や状態を改善するタンパク質やインヒビター

の量を指す。このような薬剤の治療効果や毒性は、細胞培養または実験動物にお

ける標準的な薬学的な方法、例えばED50（集団の50%に医薬的効果がある用量）

及びLD50（集団の50%に致命的である用量）によって決めることができる。毒性

と治療効果の容量比を、治療指数としてLD5O／ED5Oと表すことができる。高い治

療指数を示す医薬組成物が好ましい。細胞培養アッセイ及び動物実験から得たデ

ータを用いて、ヒトに対する服用量の範囲を決定する。

      【００８０】

  （モデル系）

  動物モデルを用いて、動物モデルがヒトに相当する暴露条件でヒトに類似の毒

物反応を示すバイオアッセイを行うことができる。哺乳動物が最も一般的なモデ

ルである。大抵の毒物研究は、低コストで入手が容易であり、かつ基準毒素が豊

富であることから、主にラット又はマウスなどの齧歯類を用いて行われる。齧歯

類近交系は、目的の遺伝子の過剰或いは過少な発現の生理学的な原因を調査する

のに便利なモデルであり、疾患の診断及び治療方法の開発にも有用である。特定

の遺伝子を大量に発現する齧歯類近交系は、その遺伝子によって発現されるタン

パク質の便利な供給源となり得る。

      【００８１】

    中毒学

  中毒学とは、生物系における物質の影響を研究する学問である。殆どの毒物研

究はラットまたはマウスを用いて、物質がヒトの健康に与える影響を推定する。

生理機能及び行動、恒常性プロセス、致死率における質的及び量的変化を観察し

て、毒性プロフィールを作成し、その物質に曝露された後のヒトの健康状態を評

価する。

      【００８２】

  遺伝子毒物学は、物質が遺伝子の突然変異を引き起こす能力を同定し分析する
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。遺伝毒性物質は通常、核酸との相互作用を促進する共通の化学的或いは物理的

特性を有し、突然変異した染色体が子孫に受け継がれるのが最大の害である。毒

物研究によって、受胎前の両親のどちらか一方、または妊娠中の母、発生段階の

生物に投与された場合の、子孫における構造的或いは機能的な異常の頻度を増加

させる物質を同定することが可能である。マウス及びラットは生殖周期が短く、

統計的必要性を満たす多数の子を出産する能力から、これらの試験にはマウス及

びラットが用いられる場合が最も多い。

      【００８３】

  急性毒物の検査は、被験体への物質の一回の投与に基づき、その物質による症

状または致死率を決定する。この検査では、１）初めの投与量の範囲を決定する

実験と、２）有効な投与量の範囲を狭める実験と、３）用量応答曲線を確立する

実験の３つの実験が行われる。

      【００８４】

  長期に渡る毒性検査では繰り返し物質を投与する。このような検査には、ラッ

トやイヌが一般的に用いられ、分類学上異なった種からデータを収集する。物質

を高い投与濃度で３～４ヶ月間、毎日投与することで、発癌を除く、成体動物に

おける殆どの毒性の種類が明らかになるという研究結果が多数報告されている。

      【００８５】

  一年或いはそれ以上の長期に渡る慢性毒性検査は、物質に毒性がないこと、或

いは物質の発癌の可能性の何れかを実証するために行われる。ラットで検査が行

われる場合、少なくとも３つの検査グループと１つの対照グループが用いられ、

最初から最後まである間隔で検査及びモニタリングが行われる。

      【００８６】

    遺伝子組み換え動物モデル

  目的の遺伝子を過剰或いは過少に発現する遺伝子組み換え齧歯類を同系交配し

、ヒト疾患モデルとして用いたり、或いは治療薬検査や毒物検査を行う（例えば

、USPN 4,736,866及びUSPN 5,175,383、USPN 5,767,337を参照、またこれらを引

用することを持って本明細書の一部とする）。場合によっては、導入遺伝子が、

胚発生中若しくは出生後の特定の時期に特定の種類の組織で活性化され得る。組
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み換え遺伝子の発現は、表現型の分析や組織特異的なmRNAの発現、或いは実験的

