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(54)【発明の名称】 ヒトｃＡＭＰ依存性プロテインキナーゼの触媒サブユニットの新規なスプライス変異体の同定と

それらの使用

(57)【要約】
本発明は、Cβ遺伝子が、Cβ1、Cβ2、Cβ3、C
β4、Cβ4ab及びCβ4abcと指定される、少な
くとも６つの異なる遺伝子産物をコードすることを実証
する。げっ歯類及びウシスプライス変異体の場合と同様
、すべてのヒトCβスプライス変異体は、エキソン2に
よりコードされる部分に先立つN-末端部分において異
なる。これまで他のいかなる種においても同定されてい
ない二つの新規なCβスプライス変異体（Cβ4ab及
びCβabc）に加え、マウス及びウシにおいて同定さ
れているすべてのCβスプライス変異体の相同体（Cβ
1、Cβ２、Cβ3、及びCβ4）がヒトにおいて同定
された。本発明はこの観点において、該スプライス変異
体をコードし、配列番号：1、2、3、4、5及び6を
それぞれ含む、ゲノムDNA及びcDNA配列を包含す
る。ここで、当該新規タンパク質はCβタンパク質の新
規のスプライス変異体である。本発明はさらに、該cD
NA配列を含むベクターに向けられている。本発明はま
た、配列番号：7、8及び9にそれぞれ示されたCβス
プライス変異体タンパク質の特異的アミノ酸により特徴
付けられるタンパク質を包含する。本発明はさらに、診
断及び治療目的のための医薬品の調製における該Cβス
プライス変異体タンパク質及びDNA配列の使用を包含
する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  Cβ1、Cβ2、Cβ3、Cβ4、Cβ4ab及びCβ4abcスプライス変

異体タンパク質をコードし、それぞれ、配列番号：１のヌクレオチド配列を含む

ゲノムDNA配列であって、該タンパク質はCβと称されるc－AMP依存性プロテイン

キナーゼの触媒サブユニットの新規なスプライス変異体である、上記ゲノムDNA

配列。

    【請求項２】  Cβ1、Cβ2、Cβ3、Cβ4、Cβ4ab及びCβ4abcスプライス変

異体タンパク質をコードし、それぞれ配列番号：2、3、4、5及び6のヌクレオチ

ド配列を含むcDNA配列であって、該タンパク質がCβと称されるc－AMP依存性プ

ロテインキナーゼの触媒サブユニットの新規なスプライス変異体である、上記cD

NA配列。

    【請求項３】  請求項1又は2に記載のDNA配列を含むベクター。

    【請求項４】  それぞれCβ2、Cβ4ab及びCβ4abcの配列番号：7、8及び9の

特異的アミノ酸配列。

    【請求項５】  請求項1又は2に記載のヌクレオチド配列によりコードされる

タンパク質。

    【請求項６】  配列番号：7、8及び9の特異的アミノ酸配列を含む、請求項1

又は2に記載の特異的DNA配列によりコードされるタンパク質。

    【請求項７】  Cβ2特異的DNAプローブを含むキット。

    【請求項８】  Cβ2、Cβ4、Cβ4ab及びCβ4abcタンパク質の医薬品の調製

のための使用。

    【請求項９】  Cβ2の酵素活性の阻害のための薬剤の調製のためのCβ2タン

パク質の使用。

    【請求項１０】  Cβ2相互作用を特異的にかつ不可逆的にブロックする薬剤

の調製のためのCβ2タンパク質の使用。

    【請求項１１】  Cβ2の酵素活性を活性化する薬剤の調製のためのCβ2タン

パク質の使用。

    【請求項１２】  アンチセンス医薬の調製のための、Cβ1、Cβ2、Cβ3、C

β4、Cβ4ab及びCβ4abcのDNAに対し相補的なDNA配列の使用。
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    【請求項１３】  Cβ2の存在及び位置について患者のＴ細胞を検査し、スク

