
(57)【要約】
本発明は、 NF-κ Bの 2つの新しい調節機構の発見に関する。本発明は、 NF-κ Bが、 Pin1が
触媒する p65のプロリル異性化、およびユビキチンを介したタンパク質分解によって調節
されることを示す。したがって本発明は、 NF-κ B、ならびに NF-κ Bに関連した疾患および
障害を調節する方法を提供する。さらに本発明は、 NF-κ B、 Pin1の活性または発現の調節
、および /または p65のタンパク質分解の調節を可能とする組成物を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 NF-κ B活 性 が 調 節 さ れ る よ う に Pin1活 性 を 調 節 す る 物 質 を 細 胞 に 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む
、 細 胞 内 に お け る NF-κ Bポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 NF-κ Bが Iκ Bα と 相 互 作 用 す る 能 力 を 調 節 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Pin1の ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 を 調 節 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 物 質 が 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 小 分 子 、 お よ び 抗 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Pin1活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 細 胞 に 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 、 細 胞 内 に お け る NF-κ Bの p65
サ ブ ユ ニ ッ ト の pThr254-Pro結 合 の 異 性 化 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Pin1の 活 性 部 位 に 結 合 す る 物 質 を Pin1ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る こ と で Pin1活 性 を 阻 害
す る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 WWド メ イ ン に 結 合 す る 物 質 を Pin1ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る こ と で Pin1活 性 を 阻 害 す る
、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 物 質 が 小 分 子 で あ る 、 請 求 項 7ま た は 8の ど ち ら か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 物 質 が ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 7ま た は 8の ど ち ら か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 物 質 が ホ ス ホ セ リ ン ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 物 質 が ペ プ チ ド 模 倣 物 で あ る 、 請 求 項 7ま た は 8の ど ち ら か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Pin1と NF-κ Bと の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 段 階 を 含 む 、 NF-κ Bの p65サ ブ ユ ニ ッ ト 中 の pThr2
54-Pro結 合 の 異 性 化 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 化 合 物 が 小 分 子 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 化 合 物 が ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 化 合 物 が ペ プ チ ド 模 倣 物 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 Pin1調 節 因 子 を 被 験 対 象 に 投 与 す る こ と で 該 被 験 対 象 を 治 療 す る 段 階 を 含 む 、 NF-κ B関
連 疾 患 に か か っ て い る 被 験 対 象 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 NF-κ B障 害 が 、 細 胞 増 殖 異 常 、 免 疫 応 答 障 害 、 お よ び 炎 症 性 障 害 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 障 害 が 細 胞 増 殖 異 常 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 細 胞 増 殖 異 常 が 癌 で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
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　 癌 が 乳 癌 で あ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 NF-κ Bの p65サ ブ ユ ニ ッ ト の ア ミ ノ 酸 残 基 254お よ び 255を 含 む エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 抗
体 を 被 験 対 象 に 投 与 す る こ と で 該 被 験 対 象 を 治 療 す る 段 階 を 含 む 、 NF-κ B関 連 障 害 に か か
っ て い る 被 験 対 象 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 Pin1の 産 生 を 阻 害 す る こ と で 、 NF-κ Bが 、 ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 経 路 に よ
る タ ン パ ク 質 分 解 を 受 け る こ と を 可 能 と す る 段 階 を 含 む 、 細 胞 内 に お け る NF-κ Bの タ ン パ
ク 質 分 解 の 量 を 増 や す 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 Pin1産 生 の 阻 害 が siRNAに よ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 Pin1産 生 の 阻 害 が RNAiに よ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 SOCS-1の 発 現 を 高 め る こ と で NF-κ Bの 分 解 を 阻 害 す る 化 合 物 を 被 験 対 象 に 投 与 す る 段 階
を 含 む 、 NF-κ B関 連 障 害 に か か っ て い る 被 験 対 象 を 治 療 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
　 本 出 願 は 、 全 内 容 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 2003年 7月 25日 に 出 願 さ れ
た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/490,109号 、 お よ び 2003年 5月 8日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60
/469,542号 の 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
政 府 資 金
　 本 発 明 は 、 そ の 少 な く と も 一 部 は 米 国 立 衛 生 研 究 所 か ら の 助 成 金 （ R01 GM56230お よ び G
M58556） に よ る 支 援 を 受 け て 実 施 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
背 景
　 転 写 因 子 NF-κ Bは 、 そ の 阻 害 因 子 Iκ Bの 分 解 に よ っ て 活 性 化 さ れ 、 結 果 と し て 核 へ 移 行
す る 。 し か し 、 ど の よ う に 核 内 の NF-κ Bが 後 に 調 節 を 受 け る か は 明 ら か で は な く 、 ま た 、
そ の 安 定 性 が 調 節 を 受 け る か 否 か の 報 告 は な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 核 因 子 （ nuclear factor） -κ B（ NF-κ B） /Relフ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 増 殖 、
免 疫 応 答 、 炎 症 、 細 胞 の 生 存 、 お よ び 発 癌 に 関 連 す る 、 さ ま ざ ま な 遺 伝 子 の 発 現 の 調 節 に
中 心 的 な 役 割 を 果 た す 誘 導 性 転 写 因 子 で あ る （ Baeuerle and Henkel, 1994; Ghosh and K
arin, 2002; Karin et al., 2002; Li and Verma, 2002; Sen and Baltimore, 1986） 。 N
F-κ Bは 主 に p65/RelAと p50の 異 型 二 量 体 複 合 体 で あ る が 、 他 の 型 の 異 型 二 量 体 も 報 告 さ れ
て い る （ Baeuerle and Baltimore, 1996; Ghosh et al., 1998） 。 NF-κ Bは 通 常 、 Iκ Bと
呼 ば れ る 阻 害 性 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 と の 非 共 有 結 合 に よ る 相 互 作 用 を 介 し
て 細 胞 質 内 に 局 在 す る （ Ghosh et al., 1998） 。 NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 は 、 最 終 的 に Iκ Bキ
ナ ー ゼ 複 合 体 （ IKK） の 活 性 化 を 招 く 、 サ イ ト カ イ ン や 一 部 の 成 長 因 子 な ど の 多 様 な 刺 激
に よ っ て 活 性 化 さ れ る （ Ghosh et al., 1998; Israel, 2000; Karin, 1999） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 IKKが Iκ Bを リ ン 酸 化 す る と 、 Iκ Bは 、 ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 経 路 に よ っ
て 分 解 さ れ る （ DiDonato et al., 1997; Ghosh and Karin, 2002; Karin, 1999; Karin e
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t al., 2002; Mercurio et al., 1997; Regnier et al., 1997; Yamaoka et al., 1998; 
Zandi et al., 1997） 。 こ う し て NF-κ B複 合 体 の 核 内 へ の 移 行 が 可 能 と な る 。 核 内 で 同 複
合 体 は 、 同 族 の κ Bエ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト に 結 合 し て 、 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る 。 活 性 化
さ れ た NF-κ Bの 発 現 を 抑 制 す る 主 な 負 の フ ィ ー ド バ ッ ク 機 構 は 、 NF-κ Bに よ る Iκ Bα 遺 伝
子 の ト ラ ン ス 活 性 化 で あ る （ Beg et al., 1993; Brown et al., 1993; Chiao et al., 19
94; Sun et al., 1993） 。 新 た に 合 成 さ れ た Iκ Bα は 、 細 胞 質 と 核 の 間 を 行 き 来 し 、 ま た
NF-κ Bを プ ロ モ ー タ ー か ら 引 き 離 す こ と で 、 NF-κ B-Iκ Bα 複 合 体 の 細 胞 質 へ の 復 帰 を 促
す こ と が で き る （ Arenzana-Seisdedos et al., 1995; Arenzana-Seisdedos et al., 1997
; Ghosh and Karin, 2002; Karin et al., 2002） 。 こ れ ら の 過 程 は 、 NF-κ Bに よ る 転 写
反 応 を 終 了 に 導 く （ Arenzana-Seisdedos et al., 1995; Arenzana-Seisdedos et al., 19
97） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 NF-κ Bは 、 免 疫 と 炎 症 の 両 方 に お い て 確 立 し た 機 能 を 有 す る が 、 最 近 に な っ て NF-κ Bシ
グ ナ ル 伝 達 の 調 節 解 除 が 発 癌 お よ び 癌 の 悪 性 化 と 関 連 す る こ と が 多 く 報 告 さ れ て い る （ Ba
ldwin, 2001; Karin et al., 2002） 。 NF-κ Bは 、 乳 癌 を 始 め と す る ヒ ト の 多 く の 癌 で 構
成 的 に 活 性 を 示 す （ Baldwin, 2001; Karin et al., 2002; Nakshatri et al., 1997; Nak
shatri and Goulet, 2002; Sovak et al., 1997; Wang et al., 1999） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 癌 細 胞 で 活 性 化 さ れ た NF-κ Bは 、 細 胞 増 殖 、 転 移 、 血 管 形 成 、 お よ び 抗 ア ポ ト ー
シ ス に 関 与 す る 多 く の 遺 伝 子 の 発 現 を 高 め る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Baldwin, 2001; Kar
in et al., 2002; Nakshatri and Goulet, 2002） 。 ま た NF-κ Bの 活 性 化 は 、 悪 性 度 の 高
さ お よ び 予 後 不 良 と 相 関 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Baldwin, 2001; Karin et al., 200
2; Lessard et al., 2003; Wang et al., 1999） 。 ま た 、 Iκ Bα の 速 や か な 代 謝 ま た は 分
解 が 、 お そ ら く IL-1α 、 c-myc、 EGF、 お よ び ヒ レ グ リ ン （ heregulin） の 過 剰 発 現 （ Arlt 
et al., 2002; Bhat-Nakshatri et al., 1998; Bhat-Nakshatri et al., 2002; Nakshatr
i and Goulet, 2002） に よ る IKKの 構 成 的 活 性 化 の た め に 、 癌 細 胞 に お け る NF-κ Bの 構 成
的 活 性 化 に 関 与 す る 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ Miyamoto et al., 1994） 。 し
か し 、 Iκ Bα の タ ン パ ク 質 レ ベ ル も 、 構 成 的 に 活 性 を 示 す NF-κ Bを 含 む 多 く の 癌 組 織 お よ
び 癌 細 胞 で 増 加 す る （ Nakshatri and Goulet, 2002; Wang et al., 1999） こ と か ら 、 Iκ
Bα を 介 し た NF-κ Bの 阻 害 が 損 な わ れ て い る 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し た が っ て 、 核 へ の 移 行 に 続 い て 、 NF-κ Bの 機 能 （ 特 に NF-κ Bと Iκ Bα の 結 合 ） は 通 常
、 さ ら に 調 節 を 受 け る 可 能 性 が あ り 、 ま た こ の よ う な 調 節 機 構 が 癌 細 胞 で は 損 な わ れ て い
る 可 能 性 が あ る 。 実 際 に PKAな ど の 複 数 の キ ナ ー ゼ に よ る 核 内 に お け る NF-κ Bの リ ン 酸 化
が NF-κ Bの 転 写 活 性 を 高 め る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Zhong et al., 1997; Zhong et al.
, 1998） 。 し か し な が ら 、 こ う し た 修 飾 の 大 半 は 、 NF-κ Bの 転 写 活 性 を 調 節 す る が 、 そ の
核 へ の 移 行 ま た は 代 謝 を 調 節 し な い 。 Chenら は 最 近 、 p65の ア セ チ ル 化 状 態 が p65と Iκ Bα
と の 結 合 親 和 性 に 影 響 す る こ と を 報 告 し て い る （ Chen et al., 2001; Chen et al., 2002
） 。 こ の モ デ ル で は 、 核 内 の ア セ チ ル 化 さ れ た p65は Iκ Bα と 結 合 し に く く な り 、 HDAC3に
よ る p65の 脱 ア セ チ ル 化 に よ っ て 、 こ の 耐 性 が 解 除 さ れ る 可 能 性 が あ る （ Chen et al., 20
01; Chen et al., 2002） 。 し か し 、 ア セ チ ル 化 さ れ た p65の 内 在 的 レ ベ ル は 、 生 理 学 的 条
件 で は 極 め て 低 い こ と が 報 告 さ れ て い る （ Chen et al., 2001; Ghosh and Karin, 2002）
の で 、 p65の ア セ チ ル 化 の 生 物 学 的 な 役 割 と 、 癌 に お け る NF-κ Bの 構 成 的 活 性 化 と の 関 連
は 十 分 解 明 さ れ て い な い 。 し た が っ て 、 核 内 に お け る 活 性 化 さ れ た NF-κ Bと Iκ Bα の 相 互
作 用 の 調 節 機 構 と 、 癌 に お け る 同 調 節 の 解 除 の 詳 細 を 明 ら か に す る こ と は 重 要 で あ る 。 こ
れ は 、 NF-κ Bが 介 在 す る 発 癌 を 理 解 す る 上 で 重 要 な だ け で な く 、 新 た な 抗 癌 療 法 を 設 計 す
る 際 の 一 助 に も な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Pin1は 、 一 連 の タ ン パ ク 質 中 の プ ロ リ ン の 手 前 に 位 置 す る 、 リ ン 酸 化 さ れ た セ リ ン 残 基
ま た は ス レ オ ニ ン 残 基 の 特 定 の モ チ ー フ （ pSer/Thr-Pro） に 結 合 す る ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ
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ル イ ソ メ ラ ー ゼ で あ る 。 こ の 結 合 に よ っ て 、 特 徴 的 な pSer/Thr-Proモ チ ー フ の シ ス /ト ラ
ン ス 異 性 化 に よ る 構 造 変 化 が 誘 導 さ れ る （ Lu et al., 1996; Shen et al., 1998; Yaffe 
et al., 1997） 。 シ ス お よ び ト ラ ン ス の pSer/Thr-Pro部 分 は 、 2つ の 全 く 異 な る シ ス お よ
び ト ラ ン ス の コ ン ホ メ ー シ ョ ン を と る の で 、 Pin1に よ っ て 誘 導 さ れ る 構 造 変 化 は 、 多 く の
基 質 の 機 能 に 大 き な 影 響 を 及 ぼ す こ と が 報 告 さ れ て い る （ Lu et al., 1996; Lu et al., 
1999; Ranganathan et al., 1997; Shen et al., 1998; Yaffe et al., 1997; Zhou et a
l., 1999） 。 こ の 新 し い 「 ポ ス ト -リ ン 酸 化 （ post-phosphorylation） 」 機 構 は 、 活 性 レ
ベ ル 、 リ ン 酸 化 状 態 、 タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 、 細 胞 内 局 在 、 お よ び 安 定 性 を 調 節 す る こ と
で 、 Pin1の 基 質 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 調 節 す る （ Lu et al., 2002; Ryo et al., 2003） 。 P
in1は 、 細 胞 周 期 の 進 行 、 転 写 の 調 節 、 お よ び 細 胞 の 増 殖 な ど の 、 多 く の 細 胞 過 程 の 調 節
に 関 与 す る こ と が わ か っ て い る （ Lu et al., 2002; Ryo et al., 2003） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た Pin1は 、 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 を 含 む ヒ ト の 多 く の 癌 で 高 度 に 過 剰 発 現 さ れ て お り 、
高 レ ベ ル の Pin1は 、 高 い 悪 性 度 お よ び 予 後 不 良 と 相 関 す る （ Ryo et al., 2002; Ryo et a
l., 2001; Wulf et al., 2001） 。 ま た Pin1は 、 Neu/Ras/c-Jun経 路 や Wnt/β -カ テ ニ ン 経
路 な ど の 複 数 の 発 癌 遺 伝 子 経 路 を 活 性 化 す る （ Ryo et al., 2002; Ryo et al., 2001; Wu
lf et al., 2001） 。 興 味 深 い こ と に Pin1は 、 β -カ テ ニ ン 、 CF2、 お よ び p53な ど の 複 数 の
転 写 調 節 因 子 の 機 能 の 調 節 を 、 タ ン パ ク 質 安 定 性 お よ び 細 胞 内 局 在 を 調 節 す る こ と で 行 う
こ と が 報 告 さ れ て い る （ Hsu et al., 2001; Ryo et al., 2001; Wulf et al., 2002; Zac
chi et al., 2002; Zheng et al., 2002） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 NF-κ Bの 機 能 が 、 Pin1が 介 在 す る p65/RelAの プ ロ リ ン 異 性 化 、 お よ び ユ ビ キ
チ ン を 介 し た p65/RelAの タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 調 節 を 受 け る と い う 発 見 に 基 づ く 。 Pin1は
p65の pThr254-Proモ チ ー フ に 結 合 し 、 ま た p65と Iκ Bα の 結 合 を 阻 害 す る こ と で 、 さ ら に
は p65の 核 内 蓄 積 お よ び タ ン パ ク 質 安 定 性 を 高 め る こ と で NF-κ Bの 活 性 を 高 め る 。 し た が
っ て 、 Pin1を 欠 く マ ウ ス お よ び 細 胞 は 、 サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル に よ る NF-κ Bの 活 性 化 に 抵
抗 性 を 示 す 。 ま た Pin1の 基 質 と し て 作 用 で き な い p65変 異 体 （ T254A） は 、 極 め て 不 安 定 で
あ り 、 NF-κ Bの 標 的 遺 伝 子 を ト ラ ン ス 活 性 化 す る こ と も で き な い 。 注 目 す べ き こ と に 、 p6
5の 安 定 性 は 、 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ と し て 作 用 す る サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル 阻 害 因 子 SOCS-1
に よ っ て 促 進 さ れ る ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 制 御 を 受 け る 。 以 上 の 知 見
か ら 、 NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 の 制 御 に お け る 、 こ れ ま で 認 識 さ れ て い な か っ た 機 構 の 存 在 が
明 ら か と な り 、 ま た 、 そ の 調 節 解 除 が 、 癌 な ど の ヒ ト 疾 患 に お け る NF-κ Bの 構 成 的 活 性 化
に 関 す る 新 た な 洞 察 を も た ら す 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 NF-κ Bフ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 が 、 免 疫 応 答 、 炎 症 応 答 、 お よ び ア ポ ト ー シ ス 応 答 に 果
た す 役 割 は 詳 し く 調 べ ら れ て い る （ Rayet, B. et al., 1999, Oncogene 18, 6938-6947；
Ebralidze, A., et al., 1989, Genes Dev. 3, 1086-1093、 お よ び Baeurle, P. A. et al
., 1996, Cell 87, 13-20） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 NF-κ Bの 活 性 が 調 節 さ れ る よ う に Pin1の 活 性 を 調 節 す る 物 質 を 細
胞 に 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 、 細 胞 内 に お け る NF-κ Bポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 関 連 す る 態 様 で は 、 NF-κ Bの 活 性 は Iκ Bα と 相 互 作 用 す る 能 力 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、
Pin1の 活 性 は ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ 活 性 で あ る 。 別 の 関 連 す る 態 様 で は 、 Pin1
を 調 節 す る 組 成 物 は Pin1調 節 因 子 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 小 分 子 、 ま た は
抗 体 ） で あ る 。 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 が あ る 。 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト 化 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 ま た は キ メ ラ 抗 体 の 場 合 が あ る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Pin1の 活 性 を 阻 害 す る 段 階 を 含 む 、 NF-κ Bの p65サ ブ ユ ニ ッ
ト の pThr254-Pro結 合 の 異 性 化 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 関 連 す る 態 様 で は 、 Pin1活 性
は 、 Pin1の 活 性 部 位 に 結 合 す る 化 合 物 を Pin1ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 阻 害
さ れ る 。 関 連 す る 態 様 で は 、 Pin1の 活 性 部 位 に 結 合 す る 化 合 物 は 、 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ま
た は ペ プ チ ド 模 倣 物 な ど の 場 合 が あ る 。 別 の 関 連 す る 態 様 で は 、 Pin1活 性 は 、 Pin1の WWド
メ イ ン に 結 合 す る 化 合 物 を Pin1ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る こ と で 阻 害 さ れ る 。 関 連 す る 態
様 で は 、 Pin1の WWド メ イ ン に 結 合 す る 化 合 物 は 、 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ホ ス ホ セ リ ン ペ プ チ
ド 、 ま た は ペ プ チ ド 模 倣 物 な ど の 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Pin1が NF-κ Bと 相 互 作 用 す る 能 力 を 阻 害 す る 段 階 を 含 む 、 NF
-κ Bの p65サ ブ ユ ニ ッ ト 内 の pThr254-Pro結 合 の 異 性 化 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 関 連 す
る 態 様 で は 、 Pin1が NF-κ Bと 相 互 作 用 す る 能 力 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、
ま た は ペ プ チ ド 模 倣 物 な ど の 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Pin1の 調 節 因 子 を 被 験 対 象 に 投 与 す る こ と で 被 験 対 象 を 治 療
す る 段 階 を 含 む 、 NF-κ B関 連 疾 患 の 被 験 対 象 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 特 定 の 態 様 で は
、 NF-κ B障 害 は 、 細 胞 増 殖 異 常 、 免 疫 応 答 障 害 、 炎 症 、 細 胞 生 存 異 常 （ cell survival di
sorder） 、 お よ び 発 癌 障 害 （ oncogenesis disorder） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 NF-κ Bの p65サ ブ ユ ニ ッ ト の ア ミ ノ 酸 残 基 254お よ び 255を 含
む エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 抗 体 を 被 験 対 象 に 投 与 す る こ と で 被 験 対 象 を 治 療 す る 段 階 を 含 む
、 NF-κ B関 連 疾 患 の 被 験 対 象 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Pin1の 産 生 を 阻 害 す る こ と で 、 ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク
質 分 解 経 路 に よ る NF-κ Bの タ ン パ ク 質 分 解 を 可 能 と す る 段 階 を 含 む 、 NF-κ Bタ ン パ ク 質 の
分 解 量 を 増 や す 方 法 を 提 供 す る 。 産 生 さ れ る Pin1の 量 は 、 siRNAま た は RNAiを 用 い る こ と
で 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 SOCS-1の 発 現 を 高 め る 化 合 物 を 被 験 対 象 に 投 与 す る こ と で 、
NF-κ Bの 分 解 を 阻 害 す る 段 階 を 含 む 、 NF-κ B関 連 障 害 の 被 験 対 象 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
詳 細 な 説 明
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 研 究 で は 、 NF-κ B（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： NP_003989） の シ グ ナ
ル 伝 達 を 制 御 す る 2つ の 新 し い 調 節 機 構 が 同 定 さ れ た 。 本 明 細 書 に は 、 Pin1が p65の pThr25
4-Proモ チ ー フ に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の 核 局 在 お よ び タ ン パ ク 質 安 定 性 を 、 お そ ら く p65と
Iκ Bα （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： NP_0656390） の 結 合 を 阻 害 す る こ と を 介 し て 高 め る こ と が
示 さ れ て い る 。 Pin1（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： AAC50492） に よ る p65の 調 節 の 生 物 学 的 重 要
性 は 、 Pin1欠 損 細 胞 が 、 p65の 迅 速 な 核 外 輸 送 お よ び 分 解 の た め に 、 サ イ ト カ イ ン シ グ ナ
ル に よ る NF-κ Bの 活 性 化 に 抵 抗 性 を 示 す と い う 知 見 に よ っ て 、 ま た Pin1基 質 と し て 作 用 で
き な い p65-T254A変 異 体 が 極 め て 不 安 定 で 、 NF-κ Bの 標 的 遺 伝 子 を ト ラ ン ス 活 性 化 で き な
い と い う 知 見 に よ っ て 、 さ ら に 確 認 さ れ て い る 。 こ れ ら の 知 見 と 矛 盾 す る こ と な く 、 p65
の タ ン パ ク 質 安 定 性 が ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 調 節 を 受 け る こ と 、 ま た
サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル 阻 害 因 子 SOCS-1が p65ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ で あ る と 推 定 さ れ る こ と