薬剤治療を施すことによってモニタリングされる。

      【００８７】

    胚性幹細胞

  齧歯類胚から単離された胚性幹細胞（ＥＳ細胞）は、胚を形成する潜在能力を

維持している。ＥＳ細胞が担体となる胚の中に導入されると、正常な発生が再開

され、生まれる動物の組織全てに関与する。ＥＳ細胞は、実験的なノックアウト

及びノックイン齧歯類系を作製するのに好適な細胞である。マウス129／SvJ細胞

株などのマウスＥＳ細胞は、マウスの初期胚から採取されてから当分野で周知の

培養条件下で増殖されたものである。ノックアウト系に用いるベクターには、in

 vivoで転写及び／又は翻訳を阻害するマーカー遺伝子配列を含むように改変さ

れた疾患遺伝子候補が含まれる。このベクターが、当分野で周知の電気穿孔法及

びリポソーム輸送、マイクロインジェクション等の形質転換方法によってＥＳ細

胞に導入される。齧歯類の内在性遺伝子が、細胞分裂の際の相同組み換えや組み

込みによって改変された疾患遺伝子に置換される。次に、形質転換されたＥＳ細

胞が、所定の条件下で選択され同定され、C57BL／6マウス系などのマウス細胞胚

盤胞に微量注入されるのが好ましい。この胚盤胞を偽妊娠メスに外科的に導入す

ると、生まれるキメラ子孫が共通の遺伝子型を有し、交配によってヘテロ接合系

またはホモ接合系が作り出される。

      【００８８】

  また、ＥＳ細胞を用いて、in vitroでの神経細胞及び造血系、心筋細胞などの

様々な細胞型や組織の分化を研究する（Bain 他 (1995) Dev. Biol. 168:342-35

7; Wiles and Keller (1991) Development 111:259-267; and Klug 他 (1996) J

. Clin. Invest. 98:216-224）。最近の研究により、ヒト胚盤胞由来ＥＳ細胞を

in vitroで操作して、内胚葉及び中胚葉、外胚葉性の細胞型を含む８つの別の細

胞系譜に分化可能であることも実証された（Thomson (1998) Science 282:1145-

1147）。

      【００８９】

    ノックアウト分析
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  遺伝子ノックアウト分析では、ヒト疾患遺伝子候補のある領域がネオマイシン

・ホスホトランスフェラーゼ遺伝子などの非哺乳動物遺伝子を含むように酵素に

よって改変する（neo ; Capecchi (1989) Science 244:1288-1292）。挿入され

たコーディング配列は、標的遺伝子の転写及び翻訳を阻害して疾患候補タンパク

質の生化学的な合成を阻止する。この改変した遺伝子を培養胚幹細胞（上記）に

形質転換し、この形質転換細胞を齧歯類胞胚に注入し、この胞胚を偽妊娠メスに

移植する。この遺伝子組み換え子孫をクロス交配して、ホモ接合近交系を作り出

す。

      【００９０】

    ノックイン分析

  胚発達の初期段階に現れる分化全能性ＥＳ細胞を用いてノックインヒト化動物

（ブタ）又は遺伝子組み換えヒト疾患動物モデル（マウス又はラット）を作り出

すことが可能である。ノックイン技術を用いて、ヒト遺伝子のある領域を動物Ｅ

Ｓ細胞に注入し、組み換えによってそのヒトの配列が動物細胞ゲノムの中に組み

込まれる。ヒト遺伝子が組み込まれた全能性ＥＳ細胞に対して上記したような操

作を行う。ヒトの症状に類似の情報を収集するべく、この同系動物の研究及び処

置が行われる。これらの方法を用いて、幾つかのヒト疾患モデル系を作り出す（

例えば、Lee 他 (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. 95:11371-11376；Baudoin 他 

(1998) Genes Dev. 12:1202-1216; and Zhuang 他 (1998) Mol. Cell Biol. 18:

3340-3349）。

      【００９１】

    非ヒト霊長類モデル

  この動物実験の分野は、生理学及び遺伝学、化学、薬理学、統計学等の基本科

学から得たデータ及び方法論を利用する。これらのデータは、ヒトの健康に関連

し得る非ヒト霊長類における治療薬の効果の評価に重要である。ワクチン及び薬

剤の評価においてヒトの代わりにサルを用いる。サルの反応は、類似の条件下で

のヒトへの暴露に相当する。カニクイザル（Macaca fascicularis, M. mulatta

）及び一般的なマーモセット（Callithrix jacchus）は、これらの研究に用いら

れる最も一般的な非ヒト霊長類（ＮＨＰ）である。ＮＨＰの群体作り及び維持に
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は多大な費用が掛かるため、初期の研究及び毒物学的な研究は、通常は齧歯類モ

