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(54)【発明の名称】 新規な哺乳動物カルシウムチャネルならびに関連するプローブ、細胞株および方法

(57)【要約】
本発明者らがα

1G
、α

1H
およびα

1I
サブユニット

として分類している３タイプの哺乳動物（同定されたヒ
トおよびラット配列）Ｔ型カルシウムチャネルサブユニ
ットの配列および部分配列を提供する。これらのカルシ
ウムチャネル配列を知ることにより、ヒト細胞からの完
全な配列の局在化および回収、ならびに本発明の新規カ
ルシウムチャネルを発現する細胞株の開発が可能になる
。これらの細胞は、アゴニストまたはアンタゴニストと
してカルシウムチャネルに対して作用し得る化合物を同
定するために使用され得る。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  発現カセットを含むＤＮＡ分子であって、ここで該発現カセ

ットは、Ｔ型カルシウムチャネルα1サブユニットをコードするヌクレオチド配

列を含み、該サブユニットは図６に示されるアミノ酸配列を有し、該コード配列

は、制御配列に作動可能に連結されてその発現をもたらす、ＤＮＡ分子。

    【請求項２】  請求項１に記載のＤＮＡ分子を含むように改変された、組換

え宿主細胞。

    【請求項３】  哺乳動物細胞である、請求項２に記載の細胞。

    【請求項４】  機能的カルシウムチャネルの産生をもたらす方法であって、

該方法は、該機能的カルシウムチャネルが産生される条件下で、請求項２または

３に記載の細胞を培養する工程を包含する、方法。

    【請求項５】  Ｔ型哺乳動物カルシウムチャネルのための調節因子である化

合物を同定するための方法であって、該方法は、請求項４に記載の方法において

使用される細胞を該化合物と接触させる工程、および該化合物の該細胞に対する

効果を評価する工程を包含する、方法。

    【請求項６】  請求項５に記載の方法によって同定される、Ｔ型カルシウム

チャネル調節因子。

    【請求項７】  Ｔ型カルシウムチャネル活性の望ましくないレベルによって

特徴付けられる状態を処置するための薬学的組成物であって、該組成物は、有効

量の請求項６に記載の調節因子を含む、組成物。

    【請求項８】  前記状態が、心肥大、心不整脈、高血圧、睡眠障害、または

てんかんである、請求項７に記載の組成物。

    【請求項９】  ヌクレオチド配列に対する発現系を含むＤＮＡ分子であって

、該ヌクレオチド配列は、Ｔ型カルシウムチャネルα1サブユニットをコードす

るヌクレオチド配列に相補的であるか、または該コード配列を含むＤＮＡと三重

らせんを形成する、ＤＮＡ分子。

    【請求項１０】  Ｔ型カルシウムチャネル活性の望ましくないレベルによっ

て特徴付けられる状態を処置するための薬学的組成物であって、該組成物は、有

効量の請求項９に記載のＤＮＡ分子を含む、組成物。



(3) 特表２００３－５０４０２０

    【請求項１１】  前記状態が、心肥大、心不整脈、高血圧、睡眠障害、また

はてんかんである、請求項１０に記載の組成物。

    【請求項１２】  本質的にＴ型カルシウムチャネルα1サブユニットの特徴

的なヌクレオチド配列をからなるオリゴヌクレオチドであって、該オリゴヌクレ

オチドは、検出可能な標識に結合するかまたは該検出可能な標識を含む、オリゴ

ヌクレオチド。

    【請求項１３】  組織におけるＴ型カルシウムチャネルの分布をマッピング

するための方法であって、該方法は、該組織を請求項１２に記載のオリゴヌクレ

オチドと接触させる工程を包含する、方法。

    【請求項１４】  Ｔ型カルシウムチャネルの細胞外部分と特異的に免疫反応

性である、抗体。

    【請求項１５】  組織におけるＴ型カルシウムチャネルの分布をマッピング

するための方法であって、該方法は、該組織を請求項１４に記載の抗体と接触さ

せる工程を包含する、方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （技術分野）

  本発明は、Ｔ型カルシウムチャネルをコードする配列、これらの配列の発現、

およびカルシウムチャネル活性をアンタゴナイズする化合物のスクリーニング方

法に関する。本発明は、また、Ｔ型カルシウムチャネル分子構造の知識に由来す

る分子ツールにも関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  細胞へのカルシウムの急激な流入は、電位開口型カルシウムチャネルと呼ばれ

るタンパク質クラスを介して起こる。カルシウムチャネルは、原形質膜を通して

カルシウム選択的ポアが開くことにより脱分極に反応する分子の異種クラスであ

る。細胞へのカルシウムの流入を介して、興奮収縮連関、ホルモン分泌および遺

伝子発現を含む広く様々な細胞および生理学的反応が起こる。神経において、カ

ルシウム流入は直接的に膜電位に対して影響を及ぼし、興奮、反復発火パターン

およびペースメーカー活性などの、電気的性質に寄与する。Ｍｉｌｌｅｒ，Ｒ．

Ｊ．（１９８７）“多様なカルシウムチャネルおよびニューロン機能”Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ  ２３５：４６－５２．さらに、カルシウム流入は、カルシウム依存性イ

オンチャネルを直接制御し、プロテインキナーゼＣおよびカルモジュリン依存性

プロテインキナーゼＩＩのような、カルシウム依存性酵素活性を変化させること

によってニューロン機能に影響を及ぼす。シナプス前神経末端におけるカルシウ

ム濃度の上昇により、神経伝達物質の放出が引き起こされる。カルシウム流入は

また、ニューロン発達における軸索伸長および錐体の成長においても作用し、ニ

ューロン活動の長期的変化と関係している。

      【０００３】

  カルシウムチャネルを介して起こる様々な正常生理的機能に加えて、それらは

また、多くのヒトの疾患に関連している。最近、ヒトおよびマウスカルシウムチ

ャネル遺伝子において同定された突然変異は、家族性片麻痺性偏頭痛、２型挿間

（運動）失調、小脳性運動失調症、欠神発作てんかん、および発作を含むいくつ
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かの疾患を説明するということが分かっている。Ｆｌｅｔｃｈｅｒら、（１９９

６）“欠突然変異マウスにおける欠神発作てんかんは、カルシウムチャネル障害

に関連している。”Ｃｅｌｌ  ８７：６０７－６１７；Ｂｕｒｇｅｓｓら、（１

９９７）“Ｃａ２＋チャネルβサブユニット遺伝子  Ｃｃｈｂ４の突然変異は、

嗜眠性マウスの運動失調および発作と関連している。”Ｃｅｌｌ  ８８：３８５

－３９２；Ｏｐｈｏｆｆら（１９９６）、“家族性片麻痺性偏頭痛および２型挿

間失調は、Ｃａ２＋チャネル遺伝子  ＣＡＣＮＬ１Ａ４の突然変異に起因する。

”Ｃｅｌｌ  ８７：５４３－５５２；Ｚｈｕｃｈｅｎｋｏ，Ｏ．ら、（１９９７

）“α1A－電位依存性カルシウムチャネルにおける小ポリグルタミン伸長に関連

する常染色体優性小脳性運動失調症（ＳＣＡ６）”Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔｉ

ｃｓ  １５：６２－６９。

      【０００４】

  疾患の中には、その臨床治療が、治療的カルシウムチャネルアンタゴニストの

発展により促進されたものがある。Ｊａｎｉｓ，ら、（１９９１）Ｃａｌｃｉｕ

ｍ  Ｃｈａｎｎｅｌｓ：Ｔｈｅｉｒ  Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｓ，Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ  ａｎｄ  Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ．

ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄｏｎ。

      【０００５】

  天然のカルシウムチャネルは、その電気生理学的および薬理学的性質によって

、Ｔ、Ｌ、Ｎ、ＰおよびＱ型に分類されている（総論として、ＭｃＣｌｅｓｋｅ

ｙ，ら、（１９９１）“電位依存性カルシウムチャネルの機能的性質”Ｃｕｒｒ

．Ｔｏｐｉｃｓ  Ｍｅｍｂｒ．３９：２９５-３２６、およびＤｕｎｌａｐら、

（１９９５）“哺乳動物中枢ニューロンにおける開口分泌Ｃａ2+チャネル”Ｔｒ

ｅｎｄｓ  Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１８：８９－９８を参照）。Ｔ型（または低電位

活性）チャネルは、負電位において活性化し、静止電位における変化に対して高

感度である分子の広範囲のクラスを表すものである。Ｌ、Ｎ、ＰおよびＱ型チャ

ネルは、より正の電位において活性化し、多様なカイネティクスおよび電位依存

性性質を示す。高電位活性化チャネルの生物物理的性質はいくつかの重複がある

ので、薬理学的プロファイルはさらにそれらを分類する際に有用である。Ｌ型チ
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ャネルはジヒドロピリジン（ＤＨＰ）アゴニストおよびアンタゴニストに対して