が さ ら に 報 告 さ れ て い る 。 ま た SOCS-1は 、 p65の ユ ビ キ チ ン 化 お よ び タ ン パ ク 質 安 定 性 の
調 節 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 以 上 の 結 果 か ら 、 NF-κ Bが 、 Pin1が 触 媒 す る p65の プ ロ リ ン
異 性 化 お よ び ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 調 節 を 受 け る こ と が 初 め て わ か っ
た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
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　 Pin1の 発 現 促 進 お よ び SOCS-1の 発 現 抑 制 が ヒ ト の 多 く の 癌 で 明 瞭 に 認 め ら れ る こ と か ら
、 こ の よ う な 新 し い 機 構 の 調 節 解 除 は 、 癌 に お け る NF-κ Bの 構 成 的 活 性 化 に 寄 与 す る 可 能
性 が 高 い 。 特 定 の pSer/Thr-Pro結 合 に 対 す る 結 合 と 異 性 化 に よ っ て Pin1は 、 特 定 の リ ン 酸
化 タ ン パ ク 質 の 構 造 お よ び 機 能 を 調 節 す る こ と で 、 遺 伝 子 発 現 、 細 胞 周 期 の 調 節 、 お よ び
発 癌 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が あ る （ Lu et al., 2002; Ryo et al., 2003） 。 本 明
細 書 で は 、 Pin1が 、 Iκ Kの 活 性 お よ び Iκ Bα の リ ン 酸 化 に 影 響 を 及 ぼ す こ と な く NF-κ Bシ
グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 Pin1は ま た 、 p65の Thr254-Proモ チ
ー フ に 直 接 結 合 す る 。 同 部 位 は p65と Iκ Bα の 相 互 作 用 の 「 ホ ッ ト ス ポ ッ ト 」 の 近 傍 に 位
置 す る 。 NF-κ B-Iκ Bα 複 合 体 の 結 晶 構 造 か ら 、 Iκ Bα と p65の 結 合 は 、 p65と Iκ Bα の 結
合 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 報 告 さ れ て い る Ser238-Asp243と Arg253を 含 む 第 5ル ー プ 領
域 の 周 囲 に お け る p65の 構 造 変 化 を 強 く 促 す （ Huxford et al., 1998; Jacobs and Harris
on, 1998） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 Thr254-Proモ チ ー フ は 同 複 合 体 の 内 部 に 埋 込 ま れ て い る 。 Iκ Bα が 上 流 の シ グ ナ ル 伝 達
に よ っ て 分 解 さ れ て NF-κ Bと Iκ Bα が 解 離 す る と 、 p65の 二 量 体 化 ド メ イ ン は 柔 軟 性 を 増
し 、 Thr254-Proモ チ ー フ が 露 出 さ れ て リ ン 酸 化 を 受 け る こ と が 可 能 と な る 。 こ の リ ン 酸 化
に よ っ て Pin1結 合 部 位 が 新 た に 生 じ る 。 続 い て Pin1は 、 pThr254-Proモ チ ー フ に 結 合 し て
同 モ チ ー フ を 異 性 化 し 、 結 果 的 に p65と Iκ Bα の 結 合 面 が 完 全 に 破 壊 さ れ る 可 能 性 が あ る
と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 結 晶 構 造 お よ び 現 行 モ デ ル か ら 、 Pin1と Iκ Bα の 結 合 は 、
p50と の 相 互 作 用 お よ び p65の ヘ テ ロ 二 量 体 化 に 影 響 し な い 可 能 性 が あ る 。 こ の 可 能 性 と 一
致 し て Pin1は 、 p65と Iκ Bα の 結 合 を 阻 害 す る が p50と の 結 合 は 阻 害 し な い こ と が 、 共 免 疫
沈 降 法 お よ び イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 法 の 結 果 か ら 判 明 し て い る 。 ま た Pin1の 過 剰 発 現 は
、 p65の 核 外 輸 送 と 、 続 く 分 解 を 阻 害 す る が 、 Pin1の 破 壊 は こ れ を 促 進 す る 。 重 要 な 点 は
、 Pin1結 合 部 位 変 異 体 で あ る p65-T254Aが 極 め て 不 安 定 で あ り 、 NF-κ Bの 下 流 遺 伝 子 を ト
ラ ン ス 活 性 化 で き な か っ た こ と で あ る 。 1残 基 の ア ミ ノ 酸 置 換 に よ る 、 こ の 機 能 上 の 顕 著
な 変 化 は 、 同 部 位 に お け る リ ン 酸 化 と 、 こ れ に 続 く Pin1と の 相 互 作 用 が NF-κ Bの 適 切 な 調
節 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と を さ ら に 支 持 す る 。 以 上 の 結 果 か ら 、 Pin1が p65の 安 定 性 、
核 局 在 、 お よ び 転 写 活 性 の 促 進 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が わ か る 。 こ の 結 果 は 、 Pin1が
β -カ テ ニ ン 、 p53、 サ イ ク リ ン D1、 お よ び CF1な ど の 他 の 複 数 の タ ン パ ク 質 の 安 定 性 お よ
び 核 内 局 在 を 調 節 す る が 、 基 礎 と な る 機 構 は 基 質 に よ っ て 変 わ る と い う 、 過 去 に 得 ら れ た
知 見 と 矛 盾 し な い （ Hsu et al., 2001; Liou et al., 2002; Ryo et al., 2001; Wulf et
 al., 2002; Zacchi et al., 2002; Zheng et al., 2002） 。 例 え ば p53の 場 合 、 Pin1は 、
p53の タ ン パ ク 質 安 定 性 お よ び 転 写 活 性 を 、 お そ ら く MDM2と の 結 合 を 阻 害 す る こ と で 高 め
る （ Wulf et al., 2002; Zacchi et al., 2002; Zheng et al., 2002） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 β -カ テ ニ ン の 場 合 、 Pin1は 、 β -カ テ ニ ン と APCの 結 合 を 阻 害 し 、 そ の 核 へ の 移 行 、 タ
ン パ ク 質 安 定 性 、 お よ び 転 写 活 性 を 、 p65の 場 合 と 同 様 に 高 め る （ Ryo et al., 2001） 。 p
65の Thr254-Proモ チ ー フ を リ ン 酸 化 す る 上 流 の キ ナ ー ゼ 、 な ら び に そ の 機 能 お よ び 調 節 を
見 極 め る た め に は 、 さ ら に 研 究 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 Pin1が p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 を 調 節 す る 能 力 を も つ と い う 事 実 は 、 p65が ユ ビ キ チ ン を
介 し た タ ン パ ク 質 分 解 を 受 け る と い う 、 本 研 究 に お け る 別 の 驚 く べ き 知 見 に つ な が っ た 。
ユ ビ キ チ ン を 介 し た Iκ Bα の タ ン パ ク 質 分 解 の 特 性 は 詳 細 に 明 ら か に さ れ て お り （ Baeuer
le and Baltimore, 1996; Ghosh et al., 1998） 、 類 似 の 調 節 が NF-κ Bそ の も の に 関 し て
過 去 に 報 告 さ れ て い る 。 p65は 、 野 生 型 MEFお よ び Pin1を 発 現 す る 他 の 細 胞 で 極 め て 安 定 で
あ る が 、 Pin1-/- MEFで は 非 常 に 不 安 定 で あ り 、 こ れ は プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 MG-132に よ
っ て 安 定 化 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。 ま た Pin1+/+細 胞 で あ っ て も 、 Pin1と の 結 合 を 損 な
う p65の 点 突 然 変 異 （ T254A） は 、 p65を 安 定 な 状 態 か ら 、 速 や か な 核 外 輸 送 と 続 く タ ン パ
ク 質 分 解 の た め に 、 極 め て 不 安 定 な タ ン パ ク 質 へ と 変 換 す る 。 以 上 の 結 果 か ら p65が 、 そ
も そ も 高 度 に 不 安 定 で あ り 、 ま た 正 常 に 調 節 さ れ て い る こ と が わ か る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 の 調 節 は 、 p65が イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で ポ リ ユ ビ キ チ ン 化
さ れ 、 こ れ が UbcH5aに よ っ て 促 進 さ れ る と い う 、 発 明 者 ら の 得 た 知 見 に よ っ て さ ら に 支 持
さ れ る が 、 他 の ユ ビ キ チ ン 結 合 E2酵 素 に つ い て は 検 討 は 進 ん で い な い 。 ま た p65の ユ ビ キ
チ ン リ ガ ー ゼ が SOCS-1で あ る こ と が 推 定 さ れ て い る 。 SOCS-1は p65と 直 接 相 互 作 用 し 、 そ
の ユ ビ キ チ ン 化 お よ び 分 解 を 促 進 し 、 サ イ ト カ イ ン に よ る NF-κ Bの 活 性 化 を 阻 害 す る 。 注
目 す べ き こ と に SOCS-1は 、 サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル 伝 達 （ SOCS） 抑 制 因 子 フ ァ ミ リ ー の タ ン
パ ク 質 の 1つ で あ り 、 JAK2お よ び Vavの ユ ビ キ チ ン 化 と 分 解 を 促 す こ と も 報 告 さ れ て い る （
De Sepulveda et al., 2000; Frantsve et al., 2001; Kamizono et al., 2001; Kile et
 al., 2002） 。 SOCS-1は 、 構 成 的 活 性 型 の KIT受 容 体 、 TEL-JAK2、 お よ び v-ABLに よ っ て 誘
導 さ れ る 細 胞 増 殖 を 阻 害 可 能 な 、 な ら び に BCR-ABL形 質 転 換 細 胞 の 転 移 を 減 じ る こ と が 可
能 な 腫 瘍 抑 制 因 子 で あ る と 推 定 さ れ て い る （ Kile and Alexander, 2001; Rottapel et al
., 2002; Yoshikawa et al., 2001） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 最 近 に な っ て 、 LPSに よ っ て 誘 導 さ れ る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 を SOCS-1が 阻 害 す る こ
と が 報 告 さ れ て い る （ Kinjyo et al., 2002; Nakagawa et al., 2002） 。 こ の 場 合 、 LPS
が SOCS1を 誘 導 し 、 こ れ が 次 に LPSの シ グ ナ ル 伝 達 を 負 に 調 節 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い
る 。 SOCS1-/-の マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 LPSに よ っ て 誘 導 さ れ る Iκ Bα の リ ン 酸 化 、 お よ び NF-
κ Bの 活 性 化 の 促 進 を 示 す 。 過 去 の 研 究 で は 、 SOCS-1が LPSに よ る NF-κ Bの 活 性 化 を 、 Iκ B
α の リ ン 酸 化 に 関 す る 上 流 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 阻 害 す る こ と で 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ
て い る が 、 詳 細 な 分 子 機 構 は 明 ら か で は な い 。 本 研 究 で 発 明 者 ら は 、 SOCS-1が p65を 直 接
標 的 と す る こ と 、 ま た そ の ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 を 促 し て NF-κ Bの 発 現 抑 制
を 招 く こ と を 明 ら か に し た 。 し た が っ て SOCS-1は 、 NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 を 複 数 の 機 構 に よ
っ て 抑 制 可 能 で あ る と 言 え る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Pin1お よ び SOCS-1に よ っ て NF-κ Bが 調 節 さ れ る こ と の 生 物 学 的 重 要 性 は 、 マ ウ ス モ デ ル
に お け る 乳 腺 の 表 現 型 に よ っ て も 明 ら か に さ れ て い る 。 妊 娠 後 期 に お け る 乳 腺 の 発 達 に お
け る NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 の 重 要 性 と 早 期 乳 汁 分 泌 （ precocious lactation） が 報 告 さ れ て
い る （ Brantley et al., 2001; Cao et al., 2001; Clarkson, 2002; Fata et al., 2000
; Geymayer and Doppler, 2000; Hennighausen and Robinson, 2001） 。 p65ノ ッ ク ア ウ ト
マ ウ ス は 胚 性 致 死 で あ る が （ Beg et al., 1995） 、 IKKα ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 妊 娠 中
お よ び 妊 娠 後 に お け る 乳 腺 発 達 の 重 度 の 異 常 を 明 瞭 に 示 す （ Cao et al., 2001） 。 同 様 に
、 Pin1ノ ッ ク ア ウ ト の 乳 腺 で は NF-κ Bは 活 性 を 示 さ ず 、 ま た 上 皮 細 胞 は 妊 娠 中 に 大 規 模 な
増 殖 変 化 を 受 け な い （ Liou et al., 2002） 。 こ れ と は 対 照 的 に 、 SOCS-1欠 損 マ ウ ス で は
乳 腺 の 発 達 が 速 い （ Lindeman et al., 2001） 。 以 上 の 結 果 か ら 、 イ ン ビ ボ に お い て Pin1
お よ び SOCS-1と NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 が 機 能 的 に 関 連 す る こ と が さ ら に 支 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 注 目 に 値 す べ き こ と に 、 Pin1が 触 媒 す る p65の プ ロ リ ン 異 性 化 お よ び ユ ビ キ チ ン を 介 し
た タ ン パ ク 質 分 解 の 調 節 解 除 は 、 ヒ ト の 多 く の 癌 に お け る NF-κ Bの 構 成 的 活 性 化 に 関 す る
新 た な 洞 察 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 多 く の ヒ ト の 癌 で は 、 Pin1が 高 度 に 過 剰 発 現 さ れ て
い る （ Ryo et al., 2003; Ryo et al., 2002; Ryo et al., 2001; Wulf et al., 2001）
一 方 で 、 SOCS-1遺 伝 子 は 、 ヒ ト の 多 く の 悪 性 腫 瘍 で 発 現 が 抑 制 さ れ て い る こ と が 報 告 さ れ
て い る （ Rottapel et al., 2002; Yoshikawa et al., 2001） 。 Pin1の 過 剰 発 現 は 、 お そ
ら く 核 と 細 胞 質 を 往 復 す る タ ン パ ク 質 で あ る Iκ Bα と の 結 合 を 阻 害 す る こ と で p65の 核 外
輸 送 を 減 ず る の で 、 NF-κ Bは 、 核 内 に 蓄 積 し て 構 成 的 に 活 性 を 示 す 可 能 性 が あ る 。 加 え て
、 仮 に 一 部 の p65タ ン パ ク 質 が 、 新 た に 合 成 さ れ た Iκ Bα ま た は 他 の 外 部 輸 送 因 子 と の 相
互 作 用 に よ っ て 細 胞 質 内 に 輸 送 さ れ る の で あ れ ば 、 SOCS-1の 発 現 抑 制 の た め に 、 ユ ビ キ チ
ン -プ ロ テ ア ソ ー ム 経 路 で 適 切 に 分 解 さ れ な い 可 能 性 が あ る 。 細 胞 質 の NF-κ Bは 、 Iκ Bα
の リ ン 酸 化 と 、 続 く （ 上 流 の 発 癌 シ グ ナ ル に よ っ て 活 性 化 さ れ る ） IKKに よ る Iκ Bα の 分
解 の た め に 核 内 に 移 行 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ の よ う な 条 件 で は 、 NF-κ Bの 発 現 を 抑 制 す る 負 の フ ィ ー ド バ ッ ク 機 構 が 損 な わ れ て い
る 可 能 性 が あ る の で 、 NF-κ Bが 核 内 で 構 成 的 に 活 性 化 さ れ る こ と で 、 た と え Iκ Bα が 増 加
し た 状 態 で も 下 流 の 遺 伝 子 を 活 性 化 す る と 考 え ら れ る 。 こ の 考 え と 矛 盾 す る こ と な く 、 Pi
n1の レ ベ ル は 、 ヒ ト の 乳 癌 組 織 に お い て NF-κ Bの 活 性 化 と 相 関 し 、 ま た Pin1の 阻 害 は 、 乳
癌 細 胞 に お い て NF-κ Bの 活 性 化 を 抑 制 す る 。 ま た 同 モ デ ル は 、 Iκ Bα が 癌 組 織 で 増 加 し た
状 況 で あ っ て も 、 NF-κ Bが 構 成 的 に 活 性 を 示 す 理 由 を 説 明 す る 可 能 性 も あ る 。 し た が っ て
、 以 上 の 結 果 は 、 Pin1に 依 存 し た p65の プ ロ リ ン 異 性 化 お よ び ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ
ク 質 分 解 が NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 新 た な 機 構 で あ る 可 能 性 が あ る こ と 、 ま た 、 こ
の 調 節 解 除 が 、 発 癌 中 お よ び 発 癌 後 に お い て NF-κ Bの 構 成 的 活 性 化 に 重 要 な 役 割 を 果 た す
可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 Pin1の 活 性 お よ び /ま た は 発 現 を 調 節 す る こ と で NF-κ Bを 調 節 す
る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 NF-κ Bが 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 の 被 験 対 象 を 治 療 す
る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 NF-κ B関 連 疾 患 」 ま た は 「 NF-κ B関 連 障 害 」 と い う 表 現 は 、 NF-κ Bの 異 常 な 発 現 、 分
解 、 ま た は 活 性 が 、 望 ま し く な い 生 理 学 的 な 結 果 を 引 き 起 こ す 疾 患 お よ び 障 害 を 含 む こ と
を 意 図 す る 。 特 定 の 態 様 で は 、 こ の よ う な 疾 患 ま た は 障 害 は 、 細 胞 増 殖 異 常 （ 例 え ば 癌 ）
、 免 疫 応 答 障 害 、 お よ び 炎 症 性 障 害 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 細 胞 増 殖 異 常 」 と い う 表 現 は 、 細 胞 の 異 常 な 成 長 を 特 徴 と す る 疾 患 お よ び 障 害 を 含 む
こ と を 意 図 す る 。 こ の よ う な 疾 患 お よ び 障 害 に は 、 癌 、 肉 腫 、 骨 髄 腫 、 お よ び 新 形 成 な ど
が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 細 胞 増 殖 異 常 」 と い う 表 現 に は 、 乏 突 起 細 胞 腫 、 星 細 胞
腫 、 多 形 膠 芽 腫 、 子 宮 頚 癌 、 類 内 膜 癌 、 子 宮 内 膜 の 漿 液 性 癌 、 卵 巣 の 類 内 膜 癌 、 卵 巣 の ブ
レ ン ナ ー 腫 瘍 、 卵 巣 の 粘 液 癌 、 卵 巣 の 漿 液 性 癌 、 子 宮 癌 肉 腫 、 乳 癌 、 乳 房 の 小 葉 癌 、 乳 房
の 腺 管 癌 、 乳 房 の 髄 様 癌 、 乳 房 の 粘 液 癌 、 乳 房 の 管 状 腺 癌 、 甲 状 腺 癌 、 甲 状 腺 の 濾 胞 状 癌
、 甲 状 腺 の 髄 様 癌 、 甲 状 腺 の 乳 頭 癌 、 副 甲 状 腺 の 腺 癌 、 副 腎 腺 腫 、 副 腎 癌 、 褐 色 細 胞 腫 、
結 腸 腺 腫 の 軽 度 の 異 形 成 、 結 腸 腺 腫 の 中 等 度 の 異 形 成 、 結 腸 腺 腫 の 重 度 の 異 形 成 、 結 腸 腺
癌 、 食 道 腺 癌 、 肝 細 胞 癌 、 口 腔 癌 、 胆 嚢 の 腺 癌 、 膵 臓 の 腺 癌 、 小 腸 の 腺 癌 、 胃 の び ま ん 性
腺 癌 、 前 立 腺 癌 （ ホ ル モ ン 不 応 性 ） 、 前 立 腺 癌 （ 治 療 不 能 の 癌 ） 、 腎 臓 の 色 素 嫌 性 癌 、 腎
臓 の 明 細 胞 癌 、 腎 臓 の 膨 大 細 胞 腫 、 腎 臓 の 乳 頭 癌 、 睾 丸 の 非 精 上 皮 腫 、 睾 丸 精 上 皮 腫 、 膀
胱 移 行 上 皮 癌 、 肺 腺 癌 、 肺 大 細 胞 癌 、 肺 小 細 胞 癌 、 肺 扁 平 上 皮 癌 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 MA
LTリ ン パ 腫 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ NHL） （ B細 胞 性 び ま ん 性 大 細 胞 型 ） 、 NHL、 胸 腺 腫 、
皮 膚 の 悪 性 黒 色 腫 、 皮 膚 の 基 底 細 胞 癌 、 皮 膚 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 皮 膚 の メ ル ケ ル 細 胞 癌 、
皮 膚 の 良 性 母 斑 、 脂 肪 腫 、 な ら び に 脂 肪 肉 腫 な ど の 疾 患 お よ び 障 害 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 免 疫 応 答 障 害 」 と い う 表 現 は 、 個 体 に よ る 免 疫 応 答 の 上 昇 ま た は 低 下 に 至 る 、 NFκ B
の 発 現 ま た は 調 節 が 異 常 な 免 疫 障 害 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 、 皮 膚 疾
患 、 乾 癬 、 皮 膚 炎 、 組 織 お よ び 臓 器 の 拒 絶 な ど の 疾 患 お よ び 障 害 が 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 炎 症 性 障 害 」 と い う 表 現 は 、 NF-κ Bの 発 現 ま た は 調 節 が 異 常 な 疾 患 お よ び 障 害 を 含 む
こ と を 意 図 す る 。 ま た 「 炎 症 性 障 害 」 と い う 表 現 は 、 炎 症 を 特 徴 と す る 、 炎 症 に よ っ て 引
き 起 こ さ れ る 、 炎 症 の 結 果 生 じ る 、 ま た は 炎 症 の 影 響 を 受 け る 疾 患 ま た は 障 害 を 含 む こ と
を 意 図 す る 。 炎 症 性 障 害 は 、 例 え ば NF-κ Bが 介 在 す る 過 程 が 関 連 す る 生 物 学 的 お よ び 病 理
学 的 な 過 程 に 起 因 す る 、 ま た は 関 連 す る 可 能 性 が あ る 。 炎 症 性 の 疾 患 ま た は 障 害 の 例 に は
、 喘 息 、 乾 癬 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 骨 関 節 症 、 乾 癬 性 関 節 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 （ ク ロ ー ン 病
、 潰 瘍 性 大 腸 炎 ） 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 敗 血 症 、 血 管 炎 、 お よ び 滑 液 包 炎 な ど の 急 性 お よ び 慢
性 の 炎 症 性 障 害 ； 狼 瘡 、 多 発 性 筋 痛 、 リ ウ マ チ 、 強 皮 症 、 ヴ ェ グ ナ ー 肉 芽 腫 症 、 側 頭 動 脈
炎 、 ク リ オ グ ロ ブ リ ン 血 症 、 お よ び 多 発 性 硬 化 症 な ど の 自 己 免 疫 疾 患 ； 移 植 組 織 拒 絶 ； 骨
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粗 鬆 症 ； 固 形 腫 瘍 （ 例 え ば 肺 、 CNS、 結 腸 、 腎 臓 、 お よ び 膵 臓 の 癌 ） を 含 む 癌 ； ア ル ツ ハ
イ マ ー 病 ； ア テ ロ ー ム 動 脈 硬 化 症 ； ウ イ ル ス （ 例 え ば HIVま た は イ ン フ ル エ ン ザ ） 感 染 ；
慢 性 ウ イ ル ス （ 例 え ば エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス ） 感 染 ； な ら び に 毛 細 血 管 拡 張 性 失 調 症 な ど が あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 NF-κ Bが 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る 疾 患 （ 例 え ば 炎 症
性 障 害 ； 特 に 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 お よ び 喘 息 ； 乾 癬 お よ び ア ト ピ ー 性 皮 膚
炎 を 含 む 皮 膚 疾 患 ； 自 己 免 疫 疾 患 ； 組 織 お よ び 臓 器 の 拒 絶 ； ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ； 卒 中 ； ア
テ ロ ー ム 動 脈 硬 化 症 ； 再 狭 窄 ； ホ ジ キ ン 病 を 含 む 癌 ； な ら び に AIDSを 含 む 、 一 部 の ウ イ ル
ス 感 染 ； 骨 関 節 症 ； 骨 粗 鬆 症 ； お よ び 毛 細 血 管 拡 張 性 失 調 症 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 Pin1の 例 示 的 な ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 模 倣 物 の 調 節 因 子 は 、 2002年 10月 8日 に 出 願 さ
れ た 米 国 特 許 第 6,462,173号 に 記 載 さ れ て い る 。 Pin1活 性 の 例 示 的 な 小 分 子 調 節 因 子 は 、
米 国 特 許 第 6,462,173号 、 WO 03074550A2、 WO 03073999A2、 WO 03074497A1、 WO 04028535A
1、 WO 03074001A2、 WO 03074002A2、 お よ び 2004年 1月 16日 に 出 願 さ れ た 、 "Pin1-Modulati
ng Compounds and Methods of Use Thereof"と 題 す る 米 国 仮 出 願 第 60/537,171号 に 記 載 さ
れ て い る 。 Pin1の 調 節 因 子 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 で さ ら に 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Pin1ポ リ ペ プ チ ド の 調 節 因 子 を 設 計 す る 方 法 は 例 え ば 、 WO 03074001A2に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Pin1の 調 節 因 子 は 、 Pin1を 認 識 す る 抗 体 の 場 合 が あ る 。 こ の よ う な 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 が あ り 、 ま た Pin1活 性 （ 例 え ば 、 標 的 分 子 と の 相
互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ る Pin1の NF-κ Bと の 相 互 作 用 能 力 ） を 調 節 可 能 で あ る 。 本
発 明 の 抗 体 は 、 本 明 細 書 に 詳 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 抗 原 性 ペ プ チ ド に 含 ま れ る 好 ま し い エ ピ ト ー プ は 、 Pin1の 複 数 の 領 域 、 す な わ ち タ ン パ
ク 質 の 表 面 （ 例 え ば 親 水 性 領 域 ） 、 な ら び に 抗 原 性 の 高 い 領 域 に 位 置 す る 、 NF-κ Bの p65
サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し い 抗 体 は 、 Pin1と NF-κ Bの 相 互 作 用 部 位 の 一 部 を
含 む 残 基 を 含 む エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 Pin1ま た は NF-κ Bの 免 疫 原 は 典 型 的 に は 、 適 切 な 被 験 対 象 （ 例 え ば ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ
ス 、 ま た は 他 の 動 物 ） を 免 疫 原 で 免 疫 化 す る こ と で 抗 体 を 調 製 す る た め に 用 い ら れ る 。 適
切 な 免 疫 原 調 製 物 は 例 え ば 、 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た Pin1タ ン パ ク 質 も し く は NF-κ Bタ ン パ
ク 質 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ た Pin1も し く は NF-κ Bの ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 場 合 が あ る 。
同 調 製 物 は さ ら に 、 フ ロ イ ン ド 完 全 ア ジ ュ バ ン ト ま た は フ ロ イ ン ド 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト な
ど の ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は 類 似 の 免 疫 調 節 剤 を 含 む 場 合 が あ る 。 免 疫 原 性 を 有 す る Pin1ま
た は NF-κ B調 製 物 に よ っ て 適 切 な 被 験 対 象 を 免 疫 化 す る と 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル の 抗 Pin1抗 体
ま た は 抗 NF-κ B抗 体 の 応 答 が 誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 し た が っ て 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 抗 Pin1抗 体 ま た は 抗 NF-κ B抗 体 に 関 す る 。 本 明 細 書 で
用 い る 「 抗 体 」 と い う 表 現 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学
的 に 活 性 の あ る 部 分 （ す な わ ち Pin1や NF-κ Bな ど の 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す る （ 免 疫 応 答 す
る ） 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 分 子 ） を 意 味 す る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 の あ る
部 分 の 例 に は 、 抗 体 を ペ プ シ ン な ど の 酵 素 で 処 理 す る こ と で 作 製 可 能 な F(ab)断 片 や F(ab'
) 2 断 片 な ど が あ る 。 本 発 明 は PCIPに 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 ま た は 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組
成 物 」 と い う 表 現 は 、 Pin1ま た は NF-κ Bの 特 定 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 応 答 可 能 な 1種 類 の 抗
原 結 合 部 位 の み を 含 む 抗 体 分 子 の 集 団 を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成
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物 は 典 型 的 に は 、 免 疫 応 答 す る 特 定 の Pin1タ ン パ ク 質 ま た は NF-κ Bタ ン パ ク 質 に 対 す る 1
つ の 結 合 親 和 性 を 示 す 。 Pin1に 対 す る 抗 体 に つ い て は 、 全 体 が 参 照 に よ り 明 瞭 に 本 明 細 書