デルで行われる。薬物嗜癖などの行動を調べる研究では、ＮＨＰは最良の実験動

物である。更に、個々のＮＨＰ及びヒトは、多くの薬剤及び毒物に対して異なっ

た感受性を示すため、これらの物質に対して「高代謝型」と「低代謝型」に分類

することができる。

      【００９２】

  更なる実施例では、限定するものではないが、トリプレット遺伝子コード及び

特異的な塩基対形成相互作用などの特性を含む、現在知られている核酸配列の特

性に新しい技術が依存する場合は、この哺乳動物タンパク質をコードする核酸分

子を、開発中の任意の分子生物学技術に用いることが可能である。

      【００９３】

    【実施例】

  本発明は、記載した特定の装置及び物質、方法に限定されるものではないこと

を理解されたい。特定の実施例について説明するが、同等の実施例を用いて本発

明を具現することも可能である。本発明の範囲は、前記請求の範囲によってのみ

限定されるものであって、記載した実施例によって限定されるものではない。ま

た、以下に記載の実施例は、本発明を例示するためのものであって本発明を限定

するものではない。例示目的で、ヒト髄膜腫cDNAライブラリMENTUNON3の作製方

法を記載する。

      【００９４】

  １  代表的なcDNA配列の調整

  標準化されたヒト髄膜腫cDNAライブラリMENTUNON3は、３５歳の白人女性の右

後頭下開頭術の際に採取した組織から作製した。この冷凍組織をPOLYTRONホモジ

ナイザー（PT-3000; Brinkmann Instruments, Westbury, NY）を用いて、グアニ

ジニウムイソチオシアネート溶液中でホモジナイズして溶解した。その溶解物を

、L8-70M超遠心分離機（Beckman Coulter, Fullerton CA）でSW28ロータを用い

て、5.7 M CsClクッションにおいて、毎秒25,000の回転の速度、周囲温度で18時

間遠心分離した。RNAを酸性フェノール（pH 4.7）で抽出し、0.3 M 酢酸ナトリ

ウム及び2.5倍量のエタノールを用いて沈殿させ、RNAを含まない水に再懸濁し、
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３５℃でDNアーゼ（Life Technologies）で処理した。前述のように、RNAの抽出

及び沈澱を２回繰り返した。

      【００９５】

  メッセンジャーRNA（mRNA）を、OLIGOTEXキット(QIAGEN, Valencia CA)を用い

て単離してcDNAライブラリを作製した。このmRNAは、mRNAのポリA尾部で第一鎖c

DNAの合成を開始するように設計されたNotIアダプタープライマーを含むSUPERSC

RIPTプラスミドシステム（Life Technologies）を用いて、推奨プロトコルに従

って処理した。二本鎖cDNAの末端を平滑化し、EcoRIアダプターを結合した後、

この作製物をNotI (New England Biolabs, Beverly MA)で消化した。このcDNAを

SEPHAROSE CL-4Bカラム (APB)上で分画し、400 bpを超えるcDNAをpINCYプラスミ

ド (Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto CA)のNotI及びEcoRI部位に結合した。

この組み換えプラスミドで、コンピテントDH5α細胞（Life Technologies）また

はELECTROMAX DH 10B細胞（Life Technologies）を形質転換した。

      【００９６】

  プラスミドDNAを、REAL Prep 96 プラスミドキット（QIAGEN）を用いてその細

胞から放出させてから精製した。推奨プロトコルに従ったが、以下の点を変更し

た。（１）25mg/lのカルベニシリン及び0.4%のグリセロールを含む1mlの滅菌Ter

rific Broth （Life Technologies）において細菌を培養した。（２）接種後、

培溶液を19時間インキュベートし、この細胞を0.3mlの溶解緩衝液に溶解した。

（３）イソプロパノール沈殿を行った後、プラスミドDNAのペレットを0.1mlの蒸

留水に再懸濁した。このプロトコルを終了した後にこのサンプルを96ウェルブロ

ックに移して4℃で保管した。

      【００９７】

  MICROLAB 2200システム（Hamilton, Reno NV）若しくはHYDRAマイクロディス

ペンサー（Robbins Scientific, Sunnyvale CA）の何れか一方と、DNA ENGINE 

サーマルサイクラー(MJ Research)を組み合わせて用いて、cDNAを調製した。こ

のcDNAを、ABI PRISM 377（PE Biosystems）若しくはMEGABACE 1000シークエン

シングシステム(APB)の何れか一方を用いて、Sanger及びCoulson（J. Mol. Biol

. (1975) 94:441-448）の方法でシークエンシングした。大抵の単離物は、0.25
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ｘ～1.0ｘの濃度の溶液を用いて標準的なABIプロトコル及びキット（PE Biosyst