リーニングする方法であって、

a）単離した末梢血液Ｔリンパ球の回収及び緩衝液中での洗浄、

b）免疫蛍光法によるCβ2タンパク質の同定の用意、ここでＴ細胞は洗剤依存性

溶解の後、Ｌ－リジンでコートされたカバースリップ上へ安定させる、

c）一次抗体（Ａｂ）（関連性のないＡｂ又はＣβ2特異的Ａｂである）とのイン

キュベーション、過剰量のＡｂは洗浄用緩衝液で除去され、そして、Ｔ細胞は蛍

光物質と結合した二次抗－ＩｇＧ  Ａｂとインキュベーションする、

d）蛍光顕微鏡下でのＴ細胞の検査、

を含む、上記方法。

    【請求項１４】  膜関連Ｃβ2触媒活性について患者のＴ細胞をスクリーニ

ングする方法であって、

a）単離した末梢血液リンパ球の回収及び緩衝液中での洗浄、

b）洗剤緩衝液中での溶解によるＴ細胞の用意、

b）確立されているアッセイによるCβ2特異的な触媒活性のモニタリング、ここ

でCβ1活性は相対活性の決定のための内部対照として用いられる、

を含む、上記方法。

    【請求項１５】  Cβ2遺伝子及びmRNAにおける突然変異について患者をスク

リーニングする方法であって、

a）単離した末梢血液Ｔリンパ球の回収及び緩衝液中での洗浄；

b）確立された方法による総RNA及びゲノムDNAの単離、続いて、Cβ2特異的ヌク

レオチド又はエキソン1－2と指定されるCβ2特異的エキソンのcDNA配列に従うC

β2特異的プライマーを用いたRT-PCR、

を含む、上記方法。

    【請求項１６】  請求項13、14及び15に記載の方法により製造された製品。

    【請求項１７】  Cβ2タンパク質の阻害性分子又は活性化分子についてのス

クリーニングのための試験システム。

    【請求項１８】  請求項17に記載のスクリーニング方法からの製品。



(4) 特表２００３－５１８３８５

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （技術分野）

  本発明は、Ｃβの新規の変異体である、Ｃβ１、Ｃβ２、Ｃβ３、Ｃβ４、Ｃ

β４ａｂ、及びＣβ４ａｂｃと呼ぶ、6つの異なる遺伝子産物をコードするゲノ

ムＤＮＡ及び相補的ＤＮＡ配列に関する。本発明はまた、該ＤＮＡ配列を含むベ

クター類に関し、また、診断及び治療における該タンパク質に向けられている。

      【０００２】

    （背景技術）

  環上３'，５'－アデノシン一リン酸（ｃＡＭＰ）は重要な細胞内シグナル伝達

分子であり、その主な機能は、ｃＡＭＰ依存性プロテインキナーゼ（ＰＫＡ）の

活性化である［１］。ＰＫＡは、調節サブユニット二量体及び二つの触媒サブユ

ニットを有するヘテロ四量体である。ホロ酵素はｃＡＭＰの4つの分子がＲサブ

ユニット二量体に結合（各Ｒサブユニットに二つずつ）した時に活性化され、二

つの遊離の活性Ｃサブユニットを放出する［２］。ヒトにおいて、4つの異なる

Ｒサブユニット（ＲＩα、ＲＩβ、ＲＩＩα、ＲＩＩβ）及び4つの異なるＣサ

ブユニット（Ｃα、Ｃβ、Ｃγ及びＰｒＫＸ）が同定されている［３］。Ｃα及

びＣβサブユニットは、ほとんどの組織中で発現されるが、一方、Ｃγサブユニ

ット（これはイントロンのない遺伝子から転写され、Ｃαサブユニットから誘導

されたレトロポゾンを表す［４］）はヒトの精巣においてのみ発現される［５］

。ＰｒＫＸはＸ染色体コードプロテインキナーゼであり、それは最近、ＰＫＩ及

びＲＩαの両方により阻害され、ＲＩα／ＰｒＫＸ錯体はｃＡＭＰにより活性化

される［６］ことから、ＰＫＡ  Ｃサブユニットとして同定された。

      【０００３】

  Ｃα及びＣβの両方のスプライス変異体は同定されている。Ｃαのスプライス

変異体はＣα１（以前はＣαと名付けられた［７］）、Ｃα２［８］及びＣα－

ｓ［９］と呼ばれている。元来Ｃα２はインターフェロン処理した細胞から単離

され、Ｃ－末端先端切断Ｃα１サブユニットとして同定された。しかしながら、

最近新規のＣα２スプライス変異体が報告された［１０］。この新規なＣα２変
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異体は以前に同定されたＣαスプライス変異体、Ｃα－ｓと同一であることが示

された。さらに、元々ヒツジの精子から単離され同定されたＣα－ｓ［９］は、

後にヒト精巣ｃＤＮＡライブラリーからクローンされ、ヒト精子において同定さ

れた［１１］。Ｃα－ｓ／Ｃα２の両方は、Ｃαと比べると先端が切断されたＮ

－末端と共にコードされる。Ｃα１及びＣα－ｓの可変部分は、げっ歯類Ｃα遺

伝子においてエキソン２の上流に位置し、これはＣα１及びＣα－ｓ／Ｃα２の

Ｎ－末端における変化が異なる第一エキソンの選択使用によることを意味してい

る。ヒツジにおいて、Ｃβの二つのスプライス変異体が同定されていて、ヒツジ

Ｃβ１［12］及びヒツジＣβ2［13］と称されている。ヒツジスプライス変異体

は可変Ｎ－末端を含有し、その中で同一でない配列がエキソン1の異なる形態に

よってコードされていることが可能性が最も高い。ヒツジＣβ2はほとんどの組

織において低いレベルで発現されるが、脾臓、胸腺及び腎臓において最大に発現

され、大脳においてもある程度は発現される。さらに、マウスにおいては、Ｃβ

の三つのスプライス変異体が同定され、それらはＣベータ1、ｍＣβ2及びマウス

Ｃβ3と指定されている［14］。マウスのＣβ1は至る所で発現される一方、マウ

スＣβ2及びマウスＣβ3はこれまで大脳でしか同定されていない。マウスのＣβ

1及びヒツジＣβ1は配列全体において類似しており、これは、これらがオルソロ

ガスなタンパク質配列であることを表している。しかしながら、Ｎ－末端部分に

おいてマウスＣβ3とマウスＣβ4のいずれもがウシＣβ2に類似しておらず、こ

れはこれらのＮ－末端は無関係のエキソンによりコードされていることを意味す

る。本研究以前は、ただ一つのみ、マウスＣβ1及びウシＣβ1と相同的なヒトＣ

βのスプライス変異体が同定（Ｃβ1）されているに過ぎない。

      【０００４】

    （発明の概要）

  本発明は、Ｃβ遺伝子が少なくとも、Ｃβ1、Ｃβ2、Ｃβ3、Ｃβ4、Ｃβ4ａ

ｂ及びＣβａｂｃと指定される、6つの異なる遺伝子産物をコードすることを例

証する。げっ歯類及びウシのスプライス変異体の場合と同様に、すべてのヒトＣ

βスプライス変異体は、エキソン2によりコードされている部分に先立つＮ－末

端部分において異なる。他のいかなる種においてもこれまで同定されていなかっ



(6) 特表２００３－５１８３８５

た、二つの新規なＣβスプライス変異体（Ｃβ4ａｂ及びＣβ4ａｂｃ）に加え、

すべてのマウス及びウシにおいて同定されたＣβスプライス変異体の相同体がヒ

トにおいて同定された（Ｃβ1、Ｃβ2、Ｃβ3及びＣβ4）。本発明は、この点で

当該スプライス変異体をコードするゲノムDNA及びcDNA配列を包含し、配列番号

：1、2、3、4、5及び6に示すそれぞれのヌクレオチド配列を包含する。ここで、

当該タンパク質はＣβタンパク質の新規なスプライス変異体である。本発明は、

さらに、当該cDNA配列を含むベクターに向けられている。本発明はまた、配列番

号：7、8及び9に示す特定のアミノ酸Ｃβスプライス変異体タンパク質Ｃβ2、Ｃ

β4ａｂ及びＣβ4ａｂｃを特徴とするタンパク質を包含する。本発明はさらに、

診断及び治療目的の医薬の調製における当該Ｃβスプライス変異体タンパク質及

びDNA配列の使用も包含する。

      【０００５】

    （図面の概説）

  図１：A：ヒトCβスプライス変異体をコードするcDNAの同定。ヒトに見出され

る種々のCβスプライス変異体のタンパク質コード配列の略図。総胎児及び脳由

来のヒトcDNAはCβcDNAに相補的なプライマーを用いて増幅され、サブクローン

され、配列決定された。得られたcDNAはヌクレオチド46の下流（定常部）で以前

に出版されているCβcDNA（Cβ1）と同一であった。しかしながら、Cβ2、Cβ3

、Cβ4、Cβ4ab及びCβ4abcと指定される5つの新規cDNA配列は、配列の5'－末端

（可変部）における違いに基づいて同定され得る。

      【０００６】

  図2  A:新規のCβスプライス変異体をコードするヒトゲノム領域の構造。プラ

イマーはエキソン2及び異なるCβcDNAの最も5'－末端に基づいて作られ、ヒトゲ

ノムDNAのPCRによる増幅のために用いられた。14kb及び17kbの二つのオーバーラ

ップするPCR生成物は、それぞれ、同定され、サザンブロット及び異なるcDNAに

対応するオリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションによってマッピングさ

れた。14及び17kbPCR生成物から誘導されるように、エキソン1－2、1－3、1－4

及びエキソンa、b及びｃは、エキソン2の31、14.1、14、8.1、5.4、及び4.4kb上

流に位置する。PACクローンRPCI－6－228E23の制限地図に基づいて、エキソン1
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－1はエキソン1－2の約60kb上流に位置する。エキソン1－1は、CB1をコードする