に 組 み 入 れ ら れ る 米 国 特 許 第 6,596,848号 で 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル の 抗 Pin1抗 体 ま た は 抗 NF-κ B抗 体 は 、 上 述 の 手 順 で 、 PCIP免 疫 原 で 適 切
な 被 験 対 象 を 免 疫 化 す る こ と で 調 節 可 能 で あ る 。 免 疫 化 さ れ た 被 験 対 象 に お け る 抗 Pin1抗
体 ま た は 抗 NF-κ B抗 体 の 力 価 は 、 固 定 さ れ た PCIPを 使 用 す る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 法
（ ELISA） な ど の 標 準 的 な 手 法 で 経 時 的 に 追 跡 可 能 で あ る 。 望 ま し い な ら ば 、 Pin1ま た は N
F-κ Bに 対 す る 抗 体 分 子 を 哺 乳 類 か ら （ 例 え ば 血 液 か ら ） 単 離 し 、 さ ら に プ ロ テ イ ン Aク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 周 知 の 手 法 で 精 製 し て IgG画 分 を 得 る こ と が で き る 。 免 疫 化 後 の 適
切 な 時 点 で （ 例 え ば 抗 Pin1抗 体 ま た は 抗 NF-κ B抗 体 の 力 価 が 最 高 時 に ） 、 被 験 対 象 か ら 抗
体 産 生 細 胞 を 回 収 し 、 文 献 （ Kohler and Milstein, 1975, Nature 256: 495-497） に 当 初
記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 な ど の 標 準 的 な 手 法 （ Brown et al., 1981, J. Immunol. 12
7: 539-46； Brown et al., 1980, J. Biol. Chem. 255: 4980-83； Yeh et al., 1976, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 2927-31； お よ び Yeh et al., 1982, Int. J Cancer 29: 
269-75も 参 照 ） 、 最 近 開 発 さ れ た ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Kozbor et al.,1983, Imm
unol Today 4: 72） 、 EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodi
es and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp.77-96） 、 ま た は ト リ オ ー マ 法 に よ る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に 使 用 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ハ イ ブ リ ド ー
マ を 産 生 さ せ る 手 法 は 周 知 で あ る （ 一 般 に 、 R.H. Kenneth, in Monoclonal Antibodies: 
A New Dimension In Biological Analyses, Plenum Publishing Corp., New York, New Y
ork, 1980； E.A. Lerner, 1981, Yale J. Biol. Med., 54: 387-402； M.L. Gefter et al
., 1977, Somatic Cell Genet. 3: 231-36を 参 照 ） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 不 死 細 胞 系 列 （
典 型 的 に は 骨 髄 腫 ） を 、 上 述 の 手 順 で PCIP免 疫 原 に よ っ て 免 疫 化 し た 哺 乳 類 に 由 来 す る リ
ン パ 球 （ 典 型 的 に は 脾 細 胞 ） と 融 合 さ せ 、 結 果 と し て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養
上 清 を 対 象 に ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 Pin1ま た は NF-κ Bと 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 リ ン パ 球 と 不 死 化 細 胞 系 列 の 融 合 に 用 い ら れ る 任 意 の 多 く の 既 知 の プ ロ ト コ ル を 、 抗 Pi
n1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 NF-κ Bモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 目 的 に 応 用 す る こ と
が で き る （ 例 え ば 上 記 の G. Galfre et al., 1977, Nature 266: 55052； Gefter et al., 
Somatic Cell Genet.、 前 掲 ； Lerner, Yale J. Biol. Med.、 前 掲 ； Kenneth, Monoclonal
 Antibodies、 前 掲 を 参 照 ） 。 ま た 当 業 者 で あ れ ば 、 こ の よ う な 方 法 に 、 有 用 な 多 く の 代
替 的 方 法 が 存 在 す る こ と を 理 解 で き る と 思 わ れ る 。 典 型 的 に は 、 不 死 細 胞 系 列 （ 例 え ば 骨
髄 腫 細 胞 系 列 ） は 、 リ ン パ 球 と 同 じ 哺 乳 類 種 に 由 来 す る 。 例 え ば マ ウ ス の ハ イ ブ リ ド ー マ
は 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 調 製 物 で 免 疫 化 し た マ ウ ス 由 来 の リ ン パ 球 を 、 不 死 化 さ れ た マ ウ ス
細 胞 系 列 と 融 合 さ せ る こ と で 作 製 で き る 。 好 ま し い 不 死 細 胞 系 列 は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア
ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン を 含 む 培 地 （ 「 HAT培 地 」 ） に 感 受 性 を 示 す マ ウ ス 骨 髄 腫
細 胞 系 列 で あ る 。 任 意 の 数 の 骨 髄 腫 細 胞 系 列 を 、 標 準 的 な 手 法 で 融 合 相 手 の 細 胞 と し て 使
用 で き る （ 例 え ば P3-NS1/1-Ag4-1、 P3-x63-Ag8.653、 ま た は Sp2/O-Ag14の 各 骨 髄 腫 系 列 ）
。 こ れ ら の 骨 髄 腫 系 列 は ATCCか ら 入 手 で き る 。 典 型 的 に は 、 HAT感 受 性 を 示 す マ ウ ス 骨 髄
腫 細 胞 を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 「 PEG」 ） を 用 い て マ ウ ス の 脾 細 胞 と 融 合 さ せ る 。
次 に 、 融 合 の 結 果 生 じ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 対 象 に 、 融 合 し て い な い 骨 髄 腫 細 胞 お よ び
非 生 産 的 に 融 合 し た 骨 髄 腫 細 胞 を 死 滅 に 導 く HAT培 地 で 選 択 を 行 う （ 融 合 し な か っ た 脾 細
胞 は 、 形 質 転 換 さ れ て い な い た め に 数 日 後 に 死 滅 す る ） 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 例 え ば Pin1ま た は NF-κ Bに 結 合 す る 抗 体 を 求 め る 、 ハ イ
ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 対 象 と し た ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て （ 例 え ば 標 準 的 な ELISAア ッ セ
イ 法 で ） 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 代 り に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル の 抗
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PCIP抗 体 を 同 定 し て 、 Pin1ま た は NF-κ Bを 用 い た 、 組 換 え 型 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル 免 疫 グ ロ
ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー ） の ス ク リ ー ニ ン グ
に よ っ て 、 抗 Pin1抗 体 ま た は 抗 NF-κ Bと 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー の 抗 体 を 単
離 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め の キ ッ ト は 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば Pharmacia社 の Recombinant Phage Antibody Sy
stem、 カ タ ロ グ 番 号 27-9400-01； お よ び Stratagene社 の SurfZAP（ 商 標 ）  Phage Display 
Kit、 カ タ ロ グ 番 号 240612） 。 加 え て 、 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 お よ び ス ク
リ ー ニ ン グ に お け る 使 用 に 特 に 適 し た 方 法 お よ び 試 薬 の 例 は 例 え ば 、 Ladnerら の 米 国 特 許
第 5,223,409号 、 PCT International Publication No. WO 92/18619； Dowerら の PCT Inter
national Publication No. WO 91/17271； Winterら の PCT International Publication WO
 92/20791； Marklandら の PCT International Publication No. WO 92/15679； Breitling
ら の PCT International Publication WO 93/01288； McCaffertyら の PCT International P
ublication No. WO 92/01047； Garrardら の PCT International Publication No. WO 92/0
9690； Ladnerら の PCT International Publication No. WO 90/02809； Fuchs et al., 199
1, Bio/Technology 9: 1370-1372； Hay et al., 1992, Hum. Antibod. Hybridomas 3: 81
-85； Huse et al., 1989, Science 246: 1275-1281； Griffiths et al., 1993, EMBO J 1
2: 725-734； Hawkins et al., 1992, J. Mol. Biol. 226: 889-896； Clarkson et al., 1
991, Nature 352: 624-628； Gram et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 3576
-3580； Garrad et al., 1991, Bio/Technology 9: 1373-1377； Hoogenboom et al., 1991
, Nuc. Acid Res. 19: 4133-4137； Barbas et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
88: 7978-7982； お よ び McCafferty et al., Nature, 1990, 348: 552-554に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 加 え て 、 標 準 的 な 組 換 え DNA手 法 で 作 製 可 能 な 、 ヒ ト 部 分 と 非 ヒ ト 部 分 の 両 方 を 含 む キ
メ ラ 抗 体 や ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 組 換 え 型 の 抗 Pin1抗 体 ま た は 抗 NF-κ B抗 体 が
本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当
技 術 分 野 で 周 知 の 組 換 え DNA手 法 で 、 例 え ば Robinsonら の International Application No.
 PCT/US86/02269； Akiraら の 欧 州 特 許 出 願 第 184,187号 ； Taniguchi, M.の 欧 州 特 許 出 願 第
171,496号 、 Morrisonら の 欧 州 特 許 出 願 第 173,494号 ； Neubergerら の PCT International P
ublication No. WO 86/01533； Cabillyら の 米 国 特 許 第 4,816,567号 ； Cabillyら の 欧 州 特
許 出 願 第 125,023号 ； Better et al., 1988, Science 240: 1041-1043； Liu et al., 1987
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439-3443； Liu et al., 1987, J.Immunol. 139: 35
21-3526； Sun et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 214-218； Nishimura et 
al., 1987, Canc. Res. 47: 999-1005； Wood et al., 1985, Nature 314: 446-449； お よ
び Shaw et al., 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80: 1553-1559； Morrison, S.L., 1985, 
Science 229: 1202-1207； Oi et al., 1986, BioTechniques 4: 214； Winterの 米 国 特 許
第 5,225,539号 ； Jones et al.,1986, Nature 321: 552-525； Verhoeyan et al., 1988, S
cience 239: 1534； お よ び Beidler et al.,1988, J. Immunol. 141: 4053-4060に 記 載 さ
れ た 方 法 で 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 抗 Pin1抗 体 ま た は 抗 NF-κ B抗 体 （ 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 使 用 し て 、 ア フ ィ ニ テ
ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や 免 疫 沈 降 法 な ど の 標 準 的 な 手 法 で Pin1ま た は NF-κ Bを 単 離 す る こ
と が で き る 。 抗 Pin1抗 体 ま た は 抗 NF-κ B抗 体 は 、 細 胞 か ら の 天 然 の PCIPの 精 製 、 お よ び 宿
主 細 胞 で 発 現 さ せ た 、 組 換 え 的 に 作 製 さ れ た Pin1ま た は NF-κ Bの 精 製 を 効 率 化 す る こ と が
で き る 。 ま た 、 抗 Pin1抗 体 ま た は 抗 NF-κ B抗 体 を 使 用 し て 、 Pin1タ ン パ ク 質 ま た は NF-κ B
タ ン パ ク 質 を （ 例 え ば 細 胞 溶 解 物 中 ま た は 細 胞 上 清 中 に ） 検 出 し て 、 Pin1タ ン パ ク 質 ま た
は NF-κ Bタ ン パ ク 質 の 発 現 の 量 お よ び パ タ ー ン を 評 価 す る こ と が で き る 。 抗 Pin1抗 体 ま た
は 抗 NF-κ B抗 体 は 、 臨 床 検 討 の 手 順 の 一 部 と し て 、 例 え ば 任 意 の 治 療 法 の 効 率 を 見 極 め る
た め に 、 ま た 組 織 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 追 跡 す る た め に 、 診 断 目 的 で 使 用 す る こ と が で
き る 。 検 出 は 、 検 出 可 能 な 物 質 を 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と で （ す な わ ち 物 理 的 に 結 び つ け る
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こ と で ） 効 率 化 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 の 例 に は 、 さ ま ざ ま な 酵 素 、 補 欠 分 子
族 、 蛍 光 材 料 、 発 光 材 料 、 生 物 発 光 材 料 、 お よ び 放 射 性 材 料 な ど が あ る 。 適 切 な 酵 素 の 例
に は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ま
た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ な ど が あ り 、 適 切 な 補 欠 分 子 族 複 合 体 の 例 に は 、 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン や ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン な ど が あ り 、 適 切 な 蛍 光 材 料 の 例 に は 、 ウ ン
ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク
ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 塩 化 ダ ン シ ル 、 ま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン な ど が
あ り 、 発 光 材 料 の 例 に は ル ミ ノ ー ル な ど が あ り 、 生 物 発 光 材 料 の 例 に は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
、 ル シ フ ェ リ ン 、 お よ び イ ク オ リ ン な ど が あ り 、 ま た 適 切 な 放 射 性 材 料 の 例 に は 、 1 2 5 I、
1 3 1 I、 3 5 S、 ま た は 3 Hな ど が あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た Pin1の 調 節 因 子 は 、 ア ン チ セ ン ス RNA、 siRNA、 ま た は RNAiな ど の 、 Pin1ポ リ ペ プ チ
ド が 翻 訳 さ れ な い Pin1発 現 の 調 節 因 子 で あ る 場 合 が あ る 。 RNAiは 、 標 的 と な る mRNAが 配 列
特 異 的 に 分 解 さ れ る 、 植 物 お よ び 動 物 に お け る 遍 在 性 の 遺 伝 子 調 節 機 構 で あ る （ Sharp, e
t al., 2001, Genes Dev. 15, 485-490； Hutvagner, G et al., 2002, Curr. Opin. Gene
t. Dev. 12, 225-232； Zamore, P.D. et al., 2000, Cell 101, 25-33； お よ び Elbashir,
 S.M. et al., 2001, Nature 411, 494-498） 。 siRNA技 術 に つ い て は 、 文 献 （ Elbashir, 
et al., 2001, Genes Dev. 15, 188-200； Hammond, S.M., et al., Nature , 2000, 404,
 293-296； お よ び Bernstein, E., et al., 2001, Nature 409, 363-366） に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の siRNA分 子 は 、 各 鎖 が 16～ 30ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 16ヌ ク レ オ チ ド 、 17ヌ ク レ
オ チ ド 、 18ヌ ク レ オ チ ド 、 19ヌ ク レ オ チ ド 、 20ヌ ク レ オ チ ド 、 21ヌ ク レ オ チ ド 、 22ヌ ク レ
オ チ ド 、 23ヌ ク レ オ チ ド 、 24ヌ ク レ オ チ ド 、 25ヌ ク レ オ チ ド 、 26ヌ ク レ オ チ ド 、 27ヌ ク レ
オ チ ド 、 28ヌ ク レ オ チ ド 、 29ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 30ヌ ク レ オ チ ド ） で あ る 場 合 が あ る （
鎖 の 一 方 は 、 標 的 領 域 に 対 し て 実 質 的 に 相 補 的 で あ る （ 例 え ば 、 相 補 性 は 少 な く と も 80%
（ ま た は 例 え ば 85%、 90%、 95%、 ま た は 100%） （ 例 え ば 3個 、 2個 、 1個 、 ま た は 0個 の 誤 対
合 ヌ ク レ オ チ ド （ 群 ） を 有 す る ） ） 。 標 的 領 域 は 、 野 生 型 と 変 異 型 の 対 立 遺 伝 子 間 で 少 な
く と も 1塩 基 対 が 異 な る 。 例 え ば 標 的 領 域 は 機 能 獲 得 変 異 を 含 み 、 ま た も う 一 方 の 鎖 は 、
第 1の 鎖 と 同 一 か 、 ま た は 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 本 発 明 の dsRNA分 子 は 、 化 学 的 に 合 成 可 能
で あ る ほ か 、 DNAテ ン プ レ ー ト も し く は 人 工 的 に 作 製 さ れ た RNA前 駆 体 か ら イ ン ビ ト ロ で 転
写 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 dsRNA分 子 は 例 え ば 、 以 下 の プ ロ ト コ ル に し た が っ て 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 方 法
で 設 計 可 能 で あ る ：
1． AUG開 始 コ ド ン を 出 発 点 と し て AAジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 探 す （ 個 々 の AAお よ び 3'端 の 隣
接 す る 16ヌ ク レ オ チ ド ま た は こ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が siRNAの 標 的 で あ る 可 能 性 が あ る
） 。 siRNAは 、 野 生 型 と 変 異 型 の 対 立 遺 伝 子 間 で 少 な く と も 1塩 基 対 が 異 な る 標 的 領 域 （ 例
え ば 、 機 能 獲 得 変 異 を 含 む 標 的 領 域 ） に 特 異 的 な は ず で あ る 。 機 能 獲 得 変 異 が 、 同 じ 遺 伝
子 上 の 1つ も し く は 複 数 の 他 の 変 異 と 関 連 す る 場 合 、 siRNAは 、 任 意 の 変 異 を 標 的 と す る 可
能 性 が あ る 。 場 合 に よ っ て は 、 siRNAは 、 既 知 の 変 異 を 含 ま な い が 、 野 生 型 （ 標 準 ） 配 列
の 対 立 遺 伝 子 変 異 を 含 む 対 立 遺 伝 子 領 域 を 標 的 と す る 。 第 1の 鎖 は 、 こ の 配 列 に 相 補 的 と
す べ き で あ り 、 ま た も う 1つ の 鎖 は 、 第 1の 鎖 と 同 一 か 、 ま た は 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 1つ
の 態 様 で は 、 核 酸 分 子 は 、 例 え ば SOD1の 配 列 の 開 始 コ ド ン の 少 な く と も 50～ 100ヌ ク レ オ
チ ド 下 流 か ら 始 ま る 標 的 対 立 遺 伝 子 配 列 の 領 域 か ら 選 択 さ れ る 。 ま た G/C含 量 の 低 い （ 35
～ 55%） siRNAは 、 G/C含 量 が 55%を 上 回 る siRNAよ り 活 性 が 高 い 場 合 が あ る 。 し た が っ て 1つ
の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 G/C含 量 が 35～ 55%の 核 酸 分 子 を 含 む 。 ま た siRNAの 鎖 は 、 1～ 4残
基 の ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 2残 基 の ヌ ク レ オ チ ド ） の 3'オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る よ う に 対
を 形 成 す る 場 合 が あ る 。 し た が っ て 別 の 態 様 で は 、 核 酸 分 子 は 、 TTな ど の 2ヌ ク レ オ チ ド
の 3'オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る 場 合 が あ る 。 オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド は RNAま
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た は DNAの 場 合 が あ る 。
2． 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 方 法 で 、 潜 在 的 な 標 的 を 適 切 な ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス （ ヒ ト
、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど ） と 比 較 し 、 他 の コ ー ド 配 列 と か な り の ホ モ ロ ジ ー を 有 す る 標 的 配
列 を 検 討 対 象 か ら 除 去 す る 。 こ の よ う な 配 列 ホ モ ロ ジ ー 探 索 の 1つ の 方 法 は 、 www.ncbi.nl
m.nih.gov/BLASTか ら 利 用 可 能 な BLASTと し て 知 ら れ て い る 。
3． 希 望 す る 評 価 基 準 に 適 合 す る 1つ ま た は 複 数 の 配 列 を 選 択 す る 。 siRNAの 設 計 お よ び 使
用 に 関 す る 他 の 一 般 的 な 情 報 は 、 http://www.mpibpc.gwdg.de/abteilungen/100/105/sirn
a.htmlで 閲 覧 可 能 な 「 The siRNA User Guide」 に 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の siRNAは 一 般
に 、 ア ン チ セ ン ス 鎖 中 に 1残 基 も し く は 複 数 の 残 基 の 修 飾 塩 基 （ 例 え ば U(5Br)、 U(5I)、 お
よ び /ま た は DAP） を 有 す る 。 こ の よ う な 修 飾 型 の siRNAは 、 修 飾 塩 基 を 用 い て 合 成 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Pin1の 他 の 調 節 因 子 は 、 Pin1の 天 然 の 基 質 に 似 た ペ プ チ ド （ 例 え ば ホ ス ホ セ リ ン 部 分 ま
た は ホ ス ホ ト レ オ ニ ン 部 分 ） の 場 合 が あ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 NF
-κ Bの p65サ ブ ユ ニ ッ ト 上 の Pin1の 認 識 部 位 に 類 似 し て い る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 NF-κ Bの 調 節 因 子 は 、 例 え ば 、 文 献 （ Breton, J.J and Chabot-Fletcher, M.C. JPET, 
282, 459-466, 1997） に 記 載 さ れ た 細 胞 ベ ー ス の ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 で
同 定 す る こ と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 NF-κ Bレ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド （ 後 述 ） で 恒 久
的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た U937ヒ ト 組 織 球 性 リ ン パ 腫 細 胞 系 列 を 、 250 μ g/mlの ジ ェ ネ
テ ィ シ ン （ Geneticin） （ 硫 酸 G418、 Life Technologies, Grand Island, N.Y.） を 添 加 し
た 上 記 培 地 で 培 養 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た U937ク ロ ー ン を 対 象 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ
ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 を 行 う 。 2回 遠 心 （ 300× g、 5分 ） し 、 10% FBSを 含 む RPMI 1640中 に 密
度 が 1× 10 6 細 胞 /mlと な る よ う に 再 懸 濁 す る 。 1 mlの ア リ コ ー ト を 24ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ
ェ ル に 添 加 す る 。 化 合 物 ま た は ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） 担 体 （ 1 μ l） を 適 当 な ウ
ェ ル に 添 加 し 、 プ レ ー ト を 37℃ で 5% CO 2 の 雰 囲 気 下 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 刺 激 を
加 え （ 5 ng/mlの TNF-α 、 100 ng/mlの LPS、 ま た は 0.1 μ Mの PMA） 、 試 料 を 37℃ で 5% CO 2
の 雰 囲 気 下 で 5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 1.9 ml容 の ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に 移 し て 遠 心
す る （ 200× g、 5分 ） 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 Ca 2 + お よ び Mg 2 + を 含 ま な い 1 mlの PBSで 2回 洗 浄
し 、 上 記 条 件 で 遠 心 す る 。 得 ら れ た 細 胞 ペ レ ッ ト を 50 μ lの 1× 溶 解 緩 衝 液 （ Promega Cor
poration, Madison, Wis.） に 溶 解 し 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー で 攪 拌 し て イ ン キ ュ ベ ー ト
す る （ 室 温 、 15分 ） 。 各 溶 解 物 の 20 μ lの ア リ コ ー ト を 、 不 透 明 な 白 色 の 96ウ ェ ル プ レ ー
ト （ Wallac Inc., Gaithersburg, Md.） に 移 し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 産 生 を 調 べ る ア ッ セ イ 法
を 、 MicroLumat LB96Pル ミ ノ メ ー タ ー （ EG & G Berthold, Bad Wilbad, Germany） を 使 用
し て 行 う 。 ル ミ ノ メ ー タ ー は 100 μ lの ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ 法 用 試 薬 （ Promega Corpo
ration, Madison, Wis.） を 各 ウ ェ ル に 分 注 し 、 光 出 力 の 積 分 値 を 20秒 間 に わ た っ て 記 録
す る 。 光 出 力 は 相 対 光 度 単 位 （ RLU） で 測 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 調 節 因 子 を 対 象 に 、 本 明 細 書 の 実 施 例 に 記 載 さ れ た イ ン ビ ボ ア ッ セ イ 法
で 、 NF-κ Bと 相 互 作 用 す る 能 力 、 お よ び /ま た は NF-κ Bの 活 性 を 調 節 す る 能 力 を 検 討 す る
こ と が で き る 。 ま た 本 発 明 の 調 節 因 子 は 、 動 物 モ デ ル （ 例 え ば 、 文 献 （ May, et al., 200
0, Science 289, 1550-1553） に 記 載 さ れ た NF-κ B用 の 動 物 モ デ ル ） で 検 討 す る こ と が 可
能 で あ り 、 ま た イ ン ビ ボ に お け る 抗 炎 症 活 性 は 、 ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル に よ っ て 誘 導 さ れ る
マ ウ ス の 耳 炎 症 モ デ ル で 評 価 す る こ と が で き る 。 酢 酸 ミ リ ス チ ン 酸 ホ ル ボ ー ル （ PMA） （
ア セ ト ン 中 に 4 μ g/20 μ l） を 雄 の Balb/cマ ウ ス （ 6匹 /群 ） （ Charles River Breeding L
aboratories, Wilmington, Mass.） の 左 耳 の 内 面 お よ び 外 面 に 塗 布 す る 。 4時 間 後 、 25 μ
lの ア セ ト ン に 溶 解 し た 化 合 物 を 同 じ 側 の 耳 に 塗 布 す る 。 20時 間 後 に 、 両 耳 の 厚 さ を ダ イ
ア ル 式 マ イ ク ロ メ ー タ ー （ Mitutoyo, Japan） で 測 定 し 、 化 合 物 の 第 2の 局 所 投 与 を 行 う 。
24時 間 後 に 耳 の 厚 さ の 測 定 を 行 い 、 デ ー タ を 、 処 理 耳 と 非 処 理 耳 間 の 厚 み の 変 化 （ × l0 - 3

