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(54)【発明の名称】 脂質代謝転写因子

(57)【要約】
本発明は、哺乳動物核酸配列及びその断片を提供する。
本発明はまた、これらの哺乳動物核酸配列の発現に関連
する症状や疾患の特徴付け・診断・評価・治療・予防の
ためにモデル系においてこれらの核酸配列の使用に関す
る。更に、本発明は、この哺乳動物核酸配列によってコ
ードされるタンパク質を生産するための発現ベクター及
び宿主細胞を提供する。
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【特許請求の範囲】

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

る実質的に精製された哺乳動物核酸配列。

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

哺乳動物核酸配列。

    【請求項３】    SEQ ID NO:3－25から選択された請求項１の哺乳動物核酸

配列の断片。

    【請求項４】    請求項１の核酸配列の相補配列。

    【請求項５】    請求項３の断片の相補配列。

    【請求項６】    高いストリンジェンシー（厳密性）の条件下で、請求項２

の哺乳動物核酸配列に若しくはその断片とハイブリダイズするプローブ。

    【請求項７】    少なくとも請求項１の核酸配列の断片を含む発現ベクター

。

    【請求項８】    請求項の７の発現ベクターを含む宿主細胞。

    【請求項９】    タンパク質を作製する方法であって、

  （ａ）前記タンパク質が発現する条件下で、請求項８の宿主細胞を培養するス

テップと、

  （ｂ）前記培養宿主細胞から前記タンパク質を回収するステップとを含むタン

パク質の製造方法。

    【請求項１０】    サンプルにおいて哺乳動物核酸配列を検出する方法であ

って、

  （ａ）請求項６のプローブを前記サンプル内の少なくとも１つの核酸配列とハ

イブリダイズすることによって、ハイブリダイゼーション複合体を形成するステ

ップと、

  （ｂ）前記ハイブリダイゼーション複合体を検出するステップとを含み、

  前記ハイブリダイゼーション複合体の存在が、前記サンプル内の前記哺乳動物

核酸配列の存在と相関性を有することを特徴とする哺乳動物核酸配列の検出方法

。

    【請求項１１】    前記ハイブリダイゼーションの前に、前記核酸配列若し
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くはその断片を増幅するステップを更に含むことを特徴とする請求項１０に記載

の方法。

    【請求項１２】    哺乳動物核酸配列若しくはその断片を用いて、前記核酸

と特異的に結合する少なくとも１つの分子を同定するべく、分子のライブラリを

スクリーニングする方法であって、

  （ａ）分子のライブラリを準備するステップと、

  （ｂ）特異的な結合が可能な条件下で、請求項１の核酸配列を分子のライブラ

リと結合させるステップと、

  （ｃ）特異的な結合を検出して、前記核酸配列と特異的に結合する分子を同定

するステップとを含むスクリーニング方法。

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

ド、タンパク質から選択されることを特徴とする請求項１２のライブラリ。

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

    【請求項１５】    マイクロアレイ上の請求項２の核酸配列。

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

離され精製された哺乳動物タンパク質。

    【請求項１７】    請求項１６のオリゴペプチド。

    【請求項１８】    タンパク質若しくはその一部を用いて、前記タンパク質

と特異的に結合する少なくとも１つの分子を同定するべく、分子のライブラリを

スクリーニングする方法であって、

  （ａ）分子のライブラリを準備するステップと、

  （ｂ）特異的な結合が可能な条件下で、請求項１６のタンパク質若しくはその

一部を、前記分子のライブラリと結合させるステップと、

  （ｃ）特異的な結合を検出して、前記タンパク質と特異的に結合する分子を同

定するステップとを含むスクリーニング方法。

    【請求項１９】    前記ライブラリが、DNA分子及びRNA分子、PNA、ペプチ

ド、タンパク質、アゴニスト、アンタゴニスト、抗体、免疫グロブリン、インヒ

ビター及び薬剤から選択されることを特徴とする請求項１８のライブラリ。

    【請求項２０】    前記タンパク質の活性を調節する請求項１８の分子。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の技術分野）

  本発明は、新規哺乳動物タンパク質の核酸配列及びアミノ酸配列、並びにこれ

らの配列を用いた細胞増殖異常及び脂質異常の診断及び治療、予防に関連する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  生物間の系統発生的な関係が何度も実証され、様々な原核生物及び真核生物の

研究によって、生化学的及び生理学的な機構及び代謝経路の実質的に漸進的な進

化が示された。異なった進化の圧力にもかかわらず、酵母及び線虫、ハエ、ラッ

ト及びヒトの細胞周期を調節するタンパク質が、共通の化学的若しくは構造的特

徴を有し、同一の一般的な細胞内の活性を調節する。ヒト遺伝子配列を、構造及

び／または機能が既知である他の生物の遺伝子配列と比較することによって、研

究者は類似性を引き出したり、仮説を検証するモデル系を開発することができる

。これらのモデル系は、ヒトの症状及び疾患、障害の診断及び治療に用いる薬剤

の開発及び検査において極めて重要である。

      【０００３】

  脂肪酸は、リン脂質、糖脂質、ホルモン、及び細胞内メッセンジャーの生成の

ため、またタンパク質を膜に固着させるため、更に燃料分子として必要である。

大抵の細胞は、アセテート基質から脂肪酸を合成することができるが、多くの哺

乳動物細胞は、トリグリセリドの加水分解によって脂肪酸を得ることができる。

リン脂質は、主に滑面小胞体の表面で合成される。大抵の細胞は脂肪酸を恒常的

に合成するが、細胞がそれを必要性とする程度によって合成量が変動する。高速

で細胞が分裂している最中は、膜の形成のために大量のリン脂質の産生を必要と

する。絶食させた後に、炭水化物が多く脂肪の少ない飼料を与えた動物は、脂肪

酸の合成に必要な酵素の量及び活性が著しく増大する。長鎖脂肪酸の合成の増大

も、乳房及び前立腺、卵巣、結腸、子宮内膜に発生する新生物を含む多数の一般

的な新生物で起こる。脂肪酸の生合成の主な酵素である脂肪酸合成酵素（FAS）

の過剰な発現は、乳ガンの予後が悪いことを表し、腫瘍の成長にとって重要であ
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ることが分かった（Moncur他(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 95:6989-6994）。

      【０００４】

  脂肪酸の合成に関与する酵素の転写調節は、Spot 14 (S14)タンパク質に関連

する。S14は、ホモダイマーの形成に関与するカルボキシ末端の「ジッパー（zip

per）」ドメインを有する小さな酸性核タンパク質である。このS14は、代謝燃料

として用いるために脂質を産生する授乳哺乳動物組織、白色及び茶色の脂肪組織

、肝臓などの組織において発現される。S14の発現は、インスリン、食物炭水化

物、グルコース、及び甲状腺ホルモンに応答して増大し、グルカゴン及び絶食、

糖尿病に応答して減少する。アンチセンスオリゴヌクレオチドの発現から、S14

がFAS及びATPシトレートリアーゼを含む幾つかの脂質生成酵素の組織特異的発現

を誘導することが分かった。S14遺伝子は、乳ガンの約20%において増幅される染

色体領域である第11染色体の位置q13.5に位置し、幾つかの乳ガン由来細胞株及

び原発乳ガンの大多数において発現する（Cunningham他(1998) Thyroid 8:815-8

25; Liaw and Towle (1984) J. Biol. Chem. 259:7253-7260; Brown他(1997) J.

 Biol. Chem. 272:2163-2166; and Moncur, supra）。

      【０００５】

  ゼブラフィッシュ原腸形成タンパク質G12は、酸性pH(～4.9)及びほぼ同じ大き

さ（～17キロダルトン）を含む特徴をS14と共有する。この２つのタンパク質間

の配列類似性は、ジッパードメインを含むカルボキシ末端において最も高い。哺

乳動物栄養外胚葉に類似して、細胞のエンベロープ層（EVL）が広がって、発生

中の胚の深い細胞の層を覆う原腸形成中に、G12がEVLの外側に発現する。この時

、EVLの頂端膜の代謝回転が増大し、細胞膜に用いられるリン脂質の要求が高ま

る（Conway (1995) Mech. Dev. 52:383-391; Fink and Cooper (1996) Dev. Bio

l. 174:180-189）。

      【０００６】

  新規の哺乳動物タンパク質をコードするポリヌクレオチドの発見により、細胞

増殖異常及び脂質異常の診断及び治療、予防に有用な新規の組成物を提供するこ

とで当分野のニーズに応えることができる。

      【０００７】
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  （発明の要約）

  本発明は、脂質代謝転写因子（LMTF）である哺乳動物タンパク質をコードする

ポリヌクレオチドの発見に基づき、細胞増殖異常症及び脂質異常の特徴付け・診

断・予防・治療に有用な新規の組成物を提供することで当分野のニーズを満たす

。

      【０００８】

  本発明は、SEQ ID NO:1の核酸配列若しくはその断片を含む単離され精製され

た哺乳動物ポリヌクレオチドを提供する。本発明はまた、ラット及びマウス、サ

ル由来の哺乳動物ポリヌクレオチドに相同な断片を提供する。

      【０００９】

  本発明は更に、高いストリンジェンシーの条件下で、SEQ ID NO:1のポリヌク

レオチドとハイブリダイズする単離され精製されたポリヌクレオチド若しくはそ

の断片を提供する。本発明はまた、SEQ ID NO:1のポリヌクレオチドに相補的な

単離され精製されたポリヌクレオチドを提供する。一実施態様では、一本鎖相補

RNA若しくはDNA分子をプローブとして用いて、高いストリンジェンシーの条件の

下で、この哺乳動物ポリヌクレオチド若しくはその断片とハイブリダイズする。

      【００１０】

  本発明は更に、核酸を含むサンプルにおいてポリヌクレオチドを検出する方法

であって、（ａ）プローブをサンプルの核酸の少なくとも１つとハイブリダイズ

してハイブリダイゼーション複合体を形成するステップと、（ｂ）そのハイブリ

ダイゼーション複合体を検出するステップとを含み、そのハイブリダイゼーショ

ン複合体の存在がサンプルのそのポリヌクレオチドの存在と相関性を有する方法

を提供する。一実施態様では、この方法は、ハイブリダイゼーションの前にその

ポリヌクレオチドを増幅するステップを更に含む。このポリヌクレオチド若しく

はその断片は、マイクロアレイ上のエレメント若しくは標的を構成し得る。本発

明はまた、ポリヌクレオチド若しくはその断片と特異的に結合する分子のライブ

ラリをスクリーニングする方法であって、分子のライブラリを準備するステップ

と、特異的な結合が可能な条件下で、請求項１のポリヌクレオチドを複数の分子

と結合させるステップと、複数の分子のそれぞれとそのポリヌクレオチドとの結



(7) 特表２００３－５０１０２６

合を検出して、そのポリヌクレオチドに特異的に結合する少なくとも１つの分子

を同定するステップとを含むスクリーニング方法を提供する。このような分子は

、ポリヌクレオチド機能の潜在的な制御因子である。

      【００１１】

  本発明はまた、SEQ ID NO:1のポリヌクレオチドの少なくとも断片を含む発現

ベクターを提供する。別の実施態様では、この発現ベクターは宿主細胞内に含ま

れる。

      【００１２】

  本発明は更に、タンパク質を生産する方法であって、宿主細胞を培養してタン

パク質を発現させるステップと、そのタンパク質をその宿主細胞から回収するス

テップとを含むタンパク質生産方法を提供する。本発明はまた、SEQ ID NO:2の

アミノ酸配列若しくはその一部を含む単離され精製されたタンパク質を提供する

。更に、本発明は、医薬担体と共にSEQ ID NO:2の配列若しくはその断片を有す

る実質的に精製されたタンパク質を含む医薬組成物を提供する。

      【００１３】

  本発明は更に、そのタンパク質の一部を用いて抗体を産生する方法を提供する

。本発明はまた、タンパク質若しくはその一部を用いて、そのタンパク質に特異

的に結合する分子をスクリーニングする方法であって、複合体の形成が可能な条

件下で、そのタンパク質またはその断片を分子のライブラリと結合するステップ

と、その複合体を検出するステップとを含み、その複合体の存在がこのタンパク

質に特異的に結合する分子の存在を実証する。一実施態様では、この方法で確認

された分子がタンパク質の活性を増大する。別の実施態様では、この方法で確認

された分子がタンパク質の活性を減少させる。

      【００１４】

  （本発明の記載について）

  本発明は、ここに開示した特定の装置及び材料、方法に限定されず、その実施

形態を変更できることを理解されたい。また、ここで用いられる用語は、特定の

実施例のみを説明する目的で用いるものであり、後述の請求の範囲によってのみ

限定され、本発明の範囲を限定することを意図したものではないということも理
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解されたい。本明細書及び請求の範囲において単数形を表す「或る」、「その（