スプライス変異体に特異的である。エキソンは垂直線として示す。イントロンは

示した通り一定の縮尺で描かれている。Ｂ：Ｃβの新規のスプライス変異体をコ

ードするゲノム領域のヌクレオチド配列。タンパク質コード配列は大文字で示さ

れており、イントロン及び５'－非翻訳配列は小文字である。翻訳開始コドンに

はアンダーラインを付してある。エキソン２の５'－末端のみ含まれる。Ｃ：ど

のように種々のヒトＣβエキソン５'からエキソン２がスプライスされ得るかを

示す略図。上段のパネルは、エキソン1－1、1－2、1－3及び1－4と指定されるエ

キソン1の4つの変異体が選択的にエキソン1と共にスプライスし、Ｃβ1、Ｃβ2

、Ｃβ3及びＣβ4中のスプライス変異体特異的配列をコードする、可能性のある

モデルを記述する。下段パネルは、エキソンａ、ｂ及びｃがエキソン2の上流の

エキソン1－4及び1－3と共にスプライスし、Ｃβ4ab、Cβ4abc及びCβ3ab中のス

プライス変異体特異的配列をコードする、モデルを記載する。

      【０００７】

  図３：Cβスプライス変異体の演繹アミノ酸配列。図1Aに示したcDNAクローン

に従う、Ｃβ1並びに、Ｃβ2、Ｃβ3、Ｃβ4、Ｃβ4ab及びＣβ4abcとして指定

される5つの新規のスプライス変異体のアミノ末端部分のアミノ酸配列。アミノ

酸配列は一文字コード表示し、6つの新規なCβエキソンが、選択的なプロモータ

ー使用及び選択的スプライシングの結果として5つの異なるcDNAを与えることが

実証される。Cβ1において以前同定されたミリスチル化の目的は四角で囲まれて

いる。Cβ1中に以前同定されているPKA自己リン酸化の目的は下線が付されてお

り、リン酸化される可能性があるSer10はアスタリスクで標識した。エキソンａ

によりコードされ、Ｃβ4aｂ及びCβ4abcに存在するPKA自己リン酸化モチーフが

存在することに留意されたい。

      【０００８】

  図４：異なるCβスプライス変異体の組織分布である。種々のヒト組織を含む

ノーザンブロットを、Cβ１、Cβ２、Cβ４、エキソンａ＋ｂに特異的なプロー

ブ及びすべてのＣβスプライス変異体に共通のプローブ（Ｃβ共通）を用いてハ

イブリダイズした。比較のため、幾つかのブロットはＧＡＰＤＨ  cDNA（GAPDH
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）を用いてハイブリダイズした。すべてのCβ  mRNAは同一の見かけ長さ（4.4kb

）を有した。

      【０００９】

  図５：Cβ2の種分布。様々な種由来のＥｃｏＲＩ消化ゲノムDNAを含むサザン

ブロットをエキソン1－2に対応するDNAプローブ（Cβ2特異的）を用いてハイブ

リダイズした。ヒトエキソン1－2に相同なゲノム配列を同定する単一のハイブリ

ダイズバンドが、マウス及びラットを除いて哺乳類、例えば、サル、イヌ、ウサ

ギ及びヒトにおいて同定された。B:Ｃβ2はマウスで発現されない。野生型（＋

／＋）マウス脳及び脾臓（レーン1及び3）、Cβ1（レーン2及び4）について除去

されたマウス（－／－）の脳及び脾臓、並びに、ヒト末梢血液白血球（レーン５

）から単離された総RNA（1レーンあたり20μg）を含むノーザンブロットを、す

べての公知Cβスプライス変異体を認識すると期待されるＣβプローブ（Cβ共通

、上段パネル）及びCβ2スプライス変異体（Ｃβ2、下段パネル）に特異的なＣ

βプローブでプローブした。二つのプローブにより認識されるメッセンジャーRN

Aは4.4kbとして示す。

      【００１０】

    （発明の詳細な説明）

  本発明は、ヒトＣβ遺伝子が、以前に同定されているスプライス変異体Ｃβ1

［12］に加え、Ｃβ2、Ｃβ3、Ｃβ4、Ｃβ4ａｂ及びＣβ4ａｂｃと指定される

、5つの新規なＣβスプライス変異体をコードすることを例証する。すべてのＣ

βスプライス変異体は、独特のＮ－末端を含み、組織特異的発現を示した。我々

がエキソン1－1の上流にさらなるエキソンの証拠を発見しなかったこと、及びす

べての特徴決定されたcDNAが独特の5'－末端を有していたことから、エキソン1

－1、1－2、1－3及び1－4がそれぞれ別個のプロモーターを含むこと、及び、得

られるmRNA産物は異なるプロモーターの選択使用によるということ、を仮定する

ことが理にかなっている。これにも関わらず、我々は、これらのスプライス変異

体の二つ又はそれ以上が、異なるエキソンを選択スプライスするために用いられ

る共通のプロモーターをシェアするという可能性を除外することはできない。さ

らに、我々は、エキソンａ及びｂ、またはエキソンａ、ｂ及びｃのいずれかの選
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択スプライシングの結果である、二つのＣβ変異体Ｃβ4ａｂ及びＣβ4ａｂｃを

、エキソン１～４とエキソン２との間に発見した。対応するmRNAの存在は、エキ

ソンａ及びｂ中に見られる配列に相補的なプローブとのノーザンブロットハイブ

リダイゼーションによって確認された。このプローブ及びＣβ4に特異的なプロ

ーブは、ヒト大脳中に存在する同一の見かけ長さを有するRNAに結合した。エキ

ソンａ、ｂ及びｃの位置は、これらが、本明細書に実証したものに加えて、Ｃβ

のスプライス変異体を発生することを示唆し得る。実際に、ヒト幼児大脳由来の

短いcDNAは配列決定され、エキソン1－3、ａ、ｂ及び２の組み合わせを含むこと

が実証された（受け入れ番号  AA351487、図2C参照）。我々は、そのようなcDNA

を作ることができなかったが、これは成人の大脳ではＣβ3の発現レベルが低い

ことによるかもしれない。

      【００１１】

  二つのスプライス変異体Ｃα1及びＣβ1はエキソン1によりコードされた部分

において、高度に保存されており、最初の16アミノ酸のうち2つしか異ならない

［7；12］。したがって、この領域がこれらのスプライス変異体の機能において

と役割を果たすことを示唆する気になる。このように、我々が、異なるＮ－末端

を有する幾つかのＣβスプライス変異体を同定したという事実は、Ｎ-末端ドメ

インが、各スプライス変異体に関連する特異的な機能的特徴を反映するかもしれ

ないことを示唆し得る。これは、マウスＣβ1  ＫＯマウスの研究により裏付け

られ、当該研究は、損なわれた海馬柔軟性を示した［16］。しかしながら、マウ

スにおけるＮ－末端先端切断Ｃβスプライス変異体、Ｃβ2及びＣβ3が触媒活性

であり、活性がインビボでPKI及びRサブユニットの両方により阻害されたことか

ら、Ｎ－末端の違いがどの程度触媒活性に影響するかは知られていない。さらに

、Herberg等による研究［17］により、Ｃαアイソフォームにおけるアミノ酸1～

14を欠失することによって、触媒活性が影響されなかったことを示し、Ｃα1／

Ｃβ1に特異的なＮ－末端は触媒活性に不必要であることを実証した。

      【００１２】

  Ｃα1及びＣβ1のＮ－末端は、翻訳後修飾のための二つの部位である、ミリス

チル化部位及び自己リン酸化部位を含む［5；18；19］。Ｃα1、Ｃβ1及びＣβ3
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において、Ｎ－末端アミノ酸はG（Gly）であり、これはミリスチル化のための絶