ems）に従ってシークエンシングした。別法では、Amersham Pharmacia Biotech

（APB）製の溶液及び色素を用いてcDNAをシークエンシングすることもできる。

      【００９８】

  ２  本配列の同定及び伸長、構築、解析

  ラットcDNA配列のZOOSEQデータベース(Incyte Pharmaceuticals)からのインサ

イト社クローン700137522 (SEQ ID NO:15)は、オス生殖組織において異なって発

現する配列の解析中に同定された。このインサイト社クローン700137522を用い

て、LIFESEQデータベース(Incyte Pharmaceuticals)において、第一パス及び伸

長したcDNA、即ちSEQ ID NO:3－1を同定し、それらはPhrap (Green, University

 of Washington)で構築された。MACDNASIS PROソフトウェア (Hitachi Software

 Engineering)を用いて構築した配列SEQ ID NO:1を翻訳して、コーディング領域

SEQ ID NO:2を解明した。この核酸配列及びアミノ酸配列を、BLASTを用いてGenB

ank データベース及びSwissProt、BLOCKS、PRINTS、Prosite、PFAM等のデータベ

ースに対して問い合わせた。機能解析は、MOTIFS (GCG)及びHMMアルゴリズムを

用いて行い、抗原性指数（Jameson-Wolf解析）は、LASERGENEソフトウェア(DNAS

TAR)を用いて求めた。次に、BLASTを用いてクローン及び構築した配列を全ての

哺乳動物ライブラリに渡って比較し、相同な核酸配列、SEQ ID NO:12－16を同定

した。

      【００９９】

  ３  配列類似性

  配列類似性は、MEGALIGNプログラム(DNASTAR)のクラスタ法を用いて、少なく

とも２つの核酸配列間或いはアミノ酸配列間の比較に基づいて同一性（％）とし

て計算した。このクラスタ法は、全ての対間の距離を調べて配列をクラスタに分

類するアルゴリズムを用いる。クラスタを対に並べた後、再びグループに分ける

。配列A及びBの２つの配列間の配列類似性は、配列AとBの一致する残基の合計数

を、配列Aの合計残基数から配列Aのギャップ残基数と配列Bのギャップ残基数と

を減じたもので除して求める。２つの配列間の類似性が0或いは0に近いところの

ギャップは含めていない。
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      【０１００】

  ４  ノーザン分析

  ノーザン分析は、遺伝子の転写物の存在を検出するために用いる実験用技術で

あり、標識したプローブを特定の細胞型或いは組織から抽出したRNAを固定した

膜にハイブリダイズさせることが含まれる。

      【０１０１】

  BLASTに用いられる類似性コンピュータ技術を用いて、GenBank或いはLIFESEQ

（Incyte Pharmaceuticals）のようなヌクレオチドデータベースにおいて、同一

或いは関連する分子を検索する。この配列に基づいた解析は、多くの膜系ハイブ

リダイゼーションより非常に速度が速い。さらにコンピュータ検索の感度を調節

して、任意の特定の一致を、同一または類似と分類することができる。検索の基

準は、（％配列同一性×％最大BLASTスコア）／100と定義される積スコアである

。積スコアは、２つの配列間の類似度及び配列一致の長さの両方を考慮する。例

えば、積スコアが４０の場合、その一致は１～２％誤差の範囲内で正確であり、

７０以上であればその一致は正確であろう。類似する分子或いは関連する分子は

通常、８～４０の範囲の積スコアを示す分子を選択することにより同定される。

      【０１０２】

  ノーザン分析の結果は、この哺乳動物タンパク質をコードする転写物が発生し

たライブラリの分布割合として報告される。分析には、器官／組織及び疾患によ

るcDNAライブラリの分類も含まれる。器官／組織のカテゴリーには、心血管、皮

膚、発生、内分泌、胃腸、造血／免疫、筋骨格、神経、生殖、泌尿器が含まれる

。疾患のカテゴリーには、癌、炎症／外傷、細胞増殖、神経が含まれる。カテゴ

リー別に、目的の配列を発現するライブラリ数を数えて、それを全てのカテゴリ

ーのライブラリ数で除した。

      【０１０３】

  ５  核酸配列の伸長

  SEQ ID NO:1の核酸配列は、第一パス及び伸長した各クローンから構築した。

少なくとも１つのインサイト社cDNAクローンは、オリゴヌクレオチドプライマー

を用いて伸長した。このオリゴヌクレオチドのプライマーの内、一方のプライマ
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ーは既知の断片の５'の伸長を開始するために合成し、他方のプライマーは既知

の断片の３'の伸長を開始するために合成した。開始プライマーは、OLIGO 4．06

ソフトウェア（National Biosciences）を用いて、約２２～約３０個のヌクレオ

チドの長さ、約５０％以上のＧＣ含量で、約５５～６８℃の温度で標的配列にア

ニールするように設計した。ヘアピン構造及びプライマー－プライマー二量体が

生じる断片は排除した。選択されたヒトcDNAライブラリを用いてこの配列を伸長

した。２段階以上の伸長が必要な場合は、追加の或いは組みになった入れ子のプ

ライマー（nested primer）を設計する。

      【０１０４】

  PTC-200 (MJ Research, Inc.)を用いて96ウェルプレートでPCR法を実施し、高

い忠実度の増幅を達成した。反応混合液には、鋳型DNA及び200 nmolの各プライ

マー、反応緩衝液（Mg２+、(NH4)2SO4、β－メルカプトエタノールを含む）、Ta

q DNAポリメラーゼ(APB)、ELONGASE酵素(Life Technologies)、Pfu DNAポリメラ

ーゼ(Stratagene)を含まれている。プラスミドから選択したプライマーの組みに

対して以下のパラメーターで増幅を行った。

ステップ１    ９４℃で３分間

ステップ２    ９４℃で１５秒

ステップ３    ６０℃で１分間

ステップ４    ６８℃で２分間

ステップ５    ステップ２、３、及び４を２０回繰り返す

ステップ６    ６８℃で５分間

ステップ７    ４℃で保管。

別法では、プライマーの組、T7とSK+（Stratagene）に対して以下のパラメータ

ーで増幅を行った。

ステップ１    ９４℃で３分間

ステップ２    ９４℃で１５秒

ステップ３    ５７℃で１分間

ステップ４    ６８℃で２分間

ステップ５    ステップ２、３、及び４を２０回繰り返す
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ステップ６    ６８℃で５分間