感受性があり、Ｎ型チャネルは、Ｃｏｎｕｓ  ｇｅｏｇｒａｐｈｕｓ  ペプチド

毒、ω－コノトキシン  ＧＶＩＡにより阻害され、Ｐ型チャネルは、ジョウゴグ

モ、Ａｇｅｌｅｎｏｐｓｉｓ  ａｐｅｒｔａの毒由来のペプチド  ω－アガトキ

シン  ＩＶＡにより阻害される。ＱおよびＰ型チャネルが別の分子因子であるか

どうかについては疑問があるにもかかわらず、４番目の型の高電位活性化カルシ

ウムチャネル（Ｑ型）が、記述されている（Ｓａｔｈｅｒら、（１９９３）“ク

ラスＡ（Ｂ１）カルシウムチャネルα1サブユニットの異なる生物物理学的およ

び薬理学的性質”Ｎｅｕｒｏｎ  １１：２９１－３０３；Ｓｔｅａら、（１９９

４）“ラット脳α1Aカルシウムチャネル局在および機能的性質は、神経細胞Ｑお

よびＰ型チャネルの類似性を反映する。”Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃ

ｉ（ＵＳＡ）９１：１０５７６－１０５８０；Ｂｏｕｒｉｎｅｔ，Ｅ．ら、（１

９９９）Ｎａｔｕｒｅ  Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ  ２：４０７－４１５）。い

くつかの型のカルシウム伝導率は、上記カテゴリーのどれにも適切にあてはまら

ず、今後分類されるべきと考えられているさらなるカルシウムチャネルサブタイ

プの範疇内にも既知のものとは異なる性質を持つものがある。

      【０００６】

  生化学的解析により、ニューロンの高閾値カルシウムチャネルが、３つの異な

るサブユニット（α1、α2δおよびβ）から成るヘテロ多量体複合体であること

が示される（Ｄｅ  Ｗａａｒｄら、（１９９７）Ｉｏｎ  Ｃｈａｎｎｅｌｓ，４

巻，Ｎａｒａｈａｓｈｉ，Ｔ．編、Ｐｌｅｎｕｍ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒ

ｋにより総説されている）。α1サブユニットは、主要なポア形成サブユニット

で、電位センサーおよびカルシウムチャネルアンタゴニスト結合部位を含む。主

要な細胞外α2サブユニットは、膜貫通δサブユニットとジスルフィド結合して

おり、両方とも同じ遺伝子由来で、インビボにおいて、タンパク質分解的に切断

される。βサブユニットは、α1サブユニットの細胞質領域と結合の高いアフィ

ニティーを持つ非－糖転移、親水性タンパク質である。４番目のサブユニット、

γは、骨格筋Ｔ－筋管で発現されているＬ型カルシウムチャネルに特有である。

γ―サブユニットコードｃＤＮＡの分離および特徴については、本明細書中で参
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考として援用されている米国特許番号第５，３８６，０２５号で記述されている

。

      【０００７】

  分子クローニングにより、６個の異なる型のα1サブユニット（α1A、α1B、

α1C、α1D、α1Eおよびα1S）および４個の型のβサブユニット（β1、β2、β

3およびβ4））のｃＤＮＡおよび対応するアミノ酸配列が明らかになっている（

Ｓｔｅａ，Ａ．，Ｓｏｏｎｇ，Ｔ．Ｗ．およびＳｎｕｔｃｈ，Ｔ．Ｐ．（１９９

４）“Ｖｏｌｔａｇｅ－ｇａｔｅｄ  ｃａｌｕｃｉｕｍ  ｃｈａｎｎｅｌｓ”Ｈ

ａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ  ａｎｄ  Ｃｈａｎｎｅｌｓ．Ｒ．

Ａ．Ｎｏｒｔｈ編、ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓにて総説されている）。これらのα1サ

ブユニットのアミノ酸配列比較については、本明細書中で参考として援用されて

いるこの出版物中に含まれる。本明細書中で参考として援用されているＰＣＴ特

許公開ＷＯ  ９５／０４１４４により、α1Eカルシウムチャネルサブユニットの

配列および発現が開示される。

      【０００８】

  Ｓｔｅａ，Ａ．ら、（１９９４）（前記）で記述されているように、α1サブ

ユニットは、一般的に、２０００アミノ酸オーダーの長さがあり、ウサギ由来の

α1Sの１８７３アミノ酸長から、ウサギ由来α1Aの２４２４アミノ酸長の範囲に

及ぶ。一般的にこれらのサブユニットには、３個または４個のアミノ酸ごとに正

に荷電した残基を持つ一つのセグメント（Ｓ４）とともにそれぞれが６個の推定

のアルファへリックス膜貫通セグメント（Ｓ１－Ｓ６）を持つ４個の内部相同的

繰り返し（Ｉ－ＩＶ）を含む。スプライシングの相違による例外が少数存在する

。ドメインＩＩとドメインＩＩＩとの間に、α1Sにおいて興奮収縮連関を仲介し

、また、サブタイプの間で、１００～４００アミノ酸残基の範囲であると考えら

れている細胞質ドメインがある。ドメインＩ－ＩＶは、分子の大体２／３を占め

、ドメインＩＶのＳ６領域に隣接するそのカルボキシル末端は、カルシウムチャ

ネルの細胞内側にあると考えられている。Ｓｔｅａ，Ａ．ら（前記）によりクロ

ーニングされ記述されている、βサブユニット結合部位であるドメインＩ  Ｓ６

膜貫通セグメントの下流の全てのサブユニットにおいて共通モチーフ（ＱＱ－Ｅ
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－Ｌ－ＧＹ－ＷＩ－Ｅ）がある。

      【０００９】

  本明細書中の本発明者らの研究について記述しており、本明細書中で参考とし

て援用されているＰＣＴ公開  ＷＯ９８／３８３０１により、Ｔ型カルシウムチ

ャネルα1サブユニットの分子組成についての最初の記述が報告されている。本

出願において、Ｔ型カルシウムチャネルと関連する３個の哺乳動物サブタイプ、

α1G、α1H、α1Iに対する全長遺伝子を記述する。

      【００１０】

  いくつかの発現系において、高閾値α1サブユニットの電気生理学的および薬

理学的性質が、４個のβサブユニットのどれかとの共発現によって異なるように

変化させられているにもかかわらず、高閾値α1サブユニットのみが、機能的な

カルシウムチャネルを形成し得る。最近まで、βサブユニットとの共発現により

変化が及ぼされたことによる影響について報告されているものは、主に、カイネ

ティックおよび電位依存性の性質を変化させることについてであった。さらに最

近、βサブユニットもまた、プロテインキナーゼＡ、プロテインキナーゼＣおよ

び直接的なＧ－タンパク質相互作用によって、チャネル活性を調節するというこ

とにおいて決定的な役割を持つことが示されている（Ｂｏｕｒｉｎｅｔら、（１

９９４）“ニューロンα1C  Ｌ型カルシウムチャネルの電位依存的促進”ＥＭＢ

Ｏ  Ｊ．１３：５０３２－５０３９；Ｓｔｅａら、（１９９５）“ニューロンカ

ルシウムチャネルファミリーのＰＫＣ依存的調節決定因子”Ｎｅｕｒｏｎ  １５

：９２９－９４０；Ｂｏｕｒｉｎｅｔ，ら、（１９９６）“ニューロンカルシウ

ムチャネルのＧ－タンパク質依存的オピオイド調節決定因子”Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）９３：１４８６－１４９１）。

      【００１１】

  細胞内代謝およびヒト疾患においてカルシウムチャネルが重要であるので、他

のクラスのα1サブユニットを同定することおよびこれらのサブユニットに対す

る発現系を開発することが必要とされるだろう。それによって、カルシウムチャ

ネル機能に対する薬理学的制御因子の研究を含めて、これらのカルシウムチャネ

ルの研究および性質を同定することが可能となる。
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      【００１２】

  （発明の開示）

  本発明により、Ｔ型カルシウムチャネルの新規哺乳動物カルシウムチャネルサ

ブユニットの配列が提供される。本発明者らは、それらを、α1G、α1Hおよびα

1Iサブユニットと呼んでいる。これらカルシウムチャネルサブユニットの配列に

対する知識を、標的組織におけるサブユニットの分布および発現マッピングを行

なうためのプローブの開発に使用し得る。さらに、これらＴ型カルシウムチャネ

ルのα1サブユニットの分子構造が、解明されており、細胞外に残るそれらの部

分を同定することが可能であり、従って、Ｔ型カルシウムチャネルの発現位置お

よびレベルを調べるために必要な抗体を得るために、ペプチドを設計することが

可能である。さらに、単独または他のタンパク質と組み合わせて、これらのサブ

ユニットは、機能的なカルシウムチャネルを産生し得る。そのカルシウムチャネ

ルは、モデル細胞株において、本発明のサブユニットを含むチャネルの性質を決

定するために評価され得る。α1G、α1Hおよびα1Iサブユニットを取り入れてい

るカルシウムチャネルに対する薬学的物質および（または）毒性物質の影響を評

価するために、これらの細胞株を使用し得る。得られた同定化合物は、望ましく

ないＴ型カルシウムチャネル活性が存在する疾患状態の治療において有用である

。これらの状態には、とりわけ、てんかん、睡眠障害、気分障害、心肥大および

不整脈および高血圧、などが含まれる。さらに、Ｔ型カルシウムチャネル産生を

抑制するためにアンチセンスおよび三重鎖ヌクレオチド配列を設計し得る。

      【００１３】

  本方法のある実施形態およびこの発明の産物において、α1サブユニットは、

配列番号１７でコードされるもの以外のもので、あるいは、配列番号１７、なら

びに配列番号１９および配列番号２１が一部である全長配列でコードされるもの

以外のものである。本発明の他の実施形態およびこの発明産物から、配列番号１

３－２１の一部または全体を表すプローブ、あるいは、配列番号１－２２の一部

または全体を表すプローブは除外される。

      【００１４】

  （発明の実施様式）
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  本発明には、保護が求められる次の局面が含まれる。