対的な要件として示されている［20］。これにも関わらず、Ｃβ3がインビボで

ミリスチル化を経ないことが、以前マウスにおいて実証された［14］。この現象

は、ミリスチル化が起こるためには、Gに対するアミノ酸Ｃ－末端がNでなければ

ならないことを実証した最近の研究に基づいて説明し得る。これは、Dを得るた

めのNの脱アミン化が絶対的な要件であることによる［21］。マウス及びヒトＣ

β3の両方において、Gに対するアミノ酸Ｃ－末端はLであるため、これにより何

故マウスＣβ3がミリスチル化されないのかが説明され、ヒトＣβ3がインビボで

ミリスチル化されない可能性があることを示唆される。

      【００１３】

  幾つかの非とＣβスプライス変異体（Ｃβ2、Ｃβ3、Ｃβ4、Ｃβａｂ及びＣ

β4ａｂｃ）が、インビボでミリスチル化される能力に欠くという事実は、この

翻訳後修飾の役割について疑問を持たせる。Ｃα結晶構造に基づくと、ミリスチ

ル基が大きなローブ中の疎水性ポケットを満たすか、又は遮る役割を果たすよう

であり［22］、このＮ－末端修飾がＣサブユニットを可溶化する役割を果たすこ

とが示唆される。これは二つの独立した観測により裏付けられる。第一に、Ｃα

1のＮ－末端先端切断形態の発現は、Ｃサブユニットが粒子分画と密接に関連す

ることを明らかにした［23］。第二に、天然に生じるＮ－末端先端切断スプライ

ス変異体であるＣα－ｓ／Ｃα2はヒツジ［9；24］及びヒト［11］精子の両方に

おける細胞下構造に密接に関連する。このことと、ミリスチル基が、RIサブユニ

ットではなく、RIIユニットと結合した時にＣサブユニットの親油性を向上させ

る役割を果たすことを例証した［25］最近の報告とを一緒にすると、ミリスチル

化と共にＣα1のＮ－末端アミノ酸はＣサブユニットの可溶性に影響する与える

働きをすることが示唆される。このように、Ｃα1及びＣβ1の間の配列類似性及

びＣα1及びＣα－ｓ／Ｃα2の可溶性の相違は、Ｃβ1及び先端切断されたＣβ

形態の間の可溶性の比較し得る相違を暗示し得る。

      【００１４】

  以前、コンセンサス自己リン酸化モチーフ（－ＫＫＧＳ10－）がＣα1及びＣ

β1中に同定され［12；26］、それらは、細菌中でＣα1が発現される時にリン酸
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化される［18；23］。Yonemotoらの研究（1993）において、S10の突然変異によ