この等）」は、文脈で明確に示していない場合は複数形を含むことに注意された

い。従って、例えば「或る宿主細胞」は当業者には周知の複数の宿主細胞を含む

。

      【００１５】

  本明細書で用いた全ての科学技術用語は、別の方法で定義されていない限り、

本発明の属する技術分野の一般的な技術者が普通に解釈する意味と同じである。

本明細書に記載の全ての文献は、本発明に関連して使用する可能性のある文献に

記載された細胞系、プロトコル、試薬、ベクターを記述し開示するために引用し

た。従来の発明を引用したからと言って、本発明の新規性が損なわれると解釈さ

れるものではない。

      【００１６】

  （定義）

  「LMTF」は、天然、合成、半合成或いは組換え体など全ての種（特にウシ、ヒ

ツジ、ブタ、マウス、ウマ及びヒトを含む哺乳動物）から得られる、脂質代謝転

写因子である実質的に精製されたタンパク質を指す。

      【００１７】

  「媒介物、分子または化合物」は実質的に同じ意味で用いられ、本発明のポリ

ヌクレオチド及びタンパク質と相互作用する、或いは特異的に結合する、または

その発現を調節する。また、「物質、分子または化合物」は、核酸及びタンパク

質、炭水化物、脂肪、脂質、有機物質及び無機物質の少なくとも１つを含み得る

。

      【００１８】

  「生物学的に活性」は、自然発生或いは組み換え分子、または合成分子の構造

的または免疫学的、調節的、化学的な機能を有するタンパク質を指す。

      【００１９】

  「相補的な」は、プリン塩基とプリミジン塩基の水素結合による自然の塩基対

形成を指す。例えば、配列A-C-G-Tは、その相補配列T-G-C-A若しくはU-G-C-Aと

水素結合する。２つの一本鎖分子の相補性は、ヌクレオチドの幾つかのみが結合
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する部分的に相補性、ヌクレオチドの殆ど全てが結合する相補性とがある。核酸

鎖間の相補性の程度は、ハイブリダイゼーション及び増幅反応の効率及び強度に

影響する。

      【００２０】

  「誘導体」は、化学修飾されたポリヌクレオチド若しくはタンパク質配列を指

す。配列の化学修飾には、生物学的活性若しくは分子の寿命を維持するか増大す

る、アルキル基またはアシル基、アミノ基による水素の置換や、グリコシル化、

ポリエチレングリコール化、または類似の任意のプロセスが含まれる。

      【００２１】

  「断片」は、使用可能な機能的特性を維持するポリヌクレオチドのインサイト

社クローン若しくは任意の一部を指す。有用な断片には、ハイブリダイゼーショ

ン若しくは増幅技術、複製の調節、転写や翻訳に有用なポリヌクレオチドを含む

。

      【００２２】

  「ハイブリダイゼーション複合体」は、プリン塩基とプリミジン塩基との間の

水素結合の形成による２つの核酸配列間の複合体を指す。

      【００２３】

  「ポリヌクレオチド」は、核酸または核酸配列、オリゴヌクレオチド、ヌクレ

オチド、またはそれらの任意の断片を指す。また、「ポリヌクレオチド」は、ゲ

ノム若しくは合成起源のDNA或いはRNAの二本鎖若しくは一本鎖であり、炭水化物

または脂質、タンパク質、その他の物質と結合して、ペプチド核酸（PNA）等の

有用な組成物の形成やトランスフォーメーションなどの特定の作用を行う。「オ

リゴヌクレオチド」は、アンプリマー（amplimer）及びプライマー、オリゴマー

、エレメント、標的、プローブと実質的に同一であり、好ましくは一本鎖である

。

      【００２４】

  「タンパク質」は、自然発生或いは合成のアミノ酸、アミノ酸配列、オリゴペ

プチド、ペプチド、ポリペプチド、またはそれらの一部を指す。

      【００２５】



(10) 特表２００３－５０１０２６

  「一部」は、任意の目的、特に抗体の一部と特異的に結合する若しくは抗体の

産生のための分子や化合物をスクリーニングするために用いられるタンパク質の

任意の一部を指す。

      【００２６】

  「サンプル」は、その最も広い意味で用いられる。核酸を含むサンプルは、体

液や、細胞抽出物、細胞から単離された染色体、細胞小器官、膜や、溶液中の或

いは基板に結合されたゲノムDNAまたはRNA、cDNAや、組織、細胞、組織プリント

等を含み得る。

      【００２７】

  その哺乳動物ポリヌクレオチド若しくはタンパク質に「特異的に結合する」分

子若しくは化合物は、この哺乳動物タンパク質の活性を安定させる或いは増減さ

せる核酸または炭水化物、脂質、タンパク質、その他の任意の有機分子若しくは

無機分子、或いはそれらの組み合わせを含み得る。

      【００２８】

  「実質的に精製された」は、その自然環境から分離した核酸若しくはアミノ酸

配列であって、分離即ち単離し、自然の状態では共に存在するその他の成分から

少なくとも約６０％、好適には約７５％、最も好適には、約９０％取り除かれた

ものを指す。

      【００２９】

  「基板」は、ポリヌクレオチド或いはポリペプチドが結合する任意の好適な固

体或いは半固体の支持物を指し、膜またはフィルター、チップ、スライド、ウエ

ハ、ファイバー、磁気または非磁気ビーズ、ゲル、毛細管または他のチューブ、

プレート、ポリマー、微小粒子が含まれる。この基板は、孔または溝、ピン、チ

ャネル、細孔を含む様々な表面形態を有する。

      【００３０】

  （発明）

  本発明は、新規の哺乳動物タンパク質LMTFをコードする新規の哺乳動物ポリヌ

クレオチドの発見に基づいた、細胞増殖異常及び脂質異常症の特徴付け・診断・

治療・予防におけるそれらの組成物の使用に関する。
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      【００３１】

  本発明の哺乳動物タンパク質をコードする核酸は、ラット（オス）生殖組織で

異なって発現したインサイト社クローン700145292H1を用いてBLASTによって同定

された。コンセンサス配列SEQ ID NO:1は、インサイト社クローン1479946F6、32

41390F6、1432520R1、4534217H1、2191992H1、1320132T1、 1516707T1、5595953

H1及び1988906R6（SEQ ID NO:3－11）を重複及び/または伸長して構築した。図

１Ａ－図１Ｆは、SEQ ID NO:1のコンセンサス配列及びその翻訳を示す。

      【００３２】

  一実施例では、SEQ ID NO:2のアミノ酸配列LMTFを含むタンパク質は、アミノ

酸183個の長さであり、N77残基における１個の潜在的なNグリコシル化部位と、S

96及びT162、T169残基における３個の潜在的なプロテインキナーゼCリン酸化部

位と、L154及びL168残基における潜在的なロイシンジッパーモチーフとを有する

。図２Ａ及び図２Ｂに示されているように、このタンパク質は、ゼブラフィッシ

ュG12(GI 861207; SEQ ID NO:26)及びマウスS14(GI 1171574; SEQ ID NO:27)と

化学的及び構造的類似性を有する。特に、LMTFは、G12タンパク質と48%の同一性

、S14と32％の同一性を有する。LMTF及びG12、S14はそれぞれ、LASERGENE softw

are(DNASTAR)を用いて算出した大きさ（それぞれ、20 kDa、7.5 kDa、17 kDa）

及び等電点（それぞれ、5.3、5.0、4.8）が類似している。更に、LMTF及びG12、

S14は、LMTFのL154及びL161、L168残基におけるジッパーモチーフを含む保存さ

れたロイシン残基を共に有する。

      【００３３】

  表１は、ヒト及びラット、マウス、サル由来の核酸断片、それらの配列範囲、

及びSEQ ID NO:1との同一性（％）を示す。列１及び列２は、それぞれの核酸断

片に対応するSEQ ID NO及びインサイト社クローン番号を示す。SEQ ID NO:1及び

SEQ ID NO:3－11の断片は、ここで開示する哺乳動物タンパク質とSEQ ID NO:12

‐25を含む類似配列とを区別したり同定するためのハイブリダイゼーション若し

くは増幅技術に有用である。列３は、各断片のヌクレオチドの長さを示す。列４

及び５はそれぞれ、断片が由来する生物、及び断片が単離されたインサイト社の

cDNAライブラリを示す。列６は、各断片が同一性を示すSEQ ID NO:1のヌクレオ
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チド残基の適用範囲を示す。列７は、各断片と列６に示したSEQ ID NO:1のヌク