      【００１５】

  （ａ）  新規哺乳動物（ヒトを含む）カルシウムチャネルサブユニットおよび

そのようなサブユニットをコードするＤＮＡ配列。特に、本発明は、少なくとも

部分的に精製された、Ｔ型カルシウムチャネルα1サブユニットをコードするヌ

クレオチド配列を含むＤＮＡ分子、およびこのようなα1サブユニットそのもの

を包含する。カルシウムチャネルの機能における重要な変化を全く示さない個体

のＤＮＡまたはアミノ酸配列と比べて、ＤＮＡまたはアミノ酸配列に小さなずれ

が起こっているいくつかの個体のＤＮＡにおいて、多型の変形が作製され得るか

または存在し得ることが認識される。類似した性質を持つアミノ酸置換を引き起

こす変形を含むそのような変形は、本発明の範囲内であると考えられる。従って

、ある実施形態において、本出願は、哺乳動物Ｔ型カルシウムチャネルα1サブ

ユニットをコードするＤＮＡ分子、および中程度（または高度の）ハイブリダイ

ゼーションストリンジェンシー条件下で、この出願で開示される一つまたはその

他の特異的な配列とハイブリダイズするＤＮＡ分子を特許請求する。このレベル

のハイブリダイゼーションストリンジェンシーにより、一般的に哺乳動物ＤＮＡ

ライブラリから、本発明の範囲内においてサブユニットの回収を可能にするため

に必要とされる長さの配列を十分に得うる。

      【００１６】

  あるいは、本発明のＴ型カルシウムチャネルは、α1カルシウムチャネルサブ

ユニットとして分類される定義された構造的性質に加えて低電位ゲーティングと

いうその機能的性質により認識され、Ｔ型のα1カルシウムチャネルサブユニッ

トとしても特徴付けられる。本発明の長所によって、これらの性質は、次のよう

に説明されている。

      【００１７】

  他の型のカルシウムチャネルおよびナトリウムチャネルと比較して区別される

、α1G、α1Hおよびα1I  Ｔ型チャネルの性質の一つは、それぞれの４個の構造

的ドメインにおけるポア領域（Ｐ－領域）に、チャネル透過性が関与する診断ア

ミノ酸配列が含まれるということである。図８において、Ｔ型チャネルが、その
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Ｐ－領域（ドメインＩ－ＩＶ）にグルタミン酸／グルタミン酸／アスパラギン酸

／アスパラギン酸（一文字アミノ酸表記：ＥＥＤＤ）残基を含むことが示される

。Ｌ型チャネルのような高閾値カルシウムチャネルには、グルタミン酸／グルタ

ミン酸／グルタミン酸／グルタミン酸（一文字アミノ酸表記でＥＥＥＥ）残基が

含まれる一方、対照的に、図８において、ナトリウム（Ｎａ）チャネルにおいて

４個のドメインのＰ－領域にはアスパラギン酸／グルタミン酸／リジン／アラニ

ン（一文字アミノ酸表記で、ＤＥＫＡ）残基が含まれることが示される。α1G、

α1Hおよびα1I  Ｔ型カルシウムチャネルはまた、Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ  Ｃ１１

Ｄ２．６およびＣ２７Ｆ２．３およびラットＮＩＣチャネルを含む他の型のイオ

ンチャネルと比較してこの領域において異なる（図８）。

      【００１８】

  他の型のカルシウムチャネルと比較して区別される、α1G、α1Hおよびα1IＴ

型チャネルの第二の性質は、それらが、ドメインＩとＩＩとの間の細胞質リンカ

ーにおいてβサブユニット結合コンセンサス配列を含まないということである。

対照的に、全ての高閾値カルシウムチャネルには、カルシウムチャネルβサブユ

ニットと生理的に相互作用することが示されるコンセンサス配列（一文字アミノ

酸表記で、ＱＱ－Ｅ－－Ｌ－ＧＹ－－ＷＩ－－－Ｅが含まれる（Ｐｒａｇｎｅｌ

ｌ，Ｍ．，Ｄｅ  Ｗａａｒｄ，Ｍ．，Ｍｏｒｉ，Ｙ．，Ｔａｎａｂｅ，Ｔ．，Ｓ

ｎｕｔｃｈ，Ｔ．Ｐ．およびＣａｍｐｂｅｌｌ，Ｋ．Ｐ．，１９９４，Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３６８：６７－７０）。従って、βサブユニットの存在により活性が変化

することはなく、βサブユニットの存在は必要とされないようである。

      【００１９】

  他と区別される、α1G、α1Hおよびα1I Ｔ型チャネルの第三の性質は、それ

らがカルボキシルからＩＶ  Ｓ６ドメインの領域でＥＦ－ハンドカルシウム結合

モチーフを保持しないということである。対照的に、全ての高閾値カルシウムチ

ャネルには、ある一定のカルシウム結合タンパク質で見出されるＥＦ－ハンドド

メインと密接に関連したコンセンサス配列が含まれる（ｄｅ  Ｌｅｏｎ，Ｍ．，

Ｗａｎｇ，Ｙ．，Ｊｏｎｅｓ，Ｌ．，Ｐｅｒｅｚ－Ｒｅｙｅｓ，Ｅ．，Ｗｅｉ，

Ｘ．，Ｓｏｏｎｇ，Ｔ．Ｗ．，Ｓｎｕｔｃｈ，Ｔ．Ｐ．＆  Ｙｕｅ，Ｄ．Ｔ．，



(12) 特表２００３－５０４０２０

１９９５，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７０：１５０２－１５０６）。

      【００２０】

  従って、本明細書中での定義として、“Ｔ型カルシウムチャネルα1サブユニ

ット”とは、これらの構造的特徴を含むサブユニットを意味する。

      【００２１】

  あるいは、本明細書中で記述されるヒトおよびラットヌクレオチドおよびアミ

ノ酸配列に対するホモロジーによってＴ型α1サブユニット分子を定義し得る。

従って、本明細書中配列番号２３－２８または図６で示される配列で明らかにさ

れる配列に対するアミノ酸配列またはコードヌクレオチド配列なる語において、

Ｔ型α1サブユニットは、典型的に、少なくとも５０％、好適には７０％のホモ

ロジーを持つであろう。好適には、ホモロジーは、少なくとも８０％、より好適

には９０％、最も好適には、９５％、９７％、９８％または９９％である。

      【００２２】

  相対的ホモロジーも、特異的領域なる語においてまた定義し得る。上記で示す

ように、Ｔ型チャネルα1サブユニットのある一定の領域は、非常に高いホモロ

ジーを示すが、その一方で、ドメインＩＩとＩＩＩとの間の細胞質領域など、他

の領域では、それ程ホモロジーがない。従って、配列番号２３－２８または図６

の配列に対して、Ｔ型α1サブユニットはドメインＩ－ＩＶにおいて、７５％以

上のホモロジーを持つだろう。また、好適には、８５％以上、または９５％以上

のホモロジー、より好適には、９８％以上のホモロジーを持つ。ドメインＩＩと

ＩＩＩとの間の細胞質領域におけるホモロジーの程度は、かなり低い。例えば、

２５％のホモロジーのみ、好適には、５０％のホモロジー、またはより好適には

６０％のホモロジーである。同様に、ドメインＩＶの、細胞内領域下流は、ドメ

インＩ－ＩＶより低いホモロジーしか持ち得ない。

（ｂ）  これらの新規カルシウムチャネルサブユニットをコードする遺伝子に対

する、ヒトｃＤＮＡライブラリのスクリーニングにおいてプローブとして有用な

ポリヌクレオチド配列。これらのプローブは、また、新規カルシウムチャネルサ

ブユニットの組織分布を調べるための組織学的解析でも使用し得る。

      【００２３】
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  上記で示したように、本明細書中でのＴ型サブユニットの構造的性質の解明に

より、この型を特に特徴付けるコードヌクレオチド配列の一部分を選択すること

によって適切なプローブの選択が可能となる。上記で示したように、例えば、Ｔ

型サブユニットは、図８で示したポア形成ユニットにおいて特有のアミノ酸パタ

ーンを持つ。あるいは、他のサブユニットを識別するために多様なプローブを使

用し得る。例えば、一般的にカルシウムチャネルαサブユニットに対してコンセ

ンサス配列を表すプローブと結合されたＴ型α1サブユニットから欠失している

β－結合ドメインを表すプローブのようなものである。

（ｃ）  少なくとも部分的に精製された哺乳動物Ｔ型カルシウムチャネルのα1

サブユニットおよび関連ペプチド。これらのタンパク質およびペプチドは、Ｔ型

カルシウムチャネルサブユニットの細胞および細胞下の分布を調べるためにポリ

クローナルまたはモノクローナル抗体を産生するために使用し得る。

      【００２４】

  さらに、Ｔ型α1サブユニットのアミノ酸配列が明確にされたことにより、ど

のチャネルの領域が細胞外に現れているか調べること、および抗体を産生するた

めにこれらの領域を選択することは、十分に当業者の範囲内である。

（ｄ）  新規カルシウムチャネルサブユニットを発現する真核細胞株。これらの

細胞株は、新規カルシウムチャネルサブユニット機能に対する薬理学的調節剤と

して化合物を評価するために使用し得る。

（ｅ）  それらのサブユニットを単独で、または他のカルシウムチャネルサブユ

ニットと組み合わせて発現する細胞株を用いた新規カルシウムチャネルサブユニ

ット機能に対する薬理学的調節剤としての化合物の評価方法。

（ｆ）  望ましくないカルシウムチャネル活性と関連する疾患状態の治療に対す

る、上記で示されたように同定された化合物の使用。

      【００２５】

  これらの疾患には、てんかん、偏頭痛、運動失調、精神分裂病、高血圧、不整

脈、狭心症、うつ病、パーキンソン病が含まれるが、これらに制限されない。こ

のような関連の特徴づけおよび、究極的には、関連疾患の診断は、野生型または

欠損型の新規カルシウムチャネルに結合するプローブを用いて行なわれ得る。
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      【００２６】