り、不活性のようである不溶性の酵素が得られた。したがって、Ｎ－末端ドメイ

ンはまた、未知の機構による触媒活性について示唆する。しかしながら、ヒトＣ

β2、Ｃβ3、Ｃβ4、と同様に、マウスＣβ2及びＣβ3はＳ10を欠くが、これら

のスプライス変異体は溶解性であり、インビボで触媒活性である［14］。このこ

とは、ヒト相同体は活性である可能性が最も高いことを示唆し、Ｓ10リン酸化が

Ｃサブユニットの触媒作用に決定的でないことを意味する。興味深いことに、我

々は、Ｃβ4ａｂ及びＣβ4ａｂｃ中に、エキソンａによりコードされた強力な自

己リン酸化部位（－ＲＫＳＳ6－）を同定した。この部位がどの程度、Ｃβ4ａｂ

及びＣβ4ａｂｃの特性に影響を与える真の自己リン酸化部位であるかは、これ

から理解されるべきものとして残っている。

      【００１５】

  ヒトＣβスプライス変異体は、以前に同定されたヒツジＣβ2スプライス変異

体に類似しているが、我々はマウスにおいて同様のスプライス変異体を同定する

ことができていない。興味深いことに、ヒトＣβ2スプライス変異体は末梢組織

においてのみ発現され、一方、ヒト大脳においては、検出可能なＣβ2mRNAシグ

ナルは見いだせない。しかしながら、Ｃβ1スプライス変異体を欠くマウスの大

脳の外側では、Ｃβは検出することができない［14；16］。さらに、我々は、ヒ

トＣβ2特異的プローブを用いてマウスDNAをハイブリダイズする時にはいかなる

シグナルも検出することができなかった。したがって、マウスはヒト及びウシＣ

β2スプライス変異体の相同体を含有しないようである。

      【００１６】

  興味深いことに、Ｃβ2はＣβスプライス変異体の最も異型なものである。こ

のサブユニットは、伸長したＮ－末端ドメインと共にコードされ、これは他のＣ

βスプライス変異体のいずれにも似ていない。この独特なドメインは、Ｃβ2が

ミリスチル化部位及び自己リン酸化部位を欠いているという事実、及びＣβ2が

大脳において同定されていないただ一つのＣβスプライスである事実と共に、更

なる研究が待たれる他の組織におけるこのスプライス変異体に関する特異的で独

特の特徴を示唆する。
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      【００１７】

  発明者らは、種々のＣβスプライス変異体の、Rサブユニットと錯体形成した

時の組織特異的発現が、cAMP効果の媒体として重要となり得る、特異的な特徴を

有する新規のPKAホロ酵素を意味するということを提案する。本発明は、この点

から、スプライス変異体、Ｃβ1、Ｃβ2、Ｃβ3、Ｃβ4、Ｃβ4ａｂ及びＣβ4ａ

ｂｃをコードするゲノムDNA及びcDNA配列を包含し、配列番号1、2、3、4、5及び

6に示すヌクレオチド配列をそれぞれ含む。ここで、当該タンパク質はＣβタン

パク質の新規のスプライス変異体である。本発明はさらに、該cDNA配列を含むベ

クターに向けられている。本発明はまた、配列番号：7、8及び9それぞれに示さ

れた、Ｃβスプライス変異体タンパク質、Ｃβ2、Ｃβ4ａｂ及びＣβ4ａｂｃを

特徴とする、タンパク質を包含する。本発明はさらに、薬理的な組成物を同定し

、特徴決定し、製造するための診断用、治療用医薬の調製における該Ｃβスプラ

イス変異体タンパク質及びDNA配列の使用を含む。

      【００１８】

  Ｃβ2はリンパ細胞において発現される酵素であり、それによるとその機能は

、Ｔ細胞活性化に対するcAMPの調整効果の媒介である。したがって、発明者らの

結果によると、Ｃβ2の変化したレベル、位置及び／又は活性は、Ｔ細胞活性化

に対し重要であり、cAMPによって調節される受容体及び酵素の調節及び通常の機

能に対し、影響を有する。この知識は、種々の免疫疾患に関連した過反応性及び

機能障害T細胞の診断に使用することができる。

      【００１９】

  １）機能不全Ｔ細胞：Ｔ細胞依存性後天性免疫グロブリン血症（ＣＶＩ）及び

後天性免疫不全症候群（AIDS）を患った患者から単離されたＴ細胞は抗原に対し

て応答しないことが周知である。さらに、ある種のリューマチ性関節炎及び多の

自己免疫疾患を患った患者から単離されるＴ細胞は、異質の抗原に対し過敏であ

る。両方の場合、これらの状況は、機能不全Ｃβ2を巻き込む異常な免疫応答を

起こす。これは、構造的に活性化されたＣβ2、Ｃβ2の正常以下の活性又は混乱

のいずれかとして監視し得る。

      【００２０】
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  1.1）Ｔ細胞機能不全の改善：本発明は、高生産性スクリーニング後、Ｃβ2の

酵素活性を特異的に阻害する薬理学的組成物の同定、特徴決定、及び製造を可能

にする。これらの組成物は、これらが経口又は静脈注射で導入され、血液系に入

り、機能障害Ｔ細胞に到達するように開発されるべきである。

      【００２１】

  さらに、Ｔ細胞膜由来のＣβ2タンパク質の混乱は適当な受容体に対するＣβ2

の調節効果を簡単にする。このように、本発明は、高生産性スクリーニング後、

Ｔ細胞膜とのＣβ2の相互作用を特異的に、かつ不可逆的にブロックする薬理学

的組成物の同定、特徴決定、及び製造を可能にする。これらの組成物は、傾向的

に又は静脈注射により導入され、血液系に入り、Ｔ細胞に到達するように開発さ

れるべきである。

      【００２２】

  1.2）異常高活性Ｔ細胞のダウンレギュレーション：本発明は、高生産性スク

リーニング後、Ｃβ2の酵素活性を特異的に活性化する薬理学的組成物の同定、

特徴決定、及び製造を可能にする。これらの組成物は、経口で又は静脈注射で導

入され、血液系に入り、機能不全Ｔ細胞に到達するように開発されるべきである

。

      【００２３】

  1.3）Ｃβ2突然変異を診断するためのキット：Ｃβ2酵素活性の機能不全又は

局在化により生じるＴ細胞機能不全は、Ｃβ2タンパク質の突然変異により生じ

得る。本発明は、突然変異Ｃβ2が存在する場合、診断上楽にするキットの開発

を可能にする。そのようなキットは、Cβ2特異的DNAプローブとともに開発され

るべきである。

      【００２４】

  本発明は、Ｃβ2の存在及び位置について、患者のＴ細胞を検査し、スクリー

ニングする方法であって、

ａ）［27］に従い、単離された末梢血液Ｔリンパ球の回収及び緩衝液中での洗浄

；

ｂ）免疫蛍光法によりＣβ2タンパク質の同定のために準備すること、Ｔ細胞は
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、洗剤－依存性溶解に続いて、ポリＬ－リジンでコートされたカバースリップ上

に安定させる；

ｃ）一次抗体（Ａｂ）（関連性のないＡｂ又はＣβ2特異的なＡｂのいずれかで

ある）とのインキュベーション、Ａｂの過剰量は洗浄緩衝液により取り除かれ、

Ｔ細胞は蛍光物質に結合された第2の抗－ＩｇＧ  Ａｂとインキュベーションさ

れる；

ｄ）蛍光顕微鏡の下でのＴ細胞の検査

を含む上記方法の開発を可能にする。

      【００２５】

  本発明はさらに、膜に関連下Ｃβ2触媒活性について、患者のＴ細胞をスクリ

ーニングする方法であって、

ａ）［27］に従い、単離した末梢血液Ｔリンパ球の回収し及び緩衝液中での洗浄

；

ｂ）洗剤緩衝液中での溶解による、Ｔ細胞の用意；

ｂ）確立されているアッセイによる、Ｃβ2特異的触媒活性のモニタリング、こ

こでＣβ1活性が相対活性を決定するための内部対照として用いられる；

  を包含する上記方法の開発を可能にする。

      【００２６】

  本発明はまた、Ｃβ2遺伝子及びｍＲＮＡにおける突然変異について患者のス

クリーニングであって、

ａ）［27］に従い、単離された末梢血液Ｔリンパ球の回収及び緩衝液中の洗浄；

ｂ）確立された方法に従う総RNA及びゲノムDNAの単離、それに次ぐ、Cβ2特異的

ヌクレオチド又はＣβ2特異的エキソンのcDNA配列に従うＣβ2特異的プライマー

を用いるＲＴ－ＰＣＴ、

を包含する上記スクリーニングを可能とする。

      【００２７】

  材料及び方法

  一般的プロトコル

相補的DNAプローブは、メガプライム（Megaprime）ランダムプライミングキット
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及びα－［32P］dCTP［アマシャム（Amersham）］を用いて、製造者の指示に従

い、少なくとも１×109  cpmの特異的活性まで放射線標識された。合成オリゴヌ

クレオチドは、T4ポリヌクレオチドキナーゼ（ファーマシア）及びγ－［32P］A

TPを用いて、製造者の指示に従い放射線標識した。

      【００２８】

  DNAは、Thermo  Sequenase  放射線標識ターミネーターサイクル配列決定キッ

ト（radiolabeled terminator cycle sequencing kit）（アマシャム、バッキン

ガムシャー、英国）を用いて手動により、又はメジゲノミックス（Medigenomix

）［マルチンスライド（Martinsried）、ドイツ］、のいずれかによって配列決

定された。配列は、ウィスコンシン大学GCGプログラムパッケージ（UWGCG）及び

ベーシックの局所的配置及びサーチツール（BLAST）「15」を用いて分析された

。

      【００２９】

  cDNAの同定

ヒトＣβcDNAの5'－末端をヒトの総胎児及び脳マラソンRACE－準備済みcDNA（Ma

rathon  RACE-ready  cDNA）（Clontech）から、アドバンテージ  KlenTaq  ポ

リメラーゼ  ミックス（Advantage  KlenTaq  Polymerase  Mix）（Clontech）

を用いて、製造者により記載された通りに増幅した。増幅は、アダプタープライ

マー1（Clontech）及びヒトＣβcDNA配列に相補的な4つの異なるプライマー

を用いて行った。45秒間95℃、2分間72℃で5サイクルを行い、45秒間94℃、2分

間70℃で5サイクル、45秒間94℃、2分間68℃で25サイクル行い、そして最後に10

分間72℃で延長した。得られた生成物をゲル電気泳動により分離し、正常者によ

る指示に従ってｐCR2.1TOPO（Invitrogen）へサブクローンし、配列決定した。
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      【００３０】