レオチドとの間の配列同一性の程度（％）を示す。

      【００３４】

  ノーザン分析は、様々なライブラリ、特にヒト及びラット、サルの神経組織に

おけるLMTFの発現を示す。癌や炎症などの細胞増殖に関連した症状においてLMTF

が発現することに注目されたい。

      【００３５】

  サル由来SEQ ID NO:12－13及びラット由来SEQ ID NO:14－15、ラット由来SEQ 

ID NO:16－25を含む哺乳動物断片は、SEQ ID NO:1若しくはSEQ ID NO:3－11の何

れかを用いて同定された。これらの断片を用いて、或る種の完全長配列を求めて

、これを用いてヒトの疾患を模倣する遺伝子組み換え動物を作り出すことが可能

である。これらの断片を用いて、ハイブリダイゼーション及び増幅技術を利用し

て、動物の毒性検査、臨床検査、及び長期に渡る患者の治療経過をモニタリング

することができる。

      【００３６】

  （本発明の特徴付け及び使用）

  ここに開示する特定の実施例では、当分野で周知の方法を用いて哺乳動物の細

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

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

代表する少なくとも１つのライブラリの作製方法が以降に記載する実施例の中に

示されている。コンセンサス哺乳動物配列は、インサイト社クローンを含む断片

の伸長から及び／またはAUTOASSEMBLERアプリケーション(PE Biosystems, Foste

r City CA)などのコンピュータプログラムを用いるショットガン配列から化学的

及び／または電子的に構築した。

      【００３７】

  核酸配列をシークエンシングする方法は当分野で周知であり、これを用いて本

発明の任意の実施例を行うことができる。この方法は、DNAポリメラーゼIのクレ

ノウフラグメント、T7 SEQUENASE DNAポリメラーゼ、Taq DNAポリメラーゼ、及

びTHERMOSEQUENASE DNAポリメラーゼ（Amersham Pharmacia Biotech (APB), Pic
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ataway NJ）等の酵素、またはELONGASE増幅システム（Life Technologies, Rock

ville MD）に見られるような校正エクソヌクレアーゼ及びポリメラーゼの組み合

わせを用い得る。配列の準備は、HYDRAマイクロディスペンサー（Robbins Scien

tific, Sunnyvale CA）、MICROLAB 2200システム（Hamilton, Reno NV）、及びD

NA ENGINEサーマルサイクラー（PTC200; MJ Research, Watertown MA）などの装

置を用いて自動的に行うのが望ましい。ABI 3700、377若しくは373DNAシークエ

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

システム（APB）等の装置を用いてシークエンシングを行う。Ausubel(1997; Sho

rt Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York NY, unit 

7.7) 及びMeyers(1995; Molecular Biology and Biotechnology, Wiley VCH, Ne

w York NY, pp. 856-853)に記載されている当分野で周知の様々なアルゴリズム

を用いて、シークエンシングした配列を分析することができる。

      【００３８】

  ショットガンシークエンシングを用いて、多数の試料に由来するクローニング

挿入断片からより多くの配列を作り出す。ショットガンシークエンシング方法は

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

の核酸配列の隣接領域の一部から選択されたプライマーを用いる。当分野で周知

の様々なアルゴリズムやプログラム（Gordon (1998) Genome Res. 8:195-202）

を用いて、プレフィニッシュ配列（完全には構築されていない配列）を調べる。

ベクターやキメラ配列、または欠失配列を含む汚染配列を除去して、プレフィニ

ッシュ配列を完全な配列に構築する。

      【００３９】

  本発明の配列は、当分野で周知の様々なPCR系の方法を用いて伸長することが

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

primer）、市販のcDNA若しくはゲノムDNAライブラリ（Life Technologies; Clon

tech, Palo Alto CA, respectively）用いて核酸配列を伸長する。全てのPCR系

の方法に用いるプライマーは、OLIGO 4.06ソフトウェア（National Biosciences

, Plymouth MN）等の市販のソフトウェアを用いて、ヌクレオチドの長さが約22

～30個、G＋Cの含有率が約50%以上、約68～72℃の温度で標的配列とアニールす
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るように設計することができる。調節要素を復活させるために配列を伸長する場

合、cDNAライブラリよりゲノムライブラリを用いる方が都合が良い。

      【００４０】

  SEQ ID NO:1のポリヌクレオチド配列及びその断片は、様々な目的の様々なハ

イブリダイゼーション技術に用いることができる。ハイブリダイゼーションプロ

ーブは、SEQ ID NO:1の一部を用いるか、或いはSEQ ID NO:1から設計することが

できる。このようなプローブは、5'調節領域などの極めて特殊な領域から、或い

は保存されたモチーフから作製可能であり、これらのプローブを、この哺乳動物

タンパク質若しくはアレル変位配列、関連配列をコードする自然発生の配列を同

定するためのプロトコルに用いることができる。これらの配列は、任意のこのタ

ンパク質配列と少なくとも50%の配列同一性を有することが望ましい。本発明の

ハイブリダイゼーションプローブには、SEQ ID NO:1の配列に由来するか、或い

は哺乳動物遺伝子のプロモータ及びエンハンサ、イントロンを含むゲノム配列に

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

ブ或いはPCRプローブは、オリゴ標識化、ニックトランスレーション法、末端標

識化、または標識されたヌクレオチドの存在下のPCR増幅を利用して作製するこ

とができる。この核酸配列を含むベクターを用いて、RNAポリメラーゼ及び標識

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

れらの方法はAPB社が販売するキットを用いて行うことができる。

      【００４１】

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

の含有率、塩濃度、及び温度によって決まる。特に、ストリンジェンシーは、塩

の濃度を下げるか或いはハイブリダイゼーションの温度を上げるかして高めるこ

とができる。ある膜系のハイブリダイゼーション用の溶液にホルムアミドなどの

有機溶媒を加えて、反応が低い温度で起こるようにすることができる。ハイブリ

ダイゼーションは、１%のドデシル硫酸ナトリウム（SDS）を含む5xSSCなどの低

いストリンジェンシーの緩衝液で、60℃で行うことができるが、核酸配列間に不

適正塩基対を含む複合体の形成を許容し得る。続く洗浄は、45℃（中程度のスト

リンジェンシー）或いは68℃（高いストリンジェンシー）の何れかの温度、0.1%
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のSDSを含む0.2xSSCなどの高いストリンジェンシーで行う。高いストリンジェン

シーでは、ハイブリダイゼーション複合体は、完全に相補的な核酸配列部分のみ

が持続して保持される。ある膜系のハイブリダイゼーションにおいて、好ましく

は35%、最も好ましくは50%のホルムアミドをハイブリダイゼーション溶液に加え

てハイブリダイゼーションを行う温度を下げたり、または、SarkosylやTriton X

-100などの他の界面活性剤及びサケ精子DNAなどの遮断剤を用いてバックグラウ

ンドシグナルを低減することが可能である。ハイブリダイゼーションの条件や要

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

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

Y.に記載されている。

      【００４２】

  当分野で周知の方法を利用して、マイクロアレイを準備して分析することがで

きる。オリゴヌクレオチドをマイクロアレイのプローブや標的として用いること

ができる。マイクロアレイを用いて、同時に極めて多数の遺伝子の発現レベルを

モニタリングし、遺伝子変異体、突然変異及びSNP（一塩基多型）を同定するこ

とができる。このようなデータを用いて、遺伝子機能の決定や、症状及び疾患、

または障害における遺伝子原理の解明や、症状及び疾患、または障害の診断薬や

治療薬の開発、更にこれらの活性のモニタリングを行うことができる（例えば、

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

:10614-10619; Baldeschweiler他(1995) PCT出願 W095/251116; Shalon他(1995)

 PCT出願W095/35505; Heller他(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 94:2150-2155; 

and Heller他(1997) USPN 5,605,662を参照）。

      【００４３】

  ハイブリダイゼーションプローブはまた、自然発生のゲノム配列のマッピング

に有用である。配列は特定の染色体や染色体の特定の領域、或いはヒト人工染色

体（HAC）、酵母人工染色体（YAC）、細菌人工染色体（BAC）、細菌P1作製物、

或いは単一の染色体DNAライブラリなどの人工染色体作製物にマップすることが

できる。

      【００４４】
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  この哺乳動物タンパク質をコード可能な多数のポリヌクレオチド配列をベクタ

ーにクローニングして、このタンパク質若しくはその一部を宿主細胞で発現させ

ることができる。このヌクレオチド配列を、DNAシャフリング（Stemmer and Cra

meri (1996) USPN5,830,721）や部位特異的変異誘発などの方法によって操作し

て、新規の制限部位を作り出したり、グリコシル化パターンを変えたり、コドン

の読み枠を変えて特定の宿主における発現を増大させたり、スプライスバリアン

トを作り出したり、半減期を伸ばすことなどが可能である。この発現ベクターは

、転写及び翻訳調節要素（プロモーター及びエンハンサー、特定の開始シグナル

、3'非翻訳領域）を含み得る、特定の宿主における効率から選択された様々な試

料である。in vitro組み換えDNA技術及び合成技術及び／または当分野で周知のS

ambrook(前出、ch. 4, 8, 16 and 17)に記載された遺伝子組み換え技術を用いて

、このベクター及び核酸配列、調節要素を結合することができる。

      【００４５】

  様々な宿主系を発現ベクターで形質転換することができる。以下に限定するも

のではないが、これらの中には組み換えバクテリオファージまたはプラスミド、

コスミドDNA発現ベクターで形質転換された細菌や、酵母発現ベクターで形質転

換された酵母、バキュロウイルス発現ベクターで形質転換された昆虫細胞系、ウ

イルス要素及び／または細菌要素を含む発現ベクターで形質転換された植物細胞

系や動物細胞系（Ausubel前出、unit 16）が含まれる。例えば、アデノウイルス

転写／翻訳複合体を哺乳動物細胞に用いることができる。配列をウイルスゲノム

の必要ではないEl若しくはE3領域に結合させ、この感染ウイルスを用いて形質転

換させ、宿主細胞でタンパク質を発現させることができる。また、ラウス肉腫ウ

イルスエンハンサやSV40、またはEBV系のベクターを用いてタンパク質を高いレ

ベルで発現するようにすることができる。

      【００４６】

  ポリヌクレオチド配列のルーチンのクローニング及びサブクローニング、増殖

は、多機能PBLUESCRIPTベクター（Stratagene, La Jolla CA）若しくはPSPORT1

プラスミド（Life Technologies）を用いて行うことができる。ポリヌクレオチ

ド配列をこれらのベクターの多数のクローニング部位に導入すると、lacZ遺伝子
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が破壊され、形質転換された細菌を調べるための比色スクリーニング法が可能と

なる。更に、これらのベクター用いて、in vitroでの転写、ジデオキシシークエ

ンシング、ヘルパーファージによる一本鎖の調整、クローニングされた配列に入

れ子の欠失を作り出すことができる。

      【００４７】

  長期に渡って組み換えタンパク質を産生させるために、同一或いは別のベクタ

ー上に選択可能なマーカー遺伝子や可視マーカー遺伝子と共にこのベクターを持

続的に細胞株に形質転換することができる。形質転換後、細胞を強化培地で約１

～２日の間増殖させてから選択培地に移す。代謝拮抗物質、抗体、除草剤耐性遺

伝子を含む選択マーカーは、好適に選択された媒介物に抵抗性を与え、導入配列

を確実に発現する細胞の増殖及び回収が可能となる。アントシアニン、緑色蛍光

タンパク質（GFP）、βグルクロニダーゼ、ルシフェラーゼなどの選択マーカー

の発現によって同定された或いは選択培地に生存することによって同定された抵

抗性のクローンを、組織培養技術を用いて増殖することができる。可視マーカー

はまた、導入された遺伝子によって発現するタンパク質の量を定量するために用

いることができる。宿主細胞が目的の哺乳動物ポリヌクレオチドを含むか否かの

判定は、DNA-DNA若しくはDNA-RNAハイブリダイゼーション、PCR増幅技術に基づ

いて行うことができる。

      【００４８】

  宿主細胞は、組み換えタンパク質を目的の形に修飾する能力によって選択する

ことができる。このような修飾には、アセチル化及びカルボキシル化、グリコシ

ル化、リン酸化、脂質化、及びアシル化などが含まれる。「プレプロ」形を切断

する翻訳後プロセシングを用いて、タンパク質のターゲッティング、折り畳み及

び／または活性を特定することができる。翻訳後の活性のための特定の細胞装置

及び特徴のある機構を有する種々の宿主細胞（CHO及びHEK293、W138; American 

Type Culture Collection (Manassas VA)）が、外来タンパク質の正確な修飾及

びプロセシングを確実にするために選択される。

      【００４９】

  精製を容易にするべくベクターに導入する異種部分には、グルタチオンSトラ
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ンスフェラーゼ（GST）、カルモジュリン結合ペプチド（CBP）、6-His、FLAG、c