 cm） と し て 表 す 。 次 に 、 炎 症 を 生 じ た 左 耳 を 切 除 し て -70℃ で 保 存 し た 後 に 、 炎 症 性 の 細
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胞 浸 潤 の 尺 度 で あ る ミ エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ MPO） 活 性 の ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
薬 学 的 組 成 物 と そ の 投 与
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 で 説 明 す る よ う に 、 NF-κ B関 連 障 害 に 関 与 す る 細 胞 に 投 与 す る た め
に 、 薬 学 的 組 成 物 中 に ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 小 分 子 、 抗 体 、 お よ び 他 の 薬 剤 の 使 用 を 含 む
。 こ の よ う な 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 お よ び 抗 体 （ 本 明 細 書 で は 「 活 性 化 合 物 」 と も 呼
ば れ る ） は 、 被 験 対 象 （ 例 え ば ヒ ト ） へ の 投 与 に 適 切 な 薬 学 的 組 成 物 中 に 混 合 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 典 型 的 に は 、 核 酸 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 調 節 因 子 、 ま た は 抗 体
、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 を 含 む 。 し か し な が ら 、 投 与 が 、 イ ン ビ ト ロ で 細 胞 を 対
象 に 行 わ れ る 場 合 も あ る こ と 、 ま た ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 な ど の イ ン ビ ボ モ
デ ル 系 を 対 象 に 行 わ れ る 場 合 が あ る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 投 与 す る 」 と い う 表 現 は 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 本 発 明 の 組 成 物 を 被 験 対 象 に 導 入 す る
任 意 の 方 法 を 含 む 。 こ の 方 法 は 、 イ ン ビ ボ で ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 転 写
ま た は 翻 訳 に よ っ て 産 生 さ せ る 段 階 、 ま た は イ ン ビ ボ に お い て 外 部 か ら 被 験 対 象 に 導 入 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 産 生 さ せ る 段 階 を 含 む 。 し た が っ て 、 被 験 対 象 で 産 生 さ れ る 、 外
来 組 成 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 は 、 「 投 与 す る 」 と い う 表 現 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 と い う 表 現 は 、 薬 学 的 投 与 に 適 合 す る 任
意 の 、 ま た あ ら ゆ る 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 抗 菌 剤 、 お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 張 剤 お
よ び 吸 収 遅 延 剤 な ど を 含 む こ と を 意 図 す る 。 薬 学 的 に 活 性 の あ る 物 質 に 対 す る 、 こ の よ う
な 溶 媒 お よ び 薬 剤 の 使 用 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 た だ し 、 任 意 の 従 来 の 溶 媒 ま た は 薬
剤 が 活 性 化 合 物 と 不 適 合 な 場 合 を 除 い て 、 こ の よ う な 溶 媒 を 本 発 明 の 組 成 物 に 使 用 す る こ
と が で き る 。 追 加 的 な 活 性 化 合 物 を 組 成 物 中 に 混 合 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の 薬 学 的 組
成 物 は 、 意 図 さ れ た 投 与 経 路 に 適 合 す る よ う に 製 剤 化 さ れ る 。 投 与 経 路 の 例 に は 、 非 経 口
的 な 経 路 、 例 え ば 静 脈 内 投 与 、 皮 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 経 口 投 与 （ 例 え ば 吸 入 投 与 ） 、 経 皮
投 与 （ 局 所 投 与 ） 、 経 粘 膜 投 与 、 お よ び 腸 内 投 与 な ど が あ る 。 非 経 口 的 投 与 、 皮 内 投 与 、
ま た は 皮 下 投 与 に 用 い ら れ る 溶 液 ま た は 懸 濁 液 は 、 以 下 の 成 分 を 含 む 場 合 が あ る ： 注 射 用
水 、 食 塩 水 、 不 揮 発 性 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル
、 ま た は 他 の 合 成 溶 媒 な ど の 滅 菌 済 み の 希 釈 物 ； ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル や メ チ ル パ ラ ベ ン な
ど の 抗 菌 剤 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 や 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の 抗 酸 化 剤 ； エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢
酸 な ど の キ レ ー ト 剤 ； 酢 酸 、 ク エ ン 酸 、 ま た は リ ン 酸 な ど の 緩 衝 液 、 お よ び 等 張 性 を 調 節
す る た め の 薬 剤 （ 塩 化 ナ ト リ ウ ム や デ キ ス ト ロ ー ス な ど ） 。 pHは 、 塩 酸 や 水 酸 化 ナ ト リ ウ
ム な ど の 酸 ま た は 塩 基 で 調 節 す る こ と が で き る 。 非 経 口 用 調 製 物 は 、 ア ン プ ル 、 デ ィ ス ポ
ー ザ ブ ル シ リ ン ジ 、 ま た は ガ ラ ス 製 も し く は 樹 脂 製 の 多 数 回 投 与 用 バ イ ア ル に 収 容 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 注 射 に 適 し た 薬 学 的 組 成 物 に は 、 無 菌 性 の 水 溶 液 （ 水 溶 性 の 場 合 ） ま た は 分 散 媒 、 お よ
び 無 菌 性 の 注 射 用 液 ま た は 分 散 媒 を 一 時 的 に 調 製 す る た め の 無 菌 性 粉 末 な ど が あ る 。 静 脈
内 投 与 の 場 合 、 適 切 な 担 体 に は 、 生 理 食 塩 水 、 静 菌 水 、 Cremophor ELTM（ BASF, Parsippa
ny, NJ） 、 ま た は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） な ど が あ る 。 い ず れ の 場 合 に お い て も 、 組 成
物 は 無 菌 性 で な け れ ば な ら ず 、 ま た 容 易 な シ リ ン ジ 収 容 性 を 可 能 と す る 程 度 の 液 体 で あ る
べ き で あ る 。 ま た 製 造 お よ び 保 存 の 条 件 で 安 定 で な け れ ば な ら ず 、 細 菌 や 真 菌 な ど の 微 生
物 の 作 用 の 混 入 を 防 ぐ よ う に 保 存 さ れ な け れ ば な ら な い 。 担 体 は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル
、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル な ど ） 、 な ら び に こ れ ら の 適 切 な 混 合 物 を 含 む 溶 媒 ま た は 分 散 媒 と す る こ と が で
き る 。 適 切 な 流 動 性 は 例 え ば 、 レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ 剤 を 使 用 す る こ と で 、 分 散 媒
の 場 合 は 必 要 な 粒 子 径 を 維 持 す る こ と で 、 ま た 界 面 活 性 剤 を 使 用 す る こ と で 維 持 で き る 。
微 生 物 の 作 用 は 、 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ
メ ロ サ ー ル な ど の 、 さ ま ざ ま な 抗 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 を 使 用 し て 防 ぐ こ と が で き る 。 多 く
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の 場 合 、 等 張 剤 （ 例 え ば 糖 類 や 、 ポ リ ア ル コ ー ル （ マ ン ニ ト ー ル や ソ ル ビ ト ー ル ） 、 お よ
び 塩 化 ナ ト リ ウ ム ） な ど を 組 成 物 中 に 含 め る こ と が 好 ま し い 。 注 射 用 組 成 物 の 長 時 間 を 要
す る 吸 収 は 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム や ゼ ラ チ ン な ど の 、 吸 収 を 遅 ら せ る 薬
剤 を 組 成 物 中 に 含 め る こ と で 達 成 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 無 菌 性 の 注 射 可 能 な 溶 液 は 、 活 性 化 合 物 （ 例 え ば 小 分 子 や 抗 体 ） を 必 要 量 の 適 切 な 溶 媒
中 に 、 必 要 に 応 じ て 、 前 述 の 1種 類 も し く は 複 数 の 内 容 物 と と も に 混 合 し た 後 に 濾 過 滅 菌
す る こ と で 調 製 で き る 。 一 般 に 分 散 媒 は 、 ベ ー ス と な る 分 散 媒 、 お よ び 前 述 の 化 合 物 に 由
来 す る 他 の 必 要 な 成 分 を 含 む 滅 菌 済 み の 溶 媒 中 に 活 性 化 合 物 を 混 合 す る こ と で 調 製 さ れ る
。 滅 菌 済 み の 注 射 溶 液 を 調 製 す る た め の 滅 菌 済 み 粉 末 の 好 ま し い 調 製 法 は 、 活 性 成 分 の 粉
末 と 、 任 意 の 追 加 的 な 所 望 の 内 容 物 の 粉 末 を 、 無 菌 濾 過 済 み の 同 溶 液 か ら 得 る 真 空 乾 燥 お
よ び 凍 結 乾 燥 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 経 口 組 成 物 は 一 般 に 、 不 活 性 な 希 釈 物 ま た は 食 用 に 適 し た 担 体 を 含 む 。 こ れ ら は 、 ゼ ラ
チ ン カ プ セ ル 剤 に 含 め る こ と が で き る ほ か 、 錠 剤 中 に 圧 縮 す る こ と が で き る 。 経 口 投 与 の
場 合 、 薬 剤 は 、 胃 の 中 で 存 在 し 続 け ら れ る よ う に す る た め に 、 経 腸 用 剤 形 （ enteric form
） に 含 め る 場 合 が あ る ほ か 、 消 化 管 の 特 定 の 領 域 で 放 出 さ れ る よ う に 、 さ ら に 既 知 の 方 法
で コ ー テ ィ ン グ し た り 混 合 し た り す る こ と が で き る 。 治 療 薬 を 経 口 投 与 す る 際 に は 、 活 性
化 合 物 に 添 加 剤 を 加 え て 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 ま た は カ プ セ ル 剤 の 形 状 で 使 用 す る こ と が
で き る 。 経 口 用 組 成 物 は 、 洗 口 液 に 用 い ら れ る 液 状 担 体 を 用 い て 調 製 す る こ と も で き る （
液 状 担 体 中 の 化 合 物 は 口 に 入 れ て 、 ま た 吹 き か け て 吐 き 出 さ せ る か 、 ま た は 飲 み 込 ま せ る
） 。 薬 学 的 に 適 合 す る 結 合 剤 お よ び /ま た は ア ジ ュ バ ン ト 材 料 を 組 成 物 の 一 部 と し て 含 め
る こ と が で き る 。 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 ト ロ ー チ 剤 な ど は 、 以 下 の 任 意 の 内 容 物 、 ま
た は 類 似 の 性 質 を 有 す る 化 合 物 を 含 む 場 合 が あ る ： 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ト ラ ガ カ ン ト ガ ム
、 ま た は ゼ ラ チ ン な ど の 結 合 剤 ； デ ン プ ン や 乳 糖 な ど の 賦 形 剤 ； ア ル ギ ン 酸 、 Primogel、
ま た は コ ー ン ス タ ー チ な ど の 崩 壊 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム や Steroteな ど の 潤 滑 剤
； コ ロ イ ド 状 の 二 酸 化 シ リ コ ン な ど の 流 動 促 進 剤 ； シ ョ 糖 や サ ッ カ リ ン な ど の 甘 味 剤 ； ま
た は ペ パ ー ミ ン ト 、 サ リ チ ル 酸 メ チ ル 、 ま た は オ レ ン ジ 香 料 な ど の 着 香 剤 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 の 場 合 、 化 合 物 は 、 適 切 な 噴 霧 剤 （ 例 え ば 二 酸 化 炭 素 な ど の 気 体 ） を 含
む 、 加 圧 型 容 器 ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー （ ネ ブ ラ イ ザ ー ） か ら エ ア ロ ゾ ル ス プ レ ー の 状 態 で
輸 送 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 全 身 投 与 は 、 経 粘 膜 ま た は 経 皮 的 な 手 段 で 行 う こ と も で き る 。 経 粘 膜 投 与 ま た は 経 皮 投
与 の 場 合 、 浸 透 防 御 に 適 し た 浸 透 剤 を 製 剤 化 に 使 用 す る 。 こ の よ う な 浸 透 剤 は 一 般 に 当 技
術 分 野 で 周 知 で あ り 、 例 え ば 経 粘 膜 投 与 用 と し て 、 界 面 活 性 剤 、 胆 汁 酸 塩 、 お よ び フ シ ジ
ン 酸 誘 導 体 を 含 む 。 経 粘 膜 投 与 は 、 経 鼻 ス プ レ ー ま た は 坐 剤 を 使 用 す る こ と で 達 成 で き る
。 経 皮 投 与 の 場 合 、 活 性 化 合 物 は 、 一 般 に 当 技 術 分 野 で 周 知 の 外 用 薬 、 軟 膏 、 ゲ ル 、 ま た
は ク リ ー ム 中 に 製 剤 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 活 性 化 合 物 は 、 （ 例 え ば 、 カ カ オ バ タ ー お よ び 他 の グ リ セ リ ド な ど の 従 来 の 坐 剤 用 基 材
を 用 い て ） 坐 剤 の 形 状 で 、 ま た は 腸 か ら 導 入 す る 場 合 は 浣 腸 剤 の 状 態 で 調 製 す る こ と も で
き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 活 性 化 合 物 を 、 イ ン プ ラ ン ト や マ イ ク ロ カ プ セ ル 輸 送 系 を 含 む 徐 放 性
製 剤 な ど の 、 化 合 物 が 身 体 か ら 速 や か に 除 去 さ れ な い よ う に 保 護 す る 担 体 を 用 い て 調 製 す
る 。 エ チ レ ン ビ ニ ル 酢 酸 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ ル ト エ ス
テ ル 、 お よ び ポ リ 乳 酸 な ど の 、 生 分 解 性 で 生 体 適 合 性 の あ る ポ リ マ ー を 使 用 す る こ と が で
き る 。 こ の よ う な 製 剤 の 調 製 法 は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る と 思 わ れ る 。 材 料 は Alza社 お
よ び Nova Pharmaceuticals社 製 の 市 販 品 を 入 手 す る こ と も 可 能 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム 懸 濁 物
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（ ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と と も に 、 感 染 細 胞 を 標 的 と す る リ ポ ソ ー ム
を 含 む ） を 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 米
国 特 許 第 4,522,811号 で 説 明 さ れ て い る 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 経 口 用 ま た は 非 経 口 用 の 組 成 物 を 、 投 与 を 容 易 に す る た め の 、 ま た 用 量 を 均 一 に す る た
め の 用 量 単 位 剤 形 と し て 製 剤 化 す る こ と が 特 に 有 益 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 用 量 単 位
剤 形 」 と い う 表 現 は 、 治 療 対 象 の 被 験 対 象 に 対 す る 単 位 投 与 に 適 し た 、 物 理 的 に 明 瞭 な 単
位 を 意 味 す る 。 個 々 の 単 位 は 、 所 望 の 治 療 効 果 を 生 じ る よ う に 計 算 さ れ た 所 定 の 量 の 活 性
化 合 物 を 、 必 要 な 薬 学 的 担 体 と と も に 含 む 。 本 発 明 の 用 量 単 位 剤 形 の 仕 様 は 、 活 性 化 合 物
の 固 有 の 特 徴 、 お よ び 達 成 さ れ る べ き 特 定 の 治 療 効 果 、 な ら び に 個 体 治 療 用 の 対 象 活 性 化
合 物 を 配 合 す る 技 術 分 野 に お け る 固 有 の 限 度 に よ り 規 定 さ れ 、 ま た こ れ に 直 接 依 存 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 を ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と で 、 遺 伝 子 治 療 用 の ベ ク タ ー と し て 使 用 で
き る 。 遺 伝 子 治 療 用 の ベ ク タ ー は 例 え ば 、 静 脈 注 射 、 局 所 投 与 （ 米 国 特 許 第 5,328,470号
） に よ っ て 、 ま た は 定 位 的 な 注 射 （ stereotactic injection） に よ っ て 被 験 対 象 に 輸 送 で
き る （ 例 え ば 、 Chen et al., 1994, PNAS 91: 3054-3057を 参 照 ） 。 遺 伝 子 治 療 用 ベ ク タ
ー の 薬 学 的 調 製 物 は 、 許 容 可 能 な 希 釈 物 中 に 遺 伝 子 治 療 用 の ベ ク タ ー を 含 む 場 合 が あ る ほ
か 、 遺 伝 子 輸 送 用 溶 媒 が 包 埋 さ れ た 徐 放 性 マ ト リ ッ ク ス を 含 む 場 合 が あ る 。 あ る い は 、 完
全 な 遺 伝 子 輸 送 用 ベ ク タ ー （ 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） が 組 換 え 細 胞 か ら 完 全 な 状
態 で 産 生 可 能 な 場 合 、 薬 学 的 調 製 物 は 、 遺 伝 子 輸 送 系 と な る 1種 類 も し く は 複 数 の 細 胞 を
含 む 場 合 が あ る 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 容 器 、 パ ッ ク 、 ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー 内 に 、 投 与 の 指
示 書 と と も に 収 容 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る よ う に 、 治 療 的 有 効 量 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド （ す な わ
ち 有 効 用 量 ） の 範 囲 は 、 約 0.001～ 30 mg/kg体 重 、 好 ま し く は 約 0.01～ 25 mg/kg体 重 、 よ
り 好 ま し く は 約 0.1～ 20 mg/kg体 重 で あ り 、 ま た さ ら に よ り 好 ま し く は 約 1～ 10 mg/kg体 重
、 2～ 9 mg/kg体 重 、 3～ 8 mg/kg体 重 、 4～ 7 mg/kg体 重 、 ま た は 5～ 6 mg/kg体 重 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 疾 患 も し く は 障 害 の 重 症 度 、 治 療 歴 、 全 般 的 健 康 状 態 、 お よ び /ま た
は 被 験 対 象 の 年 齢 、 な ら び に 現 在 の 他 の 疾 患 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 特 定 の 因 子 が
、 被 験 対 象 を 有 効 に 治 療 す る た め に 必 要 な 用 量 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る こ と を 理 解 す
る と 思 わ れ る 。 ま た 、 治 療 的 有 効 量 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 体 に よ る 被 験
対 象 の 治 療 は 、 1回 の 投 与 に よ る 場 合 が あ る ほ か 、 好 ま し く は 一 連 の 治 療 に よ る 場 合 が あ
る 。 好 ま し い 例 で は 、 被 験 対 象 を 、 約 0.1～ 20 mg/kg体 重 の 範 囲 の 抗 体 、 タ ン パ ク 質 、 ま
た は ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 週 1回 で 約 1～ 10週 間 、 好 ま し く は 2～ 8週 間 、 よ り 好 ま し く は
約 3～ 7週 間 、 ま た さ ら に よ り 好 ま し く は 約 4週 間 、 5週 間 、 も し く は 6週 間 か け て 治 療 す る
。 治 療 に 用 い ら れ る 有 効 用 量 の 抗 体 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 、 特 定 の 治 療 の
経 過 中 に 増 減 さ せ る 場 合 が あ る こ と も 理 解 さ れ る と 思 わ れ る 。 用 量 の 変 化 が 生 じ る 場 合 が
あ り 、 こ れ は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 診 断 ア ッ セ イ 法 の 結 果 か ら 明 ら か に な る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 は 、 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 を 含 む 。 薬 剤 は 例 え ば 小 分 子 の 場 合 が あ る 。
小 分 子 に は 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 類 似 体 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 分 子 量 が 約 10,0
00 g/mol未 満 の 有 機 化 合 物 ま た は 無 機 化 合 物 （ ヘ テ ロ 有 機 化 合 物 お よ び 有 機 金 属 化 合 物 を
含 む ） 、 分 子 量 が 約 5,000 g/mol未 満 の 有 機 化 合 物 ま た は 無 機 化 合 物 、 分 子 量 が 約 1,000 g
/mol未 満 の 有 機 化 合 物 ま た は 無 機 化 合 物 分 子 量 が 約 500 g/mol未 満 の 有 機 化 合 物 ま た は 無
機 化 合 物 、 な ら び に 塩 類 、 エ ス テ ル 、 お よ び 他 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 形 状 の 上 記 化 合 物 な
ど が あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 適 切 な 用 量 の 小 分 子 薬 剤 は 、 当 技 術 分 野 の 医 師 、 獣 医 師 、 ま た は 研 究 者 の 知 識 の 範 囲 内
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の い く つ か の 因 子 に 依 存 す る こ と が 理 解 さ れ て い る 。 小 分 子 の 用 量 （ 群 ） は 、 例 え ば 、 被
験 対 象 の 性 質 、 大 き さ 、 お よ び 条 件 、 ま た は 対 象 試 料 に 依 存 し て 変 動 し 、 ま た さ ら に 、 組
成 物 が 投 与 さ れ る 経 路 （ 可 能 な 場 合 ） 、 な ら び に 実 施 者 が 、 本 発 明 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ
チ ド に よ っ て 小 分 子 に 持 た せ た い と 考 え る 作 用 に 依 存 し て 変 動 す る 。 例 示 的 な 用 量 は 、 被
験 対 象 1 kgあ た り mg量 ま た は μ g量 の 小 分 子 、 ま た は 例 え ば 、 約 1 μ g/kg～ 約 500 mg/kg、
約 100 μ g/kg～ 約 5 mg/kg、 ま た は 約 1 μ g/kg～ 約 50 μ g/kgの 試 料 重 量 を 含 む 。 ま た 、 適
切 な 用 量 の 小 分 子 が 、 調 節 対 象 と な る 発 現 ま た は 活 性 に 関 し て 小 分 子 の 力 価 に 依 存 す る こ
と も 理 解 さ れ る 。 適 切 な 用 量 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ア ッ セ イ 法 で 決 定 で き る 。 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る た め に 、 1種 類 ま た は 複 数 の こ れ
ら の 小 分 子 を 動 物 （ 例 え ば ヒ ト ） に 投 与 す る 場 合 は 、 医 師 、 獣 医 師 、 ま た は 研 究 者 は 例 え
ば 、 最 初 に 比 較 的 低 用 量 を 処 方 し 、 続 い て 適 切 な 反 応 が 得 ら れ る ま で 用 量 を 増 や し な が ら
処 方 す る 場 合 が あ る 。 ま た 、 任 意 の 特 定 の 動 物 被 験 対 象 に 対 す る 特 定 の 用 量 の レ ベ ル が 、
使 用 さ れ る 特 定 の 化 合 物 の 活 性 、 被 験 対 象 の 年 齢 、 体 重 、 全 般 的 健 康 状 態 、 性 別 、 お よ び
食 事 、 投 与 時 間 、 投 与 経 路 、 排 出 速 度 、 任 意 の 薬 剤 の 組 み 合 わ せ 、 お よ び 調 節 対 象 と な る
発 現 ま た は 活 性 の 程 度 な ど の 多 様 な 因 子 に 依 存 す る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 個 々 の 前 述 の 特 許 出 願 お よ び 参 考 文 献 の 全 内 容 は 、 そ の 全 て が 明 確 に 参 照 に よ り 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 詳 細 お よ び 特 徴 に つ い て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 実 施 例 で さ ら に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 験 手 順 を 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 実 施 例 に 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 乳 癌 ア レ イ は Immugenex社 か ら 購 入 し 、 免 疫 染 色 を 文 献 （ Ryo et al., 2001） に 記 載 さ
れ た 手 順 で 行 っ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ス ラ イ ド を キ シ レ ン で 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 し 、 100%
お よ び 75%の エ タ ノ ー ル で 水 和 し た 後 に H 2 Oで 洗 浄 し た 。 1X antigen retreat citra（ Biog
ene） 中 で 、 電 子 レ ン ジ 内 で 10分 間 煮 沸 す る こ と で 抗 原 再 捕 捉 手 順 を 行 っ た 。 ス ラ イ ド を
、 5%ヤ ギ 血 清 お よ び 0.1% Triton X100を 含 む PBSで 処 理 し て ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 に 、 抗 Pin
1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 p65モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Chemicon; MAB3026） で 、 4℃ の 湿
潤 チ ャ ン バ ー 内 で 12時 間 処 理 し た 。 ス ラ イ ド を PBSで 洗 浄 し た 後 に 、 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体
と 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Vectastain ABCキ ッ ト お よ び DAB染 色 液 （ Vector Laborator
ies, Burlingame, CA） を 用 い て 免 疫 組 織 化 学 的 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 コ ン フ ル エ ン シ ー が 約 60%の 細 胞 に 、 Effectene（ Qiagen） を 用 い て 12ウ ェ ル の デ ィ ッ シ
ュ 上 で 3回 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24～ 36時 間 後 に 、 Dual-Lucife
raseレ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 シ ス テ ム （ Promega） で 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 を 、 文 献
（ Wulf et al., 2001） に 記 載 さ れ た 手 順 で 行 っ た 。 pRL-TK（ Promega） を ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 効 率 の 内 部 対 照 と し て 使 用 し た 。 全 て の 結 果 は 、 独 立 し た 3回 の 培 養 の X± SDと し て
表 す 。 乳 癌 細 胞 系 列 を 対 象 と し た 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 で は 、 細 胞 に 、 Pin1に 特 異
的 な siRNA
　
　
、 ま た は 非 特 異 的 な siRNA
　
　
を コ ー ド す る pSuppressorNeoベ ク タ ー を 、 Ig-κ Bル シ フ ェ ラ ー ゼ コ ン ス ト ラ ク ト お よ び pR
L-TKと と も に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 48時 間 後 に 細 胞 を 溶 解 し 、 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー ア ッ セ
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イ 法 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ 法 を 文 献 （ Yamaoka et al., 1998） に 記 載 さ れ た 手 順 で
行 っ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 文 献 （ Yamaoka et al., 1998） に 記 載 さ れ た 手 順 で HeLa細 胞
か ら 核 抽 出 物 を 調 製 し 、 末 端 標 識 さ れ た 2本 鎖 の NF-κ Bゲ ル シ フ ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ S
anta Cruz） を 含 む 結 合 緩 衝 液 （ 10 mM Tris-HCl pH 7.5、 1 mM MgCl2、 0.5 mM EDTA、 0.5
 mM DTT、 50 mM NaCl、 200 ng/ml poly(dI-dC)、 4%グ リ セ ロ ー ル ） に 溶 解 し た 放 射 標 識 プ
ロ ー ブ と 25℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 試 料 を 5%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 非 変 性 ゲ ル （ 溶
媒 は 0.5X TBE） 中 に 溶 解 後 に 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 細 胞 を 、 文 献 に 記 載 さ れ た 手 順 で G1/S期 ま た は 有 糸 分 裂 期 で 停 止 さ せ た 。 全 細 胞 （ 293T
ま た は HeLa） を 、 GST-プ ル ダ ウ ン 緩 衝 液 （ 50 mM Hepes pH 7.4、 150 mM NaCl、 10%グ リ セ
ロ ー ル 、 1% Triton-X100、 1.5 mM MgCl2、 1 mM EGTA、 100 mM NaF、 1 mM Na3VO4、 1 mM D
TT、 お よ び 0.5 μ g/mlロ イ ペ プ チ ン 、 1.0 μ g/mlペ プ ス タ チ ン 、 0.2 mM PMSF） に 溶 解 し
、 GST-Pin1ま た は GSTを 含 む 20 μ lの ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ と と も に 4℃ で 2時 間 、 文 献 （ Ryo e
t al., 2001） に 記 載 さ れ た 手 順 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 沈 殿 し た タ ン パ ク 質 を 洗 浄 用 緩
衝 液 で 3回 洗 浄 し て SDS-PAGEを 行 っ た 。 免 疫 沈 降 法 で は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間
後 に 細 胞 を 回 収 し 、 NP-40溶 解 緩 衝 液 （ 10 mM Tris HCl pH 7.5、 100 mM NaCl、 0.5% NP-4
0、 1 mM Na3VO4、 0.5 μ g/mlロ イ ペ プ チ ン 、 1.0 μ g/mlペ プ ス タ チ ン 、 0.2 mM PMSF） に
溶 解 し た 。 細 胞 溶 解 物 を 、 プ ロ テ イ ン A/Gセ フ ァ ロ ー ス /マ ウ ス IgG複 合 体 と と も に 1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 上 清 画 分 を 回 収 し 、 2 μ gの 抗 Iκ Bα （ Santa Cruz, sc-371） 抗 体 、 ま た は 抗 p65（ Sant
a Cruz, sc-109） 抗 体 、 お よ び 30 μ lの プ ロ テ イ ン A/Gセ フ ァ ロ ー ス に よ っ て 免 疫 沈 殿 を
得 た 。 溶 解 緩 衝 液 で 3回 洗 浄 し た 後 に 、 ペ レ ッ ト を SDS-PAGEゲ ル お よ び イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解
析 で 解 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 放 射 標 識 さ れ た p65タ ン パ ク 質 を 、 TNT転 写 /翻 訳 共 役 キ ッ ト （ Promega） を 用 い て 、 8 μ
Ciの [35S]-Metの 存 在 下 で イ ン ビ ト ロ 翻 訳 し た 。 組 換 え 型 の p65切 断 型 変 異 体 を pGEX-KGベ
ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 文 献 （ Shen et al., 1998） に 記 載 さ れ た 手 順 で グ ル タ チ オ
ン ビ ー ズ カ ラ ム で 精 製 し た 。 イ ン ビ ト ロ に お け る ユ ビ キ チ ン 化 に 関 し て は 、 5 mgの GST-p6
5タ ン パ ク 質 を 、 20 μ lの イ ン ビ ト ロ ユ ビ キ チ ン 化 反 応 混 合 物 （ 1XERS、 30 mg/mlウ サ ギ E1
、 160 mg/ml UbcH5a、 0.2 mg/mlユ ビ キ チ ン 、 5 mMユ ビ キ チ ン ア ル デ ヒ ド 、 3.3 mg/ml HeL
a S-100抽 出 物 、 0.2 mM Lactacystin） に 添 加 後 に 、 37℃ で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ポ
リ ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た GST-p65を グ ル タ チ オ ン ビ ー ズ で 精 製 し 、 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 を 用 い
て イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 TNT-p65タ ン パ ク 質 の ユ ビ キ チ ン 化 に 関 し て は 、 TNT p65
タ ン パ ク 質 を 、 HeLa細 胞 の S-100抽 出 物 を 含 ま な い イ ン ビ ト ロ ユ ビ キ チ ン 化 反 応 混 合 物 と 3
7℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 SDS-PAGE解 析 お よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ
た 。 293T細 胞 溶 解 物 を 用 い た イ ン ビ ト ロ に お け る ユ ビ キ チ ン 化 に 関 し て は 、 293T細 胞 に SO
CS-1、 SOCS-1DS、 ま た は 対 照 ベ ク タ ー の い ず れ か を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 36時 間 後 に 細 胞 を 氷 冷 PBSで 2回 洗 浄 し 、 250 μ lの 溶 解 緩 衝 液 （ 20 mM HEPES [pH 7.2]
、 10 mM KCl、 1.5 mM MgCl2、 1 mM DTT、 25 μ M MG-132、 な ら び に プ ロ テ ア ー ゼ お よ び ホ
ス フ ァ タ ー ゼ の 阻 害 剤 ） に 溶 解 す る こ と で 細 胞 溶 解 物 を 調 製 し た 。 溶 解 物 の 超 音 波 処 理 を
2サ イ ク ル （ 各 30秒 間 ） 行 い 、 30分 間 遠 心 し た 。 ユ ビ キ チ ン 化 反 応 に 関 し て は 、 GST-p65を
50 μ gの 細 胞 溶 解 物 を 含 む 50 μ lの 反 応 緩 衝 液 （ 1XERS、 10 mg/mlウ サ ギ E1、 80 mg/ml Ub
cH5a、 0.1 mg/mlユ ビ キ チ ン 、 2.5 mMユ ビ キ チ ン ア ル デ ヒ ド 、 0.1 mM Lactacystin、 25 μ
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M MG-132） に 再 懸 濁 し た 後 に 、 懸 濁 物 を 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て グ ル タ チ
オ ン ビ ー ズ で 精 製 し 、 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