  特定のＴ型チャネルは、中枢ニューロンの反発性突発的ニューロン発火の原因

であり、徐波睡眠などの正常な脳機能や、てんかんおよび気分障害などの神経性

疾患に関係があるとされる。それらは、また心臓のペースメーカー活性、ホルモ

ン分泌および受精においても重要であり、心肥大および高血圧などの疾患状態に

関連する。

      【００２７】

  この出願の明細書および特許請求の範囲において使用されるように、“Ｔ型カ

ルシウムチャネル”なる語は、通常、－５０ｍＶ以下の、最も多くは－６０ｍＶ

以下の低活性化電位を持つ電圧作動性カルシウムチャネルを意味する。Ｔ型カル

シウムチャネルはまた、比較的負の定常状態での不活性化の性質を表し、脱活性

化カイネティクスを遅らせる。“α1サブユニット”または“α1カルシウムチャ

ネル”なる語は、ポア形成の素因となり、電圧センサーおよびカルシウムチャネ

ルアゴニストおよびアンタゴニスト結合部位を含むカルシウムチャネルのタンパ

ク質サブユニットを意味する。そのようなサブユニットは、カルシウムチャネル

として独立して機能を持ち得るか、または、完全に機能を果たすために他のサブ

ユニット型の存在を要求し得る。

      【００２８】

  この出願の明細書および特許請求の範囲において使用されるように、“少なく

とも（最低でも）部分的に精製された”とは、物理的分離プロセスを行うことに

よって、あるいは最初に非天然の環境においてＤＮＡまたはタンパク質分子を作

製することによって、特定の分子が、天然の状態においてともに生じている近接

する細胞成分および分子から分離されるということにおける、ＤＮＡまたはタン

パク質調製物を意味する。この語には、ｃＤＮＡ分子および発現ベクターが含ま

れる。

      【００２９】

  本発明に従って、本発明者らは、新規Ｔ型カルシウムチャネルα1サブユニッ

トをコードする哺乳動物ＤＮＡ配列を同定している。これらのサブユニットは、

α1G、α1Hおよびα1I型と呼ばれている哺乳動物電位依存性カルシウムチャネル
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の新しい型のα1サブユニットを示すと考えられている。

      【００３０】

  Ｓａｎｇｅｒ  Ｇｅｎｏｍｅ  Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ  Ｃｅｎｔｅｒ（Ｃａｍ

ｂｒｉｄｇｅ，Ｕ．Ｋ．）およびｔｈｅ  Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ  Ｕｎｉｖｅｒ

ｓｉｔｙ  Ｇｅｎｏｍｅ  Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ  Ｃｅｎｔｅｒ（Ｓｔ．Ｌｏｕ

ｉｓ．ＭＯ）において、ヒトＴ型カルシウムチャネルα1Iサブユニットをコード

する核酸配列を含む配列から、細菌性人工染色体（ＢＡＣ）配列（ｂＫ２０６ｃ

７）を同定した。この同定の理論的根拠は、本明細書中で参考として援用されて

いる、ＷＯ  ９８／３８３０１にて明らかにされている。適切な関連のあるヌク

レオチド配列および１８５４個のアミノ酸を含む翻訳アミノ酸配列は、配列番号

１７および１８にて明らかにされている。

      【００３１】

  ＷＯ９８／３８３０１で記述されているように、ヒト脳全ＲＮＡ調製物中から

関連する配列を同定するためにＰＣＲクローニング技術を使用して、本発明者ら

は、ヒト脳に存在する新規α1Iカルシウムチャネルサブユニットを確認した。５

６７  ｎｔ  ＰＣＲ産物（配列番号１９、アミノ酸  配列番号２０）のサブクロ

ーニングおよびそれに続く配列決定により、この産物が、ｂＫ２０６ｃ７  ＢＡ

Ｃゲノム配列から由来する配列（配列番号１７（アミノ酸配列  配列番号１８）

として与えられるヌクレオチド配列）に対応するものであることが示された。ラ

ット脳ＲＮＡ調製物を用いて同様の実験を行い、その結果、実質的に同定される

ＰＣＲ産物（配列番号２１）を回収した。ラットＰＣＲ産物（配列番号２２）に

コードされるタンパク質は、ヒトＰＣＲ産物（配列番号２０と９６％同一である

。

      【００３２】

  全長ヒトまたはラットクローンを構築するための基礎として、部分サブユニッ

トをコードするこれらの配列を使用した。簡潔に説明すると、サブクローニング

されたα1IＰＣＲ産物を、標準的方法に従ってランダムヘキサマープライマー法

により放射性標識し（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．，Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｅ．Ｆ．およ

びＭａｎｉａｔｉｓ，Ｔ．（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，
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Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ．Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂ

ｏｒ  Ｐｒｅｓｓ参照。）、市販のヒト脳ｃＤＮＡライブラリ（Ｓｔｒａｔａｇ

ｅｎｅ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）のスクリーニングに使用した。ｃＤＮＡライ

ブラリのスクリーニングは、標準的方法に従って行なった。また、このスクリー

ニングには、組み換えランダムファージを細菌に感染させるようなプロトコール

、ニトロセルロースフィルターへのラムダＤＮＡの固定化、および中程度のハイ

ブリダイゼーションストリンジェンシー条件下での、放射性標識プローブを用い

たスクリーニングが含まれている。オートラジオグラフィーを用いてプローブに

対するｃＤＮＡクローン相同性を同定する。それに引き続くスクリーニングの繰

り返しによって陽性クローンを精製する。

      【００３３】

  このプロトコールに続いて、殆ど精製されたｃＤＮＡ調製物は、ｃＤＮＡライ

ブラリ合成が持つ性質上、部分配列クローンになるようである。ＤＮＡ配列にお

いて重複するｃＤＮＡ調製物から全長クローンを構築する。全長ｃＤＮＡを作製

することを目的として個々のｃＤＮＡに対してライゲーションを行なうために、

ｃＤＮＡの間で重複する制限酵素部位を用いる。引き続いて起こる異種発現を行

なうために、全長ｃＤＮＡを、ｃＤＮＡ発現がＣＭＶ主要中間体の初期プロモー

ター／エンハンサーのようなプロモーター制御下にある、ｐｃＤＮＡ－３（Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）のような、適切な脊椎動物発現

ベクターに直接サブクローニングする。他の適切な発現ベクターには、例えば、

ｐＭＴ２、ｐＲＣ／ＣＭＶ、ｐｃＤＮＡ３．１およびｐＣＥＰ４が含まれる。

      【００３４】

  これらのプロトコールに従って、ラット脳ｃＤＮＡライブラリのスクリーニン

グを行なうために、５６７塩基対のヒトフラグメント（配列番号１９）を使用し

て、全長哺乳動物α1G、α1Hおよびα1IカルシウムチャネルサブユニットｃＤＮ

Ａを分離した。回収した配列の配列決定によって、本明細書中でα1G，α1Hおよ

びα1Iサブユニットと命名されているカルシウムチャネルサブユニットの３個の

別々のクラスと同定した。それぞれのクラスのサブユニットに対して、最も大き

いｃＤＮＡの完全な配列決定によって、それが予想されたカルシウムチャネルコ
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ード領域の部分のみを表すことが確証された。重複セグメントを得るために、ｃ

ＤＮＡの一部分に由来するプローブを用いて、ラット脳ｃＤＮＡライブラリに対

して再びスクリーニングを行なうことによって、３個の新規サブユニットに対す

る完全配列を得た。これらのセグメントを、制限酵素消化およびライゲーション

によって完全な遺伝子を形成するように組み合わせた。それぞれ、配列番号２３

，２５および２７により、ラットα1G、α1Hおよびα1Iサブユニットの完全ｃＤ

ＮＡ配列を得た。配列番号２４、２６および２８で、対応するアミノ酸配列を得

た。ヒトまたは他の哺乳動物ライブラリのスクリーニングによってヒト配列を回

収するために、同様の技術を用いた。従って、例えば、同じプローブ（配列番号

１９）を用いることによりα1Gおよびα1HＴ型カルシウムチャネルに対する部分

的長さのヒト配列を回収しており、また、ヒトα1IＴ型カルシウムチャネルをコ

ードする部分的長さのＤＮＡを回収するために全長ラットα1IｃＤＮＡ（配列番

号２７）を使用している。配列番号３０－３５で、これらの部分的長さのヒトカ

ルシウムチャネルに対するＤＮＡおよびアミノ酸配列を得た。ヒトα1Gに対する

完全コード配列を得た。そして、推定アミノ酸配列とともに、図６で明らかにす

る。

      【００３５】

  一旦、全長ｃＤＮＡが発現ベクターにクローニングされたら、次に、発現のた

めの宿主細胞にベクターをトランスフェクションする。適切な宿主細胞には、Ｘ

ｅｎｏｐｕｓ卵または、本明細書中で参考として援用されている国際特許公開番

号ＷＯ  ９６／３９５１２で記述されているようなヒト胎児腎臓細胞、および本

明細書中で参考として援用されている米国特許第５，３８６，０２５号に記載さ

れるようなＬｔｋ細胞などの哺乳動物細胞が含まれる。マイクロインジェクショ

ン、リポフェクション、グリセロールショック、エレクトロポレーション、リン

酸カルシウム法または粒子媒介遺伝子トランスファー法により、宿主細胞へのト

ランスフェクションを行なう。新規α1サブユニットと、α2δサブユニットまた

はγサブユニットのような他のサブユニットとの共発現を行なうために、ベクタ

ーをまた、宿主細胞にトランスフェクションする。

      【００３６】
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  機能的カルシウムチャネルをコードする３個の全長ｃＤＮＡ（配列番号２３、