-myc等が含まれる。GST及びCBP、6-Hisは、グルタチオン、カルモジュリン、及

び金属キレート樹脂などが固定された市販のアフィニティーマトリックスを用い

て精製される。FLAG及びc-mycは、市販のモノクローナル及びポリクローナル抗

体を用いて精製される。目的のタンパク質配列と異種部分との間にタンパク分解

切断部位があると、生成の後の分離が容易になる。組み換えタンパク質の発現及

び精製の方法はAusubel(supra, unit 16)に記載され市販されている。

      【００５０】

  タンパク質若しくはその一部は、組み換え方法以外の当分野で周知の化学的方

法によっても作製することができる。固相技術を用いるペプチド合成は、バッチ

式或いは連続的なフロープロセスによって行うことができる。連続的なフロープ

ロセスは、連続的にαアミノ－及び側鎖保護アミノ酸残基をリンカーを介して不

溶性の高分子支持物に追加する。メチルアミン被覆ポリエチレングリコールなど

のリンカーを、ポリ（styrene-co-divinylbenzene）に結合させて支持レジンを

形成する。このアミノ酸残基は、酸不安定Boc(t-butyloxycarbonyl) 若しくは塩

基不安定Fmoc(9-fluorenylmethoxycarbonyl)によって保護されたN-α-である。

保護されたアミノ酸のカルボキシル基をリンカーのアミンに結合して、この残基

を固相支持レジンに結合させる。Boc若しくはFmocを用いた場合、トリフルオロ

酢酸若しくはピペリジンを用いて保護基を除去する。カップリング試薬若しくは

予め活性化されたアミノ酸誘導体を用いて、追加する各アミノ酸を結合された残

基に追加してから、レジンを洗浄する。完全長のペプチドは、連続的な保護の停

止、誘導体化アミノ酸の結合、dichloromethane及び／またはN-ジメチルホルム

アミドでの洗浄によって合成される。ペプチドは、ペプチドカルボキシル末端と

リンカーとの間で切断され、ペプチド酸またはペプチドアミドになる（Novabioc

hem 1997/98 Catalog and Peptide Synthesis Handbook, San Diego CA pp. S1-

S20）。ペプチドの自動合成は、ABI 431 A ペプチドシンセサイザー（PE Biosys

tems）などの装置で行うこともできる。タンパク質またはその一部は調整用の高

性能液体クロマトグラフィーによって実質的に精製し、その組成はアミノ酸分析

またはシークエンシングによって確認することができる（Creighton (1984) Pro
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teins. Structures and Molecular Properties, WH Freeman, New York NY）。

      【００５１】

  ヤギ及びウサギ、ラット、マウス、ヒトなどを含む様々な宿主は、哺乳動物タ

ンパク質若しくはその任意の一部を注入して免疫することができる。フロイント

などのアジュバンド及びミネラルゲル、リゾレシチン、pluronic polyol、ポリ

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

ジニトロフェノールなどの表面活性物質を用いて免疫反応を高めることができる

。オリゴペプチド、ペプチドまたはタンパク質の一部を用いて、天然のタンパク

質の一部と同一である少なくとも約５個のアミノ酸、より好ましくは１０個のア

ミノ酸を含む抗体を誘発させる。オリゴヌクレオチドをKLHなどのタンパク質と

融合させて、キメラ分子に対する抗体を産生させる。

      【００５２】

  モノクローナル抗体は、培養中の連続細胞株によって抗体を産生させる任意の

技術を用いて準備する。以下に限定するものではないが、この中には、ハイブリ

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

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

ol. Methods 81:31-42: Cote他(1983) Proc. Natl. Acad. Sci. 80:2026-2030; 

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

      【００５３】

  別法では、当分野で周知の方法を用いて、上記した一本鎖抗体を産生させる技

術で、エピトープ特異的一本鎖抗体を産生させる。哺乳動物タンパク質のエピト

ープに対して特異的に結合する部位を含む抗体断片を産生させる。限定するもの

ではないが、このような断片には、例えば、抗体分子のペプシン消化によって作

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

したFab断片が含まれる。別法では、Fab発現ライブラリを作製して、目的の特異

性を有するモノクローナルFab断片の高速かつ容易な同定ができるようにする（

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

      【００５４】

  この哺乳動物タンパク質を用いて、ファージミドまたはBリンパ球免疫グロブ
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リン・ライブラリをスクリーニングして、目的の特異性を有する抗体を同定する

。確立された特異性を有するモノクローナル抗体或いはポリクローナル抗体のい

ずれか一方を用いる、競合的結合または免疫アッセイの様々なプロトコルは当分

野で周知である。このようなイムノアッセイは通常、このタンパク質とその特異

的な抗体との複合体を形成させるステップを伴う。２つの非干渉エピトープに反

応性のモノクローナル抗体を用いる２部位モノクローナル系イムノアッセイが好

ましいが、競合的結合アッセイを用いることもできる（Pound (1998) Immunoche

mical Protocols. Humana Press, Totowa NJ）。

      【００５５】

  多種多様な標識化及び接合技術は当分野で周知であり、様々な核酸及びアミノ

酸、抗体のアッセイに用いられ得る。標識した分子の合成は、32P-dCTPまたはCy

3-dCTP、Cy5-dCTPなどの標識したヌクレオチドまたは35Sメチオニンなどのアミ

ノ酸（APB）の組み込みのためのAPBキット或いはPromega (Madison WI)を用いて

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

, Eugene OR)などの試薬を使い、様々な物質（蛍光剤または化学発行剤、色素産

生剤など）を用いて、それらの分子中に存在するアミン及びチオールまたは他の

基に化学接合させることで直接標識することができる。

      【００５６】

  （診断）

  本発明のポリヌクレオチド、その断片やオリゴヌクレオチド、相補的なRNA及

びDNA分子、PNAを用いて、遺伝子発現の変化、mRNAの不在/存在、発現の過剰或

いは不足を検出して定量したり、治療中のmRNAレベルをモニタリングすることが

できる。LMTFの発現の変化に関連する症状や疾患、または異常症の中には、細胞

増殖異常症が含まれ、限定するものではないが、その中には日光性角化症及びア

テローム性動脈硬化、滑液包炎、硬変、肝炎、混合型結合組織病、骨髄線維症、

発作性夜間ヘモグロビン尿症、真性多血症、乾癬、原発性血小板血症、並びに腺

癌及び白血病、リンパ腫、黒色腫、骨髄腫、肉腫、及び奇形癌、具体的には、副

腎、膀胱、骨、骨髄、脳、乳房、頚部、胆嚢、神経節、消化管、心臓、腎臓、肝

臓、肺、筋肉、卵巣、膵臓、副甲状腺、陰茎、前立腺、唾液腺、皮膚、脾臓、精
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巣、胸腺、子宮の癌などが含まれ、また、脂質代謝異常も含まれ、その中には、

脂肪肝、胆汁うっ滞、原発性胆汁性肝硬変、カルニチン欠乏症、カルニチンパル

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

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

cy）、hypertriglyceridemia、ファブリー病などの脂質貯蔵病、ゴーシェ病、ニ

ーマン‐ピック病、変染色性白質ジストロフィー、副腎性白質ジストロフィー、

GM２にガングリオシドーシス、セロイドリポフスチン症、無β‐リポ蛋白血症、

タンジアー病、リポ蛋白過剰血症、糖尿病、脂肪異栄養症、脂肪腫症、急性皮下

脂肪組織炎、播種性脂肪組織壊死症、有痛脂肪症、リポイド副腎過形成、リポイ

ドネフローゼ、脂肪腫、高コレステロール血症、高トリグリセリド血症を伴った

高コレステロール血症、原発性低αリポ蛋白血症（primary hypoalphalipoprote

inemia）、低甲状腺症（hypothyroidism）、腎臟病、肝疾患、レシチン-コレス

テロールアシルトランスフェラーゼ欠乏症、脳腱黄色腫症、低コレステロール血

症、テイ‐サックス病、サンドホフ病、高脂血症、脂肪過剰血症、脂質筋障害、

肥満症が含まれる。診断アッセイに、ハイブリダイゼーションまたは増幅技術を

用いて、患者からの生物学的サンプルの遺伝子発現レベルを標準的なサンプルの

値と比べて遺伝子発現の変化を検出する。質的または量的なこのような比較法は

当分野で周知である。

      【００５７】

  例えば、核酸配列を標準的な方法で標識して患者からの生物学的サンプルに加

える。ハイブリダイゼーション複合体が形成されるインキュベーションの後、こ

のサンプルを洗浄し、標識或いはそのシグナルの量を定量して標準値と比較する

。患者のサンプルにおける標識の量が標準値と比べて異なっている場合は、関連

する症状や疾患、または異常症の存在が示唆される。

      【００５８】

  遺伝子発現に関連する症状や疾患、または異常症の診断のための基準を設ける

ために、正常或いは標準的な発現プロフィールを確立する。この発現プロフィー

ルは、動物やヒトなどの正常な被検体から採取した生物学的サンプルを、ハイブ

リダイゼーションまたは増幅に好適な条件下で、ある配列またはその断片と結合
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させることによって確立することができる。標準的なハイブリダイゼーションは

、正常な検体から得た値と、既知の量の実質的に生成されたポリヌクレオチドが

用いられる実験値と比較することによって定量することができる。このように求

めた標準値を、特定の症状を有する、または疾患や異常症の患者のサンプルから

得た値と比較することができる。標準値と特定の症状に関連する値との偏差が症

状の診断に用いられる。

      【００５９】

  またこのようなアッセイを用いて、動物実験や臨床検査における特定の治療計

画の効果を評価する、または患者個人の治療をモニタリングすることができる。

症状が確認されると治療プロトコルを開始し、通常ベースで診断アッセイを繰り

返して、被験者における発現のレベルが正常な患者に示される値に近づき始めた

か否かを調べることが可能である。連続して行ったアッセイから得た結果を用い

て、数日から数ヶ月の範囲の治療の効果を調べることができる。

      【００６０】

  （治療）

  哺乳動物LMTFのある領域と、ゼフラフィッシュG12及びマウスSpotl4のある領

域との間に、例えば配列及びモチーフの文脈に化学的及び構造的類似性が存在す

る。更に、発現は、神経組織に密接に関連し、細胞増殖及び炎症の疾患において

ある役割を果たすと考えられる。発現若しくは活性の増大に関連する症状の治療

においては、発現または活性を低下させることが望ましい。また、発現または活

性の低下に関連する症状の治療においては、発現または活性を増大させることが

望ましい。

      【００６１】

  一実施例において、本発明の哺乳動物タンパク質の発現または活性の変化に関

連する症状の治療または予防のために、患者にこの哺乳動物タンパク質またはそ

の断片や誘導体を投与することが可能である。限定するものではないが、このよ

うな疾患の中には細胞増殖異常症が含まれ、その中には日光性角化症及びアテロ

ーム性動脈硬化、滑液包炎、硬変、肝炎、混合型結合組織病、骨髄線維症、発作

性夜間ヘモグロビン尿症、真性多血症、乾癬、原発性血小板血症、並びに腺癌及
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び白血病、リンパ腫、黒色腫、骨髄腫、肉腫、及び奇形癌、具体的には、副腎、