　 293T細 胞 に Xpress標 識 p65を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Xpress-LacZを コ ー ド す る プ ラ ス ミ
ド を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 対 照 と し て 用 い た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 に シ ク ロ
ヘ キ シ ミ ド （ 100 μ g/ml） を 培 地 に 添 加 し 、 タ ン パ ク 質 合 成 の 継 続 を 止 め た 。 各 時 点 で 細
胞 を 回 収 し 、 全 溶 解 物 を 抗 Xpress抗 体 （ Invitrogen） を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト で 解 析 し た
。 ブ ロ ッ ト を ス キ ャ ン し 、 ソ フ ト ウ ェ ア NIH image 1.6.2（ Ryo et al., 2001） で 半 定 量
し た 。 0時 間 の 時 点 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 100%と し て 、 3回 の 独 立 し た 実 験 の 結 果 を プ ロ ッ
ト し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】

　 Pin1と NF-κ Bは い ず れ も 、 多 く の ヒ ト の 癌 で 高 度 に 活 性 化 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る
（ Baldwin, 2001; Karin et al., 2002; Ryo et al., 2002; Ryo et al., 2001; Wulf et
 al., 2001） 。 NF-κ Bの 活 性 化 が 一 連 の リ ン 酸 化 に よ る 調 節 を 受 け る こ と を 考 え 、 こ の 調
節 に Pin1が 関 与 す る か 否 か を 調 べ た 。 こ の 疑 問 を 明 ら か に す る た め に 、 50試 料 の ヒ ト 一 次
乳 癌 試 料 、 お よ び 5試 料 の 正 常 乳 房 組 織 を 対 象 に 、 Pin1レ ベ ル と NF-κ Bの 活 性 化 と の 間 の
相 関 を 免 疫 組 織 化 学 的 手 法 で 調 べ た 。 高 レ ベ ル の Pin1を 含 む 25試 料 の 癌 試 料 の う ち 20試 料
に は 、 p65タ ン パ ク 質 の 顕 著 な 核 内 蓄 積 が 認 め ら れ た 。 こ の 結 果 は NF-κ Bが 活 性 で あ る こ
と を 意 味 す る （ 図 1A、 B） 。 対 照 的 に 、 低 レ ベ ル の Pin1を 含 む 25試 料 の 癌 試 料 の う ち 23試
料 に は 、 細 胞 質 に お け る p65の 局 在 が 認 め ら れ た 。 こ れ は NF-κ Bが 不 活 性 な こ と を 意 味 す
る （ 図 1A、 B） 。 5つ の 個 々 の 正 常 乳 腺 試 料 に は 低 レ ベ ル の Pin1が 含 ま れ て お り 、 細 胞 質 に
お け る p65の 局 在 が 認 め ら れ た （ 図 1A、 B） 。 以 上 の 結 果 は 、 Pin1の レ ベ ル と NF-κ Bの 活 性
化 と の 間 に 相 関 が あ る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て い た 。 こ の 可 能 性 を さ ら に 調 べ る た め
に 、 NF-κ Bの 構 成 的 活 性 化 を 示 す こ と が わ か っ て い る 2つ の 乳 癌 細 胞 系 列 で あ る BT20（ ER
陰 性 ） と MCF-7（ ER陽 性 ） を 対 象 に 、 Pin1の 阻 害 が NF-κ Bの 活 性 に 及 ぼ す 作 用 を 決 定 し た
（ 図 1C、 D） （ Nakshatri and Goulet, 2002） 。 い ず れ の 細 胞 系 列 に お い て も 、 siRNAま た
は ア ン チ セ ン ス Pin1コ ン ス ト ラ ク ト （ Pin1 A S ） に よ る Pin1の 阻 害 は NF-κ B-Lucの 転 写 活 性
を 有 意 に 抑 制 し た が 、 対 照 の TK-Lucプ ロ モ ー タ ー レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト で は 抑 制 は 認
め ら れ な か っ た （ 図 1C） 。 ま た ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ 法 で は 、 RNAi処 理 で も NF-κ Bの DNA結
合 活 性 が 抑 制 さ れ る が 、 対 照 OCT-1は 抑 制 さ れ な い こ と が 確 認 さ れ た （ 図 1D） 。 以 上 の 結
果 か ら 、 Pin1の レ ベ ル が 、 ヒ ト の 乳 癌 組 織 に お け る NF-κ Bの 活 性 に 相 関 す る こ と 、 ま た Pi
n1の 阻 害 が 、 細 胞 に お け る NF-κ Bの 活 性 化 を 抑 制 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 上 記 の 結 果 は 、 Pin1が NF-κ Bの シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 可
能 性 を さ ら に 探 る た め に 、 以 下 の 3つ の 異 な る ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 最 初 に 、 遺 伝 子 レ ポ
ー タ ー ア ッ セ イ 法 で 、 Pin1が NF-κ Bの 転 写 活 性 に 及 ぼ す 作 用 を 調 べ た 。 Pin1の 過 剰 発 現 に
よ っ て 、 用 量 依 存 的 に NF-κ Bの 転 写 活 性 は 活 性 化 さ れ た が 、 Pin1 ASを 用 い て 内 因 性 Pin1
を 除 去 す る と 、 同 活 性 は 抑 制 さ れ た （ 図 2Aお よ び 2B） 。 ま た Pin1は TNF-α と 協 同 的 に 作 用
し て NF-κ B活 性 を 高 め た （ 図 2A） 。 以 上 の 結 果 か ら 、 Pin1が 、 上 流 の シ グ ナ ル 伝 達 と 協 同
的 に 作 用 す る こ と で NF-κ Bの 転 写 活 性 を 高 め る こ と が わ か る 。 次 に EMSAア ッ セ イ 法 を 行 い
、 Pin1の 過 剰 発 現 が 、 細 胞 内 に お け る NF-κ Bの DNA結 合 活 性 を 高 め る か 否 か を 調 べ た 。 NF-
κ Bの DNA結 合 活 性 は 、 Pin1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 で は 有 意 に 上 昇 し た が 、 ベ ク タ ー
対 照 導 入 細 胞 で は 上 昇 し な か っ た （ 図 2C） 。 ま た 、 こ れ ら の DNA-タ ン パ ク 質 複 合 体 は 、 抗
p65抗 体 ま た は 抗 p50抗 体 に よ っ て ス ー パ ー シ フ ト さ れ （ 図 2C） 、 NF-κ B複 合 体 が p65と p50
か ら 構 成 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 発 明 者 ら は 、 免 疫 蛍 光 実 験 を 行 い 、 Pin1が NF-κ B
の 細 胞 内 局 在 に 及 ぼ す 作 用 を 調 べ た 。 DsRed-p65を GFP対 照 と と も に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
と こ ろ 、 主 に 細 胞 質 内 に お け る 局 在 が 見 ら れ た 。 し か し な が ら 、 GFP-Pin1を 同 時 に ト ラ ン
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ス フ ェ ク ト す る と 、 p65の 核 へ の 移 行 が 促 進 さ れ た 。 こ れ と は 対 照 的 に 、 そ の Pin1の WWド
メ イ ン で も PPIase変 異 体 で も 、 こ の よ う な 作 用 は 見 ら れ な か っ た こ と か ら 、 過 去 に 検 討 さ
れ た す べ て の Pin1基 質 に つ い て 報 告 さ れ て い る よ う に （ Lu et al., 2002） 、 pSer/Thr-Pr
o結 合 活 性 と 、 こ れ を 異 性 化 す る 活 性 の 両 方 が 、 Pin1が p65の 細 胞 内 局 在 を 調 節 す る た め に
必 要 な こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 総 合 す る と 、 前 述 の 3つ の ア ッ セ イ 法 で 得 ら れ た 結 果 か ら 、 Pin1が 、 NF-κ Bの 核 へ の 移
行 お よ び DNA結 合 活 性 を 高 め る こ と に よ っ て NF-κ Bの 転 写 活 性 を 高 め る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 Pin1が NF-κ Bの 転 写 活 性 を 高 め る こ と を 考 え れ ば 、 鍵 と な る 疑 問 は 、 ど の 経 路 で Pin1が
NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 に お け る 作 用 を 発 揮 す る か を 決 定 す る こ と で あ っ た 。 NF-κ Bは 、 IKK
が 介 在 す る リ ン 酸 化 と 、 こ れ に 続 く NF-κ B阻 害 因 子 Iκ Bα の 分 解 に よ っ て 活 性 化 さ れ る こ
と が 知 ら れ て い る 。 こ の 結 果 、 NF-κ Bが 核 内 に 移 行 し て 標 的 遺 伝 子 を 活 性 化 す る こ と が 可
能 と な る （ Baeuerle and Baltimore, 1996; Ghosh et al., 1998） 。 Pin1が NF-κ Bの 上 流
調 節 因 子 に 影 響 を 及 ぼ す か 否 か を 調 べ る た め に 、 発 明 者 ら は 、 リ ン 酸 特 異 的 な Iκ Bα 抗 体
（ Ser32） を 用 い て IKKキ ナ ー ゼ ア ッ セ イ 法 お よ び イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 い 、 Pin1が IKK
活 性 お よ び Iκ Bα の リ ン 酸 化 に 及 ぼ す 作 用 を そ れ ぞ れ 決 定 し た 。 Pin1の 過 剰 発 現 は 、 IKK
キ ナ ー ゼ 活 性 ま た は Iκ Bα の リ ン 酸 化 に 関 し て 検 出 可 能 な 上 昇 に つ な が ら な か っ た が 、 い
ず れ も TNFα に よ っ て は 高 め ら れ た （ 図 10A、 B） 。 こ の 結 果 は 、 NF-κ Bの 活 性 化 に Pin1が
及 ぼ す 作 用 が 、 IKKに よ る Iκ Bα の リ ン 酸 化 に 依 存 し な い 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て い
る 。 こ の 結 果 を 、 さ ら に 確 認 す る た め に 、 IKK活 性 が 完 全 に 破 壊 さ れ た IKK1-/-の MEF、 IKK
2-/-の MEF、 ま た は NEMO-/-の MEFに お い て 、 Pin1が NF-κ Bを 活 性 化 す る 能 力 を 調 べ た （ Li 
et al., 2000; Rudolph et al., 2000） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 興 味 深 い こ と に Pin1は 、 IKK1-/-IKK2-/-細 胞 な ら び に NEMO-/-細 胞 で も NF-κ B活 性 を 変
わ ら ず 高 め た （ 図 10C） 。 特 に 、 NF-κ Bは 、 NEMO-/-細 胞 に Pin1と p65を 同 時 に ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た 場 合 に 高 度 に 活 性 化 さ れ た が 、 p50を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て も 活 性 化 さ れ な か
っ た （ 図 10D） こ と か ら 、 p65が 主 な Pin1標 的 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ の 結 果 は 全 体 と
し て 、 IKKに よ る Iκ Bの リ ン 酸 化 の 下 流 で Pin1が NF-κ Bの 活 性 化 に 影 響 を 及 ぼ す こ と を 支
持 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 Pin1は 、 あ る 種 の リ ン タ ン パ ク 質 中 の 特 定 の pSer/Thr-Proモ チ ー フ に 結 合 し て 、 こ れ を
異 性 化 す る 。 Pin1に よ る NF-κ B活 性 化 の 分 子 機 構 を 明 ら か に す る た め に 、 NF-κ Bま た は I
κ Bα の ど の 成 分 が Pin1の 基 質 で あ る か に つ い て 検 討 を 行 っ た 。 こ の 目 的 で 十 分 確 立 さ れ
た 手 順 は GST-Pin1プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ 法 で あ る （ Lu et al., 1999; Shen et al., 1998; 
Yaffe et al., 1997） 。 Pin1は p50ま た は Iκ Bα と 結 合 し な か っ た が 、 間 期 お よ び 有 糸 分
裂 期 の HeLa抽 出 物 に 由 来 す る p65と は 特 異 的 に 結 合 し た （ 図 3A） 。 ま た 共 免 疫 沈 降 法 で も
、 内 因 性 の Pin1と p65が イ ン ビ ボ で 安 定 な 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 3B） 。
ま た 同 結 合 は 、 溶 解 物 を ホ ス フ ァ タ ー ゼ CIPで 前 処 理 す る こ と で 、 ほ ぼ 完 全 に 見 ら れ な く
な っ た （ 図 3C） こ と か ら 、 既 知 の 全 て の Pin1基 質 の 場 合 と 同 様 に 、 結 合 が p65の リ ン 酸 化
に 依 存 す る こ と が わ か る （ Lu et al., 2002） 。 注 目 す べ き こ と に 、 こ の 結 合 は TNF-α 処
理 に よ っ て 3倍 高 め ら れ た （ 図 3D） こ と か ら 、 同 結 合 が NF-κ B活 性 化 の 上 流 の シ グ ナ ル 伝
達 に よ っ て 高 め ら れ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 以 上 の 結 果 か ら 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ に
お い て Pin1が p65と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 1つ の Thr254-Proモ チ ー フ と 1つ の Ser316-Proモ チ ー フ の み を 含 む た め に Pin1結 合 部 位 で
あ る と 推 定 さ れ る 部 位 を 含 む 、 p65の Pin1結 合 部 位 （ 群 ） を マ ッ プ し た （ 図 3E） 。 p65の 3
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実 施 例 3： Pin1は IKK活 性 お よ び Iκ Bの リ ン 酸 化 状 態 を 変 化 さ せ な い