２５および２７）を確認するために、ヒト胎児腎臓細胞へ、α1Gおよびα1I  ｃ

ＤＮＡを一時的にトランスフェクションし、電気生理学的記録技術を使用して評

価した。結果は、神経、筋肉および内分泌細胞の天然Ｔ型カルシウムチャネルに

おけるこれらのサブユニットの役割と一致する。同様に、ヒトα1G  Ｔ型サブユ

ニットをコードする全長クローンを回収し、Ｔ型チャネルの特徴的な性質を持つ

ことを確かめた。

      【００３７】

  本発明の新規α1サブユニットを含む機能的カルシウムチャネルを発現する細

胞株を得て、これらのカルシウムチャネルと関連する薬理学的活性を調べるため

に、テスト化合物に対して使用し得る。従って、細胞株は、製薬学的用途の面で

スクリーニング化合物に対して有用である。もしあるならば、テスト化合物とカ

ルシウムチャネルとの間の相互作用を評価するために利用し得る方法をいくつか

用いてそのようなスクリーニングを行ない得る。そのようなもののうちある方法

は、カルシウムチャネルと相互作用する放射性標識試薬の結合と、それに続く、

活性速度（ｏｎ  ｒａｔｅ）、不活性速度（ｏｆｆ  ｒａｔｅ）、Ｋd値および

他の分子による拮抗的結合を含むがそれに限定されない、平衡結合測定の解析を

伴うものである。別のそのような方法は、個々の細胞に微小電極を刺し、関心あ

る化合物の添加前後でのカルシウムチャネルを通る電流を記録するような、電気

生理学的解析による化合物の効果に対するスクリーニングを伴うものがある。そ

の他の方法である、ハイスループット分光光度測定解析は、細胞内カルシウム濃

度に感受性を持つ蛍光色素を細胞株に取り込ませ、続いて、細胞内カルシウムレ

ベルを変化させるために塩化カリウムまたは他の手段を用いて、脱分極能力に対

する化合物の影響を試験することを利用するものである。新規α1Iカルシウムチ

ャネルサブユニットのアゴニストまたはアンタゴニストとして試験される化合物

を、安定的にまたは一時的に本発明のα1G、α1Hおよびα1Iカルシウムチャネル

サブユニットをコードするＤＮＡ配列をトランスフォームされた細胞に添加し、

これらの技術の一つを用いてモニターする。

      【００３８】
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  次に、不適切なＴ型カルシウムチャネル活性と関連する疾患治療のために、薬

学的的組成物において、カルシウムチャネルの活性を変化させることが示された

化合物を使用し得る。一般的に、Ｔ型チャネル活性を促進または抑制することに

よって、不適切なカルシウムチャネル活性を変化させ得るので、そのような条件

には、また不適切なカルシウムチャネル活性を持つものも含まれる。そのような

治療に当てはまる状態には、上記で明らかにしたような状態が含まれる。同定さ

れた化合物を、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎの、“Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃ

ｉｅｎｃｅｓ”最新版、Ｍａｃ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ

，ＰＡ．で示されるような通常的な方法で処方する。投与様式は、治療される条

件に適した様式で、臨床医の通常的技術の範囲内である。

      【００３９】

  さらに、アンチセンス配列または、本発明のＴ型カルシウムチャネルをコード

するヌクレオチド配列の発現を妨害するために三重鎖結合するように設計された

配列をコードする発現系を構築することによってＴ型カルシウムチャネル発現制

御を達成し得る。

      【００４０】

  配列番号１３－１７および１９によって与えられる配列を持つＤＮＡフラグメ

ントまたは、配列番号２３、２５および２７、または図６で与えられた完全コー

ド配列を持つポリヌクレオチド、あるいは、その他の型のカルシウムチャネルサ

ブユニットとのホモロジーの非差別的なレベルを示さない別個の部分は、また、

組織試料中の、α1G、α1Hおよびα1Iカルシウムチャネルサブユニット分布のマ

ッピングのためにも使用し得る。この方法は、核酸プローブを使用する通常の組

織学的手法に従い、一般的に、選択したＤＮＡフラグメントと結合した、直接ま

たは間接的に検出可能な標識を含む試薬、および組織に結合する検出試薬に、組

織を曝露する工程を伴う。適切な標識には、蛍光標識、酵素標識、色素団および

放射性標識が含まれる。

      【００４１】

  （細胞における哺乳動物Ｔ型カルシウムチャネルの異種発現）

  （Ａ．哺乳動物細胞における一時的トランスフェクション）
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  ヒト胎児腎臓細胞、ＨＥＫ２９３（ＡＴＣＣ＃ＣＲＬ１５７３）などの、宿主

細胞を、２ｍＭ  グルタミンおよび１０％  ウシ胎児血清を補った標準的ＤＭＥ

Ｍ培地で増殖させる。ＨＥＫ２９３細胞に対して、脊椎動物発現ベクター（例え

ば、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏ

ｌｏｇｙを参照）において、全長哺乳動物α1Ｔ型カルシウムチャネルｃＤＮＡ

（例えば、配列番号２７）を用いて、標準的リン酸カルシウム－ＤＮＡ共沈殿法

によってトランスフェクションを行なう。α1IカルシウムチャネルｃＤＮＡを、

単独で、または、α2δおよびβまたはγサブユニットなどの、哺乳動物カルシ

ウムチャネルに対する他のクローンサブユニット、またはクラゲ緑色蛍光タンパ

ク質などのマーカータンパク質のクローンとも組み合わせて、トランスフェクシ

ョンし得る。

      【００４２】

  （電気生理学的記録：）２４から７２時間のインキュベーション期間後、培養

液を除去し、外部レコーディング液（以下参照）と交換する。ｐＣＬＡＭＰソフ

トウエアを装備したＩＢＭ互換パーソナルコンピューターと連結したＡｘｏｐａ

ｔｃｈ  ２００Ｂ  増幅器（Ａｘｏｎ  Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｂｕｒｌｉｎ

ｇａｍｅ，ＣＡ）を用いて、ホールセルパッチクランプ実験を行なう。微小電極

に、３Ｍ  ＣｓＣｌを満たす。微小電極は０．５－２．５Ｍ  オームの典型的な

抵抗を持つ。外部レコーディング液は、２ｍＭ  ＢａＣｌ2、１ｍＭ  ＭｇＣｌ2

、１０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ、４０ｍＭ  ＴＥＡＣｌ、１０ｍＭ  グルコース、９２

ｍＭ  ＣｓＣｌ，（ｐＨ７．２）である。内部ピペット液は、１０５ｍＭ  Ｃｓ

Ｃｌ，２５ｍＭ  ＴＥＡＣｌ、１ｍＭ  ＣａＣｌ2、１１ｍＭ  ＥＧＴＡ、１０

ｍＭ  ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．２）である。電流は、典型的に、－１００ｍＶの保

持電位から様々なテスト電位で引き出される。データは、１ｋＨｚでフィルター

され、パーソナルコンピューターのハードドライブに直接記録される。標準的Ｐ

／５プロトコールを用いてオンラインで漏洩電流の差し引きを行なう。ｐＣＬＡ

ＭＰ  バージョン５．５および６．０を使用して電流を解析する。巨視的電流－

電圧曲線を、式Ｉ＝｛１／（１＋ｅｘｐ（－（Ｖm－Ｖh）／Ｓ））×Ｇ－（Ｖm

－Ｅrev）に当てはめる。ここで、Ｖmは、テスト電位、Ｖhは、チャネルの半分
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が活性化される電圧、およびＳは、活性カーブの鋭さを反映し、効果的な電荷移

動開始のインディケーターである。不活性化カーブを、１にノーマライズし、Ｉ

＝（１／１＋ｅｘｐ（（Ｖm－Ｖh）／Ｓ）に当てはめる。Ｖmは、保持電圧であ

る。以下のピペット液：１００  ＢａＣｌ2、１０  ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４お

よびバス液：１００  ＫＣｌ、１０  ＥＧＴＡ、２  ＭｇＣｌ2、１０  ＨＥＰ

ＥＳ、ｐＨ７．４（単位は全てｍＭ）を用いてセルアタッチ様式で単一チャネル

記録を行なう。

      【００４３】

  （Ｂ．Ｘｅｎｏｐｕｓ卵細胞における一時的トランスフェクション）

Ｄａｓｃａｌら（１９８６）“Ｘｅｎｏｐｕｓ卵細胞へのＲＮＡインジェクショ

ン後の電位依存性カルシウムチャネルの発現および調節”Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３

１：１１４７－１１５０記述されているように、ステージＶおよびＶＩのＸｅｎ

ｏｐｕｓ卵細胞を調製する。コラゲナーゼを用いて酵素的に解離させた後、Ｄｒ

ｕｍｍｏｎｄ  ｎａｎｏｊｅｃｔ  ａｐｐａｒａｔｕｓ用いて、ヒトα1Iカルシ

ウムチャネルｃＤＮＡ発現ベクター構造物（およそ１０ｎｇ  ＤＮＡ／核）を卵

細胞核に微小注入する。α１Ｉカルシウムチャネルを、単独、または、α２－δ

、およびβ１およびγサブユニットなどの、他の哺乳動物カルシウムチャネルサ

ブユニットｃＤＮＡと組み合わせて注入し得る。４８－９６時間インキュベーシ

ョンを行なった後、４０  Ｂａ（ＯＨ）2、２５  ＴＥＡ－ＯＨ、２５  ＮａＯ

Ｈ、２  ＣｓＯＨ、５  ＨＥＰＥＳ（単位は全てｍＭ）（メタンスルホン酸で、

ｐＨ７．３に合わせた）含むバス液中で、標準的２本の微小電極ボルテージクラ

ンプ（Ａｘｏｃｌａｍｐ  ２Ａ，Ａｘｏｎ  Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｂｕｒｌ

ｉｎｇａｍｅ，ＣＡ）を用いて、巨視的電流を記録する。典型的抵抗範囲が０．

５から１．５Ｍオームの範囲であるピペットに、２．８ｍＭ  ＣｓＣｌ、０．２

Ｍ  ＣｓＯＨ、１０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ  ＢＡＰＴＡ遊離酸を満たす。

空気式注入器を連結した第３のピペットを使用して、系統的に１０－３０ｎｌの

、１００ｍＭ  ＢＡＰＴＡＰ－遊離酸、１０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ（ＣｓＯＨでｐＨ

を７．２にあわせたもの）含む溶液を注入することによって、内在性のＣａ（お

よびＢａ）－活性化Ｃｌ電流を抑制する。標準的Ｐ／５方法を用いて漏洩電流お
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よびキャパシティブ一過性電流を差し引く。