  Ｃβ遺伝子断片の増幅

ゲノム断片を、エキソン1－3（5'－GTTTAGGTGCAATCATTCTGCTGTTTG－3'）に対応

するオリゴヌクレオチド及びエキソン2（5'－AAAAAGTCTTCTTTGGCTTTGGCTAGA－3'

）中の配列に相補的なプライマーを用いて増幅した。もう一つのゲノム断片はエ

キソン1－2（5'－TGGCAGCTTATAGAGAACCACCTT－3'）に対応するプライマー及びエ

キソン1－3（5'－CAATCCCATGTTGAACCTGGCA－3'）に見出される配列に相補的なプ

ライマーを用いて増幅させた。PCR反応はボエリンガー－マンハイム拡大長テン

プレート（Boehringer－Mannheim  Expand  Long  Template）PCRキットを用い

て、製造者の指示に従い、緩衝液2を用いて行った。PCRはヒトゲノムDNA（ボエ

リンガー－マンハイム）をテンプレートとして用いて、1分間95℃、10分間94℃

と30秒間60℃と10分間（サイクル11からサイクル30まで位置サイクル当たり20秒

間延長した）68℃との30サイクル、及び7分間68℃の最終的なインキュベーショ

ンで行った。生成物は、アガロースゲル電気泳動により分離し、放射線標識cDNA

及び異なるエキソンに対応する合成オリゴヌクレオチドを用いてサザンブロット

により分析した。

      【００３１】

  PACライブラリーのスクリーニング及びエキソン含有配列のサブクローニング

ヒトP1－誘導人工染色体（PAC）ライブラリ、RPCIをスクリーニングし、単離下

細菌クローンを液体培養で成長させ、プラスミドDNAをイオン交換カラムを用い

て、製造者（Qiagen、Hilden、ドイツ）の記載通りに単離した。エキソン含有DN

A制限断片を、放射線標識cDNA及び合成オリゴヌクレオチドを用いてサザンブロ

ットにより同定した。エキソン含有断片をゲルから切り出し、pZERO2.1ベクター

（Invitrogen）へ製造者の指示に従いサブクローンした。

      【００３２】

  スプライス特異的プローブの発生、ノーザンブロット、サザンブロット

cDNAのスプライス変異体特異的部分に対応するDNA断片をPCRによって増幅した。

異なるスプライス変異体に関し、以下のプライマーが使用された：
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      【００３３】

  プライマーは、クローン化RACE－生成物から、Taq  DNAポリメラーゼ（Perkin

－Elmer）を用いて、製造者の記載どおり、フラグメントの増幅のために用いら

れた。エキソンａ及びｂを特異的に認識するプローブの生成のためには、プライ

マー：

をアニールし、リン酸化し、リゲートした。Ｃβ  cDNA［5］の1.5kb断片をすべ

てのスプライス変異体に共通するＣβ  mRNAの部分を認識するために用いた。種

々のヒト源からのRNAを含む二つの類似するノーザンブロットをClontechから購

入した。一つのブロットは、Ｃβ2に特異的なプローブを用いてハイブリダイズ

され、もう一方のブロットはＣβ2、Ｃβ4、エキソンａ及びｂ、及び1.5kbＣβc

DNAに特異的なプローブで連続してプローブした。両方のブロットは、GAPDH  cD

NAを対照として用いてハイブリダイズした。両方のブロットに対しGAPDHを用い

て、ハイブリダイゼーションのほぼ同一のパターンが得られた。GAPDHブロット

の一つだけを示す（図4）。すべてのプローブは、製造者の記載に従い、Express
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Hybハイブリダイゼーション溶液（Clontech）中でハイブリダイズされた。様々

な種由来のEcoRI－消化DNAを含有するサザンブロット（Clontech）は並びに種々

の酵素で消化したヒト及びマウスDNAを含有するサザンブロットは、Ｃβ2に特異

的なプローブを用いてハイブリダイズされた。フィルターは、5Ｘ  デンハート

溶液（Denhardt's  solution）、5  X  SSC、50mMリン酸ナトリウム緩衝液、pH6

.8、0.1％SDS、250μg／ml一本鎖サケ精子DNA、及び50％（v／v）ホルムアミド

中で、42℃で3時間、プレハイブリダイゼーションし、そして、放射線標識Ｃβ

共通又はＣβ2プローブを含有する同様の溶液中で16時間ハイブリダイゼーショ

ンした。

      【００３４】

  膜を2  X  SSC、0.1％SDS中で、室温下5分間洗浄し、次いで0.5  X  SSC、0.1

％SDSを用いて50℃で30分間二回洗浄した。Amersham  Hyperfilm  MP及び増感ス

クリーンを用いて－70℃でオートラジオグラフィーを行った。

      【００３５】

  本発明がよりよく理解されるため、以下に例を挙げる。これらの例は、例証の

みを目的とし、本発明の範囲をいかなる方法によっても制限するものとして解釈

されるべきでない。

      【００３６】

  例

  例1

  ヒトＣβの新規なスプライス変異体をコードするエキソンの同定

ヒトＣβcDNAの5'末端を、ヒト脳及び総胎児RACE－準備されているcDNA（RACE－

ready  cDNA）から、以前に出版されているヒトＣβ  cDNA配列に相補的な4つの

異なるオリゴヌクレオチドプライマーを、アンカープライマーと組み合わせて用

いて増幅した。得られたPCR生成物をサブクローンし、配列決定し、以前に出版

され、今Ｃβ1として指定されているヒトＣβcDNA配列（図１）と比較した。配

列決定されたすべてのクローンはヒトＣβ1  cDNA配列中46個の最初のタンパク

質コードヌクレオチドを欠いていることが示された。代わりに、タンパク質コー

ド配列の5つの新規な伸長が同定された（図1、可変部）。クローンはそれぞれ、
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翻訳開始コドン及び1個又はそれ以上のフレーム単位上流停止コドンを含んでい