実 施 例 4： Pin1は pThr254-Proモ チ ー フ を 介 し て p65と 結 合 し て Iκ Bと の 相 互 作 用 を 阻 害 す
る



つ の 切 断 型 変 異 体 を 作 製 し 、 GST-プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 予 想 さ れ た よ う に Pin1
は 、 2か 所 の 推 定 Pin1結 合 部 位 を 含 む 切 断 型 変 異 体 Bの み と 特 異 的 に 結 合 し た （ 図 3E） 。 ど
の Ser/Thr-Proモ チ ー フ が Pin1結 合 に 必 要 な の か を 見 極 め る た め に 、 完 全 長 の p65タ ン パ ク
質 に 1か 所 の Alaの Thr254ま た は Ser316へ の 置 換 を 導 入 し た 。 Pin1は p65-S316A変 異 体 と 結
合 し た が p65-T254A変 異 体 と は 全 く 結 合 で き な か っ た （ 図 3F） 。 p65-T254Aと Pin1が 結 合 し
な い こ と が 、 そ の 不 安 定 性 に 起 因 す る と い う 可 能 性 を 除 く た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
細 胞 を プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 MG-132で 処 理 し て 共 免 疫 沈 降 法 を 行 っ た 。 用 い た 条 件 で は 、
p65-T254Aは 安 定 で あ り 、 同 等 量 の p65タ ン パ ク 質 が 免 疫 沈 殿 し た が 、 Pin1が p65-T254A変
異 体 と 結 合 し な い こ と に 変 わ り は な か っ た （ 図 3G） 。 以 上 の 結 果 か ら 、 p65の Thr254が Pin
1と の 結 合 に 必 要 な こ と が わ か る 。 こ の 結 果 を さ ら に 確 認 す る た め に 、 リ ン 酸 化 さ れ た Thr
-Proモ チ ー フ の み を 認 識 す る リ ン 酸 特 異 的 抗 体 を 使 用 し た 。 図 3Hに 示 す よ う に 、 pThr-Pro
特 異 的 抗 体 は 、 野 生 型 p65の み を 認 識 し 、 T254A変 異 体 を 認 識 し な か っ た 。 p65は Thr-Proモ
チ ー フ を 1つ だ け 含 む の で 、 こ の 結 果 か ら 、 p65の Thr254-Proが イ ン ビ ボ で リ ン 酸 化 さ れ る
こ と が さ ら に 支 持 さ れ る 。 以 上 の 結 果 は 、 イ ン ビ ボ に お け る 3 2 P標 識 お よ び ホ ス ホ ア ミ ノ
酸 解 析 か ら わ か る よ う に 、 p65が Ser残 基 の ほ か に Thr残 基 で リ ン 酸 化 さ れ る と い う 過 去 に
得 ら れ た 知 見 と 矛 盾 し な い （ Bird et al., 1997） 。 ま た p65の Thrに お け る リ ン 酸 化 は 、
サ イ ト カ イ ン 処 理 に よ っ て 高 め ら れ る 。 こ の 事 実 は 、 Pin1と p65の 結 合 が TNF-α 処 理 に よ
っ て 高 め ら れ る こ と と 矛 盾 し な い （ 図 3D） 。 ま た Thr254の 周 囲 に は 、 上 流 に 複 数 の 疎 水 性
残 基 （ Ile、 Val、 お よ び Phe） を 含 み 、 ま た す ぐ 下 流 に Pro残 基 を 含 む Pin1コ ン セ ン サ ス 結
合 配 列 が 存 在 す る （ Lu et al., 1999; Yaffe et al., 1997） 。 以 上 の 結 果 を 総 合 す る と
、 p65の Pin1結 合 部 位 が Thr254-Proモ チ ー フ で あ る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 p65/p50と Iκ Bα の 複 合 体 の 結 晶 構 造 か ら 、 p65の Thr254-Proモ チ ー フ は 、 p65と Iκ Bα
と の 相 互 作 用 の 結 合 面 と な る 「 ホ ッ ト ス ポ ッ ト 」 の 近 傍 に 位 置 す る （ 図 11） の で 、 Pin1と
Thr254-Proモ チ ー フ の 結 合 、 お よ び 同 モ チ ー フ の 異 性 化 は p65と Iκ Bα の 相 互 作 用 に 干 渉
す る が 、 p50と の 相 互 作 用 に は 干 渉 し な い 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ の 可 能 性 を
調 べ る た め に 、 Pin1ま た は 対 照 と な る ベ ク タ ー の い ず れ か を 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
後 に 、 p65ま た は Iκ Bα に 対 す る 抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 法 を 行 っ た 。 Pin1を 過 剰 発 現 す る
細 胞 で は 、 有 意 に 少 な い p65が 抗 Iκ Bα 免 疫 沈 殿 中 に 検 出 さ れ た （ 図 3I） 。 同 様 に 、 少 量
の Iκ Bα が 抗 p65抗 体 に よ っ て 免 疫 沈 殿 を 生 じ た （ 図 3I） 。 ま た 、 こ の 差 は 極 め て 特 異 的
で あ っ た 。 な ぜ な ら Pin1の 過 剰 発 現 は 、 p65と p50の 結 合 に 対 し て 検 出 可 能 な 作 用 を 示 さ な
か っ た か ら で あ る （ 図 3I） 。 イ ン ビ ボ に お け る 結 合 の 結 果 を さ ら に 確 認 す る た め に 、 Pin1
が イ ン ビ ト ロ に お け る p65と Iκ Bα と の 結 合 に 及 ぼ す 作 用 を 調 べ た 。 細 胞 内 の p65を 免 疫 沈
殿 さ せ 、 Pin1の 濃 度 を 上 昇 さ せ な が ら 3 5 S標 識 Iκ Bα と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Pin1は p65と
Iκ Bα の 結 合 を 用 量 依 存 的 に 阻 害 し た （ 図 3J） 。 以 上 の 結 果 か ら Pin1が 、 Thr254-Proモ チ
ー フ が リ ン 酸 化 さ れ た p65と 結 合 す る こ と 、 ま た Pin1が Iκ Bα と の 相 互 作 用 を イ ン ビ ト ロ
お よ び イ ン ビ ボ で 阻 害 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 Pin1と p65の 相 互 作 用 の 生 物 学 的 重 要 性 を さ ら に 調 べ る た め に 、 発 明 者 ら は ま ず 、 Pin1
と 結 合 で き な い p65-T254A変 異 体 の イ ン ビ ボ に お け る 機 能 を 検 討 し た （ 図 3E） 。 対 照 と し
て 発 明 者 ら は 、 野 生 型 p65と 同 様 に Pin1と 結 合 可 能 な 別 の 変 異 体 p65-S316Aを 使 用 し た （ 図
3E） 。 Pin1と 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る と 、 野 生 型 p65と p65-S316Aは い ず れ も 核 内 に 局
在 し た が 、 p65-T254A変 異 体 は 核 内 で 安 定 化 し な か っ た （ 図 4A） 。 特 に 、 こ の 変 異 体 タ ン
パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル は 極 め て 低 い こ と が わ か っ た が 、 mRNAの 発 現 は 野 生 型 p65お よ び S316A
変 異 体 と 同 等 で あ っ た こ と か ら 、 T254A変 異 体 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 代 謝 が 速 い こ と が
示 唆 さ れ た 。 こ の 結 果 と 一 致 し て 、 p65-T254A変 異 体 は NF-κ Bの 下 流 遺 伝 子 を ト ラ ン ス 活
性 化 で き な か っ た （ 図 4A） 。 以 上 の 結 果 は 、 Thr254が p65の 核 局 在 お よ び タ ン パ ク 質 安 定
性 に 必 要 な 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 可 能 性 を 直 接 評 価 す る た め に 、 293T細
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実 施 例 5： Pin1の 基 質 と し て 作 用 す る p65-T254A変 異 体 は 極 め て 不 安 定 で あ り 、 NF-Bの 標 的
遺 伝 子 を ト ラ ン ス 活 性 化 で き な い



胞 に Xpress-p65、 ま た は こ の 部 位 特 異 的 変 異 体 の い ず れ か を 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
（ 内 部 対 照 に は Xpress-LacZを 使 用 ） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 24時 間 後 に 、 細 胞 を シ ク
ロ ヘ キ シ ミ ド で 処 理 し て タ ン パ ク 質 合 成 を ブ ロ ッ ク し 、 続 い て p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 を
文 献 （ Wulf et al., 2002） に 記 載 さ れ た 手 順 で イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 で 測 定 し た 。 p65-S31
6A変 異 体 の 半 減 期 は 、 野 生 型 タ ン パ ク 質 の 半 減 期 と 同 等 で あ っ た が 、 p65-T254A変 異 体 の
半 減 期 は 、 か な り 短 い も の で あ っ た （ 図 4B、 C） 。 以 上 の 結 果 か ら 、 p65の リ ン 酸 化 と 、 リ
ン 酸 化 に 続 く Thr254-Proモ チ ー フ に お け る Pin1と の 相 互 作 用 が 、 p65の タ ン パ ク 質 安 定 性
お よ び 核 局 在 に 必 要 な こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 上 記 の 結 果 か ら 、 Pin1の 過 剰 発 現 が p65と Iκ Bα の 結 合 を 阻 害 し 、 そ の 核 局 在 、 タ ン パ
ク 質 安 定 性 、 お よ び ト ラ ン ス 活 性 化 を 促 す こ と 、 ま た Pin1基 質 と し て 作 用 で き な い p65変
異 体 が 極 め て 不 安 定 で あ り 、 NF-κ Bの 標 的 遺 伝 子 を ト ラ ン ス 活 性 化 で き な い こ と が わ か る
。 重 要 な 疑 問 は 、 内 因 性 の Pin1が 、 p65の 核 内 局 在 お よ び タ ン パ ク 質 安 定 性 、 な ら び に NF-
κ Bシ グ ナ ル 伝 達 に 必 要 か 否 か と い う こ と で あ る 。 こ う し た 疑 問 を 明 ら か に す る た め に 、 P
in1ノ ッ ク ア ウ ト （ Pin1 - / - ） マ ウ ス お よ び 野 生 型 マ ウ ス に 由 来 す る 初 代 マ ウ ス 胚 性 繊 維 芽
細 胞 （ MEF） を 使 用 し た 。 野 生 型 MEFと は 対 照 的 に 、 Pin1 - / - 細 胞 は 、 中 等 度 の 濃 度 の IL-1
α で 処 理 時 に NF-κ Bの 活 性 化 に 抵 抗 性 を 示 し た が 、 高 用 量 で は 抵 抗 性 を 示 さ な か っ た （ 図
5A） 。 ま た 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 TNF-α ま た は LPS刺 激 に よ る NF-κ B活 性 化 に も 耐 性 を 示 し
た （ 野 生 型 細 胞 の 場 合 は 認 め ら れ な か っ た ） （ 図 5B） 。 以 上 の 結 果 か ら 、 Pin1が イ ン ビ ト
ロ に お け る NF-κ Bの 活 性 化 に 必 要 な こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル 伝 達 に Pin1 - / -  MEFが 示 す 耐 性 の 基 礎 と な る 分 子 機 構 を 調 べ る た
め に 、 細 胞 を 中 等 度 の 濃 度 の IL-1β で 処 理 し 、 さ ま ざ ま な 時 点 に お け る Iκ Bα お よ び 核 内
p65の レ ベ ル を 調 べ た 。 文 献 （ Bannerman et al., 2002） に 報 告 さ れ て い る よ う に 、 IL-1
β 処 理 の 直 後 に Iκ Bα は 速 や か に 分 解 さ れ 、 核 内 p65レ ベ ル は 、 野 生 型 細 胞 で は 最 長 60分
後 の 時 点 ま で 高 ま っ た （ 図 5C） 。 続 い て 、 60分 後 に Iκ Bα の 発 現 の 促 進 が 認 め ら れ た （ 図
5C） 。 こ れ は NF-κ Bに よ る Iκ Bα 遺 伝 子 の ト ラ ン ス 活 性 化 に 起 因 す る こ と が 過 去 に 報 告 さ
れ て い る （ Beg et al., 1993; Brown et al., 1993; Chiao et al., 1994; Sun et al., 
1993） 。 し か し Pin1 - / - 細 胞 で は 、 Iκ Bα は 、 野 生 型 細 胞 の 場 合 と 同 様 に IL-1β 処 理 の 直
後 に 分 解 さ れ た が 、 κ Bα レ ベ ル は 120分 後 の 時 点 で も 高 ま ら な か っ た （ 図 5C） 。 こ れ ら の
細 胞 に お い て 、 Iκ Bα の 分 解 後 に p65の 核 内 蓄 積 が ほ と ん ど 認 め ら れ な か っ た こ と は 重 要
で あ る （ 図 5C） 。 以 上 の 結 果 を さ ら に 確 認 す る た め に 、 IL-1β 処 理 後 に p65を 免 疫 染 色 し
た 。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト の デ ー タ と 矛 盾 す る こ と な く 、 p65は 野 生 型 MEFの 核 内 に 容 易 に 検 出 さ
れ た （ 図 5D） 。 し か し 、 Pin1 - / -  MEFで は 、 p65レ ベ ル は 、 か な り 低 い だ け で な く 、 タ ン パ
ク 質 は 、 ほ ぼ 完 全 に 核 か ら 除 か れ て い た （ 図 5D） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 の 維 持 に お け る Pin1の 重 要 性 を さ ら に 見 極 め る た め に 、 Xpress
標 識 p65と Xpress-LacZで Pin1 - / -  MEFま た は 野 生 型 MEFを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 タ ン パ ク 質
安 定 性 を 上 述 の 手 順 で 追 跡 し た 。 p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 は 、 野 生 型 細 胞 と 比 較 し て Pin1 -
/ -  MEFで は 劇 的 に 低 下 し た （ 図 5E） 。 Pin1結 合 部 位 変 異 体 p65-T254Aも Pin1陽 性 の 293T細
胞 で 極 め て 不 安 定 で あ る （ 図 4C、 D） と い う 上 記 の 結 果 を 総 合 す る と 、 こ れ ら の 結 果 か ら
、 Pin1と p65と の 機 能 上 の 相 互 作 用 が p65の 核 内 局 在 お よ び 安 定 に 必 要 な こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ま た Pin1が イ ン ビ ボ に お け る NF-κ Bの 活 性 化 に 必 要 か 否 か を 調 べ る た め に 、 Pin1の ノ ッ
ク ア ウ ト が マ ウ ス の NF-κ B関 連 表 現 型 に 及 ぼ す 作 用 を 決 定 し た 。 p65の 欠 失 は マ ウ ス で 致
死 的 に 作 用 す る が （ Beg et al., 1995） 、 NF-κ Bの 一 部 の 上 流 調 節 因 子 （ IKKα な ど ） の
破 壊 も 、 妊 娠 中 の 乳 腺 細 胞 の 増 殖 に 影 響 す る （ Brantley et al., 2001; Cao et al., 200
1） 。 同 様 の 乳 腺 の 表 現 型 が Pin1 - / - マ ウ ス で 観 察 さ れ て い る の で （ Liou et al., 2002）