（哺乳動物Ｔ型カルシウムチャネルを発現する安定的細胞株の構築）

  ＨＥＫ２９３のような哺乳動物細胞にα1IカルシウムチャネルｃＤＮＡをトラ

ンスフェクションし、発現ベクターによってコードされた抗生物質抵抗性を選択

することによって、安定的にヒトα1Iカルシウムチャネルを発現する哺乳動物細

胞株を構築する。簡潔に説明すると、選択的マーカーとともに、ｐｃＤＮＡ３（

ＩｎｖｉｔｒｏＧｅｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）のような、脊椎動物発現ベ

クターにサブクローニングされた全長哺乳動物Ｔ型カルシウムチャネルα1サブ

ユニットｃＤＮＡ（例えば、配列番号２７）に対して、リン酸カルシウム共沈殿

法またはリポフェクションまたはエレクトロポレーションまたは、周知の手法（

Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｕｍｅ  １８５，Ｇｅｎ

ｅ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９９０），Ｇｏｅｄｄｅ

ｌ，Ｄ．Ｖ．編）に従った他の方法によってＨＥＫ２９３細胞へのトランスフェ

クションを行なう。同じ発現ベクターまたは、異なる選択的マーカーを用いた他

の型のベクターで、α1Iカルシウムチャネルは、単独または、α２－δおよびβ

１ｂサブユニットのような、他の哺乳動物カルシウムチャネルサブユニットｃＤ

ＮＡと組み合わせてトランスフェクションされ得る。非選択条件下で、２日間イ

ンキュベーションを行なった後、培地に、６００から８００ｕｇ／ｍｌの間の濃

度のジェネティシン（Ｇ４１８）を補う。この培地中で３－４週間インキュベー

ションを行なった後、Ｇ４１８に対して抵抗性のある細胞が見え、標準的コロニ

ーリングを用いて分離コロニーとしてクローン化し得る。細胞株を確立するため

にそれぞれの分離したコロニーを、コンフルエンとになるまで培養した後、ノー

ザンブロッティング、ＲＮａｓｅプロテクションおよび逆転写ＰＣＲなどの標準

的遺伝子発現法にてα1Iカルシウムチャネルを調べ得る。

      【００４４】

  安定的にトランスフェクションされた細胞におけるα1Iカルシウムチャネルの

機能的検出を、全体パッチクランプまたは単一チャネル解析（上記参照）のよう

に、電気生理学的に調べ得る。機能的カルシウムチャネルを検出する他の方法に

は、放射性標識45Ｃａ取り込み、ＦＵＲＡ－２などのカルシウム感受性色素を用
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いた蛍光性分光法および、カルシウムチャネルと相互作用する放射性標識リガン

ドの結合または置換が含まれる。

      【００４５】

  （実施例１）

  （部分的ラットおよびヒトサブユニット）

  新規カルシウムチャネルに対する哺乳動物配列を回収するために、ＷＯ９８／

３８０１で記述されている５６７塩基対の部分長のヒト脳α1IｃＤＮＡを、ゲル

を用いて精製し、32Ｐ  ｄＡＴＰおよびｄＣＴＰでランダムプライミング（Ｆｅ

ｉｎｂｅｒｇら、１９８３、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１３２：６－１３）に

より放射性標識し、ファージベクター、Ｌａｍｂｄａ  ＺａｐｐＩＩ（Ｓｎｕｔ

ｃｈら、１９９０、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ（ＵＳＡ）８７：３

３９１－３３９５）で構築されたラット脳ｃＤＮＡライブラリのスクリーニング

を行なうために使用した。５ＸＳＳＰＥ（１ＸＳＳＰＥ＝０．１８Ｍ  ＮａＣｌ

；１ｍＭ  ＥＤＴＡ；１０ｍＭ  リン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、０．３％  Ｓ

ＤＳ、０．２ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを用いて６２℃にてスクリーニング

を行なった。６２℃にて、０．２ＸＳＳＰＥ／０．１％ＳＤＳでフィルターを洗

浄した。３回のスクリーニングおよびプラーク精製後、陽性ファージに対して、

インビボ切り出しにより、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔファージミド（Ｓｔｒａｔａｇ

ｅｎｅ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）への形質転換を行なった。

      【００４６】

  改変ジデオキシヌクレオチドプロトコール（Ｂｉｇｇｉｎら、１９８３、Ｐｒ

ｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ（ＵＳＡ）８０：３９３６－３９６５）およ

びＳｅｑｕｅｎａｓｅ、バージョン２．１（Ｕｎｉｔｅｄ  Ｓｔａｔｅｓ  Ｂｉ

ｏｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｃｏｒｐ．）を用いて、組み換えファージミドでの二本鎖

ＤＮＡ配列決定を行なった。ＤＮＡ配列決定により、３個の異なるクラスのカル

シウムチャネルα1サブユニットを同定し、それぞれ、α1Gα、1H、α1Iカルシ

ウムチャネルサブユニットと呼ばれた。

      【００４７】

  それぞれのクラスのカルシウムチャネルα1サブユニットに対して、最大のｃ
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ＤＮＡを完全に配列決定し、予想されたカルシウムチャネルコード領域の部分の

みを表すことを明らかにした。α1Gおよびα1Iカルシウムチャネルサブユニット

の残りの部分を分離するために、α1Gクローンを、ＨｉｎｄＩＩＩおよびＳｐｅ

Ｉで消化した。得られた５４０塩基対のフラグメントをゲルで精製し、ランダム

プライミングによって32ＰｄＡＴＰおよびｄＣＴＰで放射性標識し、上記のよう

にラット脳ｃＤＮＡライブラリの再スクリーニングに使用した。使用した５４０

塩基対α1Gのスクリーニングプローブの配列を、配列番号２９で示す。サブユニ

ットに対する配列内の示差性の領域に及んでいる他の配列をも用い得る。

      【００４８】

  精製組み換えファージミドの二本鎖ＤＮＡ配列決定により、さらなるα1G、α

1H、α1IカルシウムチャネルサブユニットｃＤＮＡが、元の部分長ｃＤＮＡと重

複し、そのそれぞれの５’および３’非コード非翻訳領域部分はもちろんのこと

、一緒に完全タンパク質コード領域をコードしていることが示された。

      【００４９】

  新規α1Gおよびα1Hカルシウムチャネルに対して、さらにヒト配列を回収する

ために、５６７塩基対の部分長ヒト脳α1IｃＤＮＡ（配列１９）を、ランダムプ

ライミングによって32Ｐ  ｄＡＴＰおよびｄＣＴＰで放射性標識し、市販のヒト

視床ｃＤＮＡライブラリ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）のスクリーニングに用いた。一晩

、６５℃にて、６ＸＳＳＰＥ；０．３％ＳＤＳ；５ＸＤｅｎｈａｒｄｔ’ｓを用

いてハイブリダイゼーションを行なった。６５℃にて、０．１ＸＳＳＰＥ／０．

３％  ＳＤＳを用いてフィルターを洗浄した。スクリーニングとプラーク精製を

４回繰り返した後、陽性ファージを選択し、ＤＮＡを調製し、ＥｃｏＲ１制限酵

素で消化してラムダベクターからインサートｃＤＮＡを切り出した。切り出され

たｃＤＮＡを、プラスミド  Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐｔ  ＫＳ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎ

ｅ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）にサブクローニングし、改変ジデオキシヌクレオ

チドプロトコールおよびＳｅｑｕｅｎｃｅ  ２．１を使用してＤＮＡ配列を決定

した。単離された部分長α1GｃＤＮＡは、２２１２塩基対から構成されていた。

そのうち、２７９塩基対は、５’非コード領域、１９３３塩基対は、６４４個の

アミノ酸を表すコード領域（配列番号３０，３１）であった。単離された部分的
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α1HｃＤＮＡは、１６０８塩基対から構成され、そのうち５３塩基対は、５’非

コード領域で、１５５５塩基対は、５１８個のアミノ酸を表すコード領域であっ

た（配列番号３２，３３）。

      【００５０】

  新規α1Iカルシウムチャネルに対して、さらにヒト配列を回収するために、全

長ラット脳α1IｃＤＮＡ（配列２７；実施例２参照）を、ランダムプライミング

によって32Ｐ  ｄＡＴＰおよびｄＣＴＰで放射性標識し、市販のヒト海馬ｃＤＮ

Ａライブラリ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）のスクリーニングに用いた。一晩、６５

℃にて、６ＸＳＳＰＥ；０．３％ＳＤＳ；５ＸＤｅｎｈａｒｄｔ’ｓを用いてハ

イブリダイゼーションを行なった。６５℃にて、０．１ＸＳＳＰＥ／０．３％  

ＳＤＳを用いてフィルターを洗浄した。スクリーニングとプラーク精製を４回繰

り返した後、陽性ファージをインビトロ切り出しによって、Ｂｌｕｅｓｃｒｉｐ

ｔファージミド（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ  Ｊｏｌｌａ，ＣＡ）への形質転

換を行なった。改変ジデオキシヌクレオチドプロトコールおよびＳｅｑｕｅｎｃ

ｅ  ２．１を使用して切り出されたｃＤＮＡのＤＮＡ配列を決定した。単離され

た部分長α1IｃＤＮＡは、３６０個のアミノ酸を表す１０８０塩基対のコード領

域から構成されていた。（配列番号３４，３５）。

      【００５１】

  （実施例２）

  （全長ラットサブユニット）

  ラット脳からの精製組み換えファージミドの二本鎖ＤＮＡ配列決定により、さ

らなるα1G、α1IカルシウムチャネルｃＤＮＡが、元の部分長ｃＤＮＡと重複し

、そのそれぞれの５’および３’非コード非翻訳領域部分はもちろんのこと、一

緒に完全タンパク質コード領域をコードしていることが示された。（それぞれ、

配列番号２３および２７）α1G、α1Iカルシウムチャネルクラスに付け加えて、

組み換えファージミドのＤＮＡ配列決定によっても、カルシウムチャネルα1サ

ブユニットの第３のクラスが同定された。これを、α1Hカルシウムチャネルサブ

ユニットと名付けた。部分長α1HカルシウムチャネルｃＤＮＡは、重複し、５’