た。5つの新規なcDNA配列をＣβ2、Ｃβ3、Ｃβ4、Ｃβ4ab及びＣβ4abcと指定

した。

      【００３７】

  すべてのＣβcDNAは、Ｃβ1cDNA中のヌクレオチド47から下流において類似し

ており、これはげっ歯類Ｃβ遺伝子におけるエキソン2の開始に対応する。エキ

ソン2の上流の新規なタンパク質コード配列の同定により、エキソン2の上流の幾

つかの異なるエキソンの存在を示された。こうして、エキソン2（アンチセンス

方向）に対応するプライマー及び異なる新規なcDNAの5'－末端（センス方向及び

アンチセンス方向）の組み合わせを異なる組み合わせで使用することにより、ヒ

トゲノムDNAが増幅された。17kbのPCR生成物は、Cβ2cDNA（センス方向）及びC

β3の5'－末端（アンチセンス方向）に対応するプライマーを用いた増幅の結果

であった。さらに、14kbのPCR生成物はCβ3cDNAの5'－末端（センス方向）に対

応するプライマー及びエキソン2（アンチセンス方向）に対応するプライマーを

使用する増幅の結果であった。これらのクローンは、我々にCβ遺伝子中での6つ

の新規なエキソン（1－2、1－3、1－4、ａ、b、及びcとして指定される）の物理

的マッピングを可能とし、そしてこれらはそれぞれ、エキソン2の31、14.1、14

、8.1、5.4及び4.4ｋｂ上流に位置していた。さらに、PACライブラリーをプロー

ブとしてCβ1及びCβ2  cDNAを用いてスクリーニングした。同定されたクローン

の一つである、RPCI－6－228E23は、エキソン1－2と、我々がエキソン1－1と称

する、Cβ1  cDNAのスプライス変異体－特異的部分全体を含むエキソンとの両方

を含んでいた。このPACクローンはCpGカッターを用いる詳細な制限地図のために

選択された。消化されたPAC  DNAをパルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE）に

よって分離し、サザンブロット膜に移し、エキソン1－1及び1－2、並びにSp6及

びT7オリゴヌクレオチドプローブでハイブリダイズした。

      【００３８】

  これらの結果により、エキソン1－1及び1－2（図2A）の間がおよそ60kbである

ことが示された。異なるCβ  cDNA中に見出されるすべてのヌクレオチド配列は

、ヒトゲノムDNAの連続的伸長中に同定され、これはこれらのcDNAが同一遺伝子



(20) 特表２００３－５１８３８５

の産物であるという知見を指示する。エキソン1－1は、以前に同定されたげっ歯

類Cβ遺伝子のエキソン1Aに相同であった。図2Bに示した通り、エキソン1－2はC

β特異的配列全体を含み、エキソン1－3は、以前に同定されているマウスCβ遺

伝子におけるエキソン1Bに相同であるCβ3に特異的な配列を含む。最終的に、エ

キソン1－4はヒトCβ4スプライス変異体に特異的な配列を含むことが示され、ま

た、げっ歯類Cβ2スプライス変異体においてN-末端をコードするげっ歯類エキソ

ン1Cに相同であることが示された。Cβab及びCβabc  cDNA配列に基づいて、エ

キソンa、ｂ及びｃ（図2B）は、エキソン1－4及び2の間で、エキソン1－4、ａ、

ｂ及び2又はエキソン1－4、ａ、ｂ、ｃ及び2（図2Ｃ、下段パネル）と共にスプ

ライスされることが示された。これらのcDNA配列は、他の種において同定されて

いない、新規なCβスプライス変異体を表す。

      【００３９】

  例２

  新規なCβスプライス変異体の演繹アミノ酸配列

依然に開示されているCβ1－配列及び5つの新規なCβスプライス変異体の演繹ア

ミノ酸配列のN-末端部分を図3に示す（上段及び下段パネル）。スプライス変異

体は、エキソン2によりコードされる配列（Cβ1中のアミノ酸17）から始まりC－

末端まで同一であるが、一方、N-末端は長さ及び配列組成の両方において異なる

。Cβ2スプライス変異体は、Cβ1における最初の16個のアミノ酸に代えて63個の

アミノ酸配列を含み、以前に同定されているウシCβ2［12］に相同である。さら

に、ヒトCβ3スプライス変異体は、Cβ1中の最初の16個のアミノ酸に代えてN－

末端に4つのアミノ酸を含み、以前に同定されているげっ歯類Cβ3［14］に類似

する。ヒトCβ4はCβ1中の最初の16個のアミノ酸に代えて3つのアミノ酸を含み

、げっ歯類Cβ2［14］に類似する。最後に、スプライス変異体Cβ4ａb及びＣβ4

abcは、Cβ1の最初の16個のアミノ酸に代えて、それぞれ、18個及び21個のアミ

ノ酸を含む。これらのスプライス変異体は、これまで同定されているいかなる他

のCサブユニットのN－末端にも相同性を示さない。

      【００４０】

  例３
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  Cβスプライス変異体の組織分布

Cβスプライス変異体の組織分布を調べるため、エキソン特異的DNAプローブ及び

すべてのCβスプライス変異体に共通するDNAプローブを、種々のヒト組織由来の

RNAを含む二つの類似するノーザンブロットとハイブリダイズした。比較のため

、当該ブロットをグリセル－アルデヒド3－ホスフェートデヒドロゲナーゼ（GAP

DH）をコードするcDNAとハイブリダイズした。図4（パネルCβ1）において、我

々はCβ1が脳及び腎臓において主に発現され、幾つかの他の組織においても低い

レベルで発現されることを示した。Cβ2は胸腺、脾臓、腎臓において高レベルで

発現されるのに加え、他の組織においても弱いシグナルを示した（図4、パネルC

β2）。Cβ2に対照的に、mRNAを含むエキソン1－4及びエキソンａ及びｂは、脳

のみに存在するようであった（図4、パネルCβ4及びエキソンａ＋ｂ）。最後に

、すべてのＣβスプライス変異体に共通のプローブによりノーザンブロットをプ

ローブし、我々は、ＧＡＰＤＨシグナルに比べた場合、脳において最も強いシグ

ナルを有し、脾臓及び胸腺におけるいくらか弱いシグナルを有する、あらゆる所

でのＣβの発現を観測した。Cβ3特異的cDNAに対応するDNA断片を用いるハイブ

リダイゼーションは、脳におけるほとんど検出不可能なシグナル、及びその他の

組織における検出不可能なシグナルを与えたに過ぎなかった（データは示してい

ない）。

      【００４１】

  例４

  ヒトCβ2スプライス変異体はマウスには存在しない。

以前、我々はマウスにおけるCβの3つのスプライス変異体、Cβ1、Cβ2、及びC

β3を同定した［14］。本研究に基づけば、マウスCβ2がウシ又はヒトCβ2のい

ずれにも相同性でないことが明らかである。したがって、我々はヒトCβ2に類似

するCβスプライス変異体がマウスゲノム中に存在するか否か調べた。ヒト、サ

ル、ラット、マウス、イヌ、ウシ、ウサギ、ニワトリ及び酵母から単離されたゲ

ノムDNAを含むズーブロット（Zoo-blot）を、ヒトCβのエキソン1－2に対応する

DNA断片を用いてハイブリダイズした。図5（パネルA、レーン1から9）において

、我々はCβ2特異的プローブを用いて、ヒト、サル、イヌ、ウシ、及びウサギに
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おいて、DNA断片が検出されたことを示す。対照的に、Cβ2特異的プローブはラ