ステップ７    ４℃で保管。

      【０１０５】

  各ウェルのDNA濃度は、１x TE及び0.5μlの希釈していないPCR産物に溶解した

100μlのPICOGREEN定量試薬(0.25% (v/v); Molecular Probes)を不透明な蛍光光

度計プレート(Corning Science Products, Corning NY)の各ウェルに分注して、

DNAがその試薬と結合できるようにして測定する。このプレートをFluoroskan II

 (Labsystems Oy, Helsinki, Finland)でスキャンして、サンプルの蛍光を測定

してDNAの濃度を定量化する。反応混合物の5～10μlのアリコットを１％のアガ

ロースミニゲル上で電気泳動させて解析し、何れの反応がより長い配列の伸長に

成功したかを決定する。

      【０１０６】

  伸長した配列を脱塩及び濃縮してから384ウェルプレートに移し、CviJIコレラ

ウィルスエンドヌクレアーゼ(Molecular Biology Research, Madison WI)で消化

し、pUC 18ベクター(APB)に再連結する前に音波処理または切断した。ショット

ガンシークエンシングのために、消化した断片を０．６～０．８％の濃度のアガ

ロースゲル上に分離させ、UV光で視認できるように断片を切断し、寒天をAGARAC

E (Promega)で消化／除去した。T4 DNAリガーゼ(New England Biolabs, Beverly

 MA)を用いて伸長した断片をpUC 18ベクター(APB)に再連結し、Pfu DNAポリメラ

ーゼ(Stratagene)で制限部位の延び出しを処理してから、コンピテント大腸菌細

胞に形質転換した。形質転換細胞が抗生物質を含む培地で選択され、それぞれの

コロニーを切りとって、LB/2Xカルベニシリン培養液の入った384ウェルプレート

の中で、３７℃で一晩培養した。

      【０１０７】

  この細胞を溶解して、Taq DNAポリメラーゼ(APB)及びPfu DNAポリメラーゼ(St

ratagene)を用いて以下の手順でDNAを増幅した。

ステップ１    ９４℃で３分間

ステップ２    ９４℃で１５秒

ステップ３    ６０℃で１分間
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ステップ４    ７２℃で２分間

ステップ５    ステップ２、３、及び４を２９回繰り返す

ステップ６    ７２℃で５分間

ステップ７    ４℃で保管。

上記したようにPICOGREEN試薬(Molecular Probes)でDNAを定量した。DNA回収率

の悪いサンプルは、上記した条件で再び増幅した。サンプルを20％のジメチルサ

ルホサイド（dimethysulphoxide）(1:2, v/v)で希釈し、DYENAMICエネルギー移

動シークエンシングプライマー及びDYENAMIC DIRECTキット(APB)またはABI PRIS

M BIGDYE Terminator cycle sequencing ready reactionキット(Perkin-Elmer)

を用いてシークエンシングした。

      【０１０８】

  同様に上述の手順で、SEQ ID NO:1のヌクレオチド配列を利用し、外側に伸長

するように設計したオリゴヌクレオチドとゲノムDNAライブラリを用いて調節配

列を得た。

      【０１０９】

  ６  プローブの標識化及びハイブリダイゼーション分析

  基板の準備

  以下に示す任意の方法によって、核酸配列を生体サンプルから単離し、標準的

な核酸ハイブリダイゼーションプロトコル用の基板にその単離した核酸配列を固

定する。標的核酸（ゲノムDNAの制限酵素断片）の混合液を、1x TAE（Tris-アセ

テート-エチレンジアミン４酢酸（EDTA）を含む）緩衝液において、０．７％ア

ガロースゲルで電気泳動して分画し、20xクエン酸ナトリウム(SSC)を用いて毛管

輸送によってナイロン膜に移す。別法では、標的核酸を個別にベクターに結合さ

せ、細菌宿主細胞に挿入してライブラリを作製する。標的核酸を以下の任意の方

法によって基板上に並べる。第１の方法では、個々のクローンを含む細菌細胞を

機械的に選んでナイロン膜上に並べる。細菌増殖培地（カルベニシリンを含むLB

寒天）にこのナイロン膜を置き、３７℃で１６時間インキュべートする。細菌コ

ロニーをプロテインキナーゼKで変性及び中和、消化する。STRATALINKER UVクロ

スリンカー(Stratagene, La Jolla CA)において、ナイロン膜をUV照射してDNAを
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その膜に架橋結合させる。