および３’非コード非翻訳領域部分はもちろんのこと、一緒に完全α1Hコード領
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域をコードする（配列番号２５）。

      【００５２】

  上記の一般的プロトコールを用いて調製した、一時的にトランスフェクション

が起こっているヒト胎児腎臓細胞（ＨＥＫ－ｔｓａ２０１）に対して、電気生理

学的研究を行なった。標準的リン酸カルシウム沈殿法によりトランスフェクショ

ンを行なった（Ｏｋａｙａｍａら、１９９１、Ｍｅｔｈｏｄｓ．ｉｎ  Ｍｏｌｅ

ｃ．Ｂｉｏｌ．，Ｖｏｌ．７、Ｍｕｒｒａｙ，Ｅ．Ｊ．編）。細胞を維持するた

めに、ＨＥＫ－ｔｓａ２０１細胞をおよそ７０％コンフレントに達するまで培養

し、培地を除去し、細胞を、トリプシンを用いて、穏やかに擦り取って培養容器

から剥離した。次に、３７℃に暖めた培地（１０％  ＦＢＳ，ＤＭＥＭに、Ｌ－

グルタミン添加）で、１：１０に細胞を希釈し、組織培養ディッシュに播種した

。一時的トランスフェクションを行なうために、０．５ｍＭ  ＣａＣｌ2を、ト

ータル２０μｇのＤＮＡ（３μｇの、ラット脳α1Gまたはα1Iカルシウムチャネ

ルｃＤＮＡのどちらかと、２μｇのＣＤ８プラスミドマーカーおよび１５μｇの

ＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔプラスミドキャリアＤＮＡが含まれている。）と混合した

。ＤＮＡ混合物を十分に混合し、次に、０．５ｍｌの２倍ＨｅＢＳ（２７４ｍＭ

  ＮａＣｌ，２０ｍＭ  Ｄ－グルコース、１０ｍＭ  ＫＣｌ、１．４ｍＭ  Ｎａ

2ＨＰＯ4、４０ｍＭ  Ｈｅｐｅｓ（ｐＨ＝７．０５）にゆっくりと一滴ずつ添加

した。室温にて２０分間インキュベーションを行なった後、１００μｌのＤＮＡ

混合物を、ＨＥＫ－ｔｓａ２０１細胞のそれぞれのディッシュにゆっくりと添加

し、次に、３７℃にて２４時間から４８時間、組織培養インキュベーター（５％

  ＣＯ2）中で、インキュベーションを行なった。

      【００５３】

  １μｌのマウスＣＤ８（Ｌｙｔ２）Ｄｙｎａｂｅａｄｓを直接レコーディング

液に添加して穏やかに撹拌して混合し、陽性トランスフェクション細胞を視覚的

に同定した。前に記述したように、Ａｘｏｐａｔｃｈ  ２００Ａ増幅器（Ａｘｏ

ｎ  Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）を用いてホールセルパッチクランプ読み取りを行

なった（Ｚａｍｐｏｎｉら、１９９７、Ｎａｔｕｒｅ  ３８５：４４２－４４６

）。外部レコーディング液は、２ｍＭ  ＣａＣｌ2、１ｍＭ  ＭｇＣｌ2、１０ｍ
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Ｍ  ＨＥＰＥＳ、４０ｍＭ  ＴＥＡ－Ｃｌ、１０ｍＭ  グルコース、９２ｍＭ  

ＣｓＣｌ、ＴＥＡ－ヒドロキシドでｐＨ＝７．２に調整、であった。内部ピペッ

ト液は、１０５ｍＭ  ＣｓＣｌ，２５ｍＭ  ＴＥＡ－Ｃｌ、１ｍＭ  ＣａＣｌ2

、１１ｍＭ  ＥＧＴＡ、１０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ、ＮａＯＨでｐＨ７．２に調整、

であった。

      【００５４】

  電流－電圧（Ｉ－Ｖ）関係を調べるために、細胞を、－１００ｍＶの静止電位

に維持し、様々な脱分極試験電圧に上げていった。定常状態不活性化に対して、

細胞を様々な電位で２０秒間維持し、それに続く、Ｉ－Ｖのピーク電位に対する

試験パルスの間の電流を記録した。漏洩電流およびキャパシテイティブトランジ

エントを、Ｐ／５法を用いて差し引いた。

      【００５５】

  図１－４にて、α1Gおよびα1Iと名付けられたサブユニットに対応する配列番

号２３および２７のｃＤＮＡをトランスフェクションされこれを発現したＨＥＫ

細胞から得られた結果を示す。図１ＡおよびＢならびに２ＡおよびＢにて、二つ

のチャネルサブユニット型に対する波形および電流―電圧関係の比較を示す。２

ｍＭ  Ｃａ2+を含むレコーディング液の存在下で、α1Gおよびα1Iチャネルサブ

ユニットの両方が、ネイティブＴ型カルシウム電流と一致した活性化性質を示す

。図１Ａおよび図２Ａにて、－１２０ｍＶに維持され、一連の試験電圧で脱分極

された細胞からのサブユニットカルシウム電流を示す。図１Ｂおよび図２Ｂにて

、カルシウム電流の大きさを示す。－１１０ｍＶの維持電位から、およそ－７０

ｍＶで最初に活性化されたチャネルおよびピーク電流の両方を、－４０と－５０

ｍＶとの間で得た。様々な試験電位に対する脱分極において、α1Gおよびα1Iカ

ルシウムチャネル電流波形は、神経、筋肉および内分泌細胞におけるネイティブ

Ｔ型チャネルを特徴付ける重複パターンを示す。

      【００５６】

  図３にて、α1Gまたはα1Iサブユニットに対する全長ｃＤＮＡ（配列番号２３

または２７）を一時的に形質転換されたＨＥＫ２９３細胞におけるα1Gおよびα

1Iカルシウムチャネルに対する定常状態不活性プロファイルを示す。－３０ｍＶ
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の試験電位の前に、１５秒間、電位を－１２０ｍＶと－５０ｍＶとの間に維持し

ながら－１２０ｍＶからプレパルスに上げることによって、定常状態不活性性質

を調べた。正常化ホールセル電流対電位を維持するプレパルスとしてデータをプ

ロットし、α1Gが、およそ－８５ｍＶのＶ50を表し、α1Iがおよそ－９３ｍＶの

Ｖ50を表すことを示す。従って、ネイティブＴ型カルシウムチャネルと一致して

、α1Gおよびα1Iカルシウムチャネルの両方が、負電位において、著しい定常状

態不活性を表す。

      【００５７】

  図４Ａ－Ｃにて、α1Gおよびα1Iカルシウムチャネルの電位依存性脱活性化プ

ロファイルの比較を示す。ＨＥＫ２９３細胞に対して、α1Gまたはα1Iサブユニ

ットｃＤＮＡ（配列番号２３または２７）のどちらかを一時的にトランスフェク

ションした。－１００ｍＶの維持電位から－４０ｍＶに９ミリ秒間、次いで－１

２０ｍＶと－４５ｍＶとの間の電位まで上げていくことによって、α1Gの脱活性

化性質を調べた。－１００ｍＶの維持電位から－４０ｍＶに２０ミリ秒間、次い

で－１２０ｍＶと－４５ｍＶとの間の電位まで上げていくことによって、α1Iの

脱活性化性質を調べた。両チャネルともに、典型的な高閾値チャネルと比較して

ゆっくりとした脱活性化カイネティクスを示し、Ｔ型カルシウムチャネルに対す

るサブユニットであるα1Gおよびα1Iサブユニットと一致する。

      【００５８】

  （実施例３）

  （ヒトα1GＴ型カルシウムチャネルサブユニットに対する全長ｃＤＮＡのクロ

ーニング）

  （材料と方法）

  λｇｔ１１ベクター（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｃａｔ＃ＨＬ５００９ｂ）で構築さ

れたヒト視床ｃＤＮＡライブラリから単離された５個の重複クローン（図１Ｂ）

から、ヒトα1Gサブユニットをコードする全長ｃＤＮＡを構築した。

      【００５９】

  従来のフィルターハイブリダイゼーションにより３個のλｇｔ１１ｃＤＮＡク

ローンを単離した。
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      【００６０】

  以前にクローニングしたヒトニューロンα1IＴ型カルシウムチャネルサブユニ

ットのドメインＩのＳ４からＳ６の膜貫通領域を含む５６７ｂｐのｃＤＮＡプロ

ーブ（配列番号１９）へのハイブリダイゼーションにより、クローン１を同定し

た。ドメインＩＩおよびＩＩ－ＩＩＩ細胞内ループの一部に広がるラットα1HＴ

型カルシウムチャネルサブユニットの１２６５ｂｐのｃＤＮＡプローブに対する

ハイブリダイゼーションによって、ＨＧ１０－１１１２およびＨＧ５－１２１１

クローンを同定した。Ｍｕｌｔｉｐｒｉｍｅ  ＤＮＡ  ｌａｂｅｌｌｉｎｇ  ｓ

ｙｓｔｅｍ（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を用いてランダムプライ

ミングによって、ｃＤＮＡプローブを32Ｐ－ｄＣＴＰで標識した。Ｈ結合ナイロ

ン膜を用いてるプラークリフトを、二重試験で、製造者（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐ

ｈａｒｍａｃｉａ）により供給された標準的プロトコールに従って行なった。ク

ローン１に対して６５℃にて最低１６時間、クローンＨＧ１０－１１１２および

ＨＧ５－１２１１に対して、５８℃にて最低１６時間、ハイブリダイゼーション

を行なった。クローン１に対して６２℃の０．１ＸＳＳＣ／０．３％  ＳＤＳで

、クローンＨＧ１０－１１１２およびＨＧ５－１２１１に対して、５８℃の０．

２ＸＳＳＣ／０．１％  ＳＤＳで膜を洗浄した。Ｋｏｄａｋ  ＨＥ  ｉｎｔｅｎ

ｓｉｆｙｉｎｇ  ｓｃｒｅｅｎを用いて、ＢｉｏＭａｘ  ＭＳ  Ｋｏｄａｃ  ｆ

ｉｌｍに対してブロットを、最低４８時間、－８０℃で曝露した。上記の手法に

従って、二重に陽性だったプラークを単離し、単一クローンを単離するために再

びスクリーニングを行なった。次に、λｇｔ１ライブラリユーザーマニュアル（

Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）に従ってバクテリアファージＤＮＡを単離した。クローン１