10

20

30

40

50

(23) JP 2007-515937 A 2007.6.21

実 施 例 6： Pin1欠 損 細 胞 は 、 p65の 速 や か な 核 外 輸 送 お よ び 分 解 の た め に 、 サ イ ト カ イ ン シ
グ ナ ル に よ る NF-κ B活 性 化 に 抵 抗 性 を 示 す



、 輸 送 の 1日 後 の 時 点 で 、 野 生 型 マ ウ ス お よ び Pin1 - / - マ ウ ス の 乳 腺 に お け る p65の タ ン パ
ク 質 レ ベ ル お よ び 細 胞 内 局 在 の 比 較 を 行 っ た 。 文 献 （ Brantley et al., 2001; Cao et al
., 2001） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 NF-κ Bが 活 性 化 さ れ る こ と は 、 そ の タ ン パ ク 質 レ ベ
ル お よ び 核 移 行 の 増 加 か ら 明 ら か で あ る （ 図 5F） 。 し か し Pin1 - / - マ ウ ス で は NF-κ Bの レ
ベ ル は 極 め て 低 く 、 ま た 核 か ら 実 質 的 に 除 か れ て い た （ 図 5F） こ と か ら 、 NF-κ Bが 不 活 性
で あ る こ と が わ か り 、 ま た Pin1の 機 能 の 欠 損 が イ ン ビ ボ に お い て NF-κ Bの 活 性 化 に 影 響 を
及 ぼ す 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ の 仮 説 を さ ら に 確 認 す る た め に 、 Pin1の ノ ッ ク ア ウ ト が マ ウ ス に お け る TNF-α 誘 導 型
の ア ポ ト ー シ ス に 及 ぼ す 作 用 を 調 べ た 。 p65の ノ ッ ク ア ウ ト が 、 胚 の 肝 臓 で 大 規 模 な ア ポ
ト ー シ ス を 引 き 起 こ す こ と （ Beg et al., 1995） 、 ま た NF-κ Bの 阻 害 に よ っ て 、 イ ン ビ ト
ロ お よ び イ ン ビ ボ に お い て 、 成 体 マ ウ ス の 肝 細 胞 を 含 む 細 胞 が 、 TNF-α に よ っ て 誘 導 さ れ
る ア ポ ト ー シ ス に 感 受 性 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る （ Chaisson et al., 2002; Van Ant
werp et al., 1996） 。 仮 に Pin1が イ ン ビ ボ で NF-κ Bの 活 性 化 に 重 要 な 役 割 を 果 た す の で
あ れ ば 、 Pin1ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 TNF-α に よ っ て 誘 導 さ れ る 肝 臓 に お け る ア ポ ト ー シ
ス に 対 す る 感 受 性 が よ り 大 き い と 考 え ら れ る 。 こ の 可 能 性 を 検 討 す る た め に 、 野 生 型 マ ウ
ス お よ び Pin1 - / - マ ウ ス を TNF-α で 処 理 し 、 そ の 3時 間 後 に NF-κ Bの 活 性 化 お よ び 肝 臓 に お
け る ア ポ ト ー シ ス を 、 文 献 （ Chaisson et al., 2002） に 記 載 さ れ た 手 順 で 調 べ た 。 免 疫
組 織 化 学 的 実 験 の 結 果 か ら 明 ら か な よ う に 、 TNF-α 処 理 後 に NF-κ Bが 誘 導 さ れ て 野 生 型 の
肝 臓 の 核 内 に 蓄 積 し た が 、 Pin1 - / - の 肝 臓 に 蓄 積 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 5G） 。 ま た ア ポ
ト ー シ ス は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 内 に お け る 断 片 化 DNAを 検 出 す る TUNELア ッ セ イ 法 の 結 果 か
ら 明 ら か な よ う に 、 野 生 型 対 照 と 比 較 し て Pin1 - / - 個 体 の 肝 臓 で 劇 的 に 増 加 し た （ 図 5G）
。 Pin1 - / - 個 体 の 肝 臓 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 増 加 は 、 切 断 型 お よ び 活 性 型 の カ ス パ ー ゼ -
3を 対 象 と し た イ ム ノ ブ ロ ッ ト （ 図 5H） と 、 蛍 光 カ ス パ ー ゼ -3活 性 ア ッ セ イ 法 の 両 方 に よ
っ て 決 定 さ れ た カ ス パ ー ゼ -3活 性 の 上 昇 に よ っ て も 確 認 さ れ た （ 図 5I） 。 以 上 の 結 果 か ら
、 マ ウ ス で Pin1の 機 能 が 喪 失 す る と 、 NF-κ Bの 活 性 化 が 減 じ 、 TNF-α に 反 応 し た 、 肝 臓 に
お け る ア ポ ト ー シ ス が 増 加 す る こ と が わ か る 。 興 味 深 い こ と に 、 類 似 の ア ポ ト ー シ ス 表 現
型 が 、 NF-κ Bが 阻 害 さ れ た 変 異 型 Iκ Bα ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 肝 臓 で 観 察 さ れ て い
る （ Chaisson et al., 2002） 。 総 合 す る と 、 上 記 の 結 果 か ら 、 Pin1が イ ン ビ ト ロ で も イ
ン ビ ボ で も 、 サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル に 応 じ た NF-κ Bの 活 性 化 に 必 要 な こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 Pin1が NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 に 果 た す 役 割 を 調 べ た 結 果 、 p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 が NF-κ
Bの 機 能 の 調 節 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 判 明 し た 。 p65が 不 安 定 な こ と は こ れ ま で 不 明
で あ っ た の で 、 p65の 安 定 性 が 、 特 異 的 な タ ン パ ク 質 分 解 経 路 （ 群 ） に よ る 調 節 を 受 け る
こ と を 示 す こ と は 重 要 で あ る 。 ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 経 路 が 、 細 胞 内 に お け
る 多 く の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 を 制 御 す る 主 な 調 節 機 構 で あ る こ と を ふ ま え 、 こ の よ う な 経 路
が p65の 分 解 に 関 与 す る か 否 か を 調 べ た 。 こ の 疑 問 に 答 え る た め の 1つ の 十 分 確 立 し た 手 順
は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 MG-132の 非 存 在 下 お よ び 存 在 下 に お け る タ ン パ ク 質 安 定 性 を 比
較 す る こ と で あ る （ Ku and Omary, 2000） 。 MG-132は 、 p65-T254Aタ ン パ ク 質 の 半 減 期 を
顕 著 に 延 長 す る こ と か ら （ 図 6A、 B） 、 ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 経 路 が p65の 安
定 性 の 調 節 に 関 与 す る 可 能 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 p65が イ ン ビ ト ロ で 実 際 に ユ ビ キ
チ ン 化 さ れ る か 否 か を 調 べ る た め に 、 35S標 識 p65タ ン パ ク 質 を 合 成 し て ユ ビ キ チ ン と と も
に 、 ユ ビ キ チ ン 活 性 化 酵 素 （ E1） お よ び ユ ビ キ チ ン 結 合 酵 素 （ E2） UbcH5aの 非 存 在 下 ま た
は 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 35S標 識 p65は 、 E1お よ び UbcH5aの 存 在 下 で 時 間 に 依 存 し
て 明 瞭 に ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た （ 図 6C） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 p65分 子 の ど の 領 域 が ユ ビ キ チ ン 化 さ れ る の か に つ い て 調 べ る た め に 、 GST-p65の さ ま ざ
ま な 断 片 （ 図 3D） を S100 HeLa細 胞 抽 出 物 、 ユ ビ キ チ ン 、 E1、 お よ び UbcH5aま た は UbcH6と
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実 施 例 7： p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 は ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 経 路 の 調 節 を 受 け
る



イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て GST-p65断 片 を GSTビ ー ズ を 用 い て 精 製 し 、 さ ら に 抗 ユ ビ キ チ ン
抗 体 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 断 片 Aも 断 片 Cも ユ ビ キ チ ン 化 さ れ な か っ た が 、 Pi
n1と 結 合 す る Thr254-Proモ チ ー フ （ 図 3E） を 含 む 断 片 Bは 、 UbcH5aに よ っ て ポ リ ユ ビ キ チ
ン 化 さ れ た が UbcH6に よ っ て は ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 さ れ な か っ た （ 図 6D） 。 他 の E2酵 素 が 、
イ ン ビ ト ロ に お け る p65の ユ ビ キ チ ン 化 を 触 媒 可 能 か 否 か を 調 べ る た め に 、 発 明 者 ら は 、
組 換 え 型 GST-p65の 断 片 Bを 、 さ ま ざ ま な E2酵 素 を 用 い た イ ン ビ ト ロ ユ ビ キ チ ン 化 ア ッ セ イ
法 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 検 討 し た 8種 類 の E2酵 素 の う ち UbcH5aの み が 、 多 数 の ユ ビ キ チ
ン 分 子 を p65と 強 く 結 合 さ せ た （ 図 6E） 。 ま た イ ン ビ ボ に お け る p65の ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 を
調 べ る た め に 、 発 明 者 ら は p65と His標 識 ユ ビ キ チ ン を 同 時 に HeLa細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
、 MG-132処 理 を 行 っ て プ ロ テ ア ソ ー ム 機 能 を 阻 害 し た 。 細 胞 溶 解 物 を 回 収 し 、 Ni-ア ガ ロ
ー ス ビ ー ズ を 用 い て プ ル ダ ウ ン 解 析 を 行 い 、 尿 素 を 含 む 緩 衝 液 を 用 い て 、 p65関 連 タ ン パ
ク 質 を 除 去 す る こ と で His標 識 ユ ビ キ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 し 、 続 い て 抗 p65抗 体 を 用
い て 、 文 献 （ Ku and Omary, 2000） に 記 載 さ れ た 手 順 で イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 MG
-132お よ び His-ユ ビ キ チ ン の 存 在 下 で p65は 実 質 的 に ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た （ 図 6F） 。
し か し 、 Hisユ ビ キ チ ン お よ び /ま た は MG-132の 非 存 在 下 で は ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た p65は 検
出 さ れ ず （ 図 6F） 、 イ ン ビ ボ に お け る ユ ビ キ チ ン 化 ア ッ セ イ 法 に 特 異 性 が あ る こ と が 判 明
し た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 が 、 ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解
の 制 御 を 受 け る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 p65タ ン パ ク 質 の 代 謝 が ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 調 節 を 受 け る こ と が
わ か っ た の で 、 関 与 す る 特 異 的 な ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ を 次 に 同 定 す る こ と と し た 。 こ の 目
的 で 発 明 者 ら は 、 Xpress-His二 重 標 識 p65の 断 片 Bを 発 現 す る MEFを 対 象 に Ni-ア ガ ロ ー ス ア
フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 い 、 続 い て 抗 Xpress抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 法 を 行 っ た
。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 免 疫 沈 殿 を PAGEゲ ル で 分 離 し 、 個 々 の タ ン パ ク 質 の バ ン ド を 回 収 し た 。 p65に よ っ て 選
択 的 に プ ル ダ ウ ン さ れ た 、 分 子 量 が 約 23 kDaの タ ン パ ク 質 を 、 サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル 伝 達
抑 制 因 子 1（ Suppressor of Cytokine Signaling 1; SOCS-1） （ 図 7A） （ Endo et al., 19
97; Naka et al., 1997; Ohya et al., 1997） と 判 定 し た 。 p65と SOCS-1が 相 互 作 用 す る
こ と を 確 認 す る た め に 、 一 連 の イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 法 お よ び イ ン ビ ボ 結 合 ア ッ セ イ 法
を 行 っ た 。 最 初 に 、 さ ま ざ ま な p65断 片 を 用 い た GST-プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ 法 を 行 っ た と こ
ろ 、 SOCS-1は 完 全 長 の p65な ら び に p65の 切 断 断 片 Bと は 結 合 す る が 、 断 片 Aま た は 断 片 Cと
は 結 合 し な い こ と が 判 明 し た （ 図 7B） 。 興 味 深 い こ と に 、 こ の 断 片 は ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 さ
れ て 、 p65の Pin1結 合 部 位 を 含 む 断 片 と 同 じ 断 片 で あ る 。 次 に 、 外 因 的 に 発 現 さ れ た Xpres
s-p65と Myc-SOCS-1の 結 合 が 、 抗 Xpress抗 体 ま た は 抗 Myc抗 体 の い ず れ か を 用 い た 共 免 疫 沈
降 法 で 検 出 さ れ た （ 図 7C） 。 そ し て 最 後 に 、 p65と SOCS-1の 内 因 性 の 結 合 も 、 抗 p65抗 体 を
用 い た 共 免 疫 沈 降 法 に よ っ て 、 初 代 マ ウ ス 脾 細 胞 で 確 認 さ れ た （ 図 7D） 。 以 上 の 結 果 か ら
、 SOCS-1が p65と イ ン ビ ト ロ で も イ ン ビ ボ で も 結 合 す る こ と 、 ま た p65の 結 合 部 位 が 、 ユ ビ
キ チ ン 化 と Pin1結 合 の 両 部 位 の 近 傍 に 位 置 す る こ と が わ か る 。 サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル 伝 達
抑 制 因 子 （ SOCS） フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の 1種 で あ る SOCS-1は 、 Jak2お よ び Vavに 対 す る
ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ で あ る こ と が 報 告 さ れ て お り （ Frantsve et al., 2001; Kamizono et
 al., 2001） 、 ま た 上 記 の 結 果 か ら 、 SOCS-1が p65に 対 す る 推 定 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ で あ
る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 こ の 考 え と 一 致 し て 、 p65と SOCS-1の イ ン ビ ボ に お け る 結 合 は 、 LPS処 理 の 4時 間 後 の 時
点 で 有 意 に 促 進 さ れ て お り （ 図 7D） 、 LPS刺 激 に よ り NF-κ Bの 発 現 が 抑 制 さ れ る こ と と の
相 関 が 認 め ら れ た （ デ ー タ は 提 示 し て い な い ） 。 ま た SOCS-1の 過 剰 発 現 は 、 IL-1β に よ る
NF-κ Bの 活 性 化 を 有 意 に 阻 害 し た （ 図 8A） 。 ま た SOCS-1の 過 剰 発 現 は 、 p65の 外 因 的 発 現
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に よ っ て 誘 導 さ れ る NF-κ Bの 活 性 化 も 有 意 に 抑 制 し た （ 図 8B） 。 以 上 の 結 果 か ら 、 SOCS-1
の 過 剰 発 現 が NF-κ B活 性 を 、 お そ ら く は p65の 発 現 を 抑 制 す る こ と で 抑 制 す る こ と が わ か
る 。 SOCS-1が p65に 対 す る ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ と し て 機 能 す る か 否 か を 判 定 す る た め に 、 S
OCS-1が p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 に 及 ぼ す 作 用 を 調 べ た 。 SOCS-1の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に
よ っ て 、 内 因 性 p65の タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 有 意 に 減 少 し た が 、 p50の レ ベ ル に 変 化 は 認 め ら
れ な か っ た （ 図 8C） 。 こ れ と は 対 照 的 に 、 ユ ビ キ チ ン 化 の 優 性 抑 制 型 変 異 体 と し て 機 能 す
る こ と が わ か っ て い る （ Frantsve et al., 2001; Kamizono et al., 2001; Ungureanu et
 al., 2002） 、 SOCSド メ イ ン を 欠 く SOCS-1変 異 体 （ SOCS-1Δ S） は 、 p65の タ ン パ ク 質 レ ベ
ル を わ ず か に 上 昇 さ せ た が 、 p50の タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 影 響 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 8C）
。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 SOCS-1と 同 変 異 体 が 、 p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 に 及 ぼ す 作 用 を 確 認 す る た め に 、 対 照 ベ
ク タ ー 、 SOCS-1、 SOCS-1Δ S、 ま た は SOCS-1＋ Pin1の い ず れ か を 293細 胞 に 同 時 に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 後 に 、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 処 理 後 に お け る p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 を 追 跡 し た
。 SOCS-1は 、 対 照 細 胞 と 比 較 し て p65の 半 減 期 を 有 意 に 短 縮 し た が 、 SOCS-1Δ Sは 、 p65の
タ ン パ ク 質 安 定 性 を わ ず か に 延 長 し た （ 図 8D） 。 ま た Pin1を 同 時 発 現 さ せ る こ と で 、 SOCS
-1に よ っ て 誘 導 さ れ る p65の 分 解 は 完 全 に ブ ロ ッ ク さ れ た （ 図 8D） 。 こ の 結 果 は 、 Pin1が p
65の 安 定 性 を 高 め る と い う 前 述 の 結 果 と 矛 盾 し な い 。 総 合 す る と 、 以 上 の 結 果 か ら 、 SOCS
-1が p65の タ ン パ ク 質 分 解 に 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 ま た 、 こ の 過 程 が Pin1に よ っ て ブ ロ ッ
ク 可 能 な こ と が わ か る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 SOCS-1お よ び Pin1が p65の 安 定 性 に 明 ら か に 作 用 す る こ と を ふ ま え 、 p65の ユ ビ キ チ ン 化
の 影 響 に つ い て 調 べ た 。 イ ン ビ ト ロ に お け る 、 SOCS-1が 介 在 す る p65の ユ ビ キ チ ン 化 を 検
出 す る た め に 、 293T細 胞 に SOCS-1、 SOCS-1Δ S、 ま た は 対 照 ベ ク タ ー の い ず れ か を ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た 後 に 、 可 溶 性 の 細 胞 溶 解 物 を GST-p65タ ン パ ク 質 に 添 加 し 、 続 い て GST-プ
ル ダ ウ ン を 行 っ て 、 GST-p65の ユ ビ キ チ ン 化 を 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 を 用 い て 調 べ た 。 p65は 29
3T細 胞 抽 出 物 に よ っ て ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た 。 こ れ は SOCS-1の 過 剰 発 現 に よ っ て 有 意 に
促 進 さ れ た が 、 SOCS-1Δ S変 異 体 の 場 合 は 低 下 し た （ 図 8E） 。 イ ン ビ ボ に お け る 、 SOCS-1
お よ び Pin1が p65の ユ ビ キ チ ン 化 に 及 ぼ す 作 用 を 検 出 す る た め に 、 細 胞 に Xpress-p65、 His
標 識 ユ ビ キ チ ン 、 お よ び SOCS-1、 SOCS-1Δ S、 ま た は 対 照 ベ ク タ ー を 、 Pin1の 存 在 下 ま た
は 非 存 在 下 で 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 続 い て MG-132で プ ロ テ ア ソ ー ム を 阻 害 し た 。 細
胞 溶 解 物 を 対 象 に 、 Ni-ア ガ ロ ー ス を 用 い た プ ル ダ ウ ン 、 お よ び 抗 Xpress抗 体 ま た は 抗 p65
抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 イ ン ビ ト ロ に お け る ユ ビ キ チ ン 化 と 同 様 に 、 p65
は イ ン ビ ボ で ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た 。 こ れ は SOCS-1の 過 剰 発 現 に よ っ て 有 意 に 促 進 さ れ た が
、 SOCS-1Δ S変 異 体 に よ っ て は 減 少 し た （ 図 8F） 。 ま た Pin1を 同 時 に 発 現 さ せ る と 、 p65の
タ ン パ ク 質 安 定 性 に 対 す る 作 用 （ 図 8D） と 同 様 に 、 SOCS-1に よ っ て 誘 導 さ れ る p65の ユ ビ
キ チ ン 化 が 有 意 に ブ ロ ッ ク さ れ た （ 図 8G） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ま た 、 内 因 性 の SOCS-1が p65の 安 定 性 の 調 節 に 重 要 な 役 割 を 果 た す か 否 か を 明 ら か に す
る た め に 、 SOCS-1 - / -  MEFお よ び 野 生 型 MEFに お け る p65の ユ ビ キ チ ン 化 お よ び タ ン パ ク 質
安 定 性 の 比 較 を 行 っ た 。 p65は 、 293細 胞 よ り 野 生 型 MEFで は そ れ ほ ど 安 定 で は な か っ た が
、 野 生 型 対 照 （ 図 8H、 I） と 比 較 し て 、 p65は 弱 く ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た だ け で な く 、 SOCS-1
- / -  MEFで は よ り 安 定 で あ っ た こ と か ら 、 内 因 性 の SOCS-1が p65の ユ ビ キ チ ン 化 お よ び 分 解
に 特 異 的 に 必 要 な こ と が わ か る 。 総 合 す る と 、 以 上 の 結 果 か ら 、 SOCS-1が p65に 結 合 す る
だ け で な く 、 p65の ユ ビ キ チ ン 化 お よ び 分 解 を 調 節 し 、 ま た 同 過 程 が Pin1の 調 節 を 受 け る
こ と も わ か る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
参 考 文 献

10

20

30

40

(26) JP 2007-515937 A 2007.6.21



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(27) JP 2007-515937 A 2007.6.21



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(28) JP 2007-515937 A 2007.6.21



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(29) JP 2007-515937 A 2007.6.21



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(30) JP 2007-515937 A 2007.6.21



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(31) JP 2007-515937 A 2007.6.21