      【０１１０】

  第２の方法では、挿入物に近接するベクター配列に相補的なプライマーを用い

てPCRのサイクルを３０回繰り返し、標的核酸を細菌ベクターから増幅する。増

幅した標的核酸をSEPHACRYL-400ビーズ(APB)を用いて精製する。精製した標的核

酸をガラス製の顕微鏡スライド（Corning Science Products , Corning NY）上

に機械的に並べる。このスライドは、０．０５％のアミノプロピルシラン（Sigm

a-Aldrich, St Louis MO）で予めコーティングしてから１１０℃で硬化したもの

である。ガラススライドのアレイ（マイクロアレイ）を、STRATALINKER UVクロ

スリンカー(Stratagene)においてUV照射する。

      【０１１１】

    プローブの作製

  cDNAプローブ配列は、鋳型mRNAから作製する。５μgのmRNAを１μgのランダム

プライマー(Life Technologies)と混合し、７０℃で１０分間インキュべートし

てから凍結乾燥する。この凍結乾燥したサンプルを、dNTP混合物及び[α-32P]dC

TP、ジチオスレイトール、MMLV逆転写酵素（Stratagene）を含む５０μlの1×第

１鎖緩衝液(cDNA Synthesis system; Life Technologies)に再懸濁し、４２℃で

１～２時間インキュべートする。インキュべートした後、プローブを42μlの蒸

留水で希釈して９５℃で３分間加熱し、その後氷上で冷却する。プローブに含ま

れるmRNAをアルカリ分解によって除去する。このプローブを中和し、PROBEQUANT

 G-50マイクロカラム(APB)を用いて、変性したmRNAや組み込まれなかったヌクレ

オチドを除去する。プローブは、放射性核種[32P]dCTPの代わりに標識マーカーC

y3-dCTP或いはCy5-dCTP (APB)で標識することもできる。

      【０１１２】

    ハイブリダイゼーショ

  ハイブリダイゼーションは、0.5Mリン酸ナトリウム(pH7.2)及び７％SDS、1 mM

 EDTAを含むハイブリダイゼーション緩衝液において６５℃で行う。ハイブリダ

イゼーション緩衝液において、基板を少なくとも２時間、６５℃でインキュべー

トした後、この緩衝液をプローブ配列を含む新しい緩衝液10 mlに取り替える。
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６５℃で１８時間インキュべートした後、ハイブリダイゼーション緩衝液を除去

し、最大で40 mM リン酸ナトリウム及び１％SDS、1 mM EDTA、６５℃の条件にな

るまで徐々にストリンジェンシーを増しながら、連続的に基板を洗浄する。膜に

ハイブリダイズした放射線標識したプローブによって生成されるシグナルを検出

するために、この基板をPHOSPHORIMAGERカセット(APB)に曝露し、そのイメージ

をIMAGEQUANTデータ解析ソフトウェア(APB)を用いて解析する。マイクロアレイ

にハイブリダイズした蛍光プローブによって生成されるシグナルを検出するため

に、この基板を共焦点レーザ顕微鏡検査によって検査し、GEMTOOLS遺伝子発現解

析ソフトウェア(Incyse Pharmaceuticals)を用いてイメージを収集して解析する

。

      【０１１３】

  ７  相補的な核酸配列

  本核酸分子に相補的な配列、或いはその断片を用いて、遺伝子の発現を検出し

たり、低下させたり、阻害することができる。約１５～約３０個の塩基対からな

るオリゴヌクレオチドの使用について記載するが、それより小さい或いは大きい

配列の断片、またはその誘導体（PNA）の場合でも同じ方法を用いることができ

る。オリゴヌクレオチドは、SEQ ID NO:1若しくはその断片であるSEQ ID NO:3－

11を用いて、Oligo4.06ソフトウェア（National Biosciences）で設計する。プ

ロモーターの結合を阻害して転写を阻止するために、相補的なヌクレオチドを、

最も好ましくはオープンリーディングフレームの開始コドンの前の約１０個のヌ

クレオチドである最もユニークな５′配列に結合するように設計する。翻訳を阻

害するために、相補的なオリゴヌクレオチドを、本哺乳動物タンパク質をコード

するmRNAにリボソームが結合するのを阻害するように設計する。

      【０１１４】

  ８  本哺乳動物タンパク質の発現

  本哺乳動物タンパク質の発現及び精製は、細菌若しくはウイルス系の発現系を

用いて行うことができる。細菌で発現させるために、抗生物質耐性遺伝子とcDNA

を高レベルで転写させる誘導性プロモーターとを含むベクターにcDNAをサブクロ

ーニングする。このようなプロモーターには、以下に限定するものではないが、
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lacオペレーター調節エレメントに関連するT5またはT7バクテリオファージプロ