膀胱、骨、骨髄、脳、乳房、頚部、胆嚢、神経節、消化管、心臓、腎臓、肝臓、

肺、筋肉、卵巣、膵臓、副甲状腺、陰茎、前立腺、唾液腺、皮膚、脾臓、精巣、

胸腺、子宮の癌などが含まれ、また、脂質代謝異常も含まれ、その中には、脂肪

肝、胆汁うっ滞、原発性胆汁性肝硬変、カルニチン欠乏症、カルニチンパルミト

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

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

）、hypertriglyceridemia、ファブリー病などの脂質貯蔵病、ゴーシェ病、ニー

マン‐ピック病、変染色性白質ジストロフィー、副腎性白質ジストロフィー、GM

２にガングリオシドーシス、セロイドリポフスチン症、無β‐リポ蛋白血症、タ

ンジアー病、リポ蛋白過剰血症、糖尿病、脂肪異栄養症、脂肪腫症、急性皮下脂

肪組織炎、播種性脂肪組織壊死症、有痛脂肪症、リポイド副腎過形成、リポイド

ネフローゼ、脂肪腫、高コレステロール血症、高トリグリセリド血症を伴った高

コレステロール血症、原発性低αリポ蛋白血症（primary hypoalphalipoprotein

emia）、低甲状腺症（hypothyroidism）、腎臟病、肝疾患、レシチン-コレステ

ロールアシルトランスフェラーゼ欠乏症、脳腱黄色腫症、低コレステロール血症

、テイ‐サックス病、サンドホフ病、高脂血症、脂肪過剰血症、脂質筋障害、肥

満症が含まれる。

      【００６２】

  別の実施例では、医薬用担体と共に実質的に精製された哺乳動物タンパク質を

含む医薬組成物を患者に投与して、限定するものではないが上記した疾患を含む

前記哺乳動物タンパク質の活性または発現の変化に関連する疾患の治療または予

防を行うことが可能である。

      【００６３】

  更なる実施例では、この哺乳動物タンパク質の活性を調節するアゴニストを患

者に投与して、限定するものではないが上記した疾患を含むこのタンパク質の発

現または活性の変化に関連する疾患の治療または予防を行うことが可能である。

      【００６４】

  更なる実施例では、この哺乳動物タンパク質またはその一部や誘導体を発現可
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能なベクターを患者に投与して、限定するものではないが上記した疾患を含むタ

ンパク質の発現または活性の変化に関連する疾患の治療または予防を行うことが

可能である。

      【００６５】

  別の実施例では、この哺乳動物タンパク質のアンタゴニスト或いはインヒビタ

ーを患者に投与して、このタンパク質の発現または活性の変化に関連する疾患の

治療または予防を行うことが可能である。一実施態様では、この哺乳動物タンパ

ク質と特異的に結合する抗体をアンタゴニストとして直接用いるか、或いはこの

哺乳動物タンパク質を発現する組織や細胞に薬剤を送達するためのターゲッティ

ングまたは送達機構として間接的に用いることもできる。

      【００６６】

  更なる実施例では、この哺乳動物タンパク質をコードするポリヌクレオチドの

相補配列を発現するベクターを患者に投与して、限定するものではないが上記し

た疾患を含むこのタンパク質の発現または活性の変化に関連する疾患の治療また

は予防を行うことが可能である。

      【００６７】

  本発明の任意の核酸またはその相補的な配列、ベクター、タンパク質、アゴニ

スト、アンタゴニスト、抗体を他の薬剤と共に投与することができる。併用療法

に用いる薬剤の選択は、当業者が従来の薬学原理に従って行うことができる。薬

剤を併用することによって、それぞれの薬剤の用量を少なくてしも、特定の疾患

の予防または治療において相乗的な効果をあげることが可能である。

      【００６８】

  遺伝子の発現は、この哺乳動物タンパク質をコードする遺伝子の調節や5'領域

、または調節領域に相補的な配列またはアンチセンス分子（DNAまたはRNA、PNA

）を設計し、これを用いて調節することができる。転写開始部位に対して設計さ

れたオリゴヌクレオチドが望ましい。同様に、ポリメラーゼまたは転写因子、調

節分子の結合を阻止する三重らせん塩基対合を用いることによって、阻害するこ

とができる（Gee他 In: Huber and Carr (1994) Molecular and Immunologic Ap

proaches, Futura Publishing, Mt. Kisco NY, pp. 163-177.）。また、相補的
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な配列を設計して、リボソームとmRNAとの結合を阻害することによって翻訳を阻

害することができる。

      【００６９】

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

ことができる。リボザイムの作用機構には、リボザイム分子と相補的な標的RNA

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

どの部位におけるヌクレオチド鎖切断が含まれる。このような部位が認識される

と、同じ配列を有するオリゴヌクレオチドは、そのオリゴヌクレオチドの機能を

不能にする二次構造特性を調べるために評価され得る。候補の標的の適性は、リ

ボヌクレアーゼ保護アッセイを用いて、相補的なオリゴヌクレオチドとのハイブ

リダイゼーションを検査して評価することもできる。

      【００７０】

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

え発現によって、或いは固相ホスホラミダイト化学合成を用いて作製することが

できる。更に、RNA分子は、この分子の5'及び／または3'末端における隣接配列

を付加することによって、或いは分子のバックボーン内のホスホジエステラーゼ

結合の替わりにホスホロチオネードや2'０-メチルを用いることによって改変し

、細胞内の安定性及び半減期を増大することができる。この修飾はPNAの生成に

固有であり、その他の核酸分子に拡大され得る。イノシン及びキュエノシン（qu

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

とによって、或いはアデニン、シチジン、グアニン、チミン、及びウリジンをア

セチル基、メチル基、及びチオ基で修飾して、この分子が内在性のエンドヌクレ

アーゼを用いるのを困難にする。

      【００７１】

  この哺乳動物タンパク質をコードする核酸配列を用いて、分子のライブラリを

スクリーニングし、特異的な結合親和性を調べる。このアッセイを用いて、生物

学的サンプルにおける核酸配列の活性を調節するDNA分子及びRNA分子、PNA、ペ

プチド、転写因子を含むタンパク質、エンハンサー、リプレッサーなどのライブ

ラリをスクリーニングすることができる。このアッセイには、分子のライブラリ
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を準備するステップと、特異的な結合が可能な条件下で、分子のライブラリとこ

の哺乳動物核酸配列またはその断片とを結合させるステップと、特異的な結合を

検出して、この核酸配列と特異的に結合する少なくとも１つの分子を同定するス

テップとが含まれる。

      【００７２】

  同様に、様々なスクリーニングアッセイで、この哺乳動物タンパク質またはそ

の一部を用いて分子のライブラリをスクリーニングすることができる。このよう

なスクリーニングに用いられるこのタンパク質の一部は、溶液中に遊離している

か、或いは生物若しくは非生物の基板（例えば細胞表面上）に固定されているか

、または細胞内に存在し得る。このタンパク質と分子との特異的な結合を測定す

ることができる。スクリーニングするライブラリの種類によって、このアッセイ

を選択して、このタンパク質に特異的に結合するDNAまたはRNA、PNA分子、アゴ

ニスト、アンタゴニスト、抗体、免疫グロブリン、インヒビター、ペプチド、タ

ンパク質、薬剤とを同定することができる。微量の検査化合物を用いる微量アッ

セイを利用するハイスループット型の方法は、USPN5,876,946に記載され、酵素

阻害または受容体結合を調べるために多数の分子をスクリーニングすることがで

きる。

      【００７３】

  医薬組成物とは、目的を達成するのに好適な量の活性処方成分を含む物質のこ

とである。当業者であれば、効果的な服用量を容易に決めることができる。全て

の化合物において、治療効果のある薬用量は、初めに細胞培養アッセイ或いは動

物モデルで推定される。また、動物モデルを用いて、理想的な濃度範囲や投与経

路を決めることができる。このようなデータを用いて、ヒトにおける有用な薬用

量及び投与経路を決める。

      【００７４】

  治療効果のある薬用量とは、症状や状態を改善するタンパク質やインヒビター

の量である。このような薬剤の治療効果や毒性は、細胞培養または実験動物にお

ける標準的な薬学的な方法、例えばED50（服用に対して集団の50%に医薬的効果

がある）及びLD50（服用に対して集団の50%に致命的である）によって決めるこ
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とができる。毒性と治療効果の容量比は、治療指数であり、LD5O／ED5Oと表すこ

とができる。高い治療指数を示す医薬組成物が好ましい。細胞培養アッセイ及び

動物実験から得たデータを用いて、ヒトに対する服用量の範囲を調整する。

      【００７５】

  （モデル系）

  ヒトに相当する暴露条件で、動物モデルがヒトに類似の毒物反応を示すバイオ

アッセイに動物モデルを用いることが可能である。哺乳類が最も一般的なモデル

であり、大抵の毒物研究は、低コストで入手が容易であり、基準毒素が豊富であ

ることから、ラット、又はマウスなどの齧歯類で主に行われる。同系齧歯類は、

目的の遺伝子の過剰或いは過少な発現の生理学的な原因を調査するのに便利なモ

デルであり、病気の診断及び治療方法の開発にも有用である。特定の遺伝子発現

する同系齧歯類は、その遺伝子によって発現されるタンパク質の便利なタンパク

質源となり得る。

      【００７６】

  中毒学とは、生物系における物質の影響を研究する学問である。殆どの毒物研

究はラットまたはマウスを用いて行い、物質の有害作用がヒトに起こるかどうか

を推定する。生理学上及び行動、恒常性プロセス、致死率における質的及び量的

変化を観察して、安全性または有毒反応のプロフィールを作成し、その薬剤に曝

露された後のヒトの健康状態を評価する。

      【００７７】

  毒物検査は、１回、複数回、または長期にわたる検体の薬剤曝露の効果を測定

する。反応の程度は、曝露の経路（接触、経口摂取、注射、吸入）、検体の年齢

、遺伝子構成、性、健康状態によって異なる。毒物運動学の研究（toxicokineti

c studies）では、検体組織における物質の吸収及び分配、代謝、貯蔵、排泄の

追跡し、毒物動態学の研究（toxicodynamic studies）では、検体組織における

物質の存在による生物学的反応をグラフにする。

      【００７８】

  遺伝子毒物学は、物質が遺伝子の突然変異を引き起こす能力を同定し分析する

。遺伝毒性物質は通常、核酸との相互作用を促進する一般的な化学的或いは物理
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的特性を有し、突然変異した染色体が子孫に受け継がれるのが最大の害である。