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ４ 】
【 図 １ 】 Pin1の レ ベ ル は ヒ ト 乳 癌 組 織 で NF-κ Bの 活 性 化 と 相 関 す る 。 （ A、 B） ヒ ト の 乳 癌
お よ び 正 常 組 織 に お い て Pin1と p65の 局 在 が 相 関 す る こ と 。 組 織 切 片 を 抗 Pin1抗 体 ま た は
抗 p65抗 体 で 免 疫 染 色 し 、 DAB染 色 に よ り 可 視 化 し た （ A） 。 Pin1の 発 現 お よ び p65の 局 在 の
レ ベ ル を 、 50の 乳 癌 試 料 と 5つ の 正 常 乳 房 試 料 を 対 象 に 決 定 し 、 そ の 相 関 を Sperman順 位 相
関 検 定 で 解 析 し た （ P < 0.01） （ B） 。 （ C） 乳 癌 細 胞 系 列 に お い て 、 Pin1の 発 現 抑 制 に よ
っ て NF-κ Bの 活 性 化 お よ び NF-κ Bの DNA結 合 活 性 が 阻 害 さ れ る こ と 。 2つ の 乳 癌 細 胞 系 列 に
、 Pin1に 特 異 的 な siRNAま た は 非 特 異 的 な siRNAを NF-κ B-Lucま た は TK-Lucの レ ポ ー タ ー コ
ン ス ト ラ ク ト と と も に 48時 間 か け て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 お よ
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び Pin1タ ン パ ク 質 レ ベ ル （ 挿 入 写 真 ） の 評 価 （ C） 、 ま た は NF-κ Bま た は OCT1の コ ン セ ン
サ ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し た EMSAに よ る NF-κ Bの DNA結 合 活 性 の 評 価 （ D） を 行 っ た
。
【 図 ２ 】 Pin1は NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 す る 。 （ A、 B） Pin1に よ る NF-κ Bの 活 性 化 の
調 節 。 HeLa細 胞 に ベ ク タ ー 、 HA-Pin1、 ま た は Pin1 ASを NF-κ Bレ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト
と と も に 24時 間 か け て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 試 料 の 一 部 を 対 象 に 、 1 ng/mlの TNF-α 処 理
を 3時 間 か け て 行 っ た 。 細 胞 を 回 収 し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ 法 、 お よ び 抗 Pin1抗 体 を
用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 （ C） Pin1に よ り NF-κ Bの DNA結 合 活 性 が 高 ま る こ と 。 29
3T細 胞 に ベ ク タ ー 対 照 か Pin1の い ず れ か を 24時 間 か け て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 核 抽 出 物 を
単 離 し た 。 5 μ gの 核 抽 出 物 を 、 32Pで 標 識 さ れ た NF-κ B結 合 オ リ ゴ 、 ま た は こ の 変 異 体 と
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 ス ー パ ー シ フ ト 実 験 で は 、 抗 p50抗 体 ま
た は 抗 p65抗 体 を 添 加 し て か ら 20分 後 に 、 標 識 オ リ ゴ DNAを 添 加 し た 。
【 図 ３ 】 Pin1は p65の pThr254-Proモ チ ー フ に 結 合 し て p65と Iκ Bの 結 合 を 阻 害 す る 。 （ A）
イ ン ビ ト ロ で Pin1は p65と 相 互 作 用 す る が 、 p50ま た は Iκ Bα と は 相 互 作 用 し な い 。 GSTま
た は GST-Pin1を 含 む グ ル タ チ オ ン ビ ー ズ を 間 期 （ I） ま た は 有 糸 分 裂 期 （ M） の HeLa細 胞 抽
出 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 結 合 タ ン パ ク 質 を 対 象 に 、 記 載 さ れ た さ ま ざ ま な 抗 体 を 用 い た
イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 （ B） イ ン ビ ボ で 内 在 性 の Pin1と p65が 相 互 作 用 す る こ と 。 293T
細 胞 溶 解 物 を 抗 p65抗 体 で 免 疫 沈 殿 さ せ た 後 に 、 抗 Pin1抗 体 ま た は 抗 p65抗 体 を 用 い た イ ム
ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 （ C） Pin1と p65が リ ン 酸 化 に 依 存 し て 相 互 作 用 す る こ と 。 p65を 発
現 す る 293T細 胞 を 、 子 ウ シ 腸 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ CIP） と と も に 、 ま た は 同 酵 素 を
用 い ず に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に GST-プ ル ダ ウ ン 実 験 を 行 い 、 続 い て 抗 p65抗 体 を 用 い た
イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 （ D） Pin1と p65の 結 合 が TNF-α に よ っ て 促 進 さ れ る こ と 。 Xpre
ss標 識 p65を 発 現 す る 293T細 胞 を PBSま た は TNF-α で 3時 間 処 理 し た 後 に 、 GST-プ ル ダ ウ ン
実 験 、 お よ び 抗 Xpress抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 （ E、 F） Pin1が p65の pThr2
54-Proモ チ ー フ と 特 異 的 に 結 合 す る こ と 。 p65お よ び こ の 切 断 型 変 異 体 （ E） ま た は 点 突 然
変 異 体 （ F） を 発 現 す る 293T細 胞 を 対 象 に GST-プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 （ G） Pin1
が p65-T254Aと 結 合 で き な い こ と 。 293T細 胞 に Pin1と Xpressで 標 識 さ れ た p65、 ま た は こ の
T254A変 異 体 を 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 を 20 μ Mの MG-132と 12時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 に 、 抗 Xpress抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 解 析 を 行 い 、 続 い て 抗 p65抗 体 ま た は 抗 Pin
1抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 （ H） pThr-Pro特 異 的 抗 体 は p65を 認 識 す る が 、
そ の 変 異 体 p65-T254Aを 認 識 し な い こ と 。 Xpressで 標 識 さ れ た p65、 ま た は こ の T254A変 異
体 と の 24時 間 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 、 293細 胞 を MG-132で 12時 間 、 ま た TNF-α で 3時
間 処 理 し 、 抗 Xpress抗 体 に よ る 免 疫 沈 降 法 を 行 い 、 続 い て 抗 pThr-Pro特 異 的 抗 体 ま た は 抗
p65抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 （ I、 J） p65-Iκ Bα の 結 合 が Pin1に よ っ て 阻
害 さ れ る こ と 。 （ I） HA標 識 Pin1ま た は 対 照 ベ ク タ ー を 24時 間 発 現 す る HeLa細 胞 を 対 象 に
、 抗 p65抗 体 ま た は 抗 Iκ Bα 抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 （ IP） 法 を 行 い 、 続 い て 、 さ ま ざ ま な
抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 （ J） Xpress-p65を 発 現 す る 293T細 胞 を 対 象 に 、
抗 Xpress抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 法 を 行 っ た 後 に 、 3 5 S標 識 Iκ Bα 、 お よ び さ ま ざ ま な 量 の P
in1（ 0 mg/ml、 0.2 mg/ml、 お よ び 2.0 mg/ml） と 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 試
料 を 対 象 に SDS-PAGEを 行 い 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。
【 図 ４ 】 Pin1結 合 部 位 変 異 体 p65-T254Aは 極 め て 不 安 定 で 、 NF-κ Bの 標 的 遺 伝 子 を ト ラ ン
ス 活 性 化 で き な い 。 （ A） p65-T254Aが NF-κ Bの 標 的 遺 伝 子 を ト ラ ン ス 活 性 化 で き な い こ と
。 MEFに Ig-κ Bル シ フ ェ ラ ー ゼ コ ン ス ト ラ ク ト 、 お よ び p65、 ま た は こ の 変 異 体 を 同 時 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 に 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 （ B、 C） p65と 、 そ の 変
異 体 の タ ン パ ク 質 安 定 性 の 比 較 。 Xpressで 標 識 さ れ た p65、 ま た は こ の 変 異 体 を 、 Xpress-
LacZと と も に 24時 間 か け て 293T細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 を シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド で
処 理 し 、 所 定 の 時 点 で 回 収 し た 後 に 、 抗 Xpress抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト （ B） 、 お よ
び Imagequantに よ る 半 定 量 （ C） を 行 っ た 。
【 図 ５ 】 Pin1 - / - 細 胞 は イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ に お い て 、 サ イ ト カ イ ン に よ る NF-κ B
の 活 性 化 に 耐 性 を 示 す 。 （ A、 B） Pin1 - / -  MEFが サ イ ト カ イ ン に 耐 性 を 示 す こ と 。 野 性 型
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ま た は 変 異 型 の NF-κ Bレ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 、 Pin1 - / -  
MEFま た は 野 生 型 MEFを 、 さ ま ざ ま な 濃 度 の IL-1β （ A） 、 ま た は さ ま ざ ま な サ イ ト カ イ ン
（ 1 ng/mlの IL-1β 、 100 ng/mlの LPS、 ま た は 1 ng/mlの TNF-α ） （ B） と 3時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 （ C、 D） Pin1 - / -  MEFで は IL-1β に 応 じ
た p65の 核 内 蓄 積 お よ び Iκ Bの フ ィ ー ド バ ッ ク の 亢 進 が 見 ら れ な い こ と 。 野 生 型 MEFお よ び
Pin1 - / -  MEFを IL-1β （ 1 ng/ml） で 所 定 の 時 間 処 理 し た 後 に 、 全 細 胞 溶 解 物 を 対 象 に 、 抗
Iκ Bα 抗 体 お よ び 抗 チ ュ ー ブ リ ン 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 う か 、 ま た は 核 分 画 を
対 象 に 抗 p65抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た （ C） 。 IL-1β で 3時 間 処 理 し た MEFを 抗
p65抗 体 で 免 疫 染 色 し た （ D） 。 （ E） p65が Pin1 - / -  MEFで は 不 安 定 な こ と 。 野 生 型 MEFお よ
び Pin1 - / - MEFに 、 Xpress標 識 p65お よ び Xpress-LacZを 24時 間 か け て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、
シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド で 所 定 の 時 間 処 理 し た 後 に 、 抗 Xpress抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行
っ た 。 （ F） Pin1 - / - の 乳 腺 で は NF-κ Bが 不 活 性 な こ と 。 野 生 型 お よ び Pin1 - / - の マ ウ ス （
輸 送 の 1日 後 ） の 乳 腺 を H&Eま た は 抗 p65抗 体 で 染 色 し た 。 （ G～ I） Pin1 - / - 個 体 の 肝 臓 で は
TNF-α に 反 応 し て NF-κ B活 性 化 の 低 下 お よ び ア ポ ト ー シ ス の 増 加 が 見 ら れ る こ と 。 野 生 型
マ ウ ス ま た は Pin1 - / - マ ウ ス に 、 40 mg/kgの 組 換 え 型 マ ウ ス TNF-α を 注 入 し 、 そ の 3時 間 後
に 個 体 を 殺 し 、 肝 臓 切 片 を 対 象 に 抗 p65抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 処 理 も し く は TUNEL染 色
（ G） を 行 う か 、 ま た は 肝 臓 溶 解 物 を 対 象 に 抗 切 断 カ ス パ ー ゼ -3抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ
ッ ト （ H） 、 も し く は 蛍 光 カ ス パ ー ゼ -3活 性 ア ッ セ イ 法 を 、 阻 害 剤 DEVD-CHOの 存 在 下 ま た
は 非 存 在 下 で 行 っ た 。 デ ー タ は 、 3回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 ± SDで 示 す 。
【 図 ６ 】 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ に お け る p65の ポ リ ユ ビ キ チ ン 化 。 （ A、 B） プ ロ テ オ
ソ ー ム 阻 害 剤 に よ っ て p65-T254Aが 安 定 化 す る こ と 。 Xpress-p65-T254Aま た は Xpress-LacZ
を 発 現 す る 293T細 胞 を シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド お よ び MG-132（ 50 mM） 、 ま た は 溶 媒 DMSOで 所 定
の 時 間 処 理 し た 後 に 、 抗 Xpress抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト （ A） を 行 い 、 続 い て Imagequ
antに よ る 半 定 量 を 行 っ た （ B） 。 （ C） イ ン ビ ト ロ に お け る p65の ユ ビ キ チ ン 化 。 イ ン ビ ト
ロ 翻 訳 し た 35S標 識 p65を 、 E1お よ び UbcH5aの 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 ユ ビ キ チ ン と 所 定
の 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 SDS-PAGEで 分 離 し て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。
（ D） GST-p65の 断 片 Bは ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た が 、 断 片 Aま た は 断 片 Cは ユ ビ キ チ ン 化 さ れ な
か っ た 。 GST-p65の 切 断 型 変 異 体 （ 図 3D） を 、 HeLa S-100抽 出 物 、 ユ ビ キ チ ン 、 E1、 お よ
び UbcH5aま た は UbcH6の い ず れ か と 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 GST-プ ル ダ ウ ン 、 お よ
び 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 （ E） GST-p65の 断 片 Bが UbcH5aに
よ っ て ユ ビ キ チ ン 化 さ れ る こ と 。 GST-p65の 切 断 型 変 異 体 Bを 対 象 に 、 さ ま ざ ま な E2酵 素 を
用 い て イ ン ビ ト ロ で ユ ビ キ チ ン 化 ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 （ F） イ ン ビ ボ に お け る p65の ユ ビ
キ チ ン 化 。 p65、 UbcH5a、 お よ び His標 識 ユ ビ キ チ ン 、 ま た は ベ ク タ ー 対 照 を 発 現 す る HeLa
細 胞 を MG-132ま た は DMSO対 照 と 16時 間 処 理 し た 後 に 、 6 M尿 素 を 含 む 緩 衝 液 で 超 音 波 処 理
し て 溶 解 し た 。 ユ ビ キ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 を Ni-42ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ に 捕 捉 し 、 抗 p65抗 体
を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。
【 図 ７ 】 p65は イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で SOCS-1と 結 合 す る 。 （ A） p65結 合 タ ン パ ク 質
中 に お け る SOCS-1の 同 定 。 Xpress-His二 重 標 識 p65の 断 片 Bを 発 現 す る MEFを LPS（ 100 ng/m
l） で 3時 間 処 理 し た 後 に 、 Ni-ア ガ ロ ー ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行
い 、 続 い て 抗 Xpress抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 法 を 行 っ た 。 銀 染 色 後 に バ ン ド を 切 り 出 し 、 質
量 分 析 計 に よ る 解 析 を 行 っ た 。 （ B） イ ン ビ ト ロ で SOCS-1が p65の 断 片 Bと 結 合 す る こ と 。 X
press標 識 p65ま た は 切 断 型 変 異 体 （ 図 3D） を 発 現 す る 293T細 胞 を 対 象 に 、 GSTま た は GST-S
OCS-1を 用 い た GST-プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ 法 、 お よ び 抗 Xpress抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト
を 行 っ た 。 （ C） 発 現 さ れ た p65と SOCS-1が イ ン ビ ボ で 相 互 作 用 す る こ と 。 293T細 胞 に Xpre
ss-p65と Myc-SOCS-1を 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 に 、 対 照 IgG抗 体 、 抗 Xpress抗 体 、
ま た は 抗 Myc抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 法 を 行 い 、 続 い て 図 に 示 し た 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ
ッ ト を 行 っ た 。 （ D） 内 在 性 p65と SOCS-1が イ ン ビ ボ で 相 互 作 用 す る こ と 。 マ ウ ス の 初 代 脾
細 胞 を LPSと と も に 、 ま た は LPSな し で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 抗 p65抗 体 を 用 い た
免 疫 沈 降 法 を 行 い 、 続 い て 抗 SOCS-1抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。
【 図 ８ 】 SOCS-1は p65の ユ ビ キ チ ン 化 お よ び タ ン パ ク 質 安 定 性 を 調 節 す る 。 （ A、 B） IL-1

10

20

30

40

50

(34) JP 2007-515937 A 2007.6.21



β （ A） ま た は p65（ B） に よ り 、 SOCS-1に よ る NF-κ Bの 活 性 化 が 阻 害 さ れ る こ と 。 IL-1Rを
安 定 し て 発 現 す る 293T細 胞 に 、 対 照 ベ ク タ ー 、 SOCS-1、 ま た は SOCS-1Δ S、 お よ び 野 性 型
も し く は 変 異 型 の NF-κ Bル シ フ ェ ラ ー ゼ コ ン ス ト ラ ク ト の い ず れ か を 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 後 に 、 IL-1β （ 2 ng/ml） 処 理 お よ び 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 を 行 っ た （ A）
。 MEFに 野 性 型 ま た は 変 異 型 の NF-κ Bル シ フ ェ ラ ー ゼ コ ン ス ト ラ ク ト の い ず れ か を 、 ま た
対 照 ベ ク タ ー 、 SOCS-1、 ま た は SOCS-1Δ Sと p65の い ず れ か を 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
後 に 遺 伝 子 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 を 行 っ た （ B） 。 （ C） SOCS-1は p65の レ ベ ル を 調 節 す る
が p50の レ ベ ル を 調 節 し な い 。 HeLa細 胞 に ベ ク タ ー 、 SOCS-1、 ま た は SOCS-1Δ Sを ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 後 に 、 抗 p65抗 体 、 抗 p50抗 体 、 お よ び 抗 SOCS-1抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト
を 行 っ た 。 （ D） SOCS-1が p65の タ ン パ ク 質 安 定 性 を 調 節 す る こ と 。 293T細 胞 に Xpress-p65
、 Xpress-LacZお よ び SOCS-1、 SOCS-1+Pin1、 SOCS-1Δ S、 ま た は ベ ク タ ー を 同 時 に ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た 後 に 、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド （ 100 μ g/ml） で 処 理 し 、 続 い て 抗 Xpress抗 体 を
用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 （ 左 の パ ネ ル ） 、 お よ び 半 定 量 （ 右 の パ ネ ル ） を 行 っ た 。 （ E
） SOCS-1が p65の ユ ビ キ チ ン 化 を イ ン ビ ト ロ で 調 節 す る こ と 。 GST-p65の 断 片 Bを 対 象 に 、 S
OCS-1、 SOCS-1Δ S、 ま た は 対 照 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 に 由 来 す る 細 胞
溶 解 物 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 イ ン ビ ト ロ に お け る ユ ビ キ チ ン 化 反 応 を 行 っ た 後 に 、
GST-プ ル ダ ウ ン 、 お よ び 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 （ F） SOCS-
1が p65の ユ ビ キ チ ン 化 を イ ン ビ ボ で 調 節 す る こ と 。 HeLa細 胞 に Xpress-p65、 His標 識 ユ ビ
キ チ ン お よ び SOCS-1、 SOCS-1Δ S、 ま た は 対 照 ベ ク タ ー を 24時 間 か け て ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し た 後 に 、 MG-132で 16時 間 処 理 し 、 ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を Niビ ー ズ に 捕 捉 し 、
続 い て 抗 Xpress抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 （ G） Pin1は 、 SOCS-1に よ っ て 誘
導 さ れ る p65の ユ ビ キ チ ン 化 を ブ ロ ッ ク す る 。 HeLa細 胞 に Xpress-p65、 His標 識 ユ ビ キ チ ン
、 UbcH5a、 お よ び 対 照 ベ ク タ ー 、 SOCS-1、 ま た は SOCS-1＋ Pin1の い ず れ か を 24時 間 か け て
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 に 、 MG-132お よ び MG-115で 16時 間 処 理 し 、 ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た タ
ン パ ク 質 を Niビ ー ズ に 捕 捉 し 、 続 い て 抗 p65ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト
を 行 っ た 。 （ H、 I） p65は SOCS-1 - / - 細 胞 で 弱 く ユ ビ キ チ ン 化 さ れ 、 よ り 安 定 で あ っ た 。 （
H） 野 生 型 MEFま た は SOCS-1 - / - MEFに Xpress-p65、 His標 識 ユ ビ キ チ ン 、 お よ び UbcH5aを 24
時 間 か け て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 に 、 （ G） に 記 載 さ れ た 手 順 で ユ ビ キ チ ン 化 ア ッ セ イ
法 を 行 っ た 。 （ I） 野 生 型 MEFま た は SOCS-1 - / - MEFに Xpress-p65お よ び Xpress-LacZを 24時
間 か け て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 に 、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 処 理 を 行 い 、 続 い て 抗 Xpress抗 体
を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 （ 上 ） お よ び 半 定 量 （ 下 ） を 行 っ た 。
【 図 ９ 】 Pin1お よ び SOCS-1に よ る NF-κ Bの 2段 階 調 節 モ デ ル 。 NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 は 、 IKK
が 介 在 す る リ ン 酸 化 と 、 こ れ に 続 く Iκ Bα の 分 解 に よ っ て 活 性 化 さ れ 、 結 果 的 に NF-κ Bは
核 に 移 行 す る 。 発 明 者 ら の 得 た 結 果 は 、 核 内 の p65が 、 Pin1が 触 媒 す る プ ロ リ ン 異 性 化 、
お よ び ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 調 節 を さ ら に 受 け る こ と を 示 す 。 Pin1は
p65の pThr254-Proモ チ ー フ を 標 的 と し 、 ま た Iκ Bα と の 結 合 を 阻 害 し 、 p65の 核 内 蓄 積 お
よ び タ ン パ ク 質 安 定 性 、 な ら び に NF-κ Bの 転 写 活 性 を 高 め る 。 ま た p65が 細 胞 質 に 移 行 す
る と 、 UbcH5aお よ び SOCS-1に よ る ユ ビ キ チ ン を 介 し た タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 調 節 を 受 け る
。 Pin1の 過 剰 発 現 、 お よ び /ま た は SOCS-1の 発 現 抑 制 は 、 癌 に お け る NF-κ Bの 構 成 的 活 性
化 に 寄 与 す る 。
【 図 １ ０ 】 Pin1は Iκ Bの リ ン 酸 化 と は 無 関 係 に NF-κ Bを 活 性 化 す る 。 （ A、 B） ベ ク タ ー ま
た は Pin1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た HeLa細 胞 を 対 象 に 、 抗 リ ン 酸 Iκ Bα （ Ser32） 抗 体 、 抗 I
κ Bα 抗 体 、 お よ び 抗 チ ュ ー ブ リ ン 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト （ A） 、 ま た は 抗 IKKα 抗
体 を 用 い た 免 疫 沈 降 法 を 行 っ た 後 に 、 GST-Iκ Bα を 基 質 と す る イ ン ビ ト ロ キ ナ ー ゼ ア ッ セ
イ 法 を 行 っ た （ B） 。 （ C、 D） IKK1/IKK2二 重 ノ ッ ク ア ウ ト MEFま た は NEMO - / -  MEFに Pin1も
し く は ベ ク タ ー 、 お よ び Ig-κ Bル シ フ ェ ラ ー ゼ コ ン ス ト ラ ク ト （ C） を 、 ま た は Pin1、 Ig-
κ Bル シ フ ェ ラ ー ゼ コ ン ス ト ラ ク ト 、 お よ び p65も し く は p50を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 遺 伝
子 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。
【 図 １ １ 】 NF-κ Bと Iκ Bα の 複 合 体 、 お よ び Pin1と p65の 相 互 作 用 を 示 す リ ボ ン ダ イ ア グ
ラ ム 。 （ A、 B） NF-κ B（ p65＝ 緑 、 p50＝ 灰 ） と Iκ Bα （ ピ ン ク ） の 複 合 体 の リ ボ ン ダ イ ア
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グ ラ ム を 上 の パ ネ ル に 示 す 。 下 の パ ネ ル で は 、 Iκ Bα と p65間 の 一 部 の 結 合 面 を 示 す 。 p65
が Iκ Bα と 結 合 す る と p65の Arg253が 露 出 し 、 Iκ Bα の 残 基 と の 間 に 、 い く つ か の 水 素 結
合 を 形 成 す る 可 能 性 が あ る （ Huxford et al., 1998; Jacobs and Harrison, 1998） 。 こ
の よ う な 状 況 で は 、 Thr254は 複 合 体 の 内 部 に 埋 ま っ た 状 態 で 存 在 す る （ A） 。 し か し 、 NF-
κ Bと Iκ Bα が 解 離 す る と 、 Arg253と Thr254を 含 む 長 い 第 5ル ー プ は 柔 軟 と な っ て Thr254が
露 出 す る 。 Thr254が リ ン 酸 化 さ れ る と 、 Pin1は p65の pThr254-Proモ チ ー フ と 結 合 し て 、 こ
れ を 異 性 化 す る 。 こ の 際 、 Iκ Bα の 結 合 面 が 破 壊 さ れ る こ と で p65と Iκ Bα の 結 合 が 阻 害
さ れ る と 考 え ら れ る （ B） 。 し か し 構 造 か ら 、 p65と p50の 相 互 作 用 に は 影 響 し な い と 考 え
ら れ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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