モーター及びtrp-lac(tac)ハイブリッドプロモーターが含まれる。組み換えベク

ターを、例えばBL21(DE3)などの好適な細菌宿主に形質転換する。イソプロピル

β－Dチオガラクトピラノシド(IPTG)で誘導されると、抗生物質耐性細菌がこの

哺乳動物タンパク質を発現する。真核細胞での発現は、Autographica californi

ca核多面性ウイルス(AcMNPV)という組み換えバキュロウイスルスをSpodoptera f

rugiperda (Sf9)昆虫細胞に感染させて行う。バキュロウイルスのポリヘドリン

遺伝子を、相同組み換え或いは転移プラスミド中間体が関係する細菌媒介遺伝子

転移の何れかによって、この哺乳動物cDNAと置換する。ウイルスの感染力は維持

され、強力なポリヘドリンプロモータによって高いレベルでcDNAが転写される。

      【０１１５】

  大抵の発現系では、この哺乳動物タンパク質がGSTまたはFLAGなどとの融合タ

ンパク質として合成されるため、未精製の細胞溶解物から親和性を用いた迅速な

一段階の組み換え融合タンパク質の精製を行うことができる。GSTによって、タ

ンパク質の活性及び抗原性を維持する条件下で、固定されたグルタチオンでの融

合タンパク質の精製が可能となる(APB)。精製の後、GST部分をこの哺乳動物タン

パク質から蛋白分解的に遺伝子操作された特定部位で切断できる。アミノ酸８個

のペプチドからなるFLAGによって、市販のモノクローナル及びポリクローナル抗

FLAG抗体(Eastman Kodak)を用いたイムノアフィニティー精製が可能となる。６

個の連続するヒスチジン残基のストレッチである6-Hisによって、金属キレート

樹脂(QIAGEN)での精製が可能となる。タンパク質の発現及び精製の方法は、Ausu

bel (1995,前出, ch 10, 16)に記載されている。これらの方法で精製したこの哺

乳動物タンパク質を直接用いて以下のアッセイを行うことができる。

      【０１１６】

  ９  機能的アッセイ

  タンパク質の機能は、哺乳動物細胞培養でPTPをコードする配列を生理学的に

高レベルで発現させてアッセイする。この核酸配列を、強力なサイトメガロウイ

ルスプロモーターを含むPCMV SPORTベクター(Life Technologies.)にサブクロー

ニングし、この組み換えベクター５～１０μgを、当分野で周知の形質転換法方
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によってヒトの内皮細胞株或いは造血細胞株に形質転換する。更に、蛍光マーカ

ーとなるCD64-GFP (Clontech)をコードする配列を含むプラスミド１～２μｇを

同時に形質転換して、フローサイトメトリー（FCM）で形質転換細胞を同定でき

るようにする。

      【０１１７】

  発現における導入された遺伝子の影響は、精製されたこれらの形質転換細胞集

団を用いて評価することができる。形質転換細胞の表面で発現されるCD64-GFPが

、ヒト免疫グロブリンG（IgG）の保存された領域と結合するため、この形質転換

細胞を、ヒトIgGか抗CD64抗体の何れかで被覆された磁気ビーズを用いて分離す

ることができる(DYNAL. Lake Success. NY)。mRNAを細胞から単離して、ハイブ

リダイゼーション技術で分析することができる。

      【０１１８】

  １０  PTPに特異的な抗体の生産

  ポリアクリルアミドゲル電気泳動法でPTPを精製し、これを用いてウサギを免

疫する。当分野で周知の標準的なプロトコルを用いて抗体を生産する。

      【０１１９】

  別法では、PTPのアミノ酸配列をLASERGENEソフトウェア（DNASTAR）を用いて

解析し、免疫原性の高い領域を決定する。通常はＣ末端付近或いは親水性領域内

に存在する免疫原性エピトープを選択して合成し、これを用いて当分野で周知の

方法で抗体を増大させる。

      【０１２０】

  通常は１５残基程度の長さのエピトープを、Fmoc法でABI 431Aペプチドシンセ

サイザー（PE Biosystems）で合成し、これをＮ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－

ヒドロキシスクシンイミドエステルとの反応でKLH（Sigma-Aldrich）に結合させ

て免疫原性を高める。エピトープ－KLH複合体をフロイントの完全アジュバント

と共に投与してウサギを免疫する。その後、間隔を置いてフロイントの不完全ア

ジュバントで免疫化を繰り返す。マウスの場合は少なくとも７週間、ウサギの場

合は少なくとも１２週間が経過した後、抗血清を採取して抗ペプチド活性を検査

する。この検査には、このペプチドをプラスチックに結合し、１％ウシ血清アル
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ブミン（BSA）でブロッキング処理し、ウサギ抗血清と反応させ、洗浄し、さら