毒物学の研究は、受胎前の両親のどちらか一方、または妊娠中の母、発生段階の

生物に投与された場合の、子孫における構造的或いは機能的な異常の頻度を増加

させる薬剤を同定する。これらの試験ではマウス及びラットを用いる場合が最も

多いが、これはマウス及びラットは、生殖周期が短く、統計的必要性を満たす多

数の生物を出産する能力による。

      【００７９】

  実験動物における全ての毒物学研究には、投与するために物質の形態を調整す

ること、投与経路を選択すること、薬理学的目的の種に類似の種を選択すること

が含まれる。投与濃度を変えて、曝露に関連し、検出して測定する投与量に関連

する効果範囲を調べる。

      【００８０】

  急性毒物の検査では、物質の検体への一回の投与量に基づいて、その物質によ

る症状または致死率を決定する。１）開始時の服用範囲を決定する実験と、２）

有効な投与量の範囲を狭める実験と、３）用量応答曲線を決定する実験の３つの

実験が行われる。

      【００８１】

  長期に渡る毒性検査は、薬剤の投与を繰り返して行う。このような検査では、

通常はラット及びイヌを用いて、分類学上異なった種からデータを収集する。発

癌物質を除いて、物質を高い投与量濃度で３～４ヶ月間、毎日投与することで、

成体動物における殆どの毒性の形態が明らかになるという研究結果が多くある。

      【００８２】

  一年或いはそれ以上の長期に渡る慢性毒性検査は、物質に毒性がないことを証

明するためか、或いは発癌性の可能性を実証するために行われる。ラットで検査

が行われる場合、少なくとも３つの検査グループと、１つの対照グループとが用

いられる。これらラットは、最初から最後まである間隔でモニタリングされる。

      【００８３】

  目的の遺伝子を過剰或いは過少に発現する遺伝子組換え齧歯類は、同系交配さ

れ、ヒト疾患モデルとして、治療薬検査或いは毒物検査を行うために用いられる
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（例えば、van Beusechem and Valerio, In: Murray (1992) Transgenesis: App

lications of Gene Transfer, John Wiley & Sons Ltd. Chichester, England, 

pp. 283-289を参照）。ラットモデルやマウスモデルを作製するために、ヒトの

疾患を模倣するある候補遺伝子を強力なプロモーターに結合して、受精卵に注入

し、その卵を偽妊娠のメスに移す。このプロモーターは、胚発生中或いは生後に

、特異的な組織において特定の時期に活性化され得る。導入遺伝子の発現を、実

験的薬物療法の前後及びその最中に、表現型または組織特異的mRNAの発現を分析

してモニタリングする。導入遺伝子がヒト疾患モデルとして用いられる例には、

家族性アルツハイマー病における突然変異アミロイド前駆体タンパク質及びアポ

リポタンパク質の研究がある。

      【００８４】

  齧歯類胚から単離された胚性幹細胞（ＥＳ）は、胚を形成する可能性を維持し

ている。ＥＳ細胞が担体となる胚の中に導入された場合、正常な発生を再開し、

生きて生まれる動物の全ての組織に貢献する。ＥＳ細胞は、ある実験的なノック

アウト及びノックイン齧歯類系を作製するために好ましい細胞である。マウス12

9／SvJ細胞株などのマウスＥＳ細胞は、マウスの初期の胚から採取され、当分野

で周知の培養条件のもとで増殖される。ノックアウト系に用いるベクターには、

in vivoで転写及び／又は翻訳を乱すマーカー遺伝子配列を含むように改変され

た疾患遺伝子候補が含まれる。ＥＳ細胞は、当分野で周知の電気穿孔法及びリポ

ソーム輸送、マイクロインジェクションなどの形質転換方法によってベクターに

導入される。齧歯類の内在性遺伝子が、細胞分裂の際の相同組み換え及び組み込

みによって改変された疾患遺伝子に置換される。次に、形質転換されたＥＳ細胞

が、所定の条件下で選択され同定され、C57／BL／6マウス系などのマウス細胞胚

盤胞に微量注入されるのが好ましい。この胚盤胞を偽妊娠メスに外科的に導入す

ると、生まれたキメラ子孫に遺伝子型が受け継がれ、交配によってヘテロ接合系

またはホモ接合系が作り出される。

      【００８５】

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

々な細胞型及び組織の違いを研究する（Bain 他 (1995) Dev. Biol. 168:342-35
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7; Wiles and Keller (1991) Development 111:259-267; and Klug 他 (1996) J

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

もまた、in vitroで操作して、内胚葉及び中胚葉、外胚葉性の細胞型を含む８つ

の別の細胞系譜に分化できることが実証された（Thomson (1998) Science 282:1

145-1147）。

      【００８６】

  上記したように、本明細書の配列表に示したヌクレオチド配列を既知の技術に

用いたが単なる具体例であり、それらが当業者に周知のある技術に限定して用い

られることを意味するものではない。更に、新規の技術が当分野で現在既知のヌ

クレオチド配列に依存するのであれば、本明細書に示すこれらの配列を、まだ開

発されていない分子生物学技術に用いることも可能である。

      【００８７】

  遺伝子ノックアウト分析では、ヒト疾患遺伝子候補のある領域が、ネオマイシ

ン・ホスホトランスフェラーゼ遺伝子などの非哺乳動物遺伝子を含むように酵素

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

れたコーディング配列は、標的遺伝子の転写及び翻訳を乱して疾患候補タンパク

質の生化学的合成を阻止する。この改変した遺伝子を培養胚幹細胞（上記）の中

に形質転換し、この形質転換細胞を齧歯類胚胞に注入し、この胚胞を偽妊娠メス

に移植する。この遺伝子組換え子孫をクロス交配して、ホモ接合近交系を作り出

す。

      【００８８】

  胚発達の初期段階に現れる分化全能性のＥＳ細胞を用いてノックインヒト化動

物（ブタ）又はヒトの疾患の遺伝子組み換え動物モデル（マウス又はラット）を

作り出すことが可能である。ノックイン技術では、ヒト遺伝子のある領域を動物

ＥＳ細胞に注入し、そのヒトの配列を組み換えによって動物細胞ゲノムの中に組

み込む。ヒト遺伝子が組み込まれた全能性ＥＳ細胞は、上記したように操作する

。ヒトの症状に類似の情報を収集するべく、この同系動物の研究及び処置が行わ

れる。これらの方法を用いて、幾つかのヒトの疾患のモデル系を作り出す（例え

ば、Lee 他 (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. 95:11371-11376；Baudoin 他 (199
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8) Genes Dev. 12:1202-1216; and Zhuang 他 (1998) Mol. Cell Biol. 18:3340

-3349）。

      【００８９】

  この動物実験の分野は、生理学及び遺伝学、化学、薬理学、統計学等の基本科

学の方法論及びデータを取り扱う。これらのデータは、ヒトの健康に関連し得る

非ヒト霊長類における治療薬の効果を評価するの際に重要である。ワクチン及び

薬剤の評価においてサルをヒトの代わりに用いる。これらの応答は、類似の条件

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

tta）及びア一般的なマーモセット（Callithrix jacchus）は、これらの研究に

用いられる最も一般的な非ヒト霊長類（ＮＨＰ）である。ＮＨＰの群体作り及び

維持には多大な費用が掛かるため、初期の研究及び毒物学的な研究は、通常は齧

歯類モデルで行われる。薬物嗜癖などの行動を調べる研究では、ＮＨＰは最良の

実験動物である。更に、個々のＮＨＰ及びヒトは、多くの薬剤及び毒物に対して

様々な感受性を示し、これらの物質に対して「高代謝型」と「低代謝型」に分類

できる。したがって、ＮＨＰは、酵素のチトクロームP-450ファミリーによって

作用する物質の代謝及び毒性の研究にとって好ましいモデルである。

      【００９０】

  更なる実施例では、限定するものではないが、トリプレット遺伝子コード及び

特異的な塩基形成相互作用などの特性を含む、現在知られているヌクレオチド配

列の特性に新しい技術が依存する場合は、この哺乳類タンパク質をコードするヌ

クレオチド配列が、まだ開発中の任意の分子生物学技術に用いることが可能であ

る。引用した全ての特許及び出版物は、本明細書の一部とする。

      【００９１】

    【実施例】

  本発明は、記載した特定の装置及び装置、物質、方法に限定されるものではな

いことを理解されたい。特定の実施例について説明したが、同等の実施例を用い

て本発明を具現することも可能である。本発明の範囲は、前記請求の範囲によっ

てのみ限定されるものであって、記載した実施例によって限定されるものではな

い。以下に記載の実施例は、本発明を例示するためのものであって本発明を限定
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するものではない。例示目的で、ヒト脳梁cDNAライブラリCORPNOT02を記載する

。

      【００９２】

  １  代表的なcDNA配列の調整

  ヒト脳梁cDNAライブラリCORPNOT02は、アルツハイマー病で死亡した７４歳の

白人男性（標本 #RA95-09-0670; International Institute for the Advancemen

t of Medicine, Exton PA）から入手した組織から作製した。冷凍組織をPOLYTRO

N ホモジナイザー（PT-3000; Brinkmann Instruments, Westbury, NY）を用いて

、グアニジニウムイソチオリアネート溶液中でホモジナイズして溶解した。その

溶解物を、BL8-70M超遠心分離機（Beckmann Instruments）でSW28ロータを用い

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

間かけて遠心分離した。RNAを酸性フェノール（pH 4.7）で抽出し、0.3 M 酢酸

ナトリウム及び2.5倍量のエタノールを用いて沈殿させ、RNAを含まない水に再懸

濁し、DNアーゼ（Life Technologies）で処理した。前述のように、RNAの抽出及

び沈澱を繰り返した。

      【００９３】

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

て単離してcDNAライブラリを作製した。このmRNAは、mRNAのポリA尾部における

第一鎖cDNAの合成を開始するように設計されたNotIアダプタープライマーを含む

SUPERSCRIPTプラスミドシステム（Life Technologies）の推奨プロトコルに従っ

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

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

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

 (Incyte Pharmaceuticals)のNotI及びEcoRI部位に結合した。この組み換えプラ

スミドを、コンピテントDH5α細胞（Life Technologies）またはELECTROMAX DH 

10B細胞（Life Technologies）の中に導入して形質転換した。

      【００９４】

  プラスミドDNAは、REAL Prep 96 Plasmid kit（QIAGEN, Inc.）を用いてその

細胞から放出させ精製した。推奨プロトコルを用いたが、以下の点を変更した。
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（１）25mg/lのカルベニシリン及び0.4%のグリセロールを含む1mlの滅菌Terrifi

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

液を19時間インキュベートし、この細胞を0.3mlの溶解緩衝液に溶解した。（３

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

に再懸濁した。このプロトコルの終了後にこのサンプルを96ウェルブロックに移

して4℃で保管した。

      【００９５】

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

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

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

のcDNAの配列を、ABI PRISM 377（PE Biosystems）若しくはMEGABACE 1000 (APB

)シークエンシングシステムの何れか一方を用いて、Sanger, F.及びAR. Coulson

（J. Mol. Biol. (1975) 94:441-448）の方法でシークエンシングした。大抵の

単離物は、標準的なABIプロトコル及びキット（PE Biosystems）に従ってシーク

エンシングした。0.25ｘ～1.0ｘの濃度の溶液を用いた。或いは、Amersham Phar

macia Biotech製の溶液及び色素を用いてcDNAをシークエンシングしてもよい。

      【００９６】

  ２  この配列の同定及び伸長、構築、解析

  ZOOSEQデータベース(Incyte Pharmaceuticals)からのインサイト社クローン70

0145292を用いて、LIFESEQデータベース(Incyte Pharmaceuticals)からのインサ

イト社クローン5595953を同定した。インサイト社クローン5595953で発現する初

めにパスして伸長したcDNA、SEQ ID NO:3－11を、Phred/Phrap若しくはCONSED (

Green, University of Washington, Seattle WA)、GCG 断片構築システム(Genet

ics Computer Group (GCG). Madison WI)を用いて構築した。PROソフトウエア (

Hitachi Software Engineering)を用いて、構築した配列のオープンリーディン

グフレームを調べ、コーディング領域を翻訳した。完全長のヌクレオチド配列及

び核酸配列を、LASERGENEソフトウエア(DNASTAR)を用いてBLASTでGenBank デー

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

対して問い合わせて解析した。アミノ酸配列の機能解析は、MOTIFS (GCG) 及びH
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MMアルゴリズムを用いて行った。アミノ酸配列の抗原性指数（Jameson-Wolf解析