ット及びマウスにおいていかなる断片も認識しなかった。これは、Cβ2特異的エ

キソンがげっ歯類ゲノム中に存在しないことを示唆している。この観測をさらに

実証するために、我々はヒト、野生型マウス、Cβ遺伝子のエキソン1Aについて

除去したマウス（ノックアウト、KO）［16］から総RNAを単離した。我々は、ヒ

ト胸腺、脾臓、及び末梢血液白血球中にCβ2の高レベルの発現を、及び脳中に高

いレベルの他のCβスプライス変異体を観測したため、当該RNAは免疫組織及び脳

から単離した。ノーザンブロットはCβ  cDNAプローブ（すべての公知のCβスプ

ライス変異体を認識すると期待される）及びCβ2特異的プローブ（材料及び方法

を参照されたい）を用いてプローブした。図5B（上段パネル）において、我々は

Cβが野生型及びCβエキソン1KO（レーン1及び2）の脳、並びに、ヒトの末梢血

液白血球（レーン5）中に存在することを実証した。マウス脾臓はCβmRNAを含有

しなかった（レーン3及び4）。同一のフィルターをCβ2特異的プローブでプロー

ブした時（図5、下段パネル）、Cβ2メッセージはヒト末梢血液白血球（レーン5

）においてのみ検出され、一方、すべてのマウスの組織はCβ2  mRNA（レーン１

から4）について陰性だった。

      【００４２】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  A：ヒトCβスプライス変異体をコードするcDNAの同定を示す。

    【図２Ａ】

  新規のCβスプライス変異体をコードするヒトゲノム領域の構造を示す。

    【図２Ｂ】

  Cβの新規のスプライス変異体をコードするゲノム領域のヌクレオチド配列を

示す。



(42) 特表２００３－５１８３８５

    【図２Ｃ】

  どのように種々のヒトＣβエキソン５'からエキソン２がスプライスされ得る

かを示す略図である。

    【図３】

  Cβスプライス変異体の演繹アミノ酸配列である。

    【図４】

  異なるCβスプライス変異体の組織分布である。

    【図５Ａ】

  Cβ2の種分布である。

    【図５Ｂ】

  Ｃβ2はマウスで発現されないことを示す。
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【図１】
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【図２Ａ】
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【図２Ｂ】
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【図２Ｃ】
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【図３】
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【図４】
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【図５Ａ】
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【図５Ｂ】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１４年３月２０日（２００２．３．２０）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  Cβと称されるc－AMP依存性プロテインキナーゼの新規なヒ

ト触媒サブユニットCβ2、Cβ4ab及びCβ4abc変異体をコードし、配列番号：1の

ヌクレオチド配列を含む、ゲノムDNA配列。

    【請求項２】  Cβと称されるc－AMP依存性プロテインキナーゼの新規なヒ

ト触媒サブユニットCβ2、Cβ4ab及びCβ4abc変異体をコードし、配列番号：2、

5及び6のヌクレオチド配列をそれぞれ含む、cDNA配列。

    【請求項３】  請求項1又は2に記載のDNA配列を含むベクター。

    【請求項４】  それぞれCβ2、Cβ4ab及びCβ4abcの配列番号：7、8及び9の

特異的アミノ酸配列。

    【請求項５】  請求項1又は2に記載のヌクレオチド配列によりコードされる

タンパク質。

    【請求項６】  配列番号：7、8及び9の特異的アミノ酸配列を含む、請求項1

又は2に記載の特異的DNA配列によりコードされるタンパク質。

    【請求項７】  請求項1又は2のCβ2特異的DNAプローブを含むキット。

    【請求項８】  請求項1～6のCβ2、Cβ4ab及びCβ4abcタンパク質の医薬品

の調製のための使用。

    【請求項９】  Cβ2の酵素活性の阻害のための薬剤の調製のための請求項1

～6のCβ2タンパク質の使用。

    【請求項１０】  Cβ2相互作用を特異的にかつ不可逆的にブロックする薬剤

の調製のための請求項1～6のCβ2タンパク質の使用。

    【請求項１１】  Cβ2の酵素活性を活性化する薬剤の調製のための請求項1
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～6のCβ2タンパク質の使用。

    【請求項１２】  アンチセンス医薬の調製のための、請求項1又は2に記載の

Cβ2、Cβ4ab及びCβ4abcのDNAに対し相補的なDNA配列の使用。

    【請求項１３】  請求項1～6のCβ2の存在及び位置について患者のＴ細胞を

検査し、スクリーニングする方法であって、

a）単離した末梢血液Ｔリンパ球の回収及び緩衝液中での洗浄、

b）免疫蛍光法によるCβ2タンパク質の同定の用意、ここでＴ細胞は洗剤依存性

溶解の後、Ｌ－リジンでコートされたカバースリップ上へ安定させる、

c）一次抗体（Ａｂ）（関連性のないＡｂ又はＣβ2特異的Ａｂである）とのイン

キュベーション、過剰量のＡｂは洗浄用緩衝液で除去され、そして、Ｔ細胞は蛍

光物質と結合した二次抗－ＩｇＧ  Ａｂとインキュベーションする、

d）蛍光顕微鏡下でのＴ細胞の検査、

を含む、上記方法。

    【請求項１４】  請求項1～6のＣβ2の膜関連触媒活性について患者のＴ細

胞をスクリーニングする方法であって、

a）単離した末梢血液リンパ球の回収及び緩衝液中での洗浄、

b）洗剤緩衝液中での溶解によるＴ細胞の用意、

b）確立されているアッセイによるCβ2特異的な触媒活性のモニタリング、ここ

でCβ1活性は相対活性の決定のための内部対照として用いられる、

を含む、上記方法。

    【請求項１５】  請求項1又は2のCβ2遺伝子及びmRNAにおける突然変異につ

いて患者をスクリーニングする方法であって、

a）単離した末梢血液Ｔリンパ球の回収及び緩衝液中での洗浄；

b）確立された方法による総RNA及びゲノムDNAの単離、続いて、Cβ2特異的ヌク

レオチド又はエキソン1－2と指定されるCβ2特異的エキソンのcDNA配列に従うC

β2特異的プライマーを用いたRT-PCR、

を含む、上記方法。

    【請求項１６】  請求項13、14及び15に記載の方法により製造された製品。

    【請求項１７】  請求項1～6のCβ2タンパク質の阻害性又は活性化分子につ
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いてのスクリーニングのための試験システム。

    【請求項１８】  請求項17に記載のスクリーニング方法からの製品。
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【国際調査報告】
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明证明了Cβ基因编码至少6种不同的基因产物，命名为Cβ1，Cβ2，
Cβ3，Cβ4，Cβ4ab和Cβ4abc。 与啮齿动物和Ucyssplice变体一样，所
有人类Cβ剪接变体在外显子2编码的部分之前的N端部分不同。 除了先
前在其他任何物种（Cβ4ab和Cβabc）中未发现的两个新的Cβ剪接变体
之外，在小鼠和母牛中鉴定的所有Cβ剪接变体的同源物（Cβ1，Cβ2， 
Cβ3和Cβ4）已在人类中鉴定。 在这方面，本发明包括编码剪接变体并
分别包含SEQ ID NO：1、2、3、4、5和6的基因组DNA和cDNA序列。 
在此，新型蛋白质是Cβ蛋白质的新型剪接变体。 本发明进一步涉及含有
所述cDNA序列的载体。 本发明还包括以分别为SEQ ID NO：7、8和9所
示的Cβ剪接变体蛋白的特定氨基酸为特征的蛋白。 本发明进一步包括所
述Cβ剪接变体蛋白和DNA序列在制备用于诊断和治疗目的的药物中的用
途。
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