に放射性ヨウ素標識されたヤギ抗ウサギIgGと反応させる。当分野で周知の方法

を用いて抗体力価及び形成された複合体の収量を測定する。

      【０１２１】

  １１  特異的な抗体を用いる天然タンパク質の精製

  天然或いは組み換えの哺乳動物タンパク質を、このタンパク質に特異的な抗体

を用いてイムノアフィニティークロマトグラフィで実質的に精製する。イムノア

フィニティーカラムは、この抗体をCNBr-活性化SEPHAROSEレジン（APB）に共有

結合させて作製する。このタンパク質を含む培養液をイムノアフィニティーカラ

ムに通し、このタンパク質を優先的に吸着できるように、界面活性剤の存在下で

高イオン強度緩衝液でそのカラムを洗浄する。結合後、緩衝液（pH 2～3）或い

は高濃度の尿素やチオシアネートイオンを用いて抗体とこのタンパク質との結合

を切断し、そのカラムからこのタンパク質を溶離させて回収する。

      【０１２２】

  １２  本核酸分子若しくはタンパク質と特異的に結合する分子のスクリーニン

グ

  本核酸分子やその断片、或いは本タンパク質やその断片を、32P-dCTP、Cy3-dC

TP、Cy5-dCTP (APB)、またはBIODIPYやFITC (Molecular Probes)でそれぞれ標識

する。予め基板上に配列した候補分子のライブラリを、標識した核酸分子または

タンパク質の存在下でインキュベートする。核酸分子或いはアミノ酸配列の何れ

かが存在する条件下でインキュベートした後、その基板を洗浄し、特異的な結合

或いは複合体形成を示唆する標識が保持されている基板上の全ての部分をアッセ

イし、結合している分子を同定する。様々な濃度の核酸分子若しくはタンパク質

で得られたデータを用いて、標識した核酸分子またはタンパク質と候補分子との

親和性を計算する。

      【０１２３】

  １３  タンパク質の活性の実証

  PTP若しくは生物学的活性を有するその断片を、125Iボルトンハンター試薬（B

olton 他 (1973) Biochem. J. 133:529-539）で標識する。マルチウェルプレー
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トのウェルにおいて、様々なPC分子種を含む候補分子を標識したPTPと共にイン

キュベートし、次に洗浄してから、標識した複合体を有する全てのウェルをアッ

セイする。様々な濃度のPTPで得られたデータを用いて、PTPと結合した候補分子

の関連性、数量、親和性を計算する。

      【０１２４】

  （表の簡単な説明）

  表１は、ヒト及びラット由来のSEQ ID NO:1と相同性を有するインサイト社ク

ローン番号、それらのヌクレオチドの長さ、由来生物、SEQ ID NO:1と重複する

領域、SEQ ID NO:1との同一性（％）を示す。

    【表１】
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    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１Ａ】    

  本哺乳動物タンパク質のアミノ酸配列（SEQ ID NO:2）をコードする核酸配列

（SEQ ID NO:1）を示す。このアラインメントは、MACDNASIS PROソフトウェア(H

itachi Software Engineering, South San Francisco CA)を用いて作成した。

    【図１Ｂ】    

  本哺乳動物タンパク質のアミノ酸配列（SEQ ID NO:2）をコードする核酸配列

（SEQ ID NO:1）を示す。このアラインメントは、MACDNASIS PROソフトウェア(H
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itachi Software Engineering, South San Francisco CA)を用いて作成した。

    【図１Ｃ】

  本哺乳動物タンパク質のアミノ酸配列（SEQ ID NO:2）をコードする核酸配列

（SEQ ID NO:1）を示す。このアラインメントは、MACDNASIS PROソフトウェア(H

itachi Software Engineering, South San Francisco CA)を用いて作成した。

    【図１Ｄ】    

  本哺乳動物タンパク質のアミノ酸配列（SEQ ID NO:2）をコードする核酸配列

（SEQ ID NO:1）を示す。このアラインメントは、MACDNASIS PROソフトウェア(H

itachi Software Engineering, South San Francisco CA)を用いて作成した。

    【図１Ｅ】    

  本哺乳動物タンパク質のアミノ酸配列（SEQ ID NO:2）をコードする核酸配列

（SEQ ID NO:1）を示す。このアラインメントは、MACDNASIS PROソフトウェア(H

itachi Software Engineering, South San Francisco CA)を用いて作成した。

    【図２】    

  MEGALIGNプログラム(DNASTAR, Madison WI)を用いて作成した、SEQ ID NO:1と

SEQ ID NO:17（マウス肺PC-TP；GI897786）との間のアラインメントを示す。
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【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図１Ｃ】
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【図１Ｄ】
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【図１Ｅ】
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【図２】
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【国際調査報告】
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