）は、LASERGENEソフトウェア(DNASTAR)を用いて決めた。次に、BLASTを用いて

クローン及び構築した配列を全ての哺乳動物ライブラリに渡って比較し、相同な

核酸配列、SEQ ID NO:12－25を同定した。

      【００９７】

  ３  配列類似性

  MEGALIGNプログラム(DNASTAR)のクラスタ法を用いて、少なくとも２つの核酸

若しくはアミノ酸配列間の比較に基づいて同一性（％）で配列類似性を計算した

。このクラスタ法は、全ての対間の距離を調べて配列をクラスタに分類するアル

ゴリズムを用いる。クラスタを対に基づいて並べた後、再びグループに分ける。

２つの配列A及びB間の配列同一性は、配列AとBの一致する残基の合計数を、配列

Aの合計残基数から配列Aのギャップ残基数と配列Bのギャップ残基数とを減じた

もので除して求める。２つの配列間の類似性が0或いは0に近いところのギャップ

は含めていない。

      【００９８】

  ４  ノーザン分析

  ノーザン分析は、遺伝子の転写物の存在を検出するために用いられる実験用技

術であり、特定の細胞種或いは組織からのRNAが結合されている膜への標識され

たヌクレオチド配列のハイブリダイゼーションを伴う。

      【００９９】

  BLASTに用いる類似のコンピュータ技術を用いて、GenBank或いはLIFESEQ（Inc

yte Pharmaceuticals）のようなヌクレオチドデータベース内の同一或いは関連

する分子を検索する。この配列ベースの解析は多くの膜系ハイブリダイゼーショ

ンより非常に速度が速い。さらにコンピュータ検索の感度を変更して、任意の特

定の一致が、厳密な一致或いは相同的一致の何れかとして分類されるかを確定す

ることができる。検索の基準は、（％配列同一性×％最大BLASTスコア）／100と

して定義される積スコアである。積スコアは、２つの配列間の類似度及び配列一

致の長さの両方を考慮する。例えば、積スコア４０の場合、その一致は１～２％

誤差の範囲内で正確であり、７０ではその一致は正確であろう。類似若しくは関
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連する分子は通常、８～４０の範囲の積スコアを示す分子を選択することにより

同定される。

      【０１００】

  ノーザン分析の結果は、この哺乳動物タンパク質をコードする転写物が発生し

たライブラリの分布割合として報告される。分析には、器官／組織及び疾患によ

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

膚、発生、内分泌、胃腸、造血／免疫、筋骨格、神経、生殖、泌尿器が含まれる

。疾患のカテゴリーには、癌、炎症、外傷、細胞増殖、神経、貯蔵されているも

のが含まれる。カテゴリー別に、目的の配列を発現するライブラリの数を数えて

、それを全ての範囲のライブラリの数で除した。

      【０１０１】

  ５  ポリヌクレオチドの伸長

  SEQ ID NO:1の核酸配列は、オリゴヌクレオチドプライマーを用いてインサイ

ト社クローンを伸長して作製した。一方のプライマーは既知の断片の５'の伸長

を開始するために合成し、他方のプライマーは既知の断片の３'の伸長を開始す

るために合成した。開始プライマーは、OLIGO 4．06ソフトウェア（National Bi

osciences）を用いて、約２２～約３０個のヌクレオチドの長さ、約５０％以上

のＧ＋Ｃの含量で、かつ約６８～７２℃の温度で標的配列にアニールするように

設計した。ヘアピン構造及びプライマー－プライマー二量体が生じないようにし

た。選択されたヒトcDNAライブラリを用いてこの配列を伸長した。２段階以上の

伸長が必要な場合は、追加の或いは入れ子の組みのプライマー（nested primer

）を設計する。

      【０１０２】

  PCRをPTC-200 (MJ Research, Inc.)用いて96ウェルブロックプレートで行って

、高い忠実度で増幅した。反応混合液は、鋳型DNA及び200 nmolの各プライマー

、Mg２+と(NH4)2SO4とβ－メルカプトエタノールを含む緩衝液、Taq DNAポリメ

ラーゼ(Amersham Pharmacia Biotech)、ELONGASE酵素(Life Technologies)、Pfu

 DNAポリメラーゼ(Stratagene)を含む。プラスミドから選択したプライマーの組

に対して以下のパラメーターで増幅を行った。
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ステップ１    ９４℃で３分間

ステップ２    ９４℃で１５秒

ステップ３    ６０℃で１分間

ステップ４    ６８℃で２分間

ステップ５    ステップ２、３、及び４を２０回繰り返す

ステップ６    ６８℃で５分間

ステップ７    ４℃で保管。

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

ーで増幅を行った。

ステップ１    ９４℃で３分間

ステップ２    ９４℃で１５秒

ステップ３    ６０℃で１分間

ステップ４    ６８℃で２分間

ステップ５    ステップ２、３、及び４を２０回繰り返す

ステップ６    ６８℃で５分間

ステップ７    ４℃で保管。

      【０１０３】

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

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

度計プレート(Corning Science Products, Corning NY)の各ウェルに分配してDN

Aが試薬と結合できるようにして測定する。このプレートをFluoroskan II (Labs

ystems Oy, Helsinki, Finland)でスキャンして、サンプルの蛍光を計測してDNA

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

ニゲル上での電気泳動によって解析し、何れの反応物が配列を伸長することに成

功したかを決定する。

      【０１０４】

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

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

し、pUC 18ベクター(APB)に再連結する前に音波処理またはせん断を行った。シ
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ョットガンシークエンシングのために、消化した断片を低濃度（０．６～０．８

％）のアガロースゲル上に分離して、UV光で可視化して断片を切断し、寒天をAg

ar ACE (Promega)で消化／除去した。T4リガーゼ(New England Biolabs, Beverl

y MA)を用いて伸長した断片をpUC 18ベクター(Amersham Pharmacia Biotech)に

再連結し、Pfu DNAポリメラーゼ(Stratagene)で制限部位の延び出しを処理して

コンピテント大腸菌細胞に形質移入した。形質転換された細胞を選択して抗生物

質を含む培地に移し、それぞれのコロニーを切りとって、384ウェルプレートに

おいてLB/2Xカルベニシリン培養液で、３７℃で一晩培養した。

      【０１０５】

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

ratagene)を用いて以下の手順でDNAを増幅した。

ステップ１    ９４℃で３分間

ステップ２    ９４℃で１５秒

ステップ３    ６０℃で１分間

ステップ４    ７２℃で２分間

ステップ５    ステップ２、３、及び４を２９回繰り返す

ステップ６    ７２℃で５分間

ステップ７    ４℃で保管。

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

の悪いサンプルは、上記した条件で再び増幅した。サンプルを20％のジメチルサ

ルホサイド（dimethysulphoxide）(1:2, v/v)で希釈し、DYENAMIC DIRECTキット

(APB)またはABI PRISM BIGDYE Terminator cycle sequencing ready reactionキ

ット(Perkin-Elmer)を用いてシークエンシングした。

      【０１０６】

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

するように設計したオリゴヌクレオチドとゲノムライブラリを用いて調節配列を

得た。

      【０１０７】

  ６  プローブの標識化及びハイブリダイゼーション分析
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  以下に示す任意の方法によって、ポリヌクレオチド配列を生物学的試料から単

離し、標準的な核酸ハイブリダイゼーションプロトコルに好適な基板に固定する

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

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

スゲルを用いた電気泳動法によって分別し、20xクエン酸ナトリウム(SSC)を用い

て毛管輸送によってナイロン膜に移す。別法では、標的核酸を個別にベクターに

結合させ、細菌宿主細胞に挿入してライブラリを作製する。標的核酸を以下の任

意の方法によって基板上に並べる。第１の方法では、個々のクローンを含む細菌

細胞を機械的に選んでナイロン膜上に並べる。細菌増殖培地（カルベニシリンを

含むLB寒天）にこのナイロン膜を置き、３７℃で１６時間インキュべートする。

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

UVクロスリンカー(Stratagene, La Jolla CA)において、ナイロン膜をUV照射し

てDNAをその膜に架橋結合させる。

      【０１０８】

  第２の方法では、挿入物に近接するベクター配列に相補的なプライマーを用い

てPCRを３０回繰り返し、標的核酸を細菌ベクターから増幅する。増幅した標的

核酸をSEPHACRYL-400 (APB)を用いて精製する。精製した標的核酸をガラス製の

顕微鏡スライド（Corning Science Products）上に機械的に並べる。このスライ

ドは、０．０５％のアミノプロピルシラン（Sigma-Aldrich, St Louis MO）で予

めコーティングしてから１１０℃で硬化したものである。ガラススライドのアレ

イ（マイクロアレイ）を、STRATALINKER UVクロスリンカー(Stratagene)でUV照

射する。

      【０１０９】

  cDNAプローブ配列は、鋳型mRNAから作製される。５μgのmRNAを１μgのランダ

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

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

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

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

で１～２時間インキュべートする。インキュべートした後、プローブを42μlの
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蒸留水で希釈して９５℃で３分間加熱し、その後氷上で冷却する。プローブのmR

NAをアルカリ分解によって除去する。このプローブを中和し、PROBEQUANT G-50 

MicroColumn (APB)を用いて変性したmRNAや組み込まれなかったヌクレオチドを

除去する。放射性核種[32P]dCTPの代わりにCy3-dCTP或いはCy5-dCTP等の標識ヌ

クレオチド(APB)でプローブを標識することもできる。

      【０１１０】

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

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

イゼーション緩衝液において、基板を少なくとも２時間６５℃でインキュべート

した後、この緩衝液をプローブ配列を含む新しい緩衝液10 mlに取り替える。６

５℃で１８時間インキュべートした後、ハイブリダイゼーション緩衝液を除去し

、最大40 mMのリン酸ナトリウム及び１％SDS、1 mM EDTA、６５℃の条件に徐々

にストリンジェンシーを増しながら、連続的に基板を洗浄する。膜にハイブリダ

イズした放射線標識したプローブによって生成されるシグナルを検出するために

、この基板をPHOSPHORIMAGERカセット(APB)に曝し、そのイメージをIMAGEQUANT

データ解析ソフトウェア(APB)を用いて解析する。マイクロアレイにハイブリダ

イズした蛍光プローブによって生成されるシグナルを検出するために、この基板

を共焦点レーザ顕微鏡検査によって検査し、GEMTOOLS遺伝子発現解析ソフトウェ

ア(Incyse Pharmaceuticals)を用いてイメージを修正し解析する。

      【０１１１】

  ７  相補的ポリヌクレオチド

  本ポリヌクレオチドに相補的な配列、或いはその断片を用いて、遺伝子の発現

を検出したり、低下させたり、阻害することができる。約１５～約３０個の塩基

対からなるオリゴヌクレオチドの使用について記載するが、それより小さい或い

は大きい配列の断片の場合でも実質的に同じ方法を用いることができる。オリゴ

ヌクレオチドは、SEQ ID NO:1若しくはその断片、SEQ ID NO:3－9を用いて、Oli

go4.06ソフトウェア（National Biosciences）で設計する。プロモーターの結合

を阻害して転写を阻害するためには、相補的なヌクレオチドは、最もユニークな

５′配列、最も好ましくはオープンリーディングフレームの開始コドンの前の約
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１０個のヌクレオチドに結合するように設計する。翻訳を阻害するためには、相