  ｃＤＮＡインサートを、ＥｃｏＲ（ＮＥＢ）を用いて切り出し、ｐＢｌｕｅｓ

ｃｒｉｐｔＫＳ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）にサブクローニングした。クローンＨ

Ｇ１０－１１１２およびＨＧ５－１２１１ｃＤＮＡインサートを、ＮｏｔＩ（Ｎ

ＥＢ）を用いてλＤＮＡから切り出し、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＫＳのＮｏｔＩ

部位にサブクローニングを行なった。エレクトロポレーションにより、ＸＬ－１

  Ｅ．Ｃｏｌｉ宿主系統のバクテリアに、ｃＤＮＡインサートを持つプラスミド

を形質転換し、ユニバーサルリバースおよびフォワードプライマーを用いて、自
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動シークエンサーＡＢＩ  １００ＰＲＩＳＭ  ｍｏｄｅｌ  ３７７  バージョン

３．３（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）組み合わせ、Ｓａｎｇｅｒ二本鎖ＤＮＡ

配列決定法により、配列決定を行なった。

      【００６１】

  クローン１を、細胞内Ｉ－ＩＩループの部分を含む、５’ＵＴＲおよび１９３

３ｂｐのインフレームコード領域を含むヒトα1Gサブユニットとして同定した。

ドメインＩ（ＩＳ５－ＩＳ６）からＩＩＩ－ＩＶループに広がる３９１５ｂｐの

ヒトα1Gサブユニットとして、クローンＨＧ１０－１１１２を同定した。Ｉ－Ｉ

ＩリンカーおよびＣ末端を含む３９８４ｂｐのヒトα1Gサブユニットとしてクロ

ーンＨＧ５－１２１１を同定した。

      【００６２】

  ＨＥＫ細胞での発現に対して、クローン１からの５’ＵＴＲ除去が、５’末端

２９１ｂｐ  ｃＤＮＡフラグメントと、ＨｉｎｄＩＩＩ／ＳａｃＩＩ制限部位に

隣接する５’ＵＴＲＤＮＡフラグメントを置き換えることにより達成される。こ

の５’末端２９１ｂｐ  ｃＤＮＡフラグメントには、翻訳開始部位およびそれに

続く、ｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）へのクローニングのために取

り入れられたＨｉｎｄＩＩＩ部位が含まれる。次に示すＰＣＲ条件を用いた。す

なわち、９４℃にて３０秒、４５℃にて３０秒、７２℃にて３０秒を５サイクル

繰り返し、さらに、９４℃にて３０秒、４８℃にて３０秒、７２℃にて３０秒を

２０サイクル繰り返した（Ｂｉｏ－Ｒａｄ  Ｇｅｎｅ  Ｃｙｃｌｅｒ）。ｐ－Ｇ

ｅｍ－Ｔ－Ｅａｓｙプラスミドベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ）にｃＤＮＡフラグメ

ントをサブクローニングし、ＤＮＡ配列決定を行なった。

      【００６３】

  ヒト視床ｃＤＮＡライブラリにおいて、ＭＤ－１９－センスプライマー（５’

ＧＣＧＴＧＧＡＧＣＴＣＴＴＴＧＧＡＧ３’および、Ｇ－２６アンチセンスプラ

イマー（５‘ＧＣＡＣＣＣＡＧＴＧＧＡＧＡＡＡＧＧＴＧ３’）を用いてＰＣＲ

法により、３’α1GサブユニットｃＤＮＡの残りの領域を得た。用いたＰＣＲプ

ロトコールは、９４℃にて３０秒、５８℃にて３０秒、７２℃にて３０秒を２５

サイクル繰り返す、というものであった（Ｂｉｏ－Ｒａｄ  Ｇｅｎｅ  Ｃｙｃｌ
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ｅｒ）。ｐＧｅｍ－Ｔ－Ｅａｓｙ  プラスミドベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ）に、

１６１７ｂｐのｃＤＮＡフラグメントをサブクローニングし、配列決定した。３

’ＰＣＲ  ｃＤＮＡを、停止コドンを含む、ドメインＩＶ－Ｓ５からカルボキシ

ル末端に広がるヒトα1Gサブユニットとして同定した。

      【００６４】

  ｐｃＤＮＡ３．１  Ｚｅｏ（＋）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）哺乳動物発現ベク

ターにおいて全長ヒトα1GＴ型カルシウムチャネルを構築するために、部分的ｃ

ＤＮＡクローンの特有の制限部位（図５ＡおよびＢ）使用した。

      【００６５】

  図６にて、完全核酸およびアミノ酸配列を示す。

      【００６６】

  ヒトα1Gチャネルの機能的性質を決定するために、ＨＥＫ  ｔｓ２０１細胞に

おいてチャネルを一時的に発現するように標準的リン酸カルシウムトランスフェ

クションを使用した。１０％ウシ胎児血清、２００Ｕ／ｍｌペニシリンおよび０

．２ｍｇ／ｍｌストレプトマイシンを添加したＤｕｌｂｅｃｃｏ‘ｓ  ｍｏｄｉ

ｆｉｅｄ  ｅａｇｌｅ  ｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）を用いて、３７℃、５％ＣＯ

2にて細胞を培養した。８５％コンフルエントになったところで、０．２５％  

トリプシン／１ｍＭ  ＥＤＴＡで細胞を剥離し、１０％コンフルエントで、ガラ

スカバースリップ上に細胞を添加した。１２時間経過後、培地を交換し、標準的

リン酸カルシウムプロトコールを用いて、α1GカルシウムチャネルｃＤＮＡを細

胞に対して一時的にトランスフェクションした。新鮮なＤＭＥＭを添加し、細胞

を２８℃／５％  ＣＯ2環境下に移した。ホールセルレコーディングを行なう前

に１日から２日間、細胞をインキュベーションした。ｐＣＬＡＭＰ  バージョン

７．０ソフトウェアを装備したＩＢＭコンパティブルパーソナルコンピューター

に接続したＡｘｏｐａｔｃｈ  ２００Ｂ増幅器（Ａｘｏｎ  Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎ

ｔｓ）を使用して、ホールセルパッチレコーディングを行なった。ピペット内部

液には、次のものが含まれていた。１０５  ＣｓＣｌ，２５  ＣｓＣｌ，１  Ｃ

ａＣｌ2、１１  ＥＧＴＡ、１０  ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．２（単位は全てｍＭ）

。細胞外部液には、次のものが含まれていた。４０  ＴＥＡ－Ｃｌ、２  ＣａＣ
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ｌ2、１  ＭｇＣｌ2、９２  ＣｓＣｌ、１０  グルコース、１０  ＨＥＰＥＳ、

ｐＨ７．２（単位は全てｍＭ）。

      【００６７】

  図７において、ヒトα1GｃＤＮＡが、典型的なＴ型電流の性質を持つカルシウ

ムチャネルをコードすることを示す。左のパネルは、－１００ｍＶの維持電位か

ら、－９０ｍＶから＋２０ｍＶの試験パルス電位で得られた代表的な電流軌跡を

説明するものである。その軌跡により、典型的な交叉パターンおよび、試験パル

ス中の著しい不活性が示される。この両方が、ネイティブＴ型チャネルと一致す

る。右のパネルにより、様々な試験電位におけるピーク全体電流のプロットが示

され、ヒトα1GｃＤＮＡが、－６０ｍＶ付近で最初に活性化し、－４０ｍＶ付近

で最大電流を示すことが導かれる。これもまた、ネイティブ低閾値Ｔ型カルシウ

ムチャネルと一致する。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】
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    【図１】

  図１ＡおよびＢは、α1Gに対する波形および電流電圧曲線の比較を示す。

    【図２】

  図２ＡおよびＢは、α1Iカルシウムチャネルに対する波形およびに対する電流

電圧曲線の比較を示す。

    【図３】

  図３は、α1Gおよびα1Iカルシウムチャネルの定常状態不活性プロファイルの

比較を示す。

    【図４】

  図４Ａ－Ｃは、α1Gおよびα1Iカルシウムチャネルの不活性カイネティクスの

比較を示す。

    【図５】

  図５Ａおよび５Ｂは、部分的クローンからのヒトα1G  ｃＤＮＡの完全配列の

構造を示す。

    【図６】

  図６は、ヒトＴ型カルシウムチャネルα1Gの核酸および推定アミノ酸配列を示

す。

    【図７】

  図７は、ヒトα1Gカルシウムチャネルに対する波形および電流電圧曲線の比較

を示す。

    【図８】

  図８は、Ｔ型チャネルに特徴的なポアパターンを示す。
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【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２Ａ】
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【図２Ｂ】

【図３】
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【図４】
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【図５Ａ】
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【図５Ｂ】
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【図６Ａ】
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【図６Ｂ】
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【図６Ｃ】
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【図６Ｄ】
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【図６Ｅ】
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【図６Ｆ】
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【図６Ｇ】
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【図６Ｈ】
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【図６Ｉ】
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【図６Ｊ】
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【図６Ｋ】
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【図６Ｌ】
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【図７】
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【図８】
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【国際調査報告】
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