補的なオリゴヌクレオチドは、本哺乳動物タンパク質をコードするmRNAにリボソ

ームが結合するのを阻害するように設計する。

      【０１１２】

  ８  本哺乳動物タンパク質の発現

  本哺乳動物タンパク質の発現及び精製は、細菌若しくはウイルスを基にした発

現系を用いて行うことができる。細菌で発現させるために、抗生物質耐性遺伝子

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

ブクローニングする。このようなプロモーターには、lacオペレーター調節要素

に関連するT5またはT7バクテリオファージプロモーター及びtrp-lac(tac)ハイブ

リッドプロモーターが含まれるが、これらに限定されるものではない。組換えベ

クターを、BL21(DE3)などの好適な細菌宿主に形質転換する。抗生物質耐性細菌

が、イソプロピルβ－Dチオガラクトピラノシド(IPTG)で誘発されるとこの哺乳

動物タンパク質を発現する。真核細胞での発現は、一般にバキュロウイスルスと

して知られているAutographica californica核多面性ウイルス(AcMNPV)をSpodop

tera frugiperda (Sf9)昆虫細胞に感染させて行う。バキュロウイルスの非必須

ポリヘドリン遺伝子を、相同組換え或いは転移プラスミドの媒介を伴う細菌媒介

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

は維持され、強いポリヘドリンプロモータによって高いレベルでcDNAが転写され

る

  大抵の発現系では、この哺乳動物タンパク質が、精製の細胞溶解物からの組換

え融合タンパク質の親和性ベースの精製が素早く１回で行うことができるGSTま

たはFLAGとの融合タンパク質として合成される。GSTによって、タンパク質の活

性及び抗原性を維持する条件下で、固定されたグルタチオン上での融合タンパク

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

蛋白分解的に特定の操作部位で切断できる。アミノ酸８個のペプチドからなるFL

AGによって、市販のモノクローナル及びポリクローナル抗FLAG抗体(Eastman Kod

ak)を用いたイムノアフィニティー精製が可能となる。６個の連続するヒスチジ

ン残基のストレッチである6-Hisによって、金属キレート樹脂(QIAGEN)上での精
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製が可能となる。タンパク質の発現及び精製の方法は、Ausubel (1995,前出, ch

 10, 16)に記載されている。これらの方法で精製したこの哺乳動物タンパク質を

直接用いて以下のアッセイを行うことができる。

      【０１１３】

  ９  機能的アッセイ

  タンパク質の機能は、哺乳動物細胞培養系においてLMTFをコードする配列の生

理学的に高レベルでの発現によって評価する。このポリヌクレオチドを、強力な

サイトメガロウイルスプロモーターを含むpCMV SPORTTMベクター(Life Technolo

gies.)にサブクローニングする。５～１０μgのこの組換えベクターを、内皮或

いは造血由来のヒト細胞株に電気穿孔法によって形質転換する。更に、蛍光マー

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

ドを同時に形質転換して、フローサイトメトリーで形質転換細胞を同定する。

      【０１１４】

  遺伝子発現における導入された遺伝子の影響は、精製されたこれらの形質転換

細胞の集団を用いて評価することができる。形質転換された細胞表面で発現する

CD64-GFPが、ヒト免疫グロブリンG(IgG)の保存された領域と結合するため、この

形質転換細胞を、ヒトIgGか抗CD64抗体の何れかで被覆された磁気ビーズを用い

て分離することができる(DYNAL. Lake Success. NY)。mRNAは、当分野で周知の

方法で細胞から精製し、ハイブリダイゼーション技術で分析することができる。

      【０１１５】

  １０  LMTFに特異的な抗体の生産

  ポリアクリルアミドゲル電気泳動法(PAGE；例えば、Harrington, M.G. (1990)

 Methods Enzymol. 1816－3088-495を参照)で実質的に精製されたLMTFを用いて

、標準的なプロトコルでウサギを免疫して抗体を産生させる。

      【０１１６】

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

解析し、免疫原性の高い領域を決定する。Ｃ末端付近或いは隣接する親水性領域

内のエピトープなどの免疫原性エピトープを選択して合成し、これを用いて当分

野で周知の方法で抗体を量産させる(例えば、前出のAusubel, 1995,11章を参照)
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。

      【０１１７】

  通常、約１５個の残基の長さのエピトープを、fmoc法のケミストリを用いるAB

I 431Aペプチドシンセサイザ（PE Biosystems）で合成し、Ｎ－マレイミドベン

ゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルを用いた反応によりKLH（Sigma

-Aldrich）に結合させて、免疫原性を高める。フロイントの完全アジュバントに

おけるエピトープ－KLH複合体でウサギを免疫する。十分な時間が経過した後、

得られた抗血清で抗ペプチド活性を検査する。この検査には、このペプチドをプ

ラスチックに結合し、１％ウシ血清アルブミン（BSA）を用いてブロックし、ウ

サギ抗血清と反応させ、洗浄し、さらに放射性ヨウ素標識されたヤギ抗ウサギIg

Gと反応させる。当分野で周知の方法を用いて抗体力価及び形成された複合体の

収量を測定する。

      【０１１８】

  １１  特異的抗体を用いる自然発生タンパク質の精製

  自然発生或いは組換え哺乳動物タンパク質を、このタンパク質に特異的な抗体

を用いるイムノアフィニティークロマトグラフィにより実質的に精製する。イム

ノアフィニティーカラムは、CNBr-活性化SEPHAROSEレジン（APB）とその抗体と

を共有結合させることにより形成する。このタンパク質を含む培養液をイムノア

フィニティーカラムに通し、このタンパク質を優先的に吸着できるように、界面

活性剤の存在下で高イオン強度緩衝液でそのカラムを洗浄する。結合後、抗体と

このタンパク質との結合を切るように、そのカラムを緩衝液（pH 2～3）、或い

は高濃度の尿素やチオシアネートイオンで溶出させ、このタンパク質を回収する

。

      【０１１９】

  １２  本ポリヌクレオチド若しくはタンパク質と特異的に結合する分子のスク

リーニング

  この核酸配列やその断片、或いは本タンパク質やその断片を、32P-dCTP、Cy3-

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

識する。予め好適な基板上に配列した候補分子のライブラリを、標識した核酸配
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列若しくはタンパク質の存在下でインキュベートする。インキュベートした後、

基板を洗浄し、特異的な結合或いは複合体形成を示唆する標識が保持している基

板上の全ての部分をアッセイし、結合している分子を同定する。様々な濃度の核

酸若しくはタンパク質で得られたデータを用いて、標識した核酸若しくはタンパ

ク質と候補分子との親和性を計算する。

      【０１２０】

  １３  タンパク質活性の実証

  LMTFの活性は、レポーター遺伝子の発現を調節する能力によって測定すること

ができる。このアッセイには、大腸菌βガラクトシダーゼ酵素（LacZ）をコード

する配列の上流につながれた転写因子応答性要素からなるレポーター遺伝子の作

製が含まれる。LMTFをコードする配列を、高レベルでcDNAを発現させる強力なプ

ロモーターを含む哺乳動物発現ベクターにサブクローニングする。このベクター

には、サイトメガロウイルスプロモーターをそれぞれ含むPCMV SPORT (Life Tec

hnologies)及びPCR 3.1 (Invitrogen, Carlsbad CA)を用いることができる。こ

のような組換えベクター及びレポーター遺伝子作製物を、リポソーム製剤や電気

穿孔法を用いて好ましくは神経由来のヒト細胞株に同時に形質転換する。レポー

ター遺伝子のみで形質転換されたコントロール細胞と比較したLMTF形質転換細胞

におけるβガラクトシダーゼ酵素の活性の量が、LMTF遺伝子産物によって調節さ

れた転写量に正比例する。

      【０１２１】

  （表の簡単な説明）

  表１は、SEQ ID NO:1と相同なヒト及びラット、マウス、サル由来のEST、ヌク

レオチドの長さ、由来、SEQ ID NO:1と重複する領域、SEQ ID NO:1との同一性（

％）を示す。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１Ａ】    

  MACDNASIS PROソフトウェア(Hitachi Software Engineering, South San Fran

cisco CA)を用いて作成した、哺乳動物タンパク質のアミノ酸配列（SEQ ID NO:2

）をコードする核酸配列（SEQ ID NO:1）を示す。

    【図１Ｂ】    

  MACDNASIS PROソフトウェア(Hitachi Software Engineering, South San Fran

cisco CA)を用いて作成した、哺乳動物タンパク質のアミノ酸配列（SEQ ID NO:2

）をコードする核酸配列（SEQ ID NO:1）を示す。

    【図１Ｃ】

  MACDNASIS PROソフトウェア(Hitachi Software Engineering, South San Fran

cisco CA)を用いて作成した、哺乳動物タンパク質のアミノ酸配列（SEQ ID NO:2

）をコードする核酸配列（SEQ ID NO:1）を示す。

    【図１Ｄ】    

  MACDNASIS PROソフトウェア(Hitachi Software Engineering, South San Fran
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cisco CA)を用いて作成した、哺乳動物タンパク質のアミノ酸配列（SEQ ID NO:2

）をコードする核酸配列（SEQ ID NO:1）を示す。

    【図１Ｅ】    

  MACDNASIS PROソフトウェア(Hitachi Software Engineering, South San Fran

cisco CA)を用いて作成した、哺乳動物タンパク質のアミノ酸配列（SEQ ID NO:2

）をコードする核酸配列（SEQ ID NO:1）を示す。

    【図１Ｆ】    

  MACDNASIS PROソフトウェア(Hitachi Software Engineering, South San Fran

cisco CA)を用いて作成した、哺乳動物タンパク質のアミノ酸配列（SEQ ID NO:2

）をコードする核酸配列（SEQ ID NO:1）を示す。

    【図２Ａ】    

  LASERGENEソフトウェア(DNASTAR, Madison WI)のマルチシーケンス・アライメ

ント・プログラムを用いて作成した、SEQ ID NO:2と、G12（GI 861207; SEQ ID 

NO:26）及びSpot l4（GI 1171574; SEQ ID NO:27）との間の化学的及び構造的類

似性を示す。SEQ ID NO:2のアミノ酸配列の45残基から59残基までを用いて抗体

を産生することが可能である。

    【図２Ｂ】    

  LASERGENEソフトウェア(DNASTAR, Madison WI)のマルチシーケンス・アライメ

ント・プログラムを用いて作成した、SEQ ID NO:2と、G12（GI 861207; SEQ ID 

NO:26）及びSpot l4（GI 1171574; SEQ ID NO:27）との間の化学的及び構造的類

似性を示す。SEQ ID NO:2のアミノ酸配列の45残基から59残基までを用いて抗体

を産生することが可能である。

    【表１】
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【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図１Ｃ】
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【図１Ｄ】
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【図１Ｅ】
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【図１Ｆ】
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【図２Ａ】
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【図２Ｂ】
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【国際調査報告】
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Ｆターム(参考） 2G045 AA34 AA35 BB50 CB01 DA13
                      DA36 FB01 FB02 FB03 FB07
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                4B024 AA01 AA11 BA80 CA04 CA12
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                4B063 QA01 QA08 QA19 QQ08 QQ43
                      QQ52 QR32 QR35 QR55 QR62
                      QR77 QS25 QS34 QX02 QX07
                4B064 AG01 CA19 DA01 DA13 
                4B065 AA90X AA93Y AB01 CA24
                      CA44 CA46 
                4C084 AA06 AA07 CA56 DC50 NA14
                      ZA452 ZA702 ZA752 ZA812
                      ZA892 ZB262 ZB272 ZC332
                      ZC352 
                4H045 AA10 AA20 BA10 CA45 EA20
                      EA50 FA74 
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